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研究成果の概要（和文）：Sleeping Beauty トランスポゾンシステムを利用しての変異マウスの

作製には、以前より成功していた。本研究では、多くの研究者が汎用している C57BL/6 マウス

において、Sleeping Beauty トランスポゾンシステムを構築することを目標とした。そのシス

テムの構築のためには安定したトランスポーゼースを発現させる必要性があるので、C57BL/6

マウス由来 ES 細胞の Rosa26 遺伝子座にトランスポーゼースを挿入させたクローンを獲得し、

いつでも供給出来る体制を整えた。 

 
研究成果の概要（英文）：We have succeeded generation of mutant mice with Sleeping 
Beauty transposon system. In this project, we established such system in C57BL/6 
mice. To stably express SB transposase, we targeted the transposase gene into Rosa26 
locus using C57BL/6 ES cells. We are able to distribute the ES cell line. 
 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007 年度 9,700,000 2,910,000 12,610,000 

2008 年度 11,000,000 3,300,000 14,300,000 

2009 年度 14,600,000 4,380,000 18,980,000 

年度  

  年度  

総 計 35,300,000 10,590,000 45,890,000 

 
 
研究分野：分子生物学 
科研費の分科・細目：実験動物学・実験動物学 
キーワード：トランスポゾンシステム、ミュタゲネーシス、C57BL/6 マウス、表現型解析、病

態モデル 
 
１．研究開始当初の背景 

これまでに多くの遺伝子破壊マウスが
ES 細胞を利用して作製され、個体における

遺伝子の機能を解析する手段の非常に有



用なものとして汎用されている。ただ、こ

れまでは個々の研究者がそれぞれに遺伝

子破壊マウス作製してきたので、その他の

多くの研究者がそれら作製済みの遺伝子

破壊マウスを利用して研究を推し進めよ

うと思っても利用できないとか、利用する

までに多大な時間を浪費していた。そこで

遺伝子破壊マウスを共通なツールとして

利用していこうという国家レベルの動き

がある。そのために ES 細胞を利用してト

ラップクローン、あるいは、ノックマウス

クローンを網羅的に取得供給する試みが

始まっている。 

アメリカでは全ての遺伝子について

null-allele をマウス個体で作製するプ

ロ ジ ェ ク ト が 立 ち 上 が り （ The 

Comprehensive Knockout Mouse Project 

Consortium, The Knockout Mouse Project, 

Nat Genet.36; 921-924, 2004）、一方、ヨ

ーロッパでは ES 細胞においてコンディシ

ョナルアレルの導入を網羅的に行おうと

し て い る （  The European Mouse 

Mutagenesis Consortium, The European 

dimension for the mouse genome 

mutagenesis program, Nat Genet. 36; 

925-927, 2004）。さらに2006年 9月にアメ

リカNIHは、B6バックグランドで網羅的に遺

伝子破壊マウスを作製するために ES 細胞で

ノックアウトクローンを取得するプロジェク

トを採択した。 

我々は、これまでサケ由来の新規トラ

ンスポゾン、Sleeping Beauty トランス

ポゾンを利用することが遺伝子破壊マウ

ス作製に有効であることを報告してきた。

すなわち、世界に先駆けて報告した生殖

系列におけるトランスポゾンの効率のよ

い転移（Horie K., et al., Proc. Natl. 

Acad. Sci. USA 98; 9191-9196, 2001）、

トランスポゾンシステムの網羅的遺伝子

破壊マウス作製の可能性、（Horie K., et 

al., Mol. Cell. Biol. 23;  9189-9207, 

2003）、ゲノム領域に限定した網羅的遺伝

子破壊マウス作製（Keng V.W. et al.,  

Nat Methods.2; 763-769, 2005）である。

さらに表現型解析も通常の ES 細胞を利

用するものと同様にできることを報告し

た（Yae K.,et al, Mol. Cell. Biol. 26, 

6185-6196, 2006）。本研究では、この ES

細胞を利用しないトランスポゾンシステ

ムを B6 マウスに応用し、網羅的に遺伝子

破壊マウスを作製しようとするものであ

る。 
 
２．研究の目的 
（1）これまで行っていた生殖細胞系列

でのトランスポゾン転移の実験は、

mixedバックグランドだった。同様のシ

ステムをB6バックグランドで再構築す

る。すなわち転移の駆動力になるトラン

スポーゼース発現トランスジェニック

マウス（SBマウス）と、トランスポーゼ

ース認識配列を有するトランスジェニ

ックマウス（GFPマウス）をそれぞれB6

バックグランドで樹立する。SBマウスは

駆動力の高いマウスを１ライン選択す

る。GFPラインに関しては、できるだけ

多くのラインを選択する。両者を交配し、

生殖細胞系列で転移が起こったマウス

の頻度を解析し、B6バックグランドでの

遺伝子破壊マウス作製効率を算定する。

この解析結果から全ての遺伝子を破壊

したマウスを作製するためには、どれく

らいの規模が必要かを算出し、より大規

模なプロジェクトの基盤とする。 

 

（2） B6バックグランドで遺伝子破壊

マウスを網羅的に作製しようと思うと、



まずB6由来のES細胞を用意し、トラップ

ベクターを用いて内在性遺伝子（主にES

細胞で発現している遺伝子）を破壊する。

内在性遺伝子が破壊されているES細胞

クローンを胚盤胞に打ち込みキメラマ

ウスを取得する。次にキメラマウスが

germ line transmission するかどうか

を確認する。一般にB6由来のES細胞は 

129由来のES細胞に比べ不安定でgerm 

line transmission する率が低いとさ

れている。つまり、網羅的にB6バックグ

ランドで遺伝子破壊マウスを作製する

ためには、ES細胞の維持管理が重要なフ

ァクターとなっている。しかも、これら

国家レベルのプロジェクトも実際には

全てのES細胞クローンからマウスを作

製するわけではない。 

我々が今回提案する戦略は、ES細胞を

利用しない全く新しいものである。つま

りマウス個体内、特に生殖系列で遺伝子

をジャンプさせ、内在性遺伝子を破壊す

るものである。この手法を用いるとマウ

スを交配するだけで多くの遺伝子破壊マ

ウスを直接作製することが出来、ES細胞

の維持管理などの煩雑なステップがない。

その上、マウス作製費は従来のES細胞を

利用するものに比べ 1/10～1/100 と考え

られ、コストの面でも優位な点が多い。 
 
３．研究の方法 
まず、研究目的を達成するためのスキーム

を説明する。 

遺伝子破壊マウスを作製するためには、2

回の交配が必要である。 1 回目はトランス

ポーゼース発現マウス（SB）とトランスポ

ゾンを有するマウス（GFP）の交配である。

両者を有するダブルトランスジェニックマ

ウス（種マウス）の生殖系列で遺伝子転移

が起こるので次世代で多くの遺伝子破壊マ

ウスが誕生するわけである。 これまでは、

mixed バックグランドのマウスで行ってい

たが、これを B6 バックグランドにして、同

様のスキームを構築する。 

（１）マウス系統樹立 

① 

B6 バックグランドで 2 種類のトランスポー

ゼース発現 

トランスジェニックマウスの樹立（【図A】でSB

マウスに相当） 

（① -A） CAG-SB11 トランスジェニック

マウスの作製； 

強力で広範囲に発現を誘導する CAG プロモ

ーターの下流にＳＢ11トランスポーゼース

遺伝子（これまでは SB10 といわれるトラン

スポーゼース遺伝子を使用していたが、

SB11 の方が活性が高い）をつないだものを

B6 由来の受精卵に打ち込み、トランスジェ

ニックマウスを作製する。 

（① -B） ROSA26遺伝子座へトランスポーゼ

ース遺伝子をノックインしたマウスの

作製； 

全身でしかも安定してトランスポーゼース遺

伝子を発現させるためにROSA26遺伝子座へト

ランスポーゼース遺伝子（SB11）をノックイ

ンする。このとき、B6 バックグランドにしな

ければいけないので B6 由来の ES 細胞でノッ

クインを行う。 

 
【図 A】



 

 

②B6 バックグランドでトランスポゾンを有

する2種類のトランスジェニックマウスの樹

立（【図 A】で GFP マウスに相当） 

(②-A)ジーントラップ型トランスポゾンを

有するトランスジェニックマウスの作製 

これまで遺伝子破壊マウス作製に使用してき

た SA-IRES-LacZpA-CAGGFP-SD プラスミド

（Horie K., et al., Mol. Cell. Biol. 23;  

9189-9207, 2003、Keng V.W. et al.,  Nat 

Methods.2; 763-769, 2005、【図Ｂ】トランス

ポゾンベクターに相当）をＢ６由来の受精卵

に打ち込み、トランスジェニックマウスを作

製する。 

（② -B）改良型ジーントラップ型トランスポゾ

ンを有するトランスジェニックマウスの

作製 

これまで使用してきたコンストラクトの中

で、GFP－SD はポリAをトラップするユニッ

トである。ポリAトラップは、多くの研究者

から効率が非常に悪いことが指摘されてき

た経緯がある。最近になり、その理由が NMD

（nonsense-mediated mRNA decay）という機

構にあることが示唆された。NMD は停止コド

ンが最後のエクソンにない場合その mRNA は

不安定になる機構であり、GFP-SDが内在性の

エクソンをトラップした場合GFP内に存在す

る停止コドンがトラップ mRNA の不安定性を

誘導すると考えられる。石田らは、IRES配列

を挿入することでNMDを回避できると報告し

ている（Shigeoka T., Kawaichi M., Ishida 

Y., Suppression of nonsense-mediated mRNA 

decay permits unbiased gene trapping in 

mouse embryonic stem cells. Nucleic Acids 

Res. 33：e20, 2005）。我々はIRESをGFPと

SD の間に挿入した改良型トランスベクター

を用いトランスジェニックマウスを作製す

る。 

 

（２）転移効率の検定 

B6 バックグランドのトランスポーゼー

ス発現するマウスとトランスポゾンを有

するマウスの両者を交配し、ダブルトラン

スジェニックマウスを作製する。ダブルト

ランスジェニックマウスのtail DNAを調

整し、転移効率を測定する。これまでの

mixed バックグランドマウスでの効率と比

較することにより B6 バックグランドでの

効率を評価する。               

 

平成20年度以降は、B6バックグランドのダブ

ルトランスジェニックマウスを作製して転

移効率を測定して行く。その効率が低くて次

世代で効率よく遺伝子破壊マウスが作製で

きない可能性があるなら、これまでmixedバ

ックグランドで作製したトランスポーゼー

ス発現マウス、あるいはトランスポゾンを有

するマウスをポジティブコントロールとし

て利用してどこに問題点があるか検討する。 

転移効率は、Ⓐトランスポーゼースの発

現量、Ⓑトランスポゾンのゲノム上の挿

入部に依存することが考えられるので、

Ⓐに関しては、ウェスタンブロットによ

りどのトランスジェニックマウスがトラ

ンスポーゼースの発現量が多いか検討す

る。Ⓑに関しては、多種類のトランスポ

ゾンを有するトランスジェニックマウス

を作製し、転移効率が判明しているトラ

ンスポーゼース発現マウスと交配するこ

とにより転移効率の高いマウスを選択す

る。 



（３）B6 バックグランドのダブルトランス

ジェニックマウス（種マウス）と 

B6 野生型マウスの交配による遺伝子破壊

マウスの作製と転移効率の評価 

【図 A】で見られるような交配をして、ト

ランスポゾンの転移により GFP を発現する

マウスが効率よく誕生するか検討する。GFP

発現したマウスから DNA を調整し挿入部位

を決定する。RNA を調整し、破壊された遺

伝子を同定し、次にデータベースを作製す

ることにより、mixed バックグランドで得

られた結果と比較評価する。 

これまでの結果から（（Horie K., et al., 

Mol. Cell. Biol. 23;  9189-9207, 2003，

Keng V.W. et al.,  Nat Methods.2; 

763-769,2005）、トランスポゾンの転移はト

ランスポゾンがもともと挿入された場所

（ドナー部位）をもつ染色体によく起こる。

（【図 C】） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ただ、他の染色体にも転移が起こるので、

トランスポゾンを有するトランスジェニッ

クマウスにトランスポーゼースが作用した

ときに、どういった分布で転移するか詳し

く検討する。その結果から全遺伝子を破壊

したマウスを作製するためには、どれくら

いスケールアップする必要があるか検討し、

次のビッグプロジェクトの基盤データとす

る。 

４．研究成果 

（1）まず、B6 由来 ES 細胞を筑波大学生

命科学動物資源センター 杉山文博博士よ

り供与を受けた。それらの B6 由来 ES 細

胞は生殖系列に入りやすいことが判明して

いるものである。その B6 由来 ES 細胞の

ROSA26 遺伝子座に効率よくノックイン

できるターゲティングベクターを作製し、

SBtransposase が ROSA26 遺伝子座に挿

入された ES 細胞クローンを数種類得た。

核型も正常だったので、マウス作製のリソ

ースとしてストックした。  
（2）他のトランスポゾンシステムも構築す

るため、piggybag transposase も同時に

ROSA26 遺伝子にノックインを行った。これら

の細胞の核型も正常だったので、その細胞由

来のマウスを作製するリソースとしてスト

ックした。GFP マウスは共同研究で行ってい

るオランダのグループのマウスがそれに相

当する為、転移効率の良いものが選択できる

体制が出来た。 【図 C】 
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