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研究成果の概要：本研究費によって、高等生物の生体組織における RecQL5 の機能を解析するた

め、RecQL5 コンディショナルノックアウトマウス(Q5-S)、ならびに新たなノックアウトアレル

(Q5-D)のマウスを作製した。また、Q5-D ホモ接合体マウスは、大きな異常はなく出生して来る

ことがわかった。現在は引き続き長期観察し、Q5-D ホモ接合体マウスにおける発がんなどの経

過を観察している。また、RecQL5 C 端側に設定したペプチドを用い、ウエスタンブロット、免

疫染色等に使える抗マウス RecQL5 抗体を得ることができた。これらによって今後は他の RecQ

ファミリー分子との機能的関連なども含め検討していく予定である。 
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１．研究開始当初の背景 
哺乳動物における RecQ ヘリケースは RecQ1、
Blm、Wrn、RecQL4、RecQL5 の５種が同定され
ている。これらは RecQ ヘリケースドメイン
を共通に持つことからファミリーとされて
いるが、その N 端、C 端領域はほとんど保存
されていない。実際、Blm、Wrn、RecQL4 それ
ぞれの遺伝子変異によって引き起こされる、
ブルーム症候群、ウェルナー症候群、ロスモ
ンド-トムソン症候群の各病態は著しく異な
っている。このことからも各分子は発現様式
の相違だけではなく、ヘリケースドメイン以

外の部位に重要な分子特異的機能があるこ
とが予想される。RecQL5 は N 端領域をほとん
ど持たず、RecQ ヘリケースドメインに RecQL5
特異的な C端領域が接続する比較的小さな分
子である。また、今のところヒト遺伝性疾患
との関連も報告されていない。 
われわれの研究部では、RecQL5 を含むいくつ
かの RecQ ヘリケースメンバーの遺伝子改変
マウスを作製し、解析を行ってきた。その結
果、RecQL5 欠損(Q5-N)マウスのホモ接合体は
早期胎生致死であり、その正確な死亡時期は
胞胚期（ブラストシスト）以前であることが
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わかってきた。すなわち、RecQL5 は非常に初
期の胚細胞の生存に必須の分子であること
が示唆された。そこで、次に生体における
RecQL5 の機能解析、とくに同じ RecQ ファミ
リー遺伝子の一つが Blm であることから、発
がんへの関与を解析するため、コンディショ
ナル欠失マウスの作製が必須となった。 
また、細胞内局在など細胞生物的検討のため、
よい抗体が必要であるが、これも市販されて
いないため、作製する必要があった。 
 
2. 研究の目的 
高等生物の生体組織における RecQL5 の機能
を解析するため、RecQL5 コンディショナル欠
失マウスを作製する。このマウスを適当な
cre 発現マウス、あるいは誘導型 cre 発現マ
ウスと掛け合わせ、組織、時期特異的 Q5 欠
損マウスを作製する。 
また特異性の高い抗 RecQL5 抗体を作製し、
RecQL5 の細胞内局在を明らかにし、局在の仕
方が細胞周期や DNA 障害によって変化するか
どうかについても検討し、RecQL5 の作用場所
と時期を特定し、機能解明の一助としたい。 
 
3. 研究の方法 
(1) Q5-S アレルベクターの構築 
ベクター構築に必要なマウス Q5 ゲノム領域
はファージスクリーニングにより準備した。
ゲノムの機能配列を破壊しないよう考慮し
て、loxP 配列、マーカー遺伝子（ネオマイ
シン耐性遺伝子、neor）などを挿入した。 
 
(2)  Q5-S(neo+)/W ES 細胞の分離と Q5-S/W 
ES 細胞の作製 
ターゲティングベクターをエレクトロポレ
ーション法により、ES 細胞に導入、ネオマイ
シン耐性クローンを分離する。これらクロー
ンのゲノム DNA をサザンブロット法で解析し、
Q5-S(neo+)/W ES 細胞を得た。 
この ES 細胞に cre-pac プラスミドを導入し、
cre 組み替え酵素を一時的に発現させ、ピュ
ーロマイシンで 48 時間選別し、耐性クロー
ンを得た。このなかからネオマイシン耐性遺
伝子が抜けた Q5-S/W ES 細胞を PCR ならびに
サザンブロット方による遺伝子型解析によ
って選別した。 
 
(3) Q5-S/W マウスと Q5-D/W マウスの作製 
(2)で得られた Q5-S/W ES 細胞をブラストシ
ストに注入し、キメラマウスを作製した。こ
れを Bl/6 と交配し、ES 細胞由来の子孫で
Q5-S アレルが継承されているものを得た。さ
らに Q5-S/W マウスを CAG-cre マウスと交配
し、子孫から Q5-D/W を得た。 
 
(4) 抗 Q5-C 端抗体の作製 
RecQ ヘリケースファミリー間で保存されて

いる N 端を避けて、C 端二種の合成ペプチド
を選定した。それぞれ２羽ずつのウサギに 2
週間毎 10 回投与し、血清を得た。この血清
をウエスタンブロット法、免疫染色法に用い、
特異性、感受性などを評価した。 
 
4. 研究成果 
(1) ES 細胞遺伝子改変のためのベクター構
築 
Q5 分子には特異的 N端領域は殆どなく、エク
ソン２からヘリケースドメインをコードし
ている。そこでコンディショナル KO アレル
は 122(3N+2)塩基長のエクソン２を欠失でき
るものにした。またイントロン１、２内で転
写因子結合配列など特別な塩基配列をもた
ない領域を検索し、loxP または loxP-neo 耐
性遺伝子-loxP を挿入した。最終的に、組み
替え領域̶イントロン１（loxP 挿入あり）－
エクソン２̶イントロン２（loxP-neo 耐性
-loxP 挿入あり）̶組み替え領域、をもつター
ゲティングベクターを構築した。 
 
(2) 相同組換え ES 細胞クローンの分離 
ベクターを ES 細胞に導入、ネオマイシンに
よる選別とサザンブロット法による遺伝子
型の確認により６個のクローンを得た。これ
らES細胞クローンにおけるQ5発現をRT-PCR
で調べたところ、neo 耐性遺伝子挿入による
発現低下などの作用はみられなかった。発現
低下変異アレルではないので、このアレルの
マウスは必要ないと判断した。そこで、次に
これらのクローンに cre リコンビネースを一
時的に発現させ、neo 耐性遺伝子のみを欠失
したサイレント(S)アレルの ES細胞クローン
を選別した（図１）。 
 

図１ Q5 変異アレル 
  
その結果、Q5-S/W ES細胞を２クローン得た。
この２クローンを胚操作グループの助けを
借り、ブラストシストへのインジェクション
を行い、キメラマウスを作製した。ES 細胞寄
与率の高いキメラマウスを B6 マウスと交配
し、S アレルをもつマウスラインを得た。そ
の後、CAG-cre マウスとの交配をおこない、
エクソン２がなくなった Dアレルをもつマウ
スを作製した。さらに D/W マウスどうしの交
配をおこない、Q-5D ホモ接合体がえられるか



 

 

どうかを調べた。Q5-N ホモ接合体はブラスト
シス（E3.5）までに死亡するため、今回の D
アレルもホモ接合体では胎生致死であるこ
とを予測していた。しかし、Q5-D ホモ接合体
は予想に反し、ほぼメンデル側にそって生ま
れてくることがわかった（表１）。 
 
表１ Q5-D/W マウス間の交配結果 

 W E O Total 

L112 (ES#107) 7 22 7 36 

L16 (ES#20) 2 8 3 13 

 
この結果は、Luo G.らのエクソン 4 を欠失さ
せた M3アレルとよく一致している（文献１）。
また、M3 ホモ変異マウスは生後 1年半以上た
つと、がんの発症率が高くなると報告されて
いる（文献２）。現在、Q5-D ホモ接合体は 7
ヶ月齢であるが、腫瘍発生などの異常は見つ
かっていない。今後も継続して観察を続けて
いく予定である。 
 
(3) 変異アレルからの転写産物の検出 
Luo G.らの M3 アレルの転写産物は、欠失し
たエクソン４が(3N+1)bp であるため、エクソ
ン３からエクソン５へのスプライシングの
あと、フレームがずれる。そのためスプライ
シング後はアラニンが２つ続きストップコ
ドンとなる。しかしナンセンスデケイは起こ
らず、エクソン４が抜けた産物として検出さ
れた（文献１）。われわれの D アレルにおい
ても、エクソン２は(3N+2)bp であるため、エ
クソン１からエクソン３へのスプライシン
グのあとフレームがずれ、14 アミノ酸のあと
ストップコドンとなる。しかし、RT-PCR によ
って調べたところ、やはりナンセンスデケイ
は起こっておらず、エクソン２が抜けた転写
産物が検出された。 
 
(4) 今後の課題 
今後、さらに2.で得られた抗Q5抗体を用い、
変異アレルから産生するタンパクの同定を
おこなう予定である。変異アレルからの転写
産物が存在することから、エクソン３以降の
どこかに IRES 様の配列があるなどして、ヘ
リケースドメインの後半から C端側の短縮さ
れた Q5 タンパクが産生されている可能性が
考えられる。この場合、この変異タンパクが
十分に Q5 の機能を果たしうることを示唆し
ており、Q5 の機能ドメインを同定する上で重
要な知見となる。また、変異アレルからの最
終産物が検出されない場合、Q5 の欠損は高等
生物には必須のタンパクではないと結論さ
れる。この場合、以前より解析を進めていた
Q5-N アレルは Q5 以外の他の遺伝子発現に影
響し、胎生致死となっている可能性が高くな
る。Q5 との機能的関連もふくめ、その遺伝子
を同定していく必要があると考える。 

 
2. 抗 Q５抗体の作製 
マウスQ5の C端２カ所にそれぞれ17aa、20aa
の合成ペプチドを設定し、これを２羽ずつの
ウサギに免疫し、４種類の抗血清を得た。こ
の抗体のチェックのため、Q5 発現ベクターを
作製した。C 端部分のみのものを大腸菌で発
現させたものと、全長の N端、または C 端に
タグをつけ動物細胞で発現するものをそれ
ぞれ作製した。 
４種類の抗 Q5 C 端ペプチド抗血清は免疫に
用いたペプチドによるアフィニティ精製を
おこなった。タグ付き発現ベクターを培養細
胞に導入し、タグに対する抗体と得られた抗
血清とを、まずウエスタンブロットで比較し
たところ、同一のバンドが４種類全ての抗血
清により検出された。また、そのうちの２種
類については、シングルバンドであり認識の
特異性が高いと考えられた。また、免疫染色
についてもタグに対する抗体と比較した。そ
の結果、抗血清による染色とタグに対する抗
体による染色が完全に一致した。このことも、
得られた抗血清が Q5 を特異的に認識してい
ることを示唆している。 
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