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研究成果の概要（和文）： 

ノックインマウスはマウス個体レベルで蛋白質の機能を解析するために極めて有用な手法
である。大腸菌内での相同組み換え反応により自由に DNA が改変できる Red/ET 組み換
えの手法を用いることで、ノックイン作製用のベクターを包括的に迅速に作製するシステ
ムとノックインを行なう目的の蛋白質のC末端部分に交換可能なタグを導入するシステム
を構築した。また、ES 細胞のゲノムを複雑で緻密に改変することができるように新しい
２種類の部位特異的組み換え酵素システムを開発した。 
研究成果の概要（英文）： 
Producing of knock-in mouse is extremely useful method to analyze various proteins’ 
function in mice. By using Red/ET recombination system which can be recombined any 
DNA sequence through homologous recombination reaction, we have developed a 
high-through system to construct targeting vectors for knock-in and a new system to 
introduce exchangeable protein tag to C-terminal end of the protein. We also have 
developed two new site-specific recombination systems to engineer genome of mouse 
ES cells. 
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１．研究開始当初の背景 

 

ゲノム研究の急速な進歩の中で、cDNA や遺
伝子産物そのものの解析から包括的な機能
解析のステージに明確に移行している。有用
なモデル生物であるマウス遺伝子の機能解
析のために ENU による突然変異やジーント
ラップによる大規模なスクリーニングが世

界中の多くのグループにより進められてい
る。しかしながら、遺伝子産物の C 末端部分
にタグを挿入する形のノックインマウスの
作製を包括的に進めているグループはほと
んど見当たらない。重要なことは、このノッ
クインマウスからは遺伝子欠損マウスによ
る得られる知見とは、別のタイプのマウス個
体レベルの重要な知見が得られることであ
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る。抗体を作製しにくい蛋白質であったとし
ても、蛋白質の生体内の局在を明らかにし、
それらの蛋白質の機能を生体内と同じよう
に発現調節されている条件下で調べるため
には、蛋白質にタグを付加し、マウス個体で
発現させるノックインマウスの手法が有効
であると考えられる。また、ノックイン ES

細胞を in vitro で分化誘導を行わせることで、
様々な細胞への分化誘導に伴った蛋白質の
発現誘導を可視化することも可能である。 

 

遺伝子にタグを付加する形のノックイン法
は、そのタグの種類により EGFP のように蛍
光顕微鏡で発現させるタイプ、β-ガラクトシ
ダーゼのように、発色反応により比較的高感
度で検定できるタイプ、また FLAG タグや
HA タグのように蛋白質の機能を阻害しない
ために最小の大きさのもの、TAP 法に用いら
れるように複数のタグから成り立つものの
ように様々なタイプが存在する。どのタグも
ユーザーの目的に応じて使い分けられるケ
ースが多く、遺伝子の機能解析のためにオー
ルマイティー的なタグは存在しない。更に遺
伝子の C 末端の直後に正確にタグを挿入す
ることは意外に時間がかかる複雑な手順が
必要である。包括的研究を成功させる最も重
要なことは、遺伝子ごとにケースバイケース
で行なわなければならない複雑なステップ
をできるだけ排除して、遺伝子に対する基礎
知識が無い人でも決まったルーチンの手順
で行なえるようにすることが重要である。こ
のような視点から包括的にノックインマウ
ス用のベクターを作製するハイスループッ
トで確実なシステムが必要とされていた。 

 

また、Cre/loxP や Flp/FRT システムは、部
位特異的にゲノムを改変することができる
広く汎用されているテクノロジーであり、
Cre や Flp 組み換え酵素依存的に３４塩基の
組み換えサイトに挟まれた領域を除去、反転
することができる。とりわけマウスのコンデ
ショナル KO の実験では、コアとなる技術で
あり Cre/loxP がエクソン除去のために、
Flp/FRT が（発現を邪魔する可能性がある）
薬剤耐性遺伝子の除去のために両者のシス
テムが同時に用いられている。しかしながら、
これらの２種類以外に認識サイトが異なる
新規の部位特異的組み換えシステムが存在
するなら、より緻密なゲノム改変ができる可
能性が高い。このことから、新規部位特異的
組み換えシステムの開発が求められていた。 

 

２．研究の目的 

 

本研究の目標は、（１）ユーザーの必要に応
じて、ノックイン ES 細胞を作製した後に、
ノックイン用のタグが自由に変えることが
できる系の開発（２）遺伝子の C 末端の直後
にタグが付加できるノックインマウス用の
ベクターが包括的に構築できるシステムの
開発あるいは最適化、の２点である。具体的
には RMCE 法を応用することでノックイン ES
細胞を作製した後にノックイン用のタグを
自由に入れ換えることができる系を開発す
る。また、組み換え効率を上昇させた Red 組
み換え法を用いることにより、マウス染色体
DNA を含む BAC クローンから２回の Red 組み
換え（neo カセットの導入と DTA 遺伝子を含
むプラスミドへの移し換え)でノックインマ
ウス用のベクターを並行して構築できるシ
ステムの開発を行ない、ES細胞での相同組み
換えの効率まで視野に入れた全体としての
ハイスループット化を行なう。 

 

このようなノックイン ES 細胞の迅速な作製
方法を開発することができれば、必要に応じ
てノックインマウスを迅速に作製すること
ができる有用なバイオリソースとして様々
な研究に使用することができるであろう。 

 

また、新規部位特異的組み換えシステムを開
発し、既存の部位特異的組み換えシステムと
クロス反応を起こさず、同時に使用できるこ
とを明らかにすることは、より緻密で複雑な
なゲノム改変を行うために必要であり、開発
の意義が高い。このような新規のバイオテク
ノロジーは将来的にゲノム改変のスタンダ
ードなテクノロジーとして幅広く使われる
可能性があると考えられる。 

 

３．研究の方法 

 
（１）ノックイン ES細胞を作製した後に、
ノックイン用のタグが自由に変えることの
出来るシステムのために、RMCE
（Recombinase-Mediated Cassette 
Exchange）法を導入した。RMCE法は、loxP
サイトと変異型 loxPサイトである lox2272
サイトを両端に持ち、Cre酵素依存的に２種
類の DNA断片の中身を入れ替える方法である。
目的の DNA断片に入れ換えられたクローンを
選択するために、異なる薬剤耐性遺伝子を用
いた。また交換の効率を上げるためにネガテ
ィブ選択用の tk遺伝子を用いた。この方法
を用いることで一度作製したノックイン ES
細胞のタグを正しいフレームで入れ換えた。 
 



 
（２）包括的機能研究のための迅速ノックイ
ン ES 細胞作製のためには、ノックインベク
ター構築の迅速化が必要である。Red組み換
え反応に必要なラムダファージの組み換え
酵素の遺伝子を PCRで増幅し、アラビノース
で誘導できる BADプロモーターの下流に Gam, 
β, α蛋白質の遺伝子をオペロンとして挿
入したものの中で、野生型より効率が上がる
突然変異体の存在を明らかにしてきた。効率
を上昇させた Red組み換え反応を用いて、ノ
ックインベクター作製のハイスループット
化が可能となった。 
 
Red組み換え反応を用いて遺伝子欠損マウス
作製を迅速に行なうためのターゲティング
ベクター構築に必要な neoカセット（neo/km
遺伝子を ES 細胞と大腸菌の両方で働かせる
ためのカセット）と DTA カセット（ES 細胞用
の DTA遺伝子と大腸菌用の amp遺伝子を含む
カセット）を作製した。neo カセットには上
記の RMCE法でタグを入れ換えのために必要
な loxPサイトや FRTサイトを導入した。 
Red組み換え法でのノックインベクター作製
方法は、最初にマウス染色体 DNAを含む BAC
クローンに Red組み換え法でノックイン用の
neoカセットを導入する。次の段階で同じく
Red組み換え法で BACクローンから DTA遺伝
子を含む通常のプラスミドへ移し変える。２
回の Red組み換えでノックインベクターを作
製することができた。 
 
４．研究成果 
 
ノックインマウスはマウス個体レベルで蛋
白質の機能を解析するために極めて有用な
手法である。また、胚性幹（ES）細胞は様々
な細胞に In vitro で分化させることができ
ることから、マウスを作製するために用いら
れるだけでなくノックイン ES 細胞自身も有
用なバイオリソースとして様々な研究に使
用することが可能である。大腸菌内での相同
組み換え反応により自由に DNAが改変できる
Red/ET 組み換えの手法を用いることで蛋白
質の C末端部分にタグを付加する形のノック
イン作製用のベクターを包括的に迅速に作

製するシステムを構築した。蛋白質の検出用
や様々な用途の実験のために色々なタグが
現在広く使用されているが、ノックイン ES
細胞を多目的に使用するためには、ノックイ
ン ES 細胞を作製した後にノックイン用のタ
グを自由に変えることの出来るシステムを
開発することが必要である。このために従来
は特定の場所に cDNA 等の発現ユニットを挿
入 す る 方 法 と し て 開 発 さ れ た RMCE
（ Recombinase-Mediated Cassette 
Exchange）法をノックイン ES 細胞のタグの
入れ換えの手法として用い、ノックインを行
なう目的の蛋白質の C末端部分に交換可能な
タグを導入するシステムを構築した。FRT サ
イトと変異型 FRTサイトの組み合わせと loxP
サイトと変異 loxP サイトの組み合わせを比
較した結果、タグの交換効率が最適なシステ
ムを構築することができた。Lin28 は let-7
前駆体が成熟 miRNAにプロセシングされるこ
とを妨げる負の制御因子として働く RNA結合
蛋白質であるが、Lin28 遺伝子を例に上記の
RMCE のシステムを用いて Cre 酵素依存的に
EGFPから DsRedタグに入れ換えることにより、
一度作製したノックイン ES 細胞のタグを正
しいフレームで入れ換えることが可能であ
ることを示すことができた。 

 
ES 細胞のゲノムをより複雑で緻密に改変す
ることができるように Cre/loxP や Flp/FRT
と認識サイトが異なり、これらのシステムと
併用できる新しい２種類の部位特異的組み
換え酵素システムを開発し、VCre/VloxP と
SCre/SloxP と名付けた。これらの新規組み
換え酵素は、Cre 蛋白質と３０％程度の低い
相同性しか示さず、部位特異的な認識サイト
も異なる。各認識サイトを含むプラスミドを
導入し組み換え反応を起こさせたところ、
Cre/loxP 系とほぼ同じ効率で組み換え反応
を起こすことができた。これらの組み換え酵
素と認識サイトは特異性が極めて高く、相互



にクロス反応は起こさないことが明らかに
なった。また、マウス ES 細胞でも VCre 蛋
白質発現依存的に VloxP で挟んだエクソン
を欠損させることができた。 
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