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研究成果の概要（和文）：我々はガン、免疫異常、炎症などの多くの疾患に重要な役割を果たし

ていると考えられる NF-κB シグナルに注目し、そのシグナル活性を検出するためのシステム、

改良型 NF-κB レポーターシステム(NAT システム)を構築し、さらにそのレポータートランスジ

ェニックマウスを作製した。また同様の手法でがんや発生、さらには神経形成にも重要な働き

を Notch シグナルに対してもレポーターシステムとそのトランスジェニックマウスを作製し

(cNotch mouse)、現在解析中である。 

 
研究成果の概要（英文）： We have established and reported for cNAT system, which can detect 
the activity of NF-κB signaling. Next, we generated cNAT reporter transgenic mice and 
cNotch reporter system/transgenic mice to detect NF-κB signaling and Notch signaling 
respectively, in living mice. 
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研究分野：総合領域 
科研費の分科・細目：実験動物学 
キーワード：動物実験技術 
 
１．研究開始当初の背景 

全ての生物において、受精から形態形成に
至るまでの発生過程から、個体としての成熟
後の恒常性の維持、そして死に至るまで、
様々なシグナル伝達によってコントロール
されているといっても過言ではない。そして
このシグナル伝達に異常が発生すると、発生
初期に起こった場合は胚性致死や奇形個体

の発生が引き起こされる。また成熟後の恒常
性維持の時期に異常が発生すると、例えば免
疫系の異常が引き起こされ自己免疫疾患や
白血病を発症し、細胞増殖シグナルに異常が
起こった場合は多くの臓器でがんが引き起
こされる。その結果、個体としての恒常性が
破壊され、生物は死に至る。これらのことか
ら、シグナル伝達システムの厳密な制御は、



生物の生命を維持することに決定的に重要
であるといえる。そこで現在に至るまで、知
られているほぼ全てのシグナル経路と疾病
の関係を対象とする、膨大な研究がなされて
きた。その大部分の研究は培養細胞における
細胞生物学的研究に基づくものであり、個体
レベルの研究は最近ようやくシグナル経路
に関する遺伝子改変マウスの研究によって
蓄積されつつある。しかしマウス個体レベル
での研究においても、遺伝子改変によって引
き起こされた表現系とシグナル経路の活性
変化の相関を検討する際に、犠牲化した個体
から得られたサンプルを実験に使用しなけ
ればならないため、シグナルの活性変化と病
態や表現系の変化を経時的に追跡すること
は不可能であった。 
 そこで申請者はこれまでに、生体内でのシ
グナル活性検出を目的とし、発生期の形態形
成に加え、乳がん、大腸がんにも深く関わる
事が知られているWntシグナルの活性を効
果的に検出する事のできるBAT-LacZマウス
を作製、報告した。その結果、発生中の胎児
において特異性の高い強いシグナルを得る
こ と が 可 能 と な り 【 Development. 
132(24):5425 (2005)】、国内外の共同研究者
に配布してきた。しかしこのBAT-LacZマウ
スにも、成体における非特異性など、いくつ
かの問題が見出された。そこで申請者はこの
問題を解決するために、生体内でのシグナル
活性を蛍光・発光によりイメージング・観察
するためのシステム構築を目指し、まず初め
に炎症やがん化に重要な役割を果たしてい
ることが知られているNF-κBシグナルの活
性を、EGFPとルシフェラーゼで同時かつ効
率的に検出することができるシステム（NAT 
system）を構築し、報告した【Immunol. Lett. 
109:175 (2007)】。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、生命現象に関わるシグナル伝
達の活性変化を、実験対象動物を犠牲化する
ことなく即時・経時的に検出する手法の確立
と蓄積を目的とした。培養細胞レベルの実験
においては、シグナルの活性を定量化できる
少数のレポーターシステムは存在するもの
の、個体レベルまで応用できる定量的なシグ
ナルの in vivo イメージングシステムは、ほ
とんど存在していないのが現状である。シグ
ナル伝達に関する研究を行う際にこのシス
テムが確立された場合、例えば形態形成の進
行にともなうシグナルの活性変化や、疾患モ
デルマウスにおける疾患の発症から進行時
における変化を蛍光、発光により、複数の異
なる個体間の比較ではなく 1個体内で追跡す
ることができるようになるため、より正確で
ハイスループットなデータの取得が可能と
なる。また、現在までに作製されてきた遺伝

子改変動物の解析のみに限らず、これからの
遺伝子改変動物の作製計画時に、事前に個体
内でのシグナル解析手段の存在が周知であ
れば、それぞれの研究者の対象としているシ
グナルをより特異的に観察できるような遺
伝子改変のデザインが可能となることが期
待できる。これら様々なシグナルに対するレ
ポーターマウスの作製、検定を蓄積すること
は、様々な疾患や遺伝子改変マウスの解析に
おいて強力なツールとなることが予想され
る。さらにこのライブラリを希望する共同研
究者に公開し、分与・供給していく事で個体
レベルでのシグナル研究、疾患モデルにおけ
る病態の分子レベルでの追跡、ドラッグスク
リーニングなど、医学生物学研究において幅
広く応用できる事が期待される。 
 
３．研究の方法 
(1)  これまでに作製したシグナル活性測

定のためのマウスが、定量的にシグナル

活性の検出をできるかの検定を行う。以
下の図に個体での機能確認法を示す。    

(2)  現在までに作製済みである Wnt、
NF-κB シグナル以外にも、発生・形態
形成だけでなくがん、特に白血病におい
ても重要であると考えられている
Notch シグナルや、がん抑制機能ととも
にがんの転移にも関係すると考えられ
ている non-canonical Wnt シグナル、
消化器系のがんと相関している Shh シ
グナル等に対するレポーターシステム
の開発と、そのレポーターマウスの作製
を行う。 

(3)  新規作製した各シグナル活性検出用
のレポーターに対しても、細胞レベルで
の評価・検討を行う。この評価は、既に
報告した NF-κB シグナルレポーターシ
ステムで用いた手法【Immunol. Lett. 
109:175 (2007)】を踏襲して行う（下に
図示）。 
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さらに各レポーター遺伝子をマウス前核内
へ顕微注入する事で、レポータートランスジ

ニックマウスの作製を行い、個体レベルで
のシグナル活
ェ

性の可視化（シグナル活性の in 
o イメージング）マウスライブラリの拡充

るためのシステム、Notch システムの構
築を行った。その構造は BAT, NAT シ
ステムを踏襲して行った（下図）。 

 

構築を行って
る。 

者、研究分担者及び連携研究者に
下線） 

viv
を目指す。 
 
４．研究成果 
(1)  生体内での NF-κB シグナルの活性の

検出を目指し、以前に報告した NF-κB
シグナルの活性を EGFP とルシフェラ
ーゼで同時かつ効率的に検出すること
ができるシステム（ NAT system）
【Immunol. Lett. 109:175 (2007)】の
トランスジェニックマウスを作製した。
その結果、15 系統の cNAT トランスジ
ェニックマウスが得られたので、これら
のトランスジェニックマウスについて、

シグナルの活性を検出することに成功
した（下図にその活性検出能を示す）。
また、LPS の濃度依存的に検出シグナ
ルの上昇が認められたことから、この系
統を NF-κB シグナルの活性の生体内に
おけるレポーターマウスとした。現在、
この cNAT レポータートランスジェニ
ックマウスと、我々が新規に同定した
NF-κB シグナル抑制因子である Ymer

その NF-κB シグナルの活性の検出能力
の検討を行った。手法としては、正常マ
ウスと cNAT トランスジェニックマウ
スの脾臓細胞を LPS 刺激後、ルシフェ
ラーゼアッセイを行った。その結果、
15系統中の 1 系統のみにおいて NF-κB

の遺伝子改変マウスと交配することで、
Ymer の NF-κB シグナル抑制機能に対

してアプローチを開始している。 
(2)  現在までに確立し、その応用によって

様々な現象の解明に寄与して来た Wnt
シグナルを検出する BAT システム
【 Development 132:5425 (2005); 
Development 136:367 (2009) 】、
NF-κB シグナルの活性を検出すること
ができる cNAT システムに加えて、発
生・形態形成だけでなくがん、特に白血
病においても重要であると考えられて
いる Notch シグナルを生体内で検出す

Hes5 のミニマルプロモーターがマウス
とニワトリ由来の配列でその検出感度
に影響を与えるかを検討した結果、ニワ
トリ由来のミニマルプロモーターを使
用した場合において検出感度の上昇が
認められた（下図）。そこで我々は、

cNotch システムを生体内における
Notch シグナル検出レポーターとした。

(3)  生体内における Notch シグナル検出
をめざし、cNotch トランスジェニック
マウスを作製し、5系統のマウスが得ら
れている。現在はこれらのマウスが
Notch シグナルを検出する能力を有し
ているかを検討中である。Notch シグナ
ルを検出する能力を有する系統が得ら
れた場合、Notch シグナルの異常が報告
されている Fbw7 ノックアウトマウスと
交配し、その検討を行う予定である。ま
た同様の手法を用いて、Shh シグナルを
検出するためのシステム
い

mNot
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