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研究成果の概要（和文）： 
	
 本研究では、ES 細胞を介さず、狙った遺伝子座位へ目的遺伝子を導入する Tg マウス作製新
手法(in	
 vivo	
 RMCE 法)を開発した。既に樹立した種マウス（Rosa26座位に変異 loxP 配列が挿
入してあるもの）から得た受精卵に、変異 loxP 配列を有する導入ベクターを Cre ベクターと共
導入し、目的の Tg 個体を得ることに成功した。これまでに 25 系統の Tg ラインを樹立している
が、得られたマウスの目的遺伝子発現は、強く、安定しており、再現性のあるものであった。
本手法はノックダウンマウス作製にも有効であった。	
 
	
 
研究成果の概要（英文）： 
	
 This	
 study	
 established	
 a	
 targeted	
 transgenesis	
 system	
 based	
 on	
 Cre-loxP	
 site-specific	
 
recombination	
 in	
 fertilized	
 eggs,	
 but	
 not	
 in	
 ES	
 cells.	
 A	
 transgene,	
 flanked	
 by	
 two	
 mutant	
 
loxP	
 sites,	
 was	
 integrated	
 into	
 target	
 loci	
 in	
 the	
 seed	
 mice	
 (containing	
 loxP-site	
 
derivatives	
 at	
 Rosa26	
 locus) 	
 by 	
 recombinase-mediated	
 cassette 	
 exchange 	
 (RMCE) 	
 in	
 
fertilized	
 eggs.	
 By	
 applying	
 this	
 method,	
 we	
 have	
 established	
 a	
 total	
 of	
 25	
 transgenic	
 
lines	
 showing 	
 ubiquitous, 	
 stro ng,	
 and 	
 reproducible 	
 transgene 	
 expression.	
 We	
 also	
 
demonstrated	
 that	
 knockdown	
 mice	
 can	
 be	
 readily	
 generated	
 by	
 PITT	
 by	
 taking	
 advantage	
 
of	
 our	
 reproducible	
 and	
 highly	
 efficient	
 expression	
 system.	
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１．研究開始当初の背景 
	
 トランスジェニック(Tg)マウスは、遺伝子

機能解析や、病態解析・治療薬開発に有用な
疾患モデル動物として幅広い分野で不可欠
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なツールである。その作製法は、受精卵に目
的遺伝子を顕微注入する方法が一般的であ
るが、この場合、遺伝子の挿入位置やコピー
数を制御できないので、結果として、得られ
た Tg 系統間で導入遺伝子発現がばらつくこ
とが多々ある。従って、複数系統の Tg ライ
ンを樹立して表現型が統一しているかを調
べるなどの必要があり、コスト、時間、労力
を要する。これを回避する手法としては、ES
細胞内での相同組換えを利用した遺伝子タ
ーゲティング法があり、これにより導入位置
とコピー数をコントロール可能である。しか
し、相同組換え効率が低い（数%）為に多く
のコロニーを拾わなくてはならず、また、ES
細胞の品質次第では生殖系列に移行しない
クローンもあるなどして、Tg ラインが確立さ
れるまでに多くの時間、コスト、及び労力を
要する。	
 
	
 申請者が所属していた研究室では、慢性関
節リウマチや高血圧等ヒト疾患感受性遺伝
子を、遺伝学的手法を用いて探索しており、
既に幾つもの候補遺伝子を単離していた。そ
れら遺伝子の個体レベルでの解析を行う上
で、多種類の Tg マウスを作製し、DNA 多型の
影響を含めた候補遺伝子の検証、機能解析や
疾患モデル作製を行うことを考えていた。
SNP 等の多型の微細な影響を比較解析するた
めには、導入遺伝子が再現性良く発現するこ
とが重要であるため、それを可能とする新た
な Tg マウス作製法の開発が望まれていた。 
 
２．研究の目的 
	
 本研究では、導入遺伝子の再現性良い発現
が約束される Tg マウス作製技術の開発を目
指した。その為には、予め決められた遺伝子
座位に目的遺伝子を挿入することが望まし
い。そこで、マウス受精卵への顕微注入法に
Cre-loxP 部位特異的組換え系を応用するこ
とにより、ES 細胞を介さず、狙った遺伝子座
位へ目的遺伝子を導入する Tg マウス作製新
手法（in	
 vivo	
 RMCE 法：図 1）を開発し、将
来的に疾患感受性遺伝子の機能解析へ応用
することを目指した。この新たな Tg マウス
作製法を開発することにより、上述した既存
の手法のデメリットを完全に回避すること
が可能となる。そこで、新手法の確立と効率
の検証、作製された Tg マウスにおける遺伝
子発現の検証、を目的として研究を進め、さ
らにノックダウン Tg マウス作製への応用、
及び確立したシステムの改良を行った。	
 
	
 
３．研究の方法 
（１）手法の確立と効率の検証	
 
	
 トランスジーンとして導入したい遺伝子
発現カセットを、変異 loxP 配列（JTZ17 と
lox2272）を有したドナーベクターに挿入し、
導入ベクターを作製した。全て CAG プロモー

ターを含んだコンストラクトである。	
 
	
 既に作製してある種マウス（Rosa26、ある
いは H2-Tw3 遺伝子座位に変異型 loxP 配列
[JT15 と lox2272]が挿入してあるもの）から
得られた受精卵の前核に、上記導入ベクター
と、Cre 発現ベクターを共注入した。得られ
た仔マウスについては、耳片からゲノム DNA
を抽出し、PCR 法で Tg マウスか否かを確認し
た。目的のマウスが得られた場合には、野生
型マウスと交配し、次世代にトランスジーン
が伝わることを確認した。この段階では、目
的遺伝子の他に、ベクター部分を含めて余分
な配列が残っていることから（RMCEexアリル）、
FLPe 発現プラスミドを顕微注入するか、FLPe
マウスと交配することにより、余分な配列の
除去を行った（RMCEΔexアリル）（図 1）。	
 

	
 
（２）作製された Tg マウスにおける遺伝子
発現の検証	
 
	
 様々な蛍光遺伝子を強発現する Tg マウス
を本手法で作製し、その発現の強さ、安定性、
再現性について、蛍光発現を指標に調べた。
具体的には、脾臓細胞を採取して FACS によ
り蛍光遺伝子発現の強度と系統間の差（再現
性）を検討した。また、各種臓器を採取し、
蛍光顕微鏡下で蛍光遺伝子発現を調べた。こ
れは、RMCEexアリルと RMCEΔexアリルの両方に
関して行った。さらに、いくつかの臓器に関
しては、凍結切片を作成し、蛍光顕微鏡下で
蛍光遺伝子発現の安定性を検証した。	
 
	
 
（３）ノックダウン Tg マウス作製への応用	
 
	
 毛色で容易にノックダウン効果が判別可
能であると期待されるチロシナーゼ（Tyr）
遺伝子をターゲットとし、in	
 vivo	
 RMCE 法を
用いて実際に Tyrノックダウンマウス作製を
行った。人工 miRNA 配列は、Invitrogen の
BLOCK-iT™	
 Pol	
 II	
 miR	
 RNAi	
 デザイナーを利
用し、ウェブサイト上で行った。得られた Tg
マウスに関しては、毛色、及び miRNA 量（qPCR
による）を調べた。	
 
	
 
（４）システムの改良	
 
	
 RMCEΔexアリルを得るために必要であった、
FLPe 発現プラスミドの顕微注入、あるいは



FLPe マウスとの交配のステップを省略する
ために、FLPe 発現カセットを導入ベクター内
に組み込んだ新ベクターを作製した。大腸菌
内での維持が不安定なゲノム領域を安定し
て維持するために、低コピーの pBR322 ベク
ターを用いた。また、1回の顕微注入時に使
用する雄マウスの数を減らすために、自然交
配ではなく、体外受精卵を利用した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
（１）手法の確立と効率の検証	
 
	
 11 種類以上の導入ベクターを作製した。多
くは、Tg マウスを蛍光観察で容易に判定でき
るよう、目的遺伝子として各種蛍光遺伝子を
強発現するベクターである。	
 

	
 種マウスの受精卵に、作製したベクターと

Cre 発現ベクターとを同時に顕微注入して得

られた仔マウスの遺伝子タイピングを行っ

た結果、4％強の個体で導入コンストラクト

が目的の遺伝子座位に挿入されていた（表

１）。また、全てのコンストラクトについて、

目的の Tg マウスを得ることができた。さら

に、その中の 85％以上のマウスについて、次

世代に導入遺伝子が伝わることを確認して

いる。この結果は、顕微注入法で様々な遺伝

子コンストラクトを既知の領域に挿入し、複

数の Tg マウス系統（次世代への伝播を確認

済み）を得た世界初の例となった。開発した

in	
 vivo	
 RMCE システムは、従来の Tg マウス

作製法と同様の労力でルーチンに実行可能

であると考えられた。本手法を、我々は独自

に pronuclear	
 injection -based	
 targeted	
 

transgenesis	
 (PITT)法と名付けた。	
 

	
 

（２）作製された Tg マウスにおける遺伝子

発現の検証	
 

	
 これまでに、様々な蛍光遺伝子を強発現す

るTgマウスをライン化している。全て同じ遺

伝子座位に同様のコンストラクトが挿入され

たものであるが、その発現の強さ、安定性、

再現性について、蛍光発現を指標に調べた結

果、安定した強い蛍光が、全てのマウス系統

で確認された。また数世代経ても安定したも

のであった。既存の蛍光遺伝子発現マウスよ

りも広範囲の組織で再現性よい発現パターン

を示していたことから、従来の手法（ランダ

ム挿入によるトランスジェネシス）の欠点が

大きく改善されたと言えるだけでなく、これ

らのマウスが移植実験やキメラ解析等に有用

なリソースとなりうることも期待された（図

２）。ちなみに、上述した結果は、RMCEΔexア

リルを用いて得られたものである。一方、ベ

クター配列等の余分な配列を含むRMCEexアリ

ルでは、蛍光遺伝子発現に再現性、及び安定

性は見られなかったことから、余分な配列を

除去しRMCEΔexアリルを作製することは必須

であると考えられた。	
 

	
 

（３）ノックダウンTgマウス作製への応用	
 

	
 導入遺伝子の再現性良い強発現が可能であ

る本手法が、ノックダウンマウス作製に応用

可能であることを示した。Tyr	
 miRNAトランス

ジェニックマウスでは、野生型マウスと比較

して薄い毛色を示していた（図３）。Tyr遺伝

子mRNA量も10-20%程度に減少していた。内在

性miRNA経路を飽和してしまうことによる致

死的な影響もないようであった。この結果か

ら、確立したin	
 vivo	
 RMCE法とそれによる強

発現システムは、個体レベルでの「

gain-of-function」だけでなく、「



loss-of-function」解析を目指した遺伝子改

変マウスを作製する上でも、強力な手法とな

りうると期待された。	
 

	
 

（４）システムの改良	
 

	
 余分な配列を除去する為の FLPe 発現カセ

ットを導入ベクター内に組み込むことによ

り、解析に使用しうるマウスを１世代早く得

ることに成功した。また、この第二世代のベ

クター（3種類）を用いて、新たな Tg マウス

作製を行ったが、全ての系統（5 系統）で生

殖系列に伝播する Tg 個体が得られたことか

ら、PITT 法（in	
 vivo	
 RMCE 法）の実用性を

再確認することができた（図４、表２）。	
 

	
 

（５）まとめ	
 

	
 本研究では、マウス受精卵への顕微注入法

を介して、予め指定された遺伝子座位に DNA

コンストラクトを挿入させる新規 Tg マウス

作製法”PITT 法”の開発に成功した。これは、

従来のランダム挿入に基づく Tg マウスの欠

点（発現の安定性及び再現性が得られない）

を克服し、マウス個体で非常に再現性良い遺

伝子発現を実現するシステムであり、コス

ト・労力的にも優れている。目的遺伝子の強

発現だけでなく、ノックダウンにもすぐに応

用可能であり、次世代型の Tg マウス作製法と

して期待される。今後は、本手法の更なる効

率改善、遺伝的背景の統一、組織特異的でコ

ンディショナルな遺伝子発現への利用を目指

し、各種疾患関連遺伝子の機能解析等に応用

していきたい。	
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