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研究成果の概要（和文）：本研究では細胞極性因子mInsc遺伝子のプロモーター領域のc-Rel結合配列を欠損した
マウス（c-Rel Binding site (BS) delta）を樹立し解析を行った結果、肝臓障害からの再生メカニズムは肝臓
再生メカニズムはc-Rel/mInsc axis非依存的である可能性、もしくはc-Rel/mInsc axisの欠損を補完する機構の
存在が予想された。また、研究遂行の為に必要となる遺伝子改変マウスを効率的に樹立可能な汎用性の高いドナ
ープラスミドシステムの開発に成功した。このシステムは遺伝子改変個体を必要とする様々な研究に貢献できる
と考えられる。

研究成果の概要（英文）：This study suggested that liver regeneration mechanisms might not depend on 
c-Rel/mInsc axis or might exist  any complementing system of lacking c-Rel/mInsc axis, via the 
analysis of c-Rel binding site delta mice in mInsc promoter region.In addition, we developed a new 
gene targeting system mediated by versatile donor plasmid, and succedded to establsih the new 
knock-in mouse.This system may be contributed to several researches which needed the establishment 
of the gene targeted animals.

研究分野：ゲノム編集
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで、肝臓障害および再生時におけるNF-kBファミリー転写因子c-Rel/細胞極性制御因子mInsc axisの生理
学的機能は不明であった。本研究により、肝臓障害からの再生メカニズムは肝臓再生メカニズムはc-Rel/mInsc 
axis非依存的である可能性、もしくはc-Rel/mInsc axisの欠損を補完する機構の存在が予想された。また、新規
の汎用型ドナープラスミドを用いた遺伝子ターゲッティングシステムの開発により、遺伝子改変個体を必要とす
る研究への貢献が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 研究代表者は、マウス ES細胞において細胞極性制御因子mInscのプロモーター領域を同定し、

NF-κBファミリー転写因子 c-Relが mInsc遺伝子の発現を調節することで ES細胞の分化を制御

していることを見出した（Ishibashi R. et al. J Bio Chem, 2016）。これまでに mInscはマウス生体肝

臓において発現していることは報告されていたが（Lechler T. et al., Nature, 2005）、その遺伝子発

現調節機構、及び生理学的機能については全く研究がなされていなかった。また、肝臓は非常に

再生能力の高い臓器であり、肝臓再生時には c-Relが肝細胞の増殖を促進することが報告されて

いるが（Gleling RG. et al., Hepatology, 2010）、どのようなシグナルで c-Relが活性化し mInsc遺伝

子の発現を制御するかどうかは不明であった。 

 研究代表者は mInsc プロモーター領域の c-Rel 結合配列を欠損したマウス（c-Rel Binding site 

(BS) ⊿）を樹立し、生体肝臓において mInsc 遺伝子の発現量を確認したところ、その発現量が

減少していた。また、mInsc プロモーター領域に c-Relが結合することも確認した。これらの結

果から、c-Rel/mInsc axisが肝臓傷害、および再生にも関与する可能性が考えられる。c-Rel/mInsc 

axis がどのように肝臓傷害・再生に関わり、その詳細なシグナル伝達メカニズムを解明するこ

とで新たな肝臓疾患治療法の確立につながる可能性が期待された。 
 
 
２．研究の目的 
 （１）本研究は、マウス生体肝臓における炎症性シグナルによる細胞極性制御因子の発現制御

メカニズムと、それが肝臓再生にいかに寄与するかを明らかにすることを目的とした。具体的に

は、①肝臓再生時におけるNF-kBファミリー転写因子 c-Relを介した細胞極性制御因子mInsc 

発現制御による生理学的機能の解明、および②肝臓再生時に c-Rel/mInsc axis を活性化させる

シグナル伝達メカニズムの解明である。マウス生体肝臓における NF-kB ファミリー転写因子 c-

Relによる細胞極性制御因子mInscの発現制御機構についてはこれまで報告されていない。また、

c-Relは肝臓再生時に肝細胞の増殖を促進することが報告されているが、c-Rel/mInsc axisを活性

化するシグナル、およびその生理学的機能は不明である。さらに、肝臓再生時における肝細胞極

性の再構築メカニズムに関する報告は少ない。炎症性シグナルによる細胞極制御因子の発現を

介した肝臓再生メカニズムを明らかにすることは独自性が高いと言える。また、本研究により c-

Rel/mInsc axis による肝臓再生メカニズムを解明することで、肝臓疾患に対する新たな治療法の

開発につながる可能性があるという点で意義のある研究である。 

（２）本研究遂行の為に必要な遺伝子改変マウスを迅速に作出するため、CRISPR-Cas9ゲノム

編集技術を用いた遺伝子ターゲッティング技術の開発を目指した。 
 
 
３．研究の方法 
（１）肝臓障害および再生時における c-Rel/mInsc axisの機能解析 

c-Rel BS ⊿マウスを作出し、生体肝臓における mInsc 遺伝子の発現量が減少することを確認

した。また、c-Rel BS ⊿マウスに四塩化炭素(CCl4)を投与し、肝臓障害および修復の程度につい

て継時的にヘマトキシリン-エオジン染色法を用いた肝臓組織切片の観察を行った。さらに、細

胞極性因子についても蛍光免疫染色法による局在の観察を行った。 

 

（２）肝細胞における mInscの局在および相互作用因子の同定 



①高効率遺伝子ターゲッティングドナープラスミドシステムの開発 

 研究遂行の為に必要な遺伝子改変マウスの迅速な作出を行うため、CRISPR-Cas9 ゲノム編集

技術を用いた高効率遺伝子ターゲッティングドナープラスミドシステムを開発し、mInsc遺伝子

座の開始コドンの直下に 3xFlag-EGFP レポーター遺伝子配列を挿入したノックインマウス

（mInsc3xFlag-EGFP）の樹立を試みた。 

②mInsc3xFlag-EGFPマウスにおける肝臓組織切片観察 

 蛍光免疫染色法による mInsc3xFlag-EGFP マウスにおける肝臓組織切片観察を行い、これまで不明

であった mInsc遺伝子の局在解析を行った。 

 

肝細胞における mInsc の局在および相互作用因子を同定するため、CRISPR-Cas9 ゲノム編集

技術を用いた高効率遺伝子ターゲッティングドナープラスミドシステムを開発し、mInsc遺伝子

座の開始コドンの直下に 3xFlag-EGFP レポーター遺伝子配列を挿入したノックインマウスを樹

立した。 

 
 
 
４．研究成果 

（１）肝臓障害および再生時における c-Rel/mInsc axisの機能解析 

作出していた c-Rel BS ⊿マウスの生体肝臓におけるmInsc遺伝

子の発現量が減少することが確認された（図 1）。CCl4を腹腔内投

与して肝臓障害を誘導し、肝臓障害および修復過程における肝臓

組織切片観察の結果、野生型マウスと比較して肝臓障害および修

復の程度に有意な差は認められなった。また、細胞極性因子

Partitioning defective protein3 (Par-3)、および肝細胞の細胞極性規定

因子 Depeptidyl peptidase4 (DppIV)についても野生型マウスと比較

して大きな変化は認められなかった。以上の結果から、肝臓再生

メカニズムは c-Rel/mInsc axis非依存的、もしくは c-Rel/mInsc axis

の欠損を補完する機構の存在が予想される。 

 

（２）肝細胞における mInscの局在および相互作用因子の同定 

①高効率遺伝子ターゲッティングドナープラスミドシステムの開発 

 マウスとヒトのゲノム上でのオフターゲットを最小化した人工 CRISPR/Cas9切断配列（Syn-

crRNA-TS (Synthetic crRNA target sequence)）をデザインし、これをマルチクローニングサ

イト(MCS)の両端に配した汎用

性の高いドナープラスミド

pCriMGET （ plasmid of 

synthetic CRISPR coded RNA 

target sequence-equipped donor 

plasmid mediated gene 

targeting）をした（図 2）。本シ

ステムでは、標的遺伝子座と同時

にドナープラスミドも細胞内に

て CRISPR-Cas9により切断されることで、遺伝子ターゲッティング効率の向上が認められた。

 

mInsc
(5.4 kb)

c-Rel
WT : GTTTGAATGTGAAAGGTCCC

c-Rel BSΔ : GTT－G－－－－－－GGTCCC

mInscプロモーター

図1. c-Rel BS⊿マウス肝臓のmInsc発現
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pCriMGETのMCSに 500bpの相同性アーム配列を有する 3xFlag-EGFPレポーター遺伝子を

挿入し、Syn-crRNA-TS-crRNA、mInsc crRNA、tracrRNA、Cas9タンパク質とともに、マウ

ス受精卵にマイクロインジェクションした結果、mInsc 遺伝子座の開始コドン直下にレポータ

ー遺伝子が挿入された mInsc3xFlag-EGFPマウスを樹立した（図 3）。また、野生型マウスとの戻し交

配により、mInsc3xFlag-EGFP マウスの挿入レポーター遺伝子はメンデルの法則に従って次世代へ遺

伝することが確認された。さらに、遺伝子挿入領域の DNA配列をサンガーシーケンス解析によ

り確認したところ、塩基の欠損および重複は確認されなかった。 

 

②mInsc3xFlag-EGFPマウスにおける肝臓組織切片観察 

 野生型マウスとの戻し交配により拡大された mInsc3xFlag-EGFP マウスの生体肝臓において蛍光免

疫染色法により mInsc3xFlag-EGFP遺伝子の発現を確認した。その結果、3xFlag タグおよび EGFPタ

ンパク質の発現は検出されなかった。このことから、レポーター遺伝子挿入により mInsc遺伝子

の発現量が減少した可能性が示唆された。生体肝臓における mInsc 局在および相互作用因子の

同定には、mInsc遺伝子の一過的過剰発現等による解析が有効であると考えられる。 
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