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研究成果の概要（和文）： 

 
発生、発がんなどの研究分野において、複数の遺伝子の発現を時期・組織を変えて人為的
に制御する実験系の確立が望まれている。本研究では、Cre/loxP 遺伝子組換えに依存して
H-Ras および EGFP を広範囲の組織で発現する CGH4 遺伝子導入マウス(Ichise et al., 2010)の
導入遺伝子組込み部位を同定し、当該遺伝子座を標的とした遺伝子改変システムを作出した。
既存の Rosa26 遺伝子座改変システムとの併用が可能であり、複数の配列特異的遺伝子組換え酵
素を利用した遺伝子発現制御に有効である。 
 
研究成果の概要（英文）： 

 
We identified the transgene integration site of the CGH4 transgenic mice that 
conditionally express H-Ras and EGFP in a variety of tissues in a Cre/loxP 
recombination-dependent manner (Ichise et al., 2010), generated new mouse lines 
using targeting vectors for the locus, and found that the locus is suitable for 
site-spesific recomibinase-mediated, binary expression of transgenes in an endothelial 
cell lineage. Targeted transgenesis and binary expression system using the locus in 
combination with the Rosa26 locus will be valuable for developing multi-step, 
site-specific recombination system in vivo. 
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１．研究開始当初の背景 

 

部位特異的組換え酵素とその標的配列で構
成される Cre/loxP システムは、マウスにお
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ける時期・組織特異的遺伝子発現制御技術の
中心的な役割を果たしている。当該システム
を利用した、floxed アリルを有する遺伝子改
変マウスの系統数は増加の一途をたどって
おり、特に、近年の国外における遺伝子改変
マウス作出プロジェクト、米国の KOMP、カ
ナ ダ の NorCOMM や ヨ ー ロ ッ パ の
EUCOMM が、floxed アリルを有する遺伝子
改変マウスの作出を主たる目的としている
ことから、今後の爆発的な系統数の増加は確
実である。 

 

しかし、遺伝子改変マウスの低コスト・労力
軽減による効率的な作出と共有化が望まれ
ている一方で、経時的に蓄積する複数のがん
遺伝子およびがん抑制遺伝子の変異によっ
て引き起こされる、ヒト腫瘍を模倣した発癌
モデルの構築や、遺伝子欠損の影響を、他の
遺伝子の欠損あるいは過剰発現によって回
避、緩和あるいは増強できるかといった、遺
伝子間相互作用の解析、同一個体の 2 種類の
組織での 2 遺伝子の遺伝子改変による組織・
細胞間相互作用の解析などを成立させるた
めの、従来よりも高度な遺伝子発現制御系の
確立も研究現場で望まれるようになってき
ており、Cre/loxP システムに加え、他の部位
特異的組換え酵素とその標的配列を効果的
に利用するための環境を整える必要がある。 

 

 

２．研究の目的 

 

本研究では、Cre/loxP システムを利用したマ
ウスでの時期・組織特異的遺伝子改変技術に
加え、新規に開発された部位特異的組換え酵 

素とその標的配列である Dre/rox システム、
組換え効率の向上化が進められている
FLP/FRT システムをさらに組み合わせるこ
とで、マウス生体での高度な遺伝子改変を行
う技術基盤の確立を目的とした。 

 

３．研究の方法 

 
Rosa26遺伝子座へのCAGプロモーター支配下
のトランスジーンの導入と比較して、血球、
内皮細胞において遜色のない発現が認めら
れ、その有用性が期待される、既存の導入遺
伝子組込み遺伝子座、CGH4 遺伝子座(Ichise 
et al., 2010)を、Fosmid ゲノム DNA ライブ
ラリーの作成およびスクリーニングによっ
てクローン化した。当該クローンを利用して、
ターゲティングベクターを構築し、レポータ
ー遺伝子やマウス cDNA をコンディショナル
に発現する遺伝子導入マウスを作成し、発現
パターンや実用性に関する検討を行なった。
また、Dre/rox および FLP/FRT 遺伝子組換え
のインディケーターとなるコンストラクト

を標的遺伝子組換えで導入した ES 細胞を単
離し、組換えの検討を行なった。 
 
４．研究成果 
 
(1) CGH4 遺伝子座(Ichise et al., 2010)の
同定、クローニングに成功した。 
 
(2)相同組換えのネガティブセレクションマ
ーカーである DT-A 発現ユニットの改良を行
った。CGH4 遺伝子座と改良型 DT-A カセット
を利用して、Cre インディケーターとなるレ
ポーターコンストラクトの導入を行い、高効
率で相同組換え体が得られることを確認し
た。また、当該領域に対する ES 細胞での相
同組換えにより、Cre インディケーターとな
るレポーターコンストラクトを導入したマ
ウスを作成した。そして、内皮細胞系列で Cre
を発現する遺伝子導入マウスとの組み合わ
せによって、内皮細胞系列でのレポーター遺
伝子の発現誘導が起こることを確認した。 
 
(3)Dre/roxおよびFLP/FRT遺伝子組換えのイ
ンディケーターマウスの作成を目的として、
既存のレポーターコンストラクトにおける
loxP-neoR-BGHpA-loxP 領 域 を
rox-neoR-BGHpA-rox あ る い は
FRT-neoR-BGHpA-FRT に置換したターゲティ
ングベクターを作成し、それらのコンストラ
クトを導入した ES 細胞株を得た。当該細胞
株と、Dre および FLP の発現ベクターを用い
て、配列特異的組換えおよびレポーター遺伝
子の発現誘導が可能であることを確認した。 
 
(4)CGH4 遺伝子座を利用して、解析対象とす
る野生型あるいは変異型タンパク質をコー
ドする cDNA および IRES 配列支配下にあるレ
ポーター遺伝子の発現誘導が可能なコンス
トラクトを相同組換えによって導入した ES
細胞クローン４種類を得た。それらのクロー
ンを用いてマウス 4 系統を作出し、Cre ドラ
イバーマウスとの交配によって cDNA および
レポーター遺伝子の発現を誘導した。発現誘
導を行なった４種類の野生型あるいは変異
型タンパク質の発現パターンをそろえるこ
とで、タンパク質間での機能的差異の比較、
検討を成功裡に進めることができることを
確認した。 
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