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研究成果の概要（和文）：脳腫瘍モデルマウスを作製するために、Trp53遺伝子が全身で欠失し、Nf1遺伝子が脳内細胞
選択的に欠損するマウスを作製した。そのために、組み換え酵素Creを脳内細胞選択的に発現する3種類のCreマウス(①
GFAP-Cre、②Nestin-Cre、及び③NG2-Creマウス)を用いた。いずれの場合にも、得られたマウスは多くが9ヵ月齢まで
に死亡し、脳腫瘍の発生が高い確率で認められた。中でも、NG2-Creマウスを用いてNG2グリア選択的にNf1遺伝子を欠
損させた場合には、89%(32/36)という高率に脳腫瘍が認められ、その組織像はoligodendrogliomaが多いという特徴が
あった。

研究成果の概要（英文）：In order to generate novel model mice for brain tumors, we produced Trp53 
gene-knockout and Nf1 gene-conditional knockout mice, in which Trp53 gene was deleted in the whole body 
and Nf1 gene was destroyed specifically in the brain cells. For this purpose, Trp53-null/Nf1-flox mice 
were crossed with 3 types of Cre-knock in mice where Cre recombinase were expressed in the brain-specific 
manner (Nestin-Cre, GFAP-Cre, and NG2-Cre mice). Most of the resulting mice died by 9 months-old and 
expressed brain tumors in high frequency. Among them, when Trp53-null/Nf1-flox mice were crossed with the 
NG2-Cre mice in which Cre recombinase was expressed in NG2 glial cells (oligodendroglia progenitor 
cells), 89% (32/36) of mice exhibited brain tumors, most of which were oligodendrogliomas or anaplastic 
oligodendrogliomas. Our results showed that the model mice of brain tumors were efficiently produced by 
the conditional knockout method.

研究分野： 分子神経病理学
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１．研究開始当初の背景 
(1) ヒト脳腫瘍の原因として、癌抑制遺伝子
の失活は重要である。しかし、動物モデルで、
癌抑制遺伝子を失活させて脳腫瘍の発生さ
せることは、これまで困難であった。その理
由は、通常のノックアウト法を用いて全身で
機能破壊すると、ほとんどの癌抑制遺伝子で
は胎生致死になるためである。そのため、細
胞選択的に癌抑制遺伝子の機能破壊をする
コンディショナルノックアウト（細胞特異的
遺伝子破壊）法を導入する必要があった。し
かし、そのような研究は、研究開始当時ほと
んど行われていなかった。 
 
(2) コンディショナルノックアウト法によ
り脳内細胞選択的に癌抑制遺伝子を機能破
壊するためには、脳内細胞選択的に組み換え
酵素Creを発現するマウスが必要となる。し
かし研究開始当時、脳腫瘍作出に利用できる
Creマウスは限られていた。 
 
(3) 我々はこれまでに、ベクター作製の高速
化やES細胞スクリーニングの効率化に成功
し、コンディショナルノックアウトマウスを
多数、効率よく作製した実績を有している。
（2007年神経科学会シンポジウム「C57BL/6
系ES細胞RENKAを用いたコンディショナルノ
ックアウトマウスの系統的作製」で発表。）
また我々は、組み換え酵素Creを脳内細胞選
択的に発現するマウスを、ノックイン法を用
いて作製していた。 
 
(4) 我々のこれまでの研究成果を活用する
ことにより、癌抑制遺伝子を脳内細胞選択的
に機能破壊して脳腫瘍モデルマウスを作製
できると考えられた。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究では、複数の癌抑制遺伝子を機能
破壊することにより、脳腫瘍のモデルマウス
を作製する。そのために、Trp53 遺伝子を全
身で機能破壊した上に、Nf1 遺伝子を脳内細
胞選択的に機能破壊したマウスを作出する。 
 
(2) Nf1 遺伝子の脳内細胞選択的な機能破壊
のために、脳内細胞選択的に発現する遺伝子
（Nestin、GFAP、及び NG2）に組み換え酵素
Cre をノックインした 3 種類の Cre マウスを
用いる。これらのマウスを用いた場合の結果
を比較検討することにより、Nf1 遺伝子を破
壊した細胞（腫瘍の発生母細胞）と発生する

腫瘍の相関を解析する。 
 
(3) これらを通じて、これまでに作製されて
いない優れた脳腫瘍のモデルマウスを作製
することが本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
(1) まず、Trp53 遺伝子のエクソン 5－7をピ
ューロマイシン耐性遺伝子で置き換えたベ
クターを、C57/B6 系マウスから作製した ES
細胞 RENKA に導入し、Trp53 遺伝子がノック
アウトされた ES 細胞を作製した。Trp53 遺伝
子は、全身でノックアウトしても胎生致死に
ならない数少ないがん抑制遺伝子の１つで
ある。 
 
(2) 次に、Nf1 遺伝子を脳内細胞選択的に欠
損させることを目的として、Nf1 遺伝子のフ
レームシフトエクソン 4 を Cre recombinase
の認識配列 loxP で挟んだ Nf1-flox ベクター
（ネオマイシン耐性遺伝子を持つ）を、(1)
で選択した Trp53-null の ES細胞に導入した。
そして、Trp53-null/Nf1-flox の ES 細胞を作
製した。Trp53 遺伝子と Nf1 遺伝子は共に第
10 染色体上の近傍に存在するために、
Trp53-null と Nf1-flox の形質は、一緒に次
の世代に引き継がれると考えられる。 
 
(3) Trp53-null/Nf1-flox の ES細胞を初期胚
に導入し、キメラマウスを作製した。得られ
たキメラマウスを野生型マウスと交配する
ことにより、Trp53+/-;Nf1flox/+マウスを作出し
た。 
 
(4) Cre-loxP 組み換え系を利用して、脳内細
胞選択的にNf1遺伝子を機能破壊するために、
脳内細胞選択的に組み換え酵素Creを発現す
る 3種類の Cre マウスを作製した。各マウス
で Cre のノックインに使用した遺伝子は、①
神経幹細胞に選択的に発現する Nestin 遺伝
子（Nestin-Cre マウス）、②アストログリア
細胞選択的に発現するGFAP遺伝子(GFAP-Cre
マウス)、③オリゴデンドログリアの前駆細
胞である NG2 グリアに選択的に発現する NG2
遺伝子(NG2-Cre マウス)である。これらのマ
ウスをレポーターマウスと交配し、得られた
マウスの組織を X-gal 染色することにより、
3 種類のマウスにおける Cre 発現細胞の分布
を確認した。 
 
(5) (3)の Trp53+/-;Nf1flox/+マウスを、(4)の脳
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内細胞選択的にCreを発現するマウスと交配
することにより、Trp53 遺伝子が全身で欠失
し、かつ Nf1 遺伝子が脳内細胞選択的に欠損
するマウスを作製した。その際に、3 種類の
Cre マウス(Nestin-Cre マウス、GFAP-Cre マ
ウス、及び NG2-Cre マウス)を用いて比較解
析した。 
 
(6) (5)で得られたマウスの遺伝子型ごとの
生存率を確認すると共に、死亡したマウスか
ら脳組織切片を作成して、脳腫瘍の発生の有
無を解析した。また、発生した脳腫瘍の組織
像を形態学的に解析した。 
 
４．研究成果 
(1) Trp53-null/Nf1-flox マウスの作製：
Trp53遺伝子のエクソン5－7をピューロマイ
シン耐性遺伝子と置き換えたベクター(図 1
上段)を、C57/B6 系マウスから樹立した ES 細
胞 REBKA に導入し、ピューロマイシン耐性に
なった細胞から DNA を抽出して、サザンブロ
ット解析によりTrp53遺伝子で相同組み換え
を起こしたクローンを選択した。次に、選択
した ES 細胞に、ネオマイシン耐性遺伝子を
持つ Nf1-flox ベクター(図 2上段)を導入し、
得られたネオマイシン耐性クローンから DNA
を抽出して、サザンブロット法により Nf1 遺
伝子で相同組み換えを起こしたクローンを
選択した。 

 
得られた Trp53-null/Nf1-flox の ES 細胞

を初期胚に注入してキメラマウスを作製し、
キメラマウスを野生型マウスと交配して、ヘ
テロマウス Trp53+/-;Nf1flox/+を作製した。ヘテ
ロマウス同士を交配することによりホモの
マウス Trp53-/-;Nf1flox/flox を作出し、ヘテロ
とホモのマウスから DNA と蛋白を調整して、
サザンブロット解析、PCR 解析、ウェスタン
ブロット解析を行った。その結果、Trp53 遺
伝子がノックアウトされていること(図 1 下

段)、Nf1 遺伝子に loxP 配列を含む Neo 遺伝
子が挿入されていること(図 2下段)が確認で
きた。 

 

(2) 脳内細胞選択的 Cre 発現マウスの解析：
これまでに作製した 3種類の Cre発現マウス
を、レポーターマウスと交配し、得られたマ
ウスから組織切片を作製してX-gal染色を行
い、Cre 発現細胞の分布を解析した。 
①Nestin-Cre マウスとレポーターマウスを
交配して得られたマウスの解析では、βガラ
クトシダーゼ陽性細胞は脳内に限局してお
り、肝臓や腎臓など脳以外の臓器では X-gal
染色陰性であった。このことは Nestin-Cre
マウスでは、組み換え酵素 Cre が脳内細胞選
択的に発現していることを示している。 
②GFAP-Cre マウスとレポーターマウスを交
配して得られたマウスの解析では、βガラク
トシダーゼ陽性細胞は脳内に限局していた
が、グリア細胞ばかりではなく神経細胞も陽
性となった。このことは、GFAP がアストログ
リアに発現するばかりではなく、神経幹細胞
にも発現しているという最近の知見を反映
するものであると考えられた。 
③NG2-Cre マウスとレポーターマウスを交配
して得られたマウスの解析では、βガラクト
シダーゼ陽性細胞は検出されなかった。この
ことは、NG2 陽性の小型グリアでは、X-gal
染色陽性細胞の検出が難しいことを反映し
ているものと考えられた。 
 
(3)Nestin-Cre マウスを用いた場合に発生し
た脳腫瘍：Trp53+/-;Nf1flox/+マウスを Nestin- 
Cre マウスと交配し、得られたマウスを解析
した。これらのマウスの中には、Trp53 遺伝
子が全身で欠失し、かつ Nf1 遺伝子が脳内細
胞選択的に欠損したマウスが存在する。解析
した 133 匹のマウスの中には、ホモのノック
アウトマウス Trp53-/-;Nf1flox/flox;NestinCre/+

は存在しなかった。このことはホモのマウス
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が胎生致死であることを示している。一方、
ヘテロのノックアウトマウス Trp53+/-; 
Nf1flox/+; NestinCre/+は 32 匹得られたが、生後
18 週から 36 週の間にほとんどが死亡し、62
週までに全例が死亡した。 
死亡したマウスから切片を作製して解析

したところ、32 匹中 11 匹（34.4%)のマウス
で脳腫瘍が形成された。その組織像は GFAP
染色陽性の Anaplastic astrocytoma 3 例、
Oligo2 染色陽性の Oligodendroglioma 6 例、
小型の未分化細胞からなる PNET (Primitive 
Neuroectodamal Tumor) 2 例であった。図 3
に Anaptlastic astrocytoma の例を示す。こ
こでは、脳内に発生した腫瘍は、抗 GFAP 抗
体染色陽性の異形成の高い細胞で占められ
ていた。 

 

(4) GFAP-Cre マウスを用いた場合の脳腫瘍：
Trp53+/-;Nf1flox/+マウスを GFAP-Cre マウスと
交配し、得られたマウスを解析した。解析し
た 132 匹のマウスの中には、ホモのノックア
ウトマウス Trp53-/-;Nf1flox/flox;GFAPCre/+は 5
匹だけ存在していたが、生後 14 週から 22 週
の間に全例が死亡した。一方、ヘテロのノッ
クアウトマウス Trp53+/-;Nf1flox/+;GFAPCre/+は
22 匹得られた。得られたマウスは、生後 25
週から 52 週の間にほとんどが死亡し、61 週
までに全例が死亡した。 
死亡したマウスから切片を作製して解析

し た と こ ろ 、 ホ モ の マ ウ ス Trp53-/-; 
Nf1flox/flox;GFAPCre/+の 60％(3/5)に脳腫瘍が認
められ、その組織像は、GFAP 染色陽性の
Anaplastic astrocytoma 2 例、未分化の小型
細胞からなる PNET 1 例であった。一方、ヘ
テロのマウス Trp53+/-;Nf1flox/+;GFAPCre/+では、
22 匹中 14 匹（58%）に脳腫瘍が認められ、そ
の組織像は、Anaplastic astrocytoma 3 例、
Oligodendroglioma 3 例、Oligo-astrocytoma 
5 例、PNET 1 例の他に、シナプトフィジン陽
性の Neurocytoma 2 例、ケラチン陽性の

Choroid plexus papilloma 2 例が認められ、
多彩であった。図 4に、発生した Neurocytoma
の例を示した。腫瘍細胞にはロゼット形成が
認められ、抗シナプトフィジン抗体染色陽性
であった。 

 
(5) NG2-Cre マウスを用いた場合の脳腫瘍：
Trp53+/-;Nf1flox/+マウスをNG2-Creマウスと交
配し、得られたマウスを解析した。このマウ
スの中には、Trp53 遺伝子が全身で欠失し、
かつ Nf1遺伝子が oligodendroglia の前駆細
胞であるNG2グリア選択的に欠損したマウス
が存在する。解析した 135 匹のマウスの中に
は、ホモのノックアウトマウス Trp53-/-; 
Nf1flox/flox; NG2Cre/+は存在せず、ホモのマウス
が胎生致死であることが示された。一方、ヘ
テロのノックアウトマウス Trp53+/-;Nf1flox/+; 
NG2Cre/+は 36 匹得られたが、生後 19 週から 37
週の間にほとんどが死亡した。 

 

得られたヘテロのノックアウトマウスで
は、36 匹中 32 匹（89%)という高い確率で脳
腫 瘍 が 認 め ら れ た 。 そ の 組 織 像 は 、
(Anaplastic) oligodendroglioma 18 例
(56.3%)、Anaplastic glioma/Glioblastoma 7
例(21.9%)、Neuroblastoma or Neurocytoma 7
例 (21.9%) で あ り 、 Oligo2 陽 性 の
oligodendroglioma が多いという特徴があっ
た。図 5に、Anaplastic oligodendroglioma
の例を示した。脳腫瘍は、抗 Oligo2 抗体染
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色強陽性の異形成の高い細胞で占められて
いた。 
 
(6) まとめると、 
① 発生工学的な手法により、全身で Trp53

遺伝子が欠失し、かつ脳内細胞選択的に
Nf1遺伝子が欠損したマウスを作製した。 

② 得られた遺伝子改変マウスで高率に脳腫
瘍の発生が認められ、Trp53 と Nf1 の機
能破壊が脳腫瘍の発生につながることが
実験的に示された。 

③ 使用する Cre マウスによって、脳腫瘍の
発生頻度と組織像は異なっており、Nf1
遺伝子が失活した細胞(すなわち脳腫瘍
の発生母細胞)が異なることを反映する
ものと考えられた。 

④ 特に、NG2-Creマウスを用いた場合には、
ヘテロのノックアウトマウス Trp53+/-; 
Nf1flox/+;NG2Cre/+で、36 例中 32 例（89%)
という高い確率で脳腫瘍が認められ、発
生 し た 脳 腫 瘍 の 組 織 像 は Oligo- 
dendrogliomaが過半数を占めるという特
徴があった。 

⑤ 本研究を通して、癌抑制遺伝子の細胞選
択的な機能破壊により、脳腫瘍の優れた
モデルマウスを作製できることが示され
た。 
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