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研究成果の概要（和文）： 本研究計画では、申請者が開発したターゲットトランスジェニック

（Tg）マウス作製法（PITT法）の有用性、汎用性の向上を目指し、１）組織特異的プロモーター

の使用と有用性の証明、２）Dre-rox組換え系への応用、３）floxedコンストラクトを挿入可能

とする新たな種マウス作製、４）誘導遺伝子発現系の構築、を実行し、技術的可能性を評価する

と同時に、学術的研究に有用なマウスリソースの開発を行った。 

 
研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to make our targeted transgenesis method 
(PITT) more versatile by developing a conditional and tissue-specific expression system 
applicable to it. For this purpose, we conducted: 1) generation of PITT mice exhibiting 
tissue-specific transgene expression, 2) development of Dre reporter mouse useful for 
evaluation of Dre expression, 3) development of new seed mouse line that allows to 
integrate floxed allele, and 4) development of inducible expression system using KRAB 
repressor. 
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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、疾患解析の為の実験動物として広

く利用されており、遺伝子改変 Tg マウスと

して多くの疾患モデルマウスも作製されて

いる。Tgマウス作製法としては、受精卵の前

核内に目的遺伝子を顕微注入法で直接的に

導入する方法が一般的であるが、目的遺伝子

の挿入位置やコピー数を制御できない。その

結果、導入遺伝子の発現量にばらつきが生じ

たり、他の遺伝子を潰している恐れもあるた

め、複数の Tg 系統を樹立して表現型が統一

しているかを調べる必要がある。これを回避

する手法として、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るが、

マウス作製に時間、コスト、労力を要する。 

 申請者はこれまでに、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

機関番号：３２６４４ 

研究種目：若手研究（Ｂ） 

研究期間：２０１１～２０１２ 

課題番号：２３７００５１４ 

研究課題名（和文） 独自のｉｎ ｖｉｖｏ部位特異的遺伝子導入法による、コンディショナ

ル発現系の開発 

                     

研究課題名（英文） Development of conditional expression system in mice generated by 

site-specific gene integration method 

 

研究代表者 

大塚 正人（OHTSUKA MASATO） 

東海大学・医学部・講師 

 研究者番号：９０３７２９４５ 
 



応用し、ES 細胞を介さず、特定遺伝子座位へ
目的遺伝子を導入する Tg マウス作製新手
法、”Pronuclear Injection-based Targeted 
Transgenesis (PITT)法”を開発した（図１）。

従来の顕微注入法と同じ手順で、Rosa26 遺伝
子座位に１コピーのコンストラクトをルー
チンに導入することが可能である。これは、
受精卵への顕微注入法で部位特異的 Tg マウ
ス系統（生殖系列伝播も確認済み）を得た世
界初の報告であり、また、遺伝子強発現 Tg
だけでなく RNAi による個体レベルのノック
ダウンにも応用できることを実証した
（Ohtsuka et al. 2010）。 
 
２．研究の目的 
 これまで PITT 法は、ユビキタスな遺伝子
発現を目的とした Tg マウス作製に用いてき
た。他の研究者からは、「これを是非利用し
たいのだが、組織特異的、あるいはコンディ
ショナルな遺伝子発現に応用できないか」と
の要望が非常に多く、申請者も是非それを確
立したいと考えた。しかし、A.Rosa26領域上
での組織特異的プロモーターの活性につい
ては殆ど知られていない、B.コンディショナ
ル発現に頻繁に使われる Cre-loxP系は、PITT
法を行う際に既に用いているため利用困難
である、と言った疑問点・問題点があった。
そこで本研究でこれらを解決し、組織特異的、
コンディショナル遺伝子発現 Tg マウス作製
を可能とすることにより、PITT 法の有用性、
応用性を高めることを目的として本研究計
画を立案した。 
 
３．研究の方法 
 本研究計画では、申請者が開発したターゲ
ット Tgマウス作製法（PITT 法）について、
（１）組織特異的プロモーターの使用、（２）
Dre-rox組換え系への応用、（３）floxed コ
ンストラクトの挿入系の確立、（４）誘導遺
伝子発現系の構築、を実行する。そのために、
(a)導入コンストラクトの作製、(b)培養細胞
へコンストラクトを導入することによる検
証、(c)PITT 法による Tgマウス作製、(d)得
られた Tgマウスの解析、の流れで実験を進
める。 
 

４．研究成果 
（１）組織特異的プロモーターの使用 
 これまでの PITT 法は全てユビキタスな遺
伝子発現を目的としたものであったが、これ
が組織特異的発現に応用できれば、その汎用
性はさらに向上する。そこで今回、組織特異
的プロモーターを用いた Tg マウス作製を目
指した。これにより、これまでに殆ど報告の
ない“Rosa26 座位における組織特異的プロモ
ーター活性”の解明にも繋がると期待される。
そこで、まず腎臓のタコ足細胞での遺伝子発
現を目的とした Nephrinプロモーターと、脳
神経系での発現を目的とした Thy-1プロモー
ターを使用した Tg マウス作製を試みた。そ
の結果、両方のコンストラクトで目的の PITT 
Tg マウスを得ることに成功した。先に作製さ
れた NephrinプロモーターTgマウスから発現
解析を行ったが、この Tg マウスでは腎臓の
タコ足細胞で特異的に遺伝子（eGFP）が発現
することを確認できたことから（図２）、PITT
法が組織特異的発現にも応用可能であるこ
とが示された。またこの結果は、各種プロモ
ーター解析に Rosa26 座位が有用である可能
性も示唆している。Thy-1 プロモーターに関
しては、現在解析に使用可能なマウスが産ま
れてきたところであり、現在解析を進行中で
ある（下記２参照）。 

 
（２）Dre-rox組換え系への応用 
 Dre-rox 系はマウス遺伝子工学の新たなツ
ールとして期待されているが、まだ使用例の
報告は少ない。Dre-rox 系がマウス個体内で
使用できれば、Cre-loxP系と組み合わせるこ
とにより、より厳密な遺伝子発現系を構築す
ることが可能となる。今回、その為に有用な
リソース開発（二色蛍光 Dre レポーターマウ
ス）と、実験系の検証を行った。 
 まず二色蛍光 Dreレポーターコンストラク
トを作製し、PITT用導入ベクターにクローニ
ングした。次に作製された pAXV（14-kb）を
用い、PITT 法で Tg マウス作製を行った。ま
ず pAXV について 305 個の受精卵に顕微注入
した。１晩培養後に正常に２細胞期に発生し
た 186個の卵を偽妊娠マウスの卵管に移植し
た。その後、54個体の仔マウスを得ることが
でき、そのうちの１個体が目的の組換え体で
あった。この個体はトランスジーンを次世代
に伝えるものであったため、Dre レポーター



マウスとして系統化した後に、Dre 組換え酵
素を導入することによる赤蛍光発現の有無
を検討した。具体的には、Dre レポーターマ
ウスの１細胞期胚に Dre発現ベクターを注入
し、胞胚期胚まで発生させて蛍光を観察した。
その結果、Dre 発現ベクターを注入した場合
のみ赤蛍光を発する胚が生じることを確認
した（図３）。これにより、Dre-roxの系が期
待通りに働くことを確認できたと同時に、
PITT法で作製したマウスでは、僅か１系統し
か得られない場合でも予想通りの発現パタ
ーンを示すことが確認された。この Dre-rox
系は、頻繁に使用される Cre-loxP 系と併用
して使用することが可能であり、２種類の遺
伝子をそれぞれコンディショナルに発現さ
せる等、複雑な遺伝子機能解析への応用が期
待される。 

 また Dre に関しては、Thy-1 プロモーター
下で Dre 酵素を発現する Tg マウスの作製も
行った。調製した PITT 用コンストラクト
（pBFD）を iCre mRNAと共に 311個の受精卵
に顕微注入した。１晩培養後に正常に２細胞
期に発生した 226個の卵を偽妊娠マウスの卵
管に移植した。その後、15個体の仔マウスを
得ることができ、そのうちの 4個体が目的の
組換え体であった。得られたマウスは１系統
が出生後に死んでしまったものの、他の３系
統は全て次世代にトランスジーンを伝える
ものであった。現在、Thy-1プロモーター-Dre
マウスを上記 Dreレポーターマウスと交配し
てダブル Tg マウスを作製しているところで
ある。これにより、Dre-rox 系を用いたコン
ディショナル遺伝子発現が実現するものと
期待される。 
 
（３）floxed コンストラクトの挿入系の確立 
 floxed コンストラクト Tg マウスは、Cre
ドライバーマウスと交配することにより、目
的遺伝子をコンディショナルに発現させる
ことが可能である。しかし、これまでに
floxed コンストラクトを PITT 法で挿入した
ことはなかった。PITT法では遺伝子挿入のた

めに Cre-loxP 系を使用しているため、導入
の際に floxed カセットも抜けてしまう恐れ
がある。当初は floxed カセット中の loxPの
CpG部位を in vitroでメチル化しておくこと
によって、これを回避することを予定してい
たが、ベクター作製がやや煩雑になると考え
られたことから、floxedカセットを挿入可能
なタグを有する種マウスを新たに作製する
こととした。 
 新しい種マウスを作製する際に、現システ
ムで使用している変異 loxP 配列（Cre-loxP
用）だけでなく、他の組換え系（FLP-FRT 系、
φC31 integrase 系）用の目印も同時に組み
込むこととした。導入の際に用いる組換え系
の選択の幅を広げて汎用性を拡張するため
である。また、世界的標準系統である純系の
C57BL/6N で作製し、有用性の向上を目指した。 
 BAC 改変法で作製した遺伝子ターゲティン
グベクター(pBDT)を用い、大阪大学の発生工
学研究会との共同研究で C57BL/6N 系統での
遺伝子ターゲティングを行った。ES細胞を顕
微注入して作製されたキメラマウスから、新
しい種マウスの仔を得ることに成功した。こ
の新たなマウスリソースを実際に PITT 法に
用いる為に、クリーニングを行って飼育室に
移動した後、ホモマウスを得るためにヘテロ
マウス同士の交配を進めた。その結果、無事
にホモマウスを得ることができた。今後、全
てをホモマウスで維持することとし、PITT法
を用いて floxedカセット Tgマウス作製に使
用する予定である。既に、この新しい種マウ
スを用いた PITT 法、及びその条件設定に着
手しており、一部結果も出つつある（下記４
参照）。 
 
（４）誘導遺伝子発現系の構築 

 哺乳類 Kox1遺伝子の KRABリプレッサード

メインを用いたドキシサイクリン誘導系の

確立を目指した。この系は、まだ広くは利用

されてはいないものの、１種類のカセットで

遺伝子発現誘導が可能となる（通常は、２種

類のカセットを使用する必要がある）、遺伝

子発現に漏れが生じにくい、遺伝子ノックダ

ウンにも応用可能である、と言った利点があ

る。マウスの細胞と個体においては、レンチ

ウイルスを使用した系が用いられているが

（Szulc et al. Nat. Methods 2006）、我々

はこれを通常のプラスミドベクター系に組

み込み、最終的に PITT 法への応用すること

を目指している。 

 まず、Szulc らのレンチウイルスベクター

を入手し、TRE 配列や tTR-KRAB配列を我々の

プラスミドベクターにクローニングした。同

時に、赤蛍光遺伝子 tdTomato と、eGFP に対

する microRNA を付加した。こうして作製さ

れ た 発 現 カ セ ッ ト 「 TRE-CAG-miR 



eGFP-tdTomato-IRES-tTR-KRAB-polyA」を、

遺伝子挿入効率の高い（ランダム挿入ではあ

るが）piggyBacトランスポゾンベクターに組

み込むことにより、pBDO ベクターを完成させ

た（図４）。次に、ES 細胞への pBDO導入を行

った。使用した ES 細胞は、我々が過去に独

自に樹立した eGFP 安定発現細胞株（1D4）で

ある。3×10^5 個の細胞にリポフェクタミン

2000 を用いて pBDO トランスポゾンベクター

を導入（piggyBac 発現ベクター、及びネオマ

イシン耐性遺伝子トランスポゾンベクター

と共導入）した結果、数多くのコロニーを得

ることができた。24クローンを拾い、そのう

ちの２クローンの解析を行った結果、1µg/ml

のドキシサイクリンで tdTomato 遺伝子発現

が誘導できること、また同時に eGFP 遺伝子

がノックダウンできること、が分かった（図

４）。これにより、新たな遺伝子誘導系を独

自に構築することができたと言え、今回作製

したベクターは、細胞レベルでの様々な遺伝

子発現誘導や、ノックダウンに有用なリソー

スとなると期待される。 

 次に、上述した C57BL/6背景の種マウスを

利用して本誘導系遺伝子発現 Tg マウスを

PITT 法で作製した。無事に目的の Tg マウス

を得ることができたため、現在その検証を個

体レベルで行っている。本発現誘導系は

Cre-loxP によるコンディショナル発現系と

併用可能な独自のデザインとなっており、今

後この万能なシステムを世界に先駆けて完

成させたい。 
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