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研究成果の概要（和文）：　コンディショナルノックアウトマウスを用いた脳機能解析においては、使用するCre等の
ドライバーマウスの発現時期や細胞種選択性が研究の質を決める要素となる。本研究の目的は、新規マルチタスクカセ
ットを開発し、内在性遺伝子発現に影響を及ぼすことなく特定の細胞特異的にドライバー遺伝子を発現できるマウスを
作製することである。このカセットは様々な機能を持ち、一度作出すると多目的に利用することが可能である。このこ
とは、マウス作製にかかる労力、経費に対する効果が飛躍的に向上し、研究の効率化に寄与することができる。

研究成果の概要（英文）： In the analysis of brain functions using conditional knockout mice, the ability o
f Cre driver mice is important and determines the quality of research. The purpose of this study is to pro
duce a new multitasking cassette which can express a specific gene in a cell-specific manner without affec
ting the endogenous gene expression. When a multitasking cassette is inserted into a specific driver gene,
 its driver gene is knocked out. Next, the stop sequences are removed, Cre can be activated under the corr
esponding promoter with the endogenous gene expression kept intact. Also, the corresponding gene expressio
n can be rescued by the Flpase. After checking the function of this cassette in cultured cells, we next pr
oduced a knockin mouse with the cassette integrated in the Abat gene. The generated Abat-knockin mice and 
their Cre activity is being checked using the lacZ reporter mice. This system can contribute in generating
 driver mice with only one line, for the use of many purposes. 
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１．研究開始当初の背景 
 我々は、C57BL/6 純系マウスでのコンディ
ショナルノックアウト法が生命科学、特に神
経科学領域において必須の研究基盤である
と考え、C57BL/6N 系統 ES 細胞株 RENKA を樹
立し、ターゲティングベクター構築の簡便化
や相同組換え効率上昇法の開発などをおこ
ない、多くの遺伝子改変マウスを作製してき
た。Cre-loxP 組換え系やテトラサイクリン発
現誘導系を用いたコンディショナルノック
アウト法では、用いる Cre または tTA 等の発
現マウス（ドライバーマウス）の発現時期、
発現細胞種の特異性が研究の成否を決める。
我々は、内在性遺伝子発現に近い発現パター
ンが最も安定して得られるという理由から、
ノックイン法によりドライバーマウスを作
製してきた。この方法では、ドライバー遺伝
子を駆動させるプロモーター遺伝子の開始
メチオニンの位置に挿入するために、当該遺
伝子をノックアウトしてしまう。この駆動遺
伝子のヘテロ欠損が表現型に影響を与える
こともあり、標的遺伝子以外の遺伝子の発現
変化は潜在的なデメリットとなる。我々はこ
の問題を克服するために、新規マルチタスク
ドライバーマウス開発を計画した。 
 単純なノックアウトマウスや floxed マウ
スなどは、既に大部分が国内外の豊富なリソ
ースより入手可能であり、研究者レベルでの
作製の必要性は徐々に低下してきている。し
かしドライバーマウスについては個々の研
究目的に応じたデザインが要求されるため、
常に新規の系統を作製する必要がある。現在
の発生工学的技術をもってしても遺伝子改
変マウスを作製するための労力や経費は小
さいものでは無いため、作製された１系統の
マウスを、複数の目的に対して使用可能とす
る新ノックイン法によるマウスは、生命科学
の推進に大きく貢献する事が期待される。 
ドライバーマウスの主な作製法は、BAC ト

ランスジェニック法とノックイン法に大別
される。BAC トランスジェニック法は技術的
にマウスの樹立が容易であることと、内在の
ドライバー遺伝子の発現に影響を与えない
ことが長所として挙げられるが、樹立した全
ての系統が同じ発現パターンを示す訳では
ないので系統ごとに発現を検証する必要が
ある。また、100-200kb 程度のゲノム成分を
1コピー以上組み込むため、その領域に関し
てはゲノムの重複が生ずるが、その影響に関
しては予測不能であることや、組み込まれた
領域次第では予想外かつ検出困難な遺伝子
発現の変動が起こりうることなどが短所と
して挙げられる。ノックイン法の長所と短所
は BAC トランスジェニック法とほぼ逆の関
係になるが、予想通りの発現パターンが比較
的安定して得られるという理由に加え、行動

学的解析等、マウスの遺伝的背景に厳密性が
要求される解析法の多い神経科学領域にお
いては、その確実性ゆえにノックイン法がベ
ターであると考えられてきた。 
しかしノックイン法には大きな欠点があ

る。それは、必然的にドライバー遺伝子を駆
動するプロモーター遺伝子をノックアウト
してしまうという点である。駆動遺伝子をノ
ックアウトさせない方法として、近年、バイ
シストロニック性制御配列である 2A 配列に
Cre遺伝子を連結してドライバー遺伝子の停
止コドン直前に挿入する、新たなノックイン
法が開発された。しかし研究を進めるにあた
り、実際的には駆動遺伝子自体の生理機能解
析も重要であるケースは少なくなく、その場
合は従来型のノックイン法の欠点（ノックイ
ンマウス=ノックアウトマウス）はむしろ利
点であった。以上のことから、作製した１系
統のノックインマウスがドライバーマウス
として確実に利用できつつ、駆動遺伝子の発
現についても制御可能となるシステムが求
められていたが、近年まで信頼性の高いシス
テムは開発不可能だと思われていた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、特定の遺伝子プロモーター
を利用して、内在性遺伝子発現に影響を与え
ることなしにドライバー遺伝子の発現が可
能であり、また異なった誘導方法でもドライ
バー遺伝子が制御でき、さらに、駆動プロモ
ーター遺伝子の発現制御も可能にするマル
チタスクカセットを開発し、特定の脳神経系
の細胞にドライバー遺伝子を発現するマウ
スを作出することである。 
本目的を達成するために、申請者等がすで

に検証している前述の 2A 配列の利用と、
FAST システム（ Tanaka et al., Biol. 
Psychiatry 2010; 67: 770-773）の概念を適
用することで信頼性の高い新たなノックイ
ン法が開発できると考えた。2A 配列は、IRES
配列よりも確実にバイシストロニックな遺
伝子発現を保証できることで、近年多くの研
究に利用されている（Okita et al., Science 
2008; 322: 949-953 など）。FAST システム
は、一系統のノックインマウスから標的遺伝
子の様々な発現制御を可能とする有用なシ
ステムである。本研究においては、この 2要
素の特長を有機的に組み合わせることで、従
来のドライバーマウス作製法の欠点を全て
克服し、さらに駆動遺伝子の生理機能解析に
も有用である新たなシステムの開発を目指
す。 
 

３．研究の方法 
全体の構想を iCre(改良型 Cre)発現型ノ

ックインマウスを例として記載する。tTA 等
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の発現型の場合でも基本的な構成は同じで
ある。ドライバー遺伝子を駆動する遺伝子
(Wild type)へ、後述のカセットをノックイ
ンした最初の段階で、強力な STOP 配列によ
りドライバー遺伝子のノックアウトマウス
となる（Knockout）。別の Cre 発現マウスと
の交配により、loxP 配列間のネオマイシン
耐性遺伝子と STOP 配列を除去することで、
Cre ドライバーマウスとなる（Cre driver）。
このCreの発現はtTS等による制御も可能で
ある。STOP 配列の除去後、FLP 発現マウスと
の交配によりfrt間の2A-iCre-Furinが除去
されることで、ほぼ野生型マウスと同じ状態
（Rescue）となるが、tetO 配列は残るため
tTA, rtTA, tTS により駆動遺伝子の過剰発
現（Overexpression）またはノックダウン
（Knockdown）が可能となる。また STOP カセ
ットの除去以前に frt 間を除去した場合は、
tTA, rtTA によって駆動遺伝子の異所性発現
が可能となる。下記にその概念図を示す。 

 
４．研究成果 
(1)汎用型 iCre ノックインカセットの構築                       
本研究では、まず対象とする駆動遺伝子の

開始コドンの直後に、停止コドンが出現しな
いようフレームを合わせて frt 配列を挿入
し、続けて2A配列とiCre遺伝子を連結する。
iCre遺伝子にはFurin配列と frt-2A配列を
連結する。この frt-2A-iCre-Furin-frt-2A
の挿入により、駆動遺伝子の発現を変化させ
ずに iCre 遺伝子を発現させることが可能と
なる。さらに、駆動遺伝子の発現制御を可能
とするために、FAST システムを一部改変し
て適用し、開始コドンの直前に loxP 配列、
ネオマイシン耐性遺伝子、転写と翻訳を終結
させるためのSTOPカセット、loxP配列、tetO
配列を挿入する。このカセットの挿入により、
下流の遺伝子のノックアウトと発現制御が
可能となる。そこで、上記の構成要素を全て
連結したノックイン用カセット（下図）を最
初に構築した。なお、STOP 配列は、FAST シ

ステムの開発者である田中謙二准教授（慶応
大学）より分与された実績のあるものを使用
した。また、これらのカセットを株化培養細
胞に導入して作動確認をおこなった。 
(2)次にノックインマウスを作製するための
ターゲティンベクターの構築をおこなった。
ベクター構築を容易にするため、Red/ET 
Recombination System を適用した。最初の
駆動遺伝子の候補として、Abat 遺伝子を選
択した。その理由は、当該遺伝子が、抑制性
ニューロンに高い発現をする一方、その機能
は明らかでないからである。抑制性神経細胞
選択的なドライバーマウスとして利用する
上でも好都合な遺伝子である。 
 ベクターは iCre と tTA をそれぞれ持つも
のを構築した。下図にヒト型コドンに修正し
た htTA カセットを示す。このカセットを前
述の iCre カセットと同様に遺伝子に挿入す
る。これらのカセットを Abat 遺伝子の開始
メチオニンのあるエクソン 2の部分に挿入
した。5’側アームは 4.9 kb、3’側アーム
は 6.0 kb のターゲティングベクターを構築
した。次にこれらの構築したターゲティンベ
クターを C57BL/6N マウス胚性幹細胞 RENKA
へ導入し、サザンブロットでスクリーニング
をおこない、当該の組換えを起こしたクロー
ンを選択した。これらクローンからキメラを
作製し、各クローン由来のマウスを樹立した。
Abat 遺伝子は、抑制性神経細胞に強く発現
するが、脳神経系における機能的重要性が明
らかとなっていないものである。現時点でヘ
テロKOマウス同士の交配よりホモのKOマウ
スが得られていないことから、Abat KO マウ
スは致死である可能性が高く、この点につい
ても引き続き解析を行っている。さらに、マ
ウス生体内でマルチタスクカセットが予想
通り機能し、駆動プロモーターから期待され
る細胞種選択的 iCre 発現マウスとなってい
ることと、Abat 遺伝子過剰発現マウス、Abat
遺伝子発現抑制マウスとなることを確認す
るため、レポーターマウスや細胞種選択的
tTA 発現マウス等との交配を進めている。 
 本研究で開発されたシステムを用いること
で、一系統のマウスを多数の目的に利用でき
ることから、マウス作製にかかる労力、経費
に対する効果が飛躍的に向上することが期待
され、これまで一長一短のあった従来法を選
択せずドライバーマウスを作製できる意義は
研究者にとって極めて大きい。 
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