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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、モデル動物がない為に解析が遅れている染色体異常疾患において、CRE/lo
xPシステムとトランスポゾンを用いてモデル動物を作製する手法の確立を試みた。即ち、相同染色体上の異なる遺伝子
座にLoxP配列を挿入し、それらをCRE 組換え酵素を用いてトランスに組換えることにより染色体部分重複、部分欠損マ
ウスの作製を行った。また、モデルマウスの表現型を詳細、かつ網羅的に解析する為にμ-CTを用いた解析手法を開発
した。その結果、モデル動物作製、及びμ-CTによる表現型解析法の基盤を構築することができた。これらの成果は、
今後の染色体疾患解析に貢献できるものと考えられる。

研究成果の概要（英文）：It is estimated that over 1% of human newborn have some kind of chromosomal anomal
ies including partial trisomy. Although incidence of chromosomal abnormalities is high, molecular mechanis
ms and causative genes of chromosomal disorders remain unclear, because we have no animal model of most pa
rt of chromosomal diseases. In this study, we challenged the development of the new method that created th
e model animal of chromosomal disorders using the CRE/loxP technology and local hopping system of transpos
on. We inserted the loxP and Tol2 transposon into the mouse genome by transgenic or homologous recombinati
on techniques. We obtained several transgenic mouse lines and ES cell lines, and established the platform 
to generate the model animal of chromosomal disorders. In addition, we tried to develop the new phenotypin
g method using the micro computed tomography and contrast agents. These new techniques will help us to und
erstand the molecular mechanism of human chromosomal disorders.
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１．研究開始当初の背景 
ヒトにおける単一遺伝子疾患は、遺伝子ノ
ックアウトマウスや N-ethyl-N-nitrosourea 
(ENU)等を用いた点突然変異マウスをモデ
ル動物として解析を行うことにより、大き
な進展を見せている。一方、ヒトにおける
trisomyやmonosomyなどの染色体異常は高
頻度（新生児の約 1%）に生じているが、
その責任遺伝子や分子メカニズムに関して
は驚くほど明らかにされていない。その一
つの理由として、染色体異常モデル動物は、
ダウン症などの極限られた疾患を除いては
存在せず、実験アプローチに限りがあるこ
とが挙げられる。即ち、染色体異常疾患を
理解する為にはそのモデル動物が求められ
ている。 
 軸前側多指症を示す自然発症優性突然変
異マウス Recombination induced mutation 4 
(Rim4)は、ヒト４番染色体 4q31-35 と相同
な領域を重複しており、４番染色体長腕部
分重複症のモデルマウスであることが本研
究申請研究代表者らの解析から明らかにな
った。当該疾患の患者二人と Rim4 の表現
型を比較したところ、非常に多くが共通し
ていた（Rim4の染色体重複領域はこれら患
者のそれに完全に含まれる）。このことは、
共通表現型の原因遺伝子が Rim4 における
重複領域に存在することを意味している。
一方で患者における症状で最も Quality of 
life (QOL)に関係する表現型の一つである
腎臓抵形成はRim4において観察されない。
このことから腎臓抵形成責任遺伝子が
Rim4 重複ゲノム領域の外側に存在すると
考えられ、腎臓抵形成を示す 4q+染色体異
常モデルマウスが望まれた。 
 
２．研究の目的 
染色体異常疾患に対するモデル動物自体、
非常に数が限られているが、それらは偶然
の産物として得られたものが多い。実際に
我々が見出し、解析を行っている４番染色
体長腕部分重複症のモデルマウス、Rim4も
自然発症突然変異マウスである。一方、最
近になって比較ゲノムハイブリダイゼーシ
ョン法(Comparative genomic hybridization, 
CGH)等の解析技術の向上により、染色体部
分重複、部分欠損疾患症状における原因候
補領域が非常に限定された領域で予想され
る様になってきた。同時に loxP 配列と
Embryonic Stem (ES)における相同組換え、
CRE 組換え酵素による組換えを利用して、
目的の染色体異常疾患原因候補領域を異常
に持つモデルも作製されるように成りつつ
ある。しかしこの手法では、２回の相同組
換えを行うことが必要で、非常に煩雑であ
り、また一度作製したモデルを解析した結
果、目的疾患のモデルとならなかった場合
には、また一から作製し直さなければなら
ない。即ち、非常に労力が掛かかり、場合
により更なる時間と労力を要する。 

 このような状況下において、本研究は未
だにモデル動物が非常に少ない染色体異常
疾患のモデル動物を容易に作製する技術を
開発することを第一の目的とする。具体的
には、トランスポゾン内に loxP配列を組み
込み、一度ゲノム内に挿入した配列を再度
移動可能にすることにより、多彩な染色体
重複、もしくは欠損モデルを作製する基盤
を構築する。同時に、染色体異常疾患モデ
ル動物表現型を高速・高精細、かつ網羅的
に解析することを目的として micro 
computed tomography (micro-CT)による軟組
織イメージング法の開発、改良を行う。更
にこれらの技術を用いて染色体異常疾患表
現型の責任遺伝子同定に挑む。 
 
３．研究の方法 
本研究では、Cre/loxP システム、並びにメ
ダカ(Oryzias latipes)由来トランスポゾンで
ある Tol2 を用いて染色体異常疾患モデル
動物を作製する。具体的には、Tol2トラン
スポゾン内に loxP配列を挿入し、このトラ
ンスポゾンをマウスゲノム中に導入する。
遺伝子導入は、受精卵前核注入トランスジ
ェニック法によるランダムインテグレーシ
ョンと ES 細胞を用いた標的遺伝子組換え
法により行う。マウスゲノム中に導入され
た Tol2/loxPは、トランスポゾン転移酵素を
作用させることによりローカルホッピング
させ、様々なゲノム領域に Tol2/loxPが挿入
されたマウス個体を作製する（なお、トラ
ンスポゾンはローカルホッピングによりそ
の多くが近傍ゲノム領域に Cut & Paste す
ることが知られている）。これらのマウスを
元に同一染色体で別々の locusに loxP配列
を持つ受精卵を作製し、そこに CREタンパ
ク質を作用させることにより相同染色体間
で組換えを起こさせて、染色体部分重複、
染色体部分欠損モデル動物を作製する。な
お、Cre/loxP により染色体間で組換えが引
き起こされたことを簡単に検出する為に、
発現ベクターに pCAGGSを、reporter gene
に EGFP 及び RFP を、更に DRE/roxP, 
FLP/frpを組み合わせて検出系を構築する。 
 モデル動物作製系の構築と平行して、造
影 micro-CT を用いた網羅的表現型解析系
を構築する。この構築には、各種固定法や
造影剤の選定、イメージング条件などの検
討を行う。また、これらの技術評価として、
ヒト４番染色体長腕部分重複症モデルマウ
スの Rim4 と当該マウスで重複ゲノム領域
に存在する遺伝子の KOマウスをモデルに、
表現型責任遺伝子の同定を行う。 
 
４．研究成果 
pCAGGSプラスミドの promoter/enhancer領
域を DRE/roxP で、reporter geneを FLP/Frp 
でそれぞれ挟み、loxP配列を隣接する roxP
と Frp 配列の間に挿入したコンストラクト
を Tol2 ベクターに挿入した。Tg ベースの



遺伝子導入にはこのベクターをそのまま用
いた。ESベースの標的組換えを用いた遺伝
子導入に先行して Tg ベースでのモデル動
物作製を行ったところ、多くの遺伝子導入
マウスで、位置効果（position effect）と考
えられる reporter geneの発現不安定性が観
察された。Tol2の local hopping後に position 
effect を受けることは非常に実験系に影響
するので、導入ベクターにウニ由来
insulator を付加した。その結果、安定発現
マウス系統を複数ライン作製することが出
来た。ESベースの標的組換えを用いた遺伝
子導入用には、更に insulator付き Tol2ベク
ターの両端に相同配列を付加した。当該ベ
クターを用いて遺伝子導入した組換え ES
細胞をスクリーニングしたところ、複数の
陽性細胞を得ることが出来た。本研究にお
ける研究代表者の研究機関異動に伴い、マ
ウス移動や異動先での実験系立ち上げ等で
研究計画に遅れが生じたが、ベースとなる
細胞、遺伝子導入マウスは得ることが出来
た。なお、予備的な解析から DRE/roxP 、
FLP/frp、 Cre/loxPシステムを作用させる為
には HTN-CRE (Kim et al., BBRC, 2009 388; 
122-126)の系を応用すること、また最近の
CRISPR/Cas9システムを用いて loxPを目的
のマウスゲノム中に挿入することが、本研
究課題に効果的であることが確認出来た。 
 Micro-CT を用いた網羅的表現型解析法
の構築では、造影剤にヨウ素、およびリン
タングステン酸を用いて高速高精細イメー
ジング法を開発した。この開発により、マ
ウス胚の発生段階、具体的には皮膚バリア
が成立するか否かで使用する造影剤と固定
法を調整しなければならないなど、基本的
なデータを取得することが出来た。開発し
た造影 micro-CT法を用いて Rim4と数種類
の KOマウス系統を用いた二重変異体系統
を解析した結果、ヒト４番染色体長腕部分
重複症における心臓中隔欠損、軸前側多指
症などの症状は、bHLH 型転写因子 Heart- 
and neural crest derivatives-expressed protein 
2 (Hand2) 遺伝子の量的効果であることを
明らかにすることができ、この成果を
Human Molecular Genetics 誌  (2013 22: 
2471-2481) 、 並 び に Current Topics in 
Developmental Biology誌 (in press)に発表し
た。 
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