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研究成果の概要（和文）：マウスES細胞ゲノム上のMBII-52 snoRNA遺伝子クラスターを改変するため、1回の相同組換
えにより標的領域両端への2つのlox配列因子の挿入を試みた。しかしながら、期待される組換えを生じたES細胞クロー
ンは得られなかった。これは、2つの挿入部位間の距離が約100kbと長大であるため、一般的な手法による相同組換えが
困難だったためと考えられた。今後は、2つのターゲティングベクターを個別にES細胞ゲノムに作用させ、目的とする
相同組換えを生じたクローンを作製する。さらに、MBII-52遺伝子の反復回数を変更した複数種の変異マウスを作製し
、行動学的および生化学的解析を実施する予定である。

研究成果の概要（英文）：In order to modify MBII-52 snoRNA gene cluster on the genome of mouse ES cell, 
several attempt were made to insert two lox elements into the respective ends of the targeted region by 
use of a single targeting vector. However, no ES cell clone with expected recombination was obtained, 
probably because of the long distance (~100 kb) between these two sites, and it seems difficult to 
achieve desirable recombination on this gene cluster with the standard targeting strategy. Additional 
targeting experiment is currently ongoing using two vectors which interact independently with the two 
targeted sites. Consequent recombinant ES cells will be used for production of mice in which the number 
of MBII-52 gene repeat is manipulated, which are to be subjected to behavioral and biochemical analyses.

研究分野：生物化学
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１．研究開始当初の背景 
PWS 患者において欠失が見られるヒト染色
体領域15q11-13には、多数の遺伝子が存在し
ている。これと相同な染色体領域の遺伝的刷
込み制御領域を標的破壊したマウスはPWS 
の疾患モデルとして有用であるが、多数の遺
伝子の発現が欠如しているため、個々の遺伝
子の欠失とPWSの各症状との相関関係は解明
できなかった。ヒト15q11-13の遺伝子産物の
うち、HBII-52 snoRNAはHTR2CのmRNA前駆
体と対合して選択的スプライシングおよび
RNA編集の効率を調節し、伝達能力の異なる
受容体アイソフォームの発現に寄与すること
が示された。一方、精神疾患患者の脳におけ
る知見から、HTR2C mRNAの適切な編集が正
常な情動制御に必須で あることが示されて
いる。また、食欲を促すアシルグレリンの血
中濃度はHTR2Cを介した信号伝達と逆相関し
ていることが示された。以上の報告を踏まえ、
申請者は「PWS の症状のうち、性格異常と食
欲亢進は HBII-52 snoRNAの欠如に起因する」
という仮説の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、Prader-Willi 症候群(PWS)の
四徴のうち、性格異常と食欲亢進の原因分 子
機構の解明である。PWSは、染色体領域
15q11-13に含まれる多数の遺伝子の欠失が複
合的に異常を引き起こした状態と言える。そ
のうち、本研究ではHBII-52-snoRNA遺伝子
に着目した。HBII-52 snoRNA はセロトニン 
2C 型受容体(HTR2C)の mRNA の成熟に関
与するとされ、 申請者は、PWS 患者におけ
る「HBII-52 snoRNAの欠損→HTR2Cの機能不
全→①情動障害、②アシルグレリンの血中濃
度上昇→食欲亢進」という分子-病態相関を想
定した。この仮説を、HBII-52 ホモローグの遺
伝子に変異導入したマウスの作製と解析によ
り、証明することを目指した。 
 
３．研究の方法 
当初、本申請の研究内容は、以下の4つのセク
ションに分割された。 
I. MBII-52 変異マウス(ノックアウトおよび 
3種のノックイン)の作出 
II. MBII-52 変異マウスにおけるHTR2Cおよ
びアシルグレリンの分子動態の解析 
III. MBII-52変異マウスの表現型解析 
IV. 総括およびPWS疾患モデルとしての
MBII-52変異マウスの評価 
 
４．研究成果 
平成 24-26 年度の研究期間には、上記のうち
Iに関する実験操作を行うに留まった。 
（１）マウス ES 細胞ゲノム上の MBII-52 遺
伝子クラスター領域の標的組換え 
後に MBII-52遺伝子の反復回数をさまざまに
改変した動物を作製するため、同遺伝子クラ
スター領域を抗生物質耐性遺伝子で置換し、
さらにその両端に後のカセット置換を容易

にするための lox 配列を導入した ES 細胞の
作製を試みた。遺伝子組換え操作の反復によ
る ES 細胞の劣化を鑑み、一段階で組換えを
行うためのターゲティングベクター（下図）
を構築した。 
 

 
 
このベクターマウス ES 細胞 1.0×108個に導
入し、抗生物質 G418 存在下で 8日間培養し、
生じた細胞コロニー192 個を単離した。これ
らの細胞から抽出したゲノムDNAを試料に用
い、PCR およびサザンブロット解析により期
待される組換えが生じたクローンの選別を
行った。その結果、いずれのクローンにおい
ても期待した相同組換えは見出されず、非相
同組換えによるベクターの挿入により抗生
物質耐性を獲得したことが明らかになった。
同様の試行は 5回行ったが、いずれにおいて
も期待した相同組換えが生じた細胞クロー
ンは得られなかった。これは、標的とするゲ
ノム領域が約 100 kb と長大であるのに対し、
組換えアーム間が約 2.8 kb のターゲティン
グベクターでは標的領域の両端に効率よく
作用できなかったためと考えられた。そこで、
現在はターゲティングベクターをMBII-52遺
伝子クラスターの 5’側と 3’側を標的とす
る 2つに分割し、それらを順次もちいた 2回
の導入操作と異なる抗生物質耐性による選
別による組換え細胞の作製を目指している。 
（２）変異カセットの構築に用いる MBII-52
遺伝子クラスターのクローニング 
（１）の組換えによりアクセプター細胞を作
製した後、2 つの lox 配列間の特異的組換え
により、MBII-52 遺伝子の反復回数のさまざ
まに異なる変異カセットを挿入した動物を
作製する計画である。そのため、変異カセッ
トの構築にもちいるMBII-52遺伝子クラスタ
ーのクローニングを行った。クラスターを便
宜上7-18 kbの8つのセグメントに分割し（下
図）、各々の両末端に設計したプライマーを
用いたPCRにより各ゲノム配列の増幅を試み
た。 

 

 
その結果、これまでに 6つの断片の増幅に成
功しそれぞれクローニングしたが、42-54 お
よび 72-88 領域については得られていない。
これは、これらの領域の末端部分の塩基配列
がクラスター内の反復配列を含んでいるた
めと考えられ、今後は再設計したプライマー
を用いてクローニングを目指す。さらに、得
られた遺伝子断片を用いて変異ベクターの



構築を行う予定である。 
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