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研究成果の概要（和文）：遺伝子機能の解明はポストゲノム時代の重要な課題である。モデル動物を用いた遺伝子変異
体の表現型スクリーニングは、生理的機能遺伝子を同定するための有効な手段である。このようなスクリーニングは主
に下等動物を用いて行われているが、ヒトへ応用可能な機能遺伝子を同定するためには、マウス等の高等動物を用いる
ことが望ましい。本研究では色素細胞特異的な遺伝子ノックダウンマウスを作成する技術と体毛色異常を指標とした簡
便な表現型スクリーニングを組み合わせることにより、頑強な表現型スクリーニング系を構築した。色素細胞に影響を
及ぼす既知の遺伝子をノックダウンしたマウスを作製し，本スクリーニング系の有効性が確認された。

研究成果の概要（英文）：The melanocyte affords an advantageous model for studying gene function through ph
enotype-based analysis, since alterations in genes involved in melanocyte regulation are easily identifiab
le as pigmentary phenotypes in the mouse. However, despite a number of recent methodological advances, the
 generation of genetically altered mice is still laborious and time-consuming, which largely hampers in vi
vo gene function assignment. Here, we have developed a novel melanocyte-specific transgenesis system, by w
hich rapid gene functional assessment is allowed in mice. As a proof-of-concept study, we generated transg
enic lines carrying  shRNA targeting the Tyr, Mitf, Bcl2 or RBP-J genes and found that each transgenic mic
e faithfully recapitulated the pigmentary phenotype of the corresponding gene knockout mice. Overall, our 
study suggests the broad applicability of the transgenesis approach in understanding the molecular basis o
f melanocyte-related diverse biological phenomena.

研究分野：

科研費の分科・細目：

医歯薬学

キーワード： 幹細胞　色素細胞　トランスジェニックマウス　遺伝子機能解析　モデル動物

内科系臨床医学・皮膚科学



ŉ� đ� ǢǘǚǠEǣǘǚǠEǥǘǚǠEǢǤǘǚǠǕ×ƺǖ�

ǚǙŹƁǆþēÜjƓĺ 
ƛƈƉƕ|ßĘ\yƾÉÿjùŭÌkEÌƛ
uÌœƛiŭċ|Ż\ơŤõfZdąĸi
îăeSyFši©��ekEÌœƛŭċ|
ÊNûİjƾÉÿùŭÌRêTQwŸwz
dPxEƾÉāŹƁj­�²ƇfZdų}i
ŹƁRƟ{zdS_F̂ jƌłEŤôek 300
ÑÆ¹tjÌœƛŭċ|Ż\ƾÉÿùŭĐ
RîăXzdMyFWjvNhÁĄQwEÌ
œƛŭċ|ĦŊfZ_ơŤõ��±·�µ
�jǍĒXR{QyFÌœƛùŭ©��kE
ƾÉÿjōƖiě[dE3 ƀǑjšĚűhơ
Ťõ|Ż\F\h{aEƛƈƉƕjůŧiǇ
¼\yƾÉÿjùŭkÓýĜjŰĲ|ÊME
ƛƈĎƉƕßĘiǇ¼\yƾÉÿjùŭk
ƜčĜjŰǔä|ðZEƛƈƉƕjōƖ|ß
Ę\yƾÉÿjùŭkÌœƛjùä|Ż\F
WjvNiEÌœjšĚűhơŤõivbdE
ąĸiƾÉÿōƖ|Īś\yWfReSy
WftEWjvNhƾÉÿùŭÌjţƘjš
ĚeLyFŪƯƒkEWzwjÒz_šĜi
ŗŵZEƛƈƉƕšŭűhƾÉÿĮù©��
|İûTÍğZEơŤõ��±·�µ�iv
xōƖƾÉÿ|îă\yĴŖ|ůĞ\yi
ƙb_F 
 
ǛǙŹƁjŵű 
ŀŹƁjŵűkEƛƈƉƕšŭűhƾÉÿ�
����µ©��|ûİÍğZEÌœƛŭċ
|ĦŊfZ_ƆÐhơŤõ��±·�µ�
ivbdEûİjōƖƾÉÿ|ƍƐűiîă
\yWfeLyFƾÉÿōƖjƧķk¨��
��«ĹÅjǂƣhƮǏeLyF­�²âŠ
|ũM_ƾÉÿùŭÌjơŤõ��±·�
µ�kEŧťűōƖƾÉÿ|îă\y_sj
ľáhĢŐeLyFWjvNh��±·�µ
�k¾iºƄâŠ|ũMdƟ{zdMyRE
¡�něũëƖhōƖƾÉÿ|îă\y_
sikE©��ƄjǓƄâŠ|ũMyWfR
ĿpZMFŀŹƁekEƛƈƉƕšŭűhƾ
Éÿ�����µ©��|Íğ\yģƠfE
Ìœƛŭċ|ĦŊfZ_ƆÐhơŤõ��
±·�µ�|Ƌqí{]yWfivxEǍĒ
hơŤõ��±·�µ�|ƟNFėwz_ƾ
ÉÿōƖĝ÷|ŹƁƳŜfZd×ľäZEæ
āűhěũRëƖhĳƤōƖÛÿ|īÎ\
yWfRļƊŵŊeLyF 
 
ǜǙŹƁjĴŖ 
>ƛƈƉƕšŭűi ��� ƾÉÿ|ůŤ\y
������� �°µ������©��fEŃƛ
Ì»ŘĜäƵWwhMƾÉÿĐ ������i�� 
§·ªµ�����RƋqƷpzdMy�
� � � µ © � � � �	����
����
������
���	���	������
���|ÂǀZEėwz_ƔŴ|öǒ
\yWfivx �� ƉƕŅ|ŌƂZ_�ò � ç
Ş�F�
?�04 ƋĬOǁƈivbdǗ�����µ�
µ��°��| �� Ɖƕj ������ƾÉÿĐi
ƆÐiħÕ\y_sj�µ��°��|ň

ƅZ_� Ǖò 	 çŞǖF�
�
@©��jŲƗQwĩéZ_ŉGhƉƕÛ
ūicMd©��´�³·|ũM_ƾÉÿ
ůŤƧŁ|ƟMǗƛƈƉƕišŭűiůŤ\
yƾÉÿ|ƽÝZ_F�
�
AòǛ>eŻZ_��·����| 	�
 i
ĆÕZǗĂăűůŤŅ|ė_F�
�
B6,��� j�����µáł|ăǄ\y_s
iǗƝÔ�µ �ƴ "*286 |�·�\yƾÉ
ÿf 6,��� jŊűƾÉÿ|chV_�µ��
°��|ÍƢZǗWj�µ��°��f
6,��� |ůŤ\y�µ��°��|AeÍƢ
Z_ 	�
 ƉƕiĆÕZǗƝÔĒďivbd
�����µáł|ăǄZ_F�
�

Blastocyst 
injection

8-cell embryo 
injection

Conventional F0 chimera Fully ES-cell derived F0 
mice

�����

CAG� Neo�pA�

Tyr� Cre�

Rosa26	����

EmGFP�

FRT�

LoxP�LoxP�

FRT�

Puro� GFP7shRNA�pA� pA�
FRT� FRT�

LoxP� LoxP�

Tyr� Cre�

Rosa26	����

Puro� GFP7shRNA�pA� pA�

FRT� FRT�

LoxP� LoxP�

CAG�

Tyr� Cre�

GFP7shRNA�pA�
LoxP�

CAG�

⑤色素細胞特異的な
shRNAの発現 
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①Tyr-Cre; ROSA26Sortm6(CAG-ZsGreen1)Hze由来ES細胞  

③FRT/Flp組換えによる
ノックアウトコンストラ
クトのRosa26座への導入 

④組換ES細
胞の8細胞胚
への移植 

②ノックアウトコンストラク
トの作成 

図2.　色素細胞特異的ノックダウン
マウス作成法の概略図。Tyr-Cre; 
ROSA26Sortm6(CAG-ZsGreen1)Hze　 マウス
から作成したES細胞 に②で示した
ノックダウンコンストラクトをFlp
発現ベクターと共に遺伝子導入し、
FRT/Flp組換えを誘導する。これに
より③で示したようにノックダウン
コンストラクトをRosa26座に組み
込む。このES細胞を8細胞胚に移植
し（④）フルキメラマウスを得る。
⑤に示したように、このマウスの色
素細胞ではCre/LoxP組換えによっ
てshRNAが発現し遺伝子ノックダウ
ンが起こる。 

X

図1.　A. Tyr-Cre ES細胞（アグチ体毛色）
をポリビニールアルコールを処理した8細
胞胚(ICRマウス由来：アルビノ色）に移
植してフルキメラマウスを作成する方法。
B. この方法で得られたES細胞由来キメラ
マウス(#2および#3)。アグチ体毛色であ
ることからフルキメラマウスであること
がわかる。#1はコントロール（ES細胞の
移植なし）。 
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図3. 色素細胞特異的RBP-J遺伝子ノックダウンマウスの作成法とそ
の表現型。RBP-J遺伝子に対するshRNA(shRBP-J)をクローン化した
ノックダウンコンストラクトをTyr-Cre;ROSA26Sortm6(CAG-ZsGreen1)Hze
由来ES細胞に導入して安定的な組換ES細胞を得た。このES細胞を8
細胞胚に移植し、ノックダウンマウスの作成した。#2, 3に示したよ
うにRBP-Jノックダウンマウスの体毛色は薄くなりRBP-Jノックアウ
トマウスと同等な表現型を示した（耳が黒い）。#1はコントロール
（ES細胞を移植していない8細胞胚由来マウス＝ICR, 耳が白い）。 
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