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研究成果の概要（和文）：任意の遺伝子の交換・除去を可能にするため複数のインテグレースを用いたシステムを構築
した。このシステムでは、認識配列の異なる３種の部位特異的組み換え酵素（インテグレース）を用いた。3種の発光
遺伝子と３種の蛍光遺伝子を組み込んだ遺伝子カセットを作成して CHO細胞中のマウス人工染色体ベクターに導入した
。このCHO細胞に３種のインテグレースを一過性に発現させた。インテグレースの発現により対象となる発光遺伝子が
除去されて下流の蛍光タンパク質が発現する。インテグレースの発現をコントロールすることで、この細胞を最大７色
に標識することができた。

研究成果の概要（英文）：Site-specific recombinases (SSR), such as Cre or Flp recombination target 
cassettes, have been successfully excised or inverted by a single SSR to regulate transgene expression. 
This study investigated the potential for expanding the multiple regulation of transgenes using three 
different integrase systems. We designed three excision cassettes that expressed luciferase, where the 
luciferase expression could be exchanged to a fluorescent protein by site-specific recombination. Each 
cassette that was regulated independently by a different integrase was connected in tandem and inserted 
into a mouse artificial chromosome (MAC) vector in CHO cells. By transient expression of integrase, the 
targeted luciferase activity was lost and fluorescence was activated. These results suggest that the 
combined use of these integrase systems in a defined locus on a MAC vector permits the multiple 
regulation of transgene expression and might contribute to genomic or cell engineering.
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１． 研究開始当初の背景 
 哺乳類における種々の生命現象を遺伝子
や分子のレベルで検証するためには、①検
証に必要な遺伝子プログラムを構築し、②
必要な目的遺伝子を構築し（遺伝子工学）、
③遺伝子導入細胞/動物を作成（細胞工学、
発生工学）することが重要であると考えて
いる。そのためにはゲノム技術の進展が必
要である。 
 読み： ゲノム配列を解読する 
 書き： ゲノム配列を化学合成する 
 そろばん： ゲノム配列情報を分析して
新しい遺伝子配列をプログラムする 
 実際にプログラムした遺伝子を生物に導
入（「入力」）して、プログラム通りに遺伝
子が機能（「出力」）することを検証する必
要がある。しかしながら、哺乳類動物では
遺伝子情報を保存、入力、出力している染
色体が極めて複雑に構成／制御されている
ため、通常は外部から新規に導入した遺伝
子をプログラム通りに機能させることは極
めて困難である。 
 ヒト人工染色体（HAC）ベクターは、遺
伝子導入細胞や遺伝子導入動物作製に有効
なアイテムである。研究代表者は HAC ベ
クターに複数の遺伝子を極めて効率よく導
入できるマルチインテグレースシステムの
開発に成功した。このシステムは、①従来
法と比較して極めて効率よく遺伝子を導入
できる、②複数の遺伝子（最大５つ）をタ
ーゲット部位に導入できる、③導入した遺
伝子は極めて安定に発現するといった利点
がある。このシステムはプログラム通りに
遺伝子を機能させる細胞作製に有効なため、
国外からの反響は高くシステム生物学分野
の研究室との共同研究が開始している。ま
た申請者らは、遺伝子導入マウス作成に有
効な特徴をもつマウス人工染色体（MAC）
ベクターの作製に成功し、２０１２年 合
成生物学の専門誌で発表した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、HAC ベクターに導入した
外来遺伝子の発現を制御したり、導入した
遺伝子の除去や交換ができるシステムを加
えることを目的とする。 
 我々は、マルチインテグレースシステム
を活用して、HAC ベクターに導入した外
来遺伝子を任意に交換できるシステムを構
築した。マルチインテグレースシステムの
概要を下に示す。このシステムはファージ
が大腸菌ゲノムに挿入される際に利用され
る部位特異的組み換え酵素インテグレース
を利用したシステムである。インテグレー
スには認識配列( attB, attP 配列) の異な
る複数の種類が発見されている。この酵素
を哺乳類細胞で機能するように改変し、か
つヒト人工染色体ベクター上に 5 種類のイ

ンテグレース認識配列を組み込んだプラッ
トフォームを構築した。マルチインテグレ
ースシステムを用いると、人工染色体の特
定部位に効率よく複数の遺伝子を導入でき
ること、導入した遺伝子は安定かつ均一に
発現することを明らかにし論文として発表
している（Yamaguchi S.,et al., Pros One., 
2011）。 

 このマルチインテグレースシステムを活
用し、人工染色体ベクター場に導入した複数
の外来遺伝子を任意に交換できる新たなシ
ステムを開発する。 
 将来的には、本研究で開発したベクター
はシテム生物学分野での Dry で構築した
理論を Wet の実験で検証する際に極めて
有効なアイテムになる。 
 
３．研究の方法 
任意の遺伝子の交換・除去が可能なシステム 
 任意の遺伝子の交換・除去を可能にするた
め複数のインテグレースを用いたシステム
を構築した。このシステムでは、３種の部位
特異的組み換え酵素（インテグレース）を用
いる。3 種の発光遺伝子と３種の蛍光遺伝子
を組み込んだ遺伝子カセットを次に示す。 
 通常は３種の発光遺伝子が CAG プロモー
ターで発現している（-/-/-）。 R4 インテグ
レースが機能すると、その認識部位に挟まれ
た Gluc 部分が除去されて EGFP が発現する 
(+/-/-)。TP901 インテグレースが機能すると、
その認識部位に挟まれた Cluc 部分が除去
されて OFP(橙色蛍光タンパク質)が発現する 
(+/-/-)。3 種のインテグレースが同時に機能
すると３色の蛍光タンパク質が発現する
(+/+/+)。 
 



  
この遺伝子カセットを CHO細胞のマウス
人工染色体ベクターに導入した。この細胞
に各インテグレースを発現させて、各レポ
ーター遺伝子の交換の動作確認をした。 
 
 
４．研究成果 
任意の遺伝子の交換・除去が可能なシステム 

図に示した遺伝子カセットが搭載された人
工染色体ベクターを有するCHO細胞に対して
ルシフェラーゼアッセイを行ったところ基
質が異なる 3 種のＬｕｃｉｆｅｒａｓｅ 
(Cluc, Gluc, Eluc)による発光が観察された。
各インテグレースをそれぞれ反応させると、
図に示しように､緑色、橙色、赤色蛍光がそ
れぞれ観察された。3 つのインテグレースを
同時に反応させた後、光る細胞を集めて共焦
点顕微鏡で観察した。その結果、ルシフェラ
ーゼの除去の状況により、様々な色の蛍光
（最大 8色）が観察された。青色は DAPI に
よる核染色である。 

 
 このシステムを活用すると、特定部位に導
入した目的遺伝子を任意に除去したり交換
することが可能になる。 
 従来の遺伝子改変細胞やマウスは、遺伝子
を導入する、あるいは遺伝子を欠損させると
いった単純なプログラムのものが主流であ
った。今回、開発した遺伝子交換・除去シス
テムは、種々の生命現象を遺伝子や分子のレ
ベルで検証するために必要な遺伝子プログ
ラムの構築や実証に大いに貢献できると考
えている。 
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