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研究成果の概要（和文）：従来のトランスジェニック技術によるヒト化モデル動物作製は予期しない遺伝子発現、系統
維持の問題から多大な労力が費やされてきた。これらの課題を解決するために、本研究ではマウス個体において安定な
マウス人工染色体（MAC）ベクターを用い、簡便なヒト化モデル動物作製を目指した。ヒト化マウス作製例として、MAC
上にヒトPXR遺伝子およびマウスとラット両方の内在Pxr遺伝子に対応するshRNAの導入を行い、ヒト化モデル作製のた
めのノックイン・ノックダウン用MAC(KID-MAC)ベクターの構築に成功した。KID-MACベクターシステムはヒト化モデル
動物作製のための有用なツールとなることが期待される。

研究成果の概要（英文）：To generate humanized animal models using the conventional transgenic techniques, 
a great effort has been expended due to the unexpected gene expression and the maintenance of animals. To 
overcome these problems, in this study, we aimed to generate humanized animal models easily, using a 
mouse artificial chromosome (MAC) which is stably maintained in mice. As an example of the generation of 
humanized animal models, the human PXR gene and shRNA to endogenous Pxr gene of mouse and rat, were 
introduced into a single MAC vector. As a result, we succeeded the construction of KID-MAC vector for 
knock-in and knock-down to generate a humanized animal model. KID-MAC vector system will be expected to 
be a useful tool for the generation of humanized animal models.

研究分野： 染色体工学
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１．研究開始当初の背景 

 ヒト化モデル動物はヒトの遺伝子機能を

知る上で重要なツールである。これまでヒト

化モデル動物作製には宿主染色体のゲノム

に目的遺伝子がランダムに挿入されるトラ

ンスジェニック技術が用いられてきた。技術

革新によりジーンターゲティングの効率向

上が目覚ましい現在においても、改変細胞樹

立および動物系統維持の困難性、遺伝子導入

サイズ、宿主染色体侵襲に起因する予測不能

な遺伝子発現制御といった問題は有用なモ

デル動物作出の障壁となっている。 

 天然染色体由来ヒト人工染色体(HAC)ベク

ターは、宿主染色体とは独立に維持され、導

入サイズに制限がないことで、上記の課題を

解決するモデル動物作出のツールとして利

用されてきた。しかしながら、HAC ベクター

はマウス個体で組織間に保持率のばらつき

があることが課題であった。我々は、上記課

題を克服するためにマウス天然染色体から

マウス人工染色体(MAC)ベクターを構築する

ことに成功し、マウスでの安定性を検証した

結果、各組織で MAC ベクターが均一かつ高い

保持率で維持されていることを確認した

(Takiguchi et al, ACS Synthetic Biology 

2012)。この MAC ベクターとノックダウン技

術を併用することにより、これまでにない簡

便なモデル動物作製システム開発が期待で

きる。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は生理的発現制御領域を含む

ヒト遺伝子ゲノム(ノックイン)、対応遺伝子

の翻訳を阻害する shRNA(ノックダウン)を搭

載したMACベクター(Knock-in & Knock-down; 

KID-MAC ベクター)を構築し、ES 細胞に一本

のKID-MACベクターを導入することでヒト型

化モデル動物作製を実例として、簡便なモデ

ル動物作製システム開発を行うことである。 

 

３．研究の方法 

 以下の 3 つのステップで研究を実施した。 

(1) 複数遺伝子搭載可能 MAC ベクターの構築 

 複数遺伝子を搭載するための組換えサイ

ト が 配 備 さ れ た プ ラ ッ ト フ ォ ー ム

(Yamaguchi et al, Plos one 2011)をマウス

人工染色体 (MAC) ベクターに搭載した

(MI-MAC ベクターと呼ぶ)。 

(2) MI-PXR-MAC ベクターの構築 

 MI-MAC ベクターに搭載するために発現制

御領域を含むヒト PXR 遺伝子をカバーする

bacterial artificial chromosome(BAC)を大

腸菌内で組換えシステムを用いて改変した。

改変したBACを組換え酵素発現ベクターとリ

ポフェクション法にて CHO(MI-MAC)細胞に共

導入し、MI-MAC ベクター上に搭載した

(MI-PXR-MAC と呼ぶ)。 

(3) KID-MAC ベクターの構築 

 培養細胞を用いた遺伝子導入実験により、

マウスおよびラットPxrを共通にノックダウ

ンする shRNA を選別し、MI-MAC ベクター上に

搭載できるようにベクターを改変した。次に

CHO(MI-PXR-MAC)細胞に上記 shRNA ベクター

を組換え酵素発現ベクターとリポフェクシ

ョン法にて共導入し、MI-PXR-MAC ベクターに

搭載した(KID-MAC と呼ぶ)。 

 

４．研究成果 

(1) MI-MAC ベクターの構築 

 MI-MAC ベクター上の loxP サイトに複数遺

伝子搭載用プラットフォームを導入した。次

に MI-MAC 上の複数遺伝子搭載部位が正確に

機能するかを確認するために、遺伝子の搭載

されていない空ベクターを各種サイトに導

入することで各サイトが機能することを PCR

法にて確認した。 

(2) MI-PXR-MAC ベクターの構築 

 MI-MAC 上の MI サイトにヒト PXR 遺伝子を

導入するためにヒト PXRを含む BACの改変を

行い、目的の改変 BAC を獲得した。次に改変



BAC を CHO（MI-MAC）細胞に導入し、薬剤耐

性クローンを PCR 解析および FISH 解析した

結果、ヒト PXR 遺伝子が MI-MAC 上に搭載で

きていることを確認した。 

 

(3) KID-MAC ベクターの構築 

 遺伝子配列データベースからマウスおよ

びラット Pxr を共通にノックダウンする

shRNAを5つ選別した。ヒト繊維肉腫(HT1080)

細胞株にshRNAの標的であるマウスおよびラ

ット Pxr 遺伝子発現ベクターを候補の shRNA

発現ベクターとリポフェクションにより共

導入し、ノックダウンの効率をリアルタイム

PCR で検証した結果、2 つの候補 shRNA を選

別した。一方、ヒト PXR 発現ベクターと候補

shRNA 発現ベクターの共導入も実施し、ヒト

PXR 遺伝子発現に影響がないことも確認した。

これらの shRNA 候補を MI-MAC 上に搭載でき

るようにベクターを構築した（shRNA 候補ベ

クターと呼ぶ）。 

 次に構築した MI-PXR-MAC(ヒト PXR 遺伝子

が搭載された MI-MAC ベクター)を保持する

CHO 細胞に、上記で構築した shRNA 候補ベク

ター（マウスおよびラットの Pxr の発現を抑

制し、ヒト PXR の発現に影響を及ぼさない

shRNA）をリポフェクション法にて導入した。

薬剤耐性コロニー100 クローン程度をピック

アップし、PCR 法にて組換えサイトの両端の

配列を増幅することにより、目的プラスミド

ベクターの挿入を確認した。その結果、候補

クローンが 2クローン獲得された。今後はマ

ウス ES 細胞、ラット ES細胞に導入すること

で、個体を作製し、機能解析を行う予定であ

る。 
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