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研究成果の概要（和文）：これまで、我々は正常腸管幹細胞の制御、幹細胞での腫瘍形成にKLF5が必須であることを明
らかにした。KLF5やKLF4のように多くの因子と蛋白複合体を作り、生体の制御をおこなっている分子による制御機構の
全貌を解明するためには、in vivoの腸管上皮組織から直接採取した検体で蛋白複合体の解析や蛋白複合体のDNA結合を
解析する実験系の構築が必要である。しかし、従来の蛋白複合体解析は、技術的な問題からin vitroの培養細胞という
かなり特殊な状況における分子機構の解明に留まっていた。このような背景の中、FLAG-HAタグ付き蛋白を発現するKLF
5とKLF4のノックインマウスの作出に成功した。

研究成果の概要（英文）：Recently, we found that KLF5 was indispensable factor to the control of the 
normal intestinal stem cell and colon cancer development in vivo. To elucidate the detailed molecular 
mechanism of KLF4/KLF5 protein-DNA complex, we need in vivo system. However, up to now, we only have in 
vitro cultured cell system from a technical problem. In this project, we have succeeded development of 
the knock in mouse of KLF5 and KLF4 which expressed the protein with the FLAG-HA tag. We think thees mice 
is strong tool for analysis of physiological functions of KLF4/KLF5 protein-DNA complex in vivo.

研究分野： 人体病理学
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１．研究開始当初の背景 
 

研究者らのグループは、正常腸管幹細胞の

制御、幹細胞での腫瘍形成に KLF5 が必須で

あることを明らかにした。 

KLF5 や KLF4 のように多くの因子と蛋白複

合体を作り、生体の制御をおこなっている分

子による制御機構の全貌を解明するために

は、in vivo の腸管上皮組織から直接採取し

た検体で蛋白複合体の解析や蛋白複合体の

DNA 結合を解析する実験系の構築が必要であ

る。しかし、従来の蛋白複合体解析、

Chromatin IP 法による転写因子の DNA結合領

域の同定は技術的な問題から in vitro の培

養細胞系がほとんどであり、培養細胞という

かなり特殊な状況における分子機構の解明

に留まっていた。 

 
 
２．研究の目的 
 

研究者らのグループは、転写因子 KLF5 が、

腸管上皮幹細胞の維持・分化、幹細胞での

Wnt/-catenin 経路活性化による腸管腫瘍

形成に必須であることを明らかにした。さら

に分子レベルでの分化制御と腫瘍形成を明

らかにするためには、生体での蛋白間および

蛋白-DNA 相互作用を解明する必要がある。こ

のため、FLAG-HA ダブルタグ付 KLF5/KLF4 ノ

ックインマウスという新技術を用いて、腸管

上皮組織で KLF5/4 の純度の高い蛋白複合体

精製・DNA 結合領域の網羅的解析を行い、正

常・腫瘍形成過程での経時的変化を統合的に

解析する。その結果に、1 本鎖 RNA を用いた

新規 RNAi 核酸医薬技術と、ヒト腸管上皮 3

次元培養系を融合させ、大腸癌、特に癌幹細

胞を直接抑制、死滅させる新しい治療法の開

発につなげることを目指す。 

 
 
３．研究の方法 

 

FLAG-HA ダブルタグ付き KLF5、KLF4 ノックイ

ンマウスの開発と作成を行った。 

KLF4 に関しては、通常のネオマイシンの薬

剤耐性遺伝子を挿入したターゲッティング

ベクターの ES 細胞への導入とセレクション

という方法で FLAG-HA タグ付き KLF4 蛋白を

発現するマウスが得られた。 

KLF5 に関しては、通常のネオマイシンの薬

剤耐性遺伝子を挿入したターゲッティング

ベクターの ES 細胞への導入とセレクション

という方法でFLAG-HAタグ付き蛋白を発現す

るものが得られなかった。そこで、ネオマイ

シン領域を削除するなどマウス作成の改良

を行った。その結果、KLF5 に関してもタグ付

き蛋白を発現するものが得られるようにな

った。 

現在、それらのマウスを用いて解析を進めて

いる。 

 

４．研究成果 

FLAG-HA タグ付き蛋白を発現する KLF5 と

KLF4 のノックインマウスを創出した。 

今後これらのマウスを用いて解析を進めて

いく。 
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