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研究成果の概要（和文）：2005 年から 2009 年までの間に、7つの支援グループを組織し、がん

研究者に対して以下のような支援を行った。トランスジェニックマウス及びキメラマウス作製

を計 1463 件実施した。単純なトランスジェニックマウス作製はやや減少傾向にあり、条件的破

壊が多くなっている。ES 細胞の相同組換え等に関する相談は 191 件で、これには実際の技術指

導、ベクター等の供与、その他相談を含む。1,798 件の微生物学的モニタリングの依頼があり、

25,769 検体の検査を行った。ここ数年、特定施設で Pasteurella pneumotropica や消化管内原

虫の汚染が継続して見出されるものの、マウス肝炎ウイルスを含め、問題となる感染症はほと

んど認められなくなった。寄託された系統について、生化学マーカーおよびマイクロサテライ

トマーカーにより遺伝学的モニタリングを行い、1367 個体実施した。遺伝子操作マウス等の寄

託凍結保存数は 7985 件、供給系統数は 4358 件であった。MHV に感染したマウス等 2739 系統の

クリーニングを行った。凍結融解胚および凍結精子由来新鮮胚を短期間（3～4日）冷蔵保存で

きる技術を用いて、全国に胚をクール宅配便による供給を開始した。生殖工学に関する講習会

を国内で 24 回、136 名に対して実施した。CARD での登録・承認・公開・編集システム（CARD Entry)

を改善し、IMSR 登録に必要な情報の必須化、ontology 情報を追加し機能を強化した。細胞バン

クとして、7357 件配布した。病理形態解析支援として、合計 55 件の病理解析支援行った。 
 
 
研究成果の概要（英文）：We organized 7 groups to support cancer research in Japan during 
2005 and 2009 academic year. We produced 1463 transgenic or knockout mouse strains and 
responded to 191 consultations by distributing materials such as targeting vectors. The 
number of request for conditional gene targeting instead of simple knockout is increasing 
in recent years. Microbiological monitoring and genetic monitoring using 
biochemical/microsattelite markers were accomplished for 25,769 samples in 1798 cases 
and 1,367 samples, respectively. Due to these efforts, infection to laboratory mouse is 
rarely seen under SPF condition in these years. We cryopreserved embryos and sperms for 
7,985 strains and supplied 4,358 strains. Infected 2739 strains were recovered and cleaned 
from viruses using in vitro fertilization technique. We started to supply embryos under 
refrigerated condition using a new method by which recovered embryo can be preserved for 
3 or 4 days. We held the course for reproductive engineering for 24 times to 136 trainees. 
CARD-RBASE was established with necessary function such as links to other web sites. We 
supplied 7,357 cell lines for cancer researchers. We also carried out pathologic analyses 
for 55 genetically engineered mouse strains upon request. 
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研究分野：実験動物学 

科研費の分科・細目： 
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モニタリング、データベース、病理形態学、組織診断 
 
１．研究開始当初の背景 
がんは遺伝子病であり、個体レベルで生じ

る現象であることから、がん研究においても
遺伝子操作動物の重要性が認識され、すさま
じい勢いで作製されつつある。このためがん
研究の発展のためには、統合がんとして種々
の支援を集中的に行うことが必要であると
判断された。そこで、まず遺伝子改変マウス
の作製と関連する技術相談、作製されたこれ
らの遺伝子改変マウスの微生物学的及び遺
伝学的統御、さらに作製された遺伝子改変マ
ウスの利用促進のため凍結保存・供給、その
ために必須のデータベース構築、病理形態学
支援、そしてがん由来の細胞株の供給を行う
こととなった。 
 
２．研究の目的 
がん研究を一段と進展させるため、以下の

支援業務を行うことを目的とする。 
(1)遺伝子改変マウスの作製と関連技術支援 
(2)微生物学的モニタリング 
(3)遺伝学的モニタリング 
(4)配偶子および胚の凍結保存と供給および
汚染マウスのクリーニング 

(5)遺伝子改変マウスのデータベース構築と
維持 

(6)細胞バンク 
(7)病理形態学的解析 
 
３．研究の方法 
(1) 遺伝子改変マウス（山村、山田、荒木） 
単離した遺伝子をマイクロインジェクシ

ョン法にてマウス受精卵に注入しトランス
ジェニックマウスを作製する。ES 細胞を用い
た相同組換え法によりノックアウト ES クロ
ーンを単離し、それを胚盤胞にインジェクシ
ョンしてキメラマウスを作製する。また、ノ

ックアウトマウス作製及び部位特異的組換
えに必要な材料（薬剤耐性遺伝子、lox 配列、
Cre 発現ベクターなど）を揃え,供給できるよ
うにするとともに、実際用いる場合どのよう
にしたらうまくいくかの適切な助言を行う。 
(2) 微生物モニタリング（伊藤） 
動物実験が微生物による汚染がなく円滑
に行われたことの確認と、我が国の主要研究
機関の実験動物の微生物学的管理状況を把
握するために、研究班の班員から送付された
実験動物や動物の血清材料などについて微
生物モニタリングを実施した。モニタリング
は以下の項目について行う。 
①培養による検出：Citrobacter rodentium, 
Corynebacterium kutscheri, Mycoplasma 
pulmonis, Pasteurella pneumotropica, 
Salmonella spp.  

② 抗体検査による検出： Clostridium 
piliforme, Ectromelia virus, 
Lymphocytic choriomeningitis virus, 
Mouse hepatitis virus（MHV）,Mycoplasma 
pulmonis, Sendai virus (HVJ) 

③寄生虫検査による検出：蟯虫、消化管内
原虫、外部寄生虫 

 
(3) 遺伝モニタリング（加藤） 
マウスの遺伝生化学的モニタリング項目

(タンパク、酵素、細胞膜抗原 19 項目)およ
びマウスのマイクロサテライト DNAマーカー
（1０種類）を用いて行う。 
 
(4) 凍結保存、供給、クリーニング（中潟、
中尾、小幡） 
中潟法による精子の凍結、vitrification

法による 2 細胞期胚を凍結保存する。また、
汚染した雄マウスの精子を用いて体外受精
を行い、クリーニングを行う。 



 
(5）データベース（山崎） 
熊本大学の生命資源研究・支援センターの

動物資源開発研究部門に寄託された遺伝子
改変マウス等に関し、データベースを
Oracle-DBMS を用いて構築し、閲覧・検索・
ダウンロード用の Webアプリケーションを開
発しサービスを開始する。 
次に、データ管理システム（CARD Entry)

を構築し、複数の担当者が Web 上で情報入力
から査定、公開状況の変更までを行えるよう
にする。さらに管理システムの機能を拡張し、
オンラインで寄託マウスの情報を登録する
ことができるようにする。 
 

(6) 細胞バンク（松居） 
がん研究に貴重な癌細胞、培養細胞等の医

用細胞について、維持保存、収集、および品
質検査による品質管理を行ない、広く各研究
機関への供給を行なう。品質検査としては、
細胞株を培養するたびに通常の生存率およ
び微生物検査を行ない、Short Tandem Repeat 
(STR) 解析による個体識別法を利用したヒ
ト細胞間クロスコンタミネーションの解析、
アイソザイム検査による細胞株の動物種同
定、ハイブリドーマの抗体産生能検査および
マイコプラズマ汚染検査 (PCR 法および、
Hoechist33258 による核染色)を行なう。 
供給している細胞株、ならびに全国の研究

者の保有する可移植性腫瘍細胞株について
調査しデータベースとして公開することで、
細胞資源の簡便な検索を可能とし、細胞株の
情報を広く提供する。 
 

(7) 病理形態学（鰐淵 他） 
遺伝子操作の進歩に伴い、多くの遺伝子改

変動物が作製されており、個体レベルで遺伝
子機能解析のため、背景の病態を含めた高品
質の病理形態解析の需要が高まっている。一
方で、実験動物での病理診断の経験をもつ病
理研究者の数は限られている。本委員会では、
電子メール等による広報を通じて、幅広く特
定領域研究者からの要請に応じ、適切な専門
家を紹介する。本委員会による支援は単なる
病理診断にとどまらず、正確な解析が可能と
なるような動物の処理、標本の作成、そして、
病理診断まで、一貫した支援を提供し、その
多くが共同研究として発展させる。 
 
４．研究成果 
(1) 遺伝子改変マウス（山村、山田、荒木） 
トランスジェニックマウス及びキメラマ

ウス作製を計 1463 件実施した。４倍体キメ
ラ作製や、既に存在する遺伝子操作マウスか
らの ES 細胞樹立などの技術支援も行った。 
Cre 発現ベクター、Cre による組換えで発

現誘導できる CAG-loxP-CAT-loxP-cloning 

site-pA カセットを持つプラスミド、lox 配
列を含む薬剤耐性遺伝子、Flp 発現ベクター、
Flp 遺伝子発現マウスなどを供給した。また、
ノックアウト作製後、ターゲティングベクタ
ー上のネオマイシン耐性遺伝子を任意の遺
伝子に置換可能な「可変型」KO ベクターを構
築し、希望する研究者に配布した。また、exon
の置換などに対応するベクターも構築し、配
布を行った。 
ES細胞の相同組換え等に関する相談は191

件で、組換えによる遺伝子置換を計画してい
る研究者にプラスミド構築の仕方・ES 細胞へ
の導入条件・組換え体の検出法などの指導等
を行なった。 
可変型遺伝子トラップベクターで遺伝子

トラップを行い、トラップされた遺伝子の配
列情報を、可変型遺伝子トラップクローンデ
ータベース、EGTC (http://egtc.jp/)で公開
し、２２件の供給依頼に対応した。 
 
(2) 微生物モニタリング（伊藤） 
1798 件の微生物学的モニタリングの依頼
があり、25769 検体の検査を行った。ここ数
年、特定施設で Pasteurella pneumotropica
や消化管内原虫の汚染が継続して見出され
るものの、マウス肝炎ウイルスを含め、問題
となる感染症はほとんど認められなくなっ
た。遺伝子改変マウス作出の増加や、研究機
関間での動物の授受機会も増加しているに
もかかわらず、日本の主要研究機関で維持さ
れているマウスが微生物学的におおむね良
好な状態であることが示された。日本の医
学・生物学分野の基盤となる実験動物の品質
管理を今後も継続する必要性があると考え
られる。 
 
(3) 遺伝モニタリング（加藤） 
寄託された系統について、生化学マーカー

およびマイクロサテライトマーカーにより
遺伝学的モニタリングを行い、1367 個体実施
した。生化学マーカーを用いたモニタリング
については浜松医科大学で系統維持されて
いる近交系マウス、肥満･糖尿モデルマウス
系統、銅代謝異常マウス系統および新たに開
発した突然変異マウスなどを対象にした。マ
イクロサテライトマーカーを用いた遺伝検
査は熊本大学 CARD の寄託マウス等を対象に
して実施した。交配によるマッピングは熊本
大学 IMEG のジーントラップマウス等を対象
にして実施した。FISH によるマッピングは京
都大学再生医科学研究所のトランスジェニ
ックマウス等を対象に行った 
 

(4) 凍結保存、供給、クリーニング（中潟、
中尾、小幡） 
遺伝子操作マウス等の寄託凍結保存数は

7985 件、供給系統数は 4358 件であった。MHV



に感染したマウス等 2739 系統のクリーニン
グを行った。近年、遺伝子操作マウスの作出
が増加しており、操作した遺伝子の存在を確
認すること、またカルタヘナ法を遵守するた
めに操作遺伝子の情報を正確に記載するこ
とが必要である。導入した遺伝子操作マウス
の遺伝子検査を実施した結果、約 10%のマウ
スに導入された遺伝子や情報に誤りが検出
された。これらの誤りを全て是正し、正確な
情報を添付したマウスを提供した。凍結融解
胚および凍結精子由来新鮮胚を短期間（3～4
日）冷蔵保存できる技術を開発、全国に胚を
クール宅配便で供給するシステムを確立し
た。 
 

(5）データベース（山崎） 
マウス系統情報の公開用データベース

（CARD R-BASE）および情報管理システム
（CARD Entry)を開発し、安定的に情報提供
できる体制を実現した。格納系統数は 1293
系統、データ利用者は月平均約 1000 人に達
した。CARD R-BASE は外部の関連サイトとの
リンクを充実させおり、IMSR, JMSR, EGTC, 
MGI, OMIM, GO などが連携 DB である。CARD 
Entry は内部管理のみならず寄託者がオンラ
インでデータ登録する機能を有するなど、高
い拡張性と持続性を特徴として実用に供し
ている。 
 

(6) 細胞バンク（松居） 
東北大学加齢医学研究所附属医用細胞資

源センターの保有する細胞株の品質管理、供
給業務並びに新規細胞株の収集を行なった。
その結果、平成１７年度から平成２１年度ま
でに合計 7668 件の細胞株を全国の研究者へ
供給した。内訳として細胞種別集計では、ヒ
ト細胞株 5312 件、マウス細胞株 1567 件、ラ
ット細胞株 358 件、ハイブリドーマ 252 件、
その他細胞株 179件であり、施設別集計では、
国内の大学及び公共機関 6484 件、民間機関
943 件、国外 241 件であった。また、細胞株
の収集活動の結果、平成 17 年度から平成 21
年度までに合計 28 株の新規寄託細胞株を収
集することができた。 
「当センターから供給可能な細胞株」のリ

ストについて、細胞株の性質を記載しＨＰ上
(http://www.idac.tohoku.ac.jp/dep/ccr/)
に公開し、状況に応じて常に情報を更新した。
全国の研究者の保有する可移植性腫瘍細胞
株について、平成 16 年度に全国の研究者に
アンケート調査を行い、平成 18 年 2月に「日
本で維持されている可移植性腫瘍株一覧表」
の リ ス ト に つ い て 、 Ｈ Ｐ 上 
(http://www.idac.tohoku.ac.jp/dep/ccr/)
にデータベースを更新した。また、このデー
タベースはがん特定のＨＰにもリンクされ
た。平成 17年度から平成 21 年度までの両デ

ータベースへのアクセス件数は、合計で約
172725 件（確認可能な件数のみ）であった。 
 上記 A、B の結果に示されるように、国内
外の幅広い研究活動へ対して十分に品質管
理された細胞株の供給および情報提供を実
施することができた。 
 
(7) 病理形態学（鰐淵 他） 
支援した病理形態解析は 55 件になり、主

なものとして以下のような支援を行った。 
①MT1-MMP ノックアウトマウス（東大・医科
研・清木元治先生）および E-cadherin の
コンディショナル・ノックアウトマウス
（東京医科歯科大・医・湯浅保仁先生）
を用いて、それらの遺伝子ががんの形
成・進展に及ぼす作用を解析した。 

②国立がんセンター堺隆一先生からの依頼
により、「Cas ノックアウトマウスの神経
組織の異常の有無の検索」を支援した。 

③金沢大学大学院医学系研究科循環医科学
専攻 多久和典子先生からの依頼により、
「G蛋白共役型受容体（AGR16/Edg5/S1P2）
KO マウスに高率に発症するリンパ腫の検
索」を支援した。 

④金沢大学大学院医学研究科血管分子生理
学教室 多久和陽先生・多久和典子先生
からの依頼により、「S1P2 欠損マウス、ス
フィンゴシンカイネーストランスジェニ
ックマウスおよびそれらの野生型マウス
における全身組織での病理診断」を支援
した。 

⑤東京大学医科学研究所癌細胞シグナル研
究分野 手塚徹先生からの依頼により、
「Cbｌ-b 欠損、Lyn 欠損マウス、ＡＮＡ
欠損マウス、Six3-Cre Cbl/Cbl-b 二重欠
損マウスおよびそれらの野生型マウスに
おける全身組織での病理診断」を支援し
た。 

⑥東京大学医科学研究所癌細胞シグナル研
究分野 鈴木 亨先生からの依頼により、
「Tob/p53 遺伝子操作マウスおよびその
野生型マウスにおける全身組織での病理
診断」を支援した。 

⑦千葉大学医学研究院免疫発生学研究室 
中山俊憲先生からの依頼により、「Spic ト
ランスジェニックマウス、Shn-2 欠損マウ
スおよびそれらの野生型マウスにおける
全身組織での病理診断」を支援した。 

⑧東京大学医科学研究所癌細胞シグナル研
究分野 渡海紀子先生からの依頼により、
「Kid ノックアウトマウスについての病
理組織学的検索」を支援した。 

⑨東京大学医科学研究所癌細胞シグナル研
究分野 米田光弘先生からの依頼により、
「ANA ノックアウトマウスの肺について
の病理組織学的検索」を支援した。 

⑩東京大学医科学研究所癌細胞シグナル研
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