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研究成果の概要：ジーントラップ法は遺伝子の機能解析法の一つであり、染色体にランダムに DNA

を挿入し遺伝子を破壊する方法である。本研究ではそのDNA挿入効率と挿入部位の指向性をレトロ

ウイルスベクターとレンチウイルスベクターの間で比較検討した。その結果、DNAが挿入される効

率はレトロウイルスベクターのほうが５倍高かったが、擬陽性が多く、破壊された遺伝子も重複が

多かった。この結果は大規模解析を行う際にはレンチウイルスベクターの方が適しているというこ

とを示している。 
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研究分野：総合領域 
科研費の分科・細目：実験動物学・実験動物学 
キーワード：Gene、レトロウイルスベクター、レンチウイルスベクター、Integration site、トラッ
プ効率 
 
１． 研究開始当初の背景 
21世紀に入りヒトゲノムの解析が終わった
ことで本格的にポストゲノム時代を迎えた。
約２万２千個の遺伝子の存在が明らかとな
ったが、そのほとんどは機能が分かっていな
い。現在広く行われている遺伝子の機能解析
の方法はノックアウトマウスの作製あるが、
この方法は時間と労力と費用のかかること
が大きな欠点である。そのため今後は迅速な
遺伝子機能解明のための技術開発が必要と

なる。 
２．研究の目的 
迅速な遺伝子解析を行うには GeneTrap法が
最も適している。 現在 Gene Trap Vector
の細胞への導入はレトロウイルスベクター
が広く用いられているが、最近の報告でレト
ロウイルスベクターよりもレンチウイルス
ベクターのほうが遺伝子内に挿入されやす
いという結果が得られている。そこで本研究
ではレトロウイルスベクターとレンチウイ
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ルスベクターをベースとした Gene Trap 
Vectorの遺伝子トラップの効率と挿入部位
の指向性の違いをマウス Embryonic Stem 
Cell（ES）細胞において検討した。 
 
３．研究の方法 
（１）ジーントラップベクターの構築 
レンチウイルスベクターおよびレトロウイ
ルスベクターそれぞれにジーントラップに
必要なトラップカセットを導入した。トラッ
プカセットは、マウスEN2遺伝子のスプライ
シングドナー、緑色蛍光タンパク質である
Venusとブラストサイジン耐性遺伝子の融合
遺伝子、internal ribosomal entry site
（IRES）そしてマウス Bcl2遺伝子のスプラ
イシングアクセプターを順に連結した。レト
ロウイルスベクターおよびレンチウイルス
ベクターは共に自己複製不可能なベクター
を用い、その内部にトラップカセットを 3’
から 5’の向きに導入し、ジーントラップベ
クターを構築した。このベクターは染色体上
のプロモーターの下流に挿入された時のみ
緑色蛍光を発しブラストサイジン耐性にな
る。（図１） 

 

（２）ベクター挿入部位の解析 
トラップベクターを標的細胞に感染させブ
ラストサイジン耐性コロニーよりゲノム DNA
を単離する。このゲノムDNAを利用し、イン
バースPCR法にて挿入部位を特定した。 
また、5’RACE法によって挿入部位からのRNA
発現も確認した。塩基配列の解析は NCBI 
Blast searchおよびFANTOM consortiumデー
タベースを利用し行った。 
４．研究成果 
（１）HeLa細胞におけるレトロウイルストラ
ップベクターとレンチウイルストラップベ
クターの染色体挿入部位の解析 
HeLa細胞にそれぞれのトラップベクターを
0.5 copy/cellで感染させトラップ効率
（Venus陽性率）を測定したところ、レトロ
ウイルスベクターが 28.8%、レンチウイルス
ベクターが 15.6%となりレトロウイルスベク

ターの方が高効率であった。（図２） 
 
次に HeLa細胞にそれぞれのベクターを
0.05copy/cellで感染させ、ブラストサイジ
ン耐性コロニー45個ずつからゲノムDNAを抽
出し、ウイルスのインテグレーションサイト
を解析した。その結果、5’UTRとコーディン
グシークエンスの最初の 20％の位置にイン
テグレーションしていた割合はレトロウイ
ルスベクターでは55％、レンチウイルスベク
ターでは28.1％であった。一方で、非翻訳領
域にインテグレーションする割合はレトロ
ウイルスベクターが55.6％で、レンチウイル
スベクターが28.9％であった。したがってレ
ンチウイルスベクターの方が遺伝子内部に
トラップされやすい傾向にあることが示唆
された。（図３） 

 
 
（２）マウス ES細胞におけるレトロウイル
ストラップベクターとレンチウイルストラ
ップベクターの染色体挿入部位の解析 
マウス ES細胞にレトロウイルスベクターを
0.66 copy/cell、レンチウイルスベクターを
0.5 copy/cellで感染させHeLa細胞と同様に
トラップ効率を測定した。 その結果、レト
ロウイルスベクターが18.7％、レンチウイル
スベクターが 3.7%とレトロウイルスベクタ
ーの方が約5倍高効率であった。これはHeLa
細胞感染時と同様の結果であり、これまでの



 

 

報告（293T細胞感染時）とも一致する。（図
４） 
 

次にマウスES細胞にそれぞれのベクターを
0.05copy/cellで感染させ、レトロウイルス
ベクターは176個、レンチウイルスベクター
は182個のブラストサイジン耐性コロニーゲ
ノムDNAを抽出し、ウイルスのインテグレー
ションサイトを解析した。その結果、5’UTR
とコーディングシークエンスの最初の10％
の位置にインテグレーションしていた割合
はレトロウイルスベクターでは78.3％、レン
チウイルスベクターでは22.8％であった。一
方で、非翻訳領域にインテグレーションする
割合はレトロウイルスベクターが31.8％で、
レンチウイルスベクターが6％であった。し
たがってHeLa細胞と同様にレンチウイルス
ベクターの方が遺伝子内部にトラップされ
やすい傾向にあることが示唆された。さらに、
挿入された遺伝子の重複を調べた結果、レト
レトロウイルスでは176クローンの内100ク
ローン（57％）、レンチウイルスでは182ク
ローンの内146クローン（80％）が異なる遺
伝子内に挿入されていた。 
以上の結果から、レトロウイルストラップベ
クターはこれまでのレトロウイルスでの報
告と同様に遺伝子の5’端に非常に効率よく
挿入されることが分かった。この特徴はジー
ントラップを行う上で非常に重要であるが、
一方でレトロウイルスはレンチウイルスと
比較して非翻訳領域に挿入される確率が高
く、重複した遺伝子内に挿入されやすい傾向
が明らかになった。（図５－１、５－２） 

 

 
（３）非翻訳領域に挿入されたクローンの
mRNAの解析 
トラップされたクローンのウイルス挿入部
位をNCBI Blastサーチで詳しく解析した結
果、レトロウイルスベクターでは56クロー
ン、レンチウイルスベクターでは11クロー
ンが非翻訳領域に挿入されていた。近年
FANTOM consortiumがより詳細にマウスの転
写産物の解析をした結果を報告している。こ
のデータベースを利用し非翻訳領域に挿入
されていたクローンを解析すると、レトロウ
イルスベクターでは12クローン（21.4％）、
レンチウイルスベクターでは1クローン
（9.1％）がFANTOMデータベースに登録され
たクローンであった。また、レトロウイルス
ベクターでは9クローン（16.1％）、レンチ
ウイルスベクターでは3クローン（27.3％）
がどちらのデータベースにも登録されてお
らず新規の遺伝子である可能性が示唆され
た。さらに、レトロウイルスベクターでは35
クローン（62.5％）、レンチウイルスベクタ
ーでは3クローン（27.3％）は転写がLTR内
部から始まっており、遺伝子をトラップして
いなかった。以上の結果からすべてのクロー
ンの内、レトロウイルスベクターでは80.1％、
レンチウイルスベクターでは98.4％が遺伝
子内に挿入され遺伝子をトラップしている
ことが明らかになった。また、レトロウイル
スベクターではレンチウイルスベクターと
比較して偽陽性が出やすい傾向があること
が示唆された。（表１） 



 

 

 
（４）ウイルスベクター挿入部位の染色体上
でのマッピング 
レトロウイルスベクター、レンチウイルスベ
クターそれぞれの挿入部位を染色体上にプ
ロットしたところ5番染色体と6番染色体で
は両ウイルスが挿入された割合に大きな違
いが観られた。理論上トラップベクターは遺
伝子のイントロン内にランダムに挿入され
るためそれぞれの染色体の挿入部位の数は
イントロンの長さに比例するはずである。5、
6番染色体上のイントロンの長さは全染色体
上のイントロンの長さのそれぞれ 5.6％、
6.3％である。レンチウイルスベクターの 5、
6番染色体への挿入の割合はそれぞれ2.8％、
6.1％であり理論上の値と有意差は無い。し
かし、レトロウイルスベクターの 5、6番染
色体への挿入の割合はそれぞれ 13.6％、
18.6％と明らかに理論値との相違が観られ
た。この結果はレトロウイルスベクターの挿
入部位にはホットスポットがあり、一定の部
位に挿入されやすい傾向があることを示唆
している。（図６） 

 
（５）結論 
本研究ではレトロウイルスベクターとレン
チウイルスベクターを用いたジーントラッ
プの効率を比較した。その結果、レトロウイ
ルスベクターは遺伝子の5’端に挿入されや
すいという特徴をもち遺伝子をトラップす
る際には非常に有効でることが分かった。一
方で、非翻訳領域に挿入される確率、重複し
た遺伝子に挿入される確率、ウイルスベクタ
ー内部から転写される確率（偽陽性の出る確
率）のいずれもレンチウイルスベクターと比
較して高いことが明らかになった。これはジ
ーントラップのような大規模スクリーニン
グを行う際には障害になる可能性があり、レ
ンチウイルスベクターを用いる方が効率よ
くスクリーニングを行うことができること
を示唆している。（図７） 
 
 
 

 
５．主な発表論文等 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
 
〔学会発表〕（計２件） 
① 発表者名 山口智之 
発表標題 レンチウイルスベクターを用

いたジーントラップ法の開発 
学会等名 モロシヌス研究会 
発表年月日 2007年6月30日 
発表場所 淡路島洲本温泉ホテルニュー

淡路 
 

② 発表者名 山口智之 
発表標題 レンチウイルスベクターを用

いたジーントラップ法の開発 
学会等名 第31回日本分子生物学会 
発表年月日 2008年12月10日 
発表場所 神戸ポートアイランド 

 
６．研究組織 
(1)研究代表者 

山口 智之（YAMAGUCHI TOMOYUKI） 

東京大学・医科学研究所・客員研究員 

研究者番号：80392158  

 

(2)研究分担者 

なし 

 

 (3)連携研究者 
なし 
 
 
 
 
 
 
 


