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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、Sleeping Beauty（SB）と呼ばれる哺乳類でも機能

するトランスポゾンシステムをラットにおいて確立した成果を基に、網羅的にラットで挿入突

然変異を惹起してリソースを構築するための基礎データを得ることである。結果的に、SB トラ

ンスポザーゼのトランスジェニックラット（tg）と転写単位トラップベクターの tg との雄のダ

ブル tg から産子を得て、3日齢で GFP 陽性個体を選抜、離乳後に耳介から RNA を抽出し 3’RACE

法で挿入部位を同定するプロトコルが確立できた。マウスと比較して表現型の解析がしやすい

ラットにおいて null mutation のリソースを構築することは、マウスでできなかったことをラ

ットにより可能となり、広い範囲のバイオメディカルサイエンスの領域を活性化させることに

つながる。

研究成果の概要（英文）：Sleeping Beauty (SB) transpson is known to be functional in
mammalian species. Aim of this study is obtaining fundamental information of SB
transposon system for future random-insertional-mutagenesis in the rat. We established
the optimized protocol for generation of insertional mutant rat resource. SB transposon
system established in this study would lead to activation of variety fields of biomedical
science, based on advantages of the rat as an excellent experimental animal.
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１．研究開始当初の背景
現在、欧米を中心に国際的にノックアウト

マウスプロジェクトが進行中である。一方、
マウスの約１０倍の大きさを持ち実験動物

として重要な位置を占めるラットについて
も同様にノックアウトラットリソースが切
望されるところではあるが、まだ開始はされ
ていない。一方、本邦のナショナルバイオリ
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ソースプロジェクトにより貴重な自然発症
のミュータントラット等のリソースが充実
しつつある。

２．研究の目的
本研究の目的は、Sleeping Beauty（SB）

と呼ばれる哺乳類でも機能するトランスポ
ゾンシステムをラットにおいて確立した成
果を基に、網羅的にラットで挿入突然変異を
惹起してリソースを構築するための基礎デ
ータを得ることである。具体的には、（１）
挿入突然変異効率や挿入部位決定効率など
の情報を得るとともに、将来のトランスポゾ
ンを用いたランダムミュータジェネシスの
ためのプロトコルを確立する。また、（２）
実際に得られた遺伝子トラップラット系統
について、疾患モデル動物としての有用性を
確認する。

３．研究の方法
（１）繁殖計画とスクリーニング：トランス
ポザーゼ遺伝子を持つトランスジェニック
ラットとトラッピングベクターを持つトラ
ンスジェニックラットを交配させて、繁殖用
の雄のダブルトランスジェニックラットを
作出した。ダブルトランスジェニックラット
の生殖系列を含むすべての細胞で、トランス
ポジションがおきる。雄 1 匹に対して
Slc:Wistar/ST 雌 2 匹を同居させて、約３週
間に一度出産させた。生まれた直後の新生児
の中から、全身に GFP を発現する個体のスク
リーニングを行った。

（２）3’ RACE 法とシークエンシング：離乳
後の GFP 陽性個体の耳介から常法にて RNA を
抽出逆転写反応を行い、GFP のプライマーを
用いた 3’ RACE 法を実施した。その後、産
物の TA クローニングを行い、最終的にシー
クエンスによって、どの転写単位がトラップ
されているかを確認した。

（３）ジストロフィン遺伝子トラップ系統お
よびフィブリリン遺伝子トラップ系統の疾
患モデルとしての有用性：ジストロフィン遺
伝子トラップ系統については、３週齢、６週
齢、９週齢の雄ヘミ個体で、腓腹筋、横隔膜、
心筋を採取し病理組織学的観察を行うとと
もに、血液中のクレアチンホスホキナーゼ
（CPK）を測定した。フィブリリン遺伝子ト
ラップ系統については、出生直後のホモ個体
の剖検を実施して病理学的観察を行うとと
もに、経時的な累積死亡率を検討した。

４．研究成果
（１）プロトコルの確立：繁殖用の雄のダブ
ルトランスジェニックラットから作出され
た産子について、1 日齢、2 日齢、3 日齢、4

日齢、5日齢と同一個体を経時的に観察した。
1 日齢から 3 日齢にかけて GFP の強度が増加
する傾向が観察された。一方、4 日齢以降で
は非特異的な蛍光が増加する傾向が観察さ
れた。そこで、GFP 陽性のスクリーニングは
3 日齢で行うことを決定した。続いて、3’
RACE 後のシークエンスについて、ダイレクト
シークエンスと TA クローニング後のシーク
エンスのどちらが効率的か、また後者がより
効率的ならば、いかほどのクローンをシーク
エンスすればよいかを検討した。その結果、
TA クローニング後のシークエンスの方が挿
入部位決定効率が良いこと、3’ RACE で複数
のバンドが得られている例でも 16 クローン
程度をピックアップすれば、まず異なるイン
サートを持つクローンが得られることが判
明した。最終的に、インサートサイズが大き
い順に 2つのクローンを選抜してシークエン
スを行うこと、もし両者ともに GFP のプライ
マーによる特異的な 3’ RACE 産物でなかっ
た場合は、さらに 16 クローンをピックアッ
プしてインサートサイズを決定し、異なるサ
イズのクローンを 2つ選択して再度シークエ
ンスを行うこととした。なお、挿入部位決定
のステップが最も労力がかかると判断した
ため、２ラウンドのシークエンスを失敗した
系統についてはそれ以降の解析を行わない
こととしたが、cDNA の凍結保存は行うことと
した。以上により、SB トランスポザーゼのト
ランスジェニックラット（tg）と転写単位ト
ラップベクターの tgとの雄のダブル tgから
産子を得て、3 日齢で GFP 陽性個体を選抜、
離乳後に耳介から RNA を抽出し 3’RACE 法で
挿入部位を同定する最適化されたプロトコ
ルが確立できた。

（２）挿入突然変異効率および挿入部位決定
効率の検討：前述のプロトコルを用いた場合、
ダブルトランスジェニックラットから作出
された産子のうち、GFP 陽性の個体は平均
12.8％であり、これまでのプレリミナリーな
解析結果と同等の陽性率であった。また、前
述のプロトコルを用いた場合、3’ RACE 法と
シークエンシングを用いた挿入部位決定の
成功率については 72.4％であった。なお、挿
入部位決定が不成功に終わった一部の系統
について GFP の有無を基に継代を行ったとこ
ろ、メンデル遺伝で次世代に継承可能であっ
たことから、挿入部位決定が不成功であった
理由は 3’ RACE 法の段階にあり、GFP 陽性で
あるが転写単位がトラップされていないと
いう可能性は低いと推定された。このような
基礎データは、将来のランダムミュータジェ
ネシスに有益な情報を与える。すなわち、１
０万のトラップ系統を得るには、約 108 万匹
の動物生産を実施すれば良いと考えられる。



（３）ジストロフィン遺伝子トラップ系統お
よびフィブリリン遺伝子トラップ系統の疾
患モデルとしての有用性：ジストロフィン遺
伝子トラップ系統については、３週齢、６週
齢、９週齢で、腓腹筋、横隔膜、心筋を採取
し病理組織学的観察を行ったところ、３週齢
では著変が観察されなかったが、６週齢では
観察したすべての筋部位において巣状壊死
が観察され筋破壊が示唆された。９週齢では
その程度が減弱した。血液中のクレアチンホ
スホキナーゼ（CPK）を測定したところ、３
週齢ではトラップ系統が 218±35IU/l、正常
対照が 165±53IU/l であり有意差は観察され
なかったが、６週齢トラップ個体では
2701IU/l と高い数値を示し、９週齢では 1204
IU/l と６週齢に比すると低下した。以上によ
り、Duchenne 型および Becker 型筋ジストロ
フィーのモデルラットとなり得ること、筋破
壊に対する治療効果の判定には、６週齢が適
していることが結論付けられた。今後は、６
週齢トラップ個体で筋萎縮が観察されるか
否かの詳細な検討を続行する。フィブリリン
遺伝子のトラップホモ個体は、1 日齢から 3
日齢において大動脈瘤および大動脈解離が
観察され、エラスチカ・ワンギーソン染色に
よる組織観察では密に連続して走行すべき
弾性繊維が局所的に不連続である像が得ら
れた。また経時的な累積死亡率については、
1 日齢から死亡例が観察され始め、離乳前の
19 日齢で全例の死亡が確認された。死亡全例
において、胸水の貯留が観察された。以上に
より、マルファン症候群のモデルラットとな
り得ることが示された。
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