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研究成果の概要（和文）： 
セントロメア領域由来反復 DNA 配列(アルフォイド DNA)から構成されるヒト人工染色体

(HAC; Human Artificial Chromosome)は、宿主染色体とは独立かつ安定的に分配・維持され
る。tetO配列を組込んだ合成アルフォイド DNAからなる HAC(tetO-HAC)は脱落制御が可能
であることが当研究グループにより証明されている。本研究は、マウス個体における新たな遺
伝子機能解析手法の開発を目指した tetO-HACの開発を目的とする。現在までに、遺伝子発現
カセット搭載可能な tetO-HACを作製し、この tetO-HACの脱落が確認されたことから、マウ
ス個体レベルの遺伝子機能解析に必須な tetO-HACの基盤が構築出来たといえる。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Human Artificial Chromosome (HAC) is a chromosomal vector that has repetitive DNA 
sequence derived from chentromere region, which can be segregated independently with 
host chromosome and stably maintained within the cells.  Recently, we demonstrated that 
HAC introduced tetO sequences (tetO-HAC) can be eliminated from cells by inducing 
excess heterochromatin using transcriptional repressor, tTS. To develop the gene 
functional analysis system using tetO-HAC in mouse, we generated tetO-HAC that can be 
integrated gene expression cassettes. Then, GFP or tTS-EYFP expression cassettes was 
integrated into the tetO-HAC. In the case of the tetO-HAC that has tTS-EYFP cassette, 
tetO-HAC was eliminated from cells in the absence of Dox, which induce heterochromatin 
into the tetO-HAC. These data provide an important basis for development of the gene 
functional analysis system using tetO-HAC in mouse. 
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１．研究開始当初の背景 
（1）トランスジェニックマウスを用いた遺
伝子機能解析系の問題点 
現在、マウス個体を用いた遺伝子機能解析

ではトランスジェニックマウスによる過剰

発現等の系がよく使用されている。しかしな

がら、トランスジェニックマウス個体の作製

に際しては、発現制御配列を含む線状化した

DNA 配列を宿主ゲノムへランダムに挿入さ
せることで達成されている。この方法では以
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下の問題点から、予想通りの発現を示すマウ

ス個体を得ることが困難な場合が存在する

ことが周知の事実である。 
問題点①；挿入部位によって周囲の発現制

御領域の影響を受け、必ずしも cis配列に
よる発現制御が起こせないことや無関係

な発現制御が起こることがある。 
問題点②；transgeneを受け継いでも、次
世代では発現がなくなる。 
問題点③；transgeneの宿主ゲノムへの挿
入による表現型への影響が、常に付きまと

う。 
上記の問題点を含みながら研究が行われて

いるのが現状である。 
 
（2）ヒト人工染色体（HAC）の性質 
ヒト 21 番染色体セントロメア領域由来反
復 DNA配列（アルフォイド DNA）をタンデ
ムに連結した de novo HACは、宿主ゲノム
に無害、かつ安定的に分配・維持されること
が証明されている（ Ikeno et al, Nat. 
Biotech , 1998、Ohzeki et al. JCB , 2002、
Okada et al. Cell , 2007）。また、この HAC
には 200kb のゲノム配列を導入することも
可能である（Suzuki et al, JBC , 2006）。ま
た近年、当研究グループにより、培養細胞に
おいて人工染色体にヘテロクロマチン化を
過剰に誘導すると、細胞増殖と共に急速に細
胞から脱落していくことが判明した
（Nakano et al, Dev. Cell , 2008）。HAC
への過剰なヘテロクロマチンの誘導には、ア
ルフォイド DNA の繰り返し単位中に tet オ
ペレーター配列（tetO）を組込んだ合成アル
フォイド DNAを有する HAC (tetO-HAC)に、
転写サイレンサーtTS（Dox 依存的に結合の
制御が可能）を結合させることで達成されて
いる。しかしながら今現在、このように様々
な利点を有する HAC を、特にマウス個体レ
ベルの解析へと応用することはほとんど試
みられていないのが現状である。また、トラ
ンスジェニックマウスの作製に HAC を利用
することで、上記の問題点が解消されること
が期待できる。 
（3）マウス個体を用いた遺伝子機能解析の
現状 
現在、マウス個体を用いて遺伝子機能を解
析する際は、ノックアウトマウスとトランス
ジェニックマウスを組み合わせた遺伝学的
解析が主な手法である。条件付きノックアウ
トマウスの利用することで、目的遺伝子の組
織、時期特異的な機能喪失を引き起こすこと

が可能である。しかし、ショウジョウバエで
既に開発されているモザイク解析は遺伝子
機能解析の強力なツールとして知られるが、
マウスにおいては未だ開発されていない。
tetO-HAC を用いたマウス個体レベルの新た
な遺伝子機能解析手法の開発により、マウス
個体レベルのモザイク解析も可能であると
考えられる。 
 
２．研究の目的 
HAC は宿主染色体とは独立かつ安定に維持
分配されることから、トランスジェニックマ
ウスを作製する際に HAC を用いることで、
今までのトランスジェニックマウス作製時
に起こっていた問題点が解消することが期
待できる。さらに、今後脱落制御可能な HAC
保有マウス個体の解析は、新たな遺伝子機能
解析技術の開発に大きく貢献することが予
想される。そこで本研究では、脱落制御可能
な HAC のマウス個体における性状解析を目
指した tetO-HACの開発を目的とする。 
 
３．研究の方法 
脱落制御可能な HAC をマウス個体へ導
入・利用することは、今後のマウス個体を用

いた新たな遺伝子機能解析システムへ大き

く貢献することが期待される。本研究では、

培養細胞で実績のある tetO-HACをマウス個
体へ導入し、その性状を解析するため、以下

の事柄について焦点をあてて研究を進めて

行く。 
①  遺伝子発現カセット搭載可能な
tetO-HACの作製 
② tetO-HAC へのマーカー遺伝子発現カ
セットの搭載 
③ tetO-HAC 保有マウスの作製と搭載し
たマーカー遺伝子の発現解析 
④ 脱落制御用 tTS発現マウスの作製と、
tetO-HAC脱落の確認 

 
４．研究成果 

（ 1）遺伝子発現カセット搭載可能な
tetO-HAC の作製  
アルフォイド DNA の繰り返し単位中に

tetO 配列を組込んだ合成アルフォイド DNA
と共にCAGプロモーター下流に loxP変異体 
lox71 と薬剤耐性遺伝子を含むベクターを同
時に培養細胞へ導入することで、target可能
な tetO-HACを作製した。 
 



図 1. 遺伝子発現カセット搭載可能な tetO-HAC
の FISH解析。導入 BACに対する probeを赤、
アルフォイド DNAに対する probeを緑で示す。 

 
その結果、宿主染色体とは独立に維持される
tetO-HACが得られた（図 1；矢頭）。 
 
（2）tetO-HAC へのマーカー遺伝子発現
カセットの搭載  
新規に作製された tetO-HAC 株に対し、

lox66 GFP IRES puroプラスミドと Cre発
現プラスミドを導入し、薬剤耐性株を得るこ
とで tetO-HAC上の CAGプロモーターから
GFPを発現する株を複数得た。 
 

図 2. GFP発現カセット搭載 tetO-HAC株。 
 
その結果、ほぼ全ての細胞で GFPを発現す
る tetO-HAC株が得られた。 

 
また、同様に lox66 tTS-EYFP IRES BSプ
ラスミドと Cre 発現プラスミドを Dox 添加
培地で培養した tetO-HAC株へ導入し、薬剤
耐性株を複数得た（図 3）。 
この株について、Dox を培地中から取り除
き培養することで、tetO-HAC 上から発現す
る tTS-EYFPによって tetO-HACの脱落が誘
導出来るかどうかを検討した。その結果、Dox
除去 3日目から tTS-EYFPとHACの両方が
検出されない細胞が観察され始め、Dox除去
後 7、14 日目を観察すると、最終的に HAC
保持細胞の割合は 1割以下に減少した。この
結果は、tetO-HAC株に tTS-EYFP発現レト
ロウイルスを感染させた以前の報告
（Nakano et al, Dev. Cell , 2008）のものと
同様であった。 

 
 

 
 
 

 
 
 
 

 図3. tetO-HACへの tTS-EYFPカセット搭載。
A; tetO-HAC へのカセット搭載の模式図。B; 
カセット搭載の PCRによる確認。C; tTS搭載
株の FISH解析。カセット搭載後も tetO-HAC
は宿主染色体とは独立に維持されている（矢

頭）。 
 
 
これらの結果から、tetO-HAC から発現す
る tTSにより自己脱落制御も可能であるとい
う新たな性質が明らかとなった。また、これ
まで得られている成果から、マウス個体レベ
ルの遺伝子機能解析に必須な tetO-HACの基
盤が構築できたといえる。 
現在、GFP 遺伝子発現カセット搭載

tetO-HAC 保有マウス個体の作製へ向けて、
ES細胞への tetO-HACの導入を進めている。
HAC の ES 細胞への導入については先行研
究による実績があり、実現可能である。今後、
tTS発現トランスジェニックマウスと掛合わ
せ、マウス個体内での tetO-HACの脱落制御
とHACに搭載したGFP遺伝子の発現の相関
を詳細に調べていくことで、tetO-HAC を用
いたマウス個体レベルの新たな遺伝子機能
解析手法の開発を目指す。 
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