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研究成果の概要（和文）：特定の遺伝子の活性を、「ある時空間のみ変異させ」、将来どのような効果をもたら
すかの検定の重要性は言うまでもない。本研究では、「Syk遺伝子の活性」を「胚中心(GC)の特定の時期のみ変
異させ」ることを目的に研究を行った。この目的達成のために、1)野生型Sykでは効果がなく変異Sykのみで、効
果発現する阻害剤を同定した。又、2)胚中心のみで誘導的に発現するCreを有するマウスを樹立した。

研究成果の概要（英文）：Development of a new method to reversibly inactivate specific genes in a 
tempo-spatial way is very important for biological research. Here, as a model system, we have tried 
to reversibly inactivate the Syk tyrosine kinase in the germinal center phase. We have identified 
the chemical component which inhibits the mutant Syk, but not wildtype Syk. We have also established
 mice harboring inducible Cre only in the germinal center B cell phase.

研究分野： 免疫学
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１．研究開始当初の背景 
多細胞生物研究において、どの「時期」での、
どの「細胞」の、どのような「イベント」が、
時間を経た将来の運命決定に必須なのかを
明らかにすることは、非常に重要な課題であ
る。しかしながら、現在ルーチンに用いられ
ている遺伝子ターゲティング法では、遺伝子
欠損を不可逆的・永続的にさすという内在的
欠陥を有している。従って、B細胞の場合胚
中心(GC)反応を経て、メモリー細胞が形成さ
れるわけであるが、GC の過程で生じる変化が、
メモリー細胞機能にどのような影響を与え
るかは非常に重要な命題にもかかわらず、こ
の命題へのアプローチが困難を極めている
（図１）。 

 
図１: 
時空間特異的遺伝子不活化マウスの作成 
 
２．研究の目的 
本研究は阻害剤及び遺伝学的手法を用いた
研究の長所・短所が、互いに相補的であるこ
とに着目し、例えば、阻害剤の場合、可逆的
阻害を行えること、遺伝学的手法の場合、特
定の細胞・時期のみでの発現を行えること、
この２つの方法を combine し、現行の研究手
法では不可能な、あらたな in vivo 研究手法
を生み出そうとするものである。従って具体
的研究目的としては、 
 
１） Syk というチロシンキナーゼ酵素を

ターゲット遺伝子として、Syk 遺伝子に
変異を導入して、変異遺伝子のみで、阻
害をすることのできる阻害剤を見つける。
すなわち、この阻害剤は変異 Syk 以外の
チロシンキナーゼには阻害効果を示さな
いという変異 Syk 特異性を担保するよう
になる。 

 
２） Syk は、多種の免疫細胞で発現して

おり、阻害剤をin vivoで投与する場合、
胚中心細胞(GC)細胞で発現している Syk
のみを阻害することは不可能である。従
って、その弱点を克服するために、GC細
胞のみで変異 Syk を発現さすために、先
ずGC細胞特異的誘導型Cre発現マウスを
樹立し、GC細胞のみで変異 Syk を発現さ
すようにする。 

 
 

３．研究の方法 
１） 変異Sykと阻害剤のコンビネーショ

ンは、先ず、Syk 欠損 DT40 B 細胞に変異
Syk を発現させ、どの阻害剤が変異 Syk
のみで十分な阻害がみられ、野生型のSyk
では阻害がみられないかどうかの検討を
おこなう。 

２） GC 細胞のみで発現している候補遺
伝子を従来の data の中から探し、実際特
異的発現がみられるかどうかを、QT-PCR
で確かめる。そののち、その候補遺伝子
の BAC クローンを単離し、そのプロモー
ター領域の下流に ERT2Cre を導入する。
できた、ERT2Cre 挿入 BAC クローンを用
いてトランスジェニックマウスを作成す
る。 

 
４．研究成果 
１） 変異 Syk の作成 

SykキナーゼドメインV,VII領域のM442, 
S505 を変異させ M442A, S505A の single
変異、及び double 変異を作成し、Syk 欠
損 DT40 B 細胞に導入した。先ず、阻害剤
非存在下で、これら変異Sykが野生型Syk
と同様に機能することを、BCR 依存性カ
ルシウム流入、BCR 依存性細胞内チロシ
ンリン酸化タンパク質、という２つのパ
ラメーターで確かめた。 

 
２） 阻害剤スクリーニング 

次に、変異 Syk 発現 DT40 細胞を用いて
PPI 阻害剤のデリバティブをスクリーニ
ングした。この時、常に野生型 Syk で阻
害がかかるかどうかも同時検定した。
種々調べた結果、M442A/S505A double 変
異 Syk と、阻害剤としては 2,3-DMB-PPI
が一番効率的に変異型 Syk のみ阻害をか
ける薬剤であることが明らかになった。 

 
３） 個体レベルで変異Sykが働くことの

確認 
更に個体レベルでM442A/S505A double変
異 Syk が働くことを確認するために、Syk
欠損造血幹細胞を単離し、retrovirus 
vector を用いて M442A/S505A double 変
異 Syk を導入した。コントロールとして
野生型 Syk を用いた。Syk 欠損造血幹細
胞の一番大きな発生異常は未熟 B細胞の
発生がほとんど障害されることである。
野生型 Syk, 変異型 Syk 共に、この B細
胞の発生障害をレスキューできることが
判明した。このことは、2,3-DMB-PPI 阻
害剤非存在下では、変異Sykも野生型Syk
も機能しうることが判明した。 

 
４） GC 細胞特異的プロモーターを用い



た ERT2Cre BAC トランスジェニックマウ
スの作成 
従来の発現データを詳細に検討した結果、
ナイーブ B細胞、及びメモリーB細胞、
プラズマ細胞で発現しておらず、GC B 細
胞で特異的に発現している、典型的な遺
伝子は SIPR2 というケモカイン遺伝子で
あることが判明した。これは、公知のデ
ータから得られた情報であったが、実際、
私たちが単離した細胞でも同様の傾向が
認められた。従って、SIPR2 遺伝子のプ
ロモーターの下流に、tamoxifen で誘導
のできる ERT2Cre を発現さすと、GC細胞
特異的、かつtamoxifen導入時のみにCre
が発現することが期待された。 
従って、S1PR2 遺伝子を含む BAC クロー
ンを単離し、このプロモーター下流に
ERT2Cre を挿入し、この挿入した BAC ク
ローンを受精卵にインジェクトし、トラ
ンスジェニックマウスを作成した。 
 

５） 樹立したトランスジェニックマウ
スが有効に働くことの確認 
４）で樹立したトランスジェニックマウ
スが、１）実際に tamoxifen 誘導的に GC 
B 細胞のみで発現していること、２）こ
のマウスはCreが発現するとfloxで挟ま
れている遺伝子を不可逆的に delete す
るために、GC 細胞から派生した progeny
細胞も、flox で挟まれた遺伝子は delete
したままになっているという fate 
mapping にも用いれるという利点を有し
ている。この２点がうまく働いているか
どうかを、Rosa locus に flox で delete
されたらtomato(赤色発色)遺伝子がオン
になるマウスと掛け合わせることにより、
確かめる。たしかに、GC 細胞でのみ、ほ
ぼ 100%tomato が発現し、GC 細胞から作
られたメモリーB細胞もtomatoが発現し
ていることが確かめられた。 
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