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研究成果の概要：MSM 及び JF1 は、日本固有のモロシヌス亜種から樹立されたマウス系統で、

西ヨーロッパ産のマウスから派生した実験用マウスの系統とは、遺伝的にも表現型的にも大き

く異なる。我々は、これらの系統で遺伝子導入や遺伝子破壊を可能にするため ES 細胞を樹立、

それらの ES 細胞からは、生殖系列キメラを作製することができた。さらに、実際に遺伝子トラ

ップによる変異マウス作製およびがん遺伝子のトランスジェニックマウス作製を行った。
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１．研究開始当初の背景

マウスは、遺伝子操作を容易に行える哺乳類

の実験動物として広く使用されており、特に、

ノックアウトマウスを用いた遺伝子機能解析

は、ポストゲノム時代と言われる今、最も有

効な個体レベルでのゲノム機能解析手段であ

る。通常用いられる標準的なマウス近交系統

は、西ヨーロッパ産のドメスティカス亜種か

ら派生したもので、樹立される過程で、研究

者による選択があったと考えられており、マ

ウス一般から見るとむしろ特殊な集団と言え

る。他の亜種由来の系統では、国立遺伝学研

究所で樹立されたMSM/Ms及びJF1/Ms系統があ

り、我が国固有のモロシヌス亜種のマウス系

統として有名である。これらは、標準的近交

系統との間に大きな遺伝的距離を有し、かな

り異なる表現型(痛覚反応や長期記憶能力、癌

に対する抵抗性、エネルギー代謝効率など)

を示す。これらの系統を用いて遺伝子機能解

析を行うことで、従来の標準的近交系統だけ

からでは得られない、新たなゲノム機能を発

見と期待される。しかし、MSM/MsやJF1/Ms系
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統を用いた胚操作は非常に困難である、とい

う大きな難点があった。そこで、我々は、こ

れらの系統で直接遺伝子操作を行うことを可

能にするため、胚性幹細胞(ES細胞)樹立を試

みた。ES細胞が樹立できれば、ES細胞で遺伝

子改変を行い、キメラマウスを作製、掛け合

わせることで、100%純粋なMSM/MsやJF1/Msバ

ックグラウンドの遺伝子操作マウスを得るこ

とが出来る。我々は、インビトロジェンから

市販されているKnockout Serum Replacement

(KSR)を用い、MSM/Msからは3系統、JF1/Msか

ら7系統のES細胞株を樹立することに成功し

た。これらのES細胞株が、汎用されているES

細胞株のように、生殖系列キメラ作出能力を

有するのかどうか、遺伝子導入等の操作を行

い得るほど安定かどうかなど、実用化に向け

て条件検討を行う段階であった。

２．研究の目的

(1) 効率良くキメラ作製が出来るようなプ

ロトコールの確立。キメラ作製手段としてイ

ンジエクションがいいのか、アグリゲーショ

ンがいいのか、用いる受容胚や仮親の系統は

等について詳しく検討し、安定的かつ効率良

くキメラを作出できる手法を確立する。

(2) ノックアウトクローン、トランスジェニ

ッククローンを単離するための培養条件の確

立。エレクトロポレーションを行ったあとの

サブクローンから、5割以上の確率でGermline

キメラが得られるような培養条件の確立を目

標に、条件検討を行う。

(3) 通常の標準的近交系統との表現型の違

いの検討。発ガン･肥満･老化等が病態モデル

として最も注目を集める事柄である。そこで、

これらに関連した遺伝子の変異マウスを作製

し、従来の標準的近交系統で得られていた知

見と比較し、MSM/MsやJF1/Ms系統のモデル生

物としての有用性を検討する。

３．研究の方法

(1) キメラマウス作製条件の検討。

最適な受容胚を決定するため、ICRや

C57BL/6 X BDF1を用い、桑実胚とのアグリゲ

ーションと胚盤法へのマイクロインジェクシ

ョンを行う。JF1/Ms系統は、毛色でのキメリ

ズム判別が困難であるので、JF1特異的なマ

イクロサテライトを検出することで、キメリ

ズムを判断する。得られたキメラは、正常メ

スと交配、毛色やマイクロサテライトの検出

により、germline transmissionを判定する。

(2) 培養条件の検討。

feederつきまたはfeederなしで6回植え継ぎ

を行い、キメラを作製、安定性をチェックす

る。形態が乱れてきた場合には、培地などを

検討する。もし、6回植え継ぎ後に、形態は

正常にも関わらず、キメラ形成能が低下して

しまった場合には、新たなES株樹立を行う。

(3) トラップベクターを導入したサブクロ

ーンでのキメラ作出効率の検討。

エレクトロポレーションによる遺伝子導入

を行えるかどうか検討するため、当研究室で

既に保持しているトラップベクターを導入

する。ベクター挿入が１コピーであるクロー

ンを選択後、キメラ作製能の検討を行う。作

製に用いたうち、5割程度の確率で生殖系列

キメラが得られることを目指す。マウスライ

ンが得られた ES クローンから RNA を調製、5’

RACE を行い、トラップされた遺伝子を同定、

同一の遺伝子がトラップされていないか調べ、

存在していた場合には、そのクローンを入手

する。

(4) トランスジェニックマウス用コンスト

ラクトの作製とマウスライン樹立。

トランスジェニックコンストラクトとして

は、発がん感受性の差を調べるため、SV40Tag、

Myc、Maf 等のがん遺伝子を用いる。後の表現

型比較のため、なるべく日本国内で研究され、

マウス系統が保存されているものを優先、解

析段階の必要性も考慮し、共同研究の形で行

う。

４．研究成果
(1) キメラマウス作製および培養条件検討。
MSM/Ms 由来 ES 細胞を用いたキメラ作製結果
を下に示す。

細胞
株番
号

手法 受容
胚

移植
胚数

離乳
キメ
ラ数

生殖
系列
キメ
ラ

１ 凝集 ICR 125 24 9

２ 凝集 ICR 100 6 1

３ 凝集 ICR 100 8 2

１* 凝集 ICR 50 7 2

１ 注入 ICR 75 20 8

１ 注入 BD # 70 24 15

* 6 回継代した細胞
# C57BL/6 X BDF1

3 系統すべてから生殖系列キメラを得ること
が出来た。最も成績の良かった No. 1 ライン
をさらに６回植え継いでキメラ作製を行っ



たところ、やはり生殖系列キメラが得られ、
我々が用いている培養系で安定に保持でき
ることが分かった。ブラストシストへの注入
法によるキメラ作製も行ったところ、
C57BL/6 X BDF1 ブラストシストへの注入が最
も良い成績であった。
JF1 由来の ES 細胞株８つについても、まず、
凝集法でキメラマウス作製を行ったが、No. 1
と 3で各１匹の生殖系列キメラが得られたの
みで、その効率は低かった。そこで、C57BL/6
X BDF1ブラストシストへの注入によるキメラ
作製を行った。その結果を下に示す。

細胞
株番
号

移植
胚数

出産
仔数

離乳
オス
数

キメ
ラオ
ス数

生殖
系列
キメ
ラ数

1 70 2 1 1 0

3 50 6 5 5 3

4 40 16 12 3 1

6 50 21 13 4 2

No. 3 ラインが最も成績が良かったが、生殖
系列キメラでもコートカラーは全面黒毛で
あり、キメラであるかどうかは DNA を調べな
いと分からない状況であった。
MSM 由来 ES の方が形態も安定しており、キメ
ラ作製能も高かったため、以後の実験は
Mol/MSM-1 株を用いて行った。

(2) トラップベクターを導入クローン単離

とそのキメラ作出効率の検討。

Mol/MSM-1 株に、トラップベクターpU-21T を
エレクトロポレーションにより導入、G418 選
択後、144 個のコロニーを単離、142 のトラ
ップクローンをストックした。コロニー出現
率は通常の ES 細胞とかわらなかった。サザ
ンブロットで単一コピー挿入かどうかを確
認したところ、99 クローンが単一コピー挿入
であった。得られたクローンを用い、様々な
手法でキメラ作製を行い、生殖系列キメラが
得られるかどうか比較検討した。その結果を
下に示す。

キメラ作
製を行っ
たライン
数

受容
胚

手法 生殖系列
キメラが
得られた
ライン数

効率
(%)

22 ICR 凝集 5 23%

40 BD # 凝集 12 30%

2 ICR 注入 0 0%

5 BD # 注入 5 100%

# C57BL/6 X BDF1

当初、作業の容易な凝集法を用いて行ったが、
生殖系列キメラの得られるラインの割合は
３割程度であり、実用レベルにはいたらなか
った。凝集法でキメラの得られなかったライ
ンを用いて、ブラストシストへの注入法でキ

メラを作製したところ、C57BL/6 X BDF1 の胚
を用いた場合に、試した５系統すべてから生
殖系列キメラを得ることができ、この手法が
最も適していると考えられた。
現在、トラップされた遺伝子の同定を進めて
おり、30 系統について結果が得られている。
その中で、Ayu21-MT48 は Fto 遺伝子をトラッ
プしており、当研究室において同じ遺伝子を
トラップしたクローンが通常の ES細胞株 で
も得られていることから、現在、このライン
の表現型解析を進めている。
(3) トランスジェニックマウス用コンスト
ラクトの作製とマウスライン樹立。
がんを発症するトランスジェニックマウス
で、日本国内の研究者が現在も維持している
もの、という観点で調べると、CD2-cMaf が最
も有力な候補であった。そこで、そのコンス
トラクトを入手、ES 細胞に導入するため、ネ
オマイシン耐性遺伝子を組み込んだ
pMaf-neo を作製した。完成したプラスミドを
Mol/MSM-1 に導入、48 クローンを単離した。
サザンブロットで導入遺伝子全長が挿入さ
れているかどうか調べたところ、４クローン
のみが全長を保持していた。現在までに２ク
ローンからマウス系統を樹立、今後、表現型
を解析していく予定である。
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