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研究成果の概要： 
ヒト型 CYP1A1ならびに、ヒト型 CYP1A1の遺伝子多型（exon7 Ile/Val）をノックインした
マウスを作成した。CYP1A1は、多種の化学物質における第一相薬物代謝酵素として最も重要
な酵素であるが、ヒトとマウスとの種差がマウスで得られるデータのヒトへの外挿化を困難に

している。このマウスを利用することにより、マウスの実験結果をヒトに外挿化することに極

めて重要な情報を得ることができるようになった。 
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研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：衛生学 
キーワード：環境保健、遺伝子多型 
 
１．研究開始当初の背景 
チトクローム 450 などの薬物代謝酵素は、薬
物の作用ならびに副作用の発現に重要であ
るだけでなく、環境中に存在する多くの化学
物質（環境変異物質 xenobiotics）を代謝的
に活性化して、発癌に深く関与する。特に
CYP1A1 は代表的な発がん物質活性化酵素で
あり、この酵素により多くの環境変異原物質
が活性化をうける。しかし、この酵素は動物
差が存在し、これまで生化学的に in vitro
での機能解析において、顕著に活性が異なる
ことが知られている。従ってこの種差の影響

により、同じ発がん物質に曝露してもヒトと
の間に発癌物質の感受性に差をもたらして
いる。このことにより、発がん物質の評価に
マウス等の齧歯類が用いられているが、その
結果が容易にヒトに外挿化できない大きな
理由の一つであると考えられている。またこ
れらの遺伝子には遺伝子多型が存在し代謝
活性に影響を及ぼすと考えられているが、実
際 in vivo での検討は出来ていない。 
 
２．研究の目的 
本研究は第一にヒト型の CYP1A1 を組み入れ



たマウスを作成すること、第２に遺伝子多型
による個体差を in vivo で評価する系を確立
するため、遺伝子多型を含んだヒト変異型
hCYP1A1 遺伝子(cDNA)と置換したマウスを作
成し、環境変異物質に対する感受性の差異を
定量化することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
１）targeting vector の構築 
図１、２に示すごとくtargeting vector を

作成するため以下の作業を行った。 
①Human CYP1A1 clone の獲得 
Invitrogen より Human CYP1A1 cDNA クロー

ン(Clone ID 5123393)を購入し、全シークエ
ンス解析を行った。その結果、Accession No. 
NM_000499.2 を基準としたとき、1箇所の
mutation、1base の deletion、3base の
deletion がクローン内に含まれた。そこで、
1箇所の mutation、1base の deletion を修正
し（TOYOBO KOD-Plus-Mutagenesis Kit）、こ
れを野生型とした。 
次に、上記の野生型 Human CYP1A1 exon7

内に KOD-Plus-Mutagenesis Kit を用いて SNP
を挿入し、これを変異型とした。SNP；A1506G
（Ile→Val, refSNP ID:rs1048943）（図３）． 
②Human CYP1A1（野生型および変異型）knock- 
in マウス作製用 targeting vector の設計 
 マウスゲノム上 CYP1A1 遺伝子は、exon1-7
で構成され（図４）、exon2 内に開始コドンが
含まれる。この開始コドンから exon7 までイ
ントロンを含めた全てを削り、human CYP1A1 
CDS + 3’UTR を挿入することで、マウス由来
の CYP1A1 の発現を knock-out し、human 
CYP1A1 を knock-in する。さらにその下流に
は、コンディショナルターゲティング
Cre/loxP システムを利用するための loxp- 
Neo-loxp カセットを挿入するよう設計した。
（図 1、2） 
③Arms(long arm、short arm)の獲得 
Targeting vector 内、5’側に mouse 
homology long arm を、3’側に short arm を
挿入するため、理化学研究所にて arms の獲
得を行った。CYP1A1 を含む BAC clone（B6 
mouse 由来）を入手し、これを template とし
た long PCR を行った。特に long arm の獲得
の際には、マウス CYP1A1 開始コドンに human 
CYP1A1 CDSを繋ぐための制限酵素サイトを人
工的に挿入する目的で（図５）、5’側には
SalI site、3’側には SpeI+NotI site を付
加した primer で PCR 増幅し(約 6.4kb)、
SalI/NotI で pBSK に挿入した。 
④long arm construct への human CYP1A1 の
挿入 
上記③で作製した long arm constructに、
human CYP1A1 CDS + 3’UTR を挿入するため、
①で作製した human CYP1A1 クローン（野生
型及び変異型)をtemplateとし、5’側にSpeI、

3’側に NotI site を付加した primer で
CYP1A1 CDS + 3’UTR 部分を PCR 増幅した
（3’UTR の polyA 付近は、NM_000499.2 及び
購入したクローンのシークエンスに従う）。
Forward primer; CCTAGACTAGTCATGCTTTTCCC- 
AATCTCC、Reverse primer; ATGGAGCGGCCGCAT- 
AGGATTTCTGAACAATATC。これらを、long arm 
constructにSpeI/NotIで挿入した。さらに、
人工的に付加した SpeI site を潰し、余分な
塩基を残すことなく、マウスゲノム上の ATG
から human CYP1A1 CDS が開始されるように
した。最後に construct（野生型及び変異型)
内の全シークエンス解析を行い、確認した。 
⑤targeting vector の構築 
上記④で作製した long arm + human CYP1A1 
CDS+3’UTR construct に、loxp-Neo-loxp 
cassette 及び short arm 約 2.7kb（3’側）、
薬剤感受性遺伝子ジフテリアトキシン Aフラ
グメント(DT-A)(5’側)を挿入し、図 1、図 2
に示す Human CYP1A1（野生型および変異型）
knock-in マウス作製用 targeting vector を
完成させた。 
 
２）相同組換え ES 細胞の単離・同定 
この過程は、理化学研究所にて行った。 

①ES 細胞の培養 
ES細胞はC57BL/6の雌とCBAの雄を交配さ
せた F1 の４日目胚(胚盤胞)の内部細胞塊よ
り樹立された TT2 細胞を使用した。 
②ターゲティングベクターの導入と選別 
 targeting vector は CsCl2 密度勾配による
超遠心分離法で精製した後、エレクトロポレ
ーション法によって ES 細胞に導入した。そ
の２日後からポジティブ選択用薬剤 G418 に
より相同組換え細胞の選別を開始し、約７日
間で薬剤耐性コロニーを得た。 
③相同組換え体の同定 
上記②で得られた ES クローンからゲノム
を抽出し、サザンブロットスクローニング法
により相同組換え ES 細胞の選別を行った。
SpeI 処理したゲノムは、3’側プローブ（図
6）および 5’側プローブ（図 7）で、ApaI 処
理したゲノムは Neo プローブ（図 8）につい
てサザン解析を行い、相同組換え体を検出し
た。さらには陽性クローンへの Human CYP1A1 
（野生型および変異型）の挿入をシークエン
ス解析により確認した。これらの結果より、
相同組換え ES 細胞の単離・同定に成功した
と判断した。 
 
３）相同組み換え ES 細胞のインジェクショ
ンとキメラマウスの作製 
この過程は、理化学研究所にて行った。得ら
れた相同組換え ES細胞を ICR8 細胞期胚に注
入し、代理母マウスの子宮内に移植した。産
まれた仔に、ES 細胞由来の細胞がどの程度寄
与しているかは、毛色により判断した。毛の



大半が野ねずみ色である仔マウスを、TT2 細
胞の寄与率の高いキメラマウスとして交配
に用いることとした。出産により得られたキ
メラマウス「野生型：100％キメラ１匹、70％
キメラ２匹（1/11/09 生まれ）、変異型：100％
キメラ１匹、70％１匹（1/11/09 生まれ）」を、
野性型（C57BL/6）雌マウスと交配させ、F1
マウスを得た。 
 
４．研究成果 
ヒト型 CYP1A1 ならびに、ヒト型 CYP1A1
の遺伝子多型（exon7 Ile/Val）をノックイン
したマウスを作成した。 
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図１ Human CYP1A1 cDNA Wt（野生型）Targeting Vector 設計図

Wt type allele

Targeted allele

23.2kb

11.7kb

SpeI

SpeI

SpeI

SpeI

Probe

2kb

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Targeting vector

Probe

Pr DT-A pA

loxP

Pr Neo pAHuman CYP1A cDNA

Pr Neo pAhcDNA

10.8kb

SpeI
SpeI

8.5kb

ApaI
ApaI

Probe

図１ Human CYP1A1 cDNA Wt（野生型）Targeting Vector 設計図
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図２ Human CYP1A1 cDNA Mt（変異型）Targeting Vector 設計図
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図２ Human CYP1A1 cDNA Mt（変異型）Targeting Vector 設計図



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３ exon7 の Ile->Val 型への SNP の

挿入確認（上段：野生型、下段：変異型）

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図３．ヒト CYP1A1の knock-in 
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 マウスゲノムCYP1A1のstart codon ATG付近： 

CAGCCACCTAGACTAGTC TGCGGCCGCTCCATGT 
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図 4  Human CYP1A1 knock-in マウス作製用 targeting vector の概要 

ATGCC

NotI site 
Start codon 

図５ Human CYP1A1 挿入のため、マウス CYP1A1 開始コドン付近に付加し
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図６ ES細胞のゲノムを用いたサザン解析の結果（3 ’probe） 
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図７ ES細胞のゲノムを用いたサザン解析の結果（5’probe） 
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図８ ES細胞のゲノムを用いたサザン解析の結果（Neo probe） 

 
 


