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研究成果の概要（和文）：可変型遺伝子トラップクローンデータベース（EGTC）に登録している

プロモータートラップマウスの発現解析を行った。84 ラインについて発現解析を行い、既に 67

ラインについて EGTC で公開している。多くの場合、複数の臓器で強い X-gal 染色像が得られ、

その結果はEST profile (Unigene)のTPM (transcripts per million)値と相関していなかった。

このことは、プロモーターリソースとして考える場合に、実際にレポーター遺伝子の発現パタ

ーンを調べる事が重要である事を示している。 

 
研究成果の概要（英文）： We investigated the expression pattern of the established EGTC 
mouse lines by X-gal staining. We have analyzed 84 mouse lines, and opened expression 
patterns of 67 clones. In many case, multiple organs showed strong expression of beta-geo 
protein. There are almost no relationship between X-gal staining results and TPM 
(transcripts per million) scores of the EST profile (Unigene). This finding shows the 
importance of actually monitoring the expression pattern of the reporter gene, when we 
consider it as promoter resources to produce transgenic mice. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 研究の学術的背景 
 我々が開発した一連のプロモータートラ
ップベクターは、レポーター遺伝子であるβ
-geo の開始コドンとスプライスアクセプタ
ーの間に終止コドンを配置してある。そのた
めトラップした遺伝子の開始コドン周辺に
ベクターが挿入されている頻度が高く、ノッ
クアウトマウスがヌルになる確率が高い。 
 また、可変型遺伝子トラップクローンであ

る特徴を活かして、レポーター遺伝子を任意
の遺伝子に置換することが可能である。 
 従って、マウス個体におけるレポーター遺
伝子の発現パターンを調べることにより、目
的の部位で任意の遺伝子を発現させること
が出来るプロモータートラップマウスのラ
イブラリーを構築することが出来る。 
 
(2) 学術的な特色・独創的な点 
 ゲノム情報から生命をシステムとして理
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解するためにはモデル生物の存在が重要で
ある。既知遺伝子のノックアウトマウスをひ
とつひとつ作製することも重要であるが、時
間とコストがかかり効率的ではない。ドイツ
の GSF、アメリカの Bay Genomics、イギリス
の Sanger Institute など、既にいくつかの
グループが国家レベルのプロジェクトとし
て遺伝子トラップＥＳ細胞株を大量に産生
している。我々も参加している IGTC 
(International Gene Trap Consortium)には、
全体で約８千遺伝子が登録されている（2007
年 10 月現在）。しかしながら、これらは ES
細胞株に関するデータベースであり、マウス
ラインに関する情報はない。発現プロファイ
ルを明らかにしたプロモータートラップマ
ウスライブラリーはこれまでに存在しない。 
 また、2007 年度のノーベル医学生理学賞は
ノックアウトマウス作製技術に与えられた
が、今では時期特異的あるいは組織特異的に
組換えを起こさせるコンディショナルノッ
クアウトが主流である。従って、組換え酵素
Cre を時期特異的に、あるいは組織特異的に
発現させることが求められている。EGTC に登
録している可変型遺伝子トラップクローン
は、容易に Cre 遺伝子をノックイン出来るこ
とから、今後の医学薬学研究への貢献が期待
される。 
 さらに最近になって、マウスゲノムには遺
伝子の数よりもはるかに多くのプロモータ
ーが存在することが報告されている。ひとつ
の遺伝子に組織特異的な複数のプロモータ
ーが有ることは以前から知られていた事実
であるが、遺伝子とは考えられない部分にも
プロモーター活性があることが報告されて
いる。実際に、我々のトラップクローンの中
にも、該当するクローンが数多く存在する。
この様なプロモーターにどういう意義があ
るのかは全く不明であり、その発現プロファ
イルを検討することから新しい知見が得ら
れると期待される。 
 
２．研究の目的 
 我々は、部位特異的組換えシステムである
Cre-lox システムを応用し、単純なノックア
ウトマウスよりも優れている『可変型遺伝子
トラップ法』を世界に先駆けて開発し、デー
タ ベ ー ス 『 EGTC 』（ Database for the 
Exchangeable Gene Trap clones）を構築し、
全世界に公開している。本研究は、EGTC に登
録し、マウスラインを樹立したクローンにつ
いて、トラップしたプロモーターの発現プロ
ファイルを作成し、任意のノックインマウス
を効率良く作製するためのプロモータート
ラップマウスライブラリーを構築すること
を目的としている。 
 
３．研究の方法 

(1) マウスラインの樹立 
 本研究を開始した 2008 年 3月末の時点で、
EGTC に登録している ES 細胞株は 425 クロー
ン、CARD R-BASE に登録したマウスラインは
147 系統であった。EGTC をより充実させるた
めに、新たな可変型遺伝子トラップクローン
のピックアップを行い、トラップした遺伝子
を解析し、5’RACE産物を GSS (Genome Suevey 
Sequence)として DDBJ/EMBL/GenBank に登録
し、EGTC に登録する。 
 また、ES 細胞からキメラマウスを作製し、
マウスラインを樹立し、CARD R-BASE に寄託
する。 
 
(2) プロモーター活性の解析 
 EGTC に登録し、マウスラインを樹立したク
ローンの中から、ATG よりも上流にベクター
が挿入されたクローンを選択し、まずユビキ
タスな発現をすることが知られている既知
遺伝子を用いてプロトコールの検討を行う。
次に、部位特異的な発現を示すことが知られ
ている既知遺伝子について、ヘテロ接合体マ
ウスにおけるβ-geoの発現パターンを X-gal
染色で調べる。並行してプロモーター活性を
分かり易く示す写真の撮り方を検討する。 
 
(3) データベース作成 
 20 系統以上のデータがそろったら、データ
ベースの仮公開を行う。しばらく運用し、特
に問題無ければ正式に公開を始める。３年目
以降は、既知遺伝子だけでなく、EST や未知
遺伝子も含めて解析を行い、プロモータート
ラップマウスライブラリーを充実させてい
く。 
 
４．研究成果 
(1) EGTC データベースの整備 
 2008 年 4 月から 2011 年 3 月末までの３年
間に、新たに 558 クローンを EGTC に登録し
た（図１）。 
 

 

図１ EGTC 登録クローン数の推移 
 
 5’RACE でトラップした遺伝子を同定し、



マウス染色体上の位置を決定した（図２）。 

 

図２ トラップした遺伝子の 
マウス染色体へのマッピング 

 
 また、2009 年 10 月には、EGTC データベー
スのリニューアルを行い、研究者に役立つさ
まざまな情報を提供している。 
< EGTC URL; http://egtc.jp > 
 2011年 5月 20日現在の登録数は1014であ
る。そのうち 360 クローンについてキメラマ
ウスを作製し、マウスラインを樹立し、CARD 
R-BASE に寄託している。 
 
(2) プロモーター活性の解析 
 EGTC に登録している可変型遺伝子トラッ
プクローンの中から、ベクター挿入部位がト
ラップした遺伝子の ATG近傍であるクローン
をリストアップした。ヘテロ接合体マウス
（アダルト）♂♀各２匹と、ネガティブリッ
ターメイト♂♀各１匹の、各種組織のホール
マウント X-gal 染色を行った。また、プロモ
ーター活性を分かり易く示す画像取得方法
を模索し、最終的に全ての組織をデジタルカ
メラで用いて一括して撮影することに決定
した（図３）。図では、各組織の左側がヘテ
ロ接合体、右側がワイルドタイプである。３
年間でトータル 84クローンの解析を行った。 

 

図３ ユビキタスな発現パターンの例
(Ayu21-W205,♂) 

 

図４ 少し広い発現パターンの例 
（21-W473,♂） 

 

図５ 組織特異的な発現パターンの例 
（21-W15,♂） 

 
(3) データベースの作成 
 当初はX-gal染色像を独立させた、新たな
データベースの作成を考えていた。しかしな
がらEGTCのリニューアルを進める際に、EGTC
の中にX-gal染色画像データも含める方が、
プロモータートラップマウスライブラリー
としてより有効であるとの結論に至った。 
 そこで、EGTCのクローン詳細情報ページの
中に「Expression Information」というコー
ナーを新設し、X-gal染色を行った各種組織
の写真を2010年6月から公開している。2011
年5月16日現在、67クローンの発現プロファ
イルデータをEGTCに登録している。公開当初
はどのラインにX-gal染色データが登録され
ているか分からない状態であったが、簡単に
探せる様に検索機能のバージョンアップを
2011年4月に行った。 

 
図６ 検索画面 

http://egtc.jp/


 

図７ 検索結果の例 
 
(4) X-gal 染色を行なったトラップマウスラ
イン（トラップした遺伝子） 
21-T3 (Ehbp1), 21-T35 (Pitpnc1), 21-T57 
(Fbxo17), 21-T62 (Gzf1), 21-T73 (Rbpms), 
21-T152 (Tect1), 21-T162 (Tspan9), 
21-T175 (Pus1), 21-T180 (0610007L01Rik), 
21-T222 (Nln), 21-T242 (Itpk1), 21-T287 
(Sfxn1), 21-T354 (Pkig), 21-T323  (Alad), 
21-T160 (3110056O03Rik), 21-T247 (Tnrc6a), 
21-T288 (Etl4), 21-T253 (Mutyh), 21-T299 
(Klf12), 21-T327 (Fblim1), 21-T408 (Gas5), 
21-T519 (Fryl), 21-W6 (Ctnnd1), 21-W15 
(Mettl2), 21-W18 (Ube3c), 21-W24 
(N4bp2l2), 21-W60 (Lpp), 21-W74 (Fkbp4),  
21-W76 (Srr), 21-W83 (Epb4.1l1) 21-W85  
(Ube2n), 21-W116 (Cirh1a), 
21-W126(Elovl6), 21-W128 (Raly), 21-W134 
(Mphosph9), 21-W138 (Ubiad1), 21-W140 
(Notch2), 21-W174 (Cops4), 21-W189 
(Cox4i1), 21-W191 (Cab39l), 21-W194 
(Ipo11), 21-W196 (Rpl30), 21-W199 
(Dicer1), 21-W201 (Stag1), 21-W205 
(Stag1), 21-W229 (B4galt5), 21-W230 
(Lrrc8d), 21-W244 (Dcakd), 21-W246 
(Eif2c1), 21-W247 (Nfyb), 21-W254 
(Sorbs1), 21-W256 (1110059E24Rik), 
21-W265 (Tex2), 21-W266 (Ywhag), 21-W267 
(Hdac4), 21-W270 (Polr2j), 21-W282 (Arf3), 
21-W286 (Map2k2), 21-W290 (Nbr1), 21-W303 
(Parvb), 21-W315 (Rai14), 21-W333 
(Wbscr16), 21-W358 (Svil), 21-W359 
(Nhej1), 21-W371 (Ang), 21-W373 (Slc38a2), 
21-W377 (Zfp13), 21-W392 (6820), 21-W399 
(Srebf2), 21-W411 (Ndufa12), 21-W414 
(St3gal4), 21-W419 (Slc45a3), 21-W456 
(Ppat), 21-W473 (Slc38a4), 21-W478 (Epn2), 
21-W480 (Wdr20a), 21-W496 (Cd9),21-KBW60 
(Tcf12), 21-KBW75 (Ptprg), 21-KBW90 
(Etfb), 21-KBW100 (Chd1l), 21-KBW110 
(Traf3ip2), 21-KBW131 (Suclg2) 
 
(5) 考察 
 ２割程度のラインについて、組織特異的な
発現パターンが検出された（図５）。しかし
ながら、より多くのラインはユビキタスまた

は中間の発現パターンを示した（図３＆４）。
図８は発現パターンの特異性をまとめたも
のである。縦軸は検査した全ての組織の中で
X-gal 染色で染まった組織の割合を示してい
る。横軸は個々のマウスラインを表し、左側
がユビキタスな発現パターン、右側が特異的
な発現パターンのラインになる。 

 

図８ 発現の特異性 
 
 解析した 84 ラインの中で、２ラインはア
ダルトマウスの各種臓器の X-gal 染色で全く
染まらなかった。このことは、ES 細胞及び胎
児期に発現しアダルトでは発現しない遺伝
子である事を示唆している。 
 また、9 ラインにおいて、♂と♀で異なる
発現パターンが確認された。 

 

図９ ♂と♀で発現パターンが異なる例 
（21-W126） 

 
 さらに X-gal 染色で得られた結果は、EST 
profile (Unigene)の TPM (transcripts per 
million)値と相関していなかった。このこと
は、可変型遺伝子トラップクローンをプロモ
ーターリソースとして考える場合に、実際に
レポーター遺伝子の発現パターンを調べる
事が重要である事を示している。Cre-driver
など、組織特異的に目的の遺伝子を発現させ
たいと考えている研究者にとって、大変重要
なデータベースであると考えられる。 
 
(6) 今後の展望 
 本研究の成果を踏まえて、基盤研究 B『可
変型遺伝子トラップクローンを利用した
Cre-driver マウスの作製』（H23~25）を申請
し、採択された。組織特異的な発現パターン
を示したラインを中心に、レポーター遺伝子
を Cre 遺伝子に置換し、Cre-driver マウスラ
インを樹立し、新たなデータベースを構築・
公開する予定である。 



 また、EGTC データベースの中には、Non 
Coding RNA をトラップしているクローンや、
遺伝子とは考えられない部分にマップされ
るクローンも数多く存在する。今後、この様
なトラップクローンについてもマウスライ
ンを樹立し、プロモーター活性を解析し、興
味深い発現パターンを示すクローンについ
ては表現型の解析も進めたいと考えている。 
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発明者：荒木正健、荒木喜美 
権利者：国立大学法人熊本大学 
種類：特許 
番号：特願 2010-194910 
出願年月日：平成２２年８月３１日 
国内外の別：国内 

 
②名称：EGTC 

発明者：荒木正健、荒木喜美、山村研一 
権利者：国立大学法人熊本大学 
種類：商標 
番号：商願 2009-086791  
取得年月日：平成２１年１１月１６日 
国内外の別：国内 

 
 
○取得状況（計１件） 
 
①名称：EGTC 

発明者：荒木正健、荒木喜美、山村研一 
権利者：国立大学法人熊本大学 
種類：商標 
番号：登録第 5320753 号 
取得年月日：平成２２年４月３０日 
国内外の別：国内 

 
〔その他〕 
ホームページ等 
① EGTC  http://egtc.jp 
② 熊本大学 生命資源研究・支援センター 

遺伝子実験施設  http://gtc.egtc.jp 
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