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研究成果の概要（和文）：本研究では、レンチウイルスベクターを用いて個体レベルでの遺伝子

機能解析システムを構築すると共に、遺伝子破壊マウスライブラリーを構築した。さらに遺伝

子破壊マウスの約 1 割でみられる生殖不全について解析を進めた。結果として、Calr3, Pdilt, 
Spesp1, Tex101, Pmis2 が精子の受精能力に必須であることを証明し、また胎盤特異的な遺伝

子操作により妊娠高血圧症候群のモデル動物の開発に成功した。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we developed the lentiviral vector system for 
random mutagenesis in mice. Next we analyzed reproductive failures found in the mice we 
created. Consequently, we found that genes coding testis specific proteins, Calr3, Pdilt, 
Tex101, and Pmis2 are required for the maturation of sperm fertilizing protein, ADAM3, 
and male fertility. We further developed the preeclampsia model mice by placenta specific 
gene manipulation system.  
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１．研究開始当初の背景
ヒトやマウスの全ゲノム配列が明らかに

された 21 世紀はポストゲノム時代と言われ
るが、ゲノムに秘められた無数の遺伝情報を
生理機能と結びつけるには、個体レベルで遺
伝子機能を解析する手法や、遺伝子組換え動
物そのものが必要不可欠となる。

代表者は遺伝子治療用に開発されたレン
チウイルス (LV) ベクターに着目し、個体レ

ベルでの遺伝子操作法の開発を進めていた。
研究開始前に LV ベクターを受精卵に感染さ
せることで効率的にトランスジェニックマ
ウスが作製できる手法（LV-TG 法）や、胚盤
胞に感染させることで胎盤特異的に遺伝子
導入できる手法を開発していた。

２．研究の目的
LV ベクターの特長を生かしたジーントラ
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ップ遺伝子破壊法や遺伝子置換システム、胎
盤特異的遺伝子操作法など、個体レベルでの
遺伝子機能解析システムを開発する。遺伝子
破壊したマウスは、バイオリソースとして公
開し広く生命科学研究者に提供する。
ところで遺伝子を破壊したマウスの約１

割で生殖不全が認められる。本研究で作製し
たマウスを中心に、生殖不全を示す遺伝子破
壊マウスについて重点的に解析を進めるこ
とで、哺乳類の生殖メカニズムについて理解
を深め、社会問題にもなっている不妊・不育
の診断・治療法開発を目指す。

３．研究の方法
(1) 【遺伝子破壊マウスライブラリーの構

築】 
内在性遺伝子内に挿入された場合には、そ

のポリ Aシグナルを利用して CAGプロモータ
ーにより EGFP を発現すると同時に内在性遺
伝子を破壊するジーントラップ用の LV ベク
ターを開発する。 
ジーントラップ用 LV ベクターを生殖系列

に寄与できる Embryonic Stem (ES) や Germ 
line Stem (GS) 細胞、もしくは受精卵に感
染させることで、遺伝子破壊したマウスを効
率良く作製する。LV ベクターの挿入位置を
LAM-PCR 法により同定し、遺伝子破壊マウス
はバイオリソースとして公的機関に寄託し、
広く公開・提供する。 

(2) 【LV ベクターを用いた遺伝子機能解析
法の開発】 

薬剤耐性遺伝子をゲノム相同領域で挟ん
だ相同組み換えカセットを搭載した LV ベク
ターを構築する。ES 細胞に感染させて相同組
み換えによる標的遺伝子組み換えが可能か
どうかを検討するが、インテグレース欠損型
LV ベクターを用いてランダム挿入を抑制す
る工夫を施す。 
LV ベクターを胚盤胞期胚に感染させれば

胎盤特異的に遺伝子操作できる系を利用し
て、胎盤形成・機能に関与すると予想される
因子群について順次、過剰発現させて妊娠に
及ぼす影響を検討する。 

(3) 【生殖不全マウスの解析】 
交配試験により生殖不全が認められたマ

ウスについて、性行動、配偶子形成、射精・
排卵、受精・着床、妊娠というステップに分
けて表現型を解析する。 

４．研究成果 
(1) 【遺伝子破壊マウスライブラリーの構

築】 
ジーントラップ用 LVベクターを ES細胞に

感染させて薬剤選択を行った。これまでに LV
ベクター挿入株を 1000 クローン以上樹立し

た。また受精卵への感染では GFP 蛍光選別に
より LV ベクターが挿入されたマウスを 200
系統近く作製した。内 82 系統について挿入
位置を同定するとともに、57 系統を公的バイ
オリソースセンターに寄託・公開し、譲渡可
能とした。 

(2) 【LV ベクターを用いた遺伝子機能解析
法の開発】 

胎盤特異的な遺伝子操作技術を応用して、
血管新生阻害因子である可溶型の VEGF 受容
体 (sFLT1) を胎盤特異的に発現させること
を試みた。その結果、妊娠マウスの血圧が上
昇すると共にタンパク尿を発症し、妊娠高血
圧症候群のモデルとなることを見出した。さ
らにこのモデルマウスを用いて sFLT1が胎盤
の血管新生不全や子宮内胎児発育不全を引
き起こすことを明らかにした。またプラバス
タチン投与により VEGF 様の PGF (Placental 
Growth Factor)が誘導され、治療効果を示す
ことを明らかにした。 

(3) 【生殖不全マウスの解析】 
遺伝子破壊したマウスで見られる生殖不

全について解析を進め、10 以上の系統につい
て生殖に関する表現型を解析し、内 8系統に
ついて雄性不妊を認めた。例えば精細胞に特
異的に発現する小胞体シャペロンである
CALR3 や、S-S 結合の触媒酵素である PDILT
を欠損すると、精子の形態や運動性は正常で
あるにも関わらず、精子が子宮から卵管に移
行できないために雄性不妊となった。その後
の解析から、CALR3 と PDILT は共役して働き
精子膜タンパク質である ADAM3の品質管理に
関与することを明らかにした。 
またアンジオテンシン変換酵素である ACE

が GPI アンカー型タンパク質である TEX101
の切断を介して ADAM3の成熟に必須であるこ
とを明らかにした。 
これらを含めて 30 系統以上の遺伝子破壊

マウスの表現型について論文発表した。 
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