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研究成果の概要（和文）：　条件的遺伝子破壊に必須のCre driverマウスを大量に作製した。50種類のCre driver ES
細胞株（全203クローン）からキメラマウスを作製し、50種類全てをカバーする93クローンについてマウスラインを樹
立した。79種類のCre driverマウスを熊大CARDに、51種類のCre driverマウスを理研BRCに寄託した。SACreをノックイ
ンした34クローンについて、レポーターマウスであるROSA26Rと交配して得た産仔のX-gal染色を行った。21-T188SACre
は、小脳特異的な染色パターンを示した。同様に、mERT2をノックインした25クローンの解析を行った。

研究成果の概要（英文）：Gene targeting in embryonic stem cells has become the principal technology for man
ipulation of the mouse genome, most protein coding genes are producing conditional knock out allele. Howev
er a variety of Cre driver mouse line, which has an important role about conditional knock out system, is 
not enough.
We have developed Database for the Exchangeable Gene Trap Clones; EGTC (http://egtc.jp). In our system, re
porter beta-geo gene can be exchanged into any other DNA of interest through Cre-mediated recombination.
We have produced more than 300 Cre driver ES cell lines using EGTC ES cells. Among them, about 250 clones 
were provided to make chimeric mice, and more than 100 mouse lines could be established. Then we did matin
g of Cre driver mice with ROSA26R mice, and performed X-gal staining of ROSA26R mice with Cre driver allel
e. Among them, 21-T188SACre mouse line exhibited the cerebellum specific expression pattern.
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１．研究開始当初の背景 
 遺伝子の機能解析を行う上で、その遺伝子
のみを破壊するノックアウトマウスは強力な
ツールである。さらに、コンディショナル・
ノックアウトシステムが盛んに用いられる様
になった。 
 ここで重要な役割を演じるのが時期特異的、
組織特異的に Cre が発現する Cre-driver 
マウスであるが、その整備はまだ進んでいな
い。我々は、レポーター遺伝子を任意の遺伝
子に交換する事が出来る『可変型遺伝子トラ
ップ法』を開発し、データベース『EGTC』 （Data 
base for the Exchangeable Gene Trap Clones）
を全世界に公開している。 
 この可変型遺伝子トラップクローンを利用
する事で、比較的容易に Cre-driver マウス
を作製する事が可能である。そこで、理化学
研究所バイオリソースセンター（理研BRC）の
試験研究『条件的遺伝子破壊に必須の 
Cre-driver マウスの開発』（H19-20 年度）
において、可変型遺伝子トラップクローンに
Cre 遺伝子をノックインし、Cre-driver ES
細胞株を78 種類作製した。そのうち３ライン
に関しては、ES 細胞を用いてキメラマウスを
作製した後、レポーターマウスである 
ROSA26R マウスと交配し、得られた12.5 日胚
及び産仔のX-gal 染色によりCre 酵素活性の
確認を行った。その後BRC において 
Cre-driver ES 細胞株６種類からキメラマウ
ス作製を行い、５種類のCre-driver マウスラ
インを樹立し、Cre 酵素活性の確認を行って
いる。 
 また、基盤研究（B）『目的の部位で発現さ
せることが出来るプロモータートラップマウ
スのライブラリー構築』（H20-22 年度）にお
いて、X-gal 染色によるレポーター遺伝子の
発現パターンは、EST Profile の情報と一致
しないことが明らかとなった。従って、ノッ
クインした Cre 遺伝子の発現についても、そ
の組織特異性を実際に調べる必要がある。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、可変型遺伝子トラップクローン
を利用してCre-driver マウスを作製し、レポ
ーターマウスである ROSA26R マウスと交配
して得られた産仔のX-gal 染色を行い、その
情報を新たなデータベースとして全世界に公
開する事を目的としている。 
 
３．研究の方法 
 基盤研究(B)「目的の部位で発現させること
が出来るプロモータートラップマウスのライ
ブラリー構築」(H20-22)で行った可変型遺伝
子トラップクローンのX-gal 染色作業を継続
し、結果を EGTC で公開する。 

 興味深い染色パターンを示したトラップク
ローンのレポーター遺伝子をCre 遺伝子に置
換して、Cre-driver ES 細胞を作製する。ノ
ックインベクターとして、核移行シグナルを
付加したCre遺伝子（NCre）をスプライスアク
セプターの下流に配置した「SACre」を作製し
た。EGTCクローンのレポーター遺伝子と置換
することで、トラップした遺伝子のプロモー
ターの直下にCre遺伝子をノックインする。 
 また、時期特異的にコンディショナルノッ
クアウトを行うためにestrogen receptor 
ligand-binding domain containing T2 
mutation (ERT2)をCre遺伝子に付加した
「mERT2」を作製し、同様にEGTCクローンのプ
ロモーター直下にノックインする。 
 新たに作製した Cre-driver ES 細胞及び
理研 BRC の試験研究で作製したCre-driver 
ES 細胞からキメラマウスを作製し、マウスラ
インを樹立する。 
 新たに作製した Cre-driver ES 細胞株及び
マウスラインは、熊本大学 CARD 及び理研 
BRC  に順次寄託する。また、Cre-driver マ
ウスを ROSA26R マウスと交配し、得られた産
仔の各種組織のX-gal 染色を行う。脳につい
ては、１ミリ厚連続切片のX-gal 染色も行う。 
 さらに理研 BRC において、Cre-driver ES 
細胞及びマウスラインに関する新たなデータ
ベースを構築し、全世界に公開する。 
 
４．研究成果 
１）EGTC データベースの整備を進めた。平成
26 年 3 月末現在、EGTC に登録している ES 細
胞株は 1,266 クローンであり、そのうち 468
クローンに関してマウスラインを樹立し、
CARD R-BASE に寄託している。さらに 116 ク
ローンについては、X-gal 染色像を公開して
いる。 
 
２）理研BRCの試験研究で作製したCre-driver 
ES細胞株の中から10種類を選択し熊本大学に
おいてキメラマウスを作製した。
Fbxo17-SACre, Alad-mERT2, Tspan9-SACre, 
Gzf1-SACre, Hip1-SACre, Pknox1-SACre, 
Pkig-mERT2, Wdfy1-mERT2, Mark3-mERT2, 
Fto-mERT2。得られた雄キメラマウスと
C57BL/6N雌マウスを交配し、10種類全てをカ
バーするマウスラインを樹立することができ
た。 
 
３）X-gal染色を行ったEGTCクローンの中から
興味深い発現パターンを示したクローンを選
び、新たなCre-driver ES細胞株を作製した。  
 まず16クローンにSACreをノックインした。
21-W126 (Elovl6), 21-W377 (Zfp13), 21-W15 
(Mettl2), 21-W74 (Fkbp4), 21-W60 (Lpp), 
21-T242 (Itpk1), 21-T167 (2500002B13Rik), 



21-W115 (New), 21-T188 (EST), 21-W203 
(New), 21-T34 (EST), 21-W148 (EST), 
21-W241 (New), 21-W52 (New), 21-W147 
(EST), 21-106 (New)。 
 次に19クローンを選んでmERT2をノックイ
ンした。21-B186 (EST), 21-W377 (Zfp13), 
21-W126 (Elovl6), 21-W74 (Fkbp4), 21-W15 
(Mettl2),21-T242 (Itpk1), 21-T167 
(2500002B13Rik), 21-W203 (New), 21-T34 
(EST), 21-W148 (EST), 21-W241 (New), 
21-W321 (1600020E01Rik), 21-W207 (EST), 
21-W52 (New), 21-W138 (Ubiad1), 21-W246 
(Eif2c1), 21-106 (New), 21-W473 (Slc38a4), 
21-W392 (6820431F20Rik)。 
 
４）50 種類の Cre-driver ES 細胞株（全 203
クローン）を用いてキメラマウス作製を試み
た。そのうち 50 種類全てをカバーする 93 ク
ローンについてマウスライン樹立に成功した。 
 
５）79 種類の Cre driver マウスラインを熊
本大学 CARD に寄託した。 
 
６）51 種類の Cre driver マウスラインを理 
研 BRC に寄託した。そのうち３種類は成体で、
48 種類は精子で寄託した。 
 
７）SACre をノックインした 34 クローンにつ
いて、レポーターマウスである ROSA26R と交
配して得た産仔の X-gal 染色を行った。６ラ
インについて胎児期の、28 ラインについてア
ダルトマウスの各臓器の X-gal 染色を行って
いる。 
 胎児期の６ラインの中で、５ラインはユビ
キタスな発現パターンを示し、１ラインは全
く染まらなかった。試行的に胎児期の X-gal
染色を行ったのだが、胎児期で行う場合、複
数のポイントで経時的に見ていく必要があり、
かなりの労力を要するため、スクリーニング
には適していないと判断し、この後はアダル
トマウスの各種臓器の X-gal 染色を行う事に
した。 
 アダルトマウスを解析した 28 ラインの中
で、23 ラインがユビキタス、１ラインが組織
特異的な発現パターン,１ラインがその中間
の発現パターンであった。また３ラインは全
く染まらなかった。 
  
８）Ayu21-W15 は methyltransferase like2 
(Mettl2)遺伝子をトラップしており、脳特異
的な染色パターンが得られていた。 
 しかしながら、この Ayu21-W15 に SACre を
ノックインした 21-W15SACre と、レポーター
マウス ROSA26R を交配して得られた産仔の
X-gal 染色を行うと、ユビキタスな染色像が
得られた。これは発生初期に Cre が発現した

ことを示唆している。 
 
９）Ayu21-W377 は、zinc finger protein 13 
(Zfp13)遺伝子をトラップしており、雌の腎臓
と生殖器だけが発色していた。 
 このAyu21-W377にSACreをノックインした
21-W377SACre と ROSA26R を交配して得られた
胎児（11.5 日胚）の X-gal 染色を行ったとこ
ろ、ユビキタスな染色像からぽつぽつとまば
らに染まる像まで、著しい個体差が観察され
た。 
 
10）Ayu21-T188 は EST (CJ063182)をトラップ
しており、小脳だけが発色した。 
 このAyu21-T188にSACreをノックインした
21-T188SACre と ROSA26R を交配して得られた
産仔の X-gal 染色において、小脳特異的な発
色が観察された（図１,図２）。 
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11）小脳特異的な発現パターンを示した
21-T188SACre であるが、個体差が見られ、小
脳以外にいくつかの臓器（脳全体、肝臓等）
が染色される事もあった。個体数を増やして
検討した結果、小脳特異的な発現パターンが
観察されたのは。21-T188SACre,170 において
５匹中１匹、21-T188SACre,172 において８匹
中２匹であった。合計１３匹中３匹が小脳特
異的な発現を示した。 
 
12）理研 BRC において、21-T188SACre の 
組織特異的な Cre 組換え酵素の発現解析を行
った。レポーターマウスとしてβガラクトシ
ラーゼが核内に移行する



B6.129P2-Gt(ROSA)26Sortm1(NLS-lacZ)Itoマウスを
用いて、特に、脳・神経組織における Cre 発
現細胞の検出を試みた。遺伝子型ダブルヘテ
ロ型（SACre/+; NLS-lacZ/+） の雌 5匹、雄
6匹とその対照として野生型マウス雌雄各 2
匹を 8-10 週齢にて解析した。4%パラフォルム
アルデヒド潅流固定後に脳、肺、腎、肝、舌、
膣等の組織を 1mm 厚切片とし、他は断面切り
出しまたはホールにて X-gal 染色（3時間）
し、後固定後、グリセリンによる透明化処理
を行った。 
 その結果、小脳の顆粒神経細胞に特異的な
発現を認めた個体（A）もあったが、全身でモ
ザイク状の発現パターン（B, C, D）を示す個
体もあった（図３）。 
 

 
図３ 

 今後、細胞種特異的な抗体等により Cre 発
現の細胞レベルでの同定を進めるとともに、
個体による発現パターンの違いを生じる要因
を究明することにより開発した Cre マウスの
有用性をさらに高めたい。 
 
13）全身で Cre-mERT2 を発現する Cre driver
マウスライン Ayu21-B165CAG-Cre-mERT2 を用
いて、タモキシフェン誘導の条件検討を行っ
た。タモキシフェンは、Tamoxifen (T5648 
SIGMA)を使用し、20 mg/ml の濃度で corn oil
に溶解した。 
 タモキシフェンの投与方法として腹腔内注
射（i.p.）と経口投与（p.o.）の比較を行っ
たところ、i.p.の方が少し強く発色する傾向
があったため、以後の実験では i.p.投与を採
用した。 
 タモキシフェンの投与量に関しては、1.0, 
1.75 or 2.0 mg / 100μℓ corn oil / 10 g body 
weight の量と、１回、３回及び５回の投与
回数の比較を行った。 
 投与回数については５回の方が３回及び１
回よりも強い発色が得られる傾向があったの
で、５回に決定した。 
 しかしながら、投与量に関しては、発色が
強くなる高濃度ではタモキシフェンの毒性も
強くなり、実験途中で死亡するマウスが多く

なり、投与した５匹のマウス全てが死亡する
事もあったため、最適濃度の決定には至って
いない。タモキシフェンに対する感受性も、
マウスの系統差や個体差が大きい様で、まだ
最適なプロトコールを確立できていないのが
現状である。 
 従って、まだプレリミナリーなデータでは
あるが、全２５マウスラインについて、１ラ
インがユビキタス、11 ラインが中間的な発現
パターン、４ラインが組織特異的な発現パタ
ーンであった。また９ラインは全く染まらな
かった。 
 
14）理研 BRC において、可変型遺伝子トラッ
プクローンを利用して作製したCre driverマ
ウスラインのデータベース『日本 Cre リソー
ス・発現データベース』(J-CRED; Japan Cre 
Resource and Expression Database)を開発し、
試験公開を開始した。 
 
15）今後の方針 
 SACre をノックインしたマウスラインにお
いてユビキタスな発現パターンが多く見られ
たのは、発生初期における発現を反映してい
ると考えられる。従って、mERT2 をノックイ
ンする方が、時期特異的というだけでなく、
組織特異的なCre driverとしても有用性が高
いと予想される。しかしながら、発生初期に
おける発現が無ければ、21-T188SACre の様に
組織特異的な発現パターンも期待でき、タモ
キシフェンの浸透性や毒性を考慮した場合、
２種類とも作製して、実際に比較してみるの
がベストであると考えている。 
 小脳特異的な Cre 遺伝子の発現を示した
21-T188SACreにおいて、個体差が観察された。
原因として、使用している ES 細胞（TT2 由来）
が C56BL/6 と CBA の F1 であるため、遺伝的背
景が影響している事も考えられる。そこで
C57BL/6N へのバッククロスを進めた後、再度
実験を行う予定である。 
 タモキシフェンの投与方法について近年、
タモキシフェンを餌に混ぜて食べさせるプロ
トコールが報告されており、検討を開始した。
予備実験において、i.p.と比べて少し発色が
弱い傾向もあるが、マウスへのダメージはほ
とんど無いため、安定した結果が得られると
期待している。 
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