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研究成果の概要（和文）：私たちはこれまでTRECK法で作製されたモデルマウスがヒト疾患の原因解析に役立つ
ことを示した。本計画では、このTRECK法をさらに改良し、2種類のプロモーターと2種類の蛍光蛋白質で、非侵
襲的に標的細胞の特異的破壊が観察できる系を考案した。また、標的としては神経変性症を選んだ。新たに開発
したTRECKベクターはNIH3T3などの培養細胞では予想通り機能することを確認した。モデルマウスの作製には、
NeuroDプロモーターを用いたトランスジェニックマウス、またはNestinプロモーターを用いたノックインマウス
の2種類を作製した。現在、これらのマウスによる発現解析を行ない、有用性の確認を行なっている。

研究成果の概要（英文）：Toxin Receptor Mediated Cell Knockout (TRECK) method make it possible to 
deplete the　cells of interest conditionally and cell lineage-specifically and consequently to 
disclose the in vivo function of the cells. In this project, we tried to generate model mice for 
human neurodegenerative diseases by newly developed TRECK method.  To develop new TRECK method, we 
used 2 kind of fluorescent proteins and neuron-specific promoters, respectively.  TRECK vector was 
constructed by Azami Green, tdTomato and hDTR, which were ligated with Cre/loxP system.  
Differential expression of these  proteins was succeeded by the use of cultured cell line NIH3T3 or 
Jurkat cells.　Then, we generated 2 kind of gene-manipulated mice; one was transgenic mice using the
 TRECK vector mentioned above and NeuroD promoter and the other was mouse knocked in the first exon 
of nestin gene using the vector.  Both mice are now under investigation whether they are suitable 
for models for human neurodegenerative diseases.

研究分野：実験動物学
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１．研究開始当初の背景 
 私たちは平成 13年(2001年)に TRECK法
というマウス生体内に存在する細胞の生体
内(in vivo)機能を解明するために、これまで
に無い画期的な方法を開発した（Saito, M. et 
al., 2001）。 

TRECK法は、 
（１）ヒト由来のジフテリア毒素受容体

(hDTR)の cDNAを標的となる細胞に特異
的に発現する組織特異的プロモーターの
下流に置き、そのプロモーターによって制
御された hDTR を標的細胞の上に発現す
るようなベクター(TRECKベクター)を構
築する。 
（２）その TRECKベクターを用い、マウス
の前核期卵へのマイクロインジェクショ
ンを行ない、TRECKトランスジェニック
マウス（TRECK-Tgマウス）を作製する。 
（３）得られたTRECK-Tgマウスを飼育し、
任意の時期にジフテリア毒素（DT）を腹
腔内に投与することにより、マウス生体内
の hDTR を発現している標的細胞を破壊
する。 
（４）DT によって標的細胞が破壊されたこ
とを組織学的、あるいは免疫組織化学的に
確認すると同時に、DT投与後のマウスの
表現型変化を観察し、破壊された標的細胞
の in vivo機能を確認する。 
という、段階を踏むことによって、標的細胞
の in vivo機能が解明できる。 
 2001 年の論文では、肝実質細胞に特異的
に発現するタンパク質アルブミンのプロモ
ーターを用いて TRECK-Tg マウスを作製し
た。この TRECK-Tg マウスに DT を腹腔内
に投与すると、投与後 2日にその Tgマウス
は急性の肝炎を発症した。肝臓での組織学的
検索の結果、DT 処理によって肝実質細胞が
特異的に破壊されていることが観察された。
また、肝実質細胞の破壊の程度、すなわち肝
炎の重篤度は、DT の投与量(g/kg)に概ね比
例することも確認された。 
 この成功を基にして、私たちは平成 27 年
度(2015年度)までに、2種類の糖尿病発症モ
デルマウスを樹立した。その 1つはヒト細胞
の移植を可能とする重度免疫不全マウス
（SCID マウス）を遺伝的背景としたモデル
マウス、もう 1つは組織特異的発現を確実に
するための大腸菌人工染色体（Bacterial 
Artificial Chromosome：BAC）を基本とし
たTRECKベクターをC57BL/6Jに導入した
Tgマウスである(Matsuoka, K. et al., BBRC 
2013)。 
 その他に、アトピー性皮膚炎の治療薬の開
発のために有用と思われる無毛 NC/Nga マ
ウス (Takada, T. et al., Transgenic Res. 
2008) 、尿細管の機能不全に基づく急性腎不
全マウス(Sekine, M. et al., Transgenic Res., 
2012)、好塩基球、抗酸球を欠損する免疫不
全マウス(Matsuoka, K. et al. PLoS One, 
2013)など、6 種類の疾患に対する 7 系統の

TRECK-Tgマウスを樹立し、その大部分を国
際誌に公表してきた。 
 
２．研究の目的 
 上述の様に私たちは、6 種類の疾患に対す
る 7系統のマウスを作製し、大きな成功を収
めてきた。 
 しかし、近年脳科学の発展と共に、 
（１）神経疾患、特に神経変性疾患のマウス
モデルが必要となったこと、 

（２）私たちが TRECK法で未だ神経変性疾
患のモデルマウス作製に挑戦したこと
がないこと、 

など 2つの理由により、その様な神経変性疾
患のモデルマウスを作製し、実際に中枢神経
系のどの部分が脳機能のどの様な所に係わ
るのかを明らかにする目的で、本研究を計画
した。 
 さらに、 
（１）組織特異性のあまり高くないプロモー
ターの利用と 

（２）中枢神経系細胞と標的細胞とを 2種類
の蛍光タンパク質で標識し、非侵襲的
に hDTRの発現が観察できること、 

を目的として、これまで成功している 2種類
のプロモーターによる TRECK 法(Double 
Promoter Driven TRECK法：DPD-TRECK
法を応用したTRECK法の開発を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）DPD-TRECK 法 
 DPD-TRECK 法は、従来の TRECK 法に一工夫
を加え、2種類の Tg マウスを用いて、プロモ
ーターの組織特異性を著しく向上させる方
法である。このことによって、組織特異性の
あまり高くない、例えば複数の細胞系列に発
現するプロモーターでも利用可能にする方
法である。2種類の Tg マウスのうち、 
①第 1 の Tg マウスは、組織特異的プロモ
ーター(第 1 のプロモーター)と hDTR の
間に、loxP 配列で挟んだ neo 遺伝子を
stuffer(詰め物)として存在させること
によって、第 1 のプロモーターによる
hDTRの発現を抑えた状態のTg マウスで
ある。 
②第２の Tg マウスは Cre ドライバーTg マ
ウスであり、第２の組織特異的プロモー
ターにCreリコンビナーゼを配置したも
のである。この Cre ドライバーTg マウス
は、我国の理研バイオリソースセンター
や米国のジャクソン研究所など、様々な
マウス系統を保存している機関から比
較的簡単に入手できる。 

 これら２種類のマウスを交配することに
よって、hDTR を発現する細胞は、第 1のプロ
モーターと第２のプロモーターが同時に発
現する細胞となる。そのため、上記のように
複数の細胞に発言するプロモーターや leaky
なプロモーター(漏出性のプロモーター)に
も応用することができる優れた方法である。 



（２）2 種類の蛍光色素を用いた組織の染め
分け 
 この DPD-TRECK 法の neo stuffer 部分を第
1の蛍光色素遺伝子で置き換え、hDTR の下流
に hDTR と同時に第 2 の蛍光タンパク質を発
現させるための IRES 配列を位置させたもの
に置換させた Tg マウスを作製する。 
 もし、この様な Tg マウスが作製できたな
ら、その Tgマウスはその Tg マウスそのもの
では、第 1のプロモーターで発現を制御され
る第 1の蛍光蛋白質が発現する。 
 一方、第２の組織特異的プロモーターを持
った Cre ドラ-バーTg マウスを交配すること
により、ダブル Tg マウス(dTg マウス)を作製
する。この dTg マウスでは、第 1のプロモー
ターで発現する第 1 の蛍光タンパク質と第 1
と第２のプロモーターが同時に発現する場
所で発現する第２の蛍光蛋白質で染め分け
が可能になるはずである。そして、第２の蛍
光蛋白質の発現する場所では、その蛍光タン
パク質の上流に存在する hDTR は必ず発現す
るはずである。従って、この様な dTg マウス
では、第２の蛍光蛋白質が発現する細胞系列
(細胞群)が標的細胞であり、DT をこの dTg マ
ウスに投与したとき、その標的細胞は破壊さ
れるため、第２の蛍光蛋白質の発現は見られ
なくなるはずである。 
 以上の様な考えの基に研究を開始した。 
 材料としては、神経組織に特異的に発現す
る NeuroD 遺伝子のプロモーターを選び、第 1
の蛍光蛋白質に Azami Green、第 2 の蛍光蛋
白質に tdTomato を選んだ。 
NeuroD 遺伝子を選んだ理由は、この蛋白質
が神経組織と共に膵臓のβ細胞にも発現し
ていることから、第２のプロモーターに神経
特異的な CaMKIIのプロモーターを持つ
CreドライバーTgマウスとの交配によって中
枢神経系が tdTomato で赤色に標識され、一
方の膵臓β細胞には Azami Green の緑色蛍光
のまま残ると予想される。 
また、この Tg マウスが予想通りに発現し
ないことの安全策として、同様の TRECK ベク
ターを用いて、同じく神経特異的に発現をす
る Nestin 蛋白質の第 1 エキソン部分にノッ
クインした遺伝子改変マウスの作製を試み
た。 
 
４．研究成果 
（１）培養組織による組織特異的発現 
① NIH3T3、および Jarkat 培養細胞による
発現実験 
 NIH3T3細胞にユビキタスに発現するCAGプ
ロモーターと上記ベクターをさらに改良し
たベクターを用い実験を行なった。NIH3T3 に
上記ベクターのみを発現した場合には、細胞
は緑色蛍光を発した。一方、このベクターと
やはりユビキタスに発現するCreベクターを
同時に導入すると、細胞は全て赤色蛍光に変
わった。このことは、培養細胞では上記で予
想したとおりの現象の起っていることが確

認できた。 
 同様の結果は Jarkat 細胞を用いた実験で
も証明された。 
 そこで、このベクターを用いて Tg マウス
をマイクロインジェクション法によって作
製した。現在までに、少なくても 2頭のファ
ウンダーマウスが得られており、またそれら
の子孫も得られている。今後、それらのマウ
スを用いて、培養細胞で得られた現象が得ら
れるか否かを確認中である。 
 また、一方 Nestin 遺伝子へのノックイン
マウスの作製にも成功し、現在子孫を獲得し
ているところである。 
 残念ながら当初予定したTRECK法による神
経変性疾患のモデルマウス作製には一歩及
ばなかったが、現在も引き続き in vivo での
発現を確認中であり、できる限り早い時期に
モデルマウスを完成したいと考えている。 
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