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研究成果の概要（和文）：３型自然リンパ球(ILC3)は転写因子RORγt依存的に分化成熟し、粘膜組織バリア機能の維持
に重要な役割を果たす。本研究では、T細胞とILC3の分化段階において発現するマーカー遺伝子の時間的差異を利用し
、ILC3特異的に欠損可能なマウスの作成を行った。CRISPR/Cas9によるDNA２重鎖切断後の相同組換えを利用し、RORγt
遺伝子1st Met以下へloxP配列で挟まれたDTR遺伝子を挿入したマウス個体を得た。本マウスの末梢血CD4陽性T細胞分画
にDTR陽性細胞の発現を確認した。今後、Lck-Cre発現マウスとの交配により、ILC3のみにDTRを発現するマウス系統を
樹立する。

研究成果の概要（英文）：Group 3 innate lymphoid cell (ILC3) develops RORgt dependent manner and plays 
critical roles on maintaining mucosal barrier function. In this study, with genetic strategy to dissect T 
cell and ILC3 development pathway, I generated new mouse model in which ILC3 can be depleted. After 
double strand DNA break with CRISPR/Cas9 system, loxp franked Diphteria toxin (DTR) transgene was 
knocked-in to the RORgt locus. I could observe DTR expression on one of the knock-in founders. I am 
generating ILC3 specifically deletable mice by crossing this KI founders with T cell specific Cre mouse 
lines.
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１．研究開始当初の背景 
３型自然リンパ球(ILC3)は転写因子 ROR
γt 依存的に分化成熟し、インターロイキ
ン(IL-) 22 の産生をはじめ、粘膜組織バリ
ア機能の維持に重要な役割を果たす① 。一
方、RORγt 依存的に分化成熟する L-17
産生性ヘルパーT 細胞は腸管の炎症を増悪
させる可能性があると考えられている。炎

症性腸疾患におけるこれらのリンパ球機能

を評価するためには、各々を欠損したマウ

スが有用であるが、ILC3は Th17との分化
経路やエフェクター機能が重複しており、

ILC3 のみを特異的に欠失するマウスモデ
ルは存在しない②。そのため、生体におけ

る ILC3特異的な機能は不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
loxP 配列およびサル由来ジフテリア毒素受

容体(DTR)配列を持ち、自然リンパ球系列を

特異的に生体内から除去可能なトランスジ

ェニックマウスの作出を行う	
 

	
 

３．研究の方法	
 

loxp 配列で挟まれた DTR-EGFP 配列をタイプ

３自然リンパ球(ILC3)のマスター制御因子

RORγ t のプロモーター直下に挿入した
Bacterial	
 Artificial	
 Chromosome	
 (BAC)ト

ランスジェニックマウスまたはノックイン

マウスを作成後、T 細胞系列特異的にリコン

ビナーゼ Cre を発現する Lck-Cre マウスと交

配し、T細胞以外の RORγt陽性細胞、つまり
ILC3 をジフテリア毒素依存的に除去が可能

となる。	
 

	
 

４．研究成果	
 

平成 25 年度	
 

Loxp-DTREGFP-loxp配列をpCDNA3.1発現ベク

ターに挿入後、ストローマ細胞株に遺伝子導

入したところ、良好な EGFP 発現が得られ、

リコンビナーゼ Cre の共発現による EGFP 発

現消失が確認できた。このコンストラクトを

SK3.1	
 shuttle ベクターに挿入後、RORγt遺
伝子を持つ BAC	
 DNA で組替えを行った。この

組替え BAC	
 DNA を C57BL6 マウス受精卵にイ

ンジェクションし、ファウンダーを得た。し

かし、これらのマウスの胸腺および腸管にお

ける EGFP 発現はスクリーニングした３系統

からは現在得られていない。挿入した

Loxp-DTREGFP-loxp 配列のうち、(1)５‘側の

loxpとDTREGFP配列間の塩基数が十分に取っ

ていない	
 (2)	
 EGFP 配列と 3’側の loxp の間

に polyA 配列を挿入しなかったことが、in	
 

vovo における挿入遺伝子の十分な発現を認

めない原因であったと考えられる。	
 

平成 26 年度	
 

EGFP-loxp-DTR-KusabiraOrange(KuO)-loxp

配列を再構築し、HEK293T 細胞における発現

を再確認後、RORγt遺伝子の 1st	
 Met 以下に
EGFP-loxp-DTR-KuO-loxp を発現するターゲ

ッティングベクターを作成した。組織発現特

異性を担保するため、CRISPR/Cas9 による DNA

２重鎖切断および相同組換え技術を利用し、

EGFP-loxp-DTR-KuO-loxp 遺伝子の RORγt 遺
伝子の 1st	
 Met 以下へのノックインを試みた。

受精卵へのインジェクションの結果得られ

た産仔のうち、４匹に目的領域へのノックイ

ンが認められた。さらに、本マウスの末梢血

CD4 陽性 T 細胞分画に DTR 陽性細胞の発現を

確認した。現在、これらのマウスの系統化と、

Lck-Cre マウスとの交配をすすめ、ILC3 特異

的欠損マウスの作成を行っている	
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