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研究成果の概要（和文）：ジフテリア毒素（ＤＴ）遺伝子を用いた新型のプロモータートラップをマウスＥＳ細
胞中で実行すると、分化した細胞で初めて発現が誘導される遺伝子がトラップされた場合にのみ実験が成立し、
変異型細胞株が得られる。本研究では、そのようなＥＳ細胞をテトラプロイド胚に注入し、マウスを発生させ、
ＤＴが内在性遺伝子の制御下に発現されるために、特定の細胞系譜が除去されるマウスの作出を試みた。さら
に、第二のＥＳ細胞をテトラプロイド胚に共注入し、マウスの表現型をレスキューすることを目指した。

研究成果の概要（英文）：When we perform gene-trapping experiments with mouse undifferentiated 
embryonic-stem (ES) cells by using a novel promoter-trapping strategy termed DTrap, in which the 
diphtheria-toxin (DT) gene is involved as a negative selectable marker, we are able to establish 
only the ES-cell clones whose transcriptionally silent genes had been trapped (disrupted). In the 
current research, we have tried to create the cell lineage-ablated mouse lines by performing 
complementation of mouse tetraploid embryos with such 'DTrapped' ES cells. We also aimed at rescuing
 the complemented tetraploid embryos by co-injecting the second type of wild-type or mutant ES 
cells.

研究分野： マウスの分子遺伝学と免疫学
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１．研究開始当初の背景 
 
欧米のノックアウトマウス・プロジェクト（KOMP） 
欧米では 2007 年頃からKOMPが実質的に開始
され、遺伝子ターゲティングによって約 8 千株、
ランダムな遺伝子トラップによって約12 万5 千株
の変異型 ES 細胞が産出された。しかし、報告者
らが解析したところ、マウス ES 細胞中で恒常的
に発現する遺伝子の約 81％が KOMP において
トラップされたのに対し、同細胞中で発現しない
遺伝子の場合は、わずか 22％がトラップされた
に過ぎないことが判明した（Mayasari ら、Nucleic 
Acids Res. 40, e97, 2012）。 
 
我が国のナショナルバイオリソース・プロジェクト
（NBRP） 
我が国では NBRP（文科省）のもとで、報告者ら
が開発した遺伝子トラップ法 UPATrap（重岡ら、
Nucleic Acids Res. 33, e20, 2005）の改良が行わ
れ（H19-20 年度・基盤技術整備プログラム）、異
なる「タグ」によって標識された 15 種類の Tol2 ト
ランスポゾンを混合して遺伝子トラップに使用す
る新手法が開発された（Mayasari ら、Nucleic 
Acids Res. 40, e97, 2012）。さらに同じ NBRP の
中では、標的細胞中で発現しない遺伝子のみを
選択的にトラップするための新しい技術 DTrap
が開発された（H22-23 年度・基盤技術整備プロ
グラム）。 
 
２．研究の目的 
 
研究の内容 
遺伝子トラップ法によって、標的細胞中で発現し
ない遺伝子を捕捉・破壊することは容易ではな
いが、この欠点を補うために、ジフテリア毒素
（DT）の細胞殺傷能力を負の選択に利用し、標
的細胞中で発現しない遺伝子のみを捕捉・破壊
する新手法DTrapが開発された。マウスES細胞
を標的とした実験では、分化した細胞・組織で初
めて発現が誘導される遺伝子内に DTrap ベクタ
ーが挿入された時にのみ、変異型 ES 細胞株を
得ることができた（未発表）。そのようなES細胞を、
胚体外組織（胎盤など）には分化できるが、胎児
自体には分化できないテトラプロイド胚に注入し
てマウスを発生させた場合、トラップした内在性
遺伝子の制御下に DT が発現されるため、特定
の細胞系譜（cell lineage）が除去されたマウスが
得られる。マウスがどの段階まで発生するかは、
除去される細胞系譜によるが、本研究では、「第
二の ES 細胞」をテトラプロイド胚に共注入
（co-inject）し、細胞系譜除去の表現型をレスキ
ューすることを目指す。 
 
この研究によって何を明らかにできるのか？ 
レスキューのための「第二の ES 細胞」には、まず
は野生株を用い、DT により除去された細胞系譜
がその細胞の共注入によって再建されることを
確認する。次に特定の遺伝子が bi-allelic に破
壊された ES 細胞株（後述の方法で、ハプロイド
ES 細胞を用いて網羅的に作出することができ

る）を用いてレスキューを試みるが、レスキューの
不成功は、共注入する ES 細胞で bi-allelic に破
壊された遺伝子が、注目する細胞系譜の形成に
とって必須のものであることを意味する。 
 
３．研究の方法 
 
新しい DTrap 技術 
DTrap ベクターの両端の DT 遺伝子には、野生
型に比べ酵素活性が約 1/30 に減弱された
tox-176 バリアントを用いる。ES 細胞のゲノムに
挿入された DTrap ベクターの 5′ 側、あるいは
3′ 側からベクターに向かって RNA が転写され
た場合、DT タンパクが合成され、細胞は自動的
に死滅する（逆に、ベクターが ES 細胞中で発現
しない遺伝子に挿入された場合には、DT は発
現されず、細胞は死滅を免れる）。さらに、ベクタ
ー内の NEO カセットと内在性遺伝子の後半部
分の間で、nonsense-mediated mRNA decay 
(NMD) の抑制に基づくポリAトラップが成功した
場合にのみ、ES 細胞は薬剤耐性を示すことが
できる（重岡ら、Nucleic Acids Res. 33, e20, 
2005）。 
 
DTrap 法を細胞系譜除去（cell lineage ablation）
に応用する 
ポリAトラップが成立した細胞にはFlp発現ベク
ター（FLPo）が一過性に導入され、FRT-FRT
間と F3-F3 間で、複雑な相同組換えが引き起
こされる。その結果、Regions 1 & 3 が欠失し、
Region 2（遺伝子破壊に必要な EGFP カセット）
が反転する。通常のノックアウトマウスは、組換
え後の細胞を用いて作製するが、この Flp によ
る組換えを引き起こさずに（DT カセットを残し
たまま）マウスを作製した場合には、トラップし
た遺伝子の発現様式に従って DT が発現され、
特定の細胞系譜が除去される。遺伝子トラップ
では、少ない時間と労力で多数の ES 細胞株を
用意できるため、様々な細胞系譜を除去する
ための準備を簡単に整えることができる。 
 
テトラプロイド胚の利用 
２細胞期の胚を用い、電気ショック融合法により
作製されるテトラプロイド胚からは、胎盤などの
胚体外組織は形成されるものの、胎児自体の
分化は誘導されない。そのようなテトラプロイド
胚に ES 細胞を注入し、マウスを発生させること
に成功した場合には、そのマウスは、ほぼ完全
に注入した ES 細胞に由来したものとなる。この
原理を DTrap 法で作出した ES 細胞株に応用
すれば、マウスの交配などに依存せず、多種
多様な細胞系譜除去マウスを得ることができ
る。 
 
野生型/両アレル遺伝子破壊型 ES 細胞による
レスキュー 
しかし、この手法でマウスを作製する場合、除去
する細胞系譜によっては生体に対する影響が大
き過ぎるために、マウス胎児が最後まで発生を
完了できない可能性がある。そこで、テトラプロイ



ド胚に「第二の ES 細胞」を共注入することによっ
て、細胞系譜除去の表現型をレスキューすること
を目指す。このステップには、野生型の ES 細胞
に加え、特定の遺伝子を bi-allelic に破壊した
ES 細胞株を用いる。両アレル遺伝子破壊型 ES
細胞株は、ハプロイド ES 細胞と次項で述べるよ
うな特殊な遺伝子トラップ技術を利用すれば、
簡単に作出することができる。このようにして、細
胞系譜除去 ES 細胞と両アレル破壊 ES 細胞の
共注入によるテトラプロイド胚のコンプリメンテー
ションを系統的に実施すれば、特定の細胞系譜
の形成にとって必要不可欠な多数のエレメント
を、短期間に明らかにすることができる。 
 
４．研究成果 
 
特に継代数の少ない B6-129 F1 マウス由来の
KY1.1 野生型 ES 細胞を選別して、あるいは
DTrap 法で作製した ES 細胞クローン
（amma-E-crystallin 遺伝子 - 眼球のレンズで
特異的に発現 - と perilipin-1 遺伝子 - 脂肪
細胞で特異的に発現 - がトラップされたもの）
を用いて、テトラプロイド胚のコンプリメンテーショ
ンを試みた。しかしながら、いずれの場合もマウ
スが胎生後期まで発生しなかった。 
 
本研究の後半では、両アレル遺伝子破壊 ES 細
胞株（ハプロイド ES 細胞由来）の共注入による
細胞系譜のレスキューを試みるため、平成 28 年
度にも、ハプロイド ES 細胞株を利用してランダム
なポリ A トラップを行い、ベクターが細胞あたり 1
コピーで挿入されたハプロイド ES 細胞株のみを
迅速に選別した。ハプロイド ES 細胞株には、時
間経過とともに自然にディプロイド化する、という
性質があるため、当初は細胞あたり 1 コピーであ
ったベクターが、ディプロイド化にともない、細胞
あたり 2 コピーになる。その状態で一過性に Cre
を発現させた場合、一部の細胞では確率的に
片方の NEO-PURO カセットのみが反転し、その
ような細胞は、G418 と puromycin の両者に耐性
を示すようになる。このようにして、平成 27 年度
までに用意したクローンに加え、さらに多数の両
アレル遺伝子破壊 ES 細胞株を樹立し、定法に
したがい、トラップされた遺伝子を判別した。この
両アレル遺伝子破壊のステップは、大阪大学医
学部・竹田潤二博士との共同研究によって遂行
した。 
 
＜結論＞ 
 
本研究では、まず、新しく開発された DTrap 法を
完成させ、マウス未分化ES細胞中で発現しない
遺伝子のみをランダムかつ選択的に破壊（トラッ
プ）するストラテジーを確立した（論文投稿準備
中）。 
 
しかしながら、DTrap 法で樹立された ES 細胞ク
ローンによるマウス・テトラプロイド胚のコンプリメ
ンテーションのステップは、これまでのところ成功
していない。 

 
本研究の第二の大きな成果としては、マウスの
ハプロイド ES 細胞と特殊な（新型の）NMD 抑制
性ポリ A トラップ・ベクターを用いて遺伝子トラッ
プを実行することにより、多数の両アレル遺伝子
破壊 ES 細胞株をランダムに樹立する手法を確
立できたことがあげられる（論文投稿中）。 
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