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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、発現誘導可能な遺伝子システム（TET-onシステム）を持った、ポリ
グルタミン病モデルマーモセットの家系を作出することである。TET-onシステムを搭載した、ポリグルタミン病
変異遺伝子のコンストラクトを作成し、マーモセット受精卵へと遺伝子導入をおこなった。結果、計7頭の産仔
獲得に成功し、全てトランスジェニックで、Dox投与試験をおこなった結果、遺伝子発現誘導が確認された。さ
らに、計5頭の第二世代の獲得に成功し、1頭がトランスジェニックであった。以上より、TET-onシステムを導入
したトランスジェニックマーモセットの家系を作出し、人為的な導入遺伝子の発現誘導に成功した。

研究成果の概要（英文）：Artificially controllable transgene expression system is indispensable tool 
for production of various disease model animals to precisely mimic human disease states. In the 
present study, we successfully generated transgenic marmoset line with tetracyclin-inducible gene 
expression system for neurodegenerative disease model. Mutant human ataxin 3 gene with 120 CAG 
repeats controlled by tetracycline-inducible system was introduced into marmoset embryos via 
lentiviral transduction. A total of seven live offspring were obtained. They and their fibroblast 
cells treated doxycycline revealed inducible transgene expression compared to before treatment. 
Moreover, a total of five second-generation (F1) offspring were obtained from founder marmosets and 
one was transgenic, showing successful germline transmission of transgene. In conclusion, the 
present study generated transgenic marmoset line having mutant human ataxin 3 gene controlled by 
tetracycline-inducible system. 

研究分野： 発生工学
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１．研究開始当初の背景 
 
超高齢化社会に入りつつある現在、我が国

ではアルツハイマー病は約 150-200 万人、パ
ーキンソン病は約 10-15 万人、ポリグルタミ
ン病は約 2-3 万人の患者がいると推定されて
おり、その数は着実に増加している。これら
の神経変性疾患の中でポリグルタミン病は、
ポリグルタミン病は、ハンチントン病や様々
な脊髄小脳失調症など９疾患の総称であり、
原因遺伝子内のグルタミンをコードする不
安定な CAG リピート配列の異常伸長が原因
である。こうした知見を基に、異常遺伝子を
導入した多くのトランスジェニックマウス
モデルが開発され、神経変性疾患の発症分子
メカニズムの解明や治療法開発研究に貢献
してきた。しかしながら、ヒトとげっ歯類で
は脳の構造・機能や代謝経路が大きく異なり、
またマウスなどの寿命内（約 2 年）では最終
的な神経症状・病理像の完成にまで至らず、
部位特異的な神経症状の解析や薬効・薬物動
態評価、バイオマーカー開発には不向きであ
った。そのため、神経変性疾患の病態を再現
するためには、げっ歯類より長寿命であり、
かつ脳構造や代謝経路がヒトに近い霊長類
モデルの開発が必要である。 
我々はこれまでに、ユビキタスプロモータ

ーである CMV プロモーター下にポリグルタ
ミン病原因遺伝子を繋いだコンストラクト
を用いてトランスジェニックマーモセット
の作出に成功した(Tomioka I. et. al., eNeuro, 
4(2), 0250-16,2017.)。得られた動物は、導入
遺伝子の発現・原因タンパクが検出され、正
常に成長し運動能力を獲得した後、進行性の
症状を発症し病理像も確認された。しかしな
がら、遺伝子発現量を制御できなかったため、
『胎仔期の死亡率が極めて高い』、『性成熟前
に発症し系統維持が困難』などの問題が出て
きた。さらに、本来の神経原性疾患の症状だ
けでなく、急性の筋原性変異が認められた。
将来的に、継続的に研究にもちいることがで
き、より忠実にヒトの疾患病態を再現するモ
デルを作出するためには、遺伝子発現制御可
能なシステムを用いた遺伝子改変マーモセ
ットの作出が必要である。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、薬剤（Dox：ドキシサイクリン）

で人為的に遺伝子発現誘導可能な発現誘導
可能な遺伝子システム（TET-on システム）
を用いて、ヒト疾患モデル霊長類（マーモセ
ット）の家系を作出する。特に、難治性神経
変性疾患であるポリグルタミン病をターゲ
ットとした。将来的にポリグルタミン病の病
態と運動失調との相関を明らかにし、疾患の
バイオマーカーを開発する。これにより発症
前診断や治療薬候補の薬効評価、的確な薬物
安全性評価など、より正確なヒト病態の解

析・理解が可能となる。本研究で得られる結
果は、ポリグルタミン病のみならず同様の分
子メカニズムで発症するアルツハイマー病
やパーキンソン病など、他の神経変性疾患の
病態解明、治療法開発にも貢献できる。 
 
 
３．研究の方法 
 
ポリグルタミン病のうち世界的にも最も

高頻度に発症する脊髄小脳失調症3型につい
て、ポリグルタミン鎖をコードする CAG リピ
ート配列を異常伸長（＞120）させた変異遺
伝子を合成した。この遺伝子を TET-on シス
テムを搭載した発現ベクターに挿入し、ウィ
ルスを介してマーモセット受精卵に導入し
た。 
得られたファウンダーマーモセットから

線維芽細胞を樹立し、ゲノム遺伝子解析をお
こなった。また、細胞培養培地に Dox を添加
することで遺伝子発現誘導した。さらに、個
体レベルで遺伝子発現誘導解析するため、
Dox を添加した飲水を与えることで遺伝子発
現を誘導した。その前後で血液をサンプリン
グした。細胞および血液より RNA を抽出し、
リアルタイムPCRによりトランスジーンの発
現量を定量した。 
2 頭のファウンダーマーモセットより、顕

微授精（ICSI）および自然交配により第二世
代の作出をおこなった。得られた第二世代マ
ーモセットのゲノム遺伝子解析と、遺伝子発
現量解析をおこなった。 
 
 
４．研究成果 
 
初年度に、異常伸長ポリグルタミン鎖をも

つ変異遺伝子のデザインと発現ベクターの
作製と変異遺伝子導入した遺伝子改変マー
モセットの作出をおこなった。その結果、初
年度から次年度にかけて、計7頭の産仔（TET1
～TET7）の獲得に成功した。 
次年度に、獲得したマーモセットの耳より

線維芽細胞を樹立し、導入遺伝子のゲノム遺
伝子解析を実施した。その結果、全ての個体
に導入遺伝子が確認され、トランスジェニッ
クマーモセットであった。また、TET-on シス
テムの動作確認のため、樹立した線維芽細胞
を Dox 添加培地で培養し、その前後で遺伝子
発現誘導解析をおこなった。その結果、Dox
添加前と比較してDox添加後の線維芽細胞は
3.8 倍から 5.7 倍程度の遺伝子発現誘導が確
認された。さらに、個体レベルでも TET-on
システムの動作を確認するためトランスジ
ェニックマーモセットにDox添加した飲み水
を与え、遺伝子発現誘導をおこなった。Dox
投与前後で血液を採取し、血液より RNA を抽
出し遺伝子発現量解析に用いた。その結果、
Dox 添加前と比較し 1.5 倍から 3 倍程度の遺
伝子発現誘導が確認された。 



 最終年度に、2 頭のファウンダーマーモセ
ット（TET1 と TET4）から、顕微授精（ICSI）
および自然交配により第二世代の獲得をお
こなった。その結果、TET1 からは 1頭の、TET4
からは 4頭の産仔作出に成功した。遺伝子解
析の結果、TET4 の産仔 4頭のうち 1頭がトラ
ンスジェニックマーモセットであることが
分かった。 
以上より、TET-on システムを導入したトラ

ンスジェニックマーモセットの家系を作出
し、人為的な導入遺伝子の発現誘導に成功し
た。本モデルは発症を人為的にコントロール
できるため、進行症状の詳細な解析や疾患バ
イオマーカー開発のための有力なツールと
なり得る。また、本モデルは、ポリグルタミ
ン病だけでなく発症分子メカニズムが共通
する様々な神経変性疾患の研究に貢献する
ものである。 
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