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〈研究の目的と進め方〉
ゲノムプロジェクトによりゲノム配列が次々と明らか

にされた21世紀には、それら遺伝子が持つ生理機能を個
体レベルで明らかにしていくことが生命科学研究の大き
な命題の一つとなるであろう。しかし哺乳類の遺伝子数
は２～３万と言われているため、それらの遺伝子一つ一
つについて、ターゲティングベクターを構築してノック
アウトマウスを作製することは不可能に近い。

本研究では、効率よく網羅的にノックアウトマウスを
作製することを目的として、レンチウイルスベクターを
受精卵に感染させる方法によるジーントラップ法を開発
した。さらにcre/loxPシステムを応用して染色体の一部
を欠損・転座させる染色体工学を組み合わせて、ゲノム
機能をマクロレベルで解析するためのモデルマウス開発
を目指した。

〈研究開始時の研究計画〉
A) 透明帯を除去した受精卵にレンチウイルスベクターを

感染させれば、非常に効率良く多数の遺伝子座にGFP
発現遺伝子を組み込むことができる。代表者が留学中
に開発した本方法について、国内での再現実験を行う
とともに改良を試みた。さらにレンチウイルスベクタ
ーを用いることが、目的遺伝子の発現様式や機能に影
響を及ぼす影響を調べた。

B) レンチウイルスベクターは感染した細胞のゲノムにラ
ンダムに挿入される。またウイルスベクターの濃度を
調節すればゲノムの複数個所に同時に挿入させること
もできる。この利点を活かして、EGFPをレポーター
として利用することで、ジーントラップされたマウス
が緑色蛍光を発する工夫をした。また多様なcre発現ト
ランスジェニックマウスを作製する目的で、トラップ
した遺伝子プロモーターの制御下にcreを発現するよう
なトラップベクターを構築した。

C) 緑色蛍光を指標に選別したトラップマウスでは、内在
性の遺伝子が破壊されている。そこでプラスミドレス
キューやRACE法により、ウイルスベクターの組み込
まれた部位やトラップした遺伝子を同定する系の確立
を目指した。また破壊遺伝子を同定できたマウス系統
については凍結保存を行うとともに、一部、表現型の
解析を試みた。

〈研究期間の成果〉
A) EGFP発現カセットを組み込んだレンチウイルスベク

ターを調整し、２回超遠心による濃縮を行うことで高
タイター化を実現した。得られたレンチウイルスベク
ターを透明帯除去した受精卵に感染させることで、産
子の約７０％がトランスジェニックマウスになる条件
を確立した。またCMVプロモーターに比較してCAGプ
ロモーターを用いた場合の方が、安定した遺伝子発現
が観察された。その際、レンチウイルスベクターはレ
トロウイルスベクターと異なり、メチル化等による遺
伝子不活化を受けることが殆どないことを確認した!。

また共同研究として、レンチウイルスベクターを用い
て多様なトランスジェニックマウスを作製し、レンチ
ウイルスベクターが目的遺伝子の発現様式や機能に影
響を及ぼさないこと①、固体レベルでのRNAiに有用で
あること⑦、疾患モデル動物を作製できることなど⑪、
を確認した。

B) polyA trapによりEGFPを発現するトラップ用レンチウ
イルスベクターを作製した。受精卵への感染によりト
ランスジェニックマウスを作製したところ、得られた
産子に緑色蛍光が見られたことから、トラップが機能
していることが予想された。またpolyA trapにより
EGFPを発現し、同時にpromoter trapによりcre リコン
ビナーゼを発現するトラップベクターを構築した。In
vitroでは機能することを確認したが、残念ながらin
vivo（トランスジェニックマウス）ではpromoterをト
ラップしていない場合でもcreの発現が見られ、利用す
ることができなかった。またcre発現TGマウスの応用
を予定して、creを発現した組織でのみEGFPを発現す
るレポーターマウスや、creを発現した組織でのみDT-
Aを発現して死滅する組織特異的欠損モデルマウスの
作製に成功した⑩。

C) 破壊された遺伝子つまりウイルスベクターが組み込ま
れた場所を、RT-PCR法により決定する系を確立した。
作製したトランスジェニックマウス系統について、順
次、遺伝子導入部位の決定を進めており、これまでに
100を超える導入部位の同定に成功した。特に導入され
やすい遺伝子座や染色体があるわけではなく、おしな
べて殆どすべての染色体に遺伝子導入されていること
が確認できており、ランダムな挿入であることが確認
された。次に、これらのマウスについては、受精卵や
精子による凍結保存を行った。また共同研究により多
くの遺伝子欠損マウス作製や解析を行った②-⑥ ⑨ )。

〈国内外での成果の位置づけ〉
個々の遺伝子を破壊したノックアウトマウスライブラ

リーを構築することは、ポストゲノムプロジェクトの一
環として生命科学研究を大きく推進するために必要不可
欠であり、4,000を超える遺伝性疾患の原因解明や治療法
開発にも貢献することができる。

網羅的にノックアウトマウスを作製する方法として、
変異原であるENUを雄マウスに投与して精子ゲノムに点
変異を誘起し、得られる子孫の表現型解析を行う国家的
プロジェクトがアメリカやドイツ、日本で開始されてい
る。ヒトの遺伝性疾患の多くは点変異であることを考え
ると理想的な実験系ではあるが、表現型の原因となる１
塩基の変異を30億塩基の中から見つけ出すことは容易で
はない。本研究はトラップした遺伝子を同定してから表
現型を解析できる点で優れており、また遺伝子群の欠損
や転座など染色体レベルでのゲノム機能解析が可能なこ
とから、ENUプロジェクトと並行して行うことにより世
界をリードした研究を展開できるであろう。
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〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
レンチウイルスベクターを用いた遺伝子組換え効率は

70%と高率であったために、ウイルス濃度や感染方法の
改善を行ったが、さらなる効率化は困難であった。具体
的には、卵の透明帯があるとウイルスが感染できないの
で現在は酸性タイロード処理しているが、卵へのダメー
ジが大きいために発生能が低下してしまう。そこでガラ
スキャピラリーを用いたマイクロインジェクション法を
試した。特に顕著な効率化は認められなかったが、胚へ
のダメージが低く、必要なウイルス量を減らすことが可
能となった。

またレンチウイルスベクターの組み込み位置の同定法
確立も困難であった。多くの個体では複数個所にウイル
スベクターが組み込まれる。しかしPCR等を用いた方法
では特定箇所のシグナルのみが増幅され易いために、多
くのケースで単一遺伝子座の挿入しか検討できなかった。
このためゲノムDNAからのアプローチよりも、簡便な
RT-PCRによりトラップ遺伝子を同定するケースが多くな
ったが、その場合には挿入部位を塩基レベルで同定する
ことはできなかった。
C re/loxPシステムを個体レベルで応用して、creの発現
組織を追跡できるレポーターマウス系統を確立できた。
しかしトラップ遺伝子座にloxPを組み込んだマウス系統
は樹立できたものの、交配に係る時間的制約等のため、
交配により同一染色体座にloxPを２つ有するマウス系統
の樹立には至らなかった。そのため染色体欠損や転座な
どのモデル開発が滞ってしまった。

〈今後の課題〉
これまでに作製したトラップベクターでは、promoter

のリークの問題などがあり、大規模スクリーニングには
使えない。プロモーターの改善やmRNA不安定化シグナ
ル等の導入により、最適なトラップベクターの構築を行
う必要がある。
導　入遺伝子座の決定方法についても、さらなる改善を
必要としており、複数コピー導入された個体ゲノムから
でもすべての挿入遺伝子座を決定できるようなLAN-PCR
法やプラスミドレスキュー法の開発が必須である。RT-
PCR法と上手く組み合わせた、より効率的な手法の開発
が課題である。

マウス個体レベルで網羅的なジーントラップを少人数
で行うことは労力的な面で非常に困難であったが、レン
チウイルスベクターを用いたジーントラップの基本系を
構築できた。今後は改良を加えると共に、網羅的なノッ
クアウトマウスライブラリー構築への応用が課題となる。
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