
始 め に

トランスジェニックマウスから始まった遺伝子改変動物

は，１９９０年代に ES細胞を用いた相同遺伝子組換え法が実

用化され，現在では生命科学のなくてはならない研究材料

となっている．とりわけ，特定の遺伝子を欠損できるノッ

クアウトマウスは，それまで不可能であった分子の働きを

個体で検証することができ，生命科学の研究方法に革命的

な変化を引き起こしたといっても過言ではない．一方，こ

の手法の限界も様々に指摘されるようになってきた．例え

ば，解析対象遺伝子の欠損が致死となる場合は，成体での

解析が不可能である．さらに，一般的にノックアウトマウ

ス作成に利用されている ES細胞は１２９系統由来のもので

あるが，このマウスには免疫の異常や脳の奇形など様々な

問題があり，多大な時間と労力が必要な戻し交配を行って

解析する必要がある．これらの問題を解決するために，第

２世代のノックアウト法と呼ばれるコンディショナルノッ

クアウト法の開発や１２９系統以外のマウス ES細胞の樹立

が進められてきたが，技術的な問題も多くいまだ一般的な

実験方法とはなっていないのが現状である．本小論では，

我々が開発した C５７BL／６ES細胞を用いたコンディショナ

ルノックアウトマウス作成方法を中心に，多くの研究者が

つまずく遺伝子改変動物作成の問題点とその解決法を概説

すると共に，今後の研究の方向も展望する．

１． 発生工学の基礎

遺伝子改変動物を作成するためには，各発生段階の胚の

採取や，体外での培養，さらに偽妊娠した仮親の卵管や子

宮への胚の移植など発生工学の手法を用いなければならな

い．この研究分野の人には当たり前なことであるが，意外

と知られていないことも多いので，最初にマウス発生工学

と呼ばれる一連の技術の概要をみてみよう．一般に哺乳類

の発生工学と呼ばれるのは，卵母細胞から着床するまでの

胚を対象にしている（図１）．多くの人は，卵子と精子が

受精し受精卵ができるとそこに一つの個体ができたと考え

てしまうが，未受精卵から胚盤胞までの胚は，この考えか

ら逸脱した性質を示す．例えば，２細胞期，４細胞期の胚

の細胞は分割するとそれぞれの割球から別々の個体に発生

することが可能である．１卵生双生児は，２細胞期の胚が

何らかの理由で分離し，別々に個体発生したものであるこ

とは良く知られている．逆に，この時期の胚を形成する細

胞は，融合すると一つの個体に発生する．例えば８細胞期

の胚から透明体を除き２個，あるいは３個の胚を接触させ

ると一つの塊になり，１個の胚として発生し子供になる．

最初融合させた胚は大きいが，発生の過程で細胞数は一定

の量になるので特別大きな子供が生まれるわけではない．

また，胚盤胞の内部細胞塊と呼ばれる将来体細胞を形成す

る細胞は，他の胚盤胞に入れると融合して一つの個体とし

て発生する．これらの個体の体は，複数の細胞が入れ子に

なった状態でありキメラ動物と呼ばれる．白い体色を持っ
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たマウス胚と黒い体色を持ったマウス胚を融合させ，その

胚を偽妊娠したマウスの子宮に移植すると白黒まだらの産

子が得られる．白黒の割合は，融合したそれぞれの胚の貢

献度合により変わるが，これらの動物の体は２種類のマウ

ス由来の細胞が混在して構成している．遺伝的には，細胞

ごとに異なった性質を持つことになるので，遺伝する形質

は生殖細胞に分化した細胞の形質を持つことになる．キメ

ラマウスは，複数の胚由来の細胞から一つの個体を作出す

る方法であり，詳細に後述するが，ES細胞からマウスを

作る最も大切な過程である．また，この方法を用いて，そ

のままでは致死になる遺伝子異常を持つ胚と正常胚のキメ

ラを作ることにより，発生過程での異常を回避して，遺伝

子異常による表現型を成体で解析することができる１）．た

だ，キメラ率のコントロールは意外と難しいので，多くの

個体を作出して解析する必要がある．

現在研究対象とされるほとんどの遺伝子改変動物は，着

床する前までの時期の胚を用いて作成する．主な手法のト

ランスジェニックマウスは，外来遺伝子（cDNA，遺伝子

DNA，合成 DNA）を受精直後の胚の雄核に直接注入して

作成する．発現させたい領域で転写活性を持つプロモー

ターの下流に外来遺伝子をつなぎ，その DNA断片を胚の

遺伝子に取り込ませることにより，目的の遺伝子を発現す

る個体を得る．DNAの導入方法は，受精卵への直接イン

ジェクションの他，ウイルスベクターを用いたものや精子

を対象にした導入法など多様な方法が開発されている２）．

通常，DNAを導入した胚を仮親脚注１）の卵管か子宮に移植し

産子を得る．また，一般にクローン動物と呼ばれるのは，

卵母細胞あるいは受精卵から核をマイクロマニュピレー

ションにより除き（除核），そこに他の体細胞核を移入し

た胚を培養し，正常に発生が進んだものを偽妊娠した仮親

に移植した産子である３）．特定の形質を持つ個体から生殖

系列を介さないで遺伝子を継承できる利点はあるが，技術

的に難しくその成功率は高くない．これらキメラ，トラン

スジェニック，クローンという各技術は胚を直接の対象と

したものだが，ノックアウトマウスの作成には少し異なっ

た過程が含まれる．

２． ノックアウトマウスの作成法

ノックアウトマウスの作成は，三つの鍵になる発明があ

り初めて可能になった．胚性幹細胞（embryonic stem cells；

ES細胞）の樹立，培養細胞での相同組換えとその同定，

ES細胞からキメラマウスを作る手法の三つである．ES細

胞は胚盤胞の内部細胞塊を起源とする株化細胞であり，す

図１ 発生工学の対象になるマウス発生初期
A，排卵から着床まで．B―D，それぞれ８細胞期，胚盤胞，脱出胚．＊は内部細胞塊を示す．

脚注１）あらかじめ精管を結さくした雄と交配させ偽妊
娠した雌のマウス
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図２ C５７BL／６胚からの ES細胞 RENKA株の樹立
A，フィーダー細胞上に静置した胚の分化増殖．８細胞期の胚
から分化した細胞塊．透明体がはずれ増殖を始めたもの（右下）
と透明体をかぶったもの（左上）．B，成長する内部細胞塊．
（＊）の部分を鋭利なガラスキャピラリーで採取する．C，内部
細胞塊由来のコロニー．内部細胞塊をトリプシンで分散し
フィーダー細胞上に播種し，単独の細胞からコロニーを形成さ
せる．形が均一で増殖速度が一定なコロニーを選び再分散させ
る．D，樹立した RENKA細胞のコロニー．円形のコロニーで
境界が明瞭であり，フィーダー細胞との境界に形の異なった細
胞が存在しない．

図４ 誘導型 CrePRによるプルキンエ細胞特異的遺
伝子組換えマウス D２CPR

Creリコンビナーゼ活性依存的に βガラクトシダー
ゼが発現するレポーターマウスと D２CPRを交配さ
せ，両者の遺伝子を持つマウスに RU４８６を投与した
もの．A，小脳プルキンエ細胞層に限局した βガラ
クトシダーゼ活性が見られる．B，誘導前の小脳と
C，誘導後４週間の小脳．D，E，強拡大，プルキン
エ細胞に限局した組換えが認められる．

図３ Cre／loxP組換え系による遺伝子ノックアウト
Creリコンビナーゼ（Cre）は loxPと呼ばれる３４bpか
らなる配列に結合し，loxP間での組換えを触媒する．
この反応は双方向に起こるが，通常遺伝子上では切り
出される方向にしか進まない．あらかじめ標的遺伝子
に loxP配列を持つ floxマウスを相同組換え法により作
出し，Creリコンビナーゼを解析したい部位で発現す
る Creマウスと交配することにより，標的遺伝子を目
的の部位で選択的にノックアウトすることができる．
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べての細胞に分化する能力を持ち，生殖細胞にもなる．逆

に多分化能を失った細胞は，いかに形態や ES細胞に特異

なマーカーを発現していたとしても，それはすでに ES細

胞ではない．この細胞の樹立には ES細胞を見分ける眼と

根気，さらに少しの幸運が必要である．このような言葉は

非科学的であると思われるかもしれないが，この分野の研

究では細胞を生き物であると正しく認識し，いたわってや

る心が重要な要素である．ES細胞を樹立した報告は様々

あるが，我々が C５７BL／６系統マウス胚から樹立した方法

は，フィーダー細胞脚注２）と呼ぶ細胞の上に２．５日胚（４―８

細胞期）を静置するところから始めた．培地には分化を抑

制する目的で LIF（leukemia inhibitory factor）を添加する．

しばらく培養を続けると胚は発生を続け，その幾つかは透

明体を脱ぎ捨てあたかも着床するようにフィーダー細胞上

で増殖を始める．この時盛り上がってきた内部細胞塊部分

を鋭利なキャピラリで採取し，トリプシンで分散させ再び

フィーダー細胞上に播種する．位相差顕微鏡で見て，コロ

ニーの縁が滑らに光っている円形のものをピックアップし

再び分散，播種を繰り返す．２―３回この操作を繰り返し，

生育速度が一定で，円形の均一コロニーのみができる株を

樹立した．図２に示したのは，我々が C５７BL／６N系統の

胚から樹立した RENKAと名付けた細胞株である．マウス

ES細胞は，凝集し盛り上がったコロニーを形成するが，

分散させると円形で，細胞質は乏しく細胞周期によりその

大きさが変る．ES細胞は，生殖系列細胞に分化する能力

を持つことが確認できて初めて ES細胞と同定されるの

で，その樹立の過程では，ES細胞様の形態を持つものを

見分ける目が要求される．この点は客観的な記述が困難で

あり，経験の要求される部分である．

ES細胞上で特定の遺伝子を標的に改変を行うために相

同組換え法が開発されてきた．この方法の要点は，変異を

入れたい遺伝子部分をはさむ形で両側の遺伝子配列を持つ

相同組換えベクターを構築し，その中に組換え体を選別す

る薬剤選択マーカーを入れる（図６C参照）．通常この目

的のためにネオマイシン耐性遺伝子やピューロマイシン耐

性遺伝子が使用される．さらに領域の外に非特異的な取り

込みを防ぐために，取り込みにより細胞死をもたらす遺伝

子を結合する．この目的で，TK（チミジンキナーゼ）や

DT（ジフテリア毒素 A鎖）が用いられることが一般的で

ある．相同組換えを起こしたクローンをスクリーニングす

るのは PCRでも良いが，最終的にはサザンブロットハイ

ブリダイゼーションにより目的の組換えが起こっているこ

とを複数のプローブと酵素で必ず確認することが必須であ

る．ターゲティングベクターの導入により，目的の相同組

換え以外の様々なことが遺伝子上で起こる．単純なランダ

ムインテグレーションが最も多いが，標的とした遺伝子の

部分的多重化やベクター近傍での欠損など予期しないもの

もある．したがってこの段階の確認を十分しないとマウス

ができてから目的のものと違うと泣くことになる．経験し

たほとんどの失敗例は，サザンブロットの結果を自分の都

合で解釈した場合である．バンドのサイズや濃さが予想と

異なる場合は，慎重に対処することが重要である．

ES細胞をいくら培養しても個体ができるわけではなく，

胚の助けを借りて初めて ES細胞由来の体を持つキメラマ

ウスが作成できる．このために胚盤胞の内腔あるいは８細

胞期胚へ ES細胞をインジェクションするか，透明体をの

ぞいた８細胞期胚と ES細胞のアグリゲーションによりキ

メラ胚を作出する．これらの胚を偽妊娠した仮親の子宮に

移植してキメラ個体を得る．これらのキメラで ES細胞の

寄与が高いもの（通常は体毛色で判断する）を交配させ，

生殖系列に ES細胞の形質を持った個体を選別する．この

段階がノックアウトマウスを作成する上でネックになる部

分である．ES細胞が生殖系列に入るためには，未分化の

状態であることが肝要である．ES細胞は少しでも分化の

方向に行くと，形態的にはキメラマウスには成るが，生殖

細胞に入らないという特性を示す．明らかに形態やカリオ

タイプが変わってしまった細胞は問題外であるが，一見何

も変わらない細胞でもその培養過程で手を抜くと生殖系列

に入らなくなる．また，ES細胞の寄与率の高いキメラマ

ウスを作ることも大切な技術であるが，ここにも注意を要

する点がある．何も処理していない ES細胞株の成長速度

は一定であるので，高いキメラ率の個体を作出するために

宿主胚に注入する ES細胞の数はあらかじめ定めたもので

よい．しかし，実際の組換えを起こした ES細胞は，エレ

クトロポーレーションのような処理や凍結操作などを経る

ことにより，その成長速度などの特性が変化することが多

い．したがって，注入する細胞数を３段階ぐらいの幅を持

たせることにより，一定の成績が得られる．もう一つ注意

を要する点は，胚に ES細胞を注入する操作時間である．

顕微鏡のステージの上は，胚にとっても ES細胞にとって

も過酷な条件であるので，この時間をなるべく短くするこ

とがその後の成績に影響する．面倒がらずに少数の胚での

操作を繰り返すことである．生まれたての子供を冷たい机

の上に何分も放置する人はいない．

あらかじめ ES細胞を移植する胚に操作を加えてキメラ

作成効率を高める方法が開発されている．この方法では２

細胞期の胚を採取し，電気的な手法でこれらの細胞を融合

させて１細胞にしてしまう．この胚は４nの染色体を持ち

胚の発生が途中で停止するので，この胚を ES細胞の宿主

として利用すると，注入した ES細胞由来の細胞だけが産

脚注２）栄養因子の供給や分化抑制を目的として分裂能
をマイトマイシン Cや X線照射により抑制し
た線維芽細胞など

３４３２００７年 ４月〕



子にまでなる４）．この方法は，手間もかかり注入胚の数に

比して産子まで生育する割合が低いが，生殖系列には入り

にくい ES細胞からキメラを得るには有用である（これで

生殖系列に入らなければあきらめもつく）．

３． ノックアウトマウスの問題点

ここまでノックアウトマウス作成の実際を述べてきた

が，苦労して作ったノックアウトマウスには様々なことが

起こり簡単に解析に進めないことも多い．最大の問題は，

目的の遺伝子の欠損により個体の発生が途中で止まってし

まい，解析できないことである．これまで通常行われてき

た遺伝子ノックアウトは，標的とする遺伝子の一部を欠損

させるか，薬剤選択マーカーカセットを挿入することで遺

伝子機能を破壊するものであった．これらの方法で遺伝子

破壊を起こすと発生の初期より分子欠損が全身で起こる．

このことは，ノックアウトした分子が生存に必須なもので

あれば，発生の途中で死亡することを意味する．さらに，

この分子が欠損したままで生存した場合，生体はあらゆる

系を駆使して，欠損した分子の機能を補おうとする．正常

発達とは異なったスキームで恒常性を維持している可能性

がある．とりわけ組織の形成などに影響する分子の場合な

どでは，その表現型の解釈に注意を要する．神経系の研究

では，神経細胞のネットワーク形成に異常があると，成体

での解析結果の解釈が困難になる．

さらにもう一つの大きな問題は遺伝子背景の問題であ

る．これまで作成された数千系統のノックアウトマウスの

ほとんどは１２９系統由来の ES細胞が用いられている．

C５７BL／６由来 ES細胞や，わが国で樹立された TT２など

他の系統由来のものも報告されているが５～７），実際にマウ

スが作製されているものはそれほど多くはない．その理由

は１２９系統以外の ES細胞では生殖系列遺伝するキメラが

作りにくいからである．しかし，１２９系統のマウスには前

述したように，脳梁の形成不全など脳に奇形がある他，免

疫系にも異常があることが報告されている８，９）．さらにこの

マウスは，交配が困難なこともあり，C５７BL／６マウスに

戻し交配して解析されるのが普通である．戻し交配は，長

い時間と労力ばかりでなく多額の経費と飼育スペースを要

する．さらに重要なことは，ノックアウトマウスの場合，

遺伝子改変部位に注目して戻し交配を行うので，通常であ

れば１０代交配すれば２の１０乗分の１に減少する元の遺伝

子が，変異した部分を常に選択する方法では，その近傍は

組換えでしか入れ替わらない．たとえ１２代戻し交配して

も６センチモルガン程度の遺伝子が残る計算になる．この

量はマウスではおよそ２５０から３００遺伝子の数に相当す

る．したがって，ノックアウトした遺伝子の近傍には，相

当な回数戻し交配をした個体でも１２９系統由来の遺伝子が

約１％程度残ることになる．これだけの遺伝子が残ってい

るので，その解釈には注意が必要である．この問題を解決

するためには最初から C５７BL／６系統の ES細胞を用いれ

ば良いと誰しも思う．しかし，これまでに最も多く使用さ

れてきた C５７BL／６系統の ES細胞 Bruce４と BL／６-�から

も，樹立から１０年以上経った２００４年までに，わずか３８

系統しか報告されていない１０）．

４． C５７BL／６由来 ES細胞 RENKAの樹立

遺伝子背景の問題を解決するには，１２９系統以外の近交

系マウス，例えば C５７BL／６系統の ES細胞から高い効率

で生殖系列遺伝するキメラマウスを作る方法が確立できれ

ばよい．命題はごく単純であるが，実際には前述のように

生殖系列に効率よく入る ES細胞は入手できなかった．そ

こで我々は約１０年前に自分たちで独自に ES細胞樹立か

ら取り組みを始めた．その結果，C５７BL／６系統マウス胚

を培養すると，内部細胞塊からは比較的簡単に ES細胞状

形態の細胞は樹立できることがわかった．しかしこれらの

細胞を他系統の胚に移植して作成したキメラ動物におい

て，生殖細胞に分化するものの割合は１２９系統に比較して

低い．さらに，樹立直後の継代数の少ない細胞はそれでも

生殖細胞遺伝キメラを作るが，継代を重ねるに従いその割

合は低下していく．また，ノックアウトマウスを作成する

ために相同組換えクローンを単離する操作も生殖系列に入

る割合を低下させることが明らかになった．これらの点を

解決すべく幾つかの改良を行ってきた．

まず継代により生殖系列に入る割合が低下しにくい細胞

の樹立方法とその培養条件について検討を加えた．我々の

樹立した ES細胞株 RENKAは，C５７BL／６N系統由来のも

のであるが，その未分化状態を保つために，フィーダー細

胞と LIFを要求する．また，最も重要なことは，血清の

ロットであった．通常，血清のロットチェックでは，細胞

に対する毒性や成長速度に関する事項，さらに LIF不添加

の状態で分化細胞の出現とカリオタイプの逸脱を起こさな

いことなどを指標にして選択を行うが，これだけでは不十

分である．最も大切な点は，評価対象の血清で培養した細

胞が生殖系列遺伝キメラを作る能力があることを確認する

ことである．したがって，このチェックだけでも最低１５

週間程度かかってしまう．このようなチェックを行うと，

ES細胞用と銘打っているものでも RENKA細胞に適合し

ないものが存在する．成績の良い血清はあまり多くないの

が現状である．また，GIBCO BRLブランドの Knockout Se-

rum Replacementと称する血清に代わる添加剤が市販され

ている．この添加剤も血清に代わり ES細胞の培養に使え

るが，ロット間での差があるのでチェックは必須である．

この添加剤は人工合成なのでロット間の差がないことが謳

われているが，少なくとも RENKA細胞では大きな違いが

ある．これは構成する成分にロット間の差がある生物製剤
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が混和されているためと思われる．

RENKA細胞を未分化の状態に保つには，基本的な操作

を忠実にやることに尽きる．１２９系統 ES細胞に比べ C５７

BL／６由来 ES細胞は分化し易いので，細胞に不必要な刺

激を与えないことである．例えば急激な温度変化や，栄養

状態の変化，高い細胞密度などである．具体的には，使用

する培地の pHや温度を適切な条件にしておくことや，培

地交換のタイミングを決して遅らせないことである．ま

た，オーバーグロースにならないように早めに継代してや

ることも重要な点である．ES細胞は同一プールから拾っ

たものでも，クローンごとに特性に違いがあると考え，常

に状態を観察する必要がある．１２９系統 ES細胞では問題

にならない些細なことが C５７BL／６系統 ES細胞では致命

的な変化を引き起こす．もちろん形態的な変化を引き起こ

す操作などは問題外だが，小さな問題の積み重ねが結果と

して生殖系列に入らないという現象に行き着くのである．

人間は，翌日に起こる変化には対処しやすいが，数カ月後

にマウスが生まれないということを想像するのは難しい．

「ま，いいか」が命取りになる．

相同組換えの操作は，ES細胞にとって過酷な処理であ

る．エレクトロポーレーションにより細胞に穴を開けてベ

クター遺伝子を導入したり，薬剤選択によるクローニング

の過程，さらに凍結保存など細胞にとってのストレスに曝

すことになる．この過程で ES細胞が生殖細胞に分化する

能力をある割合で失っていくのは避けられない．このこと

を最小限にするためには，上記の細胞培養の基本と共にい

くつかのポイントがある．コロニーピックアップや細胞の

凍結を行う時間をなるべく短時間にすることである．これ

も前述の問題と共通するが，インキュベーターから外に出

された細胞は，非常に大きなストレスを受けているという

認識である．なるべくダメージを少なくするために，こま

めにインキュベーターに戻す必要がある．細胞凍結を行う

ときには，凍結するフリーザーの中にドライアイスを入れ

ておかないことも重要である（pH変化を起こしやすい）．

さらに細胞の保存は－１５０℃以下で行う．マイナス８０℃

は長期の保存には向かない．また，細胞の運搬などでもド

ライアイスを使わないで液体窒素の容器で行うことも成績

向上につながる．

５． コンディショナルノックアウト

通常のノックアウトマウスで問題になる発生途中の分子

欠損の影響を避けるには，臓器や細胞に特異的にかつ発達

の時期選択的に遺伝子発現を調節できればよい．第２世代

のノックアウト法とかコンディショナルノックアウト法と

呼ばれるこの手法は，世界中での様々な取り組みの結果，

Cre／loxP組換え系を用いたノックアウト法とテトラサイク

リン応答遺伝子を用いた発現制御法が実用化レベルにある

と言える．

Cre／loxP組換え系とは，P１ファージの酵素である Cre

リコンビナーゼが，loxPと称する３４bpからなる配列を認

識し，loxP間での組換えを引き起こす反応を用いて遺伝

子欠損を誘導するものである（図３）．この方法では，標

的とする遺伝子の機能を担うエキソンを挟むイントロン部

分に２個の loxP配列を同じ向きに挿入した標的マウスを

あらかじめ相同組換え法により作成する．このように標的

遺伝子に loxP配列を持つものは，floxマウスと呼ばれて

いる．この floxマウスと Creリコンビナーゼを発現して

いるマウスを交配させると，Creリコンビナーゼが発現し

ている細胞でのみ選択的に組換えが起こることを利用し，

遺伝子の欠損を誘導する．Creリコンビナーゼを発現する

マウスを Creマウスと呼び，コンディショナルターゲティ

ングを行う上で鍵を握る動物であるが，Creリコンビナー

ゼは，細胞内で一定の濃度にならないとその活性を発揮で

きない．しかし，特定の細胞に選択性高くかつ高濃度で

Creリコンビナーゼを発現するマウス系統はそれほど多く

はない．通常これらのマウスは，細胞特異的な発現をする

遺伝子プロモーターを利用したトランスジェニックの手法

で作成されるが，トランスジェニックマウスは，ランダム

に遺伝子に組み込まれるために，挿入された場所によりそ

のプロモーターの調節が影響を受ける．その結果，想定し

た場所での発現が起こらなかったり，発現量が低いとい

う，これまで多くのトランスジェニックマウスでの場合と

同じ問題に直面することになる．

この問題を解決する方法として，ノックイン法と呼ばれ

る方法により Creリコンビナーゼ発現マウスを作る方法が

ある．この方法では，解析したい細胞に特異的発現をする

遺伝子の開始メチオニンにフレームを合わせて Creリコン

ビナーゼを挿入したマウスを相同組換え法により作成す

る．この方法で作成した Creマウスは，ほとんどの場合挿

入された遺伝子発現に近い分布で Creリコンビナーゼが発

現するため，ノックインマウスを作る手間を差し引いても

トランスジェニック法より歩留まりが良い．ただこのマウ

スの欠点は，Creリコンビナーゼを発現させる遺伝子が

ノックアウトされるので，ヘテロ欠損で影響がない遺伝子

を選択して使う必要があることである．もう一つの方法

は，BAC（bacterial artificial chromosome）クローンを用い

たトランスジェニックマウスである１１，１２）．ノックイン法と

同様に解析したい細胞に特異的な発現をする遺伝子の開始

メチオニンにフレームを合わせて Creリコンビナーゼを挿

入した BACクローンを相同組換えにより大腸菌の中で作

成する．この BACにコードされている１００―２００kbの長さ

の遺伝子断片を用いてトランスジェニックマウスを作成す

る．この方法を用いると，ノックイン法に近い効率で細胞

特異的な発現をするマウス個体が取れるのがメリットであ
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り，今後利用が増えることが期待される．技術的には，

BACクローンからトランスジーンを効率よく切り出すの

にパルスフィールド電気泳動装置が必要である．さらにウ

イルスベクターで特定の細胞をねらい Creリコンビナーゼ

を発現する方法や１３），胎児期の個体で電気穿孔法により特

定の領域で Creリコンビナーゼを発現する方法１４）なども開

発されている．解析目的に合わせてこれらの手法を使い分

ける必要があるが，いずれにしても単純な交配より難しい

ので経験のあるラボで教えを請うことが成功の秘訣であ

る．

組換えの部位特異性は，利用するプロモーターの発現特

異性で規定されるが，時期特異性については，Creリコン

ビナーゼの活性を薬物で制御する方法が考案されている．

実用レベルと言えるのは，ステロイドホルモン受容体と

Creリコンビナーゼの融合タンパク質を使用したものであ

る．例えば，プロゲステロンのリガンド結合領域と Creリ

コンビナーゼの融合タンパク質である CrePRは，プロゲ

ステロンのアンタゴニスト（RU４８６）を投与したときのみ

その活性が誘導される１５，１６）．この分子はレセプターにリガ

ンドが結合しない状態では，ヒートショックタンパク質が

結合して Creリコンビナーゼ活性は持たない．したがっ

て，細胞特異的なプロモーターの下流に CrePRをつない

だマウスでは，特定の時期に特定の細胞での遺伝子組換え

を起こすことができる．CreERも同様な考え方で作成され

たもので，変異型エストロゲンレセプターのホルモン結合

部位と Creリコンビナーゼの融合分子で，タモキシフェン

投与により Creリコンビナーゼ活性が誘導できる．誘導前

にリークする活性を抑えるために，Creリコンビナーゼの

アミノ末端側とカルボキシル末端側２カ所にMERを結合

したものも開発されている１７）．

実際に我々が作成した小脳プルキンエ細胞特異的にかつ

誘導可能な組換えマウスを示す１８）．このマウスは，プルキ

ンエ細胞特異的に発現するグルタミン酸受容体 δ２サブユ
ニット（GluRδ２）遺伝子プロモーター制御下で，活性誘
導が可能な CrePRタンパク質を発現する．このために，

GluRδ２遺伝子の翻訳開始点にフレームを合わせて CrePR

遺伝子を挿入した，いわゆるノックインマウスを作成し

た．このマウス系統（D２CPR）を Creリコンビナーゼ活

性によって，lacZ遺伝子が発現するトランスジェニックマ

ウスと交配し，得られた子のうち，両遺伝子をヘテロに持

つ個体をレポーターマウスとして使用した．５―７週齢のレ

ポーターマウスに RU４８６を投与し，経時的に β-ガラクト

シダーゼ（β-gal）活性染色を行った．その結果，プルキ

ンエ細胞特異的な染色が認められた（図４）．このように，

D２CPRマウスは，プルキンエ細胞選択的に遺伝子組換え

を人工的に誘導できるマウスであり，小脳プルキンエ細胞

で働く分子の機能を成体において解析する非常に有用な

ツールとなる．

これらの誘導型の Creリコンビナーゼの問題点は，元の

Creリコンビナーゼに比べて活性が低いことである．した

がって，CrePRあるいは CreERを通常の Creリコンビ

ナーゼタンパク質濃度より高くしてやる必要があり，強い

プロモーターでの発現を必要とする．また，誘導薬剤はい

ずれも脂溶性であるため，取り扱いが難しく，融合 Creリ

コンビナーゼを活性化する薬剤濃度を長時間にわたり高く

保つ投与方法は，検討の余地がある．

６． テトラサイクリントランスアクチベーターを用いた

遺伝子発現調節法

遺伝子発現を外から自由に調節して，対象分子の機能を

解明するという方法は，大変魅力的なものである．例え

ば，神経系で記憶・学習の研究をする場合，ある分子が記

憶の獲得に必要なのか，保持に必要なのかという問いに

は，可逆的な発現調節ができる方法があれば対処できる．

このような薬剤による遺伝子発現の調節を目的にテトラサ

イクリントランスアクチベーターを用いた方法が開発され

てきた１９）．この原理は，図５に示したが，テトラサイクリ

ントランスアクチベーター（tTA）は，テトラサイクリン

トランスアクチベーター結合配列（tetO）に結合し，その

下流の転写を ONにする．ここにテトラサイクリンを投与

すると，tTAは tetOとの結合ができなくなりその下流の

転写が OFFになる．すなわち，テトラサイクリンの有無

で遺伝子転写の ON／OFFができるのである．この方法が

使用されている例は，あらかじめ解析対象分子をノックア

ウトしたマウスで，解析対象の分子を薬剤により制御する

という方法で利用されている．今後大きな発展が期待され

る手法であるが，tetOのプロモーター活性はマウス個体の

中で必ずしも高くないので，発現させる分子は限られてく

る．ドミナントネガティブのような多量の分子発現が必要

な実験などには向かない．

７． ベクター構築法

現在 ES細胞を用いて遺伝子組換えマウスを作成するに

は，いくつか律速になる段階があるが，最初に引っかかる

のはターゲティングベクターの構築である．その最も大き

な原因は，DNAのクローニングなどは非常に初歩的な技

術で誰でも簡単にできるという誤解である．なるほど，現

在では様々なキット類があり，DNA断片をプラスミドに

つなぐことなど学生実習でもやっているし朝飯前だと思わ

れる．しかし，効率よく組換えを起こすことのできるター

ゲティングベクターは１５kbを超えることも珍しくない．

プラスミドベクターは大きな DNA断片を保持するように

はできておらず，挿入部分が７kbを超えるとその長さに従

い，指数関数的にライゲーションの効率が下がる．した
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がって，ライゲーションされる DNA断片を高度に精製し

てやり，その効率を高めてやることが必要である．簡便な

キットを用いた方法で３kbの断片をつなげると数千個のコ

ロニーが生じる方法でも，１０kbの断片をつなぐとコロ

ニーが出現しないということはよくある．DNAの精製法

やライゲーション法などは，古典的ともいえる実験書を参

照するか２０），最近あまり実験されていない偉い先生に聞く

と喜んで教えてくれる．一方，標的とする部分の遺伝子ク

ローニングは，マウス遺伝子配列が明らかにされ劇的に変

化した．手元にゲノムのクローンがなければ，標的とする

遺伝子の情報をもとにプライマーを設定し，購入した

BACクローンやゲノムに直接 PCRをかけてクローニング

すればよい．読み違いが少なく長い配列を増幅できる耐熱

酵素（KOD plus, Platinum Pfxなど）が開発されたのでこ

のようなことが可能になった．また，BACクローンから

直接 DNA断片をプラスミドにクローニングする Red／ET

システムを使うと，目的領域の長鎖（～２０kb）DNAを簡

便に得ることができる２１）．

単純なノックアウトであれば，標的とする遺伝子を破壊

して目的のタンパク質の生成ができないようにしてやれば

良いが，コンディショナルのターゲティングの場合は，組

換えによるノックアウトをする前には，標的遺伝子を正常

に発現させなければならないので，少し慎重なベクター設

計が必要である．図６に我々が通常用いている方法を示

す．このベクターシステムを用いると短時間に複雑なコン

ディショナルターゲティングベクターが構築できる．通

常，標的とする遺伝子がコードするタンパク質の機能ドメ

インを含むエキソンを loxP配列で挟むが，この時，挟ま

れる領域は１kb以下にすることが望ましい．これは，片方

の loxP配列の近傍に neoカセットがあり，この部分を中

心に組換えは起こるので，loxP間での組換えが起こるこ

とがある．そうすると片側の loxP配列が落ちてしまうの

で loxP間を短くすることでこの確率を下げるのである．

また，標的エキソンはその欠質でフレームシフトが起こる

ものが良い．フレームシフトがないとアミノ酸配列を一部

欠失したタンパク質ができる可能性があり，その分子が影

響を与えることがあるからである．floxマウスを作成する

ときに neoカセットの存在が問題になることが多い．この

カセットには通常 pgkのような強いプロモーターが使われ

ており，イントロン中に挿入された neoカセットは本来の

遺伝子発現に影響を与えるからである．floxマウスでの遺

伝子発現に異常があれば，コンディショナルノックアウト

にならないことは言うまでもない．我々はこの問題を酵母

組換え系 Flp／frtを用いて解決している．neoカセットを

frt配列で挟んでおき，マウスにしてから Flpリコンビナー

ゼ発現マウスと交配して neoカセットを除いている．もち

ろん in vitro で Flpリコンビナーゼを作用させ除去するこ

とも可能であるが，ES細胞に必要以上のストレスを与え

ないという観点から我々はマウスにしてからの除去という

手法をとっている２２）．最近 BACクローンを用いて大腸菌

の中で組換えを起こしベクターを作成する方法が開発され

てきている２３）．方法の詳細は文献を参照していただければ

図５ テトラサイクリンによる遺伝子発現調節法
テトラサイクリントランスアクチベーター（tTA）を発現するトランスジェニックマウスと tTA
で活性化されるオペレーター（tetO）の下流に発現させたい遺伝子を持つトランスジェニックマ
ウスを交配させ，両者の遺伝子を持つ個体を選別する．この個体では，tTA依存的に tetO制御
下のトランスジーンが発現している．ここにテトラサイクリン（通常はドキソサイクリン）を
投与すると tTAが tetO結合能力を失い tetO制御下のトランスジーンの発現が止まる．
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良いが，大腸菌の中での組換えは短い相同性部分でも起こ

るので，完成したベクターの配列を相当丁寧に見ておいた

方が無難である．ベクターに含まれるエキソン部分（この

部分はいずれのベクターでも配列確認が必須）だけでなく，

neoカセットの配列や loxPのつなぎ目なども計画どおり

か確認した方がよい．また，BACクローンを使うときの

大切な注意点がある．入手したクローンから抽出した

BAC DNAの中に，目的とした領域が確かに存在すること

をマウスゲノムと並べて PCRやサザンブロット解析で確

認することが必要である．BACクローンの中にはある確

率で遺伝子の欠損したものなどが含まれるからである．し

たがって，可能であれば目的の領域を含む複数の BACク

ローンを入手して確認することが望ましい．

８． 遺伝子改変マウスを用いた研究の今後

現在世界では，米国 NIHが KOMP，カナダで NorCOMM，

さらに欧州では EUCOMMと称するマウスの網羅的ノック

アウトプロジェクトが相次いでスタートした．いずれの計

画でも遺伝子トラップ法と相同組換え法等の併用によりマ

ウス全遺伝子をノックアウトした ES細胞のライブラリー

構築を目指している．欧州が，コンディショナルノックア

ウトを前提としたベクターを使用するのに対し，米国

NIHの計画では現実的な遂行を前提に単純ノックアウト

となっている．使用するマウスの系統は欧州が１２９系統

ES細胞利用を前提にしているのに対し，NIHの計画では

C５７BL／６由来 ES細胞を使用することを謳っている．それ

ぞれの計画でマウスまで作成するのは，予算の関係もあ

り，方法論の検証のために数百系統と計画されている．一

方我が国では，残念ながら具体化された計画はまだないの

が現状である．サイエンスのグローバル化が進み，利用で

きるリソースはもらえばいいと考える人が多くなったが，

遺伝子ノックアウトマウスは，薬剤開発などヒトの疾病予

図６ コンディショナルノックアウト作成用汎用型ベクター
A，frt配列ではさんだ neoカセットと loxP配列を持つ Neo-MC／lox＃５．B，ネガティブ選択用 DTカ
セットを持つ DT-MC＃３．C，相同組換えベクターの構築．�欠損させるエキソン部分を ES細胞遺伝
子か BACクローンを鋳型にし，PCRで増幅して Neo-MC／lox＃５の SmaI-XhoI領域に挿入する．�標
的エキソンの上流部分２―８kbを PCRで増幅し，pgkプロモーター上流のマルチクローニングサイトに
結合する．�標的エキソンの下流部分２―８kbを PCRで増幅し，DT-MC＃３のマルチクローニングサイ
トに結合する．この時，上流と下流の相同領域の長さの合計は１０kb以上にした方が組換え効率がよ
い．��のクローンより Sal I-AscIあるいは AscIで neoカセットを含む挿入部分を切り出し，�のベ
クターの同一サイトに結合する．この方法を用いると未経験者でも短時間に相同組換えベクターが構
築できる．
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防と治療のために利用できるリソースであり，経済的な理

由での囲い込みも予想される．したがって，我が国の生命

科学の研究推進とリソース確保，さらに日本ただ乗り論に

対抗するためにもポストゲノム研究の国家プロジェクトと

して位置づけるべきであると考える．何も国粋的な発想で

はないが，我々が実用化してきた C５７BL／６ES細胞を用い

た相同組換えマウス作成法だけでなく，我が国には PolyA

トラップ法の新しいベクターを開発した石田等２４），トラン

スポゾンを用いたユニークなトラップ法を開発した竹田

等２５），さらに多機能なトラップベクターを開発してきた山

村等２６），２７）の技術的な蓄積があり，これらを結集すること

で，日本のリソースの充実を図ることが可能である．実際

に相同組換えで作成するマウスは，生命科学それぞれの分

野に焦点を絞りコンディショナルターゲティングできるも

のを開発すべきである．具体的には，神経系の機能に関連

する３００種類の遺伝子とか発がんに関連する２００種類の遺

伝子など各分野研究者の要望を基にリスト化することによ

り費用対効果の高いプロジェクトになる．

一方，特定の分子に着目した実際の研究場面では，アミ

ノ酸の置換による機能ドメイン欠損マウスの作成など各論

的なマウス作成需要は無くならないと思われる．したがっ

て，ベクター構築法の更なる簡便化と ES細胞での相同組

換え効率の改善が次の課題である．さらに今後大切な問題

は，様々な細胞や組織で選択性高くかつ効率的な組換えを

起こす Creマウスの開発である．とりわけ，現在の誘導型

Creリコンビナーゼは活性が低いので，新たな分子の開発

を進める必要がある．
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