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1）要旨

これまで遺伝子解析のツールとして遺伝子トラップ法が開発され、使用

されるベクター：トラップベクターもその目的に応じ多種開発されてき

た。今回新しい可変型遺伝子トラップベクターとして現在まで使用して

きたトラップベクターを改良し、pU－17：intron－1侃71－splicing

acceptor（SA）一像θo－10ワ‘P－pA－10x2272－pSP73－10x51を作製した。ベクター内の

SAには、 go1αo孟03∫ぬ3θ加εo〃解∫η一アθ8赫αηoθル3’oηgene（βgθo）の開始コドン

と同一フレームで終止コドンが存在し、プロモータートラップとして機

能することが期待された。実際にトラップされた遺伝子を調べてみると、

開始コドンを含むexonと隣接するintronに、トラップベクターが高率で挿

入されていることが証明された。さらにCre－mutant lox systemを用い、βgθo

遺伝子をθ励研。θ4gγθθ〃〃07θ80θ初ρ70観刀（EGFP）遺伝子へ置換すること

に成功し、置換クローンからキメラマウス作製によりマウスラインを樹

立、その後Flpトランスジェニックマウスと交配させることによりマーカ

ー遺伝子を除去、置換されたEGFP遺伝子がBgεo遺伝子と同じ発現パター

ンを示していることを確認した。pU－17トラップベクターを用いることに

より、ランダムな挿入変異を起こし遺伝子をトラップしたクローンを樹

立する。その後トラップされた遺伝子の単離解析を施行、単離できた遺

伝子に関してはプロモータートラップとなっていることからホモマウス
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を作製することにより遺伝子をnullにできることが期待できる。その後

Cre／10xシステムを用レソlgθoを他の遺伝子に置換し、トラップされたプロモ

ーターρ支配下に他の遺伝子を発現させることが可能であり、pU－17は遺

伝子の単離解析に有用なtoolとなると考える。
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Abstract

We have developed a new exchangeable gene trap vector, pU-17,

carrying the intron-lox71-splicing acceptor (SA)-P

geo-loxP-pA-lox2272-pSP73-lox5 1 1 . The SA contains three stop

codons in-frame with the ATG of Pgalactosidase/neomycin-resistance

fusion gene (B geo) that can function in promoter trapping. We found

that the trap vector was highly selective for integrations in the introns

adjacent to the exon containing the start codon. Furthermore, by using

the Cre-mutant lox system, we successfu11y replaced the 6 geo gene

with the enhanced green fluorescent protein (EGFP) gene, established

mouse lines with the replaced clones, removed the selection marker

gene by mating with Flp-deleter mice, and confirmed that the replaced

EGFP gene was expressed in the same pattern as the B geo gene. Thus,

using this pU-17 trap vector, we can initially carry out random

mutagenesis, and then replace the B geo gene with any gene ofinterest

to be expressed under the control ofthe trapped promoter through

Cre-mediated recombination.

-6-



2) agtcth S(lY Z F

T.Taniwaki, K.Haruna, H.Nakamura, T.Sekimoto, Y.Oike, T.Imaizumi,

F.Saito, M.Muta, Y.Soejima, A.Utoh, N.Nakagata, M.Araki, K.Yamamura

and K.Araki

Characterization ofan exchangeable gene trap using pU-17 carrying a stop

codon-ligeo cassette

Develop. Growth Differ. 47, 163-172, 2005
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ES cell : Embryenic stem cell

SA : splice acceptor

IRES : internal ribosomal entry site

pA : polyadenylation

PCR : polymerase chain reaction

DNA : Deoxyribonucleic acid

RNA : Ribonucleic acid

cDNA : Complementary DNA

RT-PCR : Reverse transcriptase-Polymerase chain reaction

5'-RACE : rapid amplification ofcDNA 5'-ends

EGFP : enhanced green fiuorescent protein

]Ptsgk : phosphaglycerate kinase-1
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5）序論

今日、ヒトとマウスの全てのゲノム配列がほぼ明らかとなった（Waterston

θ∫砿2002）。生体内における遺伝子の機能は、配列情報のみでは理解す

ることはできず、機能的遺伝学において変異解析が有力で、効果的なア

プローチとなる。ES細胞を用いた遺伝子トラップ法は、ランダムな挿入

変異を起こし、トラップされた遺伝子を単離、容易に同定可能な手法と

して確立された方法である。1989年、Gosslerらがショウジョウバエに用

いられていたエンハンサートラップ法を応用し、初めてマウスES細胞を

用いたエンハンサートラップ（p3：LSN）とプロモータートラップ

（pGT4．5H3）を行った。 p3LSNは、 mouse heat－shock protein 68（hsp68）

のプロモーター、lacZ遺伝子、ネオマイシン耐性遺伝子を、 pGT4．5H3は

マウスEn－2遺伝子のsplice acceptor（SA）、lacZ遺伝子、ネオマイシン耐

性遺伝子を持っており、トラップベクターが内在性の遺伝子内に組み込

まれた時のみ、内在性遺伝子とレポーター遺伝子との間で融合タンパク

が生成され、トラップされた遺伝子の発現をモニターすることが可能と

なる。ES細胞へのエレクトロポレーション後のG418耐性コロニー内に

lacZを発現するコロニーを確認、さらにトラップクローンからキメラマウ

スの作製にも成功、機能解析まで行った。1991年にはSorianoらがさらに
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改良を行い、splice acceptor（SA）、lacZ遺伝子、ネオマイシン耐性遺伝

子、lacZ遺伝子とネオマイシン耐性遺伝子の融合遺伝子（βgθo）を用い、

いろいろな構造のプラスミドベクター及びレトロウイルスベクターを比

較検討している。どちらのベクターもプロモーターを欠くため、ES細胞

で発現している遺伝子のみをトラップするプロモータートラップとして

機i能することが考えられる。それぞれES細胞に導入、 G418で選別後、コ

ロニーでのlacZ遺伝子の発現を検討し、 SA一βgεo－pAの構造を持つベクタ

ー（pSABgeo、 ROSABgeo）に関しては、効率よくトラップできたことを

確認している。キメラマウスの作製にも成功しており、素性致死等の表

現型解析も行っている。1995年にはTakeuchiらがSA－neo－IRES－lacZ－pAと

いった構造を持つベクターを用い解析を行っている。encephalomyocarditis

virus（ECMV）由来のIRES（intemal ribosomal entry site）はcap－independent

translationを起こすため遺伝子内のどこに挿入されてもlacZが発現するが、

レポーター遺伝子と内在性遺伝子とが融合タンパクにはならない。この

ベクターを用い、新規遺伝子を発見、解析を行っている。

現在まで、IRESや、βgεoを持つトラップベクターが広く使用されており、

ES細胞で発現するいろいろな遺伝子をトラップすることが証明されてき

ている。（Chowdhury et al．1997；Bonaldo et al．1998；Stoykova et al．1998）ま

た、トラップされたcDNAや組み込まれた周囲のゲノムの配列は、 rapid
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amplification of cDNA 5’一ends（5’一RACE）（Townley et al．1997）や、プラスミ

ドレスキュー法（Araki et al．1999）により容易にクローン化することが可

能である。

通常の遺伝子トラップ法では、トラップベクターの挿入により、挿入部

位より下流の遺伝子配列の欠損した変異のみしか起こせない。そこで、

我々の研究室では、point mutationのような変異をトラップされたalleleに

導入するため、Cre－LE／RE mutant loκsystem（Araki et al．1997）を用いES細

胞でのsite－directed integration systemを開発し、可変型遺伝子トラップベ

クターpU－Hachi：SA－10κ71－IRES一βgε〇一polyadenylation signal

（pA）一10xP－pA－pUC（Araki et al．1999）を構ii築、報告した。 Cre－LE∠RE mutant

loκsystemとはBacteriophage P1由来のシステムであるCre－10xPシステム

（10％P配列が組換え酵素であるCreにて、部位特異的組換えを起こす）を

応用したもので、通常Cre－10xPシステムによる組換えは可逆性のため一度

挿入したものが抜けてしまうことになるが、反復配列部に変異をいれた

変異10x（10κ71、10x66）を使用することにより、挿入した配列を完全では

ないものの抜けにくくなった。pU－Hachiトラップクローン内のβ9θo遺伝子

はCreによる組換えにより、他のcDNAと置換することが可能である。ま

ず遺伝子トラップ法により最初にランダムな挿入変異を起こし、次に言

換えを行いβgεoと同じパターンで発現するcDNAを組み込むことが可能
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となる。

しかしながらpU－Hachiを用いた置換実験ではその構造的理由からいくつ

かの制限がでてきた。まず、SAと10κ71配列にそれぞれ4つ、1っの終止

コドンがあり、それにより10κ71siteへexon、 intron構造を持つゲノム遺伝

子が挿入された場合、SAに存在する終止コドンが早期翻訳終止コドンと

なり、nonsense codon－mediated mRNA decay（NMD）（Wagner＆Lykke－

Andersen 2002）を誘導すること。二つ目にIRESがβgεoのcap－hldependent

translationに使用されているため、置換により挿入されるcDNAの翻訳のた

めにIRESの使用が必要となること。三つ目は、 IRESを含むトラップベク

ターは、しばしば遺伝子の3’領域に組み込まれ、トラップされた遺伝子を

完全に破壊できず、マウスの表現型に軽度の影響しか与えないことがあ

ること。四つ目として、トラップされた遺伝子の3’側は再利用できないこ

と、これはpA配列がlox間の領域の外側に存在するため、除去することが

できないためである。例えば、我々はプロモーター配列を挿入すること

によって3’一rapid ampli伽ation of cDNA endsを試みたが、トラップされた

遺伝子の3’側と融合する転写産物は産生されなかった。五つ目として。アθ

遺伝子を挿入、発現させることが困難なこと、これは、LE／RE mutant Joκ

system（Albert et al．1995）では、トラップベクターと置換ベクター間で、

10κ間での組換え後、同部位で再度Joκ間での組換えが起こる可能性があり、
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07θ遺伝子の挿入に失敗することがしばしば発生するためである。

最近になり、我々はheterospeci且。 loκ、 lox2272とLE／RE mutant loワ‘の併用

により、組換えに関しての問題を解決した。これは、Cre－LE／RE mutant 1侃

systemでは再組換えの可能性があったものを、10κ配列のスペーサー部位

に変異を起こしたheterospecific loxを用いることにより、再組i換えが起こ

らないようにすることが可能となり、そのため組換え効率が改善、Creに

よる組換えにより07θ遺伝子を組み込むことを可能にしたことを報告した

（Araki et al．2002）。これらの知見に基づき、我々はcDNA、ゲノムDNA、

07θ遺伝子の挿入、発現に適した新しい遺伝子トラップベクターを構築し

た。新しいトラップベクターpU－17はプロモータートラップとして設計し

ており、置換のために3種類の変異10κsiteを持っている。今回、pU－17が、

開始コドンの周囲に効率よく組み込まれること、ベクター内のβ9θo遺伝

子は容易にenhanced green nuorescent protein（EGFP）遺伝子と置i換すること

ができること、そして生体内で置換後も同じ発現パターンを維持できる

ことを報告する。
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6）材料と実験方法

6－1）P1紛smids

トラップベクターpU－Hachiを改良し、 pU－17とpU－18を作製した。

1：マウスEη一2遺伝子のイントロン内、5’側に10κ71を挿入した。

2：、βgεo遺伝子のpolyadenylation（pA）signalを除去した。

3：mouse助03助ogり・oθ70’θ窺〃α5θ一1研g＠遺伝子のpA signalの上流に

  Zoκ2272を挿入した。

4：pU－HachiのpUCベクターに代わり、pSP73（Promega， Madison， WI， USA）

  ベクターを使用した。

5：IRESを除いた。

エレクトロポレーション前にそれぞれのベクターをSpe I siteで直線化し

た。

Cre発現ベクター：以前報告にあるpCAGGS－Creを用いた。（Araki et al．

1995；Araki et al．1997）

プラスミド：pCAGGS－FlpはpCAGGSの一EooRI siteに助遺伝子（Stratagene，

La Jolla， CA， USA）をつないで作製した。過去に報告されていたF肋遺伝子

の変異（f益ngrose et a1．1998）は修正した。

置換ベクター：p6SEFPPFはpSP73（Promega）のコンポーネント、10κ66配列、
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EGIFP遺伝子（Clontech， Palo Alto，CA， USA）、1盟7配列、P誹プロモーター、

卯70〃η6’η淋αoθリノ1〃伽⑫アα8θ〔Pαφ遺伝子、そして10xP配列で構築した。

6－2）培養とエレクトロポレーション

ES細胞はTT2（Yagi et al．1993）とE14tg2a（Niwa et al．2002）を用いた。トラ

ップベクターpU－17とpU－18、それぞれ80μgのSpeI－digested DNAと2x107

のES cellを使用し、ES細胞を0．8mしのphosphate－buf飴red saline（PB S）に懸濁、

800V、3岬に設定したBio－Rad Gene Pulser（Bio－Rad Laboratories，Hercules，

CA， USA）を用いエレクトロポレーションを行った。細胞を培養し、48時

間後よりG418を200μg／m：しに調整した培養液にて7日間selectionを行い、コ

ロニー数をカウント、24－well plateに継代した。 ES細胞におけるCreによる

置換は以前の報告に従い行った。（Araki et al．1999）

条件検討のため、トラップベクターpU－17を80μgとES細胞を、0．8mしの

PBSに混濁、エレクトロポレーションの条件を、800 V、3μFと400 V、125

μFとで行った。上記の如くselection後、ピックアップし6c皿wellまたは

10c皿wellよりDNAを回収した。

6－3）genomic DNAの解析

細胞または組織をsodium dodecylsul魚te（SDS）／proteinase Kにて溶解し、1：1

（v／v）phenol／chloro釦㎜処理を行い、エタノール沈殿後、10mM Tris－HCI， pH
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7．5／1mM ethylenediamine tetraacetic acid（EDTA）（TE）に溶解した。6品目の

genomic DNAを適切な制限酵素で切断し、0．9％アガロースゲルで電気泳

動を行い、nylon membrane（Roche Diagnostics， Basel， Switzerland）にプロッ

トした。HybridizationはDIG DNA Labeling Kit（Roche）を用い行った。

polymerase chain reaction（PCR）解析は、 DNA（50 ng）をthe㎜al cyclerを用い、

1min 94。C、2min 55。C、2min 720Cで30サイクルの条件にて施行した。

プライマー配列は以下の通りである。

組換え体検出用

SA5（5’一GGTCACTTTATGTTCTTGCCC－3’）、

GFP2（5’一TGTGATCGCCGTTCTCGTTG－3ρ）

Bgeo検出用

Z1（5’一GCGTTACCCAACTTAATCG－3’）

Z2（5’一TGTGAGCGAGTAACAACC－3’）

CAGGS－Flp transgene検出用

AG2（5’一CTGCTAACCATGTTCATGCC－3’）

Flp5（5’一ATCCTACCCCTTGCGCTAAA－3’）

6－4）RNA解析

Sepasol（Nakalai， Kyoto， Japan）を使用しES細胞からRNAを抽出、 Total

RNA 10μgを1．0％agarose－fb㎜aldehyde gelsで電気泳動し、 positively

charged nylon membrane（Roche）に写し、80℃で1時間baking行い、プレハ

イブリダイゼイション後、DIG RNA Labeling and Detection Kit（Roche）を用
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い作製したRNAプローブでハイブリダイゼイションを行った。

Total RNA 5μgを用い、 reverse transcriptase ReverScript（Wako Pure

Chemical lndustries， Osaka， Japan）とlacZ配列内のプライマーであるLZUS3

primer（5’一GCGCATCGTAACCGTGCAT－3’）を使用しfirst－strand cDNAを合

成した。5’一RACE system（lnvitrogen， Carlsbad， CA， USA）に従い5’一RACEを

施行した。first PCRは、 SA配列内のpr㎞er

SA13（5’一TCTGAAACTCAGCCTTGAGC－3’）とanchor primer

（5’一GGCCACGCGTCGACTAGTACGGGiiGGGiiGGGiiG－

3’）（lnvitrogen）．で行い、次いでnested PCRをSA配列内のprimer SA10

（5’一AGCAGTGAAGGCTGTGCGA－3’）とanchor primer内の配列

amplification primer（5’一GGCCACGCGTCGACTAGTAC－3’）で行った。 PCR

産物を電気泳動し、Quant㎜Prep Freeze‘N S queeze DNA Gel Extraction

Spin Colu㎜s（Bio－Rad）を用い精製、 Big Dye Te㎜inator Cycle

Se4uencing kit（Perkin Elmer， Foster City， CA， USA）を用いdideoxy－chain

temination methodによって配列を決定した。配列を得られたラインに関し

ては、得られた配列を元にプライマーを作製し、そのESより抽出したTotal

RNAとrandom primersを用いRT－PCR行い且rst－strand cDNA作製、先ほどの

プライマーとトラップベクター内のプライマーでPCR施行し、予測される

サイズのバンドの有無を確認した。確定した配列はBLASTN program

（http：／／blast．genomejp）（Altschul et al．1990）を用い、 GenBankやGehEMBL
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databasesと比較し、 exon－intron構造はCelera Discovery System（Applied

Biosystems Japan， Tokyo， Japan）を用い、検討した。

6－5）キメラマウスの樹立

キメラマウスはICR mice（CLEA Japan， Tokyo， Japan）のeight－cell embryosと

ES細胞のaggregationによって作製した。キメラのオスマウスを、 F l

heterozygotesを得るためにC57BL／6 Jメスマウス（CLEA Japan）と交配した。

CAGGS－Flpのmicroir噸ectionのために、 BDF 1（Charles River， Osaka， Japan）メ

スを過排卵状態とし、BDF 1オスと交配させた。受精卵を牧集し、前核へ

のirOectionを、以前報告された方法に従い施行した。（Yamamura et al．1984）

6－6）組織学的解析

5－bromo－4－chloro－3－indolylβ一D－galactopyranoside（X－gal）染色：

組織を4％parafbmlaldehydeに6時間固定後、 vibratomeを用い50μmの切片

とする。10分間1％Triton X－100 in PB Sで処理をし、 PB Sで3回洗浄、

staining solution（5 mM potassium f6rricyanide，5mM potassium fbrrocyanide，

2mM MgC12，0．5％X－gal in PB S）内で一晩incubate施行。その後スライドガ

ラスに固定し、Nuclear Fast redで対比染色を行う。

6－7）免疫組織化学：

組織は、4％パラホルムアルデヒドで0／N固定した。パラフィン切片を準

備し、anti－EGFP rabbit polyclonal antibody（MBL， Nagoya， Japan）．で染色した。
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7）結果

7－1）pU47の構造

pU－17の構i造をFigure 1（A）に示した。 pU－Hachiからの改良点は次の通りで

ある。

1：10x71 siteをSAのintron内に挿入した。

2：10κ2272and loκ511sitesをそれぞれpAとplasmid vector tailの下流へ挿入

  した。これら二つの変更により、いろいろな置換が可能となった。（Fig．

 9and Discussion）

3：IRESを除去した。結果として、 SAのexon配列内の3つのstop codonが、

  βgθo遺伝子のATGと同一fヒameとなった。（Fig．1C）理論的にトラップ

  された遺伝子の開始コドンの上流にベクターが組み込まれたクロー

  ンのみがネオマイシン耐性となることが予想される。このように

 Stop一βgθoベクターはプロモータートラップとして機能することが予

 想され、トラップされた遺伝子のコントロール下にcDNAが発現する

  ことが予想される。しかしながらこのようなintegration siteの制限は、

  コロニー形成の効率を低下させる可能性がある。そのため我々は、

 ECMVのIRESを持つ他のトラップベクターとpU－17のコロニー形成の

 効率を比較してみた。

7－2）：RESの有無によるコロニー形成効率の比較
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IRESの有無でのコロニー形成の効率を比較するため、 pU－17をベースに

sAとβgθoの問にIREsを持つ、 pu－18ベクター（Fig．1B）を作製した。 pu－17

とpU－18の違いは、それぞれSAと．βgθoの間にIRESを持つか持たないかだ

けである。pU－18では、トラップされた遺伝子とIRES一．βgθoとのfUsion

messageが形成され、トラップされた遺伝子とβgθoの両者のAUGから翻訳

が開始される。そのため、IRES一βgεoベクターのトラップされた遺伝子へ

の挿入部位と関係なく、トラップクローンはG418耐性となるはずである

（Bonaldo et al．1998）。二つのベクターについて同日にエレクトロポレー

ションを行い、同一回忌で培養を行った（Fig．2）。細胞をG418で選別し、

その後コロニー数を数えた。Table 1に示したように、両者間でコロニー

数はほぼ同じであり、pU－17ベクターはpU－18とコロニー形成効率が同等

であることが示された。

7－3）エレクトロポレーションの条件検討

我々はエレクトロポレーション後の挿入効率を調べる目的で、pU－17ベク

ターに対し二つの条件（800V、3μFと400V、125μF）でエレクトロポレ

ーションを行った。同一日に同一ベクターを二つに分け二つの条件にて

エレクトロポレーション施行、同一条件にて培養、G418選別行い、ピッ

クアップ前にコロニーの形態、個数について調べた。その後24wellヘピッ

クアップ、12wellから6well又は6c皿dishに継代し、 DNAを回収した。その
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DNAをPCR、サザンプロットにて解析、挿入効率を検討した（Fig．3）。

PCRでは、10x71、10κ2272、 Amp、10κ511、の欠損を調べ、全く欠損のな

いクローンは使用可能なクローンと判断、Zoκ71、10κ2272が欠損の場合、

同部位でCre－LE／RE mutant loκsystemでのβgεo、pAの組換えが不可能とな

り使用できないクローンと判断、Amp、10x51欠損の場合は、3’delitionク

ローンとし、plasmid rescueが不可能な場合もあるが、使用可能なクロー

ンとした（Table 2A）。サザンプロットは：LacZ probe、 pUC probeを用い施

行し、バンドのサイズ、本数より、ベクターがsingle copy（fUll、3’delition）

で挿入されているのか、tandem挿入なのか、2～3copy挿入なのか、使え

ないクローンなのか判断した（Table 2B）。

結果、コロニーの形態に関しては、800V、3μFの条件ではG418selection後、

コロニーが少ないことが多く、pick upの際ES cellの選別ができず、形態

の悪いのまで拾うことが多かったのに比べ、400V、125 FFの方は上記条

件よりもG418selection後、生き残る細胞数が多いため、 pick upの際ES

cellの選別ができ、主に形態の良いのを拾うことができた。挿入効率に

関しては、PCR、サザンプロットの結果、400V、125μFの方がlox71欠損

が多く、多コピー挿入など使えないクローンが多く、800V、3．0μFの方

がsingle挿入効率が高く、lox71欠損も少なく良好な結果であった。

（Table 3）



7－4）pU－17の挿入部位の検討

pU－17とpU－18の挿入部位を確認するためにNorthem blo枕ingを行い、トラ

ップクローンのfUsion messageのサイズを比較し、トラップクローンに

おけるpU－17の挿入部位を検討した。もしpU－17がトラップされた遺伝子

の開始コドンの上流に組み込まれているならば、βgθoと融合したmRNA

のサイズは短くなり、サイズとして約4．5kbになるはずである。 Figure 4（B）

に示したように、pU－17クローンのfUsion messageのサイズは類似しており、

全長約4．5－5kbであった。一方、 pU－18クローンではほとんどが5kbを超え

る、いろいろなサイズのバンドが検出され、遺伝子の中央、または3’側に

組み込まれていることが示唆された。この結果により、pU－17は内在性遺

伝子の5’側に組み込まれやすい傾向があるということが示された。

次に、多数のトラップクローンにおいて、5’一RACE解析により配列を決定

し、挿入部位についての解析を行った（Figure 5 Table 4）。pU－17のク

ローンの内22クローンが既知遺伝子をトラップしており、exon－intron構造

における挿入部位をCelera Discovery Systemを用い決定した。 Figure 4（A）

に示したように、トラップクローンの82％が、トラップされた遺伝子の開

始コドンを含むexonに隣接するintronに組み込まれていた。この結果は、

pU－17がプロモータートラップベクターとして効率よく機能しているこ

とを示している。
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7－5）EGFP geneの組換え実験

pU－17は4つの10κsiteを持っており、10gc71や、10xP、10κ2272、10ワじ511など、

10κsite間のDNA配列をその他のDNA配列と置i訂することが可能である。

それらの置換について立証するため、Figure 6に示した如く、一EGFP遺伝

子の組換えを試みた。

10x66－SA－EGFP－1rR7Lpgんpromoter－Pαo－FRILloκP－pSP73を持つ置換ベクタ

ーを作製、置換のため、targeting plasmidとpCAGGS－Creをそれぞれ20μg

ずつ環状のまま、ESクローンとエレクトロポレーションを行った。置換

ベクターとトラップベクターは同じspacer region（10x66 and loκP、10κ71 and

loκP）を含む2つの10κsiteを持っているため、エレクトロポレーション後、

最初の組換えが2つの1侃site間で起こり、結果、Figure 6の中央に示す如く、

2つの中間産物が生成されることが予想される。次いで、置換の起こった

ES細胞をpuromycinで選別した。 Targeting vector内のPαo遺伝子はpAシグ

ナルを持たないため、ランダム挿入のものはpuromycin感受性となり、Cre

による組換えが起こったときのみ、Pαo遺伝子はトラップベクターのpA

シグナルと融合し、薬剤耐性を獲得する。その後、Flp／FR 7 systemを用い

Pαo遺伝子を除去、EGFP遺伝子をトラップされたプロモーターの支配下

に発現させた。この除去は、ασG8．F肋transgenic miceとかけあわせるこ

とにより行った。
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2つのトラップクローンを置換実験に使用した。Ayu 17－71は新規遺伝子を

トラップしており、逐gεoの発現パターンはubiquitousである。（Fig．7）

Ayu 17－104はShroom遺伝子（Hildebrand＆Soriano 1999）をトラップしてお

り、組織特異的発現パターンを呈している。

エレクトロポレーション後、Ayu17－71とAyu17－104についてそれぞれ17、

16個のコロニーをピックアップした。5’一と3’一の接合部を確認するため、

PCRとPac probeを用いてSouthem blot hybridizationを行った。うまく組換え

が起こっている場合、PCRにて1．5kbのバンドが検出され、 Southern blot

にて2．4kbのバンドが検出される（Fig．7A）。 Figure 7（B）にAyu17－104の結

果を示した。16クローンの内15クローン（94％）で目的の組換えパターンを

示した。Ayu17－71では82％で組換えが起こっていた。（Table 5）このこと

により、poly（A）トラップを用いた置換システムが効率よく機能している

ことが証明された。

7－6）置換クローンのキメラマウス作製とCAGGS－Flp miceとの交配

まずAyu 17－71とAyu 17－104のそれぞれから得られた置換クローンを用い

キメラマウスを作製し、ge㎜lineキメラを得ることに成功した。次いでキ

メラのオスマウスとE肋遺伝子をubiquitousに発現するC∠GGぷ珂ρトラン

スジェニックマウスと交配した。C∠σG3－F肋導入遺伝子と置換されたト

ラップベクターとのdouble－positiveマウスにおいて、組換えは1覗7siteの
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間で起こり、結果PGK－pac配列が欠損するはずである。それを証明するた

めに、double－transgenicマウスのtail DNAを用い一EGFP probeによる

Southern blo枕ingを行い、組換えを立証した。組換え体のalleleは1．4kbのバ

ンドであるが、本来のalleleは2．8kbのバンドとなる。 Figure 6に示すように

予想される1．4kbのバンドがdouble－transgenic miceの全てにおいて得られ

た。しかしながら、double－transgenic miceの子孫の40－80％にのみ組換えパ

ターンが示され、．F加遺伝子がこのαGGsL珂gトランスジェニックマウス

ラインにおいて全ての配偶子において組換えが起こっているわけではな

いことを示唆している。

7－7）EGFP遺伝子の発現パターン

組み込まれたEGFP遺伝子の生体内での発現パターンは、親におけるβgω

の発現パターンと同一であるはずである。そこでNorthem blottingにより

それらの発現パターンを検討した。Figure 7（A）に置換前の親ラインから確

立したヘテロマウスでのβ9θoの発現を示し、Figure 7（B）にdouble－positive

FI miceにおけるEGFPの発現を示した。 Ayu17－71において、．βgεoの発現

はubiquitousで、脳、腎臓では強い発現を示した。置換後、同様の発現パ

ターンがEσ擢遺伝子で観察された。Ayu 17－104においては、逐gθoの発現

を心臓、肺、腎臓、胃、腸に認め、EG野P遺伝子の引換え後でも同様のパ

ターンを認めた。いくつかの組織において約2．4kbのextra bandを検出した。

               一26一



このサイズはFlpによる組換え前のsingle－positive．EG野P miceにおいて検出

されるサイズと同じであり、Flpによる組換えが完全ではないことを示し

ている。

次いで、．βgθoラインでのX－gal染色と、置換後の一EG野Pラインでの抗EGFP

抗体を用いた免疫染色での組織学的解析により、細胞レベルでの発現パ

ターンを確認した。Figure 8に示すように、 Ayu17－71ではプルキンエ細

胞、大拶、腎髄質において（Fig．8A）、 Ayu17－104では胃粘膜、腎糸球体に

おいて（Fig．8B）、両染色法で染色を認めた。このように、挿入されたEG即

 遺伝子は、βgθo遺伝子と同じ組織に特異的パターンで発現した。



8）考察

これらの結果により、①トラップベクターが内在性遺伝子の5’側に選択的

に挿入されること、②βgθoレポーター遺伝子を容易に他の遺伝子と組換

えることができること、③組換えた遺伝子が生体内でβgθo遺伝子と同じ

発現パターンを示すこと等、我々の作製したトラップベクターpU－17での

可変型遺伝子トラップシステムが期待通り機能していることが証明され

た。

レポーター遺伝子の組換えに加えて、Figure 9に示すようにpU－17トラ

ップクローンを用い、多くの他の組換えを実施することが可能となる、

例えば、目的のgenomic DNAまたはcDNAを、10κ71と10xPの間で組換え

ることにより、その遺伝子を発現させることができる。（Fig．9A）また、

pointまたはdominant－negative mutationのような、いろんなタイプの変異を

導入することもできる。また、10κ71と10x2272間の置換により、以前の報

告のように（Araki et al．2002）、07ε遺伝子を挿入、発現させることもできる

（Fig．9B）。βgθoの発現を観察することにより、好みの発現パターンを持つ

トラップラインを選別できるため、いろいろなCre－miceの産生に好都合と

なる。更に、トラップベクターが内在性遺伝子のATGの5’側に組み込まれ

た場合、外来性プロモーターを挿入することによりトラップされた遺伝

子の発現パターンを変えることもできる。（Fig．9B） ES細胞において強

                一28一



い活性を持つプロモーターを使用することにより、5’一RACEにより解析で

きなかった遺伝子を同定するための3’一RACEによる解析を容易にするこ

とが予想される。全てのcaseにおいて、置換のためのマーカー遺伝子は、

αGG8．F肋miceと交配することで除去できる。

pU－17では、置換後に挿入されたcDNAが発現するのに都合がいいように、

βgθo遺伝子のATGの上流に同一フレームで終止コドンを挿入した。これ

によりIRESを使用したり、トラップされた遺伝子と挿入したcDNAの間で、

これを発現させるためにフレームを調整したりする必要がなくなった。

理論的にはコロニー形成の効率が落ちるはずであるが、今回の結果では

IRESのあるなしでコロニー形成の効率に有意な違いは明らかとはならな

かった。IRESのあるpU－18クローンにおいて、ノザンプロットを行いベク

ターの挿入位置が5’側に選択的に挿入されずに、完全にランダムであるこ

とを確認し、pU－18のIRESがトラップクローンにおいて予想通り機i乱して

いることを示した。しかしコロニー形成の効率に有意な違いが生じなか

ったことに関しては、IRES依存の翻訳は周囲の配列に影響を受けるため、

常に効率よく機能していないのではないかと推測する。一方、Bonaldo et al．

（1998）は、彼らのSA－IRES一βgθoがSA一．βgθoよりも6．7倍もコロニー形成の

効率が良かったと報告している。この理由ははっきりしないが、彼らの

SA一．βgεoでは、、βgθoの開始コドンがないことが原因ではないかと推測する。
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それ故、彼らのベクターでは、．βgεoとトラップされた遺伝子の安定した

融合タンパクが産生された場合のみ、G418耐性となる。そのため融合タ

ンパクが産生される確率は、pU－17でトラップされるものよりも、かなり

低いのではないだろうか。

トラップベクターpU－17では、ベクターが遺伝子の5’領域に挿入される傾

向が強いことが示された。レトロウイルスベクターで遺伝子の5’末に挿入

されやすい傾向があることはよく知られているが（Friedrich＆Soriano

1991；von Melc㎞er et al．1992）、プラスミドトラップベクターではThomas

et al．（2000）によって報告されたpKC 199βgeoを除き、そのような傾向を持

つものは報告されていない。pKC I99βgeoは、βgεoのATGと同一フレーム

で終止コドンを持っているが、彼らは、遺伝子の5’末端に挿入されやすい

傾向について他の可能性についてだけ考察しており、このことについて

は記載していなかった。このように1βgεoの開始コドンと同一フレームで5’

側に終止コドンを持たせることにより、ベクターを遺伝子の5’末端周囲へ

組み込みやすくすることが可能となる。

pU－17において、トラップクローンの64％がトラップされた遺伝子の開始

コドンを含むexonの下流に組み込まれていた（Fig．4B）。 upstream AUGと

open reading fbames（uAUG／uORF）は、主となるATGからの翻訳に対し主

に負の制御に働くことが知られており（Morris＆Geballe 2000；Kozak
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2002）、ヒトのmRNAの約半数に、 uAUG／uORFが存在することが推測さ

れている（Suzuki et al．2000）。リボソームのLeaky scanningやreinitiation

mechanismsといった翻訳機構により、リボソームは下流の主となるATG

ヘアクセスすることが可能となる（Kozak 2002）。uAUG／uORFにより、主

となるORFからの翻訳が減少するかもしれないが、リボソームの約40％が

2回、約25％が3回、scamingすることが可能であることが報告されてい

る（Wang＆Rot㎞agel 2004）。トラップベクターpU 17が内在性遺伝子の

ATGの3’側に挿入された場合（do㎜stream－integrated）、内在性のATGか

ら始まるORFは、 pU 17の構造的特徴によりuORFとして働いていると予想

され、、βgεoの翻訳開始は内在性のトラップされた遺伝子の翻訳開始より

やや頻度が少ないかもしれないが、G418耐性を得るには十分であったこ

とが考えられる。‘downstream－integrated’トラップマウスにおけるβgalの活

性はトラップされた遺伝子の発現パターンを正確に反映しているかどう

かはIRES－LacZのtargeted insertionによって容易に検証でき、この解析は現

在行っているところである。

我々は20以上の可変型トラップクローンでtargeted integrationを行ってき

た。そして、一つを除くすべてのクローンで、80－95％の高い確率で組換

え体のクローンを得るのに成功した。このように、targeted integrationは高

い再現性がある。我々の可変型遺伝子トラップ法は従来の遺伝子トラッ
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プ法の限界を克服し、large－scale mutagenesisにとって理想的な手法となる

ことが期待できる。



9）結語

遺伝子トラップ法は未知の遺伝子の同定と同時に、その変異マウスを作

製し、その表現型解析を行うことによりトラップした遺伝子の機能解析

ができる極めて有用な方法であり、我々はこれまで多種多様なトラップ

ベクターの作製を行ってきたが、今回新しいベクターpU－17を作製した。

特徴：として、ベクターのSAのexon配列内に3つのstop codonが存在し、β

gεo遺伝子のATGと同一fbmeとなることにより、Stop一βgεoベクターとな

り、このためプロモータートラップとして機能すること、またCre－LE／RE

mutant loκsystemが組み込まれており、いろいろな部位でのいろいろな置

換が可能でありことがあげられる。実際にプロモータートラップとして

働いているかどうか検証したが、トラップベクターの挿入部位は内在性

遺伝子の開始コドンの周囲に挿入されていることが多く、プロモーター

トラップとして機能していることがわかった。また、Cre－LE／RE mutant 1侃

systemの検証をすべくマーカー遺伝子とEσ卯遺伝子の組み換えを行い、

高い確率で組み換えが起こることを証明した。このように我々の遺伝子

トラップ法は、遺伝子解析手法として非常に有用な手法となりうること

が期待される。
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Figure 1

トラップベクターの構造

A：pU17の構造：マウスEη一2遺伝子のsplice acceptor（SA）、βgθo、 polyadenylation

signal（pA）を含み、 Eη一2遺伝子のイントロン内、5’側に10x71を、βgεoの下流に

10κP、pAの下流に10κ2272、ρεP73の下流に10κ51が挿入されている。

B：pU l 8の構造：pU 17との相違はSAとβgθoの間にECMVのIRESを持つことで

ある。

C：pU 17のSAと汐gθoの配列である。小文字がintron、大文字がexonである。βgθo

の開始コドン（box）の上流に同一フレームで3つの終止コドン（下線）が存在する。

このため、トラップされた遺伝子の開始コドンの上流にトラップベクターが挿入さ

れることが予想される。
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ES Ce皿＝T120r E14  Tmp vector

τT2＝Z＿4×10軍 7e血：80400μ巳

謙團＿
      ↓

  ／・ 

6 一

［亟コ↓
   ユ むぬ

△ り  ユやけ

ll◎↓
DNA解析二罵R

   釦蜘9瓢b翁t
↓

：Figure 2

ES細胞の培養

80μgのSpel－digestedトラップベクターDNAと2×107のES cellを使用し、800 V、3

μFの条件でエレクトロポレーションを行った。培養後、48時間後よりG418を200

μg／mしに調整した培養液にて7日間selectionを行い、生存したコロニーを植え継い

でいき、一部はストックへ、一部はDNA解析に使用された。
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Table l pu17とpu18のコロニー形成効率

Number of（｝418＿resis重ant co夏onies
Trap vector

1st exp． 2nd exP 3rd exp．

pU一霊7

pU48

34

38

135

1§3

36

42

恥加po】匿伽；800v 3μ∬

直線化されたトラップベクター80μgと2×107のES細胞で計3回エレクトロポレーシ

ョン行った。G418selection後のコロニー数を計算した。
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漏「

助翫hg加 冒

h彪 mho pA P釧P73『nbo    1→①†

→
②

←        → “

@     ③
→

B亀瓢田，pSP73 P蹄bo（覧 ）

5

P5∬，h鰐Zp鱒bg（38kb） P5謹，pSP731【ゆe¢5kb）

‘PCRp曲肥丁，

艦5血bk重
伽勧翼血｝

：Figure 3

PCRで使用するプライマーと、サザンプロットで使用する制限酵素サイト、使用する

プローブの部位である。
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丁紐ble 2 トラップベクターの挿入確認

A PCR

Se鉱se primer Ant韮sense primer size

①盈ox71

②10】己272

③amp

④10x51重

しox71－P

PUPA－S

A鵬P－S

pSP72－1

 SA－9

 T7

Amp－AS

loxP－B

596bp

409bp

659bp

221bρ

B soutbern Motting ana雇ysis

B訊mHI

1acZ probe

PstI

   pSP73 probe

BalmHI        PstI

      1本（3．5kb）
  0
      1本（35kb）

△T劉ndem   1本（3．5kb）

△2copy     1本（3．5kb）

  ×     （一），or mu藍tiple

1本（4kb）      1本（xkb）

1本（4kb）      1本（xkb）

1本（4kb）   2本（4，x kb）

1本（4kb）      2本

（一），or multip塁e（一），or mu匪tiple

1本（2、5kb）

1本（xkb）

2本（2．5，xkb）

2本

（一），or multip葺e

A：PCRでベクターの挿入状態を確認する。10xサイトやampサイトの欠損が、バンドのサ

イズにより予想される。

B：サザンプロットの結果を評価する。それぞれのプローブのバンドの数、サイズによりト

ップベクターがどのように挿入されているかがわかる。
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Table 3 エレクトロポレーションの条件検討

PCR SO狂臨ernめ10㎞9細aコy鵬

①11以71 ②1認2？2 ③㎝ρ  ⑩o裏5U（融己8m）  O      △   △（3，de置edon）

    Ta駐dem
X

800V   48π0    49f55    33π0

3．0μF  6眺    89シ6   47％ 囎欝圏鷹腰慧η
400V   65’138   57π4   73f138   ⑲漏38｛13f74）

ユ25μF  47％   77％   53％   14％｛17」5％） 燈〔劉饗鷺 i◎2伺35

   噸3e769ら

   難②、⑦は必須、③、④は欠韻でも可《3，削誠咀お

エレクトロポレーションの条件を変えて、トラップベクターの挿入効率の比較を行った。
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■pu1了 i口sorbon poi【詮

OpU18  in3曲on 凹i㎡

iπkrロn

B

9．49㎞

7．46㎞

4．40㎞

237㎞

135髄b

G3PDH

                  二二禽

職．、，．講欝

欝

                         鞭

灘

   誓 縄

total臓「岨メへ10」［嘆；

pmbe＝IacZ

                  ：Figure 4

pU－17とpU－18の挿入部位の比較

A：Celera Discovery Systemを用いた挿入部位の比較。 pU－17が予想通り内在性遺伝子のATG

の周囲に挿入されていることがわかる。

B：ノザンプロットでの比較。pU47ではβgεoと融合したmRNAのサイズは短くなり、サイ

ズとして約4．5kbになるはずであるが、これが証明された。
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                          ：Figure 5

5’RACEの原理と実際使用するプライマーの部位

5’RACEによりトラップされた遺伝子の同定を行う。
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丁訊ble 4 同定された遺伝子の評価

 Khown     EST      Novel     ND

  22（17％）    61（47％）    29（22％）     17（13％）

BLASTN programを用い同定された遺伝子の評価を行った。

Tot3巽

129（100）
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：Figure 6

EGlrPとβgθoの置換とFlp／FRTシステムを用い

たマーカー遺伝子の除去

A：遺伝子置換の仕組み。上図にトラップベクタ

ーとtargeting vector plasmidの構造を示した。

targeting vector p6SEFPPF は 1αr66－SA－EG〃一

FR匹P齢promoter－Pαo－1rR四〇κP－pSP73の構造を

持つ。p6SEFPPFとCre発現ベクターである

pCAGGS－CreをトラップされたES細胞と共にエ

レクトロポレーションを行い、puromycinにて置

換された細胞を選別した。二段目の図に予想さ

れる中間産生物を示した。その後Creの作用に

よる組み換えが起こり、EGFP遺伝子と置換され

る。置換されたクローン由来のマウスラインが

確立した後、αGG8－F肋トランスジェニックマ

ウスと交配することによりFlp／FRT組み換えが

起こりPg洛Pαoを除くことができる。組み換え

後の配列を一番下に示した。

B：Ayu 17－lo4クローンでのSA－E（｝FP－FR匹Pg洛

Pαo－FRτの置換を検出するためPCR、サザンプ

ロット行った。16のコロニーをpick upし、その

genomic DNAを用い、5’側の判定をプライマー

SA5とGFP2のPCRにて行い、3’側は、制限酵

素EooR VとEcoR Iとで切断後Pacプローブに

てサザンプロット行い判定した。16クローンの

内、15クローンで予想されるサイズのバンドを

認めた。

C：Flpによる組み換えの検出。α4GG8一。F肋トラ

ンスジェニックマウスと交配後に得られた組み

換えマウスのgenomic DNAを用い、 PCRにて組

み換えが行われたがどうかを調べた。PCRの結

果は＋一にて示されている。次にFRTサイト間

の組み換えを見るため、P∫’1にて切断後EG卯

プローブにてサザンプロット行った。組み換え

が起こった場合1．4kbのバンドが、起こっていな

い場合2．8kbのバンドが検出されるはずである。

double－transgenic miceにおいてはすべて1．4kbの

バンドが検出され、FlpによりPgκ・Pαcが除かれ

たことがわかる。
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Figure 7

．βgeoとEGFP遺伝子の発現

A：加oZ probeを用いたノザンプロット解析：Ayu17－71一βgθoまたはAyu l 7－104一侮θoト

ラップマウスからRNAを抽出しノザンプロットに使用した。

B：EG〃probeを用いたノザンプロット解析：Ayu l 7－71－EG即またはAyu l 7－104－EG卯

トラップマウスからRNAを抽出しノザンプロットに使用した。

Br：脳He：心臓Lu：肺Li：肝臓Ki：腎臓St：胃Sp：脾臓In：腸Te：精
巣 Mu：筋肉
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：Figure 8

、βgθoとEGFP遺伝子の発現の組織学的解析

A：Ayu17－71一βgθoとAyu 17－71－EGFPマウスから得られた脳（Br）と腎（Ki）をそれぞれ

X－ga1（左）、抗EGFP抗体（右）で染色した。 Purk而e細胞（arrow heads）、大脳（＊）腎

髄質（＃）が染色された。

B：Ayu17－104一βgθoとAyu17404－EGFPマウスから得られた胃（St）と腎（Ki）をそれぞれ

X－gal（左）、抗EGFP抗体（右）で染色した。胃粘膜（＊）、腎糸球体（arrow heads）が染

まった。
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Figure 9

pU－17のトラップされたクローンの再置換

A：lox71と10xP間での置換：興味のあるcDNAやgenomic DNAをトラップしたプロ

モーター活性のコントロール下に発現させることができる。

B：lox71とlox2272間での置換：o眉2遺伝子をトラップしたプロモーター活性のコント

ロール下に発現させることができる。またプロモーター配列が挿入された場合、トラ

ップされた遺伝子の発現パターンを変えることもできる。
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