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第一編 緒論

哺 乳 類 細 胞 で の 遺 伝 子 発 現 を観 察 す る の に よ く川 い られ て い る レ ポ ー タ ー に は 、 バ ク テ

リ ァ 由 来 のchloramphenicolacetyltrapsferase(CAT)やbeta-galactosidase(beta-ga1)、 ホ

タ ル 由来 のIuciferase等 が あ る1・2、,し か し こ れ ら は い ず れ も酵 素 で あ る た め に 、 そ の検 出

に は 酵 素 を 抽 出 し た りVIII胞 を 固 定 す る 必 要 が あ る だ け で な く、 そ の 後 さ ら に 基 質 を 加 え る

必 要 が あ る 。 そ の た め 、生 き た ま ま の糸湖 包で 遺 伝 子 発 現 を観 察 す る の に は不 向 きで あ っ た 。

一 方
、 オ ワ ン ク ラ ゲ 由 来 の 蛋 自 質 で あ るgreenfluorescentprotein(GFP)は そ れ 自 身 が 蛍

光 を発 す る の で(Fig.1)、 生 き た ま ま の細 胞 で 観 察 で き る 新 規 レポ ー タ ー と し て の 可 能 性

が 示 唆 され て い た3。

GFPは238個 の ア ミノ酸 か ら成 る27kD

の ポ リペ プ チ ドで あ り4、 そ の内65-67番[-i

の ア ミノ酸 で あ るSer-Tyr-Glyが 環状 化 し

た後 、酸 化 され てp-hydroxybenzylidene-

imidazolidinoneと い う発 色 団 を形成 す る

5。 さ ら にそ の発 色 「亅・[を11枚 のbeta-sheet

が取 り囲 む樽 型構 造 を して い る こ とがX線

解 析 に よ り明 らか に され て い る6。GFPが 機

能 す るた め に は こ の高 次 構 造 の形 成 が 必 要

で あ るが 、 そ こ に は酸 素 の他 に は何 ら基 質

や補 因子 を必 要 と しな い ら しい。 つ ま り

GFPを トラ ンス ジ ー ン と して導 入 して発 現

させ れ ば 、 バ ク テ リァ か ら植 物 ・哺 乳 類 に

い た る まで 嫌 気 的条 件 下 で な い か ぎ り環 状

化 が お こ り、 青 色 光 を吸 収 し緑 色 光 を放 出

す る よ うに な る。

FigurelAβ σ1イ070卿fcfo癩

APacificNorthwestjellyfish,ハequoreavictoria

(A).Aequoreabioluminescenceoriginatesfroma

lightorgancalledaphotocyte,manyofwhichare

locatedinthecircumoralnerveringatthebaseof

thecell(BandC).PhotographcourtesyofDr.C.

Mills(A)andDr.D.Prashcr(BandC).

1992年 にGFPcDNAク ロ ー ンの塩 基 配列 が 報告 され4、1994年 に レポ ー タ ー遺伝 子 ・マ

ー カ ー蛋 白 と して の有 川 性 が 示 され た こ とに よ り7 、 一躍GFPは 脚 光 を浴 び る よ うに な っ

た。 特 に 目的 とす る蛋 白質 との融 合 蛋 白 と し て発 現 させ る こ とで そ の挙 動 を観 察 した り、

細 胞 系 譜 を追 跡 す る よ うな実 験 に は最 適 で あ り、す で に様 々 な生 物 種 で利 用 され て い る8・9。

またGFPは 非 常 に安 定 で 殆 ど退 色 しない こ と も大 きな メ リ ッ トで あ り、多 くの分 野 で の応

用 が期 待 され て い る、,

しか し、 こ れ までGFPを111il乳 類 個 体 レベ ル で発 現 させ た とい う報 告 は な か った。そ こで

著 者 はGFPを 発 現 す る トラ ンス ジ ェ ニ ックマ ウス を作 製 し、GFPが 哺 乳 類 個 体 レベ ルで の

観 察 に も適 して い る か ど うか 、 また細 胞 内局 在 を緲1察 した り、遺 伝 子 導 入 動 物 を判 定 す る

マ ー カ ー と して の応 川 につ いて検 討 した,、

一1一



争 ミ こ 」'・丶ヤ}

第二編 本論

第 一 章GFPの トラ ンス ジ ェ ニ ッ ク マ ウス に お け る レ ポ ー タ ー と して の 有 用 性

GFPを 発現 す る トラ ンスジ ェニ ックマ ウス を作製 し、緑色蛍光 を指標 と した発現 部位 の

特定 や発 現量 の定 量化、またGFPの 毒性 について解析 す るこ とで、GFPが 哺乳類個体 レベ

ルでの観 察 に も適 した レポー ター遺伝子 であ るか どうか を検討 した。

第一節 哺乳類細胞 におけ るGFPの 発現

まず最初 にGFPを 発 現 させ るための導入 遺伝子 を構 築 し、培 養細胞 を用 いてGFPが 哺

乳類細胞 において も機 能 す るか検討 した。

実験方法

GFP発 現 ベ クターの調製

発 現 ベ ク ターpCAGGSにwild-type(wt)

GFPのcDNAを 挿 入 しpCX-wtGFP(Fig.

2)を 作 製 した。pCAGGSは 普 遍 的 な発 現

が期 待 さ れ るchickencytoplasmicbeta.

actinpromoterを 元 に宮 崎 らが 改 良 し た

ベ ク ター で、 強 力 な発 現 パ ター ン を示 す10。

wtGFPのcDNAはprimer-1(5'-CCG

GAATTCGCCACCATGAGTAAA

GGAGAAGA-3'),primer-2(5'-CCG

GAATTCATTATTTGTATAGTT

CATCC-3')を 用 い てPCRに よ り増 幅 した

もの で 翻 訳 開始 点(ATG)の 上流 にKozak

配列(GCCACC)11を 挿 入 して あ る。

培養細胞への遺伝子導入

pCX-wtGFP(20ｵg)を エ レ ク トロ ポ レ ー

シ ョ ン(BioRad,4mmcuvette,1.Ox10'

cells/mlxO.8ml,300V,960ｵF,)に よ り哺

乳 類 の 培 養 細 胞(CHO,L929.NIH3T3,

PC12)に 導 入 し た 。

chikenSalI

n

r

㎜

Figure2ConstructionofpCX-GFPWe

introducedtheKozaksequenceintothecDNAof

GFPandinserteditintothepCAGGSexpression
vectortomakepCX-GFP.ThepCAGGS

expressionvectorpossesseschickenbeta-actin

promoterandcytomegalovirusenhancer(CMV-IE
enhancer).

緑 色 蛍 光 の観 察

エ レ ク トロ ポ レ ー シ ョ ン後 、 細 胞 を10%FetalCalfSerum(FCS;Biosreum)を 含 む

Dulbecco'sModifiedEagleMedium(DMEM;GIBCOBRL)中 、37度5%CO2で 培 養 し た 。

72時 間 後 に 蛍 光 顕 微 鏡 下 、V励 起(BP405nmforexcitation,LP495nmforemmison)

に よ り観 察 し た 。
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実 験 結 果

pCX-wtGFPを 導 入 した いず れ の培 養 細 胞 も青 色 の励 起 光 で緑 色 蛍 光 を発 した 。こ の こ と

はGFPが 哺 乳 類細 胞 にお い て も機 能 す る こ と を示 して い る。

第 二 節GFPを 発 現 す る トラ ンス ジ ェニ ッ クマ ウス の作 製

次 に個 体 レベ ル で の有 用 性 に つ い て検 討 す る た め、GFPを 発 現 す る よ う にpCX-wtGFP

を導 入 した トラ ン ス ジ ェニ ック マ ウス を作 製 した。

実 験 方 法

導 入 遺伝 子 の調 製12

pCX-wtGFPを 制 限酵 素SalIとBamHIに よ り消 化 した後 、0.8%ア ガ ロー ス 電気 泳動 し

た。3.2kb,2.1kb,0.3kbの バ ン ドに別 れ て い る こ とを確 認 し、3.2kbの フ ラ グメ ン トを回

収 した。QIAEX(QIAGEN)に よ りア ガ ロー ス を取 り除 き、 さ ら に フ ェ ノー ル ・ク ロ ロ ホル

ム抽 出3回 、 エ タ ノー ル沈 殿 に よ り精 製 した。 得 られ たDNAフ ラ グメ ン トをTioEo .i(10

mMTris-HCIpH7.5,0.1mMEDTApH7.5)に 溶 解 し(1.6ng/ｵ1)、 注 入DNA溶 液 と した 。

トラ ンス ジ ェニ ッ クマ ウス の作 製12

8週 令 のB6C3Fユ 雌(静 岡 実 験 動 物;SLC)をequinechorionicgonadotropin...(eCG;ご

TEIKOKUZOUKI,5unit/mouse),humanchorionicgonadotropin(hCG;TEIKOKU

ZOUKI.5unit/mouse)に よ り過 排 卵 処 理 し、B6C3F1雄 と交 配 した。得 られ た受 精 卵 の雄

性 前 核 にDNA溶 液 を注 入 し、 擬 妊 娠 雌 マ ウス(ICR)の 輸 卵 管 へ 移 植 した。 約3週 間後

に生 まれ た フ ァ ウ ン ダー(FO)マ ウス か らDNAを 抽 出 し、PCRに よ り トラ ンス ジ ェニ ッ

ク マ ウ ス か ど う か を 判 定 し た 。 得 られ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス(正 式 名 称 は

TgN(act-GFP)Osbtransgenicmiceで あ るが 以下CX-wtGFPマ ウス と略 す)はB6C3F1マ

ウス と交 配 し以 下 の 実 験 に はす べ てF1マ ウス を供 した。 コ ン トロー ル と して ヒ ト ①413

をpCAGGSベ ク タ ー に挿 入 した コ ンス トラ ク トか ら も トラ ンス ジ ェニ ックマ ウス(正 式名

称 はTgN(act-hCD4)Osbtransgenicmiceで あ るが 以下CX-hCD4マ ウス と略 す)を 作 製 し

た 。

GFPの 毒 性 につ い て調 べ る ため 、CX-wtGFPマ ウス の各 種 臓 器 を プ ア ン固定 後14、 薄 切

片 を作 成 し観 察 した。

蠶

フ ァウ ン ダ ーの 子 供 で あ るF1マ ウス は トラ ンス ジ ー ンを一 方 の染 色 体 に のみ取 り込 ん

で お り(ヘ ミザ イ ガ ス トラ ンス ジ ェ ニ ックマ ウス)、 野 生 型 のマ ウス と交 配 した場 合 に は

メ ンデル の 法則 に従 って約1:1の 割 合 で トラ ンス ジ ー ンが 子 孫 に伝 わ る はず で あ る。 そ

こ でGFPの 発 現 が妊 孕 性 や発 生 能 に及 ぼす 影 響 を調 べ る た め、Flマ ウス と野 生 型 の マ ウ

ス を交 配 し、 子 孫 の遺 伝 子 型 ・表 現 型 を検 討 した。

-3一



実験 結 果

CX-wtGFPマ ウス は哺乳 類 の個 体 レベ ルでGFPを 発 現 させ た最 初 の例 で あ る が 、GFPは

トラ ンス ジ ェ ニ ッ クマ ウス の作 製 成 績 に悪影 響 を与 え な か っ た(Table1>。 また得 られ た

3ラ イ ン(TGO2,TG10,TG14)の す べ てがGFPを 発 現 した(そ れ ぞ れ 、約2,5,50コ ピー の

遺 伝 子 が取 り込 まれ て い た)が 、 これ らの トラ ンス ジ ェニ ックマ ウス は緑 色 蛍 光 を発 す る点

を除 い て 野生 型 マ ウス と区別 が つ か ず 、GFPに 毒 性 は 認 め られ な か っ た。 組 織 切 片 の観 察

で も異 常 は認 め られ な か った 。

TablelProductionfreauencvofCX-wtGFPmice

construct no.ofeggsno.ofmiceno.of

ingectedborntransenic

CX-wtGFP

CX-hCD4

166

172

16(9.6%)

14(8.ユ%)

3(1.8%)

2(1.2%)

ヘ ミザ イガス トラ ンスジ ェニ ックマ ウス と野生型 マ ウス を交 配 した結 果、GFPを 発 現す

るマ ウス も野生 型 と変 わ らない妊孕性 を示 した。 さらに トランスジ ー ンの子孫へ の伝 達率

はメ ンデルめ法則 に従 ってお り影響 はなか った(Table2)。

Table2TransenetransmissionfreuencinCX-wEGFPmice

no.ofF,mice

line transepic wild-tune total

CX-wtGFPO2

CX-wtGFP10

CX-wtGFP14

6

23

19

7

27

16

13

50

35

48(49.0%) 50(51.0%) 98

第 三節 トラ ンス ジ ェニ ッ クマ ウス にお け るGFPの 発 現 と観 察

CX-wtGFPマ ウス の細 胞 に お い て発 現 して い るGFPが 機 能 して い るか ど うか を調 べ る た

め、(1)生 きた組 織 で の観 察 、(II)各 種 固定 法 の検 討 、(IID発 現 の定 量化 を試 み た 。

(1)生 きた組 織 で の緑 色 蛍 光 の観 察

実 験 方 法

生 きた組 織 で の観 察

6週 令 のCX-wtGFPマ ウス と同腹 の野 生 型 マ ウス の個 体 か ら、各 種 組織 を切 り取 り、 そ

の一 部 を何 の前 処 理 もな く蛍 光 顕微 鏡 下(V励 起;BP405nmforexcitation,LP495nmfor

emmison)で 観 察 した。
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間 接 蛍 光 抗 体 法 に よ るill.織 染 色14

6週 令 のCX-hCD4マ ウ ス とi【ll腹の 野 生 型 マ ウ ス の 各 種 糸11.織をTISSUE-TEKO.CT。

compound(MILES)に 包 埋 し、凍 糸Illり川'を 作 製 し た。マ ウ スanti-hCD4抗 体15とFITCラ

ベ ル し たanti-mouseIgG(Cappe1)をIIJい て 切 片 を免 疫 染 色 し、 蛍 光 顕 微 鏡 下(B励 起;

BP490nmforexcitation,BP510nmforemmison)に 観 察 し た 。

実 験 結 果

各 種 組織 で緑 色 蛍 光 が 認 め られ た が 、特 に筋 肉 ・膵 臓 が強 い 蛍光 を発 した(Fig.3A,B)。

腎 臓 で は糸 球 体 に局 在 す る発 現 を観 察 して お り、 微 視 的観 察 に も適 したマ ー カ ー で あ る こ

とを確 認 した(Fig.3c)。 同 じpcAGGsベ ク ター の制 御 下 に ヒ トcD4を 発 現 す るcx-hcD4

マ ウス に お け るhCD4の 発 現 パ ター ン との比 較 で は、そ れ ぞ れ の マ ウス でGFP,hCD4共 に

同 じ組織 に発 現 して お り、 腎臓 で は糸 球 体 に 局 在 す るな ど同 一組 織 内 に お け る発 現 部 位 に

至 る まで差 は み られ な か っ た(Fig.3c,D)。

Figure 3 Expression of GFP in various tissues 
Part of the muscle (A), pancreas (B), and kidney 

(C) from CX-wtGFP mouse and non-transgenic 
litter mates was pinched out and were 

photographed under a fluorescent microscope  with 
V excitation. Dotted lines separate the organs of 
the  transgenic mouse and non-transgenic  li  t  ter 
mate. In kidney, the expression was localized in 

glomeruli (see arrow heads). The frozen section of 
kidney from CX-hCD4 mouse, stained with FITC-
anti-hCD4, also showed a localized expression in 

glomeruli (arrow heads) (D).

(ID各 種 固 定 法 の検 討

実 験 方 法

各 種 固定 法(エ タ ノー ル ・メ タ ノー ル ・ア セ トン ・プ ア ン ・パ ラホ ル ム アル デ ヒ ド)に よ り

CX-wtGFPマ ウス の糸H.織を固定 した後 、薄 切片 をイ/r成し観 察 す る こ とでGFPに 適 した 固定

方法 を検 討 した14。

実 験 結 果

プ ア ン固 定 で は組 織 の 白家蛍 光 が強 くなる た め 、GFPの 蛍 光 が観 察 され な か った。 エ タ

ノー ル ・メ タ ノー ル ・アセ トン処 理 で はGFPの 蛍 光 が 失 わ れ る こ とは な い もの の殆 ど組 織

切 片 上 に固 定 され なか っ た。 固定 には4%パ ラホ ル ム ァル デ ヒ ドーPBSが 適 して お り、組 織

レベ ルで の 固定 に は潅流 が よ り効 呆 的 で あ る こ とを確 認 した。
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(III)発 現 の定 量 化

実 験 方 法

組 織 上清 サ ン プル の調 製

6週 令 のCX-wtGFPマ ウス と同腹 の野 生 型 マ ウス の組 織 を切 り取 り、10倍 容 量 のPBS

を添 加 した。次 い で ハ ンデ ィ型 ホ モ ジ ナ イザ ー(Phscotron)を 用 い て ホ モ ジ ナ イ ズ(10秒 間

に3往 復x3回)し た後 に遠 心(4°C,15000g,10min)し 、 そ の上 清 をサ ンプ ル と した 。

蛋 白濃度 の測 定

得 られ た上 清(約 ユ5mgprotein/ml>をPBSで 適 当倍 希釈 し、Proteinassaykit(Bio

Rad)を 用 い て蛋 白濃 度 を測定 した。

蛍 光強度 の測定

得 られ た上清(約15mgprotein/ml>をPBSで 適 当倍希釈 し、蛍光 強度 計RF5000(島

津製作所)を 用 いて蛍光 強度 を測定 した(励 起 波長400±5nm、 測定波長509±10nm>。

実験結果

各組織 におけるGFPの 発現 を定量化 す

る こ とに成 功 した(Fig.4)。 筋 肉や膵臓組

織 で は、上清 を100000倍 希釈 した後 も(約

100ngprotein/ml)緑 色 蛍光 を検 出する こ

とが可能 で あ り、微量 な遺伝 子発現 を検 出

す るの に十分 な感度 を有 していた。

君500

蕚 、。。垂

、。。

200

1㎜

1。

r/評 〆
Figure4Fluorescenceinthesupernatantsof

variousorgansHomogenizationsupernatants

fromvariousorgansweremeasuredforfluorescence.

Thefigurerepresentstheintensitiesoffluorescence

dividedbyproteinconcentrations(mean±s.d.of

fluorescencederivedfrom3GFT-TG10mice).
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第四節 小括

以上 の結果 か ら、GFPが 哺乳類細胞 において も機 能す るこ と、 さらに個体 レベ ルでの観

察 にも適 している こ とが示 された。さ らにGFPを 発現 す るこ とによる毒性 は認 め られなか

った。

全 身での発現 を期待 してpCAGGSベ クター を用 いて トランスジ ェニ ックマ ウス を作 製

したが16、CX-wtGFPマ ウスのすべ ての臓器 が蛍光 を発 したわけで はなか った。 しか し、

コン トロール と して作 製 したCX-hCD4マ ウス におけ るhCD4の 発現 パ ター ン と差 はみ ら

れず、GFPの 発現 が プロモー ター に依存 している こ とが確認 された。 また、得 られ た3ラ

イ ンのすべ てで導 入遺伝子 の コピー数の多少 に関わ らずGFPの 発現 が観察 された。今 回デ

ー タは示 していないが、1コ ピーか らの発現 で も個体 レベルで検 出する こ とが可 能であ っ

た。

遺伝子発 現 の レポー ター として汎用 されているCATや1uciferaseは 酵素 であ るため、酵

素反応産物 のRI活 性 や光量 を測定 し、その発現量 として定量化 する ことがで きる1,2。 し

か し、これ らの蛋 白は安定 ではな く、 また酵 素反応 とい う増幅過程 のため に測定誤差 が 大

きい。一方、GFPの 量 はその蛍光強度 を測定 する こ とで増幅 する こ とな く定量化 す るこ と

が で きただけでな く、微量 の遺伝子発現 を検 出するのに十分 な感度 を有 していた。

以上 のこ とか ら、GFPが トランスジ ェニ ックマ ウス における遺伝子発現 の部位 や量 を観

察 する レポー ター として有用 な ことが示 唆 された。
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第 二 章 改 変 型GFPの 比 較 と応 用

wtGFPは 極大励起波 長:λex=395nmが 紫外 領域 にあるため、FITC用 の フ ィル ター を

使 用 した蛍光顕微鏡観 察 やFACS解 析 に適 していない(FACSで は通常 、488nmの レーザ

ー光 を用 いる) 。そ こで これ らの点 を解決す るだけでな く、 よ り効率 よ く発光 す るGFPの

開発が行 われて きた17-20(Table3)。 具体 的には遺伝子 工学 的手法 によ り、wtGFP中 の

ア ミノ酸 をランダムに置換 し改変型GFPを スク リーニ ングす る とい う方法 で あ り、励起 ・

発 光波長が シ フ トした ものや、蛍光強度が改 善 された ものな どが得 られ ている。 最近で は

codonusage(各 ア ミノ酸 に対 す る コ ドンの使用傾 向)を 各生物種 に適 した ものに変 更す る

試 みが な されてお り、出来 て くるGFPの ア ミノ酸配列 は全 く同 じで もmRNAの 安定性 や

翻訳効率 が改善 される ことで、細胞 の蛍光強度が3-4倍 に上昇 す るこ とが確認 され ている

20-220

Table3 ProvertiesofGFPmutants

variant mutations lex

(nm)

lem

(nm)

intensitycodon

optimized

wt-GFP

RSGFP

S65T

P4

cycle3

GFPmutl

EGFP

none

F64M,S65G,

Q69L

S65T

Y66H

F99S,M153T,

V163A

F64L,S65T

F64L,S65T

395(470)

490

・.

382

395

488

488

509

505

511

448

509

507

507

xl

x4-6

x4-6

n.d.

x18

x35

x35

no

no

no

no

yes*

no

es**

*FiverarelyusedArgininecolonsfromthewtGFPgenehavebeenreplacedbycolonspreferredinE .coli.
**EGFT'contains>190silentmutationsthatcorrespondtohumancolon-usagepreferences .

第一節 改変型GFPを 発現 す る トランス ジェニ ックマ ウス の作 製

著 者 は励 起 波 長 が長 波 長側 に シ フ トしたRSGFPエ9と 、励 起 波 長 が長 波 長側 に シ フ トした

だ け でな くさ らに 哺乳 類 で の発 現 に適 す る よ うcodonusageを 変 換 したEGFP22'23を 発 現

す る ため の発 現 ベ ク タ ー(pCX-RSGFP,pCX-EGFP)を 調 製 した 。 そ れ らを も と に トラ ン

ス ジ ェニ ックマ ウス を作 製 し、 改 変 型GFPsが 個 体 レベ ル で機 能 す るか ど うか、 ま た そ の

有 用 性 につ い て検 討 した。
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実験 方法

RSGFI).EGFP発 現 ベ ク タ ー の調 製

RSGFPの 変 異 部 分 を含 むNcol-Csp451フ ラ グ メ ン トをpCX-wtGFPの 同 じ部分 と入 れ 替

え た もの をpCX-RSGFPと した。EGFPのcDNAはprimer-3(5'-TTGAATTCGCCA(℃A

TGGTGAGC-3'),primer-4(5'-TTGAATTCrTACTTGTACAGCTCGTCC-3')を 用 い

てPCRに よ り増 幅 した後 、pCAGGSのEcoRIサ イ トに挿 入 しpCX-EGFPと した。pCX-

RSGFP,pCX-EGFPと もにpCX-wtGFPと 同 じ く翻 訳 開 始 点(ATG>の 上 流 にKozak配 列

(GCCACC)11を 挿 入 して あ る。

トラ ンス ジ ェニ ッ クマ ウス の作 製

pCX-RSGFP,pCX-EGFPを 用 い て第 一 章 ・第 二 節 の方法 に従 いDNA溶 液 を調 製 し、 ト

ラ ンス ジ ェニ ッ クマ ウス を作 製 した(正 式 名 称 はTgN(act-RSGFP)Osbお よびTgN(act-

EGFP)Osbtransgenicmiceで あ るが 以 下CX-RSGFP.CX-EGFPマ ウス と略 す)。

改 変 型GFPの 発 現 と観 察

第 一 章 ・第 三節(1)の 方 法 に従 いCX-RSGFP,CX-EGFPマ ウス の各 組 織 ・細胞 につ い て

緑 色 蛍光 を観 察 した。

wtGFPと 改変 型GFPの 励 起 波 長 の比 較

第 一 章 ・第 二節 の方 法 に従 い過 排 卵 処 理 した野 生 型 、CX-wtGFP、CX-RSGFPマ ウス の

雌 とB6C3F1の 雄 を交 配 し、受 精 卵(2細 胞 期 胚)を 調 製 した。 そ れ らの卵 子 を混 合 し蛍

光 顕 微 鏡 下 、 異 な る励 起 波 長(V励 起 お よびB励 起)を 当 て て観 察 した。

Fluoresceinactivatedcellsorter(FACS)に よる解 析

6週 令 の野 生 型 お よびCX-EGFPマ ウス の胸 腺 ・脾 臓 ・精 巣 か らPBSを 用 い て細 胞 懸 濁

液(約106cell/ml>を 調 製 し、さ らに死 細 胞 の核 だ け を赤 く染 色 す るpropidiumiodide(PI;

Sigma,final100ng/ml)を 加 えた 。FACSに よ り生 細 胞 画 分 だ け につ い て 、そ の緑 色 蛍 光

を測 定 した。

実験 結 果

CX-wtGFPマ ウス の細 胞 がUV励 起 に よ り蛍光 を発 す るの に対 し、CX-RSGFP,CX-EGFP

マ ウス の細 胞 はB励 起 に よ り蛍 光 を発 す る こ とを確 認 した。2細 胞 期 胚 を用 いた 実 験 で は、

異 な る励 起 波 長 で 卵 子 が 緑 色 蛍 光 を発 す る こ とが確 認 され た(Fig.5)。 また、cx-EGFP

マ ウス か ら調 製 した細 胞 は野 性 型 マ ウス か ら調 製 し た細 胞 に 比 べ 非 常 に 強 い蛍 光(102-103

倍)を 発 してお り、FAcs解 析 に適 して い る こ とが 明 らか で あ っ た(Fig.6)。
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Figure 5 wtGFP and RSGFP expression in 2-cell eggs from trasngenic mice 
The mixture of 2-cell eggs from wild-type, CX-RSGFP, and CX-EGFP mice were excited with 

UV-light (B) or B-light (C). (A) bright field.

Thymus Spleen Testis

control

EGFP

Figure 6 FACS analysis of the cells from CX-EGFP transgenic mice 

Because the excitation optimum for EGFP is close to 488 nm, cells from the CX-EGFP mice were also 

suitable for analysis by flow  cytometry. The green  fluorescence from thymus, spleen and testicular 

cells was measured by a cell sorter.
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第 二節 全 身 の細 胞 が 緑色 蛍 光 を発 す る トラ ンス ジ ェニ ッ クマ ウス

前 節 の結 果 か ら、改 変 型GFPも 個 体 レベ ル で機 能 す る こ とが示 唆 され た。とこ ろでEGFP

は哺 乳類 細 胞 に適 したcodonusageに 変 換 して あ り21・22、発 現 の し易 さ に変 化 が 現 れ る可

能 性 が あ る。そ こでwtGFPマ ウス と改 変 型GFPsマ ウス に お け る発 現 パ ター ン に違 いが 生

じる か ど うか を調 べ た。

実験 方法

wtGFPの 発 現 と改変 型GFPの 発 現 の比 較

第 一 章 ・第 三節 ⑪ の方 法 に従 い、6週 令 の 野 生型 ・CX-wtGFP,CX-RSGFP,CX-EGFP

マ ウス か ら各 種 臓 器 サ ン プ ル を調 製 し た。 精 子 は精 巣 上 体 にハ サ ミで切 り口 を付 け た 後

TYHメ デ ィ ウ ム 中 に沈 め、泳 ぎあ が っ て くる精 子 を含 む上 清 を5分 後 に回収 した。卵 子 は

第 二 章 ・第 二節 と同様 に して調 製 した。観 察 は、 蛍光 顕 微 鏡 下(B励 起)で 行 い蛍 光 強 度

を比 較 した 。

実 験 結 果

Table4に 示 す よ うに、RSGFPを 用 い た場合 に は各 組織 で の蛍 光 が 強 くな る だ け で な く、

CX-wtGFPマ ウス で は発 現 の認 め られ な か っ た胸 腺 や脾臓 とい っ た組織 で緑 色 蛍 光 が 認 め

られ ライ ンが い くつ か得 られ た。 さ らにCX-EGFPマ ウスで は、Table4お よびFig.7に 示

す よ う に殆 ど全 身 の細 胞 が非 常 に強 い蛍 光 を発 して い る こ とが 明 らかで あ っ た。

Table4GFPexressionintransenicmice

tissuesCX-wtGFPCX-RSGFPCX-EGFP

brain-一 十十

thymus-+,一++

heart+++++++++

lung++++

liver± ±++

pancreas+++++++++

spleen-+,一++

kidney+++++

muscle十 十 十十十 十十十十

sperm一 一+

e十 十十 十十十
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Figure 7 Expression of EGFP in various tissues 
Organs (A; brain, B; liver, C; kidney, and D; testis) collected from CX-EGFP mice emitted green 
fluorescence when excited with blue light. Upper panels; bright field, lowere panels; 488  rrn 
excitation. Organs collectged from wild-type mice were placed at right side.

第 三節 小 括

以 上 の結 果 はGFPだ け で な く改変 型GFPも 哺 乳 類 個 体 レベ ル で の遺 伝 子 発 現 の レポ ー

ター と して も有 用 で あ る こ と を示 して お り、改 変 型GFPを 組 み合 わせ た実 験24・25も 可 能 に

な っ た こ と を示 して い る。 また、wtGFPで は 困難 で あ っ たFACSを 用 い た解 析 へ も応 用 範

囲が広 が っ た こ とが 示 され た。

EGFPに つ い て は殆 どす べ て の組 織 で利 川 で きる こ とが示 され た。発 色 団 にお け る ア ミ

ノ酸 置換,も さる こ となが ら、condosusageの 適 応 化 が発 現 効 率 を よ り高 め た こ とが 予 想 さ

れ る21'22。 この よ う に殆 ど全 身 でGFPを 発 現 した場 合 に もそ の 毒性 は認 め らな か っ た。
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第 三 章GFPの 細 胞 内 局 在 マ ー カ ー と して の応 用

GFPは 目的の蛋 白質 との融合蛋 白を作 る ことで細胞内 に局在 す る蛋 白質 の動 きを観察 す

るマーカー として も利用 で きる。培養細胞 を用 いた系 では、 グル ココルチ コイ ドレセ プ タ

ーの細胞質 か ら核 へ の移行 や26 、 ミ トコン ドリア局在 シグナルが機能す る様子 を観察 した

論文が ある25・27。融合蛋 白に よる解析 は他 に もた くさん報告 されているが、融合蛋 白を作

った後 もGFPが それ らの機能 に影響 を与 えない ことが 同時 に報告 されている26,28。

著者 は受精 のメカニズ ムをテーマ に研 究 を進 めているこ ともあ り、精子 を用 いてGFPの

細胞 内局在 マ ーカー と しての有用性 を検 討 した。

第一節 精子培養上清が精子受精能に及ぼす影響

哺乳類 では、invivo,invitroに 関 わ ら

ず卵子 と融合 する精 子 はほんの数個 しか な

いに も関 わ らず一度 に数億 もの精子が射 精

される。 そこで著者 は、精子懸濁液 中に は

受精 を促進 するなん らかの因子が存在 す る

のか も知 れない と考 え、精子懸濁液 の培 養

上清 を調製 し精子受 精 能 に及 ぼす影響 を調

べ た。

精子受精能 の指標 と して、卵子 との融 合

率 お よび先体反応率(Fig.8の ように、射 出

された直後 の精子 の頭部 には先体 と呼 ば れ

る分泌小胞 があ り、 そ こに含 まれる各種 蛋

白の放 出を伴 う先体 反応 を起 こ して始 め て

卵子 と融合 で きる ようになる)を 測定 した。

acrosortte

Figure8 acrosomereaction

実験方法

ハ ムス ターテス ト29

ヒ トの精子受精 能 を測定す る方法 として、 ヒ トの卵子 を用 いる代 わ りにハ ムス ターの卵

子 を用 いた。酵素処 理 に よって透明体 を取 り除いたハムス ター裸卵 を適 当個 ずつ ヒ ト精 子

懸 濁液中(2xユ05/ml)に 加 え、5時 間培養 した後 に精子 と卵子 の融合 を位相差顕微鏡 で観

察 した。ヒ ト精子懸 濁液 は用手法 によ り得 られ た精液か らSwim-up法 によ り調製 した(1

x10'/ml)も の を希釈 した。

精 子 懸 濁液 か らのCM(conditionedmedium)の 調 製

3ケ 月 令 のddY雄 マ ウ ス(SLC)の 精 巣 上 体 か ら ピ ン セ ッ トで 精 子 を し ご きだ し、

mBWWメ デ ィ ウム30で2回 洗 浄 した後 、mBWWメ デ ィ ウ ムで 懸 濁 した(1x107/ml)。

さ らに。80℃ で凍 結 後 、 室 温 で 融解 しただ ち に0.2ｵmの 滅 菌 フ ィル タで 濾 過 した もの を

CM-FTMと した。
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精子、卵子 の前処理

swimup法 で得 られた精子 を9時 間前培養 し、CMを 用 いて2x105/m1に 希釈 しさらに

3時 間培養 した もの をハ ムス ターテス トに用 いた。ハ ムス ターの卵子 は採卵後3時 間CM

で培養 した もの をハ ムス ターテス トに用 いた。

'の'と フ ロ ーサ イ トメ ト1-

swimup法 に よ って得 られ た ヒ ト精 子 を12時 間 前培 養 した もの を、CMで2x105/m1

に懸 濁 した 。 そ れ を さ らに5時 間培 養 す る間 に1時 間 お き にMH61抗 体31'32(先 体 反 応

した精 子 だ け を認 識 す る)とpropidiumiodideを 用 い て染 色 した 。

実験結果

卵子 のみ をCMで 前処理 した場合 は、殆 ど融合指数(ハ ムス ター卵子 一個 あた りに融合

した精子数)に 影 響 しなかったが、精子 のみ を前培養 した場合 はTable5に 示す ように融

合指数 の上昇(約2倍)が 認 め られ た。このこ とは精子 か ら調製 したCMが 精子 自身 に効

い ているこ とを示 している。

次 に精子 受精能獲得 に大切 なス テ ップであ る先体反応 にCMが 与 える影響 につ いて検 討

した。その結 果、CMが 精子 の生存性 や運動性 に影響 を与 えるこ とな く、先体 反応 を促進

している こ とが示唆 された(Table6)。

Table5EffectofspermpretreatmentwithCMonSPAindex

Pretreatment

medium

Penetrated

eggs(%)

Fusion

index

mBWW

CM-FTM

33.0±10.5

(21/48)

51.4±16.4

(31/54}

0.50±0.23

1.02±0.51

Valuespresentedmean±s.e.of6independentexperiments.

Table6Thechangeinreactivitytoacrosomereactedsperm

specificantibodyMH61detectedwithflowcytometry

medium beforeincubationafter5hour

(%)incubation(%)

mBWW

CM-FTM

8.2±1.7 12.4±1.5

20.0±3.2*

Mean±s.e.of8independenttests.

*Significantlydifferentfrom5hourinBWW2
.P<0.05

一 ユ4一



第 二節acrosin/EGFP融 合 蛋 白の精 子 先 体 へ の局 在

第 一節 で は精子 の培養上清 が精子 の先体反応 を促進 している ことを明 らか に した。 しか

し従来 の方法 で は抗原抗体反応等 に要す る時間が必 要な ため、先体 反応 を リアル タイ ムで

観察 す るこ とは不 可能 であ った。そ こで著者 は先体反応 を観 察す るためのモ デルマ ウス と

してGFPを 精子 の先体 に局在 させ るこ とを試 みた。

アクロシンは先体 内腔 に含 まれ る酵素 の一つで り、先体 反応 の過程 で放 出 され るので ア

クロシンの挙動 を追 うこ とは先体反応 の様子 を観察 す るこ とと等 しい。 そ こで アク ロシ ン

の シグナルペ プチ ドとEGFPの 融合 蛋 白(aαEGFP)を 精子 に発 現 させ るこ とを考 えた。

しか し減数分裂 を起 こす精細胞 を培 養す るこ とは困難 であ り、外 来遺伝 子 の発現 を観察 す

る実験 は トラ ンス ジ ェニ ックマ ウス を作 製す る以外 にない。そ こでア クロシ ンプ ロモー タ

ー33・34の制御 下acrEGFPを 発現 す る トランスジ ェニ ックマ ウス を作製 し、そ の挙 動 を観

察 した。

実験方法

acrEGFP発 現 ベ ク ター の調 製

転 写 開始 点 か ら上 流 、約2.4kbの ア ク ロ

シ ン プ ロモ ー タ ー33の 制 御 下 、 ア ク ロ シ ン

のN末24ア ミ ノ酸(MVEMLPTVAV

LVLAVSVVAKDNTT)の 下 流 にEGFP

を挿 入 した コ ンス トラ ク トacr2EGFPを 調

製 した(Fig.9)。N末 の24ア ミノ酸 に

は ア ク ロ シ ン軽 鎖 の一 部(KDNTT)も 含 ま

れ て い る。 コ ン トロー ル と して シ グ ナル ペ

プ チ ドを含 まな い もの(acr1EGFP)も 用 意

した。

Aα ・EG・PM°useacz°s'np「 °m°t°「靉 …鑼 鑠B°vineGH3'

GH、G【owthharmory難 ㎝ 血 颪8評ualO&韮 呂htd臨巳m

FiguregConstructsofacrEGFPs

....BovineGH3'

トラ ンス ジ ェニ ックマ ウス の作 製

Fig,9の コ ンス トラ ク トか らDNA溶 液 を調 製 し、 第 一 章 ・第 二 節 の方 法 に従 い トラ ン

ス ジ ェニ ッ クマ ウ ス を作 製 した(正 式 名 称 はTgN(acrlor2-EGFP)Osbtransgenicmiceで

あ る が以 下acr1EGFP,acr2EGFPマ ウス と略 す)。

acrEGFPの 発現 と観 察

8週 令 の トランスジ ェニ ックマ ウス雄 の精巣 か ら各分化段 階 ご とに生 きた まま精細胞 を

回収 した。精巣上体 か ら第二章 ・第 二節 の方法 に従 って精子懸 濁液 を調製 した。 いずれ の

サ ンプル も、生 きた ままの状態 で蛍光顕微鏡下(B励 起)観 察 した。
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実験 結 果

acrlEGFPマ ウス で は、精 子 形 成 の過 程 で作 られ た シ グ ナル ペ プチ ドを持 た な いEGFPは

精 細 胞 の細 胞 質 内 に広 が り、 精 子 に な る前 に残 余 小 体 と して捨 て られ て し まっ た 。 そ の た

め成 熟 精 子 に緑 色 蛍 光 は認 め られ なか っ た34。 一方 すべ て のacr2-EGFPマ ウス の雄 で 、精

子 形 成 の過 程 で作 られ たacr2EGFPは 、精 子 が成 熟 す る(step4→step8→stepll)の に従 っ て

ア ク ロ シ ン と同様 に先 体 内 に局 在 す るの が確 認 され た(Fig.10)。 また精 巣 上 体 か ら回収

した成 熟 精 子 で は、 先体 に強 い緑 色 蛍 光 を観 察 した(Fig.11)。 これ ら蛍光 を発 す る精 子

の生 存 性 ・運 動 性 を調 べ た結 果 、 変 化 は認 め られ な か った。 ヘ ミザ イ ガス トラ ンス ジ ェ ニ

ッ クマ ウス の場 合 、精 子 は半 数体 で あ る た め、約 半 数 の精 子 しかacr2EGFPtransgeneを 持

た な いが 、 すべ て の緑 色 蛍 光 を発 した。

Figure10Acrosomallocalizationofacrosin/EGFPdu血gspermiogenesis

Acrosin/EGFPfusionproteinswerelocalizedintoacrosomeduringspermiogenesis.A,step4:

B,step8;C,stepllspermatid.

FigurellGreenfluorescentspermfromacr2EGFPmice

A,brightfield;B,B-excitation.
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第 三節acrosin/EGFPの 蛍 光 を指 標 と した精 子 先体 反応 の観 察

acr2EGFPマ ウス と野生型々 ウスか ら得 られ た精子 を用 いて、先体 反応 が おこる様 子 を観

察 し、EGFPの 蛍光 を利 用 した方法 と従来 の方法 を比較 した。

実験 方法

精子先体反応 の観 察``

acr-EGFPマ ウスの精巣 上体 か ら回収 した精子 をTYHmedium35中 で培 養 し、FACSに

よ り解析 した。先体 反応 精子のみ に反応 す るOBF13抗 体36・37を用 い て免疫染色 す る方法

をコン トロール として比較 した。

実験結 果

従 来の方法 では抗原 抗体 反応 に時問 を要す るた め、先体反応 の観 察 には常 に時間差 が生

じていた。 一方a(.rEGFPマ ウスの精子 は、先体反応 と同時 にa(r2EGFP蛋 白を放 出 し蛍光

を失 うので(Fig.12)、 先体 反応 の様子 を リァルタイムで観察 す るこ とがで きた。
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Figure12Realtimeanalysisofacrosomereactionbyflowcytomerry

Populationofacrosomereacted(non-green)spermincreasedduringincubationinTYHmedium.

第四節 小 括

アクロシ ンとEGFPの 融合蛋 白 を トラ ンスジェニ ックマ ウス に発 現 させ た ところ、精子

の先体 に局 在 した。シグナルペ プチ ドの有無 によ りその局在 場所 が 限 られていた ことか ら、

EGEPは 遺伝子発現 の レポー ター と してだけでな く、蛋 白の細胞 内局在 を観察す るマ ーカ

ー として も有用 な こ とが示 された。 また この実験 か らアクロシ ンが先体 に局在 す るために

必要 なシグナルはN末 の24ア ミノ酸 に含 まれる ことが明 らかになった。
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ヘ ミザ イガスacr2EGFPマ ウスの精子 は、その半数 が トランス ジー ンを有 す るこ とにな

るが、実 際 にはすべ て の精子 が緑色 蛍光 を発 していた。つ ま りトラ ンスジー ンを有 してい

な い と考 え られ る精子 も緑色蛍光 を発 したこ とにな る。 これ まで に、精子形成 の過程 で作

られ るmRNAやproteinが 精子細胞 間の架橋 を通 じて行 き来 している こ とが報告 されて

お り38・39、acr2EGFPマ ウスの精子 がすべ て光 ったの はその ためだ と考 え られ る。

acr2EGFPマ ウスの精子 は先体反応 の過程 で緑色 蛍光 を失 うこ とか ら、緑色 蛍光 を観察 す

るこ とで、 これ まで不可 能であ った先体 反応 の リァル タイ ム解析 が可能 とな った。 この こ

とはa(:rEGFPマ ウスが受精 を研究 す るモ デルマ ウス としての有用 である ことを示 して いる。
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第 四 章 トラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 作 製 のCOinjeCtiOnmarkerと し て の 応 用

一 艨 に トラ ンス ジ ェニ ッ クマ ウス を作 製 す る際 に2種 類 の遺伝 子 を同時 に注 入 して や れ

ば、 そ の両 方 が染 色体 上 の1ケ 所 に高 頻 度 で 取 り込 まれ る こ とが 知 られ て い る12・40。 そ こ

で 、pCX-GFPsが トラ ンス ジ ェご ッ ク動物 作 製 のcoinjectionmarkerと して有 用 か ど うか

検 討 した。

第 一節 ダ ブ ル トラ ンス ジ ェニ ッ クマ ウス の作 製

・同時 に2種 類 の外 来遺伝子 を受精 卵 に注入 した場合 、両方 の遺伝 子 を有 す るダブル トラ

ンスジ ェニ ックマ ウスが どれ位 の頻度 で現 れ るのか を調べ た。

'実 験 方法

糞 入遺伝子 の調製 と トランス ジェニ ックマ ウス の作 製

第一章 ・第二節 の方法 に従 い、コン トロール遺伝 子(第 三章 ・第二説 で調製 したAcr1EGFP

のEGFP部 分 がGFPに してある もの)とpCX-EGFPを1:1(モ ル比)の 割合 で混合 した

DNA溶 液 を調製 した。 トラ ンス ジェニックマ ウスは第一章 ・第 二節 の方法 に従 って作製

し、PCRに よ り両遺伝 子 の有無 を確 認 した。

実 験 結 果

合 計31ラ イ ンの トラ ンス ジ ェ ニ ックマ ウ ス を作 製 したが 、 約84%に あ た る26ラ イ

ンは コ ン トロー ル 遺伝 子 とpCX-EGFPの 両 方 を有 して い た(Taわle7)。 .

Table7Productionofdoubletransenicmice

controlgene pCX-EGFP no.oftransgenic

foundermice*

十

十

十

十

26

1

4

(83.9%)

(3.2%)

(12.9%)

total 31

Mixedsolutionoftransgenes(control:pCX-EGFP=1:1)wasinjectedinto
B6C3FIxB6C3FIeggs.
*lntegrationoftransgeneswereconfirmedbyPCRanalysis .
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r,二 節 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 王 罵齟 酢 な'1=11

CX-GFPsマ ウス は生 き た ま まの組織 で緑 色 蛍光 が 観 察 で きる。 そ こで 、 トラ ンス ジ ェ ニ

ッ クマ ウス か ど うか の判 定 が 生 後 す ぐに で き るか ど うか を試 み た。

実験 方 法

瘠 色'"ノ の 一 月鰍 ・な:窶

CX-GFPsマ ウス と同腹 のマ ウス を生 後 す ぐに蛍 光 顕 微 鏡 下(V励 起)で 観 察 した。

実 験 結 果

CX-GFPsマ ウス の筋 肉 は非 常 に強 い蛍光 を発 して お り、生 後 す ぐの 毛 の生 え て い な い状

況 で は、 全 身 の 蛍 光 か ら容易 に トラ ンス ジ ェ ニ ック マ ウス か ど うか の判 定 が で き た(Fig.

13)。 そ の 時 、個 体 を傷 つ け る必 要 もな く トラ ンス ジ ー ンを検 出す る た め のDNAの 抽 出

やPCR・ サ ザ ン とい っ た煩 雑 な操 作 も一切 い らなか っ た。

Figure13GFPexpressionuilivingnewborntransgenicpups

A,brightfield;B,illuminatedbyahand-held ,long-waveUVlamp.
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第三節 トラ ンスジ ェニ ック動物 の着床 前選択

近 年 で は生 理 活 性 産 物 の供 給 源 と して 、 ま た臓 器 移植 の ドナ ー とす る た め に、 ウシ や ヤ

ギ 、 ブ タ な どの 大 型 の1哺乳 類 動 物 で も トラ ンス ジ ェ ニ ック 動 物 が 作 られ る よ う に な っ た

41'42。 しか し、マ ウス の妊 娠 期 問 が約20日 で産 仔 数 も十 匹程 度 な の に比 べ 、大 型 動 物 で

は妊 娠 期 間 が200日 に も及 び産 仔 数 も ユか ら数 匹 と少 な い 。 そ の た め、 トラ ンス ジ ェ ニ

ッ ク動 物 が得 られ て も、 効 率 よ く子 孫 を増 やす こ とが難 しい 。

そ こで 著 者 は着 床 前 の初 期 胚 の段 階 で トラ ンス ジ ェニ ッ ク動 物 か ど うか を判 定 し、仮 親

に移 植 す る こ とで効 率 よ く トラ ンス ジ ェニ ック動 物 を増 や す こ とを考 え た。GFPの 発 現 は

beta-galactosidase等 と違 い、糸[II胞を固定 す る こ とな く生 き た ま ま で観 察 で きる の で 、 トラ

ンス ジ ェニ ック動 物 を生 後 で は な く着 床 前 に選 別 す る こ と も可 能 で あ るか ど うか を検 討 し

た 。

実験 方法

緑色 蛍光胚 の選別 とPCRに よる トラ ンス ジー ンの検 出

一 方 の染 色 体 に だ け トラ ンス ジ ー ンを有

す る ヘ ミザ イ ガ スCX-wtGFPマ ウス の 雄

と、 第 一 章 ・第 二 節 の方 法 に従 い過 排 卵 処

理 した野 生 型 の雌 を交 配 し た。 交 配 後2.5

日胚 を雌 の輸 卵 管 か ら回収 し、 蛍 光 顕微 鏡

下(V励 起)に 観 察 した とこ ろ緑 色 蛍 光 陽

性 ・陰性 の2グ ル ー プ に分 類 で きる こ とが

明 らか で あ った(Fig.14に は 回収 後 、-r[

培 養 して3.5日 胚 の写 真 を示 して あ る)、,

そ こで、 回 収 した59個 の卵 子 を緑 色 蛍 光

陽 性 ・陰性 の2グ ル ー プ に分 け、 トラ ンス

ジ ー ン を有 して い る か ど うか 、 さ らに発 生

能 を有 して い るか ど うか を検 討 した。

Figure 14 GFP expression in  pre-

implantation embryos 

The embryos collected from wild-type females 

mated with hemizygous transgenic males. A, 

bright field; B, V-excitation.

実験 方法

PCRに よ る トラ ンス ジ ー ンの検 出

選 別 した 、 そ れ ぞ れ の卵 子 か らDNAを 抽 出 し、primer-1.-2(第 一 章 ・第 一 節 を参 照)

を用 い たPCRに よ り トラ ンス ジ ー ンの有 無 を確 認 した 。

選 別 した胚 の移 植 と子 孫 の検 定

蛍 光 を も とに選 別 した胚 を,_.し 、胚 盤胞 に成 長 した時 点 で偽 妊 娠 マ ウス の子 宮 に

移 植 した。 生 まれ て きた子 孫 につ い てPCRに よ り トラ ンス ジ ー ンの 有 無 を確 認 した。

実験結果
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選 別 した緑 色 陽 性 胚26個 ・陰性 胚23

個 につ い てPCRを 行 った結 果 、すべ て の緑

色 胚 でPCR産 物 の バ ン ドが 確 認、さ れ た

(Fig.15)。 陰性 胚 か らは、 シグ ナ ル は検

出 され な か った。 さ らに選 別 した緑 色胚 を

仮 親 に移 植 す る こ とで100%ト ラ ンス ジ ェ

ニ ックマ ウス だ け を生 ませ る こ とに も成 功

した(Table7)。

512by
→

M green non-green M

Wr一 一一一一 一一一r一 一 一一'一 一 一1WNP

Figure 15 PCR analysis of separated 

embryos The 512  by fragments showed 

that all the green embryos inherited  GFP 

 transgenc. MW,  eX174 HaeIII digest;  P, 

positive control; N, negative control.

Table6.ExclusiveproductionofGFP-transgenicmicebyselecting

preimplantationembryos

embryos

recovered

embryos

transferred*

pregnant

/recipients

transgenic

/pups

82(green) 5/6 32/32

154

72(non-green) 4/6 o/Zo
*Embryoswereseparatedunderafluorescentmicroscope .Sheddingtheexcitationlightonthe

embryoswaswithinafewseconds.

第 四節 小 括

以 上 の結 果 か ら、 目的 の導 入 遺伝 子 とpCX-GFPsを 同時 に注 入 して トラ ンス ジ ェニ ック

マ ウス を作 製 して や れ ば、 高 い頻 度 で 両 方 の 遺伝 子 を持 つ ダ ブル トラ ン ス ジ ェ ニ ッ クマ ウ

ス が 得 られ る こ とが り1らか に な っ た。一 方 でCX-GFPsマ ウス は生 後 す ぐに傷 つ け る こ とな

く簡 単 に トラ ン ス ジ ェ ニ ックマ ウス を 選 別 で き る こ と が示 さ れ た 。 そ こ で著 者 は 、pCX-

GFPsをTG動 物 作 製 のco-injectionmarkerに す る こ と を提 唱 して い る。 つ ま り目的 の遺

伝 子 とCX-GFPsの ダ ブ ル トラ ンス ジ ェ ニ ック 動 物 を作 る こ とで 、 マ ウス を傷 つ け た り

DNAの 抽 出 とそ れ に続 くPCRや サ ザ ンプ ロ ッテ ィ ン グ を行 う こ とな く、 よ り簡 便 に 目 的

の トラ ンス ジ ェニ ック動 物 を選 別 で きる、,

さ らに、ヘ ミザ イ ガ ス トラ ンス ジ ェ ニ ック マ ウス で あ るCX-GFPsマ ウス の雄 と交 配 した

野 生 型 の 雌 か ら回 収 した初 期 胚 で トラ ンス ジ ー ン を有 す る も の だ け を着 床 前 に選 別 で きた 。

さ らに選 別 した胚 か ら子 孫 も得 られ て お り、Sri床 前 に胚 を選 別 す る こ とで100%の 確 率

で トラ ンス ジ ェニ ックマ ウス の子 孫 を増 や す こ とに成 功 した 。
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第三編 考察

著 者 は生 きた細胞 で遺伝 子発 現 を観察 できる新 しい レポー ター としてGFPに 着 眼 し、哺

乳類細胞 での遺伝 子発 現 を観 察す るのに適 しているか どうか、 またその応用 につい て検 討

を行 った。

まず最初 に、GFPが 哺乳類細胞 において も機 能す る ことを示 した。 当初、哺乳類細胞 で

GFPを 発現 させ るこ とは難 し くwtGFPを 使 う場 合 には培養温度 を低 く(25-33度)し た方

が蛍光 を観 察 し易 いこ とを報告 した論文 もあった26'43。 しか し、GFP発 現 のためのベ クタ

ーpCX-wtGFPを 作 成 し哺乳類細胞 に導入 した ところ、通常 の培養条件 下(37度 、5%CO2)

で非常 に強 い蛍光 を発 す るこ とを見 いだ し、低 温 で培養 する ことは必須 でない こ とを示 し

た。

次 にpCX。wtGFP遺 伝 子 を用 いてGFPを 発 現す る トランスジェニ ックマ ウス を作製 し、

それが まさにgreenfluorescentmiceで あるこ とを示 した。組織特 異 的な発現 が見 られた

が、 コン トロール として作製 したCX-hCD4マ ウスにおけるhCD4の 発 現パ ター ン との比

較か らもGFPの 発 現が プロモ ー ターに依存 している16こ とが明 らかであ った。これ まで汎

用 されてきたLa(Zを レポーター とした場合 には、La(Z自 身が遺伝 子 のメチル化 な どを介

してその発 現 に影響 する ようなこ とが報告 さ れているが44、 著者 の作製 した トランスジ ェ

ニ ックマ ウスでの観察 か らは、GFP遺 伝 子 にはその ような影響 は認 め られず プロモー ター

の制御 に従 った発 現 が確認 された。

遺伝 子発 現 を定量化 するのにCATやluciferaseが 汎用 されているが、それ らは酵素 であ

るために酵素反応 産物 のRI活 性 や光量 を測定 し定量化 する ことになる。 しか し、CATや

1uciferase自 身は安定 ではな く、また酵素反応 とい う増幅過程 のために測定誤差 が大 きいの

が問題 であった1,2。一方、GFPは 熱 やpHの 変化 に強 く非常 に安定 な蛋 白である こ とが報

告 されている3'8。安定 す ぎるの も問題 で、遺伝 子発現 のshutoffを 観察 す るような レポー

ター としては適 していないか も しれないが、 発現 を定量化 す るにはメ リッ トであ る。そ の

ためGFPの 量 はその蛍光強度 を測定 す ることで、増 幅す るこ とな く定量化 す るこ とがで き

る。 トランヌジ ェニ ックマ ウス を用 いた実験 か らは、100ngprotein/mlの ような組織抽 出

物 をもとに遺伝子発 現 を検 出 してお り、CATassayに 匹敵す る感度 を有 してい る と考 え ら

れた。 またFACS解 析 か らは生 きた細胞 の一つ一つ にお ける発現量 を計測 す るこ とが可 能

であ った。

著者は蛍 光強度 を改 良 しただけでな く改変型GFPsが 個体 レベルでの解析 に も使 えるこ

とを明 らか に した。今後 は必 要 に応 じて異 なるタイプのGFPを 発現 させ るこ とや、それ ら

を組み合 わせ た実験が予想 される。 ところでEGFPは 殆 どすべ ての組織 で発 現 され た。発

色 団 におけ るア ミノ酸置換 もさる こ となが ら、codonusageの 適応化 に よる発 現効率 の改

良が大 きな原 因である と考 え られる21・22。

この ように トラ ンスジ ェニ ックマ ウス を作 製す るこ とで、GFPお よび改変型GFPが マ ウ

ス個体 レベ ルで も遺伝子発現 の部位 や量 を観 察す る レポー ター遺伝 子 として有用 なこ とが

示 されたが、GFPを 使 う最大 の利点 は生 きた細胞 で観察 で きる ことにある3・8。
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そ こで著者 は、GFPを 生 きた精子 の先体 に局在 させる こ とを試み た。acrEGFPト ラ ンス

ジ ェニ ックマ ウス では、 ア クロシンの シグナルペプチ ドを持 つEGFPが 先体 に局在 す る こ

とが確 認 され、緑色 蛍光 を指標 とする こ とで先体 反応 の様 子 を リァルタイムで観 察す る こ

とが可能 となった。この こ とはGFPが 遺伝子発 現 の レポー ター として だけでな く、蛋 白の

細胞 内局在 を観察 す るマ ーカー として も有用 なこ とを示唆 している。

また、殆 ど全 身の細胞 で強 い緑色 蛍光 を発 す るCX-EGFPマ ウス では、蛍光顕微 鏡 による

観察 で もFACSに よる解析 で も野生型 マ ウスの細胞 と簡単 に分 ける こ とがで きた。選別後

も細胞 は生存 してお り、観察 を続 け るこ とが可 能であ った。 最近で1ま血球細胞 や精 細胞 の

幹細胞 を移植 し追 跡す る ような実験 も試 み られてお り45-48、CX-EGFI'マ ウスの臓 器移植

や キメラ解析へ の応用 が期待 される。

さらに著者 はCX-GFPsを トランスジ ェニ ック動物作 製 のcoinjectionmarkerと しての

可 能性 を示唆 した。すで にチ ロシナーゼをcoinjectionmarkerと して導入 し、毛色 に よっ

て トランス ジェニ ックマ ウス か どうかを判定 す る方法49'50が 提唱 されて はいる もの の、こ

の方法 は アル ビノマ ウス(チ ロシナーゼを欠 損す るため色 素 を作 れず 白色 になる)に しか

適用 で きない。そ れ に対 し、pCX-GFPsを 用 いた場合 にはマ ウスの系統 を選 ばないだけ で

な く、マ ウス以外 の トラ ンスジ ェニ ック動物作製41・42へ の応 用が可 能であ る と考 え られ る。

さらに緑色蛍光 を もとに着床前 に選別 す るこ とで、 トラ ンス ジェニ ックマ ウスだ け を産 ま

せ る ことに も成功 してお り、妊娠期 間が長 く産仔数 の少 ない大型 の動物(ウ シやヤギ、 ブ

タな ど)で は特 に有効 である と考 え られる。

このよ うにGFPは これ までの レポー ターにない特徴 を備 えてい る。す なわち、無処理 の

ままで連 続 的 に、 同 じサ ンプル を何 度 で も観 察 で きる。GFPの 有用性 が示 されて約2年 が

経 過 しよ うや くそめ地位 を確保 しつつ あるが、従 来 の レポー ター も非 常 に優 れてお り、様 々

な使用 方法が考案 されて いる。そのためGFPを 使 用す る事 を考慮 して も、つ い今 まで の型

の レポー ター遺伝 子 ・マー カー蛋 白 としての使用 方法 を思 いついて しま う。 これ まで の発

想 に留 まるので あればbeta-galやCAT.luciferaseで 十分 で あるこ とにな る。著者 はGFP

の特徴 を生 か した研究 を進 めて きたが、今後 は さらに柔軟 な発想 に よる奇想 天外 な利用 が

な されるであ ろう。
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第四編 結論

1)ト ラ ンス ジ ェ ニ ックマ ウ ス を作 製 す る こ とで、GFPお よび改 変 型GFPが 哺 乳 類 個 体

レベ ル で も遺 伝 子発 現 の レポ ー タ ー と して有 用 で あ る こ とを示 した。

2)精 子 形 成 の過 程 で発 現 した ア ク ロ シ ン ・EGFP融 合 蛋 白が ア ク ロ シ ン と同 じ く先体 に

局 在 す る こ とを示 し、GFP細 胞 内局 在 マ ー カ ー と して機 能 す る こ とを示 唆 した。

4)CX-EGFPマ ウ ス は臓 器 移植 や キ メ ラ解析 の、A(.r2EGFPマ ウス は受 精 を研 究 す る モ

デル マ ウス と して有 用 で あ る と考 えれ る。

5)pCX-GFPsが トラ ンス ジ ェ ニ ック動 物作 製 のcoinjectionマ ー カ ー と して利 用 で きる

可 能性 を示 した。

6)緑 色 蛍光 を も とに トラ ンス ジ ェ ニ ックマ ウス の胚 を着床 前 に 選 別 で きる こ と を示 し

たが 、妊 娠 期 間が 長 く産仔 数 の少 な い大 型 の トラ ンス ジ ェ ニ ック動 物(ウ シ、ヤ ギ、

ブ タ等 〉 の子 孫 を効 率 的 に繁 殖 させ る に は特 に有 効 で あ る と考 え られ る。
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