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A b s t r a c t

T h e h i p p o c a m p a l C A 3 r e g l O n i s t b o u g b t t o b e a n i m p o rt a n t p l a c e f o r f o r m a ti o n o f

l e a r n l n g a n d m e m o r y . T o u n d e r s t a n d t h e r o l e o f t h e bi p p o c a m p a l C A 3 r e g l O n i n t h e

h i g h e r b r a i n f u n c ti o n s , w e a tt e m p t e d t o m a k e a c o n di ti o n a l t a r g eti n g s y s t e m s p e cifi c f o r

t h e b i p p o c a m p a l C A 3 r e g i o n u si n g t h e C r e/1 o x P r e c o m b i n a ti o n s y s t e m . T h e C A 3 s p e cifi c

e x p r e s si o n o f C r e r e c o m bi n a s e w a s a tt a i n e d b y i n s e r ti n g C r e g e n e i n t o t h e gl u t a m a t e r e c e p-

t o r γ1 s u b u n it ( G l u R γ1 ) g e n e t h a t w a s p r e d o m i n a n tl y e x p r e s s e d i n t h e C A 3 p y r a m i d a l

n e u r o n s . T h e n w e g e n e r a t e d a m u t a n t m o u s e li n e , γ1 C r e N f r o m C 5 7 B L / 6 E S c e ll s , w h i c h

i s m o s t s u it a b l e f o r b e h a vi o r a l s t u di e s . I n t h e γ1 C r e N li n e , f u n c ti o n a l C r e r e c o m b i n a s e a c -

ti v it y w a s o b s e r v e d t o b e r e st r i ct e d al m o s t o nl y t o t h e h i p p o c a m p a l C A 3 p y r a m i d a l n e u-

r o n s s t a r ti n g f r o m n e w b o r n p e ri o d t o a d u lt h o o d . T h e effi c a c y of C r e- m e d i a t e d r e c o m bi n a
-

ti o n w a s a s h i g h a s 1 0 0 % i n t h e p y r a m i d al c e ll s o f t h e h i p p o c a m p al C A 3 r e g l O n b o t h a t

p o s t n a t a l a g e s 8 d a y s a n d 1 0 w e e k s . T h i s γ1 C r e N li n e i s e x p e ct e d t o b e c o m e a u s e f u l t o o l

f o r st u d y i n g m o l e c u l a r f u n cti o n s o f t h e b i p p o c a m p al C A 3 r e g l O n .

K e y w o rd s: hi p p o c a m p a l C A 3 r e g l O n , C O n diti o n a l t a r g e ti n g s y st e m ,
C r e-1 o x P , G l u R γ1 ,

C 5 7 B L/ 6 E S c ell

は じ め に で ある こ とと
,
記憶の 形成や学習 に 関与 する と考

えられて い る こ とか ら中枢神経系 で さか んに研究

晴乳類の 海馬は , 形態学的に構造が 単純 で 明瞭 されて い る場所で ある . と りわ け
,
こ の 領域 で 見
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い 出され た 長期増 強( L o n g t e r m p o t e n ti a ti o n :

L T P ) や長期抑制( L o n g t e r m d e p r e s si o n : L T D )

と いうシナプス 伝達の 可塑的変化 は記憶の礎過程

と考えられており, 学習との 関連が示唆される こ

とから
, 詳細な検討がなされて い る . 海馬 は形態

学的 に い く つ か の 領域 に分 けられ る が , 中 で も

c A 3 領域の 錐体細胞 は複数の入力を受けて い る .

c A 3 錐体細胞 は主に異なる 3 つ の 入力を受けて

おり, それぞれ, 交連/ 連合 - C A 3 ( A s s o ci a ti o n al

/ c o m m i s s u r al - C A 3 ) シ ナ プス , 潅 馬釆 - C A B

( F i m b ri al - C A B ) シ ナ プ ス , 苔状 線 雄 一C A 3

( M o s sy fib e r
- C A 3 ) シナプス を形成する . 交連/

連合- C A 3 シ ナプス お よ び, 潅馬釆- C A 3 シ ナ プ

ス で は
,
L T P や L T D の誘導過程 に N M D A 受容

体が働くことが電気生理学的知見から示唆されて

い る が , 苔状 線雄 一C A 3 シ ナ プス に お い て は ,

N M D A 受容体非依存の L T P , L T D が観察され

る こ とが報告されて い る
1 卜5 )

.
こ の ように, C A B

錐体細胞は複数の 入力より受ける複雑なシ グナル

処理を担 っ て い る こ とが示唆されるが
,
その脳 高

次機能に果たす役割 は 明らか で は な い . そ こ で ,

我々 は海馬C A 3 領域 の機能を知る ため に ,
海馬

C A 3 錐体細胞で標的分子 をノ ッ ク ア ウ トする方

法を立案した .

遺伝子 ノ ッ ク ア ウ ト法は, 脳の機能を分子 レ ベ

ル で理解するうえで 非常に有用な方法で あり, 堤

在まで非常に多くの ことを明らか に して きた . し

かしながら, 従来の ノ ック ア ウトマ ウ ス 作製め方

法には い くつ かの 問題点がある . 脳 の 高次機能に

関わる分子は , 多様な働きを して い るもの も多く,

標的分子欠損による致死 は , 脳における働きの 解

析を不可能にする . また , 発達 に関与する分子 の

欠損による発達異常もまた, 脳高次機能に お ける

その 分子の 働きの 解析を困難にする . さらに , 発

生初期か ら標 的分子を欠損させ る こと よ り, そ の

分子機能が他の分子に代償 され る 可能性 もある .

こ の 間題を解決する には, 脳 の 部位 , 時期特異 的

に標的分子欠損が可能なシ ス テ ム が必要とな っ て

くる .

さ らに, ノ ッ ク ア ウト マ ウス 作製 に は ,
生殖細

胞に遺伝子変異が導入されやす い こ とか ら 一 般的

に1 2 9 系統由来の E S 細胞 が繁用 され て い る . し

かしながら, こ の系統は高 い確率で脳梁に 奇形を

持ち
,
学習能力が低い ため水迷路の ような脳高次

機能を解析する行動実験 には適さな い .
マ ウ ス の

脳高次機能を理解するた めに は行動学的実験が必

須で あるの で, 通常は ,
行動実験 に適 する C 57 B L

/ 6 系マ ウス と戻 し交配を行い 解析す る . しか し,

変異遺伝子の 近傍で は完全 に遺伝的背景を
一 致さ

せ る ことは不可能で あ るため , 完全 に C 57 B L / 6

の遺伝的背景にする こ とは で きない . こ の 遺伝的

背景の 不
一

致も行動学的実験の結果に影響を与え

る こ とがわか っ て い る8 ト 12) . こ れら の 問題 は

C 57 B L / 6 E S 細胞か ら遺伝的背景の 均
一 なキ メ ラ

マ ウス を作製する こ とにより, 解決す る こ と が で

きる .

そこで本研究 で は ,
C 57 B L / 6 系統由来の E S 細

胞を用 い て マ ウス 作製を おこ な っ た . C 5 7 B L / 6

系統の E S 細胞は こ れまで , キ メ ラ マ ウ ス の 生殖

細胞に遺伝子変異が導入されにく い た め , 遺伝子

変異 マ ウス 作製 へ の 利用が困難であ っ たが, 当研

究室で確立した , C 57 B L / 6 E S 細胞 からの キ メ ラ

マ ウス 作製法で は高効率で生殖細胞に遺伝子変異

が導入され る .

さらに本研究で は ,
バ クテ リオ フ ァ

ー

ジ P l が

有する C r e/1 o x P の 組換えシス テム を用 い て , 港

馬 C A 3 錐体細胞特異的な遺伝子組換 えを行 っ た.

C r e は配列特異的な組換え酵素 で
,
1 o x P と い う 34

b p の 配列を認識して組換 え反応を起 こ す .
こ の

特異的な配列は噛乳類に は存在せ ず,
C r e 遺伝子

を細胞内 に発現 させ て も影響はな い
6) 7)

. ま た ,

C r e を海馬 C A 3 錐体細胞 に発現 させ る た め に ,

海馬 C A 3 錐体細胞 に優位に発現する ,
カ イ ニ ン

酸型 グル タ ミ ン酸受容体γ 1 サブ ユ ニ ッ ト
1 3) ‾1 5)

の遺伝子 プロ モ
ー

タ
ー を利用して ,

C r e 蛋白質を

発現す る マ ウス の 作製を C 5 7 B L / 6 E S 細胞 か ら

試み た .

材料と方法

C5 7 B L/ 6 E S 細胞培養

C 57 B L / 6 マ ウス 由来の E S 細胞 で あ る
,
B r u c e
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細胞 ( C oli n L . S t e w a r t 博士か ら分与され た) を

用 い た . E S 細胞培養方法の 詳細 につ い て は
,
北 山

等の 報告に従 っ た
16 )

.

タ
ー ゲ ッ テ ィ ン グベ クタ ー

お よぴ γ 1 C r e N マ ウ

ス の作製

G l u R ァ 1 サ ブ ユ ニ ッ ト遺伝子の c D N A よ り切

り出した
,
開始メ チオ ニ ン を含む E c o R I - N c o I

2 15 b p をプロ
ー

ブ に用 い
,
C 5 7 B L / 6 マ ウ ス ゲ ノ

ム ライ ブラリ ー をス クリ
ー

ニ ン グ し
,
γ1 サ ブ ユ

ニ ッ トの 開始メ チ オ ニ ンを コ ー

ドする エ ク ソ ンを

含 むク ロ ー ン γ ト 6 とγ ト10 を得た . それ ぞれ の

イ ンサ ー ト D N A rを p Bl u e s c rip t ⅡS K ( - ) にサ

ブク ロ ー ニ ン グ し
, p γ1 - 6 - 7 と p γ ト1 0

-10 と し

た . p γ ト 6
- 7 を S p e I で消化し, 3

′

側 の S p e I -

S p e I 7 . 5 K b p を欠失させ , S p e I サイ トで セ ル フ

ライゲ -

シ ョ ン して作製したク ロ
ー

ン を p γ ト 6

- 7 - 4 とした.

p γ 1 - 6 - 7 - 4 よ り切 り出 した P st トS p h I 3

K b p , p N C r e
1 7) と p γ ト 6

- 7 をテ ン プ レ ー トと し

て 二段階 P C R によ っ て作製 した P s t ト A g e I ま

で の 272 b p , C r e 遺伝 子と pE F -B O S
18 ) 由来 の ポ

リ A 付 加 シ グ ナ ル を 含 む A g e ト E c o R I 1 .6

K b p , 両端を F R T 配列 で 挟 ん だ p g k - N e o -

p ( A)

F R T カ セ ッ ト E c o R トS a c I ( 平滑化) 1 .6 K b p ,

p γ ト 6
- 7 か ら切り出した Ⅹb a I ( 平滑化) -S al

I 7 .5 K bp , を p Bl u e s c rip t Ⅱ
-

s K ( - ) に結合 した

もの を p 5 γ 1 C N F 3 と した .
こ の p 5 γ 1 C N F 3

に挿入されて い る D N A 断片をジ フ テリ ア毒素遺

伝子を内部 に有す る プ ラ ス ミ ドベ ク タ ー

p M C I

D T A p A M
16 )
に つ なぎかえて

,
タ -

ゲ ッ テ ィ ン グ

ベ ク タ
ー

p γ1 C r e D T とした .

S a l I に よ っ て 直 線化 した 6 p m ol の p γ 1

C r e D T を
,

エ レク ト ロ ボ レ
ー シ ョ ン (250 V ,

960

〃 F , R
- - ) によ り 1 × 1 0 7 個 の C 5 7 B L / 6 マ ウ

ス 由来の E S 細胞 に導入 した . ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ

ン 後38 - 48 時間後に G 4 1 8 ( 1 7 5 m g / m l) 選別 を

開始 し
,
7 日後 に耐性 コ ロ ニ ー を ピ ッ ク ア ッ プ し

た . サ ザ ン プ ロ ッ トにより標的遺伝子組換 えをお

こ した E S 細胞 ク ロ ー ン を 同定 し ,
こ れ ら の E S

細胞ク ロ
ー

ン を 8 細胞期 の I C R マ ウ ス月引こ マ イ

ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン し
,
胞旺期まで培養した後,

偽妊娠 した IC R マ ウス の 子宮 に戻 した . 生 まれ

て きたキ メ ラ マ ウス の 内で生殖細胞に変異の 導入

され たキ メ ラ マ ウス と C 57 B L / 6 マ ウス を交配さ

せ
, γ1 C r e N マ ウス を樹立 した .

遺伝子型解析

ネオ マ イ シ ン 耐性を持 つ E S 細胞ク ロ
ー ン の ゲ

ノ ム D N A , もしくは マ ウス 尻 尾よ り抽出 したゲ

ノ ム D N A を Ⅹb a I
,
E c o T 2 2 - 1 で 消化 し

,
0

.8 %

ア ガ ロ
- ス ゲ ル に電気泳動 した .

こ れを ナ イ ロ

ン メ ン プ レ ン に転写 し,
5

′

ア ウ タ ー プ ロ ー ブ
,

3
′

ア ウタ ー プ ロ ー ブ及び C r e 遺伝子 の A g e ト E

c o R I の 1 .6 kb p の 断片を プロ
ー

ブ ( 図 1 -

a) と

して ハ イ プリ ダイ ズ した . X b a I で消化 され た ゲ

ノ ム で は 5
′

ア ウタ
ー プ ロ ー

ブ によ り野生 型 5 .5

k b
, 変異型7 .3 k b が検出さ れ る . また

,
E c o T 22- 1

で 消化され たゲ ノ ム で は 3
′

ア ウ タ
ー プ ロ ー

ブ に

より野生型 9 ,5 k b
,
変異型 12 .9 k b フう言それ ぞれ検

出さ れ る . X b a I で 消化 され たゲ ノ ム に お い て

C r e 遺伝子の A g e I -E c o R I の 1 .6 k b p の 断片を

プ ロ ー ブ とすると
,
5

′

ア ウ タ
ー プ ロ ー

ブ と 同様

に変異型 7 ,3 k b が検 出される ( 図 1 -b) .

β - ガラク トシダ ー

ゼ活性染色

マ ウス をネ ン ブタ -

ル で麻酔後,
4 % パ ラ ホ ル

ム ア ル デ ヒ ド
,
0 .1 M リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー ( P H 7 .5)

で 港流固定し, 全脳 を摘 出した . 冠状断切片 (80

〃 m 厚) は脳 を 0 . C . T .
コ ン パ ウ ン ド( S a k u r a ,

T o k y o , J a p a n) に包埋 後ク ラ イ オ ス タ ソ ト に て

作製し
,
矢状 断切片(50 /` m 厚) は脳をア ガ ロ -

ス ゲ ル に包 埋後 マ イ ク ロ ス ラ イ サ ー D T IOOO

( D o s a k a
,
K y o t o , J a p a n) に て 作製 した . 冠状 断

切片(80 /∠ m 厚) は 4 週齢の マ ウ ス よ り作製 し,

矢状 断切片( 5 0 F L m 厚) は 0 日齢 ,
1 日齢 ,

3 日

齢 ,
8 日齢 ,

2 過齢 ,
4 週齢 , 1 0 過齢 の マ ウ ス よ り

作製 した . β- ガ ラ ク トシ ダ
ー ゼ 活性染色 の行程は

北山等
,
辻田等の 報告に従 っ た

16) 17)

免疫組織化学

4 週齢の マ ウ ス を港流固定 し
,
全脳 を摘 出 しパ

ラ フ ィ ン に包埋後
,
ミ ク ロ ト

ー ム にて 5 / J m 厚

切片を作製し
,
ス ライ ドガ ラ ス に 貼付 した . 以 下

の 行程 で 免疫抗体染色を行 っ た . ブ ロ ッ キ ン グ

( 1 0 % 正常ヤ ギ血清 ,
3 0 分間) , 1 次抗体 反応 ( カ
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図 1 相同組み換え法による γ1 C r e N マ ウ ス の作製

a . 翻訳開始点近傍の グ ル タ ミ ン酸受容体γ1 サ ブ ユ ニ ッ ト ( G l u R γ1 ) 遺伝子の構造
,
タ - ゲ ッ テ ィ ン グ ベ

クタ ー

,
相 同組換え体遺伝子の構造

,
サザ ンプ ロ ッ トに用 い たプ ロ

ー

ブ ( 5
′

,
C r e

,
3

′

プ ロ ー ブ) を示 し

て い る . 1 部分は コ
ー デ ィ ン グ の エ ク ソ ン を示す . 略語

,
M e t; 翻訳開始点 ,

E I; E c o R I , E T ; E c o T 22 -I
,
P ;

P s t I , Ⅹb ; Ⅹb a I , B S K ; p B l u e s c rip t S K (
- ) , D T ; ジ フ テ リ ア毒素 A 断片遺伝 子, C r e ; C r e

リ コ ン ビナ
-

ゼ遺伝子 ,
n e o ; p g k

- n e o -

p A カ セ ッ ト, F R T 配列を黒 い 半円で示 して い る .

b . サザ ン プ ロ ッ トによる遺伝子型解析 . マ ウス し っ ぼより抽出した ゲ ノ ム D N A を Ⅹb a I も し

くは E c o T 22 -Ⅰ で消化 し
,
それ ぞれ 5

′

,
C r e

,
3

′

プ ロ
ー

ブ で検出 した . W t は 野生型
, γ 1 C r e N

は γ 1 C r e N 変異型を表す .
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ル ビ ン ジ ン 抗体 ,

パ ル プ ア ル ブ ミ ン抗体 ,
マ ウス

グル タ ミ ン合成酵素抗体 ,
室温 で 1 昼夜) , 2 次抗

体反応( ビオチ ン標識抗 モ ル モ ッ ト Ig G 抗体も

しくは ビオチ ン標識抗 ウサ ギ Ig G 抗体,
室温 で 1

時間) , ペ ル オ キ シ ダ
ー

ゼ標識ス ト レ プト ア ピジ

ン にて30 分間室温 で 反応後
,
3

,
3

,
- ジ ア ミ ノ ベ ン

ジジ ン にて 発色させ た . ブ ロ ッ キ ン グ
,
2 次抗体

,

ス ト レ プト ア ピ ジ ン は ヒ ス ト フ ァ イ ン S A B - P O

( R) キ ッ ト( N i cbi r ei , T o k y o , J a p a n) を用 い た .

1 次抗体と して 用 い た , 抗 カ ル ビ ン ジ ン モ ル モ ッ

ト抗体
,
抗パ ル プ アル ブ ミ ン ウサ ギ抗体 は

,
抗グ

ル タ ミ ン合成酵素ウサギ抗体はそれぞれ ,
マ ウ ス

カ ル ビ ン ジ ンの ア ミ ノ酸残基 1 - 262 , マ ウ ス パ ル

プア ル ブ ミ ンの ア ミ ノ酸残基 ト 111
,

マ ウ ス グ ル

タ ミ ン 合成酵素の ア ミ ノ 酸残基 346 - 375 に相 当

する ペ プチ ドを作製 し, 動物 に免疫 し得 た抗血清

を精製 したもの を使用 した . 核染色 に は N u cl e a r

f a s t r e d ( N F R
,
N a k a r ai

,
K y o t o , J a p a n) を使用

した .

組換え率の評価

前述 の央状断切片の海馬 C A l ,
C A 3

, 歯状 回,

およ び小脳 プル キ ン エ 細胞層の それぞれの 領域 に

お ける全細胞の うち
, β - ガラク トシ ダ ー ゼ活性の

認め られ る細胞の 割合をそれぞれ の 領域 ごとに算

出した .

結 果

γ1 C r e N マ ウス の樹立

本研究で は , 海馬 C A 3 錐体細胞 に優位 に発現

する
,
カイ ニ ン酸型受容体γ 1 サブ ユ ニ ッ ト遺伝

子の プロ モ ー タ ー を利用 し て , 海馬 C A 3 錐体細

胞 に組換え酵素 C r e を発現 する マ ウ ス を作製 し

た . まず
,
開始 メ チ オ ニ ン を含 む ,

G l u R γ 1 遺伝

子の ク ロ
ー

ン を取得 し ,
Gl u R γ 1 遺伝子 と C r e

遺伝子 の 開始メ チ オ ニ ン が
一 致するよう に G l u R

ァ 1 ゲ ノ ム D N A 断片に C r e 遺伝子 をノ ッ クイ ン

したタ
-

ゲ ッ テ ィ ン グ ベ クタ
ー を作製 した ( 図 1

- a) . こ の ベ クタ ー を C 5 7 B L / 6 E S 細胞 に導入 し ,

ネ オ マ イ シ ン 耐性を持 つ 1 35 ク ロ
ー

ン の ゲ ノ ム

D N A をサ ザ ン プ ロ ッ ト によ り解析 し
,
標 的遺伝

子組換えを起 こ した 4 ク ロ
ー ンを同定 した .

こ れ

らの E S 細胞 ク ロ
ー

ン を マ ウス 初期月別こ マ イ ク ロ

イ ン ジ ェ ク シ ョ ンする こ とによ りキ メ ラ マ ウス を

作製 した . その 内で 生殖細胞に変異 の 導入され た

キメ ラ マ ウス と C 57 B L / 6 マ ウス を交配させ , γ1

C r e N マ ウス を樹立した.

C r e リ コ ン ビナ ー ゼの発現部位と遺伝子組換え率

の評価

この マ ウ ス の 遺伝子組換 え能を調 べ る ため に
,

C r e 活性に よ り I a c Z が 発現 する C A G - C A T-Zll

トラ ンス ジ ェ ニ ッ ク マ ウス
19) と交配 し, γ 1 C r e N

遺伝子と レポ 一 夕 一 道伝子 ( C A G - C A T - Z) を ヘ

テ ロ に持 つ マ ウス を作製し,
その脳を解析 した .

経時的にβガ ラク トシ ダ
ー

ゼ活性を検索した

結果
,
γ 1 C r e N マ ウス は

,
生後か ら C A 3 錐体細

胞 に優位 に C r e 活性が発現し始め , その 活性 は成

体 に至る 迄 C A 3 錐体細胞 にほ ぼ 限局 して い た .

成体で 海馬以外 の領域で は , 大脳皮質,
中脳

,
間脳,

棉
,
小脳核に分散した弱 い活性が 認め ら れ た ( 図

2
, 図 4 - a

,
ち
,
c
, 表 1 ) . さ ら に C r e が発現 して い

る細胞を同定するため に
,
オリ ゴデ ン ドロ サイト

,

ア ス トロ サイ トの マ ー

カ
ー

で ある グル タ ミ ン 合成

酵素, 抑制性の ニ ュ
ー

ロ ン の マ
ー

カ
ー

で ある パ ル

プアル ブミ ン
,
それぞれ の抗体を用 い て 免疫染色

とβ - ガ ラク トシ ダ
ー ゼ活性染色との共染色を行 っ

た . その 結果, 脳全体の オリ ゴ デ ン ドロ サ イト, ア

ス トロ サイ ト , 海馬 の 抑制性の ニ ュ
ー ロ ン に は

,

C r e 活性 が な い こ とが 明らか にな っ た ( 図 4 -∫
,

g) .

各領域における遺伝子組換え効率を定量的に測

定するため に, β- ガラク トシ ダ ー ゼ活性染色と核

染色と の 共染色をお こ な っ た . その結果 , C A l 錐

体細胞にお い て は
,
生後 1 週 間

,
10 週齢共 に組換

えは認められず
,
歯状回額粒細胞 で は生 後 1 週間

で 0 . 4 % , 10 週齢で 6 .9 % で あ っ た .

一

方
,
C A 3 錐

体細胞にお い て は生後 1 週間で 100 % 組換えが起

こ っ て おり
,
非常に高 い 効率で ある こ とが 明 らか

にな っ た . また
,
小脳 プル キ ン エ 細胞 に お い て は ,

生 後 1 週間で 0 % ,
1 0 週齢 で 0 .8 % で あ っ た ( 秦

2 ) .
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表 1 γ1 C r e N マ ウ ス にお けるβ- ガ ラクトシダ ー

ゼ活性の 発現部位

厨における東城 e - ガラク トシタ ー

ゼ活性

C e r e b r a一c o rt e x

L a y e r [

L a y e r ‖/ ‖

L a y e ‖V

L a y e r V

L a y e r VI

Ci n g uJ a t e c o rt e x

P y rif o r m c o rt e x

R e t r o s pl e ni al c o r t e x

H ip p o c a m p u s

C A I

C A 3

D e n t a t e g y ｢ u s

S u bi c u 山m

C e r e b elI u m

P u r ki nj e c d l

G r a n ul e c e”

B a s k e t / S t ell a t e/ G olgi c ell

D e e p c e r e b e‖a r n u cl ei

S pi n a l c o r d

C o r p u s c a ”o s u m

( ＋

＋

( ＋

( ＋

＋

＋＋ ＋＋

＋

( ＋)

＋ ＋

＋

注) 4 適齢の γ1 C r e N マ ウス の 脳 における β- ガラ ク 卜シ ダ
ー ゼ

活性 の 発現部位とそ の 車 さ を同定 した ｡ 発現強度 は6 顔 階で 示

して い る｡ -

; n o t d e t e c t e d , ( ＋); v e r y 一o w , ＋;l o w , ＋ ＋;
m od e r at e

,
＋＋＋; h ig h , ＋ ＋＋＋; v e ry h ig h .

考 察

γ 1 C r e N マ ウ ス は , カイ ニ ン酸型 グ ル タ ミ ン

酸受容体γ 1 サ ブ ユ ニ ッ トを コ
ー

ドす る遺伝子 の

翻訳開始点に C r e リ コ ン ビナ - ゼ遺伝子 の 開始

メ チ オ ニ ンを合わせ て ノ ッ ク イ ン して い る . C r e

遺伝子が導入さ れて い る こ と により,
G l u R γ1 サ

ブ ユ ニ ッ トを コ ー ドする遺伝子が働か なくな っ て

い るた め
,
こ の 変異 ア レル をホモ に持 つ マ ウ ス に

お い て は
,
Gl u R γ1 サ ブ ユ ニ ッ トが ノ ッ ク ア ウ ト

され る . γ1 C r e N ヘ テ ロ 接合体 は正常 に生まれ ,

生殖も正常で あり ,
ホ モ接合体 でも顕著な異常 は

認め られなか っ た . しか し
,
G l u R γ 1 サ ブ ユ ニ ッ

トの ノ ッ ク ア ウト に よる影響 を排除するた め に本

研究にお い て は
,

ヘ テ ロ接合体で C r e リ コ ン ビナ -

表 2 γ1 C r e N マ ウス における遺伝子組換え効率

の 変化

P 8 1 0 w

H ip p o c a m p al C A l ( Py r a m id al c e ‖)

Hip p o c a m p a) C A 3 (P y r a m id al c ell)

D e n t a t e g y r u s ( G r a n ule c dI)

P u rkinj e c el[

0 % 0 %

1 0 0 % 1 0 0 %

0 .4 % 6 . 9 %

0 % 0 .8 %

注) γ1 C r e N マ ウス の生 後8 日齢､ お よぴ1 0 週 # fこおい て海馬C A I

C A 3 ､ 歯状 回 ､ 小脳 プル キン エ 細胞 層それ ぞれの 領 域で β - ガラク

トシタ
ー ゼ活性 の静 められ る細胞の 割合い を示す( % ) ｡

ゼ活性を解析 した .

こ の マ ウ ス にお い て は
,
C r e リ コ ン ビナ

- ゼ が

海馬 C A 3 錐体細胞 に特異性高く発現 し て い る .

しか し, 本来の Gl u R γ1 の 発現は ,
C A 3 に優 位

ではあるが
,
海馬歯状回額粒細胞, C A l 錐体細胞,

小脳 プル キ ン エ 細胞
,
大脳皮質にも弱く認 め られ

るとの 報告がある13 ト 15) . こ の発現 の 相違 は , 凸e o

カ セ ッ ト に存在する p g k プロ モ
ー

タ
ー

の Gl u R ァ

1 プロ モ ー

タ
ー へ の 干渉が原因で あるか もしれな

い
.

また
, γ1 C r e N マ ウス で は週齢 が進 むと ,

Gl u

R γ1 の発現が認められな い 中脳 ,
間脳

, 橋に弱 い

陽性像が
一

部見ら れ る ( 図 2 , 図 3 , 図 4 - a) . 現

在迄の K A l , G l u R γ1 の 脳内の 局在に つ い て の

報告13 ト 15) は I n sit u h y b ridi z a ti o n 法を用 い て ,

ある週齢 にお ける m R N A の 発現量を検出し て い

るが , 本研究で は , C r e 活性 に より組換えが お こ

り I a cZ が発現すると いうシ ス テ ム を用 い て い る .

すなわち, C r e 活性検 出シス テム で は, C r e が微量

で も長期間発現するか
,

一

過性 に十分量発現す る

こ と により
,

い ずれも組換えが起 こ る可能性が あ

る . ひと たび 1 o x P で 挟み 込まれ た D N A が 切り

出され て しまうと , それ以降継続 して I a c Z が 発

頭する ため ,
マ ウス が週齢を経る とともにβ- ガ ラ

ク トシ ダ ー ゼ活性染色部位が増える こ と になる と

考えられる .
こ の ような検 出シス テ ム の 性質の 違

い により
,
結果が異なる可能性が ある .

本研究で 用 い て い る ノ ッ クイ ン 法の 利点 は
,
核

イ ン ジ ェ ク シ ョ ン により作製 され る トラ ン ス ジ ェ
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ニ ッ ク マ ウス よりも, 既知の 遺伝子 の 発現を より

忠実 に反映できる点で ある . また , 変異遺伝子を

既知の 遺伝子座に挿入す るため, 標 的遺伝子 の 染

色体との 関係があらか じめ予測可能で あるとい う

点で ある .

γ1 C r e N マ ウス は , 海馬 C A 3 錐体細胞 に優位

か つ 高効率の 遺伝子組換えが可能で ある た め , こ

の領域で特定分子の 機能を明らか にする ため に大

変有効で ある . γ1 C r e N マ ウス にお い て 海馬 C A

3 錐体細胞 に限局して C r e が発現 し て い る 1 - 2

週齢あたりで は, 苔状線維- C A 3 シ ナ プス 形成時

期と重なる こ とから
20)

,
こ の マ ウス を用 い る こ と

で
, 特定分子 が苔状線維- C A 3 シナプス 形成 , お

よ び
,
シナプス 可塑性に果たす役割を明ら かにす

る ことが可能で あろう.

また , マ ウス にお い て脳高次機能を理解す る為

には行動学的解析は重要 で あ る . 129 系統 の E S

細胞か ら変異 マ ウス を作製した場合に は ,

一

般的

に
, 行動実験 に適する C 57 B L / 6 系 マ ウ ス と戻 し

交配をする . 遺伝的背景 の 不 一 致 は行動学 的解

析の 結果に 影響を与 える こ と が わ か っ て い る た

め
8 )- 12)

, 遺伝的背景を
一

致させ るため には , 長 い

時間をか けて 戻し交配をする必要がある . しか し

なが ら
,
変異遺伝子の 近傍で は完全 に遺伝 的背景

を 一 致させ る こ とは不可能である ため , こ の よう

な遺伝的背景の不
一 致が影響を与えて い る可能性

は否定で きない . それ に対 し, γ1 C r e N マ ウス は

遺伝的背景が完全に C 5 7 B L / 6 にそろ っ て い るた

め
, 長 い 時間をか けて 戻し交配をする必要もなく,

行動学的実験 に最適な マ ウス で あると言える .

こ の γ1 C r e N マ ウス は ,
海馬 C A 3 錐体柵胞の

細胞内分子 メカ ニ ズ ムを理解 し, さ ら に C A 3 領

域の 生理機能を明らか にするため に大変重要な役

割を果たすで あろう.
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