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および時期特異的遺伝子組換え系の開発
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Spatio-temporallyrestrictedgenetarget-ingisneededforanalyzingthefunctions

ofvariousmoleculesinavarietyofbiologicalphenomena. Wehavegeneratedan

indueiblecerebellarPurkinjecell-speeifiegenetargetingsystem.Thiswasachievedby

establishingamutantmouseline(D2CPRHTOmaC57BIJ6mouseEScellhne,wh豆ch

expressedafusionprot､einconsistingortheCrerecolnbinaseandtheprogesteronerecep-

toT(CTePR).ThePurkinjeceu-specif豆eexpressionofCTePRwasattainedbyinsertin富

CTePRinto紬eglutamatereCePtOr♂2subuniH G且uR 82)監ene,Whichwasexpressed

specificallyint､hePurkinjeCells.Usingt.hetransgenicmicecarryingtheCre-mediat-

edTePOTteT哲eneeXpTeSSion,weshowedthattheantipT瑠eSもeFOneRU磯6couは induee

recombinaseactivityortheCrePRproteinspecificallyinthematurecerebellarPurkinje

cellsoftheD2CPRline.Thusthismutantlinewillbeausefultoolforstudyingthe

molecularfunctionofmaturePurkinjecellsbymanipulatinggeneexpressioninatem-

porallyrest･rictedmanner.
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は じ め に

プ)Lエンキ細胞は,小脳唯.一一の出力ニューロンで､2

種の神経線維から興奮性の入力を受けている.一方はサ

胞に15万本もの平行線維が入力する.他方は下オu-ブ

桟から連絡する壁上線維で,成熟個体においてはラーつ

のプルキンエ細胞に対して, 一本の登上線維が連絡 して

いる.小脳の運動学習の-基礎過程と考えられているシ

ナプス可塑性に,長期抑圧 はTD)がある.これは,プ

ルキンエ細胞への平行線維入力と.註_卜線維人力が同調

することによ-∴〕て,i-'If:f･線維プルキンエ細胞間のシナプ

ス伝達効率が滅弱する規範であるい.

小脳 1.TD の働きは.運動時における不適切な神経

情報伝達を減弱することによって,適切な運動制御がな

されるようにすることで,登上線維はプルキンエ細胞に

不適切な運動結果であるという誤差情報を伝えると考え

られている.小脳 LTD に関与する分子の同産と生体

内での作用機序を理解するために,ノックアウトマウス

や,トランスジェニックマウスの作製と解析は有効な手

段である.これまでに,グルタミン酸受容体82サブユ

ニット (GluR82),代謝型グルタミン酸受容体 1

(mC,luRl).GFAP ノ.･/ケアrlJトマウスおよびプJL

キンエ細胞特異的に eキナーゼγが不活化される トラ

ンスジェニックマウスの解析より,これらの分子が

LTD に関与することが示された臣 5).しかし, 従来

の方法で作成されたjッタアウトマウスでは,標的遺伝

子欠損が個体の全ての細胞におよぶ.そのため標的遺伝

子発現が,発生初期から認められる場合,遺伝子欠損が

形態形成に影響を及ぼし,胎盤致死や代償作用が起こる

こともある.小脳 LTD に問rj:す■ると示唆されたこれ

らの分子の変異マウスのうち,GFAP欠損マウス以外

は,生後幼君期に形成されるプルキンエ細胞一平行線維

間のシナプス連絡や,ブ)i/キンエ細胞-詮上線維の ∴対

-対応に異常がみられた2ト7),つまり厳密にいうと,ノッ

クアウトマウスを用いて,発生初期から機能する分子が

成体小脳でのシナプス可塑性に関与しているかを直接検

証することはできない.

P17ア-ジ由来の ('rp l)コンビネ-スは34bpの

塩基配列よりなる loxP配列を認識し2つの 王oxP 間

での観換えを引き起こす8).この酵素の発現領域を限定

した変異マウスと,標的遺伝子の機能 ドメイン領域近傍

に loxP配列を挿入した変異マウスを個別に作製 し,

交配によって爾変異遺伝子を併せ持った変異体を作製す

ることで,ノックアウトの領域を限定した個体解析が可

能になった9)抽

ステロイドホルモン受容体のホルモン結合領域を,

Creと融合することによって,ホルモン依存的に組換

え酵素が活性化されることが示された11).また,ヒトプ

ロゲステロン受容体のホルモン結合領域のうち,アンタ

ゴニスト結合領域を残し.プロゲステロン結合領域を削-_.'

た変輿型のプロゲステロン受杏体は.プロゲステロン存

在下では転写調節因子として作用せず,かわりにアンチ

プUゲステロン LRtj1861がアゴニス トとして作間し

転写活性をひきおこすことが示された1〇､.

これらの事実をもとに.ltellendonk i-)は.Creと

変異型プロゲステロン受容体ホルモン結合領域を結合さ

せ/+=融合蛋白 (CrtlPR)を作製 し.erePR の組換え

酵素活性がアンチプロゲステロンによって誘導できるこ

とを示した131.これまでに,LlaMlくuプロモーター制

御下で前脳に CrePR を発現する トランスジェニック

てrlJスと,NMD:1号育休E3サブユニ､ソト.7L'ロモーター

制御で小脳紫綬細胞に特異的に CTePR を発現する ト

ランスジ且ニックマウスでの,部位 ･時期特異的な標的

遺伝子組換え系の開発が報告されている14)15)

本研究では,小脳プルキンエ細胞特異的にかつ誘導叶

能を標的遺伝子組換え系の開発を目的とする.そこでダ

ル5'ミン醸受容体∂2サブユニット(GluRd21遺伝

子がプルキンエ細胞に特異的に強く発現することを利周

LIGトは1,この分子のプT7モーター制御下で CrePR

を発現する変異マ巾ス (D:)(lPR)を作製Lた.そL

て∴実際に RL了･･186によ,.'てプルキンエ細胞特異的な

遺伝子組換え誘導を確認した.

材 料 と 方 法

1) クーゲティンヴベクターの作製

Af用 心A酢I123bpをpNCTe輔,pd2bB(図1A

参照)をテンプレートとして,2段階 PCR によって増

幅Lた.SaeI-Arlll2kbpDNA断片 LpdL)bB由

莱),AflD-AgeI1231〕p断片,Agpト ーEL10R工2.･･1

～ ､1 /I:､･･卜IJ ;･､∴･.､､.･Iti ＼lLt,i:.I-･

kbp断片 (pGKneo219)由来)を,SacI,EcoRI

(平滑化十ぐ開いたpBlueseriptrl(SIP-冒.NotIとS

acIの位置を入れ替えである)に挿入し,PKSNECPRN

を得た.pMCIDTApA20)を NotI,Hindm (平滑

化)で開き,pBluescTiptII由来の NoもI-BSSHⅡ

(平滑化)123bp断片を挿入 し,pMC且DTApAM を

得た.pd2aEt図1Å参照)由来の XhoI-ApaI
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6.5kbp断片を PBluescriptⅢ (SIく-)にライゲ-

ションし,pKS王を得た.Not上 ApaI (部分消化)

で問い,+=pMCll)TApAM に pKSNECPRN Eil粟

の NotI-SalpI6.1断片と,pIくSHヰ]粟の Sal1---

ApaI6,5kbp断片を挿入し,夕-ゲティングベクター

pD2CPRTVSを得た.

2) ES細胞培養

C57BL/6マウス由来の ES細胞である BTuee細胞

(ColinL,StewaTも博士から分与)を用いて相同組換

えをおこなった.ES細胞培養は,マイ トマイシン C

処理したネオマイシン耐性のマウス肱線維芽細胞上で37

℃,5%CO2条件下で行った.ES培地は DMEM

(高グルコース,G王BCOBRL)に以下のものを加えて

調製した,数字は最終濃度.17.7%ウシ胎仔血清,88fl

M 非必須アミノ酸 (GIBCOBRL),0.88mM ピルビ

ン酸ナ トリウム HCN),88pM2-メルカプトエタノー

ル (Sigma),8.8×102/ml白血病抑制因子 (AMRA

D-ESGRO).NotIで消化したタ-ゲティングベクター

6pmolを107偶の ES細胞にエレクトロポーレーショ

ンにより導入した (250V,960pF,R-∞).トラン

スフェクション後38-48時間複に G418選別を開始 し

(175fLg/ml),7日後に耐性コロニーをピックアップ

した.

3) キメラマウスの作製

G418耐性 ES細胞クローンの遺伝子型判定にはサ

ザンブロット法を用いた.1pgのゲノム DNA をE

eoRI消化し.プローブ AtpdL)aE由来の EeoR1-

SaeI188bp断片),プローブB(pd2aE由来のAat

I-BamHI lkbp断片上 プローブ Cre(pNCre

ll-1東の AgeI-BamHI0.3kbp断トロ をもt)いて相

同組換えを確認した.ハイブリダイゼーションは文献釣

に記載された方法でおこなった.相同組み換え体 ES

細胞は,8細胞期の ICR マウス隆にインジェクション

し,胞妊期まで培養した後,偽妊娠した ICR マウスの

子宮に戻した.キメラ準は,キメラマウスの体色で判定

した.D2CPR 系統は, ♂のキメラマウスと♀の

C57BL/6を交配することによって確立した_

4) inst7ELハイブリダイゼーション

5週齢の D2CPR ヘテロ変災体の脳矢状切片をオ

リゴヌクレ寸チ ドプローブ CrePR898151とGluR∂

216)プロ-プを月弘一て行った.プローブは,33p-dATP

でラベルした.ハイブリダイゼーションは文献22に記載

された方法でおこなった.

5) アンチプロゲステロン投与による組換え効率の

検定

アンチプロゲステロン RU486による CI､ePR タン

パクの組み換え酵素活性の誘導を確認するために,e re
活性によ-つて l(lLIZが発現する CAC,…CAT-Zllト

ランスジェニックマウス23)と D2CPR マウスを交配

し,両遺伝子をヘテロにもつ変異マウス (D2CPR/+,

冗/十)をレポーターマウスとして使用した.生後5-7

週齢 津35…P49)のレポーターマウスに RU486懸濁

液を1日1回体重1kgあたり500mg･連続4日間腹腔

に授与 した.RU486懸濁液調整法は,文献且複に準じた.

RU鳩6投与開始から1週,3週,6週,9週,12週経

過後にネンプタール麻酔下でマウスの潅流固定を行った

(4%パラホルムアルデヒド/0.1M リン酸ナ トリウム

緩衝液-pBpH7.51.仝脳摘出し,同 じ固定液で2時

間後固定し,30%しょ糖用.lM PBに脳が完全に沈む

まで4℃で保存した,コントロールには,RU舶6を授

与していない6週齢のレポーターマウスを用いた.正中

付近の矢状切片 (厚さまmm)を作製し,βガラク トシ

ダーゼ (β-gal)活性染色反応を行った.方法は,文
献且5に準 じた.染色反応後,厚さ30flm の凍結切片を

作製し,メチルダリ-ンピロニン (MGP)で共染色 し

た.プルキンエ細胞層にあり,色素でピンク色に染色 き

れた細胞をプルキンエ細胞 とみなした.光学顕微鏡下

(倍率1OxlOまたは,10×20)でプルキンエ細胞数を数

え,p-ぎ汲1活性のあったプルキンエ細胞の割合を計算
した.1個体あたi).5枚の凍結切片を調査 し,その平

均値を個体の組換え率と定義した.

結 果

1)D2CPR変異マウスの作製

GiuR82都 訳 開始 点 に フ レー ム を合 わせ て

NLSCrLIPRpA の cDNA を挿入Lたベクターを作製

し,これを BrueeES細胞にエレクトロポ-レ-ショ

ンした.G418耐性クロー･-ンから.5月25の確率で相同

組換え体が得られた (図1).そのうち1タロ-ンほO-

u6)より,キメラ率の高い♂のキメラマウスが 1匹得

られた,このキメラマウスと C57BL/6マウスを交配

して得られた仔において変異遺伝子の伝達を確認 し,D
2CPR マウス系統を確立した.
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図1 相同組換え法による D2CPR変異マウスの作製.

(A)翻訳開始点近傍のグルタミン酸受容体∂2サブユニット(GluR∂2)遺伝子の構

追,ダーゲティンダベクター,相同組換え体遺伝子の構嵐 覇とE]ほそれぞれ,コーディング,

非コ-デ ･(ングのユタ'ノンを示す.太線はサザンブロットハイブリダイゼーションに朴 ､た

プローブ(A.ere,Blを示す.細線はGluR∂2ゲノムDNAのサブクローーンを示す.略

7テT)ア毒素 A断片遺伝子 :Aa.AatIこAp,ApaIl.BI,BamHI,EI.EcoRI:S

c.Sac二:Xh,Xhol .(B)ECORI消化した野生型およびD2CPRヘテロ変異 ES細胞

ゲノム DNAのサザンブロットハイブリダイゼーション.
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国男 プルキンエ細胞静輿的なCrePR遺伝子の発現,

(A,B)5過齢D2CPRヘテロ変異マウス脳袈状切片を (A,C)CT哲PRおよび,(B)GluR82mRNA

に対するオリゴヌクレオチドプロ-ブでハイプー)ダイゼ-ションした.(C)明視野強拡太 OB,olfactorybulb;

ド_I.LIPrPbralL.｡rt門:CP.Cとlu(.1attlptltL･1111州;fli.Hi叩0し､umPuS:Th.thこllE一muSこMb.Ⅰllidbrain:A:'10.me-

血11aoblongata;Cb,ceTebei且um.ML,moleeu且aTlayer;PC,Purk五mjece且畳まayeT;GL,granulelayer.縮

氏,1mm(A,B),10pm(C).

2) inLq-ttLハfブリダイゼ一･一シニヨン

5適齢の D望CPR へテロ変異体マウス全脳矢状切

片を用いて,CTeP札 Giu況82mRNA の発現を調べ

た結果 CTePR の発現は,G且uR82と間様にプルキン

視野高倍率の像より,CrePR の mRNA はプルキン

エ細胞特町削二発現していることが示された し図2Cl.

3) CrcPll組換え酵素活性の RU186よる誘導

CTe活性によって laeZ遺伝子発現が起こるトラン

スジェニックマウス CAG-CAT-Zllマウス23)を用

いて,RU486に依存した CrePR 活性誘導を測志した.

まず,CAB-CAT-Zllマウスと D2CPR マウスを

交配し,両者の変異遺伝子をヘテロにもつ個体を選別し

た.これらのマウスに RU486を腹腔授与し,脳におけ

る CyePR の観換え酵素活性を,j9-卵 l活性巣色に

より検索 した.その結果,図3Å-C に示すとおり,染

色は,RU486投与を行ったレポ一夕-マウスのプルキ

ンエ細胞に限局して認められた.また,プルキンエ細胞

の染色反応は,小脳全体にわたって認められ,領域によ

る大きな変化は認められなかった く図3m-E).

4) RU186投与律の経過時間と組換え率の変化

RU486による遺伝子組換えの効率を測定するために,

薬物投与開始から経時約に,全プルキンエ細胞中の観換

えによるβ-gal発現細胞の割合を計測した,その結果,

級換え率は時間経過とともに上昇し,投与後6週におい

て約80%であった (図4,泰ま).さらに,各か葉ごと

に組換え率を計算した結果,小葉Ⅰ仰Ⅱの組換え準が若

干高く,煎薬詔とⅩの組換え率がやや低かった.また,

況U複86投与方法をこれまでおこなってきた 1日1図

500mg･/kg連続4Ei投与という力■法の他に｣ 1)l卜11

回1g/kg を連続 2巨日量5--.し2)500mg/1tg を週に1

rhト丹羽芝与｣が 1.6g/kg l回投 与とい十万法も試み
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図3 レポ-9--･-I.ミナrlplス(1.)i)〔~'1---1~i十一.7.,/日 を用い,-,+i('rpPR活性誘導.

(A)RU亜6投与6週後における資脳束状切片のβガラタトシダ-ゼ活性染色,(B,C)RU凝娼投

与前 (B),投与後6週 (a)における小脳先状切片のβガラクトシダーゼ活性染色,(D,E)RU煤 投

与12過後における全脳βガラクトシダーゼ活性放免.切片の輝き,(A)2OOFim,(B,C)30pm.縮尺ヲ

(A)1mm,(B,a)500pm,(D亨E)2,5mm,
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問 題 RU魂6投与後の経過時間と観換え率の変化

βガラクトシダーゼ活性染色とメチルグリーンピロニン簸色 したか脳来状切片写楽 (小葉Ⅷ).(A)RU486投

与前凋 -D沌 U壕86投与開始から射 乳 3週戸6週襖捌 ､脳.切片の厚さは9全て動 1m.縮尺,1勘 Im,
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表l D2CPRマrLJスプルキンエ細胞におけるRU486投与後の時間経過と遺伝子組換え率の

変化の関係

cTeP民による遺伝子観換えのあったプルキンエ細胞の割合 (a)

亦脳小薬 譲尊 前 1週後 3週後 6週捜

しN-い しい (N-6) (N-6) (N-61

m
u

V

'
-'

.]
==
:I.
I-.･.

I
:
･･

Ⅳ

0.50土0.19

0.28±0.03

0.53工O.(I)3

0.21±0.03

0.19±0.1ん1

0.27±0.10

0.29j:0.035

0

35.9±4.89*I

32.0±5.91,1

28.9±5.57

26.6±4.33

22.1士6.63**

31.9±6.66

31.8±4.87

22.6±8.31

66.LI±6.22*

61.5±6.46

61.5±5.32*

(I).3±8.10

53.2±6.42*

62.0士4.29

67.1±臥25*

48.7±7.98**

85.6±5.53**

82.9±4.89

82.7±5.03

80.6±6.28

72.3±6.73*

別.3±4.12*

82.7±6.88

62.9士8.41**

平均値 0.28±0.013 u)9.0±4.iIO 60.1±4.99 79.2j:3.58

換え率の平均値と各項葉の観換え撃の価に対して,対応のある七輪寵をおこなった.

*pく0.05.**pく0.01.

た.東初の投与から6週後の小脳全体での組換え率はど

の条件でもおよそ80%であー)た.ま'た,9週後.12遇後

の組換え牢は,それぞれ-85%,-90%であった,

考 察

D2CPR 変異マウスは, ノ､ソケイン法 を閃いて.

CluR∂2遺伝子の翻訳開始点に erePR遇伝子を挿入

するように設計 した.その結果,ぐⅠ､pPR 遺伝子は,

GluR∂2のプロモ一･一夕-制御下でプルキンエ細胞特異

的に党規が認められた.また,I3-gal活性染色の結果.
小脳全体のプルキンエ細胞で組換えが認められ,I.7

(pcp2)遺伝子のプロモ一･･-クー制御下で外来遭伝千を

発現させた トランスジェニックマウス脳にみられたよう

な,矢状方向に区画性を持った挿入遺伝子の発現はなかっ

た24).また,ノックイン法を用いた利点は,D2CPR

重 し6番染色体29.05eM)に挿入されているという情

報が予めわかっていることである.DNA を受精卵にイ

ンジェクションするトランスジェニックマウス作製にお

いては.挿入される DNA のコピー数が多く発現最の

増大が期待される一方で,挿入された外来遺伝子の場所

を予め特定することができない.ere-loxP 組換 え系

を用いたコンデイショサルタ-ゲティンダ法においては,

別に作製した標的過伝子に loxP 配列を挿入した変異

マウス HoxPマウス)と交配し,ioxP 挿入簸免停を

ホモに持ちかつ elで適伝千をもつ変異マ巾ス (loxP/

1oxI),ere/+)を解析する.そのため.もし両者の遺

伝:{･が連鎖していたら.ト沌t)のマrL7スを交配によって得

られる確率が著しく低下する.

~l)2CI)R マウスにおいて.RUこ186投与によ i),

rl･ePR が活性化し.プルキンエ細胞特異的に遺伝子組

換えが誘導されることが示せた.RU姻6投与から,過

伝子組換え誘導までにかかる時間を短縮するために,

RLTj86投 十̀方法をいくつか試みた.しか し,6遇経過

後の組換え準は,どの方法でも約80916であった.RU

･186投'j一開始から9週,12週の組換え率は6週よi)も若

千島か-='た.また,腹腔内に確ff二している RU486の鼠

は,時間と共に減少していくことが観察された.これら

のことから.腹腔内に投与した RUL186懸濁漸 ま,ゆ･･:I

くり時間をかけて吸収され,血流によって小脳に運ばれ

て CrePR のアゴニストとして作用し,細換えを誘導

することが示唆きれた.迅速かつ簡便に級換えを誘導す

る方法として,RU486の代わりに,セサ ミオイルに溶

かした Org31806を授与したり15),アンチプロゲステ

ロンを餌にまぜて｢川空投与することなどは試す価値があ

るだろう.RU486投与による神経系への那智は明らか
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ではないが.1g/kgの急性の投与や.1ケ円にわたる

ラ../トを用いた実験よi)確認されている25l.

脳の高次機能解析をおこなうときに,マウスの系統や

遺伝的背賢は非常に重要な問過である.これまでノ､ソ'/

アウトマウス作製には,129系統のマウス ES細胞が主

に用いられてきた.しかし,この系統は,脳梁が無いな

どの番形があり,行動解析による脳高次磯能の推定には

向かないことが報告されている.そのため変異マウスを

行動解析に業嬢のある C57BL/6系統のマウスと戻 し

交配を行って,遺伝的背景を C57BL/6系統のマウス

にそろえることで問題を解決してきた26).D2CPR マ

ウスは,C57BL/6系の ES細胞を用いて作製され,

C57BL/6の遺伝的背景を持っているので,戻し交雑す

ることなく解析できる.

これらのことより,D2CPR マウスは,基本的神経

回路形成が終了した成体小脳において,シナプス可塑性

や運動学習にかかわる分子の同定とその作用機序の解析

に有周な手段となりうる.
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