
第二章

マウス20α-HSDゲ ノムDNAの ク ローニ ングとノックアウ トマウスの作製

緒言

受精卵へのDNA注 入によ りトランスジェニ ックマウス(TGマ ウス)作 製に成功 し[Brinster et

al.1981],マ ウスへ の新規遺 伝子導入,個 体 レベルで の遺伝子発現研 究 に新たな道が 開けた.

しか しTGマ ウスでは,導 入 した遺伝子 の組み込み部位が特定できない,遺 伝子発現の制御が

困難で あるな どの問題点 もあった.ト ランスジェニ ックに対 し,ジ ー ンターゲティング法 とは,

ある特定 の遺伝子 の塩基配列 に変異 を誘導 し,そ の遺伝 子が どの ような 生物機 能に関係 して い

るのか を解 明す る技術である[緒 方 ら1995].同 じ1981年,ト ランスジェニ ックとは異 なるア

プ ローチによ り,あ る遺伝子 を 「付加」ではな く 「欠失」させたマ ウス(ノ ックアウ トマウス,

KOマ ウス)の 作製 をもた らす鍵 となる報告がなされた[Evans et al.1981].KOマ ウス作製過

程で は機 能を調べた い遺伝子 をその染色体 上の遺伝子座 に特定 して変 異 させ るので,そ の遺伝

子そ のものの作用 を解析 できる.し か しKOマ ウス において も,個 体 の持つ様 々な代償機構 に

よ り1つ の遺伝子 を変異させて も個体 レベルでの変化 が現れない場合がある ことも事実である.

ES細 胞 の存在 とその培養 系の確立 はEvansら によ り1981年 に報告 された.体 の各組織 臓

器 にお いて はそれ ぞれ幹細胞が存在 し,そ の維持 に貢 献 しているが,そ れ ら幹細胞 も元 は全て

1つ の受精卵 に由来する.マ ウス受精卵は分裂 を繰 り返 し,4日 胚では将来胎子 になる内部細胞

塊(inner cell mass;ICM)と,そ の周 りを囲み着床や胎盤形成 に関わ る栄養芽細胞(trophoblast)

とに分かれる.ES細 胞 は このICMに 由来 し,あ らゆる組織に分化 できる全能性 の幹細胞で あ

り,培 養,継 代 を繰 り返 して も全能性 を失 わない細胞株で ある.培 養過程 で遺伝子操作 によ り

特定の遺伝子座 に変異 を起 こした変異ES細 胞を宿 主胚 に注入 し,ICMと 共存 させ る と,体 の

各組織 を宿主胚のICMと 変異ES細 胞の両方 に由来するキメラマウスが誕生する.キ メラとは,

ギ リシャ神話 に登場す る頭 が ライ オ ン,胴 がヤギ,尻 尾が ヘビとい う怪 物 「キ マイ ラ」に由来

する名前である.1984年,ES細 胞 が生殖系列細胞 にも分化 できることが確かめ られ た[Bradley
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et al.1984].す なわちキメラマ ウスの子孫 は変異ES細 胞 に由来す る変異遺伝子 を継承 してい く

ことが できるので ある.こ のよ うな遺伝子変 異マウスの作製は,過 剰発現,レ ポーター遺伝子

の挿入(ノ ックイ ン),Cre-10xPシ ステム によるコンデ ィショナルな変 異導入 など,さ らに応用

範囲を広 げて いる.

KOマ ウス作 製を支え るES細 胞における遺伝子 操作,発 生工学技術 を駆 使 したキメ ラマウス

作製 は多 くのステ ップを含 み,簡 単 に行 える ものではな い.し か しマ ウスゲ ノム遺伝 子の クロ

ーニ ングに始 ま り,変 異遺伝子(タ ーゲテ ィングベクター)の 構築,ES細 胞での相 同組み換 え,

キ メラマウスの作製,ヘ テ ロ接合体 マウス作製,ホ モ接 合体マ ウス(KOマ ウス)作 製の流れ

は,各 ステ ップにお いて効率 を上 げるた めの工夫 と改良が重ね られて いる.相 同組み換 えの確

認 は培養ES細 胞 にお いて同定 でき,こ の選別 の効率 はKOマ ウスの作製効 率を大き く左右す

る.タ ーゲ ティ ングベ クター をES細 胞へ導入す る と,ベ クターは標的部位で相 同組み換 えを

起 こす かある いは染色体 ヘ ランダム に組 み込 まれる.相 同組み換 え体 の選 別法は一般 に,タ ー

ゲテ ィ ングベ クター に組 み込 まれた マー カー遺伝子 を細胞 内で発現 させる ことによ り,ベ クタ

ーが組み込 まれたES細 胞 のみ を生 き残 らせ る方 法(ポ ジテ ィブ選別法)と ,そ の中で も ラン

ダム に組 み込 まれたES細 胞のみ を死滅 させ る方 法(ネ ガテ ィブ選別法)を 組 み合わせ た二 重

選別 を とる.さ らに選別 の効率 を上げるため には,マ ー カー遺伝 子の発現 を標的遺伝子 のプロ

モー ターに委ね るのが望 ま しい(プ ロモー ター選別)が,標 的遺伝子がES細 胞 内で発現 して

いな い場合には,PGK(phosphoglycerate kinase I)プ ロモーターやMCIプ ロモー ター(polyoma

enhancer/herpes simplex virus thymidine kinase promoter)と いったES細 胞で活性化 されるプロモ

ーター を付加す る.ポ ジティブ選別 には,マ ーカー遺伝子と してネオマイ シン耐性遺伝子(neor

遺伝 子,aminoglycoside phosphotransferase遺 伝子)を 用 いるG418(geneticin)選 別 が一般 的で

ある.G418は アミノグ リコシ ド系の抗生物質で,そ の蛋 白合成阻害作用によ り細胞毒性 を示す

が,neor遺 伝子 はG418を リン酸化する ことによ りその作用 を和 らげる.neor遺 伝子はベクター

が組み込 まれ たES細 胞で必ず発 現するよ うに,相 同領域で挟 むよ うに構築 す る.そ れ に対 し

ネガテ ィブ選 別では,ジ フテ リア トキシ ンA断 片遺伝子(DT-A)な どをベクターの相同領域

の外側 に設置 し,相 同性 に関係 な くベクターがDT-A遺 伝子 と共 に組み込 まれた場合 に発現 さ

せ るこ とで,非 相 同性 の組 み換え体 を排 除する.ジ フテ リア トキ シンは,細 胞内でエ ロンゲー

ションフ ァクターIIをpoly ADPリ ボ シル化 して蛋 白合成 を阻害するAフ ラグメン トと,細 胞

表面に吸着 し細胞内 にAフ ラグメン トを送 り込むBフ ラグメン トか ら成るが,Bフ ラグメン ト

が無 い限 りAフ ラグメン トの他細胞 への侵入 はお こらな い.こ のよ うな二重選別 をク リアー し

たES細 胞 を,PCRあ るいはSouthern blotting法 によ り,ベ クター領域の外側 に設置 したpdmer

あるいはprobeを 用 いて標 的遺 伝子座への変異配列置換 をさ らに遺伝子 レベルで確認する.単

離 され た変異ES細 胞 は,発 生工学技術 によ り宿主の胚盤胞 あるいは桑実胚 にマイ クロイ ンジ
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エクシ ョンあ るいは凝集 法 によ り導入 し,仮 親に移 植 して効率良 くキ メラマ ウスを得 る ことが

で きる.

第 二 章 で は,20α-HSD cDNAを 元 にゲ ノムDNAを 単 離す る と共 に,ジ ー ンタ ー ゲ テ ィ ン グ

法 に よ り20α-HSDの 変 異 遺伝 子 を有 す るキ メ ラマ ウス を作 製す る.タ ー ゲ テ ィ ン グベ クタ ー に

は,20α-HSD遺 伝 子 の 標 的 エ ク ソ ン部位 にPGKプ ロ モ ー タ ー に繋 い だneor遺 伝 子[Soriano et al.

1991]発 現 カ セ ッ トを置 換 し,ネ ガテ ィブ選 別 用 と してDT-A遺 伝 子[Yagi et al.1990]をMCl

プ ロ モ ー ター に繋 い で付 加 した.さ らに,20α-HSDの 発 現 部位 をマ ウ ス にお いて検 出す るた め,

EGFP(enhanced green fluorescent protein)遺 伝 子 を タ ー ゲテ ィ ングベ ク ター に挿 入 した.EGFP

遺 伝 子 の プ ロモ ー タ ー に は,20α-HSDプ ロ モ ー タ ー を 用 い た が,融 合 蛋 白 質 の 生成 を避 けそ の

発 現 を確 実 にす るた め,上 流 に リボ ソー ム結 合 部 位 と してIRES(internal ribosomal entry site)

配 列 を連 結 した.

副 腎や 性腺 由来 のステ ロイ ドホルモ ンは,脊 椎動物 の生殖,発 育,恒 常性維持 にお いて幅広

い生理作用 を有す るが,そ の作用 はほ とん どが核 内 レセプターへの結合 を介す る.核 内 レセプ

ターの祖先 となる レセ プターの存在 は,カ ンブリア紀初期の原始脊椎動物 にまでさか のぼるが,

当時ステ ロイ ドレセ プター は陸生動物 にお いて祖先分子か ら高度に分岐を繰 り返 して いたため,

リガ ン ドに対 す る 特 異 性 は 現 在 ほ ど高 く は な か っ た.水 酸 化 ス テ ロイ ド脱 水 素 酵 素 群

(hydroxysteroid dehydrogenases, HSDs)は 発現 を使 い分 け,活 性 型ステ ロイ ドを代謝す る こと

で,当 時 レセ プター とリガ ン ドの特 異性 向上 をもた らしていた と考え られ るが,陸 生動物 が胎

盤 形成な どに見 られる進化 を遂 げる と共 に,複 雑化 したステ ロイ ドホルモ ンの生理作用 に対応

す るた め,次 々 と新 た なス テ ロイ ド作用 の 制御 機構 に動 員 されて いった と思わ れ る[Baker

2001].そ の試行錯誤 のあ とを表すかのよ うに,多 くのHSDsが ステロイ ド産生器官や標的器官

にお いて確 認 され て い る.HSDsは,short-chain alcohol dehydrogenase/reductase(SDR)familyと,

aldo.keto reductase (AKR) superfamilyに 分 け られ る[Penningl 997].SDR familyは,25-28 kDa

の 単 量体 分 子 で あ るが,し ば しば多 量体 と して 機 能 す る.互 い に相 同 性 は25%程 度 と低 いが,

補 酵 素 と してNAD(P)(H)と 結 合 し,そ の 結 合 部 位 の 構 造,ア ミ ノ酸 モ チ ー フは 高 度 に保 存 され

て い る.SDR familyに は3β-HSD,11β-HSD,17β-HSDな どが 属 す る.一 方20α-HSDは,3α-HSD,

17β-HSD Type5と 共 にAKR superfamilyのfamily 1,subfamily C (AKRIC)に 属 す る.AKR

superfamilyは,そ の 相 同性 と基 質 特 異 性 に よ り分 類 され て お り(wwwmed.upenn.edu/akr),AKR1

も これ らHSDs以 外 に,aldehyde reductase(ALR)の 属 す るAKRIA,aldose reductase(ADR)

の 属 す るAKRIBな ど い くつ か に分 類 され る.ラ ッ ト卵 巣 の20α-HSDはAKRIC8で あ るが,

最 後 の 数字 は 動物 種,発 見 順 序 な ど によ り任 意 に付 加 され る.AKR superfamilyは,そ の 多 様 性

に も関 わ らず 互 い に 高 い相 同 性 を有 し,34 kDaの 単 量 体 で あ る こと,NAD(P)(H)を 補 酵 素 とす

る こ と,活 性 部 位 を構 成 す る ア ミ ノ酸 がAsp 50, Tyr 55,Lys 84, His 117(ア ミ ノ酸 番 号 は3α-
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HSDの ア ミノ酸 に従 う)の4つ である こと,ま た構造 においても共通のα/βバ レル構造を有す

るな ど保 存性が高 く,遺 伝子重複 によ る多様化モデ ル としての側面 も持つ.HSDsは そ の機能

のゆえ に,ス テ ロイ ドホルモ ン医療分野で着 目され,そ の構造解 析やイ ンヒビターのデザ イ ン

研 究 も進んでいる.ALR,ADR,3α-HSDの 変異体作製 によ り,こ れ らの酵素では, Asp 50は

無 くて も触 媒はできるが,基 質の取 り換 えと補酵素の結合が阻害 され ること,His 117も 同様に

触 媒に必須 とまではいかないこと,一 方Tyr 55とLys 84に 変異が起 きると,全 く触媒活性が失

われる こと[Jez et al,1997]が わかって いる.本 研究では20α-HSDゲ ノム遺伝子 を用いた ター

ゲティ ングベ クター構築 にあた り,AKRsに 共通の触媒活性部位 としてAsp 50, Tyr 55, Lys 84,

His 117の4つ のアミノ酸をコー ドす るエクソン(E)2か らE4を 標的にす るよ う構築 した.
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第二章 材料と方法

PCR に用 いるphmerは,特 に断 らないか ぎ り表2-1に 記載 したものを使用 した.

試薬

Proteinase K は SIGMA (MO, USA)か ら購 入 した.Ampli Taq GoldTMはRoche (Mannheim,

Germany) か ら, Klen Taq LA DNA polymerase mix for long, accurate PCRはSIGMA (MO, USA)

よ り,TaKaRa Ex Taq, T4 DNA ligase, JM109, TH2 competent cells, pKF3, DNA Blunting Kit,

pNot I linker,  分 子 量 マ ー カー λEcoT141digest, alkaline phosphatase, 各 種 制 限 酵素 は宝 酒造(京

都)よ り購入 し,gelか らのDNAの 切 り出 しはQIAquick Gel Extraction Kit(キ ア ゲ ン,東 京)

を 用 いて 行 った.pBluescript SK(+),pfu DNA polymeraseはSTRATAGENE (CA, USA)よ り,

pEGFP-N 1 はClontech(CA, USA)よ り購入 した.上 記以外の試薬 は和光純薬工業(大 阪)よ り

購入 した.

20α-HSDゲ ノ ム ク ロ ー ンλ2431の ク ロ ーニ ン グ(図2-1)

20α-HSDは,互 い に相 同性 の 高 いAKR super鉛milyに 属 す るた め,screening効 率 の向 上 を期

待 して,20α-HSD cDNAの 塩 基 配 列 にイ ン トロ ンの 配 列 も加 えた ゲ ノムDNA断 片 をprobeに

してscreeningを 試 み た.

1) 129 SvJ mouse qemmic lihmryの 増 幅

129 SvJ mouse genomic library (Dr. Iwakuraよ り 分 与)のhostcellに は,大 腸 菌XLI-Blue MRA

を 用 い た.Hostcellの 調 整 は 、 第 一 章 の 「偽 妊 娠 マ ウ ス 卵 巣cDNA libraryか ら のscreening, Host

cel1の 調 整 」 と 同 様 に 行 っ た.

2) λFIX II phageのhost cellへ の 感 染

129 SvJ mouse genomic libraryは 軽 く遠 心 し,上 清20μl(約100,000プ ラ ー ク分)を1)で 調

整 した 大 腸 菌液600μ1に 加 え,37℃ で20分 間 加 温 した.50℃ のNZYtop agaroseに 加 え,37℃

に 温 めて お い たNZYプ レ ー トの 上 に流 し混 ぜ,37℃ で9時 間培 養 し,直 径 約1mmの プ ラー

ク を得 た.以 上 の方 法 によ り10プ レー ト,合 計1,000,000プ ラ ー ク分 を用 意 した.

3)λFIX II phage溶 液 の ス トッ ク 及びDNA△ 抽出

4m1のSM buffer(0.1MNaC1, 8mM MgSO4, 50mM Tris-CI pH7.5, 0.01%gelatin)を 各 プ レー

トに加 え,4℃ で3時 間 穏 や か に振 と う し,プ ラー ク内 のphageをSMbuffer中 に 浮 遊 させ た(以

下,ラ イ セ ー ト)。 ライ セ ー トを回収 し,さ らに1mlのSMbufferで プ レー トを洗 い,回 収 した.

4℃, 3,000rpmで10分 間 遠 心 して 上 清 のphage浮 遊 液 を回 収 し,1m1を と り,こ れ にchloroform
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を数滴加 えて4℃ で保存 した.

残 りの ライ セ ー ト4mlに,等 量 のPEG/NaCl溶 液(SM buffer lOOm1当 た り20gのPEG6000,

1L.7gのNaC1)を 加 え混 和 し,氷 上 で1時 間 イ ンキ ュ ベー トした.4℃,3,000rpmで20分 間

遠 心 分離 し,上 清 を除 去 した.ペ レ ッ トを750μ1のLB培 地 に懸 濁 し,Whatran DE 52(Whatman,

Maidstone, England)を750川 加 え,30回 穏 や か に転倒 混 和 した.5,000rpm,4℃ で5分 間 遠

心 し,上 清 を回 収 した.1mlの 上 清 に1.75四 の0.1mglml proteinaseKと,42.5μlの10%SDS

を 加 え,混 和 して 室 温 で5分 間静 置 した.さ ら に173μ1の3M potassium acetateを 加 え,88℃

で20分 間 加 熱 した.次 に氷 上 で10分 間 静 置 し,4℃, 10,000rpmで10分 間 遠 心 分 離 し,回 収

した 上 清 に等 量 の2-propanolを 加 え,-80℃ で10分 間 冷却 した.一 度 室 温 に 戻 して か ら4℃,

10,000rpmで10分 間 遠 心 分 離 し,上 清 を除去 した.ペ レ ッ トを70% ethano1で 洗 浄 し,真 空 条

件 下 短 時 間 で ペ レ ッ トを乾 燥 させ,TE bufferに 溶 解 し、 分光 光 度 計Gene Quant II(Pharmacia

Biotech, Cambridge, England)を 用 い て核 酸 濃 度 を測 定 した.

4)PCRに よ る イ ン トロ ン配 列 の増 幅

イ ン トロ ン配 列 の 増 幅 に は,既 知 の ラ ッ ト卵 巣20α-HSDの ゲ ノ ムDNA構 造[Zhong et al.

1998]を 元 に,エ ク ソ ン(E)2, E4, E5上 にprimerを 設 計 し,Ex Taq DNA polymeraseを 用 い

て ゲ ノムDNA断 片 の増 幅 を試 みた.PCR反 応 液 の 組 成 は,全 量100μlで,鋳 型DNAと し てphage

か ら 抽 出 した ゲ ノムDNAを100ng, 0.5μMの 各phmer, 0.2mMのdNTP, 1×Ex Taqbuffer, 2.5

UのEx Taq polymeraseと した.PCRの 反 応 条件 は,94℃ で1分,60℃(E2F-up/E5R)あ る い

は50℃(E2FIE4R)で1分,72℃ で1分 を1cycleと し,30cycle行 っ た.10プ レ ー ト分 のphage

ゲ ノ ムDNAサ ン プ ル の う ち,5サ ン プル か ら,E2F-up1E5Rで は 約3kb, E2FIE4Rで は 約2kb

の ゲ ノムDNA断 片 の 増 幅 が見 られ た.

5) PCR産 物 のsequencing

上記4)で ゲ ノムDNA断 片が増幅 されたサ ンプルの1つ を取 り,1% agarosege1か ら切 り出

して精製 し,第 一章 の方法 に従 って塩 基配列を決定 した.た だ しsequencing反 応 に用 いる鋳型

DNAはPCR産 物100ngを 用 い,pnmerは,PCR反 応で用いた ものを使用 した.

6) Proheの 作 製

Libraryのscreeningに は,E2F/E4Rに よ るPCRで 増 幅 した約2kbの,イ ン トロ ン配 列 を含 む

ゲ ノムDNA断 片 を1%agarose gelか ら切 り出 してprobeと し て用 いた.Probeの32P labelingに

は,第 一 章 方 法 のcDNA library screening時 と 同様 に行 った.

7、 ケ ノム ク ロ ー ン λ2431のク ロ ー ニ ン グ

ゲ ノム ク ロー ンの単 離 は,図2-1に 沿 っ た流 れ でphageか ら抽 出 したゲ ノムDNAをPCRで

解 析 し,20α-HSDゲ ノ ムDNAを 含 むphage溶 液 を特 定 す る方 法 で5,000プ ラ ー ク内 にまで 絞

り,plaque hybhdizationを 行 っ た.す な わ ち,sequencingに よ りE2, E4, E5の 塩 基 配 列 の存 在
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を確 認 した後,こ の ゲ ノムDNA断 片 を含 むphageが,ま ず 上 記100,000プ ラ ー ク 中 に存 在 す る

と考 えて,さ らにそ こか ら50,000プ ラ ー クず つ4プ レー ト分(200,000プ ラ ー ク分)作 製 した.

こ の4プ レー ト由来 の ゲ ノムDNAに つ き,E2F/E4R primerを 用 いてPCRを 行 った と ころ,4

プ レー トす べて にお いてE2か らE4の 約2kbの ゲ ノムDNA断 片 が増 幅 され た(2-1, 2, 3, 4).

次 に,そ の うち の1プ レー トのphageス ト ック溶 液 か ら,10,000プ ラ ー クずつ4プ レー トを作

製 し,同 様 にE2F/E4R primerを 用 いてPCRを 行 った と ころ,2プ レ ー トにお いて 約2kbの ゲ

ノムDNA断 片 の 増 幅 が み られ た(2-4-3,4).さ ら にそ のphageス トック溶 液 を用 いて,約5,000

プ ラ ー クず つ9プ レー ト,合 計45,000プ ラ ー ク を作 製 して,plaque hybddizationを 行 った.Plaque

hybridizationの 方 法 は,第 一 章 の方 法 に 従 っ た.た だ し こ こで は メ ンブ レ ン のduplicationは 行

わ な か っ た.

8)ゲ ノムクロ ー ンλ2431のpBluescript SK(＋)ヘ の組み込み

ゲ ノム ク ロー ンλ2431のphageゲ ノ ムDNAを,Not1で 切 断 し, phage DNAと イ ンサ ー トDNA

を 切 り離 した.そ の 切 断 産 物 を,イ ンサ ー トとベ ク タ ー の モ ル 比 が3:1と な る よ う に調 整 して

加 え合 わ せ,T4 DNA ligaseを 用 いてpBluescript SK(+) /Not I/BAPに 組 み 込 ん だ.JMI09 competent

cellsを 得 られ たplasmidで 形 質転 換 し, X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside)とIPTG

(isopropylthio-β-D-galactoside)を 塗 布 したLBプ レ ー ト(50μg/ml ampicillinを 添 加,以 下LB/Amp

プ レー ト)で37℃ で 一 晩 培養 し,blue-white color selectionに よ り,白 い コ ロニ ー を得 た.い く

つ か の コ ロニ ー か ら大腸 菌 を 少量 培 養 してplasmidを 抽 出 し,Not I に よ りイ ンサ ー トを切 り出

して,ゲ ノムDNAの 組 み込 み を確 認 した.

ゲノムクローンλ2431の 一部塩基配列決定

ゲ ノム ク ロー ンλ2431は,タ ーゲテ ィングベクター作製のた め,一 部イ ン トロン配列 を除 く

全長の塩基配列決定を試 みた.

まずpBluescript SK (+)に 挿 入 され た ゲ ノムDNAを,LA PCRTM Kit Ver. 2. 1を 用 いて 増 幅 した.

PCR反 応 液 の 組 成 は,λ2431が 組 み込 まれ たpBluescript SK (+)を5 ng,1×LA PCR buffer,各

400μMのdNTPs,各10 pmolのprimers(第 一 章で 用 いたM-13 universal primerとM-13 reverse

pdmer), 2.5UのLA Taq DNA polymeraseを 加 えて 全 量 を50F1と し,合 計600μ1分 作 製 した.

PCRの 反 応 条 件 は,94℃ で1分 加 熱 後,94℃ で30秒,55℃ で60秒,72℃ で15分 を1 cycle

と し て30cycle行 っ た.そ の後 さ らに72℃ で15分 間 加 温 し,4℃ で 保 存 した.こ のPCR産 物

を,MboI用 に13μg, Alu I用 に21μg, Hae III用 に21ugに 分 け,各 々3つ に分 けて 部 分 消化

に用 いた.部 分 消 化 に用 い る制 限 酵 素 は,各 々力価 を24U, 5U, 1Uに 調 整 し,全 量 を100μ1

と して 各 々37℃ で1時 間 反 応 させ た.そ の うち9四 を4%agarosege1で 電 気 泳 動 し,1U処 理

にお いて 部 分 消 化 が 見 られ た た め,1U処 理 の も の のみphenol抽 出,chloroform抽 出,ethanol
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沈殿 を行 ってMilliQ水27μlに 溶 か した.

部 分消 化 産 物 は,Mbo I 処 理 産物 はpKF3 DNA/βamH I に,Alu IとHae III処 理 産物 はpKF3

DNA/Sma I に,T4 DNA ligaseを 用 いて 組 み込 んだ.TH2 competent cellsを ラ イ ゲ ー シ ョ ン産物

で 形 質転 換 し,LBプ レー ト(12μg/ml chloramphenicol, 50μg/ml streptomycinを 添 加)に 播 い

て37℃ で 一 晩培 養 した.各 々 コ ロニ ー を64個 ず つ拾 い,コ ロニ ーPCRを 行 っ た.PCRの 組

成 は,1×PCR buffer, 0.2mMのdNTPs, 0.025UのTaqDNA polymerase,0.5uMのpKF3 F3/R2

primers,

pKF3 F3 primer; 5'-TGCAGGAACACTCTGTTArC-3'

pKF3 R2 primer; 5'-GGACGTTTTACACCGTArTT-3'

を 加 え て 全量10μ1と した.PCRの 反 応 条 件 は,94℃ で2分 間加 熱 後,94℃ で15秒,52℃

で30秒,72℃ で1分 を1cycleと して,40cycleの 反 応 後,72℃ で7分 間加 温 し,4℃ で 保 存

した.PCR産 物 を4%agarose gelで 電 気泳 動 し,異 な るサ イ ズ の イ ンサ ー トDNAがpKF3DNA

に 組 み込 まれ て いる こ とを確 認 し,sequencingに 用 いた.

Sequencingの 前 に,コ ロ ニーPCR産 物 は,exonuclease Iに よ りprimerや 一 本 鎖DNAを 破 壊

し,alkaline phosphataseに よ り未 反 応 のdNTPを 脱 リ ン酸 化 処 理 した.す なわ ち,コ ロニ ーPCR

産 物10μ1にMilliQ水 を 加 え て5倍 希 釈 し,2分 間vortexし た もの4μlに,3Uのexonuclease I,

0.6Uのalkaline phosphataseを 加 えて 全 量 を7μlに し,37℃ で15分 間 イ ンキ ュベー トした後

80℃ で15分 間 加 熱 して 酵 素 を失 活 させ,4℃ で 保 存 した.こ れ とpKF3 F3 primerを 用 い て

sequencingを 行 っ た.sequencingは,第 一 章 の方 法 に従 っ た.そ の 結果,イ ン トロ ン1の 一 部,

イ ン トロ ン5の 一 部以 外 の塩 基 配 列 を得 る ことが で き,ゲ ノム ク ロー ンλ2431はE1か らE5を

含 む ことが 判 明 した ので,こ れ を タ ーゲ テ ィ ング ベ ク ター作 製 に用 い た.

全 長20α-HSD genome DNA の ク ロ ーニ ン グ(図2-2)

ゲ ノムク ロー ンλ2431が,E1か らE5ま で しか含んでいなかった ことと,エ レク トロポ レー

シ ョン後 に組 み換 え体 を検 出す る際 に さらに外側 の配列情 報 も必要 であった ことか ら,λ2431

の時 と同様 な方法で,さ らに4つ のゲ ノムクロー ンを単離 した.す なわち,プ ロモーター領域

とE1に 設計 したprimers,

P2F primer; 5'-AAGGGTTTCArAGACAGTAr-3'

ElR primer; 5'-AArGGAGTGACCArCATTTA-3'

を 用 いて ゲ ノム ク ロー ンλ1212を,E6とE7に 設 計 したprimers,

E6F primer; 5'-TGGCCTACTGCAAGArGAAr-3'

E7R primer; 5'-ACTTCTTTGCCArGGCACAA-3'

を用 いてλ9527を 単離 した.
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PCRの 反 応 条 件 は,基 本 的 に全 量100μ1に 対 し,ゲ ノムDNA100ng,1×PCR buffer,0.2mM

のdNTP,50pmolのphmer,2.5UのTaq DNA polymeraseの 反 応 組 成 で行 った.ゲ ノム ク ロー

ニ ング に用 いたPCRのprimerセ ッ ト,ア ニ ー リ ング温 度,Taq DNA polymeraseの 種 類,PCR

産 物 の長 さ は,表2-1に ま とめ て示 した.さ らに,λ1212,λ9527のBamHI切 断 によ り生 成 さ

れ る,λ1212の5'端,λ9527の3'端 断 片 をprobeに 用 いて,各 々λ6115,λ3217を 単 離 した.

ターゲテ ィングベクターの作製 ぐ図2-3)

共 通 事 項 と して,ラ イ ゲ ー シ ョン反 応 で は,ベ ク タ ー とイ ンサ ー トの モ ル 比 を1:3か ら1:5

に 調 整 し,T4 DNA ligaseを 用 い て16℃ で 一 晩 反応 させ 組 み込 ん だ.特 記 しな いか ぎ りJMIOg

competent cellsを42℃ で45秒 間 の反 応 によ りライ ゲ ー シ ョ ン産 物 で 形 質転 換 し, LB/Ampプ

レ ー トに播 いて 一晩37℃ で 培養 し,大 腸 菌 コ ロ ニー か らplasmidを 抽 出 して,制 限酵 素 反 応,

sequencingに よ りイ ンサ ー トを確 認 した.

制 限 酵 素 反 応 後 に は,pheno1抽 出,chloroform抽 出,ethano1沈 殿 を行 っ てDNAを 精 製 した.

制 限酵 素断 片 の 末端 平滑 化 は,基 本的 にKlenow Fill-in Kit(STRARAGENE, CA, USA)を 用 い

て 行 っ た.1μgのDNAに,1×fill-in buffer (6mM Tris-Cl pH 7.5,6m MNaC1,6m MMgCl2, 0.05%

gelatin,1mMDTT),各0.4 mM dNTP (Not I 断 端 の 場 合 はdGTPとdCTP,Afl II 断 端 の場 合 はdATP

とdTTP, BamH I 断 端 の場 合 はdArPとdTTPとdCTPとdGTP),10Uのklenow polymeraseを

加 えて 全 量 を25μlと して22℃ で20分 間 反 応 させ,こ れ に475μ1の1×STE buffer(100 mM NaCl,

20 mM Tris-Cl pH 7.5, 10 mM EDTA)を 加 えてphenol抽 出,chloroform抽 出,ethano1沈 殿 によ り

精 製 し,1% agarose gelか ら 切 り出 し精 製 した.

1) EGFP発 現 用 カセ ツ トの 作 製

pBluescript KS II (+) 内 に 組 み 込 ま れ て い るinternal ribosomal entry site (IRES) とEGFP

(pEGFP-N1由 来)の 連 結 遺 伝 子(Dr. Iwakura よ り分 与)を,EcoR IとNot Iで 切 り出 し,

pEGFP-Nl/EcoRI/NotIに ラ イゲ ー シ ョ ン し,下 流 にSV40 poly Aを 連 結 した.ラ イ ゲー シ ョ ン

産 物 でJM 109 competent cellsを 形 質 転 換 し,LBプ レー ト(50ug/ml kanamycinを 添 加)に 播 い

て,37℃ で 一 晩 培 養 して 大 腸 菌 の コ ロニ ー を得 た.コ ロニ ー か らplasmidを 抽 出 し,EcoRIと

Notlで 切 断 して 約1kbの イ ンサ ー トを確 認 した(pEGFP-Nl').

こ のplasmidのEGFPの 下 端 をNotIで 切 断 し,1μgのpEGFP-N1'/NotIの 断 端 を 平滑 化 した.

こ の10ngを 用 いて,T4 DNA ligaseに よ り全 量10μlに して16℃ で 一 晩 反応 させ,セ ル フ ライ

ゲ ー シ ョ ン させ てNotIサ イ トを破 壊 した(pEGFP-N1').

pEGFP-N1'を4fl II で 切 断 し,1μgを 用 い て,4fl II断 端 を平滑 化 した.さ らに これ をEcoR I

で 切 断 し,1% agarose gelか ら切 り出 した.こ のIRES/EGFP/SV40 polyA断 片 を,pBluescript SK

(+)/EcoR I/EcoR V/BAPに ラ イ ゲー シ ョン した.得 られ たplasmidをEcoRIとsalIで 切 断 し,
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約1.5kbのIREs/EGFP/sv40poly A断 片 を確 認 した(1-pBs).

2) PCRに よ るE2へ の 停 止 コ ドンの 挿 入

ゲ ノム ク ロー ンλ2431を 鋳 型 に して,E2上 流 の イ ン トロ ン上 に

Stop-Fphmer; 5'-GGARTAGAGCTTGCTGTTTTCTGGG-3'

E2上 に 停 止 コ ドン(下 線 部)とBgl II認 識 配 列 を含 む

Stop-R primer; 5'-GAAGARCTARGTCAGAACCCAACARCTARAGC-3'

を 設 計 し,pfu DNA polymeraseを 用 いてPCRを 行 っ た.PCRの 反 応 液 組 成 は,10ngの λ2431

に,1×reaction buffer(20mM Tris。CI pH 8.8, 2mM MgSO4,10mM KCI , 10mM (NH4)2SO4, 0.1%

Triton X-100, 100u9/ml nuclease-free BSA),各 々50pmolのprimer, 0 .2mM eachのdNTPs,5U

のpfu DNA polymeraseを 加 えて 全 量100u1と した.PCRの 反 応 条件 は,94℃ で30秒 ,62℃

で10秒,72℃ で30秒 を1cycleと し て,35cycle行 い,4℃ で 保存 した .こ の約250bpのPCR

産 物 を2% agarose ge1か ら切 り出 してpBluescript SK(+)/EcoRV/BAPに ラ イ ゲ ー シ ョン した.

ラ イ ゲ ー シ ョ ン産 物 はBgl IIで 切 断 してplasmidが 直 鎖 状 に な る こ と を 確 認 した .さ ら に

sequencingに よ りE2上 の 停 止 コ ドン を確 認 した.Stop-R primerに 制 限酵 素 認 識サ イ トを加 え る

際 に は,認 識 サ イ トの 外 側 に 付 加 す る 塩 基 数 に よ り切 断 効 率 が 変 化 す る た め,New England

Biolabsの カ タ ログ を参 考 に して,Bgl IIサ イ トの 外側 に2塩 基付 加 した.

3)E2の 下 流へ のIRESの 連 結

上 記停 止 コ ドンの挿 入 され たE2を,Not IとBgl IIで 切 断 し,2% agarose gelか ら約300bp

の イ ンサ ー トを切 り出 した 。 これ を,Bgl II断 端 とBamHI断 端 が結 合 す る こと を利 用 して,I-

pBs/Not I/BamH1に ラ イ ゲ ー シ ョン し,得 られ たplasmidを,E2上 流 の イ ン トロ ン配列 内のEcoR

Vと,SV40polyA下 流 の マル チ ク ローニ ン グサ イ ト内のsal Iで 切 断 し,約1 .7kbの イ ンサ ー

トを確 認 した(1-pBs').ま たM-13 universal forward phmerとM-13 reverse primerを 用 いた

sequencingに よ って も確 認 した.

4)ネ オマイ シン耐性遺伝子 の連結

ネ オ マ イ シ ン耐 性(neo「)遺 伝 子 の組 み 込 まれ たpPGK-NeobpA(Dr. Iwakuraよ り 分 与)を,

.XhO Iとsal Iで 切 断後,1% agarose gelか らPGKプ ロ モ ー タ ー に連 結 したneo「 遺 伝 子(約1 .5kb)

を 切 り出 した.こ れ を,Xho I断 端 とsal I断 端 が 結 合す る こ とを利 用 して,1-pBs'/sal IIBAPに

ラ イ ゲ ー シ ョ ン し,得 られ たplasmidを,EcoR Iで 切 断 して 約3.3kbの イ ンサー トを切 り出 し

てneo「 遺 伝 子 の 挿 入 方 向 を確 認 した.ま たM-13 universal forward primerとM-13 reverse primer

を 用 いたsequencingに よ って も確 認 した(I-pBs'-neo).

1-pBs'-neoを,E2上 流 のBamH Iサ イ トとベ ク ター の マ ル チ ク ロー ニ ングサ イ トのXho1で 切

断 し,1% agarose gelか ら約3-2kbの イ ンサ ー トを切 り出 して精 製 し,下 記6)の ス テ ップ に用

いた.
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5)  ジ フ テ リ ア ト キ シ ン 清 伝 子 と5'側long armの 連 結

ジフテ リア トキ シンA断 片(DTA)遺 伝子の組み込 まれた
pMClDTpA (Dr.lwakuraよ り 分

与)は 以下に述べる方法 でMClプ ロモーター とジフテ リア トキ シン A遺 伝子間のBamH Iサ イ

トを破 壊 した.す なわ ち,pMCIDTpAをBamH Iで 切 断 し, こ のDNA lμgを 用 い て,BamH I

断 端 を 平滑 末端 化 した.こ の15 ngのpMC1DTpA/BamH Iを, T4 DNA ligaseを 用 い てセ ル フ ラ

イ ゲー シ ョ ン し,得 られ たplasmidを も う一度BamH I と 反 応 させ1 % agarosegelで 電 気 泳 動 し,

未処理のpMCIDTpA/BamH Iと 長 さを比較 して, BamH Iサ イ トが破壊 されて いる ことを確 認 し

た.

BamH Iサ イ トを破壊 したpMClDTpAを,Xho IとNot Iで 切 断 し, 1 % agarosegelか ら 約1.5kb

のDT-A遺 伝子を切 り出 して精製 した.

pBluescriptSK(+)に 挿 入 され たゲ ノムDNAをSal I で切断 してイ ンサー トを切 り離 し,そ の

ま まBamH Iに よ り切 断 した.1 % agarosegelか ら,E1を 含 み 上端 がSal I断 端,下 端 がBamH I

断 端 の約5kbのDNAフ ラ グ メ ン トを5'10ngarmと して 切 り出 し精 製 した.こ れ をpBluescriptSK

(+)/BamH I/Sal Iに ライ ゲ ー シ ョ ン し,得 られ たplasmidをBamH Iで 切 断 して 約8kbの 直 鎖 状

フ ラ グ メ ン トの 生成 を確 認 した.こ のplasmidをXhoIとBamHIで 切 断 し,1%agarosege1か

ら,E1を 含み上端がXho I断 端,下 端 がBamH I断 端の約5kbのDNAフ ラグメ ン トを切 り出

し精製 した.

上 記 約15kbのDT-A遺 伝 子 と,約5kbの5'10ngarmを,pBluescriptSK(+)INot I/BamH Iに

トリプ ル ライ ゲ ー シ ョ ン し,得 られ たplasmidをXhoIで 切 断 して,約5kbの5'10ngarmと ,

ベクターとDT-A遺 伝子が連結 した約4 .5kbの フラグメン トの2つ が切 り出 されることを確認

し た(pDT-5').

6)pTV-DTlの 作 製

pBluescript SK(+)に 挿 入 さ れ た ゲ ノム ク ロー ンλ2431を,BamH Iで 切 断す る こ とに よ りE1

と下流 のイ ン トロ ンを含む約5kbの ゲ ノムDNA断 片,そ の下流E2か らE5の 下流のイン トロ

ンを含む約4.5kbの ゲ ノムDNA断 片,そ の下流の,E5下 流のイ ン トロンとベクターを含む約

5.4kbの ゲ ノムDNA断 片 とに分けた.こ の うち両端がBamH I断 片の約4,5kbの ゲノムDNA

断 片 を,pBluescript SK(+)/BamH I/BAPに ライ ゲ ー シ ョ ン し,得 られ たplasmidは,Hinc IIで

切断 してベクター/E2/イ ン トロン2を 含む約4kbの 断片,E3/イ ン トロン3を 含む約800bpの

断片,E4/イ ン トロン4を 含む約1kbの 断片,E5/イ ン トロン5を 含む約1.5kbの 断片 に分離 し

てイ ンサー トの挿入方向を確認 した(pE2-E5).

3'short arm用 ゲ ノムDNAに は,上 記 約1.5kbの 断 片 を用 いた が,こ の 断 片 の上 流 断端 をHinc

IIサ イ トか らXho Iサ イ トに換 え る た め,一 度pBluescript SK(+)に 組 み込 んだ .PlasmidpE2-E5
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をBamH IとHinc IIで 切 断 し, 1 % agarose gelか ら,上 流 がHinc II断 端, 下流がBamH I断 端

である約1.5 kbの ゲノムDNA断 片 を切 り出 して精製 し, pBluescript SK(十)/Hinc II/BamHIに

ライ ゲ ー シ ョ ン した. 得 られ たplasmidを, 再 度BamH IとHinc  IIで 切断 してイ ンサ ー トを確

認 した(pE5). Plasmid pE5を,Xho IとBamH Iで 切 断 し, 1 % agarose gelか ら,3'shortarm用

の約1.5kbの 断片を切 り出して精製 した.

こ の3'short arm用 の 約1.5kbの 断 片 と, 上記4)で 作 製 した 約3.2kbの 断 片 を,pDT-5'/BamH

I(約9.5 kb)に ト リプル ライ ゲ ー シ ョ ン し, 得 られ たplasmidをSalIで 切 断 し, B5を 含 む約15

kbの 断片が切 り出す ことによ り, インサー トの挿入方 向を確認 した(pTV-DT1).

7) pTV-DT1へ の リ ブテ リア トキ シ ンA遺 伝 子 の再 挿 入

ターゲテ ィ ングベ クターは,上 流のDT-A側 のマルチクローニ ングサイ ト内Sac IIに よ り直

鎖状 にす るが,ベ クターの両端 はES細 胞内のexonucleaseの 働きによ り削 られ る可能性 がある.

ター ゲ テ ィ ン グベ ク ター の3'端 に はpBluescript由 来 の 配 列 が あ るが,5'側 のDT-A遺 伝 子 に は

断端 まで数塩基 しかない.DT-Aの 作用の有無 は,ES細 胞のscreeningの ネガティブ選別の効率

に影響す るため,さ らにpTV-DT1の 上流 にもう一つDT-A遺 伝子 を繋いだ.

pMCIDTpAをXho Iで 切 断 し,DNA Blunting Kitを 用 いて 断端 を平滑 化 した.す な わ ち,lμg

のpMCIDTpA/Xho Iに,1×bufferを 加 え て 全 量 を9μlに し,70℃ で5分 間加 熱 した.こ れ を

37℃ に 移 してlμlのT4 DNA polymeraseを 加 え,37℃ で5分 間 反 応 した.Phenol抽 出,chloroform

抽 出,ethano1沈 殿 後,5μlのMillQ水 に 懸 濁 した,

あ らか じめ70℃ で10分 間 加 熱 し,徐 冷 して ア ニ ー ル させ たNotI linker (pNotI8mer,

pd(GCGGCCGC))と,平 滑 末端 化pMClDTpA/-Xho Iを,モ ル 比100:1で 加 え合 わ せ,全 量5μ1

で ライ ゲー シ ョン した.得 られ たplasmidを,NotIで 切 断 して1 % agarosegelで 電 気 泳 動 し,

DTA遺 伝子 が切 り出される ことを確認 した.両 端がNotI断 端のDT-A遺 伝子 を,pTV-DTI/Not

I/BAPに ラ イゲ ー シ ョ ン し,得 られ たplasmidをNot Iで 切 断 して,1 % agarosegelで 電 気 泳 動

し,DT-A遺 伝 子 が切 り出 され る こ とを確 認 した(pTV-DT2).ま た,pTV-DT2をBamH Iで 切

断 し,そ の切断パ ターンか ら,DT-A遺 伝子 は2つ とも,20α-HSD遺 伝子 と逆 向きに挿入 され

て いる ことを確 認 した.

塩化セシウム平衡密度勾配遠心法によるplasmidの 精製

ES細 胞へのエ レク トロポ レーシ ョン用 に,タ ーゲティングベクターpTV-DTを 大量調整 した.

pTV-DTの 入 っ た 大 腸 菌JMIO9の1コ ロ ニ ー を と り,Terrific broth (50 μg/ml ampicillinを 添 加)

500mlに 懸 濁 して370Cで 一 晩 振 と う培 養 した.大 腸 菌 液 を250mlず つ に分 け,4℃ で5,000rpm

で10分 間 遠 心 分離 し,大 腸 菌 の ペ レ ッ トを得 た.こ れ を20mlのsolutionl(50mM glucose, 25mM

Tris-ClpH8, 10mM EDTA pH8)に 懸 濁 し,5分 間 静 置 して な じませ た 後,40mlのsolution II (0.2
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N NaOH,1%SDS)を 加 え て転 倒 混 和 し,氷 上 で5分 間 静 置 した.次 に30m1の 氷 冷solution III

(5 M CH3COOK 60 ml, glacial acetic acid 11.5ml, H2O 28.5ml)を 加 え て 転 倒 混 和 し,15分 間 氷

上 で静 置 した.12,000rpmで15分 間 遠 心 分離 し,回 収 した 上 清 に,等 量 の2-propanolを 加 えて

15,000rpmで15分 間 遠 心 分離 してplasmidの ペ レッ トを得 た.ペ レ ッ トを70%ethanolで 洗 浄

し,15,000rpmで10分 間 遠 心 してか ら風 乾 後,6mlのTE bufferに 懸 濁 した.核 酸濃 度 を分光

光 度 計 で 測 定 し,3mgのplasmidDNAを 得 た.

回 収 したplasmidDNAを2分 し,8mlのTEbufferに 対 しCsClを9g加 え,よ く混 和 して溶

解 し,10mglml EtBrを200μl加 えて 混 和 し,室 温 で3,000rpmで10分 間 遠 心 分 離 し,上 清 を超

遠 心 チ ュ ー ブ(Quick-Seal, Beckman, CA, USA)に 回 収 し た.Ty 70.1 Tiロ ー タ ー(Beckman,CA,

USA)を 用 いて ベ ックマ ンL-60超 遠 心 機(Beckman, CA, USA)で,20℃,50,000rpmで30時

間超遠心 した.遠 心後の超遠心 チューブ上部に20Gの 注射針で空気穴 をあけ,さ らに26Gの

注射針で閉環状plasmidの 層 に下部か らアプローチ して シリンジ内に回収 した.さ らに8mlの

TEbufferにCsClとEtBrを 上 記 と同 様 に加 えた 溶液 を用 意 し,回 収 したplasmidを 混 ぜ 加 え て

再 度20℃,50,000rpmで30時 間 超 遠 心 した.同 様 に26Gの 注 射 針 で 閉環 状plasmidを 回 収 し,

合 計2回 の 超 遠心 でplasmidを 精 製 した.こ れ にisoamylal coholを 等 量 加 えて よ く混 和 し,15,000

!pm,室 温 で5分 間遠 心 分 離 してEtBrの 溶 出 した上 層 を除 去 し,さ らに等 量 のisoamyl alcohol

を加 える ところか ら繰 り返 し,下 層のplasmid内 のEtBrが 除去 され るまで繰 り返 した.溶 媒 中

のCsClは,透 析 に よ り除去 した.予 め約1時 間TE bufferに な じませ た 半透 膜(SPECTRUM, USA)

にplasmid溶 液 を入 れ,3LのTE bufferに 浸 して4℃ で 一 晩CsClを 溶 出 させ た.さ らに3Lの

TE bufferに 入 れ 替 えて2時 間 の透 析 を2回 繰 り返 し,146μgのpTVDTを 得 た.

エ レク トロポ レー ション(図2-4)

1)夕 ー ゲテ ィ ンゲベ ク夕 ー の希 釈 と無蘭 化

エ レク トロポ レー シ ョ ンに用 い るタ ーゲ テ ィ ング ベ ク ターpTV-DTは,Sac IIで 切 断 し,phenol

抽 出,chloroform抽 出 後,ethanol沈 殿 に よ り精 製 し,70% ethanolで 洗 浄後,ク リー ンベ ンチ 内

で 風 乾 し,1×PBS(1L当 た りNaCl8g, KC10.2g, Na2HPO42H201.15g, KH2PO40.2g)に 懸 濁 し

て核酸濃度を測定 してlμg/μlと なるように調整 し,使 用するまで4℃ で保存 した.

2)フ ィーダー細 胞の培着 と継代

ネ オマ イ シ ン耐 性 遺伝 子 を導 入 した マ ウ ス胎 子 繊 維 芽細 胞(embryonic feeder cells,フ ィ ー ダ

ー 細 胞)は
,

ブイー ダー培地

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, high glucose, Gibco BRL, CA, USA)

10 % FBS (Fetal Bovine Serum, Bioserum)
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1 mM sodium pyruvate (GibcoBRL, CA, USA)

1×non-essential amino acids (GibcoBRL, CA, USA)

50 μg/ml streptomycin(明 治 製 菓,東 京)

50 U/mlペ ニシ リンカ リウム(明 治製菓,東 京)

を用 い て0.1% gelatinコ ー トしたデ ィ ッシ ュで 培 養 した.凍 結 フ ィー ダ ー細 胞 を37℃ で 解 凍

し,フ ィー ダ ー 培 地 を1滴 ずつ2ml加 え, さらに穏やか に懸濁 しなが ら9mlま でメスアップ

し,1,000rpm,4℃ で5分 間 遠 心 して 細 胞 を集 め た. 細胞を1m1の フィーダー培地 によく懸濁

して か ら,20mlの フ ィー ダ ー培 地 入 りφ15デ ィ ッ シ ュ (IWAKI,千 葉)に 播 き,37℃,5%CO2

条件で培養 した.継 代は,コ ンフルエ ン トに達 したデ ィッシュの培地 を吸引除去 し,10mlの1

×PBSで2回 置換 し,0.05% trypsinを3m1加 え て37℃ で 約5分 間 反 応 させ て細 胞 を剥 が した.

これ に3mlの フィーダー培地 を加えて細胞 を遠沈管に回収 し,さ らに4mlの フ ィーダー培地

を加 えて回収 し合わせて,1,000rpm,4℃ で5分 間遠心 して細胞 を集め,1mlの フィーダー培

地 に懸濁 し,血 球 計算盤で細胞数 を数えて約1×106cells/φ15デ ィ ッシュとなるように播 いて,

継代 した.

0.05% trypsinは,2.5% trypsin (GibcoBRL, CA, USA)を 以 下 の 組 成 のTrypsin/EDTA溶 液(1L

当た り)で 希釈 して作製 した.

EDTA.Na2 0.4 g

NaCI 7.0 g

Na2HPO4.12H2O 0.3 g

KCl 0.37 g

D-glucose 1.0 g

trizma base 3.0 g

ES細 胞培養 の下地に用 いるフィーダー細胞 は,予 めマイ トマイ シンC(MMC, SIGMA, MO,

USA)処 理 によ り増殖 を抑 制 した.コ ンフルエ ン トなφ15デ ィ ッシュのフィー ダー培地 を吸引

除去 し,MMC培 養 液(フ ィー ダー 培 地 に10μg/ml MMCを 添 加)を 加 え,37℃, 5%CO2条

件 下 で約2時 間 培 養 した.そ の 後10mlの1×PBSで3回 洗 浄 し,0.05% trypsinを3ml加 え て

37℃ で約5分 間反応させて細胞 を剥が した.こ れ に3mlの フィーダー培地を加 えて細胞 を遠

沈 管 に同収 し,さ ら に4mlの フ ィー ダー 培 地 を加 えて 回 収 し合 わ せ て,1,000rpm, 4℃ で5分

間遠心 して細胞 を集め,1mlの フィーダー培地 に懸濁 し,血 球計算盤 で細胞数 を数 えてφ10デ

イ ッシ ュ(IWAKI,千 葉)に 約1.5×106 cellsず つ 播 いた.

3) エレク トロポレー シ ヨ ン用 ES 細胞の培養 と継代

エ レク トロポ レー シ ョン に用 いる129系 統 由来 のES細 胞(E14.1)は,フ ィ ー ダ ー細 胞 上 で

ES培 地
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DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, high glucose, Gibco BRL, CA, USA)

15% FBS (Fetal Bovine Serum, Bioserum)

1mM sodium pyruvate (Gibco BRL, CA, USA)

1×non-essential amino acids (Gibco BRL, CA, USA)

50μg/ml streptomycin(明 治 製菓,東 京)

50U/mlペ ニ シ リンカ リウ ム(明 治 製菓,東 京)

0.1μM 2-mercaptoethanol

1,000U/ml LIF (Leukemia Inhibitory Factor, ESGROTM, Gibco BRL, CA, USA)

を 用 いて培 養 した.凍 結ES細 胞 の解 凍 は,フ ィー ダー 細胞 の時 と 同様 に行 った が,遠 心 は800rpm

で 行 っ た.集 め た細 胞 をMMC処 理 フ ィー ダ ー細 胞6×105ceus入 りの φ6デ ィ ッ シュ(IWAKI,

千 葉)に 播 き,37℃,5%CO2条 件 で 培 養 した.ES細 胞 は,分 化 の 開 始 に 注 意 しな が ら,顕

微 鏡視 野 でES細 胞 の割 合 が 約50%以 上 に達 す る と継 代 した.継 代 方 法 は フ ィー ダー細 胞 の方

法 と同様 に行 った が,遠 心 は800rpmで 行 った.

4)エ レ ク トロボ レー シ ョ ン(雷 気 穿孔 法)

予 め新 しいES培 地 で3-4時 間 培養 したES細 胞 の 培地 を除 去 し,1×PBSで2回 洗 浄後,0.05%

trypsinを 加 え て37℃,3分 間 反 応 させ,デ ィ ッシ ュ 上で ピペ ッテ ィ ング に よ りsingleceuに し

て か ら培 地 を 加 え て 反 応 を 停 止 した.800rpm,4℃,5分 間 の 遠 心 で 細 胞 を 回 収 し,1×PBS

に 懸 濁 して 細 胞 数 を数 え,前 細 胞 数 か らMMC処 理 した 時 の フ ィー ダ ー細 胞 数 を引 い た数 をES

細 胞 数 と した.も う一度 遠 心 して1×PBSに 懸 濁 し1.25×107cells/mlと し,う ち0.8ml(1×107

cells)を エ ッペ ンチ ュー ブ に と り,20μgのpTV-DT/sac IIを 加 え て キ ュベ ッ トへ 移 し,Gene Pulser

(Bio-Rad, CA, USA)を 用 いて250V,500μFの 条 件 で エ レク トロポ レー シ ョ ンを行 っ た.こ

の時 ター ゲテ ィ ン グ ベ ク ター を混 合 しな い ネ ガテ ィ ブ コ ン トロー ル も用 意 した.室 温 に5―10分

間 キ ュベ ッ トを静 置 し,2mlのES培 地 に懸 濁 してMMC処 理 済 フ ィー ダ ー細 胞 が 敷 か れて い

るφ10デ ィ ッ シュ(IWAKI,千 葉)に 播 き,37℃,5%CO2条 件 で 培 養 した.

5)G418に よ る ポ ジテ ィ ブ選 別

エ レク トロポ レー シ ョン後 一 晩培 養 して か ら,250μg(active form)/mlのG418(Gibco BRL,

CA,USA)入 りES培 地 に交 換 し,7日 間 毎 日培 地 交 換 を行 って 培 養 した.

6)G418耐 性ユロニ ーのpick up

実体顕 微鏡下 で,ピ ペ ッ トマ ンを用 いて,輪 郭 が滑 らかで 中心部 に密 な盛 り上が りを観察で

きるコロニー をかきとって吸 い上げ,予 め100μ1の0.05%曾ypsinが 入った96穴 プ レー トに移

し,37℃ で3-5分 間反応 させた.4連 ピペ ッ トマンを用 いて コロニーを しっか りピペ ッティン

グ して ほぐした後,予 めMMC処 理済 フィーダー細胞6×104cells/wellが 敷いてある24wel1プ

レー トに移 し,G418の 入 っていないES培 地で37℃,5%CO2条 件下培養 した.エ レク トロ
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ポ レー シ ョ ンは合 計2回 行 っ た が,1回 目 (pTV-DT1を 用 いた 場 合) で は,G418選 別 後 の5枚

のφ10デ ィ ッ シュか ら420個,2回 目 (pTV-DT2を 用 いた 場 合) は 同 じ く5枚 のφ10デ ィ ッ シ

ュか ら720個 の 耐 性 コ ロニ ー をpick upし た.

7) 24 well プ レー トで の 培養

Pick upし たES細 胞 の入 った24 wellプ レー トは 毎 日培 地 交 換 し,1 wellの 面 積 の70-80%ほ

ど に コ ロニ ー が 増殖 した もの か ら順 に,1mlの1×PBSで 洗 浄後,150μ1の0.05%trypsinを 加

え て37℃,5%CO2条 件 で5分 間 反応 させ,さ らに150μ1のES培 地 を加 えて ピペ ッテ ィ ング

によ りsinglecellに し た.そ の116量(50μl)を 凍 結保 存 用 に,予 めMMC処 理 済 フィー ダ ー細

胞6×106cells/wellが 敷 いて あ る24wellプ レー トに播 き,残 りをSouthern blotting用 に,0.1%

gelatinコ ー ト済24 wellデ ィ ッ シュ に播 いて 可 能 な 限 り増 殖 させ た.

8) ES細 胞 の24 wel1プ レ ー ト内で の 凍 結

1 wellの 面積 の70-80%ほ どにコ ロニーが増殖 した ら,ES培 地 とDMSOを9:1の 割合で混合

した凍結保存液 を,培 地除去 した24wellに0.25m1ず つ加え,プ レー トをキムタオルで包んで

-80℃ で凍結保存 した .

9) Southern blotting用ES ゲ ノムDNAの 抽 出

ES細 胞 の培 地 を除去 し,1mlの1×PBSで3回 洗 浄後,1 well当 た り400μlの05mg/ml

proteinase K/SET lysis buffer (50mM Tris-C1pH8,100mM EDTA pH8, 0.5%SDS)を 加 え て プ レ

ー トを密 閉 し
,55℃ で 一晩 ゆ っ く り揺 ら しな が ら細 胞 を溶解 させ た.細 胞 溶 解液 は,半 量(200

μ1)を と り,MmiQ水500μ1に メス ア ップ して か ら自動DNA抽 出 機(KURABO,大 阪)を 用

いて ゲ ノムDNAを 抽 出 した.

Southern blotting に よ る相 同 組 み 換 え 体 の検 出(図2-5）

1)制 胴 酵 素 に よ るESゲ ノムDNAの 消 化

ES細 胞 のscreeningは 制 限 酵 素Pst I消 化 によ る,3'short arm側 のprobe(3'probe)を 用 い る

Southern blottingに よ り行 った.3'probeに よ り相 同組 み換 え を同定 で きたESゲ ノ ムDNAの み

を,さ らにBgl I消 化 によ る5'long arm側 のprobe(5'probe),BamH I消 化 によ る ネオ マ イ シ ン

耐 性 遺伝 子probeに よ り相 同組 み換 え を確 認 した.

自 動DNA抽 出 機 を用 いて 得 られ たゲ ノムDNAは,5連 チ ュー ブの ま ま,50μlの1×buf6er H,

50UのPst I液 を 加 え てパ ラフ ィル ム で密 封 し,37℃ で 一晩 ゆ っ く り揺 らしなが ら反応 させ た.

2)雷 気泳動

蒸 発 に よ り適 度 に液 量 の減 少 したPSt I消 化 液 を,そ の ま ま1%agarose gel(13.5×13.5cm)

に,Bgl Iで 反 応 した も の は0.8%agarose gel(13.5×13.5cm)に ア プ ライ し、30Vで6時 間電

気 泳 動 した.
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3)メ ン ブ レ ン へ のtransfer

泳動後のge1を,2μg/mlのEtBrに 浸 して振 とうさせ なが ら5分 間染色 し,UV下 ゲ ノムDNA

が消化 されている ことを確認 した.次 に蒸留水 中で10分 間振 とう洗浄 し,EtBrを 除 いた後,0.25

N HC1中 で15分 間振 とうさせ,分 子量の大 きなDNAを 加水分解 した.次 に0 .5M NaOH/L5M

NaCI 中で15分 間振 とうさせて2本 鎖DNAを1本 鎖 にアルカ リ変性 させた.ア ルカ リ変性は

さらに もう15分 間溶液 を交換 して行 った.Transferに は,ア ルカ リ変性液 をその まま用 いた .

メ ンブ レン(Gene Screen Plus, NEN, MA, uSA)は 使用 前に10分 間MilliQ水 に浸 しておき,気

泡を除 きなが ら泳動ge1の 底面 に重ね,キ ャ ピラリー法によ り,gelの 中のDNAを メ ンブレン

にtransferし た.メ ンブ レンはGS GENE LINKERTM UVCHAMBER (Bio-Rad , CA, USA) 内で150

mJouleのUVを 照射 して,DNAを メンブ レンに固定 した後,さ らに80℃ で30分 間加熱 して

固定 し,4℃ で保存 した.

4)相 同 組 み 換 え検 出 用probeの 作 製

ゲ ノ ム ク ロー ンλ2431をNot IとBamH Iで 切 断 して 約2.4kbの イ ン トロ ン5以 降 の フ ラグ メ

ン トを切 り出 し,pBluescriptSK(+)/Not I/BamH I(p3')に 組 み込 ん だ.3'short arm用probeに

は,p3'か ら,Pst IとBal I消 化 に よ り約500bpの フ ラグ メ ン トを切 り出 して用 いた.ゲ ノム ク

ロー ンλ6115も 同 様 にNot IとBamH Iで 切 断 して プ ロモ ー ター 領域 を含 む 約8kbの フ ラグ メ ン

トをpBluescriptSK(+)/Not I/BamH Iに 組 み込 み,こ こか らKpn IとBamH Iで 切 り出 した約1 .1kb

の フ ラ グメ ン トを5'long arm用 のprobeと し て使 用 した .ま た,pPGK-NeobpAか らXho Iに よ

りネ オ マ イ シ ン耐 性 遺伝 子 を 切 り出 し,neo「probeと し て使 用 した .Ge1か ら の切 り出 しには,

QIAquick Gel Extraction Kit(キ ア ゲ ン,東 京)を 用 いた.

5) Probeの32Plaheling及 び 精 製

第 一章 方 法Northern hybhdization の 際 のprobeの32Plabeling及 び 精 製 に従 った.

6) Hybridization

第 一 章 方 法Northern hybddizationの 際 のhybridizationの 方 法 に 従 っ た.

7)シ グナルの検 出

Hybhdization bufferを 除 去 後DNAボ トル に2×SSC/0.1% SDSを 入 れ,42℃ で15分 間 の洗

浄 を2回 行 った.次 にタ ッパ ー 内で0.1×SSC/0.1% SDSに 浸 して 振 と う しな が ら65℃ で30分

間 の 洗 浄 を2回 行 っ た.メ ン ブ レ ン は ハ イ ブ リバ ッ ク 内 に 密 封 し,IMAGING PLATE(IP ,

FUJIFILM,神 奈 川)に 一 晩露 光 させ た.IPはFLA3000(FUJIFILM,神 奈 川)に よ り読 み と り,

ソ フ トウ ェ アImage Gauge Ver3.11を 用 いて 解 析 した.
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相同組み換え体ESク ローンの解凍融解

24 well内 の 凍 結 細 胞 に,37℃ のES培 地 を0.5ml加 え,速 や か に培 地 を吸 引除 去 した.再 度

37℃ のES培 地 を0.5m1加 え,培 地 を十 分 溶か して か ら吸 引除 去 し,MMC処 理 済 フ ィー ダ ー

細 胞6×104 cellsの 入 ったES培 地 を0.5m1加 え て 一 晩37℃,5% CO2条 件 で培 養 し,毎 日培

地 交換 した.1 wellの 面 積 の70-80%ほ ど に コ ロニー が 増殖 した ら,MMC処 理 済 フ ィー ダー細

胞1×106cells/wellの 敷 かれ た6wellプ レ ー トの2 wellに 継 代 した.24 wellプ レー トの組 み換

えESコ ロ ニ ー のwellを1mlの1×PBSで 洗 浄 後,0.05% trypsinを150μl加 え,37℃, 5%CO2

条 件 で5分 間 反応 させ た.こ れ にES培 地 を150μ1加 え,ピ ペ ッテ ィ ング に よ りsingle cellに ほ

ぐ し,150μlず つ1.9mlのES培 地 の入 っ た6 wellプ レ ー ト2 well分 に 播 き,37℃, 5%CO2

条 件 で培 養 した.1 wellの 面 積 の70-80%ほ ど に コ ロニ ー が増 殖 した ら,2mlの1×PBSで 洗 浄

し,0.5m1の0.05% trypsinを 加 え,37℃ で5分 間反 応 させ た.こ れ にES培 地 を1ml加 え て

細胞 を回 収 し,さ らに2mlのES培 地 で 回収 し,800rpm,4℃ で5分 間 遠心 して 細 胞 を集 め,

ES培 地2mlに 懸 濁 した.こ の うち0.25ml(1/8量)を さ らにMMC処 理 済 フ ィー ダ ー細 胞 入 り

6 wellプ レ ー ト2 wellに 播 いた.こ れ は増 殖 を待 って,1 wellは 染 色 体 分 析用 に,1 wellは 凍 結

保 存用 に用 いた.さ らに0.25m1(1/8量)をSouthern blotting用 の ゲ ノムDNA回 収 用 に0.1% gelatin

コ ー ト6 wellプ レ ー ト1 wellに 播 き,可 能 な限 り増 殖 させ た.残 りの1.5mlに は,1.5mlの2

×freezing培 地(30%FBS, 20%DMSOをES培 地 に添 加)を 加 え,1mlず つ 凍 結 用 チ ュー ブ

3本 に分 注 して-80℃ で 凍結 保 存 した.凍 結 保 存 用 に は,上 記1 well分 のES細 胞 もあわ せ て5

本 を保 存 した.

染 色 体 分 析(karyotype amlysis) (図2.6)

あ らか じめ2時 間前 に培地交換 して増殖を促 したES細 胞(6 wellプ レー ト1well分)を,0.02

μg/mlコ ルセ ミ ド入 りES培 地で培地交換 し,2時 間37℃, 5%CO2条 件で培養 した.2時 間後,

浮遊細胞 を培地 ごと回収 し,1mlの0.15%trypsinで 細胞表面を軽 く洗 い同じ遠沈管 に回収 した.

もう一度1mlの0.15% trypsinを 加え,37℃, 5%CO2で5分 間反応 させ,ピ ペッティ ングに

よ りsingle cellに して同 じ遠沈管 に回収 した.こ れを800rpm,4℃ で5分 間遠心 して細胞 を集

め,ペ レッ トをタッピングによ りほ ぐした.こ れに2mlの0.56%KCI溶 液をタ ッピング しな

が ら加 えて懸濁 し,37℃ で20分 間インキ ュベー トした.冷 固定液(CH3COOH: methanol=1:3)

を,最 初 の2m1は タッピング しなが ら,そ の後6mlの 冷固定液 を加え混ぜた.800rpm,4℃

で5分 間遠心 して細胞 を集め,再 び冷固定液5mlを 加えて800rpm,4℃ で5分 間の遠心を2

回繰 り返 し,最 後に冷固定液0.5mlに 懸濁 して4℃ で保存 した.

固定ES細 胞 溶液 をスライ ドグ ラス に滴下 して展 開 し,速 やか に乾燥 させた.こ れ をギ ムザ

染色 し,MilliQ水 で洗浄後,風 乾 して顕微鏡で1細 胞 当た りの染色体数 を1ク ローンにつき30
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細胞数え,染 色体数が40本 の細胞の割合を調べた.

キメ ラマウス の作製(図12-7, 8)

キ メラマウスの作製は,須 藤 カツ子博士の御協力によ り行った.

1)マ ウスの系統

キ メ ラマ ウスの作製 は,集 合 キ メラ法 によ り行 った.ES細 胞 と共培養す る胚 は,C57BL/6J

の雌 とBDF1 (C57BL/6J×DBA/2のF1)の 雄 との交配 によ り得 られた2 .5日 胚を用 いた.ES細

胞 と集合 させた3.5日 胚 を移植す る仮 親マウスには,精 管切除 したICRの 雄 と交配 して偽妊娠

させたICRマ ウスの雌 を用 いた.

マ ウ ス は,明12時 間(8:00-20:00),暗12時 間(20:00-8:00)で 飼 育 し ,specific pathogen free

(SPF)環 境 下で飼育 した もの を用 いた.PMS (PEAMEX)及 びhCG (PUBEROGEN)は,三

共(東 京)よ り購 入 した.麻 酔 は,10%希 釈 ネ ン ブタ ール を体 重1g当 た り0 .01ml腹 腔 内注 射

した.胚 の 培 養 は,37℃,5%CO2条 件 下 のCO2イ ン キ ュ ベー タ ー 内 で行 い ,採 卵 ・酸性 タイ

ロー ド処 理 な ど,CO2イ ン キ ュ ベ ー ター 外 で の胚 操 作 にはM2培 地(Hepes+ , SIGMA, MO, USA)

を,採 卵 後 の胚 ・集 合 胚 のCO2イ ン キ ュベ ー タ ー 内で の培 養 にはM16培 地(Hepes- , SIGMA, MO,

 USA)を 用 い た.

2)マ ウスの準備

4-5週 齢 のC57BL/6Jの 雌に交配 の2日 前の夕方(17:00-18:00)にPMS,交 配直前(16:00-17:00)

にhCGを それぞれ5 IU腹 腔内投 与 し,過 剰排卵 させてBDF1の 雄 と交配 した .翌 朝膣栓形成

を確認で きた もの を採卵用 マウスと した.ま た,C57BL/6Jの 雌 を交配 した翌 日に,6週 齢以 上

のICRの 雌の中か ら膣部分 を見て発情 して いる ものを選択 し,精 管切除 したICRの 雄 と自然交

配 し,翌 朝膣栓形成を確認 して偽妊娠マウスとした.

3)ES細 胞 の準備

先に述 べた方法でMMC処 理済 フィーダー細胞を準備 し,そ の上に凍結保存 して いたES細

胞 を戻 した.培 地は毎 日交換 し,培 養状態の良好 なES細 胞 を0.05% trypsinで 弱 く処理 して解

離 させ,10-20個 よ りなるES細 胞の塊 を回収 して,キ メラマウスの作製に用 いた.

4)採 卵

膣栓形成確認後2日 で,採 卵用 マウス を解剖 し,卵 管及び子宮をM2培 地 の中に取 り出 し,30

Gの 胚採取用シリンジを用 いて灌流 した.子 宮は子宮頸のところから,卵 管は卵管漏斗から灌

流 し,8細 胞か ら桑実胚期 にある2.5日 胚を回収 した.

5)集 合キメラ法(sandwich法)

シャー レに刺 しゅ う針で穴 をあけ,M16培 地の ドロップを作 り,ミ ネ ラル オイル(Embryo

culture用,SIGMA, MO, USA)で 覆 った も の を用 意 した.酸 性 タ イ ロー ド液(pH2 .5)(100ml
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当 た りNaCl0.89, KCI0.029, CaCl2. 2H2O 0.0249, MgCl2. 6H2O, glucose 0 .1g, BSA0.4g)で 処 理 し

て透明帯を除去 した2.5日 胚2個 と,解 離 させたES細 胞の塊 をその穴 に落 とし,2胚 でES細

胞を挟 むようにして集合 させて一晩培養 した.

6)子 宮 内移植

翌 日,1個 の胚盤胞 になった もの,及 び桑実 胚のままであるが1個 の胚 になって形の良いも

のを偽妊娠させた仮親マウスの子宮に移植した.仮 親(偽 妊娠)マ ウスの腹腔内にネンブター

ルを注射 して麻酔をかけ,背 中から筋層を開いて子宮部分を引き出した.実 体顕微鏡下で27G

シリンジを用 いて子宮に穴 をあ け,そ の穴 に移植用 ピペ ッ トをさして3 .5日 胚 を注入 した.

7)帝 平 切 開

移植 の17日 後 に生まれなか った ものは帝王切開 を行 った.妊 娠マウスを解剖 し,子 宮内の胎

子 を取 り出 してキ ム ワイ プで よ く拭 き,肺 呼吸 をさせ た.新 生子 の体が赤 くな り,よ く動 くよ

うになるまで白熱灯下で暖めなが ら蘇生を行った.別 の仮親が妊娠している場合にはそ こに里

子 に出 し,仮 親が いない場合 には,前 日か当 日に出産 した他のマウス を里親 にした.

8)キ メ ラ率 の判 定

生 まれたマウスの毛色 は,生 後1週 間 ぐらいでわかるようにな り,宿 主胚 由来の ものはblack

色,ES細 胞 由来 のものは由来す る細胞 によ り異なる色 を呈す る.キ メラ率は,離 乳時 に,宿 主

胚由来の毛色の割合で判定した.

9)生 殖 系列 キメラの判定

ES細 胞 は雄(XY)に 由来する.6-8週 齢に達 したキメラマ ウスをC57BL/6Jの 雌 と交配 し,

子 マウスの毛色で,生 殖系列の判定 を行 った.本 実験で用 いたE14.1ES細 胞 に由来す る生殖系

列キ メラの子は野生色(agouti)と なる.20匹 以上の子マウスが黒色で,agoutiの 子が産 まれな

か った場合には,生 殖系列 キメラでない と判定 した.

ノックアウトマウスのライン化

13匹 のキメ ラマウスの うち生殖 系列の細 胞がすべてES細 胞 クロー ン由来 と思われるマウス

即 ちC57BL/6Jと 交配 して生まれる子 の毛色がすべて野 生色(agouti)で あ り,か つ多産 のマ ウ

スを選 びノックアウ トマウスの産出に用 いた.
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第二章 結果

マ ウ ス20α-HSDゲ ノ ムDNAの ク ロ ー ニ ン グ(図2-2,表2-2)

129 SvJ mouse genomic libraryは,4-8週 齢 の雌 マ ウス肝 臓 由来 のゲ ノムDNAを ,sau 3A Iで

部分消化 した約9-22kbの ゲ ノムDNAイ ンサー トをλFIX IIベ クターに挿入 されたlibraryで あ

る.Libraryか ら1×106プ ラ ー ク分 のphageを 取 り,1×105プ ラ ー ク 分ず つ10のphageス ト ッ

ク溶液に分け,phageゲ ノムDNAを 抽 出した.こ のゲ ノムDNAを 鋳型 にしてエクソン(E)2

とE4の 問を検 出す るPCRを 行 い,20α ーHSDゲ ノムDNAを 組み込まれたphageク ローンを含

むphageス トック溶液 を特定 した.ポ ジティブなphageス トック溶液 を希釈 して含 まれ るphage

の種類 を減 らし,同 様 にPCRで 解析する ことで最終的 に5 ,000プ ラーク中に20α-HSDゲ ノム

クロー ンが含 まれ るphageス トック溶液 を特定 した.さ らに このPCR産 物 は同時 に,plaque

hybridizationを 行 う時 のprobeと して も利用 した.こ の よ うなscreeningの 結 果 ,E1の 上 流約8kb

とE1か らE3ま で を含 む約15kbの λ6115,E1か らE8を 含 む 約17 .5kbの λ1212,E1か らE5

を 含 む約12.5kbの λ2431,E2か らE8を 含 む 約13.5kbの λ9527,E8とE9を 含 む 約14kbの λ3217

の5種 類のゲ ノムクロー ンを得 た.そ れぞれのゲ ノムクロー ンを統合 した結果 ,マ ウス20α-HSD

ゲ ノム遺伝子 は,全 長約18kbで,E1か らE9ま でを含み,E1の 開始 コ ドン(ATG)の50bp

上流 には転写 開始点が,そ の上流 にはTATAボ ックスが見 られた.エ クソ ンとイ ン トロ ンの結

合部 位 には,GT-AG則 が保 存 され ていた.エ クソ ンの数,各 々のエ ク ソンの長 さは,ラ ッ ト

20α-HSD[Zhong et al. 1998],ヒ ト20α-HSD[Nishizawa et al .2000]と 全 く 一 致 し て い た.

ター ゲ テ ィ ングベ クタ ー の構 築(図2-3,図2-5)

AKR superfamilyで 保 存 され て いる ア ミノ酸Asp50, Tyr55, Lys84, His117は ,E2か らE4

にコー ドされて いた.最 初 に得 られたゲ ノムクロー ンλ2431が20α-HSDの 触媒活性部位 をコー

ドす るE2か らE4を 含有 していた ことか ら,20α-HSD遺 伝子の標的破壊部位 はE2か らE4と

し,タ ーゲテ ィングベクター作製 にはλ2431を 用 いた.こ の部位 を欠失 させるかわ りに ,EGFP

遺伝子 を挿入 し,20α-HSD遺 伝子 の発現細胞を検 出できるようにした.EGFPの 発現方法には,

EGFP遺 伝子上流にIRES配 列 を,下 流にpoly Aを 連結 し,20α-HsDプ ロモーターで転写 され

たIREs/EGFP/poly AのIRESか らEGFPが 翻訳 されるようにした.本 実験ではEGFP遺 伝子が

スプ ライ シングの対象にな らな いよ うに,EGFPはE2の 途 中か ら挿入 した .内 因性 の20α-HSD

は,E2に お いて停 止 コ ドンを挿入 し,E2以 降の翻訳は起 こ らな いように した .停 止 コ ドンの

挿 入は,PCRに よ り行 った.す なわち,E2上 のcDNA配 列 を停止 コ ドンに変 え,組 み込み用

に 制 限 酵 素 認 識 サ イ トも繋 い でreverse phmerを 設 計 し,E2上 流 の イ ン トロ ン配 列 をforward
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primerと す るprimerセ ッ トでPCRを 行 い,得 られ たPCR産 物 をタ ーゲ テ ィ ングベ クタ ー に組

み込んだ.

ターゲテ ィ ングベク ター には,非 相 同組 み換 えを起 こしてES細 胞 にベクターが組み込 まれ

た場合に発現 してその細胞を自滅させるためのネガティブ選別用 としてジフテリア トキシンA

(DT-A)遺 伝子 を,ま た相 同組 み換 え を起 こ した場合 には,G418を 加えて も耐性 を有 して生

き残るた めのポ ジティブ選別用 として,ネ オマイ シ ン耐性(neor)遺 伝子 を発現 させ るように

ターゲテ ィ ングベ クター を設 計 した.ラ ンダム に組 み換 わ った細胞 を排除す るために も,neor

遺伝子の発現 を20α-HSD遺 伝子の プロモー ター に委ね るのが理想的であ るが,20α-HSDがES

細胞 において高 レベルで発現 しているとい う報告 はな いため,neor遺 伝 子には,専 用のES細 胞

で強力に発現するPGKプ ロモーターとpoly Aを 連結 した.

完 成 した ター ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ーpTv-DTは, pBluescript SK(+)ベ ク タ ー 部 分 も含 め て 全 長

約14.2kbで,5'long armと して,5'端 のDT-A遺 伝 子 に連 結 してE1か らE2の 一 部 ま で含 む 約

5kbの ゲ ノ ムDNA断 片,3'short armと し て はE5を 含 む 約1 .5kbの ゲ ノムDNA断 片 を有 し,

両armの 間 にEGFP遺 伝子 と,逆 向 きに挿入 されたneor遺 伝子 か ら成る.エ レク トロボ レーシ

ヨンに際 してベクターの大量調整 を行 ったが,ベ クターが長 いため,従 来のLB/Amp培 地での

培 養 で は 十 分量 のplasmidを 回 収 で きな か っ た.そ こで 培 地 をTerrific broth/Amp培 地 に変 え て

培養 した ところ,大 量 のplasmidを 回収できた.タ ーゲテ ィングベクターは,DT-A遺 伝子側 の

マルチク ローニ ングサイ ト内sac IIで 切断す る ことによ り直鎖状 にしてか らエ レク トロボ レー

シ ョンに用 いた.

相 同組 み換 えES細 胞 の単離(図2-5, 図2-6)

第1回 目のエ レク トロポ レー ションでは,7日 間のG418添 加培地での培養 により耐性 を示 し

た コロニーを420個pick upし た.そ の うち369ク ローンを,相 同組み換え領域の外側3'領 域

にprobeを 有 す るSouthern blotting(Pst I消 化)に よ りscreeningし た 結果,1つ のESク ロ ー ン

に お いてwild type geneで はE4とE5を 含 む 約4kbの 断 片 を検 出 し,mutant geneか ら は,E5の

み を含 む 約2.2kbの 断 片 を検 出 した.Southern blottingに お い て相 同組 み換 えが確 認 され て も,

染色体分析により細胞 自身の異常が発覚 した場合や,キ メラマウスが不妊の場合破棄の対象と

なる可能性があるため,少 なくとも2つ 以上のポジティブクローンを用意しておいた方が無難

で あ る.そ こで,pTV-DT1に も う1つDT-A遺 伝 子 を並べ て 接 続 したpTV-DT2を 用 いて も う一

度 エ レク トロポ レー シ ョンを行 った.DT-A遺 伝子 を再付加 した理 由は,pTV-DT1で は直鎖状

にす る際DT-A遺 伝子が ターゲ ティングベ クターの5'末 端か らわずか数塩 基の位置 に存在す る

ため,エ レク トロポ レー シ ョン後 に細胞 内exonucleaseの 働き によって分解 され,そ の機能 を十

分 に発揮 できない可能性があ り,screeningの 効率を上げるために行 った.
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第2回 目のエ レク トロポ レー シ ョ ンで は,G418耐 性 コ ロニー を720個pickupし,Southern

blottingに よ り681個 の ク ロー ンを解 析 した結 果,3つ の ポ ジ テ ィブ ク ロー ンが得 られ,タ ーゲ

ティングベクター改良の効果を思わせた.

3'側 を 分 析 す るSouthern blottingに よ りポ ジテ ィブ と判 断 した ク ロー ン は,さ らに相 同組 み換

え領 域 の 外側5'領 域 に設 定 したprobeを 用 いてSouthern blottingを 行 い(β811消 化),wild type gene

で はE1か らE7ま で 含 む 約20kbを,mutantgeneで はIRES配 列 内部 か らE7ま で の約10kbを

検 出 し,5'側 も理論通 りに組み換えが起 こっている ことを確認 した.さ らに,wildtypegeneに

は存 在 しな いneo「 遺 伝 子 の存 在 も,Southernblotting(BamHI消 化)に よ りポ ジテ ィ ブ ク ロー ン

にお いてIRES/EGFPlneo「/E5を 含 む約5.5kbの 断 片 と して 検 出 した.本 実験 で は,probeはplasmid

に挿入 したゲ ノムDNAか ら,制 限酵素反応 によ り切 り出 して使用 したが,probeが 大量あるい

は頻回に必要な場合は,PCRに よ りprobeと して特定領域を増幅する方が短時間で大量のprobe

を回収できると思われる.

Southern blottingに よ りポ ジ テ ィ ブな 結 果が 得 られ た4つ の ク ロー ン(IA-1,10A-6,20D-5,

23B-6)を 相同組み換 えが起 こった クロー ンと判断 したが,キ メラマウス作製に備 え,染 色体数

が異常な細胞を多く含むクローンを排除する目的で,そ の染色体数を分析 した.細 胞の70%以

上が正常な染色体数(40本)を 有するクロー ンは4ク ロー ン中2ク ローン(10A-6と20D-5)

であったが,い ずれも正常染色体数を有する細胞の割合は90%以 上と高かった.正 常染色体数

を有す る細胞の割 合は,ク ロー ン1A-1で は10%に 満たず,23B-6で も40%以 下 であった.そ

こで10A-6と20D-5を キ メ ラマ ウ ス作 製 に用 いた.

キ メ ラマ ウ スの 作製(図2-8,表2-3)

集 合 キ メ ラ法 に よ り出生 した キ メ ラマ ウス は,ク ロー ン10A-6か ら は12匹,ク ロー ン20D-5

か らは1匹 で あった.性 染色体がXXとXYの 細胞 に由来す るキメ ラマウスでは,精 巣内のセ

ル トリ細胞の殆 ど全てはXYと なるが,そ れ以外の組織ではそのような偏 りはみ られない

[Palmereta1.1991].従 っ て,XYのES細 胞 とXYの 細 胞 のキ メ ラで あ って も,お そ ら くES

細胞 由来の細胞は体組織にほぼ均一に分布すると考えられる.従 って,キ メラマウスの毛色へ

のES細 胞の寄与の程度は生殖細胞系列への寄与の程度 と相関があ り,毛 色か らある程度キメ

ラ率 を推測 でき る.本 実験で は,キ メ ラマ ウス において全体 の毛色の うち,黒 色 が何%残 って

いるかでキ メラ率 を判定 した ところ,10A-6由 来では100%が10匹,残 りの2匹 には背部に黒

色が残 って いた.20D-5由 来 の1匹 のキメ ラマウスは100%で あった.キ メラマ ウス には,尻

尾に至るまで野生色,cream色,白 色が混在 して現れ,眼 色が片方ずつpink色 と黒色のもの,

両眼ともpink色 のものも存在 した.

キメラマ ウス(雄)をC57BL16Jの 雌 と交配 し,産 子 の毛色 によりES細 胞が生殖細胞に分化
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しているかどうかを判定した.キ メラマウスが由来を持つ細胞の系統の毛色遺伝子は,

ES細 胞E14が 由 来 す る129/Ola系 統;Aw/Aw, B/B, cch/cch,D/D,p/p

C57BL/6J系 統;a/a, B/B, C/C, D/D, P/P

DBA/2系 統;a/a, b/b, C/C, d/d

BDFI系 統;a/a, B/b, C/C, D/d

である.従 って129系 統に 由来す る生殖細胞 とC57BL/6Jの 生殖細胞 との接合体 は,必 ずA/-,

B/-の 野 生 色(agouti)と な る(図2-8).キ メ ラマ ウ ス13匹 中,5匹(No.1,6,8,10,13)で

は 産 子 はす べ て 野 生色 で あ っ た.ま た3匹(No.5,11,12)の 産 子 はす べ て黒 色 で,1匹(No .7)

は不妊,残 りは野生色 と黒色の両方の産子をもうけた.す べての産子が野生色であるキメラマ

ウ ス の うち,繁 殖 成績 の よ い マ ウス(10A-6か ら はNo.6,20D-5はNo.13)を ノ ック ア ウ トマ

ウスの産出に用 いた.
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第二章 考察

129SvJ mouse genomic library の screeningに よ り,全 長20α-HSDゲ ノ ムDNAが 得 られ た.Library

のscreeningで は,一 般 に全 長cDNAがprobeと し て用 い られ る が,20α-HSD遺 伝 子 に関 して は,

こ れ が 互 い に高 い相 同性 を有 す るAKR superfamilyに 属 す る こと,全 長cDNAをprobeと して

plaque hybndizationを 行 った 際 に ラ ッ ト肝 臓3α-HSDと 一 部93%の 相 同性 を有 し,ウ サ ギ卵 巣

20α-HSD,ウ シprostaglandin F synthase II,ラ ッ ト卵 巣20α-HSDら と 一 部高 い相 同性 を有 す る

が,sequencingの 結 果 マ ウス 卵巣20α-HSDと は 異 な る遺 伝子 が単 離 され た こ とな どか ら,probe

の 特 異 性 の 向 上 を期待 して,ゲ ノムDNAを 鋳 型 に してPCRを 行 い,20α-HSDの イ ン トロ ン配

列 を増 幅 す る こ とでイ ン トロ ン配 列 を含 むprobeを 用 意 し,plaque hybhdizationに 持 ち込 む と い

う方 法 を とっ た.

ラ ッ ト卵 巣20α-HSD cDNAは エ ク ソ ン(E)1か らE9に 分 け られ るが,各 イ ン トロンの 長 さ

は不 明 で あ っ た[Zhong et al.1998].そ こ で マ ウ ス卵 巣20α-HSD cDNA上 に ラ ッ トと 同様 な 区

分 を想 定 し,エ ク ソ ン上 にphmerを 設 計 し,比 較 的 長 い フ ラ グ メ ン トの 増 幅 に も適す るEx Taq

DNA polymeraseを 用 いて,1ibrary の phage100,000プ ラ ー ク分 か ら抽 出 したphageゲ ノ ムDNA

を 鋳 型 に してPCRを 行 った と ころ,E2-E4で 約2kb,E2-E5で 約3kbのPCR産 物 が 得 られ た

が,E1-E2で は 何 も増 幅 され な か っ た.E2-E4産 物 をsequencingし た 結 果,マ ウス20α-HSD cDNA

の 配 列 と一 致 した 配 列 が確 認 され,ま たE2-E5産 物 を鋳 型 に したPCRで もE2-E4産 物 が増 幅

され た た め,さ らに これ を約5,000プ ラ ー ク内 で 増 幅 で きるphageス ト ック溶 液 を希 釈 に よ り

特定 した.E2-E4の 約2kbの フ ラグ メ ン トをprobeに し てplaque hybddizationを 行 い,最 終 的

に45,000プ ラ ー ク中 で8個 のポ ジテ ィブ プ ラー ク を得た.本 実験 で は各 希釈 段 階 のphage溶 液

か らphageゲ ノ ムDNAを 抽 出 してPCRに 用 いた が,phage溶 液 を一 部 と り,100℃ で10分 間

熱変 性 させ,氷 上 で急 冷 した も の を鋳 型 に して もPCRで 増 幅 反 応 も可 能 で あ り,phageゲ ノ ム

DNA抽 出 のス テ ップ を 省 け ば さ らに効 率 よ くscreeningで き る と考 え られ る.

最初 に得 られたゲノムクロー ンλ2431は,約125kbの 長 さを持ち,タ ーゲティングベクター

への利用 を考えて,全 長の塩基配 列決定 を試みた .そ の結果,λ2431に はE1か らE5ま でが含

まれ る ことが判明 した.イ ン トロン1と イ ン トロン5の 一 部は配列決定 ができなかったが,各

数kbの 配列 は決定で き,タ ーゲテ ィングベ クター作製には十分な情報 とな った.ゲ ノムDNA

の塩基配列決定 には,λ2431を 制限酵素Alu I,Mbo I,Hae IIIで 部分消化 し,ベ クターに組み

込ん で塩基配列決 定 し,相 同領域 どうしを繋 ぎ合わせ て配列 を決定 した.エ クソン近辺 はエ ク

ソンと いう足が か りがあ るた め比較的順 調 に決定 され たが,イ ン トロン内で は長 い繰 り返 し配

列 も見 られ,位 置の同定が困難であ った.従 って,イ ン トロン1と イ ン トロン5の 長 さがかな
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り長 い こ とが 予想 され た.そ こでE1-E2,E5-E6の 増 幅 に対 して,Taq DNA polymeraseをEx Taq

DNA polymeraseか らKien Taq LA polymeraseに 代 えて,λ2431あ る い はphageゲ ノ ムDNAを 鋳

型 に してPcRを 試 み た と ころ,各 々 約5.rkbと 約4.7kbの フ ラグ メ ン トが増 幅 され た.

λ2431に はE1上 流 に約600bpの プロモー ター領域が含 まれていたため,こ こにPCRのpdmer

を設計 し(P2F phmer),E1と の問でPCRを 行い,得 られた約0.5kbの 増幅産物 を元に,λ2431

と同様 な方法で5'上 流域のゲ ノムクロー ンλ1212も 得た.ま た,同 様にE6-E7のPCRに よる約

0.4kbの 増幅産物 を元 に,ゲ ノム クロー ンλ9527を 得 た.λ1212は λ2431よ り5'上 流域に約1.5kb

しか伸 びず,λ9527は λ2431よ り3'上 流域 に伸びたがE8ま でしか含 まれて いなかったため,さ

らに各々のクロー ンのBamH I切 断産物である,イ ン トロン領域 を含む配列をprobeに してplaque

hybhdizationに よりλ6115と λ3217を 得た.λ6115はE1上 流約8kb,λ3217に はE9も 含まれて

お り,20α-HSDゲ ノムDNA全 長 を クロー ニ ン グす る ことがで きた.各 ゲ ノム ク ロー ンを

sequencingま たはPCR,制 限酵素切断によ り並べ合わせ,マ ウス卵巣20α-HSDゲ ノムDNA全

長のエ クソン ・イ ン トロンの配置 を推定 した.制 限酵素BamH Iは,ゲ ノムDNA上 約5kb間

隔でその認識サイ トが存在 し,長 いゲ ノム配列 を扱 いやす い適度な長 さに分 断す るのに大変有

用 であった(図2-2).

20α-HSDゲ ノム遺伝子 は,ヒ トで既 にクローニ ングが報告 され,そ のゲノム構造 も明 らか に

さ れ て い る[Nishizawa et a1.2000].ヒ ト20α-HSD(AKRIC1),マ ウ ス20α-HSD,ラ ッ ト20α-

HSD(AKRIC8)の ゲ ノム構造 にお いて 各エク ソンの長 さはすべて 一致 して いた.す なわち,

いずれ もア ミノ酸の数は323で,エ クソンとイン トロンの境 目はすべて一致 していた.さ らに,

aldo-keto reductase (AKR) superfamilyの メ ン バ ー で あ る ヒ ト20α-HSD(DD1, AKRIC1),ヒ トbile

acid binding protein(BABP,3α-HSD Type3, AKR1C2),ヒ トprostaglandin F synthase(PGFS,

AKRIC3),ヒ トdihydrodiol dehydrogenase4(DD4, 3α-HSDType 1, AKRIC4)・ マ ウ ス17β-HSD

Type5と も,す べ て 各 エ ク ソ ンの 長 さ は一 致 して い た.ヒ トで はBABP,PGFS,DD4は,

choromosome 10p 14-15の 領 域 に20α-HSD遺 伝 子 と並 んで 存 在 し,ま た 高 い 相 同性 を有 す る こ

とが報告 されてお り,AKRsが 遺伝子 重複 により進化的 に多様化 したモデルと考え られて いる.

一 方
,同 じAKRsで も,マ ウスaldehyde reductase(AKRIA4)は,ア ミ ノ酸 の数 が325と 異 な

る もの もあ る.ま た 面 白い こと に,ラ ッ ト肝 臓3α-HSD Type l(AKRIC9)は,他 のAKRICと

は 異 な り,ORFが966bpで,322ア ミ ノ酸 か ら成 る.即 ち,E5で3塩 基 少 な い代わ りに,E6

が3塩 基多 く,ま たE9に おいて停止 コ ドンが他 のAKRICsに 比べて1ア ミノ酸分前にずれて

いるが,他 のエクソ ンの長 さは他のAKRICsと 全 く同 じである.ラ ッ ト3α-HSDは ゲ ノムレベ

ル でType1, 2, 3が 報 告 され,こ れ らはORFが 同 じで あ るが,Type2はE2か らE5が 連 結 し

て お り,TypelとType3は イ ン トロ ンの長 さの みが 異 な る.ラ ッ ト肝 臓 で はTypelが 主 に転 写

され てお り,Type2とType3は 偽 遺 伝 子 で あ る可 能性 も あ る[Lin et al．1999].ま た ゲ ノム構

-74-



造 も,ヒ トとマ ウスのAKR1Cに 比べ ると若干エ クソンの配 置が異な って いる(図2-9).従 っ

て,3α-HSD遺 伝 子で は由来は同 じで も ラッ トにお いてかな りの遺 伝子重複が起 こった ことが

予想 され,停 止 コ ドンの前方変異 も,も ともと323番 目のア ミノ酸が停止 コ ドンであ った もの

が,遺 伝子重複 の結果偶然生 じたサイ レン ト突 然変 異で あるか もしれ ない.図2-9にAKRsの

ゲノム構造 を並べて示 したが,面 白い ことに,ラ ッ ト3α-HSD,ヒ トDD4以 外 のゲ ノム構造で

は,ほ ぼ一致 してE2か らE5が 約3kb以 内に並ぶ構造 をとっていた.ま た,い ずれのゲ ノム構

造 にお いて も,E6-E7が 近接 して いること,E8とE9の 間隔 もほぼ一致 してお り,こ れ らの遺

伝子 の種 を越えた保存性の高 さを伺わせ,こ れ らの遺伝子がAKRsの 中で もよ り下流に同一の

祖先遺伝子 を持つ可能性が考 え られ る.ヒ トにおける20α-HSDは 主に肝臓,副 腎,腎 臓で発現

して いるが,生 殖器官では卵巣,子 宮,胎 盤,精 巣,ま た筋 肉,末 梢血 白血球で もRT-PCRで

発現が検 出されて いる.プ ロモー ターassayに よると,ラ ッ ト肝細胞 で活性が高 く,さ らに卵巣

にお いては,hCGに よ り黄体化 した ブタ顆粒 層細 胞 におけ るプロモ ーターassayで,無 処置 で

活性が見 られ,PGF2α とoxytocinの 添加 によ りさらに活性が上昇 し,ラ ッ トやマ ウス にお ける発

現制御 との共通性 も見 られ る.し か しヒ トでは分娩直前 に胎盤 にお いて20α-OHPが 増加するも

のの,progesteroneの 減少は見 られな い.ま た性周期中 もラッ トや マウス と異な り,排 卵後黄体

が機能化する完全性周期 を回帰するため,そ の生殖機構 における20α-HSDの 働 きは,ラ ッ トや

マウスほ ど顕 著ではないと思われる.こ の違 いには,ヒ トにおける20α-HSD発 現細胞内の環境

の違いが関わ って いる可能性 もあ るが,一 方,プ ロモー ター領域 の相同性が ヒ トとラ ッ トで50%

と低い ことも事実であ り,そ の働きの違 いには さまざまな因子 の関わ りが考え られ る[Nishizawa

et a1. 2000].

完 全性周期 と不完全性周期 を区別す る決定的因子 を,20α-HSD発 現 制御 の違 いに求 めるとす

る と,ヒ トとマウスの20α-HSDの 由来が同 じであることは興 味深 い情報である.仮 に同 じ先祖

遺伝子か ら生 じた とすれ ば,全 く平行 に別 々に進化 した結果異な る意義 を持つよ うにな ったの

であろ うか.ラ ッ トやマ ウスの肝 臓での20α-HSD活 性発現については,現 在 のと ころマウス胎

子肝臓以外 に報告 はな い.AKRsは,そ の多 くが肝臓で発現 して いる ことか ら,も ともと先祖

遺伝子 は肝 臓 にお いて体 内のステ ロイ ドやprostaglandin,外 来異物の代謝な どの体 内浄化機構

にお いて 生命維 持 に重要 な役割 を担 って いた ことが考 え られ る.一 方,ス テ ロイ ド代謝作用 が

ある以 上,ス テ ロイ ド産 生器 官,ス テ ロイ ド標的器官 にお いてそ の発現 を利用で きるこ とは言

うまで もない.ヒ ト20α-HSDが,そ のプ ロモー ター に齧歯類 にお ける制御 を思わせるPGF2α や

oxytocinに 対す る感 受性を持つ ことも興味深 い.筆 者 は,原 始哺乳類 において は,20α-HSDプ

ロ トタイ プの分子が共 に肝臓,卵 巣 にお いて同 じよ うな働 きを持 って発 現 して いた時期 がある

と想定す る.と ころが謬歯類 では,偶 然progesterone産 生器官で ある黄 体にお いてそ の形成 直

後よ り20α-HSDを 発現 させ るものが現 れ,そ の結果繁殖効率が向上 し,環 境 に対す る適応力が
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高 まって淘 汰 を免れてきた.そ の生殖戦略にお ける重要性 と,progesterone産 生器官で直接不活

化す るとい う効 率 の良さか ら今 日までそ の発現様 式は固定 されて いると思われ る.一 方,肝 臓

で発現 していた方 の20α-HSDプ ロ トタイプの分子 はやがて卵巣の20α-HSD分 子 にそ の働 きを

委ね,自 身 は遺伝子 重複 によ り変化 し,20α-HSDと は異なる分子 に形を変 えたので はな いだ ろ

うか.実 際,同 じAKRに 属 し,肝 臓で発現するマウス17β-HSD Type5は,recombinant蛋 白に

おいてわずかなが ら20α-HSD活 性 を併せ持ち,ゲ ノム構造の面か らも20α-HSDと かな り進化

的に近い分子で ある可能性がある[Rheault et a1. 1999].さ てヒ ト卵巣 で発現す る20α-HSDは,

齧歯類 ほ ど強 力な発現変動 を持たず,ま た妊娠期には卵巣以外 に胎盤か らもprogesteroneが 産

生 され,妊 娠第6週 以降 に卵巣を摘出 しても妊娠が持続す ることか らも,卵 巣で のprogesterone

の直接 的制御 はさほ ど効果的で はない とする と,ヒ トでは血液 を介 して不要なprogesteroneが

運 ばれて くる肝臓での20α-HSD分 子の働 きが重要なまま,そ の肝 臓での発現 を現在 もとどめて

いるのではないだろうか.

本実験で用いたES細 胞株 は,El4.1で,CCE, D3, R1と 共に129系 統 に由来する.ES細 胞

と同 じ系統 のマウス由来のゲ ノムDNAを 用いる ことは,相 同組み換え頻度 を上げる1つ のポ

イ ン トで あ り,こ こでは第一章でク ローニ ング したICRの20α-HSDcDNA配 列を元 に,129系

統 由来 のgenome libraryか ら単離 したゲ ノムクロー ンλ2431を ターゲティングベクターの構築 に

用いた.λ2431は 全長約12.5kbで あ り,E1か らE5が 含 まれ,Elは5'端 か ら約0.6kbの 位置

にある.タ ーゲテ ィングベクター 内の相同領域 の長 さは置換領域を挟 むlong arm, short arm合

わせて5-8kbが 一般的である.従 ってλ2431で はEr上 の開始 コ ドンの破壊は不可能であった

ため,本 酵素の触媒活性発現 に必須 とされ る4ア ミノ酸 をコー ドす る,E2か らE4の 領域にポ

ジテ ィブ選別マー カー(neor)遺 伝子及 びEGFP遺 伝子 を挿入 し,置 換領域 と した.E1を 残す

ため,挿 入す る外来遺伝子は,イ ン トロン1内 に挿入す ると内因性20α-HSD発 現機序 にお いて

ス プ ライ シングの対 象 にな って しま う.従 って挿入遺伝子 はE2の 途 中か ら繋 いだ.置 換 され

た ゲ ノムDNAか らは,20α-HSDの プ ロモ ー ター 活 性化 によ り,E2の 停 止 コ ドン を含 む

IREs/EGFP/poly(A)が 転写産物 として生成され,IREsに リボ ソームが作 用す ることでEGFPが

翻訳 され るはずである.ま た,一 般 にターゲテ ィングベクターの両端は,ES細 胞 内のexonuclease

活 性 によ り削 られ る可能性 があ るため,相 同領域 外に接続す るネガティブ選別マーカー の外側

にはplasmid部 分の配列が来 るよ うにターゲテ ィングベクターは設計 され る.し か し本実験 で

はターゲティングベ クター構築 の設計上DT-A遺 伝子の外側 に十分な長 さのplasmid配 列 を持っ

て くることがで きなか った(pTV-DTl).第1回 目では,技 術の習得 も兼ねてpTV-DT1を 用い

てエ レク トロポ レーシ ョンを行ったが,第2回 目にはDTA遺 伝子の外側 にさらに もう一つDT-A

遺伝子 を接続 し,一 番外側 のDT-A遺 伝子 が削 られて機能 を失 っても,内 側のDT-Aに よ りネ

ガティブ選別 を行えるよ うに した(pTVDT2).
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1回 のエ レク トロポ レーションで,1×107cellsのES細 胞 に20μgの ターゲティングベクター

を導入 したもの を5セ ッ ト作 製 した.一 晩培養後,250μg/mlのG418入 りES培 地で7日 間毎

日培地交換する ことで,G418耐 性 コロニー を選別 した.始 めデ ィッシュ内全体 に盛 んに増殖の

見 られ たコロニー も,3日 目にはG418の 影響で死亡 し,培 地 に浮遊す るものも現れ,や がて コ

ロニー どうしの間隔が単離す るのに十分 になる くらいに減少 した.Pick upす るコロニー には,

分化の可能性 があ るため薄 く輪郭がギザ ギザ したもの を避け,未 分化状態で増殖が活発 である

と思われ る,中 心 部が密 に盛 り上がつて輪郭 の滑 らか なコ ロニー を選んだ.エ レク トロポ レー

シ ョンによ り,相 同組み替えの起 こつたES細 胞は,Southern blotting解 析によ り,運 良く2つ

のalleleで 相同組 み換えが起 こらな い限 り,片 方のalleleの みで相 同組み換 えが起 こつたヘテ ロ

遺伝子型 として検 出される.相 同組み換え を確認で きたクロー ンは,pTV-DTlを 用いた場合は,

369ク ロー ン中1ク ロー ン(約0.2%),pTV-DT2を 用 いた場合では,681ク ロー ン中3ク ロー

ン(約0.4%)で あ り,効 率は2倍 に上昇 した.そ の内2ク ロー ンは,染 色体 数に異常が見 ら

れたため,キ メラマ ウス作製 に進め たのは最終的 に2ク ロー ン(10A-6, 20D-5)と なつた.こ

れ ら2ク ロー ンか らキ メラマウス13匹 を作製 した.キ メラマウス におけるES細 胞 の寄与の度

合 いが 高いほ ど,そ の毛色 に宿主胚 由来の黒色が少な いと考 え られるため,黒 色が ほとんど見

られない10匹 について主 にC57BL/6Jの 雌 と交配 し,産 子(Fl, agouti)の 毛色 によ りES細 胞

がキ メ ラマウス にお いて生殖 系列 の細胞 に分化 して いるか どうか を確 認 した.そ の結果,生 殖

系列の細胞 に分化が見 られ,か つ繁殖成績 も良かつたキメラマウス を,ESク ロー10A-6, 20D-5

それぞれ につ きNo.6とNo.13と してライ ン化す る ことに した.第 三章においては,こ れ らキ

メ ラマ ウス由来のF1ヘ テ ロを交配 し,ノ ックア ウ トマ ウス を作 製 してその表現型の解析 を行

つた.

-77-



表2-1.ゲ ノ ム ク ロー ニ ング に用 い たPCR primer.

ラ ッ ト20α-HSDゲ ノ ム 構 造[Zhong et al. 1998]を 元 に,各 エ ク ソ ン上 にprimerを 設 計 した.

各primerの 位 置 は,マ ウス 卵 巣20α-HSD cDNA配 列 上開 始 コ ドンの アデ ニ ンを+1と し た

場 合 の 塩 基 数 で 示 した.た だ しP2Fは ゲ ノムDNA配 列 上 の塩 基 数 で示 した.

Taq Gold; Ampli Taq Gold.

Klen Taq LA; Klen Taq LA DNA polymerase mix for long, accurate PCR.

EX Taq; TaKaRa Ex Taq.
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表2-2.20α-HSDゲ ノムDNAに お けるエ クソンとイ ン トロンの結合部位の配列.

各 エ ク ソ ンのサ イ ズ は ラ ッ ト[Zhong et al.1998],ヒ ト[Nishizawa te al.2000]の

20α-HSDと 完 全 に 一致 して いた.
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表2-3. 約3ヶ 月間 にお けるキメラマ ウスの繁殖成績.

C57BL/6Jと 交配 して野生色(agouti, Ag)の 子 が生まれ る個体では,発 生過程 で

ES細 胞 が生殖 系列 の細胞 に分化 した と考 え られる.す べ ての子が野生色であ る

キ メラマ ウスの うち,繁 殖成績の よいマ ウス(丸 印)を ノックアウ トマウスの

産出 に用 いた.No.11とNo.12は キ メラ率が低か つたので交配は1回 のみ行 つた.
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図2-1.PCRを 用 い た129SvJmouse genomic libraryか らのλ2431単 離 の概 略
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図2-4. エ レク トロポ レー ションか らポジテ ィブESク ロー ンの単離 までの流れ
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図2-5. 夕 一 ゲ テ ィ ン グ ス ト ラ テ ジ ー と,Southern blottingに よ るES細 胞 のscreening.

A)タ ー ゲ テ ィ ン グベ ク ターpTV-DT2と,予 想 され る 相 同 組 み換 え 後 の20α-HSDゲ ノ ム .

B)ESゲ ノ ム を 用 い たSouthern blotting.

4つ のESク ロ ー ンで,3'probeと5'probeに よ りヘ テ ロなバ ン ドが検 出 され た こ とか ら,

相 同組 み換 え が起 こっ た こ とがわ か る.
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図2-6. 相 同組み換 え体の 染色体分析結果.

Southern blottingで 相 同組 み 換 え を確 認 したESク ロ ー ン1A-1,10A-6,20D-5,23B-6の

各 々につ いて,30細 胞が示 した 染色体数各 々の割合 を示 した.正 常な染色体 数(40本)

が90%以 上 を 占め る ク ロー ン10A-6と20D-5を を キ メ ラマ ウ ス 作 製 に用 いた 。
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図2-7. 集合キ メラ法 によるキメラマ ウス作製の流 れ.

PMS; pregnant mare serum

hCG; human chorionic gonadotropin
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図2-8.キ メ ラマ ウス とF1 agoutiマ ウ ス の写 真.

A)ESク ロー ン10A-6由 来 のNo-11(左)とNo.3(右)キ メ ラマ ウス.

No.11の マ ウ ス は背 部 が黒 く,No,3の マ ウス の 方 が キ メ ラ率 が 高 い.

B)E14.1ES細 胞 が生殖系 列に分化 して誕生 したキ メラマ ウス(No.10)

では,C57BL/6Jと の掛け合わせによ り生まれ る子マ ウス(F1)

は野 生 色(agouti)と な る.
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AKRlCl; h20α-HSD/hDD1[Nishizawa et al . 2000]

AKRlC2; hBABP/hDD2/3α-HSD3[Nishizawa et al . 2000]

AKRlC3; hPGFS/h3α-HSD2[Nishizawa et al . 2000, Khanna et al. 1995]

AKRlC4; hDD4/h3α-HSD1[Nishizawa et al . 2000, Khanna et al. 1995]

m; mouse, h; human, r; rat

図2-9.AKRICの ゲ ノム 構 造 比 較.

ラッ ト3α-HSD1はE5とE6の 長さが他 と異な り,コ ー ドす るアミノ酸 も322と 停止コ ドン

が他 よ り1ア ミノ酸 早 く現れ る。AKRIC3とAKRIC4の ゲ ノム構 造は報告 によ り若干異な るが ,
Nishizawaら[2000]はKhannaら[1995]の ゲノム構造 とほぼ同じで あると報告 している .

ラッ ト3α-HSD3のE2の 位 置は不 明であ り,点 線で示 した.

ラッ ト3α-HSD2はElが 不 明であ り,E2か ら示 してある.
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