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 　ゲノム解析研究部門

　今回、以下の２点について報告する。
＜独自のTgマウス作製技術（PITT法）のコンディショナル遺伝子発現システムへの応用＞
　我々はこれまでに、マウス受精卵への顕微注入法を介して、予め指定された遺伝子座位（Rosa26座位）にDNAコンストラクトを挿入さ
せる新規トランスジェニック(Tg)マウス作製法”pronuclear injection-based targeted transgenesis (PITT) 法”を開発してきた。これは、従
来のランダム挿入に基づくTgマウスの欠点（系統間の発現の安定性及び再現性が得られない）を克服するものであり、コスト・労力的に
も優れている。2010年と2015年に代表的な論文を発表してきたが（PITT法：Nucleic Acids Res.; 38(22):e198, 2010, i-PITT法：BMC 
Genomics; 16:274, 2015）、Cre-loxP組換え系を使用したPITT法ではloxP配列を含むコンディショナル遺伝子発現カセットを挿入すること
ができないことから、これまでに研究者のニーズの高いコンディショナル遺伝子発現システムに本手法を応用したことはなかった。そこで
PITT法によるコンディショナル遺伝子発現Tgマウス作製を可能にするため、Cre-loxP系ではなくPhiC31インテグラーゼとFLP組換え系を
同時に使用する独自の手法（図１）を用いることとし、実際に複数系統のTgマウス作製に成功した（表１）。
＜i-GONAD法の普及を目的とした技術講習会＞
　独自のゲノム編集マウス作製法であるi-GONAD法の普及を目指し、2023年度は、アメリカのミシガン州のVan Andel Instituteでの講習
会（海外）（図２）、および日本ゲノム編集学会主催のi-GONAD法講習会（国内）を開催した。

＜独自のTgマウス作製技術（PITT法）のコンディショナル遺伝子発現システムへの応用＞
　まずPhiC31とFLPを併用するシステムの確立を行なった（図１）。PhiC31o インテグラーゼ mRNA の至適濃度は以前に標準化している
ので、今回はFLPo mRNA の至適濃度を調べた。その結果、8.4 ng/µl と 16.9 ng/µl の FLPo mRNA を用いた場合に挿入効率が向上する
ことが示唆された。そこで、以降の実験では2つの濃度のほぼ中間である11.3ng/μlのFLPo mRNAを使用することにした。実験をさらに4
回繰り返し、PhiC31oとFLPo mRNAの共注入が一貫した結果をもたらすか否かを検証したところ、PhiC31o単独でもPhiC31oとFLPoの併
用でも挿入は可能であるものの、挿入効率は両方のmRNAを注入した方がわずかに高い傾向が見られた。
　次に、実際に本手法を3.3～9.7kbの遺伝子発現発現カセットを有するコンディショナル遺伝子発現Tgマウス作製に応用した。総医研所
員も含む学内外の共同研究者が必要とするTgマウス作製に用いたところ、全ての系統のTgマウスの作製に成功した。挿入効率は、出産
仔あたり13.7％（53/388）、注入卵あたり2.2％（53/2440）であり、PhiC31とFLPを同時に使用することにより、実用的な効率でコンディショ
ナル遺伝子発現カセットを挿入することが可能であることが分かった（表１）。また、Cre発現マウスと交配することにより目的遺伝子が期
待通りに発現することが、共同研究者によって確認された。
　本成果を英文原著論文として投稿し、受理されたところである。
＜i-GONAD法の普及を目的とした技術講習会＞
　国内外でi-GONAD法の技術講習会を開催した（図２）。講習会後のアンケートでは、技術解説・実習共に全て「大変良かった」または「良
かった」の評価を得ることができ、「講習会を他の研究者にも勧めたい」という内容も含め、総じてポジティブなコメントをいただくことが
できた。

　コンディショナル遺伝子発現Tgマウスのニーズは高く、今後も今回確立した手法を応用して学内外の共同研究者が要するTgマウスを
作製していく予定である。PITT法を行うためには、ゲノム上の指定された遺伝子座位に予めタグが挿入された種マウスを維持・使用する
必要があるが、今後は種マウスを必要とせず、よりシンプルで短期間に目的のTgマウスが作製できる新規Tgマウス作製法を開発していき
たい。
　またi-GONAD法講習会については、現時点でも多数の参加希望者がいることを聞いており、更なる普及を目指し、技術改良も行いつつ
より満足いただける内容の講習会を引き続き開催していく予定である。
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図１ コンディショナル発現カセットを挿入するための PITT 法の概略図 
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図２　2023年12月13-15日にVan Andel Instituteで開催されたWorkshop on CRISPR Genome 
Editing in Mice: GONAD and microinjection


