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第1
コ畠E

早 論

トランスジェニツク(形質転換)動物とは､外来遺伝子を導入することによ

り新しい遺伝形質を獲得した動物個体や､既存のゲノム上に何らかの改変を

加えることで元の遺伝形質に変更を生じた動物個体のことを意味する｡マウ

スでは主としてクローニングされた遺伝子の動物個体レベルでの機能解析の

ためにこのトランスジェニツク動物が利用されている｡従来はクローニング

された遺伝子は培養細胞に導入され､細胞の分化に対応した遺伝子発現の調

節機構や遺伝子産物の細胞に与える影響について調べられてきた｡しかし､

トランスジェニツク技術の進歩により､これらの外来遺伝子の特性や機能を

単一系の細胞ではなく動物個体の正常な発生過程のなかで周囲の異種細胞と

相互作用を保ちながら正常2倍体細胞で調べることが可能になった｡たとえ

ば､ヒトのガン遺伝子を導入したオンコマウス【1】は病因の解明や治療法の

探索のための疾患モデルとして世界で最初のトランスジェニック動物特許と

なり､話題を呼んだ｡また､補体抑制因子のdecay-aCCeJerating factor

(mF)､membranecofactor protein(MCP)､homo10gOuS reStriction

factor(HRF20､CD59)等の遺伝子を導入したマウス【2】やブタ【3]では

超急性拒絶反応が効果的に抑制されたことから､自然抗体および補体系の活

性化による超急性拒絶反応の抑制が成功の鍵とされている異種動物間臓器移

植に道を開いた｡

一方､家畜では成長ホルモン遺伝子の導入による成育促進効果【4トチーズ

の生産効率改善を目的に乳タンパク遺伝子の導入による乳成分の改変【5】､ア

クチンやミオシン遺伝子の導入による肉質改善【6､7】､ケラチン遺伝子の導

入による羊毛質の改良【8トなどにトランスジェニツク技術が利用されている｡

さらに､有用生理活性物質などのバイオ医薬品の原料となる遺伝子を動物に

組み込んで､大量にしかも安価に外来遺伝子産物を分泌させる､いわゆるア

ニマルバイオリアククー(動物生産工場)としてのトランスジェニツク動物
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の研究も実験小動物だけでなく家畜でも盛んに行われている【9-14】｡トラ

ンスジェニツク動物を作出する方法として今日もっとも一般的に用いられて

いるのは､1細胞期受精卵の雄性前核に外来遺伝子溶液を直接導入する顕微

注入法で､1980年にマウスで最初に報告された【15】｡この方法は特殊な装

置とある程度の技術者の熟練を要するものの､外来遺伝子の構造や特性にあ

まり影響されずに導入でき､導入遺伝子の発現効率も比較的高い｡現在まで

にラット【16】やウサギ【17】などの小実験動物からヒツジ【17】､ヤギ

【11トブタ【17】およびウシ【14】といった産業家畜に至る様々な動物種に

おいてこの顕微注入法によるトランスジェニツク動物が作出されている｡こ

の顕微注入法は外来遺伝子を付加するには有効な方法だが､既存のゲノム上

の遺伝子に変更を加えることは不可能である｡

自己増殖能および多分化全能性を持つ胚性幹細胞(Embryonic Stem

Celりを培養し､リポソームや静電パルスまたはリン酸カルシウムを使って

外来遺伝子を組み込むES細胞法【18】は､胚盤胞に注入してキメラ動物を作

出することにより外来遺伝子を動物個体へと導入できる｡この方法は外来遺

伝子の付加だけでなく､ジーンクーゲッティングによって既存のゲノムを改

変することも可能となる｡しかし､この方法はES細胞の樹立がマウス以外の

動物では非常に難しく､その維持も大変である｡さらに､その手メラの生殖

系列に導入遺伝子が組み込まれている割合も低いことから､ES細胞法による

トランスジェニック動物の作出はいまだに実験段階を出ていないのが現状で

ある｡また､外来遺伝子をウィルスのベクターにつなぎ､4～8細胞期の初期

分割卵に感染させることによって遺伝子を導入するウイルスベクター法

【19】も､ウイルスが多細胞期の受精卵のみ感染することから作出されたトラ

ンスジェニツク動物はモザイクとなり､導入した形質を固定するまでに多大

の時間と労力を要するという欠点がある｡

これに対し､精子を外来遺伝子を含んだ培養液中に浮遊させることによっ

て外来遺伝子を精子に取り込ませ､その精子を用いて体外受精することによ

りトランスジェニツク動物を作出するという精子ベクター法【20】が､特殊
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な装置や熟練した技術者を必要としない簡単な方法として注目を浴びた｡こ

の方法が報告された直後に､トランスジェニツク研究の第1人者である

Brinsterが複数の研究機関の追試結果を集計し､この方法で約2,000匹の

マウスを作出しても1例のトランスジェニツクマウスも得られなかったとい

う報告をした【21】｡その後､精子ベクター法によりマウス【20】､ブタ【22】

およびウシ【23】においてトランスジェニツク動物作出の成功例が報告され

るようになったが､導入遺伝子の一部欠失や再配列などの問題が提起された

【24]0また､日本の研究者により開発された精巣介在性遺伝子導入法(Testis

Mediated臨neTransfer)【25]は､高濃度の外来遺伝子溶液とリポフェク

チンの混合液を直接精巣に注入することで精原細胞に遺伝子を導入し､雌と

交配することによりトランスジェニツク動物を得るというものだが､再現性

に問題がある｡

このように､最初のトランスジェニツク動物であるスーパーマウスの写真

がNature誌の表紙を飾ってから17年以上経過した今なお､もっとも信頼で

きるトランスジェニツク動物の作出法は雄性前核への顕微注入法なのである｡

実験動物としてもっとも汎用性が高いマウスではトランスジェニツクマウス

を効率的に作出するための検討が細部にわたってなされてきた｡顕微注入法

において外来遺伝子の導入効率に影響を及ぼす要因としては､外来遺伝子溶

液の濃度､緩衝液の組成､マウスの系統､受精卵への注入部位などが挙げら

れた【26】｡さらに､外来遺伝子の構造に関しては鎖長に関係なく組み込まれ

ること､環状よりも直鎖状のもののほうが組み込まれやすいこと､および突

出末端(粘着または非粘着)をもつ外来遺伝子は平滑末端のものよりも組み

込まれやすいこと､が報告された｡このように､トランスジェニツクマウス

作出条件の最適化が進んだ結果として､適度な経験を積んだ技術者がいる研

究機関であれば､顕微注入したマウス胚の約10%がトランスジェニツクマウ

スとして得られるようになった｡

一方､トランスジェニツクラットはと卜の疾患モデル動物として高血圧

【27-29ト炎症【30】､内分泌【31､32】､代謝【33】､臓器移植【34】に関連
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した分野で利用されている｡しかし､ラットの前核期卵は脆弱な細胞質と弾

性に喜んだ前核をもつこと【35】に関係して､トランスジェニツクラットを

うまく作出できる研究機関の数は限られている【28-39】｡それゆえ､トラン

スジェニツクラットの作出に関する至適条件について十分に検討されてきた

とは言えず､顕微注入ラット胚由来の産子に対するトランスジェニツクラッ

トの割合にはかなり大きな変動がある｡一部の研究機開から報告されている

高値のトランスジェニツクラット作出効率【27､28､33】が技術的な差の範

囲を越えて存在するならば､トランスジェニツクラットの作出効率に影響を

及ぼす未知の要因が存在するかもしれない｡

従来､遺伝子組換え技術による生理活性物質の生産には大腸菌がホスト細

胞として利用されてきた｡しかし､ヒトにとって有用な物質を量産しようと

した場合､大腸菌のような単細胞生物ではいくつかの不都合な点があった｡

それは､大腸菌は生産したタンパク質がと卜で正常に機能するためにときと

して必要な糖鎖の付加やリン酸化などの機能に欠けることや､ヒトタンバク

質を異物として認識して消化分解したり顆粒体として排除する傾向があるこ

と､および大量の異種タンパク質の存在下では大腸菌の生育そのものが阻害

されやすいこと､などである【40】｡一方､哨乳動物の培養細胞を有用物質生

産のためのホストにする場合はその生産効率が問題で､生産量は大腸菌や酵

母をホストとする場合と比べて100分の1にも満たない【40】｡このような

背景のもと､大腸菌や培養細胞の欠点を克服できるトランスジェニツク動物

が有用物質を生産するためのホストとして注目されるようになったのである｡

トランスジェニツク動物において導入遺伝子による新規タンパク質は､そ

の遺伝子のプロモーターによって､どの細胞で､どの発生段階で､どの程度

の量を合成するかが支配される｡乳腺を標的としたアニマルバイオリアクク

ーの作出において､目的とすると卜生理活性物質を動物の乳中に分泌させる

には乳腺で機能するプロモーターにその外来遺伝子を連結すればよい｡この

プロモーターは泌乳期に特異的に乳腺で働き､合成されたタンパク質を乳腺
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細胞外に輸送することを命令する塩基配列が必要であり､この種の制御領域

としては乳タンパク質遺伝子のプロモーターが候補に挙がった｡Simons ら

【41】はヒツジのβラクトグロブリン遺伝子をマウス受精卵に顕微注入し､ヒ

ツジの乳中と同等もしくはそれ以上の濃度でヒツジβラクトグロブリンを分

泌するトランスジェニツクマウスを作出した｡この結果は導入したヒツジβ

ラクトグロブリン遺伝子はその遺伝子産物を乳汁中に分泌させるプロモータ

ーを含み､また､この領域がマウスのゲノム上でも機能できるということを

示している｡その後トランスジェニツクマウスの乳中に分泌されることが示

された乳タンパク質には､ウシのαラクトアルブミン【42】､ラットのβカゼ

イン【43]､そしてマウスのホエー酸性タンパク質(mWAP)[44]､がある

(Tablel)｡

乳タンパク遺伝子のプロモーターは構造遺伝子が別の種類に変わってもそ

の発現を制御できる｡Gordonら【45]はと卜組織プラスミノーゲンアクチベ

ータ(t-PA)の構造遺伝子とmWAP遺伝子上流のプロモーターとの融合遺

伝子をマウスに導入し､生物活性のあるt-PAをトランスジェニツクマウス

の乳中に分泌されることに成功したが､その発現レベルは非常に低いもので

あった(<0.4pg/ml)｡また､細胞表面マーカーのCD4もmWAPのプロモ

ーターによってトランスジェニツクマウスの乳中に分泌させることができる

【46]が､その分泌も低濃度であった(0.2pg/m[)｡しかし､Pittiusら【47]

は同じプロモーターを用いて50pg/mlの濃度でt-PAを乳中に分泌する別

のトランスジェニツクマウス系統を報告している｡この頃から外来遺伝子産

物を高濃度でトランスジェニツクマウスの乳中に分泌させる報告が相次ぎ､

Meadeら【48]はウシαSlカゼイン遺伝子のプロモーターを用いてヒトの

ウDキナーゼを1,000～2,000pg/mlの濃度で､ArchibaJdら【49]はヒ

ツジβラクトグロブリン遺伝子のプロモーターを用いてと卜のα-アンチトリ

プシンを7,000凋/mlの濃度で産生させることに成功した｡その他にも､

ヒツジトロフォブラストインターフェロン【50】､ウシ卵胞刺激ホルモン

【51】､嚢胞性線維症の膜透過性因子【52】､ヒト成長ホルモン【53､54トヒ
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トβインターフェロン【55】､ヒトCタンパク質【56】､ヒトα1-アンチトリ

プシン【57】､などが様々な動物種に由来する乳タンパク質遺伝子のプロモー

ターを用いて生産されている(Tablel)｡ 外来遺伝子産物をトランスジェ

ニツク動物の乳中で大量生産させるにはマウスよりも大きな動物種への適用

が重要である｡ウシαラクトアルブミン遺伝子を発現するトランスジェニツ

クラット【58]やmWAP遺伝子を発現するトランスジェニツクブタ【9]に

加えて､組換え遺伝子の導入によってもウサギβカゼイン遺伝子プロモータ

ーの制御下でとトインターロイキンー2遺伝子を発現するトランスジェニツ

クウサギ【59ト mWAP遺伝子プロモーターの制御下でヒトCタンパク質遺

伝子を発現するトランスジェニツクブタ【10】､ヒツジβラクトグロブリン遺

伝子プロモーターの制御下でヒト抗血友病国子lX遺伝子を発現するトランス

ジェニツクヒツジ【12】およびウシαSlカゼイン遺伝子プロモーターの制御

下でと卜のラクトフェリン遺伝子を発現するトランスジェニツクウシ【60】

が報告されている(TabJel)｡これらの報告は乳タンパク質遺伝子のプロモ

ーターがマウス以外の多くの輔乳動物種にわたって機能できることを示して

いるが､構造遺伝子の乳中発現量はプロモーターと構造遺伝子､さらに､宿

主となる動物の組み合わせによってあまりにも差が大きく､アニマルバイオ

リアククーのための乳タンパク遺伝子のプロモーターの評価を困難にしてい

る｡

一方､乳腺における外来遺伝子の発現を解析するにはそのトランスジェニ

ック動物が泌乳可能な時期までに成長しなければならない｡例えばラットの

場合､目的とする搾乳が可能になるには第1世代のトランスジェニックラッ

トが雌であったとしてもおよそ4ケ月､雄であったときは第2世代の雌を得

るための時間を含めておよそ6ケ月の時間がかかる｡また､これがウシやブ

タなどの家畜が対象になった場合､これらの時間は最低でも数年､という単

位になってくる｡導入が確認された外来遺伝子の発現を早期に検定しようと

いう試みには2つの異なったアプローチが取られてきた｡一つは外来遺伝子

からmRNAへの転写を乳腺細胞で検出しようというもので､トランスジェニ
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ツクマウスにおいてヒト血清アルブミン遺伝子の発現検定を目的に行われた

【61】｡他の一つはエストロジェンおよびプロジエステロンの投与によって時

期よりかなり早くに泌乳を誘起しようというもので､ヤギにおいて試験され

た【62】｡しかしながら､現在の時点では､実験動物と家畜のいずれにおいて

も､外来遺伝子の発現を予測するための技術開発はまだうまくいっていない｡

トランスジェニツク技術を適用可能な動物種は実験小動物のマウスやラッ

トから大型家畜のウシにまで至っており､これらのトランスジェニツク動物

の系統維持には多大な労力と莫大な経費がかかるため､初期胚や精子のレベ

ルでこれらを凍結保存しておこうという可能性が模索されている【63､64】｡

しかし､外来遺伝子を付加したトランスジェニツク動物由来の凍結保存胚の

生存性や凍結融解胚から発生した産子における外来遺伝子の安定性について

の情報は少なく､凍結融解胚由来のトランスジェニツクマウスにおいて伝達

率が33～46%であったという報告があるに過ぎない【64】｡

胚の凍結保存は､マウスやラットなどの実験小動物では系統や特異形質の

保存を目的として､また､ウシなどの家畜では人工妊娠技術の実用化におけ

る基幹技術として､その重要性の大きさから過去25年以上にわたって多くの

努力が費やされてきた研究分野である｡胚は水分含量が80%以上を占める複

数の細胞からなる生物体であり､その水分のうち90%は脱水可能な細胞内自

由水である｡一般には､細胞外の氷晶形成により細胞内外に浸透圧的不均衡

ができると浸透圧平衡を保とうとする作用により結果として細胞から自由水

が脱水される｡しかし､胚細胞は球形を呈しているため体積に対する表面積

の比率が小さく､脱水率が低い｡それゆえ､胚の凍結傷害は､細胞内自由水

の細胞内凍結によって引き起こされるタンパク質の高次構造を形づくるSH

架橋の物理的崩壊､が原因であると考えられてきた【65】｡

細胞の脱水程度は冷却速度によって支配され､冷却を緩慢に行えば細胞は

十分に脱水される｡そして､急激な水の流入による浸透圧ショックを和らげ

るために緩慢に融解を行えば､生存細胞を効率よく回収できる【66】｡晴乳動
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物胚の低温保存の可能性を最初に示唆したのは1958年のFerdowsら【67]

で､ウサギの2細胞期胚においてグリセリンを凍害保護物質として-790Cま

で冷却し､融解した胚を宿主へ移植して産子を得ることに成功した｡そして､

再現性が得られないままに時が流れたが､1972年のWhittinghamら【68]

の報告によって一気に活性化した｡彼らはジメチルスルホキシド(DMSO)の

存在下で-1960Cまで凍結･融解したマウス胚を移植して発育産子を得た｡

その後､この緩慢凍結法はラット【69トウサギ【70トヒツジ【71】､ヤギ【72】､

ウシ【73】といった様々な動物種にも適用された｡

これに対し､ある程度まで細胞を脱水させた後に急速に超低温まで冷却し

たときには､細胞内氷晶の移動再結晶を回避するために急速な融解をすれば

生存細胞が回収できる｡1980年､WoodとFarrant【74]はこの原理をマウ

ス胚に適用し､液体窒素中に浸漬させる温度を-20～-250Cという比較的高

い零下温度とした二段階凍結法を報告した｡これにより従来の緩慢凍結法に

比べて冷却行程が大幅に短縮された｡二段階凍結法による哨乳動物胚の保存

成功例は､ラット【75】､ウサギ【76トウマ【77】､ウシ【78】､ヒト【79】と

いった動物種で報告されている｡

さらに1985年､マウス胚の脱水を液体環境下(00C以上)で誘起しておい

てから超急速凍結する方法がRal=二Fahyによって開発され【80]､形成され

る氷晶が超微細なために凍結した溶液がガラス状に透き通って見えることか

らガラス化保存法と呼ばれた｡この方法は､非常に高濃度の凍害保護物質溶

液に胚をさらして脱水させることを特徴としている｡この方法はプログラム

フリーザーなどの装置を必要とせず､緩慢凍結法や二段階凍結法よりも時間

がかからない､という利点をもつ｡現在までに､ラット【81】､ウサギ【82】､

ヒツジ【83】､ウマ【84】､ウシ【85】､ヒト【86】といった動物種に適用され

てきた｡

本研究の目的は､乳腺を外来遺伝子の発現器官としたトランスジェニツク

ラットを作出し､その外来遺伝子産物の泌乳について解析することである｡
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まず､5種類の乳タンパク質遺伝子のプロモーターの下流にヒトの成長ホルモ

ン遺伝子をつないだ融合遺伝子を構築し､ラット前核期卵に顕微注入してト

ランスジェニツクラットを作出した｡そして､これらのトランスジェニツク

ラットについて､乳タンパク遺伝子のプロモーターの違いによると卜成長ホ

ルモン遺伝子の発現を調べた｡また､新生児ラットの乳腺から細胞をバイオ

プシーし､mRNAの検出により導入遺伝子の発現を早期に検定しようとした｡

最後に､トランスジェニツクラット由来2細胞期胚を凍結融解し､個体への

発生能､導入遺伝子の伝達性と発現について調べた｡
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第2章 ラット個体への乳腺発現系プロモーターに

連結したヒトタンバク質遺伝子の導入

第1節 緒 言

トランスジェニツク動物を作出するには1細胞期受精卵の雄性前核に直接､

外来遺伝子溶液を注入する顕微注入法が最も一般的に用いられている｡この

方法により1980年に伽rdonら【15】が初めてトランスジェニックマウス

を作出するのに成功している｡その後､1985年にHammerら【17]がウサ

ギ､ヒツジおよびブタにおいて､1988年にはBieryら【14]がウシにおい

て顕微注入法によるトランスジェニツク動物を誕生させた｡

現在ではある程度の訓練を受けた技術者が行うかぎりトランスジェニツク

マウスの作出はそれほど困難なことではなく､マウス個体への外来遺伝子の

導入に影響を及ぼす要因も検討されている【26】｡例えば､顕微注入される

外来遺伝子溶液の濃度は1～2けg/mlの範囲が適当で､外来遺伝子を溶解す

る緩衝液(10mMTris-HCJ)に添加する物質はMgCl2に比べるとEDTA

(0･1～0■3mM)のほうがよい｡また､外来遺伝子の鎖長は導入効率に影響し

ないが､直鎖状の遺伝子は環状のものよりも導入効率が高く､さらに突出末

端(粘着または非粘着)の遺伝子は平滑末端のものよりも導入効率が高い｡

前核期胚を提供するマウスの系統については近交系よりも交雑系のほうが導

入効率が高く､受精卵の注入部位は細胞質に注入するよりも前核に注入した

ときのほうが導入効率はよい｡しかしながら､適切な作業環境下におけるト

ランスジェニツクマウスの作出効率は､今なお外来遺伝子を注入した胚に対

して10%前後の割合でしかない【88-92】｡

一方､トランスジェニツクラットの作出は､大家畜のそれよりもさらに遅

れて1990年にHammerら【30]､MulJinsら【27トHochiら【16]が相次

いで成功を報告している｡しかし､ラット受精卵の細胞膜は脆弱で前核は弾
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性に富み､物理的な刺激に対して抵抗性が低いこと【35】に起因してか､ト

ランスジェニツクラットの報告例はこれらを含めても数例【28-39】と少な

い｡マウスの場合とは異なって､トランスジェニツクラットの作出に関する

至適条件の検討は十分にはなされていない｡このことが､マウスと同等の医

学的有用性を備えているにもかかわらずトランスジェニツクラットを使った

研究が少ない原因のひとつかもしれない｡

本章においてはまず､乳中に有用生理活性物質を生産するトランスジェニ

ツク動物の作出技術を確立するため､トランスジェニツク動物の作出方法と

して最も一般的に用いられている顕微注入法を用いて､乳腺発現系プロモー

ターのラット個体への外来遺伝子導入に及ぼす影響を検討した｡次に､42種

類に及ぷ直鎖状の外来(融合)遺伝子をラット個体へと導入し､その遺伝子

のプロモーター､構造遺伝子､鎖長､両端の構造ならびに注入濃度がトラン

スジェニツクラットの作出効率に及ぼす影響について調べ､また､注入術者

やラットの系統差についても検討した｡

第2節 ヒト成長ホルモン遺伝子のラット個体への導入率に及ぼす

乳腺発現系プロモーターの影響

材料と方法

(1)顕微注入に用いる外来遺伝子の調製

まずウシゲノムDNAを鋳型にして､PolymeraseChainReaction(PCR)

法【93]によってαラクトアルブミン(b(XLA)､βカゼイン(bβCN)､αSl

カゼイン(bαSICN)およびT(カゼイン(bl(CN)の51上流域を調製した｡ゲ

ノムDNAの抽出はHoganら【94]の方法に従って行った｡すなわち､ウシ

の乳房組織(和光純薬工業)3～5gを10.5mlの溶解液(50mMTris-HCI;
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PH8.0､100mMEDTA､100mMNaCl､1%SDS)中で切り刻み､プロテ

ナーゼK(10mg/ml､SIGMA)を525p]加えゆっくり撹拝した後､550C

で一晩消化した｡次に､RNaseA(2mg/m]､SIGMA)を300L^l加えて

370Cで1～2時間反応させた後､フェノール､フェノール:クロロホルム(1:

1)､クロロホルムの順でDNAを抽出した｡得られた上清液に同量の2-プロ

パノールを加えて撹拝し､毛糸状になったDNAをガラスキヤピラリーで巻き

取った｡このDNAを70%エタノール､100%エタノールで順次洗浄した後､

200L^lのTEバッファー(10mMTris-HCl:PH8.0､1mMEDTA)で一晩

溶出し､これをウシゲノムDNA溶液とした｡また､マウスのホエー酸性タン

パク質(mWAP)遺伝子の5,上流域は､mWAP遺伝子をふくむプラスミド

(NIHのDr.L.Hennighausenより贈与)を鋳型DNAとして調製した｡

それぞれの乳タンパク質遺伝子の5一上流域の調製に用いたオリゴヌクレ

オチドプライマーは増幅断片の5■側および3■側の両側に適切な制限酵素

認識部位を加えるように設計した(Table2-1)｡プライマーの合成には

ModeI394DNA/RNAシンセサイザー(AppliedBiosystems)を用い､オ

リゴヌクレオチドビューリフィケイションカラム(OPCカラム､ABl)で精製

した｡PCR反応液には､鋳型DNA200ng､10mMdNTPs(dATP､dGTP､

dCTP､TTP)2匹l､50mMプライマー溶液:2tlI､10×PCRbuffer(500mM

KCl､25mMMgCl2､100mMTris-HCl:PH8.4､2mg/mlゼラチン)10

p]､H20:86plの混合液を用いた｡PCR反応液をまず950Cで10分間加熱し

てDNAを変性させた後､1.7単位のTaqポリメラーゼ(パーキンエルマーシ

ータス)を加えて､数滴のミネラルオイルで反応液を覆った｡950Cl分間の

加熱変性､550C2分間のアニーリング､720C2分間のDNA合成を1サイク

ルとし､DNAサーマルサイクラー(パーキンエルマーシータス)を用いて反

応を30サイクル繰り返した｡そして反応液をクロロホルムで処理することに

よりミネラルオイルを除去し､60倍量のPEG溶液(2.5mMNaCl/20%ポ

リエチレングリコール6000)を加えて混合した後､40Cで1時間静置した｡

そして15,000rpmで10分間遠心した後､沈殿を70%の冷エタノールで2
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回洗浄し､TEバッファーに溶解した｡この溶液15plを3%NuSieve+1%

SeaKemアガロース(FMCバイオプロダクト)の混合ゲルで100Vl.5時間

電気泳動した後､臭化工チジウム染色して280nm下でPCR増幅産物を確認

した｡そして､5● および3■末端に付加した制限酵素切断部位を各々の制限

酵素を用いて切断した後に1.2%アガロースゲルで電気泳動し､GeneClean

Ⅱ(B10101)を用いて精製した｡このようにしてそれぞれの乳タンパク質遺

伝子5一上流断片(プロモーター)を得た｡

構造遺伝子については､NicholaslnstituteDiagnostics社より購入し

たと卜成長ホルモン(hGH)遺伝子のエクソン､イントロンおよびポリAシグ

ナルを含むプラスミドpOGHを用いた｡bαLA､bαSICN､bβCNおよびmWAP

のプロモーターをHindⅢとBamHIで消化し､その断片をpOGHのHindⅢ

およびBamHIサイトに挿入して､それぞれ､PBLAGH-1(5.6kb)､

PBASICNGH-1(5.5kb)､PBBCNGH-1(6.6kb)およびpMWAPGH-1(7.4

kb)を構築した｡また､bl(CNのプロモーターのBamHI断片をpOGHのBamH

Iサイトに挿入し､PBKCNGH-1(5.4kb)を構築した｡PBLAGH-1と

PBKCNGH-1はHindⅢとEcoRIで､また､PMWAPGH-1はEcoRIで消化

することによりベクター領域を除去した｡PBASICNGH-1とpBBCNGH-1は

それぞれに3ケ所あるいは4ケ所のEcoRIサイトを保有しているため､Hind

Ⅲでの完全消化とEcoRIでの部分消化によって調製した｡このように調製し

た融合遺伝子はそれぞれ､bαLA/hGH､bαSICN/hGH､bβCN/hGH､

bl(CN/hGHおよびmWAP/hGHと命名した｡これらの鎖長はそれぞれ､2.9､

2.8､3.9､2.6および4.7kbである｡そして顕微注入用には10mMTris-

HCl(PH7.6)/0.1mMEロTAで5pg/mlの濃度になるように溶解し､使

用するまで-200Cで凍結保存した｡

(2)トランスジェニツクラットの作出

8～25週齢Wistar系の雌ラット(日本チャールス･リバー)の性周期を

腫スメア像の観察によって把握し､発情後期に妊馬血清性性腺刺激ホルモン

15



(PMSG､日本全薬工業)1501U/kg､48時間後の発情前期にヒト繊毛性性腺

刺激ホルモン(hCG､≡共)75]U/kgをそれぞれ腹腔内に投与して過剰排卵

を誘起した【100】｡そしてhCGを投与した日の夕方から同系統の成熟雄と同

居させ､翌日に腫栓の有無により交配の成立を確認した｡hCGの投与から32

時間後に0.1%ヒアルロニダーゼ(SIGMA)を含むm-KRB液【101】で卵

管を潅流し､卵丘卵子複合体を採取した｡そして同培地中に5分間静置して

卵丘細胞を完全に取り除いた後､卵子をm-KRB液で3回洗浄した｡そして

あらかじミネラルオイル(SIGMA)で覆って370C､5%Cα､95%空気の気

相下で平衡させた100匹lのm-KRB液中に卵子を移し､静置しておいた｡

顕微注入装置は､ノマルスキー微分干渉装置を装着した倒立型位相差顕微

鏡(TMD-300､Nikon)とマイクロマニュビレークー1組(HMBlO2､

HMO-103､成茂科学器械)から構成されており､右側に注入用ピペット､左

側に保定用ピペットを配置した｡注入用ピペットはガラス毛細管(G-1､成茂

科学器械)をメカニカルプラー(PN-3､成茂科学器械)で引き切り､フツ化

水素(和光純薬)で先端に穴を開け､シグマコート(SIGMA)で表面をコーテ

ィングした｡また､保定用ピペットは､メカニカルフラーで引き切ったガラ

ス管をマイクロフォージ(MF-79､成茂科学器械)で細工した｡いずれのピ

ペットもマイクロフォージで約300 の角度に曲げて使用した｡注入操作はア

クリル板(60×50×3mm)に直径25mmの穴を開け､カバーグラス(30

×30mm､マツナミ)を蜜蝋で張り付けたチャンバー内で行った｡20%ウ

シ胎児血清(FCS､Hy C10ne Laboratories)を添加したグルベッコのリン

酸緩衝液(PBS､日水製薬)の40いlに対して50～100個の卵子を入れ､ミ

ネラルオイルで覆った｡そして1個づつ､前核の膨潤が最大となるまで外来

遺伝子溶液の注入操作を行った(Fig.2-1)｡

外来遺伝子溶液を注入した前核期胚は100匹Iのm-KRB液中で12～15

時間培養し､形態的に正常な1細胞期および2細胞期の胚のみをFCS+PBS

で3回洗浄した｡そして精管結繁雄と交配して偽妊娠にしたWistar系雌ラ

16



(a)

(b)

Fig.2-1.Appearanceofpronuc]eibefore(a)and

after(b)microinjectionof
DNA･
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ツトの卵管内に同培地を用いて移植した｡受胚雌には偽妊娠1日目(腫栓確

認日)のものを用い､1匹あたり10～30個の胚を移植した｡

(3)外来遺伝子の検定

胚移植により得られた産子ラットに外来遺伝子が導入されていたか否かに

ついては､迅速かつ簡便なPCR法により検定した｡ゲノムDNAはHoganら

【94】の方法に従って3週齢以降で離乳した産子の尻尾から抽出した｡すなわ

ち､1～1･5cm程度切断した産子の尻尾を700匹lの溶解液中で切り刻み､

35トIlのプロテナーゼKを加えてゆっくり撹拝した後､550Cで12～14時間

消化した｡次に20plのRNaseAを加えて370Cで1～2時間反応させた後､

フェノール､フェノール:クロロホルム(1:1)､クロロホルムの順でDNA

を抽出した｡得られた上溝液に同量の2-プロパノールを加えて撹拝し､毛糸

状になったDNAをマイクロキヤピラリーで巻き取った｡このDNAを70%エ

タノール､100%エタノールで順次洗浄した後､200匹lのTEバッファーで

一晩溶出し､DNA溶液とした｡抽出DNA20ng､dNTPs(10mM)2pl､

プライマー溶液(50mND2LIJ､10×PCRbufferlOLllおよびH2086pl

を混合してPCR反応液を調製した｡プライマーはHGHOO3(5'竺ACACCTAC

CAGGAG汀TTGTAA∝-rC3'm)/HGHlO3(5'CHcTCX3A&CmCmCCCAT

TGTTACT3'Ol､あるいはHGHOO4(5'CMTCTCAGAGTCTA-TTCCGACACCC

TC3'm)/HGHlO4(5'OIAAGACACTCCrGAGAAACT∝AC由3'り【102】
を用いた｡この反応液を950Cで10分間加熱してDNAを変性させ､2.5単位

のTaqポリメラーゼを加えて数滴のミネラルオイルで反応液を覆った｡950C

l分間の加熱変性､550C2分間のアニーリング､720C2分間のDNA合成を1

サイクルとし､DNAサーマルサイクラーを用いて24サイクル繰り返した｡

反応終了後さらに720Cで8分間おき､最後の合成反応が完全に行われるよう

にした｡そして反応液15巨lを3%NuSieve+1%SeaKemアガロースの混

合ゲルで100Vl.5時間電気泳動した後､臭化工チジウム染色して280nm

下で観察した｡増幅されたバンドの有無の判定の際､対照としてゲノムあた

18



り0､0.02､0.2および1コピーの外来遺伝子を野生型ラットのDNAと混ぜ

てPCRを行った反応液を同時に電気泳動した｡また､内部標準としてα-フ

ェトプロテイン遺伝子(RAFPOO2;5'OIGAACTTCAGCGCTACTGC-｢払C

AGT3'CN/FuFPlO2;5'CN併Tα貯rCTCATGACGTGTGTTTTAC3'り【103]
の増幅を同時に行った｡そして0.2コピー以上の検出感度で内部標準DNAが

増幅されている条件下において､該当する大きさのバンドの有無を判定した｡

(4)ドットプロットハイプリグイゼーション

トランスジェニツクラットの倍数体ゲノムあたりのhGH遺伝子のコピー数

を調べるため､Ninomiyaら【104]によって報告された方法に従ってドット

プロットハイプリグイゼーションを行った｡各トランスジェニツクラットの

ゲノムDNA12Llgを480LllのTAEバッファー(10mMTris-HCl(PH8.0)

/0.5mMSodiumAcetate/0.5mMEDTA)に溶解し､沸騰水中で15分

間加熱した後､氷水中ですばやく冷却してDNAを変性させた｡変性DNA溶

液400匹l(10掴に相当)および80匹l(2囲に相当)を､Bio-Dot(バイオ

ラッド)を用いてナイロンメンフレンZ-PrObe(バイオラッド)上にスポッ

トした｡正常ラットのDNAに各導入遺伝子を倍数体ゲノムあたり0､1､5､

25､125コピー相当の量を涛加したものを同様にスポットし､陽性対照とし

た｡DNAをスポットしたフィルターを風乾し､真空中800Cで2時間加熱し

てフィルター上のDNAを固定した｡そして､フィルターを0.5%SDSを含む

0.1×SSC(1×SSC:150mM NaCL/15mMSodium Citrate)において

650Cで1時間洗浄した｡フィルター1cm2ぁたり0.1mlのプレハイプリグ

イゼーション溶液(50%脱イオン化ホルムアミド､5×SSC､50mMSodium

Phosphate:PH6.5)､10×Denhardt's溶液★､0.5mg/ml加熱変性ウシ胸

腺DNA､1%SDS:★Denhardt's溶液(100×);2%PoIyvinylpyrrolidone

(SIGMA)､2%ウシ血清アルブミン(BSA)､2%Ficol1400(Pharmacia))

を加え､加熱したどニール袋中で420Cで一晩プレハイプリグイゼーションを

行った｡フィルターを新しいビニール袋に移し､ハイプリグイゼーション溶

19



液(50%脱イオン化ホルムアミド､5×SSC､20mMSodium Phosphate

(PH6,5)､2×Denhardt's溶液★,0.1mg/ml加熱変性ウシ胸腺DNA､1%

SDS､1～2×106cpm/m17ローブ)を1mL/8cm2の割合で加えて加熱シ

ールした後､420Cで16時間以上ハイプリグイゼーションを行った｡プロー

ブとしてhGH遺伝子を含むpOGHのHindⅢ一EcoRI断片2.1kbをニックト

ランスレーション法【105]により【α-32p]dCTP(アマシャム)で標識したも

のを用いた｡通常､1～2×109cpm/L^g DNAの比活性を持つプローブが得

られた｡ハイプリグイゼーション終了後､3×SSC/1%SDS溶液中で室温に

て10分間振とうすることによって洗浄した｡この洗浄操作を繰り返した後､

フィルターを0.1×SSC/1%SDS溶液中へ移し､650Cで1時間振とうして

ハイプt｣ダイズしていないプローブを除去した｡フィルターを風乾後､X線フ

イルムRX}H(富士フイルム)を用いて-800Cで10日間､オートラジオグ

ラフイーを行った｡導入されたDNAのコピー数はX線フイルムに感光された

シグナルの強さ､すなわちハイプt｣ダイズしたアイソトープの量をデンシト

メーター(UItroScan Laser Densitometer2202,LKB)を用いて数値化

し､同時にスポットした対照のそれと比較することにより求めた｡

(5)統計処理

5種類の外来遺伝子について､個々の反復実験における注入胚の生存率

(12～14時間培養後に形態的に正常と判定された胚の割合)､移植後の個体発

生率およびトランスジェニツクラットの作出効率(トランスジェニツクラッ

ト数/注入胚数×100)をアークサイン変換した後に一元分散分析した｡有

意差の有無はFisher,sprotectedleast signjficant difference(PLSD)

testにより検定した(P<0.05)｡

20



結 果

外来遺伝子を顕微注入した前核期胚を移植することによって発生したラッ

トについて､PCR法によって判定したトランスジェニツクラット作出の結果

をTable2-2に示した｡bαLA/hGH､bβCN/hGH､bαSICN/hGH､bl(CN/hGH

およびmWAP/hGHをそれぞれ､694､892､757､564および743個の

前核期胚に顕微注入したところ､48.0､32.7､38.0､38.3および53.8%の

注入胚が培養12～14時間後でも正常な形態を有しており､月杢移植の結果､

18.7～34.7%が産子ラットヘ発生した｡顕微注入月杢の生存率および個体発生

率に外来遺伝子による差は認められなかった｡これらの産子のうち 8.6～

25.0%がトランスジェニツクラットであった｡顕微注入胚を母数とするトラ

ンスジェニツクラットの作出効率は､bαLA/hGH､bβCN/hGH､bαSICN/hGH､

bl(CN/hGHおよびmWAP/hGH遺伝子でそれぞれ､1.15､1.68､1.05､2.12

および2.56%であり､外来遺伝子間で有意な差は認められなかった｡

ラットの尻尾から抽出したゲノムDNAを鋳型としたPCR法による外来遺

伝子(bαLA/hQ｣)導入の判定例をFig.2-2に示した｡レーン1～44のサ

ンプルDNAのうち､レーン2､12､14､16､23､29および34のラット

のDNAにbαLA/hGHのプライマー間の増幅されたバンドが検出された｡

PCR陽性と判定したbαLA/hGH､bβCN/hGH､bαSICN/hGH､bl(CN/hGH

およびmWAP/hGHをもつトランスジェニツクラット､それぞれ､8､14､8､

12および19匹についてドットプロットハイプリグイゼーションを行った｡

そのオートラジオグラフイーの結果の一部をFig.2-3に示した｡また､これ

らのシグナルの強さに基づいて算出したトランスジェニツクラットの倍数体

ゲノムあたりの導入コピー数をFig.2-4に示した｡個々のトランスジェニツ

クラットにおける導入コピー数には大きな変動が認められたが(範囲は1以

下から239コピー)､外来遺伝子間で顕著な差は認められなかった｡

bαLA/hGH､bβCN/hGH､bαSICN/hGH､bl{CN/hGHおよびmWAP/hGH

をもつトランスジェニツクラットのファウンダー(GO)､それぞれ､8､14､
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1Z 3 4 5 6 7 8910111213141516M

17181920Z122Z324252627Z829303132M

3334353637383940414243444S464748M

Fig･Z-2･PCRanalys-SOfpupstaiIDNAinthecaseof

baLA/hGH microinjection.

Lanesl-44;SampleDNA,Lanes45-48;ControIDNA:nOrmaIratDNA+

introducedDNA(0,0.OZ,0.2andlcopiesequivalent/genom,reSPeCtively)･
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bβCN/hGH

Standard

(COPies)

baLA/hGH

Fig･2-3･Estimationof copynumberinPCR-POSitive

rats bydot bIot hybridization･

Two(left)and10pg(right)ofDNAforeachratwerespotted･

Thenumberofeachratwasindicatedabovethecorrespondingspots･
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7､12および19匹についてWistar系雄ラットと交配し､次世代への外来

遺伝子の伝達性を調べた(Fig.2-5)｡個々のトランスジェニツクラット系統

における次世代への外来遺伝子の伝達率には変動が認められるものの､外来

遺伝子の種類による顕著な差は見られなかった｡しかし､bβCN/hGH､

bl(CN/hGHおよびmWAP/hGHをもつトランスジェニツクラットのうちそれ

ぞれ､1匹(雄:7%)､4匹(雄2匹､雌2匹:33%)および11匹(雄6匹､

雌5匹:589りは妊娠が成立せず､不妊と思われた｡また､bαLA/hQl､

bβCN/hGH､bαSICN/hGH､bl(CN/hGHおよびmWAP/hGHをもつトランス

ジェニツクラット系統のうち､それぞれ､2(25%)､3(21%)､2(29%)､1(8%)

および4匹(21%)についてはそれらの1～22匹の産子のいずれにも外来遺

伝子は伝達していなかった｡

考 察

ウシおよびマウスの乳タンパク質遺伝子のプロモーターにヒト成長ホルモ

ン遺伝子を連結した5種類の融合遺伝子(bαLA/hGH､bβCN/hGH､

bαSICN/hGH､bl<CN/hGH､mWAP/hGH)をWistar系ラットの前核期胚

に顕微注入してから12～14時間後の生存率は30～50%という値で､マウス

での生存率【35】に比べると約半分しか生き残らなかったことになる｡ラッ

トの受精卵は細胞膜が脆弱で前核は弾性に富み､物理的な刺激に対して抵抗

性が低いことがすでに報告されており【35】､本結果もこれを支持するものと

なった｡一方､顕微注入後の生存胚のうち18.7～34.7%が移植後に産子ラッ

トヘと発生し､このうち8.6～25.0%がトランスジェニツクラットであること

が確認できた｡顕微注入胚を母数にするとトランスジェニツクラットの作出

効率は1.05～2.56%となり､これらはトランスジェニツクマウスで報告され

ているもの【88-92】と比べても遜色のない値であった｡

トランスジェニツクラットヘ組み込まれた外来遺伝子のコピー数は倍数体

ゲノムあたり1コピー以下から239コピーと大きな変動幅があった｡このよ
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うな現象は顕微注入法で作出されたトランスジェニツクマウス【106､107】

のみならず､トランスジェニツクヒツジ【108】やトランスジェニツクブタ

【109】といったトランスジェニツク動物においても認められている｡一般的

に顕微注入法によってトランスジェニツクマウスに導入された外来遺伝子は

Head-tO-Tailの型でタンデムに繋がって染色体に組み込まれる【110-

114]が､稀にはHead-tO-HeadやTail-tO-Tailの配列で組み込まれる

ことがある【115】｡このような現象はサザンプロットハイプリダイゼーショ

ンによって解析可能であるが､本実験では行わなかった｡トランスジェニツ

クラットにおいても､Head-tO-Tailの型でタンデムに繋がって染色体に組

み込まれるのが中心であるが､Head-tO-HeadやTajl-tO-Tailの配列で

染色体に組み込まれた例も報告されている【116】｡

外来遺伝子の次世代への伝達率には顕微注入した遺伝子の間で顕著な差は

認められなかった｡理論的にはヘテロ(+/-)に外来遺伝子をもつ動物と野

生型(-/-)の動物の交配からはその産子の50%に外来遺伝子を伝達する

ことができる｡しかし､この理論的伝達率(50%)よりもかなり低い伝達率が

何例かに認められた｡これらのトランスジェニツクラットには外来遺伝子が

モザイク状に導入されていた可能性が示唆される｡顕微注入法によって作出

したトランスジェニックマウスにおいてモザイクの発生頻度は10～20%程

度であり【26】､最も多い報告では30%であった【117】というものがある｡

5種類すべての外来遺伝子について平均するとモザイクであることが疑われ

る(伝達率が10%以下であったものとした場合)トランスジェニツクラット

の割合は作出したすべてのトランスジェニツクラットの33%で､この割合は

マウスの場合と大差ないようにも思えた｡しかし､検定個体の半数(4/8)が

モザイクと疑われる外来遺伝子(mWAP/hGH)もあり､モザイク発生と外来

遺伝子の伝達については､さらなる検討が必要と思われる｡
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第3節 トランスジェニツクラットの作出効率に影響を及ぼす要因

の検索

材料と方法

(1)外来遺伝子溶液の調製

本章第2節に述べた方法に準じて直鎖状にした42種類の顕微注入用の外

来遺伝子を調製した｡プロモーターには本章第2節で用いた乳タンパク質遺

伝子由来の5種類を含む計9種類(SV40､ニワトリβ-aCtinなど)を用い､

構造遺伝子にはと卜成長ホルモン遺伝子を含む計14種類(ヒトエリスロボ

工テン､ヒトインターロイキン2遺伝子など)を用いた｡外来遺伝子は10mM

Tris-HC[(PH7･6)/0･1mMEDTAで通常は5pg/mJの濃度になるように

溶解し､顕微注入するまで-200Cで保存した｡また､外来遺伝子溶液の至適

濃度の検討にはウシαSlカゼインのプロモーターとと卜の顆粒球マクロファ

ージコロニー刺激因子(GM-CSF)遺伝子の融合遺伝子(bαSICN/CSF)を

0･5､1､5､25および50姻/mlの濃度になるように調製した｡

(2)トランスジェニツクラットの作出

本章第2節に述べた方法に従ってトランスジェニツクラットを作出した｡

前核期胚はWistar系雌ラットから採取し､3人の技術者が雄性前核に外来遺

伝子を顕微注入した｡さらに､前核期胚ドナーのラット系統がトランスジェ

ニツクラットの作出に及ぼす影響について検討するため､Wistar系に加え

てLEW(日本チャールス･リバー)およびDA(日本SLC)の計3系統のラッ

トから採取した前核期胚にウシのαSlカゼインプロモーターとヒト成長ホル

モン遺伝子の融合遺伝子(bαSICN/hGH)を顕微注入した｡顕微注入胚の受

胚雌にはすべてWistar系ラットを用いた｡胚移植により得られた産子ラッ

トは離乳後に尻尾からゲノムDNAを抽出し､本章第2節に述べたPCR法に

より外来遺伝子の有無を検定した｡
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(3)統計処理

個々の外来遺伝子について､顕微注入胚の生存率､移植後の個体発生率お

よびトランスジェニツクラットの作出効率をアークサイン変換した後に一元

分散分析した｡それぞれの平均値間の有意差の有無はPLSD-teStにより検定

した(P<0.05)｡

結 果

42種類の外来遺伝子をラット前核期胚に顕微注入し､得られたトランスジ

ェニツクラットは総計359匹に達した｡個々の外来遺伝子について注入胚数

を母数とするトランスジェニツクラットの作出効率は1.68±0.61%(平均値

±標準偏差)であった｡

外来遺伝子をプロモーター(組織特異的発現系か非組織特異的発現系)､構

造遺伝子(GenomicかcDNA)､鎖長(2.Okb以下､2.1～4.Okb､4.1～6.O

kbか6･1kb以上)および両端の構造(直鎖化するための制限酵素が相同か

非相同)に分類してトランスジェニツクラットの作出効率を比較したが､いず

れの要因によっても分類した群の間で有意な差は認められなかった(Table

2-3)｡

また､トランスジェニツクラットの作出効率に3人の技術者間で有意な差

は認められなかった(Table2-4)｡しかし､注入後の胚の生存率は技術者A､

BおよびCの間で有意な差が認められ(P<0.05)､とくにBとCの技術者問で

はおよそ2倍の差があった｡また､Cの術者の移植後の個体発生率はAおよ

びBの術者に比べて有意に低かった｡

b(XSICN/CSF遺伝子を0.5､1､5､25および50pg/mJのいずれかの濃

度でラット前核期胚に顕微注入したところ､外来遺伝子溶液の濃度は胚の生

存性に何ら影響を与えなかった(Fig.2-6)｡しかし､移植後の個体発生率は

外来遺伝子濃度が増加するにつれて有意に低くなり(P<0.05)､とくに25お

よび50囲/mIの濃度における個体発生率は2および8%と他の濃度群より
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も有意に低い値を示した｡一方､トランスジェニツクラットの作出効率にお

いては､5掴/ml群で最も高い値が得られたが､25および50囲/血の濃

度群ではトランスジェニックラットは1匹も得られなかった｡

bαSICN/hGHを系統が異なるラットの前核期胚に顕微注入したところ､胚

の生存率にラットの系統差は認められなかったが､L日〟系統の個体発生率お

よびトランスジェニツクラットの作出効率はWistarおよびm系統のそれ

に比べて低い傾向があった(Table2-5)｡

考 察

Brjnsterら【26]によると｢マウスでは顕微注入する外来遺伝子の両端が

相同であるか非相同であるか､という問題はトランスジェニツクマウスの作

出効率と関係ない｣という｡彼らの結論は相同(氏ORVむoRI)､あるいは

非相同(SaII/氏ORpな制限酵素で切り出された2種類の外来遺伝子の顕

微注入に基づくものであった｡本実験は相同25種類(HjndIIy HindⅢ､

BamHI/BamHI､SalI/SaII､EcoRI/EcoRIなど)､非相同16種類(Hind

Ⅲ/BamHI､SalI/EcoRIなど)の両端構造をもつ外来遺伝子の結果で､マ

ウスの場合と同様に外来遺伝子の両端の構造とトランスジェニツクラットの

作出効率に直接的な相関はないと結論できる｡これまでに発表された論文の

中には､両端をBamHIで切り出した外来遺伝子をマウスの前核期胚に注入し

たとき､トランスジェニツクマウスの作出効率は12.9%【118】であったとい

う報告がある｡また､HindⅢで両端を切り出したとき13.0%【119】および

12.5%【120】の作出効率が報告されている｡一方､EcoRIを用いて両端を切

り出した場合は3.7%【121】､4.8%【122]､4.5%【123]など､BamHIやHind

Ⅲでの場合に比べると低い作出効率が報告されている｡本実験では､特定の

制限酵素で切り出した場合にのみトランスジェニックラットの作出効率が高

かったということはなく､最も高い作出効率を示した外来遺伝子

(bαSICN/hGH)でも4.80%で､マウスで報告されているような10%を超
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える作出効率を示す外来遺伝子はなかった｡また､外来遺伝子の鎖長はトラ

ンスジェニツクマウスの作出効率に関係しないと報告されており【26】､本研

究のラットにおける結果も同じであった｡加えて､外来遺伝子のプロモータ

ーおよび構造遺伝子の由来もトランスジェニツクラットの作出効率に影響を

及ぼす主たる要因ではないように思われた｡

外来遺伝子濃度が顕微注入胚の個体発生率およびトランスジェニック動物

の作出効率に影響を及ぼすことはマウスで報告されており【26】､トランスジ

ェニツクマウスの作出効率が最も高かったのは1囲/mlの濃度のときだった｡

本研究においても､外来遺伝子溶液の濃度は明らかに個体発生率やトランス

ジェニツクラットの作出効率に影響を及ぼす要因のひとつであり､トランス

ジェニツクラットの作出に最も適した濃度は5囲/mlであった｡一方､25

または50トIg/mlの群からは1例のトランスジェニックラットも得られず､

顕微注入された高濃度の外来遺伝子溶液が､胚が個体へと発生する過程で何

らかの毒性を与えたことを示唆している｡

一般的にトランスジェニツクマウス作出のための前核期月引ま非近交系マウ

スあるいは近交系間のFlマウスから採取されているが､遺伝的背景が均一な

近交系マウスを用いたほうがその後の解析が容易になると思われる｡近交系

マウスのC57BL/6の胚を用いたときトランスジェニックマウスの作出効率

はFlマウスからのそれに比べて低いという報告【26】があるが､近交系マウ

スのFVB/Nからの胚を用いた場合はトランスジェニツクマウスの作出効率

はFlマウスからのそれと同等であったことも報告されている【124】｡また､

ラットでは近交系由来胚の顕微注入後の個体発生率は非近交系由来胚よりも

低いことが報告されている【125】｡本研究では､トランスジェニツクラット

の作出効率は非近交系のWistarおよび近交系のmにおいて近交系のL

よりも高かった｡これは､近交系由来のラット月杢は顕微注入操作に対してと

くに弱いというわけではなく､個体発生率およびトランスジェニツクラット

の作出効率はそれぞれの系統がもつ繁殖特性､例えば同腹産子数や胚発生速

度など､と密接に関連する可能性を示唆している｡
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第4節 小 括

ウシおよびマウスの乳タンパク質遺伝子のプロモーターとと卜成長ホルモ

ンの構造遺伝子を融合させ､bαLA/hGH､bβCN/hGH､b(lSICN/hGH､

bl(CN/hGHおよびmWAP/hQ｣の5種類の外来遺伝子を構築し､Wistar系

ラットの前核期胚に注入した｡顕微注入後に正常形態を維持していた胚の割

合は38.0～53.8%であった｡それらを偽妊娠雌の卵管に移植したところ18.7

～34.7%の割合で産子ラットヘと発生した｡産子あたりのトランスジェニツ

クラットの割合は8.6～25.0%であり､外来遺伝子を注入した胚を母数とする

トランスジェニツクラットの作出効率は1.05～2.56%であった｡これらの割

合について､用いた5種類のプロモーターによる差は見いだせなかった｡顕

微注入ラット胚の個体発生率および産子あたりのトランスジェニツクラット

の割合は､マウスで報告された値と比べても顕著な差はなかった｡しかし､

外来遺伝子を顕微注入後に正常な形態を維持していたラット胚の割合はマウ

スの場合と比べて有意に低かった｡これはラットの受精卵は細胞膜が脆弱で

前核が弾性に富んでいることから､物理的な刺激に対して抵抗性が低いとい

うことで説明されるかもしれない｡

トランスジェニツクラットヘ組み込まれた外来遺伝子のコピー数にプロモ

ーターの違いによる偏りは認められなかった｡外来遺伝子の次世代への伝達

率にも外来遺伝子の種類による顕著な差は見られなかったが､理論的伝達率

である50%よりもかなり低い例が多かったことは外来遺伝子がモザイクとし

てラット染色体上に存在している可能性を示唆している｡顕微注入法により

作出されたトランスジェニックマウスではモザイクの発生頻度は10～30%

程度と報告されている｡5種類すべての外来遺伝子について平均するとモザ

イクであることが疑われるトランスジェニツクラットの割合は作出したすべ

てのトランスジェニツクラットの33%で､この割合はマウスの場合と大差な

いようにも思えた｡しかし､検定個体の半数がモザイクとなる外来遺伝子も

あり､モザイクの発生と外来遺伝子の伝達との関係についてさらに検討する
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必要がある｡

次に､42種類の直鎖状外来遺伝子を構築してラット前核期胚に顕微注入し､

トランスジェニツクラットの作出効率に影響を及ぼす要因について解析した｡

注入胚数を母数とするトランスジェニツクラットの作出効率は平均1.68%で

あった｡融合遺伝子を構成するプロモーター(組織特異的発現系か非組織特異

的発現系)､構造遺伝子(GenomicかcDNA)､鎖長(2.Okb以下､2.1～4.O

kb､4.1～6.Okbか6.1kb以上)および両端の構造(直鎖化するための制限

酵素が相同か非相同)に基づいて分類してトランスジェニツクラットの作出

効率を比較したが､いずれの要因によっても分類した群の間で有意な差は認

められなかった｡

また､外来遺伝子溶液を0.5､1､5､25および50匹g/mlのいずれかの

濃度でラット前核期胚に顕微注入したところ､この濃度は顕微注入胚の生存

性に何ら影響を与えなかった｡しかし､移植後の個体発生率は外来遺伝子濃

度が増加するにつれて有意に低下した｡一方､トランスジェニツクラットの

作出効率においては5囲/ml群で最も高い値が得られたが､25および50

掴/mlの濃度群ではトランスジェニツクラットは1匹も得られず､このこと

は､顕微注入された高濃度の外来遺伝子溶液が､胚が個体へと発生する過程

で何らかの毒性を与えたことを示唆している｡さらに､系統が異なるラット

の前核期胚に外来遺伝子溶液を顕微注入したところ､胚の生存率にラットの

系統差は認められなかったが､L日〟系統の個体発生率およびトランスジェニ

ックラットの作出効率はWistarおよびm系統のそれに比べて低い傾向が

あった｡一般的にトランスジェニツク動物は､遺伝的背景が均一な近交系を

用いたほうがその後の解析が容易になると思われる｡近交系由来のラット胚

は顕微注入操作に対してとくに弱いというわけではなく､個体発生率および

トランスジェニツクラットの作出効率はそれぞれのラット系統がもつ繁殖特

性と関連すると思われる｡
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第3章 ヒト成長ホルモンを乳中に分泌する

トランスジェニツクラットの発現解析

第1節 緒 言

遺伝子組換え技術の進歩は､外来遺伝子を動物個体レベルで発現させるこ

とを可能にした｡生物活性のある有用物質を動物の乳中に分泌させることは､

外来遺伝子産物を大量に生産するための優れた方法になると期待されている｡

近年､マウス､ラット､ウサギ､ヒツジ､ブタならびにウシに至る様々な動

物種において､泌乳期の乳腺でと卜由来の外来遺伝子が発現することが確認

されている【126､127】｡とくに家畜ではアニマルバイオリアククーとして

のトランスジェニツク動物の有用性は大きいが､実際にはいくつかの問題点

がある｡それは､顕微注入胚の生存率が低いことに加え､外来遺伝子のゲノ

ムヘの導入率がかなり低いため､トランスジェニツク家畜の作出効率が低〈

なる【128】ということである｡また､導入された外来遺伝子の発現部位や時

期および発現量を制御するプロモーターの選択も極めて重要と思われる｡

トランスジェニツク動物の乳中に外来遺伝子の産物を分泌させるために

様々な乳タンパク質遺伝子のプロモーターが利用されてきた｡例えば､ウシ

αラクトアルブミン(bαLA)のプロモーターによって制御させたヒツジのト

ロフォブラストインターフェロン【50】､ラットβカゼイン(rβCN)のプロ

モーターによって制御させたウシ卵胞刺激ホルモン【51】､マウスホエー酸性

タンパク質(mWAP)のプロモーターによって制御させたヒト成長ホルモン

【53､54】あるいはと卜Cタンパク質【56】などの組み合わせが報告されて

いる｡マウスより大型の動物を対象にしたものでは､ウサギβカゼインのプ

ロモーターによって制御させたとトインターロイキンー2(ホスト動物はウサ

ギ)【59]､mWAPのプロモーターによって制御させたヒトCタンパク質(ホ

スト動物はブタ)【10】､ヒツジβラクトグロブリン(SβLG)のプロモーターに
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よって制御させたと卜抗血友病因子IX(ホスト動物はヒツジ)【12】､ウシαSl

カゼインのプロモーターによって制御させたヒトラクトフェリン(ホスト動

物はウシ)【60】､という組み合わせが報告されている｡これらの結果は､乳タ

ンパク質遺伝子のプロモーター領域が同種･異種にかかわらず多くの哨乳動

物種において正常に機能できるということを示している｡しかしながら､こ

れらのプロモーターの制御下においても外来遺伝子の発現レベルには非常に

大きな差がある｡

また､作出したトランスジェニツク動物の乳中に外来遺伝子産物が分泌さ

れてくるかどうかを確認することは相当な時間を要するプロセスである｡ラ

ットのような実験小動物ですらトランスジェニツクラット(雌)の獲得まで

に2ケ月､それらが分娩して泌乳するまでに2ケ月の計4ケ月が必要である｡

初代のトランスジェニツクラットが雄であった場合は､さらに次世代のトラ

ンスジェニツク雌ラットを確立するまでの2ケ月が付加される｡これがブタ

やウシなどの大型家畜になってくると､妊娠期間や性成熟までの期間が長い

ことから､実際にトランスジェニツク家畜が泌乳するようになるまでには数

年単位の時間と飼育管理のための莫大な費用が必要である｡そこで､乳腺に

おける外来遺伝子の発現を新生子期に検出し､その動物がのちに泌乳するよ

うになったときの発現量を予測することができれば､大きな経済的効果が期

待できる｡

本章では､第2章第2節で作出した5種類の乳タンパク質遺伝子のプロモ

ーターにヒト成長ホルモン(hGH)遺伝子を連結した融合遺伝子をもつトラ

ンスジェニツクラットを用いて乳中のhGH量を調べ､プロモーターの違いに

よる発現特性の差異を検討した｡また､導入した外来遺伝子の早期発現検定

法を確立するため､異なったレベルで乳中にhGHを分泌する3ラインのトラ

ンスジェニツクラットを用い､出産直後の新生子からバイオプシーによって

採取した乳腺細胞にお.j-る外来遺伝子由来のmRNAの同定を試みた｡
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第2節 乳腺発現系プロモーターの種類と外来遺伝子発現率ならびに

乳申分泌量との関係

材料と方法

(1)トランスジェニツクラットからの乳および血清の採取

第2章第2節のbαLA/hGH､bβCN/hGH､bαSICN/hGH､bl<CN/hGHお

よびmWAP/hGH遺伝子を導入してPCRで陽性と判定した初代(00)およ

び次世代(Gl)のトランスジェニツクラットを用いた｡

トランスジェニツクラット(GO)が雌の場合､10週齢に達した時点で野生

型のWistar系雄と交配させ､出産してから9～11日目の間に2～8mlの

乳を手搾りにより採取した【58】｡GOが雄の場合には､Glのトランスジェニ

ツク雌ラットについて同様の方法で搾乳した｡ラット乳サンプルは室温にお

いて5,000rpmで10分間遠心することにより脱脂し､-800Cで保存して

おいた｡

トランスジェニツクラットの血液(400～500山)は､交配前および泌乳

期間中(一部は妊娠中)に麻酔下でラットの眼青静脈叢から採取した｡血液は

室温において3,000rpmで15分間遠心し､得られた血清サンプルは-800C

で保存しておいた｡

(2)ヒト成長ホルモン(hGH)の定量

ラット乳および血清中のhGH濃度は､アレグロhGHRJA kit(Nichofs

Jnstitute Diagnostics)を用いたラジオイムノアツセイにより測定した｡

すなわち､サンプルを蒸留水で適宜希釈し､サンプル溶液100匹lに対して抗

体溶液100ドlを加えて室温で1～2時間反応させた後､アピジン結合ビーズ

を加え､室温で90分間振とうした｡そして反応液を吸引除去し､ビーズを2

mlのリン酸緩衝生理食塩液で2回洗浄した後､チューブに残ったビーズをそ

のままガンマーカウンター(ペックマン)にセットして放射線量を測定した｡
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hGH濃度の標準曲線は､キットに付属のhGH標準溶液(0.5～50ng/ml)を

加えた野生型ラットの乳あるいは血清を用いて作成した｡

乳中のタンパク質量は､ビュウレット反応後の検出にBicinchonjnicacid

(BCA)を用いたBCAProteinAssayReagent(Pierce)によって測定した｡

すなわち､脱脂乳を100および500倍に希釈し､反応液1mlに対して希釈

した脱脂乳1mlを混合して600Cで1時間加温した｡これをマイクロプレー

トリーダー(3550-UV:BlひRAP)を用いて562nmの吸光度を測定し､

BSA標準液により作成した標準曲線に基づいて定量した｡一定量(85mg)

のタンパク質を含む100倍希釈脱脂乳を分取し､滅菌蒸留水を加えて5r両

にした後､電気泳動用緩衝液5ml(TrisSDSbMESEPRASOL:第一化学)を

添加して1000Cで5分間熱処理した｡これを16%SDS-ポリアクリルアミド

ゲル電気泳動【129】にかけ､サンプル乳におけるタンパク質組成の差異を解

析した(16cmX16cm､厚さ1mm:AC[､100A)｡陽性対照にはと卜成

長ホルモン(分子量21kDa､αowth Hormone Human Pitujtary

10dinationGrade:CALBJOCHEM)を用い､絶対量が0.05､0.20､0.80mg

になるようにした○分子量マーカーにはRainbowTM protein moJecuIar

Weightmarkers(アマシャム)を用いた｡ゲルは銀染色キット(和光純薬工

業)で染色した｡

結 果

bαLA/hGH､bβCN/hGHおよびbαSICN/hGH系統のトランスジェニツク

ラットについては､ほとんどすべての個体から乳を採取することができた｡

bαLA/hGH系統の8ラインのうち2ラインのトランスジェニツクラットで乳

を採取することができなかった｡これは00雄ラットの#225-1と#223-1

について､前者はGlでトランスジェニツクの個体が1例も得られず､後者

はGlで雄のトランスジェニツク個体しか得られなかったことによる｡また､

bβCN/hGH系統の14ラインではうち1ラインのみ乳を採取できず､このGO
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雌ラット(#215-1)は不妊であった｡bαSICN/hGH系統のGO雄ラットの

#310-4からはGlに雄のトランスジェニツク個体しか得られず､このライ

ンと出生直後に死んだライン(#304-2)を除く6ラインにおいて乳サンプ

ルを採取できた｡mWAP/hGHおよびbl(CN/hGH系統に関しては､それぞれ

58%(11/19)および33%(4/12)のGOが不妊であった｡したがって､そ

れぞれ5および8ラインでのみ乳サンプルを採取できた｡

トランスジェニツクラットの乳中に分泌されたhG日量をFig.3-1に示し

た｡bαLA/hGHの系統において6ライン中5ラインで1pg/m=以上のhGH

が検出できた｡hGHを分泌していなかった他の1ライン(#225-3)につい

ては､(貰)からGlに外来遺伝子の伝達が認められなかったことからモザイク

であったと思われる｡bβCN/hGH系統では13の乳サンプル中11サンプルに

検出可能なレベルのhQlが認められた｡bαSICN/hGH系統で乳採取が可能

であった6ラインについては､2ラインでしかhGHが分泌されていなかった｡

他の4ラインのうち3ラインは導入コピー数が1以下と算定された個体であ

った｡それぞれの外来遺伝子をもつトランスジェニック系統のうち少なくと

も1ラインは､それらのプロモーターによって元来ウシの乳中に分泌されて

いる乳タンパク質と同等もしくはそれ以上の濃度でhGHを乳中に分泌してい

た｡高発現ラインとしてbαLA/hGHの#221-2､bβCN/hGHの#212-5お

よびbαSICN/hGHの#311-6 ラインが特筆でき､分泌濃度はそれぞれ､

4,360L^g/ml､10,900pg/m仁6,480トIg/m[であった｡また､mWAP/hGH

系統の5ライン中4ラインで6pg/ml以上のhGHを含む乳が生産されて

おり､最高は151囲/mlであった｡他の1ラインは15匹のGlに外来遺伝

子の伝達が認められず､モザイクであると推定された｡一方､bl(CN/hGH系

統においては8ラインの乳サンプルのいずれからもhGHは検出できなかっ

た｡

トランスジェニツクラットの乳タンパク質を電気泳動した例をFig.3-2に

示した｡移動度が精製hGHと一致するバンドが#212-5､#219-2､#221-2

ならびに#222-9の乳中に検出された(レーン5､7､9ならびに10)｡
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#212-5および#221-2の乳中タンパク質濃度(それぞれ､226 および

133mg/ml)は他のライン(56.5～77.6mg/ml)に比べると2～3倍高

かったが､それぞれの正常同腹子と比較しても量的に差があるとは思えなか

った｡

外来遺伝子の種矧こかかわらず､それらのトランスジェニツク系統のうち

少なくとも1ラインにおいて血清中にhGHが検出された(Table3-1および

Fig.3-3)｡しかしながら､血清中にhGHが検出される頻度やその濃度は導入

した外来遺伝子の種類によって異なっていた｡bαLA/hGH､bβCN/hGHなら

びにbαSICN/hGH系統については､乳中に100pg/mJ以上のhGHを分泌

していたすべての雌ラットにおいて､泌乳期よりも以前の血清中にも検出可

能な量(0･0002pg/mJ以上)のhGHが認められた(Fig.3-4)｡bαLA/hGH

およびbβCN/hGH系統のGO雄のうち#223-3と#211-2において､血清中

にはごくわずかな量のhGH(0.001pg/ml以下)が分泌されていた(Table

3-1)0そしてそれらのGl雌は乳中に高濃度のhGH(300pg/mJ以上)を分

泌していた｡bαSICN/hGH系統の4匹のα)雄ラットについては血清中に

hGHを分泌しているものはいなかった｡これに対して､mWAP/hGH系統に

ついては､モザイクと思われる1ライン(#359-4)を除くすべてのライン

で､性別を問わず0.001匹g/ml以上のhGHが血清中に分泌されていた｡

bl(CN/hGH系統についても･､乳中に検出可能量のhGHを分泌しているライン

はなかったにもかかわらず11ライン中8ラインで血清中に比較的高濃度の

hGHが検出された｡統計的には､乳中のhQ｣濃度と血清中のhGH濃度との

間に相関性は認められなかった｡

bαLA/hGH､bβCN/hGH､bαSICN/hGHならびにmWAP/hGH系統のす

べてのラインは､血清中のhGH濃度が泌乳期になると2倍から1,000倍以

上にまで増加したが､その割合は泌乳前のhGH濃度とは無関係であった｡一

方､bl(CN/hGH系統においては血清中のhGH濃度は泌乳期には逆に1/10以

下にまで減少した｡
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TabJe3･1.hGHconcentratjon$intheserumof

tran$genicmalefoundersproduced.

lntegrated Line hGHjn$erum

DNA No･ 仙g/ml)

bαLA/hGH #223-1

#223-3

#225-1

bβCN/hGH #211-2

#212-2

#212-4

#213-2

#215-1

#216-1

#220-1

b(ユSICN/hGH #305-1

#308-5

#309-3

#310-4

bl(CN/hGH #361-1

#364-1

#365-1

#366-3

#370-4

mWAP/hGH #345-1

#346-2

#346-5

#347-2

#347-4

#355-3

#356-1

#356-3

#357-3

N.D.

0.0009

N.D.

0.0004

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

0.0137

0.3300

0.0185

N.D.

0.0053

0.0082

0.0039

2.8600

0.0686

0.0228

0.0290

0.0331

0.0081

N･D･Notdetected(<0.0002pg/ml).
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100pg/ml以上のhGHを乳中に産生したbαLA/hGHおよびbβCN/hGH

系統の雌では､1例を除くすべての個体において過大化や繁殖障害あるいは

腫瘍が観察された｡bαLA/hGH系統の2ライン(#22l-2､#223-3B-2)お

よびbβCN/hGH系統の1ライン(#212-5)の計3ラインは15週齢で他の

個体の1.5～2倍の体重に成長し､初産後に不妊となった｡別の00雌ラッ

ト(bαLA/hGH系統､#226-4)では乳腺に腫瘍が認められた｡bαLA/hGH

(#222-9)およびbβCN/hGH(#219-2)系統のそれぞれ1ラインは初産

後に過大化した｡bαLA/hGH(#223-3)およびbβCN/hGH(#211-2)系統

の2匹のGO雄ラットは外見上は正常であったが､それらのGlのトランスジ

ェニツク雌ラットは過大化した｡これらのGl雌ラットのうち1匹は不妊で､

1匹は妊娠を維持できず､それ以外のラットは産子を晴育しなかった｡

mWAP/hQ･1系統において過大化したラット#345-6の体重曲線をFig.

3-5に示した｡この例では離乳から間もない5週齢ですでに200gを超えた｡

この時点で正常同腹子の体重の1.5倍に成長し､13週齢時には2.5倍の体

重にまでなった｡血清中に0.016 囲/血 以上のhGHが検出された

mWAP/hGH系統では成育中に腹部を中心として異常な脂肪蓄積が認められ

た(Fig･3-6)｡そのうち1ライン(#347-4)を除くすべてのラットは不妊

であるか､妊娠を維持できなかった｡#347-4には妊よう性があったが､そ

のGl雌のトランスジェニツクラットはすべて不妊であった｡

血清中に0.12pg/mJ以上のhGHが検出されたbl(CN/hGH系統でも過大

化や腹部の異常な脂肪蓄積が認められた｡mWAP/hGHとの相違は､これら

の異常雌のうち1ライン以外はすべて妊よう性があり､泌乳したことである｡

脂肪蓄積の起こった00雄ラットの#364-1および#366-3に由来するGl

雌ラットは外見上は正常であったが､過大化した00雄ラットの#364-1ラ

インではGl雌ラットも過大化した｡しかしながら､これら3ラインのGl雌

には妊よう性があり､泌乳も正常であった｡
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Fig.3-6･Thesuper-ratOVerWeighingbynon-tissuespecific

expression of hGH gene･

13weeks-OldtransgenicfemalecarryingmWAP/hGH(#345-6:uPPer)

andthenon-tranSgenic]ittermate(#345-5:lower)･

52



考 察

本実験では乳タンパク質遺伝子のプロモーターが外来遺伝子産物(hGH)

の乳中への分泌を誘導する機能を比較し､bαLA､bαSICNならびにbβCN遺

伝子のプロモーターのほうがbl(CNおよびmWAP遺伝子のプロモーターより

もhGHの発現において優れていたことを示した｡文献的にはヒツジβラクト

グロブリン遺伝子のプロモーターがトランスジェニツクヒツジの乳中にα1-

アンチトリプシンを60,000囲/mlもの濃度での分泌を誘導できることが

報告されている【130】｡

Meadeら【48]はbαSICN遺伝子のプロモーターを用いてヒトウロキナ

ーゼを1,000～2,000匹g/mlの濃度で乳中に産生するトランスジェニツク

マウスを報告した｡彼らは転写開始部位の前にはbαSICN遺伝子の5.上流

配列から第2エクソンまでを使い､その後にはウロキナーゼのC末端側から

半分をコードするエクソン､ポリAシグナルおよび3■下流配列の8kbを連

結した計22kbにも及ぷ長い融合遺伝子を用いた｡本実験では671bpの5●

上流域および51bpのbαSICN第一エクソンだけでも乳中に高濃度(6,480

pg/ml)のhGH分泌を誘導するのに十分であることが示唆された○

ラット【51】およびヤギ【52】のβCN遺伝子のプロモーターがトランスジ

ェニツクマウスの乳腺で外来遺伝子を発現させるために用いられている｡ま

た､トランスジェニツクウサギにおいてウサギのβCN遺伝子のプロモーター

も用いられている【59】｡しかしながら､それらのトランスジェニツク動物

における発現レベルは非常に低いものであった(<1囲/mり｡本実験では

2.2kbのbβCN遺伝子のプロモーターを用いてラットの乳中に高濃度のhGH

を分泌させることに成功した｡Ebertら【11】はβCN遺伝子のプロモーター

(由来不明)によって2,000～3,000匹g/mLの濃度でヒトt-PAをトランス

ジェニツクヤギの乳中に産生させている｡これら発現レベルの差は構造遺伝

子､宿主動物､あるいはβCN遺伝子の由来動物種の違いによって説明される

かもしれない｡
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Reddyら【54]はmWAP遺伝子のプロモーターとhGH遺伝子との融合遺

伝子で24ラインのトランスジェニツクマウスを作出し､うち19ラインで血

清中に0.016～9.5tlg/mlの濃度のhGHが検出された｡本実験で作出したト

ランスジェニツクラットの場合とは対照的に､それらのマウスのほとんどは

妊よう性をもっていた｡1匹のマウスでのみ過大化が認められたが､腹部の異

常な脂肪蓄積については言及されておらず､5 匹のマウスで0.005～410

pg/mlの濃度で乳中にhGHを産生していた｡

ウサギのWAP遺伝子の上流域(17.6kb)がトランスジェニツクマウスの

乳中に10,000掴/mlに達する高濃度のと卜α1-アンチトリプシンの発現を

誘導することが報告されている【57】｡しかしながら､雄のトランスジェニツ

クマウスの血清中にもヒトα1-アンチトリプシンが検出された例が多く､

WAP遺伝子のプロモーターは外来遺伝子産物を乳中に特異的に分泌させる

のに十分なものではないと示唆している｡本実験で作出したmWAP/hGH系

統のトランスジェニツクラットの乳中におけるhGHの濃度が比較的低いのは､

高発現のラットが不妊であったことによるのかもしれない｡Daleら【131】

はラットWAP遺伝子の3一非翻訳領域が遺伝子発現の制御に重要な役割を

果たしていると報告している｡乳腺に特異的な遺伝子発現に関する5●上流域

以外のWAP配列の役割については､さらなる検討が必要である｡

血清中のhGHが乳腺細胞からの漏出によるものか､非特異的な組織での発

現によるものかどうかは判断できない｡しかし､乳中と血清中のhGHの濃度

に相関がないことや､雄の血清中にもhGHが検出されていること､また､導

入した外来遺伝子によって異なった異常が観察されていることから､後者の

非特異的組織での発現による可能性が高いように思われる｡

これまでに､KCN遺伝子の発現についてはトランスジェニツク動物におい

ても､また培養細胞においても報告されていない｡それゆえに､外来遺伝子

産物をトランスジェニツク動物の乳中に分泌させるために必要なKCN遺伝子

のプロモーター領域はいまだに同定されていない｡本実験でも､bl(CN遺伝子

のプロモーターで乳腺特異的および泌乳期特異的に発現するトランスジェニ
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ックラットの獲得には成功しなかった｡用いた外来遺伝子はbl{CN/hGH遺伝

子も含めてすべてが-160bpから-100bpの間に‖mi]k boxl一【132-134]

を保有していたことから､この領域だけでは乳腺における遺伝子発現の制御

を説明することはできない｡本実験に用いたbKCN遺伝子のプロモーター領

域には.1miIk box‖に似たモチーフが5ケ所､少なくとも1ケ所のMPBF結

合部位【135】を含んでいる｡それにもかかわらずKCN遺伝子のプロモータ

ーが乳腺特異的および泌乳期特異的なhGHの発現を支持しなかったという今

回の結果は､KCN遺伝子の乳腺における発現は他のカゼインとは異なったシ

ステムで制御されており､5■領域だけでは不十分であることを示唆している｡

ウシのカゼイン遺伝子は､αSl､β､αS2そして1(CNの順で200kb[136]か

ら300kb【137】の範囲に集中しているが､KCN遺伝子だけは他の遺伝子か

ら少なくとも70kb離れている【137】｡さらに､カルシウム感受性カゼイン

(αSl､βおよびαS2)の遺伝子は進化の過程を通して共通な構造を保存して

いるのに対し､KCN遺伝子はその由来が異なっていると考えられている

【138】｡

bαLA/hGHあるいはbβCN/hGH系統のラットの80%以上が乳中に検出可

能量のhGHを分泌しており､なかには高濃度のhGH(>1,000LLg/ml)を分

泌している系統もあることから､bαLAおよびbβCN遺伝子のプロモーターが

乳腺におけるhGHの発現に最も効果的であると思われた｡しかしながら､高

発現の(カ ラットについてはトランスジェニツク系統を確立することができ

なかった｡したがって､hGHの大量生産には乳中に多量のhQl(6,480

pg/ml)を分泌し､正常に成長､交配､泌乳したbαSICN/hGH遺伝子を保有

する#311-6というラインに実用価値がある｡しかし､一般的に考えて､医

薬品となる有用なタンパク質には生物活性があるため､わずかでも血清中に

漏出すれば宿主にとって有害となることが予想される｡それゆえに､生産す

るタンパク質によっては､乳腺および泌乳期に限定して発現させることが重

要である｡
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第3節 奇乳へ分泌されたヒト成長ホルモンの定量による

外来遺伝子発現の早期検定

材料と方法

(1)トランスジェニツクラット

第2章第2節で作出したbαSICN/hGH遺伝子を導入し､PCRで陽性と判

定されたトランスジェニックラットの3 ライン(#311-6､#308-5､

#305-1)を用いた｡#311-6ラインのGlにおけるトランスジェニツクラ

ットはすべて雄で､それらを野生型のWistar系雌ラット(日本チャールス･

リバー)と交配し､その胚を-1960Cで3年間凍結保存した(胚の凍結保存

法については第4章第2節に後述する)｡凍結融解胚を偽妊娠雌に移植し､G2

世代のラットを得た｡それらをさらに交配し､4匹のG2トランスジェニツク

雌ラットからG3のトランスジェニツクラット24匹(雄14､雌10)を作出

した｡#308-5および#305-1のトランスジェニツクラインでは両者ともGO

は雄で､それらを野生型雌ラットと交配してGlを得た｡#308-5からはGl

のトランスジェニツクラットとして雄3匹と雌4匹が得られた｡#305-1に

ついては雄2匹と雌5匹のトランスジェニウクGlラットが得られた｡トラ

ンスジェニツクラットの選抜にはHGHOO3/HGHlO3(Table3-2)のプラ

イマーを用い､第2章第2節に述べた外来遺伝子の検定法(PCR)に従って

尻尾から抽出したDNAを解析した｡それぞれのトランスジェニツクラインに

ついて､雌雄各2匹のトランスジェニツク新生子と1匹の非トランスジェニ

ック同腹子(雄または雌)を無作為に選抜して供試した｡

(2)RT-PCRによるmRNAの検定

エーテル麻酔下で新生子より背部､乳腺を含む腹部皮膚および尾部の組織

を採取した(Fig.3-7)｡そのサンプルを速やかに液体窒素中に浸漬して急速

凍結した後､-800Cで保存した｡
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Fig･3-7･Preparationofventrat skintissuesincludingmammary

glandsfromnewbornratsfor RT-PCR,
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乳腺における総 RNA はAGPC(acid guanidinium thiocyanate-

PhenoL-Ch10rOform)法【139]によって調製した｡総RNA(5pg)は700C

で5分間加熱してから氷上で冷却した後､0.2掴のランダムヘキサマープラ

イマー(Pharmacia Biotech)､20Uの逆転写酵素(Mo10ny.S murine

leukemiavirus reversetranscriptase;PharmaciaBiotech)､それぞ

れ200L^MのdNTPsを含む20pLの75mMKCl､50mMTris-HC](PH8･3)､

10mMdithiothreitolならびに3mMMgCl2からなる緩衝液中で370Cで1

時間加温した｡PCRの条件は､1/20量のfirst-Strand cDNAを特異的プ

ライマーとして用い､50匹lの反応用緩衝液中で940Cl分､550Cl分､720C

2分を1サイクルとし､30～40サイクル処理した｡オリゴヌクレオチドプ

ライマー(RNACNl/RNACN2､RNWAPl/RNWAP2およびHGH208/HGH

lO6)の塩基配列はTabIe3-2に示した｡増幅産物は2%アガロースゲル電

気泳動により分離し､臭化エチジウムで染色した｡

(3)hGHの定量

乳サンプルは室温において1,600rpmで10分間の遠心分離により脱脂

した｡乳腺はポリトロンホモジナイザー(Kinematioca)を用いて5容のリ

ン酸緩衝塩溶液中でホモジナイズした後､遠心分離(50C､14,000rpm､10

分間)して抽出液を得た｡乳中および乳腺抽出液中のhGH濃度は蒸留水で適

度に希釈した後､hGHELISAキット(Gibco/BRL)を用いて測定した｡

結 果

野生聖のWistar ラット同士の交配から得られた新生子ラットを用いて､

出産24時間以内の新生子の背部および腹部の皮膚組織を採取し､内因性のα

カゼイン(rαCN)およびホエー酸性タンパク質(rWAP)のmRNAをRT-

PCRで調べたの結果をFig.3-8に示した｡rαCNは雄2匹､雌1匹､rWAP

は雄1匹､雌1匹の腹部のサンプルおよび成熟雌ラット(8週齢)の乳腺に

59



Newborn

ー･●ト

Newborn

Male FemaLe MaLe Female

M d v d v d v MG d v d v MG M

r【lCN rWAP

1■←

Fig.3-8･Detectionofrata-CaSeinandWAPm-RNAbyRT-PCR,

M,Sizemarkers(入Hind"ldigest);d,dorsa[skin;V,Ventralskin;

MG,mammaryglandofvirginfemale;rαCN,ratα-CaSein;rWAP,rat

Wheyacidicprotein･
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おいてそれぞれのmRNAのバンドが認められた｡

トランスジェニツクライン#311-6では､00､(連ならびにGi世代の代

表個体においてそれぞれ､6,480囲/ml､1,190掴/mlならびに2,890

pg/mlのhGHが泌乳期の乳中に分泌されていた｡トランスジェニツクライン

#308-5および#305-1の乳中hGH濃度はそれぞれ86.8t^g/mlおよび0･5

ng/ml(検出限界)以下であった｡トランスジェニツクライン#311-6のG3

新生子において､出生直後､生後24時間目ならびに生後48時間目に乳腺を

採取し､直ちに抽出液を調製した｡その抽出液におけるhGHの濃度をTab]e

3-3に示した｡hGHの濃度は出生直後の雄1匹と雌2匹において2.0～5･7

ng/mgの範囲にあった｡生後24時間目では雌雄各2匹について調べたとこ

ろ､1匹の雄でhGHを検出することができなかったが､他の雄1匹と雌2匹

の計3匹の新生子から得られたサンプルにおいて1.5～3.3ng/mgのhGHが

認められた｡しかしながら､生後48時間目に採取した6サンプル(雄3匹､

雌3匹)においては1例の雌を除いてhGHを検出することができなかった｡

さらに､トランスジェニツクライン#308-5(泌乳期の乳中に低濃度のhGH

を分泌)およびトランスジェニツクライン#305-1(泌乳期の乳中のhGH量

は検出限界以下)に由来する新生子においては､検出限界が約0･5ngである

市販のELISAキットで検出できる量のhGHは発現していなかった｡

トランスジェニツクライン#311-6のG‡新生子ラットから得られたサン

プルにおいては､hGHのmRNAも検出された(Fig.3-9)｡Glで泌乳期の乳

中に86.8pg/m]のhGHを産生していたトランスジェニツクライン#308-5

においてはhGHは検出されなかったものの､40サイクルのRT-PCRによっ

てhGHのmRNAが認められた(Fig.3-10)｡トランスジェニツクライン

#305-1の新生子においてはhGHもそのmRNAもまったく検出されなかっ

た(Fig.3-10)｡3つのトランスジェニツクラインから得られたすべてのサ

ンプルにおいて､内因性乳タンパク質遺伝子に由来するrαCNのmRNAが同

レベルで検出できた(Fig.3-9)｡この結果は､泌乳期の乳中にhGHを産生す

るトランスジェニツクラットはそれらが新生子の時点で乳腺にhGHのmRNA
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Table3･3.Timeperioda"ow.ngthedetectionofhGHmRNA

innewbornratventral$kin.

hGH(ng/mgoftis至ue)

Timeafterbirth

LineNo. Sex Ohr 24hr 48hr

#311-6-4-3

#311-6-4-8

#31ト6-4-10

#311-6-4-15

#311-6-4-18

#311-6-4-22

#311-6-4-27

#311-6-4-28

#311-6-4-29

#311-6-4-30

#311-6-4-40

#311-6-4-41

#311-6-4-42

Male 4.24

FemaLe 2.02

Female 5.69

Male

Male

Female

Female

Male

Male

Male

Female

Female

Female

<0.5

2.08

3.30

1.50

<0.5

<0.5

<0.5

<0.5

<0.5

0.52
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#311-6 #308-5 #305-1

Tg LM Tg LM Tg LM

M♂♂ ♀ ♀ ♀♂♂ ♀ ♀ ♀ ♂♂♀ ♀♂

hGH■ト

rαCN■ト

Fig･3-9･Transcriptionalana■ys.sofhGHmRNAby30cycleRT-PCR･

M,Sizemarkers(中X174/l肋c"digest);Tg,tranSgenicrat;LM･nOn-

transgenjc-ittermate;hGH,humangrowthhormone;rqCN,ratCL-CaSein･
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#311 #308-5

-6
Tg Tg LM

#305-1

Tg LM

M ♂ ♂ ♂ ♀ ♀ ♂ ♂ ♂ ♀ ♀ ♂

Fig･3-10･Effectof40cyc]eRT-PCRondetectionofhGHmRNA･

M,Sizemarkers(OX174/FhcL[digest);Tg,tranSgenicrat;LM,nOn-

transgenic]ittermate;hGH,humangrowthhorTTlOne･
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を発現できるということを示している｡

考 察

本研究では､bαSICNプロモーターとhGH遺伝子からなる融合遺伝子をも

つトランスジェニツクラットの新生子乳腺においてhGHを検出した｡通常の

妊娠による泌乳よりも短期間で外来遺伝子の発現を評価することを目的に､

多くの研究者がトランスジェニツクの処女動物から得たサンプルにおいて外

来遺伝子に由来するとトタンバク質のmRNAを検出しようと試みてきた｡そ

れには二つの異なったアプローチがとられてきた｡一つはトランスジェニツ

クマウスにおけると卜血清アルブミンの合成および分泌の検出を目的に培養

乳腺組織が用いられた【61】｡もう一つはヤギで報告されたもので､Gl雄の

子供のトランスジェニツク雌にエストロジェンおよびプロジエステロンを投

与して人工的に泌乳を誘起したものである【62】｡これらはトランスジェニツ

ク雄から得られた子孫で乳腺における外来遺伝子の発現を予測するには優れ

た方法であると思われるが､乳腺における外来遺伝子の発現を予測するため

の時間を短縮するには不十分である｡

ヒトでは生後3週間ほどの期間､乳首から乳様物が分泌されることがある｡

この乳様物は神業であるという歴史的信仰から"WitchlsMi]k(奇乳)"と呼

ばれている【141】｡新生子ラットの乳腺でrαCNおよびrWAPのmRNAが

本実験ではじめて検出された(Fig.3-8)｡これは､ラットにおいて奇乳の存

在を示唆した最初の実験結果であると思われる｡

新生子乳腺のhGHにおいて3つのトランスジェニツクライン､#311-6(乳

中のhGHは高発現)､#308-5(hGHは低発現)ならびに#305-1(hGHは

検出限界以下)を比較した場合､#31ト6ラインのトランスジェニツク新生子

ラット(G3)において､出生直後に有意なレベルのhGHが検出された｡さら

に､雄および雌の新生子ともhGHを産生していたことは特に注目できる｡ま

た､#31l-6では30サイクルのRT-PCRによって外来遺伝子のmRNAが
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明確に検出された｡それに対して40サイクルのRT-PCRによっても#308-5

では検出できたhGHのmRNAは比較的低レベルであり､#305-1ではhGH

のmRNAを検出できなかった｡また､トランスジェニックライン#308-5お

よび#305-1のどちらにおいてもhGHは検出されなかった｡これらの結果は､

新生子乳腺におけるmRNAの検出は将来の乳中への外来遺伝子の発現の優れ

た指標になることを示している｡生後48時間以内にhGHのレベルが検出限

界以下になることから､将来の外来遺伝子の発現を正確に予測するためには､

生後24時間以内にサンプルを採取する必要がある｡この新生子乳腺において

mRNAを検出可能な時間は動物種によって異なる可能性があり､本方法を他

の家畜に適用するには種ごとの予備実験が必要と思われる｡

ここで示した結果は､外来遺伝子由来のタンパク質およびmRNAが新生子

の乳腺において検出可能であることを示した｡このことは､新生子乳腺の

mRNA レベルによって将来の外来遺伝子の乳での発現量を予測できることを

示しており､この方法が乳中にとトタンバク質を産生するトランスジェニツ

ク動物の作出･確立にあたって時間および費用を節約する上で非常に有効で

あることを明らかにしている｡この方法を乳中にとトタンバク質を発現させ

る遺伝子構築の評価に使われるマウスやラットのような実験動物に応用すれ

ば､その融合遺伝子が有用かどうかを決定するまでに要する時間を短縮する

ことができる｡また､妊娠期間が相対的に長いブタやウシのような大型家畜

においては､新生子におけるmRNAの検出とそれに続くトランスジェニツク

動物の選抜によって､トランスジェニツク動物の作出にかかる費用を劇的に

削減できる可能性を含んでいる｡
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第4節 小 括

4種類のウシ乳タンパク遺伝子､αラクトアルブミン(bαLA)､αSlカゼ

イン(bαSICN)､βカゼイン(bβCN)､1(カゼイン(bl(CN)および､マウス

ホエー酸性タンパク質(mWAP)遺伝子のプロモーター領域(5■上流域)と

ヒト成長ホルモン(hGH)遺伝子の融合遺伝子を外来遺伝子としてもつそれ

ぞれのトランスジェニツクラットにおいて､hGHの乳中への分泌を誘導する

プロモーターの機能を比較した｡mWAP/hGH系統のトランスジェニツクラ

ットにおいては全ラインの26%でしか乳の採取ができなかったが､他の4種

類の外来遺伝子をもつトランスジェニツクラットではそれらの70%以上から

乳を採取できた｡bαLA/hGH､bβCN/hGHおよびmWAP/hGH系統のラット

では泌乳個体の80%以上､そしてb(lSICN/hGH系統のラットでは泌乳個体

の33%において検出限界よりも多い0.05pg/ml以上のhGHが乳中に分泌さ

れていた｡bl(CN/hGH系統のラットにおいては､乳中にhGHを分泌している

ものは1例もなかった｡いくつかのラット系統においては乳中のhGHの分泌

濃度は元々そのプロモーターが制御する予定であった乳タンパク質の濃度と

同等かもしくはそれ以上であった｡bαLA/hGH､bβCN/hGH､bαSICN/hGH

およびmWAP/hGH系統のトランスジェニツクラットの乳中におけるhGHの

濃度はそれぞれ､1～4,360掴/ml､0.1～10,900囲/ml､87～6,480

いg/mlおよび7～151囲/mlの範囲であった｡これらのトランスジェニツク

ラットでは血清中にもhGHが検出されており､発育や繁殖に関して異常が観

察された｡また､ほとんどのmWAP/hGH系統の雌ラットにおいて血清中に

hGHが検出され､その半数以上の個体で腹部に脂肪の異常な蓄積が認められ

た｡乳中に検出可能量のhQlを分泌している個体のないbl(CN/hQ｣系統の

ラットにおいても73%において血清中にhGHが検出された｡このように､hGH

の乳申分泌量と繁殖上の異常や不都合を考えたとき､トランスジェニックラ

ットの乳中に外来遺伝子産物を分泌させるためにはbαSICN遺伝子のプロモ

ーターが最も適切であると判断される｡
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次に､外来遺伝子産物を泌乳期の乳中に生産するトランスジェニツク動物

の早期選抜法を確立するため､新生子ラットの乳腺における外来遺伝子の発

現をそのmRNA を同定する RT-PCRによって調べた｡このためには､

bαSICN遺伝子のプロモーターによる制御により hGHを乳中に分泌してい

るトランスジェニツクラインのG3世代のラットを用いた(高分泌ライン:

1,190～6,480LLg/ml､申分泌ライン:87pg/ml､非分泌ライン:0･5ng/ml

以下)｡hGHを乳中に高濃度で分泌しているラインに由来するラットでは､そ

の性別にかかわらず､出生直後(0～24時間目まで)に調製した乳腺の抽出

物より1.5～5.7ng/mgの濃度でhGHが検出された｡これはと卜やヤギで報

告されている出生直後に分泌される初乳に似た分泌物"Witch.s Milk(奇

乳)‖がラットにも存在し､その中に外来遺伝子産物が分泌されていた結果と

思われる｡一方､申分泌ラインおよび非分泌ラインの新生子ラットの乳腺抽

出物からはhGHは検出できなかった｡また､高分泌ラインの新生子ラットの

乳腺における外来遺伝子の発現は､hGH遺伝子のmRNAの存在によっても確

認された｡これはRT-PCRを30サイクル行ったときの結果であるが､申分

泌ラインにおいてはこれを40 サイクルに増加したときに hGH遺伝子の

mRNAが初めて検出できた｡また､内因性乳タンパク質であるrαCN遺伝子

のmRNAは調べたすべてのトランスジェニツクラインおよび非トランスジェ

ニツク新生子の乳腺において検出された｡ここで示した結果は外来遺伝子由

来のタンパク質もそのmRNAも外来遺伝子を導入されている新生子の乳腺に

おいて検出可能であることを示しており､目的のトランスジェニツク動物を

選抜し､確立するための時間を大幅に短縮するのに有用な技術であると思わ

れる｡
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第4章 ヒト成長ホルモンを乳中に分泌する

トランスジェニツクラット系統の凍結保存

第1節 緒 言

胚の凍結保存は実験小動物では系統や特異形質の保存を目的として､また､

家畜では人工妊娠技術の基幹技術として有用で､多くの研究者の努力がこの

分野に投じられてきた｡1972年にWhjttinghamら【69]が緩慢凍結法に

よってマウス胚を凍結保存することに成功して以来､他の多くの動物種にお

いても相次いで月杢の凍結保存に関する成功例が報告されるようになった

【70-74]｡その後､冷却行程を大幅に短縮する二段階凍結法が発表されて【75]､

その技術は特定の研究機関に留まらず広範な分野に普及していくことになっ

た｡さらに､コンピュータ制御しなければいけない緩慢冷却行程をまったく

含まないガラス化保存法が1985年にRallとFahy[81]によって報告され､

実験動物から家畜に至る多くの動物種に適用されるまでになっている[82-

87】｡初期の緩慢冷却法に比べるとこのガラス化保存法の操作時間はり10以

下にまで短縮されている｡

トランスジェニツク技術が適用可能な動物種は､実験小動物のマウス

【82-92､118-123]やラット[28-39]から大型家畜のウシにまで至ってい

る【14､60]力く､これらトランスジェニツク動物を用いた実験は非常に厳しい

制約環境下で行うことを余儀なくされている｡このような環境下で動物を維

持､繁殖することは多くの労力と莫大な経費がかかるため､初期胚や精子の

レベルでの凍結保存が試みられている【63､64】｡著者らは疾患モデル動物の

系統保存に二段階凍結法を用い､嚢胞腎症､免疫不全症､肥満性および痩せ

型糖尿病のモデルマウスや高血圧症のモデルラットに由来する月杢を凍結保存

し､融解後に発生したマウスやラットが疾患形質を失っていないことを確認

した【142､143】｡しかしな力くら､遺伝子を人工的に付加したトランスジェ
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ニック動物由来の凍結保存胚から発生した産子における外来遺伝子の安定性

についてはあまり知られておらず､凍結融解月杢由来のトランスジェニツクマ

ウスにおいて伝達率が33～46%であったという報告があるに過ぎない[64】｡

本章ではまず､野生型ラットに由来する2細胞期月杢を二段階凍結法および

ガラス化法を用いて保存し､融解後の月杢の生存性および個体発生能について

調べた｡次にhGHを乳中に分泌するトランスジェニックラットに由来する2

細胞期月杢を二段階凍結し､融解胚の個体への発生能に加えて､外来遺伝子の

伝達性､ならびにhGHの発現を調べた｡

第2節 ラット2細胞期胚の蘇生に有効な二段階凍結または

ガラス化保存条件の検討

材料と方法

(1)ラット2細胞期胚の採取

8～25週齢のWstar系雌ラット(日本チャールス･リバー)を用い､腫

スメア像の観察によりラットの性周期を把握した｡発情後期にPMSG150

1U/kg､48時間後の発情前期にhCG751U/kgをそれぞれ腹腔内投与して過

剰排卵を誘起した｡そしてhCG投与日の夕方から成熟Wistar雄と同居させ､

翌日に腫栓の有無により交配の成立を確認した｡hCGの投与から42～46時

間後に卵管を摘出し､HBl液【144]あるいは18%ウシ胎児血清を含むHER

液[145】(HERs液)で濯流して2細胞期胚を採取した｡形態的に正常な胚を

HBl液あるいはHERs液で3回洗浄した後に実験に供した｡

(2)胚の凍結保存

二段階凍結法:2細胞期胚の二段階凍結は水野ら【143】の報告に準じて行
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った｡凍害保護物質には､ジメチルスルフォキシド(DMSO､S[GMA)あるい

は1,2-プロパンダイオール(和光純薬工業)を用いた｡凍結媒液は10%

DMSOまたは10%1,2-プロパンダイオールを含むHERs液とし､胚を凍結

媒液に室温で10～15分間さらした後､0.25｢山容量のウシ凍結精液用プラ

スチックストロー(富士平工業)内に0.2m】の凍結媒液とともに封入した｡

そして､あらかじめ00Cに冷却しておいたプログラムフリーザー(ET-Ul;フ

ジヤ矢野科学)のアルコール液槽内にストローを静置した｡まず､00Cから-

70Cまでを1.00C/分の速度で冷却し､一70Cで液体窒素中で冷やしておいたピ

ンセットでストローを軽く挟むことにより植氷した｡その温度で10分間保持

した後､-300Cまでを0.50C/分､1.00C/分､あるいは2.00C/分の速度で冷

却した後､ストローを液体窒素中へ移し､1日以上保存した｡融解は370Cの

温水中にストローを投入することにより急速に行い､ストロー内の月杢を含む

凍結媒液とともに0.8m[のHERs液中に回収し､そのまま10分間静置した｡

ガラス化保存法:2細胞期胚のガラス化保存はRalIとFahy[81トあるい

はKasaiら【146]の報告に準じて行った｡すなわち､ガラス化保存液には

VSl液[81】か､20または40%EFS液【146]を用いた｡

VSl液は18%DMSO､14%アセトアミド(和光純薬工業)､9%プロピレン

グリコール(和光純薬工業)および5.4%ポリエチレングリコール(M〟

8,000､SIGMA)を含むダルベツコのリン酸緩衝生理食塩液(日水製薬)か

らなる｡VSl液からはHBl液で希釈することにより､90､50､25および

12.5%のVSl液を調製した｡90%VSl液への平衡を3段階で行う場合は､

2細胞期胚を室温で25%VSl液に20分間､40Cで50%VSl液に10分間

および90%VSl液に5分間､それぞれ平衡させた後､0.25ml容量のプラ

スチックストローの中央部に90匹lの90%VSl液とともに充填した｡また､

90%VSl液への平衡を1段階で行う場合は､40Cで5分間平衡させた後にス

トローに充填した｡そしてストローの上端部を熟封入した後､液体窒素中に

直接浸漬し､1日以上保存した｡加温は20Cの冷水中にストローを投入するこ
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とにより行い､脱ガラス化を生じないようにストローを撹拝した｡凍害保護

物質の除去を4段階で行う場合は､40Cで50%VSl液3mlにストロー内の

胚を含む全液を回収してそのまま10分間､室温で25%VSl液に胚を移して

10分間､そして12.5%VSl液に移して10分間､静置した｡凍害保護物質

の除去を1段階で行う場合は､室温で3mlのHERs液に胚を直接回収した｡

一方､20/40%EFS液は20/40%エチレングリコール(和光純薬工業)､

18%フィコール(Pharmacia)および0.3Mシュクロース(和光純薬工業)

を含むPBl液【147]からなる｡2細胞期胚をいずれかのEFS液に30秒間

平衡させた後にプラスチックストロー内の40匹lのEFS液とともに封入した｡

そしてストローを液体窒素ガス上で1分間保持し､その後液体窒素中に浸漬

することによりガラス化させた｡加温は200Cの水中にストローを投入するこ

とにより急速に行った｡そして､ストロー内の胚を含む全液を室温で0.5 M

シュクロースを含むPBl液0.8ml中に回収してそのまま5分間置き､0.25

および0.125 Mのシュクロースを含むPBl液に3分間ずつ月杢を移し､その

後PBl液に静置すること1こより､凍害保護物質を除去した｡

(3)生存性の検定

回収胚をHERs液で3回洗浄し､実体顕微鏡下での形態に基づきその正常

性を判定した｡そして形態的に正常と判断された2細胞期胚(Fig.4-1)を

あらかじめ精管結繁雄と交配させておいた偽妊娠1日目の受胚雌ラットの卵

管内に移植し､その後の胎子あるいは個体発生率を記録した｡

(4)統計的解析

個々の反復実験例において､凍結融解後あるいはガラス化加温後の胚の生

存率および移植後の個体発生率をアークサイン変換した後に一元分散分析し

た｡平均値間の有意差の有無はPLSD-teStにより検定した(P<0.05)｡
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Fig･4-1･Two-Cellratembryosafterfreezingandthawin9･

Morethan90%oftreatedembryosappearedtobemorpholog■Cally

normal,Barrepresents50pm･
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結 果

ラット2細胞期胚を10%DMSOあるいは10%1,2-プロパンダイオール

の存在下で-300Cまで毎分0.5､1.0および2.00Cの割合で冷却した後に二段

階凍結したとき､いずれの実験群においても90%以上の胚が正常な形態を有

していた(Table4-1)｡しかし､移植後の個体発生率をDMSOと1,2-プロ

パンダイオールの同一冷却速度間で比べたとき､毎分0.50Cの群で1,2-プロ

パンダイオールは24.0%と有意に低くなった｡すべての実験群のなかで個体

発生率が最も高かったのは凍害保護物質にDMSOを用いて毎分0.5OCで-

300Cまで冷却したときの66.7%であった｡それぞれの凍害保護物質において

冷却速度による発生率の差は認められなかった｡

また､2細胞期胚のガラス化保存液に90%VSl液を用いたとき､凍害保護

物質の添加および除去の方法にかかわらず､加温後の形態に差は認められな

かった(生存率85～92%､TabLe4-2)｡ガラス化保存胚の移植により受胚

雌の91%(20/22)において妊娠が成立した｡凍害保護物質を3段階で添加

して4段階で除去した場合､移植胚の66.7%が産子として得られた｡凍害保

護物質を3段階で添加して1段階で除去した場合でも59.3%が産子へと発生

したが､添加と除去の両方を1段階で行った場合は加温後の胚の形態評価で

は他の群と差がなかったにもかかわらず､個体発生率は22.4%と有意に低く

なった｡後者の実験群では妊娠しなかった､受胚雌が2匹いたので､これを差

し引いて妊娠雌あたりの個体発生率を計算し直してもなお､凍害保護物質の

添加を段階的に行った群よりも低値であった(29.5%､28/95)｡いずれの実

験群からも得られた産子に外見上の異常は認められなかった｡

次に20および40%のエチレングリコールを含むEFS液を用いて2細胞期

胚をガラス化保存したところ､それぞれ92.1および76.1%の胚が形態的に

正常に見えた(Table4-2)｡しかし､移植後の個体発生率は40%EFS液を

用いた場合にとくに低く(3.1殉､20%EFS液を用いた場合でもその割合は

20.0%に過ぎなかった｡
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考 察

本実験ではまず､二段階凍結法でマウス､ラットおよびウサギ胚において

凍害保護効果が報告されているDMSO【75-77】および1,2-プロパンダイオ

ール【148､149】を用いて､ラットの2細胞期胚の凍結融解後の生存性に及

ぼす冷却速度の影響について検討した｡凍害保護物質の種類や冷却速度にか

かわらず融解胚の形態は90%以上が正常であったが､移植後の個体発生率に

は実験群による差が見られた｡個体発生率が最も高かったのは凍害保護物質

にDMSOを用いて毎分0.50Cで冷却したときで､1,2-プロパンダイオールで

同じ冷却速度を用いたときと比べて約3倍の値であった｡胚の耐凍性を論じ

る場合､発達段階の早い時期､すなわち未受精卵､前核期胚および2細胞期

胚は8細胞期以降の胚に比べて弱いと言われている【150､151】｡1,2-プロ

パンダイオールの有効性が報告されているのはいずれも8細胞期以降の胚で

あり【148､149】､毎分0.50Cの冷却速度との組み合わせではラットの2細

胞期胚にとっては適当な条件ではなかった可能性が高い｡しかし､毎分lOCの

冷却速度との組み合わせではDMSOに匹敵する効果が得られた｡

ラット胚をガラス化法で保存することに成功したのはKonoら【82】が最

初で､彼らは月杢盤胞期の胚を用いた｡本実験では､2細胞期のラット胚にもガ

ラス化保存法が適用できるということを明らかにした｡ガラス化したラット2

細胞期胚に由来する個体発生率は､桑実胚～胚盤胞をガラス化した場合と同

等であった(データは示していない)｡

Ral=二Fahyの方法【81】は凍害保護物質の添加および除去を低温(40C)

で段階的に行うという煩雑さが指摘されている｡中潟【152】はVSl液に修

正を加えることにより凍害保護物質の添加を室温で直接行える､マウス4細

胞期胚のガラス化保存法を報告した｡ラット胚を用いた本実験では凍害保護

物質の除去を室温で1段階で行った場合の個体発生率は4段階で除去した場

合と同等であり､90%VSl液からの凍害保護物質の除去行程はその後の胚の

生存性に影響を及ぼさなかった｡しかし､凍害保護物質の添加を1段階で行
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った場合は移植後の個体発生率が低く､胚の機能に何らかの支障をきたして

いることが示唆された｡

VSl液は胚に対する毒性が非常に強く､その保護効果を失うことなく良好

な蘇生率を得るにはVSl濃度と処理温度を下げることが重要である｡Rall

【144】はグリセリンとプロピレングリコールの混合液(VS2)や1,2-プロ

パンダイオールとプロピレングリコールの混合液(VS3)を開発し､マウス胚

のより高い蘇生率を報告している｡このように既知の凍害保護物質の中で低

毒性のものを選択し､それらの組み合わせによる新しいガラス化保存液が模

索されてきた｡本実験で比較した他の一つのガラス化保存液(EFS)はマウス

の受精卵であれば40～99%の体外生存率が得られている｡ラットの桑実胚を

用いた予備試験では､エチレングリコールの濃度が20%のとき胚盤胞へと発

育できた胚の割合が最も高く(88%)､Kasaiら【146]の原法である40%EFS

液とともに2細胞期ラット胚への適用を試みた｡しかし､加温後の形態は良

好であったにもかかわらず､3～20%の個体発生率しか得られなかった｡ウサ

ギ胚ではガラス化時の発育段階はそれらの蘇生率に影響を及ぼす要因である

ことが報告されており【83】､ラット胚でも発育段階によってもガラス化保存

液の毒性に対する感受性が違っているのかもしれない｡

第3節 凍結融解に由来するトランスジェニツクラット胚の

発生能ならびに遺伝子伝達性

材料と方法

(1)供試胚

第2章第2節で作出したトランスジェニツクラットのうち､bαLA/hGH､

bβCN/hGHおよびb(XSICN/hGH遺伝子をもつ､それぞれ3､4および3ラ

インを使用した｡それぞれの系統のGl雄を8～13週齢の野生型Wistar系
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雌ラットと交配した｡この胚ドナーの雌ラットには､本章前節と同じ方法で

あらかじめ過剰排卵を誘起しておいた｡翌日に腫栓の有無によって交配の成

立を確認し､hCG投与から44～50時間後に摘出した卵管をHERs液で海流

して2細胞期胚を採取した｡回収胚はHERs液で3回洗浄した後に実験に供

した｡

(2)胚の凍結保存と生存性評価

胚の凍結保存は本章第2節に記した二段階凍結法によって行った｡凍結媒

液は10%DMSOを含むHERs液とし､胚を凍結媒液に室温で10～15分間平

衡させてから0.25ml容量のプラスチックストロー内に0.2mlの凍結媒液

とともに封入した｡そして､あらかじめ00Cに冷却しておいたプログラムフリ

ーザー(ET-1:富士平工業)のアルコール液槽内にストローを置き､-70Cま

で1.00C/分の速度で冷却し､植氷した｡その温度で10分間保持してから-

300Cまでを0.50C/分で冷却した後､ストローを液体窒素中に浸漬した｡液体

窒素タンクでの保存期間は2～4年間とした｡融解は370Cの温水中で急速に

行い､胚を凍結媒液とともに0.8m]のHERs液中に回収してそのまま10分

間静置した｡回収胚はHERs液で3回洗浄した後､実体顕微鏡下で観察して

生存率を求めた｡そして精管結繁雄と交配させた偽妊娠1日目の受胚雌の卵

管内に形態的に良好な胚のみを移植し､個体発生率を調べた｡

(3)外来遺伝子の伝達とその発現検定

凍結融解胚の移植によって得られた産子における外来遺伝子の有無は第2

章第2節で述べた方法に従って検定した｡すなわち､離乳後の産子の尻尾か

らDNAを抽出し､PCRにより外来遺伝子の配列の一部を増幅させた｡また､

泌乳期(分娩後10日目)におけるラット乳中に分泌されているh甘1量は､

ELISAkit(Gibco)を用いて測定した｡
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(4)統計的解析

個々の反復実験例において､凍結融解胚の生存率および移植後の個体発生

率をアークサイン変換した後に一元分散分析した｡平均値間の有意差の有無

はPLSD-teStにより検定した(P<0.05)｡

結 果

トランスジェニツクラット由来2細胞期胚の凍結融解後の生存性をTable

4-3 に示した｡回収胚のうち実体顕微鏡下で正常形態を維持していると判定

された胚の割合は､bαLA/hGH､bβCN/hGHおよびbαSICN/hGHの群でそ

れぞれ､92.2､91.8および88.2%といずれも高値を示した｡外来遺伝子の

種類やライン間で有意差は認められず､また対照群の凍結融解胚の生存率

(94.69り との間にも有意差は認められなかった｡胚移植した受月杢雌のすべて

において妊娠が成立し､bαLA/hGH､bβCN/hGHおよびbαSICN/hQlの群

でそれぞれ､64.4､67.6および67.6%の月杢が産子へと発生した｡これらの

割合にも対照群の凍結融解胚の発生率(60.4喝 との問に有意差は認められ

なかった｡さらに､凍結融解していない新鮮2細胞期胚の移植後の産子発生

率(69.2%)とも有意差は認められなかった｡

トランスジェニツクラット由来の凍結融解胚を移植して得られた産子にお

いて検出された外来遺伝子の割合(伝達率)をTabJe4-4に示した｡メンデ

ルの法則に基づく期待値(509勾 と比べると少し低い値(11.4～46.7%､平

均32.49勾で外来遺伝子が伝達されていた｡一方､凍結融解に由来しない場

合の外来遺伝子の伝達率は40.0～56.0%(平均48.3%)であった｡

bαSICN/hGHを導入した#311-6ラインにおいて､凍結融解胚由来のG2

産子の乳中には00と同オーダーのhGHが分泌されていた((遥の乳中hGH

濃度1.2mg/mlに対し､GOの乳中hGH濃度6.5mg/ml)｡この凍結融解胚

由来のG2産子の次世代のG3トランスジェニツクラット2匹においては2.9

mg/mlおよび5.6mg/mJのhGHが乳中に分泌されていた｡
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考 察

現在､国内外を問わずトランスジェニツク動物の研究者間での分与や業者

による販売が開始されるようになってきた｡しかしながら､トランスジェニ

ツク動物を用いた動物実験は組換えDNA実験指針に示されている非常に厳し

い制約環境下で行うことを余儀なくされている｡このような環境下で動物を

維持､繁殖することは莫大な費用がかかるのみならず､動物の管理者にもか

なりの負担を強いている現実がある｡トランスジェニツク動物の系統維持に

初期胚の凍結保存技術を適用すれば経費や労力の節約のみならず遺伝的変化

や微生物等による感染防止も期待できるが､トランスジェニツク動物に由来

する胚から凍結融解後に発生させた産子における外来遺伝子の安定性につい

ての報告は少ない｡安斎ら【64】は2系統のトランスジェニツクマウスに由

来する2細胞期胚を超急速凍結し､融解胚から発生させたマウスに外来遺伝

子の存在を確認した｡

トランスジェニツクラット由来の前核期胚についても融解･移植後に発生

したラットに外来遺伝子の存在とその発現が確認されている【65】が､個体

発生率はマウスの場合と比べてかなり低い値であった｡本実験ではトランス

ジェニツクラット由来の2細胞期胚を2～4年間にわたって長期保存しても

融解後の胚の生存性および移植後の個体への発生能を失わないことを明らか

にした｡これは本実験で使用した二段階凍結法が疾患モデルラットのみなら

ずトランスジェニツクラットにも適用可能な汎用性が高い方法であるという

ことを示している｡

凍結融解胚由来の産子への外来遺伝子の伝達率はメンデルの法則からの期

待値である50%よりも低く､用いた10ラインの平均は31.8%の伝達率であ

った｡安斎ら【64】はラット成長ホルモンのアンチセンス遺伝子を導入した

トランスジェニツクマウス由来の胚を凍結融解し､移植後に発生させたマウ

スでの外来遺伝子の伝達率は33.3%(5/15)であったと報告している｡一方､

Seldenら【153】はヒト成長ホルモン遺伝子を1コピー導入したトランスジ
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ェニックマウスからGlおよび(遥 世代への外来遺伝子の伝達率はおよそ

50%であったと報告している｡本実験で用いたトランスジェニツクラットの

うち(知とGlの導入コピー数に変動がない(モザイクではない)ラインに

おいて､交配実験によるGOからGlへの外来遺伝子の伝達率は期待値の50%

に近い48.3%という平均値であったことから､凍結融解処理がトランスジェ

ニツク胚の発生に何らかの影響を与えた可能性が示唆された｡

胚移植後の発生率は対照群と差がなかったことから､ひとつの可能性とし

て凍結融解処理によってトランスジェニツク胚の発生速度は遅くなり､子宮

内で他のラット胚との競合に負けてしまったのかもしれない｡その受胚雌か

ら分娩可能な産子の数が運命づけられているのであれば､結果的に生まれた

産子に占めるトランスジェニツクラットの割合は50%を割り込んでしまうこ

とになる｡このような現象が成長ホルモン以外の遺伝子を導入した凍結融解

胚についても起こるかどうかについては､さらなる検討が必要である｡また､

このような問題を回避するためには､保存しようとするトランスジェニツク

ラット系統の外来遺伝子をホモ化し､得られるすべての胚がトランスジェニ

ック胚になるようにすればよい｡一方､凍結保存胚由来のトランスジェニツ

クラットにおける外来遺伝子は､個体間で若干の差はあるものの､世代を重

ねても同一オーダーで安定して発現されていた｡このことは､個体レベルで

蘇生してきた外来遺伝子は凍結融解過程によって影響を受けず､もとのトラ

ンスジェニツクラットに付与された機能を維持していたということを示す｡

したがって､本実験で用いた10%DMSOを凍害保護物質とし､-300Cまで

を冷却脱水温度域とする胚の二段階凍結技術は､トランスジェニツクラット

系統の維持方法のひとつとして非常に有効であると結論づける｡
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第4節 小 括

本章ではまず､野生型ラットに由来する2細胞期胚を二段階凍結法および

ガラス化法を用いて保存し､融解後の胚の生存性および個体発生能について

調べた｡2細胞期胚を10%DMSOあるいは10%1,2-プロパンダイオールの

存在下で-300Cまで毎分0.5､1.0および2.00Cの割合で冷却した後に二段階

凍結したとき､いずれの実験群においても90%以上の胚が正常な形態を有し

ていたが､移植後の個体発生率は1,2-プロパンダイオールを凍害保護物質に

して毎分0.50Cで冷却したときに他の群よりも有意に低くなった｡すべての実

験群のなかで個体発生率が最も高かったのは凍害保護物質にDMSOを用いて

毎分0.50Cで冷却したときの66.7%であった｡1,2-プロパンダイオールの有

効性が報告されているのはいずれも8細胞期以降の胚であり､毎分0.50Cの

冷却速度との組み合わせではラットの2細胞期胚にとっては適当な条件では

なかったのかもしれない｡

ここではさらに､2細胞期のラット胚にもガラス化保存法が適用できるとい

うことを明らかにした｡ガラス化保存液に90%VSl液を用いたとき､凍害

保護物質の添加および除去の方法にかかわらず､加温後の形態に差は認めら

れなかった｡凍害保護物質を3段階で添加して4段階で除去した場合､移植

胚の66.7%が産子として得られた｡凍害保護物質を3段階で添加して1段階

で除去した場合でも59.3%が産子へと発生したが､添加と除去の両方を1段

階で行った場合は加温後の胚の形態評価では他の群と差がなかったにもかか

わらず､個体発生率は22.4%と有意に低くなった｡このように90%VSl液

からの凍害保護物質の除去行程はその後の胚の生存性に影響を及ぼさなかっ

た｡また､20および40%のエチレングリコールを含むEFS液を用いて2細

胞期胚をガラス化保存したところ､それぞれ92.1および76.1%の胚が形態

的に正常に見えたが､移植後の個体発生率は40%EFS液を用いた場合にとく

に低く(3.1%)､20%EFS液を用いた場合でもその割合は20■0%に過ぎなか

った｡
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ウサギではガラス化時の胚の発育段階はそれらの蘇生率に影響を及ぼす要

因であることから､ラット胚でも発育段階によってもガラス化保存液の毒性

に対する感受性が違っているのかもしれない｡

次に､hGHを乳中に分泌するトランスジェニツクラットに由来する2細胞

期胚を二段階凍結して2～4年間保存し､融解胚の個体発生能に加えて､外来

遺伝子の伝達性､ならびにhGHの発現を調べた｡bαLA/hGH､bβCN/hGHお

よびbαSICN/hGHを導入したラットを各3､4および3ライン使用し､10%

DMSOを凍害保護物質として二段階凍結を行ったところ､生存率はそれぞれ､

92.2､91.8および88.2%と高値を示した｡外来遺伝子の種類やライン間で

有意差は認められず､また､対照群の凍結融解胚の生存率(94.6%)との間に

も有意差は認められなかった｡b(XLA/hGH､bβCN/hGHおよびbαSICN/hGH

の群でそれぞれ､64.4､67.6および67.6%の胚が移植後に産子へと発生し､

この割合も対照群のそれ(60.4%)と差は認められなかった｡また､凍結融解

していない新鮮2細胞期胚の移植後の産子発生率(69.29勾 とも差は認めら

れなかった｡このように､トランスジェニツクラット由来の2細胞期胚を2

～4年間にわたって長期保存しても､融解後の月杢の生存性および移植後の個

体への発生能を失わないことを明らかにした｡

トランスジェニツクラット由来の凍結融解胚を移植して得られた産子にお

いて検出された外来遺伝子の割合(伝達率)は､メンデルの法則に基づく期待

値(50%)と比べると少し低い値(32.4%)であった｡一方､凍結融解に由来

しない場合の外来遺伝子の伝達率は平均48.3%であった(Pd).05)｡このこ

とから､凍結融解処理がトランスジェニツク胚の発生に何らかの影響を与え

た可能性が示唆された｡また､bαSICN/hGHを導入した#311-6ラインにお

いて､凍結融解胚由来のG2産子の乳中には00と同オーダー(mg/mlレベ

ル)のhGHが分泌されていた｡以上の結果より､本実験で使用した二段階凍

結法はトランスジェニツクラット系統の維持方法のひとつとして有効なもの

であると思われる｡
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第5章 総 括

近年の分子生物学ならびに発生工学の進歩は､遺伝子のクローニングやそ

の組換え体の取得を容易にした｡それらの遺伝子の機能を正常な個体発生の

過程において調べるため､外来遺伝子の導入によって新しい遺伝形質を獲得

させたトランスジェニツク動物が利用されている｡このトランスジェニツク

技術はと卜の疾患モデル動物の作出や家畜改良の手段としても使われている

ことに加えて､医学的に有用な外来遺伝子産物の生産工場(アニマルバイオリ

アククー)としても利用されうる｡

本研究ではまず､乳腺を遺伝子発現の標的部位としたトランスジェニツク

ラットを作出し､乳タンパク質遺伝子のプロモーターによってラットヘの外

来遺伝子の導入効率がどのように影響されるかを調べた(第2章第2節)○ウ

シおよびマウスの乳タンパク質(ウシαラクトアルブミン=bαLA､ウシβ

カゼイン=bβCN､ウシαSlカゼイン=bαSICN､ウシ1(カゼイン=bl(CN､

マウスホエー酸性タンパク質=mWAP)遺伝子のプロモーター領域とと卜成

長ホルモン(hGH)の構造遺伝子を融合させた､bαLA/hGH､bβCN/hq｣､

bαSICN/hGH､bl(CN/hGHおよびmWAP/h甘1の5種類の融合遺伝子を構

築してWistar系ラットの前核期胚に顕微注入した｡顕微注入後の胚の生存

率､移植後の個体発生率およびトランスジェニツクラットの作出効率におい

て用いた5種類のプロモーターによる差は見いだせなかった｡顕微注入ラッ

ト胚の個体発生率および産子あたりのトランスジェニツクラットの割合は､

マウスで報告されている値と比べても顕著な差はなかったが､外来遺伝子を

顕微注入後に正常な形態を維持していたラット胚の割合はマウスの場合と比

べて有意に低かった｡これはラットの受精卵は細胞膜が脆弱であるにもかか

わらず前核は弾性に喜んでおり､外からの物理的な刺激に対して抵抗性が低

いということで説明される｡トランスジェニツクラットヘ組み込まれた外来
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遺伝子のコピー数にプロモーターの違いによる偏りは認められなかった｡外

来遺伝子の次世代への伝達率にも外来遺伝子の種類lこよる顕著な差はなかっ

たが､理論的伝達率の50%よりもかなり低い例が多かったことは､これらの

ラットには外来遺伝子がモザイクとして個体内に存在していた可能性が示唆

された｡

さらに､トランスジェニツクラットの作出効率に影響を及ぼす要因を解析

することを目的に､42種類の直鎖状外来遺伝子を構築してラット前核期胚に

顕微注入した(第2章第3節)｡外来遺伝子を構成するプロモーター､構造遺

伝子､鎖長および両端の構造に基づいて分類してトランスジェニツクラット

の作出効率を比較したが､いずれの要因によっても分類した群の間で有意な

差は認められなかった｡また､注入する外来遺伝子溶液(=bαSICN/CSF)の

濃度は0.5～50蝿/mlの範囲では顕微注入胚の生存性に影響を与えなかっ

たが､移植後の個体発生率は外来遺伝子溶液の濃度が増加するにつれて有意

に低下した｡

一方､トランスジェニツクラットの作出効率は5掴/汀‖の外来遺伝子溶液を

顕微注入したときに最も高い値が得られたが､25および50姻/mlの濃度群

では1匹のトランスジェニツクラットも得られず､このことは顕微注入され

た高濃度の外来遺伝子溶液が､胚が個体へと発生する過程で何らかの毒性を

与えたことを示唆している｡さらに､系統が異なるラットの前核期胚に外来

遺伝子溶液(=bcLSICN/hGH)を顕微注入したところ､胚の生存率にラットの

系統差は認められなかったが､L日〟系統の個体発生率およびトランスジェニ

ックラットの作出効率はWistarおよびm系統のそれに比べて低い傾向が

あった｡一般的にトランスジェニツク動物の作出にはクローズドコロニーあ

るいは交雑系の動物を用いているが､遺伝的背景が均一な近交系を用いたほ

うがその後の解析が容易になると思われる｡近交系由来のラット月杢は顕微注

入操作に対してとくに弱いというわけではなく､個体発生率およびトランス

ジェニツクラットの作出効率はむしろ､それぞれのラット系統の繁殖特性に

関連していると思われる｡
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次に､第2章第2節で作出した乳中へhGHを分泌するように設計した融合

遺伝子を導入したトランスジェニツクラットを用い､hGHの乳中への分泌を

支配､制御するプロモーターの機能を比較した(第3章第2節)｡乳の採取が

可能であったラットのうちbαLA/hGH､bβCN/hGHおよびmWAP/hGH系統

のラットでは80%以上､そしてbαSICN/hGH系統のラットでは33%におい

て検出限界よりも多い0.05pg/ml以上のhGHを乳中に検出した｡

bαLA/hGH､bβCN/hGH､bαSICN/hα1およびmWAP/hGH系統のトラン

スジェニツクラットの乳中における hGHの濃度はそれぞれ､1～4,360

pg/ml､0.1～10,900pg/ml､87～6,480pg/mlおよび7～151pg/m]

の範囲であった｡一方､bl(CN/hGH系統のラットにおいては乳中にhGHを分

泌しているものは1例もなかった｡いくつかのラインにおいては元々由来す

る動物においてそのプロモーターが制御して乳中に生産する乳タンパク質の

濃度と同等かもしくはそれ以上のレベルでhGHを分泌していた｡これらのト

ランスジェニツクラットでは血清からもhGHが検出され､発育の顕著な元進

や繁殖上の異常が見られた｡さらに､mWAP/hGH系統の95%の雌ラットの

血清中からもhGHが検出され､その半数以上の個体では腹部に脂肪が異常に

蓄積していた｡bl(CN/hGH系統のラットにおいても73%においてそれらの血

清からhGHが検出された｡構造遺伝子産物であるhGHの乳申分泌量とトラン

スジェニツクラットに見られた繁殖上の異常や不都合を考えたとき､乳中に

外来遺伝子産物を分泌させるためにはbαSICN遺伝子のプロモーターが最も

適切であると判断される｡

次に､外来遺伝子産物を泌乳期に生産するトランスジェニツク動物を早期

に選抜する方法を確立するため､新生子ラットの乳腺における外来遺伝子の

発現を調べた(第3章第3節)｡このために､bαSICN遺伝子のプロモータ

ーの制御によりhQ｣を乳中に分泌しているトランスジェニツクラットのGさ

世代(高分泌ライン:1,190～6,480掴/ml､申分泌ライン:87掴/ml､

非分泌ライン:0.5ng/血以下)を用いた｡高分泌ラインのラットでは､そ
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の性別にかかわらず､出生後すぐ(0～24時間目まで)に調製した乳腺の抽

出物より1.5～5.7ng/mgのhGHが検出された｡これはと卜やヤギで報告さ

れている出生直後に分泌される乳に似た分泌物‖Witch[sMilk(奇乳)‖がラ

ットにも存在し､その中に外来遺伝子産物が分泌されていた結果と思われる｡

一方､申分泌ラインおよび非分泌ラインの新生子ラットの乳腺抽出物から

はhGHは検出できなかった｡また､高分泌ラインの新生子ラットの乳腺にお

ける外来遺伝子の発現はhQ｣遺伝子のmRNAの存在によっても確認された

(RT-PCRによる)｡申分泌ラインにおいてはRT-PCRのサイクル数を30か

ら40に増加したときにhGH遺伝子のmRNAが検出できた｡この結果は外来

遺伝子由来のタンパク質もそのmRNAも外来遺伝子を導入されている新生子

の乳腺において検出可能であることを示しており､目的のトランスジェニツ

ク動物を選抜するための時間(飼育期間)を大幅に短縮する方法として期待

できる｡

今日のようにトランスジェニツク技術が適用可能な動物種が実験小動物か

ら大型家畜にまで普及してくると､トランスジェニツク動物の系統維持を初

期胚や精子のレベルでの凍結保存に委ねる必要性が生じてくる｡ヒトの疾患

モデルラットの場合は二段階凍結法で凍結保存した胚を移植によって蘇生さ

せても疾患形質を失なわないことが確認されているが､遺伝子を人工的に付

加したトランスジェニック動物由来の凍結保存胚から発生した産子における

外来遺伝子の安定性については情報が少ない｡そこでまず､野生型ラットに

由来する2細胞期胚を二段階凍結法およびガラス化法を用いて保存し､融解

後の月杢の生存性および個体発生能について調べた(第4章第2節)｡2細胞期

胚をDMSOあるいは1,2-プロパンダイオールの存在下で-300Cまで毎分

0.5～2.00Cの速度で冷却した後に液体窒素中に浸漬したとき､いずれの実験

群においても90%以上の胚が正常な形態を有していたが､移植後の個体発生

率は1,2-プロパンダイオールを凍害保護物質として毎分0.50Cで冷却したと

きに有意に低かった｡1,2-プロパンダイオールの有効性が報告されているの
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は胚が8細胞期以降に発育していた場合であり､毎分0.50Cの冷却速度との

組み合わせではラットの2細胞期胚にとっては適当な条件ではなかった可能

性が高い｡一方､ガラス化保存液にVSl液を用いたとき､凍害保護物質の添

加および除去の方法にかかわらず加温後の胚の形態に差は認められなかった｡

凍害保護物質を3段階で添加して､1あるいは4段階で除去した場合は移植

胚の59～67%が産子として得られたが､添加と除去の両方を1段階で行った

場合は､加温後の胚の形態評価では他の群と差がなかったにもかかわらず､

個体発生率は22%と有意に低かった｡このように､VSl液からの凍害保護物

質の除去行程はその後の胚の生存性に影響を及ぼさなかった｡また､EFS液

を用いて2細胞期胚をガラス化保存したところ76～92%の胚が形態的に正

常に見えたが､移植後の個体発生率は3～20%と低かった｡このように2細

胞期のラット胚にも二段階凍結法に劣らない効率でガラス化保存法(VSl液

での段階添加群)を適用できることが明らかとなった｡

次に､hGHを乳中に分泌するトランスジェニツクラットに由来する2細胞

期胚の凍結保存を試みた(第4章第3節)｡bαLA/hGH､bβCN/hQlおよび

bαSICN/hGH遺伝子を導入したラットを各3､4および3ライン使用し､

DMSOを凍害保護物質としてそれらの胚を二段階凍結した｡2～4年間の保存

後に融解したところ､約90%の胚が形態的に生存していた｡外来遺伝子の種

類やライン間で有意な差は認められず､対照群の凍結融解胚の生存率とも差

は認められなかった｡bαLA/hGH､bβCN/hGHおよびbαSICN/hq｣の群で

それぞれ､64､68および68%の胚が移植後に産子へと発生した｡この割合

も対照群の60%と差がなく､凍結融解していない新鮮2細胞期胚の移植後の

個体発生率(69%)にも劣らなかった｡このように､トランスジェニツクラッ

ト由来の2細胞期胚を長期間保存しても､融解後の胚の生存性および個体へ

の発生能を失わないことが明らかになった｡しかし､トランスジェニツクラ

ット由来の凍結融解胚を移植して得られた産子において検出された外来遺伝

子の割合(伝達率)は32%で､非凍結融解胚の外来遺伝子の伝達率(平均

489り との間に有意な差が認められた｡これは､凍結融解処理によってトラ
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ンスジェニツク胚の発生過程に何らかの影響を与えた可能性が示唆された｡

一方､発現量に関しては凍結融解胚由来のG2産子の乳中にGOと同オーダ

ー(mg/mlL/ベル)のhGHが分泌されていた｡このように､二段階凍結法に

よってトランスジェニツクラット系統を確実に維持(保存)できることが示

された｡

結論として､(1)乳腺発現系のトランスジェニツクラットは常法の顕微注

入法により作出可能で､トランスジェニツクラットの作出効率には外来遺伝

子の違いによる影響は見られない､(2)トランスジェニツクラットにおける

外来遺伝子の発現は用いたプロモーター領域によって支配されており､乳腺

での発現検定は新生子の段階でも可能である､(3)トランスジェニツクラッ

ト由来の2細胞期胚は二段階凍結法によって凍結保存でき､蘇生したラット

には元来の外来遺伝子の発現レベルも保存されている｡これらの結果は､ト

ランスジェニツク動物を外来遺伝子産物の大量生産に利用しようとする産業

分野において非常に有用な基礎的知見を与えるものである｡
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