
山村研一

は じめ に 真 に創 造的 な基礎 研 究の発 展 には,サ ー チ

的研 究 と リサー チ的研究 が不 可欠 で あ る。 サー チ的研

究 は種 を蒔 くこ とに あた り,シ ーズ 的研 究 ともいわれ

るが,よ り戦 略的包 括的 で あ る。 これ に対 し,リ サ ー

チ は苗 を育 て るこ とに等 し く,短 期 的 に成 果 が出 る こ

とが期 待 で きるが,す でに筋 道 が決 まった研 究が 多い。

この意 味か ら,真 に創造 的 な研 究の発 展のためには,サ

ーチ 的研究 が リサー チ的研 究 よ りもよ り重 要 であ る と

いえる。1995年 度のノーベル賞 に輝いたN?sslein-Vol-

hardら の研究 が,サ ーチ的研 究 か ら,す なわ ちシ ョウ

ジ ョウバエ にお いて前後 軸 の異常 を呈 す る突 然変 異体

を多数分 離す るこ とか ら始 めて い るの は承 知 の事 実 で

あ る。 この努力 が あっ て こその研究 で あ り,わ が 国で

はこの部 分 に相 当する研 究 は少 な く,理 解 がた りない。

サー チ的研究 の代表 的 な ものはゲノム研 究 であ ろう。

これ を思 い浮 かべれ ばわ か るよ うに,サ ー チ研 究 に は

1つ の思想 が必要 であ る。 つ まり,得 られた成 果 を多 く

の人が共有す る思想 である。 多型DNAプ ローブの採 取

や ランダムなゲ ノムDNA断 片 またはcDNAの 塩 基配

列 の決定 は,や って いる人 に とって いか に も意味 が な

い ように思 え る。 しか し,こ れ は計画 途上 の こ とで あ

り,完 成 に近 づ くと実 は膨 大 な研 究 を して いた こ とに

気 づ くことにな る。 そ して,い った んそ れ らの デー タ

が集積 し,デ ータベ ー スに組 み込 まれ るや 否 や,多 く

の研究 者 に とって,貴 重 な情 報 源 とな り,こ ぞ って利

用す る,つ ま り得 られた成 果が 共有 で きる よ うにな っ

てい る。 このサ ーチ研 究 の 目的 は,単 一 遺伝 子病 の原

因遺 伝 子の い くつか を単 離 で き るの か を問 うの で はな

く,10万 個 あ る遺伝 子 の うち何 割 を一 網 打尽 で きるの

か とい う ことで あ り,成 果 を共 有 す る と同時 に,一 方

で世界 を支配 で きるか とい う戦 略思 想 で もあ る。世 界

的視 野 からみればゲノムの構 造 解析 が射 程 内に入 り,筆

者 の考 えで は機 能解 析 に お け るサ ーチ研 究 が次の課題

にな った と断 言 して よい。 そ の た めの戦 略思想 の練 り

直 しが欧米 で はす で に始 まっ た。

その一つ の手段 として世界 的 に注 目を浴 びてい るの

が,マ ウス にお ける飽 和 突然 変異体 作 製 で あ り,ド イ

ツで はすで に始 ま り,米 国 で は年間20億 円の予算 で始

まろ うと して い る。 また,英 国の製 薬 会社 で あるス ミ

ス クライ ン社 で は,開 発段 階 か ら研 究 費 を出 し,得 ら

れた ミュー タ ン トマ ウス のす べ て に特許 の枠 をはめ る

ことを始 めてい る。 これ らは いずれ も,10万 個 と推 定

され る遺 伝子 につ い て,ラ ンダ ム な方法 で その変異 体

を可 能 なか ぎ り多 数作 製 す る計 画 で あ る。 これ は単 離

された興 味 あ る遺伝 子 の破壊 マ ウス を作 製 す るとい う

発想 で はな く,遺 伝 子破 壊 マ ウス を じゅ うた ん爆 撃 的

に効 率 よ く作製 す る には ど うすれ ば よ いか とい う思想

か ら結 論 された 方法 で あ る。つ ま り,分 子 生物学 全盛

の時代 は逆遺 伝子 学 的発想,つ ま りまず遺 伝子 あ りき

が重要 視 された が,こ こに き て伝 統 的 で あ るが分 子生

物 学的手 法 も取 り入 れた順 遺 伝学 的 な発 想,つ ま りま

ず ミュー タ ン トあ りきとい う考 えが必 要 にな った とい

え る。

マ ウスの変 異体 は,ヒ トと同 じ哺 乳類 で あ るた め薬

剤 開発 な どへ応 用 で き る ことか ら,付 加 価値 が格段 に

高 く,か つ特許 が取 得 で き るた め,そ の 重要性 は遺伝

子以上 の もの があ る。遺 伝子 の機能 解 析 が ゲノム研究

に含 まれ てい る と公 言す るの な ら,日 本 で なぜ マ ウス

Ken-ichi Yamamura,熊 本 大 学 医 学 部 附 属 遺 伝 発 生 医 学 研 究 施 設 発 生 遺 伝 部 門(〒862-0976 熊 本 市 九 品 寺4-24-1)[Institute of

Molecular Embryology and Genetics,Kumamoto University School of Medicine,Kuhonji,Kumamoto862-0976,Japan]

Saturation Mutagenesis in Mice

2233

D
a
t
a
b
a
s
e
 
C
e
n
t
e
r
 
f
o
r
 
L
i
f
e
 
S
c
i
e
n
c
e
 
O
n
l
i
n
e
 
S
e
r
v
i
c
e



74 蛋白質　核酸　 酵素　 Vol.43 No.15(1998)

のゲ ノム の構 造 解析 は もち ろん の こ と,飽 和 突然 変異

体 作製 プ ロジ ェク トが 立 ちあが らな いの か不 思議 で あ

る。 日本 で も早 急 に開 始す るべ きで あ ろ う。

Ⅰ.こ れまでの経緯

分 子生物 学 的 な技術 が 導入 され る以前 よ り,マ ウス

の突 然変 異体作 製 は行 なわれ て いた 。最 も一 般 的 なの

が,飼 育 中に偶然 に生 じた 自然 突 然変 異体 を樹立 す る

方法 で ある。1900年 代 初頭 よ り営 々 と続 け られて きた

方法 で,現 在 まで に約1,000種 類 が樹 立 され,そ の染

色体 地 図が完 成 して い る。放 射 線 や薬 剤 に よ る誘発 突

然 変異 も行 なわれ て いたが,ど ち らか とい う と限 られ

た遺 伝子 座 の突 然変 異体 の作 出 に用 い られ て いた。 た

とえ ば,目 で見 て す ぐわ か る色 素 の異常 マ ウスな どで

あ り,こ れによ り3,000～4,000種 類 は作製 されている。

しか し,こ れ らの方法 に よる大規 模 も し くは飽和 突然

変異体 作製 は,他 の動 物 に比 し多 大 の経 費 と労力 を要

し,そ の必要 性 につ いて は これ まで懐 疑 的 であ った。

しか し,遺 伝子 の構 造解 析 に め どがた っ た現在,マ

ウス にお ける飽 和 突然変 異体 作 製 をラ ンダム な方法 に

よ り行 な う必 要が あ る ことが認識 され るに至 った。 そ

の理 由の一つは,こ れをES細 胞 を利 用 した相 同遺伝子

組換 えでは,あ ま りに時 間,経 費,労 力 が か さむか ら

であ る。 現在,1つ の遺 伝子 の破 壊 マウスを作 製す るの

に,人 件費 と減価 償却 費 を除 い て も,約200万 円必要

で ある。 また,遺 伝子 破壊 マ ウ ス作製 の律 速 段 階 は相

同組換 えを行 なったES細 胞 クロー ンの単離 であ るが,

組 換 え用のベ クター の作製 も含 めて1遺 伝 子 に つ き約

3カ 月必 要 で,年 間4ク ロー ン とるの が精 い っ ぱいで

ある。 つ ま り,10万 個 の遺 伝 子破 壊 マ ウス 作製 には,

25,000年 ×人 かか るこ とにな る。 これ では,構 造解析

の ス ピー ドに比 しあ ま りに遅 く現 実 的 で はな い との こ

とで,ラ ンダム飽 和突 然変 異が見 直 されるに至 った。 こ

こで は3つ の方法,す なわ ちENU法,ク ロラムブシル

法,遺 伝子 トラ ップ法 につい て述 べ る。

Ⅱ.3つ の方法

1.ENU法

ENU(ethylnitrosourea)は 突 然 変 異原 物質 で,点

突然 変異 を誘発 す る。 これ をマ ウ ス に投 与 す る こ とに

よ り,高 率 に変 異体 を作製 で きる ことが,Russelら に

よ り明 らかに され た(図1)1)。 具 体 的 に は,8～10週 齢

2234

図lENU変 異 体作 製

ENUを 雄 マウスに投与す ると,精 子 にランダムに突然変異が入る。

その雄 と雌 を交配 しFlマ ウスを得る。FIは 原則ヘテロであるので,

交配によ りF2世 代 でホモを得る。 さらに交配 により系統として樹

立する。

のC3H系 統 マ ウス雄 にENU(100mg/kg体 重)を1

週 間隔 で3度 腹腔 内投 与 す る。7週 間 経過 後,処 理 マ

ウス を同系 のC3H系 統 雌 に交 配 してF1マ ウスを作 製

す る。 このF1マ ウスのゲ ノム上 には,50～100遺 伝 子

座 で突 然変 異が生 じて いると推 定 され るが,1遺 伝 子座

に注 目す れ ば1/1,000の 確 率 で,そ の変異 マ ウス を得

るこ とがで きる計算 であ る。 したがって,も し1,000頭

のF1マ ウスを作 製 すれ ば,任 意 の遺 伝 子の変 異マウス

を得 る こ とが で きる。 この よ うに きわ め て簡 単 に,特

殊 な技術 を必 要 とせ ず変 異 マ ウス を多 数得 る こ とがで

きるが,欠 点 として は,大 規 模 な飼 育施 設 を必要 とす

る こ と,変 異 した遺 伝 子 の マ ッピ ング に は,マ ウス亜

種 問交配 を行 な わね ば な らない こ と,ま た その遺伝 子

の単 離 は,ポ ジシ ョナル ク ロー ニ ング に頼 らざ るを え

な い こ とで ある。

2.ク ロラム ブシル 法

クロ ラムブ シル投 与 に よ り,染 色 体 の部 分欠失 マ ウ

ス を作製 で きる2)。方法 は,原 則 的 にENU法 と同 じで

あ る(図1参 照)。 す な わ ち,雄 マ ウ スに クロ ラムブ シ

ル10mg/kg体 重 程度 を1回 腹 腔 内 に投与 し,2～3週

間後 に,雌 マ ウス と交 配 す るだ け で,染 色体 の欠失 マ

ウス を作製 で きる。 精子 ご とに欠 失 の部 位 は異 な るが,

肉 眼的 に観察 で き る劣 性 の表 現型 が 出現 す る確 率 は約

25%と きわ めて高 率 で,特 定 の遺伝 子座 位 において も

お よそ1/1,000と 見 積 もられて いる。1,000匹 子供 をと

れ ば1匹 は特定 の遺伝 子 座 で の欠 失 を もつマ ウスが得

られ る計算 で あ り,非 常 に効 率 の よい方法 で ある。欠
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図2遺 伝 子 トラ ップ法 の 概 要

遺伝子 トラ ップベ クター は薬 剤耐性マーカー とレポー ター遺伝子の両方の機 能 をもつ β-geoを

含 むが,プ ロモ ーターの代わ りにスプ ライスア クセプターの配列のみが上流 にある。 したが っ

て,マ ウス内在性 遺伝子の下流 に組み込まれた ときのみ β-geoは 発現する。逆にいえば β-geo

が発現 すれ ばその上 流には遺伝 子があるこ とを意味 している。 トラップベクター内にloxPを 組

み込んでお くと,余 分 な配列 はCreを 発現 させるこ とで除去で きる。

失す る大 きさは,3～15Mbと 見 積 も られ ている。多型

DNAマ ーカーが充 実 して きたので,100kb程 度 の精度

で染色 体 の どの部分 に欠失 が あ るのかが簡 単 に同定 で

きる ようにな った。

3.遺 伝子 トラ ップ法

遺 伝 子 トラ ップ の原理 は簡 単 であ る。 トラ ップベ ク

ター をES細 胞 に導入 し,内 在性 遺伝子 の下 流に組 み込

まれた ときに トラ ップベ クター 内の レポー ター遺伝 子

が発 現 す るよ うにな ってい る(図2)3)。 筆 者 らの開発 し

た トラ ップベ クター の基本 構造 も図2に 示 した。筆 者

らは,lacZとneo耐 性 遺伝 子 の融 合遺伝 子 で あ るβ-

geoを 使用 して いるが,目 的 に応 じて,別 々に配 置す る

こ ともある。 スペ ーサ ー は,ト ラ ップベ ク ターが組 み

込 まれ る ときに,必 ず とい って いいほ ど一 部が 欠失 し

て入 るの で,大 事 な部分 が 残 るようにす るた めにつ け

加 えた もので,ど の ようなDNA断 片で もよい。lox71

につ いて は後 述 す る。IRESは,CAP非 依存性 に翻訳

が開始 で きるた め の配列 で ある。pUC19は,ト ラ ップ

後 に内在 性遺 伝子 をプ ラス ミ ドレス キ ュー法 によ り単

離 す るため の もの であ る。 遺

伝 子 トラ ップ法 を行 な う うえ

で,ポ イ ン トに なるの は以 下

に述 べ る2点 であ る。

A.ス ク リー ニ ング系

ES細 胞 で発現 している遺伝

子 の数 は,約1万 個 といわ れ

て いるが,こ れ で は全遺 伝子

の10%に す ぎない。 そ こで,

ES細 胞 の分 化誘 導によるスク

リーニ ング系 が考 えられて い

る。 これ らに は,レ チ ノイ ン

酸 に よる誘導,胚 様 体形 成 に

よ る誘 導,奇 形癌 腫形成 によ

る誘 導,キ メ ラマウス作 製 に

よる誘導 が あ る。胚様 体 はマ

ウス6.5日 胚 に類似 して い る

こ と,種 々の 内胚葉 系列 の遺

伝 子 をマ ー カー に遺伝 子発 現

を解析 した と ころ,き わ めて

正 常発 生 に近 い発現パ ター ン

が 得 られること4)から,筆 者 ら

は この系 をス ク リーニ ング系

として用 いて い る。

B.ベ ク ター の開 発

トラ ップベ クタ ーが複 数 コ ピー組 み込 まれ る と,プ

ラス ミドレス キュ ー法 で内在 性遺 伝子 を単 離 しよ う と

思 っても,ベ クターばか りが単離 される。 これは,pUC19

部 分 か ら,そ の5'側 に存在 す るマ ウス内在性DNAが

距 離 的 に遠 くな るた め と,ベ クター の数が 多い とい う

比 率 の問題 に よる。 この問題 を解 決す るため,P1バ ク

テ リオ ファージのCre-loxPシ ステムを利 用 できる。Cre

組 換 え酵素 は34bpのloxPと い う配列 を認 識 して(図

3)5,6)組換 え を起 こす。 そ こで,ス プライスア クセ プタ

ー の下 流 とβ-geoの 下流 の2ヵ 所 にloxPを 挿入 した
。

この よ うなベ ク ターが 多数 コ ピー組 み込 まれ た と して

も,Creを 発 現 させ る ことで,pUC19の 上流 の β-geo

な どの余 分 な配列 が除 去 でき,そ の結果,pUC19の す

ぐ近傍 にマウス内在 性遺 伝 子が位置 す ることにな り,簡

単 に これ を単 離 で き るよ うに なった。

C.Cre-loxPに よ る遺 伝子 挿入

ところで,遺 伝 子 トラ ップ法 で は,相 同組 換 えの よ

うに微 細 な変 異 を導 入 で きな い とい う欠点 が指摘 され

て いた。 これ を克服 す るため に,Cre-loxPシ ス テム に
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プ後 にlox71部 位 に 自在 にい

か なる遺伝 子 で も挿 入で き る

ので,格 段 に応 用性 が広が っ

た とい える。

4.方 法論 の まとめ

3つ の方 法 について,長 所 と

欠点 を表1に ま とめた。

図3loxPとCreの 反 応

CreはloxP配 列のスペ ーサー部分 を切 断 し,挿 入または切 り出 しを行 なう。右 の図 は,反 応を

わか りやす くするため,loxP配 列 を塗 り分 けてある。

図4変 異型loxPに よ るDNA断 片 の挿 入

左側 は正常,右 側 は変異型 のloxを 用 いだときの組換 えの反応。左側 では切 り出 されたloxPを

含むDNAが 物理 的に離れ るので,挿 入 よりも削除に反応は傾 く。一 方,染 色体側 にlox71お よ

び環状DNA側 にlox66を 用い ると,組 み込 まれたときに生 じるlox71/66をCre組 換え酵素 は認

識で きに くくな り,削 除反応 よ り挿入反応側 に傾 く。

よる遺 伝子 挿入 の系 の開 発 を試みた。Cre-loxPシ ステ

ム は,削 除 と挿入 反応 を行 な うが,哺 乳類細 胞 で は核

が大 き く,い った ん削 除 され る と,loxPを 含 む環 状

DNAが 拡散す る結 果,挿 入 反 応 を行 なえない。 そこで,

左端 の反 復配列 に変異 を もつlox71と,右 端 の反復 配列

に変 異 を もつlox66を 利 用 すれ ば,い ったん挿 入 されれ

ば削除 がで きな くな る こ とがわ か った。 つ ま り,左 端

に変 異 を有す るlox71と 右端 に変異 を有 するlox66の 間

で組 換 えが起 こる と,左 側 に は左 端 お よび右端 とも変

異 をもつlox71/66が,右 側 には正 常のloxPが 配 列する

こ とにな る。Creは,両 端 に変異 を もつlox71/66を 認

識 す る効率 が悪 く,し た が って,削 除 で きな くな り挿

入 された まま となる(図4)。 植 物細 胞 での成功 例 が報

告 された7)ので,筆 者 らはES細 胞 に応 用 し,10%程 度

の効率 で挿入 反応 が起 こるこ とを明 らかに した8)。この

lox71を 含 む トラ ップベ クター を開発 し,こ れ を可変 型

遺 伝子 トラ ップ法 と名 づ けた。 これ を用いれ ば トラ ッ

Ⅲ.諸 外国の現状

ドイ ツで は ヒ トゲ ノムプ ロ

ジェ ク トの一 環 として,マ ウ

ス のENU突 然 変 異 誘 発 が

1997年 か ら始 まっている。優

性 変 異 につい て は年 間5,000

系統,劣 性 変異 につ いては年

間100系 統 を目標 に変異体 作

製 が計 画 され てい る。変異 体

作 製 は,ド イツGSFリ サーチ

セ ンター の哺乳 類遺伝 学研 究

所 で一 括 に行 ない,変 異体 の

ス ク リー ニ ング を臨床 化 学,

免 疫異 常,ア レル ギー,ウ イ

ル ス抵 抗性,形 態異常,性 の

分 化異 常,行 動 異常 に分 けて

それ ぞれの専 門家 が担 当 して

行 な う体 制 を とって い る。 これ まで の結果 におい てす

で に73系 統 の変 異 マ ウス を発見 してい る との ことであ

る。 イ ギ リスで も製 薬会 社 が資 金 を提 供 して突然 変異

誘 発 が始 まって い る。米 国 で は,ゲ ノム シス テムズ社

が,レ トロ ウイルス トラ ップベ クター を用 いてENU突

然 変 異誘発 を行 な い,す で に2,000ク ロー ンを解 析 し

た との論文 がNature誌 に発 表 され9),衝 撃 を与 えた こ

とは記 憶 に新 しい。 また,い よい よ米 国 でマ ウス突然

表1変 異原 物質法 と遺伝子 トラ ップ法の比較
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変異 誘発 も含 むマ ウ スゲ ノムプ ロジェク トに年間約60

億 円 程度 の研 究費 をNIHか ら交付 される との ことで あ

る。種 々 の総 説 も発 表 され機運 は高 まっている10～12)。

おわ りに 日本 で は,マ ウス ゲノム研 究 は ほ とん ど無

視 されて きた よ うに思 える。無視 されて いな い とい う

意見 もあ るか もしれ ないが,要 はヒ トゲ ノム に投 下 さ

れ た資本 の何%が マ ウス に資本投下 された のか とい う

問題 で あ る。筆 者 らは,何 年 も前か らマ ウスゲ ノム研

究 の必要 性 を訴 え,と りわ け 日本が欧米 に太 刀打 ちで

きるた め には,飽 和 変異 体作製 プ ロジェ ク トを欧米 に

先 ん じて立 ち上 げ る必要 性 を訴 えて いるが,日 本 での

動 きは遅 い し鈍 い。

話 は変 わ るが,エ イ ズ薬 害訴訟 で得 られた教 訓が あ

る。 つ ま り,危 険 性 を警 告す る十分 な情報 をつか みな

が ら,当 時 や れ る こ とをや らなかった こ とで,そ の と

きの決 定権 を もつ責任 者 が罪 を問われることである。 日

本 で もマ ウス飽 和 突然 変異体 作製 プロ ジェク トも含 め

て本 格 的 に始 め ない と,付 加 価値 の高い変 異マ ウス の

大半 の特 許 は欧 米 に押 さえ られ,今 後 の基礎研 究 の み

な らず,応 用 研 究 や薬 剤開発 な どにおいて致命 的 な遅

れ を とる こ とを,マ ウス個体 の遺 伝子操 作 を永 ら く行

な って きた筆 者 として,警 告 してお きたい。 これ で こ

の警告 が無 視 され,将 来筆 者 が危 惧す る事 態 を招 いた

ときは,現 在 の責 任者 に罪 を問える こ とに なる。
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