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経精巣遺伝子導入法 によ り得 られた トラ ンス

ジェニ ックマ ウスの解析

松 本 和 也、細 井 美 彦、豊 川 弘 治、中 上 佳世子

宮 本 裕 史、佐 伯 和 弘、入 谷 明

要 約

微小 ガ ラス針 を使 って受精卵前核 に遺伝子溶液 を注入する顕微注入法 に代 わる簡便 な トランスジ ェニ ッ

クマ ウスの作製方法 を検討す るために、外来遺伝子を雄 マ ウスの精巣 に直接注入 して雌 マ ウス と交配 させ

る ことによ って、 トラ ンスジェニ ックマ ウスを作製す ることを検討 した。DNA/リ ボ ソーム複 合体 を4

匹 の雄 マ ウスの精巣 に直接注入 したの ち静 置 させ、1週 間後 に雌マ ウスと交配 させた ところ、計38匹 の産

子 を獲得 した。 離乳後 各マウスの尾部組織 よ り抽出 したゲノムDNAを 使 ったサザ ンプロッ ト解析の結果、

5匹 のマ ウスに導入遺伝子 の組込みが認め られた。その うち、次世代 へ導入遺 伝子 の伝達 が認 め られ た

トランスジェニ ックマ ウスは、2匹 であ った。 また、 トランスジェニ ックマ ウスのゲ ノムDNAか ら導 入

遺伝子 と考え られ る遺伝子断片 の一部を増幅 し、ダイレク トシークエ ンスで その塩基 配列 を決定 した とこ

ろ、導入遺伝子が マウス染色体へ組込 まれていることが確認 された。以上の結果 よ り、経精巣遺伝 子導 入

法 による トランスジェニ ックマウスの作製 の可能性が示唆 された。 しか し、精巣 に導入 され たDNAと 精

子 の結合様式、 また卵子 と受精後の染色体への組込 み機序 にっいては未 だ不明な点が多 く、今後 さらに検

討が必要 と考え られた。

緒 論

生殖生 理学的 な基礎的知見の蓄積 に伴 って、体外受精、受精卵の体外培 養、 胚 の顕 微操 作 な どの生殖

工学 や発生 工学的技術が マウスにお いて ほぼ確立 され、遺伝子導入マ ウス(ト ランス ジェニ ックマ ウス)

と遺 伝子破 壊 マウス(ノ ックアウ トマウス)が 作製 され るよ うにな った。 特 に、 過剰 発現 によ って遺 伝

子 の生体機 能を解析す る トランスジェニ ックマ ウスを使 った実験 系が確立 された ことによ り、 広範 囲 に

遺 伝子機能 、更 に細胞や組織 の機能 を検討 がなされ多 くの知見が得 られ るよ うにな った。 現在 まで、 ト

ランスジェニ ックマウスの作製 方法 は、微小 ガ ラス針を使 って受精 卵前 核 に遺 伝 子溶 液 を注 入 す るマ イ

クロインジェクシ ョン法が一貫 して採用 されている。1989年 、Lavitranoら が精子 を介 した トランスジェ

ニ ックマ ウスを作製す る簡便な方法 を報告 した〔"。この方法 は、精子懸濁液 にDNAを 添 加 して15～30分

間処理後体外受精 に供試 させ、 得 られた受精卵 を移植 して産子 を得 る もので あ った。 しか し、 多 くの研

究機関 ・研究者 に よって追試 が行 われた ものの再現性 が明確 に示 される ことはなか っだ2〕。 一方 で、 この

報告以来、 マ イクロインジェクション法 による作製効 率に限界 がある との理 由 か ら、 精子 を介 して トラ

ンス ジェニ ック動物 を作製す る研究が進 め られ た。 これ まで、 精子 に は外 来性DNAを 結 合 す る能 力 が

ある ことが示唆 されてお り{3)、精子側のDNA結 合分子 の探索 もされて いる(4・5)。 さ らに、 精 子 にDNA

の取 り込 み率 を向上 させ るため、 エ レクロ トポー レシ ョソ6}あ るいは リポソーム〔7}を利 用 す る方 法 も試 み

られ た。最近で は、 精巣 へDNAを 直接 注入 して個体 へ遺 伝子導 入 をす る方 法(8'9)あ るい は精細 管 に

DNAを 直接 注入す る方法 もom試み られてい る。 あ るいは、 このDNA/リ ボ ソー ム複 合体 を マ ウス精 巣

に注入 して精子 にDNAを 取 り込 ませ る方法 は、 よ り簡便 な トラ ンス ジェニ ックマウ ス作製 の方法 と し

て期待 されて る。 本実験で は、DNA/リ ボソーム複合体を マウス雄個体 の精巣 に直接注 入 した の ち、 雌

マ ウスと交配 す ることによって産子 を獲得 し、個体へ の遺伝子導入を試 みた。
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材料及 び方法

1。 導 入用遺伝子 断片の調製

導 入用遺伝子 に は、塩化 セ シウム密度勾配法 により精製 したpBluescriptIIKS+を 制 限酵 素EcoRI

で完全消化 によ り直鎖化 した遺伝子断片 を用 いた。 得 られた遺 伝子 断片 につ いて は、 まずTE溶 液 で濃

度300μg/mlに なるよ うに希釈 し、 さ らにLipofectAmine試 薬(GIBOCOBRL)と 等量混 合 す る こ

とで最終濃度150μg/m1に 調製 した。室温で30分 間静 置 し、DNA/リ ボ ソー ム複 合体 を形成 させ てか

ら遺伝子導入 に供 した。

2.経 精巣遺伝子導 入による トランスジェニ ックマ ウスの作製

(1)精 巣へ の遺 伝子導入 と交配 による産子の獲 得

動物 には、C57BL/6N系 あるいはICR系 マ ウスを使用 した。 成熟雄 マ ウスを麻 酔下 で開 腹 し、 導 入

遺伝子 を含 むDNA/リ ボソーム複 合体 を両側の精巣 に20μ1ず つ注入 した。 処 置後1週 間 目に、 凌 駕 回

復 した雄 マ ウスを発情前期 の雌 マウスと同居 ・交配 させ た。膣栓 によ って 交配 を確認 した雌 マ ウ スにっ

いては、順次分娩 させ た。

(2)サ ザ ンプ ロッ ト解析

生 後3週 間 目のマ ウスか ら、尾部の先端部 分約1cmを 麻酔下で切 断 ・採取 した。尾 部 の細 胞 よ りゲ ノ

ムDNAを 抽出 ・精製 した後、以下 に示すよ うにサザ ンプロ ッ ト解析 を行 った。 まず 、 制限酵 素PvulI

によ って完全消化 させ た10μgゲ ノムDNAを1%ア ガ ロースゲ ル電 気泳動 に よ り分離 した後、 常 法 に

従 って ゲルを変性 ・中和 しナイロ ンフ ィル ター(Hybond-N+、 アマ シャム)にDNAを 転写 した。次 に、

pBluescriptIIKS+をPvull消 化 した遺 伝子 断片(0.46kbp)を プ ロー ブ と して、ECLdetectlon

system(ア マ シャム)に よって フ ィル ター一・ハ イブ リダーゼ ー一シ ョンを行 った。 また、 染色 体 に導 入遺

伝子 の組込みが認 め られた個体にっいては、順次交配を次世代への導入遺伝子 の伝達 を確認 した。

3.染 色体に組込 まれ た遺伝子の部分塩基配列 の決定

サザ ンプロ ッ ト解析 によって、 トランス ジェニ ックマウスと認 あ られ た個体 に お いて、 導 入遺 伝子 の

組込 みを更に確認す るため に、その部分塩基配列 を決定 した。 まず、 各 トラ ンス ジ ェニ ックマ ウスの尾

部組織 か ら抽出 したゲノムDNA1μgを 鋳型 にpBluescriptIIKS+の マルチ クローニ ングサ イ トを含

む遺伝 子断 片(244bps)をM13/RVprimer(5'-GGAAACAGCTATGACCATG-3')及 びM13/

M4primer(5'-GTTTTCCCAGTCACGAC-3')を 使 ってPCR(熱 変性:94℃ 、 最 初5分 間で以 降

1分 間、 アニー リング:55℃ 、1分 間、合成反 応:72℃ 、1分 間を35サ イクル繰 り返 す)に よ って増 幅 さ

せ た。次 に、得 られ た増幅産物 か ら余 分 なprimerを 除 去 し、 そ の2μ1を 鋳型 と してBigDyePrimer

CycleSequencingKit(ア プライ ドバイオ システム)お よびABIPRISMTM377及 び310(ア プライ ドバ

イオシステム)を 使 って ダイ レク トシー クエ ンスを行 った。

結 果

経精巣遺伝子導 入法 により得 られた トランスジェニ ックマ ウスの作製効率の結果 を、表1に 示 す。DNA

/リ ボソーム複合体を4匹 の雄マ ウスの精巣 に直接注入 したのち静 置 させ、1週 間後 に雌 マ ウスと交 配

させた ところ、4匹 の雌マ ウスよ り計38匹 の胎子が得 られた。分娩3週 目の離 乳 期 まで全 ての マ ウ スが

発育 し、 その尾 部組織 より抽 出 したゲノムDNAを 使 ったサザ ンプ ロッ ト解析を した ところ、5匹(13%)

のマ ウスに導入遺伝子が染色体上 に組込 まれていることが確認 された(表1)。
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得 られた5匹 の トランスジェニックマウスにおいて、順次子孫 を産出させてサザ ンプロッ ト解析によって次

世代へ導入遺伝子の伝達 を調べた(表2)。5匹 の トランスジェニ ックマウスの うち、子孫(F1)へ の導 入遺

伝子の伝達が認 め られたのは2匹(3-10系 統、4-4系 統)で あった(図1)。3-10系 統 においてF1の トラ

ンスジェニ ックマ ウスをっかって、そのゲノムDNAか ら導入遺伝子 と考 え られるpBluescriptIIKS+の

マルチクローニ ングサイ トを含む遺伝子断片(244bps)の 一部を増幅 し、 ダイ レク トシークエ ンスでその塩

基配列を決定 した ところ、導入遺伝子であることが確認 された(datanotshown)。 また、 その結果 か ら制

限酵素EcoRIが 認め られ、導入遺伝子 はhead-tailで タンデムに結合 していることが明 らかになった。
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Fig. 1 . Southern blot analysis of F 1 offspring of transgenic founder (3 - 
  The bands (arrow) denote integration of the transgene. Tg and - in 

  transgenic and nontransgenic mice, respectively.

3 line). 
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考 察

マウスにおいて、 トランス ジェニ ック動物を得 るために はマ ウス受 精卵 の前核 へDNAを 顕 微 注入 す

る方法が最 も広 く利用 されている。 しか し、 この方法 では遺伝子注入 した受 精卵 あた りの遺伝 子導 入 動

物産生効率が2%前 後 と低 くllD、その技術の習得 にも時 間を要す ることが知 られている。最近、 レポーター

遺伝子で ある大腸菌 由来 の β一ガ ラク トシダーゼ遺 伝子 を含 む外来性DNAを リボ ソーム複 合体 と してマ

ウス精巣 に注入 し、 その雄 マ ウスを雌 と交配 した結 果、体 内受精 した卵子 の80%に ガ ラク トシ ダーゼ活

性が認 め られ た ことが示 されだ8bこ れ は、精 巣へ直接DNAを 注入す ることによって個体 へ遺 伝子 を導

入す る実験系 の可能性 を示唆す る ものであ った。 本実験 において、 ほぼ同様 な経精 巣遺 伝子 導入法 によっ

て、得 られ た産子 の13%が トランス ジェニ ックマウスであ ることが示 された。 この結果 よ り、 経精 巣 遺

伝子導入法 によ る トランスジェニ ックマウスを作製 で きる可能性が示唆 され た。 しか し、 導入 遺 伝子 の

子孫 へ の伝 達率 が40%(2/5)で あ り、 顕微 注入法 にお けるそれ が ほぼ100%で あ る こ とか ら(K.

Matsumotoetal.,unpublisheddata)、 この値 は低 い ことが 明 らか にな った。 この こ と は、60%

(3/5)の トランス ジェニ ックマ ウスで は、導入遺 伝子 はモザイ ク状 にホス トゲ ノムに組 込 まれた こと

を示 してい る。 これ らの結果 か ら、経精巣遺伝子導入法 ではホス トゲ ノムへ の遺 伝 子 の組 込 み が必 ず し

も受精後す ぐに行 われず、胚 の発生段階が ある程度進 んだ時期 においても起 こることを示唆 された。

今後、fluorescenceinsituhybridization(FISH)を 使 った トラ ンスジ ェニ ックマ ウスの染 色体 に

おける導入遺伝子 の局在 の確認、 レポー ター遺伝子を経精巣遺伝子導 入をす る ことに よる発現 解析、 さ

らに、精巣 に注入 されたDNAが リボ ソームを介 して どのよ うに精 子表面 の結 合 す るの かの検 討、 また

卵子 と受精後 の染 色体 への組込 み機序 にっ いて は未だ不 明な点が多 く、 経 精巣遺 伝 子導 入法 によ る トラ

ンス ジェニ ック動物 の作製方法 はさ らに検討が必要 と考 え られた。
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英文要旨

Analysis of transgenic mice produced by testis-mediated gene transfer

K. Matsumoto, Y. Hosoi, K. Toyokawa, K. Nakagami, 

      H. Miyamoto, K. Saeki, and A. Iritani

                                  Abstract 

 DNA transfer mediated by sperm has the potential to simplify the production of transgenic 
animals, but the possibility in mice has been controversial. On the other hand, the ability of 
animal spermatozoa to capture foreign DNA has been suggested. In this study, we investigated 
the feasibility to produce transgenic mice by direct injection of foreign DNA in mouse testis. 
DNA/liposome complex was injected through a needle into testes bilateral testis of four 
mature mice. After all males were mated with female mice, 38 pups were delivered. In Southern 
blot analysis and direct sequencing, the foreign DNA was shown to be integrated in host 

genome of five mice (13%). However, only two trangenic mice exhibited the transmission of 
transgene to next generation. Thus, direct introduction of exogenous DNA/liposome complex 
into the testis will provide a simple methodin generation of transgenic mice, and further 
investigations are also necessary to determine molecular mechanisms based on the uptake 
of foreign DNA by sperm.


