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１．はじめに

　我々の体を作るひとつひとつの細胞の中に存在す
るゲノムDNAには，２万個を超える遺伝子が存在し，
それらの遺伝子が，適切な時期に，適切な場所で，
適切な量だけ発現するよう別々に精密な調節を受け
ている．この遺伝子の発現は，多くの場合，遺伝子
配列の近傍に存在するDNA配列（プロモーター）
によって調節されている．これまで，遺伝子発現調
節メカニズムは，プロモーターに遺伝子の発現を調
節するタンパク質（転写因子）が結合し，遺伝子発
現をオン・オフするようなシンプルなモデルで説明
されてきた．しかし，近年の研究の進歩に伴い，ゲ
ノムをコンパクトに折りたたむための糸巻きの役割
を担うヒストンやゲノムDNAの化学的修飾，また
それらが引き金となり構築されるクロマチン構造が
遺伝子発現を制御することが明らかとなってきた．
このエピジェネティクスの遺伝子発現制御への関与

が明らかになったことから，今後の遺伝子発現制御
研究は，転写因子という役者だけでなく，ゲノム構
造すなわち，役者が立ち回る舞台装置も考慮にいれ，
それを再現できる実験系を用いなければならないこ
とになる．これまでの研究においては，プロモータ
ーの機能評価は，培養細胞に一過的にプロモーター
を含むプラスミドDNAを導入する in vitro プロモ
ーター解析法が用いられてきたが，この実験系では
生理的条件下におけるクロマチン構造を完全には再
現できていない可能性があるため，近年，より生理
的条件に近い遺伝子改変動物を用いた in vivoプロ
モーター解析法を用いることが重要であるとの考え
が提唱されつつある．
　本稿ではまず，著者らの研究テーマである血管内
皮細胞における遺伝子発現制御研究から明らかとな
ってきた in vivoプロモーター解析実験の重要性に
ついて述べ，次に，in vivo解析に用いることがで
きる遺伝子改変マウスの種類と特徴について概説し，
最後に，血管内皮細胞特異的に発現するRobo4 遺
伝子をモデルとした in vivoプロモーター解析実験
例を紹介する．

２．in vitroと in vivoで解析結果が異なるレポー

　タージーンアッセイ

　プロモーターの機能を評価する方法にレポーター
ジーンアッセイがある．この実験法では，プロモー
ター配列にレポータージーンを連結し，プロモータ
ーの活性をレポータージーンの発現量に置き換えて
評価する．レポータージーンは通常，ルシフェラー
ゼやLacZ遺伝子が用いられるが，これらの遺伝子
の発現量はそれぞれの基質を用いた発光・発色反応
を利用して容易に測定することができる．
 レポータージーンアッセイを行うためにはまず，
各遺伝子のプロモーター配列をクローニングし，こ
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図１　 in vitroと in vivoにおけるレポータージーンアッセイ

－52－

生産と技術　第62巻　第１号（2010）

れにレポータージーンを連結したトランスジーンを
作製する必要がある（図１）．in vitroで行うレポー
タージーンアッセイでは，このトランスジーンを持
つプラスミドを作製し，これを細胞に一過的に導入
しレポータージーンの発現量からプロモーター活性
を評価する．これに対し，in vivoで行うレポータ
ージーンアッセイでは，遺伝子組換え法を用いてト
ランスジーンをゲノムに挿入したマウスを作製し，
そのマウスにおけるレポータージーンの発現組織，
発現量からプロモーターの機能を評価する．in vitro
手法は，操作が簡便であり，迅速に解析できる．in 
vivo手法は，プロモーター配列がゲノム内に取り込
まれているという点で，より生理的条件下に近い状
態でプロモーターの機能を評価できるというメリッ
トをそれぞれ持つ．これまでのプロモーターについ
ての研究は，主に in vitro手法のみが用いられてき
た．しかし，Longらは，生理的条件下でのプロモ
ーターの機能を正確に評価するには in vivo手法を
用いて検証する必要があると述べている (1)．血管
内皮細胞におけるプロモーター解析研究においても，
両手法を用いた解析結果が報告されているが，しば
しば，in vitro解析と in vivo解析では，解析結果が
異なることが示されている．例えば，Elvert や
Kapppelらは，in vitroと in vivoの両方の手法を用
いて行ったFlk-1 遺伝子のプロモーター解析研究の
中で，in vitroで活性の強いプロモーターが in vivo
では活性をもたなかったり，in vitroで重要だと示
された転写因子結合サイトが in vivoでは重要では
なかったりするなど異なる結果を得ている (2)(3)．
この結果の相違は，種々の血管内皮細胞特異的遺伝

子のプロモーターを用いた著者らの研究においても
確認されたことから，in vitro，in vivoの解析結果
の相違は，ある程度の頻度でおこる現象であると考
えられる．
　近年，Matoukらは，in vivoにおいて血管内皮細
胞特異性を持つと証明された eNOSプロモーター
配列が，in vitroでは血管内皮細胞特異性を持たな
い例を示し，その原因がエピジェネティクスにある
のではないかと考察している (4)．すなわち，生理
的条件下においては，ゲノム上に存在するプロモー
ター配列は，DNAメチル化やヒストン修飾などエ
ピジェネティクスによる制御を受け，正常な活性や
組織特異性を持ったプロモーターとして，遺伝子発
現を調節している．しかし，in vitro 解析において
は，細胞に導入されたプロモーター配列はプラスミ
ドの形で存在するため，本来必要なエピジェネティ
クスによる制御を受けられないと予想される．この
ため，プロモーター配列はクロマチン構造を正常に
形成できず本来の活性や組織特異性を発揮できない
と説明している．このMatoukらの仮説は，in vitro
と in vivoにおける解析結果の相違をうまく説明で
きており，in vitro解析で得られた結果は，より生
理的条件下に近い in vivo解析を用いて検証するこ
とが最良であると考えられる．

３．in vivoプロモーター解析法に用いられる遺伝

　子改変マウス

　先にも述べたが，in vivoにおけるプロモーター
解析は，プロモーター配列の下流にレポータージー
ンを連結したトランスジーンをゲノムに持つマウス



図２　in vivoプロモーター解析に用いられる遺伝子改変マウス
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を作製し，そのマウスにおけるレポータージーンの
発現組織や発現量を解析することで行う．ここでは，
in vivo解析に用いることができる３種の遺伝子改
変マウスを紹介し，その特徴について述べる（図２）． 
　まず，一般的なトランスジェニックマウスについ
て紹介する．このマウスは，トランスジーン配列を
含むDNA断片をマウス受精卵に導入し，ゲノム上
のランダムな位置にトランスジーンを挿入する（ラ
ンダムインテグレーション）方法で作製する．特別
なベクター作製は必要なく，短期間でマウスを作製
することができる．しかし，挿入するトランスジー
ンの個数（コピー数）と挿入位置を制御できないた
め，作製するごとに異なるゲノム配列を持ったマウ
スができ，内在性の遺伝子が破壊される可能性もあ
る．そのため，異なるトランスジーンを持つマウス
を別々に作製し，マウス間でレポータージーンの発
現量を比較するというような実験には向かない．こ
のように，本マウスを用いた解析には，多ラインの
マウスを作製し，それらのマウスにおけるレポータ
ージーンの平均的な発現量と発現パターンを解析す
る必要があるため，解析に時間がかかる．
　２種目の遺伝子改変マウスとして，ノックインマ
ウスについて紹介する．ノックインマウスの作製は，
マウスES細胞のゲノムに含まれる内在性のプロモ
ーターを本来の場所から移動させず，その下流に存
在する遺伝子をコードする配列をレポータージーン
と置き換えることにより行う．つまり，この方法で
は極めて生理的条件下に近い状態でプロモーター解
析を行える利点がある．しかし，本マウスの作製は，
遺伝子を組換えるためのターゲティングベクターの
作製，ES細胞の遺伝子組換え，キメラマウスの作
製などを行う必要があり，マウスの完成までに長い

時間を要する．また，本マウスでは，マウスのプロ
モーターしか解析できないことや，解析したい遺伝
子を必ず１個壊してしまうという問題もある．
　最後に，生理的条件に近い状態で解析が行え，比
較的作製が簡便なHprt ターゲティングマウスにつ
いて紹介する．Hprtターゲティングマウスの作製は，
まず，１コピーのトランスジーンを相同組換えによ
りマウスES細胞のHprt 遺伝子上流に挿入し，こ
のES細胞を用いてキメラマウスを経てトランスジ
ェニックマウスを作製することで行う (5)．作製法
はノックインマウス作製法とほぼ同じであるが，タ
ーゲティングベクターの構築は，相同組換え用親ベ
クターにトランスジーンを挿入するのみの簡単な方
法で行える．さらに，Hprt遺伝子が欠損したES細
胞を用いて相同組換えを行い，Hprt 遺伝子が補完
されたかどうかを指標に薬剤選別することで，短時
間，高効率でES細胞の遺伝子組換えを完了するこ
とができる．また，トランスジーンのコピー数と挿
入位置が同じである利点を生かし，異なるトランス
ジーンを持つ２種のマウス間でのレポータージーン
の発現の比較をすることができる．
　以上の３種の遺伝子改変マウスはそれぞれ異なる
長所と短所を持っており，研究の目的に合わせて最
適なものを選択することができる．著者らはこのう
ち，Hprt ターゲティングマウスとノックインマウ
スを用いて血管内皮細胞特異的に発現するRobo4
遺伝子のプロモーター解析を行ったので，その結果
を次章で紹介する．

４．ヒトRobo4遺伝子についての in vivoプロモ

　ーター解析

　血管内皮細胞は，血管の管の内側に層を形成して



図３　Robo4プロモーターを用いたHprtターゲティングマウスにおけるLacZの発現
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張り付き，常に血液と接する細胞である．著者らは，
この血管内皮細胞に特異的に発現する遺伝子として
2002年にクローニングされたRobo4遺伝子に注目
した．Robo4遺伝子が血管内皮細胞特異的に発現す
るということは，言い換えれば，Robo4遺伝子のプ
ロモーターは，血管内皮細胞でのみ活性を持ち，他
の細胞では活性を持たないことを意味する．著者ら
は，このユニークな性質を持つRobo4 プロモータ
ーの解析を行うため，まず，ヒトRobo4 遺伝子の
プロモーター配列のクローニングを考えた．この段
階では，ゲノム上のどの配列がRobo4 の発現制御
に必要な領域であるか全く手がかりがなかったため，
Robo4遺伝子付近のDNA配列を解析し，ラットや
マウスなど種間で高く保存されている領域を含み，
かつ既に知られている転写因子結合配列を多数含む
3kbの配列をクローニングし，Hprt ターゲティン
グマウスを用いてその機能を解析することを考えた．
そこで，実際に 3kb のプロモーターのクローニン
グを行い，レポータージーンであるLacZ遺伝子を
連結させたトランスジーン1コピーを，マウスES
細胞のHprt 遺伝子上流に挿入した．得られたES
細胞を用いてトランスジェニックマウスを作製し，
マウスのLacZ 遺伝子の発現を，LacZ 染色（LacZ
の発現部位が青く染色される）を用いて解析したと
ころ，LacZは胎児と成体の全ての臓器において血
管内皮細胞に特異的に発現し，各臓器における発現
量（臓器分布）は内在性のマウスRobo4の発現パ

ターンとほぼ同じであった（図３）(6)．この結果か
ら，著者らのクローニングした 3kb の領域が，血
管内皮細胞特異的に発現するヒトRobo4 の発現制
御に十分な領域を含んでいることが in vivo解析に
より証明された． 

５．Hprtターゲティングマウスを用いた転写因子

　結合配列の機能解析

　前章では，Hprt ターゲティングマウスを，ヒト
Robo4遺伝子の発現制御領域を同定する目的で用い
た．ここではHprt ターゲティングマウスがトラン
スジーンの挿入位置とコピー数を完全に制御され作
製されていることを利用し，Robo4プロモーター中
の転写因子結合配列の機能を解析した例を紹介する．
　3kbの Robo4 プロモーター中には，種間で完全
に保存されたETSサイト（転写因子であるETSフ
ァミリータンパク質が結合すると報告されている配
列）が存在した．そこで，この ETS サイトが in 
vivo においてヒトRobo4 プロモーターの活性に重
要な機能を持つかどうかを明らかにするために，前
述の実験で作製した天然型の3kb Robo4プロモー
ターを持つマウスに加え，ETSサイトの塩基を置
換し変異を加えたプロモーターを用いたHprt ター
ゲティングマウスを作製し，2 種類のマウスの
LacZの発現を比較した（図４）．その結果，天然型
プロモーターを持つマウスに比べ，ETSサイトに
変異を持つマウスにおいては，全ての臓器の血管内



図４　2種のHprtターゲティングマウスを用いた天然型，変異型プロモーターの機能解析

図５　2種のノックインマウスを用いた天然型，変異型プロモーターの機能解析
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皮細胞においてLacZの発現が大きく低下している
ことが明らかとなった (7)．これら 2種のマウスの
ゲノム配列の違いは，ETSサイトへの変異導入の
有無だけであるため，今回のLacZの発現量の減少は，
ETSサイトへの変異が原因で起こったものと結論
付けられる．本結果より，ETSサイトは in vivoに
おいてヒトRobo4 プロモーターの活性化を担う配
列であることが証明された． 

６．ノックインマウスを用いたRobo4プロモー

　ターの解析

　Hprt ターゲティングマウスを用いた解析におい
てその重要性が証明された，ヒトRobo4 プロモー
ター中のETSサイトは，マウスのRobo4プロモー
ター中においても，その位置と配列がほぼ完全に保
存されている．そこで著者らは２種のノックインマ
ウスを作製し，マウス内在性Robo4 プロモーター
においても，ETSサイトが重要であるかを検証し
ようと考えた．具体的には，Robo4遺伝子をコード
する配列をLacZ 遺伝子に置き換えたLacZ ノック
インマウスと，このマウスのRobo4 プロモーター
中のETSサイトに変異を加えた変異ノックインマ
ウスを作製し，２種のマウスにおけるLacZの発現
を比較した（図５）．その結果，LacZノックインマ

ウスにおいて全ての臓器でみられた血管内皮細胞特
異的なLacZの発現が，変異ノックインマウスにお
いては大きく減少していた (7)．この結果から，マ
ウス内在性Robo4プロモーターにおいてもETSサ
イトはRobo4 プロモーターの活性を担う配列であ
ることが証明された． 

７．おわりに

　以上，本稿では，遺伝子発現制御メカニズムの研
究に in vivoプロモーター解析法を用いる重要性に
ついて，解析に用いられる遺伝子改変マウスの特徴
を解析例を踏まえて紹介してきた．特にHprt ター
ゲティング法は，１コピーのトランスジーンを位置
特異的に導入するユニークな相同組換え法であり，
この手法で作製したマウスは，転写因子結合配列の
重要性評価などプロモーター解析の強力なツールと
なることを強調して述べた．
　遺伝子発現制御の研究のみならず，生命科学にお
いて，「in vitroで明らかになった結果は，より生理
的条件下に近い in vivoで検証するべきである」と
いう考え方は，誰もが直感的に認知している．また，
この理由について，「in vitroの実験は，生命現象の
一部を切り取り試験管内で再構築するシステムであ
るため，in vivoで起こる現象を完全には再現でき
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ない可能性がある」という説明がなされるが，では，
「何を再現できていないのか？」という質問に明確
に答えることは難しい．Matoukらはこの点について，
現状の in vitroプロモーター解析においては，エピ
ジェネティクスによる制御を再現できていない可能
性を指摘した．本稿では，in vivo解析が生理的条
件下に近いことが経験的に明らかになっていること
を前提に述べてきたが，現状の in vivo解析システ
ムがエピジェネティクスを完全に再現できているか
どうかの証明はなされていない．この点を踏まえ，
著者らは，現状の in vivoプロモーター解析法がエ
ピジェネティクスをどの程度再現できているのかを
詳細に検証し，近年，盛んに遺伝子発現制御研究に
おいてその重要性が叫ばれているエピジェネティク
スを解析できる次世代のプロモーター解析法を提案
したいと考えている． 
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