
論文内容の要旨

申請 者 氏 名Mayasari NiLuhPutuIka

全て のタ ンパ ク質 コー ド遺 伝子 をマ ウスES細 胞 中で破 壊す ることを 目指 す国際的

な ノックアウ トマ ウス ・プ ロジェ ク ト （KOMP） にお いて採用 されて いる挿入型変 異

導入法 の 中で 、 ランダムな遺伝子 トラ ップは大 きな役割 を果 た して いるが 、そ れ は同

法が 単純 、迅速 、かつ安価 で あ るか らに他 な らな い。遺 伝子 トラップで破壊で きなか

った遺伝 子 に関 して は、遺伝子 ターゲテ ィング実験 を敢行 す る ことによ り、個別 に破

壊 す ることが急がれて いる。申請者 は、KOMPで はポ リAト ラップ法 （標 的細胞 中で

恒 常的 に発現 され る遺伝子 のみな らず 、全 く発現 され な い遺伝子 をも破壊す る ことが

可能 な手法 として開発 され た もの）が活 用 されて いる にも拘 らず、 これ まで に樹立 さ

れ たおびただ しい数 の細胞 株の 中で、マ ウスES細 胞 中で発現 されない遺伝子 が トラッ

プされたES細 胞 ク ロー ンの割 合が極めて 小さい ことを示 した。また 申請者 は、研 究者

の間で広 く使わ れ る レ トロウイル スの骨 格 を持 った 申請者 らの条件的遺伝子破 壊型ポ

リAト ラップ ・ベクター は、標的細胞 中で恒 常的 に発現 され る遺伝子 に強 く偏 って挿

入 され る ことを見出 した。 最 も重要 な点 は、そ の レ トロウイル ス の骨格 を持 つ条件的

遺伝子 破壊型ポ リAト ラップ ・ベ クターで遺 伝子 トラ ップを実行 した場合、ベ クター

内で予期せぬ 欠失や組換 えが あま りに も高頻度 で発 生す るため、条件的 な遺伝子 破壊

を達成す る ことが事実 上不 可能 にな って しま うとい う ことで あ る。 申請者 は、カ ッ ト

＆ペース ト型DNAト ランスポ ゾンのひ とつTol2が 、 レ トロウイルスが持つ上記 の欠

点 を全 く有 して お らず、ES細 胞 中で発現 されな い遺伝子や遺伝子 候補 を含 む広範 囲の

遺 伝子群 を同定 し、条件 的 に破壊す るこ とを保 証す る遺伝子 トラ ップ ・ベ クター のた

め の理想 的なプ ラ ッ トフォーム として機能す ることを見 出 した。 また申請 者は、単 一

細胞 のゲ ノム中 に多数 のベ クター が挿入 され ることによって 引き起 こされ る厄介 な難

問 を、異 な るタ グで標識 され た15種 類 のTol2ト ランスポ ゾ ンを混合 して遺伝子 トラッ

プ実験 に応用 す る ことによ り完全 に解 決 した。 申請 者が今 回新た に開発 した戦略 は、

標 的細胞 中の遺伝子 の条件的破壊 ア レル を大量生産 す るための極 めて有効 な手段 であ

る と考 え られ る。



論文審査結果の要旨

申 請 者 氏 名MayasariNiLuhPutuIka

マウスES細 胞 中で全タンパク質コード遺伝 子を挿入型 変異導入法 によって破壊 し、樹 立され

た多数 のES細 胞クロー ンを無 条件で研究者 に供給することを口指 し、現在欧米ではノックア

ウトマウス・プロジェクト（KOMP） が推進されている。このKOMPの 中で、遺伝子 トラップ法 は

重 要な役割 を果たしてお り、今 日までに遺伝子 トラップ法 により、45万 株 以上のES細 胞 クロ

ー ンが樹 立されている。しかしながら申請者 は、このおびただしい数 のES細 胞クローンの大

半では、同細胞 中で恒常 的に発現される遺伝子 がトラップされ ており、転写活性 を全く持たな

い遺伝 子 （組 織特 異的遺伝 子など）がトラップされたものは極 めて限 られていることを見 出し

た。

また申請者 は、遺伝 子 トラップに最も広 く利 用されているレトロウイルス型ベ クター の場合 は、

たとえポリAトラップを実行 したとしても、恒 常的に発現される遺伝子 に好 んで （偏 って）挿 入さ

れる強い傾 向があり、さらに、ベクター 内で欠 失や組換 えが非常 に高頻 度で発生するため、

特 に標 的細胞 中で発 現されない遺伝子群 を条件 的 に破壊 する実験 目的には、全く適してい

ないことを見 出した。

一方で 申請者 は、カット＆ペ ースト型DNAト ランスポゾンのひ とつ、Tol2を遺伝子 トラップベ

クターの骨格 に用いれ ば、レトロウイルス型ベ クターが持つこれ らの欠 点を殆 ど全 て克服する

ことができ、標 的細胞 中で発 現されない遺伝子 を含む広範 囲の遺伝 子群を条件的 に破壊 す

ることが可能 になることを見出した。

Tol2型 遺伝子 トラップベクターの唯 一の欠点 として、ひとっのES細 胞 のゲノムに挿入 される

ベ クター のコピー数 を厳密 にコントロールすることが困難な点が最 後 に残 ったが、申請者 は、

異なるタグで標識 された15種 類のTol2ト ランスポゾンを混合 して遺伝 子トラップ実験 に応用

する新 しい手法を開発 し、ひとっのES細 胞 のゲノムに複数 のベクターが挿入 された場合 でも、

簡 単 にそれぞれのベクター挿 入部位を特定することを可能 にした。

以上のように本論 文は、マウスES細 胞 中で広範 囲の遺伝子群 を条件的 に破壊 することを 目

的として、ランダムな遺伝子 トラップ に関する新たな手法を開発 したもので、学 術上 、応 用上

貢 献するところが少なくない。よって審査委員 一同は、本論 文が博 ＋ （バイオサイエンス）の学

位論 文として価 値あるものと認 めた。


