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研究成果の概要（和文）：　β1,4-ガラクトース転移酵素－2（β4GalT-2)遺伝子ノックアウトマウスの行動学的解析
からβ4GalT-2が合成するガラクトース糖鎖が中枢神経系で機能を持つことが明らかとなった。そこで、β4GalT-2が主
要な働きを持つ脳領域や細胞の特定を行い、個体から機能糖鎖分子に至る手がかりを得る為に新しいノックインマウス
の作製を行うことにした。β4GalT-2遺伝子の発現をLacZ遺伝子によってモニターできるターゲティングベクターと、
部位・時期特異的に機能を回復させることができる2種類のベクターを新しい方法を用いて構築を試み、難航したが構
築が完了しES細胞に導入することができた。

研究成果の概要（英文）：From behavioral analyses of beta 1, 4-galactosyltransferase-2 (B4GalT-2) gene knoc
kout mice, we have found that galactose sugar chains synthesized by B4GalT-2 have a function in the centra
l nervous system. Therefore, we tried to generate novel knock-in mice in order to identify cells and brain
 regions where B4GalT-2 is involved, to obtain clues identifying functional carbohydrate molecules. We con
structed two kinds of targeting vectors, one for monitoring B4GalT-2 expression by lacZ gene and the other
 for recovering B4GalT-2 expression conditionally. We are trying to isolate desired ES clones.
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１．研究開始当初の背景  
	
 第三の生命鎖と呼ばれている糖鎖
の生体内での機能を明らかにする為
の戦略の一つに、糖鎖が合成されてい
く過程でその合成を止めることで糖
鎖構造を改変し、その結果引き起こさ
れる表現型を解析するということが
考えられ、これは糖転移酵素のノック
アウトマウスを用いることで実現さ
れる。我々はβ 1、 4−ガラクトース転
移酵素—1	
 ノックアウトマウス（β
4GalT-1 KO マウス）を世界に先駆け
て作製し、ガラクトース糖鎖の欠損が
IgA 腎症をはじめ様々な生物現象を
引き起こすことを既に明らかにした。
私は生体内でのガラクトース糖鎖の
役 割 を よ り 詳 細 に 調 べ る 為 に β
4GalT-1 に 進 化 的 に 最 も 近 い β
4GalT-2 KO マウスを作成した。β
4GalT-2 KO マウスは正常に出生し妊
孕性にも問題は無く外観はほぼ正常
であった。その後、C57BL/6 背景に
戻し交配した B6（β 4GalT-2 ）KO
マウスの行動学的解析から空間的学
習・記憶障害、協調運動障害が見られ、
β 4GalT-2 が合成するガラクトース
糖鎖が中枢神経系で機能を持つこと
が 明 ら か と な っ た (Yoshihara and 
Sugihara et al. 2009 JBC)。しかし改
変された糖鎖がどの組織・細胞で働い
ているのか、またどのようなタンパク
質・脂質を修飾しているのかを明らか
にしていくことは非常に多くの可能
性が考えられ、困難が予想された。  
 
２．研究の目的  
	
 そこで遺伝子改変動物学的手法を
駆使してβ 4GalT-2が KOマウスの行
動異常に主要な働きを持つ脳領域あ
るいは細胞の特定を行い、個体から機
能糖鎖分子に至る過程に応用可能な
解析手法の開発を行うことを目的と
した。  
 
３．研究の方法  
	
 β4GalT-2 が合成するガラクトース
糖鎖によって行動が修飾される脳領
域の特定にはレポーター遺伝子をノ

ックインしたマウスを利用する。これ
によりβ4GalT-2 を発現する細胞の同
定が可能となる。β4GalT-2 を恒常的
に強く発現しているかまたは発現が
変動する細胞及び領域が目的の候補
領域となる。次に上記の候補領域特異
的にβ4GalT-2 発現を回復させること
で、β4GalT-2 が合成する糖鎖の機能
の証明と、β4GalT-2 発現が回復した
細胞と隣接する回復しなかった細胞
由来の糖タンパク質・糖脂質を比較検
討することで、機能糖鎖分子への手が
かりが得られると考えられる。この目
的の為に通常のコンディショナルノ
ックアウトの方法ではなく機能回復
型の flox アリルを持つノックインマ
ウスと機能が回復すると同時にレポ
ーター遺伝子を発現するノックイン
マウスを組み合わせて利用する。さら
にコンディショナルに Cre を発現さ

せる為にウイルスベクターの利用を
検討する。ウイルスが感染すると GFP
と Cre 組み換え酵素が感染細胞で発
現し、β4GalT-2 とレポーター遺伝子
が発現するようになり、ウイルスが感
染してもβ4GalT-2 が発現しない細胞
ではレポーター遺伝子は発現しない
ので区別出来る。この目的の為に図 2
のような 2 種類のターゲティングベ
クターを構築した。β4GalT-2 の発現
は SV40 スプライスアクセプターを持
つ ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 に あ る
polyA 付加配列で終了する。さらにエ
クソン 3 にある翻訳開始点からレポ
ーター遺伝子として核移行シグナル
を持つ LacZ 遺伝子が発現するように
組み込んだ。ネオマイシン遺伝子は
loxP 配列で囲まれており、Cre 酵素に
よって除去されると、 floxNEO_LacZ
ベクターでは LacZ がβ4GalT-2 発現
依存的に発現する。一方、floxNEO ベ
クターではβ4GalT-2 の発現が回復す
る。floxNEO_LacZ ベクターで得られ
た相同組換え体はあらかじめ ES 細胞
で Cre を働かせてネオマイシン遺伝
子を除いてからノックインマウスを
作成すれば floxNEO_LacZ アリルをヘ
テロにもつマウスができ、β4GalT-2
発現のレポーターマウスとして利用
出来る。	
 
	
 

図 1 

図 2 



４．研究成果	
 
	
 上記の 3 種類のノックインマウス
を作成する為の 2 種類のターゲティ
ングベクターの構築に取りかかった。
今回のベクター構築にはこれまでの
制限酵素切断部位を用いた方法では
なく、PCR を用いた遺伝子増幅とディ
レクショナルクローニング法を用い
て行った	
 
(1)  ベクターの構築	
 
	
 今 回 の ノ ッ ク イ ン マ ウ ス は β
4GalT-2 遺伝子発現と同様にレポータ
ー遺伝子が発現するようにβ4GalT-2
の翻訳開始点に合わせる形でレポー
ター遺伝子を組み込んだ。この様な構
築は従来の制限酵素を用いた方法で
は困難なため、正確性の高い Taq 酵素
を主に用いて行った。	
 
	
 具体的には、それぞれの部品となる
DNA フラグメントを PCR 法で増幅する。
接続する二つの DNA フラグメント片
方端と相同な配列を付加したプライ
マーを用いて再度増幅し、DNA フラグ
メント同士をアニーリングさせ Taq
酵素で相補鎖を伸長させて二つのフ
ラグメントを接続する。その後両端の
プライマーを新たに加えることで PCR
法によって接続された DNA フラグメ
ントを得るという方法を用いた。	
 
	
 電気泳動法でフラグメントを精製
し次の操作に用いた。この方法はその
後のシークエンス解析の結果からう
まく接続されることがわかった。最終
的なプラスミドベクターへの複数鎖
のクローニングには市販のキットを
用いてディレクショナルクローニン
グを試みた。 DNA フラグメント端の
15bp が相同であればよいというもの
であったが、これが非常な困難を伴い、

時間を費やした。最終的には酵素反応
の温度をより高温で行う別のキット
の利用によりこの問題は解決出来た。	
 
(2)ES 細胞へのターゲティング	
 
	
 行動解析を C57BL/6(B6)背景のβ
4GalT-2	
 KO マウスを用いて行ってい
ることから、B6 背景の B6J-S1	
 ES 細
胞（筑波大学の杉山先生より分与）を
用いてターゲティングを行うことに
した。しかしそれまで我々が用いてき

た 129 系統の ES 細胞では G418 による
選別を 250μg/ml で行ってきたが、
B6J-S1 は半分の濃度でも死に絶える
程感受性が高いことがわかった。さら
にβ4GalT-2 発現レベルでネオマイシ
ン耐性遺伝子が発現するターゲティ
ングベクターを用いていることから、
今後 G418 濃度の最適条件の検討を行
う必要がある。	
 
(3)B6ES 細胞を用いたキメラマウス作
成時の 2i 培地利用による生殖系列寄
与率の改善効果の検討	
 
	
 今回のノックインマウス作成には
B6 系統由来の ES 細胞を用いて行なっ
たが、一般に B6ES は 129 系統の ES よ
りも長期間培養による生殖系列通過
能力が失われやすい（未分化性喪失）
ことが知られていた。そこで、グリコ
ーゲンシンターゼキナーゼ 3β阻害剤
の CHIR99021 とマイトージェンアク
ティベーティッドプロテインキナー
ゼ阻害剤 PD0325901 の 2 種類（2i）を
ES 培地に添加した 2i 培地を用いてキ
メラマウス作成を行い、キメラ率への
効果と、生殖系列を通過する効果につ
いて検討した。β4GalT-2 以外の 3 遺
伝子 9 クローンの B6ES から 157 匹の
キメラマウスが得られたが、生殖系列
を通過したキメラマウスはわずか 2
匹であった。129 系統由来の ES で高
いキメラ率のキメラマウスが生まれ
なかったクローンを用いて従来の ES
培地と 2i 培地を比較してみたが、キ
メラ率に大きな改善効果は見られな
かった。B6ES の培養方法には更なる
改善が必要と考えられた。	
 	
 
	
 この研究は当初の予定どおりに進
めることが出来ずこれで終了となる
が、得られた相同組換え体から早急に
ノックインマウスを作成し別のプロ
ジェクトとして研究を進めていきた
いと考えている。この機能回復型のコ
ンディショナルノックインの方法論
はβ4GalT-2 が合成する機能糖鎖分子
を網羅的に捕まえられる可能性があ
ると考えており、ぜひ実証したいと考
えている。	
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