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Research Abstract 昨年までにOrigin Recognition Complex (ORC)を構成するサブユニットの1つであるOrc4変異マウスが胎⽣4.5⽇⽬以降にアポトーシスを起こして致死となる
ことを明らかにしたが、今年度はホモ変異胚をレスキューするためにloxP配列で挟んだOrc4遺伝⼦を導⼊したトランスジェニック(Tg)マウスの作出を⾏った。
Orc4 cDNAをloxP配列で挟み、マーカー遺伝⼦としてInternal Ribosomal Entry Siteの制御下にGFPが発現するようにしたOrc4-GFPベクターを作製した。プ
ロモーターにはCAGプロモーターとPGKプロモーターを⽤いた。まず、HeLa細胞およびNIH3T3細胞に導⼊して、GFPが発現することを確認した。次に、PGK
プロモーター制御下にOrc4が発現するベクターを⽤いてTgマウスの作出を試みた結果、現在のところ2系統のTgマウスの作出に成功したが、内在性Orc4遺伝⼦
のホモ変異マウスをレスキューするものは得られなかった。導⼊遺伝⼦由来のOrc4の発現を成体の臓器別に調べた結果、脳、⼩腸、筋⾁、胸腺、脾臓、精巣で
は強い発現が確認できたが、⼼臓、肺、肝臓では弱い発現しか認められず、腎臓ではほとんど発現が認められなかった。内在性のOrc4はこれらの臓器において
ほぼ同じレベルで発現していることから、ホモ変異マウスが⽣存できないのは導⼊遺伝⼦の発現が弱いためと考えられた。そこで、さらにTgマウスを作成する
と共に、初期胚では導⼊遺伝⼦由来のOrc4の発現が⼗分であり、胚性幹細胞が樹⽴できる可能性があるので、ホモ変異胚の内部細胞塊培養を試みているところ
である。Orc4ホモ変異胚性幹細胞が樹⽴できれば、Creの発現によりOrc4を⼈為的に⽋損させて、細胞周期やDNA複製におけるOrc4の役割を詳細に解析するこ
とができる。
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