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概要 
Rosa26 遺伝子を相同組換えする目的でターゲ

ティングベクターを作製し、C57BL/6N 由来の相同
組換え  ES 細胞を作製した。この  ES 細胞より 
R26GRR マウスを作製し解析を行った。作製された
マウスは偏在的に緑色蛍光を発現し、Cre ドライ
バーマウスと交配をかけた F1 マウスにおいては部
位特異的な赤色蛍光を発現することを見出した [1]。 

 
キーワード： CAC promoter , Cre-repoter mouse , 

EGFP , Rosa26 , tdsRed  

１．はじめに 
Cre/loxP システムを利用したコンディショナル

な gene-targeting は Cre ドライバーマウスによる 
Cre 酵素の発現に依存する。このことから、Cre ド
ライバーマウスにおいて loxP を切除することに
よって時間的・空間的にどのように制御されている
かを知ることは極めて重要である。Cre ドライバー
マウスの評価のため広く使用されている  Cre レ
ポーターマウスが ROSA26 レポーターマウスであ
る [2]。このマウスは ubiquitous に外来性遺伝子発現
を許す ROSA26 遺伝子座内に、転写を STOP させ
る配列を Floxed し、その下流に lacZ レポーター
遺伝子をノックインしたマウスである。このマウス
では Cre リコンビナーゼが発現する組織において
のみ Cre/loxP リコンビネーションが生じ、レポー
ター遺伝子発現を介して、Cre ドライバーマウスを
評価することが可能となる。近年では live imaging 
や  fate mapping study のため  lacZ の代わりに 
EGFP などの蛍光タンパクに置き換えられた 
ROSA26 レポーターマウスも数多く開発されてい
る。しかしながら、現在までの Cre レポーターマウ
スでは、レポーター遺伝子のシグナルが生じていな
い組織において、本当に Cre 酵素の発現が無いため
なのか、それとも、レポーター遺伝子のプロモーター
活性が無いためなのかを評価することはできない。
そこで、Cre/loxP システムを介した研究をサポート
するツールのひとつとして、レポーター遺伝子のプ
ロモーター活性を蛍光タンパクにてモニター可能で
あり、Cre/loxP リコンビネーションを異なる蛍光タ
ンパクにより検出可能な新規の Cre レポーターマ
ウスを開発することとした。 

 
 

２．方法 

2.1 Rosa26 Green red Reporter (R26GRR) 
Mice の作製 

CAG プロモーターと tdsRed 遺伝子の間に loxP 
配列で挟んだ EGFP 遺伝子を配置し、Rosa26 5’ 
arm-CAG/EGFP-tdsRed-Rosa26 3’ arm のターゲティ
ング・ベクターを構築した。このターゲティング・
ベクターを C57BL/6N 由来の ES 細胞の Rosa26 
遺伝子座へ相同組み換え方法により導入した(Fig.1)。
キメラマウス作製には相同組み換えが確認された 
ES 細胞を用いた。複数のキメラマウスが作製され、
そのうちの 1 ラインにおいてレポーター遺伝子で
ある CAG/EGFP-tdsRed が生殖系列に移行すること
を確認した。 

Fig.1 Generation of the ROSA26 locus with insertion of a 
novel Cre reporter. 

2.2  動物 
全ての実験は筑波大学動物実験委員会の承認のも

と実施した。Cre レポーターマウスを産出するため
に、相同組換えが確認された ES 細胞を用いてキメ
ラマウスを作製した。キメラマウスの雄と 
C57BL/6N の雌を交配し、対立遺伝子が生殖系列へ
伝達されていることを確認した。Ayu1-Cre マウス、
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Tie2-Cre マウス、Ins1-Cre マウスとそれぞれ交配し
た。マウスは明周期 14 時間、暗周期 10 時間、温
度 23.5 ± 2.5 ℃、湿度 52.5 ± 12.5 ％の環境で飼
育された。 

2.3  蛍光実体顕微鏡 
新生仔における蛍光イメージングでは、マウスを

安楽死させた後、新生仔を解剖し、蛍光実体顕微鏡
を用いて検討を行った。 

2.4  組織学的解析 
使用したマウスは、深麻酔後、PBS 灌流で安楽死

させ、4％ パラホルムアルデヒド(PFA)を用いて灌流
を行った。各組織は固定後、蛍光顕微鏡を用いて蛍
光の発現を確認した。その後、sucrose 溶液を用いて
平衡化し、Tissue-Tek OCT に包埋した。凍結組織片
は 10 µ m の厚さで切片化した。 

３．結果 

3.1  R26GRR マウスの産生 
変異導入した ROSA26 対立遺伝子の特性を調べ

るために、標的とした ES 細胞の蛍光イメージング
を行った(Fig.2)。標的とした ES 細胞を観察したと
ころ、2 つのコロニーにおいて EGFP の発現を示す
緑色蛍光がみられた(Fig.2A,2B)。エレクトロポレー
ション法によって CAG-Cre 遺伝子を R26GRR ES 
細胞に導入し、セレクションなしで 72 時間後に細
胞の蛍光を確認したところ、多数の緑色蛍光の細胞
と少数の赤色蛍光の細胞がみられた(Fig.2E,2F)。さ
らに赤色蛍光を示した細胞は N 末端に FLAG が
タグ付けされており、FLAG にタグ付けされたペプ
チド結合に対して Alexa647 でラベルされた抗体に
対して検出された(Fig.2D)。 

Fig.2 Fluorescence of ES cells targeted with the 
R26GRR vector. 

3.2  R26GRR、R26RR 新生仔における 
EGFP、tdsRed の発現 
次に、ROSA26CAG-EGFP/tdsRed 対立遺伝子が持続的に

発現しているかどうかを調べるためにマウスの新生
仔を用いて検討を行った(Fig.3)。wild type、R26GRR、
R26RR マウスの新生仔についてそれぞれ蛍光顕微
鏡下で観察を行ったところ、wild type マウスの新生
仔では蛍光は確認されず(Fig.3A-C)、R26GRR マウ
スの新生仔では全身性に緑色蛍光のみを示し
(Fig.3D-F)、R26RR マウスの新生仔では全身性に赤
色蛍光のみを示した(Fig.3G-I)。 

3.3  R26GRR、R26RR 成体マウスの臓器に

おける EGFP、tdsRed の発現 
R26GRR マウスと R26RR マウスについて、それ

ぞれ麻酔下で PBS 灌流、4％ PFA 灌流を行った後、
脳、心臓、肺、腎臓、肝臓の解剖を行い、臓器にお
ける蛍光の発現を検討したところ、R26GRR マウス
においては緑色蛍光を示したが、赤色蛍光は示さな
かった。また R26RR マウスにおいては赤色蛍光を
示したが、緑色蛍光は示さなかった(Fig.4)。さらに、
脳(新皮質、歯状回、小脳)、心臓、肺、腎臓、肝臓
について、凍結組織切片を作製し蛍光の発現を検討
したところ同様の結果を示した(Fig.5)。これらの結
果は、ROSA26 遺伝子座の CAG プロモーターは最
初のレポーター遺伝子を恒常的に活性化することが
できるが、第 2 のレポーター遺伝子は R26GRR マ
ウスにおいて Cre を切除するまで、マウスに偏在す
る有核細胞のほとんどを活性化できないことを示し
ている。以上より R26GRR マウスは C57BL/6N を
遺伝的背景に持つレポーターマウスとして有益なも
のであると言える。 
次に、EGFP が切除された後の Cre レポーターマ

ウスに偏在する細胞において、第 2 のレポーターで
ある tdsRed が活性化するかどうかを検証した。
Ayu1-Cre トランスジェニックマウスは生殖系を含
む多数の臓器において Cre リコンビナーゼを発現
する [3]。そこで、R26GRR の雌マウスと Ayu1-Cre 
の雄マウスを交配し、R26GRR/Ayu1-Cre F1 マウスを
得た。ヘテロの R26RR 新生仔は強い赤色蛍光を示
したが緑色蛍光は示さなかった(Fig.3I,3H)。これら
の結果は、tdsRed は Cre を媒介して EGFP を除去
することによって作製した R26RR マウスにおいて、 
CAG プロモーターによって恒常的に活性化されて
いることが明らかとなった。 

3.4  R26GRR マウスにおける組織特異的な 
tdsRed の活性化 
赤色のレポーターである tdsRed が Cre/loxP 組

換え後、R26GRR マウスにおいて特定の器官に組織
特異的であるかどうかを検討した。マウスインスリ
ン 1(Ins1)プロモーターはマウス膵臓ランゲルハン
ス島β細胞における外来性の遺伝子として良く用い
られる [4]。tdsRed の膵島特異的な発光を検討する
ために、R26GRR マウスを Ins1-Cre マウスと交配
し R26GRR/Ins1-Cre F1 子孫を得た。膵島は明瞭に強
い赤色蛍光に標識されていたが、他の膵臓の組織は
緑色蛍光に標識されていた。膵島特異的な赤色蛍光

が見られたことから、膵臓β細胞において Cre/loxP 
による組換えが起こっていることが示唆された。 
さらに R26GRR マウスを用いて、内皮細胞系列

に特異的な Cre/loxP リコンビネーションについて
も検討した。チロシンキナーゼレセプターの制御領
域にある Tek(Tie2)遺伝子は血管内皮細胞特異的に
遺伝子発現することが知られている［5］。Tie2-Cre マ
ウスは Tie プロモーター/エンハンサーの制御下で 
Cre リコンビナーゼを発現し、胚発生期や成体で内
皮細胞に均一な発現を示す［6］。tdsRed の発光が血
管内皮系列特異的であるか検討するために、
R26GRR マウスと  Tie2-Cre マウスを交配し 
R26GRR/Tie2-Cre F1 マウスを作製した。胎生 9.5 日
の  R26GRR/Tie2-Cre F1 個体において赤色蛍光を
伴った血管形成がはっきりと観察され、組織特異的
に Cre/loxP リコンビネーションが起こっているこ
とが示唆された(Fig.7)。まとめると、Cre の組織特
異的な発現は R26GRR マウスを用いることによっ
て蛍光タンパクの色に基づいて識別できる。 

 
Fig.3 EGFP and tdsRed expression in R26GRR and 
R26RR neonates. 

 

 
Fig.4 EGFP and tdsRed expression in the organs of 
R26GRR and R26RR adults. 

 
Fig.5 EGFP and tdsRed expression in tissues of R26GRR 
and R26RR adults. 

 
Fig.6 Double-color imaging of EGFP and tdsRed 
fluorescence in the pancreas of R26GRR/Ins1-Cre F1 
mice at the adult stage. 

４．考察 
マウスにおける遺伝子機能はノックアウトマウス

の表現型の研究から決定されてきた。さらにコン
ディショナルノックアウトマウスを用いた手法はマ
ウスの時空間分析のための強力な方法となりうる。
近年では 9000 以上のコンディショナルな対立遺伝
子を用いたマウスが C57BL/6N 由来の ES 細胞か
ら組織的に樹立されたとの報告もある [7]。それゆえ
に C57BL/6N ラインを用いた Cre ドライバーマウ
スや Cre レポーターマウスの開発は生物学的にも
基礎医学的にも重要になってきている。そこで我々
は、リコンビネーションが起こっていない細胞では
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Tie2-Cre マウス、Ins1-Cre マウスとそれぞれ交配し
た。マウスは明周期 14 時間、暗周期 10 時間、温
度 23.5 ± 2.5 ℃、湿度 52.5 ± 12.5 ％の環境で飼
育された。 

2.3  蛍光実体顕微鏡 
新生仔における蛍光イメージングでは、マウスを

安楽死させた後、新生仔を解剖し、蛍光実体顕微鏡
を用いて検討を行った。 

2.4  組織学的解析 
使用したマウスは、深麻酔後、PBS 灌流で安楽死

させ、4％ パラホルムアルデヒド(PFA)を用いて灌流
を行った。各組織は固定後、蛍光顕微鏡を用いて蛍
光の発現を確認した。その後、sucrose 溶液を用いて
平衡化し、Tissue-Tek OCT に包埋した。凍結組織片
は 10 µ m の厚さで切片化した。 

３．結果 

3.1  R26GRR マウスの産生 
変異導入した ROSA26 対立遺伝子の特性を調べ

るために、標的とした ES 細胞の蛍光イメージング
を行った(Fig.2)。標的とした ES 細胞を観察したと
ころ、2 つのコロニーにおいて EGFP の発現を示す
緑色蛍光がみられた(Fig.2A,2B)。エレクトロポレー
ション法によって CAG-Cre 遺伝子を R26GRR ES 
細胞に導入し、セレクションなしで 72 時間後に細
胞の蛍光を確認したところ、多数の緑色蛍光の細胞
と少数の赤色蛍光の細胞がみられた(Fig.2E,2F)。さ
らに赤色蛍光を示した細胞は N 末端に FLAG が
タグ付けされており、FLAG にタグ付けされたペプ
チド結合に対して Alexa647 でラベルされた抗体に
対して検出された(Fig.2D)。 

Fig.2 Fluorescence of ES cells targeted with the 
R26GRR vector. 

3.2  R26GRR、R26RR 新生仔における 
EGFP、tdsRed の発現 
次に、ROSA26CAG-EGFP/tdsRed 対立遺伝子が持続的に

発現しているかどうかを調べるためにマウスの新生
仔を用いて検討を行った(Fig.3)。wild type、R26GRR、
R26RR マウスの新生仔についてそれぞれ蛍光顕微
鏡下で観察を行ったところ、wild type マウスの新生
仔では蛍光は確認されず(Fig.3A-C)、R26GRR マウ
スの新生仔では全身性に緑色蛍光のみを示し
(Fig.3D-F)、R26RR マウスの新生仔では全身性に赤
色蛍光のみを示した(Fig.3G-I)。 

3.3  R26GRR、R26RR 成体マウスの臓器に

おける EGFP、tdsRed の発現 
R26GRR マウスと R26RR マウスについて、それ

ぞれ麻酔下で PBS 灌流、4％ PFA 灌流を行った後、
脳、心臓、肺、腎臓、肝臓の解剖を行い、臓器にお
ける蛍光の発現を検討したところ、R26GRR マウス
においては緑色蛍光を示したが、赤色蛍光は示さな
かった。また R26RR マウスにおいては赤色蛍光を
示したが、緑色蛍光は示さなかった(Fig.4)。さらに、
脳(新皮質、歯状回、小脳)、心臓、肺、腎臓、肝臓
について、凍結組織切片を作製し蛍光の発現を検討
したところ同様の結果を示した(Fig.5)。これらの結
果は、ROSA26 遺伝子座の CAG プロモーターは最
初のレポーター遺伝子を恒常的に活性化することが
できるが、第 2 のレポーター遺伝子は R26GRR マ
ウスにおいて Cre を切除するまで、マウスに偏在す
る有核細胞のほとんどを活性化できないことを示し
ている。以上より R26GRR マウスは C57BL/6N を
遺伝的背景に持つレポーターマウスとして有益なも
のであると言える。 
次に、EGFP が切除された後の Cre レポーターマ

ウスに偏在する細胞において、第 2 のレポーターで
ある tdsRed が活性化するかどうかを検証した。
Ayu1-Cre トランスジェニックマウスは生殖系を含
む多数の臓器において Cre リコンビナーゼを発現
する [3]。そこで、R26GRR の雌マウスと Ayu1-Cre 
の雄マウスを交配し、R26GRR/Ayu1-Cre F1 マウスを
得た。ヘテロの R26RR 新生仔は強い赤色蛍光を示
したが緑色蛍光は示さなかった(Fig.3I,3H)。これら
の結果は、tdsRed は Cre を媒介して EGFP を除去
することによって作製した R26RR マウスにおいて、 
CAG プロモーターによって恒常的に活性化されて
いることが明らかとなった。 

3.4  R26GRR マウスにおける組織特異的な 
tdsRed の活性化 
赤色のレポーターである tdsRed が Cre/loxP 組

換え後、R26GRR マウスにおいて特定の器官に組織
特異的であるかどうかを検討した。マウスインスリ
ン 1(Ins1)プロモーターはマウス膵臓ランゲルハン
ス島β細胞における外来性の遺伝子として良く用い
られる [4]。tdsRed の膵島特異的な発光を検討する
ために、R26GRR マウスを Ins1-Cre マウスと交配
し R26GRR/Ins1-Cre F1 子孫を得た。膵島は明瞭に強
い赤色蛍光に標識されていたが、他の膵臓の組織は
緑色蛍光に標識されていた。膵島特異的な赤色蛍光

が見られたことから、膵臓β細胞において Cre/loxP 
による組換えが起こっていることが示唆された。 
さらに R26GRR マウスを用いて、内皮細胞系列

に特異的な Cre/loxP リコンビネーションについて
も検討した。チロシンキナーゼレセプターの制御領
域にある Tek(Tie2)遺伝子は血管内皮細胞特異的に
遺伝子発現することが知られている［5］。Tie2-Cre マ
ウスは Tie プロモーター/エンハンサーの制御下で 
Cre リコンビナーゼを発現し、胚発生期や成体で内
皮細胞に均一な発現を示す［6］。tdsRed の発光が血
管内皮系列特異的であるか検討するために、
R26GRR マウスと  Tie2-Cre マウスを交配し 
R26GRR/Tie2-Cre F1 マウスを作製した。胎生 9.5 日
の  R26GRR/Tie2-Cre F1 個体において赤色蛍光を
伴った血管形成がはっきりと観察され、組織特異的
に Cre/loxP リコンビネーションが起こっているこ
とが示唆された(Fig.7)。まとめると、Cre の組織特
異的な発現は R26GRR マウスを用いることによっ
て蛍光タンパクの色に基づいて識別できる。 

 
Fig.3 EGFP and tdsRed expression in R26GRR and 
R26RR neonates. 

 

 
Fig.4 EGFP and tdsRed expression in the organs of 
R26GRR and R26RR adults. 

 
Fig.5 EGFP and tdsRed expression in tissues of R26GRR 
and R26RR adults. 

 
Fig.6 Double-color imaging of EGFP and tdsRed 
fluorescence in the pancreas of R26GRR/Ins1-Cre F1 
mice at the adult stage. 

４．考察 
マウスにおける遺伝子機能はノックアウトマウス

の表現型の研究から決定されてきた。さらにコン
ディショナルノックアウトマウスを用いた手法はマ
ウスの時空間分析のための強力な方法となりうる。
近年では 9000 以上のコンディショナルな対立遺伝
子を用いたマウスが C57BL/6N 由来の ES 細胞か
ら組織的に樹立されたとの報告もある [7]。それゆえ
に C57BL/6N ラインを用いた Cre ドライバーマウ
スや Cre レポーターマウスの開発は生物学的にも
基礎医学的にも重要になってきている。そこで我々
は、リコンビネーションが起こっていない細胞では
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緑色蛍光を発し、Cre リコンビナーゼが起こった細
胞では赤色蛍光を発する R26GRR マウスを作製し
その特性を明らかにした。R26GRR は遍在性に緑色
蛍光を発現させ、赤色蛍光は発現しなかった。一方、
Cre 酵素により EGFP を除去した R26RR マウス
においても遍在性に赤色蛍光を発現し、レポーター
遺伝子プロモーターが Cre リコンビネーション前
後で変わりなく遍在性にレポーター遺伝子発現を機
能 さ せ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 さ ら に 
R26GRR/Tie2-Cre F1 マウスにおいて血管内皮特異
的赤色蛍光、また R26GRR/Ins1-Cre F1 マウスにお
いて膵島特異的な赤色蛍光が観察され、組織特異的
な Cre リコンビナーゼが検出された。これらの結果
は R26GRR マウスが新規の Cre レポーターマウ
スとして有用であること、Cre/loxP リコンビネー
ションにより緑色から赤色蛍光変換する C57BL/6N 
遺伝的背景をもつ細胞の有用な供給源であることが
示された。 

Fig.7 Double-color imaging of EGFP and tdsRed 
fluorescence in R26GRR/Tie2-Cre F1 mice. 
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