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研究成果の概要（和文）：本研究では，モデル脊椎動物であるメダカを用いて遺伝学と行動学的解析を組合せる
ことにより，トポIIβが神経機能に重要な遺伝子の発現を制御する機構と，その破綻が高次脳機能に及ぼす影響
を明らかにすることを目的として行った．ゲノム編集法によりトポIIβ遺伝子に変異の導入された3系統を樹立
した．トポIIβホモ接合変異体は孵化後1週間以内に致死となることを明らかにした．孵化直後のホモ，ヘテ
ロ，野生体頭部を用いてmRNA-seqを行った結果，多数の神経特異的遺伝子の発現が減少することが明らかとなっ
た．現在社会性行動に着目し，行動評価実験を行なっている．

研究成果の概要（英文）：We established three lines in which mutations were introduced into the topo 
IIβ gene by genome editing. The topo IIβ homozygous mutants were found to be lethal within a week 
after hatching. We performed mRNA-seq analyses using heads of homozygous, heterozygous, and 
wild-type individuals immediately after hatching, and revealed that the expression of many 
neuron-specific long genes was decreased in the homozygous mutants. Similar decreases were observed 
in the heterozygotes, though the decrease was lower in the heterozygotes than in the homozygotes. We
 are trying to discover behavioral abnormalities of heterozygous mutants with a focus on social 
behaviors.

研究分野：分子生物学，ゲノム科学

キーワード： Nerobiology　Epigenetics　Social behavior　Nuclear structure

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では日本オリジナルのモデル脊椎動物であるメダカを用いて遺伝学と行動学的解析を組合せることによ
り，トポIIβが新規のエピジェネティック制御で神経機能に重要な遺伝子の発現を制御する機構と，その破綻が
高次脳機能に及ぼす影響を明らかにすることを目的として行われた．実際，トポIIβが発現誘導する遺伝子が多
数同定され，それらに多くの神経・精神疾患の関連遺伝子が含まれていた．今後の行動評価実験によりASDをは
じめとする精神神経疾患の病態理解に繋がることが期待される

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景  

DNA トポイソメラーゼ (トポ) IIβは DNA の切断と再結合により DNA の高次構造を変換する酵

素で、最終分裂後の２度と分裂しない神経細胞で発現が増加する.私たちは，トポ IIβが神経

細胞の核内構造変換という新たなエピジェネティック制御によって，一群の神経機能に重要な

遺伝子の発現を誘導することを明らかにした（Ref.[1]）.トポ IIβが発現誘導する遺伝子には，

複数の ASD（Autism spectrum disorder）関連遺伝子があり,実際 ASD 患者のゲノムにトポ IIβ

点変異が同定されている(Ref. [2],[3])．我々は，その点変異によりトポ IIβ酵素活性は著しく低

下することを見出した．本研究では日本オリジナルのモデル脊椎動物であるメダカを用いて遺

伝学と行動学的解析を組合せることにより，トポ IIβが新規のエピジェネティック制御で神経機

能に重要な遺伝子の発現を制御する機構と，その破綻が高次脳機能に及ぼす影響を明らか

にする．ASD をはじめとする精神神経疾患の病態理解に繋がることが期待される． 

 

２．研究の目的  

本研究では，ゲノム編集による遺伝学的手法と高次脳機能を検証できる行動実験系が確立し

ているメダカを用いて，トポ IIβ に変異を導入して，脳での遺伝子発現変化と行動異常を観察

する．トポ IIβ によるニューロエピジェネティカルな遺伝子発現の制御機構とトポ IIβ の神経

系における働きを個体レベルで明らかにすることが目的である． 

 

３．研究の方法  

(1). ゲノム編集によってトポ IIβ遺伝子に変異を導入したメダカの系統を作成する． 

① ゲノム編集による切断点の選択 

メダカトポ IIβ遺伝子は，36個の exonからなる 1,602アミノ酸をコードする．ゲノム編集で

切断を生じさせてトポ IIβ遺伝子に変異を導入する領域として，アミノ末端に近い exon 2 とトポ

IIβタンパク質の酵素活性中心をコードする exon 20を標的としてガイド RNA を設計した． 

② G0個体の作成と選択 

受精卵にガイド RNA, Cas9 mRNA をマイクロインジェクションし， 2 ヶ月齢まで生育させた

後，尾ビレから抽出したゲノム DNA を鋳型に PCR / T7 endonuclease I assayを行うことにより

変異が導入されたと予想される G0個体を選択．  

③ 選択G0個体と野生型を掛け合わせることにより F1 を作出． 

得られた G0 個体 (雄) と野生体 (メス) とを掛け合わせることによりヘテロ接合体 F1 を

作出．受精後 3 日の卵を用いて PCR を行うことにより，生殖系列に変異が伝播することを確認

後，2 ヶ月齢まで生育させる．  

④ 変異の種類の同定 

2 ヶ月齢 F1 の尾ビレから抽出したゲノム DNA を鋳型に PCR を行うことにより変異を有す

る個体を選択．変異アリル由来の PCR 産物をシークエンシングすることにより変異の種類を同

定，分類し系統維持する変異系統を選択する．  

⑤ 変異体の系統維持 

得られた F1 と野生体を交配することにより F3 まで継代し，ゲノム編集により生じうる Off-

target の効果を軽減した．各世代で PCR により変異を有する個体を選抜し，次世代の育成に

使用した． 

(2). トポ IIβ変異によって生じる異常を評価する． 

① F3 まで継代したヘテロ接合体同士を交配し，得られた受精卵を育成，PCR により



genotyping を行うことにより，ホモ接合体，ヘテロ接合体，野生体が生じる割合を調べ，ホモ接

合体が生育可能かを評価する． 

② ホモ接合体が生存可能なステージを決定する． 

(3). トポ IIβ変異によって生じる遺伝子発現への影響を調べる． 

① ヘテロ接合体同士を交配により得られた受精卵をホモ変異体が生存可能なステージ

まで育成し，genotypingによりホモ，ヘテロ，野生体に分類する． 

② ホモ，ヘテロ，野生体の神経系から total RNA を調製し，mRNA-seq により発現遺伝

子解析を行う． 

(4). トポ IIβ変異によって生じる行動への影響を調べる． 

トポ IIβ変異体メダカの行動を観察し，異常が観察された行動の定量的および定性的評価を

行う． 

４．研究成果 

(1). ゲノム編集によってトポ IIβ遺伝子に変異を導入したメダカの系統を作成する． 

Exon 2 と Exon 20に切断を導入した G0個体は PCR の結果から，細胞ごとに異なる複数

種類の変異を有する細胞からなるモザイク状の個体であることが予想された．野生型を掛け合

わせることにより F1 を作成した結果，Exon 2 では，種間で高度に保存された 2アミノ酸残基が

欠失した変異体，同じ 2 アミノ酸残基が欠失し，それに置換する形で新規に 3 アミノ酸残基が

挿入された変異体， frame-shift が起きて短い ポリペプチドをコードしたのち終止する変異体

の３種類が同定された．Exon 20 では，活性中心であるチロシン残基の直前で frame-shift が

起きた変異体が２種類同定された．Exon 2 では in-frame の 2 系統 (2-1-1, 2-1-3)，Exon 20

では frame-shift が起きた 1 系統 (20-1) を選択し，計 3 系統を維持することとした． 

(2). トポ IIβ変異によって生じる異常を評価する． 

ヘテロ接合体同士を交配により得られた受精卵を孵化直前まで育成し，全卵を用いて

genotyping を行うと，ホモ接合体，ヘテロ接合体，野生体がおよそ 1:2:1 の割合で含まれてい

たが，生後2ヶ月のgenotypingでは，いずれの系統でもホモ変異体の個体は得られなかった．

20-1 系統で孵化後の個体を調べた結果，ホモ変異体は孵化後 1週間以内に致死に至ること

が分かった．孵化直後のホモ変異体と野生体を固定し，パラフィン包埋後，体軸に対して垂直

な連続な切片を作成し，HE染色を行なったが組織学的な大きな違いは観察されなかった．  

2-1-1, 2-1-3 系統が有する変異は，種間で高度に保存された領域に存在する．そこで，

組換え体タンパク質の発現，精製と酵素活性の評価系が確率しているラット Flag-Topo IIβに

2-1-1, 2-1-3 系統が有する変異を導入し，酵素活性を調べた．その結果，2-1-1 系統の変異

を導入した Flag-Topo IIβは非常に低発現であること，2-1-3 系統の変異を導入した Flag-

Topo IIβには活性がないことが分かった． 

(3). トポ IIβ変異によって生じる遺伝子発現への影響を調べる． 

20-1 系統の孵化直後の個体はホモ接合体，ヘテロ接合体，野生体に目立った差異が認

められなかった．そこで孵化直後のメダカ頭部を用いてそれぞれの mRNA-seq解析を行った．

その結果，ホモ変異体では多数の神経特異的遺伝子の発現低下が認められた．そしてその

多くが ASD をはじめとする精神神経疾患に関連する長い遺伝子であった．ヘテロ変異体でも

その多くに発現低下が認められたが，低下の程度は低かった． 

(4). トポ IIβ変異によって生じる行動への影響を調べる． 

20-1 系統のトポ IIβのホモ変異体では，孵化直後から運動能力が低く卵黄嚢が消失して

しばらくすると致死となった．ヘテロ変異体では，遺伝子発現への影響は大きくなかったがいく



つかの遺伝子では有意に発現が低下していたため，ヘテロ変異体と野生体の間で行動 (特

に社会性行動) に着目して実験系を構築中である．今後，再現性の確認を行う予定である． 
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