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研究成果の概要（和文）： 

 染色体数が25であるメダカ（Oryzias latipes）HNI-2細胞系（メダカの正常染色体数は 2n=48

）をクローニングし、それへのトランスポゾン挿入による遺伝子破壊およびベータノダウイルス

感染実験を行った結果、ウイルスに耐性でかつGFP（トランスポゾンコードのマーカー遺伝子）

を発現する細胞系を17系統得た。これらウイルス耐性細胞からトランスポゾン近傍領域のDNA断

片を11種取得し、その配列を用いてEnsemblメダカゲノムデータベースに対するblastn検索を行

った結果、9系統のDNAに対応する配列が得られ、このうち5つがコード領域であった。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 We cloned a medaka（Oryzias latipes）HNI-2 cell line, the chromosome number of which 
was 25. We then introduced a transposon into the cells for gene disruption and obtained 
17 betanodavirus-resistant and GFP-expressed cell lines (GFP expression indicates 
transposon insertion). DNA fragments adjacent to the inserted transposon were isolated 
from the genomic DNA prepared from each of the virus-resistant cells and used for blastn 
searches against the Ensembl medaka genome database. Nine sequences identified from the 
17 resistant cell lines hit database sequences and five of which were revealed to encode 
proteins. 
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１．研究開始当初の背景 

 ベータノダウイルスに関する研究論文は

多数あるが、その中で感染メカニズムの分

子生物学的解明を狙った研究では我々のグ

ループが世界でも抜き出ている。魚介類ウ

イルスの基礎的研究の先鞭を付け、さらに

得られた新しい知見を今までにないウイル

ス防除法の開発に繋げるという意味でも、

本研究は非常に貴重なものである。魚介類

ウイルス学の分野全般で唯一不足している

情報は、ウイルス感染・増殖に関与する宿

主側の因子（遺伝子）に関してであるが、

本研究の成功によりその宿主側因子の情報

不足も解消されると思われる。 

トランスポゾンは、生物のゲノム内に天然

に存在する転移因子（遺伝子）であり、その

切り出し・挿入を繰り返しながら生物ゲノム

内を動き回る。トランスポゾンタギング法は、

トランスポゾンを生物ゲノムへ人為的に挿

入し、遺伝子がランダムに破壊された変異体

を体系的に作製する手法である。破壊された

遺伝子にはトランスポゾンが必ず挿入され

ているため、ある表現型を示す変異体から目

的の遺伝子を同定する際にトランスポゾン

挿入が目印となる。トランスポゾンタギング

法は、細菌や植物では既に遺伝子破壊ツール

として一般的に利用されているが、脊椎動物

ではゲノムに効率良く挿入される（遺伝子を

破壊する）トランスポゾンが発見されておら

ず、トランスポゾンタギング法は利用不可能

である。しかし最近、川上らによりメダカ由

来のトランスポゾン（Tol2）がメダカ以外の

異種動物細胞ゲノムにも効率よく挿入され

ることが示された。川上らはこのメダカのト

ランスポゾンをまだ遺伝子破壊実験に応用

してはいないが、その高い挿入率から考えて

本研究に十分利用可能と思われる。すなわち、

本研究は動物細胞での初めてのトランスポ

ゾンタギング実験である。 

 

２．研究の目的 

（1）トランスポゾンの挿入によりウイルス

感受性メダカ培養細胞の遺伝子をラン

ダムに破壊する（トランスポゾン挿入

細胞の作製）。 

（2）トランスポゾン挿入細胞にベータノダ

ウイルスを感染させ、ウイルス感受性

を失った細胞系（ウイルス耐性細胞）

をスクリーニングする。 

（3）ウイルス耐性細胞から、トランスポゾ

ンの挿入された遺伝子（ターゲット遺

伝子）の断片をクローニングし、その

塩基配列を調べる。 

（4）メダカ個体から、無傷なターゲット遺

伝子全長（cDNA）をクローニングする。 

（5）ウイルス耐性細胞にターゲット cDNA 全

長を導入し、遺伝子の相補による表現

型の回復を確認することで、ターゲッ

ト cDNA の生物学的重要性を確認する。

また、siRNA を用いたノックダウン実験

によりターゲット cDNA を評価する。 

（6）ウイルス耐性細胞ではウイルス感染・

増殖ステップのどこに問題が生じてい

るかを探る。 

（7）ウイルス感染・増殖に関与することが

判明したターゲット遺伝子およびその

翻訳産物（ターゲットタンパク質）の

性質を調べるため、①メダカ魚体にお

けるターゲット遺伝子の組織特異的発

現様式を解析し、②ターゲットタンパ

ク質とウイルスタンパク質との物理的

相互作用を確認する。 

 

３．研究の方法 

 (1)ベータノダウイルス感受性培養細胞ゲ

ノムへのトランスポゾンの挿入 



 メダカは様々なバイオリソースおよび研

究手法が整ったモデル魚である。我々は当初

の予定を変更し、マハタ培養細胞の代わりに

メダカ培養細胞を研究材料に用いて研究を

行った。メダカ細胞へのトランスポゾンの導

入は川上らの方法を参考にした。具体的には、

まずトランスポゾン転移酵素を発現するプ

ラスミド（pCAGGST2TP）およびトランスポゾ

ンを含むプラスミド（pT2AL200R150G）を同

時に細胞に導入した。ゲノムにトランスポゾ

ンが挿入された細胞（以後、“トランスポゾ

ン挿入細胞”）はトランスポゾン上の GFP

（green fluorescent protein）遺伝子の発

現（緑色蛍光）およびサザンハイブリダイゼ

ーションにより確認した。 

(2)ウイルス感受性を失った細胞系のスクリ

ーニング 

 トランスポゾン挿入細胞にはベータノダ

ウイルスを M.O.I.=1 で接種し、ウイルス感

染・増殖に重要な遺伝子が破壊されて生き残

る“ウイルス耐性細胞”をクローニングした。

その際、トランスポゾンを含まないエスケー

プ細胞を防ぐため、GFP 発現を示しかつウイ

ルス耐性である細胞のみを蛍光顕微鏡下で

選抜した。 

(3)トランスポゾン近傍遺伝子のクローニン

グおよび塩基配列の解読 

 各ウイルス耐性細胞からゲノム DNAを抽出

し、トランスポゾンを切断しない適当な制限

酵素で切断後、セルフライゲーションによる

環状化を行った。この DNA を鋳型に、トラン

スポゾン末端に位置するプライマーを用い

てインバース PCR を行い、トランスポゾン近

傍の遺伝子（以後、“ターゲット遺伝子”）断

片を増幅し、塩基配列を解読した。 

(4)メダカ個体からのターゲット遺伝子

（cDNA）全長配列のクローニング 

 ターゲット遺伝子の部分配列情報を基に

Ensembl メダカゲノムデータベースから全

長配列を取得した。それを参考にプライマ

ーをデザインし、メダカ個体より抽出した

mRNA を鋳型に RT-PCR によりターゲット cDNA

全長配列を取得した。 

(5) ターゲット遺伝子（cDNA）の生物学的重

要性の評価 

 ターゲット cDNA のコード領域を、RFP（red 

fluorescent protein）遺伝子持つ発現ベク

タープラスミド（pHcRed; Clontech 社）につ

ないだ。作製したプラスミドは先のウイルス

耐性細胞（同ターゲット遺伝子がトランスポ

ゾン挿入により破壊されているもの）へ導入

した。得られたターゲット cDNA 発現細胞に

はウイルスを接種し、cDNA の相補により細胞

のウイルス感受性が復活したかを確認する。

また、生物学的重要性の他の評価方法として、

ターゲット cDNA に対する siRNA を合成して

ノックダウン実験を行い、同様にウイルス感

染性の変化を調べる。 

 

４．研究成果 

 トランスポゾンタギングによりウイルス

耐性細胞が得られた場合、次に行うことはト

ランスポゾン近傍配列の取得および候補遺

伝子の生物学的重要性の評価である。当初予

定していたマハタ培養細胞を実験材料に用

いた場合、これらプロセスに多大なる時間と

労力のかかることが予測された。改善策とし

て我々はメダカ培養細胞を用いて研究を進

めることとした。メダカは既に様々なバイオ

リソースおよび研究手法が整ったモデル魚

である。 

 トランスポゾンタギング実験に先立ち、ま

ずベータノダウイルス感染により細胞が完

全に死滅するメダカ細胞株の選定を行った。

東京大学大学院新領域創成科学研究科およ

び理研ナショナルバイオリソースプロジェ



クトから分譲を受けた 10 種メダカ細胞株を

供試した結果、HNI-2 細胞が最も高いウイル

ス感受性を示し、M.O.I.=1 でウイルス接種し

た 48 時間後には細胞は完全に死滅した。ま

た、M.O.I.=10 で接種した場合はおよそ 24 時

間後には HNI-2 細胞は全滅した。 

 HNI-2 細胞を用いてトランスポゾンタギン

グ実験を行い、ベータノダウイルス耐性とな

った細胞の取得を試みた。タギング実験を繰

り返し多くの GFP（トランスポゾンにコード

されるマーカー遺伝子）発現細胞は得られ

たが、その中からウイルス耐性細胞は得られ

なかった。サザンハイブリダイゼーションに

より、トランスポゾンが培養細胞のゲノムに

挿入されたことは確認された。本実験では、

ある遺伝子にトランスポゾンが挿入される

ことで、その遺伝子に関して細胞が null 

mutant となり、ウイルス感受性を失うことを

期待している。つまり、使用する培養細胞の

相同染色体の片方がなるべく多く欠落して

いることが望ましい。確認のため、実験に供

試した HNI-2細胞の染色体数をギムザ染色法

により計測したところ、予想通り多くの細胞

が 48 あるいはそれを上回り（正常なメダカ

染色体数は 2n=48）、HNI-2 細胞をそのまま使

用することは非効率的と判断された。そこで、

HNI-2 細胞から染色体数が少ない細胞をクロ

ーニングした。そのうち、染色体数が最も少

ない 25 であった細胞系（HNI-25）を用いて、

以後トランスポゾン挿入実験を行うことと

した。 

 HNI-25細胞系を用いたトランスポゾン挿

入実験により、ベータノダウイルスに耐性

でかつ GFP を発現する細胞系を 17 系統得

ることができた。この結果から、染色体数

の少ない細胞系を材料に用いれば、トラン

スポゾン挿入によるウイルス耐性細胞の取

得効率が上がることが明らかとなった。 

 これらウイルス耐性細胞を大量に培養し

てゲノム DNA を単離し、トランスポゾン

内に存在しない制限酵素で切断後、インバ

ース PCR を行った。その結果、17 系統中

11 系統でトランスポゾン挿入領域のメダ

カ DNA 断片を取得することができた。こ

の部分配列を用いて Ensembl メダカゲノム

データベースに対する blastn 検索を行った

結果、9 系統の DNA に対する類似配列が得

られ、このうち 5 つがコード領域と予測さ

れた。今回、トランスポゾン挿入領域の配列

が 9種得られたが、このうち 4種が非コード

領域であった。この解釈として、トランスポ

ゾン挿入領域以外に起きた突然変異により

ウイルス耐性が付与されたか、あるいはこれ

ら非コード領域も宿主因子遺伝子の発現調

節などに関与する可能性が考えられる。 

 上記の 5 つの候補遺伝子の生物学的重要

性を評価するため、それぞれの全長 cDNA

を取得し、それぞれが由来するウイルス耐

性細胞に導入して（相補実験）、ウイルス感

受性が復帰するかを現在引き続き検討中で

ある。また、生物学的重要性の他の評価方法

として、siRNA によるノックダウン実験系を

構築した。10種の siRNA 導入試薬を供試した

結果、 X-treme gene siRNA transfection 

reagent（Roche 社）を用いることで最も高い

ノックダウン効率が得られた。現在、この方

法で各候補遺伝子のノックダウンを行い、ウ

イルス感受性の低下がみられるかを検討中

である。 
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