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研究成果の概要（和文）：マイクロアレイ法はあらかじめ明確なトランスクリプトームを必要と

するため、環境中の多様な動物種には必ずしも適当でない。本研究では魚類から高等哺乳類ま

での 7 種の動物に共通した 8mer 程度の反復倒置配列がトランスクリプトームの約 30%に存在

することを明らかにした。Degenerate oligonucleotide-primed PCR (DOP-PCR)法に基づき、

誤増幅率を考慮すれば 40-70%を増幅する可能性がある 275 種の共通プライマーを選定した。

このシステムを用いて、ダイオキシン感受性遺伝子をニワトリの他、遺伝的背景に乏しいカワ

ウ胚の肝臓でも見いだすことが出来た。 
 
研究成果の概要（英文）：To study possible impacts of environmental pollutants on gene 
expression in a variety of organisms, we developed a large-scale differential display system 
with primer sets that are common in 7 vertebrate species with detailed molecular 
background, based on degenerate oligonucleotide-primed PCR (DOP-PCR). Inverse repeat 
motif of 8 mer was found in most transcripts for 7 vertebrates examined from fish to 
primates and more than ten thousand motifs were commonly recognized in transcripts of 
these 7 species. Among these, we chose 275 common motifs that cover roughly 30% of 
transcripts throughout these species, making seven vertebrates-common DOP-PCR 
primers (common DOP primers). This system enabled us to find some genes responsive to 
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) in fetal livers of chicken and common 
cormorant.  
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に農薬を含めた様々な環境汚染物質の危険
にさらされている。生物は汚染物質に対して
毒性を示すより低濃度から、毒性作用の機序
として、あるいは防御などの生体反応を反映
した遺伝子発現量の変化として応答する。こ
れまで、汚染物質に対する生物影響を検討す
るためにマイクロアレイ法が使用されてき
た。マイクロアレイ法は 2～3 万といわれる
遺伝子の発現状態を網羅的に調べることが
できる非常に有効な方法であるが、システム
が商業的に提供されている動物種は限られ
ている。このため、環境中の多様な動物種を
対象とした場合、研究グループが全く独自に、
あるいは業者受託によるマイクロアレイ・シ
ステムの構築が試みられてきた。それぞれの
動物ごとに膨大な努力が費やされた結果、多
くの知見が得られてきたが、対象遺伝子数が
数百から千程度に限られ、対象外遺伝子につ
いては全く対応できない。さらに致命的な問
題は、開発したマイクロアレイ・システムを
量産して多くの研究者に提供することが困
難な点である。一方、発現変化遺伝子の探索
法として、ランダムプライマーを用いたディ
ファレンシャル・ディスプレイ法が以前から
用いられてきたが、未知遺伝子をも検出しう
る優れた点をもつ一方、再現性の低さが問題
になっていた。 

Degenerate oligonucleotide-primed PCR
（DOP-PCR）法はもともと遺伝子多型の研
究に必要なゲノム上の反復配列の探索に使
用 さ れ て き た （ Telenius et al., 1992 
Genomics）。これは短いランダム配列に数
mer の縮重配列（NNN…）にアンカー配列
を加えた特殊プライマー（DOP プライマー）
を２段階のアニーリング温度によるサイク
ルで反応させることにより PCR 反応の再現
性を向上させる方法である。 
我々は mRNA の増幅法とし DOP-PCR 法

に注目した。 
 

２．研究の目的 
 
本研究では、脊椎動物に共通した互いに逆

向きの繰り返し配列（反復倒置配列）がトラ
ンスクリプトーム中に多数存在することを
明らかにした。この反復倒置配列をプライマ
ーとして DOP-PCR 法を応用し、遺伝的背景
が明らかでない環境中の多様な脊椎動物を
対象とした大規模遺伝子発現解析法を開発
した。この解析法を用いて、代表的な環境毒
性物質であるダイオキシンによる遺伝子発
現変化をニワトリ胚と、国内でダイオキシン
に高度汚染され、分子生物学的背景がほとん
ど不明な琵琶湖沿岸のカワウ胚を題材に、有
効性を検討した。 

 
３．研究の方法 

①我々が独自に開発したコンピュータープ
ログラム（Mono Search RGU ver.1 mRNA）
を用いて、mRNA データベースが確立されて
いるゼブラフィッシュからニホンザルまで
の 7種の脊椎動物について遺伝子上の反復倒
置配列を探索し、これらに共通した反復倒置
配列を絞り込んだ。 
②探索した共通反復倒置配列から脊椎動物
共通 DOP プライマーを作成し、既報のマー
カー遺伝子の検出を指標としてプライマー
の最適条件を決定した。 
③ダイオキシンによる高濃度汚染が明らか
にされている野生動物試料（カワウ胚肝臓）
と、ダイオキシン投与したニワトリ胚肝臓に
ついて、脊椎動物共通 DOP-PCR によるディ
ファレンシャル・ディスプレイ法を実施し、
既報の遺伝子発現情報と比較して有効性を
確認する他、新規標的遺伝子を探索した。 
④本研究成果である DOP プライマー関連デ
ータベースを公開するためのホームページ
を作成した。 
 
４．研究成果 
公開されている魚類から霊長類までの 7 種

の脊椎動物の UniGene データベースから(カ
ニクイザル、イヌ、ウシ、マウス、ニワトリ、
ニシツメガエル、ゼブラフィッシュ)、トラン
スクリプトームにおいて、8 mer の場合、1
万種を超える共通反復倒置配列（互いに逆向
きの繰り返し配列）が存在することがわかっ
た。この中から 50～500 の転写配列を標的
とするなどの条件を満たす 275 種を選定し
たところ、この 275 配列は各動物種の全トラ
ンスクリプトームのうち約 20～43 %に存在
することがわかった。さらに DOP-PCR は 3’
末端に 1 ないし 2塩基の誤増幅を高率に起こ
すことから、動物種により 40～70%のトラン
スクリプトームを網羅できることを示唆し
た。 
これら 275 種を特異配列とした DOP-PCR

プライマー（脊椎動物共通プライマー）を用
いて ディファレンシャル・ディスプレイ 法
を実施した結果、2,3,7,8-tetrachlorodibenzo 
-p-dioxin（TCDD）暴露により、ニワトリ胚 
の肝臓で発現量を変化させる 10種の既知遺

伝子を検出できた。さらに前述の 8種以外で、
遺伝的背景に乏しいカワウ胚の肝臓でも、
TCDD で発現量を変化させる未知遺伝子お
よびアミノ酸をコードしない転写配列をそ
れぞれ 1 種ずつ見いだした（Teraoka et al., 
2012）。 
 
本研究では 275 種の脊椎動物共通プライマ

ーを選定したが、対照遺伝子群をある程度 
絞り込むことで、プライマー数を飛躍的に減
少させることが可能と思われる。現在、シト
クローム P450（CYP）を対象とした脊椎動



 

 

物共通プライマーを検討している。なお、今
回解析した 7種の脊椎動物のトランスクリプ
トームに存在する反復倒置配列を検索でき
る website を 公 開 し て い る
（http://dop.ver2.asia/login）。 
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