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研究成果の概要（和文）：本研究はメダカを悪性黒色腫モデル動物として利用し、安定的に腫瘍

を生じる遺伝子改変メダカ系統を樹立し、個体ベースの新規抗癌化合物スクリーニングシステ

ムを確立することを主たる目的としている。ヒトがん遺伝子 HRASG12V 導入メダカ系統とメダカ

熱ショックタンパク遺伝子プロモーター下で Cre を発現する遺伝子導入メダカ系統を交配する

ことにより、温度処理を施すことでヒト HRASG12V が発現するメダカを作製することができた。

この二重遺伝子導入系統は、生後 6か月の段階ですべての個体に黒色素胞の異常増殖もしくは

悪性黒色腫が確認できた。薬剤投与試験の予備実験として悪性黒色腫が確認できた二重遺伝子

導入メダカにソラフェニブ投与を試みたところ、ソラフェニブ投与群では有意に腫瘍増殖が抑

制され、生存曲線においても有意な生存の延長がみられた。 

 
研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to construct the stable tumor bearing 

medaka line and to apply the line to drug screening. We intended to establish the melanoma 

model which can be detected tumors without autopsy for chemical screening in water tank.  

With cross transgenic(Tg)-tyr:HRASG12V  medaka with Tg-hsp:cre medaka, we could obtain 

medaka line induced human HRASG12V by heat treatment. All of the double Tg medaka had 

melanophore hyperplasia or melanoma at six month post fertilization. Preliminary 

administration of sorafenib to this double Tg medaka having tumor showed significant 

inhibition of tumor growth and elongation of longevity. 
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１．研究開始当初の背景 

2007年にメダカドラフトゲノムが発表

され、ヒトやマウスとの比較が容易とな

り、ゲノムもゼブラフィッシュの約 1/2

で重複が少ないため、メダカは遺伝子レ

ベルでの研究が容易になった。2005 年に

は p53 欠失ゼブラフィッシュで BRAF 変異

遺伝子導入を行い、7%の成魚に悪性黒色

腫ができたことが報告されているが、遺

伝子導入系統は作製されなかった。研究

代表者は、個体に対する薬剤の効果と副

作用を評価する悪性黒色腫モデル動物と

してメダカは極めて有用であると考え、

悪性黒色腫発症メダカの作製を着想する

に至った。 

 

２．研究の目的 

メダカを悪性黒色腫発症モデル動物とし

て利用し、安定的に悪性黒色腫を生じるメ

ダカ系統を樹立することを目的としている。

水槽内で飼育するメダカの腫瘍が外観の目

視で確認できる事は、スクリーニングの際

に非常に有用な条件となる。そこで、色素

細胞特異的に発現する遺伝子のプロモータ

ー下流に癌遺伝子を連結し、胚に導入する

ことにより、悪性黒色腫モデルの作製を試

みる。導入した癌遺伝子の過剰発現で悪性

黒色腫を発症するモデルを構築し、腫瘍形

成・病期進行の解析システムの確立をめざ

す。さらに、薬剤の個体に対する効果と副

作用を評価するモデル動物としての癌メダ

カの有用性について、既知の化合物を用い

て評価する。 

 

３．研究の方法 

(1) 色素細胞特異的遺伝子 TYR(メラニン合成

必須酵素チロシナーゼをコードしている)プ

ロモーターの下流に癌遺伝子 c-Mycもしくは、

BRAFV600E、HRASG12V を連結した組換えＤＮＡを

作製する。一細胞期のメダカ受精卵にこれら

の組換えＤＮＡを導入し、遺伝子導入系統に

おける腫瘍形成率、組織染色像と転移の有無

などについて解析する。 

 

(2)メダカ熱ショックタンパク(medakaHSP)

プロモーター下で Creを発現させることので

きるメダカ系統 Tg(hsp:cre)と、loxP 配列を

両端に持つEGFP遺伝子をヒトHRASG12V遺伝子

の上流に挿入したヒト HRASG12V メダカ系統

Tg(tyr: HRASG12V)を交配することにより、温

度処理を施した時にのみ、ヒト HRASG12V が発

現するメダカを作製する。交配で得られた二

重遺伝子導入系統における腫瘍形成率、生存

曲線、組織染色像と転移の有無などについて

解析する。 

 

(3) 本研究で得られた悪性黒色腫発症メダ

カを用いて、抗癌剤スクリーニング系の開発

を試みる。連携研究者の蓄積してきた低分子

化合物ライブラリーを、体表に悪性黒色腫を

発症したメダカへの投与に用いる。抗腫瘍効

果が報告されている薬剤で予備実験を行う。 

 

４．研究成果 

(1) c-Myc 導入個体からは 1 系統、BRAFV600E

導入個体からは 3系統の遺伝子導入系統が得

られたが、HRASG12V を導入した場合はメダ

カが成魚に生育する前に致死となった。

BRAFV600E導入系統では 3 系統すべてで筋肉組

織内に腫瘍が形成される個体が得られたが

（図 1）、体表には変異のみられない c-Myc お

よび BRAFV600E遺伝子導入個体においても、組

織切片の HE 染色・免疫染色により、肝臓、

腎臓、脾臓、腸上皮などに腫瘍形成が見られ

た。これらの事から、c-Myc、BRAFV600Eの導入

単独で腫瘍を形成するメダカを作製できた

と考えている。 

 



(2) 交配で得られた HRASG12V/cre 二重遺伝子

導入系統メダカでは、黒色素胞が本来存在す

る眼球および腹膜とその周囲に黒色腫瘍が

みられた。孵化以前から黒色素胞が過形成す

る個体もあり、受精後 6カ月ではすべての個

体（16/16 個体）に黒色素胞の異常増殖もし

くは悪性黒色腫が外観から確認できた。また

孵化前の温度処理は早期の致死性を高めた

が、これは、Tg(hsp:cre)単独であっても早

期致死性がみられたことから、Cre タンパク

の存在自体による影響も考えられる。また、

受精後 4カ月以降に腫瘍死と思われる死亡個

体が増加し、最長寿命は 10 か月であること

などがわかった。チロシナーゼが本来発現し

ている眼球、腹膜での黒色素胞過形成が腫瘍

化の起源となっていると考えられるが、個体

を固定後、組織切片を作製し、HE 染色を行う

と、腹膜、眼球だけでなく、腎臓、肝臓、脾

臓、心臓、消化管、筋肉内、骨周囲、上顎周

囲、脳など、多くの組織で黒色腫瘍が見られ

た（図 2）。本研究で得られた HRASG12V導入メ

ダカでは、成魚だけでなく稚魚および胚の段

階から過形成や黒色腫を発症するので、各々

の段階で薬剤スクリーニングに使用できる

可能性があるが、幼体で可能であれば使用薬

剤は少量ですむとことになり、低コストでの

スクリーニングが可能である。 

 

(3) 薬剤投与の予備実験として Rasシグナル

下流に位置する Rafキナーゼ受容体の阻害剤

ソラフェニブの投与を行った。1回につき 24

時間の薬浴を週 2 回、2 週間で計 4 回行い、

投与前と投与後の個体写真の比較を行った。

ソラフェニブ投与群と対照実験とした溶剤

の DMSO 投与群とで画像解析により担癌個体

の黒色領域増加面積を比較したところ、ソラ

フェニブ投与群では統計的有意差で黒色領

域の増加が抑制された。また、生存曲線にお

いてもソラフェニブ投与群は対照群と比較

し有意な生存期間の延長がみられた。 

以上より、本研究で樹立されたヒト HRASG12V

遺伝子導入メダカ系統は悪性黒色腫治療モ

デルとして有用な系であることが確認され

た。       
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