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研究成果の概要（和文）：本研究は，蛋白質工学的アプローチにより細胞膜透過性ペプチド(MTM: Membrane Transloca
ting Motif)と機能性蛋白質を融合させたキメラ蛋白質を精製・作製し，ゼブラフィッシュ初期胚へ本分子を高効率に
細胞内へ取り込ませ，タンパクの機能を発現させる手法を開発するとともに，導入したキメラ蛋白質の時空間的発現動
態と制御について生物応答に基づき解析する。本分子の導入は，研究の目的に応じて各初期胚ステージを選択すること
が可能であることから，多様な生命現象に関与する分子の応答や局在・分布を顕微鏡下で観察できることから極めて独
創的なバイオアッセイ系である。

研究成果の概要（英文）：　Membrane translocating motif (MTM) composes a signal peptide sequence of 
hydrophobic amino acid residues, AAVLLPVLLAAP. To develop a technology to introduce directly signal 
transducing molecules into zebrafish embryos, we generated a recombinant MTM-tagged p53 (MTM-p53) in 
E.coli and then examined the transcriptional activity of the purified MTM-p53 in vitro and in vivo.
　we developed in here a novel transducing technology that is able to directly introduce to zebrafish and 
then to functionally act MTM-p53 protein . This provides a useful approach to understand the 
spatiotemporal regulatory mechanism(s) of signal transducing molecules in zebrafish.

研究分野：分子細胞生物学
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化
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1.研究開始当初の背景 
  遺伝子機能を把握するには，ベクター由来
の外来 DNA や RNA を細胞内へ導入し，蛋
白質の過剰発現，あるいは翻訳の抑制・阻害
細胞機能を解析する手法が広く利用されて
きた。しかし、本研究は，これら手法とは異
なり，蛋白質工学的アプローチにより細胞膜
透 過 性 ペ プ チ ド (MTM: Membrane 
Translocating Motif)と機能性蛋白質を融合
させたキメラ蛋白質を調製し，これらキメラ
蛋白質を生体内又は細胞内に導入し、その蛋
白質の機能を解析すること、更にゼブラフィ
ッシュ胚にこれら蛋白質を導入する事によ
り生体内での目的とする蛋白質を可視化し、
時空間的にその機能を解析するものである。 
 
2.研究の目的 
 本研究は，蛋白質工学的アプローチにより
細胞膜透過性ペプチドと機能性蛋白質を融
合させたキメラ蛋白質を作製し，ゼブラフィ
ッシュ初期胚へ本分子を導入し，蛋白質の機
能を発現させる手法を開発するとともに，導
入したキメラ蛋白質の時空間的発現動態と
制御について生物応答に基づき解析する。本
分子の導入は，研究の目的に応じて各初期胚
ステージを選択することが可能なことから，
細胞分裂，組織・器官の発達，分化・増殖，
形態形成，アポトーシスなどの生命現象が顕
微鏡下で可視化し、解析する事を目的とする。 
 
3.研究の方法 
(1) MTM融合 eGFP蛋白質の精製の確立: MTM
非融合 eGFPおよびMTM融合 eGFP蛋白質
は，pET発現システムを使ってニッケルアフ
ィニティークロマトグラフィーによって精
製した。 
(2) ゼブラフィッシュ胚および仔魚への細胞
膜透過性シグナル分子の導入と発現動態:  
各組織への導入を可視化するために，
eGFP シグナル分子を胚および仔稚魚に注
入した。 
(3) 細胞膜透過性シグナル分子注入後のゼブ
ラフィッシュ組織内発現の局在:eGFP シグ
ナル分子を受精卵および仔稚魚に注入後、
各組織切片について免疫染色を行い，細胞
内への MTM 非融合 eGFP，MTM 融合
eGFP蛋白質の導入を確認した。 
(4)細胞膜シグナル分子導入ゼブラフィシ
ュにおけるその機能の保持：ゼブラフィッ
シュ受精卵の内在性p53はモルフォリノア
ンチセンスオリゴでノックダウンし，外来
性のMTM融合 p53蛋白質の機能性を確認
した。 
(5) ゼブラフィッシュにおける細胞膜透過性
p53 の発ガン抑制とアポトーシス誘導: この
p53 ノックアウトゼブラフィッシュの受精
卵に細胞膜透過性 p53を導入し、その発ガ
ン率に関する抑制効果を調べることにより、
細胞膜透過性 p53の in vivoにおける機能

の発現について評価した。 
 
４．研究成果 
(1)MTM融合eGFPp53の精製を確立と細胞内発
現: MTM 非融合 eGFP および MTM 融合 eGFPp53
を pET発現システムを使ってニッケルアフィ
ニティークロマトグラフィーによって精製
した。pET28a ベクターに MTM が有・無になる
ように eGFP をサブクローニングし，そのベ
クターを大腸菌(BL21(DE3))に形質転換した。
形質転換した大腸菌から MTM 非融合 eGFP あ
るいは MTM 融合 eGFPp53 を精製した。得られ
たそれぞれの大腸菌は，TB液体培地抗生物質
カナマイシン依存下で震盪培養し、IPTG を添
加し，さらに 3 時間震盪培養した。培養後、
菌を遠心分画により回収し，超音波によって
菌を破砕し，遠心分画により水溶性蛋白質と
不溶性蛋白質に分離した。不溶性蛋白質(MTM
非融合 eGFP，MTM 融合 eGFPp53)に可溶化溶液
を加え，37℃で緩やかに 3時間震盪して不溶
性 p53 を可溶化した。可溶化した p53 から Ni  
NTA  purification system を用いて MTM非融
合 eGFP あるいは MTM 融合 eGFPp53 を精製し
た。MTM 非融合 eGFP，MTM 融合 eGFPp53 の N
末端側に 6個の連続する Histidine 残基を含
んでおり，Ni2+に特異的に結合することによ
って目的とする p53 を回収した。また、1 時
間置くことにより各p53のリフォールディン
グを行った。1時間後，溶質溶液を加え,Ni2+
の結合を外し目的の p53を PBS で一晩透析し
た。精製した MTM 非融合 eGFP，MTM 融合
eGFPp53 を胚または仔魚の血中に注入した結
果，組織内，特に細胞内での発現を観察した。 
(2)自然免疫及び獲得免疫の負の制御因子
(TIPE2)のクローニングと TIPE2 ノックアウ
トゼブラフィッシュの確立：TIPE2 がゼブラ
フィッシュでは 2 種類(TIPE2a,TIPE2b)存在
することを遺伝子クローニングから明らか
にした。TIPE2 ノックアウトゼブラフィッシ
ュを作製したところ、ゼブラフィッシュの頭
部組織形成に異常が生じた。このことから
TIPE2 はゼブラフィッシュの形態形成に関わ
っている可能性が考えられた。そこで、この
点を詳細に検討するため、ヒト TIPE2 抗体を
用いてノックアウトゼブラフィッシュ組織
におけるTIPE2発現の有無を検討した。まず、
ゼブラフィッシュ胎児細胞(ZE 細胞)に
zTIPE2a,zTIPE2b をそれぞれ強制発現させ、
ウエスターンブロット法によりヒトTIPE2抗
体を用いて検出を行い、その相同性を確認し
た。その結果、ZE 細胞に強制発現させた
zTIPE2a 及び zTIPE2b 蛋白質はヒト TIPE2 抗
体により明らかに反応した。故に、TIPE2 ノ
ックアウトゼブラフィッシュ胚における
TIPE2 発現についてヒト TIPE2 抗体を用いて
調べた。その結果、ZE 細胞に強制発現させた
zTIPE2a 及び zTIPE2b 蛋白質はヒト TIPE2 抗
体により明らかに反応した。故に、TIPE2 ノ



ックアウトゼブラフィッシュ胚における
TIPE2 発現についてヒト TIPE2 抗体を用いて
調べた。その結果、TIPE2 発現は認められな
かったことから、TIPE2 ノックアウトゼブラ
フィッシュが作製できたものと考える。今後、
この点をより詳細に検討したい。 
(3)ゼブラフィッシュの胚におけるMTM融合
p53 の機能発現:ゼブラフィッシュ胚由来の
ZE 細胞における p21 の転写量をルシフェラ
ーゼアッセイで調べたところ、MTM融合 p53
は p21の転写活性を誘導した。そこで、その
機能が in  vivoにおいても維持されているか
を調べるため、p21-GFPトランスジェニック
ゼブラフィッシュを作成した。p21-GFPトラ
ンスジェニックゼブラフィッシュにおける
GFP の発現誘導は野生型ゼブラフィッシュ
胚における内因性 p21の発現誘導と一致した。
この結果は p21-GFP の zp21-promoter が内因
性 p53 に応答することを示す事から、
MTM-53蛋白質 p21-GFPを胚に実際に導入し、
その機能発現を介して GFP が誘導されるか
について共焦点レーザー顕微鏡並びに
Western  blot法を用いて検討した。GFPの発
現が頭部および眼などで観察できた。この事
から野生型ブラフィッシュ胚の内因性 p21も
同様の箇所で発現するかを Whole-mount  in  
site  hybridization法で調べた。その結果、p21
の発現が頭部及び眼で観察できた。以上、ゼ
ブラフィッシュの胚における細胞膜透過性
シグナル分子の時空間的発現と制御を解析
する実験モデルを作成することができた。 
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