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研究成果の概要（和文）：一般的に、ゲノム重複によって倍化した遺伝子は、異なる機能をもつ遺伝子(パラログ)に分
化していることが知られている。単細胞生物では、パラログの存在により遺伝子欠失の際に機能補償が起こり得ること
が示唆されているが、多細胞生物では詳細は不明である。申請者らは、生殖や性行動の調節に重要と考えられている脳
内ペプチドキスペプチンのパラログ遺伝子kiss1とkiss2において神経機能代償の例を発見した。そこで、この実験系を
用いて、非モデル生物にも適用可能な遺伝子ノックアウト技術を開発し、進化の途上で起こった機能喪失を実験的に再
現する、という挑戦的な萌芽研究を行った。

研究成果の概要（英文）：There is a general agreement that a whole genome duplication has occurred early du
ring evolution to produce paralogous genes with diversified functions. Functional compensation of a delete
d gene by its paralogous gene has been documented for unicellular organisms, but such functional compensat
ion has not been demonstrated for multicellular organisms so far. We have recently found an example of pos
sible functional compensation between the paralogous genes, kiss1 and kiss2, encoding peptides called kiss
peptins, which are considered to be involved in the central regulation of reproduction and/or sexual behav
ior. Here, we attempted at demonstrating experimentally functional compensation mechanisms of kisspeptin g
enes using state-of-the-art gene knock-out techniques such as TALEN and CRISPR/Cas9, which can be applied 
to non-model organisms.
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１．研究開始当初の背景 
一般的に、ゲノム重複によって倍化した

遺伝子は、異なる機能をもつ遺伝子(パラロ

グ)に分化していることが知られている。単

細胞生物では、パラログの存在により遺伝

子欠失の際に機能補償が起こり得ることが

示唆されているが、多細胞生物では詳細は

不明である。申請者らは、上述のパラログ

kiss1/2において、神経機能代償の例を発見

した。そこで、この系を題材として、非モ

デル生物にも適用可能な遺伝子ノックアウ

ト技術を開発し、進化の途上で起こった機

能喪失を実験的に再現する、という斬新な

アイディアを提案する。 

単細胞生物を用いたノックアウト実験

(Gu ら, 2003)や、ヒトの遺伝病に関する遺

伝子の調査(Hsiao & Vitkup 2008)によると、

パラログをもつ遺伝子の方が、単独で存在

する遺伝子よりも遺伝子喪失が表現型とし

て顕在化する可能性が有意に低い。そこか

ら遺伝子喪失時に生じる重複遺伝子による

機能補償の存在が示唆され、「遺伝子のロバ

ストネス」と呼ばれるようになった。しか

し、その実体は、多細胞生物ではほとんど

わかっていない。申請者らは、脊椎動物進

化初期の 2度にわたる全ゲノム重複におい

て倍化した遺伝子kiss1, kiss2について詳

細な解析を行うことにより、哺乳類への進

化の過程で偶然起こった kiss2遺伝子の喪

失を kiss1遺伝子が機能補償したことを強

く示唆する実験結果を得た。キスペプチン

神経系は、GnRH ニューロンを介して生殖機

能を制御し、受容体の欠損によって、ヒト、

マウス共に生殖不全に陥ることから、現在

神経内分泌学分野で最も注目されている神

経系の一つである。最近申請者らは、キン

ギョを用いて、視索前野の kiss2ニューロ

ンが性ステロイドによる強い発現制御を受

けることを、真骨魚類において初めて発見

した。両生類でも視索前野に kiss2ニュー

ロンが存在することから、脊椎動物におい

て性ステロイド感受性を示す視索前野ニュ

ーロンは、kiss2 ニューロンであると予想

される。ところが、マウスなどの有胎盤哺

乳類では、視索前野に存在してステロイド

感受性を示すニューロンはすべて kiss1ニ

ューロンである。哺乳類は単孔類と分岐し

た後に kiss2を失ったことが示唆されるこ

とから、元来、脊椎動物を通じて視索前野

で kiss2 が発現していたが、kiss2 の喪失

により、ペプチド産物が同一の受容体

(Gpr54)を活性化するのみならず、類似の発

現制御配列をもつパラログ遺伝子 kiss1に

より機能の補償が行われたと示唆される。

申請者らは、kiss2 喪失前の四足動物であ

る Xenopus tropicalisを用いて、kiss2ノ

ックアウトにより進化の過程で起きた

kiss2 の喪失に近い状態を実験的に再現し、

kiss1 が kiss2 の喪失を機能補償し得るか

どうかを検証する。 

 
２．研究の目的 

太古の時代から引き継がれてきた生殖

という現象は、神経系と内分泌系の巧みな

協調によって見事に調節されている。申請

者はこうした神経系と内分泌系の協調のし

くみに興味を持ち、脳内の生殖腺刺激ホル

モン放出ホルモン(GnRH)およびそれを制御

するキスペプチン（遺伝子 kiss1/2）とい

うペプチド神経系の神経内分泌的機能に注

目して研究を展開してきた。本研究では、

kiss1/2 機能の多様性に関する最近の我々

の発見をきっかけとして、遺伝子重複によ

り生じたパラログ遺伝子の機能の多様化に

関する進化生物学的解析を可能とする技術

を開発して、多細胞生物における「遺伝子

のロバストネス」を初めて実験的に証明す

ることを目的とする。 

 

３．研究の方法 

以下のような順序で、2年間にわたって

研究計画を進めた。 

平成 24 年度 



ZFN コンストラクトの作成、His-tag を

用いた精製(複数候補を作成) 

精製したZFNコンストラクトのin vitro

での切断効率の検証 

最も効率の良い ZFN コンストラクトの

Xenopus 受精卵へのマイクロインジェクシ

ョン 

平成 25 年度 

モザイク状に kiss2 遺伝子が失われた

細胞が存在する個体（3）と野生型株との交

配 

High Resolution Melting Curve 

Analysis による変異体の検出 

in situ hybridization を用いた、kiss2

遺伝子喪失後の kiss1 遺伝子による機能補

償の検証 in situ hybridization を用いた、

kiss2 遺伝子喪失後の kiss1 遺伝子による

機能補償の検証 

このような手順で kiss2 遺伝子がノッ

クアウトされた Xenopus tropicalis（継代

によりホモ個体を作成）が系統確立される

はずである。そこで、この個体を用い、in 

situ hybridization による遺伝子発現の解

析 を 行 う 。 ま ず 、 kiss2 の in situ 

hybridization により、脳内で kiss2 がき

ちんと失われたことを確認後、kiss1 の in 

situ hybridization を 行 う 。 Xenopus 

laevis を用いた先行研究によると、

Xenopus の kiss2 は視索前野と腹側視床下

部に発現している。一方、kiss1 は腹側視

床下部のみに発現している。哺乳類では、

その進化の過程で偶然起こった kiss2 遺伝

子の喪失を kiss1 遺伝子が機能補償してい

る（実際、ほ乳類では kiss1 が生殖の中枢

制御を行っている）、という考え方が正しけ

れば、今回作成した Xenopusの kiss2 ノッ

クアウト個体では、野生型と異なり視索前

野でも kiss1 が発現するようになっている

はずである。 

一方、kiss1 が視索前野に発現してこな

かった場合には、kiss1 による機能補償の

ない、純粋な kiss2 のノックアウト個体が

作出されたことになる。この場合は、哺乳

類以外で初めての kiss2 ノックアウト動物

が確立されたということになり、この動物

の生殖機能などを解析することにより、

kiss2 の脊椎動物における一般的な機能が

初めてはっきりと証明されることになる。

また、マウス、ラット以外の非モデル動物

でもノックアウト動物を作出できる技術が

確立されることにより、生物学一般にも大

きなインパクトを与える。したがって、ノ

ックアウト動物作成後は、kiss1 による

kiss2 機能の補償の有無にかかわらず、神

経内分泌学上極めて重要な知見が得られる

ことになる。 

 

４．研究成果 

Xenopus tropicalis における遺伝子の

特異的な破壊を行うため、まず、Zinc 

Finger Nuclease 法による遺伝子破壊を検

討した。まず、実験に供する Xenopus 

tropicalisの系統のkiss2配列をＰＣＲ法

にて増幅、正確な塩基配列を決定した。そ

の配列情報を元に、ゲノム上で二重鎖切断

を引き起こすと予想されるin vitroでの切

断を試みたが、複数作成した zinc finger 

nucleaseのなかでkiss2配列を選択的に破

壊する物は見られなかった。 

そこで、zinc finger nuclease の後発

か つ 、 切 断 効 率 が 良 い と さ れ る

transcription activator-like effector 

nuclease (TALEN)法およびCRISPR法を試み

た。認識する配列が自由に設計できる上、

毒性も低いとされているが、原理自体は当

初の計画に記したものとほぼ同じである。 

研究室で日常的に飼育しているメダカ

を用いて TALEN 技術を試みたところ、TALEN 

mRNA によって、極めて効率的に GnRH1 遺伝

子を破壊することに成功した。同様にして、



kiss1, gnrh1, gnrh2, gnrh3, lh, fsh, rfrp, 

it, vt, npff, npya の TALEN と受容体遺伝

子 kiss2, gpr54-1, gpr54-2, era について

も CRISPR による遺伝子ノックアウトメダ

カの作成に成功した。そこで、これと同じ

ように、２種類の TALEN を合成し、mRNA と

し て イ ン ジ ェ ク シ ョ ン し 、 Xenopus 

tropicalisにおいてkiss2遺伝子を欠失し

た個体を作成中である。 

既に Xenopus tropicalis の採卵、成体

への飼育を可能にしていて、GFP の mRNA の

マイクロインジェクションによって全身を

光らせたオタマジャクシを作ることもでき

ていて、Xenopus tropicalis kiss2 ノック

アウト個体を作成する技術的なベースは、

すべて整ったので、これを実施した。また、

ノ ッ ク ア ウ ト 作 成 後 の in situ 

hybridization についても、問題なく働く

ことを確認済みである。 

したがって、あとは、kiss2 配列が切断

可能な TALEN を設計し、実際にノックアウ

ト個体を作ることのみである。現在までに、

Xenopus kiss2 に対する二種類の TALEN を

作成した。不運にもどちらもうまく切断で

きなかったが、おそらく確率的な問題なの

で、他のデザインを設計し、切断を試みて

いる。 
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