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研究成果の概要（和文）： 代表者らはイモリの心臓再生を遺伝子レベルで解明するための研究基盤を構築する
ことを目的とした研究を行い、以下の成果を得た。（1）CDK1遺伝子のコンディショナルノックアウトイモリの
作製に取り組み、TALENによりCDK1のアレルを効率的に切断できること、未だ不完全ではあるがloxP配列を挿入
できることを示した。（2）IR-LEGO法による遺伝子の局所的誘導法を確立した。（3）遺伝子の発現データベー
ス構築と効率的なゲノミッククローニング法を示した。（4）イモリにおけるCRISPR/Cas9 systemの条件を決定
した。
　これらの成果を原著論文3報、総説2報を発表した。学会発表を17件行った。

研究成果の概要（英文）：In this research, we aimed to establish a research base to elucidate cardiac
 regeneration of the newt at the gene level and obtained the following results, and obtained the 
following results. (1) We tried to generate a conditional knockout newt of the CDK1 gene, showed 
that TALENs can efficiently cleave CDK1 allele, and that incomplete but loxP sequence can be 
inserted to the CDK1 allele. (2) Local induction of genes by IR-LEGO method was established. (3) 
Construction of gene expression database and efficient genomic cloning method. (4) The conditions of
 CRISPR / Cas 9 system in newts were determined.
 Based on these results, we published 3 articles of the original paper and 2 reviews of the review. 
We also made 17 presentations at academic conferences.

研究分野：発生生物学
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をコードする DNAを挿入する。DNAを挿入
するためのドナーとしては、loxPをコードす
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vectorを使用した。 
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 これらの標的配列に対して作製された

TALEN をコードする mRNA をイモリの受
精卵にマイクロインジェクションした結果、
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率的なゲノミッククローニング法の確立 
遺伝子の

遺伝子のプロモ

ーター領域を始め、複数の遺伝子のゲノム配

列について短期間でクローニングすること

モーター

領域については、クローニングした配列の下

流に傾向タンパク質をつないだベクターを

イモリ個体に導入した。その結果、その配列

に転写制御活性があることが確かめられた

遺伝子は再生における心筋細胞

の増殖を制御する遺伝子の最も重要な候補

の一つであるので、今回得た情報を基に、プ

遺伝子の発現データベースに付いては、他

のグループによって取得された情報と統合

することで、より広い範囲をカバーするデー

タベースの作製およびウェブサイトを介し

備が進行中である。 

の確立 
RNA を
Cas9 を

の状態でインジェクションする場合

と、タンパク質でインジェクションする場合

を比較した結果、タンパク質をインジェクシ

ョンする方が極めて効率よく標的の遺伝子

guide 
の配列次第では、インジェクションを

行った個体でほぼ完全にチロシナーゼ遺伝

）。こ

法よりも簡便で効率



的であることが分かった。 
 本研究により確立した方法は現在論文の

投稿準備中である。またこの方法を利用して

他の科研費の課題を遂行する上で重要な遺

伝子の KO法として利用されている。 
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