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研究成果の概要（和文）：化学物質の生物影響を評価するためには単なる環境中の化学物質の分析・定量ではな
く、生物を利用した手法の開発が重要である。化学物質の作用点は非常に多岐にわたるが、そのひとつとしてホ
ルモン様化学物質があげられる。本研究では、核内受容体を中心とするヒト型化学物質応答システムをミジンコ
に導入し、その検証を行うこととした。すでに確立した遺伝子導入系を改良し遺伝子導入効率の向上を図り、ポ
ジションエフェクトなしに効率的に外来遺伝子を導入する系を確立し、この系を用いてヒト型化学物質応答系の
導入を行った。このヒト型遺伝子導入ミジンコを用いて実際に曝露を行い、遺伝子応答性確認した。

研究成果の概要（英文）：In order to evaluate the biological effects of chemicals, it is important to
 develop methods using living organisms in addition to the conventional analytical approaches. 
Chemicals have a very wide range of mod of actions, one of which is hormone-like chemicals. In this 
study, we aimed to introduce a human-type chemical response system based on nuclear receptors into 
Daphnia magna. We improved the genome editing efficiency by modifying the established transgene 
transfer system, and established a system that efficiently transfers foreign genes without position 
effects. Using this system, we succeeded to introduce a human-type chemical response system. We 
confirmed the gene response of this human-type transgenic Daphnia magna by actual exposure of 
hormone like chemicals.

研究分野： 環境生物学

キーワード： 化学物質影響　ミジンコ　ゲノム編集　核内受容体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
従来はヒトにおける化学物質影響を評価するためには培養細胞を用いた解析が必要であり、コストと時間がかか
っていた。本研究では、一連の関連遺伝子をミジンコに導入することに成功し、実際に化学物質やホルモンによ
って導入された遺伝子が応答するこを確認した。これは従来の培養細胞を用いた手法とことなり、飼育が用意で
安価に維持できるミジンコを用いてヒトへの化学物質影響評価が可能になることを示している。本研究を展開す
ることにより、安価で簡便に化学物質影響を評価することが可能になることが期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１． 研究開始当初の背景 

 

地球環境への関心が高まりつつある中で、社会活動にともない放出された化学物質の環境への

負荷を的確に評価することは火急の課題である。中でも内分泌かく乱化学物質は、通常の毒性試

験、環境毒性試験では検出が困難なことから、簡便で的確な評価法が求められている。現在まで

に生物を利用した種々の評価方法が用いられてきており、例えばエストロゲン様活性を評価す

る場合にはラット個体を用いた子宮肥大試験やエストロゲン応答性の培養細胞、エストロゲン

応答性レポーター遺伝子を導入した酵母の利用など利用されてきた。しかし動物試験は手間と

時間がかかる上に、近年の動物愛護の意識の高まりから、脊椎動物を用いた実験が非常に厳しく

なっており、代替法の確立が求められている。一方で培養細胞はレポーター遺伝子を使うことな

どから化学物質の作用点が比較的明確になるものの、試験物質を無菌化するだけでなく程度純

化する必要があり、試験に供するサンプルが環境水は排水の場合、前処理が律速段階になってお

り、新たに簡便で安価な試験法の開発が求められていた。 

 

 

２．研究の目的 

 

化学物質の作用点は非常に多岐にわたるが、低用量で影響のある化学物質の範疇のひとつとし

て内分泌かく乱化学物質があげられる。内分泌かく乱化学物質が直接作用する場合、核内受容体

がその標的となっている。そこで本研究では、種々の核内受容体をミジンコに導入し、レポータ

ー系を構築することを目的とした。我々がすでに確立した遺伝子導入技術をまず改良し遺伝子

導入効率の向上を図り、ポジションエフェクトなしに効率的に外来遺伝子を導入する系を確立

する。この系を用いてレポーター系の導入を行う。化学物質応答のモデル遺伝子としては、核内

受容体およびアリルハイドロカーボン受容体を選択し、これらの化学物質応答遺伝子を有する

ミジンコを作製する。これら遺伝子導入ミジンコを用いて実際に曝露を行い、導入遺伝子応答性

を検証するとともに、このバイオアッセイ系のハイスループット化を目指すこととした。 

 

 

３．研究の方法 

 

種々の生物の核内受容体をミジンコに導入するために、まず遺伝子導入法の効率化を行う。この

ために、バクテリオファージのインテグラーゼを用いて効果的に外来遺伝子を導入する手法を

開発する。この技術を用いて、核内受容体とそのレポーター遺伝子をミジンコに導入する。種々



の核内受容体を効率的に導入するために受容体の DNA 結合ドメインを共通化し、共通の応答配

列とレポーター遺伝子（緑色蛍光タンパク質）を利用した、化学物質影響を簡便に検出する系を

構築する。この系を用いて種々の化学物質に対する応答性を明らかにする。またこれら一連の研

究と並行して、曝露とバイオアッセイのハイスループット化をすすめる。 

化学物質が核内受容体に作用する場合、化学物質と受容体とのアフィニティに加えて、核内受容

体の DNA 結合能とターゲットの DNA 配列のアフィニティにより応答性が変化する。本研究で

は、不確定要素を減らし効率的に化学物質評価が可能になるように、DNA 結合ドメインと応答

配列を共通化したキメラ核内受容体を作製し評価に用いる。 

 

 

４．研究成果 

 

本研究では、ホルモンの核内受容体に着目し、ヒト型核内受容体をミジンコに導入し化学物質応

答システムを構築し、その検証を行うこととした。すでに確立したゲノム編集技術を改良し遺伝

子導入効率の向上を図り、ポジションエフェクトなしに効率的に外来遺伝子を導入する系を確

立し、この系を用いてヒト型化学物質応答系の導入を行った。ヒト型化学物質応答系のモデル遺

伝子としては、核内受容体を選択し、これらのヒト型化学物質応答遺伝子を有するミジンコを 

作製した。このヒト型遺伝子導入ミジンコを用いて実際に曝露を行い、導入遺伝子応答性を検証

し、実際にエストロゲン様活性を有する化学物質に対して応答することを確認した。またヒト型

核内受容体のみならず、ミジンコ固有のホルモン受容体についても、その応答を可視化するシス

テムを構築した。 
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