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研究成果の概要（和文）：嚢胞腎を発症する繊毛関連遺伝子を時空間特異的に発現コントロールするために、当該遺伝
子のノックアウト系統、Cre/loxP、ヒートショックプロモーターをくみ合わせることにより当該遺伝子発現のON/OFFを
行う系統の作成を試みた。これまでにノックアウト個体の作出が終了している、作出したノックアウト個体における嚢
胞腎の発症を経時的に観察したところ、人の嚢胞腎と同様成長するに従い嚢胞が拡大することが観察された。当該遺伝
子発現のON/OFFを行う系統は現在作成中である。

研究成果の概要（英文）：I have attempted to produce a transgenic medaka that express a cilia-related gene 
in a spatiotemporally regulated manner by combination of Transcription Activator-Like Effector Nuclease 
(TALEN) method, Cre/loxP system and heat-shock promoter. I have already achieved that a TALEN knockout 
medaka in which a cilia-related gene in knocked out. This fish line developed a polycystic kidney as 
expected. Cystic dilation was already detected at hatching and gradually increased in size as fish grew. 
This phenotype resembles that of human polycystic kidney disease. Construction of a transgenic line using 
kidney specific promoter in progress.

研究分野： 発生

キーワード： 発生　繊毛　嚢胞腎
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１．研究開始当初の背景 
 
遺伝子産物の機能を解析する方法として、

その機能を阻害するためのノックアウトや
ノックダウンといった手法が用いられてき
た。しかしながらマウスで用いられる古典的
なノックアウトの手法では、発生初期に致死
となる場合には後期の遺伝子機能を解析す
ることができない（図 1A）。この問題を克服
するために、マウスでは Cre/LoxP システム
を利用して、組織特異的なノックアウト技術
が一般化している。しかしながらこの手法は
解析対象とする時期・部位特異的に Cre の発
現をコントロール出来るプロモーターが得
られるか否かに大きく依存している（図 1B） 
一方研究開始当初、小型魚類等でにおい

て遺伝子昨日阻害のための一般的手法は、
アンチセンスオリゴヌクレオチド（AS）を
用いたノックダウンであった。しかし導入
した AS の寿命により長期間は解析不可能
であり、任意の部位や時期で特異的に AS
を導入することも難しい（図１A）と、こ
れらの実験的制約が無くなれば、もっと多
くの発生現象が解析できるはずであると考
えられた。 
 従来、
遺伝子の
ノックア
ウ ト は
ES 細胞
を用いた
マウスの
系が一般
的で、そ
の他の脊
椎で応物
では効率
よく遺伝
子を破壊
する方法
は知られ
ていなか
った。研
究開始当
初、様々
な生物で
人工ヌク
レアーゼ
を用いた
遺伝子編
集の技術
が報告さ
れ注目を
集めてい
た。この
手法を用
いれば、
目的の遺
伝子を自
由にノッ

クアウトできることが期待出来た。 
IR-LEGO（InfraRed Laser Evoked Gene 

Operator）法は顕微鏡下で赤外線レーザー照
射によって、一定の領域や単一細胞を加熱し、
ヒートショック応答により目的遺伝子を発
現させる方法である。即ちヒートショックに
応答するヒートショックプロモーターに目
的遺伝子をつないだコンストラクトを用い
たトランスジェニック生物を作出し、これに
対し顕微鏡下で赤外線レーザーを用いて加
熱することにより、目的遺伝子を任意の場所
と時期で発現させることができる。 
上記の人口ヌクレアーゼ法、Cre/loxP のシ

ステム、IR-LEGO と組み合わせれば、より
自自由に任意の場所と時期で遺伝子の操作
が可能になると期待された（図 1C） 
 
２．研究の目的 
 
 実験生物学において、遺伝子ノックアウト
(KO)やノックダウン(KD)の技術はその進展
に大きく貢献している。しかし既存の技術で
は解析できない現象があるのも事実である。
例えば単純な KO では、発生初期に致死とな
る場合には後期の遺伝子機能を解析するこ
とができない。その解決の為に、Cre/loxP を
用いたコンディショナルな KOが行われてい
る。しかしこの方法は、解析したい時期に発
現する適当なプロモーターが必須であり、必
ずしも目的にあった遺伝子改変マウスを作
れるわけではない。本研究の目的は、新たな
遺伝子ノックアウト技術である人口ヌクレ
アーゼ法と、Cre/loxP のシステム、IR-LEGO
を組み合わせて、任意の遺伝子の発現を時空
間特異的にコントロールすることである。こ
の方法により、従来解析が難しかった生命現
象を解明することが期待できる。 
 
３．研究の方法 
 
 本研究では、遺伝子時空間特異的な制御を
行うために 3 つの系、(1)遺伝子のノックア
ウ ト 法 と し て TALEN （ Transcription 
Activator-Like Effector Nuclease）法を、
(2)遺伝子の時期特異的な発現を制御するた
めの方法として Cre/LoxP のシステムを、(3)
時空間特異的な Cre の発現を行うための
IR-LEGO、を利用する。 
(1) TALEN 法は人工ヌクレアーゼである

TALEN を利用したゲノム配列を直接に操
作する方法である。任意の標的配列の選
択が可能であることから次世代のノック
アウト技術として注目され、小型魚類に
おいては非常に高い効率を持つことが報
告されている。本研究では解析対象とす
る遺伝子を本方法によりノックアウトす
ることとした（図 2A）。 

(2) ノックアウトした遺伝子のレスキュー方
法として(a)内在性のプロモーターを同
定し、対象遺伝子をこのプロモーターの



制御下で発現させるコンベンショナルな
方法、(b)BAC（Bacterial Artificial 
Chromosome）を用いた方法を用いること
とした。(a)の場合には通常のコンストラ
クションの際に、（b）の場合には相同組
換えを利用してレスキュー遺伝子（の一
部）を挟むように loxP 配列を挿入し、Cre
依存的にこの遺伝子の機能を欠失させる
ことが出来るようにした（図 2B）。 

(3) 任意の場所で Cre を発現させる方法とし
て IR-LEGO とヒートショックプロモータ
ーを利用することとした。IR-LEGO は赤
外線レーザーにより、顕微鏡下において
細胞レベルでヒートショックをかけるこ
とができる。このことによりヒートショ
ックをかけた細胞のみで Cre の発現を誘
導できる。 

 
(1) のノックアウト個体に(2, 3)のコンスト

ラクトを導入した個体に対して、IR-LEGO
によってヒートショックを誘発すれば、

ヒートショックをかけた部分でのみ Cre
が発現し、(2)で作成したコンストラクト
の loxP で挟んだ領域を抜き取り、その遺
伝子を破壊することができる（図 2C）。
ゲノム中の当該遺伝子は(1)により破壊
済みなので、ヒートショックをかけた細
胞では当該遺伝子の機能が特異的に破壊
されることになる。 

 
４．研究成果 
 

繊毛機能の
異常に起因す
る嚢胞腎発症
機構の解析の
ために、TALEN
法を用い、繊
毛関連遺伝子
のノックアウ
ト系統を作出
した。この系
統を観察した
ところ、導入
された変異が
ホモの場合に
おいて、期待
されたとおり
嚢胞腎を発症
した（図 3）腎
の発症は緩や
かで、成魚に
おいてもその
症状が外面か
ら判断できる
のは、孵化後 5
～6 ヶ月を要
したが、切片
を作成し観察
したところ、
既に孵化の段

階で明らかな嚢胞の形成が観察された。また
この緩やかな症状の進行はヒトの嚢胞腎の
症例とよく似ている。 
 これまでのところ、発現をコントロールす
るためのコンストラクトづくりは遅れてい
るが、腎臓特異的ではないものの、腎臓にも
発現するプロモーターを同定しており（図 4）、
これらを利用して軸間特異的なノックアウ
ト系統の作成を目指したい。 
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