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研究成果の概要（和文）：本研究ではミジンコにおいて細胞外への分泌に必要なシグナルペプチド、および卵に
取り込むのに必要なシグナルペプチドを同定し、これらのシグナルを融合させたGFP（緑色蛍光タンパク質）を
ミジンコ内で合成させた。まず細胞内で合成されたタンパク質をヘモリンフ中に分泌するために必要なシグナル
ペプチドを同定し、実際にこのシグナルペプチドを融合させたGFPタンパク質がヘモリンフ中に分泌されること
を確認した。さらに卵中に取り込むのに必要なシグナルペプチドを同定し、この遺伝子断片を融合させたGFPタ
ンパク質がミジンコの卵に取り込まれることを確認した。

研究成果の概要（英文）：We aimed to produce artificial protein in Daphnia magna using genome editing
 technique.  Firstly we made a synthetic gene that has　a signal peptide necessary for secretion 
with green fluorescent protein (GFP) and confirmed that the product of the synthetic gene was 
secreted into hemolymph.  Secondly we fused a gene fragment responsible for incorporation into eggs 
with the synthetic gene.  This gene product was successfully synthesized in somatic cells ant 
transported to eggs. 

研究分野： 環境生物学
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１．研究開始当初の背景 

抗体やワクチンを始めとする様々な機能性

タンパク質のニーズが高まっているが、通常

は CHO などの培養細胞を用いた系が主流で

あり、生産の手間とコスト、さらに血清を用

いる場合にはそのリスクも問題となってい

る。一方でバクテリア、カイコ、ニワトリや

植物に目的タンパク質を産生させる試みも

進められているが、バクテリアでは分子量の

大きなタンパク質の産生に問題があり、その

他の生物種では手間と時間がかかるのが問

題となっている。本研究では、最近我々が世

界に先駆けて成功したミジンコの遺伝子操

作技術を用いて、ミジンコにおいて有用タン

パク質を産生させる。ミジンコは単為生殖を

することから、短時間で増殖可能であり、連

続的に培養をしているだけで大量の卵を得

ることができる。ミジンコは最近まで遺伝子

操作が不可能であったが、我々は遺伝子の導

入（１）および遺伝子の欠失（２）に成功し、

さらに相同組換えによる遺伝子操作にも成

功したところである（投稿準備中）。ミジン

コの利便性とあわせて、遺伝子操作技術を確

立したことで、まさにミジンコをツールとし

て使える期が熟したと言える。 

 

２．研究の目的 

本研究では、まずミジンコのビテロジェニン

遺伝子から、細胞外分泌に関与するシグナル

ペプチド領域を予測し、緑色蛍光タンパク質

(GFP)遺伝子に融合させる。この融合遺伝子

をミジンコに導入し、実際にヘモリンフへの

分泌を確認し、シグナルペプチドの同定を行

い、分泌型 GFP 融合遺伝子を作製する。次

にミジンコのビテロジェニン遺伝子から、ビ

テロジェニン受容体結合領域を予測し、分泌

型 GFP 融合遺伝子に融合させビテロジェニ

ン受容体結合分泌型 GFP 融合遺伝子を作製

する。この遺伝子産物が実際に、ビテロジェ

ニン受容体を介してミジンコの卵内に蓄積

されることを確認する。将来的には、遺伝子

発現誘導により、ビテロジェニンから目的タ

ンパク質産生へ合成系をスイッチする系を

確立しタンパク質産生系の確立を目指す。 

３．研究の方法 

（１）ミジンコのゲノム配列を申請者が属し

ているコンソーシアムのデータベースから

入手し、ミジンコの全てのビテロジェニン遺

伝子配列を明らかにする。（２）これらの配

列を既知の生物種のビテロジェニン遺伝子

と比較し、細胞外分泌に必要なシグナルペプ

チド領域、卵内へのエンドサイトーシスに必

要なシグナルペプチド領域を推定する。（３）

細胞外分泌に必要なシグナルペプチド領域

を GFP に融合させた遺伝子を作製し、ミジ

ンコで発現させ、必要十分なシグナルペプチ

ドを決定する。（４）この分泌型 GFP にさら

にエンドサイトーシスに必要なシグナルペ

プチドを融合させた遺伝子を作製する。（５）

この２つのシグナルペプチドを有する GFP

遺伝子をミジンコで発現させ卵内への輸送

を確認し、細胞間輸送に必要十分なシグナル

ペプチドを決定する。必要に応じて強力なプ

ロモーターを利用し、効率的に卵内に GFP

を蓄積できる系を確立する。ビテロジェニン

（VTG）は卵黄蛋白質の前駆体であり、脂肪

体で合成され細胞外へ出た後にヘモリンフ

を介して卵巣に輸送され、ビテロジェニン受

容体を介して卵内に取り込まれプロセシン

グをうけ蓄えられる。この VTG を緑色蛍光



蛋白質（GFP）に置き換えるために下記の計

画で実験を行う。 

 

４．研究成果 

（１） ミジンコのゲノムデータベースか

ら通常複数存在するビテロジェニン遺伝子

配列を取得した。２つのビテロジェニン遺伝

子については、すでに報告があることから、

これらの配列を元にミジンコのゲノムをサ

ーベイすることにより、全てのビテロジェニ

ン遺伝子の配列を明らかにした。 

（２） ミジンコのビテロジェニン遺伝子

配列に加え、ショウジョウバエ、センチュウ

をはじめとするビテロジェニン遺伝子の配

列のアライメントを行い、保存されている領

域を明らかにした。これらの保存領域を中心

として細胞外分泌、およびビテロジェニン受

容体依存的なエンドサイトーシスに必要な

シグナルペプチドを推定した。細胞外分泌シ

グナルペプチドの探索には、別の生物種にお

ける分泌タンパク質に特徴的な配列を参考

にした。 

（３） 我々はすでに幼若ホルモン受容体

に応答するDNA配列を有するプロモーターが、

ミジンコの脂肪体特異的な発現することを

見出している。卵巣以外でタンパク質を発現

させるために、この幼若ホルモン応答性のプ

ロモーターを用いて、その下流に分泌シグナ

ルペプチドとGFPを融合させた遺伝子を作製

した。 

（４） まずプラスミドDNAを一過的に卵に

導入し、成長させ融合遺伝子産物の局在を蛍

光顕微鏡で観察した。並行してマイクロキャ

ピラリーを用いてヘモリンフを採取し、蛍光

の測定およびウエスタン法などで、実際にヘ

モリンフ中に分泌される融合タンパク質を

確認、定量する予定であったが絶対量が不足

していたために、蛍光による観察にとどめた。 

（５） この融合させた合成遺伝子が安定

的に遺伝するトランスジェニックミジンコ

を作製した。特に（４）の解析において、絶

対量が不足していたために、トランスジェニ

ックミジンコを大量に培養し、ヘモリンフな

どを一定量確保することで解析を行うこと

を目指した。 

（６） 候補の分泌シグナルペプチドを必

要に応じてトリミングし、GFP と融合させた

分泌型GFP融合遺伝子を発現させその分泌効

率を最大化する最小領域を決定する。 

（７） （２）により明らかにしたビテロジ

ェニン受容体遺伝子をもとに、他の生物種の

ビテロジェニン受容体遺伝子との比較を行

った。特にリガンド結合反復(Ligand Binding 

Repeat: LBR)構造はビテロジェニンの取り込

みに重要なドメインと考えられており、ビテ

ロジェニにおける受容体依存形エンドサイ

トーシスのシグナルを明らかにするための

重要な知見となる。 

（８） 種々のビテロジェニンのアミノ酸

配列比較から生物種を超えて保存されてい

るドメインを明らかにし、ビテロジェニン受

容体と相互作用する可能性のある領域を抽

出した。特にビテロジェニン受容体遺伝子に

おいて類似性が高い生物種の配列に重点を

置くことにより、ビテロジェニン受容体結合

シグナルの候補のリストアップを行った。 

（９） （３）において作製した「分泌型 GFP

融合遺伝子」にさらに（２）で選択したビテ

ロジェニン受容体と相互作用するドメイン

を融合させた。今までにティラピアおよび淡



水産のエビなどにおいて、ビテロジェニン受

容体と相互作用する領域が報告されている。

これらの報告を参考にして、対応する領域を

ミジンコから選択した。 

（４） 作製したビテロジェニン受容体結

合分泌型GFP融合遺伝子をミジンコ卵に顕微

注入し、その発現を確認した。一過的な解析

においては、融合遺伝子を注入後、約１週間

培養をつづけ、育房に産み付けられた卵を回

収し、蛍光顕微鏡でマーカーとしている GFP

タンパク質の卵への蓄積を確認した。 

（５） さらにこの融合遺伝子産物を確認

するために、融合遺伝子をゲノムに組込んだ

トランスジェニックミジンコを作製した。こ

の系統を一定数まで増やした後に卵を回収

し、目的の GFP タンパク質が輸送、蓄積され

ていることを蛍光顕微鏡により確認し、その

効率を評価するとともに、世代を超えて安定

してタンパク質が産生されることを確認し

た。 
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