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研究成果の概要（和文）： 

本申請は、「メダカを用いた個体・組織レベルでの遺伝子機能解析系の確立」を目指している。逆遺伝学

的手法を確立し、そこで得られた変異個体をベースに、別途確立する組織特異的遺伝子発現系により組織

特異的に当該遺伝子発現の制御を行い、組織間・異なるタイプの細胞間での遺伝子機能の違い、その最終

生物作用の違いを解析する、というのが基本戦略である。このグランドデザインのもとにモデルケースと

して、「DNA損傷に対する生物応答、その生物作用」を「突然変異生成」を指標に解析する系を確立した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
To develop the system to study gene function at tissue level in medaka, we have established 
two methods in the present study. 1) Reverse genetics: TILLING (Targeting Induced Local 
Lesions IN Genome) is a reverse genetic strategy that combines random chemical mutagenesis 
with high-throughput discovery of induced mutations in the target genes. The method has 
been applied to a variety of plant and animal species. Screening of induced mutation is 
the most important step in TILLING. We developed the High Resolution Melting (HRM) assay, 
evaluated its efficacy for screening ENU-induced mutations in the medaka TILLING library. 
The HRM assay is fast, cost-effective, and robust in detecting variations in DNA. By HRM 
assay many nonsense mutations were identified and the phenotypes of these nonsense mutants 
confirmed their loss-of-function nature. 2) Regulation of gene expression in tissue:  
Infrared laser–evoked gene operator (IR-LEGO) is a microscope system optimized for heating 
cells at single cell level. Heat stress induces transcription of genes that are under the 
control of a heat shock promoter in individual targeted cells. We applied this technique 
to medaka fish carrying a heat shock promoter driven transgene and have succeeded the 
control of ectopic gene expression.   
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１．研究開始当初の背景 

小型魚は、ヒトとほぼ同等の内部臓器を供え
た優れたモデル実験動物である。ゲノム解読
が完了しており、また、細胞レベルの空間分
解能を伴った生体イメージング技術を駆使
できるという他の脊椎動物には見られない
特質を備えている。また、卵として体外で胚
発生が進むことから、胚操作が極めて容易で
ある。小型魚の中でもメダカには色素欠損系
統も存在する事から、より内部の変化が観察
しやすいため、蛍光色素を用いたライブイメ
ージング技術の応用性も極めて高い。以上の
利点から、小型魚は生物学、基礎医学等の基
礎研究のみならず、疾患モデル・創薬スクリ
ーニング等の応用研究においてもその有用
性が注目されている。我々は、以上の特徴か
らメダカをモデル動物として選び、本基盤研
究(S)において、そのモデル実験動物として
の基盤整備・技術開発を行い、それらを基盤
にした「組織レベルでの遺伝子機能解析の方
法論の確立」というプロジェクトを提案した。 
 

２．研究の目的 

本提案では、以下の 2 つの技術開発を目
的とした。 
（１）逆遺伝学的手法の確立：これまでメ
ダカでは遺伝子ノックアウトが不可能であ
った。ゲノム情報が基盤となるポストゲノ
ム研究において、実験モデル動物としての
決定的な欠点となる。そこで申請者は、
TILLING(Targeted Induced Local Lesions 
IN Genome)と呼ばれる方法（以下に詳細を
述べる）によりメダカにおける逆遺伝学的
手法の開発を行い、任意の目的遺伝子をノ
ックアウトできる系の確立を目指した。 
（２）組織特異的遺伝子発現系の確立：メ
ダカの胚発生は透明な卵の中ですすむため、
それらの過程を外から観察する事が可能で
ある。組織特異的遺伝子発現系はこの特徴
をフルに利用したもので、赤外レーザによ
るヒートショックにより、CRE/LoxP系を組
織特異的に動かし遺伝子発現を誘導する。
目的の標的細胞・組織で特異的に遺伝子発
現をオン・オフする事が可能になる。 
細胞レベルでの遺伝子発現制御は、RNAi

技術の普及、DT40細胞による遺伝子破壊法
の確立等、様々な技術開発により極めて詳
細な解析が可能になっている。しかしなが
ら、組織・個体レベルでの解析はこれらの
技術では不可能であり、遺伝子変異体の作
成が必須となる。メダカに於いて遺伝子変
異体の作成を可能にしたのが１）の技法で
ある。 
 

３．研究の方法 

（１）逆遺伝学的手法の確立：遺伝子の機能

解析において、遺伝子変異体が極めて貴重な
情報源である事は、これまでの生物学の歴史
からも明白である。更に、ゲノム生物学時代
の到来は、遺伝子の取得を容易にし、得られ
た遺伝子の生体における機能を解析すると
いった逆遺伝学的手法の必要性を増大させ
てきた。逆遺伝学には、標的とする遺伝子の
変異体を自由に作成する、いわゆる遺伝子ノ
ックアウトの手法が必須である。しかしなが
ら、遺伝子ノックアウトは酵母やマウス等の
ごく限られたモデル生物でのみ可能であり、
メダカを含む小型魚においてもこの手法の
確立の必要性が叫ばれてきた。TILLING 法と
は、化学変異原処理により変異を導入した後、
次世代個体を作製し、その次世代個体ゲノム
DNA 中に誘発変異を検出する事により変異体
を得る方法である（下図にそのプロトコール
を示す）。ある程度の遺伝学が可能な実験 

 
モデル生物を対象に、目的とする遺伝子の変
異体を自由に作成する方法として近年開発
され、シロイヌナズナやゼブラフィッシュで
その有用性が報告されている。我々は、本研
究に先行する基盤研究(A) （（平成 16－18年
度）「突然変異生成機構の分子遺伝学的解
析：メダカを用いた分子・個体レベルでの解
析系」研究代表者：藤堂）において、変異誘
発メダカ 6000 個体からのゲノム DNA/凍結精
子ライブラリーを作成した。本基盤研究(S)
により変異検出法も含め、TILLING 法による
メダカ逆遺伝学の確立を目指してた。 
TILLING法において最も重要なのは、作成

したゲノム DNA ライブラリーから目的遺伝
子のナンセンス変異をスクリーニングする
ステップである。高感度、ハイスループッ
ト、低コストの実現が必須である．これま
では、CelIと呼ばれるミスマッチ認識酵素
を用いたり、キャピラリーシークエンシン
グによるスクリーニングが行われてきたが、



 

 

手間がかかり、また極めて高コストであり、
多数の変異をスクリーニングするには不向
きである。そこで我々は、以下の２つのス
クリーニング法を開発する事とした。１）
融解温度曲線分析法：PCR 増幅産物中に存
在する変異を、 Tm 値の違いとして、
HRM(Hi-Res Melting・融解温度曲線分析)
法により検出する変異検出法，２）次世代
シ ー ク エ ン サ ー (Next Genertion 
Sequencer(NGS))による大規模スクリーニ
ング。 
（２）組織特異的遺伝子発現系の確立：組
織特異的遺伝子発現制御系は、マウスで
CRE/loxPを用いた多くの試みがある。しか
しながら、CRE の発現部位を正確に限定す
る事が困難な場合が多くみられる。胚操作
が極めて容易であるというメダカの特性を
活かし、このマウスの欠点を補おうという
のが赤外レーザ照射系である（科学技術振
興事業団さきがけ研究（平成１０－13年度）
「脊椎動物の脳の細胞系譜の解析」研究代
表者：弓場、により提案・開発された）。本
法では、ヒートショックプロモーターの下
流に CRE 遺伝子を組み込んだトランスジェ
ニックメダカの胚組織に赤外レーザを照射
し、CRE の発現を組織特異的に誘導する。
CRE 発現により、loxP に挟まれた領域を切
り出すことにより、照射部位特異的遺伝子
発現のオン・オフを行うといった技法であ
る。組織全体に限らず、各組織内で部分的
に遺伝子発現を自由にオン・オフし、その
細胞レベルでの影響を、発現制御を行って
いない周りの組織部位と比較することがで
き、極めて詳細な解析が可能になる。 
 
４．研究成果 
TILLING ゲノム DNA ライブラリーのスクリー
ニング系を確立する事に成功している。
TILLING 法において最も重要な点は、ゲノム
ライブラリー・スクリーニングのハイスルー
プット化及び低コスト化である。いくつかの
スクリーニング法を検討し、最終的に高感度
融解曲線解析法(High Resolution Melting：
HRM 法)が最適であるという結論に達した。
HRM 法とは、DNA フラグメントの融解温度を
正確に決定する事により、そこに変異(SNP)
が含まれているかどうかを判定する手法で
ある。実際には、標的遺伝子のエキソン部位
を PCRで増幅し、その PCR産物に変異が含ま
れているかどうかのスクリーニングを行う。
96穴マイクロプレート上でPCR増幅から解析
までが可能で有り、ハイスループット化を実
現できた。しかも、6000個体１エキソン１４
万円という低コスト化も可能になった（右図
に p53 遺伝子のスクリーニング結果を示す。
B,C が実際の解析パターンであり、変異を持
つ PCR産物の解析パターンを矢印で示してい

る）。 
 

 
本法により、本基盤研究(S)で当初予定して
いた遺伝子に関してはその変異体をほぼ同
定できた。しかしながら、国内外におけるメ
ダカ変異体利用の希望は多く、更なるハイス
ループット化を目指し、次世代シークエンサ
ーによるスクリーニング法の改良を行った。
これまでに得られた変異を positive コント
ロールとして、パイロット実験を行ったとこ
ろ、ゲノム DNAライブラリーをある程度混ぜ
ても充分スクリーニング可能であることが
判明した。そこで、基礎研究から応用研究ま
で幅広い分野で解析・利用が期待される重要
遺伝子 150 個を選別し、500 エキソンについ
て次世代シークエンサーによる「大量サンプ
ルの塩基配列決定」と本研究で樹立した「HRM
法」を併用する事により、スクリーニングを
行った。シークエンシングサンプルとしては、
標的遺伝子エキソンを PCRで増幅したサンプ
ル、標的遺伝子エキソンを合成 RNA ベイト
（Agilent 社で合成）で濃縮したサンプルの
２つについて行った。未だ全ての解析が終了
しているわけではないが、いずれのサンプル
からも、ナンセンス変異体が現出できている。 
組織特異的遺伝子発現系については、赤外レ
ーザ照射系がメダカにおいて上手く機能す
る事を確認した。またこれに加え、とラアン
スポゾンベクターを用いた遺伝子導入法も
確立した。piggyBacトランスポゾンは、極め
て効率よく染色体ゲノムに外来遺伝子を導
入できる事が、哺乳動物等多くの生物で報告
されている。我々は、メダカ胚にインジェク
ションする事により体細胞ゲノムへ外来遺
伝子挿入を高効率に誘導できる事を確認し
た。赤外レーザ照射系との併用により、極め
て詳細な体細胞 ectopic 遺伝子発現制御系
を樹立する事ができた。 
本基盤研究(S)で確立した逆遺伝学的手法の
成果は、メダカをモデル実験動物として使用
する全ての研究者にとり極めて有用である。



 

 

そこで我々は、国内外の研究者との共同研究
を行い、変異体の作成を行った。以下に共同
研究者のリストと、現在までにえら得ている
ナンセンス変異体のリスとを示す（本基盤 S
の為に藤堂研で作成したもののみをリスト
アップし、共同研究先の遺伝子については未
発表のため掲載していない）。 
共同研究先 
Y. Wittbrodt, D. Inoue（ドイツ・ Heidelberg
大学）、T. Obara（米国・ Oklahoma 大学 Health 
Science Center）、W. Kuhne, WS. Dynan（米
国・Medical College of Georgia）、三谷啓
志・尾田正二（東京大学・大学院新領域創成
科学研究科）、弓場俊輔、川崎隆史、出口友
則（(独)産業技術総合研究所セルエンジニア
リング研究部）、高浜洋介（徳島大学・疾患
ゲノムセンタ−）、工藤 明（東京工業大学・
大学院生命理工学研究科）、酒巻和弘（京都
大学・大学院医学研究科）、森 和俊（京都
大学・大学院理学研究科）、木下政人（京都
大学・大学院農学研究科）、北野 健（熊本
大学・理学部）、相沢慎一・黒川大輔（理化
学研究所・発生・再生科学総合研究センタ
ー・東京大学・大学院理学系研究科附属三崎
臨海実験所）、長濱嘉孝（基礎生物学研究所・
生殖生物学研究部門）、松田 勝（宇都宮大
学・バイオサイエンス教育研究センター）、
三ツ井貴夫（(独)国立病院機構・徳島病院）、
三輪正直・清水信義（長浜バイオ大学）、仁
科博史・平山順（東京医科歯科大・難治疾患
研究所）、瀬原淳子・佐藤文規（京都大学・
再生医学研究所）、大久保範聡（東京大学・
農学生命科学研究科）、高橋良輔・上村紀仁
（京都大学・医学研究科）、七田芳則・山下
高広（京都大学・理学研究科） 
 
得られたナンセンス変異体 
ATM, ATR, DNA-PKcs, p53, Retinoblastoma, 
Rev1, Msh2, Exo1, Bloom, P-Cryptochrome, 
Ogg1等（他に共同研究として１８遺伝子） 
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