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研究成果の概要（和文）：本研究では、研究代表者が開発した高効率トランスジェニック技術を

用いて、ネッタイツメガエル（学名ゼノパス・トロピカリス）において遺伝子トラップ法によ

る新規発生制御遺伝子の探索を試みた。ツメガエル用の遺伝子トラップベクターを新たに開発

し、トランスジェニック実験によりそのベクターをゲノム中にランダムに導入したところ、ア

ルビノの表現型を示すミュータントを同定することに成功した。以上の成果により、ネッタイ

ツメガエルにおいて挿入ミュータジェネシスが可能なことを実証した。 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, we attempted a gene trap mutagenesis in Xenopus 
tropicalis to identify new developmental regulatory genes, using a high-throughput 
transgenesis technique that we developed recently.  The random insertion of a newly 
designed gene trap vector into the Xenopus genome resulted in generation of an albino 
mutant, which showed that insertional mutagenesis is actually feasible in Xenopus 
tropicalis. 
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１．研究開始当初の背景 
 近年ゲノムプロジェクトの爆発的な進展

によって、ハエからヒトに至るまで様々な生

物種のゲノム配列の全貌が明らかにされつ

つある。ポストゲノム時代には、ゲノム上の

遺伝子の機能を種間で比較して生物の多様

性を生み出すしくみを解明することこそが、

発生生物学の重要課題となることに疑いの

余地はない。しかしゲノム研究の広がりにも

かかわらず、遺伝子の機能解析に必要不可欠

な遺伝学的実験系は極めて限られたままで

ある。脊椎動物においてはマウスとサカナが

用いられているが、それだけでは生物の多様

性について比較解析するには甚だ不十分で

ある。またマウスの発生は母体内で進行する

ため、体軸の形成や神経誘導など発生初期の

現象に関わる遺伝子のミュータントを同定

解析することは容易ではない。サカナはゲノ
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ム構造がサカナ特有の重複と再編成によっ

て哺乳類と大きく異なるため、相同遺伝子

（オーソログ）の機能を哺乳類と直接比較す

るのは難しい。これらに対して、進化的にサ

カナと哺乳類の間に位置するカエルは、卵生

のため初期発生の観察が容易であり、ゲノム

構造も哺乳類にきわめて近い。カエルの中で

も、ネッタイツメガエルは小さな２倍体のゲ

ノムを持ち（サイズはヒトゲノムの約半分）、

世代時間も 3-4 ヶ月と短いなど、遺伝学研究

に適した全ての条件を備えている。ネッタイ

ツメガエル研究の最大の問題は遺伝子導入

の難しさにあったが、このような状況におい

て、研究代表者はネッタイツメガエルのため

の高効率トランスジェニック技術（メガヌク

レアーゼ法）の開発に成功した（Ogino, H. et 

al., Mech Dev. 123: 103-113, 2006; Ogino, 

H. et al., Nature Protocol. 1: 

1703-1710, 2006）。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、この新しいトランスジェ
ニック技術を用いて、ネッタイツメガエルに
おける挿入ミュータジェネシスの実験系を
確立することである。この方法は酵母由来の
メガヌクレアーゼ I-SceI とその認識配列を
付加した遺伝子とを一緒に受精卵に顕微注
入するもので、トランスジェニック胚を 1日
に約500個体作製することができる（図１）。
研究代表者は、メガヌクレアーゼ法を用いれ
ば１個体あたり染色体上の１~２箇所にそ
れぞれおよそ１~５コピーの遺伝子が挿入
されること、その挿入箇所はほぼランダムな
こと、導入した遺伝子は生殖細胞に組み込ま
れて子孫に受け継がれることを既に確認し
ている。このトランスジェニック技術を用い
て、遺伝子トラップベクターをネッタイツメ
ガエルのゲノム中に挿入してミュータント
を作製し、破壊された内在遺伝子を探索する。
これにより、マウスやサカナに次ぐ、脊椎動
物における発生遺伝学の第３のモデル系と
して、ネッタイツメガエル研究を発展させる
ことを目指す。 

 

 
３．研究の方法 
 具体的には（１）ツメガエル用遺伝子トラ
ップベクターを開発し、（２）トランスジェ

ニック実験によりこの遺伝子トラップベク
ターをゲノム中に挿入した個体を多数作製
し、その結果表現型に異常を示すミュータン
トが得られるかどうか検討した。 
 （１）については、当初はマウスの ES 細
胞でおこなわれている遺伝子トラップ実験
に倣って、マーカー遺伝子（GFP）に En遺
伝子のスプライシングアクセプター配列を
連結したものを用いる予定であった。スプラ
イシングアクセプターがその機能通りに働
けば、ベクターが内在遺伝子のイントロン領
域に挿入されたときにのみ、GFPが発現する
はずである。しかし予備実験の結果から、こ
のスプライシング型ベクターは、挿入先によ
らずしばしば強いバックグラウンド発現を
示すことが明らかになった。そこで、サカナ
でおこなわれている遺伝子トラップ実験と
同様に、基本プロモーターを GFP に連結し
たエンハンサートラップベクターを代わり
に用いることを考え、新たにネッタイツメガ
エル用にそのベクターの構築をおこなった。
また、エンハンサーからプロモーターへの転
写促進作用を遮断するインシュレータ配列
を用いた挿入ミュータジェネシスについて
も検討した。 
 （２）については、まず上記のトラップベ
クターをトランスジェニック実験によって
ネッタイツメガエル胚に導入後、GFPの発現
を指標にファウンダーを同定した。次にファ
ウンダーが性成熟したら野生型と交配して
F1個体を作製した。F1個体のうち、GFPを
発現するヘテロ接合体だけを選択して育て、
性成熟したら兄妹交配をおこなってホモ接
合体の F2を作製し、その表現型を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）ツメガエル用遺伝子トラップベクター
の開発 
 エンハンサートラップスクリーニングを
効率良くおこなうには、バックグラウンド活
性が低く、且つ挿入先の遺伝子のエンハンサ
ーに感度良く応答する基本プロモーターを
ベクターに用いることが重要である。そこで、
ツメガエルの様々な遺伝子（EF-1α、cska、
Pax6、FoxE3、hsp70）の基本プロモーターや、
ニワトリの β-actin、β-globin、単純ヘルペ
スウィルスの tk、マウスの hsp68プロモータ
ーのそれぞれをGFP 遺伝子に連結してネッタ
イツメガエルのトランスジェニック個体を
作製し、そのバックグラウンド活性を調べた。
その結果、EF-1α、cska、β-actinについては、
ほとんどバックグラウンド活性がみられず、
β-globinや tk、Pax6、FoxE3では中枢神経系
に、hsp68、hsp70では全身に弱い活性がみら
れた。 
 次にバックグラウンド活性の低かった
EF-1α、cska、β-actin プロモーターのそれぞ



れを、Six3 遺伝子の前脳エンハンサーや
FoxE3 の水晶体エンハンサー等と連結してト
ランスジェニック解析をおこない、エンハン
サーに対する応答能について検討した。いず
れのプロモーターもエンハンサー依存的に
GFP を活性化したが、その発現レベルは in 
situ ハイブリダイゼーションで検出するに
は十分であっても、胚を生かしたまま蛍光観
察で検出するには極めて弱かった。 
 そこで、先に全身で弱い活性を示した
hsp70 プロモーター（-0.6~+1.0kb）につい
て、5’上流から転写開始点近傍まで少しず
つ欠失させたものをGFP に連結してトランス
ジェニック解析をおこない、バックグラウン
ド活性が低く、且つエンハンサーに良く応答
するプロモーター領域を同定できるかどう
か検討した。-0.2kb まで欠失させると、GFP
の蛍光で観察する限り、ほぼバックグラウン
ド発現が消失し、且つ Six3 の前脳エンハン
サーを連結したときには生きた胚の前脳で
GFP の蛍光を観察することができた。以上の
結果から、hsp70の-0.2kb 領域を GFP 遺伝子
に連結したものを、エンハンサートラップベ
クターとして用いることにした。 
 一方、ゲノム上においては、遺伝子のコー
ド領域よりも非コード領域の方が圧倒的に
長い。それゆえ、エンハンサートラップベク
ターがコード領域に挿入されてミュータン
トが得られる確率は、必ずしも高くはないと
考えられる。この問題を解決するため、上記
のエンハンサートラップベクターにおいて
GFPの下流にニワトリβ-globinのインシュレ
ータ配列を付加したベクターを作製した。こ
のベクターが内在遺伝子のエンハンサーと
プロモーターの間に挿入されると、そのプロ
モーターからのエンハンサーに依存した転
写が阻害されると共に、トラップベクターの
GFP がエンハンサーからの作用を受けて発現
すると期待される。エンハンサーはしばしば
プロモーターから 10~1000kb 離れた位置に
存在することが知られているので、ゲノム全
体においてエンハンサーとプロモーターの
間の距離は、コード領域よりもずっと長いと
考えられる。したがって、それら全ての領域
をミュータジェネシスの標的とする本方法
は、遺伝学研究において画期的な技術になる
可能性がある。 
 また本研究から、β-actin プロモーターは、
レポーターGFP の発現を in situ ハイブリダ
イゼーションによって検出する限りにおい
ては、そのバックグラウンド活性の低さと、
エンハンサーの種類に依存しない応答能か
ら、エンハンサー解析のツールとして非常に
有用であることが明らかとなった。この発見
の過程でおこなった、Six3の前脳エンハンサ
ー（図２）、Six1 のプラコード外胚葉エンハ
ンサー、Otx2のオーガナイザーエンハンサー

の解析、及び hspプロモーターの解析につい
ては、その一部を学術論文として発表した
（下記の雑誌論文①~④）。 
 

 

β-actin  
５． 

 

（２）遺伝子トラップ法によるミュータント
の探索 
  まず、前述した hsp70プロモーターをもつ
エンハンサートラップベクター（インシュレ
ータ無し）を用いてトランスジェネシスをお
こない、尾芽胚期あるいはオタマジャクシ期
にGFP を組織特異的に発現するファウンダー
のスクリーニングをおこなった。トラップベ
クターを導入した胚から、およそ 1/500~
1/1000 ぐらいの確率で、GFP を発現するファ
ウンダーを同定することができた。しかしな
がら、その多くは GFP を胚全体で弱く発現し
ており、眼や脳などの組織で特異的に GFP を
発現するものは最終的に58 個体得られた（図
３）。 
 

 これらのファウンダーについて飼育を続
けたところ、37 個体が性成熟に達したので、
それぞれを野生型と交配することにより F1
世代を作製した。F1 世代におけるヘテロ接合
体（GFP を発現する個体）の割合は各系統ご
とに異なり、50%のものもあれば、25%や 12.5%、
また一部ではあるが全くGFPの発現が見られ
ないものもあった。先に研究代表者は、メガ
ヌクレアーゼ法によるトランスジェネシス
では、ゲノム中への遺伝子挿入が１細胞期だ
けではなく２細胞期以降にも起こる場合が



あることを明らかにしている（Ogino, H. et 
al., Mech Dev. 123: 103-113, 2006）。そ
れゆえ、F1 世代で GFP を発現する個体の割合
が 50%であった系統は、ファウンダーが１細
胞期前半のときにゲノム中へトラップベク
ターの挿入が起きたと考えられ、25%以下の
系統はおそらく１細胞期後半から２細胞期
以降にトラップベクターの挿入がおきたと
考えられる。しかしながら、いずれの場合も
F1 世代の GFP の発現パターンは、それぞれ系
統ごとにファウンダーのGFPの発現パターン
をほぼ再現していた。 
 なお、ファウンダーを飼育する過程で、体
色が白くなる、いわゆるアルビノの表現型を
示すものを発見した（図４）。この個体は胚
発生時には脳でGFP を発現していたことから、
表皮における色素細胞形成の異常ではなく、
色素細胞刺激ホルモンの分泌を担う脳下垂
体あるいはその関連組織に異常をもつと予
想された。ファウンダーで表現型がみられた
ことから、トラップベクターの挿入による優
勢変異と期待されたが、残念ながらこの個体
からは F1 世代が得られず、破壊された遺伝
子の同定等、続けて解析をおこなうことはで
きなかった。 

 次にこれら F1 世代のヘテロ接合体を性成
熟に至るまで飼育し、各系統ごとに兄妹交配
をおこなった。21 系統について調べたところ、
いずれの系統においても、F2 世代のうち、GFP
を強く発現する個体がおよそ 25%、やや弱く
発現する個体が 50%、GFP を発現しない個体
が 25%の割合であった。GFP を強く発現する
個体がトラップベクターの挿入についての
ホモ接合体と考えられるので、その発生過程
を神経胚期から尾芽胚期にかけて観察した
が、いずれの系統についても少なくとも外見
からは何ら発生異常は見られなかった。 
 以上の結果から、本研究でおこなった遺伝
子トラップスクリーニングでは、トラップベ
クターがゲノム上で発生制御遺伝子のコー
ド領域の外に挿入され、その近傍に位置する
エンハンサーの影響下で発現したか、あるい
はトラップベクターが発生には直接関与し
ない遺伝子あるいはその周辺に挿入された

と考えられる。このスクリーニングに用いた
ベクターの代わりに、前述のインシュレータ
付きエンハンサートラップベクターを試験
的に導入すると、発生異常を示すファウンダ
ーが多数観察された。このことから、特に前
者の可能性が高いと考えられるので、今後は
インシュレータ付きベクターを用いること
で、より効率良く新たな発生制御遺伝子の探
索をおこなう予定である。 
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