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研究成果の概要（和文）：赤外レーザ誘起遺伝子発現操作 (IR-LEGO) 法による各種組織におけ
る癌モデル作製を目指した。まず、レーザ照射の標的としての膵臓細胞を可視化したトランス
ジェニック(TG)メダカと、がん組織への血管浸潤を観察するため、血管可視化 TG系統も作出し
た。次に、レーザにより発癌させる TG 系統に関しては、ヒートショックで組み換え酵素 Cre
を発現する系統は他の研究機関から入手予定で、Cre の発現によって、構成的プロモーター制
御下で癌遺伝子が誘導される TG系統も作製中である。 
 
研究成果の概要（英文）：We aimed at development of Tumor Model in Targeted Tissues using 
Infrared laser-evoked gene operator(IR-LEGO). First, we have established  
transgenic(TG) medaka lines which pancreatic cells were visualized as the target of laser 
irradiation, and another line which blood vessels are visualized to monitor the invasion 
for cancer. Next, the line which oncogenesis induced by laser is established by the 
following methods. The line which expresses Cre recombinase after heat shock promoter 
is due to be obtained from other research institutions. Moreover, TG line is now 
established, as a model system to which oncogene is activated under the control of 
constitutive  promoter by Cre expression. 
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１．研究開始当初の背景 
研究代表者の弓場は、世界で唯一の新技術と
して赤外レーザ誘起遺伝子発現操作 
(Infrared Laser-Evoked Gene Operator ; 
IR-LEGO) 法の開発に成功した[Nat Methods., 
6, 79-81 (2009)、特許登録「局所的遺伝子
発現調節法」4380857(2009/10/02)]。 これ
は熱ショックプロモーター下流に特定遺伝

子を繋いだトランス遺伝子を導入した TG生
物を作製し、その個体における任意の単一細
胞に赤外レーザを照射することで特定遺伝
子を誘導する顕微鏡技術である。この実験系
は、培養細胞はもとより、TG生物として熱シ
ョックプロモーター支配下の遺伝子を導入
できるものなら動植物種を問わない[Dev 
Growth Differ., in press, (2009)]。 
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一方、弓場は、1990年代当時、国内において、
いち早くジーンターゲッティング法を用い
て、高発癌遺伝病であるＡ群色素性乾皮症
(XPA)の原因遺伝子、XPA遺伝子を破壊して、
XPAモデルマウスの作製に成功した[Nature. 
377,165-8(1995)]。このマウスは紫外線高感
受性や化学発癌剤 DMBA (7,12dimethylbenz 
(a) anthracene)に対しても高頻度に腫瘍を
発生し、一部には悪性化も認められ、マウス
発癌モデルの開発経験も有している。 
ところが、発癌実験は大きな母集団を対象に
行うことが一般的で、弓場は、発癌モデルを
多数生産する労力が無視できないことを痛
感した。さらにその病理学的解析も個体を屠
殺しなくてはならず、実験に供する個体数が
多くなる上、発癌の経過を同一個体で追跡す
ることも不可能であることを知った。その後、
弓場はマウスの持つこれらのデメリットを
克服する実験動物として国産実験動物であ
るメダカを選んだ。メダカの化学発癌モデル
としての実績は高く、化学発癌剤の液相曝露
が容易であることからも過去に脊椎動物に
おける発癌モデルとして多用された経緯が
ある[Natl Cancer Inst Monogr. 
65,35-43(1984)]。さらに移植モデルではあ
るが、培養癌細胞を移植した有色素のメダカ
においてすら細胞増殖や転移の過程を細胞
レベルの空間分解能で追跡した報告もある
[Proc Natl Acad Sci U S A. 106, 
13832-7(2009). ]。 
 
２．研究の目的 
研究代表者が世界で唯一の新技術として開
発に成功した赤外レーザ誘起遺伝子発現操
作 (IR-LEGO) 法を、かつて化学発癌動物と
して用いられていたメダカに適用し、任意組
織における発癌モデルの開発を目指す。これ
まで高発癌モデルとして種々のトランスジ
ェニック(TG)マウスモデルが作製されてき
たが、全て癌遺伝子等の遺伝子を全身あるい
は一定組織のみに高発現させるもので、発癌
組織は系統固有のものであった。本研究は、
TGメダカにおける任意の細胞で任意の時間
に特定遺伝子の誘導を可能とする IR-LEGO法
によって、意図する組織にのみ自在に発癌を
もたらし、細胞レベルの空間分解能をもった
生体イメージングにより発癌メカニズムの
研究のみならず、抗癌剤等の候補物質のスク
リーニングにも寄与する発癌モデルメダカ
を開発する。 
 
３．研究の方法 
研究代表者が独自開発に成功した新技術、赤
外レーザ誘起遺伝子発現操作 (IR-LEGO) 法
によって、透明メダカ系統の各種臓器に癌関
連遺伝子を強制発現させ、各種臓器における
発癌モデルメダカを作製する。一方、蛍光タ

ンパク質遺伝子の導入によって血管・リンパ
管を可視化した系統も同時に作製し、発癌モ
デル系統との交配系統も作製する。この交配
個体において、細胞レベルの空間分解能をも
った生体イメージング技術を用いて、単一細
胞起源の発癌過程や固形癌における脈管新
生過程および血行性・リンパ行性転移過程に
ついて解析する。さらに多個体の交配メダカ
を生物試料にすることで、脈管新生抑制によ
る抗癌剤や転移抑制剤の候補化合物のスク
リーニング系の開発も行う。 
 
４．研究成果 
まず、レーザ照射の標的とする膵臓組織を可
視化するために、膵外分泌系組織に特異的な
転写因子である PTF1、PDX1、Nestin,insulin
のメダカホモログをクローニングし、配列を
決定した。さらに、クローニングした部分配
列から RNAプローブを作製し、Whole-mountin 
situ hybridizationで発現パターンの確認を
行い、当該遺伝子の膵臓での発現を確認した。
そこで、それぞれの 5'上流 2kb~8kbpのプロ
モーター領域に蛍光タンパク質
（EGFP,mCherry,mOrange）の遺伝子を繫いだ
コンストラクトを遺伝子導入したトランス
ジェニック(TG)メダカを作出したところ、
P(insulin-2kb)-EGFPと
P(Nestin-2kbp)-mOrangeを遺伝子導入した
系統で膵臓特異的に蛍光タンパク質の発現
を確認した。P(insulin-2kb)-EGFP TGメダカ
は２系統、P(Nestin-2kbp)-mOrange TGメダ
カは１系統の樹立に成功した。しかしながら、
その他の系統では蛍光タンパク質の発現は
確認できなかった。 
一方、がん組織への血管浸潤を可視化するた
め、血管可視化 TG系統の樹立に関しては、
メダカ FLT1（血管全体）、EFNB2（動脈）、EPHB4
（静脈）を含むメダカ BACクローンをデータ
ベースより見出し、NBRPより入手した。 
これらの BACクローンを精製し、大腸菌内で
の相同組換えにより、cDNA部分を蛍光タンパ
ク質の遺伝子配列に確かに置換したことを
シーケンシングで解析、設計通り組換えが起
こったことも確認した。置換した BACをメダ
カ受精卵に微量注入法で導入したところ、一
過性の非特異的な蛍光タンパク質の発現は
見られたものの、血管での発現は認められな
かった。 
そこで、別の遺伝子として fli1（血管全体）
で同様に BAC TG系統の作製を試みたところ、
導入した約 200個体中 30個体で血管での蛍
光タンパク質の発現が確認できた。しかし、
次世代でのスクリーニングで蛍光タンパク
質の発現が確認できず、TG系統の確立には至
っていない。現在、遺伝子導入効率の向上を
目指してトランスポゾンを用いた遺伝子導
入法の確立を進めている。 



 

 

赤外レーザにより発癌させる TG系統樹立に
関しては、①ヒートショックプロモーター制
御下で Creを発現する系統と②Cre発現によ
って、構成的プロモーター制御下で癌遺伝子
が誘導される系統が必要であるが、①に関し
ては基生研の田中実研究室で作製に成功し
ておりこれを譲渡していただく手続きを進
めている。②に関しては、現在、メダカβア
クチンプロモーターの下流に loxPの 2箇所
およびそれらに挟まれた転写停止配列
(STOP)からなる floxed STOPカセット、さら
にその下流に GFP-活性化 Kras(KRasG12V)、
SV40 largeT抗原を繋いだベクターも構築し、
これを導入した TG(floxed STOP)系統も作製
中である。 
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