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研究成果の概要：外来遺伝子を安定的に発現するトランスジェニック生物を作出するためには、外来遺伝子をゲ
ノム上のセーフハーバー領域に組み込む必要がある。しかしながら、モデル脊椎動物ゼブラフィッシュにおい
て、そのような手法は確立されていなかった。本研究では、CRISPR/Cas9法とphiC31インテグラーゼによる遺伝
子導入法を組み合わせ、ゼブラフィッシュにおけるセーフハーバー推定領域に目的遺伝子を導入する手法を開発
した。

研究分野： 遺伝子工学、分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
外来遺伝子をゲノムに導入したトランスジェニック生物は、個体レベルでの遺伝子機能解析やヒト疾患モデル作
製などに広く利用されており、生命科学や医学研究において、重要な役割をもつ。本研究では、外来遺伝子を安
定的に発現するトランスジェニックゼブラフィッシュを作製する手法を開発した。本手法は、有用なトランスジ
ェニックゼブラフィッシュの作出に活用できるため、多岐にわたる研究の発展に貢献すると期待される。
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１．研究の目的 
外来遺伝子をゲノムに導入したトランスジェニック生物は、個体レベルでの遺伝子機能解析

やヒト疾患モデル作製などに広く利用されており、生命科学や医学研究において、重要な役割
をもつ。しかしながら、生体内に組み込まれた外来遺伝子は、位置効果によるサイレンシング
を受けやすく、確実に安定して発現させることは難しい。これを解決するためには、トランス
ジェニック生物作製の際に、外来遺伝子をゲノム上のセーフハーバー領域に組み込む必要があ
る。モデル脊椎動物ゼブラフィッシュは、世界中の研究室で盛んに利用されているが、そのよ
うな手法は未だ確立されていない。 
研究代表者の所属研究室で、過去に作出された UAS:GFP トランスジェニックゼブラフィッ

シュは、十数世代にわたり Gal4 存在下で GFP を高発現し続けてきた。これに着目し、本研究
では、UAS:GFP トランスジェニックゼブラフィッシュにおける UAS:GFP 配列の導入部位を
セーフハーバー領域と推定し、この領域に目的遺伝子を組み込む手法の開発を目指した。 
 
２．研究成果 
本研究では、CRISPR/Cas9 法による遺伝子ノックインと部位特異的組換え酵素 phiC31 インテ

グラーゼによる遺伝子導入法を組み合わせ、上述のセーフハーバー推定領域に目的遺伝子を導
入する手法を開発することとした。 
まず、CRISPR/Cas9 法により、phiC31 インテグラーゼ認識配列 attP とレポーター遺伝子とし

て EF1αプロモーターにつないだ GFP をセーフハーバー推定領域に組み込んだノックインフィ
ッシュを作製した。GFP 配列は除去できるよう、EF1αプロモーターの上流及び GFP 配列の下流
に loxP 配列を配置した。 
次に、このノックインフィッシュと筋肉特異的に Gal4 を発現する系統を交配して得られた受

精卵に、phiC31 インテグラーゼ認識配列 attB と UAS 配列の下流につなげた赤色蛍光タンパク
質遺伝子 mScarletを有するドナープラスミドをphiC31インテグラーゼ mRNAとともに顕微注入
した。注入胚の中から筋肉特異的に mScarlet を発現する個体を選抜し、これらを成魚になるま
で育て、野生型と掛け合わせた結果、筋肉特異的に mScarlet を高発現する次世代が得られた。
PCR とシーケンス解析により、mScarlet を発現する次世代において、attP-attB 配列間に組換
えが起こり、ドナープラスミドが attP 配列、すなわちセーフハーバー推定領域に組み込まれて
いることが明らかとなった。興味深いことに、この系統から Cre-loxP システムにより EF1αプ
ロモーターと GFP 配列を除去したところ、mScarlet の発現量が更に増加することが示された。
発現量が増加する要因については、現在解析中である。 
この手法を用いて、ニトロリダクターゼ(NTR)/メトロニダゾール(Mtz)システムを利用した、

特定の組織を狙って破壊することが可能なトランスジェニックゼブラフィッシュを作出した。 
NTR は Mtzを活性化させ、活性化した Mtzは細胞死を誘導する。したがって、組織特異的に NTR
を発現させ、Mtzを投与すれば、その組織は破壊されることになる。 
phiC31インテグラーゼ認識配列attBと UAS配列の下流に NTR遺伝子及び mScarlet遺伝子を

配置したドナープラスミドを作製し、上述の方法により筋肉特異的に NTR と mScarlet を発現す
る系統を得た。この系統に受精後 2日目から 10 mMの Mtzを投与したところ、24時間後に筋肉
において異常が認められた。 
これらの結果から、本手法によって、目的遺伝子を高発現するトランスジェニックゼブラフ

ィッシュが作出されることが示された。本手法は、有用なトランスジェニックゼブラフィッシ
ュの作出に活用できるため、多岐にわたる研究の発展に貢献すると考えられる。 
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