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研究成果の概要（和文）：環境中の化学物質影響が懸念されるカテゴリーのひとつとしてホルモン様化学物質が
あげられる。中でもステロイドホルモンは代表的なものであり高い関心を集めている。この受容体であるヒト由
来の核内受容体であるエストロゲン受容体をミジンコに導入し、水中のエストロゲン様化学物質を簡便にけ検出
できる系の確立をめざした。すでに確立した遺伝子導入系を改良しポジションエフェクトなしに効率的に外来遺
伝子を導入する系を確立し、この系を用いてヒト型核内受容体とその応答遺伝子の導入を行った。さらにこのヒ
ト型遺伝子導入ミジンコを用いて実際に曝露を行い、導入遺伝子応答性を検証した。

研究成果の概要（英文）：We successfully designed and integrated a human derived estrogen biosensor 
construct into the Daphnia magna genome. The resulting line expresses functional human estrogen 
alpha and its reporter gene exhibits fluorescence responses to exposure to both natural and 
synthetic estrogens as tested with E2 and DES. Sensitivity must be improved for practical 
application for environmental monitoring, either by changing the exposure javascript:onTransientSave
()regiment or the genetic cssette, e.g. by replacement of mCherry with a brighter fluorescent 
protein like tdTomato, or the introduction of human coactivators like SRC-1, SRC-3 and LRP16. 
Nevertheless, human estrogen receprot could be shown to be functional in daphnia for the first time,
 suggesting a huge potential for the use of daphnia to study the interaction of human genes with 
environmental factors like the effect of EDCs in this study. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
地球環境への関心が急速に高まりつつある
中で、社会活動にともない放出された化学物
質の環境への負荷を的確に評価することは
火急の課題である。特に人を含めて生態系を
構成する生物に対する影響を評価するため
には、単なる環境中の化学物質の分析・定量
ではなく、生物を利用した簡便かつ的確に評
価するための手法の開発が重要である。しか
し今や化学物質の数は増加の一途をたどり、
ケミカルアブストラクトに登録されている
化学物質は 7000万種を超えている。さらに、
より現実の曝露に近い複合曝露影響を考慮
した場合、評価すべき化学物質の数と組み合
わせは膨大なものになっており、安価でハイ
スループットな手法の開発が必要とされて
いる。 
従来の化学物質影響評価法は、精製した個々
の化学物質について in vivoと in vitroのバ
イオアッセイ系を用いて評価するのが一般
的であった。in vivoバイオアッセイ系として
は、いわゆる生体影響評価ではラット等モデ
ル生物を利用するほか、生態影響評価の場合、
藻類、ミジンコ、魚類などの生物個体が利用
されてきている。生物個体を利用 in vivo の
場合、化学物質の全体的な影響を評価できる
メリットがある反面、その作用機序の解明は
非常に困難を伴う。一方では in vitroバイオ
アッセイ系として培養細胞系も様々な局面
で利用されてきている。培養細胞系の利点と
しては、レポーター系を利用できることがあ
げられる。種々の化学物質に応答する遺伝子
の制御領域の下流にレポーター遺伝子を組
み込むことにより、化学物質の曝露評価が可
能となり、作用点についても明確となる。例
えば非常にコストと時間のかかるダイオキ
シンの機器測定に加えて培養細胞レポータ
ー系が公定法として認められている。この場
合、必ずしも宿主細胞の生物種に依存せず、
導入した遺伝子（産物）への作用を解析でき
る長所も有している。特に海外では近年、動
物愛護の高まりから脊椎動物を用いた実験
が非常に厳しくなっており、代替法の確立が
求められている。そこで本研究では、取り扱
いの容易な個体に培養細胞の利便性を組み
込んだトランスジェニックミジンコを作製
し化学物質影響評価に利用する。 
 ミジンコは環境指標生物として古くから
利用され、化学物質の生態影響評価のための
ガイドラインにも指定されているが、近年ま
で遺伝子レベルの解析が困難であった。しか
しミジンコにおける発現遺伝子の解析に端
を発し(Watanabe et al.2005 Genome 48: 
606-609)、ゲノム配列の解析、遺伝子ノック
ダウン技術の開発(研究成果 12）、トランスジ
ェニックミジンコの開発(研究成果 5、15)な
どが我々の研究室を中心に進められ、ミジン
コにおいても化学物質影響を作用機序の面
からアプローチ可能な基盤が整ってきてい
る。現時点で外来遺伝子としては緑色および

赤色蛍光タンパク質をマーカー遺伝子とし
て発現させることに成功し、内在性のホルモ
ン応答性の遺伝子制御領域を用いたマーカ
ー遺伝子の発現にも成功している(Asada et 
al. Marine Environ. Res. 修正稿再投稿中)。
また遺伝子のノックアウトにも成功したと
ころであり(Nakanishi et al. PLoS ONE 投
稿中)、まさにミジンコをモニタリング用ツー
ルとして利用できる体制が整ったところで
ある。 
 
２． 研究の目的 
化学物質の作用点は非常に多岐にわたるが、
低用量で影響のある化学物質の範疇のひと
つとしてホルモン様化学物質があげられる。
中でもステロイドホルモンは代表的なもの
であり高い関心を集めているが、この受容体
は核内受容体として知られている。ところが
ヒトで機能している核内受容体はミジンコ
には存在していない。そこで本研究では、核
内受容体を中心とするヒト型化学物質応答
システムをミジンコに導入し、その検証を行
う。すでに確立した遺伝子導入系を改良し遺
伝子導入効率の向上を図り、ポジションエフ
ェクトなしに効率的に外来遺伝子を導入す
る系を確立し、この系を用いてヒト型化学物
質応答系の導入を行う。ヒト型化学物質応答
系のモデル遺伝子としては、核内受容体およ
びアリルハイドロカーボン受容体を選択し、
これらのヒト型化学物質応答遺伝子を有す
るミジンコを作製する。これらヒト型遺伝子
導入ミジンコを用いて実際に曝露を行い、導
入遺伝子応答性を検証し、必要に応じてその
応答性の向上を図る。またこれらと並行して、
化学物質曝露評価のハイスループット化を
目指す。これにより、多数の化学物質影響を
効率的に評価するためのシステムを構築す
る。 
 
３．研究の方法 
ヒト型核内受容体をミジンコに導入するた
めに、まず遺伝子導入法の効率化を行い、バ
クテリオファージのインテグラーゼを用い
て効果的に外来遺伝子を導入する手法を開
発する。この技術を用いて、ヒト型核内受容
体とそのレポーター遺伝子をミジンコに導
入する。核内受容体としてはまずエストロゲ
ン受容体を導入し2種類のレポーター系を構
築し応答性を検討した後に、一連の核内受容
体やアリルハイドロカーボン受容体などを
導入する。レポーター遺伝子としては緑色蛍
光タンパク質を用い化学物質曝露を定量的
に検出する系を構築し、この系を用いて種々
の化学物質に対する応答性を明らかにする。
またこれら一連の研究と並行して、曝露とバ
イオアッセイのハイスループット化をすす
める。 
平成２６年度 
（１）遺伝子導入法の効率化（渡邉 および
大学院生 1名が担当） 



我々は世界に先駆けすでにミジンコの遺伝
子改変技術を確立しているが、現在はミジン
コの非相同組換えを利用している。このため
遺伝子導入効率は１％程度であり、いまだ労
力を要するステップとなっている。また遺伝
子挿入部位を制御できないために、同じ遺伝
子断片を導入しても遺伝子のコピー数を制
御できず、その発現状態が系統によって異な
るなど、挿入部位による位置効果の影響も受
けやすい。こうした問題点を克服するために
まずバクテリオファージ phiC31 インテグラ
ーゼを用いて相同組換えによる遺伝子導入
技術を確立する。（１）相同組換えの標的と
なる phiC31 の attP 由来配列を有するランデ
ィングサイトDNAを我々が開発した手法によ
り、ミジンコゲノムに導入し複数系統のトラ
ンスジェニックミジンコを作製する。（２）
相同組換えに必要な attB 配列をもつテスト
遺伝子を構築し、phiC31 リコンビナーゼのｍ
RNA とともにミジンコの卵に顕微注入し、導
入効率を評価する。定法により attP 配列を
もつトランスジェニックミジンコを作製で
きなかった場合には、Cas9/CRISPR のシステ
ムを用いて導入を試みる。Cas9/CRISPR は最
近開発された効率的な遺伝子変異導入が可
能なシステムであり、ミジンコにおいても応
用可能な技術であることをつい最近に明ら
かにしており(Nakanishi et al. PLoS ONE 投
稿中)、相同組換えも一定の効率で起きるこ
とが考えられる。 
 
（２）ヒト型核内受容体の導入（渡邉 およ
び大学院生 1名が担当） 
ヒト型の化学物質応答をモニターできるよ
う、まずリガンド依存性核内受容体からヒト
型エストロゲン受容体を対象として下記 a、b
の 2 つの方法を用いてミジンコに導入する。 

 
（a）完全ヒト型核内受容体の導入 
完全長のヒト型エストロゲン受容体のｃDNA
を適切なプロモーターの下流で発現するよ
うに設計し、ミジンコに導入する。また、レ
ポーター遺伝子としては、上流の制御領域に
4 回繰り返しのエストロゲン受容体応答配列
を有する緑色蛍光タンパク質（GFP）を導入

する。（必要に応じて赤色蛍光タンパク質な
どを用いる。）ミジンコ内で合成されたヒト
型エストロゲン受容体は、リガンド依存的に
応答配列に結合し、蛍光タンパク質の mRNA
を合成、蛍光として検出が可能となる。この
手法は化学物質による核内受容体全体の挙
動を解析できる長所がある一方で、結合配列
は核内受容体ごとに異なりその結合性も異
なるため、種々の核内受容体を導入した場合
に、反応性が大きく異なるというリスクを有
する。 
（b）ヒト型キメラ核内受容体の導入 
核内受容体はリガンド結合領域とDNA結合領
域に分離できるだけでなく、DNA 結合領域を
他の遺伝子の類似領域と入れ替え可能なこ
とが古くから示されている。そこでヒト型核
内受容体のリガンド結合領域と酵母由来の
GAL４遺伝子の DNA 結合領域を融合した遺伝
子を利用する。Gal4DNA 結合領域は安定して
DNA に結合することが知られていることから、
キメラ核内受容体は純粋にリガンド結合部
位の応答が解析可能になる。これら核内受容
体と GAL4 のキメラは、実際に酵母内で機能
することは先行研究によって確認されてお
り(Nishikawa et al. Toxicol Appl Pharmacol. 
1999 154:76-83.)、ミジンコにおいても機能
することが予想される。 
レポーター遺伝子は上記と同様に蛍光タン
パク質を用い、レポーター遺伝子の上流の制
御領域にはGAL4遺伝子応答配列を挿入する。
これにより、リガンド依存的に活性化状態に
なったヒト型核内受容体は、融合された
GAL4DNA 結合領域を介してレポーター遺伝子
の制御領域に作用することが可能となり、リ
ガンド依存的な転写活性化をレポーター遺
伝子の発現としてとらえることが可能とな
る。 
平成 27 年度以降 
（３）コファクターの検討（渡邉 および大
学院生 1名が担当） 
ヒト型核内受容体をミジンコに導入した場
合に、転写活性化部位は当然ヒト由来になる
が、このヒト型の転写活性化部位がミジンコ
の基本転写装置を効率的に活性化するかは
前例もなく未知である。従来の解析から異種
の核内受容体を発現させる場合には、核内受
容体と基本的な転写装置とを媒介するコフ
ァクターの種類や発現量がミジンコにおい
ても重要であることが我々の解析からわか
ってきている(Kato et al. J Endocrinol. 
2007 193:183-94.)。そこで転写活性化効率
を最大限にするためにミジンコ由来、もしく
はヒト由来のコファクターをキメラ化、ある
いはアミノ酸置換などにより改良して導入
することにより、ヒト型核内受容体の応答の
効率化を図る。 
 
（４）ヒト型核内受容体導入ミジンコの評価
（渡邉 および大学院生 2名が担当） 
ヒト型エストロゲン受容体を導入したミジ

NRFE: 核内受容体応答配列 例えば 4 回繰返しの
エストロゲン受容体応答配列。研究計画（５）では、

それぞれの核内受容体に対応する応答配列を用いる。 



ンコについて、既知のリガンドをはじめとし
て種々の化学物質曝露をおこない、その評価
を行う。レポーター遺伝子の用量依存的な応
答について検証し、ヒト型遺伝子の影響評価
の妥当性について検証する。完全ヒト型核内
受容体導入ミジンコとキメラ核内受容体導
入ミジンコの応答性を比較し、安定して応答
する導入方法を選択し、（５）以降の遺伝子
導入の主たる方法とする。蛍光顕微鏡を用い
てレポーター遺伝子の応答を確認するとと
もに、用量依存的な応答を確認するために、
曝露後 RNA を抽出し、定量 PCR によってレポ
ーター遺伝子の発現量を確認し評価する。一
連の解析を行うことにより、ヒト型エストロ
ゲン受容体に作用する可能性のある化学物
質について、検出可能な濃度範囲を決定し、
評価を行う。 
 
（５）ヒト型核内受容体導入ミジンコの拡張
と評価（渡邉 および大学院生 2名が担当） 
（４）で選択した手法により、エストロゲン
受容体以外の一連のヒト型核内受容体とそ
のレポーター系をミジンコに導入する。生体
外の化学物質の作用点としても知られてい
る核内受容体を中心にアンドロゲン受容体、
レチノイド受容体、ペルオキシソーム増殖剤
応答性受容体、レチノイド X受容体、プレグ
ナン X受容体、構成的アンドロスタン受容体
やアリルハイドロカーボン受容体など順次
遺伝子導入し、一連の化学物質応答性につい
て検証する。 
また実際のフィールドからのサンプル水な
どを用いて曝露を行い、フィージビリティー
について検証する。 
 
（６）化学物質影響評価法のハイスループッ
ト化（渡邉 および大学院生 1名が担当） 
本研究により作製したヒト型核内受容体導
入ミジンコを効率的に利用するために、バイ
オアッセイのスモールスケール化を行いハ
イスループット化を目指す。従来法による急
性毒性評価においては、ビーカー等を用いて
一定数のミジンコを用いて必要があったが、
これをマイクロプレートに移行させること
により、多数のサンプルの解析を可能とする
ための検討を行う。我々はミジンコのライブ
イメージングによりその生育状況をリアル
タイムで評価することに成功しており
(Suzuki et al. 修正稿再投稿中)、これを拡
張することによりヒト型遺伝子を導入した
ミジンコについて、定量的に蛍光強度を測定
しつつ生育状態をモニタリング可能なシス
テムを構築する。これにより多数の化学物質
の曝露やフィールドにおける多数のコンポ
ジット採水にも対応可能なシステムを目指
す。すでに蛍光タンパク質を恒常的に発現す
るミジンコを保有しているため（研究業績 5）、
蛍光の定量化のための準備は平成 26 年度か
ら開始する。 
 

（７）封じ込め手法の開発（渡邉 および大
学院生 1名が担当） 
トランスジェニックミジンコはバイオアッ
セイのツールとして多くの可能性を有して
いるが、現時点では研究にあたり環境中に散
逸しないよう細心の注意を払っている。今後、
多くの研究室等で利用されるためには、簡便
な封じ込め手法の開発が重要である。一連の
化学物質応答性のミジンコを作製する過程
と並行して、物理的、生物学的な封じ込め方
法についてもさらに検討を加え、利便性の向
上を目ざす。例えば代謝関連遺伝子のノック
アウトなどを行い、栄養要求性を付加するな
ど、安全に使用するための開発を行う。 
 
３． 研究成果 
（１）遺伝子導入法の効率化 
 ミジンコの遺伝子操作が比較的困難である
ことから、この問題点を克服するためにまず
バクテリオファージ phiC31 インテグラーゼ
を用いて相同組換えによる遺伝子導入技術
の確立を目指した。この研究においては、相
同組換えの標的となる phiC31 の attP 由来配
列を有するランディングサイト DNA を
CRISPR/Cas9 を用いた手法により、ミジンコ
ゲノムに導入しトランスジェニックミジン
コを作製する予定であった。attP 由来配列を
有するDNAの微量注入は成功し一定数の個体
が得られたものの、現在までに組換え体を得
るには至っていない。この原因は不明である
が、微量注入の条件等を検討することで克服
できると考えられる。 
（２）ヒト型核内受容体の導入 
完全長のヒト型エストロゲン受容体のｃ
DNA を EF1α遺伝子のプロモーターの下流で
発現するように設計し、ミジンコに導入した。
EF1α遺伝子のプロモーターはミジンコの中
でもその転写効率が高いことから、高い発現
が期待できる。またレポーター遺伝子として
は、上流の制御領域に 4回繰り返しのエスト
ロゲン受容体応答配列を有する赤色蛍光タ
ンパク質遺伝子を用いた。 
これら２種類の遺伝子を、相互に干渉しな
いよう逆向きにプラスミドに組み込んだ DNA
を作製し、これをミジンコの卵に微量注入し
た。CRISPR/Cas9 を用いた手法により、ミジ
ンコゲノムに導入しこのDNAを導入すること
に成功し、トランスジェニックミジンコを作
製することができた。 
 
（３）コファクターの検討 
 後述 
 
（４）ヒト型核内受容体導入ミジンコの評価 
 ヒト型エストロゲン受容体を導入したミ
ジンコについて、天然のエストロゲンである
エストラジオールおよび人工エストロゲン
であるジエチルスチルベストロールの曝露
をおこない、その評価を行った。レポーター
遺伝子の用量依存的な応答について検証し



た。蛍光顕微鏡を用いてレポーター遺伝子の
応答を蛍光強度で確認するとともに、用量依
存的な応答を確認するために、曝露後 RNA を
抽出し、定量 PCR によってレポーター遺伝子
の発現量を確認し評価した。その結果、エス
トラジオール、ジエチルスチルベストロール
ともｍM という比較的高い濃度でレポーター
遺伝子の発現が観察された。 
 このため、ヒト由来のコファクターを数種
類選択し、それぞれミジンコに導入しレポー
ター遺伝子の応答濃度を検討したが、反応性
を顕著に向上させる因子の同定には至って
いない。 
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