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１．研究目的･内容 
 本課題では、メダカを用いて任意の時期に細胞特異的に遺伝子を欠損させる方法を確立し、当該遺

伝子の機能を明らかにする。具体的には、メダカ個体成熟後に細胞特異的にリゾホスファチジン酸

（LPA）受容体遺伝子を欠損させ、個体の行動を観察して LPA受容体の機能を明らかにする。技術確立

のため、メダカ細胞を用いて任意の時期に遺伝子欠損を引き起こすことができるかどうかを調べた。 

２．研究経過及び成果 
 本研究において必要な 3 種類、（１）テトラサイクリンリプレッサー（TetR）発現細胞、（２）

テトラサイクリンオペレーター（TetO）の下流に Cas9 を挿入したプラスミド（pcDNA/TetO-Cas9）、

および（３）メダカ U6 プロモーターによりガイド RNA（gRNA）を産生するプラスミド

（DR274-mU6/019860-Lpar1、DR274-U6/19869R3-Lpar1）の作製を試みた。 

 メダカ線維芽細胞(drR)に pcDNA4/TetRを導入し、ピューロマイシンにより 6種類のクローン（Ⅰ

〜Ⅵ）を得た。これらの細胞のゲノム DNAおよび RNA を精製し、ゲノム PCR および RT-PCR を行っ

たところ、クローンⅡおよびⅤにおいて TetR がゲノムに挿入されていること、恒常的に TetR が

発現されていることがわかった。続いて、クローンⅤの細胞に pcDNA/TetO-Cas9を導入した。Dox

非添加の場合において、弱いながら Cas9の発現が見られたが、Dox 3μg/mlを添加し 2 日後では、

顕著な Cas9 の発現上昇が認められた。このことから、テトラサイクリンシステムが機能している

ことが明らかとなった。そこで、細胞から個体レベルへ実験を発展させるため、TetR発現トラン

スジェニック（Tg）メダカの作製を試みた。pcDNA4/TetR をメダカ受精卵に注入し、約 3 ヶ月後

にヒレの DNA を用いてジェノタイピングをしたが、TetRの挿入は確認されなかった。さらに、こ

れらのメダカ約 30匹に由来する受精卵を用いてジェノタイピングをしたが、いずれの卵の DNAに

も TetR 遺伝子は見られなかった。現在、直鎖状の pcDNA4/TetR プラスミドを用いて Tg 作製を継

続している。 

 gRNA のような短鎖 RNA の産生には RNA ポリメラーゼⅢを駆動する U6 プロモーターが必要であ

る。しかしながらメダカの U6プロモーターは未だ報告されていないため、これの同定を試みた。

BLAST サーチにより、複数の U6プロモーター候補を見いだし、これらのうち 2つ（NC_019860-R1、

NC_019869-R3）を選択した。GFP ノックダウンアッセイにより短鎖 RNA が産生されるかどうかを

調べたところ、いずれの U6 配列も短鎖 RNA の産生することが示唆された。続いて、U6 プロモー

ターをDR274プラスミドに挿入し、さらにその下流にLpar1のgRNAおよび足場となるscaffold RNA

（scRNA）をコードする配列を組み込み DR274-mU6/019860-Lpar1を作製した（図１A）。これを drR

細胞に導入し、scRNAが産生されているかどうかを RT-PCRにより調べたところ、U6プロモーター

が機能し scRNA が産生されていることが分かった（図 1B）。このことから、Lpar1 の gRNA も産生

されていると考えられた。 

 最後に、Lpar1の gRNAが機能して Cas9を誘導し、Lpar1のゲノム編集が生じるかどうかを調べ

た。まず、ゲノム編集が生じた場合、相同組み換えにより GFP が挿入されるドナーベクターを作

製した。このドナーベクターを、 DR274-mU6/019860-Lpar1 と pcDNA/TetO-Cas9、または

DR274-U6/19869R3-Lpar1と pcDNA/TetO-Cas9とともに TetR発現細胞に導入した。Dox処理を行い



GFP 発現細胞が検出されるかどうか調べたが、これまでのところ、GFP発現細胞は見られていない。

ゲノム編集が生じていないか、効率的な相同組み換えが生じていない可能性が考えられる。した

がって、gRNA と Cas9 を同一細胞において効率よく発現させるため mU6/019860-Lpar1 と Cas9 を

同一プラスミドに組み込んだ pcDNA/Cas9-R1-Lpar1 または pcDNA/Cas9-R3-Lpar1 を作製した。ま

た、gRNA の設定領域を Lpar1の開始コドン付近に変更することに合わせてドナーベクターの再構

築も試みた。現在これらを用いて gRNAの機能性を検討している。 

 

 LPA 受容体を介したシグナルは生体の発達に重要な役割を果たすが、生物進化における役割は

未だ不明である。本研究はその一端を明らかにすることができると期待されるが、現在考えられ

る LPA シグナルの役割について著書にまとめた（Encyclopedia of Signaling Molecules, 2nd 

edition, Springer, doi; 10.1007/978-1-4614-6438-9_101681-1）。 

 
 
図１ メダカ U6プロモーター候補遺伝子

（ NC_019860-R1）の機能解析  （ A）

DR274-mU6/019860-R1-Lpar1 の構成（B）

DR274-mU6/019860-R1-Lpar1 を導入した

drR細胞における scRNAおよび Gapdhの発

現。scRNA の PCR には（A）に示した 2 種

のプライマー、 DR274-scR-s1 および

DR274-scR-as1 を用いた。Neg、ネガティ

ブコントロールとして水を用いた。Pos、

ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て

DR274-mU6/019860-R1-Lpar1 を用いた。

RNA、逆転写反応を行わない RNA試料を用

いた。cDNA、逆転写反応にはランダムヘ

キサマ−を用いた。 

３．本研究と関連した今後の研究計画 
 本研究によりテトラサイクリンシステムが機能すること、クローニングしたメダカ U6プロモー

ターが gRNAを産生することがわかった。しかしながら、産生された gRNAが Cas9と協調してゲノ

ム編集を引き起こすことかどうかはまだ不明である。さらに、TetR発現メダカも未確立である。

したがって、gRNA の機能性の確認と TetR 発現メダカ系統の確立が喫緊の課題であり、現在これ

らの課題解決に取り組んでいる。課題解決後、gRNA と Cas9 発現メダカの樹立に取り組む計画で

ある。 
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