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ゼブラフィッシュを用いた環境応答制御因子群の網羅的な探索
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〈研究の目的と進め方〉
外来異物の無毒化・体外排出を行う生体防御機構の分

子基盤を知り、臨床医学的・産業的な応用につなげるこ
とを研究到達目標とする。着目したのは、化学発癌の主
因である親電子性物質に応答した生体防御遺伝子群

（GST-Pi、NQO1など）の転写誘導機構である。細胞が親
電子性物質を感知すると、何らかの機構によりシグナル
を転写因子Nrf2に伝え、その活性化を促し，標的遺伝子
である生体防御遺伝子の転写を誘導する。ここでの謎は、
親電子性物質の感知機構及びNrf2へのシグナル伝達機構
の分子基盤である。そこで、この機構に関わる分子群の
遺伝学的な単離・同定を目的に、ゼブラフィッシュを用
いた突然変異体スクリーニングを行うことにした。スク
リーニング迅速化の工夫として、親電子性物質に応答し
てGFP発光するトランスジェニックフィッシュの作製も
試みる。

〈研究開始時の研究計画〉
ゼブラフィッシュGST-Pi 及びNQO1のゲノムDNAを単

離し、GFPレポーター解析により、親電子性物質に対す
る応答能を規定する遺伝子領域を同定する。同定した領
域にGFP遺伝子を接続した構築を作製し、これを用いて
親電子性物質に応答して発光するトランスジェニックフ
ィッシュを作製・系統化する。次に、これらの系統の遺
伝子ゲノムに突然変異をランダムに導入する。育成後、
得られたF2胚またはF3胚を用いて、親電子性物質による
GFP発現誘導解析を行い、発現誘導に異常を示す系統を
単離同定する。

〈研究期間の成果〉
ゼブラフィッシュGST-Pi及びNQO1のcDNAを単離し、

親電子性物質に対する転写誘導活性を調べたところ、
GST-Piがより強い活性を示した。そこで、GST-Pi遺伝子
のゲノムDNAを単離し、予想転写制御領域を取り出し、
GFP遺伝子を接続したレポーター構築を作製した。ゼブ
ラフィッシュ胚を用いた一過性レポーター解析の結果、
この領域が親電子性物質に対する応答能をもつことが明
らかとなった。そこで、この構築をゲノムに安定しても
つトランスジェニックゼブラフィッシュの系統化を試み
た。現在、数系統が単離され始めたところである。一方、
野生型フィッシュをベースとした突然変異体のスクリー
ニングを開始した。現在、変異剤ENU処理によりゲノム
に突然変異をランダムに導入した雄成魚から得たF1世代
を育成している。

〈国内外での成果の位置づけ〉
毒性化学物質に対する生体応答制御機構の解明は、国

内外の多くの研究グループが取り組んでいる課題である。
近年、ゼブラフィッシュやメダカ等の小型魚類を用いる
試みが各地で始まったが、その最大の利点である順遺伝
学による遺伝子探索を活用した報告例はまだない。本研
究の成果は、突然変異体スクリーニングのシステムと条

件を整備し、実際に探索を開始した点にある。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
突然変異導入の対象に予定していたトランスジェニッ

クGFPフィッシュの系統化・大量育成化が十分できなか
った。この理由は、新規水槽システムの設置場所確保の
問題から時間がかかり、セットアップが遅れたためであ
る。ただ、野生型フィッシュを用いたスクリーニングは
開始できたので、大幅な遅れはなかったと考える。

〈今後の課題〉
現在育成している突然変異導入系統に対して、F3胚の

段階で表現型異常を観察し、親電子性物質に対する応答
能が異常となるものを単離する。一方、現在系統化され
始めているGFPフィッシュのなかから、より鋭敏な応答
能をもつ系統を選択して、ホモ体化・大量育成化し、こ
れをベースとした第二世代の突然変異体スクリーニング
を開始する。
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