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研究成果の概要（和文）：ミジンコの単為発生卵で起こる特殊な減数分裂を解析するため、人工制限酵素TALENを用い
たゲノム編集基盤の確立を目指した。その結果、Platinum TALENによる標的遺伝子のノックアウト法を確立した。さら
に、TAL-PITCh法を用いたノックイン法の確立に着手した。また、ゲノム編集法を用いた遺伝子の機能解析で必要とな
る胚発生ステージ表を作成した。

研究成果の概要（英文）：In order to be able to reveal the molecular mechanism of the parthenogenetic 
oogenesis in the water flea Daphnia pulex, I conducted microinjection of TALEN mRNAs into early embryos 
and examined the possibility of using TALEN to edit the genome. As a result, I have succeeded the 
development of targeted gene disruption (knock-out) by using Platinum TALEN in D. pulex. Now, I am 
engaged on the development of knock-in system by using TAL-PITCh. Moreover, I described the developmental 
staging of both sexes during embryogenesis in D. pulex to use for its phenotype analysis of knock-in/out 
strains.

研究分野： 生殖発生生物学
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１．研究開始当初の背景 
 ミジンコは、実験室内での大量飼育が容易
な小型の甲殻類である。繁殖周期が短いこと、
発生段階を揃えた卵の採取が可能であるこ
となど実験動物としての利点を多く備えて
おり、生物学の様々な分野で新しいモデル生
物として注目されている(Jenner & Wills, 
2007; Stollewerk, 2010; Harris et al., 2012)。
さらに甲殻類で初めて全ゲノムが解読され
(Colbourne et al., 2011)、ゲノム研究の情報
基盤が整ってきている。しかし、表現型可塑
性（例えば、環境依存型性決定、捕食者誘導
方防衛, Tollrian & Harvell, 1999）など興味
深い現象が次々と報告されるものの、そのメ
カニズムを明らかにするための遺伝子の機
能解析手法やゲノム編集に関係する技術開
発が遅れていた。 
 研究代表者は、ミジンコが環境変化に応答
してみせる単為生殖と有性生殖それぞれの
生殖様式とその切り換えに注目している。通
常はメスだけで増える単為生殖で増殖する
が、短日、高密度、餌不足などの変化を感知
するとオスを産み、有性生殖を行う。いずれ
の生殖様式でも 2 倍体卵をつくり、単為発生
の際には第１減数分裂に相当する分裂を途
中でスキップする「減数しない減数分裂」を
行うことが分かっている(Hiruta et al., 
2010)。しかし、その詳細な分子機構は明ら
かではない。 
 近年の人工制限酵素を利用した新しいゲ
ノム編集技術の開発により、これまで一部の
モデル生物に限られてきた標的遺伝子の改
変は、原理的には全ての生物で可能になった
(Sakuma & Woltjen, 2014)。その１つであ
る TALEN (Transcription activator-like 
effector nuclease)は、標的配列に結合すると
DNA 切断ドメインが二量体を形成し、DNA
二本鎖に切断を誘導する。切断された DNA
は修復されるが、その過程で塩基の欠失や挿
入により遺伝子が破壊される。さらに、ター
ゲティングベクターや一本鎖オリゴ DNA
（ssODN）を共導入することで目的の遺伝子
を導入することも可能である。 
研究代表者は、これまでにミジンコにおい

てマイクロインジェクションによるRNAi法
の確立に成功している(Hiruta et al., 2013)。
それにより胚発生初期において遺伝子の機
能解析が可能となったが、解析可能な時期が
一時的であるという問題点を抱えていた。つ
まり、ミジンコを用いた研究の進展には、目
的とする遺伝子を導入あるいは欠損させる
ことで、その遺伝子の機能を生体レベルで解
析する手法の開発が欠かせない段階にきて
いた。 
  
２．研究の目的 
(1) ミジンコのゲノム編集基盤を確立し、

標的組織の可視化や細胞系譜解析お
よび gain-of-function/loss-of-function
解析を可能にすることでモデル生物

化することを第１の目的とする。 
(2) 確立したゲノム編集のシステムを用

いて、単為生殖で起こる特殊な減数分
裂の分子メカニズムを明らかにする
ことを第２の目的とする。 

 
３．研究の方法 
 ミジンコのゲノム編集基盤を確立するた
め、次の 3 点からのアプローチを行った。 
(1) 標的遺伝子の破壊（ノックアウト）法の

確立 
TALEN の 標 的 遺 伝 子 と し て 、
Distal-less (Dll)を選定した。この遺伝
子はホメオボックスをもつ転写因子で、
節足動物では付属肢の遠位部形成に関
わることが分かっている。RNAi 法を確
立する際に、すでにミジンコでの発現部
位や表現型の解析を行っており、それら
のデータとも比較することでTALENの
システムがミジンコで機能しているか
を検証することができると考えた。Dll
遺伝子を標的とする TALEN の mRNA
を合成し、マイクロインジェクションに
より産卵直後の胚に導入し、発生した胚
の Dll 遺伝子の塩基配列と表現型解析を
行った。 
 

(2) 外来遺伝子の付加（ノックイン）法の確
立 
TAL-PITCh 法 (Nakade et al., 2014; 
Sakuma et al., 2015)というマイクロホ
モロジー媒介末端結合（MMEJ）を利用
した細胞周期に依存せず、相同組換えを
必要としないノックイン方法を用いる
ことにした。レポーター遺伝子として蛍
光タンパク質（EGFP）を標的遺伝子の
開始コドン直後または終止コドン直前
に連結し発現をモニター出来るように
TALEN およびドナーベクターを設計し
た。標的遺伝子には、Dll 遺伝子および
ヒートショックタンパク質（HSP）遺伝
子を選定した。後者については、時期特
異的あるいは組織特異的な遺伝子操作
を視野に入れて、ミジンコでヒートショ
ック応答が利用できるか確かめるため
に選定した。TALEN の mRNA を合成
し、ドナーベクターと共にマイクロイン
ジェクションにより産卵直後の胚に導
入した。 
 

(3) 胚発生ステージ表の作成 
遺伝子改変個体の表現型を評価するた
めに基準となる胚発生ステージ表を作
成した。ミジンコの雌雄それぞれについ
て、産卵直後から 2 時間おきに 1 齢個体
になるまで写真を撮影し、各段階の体サ
イズも測定した。さらに実体顕微鏡下で
視認できる組織・器官の形成時期を観察
した。 
 



４．研究成果 
(1) 研究開始当初、主流であった Golden 

TALEN を用いたミジンコのノックアウ
トでは、変異導入が認められなかった。
そこで、TALEN の DNA 結合モジュー
ルにアミノ酸改変を入れることで高い
活性を実現した Platinum TALEN を用
いることにした。その結果、TALEN 導
入個体では、Dll の RNAi 表現型と同様
に第2触角を含む付属肢の遠位部の形成
が阻害された表現型が得られた（図 1）。
続いて、Dll 遺伝子の塩基配列を確認し
たところ、数塩基の欠失が認められ、さ
らにその変異が次世代に受け継がれる
ことも確認できた。このことから、ミジ
ンコにおいてTALENを初期胚に導入す
ることで、標的遺伝子を破壊してその機
能を解析することが可能になった（業績
2）。 

図１ Dll 遺伝子のノックアウトにより、第２触角

の先端部が欠失した（矢頭）。左：何も導入してい

ないコントロール個体。右：Dll 遺伝子を標的とす

る TALEN の mRNAs を導入した個体。 

 
(2) 続いて、ノックイン法の確立に着手した。

Dll 遺伝子については、開始コドン直後
に EGFP をノックインできるように、
Hsp 遺伝子については、終止コドン直前
に EGFP をノックインできるようにそ
れぞれ TALEN を設計した。ノックイン
法の確立にあたり、今後の遺伝子機能解
析への応用可能性を高めるため、①内在
遺伝子を破壊しつつ発現をモニターす
る、②内在遺伝子の機能を維持しつつ発
現をモニターする、③ヒートショック応
答を利用した時期または組織特異的な
遺伝子操作をすることが可能であるか
を明らかにすることをねらいとした。現
在、TAL-PITCh 法がミジンコで機能し
ているか検証中である。 
 

(3) ゲノム編集法を用いた遺伝子の機能解
析において、表現型解析に利用できる胚
発生のステージ表を雌雄それぞれにつ
いて作成した（業績 1, 図 2）。日長や温
度などの条件を一定にして、産卵直後の
胚が1齢幼体になるまでを経時的に観察
して記載した。それにより、正常胚と遺
伝子操作胚について発生時間、体サイズ、
各組織や器官の形成時期を比較するこ

とが出来るようになった。 

図 2 ミジンコ（♀）の発生ステージ表 

 
 本研究では、第１の目的であるゲノム編集
基盤の確立が当初の予定よりも長くかかっ
てしまったため、第２の目的である単為生殖
で起こる特殊な減数分裂の分子メカニズム
を明らかにしていくことができなかった。こ
れについては今後の課題として引き続き研
究に取り組んでいく。 
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