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研究とバイオリソース〈NO.9〉

小林 佳代1・中村 修平1・田中 実1,2,3

生物多様性条約と遺伝資源をめぐる状況（1）全3回連載
P2

　　メダカは、日本でモデル生物としての
地位が確立された生き物です。メダカは、
飼育が容易で安価に動物を維持できること、
卵が透明で初期発生の研究に適していること、
近交系が確立されていること、全ゲノム配
列の解読が完了していることなど、研究に
使用する上で多くの利点があり、これらを
組み合わせることで、他の動物では解析の
難しいさまざまな生物現象を解明できると
期待されています。

　　しかし、マウスとは異なり、遺伝子を
任意に操作する技術がまだ確立されていな
いために、マウスのように遺伝子機能を破
壊した「ノックアウトメダカ」を作製する
ことは困難です。そこでメダカでは、遺伝
子を直接操作する代わりにモルフォリノア
ンチセンスオリゴ＊１を用いて、遺伝子機能
を抑制する方法（ノックダウン法）が利用
されてきました。けれども、この方法も発
生初期にしか使えず、しかもすべての細胞
に作用するため、発生後期や成魚における
特定細胞での解析には使えません。生理学・
内分泌学・再生の問題など、発生後期以降
には多彩な生物現象があるにも関わらず、
そこでの遺伝子機能や機構解明はほとんど
手つかずの状態で残っています。そこで私
たちは、発生後期や成魚でも遺伝子機能が
操作できるように、熱誘導系と cre/loxP 系＊２

を組み合わせて、異なる時期や組織でも遺
伝子発現を誘導できるメダカトランスジェ
ニク系統（      -cre、               -loxP）の作製
を試みました。
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メダカ成魚における熱誘導

メダカ胚における熱誘導

図 3：成魚における、
プローブによる熱誘導
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　　図１に今回使った cre/loxP 系の概略図
を示します。生体内の遺伝子機能を調べる
ためには、遺伝子の発現する場所と働き出
すタイミング（時期）の２つが制御できな
くてはなりません。特定の組織に発現させ
るための仕掛けとして、ある組織 A で働く
制御領域 A を、DsRed 遺伝子の前におくこ
とにします。これによって組織 A で DsRed
遺伝子の発現が活性化し、その組織が赤色
蛍光を発するようになります。次に時期を
制御する手だてとして、cre リコンビナーゼ
の発現を任意の時期に誘導できるようにし
ます。この２つを組み合わせることで、cre
リコンビナーゼがある時期に働けば、２つ
の       　に挟まれた DsRed 遺伝子を含んだ
領域がその時期に切り出され、DsRed 遺伝
子の後ろにおかれた EGFP 遺伝子の発現が、
新たに開始することが期待されます。この
新たな発現は、EGFP 遺伝子産物由来の緑色
蛍光で判別がつきます。

　　ここで EGFP 遺伝子を、研究者が調べ
たいと思う遺伝子 X に置き換え、発現させ
たいと思う制御領域を、A から B へ変える
ことで、組織 B において好きなときに遺伝
子 X を発現させることが可能となり、その
機能を調べることができます。

　　cre リコンビナーゼを異なる時期に発現
させるためには、 　  遺伝子の制御領域に
heat shock elements (HSEs) を導入し、熱
をメダカにかけることで発現の時期を制御で
きるようなメダカを作製しました（　　-cre、
系統）。今回は、作製した         -cre 系統の
　   遺伝子がどの組織でも機能するのかを確
認するため、多くの組織で発現していると
予想された遺伝子、　　　  の制御領域を
loxP 系統の制御領域として採用しました　
（　　　  - loxP 系統）。gapdhp 　　　　　　

図 2：メダカ胚におい
て誘導された EGFP
（A）明視野 、（B）筋肉、
内臓部分（矢印）に
誘導された EGFPが
見られる。
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　　２種類のメダカ系統（   　-cre、　　 　
-loxP）を独立に作製して交配し、　  と 　　
の両方を持ったメダカを得て熱誘導の効果
を検討しました。

　　Stage 32-33 の 胚（体 節 形 成 期）を
39℃で 2 時間熱処理し室温で 7 日間静置し
た後、EGFP 発現の有無を観察しました。心
臓・肝臓・鰭・腸・筋肉・前腎の一部の細
胞で EGFP の誘導が確認できました（図 2）。
このことから、これらの組織では       -cre
系統を用いて任意の遺伝子を熱誘導する実
験が可能と考えられました。

国立遺伝学研究所 知的財産室室長  鈴木 睦昭

＊１   RNA に似て 4種の塩基をもつが、骨格部
分の化学構造がことなる物質。細胞内に注入
すると、相補的な配列をもつ mRNA に結合
して翻訳を阻害する。生物学辞典（東京化学
同人）より）

＊２   cre-loxP 系：cre は組換え酵素（リコン
ビ ナ ー ゼ）で あ り、特 定 の DNA 配 列
（loxP）を認識して組換えを起こします。　
loxP が同じ方向に２つ存在する時、cre は
loxP に挟まれた領域を切り出すことができ
ます。この性質を利用し、cre や loxP の制
御領域を工夫することによって遺伝子の発
現を操作することができます。

　　続いて成魚での熱誘導実験を行いまし
た。これには 2 種類の方法（温浴、温冷負荷
プローブ）を用いました。温浴は簡単に熱誘
導を行うことができるためよく利用される方
法ですが、全身で HSEs が活性化される可能
性があります。温浴による熱誘導では、成魚
を入れた水槽の温度を 30 度から 39 度まで
30 分に 3 度ずつ上昇させ、39 度で 2 時間
の熱処理を行いました。その後室温で 14-16
日間飼育し調べたところ、卵巣の一部の細胞
でEGFPの誘導が確認できました。

　　一方、温冷負荷プローブ（BTC-201、ユニー
クメディカル）を用いた場合は、細長いプロー
ブ（長さ 50mm、径 1.5 mm）の先端をメダ
カの腹腔内に挿入することで局所的な熱誘導
が可能です（図３）。私たちは 40-42 度で 10
分の熱処理を行い、室温で 14-16 日間飼育後
に観察を行いました。その結果、卵巣におい
てプローブを当てた周辺でのみ EGFP の誘導
を確認しました。この方法を用いれば、非侵
襲的に、小さい領域での熱誘導が可能である
と期待されました。

図 1：cre/loxP の概略図
cre リコンビナーゼのない状態では、制御領
域 A によって DsRed の発現が活性化されて
いる。熱誘導後に cre リコンビナーゼによっ
て        に挟まれた配列が切り出されると、
EGFPの発現が開始される。
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国内外のバイオリソースを巡る様々な問題や取り組みについて、
毎月ホットな話題をこのニュースレターで紹介していきます。

メダカ腹腔内にプローブの先
端を挿入して熱誘導を行う。
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遺伝子の発現時期や発現部位をコントロールするメカニズムを判り易く説
明していただきましたので、分野外の読者の方にも最先端のサイエンスの
威力を感じていただけたと思います。今回田中先生のグループによって開
発された系統は、メダカのみならずヒトの遺伝子機能の解明にも大きく貢
献することでしょう。
BioResource now! は６年目も無事に終えることができました。ご執筆くだ
さった先生方と読者の皆さまに心からお礼申し上げます。
どうぞよいお年をお迎えください (Y.Y.)

画像の一括操作をしてみよう

NewsLetter に掲載されているあらゆる内容の無断転載・複製を禁じます。
すべての内容は日本の著作権法、及び国際条約により保護されています。

　　このように、私たちの作製したメダカ
系統は、これまで技術的に困難であるが故
に不明であった発生後期や成体での遺伝子
機能や生物現象の解明を可能にすると考え
られます。

　　HSEs ベクターは Czerny 先生に、   　 と     
　     のベクターは生理研の東島先生に、
Fosmid は NBRP medaka より供与していた
だきました。

cre

ることが判り、卵巣中の 　　　 発現細胞の
中に生殖幹細胞が含まれていることを脊椎
動物で初めて示すことに成功しました2)。

応用例
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図 4：    　　　発現細胞のクローン解析
（A）クローン解析の概略図 
（B）（左）誘導直後は  　　　 発現細胞で
のみ EGFP が見られるが、（右）時間が経
つと全ての生殖細胞で EGFP が見られる
ようになる。
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生物多様性条約と遺伝資源をめぐる状況
全３回連載

●  COP10 支援実行委員会 公式ウェブサイト
　http://www.cop10.jp/aichi-nagoya/

はじめに
遺伝資源の「アクセスと利益配分」につい
ての課題は、「保全」、「継続使用」とともに、
生物多様性条約の中の３本柱の一つであ
る。生物多様性条約第 10 回締結国会議
(COP10)が名古屋で2010年10月に行われ、
遺伝資源のアクセスと利益配分についての
法的拘束力のある名古屋議定書が採択された。今回、COP10 や名
古屋議定書の内容を述べ、遺伝資源をとりまく動きについて紹介
する。

名古屋議定書の採択まで
仮の議定書案が 2010 年 3 月のコロンビア・カリにて提示され、
さらに３回の事前会議にて多くの提案がなされたが、合意の進展
はなかった。COP10 においても、連日の夜遅くまでの話し合いに
もかかわらず、実質的な進展はとても少なく、特に派生物、遡及

適用、モニタリングの項目で途上国
と先進国の溝は埋まらず、ほとんど
の関係者は議定書はできないと思っ
ていた。

作業部会では合意文書は作成できず、最終日に異例の議長案の提
案がされた。議長案は歩み寄った案であったが、先進国寄りの内
容でもあり、同時に資金援助の追加提案もあった。どうなるか？
参加者一同ハラハラしたが、トップレベルの会合、続く全体会合
により採択され、参加者全員が歴史的な合意に喜んだ。終了した
のは夜中の 3時であった。

問題点の決着は？

結局、派生物については、契約で個別に対応することになり、遺
伝資源の利用のステップで、法的遵守がされている事を確認する
一つ以上のチェックポイント箇所の設置が義務づけられた。
さらに遡及条項は入らず、そのかわり多国間利益配分メカニズム
を検討することとなった。今後、具体的な様式などを話し合う政
府間委員会が開 催される。また、2011 年 2 月から、各国による

署名が開始され、その後発効がなされる。
今後、日本でも国内法の作成の検討、チェッ
クポイントの設置が行われると見られる。
（次号は、具体的な内容について述べる）

写真：作業部会

写真：折り紙がついたオブジェ

写真：最終の全体会議の後、喜ぶ人々

国立遺伝学研究所 知的財産室室長  鈴木 睦昭

「第１回   歴史的な成功、名古屋議定書の採択まで」
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　　成体の脊椎動物卵巣では、卵を作り続
けることのできる生殖幹細胞が存在するか、
その存在を検定する手段がなく、長い間大
きな問題として残されてきました。以前、
メダカの卵巣において  　　　遺伝子が卵原
細胞で発現していることを当研究室の青木
ら1) が見いだしていました。そこで中村らは
私たちが開発したメダカを応用し、loxP 系
統の制御領域として　　　  遺伝子発現制御
領域を用い、       -cre 系統のメダカと交配し
て　　　 遺伝子発現細胞の子孫細胞を追跡
することを試みました（図４）。まず熱処理
を行うことで　　  で挟まれた配列が切り落
とされ、 　　　遺伝子発現細胞で緑の蛍光
が観察されました。さらにこの緑の蛍光を
追跡したところ、それらから３ヶ月の間、
継続的に緑色蛍光をもつ卵が形成されてい
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写真：名古屋国際会議場
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お知らせ

「BMB2010 特別企画NBRP 実物つきパネル展示」を開催しました。

   ・関連サイト  http://www.aeplan.co.jp/bmb2010/program/nbrp.html
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