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要旨 

 メダカの主要な侵害センサーと考えられる TRPV1b（olTRPV1b）をクローニングし機能解析を行っ

た結果、カプサイシン応答性はなく、酸と 2-APB に応答した。また、低温と 25℃以上の高温で緩徐に

活性化された。更に olTRPV1b には浸透圧応答性があり、高張液により活性化された。そこで本研究で

は、この多機能の olTRPV1b がメダカ生体内でどのような機能に関わっているのかを知る為、

olTRPV1b を発現しないメダカを樹立することにした。olTRPV1b 遺伝子の転写開始点直下に sgRNA を

設計し、CRISPR/Cas9 系を用いて GFP 発現ユニットを挿入するノックインメダカ、olTRPV1b 遺伝子

のアンキリンリピートドメインと膜貫通領域の間に sgRNA を設計し、膜貫通部のない不完全なタンパ

クを発現するノックアウトメダカの作出を試みた。 

 

 

１．はじめに 

 

 細胞の環境応答センサーとして働く Transient Receptor Potential(TRP)チャネルのうち、特に皮膚・感

覚神経に発現し、生存環境からの侵害刺激の主要センサーとして機能するのが、温度感受性を持つ 6

種の TRP チャネル（温度感受性 TRP(thermoTRP): TRPA1, TRPV1-4, TRPM8）である。哺乳類のマウス

のそれら温度感受性 TRP を活性化する温度閾値はチャネルごとに異なっており、広い温度域がカバー

されていることが知られている（図１）１）。また、それらの TRP は、温度以外にも化学物質や多数の

刺激によって活性化され、多刺激受容センサーとして機能している。一方、これまでに複数の動物種

の温度感受性 TRP の解析から、温度閾値や化学物質応答性が動物種間で明らかに異なることが報告さ

れてきた１）、２）。おそらく生物多様性を支

える機構の一つと予想されたが、これまで

の TRP 研究は陸上動物を対象にしたもの

が多く、大きく生存環境が異なる水中に生

息する魚類の TRP 群の機能の詳細は明ら

かになっていなかった。 

 一方、魚類のゲノム解析が進められ、特

にその中に前述の温度感受性 TRP を探す

と、陸上動物とは異なり低温を担当する

TRPM8、最も高温を担当し浸透圧感受性

を持つ TRPV2、温かい温度を認識する  
図１ マウスとメダカの温度感受性 TRP 
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TRPV3 の遺伝子がなく、主要な感覚 TRP は TRPA1,V1,V4 で、魚類は 3 種の少ない TRP レパートリー

で外界シグナルを受容していると考えられた１）、３）。また、魚類の特徴としてゲノム倍化に由来し、ゼ

ブラフィッシュ(z)では TRPA1 が 2 分子(TRPA1a, TRPA1b)、メダカ(ol)とフグでは TRPV1 が 2 分子

(TRPV1a, TRPV1b)存在する１）、３）。そこで我々は、魚類がこれらの特徴的な感覚 TRP を使ってどのよ

うに温度などの外界環境を感知しているか、各センサーの機能特性を調べ始めた。結果、極めて興味

深い新しい知見が得られた。我々のメダカの解析結果を図１にまとめた。1) TRPM8 以外の TRP が低温

応答性を獲得しており、他の動物種にはない両温応答性 TRP が存在する。2)魚類 TRPA1 と V1 は、陸

上動物のように明確な高温活性化閾値はなく 25℃程度から徐々に高温活性化される特性を持ち、温度

係数(Q10)も低い４）、５）、６）。3)まだ確認実験が必要だが、魚類 TRPV4 は、陸上動物とは異なり高温域を

担当し閾値 40℃から活性化される。つまり魚類には中温域（20℃-30℃）に閾値センサーはない。ま

た、魚類特有のパラログ間(���������������������)では機能分化があることが発見された４）。特にメダ

カの２分子種の TRPV1(olTRPV1a,b)は、極めて興味深い。即ち、フグの 2 分子種の pTRPV1a と

pTRPV1b とは、配列上 a 同士、更に b 同士はかなり類似している。一方、1 分子種しかないゼブラフ

ィッシュの zTRPV1 は、b に近い。発現も olTRPV1b の方が全身で高いことから、メダカの主要な侵害

センサーとして働くのはこの olTRPV1b と考えられ、カエル卵母細胞発現系を用いた詳しい機能解析を

行った。結果、メダカの主要な TRPV1 に当たる olTRPV1b には、哺乳類 TRPV1 のようなカプサイシ

ン応答性はないが、酸や 2-aminoethoxydiphenylborane (2-APB)には応答性があった。また、温度刺激に

対しては両温応答性で、低温（閾値約 9℃）と 25℃以上の高温で緩徐に活性化された。一方、哺乳類

の N 端欠失 TRPV1 変異体(ΔN-TRPV1)や TRPV2 では、浸透圧あるいは機械刺激による活性化が知ら

れているが 7）、8）、9)、olTRPV1b にも浸透圧応答性が検出され、高張液により活性化された。そこでこの

olTRPV1b が生体内でどのような機能に関わっているか、CRISPER/Cas9 の実験系で olTRPV1b を発現

しないメダカを樹立して明らかにすることにした。 

 

２．olTRPV1b の代わりに GFP を発現するノックインメダカ作出の試み 

 

 olTRPV1b 遺伝子の転写開始点と翻訳開始点の間に sgRNA(GFP1,2)を設計し（図２）、 CRISPR/Cas9 

を用いて GFP 発現ユニットを挿入した。これにより、olTRPV1b 遺伝子の上流に GFP が挿入され、

olTRPV1b を発現する細胞で

olTRPV1b の代わりに GFP が発

現し蛍光が検出されることが期

待される。メダカ受精卵に

injection した後 3日目～7日目

の間に GFP を発現している F0

胚を蛍光顕微鏡で観察し、

sgRNA GFP1 では 26 匹、

sgRNA GFP2 では 17 匹の GFP

を発現する F0 胚が得られた。

これらの中で成体まで生き残っ

た F0 を野生型と交配させ、
図２ GFP ノックインメダカ作出用の sgRNA ターゲット部位と GFP 発現メダカ 
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その産子の GFP を発現する F1 で蛍光分布を解析した。特に GFP1 由来で発現個体が多くみられ、体全

体に濃淡の少ない蛍光が検出された。図２にその F1 の例（GFP1-2）を示した。よって、olTRPV1b は

メダカの全身に広く発現していることが示唆された。しかし、olTRPV1b 遺伝子内に GFP 遺伝子が挿入

されているかを、GFP 発現稚魚のゲノム DNA を用いて PCR で解析した結果、バンドが確認できなか

った。即ち、GFP は olTRPV1b 遺伝子上の目的の場所に挿入されていないことが判明した。そのため、

今後は sgRNA のみ injection を行い変異の導入効率を確認し効率が悪い場合は設計し直す必要がある。

又、共同研究で行ったメダカの胚を用いた olTRPV1b の in situ hybridization の結果では側線神経、脊椎

骨付近に陽性反応が見られている。よって、GFP 蛍光がこの結果と同様なパターンを示す F0 個体を用

いて F1 を作成し、再度研究を進める必要がある。 

 

３．olTRPV1b のノックアウトメダカ作出の試み 

 

 olTRPV1b をノックアウトするためのガイド RNA の olTRPV1b sgRNA3 と sgRNA4 を、olTRPV1b 遺

伝子のアンキリンリピートドメインと膜貫通領域の間のリンカー領域をコードするエキソン部分に設

計した(図３)。メダカ受精卵に Injection 後 5日目または 7日目に、生存数と変異導入の効率を確認し

た。この F0 における変異導入の検出は、Injection した受精卵からゲノム DNA を調製し、ガイド RNA 

を囲む形で設計したプライマーセットを用いて PCR を行い、ヘテロ二本鎖移動度分析により行った。

図３に示したように、sgRNA3 では最初に Injection したグループ（#1）は変異導入率が高かったが生存

率が低く、2回目および 3回目に Injection したグループ（#2 と#3）では生存率は高かったが変異導入

率が低かった。そのため生存率が高く変異導入率が高い sgRNA4 を選択し、olTRPV1b ノックアウトメ

ダカの作出を進めた。 

sgRNA4 F0 と野生型を

交配させた F1 胚を 1ペ

アあたり 8個サンプリン

グし、PCR で F1 での変

異の頻度を確認した。変

異が受け継がれていた場

合 F1 はヘテロのため、

野生型由来と変異由来の

バンドの複数が増幅され

る。sgRNA4-1、2、3 の 3

ペアからサンプリングし

た F1 胚では複数のバン

ドが得られた。特に

sgRNA4-2 と 4-3 のペア

の子孫について更に研究

を進めた。 

 sgRNA4-2,3 F1 の尾ビレから DNA を抽出し、PCR 及びシークエンスによりフレームシフトを誘発す

るような配列か確認した。sgRNA4-2 F1 では PCR を行った 25 匹中、フレームシフトを誘発する変異で

図３ ノックアウトメダカ作出用の sgRNA ターゲット部位と変異導入効率 
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ある(del 2 /+)が 13 匹、(ins 10 /+)が 1 匹得られた。そのため、F2 世代で del 2 のホモの個体を得るため

に、(del 2 /+)同士を交配した。sgRNA4-3 F1 では PCR を行った 13 匹中、フレームシフトを誘発する

変異である(del 62 /+)が 5 匹、(ins 5 /+)が 5 匹、(del 11 ins 3 /+)が 2 匹得られた。そのため、F2 世代で

del 62 のホモの個体を得るために、(del 62 /＋)同士を交配した。最終的にそれぞれ複数のホモ個体を得

ることに成功し、2 系統の TRPV1b ノックアウトメダカを樹立することができた。2 塩基欠失と 62 塩

基欠失の配列をアミノ酸に翻訳すると、どちらもフレームシフトにより図４に示すアンキリンリピー

ト以降不完全な TRPV1b タンパク質となる。今後、このノックアウトメダカがどのような刺激応答性

を示すか解析を進めていく。 
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