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研究成果の概要（和文）：3コピーのhLGR5遺伝子を搭載したタンデムリピート型プラスミドをゼブラフィッシュ
受精卵にマイクロインジェクションすることで、hLGR5タンパク質を発現することに成功した（特許出願１
件）。
次に、キンギョIg遺伝子についてコイ科およびニジマスのゲノム情報と比較した結果、キンギョゲノムにはIgM
遺伝子に加えて、IgZ、IgZ2、IgZ3遺伝子の存在が確認された。さらに、大腸菌曝露前後におけるキンギョIg遺
伝子発現量の変動を確認した結果、キンギョ（和金）ではIgZ、IgZ2は鰓でのみ遺伝子発現量が増加し、IgM遺伝
子はゼブラフィッシュほどの発現増加は検出されなかった。

研究成果の概要（英文）：A tandem repeat of plasmid carrying three hLGR5 genes was injected into 
zebrafish fertilized eggs. As a result, Expression of the recombinant hLGR5 in zebrafish embryos was
 succeeded. (Patent application #1)
Next, the immunoglobulin genes in goldfish genome were investigated in comparison with the genomic 
information on zebrafish, carp, and rainbow trout. As a result, the genes encoding IgZ, IgZ2, and 
IgZ3 in goldfish genome was found in addition to IgM. Furthermore, the gene expression pattern among
 those Igs was observed before or after exposing Escherichia coli. As a result, although expression 
of IgZ and IgZ2 in Wakin type goldfish was increased, expression pattern of IgM in Wakin type 
goldfish was not similar to that of zebrafish IgM.   

研究分野：生物工学、生化学・分子生物学

キーワード： 一本鎖抗体　キンギョ　ゼブラフィッシュ　ファージディスプレイ

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ゼブラフィッシュでは標的遺伝子をタンデムに配列したプラスミドをインジェクションすることで、hLGR5のよ
うな発現困難な膜タンパク質を発現させることができた。このことは、創薬標的となる膜タンパク質の発現系と
してゼブラフィッシュが有益なホストであることが判明した。一方、キンギョ（水泡眼、和金）はIgMに加え
て、ヒトIgAに相当するIgZ遺伝子がゲノム上に存在することが明らかになった。また、大腸菌の暴露によってIg
遺伝子の発現が誘導されるため、今後はこのメカニズムを活用することで、これまで取得困難であった抗体およ
びその配列情報から一本鎖抗体（scFv）を構築して、CAR-T細胞治療などに活用できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
抗体（免疫グロブリン）の産生は顎口類（有顎類）の免疫系で広く保存されており、魚類には
免疫グロブリン IgMのみが存在する。また、魚類 IgMは四量体であり、糖鎖を含有する。Joshua
らは次世代シークエンサーを用いて、ゼブラフィッシュ（Danio rerio）の免疫グロブリン遺伝
子の多様性について解析した(Science 3245(928):807-810, 2009)。その結果、哺乳類と比べて B
細胞の数は少ないが、①抗原との結合に関与する部位をコードする遺伝子セグメントの組換え
が起こっており、②遺伝子セグメントの組換えの際に起こる鋳型遺伝子に存在しない塩基の挿
入や③再構成された抗体遺伝子への変異の導入が見つかった。以上の結果は、ゼブラフィッシュ
IgM遺伝子の多様性に関する機構は哺乳類と同様であることが判明した。 
これまでの我々の研究で、キンギョ（スイホウガン）の IgMでは H鎖についてはトランスコ
ロン型、L 鎖はクラスター型で V(D)J 再編がそれぞれ起こっていると考えられ、ゼブラフィッ
シュやコイの IgL サブファミリーに加えて、キンギョ固有の IgL サブファミリーが存在する  
ことも判明した。  
 
２．研究の目的 
近年、分子標的薬である抗体医薬に加えて、CAR-T細胞治療に利用される一本鎖抗体(single 

chain Fv: scFv)が注目されている。そこで、高性能な scFvを低コストで生産・供給するための
技術開発に期待が寄せられているが、抗原となる膜タンパク質の調製が困難であったり、マウス 
やウサギにヒト由来タンパク質を免疫しても有用な抗体が得られない場合があり、これらが大
きな課題となっている。 そこで本研究では、キンギョ(スイホウガン)を免疫動物として活用す
ることで短期間に抗体を取得するとともに、水泡液中の B 細胞から次世代シークエンサーを用
いて IgM の配列情報を網羅的に解析することで、免疫後の scFv をファージライブラリ化して
スクリーニングし、抗原特異的で親和性の高い scFv を取得する一貫システムの構築を目指す。 
 
３．研究の方法 
これまでに確立したゼブラフィッシュ発現系のさらなる生産性の向上を実現することで、組
換えタンパク質（抗原：ヒト LGR5）の量産化を行う。次に、抗原特異的で親和性の高い scFvを
取得するために、キンギョゲノム情報を基にコイ科（ゼブラフィッシュ、コイ）ゲノムとニジマ
スゲノムと比較して、免疫グロブリン（Ig）遺伝子の多様性について調べる。さらに、従来の水
泡眼の免疫法に加えて、大腸菌曝露によって得られたキンギョ（和金）の皮膚、鰓、および血清
中の Ig遺伝子発現を比較検討した。Ｂ細胞における各種 Ig遺伝子の発現量をリアルタイム PCR
で比較・定量した。最後に、大腸がんバイオマーカーであるヒト LGR5 発現ゼブラフィッシュを
構築し、キンギョ抗体の多様性と抗原タンパク質の特異性ならびに親和性を評価する。 
 
４．研究成果 
1 コピーhLGR5 遺伝子を搭載したプラスミドと 3コピーの hLGR5 遺伝子を搭載したタンデムリ
ピート型プラスミドをそれぞれゼブラフィッシュ受精卵にマイクロインジェクションして
hLGR5 タンパク質の発現量を比較した。銀染色で hLGR5 タンパク質を確認した結果、タンデムリ
ピート型プラスミドのみ組換えタンパク質が確認でき、ゼブラフィッシュ初期胚からの膜タン
パク質調製法を確立することができた（特許出願１件）。 
次に、キンギョゲノム解読（Chen et al., Sci. Adv. (2019) 5:eaav0547）の論文発表を受け
て、キンギョ Ig 遺伝子についてゼブラフィッシュ、コイおよびニジマスのゲノム情報と比較し
た。その結果、キンギョゲノムには IgM 遺伝子に加えて、IgZ、IgZ2、IgZ3 遺伝子の存在が確認
された。さらに、これら 3種の Ig遺伝子の情報をもとに、大腸菌曝露前後における遺伝子発現
量の変動をリアルタイム PCR で確認した。その結果、ゼブラフィッシュでは皮膚、鰓、および血
清中の全てで IgM 遺伝子の発現量が増加した。一方、キンギョ（和金）では IgZ、IgZ2 は鰓での
み遺伝子発現量の増加し、IgM 遺伝子はゼブラフィッシュほどの発現増加は検出されなかった。
以上の結果から、ゼブラフィッシュでは大腸菌を異物として認識し、粘膜や菌叢への影響が少な
かったと推察された。キンギョも同様に推察されるが、ゼブラフィッシュに比べ体長の違い等を
考慮した曝露条件を検討する必要があると考えられた。 
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