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■ はじめに 
近年、生物のゲノム解析が進んだことで、多くの疾患原

因因子が解明されています。また、何十万という多種の化
合物をすばやく合成する技術の確立により、疾患の原因
因子を標的としたin vitro(細胞外)での分子標的スクリーニ
ングが現在主流となっています。しかし、in vitro分子標的
スクリーニングで活性が認められた化合物が、in vivo(細
胞内)では活性が認められない場合が多くあり、最近では
細胞等を用いた表現型スクリーニングが再注目されるよう
になっています。この表現型スクリーニングは培養細胞だ
けでなく、マウスなど生物の個体にも適用することが可能
です。 
生物個体を用いて表現型スクリーニングをおこなうメリッ

トとしては、①行動異常の表現型をもつ神経疾患モデル
動物を作製してスクリーニングに用いることで、行動異常
の治療薬の開発が可能であること、②標的とした組織以外
への影響も調べることが容易であること、などが挙げられ
ます。しかし、マウスのような小型動物であっても多量の化
合物が必要となるうえに、飼育に膨大なコストがかかって
しまうため、大規模なスクリーニングに適用することは困難
です。加えて、近年は動物愛護の観点から、哺乳類動物
の使用に関する規制が強化されています。そのため、安
価かつハイスループットなスクリーニング技術の開発が必
要とされています。産総研では飼育コストが安価で、スクリ
ーニングに用いる胚を多く得ることができる国産の小型魚
類メダカを用いて、創薬スクリーニングのための基盤技術
の開発をおこなっています。 

 
■ 活動内容 
１．ゲノム編集技術によるヒト神経疾患モデルメダカの作製 
パーキンソン病は脳の特定の神経細胞が減少すること

により、ふるえや筋肉の固縮、姿勢保持障害などの運動
障害がみられる疾患です。神経伝達物質であるドーパミン
を補充することでこれらの症状は一時的に改善しますが、
病気の進行そのものを抑えることはできません。最近の研
究 に よ り ゴ ー シ ェ 病 の 原 因 遺 伝 子 で あ る
glucocerebrosidase (GBA) 遺伝子の変異がパーキンソン
病の生涯罹患リスクに関係することがわかってきました。そ
こで、GBA変異メダカが作製され病態が詳細に解析され
た結果、パーキンソン病の一端が再現・解明されました
（Uemura et al.,2015）。しかし、このGBA変異メダカはゲノ
ムにランダム変異を生じさせることで作製された変異体ラ

イブラリから発見されたものであるため、GBA以外の遺伝
子領域にも変異があり、創薬スクリーニングに用いる際に
懸念事項となります。そこで、私はゲノム編集技術を用い
てGBAのみに変異を持つパーキンソン病・ゴーシェ病モ
デルメダカを作製しました。 

 
２．ゲノム編集技術によるノックイン系統メダカの作製 
メダカでは、CRISPR/Cas9を用いてゲノムに高効率で

外来遺伝子を組み込むノックイン技術が開発されていま
す （Murakami et al.,2017）。この方法を利用することで、
GBA遺伝子領域に蛍光タンパク質であるGFPをノックイン
し、本来GBA遺伝子がはたらいている領域でGFPを検出
できるメダカを作製しています。このメダカに治療薬の候
補となる化合物を投与すると、蛍光を発する組織を時間を
追って観察することができ、創薬スクリーニングにおいて
強力なツールとなることが期待されます（図）。 
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図：蛍光タンパク質をノックインしたメダカを用いるメリット 

 

   

■ はじめに 
細胞内共生は，生物の進化過程に重要な役割を担うこ

とがよく知られている。例えば，約12億年前に「前ミトコンド
リア生物」と呼ばれるAlphaproteobacteriaに属する好気性
脱窒細菌や紅色細菌が従属的栄養な古細菌の細胞質内
に取り込まれ，細胞内共生が成立したと言われている。ま
た，ミトコンドリアの進化過程では，細胞内共生細菌のゲノ
ム収縮が起こり，その細菌の増殖に必要な最低限度の遺
伝情報だけを残した可能性がゲノム解読から示唆された。 
我々の先行研究において，土壌から分離した

Moriterella属糸状菌の菌糸内に細菌を保有することを発
見し(1)，その内生細菌のゲノム解読の結果から，システイ
ン要求性であることが明らかになった(2)。また，分離した内
生細菌は，Betaproteobacteriaに属する新属新種細菌
Mycoavidus cysteinexigensであることを提唱した(3)。本研究
は，Mortierella属糸状菌に内生するMycoavidus属細菌を
研究モデルとし，内生細菌のゲノム収縮過程を明らかに
することを目的とした。 

 
■ 活動内容 
１．新たな糸状菌内生細菌の分離培養 
日本国内の森林土壌から分離された糸状菌Mortierella 

parvisporaが内生細菌を保有することが示唆された（図１
A）。16SリボソームRNA遺伝子の系統解析の結果から，M. 
parvispora が保有する内生細菌は M. cysteinexigens 
B1-EBT株と同属であること（図１B）が示され，システイン含
有培地（B-CYEα寒天培地）を用いて，糸状菌に内生する
新たなMycoavidus sp. B2-EB株を分離培養することに成
功した(図１C)。 
２．Mycoavidus属細菌のゲノム収縮過程の解明 
新たに分離した内生細菌B2-EB株のゲノム解読を

PacBio RSIIおよびIllumina Hiseqで行った。SPAdesを用い
たハイブリットアセンブリにより，B2-EB株のゲノム配列
（1.87Mb）を決定し，先行研究で決定したB1-EBT株(4)とア
メリカの森林土壌に生息するMortierella属糸状菌の内生
細菌AG77のゲノムと比較した。比較ゲノム解析の結果（図
２）から，ゲノム収縮の可能性が示唆され、ゲノム収縮を起
こす遺伝子領域は，プロファージ領域の脱落および非プ
ロファージ領域でのgene drift（遺伝的浮動）と関連すること
が推察された。また，非プロファージ領域での遺伝的浮動
は，トランスポゾンの減少と伴に糖類・アミノ酸の代謝やタ
イプIII型分泌機構に関わる遺伝子の脱落が見出された。 

このような内生細菌ゲノム解析は，糸状菌－内生細菌
の共生関係，特に共生微生物間の相互作用を明らかにす
ると期待される。 
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図１  Mortierella parvispora に内生する細菌の(A)LIVE/DEAD 染色

による顕微鏡観察，(B)16SrRNA 遺伝子に基づく系統解析，(C)分
離培養の写真 
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図２  Mycoavidus 属細菌のゲノム収縮 
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