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要旨 
 Pax6 は、中枢神経系、眼、鼻、膵臓、脳下垂体の発生に重要な進化的に保存された転写

因子の一つである。動物の眼や神経系の発生における pax6 遺伝子の役割は、マウスやシ

ョウジョウバエでよく研究されているが、未だ遺伝子発現調節のネットワークの全体像に

おける位置付けは十分ではない。特に、胚の発生過程における他のタンパク質との相互作

用やゲノムとの相互作用については十分に分かっていないのが現状である。ゼブラフィッ

シュは、Pax6 のオーソログとして pax6a と pax6b を持つ。この二つの遺伝子から作られ

るタンパク質のアミノ酸配列は酷似していることから、それぞれに特異的な抗体を作成す

ることは難しく、個別のタンパク質機能の解析を難しくしている。この問題を解決するた

め、CRISPR-Cas9 システムを用いてゲノム上の pax6a に HBH(His-Bio-His)-FLAGx3 複

合タグ配列をノックインし、その複合タグを利用することでタンパク質の機能解析を行う

ことを計画した。 
 Pax6a タンパク質の解析を行うには、複合タグのノックインアレルをホモ接合型で持つ

胚を用いた方がタグを用いた検出が有利になる。ノックインアレルが野生型アレル同様に

振る舞うとすれば F2 世代でノックインアレルをホモ接合型で持つオスとメスの成魚を得

ることが可能である。実際に、F1 成魚を掛けあわせ得られた胚を生育させた F2 成魚の遺

伝型を調べたところ、遺伝型がメンデルの分離比に近いことがわかった。したがって、複

合タグのノックインが Pax6a の機能へ与える影響はないと考えられる。さらに、ホールマ

ウント免疫染色を行ったところ、ノックインアレルをホモ接合型で持つ胚に対して抗

FLAG 抗体を用いたものと、野生型の胚に対して抗 Pax6a 抗体を用いたもの（Pax6a/b 両

方が染色される）とで比較すると、ノックインアレルを持つゼブラフィッシュではその一

部が染色されていることから、Pax6a 特異的に免疫染色が行えることがわかった。 
そこで、FLAG タグを利用したクロマチン免疫沈降が特異性高く行えるかを調べた。野

生型およびノックインアレルホモ接合型の受精後 28 時間胚を用いてクロマチンを調製し、

抗 FLAG 抗体と抗 Pax6 抗体、また陰性コントロールとして正常ウサギ IgG を用いてクロ

マチン免疫沈降を行った。免疫沈降により得られた DNA を用いて、Pax6a/b 転写因子が

特異的に結合することが知られている 3 遺伝子のゲノム領域（ポジティブ領域）と、結合

しないネガティブ領域の４つをターゲットにして qPCR を行い、回収された DNA 量を定

量した。野生型胚とノックインアレルホモ接合型胚に対して抗 FLAG 抗体を用いた場合を

比較すると、ノックインアレルホモ接合型胚ではポジティブ領域の回収率がネガティブ領

域より高かったことから、抗 FLAG 抗体を用いることで特異的な免疫沈降が行えていると

考えられる。一方、野生型胚に対して抗 Pax6 抗体あるいは正常ウサギ IgG を用いた場合

を比較すると、抗 Pax6 抗体を用いた場合にポジティブ領域の回収率がネガティブ領域よ

り高くなったが、正常ウサギ IgG においてもこの傾向が見られたため、抗 Pax6 抗体は非

特異的な回収が多いと考えられる。 
また、CRISPR-Cas9 システムによるゲノム編集によって生じた insertion により遺伝子

の機能が失われるノックアウトが引き起こされている可能性のあるアレルに関して、これ

まで生育させていた F2 成魚の遺伝型を調べた。その結果、insertion アレルをホモ接合型
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で持つ魚も生存していることが分かった。そこで insertion アレルを持つ胚に対してホール

マウント免疫染色を行ったところ、Pax6a 特異的な発現が見られる間脳に染色があまり見

られなかったことから、Pax6a タンパク質は発現されていない可能性が⾼いと考えられる。 
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第1章 序論 
 Pax6 は転写因⼦で、眼の発⽣におけるマスター制御遺伝⼦として知られている(Gehring, 
1996)。また、中枢神経系や⿐、膵臓、脳下垂体などの発⽣にも関与している(Walther & 
Gruss, 1991)。ヒトにおいては、PAX6 遺伝⼦の変異は⼩眼球症や無虹彩症などの眼の発
⽣異常を引き起こすことが⽰されている(Brown, 1998)(Tzoulaki et al., 2005)。 
 動物の眼や神経系の発⽣における Pax6 遺伝⼦の役割は、マウスやショウジョウバエで
よく研究されているが、未だ遺伝⼦発現調節のネットワークの全体像における位置づけは
⼗分には分かっていない。特に胚の発⽣過程における他のタンパク質との相互作⽤やゲノ
ムとの相互作⽤については分かっていないことが残っているのが現状である。 
 ゼブラフィッシュを含む硬⾻⿂類は、脊椎動物誕⽣後のさらなる全ゲノム重複の結果、
多くの遺伝⼦で 2 つのオーソログを持つことが知られている。オーソログの最も可能性の
⾼い運命は機能の喪失であるが、サブ機能や新機能が⽣じる可能性もある(Richardson et 
al., 2017)。 
 Pax6 もその 1 つで、ゼブラフィッシュは Pax6 のオーソログとして pax6a と pax6b を持
つ。この 2 つの遺伝⼦から作られるタンパク質のアミノ酸配列は⾮常に類似していること
から、Pax6 タンパク質を検出するために現在利⽤な抗体は Pax6a、Pax6b のどちらも検出
するため研究を困難にしている。この問題を回避する 1 つの⽅法は、ゲノム上の pax6a に
タグ配列をノックインすることで、Pax6a に付加されたタグを利⽤して Pax6a を研究する
ことである。この⽅法により Pax6a の検出やクロマチン免疫沈降などのタンパク質機能の
解析が容易になることが期待できるため、pax6a に対しタグのノックインが当研究室で⾏
われた。 
 これまでに当研究室では、CRISPR-Cas9 システムを⽤いたゲノム編集技術における相同
組換え型修復によって、FLAG の 3 量体を含む複合タグ(His-Bio-His-FLAGx3 [HBH-
FLAGx3])をコードする配列を野⽣型のゼブラフィッシュの pax6a の開始コドンの前にノ
ックイン(図 1)するための操作を⾏い(Ranawakage et al., 2021)、正確なノックインが⽣殖
細胞系列で起こったファウンダーF0 ⿂を得た。正しくノックインができるとスプライシン
グを経て、N 末に複合タグがつく Pax6a をコードする mRNA(図 2)が予想される。さらに、
このファウンダーF0 ⿂と野⽣型の成⿂をかけ合わせ得た F1 ⿂を飼育していた。 
 本研究では、Pax6 タンパク質の機能解析を容易にするために複合タグのノックインアレ
ルをホモ接合型で持つゼブラフィッシュを得た。F0 から F1、F2 世代へとノックインアレ
ルが伝達され、ノックインラインとして確⽴を⾏った。 
 また、ノックインライン作製の過程で得た insertion1 アレルを持つゼブラフィッシュに
ついても insertion により Pax6a のノックアウトが起きている可能性があるため、ノック
アウトラインの確⽴を試みた。 
 そして、複合タグノックインラインとノックアウトラインを利⽤してホールマウント免
疫染⾊を⾏い、Pax6a タンパク質の発現について調べた。また、ノックインラインに関し
てはクロマチン免疫沈降とそれに引き続く定量的 PCR(ChIP-qPCR)を⾏い、FLAG タグ
を利⽤したクロマチン免疫沈降の特異性について調べた。その結果、FLAG 3 量体を含む
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複合タグのノックインアレルを持つゼブラフィッシュを対象に、抗 FLAG 抗体を⽤いるこ
とで Pax6a の発現を調べることが可能だということが分かった。また、insertion1 アレル
を持つゼブラフィッシュでは、Pax6a タンパク質は発現されていない可能性が⾼いという
ことが分かった。 
  

図 1. CRISPR-Cas9 システムによる複合タグのノックイン 
 

図 2. ノックインアレルmRNA 
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第2章 結果 
ノックインラインの確⽴ 
 複合タグ(His-Bio-His-FLAGx3)(Ranawakage et al., 2021)を利⽤して Pax6a タンパク質
の解析を⾏うためには、そのノックイン(KI)アレルをホモ接合型で持つゼブラフィッシュ
が有⽤であるため、F0 から F1、さらに F2世代へとノックインアレルが伝達され、ノック
インラインとして確⽴する必要がある。 
 まず初めに、これまで本研究室で飼育していたノックインアレルヘテロ接合型 F1 同⼠
をかけ合わせ得た F2 胚を成⿂になるまで飼育した。これらの遺伝型を調べるため、尾び
れを切断し、その DNA の抽出を⾏った。ノックインアレルは複合タグ配列分 210 bp の挿
⼊があるため、PCR でその違いが検出できるようにプライマーを設定した。PCR を⾏っ
たあと、アガロースゲル電気泳動によってバンドを検出することで F2 ⿂のアレルの遺伝
型を調べた(図 3)。その結果、遺伝型を調べた 56匹中 9匹、つまり 16.1%がノックインア
レルをホモ接合型で持つことが分かった(図 4, 表 1)。このように、メンデルの分離⽐に近
い割合で⿂が存在することから、ノックインアレルをホモ接合型で持つ⿂は⽣存可能とい
うことが分かった。よって、複合タグのノックインが Pax6a の機能へ与える影響はないと

考えられる。 
 この結果をもとに、ノックインアレルをホモ接合型で持つゼブラフィッシュを選別し、
全てのゼブラフィッシュがノックインアレルをホモ接合型で持つ F3 ⿂を得るため、F2 同
⼠をかけ合わせた⿂を成⿂になるまで飼育している。 

 
 
 
 

図 3. ノックインアレルを持つ F2 ⿂のスクリーニング 
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表 1. ノックインアレルを持つ F2 ゼブラフィッシュの⽣存割合 
メンデルの分離⽐に近い割合で⽣存していることが分かった。 
 
 

図 4. ノックインアレルを持つ F2 ゼブラフィッシュのスクリーニング結果 
ノックインアレルは 869bp、野⽣型アレルは 659bp にバンドが現れるため、バンド上側の
みのサンプルはノックインアレルホモ接合型、バンドが 2 つのサンプルはノックインアレ
ルヘテロ接合型、バンド下側のみのサンプルは野⽣型である。 
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FLAG タグを⽤いたホールマウント免疫染⾊ 
 FLAG タグを⽤いて Pax6a タンパク質を検出できるのか調べるため、ノックインアレル
ヘテロ接合型 F2 同⼠をかけ合わせ得られた F3 胚、および野⽣型同⼠をかけ合わせ得られ
た胚について、受精後 24~25 時間の時点で固定し、ホールマウント免疫染⾊を⾏った。ま
た、ホールマウント免疫染⾊を⾏った胚から DNA の抽出、PCR、アガロースゲル電気泳
動を⾏い、サンプルの遺伝型を調べた。 
 ノックインアレルホモ接合型胚では、Pax6a 特異的な発現が⾒られる後脳のところに明
瞭な染⾊が⾒られた(図 5)。ノックインアレルヘテロ接合型胚では、ノックインアレルホ
モ接合型胚と同じように後脳に染⾊が⾒られ、野⽣型胚では全く染⾊されていないことが
分かった。したがって、FLAG タグを含む複合タグのノックインアレルを持つ⿂に対して
抗 FLAG 抗体を⽤いることで特異的な免疫染⾊が⾏えることが分かった。 
 また、野⽣型胚に対して抗 Pax6 抗体を⽤いた染⾊(図 6)と⽐較すると、野⽣型胚では後
脳や脊髄のところが全体的に染⾊されているのに対し、ノックインアレルホモ接合型胚に
対して抗 FLAG 抗体を⽤いて染⾊したものでは Pax6a 特異的な染⾊がされていた。	

図 5. ノックインアレルを持つゼブラフィッシュ胚に対して抗 FLAG 抗体を⽤いてホール
マウント免疫染⾊を⾏った結果 
ノックインアレルホモ接合型胚とノックインアレルヘテロ接合型胚では眼と Pax6a 特異的
な後脳に染⾊が⾒られる。野⽣型では全く染⾊されていない。 
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図 6. 野⽣型胚に対して抗 Pax6 抗体を⽤いてホールマウント免疫染⾊を⾏った結果 
眼や後脳、脊髄など Pax6a、Pax6b で発現する場所が全体的に染⾊されている。 
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FLAG タグを⽤いたクロマチン免疫沈降 
 FLAG タグを利⽤したクロマチン免疫沈降が特異性⾼く⾏えるかを調べるため、野⽣型
およびノックインアレルホモ接合型の受精後 28 時間胚を⽤いてクロマチンを調製した。
そして、抗 FLAG 抗体と抗 Pax6 抗体、陰性コントロールとして正常ウサギ IgG を⽤いて
クロマチン免疫沈降を⾏い、qPCR で回収された DNA量を定量化した。 
 抗 FLAG 抗体を⽤いて特異性⾼く回収が⾏えるかを調べるために、ノックインアレルホ
モ接合型胚と野⽣型に対して抗 FLAG 抗体を⽤いた免疫沈降をおこなった。同時に、
Pax6a、Pax6b どちらも検出する抗 Pax6 抗体を⽤いた回収を調べるために、野⽣型に対し
て抗 Pax6 抗体と陰性コントロールとして正常ウサギ IgG を使⽤した。 
 免疫沈降により得られた DNA を⽤いて、Pax6 転写因⼦が特異的に結合することが知ら
れている 3 遺伝⼦のゲノム領域(ポジティブ領域)である sox2-N3、prox1a、tcf7l2 (Inoue 
et al., 2007)(Coutinho et al., 2011)と結合しないネガティブ領域である bactin2 の 4 つをタ
ーゲットにして qPCR を⾏い、回収された DNA量を定量した。 
 野⽣型胚とノックインアレルホモ接合型胚に対して抗 FLAG 抗体を⽤いた場合を⽐較す
ると、野⽣型ではネガティブ領域とポジティブ領域で回収率に差がないのに対し、ノック
インアレルホモ接合型胚ではポジティブ領域の回収率がネガティブ領域より⾼かった(図
7A)。 
 ⼀⽅、野⽣型胚に対して抗 Pax6 抗体あるいは正常ウサギ IgG を⽤いた場合を⽐較する
と、抗 Pax6 抗体を⽤いた⽅ではポジティブ領域の回収率がネガティブ領域より⾼く、正
常ウサギ IgG でも同じ傾向が⾒られた(図 7B)。 
 したがって、複合タグのノックインアレルを持つ胚に対して抗 FLAG 抗体を⽤いること
で、特異的な免疫沈降が⾏えるということが分かった。しかし、回収率が⾼いとは⾔えな
いためさらなる改良が必要だと考えられる。また、抗 Pax6 抗体を⽤いた免疫沈降は⾮特
異的な回収が多く、実際に特異的に回収できている割合は少ないと考えられる。よって、
抗 FLAG 抗体を⽤いた免疫沈降は⾮特異的な回収が少ないのが利点の⼀つである。 
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図 7.  ChIP-qPCR の結果 
⻘⾊のグラフバーがネガティブ領域の回収率、オレンジ⾊のグラフバーがポジティブ領域
の回収率を⽰している。 
A. ノックインアレルホモ接合型胚と野⽣型胚に対して抗 FLAG 抗体を使⽤ 
野⽣型胚ではネガティブ領域とポジティブ領域で回収率に差がない。ノックインアレルホ
モ接合型胚ではネガティブ領域に対しポジティブ領域の回収率が⾼くなっている。 
B. 野⽣型胚に対して抗 Pax6 抗体、正常ウサギ IgG を使⽤ 
抗 Pax6 抗体を使⽤した場合ではネガティブ領域に対しポジティブ領域の回収率が⾼くな
っている。また、正常ウサギ IgG でも同じ傾向が⾒られた。 
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ノックアウトラインの確⽴ 
 これまでの研究で Pax6a の機能が失われるノックアウト(KO)が起きている可能性のあ
る insertion1(In1)アレル(図 8)を持つ F1 ゼブラフィッシュを得て、F2 ⿂として飼育して
いた。そこで、F2 ⿂の遺伝型を調べるために尾びれを切断し、DNA の抽出を⾏った。
insertion1 アレルは 23 bp の挿⼊があるため、PCR でその違いが検出できるようにプライ
マーを設定した。PCR を⾏ったあと、アガロースゲル電気泳動によってバンドを検出する
ことで F2 ⿂の遺伝型を調べた(図 9, 図 10)。その結果、遺伝型を調べた 24 匹中 8 匹、つ
まり 33.3%がノックアウトアレルをホモ接合型で持つことが分かった(表 2)。したがって、
insertion1 アレルをホモ接合型で持つ⿂は⽣存可能ということが分かった。insertion1 アレ
ルホモ接合型胚も外⾒上の異常なく正常に発⽣する理由の 1 つとして、pax6a がノックア
ウトされることにより、pax6b による補償的な発現が起きている可能性がある。 
 この結果をもとに、ノックアウトアレルをホモ接合型で持つ F2 ⿂とノックアウトアレ
ルをヘテロ接合型で持つ F2 ⿂をかけ合わせた F3 ⿂を成⿂になるまで飼育している。かけ
合わせを⾏う時点でノックアウトアレルをホモ接合型で持つ F2 ⿂がオスのみだったため、
メスはノックアウトアレルをヘテロ接合型で持つ F2 ⿂を使⽤した。遺伝型を調べ、その
後交配に⽤いた成⿂には、ノックアウトアレルをホモ接合型で持つメスはいなかったが、
遺伝型を調べていない成⿂を含む全体の中でホモ接合型メス⿂がいたかどうかは定かでは
ない。 

 
	

図 8. 野⽣型アレルと insertion1 アレルの配列 
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図 10. ノックインアレルを持つ F2 ゼブラフィッシュのスクリーニング結果 
insertion1 アレルは 223bp、野⽣型アレルは 200bp にバンドが現れるため、⽮印で⽰した
バンドが上側のみに出ているサンプルは insertion1 アレルホモ接合型、⽮印で⽰したバン
ドが 2 つ出ているサンプルは insertion1 アレルヘテロ接合型、⽮印で⽰したバンドが下側
のみに出ているサンプルは野⽣型である。 
 

表 2. ノックアウトアレルを持つ F2 ゼブラフィッシュの⽣存割合 

図 9. ノックアウトアレルを持つ F2 ⿂のスクリーニング 
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抗 Pax6 抗体を⽤いたホールマウント免疫染⾊ 
 insertion1 アレルを持つゼブラフィッシュに Pax6a のノックアウトが起きているかを調
べるために、抗 Pax6 抗体を⽤いたホールマウント免疫染⾊を⾏った。insertion1 アレルヘ
テロ接合型 F2 同⼠をかけ合わせ得られた受精後 24~25 時間の F3 胚、および同じ発⽣ス
テージの野⽣型胚を固定し、ホールマウント免疫染⾊を⾏った。また、ホールマウント免
疫染⾊を⾏った胚から DNA の抽出、PCR、アガロースゲル電気泳動を⾏い、サンプルの
遺伝型を調べた。 
 野⽣型、insertion1 アレルヘテロ接合型胚では Pax6a 特異的な染⾊が⾒られる間脳が染
⾊されているが insertion1 アレルホモ接合型胚では染⾊があまりされていないように⾒え
る。したがって、insertion1 アレルからは Pax6a タンパク質は発現されていない可能性が
⾼いと考えられる。しかし、同じく Pax6a 特異的な染⾊が⾒られる後脳は遺伝型に関わら
ず染⾊のシグナルが下がっていないように⾒える。そのため、ノックアウトができていて
も Pax6b による補償的な発現によってシグナルがあまり下がっていない可能性があると考
えられる。	

	 	

図 11. ノックアウトアレルを持つゼブラフィッシュ胚に対して抗 Pax6 抗体を⽤いてホー
ルマウント免疫染⾊を⾏った結果 
⽩⾊の⽮印は間脳を、⻘⾊の⽮印は後脳を⽰している。 
insertion1 アレルホモ接合型では他の遺伝型と異なり間脳の染⾊があまりされていないよ
うに⾒えるが、後脳はいずれの遺伝型でも染⾊が⾒られる。 
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第3章 考察	
HBH(His-Bio-His)-FLAGx3複合タグ配列(ノックインアレル)を持つゼブラフィッシュ 
 ノックインアレルをヘテロ接合型で持つ F1 ⿂同⼠の交配で得られた F2世代のスクリー
ニング結果から、メンデルの分離⽐に近い割合で各遺伝型の⿂が存在することから、ノッ
クインアレルをホモ接合型で持つ⿂は⽣存可能ということが分かった。したがって、複合

タグのノックインが Pax6a の機能へ与える影響はないと考えられる。また、ホールマウン
ト免疫染⾊では、ノックインアレルを持つ⿂に対して抗 FLAG 抗体を⽤いることで Pax6a
が特異的に発現する後脳(Thisse et al., 2001)が染⾊されていた。このことから、FLAG タ
グを含む複合タグのノックインアレルを持つ⿂に対して抗 FLAG 抗体を⽤いることで、特
異的な免疫染⾊が⾏えることが分かった。さらに、ノックインアレルホモ接合型胚と野⽣
型胚から調製したクロマチンに対して抗 FLAG 抗体を⽤いた免疫沈降では、野⽣型胚では
ネガティブ領域とポジティブ領域で回収率に差がないのに対し、ノックインアレルホモ接
合型胚ではポジティブ領域の回収率がネガティブ領域より⾼かった。よって、複合タグの
ノックインアレルを持つ⿂に対して抗 FLAG 抗体を⽤いることで特異的な免疫沈降が⾏え
ると考えられる。しかし、ポジティブ領域の回収率が⾼いとは⾔えないためさらなる改良
が必要だと考えられる。⼀⽅、野⽣型胚に対して抗 Pax6 抗体あるいは正常ウサギ IgG を
⽤いた場合を⽐較した際に、両者で同じような傾向が⾒られたため、抗 Pax6 抗体を⽤い
た免疫沈降は⾮特異的な回収が多く、実際に特異的に回収できている割合は少ないと考え
られる。その点を踏まえると抗 FLAG 抗体を⽤いた免疫沈降は⾮特異的な回収が少ないの
が利点の⼀つである。 
 以上のように、HBH(His-Bio-His)-FLAGx3 複合タグ配列(ノックインアレル)を持つゼ
ブラフィッシュを⽤いることで、特異的な抗体の作製が難しいタンパク質の解析が容易に
なることが分かった。引き続きこのノックインアレルを持つゼブラフィッシュを⽤いて、
解析を⾏うことで Pax6a の理解を深めることができると期待される。また、同様に Pax6b
に別の複合タグ配列を付加し、Pax6b について調べることも可能であると考えられる。 
 
insertion1配列(ノックアウトアレル)を持つゼブラフィッシュ 
 ノックアウトアレルを持つ F2世代のスクリーニング結果から、insertion1 アレルをホモ
接合型で持つ⿂は⽣存可能ということが分かった。また、ホールマウント免疫染⾊では
Pax6a 特異的に発現する間脳(Thisse et al., 2001)が野⽣型胚と insertion1 アレルヘテロ接
合型胚では染⾊されているのに対し、insertion1 アレルのホモ接合型胚ではあまり染⾊さ
れていないように⾒える。よって、insertion1 アレルからは正常な Pax6a タンパク質は発
現されていない可能性が⾼いと考えられる。しかし、間脳の他に Pax6a 特異的に発現する
後脳では染⾊のシグナルがあまり下がっていないため、ノックアウトができていても
Pax6b による補償的な発現によってシグナルがあまり下がっていない可能性があると考え
られる。したがって、そのような理由で insertion1 アレルホモ接合型胚も問題なく正常に
発⽣するのではないかと考えられる。この結果と⼀致して、pax6a に⼤きな⽋失を導⼊し
たアレルを利⽤した先⾏研究においても、胚性突然変異体(zygotic mutant)では変異の影響
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が現れず、⺟性胚性変異体 (maternal-zygotic mutant)でのみ眼に表現型が現れることが報
告されている(Takamiya et al., 2020)。そのため、今後ノックアウトアレルをホモ接合型で
持つゼブラフィッシュを⽤いて、ホールマウント免疫染⾊やウェスタンブロッティングを
⾏うことでノックアウトアレルにさらについて調べる必要がある。 
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第4章 材料と⽅法	
ノックインアレルを持つ F2 ゼブラフィッシュのスクリーニング 
 これまでの研究で、CRISPR-Cas9 システムの相同組換え型修復によって His-Bio-His-
FLAGx3 の複合タグ配列をゼブラフィッシュの pax6a 遺伝⼦の開始コドンの前にノックイ
ンを⾏い、正確にノックインされたアレルを持つファウンダーF0 ⿂が得られ、F1 成⿂、
F2 胚へとアレルの伝達が⾏われることが分かっていた。そこで、F2 成⿂の遺伝型を調べ
るために、尾びれを切断し (fin-clip)、この組織から DNA を抽出した。PCR はノックイン
アレルと野⽣型アレルを判別するために、上流ではプライマーpax6a_start_seq_F2、下流
ではプライマーpax6a_start_seq_R2 を⽤いた。 
 PCR は 
  94℃ 30秒 
  94℃ 15秒 変性 
  60℃ 30秒 アニーリング.                  30サイクル 
  68℃ 45秒 伸⻑ (1 分/kb) 
  68℃ 5 分 
  16℃ 保持 
 の条件で⾏った。 
 この PCR産物を電気泳動することにより、F2 ⿂が持つアレルを決定した。 

 
fin-clip 
 ⿇酔⽤の容器に 1L システムの⽔を⼊れ、500μl の 10% clove oil を加え⿇酔溶液を作る。
⿂を 1 匹ずつ⿇酔溶液に⼊れ、⿇酔を効かせる。⿇酔が効いた頃にゼブラフィッシュの尾
びれをハサミで切断し、チューブに⼊れた。尾びれ⼊りのチューブに DNA 抽出 buffer 
(200 mM NaCl、10 mM Tris-HCl(pH 8)、10mM EDTA、1% Triton X-100、200 μg/ml 
Proteinase K)を 100μl ずつ加えた。その後ボルテックスにかけ 55℃インキュベーターへ

表 3. 尾びれから抽出した DNA の遺伝型を固定するための PCR の反応液の組成 
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⼊れ、尾びれが溶けるまで 10 分おきにボルテックスにかけた。3時間ほど待ち、完全に尾
びれが溶けていることを確認した。その後、Proteinase K を失活させるため 90℃ 10 分で
熱処理した。 
 
ノックアウトアレルを持つ F2 ゼブラフィッシュのスクリーニング 
 Pax6a の機能が失われるノックアウト(KO)が起きている可能性のある insertion1(In1)ア
レルを持つ F1 ゼブラフィッシュを得て、F2 ⿂として飼育していた。そこで、F2 ⿂の遺伝
型を調べるために尾びれを切断(fin-clip)し、DNA を抽出した。PCR は insertion1 アレル
と野⽣型アレルを判別するために、上流ではプライマーpax6a_start_HMA_F、下流ではプ
ライマーpax6a_start_HMA_R を⽤いた。PCR の条件と反応液の組成はノックインアレル
を持つ F2 ゼブラフィッシュのスクリーニングと同じである。この PCR 産物を電気泳動す
ることにより、F2 ⿂が持つアレルを決定した。 
 
ホールマウント免疫染⾊ 
 受精後 24~25 時間胚を⽤いた。35 mm 培養⽫に胚を移し、⽔気をできるだけ取り除い
た。2 mg/ml Pronase /embryo mediumを 2.5 ml加え、10 分程静置した。殻が壊れ始めた
ら、embryo mediumを 1 ml 加え、ポリピペットで軽くピペッティングして殻を外した。
そして、embryo mediumを 6 ml⼊れておいた 60 mm 培養⽫に⽔気を持ち込まないように
胚を移した。embryo mediumで 2回液を替え洗浄し、シリコンコーティングチューブに胚
を移した。⽔分をできるだけ取り除き、4 % PFA(パラホルムアルデヒド)/PBS固定液を 2 
ml加え、4℃下で 4時間、ローテーターで回転させた。 
 その後、PBST で 5 分の洗浄を 3 回⾏い、25% MeOH/PBS、50% MeOH/PBS、75% 
MeOH/PBS、100% MeOH の順に 5 分ずつ振とうした後、新しい 100% MeOH に⼊れ替
えて冷凍庫に保存した。次に、100% MeOH、75% MeOH/PBS、50% MeOH/PBS、25% 
MeOH/PBS、PBSTx3 の順で 5 分振とうした後、液を取り除いた。150 mM Tris-HCl 
(pH9.0)を⼊れ、70℃ 15 分でインキュベートした後、液を取り除き、次に 150 mM Tris-
HCl (pH9.0)を⼊れ、室温で 5 分振とう後、液を取り除いた。PBST で 5 分の振とうで 2
回洗浄し、よく冷やした純⽔で 5 分の氷上インキュベートを液替えし 2 回⾏った。-20℃
で冷やしておいたアセトンを⼊れ、-20℃で 20 分のインキュベートした後、液を取り除い
た。その後、再びよく冷やした純⽔で 5 分の氷上インキュベートを液替えし 2 回⾏った。
PBST で 5 分の振とうで 2回洗浄し、10 % Normal Goat Serum/PBT で胚を浸し、4℃で
緩やかに 3時間振とうした。胚をチューブから 24	ウェルプレートに移した。 
 ノックインアレルを持つ胚のサンプルには抗 FLAG 抗体（018-22381、Wako）を 2.5 μ
g/ml, 5 μg/ml, 10 μg/ml の濃度で含む⼀次抗体希釈液を、野⽣型とノックアウトアレル
を持つ胚のサンプルには抗 Pax6 抗体（901301、Biolegend）を 2.5 μg/ml の濃度で含む
⼀次抗体希釈液を使⽤した。4℃で緩やかに振とうしながら⼆晩反応させた。PBT で 1 時
間の振とうによる洗浄を 5 回⾏った。抗 FLAG 抗体を反応させた胚のサンプルには anti-
mouse IgG Alexa488 を 4 μg/ml の濃度で含む⼆次抗体希釈液を、抗 Pax6 抗体を反応させ
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た胚のサンプルには anti-rabbit IgG Alexa488 を 4 μg/ml の濃度で含む⼆次抗体希釈液を
使⽤した。アルミホイルで遮光し、4℃で緩やかに振とうしながら⼀晩反応させた。PBT
で 10 分の振とうによる洗浄を 5 回⾏った。蛍光顕微鏡で確認し、バックグラウンドが⾼
い場合には PBT による洗浄を追加で⾏った。4% PFA/PBS を⼊れ 20 分の振とうを⾏い、
PBT で 5 分の振とうを 3回⾏った。PBST を⼊れ、遮光して 4℃で保管した。 
 蛍光観察のために 25% Glycerol/PBS、50% Glycerol/PBS、75% Glycerol/PBS の順に
20 分ずつ振とうした。アガロースコートをした 35 mm 培養⽫上で胚を固定して蛍光顕微
鏡による撮影を⾏った。 
 
ホールマウント免疫染⾊の胚の遺伝型を同定する PCR 
 DNA extraction buffer に 20 mg/ml Proteinase Kを 0.2 mg/ml の濃度になるように加え、
DNA 抽出に⽤いた。ホールマウント免疫染⾊のサンプルの胚 1 つをチューブに⼊れたと
ころに、DNA extraction buffer を 20μl加えた後、55℃で 3時間インキュベートを⾏った。
その後、90℃で 12 分のインキュベートを⾏い、Proteinase K を失活させ、テンプレート
として使⽤した。プライマーはノックインアレルを持つサンプルは pax6a_start_seq_F2、
pax6a_start_seq_R2 を 、 insertion ア レ ル を 持 つサン プ ル は pax6a_start_HMA_F 、
pax6a_start_HMA_R を⽤いた。PCR の反応液の組成は、表 4 に⽰した。 
 PCR は 
  98℃ 10秒 
  60℃ 5秒                         30サイクル 
  68℃ 5秒 
  68℃ 30秒 
  4℃ 保持 
 の条件で⾏った。	

	
クロマチン免疫沈降 
 ノックインアレルをホモ接合型で持つゼブラフィッシュ同⼠をかけ合わせ得た胚と野⽣
型同⼠をかけ合わせ得た胚を受精後 28 時間まで培養した。embryo medium に 20 mg/ml 
Pronase を 2 mg/ml の濃度になるように加え、殻を取るために⽤いた。60 mm 培養⽫に胚

表 4. ホールマウント免疫染⾊胚から抽出した DNA の遺伝型を固定するための PCR
反応液の組成 
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を移し、飼育⽔をできるだけ取り除き、2 mg/ml Pronase in embryo mediumを⼊れた。軽
く揺らし、殻にヒビが⼊るまで 10 分程静置した。embryo mediumをさらに 5 ml加え、⽔
流を作り殻を壊した。embryo mediumが 10 ml⼊った 60 mm 培養⽫を⽤意しておき、そ
こに胚を移した。壊れた殻を取り除きながら embryo medium の液替えを 2 回程⾏った。
胚を 2 ml シリコンコーティングチューブに移し、⽔分を取り除き、1% Formaldehyde 
Solution in Embryo Mediumを固定液として 1 ml加えた。15 分間ローテーターで回転さ
せた。2.5 M Glycine を 50μl加え、5 分ローテーターで回転させた。チューブ内の液体を
取り除き、冷やした PBS を 1 ml⼊れて 3回洗浄を⾏った。PBS をできる限り取り除き、-
80℃の冷凍庫で保管した。今回は、マウス由来のモノクローナル抗体である抗 FLAG 抗体
(IE6, Wako)の捕捉には抗mouse IgG、ウサギ由来のポリクローナル抗体である抗 Pax6 抗
体(Biolegend)の捕捉には抗 rabbit IgG のビーズを使⽤した。チューブにビーズを 15μl⼊
れ、磁⽯を利⽤して上澄み液を取り除いた。0.5% BSA/PBS を 60μl 加えた。ビーズを含
むこの溶液に抗 FLAG 抗体、抗 Pax6 抗体、normal rabbit IgG を加えて、4℃のコールド
ルームでローテーターを利⽤し回転させた。固定した胚が⼊っているチューブに Cell 
Lysis Buffer を 0.2 ml/100 embryo加え、ピペッティングし胚の形を崩した。終了後、氷上
で 15 分置いた。胚と溶液をチューブにピペットマンで移し、冷やしておいた遠⼼機で
3500 rpm、4℃、5 分の遠⼼を⾏った。上澄み液を取り除いた。ペレットができているチ
ューブに Nuclei Lysis Buffer(0.25% SDS)を 130μl⼊れ、ピペッティングし氷上で 10 分
置いた。次に DNA Shearing システムM220(Covaris)を⽤いて 7℃で 5 分間超⾳波処理を
⾏った。終了後、Nuclei Lysis Buffer(0.25% SDS)の 1.5倍量の ChIP Dilution Buffer for 
0.25% SDS Nuclei Lysis Buffer を加えた。13500 rpm、4℃、10 分で遠⼼し、チューブに
上澄み液を移し、氷上に置いた。4℃で回転させていたビーズ⼊りのチューブ中の溶液を
0.5% BSA/PBS で 2回液替えを磁⽯を⽤いながら⾏った。液を取り除き、0.5% BSA/PBS
を 10μl 加えた。ピペッティングし、それぞれの胚のサンプルにビーズ⼊りの溶液を全て
加えた。4℃でローテーターで回転させた。抗体-ビーズ複合体を含んだ溶液を上澄みを取
り除いた。この上澄み液を新しいチューブに移し、氷上に置いた。上澄みを取り除いた後
の磁気ビーズを氷で冷やした RIPA buffer/Triton で 4回洗浄後、TBS を加え新しいチュー
ブに移し、TBS を取り除き、さらに上澄みを取り除いた。このチューブには ChIP elution 
buffer を 200μl、5M NaCl を 8.4μl⼊れた。先程新しいチューブに移した上澄み液はその
内 15μl を input control とし、ChIP elution buffer を 185μl、5M NaCl を 8.4μl加えた。
どちらも 65℃で 6 時間脱架橋処理をした。溶出した DNA と input control を RNaseA で
処理、proteinase K で処理を⾏ったあと、DNA を精製した。精製には、ChIP DNA 
Binding Buffer (Zymo Research)、とMonarch PCR DNA Cleanup Kit(NEW ENGLAND 
Biolabs) のカラム、チューブ、Wash Buffer を組み合わせて使⽤した。DNA の溶出は、最
終濃度が 1 embryo 相当量/μl になるように⾏った。 
 
ChIP-qPCR 
 クロマチン免疫沈降によって回収し精製した DNA は、ポジティブ領域、ネガティブ領
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域の両⽅で 1 embryo 相当量を⽤いた。また、定量のための% input の検量線には input 
control から精製した DNA を使⽤し、2~0.0002%までの 5 段階の 10 倍希釈を⽤いた。各
ウェルに対してプライマーをフォワードとリバースがそれぞれ 200 nM になるように加え、
qPCRミックスには、HOT FIRE pol Solis Green qPCR Mix(Solis BioDyne)を使⽤した。
qPCR 反応には LightCycler96(Roche)を⽤いて⾏い、サイクル数は 40 で、各サイクルは
初期変性が 95℃で 10 分、変性が 95℃で 10 秒、アニーリングが 62℃で 20 秒、伸⻑反応
が 72℃で 20秒である。 
 それぞれの相対的 DNA 回収量(相対値の)計算は表 5 の回収率の絶対値を⽤いて⾏った。
ネガティブ領域(bactin2)の回収率を 1 として相対値を求め、それを元に回収率の⽐較を⾏
った。 

表 5. ChIP-qPCR の回収率 
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本研究で⽤いたプライマー 

 
 
 
 
  

表 6. プライマーリスト 
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