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要旨 

 

 

胚の発生の進行には、転写因子と呼ばれる遺伝子の発現を厳密に制御する一群のタンパク質が

深く関与している。しかし、未だに機能が解明されていない転写因子は多くあり研究が進められてい

る。本研究では、Sox転写因子ファミリーのグループＣのメンバーである Sox11 に注目し、ゼブラフィ

ッシュの発生においてどのような役割を持つかを解明することを目標とした。ゼブラフィッシュでは、

ゲノム重複のため Sox11のオーソログとして sox11a と sox11bがある。本研究ではゲノム上の sox11a

に対してタグをノックインし、そのタグを用いて Sox11a タンパク質の解析を行えるようにすることを計

画した。この方法を用いることで、Sox11 抗体では Sox11a と Sox11b の両方を検出してしまうという

問題を回避し、Sox11a と Sox11bを区別して検出することができる。 

タグ配列のゲノム上の sox11a へのノックインでは CRISPR-Cas9 システムを使用し、HBH(His-

Bio-His)-FLAGx3 複合タグが Sox11a の N 末端に挿入されるようにした。F0 成魚をスクリーニング

することで、生殖細胞にノックインアレルを持つファウンダー魚を得た。ファウンダー魚と野生型魚を

交配し、F1 世代の成魚を得た。これらの遺伝型を尾ビレから調製した DNA を用いた PCR によって

調べ、ノックインアレルをヘテロ接合型で持つ魚を得た。次に、ノックインアレルをホモ接合型にもつ

F2魚を得ることを計画した。成魚に育てる前に、胚の段階で遺伝型がわかれば、魚の飼育負担がか

なり軽減される。そこで、まず胚の遺伝型をなるべく簡便に行える方法を確立することにした。 

先行研究で、プロテアーゼを用いて胚の表面から細胞を剥離させることでゲノム DNA を得る方法

が報告されていたので、この方法をさらに至適化することにした。この際、プロテアーゼはプロテイナ

ーゼ K、アクチナーゼ E、コラゲナーゼ、トリプシン、パパインの 5 種類を用い、プロテアーゼの種類

と濃度が胚の生育と DNAの回収量に与える影響を調べた。胚は受精後 3日目の孵化してすぐの胚

を用いた。プロテイナーゼ Kあるいはトリプシンを用いた場合に、DNAがより多く回収されることを示

す結果が得られた。トリプシン処理の方法を用いることで、ノックインアレルをヘテロ接合型で持つ F1

魚同士の交配により得られた F2 胚を調べ、ホモ接合型胚を選別することが出来た。これらの多くは

成魚まで育ったことから、プロテアーゼ処理がその後の魚の成長に与える影響はほとんどないと考え

られる。 

次に複合タグがノックインされた Sox11aタンパク質が正常に発現されているか、また複合タグに対

する抗体を利用した Sox11a の検出が可能であるかを調べるためにホールマウント免疫染色とウェス

タンブロッティングを行った。この際、ノックインした複合タグに含まれる FLAG タグに対する抗体と

Sox11a と Sox11b両方を検出する抗 Sox11抗体を用いた。抗 FLAG抗体と抗 Sox11抗体を用いた

ホールマウント免疫染色では、両者で中枢神経系に強いシグナルが見られた。抗 FLAG抗体のもの
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では、松果体で強いシグナルが見られた一方、中脳ではシグナルが弱くなっていた。また抗 Sox11

抗体では、中脳で強いシグナルが見られた。これらの違いは in situ ハイブリダイゼーションの結果と

合致していたことから、抗 FLAG抗体で Sox11aを特異的に検出できることがわかった。ウェスタンブ

ロッティングでは野生型胚に対して抗 Sox 抗体を用いたものでは非特異的なバンドを含め多くのバ

ンドが見られた。また、ノックイン胚に対して FLAG 抗体を用いたものでは一本のバンドが見られた。

そのバンドと重なる位置にノックインラインに対して抗 Sox 抗体を用いたものでもバンドが見られたこ

とから、タグが付加された Sox11a タンパク質を検出できることが確認された。  
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第１章 序論 

 

 

生命科学の研究において、特定のタンパク質の機能を調べる際に、目的のタンパク質に対して高

い特異性と親和性をもつ優れた抗体を利用することで、タンパク質の局在や発現量の解析は容易と

なる。しかし、目的のタンパク質に対して高い特異性と親和性を持つ抗体を作成することは非常に難

しい。そのため優れた抗体を準備できない場合に目的のタンパク質に対してエピトープタグを付加

する手法を用いることで、エピトープタグ抗体を利用した目的のタンパク質の検出、解析が可能にな

る(Brizzard, 2008)。 

胚の発生の進行には、転写因子と呼ばれる遺伝子の発現を厳密に制御する一群のタンパク質が

深く関与している。しかし、未だに機能が解明されていない転写因子は多くあり研究が進められてい

る。そのような研究では、転写因子とゲノム DNA の相互作用を調べる方法であるクロマチン免疫沈

降法がよく用いられる(Spencer et al., 2003)。クロマチン免疫沈降法においてもエピトープタグを目

的タンパク質に付加させることで解析が可能となる(Savic et al., 2015)。本研究ではその前段階とし

て Sox転写因子ファミリーのグループＣのメンバーである Sox11 をモデルとしノックインラインの確立

を行なった。ゼブラフィッシュにおいては、Sox11 オーソログとして sox11a と sox11b がある。そこで

sox11a に対して複合タグのノックインラインの確立を行うことで sox11b と区別して検出が可能になる

ことに加え、親和性が高く、特異的な抗体を使用できる。この研究では、エピトープタグの FLAGタグ

(Hopp et al., 1988)の三量体を使用した。複合タグのノックインには CRISPR-Cas9 システムを利用

し、ドナーには長鎖一本鎖 DNAを用いてノックインの操作を行なった。これにより正確なノックインア

レルを次世代に伝達可能な F0 魚を得た。その魚を用いてノックインラインの確立を行なった。ノック

インの確立では目的のノックインアレルを持つ F1成魚をスクリーニングによって選び出した。F1成魚

の交配によって F2魚のノックインアレルをホモ接合型で持つ魚を得た。その魚同士の交配で得られ

た胚を用いて Sox11aタンパク質をエピトープタグ抗体により検出が可能であるかをホールマウント免

疫染色法と蛍光ウェスタンブロティング法を用いて調べた。それにより、タグの抗体によってノックイン

の起こった Sox11a を特異的に検出できることを示す結果が得られた。このノックインラインの利用に

よって Sox11aのターゲットとする遺伝子についても今後調べられることが期待される。 

また、ノックインラインの確立の過程で複数回のスクリーニングが必要であり、一般的な尾ビレから

DNAを得る方法では魚が成魚になるまで育てる必要がある。その問題を解決する方法として初期の

胚から DNAを得る方法が開発されている。その方法として粗面ガラスを用いたジェノタイピング専用

の機器を用いたもの(Lambert et al., 2018)やプロテアーゼ酵素を用いて胚表面の細胞を剥離させ、

得られた細胞から DNAを得る方法(Zhang et al., 2019)などがある。そこで本研究ではプロテアーゼ
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酵素を用いたものの最適化を行なった。魚への影響が少ないと考えられる反応温度においてプロテ

アーゼの種類や濃度、また Medium の種類などを検討した。DNA 回収量の最適化は、hesx1 を対

象とした qPCR によって得られたゲノム DNA コピー数を指標とした。その結果、特定の条件におい

て PCR と電気泳動によって遺伝型の判別が可能であることがわかった。これにより、ゼブラフィッシュ

においてジェノタイピングにかかる時間やコストを抑えることが可能になると期待される。 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

A B 

図 1. CRISPR-Cas9システムを用いた複合タグのノックイン操作 

A,ノックインの概要図、B,ノックインの操作図 
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第２章 結果と考察 

 

 

sox11aの複合タグノックインラインの作成 

ノックイン操作を行なった F0 世代の成魚と野生型の成魚とで交配を行い、生殖系列細胞に正しい

ノックインアレルを多く持つものを選び出した。その F0 成魚と野生型の成魚を交配させ、得られた胚

を飼育し F1世代の成魚を得た。その F1成魚の尾ビレを切断し、その尾ビレからゲノム DNAを抽出

しノックインアレルをヘテロ接合型で持つものを選び出した。 

 

 

 

 

 

 

 

ノックインアレルをヘテロ接合型で持つ F1 成魚同士の交配を行なった。得られた胚から初期の段

階でジェノタイピングする方法を最適化し利用した。方法は後に記述する。 

ホモ接合型でノックインアレルを持つものを選び出した。ホモ接合型でノックインアレルを持つ成魚

を維持することで、永続的に効率よくタグが付加された Sox11aを調べることができると考えられる。 

 
 

ノックインラインを用いたタグ付き Sox11a の抗体による検出 

⽣育

ノックインアレル ヘテロ接合体 F1 fish

F2 fish
x

A 

B 

図 2. 尾ビレを用いたジェノタイピングによるノックインアレルをヘテロ接合型でもつ F1成魚の選別 

A,尾ビレを用いたジェノタイピングの手順、B,PCR 産物のアガロース電気泳動 

図 3. ノックインラインの確立 

KI
wt or Indel

F1 Fish

尾ビレを採取 DNAの抽出

PCR

X 5’ UTR sox11a

5’ UTR sox11a

体細胞の遺伝型
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ホモ接合型でノックインアレル持つことを確認した F2 成魚同士を掛け合わせて得られ

た F3 および野生型の 24 hpf 胚を用いた。ホールマウント免疫染色法でタグ抗体(FLAG

抗体)によって Sox11a 特異的なところで染色が見られるかを調べた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ホールマウント免疫染色法の結果より、野生型胚に対して Sox11 抗体を用いた検出と

ノックインアレルをホモ接合型で持つ胚に対して FLAG 抗体を用いた検出を比較した。

Sox11 は中枢神経系で発現が高いことが分かっており、それに合致して中枢神経系で

高い染色が見られた。 

 また、頭部で Sox11bが高い発現を示す中脳においては、野生型胚に Sox11抗体を用いたもので

A 

B 

b 

b 

a 

a 

図 4. ホールマウント免疫染色法による比較 

A, 野生型胚において Sox11抗体を用いた検出を行なったもの 

B,ホモ接合型胚でノックインアレルにおいて FLAG抗体を用いた検出を行なったもの 

a,中脳：Sox11bが発現することがわかっており、Aで高い染色が見られた。 

b,松果体：Sox11a 特異的な発現部位であり、Bで特に顕著な染色が見られた。 

また A,B 共に中枢神経系で高い染色が見られた。 
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高い染色が見られたのに対して、ノックインアレルをホモ接合型で持つ胚に FLAG 抗体を用いたも

のでは低い染色しか見られなかった。Sox11a を特異的に発現する松果体においては、ノックインア

レルをホモ接合型で持つ胚に FLAG 抗体を用いたもので顕著な染色が見られた。野生型胚に

Sox11 抗体を用いたものの画像では綺麗な染色は見られないが、撮影角度によるものであると考え

られる。これによってノックインアレルをホモ接合型で持つ胚に FLAG抗体を用いたものでは Sox11a

が特異的に検出されていると考えられる。 

 

 ホールマウント免疫染色法と同様にホモ接合型でノックインアレル持つことを確認した

F2 成魚同士を掛け合わせ得られた F3 胚と野生型の胚を用いて、蛍光ウェスタンブロッ

ティング法で比較を行った。胚の発生段階は 10 hpf のものを用いた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sox11抗体を用いたものでは非特異的な複数のバンドが見られた。FLAG抗体を用いたものではノ

ックインアレルをホモ接合型で持つ胚で一本のバンドが見られた。またそのバンドと重なるところに

Sox11 抗体で検出されるバンドが見られたため、タグが付加された Sox11a タンパク質を検出してい

ると考えられる。 

  

Sox11/FLAGSox11 FLAG

45 -

35 -

wt wt wtKI KI KIkDa

FLAG-Sox11a

α-Tubulin
wt KI

A B C 

D 

図 5. ウェスタンブロッティング法による比較 

A,Sox11抗体を用いたもの、B,FLAG抗体を用いたもの、C,Merge（Sox11抗体＋FLAG抗体） 

C,リファレンスとしてα-Tubulin抗体を用いたもの 

wt:野生型、KI:ノックインアレルをホモ接合型で持つもの 
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生きたゼブラフィッシュ胚のジェノタイピング法の確立 

胚を用いて生きたままで DNA を回収する方法として、プロテアーゼ処理を用いて胚表面の細胞を

剥離させ、その細胞から DNAを回収する方法があるが、この改良行った。 

改良方法を確立する際は、プロテアーゼ処理はゼブラフィッシュの飼育温度と同じ 28 ℃で反応を行

なった。また、その条件で最適なプロテアーゼを見いだすため、プロテイナーゼ K, アクチナーゼ E, 

コラゲナーゼ, トリプシン, パパインの 5種で比較検討を行った。また、メディウムの種類においてもど

のようなものが良いのかの検討を行った。 

まずは、先行研究(Zhang et al., 2019)で使用されていたメディウムとプロテイナーゼ K, トリプシンで

比較を行った。比較の指標として hesx1 の qPCR を行い、得られたゲノム DNA コピー数を計測し

た。 

 

 

 

  

3⽇胚

胚を1つずつ処理

Protease 
・Proteinase K  0.1 mg/ml
・Trypsin  2.5 mg/ml

反応条件 ・1 hour

DNA収量の定量

プロテアーゼによる細胞の剥離

qPCR(hesx1)

Medium
・E3 embryo medium
・E2 embryo medium
・E2 embryo medium (-Ca,-Mg)
・30 mM Tris HCl pH: 8.0

・28 ℃

図 6. 参考論文のメディウムにおける比較の方法 
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プロテイナーゼ Kでは E2 embryo mediumからカルシウム、マグネシウムを除いたものと Tris HCl 

pH,8.0で多くのゲノム DNAが得られ、トリプシンでは E2 embryo mediumからカルシウム、マグネシ

ウムを除いたもので多くのゲノム DNA が得られた。プロテアーゼの種類検討では多くのプロテアー

ゼが働くことのできるメディウムが良いため E2 embryo mediumからカルシウム、マグネシウムを除い

たものを用いることとした。 

 そのため E2 embryo mediumからカルシウム、マグネシウムを除いたものにおいて 5種類のプロテ

アーゼで検討を行った。  

1 
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図 7. 参考論文のメディウムにおける比較の結果 

A,hesx1を基準に用いて 1 反応で得られるゲノム DNA コピー数で比較したもの 

B,胚への影響を示したもの 
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プロテアーゼの種類と濃度の比較よりプロテイナーゼ K とトリプシンで胚への影響が低く、多くのゲ

ノム DNAが回収された。その中でもトリプシンの 1.25 mg/mlで最も効率よくゲノム DNAが得られる

ことが分かった。 

 トリプシンの 1.25 mg/mlの条件でメディウムの再検討を行った。使用するメディウムの種類としては

E2 embryo medium からカルシウム、マグネシウムを除いたものとそれに加えて、EDTA を調整して

加えることでよりカルシウム、マグネシウムの持ち込みによる影響を少なくできると考えた。 

 

  

図 8. 2 embryo mediumからカルシウム、マグネシウムを除いたもののプロテアーゼ比較の結果 

A,hesx1を基準に用いて 1 反応で得られるゲノム DNA コピー数で比較したもの 

B,胚への影響を示したもの 
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胚への影響と得られたゲノム DNA量どちらにおいても少量の EDTA(0.01 mM)で最も効率よくゲノ

ム DNAの回収ができるという結果が得られた。 

 少し条件は異なるが、作成した sox11a の複合タグノックインアレルをヘテロ接合型で持つ成魚同

士の交配で得られた 3日胚でゲノム DNAの回収を行なった。その後 PCR とアガロースゲル電気泳

動で遺伝型の判別が可能であるかを調べた。 
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図９. トリプシンの 1.25 mg/mlの条件でのメディウム比較の結果 

A,hesx1を基準に用いて 1 反応で得られるゲノム DNA コピー数で比較したもの 

B,胚への影響を示したもの 
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詳しい条件としては、トリプシンを 3.1 mg/ml 濃度で使用し、E2 embryo medium からカルシウム、

マグネシウムを除いたものを用いて細胞の剥離を行なった。また得られた剥離細胞を DNA 抽出して

から行なった。 

  

図 10. PCR と電気泳動を加えた遺伝型の判別試験 

3⽇胚

胚を1つずつ処理

Protease 
・Trypsin  3.1 mg/ml   

反応条件 ・1 hour

プロテアーゼによる細胞の剥離

Medium
・E2 embryo medium (-Ca,-Mg)

・28 ℃

DNA抽出
(Triton,Proteinase K)

PCR 電気泳動
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 条件は至適化したものとは異なり、多少のバンドの濃淡はあるが遺伝型の判定が可能であることが

わかった。メディウムの条件としてトリプシンはカルシウム、マグネシウムの有り無しの影響が大きいこ

とが考えられる。また、プロテアーゼ処理で判定を行い、成魚まで育ったノックインアレルホモ接合型

のもの同士の交配で問題なく発生が見られた。そのため次世代への生殖にも問題がないと考えられ

る。 

 

 

 

 

 

 

 

KI/KI (+/+)︓20
KI/wt (+/-)︓49
野⽣型 wt (-/-)︓27

100% 
100% 

受精後5⽇⽬
の⽣存率96 中

45% 

成⿂

wt
+/- +/- -/- +/- -/- +/- -/- +/- +/- +/- +/- +/+ +/- -/- +/- -/- +/- +/- +/- +/+ +/- +/-+/-+/-

wt   
KI

wt
KI

wt
KI

KI      

+/+ +/- +/+ +/+ -/- +/+ -/- +/- -/- +/- +/- +/- +/- +/- -/- -/- +/+ +/- -/- +/- +/- +/-+/-+/-

+/- -/- -/- +/- -/- -/- +/- +/+ +/+ +/- +/+ +/- +/- -/- +/+ -/- +/- +/- -/- +/- +/- -/-+/--/-

+/+ +/- +/+ +/+ +/- +/- -/- +/- +/- -/- +/+ -/- +/+ -/- +/+ -/- +/- +/+ -/- -/- +/- +/-+/++/+

wt
+/- +/- -/- +/- -/- +/- -/- +/- +/- +/- +/- +/+ +/- -/- +/- -/- +/- +/- +/- +/+ +/- +/-+/-+/-

wt   
KI

wt
KI

wt
KI

KI      

+/+ +/- +/+ +/+ -/- +/+ -/- +/- -/- +/- +/- +/- +/- +/- -/- -/- +/+ +/- -/- +/- +/- +/-+/-+/-

+/- -/- -/- +/- -/- -/- +/- +/+ +/+ +/- +/+ +/- +/- -/- +/+ -/- +/- +/- -/- +/- +/- -/-+/--/-

+/+ +/- +/+ +/+ +/- +/- -/- +/- +/- -/- +/+ -/- +/+ -/- +/+ -/- +/- +/+ -/- -/- +/- +/-+/++/+

A 

B 

図 11. PCR と電気泳動を加えた遺伝型の判別の結果 

A,アガロースゲル電気泳動による結果を示す。B,5日目の時点では生存に影響は見られず、ヘテ

ロ接合体で成魚の時点には 45%が生き残った。 
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第３章 材料と方法 

 

尾ビレからの DNAの抽出 

ゼブラフィッシュの飼育液 1 Lに対して 10%CloveOil/EtOHを 500 µlを加えて、判別するゼブラフ

ィッシュを麻酔状態にさせた。解剖用のハサミとピンセットを用い麻酔状態のゼブラフィッシュから尾

ビレを切 断した。ZF DNA extraction buffer(200 mM NaCl,10 mM Tris-HCl[pH 8] ,10 mM 

EDTA,1% Triton X-100)に 20mg/ml Proteinase Kを 0.2 mg/mlになるように加え、DNAを抽出し

た。抽出には 1尾あたり DNA extraction bufferを 100 µl使用し、1.5 mlチューブに入れ、55 ℃で

2 hoursのインキュベートを行なった。その後 90 ℃で 12 minのインキュベートで Proteinase Kを失

活させた。 

 

胚からの DNAの抽出 

2 M Tris-HCl [pH 8]と 0.5 M EDTA、Ultrapure water を混合し、10 mM Tris-HCl、0.1 mM EDTA

になるよう濃度を調整した。その後オートクレーブを行い、室温で冷却した。10% TritonX-100 を加

え、0.2% TritonX-100 に調整し、DNA extraction Buffer (Proteinase K-)を作成した。20 mg/ml 

Proteinase Kを加え、0.2 mg/mlに調整し DNA extraction Buffer として用いた。0.1 emb./μl となる

ように DNA extraction Buffer を加え、55 ℃で 2 hoursの間インキュベートした。Proteinase Kの失

活のため 95 ℃で 10 minのインキュベートを行った。 

 

プロテアーゼを用いた DNA回収法 

3 日胚を使用し、孵化してすぐのゼブラフィッシュを用いた。プロテアーゼ処理に使用するメディウム

で胚を洗浄した。広口のチップをライターで炙り、チップの角を取った。氷上で胚の入ったシャーレ

を冷やし、胚を鈍らせた。その後作成したチップを用いて 1 emb. を含む 30 µlずつを平底 96 well 

plate に入れていった。目的濃度の 2 倍の濃度で作成したプロテアーゼ液を 30 µl ずつ入れていっ

た。テープでしっかりと蓋をして plateを揺すった。28 ℃で 1 hourのインキュベートを行なった。PCR

用 96 well plateに反応液を 50 µlずつ移動させた。平底 96 well plateには 160 µlずつ E2 embryo 

medium を加えた。28 ℃インキュベーターで生育させ、5 日胚で胚への影響を調べた。PCR 用 96 

well plateは蓋をしサーマルサイクラーで 90 ℃で 10 minのプロテアーゼの失活操作を行なった。 
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qPCRの Control templateの作製 

TL 系ゼブラフィッシュの自然交配によって得られた胚より抽出した wild type のゲノム DNA を

精製したものを使用し、ゲノム DNAのコピー数として 5 µlあたり 10 コピーから 10000 コピーのテ

ンプレートを希釈し作成した。 

 

qPCRによるゲノム DNA コピー数の測定 

qPCR の酵素には 5xFIRE Pol Solis Green qPCR Mix を用い、Primer には qChip-zf-hesx1-

pro.F1 と qChip-zf-hesx1-pro.R1を用いた。反応液は 1回に 20 µlで行い、計測に使用するプロ

テアーゼ処理液は 5 µlずつ使用した。 

 

ホールマウントサンプルの固定 

ノックインアレルホモ接合型の胚と野生型の胚をそれぞれ 24 hpf 胚まで培養した。E2 embryo 

medium に 20 mg/mlの Actinase Eを 2 mg/mlの濃度でひたし、コリオンを剥がした。その後、E2 

embryo mediumで複数回洗浄した。E2 embryo mediumを取り除き、4%PFA/PBSにつけ 4 ℃ロ

ーテーターで回転させ、4 hoursおいた。PBSTで 5 min の洗浄を 3回行った。25% MeOH/PBST

から 50% MeOH/PBST, 75% MeOH/PBST, 100% MeOHの順に 5 minずつ振とうした。-20で一

晩 置いた 。サ ンプルを 100%MeOH か ら 75% MeOH/PBST, 50% MeOH/PBST, 25% 

MeOH/PBST, PBSTの順に 5 minの振とうした。150 mMTris-HCl[pH 9.0]の中に入れ 70 ℃で

15 minのインキュベートをした。その後 PBSTで 5 minの振とうで 2回の洗浄を行った。よく冷や

した D3Wで 5 minの氷上インキュベートを液替し 2回行った。冷凍で冷やしておいたアセトンに

つけ-20 ℃で 20 minのインキュベートをした。よく冷やした D3Wで 5 minの氷上インキュベート

を液替し 2回行った。その後、PBSTで 5 minの振とうを 2回行った。ブロッキングバッファーにつ

け 4 ℃で 3 hours 振とうした。24 well plateにサンプルを移した。 

 

ホールマウント抗体反応と蛍光観察 

ノックインアレルホモ接合体サンプルには anti-FLAG 抗体を用いた 1 次抗体希釈液を野生型胚

サンプルには anti-Sox11抗体を用いた 1次抗体希釈液を使用した。4 ℃で振とうしながら一晩反

応させた。PBT で 1hour の振とうによる洗浄を 5 回行った。ノックインアレルホモ接合体サンプル

には anti-mouse 抗体を標識した 2 次抗体希釈液、野生型胚サンプルには anti-rabbit 抗体を標

識した 2 次抗体希釈液を入れた。アルミホイルで遮光し 4 ℃で振とうし一晩置いた。PBT で 10 

minの振とうによる洗浄を 5回行った。蛍光顕微で確認し、バックグラウンドが高い場合に PBTに
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よる洗浄を行った。4%PFA/PBSに入れ 20 minの振とうを行なった。PBTで 5 minの振とうを 3回

行なった。PBSTにつけ 4 ℃で保存した。 

蛍光観察のために 25%Glycerol/PBSから 50%Glycerol/PBS, 75%Glycerol/PBSの順に 20 min

ずつ振とうした。Glycerolで胚を固定して蛍光顕微鏡を用いて撮影した。 

 

10 hpf 胚の脱コリオン化とタンパク質の抽出 

ノックインアレルホモ接合型成魚同士の交配で得られた胚の 10 hpf 胚を 35 mm dish を

0.7%Agarose / 0.3%Red sea waterでコートしたものに入れた。極力水分を除き、2 mg/ml Pronase / 

E2 Embryo Mediumを加え、5 分ほど浸し水流でコリオンを取り除いた。35 mm dish と同様にアガロ

ースゲルでコートした 60 mm dishに E2 Embryo Mediumが入ったものにコリオンの取り除いた胚を

できるだけ水分を持ち込まずに移した。E2 Embryo Mediumで２回液替えをした。潰れてしまった胚

の数を数え、最終的に用いた胚の数を確定させた。 

1/2 Ginzburg Fish Ringer without Calcium (55 mM NaCl、1.8 mm KCl、1.25 mM NaHCO3)の入

ったエッペンチューブに胚を移した。液を取り除き 5 ml の 1/2 Ginzburg Fish Ringer without 

Calciumに cOmplete を 1錠入れたものを入れ直した。ピペッティングで胚を細胞塊単位まで破砕し

た。その後チューブローテーターで５分間の転倒攪拌と 2,500 rpm で 30秒の遠心分離後上澄みを

取り除いた。1/2 Ginzburg Fish Ringer without Calcium + cOmpleteを加え、１ emb./μlになるよう

に入れた。2xSDS-PAGE Sample buffer をかき混ぜるように加え、0.5 emb./μl にした。SDS-PAGE

のために 75℃で 5 分の熱処理と超音波処理を BioRuptor® (COSMO BIO)を用いて行った。 

 

SDS-PAGEによる分離 

Mini gelで SDS-PAGEを行った。分離ゲル (10% Acrylamide、0.375 M Tris-HCl pH8.8、0.1% 

SDS)と濃縮用ゲル (4% Acrylamide、0.125 M Tris-HCl pH8.8、0.1% SDS) で構成されたポリアクリ

ルアミドゲルを作成した。どのサンプルにおいてもレーンあたり 5 emb.分ずつ入れ、Bufferには SDS 

running buffer (25 mM Tris、192 mM glycine、0.1% SDS、pH8.3)を用いた。15 mA (cc設定)で 2

時間電気泳動をした。 

 

メンブレンへの転写 

メンブレンは PVDF メンブレンの Imobilon FL を用いた。PVDF メンブレンをメタノールに 2 分浸し

た後、Ultra-pure water に 2 分浸し親水化させた。濾紙には厚めの ADVANTEC のものを用いた

（No. 526 厚さ 0.70mm）。ポリアクリルアミドゲルの濃縮用ゲル部を捨て、分離ゲルとメンブレンと濾

紙をスポンジと転写板で挟んだ。Western Transfer buffer を用いて 90 Vの電圧を 1 時間かけ転写
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した。メンブレンはラップで蓋をして TBS (20 mM Tris-HCl pH7.5、150 mM NaCl)中で、4℃で保存

した。 

 

蛍光 Western Blotting 

複合タグ付加する位置による発現比較に用いたメンブレンでは、1/2 InterceptTM Blocking Buffer 

(InterceptTM Blocking Buffer : TBS = 1 : 1) に浸し、1 時間振とうしてブロッキングを行った。Sox11

と FLAG に対する抗体を含む 1 次抗体希釈液 (0.1% Tween-20、0.1 µg/ml Polyclonal SOX11 

antibody [Rabbit、Sigma]、0.5 µg/ml Monoclonal anti-FLAG antibody [Mouse、Wako]、1/2x 

Blocking Buffer)につけ 2 時間振とうした。1次抗体希釈液を捨て TBST(TBS、0.1% Tween-20)で

リンスした。TBSTで 5 分振とう、液替えを 4回行った。1次抗体として使用した Rabbit、Mouse抗体

に対する 2次抗体を含む希釈液 (0.01% SDS、0.2% Tween-20、0.1 µg/ml anti-Rabbit IgG CF dye 

680、0.2 µg/ml anti-mouse IgG CF dye 770、1/2x Blocking Buffer)にメンブレンをつけ、遮光し 1

時間振とうした。その後、1 次抗体反応後と同様に TBST でリンスと洗浄を行った。振とう時は遮光し

た。メンブレンを TBSでリンスし、TBSにつけてアルミホイルで遮光した。Odyssey CLxでメンブレン

をスキャンし、蛍光を検出した。その後、リファレンスとして 1次抗体希釈液の抗体をα-Tubulinに対

する抗体を使用し、同様に行い 2 次抗体では anti-mouse 抗体を用いた反応後、もう一度リファレン

スとしてスキャンした。メンブレンはアルミホイルで遮光し、TBS 中 4 ℃で保存した。 

 

本研究で使用した Primers 

  

Primer sequence
qChIP-zf-hesx1-pro.F1 TAAAAGCAGCCAAGCAGCCAAC
qChIP-zf-hesx1-pro.R1 ATGCTCGGCTTCACAAAAGCAC
sox11a-over(-327)_F TCTCTCCTTTAGTCTAACGGATCCTG
sox11a-over(+302)_R TGTATTTGTAGTCGGGGTAGTCAGC
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