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研究成果の概要（和文）：（１）遺伝子トラップスクリーンを実施し、さまざまな細胞・組織・器官特異的に
Gal4FFを発現するトランスジェニックフィッシュを多数作製した。これらの系統におけるトランスポソン挿入部
位を決定した。
（２）細胞・組織・器官特異的Gal4FF発現トランスジェニックフィッシュを基に共同研究を実施し研究成果を英
文論文40報として発表した。
（３）ボツリヌス毒素遺伝子を用いてGal4FF発現神経細胞の機能を効率良く阻害するシステムの開発に成功し
た。カルシウムイメージングを行い、エサなどの視覚刺激が食欲の中枢である視床下部下葉を活性化する神経回
路を発見した。恐怖条件付け学習に必須な終脳の神経回路を同定した。

研究成果の概要（英文）：(1) We performed a gene trap screen using the Tol2 transposon system and 
identified a large number of transgenic fish expressing Gal4FF specifically in various cells, 
tissues and organs. We analyzed the transgenic fish by Southern blot and PCR, and mapped the 
transposon insertions on the zebrafish genome. 
(2) We conducted collaborative research with experts of the studies of developmental biology and 
organogenesis based on the transgenic fish lines expressing Gal4FF. The results were published as 40
 articles written in English.
(3) We succeeded in developing a system using the botulinum toxin gene that can efficiently inhibit 
the function of Gal4FF expressing neurons. By performing calcium imaging, we discovered a neural 
circuit that connects a visual stimulus with the inferior lobe of the hypothalamus, which is the 
center of appetite. We succeeded in identifying a neuronal population in the telencephalon, that is 
essential for fear conditioning.

研究分野： 発生遺伝学、神経科学、ゲノム科学
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１．研究開始当初の背景 
 ゼブラフィッシュは、（１）繁殖・大量飼
育が容易である、（２）胚が透明で胚操作・
観察が容易である、等の特長を有するため、
遺伝学的解析が可能なモデル脊椎動物とし
て、1990 年代以降、世界中の研究者により用
いられてきた。しかしながら比較的新しいモ
デル生物であるために、1990 年代後半頃には
遺伝学的解析のための方法論の開発は十分
ではなかった。とりわけ、トランスジェニッ
クフィッシュ作製のための方法は非常に効
率がわるいものであった。 
 この状況を大きく変えたのは、我々が開発
したトランスポゾン転移技術であった。トラ
ンスポゾンは、微生物、植物、ショウジョウ
バエ等の遺伝学・分子生物学研究において有
用なツールとして用いられてきたが、1990 年
代後半には、ゼブラフィッシュはおろか脊椎
動物において利用可能なトランスポゾンツ
ールは存在していなかった。我々は、メダカ
由来の Tol2 因子の研究を開始し、Tol2 が転
移酵素をコードする自律的トランスポゾン
であること、脊椎動物細胞において効率よく
転移すること、を明らかにし、ゼブラフィッ
シュにおける非常に効率の良い遺伝子導入
法の開発に成功した(引用文献①②)。 
 さらに我々は、NIH グラント（2003-2007
年）や基盤研究(S)（2006-2010 年度）等の支
援をうけて、世界に先駆けて、遺伝子トラッ
プ法、エンハンサートラップ法、Gal4-UAS 法
の開発に着手し、これに成功してきた(引用
文献②③④)。これらの方法論によって、様々
な細胞・器官・組織を可視化し、またそれら
細胞を自由自在に操作することが可能にな
った。 
 我々はこれら独自に開発した方法論を用
いて、基盤研究(A)（2011-2014 年度）の支援
を受け、遺伝子トラップ・エンハンサートラ
ップスクリーンを継続して行ない、過去 10
年間に Gal4 をさまざまな細胞・組織・器官
に特異的に発現するトランスジェニックフ
ィッシュを合計1000系統以上作製してきた。
これは現在、世界最大のトランスジェニック
フィッシュリソースとなっている。我々は、
そのリソースを活用するために、発現パター
ンとトランスポゾン挿入の部位のゲノム情
報と検索機能を備えたデータベース zTrap 
(zebrafish gene trap and enhancer trap 
database,http//kawakami.lab.nig.ac.jp/z
trap/) を構築し、web 上に公開してきた(引
用文献⑤) 
 我々はこれらのトランスジェニックフィ
ッシュリソースとデータベースを基に、（１）
様々な器官形成メカニズムの研究、および
（２）新しい表現型解析システムの創出、を
推進してきた。その成果として、基盤(A)（H23
〜H26）の研究期間内に、計 47 報の英文論文

（共著論文を含む）を発表してきた。このよ
うに我々の研究室は、独自性の高い方法論・
トランスジェニックフィッシュ系統を基に
して、世界のゼブラフィッシュ研究をリード
してきた。 
 
２．研究の目的 
 申請者のこれまでの研究をさらに発展さ
せ、大規模にゲノムワイドな遺伝子トラップ
スクリーンを実施し、それに基づく網羅的な
発生生物学研究、器官形成研究、神経科学研
究を強力に推進するために本研究を提案す
るにいたった。これにより、脊椎動物の発生
生物学研究、器官形成研究、神経科学研究に
新展開をもたらすとともに、ゼブラフィッシ
ュ研究の国際的研究拠点としての国立遺伝
学研究所、さらには我が国の役割をさらに確
固たるものにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）Tol2 を用いた遺伝子トラップコンスト
ラクトをもつプラスミド DNA を、転移酵素
mRNA とともにゼブラフィッシュ受精卵にイ
ンジェクションし、F1 胚をスクリーニングす
ることにより、細胞・組織・器官特異的に改
変型酵母転写因子 Gal4FF を発現するトラン
スジェニックフィッシュを同定する。かけあ
わせにより次世代を得て、系統として樹立す
る。これにより、発生生物学研究・神経科学
研究・器官形成研究を展開するための基盤を
構築する。３年間の研究期間内に新たに 300
系統樹立することを目標とし、これまでに作
製してきた系統とあわせ合計 1200 系統から
なるリソースを形成する。このようにして作
製された系統については、Tol2 挿入部位をイ
ンバース PCR により決定し、発現パターン
と遺伝子情報を有機的に結びつける。 
（２）本研究で作製されるトランスジェニッ
クフィッシュを用いると、さまざまな細胞・
組織・器官を可視化し、操作することができ
る。これらトランスジェニックフィッシュ系
統を基にして、発生生物学研究、器官形成研
究を推進し、新しい発生メカニズム、器官形
成メカニズムを明らかにする。そのために、
以下 13 名の発生生物学・器官形成研究のエ
キスパートを連携研究者とし、表現型解析の
ためのコンソーシアムを形成する：（敬称略）
石谷（群馬大）、伊藤（千葉大）、稲垣（奈良
先端大）、小椋（東北大）、川上（東工大）、
瀬原（京大）、田村（東北大）、東島（岡崎統
合バイオ）、平田（青山学院大）、日比（名古
屋大）、弥益（埼玉大）、山本（名古屋大）、



藤田（神奈川大）。さらに、国外の研究者と
の共同研究も強力に推進する。 
（３）これまでに作製された、および本研究
で作製されるトランスジェニックフィッシ
ュを基にして、神経科学研究・行動遺伝学研
究のための新しい研究基盤を構築する。第一
に、トランスジェニックフィッシュにおける
脳神経回路特異的な Gal4 発現パターンの網
羅的な解析を行い、それを明らかにする。第
二に、そのような Gal4 発現脳神経回路の機
能を阻害し、その結果生じる行動異常を解析
するシステムを構築する。第三に、そのよう
な Gal4 発現脳神経回路の行動時における活
動をリアルタイムイメージングにより解析
するシステムを構築する。さらにこれらのリ
ソース、システムを利用して、機能的脳神経
回路研究を行う。 
 
４．研究成果 
（１）Tol2トランスポゾン転移システムを用
いた遺伝子トラップスクリーンを実施し、さ
まざまな細胞・組織・器官特異的にGal4FF
（改良型Gal4）を発現するトランスジェニッ
クフィッシュを新規に320系統作製した。これ
らの系統における、Tol2トランスポゾン挿入
部位近傍のゲノムDNAについて、サザンブロッ
ティング法、インバースPCR法による解析を行
い、トランスポゾン挿入部位を決定した。そ
れら発現情報、遺伝子情報をとりこんだデー
タベースの整備を行った。 
（２）細胞・組織・器官特異的Gal4FF発現ト
ランスジェニックフィッシュを活用すること
により発生生物学研究、器官形成研究などの
共同研究を実施した。以下に、一部を紹介す
る。神経細胞分化におけるニューレグリンー
ErbBシグナル経路の役割の解明（発表論文⑳）。
側線神経細胞損傷後の修復過程を可視化しグ
リア細胞の果たす役割を解明（発表論文㉒）。
神経軸索の枝分かれにおけるkinesinの役割
を解明（発表論文⑲）。松果体に発現する新
規オプシン分子の機能を解明（発表論文⑱）。
糖尿病関連遺伝子FTO近傍のエンハンサー解
析を行い、新規原因遺伝子を発見（発表論文
㉓）。モヤモヤ病原因遺伝子の機能解析（発
表論文㉑）。血管内皮細胞のカルシウムイメ
ージングに成功（発表論文⑰）。脳脊髄液接
触神経細胞の運動における役割を解明（発表
論文⑮）。筋細胞障害修復の過程で働くPax7
陽性幹細胞を発見（発表論文⑯）。ヒレ再生
過程におけるfgfシグナリングの役割の解明
（発表論文⑭）。網膜における神経活動の波
の発生メカニズムを解明（発表論文⑫）。腸

管神経細胞の移動メカニズムの解明（発表論
文⑪）。嗅覚器において運動性繊毛の作り出
す流れが嗅覚に重要であることを解明（発表
論文⑩）。左側手綱核の視覚に依存する行動
における役割を解明（発表論文⑨）。E3ユビ
キチンリガーぜASB2が心筋細胞の成熟に重要
であることを解明（発表論文⑧）。ヒレ再生
過程における一時的な炎症の解消の重要性を
解明（発表論文⑦）。脳血管近傍に存在し血
液脳関門形成に関わる新規細胞群の発見（発
表論文④）。小脳顆粒細胞が恐怖条件付け学
習の回復期に機能することを発見（発表論文
⑥）。脊索障害の修復の際に機能するWT1陽性
の新規細胞群を発見（発表論文②）。これら
を含めて、本研究の研究成果を英文論文40報
として発表した。そのうち21報は国際共同研
究の成果であり、国外の研究者との共著であ
る。 
（３）Gal4FF発現トランスジェニックフィッ
シュを機能的神経回路の研究に有効に活用す
るために、ボツリヌス毒素遺伝子を用いて
Gal4FF発現神経細胞の機能を効率良く阻害す
ることができるシステムの開発に成功した
（発表論文⑬）。前視蓋および視床下部下葉
の特定の脳神経回路でGal4FFを発現するトラ
ンスジェニックフィッシュを同定した。これ
らを利用してカルシウムイメージングを行い、
エサなどの視覚刺激が食欲の中枢である視床
下部下葉を活性化する神経回路を発見した
（発表論文⑤）。トランスジェニックフィッ
シュ349系統の成体の脳を解析し、脳の様々な
領域でGal4を特異的に発現する系統を77系統
同定した。終脳の特定の神経細胞でGal4FFを
発現するフィッシュ系統を選別して、
Gal4-UAS法によりGal4FF発現神経細胞におい
て神経毒素遺伝子を発現させ、機能阻害を行
った。そのような二重トランスジェニックフ
ィッシュの行動解析実験を行い、恐怖条件付
け学習に必須な脳神経回路の同定に成功した 
(発表論文①)。 
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