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研究成果の概要（和文）：社会の超高齢化が進む日本で、加齢や運動不足による運動器疾患「ロコモ
（locomotive syndrome）」が注目されている。ロコモでは加齢にともない菌が減少するが、その発症機構には
不明の点が多い。ロコモを理解するためにはロコモの動物モデルが必要で、研究代表者はゼブラフィッシュを用
いた筋の発生や病態の研究経験を活かし、本研究でロコモの動物モデル確立を目指した。筋組織で特異的に機能
するプロモーターで核移行型GFP、アクチン線維結合型RFP、細胞膜結合型YFPを発現させ、筋の特性を定量解析
する実験系を構築した。実験効率を高める目的で、老化関連遺伝子を破壊して早く老化することになる個体を作
製した。

研究成果の概要（英文）：Aging problem is a series issue In Japan and the word "locomo" is drawing 
public attention. It is the abbreviation of locomotive syndrome, which is a condition of reduced 
mobility due to impairment of motor organs such as muscle, joint and bone. To developed a 
pathophysiological model of locomotive syndrome, we generated transgenic zebrafish expressing 
nuclear-localizing GFP, plasmamembrane-localizing YFP and filamentous actin-binding RFP in muscle 
cells. By crossing these lines, we have developed triple transgenic expressing these three 
fluorescent proteins in the same animals, enabling the visualization of nucleus, plasmamembrane and 
F-actin in live animals for quantitative analysis. Since studies of natural aging take time, we 
tried to develop fish models of progeria. Using CRISPR/Cas9 method, we generated several deletion 
alleles of aging-related genes in zebrafish. By crossing muscle imaging line and progeria model 
line, we are developing a new tool for locomotive syndrome study.

研究分野：神経生物学

キーワード： 遺伝子
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１．研究開始当初の背景 
 総務省の人口推計によると、日本は 2013
年に65歳以上の高齢者が総人口の25%を超え
る超高齢化社会に突入した。2035 年には
33.4%になり、その後も増え続ける見込みで、
日本社会の超高齢化は不可避の問題として
深刻に考えられている。近年、「ロコモ」が
社会問題として認識されつつある。ロコモと
はロコモティブシンドローム(locomotive 
syndrome)の略で、加齢や運動不足による身
体機能低下や運動器疾患と定義されている。
具体的には加齢による筋力低下からはじま
り、運動能力の低下がつまずき・骨折を引き
起こし、それがさらなる運動不足・筋力低下
を招き、この悪循環を繰り返すうちに関節拘
縮などの障害が併発し、最後には寝たきり・
要介護に至るものである。老齢性とされるが、
運動不足によっても起こるので、日本人の運
動する機会が減っていることもロコモを加
速させる原因となっており、成人病「メタボ」
とならぶ国民病となるのは時間の問題であ
る。患者を対象としたロコモの調査が進んで
いるが、動物を用いたロコモの実験系は十分
には確立されていない。 
 研究代表者は筋に異常のあるゼブラフィ
ッシュ変異体を単離し、筋組織の形成と維持
に必要な遺伝子を同定する研究を行ってき
ており、また、ゼブラフィッシュ変異体がヒ
ト疾患のモデルになることにも注目し、アメ
リカ先住民ミオパチーという遺伝性筋疾患
の原因がSTAC3遺伝子の変異であることを発
見するなど、発生から病態まで広く筋を研究
してきた。一般的に魚をせまい水槽で飼育す
ると、体が痩せる傾向があり、これはロコモ
様の症状であるとも考えられることから、ゼ
ブラフィッシュはロコモ研究に有用な実験
動物であると考えられる。本研究では遺伝的
操作がしやすい熱帯魚であるゼブラフィッ
シュをロコモのモデルとして確立すること
を目指すものである。 
 
２．研究の目的 

 ロコモは社会的に少しずつ認知されつつ
あるが、ロコモを理解し、その軽減を検討す
るには、ロコモの発症機序を理解する必要が
ある。それにはモデル動物による解析が有用
で、本研究ではゼブラフィッシュを用いたロ
コモの動物モデル作製を目指す。また、自然
加齢による動物個体の老化は大変時間がか
かるので、正常なものに比べて早く老化する
遺伝的個体を作製する。これらを組み合わせ
ることで、短期間で効率的にロコモを解析す
る実験系の構築を進める。 
 
３．研究の方法 
 筋で特異的にかつ高レベルに、さらに胚期
から成魚期までのあらゆるステージで遺伝
子発現を誘導するプロモーターを探索し、そ
のプロモーター下で筋細胞の核、細胞膜、ア

クチン線維を蛍光標識するトランスジェニ
ックゼブラフィッシュを作製する。その個体
を用いて、筋の細胞の数、核の数、アクチン
ミオシン線維の太さを様々なステージで解
析する。 
 また、老化との関連が指摘される遺伝子を
CRISPR/Cas9 法で破壊してノックアウトゼブ
ラフィッシュを作製したり、変異型に置き換
えるノックインゼブラフィッシュを作製し
たり、あるいは変異型の遺伝子産物を過剰発
現するトランスジェニックゼブラフィッシ
ュを作製するなどして、正常個体よりも早く
老化が起こるものを得る。それを筋を可視化
する系統と交配することで、早く老化する個
体で筋の解析をすることを目指す。 
 
４．研究成果 
 筋に高発現する遺伝子としてはアクチン
やミオシン、筋小胞体カルシウムポンプなど
多数の候補があるが、in situ hybridization
法でこれら遺伝子の発現をさまざまなステ
ージで解析したり、またデータベース上の発
現データを比較したりするなどして、アルフ
ァアクチンプロモーターが胚期から成魚期
までのあらゆるステージで最も転写誘導力
が高いと判断した。次にアルファアクチンプ
ロモーター下に核移行型 GFP、アクチン線維
結合型 RFP、細胞膜結合型 YFP をつなげた発
現コンストラクトを作製し、さらにこれらを
ゼブラフィッシュでトランスジェニック系
統を作製するのに有用なトランスポゾン
Tol2 のライトアームトレフトアームの間に
組み込み、Tol2 のトランスポザーゼと一緒に
ゼブラフィッシュ受精卵にインジェクショ
ンで導入した。得られた胚のうち稚魚期に筋
で蛍光タンパク質を発現する F0 個体だけを
選別して成魚まで育て、それを野生型成魚と
交配させることで、F1 世代を得た。F1 の中
には蛍光タンパク質を高レベルで発現する
個体もいれば、低レベルで発現する個体もい
たが、高レベルで発現するものだけを選別し
て成魚まで育て、そのうちの１個体だけを使
い系統を確立・維持した。それらの交配を繰
り返してトリプルトランスジェニックにし
て、同一個体で筋細胞の核、アクチン線維、
細胞膜を同時に可視化して定量化できるよ
うにした。また、これらの可視化系統にさま
ざまな化合物を作用させ、筋の形態異常が発
生するかを見たところ、複数の化合物で顕著
な異常が観察された。 
 ヒトやマウスで老化に関係する遺伝子が
報告されており、loss of function によって
老 化 が 促 進 す る 遺 伝 子 に 注 目 し 、
CRISPR/Cas9 法で遺伝子破壊を試みた。また、
アミノ酸置換をともなう点変異によって
gain of function で老化が促進するものに
ついて、CRISPR/Cas9 法でノックインを試み
た。これまで３遺伝子の破壊を終えており、
交配を進めてホモ変異体を得られた。ホモ個
体で老化が促進するかは現在解析を進めて



いる。ノックインについては、スクリーニン
グを続けているところである。これらの複数
のアプローチ、複数の遺伝子でのゲノム編集
から老化促進個体がまもなく確立するだろ
う。 
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