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研究成果の概要（和文）：我々は、独自に開発してきたトランスポゾン転移技術を用いた遺伝子トラップ法、
Gal4-UAS法を駆使して大規模な遺伝子トラップスクリーンを行い、特定の脳神経細胞・臓器・組織を可視化、操
作できるトランスジェニックゼブラフィッシュを新たに300系統作製した。これらの中から特定の脳領域を可視
化、操作できるフィッシュ系統を利用して機能阻害実験を行い、魚類終脳において記憶・学習行動を司る、哺乳
類脳の海馬に相当する機能的神経回路を明らかにした。さらに、これらフィッシュ系統を基にして国内外の研究
者と共同研究を行い、目の発生、脊椎の運動神経の発生等、発生生物学、神経科学の分野で論文を発表してき
た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed 300 transgenic zebrafish lines that expressed 
Gal4 in specific neurons in the brain or specific organs/tissues by utilizing the 
transposon-mediated gene trap method and the Gal4-UAS system we have developed. Using these fish, we
 conducted experiments to inhibit neuronal functions in the brain, thereby elucidating the 
functional neural circuits responsible for memory and learning behaviors, that should be a homolog 
of the mammalian hippocampus. In addition, in collaboration with researchers both domestically and 
internationally, we published papers on topics such as eye development and the development of spinal
 motor neurons. In this way, we believe we have achieved our goal of establishing a foundation for 
basic biological research and medical pharmaceutical research using zebrafish, as well as creating 
an international research hub.

研究分野： ゲノム科学、発生遺伝学、神経科学

キーワード： ゼブラフィッシュ　トランスポゾン　遺伝子トラップ　機能的脳神経回路　カルシウムイメージング　G
al4-UAS

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、特定の脳神経細胞もしくは特定の臓器・組織にGal4を発現するトランスジェニックフィッシュを新
たに300系統作製した。これらフィッシュ系統は、ゼブラフィッシュを用いた基礎生物学研究・医学薬学研究の
基盤となる。本研究で我々は、ゼブラフィッシュ成魚の記憶・学習をアッセイする方法の開発に成功した。これ
らはゼブラフィッシュの神経科学研究に新しい展開をもたらすものである。また哺乳動物脳の海馬の機能を担う
神経回路を発見したことは比較進化学の観点から意義深い。さらに、国内外の研究者と共同研究を行い、論文発
表してきた。これにより国際的研究拠点の構築という目標を達成したと考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
研究代表者(川上)は、モデル脊椎動物ゼブラフィッシュにおいてトランスポゾンを用いた遺伝
子トラップ法、Gal4-UAS 法などを独自に開発してきた。これらの方法により、さまざまな細胞・
器官・組織特異的に Gal4 を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ことが可
能になっていた。  
 
２．研究の目的 
(1)大規模遺伝子トラップスクリーンの実施：遺伝子トラップ法を実施し、特定の細胞・組織・
器官を可視化あるいは操作できる高品質なトランスジェニックフィッシュ系統を作製する。そ
れらを活用して国内外の研究者との共同研究を推進し、発生生物学、神経科学研究を強力に推進
するとともに、国際的な研究拠点を形成する。 
(2)終脳の機能的神経回路の解明：魚類終脳の機能領域についてはよくわかっていない。本研究
では、未知であるゼブラフィッシュ終脳の、哺乳類脳の海馬に相当する神経回路を明らかにする。 
(3)脳アトラスデータベースの構築：ゼブラフィッシュ遺伝子トラップ系統の成魚の脳における
Gal4 発現パターンを解析し、それを基にデータベースを構築する。 
 
３．研究の方法 
(1)大規模遺伝子トラップスクリーンの実施： 
スプライスアクセプター(SA)の下流に IRES、Gal4FF を組み込んだ改良型遺伝子トラップコンス
トラクトをランダムにゲノムに挿入させ、実体蛍光顕微鏡下での観察により細胞・器官・組織特
異的に Gal4 を発現する（UAS:GFP により視覚化する）トランスジェニックフィッシュ系統を樹
立する。サザンブロット解析、インバース PCR 解析を行い、トランスポゾン挿入部位を決定す
る。トランスポゾン挿入部位をゲノム上へマップし、トラップされている遺伝子を明らかにする。
得られた発現パターン情報、トラップされた遺伝子情報をデータベース(zTrap)に登録し、閲覧・
検索可能にする。 
(2)終脳の機能的神経回路の解明：ゼブラフィッシュにおける痕跡恐怖条件付け学習（光刺激と
電気ショックの間に時間差を設定）および空間学習の行動アッセイシステムを開発する。特定の
脳神経細胞に Gal4 を発現する系統と UAS の下流に神経毒素遺伝子をもつトランスジェニックフ
ィッシュをかけあわせ、作製した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なう。 
(3)脳アトラスデータベースの構築：特定の脳神経回路で Gal4 を発現するトランスジェニック
フィッシュ系統を既存の系統から選別する。トランスジェニックフィッシュ系統の成魚期にお
ける脳神経細胞の Gal4 発現パターン（UAS:GFP により視覚化する）の詳細な解析を行なう。得
られた発現パターン情報を閲覧・検索可能なデータベースを構築する。 
 
４．研究成果 
(1)大規模遺伝子トラップスクリーンの実施： 
改良型遺伝子トラップコンストラクトをゲノムに挿入させ、細胞・器官・組織特異的に Gal4 を
発現するトランスジェニックフィッシュ系統を新たに 300 系統樹立した。トランスポゾン挿入
部位を決定し、トラップされている遺伝子を明らかにした。得られた発現パターン情報、ゲノム
情報について、独自のデータベースに登録し閲覧・検索可能にした（図１）。これらフィッシュ
系統を基に国内外の研究者らと共同研究を行い、目の発生、脊髄の運動神経の発生等、発生生物
学、神経科学の分野における論文を出版した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



図１ zTrap：ゼブラフィッシュ遺伝子トラップ・エンハンサートラップデータベース 
 
(2)終脳の機能的神経回路の解明:ゼブラフィッシュにおける痕跡恐怖条件付け学習および空間
学習の行動アッセイシステムの開発に成功した。終脳の背側側方部の脳神経細胞に Gal4 を発現
する系統と UAS 下流に神経毒素遺伝子をもつ系統をかけあわせた二重トランスジェニックフィ
ッシュが、これらのアッセイシステムにおいて欠損を示すことを明らかにした（図２）。同定し
た神経細胞群について RNA-seq による発現プロファイル解析を行い、哺乳類の海馬の神経細胞
群との相同性を明らかにした。  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ 終脳の背側側方部の神経細胞 
 
(3)脳アトラスデータベースの構築：特定の脳神経回路で Gal4 を発現するトランスジェニック
フィッシュ系統の成魚期における脳神経細胞の Gal4 発現パターンの詳細な解析を行ない、得ら
れた発現パターン情報を閲覧・検索可能なデータベースを構築した（図３）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３ ZeBrain：ゼブラフィッシュ脳アトラスデータベース 
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