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研究成果の概要（和文）：脊椎動物の初期発生においては、卵細胞に蓄積された RNA・タンパ

ク質（母性遺伝子産物）が胚葉および体軸形成に重要な役割を演じている。Bloom 遺伝子は、

DNA 修復に関与する遺伝子で RecQ helicase をコードしている。Bloom 遺伝子欠損変異細胞

では、姉妹染色体交換の頻度が高くなることが知られている。本研究では、Bloom 遺伝子変異

メダカを用いて胚葉・体軸形成を制御する母性遺伝子公開変異体の作製技術を開発した。 

 
研究成果の概要（英文）：During early vertebrate embryogenesis, RNAs and proteins 

deposited in oocytes (maternal gene products) play essential roles in formation of germ 

layers and body axes. Bloom gene is involved in DNA repair and encodes a RecQ helicase. 

In Bloom-deficient cells, the sister chromatic exchange frequently takes place. In this study, 

we have developed a method to make maternal-effect mutants using Bloom-deficient 

medaka. We show that this method can be used to identify maternal genes that control the 

formation of the germ layers and body axes. 
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１．研究開始当初の背景 

 脊椎動物の初期発生過程は、母性遺伝子産
物と受精後の発生初期に発現する接合遺伝
子が、協調的に機能することで制御されてい
る。アフリカツメガエルを用いた遺伝子解析、
ゼブラフィッシュ・メダカを用いた接合遺伝
子変異体の単離・責任遺伝子の解析から、初
期発生を制御する接合遺伝子は分かりつつ
あるものの、母性遺伝子産物による最初期の
胚形成のメカニズムは未だ不明な部分が多
い。その内、最も重要な課題が、中胚葉・内

胚葉（中内胚葉）誘導機構、胚の背腹軸形成
機構、である。 

 これらを明らかにする方法として、ゼブラ
フィッシュを用いた母性遺伝子効果変異体
のスクリーニングが行われ、初期胚発生の過
程に異常を示す変異体が複数得られている。
しかし、ホモ接合体雌成魚を育て次世代でス
クリーニングする（3・4 世代スクリーニング）
という煩雑な手法をとっており、大規模スク
リーニングが難しい、接合遺伝子変異体とし
て致死表現型を示すものに関しては雌成魚
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が得られないためスクリーニングできない
等、体系的かつ網羅的なスクリーニングにな
っていなかった。これらの問題点を解決でき、
小型魚類を用いた簡便な母性遺伝子効果変
異体スクリーニング法の開発が望まれてい
た。 

 

２．研究の目的 

 Bloom (blm)遺伝子は、DNA 修復異常を示
すヒト Bloom 症候群の責任遺伝子であり、
RecQ helicase をコードしている。blm 遺伝
子欠損細胞では、姉妹染色分体交換 (sister 

chromatic exchange: SCE) （図１）、および
遺 伝 子 相 同 組 換 え (homologous 

recombination: HR)の頻度が著しく上昇する
ことが知られている。染色体の片方に（ヘテ
ロ接合体）遺伝子変異を有する blm 欠損細胞
は、細胞分裂の過程において、高頻度に両方
の染色体に変異を有する（ホモ接合体遺伝子
変異）細胞を生み出す。 

 一方で、ゼブラフィッシュ blm 遺伝子のド
ミナントネガティブ遺伝子 RNA をゼブラフ
ィッシュ胚に注入し Blm タンパク質の機能
を阻害することで、SCE の頻度を増加させ、
ヘテロ接合体遺伝子変異体からホモ接合体
遺伝子変異を持った細胞集団（クローン）を
作り得ることが証明された (Genetics 176, 

1339-1342, 2007)。このことは、魚類におい
ても、blm 遺伝子が SCE を抑制する働きを有
しており、blm 欠損により SCE を誘発できる
ことを示している。2006 年谷口らは、ENU

処理したメダカ雄魚に由来する F1 ファミリ
ーから遺伝子シークエンス解析により、blm

遺伝子の機能を欠損したメダカ変異体を単
離することに成功した (Genome Biol. 7, 

R116, 2006)。本研究では、その blm 変異メ
ダカ用いて小型魚類胚発生の胚葉形成・体軸
形成に異常を示す母性遺伝子効果変異体の
スクリーニング法を開発することを目的と
した。 

 

３．研究の方法 

(1) blm 変異体での姉妹染色分体交換 SCE
の確認 
 blm

-/-雌魚と透明メダカ雄魚（ST-II:i3 ア
ルビノ変異を含む色素異常を示す三遺伝子
98, 10046-10050, 2001）を交配し、i3 アル
ビノ遺伝子変異と blm遺伝子変異をともに
ヘテロ接合体で有するF1世代（i3

+/-
; blm

+/-）
を作製した。そのF1雄魚と雌魚を交配し、

i3
+/-

; blm
-/-

F2 雌魚を作製し、網膜色素細胞
におけるアルビノ表現型を解析した。さら
に、i3

+/+
; blm

-/-雌魚と i3
+/-

; blm
+/-雄魚を交配

し i3
+/-

; MZblm
-/-（MZ: maternal-zygotic 母

性接合遺伝子混合変異体）あるいは、i3
+/-

; 
MZblm

-/-胚を作製し、blm 遺伝子が全くな
い状態での SCE が起こる頻度を測定した。
細胞死により i3 変異と関係なくアルビノ
表現型が生じる可能性を考え、さらに p53
の変異を導入し、細胞死の抑制された状態
でのアルビノ表現型を解析した。 
(2)体軸形成に関わる遺伝子の母性遺伝子 
効果変異体の作製 
 Fgf シグナルは体の後方部（尾部）の形
成に必要であり、FGF の受容体である Fgf 
receptor1 の変異体（fgfr1

-/-
, headfish）は尾

部形成に異常を示す。しかし、母性と接合
遺伝子を失った MZfgfr1

-/-変異体では、尾部
異常に加えて、中軸中胚葉の欠損がみられ、
一つ眼の表現型を示す。blm 変異体と fgfr1
変異体を交配し、blm

+/-
; fgfr1

+/-雄魚と blm
-/-

; 
fgfr1

+/-雌魚を作製した。blm
-/-

; fgfr1
+/-雌魚の

卵巣形成の過程で SCE が起きれば fgfr1
-/-

卵が形成されることが推測される。blm
+/-

; 
fgfr1

+/-雄魚と blm
-/-

; fgfr1
+/-雌魚の交配によ

って MZfgfr1
-/-変異体が得られるかどうか

を解析した。 
(3)変異体遺伝型の解析 
 変異体遺伝子（blm, i3, p53, fgfr1）の遺伝
型は、変異体および野生型特異的プライマー
を用いた PCR 法、または PCR で増幅した特
異的 DNA 断片の RFLP (Restriction 

Fragment Length Polymorphism)法にて同定
した。 

 

４．研究成果 
(1) blm 接合遺伝子変異体では、低頻度に姉
妹染色分体交換 SCE が起こる 

 i3
+/-

;blm
+/-
雄魚と雌魚を交配し、図２に示す

ような網膜色素上皮がモザイク状にアルビ
ノ （ 白 色 ） に な る 個 体 が 得 ら れ た
（ pair1:1/4670, 0.02%; pair2:0/380, 0%; 

pair3: 4/5259, 0.08%; pari4:1/2732, 0.04%）。 

 
 この交配では、i3

+/-
;blm

-/-
が出現する頻度は

1/8 (12.5%)であるが、モザイクになる確率が
1-0.08％と極めて低いことから blm 接合遺伝
子変異体では SCE が起こる確率が低いと考
えられた。blm 遺伝子が母性因子として卵に
発現しているため、blm 接合遺伝子変異体で
の SCE が抑制されている可能性が考えられ
た。実際、RT-PCR で検索したところ、メダ

図２ i3
+/-

;blm
-/-
胚にお

いては低頻度で網膜色
素がモザイクになる個
体が現れる。 



 

 

カの卵において blm遺伝子が強く発現してい
た（未発表データ）。 

(2)blm 母性接合遺伝子混合変異体（MZblm

変異体）における SCE の発生 

 i3
+/+

;blm
-/-
雌魚と i3

+/-
;blm

+/-
雄魚のペア、ま

たは、i3
+/-

;blm
-/-
雌魚と i3

+/-
;blm

+/-
雄魚のペア

を交配することにより、i3
+/-

;MZblm
-/-
変異体

胚の作製を行った（理論上は 25%の確率で生
まれる）ところ、予想通り 25％に近い確率で
（ペア 1: 78-330, 24%; ペア 2: 47/224,21%）
図３に示すようなモザイク状の網膜を有す
る個体が現れた。 

 

 しかしモザイク状の網膜有するメダカ胚
の遺伝型を検索したところ、i3 の遺伝型に関
係なくモザイク網膜になると考えられた（ア
ルビノ変異 i3 を有しない場合でもモザイク
になっていた）。blm

-/-
雌魚から生まれた胚で

は奇形率が高く、母性 blm 遺伝子が無い場合
は、細胞生存率が低い可能性が考えられた。
そこで、p53 遺伝子を欠損させることで細胞
死を阻害し、i3+/-;MZblm

-/-
を作製することで

より正確に SCE の効率を高めることを考え
た。i3

+/-
;MZblm

-/-
;p53

-/-
及び i3

+/+
;MZblm

-/-
;p53

-/-

胚を作製したが、i3
+/+
（野生型）場合でもモ

ザイク網膜になる場合があることが示され
た。このことは、MZblm

-/-
を作製することで

SCE を生じさせ、モザイク胚を作ることは可
能であるが、細胞死による artifact を考慮す
る必要があると考えられた。blm 欠損による
細胞死はp53欠損では回避できないことから、
他の細胞死抑制の手法を開発する必要が考
えられた。 

(3)体軸形成に関わる遺伝子の母性遺伝子 
効果変異体の作製 
 fgfr1

+/-
; blm

+/-
雄魚と fgfr1+/-;blm

-/-
雌魚を交

配し胚を得た。fgfr1
+/-

;blm
-/-
雌魚は発生過程に

おいて、生殖細胞で SCE が起きることが想
定され、その場合 fgfr1

-/-
の卵を有する個体が

現れると考えられる。その場合、交配により、
尾部の欠損した fgfr1

-/-
変異体に加えて、MZ 

fgfr1
-/-
変異体の表現型（尾部が欠損し、一つ

眼になる）を示す胚が出現すると考えられる。
10 ペアの交配から得られた胚（3538）の内、
fgfr1

-/-
接合遺伝子変異体表現型（尾部欠損）

を示した個体が 862（24%）、そのうち MZ 

fgfr1
-/-
変異体の表現型（図４）を示した個体

が 198（5.5％, 尾部欠損を示したものの
23％）いた。このことから、blm メダカ変異
体を用いて fgfr1 の母性遺伝子効果変異体を
作製できることが明らかとなった。 

 

 以上の結果は Bloom 遺伝子欠損メダカを
用いて胚葉形成・体軸形成を制御する母性遺
伝子の変異体スクリーニングを行うことが
できることを示している。本研究結果のデー
タの多くに関しては未発表であり、現在論文
を作成中である。 
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