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研究成果の概要（和文）：ゼブラフィッシュ中枢神経系における最も主要なdpf1トランスクリプトdpf1-002を決定し、
塩基配列と胚における発現パターンを明らかにした。また、dpf1-tTA-GFPフィッシュにおいては、GFPトランスジーン
がdpf1-002とは異なる転写開始位置から独立して転写されており、内在性dpf1-002の発現は影響を受けていなかった。
dpf1-002に対するモルフォリノアンチセンスオリゴ（MO）による機能阻害実験を行ったが、再現性のある明確な神経系
発生異常は見つかっていない。今後は、ゲノム編集などの異なる遺伝子ターゲティング法の検討も必要であろう。

研究成果の概要（英文）：We indentified a main dpf1 transcrypt, dpf1-002, in the zebrafish central nervous 
system and determined the nucleotide sequence and expression pattern in embryos. In addition, in the 
dpf1-tTA-GFP fish, the GFP transgene was transcrived from the start point different from that of 
dpf1-002, and the expression of endogenous dpf1-002 was not affected by the expression of the transgene. 
We intend functional inhibition using morpholino antisense oligonucleotides (MO) for dpf1-002, but 
unfortunately have not yet observed clear-cut developmental nerve defects in the injected embyros. 
Examination such as the coinjection of different MOs is necessary. The different gene targeting approach 
such ad genome editing may also be needed in future.

研究分野： 神経解剖学

キーワード： クロマチン再構成複合体　神経細胞分化
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
個体の発生をナビゲートする転写因子カ

スケードなどの内因性メカニズムと外因性
シグナルへの応答の動的バランスを解析す
ることは発生学上の重要課題である。
Brg/Brm-associated factor (BAF) 複合体は、
10 個のコアサブユニットからなるクロマチ
ン再構成複合体で、ヒストン-DNA 間の相互
作用の制御を介して遺伝子発現調節に関与
する。種を超えて高度に保存されたBAF複合
体には、一部のサブユニットのアイソフォ
ームの違いによる多型が存在する。例えば、
esBAF、npBAF、nBAF は、それぞれ ES 細
胞、神経前駆細胞、分化ニューロンに特異
的なサブユニットを含み、発生の進行と共
にアイソフォーム交換により順次移行し、
各ステージに必要な遺伝子発現を実現する
と考えられる。Dpf1 は、以前は Neud4 と呼
ばれ、長らく機能未知の DNA 結合分子と考
えられていたが、前述の nBAF 複合体に特異
的なサブユニットとして新たに同定された
BAF45b と同一分子であることが判明し、ニ
ューロン分化や分化後の機能発現に関わる
因 子 として に わかに 注 目され て い る
[Lessard, et al. (2007) Neuron 55:201-215]。
しかし、Dpf1 が関与する神経発生イベントの
詳細やその機能メカニズムについては大部
分が未解明であり、さらなる研究が必要で
ある。 
一方、申請者らは、ゼブラフィッシュに

tTA-EGFP 融合遺伝子を用いたエンハンサ
ートラップ挿入を行い、中枢神経系に発現を
示す系統中にdpf1遺伝子座の約1 Mb上流に
挿入をもつ系統 (dpf1-tTA-GFP)を得た。予
備検討ではこの系統の GFP 発現パターンは
dpf1 の発現パターンとよく一致しており、
Dpf1 の機能解析に大変有用であると判明し
た。そこで、小型で透明性が高く短時間に
体外発生する胚や、dpf1-tTA-GFP 以外にも
様々な蛍光レポーターのトランスジェニッ
ク系統が利用できる利点を生かし、Dpf1 の
発現阻害等により機能解析を行う本研究計
画を着想するに至った。 
 
２．研究の目的 
 

神経系の機能発現の礎となる発生イベン
トを時空間的に制御するメカニズムの個体
レベルでの理解を目指し、BAF クロマチン再
構築複合体の神経特異的構成サブユニット
Dpf1（BAF45b）の機能解析を行う。mRNA
転写産物の塩基配列解析、遺伝子とタンパク
質双方の詳細な発現パターン解析などによ
り発現部位と時期の詳細を明らかにしてい
く。また、dpf1-tTA-GFP トランスジェニッ
クゼブラフィッシュにおける GFP 発現細胞
を解析し、Dpf1 転写産物の発現パターンと
の比較を行う。蛍光レポーターを発現する各
種ゼブラフィッシュ系統を利用した Dpf1 遺

伝子の発現阻害実験等により、神経分化、細
胞移動、樹状突起発生、回路形成等の障害を
個体レベルで解析し、神経細胞の分化過程に
おける Dpf1 の機能を俯瞰的に解析する。 
 
３．研究の方法 
 
(1) ゼブラフィッシュ Dpf1 転写産物の詳細
な構造解析 
ゼブラフィッシュのDpf1の転写産物（mRNA）
の構造を RT-PCR 法を用いて増幅した cDNA の
塩基配列の解析により行う。ゲノムデータベ
ースに登録されているゼブラフィッシュの
Dpf1 遺伝子の構造情報との比較により転写
開始位置や転写産物の多型を明らかにし、以
降の研究に役立てる。 
 
(2) ゼブラフィッシュ Dpf1 の発現パターン
の詳細な解析 
ゼブラフィッシュの Dpf1 の mRNA およびタン
パク質の主として中枢神経系における発現
パターンを発生ステージを追って詳細に解
析する。受精卵より成体までのホールマウン
トあるいは中枢神経系切片を作製し、in situ
ハイブリダイゼーション（ISH）法と免疫組
織化学（IHC）法によりそれぞれ発現パター
ンを明らかにしていく。 
 
(3) dpf1-tTA-GFPトランスジェニックフィッ
シュの GFP 発現パターン解析 
申請者らが作成したdpf1-tTAGFPトランスジ
ェニックフィッシュのGFP発現パターンを発
生ステージを追って詳細に解析する。 
 
(4) 遺伝子ターゲティングによる Dpf1 の機
能解析 
ゼブラフィッシュ dpf1 に対するモルフォリ
ノアンチセンスオリゴヌクレオチド（MO）を
受精卵にマイクロインジェクションするこ
とにより発現阻害を行い、神経系の発生に対
する様々な影響を検討する。蛍光タンパク質
発現トランスジェニックゼブラフィッシュ
を適材適所に使用することにより、他のモデ
ル系では代替困難な形態解析を行う。 
 
４．研究成果 
 
(1) RT-PCR法によりゼブラフィッシュ胚で実
際に発現している dpf1 遺伝子の転写産物を
増幅し、塩基配列を解析した。その結果、dpf1
遺伝子には転写開始点が異なる複数の転写
バリアントが存在することを見出した。これ
らのバリアントは分子内の機能モチーフの
有無が異なり、バリアント間に機能性の差異
がある可能性が予想されるため、機能メカニ
ズムの検討には各バリアントの発現パター
ンを明らかにする事が極めて重要であると
考えられた。最終的に、ゼブラフィッシュ中
枢神経系における最も主要な dpf1 トランス
クリプトとしてdpf1-002を同定した（次図）。
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