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研究成果の概要（和文）：小胞体ストレス応答は小胞体の恒常性を維持するための生体防御機構である。
本研究では小胞体ストレス応答の破綻が頭が2つある表現型を高頻度で引き起こす問題に着手し、一つの経路の
破綻が他の経路を活性化してしまうことが原因の一つであることを明らかにした。
同時に、TILLING法により得られた系統(遺伝子X変異)が双頭を引き起こす問題を解決するため掛け合わせを行
い、遺伝子Xが双頭の原因ではなく、遺伝子X近辺の未知の遺伝子が原因であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To cope with ER stress, cells activate the unfolded protein response(UPR).
In this study, we showed that defect occurred in one of the UPR pathway leads to increased the ER 
stress and the activation of another UPR pathway. Consequently, it causes the occurrence of 
bicephaly during  early stage of embryonic development in medaka.
Meanwhile, we generated the medaka strain carrying a mutation in gene X, causing bicephaly at a high
 frequency, by TILLING method, and showed that the occurrence of bicephaly is not caused by the 
genetic defect in gene X, but caused by genetic defects in some unknown genes close to gene X.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 小胞体ストレス応答　メダカ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
小胞体ストレス応答は小胞体の恒常性を維持するために不可欠な分子機構であり、生命の発生から発達など様々
な場面で重要な役割を果たす。本研究においては発生の過程で頭が2つになってしまう発生異常を小胞体ストレ
ス応答の破綻が引き起こす分子機構を明らかにするため、メダカを用いた解析を行った。
結果として、ひとつのストレス解消経路が破綻することでその他の経路が強く活性化されてしまい、双頭が生じ
てしまうことを示唆するデータを得た。
同時に頭が2つになりやすい系統の樹立も試みた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

小胞体ストレス応答は小胞体の恒常性を保つための生体防御機構である。脊椎動物において
は 10 つもの小胞体ストレスセンサーが存在し、これらが小胞体内の異常を感知し、シグナル
を核や細胞質に伝達することで個体レベルでの恒常性が維持されている。 

申請者はこれらの 10 つのセンサー分子の生理的な役割を明らかにするため、10 年以上前よ
り、小型のモデル生物であるメダカを用いた逆遺伝学的な解析を行っている。この実験過程に
おいて、1 つの小胞体ストレスセンサー分子のノックアウト系統において有意に高頻度(1%程
度)で頭が 2 つある双頭の個体が生じることを見出した(図 1)。 
同時に、変異原処理により遺伝子変異を導入する TILLING 法により遺伝子に傷をつけたこ

とで得られた 1 系統についてはさらに高頻度(10％程度)で双頭個体が生じることから、発生過
程において何らかの役割を果たす遺伝子に異常が生じているものと思われた。 

図 1 双頭のメダカ初期胚 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は 2 つある。 
(1) 小胞体ストレス応答の破綻が双頭を引き起こすのかを明らかにする。 
(2) TILLING 法で得られた変異体の表現型の原因遺伝子を探索する。 

これらを明らかにすることで、小胞体内の品質管理機構が発生過程に果たす役割を明らかに
できると考えた。 
 

３．研究の方法 

(1) 申請者がこれまでに作出した小胞体ストレス応答センサー分子のノックアウト系統をか
け合わせ、得られた胚で双頭の表現型が見られるかを検証する。さらに、ノックアウト系統を
かけ合わせていくことで、双頭の表現型の生じる頻度がどのように変化するかを検証する。 

(2) 得られている変異体は TILLING 法により既知の遺伝子に変異が入っているため、双頭の
変異がこの遺伝子変異によるものかを検証する。この既知遺伝子の変異によらない場合、既知
遺伝子への変異のみをかけ合わせにより取り除き、純粋な変異系統を樹立した後、変異の探索
を行う。 
 

４．研究成果 

(1) 当研究室ですでに樹立済みの遺伝子破壊系統同士をかけ合わせ、双頭の変異が生じる割合
を調べた(図 2)。その結果、1 つの小胞体ストレスセンサー(A)をノックアウトした個体では、
1%程度の高い割合で双頭個体が得られた(レーン 2,3)。 
そして、他のセンサーB,C,D についておいて遺伝子破壊個体同士をかけ合わせたもののこれ

らでは双頭の個体は得られなかった(レーン 4-9)。 
さらに、遺伝子破壊では致死となってしまうセンサーE においてヘテロ変異個体同士をかけ

合わせてモノのこれらでも双頭の個体は得られなかった(レーン 10,11)。 

興味深いことに小胞体ストレスセンサーF が常時活性化している系統においては比較的高い
割合で双頭個体が見られた(レーン 12,13)。さらに、センサーA とセンサーF の二重変異体を作
製したところ、双頭の発生が顕著に抑えられた。 



これらの結果はセンサーA のノックアウトにより処理しきれなくなった生理的な小胞体スト
レスがストレスセンサーF を活性化しており、その下流の因子が双頭化に寄与していることを
示唆している。 

図 2 小胞体ストレスセンサー分子ノックアウト･活性化による双頭の出現頻度 

(2) 当研究室で見出した高い頻度で双頭を生み出す系統が持つ、TILLING により変異を導入し
た遺伝子 Xが双頭の原因であるかを調べるため、この変異をホモ、ヘテロで持つ親を雌とした
掛け合わせを行った(図 3)。その結果、この遺伝子をホモで持つ個体でも双頭を全く生み出さ
ないものがある(レーン 1,2)一方で、ヘテロで変異を持ち、遺伝子 X の機能が損なわれていな
い系統においても双頭個体の発生が観察できたため、この双頭の表現型は遺伝子 Xの変異によ
るものではないと結論づけた。 

図 3 遺伝子 Xの欠損は双頭の原因ではない。 
 

次に、遺伝子 X が+/+であり、双頭を生み出す個体を作出すべく上記図 3 レーン 8,9 で示す
+/-の個体を親とした掛け合わせを行い 50 匹程度の子孫を得て野生型との掛け合わせを行った。
しかしながら、これらのうちで高頻度で双頭を生み出すものはなく、樹立には至らなかった。 

遺伝子 X 変異系統は TILLING 法により取得してから 10 回程度の野生型との掛け合わせを
経た個体である。そのため、この系統に残る遺伝子変異の多くは遺伝子 X の近傍に位置する。
すなわち、目的の変異は遺伝子 X 変異と強く連鎖しているため、今回の掛け合わせにより遺伝
子 X 変異との分離が行えなかったと考えられる。 

これからはさらに個体数を増やして解析を行う。さらに、十分な数の個体を用いても変異が
分離できない場合は、遺伝子 X をマーカーとして次世代シークエンサーによるゲノム解析によ
り変異を同定する予定である。 
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