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研究成果の概要（和文）：（１）モデル脊椎動物ゼブラフィッシュにおいて、遺伝子トラップスクリーニングを行い、
改変型酵母転写因子Gal4FFを細胞・器官・組織特異的に発現するトランスジェニックフィッシュを新規に400系統作製
することに成功した（数値目標250系統）。
（２）トランスジェニックフィッシュを基にして、国内の連携研究者、国外の共同研究者と器官形成のメカニズムを明
らかにした。
（３）トランスジェニックフィッシュを用いて、リアルタイムでの脳神経活動のイメージングに成功した。

研究成果の概要（英文）：(1) We performed Gal4 gene trap and enhancer trap screens and successfully 
generated more than 400 transgenic fish lines that expressed Gal4FF in specific organs, cells and 
tissues.
(2) Taking advantage of the transgenic fish, we conducted collaboration with cooperative researchers 
inJapan and international collaborators, and disclosed mechanisms of organogenesis.
(3) By using the transgenic fish, we successfully developed a method to visualize the neuronal activity 
in real-time.

研究分野： 複合新領域
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１．研究開始当初の背景 
 小型熱帯魚ゼブラフィッシュは 1990 年代以
降、モデル脊椎動物として世界中の研究者に
より用いられてきた。しかしながら新しいモデ
ル動物であったために遺伝学的方法論の開
発は遅れていた。特に 1990 年代後半頃、遺
伝子機能解析に欠かせないトランスジェニック
フィッシュ作製のための方法は非常に効率が
わるいものであった。 
 我々が開発したトランスポゾン転移技術は、
この状況を大きく変えた。トランスポゾンは、微
生物、植物、ショウジョウバエ等の遺伝学的研
究において有用なツールとして用いられてき
たが、1990 年代後半頃は、ゼブラフィッシュは
おろか脊椎動物において利用可能なトランス
ポゾンツールは存在していなかった。我々は、
1998〜2000 年頃、一連の研究によって、メダ
カゲノム由来の Tol2 因子が、転移酵素をコー
ドする自律的トランスポゾンであること、脊椎動
物細胞において転移すること、を明らかにした。
我々は、Tol2 を用いて、ゼブラフィッシュにお
ける非常に効率の良い遺伝子導入法の開発
に成功し、さらに世界に先駆けて遺伝子トラッ
プ法、エンハンサートラップ法の開発に成功し
てきた。 
 我々は 2006〜2010 年の間、基盤研究(S)に
より、Tol2 を用いて、ゼブラフィッシュにおける
Gal4-UAS 法の開発に着手し、これに成功し
た。Gal4-UAS 法は元々ショウジョウバエにお
いて開発された有力な遺伝学的方法である。
我々の研究によって、ゼブラフィッシュで利用
可能になった。 
 我々は、これら独自に開発した遺伝学的方
法論を駆使して、Gal4 を細胞・組織・器官特
異的に発現するトランスジェニックフィッシュの
系統開発を行なって来た。研究開始時には、
約 800 系統のトランスジェニックフィッシュの作
製に成功していた。さらに、それらを有効利用
するために、系統の発現パターン情報とトラン
スポゾン挿入部位のゲノム情報を閲覧・検索
可能にしたデータベース zTrap (zebrafish 
gene trap and enhancer trap database, 
http//kawakami.lab.nig.ac.jp/ztrap/) を構築
し、web 上に公開していた。 
 私は、上述の研究成果を鑑み、我々が開発
してきた独創性の高い方法論を用いて大規模
にトランスジェニックゼブラフィッシュを作製し、
それらの表現型を解析する研究を強力に推
進したいと考えた。トランスジェニックフィッシュ
リソースやデータベースを基に、国内外の研
究者と積極的に共同研究を展開することによ
り、世界のゼブラフィッシュ研究をリードするこ
とができる。遺伝学的方法論の創始者である
我々の優位性を生かし、我が国発の研究を発
展させるためにも本研究を実施することが重
要であり、かつ急務であると考えた。 
２．研究の目的 
(1) Tol2 を用いた遺伝子トラップ法(あるいはエ
ンハンサートラップ法)により、細胞・組織・器
官特異的に改良型酵母転写因子 Gal4FF を

発現するトランスジェニックフィッシュを作製す
る。4 年間の研究期間内に 250 系統作製する
ことを数値目標とした。これらトランスジェニック
フィッシュにおける Tol2 挿入部位を決定し、
遺伝子と発現パターンを結びつける。この過
程で次のことを明らかにする。それら発現パタ
ーンデータと遺伝子情報データを整備し、デ
ータベースで閲覧・検索可能にする。 
(2)国内の連携研究者および国外の共同研究
者らと共同研究を展開する。連携研究者や共
同研究者が研究の対象とする発現パターンが
得られた場合、そのような系統を速やかに分
与し、共同研究を開始する。この目的のため、
以下の国内 13 名の研究者を連携研究者とし
た。 瀬原敦子（京都大、側線・筋肉・腱の研
究）、小椋利彦（東北大、心臓形成研究）、日
比正彦（名古屋大、小脳研究）、澤本和延（名
古屋市立大、神経幹細胞研究）、田村宏二
（東北大、ヒレ形成研究）、石谷太（九州大、中
脳、Wnt シグナル研究）、吉原良浩（理研、嗅
覚系研究）、平田普三（国立遺伝研、運動シ
ステム研究）、和田浩則（さきがけ、側線・感丘
形成研究）、政井一郎（OIST、網膜研究）、高
島成二（大阪大、心疾患関連研究）、伊藤素
行（名古屋大、側線・脊索、Notch シグナル研
究）。数値目標としては、これまでの実績を鑑
みて年間 5 報の共著論文を出版し続けること
を目標にした。 
(3) ゼブラフィッシュは胚発生研究のためのモ
デル動物としてさかんに用いられてきたが、最
近では哺乳動物の代替の疾患モデルとしても
注目されるようになり、成体の表現型も重要に
なってきた。しかしながらゼブラフィッシュ成魚
の表現型の解析は未開拓の分野である。
我々のトランスジェニックフィッシュの成魚を用
いた研究における有用性も明らかではない。
我々は、特に脳に焦点をあて発現パターンの
解析に着手する。これによりGal4-UAS法の成
体の表現型研究における有用性を明らかに
する。 
(4) Gal4-UAS 法の特長は UAS 下流に任意の
遺伝子を組み込むことにより、その遺伝子を
Gal4 発現細胞で特異的に発現できることにあ
る。Gal4 発現フィッシュを用いたフェノーム解
析を促進するために、有用な UAS エフェクタ
ーフィッシュの開発を行う。 
３．研究の方法 
(1) 遺伝子トラップコンストラクトは、スプライス
アクセプターの下流に改良型酵母転写因子
Gal4FF を、エンハンサートラップコンストラクト
はヒートショックプロモーターの下流に改良型
酵母転写因子 Gal4FF をもつ。遺伝子トラップ
コンストラクト(あるいはエンハンサートラップコ
ンストラクト)を持つプラスミド DNA を、転移酵
素 mRNA とともにゼブラフィッシュ受精卵にイ
ンジェクションする。インジェクションした胚を
成魚にまで育て、Gal4 認識配列 UAS の下流
に GFP を組み込んだ UAS:GFP リポーターフ
ィッシュとかけあわせる。GFP は Gal4FF 発現
に依存して発現される。生後１〜５日の二重ト



ランスジェニック胚(F1)を実体蛍光顕微鏡下
で観察し、細胞・組織・器官特異的に GFP を
発現する F1 胚を同定し、選別する。それら
GFP 発現胚を成魚にまで育てる。このようにし
て年間 50 系統(以上)のトランスジェニックフィ
ッシュ系統を作製する。 
(2) Gal4FF 発現フィッシュ成魚の尾ひれから
DNA を抽出し、サザンハイブリダイゼーション
解析、インバース PCR 解析等を行う。F1 フィッ
シュはしばしば複数の Tol2 挿入をもつ。その
場合にはかけあわせにより F2、F3 世代の子
孫を作製し、サザンハイブリダイゼーション解
析により、単一挿入をもつ個体を同定する。こ
の過程は労力を要するが、信頼に足る系統を
樹立するために必要なステップである。これら
の解析により、Tol2 の挿入部位を、ゼブラフィ
ッシュゲノム地図上へマップする。得られた発
現パターン、挿入部位のゲノム情報をデータ
ベース zTrap に取り込む。順次公開し、国内
外の研究者の役に立てる。 
(3) 本研究でスクリーニングを実施することに
より得られる、さまざまな細胞・組織・器官で
Gal4 を発現するトランスジェニックフィッシュ系
統を、分類し速やかに連携研究者に分与し、
専門性の高い研究を行う体制を整える。本研
究開始後は、連携研究者らとミーティングをひ
らき、研究発表と情報交換を行う。 
(4) 成魚脳における Gal4（GFP）の発現パター
ンを切片の作製により解析する。それにより脳
機能の研究に、Gal4-UAS 法がどの程度有効
であるかを明らかにする。 
(5) 細胞の活性を阻害する遺伝子、細胞の活
動を検出する GCaMP のような遺伝子等を
UAS の下流に組み込んだ UAS エフェクターフ
ィッシュを作製し、Gal4 発現フィッシュ（主に神
経特異的 Gal4 発現フィッシュ）とかけ合わせ、
得られた二重トランスジェニックフィッシュの解
析を行なう。研究期間内に、そのようなトランス
ジェニックフィッシュを 15 系統以上作製する。 
４．研究成果 
(1) Tol2 を用いた遺伝子トラップ法(あるいはエ
ンハンサートラップ法)により、細胞・組織・器
官特異的に改良型酵母転写因子 Gal4FF を
発現するトランスジェニックフィッシュを 4 年間
の研究期間に、約 400 系統作製することに成
功した。 
(2) これらのトランスジェニックフィッシュを用い
て国内外の研究者と共同研究を行ない、それ
らを含めて、45 報の英文論文を発表した。 
(3) 運動時の脊髄の運動ニューロンの活動を
GCaMP を用いたカルシウムイメージングにより
明らかにした（文献 33）。 
(4) 側線の神経分化における Notch シグナル
の役割を明らかにした（文献 34）。 
(5) トランスポゾンベクターを用いて BAC サイ
ズの巨大 DNA（〜200kb）を組み込み、トラン
スジェニックフィッシュの作製が可能であること
を示した（文献 35）。 
(6) 遺伝子トラップフィッシュのスクリーニング、
およびトランスジェニックフィッシュの作製によ

り、脊髄の運動神経、および眼球の運動を司
る運動神経を可視化できる系統の樹立に成
功した（文献 19）。 
(7) Gap ジャンクションを形成するコネキシン
39.9 蛋白質が、筋肉の協調的な運動に必須
であることを明らかにした（文献 20）。 
(8) シリア（繊毛）形成に関わる Nek8 遺伝子
が、腎臓形成、心臓の左右差形成に重要であ
ることを明らかにした（文献 23）。 
(9) 肝炎ウィルス C タイプの蛋白質を発現する
トランスジェニックフィッシュの作製により、ヒト
の肝癌発症のモデルを樹立した（文献 24）。 
(10) ゼブラフィッシュの胸ヒレ形成の新しいメ
カニズムを提唱した（文献 25）。 
(11) トランスジェニックフィッシュの作製により
Wnt シグナルに反応する細胞を生きた個体の
中で可視化することに成功した（文献 26）。 
(12) 改良型 GCaMP を視覚刺激を受容する
視蓋で発現させ、ゼブラフィッシュ稚魚が、自
然な対象物（餌であるゾウリムシ）を知覚する
際の脳神経細胞の活動をリアルタイムでイメ
ージングすることに成功した（文献 7）。 
(13) 感覚器官である感丘の形成に、神経細
胞による支配が重要であることを明らかにした
（文献 8）。 
(14) 血行力学に依存している心臓の弁形成
の過程において、血流依存的なマイクロ RNA
の発現が関与していることを明らかにした
（文献 12）。 
(15) ゼブラフィッシュの器官形成（感丘形成）
において、Wnt/Dkk パスウェイによるネガティ
ブフィードバックが、器官サイズの制御に重要
であることを明らかにした（文献 13）。 
(16) 様々なプロモーターを用いたトランスジェ
ニックフィッシュの作製により、サブタイプの異
なる神経回路を可視化することに成功した（文
献 15）。 
(17) 神経細胞と血管の平行した伸長が、Vegf
のシグナル伝達経路に依存していることを明
らかにした（文献 16）。 
(18) Notch シグナルが、脊髄の介在神経細胞
の分化を制御するメカニズムを明らかにした
（文献 3）。 
(19) ゼブラフィッシュ側線鱗が、神経組織が
制御する骨リモデリング過程を経て形成される
ことを明らかにした（文献 4）。 
(20) 遺伝子トラップ法により、小脳の神経回
路研究に有用なトランスジェニックフィッシュ系
統を多数樹立した（文献 1）。 
(21) RNF121 蛋白質が、電位依存的なトリウム
チャンネルの分解と膜上への移送を制御し、
神経活性をコントロールしていることを明らか
にした（文献 2）。 
(22) 上述の研究の過程で、有用な UAS エフ
ェクター系統を 15 系統以上構築した。 
(23) 論文発表にはいたっていないが、ゼブラ
フィッシュ成魚脳において特定の領域で
GAL4FF を発現するトランスジェニックフィッシ
ュを 77 系統同定した。 
(24) 国際高等研からの支援も受け、2012、



2013、2014 年度に連携研究者らとのミーティ
ングを行なってきた。 
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