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研究成果の概要（和文）：本研究では、光遺伝学技術をゼブラフィッシュ色素細胞に導入することを試みた。黒
色素胞にチャネルロドプシンを発現させ、青色光照射により人為的に脱分極を誘導すると細胞の運動性が亢進す
ることが観察された。さらに本技術を応用し、光条件を調節することによってゼブラフィッシュ体表の縞模様を
任意に変化させることに成功した。また、この実験の結果生じたパターンから、ゼブラフィッシュ体表縞模様の
形成過程において「反応拡散モデル」の原理が働いていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, optogenetics techniques were introduced into zebrafish 
pigment cells. When illuminated by blue light, Channelrhodopsin-2 expressing melanophores were 
artificially depolarized and showed enhanced cellular motility in vitro. Using this technique, we 
then artificially altered skin pattern in vivo by switching rearing light conditions. The resulting 
pattern indicated that a reaction-diffusion system is viable in zebrafish skin pattern formation 
process.

研究分野： 発生生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 生体における電気シグナルの機能は神経
細胞や筋細胞で深く研究が進んでいる。電気
シグナルの実体は細胞膜電位の変化である
が、細胞内外における膜電位差はあらゆる細
胞において存在する。近年、神経、筋以外の
細胞においても膜電位の変化が起きている
ことが報告されているが、その機能的意義に
関しては不明な点が多い。当研究室では、ゼ
ブラフィッシュ変異体を用いた解析から、色
素細胞（黒色素胞）における膜電位の変化が
体表模様の形成に関与していることが明ら
かになってきた。 
 
２．研究の目的 
 本研究ではゼブラフィッシュの体表模様
形成過程をモデルに、多細胞生物の形態形成
における電気シグナルの機能解明を目的と
する。また、同様のメカニズムが他の形態形
成イベントにおいても関与している可能性
が推測されることから、特にゼブラフィッシ
ュの胚発生に着目し、この時期の形態形成に
おける電気シグナルの関与を探索する。 
 
３．研究の方法 
 形態形成中の組織においては、多数の細胞
がそれぞれに増殖、変形、移動することによ
り細胞の位置関係が著しく変化する。微小電
極を用いる電気生理学的手法では、このよう
な状況で特定の細胞集団を長期にわたって
刺激、観測することは困難である。そこで、
生体内において特定の細胞集団の膜電位を
人為的に制御するため、近年、神経科学分野
で目覚ましい発展をとげている光遺伝学の
手法を利用することを計画した。青色光に応
答して膜電位を脱分極させるチャネルロド
プシンをトランスジェニック技術により標
的細胞に発現させる。この細胞に外部から光
照射することによって非侵襲的に、かつ任意
のタイミングで膜電位の変化させることが
できる。本研究の標的である色素細胞は体表
にあり、外部からの光照射が極めて容易であ
る。 
 
４．研究成果 
 体表模様形成における電気シグナルの機
能を調べるために、本研究ではまず、色素細
胞に対して光遺伝学技術の導入を試みた。
mitfa 遺伝子のプロモーターを用いて黒色
素胞特異的にチャネルロドプシン２(ChR2)
を発現するトランスジェニックゼブラフィ
ッシュを作成し、この魚に ChR2 を活性化さ
せる青色光を照射する実験を行った。その結
果、光照射依存的に模様の変化を誘導するこ
とができたものの、その変化の程度は小さい
ものであった。そこで、より大きな効果を得
るために、活性の高い ChR2 変異体を利用す
ることを考案した。ChR2 にはチャネル特性が
異なる様々な改変体が報告されているが、本
研究では活性化時の開口時間が極めて長い

（閉口時定数τ=29 min）ChR2(C128S/D156A)
改変体を用いることにした。一定強度の光条
件下では、各々のチャネルの開口時間が長い
ほどより多くのイオン流動が生じるため、膜
電位に及ぼす影響も大きくなると考えられ
る。実際に、黒色素胞に ChR2(C128S/D156A)
を発現するトランスジェニックゼブラフィ
ッシュでは、野生型 ChR2 を発現するもので
は見られなかった顕著な模様の変化が観察
された。また、このトランスジェニックゼブ
ラフィッシュは暗条件下で飼育した場合に
は模様の変化をほとんど示さないことから、
この効果は光照射依存的であることが示さ
れた(図１)。 

 
 次に、上記の ChR2(C128S/D156A)トランス
ジェニックフィッシュを用いて、模様形成時
において人為的な膜電位の撹乱が及ぼす影
響を詳細に観察した。このトランスジェニッ
クフィッシュを青色光照射下で育成すると、
野生型ゼブラフィッシュのような明確な縞
模様は形成されず、不定形の黒色素胞の小斑
が散在する状態になる（図１）。この模様の
形成過程を経時的に観察すると、模様形成初
期の段階（体長 12 mm）では野生型とほとん
ど差が見られないが、縞が形成されていく過
程において、野生型では黒色素胞集団と黄色
素胞集団の間に明確な境界が存在している
の に 対 し 、 青 色 光 照 射 下 の
ChR2(C128S/D156A)トランスジェニックフィ
ッシュでは境界が不明瞭、かつ不安定であっ
た(図２)。そのために直線的な縞模様が安定

 



して維持されず、黒色素胞の集団が分断され
て小班状になったものと考えられる。 
 
 上記のように、本研究では光照射依存的に
ゼブラフィッシュ体表の縞模様を破壊する
ことに成功した。この方法を利用することに
より、模様の破壊と形成を in vivoにて任意
に 制 御 す る こ と が 可 能 で あ る 。
ChR2(C128S/D156A)トランスジェニックフィ
ッシュの模様を光照射により破壊したのち
に、暗条件下で飼育すると縞模様が再形成さ
れる。しかしながら、再形成された縞模様は
野生型のような縦方向に直線的な縞模様で
はなく、迷路状の縞模様であった(図３)。こ
の結果から、ゼブラフィッシュの縦縞の方向
性は模様形成最初期のパターン(初期条件)
に依存しており、黒色素胞における電気シグ
ナルは初期条件に倣った縞の方向性の維持
に必要であると考えられる。また、この結果
は「反応拡散モデル」を用いたシミュレーシ
ョンにおいても再現することができる（図
３）。このことから、ゼブラフィッシュの縞
模様形成過程では同モデルの原理が働いて
いることが示唆される。 

 
 黒色素胞における電気シグナルの機能を
より詳細に解析するために、in vitro培養系
を用いて、人為的膜電位操作が細胞の挙動に
及ぼす影響を観察した。トランスジェニック
フィッシュから採取した黒色素胞を分散培
養し、青色光照射により人為的に脱分極を誘
導したところ、光照射時に黒色素胞の運動性
が顕著に増大することが観察された。また、
光照射後の黒色素胞ではアクチンフィラメ

ントの形成が著しく促進されており(図４)、
細胞膜の脱分極によって直接的に細胞運動
が制御されていることが示唆される。  
 
 発生期における電気シグナルの関与を探
索 す る た め に 、 in vitro 合 成 し た
ChR2(C128S/D156A) mRNAをマイクロインジェ
クション法により胚に導入した。導入胚、非
導入胚をそれぞれ青色光照射下で発生させ
たところ、導入胚、非導入胚共に孵化前に死
亡した。高強度の青色光は、胚発生において
致命的な毒性があるようである。この毒性を
回避するため、光制御可能な ChR2 の使用を
断念し、恒常的に開口しているチャネルを用
いる計画へと変更した。本研究で使用したカ
リウム漏洩チャネル kcnk5b(W169L)変異体は、
野生型のものよりも大きなコンダクタンス
を持ち、発現細胞の膜電位を過分極側へと傾
ける。このチャネルを導入した胚では、著し
い形態異常が観察された（図５）。この結果
から胚発生期における形態形成においても、
電気シグナルが重要な機能を果たしている
ことが示唆される。 
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