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研究成果の概要（和文）：	 

	 モデル脊椎動物ゼブラフィッシュにおいて Tol2トランスポゾン転移システムを用いて、遺伝
子トラップ法、エンハンサートラップ法、Gal4-UAS 法、in	 vivo で転移を誘導する方法などの
新しい遺伝学的方法論の開発に成功した。これらの方法を駆使し、組織・細胞・器官特異的に
GFP あるいは Gal4 を発現するトランスジェニックフィッシュを 600 系統以上作製した。これら
系統を基に、重要な発生関連遺伝子の機能解析を行った。さらにデータベースを構築し国内外
の研究者との共同研究を推進した。これらの研究成果を通じて脊椎動物遺伝子機能解明研究の
進展に大きく貢献した。	 
	 
研究成果の概要（英文）： 
	 We	 successfully	 developed	 novel	 genetic	 methods	 by	 using	 the	 Tol2	 transposon	 system	 such	 
as	 gene	 trapping,	 enhancer	 trapping,	 the	 Gal4-UAS	 system	 and	 in	 vivo	 transposition	 system.	 
By	 utilizing	 these	 methods,	 we	 created	 more	 than	 600	 of	 transgenic	 fish	 lines	 that	 express	 
GFP	 or	 Gal4	 in	 specific	 tissues,	 cells	 and	 organs.	 By	 analyzing	 these	 transgenic	 fish,	 
we	 studied	 the	 function	 of	 important	 developmental	 genes.	 Further,	 we	 constructed	 a	 
database	 of	 the	 transgenic	 fish	 resource	 and	 facilitated	 collaboration	 with	 researchers	 
all	 over	 the	 world.	 Thus,	 our	 achievements	 greatly	 contributed	 advances	 of	 the	 study	 of	 
vertebrate	 genes.	 
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１．研究開始当初の背景 
	 複数の脊椎動物においてゲノム塩基配列
の解読が完了あるいは完了しつつあり、脊椎

動物ゲノムに２~３万個存在する蛋白質を
コードする遺伝子の構造が明らかにされつ
つある。しかしながら、それらのうちほとん
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どは機能未知である。脊椎動物は多くの遺伝
子を共通してもち、それらは脊椎動物の体制
づくりに重要なはたらきをしていると考え
られる。したがって、適切なモデル脊椎動物
と方法論を選択し、機能解析することが重要
である。	 
	 ゼブラフィッシュは、(1)	 繁殖及び多数の
個体の飼育が容易、(2)	 体外受精し胚が透明
であるため発生過程の観察・操作が容易、(3)	 
世代時間が比較的短い（２~３ヶ月）、等の
特長をもつため脊椎動物の生命現象を遺伝
学的に解析するためのモデル動物として国
内外の研究室でさかんに用いられている。し
かしながら、比較的新しいモデル動物である
ため、解析のための遺伝学的方法論の開発が
十分ではなかった。	 
	 我々は、ゼブラフィッシュにおいてトラン
スポゾンを用いた新しい遺伝学的方法論を
開発するための研究を行ってきた。本研究開
始時点までに、(1)メダカトランスポゾン
Tol2は活性がある転移酵素をコードするこ
と、(2)Tol2を用いて開発した転移システム
は、ゼブラフィッシュ中で非常に効率よく機
能すること、(3)Tol2転移システムを用いる
とゼブラフィッシュで遺伝子トラップ法の
実施が可能であること、を明らかにしていた。	 
	 
２．研究の目的	 
	 本研究は、モデル脊椎動物である小型熱帯
魚ゼブラフィッシュ（Danio	 rerio）を用い
て、フォワード遺伝学的アプローチにより網
羅的に遺伝子機能解析を行い、他の脊椎動物
ゲノムに存在する遺伝子の構造、発現、機能
と比較解析するための基盤を構築すること
を目的とする。(1)Tol2トランスポゾンを用
いた遺伝子トラップ法、エンハンサートラッ
プ法など遺伝学的方法論を新規開発あるい
は改良する。共同研究、技術講習会の開催等
を通じてそれら方法論の普及に努める。(2)
ゼブラフィッシュにおいてそれら遺伝学的
方法論を実施し、発生過程において組織特異
的、器官特異的に発現し、形態形成等、高次
生命現象を制御する遺伝子群の網羅的な発
現解析と機能解析を推進する。(3)上記の遺
伝学的方法論を実施することにより得られ
る遺伝子発現情報、機能情報のデータベース
を構築し、有用なゲノム情報の公開を促進す
る。	 
	 
３．研究の方法	 
(1)Tol2 コンストラクトを用いたトランスジ
ェニックフィッシュの作製。	 
	 改良型遺伝子トラップコンストラクト及
び新規に作製する Tol2 コンストラクトをも
つプラスミド DNA を試験管内合成した転移酵
素 mRNA と共にゼブラフィッシュ受精卵に微
量注入する。微量注入した胚を成魚にまで飼

育し、F1 胚を得て蛍光顕微鏡で観察する。初
期発生過程において、組織特異的、器官特異
的に GFP を発現する F1 胚を同定・分離する。	 
(2)トランスジェニックゼブラフィッシュの
系統化。	 
	 時空間特異的に GFP を発現する F1 胚を十
分な数回収し、成魚まで育てる。これら系統
の維持により、生きた個体において時空間特
異的 GFP 発現を必要に応じて再現することを
可能にする。それらトランスジェニックフィ
ッシュのイメージを発現情報として取得す
る。	 
(3)	 トランスジェニックゼブラフィッシュ
のゲノム DNA 解析。	 
	 トランスジェニックフィッシュ系統がも
つ Tol2 挿入近傍のゲノム DNA をサザンブロ
ット、PCR により解析する。また周辺遺伝子
の転写解析を行う。これらにより挿入部位を
染色体上へマップし、またコンストラクトが
トラップしている遺伝子を同定する。これら
を全て挿入に関する遺伝子情報として統合
する。	 
(4)トランスポゾン挿入による劣性致死変異
の分離:遺伝子機能情報の取得。	 
	 同定した時空間特異的に発現する遺伝子
の機能を明らかにするために、遺伝子トラッ
プベクター挿入ヘテロ２倍体どうしをかけ
あわせ、ホモ２倍体胚を作製する。遺伝子ト
ラップベクターが必須遺伝子に挿入されそ
の遺伝子機能を破壊していたならば、初期発
生過程、器官形成過程に欠損の表現型がみら
れるはずである。その表現型について、種々
のマーカーを用いた in	 situハイブリダイゼ
ーション、抗体染色等、組織学的解析を行う。
これらを、遺伝子機能情報として取得する。	 
(5)これらデータを統合するデータベースを
構築する。	 
	 
４．研究成果	 
(1)エンハンサートラップ法の開発	 
	 Tol2にhsp70プロモーターとGFP遺伝子を
組み込んだエンハンサートラップベクター
を構築した。このエンハンサートラップベク
ターをゼブラフィッシュゲノムにランダム
に挿入させたところ、挿入部位近傍のエンハ
ンサーによりhsp70プロモーターが活性化さ
れ、GFPを組織特異的・器官特異的に発現す
るゼブラフィッシュが非常に効率よく得ら
れることがわかった。さらに、エンハンサー
トラップコンストラクトは、遺伝子内に挿入
し、その遺伝子の機能を破壊することもわか
った。この成果に基づいて、このあと我々は
遺伝子トラップ法とエンハンサートラップ
法を並行して行い、それぞれの長所・短所等
を比較検討してきた。	 
(2)Gal4-UASシステムの開発	 
	 Tol2にスプライスアクセプターと改良型



酵母転写因子Gal4FF遺伝子、あるいはhsp70
プロモーターとGal4FF遺伝子を組み込んだ
遺伝子トラップベクター、Gal4エンハンサー
トラップベクターを構築し、ゲノムにランダ
ムに挿入させた。これとともに、Gal4結合配
列UASの下流にGFPをもつUAS-GFPリポーター
フィッシュを作製した。Gal4フィッシュと
UAS:GFPフィッシュをかけあわせ、Gal4依存
的にGFPを組織特異的・器官特異的に発現す
るゼブラフィッシュを作製することに成功
した。	 
(3)トランスジェニックフィッシュの作製	 
	 各年度新たに 100 系統のトランスジェニッ
クフィッシュを作製することを目指した。
我々は、遺伝子トラップスクリーン、エンハ
ンサートラップスクリーンを実施すること
によって、数値目標を大幅に超えて、これま
でに組織・細胞・器官特異的に GFP あるいは
Gal4 を発現するトランスジェニックゼブラ
フィッシュを 600 系統以上作製してきた。こ
れらの系統を基にした研究成果を以下にあ
げる。	 
1.体表上にあるミトコンドリアに富んだ細
胞は体液のイオン濃度の恒常性の維持に重
要な働きをしている。それらの細胞で特異的
に GFP を発現する系統を用いて、それらの細
胞がナトリウムイオンの取り込みに重要で
あること、アンモニアトランスポーターがそ
れらの細胞で特異的に発現していること、お
よびそれらの細胞の分化に転写因子 foxi3a
が必須であること、を明らかにした。	 
2.	 心臓で特異的に GFP を発現する遺伝子ト
ラップ系統を用いて、新規ミオシン軽鎖
kinase 遺伝子を機能阻害すると、心臓の肥大
が引き起こされることを明らかにした。	 
3.側線には異なる方向性をもつ hair	 cellが
混在している。我々は、hair	 cell で特異的
に GFP を発現する系統を用いて、求心性の感
覚神経が hair	 cellの方向性を認識しながら、
軸索をのばしていくことを発見した。	 
4.	 脊椎動物の目の網膜が形成される際にど
のように前後軸が形成されるかはよくわか
っていなかった。我々は、網膜の後半分で GFP
が発現するエンハンサートラップ系統を用
いて、網膜の前後軸がさらに発生の初期段階
では背腹軸として形成されること、その際に
は背側からの Fgf シグナルが網膜の領域アイ
デンティティを決定していることを示した。	 
(4)トランスポゾン挿入部位の決定	 
	 我々が作製した系統について、サザンブロ
ット解析を行い、単一のトランスポゾン挿入
をもつ個体を同定した。単一挿入をもつトラ
ンスジェニックフィッシュをインバースPCR
法などで解析し、トランスポゾン挿入部位近
傍のゲノムDNAの塩基配列を決定した。これ
までに400系統についてトランスポゾン挿入
部位を決定することに成功した。	 

(5)zTrapデータベースの構築と公開	 
	 支援班の支援を得て、トランスジェニック
フィッシュから得られた発現パターンのイ
メージ、トランスポゾン挿入部位の DNA 塩基
配列情報を保存・解析・公開するためのデー
タベース zTrap（zebrafish	 gene	 trap	 and	 
enhancer	 trap	 database）の開発を行った。
2006年 6月 30日に公開を開始し、それ以降、
新規に作製されたトランスジェニックフィ
ッシュから得られた情報を追加してきた。こ
のデータベースを基にして、ゼブラフィッシ
ュのさまざまな臓器の器官形成、形態形成に
興味をもっている研究者との共同研究を発
展させることができた。	 
(6)トランスポゾン挿入変異体の解析	 
	 トランスポゾン挿入をもつヘテロ２倍体
のオスメスをかけあわせ、ホモ２倍体胚を作
製し、表現型の解析を行った。これまでに 13
系統の挿入変異体を分離し、それらのうち 4
系統について論文発表してきた。	 
1.	 tcf7遺伝子の挿入変異：	 tcf7遺伝子は胸
ヒレ、膜ヒレで発現している。エンハンサー
トラップベクター挿入のホモ２倍体では、胸
ヒレ、膜ヒレの形態形成に異常がみられた。
Wntの下流ではたらく別の転写因子lef1の機
能を同時に阻害すると、表現型がさらに増大
した。この研究により、ヒレ形成過程におけ
るWntシグナル経路、tcf/lef転写因子の重要
性を明らかにした。	 
2.	 synembryn-like 遺伝子の挿入変異：機能
欠損変異を分離した。この変異体においては
アデニンシクラーゼ活性の低下による色素
胞形成異常が見られたが、その変異表現型は
アデニンシクラーゼ活性を上昇させる
forskolin の添加によりレスキューされた。	 
3.核孔構成蛋白質遺伝子 Nup214 の挿入変
異：ホモ２倍体胚は、頭部と目の発生に異常
を示し、胚性致死となる。この結果から、
nup214 遺伝子がゼブラフィッシュ初期発生
において必須遺伝子であることを明らかに
した。	 
4.母性効果遺伝子 misty	 somiteの挿入変異：	 
misty	 somite遺伝子の機能阻害胚においては、
体節境界が形成されるが維持されなかった。
また体節の細胞の極性に異常が生じていた。
このように mys遺伝子が、体節境界維持に必
須な新規母性効果遺伝子であることを明ら
かにした。	 
(7)	 jump	 starter システムの開発	 
	 熱ショックプロモーターの下流に Tol2 転
移酵素の cDNA を組み込んだトランスジェニ
ックフィッシュを作製した。このトランスジ
ェニックフィッシュをゲノム上に単一コピ
ーの Tol2 挿入をもつトランスジェニックフ
ィッシュとかけあわせ、得られた二重トラン
スジェニックフィッシュのオスの成魚をお
湯につける、という熱ショック処理を施した。



その結果、単一コピーの Tol2 が、オスの生
殖細胞において非常に効率よく転移するこ
とを見いだした。	 
(8)UAS エフェクターフィッシュの作製と神
経回路機能阻害	 
	 Gal4認識配列UASの下流に破傷風毒素遺伝
子（テタヌス毒素）を組み込んだトランスジ
ェニックフィッシュを作製した。この UAS テ
タヌス毒素エフェクターフィッシュを脊髄
内の感覚神経、介在神経特異的に Gal4 を発
現するトランスジェニックフィッシュとか
けあわせ、二重トランスジェニック稚魚では、
それぞれの神経回路の機能が特異的に阻害
されることを示した。また特定の嗅覚神経で
のみ Gal4 を発現する系統を作製し、UAS テタ
ヌス毒素エフェクターフィッシュ系統とか
けあわせ、二重トランスジェニック成魚では、
アミノ酸に対する誘因行動に異常が見られ
ることを示した。	 
(9)Tol2 転移システムの応用および他のモデ
ル動物における Tol2転移システムの開発	 
1.	 我々は転移に必要な Tol2のシス領域の解
析を行った。その結果、Tol2の左端から 200bp、
右端から 150bp の DNA が最小必須シス配列で
あることを決定した。この研究により Tol2
ベクターを非常にコンパクトに設計できる
ようになり、遺伝子導入ベクターとしての有
用性が飛躍的に増加した。	 
2.	 Tol2 転移システムを用いてトランスジェ
ニック Xenopus	 tropicalisを作製した。	 
3.	 Tol2 転移システムが効率の良いニワトリ
胚への遺伝子導入法となることを示した。こ
の方法を用いてニワトリ網膜におけるカド
ヘリン遺伝子機能研究を行った。	 
4.	 Tol2 がショウジョウバエで転移すること
を発見し、GFP あるいは網膜色素形成遺伝子
white のトランスジェニックショウジョウバ
エを作製することに成功した。	 
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