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研究成果の概要（和文）： 

メダカ突然変異体 fused centrum (fsc)の解析から、メダカ脊椎の分節性の獲得・維持には、

フロアープレート（底板）での Wnt ファミリー遺伝子の発現が必須であることを発見した。こ

のことは、従来知られているフロアープレートの役割（神経管の分化、神経軸索の走向性）に

加え、新たな機能の存在を証明するものである。 
 
研究成果の概要（英文）： 

 Analysis of a spontaneous medaka mutant, fused centrum (fsc), which exhibits fused centra 
and the absence of the intervertebral ligaments, revealed that fsc encodes wnt4b, which 
was expressed exclusively in the floor plate. In fsc mutants, wnt4b expression was 
completely lost in the floor plate and that abnormal conversion of the intervertebral 
ligament cells into osteoblasts appeared to cause a defect of the intervertebral ligaments. 
These findings provide a novel perspective on the mechanism of vertebrate development. 
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１．研究開始当初の背景 メダカ及びゼブラ
フィッシュでは実験発生学的な研究（胚操作、
遺伝子産物の過剰発現）や、変異体を用いた
遺伝学的な解析が可能である。特にメダカは
幼生期まで透明で、顕微鏡下で骨発生の様子
を観察することが可能である。またメダカと
マウスの骨芽細胞および軟骨細胞の分化機
構は分子レベルでよく保存されていること

が研究者らにより明らかとなった（研究者
and Kudo, 2000. Dev. Genes Evol. 210, 
570-574）。特に研究者らは、硬節（脊椎をつ
くる骨芽細胞の前駆細胞）に発現する転写因
子であるtwist遺伝子がメダカ脊椎骨の形成
に関与することをモルフォリノオリゴによ
るノックダウン実験により明らかにした 
(Yasutake et al., 2004. Mech. Dev. 121, 
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883-894)。以上の成果は、メダカが骨研究の
モデル生物として有用であることを示して
いる。 
 また研究者らは、硬節細胞（骨芽細胞前駆
細胞）から成熟骨芽細胞への分化を生きたま
まの状態で容易に観察可能なシステム（GFP
の緑から DsRed の赤い蛍光への変化）の開発
に成功した(研究者ら、2007. Developmental 
Dynamics 236, 3031-3046)。このダブルトラ
ンスジェニックメダカシステムは本研究を
遂行する上で非常に有用な材料である（下図、

参照）。 
これらのト

ランスジェニ
ックメダカと
透過型電子
顕微鏡によ
る解析より、
硬節に由来

する細胞が椎間領域で脊椎形成に関与する
骨芽細胞へと分化すること、椎間領域が椎体
成長の場になっていることを明らかにし、硬
骨魚類の脊椎発生には椎間域の存在が重要
であることを提唱した(研究者ら、2007. Dev. 
Dyn. 236, 3031-3046)。それと同時に研究者
らは、点突然変異誘発剤による大規模なメダ
カ突然変異体のスクリーニングを行ない、脊
椎形成に異常を示す変異体も複数単離した
（研究者ら、未発表）。また国内ではメダカ
ゲノムプロジェクトが遂行され（Kasahara et 
al., 2007. Nature 447, 714-719）、変異遺
伝子の同定（ポジショナルクローニング）の
ための基盤が整備された。実際に研究者らは
複数の変異体についてポジショナルクロー
ニングに成功し、その成果を既に報告してい
る(Sakamoto et al., 2004. Mech Dev. 121, 
747-752; Sakaguchi et al., 2006. Dev. Biol. 
293, 426-438.) 
さらに研究者らは、突然変異体 fused 

centrum (fsc)の解析を行った結果、メダカ
脊椎の分節性の獲得・維持には、フロアープ
レート（底板）でのWntファミリー遺伝子
(wnt4b)の発現が必須であることを発見した
(Inohaya et al., 2010. Development 137, 
1807-1813)。 
以上の研究成果から、本研究の着想に至っ

た。 
 
２．研究の目的 脊椎の分節性に異常を示す
複数の既存メダカ自然発生突然変異体の解
析を行い、各原因遺伝子を同定することで、
脊椎発生を制御する新たな分子カスケード
及び分子機構の解明することを目的として
いる。 
脊椎形成に関する研究はニワトリ･マウ

ス胚を用いて盛んに行われており、体節か
ら派生する硬節の細胞が脊椎骨の雛形とな

る軟骨細胞へと分化、骨へと置き換わる。
また脊椎の分節性（椎骨と椎間板の繰り返
し構造）は、前後軸に沿った各体節内の極
性に依存することが知られている。 
硬骨魚類では硬節に由来する細胞が骨芽

細胞へと分化し、直接、脊索の周りに骨を
形成する。ゼブラフィッシュでは、体節内
の極性を失った変異体においても、脊椎の
分節構造は正常であると報告されており
（van Eeden et al., 1996. Development 
123: 153-164）、ニワトリやマウスでは報告
されていない新たな脊椎の分節形成機構の
存在が示唆されていた。 
本研究の遂行により、フロアープレート（底
板）による Wntシグナルを介した脊椎分節機
構の一端が解明できる。本研究は、Wnt シグ
ナルを介した新たな脊椎形成モデルを分子
レベルで提唱することに最大の特色かつ独
創的な点がある。本研究の成果は、従来の発
想にない、胚発生期におけるフロアープレー
トの新たな役割とその分子機構を証明する
ものであり、本研究の学術的な意義は非常に
大きいと考えられる。 
 
３．研究の方法  
ポジショナルクローニングを行い、原因遺

伝子を同定する。具体的な方法を以下に記す。
(1)突然変異体（南日本系メダカ）とは遺伝
的に離れた HNI 系統（北日本系メダカ）と交
配し、さらにその子孫を南日本系メダカの突
然変異体と戻し交配する。 
(2)Ｍ－ｍａｒｋｅｒ（各染色体のマーカー）
を用いてメダカ染色体地図への変異のマッ
ピングを行う。 
(3)突然変異体遺伝座近傍の多型マーカーを
検出する。 
(4)複数のＤＮＡマーカーを用いて突然変異
との間の組み替え頻度を調べることにより、
突然変異の位置を正確に決定する。 
(5)既にマッピングされている遺伝子と突然
変異の位置の比較から、原因となり得る候補
遺伝子の検索を行う。 
(6)野生型と突然変異体の間で同定した候補
遺伝子の塩基配列を比較し、突然変異の有無
を調べる。 
(7)原因遺伝子の野生型 mRNA（またはゲノム
DNA）を突然変異体に注入し、表現型が回復
することを確認する。 
(8)原因遺伝子に対するモルフォリノアンチ
センスオリゴを野生型に注入し、突然変異体
と同様の表現型が得られることを確認する。 
 
４．研究成果 脊椎骨の融合が見られ、脊椎
の分節性が失われる突然変異体、fused 
centrum (fsc) 変異体の解析を行った結果、
責任遺伝子がWntファミリー遺伝子に属する
wnt4b であることを明らかにした。ｗnt4b は



胚発生期にフロアープレートで主に発現し
ているが、fsc 変異体ではその発現が欠失し
ていた。また原因遺伝子の野生型ゲノム DNA
断片を fsc 変異体にインジェクションし、ト
ランスジェニックレスキュー個体の作製を
行った結果、外来ゲノム DNA 断片を持つトラ
ンスジェニック個体でのみ、fsc 変異体の表
現型が回復した。さらに野生型メダカ胚の細
胞を変異体に移植し、野生型細胞由来のフロ
アープレートがfsc変異体の表現型を回復し
うることを確認した。これにより Wnt ファミ
リー遺伝子がfsc変異体の責任遺伝子である
ことが証明された。本研究により、フロアー
プレート（底板）による Wnt シグナルを介し
た新たな脊椎分節機構の一端が分子レベル
で解明できた。本研究の成果は、従来の発想
にない、胚発生期におけるフロアープレート
の新たな役割とその分子機構を証明するも
のであり、本研究の学術的な意義は非常に大
きいと考えられる。 
また本研究では fu-2、fu-４、ki69 変異体

の解析を行った。fu-2 は脊椎骨が融合し、脊
椎の分節性が失われる変異体であり、fsc 変
異体と全く同様の表現型を示す。fsc 変異体
の原因遺伝子は wnt4b であり、フロアープレ
ートでのその発現が消失することにより、脊
椎の分節性に異常をきたす。興味深いことに、
fsc および fu-2 は相補性検定の結果、異なる
原因遺伝子を持つ突然変異体であることが
分かった。また fu-2 において wnt4b はフロ
アープレートで正常に発現していることか
ら、fu-2の原因遺伝子は wnt4b シグナルの下
流に位置する遺伝子であることが強く予想
される。fu-４および ki69 は、体節の分節性
に異常を示し、左右非対称の体節が形成され
ることが分かった。このことは、体節の分節
性が脊椎の分節性に依存していることを強
く示唆している。現在までのところ、ゲノム
マッピングにより、fu-2 の原因遺伝子は染色
体２３番に位置していることが判明してお
り、原因遺伝子のある領域を 500kb 以内にま
で絞り込んでいる。また fu-4 と ki69 では体
節の分節性に関与すると考えられる既知の
遺伝子にそれぞれ変異が見つかった。 
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