
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 22年 5月 1日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：運動・行動に異常のあるゼブラフィッシュ変異体を単離・解析し、８

系統の変異体について責任遺伝子を同定し、運動異常のメカニズムを解明した。変異体 310は
その一例で、GPI アンカータンパクの合成酵素である PIG-U に変異があり、GPI アンカータ
ンパクを正常に合成できず、電位依存性ナトリウムチャネルの膜表出に異常があり、活動電位

を発生できないことが分かった。その結果、ゼブラフィッシュは一次感覚ニューロンが機能し

ないため、逃避運動をできないことが理解された。該当遺伝子はヒトの運動障害の責任部位の

近傍にあり、ヒト疾患の新しい候補遺伝子として解析を続けている。 
 
研究成果の概要（英文）：I identified and analyzed eight zebrafish mutants, which have 
defects in locomotion and behavior. For instance, mutant mi310 harbored a point mutation 
in PIG-U gene, which is necessary for biogenesis of GPI-anchored proteins. In mutants, 
GPI-anchored proteins were not generated and surface expression of voltage-gated sodium 
channels was perturbed, leading to loss of action potentials. As a consequence, mutant 
zebrafish did not show escape behavior due to hypofunction of primary sensory neurons. 
The corresponding gene in human is a good candidate for a responsible gene for a human 
motor disorder. 
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１．研究開始当初の背景 
運動や行動に異常のある変異体を単離する
スクリーニングはこれまでハエや線虫を用

いて行われ、神経や筋についての多くの知見
をもたらしてきた。しかし、これらの動物で
は電気生理学的解析は可能ではあるが容易

研究種目： 若手研究(A) 

研究期間： 2008 ～ 2009   

課題番号： 20680023 

研究課題名（和文） 運動・行動異常を示すゼブラフィッシュ変異体の単離と解析、またヒト

関連疾患への応用 

研究課題名（英文） Identification and characterization of zebrafish mutants defective 

in locomotion/behavior and application to associ ated human diseases 

 

研究代表者 

平田 普三（Hiromi Hirata） 

名古屋大学・大学院理学研究科・助教 

研究者番号：60402450 



ではなく、また神経系の構造が脊椎動物のも
のとは異なっているため、得られた知見が脊
椎動物に当てはまらないこともあった。一方、
哺乳動物を用いた運動・行動の研究で神経や
筋の生理的理解は進んだが、哺乳動物では変
異体スクリーニングは施設やコストの問題
から困難だった。熱帯魚として親しまれてい
るゼブラフィッシュは胚が透明で発生が早
く、研究室レベルでの変異体スクリーニング
が確立した脊椎動物であることから、これま
で主に発生学の分野でモデル動物として使
われてきた。また、発生初期から成魚までの
あらゆるステージで電気生理学的解析が可
能なことから、近年は神経科学の分野でも注
目されている。申請者はゼブラフィッシュを
研究材料に使うことで上記の問題点を解決
し、運動や行動に異常のある変異体を解析し、
責任遺伝子を同定できると考えて本研究を
開始した。 
 
２．研究の目的 
1996 年に報告されたゼブラフィッシュの変
異体スクリーニングでも稚魚の行動に異常
のある変異体が単離され、現在解析されてい
る。研究代表者は受精後１~２日胚でスクリ
ーニングを行い、受精後１~２日に運動異常
を示すものを対象とした。実際に過去のスク
リーニングでは単離できなかった新規のも
のが多くあり、比較的少数の細胞から成るシ
ンプルな機能回路を理解するのに役立つと
期待される。神経や筋の異常によるヒトの運
動障害は根本的治療法がない難病であり、家
族性のものも多い。これまでに報告されたゼ
ブラフィッシュ変異体は全てヒトの運動障
害のモデル動物となった。これらは単に同じ
遺伝子に変異があり類似の運動異常を示す
だけでなく、診断基準となる病理症状でもヒ
トの病態と酷似している。また、薬物を投与
したり、アンチセンス鎖を導入したりするこ
とで、正常な運動を回復させることにも成功
していることから、ゼブラフィッシュ変異体
を疾患モデルとした運動障害の治療実験を
行えると期待できる。単離した変異体の責任
遺伝子が新規の場合、該当遺伝子は疾患の新
しい原因遺伝子である可能性があり、本研究
が未解明のヒトの運動障害の原因遺伝子を
同定するブレイクスルーになることも期待
される。既知の場合は疾患の動物モデルの確
立に寄与できる。また、研究代表者は電気生
理を導入することで運動・行動を解析する実
験系を確立してきた。本研究から運動障害の
疾患モデルが作製できることは明らかで、さ
らに運動障害の新しい原因遺伝子の探索に
も有効であると期待される。 
 
３．研究の方法 
(1)運動・行動異常を示す変異体には神経の異

常によるものと筋の異常によるものがあるが、
電気生理学的手法で筋電位を測定することに
より、それらを区別する実験系を確立した。
受精後 48 時間のゼブラフィッシュ胚の皮膚
をはがして、筋にパッチクランプを行い、膜
電位を測定したまま、接触刺激を与えて逃避
行動を誘発すると、筋に異常があり神経系が
正常な胚では神経から筋への出力は正常なの
で、膜電位変化では持続する正常な脱分極パ
ターンが得られる一方、神経に異常のある胚
では神経系から筋へのアウトプットが乱れ、
異常な膜電位変化が観察される。この方法で
全ての変異体を神経の異常と筋の異常に分類
できる。 
(2)変異体の責任遺伝子を同定する。ゼブラフ
ィッシュには染色体が 25 本あるが、各染色体
で 200 以上の SSLP が利用できる。変異体を
2000 個体用意してリンクする SSLP を調べる
と、変異の責任領域は約 50kb に絞られる。そ
の領域に存在する cDNA は多くても３つであ
り、それらをクローニングすれば変異を同定
できる。 
(3)遺伝子の変異による運動・行動異常のメカ
ニズムを明らかにする。変異体が神経の異常
である場合、神経細胞にパッチクランプを行
い、活動電位やシナプス伝達などを解析して
異常のあるステップを同定する。変異体が筋
の異常である場合、カルシウムイメージング
などで異常のあるステップを同定する。また、
1000フレームの画像を１秒間に記録できる高
速 CCD カメラでサカナの運動を撮影し、刺激
から動き始めるまでの時間、尻尾をふる速さ、
角度などを詳細に解析し、神経や筋の機能の
異常と関連づける。これにより、遺伝子の変
異から運動・行動の異常の間で、どの細胞に
どんな機能異常があるかを明らかにすること
ができる。 
(4)変異体を運動障害の疾患モデルとして提
供する。これまでに同定した変異体全てで変
異体の表現型はヒトの運動障害の症状と一致
したことから、ゼブラフィッシュ変異体はヒ
ト疾患のモデルになると言える。遺伝子を同
定したゼブラフィッシュ変異体はナショナル
バ イ オ リ ソ ー ス プ ロ ジ ェ ク ト
（http://www.shigen.nig.ac.jp/zebra/inde
x.html）に寄託を進めており、誰でも制約な
しで利用できるようになる。マウスで疾患モ
デルを作ろうとノックアウトマウスを作製し
ても、呼吸不全などで出生後致死となり運動
障害を解析できないケースがあるが、ゼブラ
フィッシュ変異体なら致死とならず運動機能
を解析できる場合が多く、他の動物では作成
できなかった疾患モデルをゼブラフィッシュ
で提供できることは、本研究の強みである。
(5)ヒトの運動障害の原因遺伝子の新しい候
補を提唱する。責任遺伝子が新規遺伝子の場
合、NCBI のデータベースからヒトの相同遺伝



子を探し、ヒトゲノム上での位置を確認する。
その遺伝子座にヒトの運動障害の責任領域が
マップされているかを人の運動障害に関する
データベースで調べる。そこに何らかの遺伝
性運動障害・行動障害の責任領域がある場合、
その疾患を研究している臨床グループに連絡
をとり、共同研究として候補遺伝子のシーク
エンスをお願いする。変異が同定できれば、
ヒト疾患の新しい原因遺伝子として発表でき
る。もちろん、該当するゼブラフィッシュ変
異体はその疾患のモデル動物としてナショナ
ルバイオリソースから誰でも利用できるよう
にする。疾患モデルを作製してヒト疾患に関
連づけるという本研究の新しいアプローチは
運動障害や行動異常の新しい原因遺伝子を特
定するブレイクスルーになると期待される。 
 
４．研究成果 
(1) 電気生理学的手法で変異体の泳動時の筋
電位を測定することにより、運動・行動異常
を示す変異体を神経の異常によるものと筋の
異常によるものに分類した。 
(2)マッピングを行い、変異体の責任遺伝子を
同定した。例えば、変異体 310 番では GPI ア
ンカータンパクの合成酵素である PIG-U に変
異を同定した。また、変異体 130 番では電位
依存性ナトリウムチャネルである Nav1.6a に
変異を同定した。 
(3)変異体310番と130番はどちらも触刺激を
与えても逃避運動をしない、表現型が似た変
異体であるが、一次感覚ニューロンである
Rohon-Beard ニューロンをパッチクランプで
解析すると、ナトリウム電流が著しく減少し
ていることが分かった。その結果、活動電位
が発生しないことが明らかになった。その一
方で、触刺激以外の側線刺激や刺激物刺激に
対しては逃避運動が見られ、主な異常部位が
一次感覚ニューロンであることが確かめられ
た。変異体 310 番 で は分散培養した
Rohon-Beard ニューロンで電位依存性ナトリ
ウムチャネルの膜表出に異常が見られた。こ
のことは GPI アンカータンパクの生合成が
GPI アンカータンパクでない電位依存性ナト
リウムチャネルの輸送を制御することを示唆
しており、未同定の GPI アンカータンパクが
これに関与することが予想される。関連しそ
うな GPI アンカータンパクとしてコンタクチ
ンファミリーに属するコンタクチン 1-6 をア
ンチセンスを用いて発現抑制したが、変異体
様の触刺激への応答欠如は見られなかった。
また、IgLON ファミリーに属する、Opcml, 
Neurotrimin, Lsamp1, Negr1, IgLON5 を同様
にノックダウンしたが、やはり触刺激に対す
る応答欠如は再現できなかった。さらに、GPI
アンカータンパクである Brevican、GPI アン
カー型のスプライシング愛想フォームが報告
されている Ncam、ナトリウムチャネルとの関

係が報告されている GPI アンカータンパクで
ある Prostasin についてもアンチセンスモル
フォリノによるノックダウンを行ったが、や
はり変異体様の触刺激への応答欠如は見られ
なかった。 
(4)Nav1.6 の異常はヒトで運動障害を起こす
ことが知られており、ゼブラフィッシュ変異
体変異体 130 番は運動障害の疾患モデルとな
りうる。この変異系統はナショナルバイオリ
ソースプロジェクトに寄託をする予定である。 
(5)PIG-Uはヒトの運動障害の責任遺伝子とし
ての報告はないが、この遺伝子のヒトホモロ
グがある染色体領域にはヒトの運動障害
SCAR6 がマップされている。SCAR6 を研究する
海外のグループと共同研究を進めており、
PIG-U が新規のヒト疾患の責任遺伝子かどう
かの解析を続けている。 
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