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研究成果の概要（和文）： 

 運動性繊毛（鞭毛）は脳室、気管上皮、精子などに存在し、その機能喪失は、水頭症、
慢性気管支炎、男性不妊、内臓逆位などを引き起こす。これらの表現型は脊椎動物間で共
通であり、モデル生物を使った研究が有用である。そこで運動性繊毛に異常を持つメダカ
変異体 jaodori を用い、その原因遺伝子 dynein axonemal intermediate 2 (dnai2)の異常が
繊毛運動に必須のモータータンパク質複合体であるダイニン腕の欠損を引き起こし、その
結果左右軸決定に必須なクッペル胞内での水流の喪失、更には内蔵逆位を引き起こしてい
ることを明らかにした。 
研究成果の概要（英文）： 
 Cilia and flagella are highly conserved organelles that have diverse motility and 
sensory functions. Motility defects in cilia and flagella result in primary ciliary 
dyskinesia (PCD). We isolated a novel medaka PCD mutant, jaodori (joi). Positional  
cloning showed that axonemal dynein intermediate chain 2 (dnai2) is responsible for 
joi. In the joi mutant, cilia in Kupffer's vesicle (KV), an organ functionally equivalent to 
the mouse node in terms of left-right specification, are generated but their motility is 
disrupted, resulting in a LR defect. Ultrastructural analysis revealed severe reduction 
in the outer dynein arms in KV cilia of joi mutants. 
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１． 研究開始当初の背景 

 

 運動性繊毛は細胞の表面に毛のように突
出し、その運動が周囲の液体を流動させるこ
とによりその生理機能を発揮している細胞

小器官である。脊椎動物において、運動性繊
毛は多様な生理機能を担っており、その運動
能喪失は様々な異常を引き起こす（Zariwala 

et al., Annu Rev Physiol ,2007）。ヒトでは繊
毛 運 動 障 害 症 候 群  (Primary ciliary 
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dyskinesia, PCD) と呼ばれる遺伝性疾患が
知られており、繊毛運動の喪失により、水頭
症（脳室内の細胞表面にある運動性繊毛の機
能不全により脳脊髄液の循環に異常が生ず
ることによる）、男性不妊（精子鞭毛の運動
異常による）、慢性気管支炎/肺炎（気管上皮
の運動性繊毛の異常により異物を排出でき
ずに慢性的な感染症を引き起こすことによ
る）、内臓逆位（発生途上に生じ、左右軸を
決定する器官であるノードの繊毛運動が失
われることによる、魚類ではクッペル胞がノ
ードに相同な器官として知られている）とい
った症状を呈することが知られている。PCD

の原因遺伝子の同定により、これまでに繊毛
の運動に必要な幾つかのタンパク質が同定
されてきた。しかしながらヒトを用いた解析
では実験的な制約が大きく、詳細な解析を行
うのは難しい。先行研究により、運動性繊毛
の異常に起因する、水頭症、雄性不妊、内臓
逆位といった表現型は脊椎動物間で共通で
あることが知られており（図 1）、モデル生物
を使った研究が有用であると考えられる。そ
こで近年モデル動物として注目されている
メダカの突然変異体を用いることで、脊椎動
物における運動性繊毛の機能解析を試みた。 

図 1 ヒトと魚類で共通する運動性繊毛の存
在する器官と繊毛運動異常に起因する表現
型。 

 

２．研究の目的 

 

 当研究室で内臓逆位変異体として単離し
たメダカ突然変異体 joi は、ポジショナルク
ローニングの結果、繊毛・鞭毛の運動を担う
ダイニン腕（図 2）構成タンパク質の一つで
ある dynein intermediate chain 2 (dnai2) 

をコードする遺伝子に変異を生じていた。こ
の遺伝子は運動繊毛の研究が進んでいる単
細胞生物のクラミドモナスの運動能異常突
然変異体の原因遺伝子の一つとして報告さ

図 2 運動性繊の模式図。外周の 9 個の周辺
微小管にモータータンパク質複合体である
ダイニン腕を持つ。 

 

れていたが、PCD の原因遺伝子としての報告
はなされていなかった。そこで joi の解析を
行うことで脊椎動物における dnai2の機能を 

明らかにすることを目的とした。また joi の
ホモ接合型個体は、内臓逆位という PCD で
共通の表現型を示す一方（図 3B, D）、胴尾部
の屈曲という PCD では見られない表現型を
示した（図 3F）。この特徴的な表現型がどの
ような機構で引き起こされるかを明らかに
することも目的として解析を行った。 

 

 

 図 3 joi 変異体の表現型。(A, B) joi 変異
体胚(B)では心臓のルーピングが野生型胚(A)

と逆転している個体が観察される。A: 心房、
V: 心室。(C, D)野生型胚(C)では体の左側面
に形成される脾臓（S）が joi 変異体(D)では
右側面に形成される個体が観察される。（E, 

F）joi 変異体（F）では成長するに従い、胴
尾部の著しい屈曲が観察される(E)は同腹の
野生型。 

 

３．研究の方法 

 

 内臓逆位変異体として単離したメダカ突
然変異体 joi の表現型解析を中心として研究
を行った。研究は大きく分けて 2つのステッ
プに分けて行った。始めに joi遺伝子の欠損
がもたらす繊毛異常の解析を中心に解析を



行い、その後胴尾部の屈曲に至るメカニズム
を組織・形態学的な手法により解析した。 
① joi 遺伝子の欠損がもたらす繊毛異常の

解析 
joi 変異体原因遺伝子である dnai2 が軸糸ダ
イニン腕を構成するタンパク質をコードし
ていること、内臓逆位が観察されること、更
には繊毛を染色する抗アセチル化チューブ
リンに対する免疫染色の結果から、繊毛自体
は形成されていることから考えて、クッペル
胞の繊毛に運動異常があると予想された。そ
こで実際に、クッペル胞内における水流の形
成が阻害されているかについて蛍光ビーズ
の顕微注射により水流を可視化し、繊毛運動
の評価を行った。更に、繊毛運動能の異常が、
どのような繊毛の構造異常に基づくのか、透
過型電子顕微鏡を用いて、その微細構造の解
析を行った。 
② 体軸の屈曲に至るメカニズムの解析 
体軸の屈曲を引き起こす要因として、骨形

成（維持）の異常、筋肉の異常、神経の異常
が考えられる。そこで、joi 変異体において
は、これらの何れが（もしくはその複合）原
因で湾曲が起こるのか、組織学・形態学的な
手法により解析を行った。 
 また、初期の左右軸決定の異常も、体軸の
屈曲に至る要因の一つとして考えうる。そこ
で、joi の原因遺伝子である dnai2 に対する
アンチセンスオリゴを用いて、初期の左右軸
決定を阻害した場合の、成魚における体軸異
常の評価と、変異体胚を野生型 dnai2 mRNA
を用いて左右軸決定の時期のみでレスキュ
ーを行った胚の、成魚における野生型胚の体
軸異常の評価を行い、初期の左右軸決定の異
常が、成魚にける体軸の屈曲に至る要因であ
るか否かについて検討した。 
 
４．研究成果 
 
①内蔵逆位は dnai2遺伝子の変異により引き
起こされるダイニン腕の欠損に由来する。 
 野生型胚に dnai2に対するアンチセンスオ
リゴを導入すると、joi 変異体と同様に左右
軸のランダマイズが観察された。そこでこの
胚を用い、クッペル胞内の水流を観察したと
ころ、野生型で観察されるクッペル胞内の水
流が失われていた（図 4B）。更にこのクッペ
ル胞内の水流の喪失に至る機構を調べるた
めに、透過型電子顕微鏡による繊毛微細構造
の観察を行ったところ、ダイニン腕の欠損が
観察された（図 4D）。これらのことから、dnai2
の機能喪失はダイニン腕の欠損を引き起こ
し、その結果繊毛が運動能を失うことにより
クッペル胞内の水流が失われ、左右軸の決定
機構に異常を来していることが明らかとな
った。 
 

 
 
 

図 4 (A, B) クッペル胞内の水流。クッペル
胞内に導入した蛍光ビーズ（オレンジの○）
が野生型(A)では移動が観察されるのに対し、
dnai2 の機能阻害胚(B)では移動が観察され
ない。右下の数字の単位は秒。(C, D) クッ
ペル胞繊毛の透過型電子顕微鏡による横断
面像。野生型(C)ではダイニン外腕（鏃）が
観察されるのに対し、dnai2 の機能阻害胚(D)
ではダイニン外腕が欠けている。スケールバ
ー: 50 nm. 
 
② 体軸の屈曲は、初期の左右軸決定の異常

とは異なった機構で発症する。 
体軸の著しい屈曲異常は、本来均等である

べき左右および背腹軸の発達バランスの異
常に起因すると考えられる。そこで、joi で
観察された初期胚における繊毛運動能阻害
に起因する左右軸決定の異常が、成魚で観察
される体軸の屈曲異常の原因であるか否か
を調べるために、アンチセンスオリゴを用い
て初期胚における dnai2 の機能を阻害した。
その結果、胚においては変異体の表現型を再
現したが、同個体を成魚まで育てたところ、
体軸の屈曲異常は観察されなかった。また変
異体胚を野生型の dnai2 mRNA を用いてレス
キューしたところ、孵化時には左右軸決定の
異常は回復し、野生型とまったく区別がつか
なかったにもかかわらず、成長するにしたが
って体軸の著しい屈曲異常を示した。以上の
ことから、体軸の著しい屈曲異常は発生初期
の左右軸異常とは異なった機構で引き起こ
されることが明らかとなった。また体軸の屈
曲異常に伴って観察される堆骨の融合に関
して、成長段階を追って観察を行った。その
結果、初期の堆骨形成過程では、堆骨の一つ
一つの形成には異常が観察されなかった。ま
た成魚の組織切片の観察からも、骨、筋肉の
明らかな異常は観察されなかった。 
 以上のことから、joi 変異体で観察される
体軸の屈曲は、初期の左右軸決定とは無関係
で、その後の成長期における何らかのアンバ
ランスによって引き起こされるものと考え
られる。また組織切片の観察から、骨や筋肉
といった組織に一次的な異常は観察されな
いことから、これらをコーディネートする、
上位の機構に破綻を生じていることが示唆
された。 
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