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研究成果の概要（和文）：fu-2は脊椎骨が融合し、脊椎の分節性が失われる自然発生突然変異体である。fu-2の原因遺
伝子を同定するためにポジショナルクローニングを行ったところ、fu-2の原因遺伝子は染色体23番の末端に位置してお
り、メダカゲノムデータベース上に存在しない未知の領域で在ることが判明した。この未知の領域には、Wntシグナル
経路に関与する遺伝子が2種類あることが分かったが、原因遺伝子の同定には至らなかった。

研究成果の概要（英文）：The fu-2 is a spontaneous and recessive medaka mutant, which exhibits fused 
centra and the absence of the intervertebral ligaments. As a result of positional cloning analysis, the 
fu-2 locus was mapped to chromosome23, but it was not identified in the medaka ensemble database. This 
result indicates that the fu-2 locus is locating on unknown region of choromosomal end. Finally, two 
candidate genes for the fu-2 phenotype, which relate to the Wnt signaling pathway, were found in this 
unknown region.

研究分野： 発生生物学
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１．研究開始当初の背景  
 
自然発生突然変異体である fused centrum 

(通称：ダルマメダカ）は脊椎融合の表現型
を示す。この変異体における脊椎発生様式を
詳細に解析したところ、椎体形成期で既に椎
体同士の融合が認められ、椎間板領域の発生
に異常が生じていることが分かった。また、
ダルマメダカにおいて硬節の発生を調べた
ところ、予定椎間板領域において、硬節細胞
が骨芽細胞へと早期に分化していることが
明らかとなった。ポジショナルクローニング
およびレスキュー実験の結果、原因遺伝子は
Wnt ファミリーに属する遺伝子、wnt4b であ
ることが明かとなった。wnt4b は胚発生の初
期にフロアープレート（底板）で発現する。
これらの結果は、メダカ脊椎の分節性の獲
得・維持には、フロアープレートでの Wnt フ
ァミリー遺伝子の発現が必須であり、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。 
一方、fu-2 もまた、脊椎骨が融合し、脊椎

の分節性が失われる自然発生突然変異体で
あり、fsc 変異体と全く同様の表現型を示す。
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 wnt4b 遺伝子
は fu-2 変異体において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。 

 
２．研究の目的 

 
本研究では、fsc 変異体と全く同様の表現

型を示す突然変異体 fu-2 の解析を行い、その
原因遺伝子を同定することで、新たに発見さ
れた脊椎発生を制御する Wnt シグナル分子
機構の解明を目指す。 

 
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。具体的な方法は以下の通り
である。 
 
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。 
 
②Ｍ－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ポジショナルクローニングにより原因候
補遺伝子を絞り込む。 
 
⑦野生型と変異体のゲノムを比較すること
で変異部位を明らかにし、原因候補遺伝子を
特定する。 
 
⑧モルフォリノオリゴを用いて原因遺伝子
をノックダウンし、fu-2 の表現型をコピーで
きるか否かを調べる。 
 
⑨原因遺伝子の mRNA もしくはゲノム DNA を
変異体に注入し、レスキュー実験を行う。 
 
⑩原因遺伝子の発現解析を行い、wnt4b のタ
ーゲットとなる細胞・組織を特定する。 
 
⑪fu-2 の原因遺伝子で fsc 変異体の表現型
がレスキューできるか否かを確認する。 
 
４．研究成果 
 
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。 
ポジショナルクローニングの結果、fu-2 の

原因遺伝子は染色体２３番に位置している
ことが判明した。さらに詳細なゲノムマッピ
ングを行った結果、原因遺伝子があると予想
される領域は染色体２３番の末端であり、メ
ダカゲノムデータベース上に存在しない未
知の領域であることが分かった。また、この
未知の領域にマップされる複数のDNAマーカ
ーを用いてBACクローンライブラリーのスク
リーニングを行ったところ、２種類の BAC ク
ローンを単離することに成功した。しかしな
がら、染色体２３番の末端とこれらの BAC ク
ローンは結合しておらず、染色体２３番の末
端構造の解明には至っていない。 
上記２種類のBACクローンの全塩基配列を

決定して得られた情報を基に、メダカゲノム
データベースを再検索したところ、染色体２
３番末端部の物理地図の更新を行うことが
できた。更新された物理地図によると、未結



合領域は１Mbp 以上にのぼることが明らかと
なった。さらに、これらの未結合ゲノム断片
に含まれる遺伝子を調べたところ、Wnt シグ
ナル経路に関与する遺伝子が２種類存在す
ることが分かった。これらの遺伝子は fu-2
変異体の原因遺伝子の最有力候補ではある
が、変異箇所の同定には至らなかった。 
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