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研究成果の概要（和文）：shootin1に加え、新たなshootinファミリーメンバーとしてshootin2とshootin3を見
出した。３つのshootin遺伝子すべてがゼブラフィッシュ胚で発現していた。特に、shootin1とshootin3は母性
発現しており、発生過程においては側線原基で発現していた。変異体解析により、shootin3がゼブラフィッシュ
の初期発生に関与していること、shootin1とshootin3は水流を感知する器官である側線の形成に関与しているこ
とが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In addition to shootin1, we found two novel shootin family members (shootin 
2 and shootin 3). All three shootin genes were expressed in zebrafish embryos. In particular, 
shootin 1 and shootin 3 were expressed maternally and were expressed in the lateral line primordia 
in developing zebrafish embryos. Mutant analysis suggests that shootin 3 is involved in the early 
embryonic development and that shootin 1 and shootin 3 are involved in the formation of lateral 
lines, which are organs that sense water flow. 

研究分野： 発生遺伝学

キーワード： shootin1　ゼブラフィッシュ
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１．研究開始当初の背景 
我々のグループでは、神経軸索に濃縮して

いる分子shootin1を同定し（Toriyama et al., 
2006）、shootin1 が重合・脱重合をしている
動的なアクチン線維と細胞接着分子を連結
することにより、軸索伸長のための駆動力を
生み出すことを見出していた（Shimada et 
al., 2008; Toriyama et al., 2013）。 
 しかしながら、shootin1 とは異なるファミ
リーメンバーが存在するのか、組織形態形成
におけるshootin遺伝子の機能は明らかにな
っていなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、（１）shootin1 とは異なるフ
ァミリーメンバーが存在、（２）shootin 遺伝
子のゼブラフィッシュにおける発現、（３）
組織形態形成におけるshootin遺伝子の機能、
を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）ゼブラフィッシュの shootin 遺伝子の
同定 
①哺乳類の shootin1 のアミノ酸配列を用い
て、ゼブラフィッシュの shootin 遺伝子をデ
ータベース検索する。 
②実際にゼブラフィッシュのshootin遺伝子
がゼブラフィッシュ胚で発現しているかを
RT-PCRで確認し、cDNAをクローニングする。 
 
（２）shootin 遺伝子の進化的保存性 
①様々な生物種のshootinタンパク質のマル
チプルアラインメントを行い、進化的に保存
されているドメインを明らかにする。 
②系統樹を作成し、shootin 遺伝子がどのよ
うな生物種に存在するかを明らかにする。 
③ shootin 遺伝子周辺の遺伝子の並び
(synteny)を解析し、どの shootin 遺伝子が
ヒトやマウスの shootin1 遺伝子に相当する
のかを明らかにする。 
 
（３）shootin 遺伝子のゼブラフィッシュに
おける発現 
①発生しているゼブラフィッシュ胚で
shootin 遺伝子が発現しているかを調べるた
めに、RT-PCR 行う。 
②発生しているゼブラフィッシュ胚のいつ
どこでshootin遺伝子が発現しているかを調
べ る た め に 、 whole mount in situ 
hybridization を行う。 
 
（４）初期発生過程における shootin 遺伝子
の機能解析 
①CRISPR/Cas9 システムを用いて、shootin1
変異体および shootin3 変異体を作製する。 
②変異体を用いて初期発生過程における
shootin 遺伝子の機能を明らかにする。 
 
（５）側線形成における shootin 遺伝子の機
能解析 

①変異体を用いて側線形成における shootin
遺伝子の機能を明らかにする。 
 
（６）脳形成における shootin 遺伝子の機能
解析 
①CRISPR/Cas9 システムを用いて、shootin2
変異体を作製する。 
②変異体を用いて脳形成におけるshootin遺
伝子の機能を明らかにする。 
 
（７）アクチンダイナミクスと shootin タン
パク質の関係 
①細胞内 1 分子イメージング法を用いて、
shootin タンパク質とアクチン線維の挙動の
関係を明らかにする。 
 
４．研究成果 
（１）ゼブラフィッシュの shootin 遺伝子の
同定 
哺乳類の shootin1 のアミノ酸配列を用い

て、ホモロジー検索を行った。ゼブラフィッ
シュの shootin1 遺伝子に加えて、shootin1
によく似た予想されたアミノ酸配列が２つ
見出された。これらがゼブラフィッシュ胚で
実際に発現しているかを調べるために、
RT-PCRを行い、コーディング領域全長のcDNA
をクローニングした。それら遺伝子は 544 ア
ミノ酸、561 アミノ酸、655 アミノ酸をコー
ドしており、それらをそれぞれ shootin1, 
shootin2, shootin3 と名付けて、解析を行っ
た。 
 

（２）shootin 遺伝子の進化的保存性 
shootin 遺伝子の進化的な保存性を調べる

ために、様々な脊椎動物に存在する shootin
遺伝子のアミノ酸配列を用いて、マルチプル
アラインメントを行い、系統樹を作成した。
マルチプルアラインメントの結果、shootin
タンパク質には進化的に保存されている４
つのドメインがあることが分かった。系統樹
を作製したところ、shootin1, shootin2, 
shootin3 は異なる３つグループに分けられ
た。shootin1 は魚類から哺乳類まで広く存在
していた。shootin2 は魚、両生類、有袋類に
属する哺乳類に存在していたが、胎盤を有す
るヒトやマウスなどの哺乳類には見つから
なかった。shootin3 は魚類にのみ存在してい
た。Shootin 遺伝子周辺の遺伝子の並びを解
析(Synteny 解析)したところ、ゼブラフィッ
シュの shootin1 がヒトやマウスの shootin1
に相当すること、shootin2 と shootin3 は新
たなshootinファミリーメンバーであること
が示唆された。 
 

（３）shootin 遺伝子のゼブラフィッシュに
おける発現 
 発生しているゼブラフィッシュ胚で
shootin 遺伝子が発現しているかを調べるた
めに、RT-PCR を行った。受精後 24 時間およ
び 36 時間で、３つの shootin 遺伝子が発現



していることが分かった。1 細胞期には特に
shootin1 と shootin3 が優位に発現している
ことが明らかになった。 
発生しているゼブラフィッシュ胚のいつ

どこでshootin遺伝子が発現しているかを調
べ る た め に 、 whole mount in situ 
hybridization を 行 っ た 。 Shootin1 と
shootin3 は、１細胞期に発現しており、発生
過程では水流を感知する器官の形成に必要
な側線原基で発現していた。さらに、
shootin1, shootin2, shootin3 は脳で発現し
ていることが分かった。 
 

（４）初期発生過程における shootin 遺伝子
の機能解析 
 shootin1 と shootin3 が母性発現すること
が分かったので、shootin1 と shootin3 が初
期発生に関わっているかを明らかにするこ
とにした。CRISPR/Cas9 システムを用いて、
shootin1 変異体および shootin3 変異体を作
製した。受精後最初に起こる細胞移動過程に
異常が見られるかを調べた。shootin1 ホモ変
異体胚は正常に発生し、初期発生で特に異常
は見られなかった。一方、shootin3 ホモ変異
体胚は、初期発生の細胞移動過程に遅れが生
じることが分かった。このことから、
shootin3 が初期発生過程の細胞移動に関与
することが示唆された。 
 
（５）側線形成における shootin 遺伝子の機
能解析 
 shootin1 と shootin3 が側線原基で発現す
ることが分かったので、shootin1と shootin3
が側線形成に関わっているかを明らかにす
ることにした。側線形成の過程で、側線原基
細胞群が尾の方に集団細胞移動し、一部の細
胞は移動を停止し、水流を感知する感丘(ニ
ューロマスト)と呼ばれる器官を形成する。
まず、shootin1 および shootin3 が感丘形成
に関与するかを調べた。shootin1 単独変異体
および shootin3 単独変異体では、感丘の数
に異常は見られなかった。一方、shootin1 と
shootin3 の 2 重変異体では、感丘の数が野生
型に比べて減少していた。このことから、
shootin1 と shootin3 は感丘の形成に関与す
ることが示唆された。 
 
（６）脳形成における shootin 遺伝子の機能
解析 
 shootin1、shootin2、shootin3 が脳で発現
することが分かったので、これら shootin 遺
伝子が脳形成に関わっているかを明らかに
することを目指した。shootin1 単独変異体、
shootin3 単独変異体、shootin1 と shootin3
の 2 重変異体では、大きな異常は見られなか
った。そこで、shootin1 と shootin3 の変異
体に続き、CRISPR/Cas9 システムを用いて
shootin2 変異体を作製した。shootin2 変異
体の樹立には成功したが、まだ 3重変異体の
表現型解析には至っていない。今後、

shootin1、shootin2、shootin3 の 3 重変異体
の表現型を観察し、これら shootin 遺伝子が
脳形成に関与しているかを明らかにしたい。 
 
（７）アクチンダイナミクスと shootin タン
パク質の関係 
 活発に動いている細胞では、フィロポディ
アやラメリポディアが形成されることが多
い。その先端でアクチンが重合し、中心部で
脱重合することにより、アクチンの逆行性移
動が起こることが知られている。そのような
アクチンのダイナミクスを観察できる系と
して、アフリカツメガエル由来の XTC 細胞を
用いた細胞内1分子イメージング法が知られ
ている。蛍光ラベルした shootin1 とアクチ
ンを XTC 細胞に共発現させ、それら分子の挙
動を観察した。shootin1 はアクチンと共に逆
行性移動することが分かった。shootin2 と
shootin3 も同様な挙動を示した。このことは、
３つの shootin 遺伝子が、重合・脱重合して
いるアクチン線維と相互作用し、クラッチ分
子として働く能力を持っていることを示唆
している。 
 
本研究では、shootin1 に加えて、新たな

shootinファミリーメンバーとしてshootin2
と shootin3 を見出した。３つの shootin 遺
伝子が発生過程のゼブラフィッシュで発現
していることを明らかにした。shootin3 は初
期発生に関与すること、shootin1と shootin3
は感丘形成に関与することが示唆された。 
組織形態形成におけるクラッチ分子

shootin1 遺伝子の関与は他の生物において
も報告されていない。shootin の機能はこれ
まで神経細胞で調べられてきたが、本研究に
より神経以外の細胞でのshootin遺伝子の機
能を明らかにすることが出来た。本研究の成
果は、shootin 遺伝子の我々の理解を広げる
と共に、神経以外の細胞での shootin 遺伝子
の機能に示唆を与えるものであると考える。 
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