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計画研究：2000～2004年度

脊椎動物モデルとしての小型魚類の発生と遺伝子システムの解明

●武田　洋幸1) ◆成瀬　清1) ◆工藤　明2) ◆堀　寛3)
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〈研究の目的と進め方〉
脊椎動物の基本的体制を備えた最も古い動物群である

魚類は脊椎動物の進化を考える上で重要な存在である。
さらに、近年小型魚類はその利点（多産、透明、母体外
の早い発生，短い世代交代時間など）を生かして遺伝学、
発生学研究の脊椎動物モデルとして多く用いられている。
そして，脊椎動物の発生・成長に重要な遺伝子の機能は
種を越えて保存されていることがわかってきた。しかし、
脊椎動物の進化はこれら重要遺伝子群の機能とその発現
の微妙な変化の蓄積によって起こったと考えられる。従
って、進化的に重要な動物群の遺伝子システムを詳細に
解析することは，脊椎動物の進化や発生の共通原理を理
解するためには不可欠である。本研究の目的は、小型魚
類メダカを用いてその発生過程に働く遺伝子システムを
発現遺伝子とゲノム構造の両面から解析することを第一
の目的としている。

現在、ゲノム研究の対象となり得る魚類は、フグ、ゼ
ブラフィッシュ、メダカの３種類である。その中で我々
は以下の様な理由で、メダカを実験材料に選んだ。フグ
は、ゲノムサイズは400Mb（ヒトは3,000Mb）と小さい
が、実験発生学、遺伝学を使った遺伝子機能解析ができ
ない致命的な欠点がある。一方、この分野で先行してい
るゼブラフィッシュはゲノムサイズが1,700Mbと大きく
複雑で、ゲノム解析には必ずしも適さないことが判明し
た。これに対して、メダカはゲノムサイズが700-800 Mb
で比較的小さく、実験発生学、遺伝学でゼブラフィッシ
ュと同等のポテンシャルを持つ。また、ゼブラフィッシ
ュにはない多数の純系が国内で樹立されている。特に，
北日本と南日本系統の間では，non-codingで3%, coding領
域で1%の塩基配列の差（SNP, ゼブラフィッシュの持つ多
型の約5倍）が存在し，これが変異体の原因遺伝子同定に
極めて有利な条件となる。実際、メダカを使った発生研
究が海外でも広がり始めている。

これまでに国内では、ESTの単離や連鎖地図作製など
のメダカゲノム解析の基盤が整備されつつある。しかし
ながら、この先行研究には発生の遺伝子システムの解明
は含まれていなかった。さらに現在，メダカ研究は大き
な転機を迎えている。我々を含む国内外の研究グループ
により，初期発生・器官形成に異常を示すメダカ突然変
異体が多数単離され、この中には，ゼブラフィッシュに
はない新規変異体も多数含まれている。つまり，「新規変
異体の単離→表現型の解析→連鎖地図へのマップ→原因
遺伝子の同定→脊椎動物共通の発生・器官形成の解明」
という流れが生まれつつある。脊椎動物間の共通性から，
これらの研究成果はヒトへ直接応用可能であり，医学，
創薬の分野への波及効果も期待される。この流れを加速
するためには，メダカ全ゲノム配列の決定が最も効果的
であり、メダカゲノムプロジェクトが開始された。本研
究では，メダカゲノムプロジェクトと共同し，（1）メダ
カ胚，稚魚のEST、SNPの大規模な収集と連鎖地図への
マッピングおよび特定の領域や染色体に絞ったゲノム構
造解析（武田・成瀬）（図1）、（2）形態形成遺伝子群Hox

クラスターの構造と進化の解析（堀）、（3）メダカの器官
（尾ヒレ再生、循環器、骨など）形成に注目したEST解析
と突然変異体の解析（工藤）を実施する。

〈研究開始時の研究計画〉
武田研究室

初期発生過程で発現するESTの網羅的単離を中心にメ
ダカゲノム情報の基盤を構築する（図１）。また、2002年
から始まったメダカゲノムプロジェクトをコア研究室と
して推進する。
①メダカ初期胚で発現する遺伝子の網羅的単離と連鎖地

図へのマッピング：器官形成が最もダイナミックに進
行するステージ（原腸胚期から体節期）の胚（純系
Hd-rR系統）、稚魚、成体より良質のcDNAライブラリ
ー（directional）を作製して、ランダムに両端シーク
エンスを行う。これにより初期胚から成体までの組織
で発現する大規模なEST単離を実施する。また、重要
な遺伝子を優先して、順次連鎖地図へのマッピングを
行う。

②メダカ初期胚で発現する遺伝子の発現パターンの解
析：シークエンスが判明した独立ESTクローンに関し
て、初期胚での発現パターンを解析する。

③遺伝子マーカーマッピングのための新しい交配パネル
の作成とそれを用いた高密度連鎖地図の作成：計画時
では、連鎖地図へのマッピングは東大・嶋研究室が作
製した北日本純系HNIと南日本純系AA2とのバックク
ロス39個体由来のDNAパネルを用いていた。このパネ
ルの精度は約2.5 cM (1 cM = 600kb)である。Positional
cloningやBAC の整列にはさらに精度の高いマッピング
が要求される。このため，HNIとHd-rR（南日本由来の
純系，変異体スクリーニングに主に使用されている）
のバッククロスパネルを新たに作る。雄，雌由来のF2，
それぞれ100個体よりgenome DNAを抽出して，これを
パネルとする（精度は1cM）。既存の連鎖地図を用いて
評価を行った後，マッピングに使用する。

図1．medaka EST 単離を中心とした解析の流れ
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堀研究室
形態形成遺伝子群として知られるHox遺伝子は、硬骨

魚類の条鰭類では、我々の解析しているメダカをはじめ、
代表的な種において当初の予想と異なり基本的に７クラ
スターである事が判明してきた。これらを比較ゲノムの
観点からDNA配列比較することでその進化を明らかにす
る。
①メダカの形態形成遺伝子群 Hox クラスターのゲノム解

析による形態進化機構の解析：メダカ全hoxクラスタ
ーの配列を決定する。哺乳類の４セットの構造と比較
することにより、魚類の７セットの役割とゲノム構成
の進化を明らかにする。

②BACクローン（南日本系統Hd-rR）のコンティグの整
備：連鎖地図上に置かれてある遺伝子マーカー約200

個を用いて、200座位とウオ－キングによるその周辺領
域でのBACクローンの物理地図を整備を開始する。遺
伝子マーカーとして，上述の１のESTのマッピング情
報に加えて、特定領域研究（B）「メダカに学ぶ脊椎動
物ゲノム再編の分子基盤（代表者：嶋昭紘）」で得られ
ているHNI系統のBACクローンの末端配列決定とその
メダカ連鎖地図上へのマッピング、およびESTの情報
も有効に利用する。マーカー部位から１から3個の
BACクローンでそれぞれ歩いて，合計400から600個の
BACクローンを連鎖地図に配置する。

工藤研究室（H8,9は公募研究、H10-12は計画研究分担）
メダカのヒレは切断後、約2週間で元に戻り、再生研究

の材料として特に優れているにも関わらず、これまでメ
ダカのみならず魚のヒレを使った再生研究はほとんどな
されていない。ヒレの再生には骨、血管、神経等の各組
織の形成も惹起され、その再生過程は発生過程の繰り返
しである。ヒレ切断後発現している遺伝子群は再生時期
で非常に異なり、その発現遺伝子がヒレ再生の各段階に
おける組織特異性を示していると考えられる。従って各
ヒレ再生段階に発現している遺伝子群の網羅的スクリー
ニングを行うことにより、どのように組織形成されるか
その全体像を捕まえることが可能になると共に、組織形
成特異的遺伝子のクローニングが可能になる。網羅的ス
クリーニングで得られたcDNA塩基配列は今後メダカEST
の基盤となる。

一方小型魚類の特徴である突然変異体の大規模スクリ
ーニングを行い、これまでゼブラフィッシュでは得られ
なかった表現型の器官形成・再生突然変異体を確立する
とともに、原因遺伝子のクローニング・機能解析を行う。
①ヒレ再生過程で発現する遺伝子群のEST解析：メダカ

尾ビレを切断後、3日目、10日目の再生部位からRNA
を抽出し、EST解析を行う。得られたESTクローンか
らヒレ再生特異的な遺伝子を得て、その機能解析を行
う。

②メダカ器官形成変異体の単離：ENU変異法を用いて、
できるだけ多くのメダカ器官形成変異体を単離する。

〈研究期間の成果〉
武田研究室
①メダカ各発生段階のcDNAライブラリーを作成して、

ESTの大規模な収集（配列決定）を行って、DDBJに登
録・公開した。H17年3月現在，公的データベース上の
メダカのESTの数は197,290であり、そのうち本研究に
より登録されたものは184,559件となった（図2）。得ら
れたESTのreverse 配列をもとに8,091クラスターを選
択して、オリゴDNAマイクロアレイを作成し (medaka

microarray 8K)、その評価も行った（文献26, 29）（図3）。
また、EST400個をメダカ連鎖地図へマップした。マッ
プしたESTマーカーの中から、南と北の系統間でPCR
length polymorphism を示すものを厳選して、変異体マ
ッピングシステムM-marker 2003を構築した。このシ
ステムでは、現在使用されているほとんどの系統で利
用できる（文献26, 29）。

図2．3つの胚期から単離されたESTの共通性 (文献26)
1.5日胚(st.23)、5日胚(st.35)、稚魚（9日、st.40）の比較

図3．メダカ遺伝子8,000個を載せたマイクロアレイ（左）
と2つの胚ステージ（1．5日胚st.23 vs 5日胚st.35）の発
現比較　（文献26）

②1,000クローンに関して、初期胚での発現パターンを記
録して公開した（文献26, 56）。

③Hd-rR（南日本純系）とHNI（北日本純系）バッククロ
ス94個体のgenome DNAによるパネルを完成させた。
これを用いて、SNPsを連鎖地図へマップすることを試
みた。MassArray systemにより、迅速にしかも非常に
正確にSNPsのマッピングできることが判明した。この
パネルと、南北集団間での塩基置換SNPマーカーを用
いて、突然変異体の原因遺伝子同定の効率化とゲノム
プロジェクトで生成されたscaffoldを染色体上へ貼り付
けるための高密度SNP連鎖地図を作成した。約2,500の
SNPマーカーの載った高密度連鎖地図が完成した（図
4）。現在投稿準備中である。
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図4.メダカ連鎖群3（ＬＧ３）に載っているSNPマーカー

④硬骨魚類の普遍的発生機構を探るため、メダカと進化
的に離れているゼブラフィッシュでも発生機構の研究
を行った。ゼブラフィッシュの内胚葉形成に関連する
遺伝子の単離（文献5）、神経誘導とパターン形成（文
献4, 6, 11）および体節形成（文献7, 8, 13）に関与する
遺伝子ネットワークの解析を行って、その成果を論文
として発表した。

⑤メダカWGS法によるメダカゲノムプロジェクトを小原
研究室、森下研究室とともに推進している。各種ライ
ブラリーの作成を行い、シークエンスセンターへ提供
した。ゲノムシークエンスは2005年中に完成した。現
在投稿準備中である。

堀研究室
①メダカ近交系統Hd-rR のBAC ライブラリーの構築：
1999年度までの研究（Kurosawa et al. , 1999）によって、
メダカHox遺伝子は硬骨魚類では哺乳類が4クラスター
からなるのと異なり、７クラスターから構成されてい
ると予測された。それを解析するために、92,000 クロ
ーンよりなるメダカ純系系統Hd-rR のBAC ライブラリ
ーを構築した　（文献9）。

②メダカの性決定遺伝子DMY を分離同定：このBAC ラ
イブラリーを用いて、メダカの性決定遺伝子をY染色
体よりポジショナル・クローニングしたところ、この
遺伝子はセンチュウやショウジョウバエの性決定遺伝
子である mab-3や dsxと共通のDMドメインを持ってい
た（文献18）。

③メダカアルビノ変異体の遺伝解析：メダカのアルビノ
変異体の変異の原因について、そのゲノム構造から詳
細に観察した、また原因となった転位因子のゲノム内
転位について、このBAC ライブラリーを用いて、転位
場所や、転位したトランスポゾンの解析をした（文献
1, 2, 17, 36, 48, 54）。

④メダカZP domain タンパク質の遺伝子クラスターの
同定：メダカのメスの性分化を明らかにするため、マ

ーカーとして卵の構成成分である　ZP domain タン
パク質に注目した。そのためBAC ライブラリーを用い
て、ZP遺伝子クラスターを分離し、その構造を決定し
た（文献24）。

⑤メダカ研究者へのBAC ライブラリーの供給とBAC ク
ローンを用いた遺伝子の分離、構造決定、遺伝子導
入：メダカのグアニリルシクラ－ゼ遺伝子群の分離同
定（文献20, 22, 49）。メダカの塩水、淡水適応を司る
Natriuretic Peptidesの同定とその遺伝子の分離、構造
決定（文献39）。

⑥メダカ全ゲノム決定のためのBAC コンテイグマッピン
グ：メダカゲノムプロジェクトによりメダカドラフト
ゲノムが完成した。このドラフトゲノムをさらに完成
度の高いゲノム配列とするためには BAC クローンの
コンテイグマップ作成が重要である。そのためのBAC
の整列化を行った（文献38, 39, 40）。

⑦メダカのhox クラスターの構造決定と比較ゲノム：メ
ダカ全hox 遺伝子を含むBAC clone（7クラスター分 10

種類）を単離同定し、それらすべてをsho t g u n
sequencing により配列を決定した。その全長は約1400

Kbの全体像をえることができた。その結果、メダカ
Hoxクラスターはゼブラフィッシュ同様７クラスター
であるが、メダカにはhoxCb が存在せず, ゼブラには
hoxDbが存在しない、という大きな相違がみられた。
これは一度8 倍化したクラスターが再編成過程で、メ
ダカとゼブラでは異なるクラスターが消滅したことを
意味している。さらにフグゲノムWGSの膨大な情報を
メダカのゲノム配列と比較し、比較ゲノム的にメダカ
ゲノムを明らかに以下の論文にまとめ 、投稿し印刷中
である（図5）（Kurosawa et al.,  文献53）。

図5条鰭魚類のHoxクラスターの比較
マウスやヒトのA, B, C, Dの4クラスターに対し、魚類
では各クラスターが倍化しa, bのサブクラスターを生
じ、例えばA クラスターはAa, Ab, 等になっている。
その後ゼブラフィッシュはDbを、メダカ・フグはCb
クラスターを失しない、各々、7クラスター構造となっ
た。

工藤研究室
①再生芽が形成され、幹細胞が分化開始する時期である

メダカヒレ再生3日目のcDNAライブリーを構築し、遺
伝研において10000シークエンスが終了した。その結果
8901個のシークエンスが得られ、そのうち3454種類の
遺伝子が含まれ、1個しかシークエンスがなかったもの
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が2323個あり全体の67.2％を占めた。3454のうち1166

クラスター（33.8％）のみが、10日目のシークエンス
と重なっており,再生芽特異的cDNAがかなり含まれて
いると思われる。マイクロアレイによるメダカヒレ再
生初期に特異的に発現する遺伝子のスクリーニングに
より、3000個のESTから６個の遺伝子が単離された。
特に再生１日目に特異的発現を示す2個の遺伝子をメダ
カ発生過程における発現解析を行った結果、その中の
１個はメダカで常に再生を繰り返している器官である
咽頭歯に特異的に発現していた（文献33）。

②武田研究室と共同での突然変異体スクリーニングの結
果、現在までに収集した突然変異体として、心臓・血
管系の異常を示すものが59系統、血球異常9系統（文献
32）、骨のパターン形成異常19系統、鰭の異常25系統、
尾鰭の再生異常16系統などがあり、特にゼブラフィッ
シュでは全く単離されていない椎骨形成不全や、発生
は正常でヒレ再生のみ異常な変異体の単離に成功した
ことは特筆される（図6を参照）。突然変異体の中には、
ヒトの先天的疾患と対応する表現型のものが多数含ま
れ、さらに原因遺伝子がヒト遺伝病と同じものとして、
ヘモグロビン合成の酵素であるALAD遺伝子の同定と
そのメダカ変異体whoの確立に成功しており、ヒトの
ポリフィリン血症の原因遺伝子と同じことから、メダ
カ突然変異体が疾患モデルとしても有用であることが
実証された（文献31）。また、血管システムや骨のパタ
ーン形成の解析のため、これらの器官特異的にGFPを
発現するトランスジェニックメダカを作成することに
成功している（文献30）。

図６脊椎骨が融合する突然変異体ki87、脊椎骨がジグザ
グ状に形成突然変異体ki69、および鰭の再生に欠損を示
す突然変異体ki81

以上のように、我々は器官形成突然変異体を現在 166

種類を得ており、特に重要な20種類については原因遺伝
子の同定を行い、現在4種類の変異体の原因遺伝子が同定
されつつある。変異体の総合的な解析にはメダカ各器官
の組織学的解析、発生生物学的検討が必要だが、我々は
各メダカ器官固有の遺伝子の収集に努め、その発現解析
を行うとともに発生過程における組織学解析を進めた

（文献3, 15, 30, 34, 35, 46）。

〈国内外での成果の位置づけ〉
武田研究室

突然変異体の単離が進行しているメダカでは，早急に
ゲノム，発現遺伝子の基盤整備が求められている。本研
究のESTデータは、変異体表現型の解析に不可欠な組織
特異的なものも多く含まれていた。現在登録されている
メダカESTsの90 ％近くが本研究によるものであり、他

の追随を許さない。また，単離されたESTの連鎖地図へ
のマッピングについては、これまでにマップされたマー
カーの3割程度を占めるに至っている（全体で1100 ESTs
がマップ済み）。これらの情報は、すべて公開され、メダ
カ研究者を中心に利用されている。

さらに、一回のPCR（96個）で突然変異体を連鎖群に
落とすことができるマーカーセット（M marker）を整備
し，国内外の複数の研究室に配布している。以上のよう
に，EST収集を出発点にしてメダカ研究の基盤整備を進
めており，国内外のメダカ研究室へ情報と材料を積極的
に供給している。

メダカゲノムプロジェクトは、2002年9月より、国立遺
伝学研究所・小原研究室、東京大学・森下研究室、東京
大学・武田研究室がコアとなって始まった。このプロジ
ェクトは、Whole genomu shotgun法により800Mbにおよ
ぶ脊椎動物ゲノムを比較的少数の国内研究者で解読する
という野心的なプロジェクトであった。プロジェクトは
成功裏に進み、2005年中に解読は完了してた。この過程
で、これまで産生せいたEST, SNP, 高密度地図などの情
報が効果的に使用された。メダカゲノムの　データはす
で に 森 下 研 究 室 の ウ ェ ブ サ イ ト よ り 公 開 さ れ

（http://medaka.utgenome.org/）、世界中の研究者に利用
されている。日本主導のゲノムプロジェクトとして、大
きな反響を呼んでいる。

堀研究室
メダカの性決定遺伝子DMY を分離同定（文献18）。メ

ダカの性染色体は古くからXY型であることが知られてい
たが、この論文はそのY染色体上の性決定遺伝子がDMY
遺伝子であることを明らかにしたものである。このDMY
はショウジョウバエやセンチュウ、カイコなどでも性決
定に関与しているDMドメインを持ち、動物界に存在す
る普遍的な性決定機構を示唆するものであった。それま
でヒトを含めた哺乳類の場合はY染色体上の性決定遺伝
子としてSRY遺伝子が同定されていた。しかしさらに詳
しい研究の結果、SRYの下流にはDMRT１と呼ばれる
DMYのホモログが発現し、これが性分化に重要な働きを
することが判明した。これによって動物の性決定機構は
XY型、ZW型、温度依存型、棲息環境型等に多様化して
いるけれども、それはDMの発現を支配する上流の多様
化であって、性決定そのものは最終的にはDM関連遺伝
子が働くことで性分化がおこり、この遺伝子が重要であ
ることが提唱されるにいたっている。

工藤研究室
このようなESTによるヒレ再生特異的遺伝子の単離と

解析はゼブラフィッシュの論文もなく、メダカが最初の
データのため、そのクローンの特徴が注目された。特に、
心臓再生との共通性に関心が集まった。メダカ器官形成
突然変異体については、この結果が世界で初めてのメダ
カ器官突然変異体スクリーニングの結果であるため、そ
の表現型が注目された。ゼブラフィッシュでは得られて
ない変異体が多く存在することにより、メダカが実験動
物として優れていることが認識された。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
武田研究室

ESTの単離より得られた遺伝子の発現情報が1,000個に
とどまっている。当初5,000個の発現解析を目指していた。
これは研究期間中に、メダカゲノムプロジェクトが立ち
上がり、研究室の資源を優先的にこのプロジェクトに振
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り分けたためである。

堀研究室
hox クラスターのゲノム構造解析については完全に精

度の高い配列結果をうることができたが、その遺伝子の
発現を調べて正確に記述するまでにはいたらなかった。
クラスター内の兄弟遺伝子（例：A9a と A9b を区別でき
るプローブ等）の相似度が高いため、適当なプローブ設
計に手間どった。

工藤研究室
メダカ再生特異的遺伝子の解析のため、再生ビレへの

遺伝子、アンチセンスオリゴヌクレオチドの導入を種々
の方法で試みたが、再現性のあるデータが得られていな
い。その結果、遺伝子の機能解析が遅れている。スクリ
ーニングで突然変異体を得たのち、その変異体をメンデ
ル遺伝するクローンとして確立するのに、変異体スクリ
ーニングと同じ程度の期間を要し、一部の変異体の解析
が不十分のままである。

〈今後の課題〉
武田研究室

本研究室で産生されたゲノム情報（EST, 発現、 SNP、
連鎖地図、マイクロアレイ等）、ゲノムプロジェクトで産
生された膨大なゲノム情報、国内外で産生中のEST、発
現情報、cDNA（特にfull length cDNA）を一元的に取り
込んだメダカゲノムウェブサイトの構築の必要性を痛感
している。

堀研究室
hox Aa, Abなど二倍化したhox クラスターで、その発

現解析を行い、各々の発現場所の相違をみている。この
研究が終了しなかった。

工藤研究室
再生特異的遺伝子の機能を明らかにすることにより、

再生医療の応用に役立てる。突然変異体のポジショナル
クローニングを更に加速し、それぞれの原因遺伝子を明
らかにする。その結果得られた遺伝子群からそれぞれの
器官形成の分子機構を明らかにすることにより、器官形
成の基盤を確立し、ヒト疾病の治療、器官形成・再生の
応用に役立てる。
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