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ゼブラフィッシュの挿入変異生成法による脊椎動物遺伝子の機能解
析
●川上　浩一

国立遺伝学研究所初期発生研究部門

〈研究の目的と進め方〉
複数の脊椎動物ゲノムの塩基配列解読が完了あるいは

完了しつつあり、脊椎動物ゲノム上に２～３万個存在す
ると推測される蛋白質をコードする遺伝子の構造が明ら
かにされつつある。しかしながら、それらのうちほとん
どは機能未知のままである。これら脊椎動物遺伝子の機
能を明らかにするためには、適切なモデル脊椎動物を選
択し方法論を開発し、研究を進めることが重要である。

我々は、小型熱帯魚ゼブラフィッシュ（Danio rerio）
をモデル脊椎動物として用いて研究を行う。ゼブラフィ
ッシュは、（１）繁殖及び多数の個体の飼育が容易である、

（２）体外受精し胚が透明であるため発生過程の観察・操
作が容易である、（３）世代時間が短い（２～３ヶ月）、
等の特長をもつため脊椎動物の形態形成・器官形成を遺
伝学的に解析するためのモデル生物として世界中の研究
室でさかんに用いられている。これまではもっぱら、化
学変異原を用いた変異誘発により発生異常変異を分離し、
ポジショナルクローニングにより原因遺伝子を同定し機
能解析を行う、という方法論により研究が進められてき
た。この方法では、変異スクリーニングを３世代かけて
行うため、多数の個体の飼育と多数のかけあわせを必要
とする。これにはたいへんな労力を要する。また、この
方法で作製されるのは主に点変異であるため、変異の原
因遺伝子を同定するためにはポジショナルクローニング
を行わなければならず、原因遺伝子を１つ同定するのに
１年以上の年月を要する。このような状況であったので、
ゼブラフィッシュにおいては、迅速かつゲノムワイドに
遺伝子機能を解析することができる新しい遺伝学的方法
論の開発が必要であった。

我々は、ゼブラフィッシュにおけるトランスポゾンを
用いた遺伝子トラップ法の開発を目的として、本研究を
行った。Tol2因子はメダカゲノムから発見されたトラン
スポゾンである（Koga et al. Nature 383, 30, 1996）。我々
は、本研究開始時までの研究により、Tol2が、活性があ
る転移酵素をコードする自律的な因子であることを明ら
かにしてきた。さらにTol2がコードする転移酵素遺伝子
を同定し、転移酵素遺伝子cDNAのクローニングを行っ
てきた。（図１上）

図１．（上）Tol2因子と転移酵素遺伝子の構造。（中）
EF1aプロモーターとGFP遺伝子を組み込んだTol2ベクタ
ー。（下）スプライスアクセプターととGFP遺伝子を組
み込んだ遺伝子トラップベクター。

本研究の目的を遂行するために、以下のように研究を
進める。

第一に、このTol2因子を用いてゼブラフィッシュゲノ
ムにトランスポゾン挿入を効率よく作製するシステムを
開発する。

第二に、そのトランスポゾン転移システムを用いて、
ゼブラフィッシュにおける遺伝子トラップ法を開発する。

第三に、遺伝子トラップ法によりGFPを組織特異的・
器官特異的に発現するゼブラフィッシュを分離し、それ
らを解析することにより組織特異的・器官特異的に発現
する新規遺伝子を同定する。

〈研究開始時の研究計画〉
（１）Tol2因子がゼブラフィッシュ生殖細胞において転移
反応によりゲノムに組み込まれるか否かを明らかにする。
もし組み込まれるならば、その転移頻度を明らかにする。
以下のように研究を行う。(i) 試験管内合成した転移酵素
mRNAとTol2をもつプラスミドDNAをゼブラフィッシュ
受精卵に一緒に微量注入する。(ii) 微量注入した胚を成
魚にまで育て、かけあわせによりF1フィッシュを得る。
(iii) F1フィッシュのゲノムDNAを解析することにより、
トランスポゾン挿入部位近傍のDNA塩基配列を決定し、
転移により組み込まれているか否かを明らかにする。
(vi) これらの研究により、生殖細胞における転移頻度を
明らかにする。

（２）Tol2の内部に、ゼブラフィッシュ細胞で発現するプ
ロモーターの下流にGFP遺伝子を組み込んだトランスポ
ゾンベクターを構築する。これにより、トランスポゾン
挿入をGFP発現により視覚化する。（図１中）

（３）Tol2を用いて、効率の良いトランスポゾン転移シス
テムを構築し、外来遺伝子をゼブラフィッシュゲノムに
組み込み、発現させるための遺伝子導入法として確立す
る。

（４）Tol2の内部に、スプライスアクセプターとプロモー
ターをもたないGFP遺伝子を組み込んだ遺伝子トラップ
ベクターを構築する。（図１下）この遺伝子トラップベク
ターをゼブラフィッシュゲノムにランダムに挿入させる
と、遺伝子トラップベクターが発現している遺伝子内に

挿入され、転写をトラ
ップし、GFP が
翻訳されたときにの
み、そのトラップした
遺伝子の発現様式にし
たがってGFPが発現す
ることが予想される。

（５）以下のようにし
て、遺伝子トラップの
パイロットスクリーニ

ングを行う。(i) 試験管内合成した転移酵素mRNAと遺伝
子トラップベクターをもつプラスミドDNAをゼブラフィ
ッシュ受精卵に共に微量注入する。(ii) 微量注入した胚
を成魚にまで育て、かけあわせによりF1胚を得る。(iii)
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F1胚を経時的に蛍光実体顕微鏡下で観察することによ
り、GFPを細胞特異的・器官特異的に発現するゼブラフ
ィッシュ胚が得られるか否かを明らかにする。もし、そ
のような胚が得られたならば、GFP特異的発現胚が得ら
れる頻度を調べる。

（６）GFP特異的発現胚を成魚にまで育て、ゲノムDNA
の解析を行なう。これにより、トランスポゾン挿入部位
近傍のDNA塩基配列を決定し、挿入部位を染色体地図上
にマップする。また、5’RACEおよびRT-PCRによる解
析を行なうことにより、遺伝子トラップベクターの挿入
にトラップされ、発生過程において組織特異的・器官特
異的に発現している遺伝子を同定する。

（７）遺伝子トラップベクター挿入のホモ２倍体を作製す
る。遺伝子トラップベクターの挿入が、発生に必須な遺
伝子の機能を阻害していたならば、挿入のホモ２倍体胚
が劣性致死の表現型を示すことが期待できる。そのよう
な致死胚が得られるか否かを明らかにする。

（８）Gal4/UASシステムは、ショウジョウバエにおいて
開発され、発生関連遺伝子の機能研究に大いに役立って
きた。Tol2転移システムを用いて、Gal4/UASシステムを
ゼブラフィッシュにおいて開発する。

（９）転移酵素遺伝子を発現するトランスジェニックフィ
ッシュを作製する。これにより、トランスポゾンの新し
い遺伝子座への転移を受精卵への微量注入ではなく、生
体内における転移の誘発によって作製するシステム

（jump starterシステム）を開発する。
（10）レトロウィルス挿入変異生成法によって同定された
ゼブラフィッシュhagoromo遺伝子は、ゼブラフィッシュ
成魚の体表面の縞模様形成に関わっている。hagoromo遺
伝子の機能解析研究を発展させる。

〈研究期間の成果〉
（成果公表リスト１）試験管内合成した転移酵素mRNAと
Tol2をもつプラスミドDNAをゼブラフィッシュ受精卵に
一緒に微量注入した。ゼブラフィッシュ細胞内でmRNA
から合成された転移酵素活性により、Tol2がプラスミド
DNAから切り出され、生殖細胞ゲノムに組み込まれた。
微量注入した胚を成魚にまで育て、かけあわせによりF1
フィッシュを得て、トランスポゾン挿入部位近傍のDNA
塩基配列をインバースPCR法により決定し、Tol2が転移
によりゲノムに組み込まれていることを明らかにした。
この実験では、微量注入したゼブラフィッシュの約10%
が次世代にトランスポゾン挿入を伝えることができる
founderフィッシュとなっていることがわかった。

（成果公表リスト２）ゼブラフィッシュhagoromo遺伝子
はF-box/WD40モチーフをもつ蛋白質をコードする。こ
のモチーフをもつ蛋白質はSCFユビキチンライゲースの
構成成分として機能すると予想される。hagoromo遺伝子
のマウスオルソログであるDactylin遺伝子の遺伝子産物
の生化学的解析を行い、Dactylin蛋白質が実際にSCFコン
プレックスを構成する他の分子と相互作用することを証
明した。

（成果公表リスト３）ゼブラフィッシュhagoromo遺伝子
のホモログを、東アフリカに生息する様々なcichlid種か
らクローニングした。その結果、異なるcichlid種間での
hagoromo遺伝子のアミノ酸配列の進化速度が速いことを
明らかにした。Hagoromo蛋白質のアミノ酸の変化が体
表の模様の多様性と関係があるかもしれない。

（成果公表リスト４）東アフリカに生息する異なるcichlid
種においてhagoromo遺伝子の転写物のスプライシングパ
ターンが異なることを発見した。各々のスプライシング

パターンは同種内の異なる個体間では同一であった。こ
のことから、hagoromo遺伝子の転写物の異なるスプライ
シングパターンと異なるcichlid種における体表の模様の
多様性との関連性が示唆された。

（成果公表リスト５）研究開始時の研究計画には記載され
ていないが、フグのさまざまな臓器からcDNAライブラ
リーを作製し、EST解析を行なった。これにより、フグ
ゲノム、魚類ゲノム、さらには脊椎動物ゲノムがコード
する遺伝子の同定に貢献することができた。この研究は、
我々がゼブラフィッシュで遺伝子トラップ法を実施し遺
伝子を同定することを促進する目的で行ったものである、
と位置づけられる。

（成果公表リスト６）研究開始時の研究計画には記載され
ていないが、Tol2トランスポゾン転移システムがマウス
ES細胞においても活性があり、Tol2が転移によりマウス
ゲノムに組み込まれることを明らかにした。これにより
Tol2の転移機構をマウス細胞において解析する道を拓い
た。このことは、ゼブラフィッシュにおける転移システ
ムの改良等にも大いに役に立たつものである。

（成果公表リスト７、９、１１）
（１）Tol2因子の内部に、ゼブラフィッシュ細胞で発現す
るプロモーター（アフリカツメガエルEF1a遺伝子のプロ
モーター）の下流にGFP遺伝子を組み込んだトランスポ
ゾンベクターT2KXIGを構築した。（図１中）さらに転移
酵素cDNAをpCS2プラスミドに組み込み、転移酵素
mRNAを試験管内で合成するための新規プラスミドを構
築した。このプラスミドを用いることにより、高濃度の
転移酵素mRNAを作製できるようになった。

試験管内合成した高濃度転移酵素mRNAとT2KXIGをも
つプラスミドDNAを、ゼブラフィッシュ受精卵に一緒に
微量注入した。それらを成魚にまで育て、野生型フィッ
シュとかけあわせ、F1フィッシュを得た。（図２）この
実験から以下のことが明らかとなった。
(i) 新しい条件で微量注入を行なうと、微量注入されたゼ
ブラフィッシュの50%以上が次世代にトランスポゾン挿
入を伝えることができる（図２：founderフィッシュ）。
(ii) トランスポゾン上に組み込まれたGFP遺伝子は、ト
ランスジェニックフィッシュにおいて非常によく発現さ
れる。（図２）

図２．ゼブラフィッシュにおけるTol2トランスポゾン転
移システムとGFPを発現するトランスジェニックF1胚。
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以上の結果からTol2トランスポゾン転移システムは、
外来遺伝子をゼブラフィッシュゲノムに組み込み、発現
させるための遺伝子導入法として、非常に優れた方法で
あることが明らかとなった。

（２）Tol2因子の内部に、スプライスアクセプターとプロ
モーターをもたないGFP遺伝子を組み込んだ遺伝子トラ
ップベクターT2KSAGを構築した。（図１下）高濃度転移
酵素mRNAとT2KSAGをもつプラスミドDNAをゼブラフ
ィッシュ受精卵に一緒に微量注入し、遺伝子トラップベ
クターをゼブラフィッシュゲノムにランダムに挿入させ
た。

遺伝子トラップのパイロット実験として、156匹の微量
注入されたゼブラフィッシュを成魚にまで育て、かけあ
わせた。得られたF1胚を経時的に蛍光実体顕微鏡下での
観察を行なった。受精後24時間でGFPを細胞特異的・器
官特異的に発現する36のF1系統を得ることができた。

（図３）
このパイロット実験の結果から、以下のことが明らか

となった。(i) T2KSAGベクターがゲノムの様々な場所に
組み込まれ、発現している遺伝子をトラップすると、そ
の遺伝子の発現様式にしたがって、GFPが細胞特異的・
器官特異的に発現される。
(ii) この遺伝子トラップ法を実施することにより、細胞
特異的・器官特異的にGFPを発現するゼブラフィッシュ
系統が非常に効率よく作製される。

図３．GFPを細胞特異的・器官特異的に発現するゼブラ
フィッシュ胚の例。左から、後脳特異的（SAG2）、心臓
特異的（SAG4A）、前脳特異的（SAG4B）、前脳及び目
特異的GFP発現（SAG92）。

（３）GFP特異的発現フィッシュのゲノムDNAの解析を
行なった。これにより、トランスポゾン挿入部位近傍の
DNA塩基配列を決定し、挿入部位を染色体地図上にマッ
プした。また、5’RACEおよびRT-PCRによる解析を行
ない、遺伝子トラップベクターの挿入にトラップされ、
発生過程において組織特異的・器官特異的に発現してい
る遺伝子を同定した。

この過程で、SAGp22A系統において遺伝子トラップベ
クターがhoxcクラスターへ挿入されていることを見出し
た。この挿入部位近傍の転写物を5’RACE、RT-PCRに
より解析した。その結果、hoxc3a遺伝子の転写が他の
hox遺伝子を超えて行なわれていることを発見した。

図４．遺伝子トラップ系統SAGp22Aにおけるhoxcクラス
ターへの遺伝子トラップベクターの挿入（上）と野生型
におけるhoxc3a遺伝子の転写（下）。

（成果公表リスト８）研究開始時の研究計画には記載され
ていないが、Tol2トランスポゾン転移システムがアフリ
カツメガエルにおいても活性があることを明らかにした。
他種生物から得られるTol2の転移の様子、転移機構に関
する情報は、ゼブラフィッシュにおける転移システムの
改良等にも大いに役に立たつものである。

（成果公表リスト１０）研究開始時の研究計画には記載さ
れていないが、ゼブラフィッシュの完全長cDNAライブ
ラリーを作製し、塩基配列解析を行なった。これにより
ゼブラフィッシュゲノムにコードされている遺伝子の同
定に貢献することができた。このことは我々が遺伝子ト
ラップ法を実施し、トラップされている遺伝子を同定す
る際に非常に役に立つものである。

〈国内外での成果の位置づけ〉
本研究の主要な成果である、ゼブラフィッシュにおけ

る効率の良い遺伝子導入法の確立と遺伝子トラップ法の
開発の成功は我々が独自に開発したゼブラフィッシュに
おけるトランスポゾン転移システムに基づくもので、世
界で初めてのものである。国際的にも高く評価されてい
る。

（１）以下の国際ミーティングで口演（アブストラクトが
口演に採択されたものも含む）に招かれた。
１．Kawakami, K. 2nd European conference on zebrafish
genetics and development. London, UK (2001).
２．Kawakami, K. Aquarama 2001. Singapore (2001).
３．Kawakami, K. The 5th international conference on
zebrafish development and genetics, Madison, U.S.A.
(2002).
４．Kawakami, K. Keystone symposia. New Mexico,
U.S.A. (2003).
５．Kawakami, K. 3rd European conference on zebrafish
and medaka genetics and development. Paris, France
(2003).
６ ． Kawakami, K. The first annual international
conference on transposition. Minneapolis, U.S.A. (2003).
７ ． Kawakami, K. EMBO workshop: molecular
mechanisms of transposition, its regulation and evolution,
Roscoff, France, (2004).
８．Kawakami, K., Ito, A., Kotani, T., Morvan, G.,
Nagayoshi, S., Sasaki, T., Urasaki, A., and Kishimoto, Y.
The 6th international conference on zebrafish development
and genetics, Madison, U.S.A. (2004).
９．Kawakami, K. The 11th CDB Meeting: Asia-Oceania
Fish Meeting, Kobe, Japan (2004).

（２）以下の国際ミーティングで座長に指名された。
Technology session. The 6th international conference on
zebrafish development and genetics, Madison, U.S.A.
(2004).

（３）この研究の成果、将来性は米国において高く評価さ
れ、NIHからグラントによるサポートを受けている。
R01 GM69382. 研究代表者：Kawakami, K. 研究課題：
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Genetic methods using the Tol2 transposable element. 研
究期間：2003/8-2007/7.

（４）国内外あわせて196の研究室にトランスポゾン転移
システムの技術供与を行った（2006年2月10日現在）。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
（１）50以上の遺伝子トラップベクター挿入のヘテロ２倍
体の成魚のオスメスをかけあわせ、得られたホモ２倍体
胚の観察を行った。しかしながら、それら子孫胚の中に
劣性胚致死の表現型を同定することができなかった。
我々は、胚致死変異の頻度を10%程度―すなわち遺伝子
トラップ挿入の10%程度がホモ２倍体にしたとき胚致死
変異を引き起こす－と予想していたが、実際の頻度はそ
れより低かった。

理由の１つとして、現時点で我々が使用している遺伝
子トラップベクターの挿入が、挿入した遺伝子機能を完
全に破壊していない可能性が考えられる。もしそうであ
るならば、遺伝子トラップベクターの内部構造を改良す
ることによって、変異誘発頻度の上昇が期待できる。

（２）Tol2転移システムを用いて、ゼブラフィッシュにお
けるGal4/UASシステム、jump starterシステムの開発を
本研究の研究期間後半に開始した。この研究の期間内に
完成、論文発表にまではいたらなかったが、研究は順調
に進行している。

〈今後の課題〉
（１）トランスポゾンベクターの挿入により胚致死変異が
得られる頻度が予想より低かった理由を明らかにし、ト
ランスポゾン挿入により効率よく劣性胚致死変異が得ら
れる方法を確立する。可能性の１つとして、トラップベ
クターが遺伝子機能を完全に破壊していないことが考え
た。もしそうであるならば、トラップした遺伝子機能を
完全に破壊するような塩基配列をベクターに組み込むこ
とにより変異誘発頻度の上昇が期待できる。現在、異な
るスプライスアクセプター、ポリAシグナル、IRES配列
の活性を検討中である。

また、遺伝子トラップ法ではトランスポゾン挿入がし
ばしば遺伝子の5’UTRの直下に見られる。我々は、トラ
ンスポゾンを用いたエンハンサートラップ法を開発し、
パイロット実験を進めている。その結果から、エンハン
サートラップ法を行なうと、遺伝子トラップ法とは異な
り、遺伝子内へのトランスポゾン挿入が効率よく得られ
ることがわかりつつある。また、それと同時に、遺伝子
機能を効率よく破壊できることを示すデータも得られつ
つある。

（２）Tol2転移システムを用いたGal4/UASシステムを開
発中である。Gal4エンハンサートラップベクターをゼブ
ラフィッシュゲノムにランダムに組み込むと、Gal4 を細
胞特異的・器官特異的に発現するゼブラフィッシュが効
率よく得られる、及びそれをUASの下流にGFPを組み込
んだトランスジェニックフィッシュとかけあわせて得ら
れた二重トランスジェニックフィッシュにおいてGFPが
細胞特異的・器官特異的に発現される、というデータを
得つつある。この方法論を確立し、ゼブラフィッシュを
用いた遺伝子機能研究を促進する。

（３）生体内でトランスポゾン転移を誘発するjump
starterシステムを開発中である。既にヒートショックプ
ロモーターの下流に転移酵素遺伝子を組み込んだトラン
スジェニックフィッシュを作製した。この転移酵素トラ
ンスジェニックフィッシュを既にゲノム上にトランスポ
ゾンをもつトランスジェニックフィッシュとかけあわせ、

得られた二重トランスジェニックフィッシュを熱ショッ
ク処理すると、ゲノム上のトランスポゾンの再転移が引
き起こされる、というデータを得つつある。この方法を
確立し、トランスポゾンのゲノムへの挿入の作製を現在
よりさらに効率よく行なえるようにする。

（４）遺伝子トラップスクリーン、エンハンサートラップ
スクリーンを規模を大きくして実施し、ゼブラフィッシ
ュの発生過程において細胞特異的・器官特異的に発現し、
それら細胞や器官の発生や機能発現に重要なはたらきを
している遺伝子群を網羅的に明らかにしていく。これに
より、ヒトも含めた他の脊椎動物の遺伝子機能の理解を
促進する。
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