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メダカヒレ再生関連遺伝子の網羅的スクリーニングとゲノムマッピ
ング
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〈研究の目的と進め方〉
硬骨魚類であるメダカは幼生期まで透明で、顕微鏡下

で発生/再生の様子を観察することが可能であり、再生
モデルとして非常に優れている。またメダカはゼブラフ
ィッシュと比較してゲノムサイズが小さく特定の遺伝子
のクローニングに有利であるばかりでなく、種々変異体
を作りやすく、将来その変異と原因遺伝子の対応が可能
となる。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の基盤となり、その中で選択されたヒレ再生遺
伝子のESTは順次ゲノムマッピングを行い、メダカゲノ
ムの基盤を整備する。

〈2002 年度の研究の当初計画〉
(1)ヒレ再生特異的遺伝子の解析

メダカヒレ再生初期3日目の10000個のシークエンス終
了後次の解析を行う。

・マイクロアレイ作成とその解析
再生3日目と10日目のクローンからヒレ再生遺伝子とし

て3000個を選択し、DNAチッ　プを作成する。再生初期
1日目、2日目、3日目、再生後期10日目と普通のヒレにお
ける発現パターンをマイクロアレイにて検討し、ヒレ再
生過程における遺伝子発現を網羅的に解析する。得られ
た候補遺伝子を更にIn situ hybridizationを行い、発現パ
ターンを特定する。
(2) メダカ遺伝子のゲノムマッピング
メダカヒレミュータントp1、メダカ赤血球ミュータン

トwho、メダカ心臓ミュータントbht、sacについてゲノ
ムマッピングを行い、原因遺伝子をクローニングする。
(3) メダカミュータントの作成

ヒレ再生を司る器官である、骨、血管、そしてヒレそ
のものについてメダカミュータントを作成する。すでに
昨年からミュータント作成は開始しており、ヒレ1種類、
骨1種類、血管2種類のミュータントが得られている。引
き続きミュータントのスクリーニングを行い、ミュータ
ント数を50位まで増やす予定である。

〈2002 年度の成果〉
1) ヒレ再生特異的遺伝子の解析

メダカヒレ再生初期3日目と10日目のESTクローン
から2900個のホモロジーが見つからなかったクローン

を選んだ。その内訳は2662個はblast no hitと238個は
ESTシークエンスが公表されていたものである。また
100個の既知遺伝子のホモローグをポジティブコント
ロールとして選んだ。上記の3000個のESTクローンの
DNAをガラス基板上に乗せ、DNA チップを作成した。
再生1日目、3日目、10日目、通常ヒレの各RNAを用意
し、comparative expression screeningによって各再生
ステージ特異的なcDNAを得た。再生1日目と3日目の
screeningで再生1日目により発現が高いクローン26個
を選び、全シークエンスとRNAﾐin-situ hybridizationに
よって再生ヒレでの発現を評価した結果、再生初期に
特異的に機能していると思われる2クローンを選択し
た。

2) メダカ遺伝子のゲノムマッピング
メダカヒレミュータントplのゲノムマッピングの結

果LG10にマップされ、1個のBACクローンにコードさ
れていた。このBACクローンの遺伝研におけるショッ
トガンシークエンスの結果、plの候補遺伝子が特定さ
れた。メダカ赤血球whoのゲノムマッピングの結果、
LG12にマップされ、olgc1マーカーの近傍に存在する
ALAD遺伝子であることが明らかになった。ALADは
ヘム合成経路の2番目の酵素である。メダカ心臓ミュ
ータントbhtはLG9に、rbiはLG21にマップされた。

3) メダカミュータントの作成
メダカの南方系ラインであるCabをENU処理し、骨、

心臓、ヒレ、血管のミュータントをスクリーニング中
である。現在までに7種類のミュータントが得られて
いる。

〈国内外の成果の位置づけ〉
ヒレ再生で初めてのDNAマイクロアレイを行った結

果、得られたクローンは十分にその発現特異性を維持し
ており、このDNAチップは今後も検討に値する。ENU処
理によるミュータントにおいて世界で初めてポジショナ
ルクローニングに成功した。このことはメダカの実験動
物として有用性を示した結果として高く評価される。
達成できなかったこと、予想外の困難、その理由
1. メダカ再生ヒレにDNAを導入しectopicに発現させる試
みを行ったが、いずれの方法でも効果的に導入できなか
った。

〈今後の課題〉
メダカヒレ再生特異的遺伝子の機能解析のため新たな

遺伝子導入法を開拓する。
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