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ゼブラフィッシュ遺伝学による生体防御関連因子群の網羅的探索
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〈研究の目的と進め方〉
外来化学物質の毒性消去・体外排出に働く因子群は、

化学物質の細胞内侵入に応答して、転写レベルで一斉に
発現誘導される。なかでも第2相異物代謝酵素群は、親電
子性物質や酸化ストレスの刺激により転写レベルで発現
誘導される。本研究では、この制御に関与する未知因子
の単離同定を目的に、ゼブラフィッシュを用いた突然変
異体スクリーニングを試みる。突然変異はエチルニトロ
ソ尿素により導入し、スクリーニングは3世代交配法を用
いて行う。突然変異体の探索は、5日幼魚の段階で、親電
子性物質ジエチルマレイン酸処理時のGstp遺伝子の発現
誘導をin situハイブリダイゼーション法により観察する
方法を用いる。

〈研究開始時の研究計画〉
1) 外来化学物質に応答した生体防御因子の発現誘導が異

常になる突然変異フィッシュを探索する。
2) 得られた突然変異フィッシュ系統が、外来化学物質の

感知・応答機構のどの段階が異常になったかを知るた
めに、その類別化を行う。

3) 得られた突然変異フィッシュ系統の原因遺伝子を特定
するために、PCR法を駆使した変異部位マッピングの
システムを立ち上げる。

〈研究期間の成果〉
1) これまで125のF2ファミリーを解析し、形態形成異常

を示す突然変異系統を70単離した。第２相誘導が異常
となる系統候補も最近単離し、現在確認中である。

2) 種々第２相誘導剤のゼブラフィッシュGstp遺伝子に対
する発現誘導能を、野生型フィッシュを用いて解析し
たところ、金製剤オーラノフィンが再現性良く明瞭な
誘導を促すことが明らかとなった。同じ第２相誘導剤
でも、ジエチルマレイン酸等のマイケル反応アクセプ
ターとオーラノフィン等の重金属試薬では誘導経路が
一部異なる可能性が指摘されており、その分子基盤解
明を目的に、ジエチルマレイン酸処理のみを観察する
当初のスクリーニングを、この両者による発現誘導を
観察する方式に、本年度途中に変更した。

3) 変異部位マッピングのシステムを立ち上げることがで
きた。

〈国内外での成果の位置づけ〉
発生生物学の分野で実績のあるゼブラフィッシュ順方

向遺伝学を毒物学・酵素学の研究に活用する本研究の戦
略は、国内外でもほとんど行われていない試みであった。
本研究の成果で、実際に目的の突然変異体が単離されつ
つあることから、ゼブラフィッシュのモデル動物として
の新しい活用法として脚光を浴びるものと予想される。
一方、当該誘導機構は、単に外来化学物質に対する防御
に重要というだけでなく、抗炎症、酸化ストレス防御、
発ガン防御、等に主要な働きをする機構であることが最
近明らかになってきたことから、医学的な見地からも注

目されると考えられる。得られた突然変異フィッシュの
原因遺伝子同定とともに、その成果をいかにヒト研究に
還元できるかが、今後の焦点となる。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
当初一年間に250ファミリーのスクリーニングを行う計

画であったが、実際はその半分しか消化できなかった。
健康なF2ファミリーを維持するのに予想外に多くの水槽
が必要であり、結果的に水総数不足に陥ったことがその
理由である。単離した突然変異系統の維持や表現型の再
確認も水槽数不足が理由で手間取っている。水槽数の問
題は、今後の重要課題である。

〈今後の課題〉
単離した突然変異系統の後代育成・系統維持を行う。

これらの突然変異系統の特徴を、さまざまな第２相誘導
剤や誘導遺伝子を用いて詳細に解析するとともに、その
原因遺伝子同定を変異部位マッピング等により試みる。
一方、外来化学物質に対する応答が異常となる突然変異
フィッシュのスクリーニングは引き続き行い、最終的に
は1-2ゲノム分を網羅すべく、500-1000のF2ファミリーの
解析を行う。

〈研究期間の全成果公表リスト〉
1.0403261205

Nishikawa, K, Kobayashi, M., Masumi, A., Lyons, S. E.,
Weinstein, B. M., Liu, P. P. and Yamamoto, M. Self-
association of Gata1 enhances transcriptional activity in
vivo in zebra fish embryos. Mol. Cell. Biol., 23(22), 8295-
8305 (2003).

2.0403261418
Kimura-Yoshida, C., Kitajima, K., Oda-Ishii, I., Tian, E.,
Suzuki, M., Yamamoto, M., Suzuki, T., Kobayashi, M.,
Aizawa, S. and Matsuo, I. Characterization of the
pufferfish Otx2 cis-regulators reveals evolutionarily
conserved genetic mechanisms for the vertebrate head
specification. Development, 131(1), 57-71 (2004).

3.
Kobayashi, M. and Yamamoto, M. Molecular
mechanisms activating the Nrf2-Keap1 pathway of
antioxidant gene regulation. Antioxid. Redox Signal., in
press.


