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エチルニトロソウレアによるメダカ変異体の収集に基づく胸腺器官
形成機構の解析
●高浜洋介　◆岩波礼将

徳島大学ゲノム機能研究センター

〈研究の目的と進め方〉
ヒトを含めた脊椎動物の免疫システムの中枢を担うＴ

リンパ球の成熟は胸腺で起こる。しかし、Ｔリンパ球の
成熟支持能に至る胸腺器官形成の分子機構は殆ど不明で
ある。私たちはこれまで、エチルニトロソウレア処理に
よる変異導入によって、メダカを対象にした胸腺形成変
異体をゲノム網羅的に作製してきた。そこで本研究では、
これらの変異体を用いて胸腺の器官形成をつかさどる遺
伝素因を網羅的に解明することを目的として、変異体の
分類ならびにポジショナルクローニングをはじめとする
解析を進めた。

〈研究開始時の研究計画〉
1) エチルニトロソウレアによりランダムに誘発した突然

変異をホモ接合に持つメダカ胚を作成し、胸腺に発現
するrag1遺伝子プローブを用いて後期胚胸腺を可視化
検出することで、胸腺形成変異体の大規模スクリーニ
ングを行った。これまでにメダカ全ゲノムの約60％を
カバーする538のF2ファミリーをスクリーニングする
ことにより、胸腺形成に特異的な異常を示す変異体系
統を25得た。そのうち表現型がより胸腺発生に特異的
な11系統の変異体に関して、胸腺発生の何れの段階に
異常が見られるのかを細胞系譜特異的遺伝子発現パタ
ーンの解析によって明らかにする。また、マイクロサ
テライトマーカーを指標にしたポジショナルクローニ
ングにより原因遺伝子に近づき、BACライブラリーを
用いた染色体歩行を行うことで、変異体の原因遺伝子
の同定を目指す。

2) 野生型メダカおよび表皮の色素形成に異常を持ち臓器
の観察に適したメダカSTII系統（名古屋大学若松祐子
博士との共同研究）を用いて胸腺の発生過程を明らか
にするとともに、リンパ球の活性測定によりメダカの
Ｔリンパ球に関する基礎知識を蓄積する。更に、既に
部分的にクローニングしているrag1遺伝子のゲノム
DNA全長を得ることで、16年度にかけてrag1-GFPト
ランスジェニックメダカを作製する。これらによって
変異体のTリンパ球成熟と機能異常を解析する。

〈研究期間の成果〉
1) エチルニトロソウレア誘発により胸腺形成に劣性変異

を持つメダカ11系統の変異体に関して、胸腺発生に関
係する細胞系譜特異的遺伝子発現パターンの解析によ
って２種類のグループに分類した。また、これら11系
統のうち9系統に関して、マイクロサテライトマーカ
ーを指標に染色体linkage groupを同定した。更に、ポ
ジショナルクローニングにより原因遺伝子に近づき、
BACライブラリーおよびfuguゲノム情報との比較によ
り、変異体の原因遺伝子の同定を目指している。

2) rag1遺伝子のゲノムDNA全長を得、rag1-GFPトランス
ジェニックメダカを複数系統作製した。これらのトラ
ンスジェニックメダカでは、幼若Ｔリンパ球の集積に
伴う胸腺特異的なGFP発現が認められた。これらのメ

ダカを、表皮の色素形成に異常を持ち臓器の観察に適
したメダカSTII系統（名古屋大学若松祐子博士との共
同研究）と交配することで、メダカのＴリンパ球発生
の機構解析を進めている。

〈国内外での成果の位置づけ〉
遺伝学や発生学の研究対象として日本で開発されてき

たメダカを用いる独自性には国際的に必然性と競争力が
ある。メダカ新規変異体を用いた胸腺器官形成研究は他
に類を見ない。

〈今後の課題〉
得られた変異体およびトランスジェニックメダカを用

いて胸腺器官形成に必須の遺伝子を同定する。

〈研究期間の全成果公表リスト〉
1. Iwanami, N., Takahama, Y., Kunimatsu, S., Li, J., Takei,

R., Ishikura, Y., Suwa, H., Niwa, K., Sasado, T.,
Morinaga, C., Yasuoka, A., Deguchi, T., Hirose, Y., Yoda,
H., Henrich, T., Ohara, O., Kondoh, H., and Furutani-
Seiki, M.   Mutations affecting thymus organogenesis in
medaka, Oryzias latipes. Mech. Dev. 121:779-789 (2004).

2.   0403261603
Kajiura, F., Sun, S., Nomura, T., Izumi, K., Ueno, T.,
Bando, Y., Kuroda, N., Han, H., Li, Y., Matsushima, A.,
Takahama, Y., Sakaguchi, S., Mitani, T. and Matsumoto,
M. NF-kB-inducing kinase establishes self-tolerance in a
thymic-stroma dependent manner. J. Immunol.,
172:2067-2075 (2004).

3.   0403261607
Sheard, M. A., Liu, C. and Takahama, Y. Developmental
status of CD4-CD8+ and CD4+CD8- thymocytes with
medium expression of CD3. Eur. J. Immunol. 34:25-35
(2004).

4. 0403261623

Tomita, S., Jiang, H. B., Ueno, T., Takagi, S., Tohi, K.,
Maekawa, S., Miyatake, A. Furukawa, A., Gonzalez, F. J.,
Takeda, J., Ichikawa, Y. and Takahama, Y. T cell-specific
disruption of aryl hydrocarbon receptor nuclear
translocator gene causes resistance to 2 ,3 ,7 ,8 -
tetrachlorodibenzo-p-dioxin-induced thymic involution. J.
Immunol., 171:4113-4120 (2003).

5. 0403261625

Nasreen, M., Ueno, T., Saito, F., and Takahama, Y. In
vivo treatment of class II MHC-deficient mice with anti-
TCR antibody restores the generation of circulating CD4

T cells and optimal architecture of thymic medulla. J.
Immunol., 171:3394-3400 (2003).

6. 0403261627

Tomita, S., Ueno, M., Sakamoto, M., Kitahama, Y., Ueki,
M., Maekawa, N., Sakamoto, H., Gassmann, M.,



－ 348－

Kageyama, R., Ueda, N., Gonzalez, F. J., and Takahama,
Y. Defective brain development in mice lacking HIF-1
alpha in neural cells. Mol. Cell. Biol., 23:6739-6749
(2003).

7. 0403261631

Nakase, H., Takahama, Y. and Akamatsu, Y. Effect of
CpG methylation on RAG1/RAG2 reactivity: implications
of direct and indirect mechanism for controlling V(D)J
cleavage. EMBO R. 4:774-780 (2003). 

8. 0403261632

Akamatsu, Y., Monroe, R., Dudley, D. D., Elkin, S. K.,
Gartner, F., Talukder, S. R., Takahama, Y., Alt, F. W.,
Bassing, C. H. and Oettinger, M. A. Deletion of the
RAG2 C-terminus leads to impaired lymphoid
development in mice. Proc. Natl. Acad. Sci. USA.
100:1209-1214 (2003).


