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ゼブラフィッシュの変異体とゲノム情報に基づく運動システムの
包括的解析
●平田 普三
名古屋大学 大学院理学研究科

＜研究の目的と進め方＞
運動や行動を制御する機構を順遺伝学的アプローチで解析する

研究は、これまでハエや線虫などの無脊椎動物を用いて行われ、
神経や筋についての多くの知見をもたらしてきた。しかし、これ
らのモデル動物では神経系の構造が脊椎動物のものと大きく異な
ることから、得られた知見を脊椎動物へ単純に応用することがで
きないこともあった。一方で、神経や筋の生理学的解析はマウス
やラットなどの哺乳動物を用いて精力的に行なわれてきた。しか
し、これらの高等動物は必要とする施設規模やコストの点から、
研究室レベルでの変異体スクリーニングには向かなかった。ゼブ
ラフィッシュは大型施設を必要とせず、研究室レベルで変異体ス
クリーニングを行うことのできる唯一の脊椎動物であり、発生イ
ベントのライブイメージングや電気生理学的解析が可能なことか
ら、ゲノムワイドな遺伝学的解析、生理学的解析ができる新しい
脊椎動物モデルとして期待されている。研究代表者は運動や行動
を制御する遺伝子を明らかにし、遺伝子からタンパク質、それに
より構成されるシナプスや神経回路ネットワーク、さらにはその
アウトプットとしての運動・行動までを包括的に理解することを
目的として、本研究課題を行った。

変異原 ENU（エチルニトロソウレア）をゼブラフィッシュの
雄成魚に作用させて精子に突然変異を導入し、オーソドックスな
３世代スクリーニングを行い、F2 個体の表現型から変異系統を
作出した。ゼブラフィッシュは受精後 24 時間ですでに機械刺激
応答能を獲得し、尾を左右に２、３回振る逃避運動をする。また、
48 時間までには成魚と同様の運動能を獲得し、尾を 30 Hz で振
り泳動することが知られている。F2 個体を１個体ずつピンセッ
トでつついて、触刺激応答を観察することで、受精後 24 時間の
刺激応答や 48 時間の泳動に異常のある変異体をスクリーンし、
20 系統の変異体系統を得た。この時、外見上の形態異常を伴う
ものを除外することにより、外見上の発生は正常であるが、運動・
行動に異常のあるもの、おそらく運動制御システムの生理機能に
異常のある変異体を単離することができる。変異体には筋の異常
によるものと神経の異常によるものがあることが予想されるが、
運動時の筋電位変化を in vivo で測定する電気生理実験系を確立
することで、それらの分類を可能にする。運動時の筋電位パター
ンが正常か異常かを判断することにより、全ての変異体を神経異
常と筋異常に分類することができる。並行して、ゼブラフィッシュ
ゲノム上に存在するマイクロサテライトマーカーを用いて変異の
マッピングを行い、ゲノム上の責任領域を狭め、最終的に候補遺
伝子の cDNA をクローニングして変異を同定する。責任遺伝子を
同定したら、gain of function, loss of function を行い、責任遺伝
子であることを必要十分に確認する。また、その発現部位を in 
situ hybridization で調べることで異常部位、異常細胞を同定す
る。責任遺伝子の分子作用についてはパッチクランプやカルシウ
ムイメージングなどを用いて詳細に生理解析を行う。このように
遺伝学的・分子生物学・発生生物学的解析と生理・行動学的アプ
ローチを並行することにより、脊椎動物の運動システムの包括的

解析ができると期待される。
スクリーニングで得られたゼブラフィッシュ変異体は責任遺伝

子を同定し、病理の表現型を詳細に解析することで、運動障害や
行動異常を主症状とするヒトの疾患の新しいモデル動物になりう
る。また、ゼブラフィッシュは胚操作が容易にできることから、
疾患の治療実験を行うことを視野に入れている。得られたゼブラ
フィッシュ変異体の責任遺伝子が新規遺伝子である場合、未同定
のヒト疾患の新しい原因遺伝子である可能性もある。この場合、
ヒトの相同遺伝子が存在するヒトゲノム領域にマップされている
未解明のヒト疾患から、運動障害、行動異常を伴うものを検索し、
患者サンプルを有する研究機関と共同研究を行う予定である。

＜研究開始時の研究計画＞
運動・行動に異常のある 20 系統の変異体について、電気生理

学的解析を行い、各変異体の異常部位が神経系か、筋かを明らか
にする。可能であれば、感覚ニューロン、中枢の介在ニューロン、
運動ニューロン、神経筋接合部、筋のどれに異常があるかも解析
する。並行して全ての変異系統を遠系統のゼブラフィッシュに交
配し、F2 でホモ変異体を得て、マイクロサテライトマーカーを
用いたマッピングを進める。ゼブラフィッシュのゲノムプロジェ
クトは２年以内に終了すると言われ続けているが、遅れているよ
うである。それでも、大部分のゲノム情報は既にデータベース上
にあり、利用可能である。変異のマッピングでナローダウンした
責任領域のゲノム情報が利用可能なら、変異体の責任遺伝子同定
は２ヶ月でできる。一方、運悪く責任領域のゲノム情報が利用で
きない場合は、その変異体の責任遺伝子同定を後回しにして、他
の変異体の解析を急ぎ、データベースの更新を待つ。また、遺伝
的マッピングと並行してラディエーションハイブリッドパネルを
用いた物理的マッピングも行い、表現型から予想される候補遺伝
子が責任領域にあるかも調べることで、責任遺伝子の同定を急
ぐ。候補遺伝子は cDNA クローニング、シーケンスを行い、変異
を同定する。責任遺伝子が同定されたら mRNA をインジェクショ
ンする gain of function、アンチセンスモルフォリノをインジェク
ションする loss of function を行い、責任遺伝子であることを必
要十分に確認する。また、in situ hybridization 法により責任遺伝
子の発現部位を解析する。発現部位が分かれば電気生理やイメー
ジングを用いたピンポイントの機能解析が可能となり、遺伝子の
異常と運動・行動の異常をつなぐ細胞内イオン制御、ニューロン
の膜特性、シナプス伝達、あるいは機能的神経回路などの異常を
解析する。全ての変異体は運動障害や行動異常を伴うヒトの疾患
に関係しうるので、責任遺伝子が既知の場合、該当する疾患の病
理症状と同じものがゼブラフィッシュ変異体で見られるかを確認
する。責任遺伝子が新規の場合、ヒトの相同遺伝子を含む領域に
マップされるヒトの運動障害や行動異常を検索し、最終的には候
補となる疾患の患者サンプルをもつグループと共同研究を行い、
ヒト疾患の新しい原因遺伝子の同定を目指す。
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ことが強く示唆された。責任領域はゲノム情報の不完全な部分に
あり、責任遺伝子の同定には至っていない。

全く動かない変異体 mi90 ではカルシウムチャネルβサブユ
ニットをコードする cacnb1 遺伝子にナンセンス変異を見いだし
た。cacnb1 の発現は神経系にも筋にも広く見られたが、筋電位記
録から分かる神経系からの出力は正常であり、筋に異常があるこ
とが分かった。詳細な解析から筋で、しかも速筋と遅筋の両方で
excitation-contraction coupling が起きないため、Ca 放出が起き
ず、全く筋収縮できないことが分かった。cacnb1 の変異はヒトで
周期性四肢麻痺を引き起こすことが知られるが、この運動障害は
mi90 変異体で見られる運動異常に一部類似しており、疾患のモ
デル動物になりうるといえる。

刺激受容に異常のある変異体 mi310 を解析し、一次間隔ニュー
ロンである Rohon-Beard ニューロンに異常があることを明らかに
した。変異体の Rohon-Beard ニューロンでは電位依存性ナトリウ
ムチャネルが膜表出せず、ナトリウム電流が減少するために活動
電位が発生せず、触刺激受容時に Rohon-Beard ニューロンが発火
しないことが分かった。変異体の責任遺伝子は小胞体内で GPI
を転移する酵素であり、これが GPI アンカータンパクの膜表出
を介して電位依存性ナトリウムチャネルの正常な局在を制御して
いることを見いだした。この変異体はおそらく全ての GPI アン
カータンパクの膜表出を欠くはじめての動物であり、GPI アン
カータンパクの発生における役割の解明に有用である。当該責任
遺伝子がヒトの神経疾患の原因遺伝子であるかノルウェーのグ
ループと共同研究で調べたが、明らかな関連は見いだせなかった。

引きつけを起こしたようにぎこちない運動をする変異体が４系
統（劣性遺伝するものが mi262, mi264, mi371 の３系統、優性遺
伝するものが mi294 の１系統）あり、これら４系統について責任
遺伝子を同定する目的でマッピング、クローニングを行い、
mi262 でナンセンス変異、mi264, mi294 でミスセンス変異、
mi371 で１塩基欠失によるフレームシフト変異を cDNA 上で確認
した。劣性遺伝する mi262 と優性遺伝する mi294 の責任遺伝子は
同一であった。これらの計３遺伝子全てにおいて、アンチセンス
モルフォリノを用いたノックダウン実験を行い、引きつけを起こ
したような異常運動を再現することに成功した。mi264, mi371 の
２遺伝子については in vitro で合成した RNA を導入することで
変異体を回復させるレスキュー実験にも成功し、該当遺伝子が変
異体の責任遺伝子であることを必要十分に確認した。mi262, 
mi294 の遺伝子についてはレスキュー実験を行っていないが、責
任遺伝子として確信している。先行している mi262, mi294 の２
遺伝子について in situ hybridization 法で発現部位を確認し、そ
れらが神経系と筋に広く発現する結果を得た。どちらも筋で発現
が強いことから、筋の異常により、引きつけを起こすような異常
運動が起こるものと考えられた。同定した３つの責任遺伝子のう
ち、mi262, mi294 の責任遺伝子は筋力低下症の原因遺伝子であ
り、mi371 の責任遺伝子は筋ジストロフィー病の原因遺伝子であ
ることを考えると、これらの変異体を疾患モデルといて提唱でき
るのではないかと期待できる。もう１つの mi264 の責任遺伝子が
ヒトの疾患に関係するという報告はないが、筋疾患サンプルを多
く所有する研究グループと共同研究をはじめ、病気との関連を調
べている。

＜国内外での成果の位置づけ＞
ゼブラフィッシュを用いて運動・行動の研究をしているグルー

プは世界で１０グループ以上あるが、変異体解析にパッチクラン
プやカルシウムイメージングといった生理的技術を自前で用いて
いるグループは少なく、独自のスタイルで研究を展開していると

＜研究期間の成果＞
泳動が遅い変異体として単離された運動異常変異体 mi340 を解

析した。この変異体では神経系は正常に機能することから、異常
部位が筋であることが分かった。カルシウム蛍光指示薬 Calcium 
Green-1 dextran を用いた筋活動のイメージングから、変異体の
速筋では運動時の小胞体から細胞質へのカルシウム放出が減少し
ていることが分かった。筋で電位変化をカルシウム放出に変換す
るシステムである excitation-contraction coupling 機構に異常があ
ることが予想され、これを行うための分子である小胞体膜上のリ
アノジン受容体分子に電子顕微鏡観察で異常を見いだした。１８
番染色体上にあるリアノジン受容体遺伝子のエキソン 48 とエキ
ソン 49 の間のイントロンに 4 kb の DNA 挿入があり、スプライ
シング異常から正常なリアノジン受容体タンパクが合成されない
ことを見いだした。つまり、mi340 変異体はリアノジン受容体の
スプライシング異常により、リアノジン受容体タンパクが正常に
合成されず、筋小胞体から細胞質へのカルシウムイオンを放出が
低下し、筋収縮力が減少し、泳動時に十分な駆動力を発揮できな
いために逃避運動時に泳ぎが遅くなることが明らかとなった。ヒ
トでリアノジン受容体の変異には優性遺伝するミオパチーである
セントラルコア病（筋の中央に大きな穴が形成される）と劣性遺
伝するミオパチーであるマルチミニコア病（筋に無数の穴が形成
される）が知られるので、mi340 変異体がこれらの筋疾患のモデ
ル動物になるかを検討した。mi340 変異体の筋を電子顕微鏡で解
析すると、筋に無数の穴があり、マルチミニコア病と類似した病
態が観察された。しかも、コア構造はステージが進むと大きくな
り、進行性であることが確認され、mi340 変異体は遺伝学的にも
病理学的にもマルチミニコア病の動物モデルになると言える。ま
た、変異体で起きる異常なスプライシングを阻害するようなアン
チセンスモルフォリノを導入して、異常なエキソンをスキップし
て正常なスプライシングを回復させることで mi340 変異体の運動
異常をキャンセルする実験を行い、運動障害を治療することに成
功した。mi340 変異体はマルチミニコア病の治療モデルとしても
有用であるといえる。

mi340 変異体と同様に泳動の遅い変異体 mi372 を解析し、ショ
ウジョウバエの flightless 遺伝子のホモログである flii 遺伝子の
変異であることを明らかにした。変異体では flii のスプライシン
グアクセプター部位に変異があり、cDNA 上で１塩基の欠失が起
こることからフレームシフトが起こり、正常な Flii タンパクが合
成できないことが分かった。電気生理学的解析から筋に異常のあ
ることが分かった。骨格筋には瞬発力に優れるが持久性が低い速
筋と、瞬発力はないが持久力に優れる遅筋の２種類が存在し、そ
れぞれ短距離選手、マラソン選手で発達していることが知られて
いるが、変異体の筋異常は速筋だけで見られ、遅筋は正常である
ことが分かった。実際、変異体を抗 Flii 抗体で免疫染色すると、
不思議なことに Flii タンパクは遅筋で検出され、実際に遅筋の筋
収縮も正常だった。変異体は速筋に異常があるが、遅筋は正常で
あり、変異体の泳動が遅いのは泳動時に遅筋だけを用いて泳いで
いるからであると結論づけられた。これは運動の発達期における
速筋と遅筋の使い分けを提唱するはじめての研究となった。flii
遺伝子の変異がヒトの筋疾患に関係するという報告はないが、ヒ
トの先天性筋疾患で flii 遺伝子の異常によるものがないかを共同
研究で調べている。

泳動の遅い他の変異体 mi36 も解析を進め、神経筋接合部にお
けるアセチルコリン受容体凝集に異常があることを見いだした。
運動ニューロン末端から放出されるアグリンがアセチルコリン受
容体凝集を促進することが知られているが、mi36 ではその下流
に存在するアグリンの受容体か、その他の構成分子に異常がある
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contribution of fast and slow muscle. MCDB Neuro Group 

いえる。また、解析している変異体系統は研究代表者が自らスク
リーニングをして単離したものである。特に引きつけ様の異常運
動を示す４系統の変異体は表現型が稚魚期に回復するものであ
り、表現型が見られるタイムウィンドウが狭いことから、他のグ
ループが同一の変異体を単離することは難しく、オリジナルな変
異体で研究を展開している。研究代表者は基礎研究として運動シ
ステムの統合的理解を目指しているが、同時に運動障害のモデル
動物の確立という応用面を視野に入れており、実用的発展が期待
される。

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞
研究期間中にゼブラフィッシュのゲノムプロジェクトが終了

し、完全なゲノム情報が得られると思っていたが、サンガーセン
ターによるゲノム解読は非常に遅れているようで、データベース
が未だに不完全なのは予想外であったが、仕方ない。２０系統の
変異体の原因遺伝子同定を目指し、１９系統で責任遺伝子を同定
したが、１系統の変異だけはゲノム情報の乏しい領域に落ち、同
定には至っていない。この１系統について、ゲノムの BAC ライ
ブラリーを自ら解析してマッピングを進め、責任領域をナローダ
ウンするという選択肢もあるが、時間やコストの点から作業のパ
フォーマンスを考えるならば、今後もデータベースの更新を定期
的にチェックし、利用可能になり次第再開する予定である。

＜今後の課題、展望＞
２０系統の変異体の解析はほぼ終了し、ヒト疾患の新しい動物

モデルを提唱できた。リアノジン受容体の変異体など、一部のゼ
ブラフィッシュ変異体では治療実験にも成功したが、多くの変異
体ではその有用性を十分には示せていない。モデル動物として提
唱する以上、その有用性を示した上で実用化する必要があると考
えている。変異のタイプや責任遺伝子の機能にもよって可能なも
の、不可能なものがあるが、変異体の運動障害を和らげる化合物
のスクリーニングを行うことで、ヒトの運動障害・行動異常の治
療に使える化合物を同定できるだろう。実際にこのアプローチで
創薬をはじめている研究グループ、製薬企業は海外にあり、これ
からはゼブラフィッシュを用いたケミカルバイオロジーが発展す
ると予想される。
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