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計画研究：比較ゲノム

小型魚類変異体に基づく脊椎動物遺伝子の網羅的機能比較解析

●川上 浩一
国立遺伝学研究所個体遺伝研究系初期発生研究部門

＜研究の目的と進め方＞
哺乳動物から魚類にいたるまで複数の脊椎動物ゲノムの塩基配

列が解読されつつある。しかしながら、これらゲノム上の未知遺
伝子の機能あるいはノンコーディング領域の未知の機能が直ちに
明らかになるわけではない。
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、脊椎動物の高次生命現象を遺伝学的に解析するた
めのモデル生物として優れている。
我々は、ゼブラフィッシュにおいて網羅的にゲノム機能を解析

することができる、トランスポゾンを用いた遺伝子トラップ法及
びエンハンサートラップ法を開発してきた。この方法では、Tol2
トランスポゾンを基に構築した遺伝子トラップコンストラクトお
よびエンハンサートラップコンストラクトをゼブラフィッシュゲ
ノムにランダムに挿入させ、トランスポゾン上のGFP遺伝子を
挿入部位近傍の遺伝子からの転写の流入、あるいは挿入部位近傍
に存在するエンハンサー活性により活性化させ発現させる。すな
わちこの方法では、GFPを細胞特異的・器官特異的に発現する
ゼブラフィッシュを作製することができる。そのようなゼブラ
フィッシュを解析することにより、発生過程において組織・細胞・
器官特異的に発現する遺伝子およびエンハンサーを同定すること
ができる。また、これらトラップコンストラクトの挿入は、挿入
された遺伝子の活性を阻害する。すなわち、トラップコンストラ
クト挿入のホモ２倍体を作製し解析することにより、その遺伝子
の機能を明らかにすることができる。
本研究では、ゼブラフィッシュを用いた遺伝子トラップ法及び

エンハンサートラップ法を実施する。これによりゼブラフィッ
シュゲノムおよび遺伝子の構造、発現、機能についての知見を得
る。これらをデータベース化し、他の脊椎動物のゲノムおよび遺
伝子の構造、発現、機能と比較するための基盤を構築する。
 

＜ 2007 年度の研究の当初計画＞
(1)トランスポゾンを用いた遺伝子トラップ法、エンハンサート
ラップ法を実施し、組織・細胞・器官特異的にGFP遺伝子あるい
は転写因子Gal4を発現するゼブラフィッシュ系統を樹立する。
(2)これらゼブラフィッシュ系統について、発現パターン解析、ト
ランスポゾン挿入部位の決定を行う。
(3)これらGal4フィッシュとかけあわせることにより、細胞死の誘
導、機能阻害、機能変換を行うことができるUASエフェクター系
統を作製する。
(4) 遺伝子トラップ法、エンハンサートラップ法の実施により得
られたトランスポゾン挿入のホモ２倍体を作製する。発生異常変
異を分離し、表現型の解析を行う。

(5)細胞特異的・器官特異的発現パターン、トランスポゾン挿入部
位の情報を、昨年度web 上で公開を開始したデータベースzTrap
に組み込み、データベースのさらなる充実・発展を目指す。
zTrapをuser friendlyにし、使いやすくなるように改良する。
＜2007年度の成果＞
(1) ゼブラフィッシュにおいてTol2トランスポゾンを用いたGal4
遺伝子トラップ法・エンハンサートラップ法の開発に成功した。
現在、GFP遺伝子トラップ系統102、GFPエンハンサートラップ
系統73、Gal4遺伝子トラップ系統129、Gal4エンハンサートラッ
プ系統56を樹立し、維持している。これらについては、発現パ
ターン解析、トランスポゾン挿入部位決定を進めている。
(2)トランスポゾン挿入のホモ２倍体を作製し、計15系統の発生異
常変異を分離した。それらのうちtcf7遺伝子変異とsynembryn-
like遺伝子変異の解析を行い、tcf7遺伝子のヒレ形成における役
割、及びsynembryn-like遺伝子のG蛋白質シグナル経路における
役割を明らかにした。
(3)ゼブラフィッシュ卵細胞におけるRNAの局在化に必要な配列
を、卵母細胞で特異的な3’UTRをつないだGFP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とにより明らかにし
た。
(4)心臓で特異的にGFPを発現する遺伝子トラップ系統を用い
て、新規ミオシン軽鎖kinase遺伝子の心臓における役割を明らか
にした。
(5) Tol2転移酵素蛋白質の精製を行い、それが実際に活性を有す
ることをXenopus受精卵への微量注入により明らかにした。新し
い転移システムの開発につながる可能性がある。
(6)トランスジェニックフィッシュの作製により、ゼブラフィッ
シュsquint遺伝子のエンハンサー解析を行い、この遺伝子のポジ
ティヴフィードバックによる転写の活性化維持機構を明らかにし
た。
(7)Gal4はその認識配列UASを介して転写を活性化する。UASの
下流にGFP遺伝子、モノメリックRFP（mRFP）、破傷風毒素遺
伝子を組み込んだトランスジェニックフィッシュエフェクター系
統を作製した。これらの系統をGal4を組織・細胞特異的に発現す
るゼブラフィッシュ系統とかけあわせ、脊椎の感覚神経、運動神
経、介在神経の特異的に機能阻害実験を行った。この結果、これ
ら異なる神経回路の行動における異なる役割を明らかにした。
(8) ゼブラフィッシュ遺伝子トラップ・エンハンサートラップ
データベースzTrapを改良し、ensemblとの連携を強化した。発現
パターン情報と遺伝子情報を効率よく結びつけられるようになっ
た。
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＜国内外での成果の位置づけ＞
我々の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

を用いたテクノロジーの開発により、非常に簡単にトランスジェ
ニックゼブラフィッシュの作製が可能になった。また、それをも
とにして、世界で初めてGFPｗｐ用いた遺伝子トラップ法、エ
ンハンサートラップ法、およびGal4 を用いた遺伝子トラップ法、
エンハンサートラップ法の開発に成功してきた。これらの研究は
国際的にも非常に高く評価されている。現在、ゼブラフィッシュ
の遺伝学的研究にとって必要不可欠のものとなっている。

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞
現時点では、研究は順調に進行しており、特に達成できなかっ
たこと、予想外の困難はない。

＜今後の課題＞
1. 我々の研究により、トランスポゾン挿入のホモ２倍体の作製に
より、初期発生異常変異の分離が可能であることが示された。し
かしながら、この変異が得られる頻度は約40～50挿入に１つとそ
れほど高いものではない。遺伝子トラップコンストラクト、エン
ハンサートラップコンストラクトに改良を重ね、この頻度を上昇
させる。
2.遺伝子トラップ系統、エンハンサートラップ系統ともに特異的
発現に加えてbasal levelの発現のbackgroundの発現が見られる。
遺伝子トラップ・エンハンサートラップコンストラクトの改良に
より、これらを改善する。
3.Gal4-UAS法が実施可能であることを示したが、UASからの遺
伝子発現が必ずしも効果的でないケースも見られた。この原因を
明らかにし、Gal4発現細胞の機能変換をよる信頼性の高いものに
改良していく。
4.サンガーセンターで進行中であるゼブラフィッシュゲノムシー
ケンシングプロジェクトの進捗状況にあわせて、zTrapデータ
ベースを改良、改善していく。
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