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１．研究実施の概要 

人を含めた多くの動物で全ゲノムの配列が明らかになりつつあり、そのなかにどのような遺伝子

があるかは、おおよそ予測がつく時代を迎えつつある。このような状況では、ゲノム配列から予測さ

れる遺伝子とその機能を迅速に対応つけるシステムを確立することが、研究の鍵を握るようになると

考えられる。脊椎動物の全遺伝子のうちのかなりのものが脳で発現しているといわれるが、それら

のうちでこれまでに機能がわかっているものはむしろわずかである。申請者は、脳の神経回路網を

構成する神経細胞が分化し互いに結合する過程に関与する遺伝子を系統的に同定するために、

ゼブラフィッシュを用いて神経回路網（特に運動神経）の形成に異常を持つ突然変異の大規模ス

クリーニングを開始している。 

本研究では、そのスクリーニングの結果既に得られた突然変異と、将来得られる突然変異を用

いて、それらの原因遺伝子をクローニングすることを第一の目的とする。更に申請者は最近、ゼブ

ラフィッシュ胚において、任意の遺伝子を任意の時期と場所で発現誘導できる簡便な方法を開発

した。この方法を用い、遺伝子の異所性発現を行うことによって、中脳から後脳の形成に関わる遺

伝子の機能解析とスクリーニングを行うことを第二の目的とする。 

２．研究実施内容 

(1) ゼブラフィッシュ神経回路網突然変異の原因遺伝子の同定 

我々は、前さきがけ研究研究員の東島伸一との共同研究を行い、Islet-1 遺伝子の周辺 100 kb を

探索し、後脳の運動神経細胞と感覚神経節細胞および脊髄の２次運動神経細胞での特異的発現を

制御する領域と、１次感覚神経細胞での特異的発現を制御する領域を同定し、前者の発現制御領

域を使って、後脳の運動神経細胞と感覚神経節細胞および脊髄の２次運動神経細胞で特異的に

GFP を発現するトランスジェニック・ゼブラフィッシュ (Isl1-GFP)の作製に成功している。さらに、この

トランスジェニック・ゼブラフィッシュに突然変異を誘発することによって、後脳の運動神経細胞の分

化と軸索伸展様式に異常を持つ突然変異のスクリーニングを、開始している。ENU(ethyl 

nitrosourea)によって誘発された突然変異を持つ F2 系統を年間５００〜６００家系作製し、今後３年間

で約１５００〜１８００系統をスクリーニングし、これらの突然変異のうち最も面白いもの約２０〜３０系統

について、遺伝子解析を行い、それらの原因遺伝子を同定することをめざして、研究を進めている。 



(2) caged mRNA 技術を用いた遺伝子の機能解析技術の改良 

我々は、Bhc-diazo (6-bromo-4-diazomethyl-7-hydroxycoumarin) が DNA と RNA に結合し、特

定波長の光線を短時間照射するだけで再び遊離することを発見した。試験管内で合成されたRNA

にこの分子を複数個結合させた後、１細胞期の受精卵に注入すると、この RNA からの蛋白合成は

完全に抑制された。発生途上の胚に、この分子の遊離に適した波長の光線を照射すると、照射を

受けた部分のみで RNA の活性が回復し、RNA が翻訳されることを確認した。現在我々は使用する

顕微鏡の光学系を改良することによって、最終的には１細胞だけで遺伝子の異所性発現を行える

ように改良を加えている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図説明 

A: 運動神経細胞特異的に発現する転写因子 Islet-1 の組織特異的エンハンサーの制御科で GFP を発現するトラ

ンスジェニック・ゼブラフィッシュ(Isl1-GFP 系統)の胚（受精後３６時間後）。III:動眼神経、IV: 滑車神経、V:三叉

神経、VII:顔面神経。 

B: 受精後３６時間後のゼブラフィッシュ胚の頭部。 MHB：中脳・後脳境界領域(midbrain-hindbrain boundary)、

r1~r6: 第 1~6 菱脳節(rhombomere)。 

C: Isl1-GFP 系統と、αアクチン遺伝子の組織特異的エンハンサーのもとで骨格筋で GFP を発現するトランスジェ

ニック系統とをかけ合わせて作った２重トランスジェニック胚を、共焦点型顕微鏡で観察した三次元再構成像。 

D, E: 第４と第６菱脳節で生まれる顔面神経細胞(VII、矢印)の後方への細胞移動がおこらない突然変異胚(E)と、

正常胚(D)。Isl1-GFP 系統を使った共焦点顕微鏡画像。 

F, G: 迷走神経（矢印）の軸索が腹側に伸びないで背中側に伸びている突然変異胚（G）と正常胚(F)。Isl1-GFP 系

統を使った共焦点顕微鏡画像。 

H,I: 三叉神経の運動枝が正中で交叉（矢印）しない突然変異の稚魚（I）と正常な稚魚（H）。神経を FITC を結合さ

せた抗 GFP 抗体で緑色に、顎筋群をローダミンを結合させたファロイジンで赤色に蛍光２重染色した標本を、共

焦点顕微鏡で観察。 

J: Bhc-diazo (6-bromo-4-diazomethyl-7-hydroxycoumarin)を用いた mRNA のケージング(caging)による不活化と、

紫外線照射による翻訳能活性化の原理。 

K, L:受精後１２時間めに頭部に紫外線を照射して(K)、頭部のみに GFP を発現させた受精後２２時間目の胚(L)。 



３．研究実施体制 

岡本グループ 

① 研究担当グループ長：岡本仁（理化学研究所、チームリーダー） 

② 研究項目 

・ ゼブラフィッシュ神経回路網突然変異の原因遺伝子の同定 

・ caged mRNA 技術を用いた遺伝子の機能解析技術の改良 
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