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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、遺伝子の転写部位に関

してはおおよそ予測がつく時代を迎えつつある。しかしながら、個々の遺伝子産物が複雑

な生命現象のなかでどのような機能を担うのかという問題を解明するためには、生命現象

との対応を調べる必要があり、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

づけるシステムを確立することが急務となっている。脊椎動物の全遺伝子のうち大多数が

脳で発現しているといわれるが、これまでに機能がわかっているものはむしろわずかにす

ぎない。申請者は、脳を構成する神経細胞が分化し神経回路を形成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体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組織で発現誘導でき

る効率的な方法を開発した。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：岡本グループ 

 我々は、脳の神経細胞の分化の重要なキーポイントごとに働く遺伝子をどこまで包括的

に同定することが可能かを、ゼブラフィッシュの突然変異体の系統的単離によって解析を

試みてきた。後脳の三叉運動神経細胞と顔面運動神経細胞や側線神経節細胞に限れば、神

経細胞が誕生し、軸索を伸展して、途中で伸展経路を変更し、標的の細胞と正しく結合す

るまでの各ステップに対して、特異的に影響をおよぼす突然変異を単離することに成功し

た。 



１）顔面神経細胞や三叉運動神経細胞の分化と移動に異常を示す系統 

 このうちでlandlocked (llk)がScrbの欠損によることを示した。さらに、off-

raod(ord), off-limit (olt)変異体の原因遺伝子も同定し成功した。 

 

 

図１．三叉運動神経細胞(Va, Vp)と顔面運動神経細胞(VII)の移動と分化に異常を示す突

然変異群 

 

２）三叉運動神経後核の第3菱脳節内における分化および細胞移動に異常が認められる系

統 

 このうちでfreeze frame (fzf)では、第3菱脳節(r3)内側部にIslet-1陽性のクラスタ

ーが異所的に形成され、Vpの白質内における運動神経核の形成が認められなかった。我々

は、Time lapse recordingによる観察を新たに行い、fzfでは野生型で観察される灰白質

から白質への細胞移動が阻害されていることが明らかとなった（図2）。この遺伝子の同

定にも成功した。 

 

図２．三叉運動神経後核の細胞移動： 

受精後61時間目に灰白質と白質の境界（赤矢

印）より背側に存在するVpは、その後受精後72

時間目までに白質腹側部（青矢印）まで移動す

る。 

 

 

 

 

３）三叉運動神経の鰓弓内における軸索走行に異常が認められる系統 

 このうちでfaceless(fcl), dead end (ded)の原因遺伝子を同定した。 

 



 

図３．三叉運動神経細胞(Va, Vp)と顔面運動神経細胞(VII)軸索の下顎筋支配異常突然変

異群 

 （上から、模式図、側面図、腹側図、GFP蛍光とローダミンファロイジンの２重染色） 

 

４）ゼブラフィッシュ迷走神経核形成の突然変異解析 

 迷走神経は、鰓弓由来の横紋筋の運動支配と心臓を含む胸・腹部臓器の副交感性支配を

行う混合性神経で、個体の生命維持に密接に関与する重要な脳神経である。よって、その

発生異常は重篤な障害を引き起こすと考えられ、例えば、乳幼児突然死症候群の患者で迷

走神経核の形成不全が報告されている。しかしながら現在、迷走神経の発生機構の詳細は

明らかでない。そこで我々はislet1-GFPトランスジェニック系統のゼブラフィッシュを用

いた飽和突然変異体スクリーニングにより、迷走神経の発生に異常を示す変異体を探索し、

11系統を単離し、それぞれの原因遺伝子の同定を試みている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図４．alluvion胚における迷走運動神経細胞の移動異常 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図５．その他の迷走運動神経細胞分化異常系統 

 

５）ケージドmRNA技術の確立と、これを使った終脳発生分化機構の解析 

 我々は、ケージドmRNA技術を使ってLIM-Homeodomain型転写因子Lhx2とSix3bの、終脳形

成における関係を明らかにした。即ち、両者とも発生初期には予定前脳領域に発現する。

six3bのアンチセンス・モルフォリノオリゴヌクレオチド注入による前脳発達の欠損は、

前脳特異的にケージドlhx2 mRNAを活性化することによって回復するが、その逆はできな

いことから、前脳分化においてSix3がLhx2の上流として働き、予定前脳領域の細胞の増殖

を制御していることを明らかにした。 

６）中枢神経系の左右差の形成機構 

 突然変異スクリーニングの結果、ホモ接合体の半数で、心臓と臓器の位置が左右逆転

する系統(aboutface)を同定した。さらに、視覚系から運動系までの神経回路網を可視化

するためBrn3aのエンハンサーのもとでGFPを発現するトランスジェニック・フィッシュを

作製したところ、手綱核(Habenula, Hb)から脚間核(Interpedunculer Nucleus, IPN)に投

射する反屈束(Fasciclus Retrofluxus, FR)も可視化することができた（図６A, B, C）。

このトランスジェニック系統では、GFPが手綱核の内側亜核の神経細胞(右図B, C, lHb, 

rHb)に限局して発現しており、これらはすべて脚間核の腹側半分に投射し、残りの外側亜

核の神経細胞(右図E白星印)はすべて脚間核の背中側半分に投射することを発見した（図

６D, E, F）。極めて特徴的なことに、正常胚では左の手綱核では外側亜核が、右の手綱

核では内側亜核の方が圧倒的に大きいというふうに、左右の手綱核で内外側の亜核のサイ

ズ比に著しい左右比対称性が見られることが明らかになった。発生途上で、左の手綱核付

近で一過性にTGF-βシグナルの活性化がおこるが、aboutfaceなど内蔵逆位がおこる突然



変異では、右で活性化がおこり、手綱核から脚間核への投射様式も左右が逆転することが

明らかになった。この発見は、脊椎動物の脳で左右の神経回路網が異なることを明確に示

した最初の例として、現在注目を集めている。また、手綱核は、辺縁系の一部として情動、

依存、報酬等に深く関係していると考えられており、脳の高次機能と脳の機能的左右差を

関連づけるための糸口になるのではないかと考え、更なる研究を進めている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図６．手綱核から脚間核への左右非対称な神経投射 

 

２：佐藤グループ 

eprのマッピングとクローニング 

 我々は既に、すべての鰓弓神経の軸索伸展に異常を示し、色素細胞の欠如が観察される

ゼブラフィッシュ変異体ephemeral（epr）の単離を報告している。この変異体の詳細な

連鎖解析の結果、原因遺伝子eprは、全長3.8 kbp、アミノ酸1160残基から成る遺伝子であ

った。モルフォリノアンチセンスオリゴを用いたノックダウン実験を行い、この遺伝子が

eprであることが確認された。 

 

３：二階堂グループ 

 鰓弓神経節の比較的後期の分化 、維持に関わっている可能性が高いと考えられる変異

体non-epibranchial (nep)について、nep遺伝子をLG20上にマップし、その単離に向けて

染色体歩行を行っている。 

 



４：政井グループ 

 当研究室では、ゼブラフィッシュの網膜をモデルに細胞分化のメカニズムを研究してい

る。今年度は、昨年度までに表現型の解析を終えた突然変異体に関して、以下のように分

子生物学的な解析を進めた。 

１）scending and descending (add) 

 この変異体では、網膜における神経細胞分化が起きず、前駆細胞が過剰に増殖する表現

型を示す。add変異体の原因遺伝子をクローニングした結果、ヒストン脱アセチル化酵素

１（HDAC1）にナンセンス変異が起きていることが明らかになった。HDAC1は転写抑制因子

と相互作用し、そのターゲット遺伝子のクロマチン状態を変化させることで、転写を抑制

する酵素である。add変異体において、様々なシグナル経路を調べた結果、前駆細胞の増

殖を促進するWntシグナル経路と神経細胞分化を抑制するNotchシグナル経路が抑制できず、

異常亢進していることが明らかになった。 

２）inball eye (piy) 

 この変異体では、網膜神経細胞は分化できず細胞死を起こす。piy変異が存在するゲノ

ム領域を絞り込んだ結果、複数の候補遺伝子を得ることができた。 

３）twilight (tli), eclipase (els), corona (coa): 

 これらは視細胞変性を起こす変異体である。各変異体について、変異座を染色体上にマ

ップし、系統間多型マーカーとゲノムデーターベースを用いて、各変異が存在するゲノム

領域を絞り込んだ。els変異体に関して、光受容に関わるcGMPホスホジエステラーゼのサ

ブユニットのひとつにアミノ酸置換が起きていることが明らかになった。 

 

５：川上グループ 

 腹側の神経系の細胞形成には脊索および底板からのヘッジホッグ(Hh)シグナルが重要で

あることが明らかにされているが、このシグナルがいかにして多様な細胞を分化させるか

未だ解明されていない。Hhシグナルによる多様な細胞タイプの形成調節機構を探るため、

我々はゼブラフィッシュで多数単離されているHhシグナル異常変異体のひとつyouの解析

を行った。この変異体は、海外における大規模変異体作製でも単離されていたが、理化学

研究所における変異体スクリーニングで得られた側線神経軸索の伸張経路異常変異体rw87

と同一の遺伝子変異であることが研究の途上で判明した。 

 豊田グループとの共同で、ポジショナルクローニング法によって遺伝子クローニングを

行った。その結果、この原因遺伝子は背側神経管に局在して発現する細胞外マトリックス

分子Scube2であることが判明した。変異体および遺伝子の解析から変異分子は機能喪失型

であることなどがわかり、Scube2は背側から長距離に作用するHh阻害シグナルを抑制的に

調節していると考えられた。我々はこの阻害シグナルがBmpであることを示し、Scube2機

能は背側神経管や表皮に存在するBmpによるHh阻害作用を抑制することによって、腹側で

のHhシグナルを長距離に制御していることを明らかにした（図７）。 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

６：東海林グループ 

 側線神経の伸展経路が大きく逸脱する変異系

統(walk off)の解析を行ない、軸索ガイダンス

のメカニズムの理解を試みた。その結果、体節

内でもっとも早く発生する単核の特殊な筋細胞

(muscle pioneer)が、近傍の筋および間葉系組

織に作用することによって軸索ガイド分子の発

現パターンを創出し、軸索の伸長経路を規定していることを見いだした。 

 また側線神経が消失する変異体(mujina)の解析を行ない、神経系に加えて、心血管系お

よび色素細胞系の発生に異常を見いだした。すなわちmujina変異体の原因遺伝子は、これ

ら３つの異なる組織・器官発生に共通して重要な因子をコードすることが予測される。現

在、この遺伝子の同定作業を進めている。 

 

７：舟橋グループ 

 内耳は、その機能と密接に結びついた三次元的な構造を持つことから、形態形成のメ

カニズムを研究するモデルとして適している。内耳原基（耳胞）の背側から形成される三

半規管の形態形成には，組織を構成する細胞の増殖や移動，さらに細胞死などが密接にか

かわり合っていると考えられる．ゼブラフィッシュの半規管形成は，耳胞内部への上皮の

突出に始まる．前方・側方・後方・腹側からの４ないし５の突出が中央で融合し，３つの

柱状構造を作り，これらがやがて個々の半規管のドーナツ型の「芯」となる。この過程は

ニワトリやマウスとは見た目は異なるものの，耳胞の神経管側の壁とそれ以外の壁との間

に通路（穴）が出来るので，幾何学的には相同である．この形態形成過程で，細胞の動態

などを規定する遺伝的要因を調べることで，内耳形態形成の仕組みを明らかにして行こう

としている。 

 三半規管の形態形成過程に異常を生ずるミュータントを昨年度に４系統分離し，解析を

進めて来た．その内の一つは，上皮の突出が全く起こらず，半規管が形成されない。他の

３系統は耳胞内部への突出形成が異常で，それぞれ表現型が異なるが，いずれも結果とし

て三半規管の形態に異常が生ずる。これらのミュータントの耳胞で発現するマーカー遺伝

図６ You/Scube2分子の作用 

 背側神経管や表皮から長距離に作用するBmpシ
グナルはHhシグナル活性化に対して阻害的に作用
する。細胞外マトリックスScube2 (Sc2)は未知の
コファクターとともに働いてBmpの長距離シグナ
ルを抑制する。いっぽうで、Hhリガンド自身の長
距離作用もGas1, Hip1等の抑制因子によって調節
される。Bmp, Hhをはじめ、これら細胞外因子の
調節ネットワークの全体像は未だよくわかってい
ない。Ｇli: Gli転写因子。 

図８ 

側線原基 

側線神経 



子に異常が無いか検討する一方，細胞を蛍光ラベルして，個々の細胞の動態を野生型のそ

れと比較しながら解析し，どのような原因で形態形成の異常が生ずるのかを解析中である。

また，原因遺伝子の同定も同時に進行中である。 

 

 

図９．三半規管形成突然変異 

 sand (図B)（rw613）の内耳原基では．野生

型ではすでに形成されている耳胞内部への突

出（矢印，矢じり）がミュータントでは全く

形成されない。gallery （rw616）では．野生

型で見られる前方からの突出（A 矢じり）や

後方からの突出が形成されず，側方からの突

出（＊）のみ形成される．D, ミュータント 

icicle （rw686）では、突出の形成が遅れ，

タイミングも正常とは異なり，結果として内

耳の形態が異常になる． cave （rw636）では．

突出が全く形成されない場合と，図示したよ

うに側方からの突出のみが形成される場合が

ある． 

 

 

 

８：豊田グループ 

 ゼブラフィッシュYou変異体の原因遺伝子（You遺伝子）を同定するために、候補領域を

カバーするBAC/PACクローンの塩基配列を決定した。 

（方法） 

 ショットガン法により配列決定を行う。ショットガン法とは、物理的剪断力を利用して

ランダムにDNAを断片化し、その両末端配列を決定後、決定した配列の相同性をもとに結

合・編集作業（アセンブル）を行うことにより配列決定を行う手法である。その後、完成

データ（高精度配列）に向けて精度の低い領域やギャップ領域を種々の方法を用いて仕上

げていく（Phred/Phrap/Consedプログラムを使用）。 

（結論） 

 我々のチームでは、単離されたクローンのうちの１つであるDKEY-188F22クローンの高

精度な塩基配列を決定した（Accession No. AP007256）。配列決定されたBACクローン上

には、遺伝子予測プログラム（GenScan）により8個のタンパク（ORF）をコードしている

遺伝子が検出された。これらの遺伝子について野性株とYou変異体で配列を比較した結果、

scube2と呼ばれる遺伝子が原因遺伝子であることが明らかとなった。 



３．研究実施体制 

＊岡本グループ 

①研究分担グループ長：岡本仁 

（理化学研究所・脳科学総合研究センター・発生遺伝子制御研究室 グループディレク

ター） 

②研究実施項目：ゼブラフィッシュ神経回路網形成機構の解析 

概要：１）運動・感覚神経と中枢神経の分化異常突然変異の解析、２)ゼブラフィッシュ

胚における異所性発現技術の開発と応用 

 

＊政井グループ 

①研究分担グループ長：政井一郎 

（理化学研究所 政井独立主幹研究ユニット ユニットリーダー） 

②研究実施項目：ゼブラフィッシュ網膜形成異常変異体の解析 

概要：以下の突然変異の形質の解析と原因遺伝子の同定。 

I. 網膜前駆細胞が過剰に増殖する変異体ascending and descending (add) 

J. 網膜神経細胞が細胞死を起こす変異体pinball eye (piy) 

K. 視細胞変性を示す変異体twilight (tli), eclipse (els), corona (coa) 

L. 眼杯の形成異常を示す変異体detached (det) 

 

＊豊田クループ 

①研究分担グループ長：豊田敦 

（独立行政法人理化学研究所、横浜研究所ゲノム科学総合研究センター、ゲノム基盤施

設・シーケンス技術チーム 上級研究員） 

②研究実施項目：ゼブラフィッシュ突然変異の原因遺伝子解析のためのDNA塩基配列解析

による支援 

概要：岡本グループのスクリーニングによって単離された突然変異体の原因遺伝子を解析

するために、原因遺伝子の近傍の塩基配列の決定とその解析を行う。 

 

＊東海林グループ 

①研究分担グループ長：東海林亙 

（東北大学 加齢医学研究所 助手） 

②研究実施項目：ゼブラフィッシュ側線神経系の分化異常の突然変異の解析 

概要：岡本グループのスクリーニングによって単離された突然変異体のうちで、側線神経

系の分化に異常を示す突然変異の解析を行う。 

 

＊船橋グループ 

①研究分担グループ長：船橋淳一 



（東北大学 加齢医学研究所 助教授） 

②研究実施項目：ゼブラフィッシュの耳の形成異常の突然変異の解析 

概要：岡本グループのスクリーニングによって単離された突然変異体のうちで、耳の分化

に異常を示す突然変異の解析を行う。 

 

＊二階堂グループ 

①研究分担グループ長：二階堂昌孝 

（埼玉大学理学部生体制御学科 助手） 

②研究実施項目：ゼブラフィッシュ感覚神経プラコード形成異常の突然変異体の解析 

概要：岡本グループのスクリーニングによって単離された突然変異体のうちで、感覚神経

プラコード形成異常を示す突然変異non-epibranchialの解析を行う。 

 

＊川上グループ 

①研究分担グループ長：川上厚志 

（東京大学大学院理学系研究科 助手） 

②研究実施項目：ゼブラフィッシュ神経系正中構造の形成異常を示す突然変異の解析 

概要：岡本グループのスクリーニングによって単離された突然変異体のうちで、神経系正

中構造の形成異常を示す突然変異の解析を行う。 

 

＊佐藤グループ 

①研究分担グループ長：佐藤淳 

（東京工科大学バイオニクス学部 助教授） 

②研究実施項目：ゼブラフィッシュ突然変異ephemeralの解析 

概要：岡本グループのスクリーニングによって単離された突然変異体のうちで、運動神経

細胞が後脳から伸び出ることができなくなった突然変異ephemeralの解析を行う。 
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