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世代時間が短いことや，体の構造が単純であることなど
のために，ゼブラフィッシュは，細胞生物学や遺伝学を使っ
て神経細胞の分化を研究するのに適した脊椎動物のモデル
実験動物として用いられている。現在ではゲノム情報の蓄
積のおかげで，元々ゼブラフィッシュを使って得られた知見
から，マウスやヒトの脳がどのようにして作られているの
かを容易に探ることが可能になってきている。このような
現状を踏まえて，我々のグループでは，Islet-1ファミリー
の転写因子群の発現制御機構の究明と下流標的遺伝子群の
探索・機能解析，および運動神経細胞の分化に特異的欠損
を示す突然変異体の系統的検索と単離を通じて，脳の領域
と細胞のレベルでの特異化を制御する分子機構を研究して
いる。さらに最近，遺伝子導入技術と突然変異解析とを活
用し，運動と行動の制御に関わる神経回路網の研究を開始
している。我々は，前脳と中脳の辺縁系をつなげる背側間
脳伝導系の神経回路に左右差があることを発見し，現在こ
のことのゼブラフィッシュの行動制御における意義を究明
している。

1. 複数の LIMホメオドメインタンパク質の発現の組
合せによる組織と細胞の特異化機構の研究
LIMホメオドメイン（LIM-HD）タンパク質の発現の組
合せによる組織や細胞の特異化の分子機構を明らかにする
ために，我々は，Islet-1遺伝子を解析し運動神経細胞のサ
ブタイプ特異的な発現を制御するエンハンサーを同定した。
さらに Islet-3によって発現制御を受ける 2つの新規分泌タ
ンパク質の機能を研究し，Islet-2によって発現制御を受け
る感覚神経細胞特異的遺伝子の系統的検索を行った。我々
がゼブラフィッシュを使ってはじめて発見した機構や分子
は，哺乳類も含む全ての脊椎動物で高度に保存されている
ことが明らかになった。
（1）ゼブラフィッシュ，マウス，ヒトの間で保存された，
運動神経サブタイプ特異的発現を制御する Islet-1遺伝子エ
ンハンサーの同定（植村 ＊1，岡本）
LIM-HD型転写因子の 1つである Islet-1は，ゼブラフィッ
シュの胚発生の過程で運動神経細胞のうちの特異的な一部
の細胞群（サブセット）のみで発現する。運動神経細胞の
サブセットの特異化の機構が，脊椎動物の進化の過程で保
存されているのかどうかを明らかにするために，我々はゼ
ブラフィッシュ，マウス，ヒトの Islet-1遺伝子のエンハン
サーを同定し比較した。その結果約 500 bpの 2つの遺伝子
断片を Islet-1遺伝子の下流で同定した。Islet-1遺伝子に近
いエンハンサーは後脳運動神経細胞と背側の体幹筋を支配
する脊髄運動神経細胞での Islet-1遺伝子の発現を制御し，
遠位のエンハンサーは，腹側の体幹筋と胸鰭の外転筋を支
配する脊髄運動神経細胞での発現を制御する。我々はさら

に，マウスとヒトのゲノムデータベースを検索し，Islet-1
遺伝子の下流ではあるがゼブラフィッシュの場合よりも 5倍
以上離れた箇所にゼブラフィッシュのエンハンサーと極め
て類似する配列を発見した。トランスジェニックマウスを
使った解析の結果，これらのエンハンサーは，ゼブラフィッ
シュでの場合と同じ運動神経細胞のサブセットでの発現を
制御していることが明らかになった。その結果これらの 2

つのエンハンサーは，ゼブラフィッシュでもマウスでも発
生途上の体性運動神経細胞での Islet-1遺伝子の発現を完全
に再現するのに必要十分であり，運動神経細胞のサブタイ
プの特異化の機構は脊椎動物の進化の非常に初期に確立さ
れ保存されていることが明らかになった。
（2）Islet-3によって制御を受ける新規分泌タンパクの機能
解析（平手，青木，石田，鎌田＊1，新井＊2，川上＊1，岡本）
我々は，ゼブラフィッシュ胚では Islet-1ファミリーのLIM-

HD型転写因子の Islet-3が，中脳と中脳・後脳境界部の間
の誘導的相互作用のレベルを調節することによって，これ
らの組織の発生を制御していることを明らかにしている。
正常胚と Islet-3の機能が抑制された胚との遺伝子発現のパ
ターンを比較することによって，Canopy1と Cabriolet1と
いう，進化過程で高度に保存され新しいタンパク質のファ
ミリーを構成する 2 種類のタンパクを発見した。我々は，
Canopy1が中脳・後脳境界部の周囲で発現する分泌タンパ
クで，FGF8の共役因子として，この領域の発達に重要な
役割を果たすことを発見した。さらに，Cabriolet1が，脳
の背側に発現し，神経系の背側部の形態形成運動や神経細
胞分化に重要な役割を果たすことを明らかにした。
（3）1次感覚神経細胞の軸索伸展に関わる Islet-2の下流
標的遺伝子群の系統的探索（瀬川，内藤，岡本）
我々はすでに，Islet-2の機能抑制が三叉感覚神経細胞や

Rohon-Beard神経細胞の末梢神経軸索の伸展を特異的に阻
害することを示している。我々は，300個の三叉感覚神経細
胞から cDNAライブラリーを作製し，2,862個の cDNAク
ローンの塩基配列を決定し，994個の独立したクローンを
得た。そのうちで既知の遺伝子との間に類似性が見られな
い 258個の遺伝子について，in situ hybridizationを行い，
38個の感覚神経細胞特異的に発現するクローンを得た。こ
のうちの 21個は，Islet-2の機能抑制によって発現レベルが
著しく変化した。

2. 後脳と脊髄の運動神経細胞の分化に欠損を示す突然
変異体の系統的探索（和田，前田，野島＊1，Han＊1，Li＊1，
木下 ＊1，田中 ＊1，下田 ＊1，舟橋 ＊1，小又 ＊3，佐藤（淳）
＊1，岩崎 ＊4，鶴岡 ＊4，佐藤（美）＊4，岡村 ＊4，小林 ＊3，
梅沢 ＊3，徳永 ＊3，的場 ＊3，岡本；政井（政井独立主幹研
究ユニット））
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Islet-1遺伝子のエンハンサーによって，後脳の運動神経
細胞でGFPを発現するトランスジェニック・ゼブラフィッ
シュの作製によって，これらの運動神経細胞の分化の節目
節目の過程に支障をきたす突然変異体を系統的に探索する
ことが可能になった。このような突然変異体を探し出すた
めに，我々は，化学的突然変異原であるエチルニトロソウレ
アによって常法通りに処理された F0魚の子孫である 1,071

組のF2ファミリーに関して，1ファミリーあたり平均 12組
のオスとメスをかけ合わせて少なくとも 8組の交配によっ
て得られた胚を観察した。その結果，我々は三叉（V），顔
面 (VII)運動神経細胞の分化に特異的な欠損を示す以下の
ような突然変異体を同定した。
（1）全ての運動神経細胞の分化に影響をおよぼす突然変異
我々は，全ての後脳運動神経細胞の軸索が後脳から抜け出
ることができなくなる突然変異 (ephemeral , epr rw22,rw502)
を 1種類同定した。この異常は，色素細胞の欠損を伴って
おり，後脳運動神経細胞が後脳から抜け出すためには，神
経堤細胞由来の何らかの細胞が関わっていることが示唆さ
れた。
（2）三叉運動神経細胞の分化に影響をおよぼす突然変異
三叉運動神経細胞は，第 2 菱脳節 (r2) に存在する前核

(Va) と r3の後核とによって成り立っている。これらのい
ずれも，受精後 60時間目までは，内側から外側へと移動を
行うが，Vpの運動神経細胞のみが次の 10時間の間に，縦
方向に走る神経軸索からなる腹側の白質の中へとさらに移
動する。両方の運動神経細胞核からの軸索は r2の同じ部位
で後脳から抜け出る。Va神経は，唯一の顎を閉じる筋肉で
ある下顎外転筋のみを支配し，Vp 神経は下顎を開く筋肉
群を支配する。この神経は，はじめ三叉感覚神経細胞の下
顎枝とともに走行し，その後別れて，下顎弓由来の下顎筋
群を支配する。下顎弓と舌骨弓由来の筋肉の境界に達する
と，約 8時間の間伸展を停止し，その後二叉に分岐して両
側の舌骨弓由来の筋肉を支配する。
emmentaler (emtrw617)突然変異体では，Vp運動神経
細胞と，動眼 (III) 滑車 (IV) 運動神経細胞が特異的に消
失している。freeze frame (fzf rw154)では，受精後 60時
間目以降に起こる Vp 神経細胞の移動が障害されている。
我々は，Vp 神経が三叉感覚神経の下顎枝から分離する過
程が障害される突然変異 (rw598)も単離している。side-
walk (swk rw175), ceasefire (csf rw204,294), long-goodbye

(lgbrw219), twinpeak (tpk rw250)という 4種類の突然変異
体では，下顎弓と舌骨弓の境界で Vp神経の分岐がおこら
ない。rio grande (rgd rw218,rw395)と rubicon (rbcrw157)

という突然変異では，Vp 神経は分岐するが下顎弓と舌骨
弓の境界を越えて舌骨弓由来の筋肉へ侵入できない。
（3）顔面運動神経細胞の分化に影響をおよぼす突然変異
顔面運動神経細胞と遠心性聴側線神経細胞とは，受精後

18時間目頃に，r4で誕生し，その後後方へと移動して，受
精後 24～28時間目の間に r6に定着する。これらの神経細
胞の軸索は，r4で後脳から抜け出し，遠心性聴側線神経細
胞の軸索は一定の様式で分岐する。運動枝は，顔面感覚神
経節と接触し，感覚枝ともにさらに腹側に伸展した後，分
離して，舌骨弓由来の筋肉を支配する。
landlocked (llk rw16,rw468), off-road (ofr rw71,rw135,rw166,

rw380), trilobite (tri rw75) という突然変異体では，顔面運

動神経細胞の後方への移動がおこらない。no epibranchial
placode (neprw29,rw291,rw409) mutant突然変異体は，三叉
感覚神経節を除く全ての頭蓋感覚神経節が欠損しており，
顔面・迷走運動神経の軸索伸展に重篤な障害が見られる。
faceless (fcl rw314)突然変異体では，顔面運動神経軸索は，
顔面感覚神経軸索と分離できないで，下顎筋群を支配でき
ない。その他 4種類の突然変異体で，顔面・三叉運動神経
の下顎筋群への伸展障害が同様に見られる。

3. 運動と行動の制御に関わる神経回路の可視化；辺縁
系関連神経回路の左右非対称性の研究（相澤，佐々，佐藤
（智），安藤，浜岡 ＊5，二木 ＊1，亀谷 ＊1，岡本）
Isl1-GFP系統の樹立を通して我々が世界に先駆けて培っ
たトランスジェニック・ゼブラフィッシュ作製技術には，広
い応用範囲がある。我々はこれまでに複数のトランスジェ
ニック系統を樹立し，これらを用いて，運動や行動の制御
に関わる中枢神経系の神経回路網を観察することが可能に
なった。なかでも，網膜神経節細胞や後脳の網様体脊髄神
経細胞と直接つながっている視蓋神経細胞といった視覚情
報処理に関わる多くの神経細胞を観察することができるト
ランスジェニック系統を確立した。さらに我々は，この系
統が手綱核の神経細胞で GFPを発現するが，脳の左側と
右側で発現の様式に違いがあることを見つけた。
手綱核は前脳と中脳の辺縁系を繋げる背側間脳伝導系の
一部として，前脳から入力を受け，左右の手綱核からの情報
を統合する中脳の脚間核に出力を伝える。最近の研究によっ
てゼブラフィッシュでは，CyclopsやAntivinなどのNodal

関連シグナル分子が，発生過程で一過性に松果体原基の左
右で非対称に発現することが知られている。このシグナル
が欠損する突然変異では，手綱核の大きさの左右差に一定
の方向性が無くなる。我々は，複数のトランスジェニック
系統と複数の突然変異を用いることによって，正常胚では，
左の手綱核からの神経軸索は脚間核の背側半分に，右の手
綱核からの神経軸索は脚間核の腹側半分に，常に投射する
ことを発見した。また，突然変異や Nodal関連シグナルの
異所性発現によって手綱核の大きさの左右差が逆転した胚
では，投射パターンも逆転することを確認した。我々の発
見は，Nodal関連シグナルの左右非対称な発現から脳の左
右の機能差までを結び付ける重要な手がかりを与えてくれ
るはずである。

＊1非常勤研究員，＊2所外研究協力者，＊3研修生，＊4 非常
勤テクニカルスタッフ，＊5 ジュニア・リサーチ・アソシエ
イト

For its relatively short generation time and simple body
structure, zebrafish embryos are the ideal vertebrate model
organisms in which both cell biological and genetic manip-
ulations are amenable for study of neural differentiation.
Thanks to the progress in genome informatics, we can now
easily extrapolate our knowledge originally obtained by us-
ing zebrafish to understand how the brain of mouse and
human are made.
1. Making extensive use of these advantages, we identi-

fied two transcriptional enhancers of the Islet-1 gene con-
trolling its expression in the subsets of motor neurons and
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the functions of two novel secreted molecules under regula-
tion of Islet-3 which play critical roles in differentiation of
the midbrain-hindbrain boundary and the dorsal region of
the nervous system, and performed the systematic search
for the genes controlled by Islet-2 in the sensory neurons.
We found that the mechanisms and molecules which we
originally found in zebrafish are highly conserved in all
vertebrates including mammals.
2. Usng the transgenic zebrafish line expressing GFP

in the hindbrain motor neurons under control of the Islet-
1 gene enhancer, we systematically screened for mutants
which show defects at the critical steps in differentiation
of the hindbrain motor neurons, and study to identify the
genes defective in the individual mutants is in progress.
3. Using the transgenic technology and the mutants

we isolated, we have recently initiated a new study to ex-
amine the neural circuits regulating motion and behavior,
and identified the critical difference in the neural circuits
between the right and left sides of the dorsal diencephalic
conduction system connecting the limbic forebrain and the
limbic midbrain. We are now trying to understand the bi-
ological significance of this asymmetric circuit in control
of zebrafish behavior.

Research Subjects and Members of Laboratory
for Developmental Gene Regulation

1. Study of the mechanisms for tissue and cellular

specification by combinatorial expression of LIM-

homeodomain proteins

2. Systematic screening for the mutants with defects in

differentiation of the hindbrain and spinal motor neu-

rons

3. Visualization of the neural circuits involved in control

of motion and behavior; study on the left-right asym-

metry in the limbic system associated neural circuit
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