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2019年度-2020年度

(1) トランスジェニックゼブラフィッシュ系統の開発。遺伝子トラップ法を用いて、さまざまな細胞・組織・
器官特異的にGal4を発現するトランスジェニックフィッシュを新規に250系統樹立する。(2) トランスジェニ
ックゼブラフィッシュ系統のゲノム解析。トランスジェニックフィッシュ系統500系統を対象にして、トラン
スポゾン挿入部位をサザンブロット法、インバースPCR法等により解析する。(3) ゼブラフィッシュジーント
ラップ・エンハンサートラップデータベースの整備。トランスジェニックゼブラフィッシュ系統の発現パタ
ーン情報、遺伝子情報をデータベースで検索・閲覧可能にする。データベースをアップデートし、作業環境
を整備する。(4) トランスジェニックフィッシュ系統の発現パターン、カルシウムイメージングデータの取
得。トランスジェニックフィッシュ系統の脳神経回路の二光子励起顕微鏡による解析、および脳神経活動の
カルシウムイメージングを行う。(5) 時空間特異的遺伝子ノックアウトするシステムの構築。Gal4-UASシス
テムとTetON-TREシステムを組み合わせ、時空間特異的に遺伝子をノックアウトするシステムを開発する。
＋ 過去の研究概要
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◀ 1 ▶

＜代表機関＞　

（１）トランスジェニックゼブラフィッシュ系統の開発
当初の計画において、遺伝子トラップ法あるいはエンハンサートラップ法を用いて遺伝学的スクリーンを実施し、さまざまな細胞・組織・器官
特異的にGal4を発現するトランスジェニックフィッシュを研究期間内に500系統樹立することを目標にした。令和２年度はパンデミックによ
る在宅勤務等で研究が十分に実施できない期間もあったが、200系統の同定に成功し、令和元年～令和２年度を通して、計600系統の開発に成
功した。

（２）トランスジェニックゼブラフィッシュ系統のゲノム解析
既存のトランスジェニックフィッシュ系統および新規に作製したトランスジェニックフィッシュ系統500系統を対象にして、DNAを抽出しト
ランスポゾン挿入部位をサザンブロット法により解析した。遺伝子トラップトランスポゾンの単一挿入をもつ系統に関しては、インバース
PCR法により挿入部位近傍のゲノム塩基配列を決定した。令和２年度に、250系統の挿入部位近傍の塩基配列決定に成功した。当初の計画にお
いて、既存のトランスジェニックフィッシュ系統および新規に作製するトランスジェニックフィッシュ系統1,000系統を対象にしてゲノム解析
をおこなうことを計画した。令和2年～令和3年度で、1,000系統についてサザンブロット解析を行い、単一挿入をもつものと複数挿入を持つも
のに分類した。単一挿入を持つことが判明した450系統について挿入部位近傍のDNA塩基配列決定に成功した。

（３）ゼブラフィッシュジーントラップ・エンハンサートラップデータベースの整備
当初の計画において、トランスジェニックゼブラフィッシュ系統の発現パターン情報、遺伝子情報をデータベースで検索・閲覧可能にすること
を目標とした。2020年度は、データベースに随時画像データ、塩基配列データをアップロードし、データベースをアップデートしてきた。デ
ータベース構築から10年以上経過していることもあり、プログラムの不具合等から令和３年２月ごろデータの一部が壊れる事故があった。こ
れについては、データを復旧し、その問題を解決し、データベースを整備した。データベースの抜本的な改訂（再構築）については常に念頭に
おいており、特にそのためには経費の獲得が必要であると考えている。

（４）トランスジェニックフィッシュ系統の発現パターン、カルシウムイメージングデータの取得
中枢神経系に発現パターンをもつ約20系統について、二光子励起レーザー顕微鏡により解析し、詳細な発現パターン情報を得た。また受精後5
日目の胚を透明化処理し、ライトシート顕微鏡により全身の発現パターン情報を取得することに成功した。これら詳細な発現パターン情報を付
与することにより、系統の付加価値が高まる。このような解析を、研究期間終了後も継続して行う。

（５）時空間特異的に遺伝子発現制御を可能にするシステムの開発
UAS:Cas9トランスジェニックフィッシュを作製し、Gal4発現細胞においてゲノム編集を可能にするシステムを構築した。UAS:TetONトラン
スジェニックフィッシュを作製し、Gal4発現細胞においてドキシサイクリン依存的に遺伝子発現を可能にするシステムを構築した。
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