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緒　言

　 脳 の 発 生 過 程 に お い て， セ ロ ト ニ ン（5-HT）は，
神経伝達物質としてだけでなく，細胞増殖，神経細胞
の分化，神経突起伸長，シナプス形成などの過程に
おいて重要な役割を果たすことが報告されている 1)．
セロトニンは，後生動物の主な系統群に広く存在する
ことが知られている，進化的に非常に古くから保存され
ているモノアミンである 2)．ヒト成体では，セロトニンの
異常が，鬱病や不安障害，統合失調症などの精神疾患に
関与することから，セロトニンの細胞外分泌量を制御する
セロトニン輸送体（serotonin transporter, SERT）を標的と
した選択的セロトニン再取込み阻害剤（selective serotonin 
reuptake inhibitor, SSRI）は，汎用性の高い向精神薬の一つ
となっている．発生過程においても，セロトニン量の恒常
性不全が，ヒト精神疾患の病理生理学に関与する可能性
が示唆されている 1)．しかし，脳の発生過程における
セロトニンの役割と精神疾患発症との関係は，未だ明らか
にされていない3)．
　本研究は，硬骨魚類ゼブラフィッシュを用いて，発生
過程の脳におけるSERTの機能を in vivoで明らかにし，
脳の発生と機能への影響を個体レベルで解析するため
の新たなモデル系を確立することを目的とする．硬骨
魚類は，分岐分類上，四肢動物の起源であり，哺乳類脳
の中脳辺縁系以下の領域は，その構造と機能が保存され
ていることが報告されている．我々はこれまでに，UV
感受性蛍光タンパク質Kaedeを全神経細胞で発現する
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 系 統Tg（huC:Kaede）を 作 成 す る
ことで，特定の神経回路や神経発生を可視化する実験
系を確立し 4, 5)，網膜と視蓋の興奮性神経細胞が可視化
されたTg（brn3a-hsp70:GFP）トランスジェニック系統
と単一神経細胞標識システムを用いて，視蓋神経回路の
投射パターンの形成と分子機構を明らかにしてきた 6)．
また，視蓋の脳室下帯において，神経前駆細胞から神経
細胞の産生を制御する過程に，統合失調症の原因遺伝子
の一つであるニューレグリン1とErbB4が関与することを
明らかにした 7)．本研究では，これまでに確立したゼブラ
フィッシュ視蓋における実験系を活用し，神経細胞の産生

と回路形成の両者で重要な役割を果たすセロトニン系に
着目し，個体発生を通して統合的に解析可能な実験系を
確立することで，セロトニン系を標的とした新たな薬物
スクリーニング系を確立することを最終的な目的とする．

材料と方法

1.	トランスジェニック系統の飼育・維持
　ゼブラフィッシュは，28℃で，14時間／ 10時間の
明暗周期で飼育した．トランスジェニック系統Tg（brn3a-
hsp70:GFP）5)は，網膜と視蓋の神経細胞の発生を可視化
するために使用し，Tg（brn3c:Gal4;UAS:mCherry）8)は，
網膜神経節細胞の発生を可視化するために使用し，Tg

（huC:Kaede）4)は，全神経細胞の発生を可視化するために
使用した．
2.	モルフォリーノオリゴヌクレオチドのインジェクション
　ゼブラフィッシュ sert mRNA に対するアンチセンス
モルフォリーノオリゴヌクレオチド（slc6a4a AMO）と
コントロールの 5-base mismatch MO（slc6a4a 5mis）は，
1 × Danieau buffer（58 mM NaCl, 0.7 mM KCl, 0.4 mM 
MgSO4, 0.6 mM Ca（NO3）2, 5.0 mM HEPES pH 7.6）で
0.5 mM に希釈し，1-4 細胞期の胚にインジェクションを
行った．
3.	セロトニン輸送体阻害剤の処理
　5 mMセ ロ ト ニ ン 輸 送 体 阻 害 剤（SERT阻 害 剤 ）の
ストック溶液は，E3 medium（5 mM NaCl, 0.17 mM KCl, 
0.33 mM CaCl2, 0.33 mM MgSO4）で50，100，200 µM
に希釈した．授精後9時間胚はProtease（SIGMA P5147, 
20 mg/ml E3 medium）に浸けて卵膜を除去後，0.1％
DMSO溶液に，授精後30時間以降の胚はピンセットで
卵膜除去後，2％ DMSO溶液にそれぞれSERT阻害剤を
加えたE3 medium中で飼育し，SERT阻害剤溶液は1日
毎に新鮮な溶液と交換した．

結　果

1.	セロトニン輸送体の発現抑制
　 脳 の 発 生 過 程 に お い て，SERTが ど の よ う な

役 割 を 担 っ て い る の か を 明 ら か に す る た め に，
ま ず， 全 神 経 細 胞 でKaedeを 発 現 す るTg（huC:Kaede）
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トランスジェニック系統を用いて，アンチセンスモルフォ
リーノオリゴ（slc6a4a AMO）のインジェクションによる
SERTの発現抑制を行った．Slc6a4a AMOをインジェク
ションした胚の視蓋では，放射状グリア細胞の自己増殖
が起こっている授精後24時間で，胚全体の形態に大きな
変化は見られなかったが，頭部が僅かに縮小しているのが
観察された．
2.	セロトニン輸送体阻害剤の処理
　Slc6a4a AMOのインジェクションによる表現型が，
SERTの発現抑制によるものであるかを検証するため，
SERT阻害剤による処理を行った．SERTの機能的阻害が，
視蓋の神経回路形成にどのように影響するのかを検証
するため，網膜と視蓋の神経細胞でGFPを発現するTg

（brn3a-hsp70:GFP）トランスジェニック胚を用いた．
まず，授精後6時間からの原腸陥入後，頭部原基が顕著と
なる授精後9時間から100 µM SERT阻害剤で処理すると，
視蓋神経細胞が十分に発生する授精後54時間で，頭部
が僅かに縮小し，視蓋でGFPを発現する神経細胞領域も
僅かに減少しているのが観察された．50 µM SERT阻害
剤処理においても，同様の傾向が見られた．一方，視蓋
の脳室帯において放射状グリア細胞の増殖と神経前駆
細胞の産生が盛んに行われている授精後30時間から，
100 µM SERT阻害剤で処理すると，授精後9時間からの
処理で観察された頭部の縮小と視蓋GFP陽性領域の減少
は認められなかった．次に，授精後30時間から200 µM 
SERT阻害剤で処理し，網膜軸索の投射と視蓋樹状突起の
発達が盛んに行われている授精後80時間で観察すると，
視蓋のGFP陽性神経細胞領域が僅かに縮小する傾向が
観察された．さらに，授精後54時間から500 µM SERT
阻害剤で処理すると，授精後80時間以降に致死となる
ことが判明した．
3.	 網膜視蓋神経回路における網膜軸索と視蓋樹状突起の
選択的可視化

　SERTの 機 能 阻 害 に よ る 神 経 回 路 形 成 へ の 影 響 を
より詳細に解析するため，網膜軸索と視蓋樹状突起を
それぞれ区別して，同時に可視化可能なトリプルト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 系 統Tg（brn3c:Gal4;UAS:mCherry
;brn3a-hsp70:GFP）を作成した．これまで用いていたTg

（brn3a-hsp70:GFP）系統は，網膜軸索と視蓋樹状突起の
両方でGFPを発現するため，両者を区別することが難し
か っ た．一 方，Tg（brn3c:Gal4;UAS:mCherry）は， 網 膜
神経節細胞でのみ転写活性化因子Gal4を発現するため，
UAS認識配列の下流で，網膜軸索を特異的にmCherry
で標識することができ，同様に網膜神経節細胞選択
的に任意の分子を発現させることも可能である．Tg

（brn3c:Gal4;UAS:mCherry;brn3a-hsp70:GFP）を用いる
ことで，網膜神経節細胞特異的に発現させた分子の，網膜
軸索と視蓋神経細胞に対する影響を同時に解析することが
可能となった．

考　察

　本研究では，ゼブラフィッシュ胚を用いて，脳の
発生におけるSERTの発現抑制と機能阻害による影響
を解析した．SERTの発現抑制により，授精後24時間
で頭部が僅かに縮小することから，SERTは，発生初期
において，放射状グリア細胞の増殖に関与する可能性
が示唆された．授精後9時間からのSERT阻害剤処理に
よっても，SERT発現阻害と同様の頭部の僅かな縮小が
認められた．一方，授精後30時間からの阻害剤処理では，
同様の表現型は認められなかったことから，SERTは，
放射状グリア細胞から神経前駆細胞の産生ではなく，神経
幹細胞を含む放射状グリア細胞の増殖に関与する可能性
が示唆された．また，授精後30時間からSERT阻害剤で
処理すると，視蓋の神経細胞領域が僅かに縮小していた
ことから，SERTは，発生後期においては，神経前駆細胞
から神経細胞の産生，または網膜視蓋神経回路の発達，
或はその両方に関与している可能性が示唆された．発生
過程において，ゼブラフィッシュ sertは，授精後3日目
で視蓋前野間脳群（pretectal diencephlic cluster）と，哺乳
類脳と同様に縫線核に局所的に発現していることが報告
されている 9)．この様な局所的発現を示すSERTが，どの
ように放射状グリア細胞の増殖や，視蓋神経細胞の産生，
神経回路形成に関与し得るのか，セロトニンを分泌する
セロトニン神経系の発達やセロトニン受容体の発現，分布
なども考慮しながら，さらに詳細に解析する必要がある．
　網膜視蓋神経回路では，網膜からのトポグラフィッ
クな軸索投射パターンと視蓋神経細胞の樹状突起の
発達が，視覚入力依存的に変化することが知られている．
これまで，網膜軸索や視蓋樹状突起の発達を個別に解析
した報告は多いが，網膜軸索と視蓋樹状突起の両方を
同時に観察した例はあまりない．統合失調症などの精神
疾患や自閉症などの発達障害では，機能的神経回路
の入力と出力のバランスを表す感覚運動ゲーティン
グ（sensrorimotor gating）に異常を示すことが報告され
ており 10)，神経回路の正常な機能を司る構造的基盤で
ある回路形成における影響を検証する上で，網膜視蓋
神経回路は，その規則的な投射パターンと詳細に解析
された回路形成機構から，非常に優れたモデル系である．
今後は，本研究で確立したトリプルトランスジェニック
系統Tg（brn3c:Gal4;UAS:mCherry;brn3a-hsp70:GFP）など
を用いて，SERT阻害剤の神経回路形成における影響と
その作用機序を解析して行きたい．
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