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研究課題名  超短命魚ターコイズキリフィッシュを用いた個体老化機構の解明 

研究成果の概要 
研究目的、研究計画、研究方法、研究経過、研究成果等について記述すること。必要に応じて用紙を

追加してもよい。（先行する研究を引用する場合は、「阪大生のためのアカデミックライティング入

門」に従い、盗作剽窃にならないように引用部分を明示し文末に参考文献リストをつけること。） 

[研究目的] 
 個体老化は多数の要因が絡み合う現象であり、その制御の分子基盤の理解は遅れている。近年、線

虫やショウジョウバエなどの短命な無脊椎動物モデルを用いた解析から、老化は制御可能であること

がわかってきた。しかし、ヒトの個体老化機構を理解するためには、これら無脊椎動物モデルのみで

は不十分であり、ヒトへの外挿性がより高い脊椎動物モデルにおける解析が必要である。一方、従来

のモデル脊椎動物であるマウスやゼブラフィッシュは、寿命が３年以上あるため老化研究に膨大な時

間がかかるという問題があった。そこで、本研究では、研究室で飼育可能な脊椎動物の中で最も寿命

が短い（３〜４ヶ月）超短命魚ターコイズキリフィッシュ（通称キリフィッシュ）を用いて実験を行

った。 
 本研究では、加齢に伴う Quality of life (QOL)の低下に直結する筋肉の老化に着目し、キリフィッシ

ュの筋肉老化の分子マーカーの探索を行った。参加研究室の先行研究で、キリフィッシュの筋肉老化

の分子的特徴を捉えるために筋肉の RNA シーケンス解析が行われていた。その結果、加齢に伴って

顕著に発現量の変化が見られた上位 20 個の遺伝子のうち fbxo32 と zic1 に注目し（図１）、RT-qPCR

による発現変化の検証と、遺伝子発現パターンの可視化を試みた。fbxo32 はヒトやマウス等でも加齢

とともに筋肉における発現量が増加し、筋萎縮を促進しうることが示されており、筋肉老化との関係

が期待されている。そのため、キリフィッシュにおいても種を超えて共通した骨格筋の老化分子マー

カーとして使えるかどうかを検証するために fbxo32 を解析の対象に選んだ。一方で、zic1 は神経系や

小脳の発生や、骨格筋の背腹パターン形成に関係していることがよく知られているものの、発生期以

降の機能はほとんど知られていない。老齢期で zic1 の発現が増えることは興味深く、新たな老化制御

機構の解明につながる可能性があると考え、調べることにした。 
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図 1 キリフィッシュ骨格筋の RNA シーケンス解析によって示された fbxo32 と zic1 の発現量の加齢

による増加 
 
[実験] 
1. RT-qPCR 
生後 1.5 ヶ月のキリフィッシュと 5 ヶ月のキリフィッシュを 3匹ずつ用い、骨格筋から抽出された

RNA から逆転写した cDNA をテンプレートとして解析を行った。cDNA 合成の際には、RNA 量を定
量し等量の RNAを逆転写に使用した。定量化の手法としては、まずはΔCt 法により解析を行った。
さらに、より正確な定量化を行うために内部標準を用いた検量線法を試みた。内部標準には、一般的
に使われる、TATA 配列に結合する基本転写因子である tbpと、細胞骨格を構成するβアクチン、翻訳
伸長因子 eef1a1b、また、近年内部標準としての有用性が認められてきた ppia を用いた[1]。また、t 検
定を行い、p<0.05のものを有意と判断した。 
 
2. 抗体染色による発現領域の解析 
 生後 1.5ヶ月と 5ヶ月のキリフィッシュを 3匹ずつの骨格筋の凍結切片を作製し、抗体染色を行な
った。ヒト Zic1に対する抗体（Sigma社）を用い、間接蛍光抗体法により染色した。観察は共焦点レ
ーザー走査型顕微鏡を用いて行った。 
 
3. knock-in-reporter法による zic1 の発現の可視化 

 キリフィッシュの zic1 のプロモーター領域をターゲットとした gRNA を作製し、CRISPR/Cas9 法
に基づき緑色蛍光タンパク質をコードする GFP 遺伝子のノックインを行った。作製した gRNA およ
び GFP 発現コンストラクトをキリフィッシュ１細胞期卵にインジェクションした。ノックイン胚は
蛍光実体顕微鏡を用いて観察を行った。先行研究で報告されているゼブラフィッシュやメダカの胚発
生期の zic1 発現パターンに基づき、キリフィッシュにおける zic1 の発現パターンが可視化できてい
るかを確認した。 
 
[結果] 
1. RT-qPCR 
 まず若齢期の１個体のサンプルを基準としてΔCt 法で比較解析を行った。 
fbxo32 の発現量は加齢で増加傾向が見られたが、有意な差は確認できなかった。一方、zic1 の発現量
は加齢に伴い有意に増加することを確認できた（図２）。 
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図 2  若齢期と老齢期キリフィッシュの骨格筋における fbxo32と zic1 の発現量 
 
さらに、より正確な解析を行うために内部標準の検討を行った。しかし、今回解析した４種類の内部
標準遺伝子のいずれにおいても、加齢に伴う発現量の増加が認められた（図 3）。これらの結果は想定
外ではあったが、一方で、加齢により総 RNA 量が増加したと仮定した場合、内部標準遺伝子発現が
相対的に減少したように見えた可能性も考えられる。したがって、今後、加齢解析における内部標準
としてどのような遺伝子が適しているか、慎重な検討が必要である。 
 

  

  

図 3  老齢期と若齢期キリフィッシュの骨格筋における actb、tbp、ppia、ef1a の発現量 
 
2. 抗体染色による発現領域の解析 
キリフィッシュ骨格筋において zic1 発現量の加齢による増加が認められたので、続いて、zic1 の発

現が骨格筋のどの領域で加齢により変化するかを抗体染色により調べた。なお、本実験では、ヒト Zic1

に対する抗体がキリフィッシュ Zic1に交差することを期待し、市販のヒト Zic1 抗体を用いた。 
染色した切片を顕微鏡で観察したところ、明瞭なシグナルが見られず、わずかに見られたシグナル

も自家蛍光のシグナルと一致していた。したがって、今回使用したヒト Zic1 に対する抗体はキリフィ
ッシュ Zic1には交差しなかったと考えられる。 
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3. knock-in-reporter 法による zic1 の発現の可視化 
抗体染色での Zic1 発現の検出が困難であったため、knock-in-reporter 法による zic1 発現の可視化を試
みた。受精卵にインジェクションした後、1 週間経過したものを観察すると、GFP のシグナルが神経
管および、将来筋肉に分化する体節において発現する様子を観察できた（図４）。今後、この可視化系
統を確立し、加齢による zic1 の発現変化を調べていきたい。 
 

 
図 4  生後 1 週間のノックインレポーター法による zic1の発現可視化 
 
[考察] 
 RNA-seqの結果と同様に、今回行った RT-qPCR の結果でも fbxo32、zic1の発現量は増加を確認でき
た。一方、加齢に伴う変化を正確に評価できる内部標準を特定することは出来なかった。RNA-seqの
結果等を踏まえて今後さらに適した内部標準となる遺伝子を探索する必要がある。今回、fbxo32は筋
萎縮に関わることが分かっている老化分子マーカーとして使用したが、若齢期と老齢期において発現
量は増えていたものの有意な差はなかった。図１の fbxo32 の RNA シーケンス結果より、4.5ヶ月と 6
ヶ月の間で mRNA 量が非常に増えているために、今回 qPCR を行った 1.5ヶ月と 5 ヶ月の間ではまだ
増加量が少なく有意な差が出なかったと考えられる。次に、zic1 の発現量増加に対する考察を行う。
筋肉に生じる一部のがん化組織では zic1 が高発現していることが分かっている[2]。したがって、zic1

の発現量が増えることでがんが出来やすくなり死亡率が高まる、つまり老化が促進すると考えられ
る。また、zic1による老化制御を今後明らかにしていくためには、加齢した筋肉組織において zic1が
どのような遺伝子群の転写制御を行っているかを明らかにしていく必要があるだろう。興味深いこと
に、ラット骨格筋の加齢に伴う遺伝子発現変化を解析した先行研究のデータベースを参照したとこ
ろ、ラットにおいても老齢期になると zic1の発現量が増えていた。これによりキリフィッシュだけで
はなく哺乳類においても zic1 の発現量が増えることが分かる[3]。ゆえに、骨格筋における、加齢に伴
う zic1 の発現量増加はヒトの老化にも繋がる新たな老化制御機構である可能性が高い。 
 ３の実験において、zic1 が筋肉に沿って発現する様子が可視化できていた。今回は時間が足りなか
ったが、今後は老化が進んだ際の zic1の発現場所も観察していきたい。 

 
図５ ラット骨格筋における zic1の発現量の変化 
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