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研究成果の概要（和文）：魚類の側線器官（感丘）は、体表に決まったパターンで分布している。本研究で、
我々はゼブラフィッシュの頭部の側線システム（ALL）の発生を解析した。ALLを構成する感丘は、以下の４つの
メカニズムによって形成される。（１）移動しない側線原基の増殖、（２）移動する側線原基の増殖、（３）分
化した感丘をつなぐ前駆細胞の増殖、（４）側線原基の出芽。さらに、我々は、Wntシグナル活性化因子である
Rspo2が、舌顎骨に隣接する決まった感丘の増殖と分化に必要であることを見出した。遺伝学的な解析から、
Rspo2は、第２鰓弓（舌弓）由来の間葉細胞から分泌され、隣接する前駆細胞の増殖を制御することを明らかに
した。

研究成果の概要（英文）：The distribution of sensory organs is important for detecting environmental 
signals efficiently. The mechanosensory receptors of the lateral line system, neuromasts, are 
stereotypically distributed over the head and body surface of fish.We investigated development of 
the anterior lateral line (ALL) system in zebrafish head. The ALL neuromasts formed in the 
predetermined positions through proliferation and differentiation of 1) non-migratory lateral line 
primordia, 2) migratory primordia, 3) interneuromast cells connecting pre-existing neuromasts, and 
4) budding primordia. We demonstrated that R-spondin2 (Rspo2), an activator of Wnt/β-catenin 
signaling, is required for the development of a particular set of neuromasts associated with 
hyomandibular cartilage. Further genetic analyses suggested that Rspo2, which emanates from the 
hyoid mesenchyme, acts on the adjacent neuromast progenitor cells to stimulate their proliferation 
through activating Wnt/β-catenin signaling.

研究分野： 発生生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
動物は、体の決まった場所に感覚器をつくることにより、様々な環境に適応してきた。しかし、感覚器を決まっ
た場所につくる仕組みはよく分かっていない。この研究では、魚類の側線器官（水の流れを感じる器官）の発生
過程において、頭部の間葉組織（結合組織）から分泌されるタンパク質が、感覚器の細胞増殖を制御しているこ
とを示した。側線器官の前駆細胞は、増殖や移動を伴って、頭部に複雑なネットワークを作っている。特定の場
所から分泌される増殖因子が働くことで、その場所に感覚器が形成される。このような、決まった場所でおきる
組織どうしの相互作用が、感覚器の多様なパターンを生み出している。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 
	 魚類の側線パターンは、領域特異的に

決まっていて、それぞれの魚種が環境に

適応した結果であると考えられている。

しかし、その発生メカニズムはよく分か

っていない。例えば、ゼブラフィッシュ

の尾ヒレでは、４本の感丘クラスターか

らなるが（図１B）、他の魚種では全く異
なるパターンをしている（Wada et al., 
2008; Dev. Dyn.）。我々は、これまで、
感丘クラスターが生じるさいに、感丘の

出芽が起きること（図１A）、そして出芽
にともなう細胞増殖には神経軸索投射

が必要であることを見出した（図１C, 
Wada et al., 2013; PNAS）。一方、感丘の増殖にはWnt signalingが必要であることから（Wada 
et al., 2013, Curr. Biol.）、Wnt signalingの制御システムが重要な役割を担うのではないかと
考えた（図１Ｄ）。 
 
２．研究の目的 
 
	 側線パターンが多様性を生み出す分子メカニズムを明らかにすること。その際に、組織間相

互作用が重要な役割を担っていることを示すこと。 
 
３．研究の方法 
	 

（１）頭部側線パターンの記載	 

	 遺伝的解析には、体幹部よりも発生が早い頭部の側線神経を対象とするのが有利であると考

えた。しかし、体幹部の側線パターンに比べて、頭部の解析はほとんど行われていない。そこ

で、まず初めに、先行研究（Raible	 and	 Kruse,	 2000;	 J.	 Comp.	 Neurol.）をベースに、現行

のツール（トランスジェニック系統、抗体など）を用いた発生過程の記載を行った。側線原基

（プラコード）、有毛細胞、神経軸索、神経堤細胞を標識するために、以下の系統を用いた。

atoh1a:rfp,	 cldnb:gfp,	 Hgn39D,	 sox10:rfp,	 HuC:gal4,	 hspGFFDMC13F,	 UAS:gfp,	 and	 

UAS:rfp.	 また、in	 situ	 hybridization	 のプローブとして、rspo2,	 dlx2,	 lgr6,	 sox9、

抗体染色として、anti-typeII	 collagen,	 anti-acetylated	 alpha-tubulin	 を用いた。軸

索除去実験のために、ngn1遺伝子に対する、anti-sense	 morpholino を用いた。	 

	 

（２）Rspo2 突然変異体の遺伝学的解析	 

	 Rspo2 突然変異体（rspo2js201/js201）系統を用いて遺伝学的解析を行った。Wnt signaling の

機能阻害実験には、hspGFFDMC131A,	 UAS:dkk1a-rfp,系統を用いた。試料の観察は、共焦点

レーザー顕微鏡 Zeiss LSM700を用いて行った。	 

	 

	 



４．研究成果	 

（１）頭部側線神経系の発生	 

	 

	 cld:gfp 系統を用い、頭部の側線原

基（プラコード）がどのように生じる

のか、詳細な発生段階の記載を行った。

感丘は４つのメカニズムで生じた。い

ずれも前駆細胞の増殖と分化をとも

なうが、その由来は、（１）プラコー

ドが生じた場所で生じるもの（２）側

線原基が移動して生じるもの（３）感

丘同士をつなぐ前駆細胞から生じる

もの（４）出芽によって生じるもので

ある（図２）。これまで、体幹部の感

丘の形成は、側線原基の移動と

deposition によって起きることが知

られていたが、頭部の感丘はそれとは全く異なる発生メカニズムで生じることが分かった。こ

のとき、舌顎骨に隣接する２つの感丘（HM1 と HM2,	 図２E）が、第２鰓弓（舌弓）の間葉細胞

と接していることが分かった（図２C）。このことから、側線原基（プラコード）と間葉細胞（神

経堤細胞）の間に、組織間相互作用があると考えた。	 

	 

（２）感丘形成における Rspo2 の役割	 

	 

	 これまでの我々の研究から（Wada	 et	 al.,	 2013,	 PNAS,	 Wada	 et	 al.,	 2013,	 Curr.	 Biol.）、

感丘の増殖には Wnt	 signaling が必要であり、その活性化因子として、分泌因子 Rspo2 が重要

な役割を担うと考えられた（図１Ｄ）。rspo2変異体では、舌顎骨に隣接する感丘（HM1 と HM2）

のみが特異的に欠損することが分かった（図３）。このとき、前駆細胞である側線プラコード（HM	 

prim）は正常にできていることから（図

３B）、Rspo2 はその増殖と分化に必要で

あると考えられた。２重 in	 situ	 

hybridization から、Rpso2 は、第２鰓

弓（舌弓）の神経堤細胞由来の間葉細胞

に発現し、一方、Rspo2 の受容体である

Lgr6（図１D）は、側線プラコード（HM	 prim）

で発現していた。さらに、Wnt	 signaling

抑制因子である Dkk（図１D）を HM	 prim	 

で異所的に発現させると、HM1 と HM2 が

特異的に欠損した。	 

	 以上の結果から、神経堤由来の間葉細胞から分泌された Rspo2 は、隣接するプラコード由来

の側線原基に働き、その細胞で Wnt	 signaling 活性を促進することによって、感丘の増殖と分

化を引き起こしていることが示された。	 

	 



	 

（３）まとめ	 

	 

	 図４に、本研究の結果を模式図で示す。側線

原基は、細胞の移動や増殖、出芽によって、頭

部中に前駆細胞の複雑なネットワークをつくっ

ている（図２）。第２鰓弓では、側線原基は神経

堤由来の間葉細胞（図４，青色）に接している。

間葉細胞は、分泌因子 Rspo2 を分泌している（黄

色の矢印）。Rspo2 は隣接する側線原基に働き、

Wnt	 signaling を活性化することによって（図

１D）特定の感丘（HM1 と HM2）の増殖を制御し

ている（図４）。このように、感覚器の形成は、

それぞれの領域における構造に深く依存している。例えば、尾ヒレでは、投射する神経軸索が

細胞増殖を制御している（図１Ｃ）。領域依存的な組織間作用が、複雑な感覚器パターンの形成

を可能にし、また、種間の多様なパターンの違いを生み出していると考えられる。	 
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