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研究成果の概要（和文）：メダカ胚の立体組織形成・維持において、組織の力学特性を統御するYAP分子ネット
ワークの実体を明らかにすることを目的に、RNA-seq法によりメダカ野生型とhir変異体との間の比較トランスク
リプトーム解析を行い、hir変異体において顕著な発現変動を示す複数の遺伝子を明らかにした。さらにYAPメカ
ノ分子ネットワークの候補分子について、CRISPR-Cas9法を用いてノックアウトフィッシュの作成を遂行した。
現在までに、複数のノックアウトフィッシュが得られており、表現型の解析を進めている。

研究成果の概要（英文）：In order to clarify the YAP molecular network that controls 3D 
organogenesis, we performed a comparative transcriptome analysis between the wild type and hir 
mutant medaka using the RNA-seq, and identified several genes that exhibited the characteristic 
expression pattern in hir mutant. KO fish were generated by using the CRISPR-Cas9 system for YAP 
molecular network candidates. To date, several KO fish have been established and their phenotypes 
are being analyzed.

研究分野： 発生生物学

キーワード： 細胞内シグナル伝達　三次元器官構築　YAP　メカノホメオスターシス　小型魚類
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研究成果の学術的意義や社会的意義
今回のメダカhir変異体を用いたRNA-seq解析により、YAPの下流標的遺伝子群を網羅的に明らかにすることがで
きた。特にhir変異体において顕著な発現変動を示す上位50遺伝子の中には、インテグリンシグナルやアクチン
の重合・脱重合に関与する遺伝子群が含まれており、YAPメカノホメオスターシスを支える重要因子の可能性が
ある。今後、これまでに作出に成功したノックアウト変異体の詳細な表現型解析をさらに進めることにより、
YAPメカノホメオスターシスの分子基盤の一層の理解につながるとともに、YAPメカノ分子ネットワークの破綻が
どのように疾患の発症・増悪へ関与するのかを明らかにできると考えている。

※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。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
	 脊椎動物の体は複雑で立体的な形態をしており、組織や器官が正しく形作られ適切に配置さ

れることにより初めて機能を発揮できる。こうした三次元的な形態形成の場には組織張力の制

御が不可欠であるが、その詳細な分子機構については不明な点が多い。これまでに私たちは、初

期胚形成不全メダカ変異体のスクリーニングの過程において、体全体が扁平化するhirame	(hir)	

メダカ変異体を見出した	[Mech	Dev.	(2004)]	(図 1)。これは器官サイズを制御する Hippo シグ

ナル伝達系の核内標的分子 YAP の変異が原

因であり、YAP がアクトミオシンネットワー

クの活性制御を通じて組織張力を調節し、

三次元組織の構築と配置を統御しているこ

とが判明した	[Nature	(2015)]	(図 2)。従

来、YAP は細胞外のシグナルを伝達し細胞の

増殖・分化を制御するメカノトランスデュ

ーサーと考えられてきた。しかし、hir 変異

体の解析により、YAP はアクトミオシンの形

成を介した細胞張力により細胞が ECM を調

整するメカノエフェクターであることが明

らかとなり、組織メカニクスの相補性を統御

するマスター分子の一つであると考えられ

る	 (図 3)。私たちはこの YAP を中心とした

組織メカニクスの恒常性維持機構を YAP メ

カノホメオスターシスと名付けた	 [Curr	

Opin	Cell	Biol.(2017)]。	

 
２．研究の目的 
	 本研究の目的は、上記の知見をさら

に掘り下げ、組織メカニクスと細胞増

殖・分化を統合する YAP メカノ分子ネ

ットワークの全貌を解明することであ

る。そこで、メダカ hir 変異体の RNA-

seq 解析により、YAP メカノネットワー

クの構成分子を網羅的に同定すること

を試みた。さらに生きたメダカ個体の

中で、YAP 下流遺伝子の機能解析を行

い、Hippo-YAP シグナル活性化の上皮組

織形成・維持過程における役割を明ら

かにすることを目的として研究を進め

た。最終的には得られた知見をもとに、

YAP メカノ分子ネットワークの破

綻がどのように疾患の発症・増悪

へ関与するのかを明らかにし、メ

カノホメオスターシスという新し

い視点の臨床応用の実現化を目指す。	

図 3 YAP によるメカノホメオスターシスの制御機構 

YAP を中心としたネガティブフィードバック機構の存在により、

細胞は自ら置かれた力学環境を常に感知し適応できる。 



 
３．研究の方法 
	 (1) YAP のメダカ変異体である hir 個体を用いたトランスクリプトーム解析を行った。具体的
には、明確な表現型が確認できる 9 体節期のメダカ野生型胚 20 匹および hir 変異体胚 20 匹か

ら、それぞれ RNeasy	Mini	Kit を用いて total	RNA の抽出を行った。3回ずつ独立して抽出を行

い合計 6つの RNA サンプルを得た。これらの RNA サンプルを用いて RNA-seq 解析を行った。	

	 	

	 (2) YAP メカノホメオスターシスの分子基盤を明らかにする目的で、モルフォリノを用いた遺
伝子ノックダウン法によりメダカのアクチン脱重合分子群	(Capz,	Gelsolin,	Cofilin)	の機能

解析を行った。	

	

	 (3) CRISPR-Cas9 法を用いて、アクチン脱重合分子のひとつである Capz のノックアウトフィ
ッシュの樹立を試みた。	

	

４．研究成果	

	 (1)	RNA-seq 解析の結果、hir 変異体において顕著な発現上昇を示す 191 遺伝子および顕著な

発現減少を示す 339 遺伝子を見出した。hir 変異体胚において発現上昇を示す遺伝子群について

Gene	ontology 解析を行ったところ、MHC	class	II	分子に関連する遺伝子が多く存在している

ことが明らかとなった。一方、hir 変異体胚において発現減少を示す遺伝子群についても Gene	

ontology 解析を行ったところ、”Extracellular	region”や“BMP	signaling	pathway”に関連

する遺伝子が多く見出された。さらに、hir 変異体において顕著な発現変動を示す上位 50 遺伝

子に着目し、ヒートマップ解析を行った。hir 変異体胚において顕著に発現が減少していた遺伝

子には integrin	alpha	3b や integrin	beta	3a が含まれていた。私たちは、インテグリンシグ

ナルがレンズや網膜などの組織の三次元配置を規定すると考えており	 (図 2)、今回の解析から

hir 変異体におけるインテグリンシグナルの減少を裏付ける結果が得られた。また、アクチンの

重合・脱重合に関わる遺伝子の発現が hir 変異体において大きく変化していた。私たちは、YAP

が ARHGAP18 を介してアクトミオシンの活性を制御し組織張力を生み出すと考えている	 (図 3)。

今回の解析結果から、YAP が転写レベルでもアクチンのターンオーバに関わる遺伝子群の発現を

調節し、組織張力を制御している可能性が考えられる。	

	

	 (2) アクチン脱重合分子群のモルフォリノオリゴをメダカ受精卵にインジェクションした結
果、Capzb と cofilin2 のモルフォリノオリゴをインジェクションしたメダカ胚は原腸形成期の

後まで生存した。Capz はアクチンの+端に結合することでアクチン重合を阻害する働きを持つこ

とがわかっている。そこで Capzb のモルファントにおいて qPCR 解析を行った結果、YAP の標的

遺伝子である CTGF および CYR61 の発現量がコントロールのメダカと比べて大きく上昇している

ことを見出した。さらに Capzb が組織構築の制御に関与する可能性を検討するため、Capzb のモ

ルファントの詳細な観察を行った。その結果、Capzb のモルファントでは耳胞が拡大している傾

向が認められたが、観察したサンプル数が少ないので今後サンプル数を増やして検討する予定

である。	

	

	 (3)	 YAP-アクチンシグナルによる三次元組織構築の制御メカニズムを明らかにするために

CRISPR-Cas９システムを用いた Capza1aKO ゼブラフィッシュの作出を試みた。当初予定よりノ



ックアウトホモ系統の樹立に時間を要した。今後、これまでに作出に成功したノックアウト変異

体の詳細な表現型解析をさらに進めることにより、YAP メカノホメオスターシスの分子基盤の一

層の理解につながることが期待されるとともに、YAP メカノ分子ネットワークの破綻がどのよう

に疾患の発症・増悪へ関与するのかを明らかにできると考えている。	
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