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研究成果の概要（和文）：本研究では真骨魚ゼブラフィッシュ（Danio rerio）を用い、Oct4の相同遺伝子
pou5f3の体軸伸長への関与を検討した。まず、pou5f3が伸長中の神経管後端特異的に発現することを示した。ま
た、機能阻害・活性化実験と変異体解析により、pou5f3が実際に神経管の伸長と神経発生遺伝子の活性化を行う
ことを示唆した。一方、pou5f3の発現が各種分泌シグナルによって調節されることを、胚を用いた薬剤処理実験
により見出した。以上は、pou5f3が各種シグナルの制御下で発現し、尾芽からの神経発生と脊髄伸長を推進する
ことを示すものである。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the involvement of pou5f3, the homologue of 
mouse Oct4, in body axis elongation in the teleost fish, zebrafish (Danio rerio). First, we showed 
that pou5f3 is expressed at the posterior end of the elongating neural tube. In addition, functional
 inhibition/activation and mutant analyses suggested that pou5f3 actually promotes elongation of the
 neural tube and activates neurogenic genes. It was further shown that pou5f3 expression in the tail
 bud is regulated by various secreted signals. These data show that pou5f3 is expressed under the 
control of various signals in the posterior neural tube and promotes neural development of immature 
cells migrating from the tail bud.

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
脊椎動物胚の体軸伸長が胚後端組織での組織新生によることは多くの動物種で知られており、様々な転写因子、
分泌因子の関与が明らかになりつつある。一方で、POU型転写因子Oct4の哺乳類初期発生や多能性維持における
重要性は広く知られる。本研究は、Oct4型遺伝子が脊髄の伸長を制御することを初めて明らかにしたものであ
り、学術的に重要な貢献と言える。
なお、ヒトの脊髄については二分脊椎、神経管閉鎖不全など、様々な先天性異常が知られる。事故などによる脊
髄損傷の結果、麻痺などの後遺症が残ることもあり、日常生活に大きな支障をきたす。本研究の成果は、これら
の疾患の発症機構理解や再生医療に貢献しうるものである。

※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、研究者個人に帰属します。



 
 

１．研究開始当初の背景 
脊椎動物の胚発生において体軸の後方への伸長は個体形成での重要な基本過程である。この
際には、胚後方に存在する多分化能細胞集団から体幹部や尾部の中軸構造を構成する細胞群が
新たに産生されており、これが結果的に体軸の後方伸長に貢献する。この過程はマウスやゼブラ
フィッシュなどで研究が進んでいる。細胞追跡実験により、マウスでは初期胚の胚盤葉後方領域
とその後の胚後端領域たる尾芽、魚類では発生初期から尾芽において、実際に脊髄神経細胞や中
軸、沿軸中胚葉組織を形成する多分化能細胞が報告されていた（神経中胚葉前駆細胞・NMPsな
ど）。これらの動物では、尾芽領域では 2種の転写因子遺伝子 sox2や tbxt/tbxtaにより多分化
能が維持され、その後、体軸伸長ともに前駆細胞の分化運命の選択が行われ、背側では soxB1や
proneural遺伝子の働きで神経分化が進行し、腹側では tbx6/16遺伝子などの働きで中胚葉への
分化が決定すると考えられている。神経分化には加えてレチノイン酸（RA）シグナルが関わり、
中胚葉分化には分泌因子であるWnt、FGF、BMPのシグナルが関わるとされる。しかしながら、
幹細胞の維持、神経・中胚葉組織への分化決定のしくみは未だ不明の点が多かった。 
関連して、ゼブラフィッシュにおいて以前に、哺乳類で多能性を担うとされる Oct4 の co-

paralogueとされる pou5f3が胚後端で発現すること、この遺伝子の変異体では尾部伸長が異常
となることが観察されていた（Burgess et al, 2002）。また、研究代表者の研究室では pou5f3の
胚での発現が RAで制御されること（Parvin et al., 2008）、この遺伝子が soxB1と強調して遺
伝子発現を制御し（Kobayashi et al., 2018）、後脳において神経分化を制御することを明らかに
していた（Inomata et al., 2020）。これらのことは、Oct4/pou5f3が脊椎動物胚の体軸伸長、特
に脊髄の発生において、尾芽幹細胞の維持と分化に関わりを持つことを示唆していた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、pou5f3 遺伝子を中心にすえて体軸伸長、特に脊髄伸長の分子的制御機構に取り
組んだ。具体的には、（1）尾芽発生への関与が予想される各種制御遺伝子の発現と pou5f3の発
現の詳細な比較を行い、（2）pou5f3の時期特異的な機能阻害と活性化、そして pou5f3の遺伝子
破壊が体軸伸長に及ぼす影響を検討した。さらに、同様の機能阻害実験、機能活性化実験におい
て、尾芽周辺での多能性維持遺伝子、神経分化遺伝子、中胚葉形成遺伝子の発現を調べた。一方、
尾芽発生への関与が予想される分泌シグナルの役割について、阻害剤処理実験を試みた。これら
の研究を通して、脊椎動物胚の尾芽領域における多分化能細胞からの脊髄の発生機構を pou5f3
の役割を中心として明らかにすることをめざした。 
 
３．研究の方法 
（1）本研究を通じてゼブラフィッシュ（Danio rerio）RW 系統を用いた。 
（2）遺伝子発現については whole-mount in situ hybridization（WISH）を行った。詳細な遺
伝子発現の比較のためには、2-color fluorescence ISH と共焦点レーザー顕微鏡による観察
（FISH）を行った。 
（3）所属研究室では、Pou5f3に Engrailed repressorを繋いだ dominant negative pou5f3遺
伝子（en-pou5f3）に heat shock promoterを連結させた上でゼブラフィッシュに導入して系統
化しており（Khan et al., 2012）、この系統を機能阻害実験に用いた。具体的には、en-pou5f3を
ヘテロで持つ個体と野生型魚の交配で得られた胚に特定の発生時期で 37°C、1 時間の heat 
shockを行い、24 hours post-fertilization（hpf）での形態観察、3体節期もしくは 18体節期で
の遺伝子発現解析を行った。これらの解析を行った胚については各々PCRによる genotypingを
行った。 
（4）pou5f3および soxB1の破壊には TALEN 法及び CRISPR/Cas9 法を用いたフレームシフ
ト変異の導入を行った。 
（5）Pou5f3-ERT2 融合タンパク質遺伝子（pou5f3-ERT2）を作製し、mRNAを胚に顕微注入
した上、tamoxifen 処理により特定時期に Pou5f3の活性化を行った。 
（6）各種シグナルの体軸伸長における役割を検討するため、シグナル阻害剤を胚に投与し、そ
の効果をWISHにより検討した（Wntシグナル阻害、IWR-1；Wntシグナル活性化、BIO；FGF
シグナル阻害、SU5402；BMPシグナル阻害、Dorsomorphin；RA 合成阻害、DEAB；対照と
しては溶剤とした dimethyl sulfoxide）。 

 
４．研究成果 
（1）尾芽周辺での pou5f3の発現を詳細に検討した。まず、3体節期の胚で神経発生に関わる遺



 
 

伝子（soxB1、neurog1、notch1a）の発現と比較し、pou5f3がこれらの神経発生遺伝子と同様、
尾芽の予定脊髄領域で強く発現することを示した。また、分泌因子遺伝子（bmp2b、fgf8a、wnt3a、
chordin）の発現がこの時期、尾芽で広く観察され、pou5f3の発現と重なることを確認した。一
方、18体節期になると、pou5f3の発現は神経管後端に限局し、尾芽における tbxtaの発現と接
するようになった。soxB1遺伝子の中で、sox19aの発現は神経管後端を含む神経管全体で観察
されるのに対し、sox3は pou5f3領域を除く神経管で発現していた。neurog1も sox3と同様に
pou5f3領域を除く神経管で広く見られた。また、この時期、wnt3a、fgf8a、bmp2bはいずれも
尾芽領域で発現することを確認した。ただし、wnt3a領域は神経管後端での pou5f3発現領域と
明瞭な境界を作るのに対し、fgf8a 発現領域は pou5f3 の発現と部分的重なりを示した。一方、
bmp2bについては尾芽の表層外胚葉で発現が見られており、マウス胚では尾芽で発現する gdf11
がゼブラフィッシュ胚でも尾芽後方領域で発現することを確認した。さらに、BMPシグナルを
阻害する chordinの発現が pou5f3と同様に神経管後端で特異的に見られた。これらの結果から、
Wnt/FGF/BMPシグナルはいずれも尾芽幹細胞の維持や分化に関わることが示唆された。 
以上の発現解析により、尾芽での未分化幹細胞から神経系細胞に特異化される際には、まず

pou5f3が発現し、これらの pou5f3発現細胞はその後、神経分化に関わる sox3を発現すると予
想されたため、尾芽幹細胞から神経細胞への分化過渡領域といえる神経管後端の pou5f3発現領
域を transition zone、その前方の sox3発現領域をmaturation zoneと命名した。 

 
（2）次に、pou5f3の胴尾部伸張における役割を内在 pou5f3の機能阻害により検討した。まず、
体節形成期の異なる時期で heat shockによる en-pou5f3 誘導を行ったところ、原腸形成終了期
での誘導では胚体の前方で体軸の伸張異常が見られるが、誘導時期が遅くなると、体軸異常を示
す位置が後方へ移動した。このことから、pou5f3 は体軸の維持ではなく、新たな伸張に必要で
あることが示唆された。これらの pou5f3機能阻害胚では神経管、体節、脊索の伸長が異常とな
っていることが遺伝子レベルで確認されており、内在 pou5f3は体軸の正常な形成に必要である
といえる。 
引きつづき、3 体節期と 18 体節期において同様に pou5f3 の機能阻害を行った上、神経分化
及び中胚葉分化に関わる遺伝子の発現をWISHで検討した（Fig. 1）。神経前駆細胞の形成に関
わる soxB1遺伝子についてはいずれの時期でも抑制が観察された。神経分化に関わる proneural
遺伝子（neurog1、ebf2）についてもやはり発現が抑制された。このことから、内在 pou5f3 は
神経発生遺伝子の発現を基本的に活性化するといえる。なお、神経分化の抑制に関わるNotch関
連遺伝子（notch1a、deltaA）の発現も内在 pou5f3により抑制されることが示唆された。 
一方、尾芽維持遺伝子 tbxta と中胚葉前駆細胞の形成遺伝子 tbx6 の発現を pou5f3 機能阻害
胚で検討したところ、tbxta の発現低下が見られる一方、tbx6 の発現は胚体全域で活性化され
た。これらの結果から、内在 pou5f3は尾芽維持遺伝子の発現は活性化する一方、中胚葉形成遺
伝子の発現は抑制するといえる。分泌因子遺伝子について検討した結果、内在 pou5f3 は fgf8a
の発現を活性化すること、尾芽での wnt3a の発現には抑制的であることが示された。また、
pou5f3 が bmp2b の発現を抑制する一方で BMP シグナルを阻害する chordin の発現は活性化
することを示唆する結果を得ており、pou5f3 は BMPシグナルには抑制的であると結論した。
さらに、神経分化に関わるとされる RAシグナル伝達での pou5f3の役割を調べるため、RA分
解酵素遺伝子 cyp26a1 と RA 合成酵素遺伝子 aldh1a2 の発現を検討したところ、内在 pou5f3
は cyp26a1 の発現は活性化する一方、aldh1a2 の発現を抑制し、結果的に RA の分解を促進す
ることが示された。 
なお、これらの機能阻害の結果の一部は Pou5f3-ERT2の tamoxifenによる誘導を利用した機
能活性化実験でも確認されている。 

 
（3）本研究では pou5f3 の尾芽での役割をさらに検討にするために pou5f3 遺伝子に
CRISPR/Cas9 法を用いてフレームシフト変異を導入した。系統化を行った上、変異をヘテロで
持つ個体どうしの交配で得られた胚について、形態観察を行ったところ、ホモ変異体において尾
部異常が見られており、pou5f3は正常な体軸伸長に必要であることが確認された。pou5f3変異
体での遺伝子発現を 18体節期においてWISHによって検討したところ、ホモ変異体において、
sox19aと neurog1、そして pou5f3と同様に神経管後端で発現する nkx1.2laについても発現の
低下が見られた。これらの結果は、pou5f3 が神経管後端での神経発生に必要であるとした en-
pou5f3 誘導実験の結果と一致する。 
尾芽でのシグナル分泌因子遺伝子の発現についても同様に調べたところ、内在 pou5f3は fgf8a、 



 
 

chordin、 cyp26a1の発現をすべて活性化することを示唆する結果が得られており、この結果も
en-pou5f3 誘導での結果と一致している。 
本研究で得られたこれらの結果から、pou5f3 は中胚葉形成遺伝子の発現は基本的に抑制し、
神経前駆細胞への分化は促進すると推定された。ただし、本研究において、en-pou5f3 誘導実験
と変異体解析には結果が食い違っている部分があり、これについては今後さらに検討していく
必要がある。 

 
（4）本研究では、所属研究室の先行研究において pou5f3と協調して働くことが示唆され
（Kobayashi et al., 2018）、神経特異化に関わると考えられる soxB1について、体軸伸長、脊
髄伸長での機能を調べるために、ゲノム編集技術を用いた遺伝子破壊を行い、作製した変異体
を用いた解析を行った。まず、sox2についてはN 末端部位に CRISPR/Cas9 法によりフレー
ムシフト欠失変異の導入と系統化に成功しており、ホモ変異体のみで眼胞異常と体軸の屈曲が
観察された。sox3のHMG ドメイン内 N 末領域に対しては TALENの作製を行い、標的部位
へのフレームシフト欠失変異導入と変異体の系統化を行った。sox19aについてはHMG ドメイ

ンのN 末領域に CRISPR/Cas9 法により
フレームシフト欠失変異を導入して系統
化した。これら sox3及び sox19aの単独
変異体ではこれまで顕著な表現型は観察
されていないが、sox3/sox19a 二重ホモ
変異体のみで浮袋および体軸伸張で異常
が見られた。 
次に、この sox3/sox19a 変異体での

neurog1 の発現を bud 期で検討したとこ
ろ、sox19a ホモ変異体、sox3 ホモ-sox19a
ヘテロ変異体、sox3 ヘテロ-sox19a ホモ
変異体、そして sox3-sox19a の 2 重ホモ
変異体で低下が観察された。特に、二重ホ
モ変異体では neurog1 の発現がほぼ消失
していた。 

以上の結果から、soxB1は尾部発生、そして神経管での神経発生に重要であることが確認され
た。また、sox2 は単独で尾芽伸長に不可欠であるが、sox3 と sox19a では機能的相補性がある
ことが示唆された。今後、体軸・脊髄伸長における soxB1各々の役割と相互作用、そして pou5f3
等との機能的関連性が課題である。 
 
（5）本研究では尾芽における細胞間シグナルの役割を検討するため、体節形成期のゼブラフィ
ッシュ胚（14-18 hpf）を各種シグナル阻害剤で処理し、胚における尾芽形成制御遺伝子の発現
への影響を検討した（Fig. 2）。まず、pou5f3の発現はこれら阻害剤では影響されなかった。こ
れに対し、sox2 の発現は Wnt シグナル阻害剤で増加、活性化剤で減少し、FGF シグナル阻害
剤で増加、BMPシグナル阻害剤で増加した。sox3の発現はWntシグナル活性化剤で増加、FGF
シグナル阻害剤で増加したが、BMPシグナル阻害剤では特に影響されていない。これらの結果
から、sox2の発現はWnt/FGF/BMPシグナルにより抑制され、sox3の発現はWntシグナルに

より活性化され、FGFシグナルにより抑制されると結
論した。 
尾芽維持遺伝子 tbxtaについても調べたところ、発
現はWntシグナル阻害剤で低下、BMPシグナル阻害
剤で増加した。なお、中胚葉形成遺伝子 tbx16の発現
はいずれのシグナル阻害剤処理でも特に変化は見ら
れていない。これらの結果から、tbxtaの発現はWnt
シグナルにより活性化され、BMP シグナルにより抑
制されるのに対し、tbx16の発現は今回検討した時期
では Wnt/FGF/BMP シグナルによる制御を受けない
といえる。シグナル分泌因子遺伝子の発現についても
同様に検討したところ、wnt3aの発現は FGFシグナ
ルにより尾芽で抑制され、BMP シグナルにより活性



 
 

化されるのに対し、fgf8aの発現はWntシグナルにより抑制され、BMPシグナルにより活性化
されることを示唆する結果を得た。 
以上の結果から、Wnt/FGF/BMP シグナルは尾芽形成遺伝子の発現制御を通してそれぞれ尾
芽の発生に関わることが示された（Fig. 2）。注目すべきこととして、pou5f3 の発現は
Wnt/FGF/BMPシグナルからは独立しているか、その上位で働くと考えられる。 

 
（6）本研究では、神経分化に関わるとされる RAシグナルの尾芽での遺伝子発現制御の役割を
調べるために、体節形成期のゼブラフィッシュ胚を RAで処理し、胚における尾芽形成制御遺伝
子の発現への影響を検討した。まず、神経発生に関わる sox2、 neurog1、 ebf2、 her4.1の神
経管での発現は全て増大したのに対し、神経管後端での pou5f3 と nkx1.2la の発現、尾芽での
sall4及び tbxtaの発現が RA 処理胚で低下した。以上の結果から、RAシグナルは神経管での
神経発生を促進するが、神経管後端と尾芽での遺伝子発現には抑制的に働くと推定される。また、
前述した pou5f3機能阻害実験の結果から、神経管後端での RAシグナルは pou5f3によって抑
制されていると考えられるため、RAと pou5f3は相互抑制の関係にあると推測される（Fig. 1）。 
 
（7）結論 
胚後端での各種制御遺伝子の発現解析から、尾芽未分化幹細胞が神経系細胞に特異化される
際に、pou5f3 が重要であることが推測された。さらに、時期特異的な pou5f3 機能阻害実験か
ら、pou5f3 は尾芽からの胴尾部の新生に必要である一方、既存の体軸の維持には不要であるこ
とが示された。pou5f3機能阻害胚での遺伝子レベルの解析などからは、pou5f3は中胚葉形成遺
伝子を抑制する一方、神経前駆細胞への分化は基本的に促進すると推定された。また、soxB1遺
伝子の変異体の作製とその表現型解析から、soxB1 遺伝子は体軸の伸長と神経分化に必要であ
ることが確認された。薬剤処理実験からは、Wnt/FGF/BMP/RAシグナルは尾芽周辺で遺伝子発
現を制御しており、尾芽の発生に関与することが示された。 
以上のように、本研究は、Oct4 型遺伝子が脊髄の伸長を制御することを初めて明らかにした
ものであり、学術的に重要な貢献と言える。ヒトでは二分脊椎、神経管閉鎖不全など、様々な先
天性脊髄異常が知られる。また、事故などによる脊髄損傷の結果、麻痺などの後遺症が残ること
もあり、日常生活に大きな支障をきたす。本研究の成果は、将来的にはこれらの疾患の発症機構
理解や再生医療に貢献できるものと考える。 
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