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研究成果の概要：代表研究者らはアフリカツメガエルの系を用いて、核内Ｚｎフィンガータン

パク Tsh3 が初期胚体軸極性を制御する必須因子であることを見いだした。Tsh3 の機能阻害で

は、背側体軸の形成が著しく阻害され、腹側化した胚が発生する。機能亢進及び機能阻害実験

からWntシグナルを細胞内で活性化することが明らかになった。Luciferaseアッセイから、Tsh3

は ß-catenin による核内での標的遺伝子の発現活性化を促進することも判明した。タンパクレ

ベルの解析から、Tsh3 は ß-catenin に結合し、直接あるいは間接的にその活性を正に制御する

ことがその機序であることも示唆された。Tsh3 は sperm entry によって誘導された背側での弱

い Wnt シグナル活性をブーストして、明確な体軸形成につなげる増幅系に関与している可能性

が高い。 
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１．研究開始当初の背景 

脊椎動物胚の背腹軸決定は初期胚のパター

ン形成で重要な役割を果たす。申請者らは初

期胚の体軸形成の分子生物学的研究が最も



進んでいるアフリカツメガエル胚の系を用

いて、体軸極性を制御する必須因子として核

内タンパク Tsh3（Teashirt-related 3）を同

定した。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、この因子の初期胚におけ

る機能と制御機序の詳細を明らかにする

ことである。特に背腹軸の形成および中枢

神経系のパターン形成における Tsh3 の役

割を、アフリカツメガエル胚を用いて解析

する。また、Tsh3 が Wnt などのシグナル

経路にどのように作用するかを解明する。

それらを通して、初期発生におけるパター

ン制御の分子的機序を、細胞内因子と細胞

外因子との相互作用の観点から解明する。 

 

３．研究の方法 

中胚葉の背側化活性を有するシグナルに

は、Wnt や TGF-ß（Nodal など）などが知ら

れており、また BMP の抑制（Chordin など）

も背側化を促進する。予備的な検討から、

Tsh3はNodalやBMPシグナルとは強く関係

しないことが判明した。一方、Tsh3-MO の

表現系は Wnt 阻害に類似している 

 Tsh3とWntシグナル系因子との相互作用

をタンパクレベルで検討し、免疫沈降実験

から、in vitro において Tsh3 は作用点の

候補となる Wnt の下流メディエーター

（Tcf/LEF, Axin その他）と共沈降するこ

とが明らかを、系統的に解析し、それらの

MOなどと組み合わせたepistasis解析から

Tsh3のWntシグナルへの作用点を検討した。 

 Tsh3 は神経特異的な発現を原腸胚後期

以降に示し、その時期以降における Tsh3

の神経外胚葉での機能は興味深い。

Tsh3-MO による外胚葉での機能阻害や RNA

微量注入による機能亢進実験を行うとと

もに、Tsh3 と相補的な発現を頭部に示す

XsalF との機能の比較を行った。 

 

４．研究成果 

背腹軸の形成および中枢神経系のパターン

形成における Tsh3 の役割を、アフリカツメ

ガエル胚を用いて解析を行い、Tsh3-MO を中

胚葉（特に背側）にも作用させたところ、背

側の発生が抑制され、胚全体が強く腹側化し

た。逆に Tsh3 の強制発現は胚を背側化した

Tsh3が Wntの canonicalシグナル経路にどの

ように作用するかを解明した結果、TOPflash

レポーターによるルシフェラーゼアッセイ

で、Tsh3 は Wnt シグナルを増強し、Tsh3 の

機能阻害では Wntシグナルが減弱することを

確認された。さらに、タンパク質レベルの解

析から、核内因子 Tsh3 は Wnt シグナルカス

ケードの下流伝達因子である ß-cateninに結

合し、直接あるいは間接的にその活性を正に

制御することがその機序であることも示唆

された。Tsh3 の機能阻害実験から、Tsh3 は

beta-catenin が効率よく核内に蓄積するの

に必須であることが判明した。さらに Tsh3

は Tcf3 とも結合をすることが示され、

ß-catenin・Tcf3 複合体の安定化あるいは活

性化を介して、Wnt シグナル下流での転写制

御を強化することが示唆された。Tsh3 の Wnt

シグナル促進活性で興味深いのは、それ自身

の強制発現だけではごく弱い Wnt様活性のみ

が認められるだけだが、弱い Wnt シグナルを

共存させると、強いシグナル強化が認められ

る点である。即ち、Tsh3 の Wnt シグナル増強

は、Wnt シグナルが一定以上あることが必要

であり、弱いシグナルのアンプリファイアと

して働くことが考えられた。 

 体軸形成での表現系と考え合わせると、

Tsh3 は sperm entry によって誘導された背側

での弱い Wnt シグナル活性をブーストして、



明確な体軸形成につなげる増幅系に関与し

ている可能性が高いと考えられた。 

 また、Tsh3-MO による外胚葉での機能阻害

や RNA 微量注入による機能亢進実験を行い、

Tsh3 は中枢神経系の後方化に必須の制御因

子であることを明らかにした。このことは、

Wnt シグナルが後方化シグナルとして知られ

ていることと高い整合性を示す。この活性は、

胚の頭部に発現する別の Zn フィンガー因子

XsalF と逆の関係であり、後者は Wnt シグナ

ルと拮抗することが判っていること、またシ

ョウジョウバエでも Sal と Tsh は拮抗関係が

知られているため、制御モヂュールの保存と

して興味深い。 

 さらに、Tsh3 の研究の発展から、その他の

初期胚に発現する Zn フィンガータンパクを

同定し、それが中胚葉誘導に必須であること

を証明した。 
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