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研究成果の概要（和文）：本研究では、アフリカツメガエル胚で発見された新規制御因子 Val お
よび Rdd の生理学的・生化学的な解析をおこなった。核局在因子である Val については、様々

な欠損変異体を作製し、それぞれの生理活性と核局在性を調べた。また分泌因子 Rdd の胚体内

での局在性を調べ、この因子が血管内皮細胞の分化と密接なかかわりを持っていることを示し

た。さらに、骨髄球の２つの胚体内起源とそれらの分化制御のしくみを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：The physiological and biochemical properties of Val and Rdd 
proteins found in the Xenopus embryo have been investigated.  We examined the 
biological activity and biochemical property of the various deletion mutants of Val.  We 
also examined the association of Rdd proteins in the vascular system in the developing 
embryo.  Furthermore, two distinct origins and differential regulations of primitive 
myeloid cells appeared in the tailbud embryo have been analyzed. 
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１．研究開始当初の背景 
 脊椎動物両生類初期胚における組織の分化

において、BMP（骨形成蛋白質）シグナルは

極めて重要な働きをしていることがわかって

いる。中胚葉系列では、中軸、沿軸、中間、

側板および腹部中胚葉など異なる中胚葉コン

パートメントが形成されていくときにBMP 
シグナルは位置情報を与える主要な因子であ

る。中間中胚葉からは腎臓、生殖巣、血管、

血球などが、側板中胚葉からは腸間膜や間充

織が、腹部中胚葉からは血球が分化してくる。

さらに腹部中胚葉のうち前方領域からは心臓

や胚性白血球が、後方領域からは主に胚赤血

球が分化してくる。これらの前後軸に沿った

腹部組織分化パターンにはオーガナイザーに

由来するwnt 阻害因子が重要な働きをしてい

ることがわかっているが、個々の器官、組織
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が分化するための分子制御機構の詳細は明ら

かにされていない。 
 研究代表者らは、アフリカツメガエル胚を

用いサブトラクションハイブリダイゼーショ

ンを行うことによりBMP-4の下流で発現して

くる遺伝子を濃縮したライブラリーを作製し、

このライブラリーから興味深い発現パターン

を示すcDNAクローンval (ventrally associated 
leucine-zipper)およびrdd (repeated D 
domain-like) を分離した。val のmRNA は神

経胚期から尾芽胚期にかけて予定血島領域を

含む腹側組織に局在して発現していた。valが
コードするタンパク質はロイシンジッパーモ

チーフ、プロリンに富む反復配列などを含む

ことから、このタンパク質は胚腹部組織の分

化に何らかの調節的な役割を担っていること

が予測される。一方rdd は神経胚期に腹部、

側部後方の広い領域に発現し、血管の形態形

成に関わっていることがわかってきた。アフ

リカツメガエル胚の腹部血島（後方組織）に

は主に赤血球が分化してくるが、やや遅れて

分化してくるリンパ球などの白血球の前駆細

胞も存在していることがわかっている。とこ

ろが最近になって、この集団とは別に、胚の

前方の心臓の近傍から早期に分化してくる白

血球集団が存在していることが明らかにされ

た。従って、最初に胚に分化してくる白血球

は少なくとも２つの独立した領域に起源があ

ると仮定される。申請者らによる最近の実験

により、前方の血球前駆細胞は初期胚におけ

る一時的な白血球のみを供給していること、

それらの細胞がwntシグナルの阻害因子のひ

とつであるdkk1 によって分化誘導されるこ

となどが示された。しかしながら、この２つ

の細胞集団はそれぞれどのような分化制御を

受けて分化してくるのかは明らかにされてい

ない。またこれら２つの集団が胚に独立して

存在する生物学的な意義は何なのかも明らか

ではない。 
 
２．研究の目的 
（1）新規核局在因子 val の腹部組織分化に
おける生理的機能の解析を行う。（2）新規
分泌因子 rdd の生化学的な解析を進め、細胞
外での生理学的な役割を明らかにする。 （3）
腹部血島に見いだされた２つの独立した白
血球集団の分化における wnt シグナルの役割
を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
 (1) Val の欠損変異体は、アミノ酸配列から

想定される機能領域（ロイシンジッパー、プ

ロリンリッチ、グルタミン酸リッチ）を N 末

端、C 末端から削除した部分に相当する DNA
を PCR 法により増幅することによって作製

した。活性や生化学的な性質を検証するため

に、in vitro で合成された欠損変異体 mRNA
を胚細胞に注入した。タンパク質の検出は N
末端にmycタグを付加することにより抗myc
抗体を用いて行った。 
(2) 内在性の Rdd タンパク質を検出する目的

で、18 アミノ酸からなる rdd ペプチドを合成

し、それに対するウサギ抗血清を作製した。

また、新たに His タグを C 末端に付加したリ

コンビナント Rdd を大腸菌から精製し、これ

に対するラット抗血清を作製した。 
(3) ２つの異なる白血球集団の分化制御を比

較するために、初期神経胚期の腹部血島組織

を切り出して培養した。それらの細胞分化に

対する、VEGF、Wnt、FGF シグナルの役割

を調べるために、初期胚の割球にあらかじめ

モルフォリノや阻害コンストラクトなどを注

入し、それらの骨髄球分化への影響を調査し

た。 
 
４．研究成果 

 (1) 新規核局在因子 val の腹部組織分化にお

ける機能の解析をおこなった。val 遺伝子の

様々な領域を除く欠損変異体を作成し、その

核内局在性、胚に注入したときの効果を調べ

た。その結果、全長 455 アミノ酸のうち、ア

ミノ末端 165 アミノ酸を欠損した変異体が、

胚の発生に障害を与える効果を持つことがわ

かってきた。発生の異常は、特に体節形成や

血管形成にみられ、val が体節中胚葉や側板

中胚葉の分化にかかわる因子である可能性が

クローズアップされた。さらに、この変異体

は核への局在性を失い、細胞質に存在してい

ることも明らかとなった。 

 (2) カエル胚において新らたに発見された

分泌因子 Rdd の発現解析を行なった。このタ

ンパク質のアミノ酸配列をもとに合成したペ

プチドを免疫し、ウサギ抗血清を得た。この

抗体は、Rdd3 および Rdd4 を検出したのに対

し、Rdd2 を検出しなかった。ウエスタンブロ

ットによると、約 28 kD の内在性のタンパク

質がこの抗体により検出された。このタンパ

ク質は、mRNA の発現の上昇に合致して、胚に

一過性に発現していた。また、タグ標識した

リコンビナント Rdd タンパク質を胚細胞に発

現する実験から、Rdd には N-グリカン型糖鎖

が結合していること、非還元下では高分子に

シフトすること、分泌されたタンパク質は細

胞間隙に局在して存在することなどが明らか

にされた。これら Rdd の生化学的性質は、ど

のようにして Rdd が生体内で働くのかを知る



 

 

基礎データとして重要である。 

 (3)胚の前方および後方領域から分化してく

る２つの骨髄球の分化に血管内皮細胞増殖因

子 VEGF が関与しているかどうかを検討した。

内在性の VEGF の発現を阻害した実験から、後

方の骨髄球の分化のみが VEGF 要求性である

ことがわかった。同じことが、内皮細胞の分

化因子である L-KLF (KLF-2)のノックダウン

胚でも見られたことから、内皮細胞の分化と

骨髄球分化には密接な関連性があることがわ

かってきた。さらに、アフリカツメガエル胚

の前方から分化してくる骨髄球の分化制御の

しくみを解析した。モルフォリノによる内在

性 NKx2.5 および GATA4 の発現阻害実験から、

骨髄球の分化には、心臓原基の形成に重要で

あることが知られているこれらの転写因子が

必要であることが示された。骨髄球の分化に

決定的な役割を担っていることがわかってい

る CEBP および Nkx2.5、GATA4 はいずれもカ

ノニカルWntの阻害因子であるdkk1により誘

導されることから、これら複数の転写因子の

協調的な働きにより中胚葉の未分化細胞から

骨髄球への分化が運命づけられると結論され

た。 
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