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研究成果の概要（和文）：集団細胞移動機構は“細胞間シグナル相互作用”を含めた解析が必要であるが、集団細胞挙
動解析に適した可視化モデルは十分とはいえない。我々は、集団細胞移動のモデルとしてin vivoでの細胞挙動観察が
容易なゼブラフィッシュの側線原基を利用し、細胞挙動可視化トランスジェニックラインを作製と細胞内シグナルおよ
び細胞骨格制御との相互関係の統合的解析を行った。さらに、ゼブラフィッシュでの遺伝子機能解析の新手法として、
BNA/DNAキメラオリゴマーを用いたアンチセンス法を確立した。

研究成果の概要（英文）：Collective cell migration plays a role in morphogenesis during development and can
cer cell metastasis. However molecular mechanisms underlying its regulation remain uncertain. We used zebr
afish lateral line system as a model for collective cell migration and established transgenic lines that e
xpress imaging reporters for actin and microtubule dynamics. Furthermore, BNA-modified antisense oligonucl
eotides was evaluated for their efficacy in gene knockdown in zebrafish. We show a potential application f
or BNA antisense oligos in the downregulation of specific gene expression in zebrafish.
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１．研究開始当初の背景 
 細胞移動には二つのパターンがある。血球
等は単独で移動する。一方で、他の細胞と接
着を保ちながら、集団として移動する
collective cell movement: 集団細胞移動とい
う移動形式が存在する。この形式は、血管や
肺などの器官形成時、組織修復時、ガン細胞
の組織浸潤など広く見られる現象であるが、
単独細胞での移動とは異なり、細胞集団内で
の接着･拡散シグナルによる細胞間相互作用
が集団の同調した移動に重要である。従って、
細胞集団移動機構は、単一細胞の細胞移動解
析研究だけでは、解明することができず、異
なったパラダイムである“細胞間シグナル相
互作用”を含めた解析が必要となる (Montell, 
Science, 2008)。このように、細胞集団移動
機構の解析では、必然的に in vivo モデルの
ニーズが高いが、解析に適した細胞挙動のモ
デルや可視化技術は十分とはいえないのが
現状である。 申請者らは、これまで、主に
ゼブラフィッシュをモデルとして、代表的な
細胞間シグナルの一つである、Notchシグナ
ルの機能について研究を行ってきた
(Tsutsumi, M. & Itoh, M. Gene Expression 
Patterns (2007), Ishitani, T. et al. Nat Cell 
Biol, (2005), Itoh, M. et al. Developmental 
Cell, (2003), Itoh, M. et al. Mechanisms of 
Development (2001).）その過程で、感覚器
官(耳の原始相同器官)である側線器官の発生
様式が細胞集団移動の解析モデルとして有
用であり、Notchシグナルが側線細胞集団移
動に関与する事を見出した。このことは、
Notchシグナルが集団細胞移動に重要な“細
胞間シグナル”の一端を担っている可能性を
示唆するが、そのメカニズムについては一切
不明である。 
他方、オリゴヌクレオチドは、個体の発生
や恒常性を制御する分子メカニズムを研究
するための有用なツールである。ゼブラフィ
ッシュ、アフリカツメガエル、およびウニな
どの脊椎動物の胚においては、モルフォリノ
アンチセンスオリゴヌクレオチド(MO)が広
く使用されている。 MO は、ホスホロアミ
デート結合によって結合されたモルホリン
環から構成されている合成 DNA 類似体であ
り、標的 mRNA と結合しその立体的阻害効
果により、mRNAの翻訳を阻害する。MOは
低いオフターゲット効果を有することが報
告されている。ゼブラフィッシュ胚における
遺伝子発現をノックダウンするために使用
されている他の人工オリゴヌクレオチド類
似体は、ヒドロキシプロリル-ホスホノペプチ
ド 核 酸 (HypNA-pPNA) な ど が あ る 。 
HypNA-pPNAの18merはゼブラフィッシュ
のMO 25merに匹敵する効力を持ち、RNA
に対するより高いハイブリダイゼーション
親和性及び MO よりも厳格なミスマッチ識
別能力を持つ。上記とは異なった人工オリゴ
ヌクレオチドとして、これまでに 2'、4'-架橋
核酸（ 2', 4'- BNA（ LNAとも呼ばれる ）

が報告されている。BNA 修飾は、ヌクレア
ーゼに対する耐性を付与する。さらに、 BNA
は、RNA との親和性が高い。また、MO や
HypNA-pPNAと異なり、BNA / DNAキメラ
オリゴマーとすることで立体的阻害効果に
加えて、リボヌクレアーゼ H を活性化させ、
標的 mRNA 分子を分解できる特徴がある。 
最近では、修飾 BNA は、臨床応用へ向けた
有望なアンチセンスオリゴヌクレオチド類
縁体の一つとして開発されているが、ゼブラ
フィッシュへの応用例はこれまで報告され
ていない。 
２．研究の目的 
集団細胞移動機構は、単一細胞の細胞移動
解析研究だけでは、解明することができず、
異なったパラダイム“細胞間シグナル相互作
用”を含めた解析が必要である。しかしなが
ら、集団細胞挙動解析に適した可視化モデル
は十分とはいえないのが現状である。本研究
では、集団細胞移動のモデルとして in vivo
での細胞挙動観察が容易なゼブラフィッシ
ュの側線原基を利用する。他方、細胞挙動の
可視化を選択的かつ高感度で行うための手
段として、すべての組織器官での細胞移動観
察にも利用可能な汎用性が高い、細胞挙動可
視化トランスジェニックラインを開発する。
また、集団細胞移動に必須の細胞間シグナル
相互作用の一つが Notch シグナルである可
能性を検討し、細胞内シグナルおよび細胞骨
格制御との相互関係の統合的理解を通じて、
脊椎動物に共通の集団細胞移動分子機構の
解明を目指す。さらに、上記目的を進めるた
めの新規手法の開発として、修飾 BNA をゼ
ブラフィッシュ遺伝子機能解析への応用を
検討する。 
３．研究の方法 
(1)側線原基細胞集団全体・細胞集団内単一
細胞でのライブ観察技術開発 
特定細胞（側線原基集団やその中の単一細
胞）で後述する可視化レポーターを発現させ
ることによって、イメージングの感度、特異
性の向上が期待できる。そのために、
GAL4-UAS システムを利用する。GAL4-UAS シ
ステムは、酵母の転写因子 GAL4 とその標的
配列であるUASを使った転写調節機構で、 導
入遺伝子を特定の部位で発現させることが
できる。本研究では、以下の 2種類の特定細
胞での Gal4 発現ラインの作製を行う。 
(2)細胞内・細胞間・細胞骨格挙動イメージ
ングモデル開発 
① 細胞内シグナルの可視化モデル動物の作
製 
細胞移動の際には、集団、単一を問わず重要
なシグナルとしてケモカインシグナルが知
られている。ケモカインシグナル活性化下流
経路の一つとして、G タンパク共役受容体を
介した細胞内の Ca2+濃度の上昇が知られて
いる。細胞挙動の際の Ca2+ in vivo イメー
ジング解析を行うため、UAS 配列下流に蛍光
タンパク質GCaMPを結合させたカルシウム濃



度可視化トランスジェニックモデルを作製
する。GCaMP は GFP の構造の途中にカルモジ
ュリンを挟み込んだ蛍光タンパク質である。
カルシウム濃度に応じてカルモジュリンの
形態が変化すると GFP の構造がゆがめられ，
蛍光強度が変化するため、細胞内カルシウム
レポータとして利用できる。 
② 細胞間シグナルの可視化モデル動物の作
製  
これまでにNotchの標的遺伝子として知られ
ている Hes ファミリーのプロモータ活性が
Notch 活性の指標として用いられているが、
本研究ではより感度の高いNotch応答性プロ
モータ配列として TP-1 プ ロ モ ータ
(Minoguchi, S. et al. Mol. Cell. Biol. 17, 
2679-2687. (1997))を用い、その下流に GFP
遺伝子をつなげたレポーターを持つトラン
スジェニックモデルを作製する。 
③ 細胞骨格挙動可視化モデル動物の作製 
側線原基の移動において、細胞骨格が“いつ”、
“原基細胞内のどの細胞で”“どのように”
制御されているのか、時空間的に解析するた
めには、細胞骨格の挙動をライブで可視化す
る必要がある。そこでUAS配列下流にF-Actin
を認識するペプチドLifeactや微小管に結合
するタンパク質 MAP, EB1 など結合させた、
細胞骨格挙動可視化トランスジェニックモ
デルを作製する。 
(3)(1), 2)を用いた in vivo での細胞間シグ
ナルによる集団細胞移動制御機構の解明 
Notch 応答プロモータ GFP ラインを用いて、
側線原基内でのNotchシグナル活性を解析す
る。具体的には、発生のタイミングや原基細
胞集団内での個々の細胞の位置(場所)に依
存したシグナルの活性化状態を解析する。ま
た、(1), (2)で作製したトランスジェニック
ラインを用いて、Notch シグナルを変化させ
た場合（Notch 細胞内領域過剰発現による活
性化、Notch シグナル変異体、モルフォリノ
アンチセンスオリゴによるNotchシグナル関
連遺伝子群の機能阻害、gamma secretase 阻
害剤など）に、側線原基細胞の細胞骨格挙動
や細胞内シグナル活性化に変化が見られる
かどうかを調べる。側線原基細胞集団全体と
集団内個別細胞、両者を統合的に解析し、
Notch シグナルによる集団細胞移動制御の仕
組みを明らかにする。 
(4)2',4'-BNA アンチセンスオリゴヌクレオ
チドによる遺伝子ノックダウンの有効性評
価系 
ケーススタディとしてゼブラフィッシュ
tcf7l1a 遺伝子を使用する。tcf7l1a は Wnt
シグナル伝達のリプレッサーとして、働き、
Wnt シグナル伝達は、前後神経パターン形成
に重要な役割を果たしている。従って
tcf7l1a の阻害により、Wnt シグナル伝達が
増強され、前頭部脳領域が失われ、後側脳領
域の拡大の結果、目の構造が消失または縮小
される表現型となり、遺伝子機能抑制が目視
で容易に判断できる優れたモデル系である。

BNA/DNA キメラオリゴマーの効果と比較する
ため、既知の tcf7l1a に対する MO 注入によ
る頭部形成および非特異的細胞毒性（アポト
ーシス）の表現型の定量的解析を行う。 
BNA/DNA キメラオリゴマーの設計と評価 
標的配列として、開始コドン付近および複数
の下流領域を設定した。リボヌクレアーゼ H
を活性化するためには、2'-4'- BNA/DNA キメ
ラオリゴマーのヌクレオチドのDNAストレッ
チの数が 6 つ以上であることが必要である。
そこで、各標的配列に対する BNA/DNA キメラ
内の DNA の数や場所を複数設計し、合成を行
った。これらの BNA/DNA キメラオリゴマーを
1-2 細胞のゼブラフィッシュ受精卵に注入し、
頭部形成および非特異的細胞毒性（アポトー
シス）の表現型の定量的解析を行う。 
BNA/DNA キメラオリゴマー非特異的細胞毒性
の誘導メカニズム解析 
MO 及び siRNA の一部は、ゼブラフィッシュ
や培養細胞において非特異的に、p53 を介し
たアポトーシスを誘導することが報告され
ている。2',4'-BNA/DNA キメラオリゴにより
誘導されるオフターゲット毒性がp53によっ
て媒介されるかどうかを検討する。 
４．研究成果 
(1)側線原基細胞集団全体・細胞集団内単一
細胞でのライブ観察技術開発 
側線原基細胞集団全体で発現する Gal4 ラ
インとして、ClaudinB プロモータ-下流で、
Gal4と赤色蛍光タンパク質RFPの融合タンパ
ク質発現させるトランスジェニックライン
を複数作成したが、目的通りの側線原基での
発現が見られるラインの確立には至ってい
ない。一方、エンハンサートラップ法によっ
て、Gal4 がランダムにゲノム中に挿入された
トランスジェニックラインから、側線原基の
一部で Gal4 が発現するラインを複数得た。 
(2） 細胞内・細胞間・細胞骨格挙動イメー
ジングモデル開発 
① 細胞内シグナルの可視化モデル動物の作
製 
国立遺伝学研究所川上浩一博士らにより、
Ca2+濃度の変化に敏感であるGCaMPの改良版、
GCaMP-HS を用い、Gal4 の認識配列 UAS の制
御下に GCaMP-HS 遺伝子発現させるトランス
ジェニックラインが確立された。この魚と
(1)の Gal4 ラインを交配することで、側線原
基で Ca2+濃度変化を観察できる方法を得た。 
② 細胞間シグナルの可視化モデル動物の作
製  
TP-1プロモータ下流にGFP遺伝子をつなげた
レポーターを持つトランスジェニックモデ
ルを作製し、GFP の発現を発生過程で解析し
た。 
③ 細胞骨格挙動可視化モデル動物の作製 
F-Actinを認識するペプチドLifeactや微小
管に結合するタンパク質 MAP, EB1 の融合蛍
光タンパク質などをUAS配列プロモータ支配
下で発現するトランスジェニックライン、
UAS:Lifeactmecherry, UAS:EB1GFP, 



 
図 1  tcf7l1a-BNA2 による頭部欠損表現型 

UAS:MAPGFP を確立した。 
(3) (1), (2)を用いた in vivo での細胞間シ
グナルによる集団細胞移動制御機構の解明 
TP-1：GFP トランスジェニックフィッシュで
Notch シグナルを阻害したところ、GFP の強
度減少がみられ、TP-1：GFPがin vivoでNotch
シグナルに応答することが明らかとなった。 
側線原基で細胞骨格挙動可視化を行い、
Notch シグナル機能阻害や、変異体と交配を
行った。Notch シグナルによる集団細胞移動
制御の関与を明らかにした. 
(4) 2',4'-BNA アンチセンスオリゴヌクレオ
チドによる遺伝子ノックダウンの有効性評
価系 
ゼブラフィッシュ、受精卵に 240 または 600 
fmol の tcf7l1a MO を注入した胚は、受精後
24 時間後頭部欠損の表現型を示した
（70-90％）。形態的頭部欠損表現型は
tcf7l1a MO の高用量によって増強されたが、
同時に MO の非特異的オフターゲット効果の
ため、神経細胞死の割合（20-50％）が増加
した。 
BNA/DNA キメラオリゴマーの設計と評価 
tcf7l1aMO は、開始コドンを含む領域を標
的とするオリゴヌクレオチドの 25 塩基配列
である。まず、ゼブラフィッシュ胚における
BNA 効果の研究のために tcf7l1aMO と同じ領
域を選択した。 2',4'- BNA /DNA キメラオリ
ゴヌクレオチドとして、RNaseH 誘導活性を持
つものと持たないものを複数個設計した。 
そ の 中 で 、 RNaseH 誘 導 活 性 を 持 つ

tcf7l1a-BNA2 は頭部欠損で最も高い表現型
をもたらした(図 1)。 

BNA/DNA キメラオリゴマー非特異的細胞毒
性の誘導メカニズム解析 
tcf7l1a-BNA2はtcf7l1a機能を非常に効率的
に阻害したが、同時に非特異的な細胞死誘導
が観察された。そこで、観察されたオフター
ゲット毒性がp53によって媒介されるかどう
かを検討した。受精卵に対照 MO または p53MO
を注入した後、 tcf7l1a-BNA2 を注入した。
細胞死誘導された胚の割合はp53機能阻害MO
の注入によって減少した。 このことから、
ゼブラフィッシュにおいて、p53 活性化が、
2',4'-BNA/DNA キメラオリゴマーによる非
特異毒性誘導の主要な原因であることが示
唆された。 
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