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研究成果の概要（和文）：本研究では、軟骨魚の鱗の骨形成細胞が由来する組織を細胞系譜解析によって明らかにする
ために、胚操作技術をトラザメに導入すること、また、メダカやゼブラフィッシュの鱗や鰭条が体節内のどの細胞を起
源とするのかについて明らかにすることを目指した。その結果、３０ゲージ注射針を用いていわゆる腹腔手術の要領で
トラザメ胚の胚操作が可能であること、また、ゼブラフィッシュ体節細胞のうち脊索近くに位置する皮筋節細胞群の一
部が移動して背側の間葉集団に分化し、これらの一部が鰭条の骨細胞を供給することが示唆された。本研究によって脊
椎動物の骨格の進化について新たな知見が得られる道が開かれた。

研究成果の概要（英文）：The vertebrate mineralized skeleton is known to have first emerged as an 
exoskeleton that extensively covered the fossil jawless fish. The evolutionary origin of this exoskeleton 
has long been attributed to the emergence of the neural crest, but experimental evaluation for this is 
still poor. Here we tried to develop long-term labeling methods to Dogfish (Scyliorhinus canicula) in 
order to determine the embryonic origin of ancestral scales. It was found that labeling of somite cells 
could be possible by injection of DNA with 30 gage needles that are inserted through a thinned eggshell. 
Next we tried to find the progenitor cells of fins and scales within zebrafish somites and suggested that 
a small cell population near the notochord could be a candidate progenitor for bone forming cells of the 
fins and scales.

研究分野：発生学
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１．研究開始当初の背景 

 脊椎動物の最大の特徴の一つは、リン酸カ

ルシウムからなる骨格を獲得したことであ

る。これまで骨格の起源に関しては「無顎類

の化石種がまとっていた最古の骨格である

甲冑（外骨格）が歯様組織であったことから、

神経堤によってもたらされた」とする“神経

堤説”が広く受け入れられてきた。しかし骨

格の細胞系譜解析は羊膜類でしか行われて

おらず、この説を裏づける実験データは非常

に乏しかった。 

 我々は最近、長期細胞系譜解析法をメダカ

で初めて開発し、甲冑と同じ外骨格である鱗

や鰭条が神経堤由来ではなく体節由来であ

ることを見いだした。この結果から、脊椎動

物の骨格は実は神経堤が獲得したものでは

ない可能性が出てきた。そこで、現存する最

古の外骨格であり、甲冑の組織構造の特徴を

ほぼそのまま保っている軟骨魚類のサメの

鱗（皮歯）の由来する組織を調べる必要が生

じた。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、実験発生学技術がほとんど

開発されていないサメにこの技術を導入し、

サメの鱗の骨形成細胞の由来する組織を知

ることを目指した。また、メダカやゼブラ

フィッシュにおいて、鱗や鰭条が体節内の

どの細胞を起源とするのかについても明ら

かにし、脊椎動物の骨格の進化について新

たな知見を得ることを目指した。 

 

３．研究の方法 

（１）サメ胚操作の基本技術の開発 

トラザメ胚は卵黄膜が薄く、卵殻から取り出

すと容易にくずれてしまうため、卵殻の一部

に小さな穴を空けて胚操作を行い、そのまま

発生させる方法を確立する。 

 

（２）メダカ皮筋節細胞の細胞系譜解析実験

系の作出 

体節細胞由来の細胞が鱗や鰭条へ分化する

過程を解析するために、メダカを用いて体節

細胞をラベルしてトレースする実験系作出

した。まず betaアクチンプロモーターの下

流に CreERをつないだトランスジェニック

(Tg)メダカを作製した。この Tgとすでに確

立されていた bアクチンプロモーター

-loxP-mCherry-loxP-GFP Tgの F1に対して

Tamoxifenを処理し、時期特異的に GFPを

発現させる条件を検討した。 

 

４．研究成果 

（１）トラザメ胚体節形成中期（st20前後）

に胚操作を行えるかどうかを検討した。まず、

卵殻の一部をサンドペーパーなどで薄くし

て外部から発生段階を特定できるようにす

る必要があるが、紙ヤスリで殻を薄くすれば、

殻が破れることなく中の胚が可視化できる

ことがわかった。次にその薄い殻に３０ゲー

ジ針を使って微小な穴を数カ所あければ、胚

が浸っている卵液を一時的に抜くこと、また

遺伝子導入用の DNA溶液を注入できること

がわかった。つまり、いわゆる腹腔手術の要

領で胚操作ができることがわかり、エレクト

ロポレーションによる遺伝子導入技術をサ

メに応用できることがわかった。 

 

（２）鱗や鰭条が体節内のどの細胞に由来す

るのかを調べた。まず、betaアクチンプロモ

ーターの下流に CreERをつないだトランス

ジェニック(Tg)メダカを作出し、この Tgと

betaアクチンプロモーター

-loxP-mCherry-loxP-GFP Tgの F1幼魚に対

して 5uM Tamoxifenを処理したところ、鱗

や鰭条に分化すると推定される体節の体側

に位置する皮筋節細胞群（鱗や鰭条に分化す

ると推定される）がモザイク的にラベルされ

ることがわかった。少数の皮筋節細胞群がラ

ベルされた個体を選べば、細胞追跡が可能と

なる。次に osterix-GFP ：betaアクチン

-DsRed double Tgの細胞を胞胚期で野生型

に移植し、そのうち骨に分化したことを GFP

で証明できる実験系を作出した。実際に予定

中胚葉領域に１００個程度の細胞を移植す

れば高い確率で少数の体節細胞を追跡でき

ることがわかった。betaアクチンプロモータ

ー-GFPが一生涯安定に発現し続けることは

確認ずみである。予備的な実験から、体節細

胞のうち脊索近くに位置する皮筋節細胞群



の一部が移動して背側の間葉集団に分化す

ることが示唆され、これらの一部が鰭条の骨

細胞を供給する可能性が高いことがわかっ

た。今後、ラベルされた細胞が鱗と鰭条の骨

細胞に分化する過程を時系列的に追跡する

予定である。 
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