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研究成果の概要（和文）：組織群の形態形成機構を細胞挙動とその足場（細胞外基質）制御の観点から理解する為、体
節―内胚葉―脊索間隙に特徴的な蓄積パターンを示すフィブロネクチン(FN)繊維に注目し、その蓄積パターンが細胞挙
動に果たす特異的役割、蓄積パターンができる仕組み、足場情報を細胞内へ伝える分子機構をタイムラプス観察解析に
より明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This study was aimed at further understanding the mechanisms of tissue morphogenes
is from the perspective of cell behaviors and substrate patterning. Fibronectin (FN) fibrils are character
istically patterned between somites, endoderm, and notochord. We investigated the specific role of pattern
ed FN fibrils in cell behaviors, mechanisms underlying patterned FN deposition, and molecules involved in 
substrate-cell interaction by time-lapse imaging analysis. 
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１．研究開始当初の背景 
 脊椎動物の初期胚の体幹部は、正中線上に
神経管と脊索、その両側に体節、さらにその
側方に側板という平面的な配置パターンを
もつ。これらの組織群は、発生が進行するに
従い、神経管と体節は背側へ、側板と内胚葉
は腹側へと相対的に位置を変化させ、成体型
の位置関係を確立する。近年、前後軸に沿っ
て起こるグローバルな形態変化のひとつ、収
束伸長現象の分子機構は、かなり詳細になっ
ているが、発生初期の平面的パターンが立体
的に変化するしくみは、ほとんど理解されて
いない。 
 大動脈の形成過程は、組織配置転換現象を
顕著に示す例である。大動脈の前駆組織とし
て知られる背側大動脈は、からだの側方に左
右パラレルに現れる。二本の背側大動脈は、
発生が進むに従い正中軸方向へと移動し、や
がて正中線上で出会い、最終的に融合して一
本の大動脈となる。申請者のこれまでの研究
から、背側大動脈が移動して正中線上で融合
する際、体節—内胚葉—脊索間隙において、細
胞外基質フィブロネクチンがダイナミック
に分布パターンを変化させることがわかっ
ている。フィブロネクチンの時空間的分布変
化が体幹部組織群の細胞挙動に重要な役割
を果たしていることが予想された為、以下の
研究を行った。 
 
２．研究の目的 
 体節—内胚葉—脊索間隙に特徴的な蓄積パ
ターンを示すフィブロネクチン繊維が、それ
ぞれの組織内を形作る細胞挙動に対してど
のように作用するのかを明らかにする。また、
フィブロネクチン繊維束の蓄積パターンを
作り出すしくみを解明する。これにより、組
織群の形態形成機構を細胞挙動とその足場
（細胞外基質）パターン制御の観点から理解
する。 
 
３．研究の方法 
発生中の体幹部腹側へアクセスしやすく、タ
イムラプス観察が可能なウズラ胚を用い、以
下の実験を行った。 
 
（１）体節・内胚葉の可視化の為の蛍光標識
とタイムラプス観察 
 体節と内胚葉の位置がどう変化するのか
を詳細にするため、エレクトロポレーション
法を用いて、発生中のウズラ胚内へ蛍光レポ
ーター遺伝子を導入し、それぞれの組織の核
を蛍光標識した。 
 
（２）ファイブロネクチン繊維束の可視化 
 ファイブロネクチン繊維束が体節—内胚葉
—脊索間にアッセンブルされる過程をタイム

ラプス観察する為、以下の実験を行った。 
①  ウシ由来の精製ファイブロネクチン
（FN）を Alexa488 で標識し、ウズラ胚内へ
顕微注入した。Alexa488 標識フィブロネク
チン(FN-Alexa488)が内在性のフィブロネク
チン繊維へ取り込まれる様子をタイムラプ
ス観察解析した。 
② ウズラのフィブロネクチン１(qFN1)遺伝
子（全長約 7.5kb）を RT-PCR 法を用いて単
離した。Ohashi ら(PNAS 1999)の報告に従
い、ウズラ FN1 遺伝子の３番目と４番目の
FN ドメイン間へ EGFP 遺伝子を挿入し、
EGFP 融合ウズラ FN1（qFN1-EGFP）を作
製した。エレクトロポレーション法を用いて
qFN1-EGFP発現ベクターをウズラ胚の体節
あるいは内胚葉へ導入し、EGFP 標識された
FN 繊維の検出を試みた。 
 
（３）フィブロネクチンの機能阻害 
フィブロネクチンが細胞挙動にどのような
影響を及ぼすのかを明らかにするため、時
期・組織特異的な機能阻害実験を行った。 
① ウズラ FN1 遺伝子に改変を加え、ドミナ
ントネガティブ型 FN1(70kDa FN)を作製し
た。70kDa FN を発現するベクターをエレク
トロポレーション法を用いてウズラ胚内へ
導入した。 
② shRNA コンストラクトを作製し、これを体
節、内胚葉それぞれへ導入し、FN1 遺伝子の
ノックダウン実験を行った。 
 
４．研究成果 
（１）体節・内胚葉の可視化 
 ウズラ胚の体節および内胚葉細胞へ特異
的に遺伝子を導入するエレクトロポレーシ
ョン法を確立した。これにより、各組織の細
胞群を蛍光タンパク質により標識し、タイム
ラプス観察解析できるようになった。 
 
（２）FN 繊維束の可視化による、FN パター
ニング機構の解明 
① FN-Alexa488 を顕微注入したウズラ胚に
対して、抗FN抗体を用いた免疫染色を行い、
FN-Alexa488が内在性のFNと共局在している
ことを確認した。すなわち、FN-Alexa488 は
内在性の FN 繊維束に取り込まれる性質を有
しており、FN繊維のタイムラプス観察に有効
であることが示された。この標識方法を用い
てタイムラプス観察を行った結果、FN 繊維は
体節—内胚葉—脊索間隙をブリッジするよう
に配置されること、さらに、FN 繊維がアセン
ブルされる位置は、体節上皮細胞が基底膜側
に形成する糸状仮足と一致することが判明
した。さらに、組織間をブリッジする FN 繊
維の分布には、体節上皮細胞の糸状仮足との
相互作用が重要であることが分かった。 



② 作製した qFN1-EGFP 発現ベクターを培養
細胞へトランスフェクション後、抗 FN 抗体
を用いた免疫染色を行い、qFN1-EGFP が内在
性の FN と共局在していることを確認した。
さらに上記（１）で確立した方法を用いて、
qFN1-EGFP 発現ベクターを体節、内胚葉へそ
れぞれ特異的に導入し、それぞれの組織から
産生されるqFN1-EGFPがどこに蓄積するのか
を調べた。その結果、内胚葉に由来する
qFN1-EGFP が体節—内胚葉間隙に分布する FN
繊維に寄与することが分かった。 
 
（３）体節細胞の挙動とフィブロネクチン繊
維パターンとの関わり 
① 単離した qFN1 遺伝子配列をもとに、ドミ
ナントネガティブ型qFN1(70kDa qFN1)発現ベ
クターを作製し、培養細胞を用いて FN の機
能阻害効果を確認した。また、これをウズラ
胚内へ強制発現させ、影響を調べた。ドミナ
ントネガティブ型qFN1を発現させた胚では、
体節—内胚葉間隙のFNの正常な蓄積パターン
が乱れ、体節上皮細胞の仮足形成および移動
が正常に起こらなかったことから、FN 繊維は
体節上皮の基底膜仮足形成、細胞移動に必須
であることが明らかになった。 
②上記（２）—②の実験から、内胚葉が FN の
産生組織である可能性が示唆された。この可
能性を検証する為、shRNA 法を用いて内胚葉
細胞特異的に qFN1 のノックダウン実験を行
った。その結果、体節—内胚葉間隙の FN 繊維
の蓄積が有意に低下したことから、内胚葉が
FN 繊維の主な供給源であることが分かった。 
 
（４）体節上皮細胞の糸状仮足と FN の相互
作用機構 
体節上皮細胞の糸状仮足と FN 繊維の相互作
用機構を明らかにする為、インテグリン受容
体および細胞内で働くアクチン細胞骨格関
連分子群の関与を調べる実験を行った。その
結果、FN が糸状仮足のインテグリンβ１受容
体および機械刺激メディエーターのTalinを
介して足場情報を体節上皮細胞に伝え、細胞
挙動を制御していることが判明した。 
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