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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初期幼生の中腎原基に集積する骨髄球の胚体起源、
性状解析を、主に免疫組織学的手法を用いておこなった。その結果、これらの細胞は、これまでに血球の由来と
しては報告のない、尾芽胚尾部に由来していることが明らかになった。次に、骨髄球に特異的に発現する遺伝子
mpoのエンハンサーを同定し、骨髄球特異的にGFPを発現するカエル個体を作成した。これにより生細胞において
骨髄球を可視化することに初めて成功した。また成体末梢血の白血球の分画化の方法を確立した。最後に、ツメ
ガエル卵母細胞特異的な発現を担う転写制御のしくみを、hb4遺伝子を用いて解明した。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we analyzed the origin of the myeloid cell cluster 
found in the mesonephric mesoderm area by the immuno-histochemical approach and concluded that they 
derived from the tail mesoderm of the tailbud embryo.  Second, we identified the enhancer sequence 
of mpo gene expressed specifically in the myeloid cells and made a transgenic frog that expresses 
GFP in the myeloid cells.  This frog will enable us to select the live myeloid cells in the 
fractionation of blood cells.  Third, we established a new method for fractionation of leukocytes of
 adult peripheral blood cells.  Finally, we elucidated the transcriptional control mechanism of 
gene, hb4, which is expressed specifically in the frog oocytes.   

研究分野：発生生物学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
私たち脊椎動物は、基本的に同じ原理に従って、個体形成がおこなっています。本研究では、母体とは無関係に
発生する両生類を実験材料に、胚における血球発生の起源を調べました。血球のなかでも、マクロファージ、顆
粒球のような白血球の発生についてはまだまだ未知なことが多く、追跡実験などの結果、新たな胚体起源をもつ
白血球集団を発見しました。発生の過程で、様々な場所で分化してくる白血球集団それぞれには、何らかの必要
性があると考えられ、今後の生理機能の解明が重要となってきました。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
申請者は、ツメガエル胚の腹部血島に幼生赤血球やリンパ球を含む白血球前駆細胞の存在を
報告して以来、胚血島における血球の分化をテーマに研究をおこなってきた。最近では、心臓
原基が形成される領域から分化してくる骨髄球（マクロファージや顆粒球）の性状の解析をお
こない、この細胞がWnt 経路阻害因子Dkk1 で分化誘導されること（Tashiro et al., 2006）、胚
の前方（aVBI）、後方（pVBI）由来の骨髄球は異なる分化制御を受けること（Maeno et al., 2012）、
aVBI の骨髄球の分化は心臓分化因子に依存していること (Sakata et al., 2014) などを明らか
にした。初期胚において、異なる分化制御を受けて発生してくるという現象は、哺乳類胚で一
般的に想定されている血球幹細胞からの各血球系列へのストカスティックな分化システムでは
説明できない。申請者は、骨髄球を特異的に検出できる抗体を作成し、初期幼生の造血器官に
おける骨髄球分布の詳細を調べたところ、中腎原基領域の間充織中に多数集積していることを
発見した。中腎原基は、後期幼生・成体の全ての血球の前駆細胞が存在している領域であるこ
とから、初期幼生に出現する骨髄球との関係を明らかにし、またなぜ発生過程で次から次へと
異なる領域に骨髄球が分化してくるか、その生理学的な意義を見出すことを目指す実験を始め
た。 

 
２．研究の目的 

(1) アフリカツメガエル幼生の中腎原基付近に見出した骨髄球のクラスターの胚体内起源を
明らかにする。(2) 骨髄球特異的に発現する遺伝子mpoのエンハンサーを利用したトランスジ
ェニックカエルの性状解析をおこなう。(3) 成体および幼生ツメガエルにおける血球幹細胞の
検出方法を確立する。(4) ツメガエルにおける卵母細胞特異的なエンハンサーを介した転写制
御のしくみを解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) ツメガエル骨髄球特異的なペルオキシダーゼ（Mpo）に対する抗体を作成し、胚および幼生
における Mpo 陽性細胞の分布を調べた。また骨髄球クラスターの胚体内起源を明らかにするた
め、異種間での組織移植および細胞追跡実験をおこなった。 
(2) ツメガエル mpo ゲノム遺伝子の上流およびイントロンの DNA をクローン化し、レポーター
egfp 遺伝子の上流に挿入したプラスミドを作成した。様々な領域のうち、-9998～-4647 の約
5kb DNA 断片はエンハンサー活性を持つことが明らかとなり、これらの配列を導入したトラン
スジェニックカエルを作成し、F1ファウンダーを用いた GFP の発現解析をおこなった。 
(3) 成体アフリカツメガエル末梢血を材料に、アクリジンオレンジによる超生体染色、フロー
サイトメトリ－、抗 Mpo 抗体による免疫染色などを駆使し、異なる白血球集団の分画を試みた。 
(4) ツメガエルの卵母細胞特異的リンカーヒストン遺伝子の発現制御領域から、約 3kb の DNA
をクローン化し、レポーターegfp 遺伝子の上流に挿入したプラスミドを作成した。この配列を
導入したトランスジェニックカエルを作成した。またこの制御性 DNA をレポーターluciferase
遺伝子の上流に挿入したプラスミドを作成し、細胞への顕微注入により転写制御を評価するシ
ステムを構築した。 
 
４．研究成果 
(1) アフリカツメガエルを材料として、ミエロペルオキシダーゼ（Mpo）に対するポリクローナ
ル抗体を作成した。これまでにツメガエルではリンパ球を含むすべての白血球共通抗原に対す
る抗体しか得られていないことから、Mpo 抗体は、初めてリンパ球を除く骨髄球集団を特異的
に認識できる抗体と予想された。実際にツメガエルの末梢血、脾臓、胸腺の塗布標本を作製し、
染色したところ、末梢血、脾の顆粒球が染色され、リンパ球と明瞭に区別をすることが可能で
あることが確かめられた。この抗体を用いた免疫組織学的な解析により、生後７日の幼生の中
腎原基付近（成体の血球の分化領域）に多数の骨髄球が集積していることを見出した。次に、
新たに発見された骨髄球が胚体のどの領域に由来して分化してくるかを明らかにするため、種
間組織マーカー（X. borealis および X. laevis 間）を指標として胚組織の移植を行い、初期
幼生における腎原基の骨髄球を免疫染色および borealis の核の染色を同時におこなった。意外
なことに、これらの細胞は、これまでに胚体内血球の由来として知られている腹部血島（VBI）、
背側部中胚葉（DLP）とは異なり、尾芽に由来することがわかった。DLP 由来の組織と Mpo 陽性
細胞との位置関係を詳しく調べたところ、DLP 由来の組織はほぼ全てが Mpo 陰性であり、その
領域の正中線側に隣接して Mpo 陽性細胞がクラスターとして存在していることがわかった。従
ってこれら胚体起源の異なる血球細胞は、分化の時期は異なるが、微小環境を共有していると
結論された。本研究の結果は、血球幹細胞が存在するとされる中腎原基領域には２つの由来の
異なる血球細胞が存在しているという、新たな知見をもたらした。 
(2) X. tropicalis（ネッタイツメガエル）のゲノム情報を利用して、mpo 遺伝子のフランキン
グ領域をクローン化した。遺伝子の上流 10kb およびイントロン領域 3kb（第 3イントロンまで）
のゲノム DNA を３つの領域に分割しそれぞれ PCR 法により増幅し、その DNA をミニマムプロモ
ーターの上流に挿入した。GFP をレポーターとして DNA（直線化プラスミド）を注入した初期胚
での GFP 発現を調べた。その結果、フランキング配列-9998〜-4647（約 5kb）に、骨髄球特異
的な発現を制御するエンハンサーが存在することが推定された。そこで、この DNA を精子核移



植法により野生型 X. laevis に導入し、トランスジェニックカエルを作成した。トランスジェ
ニック個体と野生型個体のかけ合わせから生まれた F1 個体の解析から、初期幼生の表皮に存在
するマクロファージ様細胞が GFP を発現すること、後期幼生の腎臓、肝臓には GFP 陽性細胞が
多数存在すること、これらの細胞と Mpo 陽性細胞の分布は一致していること、などが明らかに
された。本研究で確立されたトランスジェニック系統カエルは、生きた細胞として骨髄球が可
視化できることから、末梢血、肝、脾などから得られた血球をフローサイトメトリーなどの方
法で分画するときに、有用な分離マーカーとして利用できる。また、このカエルで新たに見つ
かった幼生肝臓の皮質にシート状に局在する Mpo 陽性細胞はこれまで報告のない細胞集団であ
り、今後、その起源および生体内における生理学的な役割についての研究が進展すると期待さ
れる。本研究で得られた実験結果は何度か学会、集会、シンポジウムなどで口頭またはポスタ
ー発表しているが、原著論文としてはまとめていない。肝における Mpo 陽性細胞の性状の解析
を引き続き継続しておこない、トランスジェニック個体における GFP 発現解析結果とともに原
著論文として発表する予定である。 
(3) 造血発生における血球出現を追跡する際，赤血球，白血球，栓球／血小板のそれぞれの血
球系譜別に，血球を鑑別する方法が必要になる。そこでアクリジンオレンジによる超生体染色
後の血球系細胞をフローサイトメトリ－で分別し，成熟好中球を含む白血球系細胞の候補とな
る画分は，抗 MPO ペプチド抗体による免疫染色によって栓球や探求とは異なることを検証し確
定することができた。（Sato ら，Sci. Rep., 2018）。これにより，生細胞を対象とする造血発
生のモニタリングを可能にする基盤を確立した。 
(4) 卵母細胞には母系に発現する様々な mRNA が蓄積されている。このなかには卵母細胞に特異
的な発現を示す遺伝子が多く含まれ、リンカーヒストン遺伝子 hb4 もその一つである。アフリ
カツメガエル hb4 は卵には大量に転写されている一方、受精後は体細胞型のリンカーヒストン
h1 に置き換わることが知られている。これらの遺伝子の発現は時期特異的、組織特異的に制御
されていることは古くからわかっていたが、その分子的な実体は明らかにされていない。そこ
で母系遺伝子の転写制御のしくみを調べるために、X. tropicalis hb4 フランキング DNA をク
ローン化し、エンハンサー解析を行ったところ、-3,076～+ 29 配列に卵母細胞特異的な転写を
促進する活性があることが示された。そこでこの配列により GFP の発現を誘導するトランスジ
ェニックガエルを作成したところ、卵巣および精巣において GFP の特異的発現が見られた。様々
な欠失変異体を用いたルシフェラーゼレポーターアッセイでは、この配列中に卵母細胞での転
写活性を誘導する領域が２箇所存在していることがわかった。２箇所のうち、プロモーター領
域に存在する活性領域は種を超えて DNA 塩基配列が保存されてり、そこには Nobox 結合エレメ
ント (NBE)が見つかった。NBE 塩基配列を欠損させる実験や、Nobox の過剰発現実験などの結果
から、Nobox が NBE 配列を介した hb4 転写に重要な役割を果たすことが明らかとなった。 
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