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研究成果の概要（和文）：真骨魚類胚に存在するクッペル胞の構成細胞は、発生の進行に伴って上皮性を失い、
周囲の中胚葉組織へと移入する。本研究では、クッペル胞構成細胞の標識技術の改良や、分化転換の上流シグナ
ルの探索をはじめとして、クッペル胞構成細胞の分化転換機構を解明するための基盤構築に取り組んだ。これま
で解析対象としていたゼブラフィッシュ胚に加えてメダカ胚においてクッペル胞上皮細胞を追跡するための遺伝
子組換系統を作出したほか、ゼブラフィッシュ胚において、より初期の段階からクッペル胞上皮細胞を可視化で
きる系統の作出に取り組んだ。

研究成果の概要（英文）：The Kupffer's vesicle cells in teleost embryos lose their epithelial nature 
and translocate to the surrounding mesodermal tissue as development progresses. In this study, we 
established a basis for elucidating the mechanism of transdifferentiation of Kupffer's vesicle 
cells, including improvement of labeling technology for these cells and search for upstream signals 
of transdifferentiation. In addition to the zebrafish embryos that have been used in my previous 
study, I have generated a transgenic line for tracking Kupffer's vesicle cells in medaka embryos, 
and also generated a line that can visualize Kupffer's vesicle cells from an earlier stage in 
zebrafish embryos.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
分化が進んだ動物細胞は、一般に他の系譜の細胞に再分化することはないが、主として再生過程において、特定
の細胞が性質を変化させて別の細胞種となることが知られている。こうした分化転換は動物細胞の分化可塑性を
解明する上で重要な研究対象であるが、その制御機構はいまだ解き明かされていない。本研究の学術的意義は、
正常発生における分化転換の役割と機構に注目し、複数の生物種においてクッペル胞上皮細胞の分化転換の動態
を可視化する技術を確立したことである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

一般的な動物発生においては、細胞の分化
能は系譜の特定化に伴って低下し、成熟し
た細胞が他の系譜に転換することはほとん
どない。しかし、一部の再生過程において
は、分化細胞が別の細胞種に変化すること
がある。こうした現象は分化転換と呼ばれ、
細胞の可塑性や分化能を研究する上で重要
な材料であるが、正常発生における役割や機構はいまだ不明である。 

私は大学院における研究から、ゼブラフィッシュ初期胚に存在するクッペル胞（KV）
の構成細胞が、正常発生において分化転換することを提唱した（Ikeda et al., Dev Growth 

Differ, 2022）。KVは胚の尾部に一過的に形成され、左右軸オーガナイザーとしての機能
を果たしたのちに退化する。ゼブラフィッシュ胚を用いた研究から、KV の退化後に、
KV上皮細胞が体節や脊索、鰭間充織といった中胚葉性組織に移動し、中胚葉性の分化
マーカーを発現して各組織の構成細胞に再分化することが明らかになった（図１）。こ
の結果は、機能的な分化細胞である KV上皮細胞が未分化中胚葉への分化転換を通じて
別の細胞系譜へ再利用されることを示しており、動物発生における細胞の分化可塑性を
研究するうえで興味深い現象である。しかし、KV上皮細胞の分化転換がどのようなシ
グナルにより誘導されるか、また、他の生物種においてこの現象が普遍的にみられるか
は、ほとんど明らかになっていなかった。 

 

２．研究の目的 

本研究では、ゼブラフィッシュ胚を用いて KV上皮細胞の分化転換をつかさどるシグナ
ルを探索することに加えて、メダカ胚においても KV 上皮細胞の追跡実験を行い、KV

上皮細胞の分化転換現象の普遍性を検証することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

① 分化転換シグナルの探索 
研究代表者が過去に樹立したクッペル胞上皮細胞可視化ゼブラフィッシュ系統
Tg(dand5:EGFP)を用い、各種シグナル阻害剤を添加した際のクッペル胞上皮細胞の挙動
を共焦点顕微鏡により観察することで、クッペル胞上皮細胞の分化転換に異常を生じさ
せる薬剤を探索した。 

 

② メダカ胚における KV 上皮細胞の追跡 

メダカ胚において、KV上皮細胞のマーカーである dand5のプロモーターの下流で EGFP

を発現する遺伝子組換系統を I-SceI法により再樹立したほか、光変換型蛍光タンパク質
である mEosEM（Fu et al., Nat. Methods, 2020）を dand5プロモーター下流で発現する系
統の作出にも取り組んだ。得られた系統の胚を共焦点顕微鏡により観察し、メダカ胚の
KV上皮細胞の予定運命を解析した。 

 

③ ゼブラフィッシュ胚における KV 上皮細胞の標識技術改良 

Tg(dand5:EGFP)は KV上皮細胞を特異的かつ高輝度に標識できる一方で、蛍光が検出可

図１: KV を構成する上皮細胞は、KV の退化後に上
皮間充織転換により体節、脊索、鰭間充織という複
数の中胚葉組織に組みこまれる。 
 



能になる発生段階が比較的遅いという欠点があった。特に、KV 上皮細胞は dorsal 

forerunner cellsと呼ばれる非上皮性の前駆細胞から間充織上皮転換により分化すること
が知られているが（Cooper & D’Amico, Dev. Biol., 1996 ほか）、Tg(dand5:EGFP)では、
dorsal forerunner cells において EGFP が発現しないため、この分化過程を追跡すること
が不可能であった。そこで、dorsal forerunner cells に発現する複数の遺伝子のプロモー
ターをクローニングして EGFPを用いたレポーターアッセイを行い、Tg(dand5:EGFP)よ
りも早い段階から KV上皮細胞の系譜追跡を行える系統の作出を目指した。 

 

４．研究成果 

① 分化転換シグナルの探索 
Tg(dand5:EGFP)胚に対して Nodal、BMP、FGFシグナル等の阻害剤を添加し、KV上皮
細胞の挙動を解析したところ、FGFシグナル阻害剤（SU5402）処理胚において、分化転
換開始後の KV 上皮細胞の形態および分布に異常が生じる可能性を見出した。しかし、
SU5402 処理により周囲の中胚葉細胞の形態にも異常が生じたため、現在 KV上皮細胞
自律的に FGFシグナルを摂動する実験系の構築を行っている。 

 

② メダカ胚における KV 上皮細胞の追跡 

メダカ胚において dand5 のプロモーターの下流で EGFP および mEosEM を発現する遺
伝子組み換え系統を作出した。このうち、Tg(dand5:EGFP)における観察から、メダカ胚
において KV上皮細胞が KV崩壊後にも生存することを見出し、現在 KV上皮細胞の分
布を詳細に解析している。Tg(dand5:mEosEM)については、異所的な mEosEM の発現が
見られたため、系統を作製し直している。 

 

③ ゼブラフィッシュ胚における KV 上皮細胞の標識技術改良 

dorsal forerunner cellsに発現する複数の遺伝子のプロモーターをクローニングしてEGFP

を用いたレポーターアッセイを行ったところ、dand5 に比べてより初期の段階から KV

上皮細胞において EGFPを発現させるプロモーターが得られた。ただし、このプロモー
ターを用いて作製した系統では、dorsal forerunner cells における EGFP 発現が十分検出
できなかった。そこで現在、より高輝度のレポーター遺伝子を用い、dorsal forerunner cells

の段階から KV上皮細胞の追跡実験を行える実験系の開発に取り組んでいる。 
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