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研究成果の概要：代表研究者らはアフリカツメガエルを用いて、分泌蛋白質 Del1 が初期胚の

神経発生における前後軸の制御に必須の因子であることを見いだした。Del1 の機能阻害では、

神経の頭側の発生が抑制され、後方化した胚が発生する。一方、機能亢進実験により頭部形成

が促進された。Del1 がこれらの表現系を示す分子メカニズムを明らかにするために下流のシグ

ナル解析を行ったところ、Del1 は Wnt シグナルを抑制していることが判明した。レポーター

アッセイを用いて Del1 の Wnt シグナルに対する作用点を解析したところ、転写因子である Tcf

も Del1 の過剰発現により抑制された。また、タンパクレベルでの解析から、Del1 は細胞外に

分泌されたのち、細胞周辺に蓄積する細胞外マトリックスとして機能していることが示された。

Del1 は頭側に細胞外マトリックスを形成することにより、頭部抑制因子 Wnt シグナルから頭

部を隔離し、神経発生における前後軸のパターン形成に関与している可能性が高い。 
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１．研究開始当初の背景 

脊椎動物胚の体軸決定は初期発生において重

要な役割を果たす。申請者らは初期発生の体

軸形成の分子生物学的研究が最も進んでいる

アフリカツメガエル胚を用いて、体軸形成を

制御する必須因子として分泌タンパク質Del1



（Developmentally endothelial locus1）を

同定した。 

 
２．研究の目的 

本研究の目的は、Del1 の初期発生における機

能と作用機序を明らかにすることである。特

に、神経発生の前後軸パターン形成における

Del1 の役割をアフリカツメガエル胚により

解析する。また、Del1 が Wnt シグナル経路

に作用する機序を明らかにする。それらを通

して、初期発生における前後軸のパターン形

成制御の分子メカニズムを、細胞外の分泌タ

ンパク質の観点から解析する。 

 
３．研究の方法 

以前、代表研究者らは Del1 が BMP シグナル

を細胞内で抑制し、背腹軸形成において必須

の因子であることを報告した。しかし、BMP

シグナルの抑制因子である Choridin によっ

て誘導される二次軸は頭部の構造を伴わない

が、Del1 を同時に過剰発現させることにより

頭部形成が誘導された。このことは、Del1 が

BMP シグナル以外のシグナルにも関与して

いる可能性を示している。 

 そこで、Del1 の前後軸への影響を解析する

ために、RNA 微量注入による機能亢進実験と、

モルフォリノアンチセンス（MO）を用いた

機能阻害実験を行った。さらに、アフリカツ

メガエルにおいて前後軸に関与することが既

に知られている、Wnt、Fgf、Nodal シグナル

と Del1 の関係をレポーターアッセイ並びに

生化学的な手法を用いて解析した。 

 また、タンパクレベルでの機能を解析する

ために免疫染色を行い、Del1 の細胞外におけ

る局在を解析した。 

 
４．研究成果 

前後軸のパターン形成における Del1 の機能

を明らかにするために、アフリカツメガエル

を用いて解析を行った。腹側に Chordin のみ

を発現させると、頭部のない二次軸が誘導さ

れるが、Del1 を同時に過剰発現させると頭部

形成がみられた。さらに、Del1 の RNA を動

物極側に注入し、外胚葉に Del1 を過剰発現さ

せたところ頭部領域の拡大が見られた。逆に、

Del1-MO により機能阻害実験を行ったとこ

ろ頭部形成が阻害された。これらの結果から、

Del1 が初期発生において前後軸に必須の因

子であることが示された。 

 Del1 による神経の前後軸の制御が、直接外

胚葉を制御しているのか、または中胚葉等を

介して間接的に制御しているのかを明らかに

するために、アニマルキャップ（AC）を用い

てさらに解析を行った。Chordin および Wnt1

により後方神経化した AC に Del1 を過剰発現

させたところ、AC は前方化した。つまり、Del1

は中胚葉等を介さずに直接神経の前後軸を制

御出来ることを示している。 

 Del1 による頭部形成の促進が、どのような

シグナルを介して制御されているかを明らか

にするために、前後軸の形成に重要である事

が既に知られている Wnt、Fgf、Nodal シグナ

ルに注目した。Wnt シグナル特異的なレポー

ターアッセイである TOP-Flash を用いて解析

したところ、Del1 の過剰発現により Wnt シグ

ナルが強く抑制された。また、Fgf および

Nodal シグナルは Del1 により影響を受けなか

った。さらに、Del1 の Wnt シグナルへの作用

点を明らかにするために、Wnt シグナルの下

流因子である Dsh、dnGSK3β（Gsk3βの優性

阻害型）、βCatenin および転写因子

Tcf3-VP16（Tcf3 の恒常活性型）の過剰発現

により Wnt シグナルを活性化させた。各々の

条件で Del1 を共発現させたところ、興味深い

ことにDel1はいずれの場合においてもWntシ

グナルを抑制した。このとき、βCatenin の



核移行は阻害されていないことも確認した。 

 Del1は細胞外に分泌されるタンパク質であ

り、直接細胞内の Wnt 下流因子を制御すると

は考えにくい。Del1 は未知のシグナル経路を

介して間接的に Wnt シグナルの最下流である

転写因子 Tcf3 を制御している可能性が考え

られる。 

 次に、タンパクレベルでの Del1 の機能を解

析するために、V5-tag を融合させた Del1 を

AC に過剰発現させ、分泌された Del1 の局在

を調べた。Del1 は分泌後、主に細部周辺部に

蓄積し細胞外マトリックスを形成しているこ

とが観察された。 

 これらの結果より、Del1 は主に頭部領域に

発現し、頭部領域を BMP と Wnt シグナルから

隔離する細胞外マトリックスを形成すること

により、頭部のパターン形成を制御している

ことを証明した。 
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