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研究成果の概要： 

 本研究では、内胚葉性器官、特に消化器官形成の異常が顕著な新規変異体 morendo (mor)と
legato (leg)変異体の解析を中心に研究を進め、mor 変異体の原因遺伝子の同定に成功した。
現在 Mor タンパク質の機能に関して研究を進めている段階である。また、leg 変異体に関して
は、原因遺伝子が含まれるゲノム領域の絞り込みに成功した。今後の解析により、原因遺伝子
を同定することが出来ると考えている。 
 更に私は、内胚葉細胞が特異的に蛍光を発するトランスジェニックゼブラフィッシュ
Tg(sox17:EGFP)を用いることにより、原腸陥入期における内胚葉細胞の運動がケモカインシグ
ナル（SDF1/Cxcr4 シグナル）により制御されていることを明らかにし、論文発表（Mizoguchi et 
al., 2008）を行った。 
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１１１１．．．．研究開始当初研究開始当初研究開始当初研究開始当初のののの背景背景背景背景    

 脊椎動物の初期発生過程において、多分化

能を持つ胚性幹細胞は、原腸陥入の開始に伴

い三つの胚葉（内胚葉・中胚葉・外胚葉）に

分化することが知られている。この様な胚性

幹細胞から三胚葉への分化及びその後に起

こる器官形成過程は、発生現象の解明を目的

とした基礎研究のみならず、再生医療を目指

した応用研究にも極めて重要である。以上の

ような考えを基に、外胚葉性器官（神経系な

ど）や中胚葉性器官（筋肉・心臓・腎臓・骨

など）の形成機構は、非常に数多くの研究が

為されてきた。しかし内胚葉性器官（肺・胃・

小腸・大腸・肝臓・膵臓など）は生存・生命
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維持に必要不可欠な器官であるにも関わら

ず、現在まで解析が非常に遅れていた。その

理由としては、体の内部の器官であることか

ら、マーカーとなる遺伝子や突然変異体を用

いた解析が進まず、分子生物学的知見が大き

く欠如していたことが原因と考えられる。 

 

２２２２．．．．研究研究研究研究のののの目的目的目的目的    

脊椎動物の初期発生過程において、多分化

能を持つ胚性幹細胞は、原腸陥入の開始に伴

い三つの胚葉（内胚葉・中胚葉・外胚葉）に

分化することが知られている。この様な胚性

幹細胞から三胚葉への分化及びその後に起

こる器官形成過程は、発生現象の解明を目的

とした基礎研究に極めて重要である。三胚葉

の中でも内胚葉細胞由来の内胚葉性器官

（肺・胃・小腸・大腸・肝臓・膵臓など）は

生存・生命維持に必要不可欠な器官であるに

も関わらず、現在まで解析が非常に遅れてい

た。私は、内胚葉及び内胚葉性器官形成に至

る過程を遺伝学的手法により解明すること

を目的に、2004 年より新規変異体のスクリー

ニングを開始した。変異体スクリーニングの

結果、内胚葉及び内胚葉性器官形成が異常に

なる４種の新規変異体;quintet (qnt), leg, 

decrescendo (dec), lullaby (llb)の単離に

成功した。本研究課題本研究課題本研究課題本研究課題ではではではでは、、、、４４４４種突然変異体種突然変異体種突然変異体種突然変異体

のののの原因遺伝子原因遺伝子原因遺伝子原因遺伝子ののののクローニングクローニングクローニングクローニング及及及及びびびび遺伝子産遺伝子産遺伝子産遺伝子産

物物物物のののの機能解明機能解明機能解明機能解明をををを行行行行うことをうことをうことをうことを研究目的研究目的研究目的研究目的としてとしてとしてとして

いるいるいるいる。。。。本研究成果本研究成果本研究成果本研究成果よりよりよりより、、、、内胚葉形成内胚葉形成内胚葉形成内胚葉形成・・・・腸管上腸管上腸管上腸管上

皮形成皮形成皮形成皮形成・・・・うきぶくろやうきぶくろやうきぶくろやうきぶくろや膵臓膵臓膵臓膵臓のののの形成機構形成機構形成機構形成機構にににに関関関関すすすす

るるるる理解理解理解理解をををを大大大大いにいにいにいに促進促進促進促進させることがさせることがさせることがさせることが出来出来出来出来るとるとるとると

考考考考えているえているえているえている。 

 

３３３３．．．．研究研究研究研究のののの方法方法方法方法    

＜＜＜＜原因遺伝子原因遺伝子原因遺伝子原因遺伝子ののののポジショナルクローニングポジショナルクローニングポジショナルクローニングポジショナルクローニング

によるによるによるによる同定同定同定同定＞＞＞＞    

変異体として単離された qnt, leg, dec, 

llb と最近新たに単離同定された mor に関し

て、原因遺伝子のポジショナルクローニング

を行う。原因遺伝子が明らかになった段階で、

変異胚への原因遺伝子の過剰発現によるレ

スキュー実験やアンチセンスオリゴ（モルフ

ォリノオリゴ）によるノックダウン実験を行

い、クローニングした遺伝子が変異を引き起

こしていることを多方面から検証する。 

 

＜＜＜＜原因遺伝子産物原因遺伝子産物原因遺伝子産物原因遺伝子産物のののの機能解析機能解析機能解析機能解析＞＞＞＞    

    変異体の原因遺伝子産物が、既に報告され

ているシグナル経路との関係が予想される

場合には、シグナル経路に関連する変異胚へ

の原因遺伝子の過剰発現実験や２重変異体

の作製等を行い、シグナル伝達経路における

原因遺伝子の遺伝学的位置を明らかにする。

また、特定の蛋白質やDNAの塩基配列との相互

作用が考えられる場合には、蛋白質間の結合

やDNAとの結合等の生化学的実験を行う。更に、

原因遺伝子産物に特徴的なドメインが見ら

れない場合には、遺伝子の塩基配列を部分的

に欠損させた変異型mRNAを変異胚に注入し、

変異体の表現型をレスキューできるかを確認

する。この結果より、原因遺伝子産物におい

て重要な機能を有する部位を明らかにする

ことができる。 

 

４４４４．．．．研究成果研究成果研究成果研究成果    

＜＜＜＜mormormormor 及及及及びびびび legleglegleg 変異体変異体変異体変異体のののの解析解析解析解析＞＞＞＞    

本研究では、内胚葉性器官、特に消化器官

形成の異常が顕著な新規変異体 morと leg変

異体の解析を中心に研究を行った。mor, leg

変異胚（AB 系統）の原因遺伝子をクローニン

グするため、AB 系統に対して多型を示す

India 系統と交配させた map cross を作製し

た。この map cross から得られたゲノム DNA

を用い、マイクロサテライトマーカーによる

マッピングを行った結果、mormormormor 変異体変異体変異体変異体のののの原因原因原因原因

遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子のののの同定同定同定同定にににに成功成功成功成功したしたしたした。現在現在現在現在 MorMorMorMor タンパクタンパクタンパクタンパク

質質質質のののの機能機能機能機能にににに関関関関してしてしてして研究研究研究研究をををを進進進進めているめているめているめている段階段階段階段階でででで

あるがあるがあるがあるが、、、、新規機能新規機能新規機能新規機能がががが予測予測予測予測されていることからされていることからされていることからされていることから、、、、

論文発表論文発表論文発表論文発表をををを行行行行えばえばえばえばインパクトインパクトインパクトインパクトのあるのあるのあるのある研究成研究成研究成研究成

果果果果になるとになるとになるとになると考考考考えているえているえているえている。また、leg 変異体に

関しては、原因遺伝子が含まれるゲノム領域

の絞り込みに成功した。今後解析を進めるこ

とにより、原因遺伝子を同定することが出来

ると考えている。 

 

＜＜＜＜原腸陥入期原腸陥入期原腸陥入期原腸陥入期におけるにおけるにおけるにおける内胚葉細胞運動内胚葉細胞運動内胚葉細胞運動内胚葉細胞運動のののの制制制制

御機構御機構御機構御機構のののの解析解析解析解析＞＞＞＞    

 更に私は、内胚葉細胞が特異的に蛍光を発

するトランスジェニックゼブラフィッシュ

Tg(sox17:EGFP)を用いることにより、原腸陥

入期における内胚葉細胞運動の制御機構に

関して解析を行った。 

 最初に私達は、cxcr4aは内胚葉細胞特異的

に発現しているが、リガンドである sdf1a, 

sdf1b は中胚葉細胞に発現していることを示

した。Sdf1/Cxcr4 シグナルは細胞の移動を制

御していることが知られているため、



 

 

Sdf1/Cxcr4 シグナルが内胚葉細胞の移動に

関与する可能性に関して解析を行った。アン

チセンスモルフォリノオリゴを用いて

Sdf1/Cxcr4 シグナルの阻害実験を行った結

果、Sdf1/Cxcr4 シグナル阻害胚では 3体節期

において著しい内胚葉細胞の移動の阻害が

観察された。また受精後 24 時間のコントロ

ール胚では一本の消化管を形成するが、

Sdf1/Cxcr4 シグナル阻害胚では二股に分か

れた消化管が観察された。以上のことから

Sdf1/Cxcr4 シグナルが内胚葉細胞の移動制

御に関わることが示された。Sdf1 は遊走惹起

物質(ケモアトラクタント)として機能し、

cxcr4 を発現する細胞を誘引することが知ら

れている。そこでゼブラフィッシュの内胚葉

細胞の移動にも Sdf1a, Sdf1b がケモアトラ

クタントとして機能しているかに関して解

析を行った。Sdf1a と Sdf1b の両方の機能を

阻害した Tg(sox17:EGFP)胚に、sdf1a mRNA

もしくは sdf1b mRNA の過剰発現細胞を移植

することにより、内胚葉細胞は移植細胞に誘

引されることを示した。この結果よりゼブラ

フィッシュの内胚葉細胞の移動においても

Sdf1a, Sdf1bがケモアトラクタントとして機

能していることが明らかにされた。さらに

Tg(sox17:EGFP)胚を用いて1細胞レベルで観

察を行うと、Sdf1/Cxcr4 シグナル阻害胚では

内胚葉細胞における糸状仮足形成の低下が

観察された。 

 以上の結果から私達はゼブラフィッシュ

の内胚葉細胞の移動において次のようなモ

デルを考えている。中胚葉細胞ではリガンド

である sdf1a, sdf1b が発現している。内胚

葉細胞ではレセプターである cxcr4a が発現

している。収斂伸長運動によりリガンドソー

スである中胚葉細胞は背側へ移動する。

Sdf1a, Sdf1bがケモアトラクタントとして作

用し、内胚葉細胞は移動する中胚葉細胞に引

きつけられるように移動する。結果として内

胚葉細胞は背側へ移動する。 

 本研究成果本研究成果本研究成果本研究成果によりによりによりにより、、、、現在現在現在現在までまでまでまで不明不明不明不明であったであったであったであった

内胚葉細胞移動内胚葉細胞移動内胚葉細胞移動内胚葉細胞移動のののの制御制御制御制御ににににケモカインシグナケモカインシグナケモカインシグナケモカインシグナ

ルルルル（（（（Sdf1/Cxcr4Sdf1/Cxcr4Sdf1/Cxcr4Sdf1/Cxcr4 シグナルシグナルシグナルシグナル））））がががが関与関与関与関与することをすることをすることをすることを

明明明明らかにすることにらかにすることにらかにすることにらかにすることに成功成功成功成功したしたしたした。以上の研究成

果を Development に発表した(Mizoguchi et 

al., 2008)。 
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