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研究成果の概要： 
 Fgf19シグナルは Fgf受容体 1と Fgf受容体 4を介して MAPK経路を活性化することにより網

膜の前後軸の特性決定を調節していることが明らかになった。また、終脳の形成過程における

Fgf19 の機能は Fgf 受容体 1 あるいは Fgf 受容体 2 を介して発揮され、間脳の形成過程におけ

る Fgf19 の機能は Fgf 受容体 1、Fgf受容体 2あるいは Fgf受容体 4 を介して発揮される可能性

が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
 FGF family としては現在 22 種類の FGF が
human/mouse で同定されており、このうち
Fgf3 や Fgf8 は初期の脳形成過程において重
要な役割を果たしている。Human FGF19 と
mouse Fgf19 も胎生期の脳に発現している。
しかし、Fgf19 KO mice が胎生 12.5日目まで
に死亡するため、マウスを用いた脳形成過程
における Fgf19 の機能解明は困難である。そ
こで、神経外胚葉選択的に機能阻害が行える
zebrafish に着目して、zebrafish Fgf19 を
同定し、24時間胚の脳に発現していることを
見出した。さらに、Fgf19 の機能を阻害した

zebrafish 胚の解析から Fgf19 が脳発生過程
の初期において神経上皮細胞の増殖と生存
維持に関与しており、終脳及び間脳形成過程
においてはその領域の特性決定に必要であ
ることを明らかにした。また、前脳形成に関
与している Hhシグナル及び Fgf3、Fgf8シグ
ナルと Fgf19 との関係を検討し、Fgf19 の前
脳における発現は Hh シグナルによって制御
されており、Fgf3、Fgf8シグナルの制御は受
けていないことも明らかにした。さらに、
Fgf19は前脳において Hhシグナル伝達経路の
下流で dlx2 の発現を制御することにより、
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イトの分化に関与していることも明らかに
した。Fgf3および Fgf8も前脳における GABA
作動性ニューロンとオリゴデンドロサイト
の分化に必要であったが、Fgf19 の方がより
必要性が高いことも示した 。また、Fgf19が
ドパミン(DA)作動性ニューロンの分化に関
与している可能性を示唆する知見も得てい
る。Zebrafish Fgf19 は水晶体と網膜にも発
現しており、水晶体形成過程において Fgf19
が水晶体線維細胞の分化に関与しているこ
とを明らかにしている。さらに、Fgf19 機能
阻害胚において網膜の形態異常も認められ
た。従って、Fgf19 は網膜神経細胞の分化に
も重要な役割を果たすことが期待される。 
 
 
２．研究の目的 
 ゼブラフィッシュ胚の眼において Fgf19は
受精後 14時間の眼胞全体に発現しているが、
受精後 18 時間までに網膜の鼻側 (nasal 
retina)に発現が限局し、神経分化が開始す
る受精後 24 時間以降では網膜の内側の領域
に発現していることから、Fgf19 が脳におい
てと同様に網膜神経細胞の分化にも関与し
ている可能性が考えられる。また、22種類存
在する Fgf リガンドは、各々4 種類の Fgf 受
容体に対してそれぞれ異なる親和性をもつ
ことが知られている。ヒト FGF19 は、同定さ
れた当時は FGF受容体 4に特異的に結合する
ことが報告されていた。しかし近年、Fgf 受
容体の補助因子としてβKlotho が発見され、
Fgf19がβKlothoを介して Fgf受容体 1や Fgf
受容体 2にも結合することが報告され、Fgf19 
シグナルの作用メカニズムは複雑である。そ
こで本研究では、網膜神経細胞の分化におけ
る Fgf19 の機能と眼形成過程における Fgf19
の標的受容体及び Fgf19によって活性化され
る細胞内シグナル伝達経路の解明を試みた。 
 また、脳形成過程において Fgf19 が介する
Fgf受容体の同定についても試みた。 
 
 
３．研究の方法 
（１）網膜神経分化における Fgf19 の機能解
析 
 Fgf19 の網膜神経細胞の分化に対する影響
を検討するため、網膜神経分化の初期に誘導
される neurodと isl1の発現パターンを WISH
法により検討した。さらに、神経細胞特異的
に発現する RNA結合タンパク質 HuC/Dに対す
る抗体を用いて免疫染色を行い、網膜神経分
化の後期における Fgf19の役割についても検
討した。また、眼組織切片を作製して網膜神
経の層構造に対する Fgf19の影響についても
検討した。 
 
（２）眼形成過程における Fgf19 の標的受容

体および Fgf19により活性化される細胞内シ
グナル伝達経路の検討 
 Fgf受容体 1〜Fgf受容体 4の 4種類の Fgf
受容体遺伝子の眼における発現パターンに
ついて検討した。さらに、Fgf 受容体 1 およ
び Fgf受容体 4の 2種類の Fgf受容体遺伝子
の眼形成における機能について検討した。2
種の Fgf受容体遺伝子に対して 2種類ずつ MO
を設計し機能阻害実験を行った。Fgf 受容体
1 と Fgf 受容体 4 の機能阻害胚の網膜におけ
る表現型が Fgf19阻害胚の網膜における表現
型と一致しているか検討するため、ephrin A3
の発現パターンを解析した。 
 Fgfr はチロシンキナーゼ型受容体であり、
その下流の代表的な細胞内シグナル伝達経
路としては MAPK 経路が知られている。そこ
で、Fgf19 がこの MAPK経路を活性化すること
により脳形成に関与しているか検討するた
め、Fgf19 機能阻害胚の前脳において MAPK経
路が活性化されているか否か検討した。指標
として MAPK経路の構成因子である ERK1/2の
リン酸化について抗体を用いて検出した。 
 
（３）脳形成過程における Fgf19 の標的受容
体の検討 
 Fgf受容体 1〜Fgf受容体 4の 4種類の Fgf
受容体遺伝子の前脳における発現パターン
について検討した。さらに、Fgf 受容体 1、
Fgf 受容体 2 および Fgf 受容体 4 の 3 種類の
Fgf 受容体遺伝子の前脳形成における機能に
ついて検討した。3 種の Fgf 受容体遺伝子に
対して 2 種類ずつ MO を設計し機能阻害実験
を行い、前脳における表現型を検討した。 
 
 
４．研究成果 
（１）網膜神経分化における Fgf19 の機能解
析 
 Fgf19 の網膜神経細胞の分化に対する影響
を検討するため、網膜神経分化の初期に誘導
される neurodと isl1の発現パターンを解析
した結果、受精後 45時間での neurod と受精
後 48時間での isl1遺伝子は Fgf19機能阻害
胚で正常に発現していた。そこで、神経細胞
特異的に発現する RNA 結合タンパク質 HuC/D
の発現パターンを解析し、網膜神経分化の後
期における Fgf19の役割についても検討した。
その結果、受精後 5 日の Fgf19機能阻害胚に
おいて HuC/D陽性細胞はコントロール胚と同
様に網膜の内側に存在する網膜神経節細胞
とアマクリン細胞に検出され、後期の網膜神
経分化も正常であった。さらに、網膜神経の
層構造に対する Fgf19の影響を検討したとこ
ろ、受精後 3 日の Fgf19機能阻害胚の背側に
おける網膜神経の層構造は正常であった。ま
た、受精後 3 日の Fgf19機能阻害胚の腹側に
おいては網膜神経の層構造に異常がみられ



 

 

たが、これは Fgf19 機能阻害胚の腹側におけ
る眼裂の融合異常によるものと考えられる。
これまでに、網膜の形成過程において Fgf19
が網膜の鼻側領域に特異的に発現し、網膜の
鼻側-耳側軸の特性決定に関与していること
を明らかにしているが、本研究により Fgf19
は網膜神経細胞の神経分化には関与してい
ないことが示唆された。 
 
（２）眼形成過程における Fgf19 の標的受容
体および Fgf19により活性化される細胞内シ
グナル伝達経路の検討 
 ゼブラフィッシュ Fgf受容体遺伝子はこれ
までに Fgf 受容体 1〜Fgf 受容体 4 の 4 種類
が同定されている。このうち Fgf受容体 1 が
受精後 18 時間と 24 時間に、Fgf 受容体 4 が
受精後 24時間に網膜において発現していた。 
そこで、Fgf 受容体 1 および Fgf 受容体 4 の
2 種類の Fgf 受容体遺伝子の眼形成における
機能について検討した。2 種の Fgf 受容体遺
伝子に対して 2 種類ずつ MO を設計し機能阻
害実験を行った。まず MO が標的遺伝子の機
能を選択的に阻害することを確認するため、
正常胚及び機能阻害胚から total RNAを抽出
し、RT-PCR により標的遺伝子 mRNA の検出を
行った結果、今回用いた Fgf 受容体 MO が各
Fgf 受容体遺伝子の機能を特異的に阻害して
いることが確認された。さらに、それぞれの
Fgf 受容体遺伝子に対する MO1 導入胚と MO2
導入胚の表現型を解析した結果、互いにその
表現型が類似しており、いずれも網膜の形成
異常を示した。そこで、Fgf 受容体 1 と Fgf
受容体 4の機能阻害胚の網膜における表現型
が Fgf19阻害胚の網膜における表現型と一致
しているか検討するため、ephrin A3 の発現
パターンを解析した。その結果、Fgf 受容体
1 と Fgf 受容体 4 の機能阻害胚で網膜前方に
おける ephrin A3の発現が大きく減少してお
り、Fgf19 は Fgf 受容体 1 と Fgf 受容体 4 を
介して網膜の鼻側-耳側軸の特性決定に関与
していることが明らかになった。 
 さらに、Fgf19 がこの MAPK 経路を活性化す
ることにより網膜形成に関与しているか検
討するため、Fgf19 機能阻害胚の網膜におい
て MAPK 経路が活性化されているか否か検討
した。その結果、受精後 22 時間の正常胚で
は網膜前方で MAPK 経路が活性化しているこ
とが明らかになった。一方、Fgf19 機能阻害
胚についても検討を行ったところ、網膜前方
における MAPK経路の活性化が消失していた。
従って、Fgf19シグナルは Fgf受容体 1と Fgf
受容体 4 を介して MAPK 経路を活性化するこ
とにより網膜の前後軸の特性決定を調節し
ていることが明らかになった。 
 
（３）脳形成過程における Fgf19 の標的受容
体の検討 

 脳形成過程において Fgf19が介する Fgf受
容体を同定するため、脳形成過程における
Fgf 受容体の発現及び機能について検討した。
受精後 24 時間で Fgf 受容体 3 は前脳領域に
おいて発現していないが、Fgf 受容体 1 は終
脳および間脳に広く発現し、Fgf 受容体 2 は
終脳腹側および間脳の前方領域、Fgf 受容体
4 は終脳腹側において発現することが報告さ
れている。しかしながら、その他の発生段階
における詳細な発現解析は行われていない。
そこで、Fgf19の発現が開始する受精後 12時
間と受精後 18 時間における Fgf 受容体遺伝
子の発現解析を行なった。その結果、Fgf 受
容体 1 は 12 時間胚から前脳領域に発現し、
18 時間胚では前脳領域で高発現していた。
Fgf受容体 2は 12時間胚では前脳領域全体に
弱く発現しており、18時間胚では前脳領域で
高発現していた。Fgf受容体 4の発現は 12時
間胚の前脳領域には認められなかったが、18
時間胚の間脳においてはその発現が認めら
れた。 
 そこで、Fgf受容体1、Fgf受容体2、Fgf受
容体4の3種類のFgf受容体遺伝子の前脳形成
における機能について検討した。Fgf受容体2
遺伝子に対しても2種類のMOを設計し機能阻
害実験を行った。それぞれのFgf受容体遺伝
子に対するMO1導入胚とMO2導入胚の表現型
を解析した結果、互いにその表現型が類似し
ており、いずれも前脳の形成異常を示した。
これらの結果は、Fgf受容体1、Fgf受容体2お
よびFgf受容体4が前脳の形成に必須である
ことを示している。 
 従って、受精後 18 時間のゼブラフィッシ
ュ胚の終脳においては Fgf 受容体 1、Fgf 受
容体 2のみが発現しており、それぞれの遺伝
子の機能阻害胚を解析した結果と総合的に
判断すると、終脳の形成過程における Fgf19
の機能は Fgf 受容体 1 あるいは Fgf 受容体 2
を介して発揮していると考えられる。また、
受精後 18 時間のゼブラフィッシュ胚の間脳
においては Fgf 受容体 1、Fgf 受容体 2、Fgf
受容体 4 の 3 種類の受容体が発現しており、
それぞれの遺伝子の機能阻害胚を解析した
結果と総合的に判断すると、間脳の形成過程
における Fgf19 の機能は Fgf 受容体 1、Fgf
受容体 2あるいは Fgf受容体 4を介して発揮
していると考えられる。 
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