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研究成果の概要（和文）：研究代表者は、ゼブラフィッシュのヒレ骨の先端部に分布するコラーゲン繊維の構造
体であるアクチノトリキアを「束ねる」という物理的な作用が、ヒレ骨の分岐パターンの形成に重要であるとい
うことを見出した。また研究代表者が独自に開発したin vitroの培養系によって、この「束ねる」工程を担って
いる細胞は、間葉系細胞であることを明らかにした。さらに、FIB-SEMを用いてin vivoにおけるアクチノトリキ
ア周囲の連続電顕観察を行うことで、細長い仮足を複数発達させアクチノトリキアに巻きつく間葉系細胞の詳細
な3D構造を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this research project, I found that the physical effect of "bundling" 
actinotricia, which is a structure of collagen fibers distributed at the tip of the fin bone of 
zebrafish, is important for the formation of the branching pattern of the fin bone. In addition, the
 in vitro culture system that I developed revealed that the cells responsible for this "bundling" 
process are fin mesenchymal cells. Furthermore, by performing continuous electron microscopic 
observation around actinotricia in vivo using FIB-SEM, I elucidated the detailed 3D structure of 
mesenchymal cells that develop multiple filopodia and wrap around actinotricia.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
形態形成の問題を扱う従来の発生生物学の研究は、基本的には遺伝子変異をベースにしたものが中心であった
が、研究代表者は、もっと物理的な作用が骨の形態形成に関わる大きな要因であると考え、実際にアクチノトリ
キアを物理的な力で束ねる細胞を特定し、この作用が果たす役割について見出した。これまでこのような物理的
な作用で、骨の形態形成を説明した例はほかになく、本研究成果が果たす学術的なインパクトは極めて大きいと
考える。また魚類の対ヒレと他の脊椎動物の四肢は相同な器官であることから、本研究課題によって得られた知
見は、脊椎動物全般の、骨の形態形成原理の理解に大いに貢献できると推測する。

※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 

 
 動物の骨の形成過程では、骨芽細胞の「足場」となる細胞外マトリックスの構造体が必要とさ
れる。また、適切な骨の形態を作り上げるにはこれらの足場構造を適切なに配置させ、成長過程
でその配置を再編成（リモデリング）させることが重要な工程となる。骨の形態形成原理を理解
するためには、各種細胞群と細胞外マトリックスの間で起こる相互作用の時空間的なダイナミ
クスを捉える研究が望まれるが、多くの場合、分厚い組織の奥深くに埋まっている骨のイメージ
ングを生きたまま行うことは非常に困難である。そこで研究代表者は、薄い表皮の直下に形成さ
れ、成長過程を体外から容易に観察できる魚のヒレ骨をモデルに骨の形態形成原理を明らかに
したいと考えた。 
 
 
 
２．研究の目的 
 
 研究代表者は、ゼブラフィッシュのヒレ骨の先端部に分布するコラーゲン繊維の構造体「アク
チノトリキア」を基にしたヒレ骨の形態形成に着目し、ヒレ骨の分岐パターンの形成原理を解明
することを目的に研究を開始した。数理モデルから 2 分岐パターンを作り出すことに成功して
おり、このモデルから細胞がアクチノトリキアを‘束ねる’という物理的な作用が重要であるこ
とが推測されたが、実際何の細胞がどのようにこの過程において機能しているのか不明であっ
た。そこで、まずアクチノトリキアとアクチノトリキアを取り囲む細胞群の可視化を行うために
組換え体ゼブラフィッシュの作製に取り組んだ。また、得られた系統からアクチノトリキアと細
胞を単離し、in vitro でのアクチノトリキアと細胞の相互作用の解析を試みた。 
 
 
 
３．研究の方法 
 
実験 1. アクチノトリキアと間葉系細胞の相互作用を in vitro で再現 
アクチノトリキアの可視化は、GFP 結合型 Actinodin1（アクチノトリキア構成因子の一つ）の

発現組換えゼブラフィッシュを作成することで研究代表者がすでに成功している。本研究では
アクチノトリキアのダイナミクスを in vitro で詳細に捉えるライブイメージングを行うため、
より発現量が高い改変型組換えゼブラフィッシュ系統を作製した。またアクチノトリキアを取
り囲む間葉系細胞に着目し、間葉系細胞特異的に蛍光タンパク質（Lifeact-mCherry）を発現さ
せる組換えゼブラフィッシュ系統を作製した。次に得られた可視化系統からアクチノトリキア
と間葉系細胞を単離し、in vitroでの相互作用をタイムラプス撮影により高解像度で観察した。 
 
実験 2. アクチノトリキアを取り囲む間葉系細胞の 3D 構造解析 
アクチノトリキアと間葉系細胞の in vivo での相互作用を理解するために、FIB-SEM を用いた

連続電顕法により 3D 構造解析を行った。実験は理化学研究所・細胞場構造研究チームと共同で
行い、観察対象には野生型ゼブラフィッシュの稚魚の尾ヒレを用いた。得られた連続 SEM 画像の
解析は、3D画像解析ソフト・Amira を用いて行った。 
  
実験 3. 間葉系細胞特異的に「束ねる」作用を阻害 
 「束ねる」という物理的な力は、アクチンの重合を介して引き起こされると考えられた。そこ
で、細胞が発生するこの物理的な力を阻害する目的で、アクチンの重合に機能する RhoA に着目
し、機能損失型 RhoA の過剰発現系を作製した。ヒレの組織全体で発現させると、ヒレの成長自
体が著しく抑制されることが推測されたので、間葉系細胞特異的に過剰発現させる組み換え体
ゼブラフィッシュを作製し、表現型を評価した。 
 
実験 4. アクチノトリキアが放射状に配向しない突然変異体の作製 
 骨の 2 分岐パターンの形成には、アクチノトリキアを基部で束ねる、つまり放射状に配置させ
る、という配向パターンが必要であると考えられた。そこで、アクチノトリキアが綺麗に放射状
に配向しない突然変異体の作製を試みた。候補として、ヒレ特異的に発現し、繊維性コラーゲン
と会合する可能性が示唆されているタイプⅨコラーゲンに着目した。タイプⅨコラーゲンを構
成する因子の 1 つである col9a1c の特異的な gRNA を作製し CRISPR-Cas9 システムによって
col9a1c のノックアウト系統を作製し、表現型を評価した。 
 
４．研究成果 



実験 1-3 の成果 

研究代表者が独自に開発した in vitro でのライブセルイメージング法を用いて、ヒレ由来の

間葉系細胞が単独でアクチノトリキアに直接巻きつき、これを束ねる性質があることを明らか

にした（図 1）。さらに、理化学研究所の岩根グループとの共同研究により、連続電顕法を用い

て間葉系細胞がin vivoで実際に複数のアクチノトリキアに巻きつき束ねる様子の３D形態を観

察することに成功した。in vivo でアクチノトリキアを束ねるプロセスの阻害実験は、間葉系細

胞において特異的にアクチン骨格の重合を阻害する方法を用いて行った。この結果、幼生期にお

いてアクチノトリキアの配向性が乱れる異常を誘発することに成功した。以上の成果は国際雑

誌である Frontiers in Cell and Developmental Biology（査読あり）に掲載された。また、こ

れらの成果については国内で開催された第５２回日本結合組織学会、第４３回日本分子生物学

会にて口頭発表を行うことで報告し、日本結合組織学会では若手研究者賞を受賞している。 

 
実験 2の成果 

 実験 3 で行ったアクチノトリキアを束ねる作用の阻害実験を骨形成が起こる成体期まで持続

させることが現段階では困難であったため、代わりの方法として、実験 4を計画し突然変異体の

作製を行った。その結果、アクチノトリキアが規則正しく放射状に配向しないという興味深い表

現型を示す変異系統を樹立することに成功した。さらに、この変異体ゼブラフィッシュでは、骨

の 2 分岐構造が消失しており、以上の結果からもアクチノトリキアを束ねる力が 2 分岐パター

ンの形成に必須であることが示された。これらの成果は、国際雑誌であるDevelopmental Biology

（査読あり）に掲載された。 
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