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研究成果の概要（和文）：骨形成が異常となるゼブラフィッシュ変異体としてcloche変異体に着目し、種を超え
た仕組みを調べるためnpas4l遺伝子欠損メダカを作製した。npas4l欠損型では血球細胞と血管内皮細胞が顕著に
減少した。シングルセルRNA-seq解析から、血球細胞と血管内皮細胞の両マーカーを発現する細胞集団が同定さ
れ、遺伝子発現解析からヘマンジオブラストは初期胚の周囲に局在することが示唆された。また一部の骨の形成
不全が観察され、硬組織形成への血管の関与が示唆された。ゼブラフィッシュの鰭再生時に機能するエンハンサ
ーをメダカに導入し、鰭再生時に発現するエンハンサーを同定した。硬組織再生機構解明が期待される。

研究成果の概要（英文）：We focused on the cloche zebrafish mutant. We generated npas4l 
gene-deficient medaka to elucidate the mechanism conserved across species. The npas4l-deficient 
medaka exhibited a marked decrease in hematopoietic and vascular endothelial cells. Single-cell 
RNA-seq analysis identified a cell population expressing both hematopoietic and vascular endothelial
 cell markers, and gene expression analysis suggested that hemangioblasts were localized around the 
early embryo. In addition, dysplasia of some bones was observed, suggesting the involvement of blood
 vessels in hard tissue formation. The enhancers that function during fin regeneration in zebrafish 
were analyzed in medaka, and an enhancer that is strongly expressed during fin regeneration in 
medaka was identified. It is expected to elucidate the mechanism of hard tissue regeneration that is
 conserved across species.

研究分野： 骨生物学

キーワード： ゼブラフィッシュ　メダカ　骨　血管　血球細胞

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で小型魚類を用いることで血球と血管の両者に共通な前駆細胞である血球血管芽細胞の存在を示唆し、そ
れに関する遺伝子発現のデータベースを構築できた点で学術的意義がある。また血管、血球、一部の骨を欠失し
た変異体を作出しており、その解析から生体内メカニカルストレスの受容メカニズム解明が期待される。血球血
管芽細胞はヒトにも存在する幹細胞と考えられており、その分化メカニズム解明により関連疾患の解決が期待さ
れるという点で社会的意義がある。種を超えて保存されている、組織の再生に重要なエンハンサー領域を明らか
にすることは、再生医学においても重要な課題であり、将来的に再生医療への貢献が期待される。

※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 

人が宇宙に行くと骨量減少、筋量減少、心機能低下など様々な障害が発生する。これは重

力が無くなることで体内の器官に働いていたメカニカルストレスに変化が生じ、器官の恒

常性維持機構が破綻したためと考えられるが、詳細なメカニズムはまだわかっていない。申

請者らはメダカの骨研究モデルを用いた国際宇宙ステーション飼育研究の経験を活かし、

小型魚類におけるメカニカルストレス応答能を有する器官の形成・再生機構の一端を解明

する。そのため申請者はマックス・プランク心臓肺研究所所長の Didier Stainier 教授と共

同研究を行い、ゼブラフィッシュやメダカの遺伝子改変体を駆使したメカニカルストレス

応答器官である骨、血管などの研究を遂行する。 

 

２．研究の目的 

（１） 生体内のメカニカルストレス受容に関与する骨と血管が欠失する小型魚類の変異

体をゼブラフィッシュとメダカで新たに作出して詳細を比較し、種を超えて保存されてい

る器官形成の基礎メカニズムを明らかにする。 

（２） ゼブラフィッシュとメダカを用いて、鰭（ひれ）組織の再生現象を比較し、再生に

働く重要なエンハンサーを明らかにすることで、種を超えて保存されている再生エンハン

サーを同定する。 

 

３．研究の方法 

（１） CRISPR/Cas9 システムを駆使し、マイクロインジェクション法を用いて小型魚類で

あるゼブラフィッシュやメダカの遺伝子を改変し、遺伝子欠損魚やレポーター魚を作製す

る。レポーター魚は、蛍光実体顕微鏡を用い、胚が生きた状態で生体内の細胞の挙動を観察

する。シングルセル RNA-seq 解析を行って細胞集団の特徴を調べ、ヘマンジオブラスト集団

を探索する。RNA in situ hybridization 法を用いて、血球や血管に特異的に発現する遺伝

子の発現部位を明らかにする。 

（２） 米国の研究室との共同研究により、すでに明らかにされているゼブラフィッシュの

鰭再生で機能するエンハンサーに関して、蛍光タンパク質を発現する 4 種類の DNA ベクタ

ーを供与していただき、マイクロインジェクション法を用いてレポーターラインを作製し、

メダカで機能するエンハンサーを同定する。 

 

４．研究成果 

（１） 生体内ではメカニカルストレスが絶えず生じており、正常な器官の活動には欠かせ

ない存在である。骨、心臓、血管はメカニカルストレスの影響を直接受ける器官の代表であ

り、これらの器官形成メカニズムの解析は、メカニカルストレス受容機構の解明につながる。

近年、血管細胞と造血細胞の両方を調節する未知遺伝子として転写因子の npas4l がゼブラ

フィッシュの研究により同定されたが、血球血管芽細胞の存在や性質は未解明である。血球

血管芽細胞は胎児期にみられる血球細胞および血管内皮細胞の共通前駆細胞とされ、硬組

織形成においても重要な役割を担うと考えられる。本研究ではゼブラフィッシュ、メダカを

用いて Npas4l の機能解析と血球血管芽細胞の探索を行った。CRISPR/Cas9 システムで

npas4l 遺伝子欠損メダカを作製し、血球細胞・血管内皮細胞が標識されたレポーターメダ



カと交配したところ npas4l 欠損型では GFP 陽性の血

球細胞と血管内皮細胞が顕著に減少しゼブラフィッ

シュと同様の結果を得た（図１）。発生初期の野生型

胚および npas4l欠損型胚を用いてシングルセル RNA-

seq 解析を行ったところ、13 個の細胞集団に分けるこ

とが出来、血球細胞と血管内皮細胞のマーカーを発現

する細胞集団が存在することがわかり、血球血管芽細

胞の候補が見出された（図２）。さらに、RNA in situ 

hybridization法で内在性の遺伝子発現を調べたとこ

ろ、その細胞集団が胚の周囲に存在していることが示

された。また、この変異体の骨組織を調べると、形成

不全になっている骨が一部でみつかり、血管、血球、

心臓の発生が硬組織形成とどのようにリンクするか

を示唆するデータが得られた。本研究で作製した血管

や骨が欠落した変異体モデルを解析することで、生体

内メカニカルストレスと器官形成のさらなるメカニ

ズム解明が期待される。現在、論文にまとめ投稿準備

中である。 

 

（２） 米国の研究チームは、ゼブラフィ

ッシュの鰭（ひれ）の再生時に機能するエ

ンハンサーをいくつか同定している。種

を超えて保存されたエンハンサーの仕組

みを明らかにするため、それらのエンハ

ンサーで GFP が発現誘導される DNA 発現

ベクターを米国の研究室から複数提供していただき、今回、メダカに導入して解析した。そ

の結果、4系統のうち 1系統においてメダカの鰭（ひれ）再生時に強く発現するエンハンサ

ーを同定した（図３）。このエンハンサーは、種を超えて保存されている再生に重要な働き

をするエンハンサー領域である可能性が高く、骨組織の周囲に発現していたことから、硬組

織の再生に必要なエンハンサーであることを示唆した。今後は転写因子などを同定するこ

とで、ゲノムレベルにおける再生メカニズムの解明が期待される。現在、論文にまとめ投稿

準備中である。 
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