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研究成果の概要（和文）： 

魚類の筋発生では、脊索近傍の adaxial cell から生まれた遅筋細胞が体の表層に移動すること
が重要なステップとなるが、その分子機構の詳細は不明である。本研究では遅筋の中でも移動
する細胞と移動しない細胞があることに着目し、蛍光タンパク質でそれぞれを可視化したトラ
ンスジェニック魚を作出し、遅筋細胞の発生過程を生きた個体で詳細に解析できる系を
確立した。また、それを活用し、両者で特異的に働く遺伝子の発現制御機構は大きく異な
ることを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 Lateral migration of adaxial cell-derived slow muscle cells is crucial in fish 
myogenesis. However, detailed molecular mechanisms responsible for the migration 
are largely unknown. In this study, we established transgenic fish which expresses 
fluorescent protein in migrating and not migrating slow muscle cells. By using the 
transgenic fish, we revealed that distinct mechanisms are involved in gene expression 
specifically to migrating and not migrating slow muscle cells.  
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１．研究開始当初の背景 
細胞の移動は器官形成において重要な役

割を果たしている。発生の様々な局面で、幹
細胞から分化した細胞は特定の場所へ特定

の経路をたどって移動し、そこで最終成熟し
器官を形成する。筋肉についても、例えば、
ほ乳類の四肢の筋肉は体幹部の
dermomyotome から肢芽へと移動する細胞に
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よって形成される。一方、魚類においては速
筋と遅筋が、それぞれ深部および表層に位置
し、解剖学的に分離していることが知られる
が、この異なる筋線維の層の形成にも細胞の
移動が決定的な役割を果たしている。魚類の
筋発生はゼブラフィッシュでよく研究され
ており、始めに脊索に沿って存在する一層の
細胞群である adaxial cell が、遅筋線維として
の性状を特徴づける遅筋型のミオシン重鎖
（myosin heavy chain, MYH）を発現し始め、
表層へ向かって放射状に移動し遅筋の層を
形成する。続いて、残る筋節部分が速筋へと
分化し、速筋型の MYH を発現する。さらに、
速筋の分化の開始には、遅筋細胞の移動が刺
激となるという報告もあり、魚類の筋形成に
は遅筋細胞の移動がきわめて重要であるこ
とがわかる。 
遅筋細胞の移動には、幾つかの細胞接着因

子が何らかの関与をすることは明らかであ
る。細胞接着因子は筋細胞だけでなく、細胞
間相互作用を通じて様々な細胞の移動に関
わるが、Cortes ら（2003）は細胞接着因子の
一つである m-cadherin と n-cadherin がゼブラ
フィッシュ胚の筋節で発現し、遅筋細胞の移
動に対応して発現領域が変化することを示
した。さらに、これら遺伝子をノックダウン
すると、遅筋細胞は移動するものの、体表ま
で届かず途中で止まるものが多く現れた。一
方で、移動が完全に止まるわけではないこと
から、さらに別の分子が関与することも示唆
されている。また、Mann ら（2006）はゼブ
ラフィッシュ筋節で発現する新たな細胞接
着因子として neurolin と neurolin-like cell 
adhesion molecule を、Dumont ら（2007）はニ
ジマスの遅筋細胞で発現する細胞接着因子
NLRR-1 を報告したが、これら分子の遅筋細
胞の移動への関与は全く不明である。このよ
うに、遅筋細胞の移動は魚類の筋形成の重要
なイベントであるが、その分子機構にはまだ
不明な点が多く残されている。ところで、魚
類には、同じく adaxial cell から分化する細胞
として muscle pioneer 細胞が存在する。当該
細胞は遅筋型 MYH を発現する遅筋細胞であ
るが、発生後はほとんど移動せずに脊索近傍
の水平筋隔に止まる。すなわち、遅筋細胞と
muscle pioneer 細胞は発生の系譜は同じなが
ら移動性という点が大きく異なり、両者の違
いを検討することで移動に関わる分子機構
に迫れるものと期待できる。 
他方、ゼブラフィッシュやメダカといった

小型魚類は、器官形成における細胞の移動を
解析するのに格好のモデル生物である。これ
らは、体外で発生し胚が透明であるため発生
過程の観察が容易であること、特定の細胞を
ラベルする胚操作の技術や遺伝子導入、遺伝
子の機能阻害の技術が確立されていること、
さらに生きた個体において一細胞レベルで
の観察が可能なことなど、様々な利点を備え
る。また、ゲノムデータベースが充実し、種々
の遺伝子の単離も容易である。したがって、
両魚種は筋発生に関わらず、神経発生など
様々な細胞移動を伴う生命現象の解析系と
して広く用いられている。申請者らはトラ
フグの遅筋型 MYH である MYHM5 の遺伝子
上流 4kb を単離し、これに緑色蛍光タンパク
質（green fluorescent protein, GFP）をつないだ
コンストラクトを作製した。そして、これを
導入したゼブラフィッシュ胚において、遅筋
と心筋を特異的に可視化できることをみい

だした。さらに、申請者が所属する研究室で
はメダカの muscle pioneer 細胞で発現する
MYH が同定されており、同様に当該 MYH の
遺伝子上流域を用いることで muscle pioneer
細胞を可視化することも可能と考えられる。
生きた個体でこれら筋細胞を特異的に可視
化できれば、その発生過程を詳細に観察でき
るとともに、それら細胞を抽出し、両細胞の
遺伝子発現パターンの違いを検討すること
もできる。こうした手法を用いることで、遅
筋細胞の移動に関わる新しい分子の発見な
ど、先駆的な研究の展開が期待される。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、ゼブラフィッシュやメダカを主
対象に、移動する遅筋細胞（表層遅筋）と移
動しない遅筋細胞（muscle pioneer）の個別の
可視化と、それら細胞で特異的に働く遺伝子
の発現制御機構を解析し、魚類の筋発生にお
ける遅筋細胞の移動の分子機構の解明に基
礎的知見を提供することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 トラフグの遅筋型 MYH である MYHM5の
遺伝子上流 4kbにGFPをつないだコンストラ
クト作製し、これを導入したゼブラフィッシ
ュ胚において、移動する遅筋で GFP が発現す
ることを免疫染色やライブイメージングの
手法を用いて確認する。また、移動しない遅
筋である muscle pioneer 細胞で発現するメダ
カの MYH につき、同様に遺伝子上流域を
GFP 遺伝子に結合したコンストラクトを作
成し、これをメダカ受精卵に導入して、muscle 
pioneer 細胞を可視化する。GFP の特異的な発
現は遅筋細胞を認識する抗体や muscle 
pioneer 細胞のマーカーである engrailed の抗
体との共染色で確認する。また、移動する遅
筋細胞や muscle pioneer 細胞で特異的に GFP
を発現する個体については、トランスジェニ
ック系統として確立すべく、次世代を作製す
る。さらに、上流領域のデリーションミュー
タントを作成し、in vivo レポーターアッセイ
により、転写に必要なプロモーター領域を明
らかにし、移動する細胞とそうでない細胞に
おける違いを検討する。 
 
４．研究成果 
（1）移動する遅筋の可視化 

魚類の遅筋において adaxial cell として誕生
し表層に移動する遅筋細胞の発生には、
hedgehog（Hh）シグナルが決定的に関わるが、
MYHM5 の遺伝子上流 4kb に GFP 遺伝子を連
結したレポーターベクターをゼブラフィッ
シュ胚に導入し、さらに薬剤処理で Hh シグ
ナルを阻害したところ、無処理胚に比べて明
らかに GFP の発現が減尐した。すなわち 
MYHM5 プロモーターで GFP を発現する遅筋
細胞の発生は Hh シグナルに依存することが
示され、移動する遅筋線維を可視化できてい
ると考えられた。さらに、遅筋細胞が移動し
ている時期のゼブラフィッシュ胚を観察し
たところ、adaxial cell および移動途中の遅筋
と思われる細胞で GFP が発現していること
を確認した（図 1）。 
 
 
 
 
 



 

 

（2）移動しない遅筋の可視化
移動しない遅筋細胞すなわち muscle 

pioneer に相当する領域で発現するメダカの
MYHemb1 につき、その翻訳開始点上流 1.9kb
を GFP 遺伝子に連結したコンストラクトを
構築し、同コンストラクトを染色体に固定し
たトランスジェニック・メダカ系統を確立し
た。この系統では GFP が水平筋隔で特異的に
発現することを確認した（図 2）。GFP の発現
部位は muscle pioneer のマーカーである
engrailed の発現部位と重なること、Hh シグナ
ルを阻害することで、プロモーター活性が抑
制されることが示され、 mMYHemb1 が muscle 
pioneer で発現することが確認された。

（3）移動する遅筋細胞と移動しない遅筋細
胞に特異的な遺伝子の発現制御機構の検討

Adaxial cell に由来し、発生過程で魚体表層
へと移動する遅筋で特異的に発現するトラ
フグのミオシン重鎖遺伝子 MYHM5 につき、ゼ
ブラフィッシュオーソログである MYH7B と
の比較解析から、両遺伝子上流にある保存領
域を同定し、さらにその欠損変異体の解析か
ら、MYHM5 の翻訳開始点上流 479b～606b の
128bp 中にその特異的な遺伝子発現を正に制
御する cis エレメントが含まれることが明ら
かになった。また、移動しない遅筋である
muscle pioneer で特異的に発現するメダカ
mMYHemb1 を対象に in vivo レポーター解析を
行った。さらに、欠損変異体や点変異体を作
成してプロモーター領域を絞り込み、トラフ
グオーソログである MYHM2528-2 の上流配列と
相同性を示す 61bp の配列が、mMYHemb1のプ
ロモーター活性に大きく寄与することを明
らかにした。この 61bp の領域につき、先の
MYHM5 のプロモーター128bp との間で共通す
る転写因子は検索されなかった。また、この
領域に含まれる既報の転写因子の結合配列

に変異を導入してもプロモーター活性は変
化せず、未知の cis エレメントの存在が考え
られた。

 以上の結果、MYH をマーカーとすること
で、移動する遅筋と移動しない遅筋を的
確に区別できることが示された。これら
を用いることで、遅筋細胞の移動の様子
など、その発生過程を生きた個体で詳細
に解析できる系が確立できた。また、両
者の発生は共に Hh シグナルに依存するも
のの、結果として発現する MYH は異なり、
発現に必須の転写制御領域は両者で保存さ
れておらず、遺伝子発現の制御機構は全く異
なることが示唆された。
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図 2. 移動しない遅
筋細胞の可視化．メダ
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muscle pioneer 細胞
で発現するMYH遺伝
子のプロモーターを
使うことで、移動しな
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できた．図はトランス
ジェニックメダカの
側面図で筋線維を赤
色で染色した。背側と
腹側の筋肉の間の水
平筋隔で GFP が発現
している． 
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