
川崎医科大学・医学部・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３５３０３

若手研究

2021～2020

スペルミジンによる体表模様形成機構の解明

The study for mechanism of zebrafish skin pattern pattern formation by 
spermidine

１０８６８６１５研究者番号：

臼居　優（Usui, Yuu）

研究期間：

２０Ｋ１５８０３

年 月 日現在  ４   ５ ２３

円     3,200,000

研究成果の概要（和文）：本研究はギャップ結合タンパク質Cx39.4のイメージングと、Cx39.4とポリアミン化合
物スペルミジンの結合親和性解析から、ゼブラフィッシュの体表模様形成に関与する分子メカニズムの解明を目
指した。Cx39.4のイメージングでは、Cx39.4のC末端領域に蛍光タグを挿入した融合遺伝子を細胞に発現させる
ことにより、蛍光顕微鏡下でCx39.4のギャップ結合を可視化することができた。一方、等温滴定型カロリメトリ
ーを用いた結合親和性の解析については、実験条件を最適化し、改めて実験を行う必要がある。以上により、当
初予定していたプロジェクトの半分は達成したと言える。

研究成果の概要（英文）：In this project, I aimed to elucidate the molecular mechanism of zebrafish 
skin pattern formation by imaging the gap junction protein Cx39.4 and investigating the binding 
affinity value between Cx39.4 and spermidine. I succeeded in Cx39.4 visualizations by inserting a 
fluorescent protein tag into the C-terminal domain of Cx39.4. Although I tried to measure the 
binding affinity value between cx39.4 and spermidine using isothermal titration calorimetry, I had 
to optimize the experimental conditions.

研究分野：発生生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
生物は細胞分裂と細胞分化により多様な細胞を生成しながら「同種細胞の集団サイズ」と「異種細胞集団間の境
界」を決定し、特定の「形と大きさ」へ収束していく。本研究ではゼブラフィッシュの縞模様形成の仕組みの解
明に取り組み、「形と大きさの制御にはどのような分子が関与し、どのようなメカニズムで決められている
か？」という疑問の解決に努めた。これにより、形態形成の原理に一歩迫ることができた。

※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。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
1. 研究開始当初の背景 
ゼブラフィッシュの黒と黄色の縞模様は、黒色素細胞と黄色素細胞の相互作用により形成され
る 1-3。ギャップ結合タンパク質コネキシン 39.4（Cx39.4）の欠損やポリアミン化合物のスペル
ミジンの細胞内濃度の低下により、黒色素細胞が減少し、体表模様が変化する 4-7。また、Cx39.4
を含むギャップ結合では、スペルミジンの濃度依存的にチャネル通過する電流が抑制される 8。 
 
（１）Cx39.4 のイメージング 
Cx39.4 が黒色素細胞に発現していることは明らかになっていたが、ギャップ結合を形成して
いるのかは不明であった。 

 
（２）Cx39.4 とスペルミジンの結合 
スペルミジンは正のチャージをもつ低分子の生理活性物質であり、負にチャージしたグルタミ
ン酸と結合する。Cx39.4 はチャネルの開閉を調節する N 末端領域に 4 つのグルタミン酸残基
を有しているが、何番目のグルタミン酸残基がスペルミジンとの相互作用に重要なのか不明で
あった。 

 
 
 
２．研究の目的 
Cx39.4 とスペルミジンの解析を通じて、ゼブラフィッシュの体表模様形成における分子メカニ
ズムの一端を解明する。 
 
（１）Cx39.4 のイメージング 
① ギャップ結合のチャネル活性やアセンブリー、局在の制御を阻害しない領域に EGFP タグ 
   を挿入したコンストラクト(Cx39.4-EGFP)を作製する。 
② クローニングした融合遺伝子 Cx39.4-EGFP がギャップ結合を形成するのか、培養細胞を用 
   いて確認する。 
③ Cx39.4-EGFP を色素細胞で発現する遺伝子組換えゼブラフィッシュの作製と観察を行う。 

 
（２）Cx39.4 とスペルミジンの結合 
① スペルミジンが Cx39.4 と結合する領域を同定する。 
② スペルミジンと Cx39.4 N 末端領域との結合親和性を明らかにする。 

 
 
 
３．研究の方法 
（１）Cx39.4 のイメージング 
① Cx39.4-EGFP のクローニング 
② 培養細胞 Neuro2a へ Cx39.4-EGFP を導入し、蛍光シグナルの局在を観察する。 
③ cx39.4-/-ゼブラフィッシュの受精卵へ Cx39.4-EGFP を導入し、系統化された遺伝子組換 
   えゼブラフィッシュの色素細胞と体表模様の観察を行う。 

 
（２）Cx39.4 とスペルミジンの結合 
① グルタミン酸残基をリシン残基に置換した Cx39.4 のクローニング 
② 等温滴定型カロリメトリーを用いた結合親和性の解析 

 
  



 

 

 
４．研究成果 
（１）Cx39.4 のイメージング 
①：Cx39.4 の全長配列の C末端側に EGFP を融合したコンストラクト（Cx39.4EGFP）や C末端
領域の途中に EGFP を挿入したコンストラクト（Cx39.4ins287EGFP, Cx39.4ins255EGFP）、C末
端領域を部分的に除去して EGFP を挿入したコンストラクト（Cx39.4exc256-321EGFP, 
Cx39.4exc256-337EGFP, Cx39.4del256-341EGFP）のクローニングを行った。培養細胞実験用と
して、CMVプロモーターの下流に標的遺伝子を挿入した。また、遺伝子組換えゼブラフィッシ
ュ作製用には、黒色素細胞で外来遺伝子が過剰発現するように、ゼブラフィッシュ mitfa プロ
モーター9を搭載したプラスミド DNAに Cx39.4-EGFP シリーズを挿入した。 

 

        
 

②：(1)−①で作製したプラスミド DNA を導入した Neuro2a 細胞を蛍光顕微鏡で観察したとこ

ろ、Cx39.4EGFP以外のコンストラクト Cx39.4ins287EGFP, Cx39.4ins255EGFP, Cx39.4exc256-

321EGFP, Cx39.4exc256-337EGFP, Cx39.4del256-341EGFP において、ギャップ結合の形成を示

すプラークの検出に成功した。ギャップ結合を形成したコンストラクトのうち、Cx39.4del256-

341EGFP のギャップ結合形成効率が他に比べて低かったことから、Cx39.4 の C 末端の４アミノ

酸はタンパク質のアセンブリーもしくは局在制御に関わっていることが示唆された。 

 

 
 

  

Cx39.4ins287EGFP
at 287th position

Cx39.4EGFP
341 EGFP 

341aa
Full-length Cx39.4 

TM1 TM2 TM3 TM4

NT CT
EL1

IL
EL2

Cx39.4ins255EGFP

Cx39.4exc256-337EGFP
256-337

at 255th position

EGFP domain insertion

Cx39.4exc256-321EGFP*
256-321

EGFP domain exchange

255
Cx39.4del256-341EGFP

A 

Cx39.4del256-341EGFPCx39.4exc256-337EGFP

E F

C

Cx39.4ins287EGFPCx39.4ins255EGFP

B

Cx39.4EGFP

A

Cx39.4exc256-321EGFP

D



 

 

 

③：(1)−①で作製した Cx39.4-EGFP シリーズをそれぞれ発現する cx39.4-/-ゼブラフィッシュ

の体表模様を観察した。その結果、(1)−②でギャップ結合プラークを形成した Cx39.4-EGFP を

発現する遺伝子改変ゼブラフィッシュは、体表模様を回復した。以上のことから、

Cx39.4ins287EGFP, Cx39.4ins255EGFP, Cx39.4exc256-321EGFP, Cx39.4exc256-337EGFP, 

Cx39.4del256-341EGFP についてはギャップ結合のチャネル特性を阻害しないことが示唆され

た。また、これらの標的遺伝子を発現するゼブラフィッシュの黒色素細胞間には、ギャップ結

合の形成を示すプラークが観察された。 

 

 
 

 
（２）Cx39.4 とスペルミジンの結合 
①：ラット Cx40 や Cx41.8 の先行研究 4,10,11を参考に、Cx39.4 の N 末端領域のグルタミン酸
（E）をリシン（K）に置換した。Cx39.4 の N 末端領域には４つの Eがあるが、本研究ではその
うちの 1 つが K に置換されたコンストラクト（Cx39.4E10K, Cx39.4E14K, Cx39.4E15K, 
Cx39.4E18K）と、２つが K に置換されたコンストラクト（Cx39.4E10,14K）のクローニングを
行った。 

 

 
 

②：スペルミジンと Cx39.4 の N 末端領域の分子間相互作用を調べるため、等温滴定型カロリ

メトリーを用いて結合解析を行ったが、Cx39.4 と Cx39.4E10, 14K はどちらもスペルミジンと

結合しないことを示す結果が得られた。この実験の結論を出すためには、Cx39.4 の N 末端ペ

プチドの溶媒の選択や、2,2,2-trifluoroethanol の添加によるヘリックス構造の形成誘導、

基質とリガンドの濃度比といった実験条件の精査と最適化が必要である。 
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