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研究成果の概要（和文）：ゼブラフィッシュにおいては、受精卵植物極に存在する背側決定因子

が、微小管束に乗って背側に移動し、背側胚盤細胞で Wnt/-catenin 経路を活性化することで

背側特異的遺伝子の発現を誘導し、背側軸を形成すると考えられてきた。これまで、微小管依

存性モータータンパク質 Kinesin I のリンカー分子 Syntabulin が、初期背側決定に重要な役割

を果たしていることを見出してきた。本研究では、植物極微小管は予定背側領域に向かってプ

ラス端を伸長すること、Syntabulin は Grip2 (Glutamate receptor interacting protein2)と会合す

ることを見出した。これらの結果は、Kinesin/Syntabulin/Grip2 の複合体が背側決定因子を植物

極から予定背側領域に運搬することで、背側を決定していることを示している。 

 
研究成果の概要（英文）：In zebrafish embryos, dorsal determinants are believed to be 

initially localized to the vegetal pole and then transported to the prospective dorsal side of 

the embryos through a microtubule array. The dorsal determinants activate the canonical 

Wnt pathway and thereby promote the expression of genes that induce the dorsal organizer. 

We previously demonstrated that Syntabulin, a linker protein of kinesin I motor protein, is 

required for the dorsal organizer. We have found that the parallel microtubule array form 

at the cortical surface of the vegetal pole around 20 minutes after fertilization; the plus end 

of microtubules is to the prospective dorsal side. We have also found that Syntabulin can 

interact with Grip2 (glutamate receptor interacting protein 2). Our findings suggest that a 

complex of Syntabulin and Grip2 is involved in the microtubule-dependent transport of 

dorsal determinants. 
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１．研究開始当初の背景 

 1924 年、Hans Spemann と Hilde Mangold

は両生類を用いた解析から、胚の背側組織の
一部が神経・筋肉など背側組織を正確に誘導

する活性を有することを示した。この部分は、
背側オーガナイザーと呼ばれ、長年発生学者
の興味を惹きつけてきた。近年の分子生物学
的解析から、背側オーガナイザーで発現し、

機関番号：13901 

研究種目：基盤研究(B) 

研究期間：2009～2011 

課題番号：21370103 

研究課題名（和文） 

 脊椎動物の初期背側決定機構の解析 

研究課題名（英文） 

 Dorsal determination in vertebrate embryogenesis 

研究代表者 

日比 正彦（HIBI MASAHIKO） 

名古屋大学・生物機能開発利用研究センター・教授 

 研究者番号：40273627 

 

 



 

 

背側オーガナイザーの機能に関与する分子
が多く同定されてきた。しかし、背側オーガ
ナイザー形成を引き起こす最初のステップ
は良く分かっていなかった。 

 両生類においては、受精を引き金とし、精
子陥入点と反対側に卵皮質が回転する
(cortical rotation)。Cortical rotation に伴い微
小管束が背側に向かって形成され、微小管に
沿って細胞小器官を含む色々な物質が背側
に運ばれることが示されている。魚類（ゼブ
ラフィッシュ等）においては、精子は動物極
に陥入するが、受精後 20 分後に、植物極に
一方向性の微小管束が形成されることが知
られている。ゼブラフィッシュの初期胚にお
いて、32 細胞期までに微小管形成を阻害した
場合、また 1 細胞期に植物極卵黄を物理的に
除去した場合、背側構造を全く持たない胚が
形成される。これらのデータは、魚類・両生
類の初期発生の過程において、受精卵植物極
に存在する何らかの分子（背側決定因子）が、
微小管束に乗って背側に移動し背側を決定
していることを示している。アフリカツメガ
エル・ゼブラフィッシュ胚における、
Wnt/-catenin シグナルの阻害・活性化実験か
ら、背側決定因子は Wnt シグナルを活性化し、
背側胚盤細胞核での-catenin の蓄積を誘導
し、-catenin が共因子 Tcf/Lef と共に背側特
異的遺伝子を誘導し、背側特異的遺伝子が背
側オーガナイザーを誘導する、と考えられて
いた（図１）。 

 

２．研究の目的 

 我々はこれまで、背側組織の形成不全を示
すゼブラフィッシュ母性遺伝子効果変異体
tokkaebi を同定した。tokkaebi ホモ接合体雌
魚から産まれた胚（tokkaebi 胚）は、腹側化
表現型を示す。典型的な場合、背側組織を全
く有しない状態となる。 

 tokkaebi 胚では、背側特異的遺伝子の発現
は誘導されず、また背側胚盤での-catenin の
核への蓄積が認められなかった。さらに、
Dvl3 (Dishevelled homolog 3) ・ 活 性 型
catenin・ドミナントネガティブ Gsk3や
Axin1 を過剰発現させ Wnt シグナルを活性化
することで、tkk 胚での背側特異的遺伝子の
発現が回復することから、tokkaebi 遺伝子座
がコードする蛋白は-catenin に至る Wnt シ
グナルを制御する分子であるか、これら分子
の活性・局在を制御している可能性が示唆さ
れていた。 

 我々は、ポジショナルクローニング法によ
って tokkaebi 遺伝子座を同定した。tokkaebi

遺伝子座は、哺乳動物の神経において微小管
依存性の輸送に関与することが報告されて
い る Syntabulin を コ ー ド し て い た 。
Syntabulin は、微小管上プラス側に物質を輸
送するモーター蛋白 Kinesin I と貨物（シナプ
ス小胞前駆体等）を結合させるリンカー蛋白
として機能していることが報告されていた。
我々は、(1)tokkaebi 胚においては syntabulin

遺伝子の発現が極めて減少していること、
(2)tokkaebi 変異染色体上では、syntabulin 遺
伝子のプロモーターに異常な DNA 断片の挿
入があること、(3)syntabulin を卵細胞に強制
発現することで tokkaebi 胚の表現型が回復
されること、 (4)初期卵割胚において
syntabulin の RNA が卵黄植物極に局在して
いること、を見出してきた。以上のこと考え
合わせると、Syntabulin は背側決定因子の輸
送に関与していることが示唆されていた。 

 本研究では、(1)微小管依存性に Syntabulin

が植物極から背側に輸送される実態を明ら
かにする、(2)受精後植物極に形成される微
小管の動態を明らかにするとともに、微小管
形成を制御する分子機構を明らかにする、
(3)Syntabulin が運ぶ物質を同定することで
初期背側決定機構を解明する、ことを目的と
した。 

 

３．研究の方法 

(1)Syntabulin・微小管形成の動態の解析 
免疫染色：作製済みの Syntabulin のモノクロ
ーナル・ポリクローナル抗体および-Tubulin

の抗体を用いて、発生初期に植物極に形成さ
れる微小管およびSyntabulinの局在を観察し
た。Syntabulin の移動が微小管依存性である
かを、nocodazol や colchicine 等による微小
管形成阻害した胚で観察した。 

ライブイメージング：卵細胞特異的遺伝子
(zpc: zona pellucida)のプロモーターを用い
て、微小管プラス端結合因子 EB1 あるいは
-Tubulin の EGFP 融合タンパク質を卵で発
現するトランスジェニックフィッシュを作
製し、これを用いて受精 20 分後の微小管形
成の動態を共焦点顕微鏡で観察する。 

微小管形成因子の探索：卵黄植物極に発現す
る遺伝子を検索することで微小管形成に関
与する分子を探索する。 

(2)Syntabulin 結合タンパク質の同定 

Yeast two hybrid 法：Syntabulin の全長を bait

として、ゼブラフィッシュの母性 cDNA およ
原腸胚、成魚の cDNA ライブラリーをスクリ
ーニングし、Syntabulin 結合タンパク質の同
定を行った。 

抗体を用いた Syntabulin 会合蛋白の同定：未
受精卵から、蛋白抽出液を作製した。ポリク
ローナル及びモノクローナル抗体を用いて



 

 

免疫沈降し、沈降してきた蛋白を、
SDS-PAGE、銀染色にて解析する。共沈降し
てきた蛋白を LC-MS 質量分析装置を用いて
同定した。 

Tandem Affinity Purification (TAP 法)を用いた
Syntabulin 会合蛋白の同定：Syntabulin に
Calmodulin 結合蛋白と Streptoavidin 結合蛋
白をタグとして結合させた蛋白(Syntabulin- 
CTAP)を発現するトランスジェニックを作製
し、Calmodulin と Streptoavidin のカラムで
順次精製することでSyntabulinに会合する蛋
白の精製を試みた。 

Wntシグナルおよび背側形成に関与する分子
との会合：tokkaebi 同様に背側が形成されな
い母性遺伝子効果変異体 hecate の責任遺伝
子 Grip2 (glutamate receptor interacting 

protein 2)は、ショウジョウバエでは Wnt の
受容体 Frizzled と会合することが知られてい
る。また、Wnt の分泌および輸送に関与する
Wntless (GPR177)が知られている。これらに
タグ（HA, Flag）の付いた発現プラスミドを
作製し、タグ(Myc, EGFP)付き Syntabulin と
培養細胞で発現させ、共免疫沈降法にてタン
パク質相互作用を解析した。 

 
４．研究成果 
(1)Syntabulin は微小管依存性に輸送される 

 免疫組織染色の結果から、Syntabulin タン
パク質は最初植物極に局在するが、微小管の
形成される受精後 20 分より、一方向に移動
することが明らかとなった。しかし、胚盤細
胞までは移動することなく、2 細胞期に入る
ころには（受精後 60 分）免疫組織において
も Western blotting によっても検出されなく
なった（図２）。また、Syntabulin の一方向性
の移動は、微小管形成阻害薬である
nocodazole や colchine によって阻害される
ことから、Syntabulin は微小管依存性に移動
するものと考えられた。 

 
図２ Syntabulin の局在（F-K）およびタンパク質

の安定性（L） Synatublin の一方向への移動は

nocodazole（N）あるいは colchicine（M）処理に

より抑制される。論文 12 より。 

 

(2)植物極の微小管形成の動態およびその制
御メカニズム 
 EB1-GFP トランスジェニックフィッシュ
の受精卵を用いて微小管の伸長方向を検索
した。受精後 20 分および 35 分頃より、
EB1-GFP の動態を共焦点顕微鏡で経時的に
観察を行い（図３A）、その後同じ胚で背側オ
ーガナイザー（胚盾）ができる向きを決定し
（図３B）、EB1 の移動方向と予定背側法方向
とを比較した（図３C, D）。その結果、受精
後 20 分頃に形成される微小管は予定背側方
向にプラス端を伸長していた。しかし、35

分頃からは一方向性の微小管形成は検出で
きなくなりランダムになった。また、一方向
性の微小管形成は Tubulin-EGFP のトランス
ジェニックフィッシュにおいても観察され
た。これらの結果は、受精後 20 分からの約
10 分間の短い期間において、一方向性の微小
管が形成され、これが背側決定に重要な役割
を果たしているものと考えられた。 

 

図３ EB1-GFP を用いた微小管形成の動態解析 

(3)微小管形成を制御する分子の探索 

卵黄植物極には体軸形成に関与する遺伝子
の mRNA のいくつかが局在することが知ら
れている。アフリカツメガエルで報告されて
いる植物局在遺伝子として、 calmodulin 

kinase 2g (camk2g1), grip2, trim36 等が知ら
れている。ゼブラフィッシュ初期胚において
も、これらの遺伝子の mRNA は 1 細胞期胚
の卵黄植物極に局在することを確認した。神
経組織の軸索伸長においてCamkは微小管形
成に関与していることから、camk2g1 が受精
によって引き起こされる Ca2+シグナルに反
応し、植物極の一方向性の微小管形成を制御
している可能性が示唆された。 

(4)Syntabulin に会合する分子の同定 
Yeast two hybrid 法を用いた解析：Syntabulin

を bait として Yeast two hybrid スクリーニン
グを行ったところ、dynein light chain 



 

 

(LC8-type2)が得られた。Dynein は微小管マ
イナス端への移動に関与するモータータン
パク質であり、Kinesin で Syntabulin が微小
管プラス端に運ばれた後、マイナス側に戻す
役割があることが想定された。 

抗体を用いた Syntabulin 会合蛋白の同定：卵
からSyntabulinと共免疫沈降したタンパク質
を LC-MS 質量分析を行ったところ、多数の
タンパク質を同定した（表１）。これらの中
には、微小管輸送に関与する Kinesin, Dynein, 

Syntaxin 等が含まれた。 

internexin neuronal intermediate filament protein, alpha

Spectrin beta chain, putative-like

spectrin repeat containing, nuclear envelope 1-like

spectrin, beta, erythrocytic

spectrin beta chain, brain 1

myosin-7

myosin light chain kinase 2-like

myosin-10-like

myosin light chain kinase 3

myosin-Ic

vertebrate myosin VA (heavy polypeptide 12, myoxin)

kinesin family member 21A-like

kinesin family member 5B, b

vertebrate kinesin-like family member protein

kinesin-like protein KIF11

dynein, axonemal, heavy chain 7

dynein, axonemal, heavy chain 3-like

dynein light chain 1, cytoplasmic

cytoplasmic dynein 1 light intermediate chain 1

DEP domain containing 5 isoform 1 (predicted)-like

syntabulin

syntaxin 1B-like

syntaxin-6

semaphorin-6A

semaphorin-3ab precursor

plexin A2

neuropilin- and tolloid-like protein 1-like

similar to MARVEL domain containing 2

FYVE domain containing 9 (ZFYVE9)

Rabenosyn-5

E4 binding protein 4-2

bHLH transcription factor beta3-like

zinc finger and BTB domain containing 22 isoform 1

Zinc finger and BTB domain containing 2b

kelch repeat and BTB (POZ) domain containing 11-like

BTB/POZ domain-containing protein KCTD10

phosphorylase kinase, alpha 1 (muscle)

MAWD binding protein like

WD repeat-containing protein 48

uo:ion006: no significant homology

transcription

factors

WD repeat

containing?

signaling molecules

kinases

FYVE

domain

containing

bHLH

BTB

domain-

containing

cytoskeletal

molecules

motor

proteins

vesicular

transport

molecules semaphorin

Dynein

Myosin

Kinesin

sintaxin

Spectrins

 

表１ ゼブラフィッシュ卵から Syntabulin と共

免疫沈降してきたタンパク質 
Tandem Affinity Purification (TAP 法)を用いた
Syntabulin 会合蛋白の同定：タグ付きの
Syntabulin を発現するトランスジェニックは
完成したが、これを用いた会合タンパク質の
同定はまだ行っていない（TAP 法を用いた解
析は現在進行中である）。 
Wntシグナルおよび背側形成に関与する分子
との会合：HEK293T 細胞に、Myc-Syntabulin

あるいは Syntabluin-EGFP と、Grip2-HA, 

Frizzled8a-Flag, Wntless-Flag を共発現させ、
免疫共沈降法でタンパク質相互を検討した。
少なくとも培養細胞では、SyntabulinとGrip2、
Syntabulin と Wntless が会合することが示さ
れた。Wntless は Wnt タンパク質の分泌・輸
送に関与していること、Wnt8a の mRNA が
植物極に存在し背側決定に重要な役割を果
たしていることが示されている。以上を考え
合わせると、Syntabulin と Grip2 の複合体が、
Wntlessを介してWnt8aタンパク質を含む小

胞を、微小管上で植物極から背側に移動させ
る役割を持っていることが想定された。 
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