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研究成果の概要（和文）： 

 細胞周期可視化プローブ Fucci を組み込んだメダカを用いて、形態形成過程における細胞周

期の時空間的パターンを解析した。その結果、形態形成後期に網膜と脳組織の一部において細

胞増殖が盛んであることを確認できた。そこで、モルフォリノを用いて Hippo シグナル関連分

子のノックダウン解析を行い、Hippo シグナルが形態形成過程に及ぼす影響を精査した。その

結果、網膜組織において顕著な形態異常が認められたことから、Hippo シグナルが形態形成期

の網膜組織の増殖分化制御に関与する可能性が示唆された。 

 

 

研究成果の概要（英文）： 

To monitor the cell-cycle progression in the developing medaka embryos, we adapted 

the fluorescent ubiquitylation-based cell cycle indicator (Fucci) system. We observed 

that proliferating cells were concentrated in several organs, including the retina and 

brain during later morphogenesis. Next, we investigated whether the Hippo signaling 

pathway affects later morphogenesis during early zebrafish development. Knockdown 

of the Mst2, one of the major components of the Hippo pathway, induced morphological 

defects in the zebrafish eye, implying that the Hippo pathway plays a critical role in 

the retinal cell proliferation and differentiation. 
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１．研究開始当初の背景 

 受精卵から個体へと成長を遂げる発生過

程においては、多様な細胞が増殖、分化、接

着、移動、死などの素過程を積み重ねて個体

形成を成立させている。こうした多彩な細胞

の振る舞いはそれぞれが様々なシグナル伝

達系によって時空間的に厳密にコントロー

ルされている。研究代表者は、これまでに小

型魚類のゼブラフィッシュおよびメダカを

用いて種々のシグナル伝達分子のノックダ

ウン解析および変異体解析を実施し、初期形

態形成過程におけるシグナル伝達の重要性

を明らかにした。すなわち、ストレス応答性

MAPキナーゼである JNKシグナル伝達系が

原腸形成過程において Wnt11 の発現レベル

を適切に制御することにより協調的な原腸

形成運動を生み出すこと [J. Cell. Biochem. 

(2010), J. Biochem. (2010)]、LIM ファミリ

ータンパク質 Ajuba が繊毛形成の制御を通

じて形態形成の左右性を生み出す Nodal シ

グナル伝達系の活性化に寄与すること 

[Biochem. Biophys. Res. Commun. (2010)]、

さらには肝臓形成不全メダカ変異体の解析

により、レチノイン酸シグナルが下流に位置

する wnt2bb 遺伝子の発現を誘導し、肝臓の

特異化を決定することを初めて明らかにし

た [Hepatology (2010)]。これに加え研究代

表者は、初期胚形成不全変異体のスクリーニ

ングの過程で、臓器形成とがん化の双方に重

要な Hippo シグナル伝達系の変異体メダカ

を同定した。Hippo シグナル伝達系は、隣接

細胞間の接触情報に基づいて細胞増殖と細

胞死の双方を制御することにより、組織や器

官のサイズを規定する新しいシグナル経路

として近年注目を浴びている (図 1)。 

Hippo系の下流標的分子Yapの変異メダカは、

初期形態形成期より胚の厚みが扁平であり、

組織の構築不全と維持不全という特徴的な

表現型を示す。この表現型は、組織を構築す

る個々の細胞の増殖や細胞死の観点だけか

らでは説明がつかず、組織化された臓器を形

成するために必要な細胞間張力の統御機構

の理解が急務であるとの認識に至った。 

 

２．研究の目的 

 Hippo シグナル伝達系による組織・器官サ

イズの制御機構を細胞増殖・細胞死・細胞張

力の観点から個体レベルで解明することを

目的とする。すなわち、可視化技術に適した

小型魚類を用いて、Hippo シグナル伝達系が

関与する細胞増殖・細胞死とともに細胞間張

力を in vivo で解析する。この可視化技術を

既に単離された Hippo シグナルのメダカ変

異体に適用することにより、形態形成期の

Hippoシグナルがいかにして細胞間張力を統

御し最終的なマクロスケールの組織構築に

反映されるかを個体レベルで理解できると

考えた。 

 

３．研究の方法 

 本研究では、（１）細胞増殖・細胞死およ

び細胞張力の時空間的変化をリアルタイム

で検出可能な蛍光プローブをメダカ胚に導

入し、これを利用して細胞増殖・細胞死に加

え新たに細胞張力の観点から総合的に Yap 

変異メダカと野生型メダカとの比較解析を

行う。（２）上記の可視化システムをゼブラ

フィッシュに適用し、Hippo シグナル構成分

子のノックダウン解析を行う。（３）上記の

蛍光バイオプローブを全身に発現したトラ

ンスジェニック・メダカおよびゼブラフィッ

シュを樹立し、Hippo シグナル伝達系の破綻

による組織崩壊の詳細をタイムラプス顕微

鏡にて観察する。 

 

４．研究成果 

 本研究では、生きた個体全体の中で、細胞

周期・細胞死に加え細胞張力をリアルタイム

に可視化し、Hippo シグナル活性化の形態形

成過程における役割を明らかにすることを

目的として研究を進めた。まず、既に作出済



みの Fucci メダカを用いて、形態形成過程に

おける細胞周期の時空間的パターンを解析

した (図 2)。その結果、形態形成後期に網膜

と脳組織の一部において細胞増殖が盛んで

あることを確認できた。 

 

 そこで、ゼブラフィッシュを用いてモルフ

ォリノによる Hippo シグナル関連分子のノ

ックダウン解析を行い、Hippo シグナルが形

態形成過程に及ぼす影響を精査した。その結

果、網膜組織において顕著な形態異常が認め

られたことから、Hippo シグナルが形態形成

期の網膜組織の増殖分化制御に関与する可

能性が示唆された。 

 一方、細胞張力の可視化システムの構築に

向け、張力のセンサープローブをメダカ胚に

導入し、蛍光タイムラプス顕微鏡により細胞

-細胞間張力の組織分布を FRET の蛍光強度

の変化として捉えられるか否かを検討した。

現在までのところ期待どおりの FRET 効率

が得られていないが、リンカーの種類や長さ

の変更による改良型張力センサー分子群の

作製を現在進行させており、FRET 効率の最

適化を培養細胞にて検討する予定である。ま

た、これら改良型張力センサー分子が個体レ

ベルで使用可能であるかどうかを、今後トラ

ンスジェニック・メダカおよびゼブラフィッ

シュの作出により検討したいと考えている。 
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