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研究成果の概要（和文）：膜貫通型プロテアーゼADAM8はゼブラフィシュにおいて血液循環の開始に関わる 
(Iida et al., 2010)。血液循環機構のさらなる理解のため、ADAM12の解析を行った。ADAM12-GFP BACTgフィッ
シュの作成によりADAM12が胚の血球・血管で発現することがわかったが、ADAM12ノックアウトフィッシュでは造
血や血管形成には顕著な影響はなかった（Tokumasu et al., 2016）。一方ADAM8欠損マウスの解析により、
ADAM8が、筋再生に先行する炎症細胞の損傷筋への浸潤・壊死繊維の除去により、筋再生に関わることを見出し
た(Nishimura, 2015) 。

研究成果の概要（英文）：We investigated roles of ADAM8 in blood development and in inflammatory 
reactions prior to regenerative myogenesis, by which injured myofibers are eliminated to make new 
one. No evident defects were observed in ADAM8 knockout (KO) mice. We showed that efficient 
elimination of injured myofibers during regeneration requires ADAM8. Upon cardiotoxin-induced 
skeletal muscle injury, neutrophils invade into myofibers through the basement membrane  and cluster
 in wild type, but not in ADAM8 KO mice although neutrophils of the latter infiltrate into 
interstitial tissues similarly to those of wild type mice. Neutrophils lose their adhesiveness to 
blood vessels after infiltration, which involves an ectodomain shedding of PSGL-1 on their surface. 
Expression of PSGL-1 on the surface of neutrophils remain higher in ADAM8 KO than in wild type mice,
 suggesting that ADAM8 mediates the invasion of neutrophils by the removal of their adhesiveness to 
blood vessels after infiltration into injured muscle. 

研究分野： 発生生物学・細胞生物学

キーワード： ADAMプロテアーゼ　血管形成　血液循環　造血　ゼブラフィッシュ　ライブイメージング　再生　イン
テグリン
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1．研究開始当初の背景	 
 
発生過程で最初に胎内を循環する胎児型赤
血球は、やがて造血幹細胞から産生される
赤芽球に置き換わる。ひとつの疑問は、一
過的出現にも関わらずその存在が脊椎動物
で保存されている意義である。本研究は主
にゼブラフィッシュを用いて、その疑問の
解決に挑む。	 
	 
２．研究の目的	 
 
 造血幹細胞とは異なり、胎児型赤血球は一
過的に出現するだけだが、その存在は脊椎動
物でよく保存されており、そこには重要な存
在意義が隠されているだろう。我々は生きた
ゼブラフィッシュ胚の胎児型赤血球の循環
開始過程を観察し、これらの血球が、最初の
造血の場である背側大動脈の腹側において
(1)動静脈と分離し、（２）血管内腔に侵入後、
（３）膜型プロテアーゼ ADAM8 依存的に血管
との接着を解除してほぼ同調的に循環を開
始する、という厳密に制御されたプロセスに
より循環を開始することを見いだした
（	 Iida	 et	 al.,	 Curr	 Biol.,	 2010）。本研
究はこれら一連の血球の挙動の制御機構を
解明し、これらのプロセスの赤血球球分化・
血管形成への関わりを明らかにする。また、
マウスにおいて同様の血球分化・血管形成機
構の存在を検証する。	 
	 
３．研究の方法	 
 
 ゼブラフィッシュとマウスを用いて、次の
研究を行う。 
実験①胎児型赤血球循環開始過程に関わる
分子機構の解明：血管と血球を異なる蛍光タ
ンパク質でラベルしたゼブラフィッシュ胚
を用いて、胎児型赤血球の循環開始に関与す
る分子群を同定し、その多段階プロセスの分
子機構を明らかにする。	 	 

実験②赤血球分化・血管形成における各プロ
セスの位置づけ・生物学的意義の検証：	 
ADAM8 および上記同定因子群の欠損胚の赤血
球・血管内皮での遺伝子発現や血管形成への
影響を調べ、赤血球分化・血管形成における
個々のプロセスの役割を明らかにする。  
実験③血球循環開始に関わる分子の、哺乳類
における役割：この赤血球循環開始機構、血
球分化・血管形成制御機構が哺乳類でどのよ
うに働いているかを、マウスを用いて検証す
る。 
	 
４．研究成果	 
	 	 
	 脊椎動物発生過程において最初の造血の場
（ほ乳類では卵黄嚢壁の血島）では主に胎児
型赤血球が産生されるが、意外にも、そこで	 
産生される赤血球がどのように循環し始める
のか、その制御機構は殆ど解明されていなか

った。我々はゼブラフィッシュ胚のライブイ	 
メージングにより、胎児型赤血球の循環開始
が循環系内で働くメタロプロテアーゼ活性に
依存すること、血球で高発現する膜型メタロ	 
プロテアーゼ ADAM8 を必要とすることを発見
した。本研究はその発見を発展させ、血液循
環開始機構を ADAM8	 を中心とする血球・血管	 
の相互作用・接着制御の観点から解明し、能
動的プロセスとしての循環開始機構の解明を
めざしてきた。その結果、	 ADAM8 に依存する	 
血液循環の開始がないと、血管における
Notch シグナルに異常が生じ、Notch のリガン
ドである Dll4・	 Notch の下流ではたらく	 
hey2 の	 発現上昇がみられること、それは、
ADAM8 のドミナントネガティブフォームを血
球で発現しても同様に見られることから、血
球の血管	 への接着が、血管の分化を妨げて、
その結果、節間動脈の形成が妨げられること
がわかった。また、ADAM10 という他のプロテ
アーゼの	 ノックダウンでは、さらに早期に血
管形成が妨げられること、血球で発現するイ
ンテグリンや細胞外基質の変異体においても、
血管形	 成初期でその制御をおこなっている
ことを見いだした。	 
	 一方、ホ乳類における ADAM8 の役割を探る
ため、ADAM8 ノックアウトマウスの解析も行
っている。ADAM8 ノックアウトマウスは、赤
血球の循環にしては異常がなかった。そこで、
ADAM8 を強く発現する炎症性の細胞である好
中球・マクロファージに着目し、これらの細	 
胞の挙動を ADAM8 が制御している可能性を検
討した。	 
	 

ADAM8 の炎症への関与を検証するため、骨格

筋損傷に伴う炎症・筋再生過程における

ADAM8 の役割と機能を探った。カルジオトキ

シンによりマウスに筋損傷を与え、ADAM8 の

発現の経時変化を調べたところ、ADAM8 の発

現は損傷後１日後にピークに達した後に

徐々に減少した。ADAM8 は、損傷後１日後の

筋肉ではCD45	 (+)の白血球成分特異的に強く

発現し、それを表面抗原マーカーである Ly6G、

Ly6C を用いてさらに分画すると、好中球成分

である Ly6G(+)Ly6C(-)の集団で特に高い発

現がみとめられた。次に ADAM8 の筋再生に対

する寄与を評価するために、骨格筋の損傷・

再生が繰り返し起こるデュシェンヌ型筋ジ

ストロフィーモデルマウス（北里大学	 花岡

和則博士より供与）と ADAM8 欠損マウス

（Marburg 大学 J.	 Bartsch 博士より供与）を

掛け合わせ、両方の遺伝子が欠損したマウス

の骨格筋を解析したところ、このマウスでは

壊死した筋繊維の顕著な残存と石灰化像の

亢進が観察され、壊死細胞を取り囲む多数の

マクロファージの残存が見られた。さらにカ

ルジオトキシンによる筋損傷においても、

ADAM8 欠損マウスは壊死繊維残存の亢進を示

した。この際、損傷組織への単球の浸潤低下



は見られなかった。これに対し、筋損傷後の

好中球の損傷組織への浸潤を免疫染色によ

り調べると、ADAM8 欠損マウスの好中球は、

損傷筋のまわりの間葉組織には野生型と同

程度に浸潤するが、基底膜を越えて筋繊維内

に侵入し大きな凝集塊を形成する割合が、野

生型マウスの好中球に比べ顕著に減少して

いた。好中球は、PSGL-1/セレクチン接着に

よる血管内でのローリングからインテグリ

ンを介した血管との強い接着を誘導し間葉

組織へと浸潤する。好中球等の炎症細胞で発

現する接着分子 P-selectin glycoprotein	 
ligand-1(PSGL-1)は細胞外ドメインの切断

制御を受けることが知られており、ADAM8 は

その切断制御に関与するプロテアーゼのひ

とつである。そこで、筋損傷後の好中球にお

ける PSGL-1 の発現を免疫染色によって調べ

ると、好中球は間葉組織に浸潤後も	 PSGL-1

の細胞外ドメインを発現しているが、基底膜

を越え筋繊維内侵入後の好中球ではその発

現が消失することがわかり、好中球の損傷筋

への侵入が PSGL−１の細胞外ドメイン消失を

伴うことが示唆された。さらにフローサイト

メトリーによる解析において、野生型に比べ

ADAM8 欠損マウスでは PSGL−１low の好中球の

割合が有意に低下しており、好中球の損傷筋

組織内移動における PSGL-1 細胞外ドメイン

消失への	 ADAM8 の寄与が示された(Nishimura 
D., et al., Mechan Dev., 2015)。	 
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Fig. 5 – Working hypothesis on the possible role of ADAM8
in muscle regeneration. Neutrophils invade into muscle
fibers through three steps upon skeletal muscle injury:
(Step1) infiltration from the peripheral blood, (Step2)
migration through the interstitial space, and (Step3)
invasion into muscle fibers through the basement
membrane. Invasion of neutrophils (yellow cells) into
injured muscle fibers (gray) through the basement
membrane (red lines) would activate monocytes/
macrophages that eliminate injured muscle fibers
completely. PSGL-1 (red line on neutrophils ) is involved in
the rolling of neutrophils, which activates integrins (orange
lines) and infiltration. Once infiltrated, neutrophils need to
abrogate their adhesiveness to blood vessels. ADAM8
should mediate this process by the ectodomain shedding
of cell surface PSGL-1, and promote Step2 and/or Step3.
The migratory behaviors that could be affected in Adam8−/−

mice are indicated by a blue dotted line.
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	 好中球除去により損傷筋の除去が不完全

になることなどを考え合わせると、ADAM8 は、

好中球の損傷筋繊維内への侵入を促進する

ことにより、骨格筋再生に先行する損傷筋の

効率的な除去に関与していると考えられる。	 

そもそも、好中球が基底膜を越えて損傷筋内

に入ることは、今まで報告されていなかった。

そこでマルチフォトン顕微鏡を用いて、マウ

ス筋組織の深部までの観察を行い、好中球が

損傷筋内に入って行く過程を捉えるべく、好

中球を可視化できるトランスジェニックマ

ウスと骨格筋を可視化出来るマウスの掛け

合せを行い、その解析をスタートした。	 

	 

一方、これまでの脈管形成モデルでは、側
板中胚葉から体軸中央での脈管形成に至る
まで、常に血管内皮細胞に隣り合っている赤
芽球の関与については不明である。側板中胚
葉に含まれる赤芽球と血管内皮細胞の前駆
細胞は、互いに隣接して体軸中央へと移動す
る。その後、互いを足場とした細胞移動によ
り脈管構造を構築し、赤芽球の血管内侵入を
経て血液循環を開始する（Iida et al., Curr Biol, 
2010）。このことから、発生における血液循
環系の構築において、循環前には赤芽球と血
管内皮は接着していることが見出された。し
かし、その接着因子は不明であり、赤芽球と
血管内皮の接着は脈管形成に対する意義は
ほとんど分かっていない。そこで本研究では、
そのような赤芽球−血管内皮間接着因子、増
殖因子、およびプロテアーゼの役割に着目し
た。接着因子として、フィブロネクチンのレ
セプターであるインテグリンα4 が赤芽球に
特異的に発現しており、それとヘテロダイマ
ーを形成するインテグリンβ１は、赤芽球・
血管両方で発現していた。そこで、標的細胞
特異的にインテグリンの機能を阻害する方
法として、赤芽球特異的な Gal4 発現系統
（gata1:gal4）と、UAS 制御下でインテグリ
ン β1 のドミナントネガティブを発現する系
統（UAS: integrin-DN）をそれぞれ作成した。
樹立された系統を掛け合わせ、インテグリン
β１が脳血管形成に関与することを見出し
た。 
 
このインテグリンに着目する研究におい

ては、脳血管形成に寄与するのが、どのタイ
プのインテグリンであるかを知る必要があ
る。まず、インテグリンα４β１である可能
性を検証すべく、そこで CRISPR-Cas9システ
ムを用いてインテグリンα４ノックアウト
(KO)フィッシュを作成した。現在、その解析
を継続して行っている。 
一方、血液循環機構のさらなる理解のため、

プロテアーゼに着目した研究として、
ADAM12に関する研究を行った。ADAM12-GFP	 
BACTg ゼブラフィッシュの作成により ADAM12
が胚の血球・血管で発現することがわかった
（下図参照）。 

 

ICM and PBI developed (Fig. 8B,C) and matured to
acquire oxygen transport capacity (Fig. 8D). Blood cir-
culation and heartbeat were also functional in mutant
fish (Movies S1 and S2). We then evaluated cephalic
nerve development in the neural progenitor-specific
transgenic line Tg[neurod:EGFP]; there were no

obvious differences in the differentiation and
morphology of the mutant brain at 3-dpf relative to
wild-type embryos (Fig. 9A). Moreover, there were no
morphological differences in jaw cartilage, including
Meckel’s cartilage and ceratohyal, between wild-type
and mutant larvae (Fig. 9B).

(A)

(B′)

(D′) (D′′)

(C′)(B)

(D)

(C)

Fig. 4. Generation of adam12:EGFP transgenic zebrafish. (A) The colored box is the DNA construction for generation of the adam12:

EGFP transgenic zebrafish. A 12 979-bp upstream region of adam12 is connected to egfp (green) across an intron (gray). A SV40-polyA

sequence (purple) is added to the tail of the EGFP. The adam12:EGFP cassette is carried by the Tol2 terminal sequences (orange). The

waveforms indicate the comparison of the 12 979-bp with corresponding region of medaka, mouse and human. The 12 979-bp con-

tains the conserved region that presumed to the regulatory elements for ADAM12 gene (blue dashed-squares). (B–D) Micrographs of flu-

orescence imaging of the adam12:EGFP transgenic zebrafish at 16-hpf (B), 24-hpf (C), and 3-dpf (D). B0 shows a dorsal view of the
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We also examined the morphology of internal organs
and body growth, since Adam12-KO mice exhibit dif-
ferences in body growth and liver and white adipose
tissue morphology under high-fat diet conditions
(Masaki et al. 2005). There were no obvious abnormal-
ities in the internal organs of mutant zebrafish (Fig. 10);
however, the average length of mutants was reduced
relative to wild-type fish at 28-dpf (P < 0.05, Student’s
t-test, Fig. 11), although the genotypic ratio at 28-dpf
followed a Mendelian inheritance pattern ([+/+]:[+/!]:
[!/!] = 64:99:50, P = 0.24; v2 test).

Discussion

Whole-genome duplication in zebrafish increased gen-
ome size and hence, gene number relative to other
model vertebrates (Amores et al. 1998). Phylogenetic
analyses have revealed a resultant gain and loss of
ADAM gene paralogues in teleosts (Huxley-Jones et al.
2007). Three candidate adam12 genes identified in our
study were mapped to two loci on Ch12 and 17, sug-
gesting that the ancestral adam12 gene was dupli-
cated and redistributed. The gene on Ch12 was split
into two short transcripts; no long transcripts encoding

functional membrane-bound metalloproteases were
identified on Ch12 in our validation, indicating that the
gene on Ch 12 is likely to be nonfunctional. However,
we cannot exclude a possibility that our experimental
procedures were not suitable to detect such long
functional transcripts. In contrast, the gene on Ch17
encodes an active ADAM protease. Thus, zebrafish
possess a single functional adam12 gene in their gen-
ome. We generated KO zebrafish targeting the
adam12 on Ch17. The adam12-KO had a mutated
amino acid in the protease active site, which reduced
the expression level presumably by nonsense-
mediated mRNA decay (Brogna & Wen 2009; Fish
et al. 2014). No alternative transcripts of adam12 were
detected in zebrafish. Thus, the proteolytic activity of
ADAM12 is disrupted by a frameshift mutation in the
KO fish although a small amount of variant transcript
with deletions of the mutation site were specifically
activated in adam12 (!/!) zebrafish. In some cases,
redundant function of multiple ADAMs can cause mild
phenotypes in single ADAM-disrupted animals (Wes-
kamp et al. 2002; Jarriault & Greenwald 2005). While
adam12-KO embryo expressed the other eight adam
genes—i.e., adam8a, 8b, 10a, 10b, 17a, 17b, 19a,

(A) (B)

(C)

Fig. 5. Identification of adam12-EGFP positive cells. (A, B) Confocal micrographs of the ICM region of double transgenic Tg[adam12:

EGFP/gata1a:mRFP] or Tg[adam12:EGFP/fli1a:myr-mCherry] embryos. (A) Primitive erythroblasts expressing RFP at 24 hpf. (B) Endothe-

lial cells expressing mCherry at 30-hpf. Nuclei are labeled with DAPI. DA, dorsal aorta; PCV, posterior cardinal vein. Scale bar: 20 lm.

(C) MYH expression as determined by immunocytochemistry. MyC, myocardium; EnC, endocardium. Scale bar: 200 lm.

ª 2016 The Authors

Development, Growth & Differentiation published by John Wiley & Sons Australia, Ltd on behalf of Japanese Society of Developmental Biologists.

416 Y. Tokumasu et al.

	 

We also examined the morphology of internal organs
and body growth, since Adam12-KO mice exhibit dif-
ferences in body growth and liver and white adipose
tissue morphology under high-fat diet conditions
(Masaki et al. 2005). There were no obvious abnormal-
ities in the internal organs of mutant zebrafish (Fig. 10);
however, the average length of mutants was reduced
relative to wild-type fish at 28-dpf (P < 0.05, Student’s
t-test, Fig. 11), although the genotypic ratio at 28-dpf
followed a Mendelian inheritance pattern ([+/+]:[+/!]:
[!/!] = 64:99:50, P = 0.24; v2 test).

Discussion

Whole-genome duplication in zebrafish increased gen-
ome size and hence, gene number relative to other
model vertebrates (Amores et al. 1998). Phylogenetic
analyses have revealed a resultant gain and loss of
ADAM gene paralogues in teleosts (Huxley-Jones et al.
2007). Three candidate adam12 genes identified in our
study were mapped to two loci on Ch12 and 17, sug-
gesting that the ancestral adam12 gene was dupli-
cated and redistributed. The gene on Ch12 was split
into two short transcripts; no long transcripts encoding

functional membrane-bound metalloproteases were
identified on Ch12 in our validation, indicating that the
gene on Ch 12 is likely to be nonfunctional. However,
we cannot exclude a possibility that our experimental
procedures were not suitable to detect such long
functional transcripts. In contrast, the gene on Ch17
encodes an active ADAM protease. Thus, zebrafish
possess a single functional adam12 gene in their gen-
ome. We generated KO zebrafish targeting the
adam12 on Ch17. The adam12-KO had a mutated
amino acid in the protease active site, which reduced
the expression level presumably by nonsense-
mediated mRNA decay (Brogna & Wen 2009; Fish
et al. 2014). No alternative transcripts of adam12 were
detected in zebrafish. Thus, the proteolytic activity of
ADAM12 is disrupted by a frameshift mutation in the
KO fish although a small amount of variant transcript
with deletions of the mutation site were specifically
activated in adam12 (!/!) zebrafish. In some cases,
redundant function of multiple ADAMs can cause mild
phenotypes in single ADAM-disrupted animals (Wes-
kamp et al. 2002; Jarriault & Greenwald 2005). While
adam12-KO embryo expressed the other eight adam
genes—i.e., adam8a, 8b, 10a, 10b, 17a, 17b, 19a,

(A) (B)

(C)

Fig. 5. Identification of adam12-EGFP positive cells. (A, B) Confocal micrographs of the ICM region of double transgenic Tg[adam12:

EGFP/gata1a:mRFP] or Tg[adam12:EGFP/fli1a:myr-mCherry] embryos. (A) Primitive erythroblasts expressing RFP at 24 hpf. (B) Endothe-

lial cells expressing mCherry at 30-hpf. Nuclei are labeled with DAPI. DA, dorsal aorta; PCV, posterior cardinal vein. Scale bar: 20 lm.

(C) MYH expression as determined by immunocytochemistry. MyC, myocardium; EnC, endocardium. Scale bar: 200 lm.

ª 2016 The Authors

Development, Growth & Differentiation published by John Wiley & Sons Australia, Ltd on behalf of Japanese Society of Developmental Biologists.

416 Y. Tokumasu et al.

	 
 
さらに、ADAM12 遺伝子のノックアウトフィ

ッシュを樹立した。血液循環や血管形成には
関与していないようであるが、ADAM12が体
の大きさに関わる事を見出した（TokumasuY 
et al., Dev Growth Diff., 2016）。  
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