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要旨 

 発生に応じたメダカの赤血球の数と大きさの調節 

 

発表者氏名      指導教員名         

泰松清人        工藤明 

 

【背景と目的】 

赤血球は血管系によって運ばれて全身へ酸素運搬を行い、個体の生命活動を支えている。

赤血球の数と大きさは、全身の様々な長さ・太さの血管を通過するにはより小さく数が少な

い方が循環しやすいが、酸素を十分に運搬するにはより大きく数もより多い方が好適である。

このように血流中における赤血球の数と大きさは、個体の血管の長さ・太さに応じた適正レ

ベルである必要があると考えられる。 

成体においては、赤血球の数と大きさ・血管系の長さと太さは一定である一方で発生期に

おいては、マウスの胚体の血流循環は、循環開始当初は背側大動脈、腹側大動脈のような太

い血管が主であり、その後、より細く長い複雑な血管網が出現する。そのため、発生が進む

につれて赤血球はより長く細い血管を通過する必要が生ずるので、血流循環の保持のために

は、赤血球はその血管形成レベルに応じて数と大きさの調整が必要であると考えられるが、

その調整の実際はマウスが胚発生・血流観察に不向きなためかよく分かっていない。 

本研究でモデル生物として用いられたメダカは、早い発生速度と透明な体を持つことから

発生における血管形成と赤血球形成の関連を解析する上で好適である。本研究は、発生期に

おける血管系の発達に伴い、赤血球の数と大きさがメダカにおいてどのように調節されてい

るのかを明らかにすることを目的とした。 

 

【方法と結果】 

 まず、メダカの発生における血流変化を phase1：赤血球の形成が行われるが、まだ血
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流は開始していない、phase2：血流は開始したが、まだ背側大動脈や卵黄静脈のような太い

単純な血管しか流れない、phase3：肝臓血管、体節間血管、中脳血管や鰓弓血管の血流が同

時期に開始し成体の血流循環の基本型が出来上がる、という三段階に分類した。また、発生

期のメダカ赤血球の数と大きさを観察するにあたり、当研究室の変異体スクリーニングによ

って得られていた赤血球が大きい kyoho(kyo)変異体を用い、野生型の赤血球と比較した。 

最初に、メダカ胚を細胞浮遊液としてフローサイトメトリーにかけることで赤血球の数を

測定し、次に採血して赤血球の大きさを測定した。その結果、野生型の赤血球数は phase3

の初期まで増大し続けた後に約 18000 で一定となること、一方 kyo においては phase2 にお

ける増殖が生じない事が判明した。大きさに関しては、phase2 から phase3 への移行に際し

一過的に小型化することが明らかとなった。増殖に関して、EdU の取り込み率が赤血球数

の倍増する発生時期に 70-90%と高率であったことから、血液中の赤血球が細胞分裂してい

ることが示唆された。また M 期阻害剤コルヒチンの処理により、phase2 から 3 への一過的

な小型化は細胞分裂によるものであることが判明した。 

kyo の原因遺伝子は、ポジショナルクローニングにより、細胞周期の調節、特に S 期への

移行において重要である転写因子 TFDP1 であることがわかった。kyo の赤血球の細胞周期

異常を明らかにするために, WTと kyoそれぞれの赤血球のDNA量をフローサイトメトリー

で測定した結果、①WT において赤血球の DNA 量は phase1 では 2 倍体の細胞周期制御下に

あるが phase2 は 4 倍体の細胞周期制御下となり、phase3 以降は 4 倍体に落ち着く②kyo にお

いては phase1においてはWT と変化がないものの、phase2以降は 8倍体が多数となること、

が判明した。phase2 の赤血球の核型に関しては、野生型の赤血球の染色体標本を作製した

結果、血管中の赤血球は 4 倍体の細胞周期制御下にあることが確かめられた。また、kyo の

核型異常は、赤血球の細胞周期が S 期において遅延が生じているためと考えられた。S 期阻

害剤アフィジコリンの処理でも赤血球の大型化が生じることから、kyo の赤血球の大型化は

S 期の遅延により間接的に引き起こされているものと考えられた。このように、メダカの赤
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血球の数と大きさは、発生における血管形成の段階に応じて、血液中の赤血球が 4 倍体の細

胞周期制御下で増殖することにより調整されていることが明らかになった。 

 

【考察と結論】 

血管中における赤血球の細胞分裂については、先行研究では具体的に生理的に意味がある

解明がされていない。本研究ではメダカの胚発生期全体に渡り赤血球の数と大きさを解析し、

ほぼ全ての胚性赤血球の血流中での分裂と、数と大きさの調整、血管形成との関係を明らか

にした。血管内の赤血球が増殖能を有することは、より早く総赤血球数を増やすこと、血流

中の赤血球を一過的に小型化することに有益であると考えられる。 

kyo に関しては、私が見出した血流中の赤血球の増殖により、TFDP１の異常の表現型が

血流中の赤血球に生じたと考えられる。 

また、phase2 以降の赤血球が 4 倍体であることについては、先行研究においては、2 倍体

よりも 4 倍体のカエルのほうがヘモグロビン合成能が高く、赤血球数が少ないことが明らか

にされている。そのためメダカ発生においては、赤血球が 4 倍体であることで低酸素濃度に

適応したり、あるいは赤血球を少なくして血流を流れやすくしているのかもしれない。 

今後、今回の研究で明らかになった赤血球の数・大きさ・核型の調節メカニズムが分子レ

ベルで明らかにされることが望まれる。 

 

【報文目録】 

Proliferation following tetraploidization regulates the size and number of erythrocytes in the 

blood flow during developmental angiogenesis in medaka embryos, as revealed by the 

abnormal karyotype of blood cells in the medaka TFDP1 mutant 

Developmental Dynamics 2015 May;244(5):651-68 doi:10.1002/dvdy.24259 
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第 1 章 序論 

1.1 赤血球について 

1.1.1 赤血球の数と大きさの制御の必要性について 

赤血球は血流によって運ばれることで全身への酸素運搬を行い、個体の生命活動を支えて

いる。哺乳類の成体赤血球の特徴として、その数の多さと無核であることが挙げられる。成

人の総赤血球数は 20-30 兆個と見積もられており[1]、総細胞数の実に 1/3-1/2 にあたる数の

赤血球が全身を巡っている。また無核であることは、全身の様々な長さ・太さの血管網を通

過するための柔軟性に役だっている[2]。このように赤血球は、十分な酸素を全身に運搬す

るための性質を有している。 

赤血球関連の疾患としては多血症や貧血などが知られている[3,4,5]。多血症は赤血球数が

増大する疾患であり、末梢部の毛細血管において循環障害が生じる。二次的に形成されやす

い血栓は、その形成部位に虚血・梗塞をもたらす。一方、貧血は全身への酸素供給が低下す

る疾患の総称であり、鉄分不足によるヘモグロビンの産生低下か、赤血球そのものの増殖障

害・成熟障害によって引き起こされる。特に、巨赤芽球貧血はビタミン B12 や葉酸の摂取

不足によって引き起こされるもので、直径が 2 倍程度の赤血球が生ずる[6]。大型の赤血球

は骨髄から血管系へ流出しにくくなり、その結果血管中の赤血球数が減少し、貧血症状を呈

する。また、血管系へ流出した大型赤血球は血栓を生ずる原因となりやすい。巨赤芽球性貧

血の中でビタミン B12 不足によって引き起こされるタイプを悪性貧血と呼ぶが、これは治

療法が発見される以前は致死性の病だったことの名残である[7]。 

このようにヒトの成体においては、赤血球の数の増減や大きさの増大は貧血や血栓形成の

原因となる。赤血球は全身の様々な長さ・太さの血管を通過するにはより小さく数が少ない

方が循環しやすいが、一方で酸素を十分に運搬するにはより大きく数もより多い方が都合が

良い。このことから、血流中における赤血球の数と大きさは、個体の血管の長さ・太さに応

じた適正レベルである必要があると考えられる(図 1)[8,9]。 
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1.1.2 赤血球形成について 

赤血球を含む血球を産生することを造血と呼ぶ。造血は、個体の発生・成熟過程において

異なった部位において行われ、また、形成される血球の種類も造血部位によって異なること

が分かっている。以上から造血は、発生期において一過的に行われる一次造血と、幹細胞の

増殖と分化によって終生にわたり血球を供給する二次造血に大別される(図 2)[10]。そのた

め、赤血球には一次造血赤血球と二次造血赤血球の 2 種類が存在する。 

マウスでは、一次造血赤血球は、E7.5 から E11 にかけて卵黄嚢において産生され、有核

であるとともに二次造血赤血球と比較して大型であるという特徴を有する[11]。二次造血赤

血球は、E10.5 から出生までは胎児肝臓で、そして出生後の骨髄と脾臓で産生される。成熟

に際しては脱核して無核となり、血流中に流出する。E10.5以降の胚体の血流中においては、

一次造血赤血球と二次造血赤血球が混在しており、E16.5 までは血流中において有核赤血球

が観察されるが、その後はすべて無核となる。興味深いことに、一次造血赤血球をH1-globin

を抗原マーカーとして用いた追跡と、-globin:GFP の Tg マウスを用いた解析によると、生

後 5 日目まで血流中に無核の一次造血赤血球が残存していることが判明している[12,13]。す

なわち、一次造血赤血球は血流中で脱核し、無核の二次造血赤血球を混在していた。一次造

血赤血球の脱核によるダウンサイジングは、出生期における細く長い血管網に対応している

ものと考えられるが、そのメカニズムはよく分かっていない[11,14]。 

 

1.1.3 赤血球の数と大きさの制御のメカニズムについて 

成体における赤血球の数と大きさの制御は、数についてはエリスロポエチンによる増殖と

脾臓での破壊によって制御し一定にしていることが知られている[15]。一方で、大きさの制

御は不明な点が多い。病理処見では、先述したように巨赤芽球性貧血という血流中に大型の

有核赤血球が生ずる病気が知られているが、これは S 期における DNA 合成障害により S 期

が進行遅延し、過剰な細胞肥大が生ずるものと理解されている。このように、赤血球の大き

さは細胞周期の進行の乱れによる影響を受ける。また、胚発生期における赤血球の数と大き
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さがどのように制御されているのかについては不明な点が多い[11,14]。数と大きさに限った

ことではなく、マウスの胚発生においてどの部位でどのような種類や分化段階の血球が産生

され、どのように移動するのかといったことは未だに不明な点が多い[16,17,18]。一般的な

細胞の大きさの制御について、明らかにされていることについては後の項で述べる。 

 

1.2 血管形成について 

マウスの成体の血管系は、動脈、静脈、そして末梢の毛細血管より成っており、これらの

うち特に太く重要な血管(上大静脈、下大静脈、肺静脈、肺動脈、大動脈)は大血管 great vessels

と総称される。成体のそれぞれの血管の長さと太さにおいては疾患により変動しない限りは

一定に保たれていることが知られている[19]。 

一方、発生期においては血管形成が盛んである。発生期におけるマウスの胚体の血流循環

において、循環開始当初(E8.5)は、前基本静脈、後基本静脈、総主静脈、腹側大動脈、背側

大動脈 (上述の大血管にそれぞれ対応)などからなる太く単純な血管系から始まる。その後

E10.5 以降において、各部位と臓器においてより細く長い複雑な血管網が出現し、全身に渡

る複雑な循環網へと変化していく[20]。赤血球にとって、発生が進むにつれて赤血球はより

長くそして細い血管を通過する必要が生ずるため、発生期における血流循環の保持のために、

赤血球はその血管形成の段階に応じて数と大きさの調整が必要であると考えられる。先行研

究において、血流開始が血管形成に与える影響が示されているが [21]、発生期における血

管の長さと太さと、赤血球の数と大きさの関係性は、マウスが胚発生と血流観察に不向きな

ためかよくわかっていない。 

 

1.3 細胞の大きさの制御について 

1.3.1 細胞の大きさの制御の概観 

正常な細胞は、通常はその細胞種固有の大きさを保っている[22]。細胞が分裂すると大き

さが 1/2 になるはずであるが、分裂する前後において細胞が肥大する、すなわちリボソーム
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の合成と活性化によってタンパク質合成が盛んに行われるため、細胞の大きさは一定に保た

れている[23,24]。細胞が大型化する現象には、巨赤芽球性貧血という末梢血において大型の

赤芽球が出現する病気が挙げられる[6]。この疾患は葉酸や内因子の欠乏により細胞分裂が

阻害されるため、赤芽球が大型化するとともに成熟不全が生じる。細胞の大きさが小型化す

る現象として創傷治癒があり、この場合は細胞肥大のペースを細胞増殖が上回るために小型

化する[23]。このように細胞は、自身の肥大と増殖のバランスを取ることによって一定の大

きさを維持している[23]。 

 

1.3.2 細胞の大きさと細胞周期制御 

マウスの線維芽細胞やトリの赤芽球細胞の実験においては、S 期の遅延誘導によって細胞

を過剰に肥大させた後に遅延を解除すると、その分 G1 期が短くなるために、細胞の大きさ

は細胞分裂が進むにつれ正常な大きさに戻ることが明らかにされている[25,26]。このように

細胞の大きさは、細胞周期の各段階の肥大速度や、それに要する時間によって制御されてい

る。以上の各段階ごとの肥大速度について、HeLa 細胞においては、S 期から G2 期にかけて

が最も細胞が肥大する時期であり、一方 G1 期から S 期への移行期間が最も細胞が肥大しな

い区間である[27]。実際に細胞がどのように自身の大きさを認識し、肥大速度や細胞周期の

各段階ごとに要する時間を制御しているのかという点に関しては、様々な仮説が立てられて

いる。例えば分裂酵母においては、細胞の両端から中心へと濃度勾配を形成する Pom1 kinase

は、間接的に CDK1 の活性を阻害することによって、小さい細胞における細胞分裂を阻害

するという知見が得られている。すなわち、細胞の大きさが細胞内の分子濃度勾配によって

細胞制御されるということであり、また、G2 期から M 期にかけて制御されるということで

もある[28]。一方、上述のトリ赤芽球の結果からは、サイズ制御のために G1 期の短縮が行

われることから、G1 期から S 期への移行のタイミングを決定する cell size checkpoint の存在

の可能性が指摘されている[25,29]。このように、細胞の大きさを細胞がどう認知し、いつど
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うやって制御を行うのかということに関しては、様々な生物種、細胞種を用いて解析がなさ

れているものの、報告もまた様々であり、統合した理解は得られていない。 

 

1.3.3 細胞の大きさとゲノムサイズ 

 細胞の大きさの決定について、ゲノムサイズが細胞の大きさと比例することがよく知ら

れている[23]。同じ種類の細胞においては 2 倍体よりも 4 倍体の方が細胞が大きく、個体の

大型化につながることから、4 倍体化は大きい野菜や果物を作出するための品種改良に広く

利用されている[30]。また、同一の生物種内においても、倍数性を有するトロフォブラスト

や巨核球の方が他の細胞よりも大型である[31,32]。ゲノムサイズが大きくなると細胞も大き

くなるメカニズムについては、2 つの説が提唱されている。一方は、多倍体では転写量が増

加するために、タンパク質合成も結果的に盛んになるためという説である。もう一方は細胞

内の DNA 量を計測し、細胞の大きさを DNA 量に比例したサイズに調節する機構が存在す

るという説である[33]。しかし 2012 年に、シロイヌナズナにおいては、4 倍体化処理によっ

て細胞が大型化するかどうかは系統により異なり、必ずしも DNA 量の増加は細胞の大型化

には結びつかないと報告された[34]。このように、ゲノムサイズと細胞の大きさの関係性に

ついては不明な点が多い。一方で本研究のターゲットである赤血球に関しては、様々な脊椎

生物のゲノムサイズと赤血球の大きさを計測した報告が存在する[35]。その報告では、赤血

球の大きさとゲノムサイズが比例することが実際の統計データから示されていることから、

少なくとも赤血球においてはゲノムサイズと細胞の大きさは相関していると考えられる。 

 

1.4 細胞周期の進行を制御するメカニズムについて 

1.4.1 細胞周期の概観 

細胞が DNA 量を倍加させ、細胞分裂し、再び DNA 合成へ至る、細胞の自己複製の周期

とその中の諸現象を細胞周期といい、DNA 合成期を S 期、分裂期を M 期、M 期から S 期

への間を G1 期、S 期から M 期への間を G2 期と呼ぶ[36]。細胞分裂は上述したように、細
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胞数を倍加させるとともに娘細胞の大きさが分裂直前の大きさの半分となる現象であるた

め、赤血球の数と大きさの制御を考える上で本質的に重要である。 

 

1.4.2 細胞周期を駆動する Cyclin/CDK/CKI 

細胞周期における各段階の進行においては、Cyclin/CDK/CKI が重要な役割を果たすこと

が知られている[36]。CDK は各段階における細胞周期の進行に関わるタンパク質をリン酸

化することでその活性を制御している。CDK 自身の活性は Cyclin の結合依存的であり、ま

た CDK 自身あるいは Cyclin・CDK 複合体は CKI の結合によるダウンレギュレーションを

受ける。Cyclin/CDK/CKI は、全真核生物に共通する細胞周期進行の根幹となる分子である。 

 

1.4.3 Cyclin/CDK/CKIを制御する Rb/E2F/TFDP 

細胞周期の各段階において、適切な Cyclin/CDK/CKI が働くことが細胞周期の進行に重要

であるが、Cyclin/CDK/CKI の組み合わせの変更を制御するシステムの一つが Rb/E2F/TFDP

である[37,38,39,40]。E2F には典型的活性化型 E2F(E2F1-3)、典型的抑制型 E2F(E2F4-6)、非

典型的 E2F(E2F7,8)が確認されている。典型的活性化型 E2F は、TFDP と結合することによ

って、細胞周期関連遺伝子のプロモーターに結合し、転写の活性化を行う。典型的抑制型

E2F は TFDP と結合することによって、細胞周期関連遺伝子のプロモーターに結合し、転写

の抑制を行う。非典型的 E2F は、TFDP 非依存的に働き、自分たちでホモダイマーかヘテロ

ダイマーを形成し、細胞周期関連遺伝子の転写抑制を行う。 

S 期進行関連遺伝子群のプロモーターには、G1 期の細胞においては E2F4/5・TFDP・Rbl1/2

複合体が結合し転写を抑制している(図 3)[41,42]。増殖因子の刺激を受けると、まず

CyclinD・CDK4/6(G1 期 Cyclin・CDK 複合体)の発現が上昇する。G1 期 Cyclin・CDK 複合体

が Rbl1/2 のリン酸化を行うと、E2F4/5 と TFDP とリン酸化 Rbl1/2Rb はそれぞれ S 期進行関

連遺伝子群のプロモーターから遊離する。また G1 期 Cyclin・CDK 複合体は、E2F1/2/3 複合

体の Rb をリン酸化し、その結果 E2F1/2/3 が解離し TFDP と結合する。E2F1/2/3・TFDP1/2
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複合体は、CyclinE・CDK2 を含む S 期進行関連遺伝子群の転写因子として働く[43]。

E2F1/2/3・TFDP 複合体は自身の転写も行うため、正のフィードバックとなって G1 期から S

期への進行を行う[44,45,46]。また、E2F7・8 の転写も行う(図 4)[47,48]。S 期に移行すると、

CyclinE・CDK2 によるリン酸化や SCF 複合体(skp2)によるユビキチン化を受け、E2F1/2/3・

TFDP 複合体は不活性化もしくは分解される。S 期進行関連遺伝子群のプロモーターには、

代わりに E2F7・8 のホモあるいはヘテロダイマーか E2F6・TFDP 複合体が結合し、転写の

抑制を行う(図 5)[49]。このように、S 期進行関連遺伝子群の発現は、Rb/E2F/TFDP らによっ

て細胞周期を通し一過的になるように制御されている。がん細胞のほとんどはRb/E2F/TFDP

のいずれかに変異を有することが知られており、細胞の増殖制御に Rb/E2F/DP は重要であ

る[40]。ただし、上述の知見は大半が哺乳類の培養細胞によって明らかとなった知見である。

一方 in vivo において、ショウジョウバエの 2 つある E2F の両方に変異を持つダブルミュー

タントは、蛹化まで生育することが明らかにされており、Rb/E2F/TFDP システムは S 期進

行関連遺伝子群の発現調節に重要ではあるものの必須ではないと考えられている[50]。また、

E2FファミリーとTFDPの組み合わせが、ターゲットの遺伝子にどのような差を生ずるのか、

活性制御はどのように異なっているのか、細胞種や発生段階における使い分けがどのように

なっているのかは不明な点が多い[38]。 

 

1.4.4 TFDP ファミリー 

TFDP ファミリー分子は、Rb や E2F と同様に、マウスかシロイヌナズナまで広く保存さ

れた約 410AA の転写因子である[38,51,52]。E2F 結合ドメインと不完全な DNA 結合ドメイ

ンを有しており、E2F と結合することにより初めて DNA 結合能を獲得し、細胞周期を通じ

て上述の細胞周期制御遺伝子の転写制御を行うことが明らかにされている[53,54,55]。マウ

スにおいては、TFDP1 と TFDP2 の 2 種が発見されており[56]、そのうち TFDP1 の KO マウ

スは、胎盤のトロフォブラストが小型化しており、そのために胎盤形成不全となり致死とな



13 

 

る[57]。TFDP1 の KO 細胞を移植し、モザイク胚として発生させたキメラマウスによる解析

においては、その後の生育に顕著な異常は観察されていないものの[57]、キメラマウスによ

る解析ということもあり、本当に TFDP1 の異常が胎盤形成以降の発生において何ら影響を

与えないかどうかは定かではない。 

 

1.4.5 細胞周期制御による細胞の倍数体化 

 多細胞生物の体内においては通常の細胞よりも DNA 量の多い、倍数性を有する細胞が存

在する。倍数性を有している細胞としては、哺乳類では肝臓のヘパトサイト、骨髄の巨核球、

胎盤のトロフォブラストが代表的であり、ショウジョウバエにおいては唾液腺細胞が知られ

ている[31,32,58,59]。これらの細胞が倍数性を有する理由としては、DNA 量が多くなること

によって細胞サイズが増すことが細胞の機能的に有利であるため[31]、あるいは分裂を行わ

ないことにより単一細胞の組織がより早く形成できるためと説明されている[60]。 

倍数性の獲得メカニズムは細胞種により異なっている。S 期と G 期のみが繰り返される

endocycle(植物の trichome など)、S 期のみの細胞周期となる re-replecation(がん細胞)、M 期

をスキップする endomitosis(巨核球など)が知られており、これらを総称して endoreplication

と呼ぶ(著者により上記と異なる表現をする場合がある)[61]。Endoreplication のメカニズムに

ついては、ハエの唾液腺細胞の場合は、周期的な CyclinE・CDK2 の活性化が起こることが

示されており、その変動は転写活性化型 E2F・TFDP による CyclinE・CDK2 の転写と、S 期

に移行した際に生じる CRL4(cdt2)ユビキチンリガーゼの活性化による E2F・TFDP の分解が

繰り返されるためである[62]。一方で、巨核球の endomitosis の制御については、CKI の一つ

である P27 の周期的な変動と MYC の活性化により endoreplication を駆動するという報告が

ある[63,64]。このように、倍数性を得るための細胞周期の分子メカニズムは細胞種により異

なっている。 
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1.5 メダカについて 

1.5.1 モデル生物としてのメダカ 

本研究でモデル生物として用いられたメダカは、早い発生速度と透明な体を持つことから

発生における血管形成と赤血球形成の関連を解析する上で好適である[65]。また、毎日産卵

を行うことから遺伝学的解析にも適しており、過去に本研究室において変異体作製が行われ

ている[66]。さらにマウスでは遺伝子の機能解析において、変異体が胎盤形成異常となって

胚体における表現型が解析できなくなってしまうような場合があるが[67]、メダカは体外発

生を行うことから変異体の胚発生の観察が可能である。 

 

1.5.2 メダカにおける赤血球形成 

メダカの一次造血赤血球の形態については、特徴として哺乳類の一次造血赤血球とは異な

り発生を通して有核であることが挙げられる[66]。発生期における赤血球の形成部位に関し

ては、WISH 法による赤血球マーカー0-globin の発現解析[68]によると、0-globin 陽性細

胞は stage(st)21 の側板中胚葉において初めて出現し、血流開始直前の st24 においては、腹

側への移動が観察されている。その後 st25 で血流開始するが、st27 と st32 での発現解析で

は、0-globin 陽性細胞が集団で存在する赤血球形成部位のような組織は観察されていない。

ゼブラフィッシュでは、血流開始直後に二次造血組織として caudal hematopoietic tissue CHT)

が出現し、各血球マーカーの発現が 6days post fertilization (dpf)まで塊状に検出される(図 7) 

[69,70]。以上から、メダカの赤血球形成部位はゼブラフィッシュと明らかに異なっている。

そのため、メダカの発生期の赤血球を観察するには、いつから二次造血の赤血球形成が始ま

るのかを解明する必要があると考えられる。 

 

1.5.3 メダカにおける血管形成 

メダカの血管形成の開始期で、体節期の初期において、血球血管前駆細胞マーカーである

lmo2 が側板中胚葉において発現する[68]。ロシアンブルー色素の注入による血管造影解析
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[71]により、その後の血管系は、血流循環の開始時期(st26)においてメダカの血管は、背側大

動脈、尾部大静脈、卵黄静脈、キュービエ管、腹側大動脈を中心に構成されている。その後

st29-30 にかけて鰓弓血管や体節間血管の形成が進み、st30 においてメダカ血管系の基本構

造が出来上がるとされている。 

 

1.5.4 メダカの細胞周期制御 

本研究で議論する Cyclin/CDK/CKI システムと Rb/E2F/TFDP システムは、マウスからシロ

イヌナズナまで機能が広く保存されていることが明らかになっているため[38,51,52]、メダ

カにおいても同様の機能を有しているであろうと考えられる。ただし、メダカにおいて、細

胞周期の関連遺伝子の働きがマウスや酵母とどのように異なっているのかを論じた論文は

これまでのところ存在しない。 

 

1.6 本研究の目的 

全身への十分な酸素の供給のために、血流中の赤血球は適切な数と大きさでなければなら

ない。発生期は血管形成が盛んであり、太く単純な血管系から、より細く長い血管を伴う血

管系へと変化していく。それに伴い、血流中の赤血球の数と大きさは調整される必要性があ

るが、マウスは胚発生や血流の観察に不向きであるため、そのメカニズムはよく分かってい

ない。本研究でモデル生物として用いたメダカは早い発生速度と透明な胚体を有し、発生期

の血流の観察に適している。 

メダカ発生において、血管血流のパターンと、それに対応した赤血球の数と大きさはどう

変化し、どのような制御を受けているのだろうか。 
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第 2 章 材料と方法 

2.1 実験動物と飼育方法 

メダカは野生型として cab 系統[72]が用いられた。赤血球の同定のために0globin;GFP 

[73]の transgenic line(TG)が用いられた。胚は、29 度の山本のメダカリンガー[74]中で培養さ

れた。ただし、EdU 取り込みの際には phase1 のみ 26 度で飼育された。発生段階の区分は岩

松ステージ[75]に従った。実際の発生ステージの同定は受精後の時間経過に準拠し、形態が

その発生段階と矛盾しないことを確かめた上でなされた。また、各発生ステージのデータを

取得する際は、その発生ステージに達した時点でなされた。主に実験に用いられた発生ステ

ージの簡潔な説明を以下に示す。 

st11 8hpf 後期胞胚期 

st13 13hpf 初期囊胞胚  

st16 20hpf 後期囊胞胚 

st17 23hpf 胚体頭部形成期 

st18 23.5hpf 眼胞形成期 

st19 25hpf 2 体節期 体節期の始まりであり、側板中胚葉で c-myb や scl といった 

造血遺伝子の発現が開始し、一次造血が開始する 

st24 38hpf 16 体節期 心拍開始期 卵黄上に発達した血島が観察される 

st25  43hpf 18 体節期 血流開始期 

st26 46hpf 22 体節期 血流循環開始期 

st28 53.5hpf 30 体節期 胸びれ原基が出現する 

st30  68hpf 肝臓血管血流・体節間血管血流開始期 

st31  78hpf 鰓弓血管血流開始期 

st35  100hpf 内蔵血管形成期 

st39 173hpf 孵化期   
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胚全体の写真撮影においては、実体蛍光顕微鏡が用いられた(AF6000, Leica)。 

 

2.2 メダカ赤血球の分取 

メダカ胚の赤血球の分取においては、発生段階に応じて 2 通りの方法が用いられた。

st22-26 の、赤血球が流れる前か流れだして間もないステージにおいては、胚の血島をピン

セットでもって取り出した上で、ピンセットにより刻むことで単細胞化した赤血球を得た。

st27 以降において尾端での血液循環が開始して以降は、尾端を切断して尾部大動脈から血液

を流出させる事によって赤血球を得た。 

 

2.3 赤血球の大きさの測定 

赤血球の大きさを定量するにあたり、本研究においては真上から観察した際の見た目の面

積(size in a visual field)を尺度とした。0globin;GFP から分取した赤血球は、終濃度 2 Mの

DRAQ5(Biostatus)によって核染色され、MAS コートスライドガラス(MATSUNAMI)の上で 5

分以上静置することによってスライドガラス上に貼り付けられた。写真撮影は共焦点レーザ

ー顕微鏡(FV1000, Olympus)によって行われた。Photoshop(Adobe)か ImageJ(NIH のサイト

http://rsb.info.nih.gov/i よりダウンロード)によって、GFP 陽性の領域の面積を細胞全体のサ

イズ、DRAQ5 陽性の領域の面積を核のサイズとして計測された。核膜崩壊している赤血球

においても、DRAQ5 陽性の領域を核のサイズとして計測した。 

 

2.4 Whole-mount RNA in situ hybridization (WISH) 

メダカ胚に対する WISH は、DIG ラベルアンチセンス RNA を用いて以下のプロトコルを

用いて行われた[76,77]。RNA プローブ用の鋳型 cDNA のクローニングにおいては、c-myb、

lmo2、gata1、0-globin、l-plastin、mpo1 は以下の論文に記載されたものを用いた。[68,78]。

E2F3、E2F5、E2F6、runx1 の cDNA は National Bio Resource Project (NBRP)から olli63f04、

http://rsb.info.nih.gov/i


18 

 

olova3o21、olsp20m12、olbr26m06 として分譲されたものを用いた。他の cDNA のクローニ

ングは、表 1 に記載されたプライマーを用いて行われた。WISH によって染色された胚は実

体顕微鏡(MZ16, Leica)によって写真撮影された。 

 

2.5 ポジショナルクローニング 

ポジショナルクローニングは、以下の論文に記載された手順で行われた [79]。メダカの多

型マーカーは、マーカーB は AU169062 [80]が用いられ、他のマーカーは表 2 に示したも

のが用いられた。TFDP1 の cDNA のクローニングは表 1 に記載したプライマーによって行

われた。 

 

2.6 レスキュー 

kyo 変異体の表現型レスキューは、TFDP1 プロモーター7kbp: mcherry-t2a-TFDP1 cDNA の

DNA コンストラクトを 1 細胞期にインジェクションし、外来 TFDP1 プロモーター下で

mcherry と野生型 TFDP1 をランダムに赤血球において発現させることによって行われた。 

ま ず TFDP1 プ ロ モ ー タ ー は 、 開 始 コ ド ン の 手 前 か ら 7kbp 分 を

5'-CATTTAAAAAAAACACATTATTTTATTGGAGTGG -3' (F)、 5'- GATCCAAAAGGACCGGG 

ACAGGTATTGTTTC -3' (R)のプライマーによって、NBRP によって作製されたメダカゲノム

ライブラリーの GOLWFno621_k17 フォスミドを鋳型として増幅され、PCR4-TOPO ベクタ

ー(Invitrogen)にサブクローニングされ、TFDP1 promoter/PCR4-TOPO が得られた。次に野生

型 TFDP1 cDNA が 5'-AAGCTTATGGCTAAAGATGCTGGTCTGATTG-3' (F) と 

5'-GCGGCCGCGGGGGGTTAGGTTAGTCTTCGTCA -3' (R)のプライマーによってメダカ cab

胚由来の cDNAより増幅され、SpeIHindIII-TFDP1 cDNA-NotI/PCR4-TOPOが作成された(SpeI

は ベ ク タ ー の 配 列 ) 。 そ れ と は 別 に SpeINotI-mCherry-t2a-HindIII が 、

pT2hsp70l:mCherry-t2a-CreERt2 [81] を鋳型として 5'-ACTAGTGCGGCCGCACCATGGCCAT 
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CATCAAGGAGTTC -3' (F)と 5'-GGTTAAGCTTAGGGCCGGGATTCTCCTCCACGTC -3' (R)の

プ ラ イ マ ー に よ っ て 増 幅 さ れ 、 PCR4-TOPO に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 。

SpeINotI-mCherry-t2a-HindIII は HindIII-TFDP1 cDNA-NotI/PCR4-TOP ベ ク タ ー の

SpeI/HindIII サイトに挿入され、結果 SpeINotI -mCherry-t2a-TFDP1 cDNA-NotI/ PCR4-TOPO

ベクターが得られた。そのうえで、mCherry-t2a-TFDP1 cDNA が NotI によって切りだされ、

SalI-TFDP1 promoter/PCR4-TOPO のベクターの NotI 配列に挿入され、結果 SalI-TFDP1 

promoter-mcherry-t2a-TFDP1 cDNA/ PCR4-TOPO が 作 製 さ れ た 。 SalI-TFDP1 

promoter-mCherry-t2a-TFDP1 cDNA は 5'-CATTTAAAAAAAACACATTATTTTATTGGAGTGG 

-3' (F) と  5'-ATCGATCGGGGGGTTAGGTTAGTCTTCGTCA -3' (R)のプライマーによって増

幅された上で SalI/ClaI によって切断され、pt2kxigin [82]の SalI/ClaI サイトに挿入された。

これにより、SalI -TFDP1 promoter-mCherry-t2a-TFDP1 cDNA-SV40pA-BglII/pt2kxigin(BglII

はベクターの配列)が作製された。 

最後に、TFDP1 promoter-mCherry-t2a-TFDP1 cDNA-SV40pA は SalI/BglII によって切りだ

され、kyo 胚の 1 細胞期にインジェクションされた。結果、ランダムに mCherry を全身に発

現する胚が得られた。採血サンプル中の mCherry 陽性/陰性の赤血球は共焦点レーザー顕微

鏡(Olympus)によって観察、写真撮影され、それぞれの赤血球の大きさが測定された。本項

における PCR は KOD Fx Poolymerase (TOYOBO)が用いられた。 

 

2.7 ジェノタイピング 

kyo のジェノタイピングは、TFDP1 コーディングリージョンの第二イントロンに存在する

制限酵素断片長多型 (RFLP) を用いて行われた。 RFLP を含む 542bp の領域は

5'-CCATCATCTCATTATGTACAAGC -3' (F) と  5'-CCAAAGTGTAAAGGCTAGCTTAGG -3' 

(R)のプライマーによって増幅された上で、TaqI によって消化された。この処理では WT の

PCR 産物は切断されなかったが、kyo においては 307/235bp の断片に消化された。消化後の
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PCR 断片は GR-red ローディングバッファー(BIO CRAFT)を加えられた上で 2.5%アガロー

スゲルによって泳動された。 

 

2.8 Fluorescence-activated cell sorting (FACS) 

FACS に先立ち、メダカ胚性赤血球を長時間に渡り溶血・凝血させずに培養できる培養液

の検討がなされた。その結果 0.9 x PBS or HANKS balanced salt solution with 10% FCS, 10 

g/ml heparin が 12 時間以上にわたりメダカ胚性赤血球を培養できることが判明し、本項の

培養液として用いられた。 

メダカ胚は培養液中にてピンセットで細切れにされた上でトリプシン(和光)処理、コラゲ

ナーゼ(タイプ 2 コラゲナーゼ、Worthington)処理が行われ、赤血球を含むメダカ胚の浮遊細

胞液が得られた。DNA 量を測定する場合はさらに、終濃度 10 M の DRAQ5 (Biostatus)を

RT で 5 分、もしくは終濃度 12.5 M の DyeCycle Ruby (DC-Ruby; Invitrogen)を 37 度で 10

分処理することにより DNA 染色がなされた。死細胞マーカーとして Propidium iodide (PI)

か 7-Amino-ActinomycinD (7-AAD)が用いられた。フローサイトメーターとしては FACS 

Calibur か FACS Aria (Becton Dickinson)が用いられた。得られたヒストグラムからそれぞれの

核型の DNA 量を類推するにあたっては ModFit (Verity software)が用いられた。 

DRAQ5/DC-Ruby の蛍光ヒストグラムの解釈においては、赤血球の有するヘモグロビンによ

って赤外蛍光の吸収が行われること[83]が考慮された。 

 

2.9 透過型電子顕微鏡による観察 

サンプルのメダカ胚は 4%PFA(PBS pH7.4 ベース)中にて、4 度 24 時間でシェーカー上に

おいて振盪しつつ固定された。固定後、1%四酸化オスミウム(PBS pH7.4 ベース)によって

RT で 2 時間固定された。段階的に脱水された後にサンプルは Quetol 812 (Nisshin EM)に包埋

された。サンプルから超薄切片が作製され、酢酸ウラニルとクエン酸鉛染色の後に、H7500 
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透過型電子顕微鏡(Hitachi)で 80 kV の加速電圧で観察された。 

 

2.10 赤血球の染色体標本作製 

染色体標本は一般に、微小管重合阻害剤により細胞分裂間期で染色体が凝縮した状態の細

胞を破砕することによって作製される。細胞分裂間期で停止したメダカ胚性赤血球は、st28

の区間において 20M コルヒチン入りメダカリンガー中にて 29 度で培養したメダカ胚

(0globin;GFP)から採血することによって得られた。赤血球を含む 40 l の培養液は MAS

コートスライドガラス(Matsunami)上にのせられ、RT で 5 分静置されることでスライドガラ

ス上に貼り付けられた。その後、5 l の カルノア液が添加され、4 度 5 分で半固定された。

この条件では GFP を全て変性させることがなかった。スライドガラス上の溶液が除去され

た後に、赤血球にカバーガラスが押さえつけられ、直後にスライドガラスごとドライアイス

上に 5 分置かれることで赤血球は破砕された。カバーガラスが除かれた後に EC-4030 ホッ

トプレート(AS ONE)において 65 度 5 分で加熱され、これにより染色体はスライドガラス上

に固定された。最後に 1 g/ml DAPI 入りグリセロールで包埋した上でカバーガラスがかけ

られ、共焦点レーザー顕微鏡(Olympus)による観察に供された。DAPI 陽性の塊は染色体と解

釈し、GFP 陽性の染色体は赤血球由来と判定した。 

 

2.11 半定量 RT-PCR 

半定量 RT-PCR にあたって、まず phase2 の WT/kyo(0globin;GFP)の赤血球が GFP 陽性細

胞として FACS Aria によりソーティングされ、RNeasyMinikit (Qiagen)によって RNA 抽出さ

れた。全身の RNA も ISOGEN (NIPPON GENE)によって抽出された。抽出された RNA は

AMV Reverse Transcriptase (Takara Bio)によって逆転写された。PCRはEx Taq DNA Polymerase 

(Takara Bio)によって行われた。用いたプライマーとその PCR 条件は表 3 に記載した。内部

コントロールとして-actin が用いられた。PCR 産物は GR-red ローディングバッファー
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(BIO CRAFT)を加えられた上で 2.5%アガロースゲルによって泳動された。PCR 産物の定量

は、バンドの濃さと面積を ImageJ(NIH http://rsb.info.nih.gov/i よりダウンロード)によって解

析された。 

  

2.12 赤血球の細胞周期阻害 

赤血球の細胞周期阻害は、胚ごと阻害剤処理することにより行われた。具体的には、メダ

カ胚は 356M aphidicolin か、20M colchicine か、0.7-1.4 mM DMSO 入り山本リンガーで

29 度にて培養された。阻害の行われた発生区間は st25-27、28-29、30 であり、それぞれの

発生区間終了後に直ちに赤血球数測定、赤血球の DNA 定量、赤血球の形態観察に用いられ

た。 

 

2.13 S 期の赤血球の同定 

メダカ胚を 400 nM 5-ethynyl-2’-deoxyuridine (EdU) 入り山本リンガーで 26 度(phase1 の場

合)か 29 度(phase2、3 の場合)で培養することでメダカ赤血球にを取り込ませた。EdU 取り

込みは st22 11-13som、st23 14-15som、st24、st25、st26-27、st28-29、st30、st31-32 の各発生

区間に行われた。それぞれの取り込み終了直後に 10 g/ml heparin 入り 0.9 x PBS 中で採血

した上で、その 40 l を MAS コートスライドガラス(Matsunami)上に RT で 5 分間静置し赤

血球を貼り付けた。 次に 5 l のカルノア液を添加して 4 度で 5 分静置することが 2 回行わ

れた。さらに、40 l の 3.6% PFA/0.9 x PBS に置換され 4 度 3 分で固定された。RT に移され

た上で、40 l の PBS に置換し 5 分静置することが 2 回行われることで固定赤血球は洗浄さ

れた。その後 40 l の 0.5% TritonX-100/PBS 溶液に置換し 10 分静置されることで固定赤血球

は透徹された。50 l の PBS に置換され、5 分静置されることで固定赤血球は洗浄された。

GFP に対する免疫染色によって赤血球の同定が行われた。用いられた抗体は一次抗体が

Anti-GFP rabbit IgG antibody、二次抗体が Alexa-488 conjugated, (Molecular Probes)である。最

http://rsb.info.nih.gov/i
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後に click-IT EdU Imaging Kit (Invitrogen)によって赤血球に取り込まれた EdU が検出された。

染色後の赤血球は共焦点レーザー顕微鏡(FV1000, Olympus)によって観察された。 
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第 3 章 結果 

3.1 メダカ発生における血流の変化は 3 段階に分類できた 

本研究では発生に伴う赤血球の変化を解析するにあたり、まず胚発生期の赤血球特異的に

GFP 蛍光を有するトランスジェニックライン0-globin; GFP [73]を用いて、発生に伴うメダ

カ胚の血流変化を観察した。図 7a は GFP によって可視化された st22-st39 の WT の全身の血

流を示し、図 7b はその中でも st30 と st31 の拡大図として示す。st22-24 において、GFP 蛍

光は血島とその周囲に局在しており、まだ血流は開始していなかった。st25-29 においては、

血流は開始したものの太い血管(背側大動脈、卵黄静脈、後脳動脈、キュービエ管など)でし

か流れていなかったが、この間においては、まだ赤血球が流れていないだけで体節間血管、

中脳血管、肝臓血管、鰓弓血管は形成され続けている[71]。その後 st30 において体節間血管、

中脳血管、肝臓血管血流が、さらに st31 において鰓弓血管血流が生じ(図 7b)、メダカの血

管血流系は基礎が完成する[71]。このことから、st30 から st31 において赤血球が流れるべき

血管長が急激に伸び、またより細い血管を流れる必要性が生ずるといえる。これらの観察か

ら、メダカの発生における血流は三段階に変化するとみなすことができ、それぞれ phase1 

(st22-24、血流開始前)、phase2 (st25-29、太い血管中しか流れない)、phase3 (st30 以降、細長

い血管中も流れる成熟期)とした。 

 

3.2 メダカにおける二次造血の赤血球形成組織は、ゼブラフィッシュとは異なる 

 メダカの発生期における、血流の変化に対応した赤血球の数と大きさの制御を解析するに

あたり、血流開始後の二次造血における赤血球形成部位の同定が試みられた。0-globin; GFP

ラインの観察(図 7a)では、st26(血流循環開始期)以降において、赤血球形成部位とみなせる

ような GFP 陽性細胞の密集した組織は、st37 以降の脾臓に限られた。脾臓は、マウスやヒ

トにおいては赤血球形成部位として知られているが[84]、同時に古い赤血球の分解の場でも

あるため[85]、st37 以降の脾臓における GFP 蛍光が、新規に形成された赤血球を示している
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のか、集められた古い赤血球を示しているのかは判別がつかなかった。しかし、ゼブラフィ

ッシュにおいては、血流開始(24hpf)後直ちに caudal hematopoietic tissue (CHT、尾部大静脈と

背側大動脈との間の部位における造血)で二次造血赤血球形成が開始し(36hpf)(図 6)、その後

赤血球マーカーである gata1 のプロモーターを用いた gata1; RFP TG ラインや同じく赤血球

マーカーであるe-globinのWISHにより、CHTにおいて赤血球塊が観察されている[69,70]。

そのため、0-globin; eGFP ラインにおいて血流開始(st25)以降で赤血球塊が st37 になるまで

観察されないことは、メダカはゼブラフィッシュとは造血部位が異なることを示唆していた。 

別の方法による二次造血の赤血球形成部位の同定として、造血幹細胞マーカーである

c-myb[86]と runx1[87]の WISH が st27-st35 の胚において行われた(図 8、9)。頭部においては

胸腺や中脳後脳境界における発現パターンがゼブラフィッシュと相同的であったものの、

runx1 においては尾部及び腎臓で一切の発現は認められなかった。c-myb においては st27-29

においては背側大動脈とマージする発現が、st31 以降では尾部大静脈より腹側での弱い発現

が検出されたが、やはり CHT と騒動である尾部大静脈と背側大動脈の間と腎臓での発現は

検出されなかった。これらのことから、メダカにおいては、血流開始後から st35 までの区

間において CHT と相同的な部位および腎臓での造血は行われていないことが明らかとなっ

た。しかし、明らかに発生が進むにつれ血流中の赤血球は増加していくことから、血流開始

後においてどこで赤血球が増殖し血流中に供給されるのかということに関し、2 つの可能性

が考えられた。 

1、 CHT 及び腎臓以外の部位での赤血球形成 

はっきりとした赤血球塊が検出されないというだけで、実際には c-myb や runx1 陽性である

胸腺のような組織で少しずつ赤血球形成を行うという考え方。 

2、 血流中の赤血球自らの造血 

特定の赤血球形成部位があるのではなく、血流中の赤血球自らが増殖を行うことで血流中の

赤血球を供給するという考え方。 
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しかし、胸腺における赤血球形成はこれまで知られておらず、血流中での赤血球の分裂も

マウスにおいて示唆する報告が 2 報、散発的になされているのみであった[88,89]。そのため、

メダカの造血部位、特に赤血球形成部位について大きな謎が生じた。 

 

3.3 kyo は赤血球が大型化し、発生後期において血管に赤血球が詰まるようになる変異体

である 

発生におけるメダカの赤血球の数と大きさについて解析するために、過去に当研究室の変

異体スクリーニングで得られた赤血球が大型化する変異体 kyoho(kyo)が用いられた[66]。そ

の基本的な表現型として、st28 の WT/kyo において WISH によって赤血球、好中球、マクロ

ファージを染色した像を図 10 に示す。赤血球のマーカーとして0-globin、マクロファージ

のマーカーとして l-plastin、好中球マーカーとして mpo1 が森山らの研究[68]を参考にして用

いられた。その結果、3 種類の血球は共に大型化していたが、特に赤血球の大型化が顕著で

あった。このことは、この赤血球では好中球とマクロファージに比べて、大きさの制御と原

因遺伝子の働きが異なっていることを示している。 

次に、kyo の大型赤血球が血流に与える影響を検証するために、0-globin; eGFP ラインを

用いて発生に伴う kyo胚の血流変化を観察した(図 11a、b)。phase1で赤血球が形成され phase2

において血流が開始する時点では、図 7 に示した WT の血流と同様であったが、phase3 以

降において中脳血管、体節間血管、肝臓血管、鰓弓血管において赤血球が詰まっている様子

が観察された。以上の結果から、序論で述べたように、赤血球の大きさが適切に制御されな

かった場合は、血流に重大な影響をおよぼすことが kyo の血流における表現型から裏付けら

れた。 

 

3.4 kyo において一次造血関連遺伝子群の顕著な発現異常は観察されなかった 

kyo における赤血球形成において、赤血球前駆細胞において分化制御を行う一次造血関連

遺伝子群の発現に変化が生じていないか WISH による発現解析を行った(図 12)。用いた遺
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伝子(lmo2, scl, c-myb, gata1) は、ゼブラフィッシュの一次造血マーカーとして用いられてい

る転写因子であり、主に頭部側側板中胚葉(ALPM)と尾部側側板中胚葉(PLPM)で発現するこ

とが知られている[90]。赤血球を形成するのは PLPM の方である。 

結果、lmo2 は WT では st18 では ALPM で発現しており、st20 では PLPM とキュービエ管

の基部でも発現した。kyo においては、PLPM における発現が若干強かった。scl は st20 に

おいては PLPM で発現しており、その後 st22 においては ALPM でも発現していた。kyo に

おいては、ALPM での発現は検出されず、PLPM での発現も若干低下していた。c-myb は st22

においては ALPM、PLPM、キュービエ管の基部で発現していた。gata1 は st22 では PLPM

において発現していた。kyo において、c-myb と gata1 の発現変化は検出されなかった。 

このように kyo において赤血球形成部位である PLPM では、一次造血関連遺伝子群の顕著

な発現変化は検出されなかった。このことは、用いた代表的な一次造血関連遺伝子群(lmo2, 

scl, c-myb, gata1)とは関連性の低い制御が kyo の赤血球において働いていることを示唆して

いる。 

 

3.5 kyo 遺伝子は細胞周期制御遺伝子 TFDP1 に同定された 

kyo 遺伝子の同定を目的として、減数分裂時の相同組み換えを利用したポジショナルクロ

ーニングが行なわれた。責任領域は LG21 の 58kbp の区間に絞られ、その領域にあった 4 つ

のオープンリーディングフレームのうち TFDP1 領域のみに変異が確認された。その変異は

第 2 エキソンにあり、cDNA 配列で 130 番目の C が T へ、アミノ酸配列で 44 番目のグルタ

ミンがストップコドンへとナンセンス変異していた(図 13a)。この結果は、kyo において

TFDP1 タンパク質が機能ドメインを全て喪失していることを示唆している(図 13b)。 

その後、TFDP1 の異常と kyo の表現型がリンクしているのかを確認するため、まず TFDP1

の遺伝子座における多型を探索した。その結果 kyo の染色体において、TFDP1 の第 2 イン

トロンに制限酵素長多型が検出され、その多型をターゲットとしたジェノタイピングが行わ
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れた。その結果、WT 胚由来の DNA からは 1 本か 3 本のバンドが生じたのに対し、kyo 変

異体由来のDNAからは全て 2本のバンドが生じたため、kyo変異体は共通して異常なTFDP1

の遺伝子座を有していることが示された(図 13c)。 

 

3.6 TFDP1 は赤血球で発現していた 

原因遺伝子 TFDP1 がメダカの発生において実際に赤血球で発現しているのかを明らかに

するために、WT の st11-st29 と kyo の st28、29 に対し WISH による TFDP1 の発現解析が行

われた(図 14a)。WT では、st11-20 にかけて TFDP1 はユビキタスに発現していた。st22-28

にかけては全身的に発現が低下する一方で、前脳、中脳、中脳後脳境界、後脳、中線、眼胞、

胸鰭原基、耳胞、体幹へと発現が局在していった。kyo では st28、29 において全体的に WT

の同一発生段階よりも発現が上昇していた。 

TFDP1 の赤血球での発現については、一連の WISH による発現解析では血管内において

その発現は検出されなかった。そのため、別の手法での検証として、FACS Aria によって分

取した赤血球から RNA を抽出し、RT-PCR を行なった。st27 の WT/kyo の赤血球由来と全身

由来の RNA に対する TFDP1 の RT-PCR の結果を図 14b に示す。WT と kyo の赤血球由来の

RNA 双方から TFDP1 が検出された。このことから、WISH の検出レベルでは TFDP1 の赤

血球での発現を確認できなかっただけで、実際には赤血球においても TFDP1 が発現してい

ることが明らかになり、表現型のある部位において原因遺伝子と推測される遺伝子が発現し

ていることが確かめられた。 

 

3.7 E2F ファミリー遺伝子は kyo において発現が変化していた 

kyo の原因遺伝子が TFDP1 であるかどうかの検証として、WISH による E2F ファミリ

ー遺伝子群の発現解析を行った(図 15)。E2F ファミリー遺伝子群は、TFDP1 と同様に

E2F・TFDP 複合体によって転写制御がされているため[44,45,46,47,48]、kyo において E2F



29 

 

ファミリー遺伝子群の発現変化が検出されることが期待された。以下、st28 での発現解析

結果を記す。 

E2F1 は、st28 では、WT においては各脳の境界部、特に前脳との境界部で強い発現が見

られた。胸びれ原基と尾端では弱い発現が見られた。一方、kyo では若干発現が減少してい

た。 

E2F2 は、WT においては各脳の境界部、特に中脳との境界部で強い発現が見られた。胸

びれ原基でも発現が見られた。一方、kyo ではほぼ発現が消失していた。 

E2F3 は、WT においては脳全体、特に間脳と後脳で強い発現がみられた。また、kyo で

は全身的に発現が強まっていた。 

E2F4 は、WT においては各脳の境界部、特に中脳との境界部で強い発現が見られた。胸

びれ原基と尾端でも弱い発現が見られた。 

E2F5 は、WT においては始原生殖細胞と尾端において発現していた。Kyo においては始

原生殖細胞領域と尾端に加え、頭部でも弱い発現が見られた。 

E2F6 は、WT においては頭部、特に中脳で強い発現が観察された。kyo では、中脳―中

脳境界で発現がやや上昇していたが、発現はほぼ維持されていた。 

E2F7 は、WT においては前脳、中脳、中脳後脳境界、胸びれ原基で顕著な発現が観察さ

れた。一方、kyo では、発現は検出されなかった。 

E2F8 は、WT においては前脳、中脳、中脳後脳境界、胸びれ原基で発現が観察された。

一方、kyo では、発現は検出されなかった。 

まとめると、kyo において発現が変化していたのは、上昇：E2F3、低下：E2F1・E2F4、

検出されず：E2F7・E2F8 であった。このように、kyo においては E2F ファミリー遺伝子

群の発現が大きく変化していることが確認され、TFDP1 が原因遺伝子であるとすることと

矛盾しなかった。 
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3.8 kyo 変異体のレスキューによって原因遺伝子が TFDP1 であることが確認された 

原因遺伝子を確認するためのレスキュー実験を行った。TFDP1 プロモーター 

7kbp-mcherry-t2a-TFDP1 cDNA-pA の DNA コンストラクトを 1 細胞期の kyo 胚にインジェク

ションし、ランダムに TFDP1 プロモーター下で mcherry と正常 TFDP1 が発現する個体を作

製し、mcherry 陽性赤血球と陰性赤血球とを比較して正常 TFDP1 が kyo の大型赤血球に及ぼ

す影響を検証した。 

まず始めに、WT 胚に DNA コンストラクトを 1 細胞期にインジェクションし、この DNA

コンストラクトの TFDP1 プロモーターが正常に働くのかを mcherry の発現を元に検証した

(図 16a)。その結果、mcherry の発現は st11-21 にかけてユビキタスであり、その後は全体的

には低下しつつ脳や体幹へと局在した。これは WISH による発現パターンの解析結果(図 14)

と似ていた。そのため、この DNA コンストラクトの TFDP1 プロモーターは本来の TFDP1

プロモーターと同様に働いていると考えられた。 

次に、DNA コンストラクトをインジェクションした kyo 胚と、コントロールとしてメダ

カリンガーをインジェクションした WT/kyo 胚を st28 において採血し、それぞれの赤血球の

サイズを定量した(図 16b、c)。その結果、DNA コンストラクトをインジェクションした kyo

胚の赤血球では、mCherry 陽性の赤血球の細胞質と核の大きさがメダカリンガーをインジェ

クションした WT の赤血球とほぼ一致した。一方 mCherry 陰性の赤血球の場合は、メダカ

リンガーをインジェクションした kyo 胚と一致した。mCherry 陽性の赤血球のサイズがレス

キューされ正常に戻ったことから、kyo の原因遺伝子は TFDP1 であることが確かめられた。

また、mCherry 陰性の赤血球が大型化した状態で、mCherry 陽性の赤血球のサイズがレスキ

ューされていることから、TFDP1 の赤血球サイズに対する作用機序は細胞外環境に対する

ものではなく細胞自律的な働きであることが示唆された。 

TFDP1 は、典型的 E2F と結合することによって G1→S 期遺伝子群の発現調節行い、細胞

周期をコントロールすることが知られている。TFDP1 KO マウスが胎盤形成不全により致死
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になることから赤血球に関する表現型は報告されていない [67]。故に、本研究は TFDP1 の

赤血球形成に対する役割を in vivo で解析した初めての報告となる。 

 

3.9 phase ごとに赤血球の大きさは変化した 

発生に伴う血流の変化に対して、赤血球の大きさはどのように対応しているのかを解析す

るために、まず各発生段階の WT と kyo の胚(0globin; GFP)から採血を行い、DRAQ5 によ

って核染色をした上で、赤血球の形態観察を行った。st23、24、26、28、30、31、35 の WT

と kyo の赤血球の、共焦点レーザー顕微鏡による形態観察の結果を図 17a に示す。赤血球の

形状に関しては、WT においては発生を通して球形であり、st30 において一過的に細胞と核

の大きさが小型となり、その後は、核は小さいままに赤血球全体の大きさは phase2 の状態

に戻った。kyo では、st23 において赤血球はスライドガラス上に仮足を伸ばしており、球形

となったのは st24 以降だった。その後、kyo の赤血球は細胞、核共に大型化していき、st26

以降はタマゴ型となった。st31 以降は大型化が止まる一方で、小型の赤血球や核のない赤血

球が新たに生じた。 

 WT と kyo の赤血球の細胞と核の大きさの変化を詳細に解析するために、写真上での大き

さの測定が行われた。WT と kyo においてそれぞれのステージ間(st23-24、st26-28、st30-31-35)

で比較した結果を図 17b に示す。 

まず WT の赤血球は、phase1(st23、st24)では細胞 200-550 m2、核 50-250 m2だったが、

phase2(st26、28)にかけて核が若干大型化し、細胞 200-550 m2、核 100-250 m2で一定とな

った。初期 phase3(st30)においては細胞と核の大きさは若干小型化し細胞 220-400m2、核

90-220m2 となった。その後 st31 では、全体の約 80%の小型グループと約 20%の大型グル

ープに分かれた。小型グループは、細胞は 150-400m2と発生を通じて最も小型であり、核

も 50-100 m2と顕著に小型化した。大型グループは、細胞 250-450m2、核 130-180 m2と、

st30 に比べて細胞は若干大型化し、核はやや小型化した。その後、グループは再び一つにな
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り、st35 の細胞では 350-600m2と再び大型化し、核は 50-80 m2とより小型化し、細胞と

核の大きさの多様性は低下した。 

kyo においては、st23 では赤血球の細胞 150-400 m2、核 50-150 m2であり、奇妙なこと

にこの時点で WT の赤血球よりも小型だった。st24 では細胞 100-700 m2、核 75-300 m2で、

st23 から大型化するとともに、WT との大きさの差は全ステージで最も小さくなった。その

後 phase2 (st26)に移行する際には、WT と同様に 50-100 m2の核が消失した。以降は細胞と

核は大型化を続け、phase3 初期(st30)においては細胞 750-3000 m2、核 50-500 m2に達した。

st31 以降ではより小型の赤血球や核のない赤血球が新たに生じ、細胞と核の大きさにおいて

非常に多様な集団となった。 

このように、kyo における赤血球は、phase ごとに異なる表現型を示した。細胞周期の制

御遺伝子 TFDP1 の機能不全による表現型が phase ごとに異なるということは、すなわち

phase ごとに赤血球の細胞周期制御が異なっていることを示している。 

 

3.10 kyo の赤血球はミトコンドリアが増加していた 

kyo の赤血球の表現型を詳細に解析するために、st28 の WT/kyo 胚に対し透過型電子顕微

鏡による観察が行われた(図 18)。その結果、1 切片あたりの WT の赤血球は 0-1 個のミトコ

ンドリアを、kyo の赤血球は 3-4 個のミトコンドリアを含んでいることが明らかとなった。

また、kyo の赤血球の核膜は WT と比較して薄かった。 

kyo の赤血球のミトコンドリアの増加に関しては、細胞内の代謝が活性化しているものと

解釈され、phase2 における赤血球の肥大化と合致した。 

 

3.11 WT と kyo で phase ごとに赤血球数の増加は異なっていた 

 発生に伴う血流の変化に対して、赤血球の数がどのように対応しているのかを調べるため

に、WTと kyoの各発生段階における赤血球の数をフローサイトメトリーによって測定した。 

発生段階別の WT と kyo それぞれの赤血球数の変化を図 19 に示す。 
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 赤血球数は、 phase1 の区間 (st22-st24)においては、WT： 301±24(st22 11som)から

1023±42(phase2 の始まり、st25 18som)まで、kyo：300±25(st22 11som)から 793±53(phase2 の

始まり、st25 18som)までの増加を示し、WT と比較して kyo の赤血球の増殖速度はゆるやか

だった。phase2 の区間(st25-st29)においては、WT は 1023±42 (st25 18som)から 9175±325 

(phase3の始まり、st30)へと大きく増加したが、kyoにおいては 793±53(st25 18som)から 938±47 

(st25 20som)まで増加するものの、以降の phase2 では赤血球数に変化はなかった。phase3 に

おいては、st30 から st33 において赤血球数は倍増し(st30:9175±325-st33:17798±597)、その後

は約 18000 で一定となった。一方 kyo においても、st30 から st36 にかけてゆっくりではある

が倍増し(st30:963±37-st36:1821±97)、その後は約 1800 で一定となった。 

 WT の赤血球数は、単に発生が進むと赤血球数も比例して増加するのではなく、st32 以降

は約 18000 で一定となった。このことは、メダカ胚における赤血球の増殖は何らかの厳密な

制御下にあることを意味している。WT の赤血球の st30-st33 での倍増については、この間に

図 10b で示した一過的な小型化が生じることから、この小型化が血管内における細胞分裂に

よるものであることが予想された。一方、kyo の赤血球数の変化については、phase1 では

WT と比べゆっくりとした増加を行い、phase2 では増加せず、phase3 では phase2 で増殖し

なかったにも関わらず倍増する、というように phase ごとに異なった表現型を示した。phase

間で増殖に関する表現型が異なるということは、赤血球の増殖制御のメカニズムが phase 間

で異なっていること、phase2 における増殖が TFDP1 依存的であることを示している。 

 

3.12 phase2 以降の赤血球は 4-8 倍体だった 

kyo の赤血球において実際にどのように細胞周期が異常となっているのかを明らかにす

るために、FACS による DNA 定量が行われた。実際の FACS による DNA 定量は、以下のプ

ロトコルで行われた(図 20)。まずメダカ胚(0globin; GFP)胚の細胞浮遊液を作製し、DRAQ5

もしくは DC-Ruby と、PI もしくは 7-AAD を加えた。GFP 陽性細胞を赤血球としてゲーテ
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ィングし、一方 GFP 陰性で forward scatter height(FSCH、細胞の大きさを反映)の低い集団を

2 倍体のコントロール細胞集団としてゲーティングした。2 つの細胞集団それぞれについて、

死細胞マーカーである PI もしくは 7-AAD 陰性集団を生細胞としてゲーティングした。さら

に、正確な DNA 定量のためのダブレット除去として、DRAQ5 もしくは DC-Ruby 蛍光のパ

ルス幅が低い集団をゲーティングした。蛍光のパルス幅は、蛍光を発する粒子の大きさを反

映している。そのため、DRAQ5 もしくは DC-Ruby 蛍光のパルス幅が低い集団は単細胞、高

い集団はダブレットであるとみなすことができる。これらゲーティング処理の結果、赤血球

2 倍体細胞集団であり、生細胞集団であり、単細胞集団の有する DRAQ5/DC-Ruby の蛍光強

度のヒストグラムが得られた。DRAQ5 で DNA を染色した場合の DNA 量の定量結果を図

21a に示す。さらに結果を ModFit によって解析し、各発生段階における 2N、2-4N、4N、4-8N、

8N、8-16N、デブリス(phase1 において 2N 未満、phase2-3 において 4N 未満)の DNA 量を有

する赤血球の割合を計算し、発生を通した変化をグラフ化した(図 21b)。 

WT の赤血球においては、WT/kyo の赤血球の核型は、st23 では 2N-4N だったが、st24 に

おいて 4 倍体化が生じていた。phase2 では、WT は 4-8N 赤血球は 50-65%程度存在し、4 倍

体の細胞周期制御によって WT 赤血球が増殖していることを示唆する。このことは

0-globin;GFP 胚の観察(図 7)及び runx1 と c-myb の WISH(図 8、9)により得られた知見と矛

盾しない。その後 phase3 においては 4N が 95％以上を占め、赤血球の増殖がほぼ生じない

とする赤血球数の測定結果(図 19)と一致した。kyo においては、st24 では 4N 赤血球と 4-8N

赤血球が 30-40%と多数だった。その後 st25-30 においては 4-8N の DNA 量の赤血球が多数

(40-65%)となった。st31-33 においては 4-8N の赤血球の割合は減少に転じ、代わって 8N 赤

血球が多数(40%以上)となった。st34-st38 では、8N 赤血球の割合が減少する一方でデブリス

の割合が急増し多数(40%以上)となった。このように kyo における各核型の赤血球の割合は、

発生が進むに連れて多数派が、4N と 4-8N(st24)→4-8N(st25-st30)→8N(st31-st33)→デブリス

(st34-st38)と変化していくことが分かった。この変化から、以下の 2 つの現象が示唆される：
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①kyo の赤血球は遅くはあるものの細胞周期自体は進行していた。すなわち、細胞周期進行

の遅延が kyoの赤血球の本質的な異常だった。②8N赤血球の分裂によってデブリスを生じ、

それが phase3 における様々な形状の赤血球となった。 

 

3.13 phase2における赤血球の染色体数は 4倍体に相当した 

本当に FACS での DNA 量測定の結果の通り、phase2 以降の赤血球が 4N 以上の核型であ

るかを他の方法で証明するために、st27 から st28 にかけて WT 胚をコルヒチン処理し、採

血した赤血球から染色体標本の作製が行われた(図 22a)。コルヒチン処理で得られる染色体

標本は、その細胞が分裂する直前の M 期における染色体数を示し、メダカの 2 倍体細胞の

染色体数は 24 対であるので[80]、2 倍体の細胞周期の制御下ならば 48 対、4 倍体の細胞周

期の制御下ならば 96 対となると考えられた。実際の染色体標本観察においては、DAPI 陽

性かつ GFP 陽性の塊を赤血球由来の染色体であるとみなし、ひとまとまりで存在する染色

体集団を 1 赤血球由来としてその染色体数をカウントし、群散布図としてプロットした(図

22b)。 

その結果、1 赤血球あたりの姉妹染色体数は 96 対前後であり、48 対前後の姉妹染色体を

有する赤血球は確認されなかった。このことは、FACS による DNA 量測定の結果と同様に、

メダカ胚の赤血球が血管内において、4 倍体の細胞周期制御下で細胞分裂することを示す。 

 

3.14 各発生段階における赤血球は高い EdU 取り込み割合を示した 

 さらに FACS での DNA 量測定の結果について検証するために、各発生段階においてメダ

カ胚に EdU を取り込ませた上で赤血球中の EdU を検出し、取り込んだ赤血球の割合を算出

し、各区間において S 期を通過した赤血球の存在比を推定した。実際の実験では、EdU 検

出用の染色液が赤血球の GFP を変性させてしまうので、赤血球の同定のために EdU 染色後

に GFP を検出する免疫染色が行われた。 

まず、本実験の代表例として、WT 赤血球における EdU 取り込み区間 st28-st29、採血時
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期 st30 の EdU 検出と GFP の免疫染色の結果を図 23a に示す。取り込み区間 st28-st29 におい

ては殆どの GFP 陽性細胞(赤血球)において EdU が検出された。このような EdU の検出実験

を取り込み区間 st22 11som-st23 13som、st23 14som-15som、st24、st25、st26-st27、st28-st29、

st30、st31-st32、それに対応する採血時期 st23 14som、st24、st25、st26、st28、st30、st31、

st33 に対して行い、各区間における赤血球の EdU を取り込んだ割合を計測した結果を図 23b

に示す。 

取り込み区間のうち、st22 11som-st23 13som、st23 14som-15som、st25、st26-st27、st28-st29

は WT において赤血球数が倍増する区間である。phase1 において、取り込み区間 st22 

11som-st23 13som、st23 14som-15som、st24 に対し WT の赤血球の EdU 取り込み率はそれぞ

れ 68%、85%、87%と推移し、kyo の赤血球の EdU 取り込み率もほぼ同様に推移した。phase2

においては、取り込み区間 st25、st26-st27、st28-st29 に対し WT の赤血球の EdU 取り込み率

はそれぞれ 64%、82%、92%と推移したが、一方 kyo の赤血球の EdU 取り込み率は 66%、

67%、61%とほとんど変化はなかった。phase3 においては、取り込み区間 st30、st31-st32 に

対し WT の赤血球の EdU 取り込み率はそれぞれ 32%、0.2%と推移し、kyo の赤血球の EdU

取り込み率も同様に 21%、0.7%と大きく低下した。 

st24 の WT/kyo の赤血球は、約 90%と高い EdU 取り込み率を示すのにも関わらず、図 19

に示したように赤血球数は WT において 914±46 から 1023±42、kyo において 688±70 から

793±53 と、その増加が小さいことは、図 21 において示した st24 での赤血球の 4 倍体化で説

明できる。phase2(st25、st26-st27、st28-st29)においては WT の赤血球の EdU 取り込み率は徐々

に上昇し、st28-st29 においては 90%以上となった。この高い EdU 取り込み率は、血流中の

赤血球においても DNA 合成が生じていることを示し、図 21 の FACS、図 22 の染色体標本

の知見と合致した。phase3においては、st30の区間においてWTでは赤血球が9000から14000

に増殖するにも関わらず EdU 取り込み率が 30%と低いことに関しては、st30 の開始時点に

おいて赤血球が既に G2 期に移行していたか、あるいは S 期の末期であったために取り込ま
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れた EdU が検出するのに十分でなかった可能性がある。 

kyo においては、図 19 に示したように赤血球数が約 950 で増加が認められないのにも関

わらず 65％前後の割合で EdU 取り込みが行われることは、図 21 の FACS で示された細胞

周期進行の S 期における停滞で説明できる。 

 

3.15 kyo の赤血球において S 期 Cyclin の発現上昇と M 期 Cyclin の発現低下が認められた 

フローサイトメトリーによって明らかにされた kyo の赤血球の細胞周期異常の検証のた

めに、phase2 の胚から作製した細胞浮遊液からソーティングして得た赤血球から RNA を抽

出し、Cyclin・CDK ファミリーの発現解析を行った(図 24)。 

 その結果、phase2 の kyo の赤血球においては、G1 期 Cyclin である ciclinD1 の発現の大幅

な上昇と、M 期 Cyclin である CyclinB1 の発現の大幅な低下が確認された。この発現変化は、

FACS(図 19)と EdU 取り込み(図 23)によって明らかになった、kyo の赤血球が phase2 におい

て主に S 期をゆっくりと進行していることと一致した。 

 

3.16 細胞周期阻害剤の赤血球サイズへの影響は血流中の赤血球の細胞増殖を裏付ける 

 血流中の赤血球における細胞周期進行と、細胞の数と大きさの変化の関連を検証するため

に、細胞周期の阻害剤を処理したメダカ胚においてどのように赤血球の数と大きさが変化す

るのかを解析した(図 25、26)。S 期の阻害剤としてアフィジコリンが [91]、M 期の阻害剤

としてコルヒチンが[92,93] 、コントロールとして DMSO が、st25-st27、st28-st29、st30 の

区間において用いられた。 

 まず、阻害剤処理した胚の赤血球数を計測し、処理前の赤血球数と DMSO 処理した場合

の赤血球数とを比較した(図 25a)。その結果、st25-27, st28-29 間の阻害において阻害前の赤

血球数からの顕著な増加は確認されず、アフィジコリン及びコルヒチンがメダカ赤血球にお

いて細胞周期を阻害していることを示している。st30 での阻害においては、アフィジコリン

処理の場合はコルヒチン処理の場合ほどには赤血球の増殖を阻害できなかった。このことは
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図21で示したように、st30はS期(この場合は4-8N細胞)の細胞割合が著しく減少していく、

すなわち S 期細胞の多くは S 期の末期であるため、DNA 合成が十分に阻害されなかったた

めではないかと推察される。 

 さらに、阻害剤処理した赤血球の DNA 量をフローサイトメトリーによって測定した結果

(図 25b、c)、アフィジコリン処理においては 4-8N 赤血球の割合の増加、コルヒチン処理に

おいては 8N 赤血球の増加が確認され、それぞれ S 期及び M 期阻害剤としての働きが確か

められた。 

 最後に、阻害剤処理した赤血球の形状を観察した(図 26a)。その結果、アフィジコリン処

理においては細胞が大型化しており、そして 30-70%の細胞で DRAQ5 陽性の領域がピーナ

ッツ型となっていた。DRAQ5 陽性の領域がピーナッツ型となっていたことは、染色体の分

離不全を示す。このような現象は Nitta らによって報告されており[91]、アフィジコリンが

赤血球において DNA の合成阻害剤として働き、S 期の長期化と不十分な DNA 合成の結果

として染色体の不分離が生じていると考えられた。一方、コルヒチン処理においては 30-50%

の確率で、核膜崩壊が観察され、2 核、3 核、4 核の赤血球も観察された。核膜崩壊の検出

は、メダカの赤血球においてもコルヒチンが M 期の阻害剤として働いたことを示す。多核

化した赤血球が生ずるそのメカニズムは不明であるが、phase2-3 の赤血球が倍数体であるこ

とと矛盾しないと考えられる。 

 実際に阻害剤処理を行った赤血球の、細胞と核の大きさを測定し、細胞周期の阻害によっ

て細胞の形状にどのような変化が生じたのかを検証した(図 26b)。アフィジコリン処理にお

いては、いずれの発生区間の阻害においても細胞と核の大きさは 1.5-2 倍に増加していた。

またコルヒチン処理においては、核膜崩壊による DRAQ5 陽性領域の増加があったものの、

細胞の大きさについては処理前からの変動は認められなかった。特に st30 から st31 にかけ

て DMSO 処理では小型化が生じるのに対して、コルヒチン処理では st30 からの小型化は一

切認められなかった。 
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まとめると、アフィジコリン処理による細胞の大きさの増加は、S 期における細胞周期の

停止と遅延が赤血球の大型化をもたらすことを示し、これは先行研究の結果[25,26]と一致し

た。また、kyo の赤血球肥大が S 期の遅延による二次的な表現型であることを示す。コルヒ

チン処理によって st30 から st31 にかけての小型化が生じないことは、この小型化が血流中

の赤血球の分裂によるものであることを示す。 
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第 4 章 考察 

4.1 WT 赤血球の数の変化と大きさの変化の対応関係と、その生理学的意義について 

WT における赤血球の大きさの変化は、phase1 から phase2 への移行に際し、小型の核を

有する赤血球が失われ、phase2 から phase3 への移行では一過的に細胞と核が小型化し、そ

の後 phase3 では核が小さいまま細胞質は肥大化し細胞全体としてのサイズを回復させた。

phase2 から phase3 の移行における赤血球の小型化は、赤血球数の倍増と対応し、細胞分裂

によって小型化し、なおかつ数を増加させているものと解釈される。このことは、phase3

においてより細く長い血流が開始することに対して赤血球の数と大きさが対応しているも

のと考えられる。また、その後の赤血球も、細胞は大型化するものの核は小型であるため、

細胞の大きさの割に柔軟性が見込まれるため、やはり細長い血流に対応しているものと考え

た。 

このように、発生における WT の赤血球の数の変化と大きさの変化は一致していた。WT

における赤血球の数と大きさの変化は血流環境の変化に対応しているものと考えられた。 

 

4.2 血流中の赤血球の増殖について 

金魚を用いた赤血球の解析においては、成体から採血した赤血球においては 0.2%の確率

で分裂中の赤血球が検出されることが示されている[94]。また、カエル(Rana esculenta)を用

いた解析では、汚染のひどい地域のオタマジャクシの末梢血において 5%の割合で分裂中の

赤血球が観察されており、その結果として無核赤血球が生ずることが明らかにされている

[95]。これらの結果は、分裂赤血球の割合が低く、またカエルにおいては正常な状態でない

ため、赤血球が分裂することがあることを示したに過ぎず、本研究のメダカ赤血球の血流中

での増殖とは異なる。マウスにおいては 2 つ報告がある。Chapelle らは 1969 年に、血流開

始間もない E11 において血流中の赤血球でチミジンが取り込まれることを示し[89]、

Sangiorgi らは 1990 年に、やはり E11 の血流由来の赤血球において、低 RNA 合成かつ 2N
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の赤血球よりも高RNA合成でDNA量が 2N以上の赤血球の方が多数派であることを示した

[88]。しかしこれらの解析は、赤血球の血管内の増殖を示すには断片的であるとともに、単

発的であり、また生理学的な意義が明らかにされていない。従って、本研究は赤血球の血管

内増殖を赤血球の数と大きさの調節とし、血管形成との関連を明らかにし、変異体を用いて

in-vivo で示した点に新規性があるといえる。 

 

4.3 赤血球の大きさの変化に対する核型の対応関係について 

本研究においては、WT における phase 間での赤血球の大きさの変化、kyo における赤血

球の大型化を報告した。WT における赤血球の大きさの変化は、phase1 から phase2 への移

行に際し、小型の核を有する赤血球が失われ、phase2 から phase3 への移行では一過的に細

胞と核が小型化し、その後 phase3 では核が小さいまま細胞質は肥大し細胞全体としてのサ

イズを回復させた。phase2 から phase3 への移行の際に核が小型化することは、DNA 量の変

化と一致している。奇妙なことに、phase1 から phase2 への移行の際の細胞と核の大きさの

変化は、一般的に細胞は DNA 量が増加すると核も細胞も大型化するとされている[23]にも

かかわらず、小型核を有する 1 割ほどの赤血球が消失するにとどまっており、細胞の大きさ

については顕著な変化は観察されなかった。また、phase2 の 4-8N 赤血球と phase3 の 2N 赤

血球の細胞サイズを比較すると、DNA 量に反し、むしろわずかに phase3 の 2N 赤血球の方

が大型であり、DNA 量と細胞の大きさの相関関係に反した。このことは、一般的な細胞の

大きさと DNA 量の関係性に対する理解には反するものの、シロイヌナズナにおいては DNA

量と細胞の大きさの相関は必ずしも成り立たないことが示されているため[34]、異常である

とまでは言えないと考えられた。 

一方、kyo における赤血球の大きさの変化を記述すると、phase1 から phase2 への移行に際

し、小型の核を有する赤血球が失われ、細胞も大型化した。phase2 においては細胞と核の

大型化が進んだ。また、phase3 においては、赤血球の肥大が停止するとともに新たに小型
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の赤血球や無核の赤血球が出現した。phase1 から phase2 への移行では赤血球の DNA 量は

2N-4N から 4N-8N へと推移するため、細胞と核の大きさの変化に対して合目的である。DNA

量が増加していくことは、赤血球の細胞と核の大きさの変化に対して合目的である。このよ

うに、WT の赤血球とは異なり、kyo の赤血球においては DNA 量と細胞の大きさの相関関

係が成立していた。言い換えると、kyo の原因遺伝子 TFDP1 の異常により、WT の赤血球に

おいて成り立っていなかったDNA量と細胞の大きさの相関関係が正常化したということに

なる。このことは、WT において DNA 量と細胞の大きさの相関関係を成立させないメカニ

ズムが存在すること、そのメカニズムにおいて TFDP1 が重要な役割を担っていることを示

唆している。 

 

4.4 phase 間での赤血球の細胞周期制御の差異について 

TFDP1 変異体である kyo の赤血球は、phase1 では WT と数において顕著な差は見られな

かったが、phase2 においては増殖が起きず、また顕著な肥大が生じた。その後 phase3 にお

いては数が倍化するとともに核の無い赤血球や小型の赤血球が新たに生じた。この現象は、

マウス一次造血赤血球の血流中での脱核と類似しており興味深い[11,14]。また、phase2 にお

ける kyo の赤血球の数と大きさの顕著な異常に対し、phase1 においては、赤血球の数・大き

さの変化の仕方に WT と大きな差は認められなかった。このことは、赤血球において 2 倍

体の細胞周期制御下にある phase1 と 4 倍体の細胞周期制御下にある phase2 以降では細胞周

期の制御メカニズムが異なっていることを示している。phase3 での kyo の赤血球の分裂につ

いては、phase2 においてゆっくりと S 期が進行した結果、丁度 phase3 で G2-M 期に達した

ということなのか、phase3 に入り TFDP1 非依存的な細胞周期制御に変化し S 期の遅延が解

消されたということなのか、判別はつかなかった。 

 

4.5 赤血球の倍数体化を行う細胞周期制御について 

本研究においては、メダカ発生において赤血球が 4 倍体の細胞周期制御下で増殖すること
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を明らかにした。倍数性が増していく細胞としては、ヘパトサイト、トロフォブラスト、巨

核球などが知られている。これらの細胞の倍数体化に E2F/DP 複合体が関わっていることが

すでに明らかにされており[96]、実際に TFDP1 のノックアウトマウスは通常より小型のト

ロフォブラストを生ずることが明らかにされている[67]。また、E2F1、2、3 のトリプルノ

ックアウトマウスのトロフォブラストにおける倍数性の増加と大型の核の出現という表現

型は、kyo の赤血球の表現型と類似している[97]。しかしながら、kyo において赤血球の細胞

周期異常は、倍数体化の際に生じるのではなくその後の 4 倍体の細胞周期において生じてい

た。このことから kyo の赤血球は、倍数性のある細胞において異常な表現型が生じるという

点では過去の E2F・DP のノックアウトマウスの知見と一致するものの、倍数体化の時期に

異常が生じないという点で異なっていた。このことは、メダカ赤血球の倍数体化における細

胞周期制御が既知のトロフォブラストやヘパトサイトとは異なり TFDP1 非依存的であるこ

とを示している。 

 

4.6 赤血球が 4 倍体であることの生理学的意義について 

1 つの種の中で、2 倍体の系統と 4 倍体の系統を持つカエル(Odontophrynus americanus)を

用いた先行研究においては、2 倍体の系統と比較して 4 倍体の系統は低酸素状態において、

ヘモグロビンの合成量が多く、なおかつ赤血球数の増加度が低いという結果を報告しており

[98]、4N 赤血球は 2N 赤血球と比べて酸素の運搬効率が良いと考えられる。そのためメダカ

発生において血流中の赤血球が2Nよりも4Nであるほうが、酸素運搬効率で優るとともに、

数が少なくてすむために血管を詰まらせるリスクを減らせる可能性がある。メダカ赤血球は

st32 以降は 18000 個から増加しないが、4N 赤血球は高酸素運搬能によってその一助となっ

ている可能性がある。 

 

4.7 TFDP の機能と kyo の表現型について 

 TFDP1 の KO マウスは胎盤形成不全によって致死となる表現型を示し、造血系の異常に
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関しては解析されていない[67]。一方、ファミリー分子である TFDP2 については、マウス

胎児肝臓由来の培養赤芽球における shRNA を用いた阻害の結果、赤芽球の大型化、増殖の

低下が生じることが明らかにされている[99]。Chen らの解析は本研究における kyo の赤血球

の表現型と類似性があるが、一方で赤芽球の肥大の要因については、細胞周期の S 期での

停滞によって細胞が分裂しない分だけ大型化しているのではないかと論じている。一方で、

細胞周期阻害剤による検証を行なっておらず、TFDP2 の阻害と赤芽球の表現型との関連に

ついては不明瞭に見受けられる。また、Chen らは、TFDP2 の阻害によって細胞周期の進行

が S 期で停滞するために赤芽球が分裂しなくなると述べているが、この点は kyo が st30-st37

にかけてゆっくり分裂する点と大きく異なっている。この差異に関しては、以下の可能性：

①有核赤血球とマウス胎児肝臓における赤芽球という細胞種の違い②in vivo と in vitro の違

い③TFDP1 と TFDP2 の遺伝子機能の違い④実際にはマウス赤芽球もより時間をかけて観察

すれば分裂する、が考えられる。このように、本研究は TFDP ファミリーの先行研究と比較

して、in vivo において発生を通して観察した点に新規性があると思われる。 

 

4.8 メダカ胚における二次造血赤血球形成について 

st22-39 にかけての0globin: GFP TG ラインの観察及び st27-35 にかけての造血幹細胞マー

カーc-myb、runx1 の WISH による解析から、少なくとも血流開始(st25)から st35 にかけてメ

ダカ胚では赤血球形成を行わないと考えられた。この考え方は、マウスでは E7.5 において

卵黄嚢で、ゼブラフィッシュでは 48hpf において CHT で二次造血赤血球形成を開始して以

降は、成体期まで赤血球形成が連続的に行われるのとは大きく異なっている[10]。 

 しかし、赤血球数の計測からメダカは胚発生において赤血球形成を st32 以降は行わない

ことが明らかとなった。このことは、マウスやゼブラフィッシュとは異なり成体期へと続く

赤血球形成が発生期に行われないことを示している。さらに、血流中の赤血球の高い EdU

取り込み率のから、大半の赤血球は血流中にて細胞増殖を行うことが示された。 
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 以上の結果から、メダカ胚の赤血球形成においては、血流開始(st25)以降は血流中にて赤

血球が分裂し、そして st32 までに形成した約 18000 個の赤血球によりその後の発生におけ

る酸素運搬を行うと考えられた。特定の造血組織を持たない代わりに血流中で十分に増殖す

るというシステムは、赤血球の分裂によって大きさを調整する機構に活かされており、合理

的であると考えられる。しかし、kyo の表現型の重篤さや、ヒトにおいても白血病が重大な

疾患となっていることから[100,101]、血流中の赤血球を盛んに増殖させるメダカ胚の戦略は、

血流中の赤血球において細胞周期異常が反映されやすいというリスクを抱えていると考え

られる。 



46 

 

第 5 章 総括 

 本研究は、まずメダカ発生における血流の変化を三段階に分類した上で、その段階ごとに

赤血球の数と大きさが調節されていることを示し、最終的にその調節が血流中における 4

倍体赤血球の分裂によるものであることを明らかにした。WT/kyo の赤血球の細胞周期制御

の概要を図 27 に示す。phase3 の始めに赤血球が分裂によって小型化し、なおかつ数を増加

させることは、血流がより細く長くなっていくことと対応していると考えられ、全身に酸素

を運ぶ上で役立つと考えられる。また、血流中の赤血球が肥大化、減少し多数の血栓を生じ

る変異体 kyo の原因遺伝子は細胞周期の調節遺伝子 TFDP1 であり、その表現型は、血流中

の赤血球の細胞周期進行の遅延によって二次的に生ずるものであることが判明した。血流中

の赤血球において細胞周期異常の表現型が生ずることは、すなわち血流中の赤血球が増殖し

ていることを裏付けていると考えられる。また、これらの解析の過程で、メダカの造血部位

がゼブラフィッシュやマウスと大きく異なっていることが示された。今後、メダカ赤血球の

細胞周期の制御メカニズムを分子レベルで解明するとともに、メダカの造血部位の移動の全

容を明らかにすることが期待される。 
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第 6 章 図表 

 

表 1 WISH 用 cDNA のクローニングのためのプライマー配列 
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表 2 kyo の責任領域同定のための RFLP マーカー 
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表 3 半定量 RT-PCR プライマーの配列とサイクル条件  
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図 1 発生期における赤血球の数と大きさの制御の必要性 

(a)血管内を流れる異常な赤血球の図。一番上の図は、赤血球が少なすぎる状態であり、酸

素運搬が十分に行われず貧血となる。真ん中の図は、赤血球が多すぎる多血症の状態であ

り、血流の停滞や血管の詰まりをもたらす。一番下の図は赤血球が大きすぎる巨赤芽球性

貧血の状態である。巨赤芽球性貧血は、大きすぎる赤血球が骨髄から血管中に流出するの

に失敗するために全体的には貧血症状となるが、大きすぎる赤血球が血流中に流出した場

合、やはり血管の詰まりの原因となる。(b)体節間血管の形成と体節間血管血流開始の図。

体節間血管は 1→2→3→4の過程で形成され続けるものの、実際に体節間血管血流が生じる

のは血管同士がつながってからである。そのため、血管の長さは 1→2→3→4の過程で伸び

続けるものの、赤血球が流れている血管の長さは、3→4 の過程で急激に伸びることとなる。 
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図 2 マウスにおける造血部位の発生に伴う移り変わり 

(a、b) マウスにおける造血部位の発生に伴う移り変わり。E7.5 では卵黄、その後 E11.5 で

は胎児肝臓と AGM(aorta gonad mesonephros region)と胎盤において造血が行われる。 (c) マ

ウスにおける造血部位の発生に伴う移り変わりの概略。出生後は、胸腺や脾臓、骨髄で造

血を行う。(d)マウスにおける赤血球の分化、成熟の概略。一次造血赤血球も二次造血赤血

球も、最終的には脱核を行い成熟する。HSC:造血幹細胞、BFU-E:前期赤芽球系前駆細胞 

CFU-E:後期赤芽球系前駆細胞、EryP-CFC:原始的赤芽球前駆細胞、Pro-E:赤芽球、Baso-E、

塩基性赤芽球、poly-E:多染性赤芽球、Ortho-E:正染性赤芽球、Retic:網状赤血球、RBC:成熟

赤血球、MAC:マクロファージ、pyrenocyte:赤血球核が薄く細胞膜に包まれた血球。図 2a、b、

c は文献[84] より、図 d は文献[11]より引用。 
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図 3 G1 期前期における E2F・TFDP 複合体の働き 

転写活性化型 E2F1,2,3 は Rb によって不活性化されている。転写抑制型 E2F4,5 は P107

か P130 により活性化され、TFDP と二量体を形成した状態で S 期進行遺伝子群の転写を抑

制している。 
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図 4 G1 期後期から S 期前期における E2F・TFDP 複合体の働き 

分裂促進因子により cyclinD-CDK 複合体が活性化すると、P107、P130 をリン酸化し、結

果 E2F4,5-TFDP 複合体は不活性化し S 期進行遺伝子群のプロモーターから離れる。

CyclinD-CDK 複合体は Rb もリン酸化し、それにより E2F1,2,3-TFDP 複合体は活性化し S

期進行遺伝子群を転写する。転写産物には cyclinE と E2F1,2,3、TFDP が含まれており、

正のフィードバックが生じて急激に S 期進行遺伝子群の発現が進み、細胞周期は G1 期から

S 期へと移行する。 
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図 5 S 期後期から M 期における E2F・TFDP 複合体の働き 

S 期に入ると SCF(skp2)による CyclinE の分解が進み、cyclinA の働きが支配的となる。

E2F1,2,3 は CyclinA-CDK 複合体によるリン酸化を受け不活性化するか、SCF(skp2)によ

るユビキチン化を受け分解される。S 期進行遺伝子群のプロモーターには E2F6-TFDP か

E2F7・8 複合体が結合し、転写を抑制する。 
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図 6 ゼブラフィッシュにおける造血部位の発生に伴う移り変わり 

(a、b)ゼブラフィッシュにおける造血系細胞マーカーの WISH による各発生段階における発

現部位の同定。Hour 20 胚は赤血球マーカーgata1、Hour24, 36, Day6 胚は造血幹細胞マーカ

ーc-myb、Day4, 6.5 胚は造血幹細胞マーカーscl を対象とした WISH による染色胚である。

ICM：intermediate cell mass、AGM：aorta-gonad-mesonephros region、CHT；caudal hematopoietic 

tissue, PBI: primitive blood island。 (c) ゼブラフィッシュにおける造血部位の発生に伴う移り

変わりの概略。図 6a は文献[10]より、図 6b は文献[86]より、図 6c は文献[102]より引用。 
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図 7 メダカ胚(WT)における赤血球の分布の変化 

(a)WT メダカ胚(0-globin; GFP)を st22から st39にかけて蛍光顕微鏡で観察した。phase1(st22 

11som- st24 16som)においては血島(白矢頭)とその周囲にしか赤血球は存在しなかった。

phase2(st25 18som- st29)においては血流が開始したが、赤血球が流れる血管は背側大動脈や

卵黄静脈のような大血管に限定された。phase3(st30-)においては、st30 で体節間血管・中脳

血管・肝臓血管血流が、さらに st31 において鰓弓血管血流が開始し、メダカの血流パター

ンの基本形が出来上がった。st37 以降においては、個体により程度の差があったが、新たに

脾臓(*)で赤血球集団が観察された。赤い蛍光は色素細胞を示す。(b)st30 と st31 の WT メダ

カ胚(0-globin; GFP)の血流パターンの比較である。st30 の区間内において体節間血管血流

(黒矢頭)・中脳血管血流(白矢頭)・肝臓血管血流(赤矢頭)が、さらに st31 の初期において鰓

弓血管血流(灰矢頭)が開始した。 
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図 8 メダカ胚(WT)における runx1 の発現変化 

WT メダカ胚の st27,29,31,33,35 における WISH による runx1 発現の検出。卵黄を除去し撮影

した。尾部においては、背側大動脈(緑矢頭)、尾部大静脈(白矢頭)含め一切の発現が検出さ

れなかった。頭部においては、st27-st31 にかけて中脳後脳境界(赤矢頭)で、st29 以降で胸腺(茶

矢頭)で発現が検出された。また、st29-31 において後脳(黄色矢頭)における発現が検出され

た。これらの写真は角度、輝度、バックグラウンド補正が行われた。縮尺は同一ではない。

N=5-10。 
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図 9 メダカ胚(WT)における c-myb の発現変化 

WT メダカ胚の st27,29,31,33,35 における WISH による c-myb 発現の検出。st29 胚以外は卵黄

を除去し撮影した。尾部においては、st27、29 においては背側大動脈(緑矢頭)で発現が検出

されるが、その後のステージでは検出されなかった。st31、st33、st35 においては、尾部大

静脈(白矢頭)の腹側で弱い発現が検出された。頭部においては、st27-st33 にかけて中脳(赤矢

頭)で、st29 以降で胸腺(茶矢頭)で発現が検出された。また、st29 において後脳(黄色矢頭)、

st35 においては歯部における発現が検出された。これらの写真は角度、輝度、バックグラウ

ンド補正が行われた。縮尺は同一ではない。N=5-10。 
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図 10 kyo における分化した血球の表現型 

St28 の WT・kyo 胚に対して血球マーカー(0-globin、mpo1、l-plastin)の WISH を行い、それ

ぞれの血球(赤血球、好中球、マクロファージ)の形態を比較した。kyo においてはいずれの

血球も明らかに大型化していた。これらの写真は角度、輝度、バックグラウンド補正が行わ

れた。N=5-10。 
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図 11 メダカ胚(kyo)における赤血球の分布の変化 

(a)kyo メダカ胚(0-globin; GFP)を st22 から st39 にかけて蛍光顕微鏡で観察した。phase1(st22 

11som- st24 16som)においては WT と同様に血島(白矢頭)とその周囲にしか赤血球は存在し

なかった。phase2(st25 18som- st29)においては血流が開始したが、赤血球が流れる血管は WT

と同様に背側大動脈や卵黄静脈のような大血管に限定された。phase3(st30-)においては、WT

と同様に st30 で体節間血管・中脳血管・肝臓血管血流が、さらに st31 において鰓弓血管血

流が開始するものの、これらの細い血管において赤血球の詰まり(黒矢頭)が観察された。赤

い蛍光は色素細胞を示す。(b)st37 の kyo メダカ胚(0-globin; GFP)拡大図である。中脳血管

や体節間血管、網膜動脈において赤血球の詰まりが観察された。 
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図 12 WT と kyo における未分化血球マーカーの発現 

phase1 の WT/kyo における未分化血球マーカー遺伝子の発現パターンの WISH による解析。

lmo2 は、WT では、st18 で頭部側側板中胚葉(ALPM、白矢頭)で発現しており、その後 st20

では新たに尾部側側板中胚葉(PLPM、黒矢頭)とキュービエ管の基部(灰矢頭)でも発現が検出

された。kyo においては、PLPM での発現が WT よりも強かった。scl は、st20 で PLPM で発

現しており、その後 st22 では ALPM でも検出された。kyo においては、ALPM での発現は

検出されず、PLPM での発現も低下していた。c-myb の発現は st22 では ALPM、PLPM、キ

ュービエ管の基部で見られた。gata1 の発現は、st22 では、PLPM において検出された。kyo

においては c-myb、gata1 共に顕著な発現変化は観察されなかった。これらの写真は角度、

輝度、バックグラウンド補正が行われた。N=5-10。 
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図 13 kyo の原因遺伝子の同定 

(a)kyo の原因遺伝子のポジショナルクローニングの過程を示す。kyo の原因遺伝子が第 21

番染色体にあることが M マーカーシステムによって決定された。1074 の組み換え体を用い

て、原因遺伝子が第 21 番染色体内の 4 つのオープンリーディングフレームを含む 58kbp の

領域内に存在することが示された。その 4 つの cDNA を kyo 胚からクローニングし配列を

読んだ結果、TFDP1 cDNA の 130 番目の C が T へと変化し、コドンがグルタミンからスト

ップコドンへと変異していた。(b)TFDP1 の蛋白構造の概略を示す。TFDP1 は脊椎動物にお

いては、DNA 結合ドメイン、E2F 結合ドメイン、DP conserved box1、DP conserved box2 の

4 つの機能性部位が存在する。kyo 変異体の TFDP1 はそれらの機能性部位よりも N 末端側

にナンセンス変異が生じていたため、全ての機能を喪失しているものと考えられる。(c)kyo

変異体に対するジェノタイピングの結果を示す。TFDP1 遺伝子座の第 2 イントロンに存在

する RFLP を kyo 変異体は共通して保有していた。    
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図 14 TFDP1 の全身における発現変化と赤血球での検出 

(a)メダカ胚発生における TFDP1 の発現変化を WISH で同定し観察した。WT において、st11, 

13, 16, 17, 18, 20 ではユビキタスに発現していた。その後 st22 では全体的に発現が低下し、

st24 と st26 においては前脳(白矢頭), 中脳(黄矢頭), 中脳後脳境界(灰矢頭), 後脳(青矢頭),中

線(赤矢印), 胴部(青矢)で発現が検出された。st28 では加えて胸鰭原基(黒矢印)、耳胞(灰矢印)、

眼胞(赤矢印)でも検出された。st29 では、耳胞での発現が消失した。kyo においては、st28

と st29 において TFDP1 の発現は WT よりも全体的に強かった。これらの写真は角度、輝度、

バックグラウンド補正が行われた。N=5-15。(b)赤血球における TFDP1 の半定量 RT-PCR に

よる検出。st27 の WT/kyo のソーティングした赤血球と胚体から RNA を抽出し、半定量

RT-PCR を行なった。-actin が内部標準として用いられた。代表的な結果を示す。st27 のサ

ンプルを 2 回ずつ実験に用いた。 
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図 15 st28におけるWT と kyo間での E2F遺伝子群の発現比較  

st28 の WT/kyo における E2F ファミリー遺伝子の WISH による発現解析。各矢印、矢頭の解

説は、図の下部に示す。これらの写真は角度、輝度、バックグラウンド補正が行われた。

N=5-15。 
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図 16 野生型 TFDP1 の強制発現による kyo の赤血球の表現型のレスキュー 

(a)遺伝子コンストラクト(TFDP1; mCherry-T2A-TFDP1cDNA)を 1 細胞期にインジェクショ

ンした WT 胚における、コンストラクトの発現パターンを示す。赤色蛍光は遺伝子コンス

トラクト由来の mCherry の発現を示す。赤色蛍光のパターンは、TFDP1 の発現パターン(Fig. 

5)と一致した。(b) 野生型 TFDP1 の強制発現による kyo の赤血球サイズの正常化を示す。1

細胞期の kyo 胚(0-globin;GFP)に対し、遺伝子コンストラクトかメダカリンガー(コントロ

ール)を、WT 胚(0-globin;GFP)に対しメダカリンガー(コントロール)をインジェクションし

た。その後 st30 にて採血し、DRAQ5 により核染色した上で共焦点顕微鏡で赤血球の形態を

観察した。 (c) (b)で示した実験で得られた赤血球サンプルの大きさの測定結果をドットプ

ロットとして示す。各々の円は各ドットを 90%以上含み、おおよそのドットの分布を示す。

遺伝子コンストラクトが発現した mCherry 陽性の kyo の赤血球は大型化しておらず、メダカ

リンガー(コントロール)をインジェクションした WT の赤血球と同様の大きさを示した。サ

イズを測定した赤血球の数は、メダカリンガー(コントロール)をインジェクションした

WT/kyo では約 100 個、遺伝子コンストラクトをインジェクションした kyo では mCherry 陽

性赤血球が約 40 個、mCherry 陰性赤血球が約 60 個だった。これらの結果は代表的なものを

示した。遺伝子コンストラクトをインジェクションした 8 個体の kyo 全てで、mCherry 陽性

の赤血球のサイズの正常化が観察された。 
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図 17 発生に伴う赤血球の大きさの調節 

(a)発生に伴う赤血球の形態変化を示す。各ステージ(st23 14som, st24 16som, st26 22som, st28 

30som, st30, st31, st35)の WT/kyo 胚(a0-globin; GFP)から採血を行い、DRAQ5 による核染色

を行なった上で共焦点顕微鏡により観察した。(b)(a)で示した赤血球の大きさの測定結果を

ドットプロットとして示す。各々の円は各ドットを 90%以上含み、おおよそのドットの分

布を示す。サイズを測定した赤血球の数は 100-130 個だった。WT の phase3 は、拡大図も付

随して示す。 
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図 18 透過型電子顕微鏡による st28 の赤血球の観察 

透過型電子顕微鏡による st28 の WT/kyo の赤血球の観察結果を示す。WT と比較して kyo の

赤血球は核膜が薄く、ミトコンドリアの数も 1 切片の 1 赤血球あたりにつき WT が 0-1 個だ

ったのに対し kyo では 3-5 個と多かった。示した写真は代表的なものである。WT の赤血球

は計 20 個、kyo の赤血球は計 5 個観察された。アスタリスクはミトコンドリアを示す。 
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図 19 発生に伴う赤血球の数の調節 

発生に伴う 1個体あたりの平均的な赤血球数の変化を示す。1 個体あたりの赤血球数は、胚

(a0-globin; GFP)を細胞浮遊液とした上でフローサイトメトリーにより GFP 陽性細胞の数

をカウントすることによって算出された。st39 の kyo の赤血球数は、胚が致死となるために

解析されなかった。用いられた胚の数はそれぞれ8-30であった。エラーバーはSEMを示す。 
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図 20 FACS による赤血球の核型解析法 

赤血球の DNA 量を FACS により測定する方法。DRAQ5 により染色された WT st23 14som

のサンプルを例として示す。赤の密度プロットは x 軸が forward scatter height (FSCH)、y 軸

が GFP の蛍光強度を示している。GFP 陽性細胞を赤血球とみなし、GFP 陽性細胞集団にゲ

ーティングした。また、GFP 陰性細胞集団で最も FSCH の低い集団を、非赤血球の 2N 細胞

集団としてゲーティングした。青の密度プロットは、x 軸が FSCH、y 軸が PI もしくは

7AAD(いずれも死細胞マーカー)の蛍光強度を示しており、PI もしくは 7AAD 陰性細胞を生

細胞としてゲーティングした。ピンクの密度プロットは、x 軸が DRAQ5 蛍光のパルスエリ

アを、y 軸は DRAQ5 蛍光のパルス幅を示しており、低パルスエリア集団を単細胞集団とみ

なしゲーティングした。最終的に赤血球集団か、非赤血球の 2N 細胞集団の DRAQ5 の蛍光

強度を示すヒストグラムが得られた。 
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図 21 発生に伴う赤血球の DNA 量の変化 

(a)赤血球の DNA 量を反映したヒストグラムの、発生に伴う変化を示す。赤外に蛍光を持つ

DNA マーカーである DRAQ5 によって染色されたメダカ胚(0-globin; GFP)の細胞浮遊液に

対しフローサイトメトリーを行い、赤血球と他の体細胞の赤外蛍光の強度を定量しヒストグ

ラムとした。x 軸は赤外蛍光強度、y 軸は細胞数を示す。緑のヒストグラムは GFP 陽性細胞

(赤血球)であり、青のヒストグラムは非赤血球の細胞のうちの FSCH の比較的小さい集団の

ものであり 2N の細胞が多数であると考えられる。各々の実験は 3-5 回繰り返され、1 回に

つき 5000-8000 個の GFP 陽性細胞が解析に用いられた。変動係数(Coefficient of variation: CV)

は WT では 6.5-15、kyo では 8-25。(b)各発生段階の赤血球における、各核型の占める割合の

変化をグラフとして示す。各核型の割合は、DNA 量を反映したヒストグラムを ModFit によ

って計算することで算出された。各 FACS 解析は 3-17 回行われた。Debris は、st23-24 にお

いては DNA 量が 2N 以下、st25 以降においては 4N 以下の細胞として定義した。エラーバ

ーは SEM を示す。 
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図 22 phase2における赤血球の染色体標本 

(a)DAPI 染色された phase2 の赤血球の染色体標本。phase2 にてコルヒチン処理した

0globin; GFP 胚より赤血球を分取し、染色体標本に用いた。染色体の GFP 蛍光は、その由

来が赤血球であることを示す。(b)phase2 の赤血球の姉妹染色体数の群散布図。phase2 にお

ける赤血球の姉妹染色体数は 96 対前後であり、48 対本前後の赤血球は観察されなかった。 
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図 23 各発生段階での赤血球の EdU 取り込み確率 

(a)st28-29 にかけて EdU を取り込ませた胚(0globin; eGFP)から st30 にて赤血球を採血によ

りサンプリングし、EdU の取り込みを検出した。赤血球は GFP に対する免疫染色によって

同定し、DRAQ5 によって核染色が行われた。(b)WT と kyo の各発生時期における EdU を取

り込んだ赤血球の割合を示す。x 軸は取り込み・サンプリング時期を、y 軸は赤血球の EdU

取り込み率を示す。確率計算に用いられた赤血球は各 5 個体からサンプリングし、数は WT

では約 100 個ずつ、kyo では約 20 個ずつだった。エラーバーは SEM である。 

 



73 

 

 

図 24 phase2 の赤血球における Cyclin/CDK の発現解析 

phase2 の WT/kyo の全身/赤血球における Cyclin/CDK の、半定量 RT-PCR による mRNA 発

現の解析。赤血球は、胚全体の細胞浮遊液を作製し、GFP 陽性細胞をソーティングするこ

とで単離された。mRNA の発現はバンドの光学密度より測定され、-actin の発現によって

標準化された。WTの胚体における発現を 1として算出された。本実験は 3サンプル(st27x2、

st29x1)を用いて、2 回ずつ行われた。エラーバーは SEM である。有意差は Student’s t-test

によって計算された。*P<0.05 
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図 25 細胞周期の阻害が赤血球の数と核型に与える影響 

(a)細胞周期阻害剤(アフィジコリン、コルヒチン、DMSO(コントロール))の処理による WT

の赤血球数の変化(b、c)核型の変化(ヒストグラム：b、グラフ：c)を示す。各発生区間(st25-27、

28-29、30)において細胞周期阻害剤で処理した胚(0globin; GFP)を、処理直後(st28、30、31)

において細胞浮遊液とし、DRAQ5 で染色した上でフローサイトメーターにより DNA 量を

測定した。一度の FACS につき 5000-8000 個の赤血球が解析され、一つの区間について 3-5

回の FACS が行われた。エラーバーは SEM を示す。有意差は Student’s t-test によって計算さ

れた。*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; N.S = not significantly different。 
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図 26 細胞周期の阻害が赤血球の大きさに与える影響 

 (a) 細胞周期阻害剤の処理による WT の赤血球の形態の変化。各発生区間(st25-27、28-29、

30)において細胞周期阻害剤で処理した胚(0globin; GFP)を、処理直後(st28、30、31)におい

て採血し、DRAQ5 で核染色した上で共焦点顕微鏡を用いて観察した。(b)(a)で解析した細胞

周期阻害剤で処理した赤血球の細胞/核の大きさの測定結果。各々の円は各ドットを 90%以

上含み、おおよそのドットの分布を示す。サイズを測定した赤血球の数は 100-130 個だった。

代表的な結果を示す。 
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図 27 WT と kyo の発生に伴う赤血球の細胞周期調節の変化の概略 

WT/kyo の赤血球の数・DNA 量・EdU の取り込み確率の発生に沿った変化の概略を示す。st23 

(14som)では赤血球は 2 倍体の細胞周期制御下にあったが、st24 (16som)にて 4 倍体化が生じ、

phase2(st25-st29)では 4 倍体の細胞周期制御下で増殖し、st30 で一過的な小型化が生じて以

降は増殖が停止し殆どの赤血球が 4 倍体となった。kyo においては、phase1 では赤血球の数・

核型・EdU の取り込み確率は WT と比較して顕著な変化は検出されなかった。phase2 では

赤血球は増殖しない一方で、65%前後で EdU の取り込みが検出され、65%の赤血球において

S 期で細胞周期が停止していると考えられた。その後 phase3 にて赤血球の細胞分裂が検出

されたことから、TFDP1 は phase2 以降の血流中の赤血球において、S 期の移行と進行にお

いて重要であると考えられた。 
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