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要旨 

背景・目的 

多細胞生物は組織が損傷を受けた際に、損傷部位を再生することでその恒常性を

維持している。このような再生メカニズムの解明は、現代の生物学において挑戦的

な課題の一つである。組織再生のなかでも、硬骨魚類のヒレや有尾両生類の四肢の

再生は付加再生と呼ばれ、残存組織が成長し、正常なパターンを持つ新しい構造が

再形成される。付加再生原理を解明することで、全ての組織再生に共通する機構の

発見と、再生医療への貢献が期待される。 

硬骨魚類の一種であるゼブラフィッシュは、飼育、ゲノム編集等が容易であるこ

とから、優れたモデル生物として使用されている。加えて、高い組織再生能力を保

持しており、ヒレ、心臓、脳などの複雑な構造を持つ器官も再生することができ

る。その中でも、尾ヒレは付加再生を解析するためのモデルとして古くから用いら

れている。 

付加再生の過程において、２種類の特徴的な組織が誘導される。一つは傷上皮と

呼ばれる、損傷部位を覆う厚い上皮組織であり、もう一つは再生芽と呼ばれる、高

い増殖能を持った間葉細胞組織である。これらの組織の相互作用が再生組織におけ

る細胞増殖と形態形成を制御し、再生を可能にしている。尾ヒレの再生モデルを用

いた研究によって、再生芽や傷上皮の誘導および相互作用に関与する、多数の遺伝

子やシグナル伝達経路が明らかにされてきた。 

従来のゼブラフィッシュの尾ヒレ再生モデルに加えて、稚魚の膜ヒレを用いた再

生モデルも確立されている。膜ヒレ再生においても、傷上皮の形成と、切断に応じ

た間葉細胞の形態変化が見られ、成魚の再生芽に相当する細胞(再生細胞)が誘導さ

れる。さらに、再生組織における遺伝子発現の調査から、膜ヒレと尾ヒレは再生に

必要なシグナル伝達を共有していることが示唆されている。膜ヒレ再生モデルは、
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短時間で再生が完了すること、成魚の尾ヒレよりも組織が単純なこと、多くの個体

を得るのが容易であること、致死性の変異体の解析が可能であること等の利点があ

る。実際に、所属研究室の先行研究によって、血球、血管組織を欠損した cloche変

異体(clo)が重篤な膜ヒレ再生不全を示すことが発見された。しかしながら、cloにお

ける再生不全の原因や、血球、血管組織の欠損と膜ヒレ再生不全との因果関係等は

不明瞭であったため、本研究は cloにおける再生不全の原因の解析を通じて、組織

再生メカニズムの一端を解明することを目的とした。 

 

方法・結果・考察 

1. cloの膜ヒレ再生不全表現型の解析 

受精 2日後の野生型と cloの膜ヒレ再生を比較すると、切断後 3日経っても clo

は再生がほとんど進行しなかった。再生組織における細胞死と細胞増殖を調べたと

ころ、cloは細胞増殖をほとんど示さず、代わりに多くの細胞死が検出された。特に

細胞死は、多くの再生関連遺伝子が発現し始めるステージにおいて誘導されてい

た。さらに、細胞死は主に間葉細胞で起きていたことから、cloの死細胞は膜ヒレの

切断によって誘導された、再生細胞であることが示唆された。 

次に、細胞死の原因が再生細胞内での cloタンパク質の欠損によるものなのか、

あるいは血球、血管組織の欠損によるものなのかを明らかにするために、cloと同様

に血球、血管組織を欠損している tal1/scl変異体(tal1)の再生を調べた。その結果、

tal1も cloと同様な再生不全表現型を示したため、血球、血管組織が膜ヒレ再生お

よび再生細胞の生存に必要であることが明らかになった。続いて、血球、血管組織

のうち、どの種類の細胞が再生細胞の生存に必要なのかを調べるために、赤血球欠

損変異体、血管形成阻害剤、ミエロイド細胞をノックダウンするアンチセンスモル

フォリノオリゴ(MO)を使用した。その結果、ミエロイド細胞をノックダウンした場
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合のみ、再生細胞の細胞死が誘導されたため、ミエロイド細胞が再生細胞の生存に

必要であることが明らかになった。このことから、ミエロイド細胞が再生細胞の生

存を助ける因子、再生細胞生存因子を分泌している可能性が示唆された。 

 

2. 再生細胞生存因子の探索 

体液中に再生細胞生存因子が存在するかを調べるために、稚魚の尾部の外植体培

養系を確立した。驚くべきことに、野生型の稚魚から抽出した体液を培養液中に添

加すると、tal1の外植体における細胞死がレスキューされた。一方で、tal1の稚魚

から抽出した体液では細胞死がレスキューされなかった。これらの結果から、ミエ

ロイド細胞は、拡散性の再生細胞生存因子を体液中に供給することによって、再生

細胞を細胞死から保護していることが示唆された。さらに、体液を熱処理しても活

性を失わなかったことから、再生細胞生存因子は熱耐性のある小分子であることが

示唆された。  

 

3. interleukin 1 beta (il1b)と細胞死の因果関係 

cloや tal1における細胞死の原因を分子レベルで明らかにするために、トランス

クリプトーム解析を行った。その結果、cloは膜ヒレ再生中に il1bを高発現してい

ることがわかった。さらに、in situ hybridization (ISH)解析と、il1bレポータートラ

ンスジェニック(Tg)の観察により、cloは野生型よりも長い間、il1bを上皮細胞で発

現していることが明らかになった。il1bは炎症促進性の分子であるため、cloにおけ

る過剰な炎症反応が細胞死の原因であることが考えられた。実際、il1bの発現を

il1b MOや、抗炎症反応作用を持つデキサメタゾンにより阻害すると、cloにおける

細胞死が有意に減少した。さらに、il1bをヒートショックにより発現する Tgを作成

し、il1bの強制発現を行ったところ、膜ヒレ再生の阻害と細胞死が観察された。こ
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れらの結果から、cloの細胞死は、傷害部位における Il1bシグナルの過剰作用に起

因することが示唆された。 

 

4. マクロファージによる il1bの発現抑制 

ミエロイド細胞の供給する生存因子の欠損が、cloにおける細胞死の原因であるこ

とが示されていたが、ミエロイド細胞のうち、どの種類の細胞が重要な働きを担っ

ているのかを、マクロファージおよび好中球細胞のノックダウンによって検証し

た。その結果、マクロファージをノックダウンした場合においてのみ、il1bの発現

上昇と、細胞死の増加が観察された。したがって、マクロファージは何らかの分子

を供給して、転写レベルで il1bの発現を抑制することで、再生細胞の細胞死を抑制

していることが示唆された。 

 

5. Il1bシグナルのヒレ再生における機能 

正常な再生過程における Il1bシグナルの機能を明らかにするため、MOを用いて

野生型で il1bノックダウンを行い、再生過程を解析した。il1bのノックダウン胚は

膜ヒレの再生遅延、細胞増殖の低下、再生関連遺伝子の発現低下を示した。逆に、

il1bの過剰発現によって、再生関連遺伝子の発現上昇が見られた。これらの結果か

ら、il1bは再生関連遺伝子の発現誘導を介して、再生に寄与することが示唆され

た。変異体の解析結果と合わせると、短時間の il1bの発現は膜ヒレ再生に必要だ

が、マクロファージによる il1bの発現の抑制が行われず、その発現が長時間持続し

た場合、再生組織の細胞死を誘導することが明らかになった。今後は、Il1bシグナ

ルを制御するメカニズムの解明を通じ、自己炎症性疾患の発症機序の解明および治

療法の開発への発展が期待される。 
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第 1章 緒言 

1.1 組織再生 

1.1.1 組織再生の分類 

多細胞生物は、多様な種類の細胞がそれぞれの役割を果たすことで生存しているため、

細胞や組織に異常が起きた際に、個体の Integrityを保つための仕組みが必要である。そ

の仕組みの 1つが「再生」である。再生という言葉は様々な現象を含んでおり、生理的

再生、修復再生、肥大化、再編再生に分類できる(Figure 1.5.1 A)[1,2]。さらに、修復再

生は付加再生、組織再生、細胞再生に分類できる。付加再生という概念は、Morgan 博

士によって初めて提唱された[3]。付加再生は、「残存組織が細胞分裂により成長し、正

常なパターンをもった、新しい構造の再形成」と定義され、「再生芽(blastema)」と「傷

上皮(wound epidermis/wound epitherium/apical epitherlial cap)」と呼ばれる一過性の特

徴的な組織を形成することで達成される。再生芽は、損傷部位の直下に誘導される細胞

集団であり、細胞増殖を繰り返し行うことで、新たな組織を構築する。再生芽はヘテロ

な細胞集団から構成されており、その多くは損傷部位周辺の脱分化した前駆細胞である

ため、再生芽の分化能は制限されていることが示されている[4,5]。傷上皮は損傷部位を

覆う肥厚した上皮組織であり、再生芽の誘導や、その増殖を促すために必要である[6.7]。

様々なモデル生物の研究から、再生芽と傷上皮間でやり取りされる多数のシグナル伝達

経路が明らかにされている[8.9]。付加再生と再編再生の区別の是非は意見が分かれるが

[10]、本研究ではこの分類を基に再生を定義する。 

 

1.1.2 生物種間における再生能力の差 

生物種間に再生能力の差をもたらす原因は、生物学における大きな謎の一つである。

プラナリアがわずかな組織片から体全体を再生できるのに対し[11]、線虫が限られた再

生能力しか持たないことから示されるように[12]、生体の構造の複雑性は再生能力と関
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係がないとされている。また、プラナリアの中でも全身を再生できる Dugesia japonica

と、頭部を再生できない Phagocata kawakatsuiが報告されており、非常に近縁な種で

も再生能力に差があることが示されている[13]。脊椎動物では両生類、魚類は比較的高

い再生能力を持つが、両生類の中でも、変態後のカエルやアホロートルは再生能力が減

少する[14,15]。このことから、同一種内においても、発生あるいは変態に応じて再生能

力は変化する。 

進化学的な見地からも、再生能力の差についてアプローチされている。現在では、生

物はもともと再生能力を保持していたが、進化の過程で消失したと考えられている[16]。

また、四肢の再生能力と発生機構を関連付けている見解もある[17]。 

付加再生能力の差を遺伝子あるいは分子レベルでアプローチすると、以下に述べるよ

うな仮説が考えられる[18]。(仮説 1)付加再生能力が高い生物は、再生に必要な遺伝子を

保持している。例として、サンショウウオが持つ Prod1遺伝子が挙げられる。Prod1遺

伝子は魚類やヒトには存在しない、四肢再生時に発現する遺伝子である。(仮説 2)生物

間で保存されている遺伝子(群)が、付加再生能力が高い生物においてのみ再生時に機能

する。例として、 fgf20a 遺伝子がある。fgf20a 遺伝子は哺乳類にもオーソログが存在

する。ゼブラフィッシュにおいて、fgf20aの欠損は、発生には影響を及ぼさないが、ヒ

レを再生することができなくなる[19]。(仮説 3)生物間で保存されている遺伝子(群)が、

哺乳類では再生時に十分に活性化されないが、付加再生能力が高い生物では活性化され

る。例として junba遺伝子が挙げられる。junba遺伝子は、哺乳類とゼブラフィッシュ

の両方に保存されているが、リン酸化サイトの数が異なり、ゼブラフィッシュではより

活性化している可能性が考えられる[20]。 

以上に述べたように、生物種間に再生能力の差をもたらす原因は、様々な角度から追

究されているものの未だに不明瞭である。再生能力をもたらす機構を解明することは、

我々ヒトが再生能力を獲得するための大きな足がかりになるだろう。 
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1.2 ゼブラフィッシュと再生 

1.2.1 ゼブラフィッシュの生態 

ゼブラフィッシュ(Danio rerio)は南アジア、インド、バングラディッシュ、ネパール、

ミャンマー、パキスタンに生息している、体長 4-5 cmのコイ目コイ科の硬骨魚類であ

る[21]。Streisinger 博士等によって、実験動物として 1960 年代後半に使用され始め、

[22]それ以来、主に遺伝学、発生生物学の分野で用いられるようになった。その要因と

して、ゲノムサイズが比較的小さいこと、世代時間が短いこと(2-3 ヶ月)、卵生で観察

が容易であること、飼育の簡便さ、多産であること(一度で 100個以上の卵を産む)等が

挙げられる。その後、ゲノムが解読されたことにより、ヒトと約 70％の遺伝子を共有

していることが明らかになり[23]、病理モデルやドラッグスクリーニングなど、用いら

れる研究分野はますます拡大している。 

 

1.2.2 ゼブラフィッシュの再生能力 

前述したように、ゼブラフィッシュは高い組織再生能力を持っており、ヒレ、腎臓、

膵臓、肝臓、心臓、下顎、網膜、脊髄、脳、側線等の様々な器官、組織を再生できる[24-

34]。特に、成魚の尾ヒレは付加再生モデルとして用いられている。 

ゼブラフィッシュの尾ヒレは V字型の見た目をしており、鰭条とよばれる骨組織が、

放射状に張り巡らされることによって支えられている。鰭条は一対の瓦が向かいあい、

連なったような構造をしており、その内部には、繊維芽細胞、血管、色素細胞、神経細

胞、グリア細胞等が存在する[35]。 

ゼブラフィッシュの尾ヒレの再生過程においても、前述した再生芽と傷上皮が形成さ

れる。尾ヒレは切断されると、すぐに切断面が上皮細胞で覆われ、1日経つと傷上皮が

形成される。2日後には再生芽が現れ、その再生芽が傷上皮と相互作用し、細胞増殖が
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繰り返されることで、再生組織全体が伸長し、約 2週間で再生が完了する(Figure 1.5.2 

A-C)[1,25,26]。これまでの研究によって、多くの遺伝子、シグナル伝達経路のヒレ再生

への機能が明らかにされている[9,36,37]。また、尾ヒレの再生芽の分化転換についても

良く研究されており、再生芽の分化能は制限されていることが示唆されている

[35,38,39]。しかし、一様に見える間葉細胞集団でも、遺伝子レベルでは非常にヘテロ

な集団であり[36]、未知の幹細胞や前駆細胞の存在も否定できない。 

 

1.3 ゼブラフィッシュと遺伝学 

1.3.1 ノックアウト、ノックダウン技術 

目的遺伝子の機能を知る方法として、目的遺伝子の機能を欠損させる解析(遺伝子ノ

ックアウト解析)は非常に強力であり、これまでに多くの知見をもたらしてきた。変異

体の観察や実験結果から、原因遺伝子とその機能を解明する順遺伝学的手法に加えて、

近年のゲノム編集技術の発展により、着目した遺伝子をノックアウトすることで遺伝子

の機能を明らかにする、逆遺伝学的手法も目覚しい発展を見せている。 

ゼブラフィッシュの変異体の作成技術はいくつか確立されており、順遺伝学的手法と

して最もよく用いられている方法が、エチルニトロソウレア(ENU)を用いた手法である

[40]。ENUは遺伝子の点変異を引き起こす変異原物質であり、雄の精子に変異を誘導し、

交配させることで変異体を獲得することが可能である[41,42]。この手法の利点は、これ

までの知見からは予想されなかった、新たな遺伝子の発見が可能なことである。 

逆遺伝学的手法としては、目的遺伝子を特異的にノックアウトする方法として

Targeting Induced Local Lesions In Genome (TILLING)や Zinc-Finger Nucleases (ZFN)

が提唱されたが、変異体の作成が困難であり、あまり普及はしなかった[43,44]。次に発

表されたのが Transcription Activator-Like Effector Nucleases (TALEN)技術である

[45,46]。TALENは目的遺伝子配列に結合し、DNAの二重鎖切断を誘導する。切断され
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た DNA 二重鎖が修復される際に、しばしば塩基の挿入または欠損がおこるので、結果

としてフレームシフト変異が誘導される。TALENは TILLINGや ZFNと比較すると、容

易に変異体が作成できるため、非常に便利な技術であった。しかし、程なくして

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats /CRISPR-associated 

protein-9 (CRISPR/Cas9)が提唱され、現在では最も簡単な方法だと考えられている 

[47,48]。CRISPR/Cas9 も TALEN と同様なメカニズムでフレームシフト変異を誘導す

るが、TALENよりも簡便に作成することができる。CRISPR/Cas9や TALENは、ゲノ

ムの相同組み換えが可能であることが報告されており、今後さらなる改良、発展が期待

される[49-51]。 

遺伝子のノックダウンには、アンチセンスモルフォリノオリゴ(MO)が広く用いられ

ている[52]。MOは、RNA、DNAのリボース、デオキシリボースの代わりにモルフォリ

ン環をもつオリゴヌクレオチドであり、転写された mRNA と結合することで翻訳やス

プライシングを阻害する。受精卵に MOをインジェクションすることで、数日間、目的

遺伝子をノックダウンすることが可能であり、表現系を観察することでその遺伝子機能

を知ることができる。以前は、作成した変異体の表現型における、原因遺伝子の特異性

を、MOを用いて確認する実験が行われていたが、最近の研究により、変異体の原因遺

伝子をターゲットにした MO ノックダウンが、必ずしも変異体と同じ表現型を誘導し

ないことが報告されたため、使用には注意が必要である[53,54]。一方で、siRNAは線虫

や培養細胞で用いられる遺伝子ノックダウン技術であり、ゼブラフィッシュにおいても

使用が試みられたが、成功例は少なく、マイナーな手法となっている[55]。 

 

1.3.2 トランスジェニック(Tg) 

ゼブラフィッシュの稚魚は体が半透明であり、蛍光タンパクを用いた細胞イメージン

グに非常に適している。成魚においても、色素を欠損した casper 変異体を用いること
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で、ガン細胞のイメージング等が可能である[56]。ゼブラフィッシュの Tg の作成には、

メダカゲノムから発見された Tol2 トランスポゾンを用いる。トランスポゾン配列をも

った目的 DNA 配列を、トランスポゼースを用いてゲノム DNA に転移させることで、

効率よく Tgを作成できる[57]。遺伝子発現レポーターTg を作成する際は、目的遺伝子

のプロモーター数 kbp をクローニングし、その下流に蛍光タンパク配列を繋げたコン

ストラクトをゲノムに組み込む、プロモーターTg が主流であったが、実際の遺伝子発

現はエンハンサー、サイレンサーの影響も受けるため、プロモーターTg では内在性の

遺伝子発現を再現できない事態がしばしば起こる。その問題を解決するために、100 kbp

ほどの長さを持ち、エンハンサー領域も含んでいることが期待できる Bactreail Artificial 

Chromosome (BAC) を挿入する方法が確立されている[58,59]。 

Cre/loxP システムもゼブラフィッシュで用いることができる[60]。 Cre タンパクは、

同方向の loxP配列に挟まれた DNA領域を切り取ることがき、このシステムを用いるこ

とで、細胞の永続的なラベリングや[61,62]、コンディショナルノックアウト[49]等が可

能である。 

細胞のアブレーション方法として、Nitroreductase/ Metronidazole (NTR/MTZ)システ

ムが確立されている[63]。このシステムは、本来無毒なMTZを NTRが還元することで、

DNAの損傷を引き起こし、細胞死を誘導する。NTRをアブレーションさせたい細胞だ

けに発現させることで、目的細胞のアブレーションが可能となる。 

目的遺伝子を発現させる方法としては、ヒートショックプロモーターを用いた方法

[64,65]、Tet-On/Offシステム[66]、Gal4/UASシステムなどが確立されている[67]。 

 

1.4 本研究の目的 

多細胞生物は、組織が損傷した際に失った組織を再生することでその統合性を維持す

るが、そのメカニズムは不明瞭な点が数多く残されている。組織再生の根底にある機構
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を解明することは、組織のパターニング、器官形成の理解を可能にし、ES 細胞や iPS

細胞を用いた再生医療への応用に大きな貢献をもたらすだろう。硬骨魚類や有尾両生類

は腕、尾、ヒレ等を付加再生と呼ばれるプロセスを経て再生することができるため、ホ

メオスタシスの機構を解明するのに非常に有用なモデル生物である。したがって、本研

究は、硬骨魚類であるゼブラフィッシュを用いて、組織再生機構の一端を解明すること

で、将来の再生医療の基盤となる知見を得ることを目的とした。 
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1.5 図表 

Figure 1.5.1 再生の分類 

 

 

 

(A) 文献[1,2]を参考に作成。再生現象は生理的再生、修復再生、肥大化、再編再生の 4

種類に分類できる。さらに、修復再生は付加再生、組織再生、細胞再生に分類でき、

肥大化は代償性肥大と、再生肥大に分類できる。本研究は付加再生を対象にしてい

る。  
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Figure 1.5.2 ゼブラフィッシュの尾ヒレの再生 

 

 

 

(A) 文献[1]を参考に作成。ゼブラフィッシュの尾ヒレの再生過程の模式図。ヒレは切

断されると、傷口が上皮細胞によってすばやく覆われる。その後、傷上皮と再生芽の

形成が誘導され、それらの組織が相互作用することで再生が達成される。(B) 再生中

の尾ヒレの断面図。切断約 1日後に傷上皮が形成され、再生芽を誘導する。切断約 2

日後には再生芽が形成され、3日後には再生芽のなかでも、増殖が少ない Distal側と

細胞分裂が活発な Proximal側に分かれる。(C) 再生中の尾ヒレ。切断 2日後から再生

芽が確認できる。dpa, days post amputation.   
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第 2章 膜ヒレ再生不全を示す cloche変異体(clo)の解析 

2.1 序論 

2.1.1 ゼブラフィッシュの膜ヒレ再生 

成魚の尾ヒレ再生モデルに加えて、稚魚の膜ヒレを用いた再生モデルも確立されてい

る。受精 2日後の稚魚の膜ヒレは 2層の薄い上皮細胞の内側にアクチノトリキア、間葉

細胞、神経があり、血管組織はまだ浸潤していない[68]。 (Figure 2.5.1 A)が示すように、

膜ヒレは切断されると、すばやく傷口が覆われ、再生のための増殖が開始する。間葉細

胞はその形状を変化させ、切断前の伸長した形状から、細胞質と核が円状に変形する

[68,69]。この細胞群の明確な役割は不明だが、尾ヒレの再生芽で発現する junbbの発現

が誘導されることから[70]、成魚の再生芽に対応する組織であると考えられる。本研究

では、この細胞を再生細胞と呼ぶことにする。膜ヒレ再生モデルは、短時間で再生が完

了すること、成魚の尾ヒレよりも組織がシンプルなこと、多くの個体を得るのが容易で

ある等の利点があり、膜ヒレモデルを用いた研究から、再生に必要な新たな遺伝子、シ

グナル伝達経路が報告されてきた[20,70-72]。しかし、最も特筆すべき利点は、致死性

の変異体を用いた解析が可能なことである。ゼブラフィッシュは数十年前からエチルニ

トロウレア(ENU)によって作成された変異体の作成が行われており[41,73,74]、加えて、

近年発達した CRISPRや TALEN等の遺伝子改変技術を用いることで、順遺伝学、逆遺

伝学ともに活用することができる。実際に、これまでの研究によって、いくつかの変異

体が再生不全を示すことが報告されている[70,75]。さらに、我々の研究室の先行研究に

よって、clo が再生不全を示すことが発見されていたが、その詳細な表現型や再生不全

の原因は不明であった。 

 

2.1.2 ゼブラフィッシュの血球分化と clo遺伝子  

 ゼブラフィッシュも哺乳類と同様、赤血球、ミエロイド細胞、リンパ球等の多様な
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血液細胞を保持している(Figure 2.5.2 A)[76]。加えて、ゼブラフィッシュは卵生であ

り、稚魚の体が半透明で観察が容易であるため、血球形成、分化の研究に非常に適し

ている。本研究で用いた cloは、血球、血管細胞を欠損した、自然発生変異体として

1995年に報告された[77]。cloの表現型解析から clo遺伝子は、(Figure 2.5.2 A)が示す

ように、中胚葉(Mesoderm)から血管芽細胞(Hemangioblast)への分化に必要な遺伝子

であることが報告されていた。cloの原因遺伝子は 20年以上不明であったが、2016年

に npas4l遺伝子が cloの原因遺伝子であることがついに明らかにされた[78]。 

 

2.1.2 本研究の目的 

所属研究室の先行研究によって、cloが膜ヒレ再生不全を示すことが発見されてい

たが、その原因や、血球、血管組織の欠損と膜ヒレ再生不全との関わりなどは不明

であった。そこで、本研究は cloにおける再生不全の原因の究明を通じて、組織再

生機構の一端を解明することを目的とした。 

 

2.2 結果 

2.2.1 cloの膜ヒレ再生不全 

膜ヒレ再生モデルを用いたことにより、cloが膜ヒレ再生不全を示すことが所属研究

室の先行研究により明らかになっていた。膜ヒレ再生は約 3日間で完了するが、cloは

明らかな再生不全を示し、いくつかの胚では水腫様の組織が観察された(Figure2.5.3 

A)。さらに、切断 12時間後の胚において、TdT-mediated dUTP nickend labeling 

(TUNEL)染色による細胞死の検出を行ったところ、野生型は細胞死が非常に少なかっ

たのに対し、cloでは多くの細胞死が観察された(Figure 2.5.3 B and C)。発生中の膜ヒ

レにおいては clo、野生型ともにほとんど細胞死を起こしていなかったことと(Figure 

2.5.4 A and B)、膜ヒレにガラス針の先端で傷害を与えるだけでは、cloにおいても細
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胞死が誘導されなかったことを合わせると(Figure 2.5.5 A-C)、cloの細胞死は膜ヒレの

切断特異的に誘導されることがわかった。また、膜ヒレ切断直後から 24時間までの細

胞増殖を、5-bromo-2-deoxyuridine-5-monophosphate (BrdU)の取り込みにより調べた

ところ、cloでは細胞増殖がほとんど見られなかったのに対し、野生型では多くの細胞

増殖が検出された(Figure 2.5.3 D and E)。切断されていない膜ヒレにおいては細胞増

殖が乏しいことから(Figure 2.5.6 A and B)、野生型におけるこの細胞増殖は、膜ヒレ

の切断に依存的であることが示唆された。さらに、膜ヒレ以外の細胞増殖を調べたと

ころ、clo、野生型ともに全身で細胞増殖が検出されたことから(Figure 2.5.7 A)、clo

における膜ヒレでの細胞増殖の欠損は、切断後の膜ヒレ特異的であることが示唆され

た。これらの結果から、cloの再生不全は、切断後の膜ヒレにおける細胞増殖の欠損

と、細胞死の増加によることが明らかになった。  

これまでの cloの実験は、13番染色体末端を失った clom39を用いたため、他の遺伝

子がこれまで述べた再生不全表現型の原因である可能性がある。そこで、clo遺伝子の

再生不全表現型に対する特異性を検証するために、clo遺伝子の点変異体である

clola1164を用いた。clola1164において、細胞死と細胞増殖を調べたところ、clom39と同様

な細胞増殖の欠損と細胞死の増加が観察された(Figure 2.5.8 A-D)。これらのことか

ら、clom39の再生不全表現型は clo遺伝子の欠損が原因であることが明らかになった。

以降の実験では clom39と clola1164を区別することなく使用した。 

 

2.2.2 cloの膜ヒレにおける再生特異的な細胞死 

cloの再生不全は細胞死の増加だけでなく、細胞増殖の欠損も示していたことから、

細胞増殖の停止そのものが細胞死を誘導している可能性も考えられた。そこで、DNA  

polymerase αの阻害剤である aphidicolinを用いて、膜ヒレ再生中の野生型の細胞増殖

を阻害したが、細胞死は誘導されなかった(Figure 2.5.9 A)。したがって、cloの細胞死
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の原因は細胞増殖の欠損が直接的な要因ではなく、いくつかの要素が平行して cloの

再生不全を引き起こしていることが示唆された。 

cloにおける細胞死の表現型をより詳細に把握するために、細胞死の数の経時変化を

調べた(Figure 2.5.10 A and B)。膜ヒレ切断直後は野生型、cloともに多数の細胞死が

検出されたが、野生型は時間の経過とともに細胞死の数が減少した。一方で、cloは切

断 6時間後にかけて一度細胞死の数が減少した後、切断 12時間前後から再び増加し

た。切断 12時間後というステージは、様々な再生関連遺伝子の発現が誘導される時期

であるため、cloの細胞死が再生細胞でおきていることが推測された。そこで、再生関

連遺伝子であり、それぞれ傷上皮と再生細胞マーカーである junbaと junbb の発現を

in situ hybridization (ISH)により調べたところ、cloにおいても junbaと junbbの強い発

現が検出された(Figure 2.5.11 A)。この結果から cloにおいても初期の再生反応は行わ

れており、再生細胞が誘導されていることが明らかになった。さらに、cloの膜ヒレの

切断の程度を変える実験を行ったところ、切断の深さに対応して多くの細胞死が誘導

されることがわかった(Figure 2.5.12 A and B)。深い切断は多くの再生シグナルを誘導

することが知られているため[79]、これらの結果から cloの細胞死は再生依存的に誘導

されることが示唆された。続いて、cloが細胞死を起こしている細胞の種類を特定する

ために、TUNEL染色を施した膜ヒレの凍結切片を作成したところ、膜ヒレの中央部分

で多くの TUENL陽性細胞が観察されたことから、間葉細胞で細胞死が起きているこ

とが示唆された(Figure 2.5.13 A)。さらに、間葉細胞で EGFPを発現する Tgである、

Enhancer Trap line 37(ET37)[81]を用いて、EGFPの抗体染色と TUNEL染色の二重染

色を行ったところ、いくつかの EGFP陽性かつ TUNEL陽性の細胞が検出された

(Figure 2.5.13 B)。このことから、細胞死が間葉細胞で起きていることがより強く示唆

された。一方で、上皮細胞のマーカーである tp63[80]の抗体染色と TUNEL染色の二重

染色を行ったところ、ほとんどの TUNEL陽性細胞は tp63陰性細胞であることがわか
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った(Figure 2.5.13 C)。これらの結果から、cloにおける細胞死は、膜ヒレの切断に応

じて誘導された再生細胞で起こることが示唆された。 

 

2.2.3 cloの細胞死の種類 

次に、cloの再生細胞が細胞死を起こすメカニズムを調べた。細胞死はその形態か

ら、ネクローシス、アポトーシス、オートファジーの 3種類に分類される[82]。その

うち、アポトーシスは Bcl2によって抑制されることが報告されている[83]。そこで

egfp-zbcl2の mRNAを cloの受精卵にインジェクションしたところ[84]、細胞死の数

が有意に減少した(Figure 2.5.14 A and B)。この結果から、cloにおける細胞死がアポ

トーシスであることが示唆された。 

さらに、アポトーシスの実行因子の一つである tp53遺伝子の cloの細胞死への関与

を調べるために、tp53と cloの二重変異体を作成し、TUNEL染色を行った[85]。その

結果、tp53の有無は、cloの細胞死の数に影響を与えないことが明らかになり(Figure 

2.5.14 C and D)、cloの細胞死は tp53に依存しないことが示唆された。最後にアポト

ーシスの実行因子である活性型 Caspase 3の抗体染色を行った [86] 。コントロール

は野生型にＵＶを照射し、アポトーシスを誘導したものを用いた。コントロールで

は、Caspase 3の活性が認められたが、clo の膜ヒレでは、Caspase 3の活性化は検

出されなかった(Figure 2.5.14 E)。この結果から、cloの細胞死は Caspase 3にも非依

存的であることが明らかになった。以上の結果をまとめると、cloの再生細胞における

細胞死はアポトーシスであるが、tp53や Caspase 3に非依存的であることが明らかに

なった。 

続いて、cloにおける細胞死の細胞自律性を細胞移植実験で検証した。メダカの

actinbプロモーターで dsRed2を発現させることで、全身で赤色蛍光を発現するドナ

ー細胞を、ドームステージの受精卵から吸い取り、同じステージの蛍光タンパクを発
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現しないホスト胚に移植した(Figure 2.5.15 A)。clo細胞を野生型に移植し、受精二日

後の個体の膜ヒレを切断すると、多くの clo由来の細胞が再生領域を構成しているに

もかかわらず、細胞死はほとんど検出されなかった(Figure 2.5.15 B)。一方で、野生型

の細胞を cloに移植したところ、再生領域において多くの細胞死が検出された。さら

に、死細胞のうちのいくつかは、野生型由来の細胞であったため、cloの細胞死は細胞

非自律的に誘導されることが明らかになった(Figure 2.5.15 C)。 

 

2.2.4 血球、血管細胞の膜ヒレ再生への影響 

移植実験により cloの細胞死の細胞非自律性が示されたことから、転写因子である

clo遺伝子そのものよりも、外部の環境が細胞死の原因であると考えられた。cloは血

球、血管組織を失った変異体であるため、同様に血球、血管組織を欠損している

tal1/scl変異体(tal1)[87]を用いて、膜ヒレ再生実験を行った。その結果、tal1において

も cloと同じ再生不全表現型が観察されたため(Figure 2.5.16 A-E)、血球、血管組織が

膜ヒレ再生と再生細胞の生存に必要であることが示唆された。 

次に、再生細胞の生存に必要な血球、血管組織の特定を試みた。(Figure 2.5.2 A)が

示すように、ゼブラフィッシュは受精後 2日目のステージで、ミエロイド細胞、血小

板、リンパ球、赤血球、血管内皮細胞といった血球、血管組織を保持している。そこ

で、それそれの血球、血管組織の再生細胞への関与を調べるために、赤血球の変異体

である vlad tepes変異体[88]、血管内皮細胞増殖因子受容体の阻害剤で、血管形成を

阻害できる PTK787[89]、ミエロイド細胞の分化を阻害する spi1bの MO [90]、心拍を

停止させる tnnt2a MOを用いた[91]。PTK787の効果は、血管内皮細胞で EGFPを発

現する Tg(fli1:egfp; gata1:rfp)を観察することで確かめられた(Figure 2.5.17 A)。spi1b 

MOの効果はミエロイド細胞の一種である、好中球を染色する Sudan black染色によ

って確かめられた(Figure 2.5.17 B)。これらの各血球、血管組織をノックダウンされた
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胚の膜ヒレを切断したところ、ミエロイド細胞の分化を阻害された胚においてのみ、

多くの細胞死が検出された(Figure 2.5.18 A-E)。この結果から、ミエロイド細胞が再生

細胞の維持に必要性であることが明らかになり、ミエロイド細胞が再生細胞の生存を

助ける分子(再生細胞生存因子)を分泌している可能性が示唆された。 

 

2.2.5 再生細胞生存因子 

再生細胞生存因子を同定するために、尾部外植体の培養法を確立した。受精後 2日

目の稚魚の肛門の尾部側と、膜ヒレを同時に切断し、10% ウシ胎児血清(FBS)、

10,000 units/ml penicillin G、10 mg/ml streptomycin sulfateを含んだ L-15 

medium中で、7個体/100 μlの密度で培養した(Figure 2.5.19 A)。この外植体におけ

る、通常の膜ヒレ再生の再現性を調べるために、野生型の外植体において TUNEL染

色を行ったところ、切断直後は多くの細胞死を示したが、時間経過とともに細胞死の

数は減少した(Figure 2.5.19 B and C)。また、ISH解析を行ったところ junba、 junbb

の発現が検出された(Figure 2.5.19 D)。注目すべきことに、tal1の外植体の細胞死を

Acridine Orange染色により検出したところ、通常の再生と同様に、多くの細胞死を示

した(Figure 2.5.20 A and B)。これらの結果から、外植体は稚魚の膜ヒレ再生の初期応

答を再現することが明らかになった。 

 ミエロイド細胞由来の再生細胞生存因子が存在することが示唆されていたので、野

生型の稚魚から体液を抽出し、培養液に添加することで、その活性の評価を試みた。

稚魚を L-15 medium中で、細胞が壊れない程度にホモジェナイズし、遠心した上澄み

を終濃度 1 個体/1 μlになるように培養液に添加した。すると、野生型の体液を添加し

た培養液中で培養された tal1の外植体において、有意な細胞死の減少が見られた

(Figure 2.5.20 A and B)。一方で、tal1の体液を培養液に添加しても、細胞死は減少し

なかった。この結果から、野生型の体液中には、再生細胞生存因子が存在することが
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明らかになった。 

 再生細胞生存因子の実態に近づくために、野生型の体液の熱処理を行った。抽出し

た体液を 80℃で 20分間処理し、上澄みを培養液に添加したところ、熱処理をした後

も再生細胞生存因子はその活性を保持していることが明らかになった(Figure 2.5.21 A 

and B)。この結果から、再生細胞生存因子は熱体性をもつ小分子であることが示唆さ

れた。 

 最後に、体液中の再生細胞生存因子が、再生依存的に増加するかどうかを調べるた

めに、膜ヒレを切断して 12時間後の野生型の体液を抽出し、その活性を測定した。そ

の結果、膜ヒレを切断した個体群から抽出した体液と、膜ヒレを切断していない個体

群から抽出した体液に活性の有意な差は見られなかった(Figure 2.5.22 A and B)。した

がって、再生細胞生存因子は野生型の体液に常在する分子であることが示唆された。 

 

2.3 考察 

2.3.1 再生細胞の生存機構 

再生細胞で細胞死が起こる原因として、再生細胞は通常の細胞とは異なる細胞周期を

持っていることが考えられる。再生細胞は失った組織を補填するために、通常の細胞よ

りも活発に細胞分裂をする。通常よりも早い細胞周期を持った再生細胞は、がん細胞の

ような異常な細胞と見なされ、アポトーシスに対する感受性が高くなっているのかもし

れない[92]。そのような状態下で再生細胞を細胞死から保護するために、再生細胞生存

因子がアポトーシス誘導性のシグナルに拮抗しているのだろう。一方で、再生細胞の増

殖の阻害は細胞死を誘導しないので(Figure 2.5.9 A)、再生細胞を増殖させるためのシグ

ナルは、細胞死を抑制するシグナルとは別に存在していることが示唆された。 
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2.3.1 再生細胞生存因子の由来 

本研究により、ミエロイド細胞が再生細胞の生存に必要であることが明らかになった。

ミエロイド細胞は多様なサイトカインや成長因子を放出する。特に、M2 マクロファー

ジは TGF-betaや VEGF等を放出し、組織の修復を促す機能が報告されている[93]。実

際に、マクロファージをノックダウンされた稚魚は、膜ヒレ再生の遅延を起こすことが

わかっており[94]、加えて、成魚のマクロファージを NTR/MTZ システムを用いてアブ

レーションすると、尾ヒレの再生不全が起こることも明らかになっている[95]。このよ

うな先行研究結果を考慮すると、マクロファージはヒレ再生において重要な役割を持っ

ており、本研究の再生細胞生存因子もマクロファージから分泌されている可能性が考え

られる。  

 

2.3.1 再生細胞生存因子の正体 

本研究では、再生細胞生存因子を同定することはできなかったが、再生細胞生存因子

が体液中に常に存在している、熱体性を持つ分子であることが示唆された。血液中の再

生に寄与する分子として GDF11が報告されている。GDF11は若いマウスの血中に含ま

れており、老化したマウスに投与すると、神経発生や筋衛星細胞の活性化を促す、若返

り効果があることが報告されている[97.97]。 他にも再生細胞生存因子の候補として、

アポトーシス抑制効果や抗炎症作用をもつ、Thymosin beta-4[98.99]、スフィンゴシン-

１-リン酸[100]、グルココルチコイド[101]等が挙げられる。 

 

2.4 結論 

血球、血管組織を欠損した clo, tal1が再生細胞のアポトーシスを起こすことが明らか

になった。また、(Figure 2.5.23)が示すように、ミエロイド細胞由来の再生細胞生存因

子が、再生細胞を細胞死から保護していることが示唆された。再生細胞生存因子の正体
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は不明だが、熱体性を持つ小分子であり、野生型が体液中に常に保持している分子であ

ることが明らかになった。本研究により、再生細胞はアポトーシス感受性が高いため、

特別な生存機構を持つことで維持されていることが示唆された。 
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2.5 図表 

Figure 2.5.1 ゼブラフィッシュの膜ヒレ再生 

 

 

 

(A) 膜ヒレの再生過程を示した模式図。膜ヒレの切断後、傷口の閉鎖、間葉細胞の変

形(再生細胞の誘導)、傷上皮の形成、膜ヒレ細胞の増殖を経て再生が完了する。  
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Figure 2.5.2 ゼブラフィッシュの血球分化 

 

 

(A) 文献[76]を参考に作成。ゼブラフィッシュの血球分化の模式図。受精二日後のステ

ージで、ミエロイド細胞、血小板、リンパ球、赤血球、血管内皮細胞といった、血球

血管細胞を保持している。clo、scl遺伝子はともに Hemangioblast への分化に必要な

遺伝子である。また、spi1b、gata1はそれぞれミエロイド細胞、赤血球への分化に必

要な遺伝子である。 
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Figure 2.5.3 cloの膜ヒレ再生不全 

 

(A) 膜ヒレ再生実験。cloは明らかな再生不全を示した。矢頭は cloの再生ヒレに特徴

的な水腫様の組織を示している。 (B) TUNEL染色による細胞死の解析。野生型では数

少ない細胞死しか検出されなかった一方で、cloにおいて多くの細胞死が観察された。 

(C) (B)の括弧で示された再生領域における細胞死の定量解析。(D) BrdUの取り込みに

よる細胞増殖解析。野生型では再生領域において数多くの細胞増殖が検出された一方

で、cloにおいてはほとんど細胞増殖が検出されなかった。 (E) (D)の括弧で示された

再生領域における細胞増殖の定量解析。点線は膜ヒレの輪郭を示す。破線は膜ヒレの

切断面を示す。エラーバーは標準誤差を示す。統計的有意差は Student’s t-testにより

求めた。***p < 0.001. dpa, days post amputation. hpa, hours post amputation. スケー

ルバーは 50 μmを示す。 
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Figure 2.5.4 発生中の膜ヒレにおける細胞死 

 

 

(A) cloと野生型における発生中の TUNEL染色。野生型、cloともに細胞死はあまり検

出されなかった。スケールバーは 100 μmを示す。(B) (A)の括弧で示された再生領域

における細胞死の定量解析。点線は膜ヒレの輪郭を示す。エラーバーは標準誤差を示

す。統計的有意差は Student’s t-testにより求めた。N.S., not significant. dpf, days post 

fertilization. 

  



 

  29 
 

Figure 2.5.5 cloの膜ヒレ損傷時の細胞死 

 

 

(A) 膜ヒレ損傷直後の明視野像。アスタリスクは損傷部位を示す。 (B) cloにおける膜

ヒレ損傷後の TUNEL染色。膜ヒレ損傷後も細胞死の増加は検出されなかった。 (C) 

(B)における細胞死の定量解析。点線は膜ヒレの輪郭を示す。エラーバーは標準誤差を

示す。統計的有意差は Student’s t-testにより求めた。N.S., not significant, hpi, hours 

post injury. スケールバーは 100 μmを示す。 
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Figure 2.5.6発生中の膜ヒレにおける細胞増殖 

 

(A) BrdUの取り込みによる、発生中の膜ヒレの細胞増殖の検出。cloも野生型も活発

な細胞増殖は検出されなかった。スケールバーは 100 μmを示す。(B) (A)の括弧で示

された領域における細胞増殖の定量解析。点線は膜ヒレの輪郭を示す。エラーバーは

標準誤差を示す。統計的有意差は Student’s t-testにより求めた。***p < 0.001. dpf, 

days post fertilization. N.S., not significant. 
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Figure 2.5.7 cloと野生型の全身の細胞増殖 

 

 

 

(A) (平成 22年度卒 中島照広氏が作成) cloと野生型における 0-24 hpaの BrdUの取

り込みによる細胞増殖の検出。cloにおいても野生型と同様に、全身で細胞増殖が検出

された。スケールバーは 300 μmを示す。 
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Figure 2.5.8 clo (la1164)における膜ヒレ再生の表現型 

 

 

(A) clola1164と野生型の TUNEL染色。野生型では数少ない細胞死しか検出されなかっ

た一方で、clola1164において多くの細胞死が観察された。 (B) (A)の括弧で示された再

生領域における細胞死の定量解析。(C) clola1164と野生型の BrdUの取り込みによる細

胞増殖解析。野生型では再生領域において数多くの細胞増殖が検出された一方で、

clola1164においてはほとんど細胞増殖が検出されなかった。 (D) (C)の括弧で示された

再生領域における細胞増殖の定量解析。点線は膜ヒレの輪郭を示す。エラーバーは標

準誤差を示す。統計的有意差は Student’s t-testにより求めた。***p < 0.001. hpa, 

hours post amputation. スケールバーは 100 μmを示す。 
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Figure 2.5.9 膜ヒレ再生中の細胞増殖を阻害した胚における細胞死 

 

 

 

(A) 細胞増殖の阻害剤である Aphidicolinを投与した野生型における、TUNEL染色と

BrdU染色。Aphidicolinは細胞増殖を抑制した一方で、細胞死は誘導しなかった。スケ

ールバーは 100 μmを示す。点線は膜ヒレの輪郭を示す。hpa, hours post amputation. 
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Figure 2.5.10 cloと野生型の膜ヒレ再生中における細胞死の経時変化 

 

 

(A and B) (平成 22年度卒 中島照広氏と共同で作成) (A) cloと野生型の膜ヒレ再生中

の TUNEL染色。clo、野生型ともに切断直後は多くの細胞死が検出されたが、野生型

では時間とともに減少した。一方 cloにおいては、一度細胞死の数が減少した後、切

断 12時間前後から再び増加した。スケールバーは 100 μmを示す。(B) (A)の括弧で示

された再生領域における細胞死の定量解析。点線は膜ヒレの輪郭を示す。エラーバー

は標準誤差を示す。統計的有意差は Student’s t-testにより求めた。***p < 0.001. N.S., 

not significant. hpa, hours post amputation.  
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Figure 2.5.11 cloと野生型における再生関連遺伝子の発現 

 

 

 

(A) junbaと junbbプローブを用いた ISH解析。cloにおいても、それぞれ傷上皮と再

生細胞マーカーである junba、junbbの強い発現が検出された。スケールバーは 50 μm

を示す。hpa, hours post amputation. 
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Figure 2.5.12 cloにおける膜ヒレ再生と細胞死の関連性の解析 

 

(A) cloの膜ヒレ再生中の TUNEL染色。深い切断は脊索末端から切断面までの距離が

50 μm以内のものであり、浅い切断は 50 μm以上のものである。深く膜ヒレを切断し

た胚のほうが、浅く切断された胚よりも多くの細胞死を示した。スケールバーは 50 

μmを示す。(B) (A)の括弧で示された再生領域における細胞死の定量解析。点線は膜ヒ

レの輪郭を示す。エラーバーは標準誤差を示す。統計的有意差は Student’s t-testによ

り求めた。***p < 0.001. hpa, hours post amputation. 
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Figure 2.5.13 cloにおける細胞死の組織学的解析 

 

 

(A) TUNEL染色を施した cloの膜ヒレの横断面切片。組織の中央部で細胞死が起きて

いる。スケールバーは 50 μmを示す。(B) cloの膜ヒレの TUNEL染色と tp63の抗体

染色。多くの TUNEL陽性細胞は p63陰性であった。白矢頭は TUNEL陽性かつ tp63

陰性の細胞を示す。スケールバーは 10 μmを示す。(C) ET37系統の cloの膜ヒレの

TUNEL染色。白矢頭は TUNEL陽性かつ EGFP陽性の細胞を示す。スケールバーは

10 μmを示す。hpa, hours post amputation. 
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Figure 2.5.14 cloにおける細胞死経路の解析 

 

(A) egfp-zbcl2 の mRNAをインジェクションした cloの TUNEL染色。mRNAをイン

ジェクションされた個体において、細胞死の減少が観察された。 (B) (A)の括弧で示さ

れた再生領域における細胞死の定量解析。(C) (平成 22年度卒 中島照広氏が作成) 

cloと tp53変異体の二重変異体における TUNEL染色。二重変異体においても細胞死

の数に変化は見られなかった。(D) (C)の括弧で示された再生領域における細胞死の定

量解析。(E) cloと UVを照射された野生型における活性型 Caspase 3の抗体染色。clo

の膜ヒレでは Caspase 3の活性化は検出されなかった。点線は膜ヒレの輪郭を示す。

エラーバーは標準誤差を示す。統計的有意差は Student’s t-testにより求めた。***p < 

0.001. N.S., not significant. hpa, hours post amputation. スケールバーは 100 μmを示

す。 
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Figure 2.5.15 cloの細胞死の細胞自律性の解析 

 

(A) 細胞移植実験の概略図。ユビキタスに DsRed2を発現するドナー細胞を、ドーム

ステージの受精卵から吸い取り、同じくドームステージの蛍光タンパクを発現しない

ホスト胚に移植した。(B) DsRed2を発現する cloの細胞を野生型のホスト胚に移植し

た例。多くの clo由来の細胞が膜ヒレに存在しているのにもかかわらず、TUNEL陽性

細胞は存在しなかった。(C) DsRed2を発現する野生型の細胞を cloのホスト胚に移植

した例。多くの細胞死が検出され、そのうちのいくつかの細胞は DsRed2を発現する

野生型の細胞であった。白い矢頭は DsRed2陽性かつ TUNEL陽性の細胞を示す。点

線は膜ヒレの輪郭を示す。hpa, hours post amputation. スケールバーは 100 μmを示

す。  
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Figure 2.5.16 tal1の膜ヒレ再生不全 

 

(A) 膜ヒレ再生実験。tal1において明らかな再生異常が観察された。(B) TUNEL染色

による細胞死の検出。野生型では数少ない細胞死しか検出されなかった一方で、tal1

において多くの細胞死が観察された。(C) (B)の括弧で示された再生領域における細胞

死の定量解析。(D) BrdUの取り込みによる細胞増殖解析。野生型では再生領域におい

て数多くの細胞増殖が検出された一方で、tal1においてはほとんど細胞増殖が検出さ

れなかった。(E) (D)の括弧で示された再生領域における細胞増殖の定量解析。スケー

ルバーは 50 μmを示す。点線は膜ヒレの輪郭を示す。エラーバーは標準誤差を示す。

統計的有意差は Student’s t-testにより求めた。***p < 0.001. hpa, hours post 

amputation. 
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Figure 2.5.17 PTK787および sp1b MOの評価 

 

 

(A) Tg(fli1:egfp)を用いた血管形成の観察。VEGF受容体の阻害剤である PTK787を投

与された Tg(fli1:egfp)は cloや tal1と同様に、血管形成が行われていないことが観察さ

れた。 スケールバーは 200 μmを示す。(B) spi1bモルファントとコントロールモルフ

ァントの Sudan black 染色。コントロールモルファントに比べて、好中球の著しい減

少が検出された。括弧は好中球が豊富な領域をしめす。スケールバーは 200 μmを示

す。dpf, days post fertilization.  
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Figure 2.5.18 血流、血球、血管組織の膜ヒレ再生中の細胞死への影響 

 

(A) vlad tepes変異体と野生型の TUNEL染色。どちらにおいても際立った細胞死は検

出されなかった。 (B) VEGF受容体の阻害剤である PTK787を投与した野生型と

DMSOを投与した野生型の TUNEL染色。どちらも多くの細胞死を示さなかった。 

(C) spi1bモルファントとコントロールモルファントの TUNEL染色。spi1bモルファ

ントにおいて、多くの細胞死が検出された。 (D) tnnt2a モルファントとコントロール

モルファントの TUNEL染色。どちらにおいても細胞死はほとんど検出されなかっ

た。 (E) (A-D)の括弧で示された再生領域における細胞死の定量解析。点線は膜ヒレの

輪郭を示す。エラーバーは標準誤差を示す。統計的有意差は Student’s t-testにより求

めた。***p < 0.001. N.S., not significant. hpa, hours post amputation. スケールバーは

50 μmを示す。 
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Figure 2.5.19 外植体における膜ヒレ再生の初期応答 

 

 

(A)外植体の培養方法の概略図。膜ヒレと肛門の尾部側を同時に切断し、ウシ胎児血

清、ペニシリン、ストレプトマイシンを含んだ L-15 mediumで培養した。(B) 野生型

の外植体の TUNEL染色。通常の膜ヒレ再生と同様に、切断直後は多くの細胞死が誘

導されたが、その後は細胞死の数が減少した。スケールバーは 150 μm を示す。(C) 

(B)の括弧で示された再生領域における細胞死の定量解析。(D) 野生型の外植体の ISH

解析。junba, junbbともに発現が見られた。スケールバーは 50 μm を示す。点線は膜

ヒレの輪郭を示す。エラーバーは標準誤差を示す。 hpa, hours post amputation. 
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Figure 2.5.20 体液中の再生細胞生存因子の活性評価 

 

(A) tal1と野生型の外植体の Acridine Orange染色。tal1の外植体は野生型に比べて多

くの細胞死を示した。しかし、野生型の体液を培養液に加えると、tal1の外植体にお

いて細胞死の減少が見られた。一方で、tal1の体液を培養液に加えても、tal1の外植

体の死細胞数に変化は見られなかった。スケールバーは 100 μm を示す。(B) (A)の括

弧で示された再生領域における細胞死の定量解析。点線は膜ヒレの輪郭を示す。エラ

ーバーは標準誤差を示す。統計的有意差は Student’s t-testにより求めた。***p < 

0.001. N.S., not significant. ext., Extract. AO, Acridine Orange. hpa, hours post 

amputation. 
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Figure 2.5.21 再生細胞生存因子の熱耐性の解析 

 

 

(A) tal1の外植体の Acridine Orange染色。熱処理の有無に関わらず、野生型の体液を

培養液に加えられた tal1の外植体では細胞死の減少が見られた。スケールバーは 100 

μmを示す。 (B) (A)の括弧で示された再生領域における細胞死の定量解析。点線は膜

ヒレの輪郭を示す。エラーバーは標準誤差を示す。統計的有意差は Student’s t-testに

より求めた。 N.S., not significant. ext., Extract. hpa, hours post amputation. 
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Figure 2.5.22膜ヒレ再生と再生細胞生存因子の量の関連性の解析 

 

 

 

(A) tal1の外植体の Acridine Orange染色。膜ヒレの切断の有無に関わらず、野生型由

来の体液は tal1の外植体では細胞死をレスキューした。また、体液の濃度を薄めると

細胞死をレスキューする効果が減少した。 スケールバーは 100 μmを示す。(B) (A)の

括弧で示された再生領域における細胞死の定量解析。点線は膜ヒレの輪郭を示す。エ

ラーバーは標準誤差を示す。統計的有意差は Student’s t-testにより求めた。 N.S., not 

significant. hpa, hours post amputation. 
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Figure 2.5.23 まとめ 

 

 

 

(A) 本研究結果の概略図。間葉細胞は、傷害シグナルを受けて活性化し、再生細胞に

なる。再生細胞はミエロイド細胞から直接的、もしくは間接的に再生細胞生存因子を

受け取ることで生存、増殖することができる。もし、再生細胞生存因子を受け取るこ

とが出来なかった場合はアポトーシスを起こす。 
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第 3章 Interleukin 1b (Il1b) の膜ヒレ再生における機能 

3.1 序論 

3.1.1 炎症反応の機構 

組織損傷後のサイトカインの放出に始まり、ミエロイド細胞の損傷部位への遊走、病

原菌や死細胞の駆除、組織の修復という一連の反応を炎症反応と言う。ミエロイド細胞

は組織が損傷を受けた後、微生物や病原体から生体を保護する機能を持つ。炎症反応を

司る主要なミエロイド細胞として、好中球とマクロファージがある。組織が損傷を受け

ると、まず、好中球が損傷箇所に遊走し、活性酸素や抗菌ペプチドを分泌し、外敵を攻

撃する[102]。少し遅れてマクロファージが遊走し、細菌の除去や死細胞の貪食を行った

後、抗炎症性サイトカインや脂質メディエーターを分泌することで、炎症反応を終焉さ

せる。さらに、VEGF や TGF 等のサイトカインの放出により組織修復を促進する。ゼ

ブラフィッシュも哺乳類と非常に類似した炎症、免疫細胞を持っており、マクロファー

ジ、好中球、T cell、B cellの存在が報告されている[103]。加えて、それらの細胞をイメ

ージングする技術や、ノックダウン方法、染色方法も発展しており、ゼブラフィッシュ

の稚魚を用いた炎症反応分野の研究が盛んである [104,105]。 

 

3.1.2 Il1bの機能 

Il1bは炎症促進性のサイトカインであり、prostaglandin-E2やplatelet activating factor, 

nitric oxideの産生を通して、発熱や血管の拡張を誘導する。さらに、間葉細胞や血管内

皮細胞の接着分子の発現を増大させることで、炎症性細胞や免疫細胞の浸潤を促進する

[106]。Il1bはマクロファージや樹上細胞、B細胞、NK細胞で主に分泌される[106]。il1b

はさまざまな脊椎動物間において保存されている遺伝子であり[107]、ゼブラフィッシ

ュでも損傷、感染の際に、主にマクロファージと好中球で発現することが報告されてい

る[108,109]。Il1bの制御不全はさまざまな炎症性疾患の原因となるため、その制御機構
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はヒトやマウスで良く研究されている[110]。Il1bは不活性な前駆体として翻訳され、そ

の後 Caspase 1 の切断によって活性型のサイトカインとなる。Caspase 1 の活性化は

インフラマソームと呼ばれる酵素によって行われる。活性化 Caspase 1 は分泌型リソ

ソーム内もしくは細胞質において、Il1bの前駆体を切断し、C末端側が分泌される。し

かし、ゼブラフィッシュの Il1bは Caspase 1による切断配列が存在せず、Caspase a、

Caspase bによる切断が行われることが報告されているが、明確な活性領域は明らかに

なっていない[111]。 

 

3.1.3 炎症反応と組織再生 

傷の修復や組織、器官の再生に関与するシグナルとして、炎症反応が注目を集めてい

る[112]。炎症反応の再生への影響は動物種や組織によって異なり、明確な答えは出され

ていない[113]。例えば、ミエロイド細胞を欠損した pu.1 ノックアウトマウスは、通常

のマウスよりも皮膚の傷修復が速く、瘢痕を作らない優れた再生能力を示したのに対し

[114]、zebrafishのヒレ再生や脳の再生、axolotolの腕の再生ではマクロファージが必須

であることが示唆されている[95,115,116]。zebrafishの膜ヒレ再生モデルを用いた研究

も行われており、spi1b ノックダウン胚において、膜ヒレ再生に影響がなかったという

報告がある一方で[117]、マクロファージは再生に対しプラスの影響を及ぼし、好中球は

マイナスの影響を及ぼすという報告もある[94]。また、以上に述べた研究のほとんどが、

細胞レベルの解析にとどまっており、具体的にどのような分子が関わっているかは不明

な点が数多く残されている。 

 

3.1.4 本研究の目的 

第 2 章の研究によって、clo が再生細胞において細胞死を起こすのは、ミエロイド細

胞を欠損していることが原因であることが明らかになった。しかしながら、どのミエロ
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イド細胞が再生細胞の生存に重要で、どのような分子を介して細胞死が起きているのか

は不明瞭なままであった。本研究は、clo の細胞死の原因を分子レベルで解析し、再生

細胞の生存機構を明らかにすることを目的とした。 

 

3.2 結果 

3.2.1 cloにおける膜ヒレ再生中の il1bの発現 

cloにおける細胞死の分子メカニズムを理解するために、受精二日後の野生型におけ

る、膜ヒレ切断 6時間後の尾部組織と切断していない尾部組織、そして cloにおけ

る、膜ヒレ切断 6時間後の尾部組織を回収し、トランスクリプトーム解析を行った

(Figure 3.5.1 A)。野生型に比べ cloでは junba、junbb、matrix metallopeptidase 9 

(mmp9)、 fibronectin 1b (fn1b)、fgf20a[7.70]等の再生関連遺伝子が強く発現してい

た。さらに興味深いことに、il1b、tnfb、ptgs2aといった炎症関連遺伝子も、cloにお

いて強く発現していた。il1bの発現は RT-PCRでも再現性が確認された(Figure 3.5.1 

B)。il1bの下流の遺伝子である ptgs2aの発現が上昇していることからも[106]、 cloに

おいて Il1bシグナルが活性化していることが示唆された。さらに、il1bの発現を ISH

解析によって時空間的に解析をしたところ(Figure 3.5.2 A and B)、切断直後は野生

型、cloともに強い発現が見られた。とくに野生型はミエロイド様の細胞が il1bを発現

している様子が観察された。野生型においては、切断 6時間後以降、発現がほとんど

見られなかった一方で、cloでは切断 6時間後でも半数以上の胚で il1bの発現が検出さ

れ、切断 12時間、24時間後の胚でも一部の胚で il1bの発現が検出された。これらの

結果から、cloでは通常より長い炎症反応が起きていることが示唆された。 

il1bは細菌感染によっても発現が誘導されることが知られている[106]。そこで、clo

の膜ヒレ切断後の il1bの発現も同様なメカニズムで起こっているのかを知るために、

Salmonella typhosaの細胞壁の成分である lipopolysaccharide (LPS)をインジェクショ
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ンすることで、細菌感染モデル実験を行った(Figure 3.5.3 A)[118]。LPSをインジェク

ションされた野生型の胚では、全身のミエロイド様の細胞で il1bの発現が検出された

が、cloではネガティブコントロールと同様に、il1bの発現は全く誘導されなかった。

このことから、cloの膜ヒレでの il1bはあくまで傷害により誘導されるものであり、細

菌の感染とは別経路であることが示唆された。 

 

3.2.2 再生組織における il1bの発現細胞 

cloはミエロイド細胞を持たないことを考慮すると、cloで il1bを発現している細胞

はそれ以外の種類の細胞であると考えられる。そこで、cloの膜ヒレの凍結切片を作成

したところ、上皮細胞で発現していることが観察された(Figure 3.5.6 A)。さらに、il1b

の発現細胞を詳しく調べるために、bacterial artificial chromosome (BAC) cloneである

CH211-147H23の il1bの遺伝子座の部分に egfp-nitroreductase融合遺伝子を挿入した

コンストラクトを作り、il1bのレポーターTg(il1b:egfp)を作成した。受精二日後のステ

ージで観察すると、全身の上皮細胞で弱い EGFPの蛍光が見られ、胸鰭と脊索末端で

比較的強い EGFPの蛍光が見られた(Figure 3.5.4 A)。この Tg における EGFPの発現

が内在性の il1bの発現を再現しているかを調べるために、膜ヒレ切断後の egfpの発現

を調べたところ、il1bの発現と同様なパターンを示した(Figure 3.5.4 B)。さらに、LPS

をインジェクションすると、EGFPの蛍光がミエロイド様細胞で観察された(Figure 

3.5.4 C)。この Tg を使って cloと野生型の膜ヒレを切断したところ、cloにおいて野生

型よりも長期間、強い EGFPの発現が観察された(Figure 3.5.5 A)。これらの結果か

ら、この Tgが内在性の il1bの発現を再現していることが確かめられた。 

il1bの発現細胞を同定するために、Tg(il1b:egfp)において、上皮細胞マーカーである

E-cadeherinと EGFPの二重抗体染色を行ったところ、EGFPと E-cadherinの局在が

一致していた(Figure 3.5.6 B)。この結果から、cloにおける il1b発現細胞は上皮細胞で
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あることが明らかになった。 

 

3.2.3 cloの細胞死と Il1bシグナルの関連性  

il1bの発現は炎症反応を誘導し[110]、過剰な炎症反応は、直接的もしくは間接的に

細胞死誘導すとることが知られているため[119]、cloにおける細胞死の原因が il1bの

過剰発現によるものではないかと推測された。そこで、初めに Tg(il1b:egfp)を用い

て、clo における il1bの発現細胞と、アポトーシス細胞の関係を調べたところ、ほと

んどの il1bの発現細胞はアポトーシスを起こしていないことがわかった(Figure 3.5.7 

A)。 

次に、il1bが cloの細胞死を誘導するかを調べるために il1b MO を用いた。il1b MO

の効果を調べるために、il1bモルファントにおいて il1bの RT-PCRを行ったところ、

il1b MOはアブノーマルなバンドパターンを誘導したことから、スプライシングを阻

害したことが示唆された(Figure 3.5.8 A)[109]。Il1bモルファントと stdモルファント

で、TUNEL染色を行ったところ、il1bをノックダウンされた cloにおいて、細胞死の

有意な減少が検出された(Figure 3.5.8 B and C)。 

次に、過剰な炎症反応が cloの細胞死の原因であることを調べるために、合成グル

ココルチコイドで、抗炎症作用を持つ dexamethanose(Dex)を使用した。Dexは il1b

の発現を抑制することが報告されており[120]、実際に、cloに Dexを投与したとこ

ろ、著しい il1bの発現減少が ISHにより確かめられた(Figure 3.5.9 A)。さらに、膜ヒ

レ再生中の胚に Dexを投与し、TUNEL染色を行ったところ、野生型、cloともに細胞

死の減少が観察された(Figure 3.5.9 B and C)。これらの結果から、過剰な il1bシグナ

ルと、それによって誘導される炎症反応が cloの細胞死の原因であることが示唆され

た。 
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3.2.6 過剰な Il1bシグナルの細胞死と膜ヒレ再生に対する影響 

cloの細胞死の原因が il1bの過剰な発現によるものであることを、より確かなものに

するために、熱誘導的に il1bを発現する pTol2(hsp70l:mCherry-T2a-il1b)コンストラク

トを作成した。Il1bは不活性型として翻訳され、カスパーゼによる切断を受けて活性

化されるが、ゼブラフィッシュにおける明確な切断位置および活性化経路は明らかに

なっていない[111]。そこで、ヒト Il1bが Caspase 1によって切断される位置(D116)に

対応する、ゼブラフィッシュの Il1b(T124)から、N末端までの産物を活性型 Il1bと推

定した(Figure 3.5.10 C)。さらに、Il1bを恒常的に分泌させるために、N末にヒト il1b 

receptor antagonistのシグナル配列を加え、heat shock protein 70lプロモーターの下

流にmCerry配列と共に挿入した(Figure 3.5.10 A) [121,122]。このコンストラクトか

ら得られた Tg(hsp70l:il1b)をヒートショックすると、mCherryの蛍光と、il1bの発現

が観察された(Figure 3.5.11 B and D)。 

この Tg(hsp70l:il1b)に対して、(Figure 3.5.11 A)に示されるプロトコルでヒートショ

ックを行ったところ、いくつかの TUNEL陽性細胞が、再生中の膜ヒレにおいて検出

された(Figure 3.5.11 A and B)。また、12 -24 hpfの胚において(Figure 3.5.12 A)に示さ

れるプロトコルでヒートショックを行ったところ、全身の細胞で細胞死が検出された

(Figure 3.5.12 B)。これらの結果から、過剰な il1bの発現は細胞死を誘導することが明

らかになり、cloの細胞死の原因が過剰な il1bの発現であることが強く示唆された。 

次に、過剰な il1bが再生に与える影響を調べるために、Tg(hsp70l:il1b)の膜ヒレ再

生実験を行った。(Figure 3.5.13 A)に示されるプロトコルでヒートショックを行ったと

ころ、Tg(hsp70l:il1b)は、コントロールに比べて再生が有意に阻害された(Figure 

3.5.13 A and B)。この結果から、過剰な il1bの発現は膜ヒレ再生を阻害することが明

らかになった。 
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3.2.4 マクロファージノックダウンの再生細胞の細胞死への影響 

ミエロイド細胞をノックダウンすると、細胞死が誘導されることが明らかになって

いたため(Figure 2.5.18)、次のステップとして、どのミエロイド細胞が重要であるかを

調べた。受精後二日目におけるミエロイド細胞は、主にマクロファージと好中球に分

類されるため、それぞれの分化を阻害できる irf8 MOと csf3r MO を用いた。まず、

csf3r MOの効果を評価するために、Sudan black染色を行ったところ、csf3rモルファ

ントは、全てのミエロイド細胞への分化を阻害する spi1bモルファントと同様に、著

しい好中球の減少を示した(Figure 3.5.14 A and B)。次に、irf8 MO の効果を評価する

ために、マクロファージから分化するグリア細胞を ISHにより検出したところ、irf8

モルファントでは、ほぼグリア細胞が消失していた(Figure 3.5.14 C)。これらの結果か

ら、csf3r MO、irf8 MOともに良く機能することがわかった。 

これらのモルファントにおける細胞死を調べるために、TUNEL染色を行ったとこ

ろ、spi1bモルファントと irf8モルファントが多くの細胞死を示した一方で、csf3rモ

ルファントはコントロールと同様に、少ない細胞死しか示さなかったことから(Figure 

3.5.15 A and B)、再生細胞の維持にはマクロファージが必要であることが明らかにな

った。 

続いて、それぞれのミエロイド細胞をノックダウンされた胚における il1bの発現を

ISHによって調べたところ、spi1bモルファントと irf8モルファントにおいて、切断 6

時間後も cloと同様に強い il1bの発現が検出された(Figure 3.5.16 A and B)。一方で

csf3rモルファントはコントロールモルファントと同様に、短く弱い il1bの発現パター

ンを示した(Figure 3.5.16 A and B)。さらに、spi1bモルファントと irf8モルファント

の il1bの過剰発現を il1b MO もしくは Dexを用いて阻害すると、細胞死がレスキュー

された(Figure 3.5.17 A-C)。これらの結果から、マクロファージが il1bの発現の抑制に

必要であることが示唆され、irf8モルファントが多くの細胞死を示す原因も、cloと同
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じく il1bの過剰発現であることが示唆された。 

 

3.2.7 通常の Il1bシグナルの膜ヒレ再生における機能 

これまでの実験から、il1bの発現は再生に対して負の影響があることが示されてき

たが、炎症反応そのものは再生の開始に必要であるという報告もされてきている

[116,117]。そこで、Dexを投与された胚の膜ヒレ再生を調べたところ、明らかな再生

不全が観察された(Figure 3.5.18 A and B)。さらに、BrdUの取り込みによる細胞増殖

を調べたところ、有意な細胞増殖の減少が見られた(Figure 3.5.18 C and D)。次に、再

生不全の原因を調べるために、再生関連遺伝子の発現を調べたところ、junbaと

fgf20aの発現の減少が観察された(Figure 3.5.18 E)。il1bモルファントにおいても同じ

実験を行ったところ、Dexを投与された胚と同様に、膜ヒレ再生の遅延、細胞増殖の

低下、再生関連遺伝子の発現低下が観察された(Figure 3.5.19 A-E)。これらの結果か

ら、炎症反応が再生に必要であることが示唆された。 

 続いて、Tg(hsp70l:il1b)を用いて、il1bを過剰に誘導したときの再生関連遺伝子の発

現を調べたところ、再生関連遺伝子である fn1b、junba、junbbが切断されていない膜

ヒレに誘導された(Figure 3.5.20 A and B)。これらの実験結果から、il1bシグナルは再

生関連遺伝子の発現を促すことで、迅速な膜ヒレ再生に貢献していることが明らかに

なった。 

 

3.2.8 Il1bシグナルの成魚の尾ヒレの再生に対する機能 

 これまでの実験は稚魚の膜ヒレを用いて行ってきたが、il1bシグナルの機能が尾ヒ

レの再生においても保存されているのかを検証した。成魚の Tg(hsp70l:il1b)を(Figure 

3.5.21 A)に示されるプロトコルでヒートショックを行い、尾ヒレを再生させたとこ

ろ、Tg において顕著な再生不全が観察された(Figure 3.5.21 B and C)。さらに、切断
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5日後の時点で TUNEL染色を行ったところ、有意な細胞死の増加が検出された

(Figure 3.5.21 D and E)。これらの結果から il1bシグナルの再生における役割は成魚に

おいても保存されていることが明らかになった。 

 

3.3 考察 

3.3.1 上皮細胞における il1bの発現の意義 

炎症応答において、ミエロイド細胞は中心的な役割を持っていることが報告されてき

た。il1bもこれまでは、メラノーマなどの特殊な細胞を除くと、免疫、炎症細胞で分泌

されると考えられてきた[106,123,124]。また、30年前の in vitroの実験において、ヒト

のケラチノサイトが il1bを発現していることが示唆されていたが、その機能性について

は不明であった[125]。しかし、本研究により、上皮細胞も機能的な il1bを発現している

ことが明らかになった。注目すべきことに、LPSのインジェクションは、ミエロイド細

胞の il1b の発現を誘導した一方で、上皮細胞の発現が誘導しなかった。このことから、

組織損傷による il1bの発現は細菌感染とは異なるメカニズムで、誘導されることが示唆

された。どのようなシグナルが上皮の il1bの発現を誘導するのかは不明だが、死細胞か

ら放出された分子や[126]、メカニカルストレスが発現のトリガーになっているのかも

しれない[127]。 

 

3.3.2 過剰な il1bが引き起こす再生組織の細胞死メカニズム 

本研究により、長時間の il1bの発現とそれによる過剰な炎症反応が、cloのアポトー

シスの原因であることが明らかになった。細胞死を誘導する詳細なメカニズムは不明

だが、候補として Tnfシグナルが挙げられる。Tnf-alphaは Caspase 8を通してアポ

トーシスを誘導することが知られており[128]、実際、cloにおいて caspase 8と、ゼ

ブラフィッシュの tnf-alphaのホモログの一つである tnfbが高発現していることがトラ
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ンスクリプトームによって明らかになっている(Figure 3.5.1 A)。もしくは、ERストレ

スがアポトーシスの原因かもしれない。Il1bをラットの β-cellsもしくはMIN6細胞に

投与すると ERストレスが上昇し、JNK依存的なアポトーシスを誘導することが知ら

れている[129,130]。このように、過剰な ERストレスが cloにおけるアポトーシスを

誘導している可能性がある。 

 

3.3.3 過剰な il1bの発現を抑制する抗炎症機構 

これまでの研究においても、マクロファージが付加再生において、重要な役割を持

つことは示唆されていたが[115]、その詳細な分子メカニズムは不明瞭な部分が多く残

されていた。本研究により、マクロファージが il1bの発現を減弱し、再生細胞の生存

を助けるという、ヒレ再生において決定的な役割を持っていることが明らかになっ

た。本研究の結果と一致して、マウスや、サンショウウオにおいてもマクロファージ

を失った個体では il1bの発現が上昇することが報告されている[115,131]。このことか

ら、マクロファージによる il1bの転写レベルの抑制という機能は、脊椎動物間で保存

されている可能性が示唆された。どのような分子を介して、il1bの発現が抑制されて

いるのかは不明だが、IL-10、Tgfβ、lipid mediator 等の、抗炎症作用をもつ分子を介し

て制御している可能性が考えられる[132,133]。 

 

3.3.4 Il1bシグナルが再生関連遺伝子の発現を誘導するメカニズム 

本研究によって、il1bが迅速なヒレ再生に必要であることが示唆された。先行研究

によって、fn1b、 junba、 junbb が組織損傷に応じて誘導されることが報告されてい

たが[70]、その上流シグナルについては不明であった。il1bの過剰発現 Tg およびノッ

クダウン実験によって、il1bがこれらの再生関連遺伝子の発現を誘導することが明ら

かになった。加えて、Il1bシグナルの再生における機能は、稚魚の膜ヒレ再生だけで
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なく、成魚の尾ヒレの再生にも共通していることが明らかになった。 

 

3.4 結論 

(Figure 3.5.22 A-D)が示すように、il1bの過剰な発現が cloの細胞死の原因であり、野

生型ではマクロファージによって過剰な il1b の発現が抑制されていることがわかった。

さらに、il1b レポーターTg と ISH 解析により、上皮細胞が il1b を発現していることを

明らかにした。また、Il1bシグナルは正常なヒレ再生を、再生関連遺伝子の発現誘導を

通して促進することが明らかになった。これらの結果により、ヒレ再生における、Il1b

シグナルを介した炎症反応の新たな機能が明らかになった。   
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3.5 図表 

Figure 3.5.1 cloと野生型におけるトランスクリプトーム解析 

 

(A) 膜ヒレを切断されてない野生型、切断 6時間後の野生型、切断 6時間後の cloの

尾部のトランスクリプトーム解析。再生関連遺伝子である fn1b, junba, junbb, mmp9, 

fgf20a等が cloにおいて強く発現していた。また、il1b, ptgs2a, tnfb等の炎症関連遺伝

子も cloにおいて強く発現していた。(B) 切断 6時間後の野生型、切断 6時間後の clo

の尾部の RT-PCR。hpa, hours post amputation. actb1, actinb1. Final RPKM, the reads 

per kilobase of exon model per million mapped. 
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Figure 3.5.2 cloと野生型における膜ヒレ再生中の il1bの発現 

 

(A) cloと野生型の ISH解析。野生型は、切断 3時間後においては強い il1bの発現を示

し、ミエロイド様細胞での発現も検出された。しかし、その後は発現が減少し、切断

12時間後以降はほとんど検出されなかった。一方で cloは切断 6時間後まで強い il1b

の発現を維持しており、切断 12時間後や 24時間後の胚においても一部の胚で発現が

検出された。スケールバーは 25 μm.示す。(B) (A)における ISH解析の定量化。il1bの

発現の強さ、領域にしたがって Strong, Medium, Weak, Noneの 4つのグループに分

類した。Strongは膜ヒレ全体での強い発現した胚、Mediumは膜ヒレの一部で強い発

現、Weak は膜ヒレの一部で弱い発現、Noneは発現なしを示す。3回の独立した実験

を元に作成され、それぞれのサンプル数は 13以上である。hpa, hours post 

amputation. 
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Figure 3.5.3 cloと野生型における LPS投与後の il1bの発現 

 

(A) LPS投与後の cloと野生型の il1bの ISH解析。コントロールとして用いた Phenol 

Redをインジェクションされた胚は、野生型も cloも il1bの発現を示さなかった一方

で、LPSをインジェクションされた野生型は全身のミエロイド様細胞において il1bの

発現が検出された。しかし、cloでは LPSのインジェクションは il1bの発現を誘導し

なかった。スケールバーは 200 μmを示す。hpi, hours post injection. 
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Figure 3.5.4 il1bレポーターBAC Tg(il1b:egfp)の作成 

 

(A) Tg(il1b:egfp)の受精二日目胚における EGFPの発現。白矢頭は比較的強い EGFPの

発現を示す胸ビレと脊索末端を示す。矢印は crystalline alpha Aプロモーターで誘導さ

れる EGFPの発現。スケールバーは 300 μmを示す。 (B) Tg(il1b:egfp)の膜ヒレ切断

後の ISH解析。egfpと il1bの発現は非常に類似していた。スケールバーは 50 μmを

示す。 (C) Tg(il1b:egfp)における LPSインジェクション後の EGFPの発現。LPSイン

ジェクション後、全身のミエロイド様細胞において EGFPの蛍光が観察された。白矢

頭は EGFPを発現しているミエロイド様細胞を示している。スケールバーは 50 μmを

示す。dpf, days post amputation. hpa, hours post amputation. hpi, hours post injection.  
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Figure 3.5.5 Tg(il1b:egfp)の膜ヒレ再生の経時観察 

 

(A) Tg(il1b:egfp)の膜ヒレ再生中における EGFPの発現。野生型は切断後、EGFPの大

幅な発現上昇は見られなかったが、cloでは切断 9時間後、12時間後において強い

EGFPの蛍光が観察された。スケールバーは 100 μm示す。hpa, hours post 

amputation.  
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Figure 3.5.6 膜ヒレ再生注の il1b陽性細胞の組織学的解析 

 

(A) ISHを行った cloの膜ヒレの横断面切片。il1bは上皮様細胞で発現していた。黒矢

頭は il1bを発現している細胞を示す。スケールバーは 10 μmを示す。(B) 

Tg(il1b:EGFP)における E-cadherinの抗体染色。野生型、cloともに EGFPと E-

cadherinの局在が一致していた。垂直および水平のラインは切片像の位置を示す。ス

ケールバーは 50 μmを示す。hpa, hours post amputation. 
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Figure 3.5.7 cloにおける il1b陽性細胞と TUNEL陽性細胞の位置関係 

 

(A) Tg(il1b:egfp)における TUNEL染色。cloの死細胞は il1bを発現している細胞と一致

しなかった。垂直および水平のラインは切片像の位置を示す。スケールバーは 100 μm

を示す。hpa, hours post amputation.  
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Figure3.5.8 il1bノックダウンの cloの細胞死への影響 

 

(A) il1b MOをインジェクションされた胚の RT-PCR解析。il1b MO は il1bのスプライ

シングを阻害した。黒矢頭は異常な転写産物を示す。(B) il1bモルファントの TUNEL

染色。Il1b MOは cloの細胞死を減少させた。スケールバーは 50 μmを示す。(C) (B)

の括弧で示された再生領域における細胞死の定量解析。エラーバーは標準誤差を示

す。統計的有意差は Student’s t-testにより求めた。***p < 0.001. hpa, hours post 

amputation. N.S., not significant.  
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Figure3.5.9 Dex投与の cloの細胞死への影響 

 

(A) Dexを投与された cloの ISH解析。コントロールである DMSO を投与された clo

は強い il1bの発現を示した一方で、Dexの投与は il1bの発現を強く抑制した。(B) Dex

を投与された胚の TUNEL染色。Dexの投与は野生型、cloともに細胞死を抑制した。 

(C) (B)の括弧で示された再生領域における細胞死の定量解析。**p < 0.01, ***p < 0.001. 

エラーバーは標準誤差を示す。統計的有意差は Student’s t-testにより求めた。スケー

ルバーは 50 μmを示す。 
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Figure3.5.10 熱誘導的に il1bを発現する Tg(hsp70l:il1b)の作成 

 

(A) Tg(hsp70l:il1b)を作成するためのコンストラクトの概略図。ゼブラフィッシュの

heat shock promoter 70l の下流に mCherry配列 と、ヒトの il1braに由来のシグナル

配列を N末に加えたゼブラフィッシュの il1b 配列を挿入した。 (B) Tg(hsp70l:il1b)に

ヒートショックを与えてから 4時間後の観察。Tg(hsp70l:il1b)においてmCherryの蛍

光が観察された。スケールバーは 250 μmを示す。 (C)ゼブラフィッシュとヒトの il1b

のアミノ酸配列の比較。ヒトの il1bは D116で切断され活性化されることが明らかに

なっている。一方、ゼブラフィッシュの il1bは正確な切断部位が不明なため、ヒト

il1bの切断部位に相当する T124をゼブラフィッシュ il1bの推定切断部位とした。(D) 

ヒートショック 6時間後における Tg(hsp70l:il1b)の ISH解析。Tg(hsp70l:il1b)におい

て、全身での il1bの発現が検出された。スケールバーは 250 μm を示す。 
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Figure3.5.11 膜ヒレ再生中の Tg(hsp70l:il1b)の細胞死 

 

(A) Tg(hsp70l:il1b)の TUNEL染色。 図はヒートショックのプロトコルを示している。

Tg(hsp70l:il1b) において細胞死の増加が検出された。(B) (A)の細胞死の定量解析。エ

ラーバーは標準誤差を示す。統計的有意差は Student’s t-testにより求めた。***p < 

0.001.スケールバーは 100 μmを示す。HS, heat shock. dpa, days post amputation. 
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Figure3.5.12 発生中の Tg(hsp70l:il1b)の細胞死 

 

(A) ヒートショックのプロトコルの模式図。一時間のヒートショックを 2回行った。

(B) 発生中の Tg(hsp70l:il1b)の TUNEL染色。Tgは全身で細胞死が起きていた。スケ

ールバーは 500 μmを示す。HS, heat shock. dpa, days post amputation. 
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Figure3.5.13 Tg(hsp70l:il1b)の膜ヒレ再生 

 

(A) Tg(hsp70l:il1b)の膜ヒレ再生。Tg(hsp70l:il1b) において膜ヒレ再生の阻害が見られ

た。点線は膜ヒレの輪郭を、破線は切断面を示している。図はヒートショックのプロ

トコルを示している (B) (A)の再生した長さの定量解析。エラーバーは標準誤差を示

す。統計的有意差は Student’s t-testにより求めた。***p < 0.001.スケールバーは 100 

μmを示す。HS, heat shock. dpa, days post amputation. 
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Figure3.5.14 spi1b, csf3r, irf8 MOの活性評価 

 

 

(A) spi1b, csf3r モルファントの Sudan back染色。spi1bと csf3r モルファントは好中

球数の減少を示した。スケールバーは 300 μmを示す。(B) (A)の尾部領域における好

中球数の定量解析。(C) irf8モルファントの ISH解析。irf8モルファントにおいて、グ

リア細胞マーカーである apoeb の発現が消失していた。スケールバーは 100 μmを示

す。エラーバーは標準誤差を示す。統計的有意差は Student’s t-test により求めた。

***p < 0.001.   
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Figure3.5.15 ミエロイド細胞のノックダウンの細胞死への影響 

 

(A) spi1b, csf3r,irf8モルファントの TUNEL染色。spi1b モルファントと irf8 モルフ

ァントにおいて細胞死の増加が検出された。スケールバーは 100 μmを示す。 (B) (A)

の括弧で示された再生領域における細胞死の定量解析。エラーバーは標準誤差を示

す。統計的有意差は Student’s t-testにより求めた。***p < 0.001. N.S., not significant. 

hpa, hours post amputation.  
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Figure3.5.16 ミエロイド細胞のノックダウンの il1bの発現への影響 

 

 

(A) spi1b, csf3r,irf8モルファントの ISH解析。切断 3時間後は、コントロールを含む

全てのモルファントにおいて il1bの発現が検出されたが、切断 6時間後は spi1b モル

ファントと irf8 モルファントにおいてのみ、il1bの発現が検出された。スケールバー

は 50 umを示す。 (B) (A)における ISH解析の定量化。il1bの発現の強さ、領域に従

って Strong, Medium, Weak, Noneの 4つのグループに分類した。Strong は膜ヒレ全

体での強い発現した胚、Mediumは膜ヒレの一部で強い発現、Weakは膜ヒレの一部で

弱い発現、Noneは発現なしを示す。2回以上の独立した実験を元に作成され、それぞ

れのサンプル数は 16以上である。hpa, hours post amputation,   
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Figure3.5.17ミエロイド細胞と il1bのダブルノックダウン実験 

 

 

 

(A) spi1bと irf8モルファントの TUNEL染色。sp1b MOまたは irf8 MOに加えて il1b 

MOをインジェクションされた胚では、std MO をインジェクションされた胚に比べて

細胞死の数が減少した。また、Dexを投与された spi1bと irf8モルファントにおいて

も、DMSOを投与された胚に比べて細胞死の数が減少した。スケールバーは 100 μm

を示す。(B) (A)の spi1bモルファントにおける、括弧で示された再生領域における細

胞死の定量解析。(C) (A)の irf8モルファントにおける、括弧で示された再生領域にお

ける細胞死の定量解析。エラーバーは標準誤差を示す。統計的有意差は Student’s t-

testにより求めた。***p < 0.001. hpa, hours post amputation.    
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Figure3.5.18 Dexを投与された胚の膜ヒレ再生 

 

 (A) Dexを投与された胚における膜ヒレ再生。Dexの投与は膜ヒレ再生を阻害した。

スケールバーは 100 μmを示す。(B)(A)における再生した膜ヒレの長さの定量解析。

(C) Dexを投与された胚における BrdUの取り込みによる細胞増殖の解析。BrdUの取

り込みは切断後 0時間から 24時間まで行った。 スケールバーは 50 μmを示す。(D) 

(C)の括弧で示された再生領域における細胞増殖の定量解析。(E) Dexを投与された胚

における ISH解析と、fgf20aの発現。Dexを投与された胚において junbaの発現の著

しい減少が観察された。また、fgf20aのレポーターTgである HGn21Aにおいて、Dex

の投与は EGFPの減少を誘導した。スケールバーは 50 μmを示す。エラーバーは標準

誤差を示す。統計的有意差は Student’s t-test により求めた。***p < 0.001. dpa, days 

post amputation, hpa, hours post amputation. 
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 Figure3.5.19 il1bノックダウン胚の膜ヒレ再生 

 

(A) il1bモルファントにおける膜ヒレ再生。il1b ノックダウンは膜ヒレ再生を遅延させ

た。スケールバーは 100 μmを示す。 (B)(A)の再生した長さの定量解析。(C) il1bモル

ファントにおける BrdUの取り込みによる細胞増殖の解析。BrdUの取り込みは切断後

0時間から 24時間まで行った。 スケールバーは 50 μmを示す。(D) (C)の括弧で示さ

れた再生領域における細胞増殖の定量解析。(E) il1bモルファントにおける ISH解析

と、fgf20aの発現。Il1bモルファントにおいて Junbaの発現の著しい減少が観察され

た。また、fgf20aのレポーターTg である HGn21Aにおいて、il1b MOは EGFPの発

現を減少させた。スケールバーは 50 μmを示す。エラーバーは標準誤差を示す。統計

的有意差は Student’s t-testにより求めた。***p < 0.001. **p < 0.01, dpa, days post 

amputation, hpa, hours post amputation.  
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Figure3.5.20 Tg(hsp70l:il1b)における再生関連遺伝子の発現 

 

 

(A) Tg(hsp70l:il1b)におけるヒートショック実験の模式図。固定前に 2度ヒートショッ

クを行った。(B) Tg(hsp70l:il1b)における ISH解析。膜ヒレを切断していない

Tg(hsp70l:il1b)において、fn1b、 junba、 junbbの発現が誘導された。スケールバー

は 50 μmを示す。 
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Figure3.5.21 Tg(hsp70l:il1b)における尾ヒレの再生 

 

(A) Tg(hsp70l:il1b)におけるヒートショック実験の模式図。一日に 2度ヒートショック

を行い、5 dpaの時点で観察、固定した。 (B) Tg(hsp70l:il1b)における尾ヒレの再生。

Il1bの過剰な発現は再生を阻害した。破線は切断部位を示す。スケールバーは 1 mm

を示す。 (C) (B)における再生したヒレの長さの定量解析。青い矢印が示す、端から 3

つ目の鰭条の再生領域を測定した。 (D) Tg(hsp70l:il1b)における TUNEL染色。

Tg(hsp70l:il1b)において、細胞死の増加が検出された。破線は切断部位を示す。スケー

ルバーは 50 μmを示す。(E) (D)の括弧で示された再生領域における細胞死の定量解

析。エラーバーは標準誤差を示す。統計的有意差は Student’s t-test により求めた。

***p < 0.001. dpa, days post amputation,  
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Figure3.5.22まとめ 

 

(A-D) 膜ヒレ再生中のマクロファージと il1bの機能についての模式図。(A and B) 組織

の傷害が上皮細胞における il1bの発現を誘導する。il1bは上皮細胞もしくは間葉細胞

における fn1b, junba, junbb, fgf20a等の再生関連遺伝子の発現を誘導する。(C) il1bの

発現はマクロファージの抗炎症因子の分泌によって抑制される。(D) マクロファージ

が存在しない場合、il1bの発現が延長し、再生細胞におけるアポトーシスが誘導され

る。 
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第 4章 結言 

多細胞生物が持つホメオスタシス機構の解明は、現代生物学における最も大きな挑

戦の一つである。組織が損傷を受けた際に、その恒常性を保つために行われる再生現

象のメカニズムを明らかにすることは、生物の器官形成の理解を促し、再生医療の発

展に貢献するだろう。 

ゼブラフィッシュは優れた組織再生能力を持つことから、再生メカニズムを研究す

るためのモデル生物として広く用いられてきた。近年の目覚しい遺伝子改変技術の進

歩により、よりいっそう研究に用いられるだろう。 

第 2章において、cloの再生不全表現型の解析を行ったことで、再生細胞はアポトー

シスに対する感受性が高く、維持するためには再生細胞生存因子を受け取る必要があ

ることを明らかにした。また、その再生細胞生存因子はミエロイド細胞によって分泌

され、熱耐性をもち、常に体液中に存在することが示唆された。 

第 3章では、cloの細胞死の原因が、炎症促進性サイトカインである il1bの過剰な発

現によるものであり、野生型では、マクロファージが何らかの分子を介して il1bの発

現を抑制していることを明らかにした。一方で、il1bの発現は迅速な膜ヒレ再生に不

可欠なものであり、再生関連遺伝子の発現を誘導することが明らかになった。 

本研究により、再生細胞が他の細胞と異なる、独自の生存機構を持つという概念が

初めて提唱されたことに加え、再生における炎症反応および Il1bシグナルの重要性が

明らかになり、組織再生機構の解明に向けて一歩前進することができた。また、Il1b

シグナルを制御するメカニズムの解明を通じ、自己炎症性疾患の発症機序の解明およ

び治療方法の開発への発展が期待される。 
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第 5章 実験手法 

ゼブラフィッシュの飼育 

ゼブラフィッシュは野生型として TL系統を用い、cloは Max Planck Institute の

Didier Stainier教授から分与していただいたm39系統と、la1164系統を用いた。tal1

は Children’s Hospital Boston の Leonard Zon教授から分与していただいた t21384

系統を用いた。vlad tepes変異体は筑波大学の小林麻己人講師から分与していただい

た m651系統を用いた。Tg(fli1:egfp; gata1:rfp)は京都大学の瀬原淳子教授から分与し

ていただいた系統を用いた。HGn21A系統は東北大学の阿部玄武助教から分与してい

ただいた系統を用いた。tp53変異体は Zebrafish International Resource Center から分

与していただいた zdf1系統を用いた。ET37系統はシンガポールの Institute of 

Molecular and Cell Biologyから分与していただいた系統を用いた。BAC 

Tg(il1b:egfp)、Tg(hsp70l:il1b)、Tg(Olactb:loxP-dsRed2-loxP-egfp) は我々の研究室で

作成された系統を用いた。 

ゼブラフィッシュは再循環システムにより維持し、照明は明 14時間、暗 10時間の

周期に調整し、28.5℃で飼育した。胚の飼育水として、egg water (0.06% artificial 

marine salt, 0.0002% methylene blue)を用いた。ISHや Sudan black 染色を行う際

は、色素の合成を防ぐために 0.003% phenylthiourea (PTU)を含んだ egg waterで受精

1日後から飼育した。 

 

尾ヒレ・膜ヒレの切断と膜ヒレの傷害 

膜ヒレの切断には受精 2-2.5日後の胚を用いた。尾ヒレの切断には受精後 80日以降

の成魚を用いた。0.05% Tricaine (3-amino benzoic acidethylester; Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO) で麻酔し、解剖用メスを用いて切断した。膜ヒレの切断は、脊索末端とそ

の延長線上の膜ヒレ末端の中間で行った。尾ヒレの切断は中央の鰭条の長さが半分に
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なるように行った。膜ヒレ再生領域の定量化は、脊索末端からその延長線上の膜ヒレ

の先端までを測定した。尾ヒレ再生領域の定量化は、尾ヒレの端から 3つ目の鰭条の

延長線上のヒレの先端までを測定した。膜ヒレの傷害は、直径 50 μmのガラスキャピ

ラリーを用いて行った。 

 

TUNEL染色 

胚を 4% paraformaldehyde (PFA)/phosphate buffered saline (PBS) に浸し、4℃で一

晩または室温で 2時間固定した。固定後、0.1% Triton X-100/PBS (PBTx)で洗浄し、

段階的にMethanol (MeOH)に置換した。100% MeOHに置換した胚は-30℃で保存し

た。脱水した胚を PBTxに再置換し、10 μg/ml Proteinase K (ProK)/PBTxを加え、室

温にて 5分間転倒撹拌した。その後、PBTxで洗浄し、4% PFAで再固定を室温で 20

分間行った。直前に作製した 0.1% sodium citrate/0.1% Triton X-100/H2O溶液に置換

し、氷上で 15分間静置した。その後、PBTxで洗浄を行い、TUNEL反応溶液 

(labeling mix:enzyme solution = 9:1)を 40μl加え、37℃で一時間半静置した。PBTxで

洗浄を行った後、2.5% Triethylenediamine (DABCO)/80% glycerolに置換し、スライ

ドガラス上にマウントし、共焦点顕微鏡(FV-1000, Olympus, Tokyo, Japan)で観察し

た。 

 

BrdU染色 

BrdUを終濃度 5mMになるように飼育水に溶かし、飼育した。ラベル終了後、胚を

4% PFAに浸し、4℃で一晩または室温で 2時間固定した。固定後、PBTxで洗浄し、

段階的にMeOHに置換した。100% MeOHに置換した胚は、-30℃にて保存した。脱

水した胚を PBTxに置換し、10 μg/ml ProK/PBTxを加え、室温にて 5分間転倒撹拌し

た。その後、PBTxで洗浄し、4% PFAで再固定を室温で 20分間行った。0.1% Triton 
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X-100/H2Oで洗浄した後、2N HCl/0.1% Triton X-100を 37℃で 1時間処理した。その

後、胚を Blocking buffer (5% serum, 0.2% BSA)中で 2時間インキュベートし、anti-

BrdU antibody (Roche, Basel, Switzer land)を Blocking buffer に 1000倍希釈し、4℃で

一晩反応させた。PBTxで抗 BrdU抗体を洗浄し、その後、Alexa Fluor 488/568 

antibody (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)を Blocking buffer に 1000倍希釈

し、4℃で一晩反応させた。PBTxで二次抗体溶液の洗浄を行い、2.5% DABCO/80% 

glycerolに置換し、スライドガラス上にマウントし、共焦点顕微鏡で観察した。 

 

阻害剤処理 

阻害剤は Dimethyl sulfoxide (DMSO)に溶かし、-30℃にて保存した。使用時は飼育

水に溶かして目的の濃度に調整した。コントロールには、DMSO を同量加えた飼育水

を使用した。膜ヒレを切断する 1時間以上前から阻害剤の投与を開始した。 

用いた阻害剤を以下に示す。  

100μM Aphidicolin (Wako, Osaka, Japan) 

5 μM PTK787 (JS Research Chemical Trading E. Kfm., Wedel, Germany) 

100μM Dexamethasone (Sigma-Aldrich) 

 

Whole-mount ISH 

サンプルを 4% PFAに浸し、4℃で一晩固定した。その後、0.1% Tween 20/PBS 

(PBT)で洗浄し、段階的に MeOHに置換した。100% MeOHに置換した胚は-30℃で保

存した。脱水した胚を段階的に PBT に置換して再水和させた後、サンプルが尾ヒレの

場合は 20分間、膜ヒレ、外植体の場合は 5分間、2 dpfの胚の場合は 20分間、10 

μg/ml ProK/PBT で処理し、PBTで洗浄した。4% PFAを用いて再固定を室温で 20分

間行った後、PBT で洗浄した。その後、Hybridization Buffer (HB)に置換し、65-70℃
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で 2時間以上プレハイブリダイゼーションを行った。続いて Digoxigenin (DIG)標識し

たアンチセンス RNAプローブ約 1 μg/ml含む HBに置換し、65-70℃でハイブリダイ

ゼーションを一晩行った。その後、HB/2x Saline Sodium Citrate (SSC)混合溶液(75%, 

50%, 25%)で洗浄し、続いて 2xSSC,と 0.2xSSCによる洗浄を行った。以後はサンプ

ルを室温に戻し、0.2xSSC/PBT 混合溶液(75, 50, 25%)で洗浄を行い、続けて PBT に

置換した。Blocking buffer で、室温にて 2時間転倒撹拌した後、Alkaline Phosphatase 

(AP)標識抗 DIG抗体を Blocking bufferに 1000倍希釈し、4℃で一晩、抗体反応を行

った。その後、PBT で洗浄を行い、NTMT buffer (50mM MgCl2, 0.1M Tris-HCl, 0.1M 

NaCl, 0.1％ Tween20)で洗浄を行った後、450 μg/ml nitro blue tetrazolium (NBT), 175 

μg/ml 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate (BCIP)/NTMT buffer に置換し、室温、遮

光条件下で発色反応を行った。なお、il1bの染色の際は 5% polybinyl alcohol/NTMT 

bufferを用いた。 発色後、PBTにより数回洗浄し、4% PFAに置換することで発色反

応を停止した。発色後の胚は 80% glycerolに置換し、光学顕微鏡を用いて観察した。 

 

切片の作成 

サンプルを 20% スクロース/PBSに室温で 1時間または 4℃で一晩静置した後、

Tissue-Tek compound (Sakura Finetek, Torrance, CA)に 包埋し、-30℃で保存した。

凍結したサンプルは、クリオスタットで 10-16 μmでスライスした。 

 

免疫染色 

胚を 4% PFAに浸し、4℃で一晩または室温で 2時間固定した。固定後、PBTxで洗

浄し、段階的にMeOHに置換した。100% MeOHに置換した胚は、-30℃で保存し

た。脱水した胚を PBTxに置換し、Blocking bufferを加え、室温にて 2時間転倒撹拌

した。続いて、１次抗体 anti-E-cadherin antibody (1:1000; BD Bioscience, Franklin 

Lakes, NJ), anti-p63 antibody (abcam, Cambridge, UK), anti-caspase-3 active form 
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antibody (Takara Bio, Tokyo, Japan), anti-dsRed antibody (Takara Bio), anti-EGFP 

antibody (Nacarai Tesque, Kyoto, Japan)を Blocking buffer に 1000倍希釈し、4℃で一

晩もしくは室温で二時間置換することで、抗体反応を行った。PBTxで一次抗体溶液

の洗浄を行い、蛍光標識された二次抗体溶液(anti-rabbit Alexa488/568 (1/1000), anti-

mouse Alexa488/568 (1/1000) anti-rat Alexa488)を加え、4℃で一晩もしくは室温で 2

時間の抗体反応を行った。PBTxによる洗浄を行った後、DABCO/80% glycerolに置換

し、スライドガラス上にマウントした後、共焦点顕微鏡で観察した。 

 

MOs、mRNA インジェクション 

MOs (Gene Tools, Philomath, OR)は 0.3×Danieau buffer (17 mM NaCl, 2 mM KCl, 

0.12mM MgSO4, 41.8 mM Ca(NO3)2, 21.5mM HEPES, pH7.6)に 1 mMの濃度にして

溶かし、-30℃で保存した。 pronase (Roche)処理をして、卵膜を除去した 1-2細胞期

の受精卵にインジェクションした。インジェクション後の胚は 2 dpf まで、10,000 

units/ml penicillin Gと 10 mg/ml streptomycin sulfate を含む 0.3 × Niu-Twitty 

Solutionで飼育した。 

用いたMOとその配列を以下に示す。 

tnnt2a MO: 5’-CATGTTTGCTCTGATCTGACACGCA-3’ 

irf8 MO: 5’-AATGTTTCGCTTACTTTGAAAATGG-3’  

csf3r MO: 5’-ATTCAAGCACATACTCAC-TTCCATT-3’  

spi1b MO: 5’-GATATACTGATACTCCATTGGTGGT-3’  

il1b MO: 5’-CCCACAAACTGCA-AAATATCAGCTT-3’ 

std MO: 5’-CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA-3’  

また、mRNA (egfp-zbcl2)は、Harvard Universityの Thomas A. Look 教授からいただ

いた、pCS2-egfp-zbcl2 ベクターからmMessage Machine kit (Thermo Fisher 

Scientific)を用いて合成し、0.5 μg/μlの濃度に調整し、pronase処理により卵膜を除去

した 1-2細胞期の受精卵にインジェクションした。 
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UV照射 

飼育シャーレ中の飼育水をできるだけ除き、胚に Stratalinker® UV corsslinker 

(Agilent Technologies, Santa Clara, CA)で 340 mJ/cm2の UVを照射し、切断 12時間

後に 4% PFAで固定した。 

 

細胞移植 

 受精直後の卵を、pronase処理により卵殻を除去し、10,000 units/ml penicillin 

Gと 10 mg/ml streptomycin sulfate を含む 0.3×Danieau bufferで飼育した。ドー

ムステージまで発生が進んだところで、ドナー胚の細胞塊内に直径 30-50 μmガラス

針の先端を差し込み、数十の細胞を抜き取り、同じくドームステージのホスト胚へと

移植した。移植後の胚は 10,000 units/ml penicillin Gと 10 mg/ml streptomycin 

sulfate を含む 0.3×Danieau bufferで飼育した。 

 

Sudan black B染色 

  胚を 4% PFAに浸し、室温で 1時間固定した。その後、PBSで洗浄し、0.03% 

Sudan black b staining reagent (Sigma-Aldrich)を加え、室温で 20分間反応させた。

70% エタノールで数回洗浄した後、PBT に置換した。最後に 80% glycerolに置換

し、光学顕微鏡で観察した。 

 

尾部外植体の培養と Acridine Orange 染色 

 L-15 medium中で、受精後 2-2.5日目の胚の肛門の尾部側と膜ヒレをメスで切断

し、尾部外植体を作成した。その後、L-15 mediumで数回洗浄した後、10% FBS, 

10,000 units/ml penicillin G、10 mg/ml streptomycin sulfate を含む L-15 
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mediumで培養した。培養には 96穴の wellに 100 μlの培養液を加え、１ wellあたり

７つの外植体を 12時間培養した。 

Acridine Orange 染色は培養液を除き、新たに 5 μg/ml Acridine Orange (Sigma-

Aldrich)/L-15 mediumを加え、暗所で 30分間、室温にて静置した。L-15 medium で 5

分間×3回洗浄した後、スライドガラス上にマウントし、共焦点顕微鏡で観察した。 

 

胚抽出液  

 受精後 2-3日の胚を集め、PBSで洗浄した後、L-15 mediumを加えた。ホモジェナ

イザーで胚を粉砕した後、4℃、10000rpmで 10分間遠心を行った。上清を回収し、

再び L-15 medium を加え、懸濁した。先に述べた条件でもう一度遠心を行った後、上

清を回収し、先に回収したものと合わせた。回収した抽出液は細孔サイズが 0.45μm

のフィルター(Millex; HV13, Merck Millipore, Billerica, MA)でろ過し-30℃で保存し、実

験の際は 1 個体/μlの濃度で使用した。熱処理は胚抽出液を 80℃で 20分間処理し、

4℃、10000rpmで 10分間遠心を行い、その上清を培養液として使用した。 

 

トランスクリプトーム解析 

 受精後２日目で膜ヒレを切断し、6時間経過した野生型および cloの胚と、切断して

いない野生型の胚を用意し、肛門の尾部側を切断した組織を回収した。その後、でき

るだけ飼育水を除き、すばやく-80℃にて保存した。RNAの抽出には TRIzol (Thermo 

Fisher Scientific)をメーカーの説明書に従って用いて、RNAを抽出した。RNAシーケ

ンスの解析は Takara Bioに依頼した。簡単には、TruSeq RNA sample preparation kit 

(Illumina, San Diego, CA)を用いて、精製され断片化された PolyA+ RNAを各種 3 μg

用意し、それぞれの cDNAを合成した。cDNAはアダプター配列と結合され、PCR 

(15 サイクル)を行い増幅され、シーケンス解析(Illumina HiSeq2000)に用いられた。得
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られたシーケンスのリード数はWT uncut が 60927373、 WT 6 hpaが 59284653 、

clo 6 hpaが 58507894 であった。得られた配列は Bowtie software (version 

0.12.7)[134]を用いて、zebrafishの Reference sequenceにマッピングされた。それぞ

れの遺伝子発現量は ERANGE software (version 3.2)[135]を用いて、RPKM (reads per 

kilobase of exon model per million mapped reads)として標準化された。 

 

RT-PCR 

野生型または cloの肛門の尾部側を切断した組織から、TRIzol (Thermo Fisher 

Scientific)を用いて RNAを抽出し、さらに、RNeasy kit (Qiagen, Venlo, Netherlands)

を用いて精製した。その後、Thermoscript RT-PCR Kit (Invitrogen)をメーカーの説明

書に従って用いて、cDNAを合成した。プライマーにはランダムヘキサマーを用い

た。続いて、得られた cDNAを 0.1 μg/μlに調製し、−30°Cで保存した。PCRには

Paq5000 DNA polymerase (Agilent Technologies)を用いて増幅し、2% アガロースゲ

ルで電気泳動をした。RT-PCRに用いたプライマーの配列を以下に示す。 

actb1 forward: 5’-ATGGATGAGGAAATCGCTGCCCTGGTCGTTGACAA-3’ 

actb1 reverse: 5’-AGAGAGAGCACAGCCTGGATGGCCACATACATGGC-3’ 

il1b forward: 5’-GCAGAGGAACTTAACCAGCT-3’ 

il1b reverse: 5’-TGCCGGTCTCCTTCCTGA-3’ 

 

LPS インジェクション 

Salmonella typhosa (Sigma-Aldrich)由来の LPSを、10 mg/ml になるように水に溶

かし、 −30°Cで保存した。LPS (5 mg/ml)と phenol red (0.5 %)を含む溶液を、胚の心

臓の空洞部分にインジェクションした。 

 

Tg ラインの作成  

Tg(hsp70l:mCherry-2a-il1b)を作成するためのコンストラクトは、
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pT2(hsp70l:mCherry-2a-creERt2) [62]の creERt2配列を il1b カセットに入れ替えるこ

とで作成した。il1bカセットは il1b配列の 125-273アミノ酸部分を PCRによって増幅

した。 human il1b receptor antagonist [121]のシグナル配列と HA tag 配列 をそれぞ

れ N末と C末に付加した。下のプライマー配列中の下線部がそれぞれの配列を示

す。  

il1b forward: 5’-

GCTAGCATGGAAATCTGCAGAGGCCTCCGCAGTCACCTAATCACTCTCCTCCTCTT

CCTGTT-CCATTCAGAGACGATCTGCAAAAACGTCTTGCAATGCACGATTTGCG – 3’ 

il1b reverse: 5’-

AGATCTCTAAGCGTAGTCTGGGACGTCGTATGGGTAGATGCGCACTTTATCCTGCA

GCTCGA-AG– 3’ 

コンストラクト(250 ng/μl)は、pronase処理をして、卵膜を除去した 1-2細胞期の

受精卵に、transposase mRNA (25 ng/μl)とともにインジェクションした。F0世代の魚

をWTと交配させ、得られた胚をヒートショックし 、mCherryの蛍光を観察すること

によりスクリーニングした。 

BAC Tg(il1b:egfp)を作成するために、iTol2 カセットを BAC cloneである CH211 

147H23に、BAC recombineering [59]によって導入した。その後、egfp-ntr カセット

[136]を il1b遺伝子の開始コドン部分に挿入した。BAC DNA (125 ng/μl)と transposase 

mRNA (25 ng/μl)の混合液 1 nlを受精卵にインジェクションした。Tg(il1b:egfp)は、

crystalline alpha promoter によって誘導される、レンズの EGFPの発現によってスク

リーニングした。 

 

統計処理 

棒グラフのデータは平均値±標準誤差で示した。統計解析はMicrosoft Excel 2013を

用いて行った。統計的有意差はp<0.05を基準としてStudent’s t-testを用いた。 
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