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第１章  序 論 

1.1 多細胞化と再生能力 

地球 46 億年の歴史において，最初の生き物である単細胞生物の出現は比較的早く，今から 36–

38 億年前だと考えられている。はじめて多細胞生物が生まれたのは約 10 億年前だと考えられており 

(Knoll and Nowak, 2017)，物質から生命が誕生するまでにかかった時間の倍以上の時間をかけて，

単細胞生物は多細胞化を果たしたことになる。現在に至るまでの生物多様性の歴史をみると，この多

細胞化というイベントが，どれだけ種の繁栄に重要なものであったかが分かる。 

この多細胞化を経て，生物は細胞ごとに役割分担し，機能を特化できるようになった。そして，単細

胞に比べて高次な機能を獲得することで，あらゆる環境の変化に対して個体の恒常性を維持できるよう

になった。多細胞化によって得た機能の最たる例は再生能力である。すべての多細胞生物は，怪我をし

たことがない人がいない（へその緒の切断から始まる）ように，傷害を受けた細胞や古くなった細胞を新

しい細胞に置き換える（再生する）ことで，一つの個体としてより長く生き残ることを実現している。しか

し，あらゆる多細胞生物が身体をどこでも再生できるわけではなく，再生能力は生物種などによって程

度が異なる。一般的に再生能力は，ヒトなどの高等生物に近づくほど低くなると言われている (Poss, 

2010)。つまり，元来の生物がもっていた再生能力は，生物進化の過程において淘汰されてしまったと

考えられる。もしヒトの祖先動物が再生能力をもっていたのであれば，眠ってしまった再生能力を再活性

化させるだけで，失われた手足を元通りに再生できるようになるかもしれない。 

1.2 生物のもつ再生能力 

 再生能力を知るためには，まず再生できる生物を調べることが基本である。数多くいる生物の中で，

植物は特に優れた再生能力を持っており，適切な環境に置くことで一つの体細胞から新しい個体を生

みだすことができる (Steward et al., 1958; Vasil and Hildebrandt, 1965)。動物では，扁形

動物のプラナリアや刺胞動物のヒドラ，棘皮動物のヒトデが高い再生能力を持っており，体の一部から

全身を再生させることができる (Handberg-Thorsager et al., 2008; Vogg et al., 2019; Wolff 

and Hinman, 2021)。しかし，ヒトデと同じ棘皮動物であるウニは，比較的再生能力は低いことが知

られている (Medina-Feliciano and García-Arrarás, 2021)。節足動物では，不完全変態する

昆虫のゴキブリやコオロギ，甲殻類のエビやカニが肢を再生できる。これら動物の再生は脱皮が鍵であり，

一生脱皮でき，肢を再生できるエビやカニに対して，脱皮をしない成虫のゴキブリやコオロギは，肢を再

生できなくなる (Mariappan et al., 2000; Bando et al., 2018)。脊椎動物では，爬虫類のトカ

ゲが尻尾を再生できると言われているが，再生した尾には骨ではなく軟骨でできた管が形成されるだけで

あり，完全な再生とはいえない (Lozito and Tuan, 2017)。無尾両生類のカエルも，変態前のオタ

マジャクシのときは肢を再生できるが，変態後に肢を切断するとスパイクと呼ばれる棒状の軟骨組織が伸

びてくるに留まる (Suzuki et al., 2006)。一方で，有尾両生類のイモリやアホロートル（ウーパールー

パー）は高い再生能力をもっており，肢や尾だけでなく脳，眼，顎，心臓などを損傷しても再生するこ

とができる (Joven et al., 2019)。哺乳類であるマウスやヒトの再生能力は極めて限定的であり，指

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28560344/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/20838411/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/20838411/
https://www.jstor.org/stable/2439728
https://www.science.org/doi/10.1126/science.150.3698.889
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/18508666/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31676551/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34356079/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34356079/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34977019/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/11022233/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29938767/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27459585/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/17205185/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31332037/
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先や肝臓などの限られた部分しか再生できない (Johnson and Lehoczky, 2022)。しかし，怪我を

すると瘢痕 (scar) が残ってしまうヒトの不完全な皮膚再生とは異なり，同じ哺乳類であるトゲネズミは

大きな皮膚損傷に対して瘢痕を残さずに再生できることが知られている (Madena and Varholick, 

2020)。本研究で使用している硬骨魚類のゼブラフィッシュは，有尾両生類と同等の高い再生能力を

もっており，鰭のほかに脳，眼，心臓，腎臓など様々な器官を再生できる (Marques et al., 2019)。 

 このように，近縁の生物種でも再生能力に差があること，同一種でも再生できる場所とできない場所

があること，発生が進むと再生できなくなったりすることが知られているが，再生メカニズムには未だに多く

の謎が残っている。例えば，なぜ生物・組織によって再生能力は異なるのか，再生した部分の細胞はど

こから来たのか，再生の開始・調節・終了を制御するシグナルは何か，元の形や大きさを細胞はどうやっ

て知るのか，など次々と疑問が浮かんでくる。もし，これらの問いにすべて答えることができれば，再生医

療の更なる発展が期待でき，我々ヒトでも，失われた組織を自由自在に元に戻せる日が来るかもしれ

ない。 

1.3 モデル生物としてのゼブラフィッシュ 

ゼブラフィッシュ (Danio rerio) は，インド原産の熱帯に生息する体長約 5 cm の淡水魚であり，

前述のように優れた再生能力をもつほか，モデル生物としても優れた点をもつ。まず，①飼育や繁殖が

容易な点であり，週に一度の掛け合わせで数百個の卵を産むため，化合物のハイスループットスクリーニ

ングなども可能である (Lessman, 2011)。また，②胚が透明で，個体の発生は体外で進み，器官

形成が約１日と早期に完了すること，③約 17 億塩基対のゲノムが決定されており，ヒトの遺伝子と

70–80%が相同であること (Howe et al., 2013) が挙げられる。さらに，④誘発突然変異体スクリ

ーニングにより同定された変異体が多く存在し (Driever et al., 1996)，遺伝子組換えによる逆遺伝

学的な手法も容易であること (Kawakami et al., 2004)，⑤世代時間が 2–3 か月と短いこと (ア

フリカツメガエルは 1–2 年) なども特徴として挙げられる。鰭については，⑥ヒトの肢の相同器官とされて

いること (Nakamura et al., 2016)，⑦ヒトに比べて組織が単純であり，観察やアクセスがしやすい

こと，⑧比較的短時間である 2 週間ほどで再生できること (イモリの肢は 2 か月以上) が挙げられる。

従って，発生生物学や実験発生学だけでなく，近年めざましく発展している分子生物学や生化学，

遺伝学など，多くの分野を横断して解析が可能なゼブラフィッシュは，他の生物に類を見ない優れた解

析モデルといえる。 

ゼブラフィッシュの発生過程については，ここでは，胚 (embryo)，幼生 (larva)，稚魚 

(juvenile)，成魚 (adult) に分けて記述する (図 1)。受精してから孵化するまでを胚期といい，受

精卵は直径 1 mm ほどであり，胚は受精後 2–3 日 (days post fertilization, dpf) で卵膜 

(chorion) から孵化する。幼生期は，鰭条と呼ばれる鰭の支持体が生え揃うまでを指し，受精後約

2 週間から生えはじめる鰭条は 1 か月ほどで生え揃う。また，幼生尾部において鰭条は，腹側に位置

する特定の領域から形成される。そこから次世代を産める成魚になるまでを稚魚期といい，途中で鱗 

(scale) が生え，体長はおよそ 1 cm から 5 cm にまで成長する。成魚の寿命は 3–5 年ほどだと言わ

れている。 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34312249/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32098790/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32098790/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31540899/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21932435/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23594743/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/9007227/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/15239961/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27533041/
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1.4 ゼブラフィッシュ尾鰭の構造と再生 

 ゼブラフィッシュ成魚の尾鰭 (caudal fin) は，前述の通り，体外で発生が進み，生涯を通じて透

明であることから，個体の発生・再生過程において細胞を追跡するのに適している。また，尾鰭は滑らか

に湾入した V 字形をしており，放射状に伸びた骨組織である鰭条 (fin ray) によって支えられている 

(図 2) (Tu and Johnson, 2011)。鰭条は，尾鰭に 16–18 本あり，鰭条を拡大して観察すると規

則的に節 (joint) が存在し，鰭の先端に向かって数回分岐していることが分かる。鰭条の断面をみる

と，弧を描いた形の hemiray が向かい合わせになっており，間葉 (mesenchyme) が隙間を充たし，

それらを上皮 (epidermis) が覆っている。鰭条の中心には動脈 (artery) が通っており，鰭条間 

(inter-ray) 領域に静脈 (vein) が通っている (図 2)。幼生期の膜鰭 (fin fold) は，尾鰭より単

純な構造をしており，上皮と間葉の間には鰭条骨の代わりに，主にコラーゲン繊維からなるアクチノトリキ

ア (actinotrichia) が放射状に伸びて膜鰭を支えている (図 3) (Kuroda et al., 2018)。 

 鰭 の 再 生 過 程 は 大 き く 分 け て ， ① 傷 上 皮  (wound epidermis) の 形 成  ② 再 生 芽 

(blastema) の形成 ③再生芽細胞の増殖とパターン形成の 3 つのステップからなる (図 4)。鰭の切

断後，まず 1 日で傷口を上皮が覆い，肥厚化した特殊な組織である傷上皮になる。2 日目には，傷

上皮の誘導により，増殖性の細胞集団である再生芽が形成される。その後，再生芽細胞が増殖しな

がら鰭のパターンを再形成し，2 週間ほどで鰭は元通りになる (Yoshinari and Kawakami, 2011)。

このように，再生芽の細胞を増殖させながら残存組織に新たな組織を付け加えていくような再生様式を

付加再生 (epimorphosis) といい，イモリやアホロートルの肢の再生も同じ様式である。対して，プラ

ナリアやヒドラの再生は，形態調節 (morphallaxis) と呼ばれ，残存組織の細胞が脱分化を経て，

断片を小さな個体に再編成した後，成長して元の大きさに戻るという再生様式である。ほかにも，ラット

の肝臓再生では主に代償性肥大 (compensatory hypertrophy) という再生様式がとられる。これ

は残存細胞一つ一つが，肥大することで器官としての機能を補う（代償する）再生様式である。 

1.5 器官再生と位置情報 

 器官・組織の再生において重要なことの一つは，細胞がそれぞれ自分の位置情報 (positional 

information)，つまりは，住所を把握することである。もし，手をつくる細胞が手と腕の住所を勘違い

すると，腕の途中から手が生えてきてしまうことが考えられる。そうならないように細胞は常に自分の置かれ

ている位置を把握し，適した順番で，適した組織を作る必要がある。その位置情報を定める方法として

は，直接的な細胞同士の接触のほか，間接的なモルフォゲン（morphogen）による濃度勾配が知

られている (Huizar et al., 2020)。例えば，拡散性のあるモルフォゲンが組織の片側から分泌され，

もう一方ではモルフォゲンを分解する分子が分泌されているとする。すると，その間にはモルフォゲンの濃度

勾配が形成され，細胞はそのモルフォゲンの濃度に対応した位置を知ることができる。 

位置情報の存在については，ゴキブリの肢の逆挿入再生やイモリの肢移植による過剰肢形成の実験 

(Bryant et al., 1977) な ど か ら 示 唆 さ れ て い る 。 さ ら に ， ア ホ ロ ー ト ル  (Ambystoma 

mexicanum) 四肢の先端側再生芽を基部側切断面に移植する実験から，細胞は元の位置情報を

ある程度記憶していることも分かっている (Nacu et al., 2013)。一方で，ゼブラフィッシュの尾鰭を用

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21571228/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30194970/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21876111/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31794137/
https://www.jstor.org/stable/24954048?seq=7
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23293283/
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いて，先端側再生芽を基部側切断面に移植した実験では，再生した鰭条全体に移植細胞由来の蛍

光が観察された (Shibata et al., 2018a)。つまり，ゼブラフィッシュの尾鰭の基部から先端にかけた位

置情報は記憶されない，もしくは再生芽移植でリセットされるほど弱いことが示唆された。  

1.6 器官再生と細胞系譜 

細胞の位置情報が分かったとして，どこの細胞が増殖して再生部分を形成していくのかは決まっている

のだろうか。有性生殖をおこなう生物の多くは，一細胞の受精卵から発生し，細胞の分裂と分化を経て，

成体まで成長する。このような細胞の分裂と分化，一連の流れをまとめたものは細胞系譜 (cell 

lineage) と呼ばれ，線虫 (Caenorhabditis elegans) では受精卵から成体に至るまで細胞 959

個すべての系譜が明らかになっている (Sulston et al., 1983)。ゼブラフィッシュの鰭再生も同じく，細

胞の分裂と分化を経て進んでいくが，多能性をもつ幹細胞が鰭のどこかに存在し，その細胞が自己増

殖しつつ各細胞に分化することで鰭を再生しているのか，それとも，残存組織の細胞が，同種の細胞

をそれぞれ独立に供給することで鰭を再生しているのだろうか。これらの疑問に答えるには，何らかの方法

で他の細胞と区別し，鰭再生を通じて細胞を追跡する必要がある。 

Tu らは Tol2 転移システムを利用して，ゼブラフィッシュ初期胚の細胞をランダムに緑色蛍光タンパク

質 (GFP)で標識した (Tu and Johnson, 2011)。Tol2 転移システムは，ミナミメダカ (Oryzias 

latipes) 由来の DNA 型トランスポゾン Tol2 を利用したシステムであり，Tol2 の両端にある数百 bp

のシス調節配列に挟まれた部分は，ゲノム上のランダムな位置に挿入される (Kawakami et al., 

2004)。Tu らは，Tol2 配列の間に全身の細胞で GFP 発現を誘導する配列を組み込んだプラスミドを

作製し，transposase mRNA とともにゼブラフィッシュ初期胚に注入した。組み換えられた（標識され

た）細胞では GFP が発現しつづけるため，細胞が絶えるまでは他の細胞と識別できる。初期胚で GFP

標識された細胞は，成魚尾鰭において様々な種類の細胞クローンを形成していた。さらに，鰭再生を

通じてそれらクローンの種類が変わるのか調べたところ，上皮細胞は上皮細胞，繊維芽細胞は繊維芽

細胞，骨を作る骨芽細胞は骨芽細胞のみを生じていた。つまり，通常の鰭再生では，多能性をもつ

幹細胞が再生組織の細胞を全部生みだすわけではなく，既存の細胞が同種の細胞を生みだすこと，ま

た，上皮細胞が線維芽細胞になったり，線維芽細胞が骨芽細胞になったり，分化転換 (trans-

differentiation) することはなく，細胞の運命 (fate) は制限されていることが示唆された。 

Krag らは，全身で GFP を発現しているアホロートルの肢から採取した様々な組織を，通常の個体

に移植することで，肢再生時に移植した細胞がどの細胞種に寄与するのかを調べた (Kragl et al., 

2009)。表皮 (epidermis) や筋肉 (muscle) を移植した場合，再生肢の表皮，もしくは筋肉の

みで GFP 蛍光が観察され，Tu らの結果と同じく，再生時に細胞は同種の細胞だけを再生した。つま

り，移植した細胞は元いた組織のアイデンティティに制限されることを示している。ただし，例外的にアホロ

ートルの真皮 (dermis) は若干の柔軟性が見られ，筋肉には寄与しなかったが，真皮と軟骨の両方

に寄与した。このことは，真皮と軟骨は同じ側板中胚葉由来であり，再生芽において共通の前駆細胞

または組織幹細胞を経由する可能性があることを示唆している。 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29992536/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/6684600/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21571228/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/15239961/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/15239961/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19571878/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19571878/
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1.7 骨と骨芽細胞 

人体において最大の器官は骨であり（総体重の 15–20%，約 10 kg），幼児では 270 個，大

人は 206 個の骨が存在する。骨の機能としては，身体の支持・運動，内臓の保護，造血，聴覚，

カルシウムやマグネシウムの貯蔵，血中 pH の緩衝，内分泌などがあり (Florencio-Silva et al., 

2015)，物理的機能のほかにも生理的機能など，幅広い役割を持つ重要な器官である。ヒトでは，

骨の再生は指先や骨折部分の接着・修復に限られ，骨を大きく欠損すると再生することはできない。し

かし，アホロートルやイモリは肢を欠損しても再生でき，ゼブラフィッシュも鰭を再生できる。従って，これら

の動物は骨再生研究の重要なモデルとなる。 

骨の起源は，今から約 5 億年前に出現した甲冑魚（甲皮類，ostracodermi）に遡るとされ，そ

の名の通り，全身や頭部に鎧のように皮骨（dermal bone）を発達させて身を守っていた。その皮骨

の元となるカルシウム分は海水中に豊富に存在しており，そこで甲冑魚は，体内で過剰となったカルシウ

ム分を，エネルギー源であるリン酸と結合して真皮に沈着させることで，排泄と防御を同時に実現したと

されている (後藤, 1997)。このように，直接骨を形成する方式は膜性骨化 (intramembranous 

ossification) といい，間葉細胞が骨芽細胞に分化して骨化を進める。ヒトでも頭骨や鎖骨などで観

察することができる。椎骨や四肢骨などでは，内軟骨性骨化 (endochondral ossification) といい，

間葉細胞が軟骨細胞に分化し，軟骨原基を形成したところに骨芽細胞が侵入して，軟骨細胞と置換

しつつ徐々に骨化していく方法がとられている。膜性骨化では薄く平たい骨を作ることを特徴としているた

め応用性が低かったが，進化の過程で柔軟に形を変えられる軟骨組織を鋳型に骨化することで太く長

い骨を作れるようになり，それを軸に海中から陸上に進出する原動力になったと考えられている (後藤, 

1997)。 

骨芽細胞 (osteoblast) は骨を形成できる唯一の細胞であり，成熟した骨芽細胞は単核で有糸

分裂像をもたず (楠原, 1978)，寿命は数ヶ月程度であると考えられている (Mizoguchi and Ono, 

2021)。骨芽細胞は，骨の表面に存在し，リン酸 (PO4) とカルシウム (Ca) をヒドロキシアパタイト 

(hydroxyapatite) の形でⅠ型コラーゲン (typeⅠcollagen) が主成分のコラーゲン繊維に沈着，

結晶化させて骨化を進める。その後，骨芽細胞はアポトーシスするか，活動を停止した休止骨芽細胞 

(bone lining cell, BLC) (小澤, 1998) になるか，骨基質に埋もれ骨細胞 (osteocyte) となる 

(Mizoguchi and Ono, 2021)。 

骨芽細胞は，骨を分解（吸収）する破骨細胞 (osteoclast) とともに，常に骨を代謝・リモデリン

グしており (Berendsen and Olsen, 2015)，骨を形作るときだけでなく恒常的に補充される必要が

ある。その骨芽細胞の供給源としては，休止骨芽細胞 BLC の再活性化，骨芽細胞の脱分化 (de-

differentiation)，骨髄間質細胞 (bone marrow stromal cell) からの分化 (Charbord, 

2010) が挙げられる。骨芽細胞の脱分化は，骨芽細胞が一旦脱分化して増殖能を取り戻し，分裂

しながら骨芽細胞に再分化 (re-differentiation) することで骨芽細胞を供給する経路である 

(Knopf et al., 2011)。最近では，軟骨の成長板 (growth plate) に存在する骨格幹細胞 

(skeletal stem cell) が骨芽細胞に分化できること (Mizuhashi et al., 2018; Hallett et al., 

2019)，軟骨膜細胞 (perichondrial cell) や肥大軟骨細胞 (hypertrophic chondrocyte) 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26247020/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26247020/
https://doi.org/10.3951/sobim.21.157
https://doi.org/10.3951/sobim.21.157
https://doi.org/10.3951/sobim.21.157
https://doi.org/10.2508/chikusan.49.843
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34213032/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34213032/
https://doi.org/10.2186/jjps.42.359
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34213032/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26453494/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/20565251/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/20565251/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21571227/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30401834/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31795305/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31795305/
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が骨芽細胞に分化転換できることも示されており (Maes et al., 2010; Yang et al., 2014；

Giovannone et al., 2019)，骨芽細胞の新たな供給源とされている。個体発生における骨芽細胞

の起源としては，外胚葉由来の神経堤 (neural crest) や中胚葉由来の硬節 (sclerotome)，

側板中胚葉 (lateral plate mesoderm) が知られており (Tani et al., 2021)，神経堤は頭部

骨格，硬節は椎骨，側板中胚葉は四肢骨の形成に寄与するとされている。このように，骨芽細胞には

複数の供給源・起源があることから，硬い骨を作る能力は比較的柔軟に獲得できる形質だと考えられる。 

1.8 ゼブラフィッシュ骨芽細胞の系譜解析 

ゼブラフィッシュは生涯を通じて身体が透明で観察しやすく，遺伝子組換え体 (transgenic 

zebrafish, Tg) の作製も容易であることから，細胞を追跡して系譜を解析するのに適している 

(Shibata et al., 2018b)。そこで Knopf らは，Tg を用いて，尾鰭が再生する際の骨芽細胞はどこ

から供給されるのか調査した (Knopf et al., 2011)。使用した Tg は骨芽細胞で差次的に発現する

3 つの遺伝子 runx2 (cbfa1), osterix (sp7), osteocalcin (bglap) の制御下に蛍光タンパク質

のコード配列を導入したものであり，遺伝子の発現変動を蛍光強度でモニターできる。マウスにおいて

Runx2 (Runt-related transcription factor 2) は前骨芽細胞 (preosteoblast) のマーカー，

Osterix は骨芽細胞の中期分化マーカー，Osteocalcin は後期分化マーカーとされている (山田・林, 

2006)。作製された Tg の尾鰭を観察すると，マウスと同様に runx2 はほとんど発現していなかったが，

osteocalcin は強く発現していた (Knopf et al., 2011)。次に鰭を切断すると，osteocalcin の発

現は徐々に低下していったのに対し，runx2 の発現は切断後 2 日目から急上昇した。さらに，骨芽細

胞で DNA 合成 (有糸分裂) が観察されたこと，骨芽細胞の追跡によって骨芽細胞は骨芽細胞のみ

を生み出したことから，骨芽細胞はその系統を維持したまま一時的に脱分化して増殖し，再生鰭の新

たな骨芽細胞を生みだすことが示された。 

それでは，細胞の運命は完全に制限されているのだろうか。そうであれば既存の骨芽細胞をすべて取

り除いた状態で鰭を切断した場合，骨ならびに鰭は再生できなくなると考えられる。そこで Singh らは，

NTR/MTZ システムを用いて，鰭条骨の osterix (sp7) 陽性骨芽細胞を遺伝学的に除去した後に，

鰭を切断した。すると，骨芽細胞が除去された鰭であっても再生が進んだだけでなく，対照群と同じ速

度で再生した。さらに，鰭の残存部分に骨芽細胞がいないにもかかわらず，再生部分には骨芽細胞が

どこからともなく出現していた (Singh et al., 2012)。すなわち，既存の骨芽細胞の脱分化以外に骨

芽細胞を供給できる細胞の存在が示唆された。NTR/MTZ システムは，還元酵素 NTR 

(nitroreductase) が無毒な低分子化合物 MTZ (metronidazole) を細胞毒性のある物質に変

えることで細胞を特異的に除去 (ablation) するシステムである。 

Singh らによって示唆された骨芽細胞の供給源の一つとして，骨芽前駆細胞 (osteoblast 

progenitor cell, OPC) が Ando らによって同定された (Ando et al., 2017) (図 5)。非切断時

の OPC は，鰭条関節 (joint) に局在する matrix metalloproteinase 9 (mmp9) 陽性，sp7

陰性の細胞である。鰭再生時には，切断面近くの関節にいる OPC が自己増殖して，再生部分の鰭

条関節を形成しつつ，新たに sp7 陽性の骨芽細胞や休止骨芽細胞 (BLC) を産生していた。また，

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/20708594/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25092332/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30785394/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33573345/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29615465/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21571227/
https://doi.org/10.11239/jsmbe.44.490
https://doi.org/10.11239/jsmbe.44.490
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21571227/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/22516203/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29103952/
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再生芽（間葉）移植実験から，OPC は除去しても近くの間葉細胞 (mesenchymal cell) によっ

て補充されること，体節移植実験から鰭条の OPC や骨芽細胞，間葉細胞は体節に由来することが明

らかになった (Ando et al., 2017)。以上のことから，OPC や間葉細胞は鰭条に維持されており，骨

芽細胞の産生を支えていることが示された。 

1.9 本研究の目的と結果の概要 

マウスの研究によって，骨格の重要な構成成分である骨芽細胞や軟骨細胞は，骨格幹細胞 

(SSC) や骨髄間質細胞 (BMSC) などの間葉細胞によって供給されることが分かっている。ゼブラフィッ

シュにおいても，骨芽細胞が骨芽前駆細胞 (OPC) や付近の間葉細胞によって供給されることが分か

っている。しかし，これら骨格の細胞を供給する間葉細胞の起源や系譜関係について，個体の発生過

程を通じた一貫した解析はできていない。そこで本研究では，ゼブラフィッシュ尾鰭を形成する間葉細胞

について生涯を通じて追跡し，間葉細胞，骨芽細胞，軟骨細胞の系譜関係を一貫して解析すること

を目的とした (図 6)。 

 その結果，本研究では，以下の点を明らかにした。 

➀鰭を形成する間葉細胞には，3 つの系譜，骨芽系譜，軟骨芽系譜，混合系譜が存在すること 

②骨芽細胞産生にコミットした骨芽系間葉細胞 (osteogenic mesenchymal progenitor, OMP)，

および軟骨芽細胞産生にコミットした軟骨芽系間葉細胞 (chondrogenic mesenchymal 

progenitor, CMP) が存在すること 

③骨芽系譜，軟骨芽系譜の運命は受精後 1 日までに決定しはじめ，鰭再生を含めた生涯を通じて

互いに変わらず維持され続けること 

骨と軟骨の産生にそれぞれコミットされた間葉細胞 OMP と CMP は，骨格組織の形成と維持，再生

を協調して司る組織幹細胞であると考えられる。これらは，骨・軟骨再生の研究において重要な標的と

なることが期待できる。 

  

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29103952/
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第２章  実験の材料と手法 

2.1 ゼブラフィッシュの系統 

ゼブラフィッシュ (Danio rerio) の野生型として，当研究室で 10 年以上にわたり継代されている

Tübingen 由来の系統を使用した。遺伝子組換えゼブラフィッシュ (Tg) は以下のものを使用した。 

TgBAC(mmp9:EGFP-NTR)tyt207 は，matrix metalloproteinase 9 (mmp9) 遺伝子を含

む細菌人工染色体 (bacterial artificial chromosome, BAC) の CH211-269M15 に，

EGFP-NTR 融合タンパク質をコードした配列 (Grohmann et al., 2009) とメダカ由来トランスポゾ

ンの Tol2 配列を組み込み，transposase mRNA とともに受精卵に注入して作製された (Ando et 

al., 2017)。以後 Tg(mmp9:NTR) とする。この Tg は mmp9 陽性細胞（主に骨芽前駆細胞

OPC）を選択的に除去できる。EGFP (Enhanced green fluorescent protein) はオワンクラゲ 

(Aequorea victoria) から発見された緑色蛍光タンパク質 (GFP) を改変して得られた蛍光タンパク

質である (Zhang et al., 1996)。NTR (nitroreductase) は，大腸菌 (Escherichia coli) で

発現している芳香族ニトロ化合物の還元酵素であり，プロドラッグ metronidazole (MTZ) を細胞毒

性のある物質に代謝する (Bridgewater et al., 1995)。 

Tg(Ola.Sp7:mCherry)tyt209 は，ミナミメダカ (Oryzias latipes) 由来の Sp7 (Osterix) プロ

モーターの制御下で mCherry を発現する Tg であり，骨芽細胞で赤色蛍光を発する (Ando et al., 

2017)。以後 Tg(sp7:mCherry) とする。mCherry はイソギンチャクモドキ (Discosoma sp.) か

ら発見された DsRed を改変して得られた赤色蛍光タンパク質である (Shaner et al., 2004)。 

Tg(Ola.Actb:LOXP-TagBFP-LOXP-EGFP)tyt211 は，メダカ由来β-actin プロモーターの制御

下で TagBFP を発現する Tg であり，未組換え個体ではほぼすべての細胞で青色蛍光を持つ (Ando 

et al., 2017; Yoshinari et al., 2012)。DNA 組換え酵素 Cre によって順向きの loxP 配列に挟ま

れた TagBFP は切り取られ，以降は下流の EGFP を転写・翻訳，緑色蛍光を発するようになる。以後

Tg(actb:BSG) とする。TagBFP はサンゴイソギンチャク (Entacmaea quadricolor) から発見され

た eqFP578 を改変して作られた青色蛍光タンパク質である (Subach et al., 2008)。 

Tg(actb2:LOXP-TagBFP-LOXP-DsRedExpress)sd27 は，Tg(actb:BSG) と同様に，ほぼ

すべての細胞で青色蛍光を発するが，Cre で組み換えられた細胞は DsRed-Express の赤色蛍光を

発する (Kobayashi et al., 2014)。以後 Tg(actb2:BSR) とする。Zebrafish International 

Resource Center (ZIRC) から取り寄せた。DsRed-Express は DsRed を改変して得られた赤色

蛍光タンパク質である (Bevis and Glick, 2002)。 

Tg(cryaa:EGFP, sox9a:Cre-ERt2) は，眼の水晶体で緑色蛍光を発する crystallin alpha A 

(cryaa) :EGFP 配列と，SRY-box transcription factor 9a (sox9a) プロモーターの制御下で融

合タンパク Cre-ERt2 (Feil et al., 1997) を発現する配列を組み込んだ Tg であり，未組換え個体

は眼でのみ緑色蛍光を発する。lox 配列をもつレポーターTg と掛け合わせて組換えを誘導することで，

特定の細胞において遺伝子発現を変えることができる。以後 Tg(sox9a:Cre) とする。組換え効率の

低い Tg を Tg1 (tyt229), 組換え効率の高い Tg を Tg2 (tyt230) とする (Komiya et al., 2024)。 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19712451/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29103952/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29103952/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/8885998/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/8652270/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29103952/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29103952/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/15558047/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29103952/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29103952/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23157381/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/18940671/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25119047/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/11753367/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/9299439/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/38193362/
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2.2 ゼブラフィッシュの飼育と尾鰭切断 

ゼブラフィッシュは明 14 時間，暗 10 時間の照明周期，水温 28.5℃の循環濾過システムで飼育

した。受精後 2 週間までは飼育水に egg water (60 mg/L artificial sea salt, 0.5 mg/L 

methylene blue in water) を使用し，餌はブラインシュリンプの破砕液で培養したゾウリムシと粉餌 

(Gemma Micro ZF 75) を適宜与えた。以後，特に言及しない限り，試薬は Milli-Q 水 (Merck) 

に溶かした。受精後 2 週間以降は循環濾過システムに設置し，2 日間エアレーションして孵化させたブ

ラインシュリンプを朝夜 2 回与えた。成魚は昼に粉餌 (Gemma Micro ZF 300) を追加で与えた。 

尾鰭の切断は受精後 2–10 か月のゼブラフィッシュ成魚を用いた。150 mg/L tricaine (3-

aminobenzoic acid ethyl ester, 東京化成工業) in egg water に移し，しばらくして反射が消

失したのを確認してから，解剖用メスを用いて尾鰭を切断した。その後，飼育水に移して鰓呼吸が再

開したのを確認後，循環濾過システムに戻して尾鰭を再生させた。すべての動物実験は東京工業大学

における実験動物に関する指針に則っておこなった。 

2.3 トランスジェニックゼブラフィッシュの作製 

Tg1(sox9a:Cre-ERt2) は以下の手順で作製した。sox9a 遺伝子を含む BAC CH73-314D5

を鋳型として，sox9a の開始コドンから上流 5 kb を SfiⅠ, FseⅠサイトを付けて PCR で増幅した。こ

の PCR 産物を pCR Blunt II-TOPO ベクター (Invitrogen) に挿入し，コンピテントセル DH5α 

(Takara) に形質転換後，プレートに播いて目的配列をもったコロニーをスクリーニングした。スクリーニン

グしたコロニーは培養後，QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) を用いてプラスミド精製し，イン

サート部分を上記の制限酵素で切り出した。切り出されたインサートは pT2(cryaa:EGFP, 

hsp70l:Cre-ERt2) (tyt232Tg ， 未 発 表 ) の hsp70l プ ロ モ ー タ ー 配 列 と 置 換 し ，

pT2(cryaa:EGFP, sox9a:Cre-ERt2) コンストラクトを作製した。Tg2(sox9a:Cre) は SfiⅠ, 

FseⅠサイトではなく，SfiⅠ, SfiⅠ‘サイトを付けて BAC から PCR された。以降は同様にコンストラクト

を作製した。pT2 はミナミメダカ (Oryzias latipes) 由来の DNA 型トランスポゾン Tol2 の両端部分

を組み込んだプラスミドベクターであり，Tol2 配列の間に組み込んだ配列は transposase によってゲノ

ム上のランダムな位置に挿入される。 

作製したコンストラクトは，35 ng/µL の濃度で注入液に加えられ，野生型の 1-2 細胞期受精卵に

顕微注入された。注入液の組成は，0.2 M KCl, 5 mM HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-

piperazineethanesulfonic acid), 25 ng/µl transposase mRNA, 0.25% phenol red であ

る。コンストラクトの注入前に，採卵した卵を 10 mg/mL pronase (actinase E, 科研製薬) を適

量加えた egg water に移し，28℃でしばらく保温した。卵膜 (chorion) が柔らかくなったことを確認

した後，egg water 入りの洗瓶を用いて水替えしつつ，水流で卵膜を取り除いた。 

コ ン ストラ ク ト 注 入 胚 は founder 0 (F0) 候 補 とし て ， PS/E3 buffer (1 × penicillin-

streptomycin solution, 5 mM NaCl, 0.17 mM KCl, 0.33 mM CaCl2, 0.33 mM MgSO4) 

を入れたガラスディッシュで 3 日間飼育し，以降は通常通り飼育した。F0 候補は，野生型と掛け合わ

せて得られた胚を 2 日間飼育した後，cryaa:EGFP を遺伝子導入マーカーとして眼に緑色蛍光をもつ
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F1 をスクリーニングした。F0 は挿入遺伝子をモザイクにもち，生殖系列 (germline) に遺伝子が導入

された場合のみ，次世代に受け継がれる。つまり，F1 からは全身に挿入遺伝子をもっていることが予想

される。さらに，F1 とレポーターTg を掛け合わせて得られた F2 胚に組換えを誘導し，安定してよく組み

換わる系統を継代した。実験には遺伝子を安定に保持，発現する F2 以降を用いた。 

以下に使用したプライマーを記載した。制限酵素の認識配列は大文字，相同配列は小文字で示し

てある。SfiⅠと SfiⅠ’ は同じ制限酵素で切断されるが，下線部の配列が異なるために出現する粘着

末端も異なる。F, forward primer. R, reverse primer. 

 SfiⅠ sox9a promoter F: 5’-GGCCAGATGGGCCaaccggagcacccagaggaaac-3’ 

 FseⅠ sox9a promoter R: 5’-GGCCGGCCgcgaacaccgtagatggacgatctcag-3’ 

 SfiⅠ’ sox9a promoter R: 5’-GGCCCATATGGCCgcgaacaccgtagatggacgat-3’ 

2.4 Cre–loxP システムによる遺伝子組換え 

 Cre–loxP システムとは，バクテリオファージ P1 由来の DNA 組換え酵素 Cre とその認識配列 loxP 

(34 bp) によって生じる遺伝子組換え反応であり (図 7)，元はファージが大腸菌内でファージゲノムを

環状化するために使用されるシステムである (Abremski and Hoess, 1984)。Cre によって，順向き

の loxP 部位に挟まれた配列は環状に切り出されるが，逆向きの場合は挟まれた配列の向きが可逆的

に反転する。 

本研究で使用したレポーターTg(Ola.Actb:LOXP-TagBFP-LOXP-EGFP) は，メダカ由来 β-

actin プロモーターの制御下に，順向きの loxP で挟まれた TagBFP が存在し，ほぼすべての細胞で

TagBFP が発現して青色蛍光をもつ (Ando et al., 2017; Yoshinari et al., 2012)。Cre Tg と

掛けて組換えを誘導すると，loxP 部位に挟まれた TagBFP のコード配列がほぼ不可逆的に切り出され，

代わりに下流にある EGFP が転写・翻訳されるようになる。以降，β-actin プロモーターによって EGFP が

発現されつづけるため，細胞の増殖・分化後も細胞が絶えるまで緑色蛍光によって追跡でき，細胞系

譜を解析することができる (図 7)。本研究では，Cre によってレポータータンパク質の発現が TagBFP か

ら EGFP に切り替わり，以後 EGFP が発現し続けることを EGFP 標識 (label) されたという。 

Cre Tg で使用した融合タンパク質 Cre-ERt2 (Feil et al., 1997) は，DNA 組換え酵素 Cre と

核内受容体 ERt2 (t2 変異をもった estrogen receptor) からなり，内在性の estrogen による非

特異的活性化が抑えられている。代わりに，外部から投与する tamoxifen 依存的に ERt2 が活性化

し，Cre とともに核内に移行することで遺伝子を組み換えることができる。 

操作としては，まず Cre Tg とレポーターTg を掛け合わせ，Cre と loxP の両遺伝子を併せもつ受精

後 0 日胚を用意した。その後，5 µM 4-hydroxytamoxifen (TAM, Sigma) in egg water に胚

を入れて，1 日間組換えを誘導した。翌日，容器に pronase を適量加えてしばらく保温し，卵膜を

消化した。柔らかくなった卵膜を水替えで除去しつつ，同時に TAM の洗浄もおこなった。 

2.5 イメージングとタイムラプス細胞系譜追跡 

3D ライブイメージングでは，麻酔後の魚を 2%アガロースで作製した台に乗せ，1.5%低融点アガロ

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/6319400/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29103952/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23157381/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/9299439/
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ースを滴下して封入した。サンプルが乾かないよう麻酔液でゲル表面を覆い，共焦点レーザー顕微鏡 

(LSM780, Zeiss) の 40×水浸レンズを使用して観察した。 撮影は Z-stack という手法を用い，焦

点面を変えて積み重ねた約 50–60 枚 (厚さ 50–60 µm) の画像データを取得した。その後，最大

値投影 (maximum intensity projection) 法を用いて，三次元的に被写体を再構築した。細胞

の位置と形状は，合成した光学切片 (optical section) 像を使用して解析した。ソフトウェア は

ZEN 2.3 (Zeiss) を使用した。固定したサンプルの場合は，サンプルをスライドガラスに置いて 80% 

glycerol とカバーガラスで封入してから，20×対物レンズで Z-stack 撮影した。この際，サンプルがつぶ

れないようにビニールテープで適度な厚さの足場を作り，カバーガラスを載せた。 

切片の撮影には共焦点レーザー顕微鏡 (FV-1000, Olympus) の 20×対物レンズを使用した。

一つのサンプルから得られた複数枚の切片はすべて観察し，代表的なものを撮影・掲載した。ソフトは

FV10-ASW 4.2 viewer (Olympus) を使用した。 

タイムラプス細胞追跡や特に記載がない場合は，蛍光実体顕微鏡 (M205FA, Leica) を使用し

た。1 dpf から稚魚期までは，麻酔後に 2%アガロース台に乗せ，数滴の麻酔液とカバーガラスで簡易

的に封入して撮影した。成魚は麻酔後に 2%アガロース台に乗せてそのまま撮影した。2, 3 dpf の魚は，

1 dpf から 30 mg/L 1-Phenylthiourea (PTU, Nacalai) in egg water で飼育し，色素の合成

を阻害した。ソフトは LAS X 3.7.0.20979 (Leica) を使用した。 

2.6 NTR/MTZ システムによる細胞除去 

NTR/MTZ システムは，大腸菌 (Escherichia coli) で発現している芳香族ニトロ化合物の還元

酵素 nitroreductase (NTR, nfsB 遺伝子) が，プロドラッグ metronidazole (MTZ) を細胞毒

性のある物質に代謝するシステムである (Bridgewater et al., 1995)。本研究で使用した

TgBAC(mmp9:EGFP-NTR) は，mmp9 プロモーターの制御下で EGFP と NTR の融合タンパク質

が発現しており，MTZ 処理によって EGFP の緑色蛍光をもった細胞（主に骨芽前駆細胞 OPC）の細

胞死が誘導され，遺伝学的に除去される (Ando et al., 2017)。 

Tg(mmp9:NTR) をもつ成魚を 5mM MTZ (東京化成工業) in E3 に移し，暗所で保管した。

除去が完了するまで MTZ 溶液は 2 日おきに再調製された。水替えの合間に餌としてブラインシュリンプ

を与えた。MTZ 処理後，何度か水替えをおこない，MTZ の残留を抑えた。 

2.7 Whole-mount in situ hybridization 

 Whole-mount in situ hybridization (ISH) は，主に Thisse らの方法に則っておこなった 

(Thisse and Thisse, 2008)。体節期のサンプルは 22℃で一晩保温し，発生を遅らせて採集した。

1 dpf のサンプルは，PTU 入りの飼育水で一晩飼育し，色素の合成を阻害してから採集した。この時，

PTU は原腸形成後 (受精後 10 時間以降) に使用した。卵膜は pronase を使用して除いた。サン

プルは 4% paraformaldehyde (PFA, Sigma) in PBS を用いて 4℃で一晩固定した。PBS 

(phosphate-buffered saline) の組成は 137 mM NaCl, 10 mM Na2HPO4, 2.7 mM KCl, 

1.76 mM KH2PO4 である。その後，PBT (0.1% Tween 20 (polyoxyethylene sorbitan 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/8652270/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29103952/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/18193022/
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monolaurate) in PBS) で洗浄，MeOH で脱水後，−20℃で保存した。 

次に，脱水したサンプルを段階的に PBT で再加水し，10 µg/mL proteinase K (Roche) in 

PBT で処理，4% PFA in PBS で再固定後，PBT で洗浄した。続いて，hybridization buffer 

(HB) に置換して 70℃で 2 時間保温し，1 µg/mL digoxigenin (DIG) 標識 RNA probe in 

HB に置換，70℃で一晩 hybridization した。HB の組成は 50% formamide (Gibco), 5×SSC 

(saline sodium citrate, 0.75 M NaCl, 75 mM sodium citrate), 500 µg/mL torula yeast 

RNA (Sigma), 50 µg/mL heparin (Sigma), 0.1% Tween 20, 9 mM citric acid である。 

RNA probe の作製では，組織から抽出した total RNA を逆転写して得られた cDNA を鋳型とし

て，目的配列の下流に T7 プロモーター配列を付けて PCR で増幅した。その後，DIG 標識 UTP を含

む DIG RNA Labeling Mix (Roche) と T7 RNA polymerase (Takara) を使用して in vitro

転写し，DIG 標識 RNA probe を作製した。 

翌日，hybridization を終えたサンプルを 70℃のまま，2×SSC に段階的に置換し，さらに

0.2×SSCに置換した。その後，常温に戻してからPBTに段階的に置換，洗浄した。次に，blocking 

buffer (BB, 2 mg/mL bovine serum albumin, 5% sheep serum in PBT) で 2 時間処理

し，BB で 4000 倍希釈した alkaline phosphatase 標識抗 DIG 抗体 (Roche) に置換して 4℃

で一晩反応させた。翌日，サンプルを PBT で洗浄した後，NTMT buffer (0.1 M NaCl, 0.1 M 

tris(hydroxymethyl)aminomethane-HCl, 50 mM MgCl2, 0.1％ Tween 20) に置換した。

その後，NBT–BCIP 発色液 (450 µg/mL nitro blue tetrazolium chloride (NBT, Roche), 

175 µg/mL 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate (BCIP, Roche) in NTMT) に置換し

て発色を開始した。発色を終えたサンプルを PBT で洗浄，4% PFA in PBT で再固定，80% 

glycerol に置換し，プレパラートを作製，観察した。 

 DIG 標識 RNA probe の作製に使用したプライマーは以下の通りである。T7 プロモーター配列は大文

字，相同配列は小文字で示してある。F, forward primer. R, reverse primer. 

 sox9a probe F: 5’-atgaatctcctcgacccctacctgaagatgacgga-3’ 

 T7 sox9a probe R: 5’-TAATACGACTCACTATAGGGggtctggacagctgcgtgtacaccg-3’ 

2.8 凍結切片の作製 

 0–1 dpf に組換えを誘導したトリプル Tg(sox9a:Cre; actb:BSG; sp7mCherry) の内，尾鰭に

EGFP 蛍光をもつ個体を成魚まで育てた。その後，成魚尾鰭を麻酔下で切り取り，4% PFA in PBS

に入れて 4℃で一晩固定した。翌日，サンプルを PBT で洗浄，MeOH で脱水，PBT で段階的に再

加水し，0.45 M EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid) in PBS に入れて 4℃で一晩脱灰

した。サンプルを PBS で洗浄し，20% sucrose in PBS で 1 時間処理した。続けて，Tissue-Tek 

O.C.T. Compound (サクラファインテックジャパン) に包埋し，−20℃で凍結した。凍結包埋したサン

プルを，cryostat (Leica CM3050 S) を用いて，10–16 µm の厚さの切片にした。作製した切片

の包埋剤を PBS で洗浄し，PBS で 1000 倍希釈した DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole, 

Invitrogen) で対比染色した。PBS で洗浄後，80% glycerol を滴下，カバーガラスを乗せて観察
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した。 

2.9 免疫蛍光染色 

ダブル Tg(sox9a:Cre; actb:BSG) を 0–1dpf に組換えを誘導した後，pronase で卵膜を除き， 

30 mg/L PTU in egg water で一晩発生を進めた。得られた 2 dpf 胚を 4% PFA in PBS に入れ

て 2 時間固定し，PBTx (0.1% Triton X-100 (polyethylene glycol tert-octylphenyl ether) 

in PBS) で洗浄，MeOH で脱水脱脂，PBTx で段階的に再加水した。続いて，PBTx で作製した

blocking bufferで2時間処理し，同BBで1000倍に希釈したマウス抗ミオシン重鎖抗体 (MF20, 

Invitrogen) と 2 時間反応させた。PBTx で洗浄し，BB で 1000 倍に希釈したヤギ抗マウス抗体 

(Alexa Fluor 568) (Invitrogen) と DAPI で 4℃で一晩反応させた。アクチノトリキアの染色には

500 倍希釈したマウス抗 COL2 抗体 (II-II6B3, Developmental Studies Hybridoma Bank 

(DSHB)) と 500 倍希釈したヤギ抗マウス抗体 (Alexa Fluor 647) (Invitrogen) を使用した。抗

体反応後，PBTx で洗浄してから，サンプルの尾部を切り取り，スライドガラスに並べて 80% glycerol

を滴下，カバーガラスを乗せて観察した。この際，サンプルがつぶれないようにビニールテープで適度な厚

さの足場を作り，カバーガラスを載せた。 

2.10 組織分散と蛍光活性化セルソーティング 

トリプル Tg1(sox9a:Cre; actb:BSG; sp7:mCherry) を用いて，0–1 dpf に TAM で組換えを

誘導した。尾鰭に EGFP 蛍光が見られた個体を成魚まで育て，実体顕微鏡下で骨芽系譜の標識鰭

条と非骨芽（軟骨芽）系譜の標識鰭条を識別した。いずれかの標識鰭条を尾鰭にもつ個体を識別し，

尾鰭を切断した。2 週間後，再生部分の尾鰭を再度切り取り，L-15 培地中で柄付き針を使用しな

がら，標識の入っている鰭条を１本ずつに切り分けた。切り分けた鰭条はさらに 4–5 等分し，新しい L-

15 培地を入れた 1.5 mL tube に，系譜ごとに 10–20 本分収集した。L-15 培地の組成は，1×

Leibovitz's L-15 medium, 2 mg/mL bovine serum albumin, 1×penicillin-

streptomycin solution である。 

集めた鰭条は 0.5% collagenase (Sigma) in L-15 に入れ，37℃で 1 時間消化した。消化中

は 5 分おきに容器をタッピングして液を混ぜた。消化液には近赤外蛍光をもつ死細胞核染色試薬

RedDot2 (Biotium) を添加した。鰭条の消化後，40 µm メッシュのセルストレーナー (Greiner) 

に通して鰭条骨や細胞塊を濾過し，骨芽系譜または非骨芽（軟骨芽）系譜の細胞懸濁液を得た。 

得られた細胞懸濁液はセルソーター (SH800, Sony) にセットし，標準的なプロセスによって細胞を

分取した。骨芽系譜からは EGFP+/mCherry+骨芽細胞と EGFP+/mCherry−骨芽系間葉細胞 

(OMP) を，非骨芽系譜からは EGFP+/mCherry−非骨芽系（軟骨芽系）間葉細胞 (non-OMP, 

CMP) を分取した。細胞を分取する際は，サンプルチューブ，コレクションチューブともに 5℃に設定し，

100 µm のソーティングチップを使用した。チャンネルは，FSC/BSC/PerCP-Cy5.5 (RedDot2) 

/FITC (EGFP) /PI (mCherry) を使用し，多次元的にゲートを設定することで死細胞や細胞片 

(debris)，無蛍光細胞を可能な限り除いた。FSC (forward-scattered light，前方散乱光) は
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細胞のサイズ，BSC (back-scattered light，後方散乱光) は細胞内部の複雑さを主に表すパラメ

ーターである。細胞を分取する前に，Tg(sox9a:Cre; actb:BSG) および Tg(sp7:mCherry) を用

いて，EGFPおよびmCherry 蛍光の補正をそれぞれおこなった。サンプリングは独立して2回実施した。 

2.11 RNA-seq とデータ解析 

約 30,000 細胞 (events，検出粒子) を直接 lysis buffer に収集し，RNeasy Plus Micro 

Kit (Qiagen) を使用して RNA 抽出した。抽出した RNA の品質は 2100 Bioanalyzer (Agilent) 

を使用して RNA integrity number (RIN) で評価した。基準を満たした RNA サンプルについて，

RNA-seq 解析を生物技研 (https://gikenbio.com) に委託した。SMART-Seq HT Kit 

(Takara) を使用して cDNA を合成し，Nextera XT DNA Library Preparation Kit (Illumina) 

を使用してライブラリを調製した。MGIEasy Circularization Kit (MGI Tech) を使用して DNA を環

状化し，DNBSEQ-G400RS High-throughput Sequencing Kit (MGI Tech) を使用して

DNA nanoball を作製した。続いて DNBSEQ-G400 (MGI Tech) を使用して配列を決定した。

Hisat2 (ver.2.1.0) を使用してリードをゼブラフィッシュの参照ゲノム配列 (Danio rerio GRCz11) 

にマッピングし，featureCounts (ver.2.0.3) を使用してリード数をカウントした。 

RNA-seq の raw data (全 75811 transcripts) には，mRNA 以外に tRNA や rRNA, 

microRNA などの ncRNA が含まれていたため，mRNA のみを残した (57106 transcripts)。次に，

遺伝子の transcript variant の内，最も発現量の多いものを残した (26415 transcripts)。さら

に，発現量が少ない transcripts（transcripts per million (TPM) が平均 10 未満）を除いた。

残った 4846 transcript から non-OMP/OMP の発現量比が 5 倍以上あるもの (52 transcripts)，

もしくは OMP/non-OMP の発現量比が 3 倍以上あるもの (96 transcripts) を残してフィルタリング

した。さらに，骨芽細胞/(OMP と non-OMP の平均) の発現量比が 5 倍以上の 79 transcripts も

加 え ， 最 終 的 に 227 個 の 遺 伝 子 を OMP, non-OMP, 骨 芽 細 胞 の 発 現 変 動 遺 伝 子 

(differentially expressed gene) と し て 同 定 し た 。 RNA-seq の raw data は ， Gene 

Expression Omnibus (GEO) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) からダウンロードでき

る (accession number: GSE251757)。ヒートマップは，遺伝子ごとに計算された z-score を用い

て作製した。この際，遺伝子の発現量 (TPM) が 0 のものは 0.01 に変換して対数をとり，そこから遺

伝子の平均発現量を引いた。さらに，計算後の値を遺伝子の標準偏差 (standard deviation) で

割って z-score を算出した。 

Gene ontology (GO) 解 析 は ， Database for Annotation, Visualization and 

Integrated Discovery (DAVID) (https://david.ncifcrf.gov/) (Huang et al., 2009; 

Sherman et al., 2022) を用いて，上記の濃縮された 227 遺伝子についてグループごとに実施した。

アノテーションのカテゴリーには Biological Process を使用し，結果は Functional Annotation 

Chart で出力した。ランク付けは false discovery rate (FDR) を用いておこない，対数をとった FDR

にマイナスを掛けて並び替え，上位 5 つの項目 (term) を図に掲載した。  

https://gikenbio.com/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
https://david.ncifcrf.gov/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19131956/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35325185/
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第３章  結 果 

3.1 Tg(sox9a:Cre-ERt2) の作製 

 ゼブラフィッシュは遺伝子組換え体 (Tg) の作製が容易であり，鰭は生涯透明でアクセスや観察がし

やすいことから，細胞系譜の解析に適している (Shibata et al., 2018b)。メダカやゼブラフィッシュの

体節移植実験から，成魚の尾鰭は，個体の発生初期に現れる体節 (somite) に由来することが示

されている (Shimada et al., 2013; Ando et al., 2017)。本研究では，ゼブラフィッシュの体節細

胞を標識して骨芽細胞・軟骨細胞の系譜を調べるために，ゼブラフィッシュの体節で発現しており (Yan 

et al., 2005)，骨・軟骨形成に関与している可能性の高い遺伝子である SRY-box transcription 

factor 9a (sox9a) に注目した (図 8)。マウス Sox9 は肢芽 (limb bud) の骨軟骨前駆細胞 

(osteo-chondroprogenitor) で発現し，骨芽細胞や軟骨細胞を産生すること (Akiyama et al., 

2005)，さらに軟骨細胞に分化する際の分化マーカーであること (Ng et al., 1997) が知られている。

また，Sox9 を肢芽で特異的に欠失させた場合，四肢が完全に欠損することが示されており 

(Akiyama et al., 2002)，骨・軟骨細胞の系譜に深く関わっていることが予想される。一方で，マウス

Sox9 の相同遺伝子として，ゼブラフィッシュには sox9a と sox9b が存在する。ゼブラフィッシュの

sox9a/b 遺伝子は発現パターンに違いはあるものの，どちらも咽頭弓 (pharyngeal arch) (将来の

下顎や鰓) や胸鰭 (pectoral fin)，耳胞 (otic vesicle) で発現するのに加えて，sox9a は体節 

(somite) で強く発現し，sox9bは神経堤 (neural crest) で強く発現する (Yan et al., 2005)。 

我々は，尾鰭を形成する間葉細胞を標識するために，体節で発現するゼブラフィッシュ sox9a の翻

訳開始地点から上流 5 kb のプロモーター領域を使用して，sox9a プロモーターの制御下で融合タンパ

ク質 Cre-ERt2 (Feil et al., 1997) を発現する Tg(cryaa:EGFP, sox9a:Cre-ERt2) (以後

Tg(sox9a:Cre)) を２系統 Tg1, Tg2 作製した (Komiya et al., 2024)。Cre は loxP 部位を組

み換える酵素であり，ERt2 は TAM 依存的に核内に移行する核内受容体である。作製した Tg はレポ

ーターTg(Ola.Actb:LOXP-TagBFP-LOXP-EGFP) (以後 Tg(actb:BSG)) と掛け合わせ，二重

に挿入遺伝子をもつダブル Tg(sox9a:Cre; actb:BSG) を作製した。得られたダブル Tg は，組換え

誘導分子 4-hydroxytamoxifen (TAM) によって組換えを誘導され，EGFP 蛍光が多く観察できた 

(標識細胞数が多い) 系統をそれぞれ継代した。実験には，挿入された遺伝子を安定に保持，発現

する F2 以降を用いた。 

3.2 Tg(sox9a:Cre-ERt2) は体節細胞を標識できる 

体節細胞を標識し，成魚尾鰭を形成する間葉細胞の系譜を解析するため，作製したダブル

Tg(sox9a:Cre; actb:BSG) に受精後約 8 時間から TAM 処理を開始し，1 日間組換えを誘導し

た。sox9a が主に発現する体節期は受精後 10–30 時間である。得られた受精後 1 日 (days post 

fertilization, dpf) 胚について pronase 処理して卵膜 (chorion) を除去し，乾燥しないようにア

ガロースゲルで作った台に置いて蛍光顕微鏡で観察した。その結果，作製した 2 つの Tg(sox9a:Cre) 

において，Tg2 (tyt230) は Tg1 (tyt229) に比べて多くの EGFP 標識細胞が観察された (図 9)。

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29615465/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23535660/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29103952/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/15689370/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/15689370/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/16203988/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/16203988/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/9119111/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/12414734/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/15689370/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/9299439/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/38193362/
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つまり，Tg2 は Tg1 より標識効率が高いことが分かった。 

sox9a 陽性の体節細胞で発現が誘導される Cre-ERt2 は，組換え誘導分子 TAM によって核内

に移行し，レポーターTg の loxP 部位を組み換えることで，β-actin プロモーターの制御下で発現する

遺伝子を TagBFP から EGFP に変える。この EGFP 発現は，sox9a ではなくβ-actin によって制御さ

れているため，細胞が増殖や分化を経て sox9a を発現しなくなった後も継続される。本研究ではこれを

細胞が EGFP で標識 (label) されると表記する。つまり，標識された細胞は絶えるまで緑色の EGFP

蛍光を発するため，個体の発生を通じて細胞を追跡することができる。 

sox9a は体節で主に発現するとされているが，sox9a:Cre で標識された細胞は体節細胞であるか

を調べた。0 dpf から TAM 処理したダブル Tg の 1 dpf 胚を用意し，pronase 処理して卵膜を除去

した。麻酔後アガロースゲルの台に乗せ，上から低融点アガロースを垂らして封入した。乾かないように麻

酔液の入った飼育水でゲル表面を覆い，共焦点レーザー顕微鏡の 40×水浸レンズを使って，生きたま

ま Z-stack 撮影した。Z-stack では，焦点面を変えて撮影した画像を積み重ね (stack)，解析ソフ

ト上で被写体を三次元的に再構築できる。再構築した画像の光学切片 (optical section) 像を見

ると尾部の体節領域において多くの EGFP 標識細胞が観察された (図 10)。つまり，目的の体節細胞

を標識できており，新たに作製した Tg は適切に動いていることが分かった。また，体軸付近の神経管・

脊索領域においても EGFP 蛍光が見られたことから，sox9a は体節 (沿軸中胚葉) だけでなく，発生

的にさらに前の段階で発現していることが示唆された。 

3.3 成魚尾鰭を構成する細胞は sox9a 陽性体節細胞に由来する 

メダカやゼブラフィッシュの体節を移植して成魚での寄与先を調べた実験では，移植された体節細胞

は成魚の尾鰭に寄与することが示されている (Shimada et al., 2013; Ando et al., 2017)。そこ

で，今回新たに作製した Tg(sox9a:Cre) で標識した体節細胞は，成魚の尾鰭を形成するのかを調

べた。ダブル Tg(sox9a:Cre; actb:BSG) を用いて 0–1 dpf に組換え誘導し，成魚まで育てた後に

尾鰭における EGFP 蛍光を観察した。その結果，EGFP 蛍光は成魚尾鰭の鰭条に沿って筋状に観察

された (図 11)。つまり，体節期に標識した細胞の子孫細胞が成魚尾鰭を形成したこと，鰭を形成す

る細胞は sox9a 陽性の体節細胞に由来することが分かった。標識細胞の尾鰭への寄与度合い（尾鰭

1 枚あたりの標識鰭条数）に関しては，組換え効率の高い Tg2 (tyt230) は 11.6 本 (n = 197

本/17 匹) であり，Tg1 (tyt229) の 2.5 本 (n = 99 本/40 匹) よりも高かった。このことからも，

sox9a 陽性の体節細胞が尾鰭の形成に大きく寄与することが示唆された。 

体節は様々な組織を形成することが知られているが，sox9a:Cre で標識された細胞が体のどこに寄

与するのかを調べた。成魚の尾鰭 (caudal fin) 以外の組織については，顎 (jaw) や鱗 (scale)，

胸鰭 (pectoral fin)，背鰭 (dorsal fin)，臀鰭 (anal fin) などの骨格のほか，体幹筋 (trunk 

muscle)，生殖細胞 (germ cell) などで標識された EGFP 蛍光が観察された (図 12)。従って，

sox9a:Cre で標識された細胞は，尾鰭以外にも幅広い組織に寄与することが分かった。 

Tg1 と Tg2 の両方 Tg とも，非特異的な組換えによる EGFP 蛍光は観察されず (幼生 30 匹，成

魚 12 匹)，これらの Tg は細胞系譜の追跡に有用であることが分かった。1, 2, 3 dpf のダブル Tg を用

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23535660/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29103952/
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意し，それぞれ 2 時間だけ TAM 処理したところ，成魚で標識鰭条をもっている個体が 9 割の確率で

見られた。しかし，5 dpf 以降に組換えを誘導した場合，高効率の系統であっても，標識鰭条をもつ

個体の割合は低下し，成魚では組換えによる EGFP 蛍光はまったく観察されなかった (図 13)。また，

5 dpf 以降に TAM 処理した場合は，標識細胞が鰭に寄与したすべての魚において，背側および腹側

に位置する数本の鰭条のみで EGFP 蛍光が見られた (図 14)。つまり，鰭の中央に位置する短い鰭

条を形成する体節細胞は，長い鰭条を形成する体節細胞より早く sox9a の発現が低下することが示

唆された。ここで，sox9a の発現は体節期 (受精後 10–30 時間) 以降，急速に低下するが，1 

dpf 以降もしばらくは sox9a:Cre で標識できる。この要因としては，Cre が分解されるまで時間差があ

ることや，発生の遅い個体で標識されている可能性が考えられる。 

3.4 sox9a:Cre 標識細胞の大部分は膜鰭の間葉細胞になる 

EGFP 標識された細胞の系譜を詳細に解析するにあたり，体節期に標識された EGFP 陽性細胞が

幼生期に何になるのかを調べた。ここで，組換え効率が高い Tg を使用した場合は，隣接した細胞が

別々に標識される可能性が高く，一細胞に由来するクローンと区別できない。従って，以後の細胞系

譜の解析には，低効率で組換えをおこす Tg1 (tyt229) を使用した。また，一部の増殖性の細胞が

標識されると割合の評価に影響が出るため，細胞増殖による影響が比較的少ない 2 dpf において標

識細胞が寄与した組織を評価した。 ダブル Tg1(sox9a:Cre; actb:BSG) を用いて 0–1 dpf に組

換えを誘導し，1–2 dpf は 1-phenylthiourea (PTU) 処理によって色素合成を阻害した。色素は

1 dpf から合成されはじめる。2 dpf に pronase 処理して卵膜を除去した。その後，組換えによる

EGFP 蛍光をもっている個体をランダムに選び，paraformaldehyde (PFA) で 2 時間室温で固定し

た。続けて，抗ミオシン重鎖抗体 (anti-myosin heavy chain antibody, MF20) で筋肉を染め，

4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) で核を染色した。染色したサンプルは共焦点レーザー顕

微鏡で三次元的に観察・解析した。 

その結果，標識された細胞の 87%が間葉細胞であり (n = 405 細胞/11 匹)，その多くは，幼

生の膜鰭 (fin fold) の間葉細胞に特徴的な，体軸から外側方向に樹状の突起を伸ばす形態 

(Feitosa et al., 2012) をしていた (図 15)。他には少数だが，多角形状をした上皮 (epidermis) 

や神経管 (neural tube)，脊索 (notochord)，下索 (hypochord) (将来の血管)，MF20 陽

性の筋肉 (muscle) で EGFP 蛍光が見られた。つまり，標識された体節細胞の多くは間葉細胞，特

に膜鰭の間葉細胞になることが分かった。 

3.5 膜鰭の間葉細胞は成魚尾鰭にならない一過的な細胞である 

sox9a 陽性細胞の主要な運命の一つが膜鰭の間葉細胞であることが分かったが，膜鰭の間葉細胞

が成魚の尾鰭を形成するのかを調べた。膜鰭は尾鰭を含む正中鰭の由来であるという報告がある一方

で (Miyamoto et al., 2022)，5 dpf の膜鰭に存在する細胞からは尾鰭は形成されないという報告

もあり (Lee et al., 2013a; Lee et al., 2013b)，尾鰭を形成する細胞の由来については分かって

いない。そこで，上記のダブル Tg に Tg(Ola.Sp7:mCherry) (以後 Tg(sp7:mCherry)) を掛け合

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/22771579/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35525860/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23660348/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23739134/
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わせ，トリプル Tg1(sox9a:Cre; actb:BSG; sp7:mCherry) を得た。そして，鰭条の形成前後に

おいて，体節細胞に由来する膜鰭間葉細胞の成魚尾鰭への寄与を調べた。Tg(sp7:mCherry) は

骨芽細胞で赤色蛍光を発するTgであり，ここでは成魚尾鰭を構成する鰭条のマーカーとして使用した。 

上記トリプル Tg を用いて 0–1 dpf に組換えを誘導し，組換えによる EGFP 蛍光が見られた個体を

2 dpf に選別した。その後，ランダムに 10-20 匹選び，個体を識別しながら尾部における鰭条形成過

程を数日おきに観察した。その結果，6 dpf において膜鰭領域に位置していた EGFP 陽性の膜鰭間葉

細胞は，成長が進むにつれて徐々に膜鰭の端に移動していき，20 dpf には増殖することなく膜鰭の端

に消失していった (n = 15 匹) (図 16)。14 dpf には鰭条（骨芽細胞）のマーカーである sp7 に制

御された mCherry が発現していたが，緑色の EGFP 蛍光は赤色の mCherry 蛍光とも重なっていな

かった。つまり，膜鰭の間葉細胞が子孫細胞を残さずに絶えたことを意味し，幼生膜鰭の間葉細胞は

成魚尾鰭を形成しないことが明らかになった。膜鰭間葉細胞の消失は観察したすべての個体で見られた

ことから，個体を取り扱う際の傷害による影響などではなく，生物的にプログラムされた細胞死 

(apoptosis) であると考えられる。 

3.6 膜鰭基部に位置する少数の細胞が成魚尾鰭を形成する 

幼生期の膜鰭間葉細胞は成魚尾鰭を形成しないことを明らかにしたが，図 11 で挙げた成魚尾鰭の

例では一部の鰭条で EGFP 蛍光が観察されている (図 11)。つまり，体節期に標識された細胞の内の

どれかが成魚尾鰭を形成していることになる。そこで，生涯透明であり細胞追跡に適しているゼブラフィッ

シュを用いて，標識細胞を尾鰭の発生を通じて追跡し，尾鰭を形成する細胞の由来を解析した。トリ

プル Tg1(sox9a:Cre; actb:BSG; sp7:mCherry) を用いて 0–1 dpf に組換えを誘導し，1 dpf

に組換えによる EGFP 蛍光が観察された個体を 10-20 匹ランダムに選択した。その後，選択した個体

を識別しながら標識細胞を毎日，もしくは数日おきに成魚になるまで撮影・追跡した。そして，最終的に

尾鰭に標識をもった個体において，尾鰭を形成した標識細胞がどこにいたのか，撮影した尾鰭発生過

程の写真を遡ることで解析した。その結果，膜鰭間葉細胞ではない一部の間葉細胞が，一定の方向

に向かって増殖を繰り返し，最終的に成魚尾鰭の鰭条を形成していることが分かった (図 17)。この鰭

条形成細胞は，2–3 dpf の時期までは動かず膜鰭の基部に位置していたが，6 dpf あたりから膜鰭の

端に向かって増殖を始めた。14 dpf には，増殖する EGFP 陽性の標識細胞に近接して骨芽細胞の赤

色蛍光が観察された。17 dpf 以降も EGFP の緑色蛍光は消えることなく増殖し，成魚尾鰭の鰭条を

形成した。つまり，sox9a 陽性体節細胞に由来する間葉細胞の内，膜鰭の基部に位置する 1 個から

数個の細胞が，クローナルに増殖して一本の鰭条に寄与することが明らかになった。また，鰭を形成する

細胞は，体節期に組換えを誘導して EGFP 標識したことから，どこの鰭条に寄与するかという細胞の運

命は，標識をおこなった体節期の時点ですでに決まっていることが示唆された。 

3.7 成魚尾鰭の鰭条を形成する間葉細胞の系譜は３種類ある 

成魚尾鰭の鰭条は，主に上皮や骨，間葉で構成されているが (図 2)，尾鰭に観察された EGFP

標識細胞は，鰭条中のどの組織に位置しているのかを調べた。トリプル Tg1(sox9a:Cre; actb:BSG; 
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sp7:mCherry) を用いて 0–1 dpf に TAM 処理し，組換えによる EGFP 蛍光が観察された個体を

成魚まで育てた。その後，麻酔下で尾鰭を切り取り，切り取った尾鰭を PFA で固定した。固定された鰭

は PFA を洗浄後，脱灰処理によって骨組織を柔らかくし，Tissue-Tek に包埋して cryostat で切片

にした。切片のプレパラートを共焦点レーザー顕微鏡で観察したところ，成魚尾鰭の鰭条を形成する体

節由来の間葉細胞系譜には 3 種類あることが分かった (図 18)。 

第一の間葉細胞系譜は，骨芽細胞や骨芽前駆細胞 (osteoblast progenitor cell, OPC) な

ど骨系の細胞を生み出す骨芽系譜 (osteogenic lineage) である。この系譜の標識をもつ鰭条の切

片を見ると，鰭条骨 (fin ray bone) の周りに EGFP 標識細胞が局在しており，多くが骨芽細胞マ

ーカーである sp7 の制御下で mCherry を発現していた (図 18)。さらに，鰭条を横から見ると，sp7

陰性の休止骨芽細胞 (bone lining cell, BLC) や，同じく sp7 陰性であり鰭条関節 (joint) に

局在している OPC (Ando et al., 2017) でも EGFP 蛍光が観察された。わずかながら，鰭条間の領

域に位置する間葉細胞でも EGFP 蛍光が見られた。第二の系譜は，それら骨系の細胞を一切生み出

さない非骨芽系譜 (non-osteogenic lineage) である。この系譜では，EGFP 標識細胞の局在が

骨芽系譜とまったく異なり，鰭条内部 (intra-ray) や鰭条間 (inter-ray) 領域の間葉細胞でのみ

EGFP 蛍光が見られた (図 18)。第三の系譜は，骨芽系譜と非骨芽系譜を合わせたような EGFP 標

識が観察される混合系譜 (mixed lineage) である。この系譜では，鰭条骨周囲の骨芽細胞と鰭条

内部の間葉細胞の両方で EGFP 標識が見られた (図 18)。 

また，これら 3 系譜の割合を調べた，すなわち，sox9a:Cre によって標識された間葉細胞はどの系

譜にコミットする可能性が高いのかを調べた。合計 76 本の標識された鰭条について，切片を作製して標

識の系譜を解析したところ，骨芽系譜は 29% (22 本), 非骨芽系譜は 30% (23 本), 混合系譜

は 41% (31 本) であった (図 18)。つまり，どの系譜も同程度の割合で観察されたことから，

sox9a:Cre で標識された間葉細胞は，標識をおこなった体節期において特定の系譜にコミットされてい

るわけではないことが示唆された。また，成魚において骨芽系譜と非骨芽系譜，ならびに 2 つの系譜の

特徴を併せもつ混合系譜が観察できたことから，sox9a 陽性の体節細胞に由来した成魚尾鰭を形成

する間葉細胞の運命は，標識をおこなった体節期に分岐しはじめることが示唆された。 

 ここで，混合系譜の標識鰭条は，骨芽系譜と非骨芽系譜に分かれる前の細胞が標識されたために

出現したと考えられるが，体節期のどこかのタイミングで系譜が完全に分岐するのだろうか。つまり，標識

するタイミングを遅らせることで，混合系譜をなくすことができるかを調べた。20 体節期 (受精後 18 時

間)，30 体節期（受精後 24 時間）の上記 Tg において，2 時間だけ TAM 処理して組換えを誘導

した (図 19)。20 体節期 (somite stage) は体節を形成している段階であり，30 体節期は新規

の体節形成がほぼ終わっている段階である。組換えを誘導した個体を成魚まで飼育し，尾鰭における 3

つの間葉細胞系譜の出現率を調べた結果，20 体節期に組換えを誘導した場合は，混合系譜が

38% (n = 20/53 本), 30 体節期では 48% (n = 28/58 本) の割合で観察された (図 19)。つ

まり，体節形成がほぼ終わっている 30 体節期に組換えを誘導しても，混合系譜の標識鰭条が観察さ

れたことから，体節期に骨芽系譜と非骨芽系譜の分岐が始まるが，体節期中（受精後 1 日まで）に

分岐が完了するわけではないことが分かった。 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29103952/
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3.8 骨芽系譜の間葉細胞は鰭条の伸長に伴って骨芽細胞を産生する 

 次に，骨芽系譜と非骨芽系譜が，幼生期から稚魚期にかけてどのように鰭条を形成していくのかを調

べた。鰭条の形成には細胞の増殖と移動，および分化が必要であるが，鰭条を形成する細胞がどこで

増殖し，どのように移動していつ骨芽細胞に分化するのかはよく分かっていない。すなわち，骨芽系譜の

間葉細胞が鰭条内 (intra-ray) の間葉領域で増殖した後に，鰭条骨形成領域に移動し，骨芽細

胞に分化して骨化をおこなうのか，最初から鰭条骨形成領域で増殖・分化するのかを調べた。トリプル

Tg1(sox9a:Cre; actb:BSG; sp7:mCherry) を用いて 0–1 dpf に組換えを誘導し，6 dpf にお

いて幼生尾部で盛んに増殖する間葉細胞をもつ個体を選別した。その後，14 dpf 以降の鰭条が伸長

していく過程を共焦点レーザー顕微鏡を用いて三次元的に追跡した。最後に，個体を識別したまま成

魚まで飼育し，骨芽系譜，非骨芽系譜，混合系譜のどれであったかを確認した。 

骨芽系譜では，sp7:mCherry 陽性の骨芽細胞が現れはじめた 17 dpf 時点において，EGFP 標

識細胞に骨芽細胞の赤色蛍光は見られなかったが，両者とも鰭条骨の形成領域に近接して位置して

いた (図 20)。20 dpf には，増殖を続ける一部の EGFP 標識細胞で mCherry の赤色蛍光が発現

しはじめ，骨芽細胞に分化したことが明らかになった。さらに，初めて形成された鰭条関節 (joint) で

も EGFP 蛍光が見られた。つまり，sp7+骨芽細胞と sp7－骨芽前駆細胞 (OPC) を生み出したことが

分かった。Ando らが，TgBAC(mmp9:Cre-ERt2) を用いて，鰭条伸長期における mmp9 陽性の

OPC を追跡した実験では，鰭条の伸長に伴って新たに形成された関節部分に，基部側関節にいる

OPC は寄与しないことが明らかになっている (Ando et al., 2017)。つまり，鰭条の伸長と同時に，増

殖しながら骨芽細胞や OPC に分化する sp7 陰性の間葉細胞は，OPC とは異なる骨芽細胞の新たな

供給源であることが分かった。この細胞を骨芽系間葉細胞 (osteogenic mesenchymal 

progenitor, OMP) と名付けた。 

一方で非骨芽系譜では，17 dpf に骨芽細胞が現れた後，20 dpf で鰭条が伸長しつづけていて

も，標識細胞は間葉領域に留まって増殖しており，以降も骨芽細胞の赤色蛍光と重なることはなかっ

た (図 21)。成魚において系譜を確認したときにも，標識細胞と骨芽細胞の重なりは見られなかった。

つまり，非骨芽系譜の間葉細胞は，個体の発生過程において骨芽細胞にまったく寄与しない細胞集

団であることが分かった。 

3.9 骨芽系譜/非骨芽系譜の間葉細胞の RNA-seq プロファイリング 

骨芽系の細胞を産生する骨芽系間葉細胞 (OMP) に対して，まったく骨芽細胞を産生しない非骨

芽系譜の間葉細胞 (non-OMP) のプロファイルを調べるために，セルソーターを使用して RNA-seq 解

析をおこなった。トリプル Tg1(sox9a:Cre; actb:BSG; sp7:mCherry) を 0–1 dpf に TAM 処理

し，尾鰭に EGFP 蛍光をもつ個体を成魚まで育てた。骨芽系譜または非骨芽系譜の標識をもつ鰭条

は蛍光実体顕微鏡下で識別した。具体的には，鰭条関節 (joint) 部分に蛍光をもつ，かつ鰭条の

背腹側どちらかに偏って標識がみられる鰭条を骨芽系譜の標識をもつ鰭条とした (図 18)。一方で鰭条

関節に標識をもたず，鰭条全体に標識が散在しているもの非骨芽系譜の標識をもつ鰭条とした。切断

後 14 日の尾鰭を再切断し，L-15 培地下で 1 本ずつ鰭条を切り分けて系譜ごとに収集した。集めた

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29103952/
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鰭条を collagenase で消化し，セルストレーナーを通して細胞レベルに分散した (図 22)。その後，セ

ルソーター (SH800, Sony) を用いて，骨芽系譜の細胞懸濁液からは EGFP+/mCherry－OMP と

EGFP+/mCherry+骨芽細胞を，非骨芽系譜からは EGFP+/mCherry－non-OMP をそれぞれ回

収した (図 23)。細胞分取の際，FSC/BSC/RedDot2/EGFP/mCherry チャンネルを使用して多

次元的にゲートを設定し，死細胞や細胞片 (debris)，無蛍光細胞などを可能な限り除いた (図

24)。FSC/BSC グラフでは，目的の細胞集団が密集している領域にゲートを設定した。次に

FSC/RedDot2 のグラフでは，RedDot2 陽性であり，FSC が小さい（細胞体が小さい）細胞集団

（図 24，赤矢印）を除いて，目的の細胞集団である EGFP 蛍光または mCherry 蛍光をもつ細胞

を含むようにゲートを設定した。mCherry 陽性の細胞集団が RedDot2 陽性である理由としては，

mCherry 蛍光が RedDot2 (PerCP-Cy5.5) チャンネルに漏れこんでいることが大きな要因だと考えら

れる。非骨芽系譜の EGFP/mCherry プロットにおいて，右上の細胞集団，つまり標識された骨芽細

胞が少し見られた理由としては，標識された鰭条の識別ミスのほか，非骨芽系譜の間葉細胞の一部は

骨芽細胞を生み出している可能性が示唆される。サンプリングは独立して 2 回実施した。 

収集した OMP，non-OMP，骨芽細胞を RNA 精製し，基準を満たした RNA サンプルについて生

物技研 (https://gikenbio.com) に RNA-seq 解析を委託した。cDNA 合成を経てライブラリーを

調製し，DNBSEQ-G400 (MGI Tech) で配列を決定した。配列は Hisat2 でゼブラフィッシュゲノム 

(Danio rerio GRCz11) にマッピングされ，featureCounts でリード数をカウントした。 

RNA-seq の raw data (全 75811 transcripts) から，ncRNA や transcript variant を除

き，さらに，発現量が少ない transcript（transcripts per million (TPM) が平均 10 未満）も

除いた。残った 4846 transcripts において，系譜間で発現量比が 5 倍，もしくは 3 倍以上の差があ

るものを残してフィルタリングし，最終的に，227 個の遺伝子を OMP, non-OMP, 骨芽細胞の発現

変動遺伝子 (differentially expressed gene) として同定した (図 25)。ヒートマップは遺伝子ごと

に算出された z-score を用いて作製した。同定した 227 遺伝子の内，52 個の遺伝子は non-OMP

で特異的に発現していた一方で，OMP では 96 個の遺伝子が濃縮されていた。OMP で濃縮されてい

た 96 遺伝子の内，82 遺伝子は OMP で特異的に発現しており，残りの 14 遺伝子は OMP と骨芽

細胞の両方で濃縮されていた。Non-OMP に濃縮された遺伝子の内，骨芽細胞でも強く発現する遺

伝子は無かった。これらのデータセットは骨芽細胞で特異的に発現する 79 個の遺伝子と比較した。 

3.10 非骨芽系譜の間葉細胞は軟骨関連のプロファイルをもつ 

続いて，OMP と non-OMP に濃縮された遺伝子から，細胞集団のプロファイルを調べた。まず，

non-OMP のみ，OMP のみ，OMP と骨芽細胞，骨芽細胞のみ，でそれぞれ濃縮された 52 個, 82

個, 14 個, 79 個の遺伝子を Database for Annotation, Visualization and Integrated 

Discovery (DAVID) (https://david.ncifcrf.gov/) に追加し，gene ontology (GO) 解析を

実施した。その際，アノテーションのカテゴリーは Biological Process を使用した。その結果，OMP は

“細胞外マトリクス形成”，“骨発生”に関する項目が濃縮されており，non-OMP は“軟骨発生”に関す

る項目が特に濃縮されていた (図 26)。骨芽細胞では“細胞外マトリクス形成”，“骨化”など骨形成に

https://gikenbio.com/
https://david.ncifcrf.gov/
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関する項目が濃縮されていた。つまり，OMP は骨芽細胞などの骨系の細胞を産生する間葉細胞，

non-OMP は軟骨芽細胞などの軟骨系の細胞を産生する間葉細胞であることが示唆された。 

次に，各細胞集団で濃縮された遺伝子を詳細に確認した。OMP と骨芽細胞で濃縮された 14 個の

遺 伝 子 に は ， 以 下 の 骨 産 生 に 関 連 す る 遺 伝 子 が 含 ま れ て い た  ( 図 25) 。 secreted 

phosphoprotein 1 (spp1), superoxide dismutase 3b (sod3b), biglycan a (bgna), bone 

gamma-carboxyglutamate protein (bglap), collagen type X alpha 1a/b (col10a1a/b) 

(Brown et al., 2009; Matthiesen et al., 2021; Miguez, 2020; Knopf et al., 2011; 

Debiais-Thibaud et al., 2019). さらに，OMP 特異的発現遺伝子 (82 遺伝子) には，

chemokine ligand 25b (ccl25b), upper zone of growth plate and cartilage matrix 

associated a (ucmaa), periostin b (postnb), proteoglycan 4a/b (prg4a/b) が含まれて

いた (Yano et al., 2005; Stock et al., 2017; Horiuchi et al., 1999; Askary et al., 2016)。

いずれも骨芽細胞の分化に機能することが示されており，OMP は骨芽細胞産生にコミットした間葉前

駆細胞集団であることが確認された。 

対照的に non-OMP で特異的に発現した 52 遺伝子には，魚類に特徴的なアクチノトリキアを構成

する非コラーゲン成分の actinodin 1/2 (and1/2) が含まれていた (König et al., 2018) (図 25)。

さらに，cartilage intermediate layer protein (cilp), hyaluronan and proteoglycan link 

protein 1a (hapln1a), transforming growth factor beta-induced (tgfbi), 

dermatopontin (dpt), versican b (vcanb) など，軟骨芽細胞・軟骨細胞に特徴的な遺伝子も

含まれていた (Mori et al., 2006; Govindan and Iovine, 2014; Hirate et al., 2003; Tan 

et al., 2013; Kang et al., 2004)。加えて，軟骨細胞分化に必須とされる sox9a も高発現してい

た (Akiyama et al., 2002; Yan et al., 2002)。従って，明らかに軟骨形成の特徴を持っているこ

とから，軟骨細胞産生にコミットしたこの間葉細胞集団を軟骨芽系間葉細胞 (chondrogenic 

mesenchymal progenitor, CMP) と 名 付 け た 。 以 降 ， 非 骨 芽 系 譜 は 軟 骨 芽 系 譜 

(chondrogenic lineage) とする。ただし，セルソーターを用いて OMP として収集した細胞には，sp7

陰性の骨芽前駆細胞 (OPC) や休止骨芽細胞 (BLC) が含まれていることが考えられる。また，

non-OMP として収集した細胞には，CMP の他に，軟骨芽細胞のマーカーがないため分離できなかった

軟骨細胞，軟骨芽細胞も含まれていると考えられる。 

3.11 骨芽系譜/軟骨芽系譜は鰭再生後も元の系譜を維持する 

ゼブラフィッシュやアホロートルの再生過程における細胞系譜の研究では，ほとんどの細胞はそれら自身

の分化アイデンティティが変化することはないが，アホロートルでは，軟骨や真皮の細胞で一定の柔軟性

をもつ可能性が示唆されている。 (Kragl et al., 2009)。そこで，本研究では，新たに同定した間葉

細胞 OMP と CMP が，魚類と有尾両生類に特徴的な付属器再生を通じて，そのアイデンティティを変

えるか（分化転換するか）どうかを調べた。つまり，鰭再生を経て，OMP が間葉領域にいる軟骨細胞

を生み出す，もしくは CMP が骨周辺の骨芽細胞を生み出すかを解析した。 

0–1 dpf に組換えを誘導したトリプル Tg1(sox9a:Cre; actb:BSG; sp7:mCherry) のうち，鰭
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に EGFP 標識が入っている個体を成魚まで育てた。次に，鰭を切断して切片を作製し，系譜を確認し

た後，2 週間後に再度切片を作製して系譜を確認した。その結果，再生した鰭でも骨芽系譜の標識

をもっていた鰭条は変わらず骨芽系譜の標識をもっており (図 27)，再生部分の OPC や骨芽細胞で

も，切断前と同様に EGFP 蛍光が観察された (データ示さず)。軟骨芽系譜の場合も軟骨芽系譜のま

まであり，鰭条骨の周りに EGFP 蛍光が見られることはなく，鰭条の間葉領域のみで EGFP 蛍光が見

られた (図 27)。つまり，OMP と CMP は鰭再生を経ても互いに分化転換しないことが明らかになった。

また，再生を含む生涯を通じて，鰭条に間葉前駆細胞プールとして維持されており，骨芽細胞や軟骨

芽細胞をそれぞれ供給することが明らかになった。 

3.12 骨芽前駆細胞は骨芽系間葉細胞（OMP）によって供給される 

Ando らは，鰭条関節 (joint) に局在する骨芽前駆細胞 (OPC) が遺伝的に除去された場合，

近くの間葉細胞が OPC を補充することを示した (Ando et al., 2017)。 しかし，成魚尾鰭の鰭条に

存 在 し ， OPC を 補 充 し う る 間 葉 細 胞 の 正 体 に つ い て は 不 明 な ま ま で あ る 。 そ こ で ，

TgBAC(mmp9:EGFP-NTR) (以後 Tg(mmp9:NTR)) を用いて，OPC を遺伝学的に除去し，

不足した OPC を OMP もしくは CMP が補充できるかを調べた。Tg(mmp9:NTR) は，mmp9 プロモ

ーターの制御下で融合タンパク EGFP-NTR を発現する Tg である。NTR (nitroreductase) は，プロ

ドラッグ metronidazole (MTZ) を細胞毒性のある物質に代謝する (Bridgewater et al., 1995)。

つまり，MTZ 処理によって OPC を特異的に除去できる (図 28)。また，Tg(mmp9:NTR) の緑色

蛍光と被らないように，標識細胞で DsRed-Express の赤色蛍光を発する新たなレポーター

Tg(actb2:LOXP-TagBFP-LOXP-DsRedExpress) ( 以 後 Tg(actb2:BSR)) を 使 用 し た 

(Kobayashi et al., 2014)。 

トリプル Tg2(sox9a:Cre; actb2:BSR; mmp9:NTR) を用いて，0–1 dpf に組換えを誘導し，

尾鰭に DsRed 蛍光が見られる個体を成魚まで育てた。まず，骨芽系譜の標識細胞と OPC の重なり

を確認したところ，DsRed 標識細胞の一部で OPC の緑色蛍光が観察された (図 29)。つまり，鰭条

形成過程において骨芽系間葉細胞 (osteogenic mesenchymal progenitor, OMP) は OPC を

産生し，成魚においても維持されることが分かった。 

続いて，尾鰭に骨芽系譜または軟骨芽系譜の標識をもつ個体を MTZ で処理し，OPC の遺伝学

的除去を誘導した (図 30)。MTZ 処理前に観察された鰭条関節の EGFP 蛍光は，4 日間の MTZ

処理によって完全に消失した，つまり，OPC 除去が完了したため MTZ 処理を中止し，OPC の再生を

開始した。再生開始から 7 日後には大部分の OPC が再生され，19 日後に OPC はほぼ完全に再生

した (図 30)。再生された EGFP 陽性の OPC について DsRed 蛍光との重なりを調べると，骨芽系譜

の OPC でのみ赤色蛍光が観察され，軟骨芽系譜の OPC には赤色蛍光は観察されなかった (図 30)。

つまり，骨芽系譜の DsRed 標識細胞が OPC に分化したことが示された。Ando らは，sp7+骨芽細

胞を短期的に追跡する実験によって，sp7+骨芽細胞から sp7－OPC は生じないことを示している 

(Ando et al., 2017)。従って，今回 OPC を補充した骨芽系譜の細胞は，骨芽細胞ではなく，sp7
－骨芽系間葉細胞 (OMP) であることが示唆された。  
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第４章  考 察 

4.1 sox9a:Cre 標識組織と sox9a 発現組織の関係 

本研究によって，sox9a:Cre で標識した体節細胞が増殖・分化を経て，成魚の尾鰭を形成するこ

とが分かった (図 17)。尾鰭 (caudal fin) だけでなく体全体を見ると，他にも多くの組織に寄与して

おり，顎 (jaw)，鱗 (scale)，胸鰭 (pectoral fin)，背鰭 (dorsal fin)，臀鰭 (anal fin)，

体幹筋 (trunk muscle)，生殖細胞 (germ cell) などで EGFP 蛍光が観察された (図 12)。顎

は，1 dpf では咽頭弓 (pharyngeal arch) として観察され，そこでも sox9a は発現している (Yan 

et al., 2005)。従って，TAM による組換え誘導により標識されたと考えられる。鱗は，真皮 

(dermis) から発生し，真皮は体節組織の一種である皮節 (dermatome) に由来するとされている 

(Sire et al., 1997; Olivera-Martinez et al., 2004)。同様に，体幹筋も筋節 (myotome) に

由来することが知られている (Stickney et al., 2000)。また，尾鰭を含む正中鰭 (median fin) は，

沿軸中胚葉 (paraxial mesoderm) (体節) 由来とされていることから (Shimada et al., 2013; 

Ando et al., 2017)，正中鰭の骨組織は，体節の硬節 (sclerotome) に由来すると考えられる。

つまり，皮節・筋節・硬節から発生する組織で EGFP 蛍光が観察されたことは，sox9a:Cre は体節細

胞を広く標識できたことを意味している。また，生殖細胞も中胚葉に由来し，胚発生の早い時期に系

譜が決定するとされている (Aramaki et al., 2013)。つまり， sox9a は始原生殖細胞 

(primordial germ cell) でも発現することが示唆された。さらに，胸鰭などの対鰭 (paired fins) 

は，主に側板中胚葉 (lateral plate mesoderm) 由来であること (Tzung et al., 2023)，外胚

葉由来とされる神経管 (neural tube) でも EGFP 蛍光が観察されたことから (図 15)，sox9a は

体節期よりも前の段階で発現していることが示唆された。 

ここで，Tg1 によって標識された細胞について考えてみると，sox9a プロモーターによって制御されてお

り，sox9a の発現が高い細胞で Cre も多く発現することが推測される。また，Cre–loxP システムを考

えると，Cre は酵素であるため少しでも存在すれば，DNA は組み換わると考えられる。今回使用した

Tg1(sox9a:Cre) は低効率であり，多くの細胞を標識することはできない。つまり，Tg1 で標識された

細胞はCreが特に発現していた細胞，すなわちsox9aの発現が特に高かった細胞であると考えられる。 

4.2 膜鰭間葉細胞の役割 

 sox9a:Cre で体節期に標識された間葉細胞の大部分は，膜鰭 (fin fold) の間葉細胞になり，

幼生期に消滅することを示した (図 16)。このことは，成魚尾鰭と幼生膜鰭を形成する間葉細胞は別

系譜であり，膜鰭の間葉細胞が続けて，成魚の尾鰭を形成するわけではないことを意味している。それ

では，最終的に消失する膜鰭間葉細胞にはどのような意味があるのだろうか。知られている膜鰭間葉細

胞の主な役割として，アクチノトリキアの形成が挙げられる。 

アクチノトリキア (actinotrichia) は，コラーゲン繊維が主成分の組織であり (図 3)，上皮の基底

細胞 (basal cell) と膜鰭の間葉細胞が協調して形成していると考えられている (Lalonde et al., 

2016)。アクチノトリキアには大きく 2 つの役割があると考えられ，一つ目は，幼生期の遊泳能力の確保
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である。骨や歯など硬組織の形成に必須なカルシウム分の沈着と結晶化には比較的長い時間がかかる。

つまり，成体の骨や歯を準備している間に代わりとなる組織がなければ，食べることも，動くこともままな

らない状態になる。ヒトでも永久歯の前に簡易的な歯である乳歯が生えて，一時的に摂食の問題を解

決するように，簡単に形成できる軟骨を主成分としたアクチノトリキアを膜鰭の支持体として形成すること

で，幼生期の遊泳能力の問題を一時的に解消していると考えられる。二つ目は，成魚の鰭条骨を形

成する際の足場の役割である。アクチノトリキアは上皮と膜鰭間葉細胞の間に形成され，鰭条骨は上

皮とアクチノトリキアの間に形成される (Duran et al., 2015)。つまり，外側から上皮，鰭条骨，アク

チノトリキア，間葉の順番になる。鰭条形成の際，鰭条の形成方向とアクチノトリキアの繊維方向は同

じであり (図 31)，また，collagen type I alpha 1a (col1a1a) 変異体の chihuahua (chi) で

はアクチノトリキアの形成不全，ならびに成魚の鰭条の形成異常を起こすことが知られている (Durán 

et al., 2011)。さらに，鰭条が形成されるにつれてアクチノトリキアは次第に消失していくが，成魚の鰭

再生過程において，鰭条形成部位に再形成されることも分かっている (Durán et al., 2011)。つまり，

アクチノトリキアは骨芽細胞が正しく骨形成をおこなうのに必要であることが分かり，骨芽細胞，もしくは

骨系の細胞はアクチノトリキアを足場として移動し，骨を形成していることが推測される。 

以上のことから，膜鰭間葉細胞はアクチノトリキアの形成を通じて，成魚の尾鰭の発生と成長を陰な

がらに支えていると考えられる。また，膜鰭間葉細胞を成魚でも継続して使用できない理由としては，胚

性の細胞は幹細胞性をもたないためだと考えられる。 

4.3 混合系譜の間葉細胞について 

 Tg(sox9a:Cre) を用いて体節細胞を標識することで，成魚の尾鰭に寄与する間葉細胞系譜には，

骨芽系譜，軟骨芽系譜，混合系譜の3つの系譜があることを示した。混合系譜は，骨芽系譜と軟骨

芽系譜に分かれる前の細胞で sox9a:Cre 標識されたために出現したと考えられるが，いつ骨芽系譜と

軟骨芽系譜への分岐が完了するのかは不明である。ここで，もし TAM 処理の時期を遅らせると，系譜

が骨芽系譜と軟骨芽系譜に分岐した後の間葉細胞を標識することができ，混合系譜の標識が観察さ

れなくなることが予想される。しかし，体節形成がほぼ完了している 30 体節期に TAM 処理をしたとして

も 3 つの系譜，軟骨芽系譜，混合系譜，骨芽系譜の標識をもつ鰭条が見られた (図 19)。つまり，

体節期に系譜が完全に分岐し終わるわけではなく，骨芽系譜と非骨芽系譜のどちらにもなりうるバイポ

テンシャルな混合系譜間葉細胞として尾鰭を形成していることが示唆された。ただし，近接した骨芽系

譜，軟骨芽系譜の間葉細胞の両方が別々に標識されて一本の鰭条に寄与した，もしくは，体節期

以 降 に系 譜 が 分 岐 し てい る 可 能 性 が 考 えら れ る。 前 者 に関 し て は， 組 換 え 効 率 の 低 い

Tg1(sox9a:Cre)tyt229 を使用しているため，尾鰭で標識された鰭条の本数も平均 2.5 本と低く，近

接した異なる系譜をもった間葉細胞の両方が別々に標識される可能性は低いと考えられる。後者に関し

ては，体節期から鰭条形成の間に系譜が分岐しているとすると，成魚の尾鰭において骨芽系の細胞を

すべて除去した場合，新たに骨芽細胞を補充できなくなる，すなわち鰭が再生できなくなると考えられる。

しかし現状，骨芽系の細胞には，骨芽細胞や休止骨芽細胞 (bone lining cell, BLC), 骨芽前駆

細胞 (osteoblast progenitor cell, OPC) に加えて，今回発見した骨芽系間葉細胞 (OMP) も
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あり，骨芽系の細胞をすべて取り除くことは難しいことが予想される。混合系譜の分岐時期を調べる他の

方法としては，single cell RNA-seq (scRNA-seq) と再生芽移植が考えられる。scRNA-seq で

は，成魚尾鰭において scRNA-seq をすることで一細胞レベルで RNA の発現を調べ，その RNA プロ

ファイルの移り変わりから疑似的に細胞系譜を解析することができる。つまり，骨芽細胞と軟骨芽細胞に

なりうるバイポテンシャルな混合系譜間葉細胞が存在するか調べることができると考えられる。再生芽

（間葉）移植では，混合系譜の標識をもつ鰭条の再生芽を，同一個体の標識が入っていない再生

芽に移植して調べる。移植された再生芽のほとんどは間葉細胞であることが知られているため，移植され

た混合系譜の再生芽が，鰭再生過程において骨芽細胞を生み出すかどうかを観察することで，成魚

尾鰭における混合系譜間葉細胞の運命が制限されているのかを調べることができると考えられる。 

4.4 体節における系譜の決定メカニズム 

 本研究では，体節細胞が骨芽系譜，軟骨芽系譜，混合系譜の間葉細胞に運命を分けて成魚尾

鰭を形成することを明らかにした。体節細胞において系譜が分岐するメカニズムとしては，体節が皮節・

筋節・硬節に分化する際に関わるシグナル伝達によるものが考えられる。初期発生における分化メカニズ

ムの解析については in vivo（生体内）や in vitro（培養細胞）で多くの研究がなされており，体節

分化に必要なシグナルとしては，sonic hedgehog (Shh) や bone morphogenetic protein 

(BMP), Wnt がよく知られている (Nakajima et al., 2018; Tani et al., 2020) (図 32)。特に，

尾鰭を形成している可能性が高い硬節に関わるシグナルについては，神経管の底板 (floor plate) 

や脊索 (notochord) から分泌される Shh が硬節の形成に重要とされており，Shhシグナルの下流で

働く Gli2/3 が欠失している場合，硬節で発現する Pax1/9 の発現が大きく低下し，Sox9 も検出で

きなくなることが分かっている (Buttitta et al., 2003)。また，脊索や背側の体節から分泌される

Noggin が BMP4 を阻害し，硬節の特定化 (specification) に関わっていることも分かっている 

(McMahon et al., 1998)。Wnt は神経管の蓋板 (roof plate) や上皮から分泌され，脊索や底

板から分泌される Shh と協調して，体節のパターニングに関与していることも分かっている (Cairns et 

al., 2008)。つまり，これらのシグナルが硬節のパターニング，および間葉細胞系譜の決定に関与してい

る可能性が考えられる。 

4.5 骨芽系間葉細胞と軟骨芽系間葉細胞 

細胞のライブイメージング追跡によって，骨芽細胞や骨芽前駆細胞 (OPC) などの骨芽系の細胞を

生み出す骨芽系間葉細胞 (osteogenic mesenchymal progenitor, OMP) の存在が明らかに

なった。OMP は鰭条形成過程において，自己増殖しながら骨芽細胞や OPC を生み出し，鰭条形成

後も鰭条に維持されて OPC の補充を担っていることが示唆された。Ando らの研究では，鰭条の伸長

に伴って新たに形成された関節部分には，基部側関節にいる OPC は寄与しないこと，OPC を遺伝学

的に除去した場合は付近の間葉細胞から補充されることを示している (Ando et al., 2017)。しかし，

そのような間葉細胞の正体は分かっておらず，本研究によって新たに OMP が発見された。Sp7 陰性で

骨芽細胞を生み出す能力を持つ細胞として，休止骨芽細胞 (BLC) も考えられるが，BLC は骨形

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30139810/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32788657/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/14602680/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/9585504/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/18796301/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/18796301/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29103952/


31 

 

成能を失った細胞内小器官の乏しい細胞とされ (小澤, 1998)，おそらく増殖能も高くないと思われる。

さらに，鰭条を伸長（骨形成）しなければならない時期に休止した骨芽細胞がいる可能性も低いと考

えられる。また，足りなくなった OPC を補充しうる細胞としても BLC が考えられるが，Ando らの研究に

よって sp7 陽性の骨芽細胞から OPC は生じないこと，分化した骨芽細胞は増殖能をもたないこと (楠

原, 1978)，再生芽（間葉）移植によって間葉細胞から OPC が生じることを明らかにしており，その

可能性は低いと考えられる。つまり，OMP は OPC や骨芽細胞を供給する新たな細胞集団であることが

示唆された。 

OMP と同時に，RNA-seq のプロファイリング解析によって，骨芽細胞を一切生み出さない軟骨芽間

葉細胞 (chondrogenic mesenchymal progenitor, CMP) も明らかになった。CMP は，鰭条形

成過程でも，鰭条の伸長に伴って増殖はするものの，間葉領域に留まっており，骨芽細胞は一切生

み出さない系譜である。鰭条形成後も間葉領域に維持されており，RNA-seq のプロファイリング解析に

よって軟骨形成に関わる多くの遺伝子が発現していたことから，軟骨産生にコミットした間葉細胞，

CMP であることが分かった。ただし，非骨芽系譜の間葉細胞として収集した細胞には，CMP の他に，

軟骨芽細胞のマーカーがなく分離できなかった軟骨芽細胞，軟骨細胞も含まれていると考えられる。 

いくつかの研究では骨芽細胞と軟骨芽細胞が分化転換する可能性が示唆されている一方で，今回

の研究において OMP と CMP が分化転換しなかったのは，通常の鰭再生において骨芽細胞産生は

様々な供給源によって支えられており，CMP から分化転換する必要性がなかったからだと考えられる。分

化転換の研究が多く行われている in vitro の実験では，細胞周囲の環境が生体内に比べて疎である

ため，恒常性維持のために分化転換が強く働くと考えられる。従って，ゼブラフィッシュにおいても，尾鰭

を何度も切断・再生させる実験によって，慢性的に不足した骨芽細胞または軟骨芽細胞を別の細胞が

分化転換によって供給する可能性も考えられる。  

https://doi.org/10.2186/jjps.42.359
https://doi.org/10.2508/chikusan.49.843
https://doi.org/10.2508/chikusan.49.843
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第５章  結 論 

 本研究では，生涯透明であるゼブラフィッシュの尾鰭において，発生過程を通じて細胞を追跡し，結

果が確定した後に遡って解析するという手法を使用した。その結果，sox9a 陽性体節細胞に由来する

間葉細胞には，幼生期に膜鰭で消滅する間葉細胞も含めて，4 つの系譜があることを明らかにした 

(図 33)。成魚の尾鰭を形成する 3 つの間葉細胞系譜の内，1 つ目は骨芽系譜であり，鰭条骨の周

りに局在して，骨芽細胞や骨芽前駆細胞 (osteoblast progenitor cell, OPC), 休止骨芽細胞 

(bone lining cell, BLC) など骨芽系の細胞を生み出していた。2 つ目は軟骨芽系譜であり，骨芽細

胞を生み出すことなく鰭条の間葉領域に位置しており，RNA-seq によると軟骨関連のプロファイルを明

確に持っていた。3 つ目の系譜は混合系譜であり，骨芽系譜と軟骨芽系譜の両方の特徴を持っていた。

これら間葉細胞の系譜は標識をおこなった体節期の細胞に由来するため，間葉細胞の系譜は体節期

に決まりはじめることが明らかになった。 

 さらに，細胞のライブイメージング追跡によって，骨芽細胞や OPC の新たな供給源として，骨芽系間

葉細胞 (osteogenic mesenchymal progenitor, OMP) を発見した。また，非骨芽系譜の間葉

細胞の RNA-seq 解析により，軟骨細胞や軟骨芽細胞を生み出すとされる軟骨芽系間葉細胞 

(chondrogenic mesenchymal progenitor, CMP) を明らかにした。骨芽系譜，軟骨芽系譜の

標識は，鰭再生を経ても変化しなかったことから，OMP と CMP は鰭再生を経ても分化転換しないこ

と，OMP と CMP は成魚尾鰭の鰭条に間葉前駆細胞プールとして維持されていることを明らかにした。 

骨芽前駆細胞 (OPC) を遺伝学的に除去した実験では，骨芽系間葉細胞 (OMP) が OPC を

補充する間葉細胞であることを示した。このことからも，OMP や CMP の間葉系前駆細胞は，生涯を通

じて骨芽細胞や軟骨芽細胞をそれぞれ供給しており，骨格組織の恒常性を常にサポートする役割があ

ると考えられる。 これらの間葉前駆細胞は，再生医療などにおける骨格組織再生の重要な標的となる

だろう。 
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図 表 

 

図1  ゼブラフィッシュの発生過程 

ゼブラフィッシュのライフサイクル。ライフサイクルは大きく，胚 (embryo)，幼生 (larva)，稚魚 

(juvenile)，成魚 (adult) に分けられる。受精してから孵化するまでが胚期であり，直径 1 mm ほ

どの受精卵は，受精後 2–3 日 (days post fertilization, dpf) で卵膜 (chorion) から孵化す

る。体節 (somite) (黒矢印) は受精後 10–30 時間 (hours post fertilization, hpf) に形成

される。その体節を形成する期間を特に体節期とよぶ。幼生期は，孵化後から鰭条と呼ばれる鰭の支

持体（黄矢印）が生え揃うまでを指し，鰭条は受精後約 2 週間から生え始め，1 か月ほどで生え揃

う。そこから次世代を産める成魚になるまでを稚魚期といい，途中で鱗 (scale) が生え，体長はおよそ

1 cm から 5 cm にまで成長する。成魚の寿命は 5 年ほどと言われている。mpf, months post 

fertilization. Scale bars, 250 µm. 
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図2  ゼブラフィッシュ成魚尾鰭の構造 

(A) ゼブラフィッシュ成魚の尾鰭 (caudal fin) の全体写真。滑らかに湾入した V 字形をしており，放

射状に伸びた骨組織である鰭条によって支えられている。何種かの色素を持つが，鰭の裏まで透けて見

える。(B) 鰭条 (fin ray) の拡大写真。鰭条は尾鰭に 16–18 本存在する。鰭条を拡大して見ると

規則的に節 (joint，黒三角) が存在し，鰭の先端に向かって数回分岐している。(C) 鰭条の断面

図。弧を描いた形の hemiray (灰色) が向かい合わせになっており，その周りを骨芽細胞 

(osteoblast，紫色) が囲っている。鰭条の隙間には線維芽（間葉）細胞 (fibroblast, 

mesenchymal cell，ピンク色) が存在し，それらを上皮 (epidermis，緑色) が覆っている。鰭条

の中心には動脈 (artery，赤色) が通っており，鰭条間 (inter-ray) 領域に静脈 (vein，青色) 

が通っている。Scale bars, 250 µm. Tu and Johnson, 2011 から引用。 

  

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21571228/


44 

 

 

図3  ゼブラフィッシュ幼生膜鰭の構造 

(A) 3 dpf 膜鰭 (fin fold) の位相コントラスト像。体軸にある脊索 (notochord) から放射状にアク

チノトリキア (actinotrichia，白破線）が伸びている。(B) (A) の拡大写真。(C) 成魚尾鰭の先端

の写真。鰭条の先端からも放射状にアクチノトリキア（白破線）が伸びている。(D) 幼生膜鰭から分離

したアクチノトリキアの共焦点画像。針状のアクチノトリキアが観察できる。(E) 幼生膜鰭の断面図。上

皮細胞 (シアン，マゼンタ) と間葉細胞 (黄色) の間に複数本のアクチノトリキア (黒丸) が存在する。

Scale bars, (A–C) 100 μm, (D) 50 μm. Kuroda et al., 2018 から引用。  

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30194970/
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図4  ゼブラフィッシュ尾鰭の再生過程 

(A) ゼブラフィッシュ尾鰭における再生過程の模式図。鰭は切断後 1 日で上皮が傷口を覆い，肥厚化

した特殊な組織である傷上皮 (wound epidermis，濃青色) を形成する。2 日目には傷上皮の誘

導により，増殖性の細胞集団である再生芽 (blastema，赤色) が形成される。その後，再生芽細

胞が増殖しながら鰭のパターンを再形成し，2 週間ほどで鰭は元通りになる。破線，切断部位。(B) ゼ

ブラフィッシュ尾鰭の再生過程における実体写真。尾鰭は切断後 6 日（中段）には未切断鰭（上段）

と大体同じ長さにまで再生していた。切断後 14 日（下段）には尾鰭のパターニングが完了していた。破

線，切断部位。Scale bar, 500 µm.  
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図5  ゼブラフィッシュ尾鰭における骨芽前駆細胞 (OPC) 

(A) Tg(mmp9:EGFP) の尾鰭における EGFPの発現。EGFP蛍光は鰭条関節（joint，白矢印）

に局在して見られた。EGFP 蛍光は骨芽前駆細胞 (osteoblast progenitor cell, OPC) を表す。

(B) Tg(mmp9:EGFP) の切断後 2 日 (days post amputation, dpa) 鰭における抗体染色写

真とその拡大写真。共焦点レーザー顕微鏡を用いて撮影された。再生鰭において，緑色の EGFP 蛍光

をもつ細胞は Sp7 (青色) を発現していた。つまり，非再生鰭で Sp7－だった OPC (緑色) が，再生

鰭で Sp7+骨芽細胞に分化したことを表す (白三角)。EGFP の緑色蛍光は，再生された Sp7－

/Zns5+ OPC (黄矢印) や同じく Sp7－/Zns5+休止骨芽細胞 (bone lining cell, BLC) (赤三
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角) でも見られた。Zns5, 汎骨芽細胞マーカー。破線，切断部位。(C) 再生芽（間葉）移植と

OPC 除去の模式図。Donar の 2 dpa 再生芽を Host の 2 dpa 再生芽に移植し，鰭を再生させた。

定着した移植細胞のほとんどは間葉細胞になる (Shibata et al., 2016)。移植後 8 日目から

Metronidazole (MTZ) 処理を開始し，Host 側の OPC のみを除去しつづけた。Donar 由来の

OPC は MTZ 処理による細胞除去を受けない。Tg(βactin:dsred2) はほぼすべての細胞で DsRed2

の赤色蛍光をもつ。(D) 移植した細胞からの OPC への分化。共焦点レーザー顕微鏡で撮影。6 日間

の MTZ 処理により，移植細胞 (赤色) に由来する DsRed2+/EGFP+ OPC (黄色) が観察された 

(白三角)。Scale bars, (A) 500 μm, (B,D) 10 μm. Ando et al., 2017 から引用。  

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27402707/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29103952/
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図6  ゼブラフィッシュ成魚尾鰭を形成する間葉細胞の系譜 

成魚尾鰭の骨芽細胞の供給経路と起源の模式図。鰭再生において，骨芽細胞は，自身の脱分化に

よる骨芽細胞供給のほか，骨芽前駆細胞 (OPC) からも供給される。さらに OPC は間葉細胞によっ

て補充される。また，尾鰭を形成する骨芽細胞，OPC，間葉細胞は体節に由来することが明らかにな

っている (Shimada et al., 2013; Ando et al., 2017)。しかし，OPC や骨芽細胞を補充する間

葉細胞の正体や，骨格の重要な構成要素である軟骨細胞とのかかわり，それら骨格を形成する細胞

が体節細胞からいつ運命が決定され，どのように骨格を形成していくのかは分かっていない。  

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23535660/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29103952/
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図7  Cre–loxP システムによる細胞標識 

Cre–loxP システムによる細胞標識の模式図。Tg(sox9a:Cre-ERt2) と Tg(actb:loxP-TagBFP-

loxP-EGFP) を 掛 け 合 わ せ た 。 sox9a プ ロ モ ー タ ー 下 で 発 現 し た Cre-ERt2 は 4-

hydroxytamoxifen (TAM) 存在下で核内に移行し，loxP 部位を組み換える。以降，sox9a で

はなく，β-actin プロモーターによって EGFP が発現されつづけるため，細胞の増殖・分化後も細胞が絶

えるまで緑色蛍光によって追跡できる。Cre, 遺伝子組換え酵素。ERt2，TAM 選択的エストロゲン受

容体。pA, poly-A tail。  
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図8  In situ hybridization による体節における sox9a の発現パターン 

Whole-mount in situ hybridization による体節期の sox9a mRNA 発現の可視化。体節期の

受精後 18 時間 (hpf) (上) には体節領域で sox9a の発現（紫色，黒矢印）が確認できる。一

方で，体節形成がほぼ終わっている 24 hpf (下) には sox9a の発現がほとんど見られなくなっている 

(黄矢印)。Scale bars, 100 µm.  
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図9  1 dpf 尾部における Tg(sox9a:Cre) の標識パターン 

組み換えた Tg(sox9a:Cre; actb:BSG) の 1 dpf 尾部の蛍光写真。TAM 処理による組換え誘導

は 0–1 dpf におこなった。作製した 2 系統の Cre Tg において，Tg2 (下) は Tg1 (上) より標識効

率が高く，多くの EGFP 標識細胞 (緑色) が見られた。代表的な写真を掲載した。Scale bar, 50 

µm.  
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図10 1 dpf 尾部における sox9a:Cre 標識部位の解析 

組み換えた Tg(sox9a:Cre; actb:BSG) の 1 dpf 尾部における Z-stack 像。最大値投影 

(maximum intensity projection) 法で三次元的に再構築された画像 (左) とその断面 a, b に

おける光学切片 (optical section) 像 (右)。Tg2 (下) は Tg1 (上) より多くの細胞が標識されて

いた (緑色)。どちらも体節領域 (白破線) で EGFP 蛍光が観察された (白矢印)。つまり，体節細胞

を標識できたことを意味する。TAM 処理による組換え誘導は 0–1 dpf におこなった。Actb, ほぼすべて

の細胞で TagBFP を発現している (青色)。調べたサンプル数は図中に記載した。Scale bar, 50 µm.  
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図11 sox9a:Cre 標識細胞の成魚尾鰭への寄与 

組み換えた Tg(sox9a:Cre; actb:BSG) の 43 dpf 尾鰭における写真。Tg2 (下) は Tg1 (上，

白矢印) より多くの鰭条が標識されていた (緑色)。標識された鰭条の平均本数は，Tg2 は 11.6 本 

(197 本/17 匹)，Tg1 は 2.5 本 (99 本/40 匹) であった。つまり，体節期の標識効率が成魚尾鰭

の鰭条の標識効率と関係していることが示唆される。TAM 処理による組換え誘導は 0–1 dpf におこな

った。Scale bar, 500 µm.  
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図12 sox9a:Cre 標識細胞の尾鰭以外の組織への寄与 

組み換えた Tg(sox9a:Cre; actb:BSG; sp7:mCherry) の 43 dpf における尾鰭以外の組織での

写真。顎 (jaw)，背鰭 (dorsal fin)，臀鰭 (anal fin)，胸鰭 (pectoral fin)，鱗 (scale)，

体幹筋 (trunk muscle)，生殖細胞 (germ cell) などで EGFP 標識が観察された (白矢印)。つ

まり，sox9a:Cre で標識された細胞は，尾鰭以外にも幅広い組織に寄与することが分かる。TAM 処

理による組換え誘導は 0–1 dpf におこなった。sp7，骨芽細胞 (osteoblast) のマーカー (赤色)。

Scale bars, 200 µm.  
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図13 TAM 処理時期による標識効率の変化 

TAM 処理時期による尾鰭に標識鰭条をもつ個体の割合。高効率な Tg2(sox9a:Cre; actb:BSG) 

を使用した。TAM 処理による組換え誘導は各時点から 2 時間おこなった。標識鰭条をもつ個体の割合

は，1 dpf は 86%, 2 dpf は 85%, 3 dpf は 90%, 5 dpf は 47%, 15 dpf は 20%, 成魚では

0%であった。sox9a の発現は体節期 (1 dpf) 以降急速に低下するが，1 dpf 以降もしばらくは

sox9a:Cre で標識できた要因としては，Cre が分解されるまで時間差があることや，発生の遅い個体

が sox9a を発現していて標識された可能性が考えられる。調べたサンプル数は図中に記載した。 
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図14 5 dpf 以降に sox9a:Cre で標識した細胞の成魚尾鰭への寄与 

(A) 尾鰭に標識をもつ個体の出現率。図 13 について尾鰭の標識の入り方に注目して色分けした。

TAM 処理は各ステージで 2 時間のみおこなった。1, 2 dpf に組換えを誘導した場合は，尾鰭に標識

をもつほとんどの個体で背腹側の鰭条に偏ることなく標識がみられた。一方で，5 dpf 以降に組換えを誘

導した場合，尾鰭に標識をもつすべての個体で背腹側の鰭条のみが標識されていた。(B) 組み換えた

Tg2(sox9a:Cre; actb:BSG) の 43 dpf 尾鰭における写真。TAM 処理による組換え誘導は 7 dpf

に 2 時間おこなった。背側および腹側に位置する数本の鰭条のみで EGFP の緑色蛍光が見られた (白

矢印)。つまり，鰭の中央に位置する短い鰭条を形成する体節細胞は，長い鰭条を形成する体節細

胞よりも早く sox9a の発現が低下することが示唆された。Scale bar, 500 µm.  
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図15 2 dpf 尾部における sox9a:Cre 標識細胞の分化組織の解析 

(A) 組み換えた Tg1(sox9a:Cre; actb:BSG) の 2 dpf 尾部における抗体染色後の Z-stack 像。

最大値投影 (MIP) 法で三次元的に再構築した画像 (左) とその断面 a, b, c における光学切片

像 (右)。膜鰭領域で EGFP 蛍光をもった標識細胞は (黄矢印)，外側に樹状突起を伸ばした典型

的な膜鰭間葉細胞の形態 (Feitosa et al., 2012) をしていた。DAPI，核。MF20，抗ミオシン重

鎖抗体 (筋肉）。Scale bar, 50 µm. (B) 2 dpf 尾部における標識組織の割合。標識された細胞

の 87%は膜鰭間葉細胞を含む間葉細胞であった。他には，少数であるが上皮 (epidermis) や神

経管 (neural tube)，脊索 (notochord)，下索 (hypochord)，筋肉 (muscle) で EGFP

標識が見られた。TAM 処理による組換え誘導は 0–1 dpf におこなった。n = 405 EGFP 陽性細胞 

(11 匹)。 

  

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/22771579/
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図16 sox9a:Cre で標識された膜鰭間葉細胞の鰭形成過程における消失過程 

膜鰭間葉細胞の消失過程におけるタイムラプス写真。6 dpf において，膜鰭間葉細胞の多くは EGFP

標識されていた (上)。鰭条 (骨芽細胞，赤色) が形成される過程（下）で，膜鰭間葉細胞 (黄

円) は徐々に膜鰭の端に移動し，20 dpf には完全に消失した。つまり，膜鰭間葉細胞が絶えたことを

意味し，膜鰭間葉細胞は成魚尾鰭を形成しないことが分かった。Tg1(sox9a:Cre; actb:BSG; 

sp7:mCherry) を使用し，TAM 処理による組換え誘導は 0–1 dpf におこなった。破線，膜鰭。白

括弧，鰭条の形成領域。n, 脊索。n = 15. Scale bars, 100 µm.  
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図17 胚期に sox9a:Cre で標識された間葉細胞の成魚尾鰭形成過程 

成魚尾鰭の形成過程におけるタイムラプス写真。2–3 dpf において膜鰭の基部に位置する 1 つまたは

少数の細胞（白，黄，赤三角）が，膜鰭の端に向かって増殖し，43 dpf には成魚の鰭条 (骨芽

細胞，赤色) を形成した。14 dpf から，増殖している標識細胞と隣接して sp7 陽性の骨芽細胞

（赤色）が見られた。TAM 処理による組換え誘導は 0–1 dpf におこなった。つまり，成魚尾鰭に寄与

す る 運 命 は ， 標 識 を お こ な っ た 体 節 期 の 時 点 で す で に 決 ま っ て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。

Tg1(sox9a:Cre; actb:BSG; sp7:mCherry) を使用した。v9, 腹側 9 番目の鰭条。v1, 腹側

1 番目の鰭条。d4，背側 4 番目の鰭条。n，脊索。n = 15. Scale bars, 100 μm. 
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図18 成魚尾鰭における鰭条標識タイプと間葉細胞系譜 

成魚における標識が見られた鰭条の横断切片写真 (上) と側面の Z-stack 像 (下)。共焦点レーザ

ー顕微鏡で撮影された。非骨芽系譜 (左) では，EGFP 標識細胞 (緑色) は鰭条および鰭条間 

(白矢印) の間葉領域で見られた (左上)。鰭条関節では見られなかった (左下)。骨芽系譜 (中央) 

では，EGFP 標識細胞は鰭条骨に沿って観察され (中央上)，一部鰭条間領域でも見られた (白矢

印)。標識細胞の大部分は sp7 陽性の骨芽細胞 (赤色) と重なっており，鰭条関節の骨芽前駆細

胞 (OPC, 白三角) や休止骨芽細胞 (BLC, 緑三角) でも EGFP 蛍光が観察された (中央下)。

混合系譜 (右) では，非骨芽系譜と骨芽系譜を合わせたような標識が見られた。鰭条の間葉領域や

鰭条骨の周辺，一部鰭条間 (白矢印) で EGFP 蛍光が観察された (右上)。また，OPC (白三角) 

や BLC (緑三角) でも EGFP 蛍光が観察された (右下)。標識鰭条 76 本について系譜の出現率を

調べたところ，非骨芽系譜は 30% (23 本), 骨芽系譜は 29% (22 本), 混合系譜は 41% (31

本) であった。Tg1(sox9a:Cre; actb:BSG; sp7:mCherry) を使用し，TAM 処理による組換え

誘導は 0-1 dpf におこなった。b，鰭条骨。j，鰭条関節。DAPI，核。Scale bars, 50 µm.  
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図19 TAM 処理時期と間葉細胞系譜の出現率変化 

(A) TAM 処理時期と標識鰭条にみられた系譜の割合。20 体節期 (somite stage, ss) (受精後

約 18 時間) と 30 体節期 (受精後約 24 時間) に TAM 処理を 2 時間おこなった。体節形成がほ

ぼ終わっている 30 体節期においても，混合系譜が 48%の割合で観察された。つまり，混合系譜は体

節期に骨芽系譜と非骨芽系譜に分岐するわけではなく，混合系譜という尾鰭を形成する間葉細胞系

譜の 1 つであることが示唆された。Tg1(sox9a:Cre; actb:BSG; sp7:mCherry) を使用した。調べ

た EGFP 陽性の鰭条数は図中に示した。(B) 20 体節期（左）と 30 体節期（右）のゼブラフィッシュ

胚。  
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図20 骨芽系譜間葉細胞の鰭条形成過程 

骨芽系譜の標識をもつ鰭条の形成過程。共焦点レーザー顕微鏡を用いて Z-stack 撮影され，三次

元的に再構築された画像 (上) とその断面 a または a, b における光学切片像 (下)。17 dpf (左) 

では，増殖している EGFP 標識細胞は，鰭条骨の形成領域に位置していたが (左下)，まだ

mCherry 蛍光を持っていなかった (白三角)。20 dpf (右) になると，標識細胞の一部で mCherry

蛍光が見られ (黄三角)，sp7 陽性の骨芽細胞（赤色）に分化したことが分かった (右下)。また，

初めて形成された鰭条関節でも EGFP 標識が見られたことから (緑三角)，sp7 陰性の OPC に分化

したことも明らかになった。従って，標識細胞が増殖しつつ OPC の出現よりも前に骨芽細胞に分化したこ

と，基部側の OPC は増殖せず先端側の鰭条形成に寄与しないことから，骨系細胞の産生にコミットし

た増殖性の間葉細胞を骨芽系間葉細胞 (osteogenic mesenchymal progenitor, OMP) とし

た。Tg1(sox9a:Cre; actb:BSG; sp7:mCherry) を使用し，TAM 処理による組換え誘導は 0–

1 dpf におこなった。Actb, ほぼすべての細胞で TagBFP を発現している (青色)。n = 3. Scale bar, 

50 µm.  
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図21 非骨芽系譜間葉細胞の鰭条形成過程 

非骨芽系譜の標識をもつ鰭条の形成過程。共焦点レーザー顕微鏡を用いて Z-stack 撮影され，三

次元的に再構築された画像 (上) とその断面 a における光学切片像 (下)。17 dpf (左) では，増

殖している EGFP 標識細胞は，鰭条間葉領域に位置しており (左下)，sp7 陽性の骨芽細胞 (赤

色) と重なっていなかった (白三角)。20 dpf (右) においても変わらず鰭条間葉領域に位置し，骨芽

細胞を生み出すことは無かった (右下)。Tg1(sox9a:Cre; actb:BSG; sp7:mCherry) を使用し，

TAM 処理による組換え誘導は 0–1 dpf におこなった。Actb, ほぼすべての細胞で TagBFP を発現し

ている (青色)。n = 3. Scale bar, 50 µm.  
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図22 標識された鰭条からの細胞分散 

非骨芽系譜，骨芽系譜の標識をもつ鰭条からの細胞分散スキーム。Tg1(sox9a:Cre; actb:BSG; 

sp7:mCherry) を用いて 0–1 dpf に TAM 処理し組換えを誘導した。成魚まで育てて，蛍光実体

顕微鏡下で鰭条の標識タイプを識別した。尾鰭は切断後 14 日 (days post amputation, dpa) 

を用い，L-15 培地中で標識鰭条を１本に切り分けた。切り分けた鰭条をさらに 4–5 等分し，10–20

本分収集した。集めた鰭条を 0.5% collagenase で 37℃，1 時間消化した。消化中は 5 分おきに

容器をタッピングして液を混ぜた。消化液には近赤外蛍光をもつ死細胞核染色試薬 RedDot2 を添加

した。鰭条を消化後，40 µm メッシュのセルストレーナーに通し，非骨芽系譜，骨芽系譜の細胞懸濁

液を得た。  
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図23 骨芽系譜間葉細胞 (OMP) と非骨芽系譜間葉細胞 (non-OMP) の分取 

セルソーターにおける骨芽系譜 (左) 非骨芽系譜 (右) のプロット。0–1 dpf に組換えを誘導した

Tg1(sox9a:Cre; actb:BSG; sp7:mCherry) の 14 dpa 鰭から標識鰭条を採取し，細胞を分

散してセルソーターで解析した。骨芽系譜からは，EGFP+/mCherry+骨芽細胞 (左，橙円) と

EGFP+/mCherry － 骨 芽 系 間 葉 細 胞  (OMP) ( 左 ， 緑 円 ) を ， 非 骨 芽 系 譜 か ら は

EGFP+/mCherry－非骨芽系間葉細胞 (non-OMP) (右，緑円) を分取した。プロット右側は

EGFP が強く発現しており，上側は mCherry が強く発現していることを示している。プロット左下の集団

は蛍光を持たない細胞集団である。細胞集団密度は，赤色が一番高く，黄色，緑色，青色，白色

に近 づ くにつれて 低 くなる。 500,000 events ( 細胞 ) の みをプロ ッ トに表示 し た。軸 には

biexponential (双指数関数) スケールを用いた。OMP として収集した細胞には，sp7 陰性の骨芽

前駆細胞 (OPC) や休止骨芽細胞 (BLC) が含まれていると考えられる。 
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図24 セルソーターにおけるゲートの設定と細胞分取スキーム 

セルソーターを用いた骨芽系譜における詳細な細胞分取過程。density plot（上）では細胞集団の

密度が分かり，dot plot (下) ではゲートを設定した細胞集団が，異なるチャンネル上でどこに分布し

ているかをみることができる。最初，FSC/BSC チャンネルを用いて，ゲート A (黄土色) の領域内の細

胞 を 選 び ， FSC/RedDot2 グ ラ フ に 再 プ ロ ッ ト し た。 続 け て ゲ ー ト B ( 青 色 ) を 設 定 し ，

EGFP/mCherry グラフに再プロットした。最後に，目的の細胞のゲートを設定して細胞を分取した。死

細胞や細胞片 (debris)，無蛍光細胞を可能な限り除いた。dot plot (下) で細胞の分布を確認

しながら，これらのゲートを設定した。dot plot (下) のドットの色は，density plot (上) で設定した

ゲートの色と同じである。細胞集団密度は，赤色が一番高く，黄色，緑色，青色，白色になるほど

低くなる。500,000 events (細胞) のみをプロットに表示した。FSC (forward-scattered light，

前方散乱光) は細胞のサイズ，BSC (back-scattered light，後方散乱光) は細胞内部の複雑

さを主に表す。RedDot2，近赤外蛍光をもつ死細胞核染色試薬。赤矢印，RedDot2 陽性細胞。 
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図25 OMP, non-OMP, 骨芽細胞に濃縮された遺伝子のヒートマップ 

OMP, non-OMP, 骨芽細胞における遺伝子発現のヒートマップ。遺伝子のフィルタリング条件は図中に

示した。OMP, non-OMP, 骨芽細胞の発現変動遺伝子として計 227 個の遺伝子を同定した。その

内，non-OMP で特異的に発現する遺伝子は 52 個 (緑線)，OMP で特異的に発現する遺伝子は

82 個 (黄線単色)，OMP と骨芽細胞で濃縮された遺伝子は 14 個 (青線)，骨芽細胞で特異的

に発現する遺伝子は 79 個であった (赤線単色)。ヒートマップは，各遺伝子ごとに算出した z-score を

用いて作製した。グループに特徴的な遺伝子を図左側に示している。non-OMP では軟骨形成に関わ

る遺伝子が濃縮しており，OMP では骨形成に関わる遺伝子が濃縮していた。従って，non-OMP を軟

骨芽間葉細胞 (chondrogenic mesenchymal progenitor, CMP) とした。サンプリングは独立し

て 2 回実施した。FC, fold change.  
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図26 OMP, non-OMP (CMP), 骨芽細胞の gene ontology (GO) 解析 

OMP, non-OMP (CMP), 骨芽細胞で濃縮された遺伝子の Gene ontology (GO) 解析。non-

OMP (CMP) のみ (緑色), OMP のみ (黄色), OMP と骨芽細胞 (青色), 骨芽細胞のみ (赤色) 

で濃縮された 52, 82, 14, 79 個の遺伝子をそれぞれ DAVID に追加し，GO 解析をおこなった。non-

OMP では軟骨発生に関する遺伝子が濃縮していた (緑矢印)。OMP では細胞外マトリクス形成 (黄

矢印)，骨発生 (青矢印) に関する遺伝子が濃縮していた。同様に，骨芽細胞でも細胞外マトリクス

形成と骨化に関する遺伝子が濃縮していた (赤矢印)。アノテーションのカテゴリーは Biological 

Process を使用し，Functional Annotation Chart で出力した。ランク付けは false discovery 

rate (FDR) を用いておこない，上位 5 つの項目 (term) を図に掲載した。 
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図27 鰭再生前後における骨芽系譜，軟骨芽系譜の解析 

(A) 鰭再生前後における間葉細胞系譜の追跡スキーム。組み換えた Tg1(sox9a:Cre; actb:BSG; 

sp7:mCherry) の成魚の内，標識鰭条をもつ個体の鰭を切り取り，凍結切片を作製して系譜を識

別した (鰭再生前)。2 週間後，鰭を再度切断し，切片を作製して系譜を確認した (鰭再生後)。

dpa, days post fertilization. (B) 軟骨芽系譜 (左) と骨芽系譜 (右) の鰭再生前後における

横断切片像。軟骨芽系譜 (左) では，鰭再生前 (上) に鰭条間葉領域で EGFP 標識が見られ，

鰭再生後 (下) も同じように間葉領域で標識が見られた (白三角)。骨芽系譜 (右) では，鰭再生

前 (上) に鰭条骨周辺で EGFP 標識が見られ，鰭再生後 (下) も同じ分布で鰭条骨周辺に標識

が見られた (黄三角)。つまり，CMP と OMP は鰭再生を経ても分化転換して，それぞれ骨芽細胞や

軟骨芽細胞を生み出さないことが分かった。TAM 処理による組換え誘導は 0–1 dpf におこなった。サン

プル数は図中に示した。b，鰭条骨。DAPI，核。Scale bar, 25 µm. 
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図28 NTR/MTZ システムによる細胞除去 

(A) NTR/MTZ システムによる細胞除去の模式図。使用した TgBAC(mmp9:EGFP-NTR) は，

mmp9 プロモーターの制御下で，EGFP と NTR の融合タンパク質が発現している。NTR は MTZ を細

胞毒性のある物質に変換することで細胞死が誘導される。つまり，MTZ 処理によって EGFP の緑色蛍

光をもった細胞（主に骨芽前駆細胞 OPC）で細胞死が誘導，遺伝学的に除去される。BAC, 細菌

人工染色体。NTR, nitroreductase. MTZ, metronidazole. (B) 鰭条での間葉細胞による OPC

補充スキーム。再生芽（間葉）移植により，OPC の除去後，近くにいる間葉細胞が OPC を補充す

ることが分かっている (Ando et al., 2017)。しかし，OPC を補充する間葉前駆細胞はどこに存在し，

どのような性質をもっているのかは分かっていない。 

  

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29103952/
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図29 骨芽系譜の標識細胞と骨芽前駆細胞 (OPC) の局在 

Tg2(sox9a:Cre; actb2:BSR; mmp9:NTR) の成魚尾鰭における Z-stack 像 (左) と a におけ

る光学切片像 (右)。鰭条関節において，骨芽系譜 (赤色) の一部の細胞で，EGFP 蛍光が見られ

た (白三角)。つまり，鰭条形成過程において骨芽系譜間葉細胞 (OMP) は OPC（緑色）を生み

出すことが確認できた。TAM 処理による組換え誘導は 0–1 dpf におこなった。Actb2, ほぼすべての細

胞で TagBFP を発現している (青色)。j，鰭条関節。b，鰭条骨。n = 3. Scale bar, 10 µm. 
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図30 骨芽系譜，軟骨芽系譜における OPC の除去と再生 

(A) MTZ 処理と観察のスキーム。MTZ 処理は 4 日間おこない，2 日間の処理後に MTZ 溶液を再

調製した。MTZ 処理後，何度か水替えをおこない，MTZ の残留を抑えた。MTZ 処理開始から 0, 4, 

11，23 日後に観察した。 (B) 軟骨芽系譜，骨芽系譜の標識細胞による OPC の再生過程。MTZ

処理前は鰭条関節 (白三角) で EGFP 蛍光 (mmp9 陽性 OPC, 緑色) が観察された (一番上

の段)。4 日間の MTZ 処理によって EGFP 蛍光は消失した (上から二段目)。つまり，OPC 除去が完

了したため，MTZ 処理をやめて OPC の再生を開始した。再生開始から 7 日後には大部分の OPC が

再生され (下から 2 段目)，19 日後には OPC はほぼ完全に再生した (一番下の段)。OPC 再生後，
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骨芽系譜の OPC の一部で赤色蛍光が発現していた (一番下の段，右，白三角)。軟骨芽系譜の

OPC には赤色蛍光は観察されなかった (一番下の段，左)。つまり，赤色蛍光を持った骨芽系譜の標

識細胞が OPC に分化したことを意味する。OPC は sp7 陽性の骨芽細胞からは生じない (Ando et 

al., 2017) ことから，OPC を補充した骨芽系譜の細胞は骨芽細胞ではなく，sp7 陰性の骨芽系間

葉細胞 (OMP) であることが示唆された。Tg2(sox9a:Cre; actb2:BSR; mmp9:NTR) を使用し，

TAM 処理による組換え誘導は 0–1 dpf におこなった。調べたサンプル数は図中に示した。Scale bars, 

50 µm.  

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29103952/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29103952/
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図31 尾鰭形成過程におけるアクチノトリキアと鰭条を形成する間葉細胞の解析 

17 dpf 尾部における抗体染色後の Z-stack 像。EGFP 陽性の標識細胞 (緑色) と mCherry 陽

性の骨芽細胞 (赤色) の伸長方向は，アクチノトリキア (白色) の線維方向とほぼ一致している。

Tg1(sox9a:Cre; actb:BSG; sp7:mCherry) を使用し，TAM 処理による組換え誘導は 0–1 

dpf におこなった。actb，ほぼすべての細胞で TagBFP を発現している (青色)。COL2，II-II6B3 抗

体 (アクチノトリキア)。Scale bar, 50 µm.  
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図32 体節 (硬節) 分化に関わる主なシグナル 

体軸断面における硬節分化に関わるシグナルの模式図。硬節のパターニングの際に間葉細胞系譜が決

定することが考えられる。硬節形成 (分化) に関わるシグナルは，sonic hedgehog (Shh) や bone 

morphogenetic protein (BMP), Wnt がよく知られている。Shh は，神経管の底板 (floor 

plate) や脊索 (notochord) から分泌される。Shh シグナルの下流で働く Gli2/3 が欠失している場

合，硬節で発現する Pax1/9 の発現が大きく低下し，Sox9 も検出できなくなる。Noggin は脊索や

背側の体節から分泌され，BMP4 を阻害し，硬節の特定化 (specification) に関わっている。Wnt

は神経管の蓋板 (roof plate) や上皮から分泌され，脊索や底板から分泌される Shh と協調して，

体節のパターニングに関与している。つまり，これらのシグナルが硬節のパターニング，および間葉細胞系

譜の決定に関与している可能性が考えられる。nt，神経管。n，脊索。ao，背側大動脈。DM，皮

筋節。M，筋節。IM，中間中胚葉。LPM，側板中胚葉。Tani et al., 2020 から引用。  

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32788657/
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図33 ゼブラフィッシュにおける間葉細胞の系譜 

sox9a 陽性の体節細胞と成魚尾鰭を形成する間葉細胞系譜のまとめ。sox9a 陽性体節細胞に由来

する間葉細胞には，幼生期に膜鰭で消滅する間葉細胞も含めて，4 つの系譜があることを明らかにし

た。成魚の尾鰭を形成する 3 つの間葉細胞系譜の内，1 つ目は骨芽系譜であり，鰭条骨の周りに局

在して，骨芽細胞や骨芽前駆細胞 (OPC), 休止骨芽細胞 (BLC) など骨芽系の細胞を生み出し

ていた。2 つ目は軟骨芽系譜であり，骨芽細胞を生み出すことなく鰭条の間葉領域に位置しており，

RNA-seq によると軟骨形成のプロファイルを明確に持っていた。3 つ目は混合系譜であり，骨芽細胞と

間葉領域の細胞が標識され，骨芽系譜と軟骨芽系譜の両方の特徴を持っていた。これら間葉細胞の

系譜は標識をおこなった体節期の細胞に由来するため，間葉細胞の系譜は体節期に決まりはじめるこ

とが明らかになった。さらに，細胞のライブイメージング追跡，OPC 除去実験によって，骨芽細胞と OPC

の新たな供給源として骨芽系間葉細胞 (OMP) を発見した。また，RNA-seq 解析によって軟骨細胞

や軟骨芽細胞を生み出すとされる軟骨芽系間葉細胞 (CMP) も明らかにした。これら OMP と CMP は，

鰭再生を経ても分化転換しないことから，それぞれ骨芽産生，軟骨芽産生にコミットし，成魚尾鰭の

鰭条に間葉前駆細胞プールとして維持されていることを明らかにした。しかし，CMP は軟骨芽細胞を生

み出しているのか，混合系譜の間葉細胞はどのような性質をもつのかは不明である。 


