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1. 序論 

 

1.1 緒言 

 日本記念日協会は 1994 年に 10 月 8 日を「骨と関節の日」と定めている。これには、骨

と関節を中心とした体の運動器が健康維持にいかに大切であるかを、より多くの人に認識

してもらいたいという願いがこめられているという。日付は「ホネ」のホの字が十と八を

組み合わせたように見えることから、この日に決まったそうである (日本記念日協会 HP よ

り)。体を自由に動かすためには、骨がしっかりと体を支え、関節が滑らかに動くことが必

要であるが、近年、骨と関節に障害がおきる運動器疾患患者が増加している。例えば、骨

がもろくなる骨粗鬆症、膝の痛みの原因となる変形性膝関節症などがその一例である。膝

や腰が痛む、足腰が弱くなるといった症状は、中高年の多くが抱える大きな悩みだが、根

本的な治療法は確立されていない。 

現代よりも寿命が短かった時代には、いかに寿命を延ばすかという命題に立ち向かうた

めに研究が行われ、それが人々の願いだった。しかし、現代のように寿命が延びると、次

はいかに質の良い生活が送れるかを追求することに関心が向かい、研究の方向性も変化し

てくる。長い人生いくつになっても元気に動き回っていたいという願いを叶えるために研

究が発展するようになる。そこで注目されてきた研究の一つが骨研究である。実際、WHO

は、2000 年から 2010 年までの 10 年間を「骨と関節の 10 年」と定め、これまで注目度の低

かった関節疾患や骨粗鬆症などの疾患の予防法と根本的な治療法の確立を目指してきた。

そして、まだ目的が十分に達成されていないという理由から、さらに 2020 年まで継続して

研究を強化していく方針を打ち出している。日本においても近年、骨粗鬆症に対して骨形

成促進作用のある治療薬が開発されるなど、確実に研究は進み、人々の関心が高まってい

る。 
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骨研究は、ノックアウトマウスの解析がさかんになり、骨形成に現れる表現型と原因遺

伝子が次々と明らかになったことにより、分子生物学分野で発展するようになった。しか

し、骨形成関連遺伝子の欠損は重篤な骨格の異常を引き起こし、胎生致死や生後すぐに死

亡することが多いため、解析が難しい。そのため、in vitro の研究と合わせることで、研究

が進められてきた。生体内で実際に行われている骨形成をさらに詳細に解析し、これまで

の分子レベルでの研究結果も含めて、より体系的に骨形成を理解するためには、生体内で

より長い期間骨形成を観察できる実験系を用いることが望ましい。 

そこで登場するのがゼブラフィッシュやメダカなどの硬骨魚類である。ノックアウトマ

ウスを用いた研究では成し得なかった成果が期待できるとして、骨研究に用いられている。

マウスの骨を観察するためには、基本的には体外に取り出す必要があるため、体内で形成

過程を観察することは容易ではない。それに対し、魚類の稚魚は体が透明であり、成魚は

鰭が透明であるため、骨形成過程を外側から観察することができる。トランスジェニック

ラインを作製すれば、細胞の動きを容易に可視化することもできる。また、これまでの研

究から硬骨魚類は進化の初期段階で出現した脊椎動物であり、脊椎動物全般に保存された

発生機構を持つことが明らかになっている。そのため、硬骨魚類は骨研究に適し、かつ非

常に扱いやすいモデル生物であると言える。 

本研究では骨形成モデルとしてメダカを用いた。特に、鰭内部に存在する鰭条と呼ばれ

る骨組織に着目し、その形成機構の解析を行った。骨形成に異常を示す変異体を単離して

解析する順遺伝学的手法と、魚類を用いる最大の利点である in vivo イメージング技術を用

いて、骨形成中の新たな分子機構を明らかにした。ここで報告する結果は、骨形成の基礎

研究に新たな知見を与えるものであり、今後の骨研究の発展の一翼を担うものであること

を期待している。 
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1.2 骨形成 

 本研究の対象である脊椎動物の骨について、その種類や形成機構について説明する。さ

らに、骨形成モデルとして用いた硬骨魚類であるメダカの骨、特に鰭条について紹介する。 

 

1.2.1 骨の分類 

 脊椎動物の骨は、内骨格と外骨格の二種類に分類され、その形態や骨化様式が異なるこ

とが知られている。内骨格は、背骨や四肢など、体の内部を通る長く細い骨のことを示し、

その形状から長管骨と呼ばれる。一方、外骨格は頭蓋骨などの体の外側を覆う骨のことを

指し、その形状から扁平骨と呼ばれる。進化の初期段階にいる甲皮類は全身が皮骨で覆わ

れており、この皮骨が外骨格の起源だと言われている。外骨格は、進化の過程で次第に退

化し、魚類では鱗・鰭条・頭蓋骨、哺乳類では頭蓋骨と鎖骨のみになったと考えられてい

る。 

また、内骨格は内軟骨性骨化、外骨格は膜性骨化によって骨化するという違いがある。

内軟骨性骨化では、間葉系細胞がまず軟骨へと分化し、さらに肥大軟骨へと分化した後に、

内部に血管と骨芽細胞が誘導されて内側から骨化する。一方、膜性骨化では、凝集した間

葉系細胞が軟骨細胞を経ずに直接骨芽細胞へと分化し、後に骨基質を分泌して骨化する。 

 

1.2.2 骨芽細胞 

 骨芽細胞は、間葉系細胞が分化してできる細胞で、後に骨基質を分泌して骨形成を誘導

する骨細胞である。骨芽細胞に直接作用してその増殖や分化に重要な影響を与える因子と

して、骨形成因子(BMP), 繊維芽細胞増殖因子(FGF), インスリン様成長因子(IGF), 副甲状腺

ホルモン(PTH)などが知られている。BMP は、異所性骨形成の誘導因子として同定され 

(Urist, 1965)、その後の研究から個体の初期発生に重要なサイトカインであることが明らか

になった。BMP ノックアウトマウスはその多岐に渡る機能により胎生致死であり、骨研究
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においてはコンディショナルノックアウトが用いられている。 

近年、ヒトPTH製剤が、骨粗鬆症治療薬として販売されるようになり注目を集めている (テ

リボン皮下注用 56.5 µg)。これまでの骨粗鬆症治療薬は、破骨細胞の機能を阻害すること

で骨の吸収を抑えるものだった。それに対しこのヒト PTH 製剤は、骨芽細胞の増殖を促進

して骨形成を促すという画期的なものであった。このように臨床応用の観点からも骨芽細

胞分化の分子機構の解明は注目を集めている。 

骨芽細胞分化には転写因子である Runx2 と Osterix が重要であることが知られている。ど

ちらのノックアウトマウスも骨芽細胞が存在せず、骨形成が行われないことから、骨芽細

胞分化への関与が明らかになった。Runx2 は間葉系幹細胞を凝集させながら骨芽前駆細胞へ

の分化を決定し、Osterix は骨芽前駆細胞を未熟骨芽細胞へと分化させることから、Runx2

と Osterix は骨芽細胞分化に必須であると言われている (Komori et al., 1997; Nakashima 

et al., 2002)。 

 

1.2.3 魚類の骨 

 硬骨魚類は進化の初期段階で出現した脊椎動物であり、これまでゼブラフィッシュやメ

ダカを用いた研究から、骨の形態や形成機構が分子レベルで哺乳類とよく保存されている

ことが明らかになっている。外骨格、内骨格の分類は硬骨魚類にも当てはまり、頭蓋骨、

鱗、鰭条は外骨格だと考えられる。 

鰭条 (Fin rays) は鰭の内部にある骨組織である (図 1.1)。鰭の内部には二種類の骨があり、

一つが外骨格である鰭条、もう一つが鰭の根元にあり内骨格に当たる支持骨格である。支

持骨格は、鰭の根元で体幹部と鰭条を結合するように存在しており、尾鰭では下尾骨 

(Hypurals)、背鰭と尻鰭では担鰭骨 (Radials)、胸鰭では肩甲骨、腹鰭では腰骨と呼ばれてい

る (Crotwell and Mabee, 2007)。鰭条は節で区切られた繰り返し構造を基本骨格にしてお

り、瓦型をした二枚の骨が合わさって一本の鰭条を形成している (Laforest et al., 1998)。
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つまり鰭条は長管骨ではなく扁平骨であると言える。 

 

1.2.4 鰭条形成 

 鰭条を形作る二枚の骨の表面には骨芽細胞が並び、その骨と骨の間には繊維芽細胞や血

管、神経が通っている。周りは表皮と色素細胞で覆われており、筋肉は存在しない。 

メダカの稚魚では受精後 5 日目に尾鰭部分の鰭条の形成が始まる。発生初期の稚魚は体全

体が膜鰭と呼ばれる透明な膜で覆われており、受精後 5 日目になると、その膜鰭の尾部に

鰭条が形成され始める。膜鰭内部にはアクチノトリキアと呼ばれる繊維状組織が放射状に

形成され、その繊維に沿って鰭条が形成されることが知られている。 

鰭条形成の分子機構は、主にゼブラフィッシュを用いた鰭再生研究によって明らかにさ

れてきた。鰭再生時の鰭条再生では、まず間葉系細胞に bmp2b が発現し (Quint et al., 2002)、

それに誘導されて runx2 が発現する (Smith et al., 2006)。runx2 は osterix の転写を制御し

て骨芽前駆細胞を骨芽細胞へと分化誘導する。その後の骨芽細胞の分化段階は bone 

sialoprotein (spp-1) や ZNS-5 などのマーカー遺伝子によって定義される (Johnson and 

Weston, 1995)。これらマーカー遺伝子により、鰭条の基部には成熟した骨芽細胞、先端に

は未熟な骨芽細胞が存在することが示されている。メダカの尾鰭においても osterix が骨芽

前駆細胞で発現することが報告されている (Renn and Winkler, 2009)。このように鰭条の

形成は、脊椎動物に共通した分子機構で説明することができると考えられる。 

 

1.3 Ectodysplasin A (Eda) 

本研究で用いた afl 変異体は、今回報告する解析結果により ectodysplasin A (eda) 遺伝子に

変異を持つことが明らかになった。そこで eda 遺伝子と eda が関与する Eda シグナルについ

てこれまでの知見を紹介する。 
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1.3.1 Eda の変異による表現型 

  Eda は、ヒトの外胚葉異形成症の原因遺伝子であることが知られている (Mikkola, 

2009)。外胚葉異形成症は、表皮またはその付属器である毛髪、皮脂腺、汗腺、乳腺、爪、

歯に発育不全もしくは部分的な欠損などの症状が現れる先天性疾患である。歯科領域では、

歯の欠落部を補う治療がなされるなどの対処療法があるが、皮脂腺や汗腺がなく汗をかく

ことができない症状に対する治療法はなく、重篤な疾患である。マウスにおいては、Eda に

変異を持つ自然発生変異体 Tabby が報告されている (Mikkola, 2008)。Tabby 変異体の表現

型は、体毛が減少し一部消失する、瞼が常に閉じぎみである、汗腺や乳腺が減少もしくは

欠失する、歯が矮小化または欠失する、という形質として現れる(Gaide and Schneider, 

2003), (図 1.2)。また、Eda と特異的に結合する Eda receptor (Edar)に変異を持つ自然発生変

異体 downless が同様の表現型を示すことが報告されている。さらに、ゼブラフィッシュの

eda, edar 変異体が同定されており、鱗の異形成と部分的な消失、咽頭歯の消失、鰭の消失

などが報告されている (Harris et al., 2008), (図 1.3)。 

 

1.3.2 Eda シグナル 

 Eda 遺伝子の翻訳物は二種類あり、EDA-A1 と EDA-A2 と命名されている。この二つはス

プライシングバリアントであり、EDA-A2 は EDA-A1 よりも 2 アミノ酸短い (Bayés et al., 

1998)。EDA-A1 は EDAR と特異的に結合し、EDA-A2 は XEDAR と結合する (Yan et al., 

2000)。Tabby 変異体では EDA-A1 の過剰発現により表現型が回復し、EDA-A2 では回復し

なかったことから、Tabby 変異体の表現型が EDA-A1 の欠損によるものであることが示され

ている (Srivastava et al., 2001; Cui et al., 2003)。 

EDA-A1 をリガンドとする Eda シグナルは、Tabby 変異体や downless 変異体の解析、in vitro

の実験系により解析が進んでいる。これ以降、EDA-A1 のことを Eda と表記し、EDA-A1 と

EDAR によるシグナルを Eda シグナルと表記する。Eda は三量体を形成し、フューリンプロ
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テアーゼによるタンパク分解的切断を受けることにより、細胞表面から遊離して Edar に結

合する (Elomaa et al., 2001; Schneider et al., 2001; Mikkola and Thesleff, 2003)。すると、

Edar の細胞内ドメインが下流へシグナルを伝え、NF-κB がリン酸化される。リン酸化し活

性した NF-κB は核内へと移行し、下流の転写因子の転写を促す。この転写因子は、マウス

の皮膚を用いたマイクロアレイ解析により、ccn2/ctgf, follistatin, shh, dkk4 などが候補として

挙げられている (Mou et al., 2006; Pummila et al., 2007; Fliniaux et al., 2008)。BMP のア

ンタゴニストとして知られている ccn2/ctgf, follistatin は、recombinant EDA を作用させた培

養細胞での発現誘導が観察された (Mou et al., 2006)。同時に shh の発現が上昇することが

報告されている (Pummila et al., 2007)。Wnt のアンタゴニストである dkk4 も recombinant 

EDA により発現上昇が観察されている (Fliniaux et al., 2008)。shh は、recombinant shh が

downless 変異体の顎下腺の表現型を回復させたことからも Eda シグナルのターゲット因子

であることが示唆されている (Wells et al., 2010)。また、NF-κB の活性化が Eda シグナル

のメイン経路であることは、いくつかのマウスを用いた研究によって示されている。NF-κB

レポーターマウスを用いて NF-κB の活性を調べたところ、Tabby マウスと downless マウス

において NF-κB の活性が有意に低下していた  (Schmidt-Ullrich et al., 2001; 

Schmidt-Ullrich et al., 2006)。 

 

1.3.3 Eda シグナルと形態形成 

Eda シグナルが形成に関与するとされている歯、毛包、汗腺などの組織の発生には共通し

た形態変化があることが示されている。まず、組織が形成される部分の上皮細胞が肥厚し、

プラコードが形成される。その後、上皮プラコードが間葉系細胞の層へと陥入し、上皮間

葉相互作用によって組織が形成されていく。この時の上皮細胞と間葉系細胞間のシグナル

伝達を Eda/Edar シグナルが担っていることが示唆されている。例えば、歯胚発生期におい

て、開始期では Eda, Edar ともに上皮での発現が観察される。Edar 発現細胞が上皮プラコー
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ドを形成し、陥入後は、歯の外エナメル上皮で Eda が発現し、エナメル結節と呼ばれる歯

の内部組織で Edar が発現する (Tucker et al., 2000)。ゼブラフィッシュやメダカでは、こ

れまで eda 発現細胞が特定されていなかったため、このような Eda/Edar シグナルの機能は

確認されていない。本研究で初めて、魚類における Eda/Edar シグナルの細胞間シグナル伝

達について報告する。  

 

1.4 メダカを用いた研究の意義 

 小型の硬骨魚類であるメダカは、飼育が容易で、毎日約 20 個の卵を産み、約 2 ヶ月で成

魚へと成長する。卵の中で発生し、卵から孵った稚魚は体が透明なため、生きたまま組織

の発生を観察することができる。このような特徴から、メダカは発生学のモデル動物とし

て非常に優れていると言える。また、基本的に哺乳類と同等の組織・器官を持つため、ヒ

トの疾患モデルとしても利用されている。 

 メダカは順遺伝学による発生学研究に適している。順遺伝学とは、スクリーニングによ

り注目する現象に異常を示す変異体を単離し、原因遺伝子を探索するという手法である。

この手法を用いることにより、ある遺伝子のこれまで知られていなかった新たな器官形成

への関与を明らかにすることや、名前のついていない新規遺伝子を発見することが比較的

容易になった。単離された変異体のどの遺伝子が変異しているのかを特定する際にもメダ

カは非常に有用である。メダカは交配可能な北日本集団由来 (HNI) と南日本集団由来 

(Cab) の純系統が樹立されており、これら系統間のゲノムを比較すると、遺伝子コード領域

で約 1%、非コード領域で約 3%の塩基が異なっている (Sasado et al., 2010)。系統間で見ら

れる多型としては非常に大きな数字であり、このことは多型マーカーの作製を容易にし、

変異体の原因遺伝子の探索を有利にしている。さらにゲノムサイズが比較的小さいことか

ら、メダカは遺伝学研究に適した優れた研究モデルであると言える。 
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1.5 本研究の目的 

  ノックアウトマウスを用いた研究により骨形成に必要な遺伝子が明らかになり、in vitro

の研究により骨芽細胞分化のメカニズムが明らかにされつつある。しかし、これまでの研

究結果は骨組織を組織学的、形態学的に解析したものであり、生体内での骨形成機構を正

確に理解するには不十分である。そこで、小型魚類であるメダカを用いて in vivo イメージ

ングを行い、生体内における骨形成中の細胞の挙動を観察することで、骨形成における新

たな分子機構を提唱することを目的とした。
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 図 1.1 硬骨魚類の骨格 

鰭の内部には、外骨格である鰭条 (Fin rays)と内骨格に当たる支持骨格が存在する。支持

骨格は、鰭の根元で体幹部と鰭条を結合するように存在し、尾鰭では下尾骨 (Hypurals)、背

鰭と尻鰭では担鰭骨 (Radials)、胸鰭では肩甲骨、腹鰭では腰骨と呼ばれている。 

鰭条は、節で区切られた繰り返し構造を基本骨格として、瓦型をした二枚の骨が合わさっ

てた構造をとる。(Crotwell and Mabee, 2007, Laforest et al., 1998 より改変) 
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 図 1.2 Tabby 変異体の表現型 

Tabby control は Tabby ホモ変異体、Tabby Fc:EDA1-treated は Tabby 変異体に EDA を導入して

表現型を回復させたもの、Wild-type control は野生型を示す。Tabby 変異体は、部分的に毛

が少なくまた色が薄くなり、瞼が常に閉じぎみであるという表現型を示す。また、尾は毛

が消失して変形し、歯は本数が減少しまた小さくなる。(Gaide and Schneider, 2003 より

改変) 



14 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1.3 ゼブラフィッシュ eda 変異体の表現型 

アリザリンレッド染色により骨組織を染色した図を示す。eda 変異体は体幹部の鱗の欠損、

咽頭歯や鰓耙の欠損などの表現型を示す。また、鰭がなく afl 変異体とよく似た表現型を示

す。(Harris et al., 2008 より改変)
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2. 材料と方法 

 

2.1 実験動物と飼育方法 

実験動物としてメダカ (Oryzias Latipes) を用いた。野生型 (wt) には全て南方系メダカ

Cab を使い、afl 変異体は Cab に変異を挿入して作製された。 

飼育水には、水道水を活性炭カラムに通して塩素除去したものを用い、熱帯魚用フィル

ターマットと多孔質な小石 (炉材) の二層からなる濾過ユニットを用いて循環させた。水温

は、ヒーターで 28 ℃に設定し、照明をタイマーによって明 14 時間／暗 10 時間の周期に調

節し、一年を通して産卵ができる環境を整えた。採取した受精卵はメダカリンガーを入れ

たシャーレの中に入れ、28 ℃のインキュベーター内で発生させた。メダカリンガーの組成

は、0.65 %  NaCl, 0.04 %  KCl, 0.0011 %  CaCl2, 0.01%  MgSO4, 0.01 %  NaHCO3 とした。 

餌は稚魚にはアユ餌付用飼料ゴールド No.0 号 (オリエンタル酵母工業株式会社) を、成

魚には日清印種苗用配合飼料おとひめ B1 (日清飼料株式会社) を孵化させたブラインシュ

リンプエッグス (ミヤコ株式会社) を組み合わせて与えた。 

実験に使った全ての稚魚は、孵化酵素で卵膜を取り除いてから使用した。孵化酵素は、

12 µlのメダカリンガーに 6 dpfの卵を 5つ入れて 28 ℃, 2時間程度おいて孵化するのを待ち、

孵化後、その溶液を回収し、遠心分離により卵膜などの余分な成分を取り除いて作製した。 

 

2.2 ポジショナルクローニング 

 all-fin less (afl) 変異体は、当研究室で以前行われた ENU による誘発突然変異体のスクリ

ーニングによって単離された (Hibiya et al., 2009)。その後、メダカの系統間に存在する遺

伝子多型を利用したゲノムマッピングを行い、変異箇所の特定を行った。まず、Cab 由来の

ヘテロ変異体と北方系メダカ HNI の野生型との交配により、F1 世代を得た。F1 世代の交配
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により得られた F2 世代のホモ変異体をゲノムマッピングに用いた。 

 afl ホモ変異体を、受精後約 10 日目(孵化後約 4 日目)に、尾鰭の表現型によって単離し、

メタノールを入れた 96 穴プレートに一匹ずつ入れ、-20 ℃で保存した。その後、メタノー

ルを除き、Lysis Buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 1mM EDTA, 0.3 % Tween 20, 0.3 % Nonidet 

P40) を 50 µl 加えて、95 ℃で 10 分間加熱処理し、内在性の DNase を失活させた。Proteinase 

K を終濃度 1 mg/µl になるように加えて、55 ℃で 2-5 時間加熱してタンパク質を分解し、

95 ℃で 5 分間加熱して Proteinase K を失活させた。このようにして抽出したゲノム DNA

を-20 ℃で保存し、PCR テンプレートに用いた。 

 afl 変異体の原因遺伝子がどの LG (Linkage Group; LG 番号は染色体番号に一致する) 上に

存在するかを見つけ出すために、野生型 24 個体と afl 変異体 24 個体のゲノムを抽出してそ

れぞれ混ぜ合わせたものをテンプレートとし、各 LG マーカーを用いてリンケージマッピン

グを行った。LG マーカーとして M-marker を用いた (Kimura et al., 2004)。M-marker は全

ての LG に 2 つずつ配置されており、この 48 種類のプライマーを用いた PCR によって LG

番号を決定することができる。PCR 後、12 % アクリルアミドゲルを用いて電気泳動を行い

バンドを検出した。PCR は 95 ℃ 2 分の後、(95 ℃ 30 秒, 55 ℃ 30 秒, 72 ℃ 1 分) を 40

サイクル行い、さらに 72 ℃ 2 分というプログラムで行った。 

 LG 番号決定後、RFLP (Restriction Flagment Length Polymorphism) マーカーを作製し、ファ

インマッピングを行った。RFLP マーカーで増幅させた領域に存在する塩基置換による系統

間の多型を、制限酵素で切断することで、その領域が Cab 由来のものか HNI 由来のものか

を見分けることができるため、Cab 由来の変異箇所を特定することができる。このマーカー

は、MLBase (Medaka Linkage Map Database)に登録されているものと、UTGB Medaka Genome 

Browser に登録されている Cab と HNI の EST 情報を比較して設計したものを用いた。PCR

後、各マーカーに対応する制限酵素で切断し、12 % アクリルアミドゲルで電気泳動をおこ

なった。PCR は 95 ℃ 2 分の後、(95 ℃ 30 秒, 55 ℃ 30 秒, 72 ℃ 1 分)を 40 サイクル行
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い、さらに 72 ℃ 2 分というプログラムで行った。 

 アクリルアミドゲルは、分離ゲルと濃縮ゲルの二層からなるゲルを作製した。分離ゲル

は 12 % とした。30 % アクリルアミド 4ml と 1.5 M Tris-HCl pH 8.8 2.5 ml を調整して、全

量が 10 ml になるように蒸留水を加え、さらに TEMED 5µl と APS 50 µl を加えた。この溶

液を組み立てたゲル板に流し込み、水飽和ブタノールで空気を遮断し、30 分かけてアクリ

ルアミドを重合させた。重合後、分離ゲルの上に濃縮ゲルを流しこみ、コームをさして 10

分間重合させた。濃縮ゲルは 30 % アクリルアミド 440 µl と 0.5 M Tris-HCl pH 6.8 820 µl

と蒸留水 2 l を混合し、さらに TEMED 3.4 µl と APS 34 µl を加えて作製した。泳動バッファ

ーは、Tris-Glycine バッファーを用いた。Glycine 144 g とトリスアミノメタン 38.3 g を蒸留

水に溶かして、全量を 1000 ml にして、10 x Tris-Glycine バッファーを作製した。 

 

2.3 骨染色 

 成魚に対して、アリザリンレッドとアルシアンブルーによるダブル染色を行った。全て

の操作を室温で行った。まず、ホルマリン (10 % formaldehyde/PBS) で一晩固定し、PBST 

(PBS/0.1 % Tween) と蒸留水で洗浄後、アルシアンブルー溶液 (1 % Alcian blue, 70 % ethanol, 

30 % acetic acid)に入れて一晩染色した。その後、ethanol で脱色し、80 %, 60 %, 40 %, 20 %, 0 % 

ethanol/H2O と段階的に濃度を変えて洗浄していった。続いてトリプシン溶液 ( 1 %トリプシ

ン, 30 % 飽和四ホウ酸ナトリウム水溶液) に入れて、一晩処理した。さらに、新たにトリプ

シン溶液を調整して一日処理した。その後、0.5 % KOH で洗浄し、アリザリン溶液 (20 % 

Alizarin red/ethanol, 0.4 % KOH) に入れて一晩染色した。最後に 0.5 % KOH で洗浄し、80 % 

グリセロールに置換して観察した。 

 稚魚に対して、アリザリンレッド染色を行った。PFA 溶液 (4 % paraformaldehyde/PBST, 

0.05 N NaOH) で 4 ℃で一晩固定し、PBST で 5 分間洗浄後、アリザリンレッド溶液(4 % 

Alizarin red, 0.5 % KOH)に入れて、室温で 3 時間染色した。その後、0.5 % KOH で洗浄し、
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80 %グリセロール/KOH に置換して観察した。 

 稚魚の in vivo イメージングを行う際には、ALC (Alizarin complexone) で染色した。稚魚

を 0.005 % ALC 溶液を入れたシャーレに移し、2 時間後、溶液を蒸留水に換えて、蛍光顕微

鏡で観察した。 

 

2.4 Whole-mount RNA in situ hybridization & 切片作製 

 Whole-mount RNA in situ hybridization (WISH) には、digoxigenin-labeled anti-sense RNA プロ

ーブを用い、以下の論文を参考に行った (Inohaya et al., 1995; Inohaya et al., 1999)。WISH 後

のサンプルはグルセロールに置換して観察後、切片を作製した。まず、蒸留水で洗浄し、4℃

で 3 時間、ethanol で脱水した。その後 Technovit 8100 (Heraeus Kulzer, Wehrheim, Germany) を

用いて切片作製の準備を行った。浸透液 (0.3 g hardener, 50 ml base-liquid Technovit 8100) に

サンプルを浸し、固定液 (浸透液に 30 % hardener II を加えてよく混ぜる) を作製して型に 1 

ml ずつ入れた。型に 1 サンプルずつ入れて、ピンセットで向きを決め、液が固まってきた

らカバーガラスをして 4℃で固定した。固定後、型の上に Histoblock (Heraeus Kulzer) を乗

せて、粘着液 (Technovit 3040) で固定して、型からサンプルを含むブロックを取りだした。

このブロックから 5 µm の切片を作製してスライドグラスの上に並べ、PI (propidium iodide) 

染色をしてからカバーガラスをかけて観察した。 

 

2.5 細胞増殖測定 

 稚魚を 5 mM の BrdU を含むメダカリンガーの中で、28 ℃で 8 時間泳がせて BrdU の取り

込みを行った。その後、4 % PFA に入れて 4℃で一晩固定した。 PBTx (PBS, 0.1 % Triton-X 

100)で洗浄し、methanol で脱水した。この時、methanol と PBSTx の希釈系列を methanol 

(25-50-75 %) / PBSTx のように作り、段階的に脱水を行った。最後に 100 % methanol で洗浄

し、-20℃で保存しサンプルとした。使用の際は、再び段階的に PBSTx に置き換えるために、
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希釈系列を methanol (75-50-25 %)/PBSTx のように作り、各 15 分かけて置換した。さらに

100 % PBTx で 15 分置いた後、10 ng/ml の Proteinase K/PBST で処理をした。処理の時間は

胚のステージによって適宜調節した。続いて 4%PFA /PBS で 20 分間の再固定を行った。

再固定後は H2O/0.1% TritonX で洗浄、2N HCl/0.1% TritonX で洗浄を行い、2N HCl/0.1% 

TritonX で 37℃1 時間の処理をした。その後、PBTX 溶液で 5 分の洗浄を 5 回行い、2mg/ml 

BSA, 2% lamb serum/PBTx で 、 室 温 2 時 間 の ブ ロ ッ キ ン グ を 行 っ た 。

Anti-Bromodeoxyuridine 抗体（100 倍希釈、Roche）と、4℃で一晩反応させ、PBTx 溶液

で洗浄後、Alexa 488 標識 Anti-mouse IgG（1000 倍希釈、Molecular Probe）と室温で２

時間反応させた。反応後の試料は PBTx で充分に洗浄後、グリセロールに置換したサンプ

ルを用いてプレパラートを作製し、共焦点顕微鏡を用いて観察を行った。 

 

2.6 免疫蛍光法 

 稚魚を 4 % PFA に入れて 4℃で一晩固定した。固定後、PBSTx (PBS, 0.1 % Triton-X 100) で

洗浄し、methanol で脱水した。この時、methanol と PBSTx の希釈系列を methanol (25-50-75 %) 

/ PBSTx のように作り、段階的に脱水を行った。最後に 100 % methanol で洗浄し、-20℃で

保存しサンプルとした。使用の際は、再び段階的に PBSTx に置き換えるために、希釈系列

を methanol (75-50-25 %)/PBSTx のように作り、各 15 分かけて置換した。さらに 100 % PBTx

で 15分置いた後、ブロッキングを行った。ブロッキング溶液は PBSTx 中に 2 mg/ml BSA, 2 % 

lamb serum となるように調整し、室温で 2 時間処理した。その後、一次抗体を加えて 4℃で

一晩反応させた。一次抗体は、rabbit anti-NF-κB p65 (pSer276) polyclonal antibody (AnaSpec 

29775-025; 1:1000)と chicken anti-GFP polyclonal antibody (abcam ab13970; 1:1000)を用いた。反

応後、PBSTx で各 15 分 6 回洗浄し、二次抗体を加えて 4℃で一晩反応させた。二次抗体は、

Alexa568-conjugated anti-rabbit IgG (1:1000)と Alexa488-conjugated anti-chicken IgY (1:1000)を

用いた。反応後、PBSTx で各 15 分 6 回洗浄し、80 %グリセロールに置換して、スライドグ
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ラスに乗せて、共焦点蛍光顕微鏡で観察した。 

 

2.7 トランスジェニックレスキュー 

 導入遺伝子には 13 kb のゲノム断片を用いた。まず、クローニングにより eda プロモータ

ー領域 3 kb と eda ゲノム DNA 7 kb を含むコンストラクトを作製した。eda ゲノム DNA は

全長 13 kb あるが、6 kb の 1st intron を削ってコンストラクトに用いた。プロモーターとゲ

ノムを 3 つの部分(promoter-1st exon fragment, 2nd exon-Xba I fragment, Xba I-3’ half fragment)

に分けて、BAC クローン(NBRP Medaka; http://www.shigen.nig.ac.jp/medaka/)を鋳型として、

それぞれ TA ベクターにクローニングした。プライマーはそれぞれ以下のように設計した。 

promoter-1st exon fragment, 

5’- CTCGAGCACATCGTCTGCCATTAGCC-3’, 5’-CTGTCTGTTCTCTCCGCTGC-3’ 

2nd exon-Xba I fragment, 

5’-GCAGCGGAGAGAACAGACAGGAAAGATTACAGTACAGAAATGACGGC-3’, 

5’-GCGGCCGCTTTAGAACTGACAGCACGATCC-3’ 

Xba I-3’ half fragment, 

5’-GGAGACAGAAATTGGTGTGGG-3’, 5’-GCGGCCGCAGACATGTTCAGCTCTCGGC-3’ 

2nd exon-Xba I fragment のプライマーは、promoter-1st exon fragment の最後の配列を含むよう

に設計し、PCR によってこれらの 2 つのフラグメントをつなげた。つなげられたフラグメ

ントの両端には Xho I / Not I サイトが設計されており、これらの制限酵素によって I-Sce I ベ

クターにサブクローニングした。さらに、Xba I / Not I サイトによって Xba I-3’ half fragment

を挿入し、最後に Not I サイトにαA-crystallin プロモーター領域と EGFP を挿入してコンス

トラクトを完成させた。 

 完成したコンストラクトは I-Sce I で切断後、20 ng/µl で 1 細胞期の卵に導入された。導

入後の卵のうち染色体上に外来遺伝子が組み込まれた個体は、crystallin プロモーターによ
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って眼で EGFP が発現するため、蛍光顕微鏡で選別して成魚まで飼育した。次世代の稚魚の

中で EGFP の発現が観察されたものを、レスキュートランスジェニックラインとして確立し

た。 

 

2.8 edar-EGFP トランスジェニックメダカの作製 

 メダカから抽出したゲノム DNA を鋳型として、3 kb edar プロモーター領域を TA ベクタ

ーにクローニングした。プライマーは、5’-CTCGAGAACGATGTATTAAAGTCTGTCTG-3’と

5’-CCGCGGTTCCTTTCCCTGCTGGGGCAG-3’を用いた。Xho I / Sac II サイトによって、I-Sce 

I サイト, EGFP, SV40polyA を含む pBSKI2 ベクターにサブクローニングした。 

 完成したコンストラクトは I-Sce I で切断後、20 ng/µl で 1 細胞期の卵に導入された。蛍

光顕微鏡で、EGFP が強く発現しているものを選別し、成魚まで飼育した。さらに次世代の

稚魚の中で、mRNA の発現と同じ部位で発現が見られるものを選別して、トランスジェニ

ックラインとして確立した。 

 

2.9 osterix-DsRed トランスジェニックメダカの作製 

 メダカから抽出したゲノム DNA を鋳型として、4.2 kb osterix プロモーター領域を TA ベ

クターにクローニングした。その後、Sac II / Xho I によって pDsRed2-1 ベクターにサブクロ

ーニングした。 

 完成したコンストラクトは I-Sce I で切断後、2.5 ng/µl で 1 細胞期の卵に導入された。蛍

光顕微鏡で、DsRed が強く発現しているものを選別し、成魚まで飼育した。さらに次世代の

稚魚の中で、mRNA の発現と同じ部位で発現が見られるものを選別して、トランスジェニ

ックラインとして確立した。 

 edar-EGFP メダカと osterix-DsRed メダカを掛け合わせてダブルトランスジェニックメダ

カを作製して、in vivo イメージングに用いた。 
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2.10 in vivo イメージング 

 ダブルトランスジェニックメダカの稚魚に対して、トリカイン(3-aminobenzoic aced ethyl 

ester)で麻酔をかけ、シャーレの中で 1 % 低融点アガロースゲルで包埋した。Olympus 

FV1000 共焦点顕微鏡と Leica AF6000 蛍光顕微鏡を用いて、経時観察を行った。 
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3. 結果 

 

3.1 all-fin less 変異体 afl の表現型 

 

3.1.1 成魚の鰭における鰭条形成不全 

afl 変異体は ENU 処理による変異体スクリーニングによって、尾鰭の鰭条に異常を示す変

異体として同定された。胚性致死ではなく、成魚まで成長し野生型と同程度の寿命を持つ

が、全ての鰭が欠損している (図 3.1 A, B)。表現型をさらに詳細に観察するために、アリ

ザリンレッドとアルシアンブルーによる骨軟骨染色を行った。赤く染まっている骨が硬骨

であり、青く染まっている骨が軟骨である。野生型の全ての鰭の内部には、アリザリンレ

ッドで染まる骨組織があり、鰭の付け根から外縁に向かって平行または放射状に伸長して

おり、これが鰭条である (図 3.1 C)。それに対し、afl 変異体では、全ての鰭の鰭条の形成

不全が観察された (図 3.1 D)。各鰭をより詳細に観察すると、afl 変異体の背鰭と尻鰭の鰭

条は完全に消失していた (図 3.1 D 矢印)。afl 変異体の胸鰭と腹鰭では、野生型では鰭条が

長く伸長している位置に小さな骨が形成されていた (図 3.1 E-H)。afl 変異体の尾鰭では、

野生型では放射状に伸長している鰭条が湾曲した短い骨となって形成されていた (図 3.1 I, 

J)。背鰭と尻鰭の根元にある担鰭骨や胸鰭の根元にある射出骨、尾鰭の根元にある下尾骨な

どの鰭の内骨格には異常は見られなかった。afl 変異体は脊椎骨の尾部が反り上がって変形

している (図 3.1 B, D 矢頭)。これは、鰭の代わりに尾部をくねらせて泳ぐために、成長に

伴って徐々に現れてくる表現型である。 

 

3.1.2 成魚の頭蓋骨、歯、鱗における形成不全 

 afl 変異体では外骨格に分類されるその他の骨組織でも異常が観察された。鰭の表現型と
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同様に、赤く染まっているのが硬骨、青く染まっているのが軟骨である。頭蓋骨を真上か

ら見ると、その縫合線に異常が観察された。頭頂部の中央に滑らかで等間隔に隙間の空い

た縫合線が観察されるのに対し、afl 変異体の縫合線は、ゆがみや重なりが確認された (図

3.2 A, B 矢印)。afl 変異体の顎歯は野生型に比べて数が減少していた (図 3.2 C, D)。咽頭歯

も同様に、afl 変異体では野生型に比べて本数が減少し、歯を支える咽頭歯骨が細くなって

いた (図 3.2 E, F)。鱗に関して、野生型は体全体が鱗で覆われており、その形と大きさは

均一である (図 3.2 G)。それに対し afl 変異体の鱗は部分的にしか形成されず、形成されて

いる鱗は大きさも形も不均一であった (図 3.2 H)。 

 

3.1.3 稚魚の膜鰭尾部における表現型 

鰭の中で最初に鰭条が形成されるのは尾部である。受精後 5 日目 (5 dpf)から鰭条の形成

が始まり、放射状に伸長していく。8 dpf になると 6 本の鰭条が形成される (図 3.3 A)。鰭

条の形成はまず、1 とラベルされた鰭条から形成が始まる。それに続いて少しずつ遅れなが

ら 2、3 とラベルされた順番で形成されていく。どの鰭条も伸長速度は等しく、形成開始順

に長さが長くなる。afl 変異体では、野生型のように全ての鰭条が同一速度で伸長せず、ま

たあまり伸長しない (図 3.3 B)。各鰭条の形成開始のタイミングは野生型と同じであり、形

成の順番も 1 から 6 のラベルの順に正しく形成された。尾部の鰭条は膜鰭内部に形成され

ているが、その膜鰭の形や大きさに違いは見られなかった。そこで、膜鰭内部の構造に異

常がないかどうかを検討した。共焦点レーザー顕微鏡を用いて膜鰭を観察した結果、野生

型では鰭条のパターンに沿った繊維組織が確認された (図 3.3 C 赤い線が繊維組織)。afl 変

異体においても同様に繊維組織が形成されている様子が観察された (図 3.3 D)。さらに拡大

して観察したが異常は見られなかった (図 3.3 E)。 

次に、細胞増殖の様子を観察するために BrdU 染色を行った。これは、増殖中の細胞が

ゲノム複製を行うことを利用して、チミジンの代わりに BrdU を取り込ませ、抗体反応によ
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って検出する方法である。鰭条は 5 dpf でアリザリンレッドで染まる骨が形成されるので、

4 dpf は鰭条形成前のステージを示し (図 3.3 F, H)、8 dpf は鰭条形成開始から 3 日後の様子

を示す (図 3.3 G, I)。野生型では 4 dpf, 8dpf 共に活発な細胞増殖が見られるが (図 3.3 F, H)、

afl 変異体ではどちらのステージにおいても増殖が低下していた (図 3.3 G, I)。afl 変異体の

膜鰭は大きさに異常がないことから、この増殖低下は膜鰭全体の形成には影響を与えてい

ないと考えられる。よって、鰭条形成に必要な骨芽細胞の前駆細胞の増殖が低下している

ことが示唆された。 

 

3.2 原因遺伝子の特定 

 

3.2.1 ポジショナルクローニング 

 afl 変異体の原因遺伝子を特定するために、ポジショナルクローニングを行った。まず、

sequence-tagged site markers を用いて、変異の存在する染色体 (LG)を特定した結果、LG10

に変異が挿入されていることがわかった。続いて、減数分裂時の相同組換えを利用したゲ

ノムマッピングを行い、二つのマーカーにより組換価 3/272 と 1/272 の位置を特定した。こ

の二つのマーカーに挟まれた領域内に組換価 0 になる位置があることを確認し、この領域

内にある遺伝子の中から ectodysplasin A (eda)を候補遺伝子とした (図 3.4 A)。そしてシーク

エンスにより cDNA 配列を調べた結果、afl 変異体では eda の 301 番目の塩基が G から T に

変異していることがわかった (図 3.4 B)。この変異により 101 番目のグルタミン酸がストッ

プコドンに変化していた。メダカの Eda は 364 アミノ酸からなり、他の動物種との配列の

比較から、N 末端側から、膜貫通ドメイン，フューリンプロテアーゼドメイン，コラーゲン

ドメイン，TNF ドメインの 4 つの機能ドメインを持つと予想される。afl 変異体の Eda は、

膜貫通ドメインとフューリンプロテアーゼドメインの間にストップコドンがあるため、膜

貫通ドメイン以外の機能ドメインを欠いたタンパクとなり、Eda の機能を十分に果たさない
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と予想される (図 3.4 C)。 

 

3.2.2 afl 変異体レスキュー実験 

 eda が afl 変異体の原因遺伝子であることを確認するために、レスキュー実験を行った。

コンストラクトは、3 kb の eda プロモーター領域，7 kb の eda ゲノム領域，crystalin プロモ

ーター領域と EGFP を発現ベクターに挿入したものを作製した (図 3.4 D)。ゲノム領域は全

長 13 kb あったが、6 kb の 1st intron を除いた 7 kb をクローニングした。これは、このコン

ストラクトがゲノムに挿入されたことをシークエンスによって確認することができるよう

にするためである。crystalin プロモーターは眼のレンズ特異的に発現することが知られてい

る遺伝子であり、このプロモーターの制御下で EGFP を発現させることにより、コンストラ

クトのゲノムへの挿入を確認することができる。つまり、レンズで EGFP の蛍光が確認され

た個体をレスキュー個体として選別すればよいということである。このコンストラクトを

一細胞期の受精卵に導入し、レンズで EGFP の蛍光が確認された個体を選び、表現型とゲノ

ム配列を確認した。その結果、内在性の eda に変異を持っているが、野生型のような正常な

骨格を持つ個体を得ることに成功した (図 3.4 E-G)。このことから、afl 変異体の原因遺伝

子が eda であることが証明された。 

 

3.3 鰭条形成中の遺伝子発現 

 鰭条形成中のステージである 6 dpf において、eda の発現を観察した結果、鰭条に沿うよ

うな発現パターンが観察された (図 3.5 A)。レセプターedar の発現を観察すると、鰭条に沿

うような、鰭条のパターンとよく似た発現パターンが観察された (図 3.5 C)。この二つの発

現パターンを比べると、互いに交差するような位置関係になっていることがわかった (図

3.5 U)。鰭条のパターンと同じパターンで edar が発現し、その発現と互い違いになる位置

で eda が発現していた。鰭条との位置関係を比べるために、bmp2b と runx2 の発現を観察し
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たところ、5 とラベルされた鰭条の位置では、edar は発現しているのに対し、bmp2b と runx2

は発現していなかった (図 3.5 C, E, U 矢印)。この結果は、edar が bmp2b と runx2 に先行

して発現していることを示している。一方、afl 変異体では、eda の発現は見られなかった (図

3.5 B)。edar は野生型に比べて狭い範囲での発現が観察された (図 3.5 D)。bmp2b と runx2

も edar のように野生型に比べて狭い範囲で発現していた (図 3.5 F, H)。afl 変異体の鰭条は

野生型に比べて非常に短いので、bmp2b や runx2 の発現範囲が狭まっていると考えられる。 

 これらの遺伝子の発現細胞をさらに詳細に特定するために、野生型においてその発現パ

ターンに対して垂直な向きの切片を作製した。赤い染色像は核を染色したものである。そ

の結果、eda は間葉系細胞で (図 3.5 K, L)、edar は上皮細胞で (図 3.5 M, N)、bmp2b と runx2

は凝集した細胞群の周りで (図 3.5 O-R)、発現している様子が観察された。この結果を模式

図にしたものを図 3.5 V に示す。eda と edar の切片像にも凝集した細胞群が見られるので、

その細胞群を基準にして位置関係を示した。 

 Eda シグナルの下流の候補遺伝子の一つに shh がある。そこで、鰭条形成における Eda シ

グナルのターゲット遺伝子が shh であるかを調べるために、shh の発現解析を行った。その

結果、shh は野生型では 1 から 4 でラベルされた鰭条の位置で発現し (図 3.5 I)、切片を観

察すると上皮細胞で発現している様子 (図 3.5 S, T)が観察された。この発現パターンは edar

とよく似ているが、shh と edar が同じ細胞で発現しているかどうかは確認することができな

かった。afl 変異体では shh の発現は見られなかった (図 3.5 J)。また、Eda シグナルの下流

遺伝子候補として知られている ccn2/ctgf, follistatin, dkk1 (マウス dkk4 のメダカ相同遺伝子) 

の発現を、野生型と afl 変異体で比較した。しかし、これらの遺伝子の afl 変異体での発現

に異常は見られなかった (図 3.6 A-F)。以上の結果から、鰭条形成における Eda シグナルの

ターゲット因子は shh である可能性が示唆された。 
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3.4 鰭条形成における Eda シグナル 

 

3.4.1 edar の発現 

Eda シグナルは、リガンドである Eda が細胞外に遊離してレセプターEdar の細胞外ドメ

インと結合することにより、細胞内にシグナルを伝える。そこで、Eda シグナルが機能する

細胞として Edar 発現細胞に着目した。鰭条形成中の 6 dpf においては、edar が上皮細胞で

発現し、その発現パターンが鰭条のパターンと似ていることが明らかになった。さらに詳

細に、Eda シグナルが鰭条形成にどのような影響を与えるのかを明らかにするために、edar

トランスジェニックメダカを作製した。作製するにあたって、edar 発現部位を明らかにし

ておく必要があるため、まず、edar の発現の経時変化を観察した。edar は鰭条形成前のス

テージから発現が始まり、最初は 1 の鰭条の位置で発現が観察された (図 3.7 A)。続いて 2

の位置で発現が見られ、4 dpf では 1 と 2 の位置に発現が見られた (図 3.7 A)。その後 3 か

ら 7 の番号順に発現していく様子が観察された (図 3.7 C, E)。この順番は形成される鰭条

の番号と一致していた。8 dpf における edar の発現を見ると、1, 2, 3 の位置の発現は鰭条の

先端部のみに限られており、4, 5, 6, 7 の発現は鰭条の根元から先端にかけて全体的である様

子が観察できる。一方、afl 変異体では野生型とは異なるパターンの edar の発現が観察され

た。afl 変異体における edar の発現開始のタイミングと位置は、野生型と同じで、4 dpf では

1 と 2 の位置で発現が観察された (図 3.7 B)。しかし、ステージが進むと、その発現は野生

型のように鰭条の番号ではっきりと示すことができなくなり、鰭条の根元付近の狭い範囲

で発現が見られるようになった (図 3.7 D, F)。このような発現パターンを踏まえ、edar ト

ランスジェニックメダカを作製した。edar のプロモーター制御下で EGFP を発現するコン

ストラクトを作製し、一細胞期の受精卵に導入してトランスジェニックラインを確立した。

そして EGFP の発現と in situ ハイブリダイゼーションによる edar の mRNA の発現を比べ、

作製したトランスジェニックラインが edar の発現を再現していることを確認した。さらに、
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トランスジェニックメダカの鰭条をアリザリンコンプレキソンで赤くラベルし、鰭条と edar

との位置関係を観察した結果、鰭条の先端に edar 発現細胞が存在している様子が観察され

た (図 3.7 G, I)。afl 変異体においても、edar 発現細胞は鰭条の先端に位置していた (図 3.7 

H, J)。edar の発現が鰭条の根元に留まっているように見えたのは、afl 変異体の鰭条が短い

ためであり、鰭条と edar 発現細胞との位置関係は afl 変異体でも野生型と同様であることが

わかった。 

3.4.2 NF-κB のリン酸化    

 Eda シグナルの下流では NF-κB がリン酸化されることが知られている。そこで、メダカ

の鰭条形成においても NF-κB の活性化が必要であるかどうかを確かめるために、リン酸化

NF-κB に対する抗体を用いて抗体染色を行った。 edar トランスジェニックメダカに対して、

抗 GFP 抗体と抗 NF-κB 抗体を同時に反応させて、抗体染色を行った。その結果、野生型

において edar と NF-κB が共局在している様子が観察された (図 3.8 A, C, E)。 それに対し、

afl 変異体では、NF-κB の活性化は見られなかった (図 3.8 B, D, F)。 

 

3.4.3 in vivo イメージング 

 鰭条形成中の Eda シグナル活性化細胞の挙動を明らかにするために、edar-EGFP トランス

ジェニックメダカに osterix-DsRed トランスジェニックメダカを掛け合わせて観察を行った。

鰭条形成開始直後の 5 dpf から 15 時間の鰭条形成の様子を 2 時間おきに観察した。観察開

始時には、osterix は 1 の鰭条でのみ発現し、edar は 1, 2, 3 の鰭条で発現していた (図 3.9 A)。

まず、1 の鰭条に着目すると、osterix の発現領域が時間経過と共に拡大し、鰭条が太く長く

形成されていく様子が観察される。それに対して、edar 発現領域は、常に鰭条の先端部に

位置しており、鰭条の伸長と共に移動していくような様子が見られる。次に、2 の鰭条に着

目すると、観察開始時には osterix の発現はなく、edar のみが発現している (図 3.9 A)。そ

の 2 時間後にもまだ osterix の発現は見られないが、4 時間後になると鰭条の根元部分で発現
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が見られた (図 3.9 B, C)。その後も edar 発現細胞は osterix の発現に先行して鰭条の先端部

で発現していた (図 3.9 D-G)。 

 このような挙動を示す edar の発現が、一定量の edar が発現と消失を繰り返しながら異な

る細胞で発現しているものなのか、edar 発現細胞が遊走しながら常に同じ細胞で発現して

いるものなのかを明らかにするために、共焦点顕微鏡を用いて細胞の動きを観察した。ダ

ブルトランスジェニックメダカの 1 の鰭条に着目し、2 分おきに 5 時間撮影を行い、細胞の

挙動を観察した。その結果、鰭条の先端に存在する 2 つの edar 発現細胞が鰭条伸長方向に

遊走する様子が観察された (図 3.10 A-F, Movie 1)。これらの細胞は、遊走細胞特有の前後

極性を持ち、特徴的な動きを見せた。 
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図 

 

図 3.1. afl の鰭の表現型 

成魚の鰭の野生型 (A, C, E, G, I) と afl (B, D, F, H, J) との比較 

A, B: 受精後 2 ヶ月のメダカ成魚の側面図。野生型は背鰭, 尻鰭, 尾鰭の 3 種類の正中鰭と

胸鰭, 腹鰭の 2 種類の対鰭を持つ (A)。afl はこれら 5 種類の鰭すべてを持たない (B)。メダ

カは泳ぐ際に尾鰭を左右に大きく動かすが、afl は尾鰭を持たないため、代わりに体の後端

部を大きく動かして泳ぐ。そのため、成長するにつれて後端部が反り上がってくる (D, 矢

頭)。 

C-J: 硬骨と軟骨に対する Alizarin red と Alcian blue 染色。鰭の内部にある赤く染まる骨が鰭

条であり、野生型では線状に伸びている (C)。afl では背鰭と腹鰭の鰭条が完全になくなっ

ている (D, 矢印)。胸鰭 (E, F), 腹鰭 (G, H), 尾鰭 (I, J)をそれぞれ拡大すると、野生型では

鰭条がまっすぐ伸びているのに対し、afl では小さく短い骨が形成されている様子が観察さ

れた。Scale bars = 1 mm.
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図 3.2. afl のその他の外骨格の表現型 

硬骨と軟骨に対するAlizarin redとAlcian blue染色を用いた野生型 (A, C, E, G) とafl (B, D, F, 

H) との比較。 

A, B: 頭蓋骨を真上から見た図。左が前頭部、右が後頭部になる向きで示した。野生型では、

頭蓋骨の中央にある矢状縫合が、左右で重なるようになめらかな隙間を作る (A)。それに対

し afl では、欠けている部分や重なっている部分があり、左右非対称であった (B, 矢印)。 

C, D: 上顎を真上から見た図。野生型 (C) に比べて afl (D) では歯の本数が減少していた。 

E, F: 咽頭歯骨に並んだ咽頭歯を示す。野生型 (C) に比べて afl (D) では咽頭歯の本数が減

少し、咽頭歯骨が細くなっていた。 

G, H: 体の側面の鱗の拡大図。野生型では、形大きさ共に均一な鱗が、体表全体に規則的に

並んでいる様子が観察された (G)。一方 afl では、一部の鱗が消失しており、できている鱗

は形や大きさが不均一だった (H)。Scale bars = 500 µm. 
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図 3.3. afl 稚魚の尾鰭の表現型 

A, B: 受精後 8 日目の稚魚の尾鰭を Alizarin red で染色した図。野生型, afl 共に 1 から 6 の番

号順に鰭条が形成される。そのため野生型では 1 の鰭条が最も長くなるが (A)、afl では 1

の鰭条は長くならない (B)。また、全ての鰭条が細く短くなっていた。 

C-E: 受精後 8 日目の稚魚の尾鰭を共焦点顕微鏡を用いて拡大した図。尾鰭には actinotrichia

と呼ばれる原繊維が放射状に存在しており、赤い線はその向きを示している。野生型, afl

共に actinotrichia は正常に形成されていた (C, D)。E はさらに拡大した図であり、afl の

actinotrichia が正常であることを示している。 

F-I: BrdU の取り込みによる細胞増殖の比較。受精後 4 日目 (F, G) と 8 日目 (H, I) の結果を

示す。緑の点が BrdU を取り込んだ細胞を示しており、野生型では両ステージにおいて鰭条

の周りで活発に細胞が増殖している様子が観察された (F, H)。それに対し afl では両ステー

ジ共、細胞の増殖が抑制されていた (G, I)。Scale bars = 250 µm in A-D, F-I; 150 µm in E. 
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図 3.4. afl はメダカ eda 遺伝子を欠損している 

A: ポジショナルクローニングによる afl 原因遺伝子の探索。afl の変異は 10 番染色体上の

1.5-cM の領域に存在することが確認された。上段の数字は組み換え体数、下段の数字は染

色体上の位置を示す。 

B: eda 遺伝子のシークエンス結果。afl では G から T への核酸変換が起き、その結果グルタ

ミン酸が終止コドンに変化していた。 

C: Eda タンパク質の構造の模式図。Eda タンパク質は 364 アミノ酸からなり、TM は膜貫通

ドメイン、Fu はフューリンプロテアーゼ認識配列、Coll はコラーゲンドメイン、TNF は TNF

ドメインを示す。aflのEdaタンパク質は 101番目のアミノ酸が終止コドンに変化していた。 

D-G: DNA 導入によるレスキュー実験。レスキューコンストラクトの模式図を示す (D)。受

精後 2 ヶ月の野生型 (E) と afl (F) とレスキューコンストラクトがゲノムに挿入された afl 

(G) を比較すると、表現型が完全に回復していた。G の右上の写真は、コンストラクトがゲ

ノムに挿入されたことを確認するための、crystalin-GFP による眼での GFP の発現を示す。

Scale bars = 1 mm. 
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図 3.5. 尾鰭での eda, edar, bmp2b, runx2, shh の発現解析 

A-J, U: Whole-mount RNA in situ hybridization による発現パターンの比較。野生型では eda (A)

は鰭条と鰭条の間で、edar (C) は鰭条の位置と似たパターンで発現しており、比較するとそ

の発現パターンは交互になっていた (U)。afl では eda は発現せず (B)、edar は野生型とは

異なるパターンで発現した(D)。bmp2b と runx2 は野生型では、edar の発現と同様に鰭条と

似たパターンで発現したが、5 の位置では発現していなかった (E, G, U, 矢印)。afl ではこれ

らの発現は減少していた (F, H)。shh は野生型では edar と同様に鰭条と似たパターンで発現

したが (I)、afl では消失していた (J)。 

K-T, V: 野生型の発現に対して垂直な断面図。赤い染色像は PI による核染色を示す。A, C, E, 

G, I のそれぞれの発現に対して垂直な切片を作製した結果を V の模式図に示した。eda は間

葉系細胞で、edar と shh は凝集した細胞群に隣接する上皮細胞で、bmp2b と runx2 は凝集し

た細胞群の周りで発現していた (V)。Scale bars = 200 µm in A-J; 20 µm in K-T. 
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図 3.6. 尾鰭での dkk1, ccn2/ctgf, follistatin の発現解析 

A-F: Whole-mount RNA in situ hybridization による発現パターンの比較。dkk1 は鰭条と似たパ

ターンで (A)、ccn2/ctgf は体幹の後端部で (C)、follistatin は体幹の上下で (E)、それぞれ発

現が観察された。afl でも同様の発現パターンが観察された (B, D, F)。Scale bars = 200 µm. 
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図 3.7. edar の発現は鰭条の石灰化に先行している 

A-F: Whole-mount RNA in situ hybridization による edar の発現パターンの経時変化。野生型

では、4dpfで 1と 2の位置で発現し (A)、その後 6dpfでは 3から 5 (C)、8dpfでは 6から 7 (E)、

と発現箇所が増えていく。このとき、発現部位が基部から先端へと移っている様子が観察

された (E)。それに対し afl では、4dpf では 1 と 2 の位置で発現しているが (B)、その後 6dpf, 

8dpf ではその発現が基部で凝集し、野生型のように何番の鰭条の位置で発現しているかは

わからない状態になっていた (D, F)。 

G-J: edar-EGFP トランスジェニックメダカを用いた in vivo イメージング。edar-EGFP トラ

ンスジェニックメダカの鰭条を Alizarin complexone で赤くラベルして観察した。野生型, afl

どちらにおいても鰭条の先端部で EGFP の発現が観察された (G, H)。白いボックスを拡大し

た図を I, J に示す。Scale bars = 200 µm in A-H and 50 µm in I, J. 
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図 3.8. Eda/Edar シグナルは NF-κB を活性化する 

edar-EGFP トランスジェニックメダカを用いた、抗 GFP 抗体と抗 NF-κB 抗体の染色図。 

A, B: edar-EGFP トランスジェニックメダカに対して抗 GFP 抗体で染色した。野生型では鰭

条の先端部で発現が見られ (A)、afl では基部で発現が観察された (B)。 

C, D: 同じ個体に対して、抗 NF-κB 抗体で染色した。野生型では鰭条の先端部で発現が見

られ (C)、afl では発現が見られなかった (D)。 

E, F: 両染色像を重ね合わせた画像。野生型では GFP と NF-κB の発現箇所が重なっていた 

(E)。Scale bars = 100 µm. 
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図 3.9. edar の発現は osterix の発現に先行している 

A-G: edar-EGFP & osterix-DsRed ダブルトランスジェニックメダカの in vivo イメージング。

イメージング開始を 0h とし(A)、その後 2, 4, 6, 8, 10 時間後に観察をし(B-F)、計 15 時間撮

影を行った(G)。上段は蛍光写真、中段は蛍光写真に明視野写真を重ねたもの、下段は発現

部位を拡大した写真を示す。0h では、edar は鰭条 1, 2, 3 の位置で発現しており、osterix は

鰭条 1 の位置でのみ発現している (A)。15 時間後、edar は鰭条 1, 2, 3, 4 の位置で発現し、

osterix は鰭条 1, 2, 3 の位置で発現している (G)。鰭条 1 では、edar は常に osterix の発現よ

り先端部に位置していることがわかる。鰭条 2 に着目すると、0h での edar の発現が 2h で強

くなり、4h で少し位置が変わると osterix の発現が始まる。さらに 6-15h にかけて、edar は

常に osterix より先端に位置しながら、鰭条伸長方向へ移動していく。Scale bars = 200 µm in 

upper and middle views, and 50 µm in lower views. 
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図 3.10. edar 発現細胞は鰭条伸長方向に遊走する 

A-F: edar-EGFP & osterix-DsRed ダブルトランスジェニックメダカの in vivo イメージング。

イメージング開始から 2 分間隔で 5 時間、共焦点顕微鏡下で撮影した写真のうち、1, 2, 3, 4, 

5 時間後に撮影されたものを示した。白矢頭は 0 h で観察された 2 つの edar 発現細胞の位置

を示している。時間の経過に伴い、2 つの細胞が先端方向に移動していく様子が観察された。

撮影された全ての写真をつなぎあわせて動画にしたものを Movie 1 で示した。Scale bars = 5 

µm. 
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4. 考察 

 

本研究で我々は、afl 変異体が eda にナンセンス変異を持ち、鰭条、頭蓋骨、歯、鱗など

の外骨格に異常を示すことを明らかにした。これにより外骨格の形成に共通する Eda シグ

ナルの存在を明らかにした。Eda はレセプターEdar と特異的に結合して Eda シグナルを

下流に伝えるため、Eda と Edar のどちらに変異があっても同様の表現型を示す。先行研究

ではトランスポゾン様配列の挿入による edar メダカ変異体 rs-3 が報告されている。メダカ

rs-3 変異体は大部分の鱗が消失するという表現型により同定され、その後咽頭歯と顎歯の数

が減少するという表現型も報告されている (Kondo et al., 2001; Atukorala et al., 2011)。

このような鱗と歯に見られる表現型は afl 変異体とよく似ている。しかし、鰭に関しては、

rs-3 変異体では尾鰭が少し曲がっているのみで、afl 変異体のように鰭が消失するような表

現型は見られていない。また、ゼブラフィッシュでは変異の位置や種類によっていくつか

の edar 変異体が報告されている (Harris et al., 2008)。すべての機能ドメインを欠いた変異

体では咽頭歯の消失、鱗や鰭の消失が観察された。また、C 末端付近のアミノ酸変化による

ミスセンス変異を持つ変異体では、咽頭歯や鱗の消失は見られたものの鰭の異常は観察さ

れなかった。ミスセンス変異体では、正常な edar タンパク質が少量ながら産出されており、

鰭の形成には十分な量であった可能性があることを示唆している。このことから、メダカ

rs-3 変異体では変異にも拘わらず少量の edar タンパク質が産出され、鰭条の形成に寄与し

ていると考えられる。本研究で用いた afl 変異体では、その変異の位置により Eda の膜貫通

ドメイン以外のドメインが翻訳されず、また NF-κB のリン酸化が起こらないという結果か

ら、Eda の機能が完全に消失した変異体であると言える。 

尾鰭の発現解析から、eda が間葉系細胞で、edar が上皮細胞で発現していることが明らか

になった。また、凝集した細胞群の周囲では bmp2b と runx2 が発現していたことから、こ
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の細胞群は骨芽前駆細胞であることが示唆される。間葉系細胞が骨芽細胞へと分化する過

程で、まず間葉系細胞が凝集して骨芽前駆細胞へと分化することが知られており、この時

骨芽前駆細胞で runx2 が発現することが知られている。また、この runx2 の発現には bmp2

の発現が必須であることが報告されている (Ducy et al., 1997; Stricker et al., 2002)。この

ことから、鰭条形成中に見られた bmp2b と runx2 の発現は間葉系細胞の凝集と骨芽前駆細

胞への分化に関与していると考えられる。これまでの in vitro の研究により、Eda はフュー

リンプロテアーゼによって切断されて細胞外に放出されて Edar と結合することが知られて

いる (Elomaa et al., 2001; Schneider et al., 2001)。本研究と照らし合わせると、鰭条形成

において、間葉系細胞で発現した Eda がタンパク的切断を受けて上皮細胞で発現する Edar

と結合し隣接する骨芽前駆細胞になんらかの作用を及ぼすと考えることができる。afl 変異

体でも bmp2b と runx2 の発現、間葉系細胞の凝集が見られることから、Eda シグナルは骨芽

細胞分化には直接関与していないと言える。 

edar の発現解析から、鰭条の形成開始位置は edar の上皮細胞での発現によって決まり、

この発現は eda とは独立していることが明らかになった。これは、afl 変異体が eda を完全

に欠損しているにも拘わらず、edar の最初の発現パターンが正常であり、また鰭条の形成

開始位置も正常であることから証明された。しかし、afl 変異体ではその後の鰭条形成が正

常に起こらない。このことから鰭条の形成に、eda と edar の相互作用による edar 発現細胞

の遊走が必須であることが明らかになった。edar-EGFP トランスジェニックメダカの解析に

より、edar 発現細胞が osterix の発現に先行して鰭条の形成位置と伸長方向を決定しながら

遊走していく様子が観察された。afl 変異体ではこの遊走が起こらないために、鰭条が伸長

せず短いまま根元に留まると考えられる。さらに、発現解析により、afl 変異体で shh の発

現が消失していることから、この細胞遊走に shh が関与している可能性が示唆された。ショ

ウジョウバエを用いた先行研究により、生殖細胞の遊走に Hedgehog シグナルが必須である

ことが示唆されている。またマウスを用いた先行研究では Eda シグナルの下流の転写因子
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が shh であることを示している (Deshpande et al., 2001)。さらにゼブラフィッシュの鰭再

生研究において shh が細胞増殖を制御することが示されている (Quint et al., 2002)。これ

は再生中の鰭に Hedgehogシグナルの阻害剤を作用させると間葉系細胞の増殖能が低下する

というものである。afl 変異体において、細胞増殖が減少していることからも shh が Eda シ

グナルのターゲット因子である可能性が示唆される。 

以上の結果と考察を踏まえて、Eda シグナルが関与する鰭条形成について、我々の考える

新たな形成機構を仮説として提案する。メダカの鰭条形成は eda と edar の独立した発現に

よって始まる。eda が間葉系細胞で、edar が上皮細胞で、それぞれ独立した機構により発現

を開始すると、edar 発現細胞を感知する機構により bmp2b が誘導され、さらに runx2 が発

現すると、edar 発現細胞に隣接した間葉系細胞の凝集が始まる。凝集した間葉系細胞は骨

芽前駆細胞へと分化し、後に鰭条を形成する。edar 発現細胞内では、eda の結合により下流

の NF-κB がリン酸化され、核内でターゲットとなる転写因子の転写が始まる。すると、下

流の転写因子は細胞外に分泌され、骨芽前駆細胞となる間葉系細胞に対して増殖シグナル

を与え、自身の細胞遊走を促す。そして鰭条の伸長方向に遊走しながら、遊走した位置で

また bmp2b の発現を誘導し、一連のシグナル伝達を繰り返しながら徐々に鰭条を形成して

いく。afl 変異体では、eda の発現とは独立した機構で発現の決まる edar の発現により、鰭

条の形成位置が決定される。この edar の発現により bmp2b と runx2 の発現が誘導されて、

間葉系細胞の凝集と骨芽前駆細胞への分化が誘導される。しかし、eda が edar に結合しな

いために、下流の NF-κB が活性化せず、さらに下流の転写因子も活性化しない。これによ

り、間葉系細胞の増殖は止まり、edar 発現細胞は遊走しない。その結果、鰭条は伸長せず、

短い骨が形成されるのみで鰭条の成長が止まることになる。 
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