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Niehrs, 1999; Perea-Gomez et al., 2002  

Wnt Aulehla et 

al., 2003 Dubrulle and Pourquie, 2004

Wnt Wnt

Sfrp

 

Wnt Frizzled

Kawano and Kypta, 2003

Wnt Wnt

canonical non-canonical Canonical

Wnt/ß-catenin) Wnt Frizzled Lrp5/6

-catenin Kawano and Kypta, 

2003; Kelly et al., 2004 non-canonical Rho GTPase

Planar Cell Polarity PCP Ca2+ PKC

CamKII Ca2+ Kühl, 2002  

Wnt

Wnt/ß-catenin Liu 

et al., 1999 Agathon et al., 2003 Takada 

et al., 1994; Aulehla et al., 2003
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non-canonical/PCP

PCP

Torban et al., 2004 PCP Celsr1 Flaming

Scrb1 Scribble Vangl2 Van Goph/Strabismus

Curtin et al., 2003; 

Murdoch et al., 2003 Dvl1 Dvl2 Loop-tail 

(Lp) Vangl2 PCP

Wang et al., 2006  

Wnt Dkk Wise Wif Sfrp

Kawano and Kypta, 2003; Yamaguchi 2001 Dkk Dickkopf Wise Wnt 

modulator in surface ectoderm Lrp5/Lrp6

Semënov et al., 2001; Itasaki et al., 2003

Sfrp Secreted frizzled-related protein Wif Wnt inhibiting factor Wnt

Frizzled Cysteine-Rich Domain CRD

Hsieh et 

al., 1999; Kawano and Kypta, 2003 Wnt

Wnt

Dkk1 Wnt

Mukhopadhyay et al., 2001

Dkk1 FrzB Sfrps

Wnt

Glinka et al., 1997; Leyns et al., 1997; Wang et al., 1997; Niehrs, 1999  

Sfrp

Kawano and Kypta, 2003 Sfrp1 FrzB

Crescent Sizzled

Sfrp1 Sfrp2 Sfrp5

Jones and Jomary, 2002

Sfrps In vitro Sfrp1 Sfrp2 Sfrp5 -catenin

Myc

Wnt/ß-catenin Suzuki et al., 2004

Sfrp1 Sfrp5 Tlc

Wnt8b Houart et al., 2002 Sfrp1 Xwnt8 Wnt1 Wnt2
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Xu et 

al., 1998; Dennis et al., 1999 Sfrp1 Wnt7b non-canonical

Rosso et al., 2005
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Sfrps

Sfrps Wnt

Sfrps

PCP Wnt/ -catenin

 

 

 

 
 

Sfrp1  

Sfrp1 LacZ

Sfrp1

5’ 3’

LacZ Sfrp1 C57BL/6 BAC

RPCI23-40G24 13.7kb BamHI DNA

5’ 5’ 1.4kb

BamHI-SacII DNA 3’ 3’ 5.3kb  

EagI-NheI DNA IRES-T-lacZ-Neo

ES 5’

MC1-DtpA Yagi et al., 1993

XhoI 25 g AB1 ES

McMahon and Bradley, 1999

G418 250 g/ml G418 ES 648

ES

ES 5’ 3’

ES DNA Asp718 5

DNA 11.0kb

8.0kb 3’ BamHI

DNA 14.0kb 11.0kb
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ES 3 C57/BL/6

2

C57/BL/6

DNA

PCR

DNA BamHI 3’

PCR PCR

IRES-T-lacZ-Neo 5’

SacIIf(5’-GATTGGTTAACTGCGCGGCTG-3’)

SacIIr(5’-GACTGGAAGCTCACGTAGTCG-3’) DNA

510bp SacIIf  

IRESr2(5’-GGGCCCTCACATTGCCAAAAG-3’) DNA

420bp  

 

Sfrp2  

Sfrp2

PGKneobpAloxB PGK

A loxP

Sfrp2

C57BL/6 BAC (RPCI23-374N17) 14.0kb BamHI 

DNA BamHI DNA 5’

2.0kb Asp718-EcoRI DNA 3’ 6.5kb EcoRV-BamHI DNA

PGKneobpAloxB

3’ MC1-DtpA Sfrp2

Asp718 Sfrp1

G418 ES 249

ES DNA BamHI

5’ 3’ DNA 5’

DNA 14.0kb 6.0kb 3’

DNA 12.0kb

10.0kb 3 ES 1

DNA 5’

Sfrp2 PCR
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PGK neo 5’

2gf1(5’-CACGAGTAGTGAATACCTGAG-3’)

2gr1 5’-GATCAATTCTCTAGAGCTCGC-3’ DNA

480bp 2gf1 bpAf

5’-GACACATTGTTGCTGCTTCCT-3’ DNA

350bp  

 

Sfrp5  

Sfrp5 PGKneobpAloxA

Sfrp5 C57BL/6 BAC

RPCI22-38H13 13.2kb Asp718 DNA 5’

5.2kb HindIII-SmaI DNA 3’ 3.9kb SpeI-EcoRI DNA

PGKneobpAloxA neo IRES

internal ribosomal entry sequense YFP yellow fluorescent protein 

sequence IRES

Nagai et al., 2002 SV40 A SV

ES

5’ MC1-DtpA

ClaI Sfrp1 285

G418 ES Asp718 5’ 3’

ES 5’ ES 13.0kb

6.5kb DNA 3’

13.0kb 9.0kb DNA 28

ES 2

5’

Sfrp5 PCR

sfrp5fg 5’-GAGAGACTGTGGTGGAGAGAG-3’)

sfrp5rg 5’-CCGTAGTAGTCGTACTCCTGG-3’)

DNA 540bp sfrp5fg

IRESr2 5’-GGGCCCTCACATTGCCAAAAG-3’ DNA

400bp  

 

Lp Loop-tail Dkk1  
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Lp LPT/Lej )

5’-CAAACAGTGGACCTTGGTGAG-3’

5’-CAAACAGTGGACCTTGGTGAA-3’

5’-AAGAGGAAGTAGGACTGGCAG-3’ Lp/+;Sfrp1-/-;Sfrp5-/-

Sfrp1-/-;Sfrp5-/- Lp/+;Sfrp1+/-;Sfrp5+/-

Lp/+;Sfrp1+/-;Sfrp5+/- Lp/+ Sfrp1-/-;Sfrp5-/-

 

Dkk1 EYFP SV40

A Dkk1 Sfrps

Dkk1 9.5

Mukhopadhyay et al., 2001

Dkk1-/-;Sfrp1-/-;Sfrp2-/- Dkk1+/-;Sfrp1-/-;Sfrp2+/-

Dkk1+/-;Sfrp1-/-;Sfrp2+/- Sfrp1-/-;Sfrp2+/- Dkk1+/-;Sfrp1-/-

Sfrp1-/-

Dkk1+/-;Sfrp1-/-;Sfrp2+/-

 

 

 

2H3 3.5

PFA PBS 4

0.1 Tween-20 PBS PBT

25 50 75 100 75 50 25 0

6 H2O2 PBT

0.1 Tween-20 TBST 10

2H3

50 4 HRP

IgG 1000

ERK

Corson et al., 2003  

-catenin 8 PFA

PBS

-catenin Upstate; mouse monoclonal 8E4 5

TBST 400 Alexa488

IgG Molecular Probes 3 BSA TBST 200
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Zeiss Axiovert Biorad Radiance 2100 

Laser Scanning Conforcal Microscope System Adobe Photoshop CS

 

 

In situ hybridization 

DIG RNA in situ hybridization

Wilkinson 1992) In situ hybridization

Double whole-mount in situ hybridization Wilkinson

1992 2 Dig

FITC 2

Dig RNA

AP) Dig NBT Nitro-Blue Tetrazolium Chloride

/BCIP 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate, toluidine salt

0.1 Tween-20 0.1M

AP FITC

INT[2-(4-Iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-phenyltetrazolium chloride]/BCIP

 

Sfrp1 cDNA cDNA

Shimono and Behringer, 1999 Sfrp2 Sfrp5 Hoxa7 BC036986

Hoxd10 BC048690 cDNA IMAGE Invitrogen

Axin2(AK08466644) Fgf17(AK077555) Nkd1(AK082367)cDNA FANTOM

FANTOM Consortium, Carninci P, et al., 2005 Hoxb2 cDNA

3’UTR 1.5kbp 8.5 cDNA

Zeiss Stemi2000-C

Pixera Pro600ES  

 

DiI  

10 DMEM

M2

40 m 3M DiI

1,1’-dioctadecyl-3,3,3’,3’-tetramethylindocarbocyanine perchlorate

40 m DiI

10 M2 3ml 50

DMEM 50ml 5 CO2 5%O2 90%N2
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2 Leica MZFLIII Zeiss AxioCam 

HRc 22

PSM PSM

n  

 

in situ hybridization 

10 FCS PBS

2

4 PFA 4

10ng/mlFGF-2 10 FCS Ham’s F-12 DMEM 1 1 40 l

37 5 CO2

4 in situ hybridization

 

 

 

 
 

Sfrp1 Sfrp2  

Sfrp1 Sfrp2 Sfrp1 Sfrp2

CRD Sfrp1

ES Sfrp1

lacZ A B Sfrp2

PGKneobpAloxB Shimono and Behringer, 2003

D E C57BL/6

129 C57BL/6

PCR Sfrp1

Sfrp1-/-

C A Bodine et al., 2004 Sfrp2

Sfrp2-/-

3 62 2

F A Sfrp1 Sfrp2

CRD Sfrp1

Sfrp2
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 IRESr2  

PGKneobpA lox

IRES-T-LacZ-bpA

BamHI  SacII
Asp718

5' probe
SacIIf SacIIr 

3' probe

XhoI

1kbp

+/+   +/-   +/-   +/-

11

8

11

14

Probe 5'

Probe 3'

EcoRI

2gf1 2gr1

DT

1kbpHR

bpAf

5' probe 3' probe

PGKneobpA loxB

WT allele 

 Sfrp2 targeting vector

Sfrp2 KO allele  

14

6

+/+    +/-    +/-    +/-

12

10

Probe 5'

Probe 3'

D

HR

NheI

WT allele 

Sfrp1 Knock-in vector

SfrpI KI allele  

EagI

A

B

BamHI Asp718

NheI

BamHI

DT
pBS SacII

Asp718 BamHI BamHI SacII
Asp718

BamHI

BamHI Asp718 BamHI

Asp718 XhoI BamHI

SacIIf

E

BamHI Asp718 EcoRV BamHI EcoRI

EcoRI

BamHI

pBSBamHI

Asp718 EcoRI BamHI
BamHI EcoRI

2gf1

Probe 5'

+/-   +/+   +/+   -/-    -/-    -/-   +/+   

11
 8

510bp

420bp

C

IRESr2SacIIf

SacIIrSacIIf

+/-    +/-   -/-    +/-    +/-   +/+  +/+   +/+   +/-  

Probe 5'
14

6

480bp

350bp

F

2gf1 2gr1

bpAf2gf1

図１、Sfrp1とSfrp2の変異体マウスの作製。
（A）Sfrp1の相同遺伝子組み換え。5’側の1.4kbのBamHI-SacII断片と3’側の5.3kbのEagI-NheI断片をLacZノックインカセット
に繋いだ。LacZノックインカセットは、pNTR T-lacZ（IRES、核局在lacZの翻訳領域、SV40ポリA付加配列を含む）と
PGKneobpAlox（PGKプロモーターで促進されるネオマイシン耐性遺伝子とウシ成長ホルモンのポリA付加配列を２個のloxP配列で
挟んだ配列）から構成される。相同組み換え体の濃縮のため、MC1DtpA（DT）を5’側に付加した。黒い三角形はloxP部位の位置
と方向を表す。
（B）野生型とSfrp1ノックインES細胞株から抽出したDNAのサザンブロット解析。（上）5’プローブによるAsp718処理DNA断片の
検出。11.0kbの断片は野生型を示し、8.0kbの断片は変異体型を表す。（下）3’プローブによるBamHI処理DNA断片の検出。14.0kb
と11.0kbの断片は、それぞれ、野生型と変異体型を示す。
（C）ヘテロ接合体同士の交配から得られた仔の尾から抽出したDNAのサザンブロット（上）とPCR（下）解析。（上）5’プローブ
によるAsp718処理DNA断片の検出。（下）SacIIf/SacIIrのプライマーの組み合わせによるPCR。510bpの野生型特異的なDNA断片が
増幅される。SacIIf-IRESr2のプライマーの組み合わせによるPCR。420bpの変異体型特異的なDNA断片が増幅される。プライマー
（SacIIf、SacIIr、IRESr2）の位置はAに示す。
（D）Sfrp2の相同遺伝子組み換え。5’側の2.0kbのAsp718-EcoRI断片と3’側の6.5kbのEcoRI-BamHI断片をPGKneobpAloxB選別マー
カー（PGKプロモーターで促進されるネオマイシン耐性遺伝子とウシ成長ホルモンのポリA付加配列を２個のloxP配列で挟んだ配列）
に繋いだ。MC1DtpA（DT）を3’側に付加した。黒い三角形はloxP部位の位置と方向を表す。
（E）野生型とSfrp2ターゲッティングES細胞株から抽出したDNAのサザンブロット解析。（上）5’プローブによるBamHI処理DNA
断片の検出。14.0kbの断片は野生型を示し、6.0kbの断片は変異体型型を表す。（下）3’プローブによるEcoRI処理DNA断片。12.0
kbと10.0kbの断片は野生型と変異体型を示す。
（F）ヘテロ接合体同士の交配から得られた仔の尻尾から抽出したDNAのサザンブロット（上）とPCR（下）解析。（上）5’プロ
ーブによるBamHI処理DNA断片の検出。（下）2gf1/2gr1のプライマーの組み合わせによるPCR。480bpの野生型特異的な断片が増幅
される。2gf1-bpAfのプライマーの組み合わせによるPCR。350bpの変異体特異的な断片が増幅する。プライマー（2gf1、2gr1、bpAf）
の位置はDに示す。Sfrp1とSfrp2のエクソンの5’末端と3’末端はデータベースの情報を基に作成されている。
pBS、pBluescript KS-。
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Sfrp1 Sfrp1

A  (%)

Sfrp1+/+ Sfrp1+/- Sfrp1-/-

Sfrp1+/- x Sfrp1+/- 61 (21) 161 (56) 66(23) 288 (100)

Sfrp2+/+ Sfrp2+/- Sfrp2-/-

Sfrp2+/- x Sfrp2+/- 12 (15) 45 (58) 21(27) 78 (100)

Sfrp1+/-; Sfrp2+/+ Sfrp1+/-; Sfrp2+/- Sfrp1-/-; Sfrp2+/+ Sfrp1-/-; Sfrp2+/-

Sfrp1+/-; Sfrp2+/-

x Sfrp1-/-
27(25) 28(26) 28(26) 24(22) 107 (100)

B Sfrp1-/-;Sfrp2+/- [%]

    Sfrp1-/-;Sfrp2+/+ Sfrp1-/-;Sfrp2+/- Sfrp1-/-;Sfrp2-/-

E8.5 51[24] 96[45] 68*[32] 215(1†)

E9.5 37[31] 51[43] 31*[26] 119(2†)

E10.5 17[27] 30[48] 16*[25] 63(6†)

E14.5 2 2 1* 5

E15.5 2 2 1* 5

E16.5 4 15 9*(1*†) 28(2†)

E14.5~16.5 8[21] 19[50] 11*[29] 38

E17.5 1 5 0 6(3†)

E18.5 5 11 (1*†) 17(1†)

E17.5~18.5 6[27] 16[73] 0[0] 22

16[38] 26[62] 0[1] 42

†, 

*, 
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Sfrp1 Sfrp  

Sfrp1 Sfrp2

A-D E- Sfrp1 Sfrp2 8.5 9.5

/

C D F G Leimeister et al., 1998 PSM

Lee et al., 2000 Sfrp1 Sfrp2

Sfrp1-/-;Sfrp2-/- Sfrp1-/-;Sfrp2+/-

Sfrp1-/-;Sfrp2-/-

B Sfrp1 Sfrp2

 

 

Sfrp1-/-;Sfrp2-/-  

16.5 Sfrp1-/-;Sfrp2-/-

A-E B

-catenin Wnt Wnt5a

Wnt/ -catenin

Topol et al., 2003; Guo et al., 2004

50 n 16 F-I 10.5

Fgf8 J K

AER Fgf8

Wnt/ -catenin Mukhopaghyay at al., 

2001; Barrow et al., 2003; Soshnikova et al., 2003 10.5 Sfrp1

Sfrp2 Leimeister 

et al., 1998  

Sfrp1-/-;Sfrp2-/- 9.5 10.5

Sfrp1 Sfrp2

C D F G Leimeister et al., 1998 3 5 Krox20

Sfrp1-/-;Sfrp2-/-  

14.5 16.5 Sfrp1-/-;Sfrp2-/-

A

13 5 B-E

Sfrp1-/-;Sfrp2-/-
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HindlimbT T

Fgf8

C1

T1

C7

S1

C1

T1

C7

S1

C1
A B C D E

F G
H I

J K

図２、Sfrp1-/-;Sfrp2-/-胚は胸部領域の短小化と四肢の形態形成の異常を示す。
（A）胎齢14.5日のSfrp1-/-;Sfrp2-/-胚（左）とコントロール胚（右）の全体の形態。矢印は頭蓋顔面の異常を示す；矢じり
は浮腫の状態を示す。スケールバー：1mm。
（B-E）胎齢15.5日のコントロール胚（B,E）とSfrp1-/-;Sfrp2-/-胚（C,E）での軟骨染色。Sfrp1-/-;Sfrp2-/-胚での胸椎数が
減少した。腰部と仙骨部での椎骨の数は正常であった。矢じり、C7椎骨；二重矢じり、T1椎骨；矢印、L1椎骨；二重矢印、S1
椎骨；C1、環椎。スケールバー：1mm。
（F-I）胎齢14.5日におけるSfrp1-/-;Sfrp2-/-胚（G）の後肢の多指（矢じり）と胎齢15.5日のコントロール胚（H）とSfrp1
-/-;Sfrp2-/-胚（I）での軟骨のパターン。T、尻尾。スケールバー：F、Gは500μm；H、Iは200μm。
（J、K）胎齢10.5日のコントロール胚（J）とSfrp1-/-;Sfrp2-/-胚（K）の肢芽におけるFgf8の発現。矢印は、後肢芽の腹側表
面での過剰なシグナルを示す。A、前側。P、後側。スケールバー：400μm。
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9.25 10.5 Hox

3 Hoxb2 Rossel and Capecchi, 

1999 13 Hoxa7 Li and Shiota, 1999

27 Hoxd10 Hérault et al., 1998 Hox

Hoxb2 Sfrp1-/-;Sfrp2-/-

Sfrp1-/-;Sfrp2+/- Sfrp1-/-;Sfrp2+/+ 3

A B Hoxa7 Sfrp1-/-;Sfrp2-/-

13 C D Hoxd10 Myogenin

double whole-mount in situ hybridization E-H

10.5 Sfrp1-/-;Sfrp2-/- 21

E F Edmondson and Olson, 1989

11 23

I  

 

Sfrp1-/-;Sfrp2-/-  

9.5 Sfrp1-/-;Sfrp2-/-

A-D

10.5

E F Dodd et 

al., 1988 11

C D

Mox1 A-D

Candia et al., 1992 Pax3 E-H Goulding 

et al., 1991

Uncx4.1 Pax1

I-K Mansouri et al., 1997; Neubuser 

et al., 1995 Myogenin 9.5

L-N

10.5 Myogenin

Sfrp1-/-;Sfrp2-/-

Sfrp1-/-;Sfrp2+/+ Sfrp1-/-;Sfrp2+/- 17

n=3 Sfrp1-/- Sfrp2-/- 13 n=3 R-T Edmondson and Olson, 

14



FL

FL

H
ox

A
7

H
ox

D
10

/M
yo

ge
ni

n
H

ox
B

2

FL

Control
Sfrp1-/-;Sfrp2-/-

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 6 7 8

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

HoxB2

HoxA7

HoxD10

22

Occipital Cervical Thoracic Lumbar Sacral Caudal

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 1 2 3 4 5 6 7 8

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41

HoxB2

HoxA7

HoxD10

18 19 20 21 2523 24 26 2927 28 30 31 32 33 34 35
12~17

Vertebrae

Vertebrae

Somites
(Myogenin 
expression)

Control embryos
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図３、Sfrp1-/-;Sfrp2-/-胚におけるHox遺伝子の発現。
（A、B）胎齢9.25日のコントロール胚（A）とSfrp1-/-;Sfrp2-/-胚（B）でのHoxb2の発現。矢印は、菱脳3番におけるHoxb2
発現の前側の境界を示す。ov、耳胞。
（C、D）胎齢9.25日のコントロール胚（C）とSfrp1-/-;Sfrp2-/-胚（D）でのHoxa7の発現。矢印と矢じりは、それぞれ脊髄と
体節におけるHoxa7発現の頭側の境界を示す。
（E-H）胎齢10.5日のコントロール胚（E、G）とSfrp1-/-;Sfrp2-/-胚（F、H）でのHoxd10とMyogeninの発現。Myogeninの発現
はdouble in situ hybridizationでINT/BCIP液により染色した（赤色）。矢じりは、体節におけるHoxd10発現の前側の境界を
示す。
（I）コントロール胚とSfrp1-/-;Sfrp2-/-胚における軟骨のパターンとHoxb2、Hoxa7、Hoxd10発現の概要。椎骨と体節数
（12-17）の相関関係は、Sfrp1-/-;Sfrp2-/-胚でのmyogeninの発現から評価した（E、F）。FL、前肢；HL、後肢。
スケールバー：250μm。
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図４、Sfrp1-/-;Sfrp2-/-胚における体節の分節化異常。
（A、B）胎齢9.5日のコントロール胚（Sfrp1-/-;Sfrp2+/+；A）とSfrp1-/-;Sfrp2-/-胚（B）の全体的形態。体
節の大きさは角括弧で示す。Sfrp1とSfrp2の不活性化によって尾側領域が短小化した。スケールバー：500μm。
（C、D）体節の分節化がSfrp1-/-;Sfrp2-/-胚で異常となった。胎齢9.5日のコントロール胚（C）とSfrp1-/-
;Sfrp2-/-胚（D）の体節の分節化は、傍矢状切片を作成し、ヘマトキシレンとエオシンで染色して観察した。
コントロール胚において規則的で同程度の大きさの体節（角括弧）が観察される一方で、Sfrp1-/-;Sfrp2-/-胚
の前肢後肢間の領域において不完全な体節（角括弧内の矢印）が観察された。スケールバー：50μm。
（E、F）胎齢10.5日のコントロール胚（E）とSfrp1-/-;Sfrp2-/-胚（F）における2H3モノクローナル抗ニュー
ロフィラメント抗体（矢じり）による免疫染色。スケールバー：500μm。FL、前肢；HL、後肢；Sc、硬節。
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図５、Sfrp1-/-;Sfrp2-/-胚の体節における分節化と細胞分化。
（A-N）Sfrp1-/-;Sfrp2-/-胚における前肢後肢間領域で体節の分節化が異常となった。（A-D）胎齢
9.5日のコントロール胚（A、B）とSfrp1-/-;Sfrp2-/-胚（C）におけるMox1の発現。DはC内の四角で
囲まれた部分の拡大図である。矢じりは、体節の不規則な分節化を示す。胎齢9.5日のコントロール
胚（E、F、I、J、L、M）とSfrp1-/-;Sfrp2-/-胚（G、H、K、N）におけるPax3（E-H）、Uncx4.1（I
-K）、myogenin（L-N）の発現。HはG内の四角で囲まれた部分の拡大図である。矢じりは、体節の不
規則な分節化を示す。星印は、コントロール胚（M）の体節の位置に相当するSfrp1-/-;Sfrp2-/-胚
（N）の体節の位置を示す。
（O-Q）コントロール胚（O、P）とSfrp1-/-;Sfrp2-/-胚（Q）におけるDll1の発現。Sfrp1-/-;Sfrp2
-/-胚のPSM領域に著しい影響が見られることに注目。
（R-T）コントロール胚（R）とSfrp1-/-;Sfrp2-/-胚（S）におけるmyogeninの発現。Sfrp1-/-
;Sfrp2-/-胚の前肢後肢間領域の体節数が減少した。TはS内の四角で囲まれた部分の拡大図である。
FL、前肢；HL、後肢。スケールバー：500μm。
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図６、胎齢8.5日のSfrp1-/-;Sfrp2-/-胚における尾側体軸の伸長不全。
（A-C）コントロール胚（A、B）とSfrp1-/-;Sfrp2-/-胚（C）におけるBrachyury（T）の発現。PS、原条；N、結節。
Sfrp1-/-;Sfrp2-/-胚の尾側体軸の伸長異常は、最初に、体節の形成される時期になると中胚葉組織（バー）の肥厚
として観察される。スケールバー：250μm。
（D-I）コントロール胚（D、E、G、H）とSfrp1-/-;Sfrp2-/-胚（F、I）におけるTbx6の発現。D-F、側面図；G-I、後
方図。Sfrp1-/-;Sfrp2-/-胚の原条の両側面で強度のシグナルが検出された。また、PSM領域（星印）が著しく減少し
た。スケールバー；D-L：250μm。
（J-O）11体節期のコントロール胚（J-L）とSfrp1-/-;Sfrp2-/-胚（M-O）におけるDll1の発現。K、L、N、Oは、J、
Mで表す尾芽領域の横断面を示す。横断切片はin situ hybridizationを行った後に作成した。スケールバー：J、Mは
500μm；K、L、N、Oは50μm。
（P-S）数体節期のコントロール胚（P、Q）とSfrp1-/-;Sfrp2-/-胚（R、S）における中胚葉細胞のDiI標識実験。原
条付近の中胚葉の細胞にDiIを注入した（t=0；P、R）。その後２時間培養した（t=2h；Q、S）。TB、尾芽。スケール
バー：250μm。
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図７、胎齢8.5日のSfrp1-/-;Sfrp2-/-胚の尾芽におけるWnt/β-catenin経路の活性。
（A-F）抗脱リン酸化β-catenin抗体で染色したコントロール胚（A、B）とSfrp1-/-;Sfrp2-/-胚（D、E）における尾側領
域の横断面。一次抗体なしのコントロール染色を行なった（C、F）。hg、後腸；mp、原条下の中胚葉細胞；np、神経板；
星印、非特異的な染色。より高い染色の強度がコントロール胚の後腸と中軸中胚葉で観察された。後腸の内胚葉と原条下
の中胚葉と同様の染色強度がSfrp1-/-;Sfrp2-/-胚の中胚葉、神経外胚葉、側面に局在する沿軸中胚葉を含む尾芽領域（矢
じりの内側とKと標示した四角内；E）で観察された。スケールバー：200μm。
（G-O）BとE内の四角で標示した領域（H、K、Nと表した）の拡大図。原条下の中胚葉をH内に破線で囲む。核をDAPI（4,6
-diamino-2-phenylindole；青色）で染色した（I、L、O）。G、J、Mは、HとI、KとL、NとOをそれぞれ合成した図である。
J内の矢じりは、元の図（KとL）で染色された位置の一致した細胞を示す。スケールバー：33μm。
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図８、胎齢8.5日のSfrp1とSfrp2の二重ホモ変異胚におけるWnt3aと尾芽マーカー遺伝子の発現。
（A-L）Wnt3a（A-C；白矢印）、Wnt5a（D-F）、Fgf17（G-I）、Fgf8（J-L；黒矢印）の発現レベル
はSfrp1-/-;Sfrp2-/-胚において影響しない。（J'-L'）J-Lの胚の背側図。
（M-O）二リン酸化ERKタンパク質（dpERK）の発現は、コントロール胚（M、N）と同様にSfrp1-/-
;Sfrp2-/-胚（O）の尾芽でもFgfシグナルの活性を示唆した。矢じりは、Fgf8の発現と一致する領域
を示す；矢印は、新しく形成される体節（星印）の近隣でdpERK活性がより低くなっている領域を示
す。胚の詳細な時期は、体節の数で標示した。スケールバー；500μm。
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図９、胎齢9.5日のSfrp1-/-;Sfrp2-/-胚におけるWnt3aとFgf8の発現は減少する。
（A-F）コントロール胚（A、B、D、E）とSfrp1-/-;Sfrp2-/-胚（C、F）における（A-C）とFgf17（D-F）の発現。
尾芽がSfrp1-/-;Sfrp2-/-胚で形成されることに注目。
（G-L）Fgf8（G-I；矢印）とWnt3a（J-L；曲状矢印）の発現がコントロール胚（G、H、J、K）と比べてSfrp1
-/-；Sfrp2-/-胚（I、L）で減少した。
（M-O）コントロール胚（M、N）とSfrp1-/-;Sfrp2-/-胚（O）におけるWnt5aの発現。FL；前肢；A、頭側；P、
尾側。スケールバー：A-Iでは500μm；J-Oでは500μm。
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図１０、Sfrp1-/-;Sfrp2-/-胚における体節形成期の周期遺伝子の発現。
（A-F）胎齢8.5日のSfrp1-/-;Sfrp2-/-胚のPSMで変化したLfngの振動性周期。コントロール胚（A、D）とSfrp1-/-；Sfrp2-/-胚
（B、C、E、F）におけるLfngの発現変動を尾側組織の半分を異なる時間培養することで検討した［A、B、C、0分（t=0’）と60分
（t=60’）；D、E、F、0分（t=0’）と75分（t=75’））。剣標は、PSMの最前部での強い余剰なバンドを示す。スケールバー：250μm。
（G）コントロール胚とSfrp1-/-;Sfrp2-/-胚の移植片におけるLfng発現の模式図。Lfngの帯状の発現領域を数によって示す。
（H、I）胎齢9.5日のコントロール胚（H）とSfrp1-/-；Sfrp2-/-胚（I）の移植片におけるLfngの発現変動。尾側組織の半分を0分
（t=0’）と75分（t=75’）培養した。スケールバー：250μm。
（J-U）Sfrp1-/-;Sfrp2-/-胚のPSMにおけるHes7、Axin2、Nkd1の発現。尾側組織の半分を0分（t=0’）と75分（t=75’）培養した。
（J-O）胎齢8.5日のコントロール胚（J、M）とSfrp1-/-;Sfrp2-/-胚（K、L、N、O）の移植片におけるHes7の発現。
Hes7の発現は大部分のSfrp1-/-;Sfrp2-/-移植片で乱れた（L、N、O）。ほぼ正常なHes7の発現がごく一部のSfrp1-/-;Sfrp2-/-
移植片で観察された（K）。剣標はPSMの最前部での強い余剰なバンドを示す。スケールバー：250μm。
（P-R）胎齢8.5日のコントロール（P）とSfrp1-/-;Sfrp2-/-（Q、R）の移植片におけるAxin2の周期的な発現。
矢じりは、原条におけるAxin2の高い発現領域を表す。Axin2発現のバンドはより早い胚期ではコントロール胚でさえ同定しにくい。
スケールバー：250μm。
（S-U）胎齢8.5日のコントロール（S）とSfrp1-/-;Sfrp2-/-（T、U）の移植片におけるNkd1の発現。スケールバー：250μm
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図１１、Sfrp5の変異体マウスの作製
（A）Sfrp5の相同遺伝子組み換え。第一エクソン内のCRDの配列をターゲッティングカセットと置換させた（材料と方法を参照）。
（B）ヘテロ接合型マウス同士の交配から生まれた仔の尻尾から抽出したDNAのサザンブロット（上）とPCR解析（下）。
（上）5’プローブによるAsp718処理DNA断片の検出。13.0kb断片は野生型、8.5kb断片は変異体型を示す。
（下）sfrp5fg/sfrp5rgのプライマーの組み合わせによるPCR。540bpの野生型特異的なDNA断片を増幅する。sfrp5fg/IRESr2の
プライマーの組み合わせによるPCR。400bpの変異体型特異的なDNA断片を増幅する。Aにそれぞれのプライマーの位置を示した。
（C）Sfrpファミリ−遺伝子の系統樹。Sfrp1、Sfrp2、Sfrp5は同じサブファミリーに属する。
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図１３、Sfrp1、Sfrp2、Sfrp5 の三重ホモ変異胚は神経管の閉鎖不全と頭尾軸の伸長異常を示す。

（A）胎齢 9.5 日の Sfrp1-/-;Sfrp2-/-;Sfrp5-/- 胚は神経管の閉鎖異常を示す。側面図（上図）と背側図（中央図）。Msx1 の発現は

コントロール胚の背側神経管で見られる。Sfrp1-/-;Sfrp2-/-;Sfrp5-/- 胚は神経管閉鎖不全を示す。Msx1 の発現（矢じり）より、

異常な神経板の縁の融合が予想される。矢印はそれぞれの中脳後脳の境界地点を指す。Shh の発現（下図）は、Msx1 の発現と合わ

せて観察するとコントロール胚と同様に Sfrp1-/-;Sfrp2-/-;Sfrp5-/- 胚でも神経管の背腹軸形成が生じていることを示唆する。

破線に沿って作製した切片（挿入図）は、底板（矢じり）と脊索（矢印）における Shh の発現を表す。スケールバー：500μm。

（B）胎齢 8.5 日の Sfrp1-/-;Sfrp2-/- 胚と Sfrp1-/-;Sfrp2-/-;Sfrp5-/- 胚における体節形成の比較から、Sfrps の三重ホモ変異胚

の体幹部における頭尾体軸の著しい短小化が観察された。Uncx4.1 と Mox1 の発現は、二重ホモ変異胚で見られる体節よりも三重ホ

モ変異胚の体節の方がより頭尾軸方向への短縮を示し、その領域は Sfrp5 の発現している領域（C）と一致した。Dll1 の発現から、

三重ホモ変異胚の PSM は二重ホモ変異胚と同程度短小化する。スケールバー：500μm。

（C）Sfrp1、Sfrp2、Sfrp5 の発現は、体幹部における頭尾軸方向に沿った Sfrps の減衰する勾配の存在を意味する。

スケールバー：500μm。
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図１４、胎齢 8.5−9.0 日の Sfrp1-/-;Sfrp2-/-;Sfrp5-/- 胚における神経管の頭尾軸のパターン形成。

（A-L）前脳から後脳のマーカーである FoxG（A、B）、Otx2（C、D）、En2（E、F）、Krox20（G、H）は、他の尾側マー

カーである Hox2b（I、J）、Hox7a（K、L）と同様に、Sfrp1-/-;Sfrp2+/-;Sfrp5-/- 胚の中枢神経組織における頭尾軸

に沿った領域化を示唆する。
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C’ D’
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図１５、胎齢 8.5 日の Sfrp1-/-;Sfrp2-/-;Sfrp5-/- 胚における脊索と原条の形成。

（A、A’、B、B’）Tの発現は、Sfrp1-/-;Sfrp2-/-;Sfrp5-/- 胚において正中線で広がって観察される（腹側図）。

（C、C’、D、D’）Shh の発現は、Sfrp1-/-;Sfrp2-/-;Sfrp5-/- 胚において中軸中胚葉の側方に広がった分布

を示す（腹側図）。正中線に沿った尾側での Shh 発現（破線）は原条の位置を示す。矢印と矢じりは、それ

ぞれ前腸の空間と尾芽の尾側末端を指す。

（E、F、G、H）Wnt3a と Fgf8 の発現は、Sfrp1-/-;Sfrp2-/-;Sfrp5-/- 胚の尾側で見られる。

スケールバー；250μm。
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Control
Sfrp1-/-;
Sfrp2-/-;
Sfrp5-/- Control

Sfrp1-/-;
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Late bud Late bud Late head fold Late head fold

Control
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Sfrp1-/-;Sfrp2-/-;Sfrp5-/-B

a p a p

t=0hr t=16hrs t=0hr t=16hrs

Hf Hf

Frontal view Lateral view

図１６、Sfrp1-/-;Sfrp2-/-;Sfrp5-/- 胚は収斂伸長の異常を示す。

（A）Late bud 期（左）と late head fold 期（右）のコントロール胚と Sfrp1-/-;Sfrp2-/-;Sfrp5-/- 胚における

Shh の発現。矢じり間の中軸中胚葉における Shh の発現は late bud 期の Sfrp1-/-;Sfrp2-/-;Sfrp5-/- 胚でより

広い分布を示す。中軸中胚葉は late head fold 期のコントロール胚では正中線（矢じり間）に局在するが、

Sfrp1-/-;Sfrp2-/-;Sfrp5-/- 胚では側面方向（矢印）に局在する。破線は原条を示す。スケールバー：250μm。

（B）Early bud 期の結節近傍で DiI 標識された細胞（矢じり間、t=0）は、16 時間全胚培養した後、コントロール胚

（左）と比較すると Sfrp1-/-;Sfrp2-/-;Sfrp5-/- 胚（右）では頭尾軸方向（矢じり間、t=16）の伸長が著しく減少し、

側方（矢印）に局在した。スケールバー：250μm。a、頭側；p、尾側；HF、頭褶。
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図１７、Sfrps は PCP 構成遺伝子である Vangl2 と遺伝学的に相互作用する。

（A）胎齢 14.5 日の Lp/+;Sfrp1-/-;Sfrp2+/-;Sfrp5-/- 胚で見られる脊椎披裂。コントロール胚（Sfrp1-/-;Sfrp5-/- 胚もしく

は Sfrp1-/-;Sfrp2+/-;Sfrp5-/- 胚）では、脊椎披裂は観察されない。矢印と矢じりはそれぞれ loop-tail と脊椎披裂を示す。

スケールバー：1mm。

（B）14.5 日胚における神経管閉鎖不全（Spina bifida）の頻度。胚は、Sfrp1-/-;Sfrp2+/-;Sfrp5-/- マウスと Lp/+;Sfrp1-/-

;Sfrp5-/- マウスの交配で得た。４遺伝子型の胚の個体数を上に示す。Normal、正常な神経管の閉鎖。

（C）胎齢 9.5 日の Lp/+;Sfrp1-/-;Sfrp2-/-;Sfrp5+/- 胚は頭蓋脊椎披裂と頭尾軸方向の伸長不全を示す。Msx1 の発現は

Lp/+;Sfrp1-/-;Sfrp2-/-;Sfrp5+/- 胚での神経管閉鎖不全を示唆する。T、Dll1、Uncx4.1 の発現から、

Lp/+;Sfrp1-/-;Sfrp2-/-;Sfrp5+/- 胚における頭尾軸方向の伸長異常は、体幹部、特に Sfrp1-/-;Sfrp2-/-;Sfrp5+/- 胚で見ら

れるよりも顕著なことが示唆される。Shh の発現から、胎齢 7.5 日の Lp/+;Sfrp1-/-;Sfrp2-/-;Sfrp5+/- 胚では、

late head fold 期において、他の遺伝子型胚と比較すると、中軸中胚葉が正中線より側方に分布して観察された。白い二重矢印、

矢印、矢じりはそれぞれ、中脳後脳境界線、PSM の前側境界、尾芽の末端を表す。角括弧は体節の分節化異常を示す領域を指す。

Fl、前肢芽。スケールバー：500μm。
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Dkk1 phase 1 Dkk1 phase 2

Axin2 phase I

Dkk1 phase 3

Lfng phase I

Dkk1 phase 1 Dkk1 phase 2Dkk1 phase 3

Lfng phase II Lfng phase III
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図１８、Dkk1 の発現は PSM で振動する。

（A、B）Dkk1 の振動性発現が胎齢 8.25 から 9.25 日胚の PSM で観察される。

（C-C’’）PSM における振動性の Dkk1 発現は尾側半分で Lfng 発現の逆パターンを示す。

（D-D’’）Dkk1 の発現は、尾側半分の領域における Axin2 の発現と異なる振動パターンを示す。

（E）PSM における Wnt と阻害因子の発現と分布の予想。
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図１９、Wnt/β-catenin 経路の阻害は体節の分節化に必要である

（A-J）胎齢 9.5 日のコントロール胚（Dkk+/+ 胚もしくは Sfrp1-/-;Sfrp2+/+ 胚、F）、Dkk1+/+or+/-;Sfrp1-/-;Sfrp2-/- 胚

（B、G）、Dkk1-/-;Sfrp1-/- 胚（C、H）、Dkk1-/-;Sfrp1-/-;Sfrp2+/- 胚（D、I）、Dkk1-/-;Sfrp1-/-;Sfrp2-/- 胚（E、J）に

おける体節マーカー遺伝子、Pax3（A-E）、Uncx4.1（F-J）の発現を調べた。Pax3 と Uncx4.1 の発現は

Dkk1-/-;Sfrp1-/-;Sfrp2+/- 胚（D、I）と Dkk1-/-;Sfrp1-/-;Sfrp2-/- 胚（E、J）における異常な体節の分節化（角括弧）

を示す。スケールバー：500μm。

（A’、D’、E’） Dkk1-/-;Sfrp1-/-;Sfrp2+/- 胚（D’）と Dkk1-/-;Sfrp1-/-;Sfrp2-/- 胚（E’）の切片はコントロール胚（A’）

と比較して異常な体節形成（*）を示唆する。スケールバー：200μm。Fl、前肢；a、頭側；p、尾側；SC、脊索。角括弧は

体節一区画分を表す。
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図２０、Lfng の周期的発現は Sfrps と Dkk1 の多重変異胚各種で変調する。

（A-C）8 から 11 体節期の Lfng 発現はコントロール胚（Sfrp1-/-;Sfrp5-/- 胚または Sfrp1-/-;Sfrp2+/-;Sfrp5-/-

の PSM で振動する。表の分数字は各 Phase の出現頻度を表す。

（D-F）8 から 11 体節に相当する胚期の Sfrp1-/-;Sfrp2-/-;Sfrp5-/- 胚では振動周期が変調する。胚期は頭部の

形態から判断した。

（G-I）13 から 19 体節期の Dkk1-/- 胚での Lfng の発現は PSM で振動する。

（J、K）G-I と同時期の Dkk1-/-;Sfrp1-/-;Sfrp2-/- 胚の PSM では振動パターンが変化する。

（L-L’’）13 から 19 体節期に相当する胚期の Dkk1-/-;Sfrp1-/-;Sfrp2+/- 胚では、PSM における Lfng の振動性周期は

明白に変化を示さないが、発現パターンが異常となった。矢印は PSM での Lfng の異常な発現パターンを示す。

スケールバー：250μm。
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図２１、Sfrp1、Sfrp2、Dkk1 三重ホモ変異胚における体節分化と PSM の維持の低下。

（A-Y）胎齢 8.5−9.5 日のコントロール胚（Dkk+/+or- ;Sfrp1-/-;Sfrp2+/+or-、A、F、K、P、U）、

Dkk1+/+or+;Sfrp1-/-;Sfrp2-/- 胚（B、G、L、Q、V）、Dkk1-/-;Sfrp1-/- 胚（C、H、M、R、W）、Dkk1-/-;Sfrp1-/-;Sfrp2+/-

胚（D、I、N、S、X）、Dkk1-/-;Sfrp1-/-;Sfrp2-/- 胚（E、J、O、T、Y）における体節マーカー遺伝子である Myogenin（A-E）、

Pax1（F-J）、Uncx4.1（U-Y）と PSM マーカー遺伝子 Tbx6（K-O、P-T）の発現を調べた。a、頭側。p、尾側。Fl、前肢。
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図２２、Sfrps 三重ホモ変異胚における筋節と硬節の分化抑制。

（A-F）Myogenin（A、B）と Pax1（C、D）の発現によると、筋節と硬節への分化が影響

される。一方、Pax3（E、F）の強度の発現は三重ホモ変異胚でも観察される。
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図２３、Sfrps が体幹部で果たす役割。

　Sfrps が頭尾体軸伸長と体節の分節化を制御するモデル。まず、mid s treakから late bud 期に、原条で中軸、沿軸中胚葉

が形成し、頭尾軸方向に陥入を開始する（左図、正中線に沿った黒矢印が中軸中胚葉、側方黒矢印が沿軸中胚葉を示す）。

Late head fold 期までに、中胚葉が収斂伸長を始める（中央図、赤矢印）と同時に、最初の体節の分節化が生じる位置が決

定する（中央図、薄青の円）。体節が形成され始める時期には、PCP 経路による収斂伸長（右図、赤矢印）と Wnt/canonial 経

路（右図）による体節の分節化が行われる。Sfrps がそれぞれの Wnt 経路を同時に調節することで体軸伸長と体節形成を結び

付けていると予想する。
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図２４、遺伝学的解析のまとめ

　野生型の尾側領域では、体節形成について、Wnt/β-catenin 経路の正常な濃度•活性勾配が、Sfrps（Sfrp1、Sfrp2、Sfrp5）と Dkk1

によって形成される。収斂伸長による頭尾体軸伸長については、Sfrps によって PCP 経路が調節されると考えられる（Wild type）。

一方、Sfrp1-/-;Sfrp2-/-;Sfrp5-/- 胚では、Sfrps の制御が欠損するため、Dkk1 は残るが、体節形成、頭尾体軸伸長ともに異常となる。

Lp/+;Sfrp1-/-;Sfrp2-/-;Sfrp5+/- 胚では、Dkk1 と半分の Sfrp5 が存在しているので、Sfrp1-/-;Sfrp2-/- と同様、体節形成に関して

一部の異常に留まる。しかし、体軸伸長については、Sfrps に加えて PCP 経路に特異的な分子 Vangl2（Ltap）が欠損するために、表現

型が現れるレベルまでシグナル調節が異常となる。Dkk1-/-;Sfrp1-/-;Sfrp2+/- 胚では、Sfrps と Wnt/β-catenin 経路を特異的に阻害

する Dkk1 の活性がなくなるので、正常な Wnt の濃度•活性勾配が形成されず、体節形成が異常を示す。一方、体軸伸長に関する PCP 経

路は、Sfrp2 と Sfrp5 の活性が存在するために、ほとんど影響を受けないと予想される。
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図２５、Sfrps の役割。

　Sfrps は、late bud 期以降に PCP 経路を調節して収斂伸長を介した頭尾体軸の伸長に関連する。このことが、Sfrps 自らの

濃度勾配に影響し、これによって、尾芽からの Wnt/β-catenin 経路に関わるリガンドの濃度勾配の調節、もしくは活性化領域

の制限を介して、体節形成に関連すると予想される。これらの作用によって、Sfrps が頭尾体軸の伸長と体節の形成を協調させ

る役割を担うと想定される。
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