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序論 

 

 

脊椎動物の発生過程では細胞は分化や増殖、細胞移動、細胞死など様々なふるまい

を見せる。このような細胞のふるまいは、正確な体を作るため決められたタイミング

と位置で起きる。時空間的に制御される細胞のふるまいは細胞レベルでの厳密な遺伝

子の発現制御により、タンパクが適切な量へ調節(fine-tuning)されることで成り立つ。 

遺伝子発現制御には転写調節と転写後調節がある。転写調節は時空間的に遺伝子発

現の ON/OFF を切り替えることで細胞のふるまいを制御する(Naiche et al., 2005; 

Schier and Talbot, 2005; Shivdasani, 2002)。しかし、細胞分裂などの偶然性(ノイズ)

により転写調節による mRNA の転写量は安定しにくいことから、タンパク発現レベ

ルの調節は転写調節だけでは難しい(Blake et al., 2003; Elowitz et al., 2002)。そのた

め、細胞は転写後調節によりタンパク量を適切な量まで調節する仕組みを持つと考え

られる(Gebauer and Hentze, 2004)。タンパク量を fine-tuningし、発生の過程を制

御する機構の一つとして RNA結合タンパクを介した転写後調節が知られている。 

 

RNA結合タンパクは、RRM(RNA recognition motif)、KH(hnRNP K homology)ド

メイン、DSRM(double-stranded RNA-binding motif)、RGG(Arg-Gly-Gly)boxなど

様々なRNA結合モチーフを持ち、標的となるRNAと結合する。 (Burd and Dreyfuss, 

1994; Mattaj, 1993; Siomi and Dreyfuss, 1997) 。 

RRM は、約 80 アミノ酸残基からなるβ１-α1-β2-β3-α2-β4 構造から成り立

つ。また、コアとなるβ1、β3構造に対応する 8アミノ酸残基からなる RNP1、6ア

ミノ酸残基からなる RNP2 と呼ばれる特に保存性の高い領域が存在する。この領域

は、RRM の RNA 結合活性にとって重要であることが報告されている(Siomi and 

Dreyfuss, 1997)。RRM型 RNA結合タンパクには、分子内に RRMを 1〜4つ有する

ものがこれまでに見つかっている(Birney et al., 1993)。 

 

RRM型 RNA結合タンパクの一つに Cugbp Elav-like family (CELF)がある。CELF

ファミリーは脊椎動物において 6種類が確認されており、アミノ酸配列の相同性から

CELF1,2 と CELF3-6 の 2 つのサブファミリーに分けられる(Fig.1)。CELF ファミ

リーは共通の構造として RRM をN端側に 2 つ、C端側に一つ、合計で 3つの RRM

を持ち、RMM2 と RRM3 の間には divergent domain と呼ばれるリンカー領域を持

つ。CELFファミリーは核内、細胞質どちらにも局在し、核内においては pre-mRNA

と結合しオルタナティブスプライシングや RNA エディティングに関与する。 

(Dasgupta and Ladd, 2012; Vlasova-St Louis et al., 2013)。CELF1と CELF2は同

じ部位で発現していることが多く、特に心臓や体節、骨格筋、脳、水晶体に強く発現

していることが報告されている(Blech-Hermoni et al., 2013, Brimacombe and Ladd, 

2007)。CELF3-5 は神経系で、CELF6 は神経系と腎臓、精巣でそれぞれ発現するこ
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とが知られている(Vlasova-St Louis and Bohjanen, 2011)。また、細胞質に存在する

CELF ファミリーは mRNA の安定性の調節、翻訳調節に機能を持つことが報告され

ている。例えば CELF1 は脱アデニル化酵素 PARN と複合体を形成し、ポリ A をす

みやかに除去することで、標的となるmRNA の分解を促進する(Fig.2)ことや CELF2

は翻訳アクチベーターHuR と競合することで標的 mRNA の翻訳を阻害することが

報告されている(Vlasova-St Louis and Bohjanen, 2011)。 

 

 

 

 

 

Divergent domain 

Fig.1 CELFタンパクのドメイン構造 

CELFタンパクは 3つの RRM を持ち、2つめと３つめの RRM の間に linker 領域(Divergent 

domain)が存在する。RRM1～3、linker 領域(Divergent domain)のそれぞれのドメインに対

して CELF1におけるアミノ酸配列の相同性が高いほど濃い青色になるよう色分けしている。

I Vlasova-St Louis et al. 2013, BBA, 1829, 6-7, 695-707. より引用・改変した。 
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CELF1 の標的配列 

CELF1 は筋ジストロフィー症(myotonic dystrophy, DM)の原因遺伝子として同定さ

れ、DM患者において DM protein kinase 遺伝子の 3’UTRに存在する CUG反復配

列の反復回数が増加していたことから、(CUG)8 RNAオリゴヌクレオチドに結合能を

持つタンパクとして単離された(Timchenko et al., 1996)。しかし、CELF1の標的配

列は yeast three hybrid system 法、SELEX (systematic evolution of ligands by 

exponential enrichment) 法、RNP immunoprecipitation (RIP) 法や、cross-linking 

immunoprecipitation (CLIP)法により詳しく解析が行われ、CELF1 は CUG リピー

トではなく UGUGUGUGU や UGUGUGUUGU といった UG-rich または

UGUrepert配列に強い親和性を持つことが示された(Lee et al., 2010; Marquis et al., 

2006; Masuda et al., 2012; Mori et al., 2008; Rattenbacher et al., 2010; Suzuki et 

al., 2000; Takahashi et al., 2000) 。これらの配列はヒトやマウス、カエルにおいて

も CELF1の標的となることが確かめられており、mRNA 3’UTRの多くにUG-rich、

UGU repeatが存在していることが知られている。(Lee et al., 2010; Marquis et al., 

2006; Mori et al., 2008; Takahashi et al., 2000) 。 

 

CELF1 は脊椎動物の発生において役割を持つ 

CELF1 は脊椎動物の初期胚において一様に発現しているが、発生が進むにつれ体

節や水晶体などに特異的に発現することが知られており、マウスの発生過程において

も筋形成、精子形成などに関与することが知られている(Gautier-Courteille et al., 

2004; Hashimoto et al., 2006; Kress et al., 2007; Lee et al., 2010)。しかし、Hela細

Fig.2 CELF1 は脱アデニル化酵素と複合体を形成し、mRNA の分解を促進する 

脊椎動物において CELF1 は脱アデニル化酵素 PARN と複合体を形成し、標的 mRNA の分

解を促す。GRE：GU-rich elements。I Vlasova-St Louis et al. 2013, BBA, . 1829, 6-7, 695-

707. より引用した。 
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胞において細胞増殖、細胞移動や細胞死に関わる 600以上のmRNAに結合すること

が報告されており、CELF1 は多数の mRNA から翻訳されるタンパクの発現を協調

的に制御することを示唆している(Rattenbacher et al., 2010)。最近、標的候補の

mRNA に存在する CELF1 結合配列と相補的に結合する target-protector 

morphorino(TPMO)をマイクロインジェクションすることで目的の遺伝子特異的に

CELF1 との結合を阻害するなどの方法を用いることで RNA 結合タンパクと 1 つの

標的mRNAの役割が明らかになってきている(Cibois et al., 2010; Cibois et al., 2013; 

Gautier-Courteille et al., 2004; Matsui et al., 2012)。 

たとえば、アフリカツメガエル celf1ノックダウン(KD)胚において体節の形成異常

が起こることが報告されており、その標的候補の遺伝子に Notch intracellular 

domainの核内移行を促進する rbpjが見つかっていた。さらに、rbpjに対する TPMO

をマイクロインジェクションした胚において rbpj の mRNA 量が増加していたこと、

rbpj の過剰発現胚において celf1 KD 胚と同様の表現型が確認されたことなどから、

Cefl1 が rbpj mRNA と結合し、転写後調節を通して体節形成に役割を持つことが報

告されている(Cibois et al., 2013)。 

 

私が所属する研究室では、これまでにゼブラフィッシュ胚発生における Celf1の機

能解析を行い、TPMO を用いた実験などから celf1 が転写因子 dmrt2 の転写後調節

を介して体節の左右対称の維持と心臓の左右非対称性の決定に関与することを報告

した(Matsui et al., 2012)。この研究の過程で、心臓と同じく左右非対称に配置される

肝臓や膵臓の形成位置を調べたところ、celf1 ノックダウン（KD）胚では、左右差の

異常に加えて肝臓や膵臓の形成不全が観察された。この結果は、celf1 が左右非対称

性の決定だけではなく、内胚葉由来の器官形成に関与することを示唆している。 

 

ゼブラフィッシュ胚における内胚葉由来器官の形態形成 

 ゼブラフィッシュでは肝臓、腸管、膵臓などの内臓器官の形成は、内胚葉細胞の分

化(原腸陥入初期・受精後 6時間)、内胚葉細胞の正中線への集合(受精後 6時間～9時

間)、内胚葉の形成(受精後 10～14 時間)、各器官への分化、器官形成(受精後 14 時間

～)という過程を通して行われる(Chung et al., 2008; Field et al., 2003a; Field et al., 

2003b; Mizoguchi et al., 2006; Mizoguchi et al., 2008)。  

 

内胚葉細胞は原腸陥入初期(受精後 6〜7 時間)に、内胚葉と中胚葉細胞の共通の前

駆細胞である中内胚葉細胞において nodal シグナル経路が活性化し内胚葉に分化す

ることで生じる(Mizoguchi et al., 2006)。最初、内胚葉細胞は solt and pepper状に

出現し、エピボリーの進行に合わせて正中線の周囲に増殖を伴いながら移動する

(Mizoguchi et al., 2008)。分化した直後(受精後 6～7時間)の内胚葉細胞は方向性を持

った移動は行わないが、受精後 7～8時間のステージに達すると RhoファミリーGタ

ンパクが活性化され細胞移動に必要な糸状仮足、葉状仮足の形成が促進されること、
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また原腸陥入期に内胚葉細胞で発現する Gタンパク共役受容体 Cxcr4aが、中胚葉系

から分泌される Cxcr4aのリガンドである化学誘引物質 Cxcl12a/Sdf1aが作る正中線

方向への濃度勾配を感知することで、方向性を持った移動を行う(Mizoguchi et al., 

2008; Woo et al., 2012) (Fig.3)。その後、体節形成中期(受精後 14時間)頃までにシー

ト状の内胚葉組織を形成する。  

 

体節形成中期(受精後 14 時間)では 1～3 つめの体節に隣接する側板中胚葉で

Bmp2b が分泌される。その Bmp2b のシグナルを受け取った内胚葉細胞は肝臓に運

命決定される(Chung et al., 2008; Deutsch et al., 2001; Rossi et al., 2001)(Fig.4B)。

Bmp2b シグナルを受け取らなかった細胞は早期膵臓マーカーpdx1(pancreatic 

duodenal homeobox 1)が強く発現し、膵臓原基または腸管へ分化する。内胚葉細胞群

は受精後 24 時間のステージまでにシート状の構造がさらに収斂し、正中線にそって

棒状の腸管が形成される(Fig.5A）。 

 

肝臓形成は、受精後 24～28 時間のステージにおいて 1 つめの体節と卵黄の間の位

置に配置された腸管組織において肝芽組織の出芽に機能を持つ Prox1 が発現するこ

とから始まる。(Fig.5A,B)。その後、受精後 30 時間頃から Prox1 陽性細胞において

Fig.3 ゼブラフィッシュ内胚葉細胞の分化と原腸陥入期における細胞移動 

ゼブラフィッシュ内胚葉細胞は原腸陥入初期(受精後 6 時間)に Nodal シグナル経路が活性化

することで分化する(上図)。内胚葉細胞は salt and pepper 状に出現する。分化した直後はラ

ンダムに移動を行う(上図)が、受精後 7～9 時間の間で方向性を持った動きに切り替わる(下

図)。内胚葉細胞は Cxcl12a/Sdf1a の正中線方向の濃度勾配を感知することで方向性を獲得す

る。G Reig et al. 2014, Development, 141, 1999-2013.より引用・改変した。 
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肝臓特異化に機能を持つHnf4が強く発現する(Fig.5C)。受精後 34時間のステージま

でに、Prox1、Hnf4 陽性肝芽細胞は腸管の左側から出芽する(Fig.5D)。受精後 48 時

間までに肝芽は組織の体積をさらに増大させることで、肝臓を形成していく(Field et 

al., 2003b)(Fig.5E,F）。 

 

Pdx1 陽性細胞の一部は受精後 34 時間のステージまでにおいて 4 つめの体節と卵

黄の間に収束することで膵臓芽組織(dorsal posterior bud)を形成し、腸管の右側に出

芽する（Fig.6A）。さらに、受精後40時間胚において肝臓付近のpdx1陽性細胞(ventral 

anterior bud)が腸管の右側に出芽し(Fig6B)、受精後 44～52 時間のステージにおい

て dorsal posterior bud と融合することで膵臓が形成する（Fig.6C,D）。Ventral 

anterior bud は受精後 52 時間までに肝臓・腸管・膵臓をつなぐ膵臓管となりそれぞ

れの器官をつなぐネットワークを構築する(Field et al., 2003a; Field et al., 2003b)。 

 

Fig.4 体節形成期において Bmp2b シグナルは肝臓の分化に役割を持つ 

(A)体節形成期中期(受精後 14 時間)における内胚葉組織。(B)肝臓原基または膵臓原基細胞

に分化する内胚葉組織の模式図。(A)の赤四角の位置に当たる。1 から３つめの体節に隣接

する側板中胚葉が分泌する Bmp2bを受け取った内胚葉細胞は将来肝臓に分化する。その他

の内胚葉細胞は Pdx1を発現し、膵臓または腸管へ分化する。 
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以上のように、内胚葉由来器官の形成は、多段階で動的なプロセスによって構成され

ており、数多くのシグナルや分子の関与が示唆されるためどのようなメカニズムで

celf1が器官形成に役割を持つのかは理解できていなかった。 

 

そこで本研究では、 

① 内胚葉由来器官の形成プロセスのどこを Celf1が制御するのか？  

② そのときの標的 RNAは何か？ 

を解明することで、Celf1 に依存した転写後調節機構が内胚葉由来器官の形成にど

のような役割を持つのかを解明することを目的とする。 
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Fig.5 肝臓形成の模式図 

(A-F)受精後 24 時間以降の肝臓の形成過程。肝臓形成(白矢頭)は、受精後 24～28 時間のステ

ージにおいて 1 つめの体節と卵黄の間の位置に配置された腸管組織で Prox1 が発現すること

から始まる(A,B)。受精後 30 時間から肝芽細胞で Hnf4 が発現し、受精後 34 時間のステージ

までに Prox1,Hnf4陽性肝臓芽細胞が出芽する(C,D)。受精後 48時間のステージまでに肝臓芽

は組織の体積をさらに増大させることで、肝臓を形成していく(F)。*は膵臓の形成を示す。H 

A. Field et al. 2003, Dev. Biology, 253, 279-290.より引用・改変した。 



11 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig6 膵臓の形成 

(A-H)受精後 34 時間以降の膵臓の形成過程。受精後 34 時間胚までに 4 つめの体節と卵黄の

間に形成される膵臓芽組織(dorsal posterior bud) (白矢頭)が出芽する(A,E)。受精後 40時間

胚おいて肝臓付近の腸管右側から ventral anterior bud(白矢印)が出芽する(B,F)。

ventral anterior bud は受精後 44～52時間胚までに ventral anterior bud と融合し、

膵臓が形成される。(C,D,G,H)。Lは肝臓を意味する。H A. Field et al. 2003, Dev. Biology, 

261, 197-208.より引用・改変した。 
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材料と方法 

 

 

ゼブラフィッシュ 

 ゼブラフィッシュ(Danio rerio)は、塩濃度 0.03%となるように調整した人工海水中

で、常時雄と雌を隔離し、水温 28.5℃、明期 14 時間・暗期 10 時間の条件下で飼育

した。受精卵は、暗期に入る前、網で隔離された同一の水槽に、雌雄を分けて数匹ず

つ入れ、次の明期に網を取り外し、雄と雌を混ぜ合わせることにより得た。回収した

受精卵は 28.5℃にて培養した。24 時間以降胚のステージで観察をする場合は、胚の

色素形成を阻害するために 3×10-3%となるように PTU(1-phenyl2-thiourea、東京化

成)を、それぞれ飼育水に添加した。発生段階は Kimmel らのステージ表に従った 

(Kimmel,C.B. et al., 1995)。 

 

 また、ライブイメージングには、内胚葉細胞のマーカーである転写因子 sox17のプ

ロモーター下に GFP を発現するようにしたトランスジェニックゼブラフィッシュ

Tg[sox17:GFP] (Mizoguchi,T. et al., 2008)を遺伝研より提供を受けた。また、F-actin

を標識する Lifeact-RFP を内胚葉で発現する Tg[sox17:Lifeact-RFP]は Tol2 トラン

スポゾンを用いて作成した。Tol2 transposaseは国立遺伝学研究所 川上研より提供

を受けた。 

 

試薬 

 試薬類は主にナカライテスク、和光純薬、Roche diagnostics から、制限酵素は主

に宝酒造、東洋紡から購入した。オリゴヌクレオチドの合成は、greiner bio-oneに依

頼し、簡易カラム精製されたものを用いた。 

 

antisense morphlino oligo 

 本研究で用いた antisense morpholino origoは、Gene Toolから購入した。配列は

以下の通りである。 

control-MO aaa5’-CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA-3’ 

 

celf1 

long-MO aaaaaa5’-GCTTCAGCTTCGATACTATCCATCC-3’ 

short-MO aaaaa5’-GTGGTCCAGAGACCCATTCATCTTC-3’ 

 

cdc42-MO aaaaa5’-GCTATGCAGACGATCAAGTGCGTCG-3’ 
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ゼブラフィッシュ受精卵へのmicro injection 

 injection用のニードルは、NARISHIGEガラス管(G-1)1×90nmをプラー(PC-30、

NARISHIGE)で加熱、牽引し、先端をカッターナイフで切断したものを用いた。

Injection は、FemtoJet (Eppendorf) を用い、実体顕微鏡 (Olympus SZ61) 下で行

った。受精卵を、1%アガロースゲルにプラスチックスロットメーカーを埋め込んで作

成した溝に並べて、各受精卵に約 5nlずつ目的のサンプルを injectionした。injection

後は、塩濃度 0.03%となるように調整した 3×10-5%メチレンブルー(ナカライテスク)

を含む水中で 28.5℃に保ち、発生させた。 

 

Whole mount in situ hybridization 

1.ゼブラフィッシュ胚の固定 

 目的の発生段階の胚を、4％paraformaldehyde(PFA、SIGMA)/PBST中において、

4℃で一晩固定した。その後、卵膜を除去し、PBSTにて 2回洗浄した後、100%メタ

ノール(ナカライテスク)に置換し、-30℃で保存した。ただし、受精後２４時間胚以降

の胚は卵膜を除去した後、固定、メタノール置換をした。 

 

2.probe作成 

 in situ hybridization用の probe作成を目的とした cDNA断片の単利は TAKARA 

LA taqTM(タカラバイオ)を用いて行った。反応系は、cDNAテンプレート 1.5μl、2

×GC buffer 12.5μl、2.5mM dNTPs 4μl、20μM Forward primer 1μl、20μM Reverse 

primer 1μl、H2O 4.5μl、LA taq 0.5μlであった。PCR条件は、94℃ 5分の後、94℃ 

30秒、primer の Tm値より 5℃低い温度 30秒、68℃ 2分のサイクルを 32回行い、

最後に 72℃ 7分であった。primerの配列は以下の通りである。 

cp 

Forward    5’- GGCTAGGAGACCGTACTCCATACACGC -3’ 

Reverse    5’- TCCAGCACAGTGTATGTGGTCTCCATTCCG -3’ 

 

ins 

Forward    5’- CACCATTCCTCGCCTCTGCTTCGAG-3’ 

Reverse    5’- CCTGTGTGCAAACAGGTGTTTCTGGCATTG-3’ 

 

foxa3 

Forward    5’- ATGGGTGGAGGCCCCAACCACATGA -3’ 

Reverse    5’- GGTGCTGCTGCCATCCTGAGACTTTGA -3’ 

 

sox32 

Forward    5’- GCAACATCAGAACGACGAACAGCGCAGGA -3’ 

Reverse    5’- CTGTGGTCCAAAGTCTGTGCTGGATTGAGG -3’ 
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得られた PCR産物を Gel / PCR DNA Isolation System (VIOGENE)を用いて精製

した。精製したPCR産物をDual Promoter TA CloningKIT(Invitrogen)を用いて pCR

Ⅱベクター(Invitrogen)にクローニングし、cDNAの塩基配列を決定した。 

 環状プラスミド DNA 10μg、適切な制限酵素 2μl、10×buffer 40μl、H20 348μlの

反応系により、プラスミドを直線化した。サンプルの一部を電気泳動し、プラスミド

DNA が完全に消化されていることを確認した。20％SDS 2μl、10mg/ml Protease 

K(Roche) 10μlを加えて、55℃で 30分間 1000rpmの周期で震とうさせた。PCI処理

により制限酵素を除去し、エタノール沈殿により DNAを精製した。この直線化プラ

スミドを鋳型として、直線化プラスミド  1μg、 10× DIG RNA labeling 

mixture(Roche) 2μl 、 10 × transcription buffer(Roche) 2μl 、 適 切 な RNA 

polymerase(Roche) 2μl、sterile water 12μl を、37℃で 2 時間反応させ、in vitro 

transcription反応を行った。サンプルの一部を電気泳動し、probeの合成が行われて

いることを確認した。残りのサンプルをエタノール沈殿により精製し、得られた沈殿

を hybridization buffer[60% ホルムアルデヒド(分子生物学用特急試薬)、5×SSC、

20% Tween-20(ナカライテスク)、50mg/ml ヘパリン、10mg/ml total RNA]に溶かし、

-30℃で保存した。 

 

3.whole mount in situ hybridization 

 メタノール中に保存している胚を 50%メタノール/PBST、30%メタノール/PBSTに

順に 5分ずつ処理し、PBSTで 5分ずつ 2回洗浄、再水和した。再水和したサンプル

に、4%PFA/PBSTを加え、氷上で 20分おき、再固定した。PBSTで 5分ずつ 2回洗

浄した。洗浄した胚は 10μg/ml Proteinase K(Roche)/PBST処理を行った。反応時間

は原腸陥入期の胚は 30 秒、受精後４８時間の胚は 20 分であった。Proteinase K 処

理後、2μg/ml グリシン/PBST を加え、氷上に静置し、酵素を失活させた。サンプル

を PBSTにて quick washし、4%PFA/PBSTを加え、氷上で 20分静置し、再固定し

た。PBSTで 5分間ずつ 2回洗浄した後、hybridization buffer[60% ホルムアルデヒ

ド(分子生物学用特急試薬)、5×SSC、20% Tween-20(ナカライテスク)、50mg/ml ヘ

パリン、10mg/ml total RNA]を加え、70℃で 1 時間以上保温しプレハイブリダイゼ

ーションを行った。その後、300ng/ml  DIG-RNA probeを溶かした hybridization 

bufferに置換し、70℃で一晩保温した。 

 保温した胚を solution1[50%ホルムアルデヒド、5×SSC(pH4.5)、1%SDS]で、70℃、

1 時間置きに 3 回洗浄、solution3[50%ホルムアルデヒド、2×SSC(pH4.5)]で 65℃、

1 時間置きに 2 回洗浄し、TBST で室温、15 分おきに 3 回洗浄した。Blocking 

solution(5%ヒツジ血清 in TBST)を加え、室温に１時間以上おいた。その後、1/2000 

Anti-digoxgenin-AP (Roche) in Blocking solution に置換し、4℃で一晩反応させた。  

 翌日、抗体液を除き、TBSTで 5分おきに 3回、15分おきに 10回洗浄し、NTMT

溶液[0.1M NaCl、0.1M Tris-HCl(pH9.5)、5mM MgCl2、20% Tween-20]で 5分ず
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つ、2 回洗浄した。その後、color solution[NTMT 溶液 1ml、NBT(Roche)22.5μl、

BCIP(Roche) 3.5μl]に置換し、遮光しながらシグナルが得られるまで静置した。発色

が完了したところで、PBSTで 3 回洗浄して反応を止め、4％PFA/PBSTで胚を固定

した。 

 

in vivo での内胚葉細胞のライブイメージング 

 28.5℃で培養した受精卵を目的の発生段階において卵膜を除去し、ガラスボトム

ディシュ(14mmφ、マツナミまたは IWAKI)にマウントした。マウントは 65℃にて

融解させた 1％low melting agarose gel(ナカライテスク)に埋没させ、目的の部位が

撮影できるようにオリエンテーションを調節した。Time lapse動画の撮影には倒立

蛍光実体顕微鏡(ZIESS、LSM710 duo)を用いた。励起光のレーザー波長は

488nm、GFPシグナルを検出するフィルターを用いた。Time intervalは、低倍率

(×10)では 3 min / frame、高倍率(×40、水深)では 2 min/frameとした。 

 

内胚葉細胞の数値解析 

1.細胞数 

 内胚葉細胞のマーカーである転写因子 sox32に対して in situ hybridizationを行っ

た胚を 80%グリセロール(ナカライテスク)に１時間ほど浸し、卵黄を除去した。胚に

切れ目を入れ、スライドガラスにフラットマウントした。実体顕微鏡にて胚の写真を

撮影し、sox32がポジティブな細胞を数えた。 

 

2.分裂回数 

 倒立蛍光実体顕微鏡(ZIESS、LSM710 duo)にて Tg[sox17:GFP]を対象にタイムラ

プス動画を取得した。そして、GFPがポジティブな細胞が分裂する回数を調べた。 

 

3.細胞移動の数値解析 

 倒立蛍光実体顕微鏡(ZIESS、LSM710 duo)にて Tg[sox17:GFP]を対象にタイムラ

プス動画を取得した。そして、画像解析ソフトMetaMorf(Molecular Device)の Track 

Pointsオブジェクト機能を用い、内胚葉細胞の細胞移動の軌跡を得た。トラックする

ポイントは GFPシグナルがポジティブな細胞の中心とした。 

 

4.カラースタック画像の作成 

 画 像 解 析 ソ フ ト ImageJ に KBI ImageJ plugin(http://hasezawa.ib.k.u-

tokyo.ac.jp/zp/Kbi/ImageJKbiPlugins より入手した)を導入し、kbi stkFIlter機能を

用いて作成した。 

 

 

 

http://hasezawa.ib.k.u-tokyo.ac.jp/zp/Kbi/ImageJKbiPlugins
http://hasezawa.ib.k.u-tokyo.ac.jp/zp/Kbi/ImageJKbiPlugins
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Cdc42-GFPのフュージョンタンパクをコードするレポーターの作成 

以下のプライマーを使用し、cdc42のコーディングリージョンの一部をクローニング

し、pCS2-EGFPの上流に組み込んだ。 

F 5’-GGATTTATAAAgaattcGCTATGCAGACGATCAAGTGCG-3’ 

R 5’-CTGCATAGTTATCctcgagCGTTGGTACATATTCGGAGG-3’ 

 

RIPアッセイ 

Celf1の結合の確認は、松井らの研究により得られた cDNAテンプレートを鋳型とし、

PCRを行うことで比較した。反応条件は、cDNA 1μl、2×GC buffer 12.5μl、2.5mM 

dNTPs 4μl、 Filterd water 5.25μl、LA taq 0.25μl、20pmol/μl Forward primer 1μl、

20pmol/μl Reverse primer 1μl である。PCR条件は、94℃5分の後、94℃15秒、60℃

30秒のサイクルを 32回行い、最後に 72℃2 分であった。 

プライマーの設計は以下のように行った。 

 

cdc42  

Forward    5’-GACAGTAGCCCTGTAAATGGTTG-3’ 

Reverse    5’-GTTAGAAAGTTCCCTGCTTGAGAG-3’ 

 

gata5  

Forward    5’-CAATATCTGCCATCCAAGACC-3’ 

Reverse    5’-AATCACAGCCAGAGAGTAACCAG-3’ 

 

cyclinA1  

Forward    5’-CAATATCTGCCATCCAAGACC-3’ 

Reverse    5’-AATCACAGCCAGAGAGTAACCAG-3’ 

 

 

RNA精製と定量的 PCR 

全 RNAは SuperScriptII Reverse Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 

を用いて逆転写する。定量的 PCRマスターミックス KAPA SYBR FAST Universal 

(Nippon Genetics, Tokyo, Japan) を用い、PCR反応は Light Cycler 480 (Roche) を

用いて、95℃ 3分熱変成後、（95℃ 10秒、60℃ 20秒、72℃ 1秒） の 3ステップ条件

で 40 サイクルの PCR を行う。PCR に用いるプライマーセットは以下のとおりであ

る。 
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BrdU染色 

25 mMの BrdU(Sigma, St. Louis, MO, USA)を 1nL、受精後 6時間の Tg[sox17:GFP]

胚に microinjection し、受精後 9 時間までインキュベートしたのち 4%PFA/PBS に

て固定した。GFP 抗体を用いた免疫染色の後、5μg/mL の Protenase K にて 5 分間

処理した後、PBSDT(1% DMSO, 0.1% TritonX100 in PBS)で洗浄後、4% PFAにて

再固定した。その後 2N HClで 20分、0.1%ホウ酸で 10分処理した。PBSDTにて洗

浄後、2%FBS/PBSDTにて 30分ブロッキングした。BrdU抗体(AbD Serotec, Oxford, 

UK)を 4℃で 16時間以上反応させる。PBSTDで十分に洗浄した後、CF647 donkey 

anti-rat IgG(Biotium, Hayward, CA, USA)を 4℃で 16時間反応させた。PBSDTで

十分に洗浄した後 4％PFAで固定した。 

 

TUNEL染色 

 Tg[sox17:GFP]の胚を受精後 9 時間で 4％PFA で固定した。In Situ Cell Death 

Detection Kit, POD(Roche, Mannheim, Germany)を用い死細胞を標識した後、Alexa 

Fluor 647-Tyramide Signal Amplification Kit)を使用し、シグナルの増長をした。そ

の後、GFP抗体を用いた免疫染色を行った。 

 

 

 

統計解析 

有意差検定はスチューデントの tテストを用いて行う。結果には標本標準誤差のエ

ラーバーをつけた。3 群間の検定が必要な細胞移動の速度については Anova 法によ

り検定した。 
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結果 

 

 

Celf1 は内胚葉由来の器官形成に関与する 

 celf1 KD胚において、心臓の左右非対称性が変化していたことから(Matsui et al., 

2012)、同様に左右非対称性を示す内胚葉に由来する器官である肝臓や膵臓、腸管で

も左右非対称性が変化することが予想された。これを検証するため、内胚葉細胞を

GFPで標識する Tg[sox17:GFP] (Mizoguchi et al., 2008)に celf1 に対するモルフォ

リノオリゴ(MO)をインジェクションし内胚葉由来器官の形成について調べた。受精

後48時間の胚において、control胚では肝臓は腸管の左側に、膵臓は右側に形成され、

腸管は左側に湾曲した構造をとる(Field et al., 2003a; Field et al., 2003b; Matsui and 

Bessho, 2012) (Fig.7G)。しかし、予想外なことに celf1 KD胚では肝臓の位置に見ら

れる GFPシグナルが欠損し、膵臓の位置に見られる GFPシグナルは減少していた。

さらに、腸管は湾曲構造が見られず、直線的に形成されていた(Fig.7H,I)。腸管が直

線的になる表現型は左右非対称性が崩れたためと考えられるが、肝臓、膵臓の形成不

全は左右非対称性が崩れた表現型として報告されている例とは一致しない(Leung et 

al., 2008; Matsui and Bessho, 2012)。これらの結果は、ゼブラフィッシュの celf1は

左右差規定だけでなく内胚葉由来の器官形成においても役割を持つことを示唆して

いる。 

 Celf1 の内胚葉に由来する器官形成への役割を調べるため、内胚葉由来の器官全体

マーカーである(forkhead box A3, foxa3)と肝臓原基マーカー(ceruloplasmin, cp)、膵

臓β細胞マーカー(preproinsulin, ins )の発現をWhole mount In situ hybridization 

(WISH)法を用いて調べた(Fig.8)。celf1 KD胚における Tg[sox17:GFP]を用いた実験

で得られた結果と同様に、前側腸管と肝臓が約 80％の胚において消失しており、残り

の 20％の胚においても形成不全が認められた(Fig.8A-F)。また、control 胚において

β細胞を示すシグナルは 1 つのクラスターを形成するが、celf1 KD 胚では約 55％の

胚において 2つ、または 3つの集団を形成していた(Fig.8G-I)。これらの結果は celf1

が内胚葉由来器官の正確な形成に重要であることを示している。 

 

Celf1 は原腸陥入期に内胚葉細胞で発現する 

celf1が発生過程のどの時期に内胚葉由来器官の形成に関与するかを調べるため、

発生過程における celf1の発現パターンをWISH法により調べた(Fig.9)。Celf1は母

性因子であることが知られており(Hashimoto et al., 2006; Matsui et al., 2012; 

ZFIN, 2001)、Celf1は受精卵から内胚葉の形成が始まる原腸陥入期（受精後 6～9

時間）までは胚全体で発現している(Fig.9A,B)。その後、体節形成期（受精後 10時

間～）以降の胚において celf1は体節や水晶体、胸びれなどの組織や器官に特異的に

発現しているが内胚葉由来の器官には存在しなかった。(Fig.9C-F)。このため、
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Fig.7 celf1 のノックダウン(KD)は内胚葉由来の器官形成に欠損を引き起こす 

(A-D)Tg[sox17:GFP]における受精後９時間胚の側面像(lateral view)(A,B)。受精後 12 時間胚

の中胴領域における内胚葉細胞の集合(C,D)。celf1 KD 胚では GFP 陽性な内胚葉細胞の正中

線方向への移動が遅れていた。A,B と C,D における矢印は内胚葉細胞の尾部または側面端を

それぞれ示している。(E,F) Tg[sox17:GFP]の受精後 24時間胚における咽頭と前腸部の内胚葉

細胞の形成。背面像(Dorsal view)。celf1 KD胚において前腸部（矢印）が分断し、Y字型の腸

管が形成されていた。(G-I)受精後 48 時間における Tg[sox17:GFP]胚の中胴領域。cefl1  KD

胚では肝臓(矢印)のシグナルが消失し、膵臓(矢頭)のシグナルは縮小していた。また、cefl1  KD

胚においては内胚葉由来の器官形成に対する欠損だけでなく左右非対称性も乱れていた。 
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celf1は内胚葉の形成を原腸陥入期に制御しており、内胚葉由来の器官形成に影響を

与えると考えた。 

 

Celf1 は原腸陥入期において内胚葉細胞の増殖を制御する 

この仮説を検証するため、Tg[sox17:GFP]を用いて celf1 KD 胚の原腸陥入期にお

Fig.8 celf1 KD 胚における内胚葉由来器官の形成不全 

foxa3(内胚葉に由来する器官)、cp(肝臓)、ins(膵臓内のβ細胞)の発現を受精後 48時間の celf1 

KD 胚にて調べた。cefl1 KD 胚において foxa3 の発現は前腸部において特に減少していた(A-

C)。さらに、celf1 KD胚において肝芽の形成は見られず(D-F、矢印)、膵臓内のβ細胞はひと

つのクラスターを形成していなかった(G-H、矢頭)。 
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ける内胚葉細胞のふるまいを観察した。原腸陥入初期(受精後 6 時間)の control 胚に

おいて内胚葉細胞は胚盤周縁部の周りにごま塩状(salt-and-pepper pattern)に出現す

る(Fig.7A)。その後原腸陥入後期(受精後 9 時間)までに、分裂を伴いながら正中線方

向へ移動し、シート状の内胚葉組織を形成する(Fig.7C)。しかし、celf1 KD胚におい

て内胚葉細胞の数が control 胚と比べて減少していること、また正中線方向への移動

が遅れているように見えた(Fig.7B,D)。 

 

そこで、celf1 KD胚において内胚葉細胞の数が減少しているのかを検証するため、

内胚葉マーカーである sox32 に対する WISH を行い、内胚葉細胞の数を計測した

(Fig.10A-D)。原腸陥入初期において内胚葉細胞の数は control 胚で 227（±24）個、

celf1 KD胚では 236(±26)個とほとんど違いはなかった。一方で原腸陥入後期におい

ては control 胚で 423(±18)個であったのに対して celf1 KD 胚では 340(±59)個と

celf1 KD胚において有意に減少していた(Fig.10E)。この結果から、celf1 KD胚では

内胚葉細胞への特異化/出現は正常に起こるが、その後の細胞数の増加が起こらない

ことが示唆された。 

細胞数の増加は細胞増殖または細胞死の抑制によるので、celf1 KD胚では内胚葉細

Fig.9 ゼブラフィッシュ胚における celf1 発現パターン 

(A-F)WISH 法による celf1 の発生ステージごとにおける発現パターン。側面像(lateral view) 

(A,C,E)と背面像(Dorsal view) (B,D,F)。(A,B)受精後 9時間胚においてドット状のシグナルが

見られた。このパターンは原腸陥入期での内胚葉細胞の配置と一致する。(C,D)受精後 12時間

胚では体節にシグナルが見られ、内胚葉細胞の位置に celf1のシグナルは見られなかった。(E,F)

受精後 48時間において、celf1の発現は胸びれ、水晶体に見られたが、内胚葉由来器官ではシ

グナルが見られなかった。 
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胞の細胞増殖低下または細胞死の増大が起こっていると考えられる。これを検証する

ために、Tg[sox17:GFP]を用いたタイムラプス動画において細胞死、または細胞増殖

の特徴を示す細胞の数を計測した。GFP 陽性の細胞が断片化することが細胞死のサ

インとして考えられる(Matsui et al., 2011)が、control胚と celf1 KD胚において細胞

の断片化はほとんど見られなかった(Table1)。また、本当に細胞死を引き起こした細

胞がいないのかを確かめるため、Tg[sox17:GFP]の原腸陥入後期(受精後 9 時間)胚を

用いた TUNEL法を行い、内胚葉細胞における細胞死のシグナルが現れる割合を調べ

たところ、GFP のシグナルと TUNEL のシグナルが共局在する細胞はほとんど見ら

れなかった(Fig.10F)。以上の結果から、celf1 は細胞死には関与しないことがわかっ

た。一方で、細胞分裂の回数は control胚において 27.77(±3.72)回/hであったのに対

Fig.10 celf1 は原腸陥入期において内胚葉細胞の増殖を制御する。 

(A-D)control 胚と celf1 KD 胚における受精後 6.5 時間と受精後 9 時間の内胚葉細胞マーカー

である sox32 の発現パターン。(E)内胚葉細胞の数は受精後 6.5 時間では違いはなかったが、

受精後 9時間においては celf1 KD胚において細胞数の減少が見られた。(＊p<0.05) 

(F)原腸陥入後期胚における細胞死。受精後 9 時間の Tg[sox17:GFP]胚を用いて TUNEL  

assay を行った。緑のシグナルは GFP 陽性の内胚葉細胞、赤のシグナルは TUNEL 陽性細胞

を示している。右側のパネルは左側パネル内の赤四角で示す範囲を高倍率に撮影したものであ

る。矢印は TUNELシグナルを示す。TUNELシグナルは control胚、celf1 KD胚のどちらで

も観察されたが、内胚葉細胞とシグナルが共局在するものはほとんどなかった。 

(G)原腸陥入期胚における細胞増殖。受精後 9 時間の Tg[sox17:GFP]胚を用いて BrdU染色を

行った。緑のシグナルは GFP 陽性の内胚葉細胞、赤のシグナルは BrdU陽性細胞を示してい

る。右側のパネルは左側パネル内の赤四角で示す範囲を高倍率に撮影したものである。矢印は

BrdU シグナルと GFP シグナルが共局在している細胞を示す。BrdU 陽性内胚葉細胞の数は

celf1 KD胚において有意に減少していた。 
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し celf1 KD 胚においては 17.00(±3.32)回/h と celf1 KD 胚において減少していた

(Table1)。また、実際に細胞分裂を経験した細胞を調べるため、原腸陥入初期に BrdU

を胚にインジェクションし、原腸陥入後期において BrdUの取り込まれている細胞の

割合を調べた。原腸陥入期において BrdU の取り込みが行われた細胞の割合は、

control 胚では 45.4％の GFP 陽性細胞で BrdU のシグナルが見られたのに対して

celf1 KD胚では 35.1％と有意に減少していた。これらの結果から、celf1は原腸陥入

期の細胞増殖を制御することで内胚葉細胞の数を調節することがわかった(Fig.10G)。 

 

Celf1 は原腸陥入期における内胚葉細胞の移動を制御する 

 原腸陥入期のタイムラプスから、celf1 KD 胚において内胚葉細胞の移動が遅れて

いるように見られたことから、原腸陥入期における GFP 陽性内胚葉細胞の移動を追

跡した。タイムラプスから内胚葉細胞が移動した軌跡を描いた。control 胚ではジグ

ザグ型に進行方向を変えながら正中線方向へ向かう軌跡が見られたが、celf1 KD 胚

では正中線方向へ向かうものの、control胚と比べ短く、直線的な軌跡が見られた。ま

た、80分間あたりの移動距離からその全長から平均速度を測定すると、内胚葉細胞の

速度は control 胚において 2.04(±0.18)μm/min であったのに対し、celf1 KD 胚では

1.28(±0.16)μm/minと移動速度の減少が見られた。このことから、celf1は原腸陥入

期の内胚葉細胞の移動速度を制御することが示唆された(Fig.11A,B,D)。 

 

 細胞移動は、糸状仮足や葉状仮足といった細胞仮足が伸長・収縮を繰り返すことで

起こる。celf1 KD胚では内胚葉細胞の移動に異常が見られたことから、Celf1は細胞

仮足形成に関与する可能性が考えられる。これを検証するため、細胞仮足の主な構成

タンパクである F-actinを標識する Lifeact-RFPを内胚葉細胞において発現するトラ

ンスジェニックライン Tg[sox17:Lifeact-RFP]を作成し、celf1 KD胚において仮足形

成に影響があるのかを調べた。まず、受精後 8 時間のステージにおいて celf1 KD 胚

における糸状仮足・葉状仮足の本数を数えたところ、control 胚においては 1 細胞あ

たり 3.19(±1.17)本形成されていたことに対し、celf1 KD胚においては 1細胞あたり

5.99(±1.81)本と celf1 KD 胚において細胞仮足の形成が増加していた（Table2）。ま

た、control 胚では進行方向と一致した方向に糸状仮足と葉状仮足が多く形成される
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(Fig.12A,B)のに対し、celf1 KD 胚においては仮足形成の方向性が乱れているように

見えた (Fig.12C,D)。これらの結果から、celf1 KD 胚では内胚葉細胞の仮足形

成が促進されたことにより内胚葉細胞の速度が遅くなったと考えている。 

  

また、発生が進んだ受精後 12時間の胚において celf1 KD胚の内胚葉組織は control

胚よりも広い範囲で形成されていた(Fig.7D)。更に発生が進んだ受精後 24 時間の胚

において、control胚では直線状の腸管が形成されるのに対し、celf1 KD胚において

は前側腸管の融合が阻害され Y字型の腸管が形成されていた(Fig.7E,F)。これは celf1 

KD 胚において内胚葉細胞の celf1 KD 胚で見られた内胚葉細胞の集合に遅れが出た

ものと考えられる。これらの結果は、celf1 が内胚葉細胞の移動を制御することで後

Fig.11 celf1 は原腸陥入期において内胚葉細胞の移動を制御する。  

(A-C)80分間のタイムラプスにおける uninj(A)、celf1 KD(B)、celf1 overexpression(OE)(C)胚

の内胚葉細胞の軌跡。細胞の位置は 2分毎に計測された。(D)uninj(n = 4)、cefl KD(n = 4)、

cefl1 OE(n = 3)胚における内胚葉細胞(n = 58, 59, 50)の移動。celf1 KD胚における内胚葉細胞

の移動速度は uninj胚より減少していた。 
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の器官形成に役割を持つ可能性を示している。以上の結果から、celf1 は原腸陥入期

の内胚葉細胞において、細胞増殖と移動を制御することで正確な器官形成を促す因子

 

Fig.12 celf1 は細胞仮足の数と方向性を制御する。  

(A-F) control(n = 3)(A,B)、celf1 MOs(n =3)(C,D)、celf1 MOs + cdc42 MO(n = 3)(E,F)胚にお

ける内胚葉細胞(n = 63, 76, 66)における細胞仮足の形成(赤いシグナル)。(B,D,F)は(A,C,E)に

おける赤四角を拡大した。 
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であることが示唆された。 

 

Celf1 は gata5 と cdc42 の転写後調節を行う 

これまでの結果から、celf1 は原腸陥入期において内胚葉細胞の増殖または移動に

関わる因子を転写後調節することで後の器官形成に関わると考えられる。そこで celf1

がどのようなメカニズムで内胚葉由来の器官形成に役割を持つのかを明らかにする

ため、Celf1 の転写後調節のターゲットとなり得る遺伝子を調べた。Celf1 は 3’UTR

に存在する UG-rich な配列または UGU repeat に強い親和性を持つことが過去に報

告されており、SELEX法を用いた解析から 35bp の間に UGU repeatを少なくとも

4つ以上もつ配列と結合することが報告されている。(Barreau et al., 2006; Vlasova-

St Louis and Bohjanen, 2011; Vlasova-St Louis et al., 2013; Matsui et al., 2012)。

そこで、このような標的候補配列を持ち、かつ内胚葉の細胞増殖または細胞移動に関

与する遺伝子をデータベース上から検索した。その結果、転写因子 gata5(gata-

binding protein 5) 、と RhoファミリーGタンパク cdc42を見つけた(Fig.13A)。 

 

gata5 はゼブラフィッシュ内胚葉の増殖を制御する因子(Li et al., 2011; Reiter et 

al., 1999)で、3’UTRにU-richな配列と 5つのUGU repeatをもつ。また細胞移動に

関わる因子として RhoファミリーGタンパク(Rho, Rac, Cdc42)は中内胚葉の収斂伸

長を制御することが知られており(Roszko et al., 2009)、特に Racと cdc42はハエの

発生において中腸細胞の移動に関わることが報告されている(Martin-Bermudo et al., 

1999)。Rho ファミリーG タンパクの中で、cdc42 のみが Celf1 の標的配列の候補で

あるUGU repeatを 10個持っていた(Fig.13A)。 

 

 次に、上記標的候補遺伝子のmRNAが生体内でCelf1と結合するかを調べるため、

Celf1 抗体を用いた RIP assay を行った。Celf1 抗体と反応させたサンプルにおいて

RT-PCR を行った結果、gata5 と cdc42、のレーンでは control の抗体を用いたサン

プルに比べ有意に強いバンドが得られた。その一方で Celf1の標的となる配列を持た

ない ccna1については、control抗体作用条件、Celf1抗体作用条件のどちらでも特異
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的なバンドを得られなかった(Fig.13B)。これらの結果から gata5と cdc42 のmRNA

は Celf1と結合することがわかった。 

 

 さらに、これらの標的候補遺伝子が Celf1 から in vivo で転写後調節を受けている

かを調べるため、celf1 KD 胚においてそれぞれの遺伝子の発現レベルを qPCR によ

り定量した。その結果、celf1 KD胚では control胚と比較して、gata5は 23％、cdc42

は 39％の mRNA 量がそれぞれ増加していた(Fig.13C)。これらの結果は Celf1 が

gata5 と cdc42 の mRNA の減衰に機能を持つことで内胚葉由来の器官形成を制御す

ることを示唆している。 

 

これまでの結果から、Celf1 は gata5、または cdc42 を転写後調節することで原腸

陥入期における細胞増殖と細胞移動を通して内胚葉形成に役割を持つと考えられる。

また、qPCRの結果から cefl1 KD胚において gata5、cdc42のmRNA量が増加して

いたことから、両タンパクの発現量が増加したことが細胞増殖の減少、または細胞移

動の遅延を引き起こし、のちの器官形成に影響を与えたことが示唆される。 

 

 

 celf1 KD胚において内胚葉細胞の糸状突起形成が促進されていた(Fig.12C, 

Table2)ことから、糸状仮足の形成に重要な役割を持つ cdc42 (Hall, 1998; Stanley 

et al., 2014)は原腸陥入期の内胚葉細胞移動における Celf1の有力な標的候補である

と考えられる。そこでここからは celf1を介した cdc42の転写後調節が内胚葉由来器

官の形成へどのように影響するのかに注目した。 

 

celf1-cdc42 ダブル KD の条件検討 

celf1 KD 胚では cdc42 の mRNA 量は上昇していた(Fig.13C)ことから cdc42 タン

パク量も上昇していることが示唆される。そこで cdc42に対するMOを作成し、celf1 

MOsと同時にインジェクション(celf1-cdc42 ダブルKD)することで celf1 KD胚にお

ける Cdc42 タンパク量を特異的に引き下げることで器官形成の欠損が改善されるの

かを調べることにした。 

 

今回作成した cdc42 MOは、cdc42 mRNAの翻訳開始点の周囲 25merに特異的に

結合する用に合成されており、Cdc42タンパクの翻訳阻害を行う。まず、この cdc42 

MO が実際に機能するのかを確かめるため、Cdc42-GFP のフュージョンタンパクを

コードするレポーターを作成し、cdc42 MOがこのレポーターmRNAからの翻訳を阻

害できるのかを検証した。その結果、control MO とレポーターmRNA をそれぞれ

2.5ng ずつ co-injection した胚においては強い GFP の発現が確認されたことに対し

て、cdc42 MOとレポーターmRNAをそれぞれ 2.5ngずつ co-injectionした胚におい

て GFP の蛍光量が殆ど見られなかった (Fig.14A)。また、 cdc42 MO を
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Fig.13 ゼブラフィッシュ胚において Celf1 は内胚葉の細胞増殖と細胞移動に関

わる制御因子の mRNA に結合する。 

(A)標的候補となるmRNAの 3’UTRにおける Celf1結合可能配列。下線部は UGU repeatを

示す。(B)RIP assay における Celf1と標的mRNAとの特異的な結合。Celf1は gata5、cdc42

と結合するが、親和性のある配列を持たない ccna1とは結合しない。シグナル輝度は ImageJ

により定量化し、normal serum と作用させた RIP サンプルにおけるシグナル輝度を 1.0 と

した。(C)ゼブラフィッシュ胚における Celf1の gata5、cdc42発現量に与える影響。Total RNA

は受精後 10 時間の control-MO または celf1-MOs をインジェクションした胚から採取し、

gata5、cdc42、または ccna1に対して qPCR を行った。サンプルは ccna1をリファレンスと

して基準化した。アスタリスクは優位に差があることを示している。(＊p<0.05) 

 

 

 

 

 

 



30 

 

0.5ng、レポーターmRNAを 2.5ng、それぞれ co-injectionした胚においては GFPの

蛍光が弱く確認されたことから、この MO は濃度依存的に Cdc42 の発現量を抑制で

きることを示している(Fig.14A)。 

 

次に、cdc42 KD が内胚葉由来器官に与える影響を調べるため、受精後 48 時間の

Tg[sox17：GFP]を用いて器官形成の変化を調べた。cdc42 MO を 0.5ng インジェク

ションした胚では control 胚と比べ内胚葉由来の器官形成にほとんど違いは見られな

かった。一方で 2.5ngの cdc42 MOをインジェクションした胚においては、左右差が

乱れる表現型や、肝臓や前腸の形成不全などの表現型が見られた(Fig.14B)。 

 

以上の結果から、2.5ngの cdc42 MOインジェクション量がゼブラフィッシュ胚に

おける cdc42 KDに十分な量であることが考えられる。qPCRの結果から celf1 KD胚

における cdc42 の mRNA 量は 1.4 倍ほどに上昇していたことから、celf1 KD 胚に

おける Cdc42 の発現量をコントロール条件と同等にまで抑制させるためには cdc42

の部分的な KDを行う必要がある。以上のことから celf1-cdc42 ダブル KDの条件と

して 0.5ngの cdc42 MOを celf1 MOsと co-injectionすることにした。 

 

Celf1 を介した cdc42 の転写後調節は内胚葉の形成パターンを制御する 

まず、原腸陥入期の celf1-cdc42 ダブル KD 胚において celf1 KD 胚で見られた内

胚葉細胞の移動が改善されるのかを調べた。受精後 6時間から 9時間胚までのタイム

ラプスを撮影した結果、celf1 KD 胚で遅れていた内胚葉細胞の集合がダブル KD 胚

では改善されていた(Fig.15A-F)。また、celf1-cdc42 ダブル KD 胚における原腸陥入

期の内胚葉細胞における細胞仮足形成について Tg[sox17:Lifeact-RFP]胚を用いて調

べた。その結果、1 細胞あたりの細胞仮足は 3.77(±1.30)本と control 胚と同等の状

態までに改善されていた(Fig.12E,F,Table2)。この結果は Celf1 を介した cdc42 の転

写後調節が原腸陥入期の内胚葉細胞の細胞仮足形成を通して内胚葉細胞移動に役割

を持つことを示唆している。 

 

Celf1 を介した cdc42 の転写後調節は膵臓の形成に役割を持つ 

肝臓原基細胞と膵臓原基細胞が出現する受精後 16 時間の胚において内胚葉組織の

形成パターンについて調べた。control 胚では内胚葉細胞の集合は完了し、一枚のシ

ート上に内胚葉組織期が形成されていた(Fig.16A)。しかし、celf1 KD 胚では細胞の

集合が完了しておらず、シート状の内胚葉が分断されて形成されていた(Fig.16B)。そ

の一方で celf1-cdc42 ダブル KD 胚では、後に肝臓が形成される１つめの体節の位置

では内胚葉細胞の集合が完了していない一方で、膵臓が将来形成される 4つめ体節の

位置では内胚葉細胞の集合が完了している様子が見られた(Fig.16C)。また、受精後 48
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Fig.14 cdc42 MO の機能解析 

(A)Cdc42-GFPレポーターを作成し、濃度条件を振り分けた cdc42 MOと co-injectionした。

0.5ng cdc42 MO をインジェクションした胚では弱く GFP の蛍光が確認された(矢頭)が、

2.5ng cdc42 MO をインジェクションした胚では  GFP の蛍光は全く見られなかった

(B)cdc42 KDによる内胚葉由来器官の表現型。0.5ng cdc42 MOをインジェクションした胚

では目立った表現型は見られなかったが、 2.5ng の cdc42 MO をインジェクションした胚

では肝臓(矢印)や前腸の形成不全や膵臓(矢頭)の縮小、左右差が乱れるといった表現型を示し

た。 
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時間胚において肝臓(cp)または膵臓マーカー(ins)の発現パターンを WISH 法により

を調べたところ、肝臓に関しては cefl1 KD 胚において見られたマーカーシグナルの

欠損が celf1-cdc42 ダブル KD 胚においても同様の割合で見られた(Fig.15A-D)。そ

れに対し、膵臓マーカーの発現パターンは celf1 KD胚において 55％の胚で２つまた

は 3つの集団で見られたことに対し、celf1-cdc42 ダブル KD胚では 98％の胚でひと

つの集団を形成していた(Fig.17E-H)ことから、celf1 KD胚において見られた表現型

が改善されていた。この結果は、Celf1 を介した cdc42 の転写後調節は少なくとも膵

臓の形成について重要な役割を持つことが示唆している。 
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Fig.15 celf1-cdc42 ダブル KD 胚では内胚葉細胞の集合が改善する 

(A-C)受精後９時間胚における control(A)、celf1 KD(B)、celf1-cdc42 ダブル KD(C)胚におけ

る内胚葉細胞の集合。(D-F)受精後 6時間から 9時間胚における内胚葉細胞の移動を一枚にま

とめた。一本の線がひとつの細胞の移動軌跡を示す。軌跡の色の変化は(G)のカラーバーが示

す時間変化と対応している。  
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Fig.16 celf1-cdc42 ダブル KD 胚では内胚葉形成の一部に改善が見られる。 

(A-C)受精後 16時間胚における内胚葉組織の形成。control(A)、celf KD(B)、celf1-cdc42 ダブ

ル KD(C)。celf1-cdc42 ダブル KD胚では、将来肝臓が形成される位置(赤矢印)では内胚葉細

胞の集合が改善されないものの、膵臓が形成される位置(青矢印)では細胞集合が完了してい

る。 
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Fig.17 Celf1 を介した cdc42 の転写後調節は膵臓の形成に重要である。 

(A-H) celf1-cdc42ダブル KD胚での肝臓(A-D)と膵臓(E-H)の形成。celf1-cdc42ダブル KD胚

では肝臓が欠損する表現型に改善は見られなかった(D)が、膵臓についてはほとんどの胚が

control 胚と同様に 1つの集団を形成した(H) 
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考察 

 

 

 

Celf1 は原腸陥入期における内胚葉の細胞移動・細胞移動を制御する 

発生過程を追って、発現パターンを調べてみると、Celf1は母性因子として発現す

るため(Hashimoto et al., 2006; Matsui et al., 2012; ZFIN, 2001)、原腸陥入期まで

は胚全体で celf1の発現し、その後、体節形成期以降の胚において celf1は体節や水

晶体、胸びれなどの組織や器官に特異的な発現することが分かった(Fig.9）。celf1 

KD胚の表現型と発現パターンの解析結果から、Celf1は胚全体で発現する原腸陥入

期に機能していると考えられる。この考えは、celf1 KD胚で、原腸陥入期に内胚葉

細胞の移動や細胞の形態変化が起こること(Fig.7,12）、内胚葉細胞で発現する gata5

が標的として同定されたこと(Fig.13)によってサポートされている。よって、原腸陥

入期のゼブラフィッシュにおいて Celf1は、内胚葉細胞の移動/増殖に関与すること

が示唆された。しかし、celf1 KD胚の解析では、MOはすべての細胞に供給されて

いるため、Celf1が内胚葉細胞自律的に機能するかは明らかにできていない。内胚葉

細胞特異的なプロモーター(例えば、sox17)を用いて、RNAiやドミナントネガティ

ブ型 Celf1を発現させるなどの実験を行い、自律的な役割があるかを調べる必要が

あると考えている。 

 

celf1 KD胚では内胚葉細胞の移動に異常が見られたこと、また細胞突起の形成が

増加し、さらに方向性にも乱れが見られたことから、Celf1を介した転写後調節が細

胞突起形成を制御することで内胚葉細胞移動が正常に行われることが示唆された。

これを確かめるために、細胞突起の形成と細胞移動との関係性について調べた。実

際に細胞が移動する方向は細胞突起が引き起こす引張力の総和として表せるのでは

ないかと考えた。そこでまず、細胞体の中心から細胞突起の先端までの距離と方向

をベクトルとして計測し（Fig.18A）、その総和が示す方向が実際の細胞移動と相関

するのかを調べた。実際に細胞が移動した方向とベクトルの総和が示す方向の差θ

(Fig.18A)を計算しその頻度をまとめたところ、control胚では相関があると考えられ

る 0°＜θ＜20°の範囲にピークが見られたが、20°＜θ＜80°の範囲にも多く分布

が見られた(Fig.18B)。また、celf1 KD胚では 0°＜θ＜20°の範囲にピークは見ら

れず、均等にばらつくような分布が得られた(Fig.18B)。これらの結果は、本研究で

行った解析では突起形成と細胞移動についての関係性が低いことを示している。し

かしながら、celf1-cdc42ダブル KD胚では細胞突起形成の改善と内胚葉組織のパタ

ーン形成に改善が見られたことから celf1 KD胚で見られた内胚葉細胞の移動の遅延

が突起形成の増加による可能性は完全に否定出来ず別の視野からの解析が必要なの

ではないかと考えている。例えば、celf1 KD胚で見られた増加した細胞突起の中に

は細胞移動に関与しないものが含まれている可能性がある。細胞移動には突起形成
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Fig.18 細胞突起と実際の移動との相関性は低い 

(A)細胞仮足から推測される細胞が移動するであろう方向（青色矢印）と実際に細胞が移動し

た軌跡（黄色矢印）。2 つの矢印の差(θ)が 0 に近いほど突起の形成と細胞移動の相関性が高

いと考えた。(B) θのヒストグラム。コントロール胚では相関性が高いと考えられる 0°＜θ

＜20°にピークが見られたが、それ以外の値を示すものが多く全体としての相関性は低いと

考えられた。celf1 KD胚では特にピークが見られず、均等にばらつく分布が見られた。 
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だけではなく、移動の土台となる細胞外基質と細胞がフォーカルアドヒージョンを

介して接着することが移動の駆動力となる。celf1 KD胚では細胞突起の数が増えて

いたが、一つ一つの大きさは control胚と比べ小さくみえたことから、実際に細胞外

基質と強く結合し移動に関与する突起が減少しているのではないかと考えた。これ

を確かめるため、細胞突起の足場となるフォーカルアドヒージョンの形成を突起形

成と同時に観察できる系を作成するなど、他の細胞移動に関わる因子と合わせて更

に詳しく調べる必要がある。 

 

 

Celf1 の標的遺伝子 

Hela 細胞では、Cefl1 の標的遺伝子は 600 を超えることが報告されている

(Rattenbacher et al., 2010)。ゼブラフィッシュでもかなりの数の標的があると予想

されるが、今回は、celf1 KD胚の表現型から、一部の候補遺伝子についてのみスクリ

ーニングを行った。つまり、celf1 KD胚では内胚葉の増殖や移動が異常になるため、

標的遺伝子は、これらのプロセスを制御すると考え、30個の標的候補遺伝子の 3’UTR

に Celf1の結合配列の有無を調べ、２次スクリーニングとして、結合配列を持つ遺伝

子の発現パターンを調べ、12個の遺伝子を標的候補遺伝子として得た。RIPと qPCR

の解析を行ったことで、gata5と cdc42が Celf1の標的であることが分かった(Fig.13)

ので、更に詳しく調べた。 

 

-gata5 に関して- 

celf1 KD胚で、内胚葉細胞の数が減少することから、内肺葉細胞の数を制御する因

子が標的であると考えた。これまでに、gata5 は細胞数を正に制御する因子であり、

gata5 KD 胚では内胚葉細胞の数が減少することが報告されていた(Li et al., 2011; 

Reiter et al., 1999)ため、gata5が Celf1の標的であり、Celf1は gata5のを安定化す

る役割があると考えていた。しかし、本研究で得られた qPCRの結果では、Celf1が

gata5 mRNA の不安定にするため、この考えと矛盾することが分かった(Fig.13C)。

また、celf1 の過剰発現胚において内胚葉細胞数を WISH 法により計測した結果、原

腸陥入初期、後期どちらにおいても内胚葉細胞数は control 胚と違いが見られなかっ

たことから(Fig.19）、Celf1 を介した内胚葉細胞の数の制御はシンプルな仕組みでは

無い可能性が考えられる。 

最近、我々は、gata5 の翻訳阻害を行う miR-92 に Celf1 の結合配列が存在してい

ることを見つけた(Li et al., 2011)(Fig.20)。つまり、Cefl1 は gata5 の転写後調節を

通してタンパク量を調節することに加え、miR-92 とも結合(またはその RNA レベル

の調整)することでその機能を阻害する役割がある可能性が考えられた(Fig.21)。この

仮説を cefl1 KD 胚に当てはめると、Cefl1 による gata5 の mRNA 量は上昇するが、

同時に Celf1に抑えられていたmiR-92が開放されることにより、強い gata5の翻訳

阻害が起こり、結果として内胚葉細胞数が減少する表現型が現れると考えられる。こ



39 

 

れは本研究で得られた cefl1 KD胚における表現型と一致する。また、celf1過剰発現

おいては gata5 mRNA量は減少し、内胚葉細胞も減少する一方でmiR-92に結合し、

その機能を強く阻害する可能性がある。この仮説は本研究で得られた cefl1 過剰発現

胚における内胚葉細胞数が control 胚と変化が見られなかったことと一致する

(Fig.21)。この仮説を立証するために、gata5 mRNAの Celf1結合サイトまたはmiR-

92 特異的な TPMO を作成し、マイクロインジェクションした胚において gata5 

mRNA を定量すること、また内胚葉細胞数についての解析を進める必要があると考

えている。 

 

-cdc42 に関して- 

 Rho ファミリーに属する Cdc42 は、GDP から GTP に変換されることで、活性が

調節される分子スイッチであることが知られている。そのため、恒常活性化型や優性

阻害型 Cdc42を過剰発現させることで、多くの知見が集められてきている。しかし、

野生型の Cdc42 を導入した場合にも、恒常活性化型を発現させた場合と類似した表

現型が誘導されることが知られており、活性調節以外にも、mRNAまたは、タンパク

量の制御も重要である可能性が示唆されている。本研究では、Celf1 によって Cdc42

を転写後調節することで、タンパク質量を fine-tuning することを示しており、発生

Fig.19 celf1 過剰発現が与える細胞増殖に対する影響 

(A-D)受精後６時間(A,B)と９時間(C,D)における内胚葉細胞における sox32 の発現パターン。

(E)celf1の過剰発現は内胚葉細胞の増殖に影響を与えなかった。(＊p<0.05) 
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過程で、Cdc42の量の制御の重要性を示した例として位置づけられる。 

また、原腸陥入期において、Cdc42の活性は、non-canonical Wntシグナルを介し

た起こることが知られており(Roszko et al., 2009, Matsui et al., 2005)、Cdc42の量

の調節が non-canonical Wnt シグナルに影響することも考えられるので、Celf1 と

non-canonical Wntシグナルの関連性を調べるのは今後の面白いテーマの一つと考え

ている。 

-その他の標的遺伝子に関して- 

Celf1-cdc42 ダブル KD 胚において膵臓に見られた欠損は改善されていたが肝臓の

欠損は改善しなかったことから、celf1 は別の標的遺伝子の転写後調節を行うことで

肝臓の形成に役割を持つことが考えられる。Hela細胞では Cefl1の標的遺伝子は 600

を超えることが報告されており(Rattenbacher et al., 2010)、celf1の内胚葉由来器官

の形成に対する役割の全容を明らかにするためには候補遺伝子のスクリーニングだ

けではなく RIP Chip 法を用いた解析や celf1 KD 胚を用いた網羅的な解析が有効で

あると考えている。また、Tg[sox17:GFP]や gutGFP、膵臓β細胞を EGFPで標識す

る Tg[ins:EGFP]や稚魚の肝臓、膵臓をそれぞれ DsRed、EGFPで標識できる Lipan

など、内胚葉と内胚葉由来器官を蛍光タンパクで標識できるトランスジェニックライ

ンが確立されている(Field et al., 2003a; Field et al., 2003b; Korzh et al., 2008; 

Fig.20 mir-92 は Celf1 結合配列を持つ。 

ゼブラフィッシュ miR-92a は 2 つの pre-miRNA、miR-92b はひとつの pre-miRNA が報告

されており、それぞれに Celf1の結合配列が確認された。 
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Fig21 Celf1 の内胚葉細胞増殖への役割についての仮説 

(A-C)control(A)、celf1 KD(B)、celf1 OE(C)胚における Celf1が持つ内胚葉細胞の増殖への役

割の仮説。(A)Celf1は gata5 mRNAと結合し RNAの減衰に関わり、miR-92と結合しその機

能阻害を行う。(B)celf1 KD胚では Celf1の減少により gata5 mRNA が増えるが、開放された

miR-92による翻訳阻害によりGata5タンパク量は減少する。(C)celf1 OE胚ではgata5 mRNA

が減少するが、miR-92が機能阻害されることで Gata5タンパクは control胚と同等程度まで

発現する。 
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Mizoguchi et al., 2008; Pisharath et al., 2007)ことから、セルソーターを用いて蛍光

タンパク陽性細胞を分離することで内胚葉由来器官形成に役割を持つCefl1の標的遺

伝子を見つけ出すことができると考えている。 

 

celf1 MOsがオフセットに機能する可能性 

 ゼブラフィッシュやアフリカツメガエルの胚に MO を injection し機能欠損実験を

行う手法は発生学において遺伝子の役割を調べるために有効な手段であり、多くの研

究で用いられている。しかし最近、ゼブラフィッシュ胚において ZFN 法や TALEN

法など人口ヌクレアーゼを用いたゲノム編集が容易になった(Cade et al., 2012; 

Hwang et al., 2013; Meng et al., 2008)ことで変異体が作成された結果、多くの遺伝

子において MO を用いた KD における表現型と変異体が示す表現型が一致しないこ

とが報告された(Kok et al., 2015)。これは、MOが標的配列以外の配列に結合するオ

フターゲット効果によるものと考えられる (Amoyel et al., 2005; Gerety and 

Wilkinson, 2011)。本研究では celf1 mRNA の翻訳阻害により KD を行う 2 種類の

translation MO と正常なスプライシングを阻害することで KD を行う splicing MO

を作成しており、translation MOs と splicing MO をそれぞれ injection した胚にお

いて同等の表現型を確認していること、下流の因子によるレスキュー効果が認められ

ることから、本研究で見られた celf1 KD 胚に見られた表現型はオフターゲット効果

によるものではないと考えている。これを証明するために、TALEN などの方法を用

いて、celf1の変異体を作成し、その表現型を解析することとともに、celf1の変異体

に MO をインジェクションすることで、表現型が変化しないことを確かめる必要が

あると考えている。 
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結論 

 

 

本研究ではゼブラフィッシュ Celf1が原腸陥入期の内胚葉細胞における、細胞増殖ま

たは移動に関わる因子を転写後調節することで後の器官形成に重要な役割を持つこ

と明らかにした。特に原腸陥入期の内胚葉細胞の増殖を制御する gata5、細胞移動を

制御する cdc42が標的遺伝子であることを明らかにした。特に Celf1を介した Cdc42

の転写後調節は膵臓の形成に重要な役割を持つことを示した。 
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