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研究成果の概要（和文）：器官形成において、細胞は自律的に集まって機能的な細胞集団、すなわち「細胞社会」を構
築する。しかし、in vitroで細胞を寄せ集めても、集団としての社会性は獲得されない。いったい、どのように社会性
は獲得されるのだろうか？これは現代科学の未解決な問題の一つである。本研究では、ゼブラフィッシュ胚を脊椎動物
の発生モデルと捉え、内胚葉由来器官、クッペル胞、体節形成過程に起こる細胞社会の構築メカニズムを解析し、細胞
が社会性を獲得するためには、「適切な数」の細胞が適切に「移動」し、「集まる」ことが必要であることを見いだし
た。さらに、その社会性を生み出すための分子機構の一端も明らかにした。

研究成果の概要（英文）：During vertebrate organogenesis, cells are autonomously gathered and make a 
functional cell cluster called a cell society. However, even though cells are put together in vitro, 
cells are not able to generate the cell society. How cell society is generated during organogenesis 
remains largely unknown. We have used zebrafish organogenesis (for instance, formation of 
endoderm-derived organs, Kupffer’s vesicles and somites) as a model for cell society formation, and 
found several factors which are necessary for generating the cell society during organogenesis.

研究分野：発生生物学

キーワード： 発生・分化
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１．研究開始当初の背景 
	
 器官形成において、細胞は自律的に集まっ
て機能的な細胞集団、すなわち「細胞社会」
を構築する。しかし、in vitroで細胞を寄せ集
めても、集団としての社会性は獲得されない。
いったい、どのように社会性は獲得されるの
だろうか？これは現代科学の未解決な問題
の一つである。 
 
	
 社会性構築のためには、細胞が移動し、結
合する（接着）ことが関与すると考えられる。
例えば、脊椎動物のモデル系であるゼブラフ
ィッシュ胚では、膵臓や肝臓などの内臓器官
のもととなる内胚葉細胞は、原腸陥入の時期
に、胚の全体に点在して出現し、個々の内胚
葉細胞が正中線上へ移動してくっつくこと
で、内胚葉シートを形成し、その後の管状の
構造を生み出していくことが知られている。 
 
	
 内臓器官は左右非対称に配置させるのだ
が、その非対称生を規定するクッペル胞と呼
ばれる器官では、20-30 個のクッペル胞前駆
細胞が集団で出現し、胚の赤道付近から植物
極まで移動し、そこで、内腔をもった球状の
器官（クッペル胞）を構築することが知られ
ている。 
 
	
 脊椎の等間隔パターンのもととなる体節
では、尾部に存在する未分節中胚葉細胞の１
つ１つが分子時計をもち、複数の細胞でその
情報が同期することで、体節の大きさや形成
周期が制御されると考えられている。 
 
	
 我々は本研究の開始以前に上記した内胚
葉由来器官、クッペル胞、体節形成の過程で、
細胞の社会性が生み出されていることを見
いだしていた。 
 
２．研究の目的 
	
 内胚葉由来器官、クッペル胞、体節形成を
モデル系として用い、細胞の社会性が生み出
されるしくみを理解する。 
 
３．研究の方法 
	
 分子生物学、発生生物学、遺伝学などの手
法に加えて、ライブイメージング、数理モデ
リングを行うことで、遺伝子、細胞、器官、
個体レベルのデータを取り、細胞社会性の構
築メカニズムを統合的に理解する。	
 
	
 
４．研究成果	
 
（1）内胚葉細胞由来器官の形成モデルでの
成果	
 
	
 内胚葉細胞は原腸陥入期にごま塩状に出
現したのち、増殖しながら正中線方向へ移動、
体節形成中期頃までにシート状の内胚葉組
織を形成する。その後、シートの前端から、
肝臓、膵臓原基が出芽し、最終的に、腸管の
左側に肝臓、右側に膵臓が形成される。	
 
	
 

	
 我々は、RNA結合タンパク質 celf1の脊椎
動物の発生過程での役割を解析したときに、
celf1 が内胚葉由来器官の形成に関与するこ
とを発見した。 

	
 
	
 すなわち、celf1のノックダウン(KD)胚にお
いて、肝臓の消失、さらに膵臓の過剰形成な
ど消化器官形成に欠損が見られた（図１）。
内胚葉細胞を GFPで標識する Tg[sox17:GFP]
を用いて内胚葉細胞の挙動をタイムラプス
などによって解析したところ、celf1 KD胚で
は、細胞死の頻度に変化したのではなく、細
胞増殖頻度が低下したことで、内胚葉細胞の
数が減少し、個々の内胚葉細胞の移動速度が
低下したことで、正中線付近に細胞が集合で
きないことが明らかになった。以上の結果は、
内胚葉が集まってシートを形成する際に、前
駆細胞の移動および細胞数が適正であるこ
とが細胞社会性の構築に重要であることを
示している。 
	
 
（2）クッペル胞形成モデルでの成果	
 
	
 脊椎動物の器官/臓器は、体内の決まった空
間に収まるように、左右非対称に配置される。
ゼブラフィッシュのクッペル胞(KV)は左右
非対称性を決定するための器官として知ら
れている。受精後 6 時間で 20～30 個の KV
前駆細胞が出現し、その前駆細胞は植物極側
へ移動しながら集合、分化、内腔形成を経て、
受精後 12時間で尾の先端において球状のKV
を形成する。KV の内腔にはシリアと呼ばれ
る微繊毛が形成され、シリアの一定方向の回
転が反時計回りの水流(ノード流)を生み出し、
左側での遺伝子発現を変化させることで臓
器/器官の左右差を規定している。 
 
	
 我々は、キャノピー１（Cnpy1）を介した
繊維芽細胞増殖因子（FGF）シグナルの正の
フィードバックループが、KV 前駆細胞の自
律的な集団形成を制御し、しかも、その集団
形成がその後の KV器官の形態・機能形成に
不可欠であることを明らかにした（開始以前
の成果：Matsui et al., PNAS 2011）。しかし、
集団を形成する細胞の数にはばらつきがあ
り、細胞社会の大きさがその後の器官形成に
どのように関与するかは分かっていなかっ
た。そこで、遺伝子を操作せずに、細胞の数
だけを制限したとき KVの形態・機能がどの
ように変化するのかを解析するために、細胞
１つレベルで細胞除去を行えるレーザー工
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学の技術を活用した。 

	
 
	
 その結果、KVの細胞数は、30-100個と 2−3
倍程度ばらついていても、KV の左右差を規
定する機能、および、球状の形態は正常であ
ることが明らかになった（図２；上段）。し
かし、KV細胞が 20個以下になり、その細胞
で作り出す内腔の大きさが 20,000µm3以下に
なると、KV の機能が失われ、心臓逆位が起
こることが明らかになった。以上の結果から、
器官は、細胞の社会の大きさのばらつきを許
容するメカニズムを持つが、それが閾値以下
（KVの場合は、20個）になると機能不全が
誘導されることが明らかになった（図２；下
段）（Ishikawa et al. in preparation）。また、FGF
シグナルの制御因子の活性、相互作用を微分
方程式で表し、細胞集団形成を誘導するため
の数理モデルをすでに構築していたが、上記
の結果が得られたため、現在、空間情報の追
加を行っている。 
	
 
（3）体節形成での成果	
 
	
 ゼブラフィッシュでは 30 分、マウスでは
２時間周期で体節は括れきれる。この時間的
周期性は、分子時計として機能する Hesファ
ミリーに属する転写因子（ゼブラフィッシュ
では、her1/her7、マウスでは Hes7）の発現が
振動することで規定されると報告されてい
る。しかし、脊椎動物やナメクジウオの体節
は前半と後半で形成される体節形成周期が
異なるとの報告もあったが、その真偽は不明
であった。我々は、ゼブラフィッシュの体節
形成過程を詳しくライブイメージングし、前
半と後半の体節の形成周期の違いは、体節境
界の形成がオーバラップ率の違いに依存す
ることを発見した。このオーバラップ率の違
いは、レチノイン酸（RA）シグナルによって
制御されており、この RAシグナルの破綻は
特異的な頸椎の消失につながることを明ら
かにした。 
 
	
 また、体節の分節化は、分子時計のみでは
体節の大きさを規定することができないた
め、体節の大きさを計る「分子定規」が存在
することが仮定されていた。過去の国内外の
研究によって、FGFシグナルの濃度勾配がこ

の分子定規としての役割を果たすことが示
唆されていた。しかし、モルフォゲンの濃度
勾配からシャープな分節境界を作るために
は、濃度勾配の傾きを変化させる必要がある
が、その機構は不明であった。 
 
	
 我々は、ゼブラフィッシュの体節原基にお
いて、FGF の下流の主な制御因子である Erk
の活性を抗リン酸化 Erk抗体を用いた免疫染
色法で解析したところ、体節原基の中央付近
に、FGF/Erkシグナルのオン/オフ境界が存在
することを発見した（図３；Akiyama et al., 
Dev 2014 に用いた図を改変）。免疫染色した
サンプルの体節数と体節原基の長さから、時
間情報を予測することで、Erkのオン/オフ境
界の位置は体節境界から一定の位置に維持
されており、新しい体節が分節化したのと同
期して、体節１つ分の大きさで、胚の後方へ
シフトすることを突き止めた。Erk の脱リン
酸化を阻害する実験やタイムラプスによっ
て、Erkのオン/オフ境界が予定体節境界とな
ることを発見した。 

	
 
	
 この成果は、一様な体節原基（シート）の
中で、境界という特異線が決まり、それが一
定の周期で、一定の距離離れたところに出現
することで、体節形成が起こることを示して
いる。しかも、細胞レベルで考えると、この
離散的なパターンを作るときには、隣接する
細胞群（おおよそ、ゼブラフィッシュの体節
１つの中にいる細胞、横 10 個 x 縦 5 個 x 高
さ 3個＝150個くらい）で、Erkの活性が瞬時
にオンからオフへ変換されることが必須で
あることから、体節形成過程では、体節原基
内で 150 個程度の細胞ごとにプレパターン
（細胞社会のもと）が構築されており、その
すべてが同調して振る舞うことが必須であ
ると考えられる。現在、シグナル活性のライ
ブイメージング、数理モデル構築を行ってお
り、そのしくみの理解を目指している。 
	
 
（4）成果のまとめ	
 
	
 本研究では、ゼブラフィッシュ胚を脊椎動
物の発生モデルと捉え、内胚葉由来器官、ク
ッペル胞、体節形成過程に起こる細胞社会の
構築メカニズムを解析し、細胞が社会性を獲
得するためには、「適切な数」の細胞が適切
に「移動」し、「集まる」ことが必要である
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the wavefront (Holley, 2007; Pourquié, 2001; Schröter et al., 2012;
Trofka et al., 2012). In this study, we provide additional information
for the mechanism underlying zebrafish somitogenesis. Because the
single peak fgf8a gradient moved continuously towards the posterior
(Fig. 2A,C; supplementary material Fig. S4E,F), the fgf8a gradient
acts as a steadily regressing wavefront. As the fgf8a gradient is
converted into the Erk activity boundary (Fig. 1; supplementary
material Figs S3, S4), which corresponds to the future B-5 somite
boundary (Fig. 3; supplementary material Fig. S8B and Movie 1),
and because the clock regulates the stepwise movements of the
future somite boundary (Fig. 4; supplementary material Fig. S9), the
anterior limit of Erk activity represents a ‘signal integration spot’ of
the clock and the wavefront.

In mouse, the clock (Notch oscillators such as Hes7 and Lfng)
controls oscillation of Erk activity, and Erk oscillation periodically
allows Notch signals to induce Mesp2 expression at S-I, suggesting
that Erk oscillation represents a rippled wavefront (Niwa et al., 2011).
These findings suggest that, although the detailed mechanisms are
different, there is a common logic of somitogenesis in zebrafish and
mouse: Notch oscillators periodically modulate the FGF/Erk
wavefront at the signal integration spot to regulate spatiotemporal
periodicity. In chick, although Erk activity declines gradually towards
the anterior (Delfini et al., 2005), whether the gradient of Erk activity
corresponds to a future somite boundary and whether the gradient
shows an oscillatory pattern remain unknown. Therefore, it would be
of great interest to understand a common and/or specific logic of
somitogenesis in vertebrates by comparing regulatory mechanisms of
somite formation in such different species.

Conclusion
Pattern formation is one of the most important processes of
vertebrate morphogenesis. In the case of somites, pre-patterning

over a distance of about five somites is thought to be determined
within apparently uniform tissue composed of somite progenitor
cells. Using somitogenesis as a model to investigate how patterns
are generated during development, we reveal that a morphogen
gradient is converted into a sharp response boundary of intracellular
signalling, providing positional information as a future segment
boundary, and that clock-dependent stepwise movement of this
sharp response boundary is required to generate the perfect
metameric pattern of the vertebrate body during development.

MATERIALS AND METHODS
Zebrafish
Wild-type and aceti282a (fgf8a mutant) zebrafish were used in this study.
As described previously (Matsui et al., 2011), substitution from G to A 
in the ace allele was detected by sequence analyses of the DNA 
fragment obtained from each embryo after in situ hybridization or
immunohistochemistry.

Whole-mount in situ hybridization and immunohistochemistry
Whole-mount in situ hybridization and immunohistochemistry were
performed as described previously (Matsui et al., 2005; Matsui et al., 2011).
cDNA fragments of fgf8a, mesp-b and her1 were used as templates for
antisense probes.

Morpholinos (MOs) and injection
The following antisense MO oligonucleotides against her1, her7 and mesp-
b and a control MO were obtained from Gene Tools: control-MO: 5�-
CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA-3�; her1-MO: 5�-TTCGACTT -
GCCATTTTTGGAGTAAC-3� (Henry et al., 2002); her7-MO: 5�-
CAGTCTGTGCCAGGATTTTCATTGC-3� (Henry et al., 2002); mesp-b-
MO: 5�-TCGGTTCTTGCTTGAGGTTTGCATG-3� (Lee et al., 2009). her1-
MO plus her7-MO (6.25 ng each), mesp-b-MO (5 ng) or control-MO (12.5
ng or 5 ng) were injected into the yolk of one-cell-stage zebrafish embryos

Fig. 4. Double knockdown of her1 and her7 leads to loss of stepwise p-Erk pattern during somite segmentation. (A) Representative images of p-Erk
distribution in embryos at the 4- to 6-somite stages. Dorsal view of the tailbud region, anterior to the top. Scale bar: 100 �m. (B) Quantitative data of p-Erk
distribution in her1 and her7 morphants (n=35). Red and blue stripes within each column indicate ON and OFF regions, respectively, of p-Erk activity in each
embryo. Statistical significance of variation (2P>0.05) could not be seen in the OFF region (C.V.=0.089) versus the ON region (C.V.=0.056). (C) Generation of
the future somite boundary at B-5. The fgf8a mRNA gradient progresses continuously towards the posterior at the same rate as elongation of the PSM,
whereas the activity of p-Erk, downstream of FGF signalling, exhibits a stepwise pattern during each somite segmentation. This pattern is generated by a
mechanism depending on the somite segmentation clock in zebrafish. The anterior limit of Erk activity represents the positioning of the future somite boundary
at B-5; p-Erk is therefore an earlier molecular marker of the future somite boundary than mesp-b, a determinant of the future somite boundary at B-2.
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ことを見いだした。さらに、その社会性を生
み出すための分子機構の一端を解明するこ
とに成功した。今後、これらの発見をより詳
細に解析することで、「多細胞の挙動が統合
され、集団としての社会性が生まれる機構」
を今までよりも深く理解することを目指す
とともに、再生医療等への応用を視野に研究
を展開していきたいと考えている。 
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