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要旨 

動物の体表に見られる模様は、アラン・チューリングにより提唱された反応拡散理論

の最適なモデルとして研究されてきた。実験的な証明により、ゼブラフィッシュの模様

形成においては 2 種類の色素細胞（黒色素胞、黄色素胞）の相互作用が重要であり、

その相互作用は反応拡散理論の要素を満たすものであった。その相互作用とは、これ

ら２種類の色素胞が近距離では互いに他方の色素胞存在を抑制しあうが、遠距離で

は黄色素胞は黒色素胞の生存を維持する働きがあるというものであった。しかし、この

色素胞間の相互作用は主に in vivo での観察結果から確認されたものであり、その作

用の分子的な基盤はほとんどわかっていなかった。今回この分子的な基盤を解明する

ことを目指した。遺伝子発現の解析から黄色素胞に Notch リガンドが黒色素胞に

Notch受容体が発現していることと、Notchシグナル阻害剤への暴露とトランスジェニッ

クフィッシュの作製から黒色素胞の生存には黒色素胞へのNotchシグナルの入力が重

要であることがわかった。更に、黒色素胞が黄色素胞に対して長い突起構造を伸ばし

ていることを発見した。これらの結果から Delta-Notch シグナル経路が黒色素胞の突

起構造を通じて、色素胞間で見られた黄色素胞が黒色素胞の生存を助けるのに働い

ていることが示唆された。今回の結果からゼブラフィッシュの反応拡散モデルで考えら

れていた遠距離の作用は、物質の拡散を介さない形で成り立っていることがわかって

きた。 
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I章 序 

1節 パターン形成原理の研究における体表模様の重要性 

生物の体の構造がどのような原理で形成されるのかは発生学最大のテーマである。

生物の体の構造は複雑な３次元構造であり、直接実験的なアプローチをすることが難

しいが、良く見ると局所では単純な構造の繰り返しを見ることができる。例えば脊椎や

小腸の絨毛、口蓋、植物の葉序パターンなどである（図１）。一見複雑な生物の体も、

単純な構造の繰り返しによって複雑な体を作り上げていると考えられないだろうか。だ

とすれば、単純な構造の繰り返しがどのような原理で作られているのかが分かれば、そ

れは複雑な体の構造形成を理解する第一歩となるだろう。 

そのような単純な構造の繰り返しの中でも、体表模様は魅力的な構造の一つだ。な

ぜならば、この構造は種ごとに多彩でありながら遠縁種にも似た構造が現れることから、

多くの生物種でその形成原理を共通して使っていると考えられるからだ。更に、体表に

現れる形態であるためその形成過程の観察が容易であり、一部の生物では体表模様

は成長に伴い大きく変化することから、形態形成現象が成長を通して継続しているこ

図 1. 生物に見られる繰り返しパターンの例、脊椎、小腸、口蓋、植物の葉序
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とが期待できる。 

このような利点から、繰り返し構造を形成するための原理の研究対象として模様形

成現象が研究されている。そして「反応拡散理論」を用いたモデルが模様形成現象を

説明できる有力なモデルとして提唱されてきた。 

2節 体表模様形成と反応拡散理論 

 反応拡散理論は、イギリスの数理学者アラン・チューリングにより提唱された自律的

な繰り返し構造の形成を説明することができる数理理論である(1)。この理論は、拡散

係数の違う２つの因子の間に特定の関係がある条件下で、この２つの因子の濃度が繰

り返し的に変化すること説明している。特定の関係とは、例えば自己合成活性能力を

持つ活性因子（A因子）と、Aにより合成が活性化されAの合成を抑制またはAの分解

を促進する抑制因子（I 因子）で行われる反応である（図２.A）。そして、このような 2 種

類の因子のうち I因子の拡散係数がA因子の拡散係数よりも十分に大きい時、2種類

の因子が存在する空間にA因子の濃い領域とI因子の濃い領域による繰り返し構造が

自律的に形成され安定化する(図２.B)。 

 この理論の要素は、A因子が濃い領域ではA因子の合成が大きいというA因子間の

「近距離の活性化」と、I 因子の拡散係数が大きいため起こる、A因子の濃い領域付近

では I 因子の濃度の方が高くなり A 因子が抑制されるという A 因子間の「遠距離の不

活性化」という２つである(2)。 

 この反応拡散理論で形成される周期的なパターンが自然界に見られる生物の体表

模様に相似性がみられることと（図３.A）(3)、体表模様の動態がこの周期的な構造の動

態と同じであること（図３.B、C）(4, 5)から、体表模様の形成は反応拡散理論により説明

できることが示されてきた。 
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 動物の模様は、近縁種間でも大きく異なっている場合が多く存在する。しかし、これら

の模様の変化を反応拡散理論のシミュレーションでは、反応係数のパラメータの違い

により再現することができる（図３.A）。このように、パラメータの違い大きな周期構造の

変化を再現することができることができるということは、近縁種でも大きく模様の違う生

物が出現しすることをよく説明できている。 

タテジマキンチャクダイの体表模様の形成過程を観察すると体の成長に伴い、新た

な縞が増える。この際、もともと形成されていた縞の一部が分岐し新たな縞が形成され

る様子が観察されている（図３.B）。また、ゼブラフィッシュの模様の一部を除去し続け

ると、他の模様を形成している細胞が動き、その模様の除去された部分を埋めるよう

な特徴的な模様の変化を示すことが観察された（図３.C）。これらの模様の成長・動き

は、反応拡散理論を用いたシミュレーションで再現・予測することができた(4, 6)。 

 これらのことから、体表模様形成原理は反応拡散理論で説明できるがわかってきた。

では、体表模様の形成における A因子と I 因子は何に当たるのであろうか？ 

図２．反応拡散理論の要素

(A)因子 Aと因子 Iを活性化する能力があり拡散係数の小さい“因子 A”と、因
子 Aを不活化し拡散係数の大きい“因子 I”。(B)反応拡散理論で形成されるパタ
ーンの例。２つの因子の各反応速度と拡散係数が適当であると、因子 Aが濃い
領域と因子 Iが濃い領域が空間内に周期的に現れ安定化する。
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3節 ゼブラフィッシュの体表模様形成 

図３．体表模様と反応拡散モデルで形成されるパターンの相同性

（A）反応拡散理論のシミュレーションに現れる多様性。シミュレーションに関
わるパラメータの違いにより、同じ条件(左)からでも多様な模様が形成される（中
央）。このような模様の変化は、近縁種間でも見られる。（右、写真はプレコ内に

見られる模様の多様性）。（B)タテジマキンチャクダイの模様形成過程とシミュレ
ーションで形成されたパターンの成長の相同性。枝別れ構造から２本の縞が形成

されていく。(C)ゼブラフィッシュの模様の再生とシミュレーションで形成された
パターンの再生の相同性。(B)は S. Kondo, R. Asai, Nature. (1995) vol.376, 765-768.  
(C)はM. Yamaguchi, E. Yoshimoto, S. Kondo, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. (2009) 106, 
8429  より引用し修正を加え作製した。
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 ゼブラフィッシュは、モデル生物の一つであり体表に模様を持っている（図４．A）。 

ゼブラフィッシュは、3 種類の色素細胞、黒色素胞、黄色素胞、虹色素胞の３種類の色

素細胞を体表に持っている。黄色素胞の細胞で構成された黄ストライプと黒色素胞に

より構成された黒ストライプが交互に並び体表に縞模様を形成しており（図４.B）、虹色

素胞は体表全体に広く存在している。 

 ゼブラフィッシュの模様形成現象は、以前より変異体の解析等を通して研究されてき

た(7)が、その形成原理についてはほとんどわかっていなかった。しかし、模様変異体

に対して野生型から色素胞を移植すると体表模様が回復する実験(8)や、レーザーに

よる色素細胞の除去とそこからの模様の回復の様子の観察(図 3.C）(6, 9)から、模様の

形成に重要なのは模様を形成している黒色素胞と黄色素胞自身であることと、ゼブラ

フィッシュの模様が反応拡散理論で予想される模様の特性を持っていることがわかっ

てきた。これらのことから、ゼブラフィッシュの模様形成現象においても反応拡散理論

がその形成原理として働いており、黄色素胞と黒色素胞が先述の反応拡散理論にお

ける A因子と I 因子の働きを担っていることが予想された。 

4節 色素細胞間の相互作用 

 反応拡散理論におけるA因子とI因子の働きを黄色素胞と黒色素胞が果たすとする

ならば、この２種類の色素細胞の間には「近距離の活性化」と「遠距離での不活性化」

という２つの関係性があるはずである。その関係性が色素胞間にあることは、変異体

図４．ゼブラフィッシュの模様

（A)体表に縞模様を持つモデル生物ゼブラフィッシュ。（B）縞模様の拡大写真。
黒いドットと黄色いドット一つ一つが、黒色素胞、黄色素胞一つ一つを示す。
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解析やレーザーを使った色素細胞の除去実験から証明されてきた。以下にその関係

性とそれが示された実験について詳述する。 

i. 黄色素胞と黒色素胞の近距離での相互阻害 

 ゼブラフィッシュの縞模様形成途中において、黒ストライプ内に黄色素胞が逆に黄ス

トライプ内に黒色素胞が発生する。この時、これらの別種の色素胞に囲まれた色素胞

は、別種色素胞がない領域まで移動するか、細胞死を起こして消えるという現象が観

察される(10)。しかし、この現象は囲んでいる別種細胞をレーザーにより除去することで

見られなくなることがわかっている(9)。また、黒ストライプと黄ストライプが形成されると

その中に新たに別種の色素胞が発生することはない。 

これらのことから、黄色素胞と黒色素胞の間に近距離で互いに別種色素胞の発生、

生存を阻害し移動を活性化する作用があることがわかった。そして、この作用は黄色

素胞同士、または黒色素胞同士にとっては、他種の色素胞が排除されるため活性化

的に働いている。つまりこの作用が反応拡散理論における「近距離の活性化」の関係

性を満たしている。 

この作用については、関連する遺伝子も報告されている。kir7.1 変異体ゼブラフィッ

シュでは、この作用が欠損しており黒色素胞と黄色素胞が混在している(11)。in vitro 

での実験によりこの変異体の黒色素胞が黄色素胞の接触により移動が活性化されな

いことが、この主な原因であることがわかっている(12)。 

ii. 黄色素胞による遠距離での黒色素胞の生存活性化 

  ゼブラフィッシュの模様変異体の一つとして、黄色素胞が正常に発生しない変異体

として colony stimulating factor 1 receptor a (csf1ra)変異体が得られていた(13, 14)。

この変異体では、体表に黒色素胞と虹色素胞のみが発生するが、その黒色素胞数は
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野生型に比べて少なく縞模様も形成していない（図５．A）。そして、この変異体に野生

型ゼブラフィッシュの黄色素胞を移植することでその模様が回復することが知られてい

た(8)。また、この遺伝子に温度感受性の変異がある変異体についても、研究が行われ

ている。この変異体は通常の飼育環境下（24℃）で飼育した場合には正常な縞模様を

形成するが、高温条件下（33℃）で飼育した場合には黄色素胞が細胞死を起こし、そ

れについで黒色素胞が細胞死を起こす現象があることが観察されている（図５．B）

(15)。 

 同様の現象は、黄色素胞をレーザーで除去した場合にも見られている。縞模様が形

成された後に、その縞模様の黒ストライプをレーザーで除去した場合には周囲の黄色

素胞には特に変化は見られないが（図６.A）、黄ストライプを除去した場合には周囲の

黒色素胞が細胞死を起こすという現象が観察されている(図６.B)(9)。 

 これらの結果は、黄色素胞の存在が黒色素胞の生存を助ける作用があることを示し

ている。そして、黄色素胞が減少した場合の黒色素胞の細胞死は黒ストライプ内での

位置にかかわらず起こっていることから、この作用が遠距離、黄色素胞から数細胞離

図 5. 黄色素胞発生に欠損のある csf1ra変異体

(A)csf1ra
j4e１
変異体。体表に黄色素胞が見られず、模様は形成されず黒色素胞の

数も少ない。(B) csf1ra
utr4174A

変異体。この変異体は、温度感受性変異体であり

24℃条件の場合には正常な模様を形成するが（写真左）、そこから 33℃条件で飼

育すると黄色素胞細胞死を起こし、次いで黒色素胞が細胞死を起こす（写真右）。
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れた先にある黒色素胞にも働く作用であることが示唆されている。 

この黄色素胞が離れた黒色素胞の生存を助けるという作用は、先述の通り黄色素

胞と黒色素胞の間に相互阻害の作用があることから、黄色素胞にはネガティブに働く。

この作用は反応拡散理論における「遠距離の不活性化」の関係性を満たしているので

ある。しかし、この作用に関わる分子は全くわかっていない。 

以上に述べたように黒色素胞と黄色素胞の間には、反応拡散理論を満たす「近距

離の活性化」と「遠距離の不活性化」の関係が成り立っている。この in vivo, in vitroで

得られた知見を元に、反応拡散理論の因子 Aが黄色素胞にあたり因子 I が黒色素胞

にあたるという、ゼブラフィッシュの模様形成の「反応拡散モデル」が提唱されており、

このモデルがゼブラフィッシュの模様形成の根幹となる部分を説明していると考えられ

図６．レーザーに依るストライプの除去の影響。 

(A)黒ストライプの除去。黒ストライプを除去した場合には、その間に挟まれ
た黄ストライプには特に変化は見られない。(B)黄ストライプの除去。黄スト
ライプを除去した場合、その間に挟まれた黒ストライプに含まれる黒色素胞

は細胞死を起こす。A. Nakamasu, et al. Proc Natl Acad Sci U S A. 2009 May 
26;106(21):8429-34より引用し修正を加え作製した。
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ている（図７）(9)。 

5節 本研究の目的と方針 

 しかし本研究の開始時点では、多くの模様形成変異体の解析から模様形成に関わ

ると考えられる遺伝子が同定されてきていたが、この反応拡散モデルに関わる遺伝子

については全く情報がなかった。相互作用に関わる分子メカニズムを発見することは、

模様形成現象を理解するために重要であるだけでなく、反応拡散理論が他の形態形

成現象に関わるのかを考えるきっかけになることが期待された。 

 本研究において私は黄色素胞にNotchリガンドが黒色素胞にNotch受容体が発現し

ていることに着目し、Delta-Notch シグナル経路が模様形成における黄色素胞と黒色

素胞の相互作用に関係していると考え、模様形成における Delta-Notch シグナル経

路の働きを解析した。 

Delta-Notch シグナル経路は多くの生命現象に働くシグナル経路である(16, 17)。こ

のシグナル経路は、細胞膜結合型のリガンド Delta とその受容体である Notch の結合

図７．色素胞間の相互作用の模式図 （反応拡散モデル）

近距離で黄色素胞と黒色素胞は互いに排除、発生・生存の阻害をする。また、

黄色素胞は遠距離で黒色素胞の生存を活性化する。
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により伝達される。リガンドとの結合により Notch が段階的に切断され下流への伝達の

コアになる Notch 細胞内ドメイン（NICD）が切り離される（図７）(16)。この NICD が核内

に移行することで、様々な遺伝子の発現制御を行うことが知られている。そして、この

シグナル経路はリガンドが細胞膜結合型であることから、近距離でのシグナル伝達経

路として使われることが多い。 

本研究では、Delta-Notch シグナル経路の阻害剤による処理と Delta-Notch シグナ

ル経路の恒常活性化トランスジェニックフィッシュの作製により、色素胞への

Delta-Notch シグナル経路の効果を解析した。その結果、Delta-Notch シグナル経路

の黒色素胞における入力が、黒色素胞自身の生存をコントロールしていることを発見

した。更に、黒色素胞の観察から黒色素胞は黄色素胞対して長い突起状の構造を伸

ばしていることを発見した。これらの結果から、黄色素胞は黒色素胞の生存を

Delta-Notch シグナル経路を介して制御しており、それは黒色素胞の突起構造を通し

図８．Delta-Notch シグナル経路の概略図
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て離れた細胞間でもシグナル伝達を可能にしていることが示唆された。この色素胞間

のDelta-Notchシグナル経路の働きは、先述の模様形成に重要な「黄色素胞による遠

距離での黒色素胞の生存活性化」に当たるものであると考えられた。つまり、これまで

反応拡散モデルにおいて考えられていた遠距離での作用は、拡散性の物質を介した

遠距離でのシグナル伝達ではなく、離れた距離にある色素胞が直接接触することによ

り伝達されているのだということが明らかになってきた。 

II章 材料と方法 

1節 ゼブラフィッシュの系統と飼育 

 野生型（WT）として Tü 系統を用いた。また、今回の研究に用いた csf1raｊ４e1変異体

はWashington Universityの Johnson研究室から、brass変異体,notch1ath35b変異体

は Max Planck Institute の Zebrafish Stock Center から供与を受けた。 

2節 Tol2 ベクターの作製とトランスジェニック系統の作製 

 成体ゼブラフィッシュで安定して外来遺伝子を発現させ、特定の分子メカニズムをか

く乱するために、トランスジェニックゼブラフィッシュの作製を行った。トランスジェニック

の作製には、Tol2 トランスポゾンを用いた遺伝子組換え技法を用いた(18)。国立遺伝

学研究所の川上研究室で開発されたpT2AL200R150Gプラスミドを基に、黒色素胞の

発生・維持に必要である Mitfa 遺伝子（小眼球症原因遺伝子 mitf のゼブラフィッシュ

ホモログ）のプロモーター配列 1.3kb を組み込んだ。このプロモーター配列を使うと黒

色素胞特異的に遺伝子を強く発現させることができることは、先行研究により確認され

ていた(12, 19, 20)。Tol２認識配列に挟まれた遺伝子配列は、Tol2 トランポザーゼの

働きによりゲノム中へと転移する。トランスジェニックフィッシュ F１世代で挿入した遺伝
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子配列が維持されていることは、挿入配列特異的に増えるプライマーセットを用いて確

認した。 

 上述の pTol2mitfapro-EGFP に、外来遺伝子（cax1, agrp, hpca, deltaC, mhc1uba, 

igfbp1a）のオープンリーディングフレーム（ORF）全長,notch1a の細胞内ドメイン（１７４５

V～２４３７K、NICD1a）の配列(21)を mitfa プロモーター下に組み込んだ遺伝子組換え

用プラスミドを作製した(図９.A)。また、緑色蛍光タンパク質（EGFP）下流に 11 アミノ酸

のリンカーと ４アミ ノ酸の CAAX モチーフ（ CVLM ） (22-24) を組み込んだ、

pTol2-mitfapro-EGFP:CAAX という細胞膜観察用のプラスミドを作製した(図９.B)。 

 遺伝子組換え用プラスミドは H2O で希釈し１～１０ ng/μl に調整し、標識用のDye、

Tol２トランスポザーゼの mRNA(25 ng/μl)と共に１～２細胞期ゼブラフィッシュ受精卵

にインジェクションした。 

ゼブラフィッシュ自体はTol2 トランポザーゼ遺伝子を持たないため、インジェクション

したTol2 トランスポザーゼmRNAから翻訳されたTol２トランスポザーゼの働きによって

のみ Tol2 トランスポゾンが起き、その後 Tol2 トランスポゾンは起こらなくなるため、安

定したトランスジェニック系統が作製できる。 

3節 色素胞の回収 

図９.トランスジェニックの作製に使用した Tol2プラスミドの設計
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 色素胞間の遺伝子発現量を比較するために、黄色素胞と黒色素胞を分離して回収

することにした。そのために、５匹の野生型ゼブラフィッシュの尾鰭と尻鰭を用いた。各

鰭から黒ストライプ部分と黄ストライプ部分を色素胞が混じり合わないように切り分け、 

その後はそれぞれ別に処理した。各ストライプ部位を Trypsin 処理液（2.5 mg/ml 

trypsin, 1.2 mg/ml bovine serum albumin、1 mM EDTA）1ml 中に加え、28℃で 10

分間静置した。その後、各ストライプから Trypsin 処理液を除き 1×PBS 1ml で、5 分

間28℃1000rpm振盪条件で5度洗浄した。次に各ストライプ部位をcollagenase処理

液（0.1 mg/ml collagenase I, 0.1 mg/ml DNaseI, 0.1 mg/ml soybean trypsin 

inhibitor, 1.2 mg/ml bovine serum albumin）500ul 中で、28℃、1,000rpm で 60 分

間振盪した。ここまでの処理により、ストライプに含まれていた細胞がバラバラに分離す

る。 

 各ストライプ部位から得られた細胞懸濁液を、25μm穴のナイロンメッシュでろ過し鰭

条等の大きな構造を除いた。次に、ろ過した細胞懸濁液を 50％パーコール上に重層

し２８℃、30G、１5 分間の条件で密度勾配遠心をした。この遠心により沈殿した細胞塊

は、黄色素胞または黒色素胞を多く含んでいることを顕微鏡観察で確認した。この細

胞塊を１×PBS で懸濁し、黒色素胞画分と黄色素胞画分を得た。 

4節 色素胞間の遺伝子発現量比較 

 色素胞の分画により得られた黒色素胞画分と黄色素胞画分を RNeasy kit (Qiagen)

を用い RNA を精製した。この操作の途中に RNase free DNase kit set (Qiagen)を用

い、ゲノムDNAの除去する操作を行った。ここで得られたmRNAをもとに、SuperScript 

III First-Strand Synthesis system (Invitrogen)で total cDNA を合成した。逆転写に

は、Poly(T)プライマーを用いた。 

 黒色素胞画分より得られた cDNA と黄色素胞画分より得られた cDNA を鋳型として
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EX-taq（TaKaRa）を用いて PCR を行った。PCR の条件は、９５℃３０秒、６０℃３０秒、７

２℃３０秒の温度条件でNotch受容体の解析では４０サイクル、Notch リガンドの解析で

は４５サイクルまわした。 

各遺伝子発現量の比較実験において、cDNA量の調節はβ-actin発現量を比較す

ることで行った。また、各細胞画分が正常に分画されていることは黒色素胞のマーカー

遺伝子である dct(dopachrome tautomerase)、黄色素胞のマーカー遺伝子である

aox3(aldehyde oxidase 3)を用いて確認した。PCR 操作のポジティブコントロールとし

て尾鰭・尻鰭の totalcDNA 用いた。 

 解析には、以下のプライマーセットを用いた。 

遺伝子名 e Forward primer Reverse primer 

dct ATCAGCCCGCGTTCACGGTT ACACCGAGGTGTCCAGCTCTCC 

aox3 AGGGCATTGGAGAACCCCCAGT ACACGTTGATGGCCCACGGT 

notch1a GTCTGCTGGAGTCGTGCGCC ACAGCAGCCGCCCAGTGAAG 

notch1b ACCAGACAGACCGCACGGGT ATGCCCTCGACCGCCAGTCT 

notch2 CTGCACTGGGCTGCTGCTGT TCCAGGACGCATGCCGAGGA 

notch3 CAGGCCGTGAGACGCGCATT GCTGTGTTCACGCTTGCGGC 

deltaA CGGCATCCACGTCGGCTTGT GCCTACAGGCCACCACTGCC 

deltaB CTGCCGGCCGGGATTTGGAG GTCGGTGGGCATCGGCAGAC 

deltaC GACCGGTGCAGCAGTGACCC TGTGCCCATGAAGCCTGCCG 

deltaD AGCGACGGCGACAAAAACGGA TGTGGCGTTACACCTCGGTTGC 

delta-like4 AGTGTGACAGCAGCCCACGC CTGGCCAGTGAAGCCCGCTC 

β-actin CGGTTTTGCTGGAGATGATG CGTGCTCAATGGGGTATTTG 

5節 DAPT 処理 

N- [N-(3,5-difluorophenacetyl)-l-alanyl]- S - phenylglycine t-butyl ester

（DAPT）は、Delta-Notch シグナル経路の伝達に重要な酵素である γ-secretase の

働きを阻害する薬剤である。この薬剤を含む水槽中でゼブラフィッシュを飼育すること

表.1 Notch 受容体とリガンドの発現解析に用いたプライマーセット 
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により、ゼブラフィッシュの Delta-Notch シグナル経路の阻害を試みた。そのために、

DMSO中に10mMになるようにDAPTを溶解しこれをストックとした。このストックを50ml

水槽水中に 50μl 添加し 10μM DAPT 水槽水を作り、この中で成体ゼブラフィッシュ

（1～2 ヶ月齢）を１５日間飼育した。なお、コントロールとして５０μｌの DMSO を５０ｍｌ水

槽水中に添加した水槽液中でも成体ゼブラフィッシュを飼育した。DAPT 水槽水は、３

日毎に交換しその際にゼブラフィッシュの写真を撮影した。１５日間の DAPT 処理の後、

DAPT を含まない水槽水中で３日間飼育しその後の写真を撮影した。 DAPT の効果

の比較は、体幹中央部分の領域（図８）における黒色素胞の密度を比較することで行

った。 

6節 notch1a ナンセンス変異体（desth35b）の解析 

desth35bヘテロ個体同士を掛け合わせてdesth35b変異体を得ることを試みた。受精卵

の時点と１ヶ月齢の時点でそれぞれゲノムをとり、遺伝型を解析した。 

7節 色素胞の観察 

  in vivo 条件下での色素胞の観察・細胞数計測は、その色素胞の持つ色素を基準

に行った。 しかしながら、in vivo における色素胞内での色素の分布は常に一定では

なく時に近隣の色素胞との境界が曖昧になる場合があった。 そこで、今回 in vivo で

色素胞を観察する際には、事前にゼブラフィッシュをエピネフリン（アドレナリン）を含む

水槽水中に置くことにより、色素を細胞中央に凝集させて観察することとした。 

図１０．DAPTの効果を検証するために設定した領域
尾鰭・背鰭の端と端が囲む領域（赤破線）の体幹中

央の黒ストライプ部分（青枠）。この領域に存在する

黒色素胞数を数え比較した。
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 また、in vivo における色素胞の概形を観察するために、ゼブラフィッシュをヨヒンビン

（アドレナリンα２受容体遮断薬）を含む水槽水中に３０分間暴露することにより、色素

を色素胞中に広げさせた。 

8節 レーザーに依る色素胞除去実験 

 黒色素胞維持での黄色素胞への依存を、WT とトランスジェニック間で比較するため

に黄色素胞のレーザー除去実験を行った。麻酔をかけたゼブラフィッシュをデッシュ上

に寝かせ、このゼブラフィッシュに対して、顕微鏡に設置した MicroPoint pulse laser 

system (Photonic Instruments) を用い 440nm のパルスレーザーを照射した。 パル

スレーザーは 1 つ黄色素胞に対し２、３回照射し、顕微鏡に依る観察でその破壊を確

認した。その後は、１日毎に写真をとり黒色素胞の数の変化を計測した。 

III章 結果と考察 

1節 Delta-Notch シグナル経路は、模様形成に関与している 

 当研究室では先行研究として、Microarray を用いて黄色素胞と黒色素胞での発現

遺伝子の網羅的解析を行っていた。私は、その中でも黄色素胞で発現が優勢な遺伝

子に着目した。網羅的な解析のスコアで黄色素胞での発現が十分に大きく黒色素胞

よりも 2.5倍以上高い遺伝子で、かつ細胞間のシグナル伝達に重要または細胞膜上に

発現しているタンパクをコードしている遺伝子の中から６遺伝子を候補遺伝子として選

択した。 

遺伝子名 黄色素胞 発

現量スコア 

(X) 

黒色素胞発

現スコア(M)

発現スコア比 

(X/M) 

type II CAX Cation/proton 
exchanger (zgc:136271)

2592.3 83.8 30.9 
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 これら６つの候補遺伝子について、もしこれらの遺伝子が模様形成に関わっているな

らば、本来の発現が弱い黒色素胞で過剰発現させる事によりその働きのかく乱が起こ

り、体表模様に変化が合われるのではないかと期待しトランスジェニックフィッシュを作

製した。各候補遺伝子の過剰発現トランスジェニックを１０匹以上作製し、F０世代での

体表模様を観察した。その結果、deltaC 遺伝子を黒色素胞で過剰発現させた場合

[Tg(mitfa:deltaC)]にのみトランスジェニックの F0 世代に体表模様の乱れが見られた

（図１１.A）。この系統から得られた次代の F１世代には、縞模様ではあるものの黒ストラ

イプ部分が太くなり、ストライプの本数が減少するという模様の変化が見られた（図１１．

B）。このことから、この deltaC が関わる分子メカニズムであるDelta-Notch シグナル経

路が模様の形成に何らかの関与があるものと考え以後の解析を行った。 

similar to agouti related protein 2 2800.6 192.9 14.5 
calcium channel inhibitor activity 

(zgc:73126)
953.7 88.8 10.7 

deltaC 333.4 57 5.85 
mhc class I UBA 1004.4 371.7 2.7 

insulin like growth factor binding 
protein 1 

2209.3 835.2 2.65 

表.2 標的とした遺伝子と Microarray による発現スコア 

発現スコアが黄色素胞で十分に大きく（300以上）かつ、黒色素胞の発現スコア

と比較した際に 2.5 倍以上黄色素胞での発現量が大きい遺伝子を候補遺伝子と

して選択した。 

図 11.deltaC黒色素胞過剰発現トランスジェニック系統の表現型

（A)F0 世代。所々ストライプが途切れている。（B)F1 世代。黒ストラ

イプ部分が太くなり、ストライプの本数が減少している。



22 

2節 黒色素胞は Notch 受容体を黄色素胞は Notch リガンドを発現している 

 模様形成におけるDelta-Notchシグナル経路の働きを調べるために、最初に色素胞

で発現するNotch受容体とリガンドの解析を行うことにした。以前のMicroarrayの解析

においては、黄色素胞と黒色素胞間の重量の違いと黄色素胞が自家蛍光を持つこと

を用い、黄色素胞と黒色素胞を分画した。しかし、この方法に依る細胞分画法では多

くの個体と時間を必要とし、色素胞以外の細胞が多く混ざっていた正確な遺伝子発現

量を比較できないと考えた。そこで、当研究室の山中・網濱らと共同し、遺伝子発現量

比較用の細胞分画法を考案した。その結果、最初に鰭を切り離す際に黒ストライプと

黄ストライプを厳に切り分けることが、最も簡単に分画できることがわかった。更に細胞

分画法を変えることで（材料と方法参照）、色素胞以外の細胞が混じることを抑えるこ

とができた。黒色素の合成に関わる遺伝子 dct と黄色素胞の合成に関わる遺伝子

aox3 の発現がこの分画の結果をよく反映することもわかった。 

 この方法を用い黄色素胞と黒色素胞を分画し、Notch受容体とリガンドの黄色素胞と

黒色素胞で比較した。その結果、Notch 受容体の一つｎotch１a が黒色素胞で発現量

が大きく（図１２.A）、Notch リガンドであるｄeltaC とｄelta-like4 が黄色素胞で発現量が

大きいことがわかった（図１２.B）。deltaD、notch2 についても発現が見られたが、弱く混

じった他の細胞に依る発現だと考えられた。また、deltaC が体表上では黄色素胞特異

的に発現していることは、Washington University の Parichy研究室でも確認されてい

る。野生型と黄色素胞に欠損のある変異体（csf1ra-）の deltaC発現を in situ ハイブリ

ダイゼーション法で比較した。その結果、野生型では黄色素胞の出来る領域に deltaC

の発現が強く見られたのに対し、黄色素胞が欠損している csf1ra 変異体ではその発

現は全く見られなかった（図 12.C,D）。 
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 黒色素胞では Notch 受容体が黄色素胞では Notch リガンドが多く発現していること

がわかった。このことと in vivo における色素胞間の相互作用の知見から、黄色素胞と

黒色素胞間に直接の Delta-Notch シグナルによる作用があるものと想定した。

Delta-Notch のシグナルは、受容体とリガンドがどちらも細胞膜上に存在しているため

図 12．Notch シグナル経路関係遺伝子の遺伝子発現

(A,B)Notch 受容体(A)、Notch リガンド(B)の色素胞における発現。鰭より回収

した黒色素胞（M)と黄色素胞（X)での発現を比較した。ポジティブコントロー

ルとして、鰭の cDNA(F)を使用した。黒色素胞と黄色素胞の分離が正常に行わ

れていることは、各色素胞のマーカー遺伝子（黒色素胞：dct,黄色素胞:aox3)

を用いて確認した。（C,D)deltaC を標的とした、in situ ハイブリダイゼーシ

ョン法による発現解析。野生型（C)と黄色素胞欠損変異体（csf1ra
-
, D)とを比較

した。スケールバー＝50μm。(C,D）は共同研究者である Washington University

の Parichy 研究室で得られた結果。
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近距離でのシグナル伝達経路であることが知られていた。この Delta-Notch シグナル

経路の模様形成現象における働きを知るために次に Delta-Notch シグナル経路の阻

害を試みた。 

deltaCとnotch1aについては、ナンセンス変異を持つ変異体が報告されている。しか

しながら、delaC の変異体（dlctit446）は体表模様の変化も見られず(25),notch1a の変異

体(notch1ath35b)は１ヶ月齢までに全て致死になるという表現型を示していた(図１３)(26)。

notch1a 変異体稚魚は、正常に浮袋が形成されないことが観察されこれが致死になる

原因だと考えられる。この浮袋の異常は、他の notch１a 変異体でも浮袋の異常は見ら

れている(27)。これらのことから、変異体を使った Delta-Notch シグナル経路阻害の解

析は難しいと考えて、阻害剤である DAPT を使った解析を行うこととした。 

図 1３. notch1a 変異体は致死

性を示す

 （A)notch1a のナンセンス変

異体の一つ des
th35b

。点突然変異

により膜貫通領域（TM)よりも N

末端側に終止コドン（黒矢印）

が挿入される。（B)des
th35b/+

同士

の掛け合わせに依って得られ

た次代の遺伝子型。成体（約 1

ヶ月齢）の遺伝型を調べた所、

des
+
(23 匹中 9匹)、または

des
th35b/+

(23 匹中 14 匹)しか見

られなかった。
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3節 Delta-Notch シグナル経路の阻害は黒色素胞の細胞死を引き起こす 

 先行研究により模様形成における色素胞の相互作用は一度模様が形成された後も

継続されていることが知られていた(5)。γ-セクレターゼは、Delta-Notch シグナル経

路の入力の際に行われる複数の Notch 切断に必須な酵素の一つであることが知られ

ている。DAPT でこのγ-セクレターゼの機能が阻害されるために、Delta-Notch シグ

ナル経路を阻害することができることが知られている(28, 29)。このDAPTを用いて、成

体ゼブラフィッシュの Delta-Notch シグナル経路を阻害し、その効果からこのシグナル

経路の色素胞における働きを解析することにした。 

 野生型のゼブラフィッシュを、１５日間 DAPT を含む水槽水中で飼育した結果、黒色

素胞数が段階的に減少し、１５日間の暴露後には処理前の約６０％にまで減少した(図

14.A, 図１５,C)。黒ストライプ内で黒色素胞が減少すると、その空白になった空間を埋

めようと他の黒色素胞が移動し細い黒ストライプが形成される様子も見られた（図

14.A）。通常黒色素胞は一度模様が形成された後はほとんど細胞死を起こすことはな

い(30)。このことから、黒色素胞の更新が阻害された為に黒色素胞の減少が起こった

のではないと考えられた。更にこの黒色素胞の減少において、黒色素胞内の色素がク

ラスターを作り細胞表面に遊離している様子が観察された（図 1５.A,B）。この色素の遊

離は、色素胞の細胞死の際に見られることが知られており、DAPT による色素胞の減

少は黒色素胞の細胞死により引き起こされたものと考えられた。またこの時、黄色素胞

には目立った細胞数の減少は見られていない（図１6）ことから、DAPT による細胞死は

黒色素胞特異的であることがわかった。 

 １５日のDAPT処理後に、ゼブラフィッシュをDAPTを含まない水槽水に移すとすみや

かに黒色素胞が回復する様子が観察された（図 14．A,D、図 15.C）。このことから、黒

色素胞の前駆細胞は今回のDAPTの暴露によって細胞死を起こすことはなかったと考

えられる。 
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図 14. Notch シグナル阻害剤（DAPT)に依る効果
 野生型(A,D)、黒色素胞 deltaC過剰発現個体[Tg(mitfa:deltaC)](B,E)、 黒色素
胞 Notchシグナル恒常活性化個体[Tg(mitfa:NICD1a](C,F)で比較した。（A-C）各
個体の成体（写真上段）をDAPTを含む水槽水に 15日間飼育し（写真中段）その
後 DAPTを含まない水槽水で飼育した（写真下段）。(D-F)DAPTに 15日間暴露
後とその後 3日間 DAPT除去環境で飼育した後の比較(A-C,赤枠内を拡大)。赤
矢頭は、DAPT除去後に新しく発生した黒色素胞を示す。スケールバー＝
1mm(A-C),100μm(D-F)
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図 15. Notch阻害に依る黒色素胞減少の様子

(A)DAPT暴露 6日目と 9日目の比較。赤丸部分に見られる黒色素の拡散は黒色素胞

が細胞死を起こした際に特異的に見られる。この付近で黒色素胞が減少していることも

確認できた。(B)DAPT暴露個体の凍結切片像。本来黒色素胞は真皮層と筋層の間に

存在する（白矢頭）だが、そこからより体表側に浮き上がっている黒色素の塊（白丸）が観

察された。(C)黒色素胞密度の経時的な変化。15日間 DAPTに暴露した後（黒矢頭）、3

日間 DAPT除去環境下で飼育した。エラーバーは標準偏差を表す。
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この結果は、Delta-Notch シグナル経路の働きが黒色素胞の生存を制御している

ことを示していた。この結果と先の Delta-Notch シグナル経路関連遺伝子の色素胞

での発現、そして色素胞間には「黄色素胞による遠距離での黒色素胞の生存活性化」

という関係が有ることから、このシグナル経路を介して黄色素胞が黒色素胞の生存を

図 16. DAPT暴露による黄色素胞への効果
 野生型ゼブラフィッシュを DAPTに 15日間暴露し、黄色素胞の数の変化を観
察した。格段の左の図は観察時の写真、右の図はその写真中の黄色素胞を赤く

色付けし見やすくしその数を計測した（左下数字）。スケールバー＝500μm
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制御しているという仮説をたてた。 

4節 黒色素胞への Notch シグナル入力が黒色素胞の生存に重要である 

 その仮説を実証するために、黒色素胞での Notch シグナル入力の働きを調べること

にした。そのためにまず新たなトランスジェニック系統を作製した。Delta-Notch シグナ

ルはその伝達過程において、Notch 発現細胞内で Notch 受容体の細胞内ドメイン

（NICD）が切り離されて細胞核へと移行することが重要であることが知られている(16)。

そこで、黒色素胞特異的に Notch1a の NICD（NICD1a）を発現させることにより、黒色

素胞に恒常的に Notch シグナルの入力が起こっているという状況を作ることにした

(21)[Tg(mitfa:NICD1a)]。 

 このトランスジェニック系統の F１世代においても先に作製した黒色素胞特異的にｄ

eltaC 過剰発現させた個体[Tg(mitfa:deltaC)]同様に、野生型に比べて黒ストライプ部

分が太くなりストライプの本数が減少しているという表現型を示した(図１7.A-D)。しかし

Tg(mitfa:deltaC) においては黒色素胞の密度の上昇が見られたのに対し、

Tg(mitfa:NICD1a)ではそのような密度の上昇は見られなかった（図１7．E）。このような

違いがどうして現れたかについては不明である。 

 DAPT により阻害されるγ-セクレターゼは Notch リガンドと Notch 受容体の結合後

NICD の切断を司っていることがわかっている。このため、過剰発現させた deltaC によ

って Notch シグナルを活性化させている Tg(mitfa:deltaC)は DAPT に依る影響を受け

るが、恒常的に NICD を発現させることで Notch シグナルが活性化されている

Tg(mitfa:NICD1a)には、DAPT の効果が無いと予想された。そこで Tg(mitfa:deltaC)と

Tg(mitfa:NICD1a)を野生型と同様にDAPTで１５日間処理した結果、Tg(mitfa:deltaC)

においては野生型同様の黒色素胞の減少が見られたものの、Tg(mitfa:NICD1a)にお

いて黒色素胞はほとんど減少しなかった（図１４．B,C, 図 15.C）。 
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黒色素胞へのNotch シグナルの入力を回復することで、DAPT による黒色素胞の細

胞死誘導をほぼ無効化することができたことから、黒色素胞への Notch シグナル入力

図 17.Notch シグナル活性化に依る体表模様の変化

(A-C)体表模様の比較、右は体幹中央部の拡大写真。野生型(A)、トランス

ジェニック、DeltaC 過剰発現系統（図 8 と同じ、B）、Notch 恒常活性系統

(C)。(D,E)黒色素胞の黒ストライプ部分での幅(D)と黒ストライプ部分の黒

色素胞密度(E)。(n=12,エラーバーは標準偏差を示す。*:P＜0.005、**:p<0.001
であることを T 検定により求めた)。スケールバー＝1mm
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が黒色素胞の生存にポジティブに働いていることがわかった。これは先行するマウスで

の研究結果と一致した。成体マウスに置いても黒色素細胞の生存は、黒色素細胞自

身への Notch シグナルの入力が重要であるいうことがわかっていた(31)。ゼブラフィッ

シュでも同様に、通常黒色素胞への Notch シグナルの入力がありそれが黒色素胞の

生存を維持しているのだと考えられた。では、この黒色素胞への Notch シグナルの入

力は黄色素胞により引き起こされているものなのだろうか？ 

5節 黒色素胞での Notch シグナル活性化は、黄色素胞の消失による黒色素胞の

細胞死を回避する 

 序論でも述べた通り先行研究において、近隣の黄ストライプが消失することにより黒

色素胞の細胞死が誘発されることがわかっており(9, 15)、これが色素胞間に「黄色素

胞による遠距離での黒色素胞の生存活性化」という関係性があることの大きな証拠と

なっていた。では、黒色素胞特異的に Notch シグナルを恒常活性化した個体

[Tg(mitfa:NICD1a)]においても、この現象は観察されるのだろうか？もし、黄色素胞が

黒色素胞の Notch シグナル入力に寄与しているならば、Tg(mitfa:NICD1a)では黄色

素胞の消失に依る影響は少なくなるものと予測された。 

 そこで、レーザーによる黄ストライプに依る除去実験を野生型と Tg(mitfa:NICD1a)に

おいて行い、その結果を比較した。レーザー除去実験は成体ゼブラフィッシュで行い、

1 つの黒ストライプ部分を挟む 2本の黄ストライプ部分に含まれる黄色素胞を除去した

（図１8．A,B）。野生型では、この処理を行うと処理後 8 日目までに黒色素細胞の約 3

割が細胞死を起こすのに対し、Tg(mitfa:NICD1a)ではその様な細胞死はほとんど観

察されなかった（図１8．C-E）。 

このことから、黒色素胞における Notch シグナルの恒常活性化は、黄色素胞消失に

よる黒色素胞の細胞死を回避することができることがわかった。この黒色素胞の生存
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が黄色素胞に依存しなくなることが、先の２種類のトランスジェニック系統における模様

の変化を起こしたのだろうと推測された。つまり、本来黄色素胞から離れては生存でき

ない黒色素胞が、Notch シグナルが恒常的に活性化されることにより黄色素胞から離

れても生存できるようになり、黒ストライプが太くなるような模様になったのだと考えられ

た。 

これらの結果は、黄色素胞が黒色素胞の生存のために Delta-Notch シグナルを使

用していることを示唆している。しかし、「黄色素胞による遠距離での黒色素胞の生存

活性化」は直接接触の見られない黒色素胞の生存も維持していることがしている事が

わかっている(9)。この作用の実態として、隣接する細胞間でのシグナル伝達が主であ

る Delta-Notch シグナル経路を考えることは難しかった。 

 ショウジョウバエの剛毛の位置決定は、Notch シグナル経路の働く有名な形態形成

現象の一つである(16)。シート状に並んだ均一な細胞の中から剛毛原基細胞となる細

胞が決定されるが、この剛毛原基細胞は隣り合うことはない。これは剛毛細胞が近隣

の細胞の剛毛原基細胞への分化を Noｔｃｈシグナル入力することで阻害するためであ

ることが知られている。近年この形態形成現象において、剛毛原基細胞が長い仮足を

出し見た目上接触していな細胞とも仮足を通して接触し、遠距離で他の剛毛原基細

胞への分化を阻害していることがわかってきた(32)。これはDelta-Notchシグナル経路

が離れた細胞間でも働くことを示唆している。 

 現象は違うものの、色素胞間の相互作用においてもこのような仮足を通して離れた

黄色素胞、黒色素胞間に接触がありこれを通じてDelta-Notchシグナル経路が伝達さ

れているのではないかと予想した。その仮説を検証するために、in vivo における色素

胞の形態をより詳細に観察することにした。 
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図 18.黄色素胞除去に依る効果の比較
（A,B)黄色素胞除去操作。野生型（A)と Notchシグナル恒常活性化トランスジェニック
系統「Tg(mitfa:NICD1a）、B]の黄色素胞を１～２mmに渡り除去した（写真左、赤枠
内）。除去後３日後（写真左）を見ると除去した領域は色素胞が殆ど見られなくなってい

る。（C,D)黄色素胞除去に依る黒色素胞への影響。白丸は１日後と８日後を比べて細
胞死を起こした黒色素胞を示している。（E)細胞死を起こした黒色素胞の割合。[野生
型（WT、n=4)。トランスジェニック(Tg:NICD1a、n=7)。エラーバーは標準偏差を示す。
*:p<0.001であることを検定により求めた。スケールバー＝0.5mm
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6節 黒色素胞は、黄色素胞に対して長い突起を伸ばしている 

黄ストライプと黒ストライプの境界部分を観察すると、そのストライプの境界には色素

胞の存在しない領域があり（図 19．A）これを境に黄色素胞と黒色素胞をきっちりと別

れて分布している。しかし、色素を細胞内に十分拡散させ色素胞の概形を観察できる

ようにすると、 色素胞内の色素がこの境界を超えている様子が観察でき、色素胞は

ストライプ間の境界を超えて存在している事がわかる（図１９．B）。だが、この方法では

一つずつの色素胞を観察することができず、どこにある色素胞が境界を超えているの

かはっきりとはわからない。 

CAAX モチーフは、Rho タンパク等の細胞膜局在を支持する有名なモチーフである

(33, 34)。このモチーフを緑色蛍光タンパク（EGFP）の C 末端側に付けることにより、細

胞膜に EGFP を局在させることができる(23, 24)。そこで、このように設計した細胞膜結

合型の EGFP を黒色素胞特異的に発現させるトランスジェニック系統を作製した。この

系統は F0 世代においてキメラとなるため、一部の黒色素胞のみで細胞膜に EGFP が

局在する状態となり、個々の黒色素胞細胞膜の観察が容易になると考えられた。 

ゼブラフィッシュ変異体の一つである、brass 変異体は黒色素の形成ができないこと

が知られており、このために黒色素胞が透明となっている。しかし、体表模様の形成に

異常はなく黒色素胞と黄色素胞のストライプ模様は正常に形成されている。そのため、

模様形成に関わるメカニズムはこの変異体でも正常に働いていることがわかる。そこで

今回、黒色素胞の細胞膜の観察をより明確に行うためにこの変異体をトランスジェニッ

図 19.黒色素胞の観察

通常の黒色素胞（A)とヨヒンビンに

30 分間暴露した後の黒色素胞(B)。

ヨヒンビンの暴露により、黒色素胞

内の色素が細胞内に拡散している。

スケールバー＝１mm 
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ク系統のバックグラウンドとしてもちいた。 

 このトランスジェニック系統を観察すると、予想されたとおり黒色素胞の概形をはっき

りと観察することができた（図 20．A-D）。これらの黒色素胞の概形の観察の結果、ほと

んどの黒色素胞は長い突起状の構造を伸ばしていることがわかった。この突起状の構

造は黒色素胞の存在する位置に関係なく存在していて、黒ストライプと黄ストライプの

境界にある黒色素細胞でも（図 20．A）、黒ストライプ内部の黒色素細胞でも（図２０．B）

同様な構造を持っていることがわかった。 

また、この突起構造はそのほとんどが方向性を持って伸ばされていた。黒ストライプ

部分の中央から背側にある黒色素胞は背側へ、腹側にある黒色素胞は腹側へとその

突起構造が伸びていた（図 20．A、B）。このような性質から、この突起構造は近い黄色

素胞に対して伸ばされているものと考えられた。実際に、黒ストライプが途切れた部分

にある黒色素胞は背腹軸に関係なく、最も近い黄色素胞のある方向へと伸びた突起

構造を持っていた（図 20．C）。 

また、黄色素胞が欠損している変異体（ｃｓｆ1ra変異体）でも同様に黒色素胞の細

胞膜の観察を行ったが、この変異体の黒色素胞はほとんど突起を伸ばす様子が見ら

れなかった（図 20．E）。このことから、黒色素胞の突起構造の形成は黄色素胞に強く

誘引されていることが推測された。 

このトランスジェニック系統の F0 世代では、まれにではあるが細胞膜移行型 EGFP

の黄色素胞での発現も起こった。この黄色素胞を観察するとその多くは、黒色素胞の

場合と違い突起のような構造は出していないものの（図 20．F）、稀に黄色素胞にも突

起のような構造を伸ばしている細胞があることも観察できた（図 20．G）。 
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今回の観察により、黒色素胞は離れた黄色素胞と直接接触可能な構造を持つこと

がわかった。しかしながら、先行する研究の中で黄ストライプと黒ストライプの間には虹

色素胞が存在いることが観察されていた（図２1．A）(35)。そこで、今回新たに大阪大

図 20.色素胞に見られる突起状構造

(A-D)黒色素胞の突起構造。黒色素胞特異的なプロモーター制御下で、細胞膜

移行シグナルをつけた緑色蛍光タンパク質(EGFP：CAAX)を発現させた。(A-D)

黒色素を作れない変異体(brass)に導入した結果。(D)で示されるような領域を

観察した。黄ストライプの内部まで黒色素胞の突起構造（赤矢印）が伸びてお

り(A)、黒ストライプの中央部にある黒色素胞も突起を伸ばしており(B)、黒ス

トライプが途切れている部分では頭尾軸側に沿わず突起を伸ばしている(C)。

(E)黄色素胞欠損変異体（fms)の黒色素胞に EGFP：CAAX を発現させた。この変

異体の黒色素胞には突起状の構造は見られなかった。(F,G)黄色素胞の突起構

造。上記のような遺伝子導入を行った際、稀に黄色素胞でも EGFP:CAAX が発現

してしまう場合がある。これを観察すると黄色素胞の多くは突起のような構造

は見られない(F)ものの、まれに突起構造(赤矢印）を持つものも観察できた

(G)。スケールバー＝100μm
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学内の超高圧電子顕微鏡センターにこのストライプ間の電子顕微鏡観察を依頼した。

その結果、ストライプの境界にある虹色素胞の合間を通り抜けて、黒色素胞が長い突

起状構造を伸ばしていることが観察された（図２1．B,C）。 

IV章 総括 

図 21.模様形成部分の電子顕微鏡観察
(A)平田等により示された従来の色素胞の配置モデル。黒色素胞と黄色素胞の間には
S型虹色素胞があり、直接の接触はないように思われた。（B,C)新たな電子顕微鏡観
察結果。黒ストライプと黄ストライプの境界面を観察した写真と（B)その模式図（C)。黒
色素胞の突起が、S型虹色素胞を通り抜けて黄色素胞に接近している。スケールバー
＝10nm
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1節 結果のまとめと考察 

 今回の研究から、黄色素胞と黒色素胞それぞれに Delta-Notch シグナル経路の

Notch リガンド（deltaC, delta-like4）と Notch 受容体（ｎotch1a）が発現しているおり、

このシグナル経路の入力が黒色素胞の維持を助けていることがわかった。また、黒色

素胞内で Notch シグナルの入力を恒常的に活性化することで、黒色素胞の生存に黄

色素胞は必須ではなくなった。更に、黄色素胞に対して黒色素胞から長い突起上の構

造が伸びていることを発見した。 

 これらの結果から、in vivo で観察されていた「黄色素胞による遠距離での黒色素胞

の生存活性化」が、黄色素胞から黒色素胞への直接的な Delta-Notch シグナル経路

の入力を介して行われていることが考えられた（図２2）。 

2節 今後の課題 

 今回の研究において黒色素胞の生存がNotchシグナルの入力により維持されている

ことは分かった。しかし、このシグナルの入力ソースが黄色素胞に発現している Notch

リガンドであることは証明できていない。このことを証明するためには、黄色素胞特異

的に deltaC と delta-like4 遺伝子をノックダウンしてその効果を解析するしかない。 

また、このシグナル入力後のどのような遺伝子制御が黒色素胞の生存に重要である

図 22.黒色素胞の生存制御メカニズム仮説
 黒色素胞はながい突起状構造をもち、この構造が黄色素胞と接触するとその先端で

Delta-Notchシグナル経路の入力が起こる。この入力があった黒色素胞のみが生き残り、
入力が無いつまり突起が黄色素胞に接触していない黒色素胞は細胞死を起こす。
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かもまだわかっていない。これを証明するためには、野生型と Notch シグナルを阻害し

た個体で、黒色素胞同士をMicroarray解析で比較するという方法が考えられる。しか

し、Notch シグナルの阻害により黒色素胞は細胞死し、更に Notch シグナルの阻害個

体自体の取得が難しく、Notch シグナル阻害した個体から遺伝子発現の網羅的な解

析に十分な黒色素胞を多く集めることが難しい。 

今回黄色素胞へと伸びる黒色素胞の突起状構造を観察することができたが、この

構造と模様形成との関わりはいまだによくわからない。突起構造の観察は 1 だけに黒

色素胞に偶々膜融合型EGFPが発現することで観察できているので、狙った位置の黒

色素胞を観察することが難しい。また、この構造がどのような細胞内骨格を用いて出来

ているのかも全くわかっていない。今後は、この突起構造をより観察しやすい実験系の

構築とこの構造の解析をおこないたい。そして、この構造の長さ、方向性を変えた時に

模様がどのように変化するのかを調べたい。 

また、この突起構造の方向性がどのように決定されているのかも不明である。今回

観察した突起構造はほとんど近い黄色素胞に対して伸びていた。しかしながら、この

形成過程は未だにはっきと観察出来ておらず、どのように構造の方向性が決定されて

いくのかわからない。今後は、この構造の出来る過程を観察することで方向性がどのよ

うに決定されて行くのか観察したい。 

 また先行研究により、黄色素胞と黒色素胞の接触により黒色素胞の移動が活性化さ

れることが、反応拡散モデルでの「近距離での活性化」の実態の一つとして提唱され

ていた(12)。つまり、黒色素胞は近距離にある黄色素胞は忌避するが、今回見られた

ように遠距離にある黄色素胞には誘引されるという距離に依る反応の違いがあること

になる。これらの黒色素胞の黄色素胞に対する反応の違いがどのように形成されてくる

か、またどのように模様形成に重要になるかについても今後の課題となるだろう。 
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3節 反応拡散モデルの実態としての Delta-Notch シグナル経路 

 ゼブラフィッシュ体表模様形成の有力なモデルとして黒色素胞と黄色素胞の反応拡

散モデル（図７）が提唱されてきた、このモデルにおいて「黄色素胞の遠距離での黒色

素胞の生存活性化」の実態としては、拡散性の分子を介したものを想定していた。し

かしながら、今回の結果はDelta-Notch シグナル経路による直接的な接触に依って生

存の活性化が行われていることを示唆した。 

 しかし、今回の結果だけでは Delta-Notch シグナル経路が「黄色素胞の遠距離での

黒色素胞の生存活性化」の実態であるとは断定できない。今後の継続的な研究により、

この作用全体に関わる様々な分子の働きの解明が進めば Delta-Notch シグナル経路

の働きもより明確に解明されていくだろうと期待される。 
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