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緒 言 

 
造血幹細胞は全ての種類の血液細胞を生涯に亘って供給し続けられるという特殊な能力から、骨髄移植という形で白

血病などの難治性血液疾患に対する治療に応用されている。しかし、慢性的なドナー不足や移植後の免疫拒絶など、骨

髄移植には様々な問題点が残されており、骨髄移植によって全ての血液疾患を根治的に治療するのは難しいのが現状で

ある。一方、近年樹立された人工多能性幹細胞（iPS細胞）は生体のほぼ全ての細胞へ分化可能な万能細胞でありなが

ら、患者自身の細胞を用いて樹立できるため、“自家移植”という新たな移植医療への応用が期待されている。iPS細胞

から造血幹細胞を造り出すことができれば、ドナー不足や免疫拒絶の問題は払拭されるが、iPS細胞から造血幹細胞へ

分化誘導することは難しく、血液疾患に対する治療には応用できていない。iPS細胞は、細胞の“初期化”（リプログラ

ム）によって発生初期の多能性細胞と類似した性質を獲得した細胞であるため、iPS細胞から造血幹細胞へ分化誘導す

るには、胚発生期における造血幹細胞の発生過程を生体外で忠実に再現する必要がある。そのため造血幹細胞が生体内

でどのように制御されて発生するのかを分子レベル・細胞レベルで詳細に解明することが求められている［1］。 
ゼブラフィッシュはヒトと類似した血液の発生機構を有する脊椎動物でありながら、体外発生を行い、胚が透明であ

るため、特定の細胞を蛍光タンパク質で可視化することによって、発生過程をリアルタイムに追跡することができる。

そのため、造血幹細胞の発生メカニズムを解明するのに非常に優れた実験モデルといえる。 
発生過程において、造血幹細胞は血管との共通前駆細胞である血管芽細胞から分化して造られることが知られている

［2］。我々はこれまでに、ゼブラフィッシュを用いた研究から、造血幹細胞の発生には Notch と呼ばれるシグナル伝

達分子が必須な役割を果たすことを突き止めている。Notchは血管芽細胞の細胞膜上に発現し、Notchリガンドと結合

することによって活性化するが、血管芽細胞のうち、体節由来のNotch リガンドであるDlc およびDld を受け取り、

Notchを高く活性化させたものが造血幹細胞へと分化することが明らかになっている［3］。このことは、Notchの活性

化レベルによって、血管芽細胞の運命が血液系または血管系のどちらに向かうのかが決まることを示しており、Notch
の活性化レベルを制御することによって発生する造血幹細胞の数を制御できる可能性を示唆している。我々は最近、

Notchリガンドの1つであるJagged 2b（Jag2b）がゼブラフィッシュにおいて造血幹細胞の発生に必須であることを

見出した。そこで、本研究では Jag2b がどのような分子メカニズムで造血幹細胞の発生を制御するのかを突き止める

と共に、Jag2bの強制発現によって造血幹細胞を増幅させることができるかについての検討を行なった。 
 

方 法 

 
1． Jag2bの機能抑制および強制発現 
ゼブラフィッシュにおけるJag2b の機能を抑制するために、jag2b mRNA を特異的に認識し、その翻訳を阻害する

Morpholino oligo （MO）を一細胞期の受精卵へ3.5 ng注入した。また、Jag2bの強制発現を行うために、生体外で合

成したmRNAをMOと同様に受精卵へ注入した。 
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2． Jag2bの機能抑制および強制発現 
ゼブラフィッシュにおけるJag2b の機能を抑制するために、jag2b mRNA を特異的に認識し、その翻訳を阻害する

Morpholino oligo（MO）を一細胞期の受精卵へ3.5 ng注入した。また、Jag2bの強制発現を行うために、生体外で合

成したmRNAをMOと同様に受精卵へ注入した。 
3． Whole-mount in situ hybridizationおよび免疫組織化学染色 
注入した胚における遺伝子発現を野生型胚と比較するために、4% paraformaldehyde で固定し、標的遺伝子に対す

るDigoxigenin標識RNA probeを用いてWhole-mount in situ hybridization（WISH）を行なった。胚におけるNotch
の活性化状態を比較するために、Notch レポーター系統である Tp1:GFP の胚を固定し、ニワトリ抗 GFP 抗体、およ

びAlexa 488標識抗ニワトリ IgY抗体を用いて免疫組織化学染色を行なった。 
 

結 果 

 
1． Jag2bは体節におけてwnt16の発現を制御する 
ゼブラフィッシュ胚において jag2bは体節に発現するが、jag2bの体節における発現部位は血管芽細胞が直接接触で

きる場所ではなかったため、我々は Jag2b による造血幹細胞の発生制御には間に何か別のシグナル伝達分子を介して

行われているものと考えた。ゼブラフィッシュ体節にはwnt16、dlc、dld、vegfaaなどのシグナル伝達分子が発現して

おり、造血幹細胞の発生に関わっていることが知られている［4］。そこで、MO によって Jag2b の機能を欠損させた

胚において、これらの遺伝子の発現をWISHによって調べた。その結果、野生型胚に比べ、Jag2b欠損胚ではwnt16、 
dlc、およびdldの発現が低下していた（図1）。体節におけるdlcおよびdldの発現はWnt16による制御を受けている

ことが報告されているため［5］、Jag2b は体節のNotch シグナルを活性化し、wnt16 の発現を制御することで造血幹

細胞の発生を促進しているものと考えられた。 

 
図1．jag2b MO胚におけるwnt16、dlcおよびdldの発現解析 

野生型胚に比べ、jag2b MO胚では体節におけるwnt16、dlcおよびdldの発現が

低下する（矢尻）。スケールバー：100μm 
 
次に、Jag2bによってNotchが活性化する細胞において実際にwnt16が発現しているかどうかについて、Notchの

レポーター系統である Tp1:GFP を用いて調べた。Tp1:GFP 系統は Notch の活性化に伴って GFP を発現する系統で

あるが、体節におけるGFPの発現部位とwnt16の発現部位は互いに隣接するように分布しており、重複することはな

かった（図2）。このことはNotchの活性化細胞とwnt16の発現細胞が異なることを表しており、Jag2bによるwnt16
の発現制御の間にも少なくとも1つのシグナル伝達分子を介している可能性が高いと考えられた。 
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図2．jag2b、wnt16、およびTp1:GFPの発現解析 

ゼブラフィッシュ胚の体節において jag2b（左図赤）およびwnt16（右図赤）はそ

れぞれ Tp1:GFP（緑）の内側および外側に発現し、その発現部位は互いに隣接す

るように分布し、重複しなかった。スケールバー：50μm 
 
2． Jag2bの標的分子Ephrin A-L1の同定 
我々は次にJag2bの下流分子の候補としてEphrin分子に注目した。EphrinはEphと呼ばれる受容体に特異的に結

合し、そのシグナルを隣接する細胞へ伝達するため、今回の体節のシグナル伝達モデルに合致する。我々はEphrin分

子のうち、ゼブラフィッシュ体節に高発現するEphrin B2A（遺伝子名: efnb2a）およびEphrin A-L1（遺伝子名: efna1b）
の 2 つに注目し、その発現を野生型胚および jag2b MO 胚で比較した。その結果、efnb2a の発現には異常が見られな

かったものの、efna1b の発現が jag2b MO 胚の体節において大幅に減少していた（図 3）。また、野生型胚において

efna1b mRNAを注入し、強制発現を行なったところ、体節におけるwnt16の発現が上昇した（図4）。これらのこと

から、Jag2bは体節においてNotchを活性化し、Ephrin A-L1 – Ephのシグナルを介してwnt16の発現を制御し、さ

らにWnt16から硬節のdlcおよびdldの発現を増強することで血管芽細胞におけるNotchの活性を高めているものと

考えられた。 
 

 
 

図3．jag2b MO胚におけるefnb2aおよびefna1bの発現解析 
efnb2a（上図）には発現に変化が見られなかったが、efna1b（下図）は野生型胚に

比べ、jag2b MO胚の体節において著しく減少していた。スケールバー：100μm 
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図4．efna1b強制発現胚におけるwnt16の発現解析 

Control 胚（左図）に比べて、efna1b 強制発現胚（右図）では体節におけるwnt16
の発現が上昇した。スケールバー：100μm 

 
3． Jag2bの発現増強による造血幹細胞の増幅 
これまでの研究から我々は、Jag2bは体節におけるシグナル伝達を介して造血幹細胞の発生を制御することを明らか

にした。これらの結果は Jag2b が体節におけるシグナル伝達経路の最上位で働いている可能性を示唆しており、いわ

ば造血幹細胞への“運命決定スイッチ”としての役割を担っている可能性が高いと考えられる。そこで、jag2b mRNA
を野生型胚へ注入し、Jag2bを強制発現することによって造血幹細胞の数を増幅させることができるかについての検討

を行なった。ゼブラフィッシュの一細胞期の受精卵へ jag2b mRNAを50 pgおよび150 pg注入し、造血幹細胞が背側

大動脈に形成される受精28時間まで培養し、WISHによって造血幹細胞のマーカー遺伝子である runx1の発現を調べ

た。その結果、興味深いことに、50 pgの jag2b mRNAを注入した胚においては背側大動脈に出現する造血幹細胞の数

が増加したのに対し、150 pgのmRNAを注入した胚においては造血幹細胞の数が逆に減少していた。このことはJag2b
の適度な過剰発現では造血幹細胞の増幅が見込めるものの、過剰になりすぎると逆に造血幹細胞への分化を抑制してし

まうことを表しており、生体内ではJag2bによるNotchシグナルが適切な量に調整されていることを示唆している。 
 

 
図5．jag2bの強制発現による造血幹細胞の増幅 

野生型のゼブラフィッシュ胚へ jag2b mRNAを0、50、および150 pg注入後、受精28時間において造血幹細胞

のマーカーである runx1の発現を背側大動脈において比較したところ、0 pgの胚（上段左図）に比べ50 pgの胚

では runx1の発現が増加し（上段中央図）、150 pgの胚では逆に低下していた（上段右図）。下段のグラフは jag2b 
mRNAを0、50、および150 pg注入後、runx1の発現強度によって胚をhigh、medium、および lowの3段階

に分類したものを表す。50 pgの注入胚ではhighの割合が多いのに対し、150 pg注入胚では lowの割合が多くな

っている。スケールバー：100μm。 
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考 察 

 
本研究では、ゼブラフィッシュにおいてNotch リガンドである Jag2b による体節内のシグナル伝達経路を明らかに

し、造血幹細胞の発生メカニズムの一端を解明することに成功した。Jag2bによる造血幹細胞の発生制御は当初考えた

モデルよりも遥かに複雑なものであり、血管芽細胞に作用し、造血幹細胞の分化を促すまでにNotch receptor、Ephrin 
A-L1、Eph receptor、Wnt16、Wnt receptor、DlcおよびDldなど、少なくとも7種類以上の分子を介していること

が分かった（図6）。また、Jag2bの発現量をただ単純に増やしても、造血幹細胞が増えるというものではなく、Jag2b
によるシグナルがある一定以上を超えてしまうと逆に造血幹細胞の数が減少してしまうことから、体節におけるJag2b
の発現量を適切なレベルに保つことも不可欠であると言える。今後、Jag2b並びに体節におけるシグナル伝達分子を制

御することによって造血幹細胞の数がどのように制御されているのかについて、より詳細に解析を進めていく必要があ

る。 
 

 
 

図6．Jag2bによる体節内シグナル伝達のモデル 
遅筋前駆細胞に発現する Jag2b は速筋前駆細胞のNotch シグナルを活性化させ、Ephrin A-L1 – Eph を介して速筋

前駆細胞外側においてWnt16の発現を制御する。Wnt16はさらに硬節におけるDlcおよびDldの発現を制御し、血

管芽細胞のNotchシグナルを活性化する。Notchシグナルを受け取った血管芽細胞は造血性内皮細胞を経て造血幹細

胞へと分化を遂げる。 
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