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脊椎動 物 の発生 において 、Extracellularsignal－regulated‘kinase（Erk） は、脳 、体

節 、眼 、四肢、 耳な どの多 くの器 官形成 に重要 な役 割 を果 た してい る。 しか し、Erk

が脊椎動 物胚 のいつ、 どこで活 性化 され て、 どの よ うに多 くの器官 の形成 を制御 して

い るのか につ いては十分 に は理解 され てい なかった。 これ は 、脊椎動物 の胚発 生過程

で、Erk活 性化状態 を観 察す る実験 系が確 立 されていない こ とが要 因であ ると考 え ら

れ る。 ・

そ こで 申請者 は、Erk活 性化状態 を可視化す る脊椎動物 モデル を構築す るこ とを 目

的 に、FRET－basedErkbiosensorを 導入 したゼ ブラフ ィッシ ュ胚 の作製 を行 った。具

体的 には、ゼ ブ ラフィ ッシュのすべ ての細胞 で発現す る、EFIα プロモー ター制御 下に

FRET・basedErkbiosensorが 発 現す るベ クター を構築 し、To12シ ステム を利用 して、

トランスジ ェニ ックゼブ ラフィ ッシュライ ン 堰 皿Zα ：Erkbiosensoriを 樹 立 した。

Tg［EFIα ：’Erkbiosensor］，か ら得 られ た胚 で、FRET／CFPシ グナル を観 察す る と、リン

酸化Erk（pErk： 活性化型Erk） に対す る抗 体を用 いた免疫染 色パ ター ン と類似す る活

性化パ ター ンが得 られ た。 さらに、FGFRお よびMEKに 対す る阻害剤 を処理 した と

ころ、FRET／CFPシ グナル が、時間依存 的に低 下す るこ とを明 らかに した。以 上の結

果か ら、Tg［EFIα ：Erkbiosensor］ を使 って、脊椎動物 の胚発生過程 のErkの 活性 ダイ

ナ ミックスを観察す る実験 系が確 立で きた といえる。

Tg［EFIα ：Erkbiosensor］VtN’を用 いて、様 々なステー ジで、Erk活 性 の ライ ブイ メー

ジングを行い 、新規 にErk活 性化状態 のダイナ ミクスを明 らか に じ、 さらに、新 たに

活性化領域 を発見 した。原腸胚 期のembryonicmarginで はErkが 活性化 され るこ と

はこれ までに知 られてい るが、活 性化エ リアが時間経 過 とともに拡大す ることを新 た

に明 らか に した。体節形成期 の脳領 域で は、中脳一後脳境界 でのErkの 活性 は時 間経過

とともに増加す るが、後脳 では一過 的 に活性化 され るこ どを示 した。 さらに、尾部で

の活性 は、体節原基 で ある未分節 中胚葉 に由来す るもの と信 じ られてい るが、未 分節

中胚葉 に近 接す る細胞層 （axialstemcel1を 含む） で も活性化 さてい るこ とを発見 し

た。axialstemセellは 、体 の首 よ りも後 ろの構造 を作 りため、神経 系や 中胚葉系の細

胞 に分化す る幹細胞 で あ り、BMPやWntシ グナルが神経一中胚葉 への運命 決定 に関与

す ることが報告 されていた が、Erkの 関与 は報告 され ていなか った。そ こで、Erk活

性 を阻害 し、神 経 中胚葉 へ の運命決 定 を解析 した ところ、 中胚葉細胞 の減少 に伴い、

神経 系の組織 の過形成 が観 察 され た。 この結果 は、Erkが 神 経 中胚葉へ の運命 決定の

バ ランス を制御 す る可能性 を示唆 してい る。 したがって、 申請者 はゼ ブ ラフィ ッシ ュ

胚 でErk活 性化 状態 を可視化 す るシステ ムを構 築 し、Erkシ グナル の新規 の活性化領

域 と詳細 なダイナ ミクスの解 析 をお こなった。
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Erkの 活性 は、増殖 因子 な ど細胞外 因子 に依存 したシグナル によって活性化 され 、

細胞 レベル では、増殖 、分化 、ア ポ トー シス、移 動な ど様 々な生理現象 を制御 し、そ

の シグナル の破綻 は、発生 不全、ガ ンな ど疾病 に繋が る ことか ら、Erkシ グナル の時

空間的制御 機構 の理解 は、生物学 （特 に、発 生生物 学、細胞 生物 学）だ けでな く、 医

学的 にも重要 であ る。本研 究で は、 このErk活 性 の時空 間的制御機構 を解 明す る足 が

か りとして、脊椎動物 の胚発 生過程 を通 して、Erk活 性 をモ ニターで きるライ ブイ メ

ージ ングシステ ムの構築 を行 った。

申請者 は、EF1α プ ロモー ター に依存 してFRET－basedErkbiosensorが 発現す る

トラ ンス ジ ェ ニ ックゼ ブ ラ フ ィ ッシ ュ ライ ンTglEFIα ：Erkbiosensor］ を声 立 しk。

過去 の リン酸化Erk（pErk： 活性化型Erk） に対す る抗体 による免疫染色パ ター ン との

類似性 、お よび 、FGFR、MEKに 対す る阻害剤 に よるFRET／CFPシ グナル の低 下が

か ら、Tg［EFIor：Erkbiosensor］ を用い るこ とでErkの 活 性化 がライ ブイ メージ ング

でき るこ とが わか った。過去 にマ ウスで もFRET－basedErkbiosenSorを 用 いたTg系

統 は樹 立 され ていたが、マ ウスでは胚 が大 き く、母体 内で発 生 が進 むた め、胚発 生の

い？ 、 どこでErkが 活性化 され てい るか については報告 され ていなかった。 つま り、

申請者 の樹 立 したTg［EFIer：ErkbiosenSOi孫 統は、脊椎 動物 の発生過程 で、Erk活

性 をライ ブイ メー ジングで き る最初 の実験 系 として位置付 けるこ とができ る。

申請者 は、 この系 を活用 し、発生過程 でダイナ ミックに変化 す るErk活 性 の時空 間

的 なマ ップを完 成 させ た。 しか も、詳細 に観 察す る ことに よって、過去 に知 られ てい

なか ったErkの 活性 ダイナ ミクス、活性領域 を同定す るこ とに成功 した。例 えば、体

節形成 期 の脳領域 では、中脳 ・後脳境界 と後脳 でErkは 活性化 され るこ とが報告 され て

いたが、 中脳後 脳 境界 では、Erkは 数 時 間オーダー で活 性化 され続 け るの に対 して、

後脳 では、一過 的な活性 化 を示す こ とが明 らかになった。 この事実 は、 「Erkの 活性調

節 には、ラ ィーバ ック、フ ィー ドフォアー ドな どの異 なるシ グナル制御 システ ムが存

在 し、 しか も、その システ ムが、領域 、時期 特異的 に利用 されてい る」 可能性 を示唆

してい る。 また、申請者 は、axialstemcellを 含 むsecondarybody（ 首 よ り下の体）の

構 築に不可欠 なオーガナ イザー領域 において もErkが 活性化 されてい るこ とを示 し、

Erkが 幹 細胞か ら神 経系／中胚 葉系へ の分化 に関与す ることを示 した。

以上 の よ うに、本論文 は、初 めて脊椎 動物の胚でErkの 活性 をライブイ メー ジ ング

しただけで な く、そのシ グナル の活性化 ダイナ ミクス、複雑 さを明 らか に した もので、

学術上 、応 用上貢献す る ところが少 な くない。 よって審査委員一 同は、本論文 が博 士

（バイ オサイエ ンス）の学位 論文 と して価値 あ るもの と認 めた。


