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■原　著■　

序論 
後生動物の様々な動物種において、種固有の左右非

対称な器官形態がみられる。脊椎動物の内臓諸器官

は左右非対称な配置や形態を示す。左右軸の向きは

先行して決定される背腹軸、頭尾軸の情報をもとに

決定され、後期胚期から幼生期にかけて、頭尾軸、

背腹軸、左右軸の三つの体軸を参照しつつ内臓諸器

官の左右非対称な形態とその左右極性が確立する。

個々の内臓器官の左右非対称性の決定においては、

持続的に左側板で発現する転写因子pitx2 が左右極

性の確立に関与しており、その上流因子である成長

因子のnodal やpitx2 をノックアウトまたはノック

ダウンすると内臓逆位の頻度が高くなり、器官によっ

ては左右相称化が生じることが報告されている 1-3)。

　本研究は、最もダイナミックに左右非対称な形態

形成を行う腸管のぜんまい巻きの形態形成をテーマ

とする。当初は左右相称に形成される腸管が、胚発

生の進行に伴って如何なる分子群が働くことで loop
を描きそして腹腔内でコンパクトに種固有の複雑な

コイル状のパターンで折りたたまれていくのかにつ

いて解明することを目的として行う。

Abstract:  Xenopus laevis  is a good model organism for the study of gut morphogenesis dur-
ing larval development. Because its larva has a very translucent abdominal epidermis, we can 
make noninvasive observations consistently during gut coiling morphogenesis for a long time. 
Recently, we developed an in vitro  organ culture system that can recapitulate the early gut 
looping morphogenesis of Xenopus larvae. With a combination of in vivo and in vitro  experi-
ments, we have tried to elucidate the mechanisms of Xenopus larval gut coiling morphogen-
esis. In this study, we first observed the distribution of phosphorylated myosin (p-myosin) in 
the larval gut. Myosin-positive filamentous structures, which might correspond to gut smooth 
muscle cells, aligned in the transverse direction on the gut surface in the duodenum. Next, the 
cellular meshwork of the p-myosin-positive cells was organized by their circular and longitudi-
nal orientations. Anisotropic twisting of the meshwork was observed at the center of the coiled 
gut. A pharmacological approach using a gut organ culture system suggested that contraction 
by actomyosin interaction is essential for gut coiling morphogenesis. Administration of inhibi-
tors for myosin II ATPase and Rho-kinase significantly perturbed gut looping in vitro . Finally, 
we examined whether cell-to-cell communication by Wnt signaling is involved in the gut coil-
ing. Administration of Wnt inhibitors also prevented successful gut looping. Taken together, we 
propose that reciprocal contraction by peristaltic movement of the nascent gut smooth muscle 
cells is needed for proper gut coiling morphogenesis in anuran amphibians.
Keywords:  intestinal smooth muscle, myosin, actin, Wnt signaling, organ culture
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　得られた実験結果をもとに、ツメガエル幼生の腸

管の loop 形態形成の分子機構について考察した。

材料と方法
実験動物
本研究では実験動物として両生類無尾目ピパ科のア

フリカツメガエル Xenopus laevis を使用した。本研

究における利点として、初期のツメガエル幼生の腹

側では黒色素が少なく非侵襲的に腸管を観察するこ

とができる点が挙げられる。ツメガエルの受精卵は、

成体にヒト絨毛性 gonadotropin を雄 300 units、雌 
500 units を皮下注射して得た。得られた受精卵はチ

オグリコール酸ナトリウム (pH=8.6) により脱ゼリー

を行い、10％ Steinberg 氏液により洗浄し、16℃ま

たは 24℃の恒温器内で飼育し、目的の発生段階まで

飼育し、後期胚や初期幼生を実験に使用した。発生

段階は Nieuwkoop & Faber (1967) の発生段階表に

従って同定した 8)。

免疫染色
免疫染色は以下の方法で行った。免疫染色で使用す

るサンプルは 4% パラホルムアルデヒド /PBS (–) で
固定し、100％メタノールに置換した。メタノール下

降系列により PBST にサンプルを置換後、Blocking
を行い、一次抗体をサンプルに反応させた。一次抗

体反応後、PBST で洗浄し、Blocking 後に二次抗体

反応を行った。二次抗体反応後、サンプルを PBST
で洗浄後、PBS (–) に置換し、蛍光実体顕微鏡また

は共焦点レーザー顕微鏡 ( 以下 CLSM) で観察を行っ

た。　

　一次抗体として、平滑筋 actin の免疫染色には

anti-alpha-Smooth Muscle actin (SM-actin) mouse 
monoclonal antibody (Sigma-Aldrich Co., St. 
Louis, Missouri, USA)、リン酸化 myosin 軽鎖の

免疫染色には anti-phospho-Myosin Light Chain 2 
(Ser19) rabbit polyclonal antibody (Cell signaling 
Technology, Danvers, Massachusetts, USA)、
予備実験での骨格筋の免疫染色には 12/101 mouse 
monoclonal antibody known to recognize skeletal 
muscle (provided by the Developmental Studies 
Hybridoma Bank [DSHB]) の 3 種類を使用した。

　蛍光標識二次抗体として、Alexa Fluor 488 -
AffiniPure Fab Fragment goat anti-Mouse IgG 
H+L (ThermoFisher Scientific Co., Waltham, 
Massachusetts, USA)とGoat anti-Rabbit IgG (H+L) 
Secondary Antibody, DyLight 594 (ThermoFisher 
Scientific Co.) を使用した。

　細胞骨格構成分子が腸管の左右非対称性の確立に

関与している場合が知られている。myosin ファミ

リーに属する myosin I がショウジョウバエの腸管

および雄性生殖器の左右非対称性の確立に関与して

いることが知られている。ショウジョウバエが持つ

3 種類の myosin I のうち、Myo31DF が後腸の左右

非対称性の確立に関与している 4)。一方で、腸管の

loop 形成の方向を決めるメカニカルな機構に、腸間

膜の関与が報告されている。ニワトリ胚やマウス胚

の腸管の loop 形成の左右性については、腹腔と腸管

の背側を接続する背側腸間膜において、その左右で

細胞の大きさが変わることで腸管の loop 形成の方向

が決定され、これは腸間膜の左側特異的に持続的に

発現する転写因子pitx2 の制御下にある 5)。一方、ゼ

ブラフィッシュ胚においては、腸管の loop 形成の方

向は左右の側板中胚葉 (LPM) の非対称な遊走により

決定され、この LPM の遊走に細胞外マトリクスの

構成因子である laminin が関与している 6)。しかし

ながら、これらの研究をつなぎ合わせて、腸管にお

ける腸管の loop 形態形成を実現する機構を統合的に

理解する状況には至っていない。nodal => pitx2 の

左側での発現を軸とした脊椎動物胚の左右極性の遺

伝的カスケードの理解が進んでいる。しかし、器官

の loop 形成に関わる力の発生機序と力の発生の主体

の理解が充分進んでいるとは云えない。

　各器官において、左右軸の位置情報を基に前駆細

胞や器官原基の構成細胞が決まった方向性を維持し

て細胞増殖や細胞移動をすることで器官固有の左右

非対称な形態を形成していく過程については不明な

点が多い。この問題を解明するにあたり、幼生期

のツメガエルの腸管は、腹側から見て反時計回りに

loop 形成していく過程が観察でき、実験処理の左右

極性や loop 形態への影響を容易に判定できる利点が

ある。本論文はツメガエル初期幼生の形態形成期の

腸管において actomyosin の収縮が積極的に関与し

ていると予想し、ツメガエル幼生の正常発生におけ

る myosin の分布について調査した。更に、筆者ら

の独自の in vitro 器官培養系を用いて、この予想を

検証した。筆者らは、in vitro でツメガエル幼生腸管

が loop 形態形成を示す実験系を構築した 7)。この実

験系において、幾つかの特異的な阻害剤を投与する

ことで、腸管の loop 形態形成がどのように変化する

かを調査すると共に、腸管平滑筋の配向性の変化に

ついても調査した。最後に、どのような誘導因子が

腸管の loop 形態形成に影響を及ぼしているのかを調

査する端緒として、様々な器官形成系で多彩な役割

を果たす Wnt シグナル伝達経路が腸管の loop 形態

形成に関与しているのかについて調査した。



秋永　薫 他 :  ツメガエル幼生腸管の形態形成の研究　59

器官培養
ツメガエルの単離腸管の器官培養は以下の方法で

行った。腸管の coiling が開始される直前の st. 41
のツメガエル胚からウェッケルとピンセットを用

いて腸管を単離した。単離した腸管は抗生物質 ( ペ
ニシリン = ストレプトマイシン ) を添加した 70％ 
CO2-independent medium (Gibco) に投入し、24℃

の恒温器内で 1 日培養した。培養した腸管の形態を

looping, U-shape, No loop の 3 種の形態基準で排他

的に判定した。培養液には、actomyosin の収縮を阻

害する薬剤をそれぞれ 1 種類ずつ、0.01–0.1 µM( ± )-
Blebbistatin (1,2,3,3a-tetrahydro-3a-hydroxy-
6-methyl-1-phenyl-4H-pyrrolo[2,3-b]quinolin-4-
one; 非 筋 myosin Ⅱ ATPase 阻 害 剤 )9)、50 µM 
Y-27632 (trans-4-[(1R)-1-Aminoethyl]-N-4-pyridinyl-
cyclohexanecarboxamide dihydrochloride; 細胞運動

に関与する Rho-kinase の阻害剤 )10) を調整し、単

離腸管の形態への影響を調べた。同時に、同腹由来

で同じ温度履歴で培養した幼生の培養腸管を対照群

として利用した。一方、Blebbistatin の単離腸管へ

の投与に関しては培養液として HBSS with 10 mM 
HEPES を使用した。

　ツメガエルの腸管のぜんまい巻きの形態形成に

Wnt signaling が関与しているのかを調べるため

に、以下の実験を行った。単離腸管の組織培養系を

利用し、Wnt signaling を阻害する 10 µM Wnt C-59 
(4-(2-Methyl-4-pyridinyl)-N-[4-(3-pyridinyl)-phenyl] 
-benzeneacetamide; Wnt ligandの分泌阻害剤でWnt

受容体下流の細胞内 3 経路全てを阻害する )11) 処理

を行い、腸管の形態への影響を上記の 3 基準で判定

した。さらに、wholemount の st. 38–39 のツメガ

エル胚に 10 µM Cardionogen-1 (6-Cyclohexyl-3-(2-
furanyl)-1,2,4-triazolo[3,4-b][1,3,4] thiadiazole; Wnt
古典経路阻害剤 )12) で浸漬処理を行い、対照群が

stage 46 に到達した段階で腸管の形態の判定を行っ

た。

統計的判定
腸管の器官培養の系において、実験群とその同腹幼

生の対照群とに対して有意水準 1% または 0.1% で、

2X2 分割表の検定を行った。その際、それぞれの群

で looping が成功した例数に対して U 字止まりか

looping しない例数を比較した。

結果
ツメガエル幼生腸管の正常発生
ツメガエル初期幼生の腸管は、当初はほぼ直線状

であるが、腹側からみて次第に C 字を描くように

腹側膵臓を C 字の中に含むようなかたちで湾曲す

る (stage 42; 図 1)。やがて腹側膵臓は腸管の捩れ運

動に伴い幼生の左脇腹中央から右脇腹前方に向かっ

て大移動し、最初に括れて細くなる腸管領域である

十二指腸と隣接するようになる (stage 43)。その直

後から、腹側左前方領域の腸管が細く括れながら反

時計回りに回転運動をしつつ、薇 ( ぜんまい ) のよ

うな形状の長細い腸管をコンパクトに体腔内に収め

ていく形態形成運動を行う (stage 44 以降 )。

リン酸化myosinフィラメントの格子形成
ツメガエルの腸管において actin と相互作用する

myosin がどのように分布するのかについて、抗リン

酸化 myosin 抗体を用いた蛍光免疫染色を行ったツ

メガエル正常幼生を蛍光実体顕微鏡及び共焦点レー

ザー顕微鏡で観察した ( 図 2)。
　蛍光実体顕微鏡による観察では、リン酸化 myosin
軽鎖は stage 41-46 で腸管全体に分布しており、我々

が以前調査した SM-actinの漸増する分布とは分布の

仕方がやや異なっていた 7)。腸管のリン酸化 myosin
軽鎖をより高精細に観察するために、共焦点レー

ザー顕微鏡で stage 41-46 までの腸管の coiling が行

われる発生段階のツメガエル幼生を用いて観察した。

stage 41-42 までのツメガエル幼生の腸管では、リン

酸化 myosin 軽鎖のシグナルはフィラメント状の分

布を示さなかった。stage 43 幼生の腸管では、リン

酸化 myosin 軽鎖のシグナルは十二指腸領域で腸管

に対して横断方向にフィラメント状の分布を示した

図 1．アフリカツメガエル初期幼生腸管の巻きの形態形
成．stage 41-46 の正常発生している幼生の腹面から見
た腸管の巻きの様子．発生段階の同定は，Nieuwkoop & 
Faber (1967) に従った 8)．stage 44 以降は，腸管がぜん
まいのように回転しながら伸長しつつ巻き，長細い腸管
が腹腔内にコンパクトに収まる．上段の scale bar は 400 
µm，下段の scale bar は 200 µm である．

上段x3.2, 下段x4.0, st.46だけx5.0

st. 41

st. 45 st. 46

st. 43

st. 44

st. 42



60　Science Journal of Kanagawa University  Vol. 33, 2022

( 図 2A, B; それぞれ 2C の青と緑の□で囲まれた領

域 )。stage 44 幼生の腸管では、リン酸化 myosin 軽

鎖のシグナルは一部の loop 領域で格子状に分布し始

めていた ( 図 2D, E; それぞれ 2F の青と緑の□で囲

まれた領域 )。stage 45 幼生の腸管では、リン酸化

myosin 軽鎖のシグナルは格子状に配向し、なおかつ

coiling の中央部分では、腸管の長軸方向に沿って捩

じれていた。ツメガエル stage 46 幼生の腸管では、

リン酸化 myosin のフィラメント状のシグナルが腸

管の coiling の中央で顕著に長軸方向に捩じれて配向

していた ( 図 2G–I; I は G のフィラメントをトレー

ス像で、H は I の緑の□で囲まれた領域を撮影 )。こ

れらのフィラメント状のシグナルは、我々が以前報

告した幼生腸管の平滑筋特異的 actin の観察結果 7) と

比較参照すると、腸管平滑筋の分布を表していると

思われる。以上の抗 - リン酸化 myosin 抗体の免疫染

色の結果から、腸管の巻きの形態形成に actomyosin
の収縮が必要である可能性が示唆された。

actomyosinの収縮に対する Blebbistatin処理
の影響
筆者らはこれまでの研究で、stage 41 の loop 形成

A B

D E

G H

st. 43 st. 43

st. 44 st. 44

st. 46 st. 46

C

F

I

Fig. 2

図 2．腸管における抗－リン酸化ミオシン抗体陽性細胞の発生段階依存的な分布の変化．抗－リン酸化ミオシン抗体を用い
た蛍光免疫染色と共焦点レーザー顕微鏡による観察を組み合わせることによって，陽性細胞の染色像の 3D 再構築を行った．
A–C) stage 43 の幼生腸管においては，他の領域に先行して，十二指腸領域において腸管の長軸と直交する陽性細胞の配向
性がみられた．D–F) stage 44 の幼生腸管においては，十二指腸領域と coiling の中心領域において，腸管に横断する方向
に加えて長軸方向にも陽性細胞の配向性がみられた．G–I) stage 45-46 の幼生腸管においては , 陽性細胞の格子状の編み目
が組織されており，巻きの中心領域では格子状の編み目に捩れがあった．2C の水色の枠の領域は 2A の視野を，緑色の枠
の領域は 2B の視野を示す．また , 2F の水色の枠の領域は 2D の視野を，緑色の枠の領域は 2Eの視野を示す．A, D, G の
scale bar は 100 µm であり，B, E, H の scale bar は 40 µm．
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図 3．myosin II ATPase 阻害剤である Blebbistatin は，in 
vitro の単離腸管培養系において loop 形態形成を阻害した．
scale bars，500 µm．A) 図 4 の実験群と同じ温度で同じ時
間培養した同腹対照群の単離腸管の loop 形態形成を示す．
B–E) Blebbistatin は濃度依存的に loop 形態形成を阻害し，
loop しない単離腸管の頻度が増加した．

直前の腸管を単離し、in vitro で stage 43 の loop 形

成中期相当の形態まで loop 形成を再現する培養系

を作出した。この実験系では、単離腸管は組織自律

的に looping するところが面白い。一般的な細胞培

養では 5% CO2( 炭酸ガス ) を用いて培養液を細胞

増殖や機能発揮に最適な弱アルカリ性に保つ。今

回は普通の大気中で長期間 pH を弱アルカリに保

つ、CO2-independent medium (Gibco ブ ラ ン ド , 
ThermoFisher 社 ) を用いて、両生類体液の浸透圧

に合わせてこれを 70% に希釈することで、比較的簡

易なセットアップで腸管の loop 形態形成を再現する

ことが出来た。stage 41 で切り出すところが要諦で、

これよりも早い発生段階では、未熟な表皮組織と側

板中胚葉 ( 腸管を被う平滑筋の起源組織 ) との分離

が悪く、腸管原基を体表面の表皮からきれいに分離

することが出来なかった。

　腸管の looping に actomyosin の収縮が関与して

いるのか調べるために、in vitro の腸管の器官培養

系を用いて単離腸管に Blebbistatin を投与した ( 図
3)。対照群においては、腸管が looping しているサ

ンプルの頻度が多数であった (n=56/72: 図 3A)。0.01 
µM Blebbistatin 処理群では、対照群と比較して

U-shape や No loop を示すサンプルの頻度が増加し

A B

C D

control 0.01 µM

0.1 µM0.05 µM

n=72

n=144

n=71

E

Fig. 3

Blebbistatin Blebbistatin

Blebbistatin た (n=49/71: p <0.001: 図 3 B)。0.05 µM Blebbistatin
処理群の腸管では U-shape や No loop を示すサンプ

ルが殆どであった (n=72/72: p <0.001: 図 3C)。0.1 
µM Blebbistatin 処理群でも腸管は U-shape や No 
loop の頻度が対照群と比較して増加した (n=63/72: p 
<0.001: 図 3D)。

ツメガエル幼生単離腸管に対するROCKの効果
actin 細胞骨格は Rho kinase (ROCK) により細胞内

に集積することが知られている 13-14)。今までの観察

結果では腸管において平滑筋特異的 SM-actin が高

度に配向していることから、この SM-actin の配向

に ROCK が関与していると予想した。そこで我々

は ROCK の機能を阻害する Y-27632 を単離腸管に

投与した。その結果、対照群では n=47/60 で腸管

が looping を示し、n=9/60 で腸管が U 字形を示し、

n=4/60 で腸管が No loop であった。一方、50 µM 
Y-27632 処理群では全ての腸管の looping が完全に

停止していた (n= 57/57: p <0.01: 図 4C)。対照群と

実験群の単離腸管を抗 SM-actin抗体を用いた免疫染

色に供した。その結果、実験群の単離腸管では対照

群に較べて SM-actin のフィラメント形成の成功率

が低かった。対照群では n=17/23 で腸管に SM-actin
フィラメントが生じており、50 µM Y-27632 処理群

では n=13/21 で SM-actin フィラメントは見られな

かった ( 図 4B–B’)。これらの結果から ROCK が腸

管の SM-actin フィラメントの形成に関与している

ことが示唆された。

　以上の in vitro 器官培養系を用いた実験結果から

も、腸管の coiling に actomyosin の収縮および適切

な配向が必要であることが示唆された。

ツメガエル幼生単離腸管に対するWnt経路阻害
剤の効果
分泌因子 Wnt がツメガエルの消化管で発現している

ことが先行研究で報告されている 15)。腸管の形態形

成に Wnt シグナルが関与していると予想し、単離し

た腸管において Wnt シグナルを阻害した場合に腸管

の looping に影響を与えるのかを検討した。阻害剤

として Wnt シグナルの下流 3 経路全てを阻害する

Wnt C-59 で単離した腸管を処理した。その結果、対

照群では n=49/60 で腸管の looping を示し、n=9/60
で腸管が U 字形を示し、n=2/60 で腸管は No loop を

示した ( 図 5A, G)。10 µM Wnt C-59 処理群におい

ては n=26/60 で腸管は looping を示し、n=28/60 で

腸管が U 字形を示し、n=6/60 で腸管は No loop を

示した ( 図 5B–D, G)。この投与実験では対照群に比

べて実験群で腸管の looping に支障をきたすサンプ
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ルの頻度が上がった (p <0.01)。この結果から、腸管

の形態形成に Wnt シグナルが関与している可能性が

示唆された。さらに、Wnt-C59 を投与したサンプル

を用いて抗 SM-actin 抗体による免疫染色を行った。

その結果、対照群は n=8/12 で腸管に SM-actin フィ

ラメントが形成されていたが、10 µM Wnt C-59 処

理群では n=9/12 で SM-actin フィラメントは形成さ

れていなかった ( 図 5E, F)。この結果から、腸管の

SM-actin フィラメントの形成に Wnt シグナルが関

与する可能性が示唆された。

　Wnt シグナルを構成する 3 種類の受容細胞内下

流経路の中で古典経路 (Wnt/β-catenin 経路 ) を阻

害する Cardionogen-1 を用いてツメガエル後期尾芽

胚期から wholemount で浸漬処理を行った。10 µM
処理群の多数の幼生で腸管の異常な looping を示し

た (n=95/143)。その中で、一部の個体の腸管では

腸管の巻きに左右非対称性を示さない個体が生じた

(n=44/143: 図 6B)。この結果から、腸管の形態形成

に Wnt シグナルの古典経路が関与している可能性が

示唆された。さらに、Cardionogen-1 処理したサン

プルを抗 -smooth muscle actin 抗体 ( 抗 SM-actin 抗

体 ) で免疫染色を行ったところ、対照群では腸管全

体にシグナルが見られたが、10 µM 処理群では SM-
actin が分布しない領域が生じていた ( 図 6 E, F)。こ

の結果から、腸管平滑筋の分布に Wnt シグナルの古

典経路が関与している可能性が示唆された。

討論
脊椎動物の腸管は、消化吸収を担う消化管上皮構造

と高度に組織化し蠕動運動を担う平滑筋による筋構

造を有する。発生過程において腸管の消化管上皮が

control 50 μM Y-27632

A A’

B B’

C

n=60

n=57

Fig. 4

control Wnt C-59

Looping

U-shape No loop

A B

C D

G

Looping

Wnt C-59 Wnt C-59

E F

n=60

n=60

Fig. 5図 5．Wnt シグナル伝達経路特異的阻害剤である Wnt-C59
は単離腸管の loop 形態形成を阻害した．A) 図 5 の実験群
と同じ時間培養した同腹対照群の単離腸管の loop 形態形
成を示す．B-D, G) 10µM Wnt-C59 を含む培養液中で 1 日
培養した単離腸管においては，対照群と較べて loop 形態
形成の成功率が大幅に低下した．E, F) in vitro の単離腸管
培養系では，SM-actin 陽性細胞の腸管の円周方向の配向
性は認められたが，10µM Wnt-C59 存在下では配向性が認
められず，SM-actin の発現量も大幅に低下した．図 5A-D
の scale bar は 500 µm, E, F は 100 µｍ．

図 4．ROCK(Rho kinase) の阻害剤 Y-27632 の投与は，単
離腸管の loop 形態形成を強力に阻害した . A, B は同腹
対照群の単離腸管，A' と B' は投与群の単離腸管を示す．
A', C) Y-27632 を投与しながら単離腸管を 1 日培養した
後には，腸管は全く巻かなかった．B, B') 平滑筋特異的
な SM(smooth muscle)-actin に対する免疫染色の結果 . 
Y-27632 は SM-actin の発現を抑制し，その配向性が失わ
れた標本が多かった．scale bar は A, A' では 500 µm, B, B'
では 100 µm．
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図 6．Wnt シグナル伝達経路のうち古典経路特異的阻
害剤である cardionogen-1 のツメガエル初期幼生への投
与は腸管のぜんまい巻きの形態形成を阻害した．A-D) 
cardionogen-1 に浸漬しながら 2 日間培養した幼生 (B, D)
においては，同腹対照群 (A, C; stage 46) に較べて腸管の
腹側からみて円周方向の巻きが大幅に低下し，背腹方向に
のみ蛇行した．E, F) 抗 -SM-actin 抗体を用いた免疫染色
の結果から，cardionogen-1 投与によって捩れを伴った腸
管平滑筋の格子状の配向が大幅に乱れた．E は対照群，F
は cardionogen-1 投与群．scale bar は , それぞれ , A, B で
は 500 µm, C, D では 1 mm, E, F では 50 µm．

その面積を拡充する際には、腸管は伸長しつつ、か

つ同時に固有のパターンで巻いて折りたたまれ、左

右非対称な形態形成を行う。筆者らは、高い透明性

をもつアフリカツメガエル初期幼生を用いて、「幼若

な腸管の形態形成にはその平滑筋の actomyosin 系の

時空間的に制御された収縮活性が必要である」との

作業仮説をもとに実験研究を行った。

　筆者らの先行研究として、平滑筋特異的 actin 
(SM-actin) の分布と配向を可視化するために、

wholemount のツメガエル幼生をサンプルとして抗

-SM-actin 抗体による免疫染色を行った。その結果、

ツメガエル初期幼生の腸管においてSM-actinの発現

領域が発生段階依存的に拡大していくことを見出し

た。さらに、腸管の長軸 ( 伸長方向 ) に直交する円

周方向に腸管平滑筋がまずは配向し、次いで腸管の

軸に沿った長軸方向に腸管平滑筋が配向することも

発見した 7)。こうして生成された腸管平滑筋がつく

る縦横の格子には、腸管の巻きの中心のみで異方性 

(anisotropy)を示す捻じれが生じることも新たに見出

した 7)。今回は、SM-actin と相互作用し物理的な力

を発生する myosin の配向を、SM-actin と同様に免

疫染色により可視化した。活性化した状態の myosin
を検出する抗リン酸化 myosin 軽鎖抗体を用いた免

疫染色により、ツメガエル正常胚の myosin につい

ては、SM-actin の場合と同様に、腸管においてまず

横断方向にリン酸化 myosin 陽性細胞が配向し、次

いで腸管の軸に沿った長軸方向にリン酸化 myosin
陽性細胞が配向した ( 図 2A–F)。リン酸化 myosin 陽

性細胞の縦横の格子にも、抗 -SM-actin 抗体で染め

た場合と同様に、腸管の巻きの形態形成の中心のみ

で異方性を示す捻じれが生じていた ( 図 2G–I)。SM-
actin ならびにリン酸化 myosin に対する 2 つの抗体

で染まった細胞は、共に腸管平滑筋細胞であると思

われる。これら二つの相互に符合する発見は、捩れ

を伴った機械的な力が腸管の左右非対称な巻きの形

態形成に関与していることを示唆している。

　我々の先行研究において、myosin II ATPase の

阻害を通じて actomyosin の相互作用を阻害する

Blebbistatin をツメガエル後期胚から初期幼生期に

かけて投与した。その結果、腸管は巻きの形態形成

の程度が弱まるか、左右相称に背腹方向のみに蛇行

し螺旋状には巻かなくなった 7)。しかしながら、こ

の wholemount の実験系では Blebbistatin 投与に

よる他の組織への影響が副次的に腸管の巻きにも

影響をもたらして腸管の形態形成が阻害されたに

すぎないとの虞があった。そこで今回筆者らは in 
vitro で腸管の巻きの形態形成を評価するモデル培

養系の作出を行い、Blebbistatin を投与した。器官

培養系での Blebbistatin 投与によっても著しく腸管

の loop 形成が妨げられた結果からは Bleebistatin の

wholemount への投与の系でも腸管平滑筋がその標

的になっていたことが示唆され、腸管平滑筋の収縮

は腸管の loop 形成に必要であることが示唆された。

　筆者らの先行研究において、独自の腸管外植体

培養系において薬剤投与実験を行った。actin 重合

阻害剤 CK-666、myosin light chain kinase 阻害剤

ML-9、calmodulin アンタゴニスト W-7 の 3 薬剤を

それぞれ投与することで actomyosin の収縮を阻害

し、外植体への影響を評価した。いずれの薬剤投与

群でも、巻きの形態形成を行う外植体の頻度が対照

群に較べて有意に低下した ( いずれもp < 0.01)7)。今

回、actin 細胞骨格の集積に関与する ROCK に特異

的な阻害剤 Y-27632 を投与した単離腸管は全く巻か

なかった ( 図 4)。この結果は、in vitro の器官培養系

で Blebbistatin を投与した結果と符合する。従って、

二つの実験を考え合わせると、腸管のぜんまい巻き

Control 10 µM Cardionogen-1

A

C

E

B

D

F

Fig. 6
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の形態形成において actomyosin の関与は非常に強く

示唆されたといえる。

　そこで次に筆者らは、actomyosin の作用の上流

に位置する、腸管の巻きを司る細胞間シグナル伝

達経路を探索することにした。筆者はここでツメ

ガエル後期胚 - 幼生期 - 変態期の腸管においてリガ

ンドや関連分子が発現している分泌因子 Wnt のシ

グナル伝達経路に注目した 16-21)。Wnt リガンドの

分泌を阻害する阻害剤 Wnt C-59 を単離腸管に投

与したところ、腸管が巻く頻度が低下した。また、

Wnt シグナルの受容細胞内 3 経路のうち古典経路

(canonical pathway) のみを阻害する Cardionogen-1
を wholemount の幼生に投与したところ、ツメガエ

ル幼生の腸管の巻きは弱まるか、停止した。これら

の結果から、腸管の巻きの形態形成に Wnt シグナ

ル伝達経路、特に古典経路が関与していることが示

唆された。ROCK は Wnt の主要な下流因子のひと

つとして知られている 22-23)。図 4 の実験結果におい

て、Y-27632 投与で腸管の loop 形成は劇的に止まっ

たので、今後は、腸管の形態形成において ROCK が

Wnt の下流因子として機能するのかについて様々な

角度から研究したいと考えている。

　本研究は、(1) リン酸化 myosin を発現する腸管平

滑筋の分布のin vivo での観察、ならびに、(2) 阻害

剤投与を組み合わせた腸管外植体の in vitro 器官培

養系 ... の二つの実験を有機的に組み合わせてツメガ

エル初期幼生の腸管の形態形成の機構を解析した。

得られた一連の実験結果から、腸管が巻き始める初

期幼生期のツメガエル腸管では actomyosin の相互作

用依存的に腸管が loop し、折りたたまれて巻くこと

が判った。腸管平滑筋が時空間依存的に格子状に配

向し、そして捩れることが、腸管の coiling を駆動す

ることも判った。in vitro での実験系が構築できるよ

うになり阻害剤実験が成立していることの背景とし

ては、ツメガエル幼生においては、巻きの形態形成

はかなりの程度、腸管自律的に行われることが挙げ

られるであろう。

　まとめると、初期幼生期での actomyosin の相互作

用により生じる収縮力が、筋肉性器官である腸管の

正常な巻きのパターンの確立に不可欠であることが

本研究により明らかとなった。Nascone-Yoder らの

研究グループは、ツメガエル幼生の消化管上皮の細

胞間に発生する力が消化管の伸長に寄与すると主張

している 24)。今後は、腸管平滑筋の収縮力ならびに

消化管上皮の発生する力の大きさや方向性の測定な

どを通して、我々の実験結果と Nascone-Yoder らの

研究とを包含した説明原理の構築が求められる。

今後の展望
今後の展望としては、actomyosin の蛋白質の合成と

収縮の力が、時空間的にどのように制御され、遺伝

的に種固有の折りたたみパターンにつながる loop 形

態形成に統合されていくのかを解明することを目的

に実験研究を行う必要がある。また、アフリカツメ

ガエルは代表的なモデル両生類であるが、アフリカ

ツメガエル幼生で知見が得られた腸管の loop 形態形

成のメカニズムが無尾目両生類一般にとってどこま

で保存されていて、適用可能なのかについて、本邦

の在来種などの非 - モデル無尾目の幼生を用いて明

らかにしていきたい。更には、脊椎動物において最

も再生力の強い有尾目のアホロートルやイモリの幼

生の腸管は無尾目幼生ほどは巻かないが、遺伝的に

決まった一定のパターンで湾曲することを踏まえて、

有尾目の腸管の左右非対称な形態形成と無尾目のそ

れとの共通点と相違点を比較発生学的な手法で明ら

かにしていきたい。
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