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序論 
動物は大きく分けて 2 種類のモーター蛋白質系をも

つ。微小管と相互作用する kinesin・dynein 系と、

actin と myosin の相互作用による actomyosin 系の

二つである。これらのモーター蛋白質は ATPase を

コードする領域を機能ドメインとして有しており、

ATP を加水分解する前後でそのエネルギーによって

著しい構造転換を生じ、それぞれが相互作用するフィ

ラメント上で運動を行う。本研究が注目する actin–
myosin の相互作用による actomyosin 系は、細胞分

裂や筋収縮などの生命現象に直接的に関与している

ため、その研究は非常に活発に行われてきた。actin
は球状 actin (G-actin) がサブユニットとして複数が
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る。そのため、胚発生における心臓の形態形成時の

ルーピングに actomyosin 系の収縮が関与しているこ

とが予想される。

　本研究を行うにあたり、アフリカツメガエルを実

験動物として選択した。アフリカツメガエルは体外

受精により受精卵を得られるため、胚の初期発生か

ら実験処理を行い、長期に亘り経過観察が出来るこ

とが利点として挙げられる。また、ツメガエル幼生

を腹側から観察した時に黒色素胞が少ないため、心

臓を非侵襲的に観察できることが研究を行う上での

利点として挙げられる。アフリカツメガエルの心臓

は左右非対称な形態形成を胚発生の途中から行い、

脊椎動物一般の心臓で見られる遺伝的にコントロー

ルされた左右性を示す。そのため、研究で得られた

知見は脊椎動物の心臓の形態形成にも普遍的に適用

できる可能性がある。上述のように、アフリカツメ

ガエル幼生の透明度を活用することで、心臓のルー

ピングに関する研究を行う上でモデル生物として最

適である。そのため、本研究ではアフリカツメガエ

ル胚を用いて心臓の形態形成における actomyosin 系

の役割を研究することにした。

　次に心臓の形態形成について述べる。心臓は心筋

の絶え間なく律動的な収縮によって血液を全身に送

ることで、身体の随所の組織細胞に栄養や酸素を供

給する。心臓は予定心臓中胚葉から分化する。初め

に胚の前方左右両側の心臓形成予定領域から造心中

胚葉が分化し、次いで心内膜原基が形成され、これ

ら左右一対の原基が胚の正中に移動する。その後、

左右両原基は正中で融合し、一本の原始心筒を形成

する。この原始心筒が種ごとに遺伝的に決まった向

きにルーピングすることにより、心臓が正常に形成

される。

　心臓のルーピングに関する研究の多くはニワトリ

やマウスの胚を用いて行われている。その一つの例

としてhand とよばれる遺伝子がある。マウスの心

臓において basic helix-loop-helix(bHLH)Factor 構造

をコードするドメインを持つehand とdhand が原

始心筒で局所的に発現することが発見され、マウス

の心臓のルーピングにehand が関与していることが

示唆された 6)。その後にニワトリの心臓においても、

ehand とdhand が心臓のルーピングに関与している

ことが分かり、これらの遺伝子をノックアウトする

と心臓のルーピング不全が生じることも分かった。

また、この 2 種類のhand 遺伝子は心室形成にも関

与しており、dhand (hand2) は左右両方の心室形成

に、ehand (hand1) は左心室の形成のみに、それぞ

れ関わっていることが明らかになった 7)。さらに、

心臓のルーピングに特定の蛋白質が局所的に発現す

鎖状に結合することで繊維状 actin (F-actin) を形成

する。また、哺乳類と鳥類の actin では 6 種類のア

イソフォームが存在し、その内の 4 種類は骨格筋、

心筋、平滑筋にそれぞれ発現していることが知られ

ている 1)。actin と相互作用する myosin は重鎖と軽

鎖の 2 種類のサブユニットにより構成される蛋白質

複合体であり、myosin が持つ ATP 結合部位で ATP
を加水分解して得た化学エネルギーを首振り運動に

よる運動エネルギーに変換して actin 上を移動する

ことで、筋肉では筋収縮が生じる。myosin は多数

の種類が存在し、大きな蛋白質ファミリーを形成し

ている 2)。また、myosin ファミリーは旧口動物と

新口動物の間でも広く保存されている。例えば、節

足動物のモデル生物であるキイロショウジョウバエ

Drosophila melanogaster は 3 種類の myosin I 遺伝

子を持ち、新口動物のモデル生物であるアフリカツ

メガエルXenopus laevis は 7 種類の myosin I 遺伝

子を持っている 3)。

　本研究は、両生類アフリカツメガエルの心臓に

おける形態形成を研究テーマとし、そこに actin と

myosin の複合体である actomyosin 系が積極的に

関与するとの作業仮説をもとに、薬理的手法および

免疫染色法により研究を行った。脊椎動物の胚期の

心臓の血流は頭側から見て時計回りに流れる。心臓

は原始心筒とよばれる一本の管状構造が捩じれるこ

とでルーピングし、形態形成を行う。しかし、この

原始心筒がどのような要因で捩じれるのか、細胞力

学的なプロセスはよく分かっていない。我々は、原

始心筒の捩じれについて、遺伝的な制御に基づいて

組織細胞群が方向性を保って収縮し、各細胞の収縮

の連携が細胞間で厳密にコントロールされたアウト

プットとして捩じれるのではないかと予想してい

る。生体内で力学的な力を発生させる代表的な器官

として筋肉が挙げられる。筋肉を構成する筋線維は

myosin フィラメントと actin フィラメントの相互作

用により力学的な力を発生させる。actin と myosin
の挙動は in vitro での実験や細胞レベルでの研究が

多く、組織・器官レベルでの研究は少ない 4)。また、

胚期や幼生期の未熟な筋性組織において、細胞骨格

の構成因子がどのようにその形態形成に関与し、成

熟していくのかは不明な点が多い 5)。そのため、in 
vivo および wholemount での、actomyosin 系の挙動

や形態形成への関与を実験発生学的に研究すること

は非常に意義深いと考えられる。心臓は収縮性器官

としての機能を果たすために心筋や平滑筋を豊富に

含んでおり、これらの筋肉を構成する actomyosin も

当然のことながら minor isoform を含めて多分に含

まれ、組織内でシステマティックに構造化されてい
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ることで関わっているとの報告が散発的になされて

いる。心臓のルーピングにおいて、myosin II の関与

が報告されている 8)。Flectin と呼ばれる myosin 様
蛋白質はマウスの原始心筒のルーピング中に局所的

に発現していることが免疫染色法により分かり、心

臓のルーピングに関与していることが示唆された 9)。

また、この Flectin が左右非対称性の確立に関与する

pitx2 の下流で予定心臓領域で発現していることがニ

ワトリ胚で報告されている 10)。その後、この Flectin
が非筋 myosin II 蛋白質であることが示され、ニワ

トリ胚やマウス胚を用いた実験から、哺乳類の心臓

のルーピングに actomyosin 系などの細胞骨格分子

が必要であるとの方向性を示唆したことに、Linask
ら (2002) のグループの研究の意義がある。さらに、

心臓のルーピングの方向は脊椎動物で保存されてお

り、ゼブラフィッシュやニワトリの心臓は腹側から

見て右巻きを示す。この 2 種の動物種の心臓のルー

ピングにおいて、BMP4 シグナルの下流経路である

Prrx1 が原始心筒の右側で発現することで BMP シ

グナル依存的に心筒が右巻きにルーピングすること

が示されている。同様の報告がマウス胚でもなされ

ているので、心臓のルーピングの方向決定に関与す

るシグナル経路が脊椎動物の間で進化的に保存され

ていることが示唆されている 11)。

　myosin ファミリーに属するmyosin I が腸管およ

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。ショウジョウバエは 3 種類の

myosin I を持ち、その中の一種であるMyo31DF が

後腸 ( 背側から見たときに右に曲がる ) の左右非対

称性の確立に関与していることが、左右性の逆位を

示す突然変異体の解析から明らかにされた 12)。また、

アフリカツメガエル胚においては、内臓の左右非対

称性にmyosin I が関与していることが示された 13)。

従って、前口動物と後口動物の双方にまたがって、

内臓の左右非対称性の確立にはmyosin I が関与する

ことが進化的に保存されている可能性が考えられる。

　本研究で用いたアフリカツメガエルの心臓の形態

形成は、非常によく観察されている。Kolker et al. 
(2000) の研究によると、アフリカツメガエル胚 / 幼
生の心臓形成は、st. 27（受精後 31 時間）で心臓原

基が頭部側で狭くなる三角州状の形態を示す 14)。st. 
31（受精後 38 時間）で、この三角州状の心臓形態

は尾部側の領域が徐々に狭くなる。st. 33/34 ( 受精後

42 時間）で心臓は管が長軸に対して雑巾絞りのよう

に捩じれ始め、st. 35（受精後 50 時間）で遂に S 字

状の形態になる。st. 41（受精後 76 時間）から心筋

が心室に密集し始める。st. 46（受精後 106 時間）で

心房が形成され、腹側から観察した時に心室と流出

路が見られる。

　心臓の形態形成で特徴的な点は、一本の管構造が

捩じれる形で管全体が蛇行しルーピングすることで

ある。これらのルーピングに関与する遺伝子や機構

は断片的にわかってきているが、組織細胞個々の形

態やその相互作用の位置関係を加味した上で器官の

ルーピングが理解されているわけではなく、その機

構には不明な点が多い。この器官のルーピングが着

実に実行されるにあたり、遺伝的な発生プログラム

の支配下で何らかの力学的な力が関与していること

が予想される。心臓には心筋が豊富に含まれている

ことが自明のこととして扱われているが、我々は左

右非対称性発生の一種の調節因子として心筋が機能

しているのではないかと考えた。本研究では、その

作業仮説を証明する手段として、心臓がループ形成

する直前の発生段階で actomyosin の相互作用を調節

する薬剤を投与することを出発点として実験研究を

行った。

　本研究では主に筋肉関連マーカーを抗原とする

抗体を用いた免疫染色法と、3 種類の薬剤を用いた

浸漬処理を主な方法として研究を行った。ツメガ

エル胚・幼生は体外発生なので、薬剤への浸漬に

よる投与から洗浄まで、一定の発生段階の間だけ

に作用させることが出来る。薬剤実験の最初には、

actomyosin を構成する myosin の機能を阻害した場

合に心臓への影響を調べた。myosinの阻害剤として、

Blebbistatin と呼ばれる非筋 myosin II ATPase 阻害

剤を用いた。Blebbistatin は myosin II の ATPase
によって生産された燐酸の放出を抑制することで

myosin II の機能を阻害する 15)。この Blebbistatin
は細胞生物学の分野でよく用いられる薬剤であり、

例えば、細胞のストレスファイバーの形成の阻害に

用いられる。本研究の研究目的に適い、なおかつよ

く特徴付けされてその作用機序が詳細に解明されて

いる利点があることから、myosin II の阻害剤として

Blebbistatin を使用した 16)。Blebbistatin を投与した

実験群のツメガエル幼生では、心臓の低形成を示し

た。この観察結果をふまえて、次に myosin II の機

能を逆に促進 (強縮 )した場合にツメガエルの心臓

の形態への影響を調べたいと考えた。myosin II の促

進剤として Omecamtiv mecarbil を本研究で使用し

た。この薬剤は心筋myosin II ATPase促進剤であり、

myosin II で生産されたリン酸の放出を促進する 17)。

つまり、Omecamtiv は効果として Blebbistatin と対

極に位置しているため、Blebbistatin の実験結果と

対比することができると考え、この薬剤を本研究で

使用した。意外にも、myosin II の機能を促進した

場合にも myosin を阻害した場合に似た心臓の低形
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成を示した。これら 2 種類の、分子レベルでは相反

する作用を示す薬剤を用いた研究により心臓の低形

成がみられ、心筋の凝集がみられたことから、心筋

の適切な収縮が心臓の正常な形態形成に必要である

ことが示唆された。そこで 3 番目に、心臓の低形成

とは対照的に過形成を生じさせることでの心筋に及

ぼす影響を調査した。心臓の過形成を誘起する薬剤

として Phenylhydrazine hydrochloride を使用した。

この薬剤はゼブラフィッシュの心臓おいて過形成を

誘起することが先行研究により報告されており 18)、

両生類のアフリカツメガエルでも心臓の過形成を誘

起できると予想して、この薬剤を本研究で使用した。

Phenylhydrazine 処理により、心室および将来動脈

円錐に分化する流出路の過形成が生じ、対照群に比

べて実験群の心筋では束化が観察でき、心臓の正常

な形態形成には適切な心筋の収縮が必要であること

が示唆された。

　これらの実験結果をもとに、心臓の形態形成にお

けるactomyosin系の役割について考察する。さらに、

器官の左右非対称性の確立における actomyosin 系の

役割についても考察し、今後の本分野の展望を述べ

る。

材料と方法
実験動物
アフリカツメガエル Xenopus laevis 
南〜中央アフリカ原産のカエルである。生殖腺刺激

ホルモン注射により通年で卵を得ることができる。

体外受精で受精卵を得ることができ、発生段階の初

期から観察できる。本研究における利点として、初

期のツメガエル幼生の胸部腹側では黒色素が少なく

非侵襲的に心臓を観察することができる点が挙げら

れる。

使用薬剤
（±）-Blebbistatin (1,2,3,3a-tetrahydro-3a-hydroxy-
6-methyl-1-phenyl-4H-pyrrolo[2,3-b]quinolin-4-
one)
分子式 C18H16N2O2， 分子量 292.3
非筋 myosin Ⅱ ATPase 阻害剤である。actin 線維と

myosin 線維の間で生じる収縮において、myosin 頭

部にある ATPase に ATP が結合し、分解され、ADP
と無機リン酸 Pi を放出することで機械的な力が生

じる。Blebbistatin はこの相互作用において ADP の

放出を阻害することにより、actin および myosin 線

維の収縮を阻害する 15)。光学異性体を持ち、（＋）

-Blebbistatin および（－）-Blebbistatin に分けられ

る 15)。

Omecamtiv mecarbil(CK-1827452) (Methyl4-
(2-fluoro-3-(3-(6-methylpyridin-3-yl)ureido)-
benzyl)piperazine-1-carboxylate)
分子式 C20H24FN5O3， 分子量 401.43
心筋 myosin Ⅱ ATPase 促進剤である。Blebbistatin
とは対照的に、actin と myosin 線維による相互作用

において ADP の放出を促進する作用を持つ 17)。新

たな心不全に対する治療薬として新規に合成された

低分子化合物である。

Phenylhydrazine hydrochloride
(Monophenylhydrazine, Hydrazinobenzene)
分子式 C6H5NHNH2 · HCl，分子量 144.60
ゼブラフィッシュの心臓においてこの薬剤で処理す

ることにより心臓の過形成が生じることが報告され

ている 18)。マウスにおいて貧血を誘起する薬理作用

が報告されている 19)。血液中のヘモグロビンと結合

することが分かっている 20)。

受精卵の採取とゼリー層の除去 
アフリカツメガエルの雌雄成体それぞれに、ヒト

絨毛性 gonadotropin を雌 500unit, 雄 300unit ずつ

注射した。注射翌日に得られた受精卵を採取した。

受精卵は腰高シャーレに入れ、チオグリコール酸

(pH=8.6) を加えた。数分間撹拌し、ゼリー層を除去

した。ゼリー層が剥離 / 溶解後ただちに、人工淡水

として用いられる 10% Steinberg 氏液を用いてチオ

グリコール酸を洗い流し、受精卵を 10% Steinberg
氏液を入れたシャーレやタッパーなどに入れて目的

の発生段階になるまで 16 〜 24℃で飼育した。発生

段階の同定には、Nieuwkoop and Faber (1967) の発

生段階表を用いた 21)。

（±）-blebbistatin の浸漬処理
Myosin II 阻害剤である Blebbistatin をアフリカツ

メガエルの後期胚に投与した 16)。発生段階 st. 38-39
の後期胚を 0.05, 0.1 µM（±）-blebbistatin/0.1% 
DMSO-10% Steinberg 氏 液 を 1 ml 入 れ た Organ 
Culture Dish に投入し、湿箱に入れたのちに 60 rpm
で振盪した。対照群としては、0.1% DMSO/ 10% 
Steinberg 氏液に浸漬する同腹胚を用意した。6 時間

後、10% Steinberg 氏液で（±）-blebbistatin 処理胚

を洗浄し、10% Steinberg 氏液 を 2 ml 入れた 24 穴

プレートに 1 個体ずつ投入し、24℃の恒温器で飼育

した。対照群の発生段階が st. 46 に到達した段階で

実体顕微鏡を用いて観察を行い、形態のスコアをつ

けた。一部の実験群と対照群の胚と幼生は動画を撮

影した。
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Blebbistatin の各光学異性体への浸漬処理
発生段階 st. 38-39 のアフリカツメガエル後期胚

に 0.05, 0.1 µM R-(+)-Blebbistatin/ 0.1% DMSO-
10% Steinberg 氏 液 ま た は 0.05, 0.1 µM S-(-)-
Blebbistatin/ 0.1% DMSO-10% Steinberg 氏 液 を 6
時間の浸漬処理で投与した。その溶液を 1 ml 入れ

た Organ Culture Dish に胚を投入し、湿箱に入れた

のちに 60 rpm で振盪した。対照群としては、同量

の 0.1% DMSO/ 10% Steinberg 氏液を用いた。6 時

間後、10% Steinberg 氏液で処理胚を洗浄し、10% 
Steinberg 氏液を 2 ml 入れた 24 穴プレートに 1 個

体ずつ投入し、24℃の恒温器で飼育した。対照群の

発生段階が st. 46 に到達した段階で実体顕微鏡を用

いて観察を行い、形態のスコアをつけた。

Omecamtiv mecarbil (CK-1827452) へ の 浸 漬
処理
発生段階st. 26-27のアフリカツメガエル尾芽胚を0.1 
mM Omecamtiv/0.1% DMSO-10% Steinberg 氏液を

1 ml 入れた Organ Culture Dish に投入し、湿箱に

入れたのちに 60 rpm で振盪する形で投与した。対

照群は 0.1% DMSO/10% Steinberg 氏液に投入した。

24 時間後、10% Steinberg 氏液で処理胚を洗浄し、

10% Steinberg 氏液 を 2 ml 入れた 24 穴プレートに

1 個体ずつ投入し、24℃の恒温器で飼育した。対照

群の発生段階が st. 46 に到達した段階で実体顕微鏡

を用いて観察を行い、形態のスコアをつけた。

心拍の測定
心拍は（±）-blebbistatin あるいは Omecamtiv への

浸漬処理終了直後と 10% Steinberg 氏液で洗浄後 20
時間または 24 時間の時点で測定した。心拍の測定は

30 秒間の心拍数をカウンターにより計測した。1 個

体につき 3 回計測した。統計学的な有意差の有無の

判定は Welch のt 検定により判定した。

行動の観察
（±）-Blebbistatin および Omecamtiv の処理群は、

それぞれ 6 時間または 24 時間の浸漬後に Organ 
Culture Dish 中の処理胚を、顕微鏡下でヘアループ

により接触刺激を与えた。その間、動画撮影を行った。

Phenylhydrazine hydrochloride への浸漬処理
発生段階 st. 35-36 のアフリカツメガエル尾芽胚を

10 µM Phenylhydrazine/10% Steinberg 氏液に投入

し、24℃に設定した恒温器で飼育した。薬剤につい

ては、1 穴に 2 ml 入れた多穴プレートを用いて浸漬

を行った。対照群の発生段階が st. 46 に到達した段

階で、対照群および実験群を顕微鏡下で観察した。

心臓の免疫染色
心臓の心筋の actin 線維の配向を観察する目的で免疫

染色を行った。一次抗体として心筋と骨格筋を認識

する Anti-Myosin, Heavy Chain, Mouse-Monoclonal
抗体（MF-20 抗体 : R&D SYSTEMS 社製）を用

いた。二次抗体として Alexa Fluor 488-conjugated 
AffiniPure® Fab Fragment Goat Anti-Mouse 
IgG(H+L) （ThermoFisher 社製）を使用した。

　主に st. 38-46 幼生期の免疫染色用サンプルを、

4% パラホルムアルデヒド /PBS(-) により 1 時間 30
分以上、概ね 2 時間まで固定した後に 100% メタ

ノールに置換、5 分間の振盪を 2 回行った。PBS(-)
は、Phosphate-buffered Saline の略で、ここでは

Mg2+, Ca2+ を含まない pH 7.2-7.4 に pH を調整した

ものを用いた。次に、75%、50%、25% メタノール

/PBST の組成のメタノールの下降系列を用いて各 5
分間の振盪を行い、サンプルを水和した。PBST は、

Tween20 を最終濃度 0.1% (V/V) 含む PBS である。

その後、PBST へ置換し 5 分間の振盪を 2 回行った。

PBST を捨て、3% Blocking reagent/PBST 400 µl に
置換し、室温で最低 1 時間静置した。1 時間のイン

キュベート後、Blocking/PBST を捨て、一次抗体を

含んだ 150 µl の 3% Blocking Reagent/PBST を加え

て、4℃の冷蔵庫で 1 晩または 2 晩反応させた。そ

の後、PBST による 20 分間の試料の洗浄を 5 回行

い、再び 400 µl の 3% Blocking reagent/PBST に置

換し、室温で 1 時間静置した。続いて、二次抗体を

含んだ 150 µl の Blocking Reagent/PBST に置換し、

4℃の冷蔵庫で 1 晩反応させた。その後、PBST に

よる試料の 20 分間の洗浄を室温で 5 回行い、PBS
による 5 分間の洗浄を 2 回行い、蛍光実体顕微鏡

（SZX16, Olympus 社製）、培養倒立蛍光顕微鏡（IX-
73, Olympus 社製）および共焦点レーザー顕微鏡

（LSM700, Zeiss 社製）を用いて観察を行った。

心臓の面積測定
各薬剤処理群の個体について、MF-20 抗体を用いた

上記の免疫染色法により、心臓領域（心室と動脈球）

を可視化した。次に IX73 で観察し、それぞれの個

体の心臓領域の画像を取得した。この画像を用いて、

画像処理ソフト GIMP2（Windows 版フリーウエア）

と Mac 版 Photoshop を用いて、心臓領域の占める

ピクセル数を測定した。この測定したピクセル数を、

予め対物ミクロメーターを撮影して測定した 100 µm
× 100 µm=104 (µm)2 の占めるでのピクセル数で割

り、実際の面積を (µm)2 ベースで算出した。同じ温
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度履歴で飼育した実験群と同腹対照群の心臓領域の

大きさの統計学的な有意差の有無の判定は、Welch
のt 検定により判定した。

結果
st. 42 から st. 46 の幼生における心臓形態
はじめに、正常に発生している無処理の幼生の心臓

について、骨格筋および心筋の myosin を抗原とし

て認識する MF-20 抗体による免疫染色を施した上で

観察した（図 1）。
　心臓においては、st. 39 では腹側から見て三角形

状の形態を示し (n=9)、st. 40, 41 では三日月状の形

態を示した（それぞれ、n=6, n=7）。腹側から見て、

動脈球（aortic bulb）は心室の影に隠れがちであった。 
st. 42 の段階で心臓のループ形成は著しく蛇行し、

心室の右前方に動脈球が位置し（n=10; 図 1A–A'）、 
st. 43, 44, 45 でもこの相対的な位置関係は保持され

た形態を示した（それぞれ、n=10, n=9, n=10）。st. 
46 でループ形成の歪度は飽和し、右巻きの形態を示

した（n=10/10; 図 1B–B'）。これらの観察結果から、

心臓については st. 39-40 の間で、少なくとも心室と

動脈球 ( 後の動脈円錐、動脈幹）の位置関係におい

て、心臓のループ形成は開始され、st. 46で心臓のルー

プ形成は完了することが観察された。

　

Blebbistatin 投与による心臓の矮小化
非筋 myosin II ATPase 阻害剤である（±）-Blebbi-
statin を用いた後期尾芽胚期における浸漬実験を

Fig. 1 
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図 1．ツメガエル幼生心臓の正常発生．A–A') 心臓の形態
形成は，22-24℃で培養 4 日後の st. 42 で頭側から見て心
房 -心室 -動脈球 (後の動脈円錐 , 動脈幹．流出路ともいう )
に至る血流が右巻き ( 頭側からみて時計回り ) となる形態
を示した．B–B') その後もこの右巻きの形態を示し，動脈
球が心室に対して右前方 ( 向かって左前方 ) に位置し続け，
st. 46 では st. 42 幼生と同様の心臓形態を示した．全ての
写真は腹側から撮影している．赤矢印は心室を示し，黄色
矢印は動脈球を示す．Bars, 200 µm．

行った。その結果、実験群の心臓が対照群に比べて

低形成であった（低形成は、同腹対照群 n=0/60; 0.05 
µM, n=35/45; 0.1 µM, n=41/51（分母は判定時の生存

個体数）; 図 2C–C'）。また、特に心室の低形成が顕

著であった。

　Blebbistatin 処理による心筋の変化を観察するた

めに、骨格筋および心筋の myosin に対する抗体で

ある MF-20 を用いた免疫染色を行い、Blebbistatin
処理幼生の心筋を可視化した。その結果として、

Blebbistatin 処理群の心臓は心筋が凝集し、同じ発

生段階の対照群で見られるような心筋のメッシュ状

の様態を示さなかった (0.05 µM, n=11/15; 0.1 µM, 
n=14/15; 図 2D–D'）。心臓の低形成をより定量的に

示すために、MF-20 抗体により免疫染色した個体の

心臓の画像を基に Photoshop を用いて、画像上の心

臓の面積を求めた。その結果、実験群の心臓領域は

対照群に比べて腹側から見た面積の占有率が低下し

ていた（対照群が 11.1 ± 0.9、0.05 µM 処理群で 6.7
± 2.1、0.1 µM 処理群で 6.5 ± 1.4 × 10000 µm2; 図
4C)。また、1% の有意水準で統計学的に有意な差が

あった (P<0.01)。胸腔内の心臓領域の占有面積が低

図 2．( ± )–Blebbistatin 浸漬処理群の観察結果．A) 処
理直後の幼生．正常幼生と外形は殆ど変わらない．B) 0.05 
µM Blebbistatin 処理後に 2 日間にわたって飼養し同腹
幼生が st. 46 に達した時の処理群の幼生．おそらくは心
機能の低下に起因して胸部腹側に水疱化が生じた．C–C') 
myosin II の機能阻害剤である ( ± )–Blebbistatin 処理に
より心臓は低形成となった．D–D') 対照群 ( Ｄ ) と 0.05 
µM Blebbistatin 処理群 (D') の MF-20 抗体で染色した心
臓を示す . Scale bars; A は 1mm，B は 0.5mm，C–C' は
200 µm，D–D' は 100 µm．
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Fig. 3  Omecamtiv treatment

A

A
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B’B

C’C

control Omecamtiv

D D’

図 3．Omecamtiv 浸漬処理群の観察結果．A'-D' は処理群
を，A–D は同腹対照群を示す．A-A') 処理直後の幼生 (A')．
正常な幼生 (A) と外形は殆ど変化していない．B–B') 同腹
幼生 (B) が st. 46 に達した時の処理群の幼生は胸部腹側に
水疱化が生じていた (B')．C-C') 処理群では心臓の低形成
(C') が生じた．Scale bars; A-A' は 1mm，B-B' は 0.5mm，
C-C' は 200 µm, D-D' は 100 µm．

下していたことから心臓が低形成の状態を示してい

ると言える。

　myosin II の 機 能 を 阻 害 し た こ と か ら、

( ± )-Blebbistatin 処理による心拍への影響を調べ

た。( ± )-Blebbistatin に 6 時間浸漬した後に心拍を

測定した。処理直後の心拍 (0 ± 0 回 /30 秒 ) は同腹

対照群 (53.8 ± 1.31 回 /30 秒 ) に比べて顕著に低下

した。また、P<0.01 の有意水準で帰無仮説は棄却さ

れ、対照群と処理群で統計学的に有意な差が生じて

いた。また、( ± )-Blebbistatin の洗浄のために人工

淡水に浸漬処理胚を移行して 20 時間後に再度心拍を

測定したところ、同腹対照群 (78.5 ± 1.06 回 /30 秒 )
と実験群 (0.05µM;　66.6 ± 1.60 回 /30 秒 , 0.1 µM; 
67.1 ± 1.39 回 /30 秒 ) で統計学的に有意な差がある

ものの (P<0.01)、実験群の心拍は著しく回復した ( 図
4E)。また、( ± )-Blebbistatin 処理による運動機能

への影響を調べるために、薬剤処理直後にヘアルー

プによる接触刺激を浸漬処理中の胚に与えた。その

結果、対照群では刺激を与えると逃避行動を示した

が (n=4/4)、実験群では逃避行動を全く示さなかっ

た (0.05 µM: n=4/4, 0.1 µM: n=4/4)。以上の心拍の計

測と逃避行動の観察結果から、( ± )-Blebbistatin は

myosin II による筋収縮を阻害していることが確認さ

れた。

　前述の浸漬実験で使用した ( ± )-Blebbistatin は 2
種類の鏡像異性体 ( 光学異性体 ) が混在したラセミ

体である薬剤を使用した。この 2 種類の光学異性体 
(R-(+)-Blebbistatin と S-(-)-Blebbistatin) の内でどち

らが実際に心臓の低形成を引き起こしたのかを調査

するために、それぞれの異性体を溶解した溶液にツ

メガエル胚を浸漬した。その結果、S-(-)-Blebbistatin
に浸漬した個体においては心臓の低形成が観察され

た (0.05 µM, n=11/19; 0.1 µM, n=22/29)。しかし、も

う一方の R-(+)-Blebbistatin に浸漬した個体では対

照群と同様に全く正常に発生し、薬剤による影響は

観察されなかった ( 低形成は、0.05 µM, n=0/36; 0.1 
µM, n=0/36)。これらの観察結果から、2 種類の鏡像

異性体の内で S-(-)-Blebbistatin の方が心臓の形態形

成に影響を与えたことが分かった。

Omecamtiv 投与による心臓の矮小化
心筋 myosin II ATPase 促進剤である Omecamtiv 
mecarbil を中期尾芽胚に投与したところ、実験群

の心臓は対照群に比べて低形成となった (0.1 mM
で n=58/62; 図 3C-C', D-D')。特に心室の低形成が

顕著であった。Omecamtiv 投与によるペースメー

カー機能への影響を調べるために心拍を測定した。

Omecamtiv を含む人工淡水に 24 時間浸漬した直後

に心拍を測定したところ、対照群と比べて実験群は

著しく心拍が低下した ( それぞれ、浸漬処理群 0 ±

0 回 /30 秒、同腹対照群 34.9 ± 0.83 回 /30 秒 )。心

拍は 5% の有意水準で統計学的に有意な差が対照群

と実験群で見られた (P<0.01)。さらに、人工淡水に

浸漬個体を移行して洗浄し、24 時間後に再度心拍を

測定したところ、依然として実験群と対照群とで統

計学的に有意な差があったものの (P<0.01)、実験群

の心拍は著しく回復した ( 図 4F)。これらの観察結果

から、予想外の結果ではあるが、myosin II の促進剤

である Omecamtiv の投与でも myosin II に関連した

心臓とその心拍の機能分化を阻害していること判っ

た。また、Omecamtiv 処理による処理個体の運動機

能への影響を調べるために、処理直後にヘアループ

を用いた処理個体への刺激実験を行った。ヘアルー
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プにより刺激した st. 40-41 の処理個体は、対照群で

全個体が逃避行動を示し (n=24/24)、実験処理個体に

おいても逃避行動を示す個体が見られた (n=18/24)。
この観察結果から、Omecamtiv は運動に関係する骨

格筋の収縮には影響を与えず、高い特異性を持って

心筋 myosin II を標的としていることが示唆された。

　Omecamtiv 処理群においても、心筋への影響を、

筋肉に対する抗体を用いた免疫染色を施した個体で

調査した。心筋を認識する MF-20 抗体による免疫染

色を行った Omecamtiv 処理幼生の心臓においては、

対照群に比べて心室の心筋の凝集が実験処理群でも

観察された (0.1 mM, n=12/15)。共焦点レーザー顕微

鏡による観察においても、対照群に比べて心室が凝

集していた (n=5/5; 図 3D–D')。定量的に心臓の低形

成の有無を示すために、心臓領域で MF-20 抗体に

よる免疫染色で可視化される領域の面積を画像処理

ソフトで測定した。その結果、腹側から見た実験群

の心臓領域の占有面積 (2.6 ± 0.5 × 10000 µm2) が、

対照群のそれ (10.4 ± 1.1 × 10000 µm2) よりも小さ

いことが示され、有意水準 1% で統計学的にも有意

な差があった (P<0.01; 図 4D)。心臓領域の占有面積

が低下していたことから、Omecamtiv 処理で心臓が

低形成となったことが示された。免疫染色の観察結

果からも、心臓の形態形成に心筋の正常な配列・組

織化が必要であることが示唆された。

Phenylhydrazine 投与による心室と流出路の過
形成
前述の myosin 阻害剤および賦活剤の浸漬実験の結

果は、薬剤処理によって両生類幼生に心臓の低形成

を極めて高頻度に作出する実験系を構築することが

できたと見做すことが出来る。その状況を踏まえて、

心臓の過形成の実験系を作出し、心筋への影響を観

察することを試みた。この実験系の作出ために使用

する薬剤として Phenylhydrazine に注目した。この

薬剤をゼブラフィッシュの稚魚に投与することで、

その心臓に過形成を生じさせることが報告されてい

る 18)。硬骨魚類のモデル生物であるゼブラフィッ

シュでもこの薬剤の影響が見られたことから、両生

類のモデル生物であるアフリカツメガエルでも影響

が見られると予想し、この薬剤を後期尾芽胚期のツ

メガエル胚に投与した。その結果、心室部 (10 µM, 
n=34/39) および動脈幹 / 動脈円錐の予定領域であ

る流出路 (outflow tract) で過形成が生じた (10 µM, 
n=33/39; 図 5A–A')。また、心拍においては、実験群

において心室と流出路の非協調的な収縮が認められ

た。

　MF-20 抗体による免疫染色個体の観察を行った

ところ、Phenylhydrazine 処理群の心室部の心筋の

クラスターの間隙のスペースは対照群に比べて広く

なっており、心筋の束化が促進されているように見

えた (10 µM, n=14/16; 図 5B–B’)。また、共焦点レー

ザー顕微鏡による観察においてもこの判断は支持さ

れ、心室に位置する心筋は対照群に比べて束化が促

進されていた (n=5/5; 図 5C–C’)。さらに、心臓の過

形成の有無を定量的に示すために、MF-20 抗体を用

いた免疫染色により可視化した心臓について、前述

の 2 つの薬剤処理と同じ手順、同じソフトウエアで

心臓領域の面積を測定した。その結果、対照群 (10.8
± 1.2 × 10000 µm2) に比べて実験群 (13.5 ± 3.0 ×

10000 µm2) の心臓の面積の占有面積は増加し、統計

学的にも有意差があった (P<0.01; 図 5D)。これらの

観察結果から、心臓の正常な形態形成において心筋

の正常な分布や束化が、その器官の大きさの制御に

必要であることが示唆された。

討論
筆者らは myosin II の機能を阻害および促進する 薬
剤を用いて、心臓の形態形成への影響を調べた。   
薬剤投与の結果、心臓の形態形成に影響が生じ、

図 4．Blebbistatin 処理群と Omeacmtiv 処理群の心臓領
域の面積と心拍数の定量 .A–A', B–B') 腹側正中線からみた
MF-20 抗体で染まった心臓領域の面積 ( 赤でハイライト ; 
心室と動脈球の面積 ) を画像処理ソフト Photoshop により
測定した．C) Blebbistatin 処理により心臓領域の面積が有
意に低下した (*, ** は , いずれも P<0.01).D) Omecamtiv
処理によっても心臓領域の面積が有意に低下した (* は
P<0.01).E, F) Blebbistatin 処理 (E) ならびに Omecamtiv
処理 (F) により心拍数は著しく低下したが，飼育水に移行
すると心拍数は回復した (*, ** は , いずれも P<0.01)．



秋永　薫 他 :  アフリカツメガエル幼生心臓の形態形成の研究　75

0
2
4
6
8

10
12
14
16
18

対照群 (n=30) 10 µM処理群 (n=26)

x 1
00

00
 (µ

m
)^

2

*

A A’

C’C

D

control 10μM Phenylhydrazine

Fig. 5

B’B

MF-20MF-20

actomyosin 系の収縮がこれらの器官の形態形成に必

要であることを明らかにした。本研究で注目した心

臓は後期胚で左右非対称な形態を示し、これらの器

官の左右非対称性の極性の決定は、中期－後期胚で

側板中胚葉 (lateral plate mesoderm: LPM) で発現す

るnodal =>pitx2 経路によって確立される 22, 23)。

図 5．Phenylhydrazine 処 理 群 の 心 室 に お け る 心 筋
の分布と心臓領域の面積の定量．A–A', B–B', C–C') 
Phenylhydrazine 処理群 (A', B', C') では，対照群 (A, B, C)
に比べて心臓の過形成が生じていた．MF-20 抗体を用いた
免疫染色により，実験群の心筋 (B', C') は対照群のそれ (B, 
C) に比べて束化が促進され，心筋同士の間隔が広がって
いることが分かった．D) 心臓の面積は対照群に比べて処
理群で増加していた (* は P<0.01)．測定方法は図 4 と同じ
である．Scale bars; A-A', B-B'，C-C' のいずれも 100 µm．

しかし、後期胚期から幼生期にかけての器官形成期

に、咽頭胚期である初期尾芽胚期に発現するpitx2
により決定した左右極性の情報をもとに実際に左右

非対称な器官形態を構築する機構は不明な点が多い
24)。本研究では両生類の左右非対称な器官の形態形

成に actomyosin の収縮が直接的に関与している可能

性を見出した。

心臓の形態形成への心筋の影響
MF-20 抗体を用いた免疫染色により心筋を染色し、

st. 42 から 46 にかけてのツメガエル幼生の心臓の形

態を観察した。この st. 42-46 の間では心臓の形態は

右巻き ( 腹側から見て、心室に対して動脈球が向かっ

て左側に位置する，頭部側から見て、血流が時計回

り ) の形態を示しており、心臓のループ形成はほぼ

完了していた。今回の観察では心室に隠れて見られ

なかった心房は、st. 46 には形成されていることが

先行研究により明らかになっている 14)。さらに、こ

の Kolker ら (2000) の当該論文では st. 41 から心室

に心筋が密集し始めることが報告されていることか

ら、今回の観察で st. 42-46 での心臓形態の劇的な変

化は見られなかったが、その内部では心筋の筋肉量

が発生段階が進むにつれて増加傾向示すことが考え

られる。また、共焦点レーザー顕微鏡による観察から、

心室の心筋は少なくとも st. 46 の段階で束化した形

態を示すことが本研究でも示された ( 図 5C)。
　myosin II の機能を阻害する Blebbistatin による

処理により、心臓の低形成が生じた ( 図 2C–C')。
Blebbistatin 処理群の心臓を MF-20 で免疫染色した

ところ、心筋の凝集 ( 占める体積の矮小化 ) を観察

した ( 図 2D–D')。これらの結果から、心臓の形態形

成に actomyosin 系の st. 42-46 の時期での収縮が必

要である可能性が示唆された。この発生段階では、

すでに幼生の心臓は活発に拍動している。この結果

を踏まえ、Blebbistatin 処理とは逆に myosin II の機

能を促進し、actomyosin の強縮を生じさせた場合に

おける心臓の形態への影響を調べるために、強心剤

であり心筋の収縮を促進するOmecamtiv処理を行っ

た。その結果、意外なことに、Omecamtiv 処理にお

いても心臓の低形成が生じ、MF-20 による処理群の

免疫染色による観察では心室における心筋の凝集が

観察できた。以上の結果から、心臓の形態形成にとっ

て、強すぎず弱すぎない actomyosin 系の適度な収縮

が必要である可能性が非常に高まった。

　ツメガエルの場合、st. 33/34 から心臓の拍動が開

始される。従って、適切な拍動の強さと律動の頻度が、

後期胚 / 幼生の全身の酸素や栄養の供給のみならず、

心臓自体の形態形成、特に心筋の増殖に寄与する
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対応しようとしたと考えている。作業仮説としては、

Phenylhydrazine 処理によって心臓に高い負荷がか

かったことから、対象群に比べて心筋の束化が促進

され、心筋の筋収縮パターンに異常が生じ、なおか

つ心臓の過形成が生じたと考えている。今後は、こ

の作業仮設を検証するために、Phenylhydrazine に

より貧血が生じているのか否かのエビデンスを得る

必要がある。このエビデンスを得るために、貧血症

の原因遺伝子の発現量の増減を定量 RT-PCR で調べ

たいと考えている。また、重篤度の高い貧血であれ

ば血液中の赤血球の細胞数は単純に減少している可

能性が考えられるため、Phenylhydrazine 処理群か

ら血液をサンプリングし、血液中の赤血球密度を測

定したいと考えている。

　血管内皮細胞は血流による摩擦力により伸縮する

ことが分かっている 27)。外力に対して血管内皮細胞

はその形態を変化させる 28, 29)。心臓においても心室

や動脈球の内壁が血流による強い流れずり応力 (fluid 
shear stress) を受けているため、心臓を構成する細

胞についても、この摩擦力に対し、細胞レベルで応

力応答するために細胞の変形が生じると考えられる。

また、本研究の 3 種類の薬剤による実験の結果から、

心臓の形態形成には心筋の適切な収縮が必要である

ことが明らかになったので、この心筋の適切な収縮

が心内膜細胞の形態を調節し、その後の心臓の発生

プロセスに影響を及ぼして、最終的なアウトプット

として適切なサイズ ( 体積 ) の心臓になるよう導くの

ではないかと考えている。そのため、心臓の組織切

片を作成し、あるいは心内膜層特異的に免疫染色を

行い、可視化して共焦点レーザー顕微鏡による３D
構築画像から、その上皮細胞形態を観察し定量する

必要があると考えている。ラットの大動脈の血管平

滑筋細胞の培養細胞を用いた研究では、層流 (laminar 
flow) の有無により平滑筋 actin や smooth muscle 
protein 22 (SM22) などの平滑筋マーカーの発現の有

無や発現量が変化することが報告されている 30)。本

研究の実験系では、心臓の低形成ないし過形成に起

因して心臓にかかる血流からの fluid shear stress の
変化が生じていると予想され、Shi ら (2010) の報告

が示唆するように、ツメガエルの形成初期の心臓大

血管系においても、血流の速さや粘度に応じて流れ

ずり応力が変化している可能性がある。そのため、

アフリカツメガエルの心臓大血管系におけるこれら

の平滑筋マーカーの発現量を、まずは定量 RT-PCR
法により調査したいと考えている。

　今後は薬理学的ないし分子生物学的なアプローチ

で、心臓のごく狭い領域で特異的に actomyosin の収

縮運動を阻害することで、ループ形成がどのように

と予想される。器官形成期の心拍動が、心内膜から

cardiac cushion への EMT (epithelial- mesenchymal 
transformation; 上皮間葉転換 ) を促進するのか、そ

れとも、心筋分化後の増殖を促進するのかについ

て見極めることが、今後の重要な研究課題となる。

Jackson ら (2017) は、初期の心臓原基に働く張力が

EMT を経由したツメガエル初期尾芽胚期の心臓形成

に重要であることを報告している 25)。Omecamtiv 処
理は心筋の強縮を誘起し、その結果、リズミカルな

拍動を阻害したと思われる。現在、Omecamtiv は臨

床治験の進む、強く期待される強心剤であるが 26)、

特に妊娠した女性においては慎重な投与量の決定が

求められるであろう。以上をまとめると、2 種の薬

剤による実験結果から、心筋の適切な収縮が心臓の

正常な器官形態と器官サイズの制御に必要であるこ

とが示唆された。

　これら 2 種の処理群での心拍数が対照群と比較し

て双方とも大幅に低下していたことも、上記の「心

臓の正常な形態形成に発生期の心筋の適切な収縮

が必要である」との見解を支持した。収縮の強さ

が適切ではない場合には心臓の低形成が誘起され

た。そこで、心臓の低形成とは対照的に心臓の過形

成を誘起した場合には心筋の分化への影響はどうな

るのか、との問題意識から Phenylhydrazine によ

る浸漬実験を行った。その結果、Phenylhydrazine
処理においては、いずれも心筋マーカーが陽性の

領域である心室および動脈球 ( 流出路 ) の過形成が

生じた。さらに Phenylhydrazine 処理群の心筋を

MF-20 抗体を用いた免疫染色により可視化した。そ

の結果、同じ温度履歴で飼育しても、対照群に比べ

て Phenylhydrazine 処理群の心筋では束化が促進さ

れ、心筋束同士の間隔が広くなった ( 図 5B–B', C–
C')。Phenylhydrazine の拍動は対照群に比べて、心

室と流出路とで相互に連携なくそれぞれバラバラに

拍動していた。心筋束同士の間隔が広くなったた

め、心筋の収縮の統御に異常が生じたと考えられる。

Phenylhydrazine 処理胚の心臓の観察からも、心筋

の適切な収縮が心臓の正常な形態形成に必要である

ことが示された。筋原性である心臓の正常な拍動の

発達には、心筋の分化、特に束化のタイミングが適

正であることが必要なのかもしれない。

　Phenylhydrazine による処理によって、マウスで

貧血症が生じることが報告されている 19)。このこと

から Phenylhydrazine 処理がアフリカツメガエルに

心臓の過形成を誘起した作用機序としては、ツメガ

エルにおいても貧血症に起因した可能性がある。筆

者らは、貧血により血液量が低下したために心臓が

単位時間あたりの血液循環量を上げることで貧血に
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変化していくのかを追う必要がある。あるいは、光

照射で開環して、例えば ATP など内部に閉じ込めら

れた低分子を放出する caged 化合物を利用し、狭い

領域だけで actomyosin の収縮運動を活性化すると興

味深い知見が得られるであろう 31)。

　myosin は、大きなファミリーを形成する分子種

である。そのファミリーメンバーである myosin I
は actin フィラメントと相互作用し、細胞内小胞輸

送や細胞膜の張力の制御に関与する 32)。ショウジョ

ウバエのmyosin I は胚期に消化管系に発現量が多

い 33)。ショウジョウバエの消化管が内臓逆位になる

souther 変異体が現大阪大学の松野健治博士らのグ

ループにより同定され、この内臓逆位の原因遺伝子

がmyosin I をコードするMyo31DF であることが明

らかになった 34)。さらに、後腸の曲がる方向は後腸

上皮細胞の細胞形態の chirality により決まり、この

chirality の形成にmyosin I 遺伝子が関与しているこ

とが分かっており、anisotropic な後腸上皮の細胞形

態の変形が後腸のループ形成に必要である可能性を

示唆している 35)。脊椎動物のアフリカツメガエルに

おいて、myosin I は心臓および腸管に発現している
3)。最近松野博士らの研究は別グループにより脊椎動

物胚に拡張され、アフリカツメガエルのmyosin I を

ノックダウンすると、内臓逆位を示す個体の割合が

増加したことが報告されている 13)。このことから、

アフリカツメガエルとショウジョウバエの間では腸

管の左右非対称性の決定へのmyosin I の関与が進化

的に保存されていることが考えられる。そのため、

ツメガエルの心臓 ( 原始心筒 ) においても細胞形態

のchiralityとその変化が生じる可能性が推察できる。

　まとめると、本研究において、心臓の正常な形態

形成にも actomyosin の適切な収縮が必要であるこ

とが示された。今後の展望として、生体内での actin
や myosin II の動態を観察することが課題として挙

げられる。そこで遺伝子導入法によって蛍光蛋白質

を繋げたactin またはmyosin 遺伝子を導入したトラ

ンスジェニックツメガエル幼生を作出し、実際の生

体内での actomyosin の滑り運動の動態を経時的に観

察し、心臓の形態形成への actomyosin 系の収縮の関

与を、直接的に、かつリアルタイムで明らかにした

い。心筋細胞の細胞増殖と細胞移動を追うためには、

リン酸化 Histone に GFP タグをつけたイメージン

グ手法も有用と思われる。

内臓の左右非対称性決定の遺伝的カスケード
(nodal  => pitx2 経路 ) の下流としてのループ形
態形成
本研究で注目した心臓の左右非対称性の向き ( 左

右極性 ) の確立には、nodal と呼ばれる TGF- β 
superfamily に属する分泌因子をコードする遺伝子

が関与していることが知られている。nodal は脊椎

動物で共通して、原腸胚期にはオルガナイザー領域

に、後期神経胚期 ( 初期体節期 ) には、側板中胚葉

(LPM) で左側特異的に発現する。このnodal の左右

非対称な発現により、後期オルガナイザー領域 ( ツ
メガエル胚では神経胚原腸の後方天井蓋部 ) での繊

毛運動が生成する液流による左右非対称性の破れが

左右非対称な遺伝子発現として特異化され、内臓に

は左右性の情報が付加される 36, 37)。さらに、臓側板

中胚葉から原始心筒が形成される 38)。そのため、遺

伝子発現による左右軸の確立から実際にその左右情

報をもとに左右非対称に心臓がルーピングする一連

の流れに対して、Nodal シグナルに対する心臓中胚

葉の起源組織のコミットメントが関係する可能性は

考えられる。実際、硬骨魚類のモデル生物であるゼ

ブラフィッシュの心臓のルーピングには actomyosin
の収縮が必要であり、そのルーピングの方向は

Nodal シグナルによる左右軸の情報をもとに行われ

ると報告されている 39)。この研究は真骨魚類のゼブ

ラフィッシュのものではあるが、Nodal シグナルの

下流における心臓の左右非対称性の確立の実行者と

して actomyosin 系が関与していることを示唆して

いる。nodal は脊椎動物間で広く保存されており、

両生類であるアフリカツメガエルにおいても左側

の LPM でnodal 関連遺伝子Xnr-1 (Xenopus nodal 
related-1) が発現し、左右非対称性決定に関与して

いることを我々は報告している 40, 41)。

展望
actomyosin は脊椎動物の内臓進化のツールキット
たり得るか
本論文の最後の論考として、心臓の発生を研究対象

とした本研究の立脚点から、脊椎動物全般のそれを

進化系統学的に展望する。今後は、脊索動物のうち、

脊椎動物とは早期に分岐した頭索動物や、脊椎動物

のプロトタイプたる円口類を用いて心臓や腸管など

の円筒型の器官形成に actomyosin の収縮が関与して

いるのかとの問題意識をもとに研究を拡張し、器官

形成期における actomyosin 系の構成因子のうち具体

的に ( マイナーな family member も含めて ) どの構

成分子が、どの程度、進化的に保存されているのか

を研究したいと考えている。脊椎動物の心臓は右巻

きにルーピングする。さらに、心臓は区画化される

部屋の数は生物種によって異なるが、心室と心房に

より構成される 42)。脊椎動物でも早期に系統学的に

分岐した円口類であるカワヤツメの心臓は原始心筒
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を形成し、他の脊椎動物の心臓形成の区画化に関与

するtbx を原始心筒に発現していることが分かって

いる 43, 44)。また、nodal の下流シグナルであるpitx
は、左側板中胚葉に加えて、心臓中胚葉にも左右非

対称に発現している 44)。これらの点から、脊椎動物

の心臓の形態形成期における actomyosin 系の関与

が円口類以前の祖先種で既に獲得されたものなのか

を研究することは非常に興味深いと考えている。何

故、myosin がこれほどに多様なのか？については、

「様々な動物で、様々な発生プロセスに、その組織

細胞内の微小環境で求められる役割に最適化すべく

fine tuning されて関与するように分子進化してきた

から」という作業仮説を抱えている。本研究を発展

させれば、あまりにも有名な actomyosin というツー

ルキットが、脊椎動物の進化と多様性を語る上でも

欠かせぬツールキットでもあることが示されるかも

しれない。
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