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Abstract:  The median fin is a membranous structure that develops on both the dorsal and 
ventral sides along the midline in amphibian larvae and teleost fry for swimming. In anuran 
(frogs and toads) and urodelan (newts, axolotl, and salamanders) tailbud embryos, the median 
fin starts to expand along the midline. Importantly, the shape and size of the developing median 
fin are highly species-specific and stage-dependent, reminiscent of the fine tuning of genetic 
control to realize the species-specific morphology of the median fin. Here, we hypothesized that 
ionic composition of environmental water of the larval habitat is essential for adaptation and 
optimization of the developing fin morphology. Therefore, in the present study, using amphibian 
model organism Xenopus laevis embryos, by depleting the magnesium ions from culture saline, 
we reared Xenopus late-stage tailbud embryos for several days until the early larval stage, and 
morphometric analysis was performed to assess several parameters regarding global fin mor-
phology and its individual epidermal cells. Magnesium-free treatment induced shortening of 
the early larval axial structure, and the effects on the ventral fin and its epidermal cells were 
significant. Based on these results, we discuss the possible mechanism that affects the fin mor-
phology via sensing of the environmental magnesium concentration.
Keywords:  fin morphogenesis, epidermis, morphometry, tadpole larva, Xenopus laevis
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序論 
正中鰭は魚類の仔魚やその他の水棲動物の幼生の体

から突出した膜状の構造物で、背腹両面において頭

尾軸の正中に沿って伸びている。両生類幼生におい

ては、正中鰭は主たる遊泳器官として機能し、体の

駆動、バランスや舵の役割を果たす 1)。正中鰭の形

成は主に尾芽胚期から始まり、その形やサイズは種

ごと、発生段階ごとに一定である。無尾目両生類の

アフリカツメガエルの正中鰭の場合には、尾芽胚の

段階で発達を始め、変態が始まるまで成長し、その

後後退を始める。

　無尾目両生類の正中鰭の構造は比較的単純で、竜

骨のような構造に隆起した平らな表皮細胞で構成さ

れていて、二枚の表皮に挟まれた基部側の間隙は間

葉細胞と細胞外マトリックスからなる。細胞は細胞

外マトリックスに囲まれ、これによって骨格的な支

持を提供する。鰭の外周側の周縁部は表皮 2 枚が

融合して単層の上皮構造を形成する 2)。その表皮は

多繊毛細胞や粘液細胞など多くの細胞タイプで構成

される。正中鰭に関連する重要な構造は尾芽であ

る。尾芽は成長する尾の先端に位置する細胞の集ま

りであり、神経板の二つの領域と後方中胚葉領域の

間の相互作用によってその形成が開始され、lunatic 
fringe と Notch を発現する背側領域と、Notch リガ

ンド Delta を発現する腹側領域との相互作用に依存
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して尾芽は形成される 3-5)。

　両生類の胚発生において、尾芽と正中鰭の相互作

用は、適切な幼生の形態形成において不可欠である。

尾芽の発生と正中鰭の形成は胚発生の初期段階から

同時に起こり、その相互連携が鰭の適切な形成とサ

イズ制御に重要な役割を果たす 6)。アフリカツメガ

エル幼生の正中鰭は概ね背側膜鰭 ( 以下、背鰭 ) と
腹側膜鰭 ( 以下、腹鰭 ) に区分され、それぞれの由

来は異なる。背鰭の間充織はその直下にある神経堤

細胞と背側体節細胞に由来し、これらよって誘導さ

れる。腹鰭の間充織は、主に中胚葉由来とされるが、

一部は神経堤細胞にも由来するとされてきた 6, 7)。一

方、トランスジェニック個体を用いた最近の研究に

より、アフリカツメガエル幼生の尾芽領域における

鰭の間充織は、神経堤ではなく完全に中胚葉から由

来することが報告されている 8)。正中鰭は尾芽から

分化する細胞によって形成されるため、尾芽の発達

は正中鰭の形成に直接影響を及ぼす。

　尾芽の再生に関しては様々な研究があるにもかか

わらず、正中鰭のサイズを制御する遺伝子カスケー

ドや細胞挙動は完全には解明されていない。筆者ら

は、ツメガエルの初期発生には、環境水に溶け込ん

だ一定濃度の様々なイオンが必要な筈であると考え

た。環境は常に変化しており、生物はそれに適応す

る必要がある。筆者らは、水棲動物にとってマグネ

シウム不足は水環境に由来する発生拘束要因の一つ

となり得るであろうから、オタマジャクシがマグネ

シウム不足の環境変化にどのように適応しようとす

るかを理解するすることは、ヒトの発達医学にも役

立つ知見をもたらすと考えた。本研究は、ヒトの低

マグネシウム血症の病態解明の基礎医学的モデルを

確立する第一歩として、マグネシウムイオン欠乏が

ツメガエル幼生の正中鰭のサイズや形状に及ぼす影

響を調べ、鰭の形成を制御するメカニズムの一端を

解明することを目指した。

材料と方法
実験材料
主な実験動物として野生型のアフリカツメガエル

(Xenopus laevis) の胚と幼生を用いた。

方法
1．人工授精
適齢のツメガエル成体の 1 ペアを用意し、三日間

絶食させて採卵に用いた。オスに 400 unit、メスに

600 unitの性腺刺激ホルモンgonadotropinを注射し、

一晩放置して翌日に卵を得た。メルカプト酢酸ナト

リウムで卵ゼリー層を除去して、神経胚に達した段

階で実験群と対照群を設けた。

2．Mg2+-free の 10% Steinberg 氏液での飼養
Mg2+–free の Steinberg 氏液と通常の Steinberg 氏

液を調製して 10 倍希釈して飼育液とした。実験群

は Mg2+–free の 10% Steinberg 氏液で 2 回洗浄し、

6 穴プレートの各 well に満たした Mg2+–free の 10% 
Steinberg 氏液中で飼養した。対照群は通常の 10% 
Steinberg 氏液中で飼養した。両群はイオン濃度を

維持するため、毎日水替えをして、16℃の恒温器中

で飼養した。

3．ファロイジン染色
st. 43 に達したところで幼生の外形と筋節の拡大写

真を撮って、4％パラホルムアルデヒドで固定した。

固定した幼生を PBST (PBS-Tween20) で 5 分間 1 回

洗って、200 nM の Acti-stainTM 670 Phalloidin で 1
時間染色した。その後、１×PBSで5分間2回洗浄し、

正中鰭細胞を共焦点レーザー顕微鏡 (Carl Zeiss 製 
LSM730) で光波長 680 nm で観察した。

4．免疫組織化学染色
筋節を観察しやすくために MF20 抗体を用いた間接

法により、筋節を緑の蛍光に染めた。

　st. 43 に達した幼生を 4％パラヘルムアルデヒドで

固定して組織や細胞の形態を保持した。その後、一

次抗体としてサルコメア構造の myosin heavy chain
を認識するマウスモノクローナル抗体である MF20
を反応させた。一晩反応させて洗浄後、蛍光標識付

きの anti-mouse IgG 二次抗体を追加し、再度一晩反

応させて、洗浄した。最後に、筋節を共焦点レーザー

顕微鏡で光波長 520 nm で観察した。

図 1．ツメガエル幼生とその鰭の形態データの測定と検定．
Image J で以下の①～⑤の数値を測定，計算した．
①ツメガエル幼生の体長．②背鰭と腹鰭の高さ（水色の縦
棒部分）．③ ｢く ｣の字型の筋節のなす角．④左側面から
見た外形の全体写真における鰭が占有する面積の割合．⑤
鰭表皮細胞の面積を，鰭表皮細胞境界のファロイジン染色
をもとに測定．測定データは，t- 検定を用いて実験群と対
照群の①～⑤の有意差の有無を検定した．
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5．鰭面積データの定量的解析
オープンソースの画像解析ソフトウエアである

Image J でツメガエル幼生の体長、背鰭と腹鰭の高

さ、｢く ｣の字型の筋節のなす角、左側面から見た

外形の全体写真における鰭が占有する面積の割合、

鰭表皮細胞の面積を計測して、これらのパラメータ

について、t- 検定を用いて実験群と対照群の有意差

の有無を算出した（図 1）。

結果と考察
st.43 に達したツメガエル幼生は一定の運動能力を

持っているが、Mg2+–free の Steinberg 氏液で飼養し

たオタマジャクシは対照群より運動能力が弱くなっ

て、あまり遊泳しなかった。最初に、Mg2+–free 状

態下での生存率を調査した。対照群の生存率は 1 日

目で 56/60 (93%)、4 日目で 48/60 (80%)、6 日目で

41/60 (68%) であった。一方、Mg2+–free 処理した

実験群の生存率は 1 日目で 56/60 (93%)、4 日目で

54/60 (90%)、6 日目で 26/60 (43%) であった。4 日目

図 4．後期尾芽胚期から Mg2+–free の人工淡水（10% 
Steinberg 氏液）で飼養した実験群の腹鰭細胞（下段）と
同腹対照群の腹鰭細胞（上段）を，それぞれ蛍光標識
phalloidin で染色した染色像．焦点面は正中鰭の表皮に
合っている．グラフの縦軸の単位は，(µm)2. Scale bars, 50 
µm．

までの実験群の生存率は対照群と較べて遜色はなく、

体内に蓄積した Mg2+ イオンで生存が担保されたと

考えられる。光学顕微鏡で観察した結果、実験群で

は色素細胞が減少し、実験群の体色は、体全体が対

照群より白くなった。　

　側面から見ると、実験群の体は対照群よりより太

く短い形状であった（図 2）。また、尾芽は実験群

の方が比較的広かった。腹鰭では、対照群では滑ら

かな曲線をしていたが、実験群の肛門の部分は凹ん

だ波状をしていた。撮影した写真をもとに Image J
でツメガエル幼生の体長（図 3A）、腹鰭の高さ（図

3B）、背鰭の高さ（図 3C）、側面から見た鰭の占有

面積の割合（図 3D）、個々の鰭表皮細胞の面積（図 4）
を測定して、データを有意水準 1% の t- 検定で有意

差を計算した。その結果、実験群の体長は対照群の

体長より有意に短かった（実験群 7.25 ± 0.96 mm, 
対照群 8.01 ± 0.76 mm; P ＜ 0.005，それぞれ n=60, 
図 3A）。実験群の背鰭の高さと個々の背鰭表皮細胞

面積は対照群のそれらに対して有意差がなかったが、

腹鰭では有意差があり、対照群より丈が高かった（実

験群 0.74 ± 0.12 mm, 対照群 0.64 ± 0.09 mm; P ＜

0.005, 図 2、図 3B と図 4, それぞれ n = 60)。個々の

腹鰭表皮細胞面積は対照群のそれより大きかった（実

験群 549.6 ± 163.1(µm)2, 対照群 292.2 ± 96.2 (µm)2; 
n= それぞれ 100, P ＜ 0.005, 図 4）。しかし、側面積

に占める鰭の占有面積の割合には有意差がなかった

（図 3D, P ＞ 0.1）。

図 3．Mg2+–free 人工淡水で飼育した実験群 (E) と同腹対
照群 (C) の体長 (A, 縦軸の単位 mm)，腹鰭の高さ (B, 単位
mm)，背鰭の高さ (C, 単位 mm)，側面から見た総面積にお
ける鰭面積 (D, 背側鰭+腹側鰭 )の割合．NS, 有意差なし (P 
> 0.1)．

図 2．後期尾芽胚期から Mg2+–free の人工淡水（10% 
Steinberg 氏液）で飼養した実験群（下段）と同腹対照群

（上段）の左側面図．実験群では短躯となり，特に正中鰭
の腹側の鰭の丈が高くなる現象が認められた．Scale bars, 
1 mm．
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　更に、筋節の角度にも大きな差があり（それぞれ

n=20）、実験群（平均値 102.3°）の方が対照群（平

均値 69.5°）のそれより角度が開いていた（図 5）。
他に、実験群には様々な畸形が出た。一部のオタマ

ジャクシの腹部には水泡が生じた。その中の腸管も

正常に発生できず奇形になった。一部のオタマジャ

クシの鰭には欠陥や白濁した組織が出てきた。st. 43
前の実験群と対照群の死亡率は同程度に低かったが、

st.43 を過ぎると、実験群の死亡率が急に上昇した。

　以上の結果から、Mg2+–free 中で発生したツメガ

エル幼生では総じて短躯化という現象が起こったこ

とがわかった。それが何に起因するのか、現時点の

データからは判断できない。以下に本研究の Mg2+–
free 処理の結果として引き起こされた鰭形態の著し

い変化について、その原因について考察する。

　ツメガエルの神経管の閉鎖について、TRPM チャ

ネル (melastatin-related transient receptor potential 
channels) のファミリーに属する TRPM6, TRPM7
が関与することが報告されている。これらの分子は

後期神経胚の radial intercalation (TRP6 が担当 ), 
mediolateral intercalation (TRP7 が担当 ) に関与し

ており、異所的な Mg2+–ion transporter SLC41A2 の
発現で神経管閉鎖不全から救済される 9, 10)。これに関

連して、TRPM6 のホモ接合ノックアウトマウスは、

高マグネシウム食で生存率が改善することも報告さ

れている 11)。ツメガエル原腸胚では、Wnt シグナル

の非古典経路とTRPM7 とが協奏して、原腸形成時

の収斂伸長運動 (convergent extension movement)
を GTPase の Rac 依存的に制御していることが報告

されており、そこに Mg2+ イオンが関与することが

示唆されている 10)。筆者らは、腹側化因子 BMP-2, 
4 (bone morphogenetic protein-2,4) によって誘導さ

れ、原腸胚や神経胚の初期中胚葉の腹側 - 後方マー

カー遺伝子として知られ、尾芽の伸長や神経のパター

ニングに関与することが報告されているXhox3 の発

現が環境水中の Mg2+–free に影響され、正しく前後

軸に延長できない可能性も考えている 12-14)。そして、

核マトリックスの lamin をコードする lmnb1 突然変

異を持つオタマジャクシの尾は、野生型と比較して

統計的に有意に短く、狭いことが報告されている 15)。

従って、Mg2+ イオンが適切な濃度範囲に収まること

が lmnb1 に依存する ( ツメガエル幼生の鰭の細胞核

に特徴的な ) 核の多分岐と適切な尾の形成と機能に

必要かもしれない。また、ツメガエルの原腸胚にお

いて、血小板由来成長因子 (platelet-derived growth 
factor) とその受容体の PDGFA /PDGFR αシグナル

伝達が阻害されると、中胚葉細胞の方向性が喪失さ

れ、中軸伸長の減少が引き起こされる 16, 17)。Mg2+–

free 処理によって、PDGF シグナルも影響を受けて

いるのかもしれない。ツメガエルの尾芽の伸長、鰭

および色素細胞の発達には Notch シグナルが必要と

報告されている 5)。本実験で観察された色素の消失

と短躯化は、Notch シグナルが阻害された現象に対

応している可能性もある。

　総じて、マグネシウム不足は細胞活性、および組

織形成に必要なシグナル伝達経路に重大な影響を及

ぼし、これが最終的に発達過程における短躯化へと

繋がることが示された。マグネシウム不足の影響が

背鰭よりも腹鰭に大きく出たのは序論で述べた両者

の細胞系譜の違いに起因する可能性がある。腹鰭の

形状の変化は表皮細胞の面積の増大に起因すると思

われる ( 図 2, 図 3B,　図 4)。低 Mg2+ イオン濃度の

状況下では、鰭以外に様々な組織が影響を受けて正

常に発生できなかった。特に腸管と筋節に大きな影

響を与え、運動能力と死亡率に影響が出ることが分

かった。

　現在のデータを統合的に考えると、Mg2+ 不足の環

境で発生した幼生は頭尾軸方向に伸長する力が弱く

なって、背腹軸方向に伸長する力が強くなることが

強く示唆された。尾芽胚の伸長は脊索の伸長によっ

て駆動される 18-21)。今後は脊索の伸長力に Mg2+ 濃度

が影響するのかを検定したい。また、Mg2+–free 処

理途中で通常の Steinberg 氏液に戻すと発生がどう

なるかを試みる。更に、硬骨魚類、特に真骨魚類の

仔魚の膜鰭の発生に、環境水中のマグネシウム濃度

が影響するかについても検討したい。
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