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【要旨】

Yostら(1995)は 、 ツメガエル受精卵の表層 回転を阻害することで頭部組織を欠損させ

た胚や、卵割期の背側割球 にXwnt-8mRNAを 微量注射す る ことで 頭部組織 を欠損させ

た胚において、心臓逆位が高率に生 じることを発見 した。彼 らはその理由について 「頭部

中軸組織は内臓の左右軸の決定に関与する因子を放出するので、頭部が欠けると内臓が左

右軸の手がか りを失い内臓逆位が生 じる」とした。筆者 らは、彼 らとは異なる以下の3つ

の処理方法 を用 いて頭部 欠損症状を持 った胚を人工的に作出し、それ らの心臓や腸管の左

右非対称性の正位/逆 位 を調べた。 頭部欠損の程度 と内臓逆位の出現率とが相関するか否

かを解析することで、Yostら の仮説の検証 を試みた。

胚 の頭部形成を阻害することが知 られる レチノイン酸で短時間暴露処理(パ ルス処理)し

たツメガエル胞胚～神経 胚の 内臓逆位の出現率について調べた。1-10ｵMレ チ ノイ ン酸処

理胚 は著 しい頭部 欠損症状を示 したにもかかわ らず、それ らの内臓逆位出現率は1%

(3/263)と 、無処理 胚 における逆位 の 自然発生率 と同レベルであ った。

カルシウムイオノフォアA23187の パル ス処 理 によ って、発生 段階依存的に 頭部欠損

胚または尾部欠損胚が得 られる(後 藤 ら,1994)が 、その場合の 内臓 逆位 出現率 について

調べた。後藤 らの報告では、初期卵割期の処理では胴尾部欠損胚が得られ、卵割後期～

胞胚期の処理では頭部欠損胚が得 られるとあるが、我々の実験結果はそれと正反対のもの

であった。初期卵割期の処理では頭部欠損が見られ、後期胞胚～原腸胚期の処理では胴尾

部欠損(特 に尾部 欠損)が 観察 された。原腸胚期 にA23187処 理 を行 った胚 の63%(15/24)

が 内臓逆位 を示 した。処理 によ って尾部を欠損 した胚の多くは内臓逆位胚であった。

塩化 リチウム処理で内臓逆位が生 じることが、高谷(1949)に よ って 明 らか にされて お

り、一方 、品川 ら(1989)に よ り胞胚期 ～原腸胚 期の リチ ウム処理で頭部欠損胚が得 られ

ることが報告されている。そこで、 リチ ウム処理による頭部欠損の程度と内臓逆位の出現

との相関について調べた。原腸胚期の リチウム処理で、11%(8/72)の 個体 に内臓逆位が

生 じた。同 じ処理群の中に頭部が欠損 した胚も多数得 られ、頭尾軸欠損指標Dorso-

Anteriorlndex(Kao&Elinson,iii)の 平均 は4.35で あ った(n=72)。 しか しなが ら、

個 々の胚 につ いて頭部欠損の程度 と逆位発生との相関を調べると、逆位胚の75%はDAI5

の頭尾軸は正常な胚 であ り、頭部 欠損の度合いと内臓逆位出現率とは相関がなか った。

以上の結果から、 「胞胚期以降の胚 においては、内臓の左右性に関連する位置情報は

すでに心臓や腸管の予定細胞群 自身が獲得 していて、それ らの左右軸は、頭部組織の有無

に影響を受けない程度には決定 されている。」 と考えられる。
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【序論】

高等脊椎動物の内蔵諸器官は、その外部形態の対称性とはうらはらに、体腔内において、

著しい左右性を示すものがある(脾臓 、膵臓、腸管、心臓._etc.)。 古来か ら、発生学研究

の中心的な問題として、この左右性の成立の機序は、発生学者の興味を掻き立ててきた。

器官の左右性は、自然界においては通常一定の厳密な規則性がある。ところが希に、内蔵

の左右性の逆転した個体が現れる。これを内蔵逆位という。人間にも、他の遺伝的な疾患

症状と連動した形で逆位が現れることが知られている。

動物胚のからだは、頭尾軸 ・背腹軸 ・左右軸の3つ の軸をもとに3次 元的に構築される。

先 に頭尾軸や背腹軸が 細長い胚体の中軸構造(神 経管や脊索や体節)を 左右対称につ くり

あげ、それか ら心臓や腸管の左右非対称性が顕在化 してくる。胚の中軸構造と左右軸とは、

干渉 しあうことのない独立なメカニズムによって決定されるのだろうか?そ れ とも両者は

連鎖関係にあって、たとえ内臓器官を形成する予定運命の細胞群が無傷であっても、胚の

中軸構造に生じた障害が 内臓の左右軸に影響するのでろうか?

ッメガエル受精卵の表層回転を紫外線照射によって阻害することで、頭部組織が欠損★

した胚が得られることが知られている(Gerhartら,1989)。DanosとYost(1995)は 、

こうして得 られた頭部組織欠損胚において、心臓逆位が高率に生じることを発見 した。

頭部欠損の度合いが著しい胚ほど、逆位が高頻度で起こることも見出した。Xwnt-8

mRNAを 卵割期胚の背側赤道域 に注射することでも頭部欠損胚が得 られる(Sokolら,

1991)が 、 この処理を行 った場合にも頭部欠損の度合いと内臓逆位の発生率が正の比例

関係にあった。これ らの結果からYostら はr頭 部中軸組織は、内臓の左右性を決定する』

墨

ゼブラフィッシュの脊索欠損突然変異胚flh(floatinghead),ntl(notaiDや 、頭部背

側組織を切除 したツメガエル胚において、高頻度の内臓逆位が見出されるとの報告(Yost

ら,1996)の 中で も、彼 らの主張は繰 り返されている。

彼らの仮説が一般化できるものであるならば、Yostら とは別の方法で作出 した頭部欠

損胚 においても、内臓左右軸は反転するはずである。そのように考えた筆者 らは、頭尾軸

に沿った欠損胚を高率で生 じさせることが知られている以下の3つ の処理を行 った胚 につ

いて、頭部組織の欠損が内臓逆位を誘起するか否かについて調査した。

*レ チ ノイン酸処理

*カ ル シウムイオノフォアA23187処 理

*塩 化 リチ ウム処理

一32一



これらの物質に短時間浸 したツメガエル胚を培養 し、3日 胚の時期 に、頭尾軸 に沿 った

中軸構造の欠損の度合いを調べた。処理胚が4日 胚 にな ってか らは、心臓 と腸管の左右非

対称性が正常なもの(正 位)か 、左右反転 した もの(逆 位)か につ いて判定 した。個々の処理

胚 における 中軸構造の欠損の程度と内臓の左右性の正位/逆 位の2つ の情報 を照合 し、頭

尾軸 と左右軸 との連鎖の有無について定量的に検討 した。最後に、得 られた結果をもとに

Yostの 仮説 につ いての検証 を試みた。

★ ..本稿では、 「欠損」 という言葉 を 「楼小化」またはr欠 失(欠 落)」 と定義する。

【材料と方法】

特 定 の遺伝 的なバ ックグ ラ ン ドを持 た な い野 生型 の ア フ リカ ツメ ガ エル(Xenopus

laevis)を 人 工受 精 させ て 得た 胚 を 材料 に した 。2.5%チ オ グ リコール酸 溶液(pH8.2)ま た

は2%シ ステ イ ン酸 溶液(pH8.2)を 用 いて 、第 一卵 割 後 に室 温 で脱 ゼ リー した。 淡 水相 当

の浸 透圧 を持 つ10%ス タ イ ンバ ーグ氏 液(pH7.3)中 で 、必 要 な発 生 段 階 に達 す るま で室 温

(18～24℃)で 培 養 し、(1}～(3)の いずれ か の処 理 を室温 で 行 った 。

〈実験1/レ チノイ ン酸処理〉

レチノイ ン酸をDMSOに 溶か してか ら10%ス タイ ンバーグ氏液で希釈 し、0.1-10ｵMの 濃

度の レチノイ ン酸溶液 を調製 した。胞胚(stage8)～ 神経管閉鎖期の初期尾芽胚(stage

20-22)を これ に30分 間浸 した。実験群 におけるDMSOの 最終濃度は0.1%以 下 になるよ

うにス トック溶液を調製 した。

<実 験2/calciumionophoreA23187処 理>

DMSOに 予 め溶 か し10%ス タ イ ンバ ーグ 氏液 で 希釈 した1ｵMのcalciumionophore

A23187溶 液 に5分 一1時 間 浸 した 。 実験群 に おけ るDMSOの 最終 濃 度 は0.1%以 下 にな る

よ うにス トック溶液 を調 製 した 。予 備 実験 に よ り、 死亡 率 を抑 え 、 か つ頭尾 軸 に沿 った 欠

損 症状 が最 も大 き くな る処 理 時 間を探 した。 そ のた め 、実 験2の 処 理 時間 は初 期卵 割 期胚

(stage4-6)で5-10分 と し、後 期胞 胚 ～原 腸 胚(stage9-10)に 対 して は60分 と した 。

stage2-3の 初 期 卵 割期 胚 は3-5分 間の1μMA23187溶 液処 理 で全 滅 した。

<実 験3/塩 化 リチ ウム処理>

0.3MLiCl-10%ス タインバーグ氏液 に胞胚(stage8)～ 神経管 閉鎖期の初期尾芽胚(stage

20-22)を10分 間浸 した。表3に 処理条件 を記 した一部の例数 については、濃度/処 理時

間がやや異なるもの も集計に入れた。
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いずれの処理の場合も、処理後は10%ス タイ ンバ0グ 氏液 で数 回 胚 を洗 浄 し、24穴 マル

チ ウエル プ レー ト(岩城硝 子製)に10%ス タイ ンバ ーグ氏液 を2ml満 た した 中で18-24。C

で飼育 した。発 生段 階の同定はNieuwkooP&Faber(1967)の 発生段 階表 をもと にお こ

な った。

3日 胚(尾 芽胚期)に 達 した胚の頭部 また は胴尾部 の欠損の程度をKao&Efinson

(1988)のDorso-AnteriorIndex(DAD(図M-1)で 定 量化 し、24穴 マル チ ウエル プ レー

トの各個 室の上面に記録 した。処理胚が4日 胚 に達 してか ら、心臓 と腸 管の左右非対称性

の正位/逆 位 を(主 にstage42-45で)判 定 し、 同様 に24穴 マルチ ウエルプ レー トの各個 室

の上面に記録 した。 こうして個々の処理胚のDAIと 内臓 の正位/逆 位 を両方 とも追跡 した。

判定 に際 しては、処理胚を生きた状態のままピペッ トに吸い込んで観察することで判定

を行った(図M-2)。 ア フ リカ ツメガエル胚の4日 胚 は透明なた め、腹 面の胚外皮越 しに

無傷のままで内臓器官の観察ができる。心臓と腸管の左右性の正位(正 常胚の大部 分が示

す左右性 を持つ もの)と 逆位(正 位胚 のそれ とは左右非 対称 な臓器の配置/形 態 を持 つ もの)

の判定 を行 った。本稿 で は、特 に断らない限 り心臓 もしくは腸管の少なくとも一方が逆位

を示す胚を 「逆位胚」とした。心臓 と腸管の両方とも逆位 を示す胚をr全 逆位胚 」 と した。

心臓の左右性 の判定においては、心室か ら動脈球へ流れ込む血流の向きに着 目した。

心室に対 し動脈球が胚の右側 に位置するものを正位、左側に位置するものを逆位 とした。

腸管に関しては、stage41-42に お いて 、腸 管の最初の くびれ 目が腹側か ら見て3時 方

向 にで きた ものを正位、9時 方向 にで きた もの を逆位 と した。stage43以 降 の胚 では、

腸管は長 さを増 しなが ら、腹部体腔 内で巻き始めるが、その巻き方の向きが反時計まわ り

のものを正位、時計まわ りの ものを逆位とした。

【図M-1】Xenopus胚 のDorso-Anteriorlndex(DAI)[Kao&Elinson(1988)に よ る]
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【図M-2】 ツメガエル4日 胚 の心臓な らびに腸 管の正位/逆 位 の判定

左右性 判定の基準(初 期4日 胚st.41-42の 場合)

St.42

正位 逆位

脈球

St.42胚 においては、

心 室 に対 して 向か って右側に動脈球が存在するものを

心臓逆位、向かって左側 に腸にくびれができるものを

腸逆位 とした。

左右性判定の基準(後 期4日 胚st.44-46の 場 合)

腸管の巻き方が

どちら回りか?

⑦
・反時計回 り→正位1

・時計回 り →逆位

鯨

》　
正位 逆 位 ノ
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【実験結果】

実験1.レ チノイン酸処理胚における内臓の左右性

ツメガエル初期胚を レチノイン酸処理することで、頭部の楼小化～欠失 した胚が大変高率

に生 じることが知られている(RuiziAltabaら,1991)。

コン トロール と して、 レチ ノイ ン酸をSteineberg氏 液 に溶 かすための両親媒性溶媒で

あるDMSOの み を0.2-4%(v/v)含 むSteineberg氏 液 中で飼育 した胚 の内臓の左右性につ

いて調べた。致死濃度以下の0.2%DMSO単 独投与 では、内臓逆位 は生 じなかった(表1-1) 。

1-10ｵMレ チ ノイ ン酸投 与で、stage8(胞 胚)～stage19(後 期神経胚)の いずれの 時

期の胚 も頭 部媛小化 を示 した(n=263)。 そのDAIは1.0(10ｵM,stage8で 処 理)-4.5(1ｵM,

stage18-19で 処理)の 間 に存在 し、定量 的 にも明 らかに頭部組織の欠失～罎小化の数値

を示 した(表1-1,写 真1)。 次 に、 レチ ノイ ン酸のパルス処理で頭部組織が欠損 した胚にお

ける、心臓や腸管の左右性 について調べた。DAIの 変動か ら明 らかなよ うに、 レチノイン

酸は頭尾軸 には確かに作用 していたが、得 られた頭部欠損胚は自然逆位の発生率(2%)と

同程度の逆位 率 しか示 さなか った(n=263中3,1%)。

レチ ノイ ン酸処 理胚 で 内臓逆位 を示 したものが263処 理個体 中3胚 あ った。 しか しなが

ら、そのDAIは4が2個 体、5が1個 体 であ り、DAIが1-3の 頭部が 完全 に欠失 した胚 に属

したわ けではなか った。即ちYostら(1995)が 報告 したよ うな 「頭部 の欠失の度合いに比

例 して逆位が生 じる」という傾向はなかった(表1-2)。

【表1-2】 レチ ノイ ン酸処理胚 における逆 位発生例のDAI別 集計

DAI 1 2 3 45(正 常)

逆位胚数
.......................

....:.t

tiff'::4:nvs・.

.......::ti. 莞..ヒ

灘 …,}…_…_、
購一灘灘 灘灘灘 灘鑛

逆位(%) 一 一 0 411

生存数 6 10 58 4882

レチ ノイ ン酸処理胚のDAlは すべてDAI5以 下であ った。
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【表1-1】 レチノイン酸処理 によって得られた頭部欠損胚のDAIと 内臓逆位発生率

自然胚 調査数 正位 全逆位 心臓のみ逆位 腸のみ逆位 死亡 不明(奇 形) 逆位(%)

1127 1102 8 17 0 0 一 2.2%

RAな し DMSO濃 度;0.2～4%

DMSO濃 度 処理胚数 正位 全逆位 心臓のみ逆位 腸のみ逆位 死亡 不明(奇 形)

o.z 24 18 0 0 0 4 z

2 24 11 0 1 0 5 7

4 24 0 一 一 一 24 一

総計17212910111013319

RA濃 度:0.1μMDMSO濃 度:0.0001%

処 理stage 処理胚数 正位 全逆位 心臓のみ逆位 腸のみ逆位 死亡 不明(奇 形) DA1平 均

10 23 18 0 0 0 z 3 5.0

17-19 48 42 0 1(2%) 0 0 5 5.0

RA濃 度:1μM DMSO濃 度:0.01%

処 理stage 処理胚数 正位 全逆位 心臓のみ逆位 腸のみ逆位 死亡 不明 く奇形) DAl平 均

8 24 0 0 0 0 9 15 2.5

10 24 16 0 0 0 5 3 3.7

12 24 0 0 0 0 11 13 2.8

18-19 24 24 0 0 0 0 0 4.5

RA濃 度:10μM DMSO濃 度:0.1%

処 理stage 処理胚数 正位 全逆位 心臓のみ逆位 腸のみ逆位 死亡 不明(奇 形) DA!平 均

8 24 0 0 0 0 18 6 1.0

io 24 0 0 0 0 4 zo 3.0

18-19 48 17 0 0 2(4%) 9 zo 3.4

レチ ノイ ン酸処理 した総胚数=263

うち、逆位 を示 した胚の総数=3

レチ ノイ ン酸 による逆位発生率=1.1% (P.>o.〉 〉

tr

DAIに 関しては濃度依存的に効いている

レチノイン酸処理によって、胞胚一後期神経胚の頭部が欠損 したが、

内臓逆位は自然胚 レベルにしか生 じなかった。(自然胚のデータは昨年度年報のものを再掲)

【写真1】 レチ ノイ ン酸処理によ って頭部を欠失した胚の例

stagelO胚 を1ｵMの レチ ノイン酸溶液 に30分 間暴露 した。

DAI3DAI1
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実馬2:calciumionohore処 理胚 におけ る旦 尾車 欠 ロと内 逆 立の相

細 胞 内Ca2・ イオ ンは細胞 内情 報伝 達系 において セカ ン ドメ ッセ ン ジャー(シ グ ナル分 子)

と して働 く。calciumionophoreで 細 胞 を処 理 する と、細胞 外Ca2・ イオ ンの流 入な らび

に細 胞 内Ca2・ イオ ン貯蔵 プール か らのCa2・ イオ ンの放 出が 促 され 、細 胞 内Ca2・ イ オ ン濃度

が 上昇 す るこ とが 知 られ て いる。

calciumionophoreA23187の パル ス処 理 によ って発生 段階依 存 的 に頭 部楼 小化胚 ま

たは尾 部罎小 化胚 が得 られ る こ とが知 られ て いる(後 藤 ら,1994)。 我 々は 、原 腸 胚期 ～

神経 管期 のツ メガエル 胚 をA23187に 漬 けた まま飼 育 す る と、 内臓逆 位が 最適条 件下 で

は50%の 確率 で生 じる ことを見 いだ したC95総 合 理学研 究所 年報'95(1996),Develop.

Growth&Differ.誌 一印刷 中)。 以 上 の知 見 を もと に、卵 割期 ～胞胚 期 のA23187パ ル ス

処理 を行 い、頭 尾軸 の形成 不全 と内臓逆位 の 出現率 との相 関 につ いて調 べた。

後藤らの報告では、rツ メガエル胚をカルシウムイオノフォアで処理すると、初期卵割

期の処理では胴尾部の矯小化が、卵割後期から胞胚期の処理では頭部の楼小化又は欠損が

観察された』(日 本動物学会第65回 大会予稿集一1994か ら引用)と ある。 しか しなが ら、

彼 らと同 じcalciumionophoreA23187を 同 じ1ｵMの 濃度で用 いて処理を行 ったにもか

かわらず、結果の発生段階依存性は、彼らと反対のものになった(図2)。 即ち、初期卵割

期であるstage4,stage5に おけるA23187処 理では頭部の媛小化～欠失が観察され

(DAI平 均値はいつれ も4.2)、 胞胚期であるstage9や 初期原腸胚期であるstage10の 処

理では、胴尾部特に尾部の罎小化が観察された(DAI平 均値はそれぞれ7.0,5.7;写 真2)。

胚尾部の組織の罎小化が生 じたstage10の 処理胚(DAI平 均5.7)24例 の うち、15例

(63%)で 内臓逆位が観察 された。心臓のみが逆位を示すもの、腸管のみが逆位を示すもの、

全逆位を示すもの、いずれのケースも得 られた(全逆位4例 、心臓のみ逆位5例 、 腸管の

み逆位6例)。 そこで、それ らについて、DAIの 数値 と内臓の正位/逆 位との相関を2x2表

の形 に集計 した(表2)。24処 理例 中の逆位胚15個 体の内訳は、DAIが5で あるものが9例 ・

DAIが6の ものが5例 、DAIが9の ものが1例 であ った。従 って胚の胴尾部の削れぐあいが

高いものほど逆位が生じるという比例関係はなかった。しかしながら、DAIが6-7で あっ

た個体9例 の うち、正位の胚は2例 であるのに逆位の胚が5例 もあったこと(表2の ワク部

分)か ら、胚の尾部欠損と して表現される頭方化現象が左右軸の決定機構と連動 している

可能性がある。例数の追加が必要である。

stage9の 処理では4日 胚 になるまで生存胚の大半が奇形を起こした。しかし4回 の

実験のうち1回 は 処理胚24中11が 内臓逆位であった。今後精密な実験条件の検討を行う

必要がある。
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【図2】

DAI発 生 段 階 別 のionophore処 理 に よ る 欠 損 状 況

平 均値

8

t7

胴尾部倭小化6

正 常 胚 →5

t4

頭部短小化
3

_ノ 誌撚 鹸 練 早辮
反対にな った。

※初期卵割期の処理→頭部矯小化が生 じた。 内臓逆位が生じた・
n=15/24

※後 期胞胚 の処理 → 胴尾 部罎 小化 が生 じた。

___処 理時間等の条件の違いのせいかもしれない。

國
III醐1囲

騨 謹 ・ 圏

発

生

段

階

A23187処 理 胚 のDAI分 布

DAl

(上のグラフの使用データ)

3日 胚

12345678910 DAI平 均 判定数 総処理数 生存率

4 192 4.2 12 24 50%

5 12412921 4.2 31 48 65%

6 2182551 4.7 42 120 35%

9 714362032 7 82 119 69%

10 14631 5.7 24 24 100%
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【表2】

A23187calciumionophoreに おけ る内臓 の左 右性 とDAIと の 相 関

処理条件st.10,1ｵM,60min.の パ ルス処理 例数24

尾の先の無い胚が多く(DAI6-7)、 それ らの大半は逆位を示 した。

【写真2】

後 期胞 胚(stage9)の 時期 に1ｵMのA23187calciumionophore溶 液 に60分 間漬 け る

処 理 で尾部 組織 が 著 しく欠 損 した3日 胚(DAI=7)

鍵
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,3:塩 ヒリチ ウム 処理 胚 にお ける 音 欠 自と内臓lt'立 の 相 関

塩化 リチウム処理で内臓逆位が誘起されることが、高谷(1949)に よって明 らかにされ

て いる。卵割期 リチウム処理によって 胴尾部欠損が起こることはよく知られているが、

後期胞胚期～原腸胚期の リチウム処理では 頭部欠損が生じる(品川 ら,1989)。 そ こで後

期胞胚以降の リチウム処理によって、頭部欠損胚を作出し、個々の胚について頭部の倭小

化～欠失の程度と 逆位の発生率との関連について調べた。

品 川 らの報 告 と同様 に、後 期胞 胚 期で あ るstage8や 原腸 胚期 で あ るstage10に お け

る リチ ウム処 理 で 、DAIが そ れ ぞれ4.7(n=49),4.3(n=24)で あ る頭 部欠 損胚 が 得 られ た

(図3)。 神 経胚 期 にな る と リチ ウム処 理 に よる頭 尾 軸 への影 響 はみ られな くな った 。

stage12-14(神 経 胚 期)で の 処理 胚 のDAIは5.1(n=96)で あ り、stage15-22で の処

理胚 で は ほ とん どDAIが5の 正 常胚 が 得 られ た(n=412)。

内臓逆位の発生率については、stage8(胞 胚期)の 処理では4日 胚 内臓の奇形率が高 く、

内臓の左右性を判定できなかった。stage10胚(原 腸胚)で は処理胚総数のうち21%に あ

たる5例 で 内臓逆位が観察 された。初期神経胚期～後期神経胚期を通 じて8～6%の 内臓逆

位胚が得 られた。 リチ ウム処理による内臓逆位の発生率と、1127調 査例 中25例 が逆位で

あ った 自然逆位胚の発生率の2.2%(神 奈川大学総合理学研究所年報'95参 照一1996)と を

2×2分 割表を用いたカイニ乗検定を用いて比較した。その結果、 「stage10-19に おけ

る処理群の逆位発生率のいずれもが自然逆位発生率よりも有意に高い」と有意水準1%で

判断された。上記の1127例 の 自然胚の調査時 には、得 られた自然逆位胚25例 の うち、

腸のみの逆位は1例 も得 られなかったが、 リチ ウム処理によって心臓のみが逆位を示すも

の、腸管のみが逆位を示すもの、全逆位を示すもの、いずれのケースも得られた(写 真3)。

表3の 処理群 において 全逆位10例 、心臓のみ逆位13例 、 腸管のみ逆位6例 であった。

神経管の閉鎖後のstage20-22の 胚 においては逆位胚は全 く観察 されなかった(n=48)。

この時期 にな ると左右軸の最終的な決定がおこなわれ、その後は リチウム処理を行って

も左右軸の変更が不可能になるものと考えられる。

stage10以 降 に リチ ウム処理を行 った胚216例 につ いて、頭部欠損の程度 と内臓逆位

の出現について表の形で整理 した(表3)。DAI平 均が4.3で 、集団と しては頭部が罎小化 し

たstage10の リチ ウム処理胚72例(図3の24例 を含む)の うち、8例 が逆位を示 した。逆

位胚のDAIの 内訳はDAI5が6例 、DAI3が2例 であ った。 この ことは、 リチ ウムによる頭

部短小化胚については、 「頭部の倭小化の度合いに比例 して逆位が生じる_.と いう傾 向は

ない」 ことを示 している。
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§tageIZ以 降にリテウム処理をして得られた逆位胚21倒のむち、20倒までがDAI5の

全 く正 常な胚 で あ った。stage12-14の 処 理胚72例 の うち7例 が 逆位 を示 したが 、逆位

胚 のDAIの 内訳 はDAI6が1例 、DAI5が6例 であ った 。stage15-16の 処 理 胚72例 の

うち14例 が逆 位 を示 した が、 逆位 胚のDAIは すべて5で あ った 。

【図3】

リチウム処理 による逆位胚の出現 とDAlの 変化

25%

20%

逆15%

位
10%

率

5%

0%

8

94
1012-1415-1718-1920-22
249621614848

誕 瓢
Z'1 頭部楼小化

4.60D

A4.40

4.20

11

3.80

■ 逆位胚出現率

十DAl平 均値

処 理 したstage(上 段),例 数(下 段)

stage8(胞 胚期)の リチ ウム処理では、頭部罎小化は生じたが内臓は奇形であった。

stage10(原 腸胚期)の リチ ウム処理では、内臓逆位 も 頭部の罎小化もみられた。

stage12以 降(神 経胚期)で は、 リチウム処理によ り内臓左右軸のみが変更を受け、

頭尾軸異常は生じなくなった。
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【表3】 リチ ウム処理胚 にお ける内臓 左右軸とDAIの 相 関 に関する調査

St.10

処 理 条 件O.3M-10min,0.15M-15min,0.03M-20minの い つ れ か 例 数72

10 9 8 7 6 S 4 3 2 1

3日 胚以前に奇形 ↓正位 42 1

逆位 1竃
纏::,.

'f

影 弓. 漁 灘 唱 麦鑛
霧 層 ・蹴 華

ウ埠

ノ.1
DAl判 定出来ず

efi>..洛 観張,,信 翫,斌 彦 卸.隠,%,..㌻ 灘i互 鼎鐸: ㌘象 .奪
西 再'

占

ウ

奇形 2 3 3 1 1 1

死亡 4 1 1 1 3

DAl判 定後に死亡 判定以前に死亡

St.12-14

処理条件0.3M-10min 例数72

10 9 8 7 6 5 4 3 2 1

3日 胚以前に奇形 ↓正位 1 59

逆位 v;罪擁懸舷
,♂ 、

o

懸 饗序鞍 灘 、
,焔 ノ

"轡'触 嚇甕 DAl判 定出来ず

奇形 1 1

死亡 3

DA1判 定後に死亡 判定以前に死亡

St.15-16

処 理 条 件03M-10min,0.3M-30min,0.15M-15minの い つ れ か 例 数72

10 9 8 7 6 5 4 3 2 1

3日 胚以前に奇形 ↓正位 1 57

逆位 し ご∫' ・;琶乞

ご;∴'・
,∵〆 層

♂}

・辮1 編'
り解 ・翫'、

鱗 …混:鷲

㌻'曜4ぞ

'㌧
'棚 拶

、叫 欝
DAl判 定出来ず

奇形

死亡

DAl判 定後に死亡 判定以前に死亡

stagelO(原 腸胚)の リチウム処理では、多数の頭部倭小化胚が得 られた。 しか しながら

個々の胚についてDAIの 変化と内臓の正位/逆位を追跡したところ、逆位を示 した胚の多くは

DAIが5の 頭尾軸異常を持たない正常胚であることが分かった。Yostら の仮説どおりな らば

「頭部欠損の度合いの著 しい胚ほど、逆位が多く出現する」という傾向になることが

予想されたが、そうははな らなかった。

stage12-16(神 経胚)の リチウム処理では頭尾軸異常は生 じず、内臓逆位のみが生じた。
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【写真3】

リチ ウム処理によ って得 られた心臓逆位胚stage44胚 で 腸は正位。

stage18の 時期 にO.3M塩 化 リチ ウム溶液 に10分 間 暴露処理 した。左右性の判定 にっい

て は 図M-2参 照 。

【結果のまとめ】

レチノイン酸処理:

処理で得 られた頭部欠損胚は 内臓逆位を示さなかった。

calciumionophoreA23187処 理:

処理 によ って 引 きお こ され た胚 細胞 内部の細 胞 内Ca2・ イオ ン濃度 の上 昇 が、

原腸胚 の頭 尾軸 と左右 軸の 両方 に作 用 する ことが 分 か った。

stagelO(原 腸 胚)のA23187処 理 で、尾 部 欠損 と内臓 逆位 が 共 に生 じた。

尾部 欠損 胚の 多 くは 内臓逆 位 を示 した 。

リチウム処理=

原腸胚期の処理で、頭部の欠損 と内臓逆位が生 じた。しかし逆位胚の大半はDAIが5で 、

頭尾軸に関 しては正常な胚 に逆位が生 じていたといえる。

神経胚期のリチウム処理は胚の頭尾軸には影響せず、左右軸のみに作用 した。
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【考察】

レチノイン酸処理やリチウム処理で得られた頭部欠損胚においては、頭尾軸と左右軸と

の連鎖関係は生じていなかった。胞胚期以降の胚においては、心臓や腸管自身が内臓の左

右性に関連する位置情報を既に備えていて、頭部中軸組織の有無の影響を受けなかったと

考えられる。calciumionophore処 理による尾部欠損胚の多 くは内臓逆位を示 したこと

から、これ らの尾部欠損胚においては後方の中軸組織が無かったことが内臓の左右軸に影

響 した可能性は残された。

〈Yostら の仮説 に対する本実験の解釈〉

リチウム処理の結果は、r頭 部欠損の程度の大きい胚ほど 逆位を生じやすい』という

結果にはならなかった。更にレチノイン酸処理によって得られた頭部欠損胚が内臓逆位を

殆ど示さなかったことから、Yostら の仮説 に対 してr頭 部欠損処理のすべてが 内臓逆位

に繋がるわけではない』と結論される。

頭尾軸と左右軸の連鎖に関するYostら の結果と我々の結果 との相違は、何処からきた

のだろうか?筆 者 らは、用 いた胚の発生段階の違いが主な原因であると考えている。

Yostら の実験は、第一卵割前の受精卵や初期の卵割期の胚を用いている。

ごく初期の胚においては頭尾軸成立機構と左右軸成立機構とは不可分な連鎖関係にあるが、

胚自身のzygoticな 遺伝子の転写 ・翻訳が開始 され る中期胞胚期以降の胚では、頭尾軸の

成立機構と左右軸のそれとの分離が進むのではないだろうか?(中 期胞胚以前の胚は、

卵細胞質中に大量に蓄えられたmRNAや タ ンパク質を元に発生する ことが知 られている。)

言 い換えれ ば、Yostら が実験 した極 く若 い発生段階の胚では、頭尾軸と左右軸とがまだ

連動している時期であったので 頭部欠損が内臓逆位をひきおこしたが、我々が実験に用

いた中期胞胚よ り後の胚では、頭尾軸の成立機構と左右軸のそれとが分離独立していたの

で 頭部欠損処理が内臓逆位を引き起こす原因とは な り得なかったのではないだろうか?

このよ うに考えると、Yostら の実験結果 と本実験結果 との結果の相違を、両実験に対 し

て矛盾無く包括的に解釈出来ると思う。

Yostら は、内臓の左右性の正位/逆 位 を心臓のみにつ いて しか見ていない。ツメガエル

3日 胚～4日 胚前半 にか けては、腸管は頭尾軸に沿って長細く分布 している。頭部欠損と

内臓一般の左右非対称性との関連を論じるにあたっては、頭部にとても近い心臓のみな ら

ず、頭部から離れて分布 している腸管についても、正位/逆 位の判定を行 うべきであろ う。

そのような視点から、心臓逆位と腸管逆位との出現頻度の差異について注意を払った。

結果としては、実験群で逆位が出た リチウム処理とcalciumionophore

A23187処 理の両方で 心臓逆位 も腸管逆位 も出現 したので、器官による差は特に見られ

なかったと言える。
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動物胚の頭尾軸についての研究も、左右軸についての研究も、片方だけを扱った論文は

多数ある。 しかしながら、胚の頭尾軸と左右軸とは連動するか?と いう発生分野の研究者

な ら誰で もふと考える問題に現実に取 り組んだYostら の研究は意外 にも類を見ず、貴重

な ものに思われる。胚の左右軸成立機構に関して、新 しい視点 ・着想の研究を世に問い続

けているH.J.Yost博 士の一連の著作に敬意を払いたい。
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