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序 論

TGF-Rス ーパ ー フ ァミ リー に属 す る成 長因子が脊椎動物の左右軸形成に関与する、とい

う報告が相次いでいる(Levinet∂'.,1995;Menoet∂1.,1996;Lowee亡a1.,1996;

Levin,1997)。BoneMorphogeneticProtein(BMP)はTGF一 βスーパ ーフ ァミ リーの 一

員 であ り、魚類のモデル動物であるゼブラフィツシュにおいては、BMP-4が 左右 軸形成

に主導 的 に働 くとい うことが明 らか にな りつつある。

ゼブラフィツシュの正常胚では、BMP-4のmRNAは 形態 的には未だ対称 な 時期の心臓

原 基の左側 に発現 している。一方、心臓の左右性の崩壊 したfloa加9headやiguana等

のゼ ブ ラフィ ッシュ変異体 で は、BMP-4のmRNAは 心 臓原基 の両側で発 現す る ことが報

告されている(Chene亡 ∂'.,1997)。 正 常な左右 性 を示す ゼブ ラフ ィッシュ胚の右側 に

BMP-4遺 伝子 を異所 的 に発現 させ ると心臓のみの逆位を生 じる(Schillinget∂1.,

1999)。 この ことか ら、 ゼブ ラフ ィッシュの胚発生において、BMP-4が 左側 に発現 す る

ことが 、右側 に向かって心臓のloopingを 起 こさせ るの ではな いか と考 え られている。

このように、BMP-4は 魚 類の原始 心臓の 左側 に発 現 し、心臓の左右軸形成に関与 してい

ることが示唆されている。

ニ ワ トリ胚では、BMP-2やBMP-4のmRNAは 左右 対称 に発現す る。 これ らのBMPは 、

胚 の左側 に発 現す るnodalの タ ンパ ク質 に結合 し、その発 現 を抑制する働きを持 っている。

しか し、Caronteタ ンパ ク質 が胚の 左側のみ に局 在することで 左側のBMPタ ンパ ク質 を

特異 的 に吸収 し、BMPがnoda,に 結 合す るの を妨 害す る。 その結 果、BMPタ ンパ ク質の存

在量が左側 で減 少す ることにな り、nod∂'は 左側 のみ で左右 非対称 に発 現 し、このことが

左右性の分化の鍵となることが報告 されている(Rodriguez-Estebanetal.,1999;

Yokouchieta'.,1999)。 このよ うに、BMPが 魚類 や鳥類 の左右軸 形成 にお いては重要

な役割を果た していることが明らかにされている。 しか し一方で、左右軸 に関連 した遺伝

子カスケー ドは、脊椎動物間で大きな相違があることが知 られている(Meyers&Martinr
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1999;Rodriguez。Estebanetal.,1999)。 そ こ で 筆 者 らは 、 両 生 類 で あ る ア フ リカ ツ

メ ガ エ ル の 胚 発 生 に お け るBMPの 左 右 軸 へ の 影 響 を調 べ る必 要 が あ る と考 え た 。

ツ メ ガ エ ル の初 期 発 生 に お いて 、BMP-2やBMP-4は 卵 母 細 胞 中で 転 写 が 開始 され

(Kosteretaノ.,1991;Plessowe亡 ∂,.,1991;Clementeta,.,1995)、 胞 胚 期 に お

ける 腹 側 中胚 葉 の 誘 導 に関 与 して いる こ とが 知 られ て いる(Hemmati-Brivanlou&

Thomsen1995;Schmidtetaノ.,1995)。 ツ メ ガ エ ル 胚 の 背 腹 軸 形 成 に お けるBMPの

役 割 につ いて は 詳細 に研 究 され て い る が(Daleeta,.,1992;Jonesetal.,1992;

Jonesetal.,1996)、BMPが ツ メ ガ エ ル の 左 右 軸 形 成 に 関 与 す るの か ど うか に つ い て は

殆 ど報 告 が な い。 卵 割 期 の ツ メ ガ エ ル 胚 にTGF一 βス ーパ0フ ァ ミ リー の 一 員 で あ る

Xenopusnods,-related7(Xnr-1)を 発 現 す る プ ラ ス ミ ドを微 量 注 射 す る と、50-60%

の 胚 に内 臓 逆 位 を 生 じる こ とが 報 告 され た(Sampatheta'.,1997)。BMPはTGF一 βス ー

パ ー フ ァ ミ リー に属 す る分 子 で あ りな が らも 、nod∂1と は 異 な る シ グ ナル 伝 達 系 を有 す る

こ とか ら(Nomura&Li,1998;Lagna&Hemmati-Brivanlou,1999)、 我 々 はBMPが

nodalと は 異 な る メ カ ニ ズ ム で ツ メ ガ エ ル の 左 右 軸 形 成 に 関 与 して い るの で は な いか と考

え た。16細 胞 期 の ツ メガ エ ル 胚 の 左 側 の 植 物 極 側 割 球 に 、BMPsのmRNAを 注 射 した 場 合

に、50%の 内 臓 逆 位 が 生 じる こ とが 最 近 報 告 され た(Hyatt&Yost,1998)。 しか し・ 彼

らはBMPのmRNAを 卵 割 期 に注 射 した の で 、 何 時 、胚 の どの 部 分 で 注 射 したmRNA由 来 の

BMPタ ンパ ク質 が 合 成 され 胚 内で の 内臓 の 左 右 性 に影 響 を 与 え た の か に つ い て は 分 か ら

な か った 。 そ こで 我 々 は 、BMP-4の タ ンパ ク分 子 を 、形 態 的 に左 右 対称 な ツ メ ガ エ ル 神

経 胚 の 右 側 面 や 左 側 面 に直 接 皮 下 注 射 す る こ とで 、 内臓 逆 位 が 誘 起 され るか ど うか を 調 べ ・

8MP-4が ツ メ ガ エ ル 胚 の 左 右 軸 形 成 機 構 に関 与 す る の か 否 か を 調 べ た。

材 料 と 方 法

ア フ リカ ツ メ ガ エ ル(Xenopus'aevis)の メ ス に600-800U,オ ス に150-3000の 性 腺

刺 激 ホル モ ンを 注 射 し、 人 工 的 に交 配 を 誘 起 し得 られ た 胚 を 材 料 に した。 卵 割 期 に脱 ゼ リ

_し 、10%ス タ イ ンバ ー グ 氏 液 中 で神 経 胚(stage12-18;Nieuwkoop&Faber,1967)

に な る ま で18.26℃ で 飼 育 した。 神経 胚 期 の ツ メガ エ ル 胚 の 右 側 面 あ る い は 左側 面 に・

10ｵg/miあ る い は100ｵg/mlのBMP-4タ ンパ ク分 子(RecombinantHumanBone
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MorphogeneticProtein-4,R&D社)と 、 最 終 濃 度1%のNileBlue生 体 染 料 の 混 合 溶 液

(混 合 比10:1)をSnl微 量 注 射 した 。 全 て の 実験 にお い て 微 量 注 射 直 前 に コ リオ ン を剥 き 、

微 量 注 射 の技 法 は 昨年 度 のMogiら の 報 告(198年 度 年 報 参 照)に 準 じた 。 対 照 実 験 と して 、

神 経 胚 の 左 右 いつ れ か 一 側 面 に1%BSA(BovineSerumAlbumin)を1%のNileBlueと

共 に5nl微 量 注 射 した 。 微 量 注 射 後 、24穴 プ レー トの各 孔 に10%ス タ イ ンバ ー グ 氏液 を

2ml満 た し、 注 射 胚 を1個 体 ず つ 入 れ て 、 内臓 の左 右 性 の 判 定 出 来 るst.41-43ま で18-

26℃ で 飼 育 した 。4日 胚 に達 した 時 に 、主 にst.41-43で 、 心 臓 と腸 管 の左 右 非 対 称 性 の

正位/逆 位 を 判 定 した 。

結 果 と 考 察

ツメガエル神経胚の右側面皮下に50P9あ るいは500P9のBMP-4を 微量注 射 した場 合 に

は、内臓 逆位はほとんど起こらなか った(n=2/93)。 一方、神経胚 の左側 面皮下 に500P9

のBMP-4を 微量注射す ると、22%の 胚 で内臓逆位が誘起 され た(n=37/167)。 内臓逆位

を生 じた37匹 の胚の 中で 、心臓 と腸 の両方 と も逆位を起 こした胚は8匹(逆 位胚の うちの

22%)、 心臓 のみ の逆位 を起 こ した胚 は28匹(逆 位胚の うちの76%)、 腸 のみ の逆位 を起 こ

した胚 は1匹(逆 位 胚の うちの396)で あ った(図1)。 特 に、初期神経胚(st.13-14)の 左側 に

500P9のBMP-4を 微量注射 した場 合 には、 内臓逆位が最高31%の 注射 胚で誘起 された(表

1参 照)。

ゼブラ フィ ツシュの変異体であ るnoto〃 やfloatingheadで は、本 来 心臓原基の左側

で発現す るBMP-4が 両側で発現 している。 これ らの変異体は、8MP-4の 発現変化の他 に

背側 中軸 を構成 する脊索や体節の欠損があることも知 られている(Chenetal.,1997;

Schillinget∂'.,1999)。 筆者 らは、 ツメガエル神 経胚の背側中軸構造 にBMP-4を 作用

させる ことで、内臓の左右軸形成が変化するのか否かについても調べてみた。神経胚の背

側正中線上の皮下に50-500p9のBMP-4を 微量注射 したが、内臓逆位 を誘起することは

なかった(n=0/46)。 これ らの結 果か ら、BMP-4を 神経胚 の左側面 に作用 させた時 にだけ・

内臓逆位を誘起することができることが分かり、BMP-4が ツメガエル胚の 左右軸形成機

構 に関与することが示唆された。また、BMP-4は 消化管 よ りも心臓 の左右 性 に大 きな影

響を与えることも分かった。
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ツ メ ガ エ ル のBMP-4のmRNAは 尾 芽 胚 の 両 方 の 眼 や 心 臓 原 基 に左 右 対 称 に発 現 す る こ

とが 知 られ て い る(Daleetal.,1992;Nishimatsuetaノ.,1992;Fainsodetal.,

1994;Hemmati-Brivanlou&Thomsen,1995;Papalopulu&Kintner,1996)O

BMP-4のmRNAは 初 期 神 経 胚 期(st.14)に は腹 側 後 方 や 神 経 板 の 表 皮 に発 現 し、 後 期 神 経

胚 期(st.18)に な る と腹 側 前 方 に発 現 す る(Nishimatsuetal.,1992;Hemmati-

Brivanlou&Thomsen,1995)。 神 経 胚 の 左 側 や 右 側 に500P9のBMP-4を 微 量 注 射 す

る と 、 高 頻 度 で 微 量 注 射 した 側 の 眼 に形 成 不 全 を 生 じる こ とが 分 か った(表2参 照)。 背 側

正 中 にBMP-4を 注 射 し、 眼 の 形 成 不全 を生 じた 胚 の 中 には 、 両 眼 の 存 在 が 確 認 で き な い

ほ ど の 重 篤 な色 素 性 網 膜 の 分 化 不 良 を 起 こ す 胚 もあ っ た(図2,n=3/9)。 この よ う に 、

BMP-4は 中胚 葉 由来 で あ る心 臓 と外 胚 葉 由 来 の 眼 の 形 成 の 両 方 に大 きな 影 響 を及 ぼす こ

とが 分 か っ た 。

マ ウス 、 ニ ワ ト リ、 ツ メ ガ エ ル 、 ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ胚 に お い て 、nodalやP'tx2等 の 左

右 非 対 称 に発 現 す る 遺 伝 子 が 左 側 の 側 板 の み に発 現 す る こ と が 知 られ て お り、 これ らの 遺

伝 子 は 左 右 軸 の 形 成 に決 定 的 な 役 割 を果 た す と され て い る(Levin,1997;Lohret∂1.,

1997;Ryanetal.,1998;StAmandetal.,1998;Rebagliatietal.,1998;

Campioneetal.,1999)。 一 方 、 マ ウス 胚 で 左 右 対 称 に発 現 す るSonichedgehogや 、

ニ ワ トリ胚 で 左 右 対 称 に発 現 す るBMP-4が 、 自分 自身 は左 右 対 称 に発 現 す る に も 関 わ ら

ず 、 左 右 非 対 称 な 遺 伝 子 の 発 現 調 節 を 行 う こ とが 報 告 され て い る(Meyers&Martin,

1999;Rodriguez-Estebaneta1。,1999)。 昨 年 我 々 は 、nodalと 同 じTGF一 βス ーパ

ー フ ァ ミ リー に分 類 され るactivinタ ンパ ク 分 子 を 神 経 胚 の 右 側 面 の み に作 用 させ る と 、

ほ ぼ100%の 頻 度 で 左 右 軸 が 逆 転 す る こ とを 報 告 した(Mogiら,198年 度 年 報)。activinの

mRNAは 、 ツ メ ガ エ ル 神 経 胚 期 には 背 側 前 方 に 左 右 対 称 に発 現 す る(Thomsenetal.,

1990;Dohrmannetaノ.,1993)。 我 々 は 、 ツ メガ エ ル の 中 期 神 経 胚(95%以 上 の 逆 位 が

誘 起 可 能 な 発 生 段 階 の 胚)の 右 側 面 にactivinを 微 量 注 射 して 尾 芽 胚 期 に達 した 時 に 固 定 し、

左 右 非 対 称 に発 現 す るnodaFやPitx2の 発 現 パ タ ー ンをwhole-mountin5'ω

hybridization法 を 用 い て 調 べ た 。 そ の結 果nods'は43%、Pitx2は69%の 注 射 胚 に お い

て 、 左 側 で の 発 現 が 右 側 に シ フ トした(第22回 日本 分 子 生 物 学 会 年 会 講 演 要 旨P.464,

1999)0
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今回 我々は、BMP-4タ ンパ ク質 を初期神経胚の左側面 のみに作用させることで、内臓、

特に心臓の左右軸を逆転させることが出来ることを発見 した。activinとBMP-4の 微量注

射結果 には、2つ の顕著な違 いがあ った。一つは、activinの 場合 は、逆位を誘起す るた

め には右側面に注射する必要があったのとは対照的に、BMP-4の 場合 は左側面 に注射す

る必要があ ったことである。 もう一つは、初期神経胚期においてactivinはlOpgの タ ン

パ ク質量を注射すれば95%以 上の逆位を誘起 したの に対 し、BMP-4は500P9の タ ンパ ク

質量 を注射 して、最高31%の 逆位 を誘起 したとい う点である。このことから、形態的には

全く左右対称な初期神経胚の左右の側板中胚葉の間で、早くもactivinやBMP-4に 対する

感受性が違 って いる ことが分かった。感受性の違いの本質は、これ らの リガン ド分子を受

け取る細胞膜上の リセプターの種類や左右での リセプターの数の違 いであると推測される。

activinはActRlとActRilの2つ の リセプターを使 うが、BMP-4はactivinリ セプターと

は異な るBMPRIとBMPRIIの2つ の リセ プターを主 に使 う(Graffet∂i.,1994;Suzuki

et∂ ノ.,1994;Changetal.,1997;Frisch&Wright,1998)。 更に、activinやBMP-

4の リガ ン ドが リセプターに結合 した という情報を核に伝えるための細胞内へのシグナル

伝達系の違いも、左右の側板間で生 じていると思われる。activinはSmadと 呼ばれ る細

胞 内シグナルタ ンパ ク質のグループの中でSmad2,Smad3を 使 い、BMP-4はSmad1,

Smad5,Smad8を 使 っている(Zhuetaノ.,1999;Christian&Nakayama,1999)。 ツ

メガエル神経胚の組織で駆動 されるSmad分 子群の、胚 の左右での リン酸化の程度の違い

については報告がないが、冒98年度の筆者 らの報告 と本稿 で紹介 した結果を比較検討する

と、Smad分 子はツメガエル胚の左右で分布量 もしくは利用度(例 えば リン酸化 される

Smadの 比率やSmad分 子の寿命等)が 違 って いる と考 え られ る。

今後は、BMP-4を 微量注射 したツメガエル胚 において、左右非対称に発現するnodalや

Pitx2の 発現 や、細胞 内シグナル伝達系であるSmadの 発現が どの ように変化するのかを、

whole-mountinsituhybridization法 を用 いて調べ ることで、ツメガエル胚における

左右軸成立機構を解明したい。
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図1BMP-4の 微 量注射 による内臓逆位の誘起 。

(a)st.43の 正常胚の腹面か らの写真 。心 室の 向かって左側か ら動脈球が出ている

(矢印)。 腸管は向か って左側 に位置する腹側膵臓(矢 尻)を 取 り囲むよ うに巻き始 め

ている 。

(b)初 期神経胚(st.13-14)の 左側面皮下 に500P9のBMP-4タ ンパ ク質 を微量注射 し

た結果 、心臓 と腸の両方に逆位を誘起 した胚。心室の 向か って右側か ら動脈球が開

ロしている(矢 印)。 腸管 は(a)と 鏡像対称 に形態 形成 を行 っていることに注目。

写真は腹面か ら見ている。Scalebarは1mm。
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図2BMP-4の 微量注射 によ って、眼の形成 不全を起 こした胚の側面からの写真。

(a)初 期神経 胚の背側 に500P9のBMP-4タ ンパ ク質 を微量注射 し、眼の 形成不全を

起 こした胚。両眼の形成が確認できないほどの重篤な色素性網膜の分化不良を起 こ

している。

(b)st.43の 正常胚 。正常な眼形成が進行 している。Scalebarは1mm。
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Right

stage
neurulastage

13・14115-16117・18

dose(pg) Upper,%.Lower,inverted/survived.
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1/47

一

一

一

一

50 0

0/24

一

一

5

1/22

0 0
0/23

Dorsal

stage
gastrula neurulastage

12 13-14117-18
dose(pg) Upper,%.Lower,inverted/survived.

500 0
0/18

O
ors

一

一

50
一

昂

一

騨

O
oiio

Upper,%.

Lower,invertedlsurvived.

表1BMP-4の 微量注射 による 内臓逆位の 出現率

500P9のBMP-4タ ンパ ク分子を初期神経胚の左側面に微量注射すると

最高31%の 胚 に内臓逆位が誘起 された。

stage gastrula neurulastage

12-12.5 13-74115-16

500pg Upper,%.Lower,inverted/survived.

Left 44

15/34

29
...

49
17/35

Right =
21
10/47 :

Dorsal 50
9/18

0
0/26

表2BMP-4の 微量注射 による眼の形成不全率

500P9のBMP-4タ ンパク分子を神経 胚の左側や右側、あるいは背側に

微量注射すると高頻度で眼の形成不全が生 じた。
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