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序 論

TGF一 β分 子 は 、 細 胞 増 殖 の 調節 や細 胞 分 化 、 癌 細 胞 の 形 質 転 換 等 の様 々な場 面 で

生 理活 性 を持 つ こ とが 知 られ て い る(Todaroetal.,1981;Todaro,1982;Robertset

al.,X990;Kingsley,1994)。 ニ ワ トリ胚 で は 丁GF一β2と7GFβ3のmRNAが 予 定 心 臓 領

域 に発 現 す る こ とか ら、TGF一 β2とTGF一 β3は 、 ニ ワ トリ初 期胚 の 心 臓 形 成 に関 与 す る こ

とが 示 唆 され て い る(Pottsetal.,1992;」akowlewetal.,1994;Nakajimaeta1.,

1998;Boyeretal.,1999;Yamagishietal.,1999)。 ノ ック ア ウ トマ ウス の 表 現 型

の 解 析 か ら、TGF-Nが 初 期の 胚 形 成 に重 要 な 役 割 を果 た す こ とが 明 らか とな って い る。

TGF一 β2の ノ ック ア ウ トマ ウス で は 、 心 臓 、 肺 、感 覚 器 、骨 格 、 泌 尿 生 殖 器 な ど多 くの 臓

器 に異 常 が 見 られ た(Sanfordetal.,1997)。TGF一 βtypellreceptorの 変異 は 、消 化

器 系 な どで 発 癌 の 原 因 とな る こ とが 知 られ て いる が(Markowitzetal.,1995)、 この

receptorの ノ ツク ア ウ トマ ウス で は 、胎 生10.5日 で 循 環 系 の 形 成 不 全 に よ り致 死 性 を 示

す(Oshimaetal.,1993)。 この よ うにTGF-Nシ グ ナル は 、哺 乳 類 の 胚 形 成 に重 要 な 働 き

を して い る。 両生 類 胚 にお い て は 、 そ の モ デ ル 動 物 で あ る ツ メガ エ ル 胚 を 用 いた解 析 か

ら、TGF弔 と類 似 の 構 造 を持 つ近 縁 分 子 で あ るactivinが 中胚 葉 分 化 や神 経 分 化 等 に重 要

な働 き を して い る こ とが 明 らか に され っ っ あ る。 しか しな が ら、 ツ メガ エ ル 初 期 胚 に お け

るTGF一 βその もの の 働 き に 関 す る研 究 は殆 ど行 わ れ て いな か った 。 近 年 、 ツ メガ エル 胚 か

らactivinと は親 和 性 の な いTGF-Nリ ガ ン ド固有 のreceptor(X恥R-1)が ク ローニ ング さ

れ た(MahonyandGurdon,1995)。XTβR-1を 過 剰 発 現 した ツメ ガ エ ル 卵 で は 、 背側 中

胚 葉 の 過 形 成 が 生 じ、 脊 索 が 太 くな る(MahonyandGurdon,1995)。 このreceptorは

activin,BMP-4に 対 して は シ グ ナ ル 伝達 を 行 わ ず(Mahonyetal.,1998)、dominant

negative(機 能 欠 損 型)XTβR。1は 、 二次 軸 誘 導 活 性 の あ るsiamoisやXwnt-8の シ グ ナル

伝 達 を遮 断 す るの で 、activinと は部 分 的 には 異 な る 経 路 で 背側 中 胚 葉 の 形成 に関 与 して

い る と考 え られ る 。

筆 者 らは 、TGF一 βス0パ0フ ァ ミ リー の メ ンバ ーで あ るactivin分 子 を ツ メガ エ ル

神 経 胚 の 右 側 に注 射 す る と、 ほ ぼ100%の 胚 に内臓 逆 位 が 生 じる こ と を示 した(総 理 研 年

報'98)。0方 、TGF一 βス0パ ー フ ァ ミ リー に属 さな いNGF、HGF、midkineを 注 射 した 場

合 に は、 内臓 左 右 軸 を逆 転 す る こ と はな か った 。従 って 、TGFβ ス ーパ ー フ ァミ リー に属

す る分 子 のみ が 、 左 右 非 対 称 性 の成 立 に深 く関 与 す る と予 想 され る 。activinとTGF-Nの

シ グ ナル 伝 達 経 路 を比 較 す る と、activin蛋 白分 子 はactivintypelreceptor(ActR-

IAま た はActR-IB)とactivintypeIIreceptor(ActR-IIAま た はActR-IIB)の 双 方 と共

に複合 体 を 形成 し、receptorの 細 胞 内domainの 働 き に よ り、Smad2やSmad3を リ ン

酸 化 す る 。Smad2やSmad3は い ずれ もSmad4と 複合 体 を 形成 し、activinに 特 異 的な 転

写 因 子Folkheadactivinsignaltransducer(FAST)と 共 に、activinの 標 的遺 伝 子 の
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上流領域 にあるFAST結 合領域 に結合 し、標的遺伝子 におけるmRNAの 転写 に必須の転写

複合体 を構成する(Chenetal.,1997;WatanabeandWhitman,1999;Yeoetal.,

1999)。 一方、TGF一 βはTGF一 βtypelreceptor(TβR-1)とTGF一 βtypeII

receptor(TAR-ii)の 双方 との親和性が強 い(Heldinetal.,1997)。 その刺激 によ り、細

胞 内シグナル伝達分子 のSmad2ま た はSmad3が リン酸化 されSmad4と 複合体を形成 す

るが 、この点 はactivinの シグナル伝達経路 と共通 して いる(Chenetal.,1996;Nakao

etal.,1997)。TGF一 βの刺激か ら生 じたSmadの 複合体 は、TGF-N特 異 的な転写因子 と

共 に標 的遺伝子 の転 写活性 を調節 すると考え られ るが 、初期胚 発生の各局面で、 この転写

因子が何 であるのか は不 明である。以上の よ うに、activinとTGF一 βの シグ ナル伝達経路

には、共通 する部分 と異な る部分が ある。

TGF一 β5はツメガエル に特 異的なTGF-N分 子で あ り、TGF一 β1と最 も相 同性が高 い

(Kondaiahetal.,1990)。TGF-CBSのmRNAは ツメガエル神経胚期(stage14)以 降 にお

いて初めて発現が開始 し、尾芽胚期 には沿軸 中胚 葉 に左右 対称 に発現 する(Kondaiahet

al.,2000)。 しか し、ツメガエル初期胚の発生 において 、TGFβ5が どの よ うな役割を果

た して いるのか につ いては殆 ど判 っていな い。筆者 らは、ニ ワ トリ胚の心臓形成 にTGF。r

が関与 して いることや、actMnとTGF一 βの シグナル伝達経路の共通性 、TGF一 β5のツメ

ガエル胚での発現開始時期(st.14)や 発現場所(沿 軸 中胚 葉;左 右 非対称 に発現する遺伝子

の発現領域である側板 に広 く隣接 する領域)等 の知見 に注 目し、activin同 様、TGF一 β5も

ツメガエル神経胚 の左右 軸形成 に大 きな影響 を及 ぼすので はな いか と考えた。筆者 らが開

発 し、総 理研年報198で 初めて報告 した微量注射法で上記を検討 し、 同時 に左右非対称な

Xnr-1やPitx2の 遺伝子発現パ ター ンに変化が生 じて いるか否 か につ いて検 討 した。その

結果 、TGF。 β5はactivinと はやや異なる シグナル伝達経路で、 ツメガエル神経胚 ・尾芽

胚 の内臓 左右 軸を強力 に逆転 させ ることが明 らか とな った。

材 料 と 方 法

く ツ メガ エ ル 卵 と微 量 注 射 〉

ア フ リカ ツ メガ エ ル(Xenopuslaevis)の メ ス に500-600units,オ ス に150-

300unitsの 生殖 腺 刺 激 ホル モ ン(帝 国臓 器,ゴ ナ ド トロ ピ ン)を 注 射 し、得 られ た 胚 を 材

料 に した 。 卵 割 期 に2.5%チ オ グ リ コール 酸(pH8.6)を 用 いて 脱 ゼ リー し、10%ス タ イ ン

バ ー グ 氏 液 中 に胚 を 移 し、15-18℃ で 神 経 胚 一尾 芽 胚(st.13。34;Nieuwkoopand

Faber,1967)に な る まで 飼 育 し、実 験 に用 いた 。

マ イ ク ロ ピペ ッ ト製作 器(NARISHIGE社)で 加 工 した ガ ラ ス製 の注 射 針(Drummond

Co.)を 、 マ イ ク ロイ ン ジ ェク タ ー(DrummondCo.,'Nanoject')に セ ッ トした 。 卵膜 を 除

去 した胚 を テ ラサ キ プ レー ト(SumitomoBakeliteCo.,Japan)に 移 し、神 経 胚 や 尾 芽 胚

の右 側 あ る いは 左側 の表 皮 直 下 に注 射 針 を浅 く差 し、 無 菌 的 条件 下 で 微 量 注 射 を行 った 。

注 射 した 成 長 因子 は 以 下 の通 りで あ る。2ｵg/mlま た は10ｵg/mlのTGFβ5

(RecombinantAmphibianTGF一 β5;R&DsystemsCo.,Lot.C」058041)、

10ｵg/mlのTGF一 β1(PorcineTGF一 β1;R&DsystemsCo.,Lot.6257091)、TGF一
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β2(PorcineTGFβ2;R&DsystemsCo.,Lot.C327061)、TGF一 β3(Recombinant

HumanTGF一 β3;R&DsystemsCo.,Lot.FBO98041)、2μ9/mlのactivinA

(recombinantbovineactivinA;InnogeneticsCo.,Lot.R-8679)で あ る。 いず れ

も19'6のBSA(BovineSerumAlbuminfractionV,SigmaCo.)溶 液 に溶 か して 、 最終

濃 度 が196に な るよ うにNileBlue色 素 マ ー カ ー を混 入 し(混 合比10:1)、 各Snl(n1=10-9

1iter)を 微 ■ 注 射 した 。 対 照 実験 と して 、 神 経 胚 の 左 右 いず れ か0側 面 に、1%BSAを

5nl微 ■ 注 射 した 。0.i%BSAを 含 む10%ス タ イ ンバ ー グ氏 液 を2ml満 た した24穴 プ レー

トの各 孔 に、注 射 後 の胚 を1個 体 ず つ 入 れ 、4日 胚 に な る ま で18-26℃ で 飼 育 した。 心

臓 と腸 管 の 左 右 の 向 き を 、 主 にst.41-42で 判 定 した 。 また 、 前 後 軸 や 背 腹 軸 に沿 った 形

態 につ いて は、dorso-anteriorindex(DAI;KaoandElinson,1988)に 従 い判 定 し、

写真 撮 影 した 。

<微 ■注射 した胚における心臓 と腸管の逆位の分類 と逆位率>

st.41-42に な った胚の内臓の配置を腹側か ら観察 した。心臓と腸管の位置及び向

きにより、実験群及び対照実験群の内臓の左右性を判定 した。心臓と腸の両方とも逆位、

心臓のみの逆位、腸のみの逆位の3種 類を総称 して内臓逆位と呼ぶことにした。本研究に

おける内臓の逆位率の計算を下記のように定義 した。逆位率は、心臓も腸も逆位の胚数 と

心臓のみまたは腸のみが逆位の胚数を足 し、これを生存胚数で割 り、その割合を百分率で

示 した。

逆位率(%)

B(心 臓も腸も逆位の胚数+心 臓のみ逆位の胚数+腸 のみ逆位の胚数)÷(生 存胚数)X100

<cDNAの 形質転換 と大量精製>

pBluesc巾tSKの マル チク ローニ ングサイ ト内 に挿入 されたXenopusnoda'

related-1(Xnr-1)のcDNAは 、濾紙 に吸着 され た形で ワシ ン トン大学のRandallMoon

教授 か ら恵与 された。XenopusPitx2のcDNAは 、同 じ形で ソーク研 究所 の」uanCarlos

IzpisuaBelmonte博 士か ら恵与 された。濾紙 に吸着 したこれ らのcDNAを 、150mMの

NaClを 含 むTEbuffer(10mMTris-HCIpH8.0,1mMEDTApH8.0)に 浸 し、37℃ で90

分 間プラス ミ ドDNAを 溶出 した 。SupercompetentcellsHB101(STRATAGENE社)に

プラス ミ ドDNA溶 液 を与え、 この菌懸 濁液20ｵ1を50μ9/mlの ア ン ピシ リン入 り1.590寒

天LB培 地 に蒔 いて、37℃ で一晩培養 して形質転換 した。形質転換 した単 クロ0ン 性の コ

ロニ ーを、ア ンピシ リン入 りのLB培 地50mlに 移植 し、37℃ で一晩振邊 し大量培養 し

た。塩化 セ シウム密 度勾配遠心法 を用 いてプラス ミ ドDNAを 大量精製 した。得 られた プラ

ス ミ ドDNAはins'tohybridization用 のDIG標 識probe合 成 のための鋳 型 と して用 い

た。
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Cwhole-mountinsituhybridization

whole-mountinsituhybridization用 の胚 は 、 固 定液MEMFA(0.1MMOPS,

2mMEGTA,1mMMgSO4,4%formalin)を 用 い て 室 温 で 固定 した 。 固定 後 、 固定 液 を

TBST(140mMNaCI,2.7mMKCI,25mMTris-HCIpH7.6,0.1%Tween20)、100%メ

タ ノー ル で 順 次 に置 換 し、 染 色 操 作 を 行 うまで は100%メ タ ノール 中 で一20℃ で 保 存 し

た 。 実 験群 及 び対 照 実験 の胚 にお け るXnr-1やPitx2のmRNAの 発 現 を 、 そ れ ぞ れ に対 す

るDIG標 識 のanti-senseprobeを 用 いて 、Hadandのwhole-mountinsitu

hybridization法(1991)に よ り調 べ た 。 染 色 後 の 胚 は 、0.196Tween20含 有PBS-

(PTW)で 洗 浄 し、Xnr-1やPitx2の 発 現 パ タ0ン を 観 察 した 。 写 真 撮 影 後 、5096グ リセ

ロー ル1PTWに 胚 を 移 し、4℃ で 保 存 した 。

結果

〈TGF。 β5分子の右 側注射胚 にお ける内臓逆位の誘起 〉

ツメガエル に特異 的なTGF一 βで あるTGF一 β5蛋白質を、 ツメガエル神経胚の右側 あ

るいは左側 に10-50pg微 量注射 して 内臓左右軸 への影響 を調 べた。その結果 、神経胚

(st.13-18)の 右側面 に皮下注射 した場合 には、92%以 上の胚 に内臓逆位が誘起 された(表

1a)。 神経管の 閉 じる神経管期(st.19-20)の 胚 に対 しても、右側 にTGF一 β5を注射する と

8196以 上の胚 に内臓逆位が生 じた。一方 、神経胚 期か ら神経管 期(st.13-20)の 胚の左側

に10-50pgのTGF一 β5を注射 した場合 には、 内臓逆位 の出現率 は4%以 下であ った(表

1b)。TGF一 βを注射後 の4日 胚 や7日 胚を観 察 した ところ、注射 によ り内臓逆位が生 じた以

外 には 形態的な変化 は観察 され なか った(図1)。

TGF一β5と構造 の類似 したTGF一 β1、TGF一 β2またはTGF。 β3を神経胚期一神経管 期

の胚の右側 に50pg微 量注射 した場 合 には、TGF一 β5同様 に高頻度 で 内臓逆位を誘起 した

(表1c)。 しか しなが ら、神経胚 の左側 にTGF一 β1、TGF一 β2を微■注射 した場合 には、殆

ど内臓逆位は生 じなか った(表1d)。

10-SOpgのTGF一 β5を尾芽胚 の右 側 に注射 して 、内臓逆位が誘起 され るか否か を

調べた。Xnr-1が 左側 に発現 している時期の初期尾芽胚(st.21-24)の 右側 にTGF一 β5

(50P9)を 注射 した場合 には、45%。7596と 高頻度で 内臓左右軸の逆転 を誘起 した(表2)。
一方、同量のactivinを 神経管 期一初期尾芽 胚(st.19-24)の 右側 に注射 した場合 には、

3796(st.19-20)、25%(st.21-22)、390(st.23-24)と 発生 の進行 に伴 って内臓逆位 の出

現率は減少 した(表2)。 両者 の結果 を比較 する と、尾芽胚 におけるTGF一 β5の逆位誘発 活

性はactivinと 比べて非常 に強 いことが判 った。Pitx2が 左側板 に強 く発現す る時期の尾

芽胚(st.27-34)で は、右側 にTGF一 β5(50P9)を 注射 しても、殆 ど内臓の左右性 への影 響

は無か った(n=4/186,表2)。

<TGF一 β5を神経胚や尾芽胚の右側 に注射 した場合 のXnr-1やPitx2の 発現変化>

50pgのTGF一 β5を初 期一中期神経 胚(st.13-16)の 右側 に注射 した胚 におけるXnr-

7とPitx2の 発現 と、 内臓逆位 の 出現率 との 関連 を調 べた。50P9のTGF一 β5を右側 に注射
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した場 合の 内臓逆位 の出現率 は95%で あ った(n=151/159,表1a)。 注射胚のXnr-1と

Pitx2の 発現 パタ ーンを調 べる と、左側のみ に発現、右側のみ に発 現、両側 に発現 するが

左側 が右側 よ りも広範 囲に発現(左 〉右)、 両側 に発現 し左側 と右 側が 同程度 に発現(左B

右)、 両側 に発現す るが右側 が左側よ りも広範 囲 に発現(左 く右)、 両側 で発現が消失 、の6

種類 の発現パ ター ンが観察 され た(表3)。 これ らの発現パ タ0ン を、左側 のみの発現、右

側 のみの発現 、両側 に発現(左 〉右,左=右,左 く右の胚数 を加算)、 両側 で発現無 し、の4

種類 に分類 した。TGF-65の 右側注射 によ って 本 来 左側 のみ で発 現す るXnr-1に つ いて

は、左側のみ に発現す る胚が15%(n=4/26)、 右側 のみ に発現す る胚 が42%(n=11!26)、

両側 に発現 する胚が31%(・/26)、 両側で発現 が見 られな い胚 が1296(n=3/26)で あ っ

た(表3a中 段)。Pitx2の 場合 、左 側のみ に発現 する胚 が496(n=2/47)、 右 側のみ に発現す

る胚が70%(n=33/47)、 両側 に発現す る胚が17%(n=8/47)、 両側 で発現が見 られな い胚

が996(n=4!47)で あ った(表3a下 段)。

0方 、10pgのactivinを 胚の右側面 に注射 した場合 の 内臓逆位 の 出現率は90%で

あ った(n=149/166,表3b上 段)。TGF一 β5を神経 胚の右側 に注射 した時のXnr-1とPitx2

の発現パ ター ンの変化 は、activinを 神経胚 に注射 した時のXnr-1とPitx2の 発現パタ ー

ンの変化 と非常 に類似 していた。Xnr-1は 、TGF一 β5の注射胚で は42%、activinの 注射

胚で は4396の 割合で 、左側 での 発現が右側 にシ フ トした。Pitx2は 、TGF一 β5の注射胚で

は70%、activinの 注射胚 では6996の 割合 で そ の発現が左側か ら右側 にシフ トした(表

3)。 これ らの結 果か ら、TGF一 β5は、activin同 様 にXnr-7とPitx2の 発現の側性 を変更

す るこ とで 内臓逆位 を誘起 する ことが示唆 され た。

初 期尾芽胚 期(st.23-24)にTGFβ5(50P9)を 右側 に微■注射 した胚 では、45%の

胚 に内臓 逆位が 生 じた(../195,表2)。 この条件 でTGF一 β5を注射 した胚 をst.30の 尾

芽胚 に達 した 時点 で固定 して、Pitx2の 発現変化 を調べた。Pitx2の 発現 は、左側 で発現

した胚 が26%(n=15/57)、 右側 で発現 した胚が7%(n=4/57)、 両側で発現 した胚 が

6796(n=38/57)で あ った(図2)。 紳経胚 の右 側 にTGFβ5を 注射 した場 合 には7096の 胚で

Pitx2が 右側 にシフ トしたの と比較す ると(表3a下 段)、 尾 芽胚 への注射 にお けるPirx2の

発 現パ ター ンは両側性 の発現が大 幅 に増加 して いる ことが判 った。

〈TGF一 β5注射胚 のPitx2の 発現 パタ0ン か ら期待 され る内臓逆位の発 生率 〉

神経胚 へTGF。 β5を注射 した場合 と尾芽胚 へTGF一 β5を注射 した場合 の間で、

Pitx2の 発現パ ター ンに大 きな違 いが観察 された(図3b)。Pitx2の 発 現パ ター ンを詳細 に

調べ る と、6種 類 の発 現パ ター ンが観察 され た ことや 、TGF一 β5の注射 時期 によって

Pitx2の 発現パ ター ンが異な る ことに注 目 し、TGF一 β5注射胚 の内臓逆位の発生率 を算 出

した。 期待 され る内臓逆位の発生率 は、(右 側のみ発 現)+(両 側 で発現 したが左側よ り右

側が広範 囲 に発現)+3/4X(両 側 で同程度 に発現)+3/4X(両 側での発 現の消失)と い う

計算式 で計算 した(図3a)。 神経胚 にTGF一 β5を注射 した場 合 には 期待 され る内臓逆位の

発生率 は9196で あ り、注射実験 による実際の内臓逆位 の出現率 は95%で あ った(図3b,表

1a)。0方 、尾 芽胚 にTGF一 β5を注射 した場合 、期待 され る内臓逆位 の発生率 は3796で あ

り、実際の 内臓 逆位の 出現率 は45%で あ った(図3b,表2)。 神経胚の場合 も尾芽胚の場 合

も、Pitx2の 発現パ ター ンか ら内臓逆位の 出現 率 をよ く説 明で きる ことが判 った。 これ ら
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の結果か ら、ρ7tx2の発現の側性が将来の内臓の左右性に大きな影響を与えることが示唆

された。

<activinま た はTGF一 β5の注射 によ って誘導 され るXnr-1とPitx2の 発 現タイ ミングは

両分子間で異な る〉

中期神経胚の右側 にactivinを 注射 した場合 、注射胚 の多 くは、尾芽胚期 まで には

Xnr-1とPitx2発 現が右側 にシフ トし、ηoda触43%、Pitx2は6996の 胚で、左側での発

現 が完全 に消失 していた(表3b)。 ここで筆者 らは、注射 したactivinは 正 常胚 での発現 時

期 よ りも 時間を繰 り上げて早期 に、Xnr-1とPitx2を 右側 に誘導 したのではな いか と考え

た。 この仮説 を検証 するために、初 期神経 胚(st.13)の 右側 ある いは左側 に10P9の

activinを 注射 した胚 を、中期神経胚(st.15)で 固定 し、Xnr-1とPitx2の 発現が誘導 され

ているか否 かについて調べた.

Xnr・7に つ いて は、初期神経胚期(st.13)にactivinをlOpg注 射 した胚を、中期神

経胚期(st.15)で 固定 した場合 、左右 どち らに注射 した時に も、Xnr-1の 発現が注射部 位

に認 め られ た[右 側注射の場 合は63%(n=22!35),図4a;左 側注 射の場合 は34%

(n=13/38)図4b]。Pitx2に つ いては、初 期神経胚 期(st.13)の 右側 にactivinを10-

50P9注 射 した胚 を、中期神経胚期(st.15)と 後期神経胚期(st.18-20)の2つ の発 生段 階

で、固定 して調べた。 いずれ の場合 にも、注射部位 にPitx2の 発現 が認 め られた[st.15で

固定 した場合 は4196(n=16/39),図4c;st.18-20で 固定 した場合 は32%(n=13/41)]。

以上の結 果か ら、神経胚 の右側 に注射 されたactivinは 注射 部位 に早期 にXnr-1とPitx2

の発現を誘導する ことによ り、右組織を左構造へ と分化誘導す ることが示 唆された。

一方、TGF一 β5を神経胚の右側 に注射 した場合 には、activin注 射 の場 合 と同様 に

Xnr-1とPitx2の 発 現は強力 に右 側 にスイ ツチ した(表3)。 それ に加えて 、activinは

(Xnr-1とPitx2の 本来の発現時期 よ りも早い)中 期神経胚期 に これ らを発現 勝導 した(図

5)。 従 って、TGF一 β5もactivin同 様 にXnr-1とPitx2を よ り若 い発生段階 で早期に発現

誘導する可能性 が期待 された。 ところが、初期神経胚(st.13)の 右 側あ るいは左側 にTGF一

β5(10pg)を 注射 し、中期神 経胚期(st.15)でXnr-1の 発現 を調 べたと ころ、activinの 場

合 とは異な り、Xnr-7が 注射部位 に早期 に誘導 される ことはなか った(図4d,図4e)。

Pitx2の 場合 もTGF。 β5の右 側注射 によ り、 中期神経胚(st.15)の 右側 にPitx2が 早 期 に発

現する ことはなか った(図4f)。Pitx2は 、 中期神経胚のセメ ン ト腺や神経板前方 に左右 対

称 に発現す るが(Campioneetal.,1999)、TGF一 β5の注射 によ って これ らの発現が変化

す ることはなか った。
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考察

〈TGF一 β5注射はツメガエル胚 の内臓の左右性 を強力に変更する〉

ツメガ エル神経胚(st.13-18)の 右側面 に50P9のTGF一 β5分子 を微■注射 した とこ

ろ、94%以 上の胚 に内臓逆位を誘起 した(表1a)。activin注 射の場合 も、神経胚 への右側

注射では90%以 上の胚 に内臓逆位を生 じたので(表3b)、TGF-65とactivinは 共 にツメガ

エル神経胚 の内臓の左右性 を強力 に変更す ることが判 った。特 に、初期s中 期神経胚の右

側 にTGF一β5を注射 した場合 のXnr-1とPitx2の 発現パ ターンは、activin注 射で誘起 さ

れた これ らの遺伝子の発現パ ターンに著 しく類似 していた。以上の結果 は、TGF一 β5は

activin同 様 に、Xnr-1とPitx2の 発現の側性を変更 する ことで内臓 の左右非対称性の成

立 に関与する可能性が高 いことを示唆す る。

神経管期の胚(st.19-20)や 初期尾芽胚期の胚(st.21-24)に 対 して も、その右側 に

TGFβ5分 子(50pg)を 微■注射す ると、内臓逆位 を誘起する ことが 出来た(表2)。 また、

初期尾 芽胚期(st.23-24)の 胚の右側 にTGF一 β5を注射 した場合 にも、45%の 胚 に内臓逆

位の誘発活性があ った(表2)。 一方、activinの 初期尾芽胚(st.21-24)へ の右 側注射の場

合では、最 高でも25%の 胚 に内臓逆位 を誘起 した にすぎなか った。両実験の結果の相違

は、TGF一 β5とactivinと の間で 尾芽胚 期の内臓 の左右性決定機構への効果は異な ること

を示 している。

<神 経胚一尾芽胚 へのTGF一 β5の注射 によるPitx2の 発現の側性の変化が将来の内臓 の左

右性 に及ぼす影響〉

神経胚(st.13-16)へ のTGF一 β5の注射 実験の結果 と尾芽胚(st.23-24)へ のそれ と

を比較 する と、内臓逆位の 出現率 もPitx2発 現の右側への偏 りの程度 も異な っていた(表

1a,表2,図3b)。 神経胚 と尾 芽胚 とではTGF一 β5注射によるPitx2発 現パ ター ンの違 いが

ある にも関わ らず、 どち らの場合 もPitx2の 発現パタ ーンか ら計算 した内臓逆位 の発 生

率の期待値 は、実際の 内臓逆位の 出現率をよ く説明 していた(図3)。 従 って、Pitx2の 側

性は将来の内臓の左右性を決定す る大 きな要因の一つである と考 え られ る。

初期尾 芽胚期(st.23-24)にTGF弔5を 右側 に注射 した胚 は6796の 頻 度で、Pitx2が

両側 に発現 した(図2,図3b)。 初期尾芽胚期(st.24)の 胚ではPitx2が 左側板 に発現 を開始

す るので、TGF一 β5の右 側への注射 によ り、左側での本来 のPitx2と 右側 に誘導 された

Pitx2の 両方のPitx2が 発現 したため に、内臓の左右性が ランダム化 した と考え られる。

ここで、Pitx2が 両側 に発現 する条件 で注射 を行 った胚 でも、器官形成 の両側化

(isomerism)は 生 じて いな か った ことか ら、Pitx2は 単 に胚の左側のキ ャラクターを決

定するのではない と思われ る(も し左側 のキャラクターを決定するだけな らば、左相称化

left-isomerismが 生 じて いた筈である)。 尾芽胚への注射の場合 、Pitx2が 両側 に発現

した胚が大部分 を占めた にも関わ らず、心臓や腸 管の器官形態 は左右の向 きを除 いては正

常であ った。従 って.Pitx2の 機能 は左右 非対称な内臓器 官の形(特 に左側)を 決め るので

はな く、純 粋 に左右の極性のみ に影響す ると推察 され る。 このよ うに解釈 すると、心臓や

腸管の左右 がラ ンダム化 した ことと、器 官の形態 自体 は正常であ った ことが共 に脱明でき

る。Pitx2の ノ ックアウ トマ ウスでは、内臓左右性が異常にな ることが報告 され ているこ
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とと(Luetal.,1999)、P柁x2は 右側 に発現 可能 である こと(図3b,図4c)を 考 え合 わせ

る と、左側で はPitx2を 発現誘 導 し、右側 ではPitx2の 発現 を抑 制す るメカニズ ムが機能

す ることが、 正常な 左右 性の成 立 に必要 である と考 え られ る。

〈胚の左右非 対称性 の成 立 において予想 され るTGF一 β5の働 き〉

神経胚(st.13-16)の 右側 にTGF。 β5を注射 し、尾芽胚 期でXnr-7とPitx2の 発 現パ

ター ンを調 べてみ た ところ、 これ らはactivin注 射 の際のXnr-1とPitx2の 発現パ ター ン

に非常 に類似 していた(表3)。 しか しなが ら、TGF一 β5を初期神経 胚期(st.13)に 注射 した

場合 には、Xnr-1とPitx2の 発現 がactivin注 射の時の ように中期神経 胚期(st.15)に 繰

り上が る ことはなか った(図4d-f)。 この ことか ら、activinとTGF一 β5とは完全 に同 じ経

路 を通 って内臓逆位 を誘起 したわ けではない ことが示唆 された。以 下 に、 ツメガエル の左

右軸 形成 におけるactivinとTGFβ5の シグナル伝達経路 に関 して考 察す る。

activinはactivinreceptorと 複合体 を形成 し、細胞内 にシグナルを伝え る

(MathewsandVale,1991;Mathewsetal.,1992)。0方 、TGF一 βはTGF一 β

receptorと 複合体を形成 し、細 胞 内 にシグナルを伝える(Linetal.,1992,Franzenet

al.,1993)。activinとTGF一 βは結 合 するreceptorが 異な って いるに も関わ らず、細 胞

内の シグナル伝達分子Smad2,-3,-4は 共通 して いる。Smadは 更 に 転写 因子 と複合体

を形成 し、標 的遺伝子の5'上 流領 域 に結合 し転 写複 合体を形成す る(Massague,1996,

1998)。actMnの 場合 、activin特 異的な転写 因子FASTが 同定 され て いて(Watanabe

andWhitman,1999)、Xnr-1遺 伝 子の5響上流 にはFAST結 合領域が 存在す る

(WatanabeandWhitman,1999;Osadaetal.,2000)。 以上の知 見か ら、注射 された

activinに よ り、Xnr-1を 含む応 答遺伝子群がFASTを 介 して活性化 され た と考 え られ

る。 しか しTGF一β5を注射 した場合 、中期紳 経胚期 にXnr-1やPirx2は 発 現誘導 され な

か った ことか ら、TGF一 β5は後期神経 胚期か ら発現す るFASTと は異な る転写 因子 の存在

下 においてのみ 、Xnr-1を 誘 導す るのではな いか と考え られ る。 つま り、TGFβ5が 注射

され て もこの未知 の転写因子が存 在 していな い中期神経胚 では、Xnr-1の 発現 は誘導 され

な い と考 え られる。更 に、後期神 経胚期 に生 じた転 写因子 は尾芽胚で も発現 し続 けて いる

ので 、尾芽胚 にTGFβ5を 注射 して も逆位が生 じたと推測 され る。一方、activinに 関連

する転写因子FAS7のmRNAは 神経胚 期 には発現が終息す るとい う報 告があ るた め

(WatanabeandWhitman,1999)、activinを 神経管期(st.19-20)以 降 に注射 して も、

Xnr-1の5'上 流 に転写複合体 は形成 されずactivinは 尾芽胚の左右軸 には影響 を及ぼ さな

か った と考え られ る。

〈 ツメガエル神経胚 における左右非 対称性の成立機構のモデル〉

従来 、胚の背側 中央 にあ る脊 索や神経管等 を含む 中軸組織(神 経管 、脊 索、脊索 下

索)は 、胚 の左側 でのみ分泌 され る拡散性の シグナル分子が 、胚の右側 にまで拡 散す るの

を防止す る働 きが ある と考 え られ てきた(中 軸バ リア説;DanosandYost,1996;Lohr

etal.,1997;Menoetal.,1998,1999)。 中軸 組織が形成 された後 には、左側/右 側 組

織 の情報 は共に反対側 には伝わ らな いと考 える研究者 もいる(HyattandYost,1998)。

左 因子 の拡 散防止 とい う役割 を担 う分子 と して、TGF。 βス0パ ーフ ァミ リ0に 属 する単量
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体 のLefty-1と 呼 ばれ る分泌 蛋 白質 が、マ ウス胚 とニ ワ トリ胚でそ の候補 に挙 げ られ て い

る(Menoetal.,1996;Rodriguez-Estebanetal.,1999;Ishimaruetal.,2000)。

マ ウス胚 やニ ワ トリ胚で は、lefty-1のmRNAは 中軸 組織の神経底板 の左側部分 にのみ 発

現す るが、 これ が左側のNodal蛋 白質が右側 にまで拡散す るの を防 ぐ働 きをする とされて

いる(Menoetal.,1998;Rodriguez-Estebanetal.,1999)。lefty-1の ノ ツクアウ

トマ ウスで は、肺 等の 内臓 器官が左。左 の左相称化 を示 す胚 になるが(Menoetal.,
…)

、 これ は 中軸組織 の左側部分 にlefty-1が 無 いた め にNodal蛋 自質が右側 に拡散

した結果 と して、右側 も1左化tし たため 、左一左 のisomerismに な った と解釈 されて い

る。 ツメガエル 初期神経胚 にお いて も、 中軸 のバ リア機能を低下 させる 目的で 背側 前方組

織 を取 り除 くと、Xnr」7が 左右 両側 に発現 し50%の 胚 に心臓逆位 が生 じる ことが報告 され

た(DanosandYost,1996;Lohret訊,1997)。 また、胴尾部の背 側 中軸組織 を欠損 し

たnotaiFやfloatinghead等 のゼブラ フィ ツシュ変異体 の胚 では、5096の 胚 に内臓逆位

が誘起 され る ことも報 告 された(Cheneta1.,1997;Bisgroveetal.,2000)。 これ らの

例か ら、左右軸 形成機 構 にお いて 中軸組織 は側板 か ら分泌 され るシグナル分子 の物 理的な

バ リア として重要な役 割を果た して いる と考 え られて いる(図5)。

ツメガエルの神 経胚 には左右の組織 間 に既 に中軸が存在 して いる。 しか しなが ら中

軸 のバ リア機能 だ けか らは 筆者 らの"100%逆 位"を 説明す ることが 出来な いとい う事 実は

重 要である。TGF-Nあ る いはactivinの いずれ を注射 して も、内臓器 官が左右 対称の

isomerismを 生 じる胚 は殆 どなか った。activin、TGF。Yの 場合 は9096以 上の胚 で内臓

の 左右性 が逆転 し、本来 左側 に発 現す るべ きXnr・7やPitx2が 左側で は抑 制 され た ことか

ら、注射 した右組織 が左側 へと分化 し、同時 に右組織 で生 じた佐 への変更 冒とい う情報が

何 らかの シグナル伝 達経路 を通 じて左側 へ伝達 され 、その結 果 左組織 は右側 にな った と

考 え られ る。筆者 らは 、 この現象 を説明するた めには、左右 非対称性の 成立過 程 にお いて

r中 軸組織は、左右 の情報 を反対側 に伝え る」 と考 える必要があ ると考 えて いる。 これ を

「中軸の コミュニ ケ ーシ ョン説」 と呼ぶ ことに し、activinやTGF一 β5の右側注射胚 で、

中軸組織 における遺伝 子発現の変化 を調べ るこ とで 自説の手がか りを得よ うと して いる。

ツメガエル 正常胚 にお いて、分泌 因子Sonichedgehog(Shh)の 発現を調 べた とこ

ろ,Shhは 初 期神経胚 期(st.14)か ら尾芽胚期(st.36)ま で 、中軸組織での発現 が持続 して

いた(図6a)。 これ はEkkerら(1995)の 報告を支持す る。 ツメガエル胚のShhは 、ニ ワ ト

リ胚で の左 に偏 ったShhの 発現 とは異 な り、左右対称 に発現 して いた。初期神経胚

(st.13)の 右側 にactivinを 注 射 し後 期神経胚期(st.18-20)で 固定 し、中軸でのShhの 発

現 を調 べた ところ、正常胚 よ りも強 く発 現 して いた(図6b)。 初期神経胚(st.13)の 右側 に

TGF一 β5を注射 し中期神経 胚期(st.15)で 固定 した場合 にも、activin注 射 の場合 と同様

に、中軸のShhは よ り強 く発現 して いた(図6c)。 これ らの結 果か ら、少 な くとも1つ の 中

軸発 現遺伝子(即 ちShh)が 、右側板注射 によ り 発現 を増強 され た と言 える。 これ らの結

果 を もとに、 ツメガエル 正常胚 と注射胚の左右非対称性成 立機 構 につ いて、下記のモデル

を提 案す る(図7)。

TGFβ5あ るいはactivinを 神経胚 の右側 に注射 した場合 には、右側 にXnr-7や

Pirx2が 誘 導 され、左側 での これ らの発現 は抑制 され ることが示 された(表3)。 しか しな

が ら、 中軸 にある 中軸 組織は物理的なバ リァ効 果を持 って いるので 、右 に注射 したTGF-N
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分子は左側 には拡散 せず、直接 左側組織 に影響 を及 ぼす こ とは 出来な いはずで ある。

TGF一 β5やactivinの 注射で は.中 軸のShhの 発現 が増強 され た ことか ら、TGF一 β5や

activinは 、 直接 も しくは間接的 に中軸 因子 を誘導 す ると予 想 され る。 ここで この 中軸 因

子が、左側で のXnr-1の 発現 を抑 制す ると考えてみ る。す る と、中軸 因子 が直接 左側 で

Xnr-1を 抑 制 するな らば、右側 のXnr-1も 同 じよ うに抑制 され る ことにな り、4296の 胚で

右 側のみ にXnr-1が 発現す る結果 と矛盾す る。そ こで 筆者 らは、Xnr・7の 上流 にあ って

Xnr-1発 現を トリガ0す る分 泌因子TFの 存在 を仮 定 した。 中軸 因子 はこのTFの 発現 を抑

制する こと によ り、下流 のXnr-1やPitx2の 発 現は本来の左側 で消失 した と考 える と、実

験結果 を簡潔 に説 明す る ことがで きる(図7左 図)。0方 、正常胚 では 、TGF一 β5やactivin

の右側注射 によ り生 じた右 側での一連の現象が 、左側か ら生 じて いると考え られ る(図7右

図,注:注 射 分子は蛋 白質 なので 「中軸 因子 によるTI『遺伝子発 現の抑制 」 に影響 しない)。

両生類 胚で は、卵 割期胚 の左側割球 に 左右 性決定 にかかわ る未 知の分 子が含 まれ

て いる ことが 、卵の結紮 実験の結果か ら予想 され て いる(左 半球の優位性;Spemamand

Falkenberg,1919)。 ツメガエル 神経胚では、 この卵 割期の左割球 局在 因子(LRC)の 影響

でTGF-Y・activinに 似 た未知のXnr-1の トリガ ー因子(殉 が、 中期神経胚 期まで に左側

で発現す ると考えた(図7右 図)。TFIま 後期神経胚 期 に左側板 中胚葉 にのみXnr-7の 発現を

トリガ ー し、同時 に中軸組織 にあ る中軸 因子の発現 も誘導 する。7刃 ま中軸因子 を誘導 す

るが、 中軸 因子はネガテ ィブ フィー ドバ ックによ り、左右両側 でTfの 発 現 を抑制 する。

左側でTFの 発現が抑制 されTF蛋 白質が潤渇 して も、既 にXnr-1が 左側でオ ー トクライ ン

に発現 しているので、Xnr-1は 下流 のPitx2を 誘導 する ことがで きる と考 え られ る。実

際、Xnr-1の 発現 にお いて、 自己増 幅的な 正の フィー ドバ ック機構が働 く ことが 知 られて

いる(Chengetal.,2000;Osadaetal.,2000)。0方 、右 側で はTFの 発現 が完全 に抑

制 され るので 、右 側 にXnr-1やPitx2が 発現す るこ とはな い。 中期尾 芽胚 期まで に、左側

組織のみでXnr-7に よるPitx2の 誘導が生 じ、正常な 左右 非対称性 が成立 する と考えた。

筆者 らの実験結果 、 とくに100%近 い内臓逆位 の実験 的な誘 起を説 明するため に

は、actMn,TGF一 βに似 た生理作用 を もつ トリガー因子TFと 、 中軸 か ら分泌 されTFの 発

現を抑制す る中軸因子の 二つの存在を仮定す るのが よ く.ま た同 じ仮定 で正常発 生 におけ

る左右性成 立機構 も説 明出来る。今後 は、Xnr-1ト リガー因子 および中軸 因子 を同定 し、

これ らによるXnr-1やPitxZに 対す る発現誘導ノ抑 制の分子 メカニズ ムを解 明 した い。
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表1神 経胚期一神経管期 に、右側面ある いは左側面へTGF一 β5,TGF一 β1,TGF一 β2,TGF一 β3分子を

微 量注射 した胚 における、内臓逆位 の出現 率の発生段 階依存性

表中の上段 の数字は逆位 の出現率(%)を 、下段 の分 数の分母 は生 存胚数 、分子 は逆位 を生 じた胚数 を示 す。

a)TGF一 β5の右側への注射。10pg以 上のTGF一 β5を微量注射す ると 高頻度で 内臓逆位を誘起 した。

b)TGF一 β5の左側への注射。10-50pgのTGF一 β5を微量注射 したが、 内臓逆位 は殆 ど生 じなか った。

c)神 経胚期一神経管期の胚の右側 に50P9のTGF一 β1,TGF一 β2,TGF一 β3を微量注射 した。

d)神 経胚 の左側 に50pgのTGF一 β1,TGF一 β2を微量注射 した。 内臓逆位 は殆 ど生 じなか った。

Xnr-1の 発 現stage

ρ'亡x2の発現stage
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表2神 経管期一尾芽胚期の胚の右側面にTGF。β5あるいはactivinを微量注射 した場合の 内臓逆位の

出現率の発生段階依存性

表中の上段の数字は逆位の出現率(%)を 、下段の分数の分母は生存胚数、分子は逆位を生 じた胚数を示す。

st.19-26ま ではXnr-1が 左側のみに発現する。Pitx2はst.26以 降、実際に左右非対称な形態形成が始まるまで

胚の左側に持続的に発現し続ける。st.19-24の 胚の右側にTGF一β5を微量注射 した場合には 高頻度で

内臓逆位が生じたが、activin注射では内臓逆位の出現率は非常に低かった。st.26以 降の尾芽胚に対 しては、

TGF一β5を微量注射 しても殆ど内臓逆位は生 じなか った。
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図1ツ メガエル神経胚の右側皮下に

TGF一βを微量注射 した4日 胚と7日 胚

a)無 処理の4日 胚(st.42)。 心室の向

かって左ななめ上に動脈球が位置 し、腹

側膵臓のくびれは向かって右側に見 ら

れ、腸管はC字 形を描 くようになる。

b)初 期神経胚(st.14)の 右側に、TGF一

β5(50pg)を 注射 して内臓逆位を生 じた

胚(4日 胚)。

動脈球は心室の向かって右ななめ上に位

置し、腹側膵臓のくびれは向かって左側

に見られ、腸管は逆C字 形を描いてい

る。

c)無 処理の7日 胚。心臓が体に対 して

右方向にloopingし 、腸管は反時計回り

に巻く。

d)中 期神経胚(st.15-16)の 右側に、

TGF。β3(10pg)を 注射して、内臓逆位を

生 じた胚(7日 胚)。cと 比較 して、心臓

は体に対して左方向にloopingし てい

て、腸管は時計回りに巻いている。
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図2初 期尾芽胚(st.23-24)の 右側面 に、50P9のTGF一 β5を微量注射 した胚 にお ける、

Pirx2の 左右非対称な発現パ ターンの変化

a)TGF。 β5の右側への注射後 に、Pitx2が 左側 のみに発現 した胚(st.30)。

b)TGF一 β5の右側への注射後 に、Pitx2が 両側 に発現 した胚(st.30)。 両側 に発現 した胚の中では・

Pirx2が 右側 よ りも左側 に広 く発現する ものが よ り多 く観察 された(図3b参 照)。

各組み写真 は同 じ胚を、上段 は胚を左側 か ら 下段 は胚 を右側か ら撮影 した もので ある。
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a)TGF一 β5の神経胚(st」3-16)右 側への注射

逆位率

正位 心臓逆位 膿逆位 全逆位
5%

(n=8/159)

4%

(n=7/159)

1%

(n=2/159)
89%
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4%
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11%

(n=5/47)

70%

(n=33/47)

9%
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17%
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b)activinの 神経胚(st.15-16)右 側への注射

逆位率
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16%
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4%
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12%

(n=8/69)

19%
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43%
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(n轟4/69)

35%
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(n=4/51)
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(n=4/51)
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(n=35/51)
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18%
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表3TGF一 β5またはactivinを神経胚の右側に注射 した胚における内臓逆位の出現率と 左右非対称な遺伝子の発現の変化

表中の上段の数字は逆位の出現率(%)を 、下段の分数の分母は生存胚数、分子は逆位を生じた胚数を示す。

a)50pgのTGFβ5を 神経胚の右側に微量注射 した胚。

(上段)TGF一 β5注射による内臓逆位の出現率は9596(n=151/159)で あった。(中段)TGF一 β5の注射胚における

Xnr-1の 発現パターン(図3参 照)。(下 段)TGF一 β5の注射胚におけるPitx2の 発現パターン。

b)10pgのactivinを 中期神経胚の右側に微量注射 した胚。

(上段)activin注 射による内臓逆位の出現率は9096(n=149/166)で あった。(中段)activinの 注射胚における

Xnr-1の 発現パターン。(下段)activinの 注射胚におけるPitx2の 発現パターン。

)a

)b

左側のみ 両側で死親 右側のみ 両側甕現氣し
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噸

磁
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3/4は 逆位 逆位

1

ー

▼

遡 3!4は 逆位

期待される内臓逆位の発生率(96)

e(右 側のみ発現)+(両 側発現で左側より右側が広範囲に発現)+3/4X(両 側で同程度に発現)+3/4X(両 側での発現の消失)

両側で発現

Pitx2の 発 現 左側のみ発現 左〉右 左e右 左く右 右側のみ発現 両側発現無 し

神経胚
4%

(n口2/47)

2%
(n-1/47)

4%

(n=2/47)

11%

(n旨5!47)

7096
(n-33/47)

9%

(n冒4!47)

尾芽胚
2696

(n-15/57)
32%

(n-18/57)
25qb

(n-14/57)
11%

(n邑6!57)

7%

(n雪4/57)

o%

(n虚0!S7)

期待 され る内臓 逆位 の発生 率(%)を 以下 に示す。

神経胚 への注射 の場合(70)+(11)+(4×3/4)+(9×3/4)=91(%)

尾芽胚 への注射の場合(7)+(11)+(25×3/4)+(OX3/4)=37(%)

図3TGF一 β5の右側注射 によ り生 じたXnr-1とPitx2の 発現パター ンの分類 と、その発現パター ンか ら

期待 され る内臓逆位の発生率の計算(a)と 中期神経胚(st.15-16)ま たは初期尾芽胚(st.23-24)の 右側 に、

TGF一β5を 注射 した胚 におけるPitx2の 発現パター ン(b)

Pitx2の 発現パター ンか ら推定 した期待され る内臓逆位 の発 生率を算 出 した ところ、

神経胚で は ・ 、尾 芽胚では37%で あ った。
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図4初 期神経胚(st.13)の 右側 ある いは左側 に、10P9のactivinあ るいはTGFβ5を

微f注 射 し、中期神 経胚(st.15)に 固定 した胚 におけるXnr-1とPitx2の 発現

a,b,cはactMnの 注射胚。d,e,fはTGF一 β5の注射胚。

a)右 側の注射部位 にXnr-7を 発現 した胚(63%,n=22/35)。

b)左 側 の注射部位 にXnr-7を 発現 した胚(34%,n=13/38)。

c)右 側の注射部位 にPitx2を 発現 した胚(419/0,n=16/39)。

d)右 側 の注射部位 にXnr-1の 発現 は見 られな い(n=0/41)。

e)左 側の注射部位 にXnr-7の 発現 は見 られな い(n=0/18)。

f)右 側の注射部位 にPitx2の 発現 はXnr-7同 様 に認め られな い(n=0/18)。

A,前 方;P,後 方。

L RL

TGF一 β5・activinの 注射 によ り、

本来 左 に発現す るべ き遺伝子が

R 抑制されたのでr中 軸組織は、

左右の情報を反対側に伝える』

と考えた。

左発現の消失は説明不可能

図5中 軸 による左因子の拡 散防止(midlinebarriertheory)
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a

A

図6ツ メガエル神経胚の中軸組織

でのSon'chedgehog(Shh)の 発現

b

c

P

ti

A

a)無 処理胚(st.14)のShh発 現。

b)初 期神経胚期(st.13)の 右側 に

activin(10pg)を 注射 し、神経胚期

(st.18-20)で 固定 した胚。正常胚 と

比較 して、Shhは 中軸 でよ り強 く発

現 して いる。

c)初 期神経胚期(st.13)の 右側 に

TGF一 β5(lOpg)を 注射 し、 中期神経

胚(st.15)で 固定 した胚。actMn注

射 の場合 と同様 にShhは 中軸でよ り

強 く発現 して いる。

A,前 方;P,後 方。

TGF一 β ・activin注 射 胚

蝦C

弔
滋

ア

TGF一 βによ り誘導 された 中軸因子が

Xnr-7の 上流 のTFを 抑制

LRC

正常胚

ひ鰭
¥1
P'εx2

TGF一β関連の未知の トリガー因子(珊 が

左側のXnr-1と 中軸因子を誘導

図7正 常胚 と注射胚の左右非対称性の成立のメカニズム
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