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【研究の背景】

ヒトの外形は ほぼ左右対称であるが、その内臓器官の多くは脾臓のよ うに左右非対称 に配

置されていた り、肺や大血管系のように分岐パターンが左右非対称であった りする。内臓

の左右性には法則性があり、た とえば、殆 どの ヒトの心臓の心尖部はからだの左側 に偏

り、肝臓はいくつかの小葉 に分葉 しながら右側 に偏って配置 されている。ごく希に、内臓

の左右性が、通常の場合とは異なり、左右逆転 していることある。 これを内臓逆位 と呼

ぶ。 日本人4000人 中、8人 が内臓逆位であったという(前原勝矢,1989)。 内臓の左右非

対称性が損なわれると、臓器は正常に働かない。多くの心奇形は、右胸心と呼ばれる循環

器血流の左右性の異常を伴 う。消化器系が部分的に内臓逆位を起 こせば、胆道閉鎖 による

黄疸が出た り、腸捻転を起 こしやすくなった りする。遺伝的、先天的な内臓逆位症(内臓錯

位症)の場合 には、大血管転位や無脾症、多脾症などのいくつかの症状が合併 して生 じるこ

とが多い。これ らの例か ら、我々の内臓が正常に形成されて機能を発揮するため には、胚

期におけるその左右性形成機構が正しく働かなければな らないことが分かる。

脊椎動物の進化を考える上で も、内臓の左右性は欠かせない問題である。脊椎動物の起

源動物であるとされる棘皮動物は、遊泳型の幼生から固着生活を送る成体型に変態するに

あた り、原腸由来の幼生消化管の左側のみに成体原基を形成する。我々の直接の祖先動物

である脊索動物のホヤの内部構造 も左右非対称に形成される。脊椎動物のプロ トタイブの

体制を持つ頭索類ナメクジウオの頭部は、鯉裂の開き方などが著 しく左右非対称にな って

いる。これ らの下等動物の例のように、脊椎動物のか らだの構造の進化の問題は、左右非

対称性の問題を考慮 しつつ研究すべき問題である。

脊椎動物のか らだの左右非対称性の研究は、現在大きな進展を見せてお り、いくつかの

モデル動物で急速に新知見がもた らされている。我々は、脊椎動物発生学のモデル動物で

あるアフリカツメガ]ニル胚を材料に、どのような分子機構 によって 内臓の左右性が実際に

眼に見える左右非対称性 として現れてくるのかについて、研究を行ってきた。アフリカツ

メガエル胚の内臓は、23℃ の室温で飼育 した場合、受精後4日 目には心臓の血流の左右非

対称性や、腸管や膵臓の左右非対称な形態形成を肉眼で容易 に観察することが出来る。加

えて、1年 間を通 して性腺刺激ホルモン注射で容易に大量の受精卵を得 られるなどの特長

があ り、分子生物学的に左右非対称性の問題を解析するのにあた って、ツメガエル胚は好

個の実験材料である。
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1959年 、Humme6とChapmanは 、 内臓が50%の 頻度で逆位 を示 す劣性 突然変異を持

つ マウス を発見 し、iv(inversusviscerurn)系 統 と名づけた。 この発 見 によ って、 内臓の

左右性 は、特定の遺伝子 の支配 する現象 である ことが決 定的 にな った。 さ らに1993年 、

横 山尚彦 らは、tyrosinasemini-geneの 挿 入突然変異 マ ウスを人工的 に作 出す る過程

で、 ほぼ100%の 頻度で 内臓逆位 を示 すマ ウス劣性突然変異系統を偶 然得てeこ れ を

irev(inversionofembryonicturning)系 統 と名づ けた。env変 異マ ウスの原因遺伝子

は、A.".'ら によ って同定 され 、ankyrinモ チーフとcalmodulin結 合 部位 を持つ細

胞膜裏打 ちタ ンパ ク質で ある ことが分 か って いる(Mochizukietal.,・ ・)。invタ ンパ

ク質 は初期胚 内で一様 に分布 し、invマ ウスが何故、100%内 臓逆位 を示すのか について

は、現在で もその メカニ ズムは詳 しくは分か って いな い。 しか しなが ら、iv,invの2系 統

のマ ウスの存在か ら、脊椎動物 内臓 の左右非 対称性 が遺伝 子 によ って規定 され る現象で あ

る ことが確実 とな り、その原因遺伝子 の解 明を通 じて、左右軸研究 に分子生物学 的解析の

糸 口が もた らされた。

脊椎 動物 内臓の左右非対称な形態形成 の分子機構 の研 究は、1990年 代の半 ばにも う一

つの大発見 によって ブ レイクスル ーを得 た。 形態的 には全 く左右対称な初期胚 内で左右非

対称 に発現す る遺伝子の発見で ある。1995年 、Levinら は、ニ ワ トり初期胚 内で、

actlv麟,act酬 ηreceμor¢yρe'4a,50η'c加(勾eわ09,/1∂1,HIVF-3betaの5つ の遺

伝子が左右非 対称 に発現 する ことを報告 した。activin,・1.'は 、TGF-betasuper-

familyに 属 する細 胞間 シグナル分子 であ り、∂α1v加receρ ωFtyρe"∂ は、その細胞膜

上の(heterodimerを 形成す る)受 容体のsubunitで ある。Sonichedgeho9はTGF-beta

とは全 く異な ったシグナルcascadeを 持つ分泌性 の シグナル分子であ り、HNF-3betaは

転写 因子で ある。 この論 文 とこの直後 に相次 いで発表 された一連のn左 右 非対称 発現遺伝子
o¢の発見 の報告 か ら

、脊椎動物 の未 だ左右対称な初期胚 内で 、ある未 知の出発点 か ら始 まる

一連 のカスケ1'に よ っで 蟹玉突き状態 に"か らだの左 と右で異な るシグナル伝達 が生 じ、

左右 のシグナルの差異が 内臓器官の左右の 向きを決 める ことが予想 された(Capdevilaet

aL92000;HlamadaetaL,2002)。

その後、数年 にわた る研究の結果 か ら、脊椎動物 間で 、左右 性 に関 して最 も保存 され、

最 も重要な シグ ナル伝達経路の存在 が明 らか にされた_.体 節期 と呼ばれる時期 に発現する

r11`..,1e段y(a舵'v紛 は0体 の左側組織だ けで一過 的に発現 し、その相互作用がPitx2と

呼 ばれ るbたold型 ホメオボ ックス遺伝子であ る転写因子の左側特異 的かつ持続 的な発 現を

誘導 する(2002年 度 「後生動物の原腸形成 のメカニズムの研究』報告書の項参照)。 この

経路 をよ り詳 しく記述する と以下の よ うにな る:n●dal(ま 左側板 中胚 葉で 自分 自身の発現

を誘 導する と共 に、leftyを 誘導する(Hamadaetal.,2002)Je鯉 まηodalの 発現が強

くな りすぎな いよ うに働 くηoda脚 制 因子 である ことが分か って いる(Schierand

i
91999;Chengetal。,2000)。;1'./∂'は 更 にPitx2を 誘導す るが・ このPitx2

は、心臓 、胃、腸管等 で実際 に左右非対称な形態形成が開始 された後 まで 、各臓器 の左側

で発現 し続 けるため、左右性決定の最終局面で主導 的な役割 を果 たす と考 え られ て いる

(Loganetal.,19989Piedraetal.,19989Ryanetal.,1998;Yoshiokaetal.,

1998;Campioneetal.,1999;SchwelckertetaL,2000)・Pitx2のknockoutマ ウ
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ス の解 析 結 果 は そ の 考 え を ほ ぼ支 持 して いる(Luetal.,1999;Liuetal.,2001)。

【研究 目的】

現在 、問題 とな っているのは、nodalの 発現以 前の左右 非対称 シグナル伝達経路 の、動

物 ご とにまちまちな多様性 の問題であ る。た とえば 上述の ニ ワ トリ胚soniche(わeんog

は、nodalの 発現以前 に、オル ガナイザー領域の左側 に偏 って発現す るが、マ ウス胚や ツ

メガエル胚のsoniche(@eん09の 発現 は、nod∂ 溌 現以 前 には全 く左右 対称 であ る。 ニ ワ

トリ胚で最 も早 く左右非対称性 を示す遺伝子 と して∂ctivinbet∂Bsubunit遺 伝 子が知 ら

れて いるが、 これ もマウス,ゼ ブラフ ィッシ ュ、両生類で は左右 対称 に発現 する。つ ま

り、ニ ワ トリ胚か ら得 られた知見が 、そのまま他の綱の脊椎動物 にあて はまるとは限 らな

い ことが分か って きた。他方で、上述 のinv,ivの マ ウス原 因遺伝子 が解 明され たが、その

遺伝子が コー ドするタ ンパ ク質の性状が 、少な くともツメガエル胚 のinv遺 伝子 の場合 に

は、マ ウス胚 のそれ とは大 きく異な って いるこ とが分か った(Yasuhikoetal.,2001)。

そ こで我 々は、n左 右性 の分子機構 において一番進化 的 に保存 されて いて大事 な ことnと

して、nodalの 左右非対称な発 現 に着 目した。nods臆 伝子 は上述のよ うに、ペ プチ ド性

成長因子の大 きなfamilyを 形成す るTGF-betasuperfamilyに 属す る分泌 性 シグナル分

子であ り、 さまざまな脊椎動物胚 において、胚 の左側側 板 中胚葉 に0過 的 に左右非対称 に

発現 する。nod∂0が 左側 に発現する こととは、恐 らく全脊椎 動物の左右軸 形成機構で共通

のル ールである。脊椎動物 のみな らず、我 々の祖 先動物 であ るホヤの幼生 にお いて も

ηod∂臆 伝子 は胚 の左側組 織(ホ ヤの場合 には表 皮の左半分)に 発現する。nodal[、 マ ウス

を始 め、脊椎 動物 のオルガナイザー領域(原 腸胚 の軸形成、形態形成 の中心領域)に 発現す

る遺伝子で もある。nodal)ま オル ガナイザー形成 に必須 の遺伝子であ るた め、nodalの

knockoutマ ウス は原腸胚期 に胚性致 死 となる。そのため 、原腸 形成後 の発生段 階であ る

体節期 におけるnodalの 左右非対称な発 現の解 析 は、knockoutマ ウスを用 いたloss-of-

functionの 方法 論か らは難 しいとされ る。

マ ウスのnodal遺 伝子 は1つ しか存在 しな いが、ア フ リカ ツメガエル の場 合、現在6つ の

互 いに構造的 に類似 したnod∂ 臆 伝子(Xenopusnodalrelated-1～-6)が 知 られ て お り

(Takahashietal.,2000)、 その うちXnr-1の みが体節形成 の始 まる後 期神経胚期 に左右

非 対称 に発現 する(Loweetal.,1996)。 我々はXnr-1遺 伝子 の左右非対称な発現 が、 ど

の よ うな メカニズム によ って誘起 され るのか について、その分子機構 の解 明を行 った。 両

生類胚の場合 、ニ ワ トリとは異な り、Xnr-1の 発現以前 に左右非 対称 に発現す る遺伝 子

は、原腸形成以 降 には一つ も知 られ て いな い。従 って、 どのよ うな分子機構 がXnr・7の 左

側板特異的な発現 を誘導 するのかは、本研 究の開始 当初の段 階では全 く未知 の問題であ っ

た。脊椎動物の初期左右性形成機構 の比 較生物 学的な理解の ため にも、 ツメガ エル胚の

Xnr-7の 発現 開始機構 の解 明は重要であ ると、研究の 開始 にあた り我 々は考 えた。

【研究の主な成果 とその展 開】

我 々は、 まず 、アフ リカツメガエル 胚 にお けるXnr-1の 発現が 、左右 性形成機構 にとっ

て必要不可欠な ものであ るか否 かにつ いて知るため に、 ア ンチセ ンス核酸法 を用 いて、左
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側板特異的なXnr-1タ ンパ ク質 の産生 に対 して翻訳 阻害を行 った。その結果、外部形態 や

器 官形態 はほぼ正常であ った にもかかわ らず、50%以 上の高頻度で 内臓逆位 が生 じたた

め、 内臓の左右性 決定 にXnr-1タ ンパ ク質が必須の分子で あるこ とが分 か った。

次 に 我々は、Xnr-1の 発現を誘導す る上流因子の探索 を行 った。当初はSubtraction法

と呼ばれ る、異なる2つ の組織間で差次 的に発現 する遺伝 子のク ローニ ング手法 を用 いて

Xnr--1よ りも早期 に左右非 対称 に発 現する遺伝子の探索 を行 ったが 、検 出する ことが出来

な か った。 そ こで、本研 究計画着手直前 に得 られ ていた側 板 中胚葉へのタ ンパ ク質注射の

実験結 果 と、注射 したタ ンパ ク質 を コー ドする遺伝子 の発現パター ンとを対比 し、両生類

特異 的TGF-betaで あるTGF-beta5がXrar-1の 上流 因子で ある との作 業仮説を立てた。

この仮説を検証す るため に、再び ア ンチ セ ンス核 酸法 を用 いて、TGF-betas遺 伝 子の翻訳

産物 のみを減少 させた。その結果 、内臓逆位 が誘 起 される と共 に、♪(ηF1,Pitx2の 左側板

特 異的な発現が消失 した。 これ ら二つの ことか ら、TGF-beta5がXnr-7の 発現 に必要で あ

る ことが示唆 された。TGF-beta5に 対する アンチセ ンス核酸 の注射 の結 果、網 膜の分化が

著 しく抑制 され 、所謂 フ リー レンズ(眼 の レンズのみ がガ ラス玉のよ うに存在す る状態)が

高頻度で形成 され た。 両生類 か らはTGF-betaの 仲 間と してTGF-beta5と 共 にTGF-

beta2が 単離 されている。TGF-beta2の ア ンチ セ ンス核 酸 による翻訳阻害の結果 、TGF-

beta5よ りは低 頻度であ るが 内臓逆位 と、眼の低形成 が観 察 された(詳 細 は省略)。

三番 目の実験 と しては、Xnr-1前 駆体タ ンパ ク質の活性化機構 に注 目 した。TGF-beta

superfamilyに 属す るペ プチ ド性 シグナル分子 は前駆体 タ ンパ ク質 の形で合成 され、 トラ

ンス ゴル ジネ ッ トワーク に存在 するSubtilisin-likeproproteinconvertase(SPC)の 仲

間 によって活性化 され る。SPCの 中で も、特 に分子生物学 的解析 の進 んでいる

Furin(SPC1)のknockoutマ ウスは、胚の左右 非対称な大 回転が行われず 、Pitx2の 遺伝

子発現が両側性 にな る ことが報告 されて いる(ConstamandRobertson,2000a)。 ま

た、同 じくSPCfamilyに 属す るPACE4のknockoutマ ウスで も、 内臓の左右性の乱 れが

生 じる ことが知 られ て いる(ConstamandRobertson,2000b)。 ツメガエルNodalの 場

合 にも、切断認識モチー フで ある一RXKR一領域 に変異 を導入 し、SPCに よ って切断 されな

くなるよ うにす るとNodalの 生理活性が失われ ることが、invitroの タ ンパ ク質 切断実験

や原腸 胚期の 中胚葉誘導 の系で報告 されて いる。Furinの 仲 間(Subtilisin-like

proprotelnconvertase)の 阻害剤 と して働 く、 ヘキサアル ギニ ン(Hexa-(D)RRRRRR-

NH2)やDecanoyl-RVKR-chbromethylketoneの 二つのペ プチ ド性 阻害剤 をツメガエル

初期～後期神経胚 の側板 に注射 した ところ、左側板 に注射 した場合 にも、右側板 に注射 し

た場合 にも、6割 以上の注射胚 に心臓逆位/内 臓逆位が生 じた。従 って、Furiroの仲 間の酵

素 が左側板 かその近傍 組織で働 くことが 、神経 胚の左側板特異的なXenopusnodal

relate(河 の発 現、ひ いて は正常な左右性の決定 に必要で ある こととが示唆 された。 ま

た、不明な点の多 い 両生類 胚の右 側決定の シグナル伝達経路 に、右側板で機能 するTGF-

betasuperfamilyの リガ ン ドの、プ ロ ドメイ ン部分のプ ロセ ッシング による活性化 が関

連 して いる ことが示 唆 され た。

生物の左右 非対称性 というと、 ヒ トの脳の機能的な左右差が非 常 に大 きな問題である。

両生類 の発生 学は、 この問題 に生物学 の立場 か ら取 り組む 糸 口を与えて くれる可能性があ
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る。我々は本研究課題 を遂行 する途 上で、脳の左右性の 問題 にも興味を覚え 、 これ にも取

り組んだ。

我々は、 日本産の アカハ ライモ リやRana属 の アカガエルな ど 日本産 の無 尾両生類の 間脳

手綱 核が左右非対称な形態 を している ことを以前報告 している。興味深 い こと に、nodal,

'efty(antivin),Pitx2の3つ の遺伝子 は、小型硬 骨魚のzebrafishに おいては、購化 前後

の時期 に、間脳の0部 領域(手 綱核 の起源組織で ある とも、副上生体の起源組織 で ある とも

言わ れて いる)に 左右 非対称 に発現す ることが知 られ ている。両生類の脳 には 「利 き脳(脳

の左右の機能的分業)」 がある ことが いくつかの 実験 か ら強 く支持 され ている。我 々は、 こ

のよ うな背景か ら、脳機能 の左右 学の分 子生物 学の糸 ロを得 るため に、 アカハ ライモ リの

noda-同 遺伝 子の クローニ ング をdegeneratePCR法 によ り行 った。 その結果 、アカハ

ライモ リnods臆 伝子の部分配列を得 る ことが 出来、 これの相 同性検 索の結果、両生類

Xnr-7,zebrafishcyclops(zebrafishndr2),chicknods,relate(∫7の 各左側板特 異

的発現遺伝子 に最 も高 い相 同性を有 し、(ynr-1と 名 づけた。

以上 の結果 につ いて、その詳細を、下記 の4章 に整理 して報告 する。

第一部:ツ メガエル胚Xnr-7遺 伝子 のア ンチセ ンス法 による機能阻害

第二部:ツ メガエル胚TGF-betas遺 伝子の ア ンチ セ ンス法 による機能 阻害

第三部:Proproteinconvertase阻 害剤 の左右性 への影響

第 四部:ア カハ ライモ リ胚noda-同 遺伝子の単離

いずれの 内容 も更な る実験 を加 えてpeerreviewpaperと して 出版す るべきであるが、幸

い、第二部の 内容 に関 しては、最近 下記の発生学専 門誌 に掲 載 された。他の部分 につ いて

は、2003年4月 現在 も同時進行 で取 り組んで いる。

★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★

【研 究 成 果 発 表:peerreviewpaper】

KazueMogi,MadokaGoto,Eri●hno,YoshitakaAzumi,Shigeo

TakeuchiandRyujiToyoizumiX2003).Xenopusneurulaleft-right

asymmetryisrespeficiedbymicroinjectingTGF-betasprotein.

TheInternationalJournalofDevelopmentalBiology47,15-29.

【研究成果発表=学 会発表予 定(2003年6月 日本発生 生物 学会第36回 大会)】

茂木 和枝 、竹 内 重夫、豊泉 龍児

所属:神 奈川大 ・理 ・総 理研 、神奈川大 ・理 ・生物科 学科

演題名:ツ メガエル神経胚の左右性決 定 には左右両側板でSubtilisin-like

proproteinconvertaseが 必要であ る
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第0部

ツメガエル胚 ㎞rL7遺 伝子のアンチセンス法による機能阻害

匿序識

,,// ,臆 伝子 はTGF-betasuperfamilyに 属する成長因子(ペ プチ ド性細胞 間シグ ナル分

子)を コー ドし、魚類、両生類 、鳥類 、哺乳類 を通 じて体 節期の胚の左側板 中胚葉 に左右非

対称 に発現 する。 ・'∂臆 伝子は、魚類では3種 類、鳥類で は1種 類 、哺乳類で も1種 類が

知 られるが、無尾両生類のモデル動物で あるア フ リカツメガエル(Xen●pus1∂evil)の 場合

には不思議な ことに6種 類 もの ηoda湘 同遺伝子 が存在 する(Takahashietale2●00)。

これ らは ・1;:・1"∂ 伸e'ated7-6(Xnr1-6)と 呼ばれ、その うちXnr1の みが後期神

経胚期(体 節形成期)に 左側板特異的 に発現す る(Loweetal.,1996)。 この側板 は中胚葉

由来組織で、将来、 内臓平滑筋な どに分化 する。脊椎 動物のすべての ・1.臆 伝子 は、マ

ウス胚オルガ ナイザ ー領域で あるnodeに 名前の 由来 をもつ よ うに、各脊椎 動物 胚のオルガ

ナ イザ ー領域 に発現 する。マ ウス胚 のηoda4のknockout表 現型 は、胚葉形成の 時期(原 腸

胚期)の 胚性致死で、初期 中胚葉形成の不全が原 因である。即ち、n●dalｺま中胚葉形成 に必

須 の誘 導シグナルを担 う。1'.'は 原腸形成 に必須の遺伝子で あるため に、その後の

1;1`.の左右 非対称 な発 現 を、'11.臆 伝子の機能喪失 実験(loss-of-function)1こ よ り解

析 する ことは困難である。従 って、左右性形成機構の研究 の進んで いるマ ウス胚 やニ ワ ト

リ胚では、11".上 流因子 と予想 され る遺伝子 を異所 的 に発 現 させた場合 にn●da臆 伝子

の発現パター ンが変化す るか とい う方法論や 、n●da臆 伝 子 自身を(本 来発現 していない)

右 側板 中胚葉 に異所的 に発現 させ た場合 の、node'よ り下流 の転写調節因子の発現パ ター

ンの変動や 内臓左右性の変化な どを調 べる方法論 が主 にとられて きた。最近、 よ うや く

ηod∂紛hypomorph(weakaliele)が マウス胚で作 出され 、その解 析が待たれて いる現状

にある。

ツメガエル 胚の ・/`.臆伝子 は6つ あ り、中胚葉誘導 にお けるその生理活性 は類似 してい

るので 、ア ンチセ ンス核 酸法でXηr-1の みの翻訳 阻害を行 った場合 に、原腸形成 に大 きな

影響 な しにe左 側板 特異的な`・'1.:の翻訳阻害(Xnr-1タ ンパ ク質の産生 阻害)の みを成 し

える ことが期待 される。 ツメガエル卵 は全黄卵で あ り、直径 約1ミ リと、ア ンチセ ンス核

酸 を細胞質へ容易 に導入 出来 る系 を提供 している。ペプチ ド骨格を持つ人工核酸で ある

Morphollnoollgonucleotideは ヌク レアーゼ耐性が強 く・ゼブラフ ッシュ胚 を用 いた研

究で は、4日 間 もア ンチ セ ンス阻害効果を保 有 して いた との報告 もある。 ツメガエル 胚

は、かな リモ ザイク的な発生運命 を持ち、4-32細 胞期 の各割球の発生運命は詳細 に

mapplngさ れ ている。 しか も熱 帯性の力エルであ るので、発生の進行 が早 く、ア ンチセ ン

ス核 酸注 射後 、左側板でのXnr-1発 現 まで 旧 しかかか らな い。

以上の背景か ら、4-8細 胞期のツ メガエル胚の各割球 に、Xnr-1mRNAと 相補鎖 を形成

し翻訳阻害 を行 うXhr-7antlsenseMorpholinooligonucleotideを 微 量注射 し・ 内臓

の左右非対称性 への影響 を観察 した。
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【実験結果 と考 察d

ッメガエル野生 卵は、動物極頂か ら丁度赤道付近 まで黒 い色素穎粒が 卵表面直下 に分布 し

てお り、いわ ば北半球 を黒 く塗 りつぶ した状態で産 卵 され る。受精直後 の表層回転 と呼ば

れ る現象 の結果 と して、動物極側 の色素分布 に背腹軸 に沿 った濃淡が 形成 され、r背 側 が

色が薄 く、腹側 が色が濃い』状態 に色素が分布す る。従 って、4細 胞期や8細 胞 期の胚 は、

背腹の識別が つ くので、注射因子を特定の割球 に狙 い打 ちする ことが 出来 るので、割球 間

で効果の差異が生 じた場合 に検 出可能であ る。

ツメガエルXnr-1遺 伝子(GenBankID;U29447)の 開始 コ ドンを含 む5響側上流 領域 に相

補的な配列 を持 つantisenseMorpholinooligonucleotide(Xnr-7MO)を1mMの 濃 度で

10nl、4細 胞期 また は8細 胞期の1割 球 に注射 した。その結果 、4細 胞期 と8細 胞期 の いず

れの場合 にも、左側割球 にXnr-1MOを 注射 した場合 に45%以 上の胚 に内臓逆位 を生 じ

た。詳細な実験結果を 図1-1に 示 した。腹側左割球 に注射 した場 合 には、4-8細 胞期 を通

じて、61%以 上の胚 に内臓逆位 を生 じた。一方で、右 側割球 にXnr-TMOを 注射 した場合

には、4-8細 胞 期の どの右側 割球 に注射 した場合 にも、16%以 下の胚 に内臓逆位 を誘 起 し

た。2項 検 定の結果、実験結果 に左右性 がある ことが、有意水準0.1%で 検 出され た(詳 細 は

省略)。

以 上の左右性 の集計 は、r心 臓 また は腸管が 内臓逆位 を示 した』胚 を内臓逆位 胚 と して

集計 した ものである。 これ とは別 に、心臓 また は腸管 につ いて、isomerism、 即 ち 器 官

形態が左右非 対称 性を示 さず左右相称であ った もの、を集 計 した。興味深 い ことに、Xnr-

7MOを8細 胞期の背側植物極側左 割球 に注射 した場合 にも、同右 割球 に注射 した場合 に

も、22-36%の 頻度で心臓 のisomerismが 観 察 された。腸管 のisomerismは 観察 され な

か った。Xnr-1MO注 射胚 は、 この よ うな心臓somerismを 示す ことが あ ったが、胚の外

形 はおおむね正 常であ った。従 って、 同定 された だけで6種 類あるXenopusnodal関 連遺

伝子 には機能 的な 重複(redundancy)が 存在するため に、原腸形成/胚 葉形成 につ いて は

Xnr-1蛋 白質 の欠落 による影響 は 残 り5つ の遺伝子産物の働 きによ って補われた と考 え ら

れる。 しか しなが ら、側板 におけるNodal蛋 白質 の作用 は、Xnr-1単 独 で担われ る ことが

知 られて いるので 、Xnr-7MOが 効果 的 に作 用 し、 内臓逆位が誘起 された と考え られ る。

以上の結果か ら、Xnr-1MOの 注射 の結果、内臓の左右性決定 のメカニズムが 失われ、

心 臓や腸 管の左右の向 きが ランダ ム化 した と考 え られる。従 って、ツメガエル胚側板 にお

いて左側 のみ に発現するXnr-1遺 伝 子の コー ドす る蛋 白質 は、ツメガエル胚の左右 性決定

にお いて必須の機能を有 して いると結論 され た。他 の脊椎 動物 におけるnoda臆 伝子 の機

能 と しては、左右非対称な器官の向 き(左 右性)に 影響 を与える ことは知 られ ていて も、左

右非対称な 内臓 の器官形態その もの に影響 を与 える ことは知 られて いなか った。 しか しな

が ら、本研究 で領域特 異的なXnr-1蛋 白質の合 成阻害を詳細 に行 った結 果、背側植物 極側

割球 にXnr-7MOを 注射 した時 には心臓isomerismが 高頻 度で観察 され たので、Xnr-1シ

グナルが器官形態 に影響 を及 ぼ しうる ことが示 された。

最近、nod∂ 臆 伝子が 中枢神経系 形成 に関与す ることが示 され つつあ るので、後述 の脳

神経系の左右非対称性 につ いて、noda臆 伝子のMorpholinooligo.を 注射 した胚 につ い

て調査する ことは興味深 いと思われ る。 しか しなが ら、 ツメガエル胚 の脳神経系 は現在の
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ところ、形態 的な 左右 非対称性がな いとされ るので 、 このアイデアの実施 にあた って は、

日本 にも生 息するRaηa属 の 力エル な どの ・・.湘同遺伝 子 をcloningす る必要が あるだろ

う(第 四部参 照)。

☆★☆☆☆☆☆☆☆☆☆☆☆☆☆☆★★★★★☆☆☆☆☆☆☆☆★★☆★☆★☆☆☆★★★★★★☆★★★★★★★★★★★★★
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図1-1:

Xnr-1遺 伝子 に対す るantisenseMorpholinooligonucleotide(MO)を 注射 した胚 の内

臓逆位率の集計。4細 胞期 または8細 胞期の各割球 にXnr-1MOを 注射 した ところ、左側 割

球 に注射 した場合 に限 り、高頻度 で 内臓逆位胚 を得た。 また、背側植物局側左割球 注射 の

場 合 には、心臓 が左右相称 な形態を示すケ0ス が しば しば観察 され た。腹側割球 注射 の場

合 には、左右 いずれ に注射 して も心臓や腸管が左右相称な形態 を示 す ことはな か った。

D,背 側o`/av9腹側=L9左 側lR,右 側。 いずれの 図 も、動物極側 か ら見た図(8細 胞期 の割球で

半径が大 きい方が植物 局側割球)。

8
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【実験方法】

アフ リカツ メガエル(Xenopuslaevis)の 成体雄 に150-200unit,成 体 雌 に400-600

unitの 生殖腺刺激 ホルモ ンを注射 し、飼育水を満た したケ0ジ で交配 させて有精 卵を得

た。2.5%チ オグ リコール酸溶液 によ って脱ゼ リー した卵割 期胚を、(滑 り止めの)テ ラサキ

プ レー ト上 に並べた。Xenopusnods,relate(∫7遺 伝子(GenBankD;U29447)の 翻訳

開始 コ ドンを含む5響側 の塩基 配列 に相補的な配列で ある5`-ACAGGACTGCTGTCA

GAAATGCCAT-31を 配列 にもつ、antisenseMorpholinooligonucleotideを 超純 水

に1mMの 濃度で溶か し、 これを4-8細 胞期胚のひ とつの卵 割球 に10n1(nano-liter)注 射

した。注射 はDrummond社 製微 量注入器"Nanoject"で 行 った。注射後 の胚を、4%Ficoll

を溶 か した10%Steinberg溶 液を満た した24穴 プ レー トの1穴 に1胚 ず つ無 菌的 に静置

し、18-26℃ で培養 した。1日 培養後 にFicollを含 まな い10%Steinberg溶 液 に注 射胚を

移 し飼育 を継続 した。stage41-42の4日 胚の段 階で、Toyoizumietal.(1997)の 方法

に従 って心臓 と腸管の左右性 を判定 した。腸 管の左右性の判定 にあた って は腹側膵 臓の位

置 も参考 に した。 内臓逆位率 は、心臓 または腸 管が逆位を示 した胚 を生存胚数で割 り算 し

た比 率を百分率で示 した。

9
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第二部

ツメガエル胚7GFLbe亡a5遺 伝子のアンチセ ンス法 による機能阻害

【序論1

τGF一わe亡a5遺伝子 は、TGFbetasuperfamiIyに 属する リガ ン ドであ る。TGF-betaの

仲 間は、 当初 は その名の通 り、細 胞の形質転換因子、細胞の増殖抑制 因子 として発見 され

た。TGF-betaは 、炎症 や創傷治癒 、細 胞死な どさまざまな生理現象や病態 に関わる多機

能分子 として研 究が進 め られ てきたが、初 期胚 にお けるTGF-betaの 研 究はあま り進んで

いない。初期胚 の形態 形成や分化誘 導の分野で は、 同 じTGF-betasuperfarnilyに 属する

Activin,rr;,Nodal,Leftyな どの分子 につ いて は 詳 しい機能解析が進 め られ て いる

が、現時点でのTGF-betaの 初期発生 における研究 は、初期 胚内でのmRNA発 現パ ター ン

な どの研 究 にとどまって いる。 ツメガ エルTGF-beta5は 両生類 に特有のTGF-betaで ある

とされ、 ヒ トで知 られ るTGF-beta1,beta2,beta3の 成熟領域 に対 してアミノ酸 レベル

で 、それぞれ76%,66%,69%の 相 同性 を持 つ。 ・・,.年にクローニ ング され(Kondaiah

etal.,1990)、2000年 にその発現パタ ーンが報告 された(Kondaiahetal.,2000)。

TGF-beta5は 原腸胚 の後 期か ら発現が開始 され、つづ く神経胚最初 期 には脊 索の全長 に発

現 し、す ぐにその発現は脊索後端部先端 に限局 し、その後 、尾 芽胚後 期まで尾端 部での発

現が持続する。後期神経胚期か らは沿軸 中胚葉 、ついで体幹 中央部 の体節 に分節 的 に発現

す る。器官形成期であ る尾芽胚期 には、鯛 弓領域 、眼(後 に眼杯の 内周部 と レンズ)、 嗅板

な どに発現す る。

TGF-beta5蛋 白質 をツメガエル神経胚 の右側 板 中胚葉近傍 に皮下注射 すると、ほぼ

10096の 頻度 で内臓逆位 が生 じる ことが分か った(2001年 度総合理 学研究所年報)。 この こ

とは、TGF-beta5が ッ メガエル胚左右軸形成の主要な伝達経路 をtriggerし うる ことを示

して いる。左右側板 中胚葉へのTGFbeta5の 注射後 の胚 の ・・'.(Xnr-1),Pitx2の 詳細 な

発現パター ンの解析か ら、Xrar-1は 、TGF-betasの 注射後 、(正 常なXnr1発 現 タイ ミン

グで ある)後 期神経 胚期か ら注射 した側の側板で発現 を開始 する ことも分 か った(Mogiet

alo,2003)。 即 ち、Xnr=1の 発 現を開始 させる何 らかの計 時機構 を経 由 して、異所 的な

TGFbeta5の 投 与が、異所的なXhr-7の 発 現を開始 させて いることにな る。TGF-betas

の最初 の発 現領域であ る神経胚期の脊索後端部 は、体節 期のマ ウス胚のnodeの 相 同領域 に

隣接 して いる。 マウス胚 のnodeに はrnonociliaと 呼ばれる特殊な微細構造 を持っ繊 毛が1

細胞 に1本 ず っ生 えてお り、 これ の回転運 動がnodeの 腹側表層での く右 か ら左への〉液流

を生 む。 この液流 が存在 しな いKIF3ノ ツクアウ トマウス胚や 、液流 の非常 に弱 いIV・inv

マ ウス胚の解析か ら、 この右か ら左 への液流が 内臓左右性の成 立 に必須 の ものである こと

が明 らか とな った(Nonakaetal。,1998;N●nakaetal.,2002)。 この繊 毛内部 に存在す

るleft-rightdyneinタ ンパク質は、 マウスのみな らず・鳥類 ・両生類 ・魚類 で も・その

繊 毛の生えて いる領 域 に局在する ことが最近示 され(Essrｺeretal・,2002)・ マ ウス以外

の脊椎 動物の胚 において も、胚体 内 もしくは腹側領域でのmonociliaに よる液流 が、内臓
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の左右性成立機構 に影響 して いることが示唆 されて いる。TGF-beta5は 分泌因子で あ り、

脊索後端部でmRNAが 産生 され ている ことか ら、両生類 ア フ リカツ メガエル胚で は、

TGF-beta5が 液流 に乗 って左側板 中胚葉のXnr-1の 発 現をtriggerす る(図2-1)と い う作

業仮説 を持 った。 この仮説 を検証す るため に、TGF-betasの 転写 開始 点付近 と相補 的な配

列 を持っMorpholinooligonucleotideを ツメガエル卵割期胚の各割球 に注射 した 。

【実験結 果 と考 察】

内在性のTGF-beta5シ グナル伝達経路がツメガエル胚の左右性決定 に関与するか否かを検

討するため に、4細 胞期の背側1割 球 に、1mMのTGF-betasMOを5nl注 射 した。 この

TGF-betasMOはTGF-betas遺 伝子(GenBankID;JO5180)の 開始 コ ドンを含む51側 最

上流 の塩基 配列 と相補 的な配列を持 つ核酸 アナ ログであ り、ヌ ク レアーゼ に対 する耐性 が

非常 に強い ものであるため、内在性 のTGF-beta5の 蛋 白質合成を阻害す ることが予想 され

る。

このTGF-bet∂5MOを 注射 した胚 において は、初期尾 芽胚 にお いて、本来左右両側で発

現 するべき体節 のTGF-betasの 発現 が、注射 した側 のみで阻害 されて いることが分 か っ

た。沿軸 中胚葉 におけるTGF-betas発 現のautoregulatoryIoopが 、Morpholinooligo.

によ ってTGF-beta5蛋 白質合成が 阻害 され ているため に、停止 して いるもの と考 え られた

(図2-2)。

4細 胞期背側右割球 に7'GF-betasMOを 注射 した場合 には、3%の 胚 のみが内臓逆位 を生

じた(n=2/79)。 それ とは対照的 に、4細 胞期背側左割球 にTGF-bet∂5MOを 注射 した場合

には、30%(n=29/97)の 胚で 内臓逆位 が生 じた(図2-3;表2-1)。4細 胞期の腹側1割 球 に

注射 した場合 には、左右性への影響 はなか った。そ の理 由 と して、TGF-betasの 発現領域

が主 に背側組織 にあることが挙 げ られ る。

TGF-betasMOの 注射は、背側 左割球 に注射 した場合 にのみ 、ツメガエル胚 の左右非対

称な遺伝子発現 に大 きな影響を与えた(図2-4)。4細 胞期 背側右 割球 に注射 した場合 には、

大半の胚 は左側板 にお けるXnr-1の 発 現を保持 していた(93%;n=43/46)。 一方、背側 左

側割球 にTGF-betasMOを 注射 した場 合 には、40%の 胚だ けがXnr-1の 左側発現 を保持

し、50%(n=21/42)の 胚で は、左右 両側板か らXnr-1の 発現 は消えて いた。Pltx2の 場合

にも、TGF-betasMOの 注射 によ って同様 の影響を受 けた。4細 胞期背側左割球 にTGF-

bet∂5MOを 注射 した場合 には、75%(n=30/40)の 胚で左側板 のPltx2の 発現が消失 し

た。

TGF-betasmRBVAは 尾 芽胚期 には眼 に発 現する(Kondaiahetal.,2000)。 我々の観

察結果か らも、TGF-betasは 、尾芽胚期 にレンズ とその周辺の網膜 に発現 する ことが分

か った。 この眼 におけるTGF-beta5蛋 白質 の機 能を阻害 した結果だ と思われ るが 、TGF-

bet∂5MOは 非常 に高頻度 で注射 した側 の眼 に小眼症 、 も しくは網膜の形成不全 を誘起 し

た。右背側割球 に注射 した場合 には89%(n=70/79)、 左背側割球 に注射 した場合 には

91%(n=88/97)の 胚 に、小眼症 や網膜 の形成不 全の症状 が生 じ、その結果、背側 か ら見て
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色素性網膜の 占める大き さが非常 に小 さくな った。 しば しば、freeIensと 呼ばれ る眼の

レンズ組織のみが分化 した幼生を得 ることがあ ったが、TGF-betasMOに よ って網膜 の分

化が非常 に強 く阻害 された状態で あると考え られた(図2-5)。 これ らの結果か ら、眼 にお

けるTGF-betasの 発現 は、網膜の形成 に必要な 因子で あることが分か った。

対照 実験 と して、2mMの ヒ トglobin遺 伝子 に対す るantisenseMOやRNase-free水 を

4細 胞期 ツメガエル胚 に注射 したが 、内臓の左右性や眼の形成 に影響 はなか った。 これ ら

の結果 か ら、Morpholinoの 化学的な性質や注射 とい う物理 的刺激が、 内臓の左右性等 に

影響 を与 えた のではな く、TGF-betasに 相補 的な配 列がTGF-betas蛋 白質の合成 を阻害

し、内臓逆位 を誘起 した と判断され る。

★★★☆★★★☆★★★★★★☆★★★★★★★★★★★★★★★★★★★☆★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★

図2-1=後 期尾芽胚 にお けるTGF-betasmRNAの 発現(左 図)とTGF-beta5蛋 白質が左側

板特異 的にXnr-7を 誘導す ると した作業仮説(右 図)。TGF-betasは 脊索後端部 に発現 して

いる。 最新 の論文 による と、 この部分でr右 か ら左』の液流 が生 じている ことが 強 く示 唆

され てお り(Essneretal.,2002)、 この説が正 しけれ ば、分泌因子であるTGF-beta5は

胚の左側 へむ けて左右非対称 に拡散 して いるはずである。

、唖
麟

.鞭

糠

「二讐寧

xπ

● ●●・

躰 鋼e曲
ε.。 議od繍 盈翻0・W←

★★★★★★★☆★★★★★★★★★★★★★★★★★☆★★★★☆★★☆★☆☆★★★★★★★★★★★★★★★★★☆★★★★

図2-2=正 常 な尾 芽胚 にお け るTGF-betasmRNAの 両 側 性 の 発 現(左 図)と 、右 側 にTGF-

betasMOを 注 射 した 胚 に お け る右 側 で のTGF-beta5mRNA発 現 の 消 失(右 図)。TGF-

betasMOはTGF一 わe亡∂5の 発 現 を抑 制 して い る(次 頁)。 即 ち 確 か に効 いて いる 。

22



ぐ ∵

挙
、韓

i譲

鹸

晒 溜 な.

耀.・

告

壌擁

皆

灘
避

・

畿
諜

∵
凝
寧

,

』

計
集

旨

ひ
昂斡

画

藍
知
・
.
趣

羅

忌

㌔

.
し

搾

悪

麟

、

免

べ

静

∴

"譜 で

************★***************★******************************

図2-3=TGF-betasMO注 射胚 における、内臓の左右性。4細 胞期の背側右割球 にTGF-

betasMOを 注射 した場合 には、 内臓逆位 はほとん ど生 じな か った(左 図;正 位 の例)。

4細 胞期の背側左割球 に注射 した場合 には、高頻度で 内臓逆位 が生 じた(右 図;心 臓逆 位を

生 じた例)。 注射 した側の眼の色素性網膜の形成が悪 いこと も観察 され た。
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表2-1:TGF-betasMOな らび にcontrolMOを 注射 した胚 の内臓逆位 率。

TGF-betasMOを4細 胞期の背側左割球 に注射 した時のみ高 い内臓逆位率を示 した。
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図2-4=4細 胞期 にTGF一 わe亡a5MOを 注射 した胚 におけるXnr・7,Pitx2の 発現の側性。

上 段が右注射胚 、下段 が左注 射胚 。左注射胚 の多 くでは左側特異 的な発現が消 失 した。
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図2-5=尾 芽胚 におけるTGF-betasmRNAの 眼 における発現(左)と 、TGF-betasMOの

注射 による網膜 の低形成(下)。MOを 注射 した左 眼はほとん どレンズだけ にな って いる。
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【実験 方 法 】

基 本 的 に は第 一 部 と 同 じ方 法 を用 いた 。TGF-betasmRNAの 胚 内で の 局 在 を検 出 す る た

め のwhole-mountinsituhybridizationの 方法 は 、Harlandの 方 法(1991)に 若 干 の 改

良 を加 えた 方 法 で 行 った 。TGF-beta5cDNAの ク ロ ー ン はHarvard大 学 のDr.Douglas

A.Meltonか ら恵 与 して 頂 いた 。 これ をTEbufferで 溶 出 し、Supergoldcompetent

cell(Stratagene社)に 形 質 転 換 させ て 増 幅 、 ア ル カ リ溶 出法 で精 製 し鋳 型 と した 。 鋳 型

cDNAをlinealizeし た 後 に、digoxigenin標 識 キ ッ ト(Roche)を 用 いてUラ ベ リング を 行

いな が らRNA合 成 を 行 い、antisense鎖 を鋳 型probeと した 。controlと して標 識 した

senseRNA鎖 を用 いた が これ は染 色 され な か った 。

野 生 胚 やTGF-bet∂5MO注 射 胚 をMEMFA溶 液 中 で室 温 で1時 間 固 定 した 。 これ をTBST

で洗 浄 後 、 メ タ ノ ール で 脱 水 し、Harlandの 方 法(1991)を も と にwhole-mountinsitu

hybridizationを 行 った。 染 色 後 の胚 は 、0.1%Tween20を 含 むPBS一 溶 液 で 洗 浄 し、 写

真 撮 影 を行 った 。 写 真 撮 影 は、 オ リンパ ス 製 顕 微 鏡 用 デ ジ タル カ メ ラDP-12を 用 いて 行 っ

た 。
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第 三 部

Proprotelnconvertase阻 害 剤 の左 右 性 へ の 影 響

TGF-betasuperfamilyは 、脊椎 動物の胚発生のあ らゆる局 面で多彩な機能 を発 揮する分

泌性 リガ ン ドのfamilyで ある。初期発生 においては、中胚葉誘導や 内胚葉の 自立分化 のカ

スケー ド、背腹軸形成や前後軸形成のカスケー ドで、Nodal,Activin,GDF,BMPな どの

familyの メ ンバーが必須 の役 割を担 う。 これ らの分子 は、すべて前駆体 タ ンパ ク質 として

分泌 され、 プロ ドメイ ンにある一RXXR一モチ ーフのC端 側で切断 されて、生理活性を有する

成熟型 になる ことが知 られて いる(松 田と辻,1997)。 このRXXRモ チー フを認 識するエ ン

ドペ プチダー ゼと して、Subtilisin-likeproproteinconvertase(SPC)の 仲間が 知 られ

て いる(Dub●isetal.,1995;Cuietal.,1998)。 現在 、メ ンバ ーは8種 類 あるとされ 、

特 にSPC1(Furin)は 、最 も早 くク ローニ ング された ファミ リーメ ンバ ーで もあるので、深

く解析 されて いる(Thomas,2002)。

FurinのmRNAは 初期胚 のオルガ ナイザ ー領域や側板、器 官形成期 には心臓や消化管 に

発現す ることが知 られて いる。 また、Furinの ノ ックア ウ トマ ウスは左右性 に異常 を示す

(前述;ConstamandRobertson,2000a)。SPCfamilyの 他の メンバ ーであるPACE4

の ノ ックアウ トマウス も左右性の乱れが生 じる(ConstamandRobertson,2000b)。

従 って、マ ウス胚で はFurinを は じめ とす るSPCfamilyの メンバーが左右性 に関与す ると

考 え られて いる。 ツメガエル胞胚。原腸胚 の中胚 葉誘導/背 腹軸形成の研究分野では、 中胚

葉誘導因子で あるIVoda1や 腹 方化因子 のBMPの 一RXXR一モチー フに人工的な突然変異を導

入す ると、元 の生理活性が 失われ る ことが報告 されて いる(Cuietal.,1998;Osadaand

Wright,1999;Onumaetal.,2002)。 従 って 、SPCが 中胚葉誘導や背腹軸形成 に関与

するで あろ うことが示唆 され ている。 しか しなが ら、 マウス以外の脊椎動物でSPCが 左右

性 に影響す る ことを証 明 した報告 はない。 また 、FurinやPACE4のknockoutマ ウス胚 の

場合 にも、 これ らの酵素 の基質 とな り、マウス胚の左右性 に影響 を与 えて いる前駆体タ ン

パ ク質 が何 であるのかは、全 く絞 り込めていな い状態で ある。更 に、FuxinlCOマ ウス と

PACE4KOマ ウスとで は左右性の異常のパ ターンがやや異な るので、 同 じ基質(た とえばマ

ウス胚 に1種 類 しかな い ・f.タ ンパ ク質)が 両KOマ ウスの左右性異常の原因 とは断定で き

な い。

アフ リカ ツメガエル胚 は外来遺伝子の発現が容易であるため、変異導入タ ンパ ク質 を用

いた生化学的なSPC機 能の解析が容易であ ると考え られ る。 また両生類 に関 しては、そ も

そ もSPCが 左右性 に関与 するか否か も検討 されて いな い。そ こで我々 は、神経 胚期のア フ

リカツメガエル胚 の左右性成 立機構 にSPCが 影響 しているか否 かにつ いて、SPCの 認識モ

チーフを模倣 したペプチ ドアナ ログである阻害剤2種 類 を微量注入す ることで検討 した。

26一



【実験結果】

Nodalを は じめ とするTGF-betasuperfamilyの リガ ン ドは前駆体蛋 白質 と して分 泌 さ

れ 、その一RXXR一モチーフ部位 が、Furinな どのエ ン ドペプチダ ーゼ による限定分解 を うけ

て活性型 に変換 され る。Furinの 仲 間(Subtilisin-likeproproteinconvertase;SPC)

の阻害剤 と して働 く、-RXXR一 モチ ーフアナログであるDecanoyl-RVKR-

chloromethyl-ketoneや ヘキサ アル ギニ ン(H-(D)RRRRRR-NH2)の 二つのペ プチ ド性 阻

害剤 を1-500pgの 投与量で ツメガエル初期一中期一後期神経胚 の側板 に注射 した。 その結

果、左側板 に注射 した場合 にも、右側板 に注射 した場合 に も、57%以 上の注射胚 に心臓逆

位や腸管逆位が生 じた(表3-1)。 どち らの阻害 ペプチ ド投 与の場合 にも、注射胚 の形は左

右性 を除いて は正常であ り、生存率 も高か った。従 って、Furinの 仲 間の酵素が左側板 か

その近傍組織で働 くことが 、神経胚の左側板特 異的なXenopusnoda,related-7の 発

現 、ひいて は正常な左右性の決定 に必要で あること とが示 唆 され た。 また、全 く未 知であ

る両生類胚の右側決定の シグナル伝達経路 に、右側板 で機 能するTGF-betasuperfamily

の リガン ドの 、プロ ドメイ ン部分の プロセ ッシ ング による活性化が関連 して いる ことも示

唆された。SPC阻 害剤 をstage7-9の 胞胚腔 に注射 した場 合 には、胚の伸長が顕著 に阻害

され 、単 眼奇形 や心臓の低形成が高頻度 に生 じた(図3-1)。

***********************************************************

表3-1=

a)Decanoyl-RVKR-chloromethylketoneの 側 板 へ の 微 量 注 射 に よ る 内臓 逆 位 誘 発 率

LeftRight

stage
neurulastage

13-14115-16
dose{ng) UpPer%,Lower,invertedlsurvived

125
33

24/73

70

32!46

50
33

8124

一

吻

1-5
4

3/72

響

噂

stage
neuruIastage

13-14115・16

dese(ng) Uppe「aD,しowe「lnver寝 ∋d'surv置》ed

125
45

29164

36

17147

50
60

15125

吊

一

1-5
3

2/73

噛

一
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b)ヘ キサアル ギニ ン(H-(D)RRRRRR-NH2)の 側板への微量注射 による内臓逆位誘発率

醗lgh童

stag
neurulas癒age

惚 一噛4 ,5-16 17一 書8

dose(ng) Upper% Lower,旧ve段ed'surVived

i:.1
曹

一

100

19/19

,

層

250
53

3464

83

39/47

48

23148

100・ 唱25
24

23196

25

18172

50
0

0!48

O

Of38

Le髄

stage neurulastage

13-14 15-1 唱7一噛8

dose(ngy UpPer,9も;Lower,inverted/survlved

500
}

一

57

12!21

甲

一

250
30

20166

49

23!47

33

164£

100・125
19

231121

17

別48

50
O

O148

O

G138

★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★☆★★★★★★★★★★☆★★★★☆☆★★★☆★★★★★★★★★★☆★★★★★

図3-1:SPCinhibitor(ヘ キサ アルギニ ン)の 胞胚腔注射 による単眼奇形。

左胚はヘキサ アルギニ ン(25ng)注 射胚、右胚は正常胚。単眼奇形は、一般 に、脊 索前板の

形成不全 によ り誘起 される。胚の他 の部分 が比較 的正常な状態 にあるので、主 に脊索前板

をは じめ とする背側 前方組織 が、SPCinhibitorの 影響で特異的 に形成 不全 を起 こしてい

る と考 え られ る。

★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★☆★★★★★★★★☆★★★★★★

【実験 方 法 】

Toyoizumietal.(2000)と 同 じ方法 で 、卵 膜 を剥 いたstage13-18の ア フ リカ ツ メガ

エ ル 神 経 胚 の 側 面 中央 部 の 皮 下 に、 ヘ キ サ アル ギ ニ ン(H-(D)RRRRRR-NH2)も しくは

Decanoyl-RVKR-chloromethyiketoneの2種 類 のSPCinhibitorの 水 溶 液 を注 入 した 。

注 射 に際 して は、 生 体 染 料 のNileBlueを 最終 濃度7%で 混 和 し、注 射 の左 右 性 をチ ェ ツク

した 。 胞 胚 腔 注 射 の場 合 に は、 卵 膜 の つ いた 状 態 で 微 量 注 射 した 。
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第四部

アカハライモ リ胚nods媚 同遺伝子の単離

20世 紀 の初 頭 には、両生類幼生/成 体 の間脳の一部が左右非 対称 性を示す ことが知 られて

いたが、その分子機構 に関 して はその後 、約80年 にわた り、全 く手掛 か りがなか った。

間脳 第三脳 室の最 も背側 に位置 する手綱核 ～ucfeushabenularis(habenula)と い う神経

核 は、特 定の両生類で、一見 して判別 出来 るほ ど著 しく左右非対称で ある ことが知 られて

いる。例 えば、 アカガエル科Rana属 の ウシガエルで は、左側 が右 側の(最 大断面積 に して)

2倍 大きい(豊 泉,未 発表)。 ウシガエルの幼生並 び に成体 にお いて、左側 の手綱 核 は2室

また は3室 に分室 し中隔を もつが、右側 は1室 で ある。分子生物学 的な解 析 に適 したモデ

ル動物 である 両生類 ピパ科Xenopus属 のア フ リカ ツメガエル の手綱核 は、残念な が ら、幼

生か ら成体 に至る まで一生を通 じて 、左右対称な 叢状構 造を持つ とされ る。

1998年 に、ゼ ブラフィ ッシュnods臆 伝子((:yclops)が 、体節 期胚の間脳の一領域 の左

側のみ に一過 的 に発現する ことが発見 され た(Rebagliatietal.,1998)。 また 、1999年

にゼブラ フィッシュ,efty-1(antivin)遺 伝子 が、ほぼ同 じ領域で 、最初 は左右両側 に発現

するが、その後 一 時的 に左側 のみ に発現す ることも判 明 した(ThisseandThisse,

1999)。 更 に、ほぼ同 じ領域 に、内臓左右軸決定の最終遺伝子 と言われ るゼブラ フィ ッ

シュPitx2遺 伝子が、や は り左側 にのみ発現す ることも発見 された(Bisgroveetal.,

2000;EssneretaL,2000)。 これ らの遺伝子の発 現領域 は、 当初 は間脳 手綱核 の起源

組織で ある とされ てきたが、現在で は、上生体(松 果体)の 起源組 織であ るとの説 が有 力で

ある。 これ らの遺伝 子発 現は、若 い胚 にごく一過 的 に発現 する もので あ り、硬 骨魚類成体

の脳 は、手綱核 を含 めて ほ ぼ完全 に左右対称で ある。0方 、Rana属 の力エルや イモ リの

手綱核 は、変態期 を境 に終 生左右 非対称なので、両生類 手綱核 の分子発生学 的研 究 は、

「脳の左右学」 にゼブラフ ィッシ ュとは異な った寄与 をする と期待 され る。 アフ リカ ツメ

ガエル胚で は、左右非対称 に発 現 しr内 臓の』左右軸 形成 に関与す る とされる遺伝子 と し

てはOnoda'(Xnr-7)antivinPitx2の3つ が機能 的 に主な役 割を果たす もの とされ 、い

ずれ も胚の左側の側板で発現 する。 ところが、最 も古 くか ら脳構造が 左右非対称 である こ

とが判明 して いた両生類で あるが 、脳神経 系 に左右 非対称 に発現 する遺伝 子 は、未 だ にひ

とつ も知 られて いな い。我 々は、材料 として入手 しやす く間脳手綱核が左右 非対称性 を示

す、有尾 両生類 アカハ ライモ リ胚 を材料 に、zebrafishで の知見 を もとに 胚期 の間脳 手綱

核で左右非対称性 を示す遺伝子の候補 と してnoda媚 同遺伝 子を想定 し、その単 離 を試み

た。
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【材料と方法翌

脊椎 動物の ・,f!.'で保存 されたア ミノ酸配列や 、Nodalと 同 じTGF-betasuperfamilyに

属する リガ ン ドの アミノ酸配列 をも とにOforward6種 類 、reverse6種 類の

degenerateprimerを 作 成 し、アカハ ライモ リ原腸胚や 同尾芽胚 由来のtotalRNAを 鋳

型 に してdegenerateRT-PCRを 行 った。family間 で保 存 された2つ の ア ミノ酸 モチ0フ

間で予想 され るアミノ酸残基数 は、ある程 度の予測がつ く。予想 され たサ イズのPCR増 幅

産物が得 られた場合 に0こ のバ ン ドを切 り出 し、アガ ロ0ス ゲルか らPCR産 物 を抽出 し

た。(予 想 され たサイズ と異なるサイズの増幅産物 は、通 常は非特 異的増幅産物であ るの

でeこ れ は破棄 した。)こ れをpGE-TcloningvectorにBigati●nさ せた後 に、BigDye

termlnatorkltを 用いたcyclesequence法 によ り、塩基配列 を決定 した。得 られ た塩基

配列は、DDBJやNCBIな どの遺伝子登録バ ンクのデ ・一タ ベースを もとにBLAST解 析 を行

い、 いくつかの カテ ゴ リー に分類 し、ηod∂媚 同遺伝子で あると思 われる ものを ピック

ア ップ した。GenetyxMac(ソ フ トウエア)を 用 いて、 ηoda媚 同遺伝 子の塩基配列の

multiplea6ignmentを 得て、配列整形 によ り塩基 配列決 定を行 い、推定 ア ミノ酸配列を

割 り出 した。

匿実験結果翌

初期原腸胚期(St.11)の アカハ ライモ リ胚 を材料 にtotalRNAを 調製 し、 これ を鋳型 に し

たdegeneratePCR法 によ リイモ リ ・'/.E',連遺伝子 をクローニ ングする ことを行 い、C末

端側の262塩 基 の部分塩 基配列を決定 した。塩基配列決定 には、ηoda網 同遺伝 子の

c1●neと 思われた25個 のcbneの うち、23個 分のcbneを 用 いた。multiplealignment

を取 った結果 、 これ らが同0の 遺伝子を コー ドして いる ことが分 か った。多型 と思われ る

場所が一 カ所 あ った(25塩 基 目のW(AorT))が 、推定 ア ミノ酸配列 に影響を与えな い多型

で あった。塩基 配列 と、それか ら推定 され るア ミノ酸配 列は、下記の通 りとな った。

***********零**************************************************************

SequenceSizeo262

TranslationPositi●no2-262;

GeneticCodeaUniversalCode

10ZO3040506②

GATTGTGGATTTTGAGGAGATTGGWTGGGGCAGCTGGAT((≡TGTA⊂C(二(AAGAGGTACAA

IVDEEEIXGSIVYPKRYN

7080901② ⑦11012②

TGCCTACaGaTGCGaGGGGCTCTGCCCGACGCCAGTGGATGaaaCarrCaGTCCCACTAa

AYRCEGLCPTPVDETFSPTN

一30一



130140150160170180

TCATGCATACATGCAGAGTTTGCTGAAGCTGTACCACCCAAACCGTGTGGAGTGCCCATC

HAYMQSLLKLYHPNRVECPS

190200210220230240

CTGTGTTCCAGTTAAGATGAGCCCACTTTCCATGCTGTACTACGAGAATGGCGAGGTGGT

CVPVKMSPLSMLYYENGEVV

250260270

CCTACGCCACCATGAGGACATG

LRHHEDM

**************************************************************************

この 遺 伝 子 を ア カハ ラ イ モ リの 学 名 を も と にCynopspyrrhogasternndal-related1

(Cynr-7)と 名付 ける こ と に した 。 推 定 ア ミ ノ酸 配 列 を も と に したBLAST検 索(BLASTx)

の結 果 、Cynr-1はzebrafishnods'related-2(ndr2;(:yclopsと 同一)や 、 ツ メ ガ エ ル

の6つ のnodal関 連 遺 伝 子 の うちのXnr-7と 最 も相 同 性 が 高 く、(;yclopsと は79%,Xnr-7

と も79%の 相 同性 を推 定 ア ミノ酸 配 列 レベ ル で 有 して いた 。Cyclops,Xnr-7と も に左 側

板 特 異 的 に発 現 し、 しか も(;yciopsは 間脳 の 一 部 領 域 の 左 側 の み に一 過 的 に発 現 す る こ と

が 知 られ て いる 。 古 くか らの 形 態 学 的 な 知 見 と以 上 の 結 果 か ら、(ynr-7が イ モ リ胚 間 脳

手綱 核 に左 右 非 対 称 に発 現 す る 可能 性 が 高 いの で 、現 在 はins'tohybridization法 を用

い てCynr-1mRNAの 発 現 パ タ ー ン を調 べ て い る 。今 後 は 、 同 じdegenerateprimer

pairを 用 いて 、Ranacatesbeiana(ウ シガ エ ル)のnodalの ク ロー ニ ング と 、RACE法 に

よ るCynr-1のORF全 長 の塩 基 配 列 の 決 定 を行 う予 定 で あ る 。
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医ま とめ と今 後 の 展 望 彌

無尾両生類 アフリカツメガエル胚の左側板 中胚葉に発現するXnrL1遺 伝子の

コー ドする蛋白質は0ツ メガエル胚内臓の左右非対称性の向きを決め、心臓

形態 に影響を及ぼすことを明らかにした。次に、左側板におけるXnrL7発 現

の誘導機構 にはTGF-beta5が 関与することを明 らかにした。Xηr-7遺 伝子は

TGF-beta5依 存的に胚の左側板 中胚葉でのみ発現 し、TGF-beta5蛋 白質の

非存在下では その発現が低下/消 失する。更 に.Subtilisin-like

Proprotelnc◎nvertase阻 害剤を側板 に注射 した結果、非常に高頻度 に内

臓逆位が生 じたことか らe左 側板 におけるXnr-1蛋 白質はProprotein

c◎nvertase依 存的に活性化することが示唆された。また、有尾両生類 にも

X肝7に 相同性の高い遺伝子が存在することが分か り、有尾両生類の脳神経

系の左右非対称性に!,1',が 関与することが期待される。 これ らの結果か

らeηoda臆 伝子の左側特異的な発現は0さ まざまな階層の分子機構 によっ

て調節を受けることが予想され、Nodalリ ガン ドを左側組織で働かせるメカ

ニズムが 両生類胚の左右非対称な形態形成の向きを決めると考えられる。

今後暫くは0引 き続き両生類胚のηoda湘 同遺伝子の発現制御機構を解析

対象にして0脊 椎動物の左右性決定において主要な役割を果たすと思われる

'.1/.E:連 のメカニズムを明らかにしていくことを考えている。更 に時間が

あれば0下 記のようηoda鰯 究を0鳥 類や両生類の発生学の立場から行いた

いと考えている。

ニワ トリ胚のn●dal(Cr=1)の 研究は非常に有名で、左側の分子マ0カ0と

してこれのprobeを 用いた㎞s'加hybrldlzatbnが 今でも盛んに行われてい

るがe実 はそのORF全 長は単離されておらず0ゲ ノムか らの転写調節の観点

でのCnr1の 研究 もな されていない。またニ ワ トリのゲ ノムプロジエク トは

家禽 としての有用性 にもかかわ らず動 いてお らずeニ ワ トリ胚の!/.が い

くつあるのかす ら不明である。マウス(超 歯 目)胚のオルガナイザ0に 左右非

対称 に発現するκ～F-3わe拍は、スンクス(哺 乳類食虫 目)胚では左右対称であ

るという。な らば、鳥類の もうひとつの発生モデル動物であるウズラ

(Co加 翻xcoωm灰)胚 のηoda'は〇ニワ トリ胚とは異なる発現パターンを

示すのであろうか?0番 下等な両生類であるピパ科のツメガエルの ・1.

と、よ り高等な 日本の力エルの1',1'.,との間で発現パターンや発現制御機構

を比較 した時 に、どこが異なるのであろうか?興 味とや りたいことは尽きな

いが0こ こで0旦 筆を置 く。
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