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1.序 論

MatrixMetalloproteinase(MMP;マ トリクス メ タ ロプ ロテア ーゼ)は 、 亜鉛 要求 性 の金

属 プ ロテ アーゼ で あ り、哺 乳類 を 中心 に各 綱 の脊 椎動 物 か ら20種 類 以上 の フ ァ ミリー分子

が単 離 され 機 能解 析 され て い る。MMPは プ ロ型(不 活性 型)と して細胞 外 に分泌 され た後 に

自己触 媒反 応 や 、Furinな どの他 のプ ロテア ーゼ に よ る部 分分 解 を受 けて活性 型 に変 換 さ

れ た 後 に 、collagenやlaminin,fibronectinな どの細 胞 外 基 質 の構 成 蛋 白質 を分 解す る

(清木 と佐藤1992;宮 崎 と東,1996;McCawleyandMatrisian,2001)。 その生理 作用 は、

ヒ トをは じめ とす る哺 乳類 の成体 を中心 に研 究 が進 め られ 、癌細 胞 の転移 の際 にみ られ る

原 発巣 か らの離脱 や他 臓器 への浸 潤 、関節 リウマチ 、歯 肉炎、腫 瘍 の血管新 生 な どの病態

に深 く関与す る こ とが 知 られ てい る(WestermarckandKahari,1999;RayandStetler-

Stevenson,1994)。 また 、胎児 組織 の胎 盤 へ の着床 、皮膚 創傷 の治癒 や 両生類(カ エル や

サ ンシ ョウ ウオ の仲 間)の 変態 な どの生理過 程 におい て も、組 織 の リモデ リン グを行 う中

心的 な酵 素 と して働 くこ とが知 られ てい る(Shi,1995;Alexandereta1.,1996;Schatz

etal.,1999;RavantiandKahari,2000;Jungetal.,2002)0

劇 的な形 態 形成 が急 速 に進行 す る初 期胚 の 中 には 、胞胚 期以 降 、剛Pの 基質 とな る細 胞

外基 質 がぐ形 態形成 を行 う胚 細胞 の足場 として豊 富 に存在す る。 で は、初期 胚 におい て㎜

Pは どの よ うな役割 を担 うので あ ろ うか?こ の単 純 かつ魅力 的 な問題 に関 して は、今 日ま

で 実 は余 り研 究 され て お らず 、両 生類 ツ メガエル胚 で、.4種類 の㎜'が 胚 葉形 成期 で あ る原

腸胚 期 に発 現 す る こ と(Yangetal.,1997)や 、 ニ ワ トリの体節 期 胚 の神経 堤細 胞 の遊 走

時や 心臓 形 成 にお い て一 部 の㎜P(gelatinaseの 仲 間)が 一過 的 に働 く こと(Alexanderet

al.,1997;Caieta1;,2000;Caieta1.,2002;DuongandErickson,2004)な どが、

散発 的 に報告 され てい るの みで あ る。 ここ数 年 の間 に よ うや く、各 モデ ル動 物 の胚 発生 に

お い て、 どの 種類 の㎜)が どの発 生段 階 で発 現 す るの か、 とい うレベル の研 究 が 開始 され

つ つ あ る状 態 で あ る。 ヒ トの成 体 組織 にお け るi.の 役 割 につ い ては多 くの知 見が 蓄積 さ

れ て い るが、脊 椎 動物 初期 胚 の形 態形 成 にお け るMMPの 関 与 につい て は、不 明 な点 が多 い

と言 える。
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今 回我 々 は、両 生類胚 にお け る最初 の大 規模 な形態 形成 運動 で あ る原 腸形 成運 動 にお い

て、ガ ン細胞 の浸 潤 や 変態 期 の組 織 の リモ デ リン グ にお い て 中心 的 に働 くStromelysin-3

(MMP-11)が 関与す るか否 かにつ いて ア ンチセ ンス核 酸法 を用 い て調 査 した。 実 験材 料 とし

ては、典 型 的なモ デル脊 椎 動物 で あ る両 生類 ツ メガエル 胚 を用 いた。 原腸 胚期 に先 立つ胞

胚期 に は、そ の胞 胚腔 を裏 打 ちす る形 で 、急激 な細胞 外基 質 の合 成 と蓄 積 が あ る(Leeet

a1.,1984;Darribereeta1.,1986;NagelandWinklbauer,1999)。 その 中 で もfibron

ectinと1amininは 、細 胞運 動 の足場 として不 可欠 な細胞 外 基質構 成 蛋 白質で あ る(Nakatsu

ji,1986;Dankeretal.,1993;Boucautetal.,1996;RamosandDeSimone,1996;

WinklbauerandKeller,1996)。fibronectinや1amininを 分解 す る㎜Pと レて、Stromelysin-

3が 知 られ てい る(Murphyeta1.,1993;Noeleta1.,1995)。Stromelysin-3は 分子 量55

kDa(活 性型 で は27kDa)で 、 ヒ トの腫 瘍組 織や 間葉 系細 胞 に高発 現 し、腫 瘍細 胞 の悪性 化 を

促 進す るMMPと して発 見 され た(Bassetetal.,1990;Basseteta1.,1993;Rioetal.,

1996;Basseteta1.,1997)。stromeヱysin-3遺 伝子 は 、ア フ リカ ツメガエ ル胚 か らはPat

tertonら に よっ て1995年 にク ローニ ング され 、そ のORFは477ア ミノ酸 か らな る。,'ツメガエ

ル胚 で は 、stage10/11の 初期 原腸 胚期 ない し中期原 腸胚 期 か ら発 現 が 開始 され 、艀 化期

(stage33/34)と 変 態 期(stage60)に 最 も 転 写 量 が多 い(Pattertoneta1.,1995;

Damjanovskietal.,2000)。 そ の ため 、変 態期 の組 織 の リモ デ リン グに関 与す るの で は

ない か との観 点 か ら詳 しい研 究が な され て い る。尾 芽胚 期 に は1111x`弓や 尾芽 の一 部 に発現 す

る。 また変 態期 に は、小腸 や退 縮す る尾 の 間葉 系細 胞 に発 現 し、そ の発現 は変 態 ホルモ ン

で あ る 甲状 腺 ホ ル モ ン依 存 的 で あ る(Pattertonetal.,1995;Ishizuya-Okaeta1.,

1996;'Damjanovskieta1.,1999;Ishizuya-Okaeta1.,2000)。 様 々な発 生段 階 にお け

るstromelysin-3の 組織 特 異 的 な発 現 パ ター ンにつ い て は、 マ ウス胚 で 詳 し く解 析 され て

い る(Lefebvreetal.,1995)。 着 床 した胚 の栄養 芽 細胞層 や 、マ ウス原 条胚(カ エル の原

腸 胚 に相 当す る)の 胚 体 、器 官 形成 期 に は脊 髄 神経,鼻,肢 芽,尾,骨 な どに高発 現す る

こ とが知 られ てい る。筆 者 らは、 ニ ワ トリ原条期 胚(原 腸 胚)の 細胞 陥入領 域 で あ る原 条 か

らstromelysin-3mRNAを 検 出 し、.これ の一 部 を クローニ ング した(茂 木 ら,2002)。 この こ

とか らも、脊 椎動 物 の原 腸胚 にお いてStromelysin-3が 一 定 の役 割 を担 ってい る こ とが期

待 され た。脊 椎動物 胚 の 中で も、』ツ メガエル胚 は体外 受精 で発生 が進 み、卵割 球 が大 き く、

細胞 質 にア ンチセ ンス核 酸 を導入 してloss-of-function実 験 を行 うの が容易 で あ る・ そ こ

で 、 ツ メガ 土ル のstromeヱysin-3に 対す るア ンチ セ ン スMorpholinooligonucleotideを 卵

割期胚 の細胞 質 に導入 し、原 腸形 成運 動 に及 ぼす影 響 を調査 した。

2.実 験 方 法

ア フ リカ ツ メガエル(Xenopuslaevis)の 成体 雄 に200unit,成 体雌 に600unitの 生殖 腺

刺激 ホル モ ン を注射 し、飼 育水 を満 た した ケー 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(pH8.6)に よっ て脱ゼ リー した卵 割 期胚 を、10%Steinberg溶 液 で 洗浄 後 、



]

(微 量 注 射 の 際 に 胚 の 滑 り止 め と な る)テ ラ サ キ プ レー ト上 に 並 べ た 。Xenopus

stromelysin-3遺 伝子(GenBankID;Z27093)の 転 写 開始 点下 流 で翻訳 開 始 コ ドンよ りもす

ぐ上流 の塩 基 配列 に相 補 的 な配列 で あ る5'-CAAGCTGTAGGGTGAGTGTGATAC-3'を 配 列

に もつ、antisenseMorpholinooligonucleotide(以 下 、 これ をST3MOと 略す)を 超純 水

に0.01-2mMの 濃度 で溶 か し、 これ を4細 胞期 胚 の背側2割 球 も しくは腹側2割 球 に5n1(nano-

1iter)ず っ合 計10nl注 射 した。 ま た、上 記 の ア ンチセ ンスMOが 、Xenopusstromelysin-3

遺 伝子 の配列 を認 識 して作 用 してい る こ とをチ ェ ックす るた めに、即 ち 、誘 起 され た現象

がMOの 化 学 的 な性 質 に依存 した もの では ない こ とを確 認す るため に、 ヒ トglobin遺 伝 子mR

NAに 相 補 的な5'-CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA-3'の 配列 のMorpholinooligo.を2m

Mの 濃度 で4細 胞期 胚 の背 側2割 球 も しくは腹側2割 球 に5n1ず つ注射す るこ とで、 コ ン トロー

ル 実 験 を行 った(以 下 、 これ をcontrolMOと 略す)。 注 射 はDrummond社 製 微 量注 入 器 の

"N
ano-ject"で 行 った。 注 射後 の胚 を、4%Ficol1(分 子 量40万)を 溶 か した10%Steinberg

溶 液 を満 た した6穴 プ レー トもし くは24穴 プ レー トの 中に無菌 的 に静 置 し、主 に18℃ で 翌

日に 同腹 無 処理 胚 がstage18-26に 達 す るまで培養 し、 生存 率や 表現 型 を記録 した。 胚 の

一部 は
、 同腹無 処理 胚 が胞 胚期 か ら原腸 胚期 にか けて の時期 と、後期 神 経胚期 か ら初期尾

芽胚期 にかけて の時期 にオ リンパ ス製 実体顕微 鏡SZX-12に 装 着 したデ ジタル カ メラ(DP-12)

で 写真 撮影 を行 った。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。 ・f・

3.実 験結果 と考察

0.01-2mMの 濃度のST3MOを 、4細 胞期の背側2割 球に、それぞれ5n1ず つ注射 した。

注射胚は、卵割期か ら桑実胚期にかけては、濃度にかかわ らず、同時に培養 した同腹胚 と

差異無 く正常に発生 した。胞胚期 には、1-2耐 のST3MO注 射胚の一部で、注射側 の割球 由

来の背側細胞の卵割が遅れ る傾向が観察 された。原腸胚期になると、0.05nM以 上の濃度の

場合 には、原 口背唇部か ら形成 されるべき細胞陥入領域が形成 されない胚が しばしば観察

された(図A)。1-2mMの 濃度のST3MOを 注射 した場合には、濃度依存的に、過半数ない しほ

ぼ全例において、注射 した側 の原 口領域 の細胞の上皮構造が緩んで崩壊 した。このよ うな

細胞間接着 の崩壊 は、卵黄栓の注射 した側 の表面にまで及んでい ることもあった(図B)。

原 口領域で接着性 を失った細胞が、卵膜(chorion)と 胚 の間に挟 まれて、擦 りつぶれた状

態 も多く観察 された00.1-2mMのST3MO投 与胚の大半では、原腸形成の開始 とともに大半

の胚の原 口付近が崩壊に呼応 して死に始めたが、翌 日まで生き残 った胚 は、無傷のanimal

cap(動 物局半球)細 胞が崩壊 した植物局側細胞 を吐き出 して小 さく丸ま り、上皮の被覆性

を回復 して生存を続け、2日 後には水庖状の組織塊 となった(図D)。

正常胚では、神経管期になると神経管の閉鎖が神経溝 の全長にわたって生 じ、次いで、

脊索の伸長を起因 として胚の外形が急激 に縦長に伸びる。 しかしなが ら、0.01-0.1mMの 低

濃度のST3MOを4細 胞期の背側2割 球に注射 した胚では、卵黄栓が神経胚期後期になっても
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背側 に残 り、神 経 管 が 閉鎖 不全 を起 こ し、双尾 、短 躯 を特徴 とした 、openblastoporeと 呼

ばれ る表 現型 が頻 出 した(図C;表1)。0.05mMの 濃度 のST3MOを 注射 した 場合 に は、43例 注

射 し、26例 生存 した 中で16例 がopenblastoporeと な り、残 りは正 常な 単尾 の胚 とな った。

0.OlmMの 濃度 のST3MOを 背側 に注射 した場 合 に は、神経 管 の 閉鎖 不全 は、胚 の後方 にのみ

観察 され た(図E)。0.02mMの 濃 度 のST3MOを 腹側 に注射 した場 合 に は、未 分 化 な植 物極 細

胞 が胚 の後 方の側 面 に残存 し、背側 に注射 した場合 と同 じく原腸 形成 運 動が妨 げ られ た こ

とが分 か った(図F)。

openblastoporeは 、 一 般 に、 背 側 の 形 成 不 全 や 原 口 にお け る細 胞 の巻 き込 み 運 動(

involution)が 不 完全 な場合 に生 じる。ST3MO注 射 に よ りStromelysin-3の 基底 膜溶 解酵 素

と して の作用 が原 口の周 囲で 阻害 され た結果 、細胞 陥入 が 妨 げ られ た と考 え られ る。言 い

換 えれ ば、原 口に お け る細 胞 の陥 入運 動 にStromelysin-3が 必 要 で あ る こ とを本 研 究 は示

してい る。今 後 、組織 切片 を作 成 して 、細胞 陥入領 域 の周 囲 の組 織構 築 の変化 を詳 細 に調

べ る必 要 があ る。

ST3MOが 原 腸形 成運 動 を妨 げた ばか りか 、高濃度 では注射 した側 の植 物 極側 組織 の崩壊

まで誘 起す るに至 った原 因 として は、以 下 の3つ の仮説 が 考 え得 る。

(1)ST3MOの 効 果 に よ って原 腸胚 表層 の細胞 間接 着 が 弱 ま り、陥 入す る細胞 層 が原 腸形 成

運 動 の張力 に耐 えきれず に崩壊 した。(2)ST3MOの 効果 に よ り、apoptosis経 路 が誘 導 され

た。(3)ST3MOはconvergentextension(原 口めが けての大 規模 な細胞 移 動)に は影 響せ ず 、

原 口形成 予 定領域 めが けて細胞 が押 し寄 せ たが 、陥入 運動 がST3MOに よ って妨 げ られ た の

で、 その圧 力で細 胞 が圧 死 し細 胞層 の崩壊 を誘 起 した。

この うち、(1)に 関 して は、StromelysinやMatrilysin(II'-7)が 上皮 に発 現す る接 着分子E-

cadherinの 細胞外 領域 の切 断 を介 して、ガ ン細胞 の細 胞浸 潤(invasion)を 正 に制御 す るこ

とが知 られ てい る(Noeeta1.,2001)。 ツメガ エル胚 のE-cadherinは 、原腸 形成期 に陥入

運 動す る細 胞層 にお い て、そ の上皮 性 の維持 に必 要 で ある こ とが示 され て い る(Levineet

a1.,1994)。 また 、Xcadherin-11な ど他 のcadherin分 子群 も、原 腸形 成 期 に はシ グナル 分

子 の影 響 下 で複 雑 な発 現 の消長 を繰 り返 す こ とが 明 らか に され て い る(Hadeballetal.,

1998;MonteroandHeisenberg,2003)。 原 口領域 にお け るST3依 存 的 な接着 分子 の切 り替

え がST3MOに よっ て妨 げ られ た の か も知 れ ない。(2)に 関 して は 、 一 部 の腫 瘍細 胞 で は

Stromelysin-3が 、そ のapoptosisを 未 知 の経 路 で抑 制す る作用 が あ る ことが最 近2つ の グ

ル ー プか ら独 立 に報 告 され た(Boulayetal,2001;Wuetal.,2001)。ST3MOの 効果 に

よって 、Stromelysin-3依 存的 な細胞生存 機構 が破 綻 し、apoptosisが 生 じた可能性 が ある。

Stromelysin-3は 、胚 形成 の プ ロセ ス にお いて、apoptosisを 生 じる領 域 の近傍 に高発 現す

る こ とが知 られ てい る。 ツ メガエル 胚 の幼生 型 か ら成 体型 へ の小腸 上皮 細胞 の変換 に伴 い

幼 生 型 細 胞 はapoptosisに よ っ て 取 り除 か れ るが 、.変 態 期 に は 直 下 の 間 葉 系 の細 胞 に

Stromelysin-3が 高発 現す る(Pattertonetal.,1995;Ishizuya-Okaeta1.,2000)。 マ

ウス胚発 生 にお い て も、apoptosisを 生 じる上皮組 織 の直 下の 間葉細 胞 にstromelysin-3が
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ア フ リカ ツ メガ エ ル 胚 の 原 腸 形 成 に はStromelysin-3(DM4P-11)が 必 要 で あ る

強い発 現 をす る こ とも知 られ てい る(Lefebvreeta1.,1995;Dupeeta1.,1999)。 これ

らの観 察結 果 か ら、Stromelysin-3が 誘 起す る基 底膜組 織 の再構 築 がapoptosisを 誘 導す る

とい う予想 を抱 きが ちで あ るが、上記 のBoulayら(2001)やWuら(2001)の 示 した知 見 か らす

る と、原腸 形成 中の組 織 にお いて は、Stromelysin-3がapoptosisの 過 剰 な進 行 を負 に制御

して い る可能性 も考 え られ る。 ツ メガエル原 腸胚 におい て、一部 の細 胞 が胚発 生 におい て

最 初 のapoptosisを 生 じ る が(HenseyandGautier,1998)、 脊 椎 動 物 胚 の 原 腸 形 成 に

apoptosisが 必 要 で あ るか 否 か も含 めて、 そ の生理 的 な意 味 につ いて は、 ま だ未解 明な部

分 が 多い 。今 後 は 、・ST3MO注 射 胚 にお い て、apoptosisを 生 じる細胞 量 に変化 が あ るの か

を調 べ る必要 が あ る。(3)に つ いて は、一 部 の胚 で 、細胞 死 は認 め られ ない が、 注射 した

側 の原 口の形 成 が全 く生 じてい な い現象 が観 察 され た こ とや 、1-2mMの 高 濃度 のST3MOの

注 射 を行 った場 合 には、卵黄栓 か ら細胞 が外側 にむ けて噴 出す る異常 が見 られた ご とか ら、

考 え至 った可能性 で あ る。ST3MO注 射 を行 った胚 の組 織片 や胚細 胞 を単離 して、そ の運動

を解析 す る こ とで手 がか りが得 られ るか も しれ ない。

今 回の結 果 は 、脊 椎 動 物胚 の原 腸形 成 運動 に、㎜Pの メ ンバ ー が必 要 で あ るこ とを示 し

た最初 の実験 結果 で あ る。ST3MOの 効 果 には予想 外 の もの も含 まれ てい たの で、今後 の解

析 は 多 岐 に わ た る実 験 手 法 か ら行 わ ね ば な ら な'い。 今 回 用 い たST3MOは 、Xenopus

stromelysln-3の 翻 訳 開始 点 の直 ぐ上流 のnon-codingregionに 相補 的 な配列 で あ るので 、

他 の剛P遺 伝 子 に相 同性 が 極 め て 低 い 領 域 で あ り、ST3MOが 他 のitmRNAにcross

hybridizationし て い るこ とはない と考 えてい る。stromelysin-3の ノ ックア ウ トマ ウス は

既 に作 出 され てお り、腫 瘍 を作 りに くい体質 を有す る他 は異 常な表現型 を示す こ とはな く、

ほ とん ど正 常 なまま 出生す る(Massoneta1.,1998;Lijnenetal.,1999)。 しか しなが

ら、Morpholinooligonucreotideを 用 い た ツメガエ ル3跡o%17訂 η一3の ノックダ ウン実験

か らは、原腸 形成 時 にお け るシ ビアな異 常が観 察 され た。 哺乳類 の場合 には、20種 類 を超

え る配MPの ファ ミ リー メ ンバー が知 られ てお り、いずれ の剛Pの ノ ックア ウ ト胚 にお いて も、

それ ほ どシ ビア な表現 型 は得 られ て いな い(ParksandShapiro,2001)。MMP問 の基質 の分

解 特性 や発 現パ ター ンの重複 が 、単一 の1'遺 伝子 の ノ ックア ウ トの表現 型 を出 に くい も

の に して い る と考 え られ て い る。 一方 ツメガ エル 胚 か らは、未 だ数 種類 の㎜Pし か 同定 さ

れ てお らず 、 原 腸胚 期 に発 現 す る/'と して は、gelatinaseB(rYIMP一 卯,stromelysln-1,

詑ro膨175抽 一3膨 一11ノ」XMMP(MMP2!ノ の4つ が知 られ るの みで あ る(Yangeta1.,1997;

Carinato(2000)ら は原 腸胚 か らはgelatinaseBが 検 出 され ない と報告 してい る)。 この う

ち 、 原 腸 形 成 運 動 に 非 常 に重 要 な 細 胞 外 基 質 で あ る こ とが証 明 され て い る1amininや

fibronectinを 主 な 分 解 基 質 とす る の はStromelysin-3で あ り 、Gelatinase-Bは 主 に

collagenを 分解 す る(McCawleyandMatrisian,2001)。XMMPに つ いて は、哺 乳類胚 の肝臓

や ガ ン組 織 に も相 同遺伝 子 が存 在す る こ とが最近判 明 した が、基 質特 異性 は未 だ未 解 明で

ある。 ツ メガ エル胚 の原 腸形成 期 には 、㎜Psの 機能 的重 複性(redundancy)が 『手薄 』 であ

り、原 腸形 成運 動 におい て 、Stromelysin-3は 主要 な キーエ ンザイ ムで あ る こ とが 、今 回
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のMorpholino実 験 か ら示 唆 され た。筆者 らの経 験 か ら して も、他 の研 究 グル ー プ の報告 を

み て も 、 通 常Morpholinooligoは 、1mM前 後 で 有 効 な 作 用 を示 す が(Summertonand

Weller,1997)、 今 回 の結果 で は0.Ol-0.02mMと きわ めて低い 濃度 で も、大 き な効果 を示 し

た。原 腸 胚期 にお ける㎜Pの 発 現 は非 常 に低 く、哺乳 類 で は原 腸胚 にお ける㎜P発 現 の有 無

に関 して は論争 が あ る。 ツメ ガエル のstromelysin-3に 関 して も、1以前 の論 文 で は、原 腸

胚期 に発 現 な しと した もの もあ り、非常 に発現 量 が低 い(Damjanovskietal.,2000)。 こ

れ は細胞 外 基質溶 解酵 素 と しての 、重要 で あ り且つ 危 険な活1生故 の ことであ る と予想 され

る。 比較 的低 濃度 のMOを 用 い た に もか か わ らず 、 大 き な効 果 を もた ら した の は、Xenopus

stromelysin-3の 発 現量 が低 い か らであ る と考 え られ る。

4.今 後 の 展 望

今 後 は 、 ツ メ ガ エ ル 原 腸 胚 期 に発 現 す る 他 の 剛Pで あ るgelatinise-BやX螺Pの

Morpholinooligonucleotideに よ る機 能 阻害 実験 を行 い、 これ らのrの 原腸 形 成 運動 に

対す る関与 の有 無 を調 べ 、 関与す る場合 には、Stromelysin-3と の機 能 的 な役 割 分 担 につ

い て も調べ た い。 更 に 、degenerateprimerを 用 いたRT-PCR法 に よ り、 ツ メガ エル 原腸 形

成 時 に お い て 発 現 す るMMPメ ン バ ー を ス ク リー ニ ン グ す る 予 定 で あ る。 ま た 、

stromelysin-3のinSItUhybridizationやStromelysin-3認 識 抗 体 を用 いた免 疫 染 色 を行

い 、 そ のmRNAと 蛋 白質 の原 腸胚 期 にお け る分布 パ タ ー ン も調 べ る必 要 が あ る。XMMPに 相

同なイ モ リ胚 の遺伝 子 で あ るCyMMPに 関 して は、 中胚 葉誘 導 分子 で あ るactivinに よ って

animalcapに 誘 導 され るこ とが報 告 され てい る(Suzukieta1.,2001)。 ラ ッ トやXerropus

のST3の 転 写調節 領域 にはGAGAbindingdomainが あ り、 ツ メガエルstromelyszn-3遺 伝 子

のpromoter領 域 の構 造 は哺 乳類 のそれ と類 似 性 が高 い が、 他 の0の 転写 調節 領 域 とは大

き く異 な っ てい る こ とが報告 され てい る(Liet『a1.,1998)。 どの よ うな誘 導 シ グナル が

Stromelysin-3の 発現 誘 導 を行 って い るの か、 またstromelysln-3遺 伝 子 が他i.よ りも

早 く分 岐 し進 化 的 に古い と言 え るのか につい て も興 味深 い 問題 で ある。

5.謝 辞

本研究は、神奈川大学総合理学研究所2003年 度共 同研究 『脊椎動物初期胚の胚発生にお

けるMatrixMetalloproteinaseの 研究』の一環 として行われました。また、研究の一部は、

神奈川大学ハイテク リサーチセ ンター 『高度機能 を持つ分子 ・生物ホ トニクスの基盤技術

開発』によって導入 された機器 を用いて行いま した。御礼 申し上げます。.



一ヒ
P一'

ア フ リカ ツ メ ガエ ル 胚 の原 腸 形成 に はStromelysin-3(MMP-11)が 必 要 で あ る 107

A

「7,識 議

.七∴ 撫7

▲

♂

'

C

窺
㌦

ぎ

れ

贔

畿
騨

D
r'.

導

肇

瀞
露

o

E F

♂

嚇 馬 鑑 艇

図版解説:Xenopusstromelysin-3に 相補的なMorpholinooligonucleotide(ST3MO》 を注射 し、

stromelysin-3の ノックダウンを行ったアフリカツメガエル(Xenopuslaevis)胚 。へBで は12時 方向が

背側で植物局側から撮影。C,E,Fに おいては12時 方向が頭側で主に背側から撮影。

(A)1mMのST3MOを 背側2割 球に5nlずつ注射した胚。背側組織の細胞陥入領域である原口背唇の形成

が見られない《緑矢印)。原口腹唇は形成されている(白矢印)。(B)1mMのST3MOを 背側2割 球に5nlず

つ注射した胚。この胚では原ロ背側と卵黄栓の背側で上皮層の崩壊が生じている。(C)0.1mMのST3

MOを 背側2割 球に5nlず つ注射した胚。同腹無処理胚《左側の1匹}が 初期尾芽胚期(stage24)に 達するま

で培養 した。背側に卵黄栓が残 り、神経管の閉鎖不全と短躯を特徴とするopenblastoporeの 表現型が

高頻度で観察された{中央と右側の2匹)。(D)2mMのST3MOを 背側2割 球に5nlず つ注射した胚。左側

の2胚 は卵黄膜を剥いて撮影した。植物極側組織が崩壊 し、動物局側の組織がこれを吐き出して収縮して

いる。1-2日 の培養後、このようなケースは死滅するか、水庖化 した。(E)0.01mMのST3MOを 背側2

割球に5nlず つ注射した胚。同腹無処理胚{左側の1匹)が 後期神経胚期(stage19)に なるまで培養した。

背側後方が閉鎖不全を起こし、卵黄栓が残っている。(F)0.02mMのST3MOを 腹側の2割 球に5nlず つ

注射した後に1晩 培養した胚。同腹胚が後期神経胚に達 した段階で撮影した。腹側の原腸形成運動が阻害

され、胚の後方(6時 方向)の側面に未分化な植物極細胞が残っている(矢印)。
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4細 胞 期胚 へ のstromelysin-3MOinjection

培養 翌 日に 生存 率 を 計算 した 。

濃度(mM) 0 0.01 0.02 0.05 0.1 0.5 1 2

背側2割球
100

....

100

3]/31

goo

42/42

60

26/43

30

27/90

23

11J48

48

33/69

29

21/72

腹側2割球
95

40/42

一

一

88

Z1/24

20

5J25

一

一

"

一

26

8/31

一

一

上段:生存率(%)

下段;生存胚数/実験胚数
∩

4細 胞 期胚 へ のcontro'Mornum∂nglobinMO)injection

培 養 翌 日に生 存率 を計 算 した。

濃度(mM) 2

背側2割球
98

61/62

腹側2割球
100

62/62

上段:生存率(%)

下段;生存胚数/実験胚数

培養 翌 日における生存胚 の内訳(stromelysin-3MO,背 側2割 球注射)

濃度(mM) 正常胚 OpenBlastpare 水泡奇形 その他奇形

0 9896(n=43/44) 290(n=i/44) 0%(n=0/44) 0%(n=0/44)

0.01 7496(n=23/31) 199(n=6/31) 6%(n=2/31) OYo(n=0/31)

0.02 90%(n=38/42) 10%(n=4/42 0%(n=0/42) 0°/a(n=0/42)

0.05 1fi%(n=7/43} 37%(n=16/43) 7%(n=3/43) 0%(n=0/43)

0.1 4%(n=4/90) 10%(n=9/90) 13%(n=12/90} 2°/a(n=2/90}

0.5 10%(n=5/48) 0%(n=0/48) 10%(n=5/48) 2%《n=1/48)

1 0%(n=0/69》 0%(n=0/69) 48%(n=33/69} 0%(n=0/69)

2 0%(n=0/72) 0%(n=0/72) 2990(n=21/72} 0°.6(n=0/72)

培養 翌 日にお ける生存胚の 内訳 《stromelysin-3MO,腹 側2割 球 注射)

濃度(mM) ・ 正常胚 Open副astpore 水泡奇形 その他奇形

0 9590(n=40/42) Ogo(n=0/42) ORS(n=0/42 096(n=0/42)

0.02 63%(n=15/24) 219'a(n=5/24) 4%(n=1/24) 0%(n冨0/24)

0.05 8%(n=2/25) 4%(n=1/25》 0%(n=0/25} 8%(n=2/25)

1 090{n=0/31) 0%(n=0/31) 26%(n=8/31} 0%(n=0/31)

培養翌 日における生存胚 の内訳(controlMD,2mM注 射》

注射位置 正常胚 OpenBiastpore 水泡奇形 その他奇形

背側2割球 95°.b(n=59/62) 3°r6(n=2/62) 0%(n=O/62) 0%(n=0/62)

腹側2割球 9890(n=61/62) 2%(n=1/62) O%(n=0162) 0%(n=0/62)
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