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脊 椎 動 物 初 期 胚 の 胚 発 生 に お け る

MatrixMetalloproteinaseの 研 究
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研究成果の概 要(本 研究の詳細に関しては 『年報2003』 研究論文で報告 させて頂きま した)

細胞外基質は組織細胞が分泌する蛋 白質によって構成 されてお り、多細胞動物のか らだ

,は組織細胞 と細胞外基質 より形成 されていると言える。胚 においては、発生の進行 に伴い

組織の大規模な作 り替えが間断なく行 われ～ これを組織の リモデ リングと言 う。組織 の リ

モデ リングは、両生類 の変態や、成体の創傷治癒の際にも生 じる。組織の リモデ リングの

際には、基底膜な ど既存の細胞外基質が蛋白質分解酵素によって一端分解 され、その後、

組織の再形成が進行する。 ガン細胞は、増殖がコン トロール されない異常を示す他 に、そ

の転移の際に、・浸潤性(invasiveness)と 呼ばれる細胞外基質を分解 し細胞移動す る性質

を有 している。細胞外基質を分解す る酵素 としては、いくつかのファミリーが知 られてい

るが、その中でもMatrixMetalloproteinase(MMP;マ トリクスメタロプロテアーゼ)は 、

その活性がガン細胞 の転移能 と緊密な相 関を示す ことか ら詳 しく研究 されている。㎜ は、

亜鉛要求 性の金属プロテアーゼであり、ヒトをは じめとす る哺乳類からは20種 類以上のファ

ミリーメンバーが同定 されている。

かたちは小 さいが劇 的な形態形成が急速に進行する初期胚では、㎜Pは どのよ うな役割

を担 うのであろ うか?我 々は、両生類 アフリカツメガエル(Xenopus1∂evis)胚 を実験

材料 として、胚発生において最初の大規模な形態形成運動である原腸形成運動 に、NMPが

・関与するか否かを検討 している。従来の研究では、原腸形成期に数種類の㎜Pが 発現する

ことが、ウニ胚、ツメガエル胚 、ニワ トリ胚 を中心に報告 されてきたが、原腸形成や胚葉

形成 にお ける特定のMMP酵 素の役割 について詳細に研究 した例は殆 どない。我 々は、昨年 、

神奈川大学総合理学研究所の助成 を得て、ニワ トリの原条期胚(カ エルの原腸胚に相当す

る時期の胚)に 、Stromelysin-3(㎜ 【P-11)と 呼ばれる㎜Pの 一酵素が高 レベルで発現 して

い るこ とを見いだした(2002年 度総理研年報参照)。 ニワ トリ胚は、産み落 とされた時期

には既 に数千個 の胚細胞か ら構成 され てお り、胚細胞 の細胞質 に遺伝子導入す ることで

i・の機能解析 を行 うことが難 しい。 そこで、今回は、既 に全長がクローニング され てい

るツメガエル胚のstromelysln-3の アンチセ ンス核酸を卵割期胚の細胞質に導入 し、

詑zo卿θ17訂か3の 翻訳阻害を行 うことがツメガエル の原腸形成 にどの ような影響を及ぼす

のかについて調査 した。
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stromelysin-3に 相補的な配列を持ったMorpholino核 酸(以 下ST3MO;ヌ クレアーゼ耐

性 を強化 した人工核酸)を ア ンチセ ンス実験に用いた。4細 胞期 の背側2割 球 も しくは腹

側2割 球にST3MOを5ナ ノリッ トルずつ注射 したところ、卵割期や桑実胚期には何 ら変化

は生 じなかった。胞胚期になると一部の胚の細胞配列に乱れが生 じ、細胞の接着性 の異常

が生 じていることが伺 えた。原腸胚期にな ると、0.05mM以 上の濃度のST3MOを 注射 した場

合には、中胚葉内胚葉細胞 になる予定細胞が陥入する領域である原 口が、注射 した側で形

成 され ないケースが観察 された。1-2mMのST3MOの 注射 の場合 には、原 口形成領域 を中心

に、組織細胞 間の接着性が著 しく弱ま り、その上皮構造が崩壊するケースが非常に高頻度

で観察 された。また、陥入運動の乱れに呼応 して、原 口付近には、圧潰死もしくはapoptosis

(プ ログラム細胞死)を 生 じた細胞の破砕物(卵 黄粒な ど)が 流砂状にまき散 らされた。

これ らの胚 は、翌 日の神経胚期には、背側2割 球注射の場合にはopenblastopore(=原

腸形成 の進行が阻害 された結果 としての背側組織の閉鎖不全の表現型)を 示す ものが高頻

度で観察 され、腹側2割 球注射 の場合には 胴尾部の側面に卵黄栓(=原 腸胚期にのみ一過

的に形成 され神経胚期には胚 内に併呑 され るはずの胚性構造物)を 残 した ものが高頻度で

観察 された。

以上のよ うに、ST3MOに よってStromelysin-3の 働 きのみを特異的にノックダ ウンした

胚 は原腸形成時に陥入不全 を生 じ、細胞接着の異常等 も観察 された。Stromelysin-3は 、

その基質 となるfibronectinや1amininな どの分解 を通 じて、正常な原腸形成 め進行に伴 う

細胞の再配列に必要な酵素であることが、今回の実験から強 く示唆 された6

Stromelysin-3は 、両生類の幼生か ら成体への変態現象や、ガン組織のapoptosisに 関与 し

ていることが知 られている。 また、カルシウム感受性接着分子であるcadherinの 接着性の

制御 にも関係 しているとの報告がある。我々の予想 としては、託zo鰐173加 一3の ノックダ

ウンによって細胞陥入のみが抑制 され、陥入すべき細胞が陥入出来ずに外に飛び出 した外

腸胚が得 られ ると考えていた。 しか しなが ら、意外な ことに、原 口付近の細胞接着が崩壊

したことが ら、ツメガエル原腸胚 におけるStromelysin-3は 、細胞の周囲の細胞外基質を

溶 かして細胞を移動 し易 くす る役割を負 うばか りでな く、かな り広範な生理現象 に影響 を

与えてい ることが示唆 された。今後は、胚が非常に透 明で胚細胞の振 る舞いが観察 しやす

いゼブラフィッシュ胚のStromelysln-3を クローニングし、硬骨魚類の胚発生 にお けるそ

の役割 を1機 能抑制実験 ならびに過剰発現実験の双方向か ら検討 したい。
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