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研究計画の総括と、ホヤ胚発生における母性

局在 mRNA の役割 
 
 
ホヤ胚発生における誘導的細胞間相互作用

の解析 

⑥当初の研究目的（交付申請書に記載した研究目的を簡潔に記入してください。）  

ホヤは近年、発生過程の詳細な記述、初期発生のしくみの理解度の高さ、ゲノムプ

ロジェクトの完了などにより、発生生物学における新たなモデル動物として注目を

集めている。本申請ではマボヤの初期発生を司るしくみの理解をさらに押し進める

ため、母性の局在因子、特に卵内で局在している mRNA について詳細かつ網羅的な

解析を行う、また、受精後 32 細胞期あたりからスタートする誘導的細胞間相互作用

について、シグナルに対する応答能を制御する因子、そして誘導によって引き起こ

される非対称細胞分裂の制御メカニズムを解析することを目的とする。研究計画調

書には、以下のように４つのテーマを掲げていた。 
 
１．卵内で局在している因子の解析 
 受精卵後極に局在する母性 mRNA の機能解析 
 内胚葉決定因子に関する解析 
２．誘導的細胞間相互作用の制御 
 誘導における応答能の制御 
 誘導によっておこる非対称分裂の解析  



 

 

Ｓ中間－２ 

⑦これまでの研究経過（研究の進捗状況について、必要に応じて図表等を用いながら、具体的に記入してください。）  

１．卵内で局在している因子の解析  
受精卵後極に局在する母性 mRNA の機能解析  
 Type I postplasmic mRNA の 1 つである Hr-POPK-1 の機能を解析した。Hr-POPK-1 は kinase を
コードしている。特異的な翻訳阻害剤であるモルフォリノアンチセンスオリゴ(MO)の注入によって
POPK-1 の機能を阻害した胚は、macho-1 機能阻害胚と似たような表現型を示し、筋肉と間充織がほ
とんどの胚で形成されなかった。エピスタシス解析の結果 Hr-POPK-1 は macho-1 の上流で働くこと
がわかった。結局、Hr-POPK-1 機能阻害胚では、macho-1 を含めすべての Type I postplasmic mRNAs
の局在が異常になっていた。卵割期初期では局在が正常よりやや広がり、その後に正常よりもかなり
小さい領域に局在した。Type I mRNA は、卵表層を裏打ちしている小胞体（表層 ER）にアンカーさ
れ、卵割期には表層 ER とともに胚後極に移動して、最終的には胚後極の小さな構造である
Centrosome-Attracting Body (CAB)に濃縮されることがわかっている。Hr-POPK-1 機能阻害胚では、
胚後極に濃縮された表層 ER 領域が小さくなっており、それに一致して Type I mRNA の局在領域も
小さくなっていた。さらに、CAB の形成も異常になることがわかった。よって、Hr-POPK-1 が表層
ER を胚後極に濃縮することによって、Type I mRNAs の局在に関与するのと同時に、生殖顆粒を含
む CAB の形成にも関与することが示唆された。  
内胚葉決定因子に関する解析  
 マボヤのβ-catenin の抗体の作成に成功したので、初期発生過程におけるβ-catenin の局在を観察
した。その結果、植物極の内胚葉系列割球での核局在を検出した。また、wnt/β-catenin 経路に関与
すると考えられる因子の MO を受精卵に注入し、β-catenin の核局在の変化とβ-catenin の標的遺伝
子と考えられる lim, FGF, FoxA, FoxD, ZicN の発現パターンの変化を観察した。その結果、Wnt5α
のノックダウン胚においてβ-catenin の核局在に変化が見られ、lim の前方での発現が消失し、ZicN
の発現が低下した。また、Dsh のノックダウン胚においては lim の後方での発現が消失した。特に lim
については Wnt5αのノックダウン胚では前方の発現、Dsh のノックダウン胚では後方の発現のみが
影響を受けたことから、β-catenin による標的遺伝子の転写制御は画一的でなく少なくとも植物半球
の前方と後方において異なった機構が存在する可能性が示唆された。  
 
２．誘導的細胞間相互作用の制御  
誘導における応答能の制御  
マボヤ脊索誘導において外来性の FGF シグナルに対する応答能を制御している内在性の因子を同定する手

始めとして、FoxD と FGF のマボヤオーソログ(Hr-FoxDa と Hr-FGF9/16/20)を単離した。そして、これら遺
伝子の脊索誘導における機能を解析するとともに、既に報告されていた ZicN と FoxA との関係を調べた。そ
の結果、（１）FGF は脊索誘導に必須なこと、（２）FoxD は ZicN の上流で働き、その働きは誘導される側の
細胞で必要なこと、（３）FoxA もまた脊索形成に必要で、さらに ZicN の発現に必要であり、誘導される側の
細胞において必要とされることが示された。 
次に、これら誘導される側の細胞で発現する遺伝子が、FGF と協調して異所的に脊索を作り出せるかどうか

を調べたところ、FoxD と ZicN に関しては FGF シグナル存在下でも、脊索特異的遺伝子である brachyury の
異所的な発現を導くことはできなかった。それに比して、FoxA 注入胚では異所的な brachyury 遺伝子の発現
を生じ、この発現が FGF シグナル依存的であることがわかった。さらに、この FoxA による brachyury の異
所的な発現には、FoxA と同時にその下流の ZicN も必要であることがわかった。したがって、マボヤ脊索誘導
においては、FoxA と ZicN の両者が応答能を制御する内在性因子として働き、細胞外からの FGF シグナルと
協調して脊索を形成していくことが示唆された。 

FGF シグナルや細胞内因子がどのように統合されて脊索運命の限定に働いているのかを知るためには、脊索
特異的な遺伝子 Brachyury の初期発現がどのように制御されているのかを調べる必要があった。我々は
Brachyury プロモーターのレポーター解析を初期胚(１１０細胞期)で行ない２つのエンハンサー領域
（-598bp/-499bp 領域と-398bp/-300bp 領域）を同定した。-598bp/-499bp 領域は３つの Ets 結合配列を含み
FGF-responsive element であることが確定した。-398bp/-300bp 領域上には上記の研究で同定された細胞内因
子である Zic と Fox の予想結合配列が存在した。ゲルシフトアッセイにより確認したところ、ZicN は強く結合
し、FoxA はかすかなシフトバンドが検出された。それぞれの予想結合配列に変異を入れるとエンハンサー活
性が弱まることから、これらの配列が内在性応答因子-responsive element であると考えられた。したがって、
内在性の FoxA、ZicN と、細胞外からの情報である FGF シグナルが合一し統合される場としては、brachyury
遺伝子の転写調節領域上であることがわかった。 
 
誘導によっておこる非対称分裂の解析 
 次のページの特記事項を参照してください。 

 



 

 

Ｓ中間－３ 

⑧特記事項（これまでの研究において得られた、独創性・新規性を格段に発展させる結果あるいは可能性、新たな知見、学問的・学術

的なインパクト等特記すべき事項があれば記入してください。） 

これまでの研究により当初の目的を遂行してきたが、その結果として予想外のおもしろい結果が二
つ得られている。これらに関しては、その意味するところがおもしろくかつ重要なので、現在論文を
作成中であるがインパクトのある科学雑誌に投稿が可能であると思っている。  
 
PEM による不等分裂の制御とホヤにおける正しい動物-植物軸の提案 
 卵割面の定位は重要な発生のメカニズムの一つである。マボヤにおいても８細胞期（第４卵割）以降に最後
部の割球においてのみ CAB(Centrosome-Attracting Body)と呼ばれる構造が微小管束を介して中心体を引き
寄せることで卵割面をコントロールして、大小の大きさの異なる割球を産み出す不等卵割が３回続けておこる。
CAB に母性 mRNA が局在していくことが分かっている postplasmic RNA の一つである PEM（posterior end 
mark）の機能を解析した。PEM の翻訳をアンチセンスオリゴにより阻害すると不等卵割が等卵割になった。
PEM 翻訳阻害胚では、形態的な CAB に変化はなかったが、それにつながる微小管束の形成は見られなかった。
すなわち、PEM は不等卵割に必要な微小管束の形成に働くと考えられる。 
 さらに、PEM 翻訳阻害胚の８細胞期の形態から、不等卵割が起こる以前にも、すなわち第３卵割において
も、卵割面の決定に PEM が関わっていることが明らかになった。PEM を翻訳阻害した４細胞期胚において分
裂装置を観察したところ、コントロール胚に比べて分裂装置が正常のように傾かず直立に近い向きで形成され
ることがわかった。 
 さらに、いくつかの証拠から第２卵割も、PEM によりコントロールされており、第２卵割面は以前考えら
れていたのとは異なり、動植軸に対して傾いている可能性が考えられた。そこで、生体において動物極の指標
である極体と同時に卵割面の形成や分裂装置を観察することで、動植軸に対して第２卵割面が傾いていること
を示した。すなわち、これまで考えられていたホヤ胚の動植軸は間違っており、ホヤにおける正しい動植軸を
提案した（下図）。 

         
 
脊索誘導における前方外胚葉からの新規シグナルの関与 
脊索誘導においては、誘導が起こる時点ではいまだ応答細胞の発生運命が一つに限定されていないが、内胚

葉からの FGF の作用により、脊索/神経索細胞の発生運命を持つ親細胞は非対称分裂を行い、内胚葉と接する
側に位置する娘細胞が脊索細胞に、それとは反対側の前方外胚葉と接する娘細胞は神経索細胞に非対称分裂を
行う。この過程で FGF が作用する方向が脊索/神経索細胞の非対称分裂の方向性を決定するのに重要であるか
否かを調べる実験を行った。意外なことに、単に前方外胚葉細胞を除去するだけで、神経索細胞の替わりに脊
索細胞が形成されることがわかり、さらに、前方外胚葉が接する側からいくら FGF を作用させても、前方外
胚葉が存在する限り、神経索系列に異所的に脊索を作ることは難しいことがわかった。さらに詳しい実験を行
った結果、脊索誘導において脊索細胞の位置が決定される際に、FGF が作用する方向に加えて、前方外胚葉か
らの抑制シグナルが、前方の娘細胞が脊索にならないように保証していることが判明した。この前方外胚葉か
らの抑制シグナルは、FoxA の発現を神経索系列で抑制している。前ページで明らかにした事実より、脊索の
形成には内在性応答能因子であるFoxA/ZicNと誘導シグナルであるFGFが必須であることがわかっているが、
前方外胚葉からのシグナルは内在性応答能因子のひとつである FoxA の発現を抑制することで脊索誘導を抑制
していることが解った。 

このことは、予定脊索/神経索細胞が非対称分裂を行う前に前後の両側から分裂面と直行するようにふたつの
相反する作用を持つシグナルを受け取ることで極性化されることを示している。この前方外胚葉からの抑制シ
グナルの発見により、これまでうまく説明することができなかった、脊索誘導に関するいくつかの実験結果を
明瞭に説明できることがわかった。 
 最終的に、脊索形成において FoxD/FoxA/ZicN を含めた転写因子ネットワークと、FGF や前方外胚葉からの
細胞外誘導シグナルとが巧みに絡み合うことにより、脊索前駆細胞での内在性応答能因子 FoxA/ZicN の発現を
保証し、これら応答能因子と FGF シグナリングとの相互作用により、胚の正しい位置に脊索を作り出してい
ることが明らかになった。間充織・脳という FGF によって誘導される他の組織における内在性応答能因子は
それぞれすでに Macho-1 と GATA であることがわかっており、ホヤ胚における初期誘導の全体像をかなり理
解することが可能となったことは、特筆に値する。 
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⑨研究成果の発表状況（この研究費による成果の発表に限り、学術誌等に発表した論文（掲載が確定しているものを含む。）の全

著者名、論文名、学協会誌名、巻（号）、最初と最後のページ､発表年（西暦）、及び国際会議、学会等に

おける発表状況について記入してください。なお、代表的な論文３件に○を、また研究代表者に下線を付し

てください。） 
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⑨研究成果の発表状況（続き）（この研究費による成果の発表に限り、学術誌等に発表した論文（掲載が確定しているものを含

む。）の全著者名、論文名、学協会誌名、巻（号）、最初と最後のページ､発表年（西暦）、及

び国際会議、学会等における発表状況について記入してください。なお、代表的な論文３件に

○を、また研究代表者に下線を付してください。） 
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