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ﾊﾞｲｵｻｲｴﾝｽ研究科博士論文要旨

分子発生生物学講座(影山龍-郎教授)

平成15年1月7日

題目
体節中肱菓の分節墳界をつくり出す誘導現象

脊椎動物のからだの中軸をなす脊椎は,いくつもの椎骨がからだの前後軸に沿って連な

った構造をしている｡脊椎骨のみならず,肋骨や骨格筋､血管などの成体におけるほとん

どの繰り返し構造は,初期腫においてみられる体節の繰り返し′てﾀ-ﾝをもとにかたち作

られる｡体節は､前体節中歴菓(presom出c mesodem､以下｢pSM｣と略す)と呼ばれる

ひとつづきの組織が分節化することにより形成される｡分節化はからだの基本/てﾀ-ﾝを

つくりだす上で最初に起こる壷要な発生現象であるにもかかわらず､その機構は未解明で

あった｡特に､ pSMから体節が分離する際に現れる分節境界がどのようにして形成される

のかはほとんど解析されていない｡そこで本研究では,予定分節境界(｢ﾚﾍﾞﾙｰ1｣と定義)
に着目した｡

分節境界の形成機構を解明する手がかりを療るため､歴操作が容易であるﾆﾜﾄﾘ肱を

用い､ﾚﾍﾞﾙｰ1の組織がどのような性質をもつのかを調べた｡ﾚﾍﾞﾙｰ1を取り出し,境界

を形成しない嶺域へ移植したところ,阜こに異所的な分節境界が形成された｡移植片は､

分節境界の両側に存在している場合と､境界の後側のみに存在している場合の2通りの局

在/てﾀ-ﾝを示した｡前者で形成された分節境界は､移植片内に自律的に形成されたもの

である｡ -方後者は､本来は境界を形成しないはずのﾎｽﾄ組織が境界を形成していたこ

とから,移植片により誘導されたものであることがわかった｡移植片が異所境界の後側の

みに存在していたことから､正常発生過程において､ﾚﾍﾞﾙｰ1のすぐ後側の部位に分節境
界の形成を誘導する括性が存在していることが明らかになった｡

Lunatic-fh'nge (以下､ ｢Lr軸｣と略す)はﾚﾍﾞﾙｰ1の後側において発現していることか

ら､分節境界誘導括性と何らかの関わりがあることが期待された｡そこで､分節化過程に

おけるL-fngの役割を知るため, L-fngの発現境界をﾚべﾙｰ1.5につくり出したoその結果､

L-fngを強制発現させた移植片の前側に､異所的な分節境界が形成された｡この結果から,

分節境界の誘導過程にL-fngが関わることがわかったo L-fngはNotch受容体を糖鎖修飾す

る糖転移酵素である｡ L-fngが発現している細胞においてN占tchが括性化している可能性
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が考えられたため､恒常的括性型Notchを用いてL-fngと同様の操作を行い､検証した｡

その結果､ L-fngの場合と同様にNotch括性化細胞の前側に異所的な分節境界が形成さ

れた｡すなわち分節境界の誘導は､ Notchｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞを介してひき起こされることが

明らかになった｡ NotchlおよびそのﾘｶﾞﾝﾄﾞのDeltalはpSM全体で発現しており､そ

の発現^oﾀ-ﾝからはNotchｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞが括性化している部位を知ることはできなか

ったo以上の結果は､ Notchｼﾀﾅﾘﾝｸﾞがﾚﾍﾞﾙ1の後側部位に限局して括性化して
いることを示唆している｡

正常な分節化過程において､境界誘導能はﾚﾍﾞﾙ1の後側のみに現れる｡ﾚべﾙ_1

の後側に位置している繍胞は,どのようにしてこの誘導能を獲得するのだろうか?こ

の疑問に答える手がかりを得るため,本来は境界を形成しない嶺域の組織をﾚﾍﾞﾙｰ1･

の環境下へ移し,影響を調べた｡その結果,移植片はﾎｽﾄ肱と同じ位置で分節境界

を形成した｡移植片の腹側には,完全に除去することができなかったﾎｽﾄ旺の体節

組織が残っていた｡ﾎｽﾄ歴の体節組織を完全に除去できた場合には､移植片に分節

境界は形成されなかった｡これらの結果から､ﾚﾍﾞﾙｰ1の腹側部位には､その背側に

分節境界を誘導する何らかの括性が存在している可能性が示唆された｡

ﾚﾍﾞﾙ1の腹側部位がその背側に分節誘導することを直接的に検証するため､ﾚﾍﾞ

ﾙｰ1の腹側部位のみを取り出し､境界を形成しない嶺域へ移植した｡その結果,異所

的な分節境界が背側に誘導された｡すなわち,腹側から背側に向かって分節誘導が起

こることが証明された｡しかし､ﾚべﾙｰ1の背側部位を移植片として用いた場合にも

同様の分節誘導括性を示したことから,腹側部位のみが特別な誘導能を有しているわ

けではないことが判明したo異所境界は必ず移植片の背側のみに形成され､腹側には

形成されないという特徴を示したoつまりこq)誘導ｼｸﾞﾅﾙは､腹側から背側へ-方
向に伝わるという性質を持つ｡

以上の研究から,分節境界は誘導現象により形成されること､この誘導ｼｸﾞﾅﾙに

は前後軸に沿って伝わるものと,背腹軸に沿って伝わるものの2種類あることが明ら

かになった｡境界誘導能をもつ紺胞は､ﾚべﾙ1の後側部位に局在している｡この部

位から発せられる境界誘導括性を｢ｾｸﾞﾒﾝﾀ- (segmenter)｣と名付けた｡ｾｸﾞﾒﾝ

ﾀ-の括性はNotchｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞを介する｡本研究ではこれらの知見をもとに, psM

の3次元構造内において分節境界がどのようにして構築されていくのかを考察した｡
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はじめに

動物のからだにはさまざまな繰り返し^oﾀ-ﾝが見られる｡昆虫の腹部や肢など

の節構造は､もっとも身近に見られる繰り返し構造の例である｡昆虫だけでなく､

われわれ脊椎動物のからだにも繰り返し構造はある｡これらの繰り返し構造を｢分

節｣と呼ぶ｡分節構造は､動物のからだがしなやかに運動するのを可能にしている｡

本研究では,脊椎動物の初期発生過程において見られる体節中歴菓の分節境界が

どのようにして形成されるのかに注目したoﾆﾜﾄﾘの腔操作技術を駆使した解析

の結果､分節境界の形成過程において誘導現象が起こることを見いだした｡この誘

琴ｼｸﾞﾅﾙには､前後軸に沿って伝わるものと､背腹軸に沿って伝わるものがある

ことが明らかになった｡これらの誘導現象をもとに, psMの3次元構造内にどのよ

うにして分節境界が構築されていくのかについて,考察を試みた｡

本論文は前後軸に沿って起こるものと背腹軸に沿って起こるものについて別々に

まとめ､二部構成の形式をとった｡な乱本研究を遂行するにあたり用いた材料お
よび方法は､第二部未に記した｡
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第一部

分節境界の形成はL-fringe/Notchを介して誘導される
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序論

脊椎動物のからだの中軸をなす脊椎は,いくつもの椎骨がからだの前後軸に沿っ

て連なった構造をしている｡成体における脊椎骨の繰り返しﾊﾟﾀ-ﾝは､初期肱に

創)てみられる体節中歴葉の繰り返し^oﾀ-ﾝに従う.脊椎骨のみならず､肋骨や

骨格筋､血管などのからだにみられるほとんどの繰り返し構造のもととなるのが､

体節である｡体節は前体節中歴菓(presomidcmesoderm､以下pSMと略す)と呼ば

れるひとつづきの組織が分節化することにより形成される｡分節化はpsMの前側か

ら起こり､ﾆﾜﾄﾘ歴の場合およそ90分間,ﾏｳｽ歴の場合はおよそ120分間ごと

に1対の体節が形成される｡

体節はその分節^o夕-ﾝを保ったまま,異なる3種類の組織(皮節､筋節､硬節)

に分化する(図1B)｡皮節は背側の真皮を,筋節は体幹部すぺての骨格筋を､そし

て硬節は脊椎骨および肋骨を形成すると言われている(Huang et aL 2000)｡ただし肋

骨の由来に関しては諸説あり,肋骨の近位部力噸節から,遠位部は筋節から形成さ

れるという実験結果もあることから(KatoandAoyama, 1998)､結論はまだ出ていないo

体節は筋骨格系のみならず､中枢神経系の分節ﾊﾟﾀ-ﾝの確立にも積極的に関わっ

ている｡例えば､脊髄神経節は必ず各体節の前側部分に形成される｡これは､神経

冠細胞(neural crest)が移動する際に,体節の後側を通過するのを避ける性質がある

ためである(Metal･･ 1997)｡さらに体節は､血管のﾊﾟﾀ-土ﾝｸﾞにも関わっている｡

各体節の間に形成される血管(intersomitic vessel)は､体節からのｼｸﾞﾅﾙにより､

秩序だった走行/てﾀ-ﾝを確立する(Graefet al., 2001)｡

このように､体節がそれぞれの組織に分化するまでの分子機構はかなり理解され

るようになった｡丁方で,分節化過程の分子機構はほとんど解明されていなかった｡

しかしながら､近年のﾉｯｸｱｳﾄﾏｳｽやｾﾞﾌﾞﾗﾌｲﾂｼｭ変異体の解析から,

Notch受容体を介するｼｸﾞﾅﾙ伝達経路が分節化に必要であることがわかってきた

(AhLcbl Conlon etal･, 1995;盈鮎Oka etal･, 1995; Delta-71･kju Hrabe de Angelis etal.,

1997･･ Lunah'c-fn'ngp Zhang and Gridley, 1998; Evrard etal･･ 1998;蝕seni7iDI Wong etal.,l.ﾉl ~

1997; Shen etal･･ 1997; De]ta-1fkp3Kusumi etal･, 1998;此Bessho et al., 2001; see
review, Saga andTakeda, 2001)｡これまでの解析から, Notchｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞは｢分節時

計(segmenta伽nClock)｣として働いていると考えられている｡ ｢分節時計｣とは, 1976

年にCookらを土よって提唱された分節化現象の理論ﾓﾃﾞﾙrClock and Wave Front｣で

存在することが予想された機構である｡ ClockandⅥねve Frontﾓﾃﾞﾙは､ psMが後

方へと伸長しながら,かつ前方から周期的に分節化していく現象を巧みに説明して

いる(Cooke, 1998)o ClockandWave frontﾓﾃﾞﾙの要点は次の2つである｡ 1)分節/てﾀ

ｰﾝがまだ決まっていない(若い) psMでは､常に｢細胞状態が振動｣している｡
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この振動は,発生段階を通じて早まったり､遅くなったりはしない｡したがって,

分節周期は常に-定である(分節時計: segmentation Clock)｡ただしこの振動はなん

らかの機構により､ -定の紺胞集団内で同調するようになっているB 2)発生が進み､

振動を統けていた細胞がpSMの前方に達すると､振動が停止し､同調している細胞

集団でひとつの体節を形成する｡振動を停止する位置は､ ｢waveFront｣と呼ばれる

機構が制御している｡ 1998年､このﾓﾃﾞﾙにあてはまるような分子が, Nolchｼｸﾞ

ﾅﾙ伝達経路の下流因子で見つかった｡ bHLH型転写抑制因子c-haiLyl mRNAは､ psM

の後側から前側に向かって､あたかも波が伝わるかのように,発現^oﾀ-ﾝを変化

させる(Palmeirim et al･･ 1997)｡この周期的発現変動は､ ｢分節時計｣ _がpsMに存在す

る証拠の-端であるという解釈がなされた(Dale and Pourquie 2000)｡ Notchll L-fn･nge,

RBP-JK, Hes7などのﾉｯｸｱｳﾄﾏｳｽでは､ひとつひとつの体節の大きさや形

が不規則になることから, Notchｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞは,個々の細胞が刻んでいる分節時計

を同調させる役害陀果たしていると考えられている(Saga andTakeda, 2001)｡さらに

分節時計を正確な場所で停止させる機構(wave Front)には､繊推芽細胞増殖因子FGF

によるｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞが閑わっているようである｡ FGFｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞは, waveFront

の後退を抑制し, psMを未成熟な状態に推持する働きがある(Saga and Takeda, 2001;

Dubmi1e etal･, 2001; Sawada etal., 2001)｡

分節時計が停止し分節境界を形成する際に､そこｾは何が起っているのだろうか?

本研究ではこの疑問に答えるため､予定分節境界(以下､ ｢ﾚﾍﾞﾙｰ1｣と定義)と本

来は分節しない額域の違いを解析することから始めた○ﾚﾍﾞﾙｰ1と分節しない部位I

とを直接的に比較するため､ 歴操作を効率良く行うことができるﾆﾜﾄﾘ肱を用い

て移植実験を行った｡その結果､ﾚﾍﾞﾙ-1の細胞には分節化誘導能があることが明

らかになった｡これまでの分節化研究では,そのような誘導現象が起こっているこ

とは全く知られていない｡そこで,ﾚﾍﾞﾙ1の分節化誘導能の実体を詳繍に解析し,

正常な発生過程において,分節境界がどのようにして形成されるのかを考察した｡
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丑

2日目肱

3日日歴

図1体節形成過程の模式図

ﾆﾜﾄﾘ2日目腔体幹部を背側からみた模式図(A)､および横断面(B)｡ (A) PSMは主

に間充織からなるひとつづきの組織である｡その前側から約90分ごとに-個ずつ体節が

形成される｡ (B)体節は皮節､筋節､硬節に分化し､それぞれ将来の真皮､骨格筋､脊椎
骨/肋骨を形成する｡
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結果

分節境界の形成過程にみられる形態的特徴

PSMは基本的に間充織細胞からなる-様な組織である｡ PSMにおいて最初に観察

される形態的な分節境界は､間充織の切れ目(ｷﾞｬｯ7o)として現れる｡このｷﾞｬ

ﾂﾌﾟは､ psMの前端から後方へ1体節分の間隔をあけた部位に形成される(図2A)｡

切れ目が形成されたのちに､その前側に位置する細胞が上皮細胞へと形態を変化さ

せ,明確な分節境界が形成される｡形成されたばかりの体節は馬蹄のような形態を

している1oこれは前側部分が間充織のままであるためだが,のちに上皮化し､球形

の体節になる｡本研究では形成されたばかりの分節境界を｢ﾚﾍﾞﾙ0｣,そこから後

方へ1体節分の間隔をあけた部位を｢ﾚﾍﾞﾙ1｣と呼ぶ｡ここで,実際の発生中の

腔において､ﾚﾍﾟﾙ0やﾚﾍﾞﾙｰ1をどのようにみきわめたのかを示す｡明瞭な分節

境界として観察できるﾚべﾙ+1の近傍を､ GFP蛍光を発するCOS細胞を移植する

ことにより標識した(図2B)o発生中の膝を外側から観察した限りでは､ﾚﾍﾞﾙ0

はﾚﾍﾞﾙ+1ほど明瞭ではない｡しかしながら,縦断切片にして観察すると､はっき

りとしたｷﾞｬｯﾌﾟが形成されていることがわかる(図2B,)｡ﾚﾍﾞﾙｰ1はまだ何も形

態変化がおこっていない部位である｡本研究では,形態的な分節境界がどのように

して形成されるのかを知るため､これからｷﾞｬｯﾌﾟが形成されるﾚべﾙ1に焦点を
絞った｡

ﾚﾍﾞﾙ-1は分節境界を形成することが決定している

ﾚべﾉﾚ1は分節境界を形成することが決まっているのかを調ぺるため,本来は分

節境界を形成しない額域へ移植したo psMでは､細胞の移動や急激な柵胞増殖や細

胞死はおこらないということがすでに報告されている(Palmeirim etal., 1997; P,immell

etal･,1989)｡したがって,ﾚﾍﾞﾙ0からﾚﾍﾞﾙｰ1までの距離は,体節1個分の長さ

に相当すると考えられるoそこで分節直後の体節をﾒｼﾞﾔ-として用い､ﾚべﾙ_1

の位置を推測した｡ﾄﾞﾅ-豚のﾚべﾙｰ1をはさんたその前側と後側をそれぞれ蛍光

色素のDiIおよびDiOで標識し､ﾎｽﾄ歴の本来分節境界を形成しない嶺域へ移植

した｡その結果,移植片内に分節境界が形成され,本来ならば1個の体節が形成さ

れる額域に, 2個の小さな体節が形成された(図3A,B)｡このような境界は,ｺﾝ

ﾄﾛ-ﾙ組織を移植した場合には形成されなかった(図3C,D)｡したがってﾚべﾙｰ

1はそこで分節境界を形成することが決定されており､分節しない領域の環境におか

れても境界を形成できることがわかった｡
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レベルー1の後側に隣接している細胞には境界形成を誘導する活性がある

分節境界の形成機構を知るためには、レベル1付近の細胞の性質をさらに詳細に

調べる必要がある0前述したように、レベルー1は境界を形成しない額域でも分節境

界を形成できる。そこでレベル1付近のみを取り出し、本来は境界を形成しない部

位（およその位置としては、レベル1とレベル2の中間。以下、そこを「レベルー1．5」

と呼ぶ）に移植することで、レベル1由来の移植片がどのような挙動を示すのかを

調べた（図4）。この移植操作には、ドナーにウズラ胚を、ホストにニワトリ胚を用

いた。その結果、本来は境界が形成されない領域に分節境界が現れ、小さな体節が2

つ形成された（34個体、図4A）。その約半数の胚において、ウズラ細胞は境界の後

側のみに存在していた（16個体、図4A，夫頭）。境界の前側のホスト細胞は、本来分

節境界を形成しない額域の細胞である○この領域にレベルー1．5、あるいはレベルー2由

来のウズラ組織を移植した場合には、異所的境界は形成されない（12個体、図4C）。

したがってこの異所的境界は、レベルー1由来の移植片により誘導されたと考えられ

る。一方、残りの約半数の胚では、境界の両側にウズラ細胞が存在していた（18個

体、図4B）。つまりこの境界は、移植片内に形成された境界である。レベル1の位

置を示す形態的な特徴はないため、レべノレ1の後側に位置している細胞のみを選ん

で取り出してくるとと時困難である。しかしながら、異所的に形成された境界の後

側のみに移植片が存在していたことから、本来の分節化過程において、レベル＿1の

すぐ後側に位置している細胞には、その前側の細胞との間に境界を形成させる誘導

活性があることが明らかになった。

分節境界の形成はL－fn9を介してひきおこされる

この誘導現象がどのような分子機構によりひきおこされるのかを知るため、

Lunatic－fhnge（以下、L亜gと略す）に注目した。LA7gmRNAはレベ）V－1のすぐ後

側の領域において明瞭な境界線をもった発現を示す（図5A）。L－hgはNotch受容体

を修飾する糖転位酵素であることがすでに報告されている（Bruckneretal．，2000；Juet

al・・2000Mayll；Moloneyetal・，2000；Paninetal．，1997）。∧わtchlおよびそのリガンドの

DeltalはPSM全体で発現している（図5B，C）。LB7gのレベルー1に創ナる特徴的な

発現パターンは、L血gがこの誘導現象に関わっていることを示唆している。

分節化過程におけるL血gの機能を知るため、最短CDNAを加0Ⅵ）エレクトロボ

レーション法によりPSM内へ強制発現させ、分節化への影響を調べた。HHステー

ジ7から8の胚のPSM予定額域（へンゼン結節の後方部位、（Catalaetal．，1996））へ

プラスミド溶液を注入し、電気パルスをかけた（図6A）。約24時間後（HHステー

ジ14）には、体節およびPSM全体で発現を観察できた（図6B）。L－hgを強制発現

させた結果、分節化は正常におこった（図6C）。LTB7gCDNAの3，末端側に融合した
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鮎gタグに対するウエスタンブロツティングを行ったところ、L壷gタンパク質はエ

レクトロボレーションに用いたベクターにより確かに発現していた（図6E，レーン

1）。ただし、エレクトロボレーションにより実際に遺伝子が導入された細胞は、全

体の中の約50％程度である（図6C）。

次にし払gの発現のオンーオフ境界（あるいは発現量の高低差がある境界）を異所

的に作りだした場合の影響について調べた。この実験は、ショウジョウバエのFr軸e

が、発現している領域全体ではなく発現の境界部位において機能を示すという知見

から着想した0エレクトロボレーションによりL－hgを強制発現させた胚のPSM組

織を取り出し、ホスト胚のレベル1・5へ移植した（図7A）。ただし、図5Aで示した

とおり、エ軸mRNAはレベルー1．5でも発現している（考察参照）。ドナー組織には、

分節化誘導能を持つレベル1付近を避机レベルー1．5からレベルー2．5を用いた。この

操作の結果、しhgを強制発現している移植片の前側に、異所的な境界が形成された

（18／50個体、図7B）。‾GFPのみを発現させた組織を移植した場合には、このような

真所的分節境界は形成されない（17個体）。すなわちL血gを発現している細胞は、

その前側に分節境界め形成を誘導する。この結果は、正常な分節化過程において、L血g
が境界誘導現象に関わっている可能性を示唆している。

境界誘導はNotchシタナリングを介してひきおこされる

L亜gはNotchシグナリングを正に制御する機能をもつことがすでに報告されてい

る担ruckneretal・，2000；Juetal・・2000；Moloneyetal・・2000）。そこで次に、L一蝕gによ

る境界誘導現象がNo血シグナリングを介してひきおこされるのかを検証した。恒

常的活性型Notchl（NotchAE・Schroeteretal・，1998）を用いてL－hgと同様の操作を行い、

レベルー1・5にNotch活性化細胞の境界を作りだした。その結果、NotchAEを発現して

いる移植片の前側に、異所的な分節境界が形成された（18／27個体、図7D）。コント

ロールとして不活性型Notchl（NotchLNG）を発現させた組織を移植した場合には、

影響はなかった（5個体、図7E）。つまり、Notchシグナリング活性化細胞は、L－hg
発現細胞と同様に、その前側に分節境界を誘導した。

以上の結果から、Notchシグナリングを介して分節境界が誘導されると結論づけた。

肋tchlmRNAの発現はPSM全体で見られるが（図5C）、活性化する場所はL－hgに

より決定されるようだ。つまり正常な分節化過程では、L壷gが発現しているレベル

ー1の後側部分の細胞においてNotchシグナリングが活性化し、その前側に位置して

いる細胞との間に形態的な境界を形成させると予想した（図11A）。
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境界形成誘導ｼｸﾞﾅﾙは前側方向のみに件用する

異所的な分節境界は､ L-fngおよびNotchAE発現細胞の前側に誘導される(図8A

矢頭)｡このとき後側には異所的な境界は形成されない(図8A矢印)｡技術面での困

難さにより､移植片の前後軸は必ずしもﾎｽﾄ腔の前後軸と-致していない.しか

しながら,必ず移植片の前側のみに異所境界が形成されることから,誘導ｼｸﾞﾅﾙ

が作用する方向は､ﾎｽﾄ腔の前後軸に依存しているようである｡

後方のPSMに分節境界は誘導されない

Notchｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞさえ括性化していれば,分節境界は誘導されるのだろうか?こ

の疑問に答えるため, NotchAEを強制発現させたpsMの小片を､ﾎｽﾄ歴PSMの

後方額域(ﾚﾍﾞﾙｰ4.5付近)へ移植し,異所的な境界が誘導されるかどうかを調ぺ

た｡その結果､異所的な境界は形成されなかった(4個体､図9)｡この結果から,

分節境界の形成にはNotchｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞが括性化しているだけでは不十分であるこ

とがわかった｡分節境界の誘導は前方のPSMのみにひきおこされ,後方のPSMに

はおこらないようである｡

小体節は前後極性を獲得している

分節後の体節は,それぞれが前後極性をもっている｡そこでNotchｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞ

括性化による異所的境界誘導の結果､形成された小体節は,それぞれが正常な前後

極性を獲得しているのかを調ぺた｡各体節の後側ｺﾝﾊﾟ-ﾄﾒﾝﾄを示すﾏ-ｶ-

遺伝子として､ Deltal (Hemique etal･, 1995; Takahashi etal., 2000)を用いた｡異所的に

形成された小体節の後側半分において,異所的にDeltalが発現した(図10A, A,矢印)｡

このことから､ Notch括性化により形成された小体節は､正常な前後極性を獲得して

いることがわかった｡すなわち､本研究において人工的な操作により形成された体

節は､正常な分節化過程で形成される体節と同じであると結論づけられる｡ただし

星印で示すように､ NotchAEを強制発萌された移植片自身がDelLalを強く発現する

ため､もう-つの小体節の前後極性は不明である｡このようなDeltalの発現は､移

植片を体節額域以外の場所へ置いた場合にも観察された(図10B,星印)｡つまり､

Notch活性化細胞はDelLalの発現を推持するはたらきがあるようである｡
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図2予走分節境界の走義

(A)2日目旺体幹部の縦断切片およびその模式図｡微分干渉ﾌｲﾙﾀ-を通してﾊﾟﾗﾌｲﾝ切片を
観察した｡左が頭側､右が尾側｡わずかに見える間充織のすき間(ｷﾞﾔﾂﾌﾟ)が,形成されたば

かりの分節境界(ﾚﾍﾞﾙ0)｡ｷﾞﾔﾂﾌﾟの前側の間充織は上皮細胞へと形態を変化し､明瞭な分節

境界が形成される(ﾚﾍﾞﾙ+1)oﾚﾍﾞﾙ0より後方へ1体節分間隔をあけた部位を予走分節境界

(ﾚﾍﾞﾙｰ1)と走義した｡ (B)背側からみた体節およびpsM｡ﾚﾍﾞﾙ+1付近をGFP/COS細胞によ
り標識してある｡この艦の縦断切片(白失印部分)をBﾕに示した｡茶色に染まっているのが

GFP/COS細胞｡
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図3　レベルー1は分節境界を形成することがすでに決定している

（んB）ドナー胚のレベルー1をはさんでその両側をそれぞれm（赤色）およびM（緑色）で標

識した後、ホスト胚の本来は境界を形成しない領域へ移植した。移植操作後約5時間経過した移

植片のmおよびM標識の間に分節境界が形成され（矢印）、2つの小さな体節が現れた（括

弧）。（C，D）ドナー胚の本来は境界を形成しない領域を以0および以0で標識した後、ホスト胚

の境界を形成しない領域へ移植した（コントロール）。（A，q背側からみた胚。上が頭側。（B，D）

移植操作を施した側の縦断切片。体節の形態をファロイジン染色（アクチン繊維が染まる）によ

り可視化した（白色）。左が頭側。
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国4　レベルー1の後側部位からの誘導により分節境界が形成された

ドナー胚（ウズラ）レベルー1のごく小さな組織片を取り出し、ホスト胚（ニワトリ）の本来は分節境

界を形成しない部位（レベルー1．5）へ移植した。（A）移植後、約5時間発生させたホスト胚。異所的に

分節境界が現れ、2つの小さな体節（括弧）が形成された。（Aり移植片が異所境界の後側のみに存在し

ていた場合（矢頸）0岬）移植片が境界の両側に存在していた場合（失意）。（A－，B，q水平切片。Qm
抗体染色によりウズラ細胞を検出した（茶色に染まっている細胞）。上が東側。（qコントロール（レベ
ルー1jの組織を－1．5へ移植）。
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図5　PSMにおけるLJhg（A）およびDeltal（B）、Notchl（C）mRNA発現パターン

し伽gはレベルー1に一致する境界線をもった発現パターンを示す。赤失或はレベル0、黒矢

頭はレベルー1を指している。（A－C）背側から見た発現パターン。上が頭側。（AI－C．）その縦断
切片。左が東側。
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臥6　hovoエレクトロボレーション法によるPSMへの遺伝子導入

（A）ステージ7～8胚の原粂の前側（体節予定領域）にDNA溶液を置き、プラス電極（白金、胚の

下側に設置）とマイナス電極（タングステン）で挟み、電気パルスをかけた。（B）pCAGGS－GFPを

エレクトロボレーション後、約24時間経過した胚。左は明視野で見た場合、右は励起光を当てた

場合（両者は同一の個体）。PSMおよび体節においてGFPシグナルが見られる。（C）GFP導入胚

の縦断切片。左側が頭側。（D）pCAGGS－LfngをpcAGGS－GFPとともにエレクトロボレーション

後、約封時間経過した胚。分節化は正常に起こっている。（E）ウエスタンブロツティングにより、

エレクトロボレーションに用いたpCAGGS－L血IgおよびpcAGGS－NotchDE由来のタンパク質の発

現を確認した。L－hg肝LAG（42kDa，レーン1）およびNotchAE／Myc（83kDa：プロセッシングを受け

ていないもの、70kDaと63kDa：プロセッシングにより遊離して核内へ移行する断片（Kopanetal，

1996），レーン3）は、それぞれ抗FLAG抗体および抗Myc抗体により検出した。レーン2および

4はコントロール（GFPのみを導入したCOS細胞）。
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図7　L句g／Nokh△Eの発現境界に形態的な分節境界が誘導される

（A）L－hgの発現境界をつくり出すために行った操作の模式図。PCAGGS－LhgをpcAGGSぷFPと共に
導入したドナー胚PSMのレベルー1．5を取り出し、ホスト胚のレベルー1．5へ移植した。NokhAEにつ

いても同様の操作を行った。（B）L血gを強制発現している移植片（矢頸）の前側に異所的な分節境界
が形成された。（qGFPのみを発現させたドナー胚のレベルー1．5を移植した場合には、何の影響も見

られない。（D）しhgの場合と同様に、No比hAEを強制発現させた移植片の前側に異所的な分節境界が
形成された。（E）No比hLNGの場合、影響はなかった。（B一切すべて移植操作後、約5時間発生させた

旺。左は明視野で見た場合、右は励起光を当てた場合（両者は同一の個体）。GFP蛍光を発している

組織が移植片（矢頭）。
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図8　境界誘導シグナルは前側のみに作用する

異所的な分節境界は、細い短冊状に移植されたL血g発現組織の前側境界の
みに形成され（矢頭）、後側境界には形成されなかった（矢印）。

ドナー　ホスト

N

図9　若いPSMに境界誘導は起こらない

No比hAEを発現しているドナー組織をホスト胚のレベル4．5へ移植し、約5

時間経過した胚。異所的な分節境界は形成されなかった。
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ﾄﾞﾅ-ﾎｽﾄ

NotchAE

囲10 /ﾄ体節の前後極性

(A, A)NotchAE発現細胞により形成された2つの小体節のうち､前側のﾎｽﾄ組織からなる

小体節は,その後側半分において異所的にDelta)を発現した(矢印)｡ (B) NotchAEを強制発
現している移植片は､体節以外の領域に置かれてもDeltalを強く発現し続ける(星印)｡

(c,c')NotchLNGの場合には､ﾎｽﾄの体節でのDeLEa)の発現に影響はない｡
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L

考察

分節境界はﾚﾍﾞﾙｰ1からの誘導により形成される

次々と報告された分節異常を示す変異体の解析から､分節化現象の分子機構は近

年になって急激に理解されるようになった｡特にL-fngやhaiDmESに代表される,

PSMでの発現/てﾀ-ﾝを周期的に変化させる｢分節時計｣の機構は,多くの研究者

をひきつけて止まない(S畠ga and Takeda, 2001; Dubrulle and Pourquie, 2002)｡このよう

に分節時計の制御機構の解明が爆発的に進んでいるにもかかわらず,体節がpsMか

らどのようにして切り離されるのかという視点に立った解析は､これまでほとんど

行われていなかった｡本研究で行ったﾚﾍﾞﾙｰ1の移植実験から､分節境界の形成が

誘導現象によりひき起こされることが初めて明らかになった｡こﾉの分節境界誘導括

性を､ ｢ｾｸﾞﾒﾝﾀ-(segmenter)Jと名付けた(sato etal., 2002)｡

ｾｸﾞﾒﾝﾀｰ活性はLｲng/Notchを介する

ｾｸﾞﾒﾝﾀ-括性をもつ柵胞は､ﾚﾍﾞﾙｰ1の後側に位置している｡ﾚべﾙ_1と-

致した境界線をもつL-fngの発現/てﾀ-ﾝは､まだ形態的な変化が見られないﾚﾍﾞﾙ

ｰ1付近において,すでに｢分子ﾚﾍﾞﾙでの｣境界づくりが開始していることを物語

っている｡実際にL-fngを強制発萌している境界をﾚﾍﾞﾙｰ1.5に作ったところ､異所

的な分節境界が形成された｡したがってL血gはｾｸﾞﾒﾝﾀ-活性に関わることが明

らかになった｡

L血gのﾉｯｸｱｳﾄﾏｳｽはNotchlのﾉｯｸｱｳﾄﾏｳｽと同様の分節真常を

示すことから,ｼｮｳｼﾞｮｳﾊﾞｴのみならず,脊椎動物歴の分節化過程においても

L-fngがNotchｼｸﾞﾅﾙ伝達経路の構成因子であることは間違いない(Zhang and

Gridley, 1998; Evrard etal･, 1998)｡ L-fngはNotchのﾘｶﾞﾝﾄﾞ結合嶺域に糖鎖を付加す

ることにより､ﾘｶﾞﾝﾄﾞとの親和性を制御する働きを持つことが報告されている

(Bruckner etal･･ 2000; Moloney et al･, 2000; Hicks etal" 2000)oこれらの知見から, L-fng

が発現している部位においてNotchｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞが括性化していることが予想され

た｡ L血gの発現境界をつぐりだした場合と同様に､ Notch括性化境界をつくりだし

た場合にも異所的な分節境界が形成されたことから､ｾｸﾞﾒﾝﾀ-括性はN｡tchｼ

ｸﾞﾅﾘﾝｸﾞを介することが明らかになった｡以上の実験結果をもとに,次のような

分節境界の形成ﾓﾃﾞﾙが考えられた(図11A)｡ L-fngはﾚﾍﾞﾙ1に隣接した後側の

額域に発現する｡そのため, Notchが括性化する部位はﾚﾍﾞﾙ1の後側に限局される｡

Notch括性化細胞から前方に向かってｾｸﾞﾒﾝﾀ-が産生され､分節境界が形成され

る｡現在のところ､ PSM内のどこでNotchが括性化しているのかを示す直接的な証

拠はない｡しかし本研究により,ﾚﾍﾞﾙｰ1の後側部位においてNotchｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞ
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が括性化している可能性が示唆された｡

L-fngの発現境界がNotchの活性化境界をつくりだす

ｼｮｳｼﾞｮｳﾊﾞｴの知見から､ Notchｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞが括性化するのはL-fngの発現

額域全体ではなく､発現境界部位であることが予想されたoそこでLfng発現境界を

ﾚﾍﾞﾉﾚ1･5につくり出した｡その結果, L-fngｵﾝｰｵﾌ境界(あるいは発現量の高低

差がある境界)に形態的な分節境界が形成された｡ L血gの発現境界は､その境界を

はさんだ細胞間のNotchｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞ括性化境界をつくりだすと推測できる｡

ｴﾚｸﾄﾛﾎﾞﾚ-ｼｮﾝ法たより遺伝子を導入される細胞は､ psM全体の約50%

程度である｡つまりL血gを強制発現させられた維胞は､均-にPSM内全体に分散

してU,)る｡しかし､ psMのそこかしこでL-fng発現細胞と非発現紺胞との間に形態

的な境界が形成されたりはしなかった｡移植操作によってL血g発現ﾚﾍﾞﾙの高い集

団をつくりだした場合には､分節境界が形成されたことから､細胞集団としてのN｡tch

括性化ﾚﾍﾞﾙの差が形態的な変化をもたらすために必要である可能性が考えられた｡

このように-細胞ﾚﾍﾞﾙと集団ﾚべﾙとで異なる拳動を示す現象は､ｾﾞﾌﾞﾗﾌｲﾂ

ｼｭ涯を用いた移植実験により報告されている(Durbin etal., 2000).最近､ Daleらに

より, L-fngを広範囲に強制発現されたpsMが不規則な分節^oﾀ-ﾝを示すという

報告がなされた(Dale etal., 2003)｡そのようなL-fngの効果は､本研究では観察され

なかった｡ psMへ遺伝子を導入する時期が本研究と同じかどうかは不明だが,ｴﾚ

ｸﾄﾛﾎﾞﾚ-ｼｮﾝ法を用いている点や発現ﾍﾞｸﾀ-などは同じである｡考え得る

理由として, Daleらの方が,遺伝子導入効率が高い可能性が挙げられる｡

L-fhgはcrhaivlと同様に､ 1回の分節周期の間にPSMの後側から前側に向かって

あたかも波が伝わるかのように発現ﾊﾟﾀ-ﾝを変化させたq)ち､ﾚﾍﾞﾙｰ1の後側部

位に限局する(Suetsugu?tal･･ 2002)｡発現′てﾀ-ﾝが変動してい.る間のLlngは､明

瞭な発現境界をもたない｡最近L-fngの発現制御機構が詳紳に解析され､発現ﾊﾟﾀ-

ﾝが変動している時と,ﾚﾍﾞﾙ1で変動が停止する時とでは､その発現を制御する

ｴﾝﾊﾝｻ-額域が異なることが明らかになった(Cole et al･, 2002; Morales et al., 2002)｡

すなわち明瞭な境界線をもったL-fngの発卿ま､ psM内でもﾚﾍﾞﾙｰ1に特異的な機

構により制御されているようである｡

ﾚﾍﾞﾙｰ1におけるNotchｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞの役割

ｼｮｳｼﾞｮｳﾊﾞｴを用いた解析により, Notch受容体を介する細胞間ｼｸﾞﾅﾙ伝達

機構の分子機序は詳細に解明されている｡ Notchｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞは,隣り合う細胞間の

やりとりを中継することより互いの細胞運命を制御する機構として､さまざまな発

生現象に関わっている｡ Notchｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞの構成因子は､脊椎動物に如､ても保存
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されている｡そこで､ｼｮｳｼﾞｮｳﾊﾞｴの知見をもとに, ｢側方抑制型｣と｢麹成虫

原基型｣の2種類のNotchｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞ作用ﾓﾃﾞﾙを考えた(図11B)｡

側方抑制とは,隣接する細胞同士が異なる細胞運命を獲得する際に働く分化抑御

機構である｡側方抑制の代表例として知られる神経前駆細胞の分化過程では, N｡tch

とDeltaは全ての細胞に発現している｡このような状況下において､どの細胞でN｡tch

が活性化するのかは､隣り合う柵胞間のﾘｶﾞﾝﾄﾞ発現量のわずかな差が決め手とな

るようである(Greenwald, 1998; Heitzler and Simpsdn, 1993). Notch括性化細胞で札

ﾘｶﾞﾝﾄﾞの発現を抑制するﾌｲ-ﾄﾞﾊﾞｯｸ制御が働く｡ﾘｶﾞﾝﾄﾞ刺激を多く受け取

った細胞では,ﾘｶﾞﾝﾄﾞ発現量が減少していく｡このﾌｲ-ﾄﾞﾊﾞｯｸ制御により､

隣接している細胞間のﾘｶﾞﾝﾄﾞ発現量の差が増幅されるため,結果としてN｡tch括

性化ﾚべﾙの差がうまれる｡このような知見から､ﾆﾜﾄﾘ肱のPSMに別1てもL_

fngの発現量の差をもとにして､ Notch括性化ﾚﾍﾞﾙの差が現れると予想された｡側

方抑制現象におけるNotchｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞの作用をﾚﾍﾞﾉﾚ1に当てはめた場合, N｡tcb l

の括性化部位はﾚﾍﾞﾙｰ1の後側のみに限局する｡ﾚﾍﾞﾙ11の後側部位では､ HES7

が発現している｡ Hairy/HESﾌｱﾐﾘ-は､ Notch括性化により発現を誘導され,転

写抑制因子として働くことが知られている. HES7ﾉｯｸｱｳﾄﾏｳｽは分節異常を

示すことから(Bes-sho etal., 2001)､ﾚべﾙ-1の後側部位においてHES7がNotchの下

流因子として働いていると考えられる.反対にﾚﾍﾞﾙｰ1の前側部位では, HESlおよ

びHES5が発現しているが､これらのﾀﾞﾌﾞﾙﾉｯｸｱｳﾄﾏｳｽは分節異常を示さ

ず､ﾚべﾙｰ1の前側部位に創ﾅる機能は不明である(Ohtsuka et al., 1999)｡

ｼｮｳｼﾞｮｳﾊﾞｴの廼成虫原基の背腹境界は､ Notchｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞを介した相互作

用により確立される｡背腹境界をはさみ､その背側額域で発現しているN｡tchは,

腹側街域で発現しているDeltaからのｼｸﾞﾅﾙのみを受け取る｡ -方､腹側領域で発

現しているNotchは､背側額域に発現しているSerrateからのｼｸﾞﾅﾙを受け取る｡

その結果,背腹境界部位にNotch括性が限局さ和,将来の廼の辺線部が決定する｡

つまり廼成虫原基におけるNotchは,背側と腹側とで結合できるﾘｶﾞﾝﾄﾞが異なる｡

このようなﾘｶﾞﾝﾄﾞ選択性は,背側嶺域に特異的に発現しているF血geの働きによ

る｡ FringeはDeltaとの相互作用を促進し､反対にSerrateとの相互作用を抑制する｡

超成虫原基におけるNotchｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞの作用をﾚﾍﾞﾙｰ1に当てはめた場合,次の

ようなﾓﾃﾞﾙが考えられる. L-fngによる糖鎖修飾を受けたNotch lは, Delta lのみ

と結合するo糖鎖修飾をうけていないNotch lは,他のﾘｶﾞﾝﾄﾞ(Delta3を侯補に

考えている)と結合する｡ﾚべﾙｰ1の後側部位ではDeltalによりNotch lが括性化

し,その結果Delta 3の発現が推持される｡このDelta 3はﾚﾍﾞﾙ-1の前側部位のN.lch

lを括性化し,その結果Deltalの発現が維持される｡このﾌｲ-ﾄﾞﾊﾞｯｸﾙ-ﾌﾟに

より､ﾚﾍﾞﾉﾚ1の両側にまたがって, Notch括性ﾚﾍﾞﾙの高い状態が推持される｡
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Notchｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞはこれらのいずれかの機構により､ﾚﾍﾞﾉﾚ1をはさんで隣接し

ている細胞群に,分節境界の前側になるものと後側になるものという異なるｱｲﾃﾞ

ﾝﾃｲﾃｲ-を与える役割を果たしていると考えている｡どちらのﾓﾃﾞﾙの場合で

も,ﾌｲ-ﾄﾞﾊﾞｯｸ制御機構により､ L-fngのわずかな発現量の差さえあればN.tch ･

の括性化ﾚﾍﾞﾙの差が現れる｡実際の正常な発生過程に糾ゝても､ L-fngの発現/てﾀ

-ﾝは､個体によっては明瞭なｵﾝ-ｵﾌ境界線ではなく,発現の高低差がある境

界線を示すことがある｡すなわち分節境界は､ L血g発現量の高低差がある境界線上

に形成されるoしたがって,もともとLlngを発現しているﾚﾍﾞ)ﾚ1.5額域にも､ L-

fng強制発現組織により異所境界を誘導できたのではないかと考えている｡

ｷﾞﾔﾂﾌﾟをつくり出す機構

F血geﾌｱﾐﾘ-は､他の境界形成過程にも閑わっていることが報告されている｡

Radical胡ngeは､肢芽の背腹境界を決定する(Laufer et al., 1 997; Rodriguez-Esteban etal.,

1997)｡またしf血geは､視床の背腹境界の形成にも閑わっている(Zeltser et al., 2001)｡

しかしながらこれらの境界は､･体掛耳見られる分節境界のような明瞭な切れ目(ｷﾞ

ﾔﾂﾌﾟ)をもたない｡どうやらpSMには,ｷﾞｬｯﾌﾟをつくり出す特別な機構が働い

ているようである｡具体的な機構としては､ﾚﾍﾞﾙ-1の前側部位と後側部位の細胞

間の反発,あるいは接着性の変化などが考えられる｡細胞間の反発による境界形成

を支持する知見として, Epb-eph血による細胞間反発機構が挙げられる｡ Epbは細胞

膜上に存在する受容体型ﾁﾛｼﾝｷﾅ-ｾﾞである｡ Eph受容体は細胞膜型ﾘｶﾞﾝﾄﾞ

のephrinと相互作用することたより,さまざまな発生現象における細胞間反発現象

をひき起こすことが知られている(Holderand Klein, 1999)｡したがって分節境界をつ

くり出す際にも, ■ﾚﾍﾞﾙｰ1の前側と後側の繍胞間において反発現象が起こっている

可能性が考えられる｡実際にEphﾌｱﾐﾘ-の-つEphA4は,ﾚべﾙｰ1の後側部位

で発現を開始する(Hirano etal･, 1998; Suetsugu et al･, 2002)｡ここでのEphA4の発矧ま

Notchｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞに依存することが､報告されている(Barrantesetal., 1999)｡ -方､

紺胞接着機構の閑与を示唆する知見も報告されている｡ ParaxialProtocadherin (PAPC)

は,同種新口性(ﾎﾓﾌｲﾘｯｸ)結合により,細胞接着装置として働く(Obataetal.,

1995)o PAPCはﾚﾍﾞﾙ0 (形成中の分節境界)の後側部位に特異的に発現する

(Yamamoto etal･, 2000)｡ PAPCは､分節境界の前側と後側の細胞が混ざりあうのを防

ぎ､分節境界を維持する働きをもつと考えられている｡このPAPCの発現もまた,Nolch

ｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞにより制御されていることが報告されている(K血etal., 2000)｡ｾｸﾞﾒ

ﾝﾀ-括性は､これらの細胞間反発因子および接着因子の働きによる可能性が高い｡

PSMの後方額域は｢未熟｣であると考えられている｡実際にNotch括性化細胞に

よる分節境界の誘導は､前方の｢成熟した｣ psMのみにひき起こされ,後方の｢未
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熱な」PSMには起こらなかった（図9）。この結果は、セグメンターが作用するには

Notchシグナリングだけでなく、誘導を受ける側の応答能も重要であることを示して

いる。この応答能に関わる分子として、Ep血A4のリガンドの一つであるeph血B2が

関わっている可能性が高い。実際に甲ぁわ媚2が、PSMの前方領域でのみ発現するこ

とを確認している（補足図参照）。
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Notch activity

Mode1 2

図11境界形成過程におけるNotchｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞの作用(ﾓﾃﾞﾙ)

(A)ﾚﾍﾞﾙｰ1の後側部位から前側に向かって境界誘導ｼｸﾞﾅﾙが作用する(ｾｸﾞﾒﾝﾀ-､本文

参照)o L-bgはﾚﾍﾞﾙ0の後側部位でも発現するが,このﾓﾃﾞﾙ図ではﾚﾍﾞﾙ-1の後側部位での

発現を強調するために省略している｡ (B)ｼｮｳｼﾞｮｳﾊﾞｴの知見をもとにした,ﾚﾍﾞﾙｰlでの
Notchｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞの作用ﾓﾃﾞﾙ(本文参照)｡
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第二部

腹側から背側に向かって作用する境界誘導現象
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序論

脊椎動物の初期胚の体幹部を構成している組織は、ほとんどが薄いシート状の構

造をしている。その中で唯一PSMのみが、無数の間充織細胞からなる3次元構造を

とる（図1B）。間充織細胞が立体的に配置しているPSM内に分節境界がつくり出さ

れるまでには、どのような制御が働いているのだろうか？本研究ではこの間いに答

える上で辛がかりとなる細胞間相互作用を見いだした。

第一部で述べたように、分節境界の形成過程にはNotchシグナリングを介して働

く境界誘導活性（セグメンター）が関わっている。セグメンター活性をもつ部位の

移植により、本来は分節境界を形成しない領域内に異所的な分節境界が形成された。

この結果は、分節境界を鱒成しない嶺域の細胞にもセグメンターに対する感受性が

あることを示している。すなわち分節境界が形成される位置は、セグメンター活性

が現れる位置に従う。正常な分節化過程では、予定分節境界（レベルー1）の後側の

みにセグメンターが現れる。レベルー1に位置する細胞は、どのようにしてセグメン

ター活性を獲得するのだろうか？この疑問に答えるため行った移植操作から、腹側．

から背側へ向かって伝わる分節化誘導シグナルが存在することを見いだした。この

腹側から背側へ作用する境界誘導シグナルについて、詳細に解析した。

結果

背腹軸に沿ってひき起こされる誘導現象

レベルー1の細胞がどのようにして境界誘導能を獲得するのかを知るため、本来は

分節しない嶺域をレベル1の環境下へ移し、影響を調べた。もしレベルー1の周囲の

環境が分節化誘導能を与えているとしたら、本来は分節しないはずの移植片内に分

節境界が形成されることが期待された。ドナー胚の分節しない嶺域をDiIおよびDiO

で標識し、ホスト胚のレベルー1額域へ移植した（図12A）。その結果、移植片内に分

節境界が形成された（30個体、図12B矢印）。移植片内に形成された分節境界の位

置は、ホスト胚の境界と同じ位置であった。縦断切片を作製し、QCPN抗体染色に

より移植片の位置を調べたところじ、本来は分節境界を形成しないはずの移植片は、

確かに明瞭な分節境界を形成していた（図12C矢印）。この時、移植片の腹側部分に

はホスト胚の組織が存在していた（矢頭）。PSMの腹側部分はからだの深部に位置し

ており見えにくいため、操作を施しにくい。そのため、腹側領域の組織を完全に除

去できない場合もある。分節境界が形成された移植片の腹側には、必ずホストの境

界部位の組織が存在していた。したがって、移植片に分節化をひき起こしたのは、

完全に除去されないまま残っていたホスト胚のレベル1組織である可能性が考えら
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れた。この可能性を検証するため、ホスト胚のレベルー1付近の組織をガラスキヤピ

ラリーで吸引し、完全に除去した後に、分節しない領域由来の組織片を移植した（図

12E）。この場合には、移植片内に分節境界は形成されなかった（10個体、図12EG）。

つまり背側の移植片に分節境界を形成させたのは、腹側のホスト胚レベルー1組織で

ある可能性が高い。すなわちレベルー1の腹側部位には、背側に分節化をひき起こす

誘導能があると考えられた。また移植片に分節境界が形成されたものの中には、境

界の後側のみにホスト組織が存在している場合があった（3個体、図12D）。したが

って、この誘導現象はレベルー1の後側部位さえあればひき起こされると予想した。

レベルー1の腹側部位は背側へ分節境界を誘導する

レベルー1の腹側部位には、背側へ分節境界を誘導する活性があることを直接的に

検証するため、ドナー胚レベルー1の腹側部位のみを取り出し、ホスト胚レベル＿1．5

の腹側へ移植した。ドナー組織は、PSMから短冊状に切り出した後にさらに背側部

位と腹側部位に切り分けた。PSMを輪切りにした断面は、背側と腹側が容易に判別

できるような特徴的な形を示すので、その特徴をもとにして背側部位と腹側部位を

正確に切り分けることが可能である。この移植操作の結果、移植片の背側に位置す

るホスト組織に異所的な分節境界が形成された（3個体、図13A矢印）。分節境界を

形成しない額域の腹側部位を移植した場合には、このような異所境界は形成されな

かった（5個体、図13B）。したがって、レベルー1の腹側部位には、背側へ分節境界

の形成を誘導する能力があることが証明された。さらに、異所境界の後側部位のみ

に移植片が存在していたことから（2／3個体、図13A矢頭）、この誘導現象はレベル＿

1後側部位の腹側細胞さえあればひき起こされることが明らかになった。

レベルー1の背側部位も背側への分節誘導能をもつ

レベルー1の後側部位がその前側へ分節境界を誘導する活性（セグメンター）をも

つことは、第一部で述べたとおりである。さらに図12および13‘で示した結果から、

レベルー1の腹側部位にはその背側に向かって作用する境界誘導シグナルが存在する

可能性が示唆された。この腹側から背側に向かって伝わる誘導シグナルが、境界形

成過程にどのように関わっているのかを知るため、腹側と背側の間を遮断し、影響

を調べた。もし腹側からの作用が分節化過程に必須の役割を果たしているならば、

背側部位には分節境界が形成されないはずである。銀箔をレベノレ1から－2領域の腹

側と背側の中間に挿入し、両者を遮断した結果、分節境界は正常に形成された（14

個体、図14）。この結果は、分節境界の形成には腹側部位からの作用が必須でないこ

とを示している。
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そこで、次に背側部位にも腹側と同様の誘導能があるのかを検証した。ドナー胚レ

ベルー1の背側部位のみを取り出し、ホスト胚の分節境界を形成しない嶺域の腹側へ

移植した。その結果、移植片の背側のホスト組織に異所的な分節境界が形成された

（3個体、図15A矢印）。この結果は、背側部位にも背側へ向かって分節境界を形成

させる誘導能があることを示す。つまり腹側部位のみが背腹軸に沿って境界を誘導

する特別な活性をもっているわけではないことが判明した。すなわちレベル＿1の組

織は、もとの背腹レベルに依存せず背側に向かって境界を誘導する能力がある。

分節誘導シグナルは背側から腹側には作用しない

この分節誘導シグナルは背側から腹側へも作用するのだろうか？この疑問に答え

るため、レベルー1由来の組織片を背側へ移植し、その腹側に異所的な分節境界を誘

導できるか調べた。ドナー胚レベルー1の腹側あるいは背側を取り出し、それぞれ左

ホスト胚レベノレ1．5の背側へ移植した。その結果、移植片の前側には異所的な分節

境界が形成されたが、腹側には形成されなかった（3個体、図16A）。すなわち、背

腹軸に沿って境界を誘導するシグナルは、腹側から背側には作用するが、背側から

腹側へは作用しないという性質をもつことがわかった。

PSMの中軸側（me血叫と側方側（1ateral）とを切り離すと中軸側のみが分節化し、

側方側は分節しないことから、分節化には中軸側から側方側への作用が必要である

という報告がある（托eitasetal．，2001）。そ●こで次にからだの中敵側方軸に沿って境界

誘導が起こるか調べた。ドナー胚レベルー1から中軸側あるいは側方側を取り出し、

それぞれをホスト胚の分節しない額域へ移植した。この移植操作では、中軸側から

取り出した組織片はホスト胚の中軸側へ、側方側から取り出した組織片はホスト胚

の側方側へ移植している。これらの操作の結果、分節境界は移植片内のみに形成さ

れ、ホストの組織には何の影響も及ぼさなかった（図17A，B矢印）。したがってF托itas

らが報告した中軸から側方への作用は、分節境界の形成ではなく、もっと早い段階

（例えばL血gの発現を中敵側方軸に沿って同調させる機構など）に関わっている

と考えられる。この操作から、分節境界の形成をひき起こす誘導シグナルは、中敵

側方軸には伝わらないことがわかった。

体節の前後極性は最構成される

腹側からの誘導により分節境界を形成された移植片は、2つの体節にまたがってい

る（図12A－D）。形態的には正常な体節と同じように見えるが、この移植片は本来、

一個の体節を形成するはずである。そこで移植片を含む体節が、見た目どおりの正

常な前後極性を確立しているのかを調べた。各体節の後部マーカーである伽gぬJの

発現を調べた結果、移植片を含む体節はそれぞれ正常な発現パターンを示した（2個
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体、図18B）。さらに各体節の前部に形成される背側神経節（DRG：dorsalrootganglion）

の位置を組織切片により確認したところ、正常な位置に形成されていた（17個体、

図18C）。背側神経節は神経管から移動してくるホスト胚の神経堤細胞に由来するた

め、QCPNでは染まらない（bDouarinandKalcheim，1999）。これらの結果から、腹側

からの作用により分節化を誘導された組織は、正常な体節の一部として振る舞うこ

とがわかった。

図18Aの操附こおいて移植したドナー胚組織片の後部は、本来、体節の後部にな

るはずである（線丸印）。しかしレベルー1に移植され分節誘導を受けた結果、体節の

後側になるはずの位置に背側神経節が形成された（図18C緑丸印）。つまりこの移植

片は、本束の運命とは異なる前後極性を獲得した。次にレベノレ1をレベルー1．5領域

へ移植することにより形成された小体節（図3A）についても、前後極性が確立され

ているか調べた。その結果、2つの小体節のそれぞれの後側部分において、エkぬJの

発現が観察された（6個体、図18E）。さらに背側神経節も、2つの小体節のそれぞ

れの前側に形成されていた（9個体、図18F）。つまり、■本来は体節の後部になるは

ずの位置（図18D赤丸印）に背側神経節が形成された（図18F赤丸印）。すなわち分

節境界の形成に伴い、体節の前後極性が再構成された。第一部で述べたように、N。血

清性化により誘導された小体節も正常な前後極性をもっていた。つま●り各体節の前

後極性は、分節境界の形成に附随して確立される可能性が高い（図10）。上記で示し

た実験結果は、この可能性を強く支持している。
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図12　腹側からの作用により分節境界が誘導された

（A）移植操作をからだの側方からみた模式図0ドナー胚（ウズラ）の本来は分節境界を形成しな

い領域をDiIおよびDiOで標識し、ホスト胚（ニワトリ）のレベルー1領域へ移植した。この時、

レベルー1の後側部位（セグメンター活性をもつ）を含まないよう注意した。（B）赤色と緑色に標

識された移植片は、ホスト胚と同じ位置で分節境界を形成した（矢印）。（C）この移植片は明瞭な

分節境界を形成していた（央印）0移植片の腹側にはホスト胚の組織が存在している（矢頭）。

（D）移植片が分節境界を形成したものには、境界の後側のみにホスト胚が存在している場合が

あった（矢頭）。（E）ホスト胚のレベルー1付近の組織をガラスキヤピラリーで吸引して完全に除去

した後に、移植操作を行った。（F）この場合には移植片はひとつながりのままであった。（G）確か

に移植片の腹側にホスト胚の体節組織は存在していない0（A，F）背側からみたホスト胚。上が頭

眺（C，D，G）移植操作を施された部位の縦断切片oQCPN抗体染色によりウズラ細胞を検出した。
左が頭側、上が背側。すべて移植後約5時間発生させた臥⊃
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王

図13腹側部位は背側-分節境界を誘導する

(A)ﾄﾞﾅ-腫ﾚﾍﾞﾙｰ1の腹側部位をﾚﾍﾞﾙｰ1.5の腹側領域へ移植されたﾎｽﾄ肱(約5時間経過したも

の)の縦断切片oﾄﾞﾅ-細胞は腹側に存在している(矢頭)｡その背側のﾎｽﾄ組織に異所的な分節境界
が形成された(矢印)o (B)ﾚﾍﾞﾙｰ1.5の腹側部位を移植した場合には,影響は見られなかった.すべて

QCPN抗体染色o左が頭側､上が背側｡写真の下に､移植片の位置およびﾎｽﾄ肱体節の形態を模式的に
示した｡
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腹側

･ --銀箔
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図14腹側と背側とを遮断しても分節境界は形成される

ﾚﾍﾞﾙｰ1から12領城の腹側と背側の間に銀箔(厚さ約5pm)を挿入後､
約6時間発生させた肱の縦断切片o分節墳界は正常に形成されている｡中

央の体節は,銀箔に接している部分が上皮化している｡これは銀箔による
影響と思われる｡
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図15背側部位も背側への境界誘導能を持つ
(A)ﾄﾞﾅ-肱ﾚﾍﾞﾙｰ1の背側部位をﾚﾍﾟﾙｰ1.5の腹側領域へ移植されたﾎｽﾄ旺(約5時間発生させた
もの)の縦断切片｡ﾄﾞﾅ-細胞(央頭)の背側に位置しているﾎｽﾄ組織に異所的な分節墳界が形成さ

れた(矢印)｡ (B)ﾚﾍﾞﾙｰ1.5の背側部位をﾄﾞﾅ-に用いた場合､影響は見られなかった｡
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図16　境界誘導シグナルは背側から腹側へは伝わらない

（A）ドナー胚レベルー1の腹側部位をレベルー1．5の背側へ移植されたホスト胚（約5時間経過した

もの）の縦断切片。移植片の前側のみに異所的な分節境界が形成された（矢印）。しかしその腹

側のホスト胚には分節境界は形成されなかった。（B）レベルー1」5の腹側部位を移植した場合、影
響はない。
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図17境界誘導ｼｸﾞﾅﾙは中軸ﾑ側方軸に沿って伝わらない

(A)ﾄﾞﾅｰ肱ﾚﾍﾞﾙｰ1の中軸側をﾚﾍﾞﾙｰ1.5の中軸側へ移植されたﾎｽﾄ肱の水平

切片｡上が頭側､左が中軸(神経管)側｡分節境界は移植片内には形成された(央
印)が､ﾎｽﾄ肱には形成されなかった(5個体)｡ (B)側方側についても同様の移

植操作を行ったが､ﾎｽﾄ腫に異所的な分節境界は形成されなかった(3個体)o
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図18　境界形成過程を経て再構築された各体節の前後極性

（んB，q背側からの誘導により分節境界を形成した移植片（図12Aと同じ移植操作）を含む体節

の前後極性。各体節の後部マーカーである加血Jは、実際の体節の形に従って、正常な発現パ

ターンを示した仲）。さらに背側神経節も正常な位置に形成された（q。（D，E円図3Aと同様の

操作により形成された2つの小体節の前後極性。加地Jは各小体節の後部で発現した咋）。背側神

経節もそれぞれの体節にひとつずつ形成された（円。岬，E）移植操作後役5時間発生させた胚を背

側から見たもの。（C，円移植操作後約購時間発生させた胚の水平切片。Qm抗体染色後、ヘマ
トキシリン染色を行った。すべて上が頭側。

39



賢

考察

腹側から背側に向かって作用する境界誘導シグナルがある

レベルー1の後側部位には、その前側に分節境界を形成させる誘導能（セグメンタ

ー）があることは、第一部で述べた。そのさらに腹側部位さえ存在していれば分節

境界が誘導できることが、第二部で行った移植操作により判明した（図12，13）。す

なわち、レベルー1では、前側に向かって作用する細胞間相互作用と、背側に向かっ

て作用する細胞間相互作用が存在することが明らかになった。

組織切片を観察した限り、PSMの腹側と背側部位の間に形態的な違いはない（図

1A）。また、腹側部位から背側に向かって順々に分節境界が形成されるという現象が

観察されることもない。遺伝子の発現レベルでの背腹の違いについては、両生類胚

のPSMにおいてゐαfり2αの発現が背側から開始することが、唯一報告されている（Davis

etれ2001）。ただし、両生類の分節化過程は他の脊椎動物とは大幅に異なるため（鮎1廊

2000）、本研究で見いだした誘導現象との関わりは不明である。

誘導シグナルが作用する方向と細胞極性との関わり

腹側と背側とを遮断しても分節境界が形成されたことから（図14）、腹側部位が分

節化過程に中心的な役割を果たしている可能性は非常に低い。ただし、このような

遮断実験の結果は慎重に判断しなければならない。例えば初期胚において見られる，

へンゼン結節は、体軸の形成過程において必須の機能をもつ。しかしこのへンゼン

結節を人工的に除去しても、胚は正常に発生する。これは本来へンゼン結節にはな

らないはずの周囲の細胞が、新たにへンゼン結節へと分化するためである（Psychoyos

肌dStem，1996）0また、神経堤細胞についても同様の現象が報告されている。神経堤

細胞は移動先が決まっている。移動前の一部の神経堤細胞を人工的に除去すると、

その周囲の細胞が代わりに目的とする場所へと移動する（馳1esaetal．，2000）。これら

の知見は、発生中の胚の細胞運命が再構成し得ることを示している。このような知

見を踏まえると、銀箔を挿入されたことにより遮断されたそれぞれの組織内に、新

たな背腹軸が再構築される可能性も考えられた。しかし、背側部位のみを移植した

場合にも背側への異所的な境界誘導が起こらたことから（図15）、背側と腹側とで分

節誘導能に違い時ないと考えられる。したがってPSM内の絶対的な腹側増側の位

置は、この誘導現象にとって重要ではないと結論づけた。

この境界誘導シグナルは背側に向かって作用し、腹側には作用しなかったことか

ら（図16）、PSM細胞間の相対的な腹側一背側の位置関係が重要であるようだ。具体

的な可能性として、誘導能を持った細胞は背側にしか誘導シグナルを送れない。あ

るいは誘導を受ける側の細胞は、腹側からやってくる誘導シグナルにしか反応でき
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ない、などが挙げられる。つまりPSM細胞ひとつひとつが背腹極性を持っており、

それが誘導作用に方向性を与えていると享想した。またセグメンターも前側方向の

みに作用し、後側方向には働かなかったことから（図8）、PSM内の個々の細胞は背

腹軸および前後軸に沿った極性を持つ可能性が高い。このように各細胞が一定の向

きに揃った極性を確立する現象（平面内緒胞極性）は、主にショウジョウバエを用

いた研究により解明されつつある（Usuietal．，1999）。特にWntシグナリングの関わり

は詳細に調べられている（Pa血etal．，1994）。ニワトリ胚のPSMにおいても、W如－〟

およびそのリガンドのP7izzeled2がレベ）レ1付近で発現している（Cauthenetal．，2001；

Tonegawaetal．，投稿中）。また、Wntシグナリング構成因子の一つ、Dishevelled2の

ノックアウトマウスは分節異常を示すことが最近報告された（Hambletetal．，2002）。

これらはまだ傍証に過ぎないが、WntシグナリングがPSM細胞の背腹極性を揃える

役割を担っているかもしれないという予想を支持している。さらにこの背腹極性に

は、PSMの背側に存在する表皮外胚葉や腹嘲に存在する動脈および内胚葉との相互

作用が関わっている可能性も大いに考えられる。

腹側から背側へ件用する境界誘導シグナルの役割

本研究により得られた結果は、PSMの3次元構造内に分節境界がつくり出される

までには、様々な細胞間相互作用が働いていることを示している。正常な発生過程

において、腹側から背側に向かって作用する誘導シグナルが分節境界の形成にどの

ように関わっているのか、次のようなモデルを考えた（図19）。①まずレベル＿1の

後側部位のいくつかの細胞が何らかの機構により境界誘導能を獲得する（赤色の細

胞）。②そして自身の背側に位置する細胞（分節境界の前側になるのか、それとも後

側になるのか、どっちつかずの状態にある）に、自分と同じ性質を持つよう働きか

ける。③その結果レベルー1の背腹軸に沿った一直線上に境界誘導能をもつ細胞が配

置され、④セグメンターの働きにより分節境界が形成される。このモデルでは、境

界誘導能がレベルー1付近の細胞で比較的ランダムに獲得されると想定している。こ

の予想を裏付ける証拠は、現在までのところない。しかしながら、PSMの3次元構

造内にギャップをつくり出すためには、3次元レベルで細胞の挙動が揃う必要がある。

このモデルをわかりやすく例えるならば、100人全員が同時に指令を受けるのではな

く、100人いる中の10人がまず指令を受け取り、周りの人がそれに従うという方法

で統制を取るしくみである。

個々の体節の前後極性の確立は分節境界の形成に附随して起こる

それぞれの体節かもつ前後極性は、PSM内であらかじめ決定されていると長年考

えられてきた（KeynesandStern，1984；Palmeirimetal．，1998）。この解釈は、「Clockand
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WaveFront｣ﾓﾃﾞﾙにもっともﾏｯﾁするため､現在も多くの分節研究者に受け入れ

られている｡本研究において異所分節により形成された小体節は､正常な前後極性

を獲得していた(図10,図18)｡つまり,本来の発生運命とは異なる運命が再構築

された｡この結果は,これまでの解釈とは異なる可能性を示唆している｡すなわち

個々の体節の前後極性は､分節境界の形成に附随して確立される｡最近､この新た

な解釈を支持する実験事実が,本研究とは異なるｱﾌﾟﾛ-ﾁにより報告された(Ozaki,

2001)｡各体節の前後極性が確立される過程は､ bHLH型転写因子Mesp2とNotchｼ

ｸﾞﾅﾘﾝｸﾞの協調的な働きにより制御されていることが知られているが(Takahashiet

alり2000; Nomura-Kitabayashi et al= 2002) ､ Mesp2と本研究で見い出した誘導ｼｸﾞﾅﾙ

との関わりは､現在のところ不明である｡

おわりに

肱発生過程において,組織間の相互作用は非常に重要である｡両生類涯やﾆﾜﾄ

ﾘ腔を用いた移植操作により明らかにされてきた様々な組織間相互作用は､発生生

物学において重要な概念のひとつである｢誘導｣という言菓を生み出した｡この言

菓は, ｢本来そこにあるはずのないものをつくり出す｣現象を意味している｡このよ

うな誘導現象は組織間だけでなく､紳胞間でも起こり得る｡本研究では, psMの繍

胞がpsMの細胞に作用し,本来そこにできるはずのない分節境界を形成させる現象

を解析した｡この誘導現象は､ psM内に明瞭な分節境界が構築されるまでには､多

彩な細胞間相互作用機構が働いていることを物語っている｡これらの誘導現象を糸

口として､今後,分節境界が形成されるしくみを3次元的に理解できることを期待

している｡

本研究を通して､生き物のからだがつくり出されるまでには,われわれの測り知

れない制御が働いていることをあらためて認識した｡特に第二部で見いだした腹側

から背側へと作用する誘導現象を､分子ﾚﾍﾞﾙで説明するﾋﾝﾄはほとんどない｡

したがってこの分子機構を理解するまでには､さらなる時間を費やすことになるだ

ろうoしかしながら,ﾆﾜﾄﾘ歴の移植操作により得られたこれらの知見を大切に

し､遺伝子を操作する解析からだけではわからない生き物のかたちづくりの謎を今

後も解明していきたい｡
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図19　腹側から背側へ伝わる

境界誘導シグナルの作用モデル

（本文参照）



材料と方法

ニワトリ胚の顕微換作

ニワトリ有精卵（城山鶏園）およびウズラ有精卵（東海有機）を38．5℃でインキ

ユベー卜し、体節数16から20の胚（ニワトリ胚は約48時間、ウズラ胚は約36時

間インキュベーション）を得た。インキュべ－卜したニワトリ有精卵の殻に小窓を

開け、胚を可視化するために黒インクをHank，s液（140mMNaCl，5．4mMKCl，5．6mM

glucose，0・34mMNa2HPO4，10mMHepes，1mMMgC12，1mMCaC12　PH7）におよそ1：4

の割合で希釈し、キヤピラリー（DIAMONDSCIENTIFIC社、マイクロヘマトクリッ

ト用）を用いて胚の下に注入した。顔微操作後は殻に開けた小窓を梱包用テープで

シールし、38．5℃でインキュベートを続けた。

体節額細胞の蛍光標識には、DiIおよびDiO（ともにMolecularProbe社）を用いた。

各粉末をそれぞれジメチルホルムアミド（DMF）に溶解し（2．5m如－1）、ガラスキヤ

ピラリー（ナリシゲ社）を用いてPSMに注入した。

ウズラーニワトリ胚間の移植操作は次の方法で行った。ウズラ胚の移植したい部

分を顕微バサミを用いておおまかに切り取り、1．25％パンクレアテン（GIBCO／BRL

社）／CMF（140mMNaCl，5・4mMKCl，5・6mMglucose，0・34mMNa2＝PO4，10mM＝epes

pH7）溶液につけて室温で約5分間反応させた。反応液に等量の牛胎児血清を加えて

パンクレアチン反応を停止させた後、Hank，s液で組織を数回洗い、タングステン針

を用いて小片に切り出した。切り出した組織片を口径の大きなガラスキヤピラリー

で宿主のニワトリ胚に運び、タングステン針を用いてホスト胚PSM内に移植した。

組織学的解析

蛍光標識した胚を4％パラホルムアルデヒド／PBS（2．73MNaCl，53．7mMKCl，

166mMNa2HPO4，35・3mMKH2PO．）で固定し（4℃、2時間）、PBSで洗浄後、10％，20％，

30％の順にsucrose／PBST溶液で脱水し、Tissue－TekO・C・T・Compound（SAKURA社）

に包哩した。クリオスタットで厚さ軸mの切片を作製した。切片をよく乾燥させた

後、PBSで2回洗浄し、5uhlに希釈したファロイジン（AlexaFlofM647phalloidin，

MolecularProbe社）／PBS液に室温で30分間反応させた。反応後の切片を．pBSで3

回洗浄し、共焦点レーザー顕微鏡（オリンパスFV500）にて観察した。

ウズラの組織を移植された胚は、Camoy，s液（60％エタノール，30％クロロホルム，

10％酢酸）で固定し、エタノール脱水、キシレン処理を行いパラフィンに包哩した。

ミクロトームで厚さ叫mの切片にした。乾燥後の切片は脱パラフィン処理を行った

後、2％スキムミルク／PBSでプレブロッキング、QCPN抗体（ハイブリドーマの培

養上清；DHSB）を反応させた（室温、2時間）。PBSで洗浄後、2％スキムミルク／PBS
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中へ1/100に希釈したﾎ-ｽﾗﾃﾞｨｯｼｭぺﾙｵｷｼﾀﾞ-ｾﾞ(=RP)標識抗ﾏｳｽIg

抗体(ｳｻｷﾞ) (DAKO社)を反応させ(室温､ 90分間), pBSで洗浄後,発色を行

った｡発色液の組成は0･08mg血1 3･3'-diaminobepzidine (DAB) , 0･004% H202/PBS｡ 4

日目腔の切片は､ QCPN抗体染色後にﾏｲﾔ-めへﾏﾄｷｼﾘﾝ液(和光)に30秒

間浸けた｡

RNAﾌﾟﾛｰﾌﾟおよぴﾎｰﾙﾏｳﾝﾄinsituﾊｲﾌﾟﾘﾀﾞｲｾﾞ-ｼｮﾝ

ｼﾞｺﾞｷｼｹﾞﾆﾝ標識RNAﾌﾟﾛ-ﾌﾞは､以下のcDNAを鋳型に作製した｡ﾆﾜﾄﾘ

Lrfh'nge cDNA断片およびNotchl cDNA断片は,それぞれCliff Tabin博士(Laufer et al.,

1997)と若松義雄博士(wakamatsu et alり1999)かう供与していただいた｡ Deltal cDNA

は次のﾌﾟﾗｲﾏ-を用いてRTIPCR法により965bpの断片を得た｡

5.TACTGCACTCACCACAACCC3- ､ 5'-TGATGGAGATGTCCTTCTCG3･｡ ephn･nB2 cDNA

断片の単離に用いたﾌﾟﾗｲﾏ-は, 5,-TGTGATATCAGACCAAGCAGATAGCTGTGC3,､

5 'ATGAAGCTrACTGGATGTCCATAGTC GCC 3 '｡

ﾎ-ﾙﾏｳﾝﾄil"'tuﾊｲﾌﾞﾘﾀﾞｲｾﾞ-ｼｮﾝは利根川らの方法に従い､行った

(Tonegawaetal･, 1997)｡歴を4o/oPFAinPBSで4℃, 2時間固定し､ pBT (PBS,

0･1%Tween-20)で洗浄後､ 50%ﾒﾀﾉ-)ﾚPBT,100%ﾒﾀﾉ-ﾙの順で処理した.ﾒ

ﾀﾉ-ﾙ処理後のｻﾝﾌﾟﾙを6%H202/ﾒﾀﾉ-ﾙで漂泊(室温､ 2時間)し, 75%, 50%,

25%ﾒﾀﾉ-)V/PBTの順でPBTに置換した｡ﾌﾟﾛ-ﾌﾞの透過性を向上させるために､

20〝g/ml proteinaseK/PBTで処理し(10分間) ､ 0.2% glutaraldehyde/4%PFA in PBS

で再固定した｡再固定液をpBTで十分に洗浄した後,ｻﾝﾌﾟﾙをﾊｲﾌﾞﾘﾀﾞｲｾﾞ-

ｼｮﾝﾊﾞｯﾌｱ- (50% folmamide･ 5×SSC pH4･5･ 1% SDS･ 50LLg/ml tRNA, 50LLg/ml

hepa血)に移し, 70℃でﾌﾟﾚﾊｲﾌﾞﾘﾀﾞｲｾﾞ-ｼｮﾝを行った｡ 1時間後, DIG標識

RNAﾌﾟﾛ-ﾌﾞを加えたﾊｲﾌﾞﾘﾀﾞｲｾﾞ-ｼｮﾝﾊﾞｯﾌｱ-に移し､ 70℃で1晩ﾊｲ

ﾌﾞﾘﾀﾞｲｾﾞ-ｼｮﾝを行った｡ﾊｲﾌﾞﾘﾀﾞｲｾﾞ-ｼｮﾝ後は,50%folmamide, 5×SSC ,

1% SDSで洗浄し(70℃,30分間,3回)､未結合のRNAﾌﾟﾛ-ﾌﾞを消化するためRNase

処理を行った｡ RNaseﾊﾞｯﾌｱ- (0･5MNaCl, 10mMTrispH7.5, 0.1%Tween-20)で

5今程度洗浄後, 37℃､ 30分間100LLg/ml haseAを反応させたo次に?0% folmamide,

2×SSCで洗浄し(65℃,30分間･3回) ､抗体反応に移った｡TBST(8mg/ml NaCl, 0･3mdml

KCl, 2･5mM Tris pH7.6, 0.1%Tween-20)で3回洗浄後､ 10%牛胎児血清〝BSTでﾌﾟﾚ

ﾌﾞﾛﾂｷﾝｸﾞを行い,ｱﾙｶﾘﾎｽﾌｱﾀ-ｾﾞ榛識抗ｼﾞｺﾞｷｼｹﾞﾆﾝ抗体

(Boehringer-Mannheim社)牽1晩反応させた｡ TBSTで洗浄(1時間毎に5回), NTMT

(100mM Tris-HCI pH9･5･ 100mM NaCl, 50mM MgC12 , 0.1% Tween-20)で3回洗浄後,

発色基質をNTMTに加え,暗所で発色させた｡発色液の組成は0･45mg/ml nit,&blue-

tetrazolium chloride (NBT) , 0･1 75mdm1 5-bromo-4-chloro-3-indoryl phosphatase (BCIP)
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(ともにBoehringer-Mannheim社) /NTMT｡発色後のｻﾝﾌﾟﾙはPBTで洗浄後, o,1%

glutaraldehyde/4%PFAinPBSで後固定した｡ﾊﾟﾗﾌｲﾝ8.こ包哩し,厚さ10pmの切

片を作製した｡

inwoDNAｴﾚｸﾄﾛﾎﾟﾚ-ｼｮﾝ

ﾆﾜﾄﾘLIL2g-Eag (Clifford Tabin博士から供与) ､ NotchAE-6mycおよび

NotchLNG-6myc (Raphael Kopan博士から供与)をそれぞれ発現べｸﾀ-pCAGGS

(Niwa et al･, 1991)へ挿入したoこれらをpCAGGS-GFPbreen nuorescence protein)と共

にHHｽﾃ-ｼﾞ7-8の腔の予定pTsM額域へｴﾚｸﾄﾛﾎﾞﾚ-ｼｮﾝ法により導入

した｡ﾆﾜﾄﾘ膝へのｴﾚｸﾄﾛﾎﾞﾚ-ｼｮﾝは,船橋､百瀬らによって報告され

た方法(Funahashi et al., 1999; Momose et al., 1999; Yasuda et al., 2000)に従い､行った｡

PSM内へ効率よくﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞを導入するために､以下に示す改良を加えた｡ﾌﾟﾗｽ

ﾐﾄﾞ溶液は5pgLLlの濃度に調整した｡また,このﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ溶液を着色するために

添加するﾒﾁﾙｸﾞﾘ-ﾝ(ﾅｶﾗｲ)の濃度を2%にした｡ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ溶液をｶﾞﾗｽ

ｷﾔﾋﾟﾗﾘ- (ﾅﾘｼｹﾞ社)を用いて原条(primitivestreak)のPSM予定嶺域の上

へのせ,ﾌﾟﾗｽ極(ﾌﾟﾗﾁﾅ)を腫の下に､ﾏｲﾅｽ極(ﾀﾝｸﾞｽﾃﾝ)をﾌﾟﾗｽ

ﾐﾄﾞ溶液の上に設置し､強さ6Vの電気^oﾙｽを､ 25ﾐﾘ砂間, 3回与えた｡

ｳｴｽﾀﾝﾌﾟﾛﾂﾃｲﾝｸﾞ

ｴﾚｸﾄﾛﾎﾞﾚ-ｼｮﾝ法で用いたﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞを､ Lipofectamine (GibcoBRL社)

によりCOS細胞へ導入した｡遺伝子導入後､ 48時間経過したCOS細胞をｻﾝﾌﾟﾙ

ﾊﾞｯﾌｱｰ(125mMTris (pH 6･8)･ 2% SDS, 5% glycerol, 0･002% bromophenol blue) JT

溶解し, β-ﾒﾙｶﾌﾟﾄｴﾀﾉ-ﾙを加え(最終濃度5%), 95℃で2分間処理した｡

8%SDSｹﾞﾙにて電気泳動後､'ﾆﾄﾛｾﾙﾛ-ｽﾌｲﾙﾀ- (pROTORAN NITRO

CELLULOSE, Schleiche & Schuell社)へ転写した｡ anti-FLAGﾓﾉｸﾛ-ﾅﾙ抗体

(SIGMA社)およびanti-Myc (9EIO)ﾓﾉｸﾛ-ﾅﾙ抗体(Santa Cruz Biotechnology

社)をそれぞれ1/8000､ 1/1000に5%ｽｷﾑﾐﾙｸ/PBST (0.1%Tween20/PBS)中に

希釈し,抗体反応に用いた(室温､ 1時間)o pBSで洗浄後, 2%ｽｷﾑﾐﾙｸ/PBST中

へ1/5000に希釈したﾎ-ｽﾗﾃﾞｨｯｼｭぺﾙｵｷｼﾀﾞ-ｾﾞ(HRP)標識antﾄﾏｳｽ

Ig抗体(ｳｻｷﾞ) (DAKO社)を反応させた後(室温, 1時間) , ECL(amersham pharmacia

biotech社)にて検出した｡
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（補足図）門Mにおける印加〃および甲山血β2の発現パターン

句血掴は形成中の分節境界（レベル0および＋l）の後側領域にストライブ状

に発現する。甲ゐ血β2は門Mの前方（レベル0付近）で発現する。
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