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　　　　　　　　　　　 　１，序論

1-1. 再生研究における環形動物の重要性

　本研究は、優れた再生能力を持つ環形動物“ヤマトヒメミミズ (Enchytraeus japonensis )

を用いて、主に生殖細胞の再生について研究を進めた。ここでまず初めに、環形動物と

いうある意味特殊な動物を使うことの意味合いを問うため、ミミズを用いて再生（体細

胞組織と生殖細胞再生を含んだ再生全般）の研究をすることの重要性と発展性について

述べておきたい。

　既存の動物は、その能力の大小に関わらず多かれ少なかれ失った組織を再生すること

ができる。例えば人間であれば、肝臓や傷ついた表皮などは再生（修復）するが手足な

ど大きく組織を欠失した場合には再生が起こらない。イモリや魚は、鰭（手足）そして

心臓などを含む多くの組織・器官を再生するという優れた再生能力を持つ 1,2,3。ある意味、

彼等は「失われた組織が再生してくれればどんなに良いか」という人間の夢と希望を持

ち合わせた動物である。この再生は、筋肉細胞が脱分化して骨などを再び作り上げるこ

とで達成されると考えられている 1,4,5。さらに、強い再生能力を持つ動物として有名なプ

ラナリアは体を切断された場合においても失った全ての組織を再生するという驚くべき

能力を持っている。プラナリアの再生では、イモリのような脱分化は観察されず、体全

体に散らばるネオブラストと呼ばれる幹細胞により全ての組織が作り上げられる 6,7。ま

た、プラナリアと同様、特筆すべき再生能力を持つことで有名な環形動物（ミミズとゴ

カイ）はイモリとプラナリアの両方の特性、つまり脱分化と幹細胞システムの両方を駆

使して再生をすると言われている（どちらをメインに使うかなどの詳細は未だ不明で異

論が残る）8,9。このように、動物種ごとに再生能力そして再生様式には非常に大きな違い

が見受けられる。再生現象がどのように起こるのかという根源的な疑問についても現在

はほとんどが謎であるが、将来的に様々な動物種で再生機構を理解し、それぞれの動物

の再生を比較することが再生現象を包括的に理解するために重要であると信じている。

上述した通り、環形動物がプラナリアとイモリの中間系の再生様式を持つこと、また同

じ動物門の中に再生能力の優れた種類、再生能力の弱い種類そして再生しない種類など

を含むことから、再生機構の理解はもとより、その遥か先にある「種間でなぜ再生能力

が異なるのか」という疑問に対しても近縁種内の比較からアプローチできるという特性

を持つと考えられる 10,11。ミミズの再生については、その重要性からも非常に古くから組

織学的な観察がされていたが、分子生物学の舞台に昇っていないことはもとより、組織

学的な知見においても整合性の得られない部分が多く残されている。現在は、再生中に

どのような現象が起こり、そこにどのような分子が関わるのかを地道に押さえてゆく必

要性がある。これにまつわり、本論文の主旨は 2 つある。1 つ目は、再生中にどのような

現象が起こるのかということで、私が新規に発見した生殖細胞再生の仕組みを記述する。
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を持つと考えられる 10,11。ミミズの再生については、その重要性からも非常に古くから組

織学的な観察がされていたが、分子生物学の舞台に昇っていないことはもとより、組織

学的な知見においても整合性の得られない部分が多く残されている。現在は、再生中に

どのような現象が起こり、そこにどのような分子が関わるのかを地道に押さえてゆく必

要性がある。これにまつわり、本論文の主旨は 2 つある。1 つ目は、再生中にどのような

現象が起こるのかということで、私が新規に発見した生殖細胞再生の仕組みを記述する。

そして 2 つ目として、今後ミミズの再生研究をより円滑に進めるためヤマトヒメミミズ

の再生時に発現する遺伝子のデータベースを作成したので巻末に記載する。

1-2. ヤマトヒメミミズは環形動物の再生を知る上で良いモデル系となる

　ここで、比較的最近発見されたヤマトヒメミミズの特徴と共に実験動物としての利点を

述べた後、私が生殖細胞の再生に着目した経緯を説明する。ヤマトヒメミミズは 1993 年

に新種として記載された日本産のミミズであり、非常に強い再生能力を持つことが最大の

特徴である 12,13。ヤマトヒメミミズは切断部位によって再生力が異なる他のミミズと異な

り、体のどの部位で切断した際にも失った表皮、筋肉、血管、神経、脳そして消化管など

全ての組織・器官を完全に再生する 13,14。また他の種類においては再生完了までに比較的

長い期間を要するのに対して、ヤマトヒメミミズは約 5 日間という短い期間で再生を完了

する 13。これらの点からも、ヤマトヒメミミズは再生観察の困難さと複雑さを軽減させる。

体長は約 1cm という小型種で、他のミミズと異なり透明な表皮を持つため生体の組織や

器官の観察が容易であり、さらには免疫組織染色や whole mount in situ hybridization法など

での観察、そして将来的には蛍光遺伝子の導入などによる生体標識などにも適していると

考えられる（図 1. A）。このミミズの飼育は、北大の栃内新　助教授らのグループによっ

て既に確立されている 13。アガープレート上に餌となるオートミールを撒いた培地を用い

て、たいしたメンテナンスも無しに容易に飼育でき、さらに実験に必要な十分量のミミズ

を増殖させることができる。ヤマトヒメミミズは、通常、この飼育条件において自切と再

生を駆使して無性生殖のみで増殖する 13。成長したミミズは、自らの体を筋収縮により約

10 断片ほどに分断し、こうしてできた全ての断片が失った頭部（どこで切断した場合に

も前方に約 7.5 体節を再生する）や尾部を約 5 日間で完全に再生する 13,14。再生完了後、

再生された尾部の成長体から後方に体を伸長させて、約 2 週間で元の長さまで成長し再び

自切をする 9。この無性生殖のサイクルを繰り返すことで、1匹のミミズが 4週間後には 100

匹に増殖する（図１. B）。
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図 1. ヤマトヒメミミズの特徴
A. ヤマトヒメミミズの無性生殖個体（体長 1cm）

とりわけ何の処理も行わず実体顕微鏡で撮った写真を掲載した。透明な表皮を持っており、消化管などの組織が透けて観

察できる。消化管周辺の脂肪細胞のせいで若干白っぽく見える。体には体節が見られる。点線は、それぞれ頭部、体幹部、

尾部の境界を示す。右側に頭部 8 体節、左端に尾節（尾部）、その中間が全て体幹部である。頭部と尾部の区別は、頭部

に口、口前葉（右端）、脳などがあることで容易に判別できる。

B. ヤマトヒメミミズの生活環と特徴

青色矢印で無性生殖のサイクルを示す。通常の飼育環境において、ヤマトヒメミミズは無性生殖のみで増殖をしている。

成長したミミズは、赤色点線で示すように自らの体を切断する。こうしてできた、全ての断片は約 5 日間で失った頭部や

尾部を完全に再生する。どの断片についても頭部側については約 7.5 体節を再生する。再生終了後は、尾部成長帯から体

を成長させ、ある程度成長すると再び自切をする。一周するのに約２週間かかる。飼育条件を変えることで、ピンク色で

示す有性生殖モードに切り替わる。有性化した個体は卵を生み増殖する。
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1-3. ヤマトヒメミミズは生殖細胞を再生できる

　ヤマトヒメミミズは無性生殖で増殖をする一方、飼育条件を変えることで実験的に有性

生殖を誘導することができるという特徴も持ち合わせている（図１. B）13。序論の章では

あるが、便宜上、私が生殖細胞再生に着目するに至った実験結果を示しながら、本研究の

問題提起へとつないでゆくことにする。性成熟個体は頭部 7 体節目に精巣と貯精嚢を左右

対称に１ペアーずつ、頭部８体節目には左右対称に１ペアーの卵巣を発達させる（６体節

目にも貯性嚢を発達させることがある）（図 2. A、 10 日目）。これらの生殖器官は、無性

生殖個体では観察されず、有性化を誘導することで初めて頭部 7・8 体節に形成されてく

る（図 2. A、無性生殖個体）。図 2. A に示すように、有性化誘導から後５日目の頭部 7・8

体節に出現する小さな細胞塊が、日数が経つにつれてじょじょに増殖して大きくなり生殖

器官ができてくる（7・8 体節にそれぞれ左右対称の細胞塊ができる）。このように生殖器

官が、必ず頭部 7・8 体節のみで出現してくることから、無性生殖個体の頭部 7・8 体節に

は生殖器官を形成する能力つまり生殖器官の原基および生殖系列の細胞が備わっていると

考えられる。ここで一つの疑問が湧き上がる。前述の通り、ヤマトヒメミミズは無性生殖

を行うときに自らの体を 10 断片ほどに分断化する。この際、頭部 7・8 体節を持つ頭部断

片とこれらの体節を持たない 9 断片に分かれる。このような状況の中、もし頭部 7・8 体

節の生殖器官を形成する能力が再生しなければ、無性生殖を繰り返すたびに有性化能が失

われて行くことになる。無性生殖個体からランダムに選んだミミズについて有性化誘導し

た場合、高頻度で有性化するということを私は経験的に知っている。そこで、体細胞組織

の再生に伴って生殖細胞が再生するのか否かを確認するため、人為的に頭部 7・8 体節を

取り除いた無性生殖個体が再生完了後に有性化できるのか否かを調べた（Fig. 3）。この結

果、図 2. B で白および黄緑色で示した頭部切除断片も、頭部 7・8 体節を持つ頭部断片と

ほぼ同様の効率で有性化をすることがわかった（図２. B）。これより、ヤマトヒメミミズ

は体のどの部位からでも生殖巣および生殖細胞を作る（再生する）ことができるという結

果が示唆された。それでは、頭部 7・8 体節が持つ生殖器官形成能の実態とはなんであろ

うか、また体全体に広がる生殖細胞を形成する能力とはなんであろうか？
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図２.  ヤマトヒメミミズは生殖細胞を再生する

A. 有性化過程

ピンク色の矢印は有性化過程を示す。有性化誘導を受けた個体は約 10日間で性成熟して頭部 7・8体節に生殖巣を持つ（10

日目；白矢頭）。無性生殖個体でこれらの構造は確認できないが、有性化を誘導すると、5 日目の白矢頭で示すように小さ

な細胞塊が頭部 7・8 体節に出現する。6 日目、8 日目と性成熟が進むにつれてこれらの細胞塊は大きくなって、最終的に

生殖巣を作り上げる（5～6日目の白矢頭）。

B. ヤマトヒメミミズは体のどこからでも生殖細胞を産み出せる

ミミズを赤いハサミ印で示すように切断し、7・8 体節を持つ頭部断片（オレンジ色）、頭部も尾部も持たない体幹部断片

（白）そして頭部を持たない断片（緑色）に切り分けた。これらの 7・8 体節を持たない白断片と緑断片は再生して、新

たな頭部 7・8 体節を作りだす。この後、有性化を誘導して新たに形成された頭部 7・8 体節に生殖細胞形成能があるか否

かを調べた。グラフは、生殖巣が形成できた個体の割合を縦軸に、横軸にはそれぞれ由来する断片の種類を示す。有性化

誘導率は、頭部；95%、体幹部；90%、体幹部（尾部を含む）；87.5%である。スチューデント検定の結果、頭部と体幹部；

p=0.077、体幹部と体幹部（尾部を含む）；p=0.39、頭部と体幹部（尾部を含む）； p=2.22 であった。
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1-4. 環形動物の生殖細胞再生について

　環形動物の再生にける大きな疑問の一つとして前述の生殖細胞再生が挙げられる。ま

た、動物全般を見渡したときでも、生殖細胞がいかに再生されるかという知見は極めて少

なく、情報が枯渇している。前述したヤマトヒメミミズでの観察結果および問題提起と同

様、環形動物の生殖細胞がどのように再生するかに関しては遙か昔から疑問が持たれてい

た。ヤマトヒメミミズを分譲して頂いた北海道大学、理学部の栃内新助教授と西野純子（旧

姓；忽那純子）さんも兼ねてより私と同様の疑問を持ち、組織学的な観察を行っていたが

結論が得られなかったというのが現状である。ウズマキゴカイ(Spirorbis)においても、生

殖巣体節を持たない領域からでも生殖巣体節を再生できることが示されており、このとき

筋肉および血管付近に存在するネオブラストから生殖細胞ができるという説が提唱されて

いる 15,16,17,18,19,20。また、Dorsett はスピオ科のゴカイを用いた研究結果から、生殖細胞が腹

側の上皮からでき、これらが再生組織に移動すると推測した 21。これら見解に相違がある

が、腹側の組織から生殖細胞が出来てくるという点に関しては両者の意見が一致してい

る。ミミズにおいては、イトミミズ(Tubifex)とその近縁種で観察されており、生殖細胞が

腹膜からできてくるという見解が出されている 22。また、Herlant-Meewis (1946b)と Gates

(1943)は、それぞれ Lumbricillusと Perionyxにおいて生殖細胞が隔壁周辺からできてくる

と記載した 23,24。再生するミミズの隔壁周辺にはネオブラスト（幹細胞様細胞）が存在す

ることが知られている 16,25,26。さらに、ミミズと同様に生殖細胞を再生するプラナリアに

おいてネオブラストから生殖細胞が再生するということが通説である 27,28。これらのこと

より、ミミズの生殖細胞がネオブラスト（幹細胞様細胞）から再生するという可能性も充

分に考えられる。上記の通り、生殖細胞がどこから出来てくるのかということに関しては、

いろいろな説はあるものの見解に相違がある。それぞれの観察結果のいずれかが間違いな

のか、はたまた種間での違いなのかは現時点では分かっていない。これに加えて、どの研

究も組織学レベルの観察から得られた記述のみで、現時点で文献を読み返してもどの観察

結果がより精度の高いのかを検証する術がない。私は、生殖細胞がどこからののように再

生するのかを明らかにするため、並はずれた再生能力と手軽に有性生殖を誘導できるとい

う特徴を兼ね備えたヤマトヒメミミズを用いて生殖細胞の再生について解析を進めた。
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1-5. piwi遺伝子

　生殖細胞の再生を観察するにあたって、私は piwi遺伝子を適切な分子マーカーとして

選んだ。piwi遺伝子は Cox らによってショウジョウバエから単離同定された遺伝子で、シ

ョウジョウバエの卵巣と精巣においてそれぞれ生殖幹細胞で発現すること、幹細胞能の維

持と分裂に必須であることが示されている 29,30。また、ショウジョウバエの piwiファミリ

ー遺伝子の１つ aubergineは nanosや vasaと同じく極細胞質（生殖細胞質）の構成要素で

あり、極細胞形成に必須であることも示されている 31。さらに、線虫においても piwiと相

同な遺伝子が既に発見されており、これらの遺伝子の消失で生殖細胞の不形成が確認され

ている 30。piwi遺伝子がどのような分子機構で幹細胞の維持に関与するのか、生殖細胞で

実際にどのように機能しているのかなどはまだ詳細に分かってはいないが、piwi遺伝子が

RNAi の関連分子（Dicer）と相互作用することが知られていることからも、これらの機構

を用いて転写後調節を行うことで生殖細胞や幹細胞で機能すると考えられている 32,33。最

近になって、ショウジョウバエ以外にも様々な動物種で piwi遺伝子と相同な遺伝子が単

離され発現パターンおよびその機能が調べられつつある。脊椎動物においては、ヒト

（hiwi）、マウス(miwi, mili)そしてゼブラフィッシュ(ziwi)で単離されている 34,35,36。Miliと

miwiはそれぞれ精巣特異的に発現が確認されており、両遺伝子ともに精子形成に必須であ

ることが明らかになっている 35,37,38。さらに、miliに関しては PGCs で発現することが知ら

れている 38。ヒトそしてゼブラフィッシュにおいても、piwi遺伝子は vasaと共に生殖細胞

に発現している 36。これらの動物において、発生終了後、若干の例外を除き piwi遺伝子は

生殖細胞に特異的な発現をみせる。この一方で、比較的体制が高度でない動物、プラナリ

ア、腔腸動物などでは piwi遺伝子は成体になったのちにも生殖細胞だけでなく幹細胞に

も発現することが知られている 39,40,41。プラナリアでは体中に散らばる幹細胞（ネオブラ

スト）に piwi遺伝子が発現する 39,40。また、プラナリアにおいては生殖細胞がこれらネオ

ブラストから作られることが通説になっている 27,28。これらのことより、piwi遺伝子は盛

んに再生を行う動物においては成体になったあとも生殖細胞、そして生殖細胞以外もしく

は生殖細胞を産み出す幹細胞に発現する傾向が伺える。私は、生殖細胞およびそれを産み

出す幹細胞を特定することを目的として piwi遺伝子に着目して研究を行った。
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　　　　　　　　　　　　  ２，材料と方法

2-1. ミミズの飼育と維持

　一匹のミミズから無性生殖で増殖した遺伝的に均一な系統を作成し実験に用いた。ミミ

ズはアガープレート(1% agar/ MQ 水)上で、25℃、高密度飼育し、１週間に一度餌として

オートミール粉末を与えた。この条件において無性生殖のみで増殖する。飼育を続ける中

アガープレートが液状化したら培地交換を行う。液状化した培地をミミズとともに腰高シ

ャーレに移し、RO 水でミミズを丹念に洗い、新たなアガープレートにミミズを移す。こ

のとき、ミミズがアガーに潜りやすいように、柄付き針でアガープレートに切れ込みを入

れ、さらにミミズがシャーレから這い上がらないようにシャーレの内側に付着した水滴等

をキムワイプで完全に拭き取る。

2-2. 有性化誘導

　有性化誘導に必要な条件は、飢餓、低密度飼育そして餌を与えることである。

無性生殖個体を一ヶ月間飢餓状態にした。有性化培地に移すにあたり、体長の長い個体だ

と有性化以前に自切をして低密度状態が崩れることがある。そこで頭部８体節から後方を

切除し、これら飢餓ミミズの頭部断片を、10 匹ずつキムタオル(Kimberly-Clarl corpolation)

を敷いたφ9cm ペトリディッシュ(BIO-BIK)に移した。このとき、キムタオルを厚く敷い

てしまうとミミズがキムタオルの中に複雑に潜り込んで、ミミズの有性化状況を観察しに

くいばかりか単離が困難になるため、1 枚のキムタオル（4 層の薄皮からできている）を

一層ずつ剥がして、このうちの 2 枚をシャーレに敷き水で湿らせておく。培地にミミズを

移したら少量のオートミール粉末を与えて 25℃で低密度飼育した。餌を与えすぎると飼

育環境が安定せずオートミールが腐り有性化が失敗する。このような培地は排除した。1

日飼育した後、培地が土の様な香りになったら飼育環境が安定したと考えて良い。

2-3. whole mountでの有性化組織の観察

　ある程度大きくなった生殖器官は特別な処理なしに実体顕微鏡で観察することができ

る。しかしながら、本研究では生殖器官をより鮮明に観察するために下記の処理を行った。

カルノア液（エタノール：酢酸：クロロホルム＝6：1：3）で 20 分間固定する。このサン

プルを AG 液（グリセロール：酢酸＝1：4）に浸けることで透明化した。また、この処理

を通して核が白くなるため組織がより鮮明に観察できる。サンプルをシャーレに移して、

黒いフィルムを背景に実体顕微鏡で写真撮影した。
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黒いフィルムを背景に実体顕微鏡で写真撮影した。

2-4. 有性化誘導効率の測定

　マイクロメス(Feather K-715)を用いて無性生殖個体を、尾部のみを切除した頭部断片、

頭部と尾部を切除した断片（ここでは体幹部と呼ぶ）、そして尾部を含む断片に切り分け、

それぞれ別のアガープレート上で飼育した。それぞれの断片が再生を完了したことを確認

したのち前述の条件で有性化を誘導した。有性化誘導後 10~15 日目までの間、それぞれ

の培地を観察して性成熟した個体については有性化培地から隔離しつつ個体数をカウント

した。方法２に記述したのと同様、飼育環境が悪化したプレートは正当な結果が得られな

いものとして排除した。

2-5. 再生の誘導

　ヤマトヒメミミズの切断法には、大きく分けて３種類ある。１つ目は、アガープレート

上で電気刺激を与えることによって自切を誘導する。２つ目として、頭部を人為的に切除

することで頭部を欠いたミミズの自切を誘導する。これら２つの方法は、より自然な切断

できる手法として用いられるケースもあるが、自切がゆっくりと起こるため、自切してで

きた断片間に約１日の時間のずれができる。３つ目は、メスで人為的に切断する方法であ

る。この方法は、一見して本来の自切を反映していないという印象を与えるが、人為切断

をされた個体は瞬時に本来の自切点で自らの体を再切断するため、自然な切断面が形成さ

れる。また、上述の方法の中では最も断片間の時間軸が同調する。そこで本研究では、全

て人為切断法で再生を誘導した。無性生殖個体をマイクロメス(Feather K-715)を用いて切

断したのち、素早く濾紙上(Whatman N0.3030917)に移して 25℃で飼育した。濾紙上で飼育

することにより、濾紙を水に浸け洗いするのみで容易に再生個体を回収できる。

2-6. piwi遺伝子の単離

　切断から 0, 1, 2, 3, 4 日目の再生中ミミズから mRNA を抽出して cDNA および cDNA

library を作成した。これら全てのクローンについて塩基配列を決定したのち、BlastX で相

同性検索を行ってアノテーションを付けた（最終章に別途記載した）。これらのクローン

から piwi遺伝子と相同性の高い遺伝子を単離した。多重配列は Clastal W を用いて計算し

たのち GENETICS で図を作成した。系統樹には Piwi ドメインの中で特徴的な Piwi ボック

スのアミノ酸配列を用いた。neighbor-joining methodに基づいて Clustal Wを用いて計算し、

tree viewer で系統樹を作成した。多重配列および系統樹作成にあたり下記の PIWI ホモロ

グの配列を用いた 30。ヒト Hiwi (AAC97371)、マウス Miwi (NP_067286)、ゼブラフィッシ

ュ Ziwi (NP_899181)、ショウジョウバエ Piwi (AAF53043)、ショウジョウバエ Aubergine

(CAA64320)、ウニ Seawi (AAG42533)、クラゲ Cniwi (AY493987)、マウス eIF2C (NP_700452)、

ショウジョウバエ Ago1 (NP523734)、シロイヌナズナ Ago1 (NP_849784)。
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tree viewer で系統樹を作成した。多重配列および系統樹作成にあたり下記の PIWI ホモロ

グの配列を用いた 30。ヒト Hiwi (AAC97371)、マウス Miwi (NP_067286)、ゼブラフィッシ

ュ Ziwi (NP_899181)、ショウジョウバエ Piwi (AAF53043)、ショウジョウバエ Aubergine

(CAA64320)、ウニ Seawi (AAG42533)、クラゲ Cniwi (AY493987)、マウス eIF2C (NP_700452)、

ショウジョウバエ Ago1 (NP523734)、シロイヌナズナ Ago1 (NP_849784)。

2-7. ヤマトヒメミミズ - whole mount in situ hybridization法の確立

　ミミズの遺伝子発現をするにあたり、北海道大学の武尾らと共に whole mount in situ

hybridization 法の確立をした。本来、実験結果として取り扱うこともできるが、本論文の

メインの論旨を直線的に貫くために、手法開発のための実験結果は、この章「材料と方法」

に示す。in situ hybridization 法の条件検討するにあたり、まずポジティブコントロールに

用いることを目的として再生芽に発現する遺伝子の単離を企てた。ミミズの再生芽では細

胞増殖が盛んに起こることを予想し、DNA複製に必須な PCNA遺伝子に着目した。PCNA

は酵母から高等真核生物まで高度に保存されたタンパク質であるため、既存の動物の抗体

を用いておよその PCNA mRNA の発現パターンも推測できる。まず初めに PCNA 抗体

(DAKO マウス・モノクローナル抗体 PC10 )で免疫組織染色を行いタンパク質が発現する

ことと、その局在パターンを確認した。この結果、盛んに細胞増殖が起こっている尾部成

長帯に PCNA タンパク質の局在が観察されたことより、使用した PCNA 抗体がミミズの

PCNA タンパク質と抗体反応しうると判断した。また PCNA タンパク質が頭部再生芽内、

とりわけ、脳、咽頭そして腹側神経索に発現することを確認した。これより、再生芽に発

現し、かつ遺伝子の発現パターンが推測できる PCNA（600bp）を RT-PCR法で単離し whole

mount in situ hybridization の条件検討に用いた。次章８に記載したプロトコールを用いて

PCNAの whole mount in situ hybridizationを行ったところ、上述したアンチ・センスプロー

ブ特異的に PCNA タンパク質の局在パターンと同様の発現パターンの染色が得られた。

この結果から、whole mount in situ hybridization 法が成功しているものと判断した。（以下

のプロトコールに関しては北大の武尾さんの貢献度が大きいことを記しておく）。

2-8. whole mount in situ hybridization法

　サンプルを 4% Paraformaldehyde/PBS で室温 2 時間固定。メタノールで脱水した。メタ

ノールは 50%, 70%, 80%, 90%, 100%と各ステップ 5分間処理した。100% メタノール処理

は５分間２回処理をし、最終的に 100% メタノール中で２時間置いておいた。急激に脱水

をするとミミズが潰れるので注意する。また、脱水中にミミズの内容物が激しく出る場合

は固定時間が足りない場合が多い。ここでハイブリダイゼーション時のプローブの浸透性

を高めるため 100%メタノールに入ったサンプルをそのまま程度電子レンジ（200W）で５

回処理した。注意点は、ビーカーに張った水道水（600mL 程度）上にサンプルを浮かべ

て処理して加熱を防ぐということである。１回の処理ごとにビーカーの水を交換して処理
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をするとミミズが潰れるので注意する。また、脱水中にミミズの内容物が激しく出る場合

は固定時間が足りない場合が多い。ここでハイブリダイゼーション時のプローブの浸透性

を高めるため 100%メタノールに入ったサンプルをそのまま程度電子レンジ（200W）で５

回処理した。注意点は、ビーカーに張った水道水（600mL 程度）上にサンプルを浮かべ

て処理して加熱を防ぐということである。１回の処理ごとにビーカーの水を交換して処理

を行った。これらの処理後、90%, 80%, 70%, 50%のメタノールで５分間ずつ処理して、最

終的に PBST で置換した。後に 37℃で 1 時間 PBST 処理および室温 30 分間 Proteinase K

(20ug/ml)(Roche Cat. No.3 115 879) / PBST(PBS, 0.1%Tween20)処理してさらに浸透性を高め

た。PBST で５分間２回洗い、4% Paraformaldehyde/PBS で５分間後固定した。PBST で５

分間２回洗って Paraformaldehyde を除去。Ambion 社 ULTRAhyb Ultrasensitive hybridization

Buffer を用いて 58℃で 1 時間プレハイブリダイゼーションを行った。このハイブリダイ

ゼーションバッファーは粘性が高いためできる限り液換えの回数を少なくすることが重要

である。そこでプレハイブリダイゼーションを 50ul のバッファー中で行い、ハイブリダ

イゼーションに移る際には 50ul のプローブ入りバッファーを加えて最終量 100ul にする。

プローブの終濃度を 500ng/ml になるようにして 58℃で 16 時間ハイブリダイズさせた。ハ

イブリダイゼーション後、1ml の 5XSSCT/formamide( 0.1% Tween20, 50% formamide)をハ

イブリダイゼーションバッファーのうえから加え 56℃で 30 分間洗浄した。遠心分離

(3000rpm)をしてサンプルを沈めたあと、丹念に液を吸い取り 5XSSCT/formamidで再び 56℃

で 30分間洗浄した。2XSSCT/ formamide（0.1% Tween20, 50% formamide）で 56℃, 30分間

２回、2XSSCT で室温, 5 分間２回洗った。室温で 10 分間 20ug/ml RNase 処理を行い余分

なプローブを消化し、2XSSC, 0.1% Tween20, 50% formamideで 56℃, 30分間２回、0.2XSSC,

0.1% Tween20で 56℃, 10分間、PBSTで 5分間、洗浄した。1% Block regent (0.1M マレイ

ン酸、0.15M NaCl、0.1% Triton-X、pH7.5 with NaOH) で 1時間ブロッキングののち、1/2000

Anti-Dig AP(Roche) in 1% Blocking regentで 4℃, 16時間反応、NBT/BCIPを基質にして発色

を行った。

2-9. Ej-piwiの発現パターン解析

（whole mount in situ hybridization法）

　プローブ作成用のテンプレートは現在得られている 1.5kb について T7 primer;

AAGCGCGCAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGA 、 T3 primer;

GAGCGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGTA を用いて PCR で調製し

た。電気泳動後に PCR産物を切り出して QIAGEN社の QIA quick Gel extraction kitを用い

て精製した。これら精製を終えたテンプレートを 200ng 使用して In vitro 転写を行い DIG-

labeled RNA probe を作成した。In vitro 転写にはストラタジーン社の T7 RNA polymerase

(anti-sense)および T3 RNA polymerase (sense)を使用し同社のプロトコールに従って作成し

た。反応終了後に余分な DIG-UTP を除くため、反応液をアマシャム社の G50 カラムで精

製してプローブを得た。whole mount in situ hybridization法は８の方法に従い行った。
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た。電気泳動後に PCR産物を切り出して QIAGEN社の QIA quick Gel extraction kitを用い

て精製した。これら精製を終えたテンプレートを 200ng 使用して In vitro 転写を行い DIG-

labeled RNA probe を作成した。In vitro 転写にはストラタジーン社の T7 RNA polymerase

(anti-sense)および T3 RNA polymerase (sense)を使用し同社のプロトコールに従って作成し

た。反応終了後に余分な DIG-UTP を除くため、反応液をアマシャム社の G50 カラムで精

製してプローブを得た。whole mount in situ hybridization法は８の方法に従い行った。

2-10. whole mount での観察法

　

　正立顕微鏡での観察（図 7、図 9. B）

whole mount in situ hybridization を終えたサンプルを適切なオリエンテーションで観察する

ためにアガロースゲルに包埋して観察を行う。ホールスライドグラスに 1% 低融点アガロ

ースを滴下し、その中にサンプルを乗せる。およそのオリエンテーションをつけたら、ゆ

っくりとカバーグラスを被せ、カバーグラスを少しずらしながら最終の位置決めを行っ

た。オリエンテーションが決定したところで、4℃のアルミプレート上にそっとスライド

グラスを乗せて低融点アガロースを固めた。

　倒立顕微鏡での観察（図 10）

　正立顕微鏡での観察と同様にアガロースゲルに包埋して観察を行った。異なる点は、ホ

ールスライドグラスではなくガラスボトムディッシュ上に包埋したことである。図 10 の

写真撮影にはこの方法を用いた。

　実体顕微鏡での観察（図 2. A、図 4. A、図 5）

　プラスチック・デッシュに 1%アガロースを約 5mm の厚みに注ぎ、アガロースゲルを

作る。このゲル上に PBS と共にサンプルをのせる。タングステン針でゲルに切れ込みを

入れて、サンプルを埋め込み角度を調整したのち写真撮影をした。

2-11. メチルグリーン染色（図 9. B）

　本論文では図 9. B でミミズの腹側神経索を観察しやすいように、メチルグリーン染色

を行った。この染色は核を水色に染める。whole mount in situ hybridization を終えたサンプ

ルをプラスチック・ディッシュに移し、1% メチルグリーン溶液（MUTO）でサンプルを

約５分浸した。染色後、PBSで余分な染色を洗い流した。
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約５分浸した。染色後、PBSで余分な染色を洗い流した。

2-12. 切片 in situ hybridization

切片作成）

　自動 in situ hybridization 機 (Ventana 社 Discovery)を用いて、以下の条件で切片作成を行

った。サンプルを 4% Paraformaldehyde/PBS で室温 24 時間固定した。この時、固定時間が

24 時間以内だとバックグラウンドが上がるので注意する（２日間くらいまで固定時間が

延びても問題はない）。脱水は 50% エタノール 5 分間、70% エタノール 10 分間で脱水

した後、70% エタノール/酸性フクシン（70% エタノール 2ml に対して 2mg/ml 酸性フク

シンを 20ml 程度加えたもの）で 10 分間色着けをした。この染色を行わないとパラフィン

に包埋したときにサンプルが見分けにくくなる。実験の目的に合わせて、縦断切片および

ホリゾンタル切片と切り方が異なってくる。この時点で、体側を下に横たわる傾向がある

サンプル（縦断切片用）と腹側を下に横たわる傾向があるサンプル（ホリゾンタル切片用）

を選別してガラスシャーレに移した。80% エタノールで余分な染色を 5 分間洗い流し、

続いて 90% エタノールで 5 分間、100% エタノールで 5 分間２回処理したら、キシレン

で置換する。この時点でアルミ皿にパラフィンを満たし、この中に少量のキシレンごとピ

ペットで吸い取ったミミズ（複数個体）を滴下した。ここで他の動物のパラフィン包埋と

異なる点を以下に記す。ミミズの直径が 100μm~200μm と小さなこともあり、他の動物

や組織の切片作成で行う様に、切片を切り進みながら面合わせすることが不可能である。

また、ミミズが前後軸に沿って長いことからも、正確に縦断切片やホリゾンタル切片にな

らず斜め切りになってしまう可能性が高い。そこで、底が平面のアルミ皿（テラオカ No.

2000）の底面までサンプルを沈めて、サンプルがパラフィンブロックの面と完全に平行に

なるようにした。68℃で 1~2 時間放置して組織に良くパラフィンを浸透させたのち、柄

付き針でミミズを整列させた。冷却させ固めたパラフィンブロックをトリミングして切片

作成した。前述したように、このときサンプルがパラフィンブロックの表面に位置してい

るため、切り始める前に丹念にミクロトームの刃と面合わせを行い切片作成した。作成し

た切片は MQ 水を張ったスライドグラスの上に浮かべ、42℃のパラフィン伸展機で完全

に水分が蒸発するまで伸展させた。こうして得た切片を切片 in situ hybridization に用いた。

すぐに使用しない場合は、-80℃で保存をする。
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切片 in situ hybridization）

　自動 in situ hybridization 機 (Ventana Discovery)を用いて、切片 in situ hybridization を行

う際、最も神経質にならなければならないのがプローブの濃度である。whole mount in situ

hybridization に用いたのと同様のプローブを終濃度 0.25ng/ul で in situ hybridization を行っ

た。in situ hybridizationの各種設定（プロトコール）を以下に記載する。Ventana Discovery を

動かすソフトウェアーNEXS 9 を起動し、下記の項目にチェックおよび数値を入れてプロ

トコールを組んだ。

Tissue sample

Paraffin

Deparaffine

Fixative (fixative; riboPrep{4124}, 37C, 30min)

Pretreatment #1

Use EZ buffer for PT1

Heat slides for PT1-EZ (37C, Riboclear {4125}, 10min)

Cell conditioning

Conditioner＃２

Midle CC2

Pretreatment #2

Use reaction buffer for PT2

Heat slides for PT2-RB (37C, protease 2 {2019}, 2min)

Probe

Titration(Denaturation; 70C, 10min, hybridization; 68C, 6hr)

Stringency wash #1 (0.1xSSC)

High temp Stringency #2 (67C, 6min)

Stringency wash #3 (0.1xSSC)

High temp Stringency #3 (67C, 6min)

Post fixative  (Fixative; ribofix {4126}, 10min)

Antibodyにチェック

Antibody titration

Standard titration Ab Inc (primary antibody Plus incubation time 2min)
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2nd antibodyにチェックを入れる titrationにする

　上記のプロトコールにおいて、probe の項目まで作業が進行した時点で、手動でプロー

ブを添加する。ベンタナ推奨のハイブリダイゼーションバッファー200ulで終濃度 0.25ng/ul

になるようにプローブを希釈して添加した。また、Antibody titration の項目では 1%ベ

ーリンガーブロッキング液で 1000 倍希釈した Anti-Dig AP(Roche)を手動で添加した。通常

のプロトコールでは抗体を添加した後、自動的に発色反応まで行ってしまうが、ミミズの

場合はベンタナ推奨の発色反応で非特異的な発色が見られるため自動発色の代わりに、手

動で発色を行う必要がある。そこで、発色反応以前に機械を停止させる手段として、2nd

antibody を titration（手動）にした（注；あくまで機械を停止させる目的で入れたステ

ップであって、実際に二次抗体などを添加しているわけではない）。この時点で、サンプ

ルを回収して PBST で 3 分間 8 回ほど良く洗った。この後、サンプルを発色液（50mM

MgCl2, 0.1M NaCl, 0.1M Tris-Hcl pH9.5, 0.1% Tween20）に 10分間浸けた。発色反応

は通常の切片 in situ hybridization と全く同様に NBT/BCIP (発色液 300ml に対して 75mg/ml

NBTを94μlと50mg/ml BCIPを70ul加えたものを使用)を基質にして発色を行った。piwi 遺

伝子の切片 in situ hybridization の場合、6 時間から１日間ほどで発色が終了する。発色中

に発色液が黄色から紫色に変化した場合には新しい発色液に交換しながら発色を遂行し

た。ノマルスキーおよび微分干渉で観察する場合は、脱水後に永久標本として封入した。

図 6. Bでは ISH RED (CAT #780-2186 200) でカウンターステインした後封入した。この染

色において核が濃いピンク色、その他の組織は薄いピンク色に染まる。

2-13. 切片 in situ hybridization後の免疫染色

　切片 in situ hybridization の発色を終えた切片を、PBS で洗浄したのちモイストチャンバ

ーに移して 2 基底の塩酸で 30 分間処理した。サンプルを染瓶に移し、PBS で５分おきに

液換えをしながら 15 分間塩酸を洗い流した。洗浄後、再びモイストチャンバーに移して、

PBST/BSA(2mg/ml BSA, 0.1% triton X)で室温１時間ブロッキングを行った。PCNA 抗体を

PBST/BSA で 300 倍希釈し、１枚のスライドグラスに対して 300μl 添加した。サンプル

が乾かないように、スライドグラスの上にパラフィルムを乗せて 4℃で一晩抗原抗体反応

を行った。反応終了後 PBS 中でゆっくりパラフィルムを剥がし、さらに PBS で 30 分間３

回洗浄したのち、HRP 標識された anti mouse IgG （PBST/BSA で 300 倍に希釈したものを

使用）で室温２時間反応を行った。PBS で 30 分間３回洗浄して二次抗体を洗い流したの

ち、DAB発色を行った。
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ち、DAB発色を行った。

2-14. BrdU パルスーチェイス実験

　5 の方法に従いミミズを切断して、断片を濾紙の上で 12 時間飼育した。濾紙を水で洗

い再生ミミズを回収した。これらのミミズを 20mM 5-Bromo-2’-deoxyuridine 溶液(SIGMA

B5002-250MG)で浸した濾紙(Whatman N0.3030917)上に移して 12 時間飼育(25℃)した。こ

の時使用する BrdU 溶液の濃度を中性から若干だけアルカリ性寄りに調整しておく、また

ミミズの完全に浸かってしまうほどの BrdU 溶液を入れてはいけない。これらの注意を欠

くと、ミミズが死にやすくなる。BrdU ラベルを終えたミミズをプラスチック・デッシュ

に移して、RO 水で BrdU をよく洗い流し除去した。盛んに BrdU が取り込まれる再生芽を

含む領域をマイクロメスで切除した。この時点で、BrdU ラベルはほぼネオブラストにの

み見られる。これらのミミズを再び濾紙の上に移して飼育を続け、新たに形成される再生

芽に BrdU 陽性細胞がいつ侵入するかを調べた (図 10)。BrdU の検出は BrdU 抗体 (アマ

シャム RPN202)を用いて、whole mount免疫組織染色を行った。プロトコールを下に示す。

ミミズをカルノア液（エタノール：酢酸：クロロホルム＝6：1：3）で 20 分間固定した。

70% エタノールでカルノア液を洗ったあと、50% エタノールを経て PBST で水和した。

表皮のクチクラを緩めるため、メルカルトエタノール溶液（5% メルカプトエタノール、

1% Triton、0.1M Tris-Hcl pH7.5）で 37℃, 一晩処理した。PBST で４回程液交換をしなが

ら６時間程度洗ってメルカルトエタノールを除去した。抗体の浸透性をより上げるために

コラゲナーゼ SIGMA Type IV（1000 U/ml, 1mM CaCl2、0.1% Triton、0.1M Tris-Hcl pH7.5）

で 37℃, 12 時間処理してクチクラを消化した。PBST で液交換をしながら１時間程度洗っ

たのち、PBST/BSA (2mg/ml BSA, 0.1% triton X)で室温、１時間ブロッキングを行った。BrdU

抗体(アマシャム RPN202)を PBST で 300 倍希釈した抗体液中で、抗原抗体反応を行った。

さらに PBST で 30 分間３回洗浄したのち、Alexa 568 で標識された anti mouse IgG

（PBST/BSA で 300 倍に希釈したものを使用）で室温２時間反応を行った。PBST で 12 時

間くらい洗浄すると奇麗にシグナルが観察できる。観察と写真撮影は共焦点レーザー顕微

鏡（カール・ツァイス社　PASCAL）で行った。
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　　　　　　　　　　３，結果

3-1. piwi遺伝子の単離

　我々が再生中のミミズから作成した EST ライブラリーより piwi遺伝子と高い相同性を

持つ遺伝子を単離した。Blast X 解析の結果、最も相同性の高いゼブラフィッシュの Ziwi

とは E value=9e-52、またそれ以外の動物の Piwi とはそれぞれ、マウス Miwi と E

value=1e-49、ヒト Hiwi と E value=2e-49、ショウジョウバエ Piwi と E value=4e-35 であっ

た。また予想されるアミノ酸配列から cDNA の長さ 1,522bp で、内 486bp が Piwi タンパ

ク質に特徴的な Piwi ドメインの一部をコードしており、残りの領域は 3’ 非翻訳領域だ

と判断された。piwi ファミリー遺伝子はその配列から Piwi サブファミリーと Argonaute

サブファミリーに分類される（図 3. A）42。両者の配列それぞれ特徴的で、Piwi ドメイン

内の比較のみで十分に違いが分かる 42。多重配列を観て分かる通り、Ej-piwiと他の Piwi サ

ブファミリー遺伝子は配列の保存性が高い。Hiwiと 63,6%、Miwiと 64.2%、Ziwiと 66.7%、

Piwi と 49.1%、Aubergine と 53.1%、Seawi と 61.4%、Cniwi と 63.6%の相同性があった。

これに対して Argonaute サブファミリーとは、マウス eIF2C と 27.5%、ショウジョウバエ

Ago1 と 28.5%そしてシロイヌナズナ Ago1 と 26.9%という具合に相同性が低い（図 3. A）。

また、Piwi サブファミリーは C 末端の配列が LYYL と特徴的であり、Ej-piwi もこれと同

様の配列を持つ（図 3. A）。次に piwiファミリー遺伝子に特徴的な PIWI ボックス領域を

用いて系統樹を作成した。この結果、まず既知の Piwi サブファミリーと Argonaute サブ

ファミリーが明瞭なクラスターを組んで分かれることから、Piwi ボックスを用いた系統樹

で分類可能であることを確認した（図 3. B）。この解析においても Ej-piwi は Piwi サブフ

ァミリーのクラスターに分類された。以上の結果より、Ej-piwiがヤマトヒメミミズの piwi

クラス遺伝子であることが示された。
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図 3. ヤマトヒメミミズの piwi 遺伝子
A. Ej-piwi の遺伝子配列から予想されるアミノ酸配列を元に作成した多重配列

ClastalW を用いて計算を行い、遺伝子解析ソフトウェアーGenetics を用いて作図した。比較に用いた配列は、材料と

方法—を参照。一番上にヤマトヒメミミズの Ej-piwi を示す。保存されたアミノ酸配列を黒ぬりで、Piwi ファミリー遺

伝子に特徴的な Piwi boxを赤下線で示した。B.系統樹、赤下線の Piwi box配列を用いて系統樹を作成した。ClastalW

を用いて計算を行い、Tree viewer で作図した。Piwi サブファミリーと Argonaute サブファミリーをそれぞれ点線で

囲んで示している。ヒト Hiwi (AAC97371)、マウスMiwi (NP_067286)、ゼブラフィッシュ Ziwi (NP_899181)、ショウジ

ョウバエ Piwi (AAF53043)、ショウジョウバエ Aubergine (CAA64320)、ウニ Seawi (AAG42533)、クラゲ Cniwi (AY493987)、

マウス eIF2C (NP_700452)、ショウジョウバエ Ago1 (NP523734)、シロイヌナズナ Ago1 (NP_849784)



23

3-2. Ej-piwi遺伝子は生殖細胞に発現する

　最初に Ej-piwiが他の動物で観察されるのと同様に、生殖細胞で発現するのか否かを検

証するために、whole mount in situ hybridization 法を用いて性成熟個体での発現パターンを

観察した。この結果、アンチ・センスプローブにおいて生殖器官が存在している頭部 7・

８体節で強い染色を確認した（図 4. A）。ちなみにセンス・プローブで全く染色が見られ

ないことからも上記の染色が Ej-piwiのシグナルであると判断した（図 4. A）。ここで Ej-piwi

を発現している組織を詳細に特定するため、切片 in situ hybridization を行った（図 4. B）。

発現パターンを記述するのに際して、まず他種のミミズの解剖学的な記載を用いて組織の

説明を行う 43,44。基本的に例外なく全てのミミズ種で生殖組織は共通する。精巣に存在す

る spermatogonia（精原細胞）は、貯精嚢に放出される 43,44。これにより、貯精嚢内は雄の

生殖細胞で満たされた状態になっている（図 4. B）。貯精嚢に放出された spermatogonia は

細胞質連結を保ったまま核分裂をして、spermatogonia morula という表層に核を持った多

核の毬状の細胞を形成する 43,44。この後にも数回の核分裂を繰り返して、最終的にこれら

の核が全て精子へと分化してゆく 43,44。これら spermatogonia morula が他の体細胞には見ら

れない非常に特徴的な形態を示すことからも、雄の生殖細胞は容易に判別ができる（図 4.

C）。一方、雌の生殖細胞は卵巣から ovisacと呼ばれる卵を蓄積する袋に放出されのち、ovisac

内で卵へと成熟してゆく 43,44。他の動物種と同様、卵は雄の生殖細胞より巨大であること

からも容易に判別できる。切片 in situ hybridization の結果、頭部７体節の発現は貯精嚢領

域に観られることが明らかになった（図 4. B）。貯精嚢内が全体的に染まっており、かつ

spermatogonia morula の細胞質 (Cytophore)に発現が観られることから、Ej-piwiが雄の生殖

細胞で発現することが明らかとなった（図 4. C）。また、雌の生殖器官が存在する８体節

において Ej-piwiは卵細胞に発現する。この発現は成熟した卵ではほとんど見えなくなる

（図 4. B）。ちなみに切片 in situ hybridization、成熟した精子の輸送に関わる sperm funnel、

sperm duct そしてペニスなど他の生殖器官（体細胞系）については Ej-piwi発現は観察され

なかった。以上の結果から、他の動物と同様にミミズにおいても piwi遺伝子が生殖細胞

に発現することが明らかとなった。
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図 4. Ej-piwi 遺伝子は
雄・雌の生殖細胞に発現す

る

A. 性成熟個体での piwi 遺伝子発現

（ whole mount in situ

hybridization）

図の左パネルに Ej-piwi アンチセンスプ

ローブ、右パネルにセンスプローブを用

いた whole mount in situ hybridization

の結果を示す。アンチセンスプローブ特

異的に、頭部 7・8 体節付近でシグナル

が見られる。腹側からの写真（右下のパ

ネル）では、頭部 7・8 体節でそれぞれ

左右対称に１対ずつシグナルが認められ

る。

B. 性成熟個体での piwi 遺伝子発現（切

片 in situ hybridization）

図上側）ヤマトヒメミミズ性成熟個体の

解剖図を簡略化して示す。青色で雄の生

殖細胞を示した。貯精嚢は雄の生殖細胞

を貯める袋であり、この中には精原細

胞、spermatocyte そして精子といった

様々な分化段階の生殖細胞が混在してい

る。全てのミミズは雌雄同体である。ピ

ンク色で雌の生殖細胞（卵細胞）を示し

た。卵細胞は ovisac と呼ばれる袋内で

成熟する。成熟に従い卵は大きさを増し

てゆく。この図では割愛したが、これら

の組織の周囲に成熟した精子を運ぶ管や

ペニスなどが存在している。

図下側写真）Ej-piwi 遺伝子の発現領域を青色点線で囲んだ。Ej-piwi 遺伝子は貯精嚢内（雄の生殖細胞）と卵細胞に発現して

いる。

C. 貯精嚢内での piwi 遺伝子発現（切片 in situ hybridization）

上図の模式図に示すように、ミミズの精原細胞は数回の細胞分裂を経ると、細胞質連結を持ったまま Morula と呼ばれる特徴的

な多核の細胞になる。この時の細胞質を cytophore と呼ぶ。後に Morula の核は、それぞれ精子へと分化してゆく。下図の写真

の点線枠内にmorulaを示す。Ej-piwi遺伝子は cytophoreつまり雄の生殖細胞に発現する。
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3-3. 無性生殖個体の頭部 7・8体節には生殖細胞前駆体が存在する

　ここで、冒頭に述べた無性生殖個体の頭部 7・8 体節が持つ生殖器官形成能とは何かと

いう問題にアプローチした。図 5 の無性生殖個体を観て頂くと分かる通り、無性生殖個体

の頭部 7・8 体節の腹側にそれぞれ Ej-piwiの発現が観察される（これらの発現はそれぞれ

7・8 体節において左右対称に１ペアーずつ存在するケースが多い）。これ以降、本論文で

は Ej-piwiを発現する細胞を Piwi発現細胞と呼ばせて頂く。また無性生殖個体の切片 in situ

hybridization の結果から、これらの Piwi発現細胞が腹側の隔壁後方に張り付くように存在

する細胞群であることを確認した（図 5、無性個体の右写真）。通常有性生殖を行ってい

る、言い換えると常に生殖器官を持っている種類のミミズでは、どの種類についても精巣

と卵巣（生殖細胞）が腹側の隔壁後方に張り付いて存在することが明らかとなっている

43,44。また、Ej-piwiの発現が生殖細胞に見られるという結果を合わせて考えると、これら

の細胞が生殖系列の細胞であることが推測される。そこで次に、これらの Piwi発現細胞

が有性化と関連した細胞なのかを検証するために、実験的に有性化を誘導したのちに頭部

7・8 体節での Piwi発現がどのように変化するかを調べた。その結果、有性化誘導から５

日目になると、頭部 7・8 体節で Ej-piwiの発現がじょじょに広がり始め、６日目、７日目

と発現が拡張してゆく（図５、有性化誘導後）。これらの発現をさらに追って行くと、先

ほど in situ hybridization で示した切片性成熟個体の精巣（貯精嚢）と卵での発現に辿り着

く（図５、有性化誘導後）。また、切片 in situ hybridization の結果から、無性生殖個体で見

られた隔壁に張り付いた Piwi発現細胞は有性化を誘導後に、隔壁に張り付いたまま細胞

数を増してゆくことがわかる（図５、右列の写真）。この後も細胞数が増え結果的に Ej-piwi

の発現領域が広がる（図５、右列の写真）。そして、有性化誘導から７日目になると、核

（白く染色が抜けた部分）がいくらか塊って見えるようになる（図５、右列の写真７日目）。

これは核分裂が起き、初期の spermatogonia morula が形成されたためだと考えられる。９

日目になると、さらに核分裂が進み大きく丸い spermatogonia morula が明瞭に観察される

ようになる（図５、右列の写真９日目）。上記の発現パターンの推移そして形態学的な結

果をまとめると、無性生殖個体の頭部 7・8 体節にみられる Piwi発現細胞は生殖巣および

生殖細胞の原基だと考えられる。これより無性生殖個体の頭部 7・8 体節には有性化以前

から生殖細胞およびその前駆体が存在しているという結論に至った。これらの Piwi発現

細胞の分化段階は今のところ不明であるが、私はこれらの細胞を生殖細胞前駆体 (Germ

cell precursors)と命名した。無性生殖メインで増殖するミミズが、無性生殖中も予定生殖

巣領域に生殖細胞を備えているということが初めて分子マーカーを用いて示された。
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図 5. 無性生殖個体は頭部 7・8 体節に生殖細胞前駆体を持つ
左列の写真に有性化過程における頭部 7・8 体節での Ej-piwi 遺伝子の発現変化を示した。右列の写真には、右の写真と対

応する時期の頭部 7 体節目の Ej-piwi 遺伝子発現を切片 in situ hybridization の結果により示した。左列の最上段に示す

様に、無性生殖個体において頭部 7・8 体節に Piwi 発現細胞が存在する。また右隣りの写真に示すように、Piwi 発現細胞

は隔壁（点線）に張り付いて存在する。有性化誘導後の写真に示すとおり、頭部 7・8 体節における Ej-piwi 遺伝子の発現

は 5 日目から 10 日目と有性化が進むにつれて発現を広げる。切片で観察される通り、これらの細胞塊は有性化が進むに

つれて隔壁周辺で細胞数を増してゆく。
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3-4. 無性生殖個体の体幹部のＰiwi 発現細胞について

　ここまで無性生殖個体の頭部での発現パターンを示してきたが、Piwi発現細胞は頭部の

生殖細胞前駆体以外にも体幹部で認められる。図 6. A に示す通り、Piwi発現細胞は体幹

部の腹側に比較的ランダムに存在している（矢頭）。これらの Piwi発現細胞は頭部体節に

も多少存在し、体幹部には全体的に分布している。生殖細胞前駆体が数細胞のクラスター

として存在しているのに対して、体幹部の Piwi発現細胞は基本的に単一の細胞として存

在している。また生殖細胞前駆体は球形の細胞で腹側神経索に隣接して両脇に存在してい

る（図 6. B）。これに対して体幹部の Piwi発現細胞は細長い細胞であり腹側神経索の背側

にへばりつくように存在している（図６. B、矢頭）。両者は形態的そして位置的にみても

別種の細胞だと考えられる。さらに、体幹部の Piwi発現細胞は再生中の切断面付近で増

殖活性を持つ傾向がある (図 8. C、結果 3-7 で別途記述)。この事実と piwiという分子の性

質から、これら体幹部の Piwi発現細胞が生殖系列の細胞もしくは幹細胞であると推測で

きる。

図 6. 体幹部の Piwi 発現細胞
A. 体幹部に存在するPiwi 発現細胞

ミミズの模式図中にPiwi 発現細胞（青色）を示した。頭部領域に存在する生殖細胞前駆体に加えて、体幹部の腹側にもPiwi

発現細胞（青色）が存在する。前後軸に沿った位置取りは比較的ランダムである。下の写真の矢印で体幹部 Piwi 発現細胞

を示した。

B. 体幹部 Piwi 発現細胞と生殖細胞前駆体の違い

生殖細胞前駆体と体幹部 Piwi 発現細胞の横断切片について in situ hybridizationを行った結果を示した。上側の写真に生

殖細胞前駆体（点線囲い内）を、下段に体幹部 Piwi 発現細胞（黒矢頭）を掲載した。生殖細胞前駆体は腹側神経索の両脇

に細胞塊を作って存在している。これに対して、体幹部 Piwi 発現細胞は腹側神経索上に１細胞で存在している。
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3-5. 頭部 7・8体節に存在する生殖細胞前駆体の再生

　ここで体幹部の Piwi発現細胞が再生にどう関与するのかを調べるため、頭部再生過程

を通して Ej-piwiの発現パターンを観察した（図 7）。ハサミ印と赤矢頭は切断部位を示し

ている（図 7）。頭部の再生組織を赤矢頭から左側に、元からあった組織を右側に示して

いる（図 7）。切断後０日目にすぐさま切断面の傷が閉じる。この時点ではまだ、体幹部

の Piwi発現細胞に発現変化は見られない（図７、０日目）。再生１日目、再生芽が形成さ

れる（図７、１日目）。この時点までに、再生芽に多数の細胞が供給されるがいまだ Piwi

発現細胞に発現変化は見られない。再生２日目、再生芽は前方に伸長しかなり大きくなる

（図７、２日目）。この時期になって、初めて切断面付近の元からあった組織に Piwi発現

細胞が出現するが、再生組織内に Piwi発現細胞が存在することはごく稀である（図７、

２日目）。再生３日目になると、２日目にみられるような Piwi発現細胞が元からあった組

織から消失し、再生組織内に Piwi発現細胞が見られるようになる（図 7、３日目）。これ

ら再生組織内の Piwi発現細胞は、再生４日目になると再生組織のより前方まで分布する

ようになる（図 7、４日目）。体節が形成され始めるのはこの時期である。そして、再生

が終了する５日目になると、Piwi発現細胞は頭部 7・8 体節でそれぞれ左右対称に１ペア

ーずつのクラスターとして限局するようになる（図 7、５日目）。この局在パターンから

も、これら頭部 7・8 体節の Piwi発現細胞が生殖細胞前駆体であると考えられる。以上に

示した発現パターンの推移から推測すると、体幹部で見られた Piwi発現細胞が増殖後に

再生組織に侵入したのち、新たに形成された頭部 7・8 体節まで移動したという可能性が

考えられる。しかしながら、序論でも述べたようにミミズの再生に脱分化が関与するとの

報告もあることから、本当に上記の可能性が正しいのか、それとも移動ではなく脱分化の

イベントの結果としてあたかも移動と捕らえがちな発現パターンが得られて来たのか？

この点に最大の注意を払うべきであると考えている 7。これを留意した上での、現在の私

の見解を先に述べると、これらの発現パターンはやはり Piwi発現細胞が移動した結果を

反映していると考えている。これを示唆する結果を次に示す。
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3-6. 生殖細胞前駆体は体幹部のＰiwi 発現細胞から再生する

　上述の発現パターンの信憑性を問うために、まず再生ステージごとに複数の個体が持つ

piwi発現細胞について分布図を作成した（図 8. A、左図）。分布図の作成にあたって、そ

れぞれのステージについて解析個体中からランダムに９個体を選び、Piwi発現細胞（青丸）

を模式図（背側から見たもの）にプロットした。また、左隣には全解析個体から割り出し

た平均値、つまり１個体あたりがこの領域に持つ Piwi発現細胞をグラフ化した（図 8. A、

右のグラフ）。まずは分布図の結果から、上述したのと同様のパターンが得られたことよ

り上述の発現パターンに個体間でのばらつきがほとんど無いことを視覚的に確認した（図

8. A、左図）。一方で、複数個体の解析（分布図とグラフ）から初めて得られた情報につ

いては以下に記述する。分布図とグラフに示す通り、再生１日目から２日目にかけて１体

節目の腹側神経索上（黄色）で Piwi発現細胞数が２倍強に増加する（図８. A、左図と右

のグラフ）。２日目で見られた Piwi発現細胞の分布が３日目になると再生組織方向に若干

シフトする（図８. A、左図）。この時、１体節目の前方にはまだ Piwi発現細胞が存在して

いるが、４日目になると、１体節目の Piwi発現細胞は見られなくなる（図 8. A、左、４

図 7. 頭部再生における Ej-piwi 遺伝子の発現変化
赤ハサミ印および赤矢頭で切断部位を、これより左側に頭部再生組織を示した。切断直後からの時間軸（青矢印）に沿っ

て、頭部再生中の Ej-piwi 遺伝子の発現変化を写真に示した。左列の写真は、Ej-piwi の発現が見やすいように明視野で撮

影したもの。ミミズの輪郭は点線でトレースしてある。ミミズの形状は右列の微分干渉で撮影した写真で見ていただきた

い。切断後 0 日目と 1 日目）腹側に体幹部 Piwi 発現細胞が見られる。切断後 2 日目）切断面付近に Piwi 発現細胞が出現

する。切断後 3 日目）Piwi 発現細胞が再生組織内に見られるようになる。2 日目に Piwi 発現細胞があった領域に Ej-piwi

の発現は見られない。切断後 4 日目）Piwi 発現細胞は 3 日目よりも再生組織前方で見られる。切断後 5 日目）頭部 7・8

体節に Piwi 発現細胞が限局する。
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8. A、左図）。一方で、複数個体の解析（分布図とグラフ）から初めて得られた情報につ

いては以下に記述する。分布図とグラフに示す通り、再生１日目から２日目にかけて１体

節目の腹側神経索上（黄色）で Piwi発現細胞数が２倍強に増加する（図８. A、左図と右

のグラフ）。２日目で見られた Piwi発現細胞の分布が３日目になると再生組織方向に若干

シフトする（図８. A、左図）。この時、１体節目の前方にはまだ Piwi発現細胞が存在して

いるが、４日目になると、１体節目の Piwi発現細胞は見られなくなる（図 8. A、左、４

日目）。そして、またまだ分布はまばらではあるが Piwi発現細胞が頭部 7・8 体節に集ま

る傾向が示された（図８. A、左、４日目）。ここで示された発現のじょじょなる推移は、

Piwi発現細胞が切断面付近の組織から再生芽に移動する可能性を示唆する。さらにグラフ

に示す通り、発現変化が再生芽に動く２日目から４日目の間、Piwi発現細胞数にはほとん

ど変化がみられない（図８. A、右、４日目）。ここで確率的な有意差の有無を検証するた

めに、1 と２日目、２と３日目、３と４日目、２と４日目の Piwi発現細胞数について危険

度 5%のスチューデント検定を行った（F検定によりこれら全ての集団が等分散であるこ

とは確認している）。この検定において、p値が 0.05 以上のとき２つの集団に有意差がな

いとみなされる。結果、1 と 2 日目については p値=0.000027 でグラフの見た目通り有意

差が認められた。一方、２と３日目（p=0.86）、３と４日目（p=0.68）、２と４日目（p=0.78）

に確率的な有意差が認められない。以上の結果から１日目から２日目にかけて細胞数が増

加して、２日目から４日目の発現が推移するあいだは Piwi発現細胞数が変化しないこと

が示された。これらの結果を統合すると、今回得られた piwiの発現変化から、「２日目；

１体節目で piwiの発現が ON→３日目；１体節目で piwi の発現が OFF→再生芽にあった

別の細胞で piwiの発現が ON になる→４日目；頭部７・８体節で新たに piwiが発現し始

める」ということを反映した結果であるとは考えづらく、もう一つの可能性「２日目；腹

側神経索で増えた Piwi発現細胞→３日目；再生芽内へ進入→４日目；頭部７・８体節ま

で移動して生殖細胞前駆体を作る」と考えることが合理的である。この結果から、体幹部

にある Piwi発現細胞が生殖細胞前駆体を作ることが強く示唆された。言い換えると、体

幹部にある Piwi発現細胞が生殖細胞の起源であると考えられる。



31

3-7.切断面に近い腹側神経索上のＰiwi 発現細胞が増殖をする

　これまで、１体節目と再生組織のみに着目して Piwi発現細胞数の変化を観てきた。こ

こでは、より後方の体節について詳しく調べるために、再生組織と１体節目から４体節目

に分けて、それぞれに含まれる Piwi発現細胞をグラフ化した（図８. B）。横軸にはカウン

トした領域（再生芽、１~４体節）を、縦軸にはその領域に含まれる Piwi発現細胞数を

示している（図８. B）。まず、１体節目での Piwi発現細胞数に着目する。再生１日目から

２日目の間に、Piwi細胞数が 2.11から 5.44と２倍強まで増加する（p=0.0043 有意差あり）。

そして２日目から３日目には 5.44 から 1.15 まで減少する（p=0.0000015 有意差あり）。こ

の１体節目での Piwi発現細胞の減少に伴って、逆に再生芽では 0.166（２日目）から 4.69

（３日目）と Piwi発現細胞数の増加が見られる。１体節目で 4.29 減少し、再生芽で減少

したのと同様数の 4.52 増加する。この結果から、図８. A の分布図で視覚的に見られたの

と同様に統計的にも、１体節目にある Piwi発現細胞が３日目に再生芽に移動するという

ことが示唆された（図 8. A、左図と B）。これに加えて、１体節目以外の体節では Piwi発

現細胞数にほとんど変化がないことが新たに分かってきた。１体節目で Piwi発現細胞数

の変動が起こる再生１日目と２日目の間、２体節目では Piwi発現細胞数の変化がみられ

ない。また各個体の２体節目から４体節目が持つ Piwi発現細胞もほぼ同数であり、さら

に各体節に含まれる Piwi発現細胞数を異なる再生ステージ間を比較しても数はほとんど

変動しない。これらの結果を以下にまとめる。

１、 切断面に最も近い体節の Piwi発現細胞が再生に応答して増加する。

図８. B で得た結果に加えて図８. C にも示すように、実際、再生 1.5 日目の切断面付近で

Piwi発現細胞は DNA 合成期のマーカーである PCNA 陽性になることから、切断面付近の

Piwi発現細胞が分裂に備えていることが確認された。

２、２日目から３日目の１体節目で減少する Piwi発現細胞数と３日目の再生芽に出現す

る Piwi発現細胞数がほぼ同数である。この結果は、１体節目で増加した Piwi発現細胞が

再生芽に進入することを強く示唆する。
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図 8. 生殖細胞前駆体は体幹部の Piwi 発現細胞から再生される
A. 分布変化中にPiwi 発現細胞数は変動しない

左図）再生の各ステージについて作成した Piwi 発現細胞である。それぞれ 9 個体分の Piwi 発現細胞を青丸として、ミミ

ズを背側からみた模式図にプロットしてある。模式図内の黄色帯は腹側神経索を示す。Piwi 発現細胞は 2 日目までに腹側

神経索周辺で数を増す。3 日目には赤ハサミ印で示した切断面を跨いで再生組織内にも分布するようになる。4 日目には

なると、頭部 7・8 体節に集まって分布する。右グラフ）解析したそれぞれのステージの個体について、上記の領域が含

む Piwi 発現細胞数をカウントしグラフ化した。縦軸は再生組織と１体節目に含まれる Piwi 発現細胞数を、横軸は切断後

の日数を示す。Piwi 発現細胞数はそれぞれ 1 日目（2.3±2.02 個）、2日目（5.58±2.73 個）、3 日目（5.4±3.39 個）、4 日目

（5.84±2.95個）、5日目（11±5.09個）。スチューデント検定の結果、1日目と 2日目；p=0.000026、2日目と 3日目；p=0.86、

3日目と 4日目；p=0.68であった。

B. 切断部位近傍のPiwi 発現細胞数が増殖し移動する

再生組織と切断面から４体節後方までに含まれる Piwi 発現細胞数をグラフで示した。横軸はグラフ上側の模式図として

示した。黄色が再生組織、赤ハサミ印と赤点線が切断面、ピンク色内の数字（1~4）は切断面から数えた体節数を示す。

この領域についてカウントした Piwi 発現細胞数を、再生ステージごとに合計４つのグラフとして下に示してある。各グ

ラフ内の縦軸は、１個体のその領域に含まれる Piwi 発現細胞数を示す。ステージ間の２体節目の比較結果についてのス

チューデント検定結果は以下の通り。１日目と２日目；p=0.11、2日目と 3日目；p=0.10。
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3-８. 体幹部の Piwi 発現細胞とは？

~Piwi 発現細胞はネオブラストとは別種の細胞である~

　ここまでの結果から、無性生殖個体の頭部７・８体節が持つ生殖細胞前駆体が体幹部の

Piwi発現細胞から出来てくることが強く示唆された。それでは、これらの Piwi発現細胞

が現在までに特定されているネオブラスト（幹細胞様細胞）なのだろうか、ということに

関して検証を行った。序論に記した通り、再生能力の強いミミズにはネオブラスト（幹細

胞様細胞）が存在することが知られている 16,25。ミミズの腹側の隔壁基部に細胞質に比べ

て核と小胞の大きな大型の細胞があり、これらの細胞で盛んに転写が起こる、再生中に盛

んに分裂をするなどのことから、これらが再生に関与する幹細胞（ネオブラスト）と呼ば

れるに至った 16,25。他に幹細胞様細胞つまり別種のネオブラストが存在するか否か現時点

で定かではないが、便宜上、本論文ではこれらの細胞のみをネオブラストと呼ぶことにす

る。これらネオブラストはヒメミミズ属でも Christensen, B により観察されており、同様

に腹側の隔壁基部に存在している 26。またヤマトヒメミミズにおいてもやはりネオブラス

トが隔壁基部に存在している 13,14。体が切断されるとこれらの細胞が BrdU を取り込むこ

とが知られており（北大、杉尾ら未発表）、次章 3-9 でも紹介するが、これら BrdU ラベル

されたネオブラスト由来の細胞が切断面に移動して再生芽を作ることも示された（図

10）。これらの観察結果からも、ネオブラストが再生に寄与することは明白である。ここ

で、私は体幹部の Piwi発現細胞（生殖細胞の起源）がネオブラスト自身なのかというこ

とについて検証を進めた。体幹部の Piwi発現細胞はネオブラストと同様にミミズの腹側

に存在している（図 6. A）。しかしながら、ネオブラストは頭部８体節以降の各体節に１

対ずつ規則正しく配置された細胞であるのに対して、私が見いだした体幹部の Piwi発現

細胞はランダムに分布する（図 9. A）。この事実から Piwi発現細胞とネオブラストが同一

細胞ではない可能性が浮上した。そこで、本当に Piwi発現細胞とネオブラストが別種の

細胞であるのかを様々な角度から検証した。まず図 9. B に Piwi発現細胞とネオブラスト

の位置関係を腹側から観察した結果を示す。

C. 切断面近傍のPiwi 発現細胞は増殖細胞マーカーを発現する

再生 1.5日目のミミズについて、Piwi 遺伝子の切片 in situ hybridizationと PCNA（DNA合成期のマーカー）の免疫組

織染色を行った結果。青い染色が Piwi mRNA、オレンジ色が PCNA タンパク質を示す。赤矢頭が切断部位を示す。黒矢

印の部分に、Piwi 発現細胞が存在する。この領域の拡大図を右下に示した。Piwi 発現細胞が PCNA 陽性であることから

も、これらの細胞が分裂に備えていることが分かる。
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腹側からの観察の場合、組織切片だと微妙な存在位置のズレから観察が、困難なため whole

mount で観察を行った。難点として、Whole mount レベルの観察では隔壁とネオブラスト

が見付けにくい。ここでネオブラストの位置を知る指標として腹側神経索の構造を用い

た。腹側神経索は明瞭な分節構造を持つ組織で、それぞれの体節に「小さなユニットと大

きなユニット」から成る１セットの神経節がある（図 9. B の模式図）。隔壁とネオブラス

トは、この各セットの神経節の狭間に必ず存在する（図 9. B）。よって腹側神経索のパタ

ーンを指標に Piwi発現細胞とネオブラストの位置関係を調べることができる（図 9. B の

図 9. Piwi 発現細胞とネオブラストは別種の細胞
A. 上側の模式図に、体幹部 Piwi 発現細胞とネオブラストを示した。ネオブラストは各体節の隔壁基部に規則正しく１対ずつ

存在する。Piwi 発現細胞は腹側神経索（黄色帯）上にランダムに存在する。図中点線の部位、A-1 と A-2 の横断切片を下の写

真に示した。A-1) 黒矢印が指すようにネオブラストが腹側神経索 (VNC, 黄色点線内) の両側に見える。ネオブラストは他の

細胞に比べて大型で特徴的な形態の細胞である。A-2) Piwi発現細胞（矢頭）は腹側神経索の背側に張り付いて存在している。

B. 模式図はミミズを腹側からみたもので、腹側神経索のパターンとネオブラストの位置関係を示している。腹側神経索（黄色）

の１体節につき小さいユニットと大きなユニットから成る（小・大）。白矢頭で示すように、ネオブラストの存在位置は小・大

のパターンを指標に知ることができる。下図写真に、腹側神経索のパターンを指標にネオブラストと Piwi 発現細胞示した。写

真のサンプルは腹側神経索を見易くするためメチルグリーン染色を施している。ネオブラストの位置は白矢頭で指した。Piwi

発現細胞（濃紺色）はネオブラストと異なる場所に存在している。

aaaa
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mount で観察を行った。難点として、Whole mount レベルの観察では隔壁とネオブラスト

が見付けにくい。ここでネオブラストの位置を知る指標として腹側神経索の構造を用い

た。腹側神経索は明瞭な分節構造を持つ組織で、それぞれの体節に「小さなユニットと大

きなユニット」から成る１セットの神経節がある（図 9. B の模式図）。隔壁とネオブラス

トは、この各セットの神経節の狭間に必ず存在する（図 9. B）。よって腹側神経索のパタ

ーンを指標に Piwi発現細胞とネオブラストの位置関係を調べることができる（図 9. B の

模式図）。再生していない個体を用いた結果を次に示す。写真にはネオブラストを欠いて

いる頭部体節を削除し、９体節目から尾部までを掲載、腹側神経索は観察しやすいように

メチルグリーンで核染色を施した（図 9. B 写真）。ネオブラストが存在する神経節の切れ

目を矢頭で示している。写真に示すように各体節において、Piwi発現細胞の存在位置はネ

オブラストが存在する場所とは明らかに前後軸方向に異なる（図 9. B 写真）。これより、

Piwi発現細胞とネオブラストが異なる細胞であることが示された。Piwi発現細胞は左右対

称性に存在するわけではなく、前後軸に対する存在位置においても比較的ランダムな分布

を示す（図 9. B 写真）。11 体節目に見られるようにネオブラストに近い領域に見られるこ

ともあるが、この場合においても Piwi発現細胞とネオブラストとは異なる細胞である。

また必ずネオブラストの近くに存在するという傾向も見出せない。ただし、頭部よりも尾

部近傍領域に Piwi発現細胞が多く見られる傾向があるようである（4-7で考察）。

　２つ目は、Piwi発現細胞とネオブラストの位置関係を別の角度からみることと、ネオブ

ラストに Ej-piwiが発現していないのか、これら２つを検証するために横断切片を作成し

て切片 in situ hybridization を行った（図 9. A）。組織切片での観察では、細胞の位置、そし

て、他に比べて大きな細胞であるという形態的な特徴をもってネオブラストを容易に特定

できる。図 9, A-1 の横断切片で腹側神経索の両脇に左右対称に存在している細胞がネオブ

ラストである。これらネオオブラストに Ej-piwiiの発現は見られない。一方、Piwi発現細

胞は腹側神経索の背側に張り付くように存在している細胞で、ネオオブラストの様に左右

対称に存在する細胞ではない（図 9, A-2）。また、横断切片で見た場合 Piwi発現細胞はネ

オブラストに比べて小型の細胞である（図 9, A-1 と A-2 の比較）。これらのことから Piwi

発現細胞はネオブラストとは形態的に別種の細胞であることが示された。

3-９. 再生中の生殖細胞と体細胞の挙動は異なる

　これまでの結果から体幹部の Piwi発現細胞が形態的にネオブラスト自身でないことは

明白である。ここで、さらにネオブラスト由来の細胞の挙動と Piwi発現細胞の挙動の違

いからも両者の違いを検証した（図 10）。技術的に特異的な細胞ラベルができない中で、

唯一ネオブラストだけは他の細胞と染め分けることが可能である。共同研究者である北海

道大学の杉尾むつ美らによって、ネオブラストを BrdU でパルスラベルする方法が確立さ

れた（未発表）。杉尾むつ美らはこの手法でラベルしたときに染色される細胞を詳細に調

べており、ミミズを切断後 12 時間から 24 時間までの間 BrdU ラベルした場合、ネオブラ

ストが優位に BrdU ラベルされることを確かめている（未発表）。この手法に従って BrdU
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いからも両者の違いを検証した（図 10）。技術的に特異的な細胞ラベルができない中で、

唯一ネオブラストだけは他の細胞と染め分けることが可能である。共同研究者である北海

道大学の杉尾むつ美らによって、ネオブラストを BrdU でパルスラベルする方法が確立さ

れた（未発表）。杉尾むつ美らはこの手法でラベルしたときに染色される細胞を詳細に調

べており、ミミズを切断後 12 時間から 24 時間までの間 BrdU ラベルした場合、ネオブラ

ストが優位に BrdU ラベルされることを確かめている（未発表）。この手法に従って BrdU

パルスラベルを行った結果、ネオブラストが BrdU でラベルされることを確認した（図

10）。一方 BrdU ラベルを終える再生 24 時間の時点で頭部再生芽が既に形成されているた

め、再生芽内にはおそらくネオブラスト由来であろう BrdU 陽性細胞で満たされている。

このままでは、既に再生芽に進入してしまっている BrdU シグナルが邪魔になり、ネオブ

ラスト由来の再生中の挙動を追跡できない。これに加えて切断時からネオブラスト由来の

細胞の挙動を調べるため、既にラベルの入った頭部再生芽を切除し、この時点をタイムゼ

ロとして新たに起こる頭部再生においてネオブラスト由来細胞の挙動を調べた（図 10）。

この時点で BrdU ラベルはネオブラストとネオブラスト由来と考えられる細胞のみに見ら

れる。図 10 の０日目の白矢印に示す通り、再切断直後は BrdU でラベルされたネオブラ

ストが腹側に見られるが、切断面付近には全く BrdU 陽性細胞が存在しない。ちなみに背

側にわずかながら見られる BrdU 陽性細胞はネオブラスト由来の細胞（スモールネオブラ

スト）と考えられている（北大、杉尾ら未発表）。切断から 0.5 日経つと、既に BrdU 陽性

細胞が切断面付近に多数出現して再生芽を形成していることが確認できる（図 10）。これ

より、ネオブラスト由来の細胞が切断から 0.5 日目という早い時期に再生芽に移動するこ

とが示された（図 10）。一方、Piwi発現細胞は切断から１日目までは全く変化せずに腹側

神経索上に留まっている（図 7）。２日目においても、Piwi発現細胞は元からあった組織

内で分裂こそするものの再生芽内に認められず、切断から３日経ってようやく再生芽内に

出現する。Piwi発現細胞は、ネオブラスト由来の細胞が再生芽に出現する時期より 2.5 日

間も遅れて再生芽に出現する（図 11 と図 7 の比較）。以上の結果から、挙動の違いから観

ても、Piwi発現細胞はネオブラストおよびネオブラスト由来の細胞とも別種の細胞である

と考えられる。
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図 10. Piwi 発現細胞とネオブラスト
は挙動が異なる

BrdUでネオブラストをパルスラベルし、再生中のネオ

ブラストの挙動を調べた。写真上側にラベル方法を示

した。頭部を人為切断して再生を誘導する。切断から 12

時間後にBrdU溶液に浸けて、12時間ラベルをする。

この時点で、ネオブラストがBrdUラベルされる。後

により後方で再切断し、新たに始まる再生中のネオブ

ラストの挙動を調べた。0日目）再切断直後のミミズで

は、ネオブラストがBrdUでラベルされている（赤く

染色）。この時点では、黒矢頭で示した切断面にBrdU

陽性細胞は見られない。0.5 日目）白矢印で示す通り

BrdU陽性細胞は切断面付近に出現する。アスタリスク

（＊）は剛毛の自家蛍光である。
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3-９. まとめ

　本研究の結果から、ヤマトヒメミミズの生殖細胞再生のモデルを提唱する（図 11）。ヤ

マトヒメミミズは無性生殖に加えて有性生殖を行う。いつでも有性生殖にスイッチできる

ように、無性生殖個体の頭部 7・8 体節に生殖細胞前駆体を持っていることが示された。

ヤマトヒメミミズは無性生殖時の自切によって、これら生殖細胞前駆体を日常的に失って

ゆくわけだが、切断後にすぐさま生殖細胞前駆体を再生できるように体全体に生殖系列の

幹細胞を分布させている（図 11、１日目）。生殖細胞前駆体を失ったのち、体細胞系の幹

細胞等の働きで再生芽（クリーム色）を作り上げる（図 11、１日目）。ある程度、再生組

織ができてくる時期になると、腹側神経索に控えていた生殖系列幹細胞（体幹部 Piwi発

現細胞）が切断面付近で増殖をする（図

11、２日目）。これらの細胞はある時期に

なると再生組織内に侵入し予定生殖巣領

域（頭部 7・8体節）まで移動して（図 11、

４日目）、生殖細胞前駆体を形成する。こ

のようにして再生された生殖細胞前駆体

は有性化誘導により、成熟し雄と雌の生

殖巣を形成する（図 11、有性化）。

　　　　　　　　　　　　　　　

図 11. 生殖細胞再生のモデル
自切もしくは物理的切断を受けた部位を赤矢頭で示

した。生殖細胞前駆体を失って２日経つと腹側神経

索上（黄色帯）のPiwi 発現細胞が増殖・移動して 7・

8 体節に生殖細胞前駆体を再生する。有性化が誘導

されると（ピンク矢印）、生殖細胞前駆体が成熟して

精巣（貯精嚢）と卵巣を作る。
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                                 ４、考察

4-1. 生殖細胞が再生する

　序論で記述したように、ヤマトヒメミミズは体全体に生殖細胞を形成する能力を有して

いる。これより、当初の問題提起においてミミズの生殖細胞形成と再生について２通りの

可能性があった。１つ目は、有性化以前の頭部体節に既に生殖細胞が備わっておりいつで

も有性化できる状態を整えているという可能性。２つ目は有性化されてから新規にどこか

らか頭部に生殖細胞が作り出されるという可能性。前者の場合、自切から体細胞組織の再

生が完了するまでに頭部の生殖細胞が再生される必要がある。「もともと存在していた物

が失われそれを再び作り上げることが再生である」という言葉の意味を念頭に置くと、後

者の場合は有性化誘導後にその都度新規に生殖細胞が産み出されれば良いということで、

再生という言葉は似つかわしくない。本研究により初めて、無性生殖をメインに増殖する

ミミズにおいて、有性生殖以前から頭部の生殖巣体節に生殖細胞前駆体が存在することが

示された（図 5）。ちなみに、これらと同じ形態の細胞はけして他の体節に見られること

はない（図 6）。まず解析の前提として他の動物と同様にヤマトヒメミミズ（性成熟個体）

においても Ej-piwi遺伝子が生殖細胞に発現することを図 4 で示したが、Ej-piwi遺伝子が

発現するならば生殖細胞であるという命題は成り立たない。その点を十分踏まえた上で、

結果（3-2, 3-3）に示したように、Ej-piwi遺伝子の発現、有性化過程での発現解析、そし

て他のミミズと比較したときの組織学的相同性などの証拠を元にして、頭部７・８体節に

生殖細胞前駆体が存在すると結論付けた。これにより初めて頭部体細胞組織が再生し終わ

るまでに生殖細胞前駆体が再生すると結論付けられた。再生される対象組織の存在と実態

を明確にした本論文は、同時にミミズの生殖細胞の再生現象が存在することを明確に示し

た最初の論文であると考えても差し支えない。

4-2. 生殖細胞の起源

　ここでは再生中に生殖細胞を産み出す細胞を「生殖細胞の起源」と呼ばせていただく。

本研究の一連の実験から、生殖細胞の起源が体幹部に存在する Piwi発現細胞であること

が強く示唆された。この結論を導くにあたって、本論文で前提としているのが腹側神経索

で増殖した Piwi発現細胞が新たに再生された頭部７・８体節まで移動するということで

ある。やや結果の反復にはなるが、本論文で得られた再生中の Ej-piwi遺伝子の発現パタ

ーン変化は、あたかも Piwi発現細胞の移動を反映するかの様な発現変化を示した。しか

しながら、これらはあくまでも遺伝子の発現変化を観ているにすぎず、Ej-piwi遺伝子が同

一の細胞に発現し続けている保証は無いという点に注意を払うべきである。また、ミミズ

の再生に脱分化が関与するという見方もあるため、突如 Ej-piwi遺伝子を発現し始める細

胞が出現する可能性も危惧するべきかもしれない。
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ーン変化は、あたかも Piwi発現細胞の移動を反映するかの様な発現変化を示した。しか

しながら、これらはあくまでも遺伝子の発現変化を観ているにすぎず、Ej-piwi遺伝子が同

一の細胞に発現し続けている保証は無いという点に注意を払うべきである。また、ミミズ

の再生に脱分化が関与するという見方もあるため、突如 Ej-piwi遺伝子を発現し始める細

胞が出現する可能性も危惧するべきかもしれない。

　現時点で、ヤマトヒメミミズにおいて細胞ラベル、RNAi そして遺伝子強制発現などの

技術は未開発であり、直接的な証明ができない状態にある。これらを除いた上で考えられ

る解析手段として、頭部８体節内に体幹部 Piwi発現細胞が全く存在しないならば、８体

節より後方を切除することで生殖細胞の起源の無い個体を作成することができる。そして

再度これらの個体の頭部を切除して生殖細胞前駆体が再生するか否かを検証する術があ

る。しかしながら、実際は頭部体節（頭部 6~8 体節）にも生殖細胞とは異なる体幹部と

同様の Piwi発現細胞が存在するため、上記の解析手法では体幹部 Piwi発現細胞が生殖細

胞の起源であることを証明するのは困難である。また、Piwi発現細胞が再生芽内に侵入し

ていない再生２日目に、Piwi発現細胞を含む元からあった組織を切除して再生芽を観察し

ようと試みた。しかしながら、切り取られた再生芽は切断面を閉じることができず速やか

に死に至る。さらに、再生２日目に Piwi発現細胞が存在する最も近い元からあった組織

に UV を照射して、再生芽に侵入前の Piwi発現細胞を殺そうと試みたが、麻酔を効かせ

たミミズでもいざ UV を照射すると動いてしまうため、このように繊細な UV 照射が不可

能である。このような状況であるため、本実験の観察結果を踏まえて体幹部の Piwi発現

細胞が生殖細胞の起源であると結論する正当性について議論をする必要がある。

１、 細胞増殖のパターンより

　マウスにおいて始原生殖細胞は形成されてから分裂をしてその数を増し、胚体内へ侵入

するために移動する際に分裂を休止する 45。その後、生殖巣に入った始原生殖細胞は再び

分裂をする 45。同様のことが、ショウジョウバエでも観察されている 46。卵の後端で形成

された極細胞はその場で分裂をするが、生殖巣へと移動する過程では細胞数が増さない

46。マウスの場合と同様に、生殖巣の中に入った極細胞は分裂を行う 46。このようにこれ

らの現象は進化的に大きく離れた動物において共通する。本研究結果から、再生１日目か

ら２日目にかけて、Piwi発現細胞数は約２倍に増加し、この時に１回分裂が起こったと考

えられる（図 8. A）。この後、発現が再生芽に移る際には Piwi発現細胞数が一定になる（図

8. A）。そして、頭部７・８体節（生殖巣体節）に落ち着いた再生５日目に再び Piwi発現

細胞数は倍になる（図 8. A）。この観察結果は、上記の動物に見られる生殖細胞の特徴に

酷似している。
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細胞数は倍になる（図 8. A）。この観察結果は、上記の動物に見られる生殖細胞の特徴に

酷似している。

２、 細胞組織再生の進行状況より

　ここでは体細胞組織再生の進行と比較しながら、Piwi発現細胞を生殖細胞ではないと仮

定してどう解釈できるかを考えてみる。切断を受けたミミズは速やかに傷を閉じ、切断後

約６時間後からネオブラストの増殖が開始する（図 10）。切断から１日経つと既に形態的

に未分化な細胞が多数切断面に集結して再生芽を作り上げる 14。これらの細胞はこれ以降

も再生芽内で分裂を繰り返す。再生２日目になると背側に脳が形成される。腹側神経索の

神経繊維は再生芽が伸張するのと同時に再生芽に侵入するのでこの時期には既に神経も再

生芽に通っている 47。消化管（口、食道、咽頭）、血管も既に形成されている 14。このよ

うに、体細胞組織の主要な再生イベントは再生２日目にしてほぼ終了している 14,47。私が

観察した Piwi発現細胞はまだ再生芽に侵入するどころか、この時期になって初めて切断

面付近で増殖をする（図 11）。体細胞組織の再生に寄与する細胞の増殖時期に比べると Piwi

発現細胞の増殖時期は非常に遅いといえる（図７）。再生３日目では、２日目にほぼ完成

した組織たちがより大きくなり組織ごとに明瞭に区別できる 14。この時期には体細胞組織

の分化が進んでいると考えられる。この時期に初めて Piwi発現細胞は再生芽内に見られ

るようになる。クラゲから昆虫とほ乳類に至まで piwi遺伝子は例外なく幹細胞か分化程

度の低い細胞に発現する 39,40,41,48。体細胞組織のミニチュアが出来上がった時期に、再生芽

内に出現する未分化細胞が、わざわざ分化の進んだ組織に侵入してその構成要因になると

は考え辛い。それでは Piwi発現細胞が寄与できる他の体細胞組織とは何か考えたときに、

候補となる組織が見当たらない。以上の考察は、再生２日目から４日目までの一連の発現

変化を通して見た場合の希望的観測ではなく、各ステージの発現パターンを全く独立に見

た場合においても、それぞれのステージにおいて上記の考察に至る。これらのことと再生

５日目の最終の発現パターンを踏まえて解釈をすると、２・３・４日目の再生芽に見られ

る Piwi発現細胞が移動中の生殖系列の細胞であると考えるのが妥当である。

３、 BrdUラベル実験より

　ここでは共同研究者の忽那純子さんの行った実験結果を紹介し、私の研究結果との整合

性を問うことにする（参考図）。本実験とは独立の実験結果であり、かつ論文として未発

表のため許しを得てこの章で図を掲載し本研究結果との比較を行うことにする。この実験

の意図は、再生中のいつ生殖細胞を産み出す細胞が作り出されるのかを知るところにあ

る。そこで切断直後から１日目まで、１日目から２日目までという様にそれぞれ各１日間

の BrdU パルスラベルを再生６日目まで行う（参考図、上図）。再生中のどの時期に BrdU

ラベルすると、再生後（６日目）の生殖細胞前駆体にラベルが入るのかということを観察

している。結果、切断直後から１日目まで BrdU ラベルをした個体では、再生完了後の生
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表のため許しを得てこの章で図を掲載し本研究結果との比較を行うことにする。この実験

の意図は、再生中のいつ生殖細胞を産み出す細胞が作り出されるのかを知るところにあ

る。そこで切断直後から１日目まで、１日目から２日目までという様にそれぞれ各１日間

の BrdU パルスラベルを再生６日目まで行う（参考図、上図）。再生中のどの時期に BrdU

ラベルすると、再生後（６日目）の生殖細胞前駆体にラベルが入るのかということを観察

している。結果、切断直後から１日目まで BrdU ラベルをした個体では、再生完了後の生

殖細胞前駆体に BrdU 陽性細胞が観察されない（参考図、①）。これに対して、１~２日

目および２~３日目の間ラベルした個体では、再生を完了した生殖細胞前駆体に BrdU 陽

性細胞が見いだされるようになる（参考図、②③）。しかしながら、３~４日目と４~５

日目にラベルしても再生された生殖細胞前駆体にラベルが検出されなくなる（参考図、④

⑤）。これらの結果から、生殖細胞前駆体を作る細胞群は７・８体節に生殖細胞前駆体が

出現する時期にその場で産み出されるのではなく、また、ネオブラストが盛んに分裂をす

る再生初期に産み出された細胞が生殖細胞前駆体を作り上げるわけでもない。再生１日目

から３日目の間に既に産み出されているということを示す（参考図、②③）。本研究から

もこれと同様に、生殖細胞前駆体を作る Piwi発現細胞が、再生のごく初期でも生殖細胞

前駆体が出現する再生終了の時期でもなく、再生の中頃（２日目）に産み出されることが

強く示唆された（図 7、図 11）。上述の BrdU パルスーチェイス実験の結果とは、多少の

時間のズレがあるもののほぼ同様の結果が得られている。また BrdU の実験から５~６日

目にラベルした個体では再び生殖細胞前駆体にラベルが入るようになるという結果が出て

いる（参考図、⑥）。若干の時間のズレがあるものの上述のパターンは前述した Piwi発現

細胞の「再生１~２日目に増殖→再生３~４日目に増殖停止→再生５日目に増殖」という

増殖パターンに酷似している。この実験結果では、再生 6日目に生殖細胞前駆体が現れる。

これを考えると、温度条件や BrdU などの影響で再生にかかる時間が１日間ほど長くなっ

ている可能性が考えられる。この可能性を考慮すると、上述の実験結果は、我々が観察し

た Piwi発現細胞が示す結果とつじつまの合う結果である。

　以上のことからも、体幹部の Piwi発現細胞が生殖細胞を産み出すと考えることが最も

合理的かつ正当であると考えられる。
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4-3. 過去の知見との比較

　序論でも述べたように、古い文献で数種類の多毛類（ゴカイを含むグループ）と貧毛類

（ミミズ）において、再生中に生殖細胞がどこから生まれてくるのかという記載がなされ

ている 15,16,17,18,19,20,21,22。本論文の結論は、過去の知見のどれにも当てはまらない。多毛類に

ついては、腹側に存在する血管、原側筋肉付近に存在するネオブラスト、腹側の表皮とこ

の３つの組織が、生殖細胞を産み出す細胞の候補として挙げられている 15,16,17,18,19,20,21。こ

れの違いが種類の違いに機縁するのか否かを判断するすべは無いが、少なくとも同種のウ

ズマキゴカイにおいてでさえ血管とネオブラストのどちらから生殖細胞ができて来るか特

定しきれていないというのが事実である。ここに挙げられた３つの組織は非常に近接した

組織であり、このため上記の見解の相違が各研究者の観察の振れを反映している可能性も

あると考えている。表皮のすぐ内側のレイヤーに筋肉が張り巡らされておりネオブラスト

がこの周辺にある。また血管や神経もそのすぐ内側に隣接して存在する組織である。これ

らの結果の共通性をおおまかに捉えるならば、どの観察結果も生殖細胞は体の腹側にある

組織から出来てくるということで意見の一致が得られていると言えよう。本研究から得ら

れた結果も、腹側の組織から生殖細胞が生まれるとした点では上記の結果と類似してい

参考図）いつ生殖細胞前駆体を作る細胞が生まれるのか（BrdU パルスラベル実験

より）

切断後それぞれ赤色バーで示した期間 BrdU ラベルを行った。写真は、ラベルから 6 日目まで飼育して生殖細胞前駆体に

ラベルを入ったかを観察した結果を示した。下図の写真に頭部 7・8 体節を拡大した領域を掲載しており、白矢頭で生殖

細胞前駆体を示している。BrdU ラベルされた細胞は赤く染色される（白矢印）。①切断直後から 1 日目までのラベルで

は、再生後の生殖細胞前駆体にラベルが入らない。②③切断から１日目から３日目までラベルしたものに関して生殖細胞

前駆体にラベルが見られた。④⑤ ３日目から 5 日目までのラベルでは、再びラベルが入らなくなる。⑥ ５日目から 6 日

目までラベルをすると生殖細胞前駆体がラベルされる。

参考図）いつ生殖細胞前駆体を作る細胞が生まれるのか（BrdU パルスラベル実験

より）

切断後それぞれ赤色バーで示した期間 BrdU ラベルを行った。写真は、ラベルから 6 日目まで飼育して生殖細胞前駆体に

ラベルを入ったかを観察した結果を示した。下図の写真に頭部 7・8 体節を拡大した領域を掲載しており、白矢頭で生殖

細胞前駆体を示している。BrdU ラベルされた細胞は赤く染色される（白矢印）。①切断直後から 1 日目までのラベルで

は、再生後の生殖細胞前駆体にラベルが入らない。②③切断から１日目から３日目までラベルしたものに関して生殖細胞

前駆体にラベルが見られた。④⑤ ３日目から 5 日目までのラベルでは、再びラベルが入らなくなる。⑥ ５日目から 6 日

目までラベルをすると生殖細胞前駆体がラベルされる。
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組織であり、このため上記の見解の相違が各研究者の観察の振れを反映している可能性も

あると考えている。表皮のすぐ内側のレイヤーに筋肉が張り巡らされておりネオブラスト

がこの周辺にある。また血管や神経もそのすぐ内側に隣接して存在する組織である。これ

らの結果の共通性をおおまかに捉えるならば、どの観察結果も生殖細胞は体の腹側にある

組織から出来てくるということで意見の一致が得られていると言えよう。本研究から得ら

れた結果も、腹側の組織から生殖細胞が生まれるとした点では上記の結果と類似してい

る。ゴカイの生殖細胞が、実はヤマトヒメミミズと同様に腹側神経索上の細胞から出来て

くるという可能性も十分にあると考えている。次に、より近縁にあたるミミズの知見と比

較をする。イトミミズ（Tubifex）では腹膜周辺から、Lumbricillusと Perionyxでは隔膜周

辺から、それぞれ生殖細胞が再生してくるというように意見が分かれている 22,23,24。

Lumbricillusはヤマトヒメミミズに近縁な種であり隔壁の基部にネオブラストを持ってい

る 50。ヤマトヒメミミズにおいて隔壁は謎に満ちた領域である。隔壁基部にはネオブラス

トが存在し、隔壁の背側にかけてネオブラストより小型だが比較的核の大きな細胞が存在

することが多い（北大、杉尾ら、未発表）。これらの細胞が移動中のネオブラスト由来細

胞であると考えられている（北大、杉尾らが BrdU パルスチェイス実験で検証、未発表）。

再生中のミミズでは、隔膜および腹膜周辺はこのような細胞で混沌としており分子マーカ

ーおよび細胞特異的ラベルなしに観察することが困難に思われる。図 9. B に示すように、

Piwi発現細胞は腹側神経索上にランダムに存在し、つまり 11 体節目に見られるように隔

壁周辺部に位置するものもあれば、そうでないものもある。これら Piwi発現細胞を隔壁

周辺の生殖細胞発信源として観察した可能性は否定できない。またヤマトヒメミミズの

Piwi発現細胞の移動ルートは定かではないが、分布を観ると背腹左右方向に比較的ランダ

ムなルートを通って移動するように思われる（図 8. A）。腹膜周辺を移動中の Piwi発現細

胞と捉えて生殖細胞の起源とした可能性も考えられる。この一方で、もちろん種類の違い

が反映する可能性は無論否定できない。興味深い点として、イトミミズにネオブラストが

認められないのに対し、Lumbricillusとヤマトヒメミミズは隔膜の腹側周辺にネオブラス

トを持つという根本的な違いがある 14,50。イトミミズは自切をできない種類である。この

ようなミミズとヤマトヒメミミズで生殖細胞の再生にどのような違いがあるのかという点

については興味深い問題である。ヤマトヒメミミズでも証明に至っていないこともあり、

種の違いよる差異と観察結果の是非を問うのはまだ先になるが、これらの種で piwi遺伝

子の発現を観察することで異論の残るこの問題を解決できるかもしれない。
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4-4.他の動物における piwi遺伝子発現との比較

　今回、腹側神経索上および生殖細胞前駆体で piwi遺伝子の発現が見られた。piwi遺伝子

は解析されている全ての動物において、生殖系列の細胞もしくは幹細胞に発現し幹細胞の

維持や適切な分裂に関与することが示されている 29,30。この時の発現の特徴を以下に記述

する。ショウジョウバエの生殖幹細胞での piwi遺伝子発現は、幹細胞から産み出された

細胞でも発現するが、分化が進むにつれて発現が弱くなってゆく 29,30。また、マウスの piwi

遺伝子ホモログである miliと miwiも、分化程度の低い精原細胞で強い発現を見せるが、

精子へと分化するに従って発現が消失してゆく 35,37,38。ここでは、ミミズと他の動物の piwi

遺伝子発現を比較し類似点と相違点について議論したい。環形動物において piwi相同遺

伝子を初めて単離し、さらにヤマトヒメミミズにおいて piwi相同遺伝子は成熟した生殖

細胞に強い発現を見せることから、環形動物においても piwi相同遺伝子が生殖細胞に発

現することが明らかになった（図 4、5）。雌の生殖細胞において、piwi遺伝子は未熟な卵

細胞に発現するものの成熟した卵にはほとんど発現が検出されなくなる（図 4、B）。雄の

生殖細胞においても精原細胞およびより分化の進んだ生殖細胞にも、piwi遺伝子は発現を

続けるが精子では発現が消失する。これより、他の動物にみられるのと同様、環形動物に

おいても piwi相同遺伝子が未分化状態の維持に関与すると推測できる。

　次に、他の動物の piwi遺伝子発現との相違点について議論する。piwi遺伝子の機能が最

も詳細に解析されているショウジョウバエの生殖幹細胞において、piwiが生殖幹細胞を未

分化状態に保つのに必須であることが示されている 29,30。また、この時に piwiは生殖幹細

胞自身と生殖幹細胞が接する微小環境（ニッチ）に発現し、双方の相互作用により幹細胞

を維持するという機能を持つ 30,49。これより、ヤマトヒメミミズの Ej-piwi遺伝子が幹細胞

自身に発現しているのか、はたまたニッチに発現しているのかという点を議論しておく必

要がある。

　まず始めに腹側神経索上の Piwi発現細胞がネオブラストのニッチに成り得るのかとい

う点から論じたい。結果に示した通り、体幹部の Piwi発現細胞は比較的ランダムに存在

している（図 9. A）。　言い換えると図 9, A で見られるように Piwi発現細胞がネオブラス

ト近傍に存在することもあるが、存在しないこともある（図 9. B）。この様な状況がある

ものの、ネオブラストはどの体節においても常に存在している。さらに、横断切片で Piwi

発現細胞とネオブラストの位置関係を観ると、前後軸に沿って両者が似通った位置にいる

場合においても、背側に背腹軸に沿っては双方離れた位置に存在している（図 9. A）。こ

れらの状況証拠から、Piwi発現細胞がネオブラストを維持するためのニッチとなる可能性

は考えにくい。それでは次に腹側神経索上の Piwi発現細胞が未知の幹細胞のニッチに成

り得るかという点を考える。 腹側神経索上の Piwi発現細胞は単一の細胞で分布している

ため、私が発見した Piwi発現細胞の近傍に piwiを発現している幹細胞が存在する可能性

はないと考えられる。それでは piwi遺伝子を発現しない幹細胞が Piwi発現細胞と接して

存在する可能性はあるかと問われれば、答えはノーである。Piwi発現細胞が存在する腹側

神経索上は細胞に乏しい組織である。また、背側は体腔であり浮遊細胞は有るものの腸や
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は考えにくい。それでは次に腹側神経索上の Piwi発現細胞が未知の幹細胞のニッチに成

り得るかという点を考える。 腹側神経索上の Piwi発現細胞は単一の細胞で分布している

ため、私が発見した Piwi発現細胞の近傍に piwiを発現している幹細胞が存在する可能性

はないと考えられる。それでは piwi遺伝子を発現しない幹細胞が Piwi発現細胞と接して

存在する可能性はあるかと問われれば、答えはノーである。Piwi発現細胞が存在する腹側

神経索上は細胞に乏しい組織である。また、背側は体腔であり浮遊細胞は有るものの腸や

血管とは隔たりがある。Piwi発現細胞をニッチと仮定したときに、その近傍に接して存在

する幹細胞の候補が見出せない。また、腹側神経索上の Piwi発現細胞はそれ自身増殖活

性を持ち、実際に再生２日目の切断面付近で Piwi発現細胞数が増す（図 8. C）。もしも腹

側神経索上の Piwi発現細胞をニッチと仮定するならば、Ej-piwiを発現してない幹細胞が

これら Piwi発現細胞を産み出すことを意味する。他の動物において、piwi遺伝子は幹細胞

自体にも発現して、この幹細胞から産み出された細胞は分化が進むにつれて徐々に発現が

薄れて行くことはあっても、元々piwiを発現していない細胞が Piwi発現細胞を産み出すと

いう報告はない 29,30,35。以上より、腹側神経索上の Piwi発現細胞は幹細胞自身であると考

えられる。ヤマトヒメミミズの Ej-piwiは、ショウジョウバエに見られるような細胞間相

互作用を介した幹細胞維持に効いていない可能性がある。piwi遺伝子の発現と機能を考え

るとき、常にニッチと幹細胞の議論に辿り着く傾向があるが、実際はプラナリア、マウス

の miwi、ゼブラフィッシュそしてクラゲなどでは piwi遺伝子がニッチに発現するという

報告がないのが現状である 39,40,41。ヤマトヒメミミズの Ej-piwi遺伝子は、上記の piwiファ

ミリー遺伝子と同様に、幹細胞自身内で幹細胞の維持や分裂し関与しているのかもしれな

い。

　次に議論するべき点は、クラゲとプラナリアとの相違点である。クラゲにおいて piwi

遺伝子は生殖細胞以外に幹細胞が存在する領域にも発現が見られる 41。また、プラナリア

においてもネオブラストで発現することが調べられている 39,40。生殖細胞に piwi遺伝子が

発現するということに関しては、これらの動物とヤマトヒメミミズで共通している。一方、

ヤマトヒメミミズのネオブラストに piwi遺伝子が発現しないという点で、これらの動物

とは発現が異なる。これらの動物とヤマトヒメミミズにはどのような違いがあるのだろう

か。この点に関しては生殖細胞の進化という点を絡めて次項で記述する。
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4-5. 無性生殖から有性生殖の進化について

　本研究により、ヤマトヒメミミズでは体細胞系の幹細胞と生殖系の幹細胞が別々に存在

する可能性が強く示唆された。この一方、プラナリアのネオブラストは生殖細胞と体細胞

の両方を作ることができるとされている 27。また Ej-piwi遺伝子が生殖系の幹細胞のみに

発現する一方、プラナリアにおいて piwi相同遺伝子は生殖細胞のみならずネオブラスト

にも発現がみられるというように、ヤマトヒメミミズとプラナリアには観察結果に違いが

認められる 39,40。このような発現の違い及び生殖細胞と幹細胞のあり方の違いはなぜ生み

出されたのだろうか。両者の決定的な違いが生殖細胞の形成時期に隠されていると考えら

れる。多くの動物では生殖細胞が初期発生中に体細胞から分離するが、プラナリアにおい

て生殖細胞は発生終了後にネオブラストから産み出される 27,28。一方、環形動物では一般

的に生殖細胞は発生中に形成されることが知られている 51,52。しかしながらヤマトヒメミ

ミズは日常的に自切再生を繰り返す種類であり、この過程で日常的に頭部の生殖巣体節を

失うわけである。このような状況の中、せっかく作った生殖細胞を頭部の特定の位置のみ

に配置するというのは合理性に欠けると思われる。この場合、一度作った生殖細胞を自切

の度に失い、ネオブラストなどからわざわざ再度作り直すことを意味している。そこで何

時どの位置で自切しても良いように、生殖系の幹細胞（Piwi発現細胞）をネオブラストと

は独立に体中に配置していると考えられる。あくまで推測だが、このような幹細胞の使い

分けが進化する中、piwi遺伝子の発現が生殖細胞で優先的に見られるようになったのかも

しれない。例えば高度に進化したなマウスでは piwi相同遺伝子は生殖細胞特異的な遺伝

子ととらえられている 35,37。

　現時点で議論は続くため一概には言えないがプラナリアがおよそ１種類の幹細胞を持つ

（サブポピュレーションの有無は議論されている）のに対して、より分化の進んだ高等動

物では生殖細胞に加えて様々な種類の幹細胞を体内にリザーブしている。ミミズが何種類

の幹細胞を持つのかは未だ謎であるが、少なくとも生殖系列と体細胞系列の幹細胞を分け

持っていることが分かってきた。本研究で初めて、生殖細胞と体細胞の分離が初期発生中

に起こり、かつ生殖細胞を再生できる動物においてその再生が観察された。このような動

物の研究は、幹細胞システムをフル活用した無性生殖から有性生殖メインの増殖へと動物

が進化してゆく過程を知る上でも重要な知見を与えるかもしれない。

　そもそも、幹細胞（無性生殖に使われる幹細胞）と生殖細胞は全能性を持って体を作り

上げるという意味で類似した細胞である。裏を返せば、両者ともある一定の時間、分化を

抑制しておかなければならず、分化をする際にも未分化状態の細胞が枯渇しないように自

己複製をする細胞であるという点でも類似性がある。また、形態的にも類似点がみとめら

れる。生殖細胞には分化した体細胞には決して見られないナージと呼ばれる電子密度の高

い構造が見られる 53。一方、幹細胞にはクロマトイド小体というナージと類似した構造が

存在している 54,55,56。下等真核生物から高等真核生物へと進化するにつれ有性生殖のみで

増殖するようになることを考えると、これらの幹細胞は動物の進化過程のある時に有性生

殖を遂行するための生殖細胞へと姿を変えたのではないかと推測される。ミミズはこの問
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己複製をする細胞であるという点でも類似性がある。また、形態的にも類似点がみとめら

れる。生殖細胞には分化した体細胞には決して見られないナージと呼ばれる電子密度の高

い構造が見られる 53。一方、幹細胞にはクロマトイド小体というナージと類似した構造が

存在している 54,55,56。下等真核生物から高等真核生物へと進化するにつれ有性生殖のみで

増殖するようになることを考えると、これらの幹細胞は動物の進化過程のある時に有性生

殖を遂行するための生殖細胞へと姿を変えたのではないかと推測される。ミミズはこの問

題にアプローチするためにも適した実験動物であると考えられる。まずはヤマトヒメミミ

ズを拠点として、本研究で発見した Piwi発現細胞とネオブラストが初期発生中にどのよ

うに形成されてくるのかということを詳細に調べること、そして、有性生殖のみで増殖す

るミミズと無性生殖のみしか確認できないミミズと何が異なるのかという点を研究してゆ

くことが有用であると考える。今後、本研究結果についても確かめなければいけないこと

が多いのが現状であるが、本論文の結果を起点として上記の発展性を提唱しつつ、再度ミ

ミズが有用な実験動物であることを強調しておく。

4-6. 再生中の生殖細胞の挙動について

~他の動物の PGCsは発生の初期に形成されるが胚帯内に侵入せずに留まる~

　本研究で生殖細胞がどこから再生するのかが分かってきた。これと同時に、再生中の生

殖細胞がどのような挙動をするのかについても見えてきた。体細胞組織の再生に寄与する

と考えられているネオブラストは、切断から１日目には既に分裂をして切断面に移動して

いる（図 10）。これに対して Piwi発現細胞は再生後１日目までは元からあった組織に静か

に留まっている（図 7、図 11）。切断から１~２日目に切断面付近で増殖をするが、再生

芽内には侵入せずに元からあった組織に留まる（図 7、図 11）。これらの細胞たちは再生

の比較的後期になって初めて再生芽内に侵入してゆく（図 7、図 11）。多くの動物の初期

発生でもこれに類似した生殖細胞の挙動が観察される。有性生殖で増殖する動物は発生の

早い時期に体細胞と生殖細胞の分離が起こる 57。例えばショウジョウバエでは、まだパタ

ーン形成も起きていない時期に卵後端の胚体外に生殖系列の細胞が形成される。また、マ

ウスにおいても発生初期の胚体外組織に始原生殖細胞(PGCs)が形成される 58。それ以外に

もニワトリや魚においても、PGCs は胚体とは隔離された胚体外組織で作られる 57。そし

て、これら全ての動物において生殖系列の細胞は、ある時期まで胚体内に侵入せずに胚体

外に留まる 57。なぜ全ての動物に共通して生殖細胞はわざわざ胚体外で形成されるのか、

なぜある時期まで胚体内に侵入してゆかないのか、動物はその発生においてなぜこのよう

なことをする必要性があったのか、という点については考えても謎が深まるばかりであ

る。ここで一つの可能性を示す。発生中の胚は形態形成が非常に盛んで、つまり様々なシ

グナルが飛び交っている状態であると考えられる。次世代を担う大切な生殖細胞はこれら

のシグナルの影響を受けることを極力避けるために生殖細胞は胚体外で形成され、安全な

領域つまり生殖巣が形成されるまでその場に留まるのかもしれない。生殖巣ができると生

殖巣に辿り着くまでしばしの我慢だと足早に目的地まで移動するのかもしれない。この様



49

なことをする必要性があったのか、という点については考えても謎が深まるばかりであ

る。ここで一つの可能性を示す。発生中の胚は形態形成が非常に盛んで、つまり様々なシ

グナルが飛び交っている状態であると考えられる。次世代を担う大切な生殖細胞はこれら

のシグナルの影響を受けることを極力避けるために生殖細胞は胚体外で形成され、安全な

領域つまり生殖巣が形成されるまでその場に留まるのかもしれない。生殖巣ができると生

殖巣に辿り着くまでしばしの我慢だと足早に目的地まで移動するのかもしれない。この様

な推測のもと再生中の生殖系列の細胞の挙動を見てみるとつじつまが合う。再生中のヤマ

トヒメミミズには、言うまでもなく胚体外組織などは存在しない。状況証拠にはすぎない

が、このような環境においても生殖細胞がある時期までは元からあった組織に留まり再生

芽内に侵入しないということは興味深い。言うまでもなく再生組織内は、再生中の個体に

おいて形態形成が盛んに起こっている組織である。一方、既に形態形成の済んでいる元か

らあった組織は、これらの個体の中では比較的安全な場所と考えられる。これらの細胞た

ちは、再生芽の形態形成がほぼ終了する時期、かつ再生組織に分節構造が出現し始める時

期に頭部７・８体節に向けて再生芽に侵入してゆく（図 7、図 11）。

4-7. 成長帯から新たに形成された体に Piwi発現細胞はないのか？

　自切再生を終えたヤマトヒメミミズは尾部にある成長帯から体を成長させて元の長さに

戻る。それでは、新たに形成された体幹部の Piwi発現細胞はどこから出現するのだろう

か？この点に関してはこれまでに観察が進んでおらず、今後の研究課題である。しかしな

がら、ここでは予想と現在得ている状況証拠を元に考察を進めたい。結論を先に言うと、

全身に散らばっている Piwi発現細胞（生殖細胞の起源）が、尾部成長帯から新たにでき

た組織に細胞を供給すると考えるのが自然である。前述の議論に従って考えるならば、せ

っかく作りリザーブしてある生殖系の幹細胞を差し置いて、他の細胞群が Piwi発現細胞

を作り新たに形成された体にこれらを分配すると考えるのは少々まわりくどく感じる。

Piwi発現細胞はそれ自体分裂能力を持つ細胞である故、体幹部に存在する Piwi発現細胞

が分裂して新たにできた体幹部に Piwi発現細胞を分配配置する方が合理的だと考えられ

る（図９. C）。図９. A に示すように体幹部全体に Piwi発現細胞が広がっているが、新た

に体が形成される尾部領域には比較的多くの Piwi発現細胞が存在していることが多い（図

９.B）。これは、成長帯から作り続けられる体に Piwi発現細胞を分配するための備えかも

しれない。最後に、尾部においては再生中も成長中も頭部で見られるように腹側神経索か

ら遊離して移動するという発現変化は見られない。尾部にある Piwi発現細胞が腹側神経

索をレールにして１つ２つと少数ずつ移動してゆくのかもしれない。
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索をレールにして１つ２つと少数ずつ移動してゆくのかもしれない。

　

4-8. 解析技術の必要性と現状

　本研究から初めて、生殖細胞の再生現象が分かってきた。また、生殖細胞を産み出す細

胞を発見すると同時に、裏を返せば特異的な発現を見せる遺伝子が見つかったわけであ

る。ヤマトヒメミミズでは、現在のところ、本論文に記述した結論を証明する手段が無い。

分子レベルで機能解析法を確立することが急務である。また、最終章で示すように本研究

で再生機構の理解を目指して多量の遺伝子を得たことで、分子レベルの解析に向けて周り

の環境が整い出した。現在の段階で最も早急に確立する必要があるのは RNAi である。現

在までに私が用いた手法では遺伝子注入が困難である。ミミズの体腔を満たす体液は粘性

が高く、ガラスキャピラリーが非常に詰まり易い。ガラスキャピラリーの先端をできる限

り斜めに磨ぎ、鋭く針穴を大きくしたキャピラリーを用いてなんとか溶液を注入すること

ができた。しかし多くの場合において注入部位から自切をして注入した液体を出してしま

うことが多い。よりミミズに負担の少ない針を用いて、ミミズにとって低刺激な液体とと

もに siRNA を注入することが必要である。刺激を少なくするために、線虫の RNAi で用

いられる方法と同様にして dsRNA を食べさせてみた。dsRNA の取り込みを検証できるよ

うに蛍光色素で標識したネガティブコントロールの dsRNAを使用した。この結果、dsRNA

溶液に浸け込んでから１時間くらいで、腸内、血液そして腎管に dsRNA が入り込む。表

皮と血管付近のほんの数細胞のみが dsRNA を取り込むものの、まだまだ実用まで至らな

い。今後、より様々な条件で検証してゆく必要がある。
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　　　　　　　　　　　　５、最終章（付録）

ミミズの再生を理解する足がかりとしての発現遺伝子データベース

　ミミズを用いて再生の研究をすることの重要性については序論で既に述べた。この一

環として、ここまでに生殖細胞再生という再生中の一現象について掘り下げてきた。こ

の生殖細胞再生を含め、今後ミミズの再生を包括的に理解してゆくにあたって、再生中

に起こる現象の詳細な観察はもちろんのこと、これらの現象を浮き立たせて発見すると

いう意味でも、また機能解析を考える上でも、再生中に発現する遺伝子を網羅的に単離

解析してゆくことが有用であると考えている。この章では、ミミズの再生を理解するた

めの足がかりとして私が作成した再生中に発現する遺伝子のデータベース及びサブトラ

クションライブラリーについて紹介する（これらのライブラリーは株式会社タカラバイ

オに受託して作成）。さらに、現在までに得た発現パターンの中で特徴的な発現を示す

遺伝子に関しては、プレリミナリーではあるが簡単に将来性やアイディアなども盛り込

んで将来の研究に繋げて行こうと考える。

5-1、EST プロジェクト

　EST データベースを作成する目的は２つある。まず、前述したように遺伝子情報が枯

渇している環形動物において再生中に発現する遺伝子の情報が少しでも多い方が研究の

進歩に繋がると考えた。欲しい遺伝子を検索し、いつでも利用できるようにすることが

目的の一つ目である。EST もう一つの目的としては、再生中のミミズ特異的に発現する

遺伝子をサブトラクション法で選別することにあった。次章に記載するが、使用したサ

ブトラクション法では比較的短い遺伝子断片が得られるため、他の動物の遺伝子と相同

性検索をしてもアノテーションが付かない可能性が多い。そこでサブトラクションで得

られた遺伝子と EST を比較しアノテーションを付けるという風に、サブトラクション

ライブラリーを充実させるためのデータベースとして利用することが２つ目の目的であ

る。
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方法・結果）

　本章はライブラリー作成自体が結果であるため、方法と結果を共に記述する。方法５

で示した方法でミミズを人為的に切断して、切断後 0, 1, 2, 3, 4 日目のミミズを回収し

た。全てのミミズを混合し（約 1.0 g; 約 10,000 匹）、ニッポンジーン社の ISOGEN を用

いて Total RNA を抽出した。この状態でドラゴンジェノミクス株式会社に cDNA ライ

ブラリーの作成および塩基配列の決定を受託し下記の作業を行った。

Poly (A) RNA の精製）

　Total RNA 300μgを、Oligotex-MAG mRNA Purification Kit (TAKARA)で精製した。こ

の結果、3μgの poly (A) RNAを得た。この時点で rRNAの混入が高いと予想されたた

め、それ以上の改善が見られなくなるまで再精製を行った。この poly (A) RNAを用い

て cDNAライブラリーの作成を行った。

cDNA ライブラリーの作成）

　STRATAGENE 社の cDNA Synthesis kitを使用して、Unidirectionalな cDNA ライブラ

リーを作成した。2μgの poly (A) RNA、Oligo (dT)18 アンカープライマー

{(GA)10ACTAGTCTCGAG(T)18V} 及びMMLV-Rtaseを用いて 1st strand cDNAを合成し

た。後の制限酵素反応で切断されてしまわないように、1st strand cDNAの合成にはメチ

ル化された dCTP (5-methyl dCTP)を使用した。2 nd strand cDNAを合成した後、末端を平

滑化し EcoRIアダプターをライゲーションした。末端をリン酸化し、制限酵素 XhoIで 切

断して、スピンカラム (CLONTECH 社　CHROMA SPIN-1000)で低分子量 DNAを除去

した。こうして作った cDNAを pBluescript II SK(+) (EcoRI-XhoI 切断及び脱リン酸化処

理をしたもの)にライゲーションした。ライゲーション産物は E. coli DH10Bに形質転換

した。前述したように、poly (A) RNAに Ribosomal RNAの混入が予想されたため、384

クローンについてテストシークエンスを行っておよその混入率を調べた。その結果、

cDNAライブラリー中に約 30~35%の rRNAが混入していることが予想された。ここで

得られた rRNAの配列を in silicoで取り除くこととして、次の行程に進むこととした（詳

細は後に記述）。
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塩基配列の決定）

Q-Bot (GENETIX 社)を用いて、大腸菌コロニーをランダムにピッキングし、384 穴のプ

レートに分注した TB（100ug/ml アンピシリン）50μl に植菌し、37℃で培養を行った。

ピックアップしたクローンの総数は 14,592 クローンである。シークエンス用のテンプ

レートは TempliPhi DNA Sequencing Template Amplification Kit (アマシャムバイオサイエ

ンス社)を用いて調整した。こうして得られたテンプレートを鋳型として、T7 Promoter

primer と T3 Promoter primer を用いて塩基配列解析作業を行った。シークエンス反応は

Dye terminator法を用いて下記の要領で行った。液量 5μlの反応系の内訳はTemplate DNA

(3倍希釈) 2μl、ET dye terminator (アマシャムバイオサイエンス社) 2μl、Primer (10pmol/

μl) 0.125ul、MQ水 0.875μlである。反応は 95℃ 30sec, 60℃ 50sec /40 cycleで行った。

シークエンス反応産物は、Magnetic Carboxylate-Modified Besda （Seradyn 社）で精製を

行った後、MegaBACE4000（アマシャムバイオサイエンス社）を用いて解析した。

塩基配列の解析）

　得られた波形データから信憑性のない配列データを取り除いた結果、有効な総リード

数は 23,990 リードであった（phred値 15未満を除いた）。また、前述のように ribosomal

RNA の配列を in silico で出来る限り除いた（図 12）。これに際して、ランダムに選んだ

384 配列中に含まれた ribosomal RNA

を参考にした。384 リード中に 77 リー

ド、19 種類の ribosomal RNA 配列が含

まれており、これらの配列を in silico

でフィルターアウトした。さらに他種

のミミズの ribosomal RNA（earthworm

ribosomal RNA と Lumbricus ribosomal

RNA）10 配列に関しても取り除いた。

これらの作業の結果、8,141 リードが

取り除かれた（図 12）。残り 15,849 リ

ードについてクラスター解析を行った

結果、クラスターを構成するリード数

が 2,279 リードとクラスターを構成しな

かったリード数が（Singlet）998 リード

図１2、EST 作成の作業工程
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かったリード数が（Singlet）998 リードであった（図 12）。これらの配列について、全

て BlastX を用いて相同性検索を行った。以上の作業までをドラゴンジェノミクス株式

会社に依頼して行った。これらの配列情報および相同性検索の結果は、ソフトウェア

（EST viewer）上にまとめてあり、遺伝子名でキーワード検索が可能である。 　　　　　　　

分類）

　上記の解析で得られた、相同性検索結果とそこに含まれるリード数を全て EXCEL に

打ち込んだ。相同性検索で同じ遺伝子として分類されたものに関しては、上記の結果ク

ラスターを組まなかったものも含め一括りにして分類を進めた。また、1e-10 よりも E-

value が大きかったものに関しては Low similarity として分類した。この結果、相同性の

低いものと相同性が得られないものが、全体の 64.1% (1,0173リード)であった(図 13, A)。

さらに、残りの 5,676 リードについて現時点で名前が付いていないものや名前から機能

や発現場所を推測できない遺伝子を、unnamed, Unknown & hypothetical protein 0.8% (135

リード), 他の動物の EST 3.5% (547 リード)として分類した。また、極めて発現量が多

いと考えられる、ribosomal RNA 9.45% (1,497 リード), actin 1.28% (202 リード), myosin

0.92% (145 リード), tublin 1.99% (316 リード)を除外して、出来る限り再生等に関わる可

能性がある遺伝子の抽出を試みた(図２A)。図 13, A の円グラフに黄色で示す通り、遺伝

子名の付いた 17.9% (2,834 リード)を更なる解析の対象とした。

Biological processでの分類）

　上記の作業で抽出した 2,834 リードの遺伝子について、一般公開されている Gene

ontology 解析サイト AmiGO (http://www.geneontology.org/)を用いて、これらの遺伝子が生

命現象のどのようなプロセス(biological process)に関与するかを調べ分類した。作業内容

としては、EXCEL に打ち込んだ Blast X の結果を元にして重複を除いたのち、それぞれ

の遺伝子名を一つ一つ検索していった。この解析の目的は再生に関与しそうな遺伝子を

抽出することゆえ、１つの遺伝子について複数の Biological process が存在した場合は最

も再生に関与しそうな Biological process を優先的に選択して分類に用いた。この結果、

development 10.8% (306 リード), cellular process 59.1% (1675 リード), cellular component

10.8% (306 リード), response to stimulus 1.34% (38 リード), physiological process 1.09% (31

リード), reglation of biological process 0.04% (1 リード),そして biological process不明のも

のが 16.8% (477 リード)存在した（図 13, B）。再生現象とりわけ再生時のパターン形成

において、初期発生で使用された遺伝子が再び活躍するという報告例が多数ある。例え

ば、イモリの足再生において、初期発生の四肢形成に必須な sonic hedgehog (shh)や Hox

遺伝子が再び働く 1,59,60。そこで development に含まれる遺伝子たちは注目に値する。ま

た、cellular process に分類された遺伝子たちにも重要な遺伝子が含まれるため以下に別

途取り上げる。
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において、初期発生で使用された遺伝子が再び活躍するという報告例が多数ある。例え

ば、イモリの足再生において、初期発生の四肢形成に必須な sonic hedgehog (shh)や Hox

遺伝子が再び働く 1,59,60。そこで development に含まれる遺伝子たちは注目に値する。ま

た、cellular process に分類された遺伝子たちにも重要な遺伝子が含まれるため以下に別

途取り上げる。

Developmentに分類された遺伝子）

　GO 解析の分類上、生殖細胞および幹細胞に関与する遺伝子が、11 遺伝子、脳・神経

系の発生に関与するものが 9 遺伝子（notch, delta を入れると 11 遺伝子）、表皮の発生に

関わる 4 遺伝子、 骨の発生に関わるものが３遺伝子、中胚葉系の発生に関わるものが

１遺伝子、そしてそれ以外にも様々な発生現象に関与する遺伝子が 17 遺伝子得られた

（表 1）。これらの遺伝子は再生中の形態形成を遺伝子レベルで調べるのに有用だと考

えられる。数もさほど多くないため、全て解析するという方針で良いと考える。ここで

はとりわけ注目するもの数遺伝子のみを抜粋して簡単に記述し、その他の遺伝子につい

ては表１にまとめるに留める。本研究で得られた生殖細胞再生および分化等を詳細に解

析する上で、Piwi遺伝子以外の発現パターン解析も重要である。EST ライブラリー中に

生殖細胞や幹細胞の維持等にまつわる 13 遺伝子が含まれていた。本研究では、ここで

得られた Piwi（Ej-piwi）を用いた。これ以外にもう一つの Piwiファミリー遺伝子（表 1

では Hiwiと記述）も得ているが、この遺伝子に関しては Ej-piwiのように限局した発現

が得られないこともあり、発現パターンの規則性を特定できていないのが現状である。

図 13、EST で得られた遺伝子の内訳
A, 円グラフは全遺伝子の内訳を示した。BlastX の結果、アノテーションの付いた遺伝子のうち、さらな
る分類を行う必要のある遺伝子が 2,834 reads 存在した（黄色領域）。B, 2,834 reads について Gene
ontology解析を行った結果得られた GO カテゴリーの内訳。

(A) (B)
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ては表１にまとめるに留める。本研究で得られた生殖細胞再生および分化等を詳細に解

析する上で、Piwi遺伝子以外の発現パターン解析も重要である。EST ライブラリー中に

生殖細胞や幹細胞の維持等にまつわる 13 遺伝子が含まれていた。本研究では、ここで

得られた Piwi（Ej-piwi）を用いた。これ以外にもう一つの Piwiファミリー遺伝子（表 1

では Hiwiと記述）も得ているが、この遺伝子に関しては Ej-piwiのように限局した発現

が得られないこともあり、発現パターンの規則性を特定できていないのが現状である。

こちらの Piwi遺伝子に関してはプラナリアと同様、ネオブラストにも発現するのでは

ないかという期待が高まる 39,40。また、DEAD/H box 型の遺伝子も含まれた。この遺伝

子が生殖細胞のマーカー遺伝子である vasaタイプに属するかに期待がかかるが、現時

点で完全長の配列が得られておらず vasaに特徴的な配列があるか否かは確認できてい

ない。この DEAD/H box 型遺伝子は Ej-piwiに加えて生殖細胞及びネオブラストの良い

マーカーとなる可能性も考えられる 28,61。これに加えて、ショウジョウバの極細胞（生

殖系列細胞）の形成およびショウジョウバエと線虫の性決定に必須な mago-P1 (mago

nashi)は生殖細胞のマーカーになるだけでなく、再生中に予定生殖巣領域まで移動した

細胞が、いつ雄と雌の生殖細胞へと分化してゆくのかという点を調べる上で有用かもし

れない 62,63。再生中に体幹部から移動してきた Piwi発現細胞がどの様なタイミングで、

７体節目で雄性生殖細胞そして８体節目で雌性生殖細胞へと分化するのかは興味深い。

また、これらのことは GO 解析結果から性決定に関与する遺伝子として分類された

shavenbaby, androgen receptor, Kakapo gene product (shot), そして transformer-2にも期待で

きる。とりわけ transformer-2に関してはショウジョウバエのみならず、進化的に大きく

離れたメダカにおいても性決定に関与することが示されている 64。さらに、雄雌の分化

が起こる少し前から生殖細胞に発現をし始めるという知見があることからも、ヤマトヒ

メミミズの性分化がいつ起こるのかを知る一つの指標になるかもしれない 64。幹細胞維

持およびパターン形成への関与が期待できる分子として、とりわけ notchとそのリガン

ド delta、そして Janus kinase(JAK)は注目する価値があると考えている。Notch/deltaのシ

グナル経路や JAK/STAT シグナル経路は、血球系の幹細胞や神経幹細胞を初めとして、

様々な組織の幹細胞維持に関与することが知られている 65。これらの遺伝子はネオブラ

ストを観察する上で有用かもしれない。これに加えて、Notch/deltaの解析は分節機構の

進化という観点で見た場合にも重要な意味を持っている。分節とは体に見られる繰り返

し構造で、脊椎動物で言えば脊椎骨、昆虫で言えば体の節構造が分節パターニングの末

に出来てくる。これら分節構造は、初期発生の非常に早い時期に形成され、体全体のパ

ターニング（例えば体の何処に足を生やすか、特定の臓器を作るか）にも関与する。分

節構造という幾何学的な構造が一体どのように作られるのかという？また進化的に大き

く離れた動物（昆虫、人そしてミミズ）において、どのように分節という現象が獲得さ

れてきたのか？前者の問題については、ショウジョウバエそして脊椎動物で長年に渡っ

て解析されてきた 66,67。ショウジョウバエの分節については、Gap 遺伝子、Pair-rule 遺

伝子群が時間空間的に秩序立って働き分節パターンが作られる 66。一方、脊椎動物にお
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ターニング（例えば体の何処に足を生やすか、特定の臓器を作るか）にも関与する。分

節構造という幾何学的な構造が一体どのように作られるのかという？また進化的に大き

く離れた動物（昆虫、人そしてミミズ）において、どのように分節という現象が獲得さ

れてきたのか？前者の問題については、ショウジョウバエそして脊椎動物で長年に渡っ

て解析されてきた 66,67。ショウジョウバエの分節については、Gap 遺伝子、Pair-rule 遺

伝子群が時間空間的に秩序立って働き分節パターンが作られる 66。一方、脊椎動物にお

いては Notch/deltaのシグナル経路が分節の鍵となることが明らかにされている 67。２番

目の疑問については、遥か昔から疑問が持たれているにも関わらず未だ知見が少ない。

この疑問にアドレスするためには主要な動物群の間で、分節機構を比較することが大切

である。近年、３つある動物群のうちの２つ、脊椎動物を含む動物群 (deuterostomia)と

節足を含む動物群 (Ecdysozoa)の分節に共通の分子つまり Notch/deltaが働くことが分か

ってきた 67。これより遥か昔（カンブリア紀以前）の分節を持った共通祖先から、既存

の動物の分節（分節機構）が進化してきたのではと推測され出している 68。これらの仮

説を考える上で、上記の 2 動物群に加えて環形動物を含む動物群 (Lophotrocozoa)でも

分節に Notch/deltaが寄与するのかを調べる必要性がある。ちなみに、環形動物の分節機

構についてはほとんど解析が進んでいないのが現状である。以上のことから、発生中お

よび再生中のヤマトヒメミミズで Notch/deltaがどのような発現パターンをとるかを調べ

ることが有意義であると考える。
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表１、Development に含まれる遺伝子
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Cellular processに分類された遺伝子）

　Cellular processに含まれたより細かなカテゴリーは、cell adhesion, detection of stimulus,

cell proliferation & cell cycle, cell death, differentiation, cellular metabolism, cell motility, cell

organization & biogenesis, signal (signal transduction, cell-cell signal), transport, nuclear

division であった（図 14, A）。もちろん上述の development に分類された遺伝子たちの中

にも、これらのカテゴリーのいずれかに分類されるものも数多く含まれている。しかし

ながら前述のように development というカテゴリーを優先的に分類したため、例えば

development に分類された遺伝子で signal transduction や differentiation に関わるものがあ

った場合は、cellular process 中の signal および differentiation といったカテゴリー内に分

類されていないことを断っておく。Cellular process 中のカテゴリーにおいて、注目すべ

きは cell proliferation & cell cycle, cell death, differentiation, cell motility, signalである（表

２）。ここに含まれる遺伝子は表２に記載した。また cell metabolism の中には転写因子

が含まれている（図 14, B）。これらについては表３にまとめた。

図 14、Cellular Process に分類された遺伝子の内訳
A, Cellular Processに含まれる遺伝子をより細かい GOカテゴリーに分類した結果を示した。
B, 円グラフ中、黄緑色で示した Cellular metabolismの内訳。注目すべき転写因子を赤色で示した。

(A) (B)
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表２、Cellular Process 内で注目すべきカテゴリー

表３、Transcription Factor
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5-2、サブトラクション

　ESTライブラリーの解析から注目した遺伝子は、名前をもとにした GO解析結果であ

るため、セレクションの度に重要な遺伝子を逃している可能性がある。例えば、今回の

セレクションでは相同性が得られたものに関して解析を進めてきた。このような状況の

中、相同性の低いものや相同性が得られなかった遺伝子にも重要なものが含まれる可能

性は十分に考えられる。この一方で、上記の ESTライブラリーは、再生時特異的に発

現する遺伝子のみならず再生していないミミズに発現する遺伝子も数多く含まれると考

えられるため、網羅的な解析に要する労力・マンパワーと結果がどれほど結びつくかは

不明である。ミミズ研究においてそれだけの労力を費やす環境は整っていないというの

が実状である。故に前章に記述した ESTデータベースに加えて、サブトラクション法

を用いて再生組織に発現する遺伝子を得ることが有効であると考えた。再生時特異的に

発現する遺伝子を得るために、再生中のミミズと再生していないミミズを用いてサブト

ラクションを行った。サブトラクションはタカラバイオ株式会社に依頼して、マイクロ

ビーズアレイ解析法を使用して行った。再生中サンプルに関しては ESTに使用したの

と全く同様の RNAを用いた。再生していない個体については、無性生殖個体の中から

自切した個体と再生中の個体を注意深く取り除いたのち、ISOGENを用いて total RNA

を精製して用いた。ESTで示したのと、同様の方法で poly (A) RNAを精製した。ここ

でマイクロビーズアレイ解析法の原理を簡単に説明する。第一のステップとして図 15

に示すように、再生個体から採った再生(＋)RNAと再生していない個体の再生(-) RNA

の混合物から合成した cDNAをビーズに結合させる。これに際して、まず cDNAとマ

イクロビーズに結合するための糊しろとなる Tag配列と Anti-Tag配列をそれぞれ付ける

（図 15, ステップ 1の緑、青、黄色のボックス）。cDNAを、Tag配列を持つベクターに

組み込み、後に PCRで cDNA+Tag配列領域を増幅することで Tag-cDNAを得る。これ

ら Tag配列は 1,700万通りあるため、確率的にそれぞれの遺伝子ごとに重複のない Tag

配列が付加される。一方、ビーズ表面にはこれらの Tag配列と相補的な Anti-Tag配列を

吸着させておく（図 15, ステップ 1の緑、青、黄色のボックス）。こちらも特殊な手法

を用いて、それぞれのビーズに他のビーズ上の Anti-Tag配列とは重複しない Anti-Tag

配列を付けておく（図 15,ステップ 1）69。これらをハイブリダイズしてビーズと cDNA

を結合させる。この結果として、理論上１つのビーズ上には１種類の cDNAのみが吸着

する。また Tag配列を持った cDNAを PCRで増幅させたのちビーズへの結合を行って

いるため１つのビーズに 104~105分子の同じ種類の cDNAが結合する。この作業と平行

してステップ２では、再生(+) RNAと再生(-) RNA由来の cDNAをそれぞれ別の蛍光色

素(cy-5と Fluorescein)でラベルしてプローブを作成する（図 15, ステップ 2）。便宜上図

15では、再生(+) プローブの標識を紫星印で、再生(-) プローブについては水色星印で

示した。ステップ３では、こうして得た cDNA-マイクロビーズとプローブを混合して

競合ハイブリダイゼーションを行う。この結果、再生(+)のみに発現している遺伝子

（GeneA）には紫星印のプローブのみが、そして再生(-)のみに発現する遺伝子（GeneC）
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してステップ２では、再生(+) RNAと再生(-) RNA由来の cDNAをそれぞれ別の蛍光色

素(cy-5と Fluorescein)でラベルしてプローブを作成する（図 15, ステップ 2）。便宜上図

15では、再生(+) プローブの標識を紫星印で、再生(-) プローブについては水色星印で

示した。ステップ３では、こうして得た cDNA-マイクロビーズとプローブを混合して

競合ハイブリダイゼーションを行う。この結果、再生(+)のみに発現している遺伝子

（GeneA）には紫星印のプローブのみが、そして再生(-)のみに発現する遺伝子（GeneC）

には青星印のプローブのみがハイブリダイズすることになる。両方に発現する GeneB

に関しては、両方のプローブでラベルされる。また、存在する遺伝子（プローブ）の量

比により個々のビーズは、赤と青のどちらで強くラベルされるかに差が見られるため、

各サンプル間での発現量比が細かく調べられる（図 15, ステップ 3）。こうして蛍光標

識されたビーズをフローサイトメトリーで、それぞれの蛍光強度を指標に分離する。な

お、詳細な原理とプロトコールは、（タカラ-マイクロビーズアレイのホームページ、

http://bio.takara.co.jp/catalog/catalog_d.asp?C_ID=C1987を参照）を参照して頂きたい 69。

これらの作業を経て得られた実際の結果を図 15. ステップ 4に示す。蛍光標識を指標に

フローサイトメトリーで分けたときに、図 15-スッテプ４のパターンを得た。図中では

ビーズ数が多いところから順に、青色、黄色、オレンジ色そして赤色と色分けされてい

る（図 15. ステップ 4）。グラフの対角線上に青色で示される領域があるが、ここには

再生時と再生していない個体ともに発現している遺伝子が含まれる。この領域から離れ

て存在する分画、紫枠内に再生(+)に特異的な発現をする遺伝子が含まれる。この手法

では、ここでまず分布図のどの領域の cDNA-マイクロビーズを回収するかを設定する。

青色間際まで採ればノイズが高くなるというリスクが上がる。一方、青色からあまりに

離れたところのみを回収すれば、本来発現に差の見られたものも失う可能性がある。そ

こで、我々は再生中のミミズに発現すると考えられる２つの領域、青色から遠ざかった

領域 U1とより近い領域まで含む U2について、それぞれビーズを回収した。これに加

えて、再生していないミミズに特異的発現を見せる遺伝子、つまり再生時に発現が下が

る遺伝子についても回収した（D1）。全ビーズ数 711,000個の内、U1には 1,153ビーズ、

U2には 2,669ビーズそして D1には 8,474ビーズが含まれる。それぞれのビーズを約 200

個ずつ分注した。現時点で U1, U2, D1について、それぞれ 192個ずつシークエンスを

行った状態にあり、これらの配列データのうち解析の信頼性に悪影響を及ぼすと考えら

れるものを除き、最終的に 551配列が残った。またこれらの配列に関してクラスター解

析を行った結果、コンティグ 63遺伝子とシングレット 81遺伝子が含まれることが明ら

かとなった。これらのうち再生時特異的な U1と U2に含まれるものがコンティグ 38遺

伝子とシングレット 39遺伝子であった。シングレットはその名の通り、シークエンス

結果１リードしか見られなかった遺伝子である。よってより多くのシークエンス解析を

行わないと本当に再生時特異的に発現するのか、もしくは発現量の低い遺伝子でたまた

ま再生中のフラクション（U1,U2）で検出されたのか、信憑性が得られない。この時点

で発現に差がある遺伝子として信憑性が高いのはコンティグを形成した遺伝子群であ
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かとなった。これらのう

ち再生時特異的な U1と

U2に含まれるものがコ

ンティグ 38遺伝子とシ

ングレット 39遺伝子で

あった。シングレットは

その名の通り、シークエ

ンス結果１リードしか見

られなかった遺伝子であ

る。よってより多くのシ

ークエンス解析を行わな

いと本当に再生時特異的

に発現するのか、もしく

は発現量の低い遺伝子で

たまたま再生中のフラク

ション（U1,U2）で検出

されたのか、信憑性が得

られない。この時点で発

現に差がある遺伝子とし

て信憑性が高いのはコン

ティグを形成した遺伝子

群である。U1, U2に含

まれる遺伝子のほと

んどが、再生してい

ない個体のフラクシ

ョン D1に含まれて

いないことからも、

サブトラクションが

上手くできていると

判断できる。次に、

実際に U1, U2に含まれる遺伝子が再生組織に発現しているかを調べることでサブトラ

クションライブラリーの検証を行った。これに際して、まず２つの解析を行った。１つ

目の解析として ESTライブラリーから得た配列データとの相同性検索を行った。この

サブトラクションで得られた配列は 3’末端側の数十から数百ベースペアのみであるた

め、in situ hybridizationを行うに当たりプローブが短すぎる。そこで、サブトラクショ

ンで得られた配列と一致する ESTの遺伝子をプローブとして用いることにした。この

時点で ESTデータ上に存在しない遺伝子が４遺伝子含まれており、これらに関しては

図 15、マイクロビーズ法の原理
ステップ１~４に分けて、マイクロビーズ法を用いたサブトラクションに

ついて図説した。マイクロビーズを灰色の円で示した。ステップ１の図で

は、ビーズに cDNA を吸着させる。これに必要な、Tag 配列をそれぞれ黄緑、

青そして黄色で示した。また、これらに対する Anti-Tag 配列に関しても、

それぞれ同様の色で示した。同じ色の Tag と Anti-Tag 配列がハイブリダイ

ズできる。ステップ２のプローブに関しては、再生(+)と再生(-)のラベル

をそれぞれ紫星印と水色星印で示した。ステップ３には、cDNA-マイクロビ

ーズとプローブをハイブリダイズした図を示す。再生（+）と再生（-）の

両方に発現する Gene B には、水色と紫のプローブがハイブリダイズする。

ステップ４で、再生（+）と再生（-）の cDNA-マイクロビーズを選別する。

図はプローブの蛍光標識を指標にして FACS を選別した結果である。
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クションライブラリーの検証を行った。これに際して、まず２つの解析を行った。１つ

目の解析として ESTライ

ブラリーから得た配列デー

タとの相同性検索を行っ

た。このサブトラクション

で得られた配列は 3’末端側

の数十から数百ベースペア

のみであるため、in situ

hybridizationを行うに当た

りプローブが短すぎる。そ

こで、サブトラクションで

得られた配列と一致する

ESTの遺伝子をプローブと

して用いることにした。こ

の時点で ESTデータ上に

存在しない遺伝子が４遺伝

子含まれており、これらに

関しては発現解析不能であ

った。また、この相同性検索の作業を通してアノテーションを付けた。ちなみに 3’末端

側の短い配列のみでは公開されている既存のデータベースを用いて相同性検索を行って

も解析が困難であるため、アノテーション付けには ESTで得た遺伝子との相同性検索

が必須である。２つ目の解析として、相同性検索の結果から、同じ遺伝子と相同性を持

ったものはコンティグを組んだか否かに関わらず重複を除いた（表 4）。この結果、当

初の U1&U2に含まれたコンティグ 31遺伝子を 24遺伝子まで絞り込まれた（表 4）。ま

たアノテーションが付かなかったものに関しても発現パターンの解析は行うものとし

た。発現解析には、その時点で我々が最も発現パターンの解析に慣れていた再生２日目

のミミズを用い、必要に応じて再生１日目のミミズについても解析を行った。再生時特

異的な発現であるか否かは、同一個体内の体幹部（元からある組織）と再生組織での発

現の比較で判断した。

　サブトラクションライブラリーの検証には、再生時特異的な発現をするであろう 24

遺伝子を用いた。これに加えて、数多く含まれるリボソーマル RNA が果たしてノイズ

なのか否かを検証するため 3 種類のリボソーマル RNA について発現解析を行った。さ

らに、信憑性が薄いシングレットに関しても 2遺伝子のみ発現解析を行った。この結果、

図 16 のピンク色領域に示したように再生時特異的な発現をするであろう 24 遺伝子のう

ち 18 遺伝子（75%）が切断後 1 日目もしくは２日目の再生組織に発現する。再生 3, 4

日目について検証すればさらにパーセンテージが上がるかもしれない。リボソーマル

RNA に関しても 3 遺伝子中 2 遺伝子が再生組織に強い発現をすることより、これらの

表２、再生（+）フラクションに含まれる遺伝子

注）U1 と U2 は再生中、D1 は再生していないミミズに含まれる遺
伝子。表中の数値は、それぞれのフラクションに含まれたリード数

を示す。シングレットに関しては、解析に用いたクローンのみを記

述した。

表４、再生（+）フラクション U1&U2 に含まれる遺伝子
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なのか否かを検証するため 3 種類のリボソーマル RNA について発現解析を行った。さ

らに、信憑性が薄いシングレットに関しても 2遺伝子のみ発現解析を行った。この結果、

図 16 のピンク色領域に示したように再生時特異的な発現をするであろう 24 遺伝子のう

ち 18 遺伝子（75%）が切断後 1 日目もしくは２日目の再生組織に発現する。再生 3, 4

日目について検証すればさらにパーセンテージが上がるかもしれない。リボソーマル

RNA に関しても 3 遺伝子中 2 遺伝子が再生組織に強い発現をすることより、これらの

遺伝子が単なるノイズでないことが示唆された。さらに、シングレットに関しても 2 遺

伝子中 1 遺伝子が再生組織特異的な発現をみせる（図 16, 黄色領域）。総合して、72.4%

（25/33 遺伝子）が再生組織特異的な発現をすることが分かった。これに加えて、再生

芽で発現が確認できないものの、擬陽性としては#19、#20と#21が挙げられる（図 16）。

#20 は再生組織でシグナルが見えないものの、元からあった組織の腹側神経索で染色が

みられる（図 16）。また、#21 に関しては再生２日目に元からあった組織の表皮に若干

の染色が見られる（図 16）。現在までの解析では、これらの染色が再生１日目で観察さ

れない。これらの遺伝子が再生特異的な発現をする遺伝子である可能性がある。以上の

結果を踏まえて、マイクロビーズアレイ法により再生時に発現する遺伝子が有意に得ら

れたと判断した。

　次に上記の検証の結果得られてきた遺伝子の発現時期と発現パターンを記載する。ま

ず再生１日目について記載する。この時期は、ネオブラストなどの幹細胞様の細胞から

多数の未分化細胞が産出されて再生芽を形成するステージである 14。よって、再生初期

から発現する遺伝子の中にはネオブラストもしくは未知の幹細胞などに発現する遺伝子

が含まれる可能性がある。再生１日目に発現が見られる遺伝子は U1&U2中 16遺伝子

存在し、Ribosomalには現在わかっているものとして 1遺伝子が存在する（図 16）。こ

れらの内、#5、#6、と#26がネオブラストに発現することが明らかになった（図 17）（詳

細は後に記述する）。再生１日目において、ほとんどの遺伝子は再生芽全体に発現する

（図 16）。この中で比較的に特徴ある発現パターンを示すものとして、#2, #5, #10, #13

が挙げられる（図 16）。#2と#5は将来脳ができる領域付近で発現が見られる（図 16）。

#10は再生芽の表層の一部の細胞で発現がみられる。そして#13は表皮で強い発現が確

認される（図 16）。前述したように、ミミズの再生芽形成にネオブラストだけでなく表

皮からの脱分化が関与する可能性もあることから、再生初期の表皮で発現する遺伝子も

注目に値すると考えられる（#13に関しては、再生１日目と２日目の両方で表皮に強い

発現を見せるため単純に表皮形成に関与する遺伝子かもしれない）8,9。再生２日目にな

って初めて発現するものは 3遺伝子存在し、１日目の発現未確認のものが２遺伝子存在

する（図 16）。再生２日目は、再生芽に集まった細胞が分裂して分化をしてゆくステー

ジであると考えられるため、２日目に発現する遺伝子たちにはこのようなイベントに関

与するものが含まれると考えられる 14。再生２日目に発現する遺伝子も再生１日目と同

様に、大多数が再生芽全体で発現する（図 16）。一方、#14のように表皮で発現がほと

んど確認されないものや、これとは逆に#12や#13の様に表皮で強い発現がみられるも
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って初めて発現するものは 3遺伝子存在し、１日目の発現未確認のものが２遺伝子存在

する（図 16）。再生２日目は、再生芽に集まった細胞が分裂して分化をしてゆくステー

ジであると考えられるため、２日目に発現する遺伝子たちにはこのようなイベントに関

与するものが含まれると考えられる 14。再生２日目に発現する遺伝子も再生１日目と同

様に、大多数が再生芽全体で発現する（図 16）。一方、#14のように表皮で発現がほと

んど確認されないものや、これとは逆に#12や#13の様に表皮で強い発現がみられるも

のなど組織特異的発現を示すものが得られてきた（図 16）。しかしながら、上述の遺伝

子は発現領域が広すぎるため、再生現象をピンポイントで観察するのには適さない。そ

こで次に、解析遺伝子の中で極めて特徴的なパターンを示すもののみを抜粋し記載す

る。
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図 16、発現パターンの解析
サブトラクションが上手くできているか否かを検証するため、表４で示した遺伝子が再生芽に発現する

かを確認した。ピンク色領域に Contig を、黄色領域に Singlet とリボソーマル RNA を解析した結果を
示した。Contigに関しては、再生芽に発現するものと発現が認められないものを、区別して載せてある。
写真中の点線は切断部位を示す。点線より左側が再生組織である。
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ネオブラストに発現する遺伝子）

　上記に示した通り、#5、#6、と#26は再生芽での発現に加えて、ネオブラストでも発

現する。図 17に示すように、点線で示した隔壁の腹側基部に存在するネオブラストで

染色が見られる。現時点で、腹側神経索上の Piwi発現細胞での発現は認められていな

い。ネオブラストに加えて、隔壁付近に付着する小型の細胞にも発現が認められる（図

17, #6の矢頭）。北海道大学の杉尾らがスモールネオブラストと命名したが、未だこれ

らの細胞がネオブラスト由来の細胞なのか、はたまたネオブラストとは異なる新種の幹

細胞なのかは全くもって不明である（未発表）。上記の遺伝子が再生芽の細胞のみなら

ずネオブラストにも発現すること

から、これらの遺伝子は成体内で

未分化もしくは分化程度の低い細

胞で発現すると考えられる。現時

点で、これらの遺伝子が切断前の

個体でもネオブラストに発現する

のか、また切断直後から再生１日

目までにどの様な発現変化を示す

のかなど発現の詳細は未解析であ

る。切断直後から経時的に発現変

化を追うことで、再生芽を構成する

細胞の由来を知るための手がかりが

得られるかもしれない。

図 17、ネオブラストに発現する遺伝子
赤矢頭および点線で切断部位より左側に再生組織を、

中央に元からあった体幹部を示す。右側の写真はネオ

ブラストを拡大したものである。隔壁基部に存在する

ことからも、黒矢印で示した細胞がネオブラストであ

ることが容易に判断できる。#6 に関しては、一枚の写
真に隔壁が入りきらなかったため、２枚写真を掲載し

た。#5, #6, #26 はネオブラスト（黒矢印）に発現する
ことが見て取れる。矢頭はスモールネオブラストを示

す。
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特徴的な発現を示す遺伝子）

#19について

　写真（縦断切片）に示すように、腹側に並んで点状の発現を見せる（図 18、#19）。

剛毛を目印にして、必ずその腹側に発現がみられることからも等間隔に並んだ特定の細

胞で発現すると考えられる。等間隔に存在するという特徴から、ネオブラストが染まっ

ているという可能性も浮上したが、拡大図に示す通り発現細胞の正体は表皮にある特定

の細胞である（図 18、#19右側の写真）。ちなみに、この遺伝子は頭部尾部ともに再生

組織での発現は認められない。現時までの解析では、１日目にこのような発現パターン

は見られないため再生の比較的後期に発現し始める遺伝子かもしれない。

#8について

　体幹部での発現は#19と類

似した発現パターンを示す

（図 18, #8）。写真中の黒矢

印で示した剛毛の位置を目印

にして観察すると、#19と全

く同様の細胞で発現が見られ

ることが分かる（図 18, #19

と#8を比較）。ただし、こ

の遺伝子に関しては頭部再

生組織と尾部においても強

い発現がみられる（図 18, #19と#8の左側の写真を比較）。現在のところ、#19および#8

の遺伝子の正体はわからない。また、数ある表皮細胞の中で染まってくるこれらの細胞

が何であるのかも謎である。一つの可能性として、表皮にある何らかの分泌腺の細胞が

染まっているという可能性が考えられる。しかしながら、再生１日目にこれらの細胞で

は発現が見られないようである。まだ解析数がわずかなためはっきりしたことは言えな

いが、再生依存的に表皮の特定の細胞で発現してくる遺伝子とも考えられる。これらの

遺伝子が発現する表皮の細胞は、再生中の組織ではなく元から存在する組織に存在して

いる。もし、これらの遺伝子が分泌腺の細胞で発現する遺伝子ならば再生の有無に関わ

らず発現し続けてもよさそうなものである。また、もう一つの可能性として、これらの

細胞が再生に関与する可能性も否定できない。環形動物の再生に表皮から脱分化した細

胞が関与するという可能性がある 8,9。しかしながら、果たして本当に脱分化なのか、そ

れとも比較的分化程度の低い細胞をリザーブしているのかという点について明快な結論

は得られていない。よって、これらの遺伝子を発現している細胞たちが再生に備えてリ

ザーブされている細胞である可能性も十分考えられる。以上の点を留意しながら、今後

解析を行う必要がある。

図 18、特定の表皮細胞に発現する遺伝子
黒矢印で剛毛を示す。ここに示す遺伝子は剛毛のすぐ後ろに規則

正しく点状に発現する。右に示した発現細胞の拡大写真から、こ

れらの遺伝子が表皮の特定の細胞に発現することがわかる。#8 に
ついては、再生芽にも発現が見られる。
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胞が関与するという可能性がある 8,9。しかしながら、果たして本当に脱分化なのか、そ

れとも比較的分化程度の低い細胞をリザーブしているのかという点について明快な結論

は得られていない。よって、これらの遺伝子を発現している細胞たちが再生に備えてリ

ザーブされている細胞である可能性も十分考えられる。以上の点を留意しながら、今後

解析を行う必要がある。

表皮で特徴的な発現パターンを示す遺伝子）

　#21は尾部の表皮および腸において、強く発現する領域と発現の見られない領域が交

互に見られる（図 19）。ちなみに写真の尾部は再生中ではない。最も強い発現が見られ

る領域は尾部成長帯であり、ここで細胞増殖が起こった結果、体幹部が伸長してゆく。

また再生２日目の再生芽には発現が観られないが、元からあった組織の表皮には同様の

パターンが見受けられる（図 19, 左写真のブロック囲い）。発現は弱いものの、体幹部

でも同様のパターンが観察される（図 19）。現時点で、この発現が表皮のどの領域に観

られるのかなど、発現の規則性は未確認である。しかしながら、これよりこの遺伝子が

体節を反映した繰り返パターンで発現し、体節形成もしくは体節組織の分化などに関与

する可能性も考えられる。また、再生時に必要と考えられる位置価の形成に関与する可

能性もある。ヤマトヒメミミズが再生する際、切断された個体の元々の頭部側に頭部を、

尾部側に新たな尾部を再生する。またヤマトヒメミミズは明瞭な体節を持ち、これら各

体節内に自切点を持つことが知られている。興味深いことに、人為的に操作して間違え

た自切点からの再生を促すと、本来尾部が再生するほうの切り口から頭部が再生されて

しまうという報告がある 70。これよ

りヤマトヒメミミズの体節内には

前後軸を規定する位置価が存在す

ると考えられている。この遺伝子

が体節に対応して規則的に発現す

るかは興味深い。上述の可能性を踏

まえた上、解析をする価値のある遺

伝子である。

　

　

図 19、表皮で特徴的な発現パターンを示す遺伝子
表皮でまだらな発現パターンを示す。再生芽で発現は見

られず、元からあった組織で発現をする。写真に示すよ

うに尾部で強い発現をし、前方でも弱いながら発現が見

られる（ブロックで囲った）。



71

まとめ）

　以上、マイクロビーズアレイ法によるサブトラクションライブラリーの作成ライブラ

リーの検証を行ってきた。この方法で得た遺伝子が再生組織に有意に発現することから

も、信憑性のあるサブトラクションライブラリーを作成できたと結論付けられた。また、

今回解析した再生時特異的フラクションU1&U2に含まれる 384配列（ビーズ）と全

ビーズ数（3,822 ビーズ）の約 1/10に過ぎないが、この中にも上に示したように興味

深い発現をする遺伝子が６遺伝子（20 ビーズ）含まれていることが分かって来た。一

方、現時点で再生時に発現が下がる遺伝子も再生に重要な働きをする可能性が十分に考

えられるが、これらの遺伝子（8,474 ビーズ）については現在未解析である。今後、こ

のサブトラクションライブラリーの解析を行うことで興味深い遺伝子の単離、および発

現パターンを指標にした再生現象の観察が期待できると考える。

　本研究により、環形動物の再生過程での遺伝子データベースおよび再生時特異的に発

現する遺伝子ライブラリーが作成された。現在までに、ヒルの消化そしてミミズの代謝

等についてのデータベースは存在していたものの、再生に関してのデータベース作成は

本研究が初めてである。今後、環形動物の発生・再生現象解明に役立つものと考えられ

る。その手始めとして本研究で得られた EST ライブラリーに関しては、環形動物を用い

ている数少ない研究室の一つ北海道大学理学部の栃内新　助教授の研究室や、ヒルの発

生生物学の世界的権威 Prof. David Weisblat (カリフォルニア大学　バークレー校)に

も分譲しており、現在利用されつつある。
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