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１． 要旨 

−１ １ 和文要旨 

 脊椎動物の頭部は多種多様な組織・器官から構成される極めて複雑な構造体である．この

うち感覚器官や神経節がプラコードと呼ばれる特殊な細胞集団から形成される．多数の細胞

種に分化することと，脊椎動物でしか確認されていないという事実から，プラコードは個体

発生，系統発生の両方の観点から興味深い存在である．全てのプラコードは，予定表皮領域

と予定神経領域の境界にあたる pre-placodal ectoderm (PPE)に由来すると考えられている

が，アフリカツメガエル Xhairy2 遺伝子は，知られている限り，PPE で最も早くから明瞭な

発現を示す．本研究は，プラコードから生じる頭部感覚器官の形成を指標として Xhairy2 が

プラコードの生成に果たす役割を明らかにすることを目的とした．Xhairy2 機能阻害胚の頭

部を形態学的に解析したところ，網膜は形態的に正常ながら，球状レンズの顕著な形成不全

が起こることが明らかになった．脊椎動物の眼はその構成要素を大きく網膜とレンズに大別

できるが，網膜は脳の一部から，レンズはプラコードから形成される．眼の発生の各段階で

マーカー遺伝子の発現変化を詳細に確認したが，Xhairy2 機能阻害は一貫してレンズ系譜の

遺伝子発現を減少させた．これらの結果は Xhairy2 がレンズ形成に特異的に必要とされるこ

とを示している．このメカニズムとして，Xhairy2 機能阻害による p27xic1
の異所発現の関与が

認められた．まず，p27
xic1

の異所発現を示すアポトーシスの誘導が，Xhairy2 機能阻害胚で見

いだされた． さらに，p27xic1
の過剰発現は Xhairy2 機能阻害とよく似た表現型を示し，Xhairy2

機能阻害の表現型は，同時 p27xic1
を機能阻害することで部分的に緩和された． p27xic1

は第一

義的に細胞周期阻害因子であるので，Xhairy2 機能阻害によって，レンズ系譜の前駆細胞の

数が激減していることが予想された．BrdU の取り込みを指標として，レンズ誘導が起こる領

域での増殖能の変化を確認したところ，Xhairy2 機能阻害胚において少なくともレンズ誘導

が起こる時点での増殖能には顕著な変化は見られなかった．細胞周期を直接阻害する薬剤で

一定期間処理した胚においても，レンズ誘導は正常に起こっていた．これらの結果から，

Xhairy2 は p27xic1
のもう一つの活性である分化誘導能を抑制していることが示唆された．プラ

コードがその運命が最初に指定されてから実際に分化が開始されるまで，かなりのタイムラ

グがある．この期間，如何にして組織幹細胞様の未分化性を維持できるかが，極めて重要で

ある．レンズ形成を指標にしたとき，Xhairy2 が転写因子カスケードの最上流に位置するわ

けではなく，尚かつ p27xic1
の発現抑制を介して分化抑制に関与していることから，Xhairy2

が PPE で先行して発現することで，未分化性が積極的に維持されているのではないかと考え

られる．シグナル入力から始まる分化のカスケードは，この基本的な細胞の状態，コンピタ

ンスが存在して初めて，正常に機能するのではないだろうか．  
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−１ ２ 英文要旨 

    Vertebrate head is a complex structure that consists of various kinds of tissues and organs.  

Among them, cranial sensory organs and ganglions are derived from special cell groups, called 

placodes. Based on the facts that they differentiated into multiple cell types and that are only found in 

vertebrate lineages, placodes are interesting subjects of studies from the perspectives of both ontogeny 

and phylogeny.  Lines of studies have suggested that all placodes are derived from the pre-placodal 

ectoderm (PPE) that is boundary between future epidermis region and future neural region.  A 

Xenopus gene Xhairy2 is, to our knowledge, the earliest gene that shows clear expression in PPE.  

The present study aimed at elucidating a function(s) of Xhairy2 in the formation of placodes by 

examining formation of cranial sensory organs.  Morphological analyses of Xhairy2 morphants 

revealed that ocular lens was severely malformed though retinal structure looked normal.  Vertebrate 

eyes are divided into retina and lens in terms of their origins: retina is formed from a part of 

diencephalons, while lens is developed from placode.  Detailed marker gene analyses of eye in 

Xhairy2 morphants showed that the expression of all lens marker genes tested was reduced or 

abolished, while that of retinal marker genes was not affected.  These results indicated that Xhairy2 

was specifically required for lens development.  Ectopic expression of p27xic1 by means of Xhairy2 

knockdown was identified as a first trigger of lens malformation.  First, apoptosis was induced in 

Xhairy2 morphants, which is a known marker of ectopic expression of p27xic1.  Second, 

overexpression of p27xic1 mimicked phenotypes of Xhairy2 morphants.  Finally, the phenotypes of 

Xhairy2 knockdown were partially rescued by simultaneous knockdown of p27xic1.  Since p27xic1 is a 

cell-cycle inhibitor, it was assumed that the number of lens precursor cells was drastically reduced.  

To test this assumption, cell proliferation within regions of lens induction was examined by means of 

BrdU incorporation analyses in Xhairy2 morphants.  However, no significant changes were observed 

at the onset of lens induction.  Furthermore, lens induction occurred normally in the embryos treated 

with drugs that directly inhibit cell cycle.  Collectively, the results suggested that Xhairy2 repressed 

the differentiation inducing activity, another activity of p27xic1.  Placodes start differentiation long 

after the first fate decision.  Therefore, it is quite important how they maintain stem-cell-like 

undifferentiated states.  As Xhairy2 did not seem to be a master regulator of cascade of lens 

transcription factors and was shown to be involved in inhibition of differentiation via repression of 

p27xic1 expression, it was suggested that the undifferentiated states was actively maintained by early 

PPE expression of Xhairy2.  The cascade of differentiation beginning with a signal input would 

normally work only when this kind of fundamental cell state, competence, exists.   
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２．序論 

−２ １ 脊椎動物の頭部の構成：特にプラコードについて 

 脊椎動物の頭部は，脳を除いて，そのほとんど全ての構造が，神経堤とプラコードの細胞

群から形成される（図１，Schlosser 2008）．神経堤は，神経管背側を形成する領域であり，

プラコードは，頭部外胚葉領域の一部に見られる肥厚した（細胞が柱状を示す）領域を指す

（図２ B）．プラコードからは主に感覚細胞，神経細胞，分泌細胞が形成されこれにより頭部

感覚器官（嗅覚，視覚，聴覚）が形作られる．神経堤からも神経節を形成する神経細胞が生

じるが，頭部構造それ自体とも言える骨，筋肉なども形成され，より幅広い分化能を有する．

さて，神経胚胚におけるプラコードと神経堤の予定領域は，どちらも中枢神経系原基である

神経板の前方，側方を囲む予定表皮領域にあたる（図２ A）．これは，色素による標識を用い

た追跡実験から明らかにされたもので，特に神経胚期から運命が決まっていることを指すも

のではなかった． 

 しかし，A. Jacobson による両生類胚を用いた予定プラコード領域の回転実験から，頭部

感覚器官の運命決定は，中期神経胚あたりに決定されていることが明らかになった（Streit 

2004）．これを裏付けるように，中期神経胚期には，各感覚器官プラコードの予定領域を標識

する遺伝子発現が確認できる（図４ A，Schlosser and Ahrens 2004）．こういった初期の特

異的な遺伝子発現の同定が，一時下火になっていたプラコード形成に関する研究を再び活性

化した．その最も大きな理由と成ったのが，レンズプラコード以外の全ての頭部プラコード

で発現をみせる six1 遺伝子の単離であった（ツメガエルでは，Pandur and Moody 2000）．Six1

のノックアウトマウスでは，様々なプラコード由来の組織に形成不全が起こることが報告さ

れている（Zou et al. 2004）．six1 は，ツメガエルで中期神経胚あたりから発現を開始し，

しかも，確かに前方部神経板を囲むように発現している（図４ B）．他にも，レンズプラコー

ドを除く頭部感覚器官プラコード全てで発現が見られる dlx5（例えば Schlosser and Ahrens 

2004）も，後期原腸胚あたりから神経板の前方部を囲む領域で発現が開始される．こういっ

た，全プラコード遺伝子 pan-placodal gene の存在が，全てのプラコードが共通の性質を持

って共通のメカニズムで誘導されているのではないか，という仮説を生み出している（例え

ば Streit 2004）．ただし，なぜこういった遺伝子がレンズプラコードで発現しないのかにつ

いては，依然として納得のいく説明がなされていない．レンズプラコードが，「他人のそら似」

である可能性は現在否定できない状態である． 

 

−２ ２ 脊椎動物におけるレンズ形成 

 脊椎動物の眼は，網膜を形成する神経外胚葉と，レンズを形成する非神経（表皮）外胚葉

の，二つの素材から形成される．これら二つの組織は，発生の過程で相互に独立したもので

はない；むしろ，両者は強い相互依存の関係にある（図５を参照）．非神経外胚葉におけるレ

ンズ誘導は，発達中の神経網膜（眼胞 OV）が突出してそれに覆い被さる非神経外胚葉（予定
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レンズ外胚葉 PLE）に接したときに起こるとされている．誘導を受けた外胚葉は肥厚を開始

し，レンズプラコード（LP）を形成し，これがさらに発達してくびれ切れてレンズ胞（LV）

へと変化し，これがさらに成熟していくことで最終的に球状レンズが形成される．レンズ系

譜の発生と足並みを合わせるように，OV は眼杯（OC）を形成し，これが成熟して，神経節層，

細胞体層，光受容体細胞層という大きく分けて三種の特徴的な層からなる網膜を形成する（図

１３）． 

 古典的な実験発生学の最初の知見は，OV 原基を加熱針で損傷させたとき，網膜のみならず

レンズが形成されない，ということで，これをもとに，レンズ誘導にはシグナル源として OV

が必要であるということが示された（Spemann 1901 [Hamburger 1988 から引用]）．これは，

後に，より洗練された実験がなされている．尾芽胚期に毛髪のループを用いて眼胞を切除す

るというもので，この時もレンズは形成されなかった（図６ A 参照；Hamburger 1988）．し

かし，これ以降，アフリカツメガエル Xenopus laevis を含む様々な脊椎動物種を用いた追

試がなされ，結果として浮かび上がってきたことは，レンズ誘導に OV は必ずしも必要とされ

ないということだった．これらの実験では常に OV を直接切除していたわけではなく，図６ B

に示したように，神経板期に網膜原基の領域（前方部神経板の一部）を切除するという実験

操作が多くなされている．実際，OV 非存在下でレンズが誘導される例は多く見受けられる（図

７，例えば，Henry and Grainger 1987; Mizuno et al. 1998，或は以下の文献で概説されて

いる：Tahara 1962; Jacobson and Sater 1988）．ただし，こういった事例では，精密なパタ

ーンを有する球状レンズ構造というより，自由レンズ（free lens）もしくはレンズ様構造

（lentoid）が頻繁に見いだされていた．これは，網膜もしくは発達中の網膜原基が発揮する

造形効果（formative effects）の存在を暗示するものであり，具体的には，発達中レンズの

形態，大きさ，維持，分化の制御を挙げることができる（Holtfreter and Hamburger 1955 

[Hamburger 1988]から引用]）．例えば，イモリ胚では，OV 非存在から得られた自由レンズは

レンズ上皮のみから構成され，最終分化したレンズ繊維はほとんど観察されていない（Mizuno 

et al. 1998）．これらの知見は，以下のようにまとめることができる．多くの側面で，レン

ズ形成は網膜ないし発達中の網膜原基（神経板期を含む）を絶対的に必要としているが，こ

とレンズ誘導という現象に限って言えば，上記にみられる知見の食い違いは（少なくとも幾

つかの脊椎動物種では）誘導シグナルが発生する時期の違いによる，というものである

（Grainger 1996）．つまり，OV 形成以前の神経板期の場合もあるし，OV が形成される尾芽胚

期の場合もあるということである．分子マーカーを用いた近年の研究のいくつかは，この考

えを支持している．例えば，ゼブラフィッシュ変異体 chokh では，OV が突出せず表皮外胚葉

に接触しないにもかかわらず，レンズが形成される（Loosli et al. 2003）．また，ニワトリ

胚では，前方部神経板を囲む予定表皮外胚葉は pax6 を発現し，それを原腸胚期に切除しそれ

を単離培養すると自律的に一連のレンズ系譜マーカー遺伝子を発現し，最終的には

-crystallin 陽性のレンズ様構造へと分化することが見いだされた（Bailey et al. 2006）．
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この事実に基づき，PPE 全体がデフォルトとしてレンズ運命を持っているという提案がなさ

れた（Bailey et al. 2006）．哺乳類胚では，原腸胚，神経胚でレンズ誘導が起こるという報

告もないし（対応する遺伝子発現が未だに見つかっていない），外胚葉の一部がデフォルトで

レンズの性質を持っているという報告もない．おそらく，レンズ誘導機構に関する種間の表

面的な差は，典型的な異時性 Heterochrony（Richardson 1995; Richardson 1999 が参考に

なる）の例であると思われる．異時性とは，進化の過程において発生現象のタイミングや期

間が変化することを指す．メカニズムは，全体として種間で似ていると言えるが，多少の差

は（発現する遺伝子の差や，ある特定の遺伝子がもつ重要性の差など）進化的に許容された

異時性の類いであると考えられ，こういった差にだけに注目して高等／下等，祖先的／派生

的というような議論を行うのは本末転倒であろう． 

 レンズ誘導についての近年の理解は，それが一段階では起こらないというものである．ツ

メガエル胚を用いた一連の組織移植研究で，R. M. Grainger と同僚らは，レンズ誘導に関す

る段階的決定モデルを構築した（Grainger 1992）．レンズ誘導の過程は，実験的な定義によ

り，コンピテンス，バイアス，決定（特異化），分化の段階から成るというものである（図８）．

ツメガエル胚では，後期神経胚期に前方部神経板（網膜原基）を切除しても自由レンズが形

成されるが，初期神経胚期における同様の操作は，レンズ不形成という結果に終わる（Henry 

and Grainger 1990）．これらの結果は，中期神経胚期（st.15/16）あたりで，前方部神経板

に隣接する非神経外胚葉はレンズ誘導シグナルを受け取り，レンズ形成運命に対してバイア

スがかかっていることを示している．また，別の組織移植実験では，神経胚において，本来

レンズが形成されるべき領域（レンズ場 LF）に様々な領域の外胚葉を交換移植したとき，レ

ンズが形成されない場合が多くあることが示された（Henry and Grainger 1987; Servetnick 

and Grainger 1991）．これは，どのような外胚葉でもレンズ誘導シグナルを受容しレンズを

形成できるわけではなく，むしろ適切な性質（コンピテンス）が必要であることを示してい

る（Henry and Grainger 1987）．合わせて考えると，ツメガエルにおいては，レンズコンピ

テンスとレンズバイアスの獲得が，以降のレンズ形成の進行に重要であると言える． 

 

−２ ３ レンズ形成に関わる遺伝子群 

 レンズ系譜で活性化される遺伝子がこれまで同定されており，この積み重ねの結果，分化

マーカーである crystallin 遺伝子の発現につながる分子カスケードに到達している（Ogino 

and Yasuda 2000; Kondoh 2008）．特にマウスやヒトといった哺乳類において，この種の知見

が集積され随時更新される遺伝子カスケードが構築されている．狭義のレンズ誘導物質に関

してもノックアウトマウスによる解析結果を元に議論されているのが現状である．ツメガエ

ル胚での知見を紹介する前に，マウスで得られた知見を概観する．マウス，ツメガエル間で

異なる遺伝子がレンズ形成に働いていることは当然想定されることだが，それでも根幹部分

のシステムは共通であることが知られているため，誤解につながることはないと判断した． 
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 最も重要な遺伝子は他でもなく pax6 であり，これはショウジョウバエの変異体 eyeless, 

twin of eyeless のホモログである．眼のタイプによらず，その形成に極めて重要な役割を

持っていることが様々な動物で示されている（Lang 2004 が参考になる）．マウスでは，Pax6

は最初網膜系譜にて発現が開始されるが，PLE の段階からレンズ系譜でも発現を開始し，LP

でより強い発現を見せる．Pax6 はマウス small eye (sey) 変異体の原因遺伝子で，同様の

変異を持つラットにおける組織移植実験の結果から，Pax6 はレンズ形成において細胞自律的

に必要とされることが明らかになった (Fujiwara et al. 1994)．ヒトにおいても，レンズ形

成不全を生じる遺伝病Aniridiaの原因遺伝子としてPAX6が同定されている.このケースでは，

レンズ系譜発現特異的で脊椎動物を通じて保存されているエンハンサーSIMOに変異が見られ

る(Kleinjan et al. 2001)．Pax6 の下流で働く遺伝子は多数存在するが，極めて重要とされ

るものを一つ挙げれば，FoxE3/FOXE3 である．マウスでは，FoxE3 は E8.75 の PLE で発現を開

始し，Pax6 と異なり網膜系譜では発現が見られない(Brownell et al. 2000)．ノックアウト

マウスの解析から，FoxE3 はレンズ前駆細胞の増殖・分化の制御両方に極めて重要な役割を

果たしていることが明らかになっている(Medina-Martinez et al. 2005)．レンズ胞の閉塞・

分離やレンズ上皮での細胞増殖低下が引き起こされるマウス変異体 dysgenetic lens (dyl)

の原因遺伝子である(Brownell et al. 2000)．また，ヒトの眼の先天性奇形 Peter’s anomaly

は，PAX6 の変異が高頻度で見いだされるが，FOXE3 の非同義置換も報告されている(Ormestad 

et al. 2002)． 

 Pax6 の PLE での発現と LP での発現は，それぞれ異なるエンハンサーにより引き起こされ

ている．このうち，PLE の Pax6 がどのように発現誘導されるかは不明であるが，PLE の Pax6

が LP の Pax6 発現に必要であるということは判明している（Grindley et al. 1995）．狭義の

レンズ誘導の指標が LP の形成であるため，LP の Pax6 の発現を誘導する因子がいくつか同定

されており，現代的な意味でのいわゆる「誘導源」であるかもしれないと想像されている．

最初に発見されたのが，Bmp7 である．Bmp7 は，PLE, 予定網膜色素上皮，背側 OV で発現して

おり(Dudley and Robertson 1997)，Bmp7 のノックアウトは，眼の形成に異常を引き起こす

が，レンズ系譜で注目すべきは LP が形成されないという異常と LP の Pax6 発現が消失すると

いう異常である（Wawersik et al. 1999）．ただし，この異常の原因として，PLE の Bmp7 が

自律的に必要なのか，それとも網膜系譜の Bmp7 が誘導因子としてレンズ系譜に必要なのかは

不明である．この意味では，より誘導因子らしい振る舞いを見せるのが Bmp4 である．Bmp4

も，レンズ系譜，網膜系譜の両方で発現が見られるが，Bmp4 ノックアウトマウスの PLE と野

生型 OV を接合して培養するとレンズが形成されることから，PLE の Bmp4 はレンズ誘導に必

要なく，OV の Bmp4 が誘導因子として必要とされることが示唆されている（Furuta and Hogan 

1998）．ただし，Bmp4 ノックアウトでは Pax6 の発現に変化は見られない．代わりに，Pax6 と

協調して Crystallin のプロモーターに結合して転写を活性化させることが知られる Sox2 の

発現が消失する（Furuta and Hogan 1998）．Bmp について合わせて考えると，Bmp7 は LP の
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Pax6 を誘導し，Bmp4 は LP の Sox2 を誘導し，結果として LP が Pax6 と Sox2 で二重陽性にな

り，Crystallin の発現が誘導されるというモデルを考えることができる． 

 もう一つ重要と考えられているのが，FGF シグナル経路に関わる遺伝子である．FgfR のリ

ン酸化酵素活性を薬剤で阻害したり，FgfR1 の dominant negative 変異体を PLE で発現させ

ると，LP の形成などに異常が見られる（Faber et al. 2001）．Dominant negative の FgfR1

をレンズプラコードで発現するホモのトランスジェニックマウス Tfr7/ Tfr7 と Bmp7-/-を掛

け合わせたマウスを用いた解析で，FGF受容体経由のシグナルがLVの分離やLPにおけるPax6

の発現に必要とされることが明らかになった（Faber et al. 2001）．しかし，肝心のリガン

ド（FGF）ついては，候補はあるものの同定はなされていない．これは FGF の種類が多いこと，

発現領域が胚の様々な領域で見られること，一部の FGF は極めて早い時期から発現しており

ノックアウトが胚性致死を引き起こすことなどによるのだろう．しかし，Bmp，FGF に限らず，

分泌因子が OV からの誘導源として提示されるたびに，「なぜ PLE だけが反応するのか，頭部

の外胚葉が広く反応してレンズ誘導を受けるのではないのか」という反駁が多く見受けられ

る．これに対しては，OV が近接するにつれて PLE と OV の間の限局した空間での分泌因子濃

度が上昇し，これがある閾値を超えたところで PLE だけが反応するのだという反論がなされ

るが，ドングリの背比べである．別のアプローチからの証明が必要とされるだろう．この意

味で近年注目を浴びているのが，組織間の物理的接触によりシグナルが伝わる仕組みである．

自然と Notch シグナルに白羽の矢が立てられたものの，機能解析のデータが提出されたのは

ごく最近で，しかもそれはマウスではなくツメガエルの系であった．Ogino らは，foxE3 のエ

ンハンサー解析から Notch シグナルの関与を明確に示し，OV で特異的に発現するリガンド

Delta2 の機能阻害で PLE の foxE3 の発現が消失することを示した（Ogino et al. 2008）．ま

た，受容体として，notch2 が PLE を含む頭部外胚葉で広く発現していることを見いだしてい

る（Ogino et al. 2008）．マウスでも，Notch シグナル構成因子のノックアウトマウスが作

成されているが（Rowan et al. 2008），レンズ形成の後期（LV 以降）に数あるシグナル経路

の一つとして Notch シグナルが必要ということ以上までは明らかになっておらず，哺乳類で

もレンズ誘導に関わるかどうかは現在不明である．まとめると，H. Spemann が提出したレン

ズ誘導の古典的モデルにおける狭義の誘導物質として，遺伝子レベルでの解析の結果様々な

側面で理にかなった性質を有するのはツメガエルの Delta2 であるということになる．今後，

更に知見が蓄積されていくだろう． 

 ツメガエルでは，神経板期に，otx2, six3, pax6 が前プラコード外胚葉（PPE もしくは前

プラコード領域 PPR とも表記されることがある）内で限局した発現を見せることが知られて

いる．PPE は，前方部神経板を囲む非神経外胚葉で，この領域から頭部プラコードが形成さ

れることが知られている（Schlosser and Ahrens 2004; Streit 2004 が参考になる）．これ

らの遺伝子の PPE 内における発現は，LF を標識し，レンズバイアスのかかった状態であると

考えられている（Zygar et al. 1998）．foxE3（lens1 として同定された）は，レンズ系譜に
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限局した発現を見せる遺伝子で，その発現は神経胚期から開始される（Kenyon et al. 1999）．

foxE3 の神経胚における発現もまた，レンズバイアスのかかった状態を表していると考える

ことが出来る．これらの知見を合わせると，レンズ形成の初期段階を理解する一つの方法は，

LF マーカー遺伝子の発現制御にかかわる因子を同定することであると考えられる．本研究で

は，そういった可能性のある候補として，ツメガエル hairy and enhancer-of-split (Hes)

遺伝子である Xhairy2 を同定した． 

 

−２ ４ Hes 遺伝子とレンズ形成 

 Hes ファミリー遺伝子は，塩基性へリックス・ループ・ヘリックス型転写抑制因子をコー

ドしており，動物界で様々な発生過程にかかわっていることが知られている（Fisher and 

Caudy 1998; Davis and Turner 2001）．脊椎動物の発生においては，Hes による神経発生の

制御が特によく研究されており，一連の証拠から Hes は分化の阻止と細胞増殖の促進に関わ

っていることが明らかにされている（Kageyama et al. 2008）．しかも，Hes1 が，最終分化

と恒久的な細胞周期停止から静止細胞を積極的に保護する役割を持っていることが最近報告

されており（Sang et al. 2008），特に幹細胞様の多能性細胞における重要性を垣間みること

が出来る．さて，マウスの Hes1 は，眼の発生に関与していることが知られている．ノックア

ウトの研究では，Hes1 が網膜ニューロンの分化を制御し（Tomita et al. 1996; Lee et al. 

2005），Pax6 と協調して OV の形成と突出を制御していることが示された（Lee et al. 2005）．

これらの事例では，レンズ形態形成もまた阻害されており，これは主に発達中の網膜の正常

な機能が失われていることによるのではないかと考察されている（Tomita et al. 1996）．ま

た，全てではないにしても，多くのケースで Hes 発現の上流シグナルである Notch シグナル

のについても，レンズにおける必要性が示唆されている．最近，Notch シグナルエフェクタ

ーである Rbpj の PLE 特異的ノックアウトマウスが報告され，LV における Hes1 分布の乱れが

あるという結果が得られている．Hes1 を介しているかは不明だが，Notch シグナルは，前方

部レンズ上皮における一次レンズ繊維細胞の分化のタイミングを制御していることが示され

た（Rowan et al. 2008）． 

 

−２ ５ 本研究の目的と概要 

 Xhairy2 は，哺乳類 Hes 因子の中で，hes1 に塩基配列が最も似ており，底板や神経堤とい

った外胚葉性組織や，前方部脊索前板や体節といった中胚葉性組織で発現が見られる（Tsuji 

et al. 2003）．Xhairy2 は，組織性質の維持や，未分化状態ならびに増殖可能な状態の維持

に働いていることが示されていた（Yamaguti et al. 2005; Nagatomo and Hashimoto 2007）．

Xhairy2 は原腸胚期から PPE にあたる領域で発現している．この発現は，FGF シグナルと BMP

シグナルに制御され，Notch シグナルには制御されないことが知られている（Yamaguti et al. 

2005; Nagatomo and Hashimoto 2007; Nichane et al. 2008）．しかし，Xhairy2 が頭部感覚
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器官の形成に関与するのかどうかは不明であった． 

  本研究では，Xhairy2 が LF 形成の段階から，レンズの発生に必要とされることが明らか

になった．Xhairy2 は LF を含む PPE において，原腸胚期から発現している．モルフォリノア

ンチセンスオリゴ（MO）の微注入により，Xhairy2 の機能阻害が，レンズ形成の各ステップ

でレンズ系譜マーカー遺伝子の発現の減少を引き起こし，結果として，球状レンズ構造の形

成不全を生じた．興味深いことに，網膜の形態と網膜前駆細胞のマーカー遺伝子の発現には

顕著な変化が見られなかった．しかし，Xhairy2 の過剰発現によって LF の拡大は起こらず，

これは Xhairy2 がレンズ形成に特異的な既存の転写因子カスケードの外側で機能しているこ

とを示唆している．また，Xhairy2 の機能阻害では，LF 誘導に必要とされる既知のシグナル

経路の構成因子の発現に影響が見られなかった．代わりに，Xhairy2 機能阻害による LF 消失

は，細胞周期阻害因子をコードする p27xic1
の同時機能阻害により，部分的に緩和された．し

かし，細胞周期を阻害する薬剤の処理の結果は，細胞数の減少それ自体が LF 消失を引き起こ

すわけではないことを示唆した．これらの結果に基づいて，Xhairy2 はレンズ発生のプログ

ラムが動くための細胞内環境を整える役割を持っていることを提唱したい． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

３．材料と方法 
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−３ １ アフリカツメガエル胚の準備と調整 

 産卵させる１週間前に，プレプライミングを行う: 20 IU（100 IU x. 0.2 ml）のゴナドト

ロピン（Calbiochem #367222, Gonadotropin, Pregnant Mare Serum）をメスのアフリカツメ

ガエルに皮下注射し，二次卵母細胞への成熟を促す．液量が少なく，注射の際に空いた穴か

らゴナドトロピンが漏れ出る可能性があるので，注射針は 25G を用いて針を奥まで差し込む．

産卵させる前日，プライミングを行う: 700 IU のゴナドトロピン（SIGMA CG-10VL，Chorionic 

Gonadotropin, human）をプレプライミング済みのカエルに皮下注射し，1L の 1x. HS-Barth

（110 mM NaCl, 1 mM KCl, 2.4 mM NaHCO3, 0.82 mM MgSO4・7H2O, 0.33 mM Ca(NO3)2・4H2O, 0.41 

mM CaCl2・2H2O, 10 mM HEPES, pH 7.4）が入ったタッパーに移して 17˚C で放置する．卵が水

につかるとゼリー層が膨潤して受精しなくなるので，必ず 1x. HS-Barth 内で産卵させる．注

射針は 25G でも 26G でも結果に大差ない．反応は時としてばらつくが，概ね 14-16 時間で産

卵を開始する．強いストレスを与えると産卵を阻害してしまう恐れがあるので，プライミン

グは手早く短時間で済ませるように心がけた．また，ゴナドトロピンはオートクレーブ処理

した 0.6% NaCl 溶液に溶かした． 

 人工受精に用いる精巣を得るため，受精する当日に健康なオスを 1L の 4% MS222 (Ethyl 

3-aminobenzonate methanesulfonate salt, SIGMA A5040-250G）溶液に入れて麻酔し，開腹

して精巣を全摘する．回収した精巣は，フタ付きのガラスシャーレに移し，氷上で保存する．

基本的に，当日限りで使用する． 

 人工受精の際は，ガラスシャーレに卵を集め，1x. HS-Barth を出来る限り除去する．ガラ

スシャーレ一枚あたり 200 �l の人工精液を準備する．1.5 ml チューブに，適量の 1x. 

HS-Barth 〜と新鮮な精巣を４分の１ ５分の１程度切り取って入れ，ホモゲナイズする．これ

を卵にかけ，プラスチック製の棒でよく撹拌し，５分間静置する．卵が半分浸るほどの少量

の RO 水を加え，さらに１５分間静置する．最後に，卵が完全に浸かるように RO 水を加え，

45 分間静置する．この間に表層回転が起こるため，絶対に動かしてはいけない．精液を加え

てから１時間経過した後，ほぼ全ての卵が動物極を真上にしていれば受精した証拠である．

さらに詳しく観察すると，受精した卵の動物極付近にはごく小さな気泡があることに気付く

であろう．受精した卵の割合が低いように見える時は，受精したように見える卵に関してこ

の気泡の有無を確かめると，偶然に動物極を真上にした未受精卵なのか，それとも運良く受

精した卵なのか，容易に見分けることが出来る．この人工受精の方法では，基本的に限りな

く 100%に近い割合で受精が起こる．よって，受精の割合がだいたい７割を下回っている場合

は，卵もしくは精子（或は両方）に何らかの問題があると考えてよい．卵の問題（古い，も

しくは，未成熟）はその回（もしくはそのメス）では解決できないが，精子に問題がある場

合は，人工精液に用いる精巣の量を増やすか，精巣を新たに得ることで解決できる．それで

も解決できない場合は，1x. HS-Barth に問題があると考えるべきである．特に，ストック溶

液を新規に作成した直後は，真っ先にこの問題を疑った方が良い（もしそうなら，速やかに
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廃棄処分し，新たに作成する）．最低限の事前策として，1) 新規作成分について問題がない

ことを確認できるまで前回作成分を少量保存しておく，2) 新規作成分について，前回作成分

と溶液の濃さ・pH が同等であることを確認する，の二つを確実に実行すべきである． 

 卵を包むゼリー層はいかなる実験操作も受け付けないため，3% Cystein Hydrochloride 

(SIGMA C-1276 250G), pH 7.5 溶液を用いて除去する．ガラスシャーレ中の水を捨て，約 50 

ml のシステイン溶液を加える．ホモゲナイズ棒で十分に撹拌し，10 分間反応させる．数分に

一度，様子を見ながら穏やかに撹拌する．あまりに頻繁に撹拌すると，卵膜を損傷させ正常

発生に支障を来してしまうので，程々にすべきである．穏やかにスイングするシーソーを用

いても差し支えない．反応終了後，RO 水で 2-3 回洗浄し，最後に 0.1 x. Barth（1x. Barth: 

88 mM NaCl, 1 mM KCl, 2.4 mM NaHCO3, 0.82 mM MgSO4・7H2O, 0.33 mM Ca(NO3)2・4H2O, 0.41 

mM CaCl2・2H2O, 10 mM HEPES, pH 7.4） を加えて培養する． 

 胚のステージングは，Nieuwkoop と Faber による発生段階表に従った（Nieuwkoop and Faber 

1967）．発生の進行に影響を与える要因は，温度（15℃-25℃）と容器（ガラスシャーレもし

くは 0.1 x. Barth，1.2% agarose プレート）である．温度が高ければ発生が早く進むことは

容易に想像できるが，不明な理由で，agarose プレートで培養した場合はガラスシャーレで

培養したときよりも発生が若干早く（最大で２時間程度）進むことに留意すべきである．ガ

ラスシャーレを用いて 16˚C で培養する場合，時間の目安は，受精後 24 時間で初期原腸胚（st. 

10），48 時間で後期原腸胚（st. 12.5），96 時間で後期神経胚（st. 20）である．後期原腸胚

から後期神経胚にかけて，受精翌日の日中に固定したい場合は，agarose プレートを用いて

20˚C で培養する．目安は，受精後 24 時間で後期原腸胚（st. 12-12.5），28 時間で初期神経

胚（st. 13），30 時間で中期神経胚（st.14-15），33 時間で後期神経胚（st. 19）である．日

によって多少変動するので，適宜確認しながら培養する．初期神経胚以降は，大きな形態形

成運動が起こらないため場合によっては培養温度を変更しても差し支えないが，原腸形成期

に培養温度を変更すると高い割合で形態形成に異常を生じるため（卵黄栓が露出したまま原

口が閉じない），極力避けるべきである． 

 

−３ ２ 微注入と胚の固定，移植 

 微注入において，安定的に良い結果を得るためには，状態の良い胚の選定と高品質なガラ

ス針の作成が必要不可欠である．φ1.2 mm（内径 0.6 mm）のガラス微細管（NARISHIGE GC-1.2）

をプラー（NARISHIGE PN-30）で加熱牽引する．先端を研磨したピンセットを用いて，牽引し

たガラス管の先を切り，ガラス針とした．先端の形状を実体顕微鏡で確認し，注射針の先端

と同じような形状になっているものだけを使用した．さらに，実際に液を排出して，1 秒間

に 4 nl 排出できるようにインジェクター（HARVARD APPARATUS PLI-100）のガス圧を調節す

るが，基準値よりガス圧を下げる必要がある（つまり，針の径が太い）ものは廃棄した．先

端の形状が針と呼ぶにふさわしくないものは論外だが，径が大きいものもまた胚の損傷が大
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きくなるため，不適である． 

 微注入を行う際は，作製したガラス針をインジェクターに接続し，さらにマイクロマニピ

ュレータ（SINGER INSTRUMENTS Mk1）にセットする．実体顕微鏡（Leica MZ125）下で，針が

自由に動くことを確認する．1x. Barth 入りのプレートに胚を移し，微注入を行う．注入物

質をトレースするために，毎回 Venus と c--gal の mRNA を割球あたり 400 pg 共注した．共

注入微注入後は，再び 0.1x. Barth 入りのプレートに移して，培養する． 

 固定する段階に達した胚を，蛍光実体顕微鏡（Leica MZFLIII）でブルーライトを当てて

Venus の蛍光を観察し，意図したところに注入できている胚だけを選別し，その他の胚は廃

棄した．ピンセットを用いて卵膜を丁寧に除去し，胞胚腔ないしはその名残の腔を目がけて

ピンセットで突くか切るかして穴を開け，MEMFA (100 mM MOPS, 2 mM EGTA, 1 mM MgSO4, 3.7% 

Formaldehyde, pH 7.4)が入ったサンプルチューブに移した．トレーサーの c-b-gal を発色さ

せる場合は，MEMFA で 30 分固定したサンプルを，1x. PBS（175 mM NaCl, 7.4 mM Na2HPO4・

12H2O, 1.9 mM NaH2PO4・2H2O, pH 7.4）で 5分 x. 2 回洗浄し，b-gal 発色液 [20 mM K3Fe(CN)6, 

20 mM K4Fe(CN)6・3H2O, 2 mM MgCl2, 0.01% deoxycholate, 0.02% Nonidet P40, 0.54x. PBS, 

2mg/ ml X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-b-D-galactopyranoside)]で適宜発色させた．

ほとんどの場合，サンプル量が多く作業が煩雑になるため，PBS で洗浄した後のサンプルを

4˚C で保存し，全て揃ったところで発色を行った．以降の他の染色結果が分かりづらくなる

ため，発色が強くならないように心がけた．反応を停止させる時は，サンプルを MEMFA が入

ったサンプルチューブに移し，終夜固定した．この時の固定時間が短いと，in situ ハイブ

リダイゼーションでシグナルレベルが落ちることが多いので，十分に後固定する．固定が済

んだサンプルを 100%メタノールで置換し，次の実験に用いるまで-30˚C のフリーザーで保存

した．この時も，メタノールで完全に置換できるように気をつける．脱水置換が十分でない

場合，whole-mount in situ ハイブリダイゼーションの脱色過程でサンプルが発泡して穴だ

らけになる確率が非常に高くなる．特に，鉄イオンを多分に含む-gal 発色液に浸けたサン

プルはそのリスクが高いので，注意が必要である． 

 胚組織の移植を行う場合は，全て抗生物質添加の 1x. Barth 中で行った（Biowhittaker 

Penicillin Streptomycin Mixture, Lonza, 17-719R: 1000 倍希釈で使用）．卵膜をピンセッ

トで除去した後，パスツールピペットの先端にまつ毛を瞬間接着剤で固定したものを用いて

胚の一部を切除した．移植後は，少なくとも３０分は静置して，移植片周囲の修復を促した． 

 

−３ ３ アンチセンスモルフォリノオリゴ 

 アンチセンスモルフォリノオリゴ（以下モルフォリノもしくは MO）は Gene Tools から購

入した．モルフォリノの呼称と配列は以下の通りである: 

Xhairy2a morpholino (Xhairy2a MO): 5’GCATGTTCAGTTGCTGGTACAGTCA3’,  

Xhairy2b morpholino (Xhairy2b MO): 5’CGGATAGGGCTAGTGATGCGGATGT3’, 
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p27xic1
 morpholino (p27 MO): 5’GCAGGGCGATGTGGAAAGCAGCCAT3’,  

Zic1 moprholino (Zic1 MO): 5’AAGTCTTCCAACAATGGGCAGCGAA3’, 

XHes2 morpholino (Hes2 MO): 5’CTGCGAGCGCTACATTGGGAGCCAT3’, 

Standard control moprholino (Co MO): 5'CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA 3'. 

 Co MO の配列は，ヘモグロビン異常症であるサラセミアにおける赤血球β- グロビン pre - 

mRNA 中 705 番目の部位のスプライシング異常により生じた配列に由来し，正常細胞では特

異的標的部位や生物学的活性を有さない（フナコシ Gene Tools 製品紹介より引用）．また，

本文中で「Xhairy2 機能阻害」と表記されている場合は，Xhairy2a MO と Xhairy2b MO を等モ

ル混ぜたものにより両方のコピーを機能阻害していることを指す．これは，Xhairy2 が発現

する多くの組織では，単独の機能阻害は質的には同じもののそれぞれ弱い形質しか示さない

ためである（Murato et al. 2007）．p27 MO, Zic1 MO, Hes2 MO は特異性など過去に記載さ

れたものを使用している（それぞれ Vernon et al. 2003; Sato et al. 2005; Solter et al. 

2006） 

 モルフォリノは，RNase free水に溶かし，5mMのストック溶液を作成して保存した（Co MO

は1mM）．適宜希釈したモルフォリノにトレーサーのmRNA溶液を混ぜたカクテルを調整し，使

用直前に65˚Cで５分間加熱処理した．微注入した重量は，本文ないし図の解説に記載した．

モルフォリノのカクテルは少量ずつ分注して冷凍保存し，一回の実験で剰余がでても再利用

せず廃棄した． 

 

−３ ４ プラスミド作成 

pCS2AT+  pCS2+を Xho1 と SnaB1 で切断し，同様に処理した以下の配列を連結挿入した: 

(5’CTCGAGGGCGCGCCGATATCTCTAGACGCCCTATAGTGAGTCGTATTACGTA3’). 

これを pCS2AT+とした（Yamaguti et al. 2005）．これにより，polylinker1 に Asc1 と EcoRV

が追加され，尚かつ T7 プロモーター配列が完全なものとなった． 

 

pCS2AT-TAR+  pCS2AT+を EcoRV で切断し，以下の配列を連結挿入した： 

(5’CCAGCGGTCCGCTGGCGGCCGCCCGGGTTTCCATCGGACCGTTGG3’). 

これを pCS2AT+-TAR+とした．T-vector を作成する場合は，pCS2AT+-TAR+を Xcm1 で切断し，

生じる断片をゲル濾過で除去した（C. Hashimoto, unpublished）． 

 

Venus/ pCS2AT+  Venus/ pCX（理化学研究所の宮脇先生から頂いた）を以下の EYFP 増幅用プ

ライマー組で PCR 増幅した: 

F (5’CCCGAATTCCACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG3’) 

R (5’CCCGGCGCGCCTTACTTGTACAGCTCGTCCATGC3’). 

得られた断片を EcoR1 と Asc1 で切断し，同様に処理した pCS2AT+に連結挿入した． 
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FL-Xhairy2a/ pBSKS+ ツメガエル cDNA を鋳型にして，全長の Xhairy2a を以下のプライマー

組で PCR 増幅した:  

F (5’CCCGAATTCTGAGGTGTAGGATCCAGCCTGACGCACAA3’), 

R (5’CCCGCGGCCGCTTCAATAAAACTCCTGCATGTTCGG3’). 

得られた断片を EcoR1 と Not1 で切断し，同様の処理をした pBSKS+に連結挿入した．  

 

FL-Xhairy2b/ pBSKS+  Yamaguti et al. 2005)に記載． 

 

Xhairy2a-5’UTR/ pCS2AT+  Xhairy2a/ pCS2AT を Nco1 で切断し，生じた断片を除去した後，

自己連結した． 

 

Xhairy2b-5’UTR/ pCS2AT+ Xhairy2b/ pCS2AT+を Pst1 と Asc1 で切断し，生じた断片を除去

した後，自己連結した． 

 

Xhairy2a-CDS/ pCS2AT+  Xhairy2a/pBSKS+を鋳型にして，Xhairy2a のコード領域を PCR 増幅

した: 

F (5’CCCATCGATATGCCCGCAGATACCATG3’) 

R (5’GGGCTCGAGTCACCATGGTCTCCACACTG3’). 

断片を BamH1 と Xho1 で切断したのち、同様の処理を行った pCS2AT+に連結挿入した． 

 

Xhairy2b-CDS/ pCS2AT+ Xhairy2b/pBSKS+を鋳型にして，Xhairy2b のコード領域を下に示す

プライマー組で PCR 増幅した: 

F (5’CCCGAATTCCACCATGCCTGCAGATAGTATGGAGAAG3’)  

R (5’CCCGGCGCGCCTCACCATGGTCGCCACACGGACTC3’). 

得られた断片を EcoR1 と Asc1 で切断し、同様に処理した pCS2AT+に連結挿入した． 

 

Xhairy2a/ pCS2AT+  Xhairy2a の 5’UTR とコード領域を下に示すプライマー組で PCR 増幅し

た: 

F (5’CCCGAATTCTGAGGTGTAGGATCCAGCCTGACGCACAA3’) 

R (5’GGGCTCGAGTCACCATGGTCTCCACACTG3’). 

得られた断片を EcoR1 と Xho1 で切断し、同様に処理した pCS2AT+に連結挿入した． 

 

Xhairy2b/ pCS2AT+  Xhairy2b の 5’UTR とコード領域を下に示すプライマー組で PCR 増幅し

た: 
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F (5’CCCGAATTCCACCATGATCCAGCCAAGCC3’) 

R (5’CCCGGCGCGCCTCACCATGGTCGCCACACGGACTC3’). 

得られた断片を EcoR1 と Asc1 で切断し、同様に処理した pCS2AT+に連結挿入した． 

 

Xhairy2a-MT/ pCS2+  Xhairy2a の 5’UTR と CDS を以下のプライマー組で PCR 増幅した: 

F (5’CCCGGATCCAGCCTGACGCAC3’) 

R (5’CCCATCGATGCCATGGTCTCCACACTGACT3’). 

得られた断片を Cla1 と BamH1 で切断し、同様の処理を行った pCS2+MT に連結挿入した． 

 

Xhairy2b-MT/ pCS2AT+  Xhairy2b/ pCS2AT+を Eco47III で切断し、そこに pCS2+MT を Aat1, 

BanIII で切断し T4 DNA polymerase で末端平滑化した断片を連結挿入した． 

 

-mo Xhairy2a-MT/ pCS2AT+  Xhairy2a-MT/ pCS2+を以下のプライマー組で PCR 増幅した： 

F (5’CCCATCGATATGCCCGCAGATACCATG3’) 

R (5’GCAATTAACCCTCACTAAAGGG3’) 

得られた断片を BamH1 と EcoR1 で切断し，同様に処理した pCS2AT+に連結挿入した． 

 

-mo Xhairy2b-MT/ pCS2AT+  Xhairy2b-MT/ pCS2AT+を、以下のプライマー組で PCR 増幅した： 

F (5’CCCGAATTCCACCATGCCTGCAGATAGTATGGAGAAG3’)  

R (5’CCCGGCGCGCCTCACCATGGTCGCCACACGGACTC3’). 

得られた断片を EcoR1, Asc1 で切断した後、同様の消化処理を行った pCS2AT+に連結挿入し

た． 

 

p27xic1/ pCS2AT+ 以下のようなプライマー組を用いて，ツメガエル cDNA を鋳型に PCR 増幅を

行った: 

F: (5’CCCCGAATTCCACCATGGCTGCTTTCCACATCGCCCTG3’) 

R: (5’CCCCGGCGCGCCTCATCGAATCTTTTTCCTGGGGGT3’). 

得られた断片を EcoR1 と Asc1 で切断し，同様に処理した pCS2AT+に連結挿入した． 

 

p27xic1-FLAG/ pCS2AT+  p27xic1/ pCS2AT+を鋳型にして，以下のようなプライマー組を用いて

PCR 増幅した: 

F: (5’CCCCGAATTCCACCATGGCTGCTTTCCACATCGCCCTG3’) 

R: (5’CCCGGCGCGCCTCACTTGTCATCGTCATCTTTATAATCTCGAATCTTTTTCCTGG3’). 

得られた断片を EcoR1 と Asc1 で切断し，同様に処理した pCS2AT+に連結挿入した． 
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p27xic1D35-FLAG/ pCS2AT+  p27xic1/ pCS2AT+を鋳型にして，以下のようなプライマー組を用い

て PCR 増幅した． 

F: (5’CCCGAATTCCACCATGCTCTTCGGTCCTATCGATC3’) 

R: (5’CCCGGCGCGCCTCACTTGTCATCGTCATCTTTATAATCTCGAATCTTTTTCCTGG3’). 

得られた断片を EcoR1 と Asc1 で切断し，同様に処理した pCS2AT+に連結挿入した． 

 

p27xic1N64S-FLAG/ pCS2AT+  p27xic1-FLAG/ pCS2AT+を鋳型にして，以下のようなプライマー組

をそれぞれ用いて，PCR 増幅し，+192 の A を G に塩基置換した断片を作成した． 

F1: (5’CCCAAGCTTGATTTAGGTGAC3’) 

R1: (5’CTTTCAAAGTCAAAGCTCCACCTCTGACAG3’). 

F2: (5’CTGTCAGAGGTGGAGCTTTGACTTTGAAAG3’) 

R2: (5’GTAATACGACTCACTATAGGGC3’). 

得られた二種類の断片は，塩基置換した箇所を含んで３０塩基弱の重複領域を持っている．

これらを鋳型兼プライマーとして混合し，PCR 増幅した．都合良く増幅された断片があるこ

とを確認してから，p27xic1/ pCS2AT+を作成する際に用いたプライマー組で再度 PCR増幅した．

この断片を EcoR1 と Asc1 で切断し，同様に処理した pCS2AT+に連結挿入した． 

 

pax8/ pCS2AT+  ツメガエル cDNA を鋳型にして，以下のプライマー組で PCR 増幅した:  

F (5’CCCATCGATCCACCATGCCCAACAGCAGCATCA3’) 

R (5’CCCGGCGCGCCTACATAAGGTCATAGGCTC3’). 

得られた断片を Cla1 と Asc1 で切断し，同様に処理した pCS2AT+に連結挿入した (Heller and 

Brandli 1999)． 

 

sox9/ pCS2AT+  ツメガエル cDNA を鋳型にして，以下のプライマー組で PCR 増幅した: 

F (5’CCCATCGATCCACCATGAATCTCTTGGATCCCTTC3’) 

R (5’CCCGGCGCGCCTAGGGTCTTGTGAGCTGT3’). 

得られた断片を Cla1 と Asc1 で切断し，同様に処理した pCS2AT+に連結挿入した 

(Saint-Germain et al. 2004)． 

 

dlx5/ pCS2AT+  ツメガエル cDNA を鋳型にして，以下のプライマー組で PCR 増幅した: 

F (5’CCCCGAATTCCACCATGACAGGAGTCTATGAGCGGAGA3’) 

R (5’CCCCGGCGCGCCTTAGTAGAGAGTCCCTGATGCCAA3’). 

得られた断片を EcoR1 と Asc1 で切断し，同様に処理した pCS2AT+に連結挿入した． 

 

pitx-1/ pCS2AT+  ツメガエル cDNA を鋳型にして，以下の縮重プライマー組で PCR 増幅した: 
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F1 (5’ATGGAYKCCTTYAARGGWGGMATG3’) 

R1 (5’GCTGTTGTACTGTCAVGCGTTKAGSC3’). 

反応終了後，微量の反応液を鋳型として，以下のプライマー組で PCR 増幅を行った: 

F2 (5’CCCGAATTCAATTTGGAAAGATTGCCTGAGAGTT3’) 

R2 (5’CCCGGCGCGCCGGGCTCTGAAGGCTGCTG3’). 

得られた断片を EcoR1 と Asc1 で切断し，同様に処理した pCS2AT+に連結挿入した． 

 

X-MyT-1/ pCS2AT+  ツメガエル cDNA を鋳型にして，以下のプライマー組で PCR 増幅した: 

F (5’CCCCGAATTCCACCATGAATGTAGACAATGTTAACAAA3’) 

R (5’CCCCGGCGCGCCTCACACCTTGATCCCTTTGACTGC3’). 

得られた断片を EcoR1 と Asc1 で切断し，同様に処理した pCS2AT+に連結挿入した． 

 

foxE3/ pCS2AT-TAR+  ツメガエル cDNA を鋳型にして，以下のプライマー組で PCR 増幅した: 

F (5’CAGCCCCATGCCAAGCTCGC3’) 

R (5’TAACCCAATAATTGATCTT3’). 

得られた断片を Xcm1 処理した pCS2AT-TAR+に連結挿入した． 

 

fgf8/ pCS2AT+  ツメガエル cDNA を鋳型にして，以下のプライマー組で PCR 増幅した: 

F (5’CCCCGAATTCCACCATGAACTACATCACCTCCATCCTG3’) 

R (5’CCCCGGCGCGCCCTACCGAGAACTTGAATATCGA3’). 

得られた断片を EcoR1 と Asc1 で切断し，同様に処理した pCS2AT+に連結挿入した． 

 

fgfr4c/ pCS2AT+ ツメガエル cDNA を鋳型にして，以下のプライマー組で PCR 増幅した: 

F1 (5’CCCATCGATAATAATATACACTTCTGGATTCC3’) 

R1 (5’CCCGGCGCGCCACATTTCTCTGTATTAAATAGATC3’). 

反応終了後，微量の反応液を鋳型にして，以下のプライミングで PCR 増幅した： 

F2 (5’CCCGAATTCTGGCTGTAGCCATGGCC3’) 

R2 (5’CCCGGCGCGCCTATAATGTATAAAAGCATTTATGG3’). 

得られた断片を EcoR1 と Asc1 で切断し，同様に処理した pCS2AT+に連結挿入した． 

 

notch2/ pCS2AT+  ツメガエル cDNA を鋳型にして，以下のプライマー組で PCR 増幅した: 

F (5’CCCGAATTCGGCCATTATTATTGTCATTCTA3’) 

R (5’CCCGGCGCGCCGCCGACACTGCTGCATGAA3’). 

得られた断片を EcoR1 と Asc1 で切断して，同様に処理した pCS2AT+に連結挿入した． 
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L-maf/ pCS2AT+  ツメガエル cDNA を鋳型にして，以下のプライマー組で PCR 増幅した: 

F (5’CCCGAATTCCACCATGGCACTCGATGATCTACC3’) 

R (5’CCCGGCGCGCCTCACAGAAAGAGCTCAGCTC3’). 

得られた断片を EcoR1 と Asc1 で切断し，同様に処理した pCS2AT+に連結挿入した． 

 

XHes2/ pCS2AT-TAR+  ツメガエル cDNA を鋳型にして，以下のプライマー組で PCR 増幅した: 

F (5’CCACCATGGCTCCCAATGTAGCGC3’) 

R (5’TCACCACGGCCTCCAGATG3’). 

得られた断片を，Xcm1 処理した pCS2AT-TAR+に連結挿入した． 

 

six6/ pCS2AT+  Zuber et al. (1999)を参考に作成した． 

 

zic1/ pCS2AT+  Sato et al. (2005)を参考に作成した． 

 

尚，作成したコンストラクトに関して，全て塩基配列決定を行って配列が正しいことを確認

した． 

 

−３ ５ in vitro RNA プローブ合成 

 RNA プローブの合成には，市販の SP6, T3, T7 RNA polymerase (以下，pol.)を用いた．反

応の際，基質として DIG RNA Labeling Mix (Roche #1277073)もしくは Fluorescein RNA 

Labeling Mix (Roche #1685619)を使用し，Dig もしくは Fluorescein で UTP を標識したアン

チセンス RNA プローブを合成した．ただし，発現量が低い遺伝子（pax8, six1, pitx-1, 

X-ngnr-1, X-delta-1, X-MyT-1, foxE3, fgf8, notch2, XHes2）を検出する場合や，RNA 鎖

が極端に短い（Xhairy2a-5’UTR, Xhairy2b-5’UTR）場合は，MAXIscript Kit (Ambion AM1314 

for T7, AM1310 for SP6)を使用した．この場合，上記の RNA Labeling Mix は使用できない

ため，キットのマニュアルに従って基質液を調整した．その際，Digoxigenin-11-UTP (Roche 

#1209256)もしくは Fluorescein-12-UTP (Roche #1427857)を使用した． 

 それぞれの遺伝子クローンについて，鋳型作成時の制限酵素と合成に用いた RNA pol.を下

に記した．尚，（制限酵素，RNA pol.）である． 

 

Xhairy2b-5’UTR/ pCS2AT+ (HindIII, T7 pol.) 

Xhairy2a-5’UTR/ pCS2AT+ (HindIII, T7 pol.) 

Xhairy2b/ pBS2KS+ (BssHII, T7 pol.) 

otx2/ pBS2KS+ (EcoR1, T3 pol.) 

pax6/ pCS2AT+ (EcoR1, T7 pol.) 
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pax8/ pCS2AT+ (HindIII, T7 pol.) 

rx1/ pBS2KS+ (EcoR1, T7 pol.) 

six1/ pGEM-T (Nco1, SP6)  

six3/ pCS2AT+ (EcoR1, T7) 

sox9/ pCS2AT+ (HindIII, T7 pol.) 

dlx5/ pCS2AT+ (EcoR1, T7 pol.) 

pitx-1/ pCS2AT+ (EcoR1, T7 pol.) 

X-ngnr-1/ pCS2AT+ (EcoR1, T7 pol.) 

X-delta-1/ pCS2AT+ (EcoR1, T7 pol.) 

X-MyT-1/ pCS2AT+ (EcoR1, T7 pol.) 

p27xic1/ pGEM-T (SacII, SP6 pol.) 

foxD3/ pGEM-T (Spe1, T7 pol.) 

foxE3/ pCS2AT+ (EcoR1, T7 pol.) 

foxG1/ pGEM-T (SacII, SP6 pol.) 

cerberus/ pCS2AT+ (EcoR1, T7 pol.)  

fgf8/ pCS2AT+ (EcoR1, T7 pol.) 

fgfr4c/ pCS2AT+ (EcoR1, T7 pol.) 

shh/ pCS2AT+ (EcoR1, T7 pol.) 

notch2/ pCS2AT+ (EcoR, T7 pol.) 

L-maf/ pCS2AT+ (EcoR1, T7 pol.) 

1-crystallin (Not1, T7 pol.) 

XHes2/ pCS2AT-TAR+ (EcoR1, T7 pol.) 

six6/ pCS2AT+ (EcoR1, T7 pol.) 

zic1/ pCS2AT+ (EcoR1, T7 pol.) 

 

−３ ６ in vitro mRNA 合成 

 mRNA の合成には，mMessage mMachine Kit (Ambion AM1340 for SP6, AM1348 for T3)を使

用した．鋳型作成時の制限酵素と合成に用いた RNA pol.を下に記した．尚，（制限酵素，RNA 

pol.）である． 

 

c--gal/ pCS2+ (Not1, SP6 pol.) 

Venus/ pCS2AT+ (Not1, SP6 pol.) 

Xhairy2a/ pBSKS+ (Not1, T3 pol.) 

Xhairy2a/ pBSKS+ (Not1, T3 pol.) 

Xhairy2a/ pCS2AT+ (Not1, SP6 pol.) 
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Xhairy2b/ pCS2AT+ (Not1, SP6 pol.) 

Xhairy2a-CDS/ pCS2AT+ (Not1, SP6 pol.) 

Xhairy2b-CDS/ pCS2AT+ (Not1, SP6 pol.) 

Xhairy2a-MT/ pCS2+ (Not1, SP6 pol.) 

Xhairy2b-MT/ pCS2AT+ (Not1, SP6 pol.) 

-mo Xhairy2a-MT/ pCS2AT+ (Not1, SP6 pol.) 

-mo Xhairy2b-MT/ pCS2AT+ (Not1, SP6 pol.) 

p27xic1/ pCS2AT+ (Not1, SP6 pol.) 

p27xic1-FLAG/ pCS2AT+ (Not1, SP6 pol.) 

p27xic135-FLAG/ pCS2AT+ (Not1, SP6 pol.)  

p27xic1N64S-FLAG/ pCS2AT+ (Not1, SP6 pol.) 

wnt3a/ pCS2AT+ (Not1, SP6 pol.) 

XHR-1/ pBSKS+ (Not1, T3 pol.) 

XHes2/ pCS2AT-TAR+ (Not1, SP6 pol.) 

 

−３ ７ RT-PCR 

 健康なツメガエル胚を大量に準備し，st. 0, 9, 10, 11, 12, 14, 21, 29 の total RNA を

精製した（各ステージで 300-500 個の胚が必要）．DNase1 処理をした 2 �g の total RNA を

使用し，逆転写(RT)を行った．RT 酵素は SuperScript II RTase (GIBCO-BRL #18064-014)を

用い，プライマーは Random primer (invitrogen #48190-011)を用いた．RT 反応は，一般的

な方法に従って行った．RT 産物を鋳型にし，PCR 増幅を行った．アニーリング温度は 66˚C に

設定し，合計 25 サイクル増幅した．PCR に用いたプライマーは以下の通りである： 

Xhairy2a, Xhairy2b  

F (5’AGCGCTGAGTCCGTGTGGAGACCATG3’),  

R (5’GCAGGGTCCCATAGAACGGAACCAA);  

Xhairy2  

F (5’GATCGTAGCCATGAATTACC3’),  

R (5’GATAACAGGTCCGGGGCTGG3’);  

histone H4  

F (5’ATTTATGAGGAAACTCGTGGGGTCC3’),  

R (5’TTATCCGCCGAAGCCGTAGAGAGTG3’).  

 PCR の際の Reference として，鋳型に Xhairy2a/ pBS2KS+と Xhairy2b/ pBS2KS+を使用した

系を追加した．100 bps 程度の断片を正確に分離する必要があったため，電気泳動には

Tris-borate-ethylenediamine tetraacetic acid-buffered 8% acrylamide gel を使用した．  
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−３ ８ ホールマウント in situ ハイブリダイゼーション（Whole-mount in situ 

hybridization, WISH） 

 サンプルを MEMFA で３時間以上固定した．過固定を心配する必要はなく，実験の都合に合

わせてほとんどの場合終夜固定した．固定したサンプルを 100%メタノールで置換し，-30˚C

で一晩以上保存した．メタノールを PBST(1x. PBS, 0.1% Tween-20)で希釈することで，サン

プルのメタノール濃度を 75%, 50%, 25%の順に下げ再水和する．PBST で５分 x. 3 洗浄し，

色素脱色のために Mayor’s bleaching solution (1% HsO2, 5% Formamide, 0.5x. SSC: 

Development 121: 767-777, 1995)に置換する．お菓子の空き箱のフタのようなものの内側を

アルミ箔で覆い，そこにウェルプレートを静置し，ワークベンチに備え付けの蛍光灯スタン

ドを直上に配置，光脱色を行う．だいたい２時間で，完全に色素顆粒を除去できる．ただし，

ピンセット等の金属を反応液に浸けてはならない．おそらくフェントン反応のようなことが

起こり，突如サンプルが発泡する．脱色後，PBST で５分 x. 2 洗浄し，Hybridization buffer

（1x. Denhart’s, 50% Formamide, 5x. SSC, 5mM EDTA pH 8.0, 1mg/ ml yeast total RNA, 

0.2% Tween-20, 0.5% CHAPS, 100 �g/ ml Heparin）と PBST を 1:1 で混ぜた液に５分サンプ

ルを浸す．つぎに Hybridization buffer に置換して，68˚C で３時間以上プレハイブリダイ

ゼーションを行う．プレハイブリダイゼーションの後，サンプルが液面下にある状態を保っ

たままぎりぎりまでバッファーを捨て（変形を防ぐため），Dig もしくは Fluorescein 標識プ

ローブが 1 �g/ ml の濃度で添加された Hybridization buffer を加え，68˚C で終夜ハイブ

リダイゼーションを行う． 

 プローブの入った Hybridization buffer を，サンプルが空気中に露出しない状態を保った

ままぎりぎりまで除去し，2x. SSC (1x. SSC: 17 mM NaCl, 17 mM C6H5O7Na3・2H2O, pH 7.0)/ 

0.3% CHAPS 溶液で１０分 x. 2 洗浄した．溶液を完全に捨て，0.2x. SSC/ 0.3% CHAPS 溶液

で 60˚C３０分 x. 2 洗浄した．この間の液交換では，サンプルが液面下にある状態を保って

行う．1x. MAB (0.1 mM Maleic acid, 0.15 mM NaCl, pH 7.5)で５分 x. 2 洗浄する．この

間の液交換でも，サンプルが液面下にある状態を保つ．溶液を完全に捨て，10% Lamb Serum

（Gibco #16070-096）/ 2% Blocking Reagent (Roche #1096176)/ 0.6x. MAB を加え，１時

間室温でブロッキングする．同じ溶液で Anti-Digoxigenin-AP, Fab fragments (Roche 

#1093274)もしくは Anti-Fluorescein-AP, Fab fragments (Roche #11426338910)を 2000 倍

希釈したものを抗体液とし，抗体液に置換した後，4˚C で終夜反応させた． 

 MAB で３回リンスした後、同じく MAB で１時間 x. ４回洗浄した。この際、液量は通常の

１．５倍使用した。５回目の MAB 洗浄は、４℃で終夜行った。 

  AP buffer（100 mM NaHCO3, 1 mM MgCl2, 0.1344N NaOH, 1% Tween-20, pH 9.5 - 9.8）に

５分浸してから、33.75 μg/ml NBT (Nitroblue tetrazolium chloride, Roche #1383213)/ 175 

μ g/ ml BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate, 4-toluidine salt, Roche 

#1383221)/ AP buffer と置換して、遮光条件で発色反応を行った。尚，一般的なプロトコル
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では，NBT は 337.5 μg/ml で使用することになっている．しかし，Ma らが報告したように，

この濃度では背景染色が強過ぎて，発現の弱い遺伝子を長時間かけて検出することが難しい

（Ma et al. 1996）．そのため，Ma らの提案にならって，１０分の１に減らして使用した．

実際，これで染色が弱くなることは一切なく，尚かつ背景染色が弱いため，極めて優れた提

案であったと言える．発色液は、白紙にかざしてみると極薄い黄色であるが、この色がなく

なり透明になるかそれを通り越して薄桃色になったところで、発色液を交換して背景染色を

できる限り防止する。発色時間は、遺伝子により、またプローブにより様々だが、終夜行う

場合は直前に発色液を交換し、４℃で反応を行う。発色終了後は、MEMFA で３０分固定し、

１００％メタノールに置換して背景染色を落とす。その後、観察する。胚の内部が染色され

ている場合は、Murray's solution (Benzyl Benzonate: Benzyl Alcohol = 2:1) に置換して

透明化して観察する。この際、メタノールでの脱水が不十分な場合は Murray's が内部まで浸

透しないため、十分に液交換して脱水する。 

 二重染色を行う場合は、ハイブリダイゼーションの際に、Dig 標識プローブと Fluorescein

標識プローブを同時に添加する。濃度は、それぞれが 1 μg/ ml である。以降の手順は、ど

ちらか一方の抗体反応を行い発色、PBS 緩衝 4%パラフォルムアルデヒドによる終夜固定

（４℃）で先行する AP の完全な停止、MAB でパラフォルムアルデヒドを十分洗浄した後、再

びブロッキング、もう一方の抗体反応、発色、である。Dig と Fluorescein 標識について、

どちらを一色目に持ってきても結果に差はない。ただし、発色基質の組み合わせと順序は極

めて重要である。BCIP（水色）、BCIP-Red（ 5-bromo-6-chloro-3-indoxyl phosphate, 

p-toluidine salt, Biotium #10004, 赤色，175 μg/ ml）、NBT/BCIP（濃い紫色）の三色か

ら二色を選ぶことになるが、BCIP-Red と NBT/BCIP の組み合わせは、BCIP-Red がいとも容易

に紫に変色してしまうため、実際問題として不可能である。結果として、BCIP: BCIP-Red と

BCIP: NBT/BCIP の組み合わせのどちらかを選択することになる。BCIP, BCIP-Red ともに感度

が悪いため、染め分けたい遺伝子の一方の発現が弱い場合は後者の組み合わせを選択する（ど

ちらの発現も弱い場合は、二重染色不可である）。そうでない場合は、前者を選択する。どち

らを選択しても、必ず BCIP を一色目として使用する。理由は、BCIP-Red はすぐに背景染色

が強くなってしまい二色目の発色に悪影響を与えてしまうこと、BCIP の優れた増感剤である

NBT はコンタミレベルで存在するだけで BCIP に作用してしまい尚且つ NBT を完全に除去でき

ないということ、の二つである。通常の WISH よりも背景染色に対して十分注意を払い、こま

めに液交換することと、欲を出さずにある程度識別レベルまで発色したら思い切って発色を

停止することが重要である。ツメガエル胚における二重染色は基本的に難しい技術であり、

ちょっとした偶然に左右される要素が大きいので、ある程度納得できる結果が得られるまで

何度も繰り返すことが必要と思われる。 

  

−３ ９ リン酸化ヒストン H3 染色（Phospho-histone H3 staining, PHH3） 
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 ゼブラフィッシュ胚で行われた L�ger と Brand の方法（Leger and Brand 2002）を改変し

て，WISH と共役させて行った. WISH 前の固定で，過固定を心配する必要はない．発色には胚

の色素と同じ色調の DAB を用いるので， 明瞭な結果を得るために WISH の段階で徹底した脱

色を行うべきである. WISH での染色終了後， PBST にて５分 x 3 回サンプルを洗浄する. 1% 

BSA/ PBST を用いて， 室温で１時間ブロッキングする. 抗 PHH3 抗体液（Upstate #06-570， 

rabbit polyclonal, 1:300 in 1% BSA/ PBST）に置換して， 4˚C で終夜反応させる. PBST で

３回リンスした後，PBST で 30 分 x. 4 洗浄し，1% BSA/ PBST で 5 分処理する．抗ウサギ IgG 

HRP conjugated (Promega W4011， goat polyclonal, 1:200 in 1% BSA/ PBST)に置換して，

4˚C で終夜反応させる. PBST で３回リンスした後，PBST で 30 分 x. 4, １時間 x. 2 洗浄す

る. 100 mM Tris・HCl（pH 7. 6）に５分浸した後， H2O2含有発色基質液に置換する. SIGMAFAST 

3, 3’-Diaminobenzidine (DAB) 錠剤キット（SIGMA D-4293）を用いた. 発色終了後， MEMFA

で３０分固定し， 100%メタノールに置換した後， 観察した. 尚， Upstate は Millipore に

合併され， 本研究に用いたポリクローナルの抗 PHH3 抗体は生産中止となった. この代替品

として， Cell Signaling Technology のウサギポリクローナル抗 PHH3 抗体（#9701）を使用

するのが望ましいと考えられる. この理由は， 以下に挙げる点が旧 Upstate の製品と同じで

あるからである：免疫にウサギを用いていること， 抗原として用いたペプチド配列が同じで

あること， 免疫の際に用いられた担体が同じであること， 抗血清から Protein A 吸着カラ

ムで IgG を精製していること， 免疫組織化学に使用可能であること， である. ただし， ブ

ロッキングと抗体の希釈については， 新たに条件を検討する必要があることを付け加えてお

く.  

 

−３ １０ Hydroxyurea/ Aphidicolin（HUA）処理 

 Hydroxyurea（SIGMA H8627）は水に溶かし， 1M のストック溶液として 4˚C で保存した. 

Hydroxyurea は水生動物に対する遺伝毒性が極めて高いので，廃液の取り扱い等に十分注意

する．Aphidicolin（SIGMA A0781）は DMSO に溶かし， 45mM のストック溶液として-30˚C で

保存した. 使用の際は， 0. 1 x.  Barth 溶液で希釈した. 終濃度を Hydroxyurea 20 mM， 

Aphidicolin 150 �M になるように調整し， HUA 溶液とした. HUA の DMSO 濃度が 0. 3%とな

ったため， コントロールには 0. 3% DMSO（in 0. 1 x.  Barth 溶液）を用いた. HUA 処理の

際には， 12 穴ウェルプレートを使用し， ウェルには溶液が 1. 5ml 入った状態で実験を行

った. ウェルに胚を移す場合は， 先端が切除されたチップを装填した P1000 ピペットマンを

用いた. このとき， 重力でチップの先に胚が集まるまで静止し， そのままチップの先を穏

やかに溶液の液面に接することにより， ピペッティング操作なしに重力で胚が溶液中に移る

ように心がけた. これにより， チップ中の 0. 1 x.  Barth の混入を最小限に抑えることが

できるものと考えられる. 実験で設定した HUA 処理時間が経過した時点で， WISH 用に即座

に固定する胚以外は， 0. 1 x.  Barth に移してそのままオタマジャクシ幼生になるまで培
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養した. このとき薬剤を洗う目的で， 3 ml の 0. 1x Barth が入ったウェルに上述の要領で

胚を移して５分放置し， そこから 2ml の 0. 1 x.  Barth が入った別のウェルに胚を移し替

えて培養した.  

 

−３ １１ ホールマウント TUNEL 

 Hensey と Gautier の方法 (Hensey and Gautier 1998) を一部改変して行った．サンプル

を MEMFA で１時間固定し（終夜固定でも特に問題ないと思われる），100%メタノールに置換し

て一晩以上保存する．次に，WISH と同じ要領でメタノールから徐々に PBST に置換し，Mayor’s 

bleaching solution を用いて光脱色する．脱色後，PBS で 15 分 x. 2 洗浄する．1x. Terminal 

Deoxynucleotidyl Transferase buffer (1x. TdT buffer: 100 mM HEPES, 8 mM MgCl2, 0.1 mM 

DTT, 0.02% BSA, pH 7.2)に 30 分 x. 2 浸す．ここで，TdT バッファーは，Terminal 

Deoxynucleotidyl Transferase (Takara #2230A)に 5 倍濃縮のものが添付されているが，ホ

ールマウントで行う場合は到底足りないため（量を絞るとバッファー交換が不十分になりTdT

反応で失敗する），５倍濃縮のものを製品の説明書の組成通りに自作して保存した．基質と酵

素が添加された反応液 [2 �M Digoxigenin-11-dUTP (Roche #1093088, 原液が 1mM なので

500 倍希釈), 150U/ ml TdT]と置換して，室温で終夜反応させる．1 mM EDTA/ 1x. PBS で 65˚C

３０分 x. 2 洗浄する．この際，2回目の液交換では，サンプルがぎりぎり液面下にあるぐら

いまで液を捨て（熱処理で柔らかくなっているためサンプルが変形しやすい），前液が残った

状態で 2 回目の PBS を通常量加える．1x. MAB で１時間 x. 4 洗浄する．この際，１回目の液

交換のみ，前ステップと同様に，完全な液交換を避ける（同様の理由）．ブロッキング以降は，

WISH で相当するステップと同じであるので省略する（抗 Dig-AP を用いる）．発色終了後は，

MEMFA で３０分固定し，100%メタノールに置換して，観察した． 

 

−３ １２ パラフィン包埋と切片作成 

 100%メタノール中で保存しているサンプルを， 100%メタノールで 2 回リンスしたのち， 

100%メタノールで満たされたガラス製バイアルに移して３０分以上透徹させた. 以降， 次に

示す順で溶液を置換し， サンプルを脱水・脱脂させ， パラフィン（Pathoprep568, Wako 

Chemicals #162-18961）を透徹させた（時間はそれぞれ３０分以上だが， WISH などで染色

したサンプルを包埋する場合は， キシレンで脱色してしまうので， メタノール／キシレン， 

キシレン， キシレン／パラフィンの処理をそれぞれ３０分きっかりで終えるべきである）：

メタノール／キシレン， 100% キシレン， キシレン／パラフィン， 100% パラフィン I， 100% 

パラフィン II. キシレン／パラフィン以降は常温で固体のため， ７０℃に加熱して溶かし

たものを使用した（ハイプリオーブンを使用し， 溶液が外に出る時間は極力短くするように

努力する）. ６０℃でも十分に溶けるが， 包埋のときにすぐに固化して操作が難しくなるの

で， 熱くても我慢して７０℃に設定したほうが良い結果が得られる. また， メタノール／
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キシレンにサンプルを移したときに， 溶液が濁ったように見える時がある. これは， サン

プルの完全な脱水ができていない証拠であるので， すぐに２回ほど 100%メタノールでリン

スして， さらに１時間透徹させる. これを無視して進めると， パラフィンがサンプルに浸

透せず， パラフィンブロックを薄切する際にサンプル部分が砕けてしまうので， 視覚によ

る最大限の注意が必要である. パラフィンを透徹させた後， アルミ箔で作った鋳型にサンプ

ルとパラフィンを流し込む. このとき， 最初にパラフィンのみを少量流し込んで緩やかに固

化し始めたのを確認してから， サンプルとパラフィンを流し込む. これにより， サンプル

が鋳型の底に落ちることを防止できるため， 位置の調整が容易になる. 鋳型にサンプルを移

し， 即座に実体顕微鏡下でサンプルの位置調整を行う. この際， アルコールランプで赤熱

させたピンセットを用いることで， パラフィンの急速な固化を遅らせることができる. 調整

終了後， 約１時間静置して， 表面を固化させる. アルミ箔を除去し， 氷水にブロックを１

時間浮かせて急速に固化させる. このステップにより， パラフィン分子の配列が揃った均質

なブロックを得ることが出来るので， 以降の薄切作業でより良い結果に結びつく. 作業時間

の都合により， 常温で終夜固化させても問題ない.  

 切片にする面に直交する一面を， サンプルが十分に透けて見えるまでトリミングする. こ

れにより， ブロックを試料台に固定する際の方向の微調整が容易になる. ブロックを試料台

に固定する. 固定する面を少し溶かすので， 試料台に接する面は極力トリミングしないほう

が良い. 直方体の形状を維持したまま不必要な部分をさらに除去する. 初期胚のサンプルは

直径が 1 mm 以下になっているが， それに合わせてブロックをトリミングしすぎると扱いが

難しくなる. 経験上， ブロックの最も短い辺が 4 mm をきらないほうが良いと思われるが， 6 

mm 以上あっても無駄である（オタマジャクシ幼生の場合を除く）. ミクロトームの刃と平行

になるべきブロックの二面は， 互いに平行になるようにトリミングする.  

 切片の厚さは， 用途により適宜変更する. WISH サンプルの場合は 14 �m 厚で， 免疫染

色の場合は 10 �m厚で切片にする. オタマジャクシ幼生をヘマトキシリンなどで染色するだ

けの場合は， 6-10 �m 厚でもよい. 切片をスライドガラスに回収する際は， 切片がなるべ

くスライドガラスの中央に集まるように心がける. 端に設置すると， 免疫染色や切片 in 

situハイブリダイゼーションの過程で溶液に覆われない部分に切片がきてしまうことがある. 

スライドガラスは， 親水性の MAS コートが施されているものが良い. パラフィン伸展機を

40˚C に設定し， その上にスライドガラスを静置切片して， 終夜伸展する. 最低何時間行え

ばよいか分からないが， 基本的に終夜伸展させれば問題ない.  

 WISH サンプルは， 脱パラフィンのみ行いそのまま封入するが， 切片を染色に用いる場合

は， 脱パラフィン， 再水和， 染色， 脱水， 封入の手順を踏む. 特に標記がない場合の処

理時間は５分である. 100% キシレン I (10 分�30 分), 100% キシレン II (10 分�30 分), 

100% キシレン III（10 分�30 分）, 100% エタノール I, 100% エタノール II, 90% エタノ

ール I, 70% エタノール I, 50% エタノール I, 流水（30 分）， 水（ヘマトキシリン染色）
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もしくは PBS（酵素抗体法免疫染色）， 各種染色（15 分-終日）， 50% エタノール II, 70% エ

タノール II, 90% エタノール II, 100% エタノール III, 100% エタノール IV, 100% キシ

レン IV, 100% キシレン V, 100% キシレン VI, 封入. 封入剤には，Entellan new（Merck 

HX757639）を用い，スポイトで一定距離をおいて三カ所スライドガラスに滴下し，気泡が入

らないように注意しながらカバーガラスをゆっくりと乗せる．封入剤を固化させるために，

終夜平らな台の上で静置する．オタマジャクシ幼生の眼の観察には，OLYMPUS IX71 を使用し，

x. 200 - x. 600 で形態を観察した． 

 

−３ １３ BrdU ラベリングと検出 

 Hardcastle と Papalopulu による方法（Hardcastle and Papalopulu 2000）を参考にして， 

BrdU labeling and detection kit II (Roche #1299964)を用いた. 後期原腸胚（st.  12-12. 

5），初期神経胚（st. 13），もしくは後期神経胚（st. 18）の神経板前方部に二カ所（正中線

をはさむ）， 胞胚腔に一カ所， それぞれ 10 nl の BrdU 溶液（キットに添付のもので， 濃度

は 10 mM である）を微注入する. 微注入は， 1x.  Barth 中で行い， HUA 等の薬剤処理中の

場合は， 薬剤の効果を切らさないために可能な限り短時間で済ませることを心がける. 神経

板に注入する際は， 浅めに針を入れ神経板と中胚葉の間の空間に溶液が拡散できるようにす

る. 微注入後， 19˚C で１時間半培養する. もし， 神経胚以降でラベリングを行う場合は， 

１時間の培養でよい. ただし， どのステージでも， ２時間以上の培養を行うとシグナルが

強すぎて結果の判定が難しくなるので， 長時間のラベリングは避けるべきである. 培養後， 

即座に MEMFA で固定する（1時間で十分だが， 後述のように抗原露出処理を行うので過固定

を心配する必要はなく， よって終夜行っても問題ない）. 固定が終了次第， 100%エタノー

ルでよくリンスして完全に置換し， 半日以上-30˚C で保存する. このステップが不十分の場

合は， 脱色の際にサンプルが発泡することがあるので注意する.  

 エタノールに置換したサンプルを， WISH と同じ要領で PBS に段階的に置換する. PBS で５

分 x.  3 洗浄したのち， WISH と同じ要領で脱色する. 発色には胚の色素と同じ色調の DAB

を用いるので， 明瞭な結果を得るために徹底した脱色を行うべきである. 脱色後， PBS で

５分 x.  2 洗浄したのち， 2N HCl 中で 1 時間放置する. PBS/ 0. 3% TritonX-100 で５分 x.  

2 洗浄する. キットに添付の Incubation Buffer に５分浸した後， 抗 BrdU 抗体液（キット

に添付のもので， Incubation Buffer で 1:60 に希釈する）に置換して 37˚C で３時間反応さ

せる. キットの抗体液には微量の DNase が含まれているため， このステップで二重鎖構造を

部分的に破壊し， 抗原である BrdU を露出させて増感することができる. 酵素の至適温度と

して 37˚C が選択されているので， 室温で行ってはならない. 反応終了後， PBS で３回リン

スする. ウェルの上限まで PBS を加え， 4˚C で終夜洗浄する. 25 mM Tris buffered saline 

(TBS)/ 0. 1% Tween-20 で５分洗浄する. 20% lamb serum in 25 mM TBS/ 0. 1% Tween-20 に

置換して５分放置する. 抗マウス IgG-HRP conjugated 溶液(Promega W402B, donkey 
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polyclonal, 1:50 in 20% lamb serum in 25 mM TBS/ 0. 1% Tween-20)に置換して， 室温で

５時間反応させる. 25 mM TBS/ 0. 1% Tween-20 で３回リンスしたのち， 液をウェルの上限

まで加え， 4˚C で終夜洗浄する. 25 mM TBS で５分洗浄したのち， H2O2含有 DAB 溶液で発色

させる（SIGMAFAST 3, 3’-Diaminobenzidine, SIGMA D-4293，）. 発色後， MEMFA で３０分

固定し， 100%メタノールに置換した後， 観察する. ホールマウントでの観察後， 後述のよ

うにサンプルをパラフィンに包埋して 10 �m厚の切片を作成する. サンプルごとに 5枚の連

続する切片で BrdU 陽性細胞を計数して， 平均値を算出する. 計数には， NIH ImageJ を用

いた. 尚，BrdU の検出は，WISH から引き続いて行うことも出来る．その場合は，発色終了後，

100%メタノールで 30 分処理し，再水和して 2N HCl 処理に入る．WISH ですでに色素顆粒を除

去しているので，脱色処理は不要である． 

 

−３ １４ 免疫組織化学 

 オタマジャクシ幼生を MEMFA で終夜固定し，100%メタノールに置換する．切片作成の項で

説明されたように切片を作製し，脱パラフィンし，100%エタノールに置換する．0.3% H2O2/ メ

タノールで２０分処理して， 内在性のペルオキシダーゼを失活させる．エタノール下降系列

で，再水和し，15 分程度水洗する．1x. PBS で５分処理し，3% BSA/ PBS で室温１０分間ブ

ロッキングする．一次抗体で室温 30 分反応させる．PBS で５分 x. 3 洗浄した後，二次抗体

で室温３０分反応させる．PBS で３分 x. 5 洗浄し，Vector VIP（紫：Vector VIP Substrate 

Kit For Peroxidase, Vector Laboratories SK-4600）もしくは DAB（茶）で発色させる．水

道水で５分ゆすいで反応を停止させ，対比染色を行う．Vector VIP を用いた場合は

（acetylated tubulin の検出に使用），メチルグリーン（VECTOR Methyl Green Nuclear 

Counterstain, Vector Laboratories, H-3402）で 60˚C３０分核染色する．滅菌水でリンス

した後，0.05% acetic acid/ acetone で５分処理してメチルグリーンの背景染色を除去する．

DAB を用いた場合は（ crystallin の検出に使用），Mayor’s Hematoxylin（Vector 

Hematoxylin QS, Vector Laboratories, H-3404）で 5-10 秒発色させ（色が強いので，発色

時間を長くしない），水洗する．いずれの場合も，脱水処理の後，Entellan New で封入した． 

 使用した一次抗体は以下の通りである．抗 acetylated tubulin（mouse monoclonal, SIGMA 

T6793，1:1000），抗 crystallin（mouse monoclonal: 1:30，奈良先端科学技術大学院大

学 荻野肇 博士に頂いた）．二次抗体には抗 mouse IgG-HRP Conjugate (goat polyclonal, 

Promega, W402B, 1:2000)を使用した．抗体の希釈には，1% BSA/ PBS を使用した． 

 

−３ １５ レポーター検定 

 ホタルルシフェラーゼを用いたレポーター検定を行った．レポーターベクター N6; 

-actin: luc は，-action の basal promoter の上流に Xhairy2 の認識配列である N-box 

(CACGAG)が６つ連結され，これらの制御下にホタルルシフェラーゼが配置されているもので
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あり，京都大学ウィルス研究所の影山龍一郎先生に頂いた．レポーター検定に用いる試薬一

式は，Luciferase Assay System (Promega E1501)を使用した． 

 ４細胞期の予定腹側帯域に，N6; -actin: luc のみ，もしくは N6; -actin: luc と Xhairy2b 

などの mRNA を共注入した．ベクターと mRNA の種類，量は本文中もしくは図の解説に記載し

た．微注入した胚を 16˚C で st.10 まで培養し，50 �l の Passive Lysis Buffer が入った 1.5 

ml チューブに胚を１個入れ，ホモゲナイズした．実験に用いる胚を全てホモゲナイズし，測

定が始まるまで４℃で保存した．以降は，一つの実験区ずつ順次まとめて行う．溶出液を４℃ 

15,000 rpm で５分間遠心分離して上清を 20 �l回収し，計測用キュベットに入れた (Promega 

E2371)．測定を行う間に，次の実験区のサンプル全てを遠心しておく．ルシフェリン液はキ

ットに添付の LARII 液を使用した．-80˚C で保存してあるものを解凍し，常温に戻してから

使用した．発光反応のため LARII は 50 �l 添加する際，ルミノメーター（TURNER DESIGNS 

TD-20/20）に搭載されている自動注入機能を活用した（マイクロピペッターを用いて手動で

添加すこともできるが，反応時間に僅かな差が生じ数値のばらつきを助長することになるの

で，自動注入装置が故障しない限り避けた方がよいと思われる）．溶出液の入ったキュベット

をセットしてから計測ボタンを押すと，自動で LARII が注入され，設定した時間計測せずに

反応させ，設定した時間計測する．実験によって多少変更したが，ほとんどの場合は，反応

１０秒，計測１０秒に設定した．また，実験を行う際は毎回必ずバックグラウンドノイズを

測定し，実験区の計測値から減算するように設定した．バックグラウンドノイズの測定には，

同じ時期に回収した正常胚の溶出液を用いた．全ての比較において，それぞれ２０個の胚を

使用し，平均値と標準偏差を算出した．バックグラウンドノイズの測定には，正常胚を３個

使用し，その平均値を使用した．本質的に，感度は高いが精度の悪い実験であるため，使用

する胚の選定には最大限注意を払った．また，酵素反応を利用する実験のため，溶出液の温

度がサンプルごとに一定になるように気をつけた． 

 

−３ １６ ウェスタンブロッティング 

 ４細胞期ツメガエル胚の動物極付近に，抗原タグ付きコンストラクの mRNA を微注入し，

st.9-10 まで培養した．植物半球はとくに卵黄が多く含まれており，SDSPAGE において泳動パ

ターンが乱れる原因となるため，動物極付近（アニマルキャップ）だけを切り取って，直接

2x. Sample buffer (10% 2-Mercaptoethanol, 4% SDS, 10% sucrose, 0.01% BPB, 125 mM Tris・

HCl pH 6.8)に移してホモゲナイズ，溶出（１キャップあたり buffer は 10 �l），加熱変性

処理を行った．遠心した後に上清を回収して，色素上皮などのゴミを除去した．過剰発現さ

せるタンパクの性質にもよるが，load 量を増やしたい場合は微注入の段階で mRNA 量を増や

すべきである．Sample buffer 単位量あたりのキャップの数を増やすことによっても load 量

を増やすことができるが，経験的に，3キャップ/ 10�l を超えると電気泳動パターンが乱れ

ることがあり，5 キャップ/ 10 �l を超えると，変性処理後，室温に戻るにつれタンパク溶
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液がゲル化することがある（当然，泳動できない）． 

 SDSPAGE ならびにウェスタンブロッティングは，一般的な方法・装置により行った．尚，

転写にはニトロセルロース膜（PROTRAN, Schleicher & Schuell BA85）を用いた．ブロッキ

ングのステップ以降を記す．ブロッキング溶液には，5%スキムミルク/ PBST（スキムミルク

は，市販のものならどれでも良いと思われるが，顆粒状のものが溶けるのが早く扱いやすい）

を用い，室温で１時間ブロッキングした．一次抗体，二次抗体ともに，5%スキムミルク/ PBST

で希釈し，抗体液とした．使用した抗体と希釈率は以下の通りである：抗 FLAG-M2 (mouse 

monoclonal, SIGMA F3165, 1:2000)，抗マウス IgG-HRP Conjugate (goat polyclonal, Promega 

W402B, 1:3000), 抗 c-myc-Peroxidase (mouse monoclonal, Roche #11814150001, 1:1000)．

抗体反応は室温で２時間もしくは4˚Cで終夜行い，抗体反応後はPBSTで４分 x. 4洗浄した．

化学発光反応の直前に，1x. PBS に膜を１０分浸して，Tween-20 を洗い流した．これは，Tween

の存在下で発光反応を行った場合，染まり斑が出やすいと報告されているからである

（Millipore 製品カタログによる）．発光反応には，Amersham ECL Western Blotting Detection 

Reagents (GE Healthcare RPN2209)を用い，検出には X 線フィルム（Medical X-ray Film MXJB 

Plus, Kodak #6040695）を使用した． 

 

 

 

 

 

 

４．結果 

−４ １ Xhairy2 の発現パターン 

 Xhairy2 の神経板前縁における発現（図９ b, e, h）は PPE に対応しているように見える．

以前の研究で，神経板の縁の発現のうち，側方部分が神経堤の形成に非常に重要であること

が明らかになっていた（Nagatomo and Hashimoto 2007）．しかし，前方部分についてはその

機能が未知であった．この前縁の発現は，外胚葉の深層のものである（図９ c, c’, f, f’, i, 

i’）が，これは PPE 遺伝子の発現層である（Schlosser and Northcutt 2000）．逆に表層は，

セメント線の形成に関わる遺伝子群の発現領域である（Drysdale and Elinson 1992; Sive and 

Bradley 1996）．この Xhairy2 の発現パターンは，よく知られた PPE 遺伝子である dlx5（図

９ j-r’）とある程度共通のものである．dlx5 は，以降の発生で，レンズプラコード以外の全

ての頭部感覚器プラコードで発現することが知られている（図４ C; Schlosser and Ahrens 

2004 が参考になる）．PPE 発現の開始時期に注目してみると，Xhairy2 は中期原腸胚

（st.11.5-12）の時期で明瞭であるのに対して，dlx5 は後期原腸胚（st.12.5）ではっきり

とした発現を示す（図９ b, e, h と図 9 k, n, q を比較）．これらの事実は，Xhairy2 は PPE
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をカバーする最も発現時期の早い遺伝子の一つであることを示唆している．さらに，神経胚

と尾芽胚で Xhairy2 の発現をみてみると，神経堤の前方の領域，即ち LF ないし PLE らしき領

−域に発現が見られた（図９ ２）． 

 ゼブラフィッシュ her9 遺伝子や，マウス Hes1 遺伝子はアミノ酸配列の比較から Xhairy2

の相同遺伝子であると言えるが（図１０ A），発現パターンについても，神経板前縁の発現が

共通のものとなっている（図１０ B-E）．ゼブラフィッシュやマウスでは，この発現が神経板

の内側であると認識されている．また，この前縁の発現が WISH のレベルで明瞭に確認できる

のは，ゼブラフィッシュでは後期原腸胚期（95% Epiboly, 図１０ B, C; Leve et al. 2001），

マウスでは神経褶が形成される時期（E8.5, ツメガエル中期神経胚期に相当，図１０ D; Lee 

et al. 2005）であることから，Hes1 の発現開始時期が Xhairy2, her9 と比較すると少し遅

いことが分かる．ニワトリでは，C-Hairy1 遺伝子が，アミノ酸配列レベルでは Xhairy2 の相

同遺伝子にあたるが（図１０ A），こういった初期の発現は見られないし，解析もされていな

い（体節形成に関するものに偏っている；例えば Dale and Pourquie 2000）．ただ，概して，

進化的保存度の高い部類に入ることは間違いないと言える． 

−４ ２ Xhairy2 の機能阻害は球状レンズ構造の消失を引き起こす 

 Xhairy2 の PPE 発現が持ち得る機能を調べるために，モルフォリノアンチセンスオリゴ（以

下，MO）によって Xhairy2 の機能阻害を行った（Xhairy2 MO: 材料と方法の部に記載；効果

については，図１１と Murato et al. 2007 が詳しい）．コントロール MO（以下，Co MO: 3.4 

ng）もしくは Xhairy2 MO（6.9 ng）と EYFP mRNA（400 pg）を８細胞期の背側動物極側１割

球に微注入した．St.42 のオタマジャクシ幼生のうち，EYFP 蛍光が頭部表皮で見られるもの

だけ（図１３ a, e）を集めて解析を行った．外部形態では，Xhairy2 MO 注入胚で，注入側

の眼が，未処理側と比較して若干小さくなる傾向が見られたが（84%, n = 62; 図１３ e），

その他については目立った変化は見られなかった．そこで，組織切片を作成して，特に頭部

感覚器の形態に着目しながら慎重に比較を行った．そのうち，嗅堝（嗅覚器官；図１２ i, j）

と耳胞（内耳原基；図１２ d, e）については，顕著な変化が見られなかった．しかし，興味

深いことに，Xhairy2 機能阻害胚で，球状レンズ構造の消失が見られた．完全な消失はほと

んど見られなかったが，大きさの差こそあれ細胞塊のような状態になっていた（n = 6; 図１

３ f: Co MO, n = 5; 図１３ b）．Co MO を 6.8 ng で用いた場合に，こういった眼の異常は

−一切見られなかったことから（図１３ ２ b），Xhairy2 の機能阻害による影響であると言え

る（以降も，Co MO は 3.4 ng で使用している）．Xhairy2 機能阻害眼で見られたレンズ様の細

胞塊が，レンズ細胞としての性質を維持しているのか確認するために，1-crystallin の免疫染

色を行った．その結果，全てのサンプルが1-crystallin 免疫陽性であることが明らかになった

（Xhairy2 MO: n = 5, 図１３ f; Co MO: n = 2, 図１３ b）．いずれにしても，これらの結果は，

Xhairy2 機能阻害がレンズ形成の不全を引き起こしたことを示唆している． 

 脊椎動物の眼の形態形成は段階的な課程である．発達中の網膜原基が隣接する（神経板期）
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もしくは覆いかぶさる（神経管期）表皮にシグナルを送り，結果としてレンズ系譜表皮の運

命が徐々に決定されていく（図５）．この観点から，Xhairy2 機能阻害胚の眼で見られた表現

型は興味深い．つまり，少なくとも形態のレベルでは正常に見える網膜を有しているにも関

わらず，正常な球状レンズの構造が消失していることから，レンズ系譜が特異的に影響を受

けていることが示唆されるからである（図１３ f, h, h’）．眼が成熟するにつれて，発達中のレ

ンズと発達中の網膜のコミュニケーションは双方向的になるため，レンズが網膜形成に必要

とされる（例えば Ashery-Padan et al. 2000）．この意味で，Xhairy2 機能阻害眼で，網膜の形態

に多少の変化が見られるのは（図１３ g’と h’を比較），レンズの正常な活性が失われている

ことによると推測できる．Xhairy2 が発現する PPE と思われる領域は LF を含んでおり，これ

が PLE, LP へと順に発生していく．以降は，Xhairy2 がレンズ形成の初期過程に果たす役割に

注目して解析を行った． 

 

−４ ３ Xhairy2 の機能阻害により PLE や LP でのマーカー遺伝子の発現が減少するが網膜

マーカー遺伝子の発現には変化がない 

 Xhairy2 機能阻害の影響をより詳細に知るために，後期尾芽胚においてレンズ系譜と網膜

系譜両方の遺伝子発現の変化を調べた．Xhairy2 MO もしくは Co MO と clacZ, EYFP mRNA を

８細胞期の背側動物極割球１割球に微注入し，培養した．尾芽胚期に EYFP 蛍光に基づいて選

別し，st. 25, 28, 32 で固定し，モルフォリノの分布領域を可視化するために X-gal で染色

した．レンズ系譜を含む領域で X-gal のシグナルが見られたサンプルのみを用いて WISH を行

った．LP では，レンズ形成に重要な二つの転写因子 foxE3（ツメガエルではもしくは lens1; 

Kenyon et al. 1999; Ogino et al. 2008）と L-maf（Ogino and Yasuda 1998; Ishibashi and 

Yasuda 2001）が発現している．Co MO 胚では，foxE3 (正常 93%, n = 27; 図１４ b, b’)，

L-maf（正常 86%, n = 28; 図１４ c, c’）ともに発現に変化は見られなかった．しかし，Xhairy2 

MO 胚では，foxE3 （減少 73%, n = 30; 図１４ h, h’），L-maf（減少 76%, n = 34; 図１４ i, 

i’）ともに，注入側で発現の減少もしくは消失が見られた． 

 notch2 は予定レンズ領域を含む頭部外胚葉で発現しており，Notch シグナルが foxE3 の発

現における必須の構成因子であることが報告されている（Ogino et al. 2008）．Xhairy2 MO

注入胚において，PLE, LP 領域で notch2 の発現の減少が見られた（減少 47%, n = 34, 図１

４ g, g’）．Co MO 注入胚では顕著な変化は見られなかった（正常 97%, n = 35, 図１４ a, a’）．

1-cry は脊椎動物に共通の crystallin で（Offield et al. 2000），レンズの分化マーカーで

ある．Xhairy2 MO 注入胚では，予想通り，その発現に顕著な減少が見られた（減少 90%, n = 

30; 図１４ j, j’）．Co MO 注入胚では，変化は見られなかった（正常 89%, n = 18; 図１４ 

d, d’）． 

 重要なことに，Xhairy2 MO, Co MO いずれを注入しても，網膜マーカー遺伝子である rx1

（Mathers et al. 1997）の発現に顕著な影響が見られなかった（Xhairy2 MO: 正常 84%, n = 
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25, 図１４ k, k’; Co MO: 全て正常 n = 23, 図１４ e, e’）．同様の結果が，別の網膜マ

ーカー遺伝子 six6 （もとは XOptx2: ）の発現変化についても得られた（Xhairy2 MO: 正常 84%, 

n = 33, 図１４ l, l’; Co MO: 正常 97%, n = 32, 図１４ f, f’）．これらのデータは，

先述の形態のデータ（図１３）と一貫性を示しており，Xhairy2 が少なくとも PLE 形成の時

期からレンズ系譜の細胞で特異的に必要とされていることを示唆している． 

 

−４ ４ 神経胚において Xhairy2 は LF の形成に必要とされる  

 ここまでの結果は，Xhairy2 が PLE，LP の形成に必要であることを示している．そこで，次

に，神経胚における LF の形成に Xhairy2 が必要であるかを調べた．LF は，PPE 内のレンズ運

命にバイアスのかかった表皮で（図１５ a），中期神経胚期に，隣接する前方部神経板から出

されるシグナルに応答して誘導されると報告されている（Zygar et al. 1998）．LF は，pax6

（Hirsch and Harris 1997; Li et al. 1997; Zygar et al. 1998）や six3（Zhou et al. 2000）

の神経板の外側の発現により標識され，これらの発現は神経板内の予定網膜領域の発現とは

独立している（図１５ b, d）．しかし，これまで pax6, six3 の LF 発現に関して，それが本

当に神経板外側の表皮領域に位置しているのか確認されていなかった．そこでまず，二重染

色によりこれを検証した．中期神経胚において，Xhairy2 は神経板を縁取るように発現して

いるが，これと pax6, six3 をそれぞれ二重染色すると，確かに発現の一部が神経板の外側で

なおかつ PPE 領域内にあり，LF の発現と考えて相違ないと判断できた（図１５ c, e, f）．

さらに，LF 発現の開始時期を見るために，初期神経胚から後期神経胚までを pax6 と six3 で

染色した．すると，st.14 あたりから弱いシグナルが観察され，st.15 でそれが明確になるこ

とが明らかになった（図１５ g, h）．この観察事実は，頭部感覚器官プラコードの運命決定

が中期神経胚で起こっているという，Jacobson の回転実験から得られた示唆（Streit 2004

が参考になる）とよく合致する． 

 Xhairy2 機能阻害が st. 15 において pax6, six3 の LF 発現のみに影響を与えるのか MO 微

注入により検証した．Xhairy2 MO 注入胚では pax6（減少 66%, n = 83, 図１６ b），six3（減

少 73%, n = 51, 図１６ d）の LF 発現が顕著な減少を示した．Co MO 注入胚では，全く変化

が見られなかった（pax6: 正常 99%, n = 69, 図１６ a; six3: 正常 98%, n = 54, 図１６ c）．

Co MO を 6.8 ng 注入した場合も変化が見られなかった（pax6: 正常 94%, n = 17 −，図１３

２ b）．重要なことに，これらの MO 注入胚で，pax6, six3 の予定網膜領域の発現には影響が

見られなかった．また，st. 17 において，Xhairy2 MO による pax6 の LF 発現は減少するが（72%, 

n = 68，図１６ g），MO 結合配列を欠損した Xhairy2b mRNA を 20 pg 共注入することによっ

てこれが緩和されることから（減少 35%, n = 81, 図１６ h, i），LF 消失の表現型は Xhairy2

が特異的に機能阻害された結果であると言える．St.18 において，pitx-1 はセメント腺原基

と LF に発現が見られる（Hollemann and Pieler 1999）．Xhairy2 MO 注入よって，pitx-1 の

LF 発現が，完全な消失は見られないものの，減少した（減少 60%, n = 25, 図１６ f）．Co MO
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注入胚では，変化が見られなかった（全て正常， n = 24, 図１６ e）．以上の結果は，Xhairy2

が網膜系譜の影響から独立して LF の形成に必要であることを示唆している． 

 

−４ ５ Xhairy2 機能阻害は PPE マーカー遺伝子の制御に選択性を示す 

 神経管の形成後の感覚器官プラコードや神経プラコードを標識する遺伝子の多くは，神経

板期からすでに発現を開始していることが知られている（Schlosser and Ahrens 2004; Streit 

2004; Schlosser 2006）．ツメガエルでは，six1（Pandur and Moody 2000）や dlx5（以前は

X-dll3: Papalopulu and Kintner 1993; Luo et al. 2001）といった遺伝子がよい例だが，

発現パターンに共通性が見られる：Xhairy2 と似て，神経板周囲を囲い PPE を覆う馬蹄形（U

字型）の発現をもって誘導され，これが神経管形成後に個々のプラコードの発現へと精緻化

されていく．そこで，Xhairy2 機能阻害が，dlx5（st.15）と six1（st.18）の発現に与える

影響について調べた．Co MO，Xhairy2 MO いずれの微注入でも dlx5（Co MO, n = 20; Xhairy2 

MO, n = 25, 図１７ a, b）, six1（Co MO, n = 25; Xhairy2 MO, n = 24，図１７ c, d）の

発現に影響が見られなかった．この結果は，図１２，図１３で示した Xhairy2 機能阻害によ

る形態変化のデータと一貫性を示している．つまり，dlx5, six1 は LP を除く頭部プラコー

ドで発現するからである（Papalopulu and Kintner 1993; Pandur and Moody 2000）．この結

果に基づいて，次に別の PPE 遺伝子である foxE3（st.15）と notch2 (st.15)に関して調べた．

この二つは，図１４で示したように，尾芽胚期に PLE や LP を標識し，Xhairy2 機能阻害によ

りその発現に関しては減少が見られた．神経胚期では PPE 様の U 字型発現を示す．図１４で

示した結果と一致して，notch2 の発現は，Xhairy2 MO 微注入により顕著に減少した（減少 70%, 

n = 24, 図１７ f）．Co MO では変化が見られなかった（全て正常，n = 20, 図１７ e）．し

かし，興味深いことに，foxE3 の発現に関しては，Co MO, Xhairy2 MO いずれも発現に影響を

与えなかった（Co MO, n = 29, 図１７ g; Xhairy2 MO, n = 26, 図１７ h）．ただし，後期

神経胚（st.19）では顕著な減少が見られた（図２３; Co MO: 正常 88%, n = 16, Xhairy2 MO: 

減少 70%, n = 20, 図示さず）．zic1 は神経誘導の時期に発現を開始し（Kuo et al. 1998; 

Mizuseki et al. 1998），概ね Xhairy2 とオーバーラップするように発現する（図１７i, j）．

予備的な実験だが，両者の関係について，それぞれの MO で機能阻害し発現を確認した．Zic1 

MO 注入胚では，後期原腸胚において Xhairy2 の発現に顕著な影響は見られなかった（Zic1 MO, 

n = 10, 図１７l）．また，Xhairy2 MO 注入胚でも，中期神経胚における zic1 の発現に顕著

な影響は見られなかった（Co MO, n = 10; Xhairy2 MO, n = 9, 図１７m, n）．これらの結果

から，Xhairy2 がレンズ系譜特異的に必要とされているのか，もしくは，他の PPE 遺伝子と

はパラレルに機能していることを示唆している． 

 

−４ ６ LFにおけるpax6の発現消失は細胞周期阻害因子p27xic1
の異所発現により部分的に引

き起こされる 
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 ここまでの結果は，Xhairy2 機能阻害胚ではレンズ系譜の細胞が，マーカー遺伝子の発現

でしか認識できない LF 誘導期からすでに影響を受けていることを示している．Xhairy2 の必

要性について，そのメカニズムを説明するために，まずはレンズ系譜の誘導に必要とされる

シグナル経路や組織について，その変化を遺伝子発現のレベルで確認した．以前の研究で，

pax6 の LF 発現には FGF8 が必要とされることが示唆されていた（Ahrens and Schlosser 2005;

ただし，データは示されていない）．しかし，Co MO, Xhairy2 MO いずれもが fgf8（Christen 

and Slack 1997; Co MO, n = 28; Xhairy2 MO, n = 38, 図１９ a, b）, fgfr4c（Golub et al. 

2000; Co MO, n = 38; Xhairy2 MO, n = 34, 図１９ c, d）の発現に影響を与えなかった．

また，頭部内中胚葉がレンズ誘導に必要とされることが報告されていたが（Henry and 

Grainger 1990），マーカー遺伝子である cer（Piccolo et al. 1999）の発現で確認したとこ

ろ，Co Mo, Xhairy2 MO のいずれもが影響を与えなかった（Co MO: n = 22, Xhairy2 MO: n = 

25, 図１８ a, b）．最後に，底板は Hedgehog シグナル経路を中心として眼の形成負に調整し

ている（例えば Kondoh et al. 2000; Yamamoto et al. 2004）．Xhairy2 機能阻害により底板

で発現する shh の発現が拡大していないか確認したが，Co MO，Xhairy2 MO ともにそういっ

た拡大は見られなかった（Co MO, n = 25; Xhairy2 MO, n = 26, 図１８ c, d）．ちなみに，

以前の研究で，底板で Xhairy2 を機能阻害した場合に shh の発現が減少することが示されて

いる（Murato et al. 2007）．合わせて考えると，これらの結果は Xhairy2 が既知のレンズ誘

導メカニズムの外側で機能していることを示唆している． 

 Xhairy2a と Xhairy2b は，他の Hes 因子と同じように転写抑制因子として機能する（Murato 

et al. 2006; Murato et al. 2007; 図２０ A）．そこで，原腸胚や初期神経胚の予定 LF 領域

にて本来発現しない遺伝子が Xhairy2 機能阻害により異所的に発現誘導されることで，中期

神経胚における LF の形成が阻害されているのではないかと予想した．神経堤の形成における

Xhairy2 の機能に関する過去の研究で，Xhairy2 が Xdelta-1（Chitnis et al. 1995）や ngnr-1

（Ma et al. 1996）といった前ニューロン遺伝子の発現を抑えていることが示されていた

（Nagatomo and Hashimoto 2007）．本研究の微注入条件でも，こういった一連の遺伝子群の

発現上昇が確認された（データ示さず）．加えて，今回新たに前ニューロン遺伝子であるXMyT-1

（Bellefroid et al. 1996）の発現も上昇することが分かった（Xhairy2 MO: 上昇 59%, n = 

22; Co MO: 全て正常, n = 20，図２１ a, b）． 

 LF と神経堤は互いに独立しているが隣接した領域である．これは神経堤を foxD3（Sasai et 

al. 2001），LF を pax6, six3 の染色で可視化すれば明らかである（図２１ g, h）．そこで，

LF の形成が，神経堤の形成と同様のメカニズムで Xhairy2 により制御されているのではない

かという仮説を立て，Xhairy2 機能阻害により異所発現がみられる前ニューロン遺伝子 p27xic1

（Ohnuma et al. 1999）に焦点を当てることにした（Co MO: 全て正常，n = 17; Xhairy2 MO: 

異所発現 90%, n = 20，図２１ c, d）．Xhairy2 機能阻害による p27xic1
の異所発現は，神経堤

の消失を引き起こすことが以前の研究で明らかになっている（Nagatomo and Hashimoto 2007）．
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他の前ニューロン遺伝子については，Xhairy2 との同時機能阻害で神経堤消失の表現型がレ

スキューされず，しかも Xhairy2 と p27xic1
の同時機能阻害は Xdelta-1 や ngnr-1 の発現上昇

をレスキューできる（Nagatomo and Hashimoto 2007）．言い換えれば，Xhairy2 機能阻害に

よる p27xic1
以外の前ニューロン遺伝子の発現上昇は，神経堤や LF 消失とパラレルに起こって

いるということが推測できる．しかも，p27xic1
と pax6 の発現領域を二重染色で慎重に比較す

ると，後期原腸胚でも中期神経胚でも，これら二つの遺伝子は胚前方部で相補的に発現して

いることがわかる（図２１ e, f）．発生の後期では，p27xic1
は分化しつつあるレンズ胞でも発

現を開始することから（Ohnuma et al. 1999），発生初期におけるレンズ系譜細胞で p27xic1
の

発現を抑制するメカニズムの一部に Xhairy2 が組み込まれているかもしれないことが暗示さ

れる． 

 Xhairy2 機能阻害胚における p27xic1
異所発現と LF 消失の関係を調べる前に，LF の消失が神

経堤消失の二次的影響で引き起こされたものではないことを確認した．この目的のため，野

生型の神経堤を Xhairy2 MO 注入胚に移植し（図２１ i），LF 消失の表現型がレスキューされ

るかどうか確かめた．foxD3 で標識される野生型の神経堤の移植は Xhairy2 機能阻害胚にお

ける pax6 の LF 発現消失をレスキューできなかった（減少 83%, n = 12, 図２１ l, l’）．ま

た，弱い foxD3 の発現で標識される Xhairy2 MO 注入神経堤の移植は，野生型ホストの pax6 LF

発現に影響を与えなかった（全て正常, n = 5, 図２１ m）．野生型神経堤の Co MO 注入ホス

トへの移植（全て正常, n =8, 図２１ j），Co MO 注入神経堤の野生型ホストへの移植（全て

正常, n = 3, 図２１ k）いずれも pax6 の LF 発現に影響を与えなかった．これらの結果は，

LF 形成における Xhairy2 の自律的な機能を示唆するものである． 

 Xhairy2 機能阻害による p27xic1
異所発現が LF 形成を阻害しているのか検証するため，最初

に p27xic1
 mRNA 20 pg を前述のように微注入した．中期神経胚における pax6 の発現を WISH に

より確認したところ，p27xic1
の過剰発現は LF 発現のみの消失を示し（減少 41%, n = 61, 図

２１ n），Xhairy2 機能阻害ど同様の振る舞いを見せた．さらに，Xhairy2 MO（6.8 ng）と Co 

MO（3.4 ng）の共注入による Xhairy2 の機能阻害は pax6 の LF 発現を減少させ（減少 77%, n 

= 70, 図２１ p），これは Co MO の代わりに p27 MO（3.5 ng）を共注入することで緩和され

た（減少 53%, n = 75, 図２１ q）．予想通り，p27 MO（3.5 ng）単独の微注入では pax6 の

LF 発現に顕著な変化は見られなかった（正常 96%, n = 70, 図２１ o）．six3 の LF 発現につ

いては，レスキューの度合いが弱かったことから（データ示さず），こちらの制御については

異なる因子が関与していることが想像された．いずれにしても，これらの結果は Xhairy2 に

よるp27xic1
の早まった発現からの保護がLFの形成ならびに以降のレンズ形成に必要とされる

ことを示唆している． 

 Xhairy2 機能阻害により，p27xic1
の異所発現が起こっていることを示す傍証として，細胞増

殖の低下とアポトーシスの誘導を挙げることができる.分裂中細胞の抗原にリン酸化ヒスト

ン H3（PHH3）があるが，この抗体染色と pax6（st. 15）ないし foxE3（st. 19）の WISH を

 37



共役させて，Xhairy2 機能阻害による細胞増殖の低下を調べた．その結果，以前の報告

（Nagatomo and Hashimoto 2007）と同様に，Xhairy2 MO 注入胚において，st.19 では PHH3

のレベルに顕著な減少が見られたが（図２３ c-d’’），面白いことに st.15 では顕著な変化が

見られなかった（図２３ a-b’’）．ただし，PHH3 はあくまで分裂中細胞の抗原であるにすぎな

いので，増殖能の増減を調べるには不十分ではある（これについては以降に BrdU のデータを

示す）．アポトーシスについては，TUNEL により検証した．こちらも，以前の報告（Nagatomo 

and Hashimoto 2007）と同様に，Xhairy2 MO 注入胚において，st.18 ではアポトーシスのレ

ベルが顕著に上昇していたが（図２３ e, f），面白いことに st.15 では顕著な変化は見られ

なかった（図２３ g, h）．これらの結果は，Xhairy2 機能阻害胚における p27xic1
の異所発現の

傍証であるとともに，中期神経胚（st.15）でみられる LF の消失が，付近細胞の増殖停止や

大量のアポトーシスによるものではないことを暗示していると言える．これについては，

Xhairy2 MO 注入胚における Xhairy2 自身の発現によっても支持される．即ち，Xhairy2 が属

する Hes 因子は自身の転写を負に制御していることが知られているのだが（例えば Davis and 

Turner 2001），もしこの時期にアポトーシスなどが LF 近傍で生じているならば，WISH を行

った際にそのシグナルが大きく消失するはずである．しかし，実際には図２３ j で示すよう

に，st.15 の LF 付近で Xhairy2 の強い発現上昇が観察される（100%, n = 10; Co MO, 全て

正常, n = 11, 図２３ i）．以降では，p27xic1
に関連して，細胞増殖と LF 形成の関係をより詳

細に解析した． 

 

−４ ７ Xhairy2 機能阻害は後期神経胚における LF 内における細胞増殖に影響を与えるが，

細胞周期の阻害自体が LF 消失やレンズ形成不全を引き起こしているわけではない 

 ここまでの結果は，LF 形成における p27xic1
に対する制御が部分的に必要とされることを示

唆している．ここで，p27xic1
は細胞周期を阻害することが知られていることから（Ohnuma et al. 

1999; 図２２），Xhairy2 による増殖能の制御が LF形成に関与しているのか厳密に検証した．

この目的のために，BrdU 取り込み実験を行い，LF 遺伝子発現の消失が細胞増殖の低下と連動

しているのかどうか，中期神経胚と後期神経胚にて検証した．p27xic1
 mRNA, p27 MO, Xhairy2 

MO と Co MO, Xhairy2 MO と p27 MO を上述の要領で微注入した．神経胚期に，さらに BrdU を

微注入した．LF を可視化するために，BrdU 検出の前に pax6（中期神経胚）ないし foxE3（後

期神経胚）で WISH を行った（図２４）．Xhairy2 MO と Co MO の共注入による Xhairy2 の機能

阻害により，後期神経胚にて foxE3 で標識される LF 内の BrdU 陽性細胞が減少したが（図２

４ g, g’, i），これは Co MO の代わりに p27 MO を共注入してもレスキューされなかった（図

２４ h, h’, i）．LF 内限定とは言え，これは以前の報告と一貫性を示している（Nagatomo and 

Hashimoto 2007）．しかし，中期神経胚では，pax6 の LF 発現で標識される LF 内で顕著な BrdU

シグナルの低下を見せたのは，p27xic1
の過剰発現のみであった（図２４ a-d, a’-d’, i）．こ

れらの結果は，増殖細胞数の低下という観点で，Xhairy2 機能阻害による p27xic1
の異所発現が
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確かに LF 系譜細胞で起こっていることを示している．しかし，増殖細胞数の低下それ自体が，

少なくとも中期神経胚における LF 消失を引き起こしているわけではないようである．  

 上記の結果に基づいて，LF 形成と細胞周期制御の関係をさらに検証した．この目的のため

に，DNA 複製を阻害することが知られている hydroxyurea と aphidicolin（以下，HUA）で処

理することで，細胞周期を阻害した．HUA 処理の効果については，BrdU 取り込み実験で確認

した（図２５ a-c）．HUA 処理が LF 遺伝子発現に影響を与えるか調べるために，胚を初期原

腸胚期から中期神経胚期まで HUA もしくは DMSO により処理して，pax6 と six3 で WISH を行

った．この結果，HUA 処理を行っても pax6 の LF 発現は正常であったが（85%, n = 20, 図２

６ e; DMSO: 正常 95%, n = 20, 図２５ d），six3 の LF 発現については穏やかな減少が見ら

れた（50%, n = 20, 図２５ g; DMSO: 正常 90%, n = 20, 図２６ f）．PPH3 レベルは DMSO

処理群と比較して HUA 処理群で顕著な減少が見られた（n = 10，図２５ d, e）．また，これ

らの結果を支持するように，HUA 処理を行った胚でレンズが形成された（n = 10, 図２５ i, 

i’; DMSO: 全て正常，n = 10, 図２５ h, h’）．合わせて考えると，以上の結果は，LF 形成に

関しては，細胞周期の制御が Xhairy2 の機能の根底にあるわけではないことを示唆している

と言える． 

 

 

 

５．考察 

−５ １ 本研究で得られた知見のまとめ 

 本研究では，Xhairy2 が頭部感覚器官の形成に持ち得る機能を明らかにすべく，一連の機

能阻害実験を行った．Xhairy2 の機能阻害は，中期神経胚において，pax6 などの発現で標識

される LF の消失を引き起こした（図１６）．これは以降のレンズ形成にも引き続いて影響を

与えた．Xhairy2 機能阻害胚では，レンズ決定マーカーである L-maf ならびに分化マーカー

である1-cry の発現が激減し（図１４），結果としてオタマジャクシ幼生における球状レンズ

構造の消失につながったものと推測される（図１３）．重要なことに，網膜系譜のマーカー遺

伝子の発現には顕著な変化が見られず（図１４，１５），形態に限って言えば，オタマジャク

シ幼生における網膜でも特徴的な層状パターンが維持されていた（図１３）．Xhairy2 機能阻

害胚の眼の表現型は，網膜とレンズの両方が形成不全を引き起こす Hes1 ノックアウトマウス

のそれとは異なっている（Tomita et al. 1996; Lee et al. 2005）．このマウスの事例では，

レンズの形成不全は主に網膜形成不全の二次的な影響という考察が為されていたが（Tomita 

et al. 1996），これは種間の機能の差を示しているのかもしれない．当然，モルフォリノの

微注入とノックアウトという方法論の違いによる可能性も否定できない．即ち，本研究では

PPE 領域を狙った微注入を行っているので，モルフォリノの神経板への混入は低いレベルに

抑えられており，本来具現化すべき網膜の表現型がでなかったという可能性である．しかし，
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仮にそうであったとしても，Xhairy2 がレンズ系譜で非常に早い時期から特異的に必要とさ

れているということを示せていることには変わりなく，従って本研究の知見は十分に意義が

あるものと思われる．Xhairy2 が機能する分子機構として，LF を含む PPE における p27xic1
の

発現抑制が示唆された（図２１）．Xhairy2 MO 胚で p27
xic1

の異所的免疫陽性を確認したわけで

はないが， Xhairy2 機能阻害が p27 MO 微注入により部分的にレスキューされたため，Xhairy2

機能阻害の形質を引き起こしているのは p27xic1
の翻訳産物であることは間違いないだろう．

これは，p27xic1
 mRNA 微注入による過剰発現が，Xhairy2 機能阻害とよく似た形質を示すこと

からもさらに支持される（図２１）．しかしながら，p27 MO による Xhairy2 MO の表現型レス

キューは完全なものであるとは言いがたい．予備的な実験結果では，st.28 における L-maf, 

foxE3 の発現ならびに st.42 での球状レンズ構造は，Xhairy2-p27xic1
同時機能阻害でレスキュ

ーできなかった（図２８）．これは，Xhairy2 MO 胚における，特に尾芽胚期以降の表現型に

ついては，p27xic1
以外の因子が関与していることを強く示す結果であると考えられる．ここで，

p27xic1
 mRNA の過剰発現は調べた全ての時期での表現型について概ね Xhairy2 機能阻害を模し

（図２８），さらに p27 MO が Xhairy2 MO による増殖能の低下を全くレスキューできないこと

から，Cip/Kip ファミリーに属し尚かつ発生過程で発現制御を受けている他の因子の関与を

疑うことは，ある程度妥当であると思われる．例えば，近年ツメガエルでクローニングされ

た p16Xic2 や p17Xic3（Daniels et al. 2004）などについて調べてみるのは面白いかもしれ

ない.また，この問題は，方法論的な限界によって引き起こされている可能性があることも考

慮すべきであろう．つまり，Xhairy2 MO-p27 MO 共注入の場合，Xhairy2a MO, Xhairy2b MO, 

p27 MO の三種類の MO の混合となっているため，発生が進むにつれて，理想的な割合で MO を

含む細胞が減少していくことはおそらく間違いないからである．いずれにしても，これらの

結果に基づいて，Xhairy2 は p27xic1
の発現制御を部分的に通じて，PPE 内におけるレンズ運命

にバイアスのかかったLFの形成ないし予定PPE領域の形成に必要とされると結論づけられた． 

 

−５ ２ Xhairy2 の機能阻害でレンズ性細胞の完全な消失が起こらないのはなぜか：Xhairy2

と foxE3, L-maf の関連について 

 Xhairy2 機能阻害胚において，レンズの性質をもった細胞の完全な消失はほとんどみられ

なかった（図１３）．これは，Xhairy2 による foxE3 の制御に関連していると考えられる．foxE3

は，マウスにおいて，レンズ系譜細胞の増殖，分化の両方を制御する重要な遺伝子である

（Medina-Martinez et al. 2005）．また，ゼブラフィッシュにおいても，レンズの形態形成

に重要な役割を果たしていることが知られている（Shi et al. 2006）．中期神経胚（図１７），

後期神経胚（図２４），後期尾芽胚（図１４）における Xhairy2 機能阻害と foxE3 の発現変化

から明らかになったことは，Xhairy2 機能阻害によっては foxE3 の中期神経胚における最初

の発現には影響がなく，なおかつ尾芽胚期の発現については，発現の完全な消失は起こらず

常に foxE3 陽性細胞が残っているということである．ツメガエルにおいて，Notch シグナル
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は foxE3 発現の重要な構成因子であることが報告されているので（Ogino et al. 2008），foxE3

に関する結果は，Xhairy2 機能阻害によって尾芽胚期の notch2 の発現が消失する割合が 50%

程度であったという事実と一貫性がある（図１４）．これらとは反対に，Xhairy2 機能阻害で

L-maf の発現はほぼ完全な消失を見せた（図１４）．この事実から，Xhairy2 は foxE3 とパラ

レルに機能しており，1-cry の発現消失と球状レンズ構造の形成不全は，おもに L-maf の発

現消失によるところが大きかったのではないかと推測される．今後の研究で，foxE3 と

Xhairy2 の二重機能阻害を行うと面白いかもしれない． 

  

−５ ３ Xhairy2 による頭部感覚器官プラコード形成の制御 

 Xhairy2 の原腸胚における発現パターンから，当初全ての頭部感覚器官の形成に関与して

いると予測された．しかし，Xhairy2 の機能阻害は，嗅覚器官ならびに聴覚器官の形成不全

を引き起こさなかった（図１２）．神経胚における pax8 と foxG1 の発現は特異的に弱く減少

したにすぎなかったため，こちらには他の Hes 因子が関与しているのかもしれない．この候

補としては，例えば，予定聴覚プラコード領域で神経胚から発現を見せる XHes2 を挙げるこ

とができる（Solter et al. 2006）．予備的な知見ではあるが，少なくとも，Xhairy2 の機能

阻害によって XHes2 の発現は減少しない（図２９）．加えて，Xhairy2 の PPE 発現の開始は重

要な PPE マーカーである six1 と dlx5 よりも早いにもかかわらず，Xhairy2 の機能阻害は，

これらの発現に影響を与えなかった（図１７）．マウスでは，Six1 のノックアウトにより，

LP を除く非神経プラコード，神経プラコードの両方の形成が阻害されると報告されている

（Zou et al. 2004）．こういったことを合わせて考えると，Xhairy2 は，プラコード形成の

観点から，LP の形成特異的に機能しているのかもしれない．他の Hes 因子の同定ならびにそ

れらと Xhairy2 の多重機能阻害が，この問題の理解を深めるものと考えられる． 

 

−５ ４ Xhairy2 の機能と PPE の性質の関係：Xhairy2 が存在することで PPE はどういった状

態にあるのか 

 レンズ系譜の細胞では，多くの転写因子が順に活性化される（Ogino and Yasuda 2000; 

Kondoh 2008）．レンズ形成における重要性を理解する上で，Xhairy2 をこの種のカスケード

の最上流因子として位置づけることが可能である．Xhairy2 の機能阻害は pax6 や six3 の LF

発現を減少させたため，これらより上位にあると考えることができる．逆に，Xhairy2 の過

剰発現がこれらの遺伝子の LF 発現を拡大させるはずである．しかし，実際にはそういったこ

とは起こらなかった（図２０）．しかも，Xhairy2 の機能阻害は fgf8 や fgfr4c の発現に影響

を与えなかった（図１９）．ツメガエルにおいて，FGF シグナルは PPE の pax や six1 の発現

に必要とされることが報告されている（Ahrens and Schlosser 2005）．これは Xhairy2 がな

くとも，予定 LF 近傍のシグナル環境は正常である可能性を示唆している．合わせて考えると，

Xhairy2 はシグナルの入力から開始されるレンズ形成特異的な転写因子カスケードの外側で
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機能しているのかもしれない． 

 分化マーカーである n-tubullin の発現から見ると，三叉神経節プラコードを除いて，ほと

んどの頭部プラコード細胞は神経管形成後に分化を開始する．ただし，各プラコードの予定

領域を特異的に標識する遺伝子の発現が神経板期から開始されるという事実から，多くの頭

部プラコードに分化できるポテンシャルをもった PPE 細胞は，本質的に分化に対して誘導的

な環境の中にあって積極的に未分化な状態を維持する必要があることが想像できる．例えば，

この考えは，ツメガエルでは，ngnr-1 の発現が原腸胚期に一過的に PPE で見られ，その後す

ぐに三叉神経節プラコード以外の領域で抑制されるということからも部分的に支持される

（Schlosser and Ahrens 2004）．Xhairy2 の機能阻害胚では，一過的に，ngnr-1, X-delta-1, 

X-MyT1 といった前ニューロン性の遺伝子の発現が上昇する（Nagatomo and Hashimoto 2007, 

本研究）．よって，Xhairy2 の PPE における重要な機能の一つは積極的な未分化状態の維持で

あると考えられる． 

 PPE の状態に関係する Xhairy2 の機能を理解するもう一つの手がかりが，Xhairy2 機能阻害

で見られる p27xic1
の異所発現である（Nagatomo and Hashimoto 2007, 図２１）．これは，Xhairy2

と p27xic1
の二重機能阻害は前ニューロン遺伝子の発現上昇や（Nagatomo and Hashimoto 2007）

pax6 の LF 発現消失をレスキューしたためである（図２１）．p27
xic1

は，CDK 阻害因子である

Cip/ Kip ファミリーに属し，cyclinE/ CDK2 複合体に結合して CDK2 のリン酸化酵素活性を阻

害して G1/S 期の移行を阻止する（Besson et al. 2008 が参考になる，図２２）．こういった

因子の発現は，分化しつつある細胞に共通してみられる特徴の一つである．この分子機構を

反映してか，p27xic1
は，分化しつつあるレンズ上皮細胞で発現している（Ohnuma et al. 1999）．

こういった事実は，不完全とは言え，Xhairy2 機能阻害胚で foxE3 の発現が減少することと

矛盾しない．これは，ツメガエル，ゼブラフィッシュ，マウスの研究で，foxE3 が未分化状

態を正に制御しているという報告があるからである（Kenyon et al. 1999; Medina-Martinez 

et al. 2005; Shi et al. 2006）．さて，Xhairy2 機能阻害により，後期神経胚において分裂

中の細胞が減少することが報告されている（Nagatomo and Hashimoto 2007）．本研究では，

WISH 共役の BrdU 取り込み実験により，この減少が foxE3 で標識される LF 内で確かに起こっ

ていることを示した（図２４）．Xhairy2 はレンズ特異的な転写因子カスケードの外側に位置

することが示唆されているため，この結果は，Xhairy2 が遺伝子発現の制御には何ら影響を

与えずに，レンズ系譜細胞の数にだけ影響を与えているという可能性も考えられた．しかし，

LF 消失が最初に見られる中期神経胚では，分裂中の細胞数に変化は見られず（図２３），BrdU

取り込み実験によっても，顕著な増殖能の低下もこの時期起こっていない（図２４）．さらに，

HUA 処理によって強制的に細胞周期を阻害しても，pax6 の LF 発現やレンズの形成に顕著な影

響は見られなかった（図２５）．これらの結果は，Xhairy2 が細胞周期の制御とは関係なく LF

形成に機能していることを示唆しているのかもしれない．興味深いことに，p27
xic1

の機能は二

つに分けられることが報告されている：細胞周期の制御と分化の制御である（Vernon et al. 
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2003; Vernon and Philpott 2003）．例えば，p27
xic1

の様々な短縮変異体を過剰発現させた研

究では，ツメガエルの網膜や分化中の一次ニューロンにおいて，p27
xic1

の N 端の一部が，細胞

周期の制御とは独立して直接的に分化を誘導する活性を有することが示されている（Ohnuma 

et al. 1999; Vernon et al. 2003）．予備的な実験ではあるが，神経堤と LF の形成に関して，

これと符合する結果が得られている（図２６，図２７）．もしかすると，Xhairy2 による p27xic1

の発現抑制は，分化を阻害するためのものであるのかもしれない．より理解を深めるために

は，p27
xic1

の分子的な性質を明らかにする必要があるだろう．特に，p27
xic1

の N 端の構造を介

したタンパク間相互作用の解明が重要かもしれない． 

 以上を合わせて考えると，Xhairy2 は，PPE 細胞でシグナル経路や遺伝子発現制御が適切に

行われるために，未分化状態の維持を中心とした適切な環境づくりに必要とされるのではな

いかと考えられる．これにより，レンズ系譜となるべき細胞がコンピテントになっているの

ではないか．興味深いことに，多能性細胞の集団である前方部脊索前板や神経堤の形成にお

ける Xhairy2 の機能解析でも，Xhairy2 が組織性質の維持や未分化状態の維持に必要とされ

ることが報告されている（Yamaguti et al. 2005; Nagatomo and Hashimoto 2007）．レンズ

コンピテンスは，レンズ形成の土台となる状態であると概念的に定義されているが（Henry 

and Grainger 1987），未だその分子的な性質は不明である．Xhairy2 の存在が，まさにこの

土台の一部なのではないだろうか．この点に関して，次項で展開的に議論する． 

 

−５ ５：総合議論 

 誘導と応答は，発生現象のメカニズムとして今や広く認知されている．Spemann が，両生

類のレンズ形成過程の解析から見いだしたことも関係してか，レンズ形成の研究では，今日

でも尚，誘導と応答機構の解明はその中心的な命題であり続けている．特に，３０年前まだ

概念的なレベルで語られていたにすぎない「誘導物質」なるものが，遺伝子レベルでの解析

が行われるようになって以来，なんらかの遺伝子産物という現実的な存在に様変わりした．

この認識の変化にともない，誘導と応答のメカニズム解明は，シグナル経路のリガンドとレ

セプターの同定という研究課題と同義になっている．仮に，Crystallin の発現をもってレン

ズ前駆細胞の分化完了と考えるならば，転写因子カスケードを遡り，そのインプットとなる

べきシグナル経路を同定することは可能である．一般的に，レセプターの発現は一帯の組織

一様に見られることが多いため，この文脈では応答の生物学的意義にそれほどの注目が集ま

ることはないだろう． 

 しかし，本研究で示唆された Xhairy2 の機能を考えると，応答能の意味と意義を再考せざ

るを得ない．Xhairy2 はその発現パターンから，応答する側の細胞の系譜で発現していると

推測される．レンズ誘導において誘導源と考えられている網膜系譜の遺伝子発現には，

Xhairy2 機能阻害の影響がでないことがこの推測をさらに後押しする．しかも，現在ツメガ

エルにおいてレンズ誘導（LF 誘導）シグナルの最有力候補である FGF シグナル経路を構成す
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る因子 Fgf8 や Fgfr4c の発現には変化が見られなかった．つまり単純に考えれば，リガンド

とレセプターは存在していることになる．レセプターの存在が即ち応答できる能力，応答能

の定義全てならば，これは大きな矛盾となる．それでも尚，Xhairy2 を機能阻害して LF が誘

導されないという事実と向き合った場合に，応答能について新たに重要な要素を付け加えざ

るを得ない．それは未分化である状態，未分化性である．一見すると言葉遊びに思われるか

もしれないが，分化すべき細胞はまず未分化でなければならない．幹細胞，あるいは，染色

体 DNA の修飾状況に関する研究から明らかになってきたことをまとめてみると，第一段階の

組織前駆細胞の分裂が最も活発で，以降，細胞は分化が進めば進むほど分裂しにくくなる．

おそらくこれは，分化が進むごとにゲノムに付加される DNA 修飾やヒストン修飾などの高次

元な情報を，完全に複製するのに極めて多くのコストが必要とされるからであろう．分化す

る前に十分に分裂するということは，胚発生における必須事項であると言っても過言ではな

い．分化と増殖のスイッチングがどのようなシステムによって為されているのか不明な点は

多いが，二律背反の性質を考慮すれば多機能性の単一種分子が文字通りスイッチになってい

る可能性が高い．この側面に注目すれば，Xhairy2 によって制御されている p27xic1
のような細

胞周期阻害因子の重要性がよく理解できよう．全ての Cip/Kip ファミリー因子に当てはまる

訳ではないようだが，少なくとも p27
xic1

は細胞周期阻害活性とは独立して分化誘導活性を有

することが報告されており（Vernon et al. 2003），それぞれ別のドメインによって担われて

いる．まとめると，前章で議論した，Xhairy2 が p27xic1
を抑制することで得られる未分化性の

維持は，まさにこの応答能の実体の一部であると言える．序論で紹介したが，Hes 因子と応

答能の関係について，昨年興味深い報告がなされた．未分化細胞のうち，一時的に増殖を停

止しているが刺激を受ければ増殖を再開できる細胞は静止細胞 Quiescent cells と呼ばれ，

例えば成体における組織幹細胞がこれに含まれる．こういった細胞では Cip/Kip ファミリー

因子（p21
cip1

など）が機能することで細胞周期が停止しており，静止状態を脱して増殖を再開

する際にはこういった因子が細胞から消失する．静止状態の制御は Cip/Kip 因子の有無に依

存する受動的な過程であると考えられていたが，Sang らは，静止状態の線維芽細胞で Hes1

をノックアウトすると，人為的に Cip/Kip 因子を細胞から除外した上で血清添加による刺激

を与えても増殖が再開されず恒久的に停止することを見いだした（Sang et al. 2008）．これ

は，Hes1 を導入することでレスキューされる．以前から，芽細胞のような未分化細胞で分化

を抑制する実体として Hes1 が存在していることは明らかになっていたが，これに加えて Sang

らが提出した証拠は，Hes1 がまさに応答能を保障しているということを示している． 

 PPE は全能性幹細胞ではないが，それに近い性質を持っているはずである．ではこういっ

た性質は胚発生のいつどのように獲得されたのだろうか．この問題は核心的だが，現時点で

はこれに直接答えられるデータはない．以下，手持ちのデータを元に仮説を提案したい．ヒ

ントは，Xhairy2 の時空間的発現パターンにあると考えられる．Xhairy2 の mRNA は，そもそ

も卵に母性因子として存在している（Murato et al. 2007）．後期胞胚—初期原腸胚期で WISH
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を行うと，弱いながらも予定外胚葉領域全域でシグナルが検出される(Tsuji et al. 2003)．

しかし，神経誘導が起こった直後から，表皮としての運命を受けた領域（腹側）と神経とし

ての運命を受けた領域（背側）で発現が消失する．表皮領域と神経領域の境界である PPE は，

即ち，最初から存在する発現が残った領域であると言える．この領域では，その後染色体か

らの新規発現により発現レベルの増強が見られる．ここで，予定外胚葉領域は，どういった

領域だろうか．端的に言えば，未分化で多能性の細胞の集団からなる領域である．なぜなら，

表皮，神経，神経堤，プラコードの全てが生じるからである．さらに，幹細胞様の性質とし

て増殖能をあげることができる．実際，Xhairy2 を機能阻害すると，後期神経胚で強い増殖

低下が見られた（ただし，これは p27
xic1

の異所発現によるものではない；Nagatomo and 

Hashimoto 2007）．つまり，Xhairy2 の発現は未分化性と増殖能が具現化されたものであると

言える．ここに，先に述べた Xhairy2 と p27xic1
の関係が集約してくる． 

 こういった応答能の保障は，Xhairy2 だけによってなされている訳ではない．キーとなる

遺伝子ファミリーが，zic と fox ファミリーである．Zic は，ショウジョウバエで単離された

pair-rule 遺伝子 odd paired のホモログである．脊椎動物にいたる過程で重複が見られ，５

つの zic が存在している．このうち，例えば zic1 や zic2 は，ゼブラフィッシュ胚やツメガ

エル胚において，神経誘導の結果として神経領域で発現を開始し，その後 PPE を含む境界領

域で強い発現を示す(Kuo et al. 1998; Mizuseki et al. 1998; Grinblat and Sive 2001)．

その後は，主に神経堤やプラコード，神経管の背側部位で発現が維持される．脊椎動物で解

析が始まった当初は，その早い発現開始時期と前脳領域を含む発現パターン，そして，ノッ

クアウトマウスで見られる終脳の形成不全から(Warr et al. 2008)，中枢神経系の前後パタ

ーン決定に関わっていると考えられていた．しかし，特にツメガエル胚での過剰発現のデー

タがはっきりしないことから，実際の機能はこれとは異なることが示唆されていた．近年，

遺伝子発現プロファイリングから，Zic3 が ES 細胞の多能性維持に必要とされることが明ら

かになってきた（Lim et al. 2007）．これを裏付けるように，マウス胚の内部細胞塊（ICM）

が Zic2 免疫陽性であることが示された(Brown and Brown 2008)．マウスでは，魚類や両生類

の胚で見られたような，zic の原腸胚での発現が確認されていなかったため，情報が錯綜し

ていたと言えるが，これらの結果を踏まえて考えると，zic も hes 同様に全（多）能性細胞

で必要とされる性質を担っていることがうかがえる．ノックアウトマウスで終脳に異常が見

られたのは，脳の発生の過程で終脳前駆細胞が最も長い期間未分化状態を維持したまま増殖

を続けているからであると推測できる．加えて，成体の脳でも，sub-ventricular zone など

の神経幹細胞が Zic2 免疫陽性であることから（Brown and Brown 2008），いくつかの zic は

発生が進んでも限られた組織の幹細胞で発現していると推測できる．Zic についてまとめる

と，Xhairy2 と似て初期胚から広い領域で発現し，未分化性と増殖能の維持とに関与してい

るということになる．ツメガエル胚では，zic1 が初期原腸胚期から非常に強い発現を見せ，

しかも Xhairy2 と重なるように発現している（図１７）．それぞれを機能阻害して発現を確認
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しても顕著な差が見られないことから（図１７），Xhairy2 と zic1 はパラレルに機能するこ

とで，ある種のセーフティーネットを構築していると考えられる． 

 Fox (fork head/ winged helix もしくは fork head box)ファミリー遺伝子は，ショウジョ

ウバエで単離された fork head のホモログである．これらは fork head box と呼ばれる進化

的に保存された DNA 結合ドメインにより同定される．調べられた限り全ての後世動物で見つ

かっており，真菌類でも単離されている（Pohl and Knochel 2005）．前の章で，foxE3 につ

いて議論したが，fox ファミリー遺伝子も hes ファミリー遺伝子や zic ファミリー遺伝子と

良く似た機能を持っている．ツメガエル胚での fox の解析は，過剰発現によるものが多いの

で信頼性を欠く部分も多いが，異なる fox において，分化を抑制し細胞増殖を促すという傾

向が見られる．たとえば，神経堤における foxD3（Pohl and Knochel 2001），レンズにおけ

る foxE3（Kenyon et al. 1999），終脳における foxG1（Xuan et al. 1995; Hanashima et al. 

2004）を挙げることが出来る．ただし，一般的に発生の早初期に広い発現を見せる zic や hes

とは異なり，fox ファミリーの多くの因子が，原腸胚期以降に組織特異的な発現する．付け

加えると，最終分化に至った細胞では発現が消失することから，組織前駆細胞で発現すると

いう表現が正しい． 

 さて，hes, zic, fox ファミリーを比較してみると，胚発生における役割の類似性に気が

つくであろう．例外はもちろんあるが，概して未分化性と増殖能の維持に集約する．ファミ

リー遺伝子の差を生み出しているのは発現時期と発現領域であり，これにより整理し直して

みると，早初期から広い領域で発現する（あるいは母性因子として存在する）hes/zic から，

それより遅れて組織特異的に発現する fox へのリレー機構が浮き彫りになる．逆に，役割に

注目して考えれば，各組織が最終分化を遂げるまで，ほぼ全ての領域で全ての時期，hes, zic, 

fox のどれか（或は組み合わせ）で未分化性と増殖能が維持されていることになる．これら

ファミリー遺伝子はコピー遺伝子を多く有するが，これだけのカバー力を考えれば，まさに

数の利が活かされた結果であろう． 

 脊椎動物の胚の特徴の一つに，細胞数の多さを挙げることが出来る．例えばツメガエル胚

では，原腸胚の細胞数は既に万単位であり，その後さらに増加を続ける．そして，原腸形成

運動による三胚葉形成を皮切りに，細胞集団の移動や配置換えなどによる複雑な形態形成運

動が細胞増殖と同時進行で次々と起こる．細胞の最終分化が例外的に早く起こる組織もある

が（e.g. 三叉神経節ニューロンの一部は，後期神経胚期に分化マーカーの n-tubulin を発現

する），ほとんどの場合は，形態形成に足並みを合わせるように長い期間組織前駆細胞の状態

を維持している．全て落ち着いてからそれぞれ特殊に分化するほうが，かたちづくりの微調

整が行いやすく，また数を後から確保することが難しいからであると推測できる．いずれに

しても，最初の運命決定を受けてから分化に至るまでのタイムラグを解決しているのが，

hes/zic/fox 遺伝子群であろう．未分化性と増殖能の維持による応答能の保障とは，なんと

も地味な役割であるが，確実に必要とされることは間違いない．このことを鑑みれば，脊椎
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動物を脊椎動物足らしめる遺伝子群は，hes/zic/fox のようなものではないだろうか．旧約

聖書の一節を引用し，本論文を締めくくりたい． 

  

  見張りの者よ，夜の何どきか 

  見張りの者よ，夜の何どきか 

  見張りの者は答える 

  朝は来る，だがまだ夜だ 

  もし尋ねたければまた来て 

  尋ねるがよい            �イザヤ書２１章，１１，１２節 
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８．図と図の解説 

図１．脊椎動物の頭部の大部分は，プラコードと神経堤に由来する． 

図２．ツメガエル胚における頭部素材の原基的な配置． 

図３．A. Jacobson による両生類胚を用いた回転実験． 

図４．プラコードの配置とそれを標識する遺伝子発現． 

図５．ツメガエル胚における眼の形態形成． 

図６．レンズ形成における網膜系譜の必要性を検証するための実験． 

図７．網膜原基の切除ないし破壊ないし網膜原基不在の変異体がレンズ形成に与える影響． 

図８．R. M. Grainger が１９９２年に提唱したレンズ形成の Stepwise dtermination model

の概要を模式図で表したもの． 

図９．Xhairy2 と dlx5 の発現パターン比較． 

−図９ ２．Xhairy2 の神経胚と尾芽胚における発現パターン． 

図１０．ツメガエル Xhairy2 のオーソログであると考えられるゼブラフィッシュ her9 とマウ

ス Hes1 との比較． 

図１１．Xhairy2 の機能阻害に用いた二種類のモルフォリノ． 

図１２．Xhairy2 の機能阻害は聴覚器官と嗅覚器官の形成にほとんど影響を与えない． 

図１３．Xhairy2 機能阻害により，レンズ形成不全が生じる． 

−図１３ ２．Co MO を Xhairy2 MO と同じ量で微注入しても眼の発生に影響は見られない． 

図１４．Xhairy2 機能阻害は，尾芽胚期におけるレンズ系譜遺伝子の発現を減少させるが，

網膜系譜遺伝子の発現には影響しない． 

図１５．中期神経胚における LF の遺伝子発現 

図１６．Xhairy2 機能阻害は中期神経胚における LF マーカー遺伝子の発現を減少させる． 

図１７．Xhairy2 機能阻害は神経胚における前プラコードマーカー遺伝子の発現にあまり影

響を与えない． 

図１８．Xhairy2 機能阻害はレンズ形成を促進する組織や阻害する組織の遺伝子発現に影響

を与えない． 

図１９．Xhairy2 機能阻害は，FGF 経路の遺伝子発現に顕著な変化を与えない． 

図２０．Xhairy2 過剰発現の効果． 
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図２１．Xhairy2 機能阻害により初期神経胚で前ニューロン遺伝子の発現が上昇するが，LF

の消失は神経堤消失の二次的形質ではない． 

図２２．細胞周期とその調節因子． 

図２３．Xhairy2 機能阻害により p27xic1
が確かに異所発現していることを示す二種類の傍証． 

図２４．Xhairy2 機能阻害により，後期神経胚の LF 内で細胞増殖が抑えられるが，中期神経

胚では LF 内の増殖低下は見られない． 

図２５．細胞周期阻害薬により一過的に細胞分裂を阻害しても LF の遺伝子発現とレンズは消

失しない． 

図２６. p27xic1
の変異体が細胞周期阻害に与える影響． 

図２７．p27N64S の過剰発現は神経堤と LF 遺伝子発現の減少に関して野生型と同様の活性を

示す． 

図２８．Xhairy2 機能阻害が発生後期のレンズ系譜に与える影響は p27xic1
の同時機能阻害でレ

スキューできない． 

図２９．Hes ファミリー因子である XHes2 の予備的な機能解析結果のまとめ． 
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