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要 旨

多くの動物は体軸に沿つて繰 り返し構造を持つている。しかし、この繰 り

返し構造を形成する仕組みには、動物によって違いがある。

節足動物の形づくりにおける体節形成の仕組みには2つの様式が知られてい

る。 1つは同時にほとんどの体節を形成する様式 (同 時型)である。この様式

はショウジョウバエの研究によつてもっともよく特徴づけられている。それは

多核性の環境を利用し転写因子の濃度勾配を用いる方法である。もう1つは

次々と付け加える様式 (付 け加え型)である。多くの節足動物は、細胞化され

た環境で連続的に後方から体節を付け加える様式を持つことが知られている。

後者のような細胞環境において、どのように細胞が運動し遺伝子の発現パタン

が変化するのかについては、まだ理解が進んでいない。

近年、オオヒメグモ胚を用いた研究から、その発生において細胞と細胞のコ

ミュニケーションの重要性が指摘されてきた。そこで私はオオヒメグモ胚を用

いて、細胞化された環境で達成される体節形成過程についての研究を行なった。

本研究では、より動的な視点から詳細に解析を進めるために、外来の物質を

直接胚へ注入する顕微注入法の開発を行なつた。16核期の胚の段階で蛍光デキ

ス トランを注入すると、1つの核を含む周りの二定の細胞質領域にとりこまれ、

周りの領域に漏れることなく受け継がれた。このことからクモ胚の 16核期では

すでに細胞化が完了し、細胞環境が早期に形成されていることが示唆された。

この顕微注入によって一部の細胞に物質を導入できることから、細胞運動の追

跡の向上、局所的な遺伝子機能の解析が期待された。

私はこの顕微注入法を応用し、クモ胚における頭部体節形成過程の仕組みを

細胞運動と遺伝子の機能の 2つの側面から解析した。その結果、クモ胚の頭部

において、新規の体節形成様式を発見した。これは付け加え型のうちの一つの

バリエーションと考えられた。

オオヒメグモの頭部では、ショウジョウバエのセグメントポラリティ遺伝子

乃グルカθgの相同遺伝子であるИルカカのス トライプ状の発現が前方から後方へ波

のように移動した。顕微注入法を用いた細胞の標識実験により、このИルカカの発

現の移動は、前方の細胞がИルあ力の発現をやめて後方の細胞がИ″カカを発現する

ようになることで起きることがわかつた。このИ″乃力のストライプが太くなると

ともに中央からИル励 ネガティブな領域が現れ、分割された。この分割が 2回繰

り返されることで、2うの頭部体節が一つずつ形成された。このИル乃力のス トラ



イプの移動と分割に特徴づけられる体節形成過程は、細胞の割り込みによる収

飲伸長の細胞運動を伴つていた。

次に、この頭部体節形成過程における分子機構を解析するために、オオヒメ

グモの ESTラ イブラリーを利用し、将来の予定頭部外胚葉領域に発現する遺伝

子を探索しつつ、他の動物種で極 0体節形成に重要とされる因子の相同遺伝子

を選んだ。選ばれた遺伝子に対して、胚全体で遺伝子機能を阻害する parcntal

RNAi oRNAi)に よって頭部に異常が現れるかどうかを調べた。その結果、ショ

ウジョウバエのペアルール遺伝子 θ励ヮα姥グの相同遺伝子

“

ルリのとギヤツプ遺

伝子 ο″湯θル″Jθルの相同遺伝子

“

″οrJlと が候補因子として見つかった。この

И″ηαとИ″ο″に対して、pRNAiと 局所的に遺伝子の機能を阻害するemblyonic

RNAiを行ない、Иルカ乃ス トライプの発現に現れる表現型を調べた。Иル″αに対

するRNAiの結果より、И″″αはИ″乃力のス トライプの分割に関与していること

が示唆された。また、Иルθ″ に対するRNAiの結果からは、∠″ο″はИル乃力の移

動だけでなく∠ル乃力の発現の維持に必要であることが示唆された。これらのこと

から、Иル乃乃ストライプの発現変化のダイナミクスは、И″ο″やИルΨαといった

転写因子がHedgchOgシ グナルを制御することによつて生み出されていると考え

られた。さらに、ショウジョウバエのセグメントポラリティα″
“
α滅物 相同遺伝

子Иル″滋の機能解析から、Wg/Wntシ グナルの関与も考えられた。

以上の結果は、ショウジョウバエの胴体部体節形成過程では階層構造状のカ

スケー ドネットワークを形成するギャップ、ペアルール、セグメントポラリテ

ィ遺伝子が、クモ胚の頭部体節形成過程ではフィー ドバック機構をもつネット

ワークを形成していることを示唆している。このオオヒメグモの解析システム

は、細胞環境における遺伝子発現のパタン形成の仕組みを理解するためのより

よいモデルとなりうる。
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は じめに

生物の発生過程では繰り返し同じ構造を作る方法がよく見られる。繰り返し

構造を生み出すために、遺伝子発現パタンの変化と細胞運動とがどのような仕

組みによって制御されるのかは、非常に重要な問題である。その中でも、動物

の体節形成の過程において現れる繰り返し構造は、様々なモデルシステムにお

いてよく研究されてきた(Tauz,2004;Pccl ct al.,2005;Blait 2008;Dequё ant and

Pourquiё ,2008)。

体節形成についてもつとも研究されてきているのはショウジョウバエである。

ショウジョウバエの発生における体節形成は、多核性胞胚の環境を利用 した転

写因子の濃度勾配の形成によつてほとんど同時に行なわれる (同時型 )。 この体

節形成は、母性効果、ギャップ、ペアルール、セグメン トポラリティ遺伝子の

階層構造からなるカスケー ドネ ッ トワークによつて達成 されている(St JolmstOn

and Nisslein‥ Volhard,1992;Rivera― Pomar祠 Jれkle,1996)。 一方で多くの節足動物

では、細胞環境で次々と後方へ体節を形成する様式 (付 け加え型)が知 られて

お り (Liu and Kaufnlan,2005;Pccl ct al.,2005;Damen,2007)、 その祖先型には脊

椎動物 と類似 した仕組みがあるのではないかと考えられている(Stollewcrlc et d`,

2003)。 節足動物では、これ ら①同時型 と②付け加え型の 2つの体節形成の様式

が知 られている。

脊椎動物においても、多 くの体節形成の研究が蓄積 されている。脊椎動物の

体節形成 (somicgcnesis)では、節足動物の付けカロえ型のように、後方の未分節

中胚葉 (presomitic mesoderm)の 前端部から次々と区切 られて体節が形成 される。

この現象では、体節形成に関わる遺伝子群がダイナミックにその発現を振動す

ることで制御 されていると考えられている (Saga and Takcda,2001;Porqlliё ,2003;

Dcquёant and Pourquiё,2008)。 このダイナ ミックな遺伝子発現がパタンを形成す

る際には、細胞の運動や分裂が起こつている。 この 2つ の現象が協調する仕組

みを解明するため、リアルタイムイメージングや数理モデルによる検証が行な

われている (Horikawa ct d.,2006;Masamizu ct al.,200Q Uriu et al.,2010)。 しかし、

細胞が運動しつつ遺伝子の発現パタンが変化する仕組みについては、まだ理解

されていない部分が多い。

近年のオオヒメグモ胚を用いた研究の発展によつて、その発生においては細

胞外におけるシグナル分子による、細胞と細胞の相互作用が、軸形成や細胞の

‐
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運命決定に重要な役割を担っていることが示唆されてきた (Akiyal■ a―Oda alld

Oda,2006,2010;Oda ct al.,2007;McGrcgor ct al.,2008;Oda and Akサ ama¨ Oda,

2008)。 さらに、クモの頭部では将来の頭部外胚葉においてシヨウジョウバエの

体節形成遺伝子の相同遺伝子がダイナミックにその発現パタンを変化させてい

ることがわかってきた (Pettmalln et al.,2009,Alciyama― Oda and Oda,2010)。

ショウジョウバエの体節形成は、多核性環境における遺伝子のシグナルカス

ケー ドが中心であり、細胞間相互作用の環境が失われている。一方で、脊椎動

物の体節形成は、その多数の細胞の種類と複雑な体の作りによつて、ややアク

セシビリティに欠ける。細胞の振る舞いと遺伝子発現パタンの変化の関係を把

握しながらも、よリシンプルに解析できる系として、私はオオヒメグモ胚の頭

部形成過程をモデルにできるのではないかと考えた。また、オオヒメグモが節

足動物門の中でも昆虫から系統的に離れた鋏角類であること(Fricdrich ttd Tautz,

1995;Giribet et al.,2001;Hwang et al.,2001;Regier ct al。 ,2010)を考慮すれば、得

られるモデルから節足動物門の理解が進み、脊椎動物と節足動物を結びつける

知見を導けるかもしれない。

オオヒメグモの特長として、①年中、定期的に卵を得ることができること、

②卵嚢に産みつけられた卵は全て同調的に発生すること、③オイルにつけるだ

けで生きたまま胚の観察が可能であること、④親に二本鎖 RNA(dsRNA)を 注

入することで行 う parental RNAiに よる遺伝子の機能解析が可能である

(Alciyarna― Oda md Oda,2006に とがあげられる。細胞間相互作用の観点からさら

に研究を発展させるには、これらの特長に加えて技術的な向上が求められた。

私はオオヒメグモ胚に直接物質を導入する顕微注入法の開発を行なった。そ

の結果、蛍光デキス トランの顕微注入によつて、オオヒメグモ胚が少なくとも

16核期には細胞化を完了していることを示した。外来の蛍光タンパクのmRNA
を注入することで、細胞運動の観察技術を向上させた。また、dsRNAの注入に

よつて局所的に遺伝子の機能を阻害することが期待できた。これらは第 1章で

議論する。この顕微注入法を主に用いて、オオヒメグモ胚における頭部体節の

形成機構を解析した。その結果、新規の体節形成様式を頭部の体節形成過程に

おいて発見した。それは付け加え型のバリエーションの一つと考えられた。こ

の頭部の体節形成過程におけるダイナミックな遺伝子発現パタンの変化が細胞

環境で起こる仕組みについて、2章で議論する。



第 1章 オオヒメグモ胚における顕微注入法の開発

序 論

発生生物学の発展を支えてきたのは、マウス、ツメガエル、ゼブラフィッシ

ュ、ショウジョウバエ、線虫等のモデル実験動物である。こうした代表のモデ

ル生物の特長として、短い生活環、その維持のしやすさ、胚へのアクセスのし

やすさなどが挙げられる。その中でもDNAや RNA、 蛍光色素等の外来の物質

を胚へ直接導入する顕微注入の技術は有用性が高い。モデル生物では、DNA注

入による遺伝子の組み換え、モルフォリノアンチセンスオリゴやmRNAの注入

によって遺伝子の機能解析が行なわれている。また、高分子物質や蛍光タンパ

クの導入による細胞標識を用いて、細胞運動の追跡とその観察が行なわれてい

る。最近ではモデル生物以外でもこうした技術を用いて、初期の胚発生におけ

る細胞運動をより詳細に解析した例が報告され始めた (Nalcamura∝ al.,2010)。

オオヒメグモ υσttαθαrα″θα′υ′あ″′θ″ν
“
)は、近年注目を集めている生物で

ある (Oda and Akiyan■ a…Oda,2008)。 このオオヒメグモの研究を加速させた技術

の一つに、pttcntal RNAi(pRNAi)が ある。この方法は dsRNAを母親に注入する

ことによつて、産まれてくる卵における目的遺伝子の機能を抑制する方法であ

る。多くの昆虫や節足動物で積極的に用いられ、オオヒメグモでも開発 された

(B■own ct al.,1999;Pccl et al。 ,2005;Alclyalna■ Oda and Oda,2006)。 この pRNAiの

メリッ トは、産まれるほとんど全ての卵にその影響を及ぼすことができる′点と、

む らなく一つの胚全体にその影響を与えることができる点である。 しかし、

デメリットとして、pRNAiではその影響は後期になるほど弱 くなること、母体

に影響を与える場合機能解析ができないことt一部の細胞への機能解析はでき

ないことがあげられる。特定の細胞が発現する遺伝子が周りに与える影響や、

さらに細胞の振る舞いとの関係は重要な観点である。しかし、方法・技術的な

限界から、遺伝子の発現パタンと細胞の関係を詳細に解析した例はショウジゴ

ウバエをのぞいた節足動物では今までにほとんど報告されていなかった。

オオヒメグモ胚では、細胞と細胞の関係がその体づくりに重要な役害Jを果た

していることから、新たな方法の開発が求められていた。そこで、本章におい

て、私はオオヒメグモ胚における顕微注入を試みた。そのためには、オオヒメ

グモ胚における初期胚の状態を知る必要があつた。

‐
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初期胚発生の研究においてもつとも研究 されているのがシ ョウジ ョウバエ

(D夕りs響力′′α″,θル″昭鰐″r)である。ショウジョウバエにおける発生のパタン形

成は、多核性胞胚期における細胞質内での転写因子遺伝子の拡散かもしくは輸

送に依存 している (Frigcrio et al。 ,198Q Driever and Niisslein… Volhard,1988;Grcgor

ct al.,2007;Spirov et al。 ,2009)。 ショウジョウバエでは、細胞化は約6,000核 にな

って初めて起こり、その卵割様式は表割を示す (Tul・ner and Mahowald,1976)。

胞胚期の前 とその間における多核性胞胚の環境は、ショウジョウバエタイプの

発生様式において重要であると考えられている。同様に、 トリボリウムや他の

昆虫においても、早期発生における胚のパタン形成に、転写因子が重要な役割

を果たしていることが報告 されている (Sch・ёdcr,2003;Pultz et al.,2005;Shim町 o

ct al.,2005;Lynch et al.,2006)。 ショウジョウバエ以外の昆虫において、分子の拡

散や輸送がどれだけ関わつているのかについては(ほ とんどわかっていない。

しかし、バ ッタの一種である■乃なゎσθ″ y鱈″′αの細胞化は胞胚形成が完了する

前に非同調的に起こっている (Ho ct al.,1997)。 さらに六脚類の中には、全害Jを

示 してお り、多核性胞胚期を欠いているものがある (」ura and Kl・ysztofowicz,1992;

Gbic et al。 ,1996)。 甲殻類においては、全割はよリー般的であることが知 られて

お り、Almphipodの 持つ卵割様式は不等全割様式である (Gcrbcrding ct al。 ,200乳

Wolff and Scholtz,2002)。 この胚発生では、細胞運命が早 くに限定されることが

顕微注入をもとにした細胞追跡によつて観察 されている。クモと同じ鋏角類の

ダニの一種である■″αηθttνs″′たαθでは、細胞化は 4細胞期までに完了してい

る (Dearden et al.,2002)。

多くの種類のクモ胚を用いた観察が、胚発生の形態的な側面から光学顕微鏡

や電子顕微鏡を用いて記述 されてきた (MontgOmerら 1909;Holm,1940;Rempel,

1957;Seitz,1966;Kondo,1969;Suzuki and Kondo,1994a,b,1995;Akiyama― Oda and

Oda,2003)。 多 くの昆虫のように、クモの卵は多 くの卵黄を含み、エネルギ ド

(cncrgidS,核 とそれを包む少量の細胞質の一つの単位)の分裂を伴って発生す

る。その分裂するエネルギ ドは最初に卵奥深 くのの中心部にあり、そのあと卵

の表面に移動 しとどまる。その卵の表面 とは、ペ リプラズムと呼ばれる領域の

存在する細胞質の薄い層である。光学顕微鏡では割球の溝は確認できないが、

透過型電子顕微鏡 (TEM)に よる観察では、細胞膜が卵割期には卵の内部へ陥

入 していることが分かつている (Kondo,1969;Suzuki and Kondo,1995)。 このこ

とから、クモの卵の卵割様式は、特殊な全割型 (specializcd typc oftotal clcavage)
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であると提唱されている。オオヒメグモαθ乃
“
α′α

“
θα η jあ

r′οrγ

“
)と 近縁種であ

るヒメグモ υθ力αθα′α″θα力″″Jσα)の形態的な記述では、この種の月コま最初の

4回の核分裂は多核性であり、それから後に細胞化が完了することを示唆して

いる (Suzuki and Kondo,1995)。 しかし、クモ胚において、細胞質が区画化され

るもしくは細胞膜が細胞同士の分子の拡散を制限するといつた、実験的な証拠

はなかった。

本章では、① オオヒメグモ胚における細胞化の時期について実験的な証拠

を得ること、② ①の知見をもとに、顕微注入によつて初期クモ胚の細胞に様々

な分子を導入したこと、について報告する。
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材 料 と方 法

動物 とその発生段階

オオヒメグモ76・Aαθα
“
′θα′υjあ″′θ″ν″)は 25C°で明15時間と暗 9時間のサイ

クルで飼育した。オオヒメグモ胚のステージは (Akiyam卜 Oda and ttda 2003;

Yalnazalci ct al.,2005)に 準じた。

タイムラプス顕微鏡観察と画像解析

タイムラプス顕微鏡観察のために、卵を産む瞬間を直接観察することで、卵

が産まれてからの正確な時間を確定した。卵は産まれてから (漬er laying egg,

AELと 表記)最初の数時間以内はブリーチに対して影響を受けやすいため、Fig.

lAと Bの卵はコリオンを溶かしていない。AEL5時間より後の卵は、50%のブ

リーチでコリオンを溶かした。その後蒸留水で数回リンスし、ブリ‐チを除去

した。蒸留水をのぞいた後、くばみのついたスライ ドグラス上に両面テープを

貼ったものに胚を移した。その上からハロカーボンオイル 700(Sigma_Aldrichn

をかけた。胚は生きたまま、25± 1°Cで以下の機材を用いて観察された。カラー

CCDカ メ ラ (C7780… 10,Hamamatsu Photonics,Hamamatsu,Japan)を 設 置 した実体

顕微 錫:(SZX12,Olynlpus)も しくは MetaMOtth vcrsion 6.1(UniVersal lmaging)に よ

って制御 され る冷 却 CCDカ メ ラ (CoolSNAP HQ;Roper Scientiic)を 設 置 した

Olylnpus BX50の 顕微鏡を用いた。画像は 5分もしくは 10分 ごとに撮影 された。

動画を作成するために、Image J version l.37と QuickTime P■ o version 7.64で処理

した。

顕微注入

顕微注入のために、卵を 50%のブ リーチでコリオンを溶かした。その後蒸留

水で数回 リンス し、ブ リーチを除去 した。蒸留水をのぞいた後、くばみのつい

たスライ ドグラス上に両面テニプを貼ったものに胚を移 した。その上からハ ロ

カーボンオイル 700(Sigma_AldricllDを かけた。顕微注入用の針を作製するため、

ガ ラス キ ャ ピ ラ リー (Hirschmalln Laborgertte)を (PN-3;N洒 shige)の 牽 引器 で 引

いた。針の先 はスライ ドグラスの角で使 う前に折 った。 Rhodanlinc B

isothiocyantteの 結合 したデキス トラン (RITC― デキス トラン)|%・ 70,00Q

Sigma―Aldricりかもしくは Fluorё scein isothiocyantteの 結合 したデキス トラン

‐
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(FITC― デキス トラン
)(」
惨 500,000;Sigma¨ Aldl・icりを 1.0も しくは 2,O μg/μlで用い

た。10 mlの プラスティックシリンジをインジェクターとして用いた。空気圧は

手動で制御 した。注入 したデキス トラン溶液の量は 50か ら 300 plであつた。

RITC―デキス トランもしくは FITC…デキス トランがクモの発生に毒性の影響を与

えることはなかった。胚は蛍光顕微鏡を取 り付けた Olympus sZX12の 実体顕微

鏡下で観察 した。画像はカラー CCDカ メラ(C7780-10,Hamalnatsu Photonics,

Halnamatsu,Japallyで取得 され、Adobc Photoshop CS2ソ フ トウェアで処理 された。

胚 の染色

堕

FITC―デキストランを注入された卵は適切なステージまで発生させた後、固定

した。固定の前にオイルをのぞくために胚をヘプタンで洗った。 オオヒメグ

モの卵は (Alciyama― Oda and Oda,2003;AIciyama― Oda alld Oda,2006)の 以前報告

された方法に従って次のように固定した。

2xPEM液 (200 mM PIPES,2 mM EDTA,4 mM MgS04pH 6.9)

固定液 (100 mM ttPES,l mM EDTA,2 mM MgS04pH 6.9,5。 5%formaldchyde)

卵をウォッチグラスに移 し、100%ブ リーチで卵のコリオンを除去 した。コリ

オンの除去後、水で卵を 5回以上洗い、可能な限 り水をウォッチグラスからの

ぞいた。固定液 とヘプタン 3 mlの 2層 の入つたバイアル瓶を作成 し、卵をバイ

アル瓶に入れ、 2層の間に移 した。150-200 rpmで 30分以上バイアル瓶を激 し

く振った。その後 4°Cで一晩振つた後、固定液 とヘプタンをできる限 り除去し

た。l x PEMt(lxPEM+0。 1%Tween 20)で卵を洗つた。メタノール/1 xPEMt混

合液シリーズ (25%,50%,75%,95%,100%)に 、メタノールの濃度が順に濃く

なるように、洗った卵を約 30分ずつ入れてメタノール置換を行なつた。メタノ

ール置換後、ウォッチグラスで観察 しながら、ピンセ ッ トでビテ レン膜を胚か

らのぞいた。最後に 100%エタノールで置換 し、使用まで20℃ で保存 した。

プローブの作製

下記の Whole― mount j″ s′′ν hybridizationで 用いた RNAプローブは以下の方法

で作製 した。T7プロモーター、または SP6を含むプラスミドに入つた目的遺伝

子の断片を、プラスミドの特異的な配列で PCR反応によって増幅 した。プラス

ミ ドに合わせて、T7RNA poly Plus(Ambiol■yも しくは SP6 RNA Poly Plus

10‐



(Ambiollyの RNA polymcraSeを 用いて増幅断片からRNAを合成 した。合成の際

に DIG(DIG RNA Labcling Mix,Roclle)も しくは FITC(FITC Labcling Mix,Rochc)

が修飾 された UTPを含む dNTPを混合 し、2時間以上 37°Cでインキュベー トし

た。0.5 M EDTAを いれて反応をとめ、tRNAを加えた。エタノール沈殿により

精製 した後、ハイブリダイゼ‐ション液 (50%ホ ルムアミド,5x SSC,50 μg/μlヘ

パ リン,0.1%Twccn20)に 溶角牢した。

恥Lolc mount′ ″s′″ hvbridization

Wholc… mollllt′″stt hybridization(WISH)は 以前の報告 (Lchan and Tauz,1994;

Akiyama― Oda and Oda,2006)を 参考にして行なつた。手順は以下の通 りである。

固定 した卵を 1.5 mlチ ューブに移 し、100%エ タノールで 4…5回洗った。1:1=キ

シレン :エ タノール 混合液でリンスし、混合液で 3分静置 した。100%エ タノ

,ルで 5回 リンス、100%メ タノールで 2回 リンスした後、1:1=メ タノール :

lxPBST(140 mM NaCl,7 mM NaHP04012H20,3 mM NaH2P04° 2H20,0.1%

twccn20)、 ホルムアルデヒド5%の混合液を入れ、5分間おだやかに振盪させた。

PBSTで リンス 5回のあと、4μ1/1nl Proteinasc Kを 含む PBSTで 4分間静置 した。

PBSTで リンス 2回、4回洗つた後、ホルムアルデヒド5%の PBST溶液を入れ、

25分おだやかに振盪 した。ホルムアルデヒドをのぞくため、PBsTで リンスを 5

回行なった。1:1=PBST:ハイブ リダイゼーション液にて 10分問おだやかに振

盪 した。ハイブ リダイゼー シ ョン液で洗った後、ボイル したサケの精子の

DNA(Sdmon Sperm DNA,sspDNA)(illVittOgen,100 μg/ml)を含むハイブリダイゼ

ーション液にて 55°C90分間、プレハイブ リダイゼーションを行なった。

RNAプローブ l μlを含む 100 μlの sspDNA(100 μg/ml)+ハイブリダイゼーシ

ョン液を 80℃ 5分インキュベー トした後、1分間氷冷 したものを用意 した。こ

のプローブ調整液にプレハイブ リダイゼーションを行なった卵を移 し、55°Cで

一晩 (15… 18時間)ハイブリダイゼーションを行なった。翌 日、プローブ調整液

を除去 し、ハイブ リダイゼーション液で 1回洗つた。ハイブ リダイゼーション

液を入れ、55°Cで 1時間インキュベー トした。その後 55° Cイ ンキュベー トし

ながら、15…25分 ごとに液を4回交換 した。1:1=PBST:ハイブリダイゼーショ

ン 液で 2回、15分間おだやかに振盪 させた。さらにおだやかに振盪 させながら

5回、10分 ごとに PBSTで液を交換 した。液を除去 した後、アルカ リフォスファ

ターゼの付いた抗体 (後述)で 90分間以上おだやかに振盪 した。振盪を続けな

11



がら、4回 10分 ごとに PBSTで液を交換 した。アルカ リフォスファターゼ染色

液 (APB液 とする、100 mM NaCl,50 mM MgC12,100 mM Tl・ is pH 9.5,0.1%

Twecn20)で卵を洗つた後、卵を 24穴のマイク早プレー ト (IWAKI)に移 した。

もう一度 APB液で卵を洗い APB液をのぞいた後、発色基質 (後述)を含む APB

液を入れ、適切な発色になるまで室温で放置 した。発色が十分でない場合、4℃

にて一晩発色させた。

その後、PBSTで 3回洗い、後固定処理 (PBST+5%ホ ルムアルデヒ ド)を 30

分以上行なった。アルカ リフォスファターゼ不活性化液 (glyCinc 375 mg/50 ml,

0.1%Twccn20,l N HClに よりpH 2.2に調整)に より、 1時間以上室温でインキ

ュベー トした後、PBST/エ タノール(PBS+TWeen O.1%:エ タノール =1:1)液で

5分インキュベー ト、その後 100%エタノールで 5分以上、インキュベー トした。

卵黄の自色化を確認後、再び PBST/エ タノール液により5分インキュベー トし、

PBSTで 3回洗い、置換 した。

以下は発色のプローブ、基質の詳細である。digoxigenin(DIG)ラ ベル されたプ

ローブを用い、アルカ リフォスファターゼの付いた allti― DIG抗体 (Roche,1:1000

dil■ltio⇒ でインキュベー トした。発色基質には NBT/BCIP(Sigma)を 用いた。次

に、FITC― デ キス トランを検 出す るために、ペルオキシダーゼの結合 した

anti―FITC抗体(Rochc,1:500 dilutio⇒によつてインキュベー トした。その後、PBST

で洗つた後、3,3'¨ diaminobellzidine(DAB)を 胚に浸透 させた。その後、H202を加

えて反応 させた。適度に発色させたあと、PBSTで洗い、発色をとめ、後固定処

理を行なった。サンプルはカラニ CCDカ メラ (C7780… 10,Hamamatsu Photonics,

Hamamttsu,Japan3を 設置 した実体顕微鏡 (SZX12,Olympus)も しくは、微分干渉

像を得るために Carl Zciss Axiophot 2顕 微鏡で観察 した。

mRNAの準備

オオヒメグモ胚を用いて、mRNAを導入 し機能 させ られるかを検証するため、

以下の過程のように作 られたプラスミドを用いた。 配列 PIAICIPPKKICRKVED

をコー ドする HindШ―BamHI DNA断片 (53bO)、 これは SV40 T antigen核移行シ

グナル Nuclett Localization Signal,NLS,下 線部)を含んでいる。 この DNA断

片をプラスミドpBlucscript II+の Hind IIIと BalnHI部位の間に挿入 した。 こ

のプラスミドを pBS―NLSと した。grecn iuorcscent protein(GFP)を コー ドする

DNA断片を作製するために、pQB125(Quantum)を NheIで切 り、Klcnow処理す

‐12‐



ることで平滑末端 とした。それか らXbaIで切 つた。 これ らの断片は、平滑処理

された BamHI部位 と pBS…NLS XbaI部位 に、pBS―NLS‐GFPを作製す るために挿

入 された。HindIII―EcoRI断片がこのプラス ミ ドか ら単離 され、EcoRI末端は平

滑処理 された。そ して出来上がった断片は pSP64 poly(A)vectOr(P■ Omegの の

HindIIIと HincII部 位 の 間 に挿 入 され た。 こ うして で きた プ ラス ミ ドを

pSP64… NLS…GFP―polyAと した。 このプラス ミ ドを EcORI部位で切断 し、それ を

in vitro転写のための鋳型 として用いた。 Cappcd Sense mRNAは mMESSAGE

mpIACHINE SP6 K■ (Ambio⇒を用いて合成 した。

″お―gシ mRNA(0。 5 μg/μl)と RITC¨デキストラン(1.O μg/μl))の終濃度の混合液を顕

微注入のために用いた。クモの胚発生において、滅疑ヵ mRNAが毒性の影響を

及ぼすことはなかった。

13‐



結 果

オオ ヒメグモ ル カα″α
“
″α̈ 力 ″〃″における初期胚発生 ステージの定義

顕微注入を行 うためには、まず初期胚の状態を詳細に知る必要がある。オオ

ヒメグモにおける初期胚の発生段階を決定 し、定義するために、タイムラプス

観察を行なつた。発生段階を正確に定義するために、母 グモが卵を産んだ瞬間

から、卵を採取 し観察 した。AELl時間では、卵の表面に多角形の構造が観察さ

れた (Fig.1の。 さらに一時間経つ と、その構造は徐々に消え、卵黄塊が不規

則な構造物 として現れた (Fig。 lB)。 本EL8時間までに、卵の内部深 くに位置 し

ているエネルギ ド (cnCrgid)が 実体顕微鏡下でわずかに観察された (Fig.lC,D)。

AEL9時間あた りになると、エネルギ ドは卵の表面に向かつて卵黄塊の間を移動

し、明瞭さを増 した(Fig.lE― H,L― O)。 タイムラプス微分干渉顕微鏡によって、少

なくとも 5回 目の分裂 (約 10時間)まで、エネルギ ドは同調 した卵割によって

その数を増や したことがわかった。4回 日、5回 日、6回 目の卵割は約 1時間周

期であった。 7回 目の卵割に、エネルギ ドの分裂は非同調的になつているよう

に見えた (Figo Fig.lP― S)。

16核期 (AEL約 9時間)で、エネルギ ドは卵の表面 と中心のおよそ中間地点

に位置 していた (Fig。 lE,L)。 64核期 (AEL tt H時 間)ま でに、エネルギ ドの

多 くはちょうど卵表面下に位置 していた (Fig。 lG,N)。 この時、エネルギ ドの分

布は完全に一様であるとい うわけではなかったが、卵における極性を示すもの

は観察できなかった。AEL14時間あた りになると、胚は胚の表面とビテレン膜

との間に大きなスペースを形成 しながら、収縮を始めた。この収縮は胞胚が形

成 されたことの印なのかもしれない。 この収縮に続いて、細胞の密な集団が胞

胚上に現れ、一つの極を形成 した。 さらにこの極に向かって細胞が収飲運動を

始め、将来の胚盤を形成 し始めた(Fig.lJ,o。

このエネルギ ドもしくは核の数は、128核期までの胚をステージングするのに

有用な指標 となった。64核期は stage 2の始ま りに相当したぃ kiyama… Oda and Oda,

2003)。 Stage 2は 胞月杢期 (blattOderm stagc)で あり、胞胚の細胞が収敏運動を始

める時には終期を迎えるものと定義できる。64核期の前の卵割期は前胞胚期

(prcblastOderm stagc)と 呼ぶことにする。これは以前の報告で定義 された stagc l

に相当するものである(Akiyama‥Oda and Oda,2003)。
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16核期 の胚 にお ける RITC…デキス トランの顕微注入

次に、エネルギ ドが見えるようになる時期である 16核期のオオヒメグモ胚に、

蛍光物質である RITC―デキス トランを注入 した。 針先を卵のより中心部分に入

れた場合、標識 された細胞は注入 した胚にはほとんど見つからなかった。反対

に、注入箇所を卵の表層部分にした場合、標識 された細胞が注入 した胚に頻繁

に観察された。従って、表層に注入 した胚を主に実験に用いた。RITC―デキス ト

ランの導入 とその動向に異なったパタンが観察されたので、以下のようにそれ

を三つに分類 した。

Class I.デ キス トランの幾分下が一つのエネルギ ドに入 り、残 りが周 りの卵黄

塊の間に浸透 した (Fig.2A‐ C)。 この浸透は入 り組んだ境界内に留まった (Fig.2B,

や じり)。 このようなデキス トランの動向パタンは実験間でばらつきがあり、注

射針の針先をいかに作製するかに依存 していると思われる。典型的には、蛍光

色素を付けたデキス トランを注入 した胚の うち、30-40%が この Class Iの パタン

を示 した。

ClassII.RITC―デキス トランは注入部分から拡散 しなかった (Fig,2J―L)。 しか

し、デキス トランはエネルギドにとりこまれなかった。

ClassIII.RITC… デキストランは注入部分からすぐに拡散し、卵の中心部分へ広

がつた (Fig.2M-0)。 エネルギドにとりこまれたデキス トランはなかった。

Class Iの パタンが観察された胚では、蛍光標識されたエネルギドの増殖が観

察された。 この増殖は全体のエネルギドの数に比例していた (Fig.2D―F)。

RITC―デキス トランは、元の標識されたエネルギドの周りの領域、もしくは、そ

れに由来するエネルギド付近のエネルギドには漏れなかった。 厳密な標識が

のちの発生においても維持されていた。注入された胚が ettly stage 5に まで発生

した時、蛍光標識された細胞の数は約 100で あり、これは carly stage 5の 胚盤に

おける表層細胞全体 (1405± 98,l15)の 約 7%にあたる。これらの観察から、

16核期の胚は一つのエネルギドを含む区画から成っていることが示唆された。

これらの区画は割球、すなわち細胞であると考えられた。

32-,64ち 128核期の胚にRITC―デキス トランを注入した場合、同様に一つの細

胞にとりこませることができた (Fig。 3;データには示さない)。 これらの場合、

Class Iの確率は 80…90%を示した。以上の結果より、オオヒメグモ胚の胞胚は独

立した細胞から成っていることが確かめられた。
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″,s―由 mRNAの 胚 へ の顕微 注入

クモ胚において外来タンパクの発現が可能か どうかを確かめるために、NLSと

GFPを融合 した mRNA(滅疑ヵ mRNA)を RITC―デキス トランとともに注入 した。

′かg,mRNAを 32核期に注入 したとき、GFPの蛍光が注入から2時間以内で観

察 された。期待 されたように、その蛍光は核に局在 し、細胞を数えることに役

に立った (Fig.4A… F)NLS¨GFPと RITC―デキス トランは同じ細胞内で観察され

た。このことは滅疑ヵ mRNAも NLS―GFPタ ンパクも、RITC―デキス トランも周

りの細胞に漏れなかったことを意味 している。 NLS¨GFPの蛍光は、後期の発

生段階になると徐々にその強度が弱まった。その蛍光は stage 9(ク モの体節形

成から歩脚付属肢が出現する時期、AEL約 65時間)ま で観察できた。

32核期 の胚の細胞追跡

オオヒメグモ月コま、クムルスが胚盤の周縁部に到達する stage 5の終わ りまで

に様々な細胞タイプを生み出す(Akiyama¨ Oda and Oda,2003;Oda ct al.,2007)。

飢age 5の 間、胚盤の上皮細胞下では細胞の増殖が観察される。これ らの細胞は

内胚葉細胞 (endOdcrm cell)と されている。その中にはクムルス (culnulus)と

呼ばれる突起物の一部である間充織細胞 (mescnchymal cell)の 集団が含まれて

お り、curnulus mescnchymal(CM)細 胞 と呼ばれている (Akiyama― Oda and Odι

2003)。 これ らの内胚葉細胞の起源を追跡するために、32核期の胚に FITC―デキ

ス トランを注入 しmid stage 5ま で発生させた。蛍光標識 された細胞が移動する

クムルスにとりこまれている胚が確認できた (Fig.5A…C)。 固定後、この胚を

CM細胞のマーカー遺伝子である Иルルθ″θttη′θgた ば″中勁 (ハよiyallla― Oda alld

Oda,2003)、 FITC―デキス トランとDNAで染色 した (Fig.5D¨F;データには示さ

ない)。 染色によつて、月杢盤の中心から移動 した CM細胞 と、胚盤細胞の中心と

その近くに位置する表層の上皮細胞は、ともに 32核期にはひとつの細胞から由

来していることが示 された。このことは CM細胞の運命は 32核期のあとに限定

されていることを示唆 している。

このような蛍光標識による細胞の追跡によって、他の細胞群の運命について

も明らかにすることができる。32核期に FITC―デキス トランを注入 した他の胚

では、少なくとも4つのタイプの細胞が標識 された。胚盤の周縁部から離れた
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位置にある内胚葉細胞、И″ο′″θル″′′θ′θッルθの (Akサ ama―Odaand Oda,2003)を 発

現する細胞としない細胞、そして非胚盤領域にある表層細胞の4つが見つかつ

た (Fig.5ZG― I)。 この観察は内胚葉性の細胞は胚盤の周縁部領域から表層下に潜

り込み、胚盤の表層下を移動するといつた以前の解釈と一致していた (Oda et d.,

2007)。 胚盤周縁の内胚葉の運命は 32核期よりもあとに限定されることが示唆

された。

メグモ胚の細胞化 について

前胞胚期と胞胚期において、オオヒメグモ胚では、核分裂もしくはエネルギ

ドの分裂時には割球の溝が確認できず、いつ細胞化が起きているのかについて

は不明であつた。近縁種であるヒメグモ胚では、透過型電子顕微鏡を用いて細

胞膜が卵内部へ入り込んでいることが観察されており、特殊全割 (specidized

typc of total clcavagc)と 見なされていた (Kondo,1969)。 本研究による顕微注入

の実験データは、これらの事実を強く支持するものとなった。16核期の胚に

RITC¨デキストランを注入した時、その拡散が制限されたことから、一つのエネ

ルギドを含む区画が存在することが明らかになった。この区画は一つの割球で

あると考えられる。RITC…デキス トランの分子量は70,000で あり、これは約 200

塩基の一本鎖 RNAや、約 640残基のタンパク質に相当するものである。外来的

にクモ胚胞胚期に導入したNLS―GFPタ ンパクは252ア ミノ酸残基である。これ

はショウジョウバエの多核性胞胚期における体節形成遺伝子の転写因子と同等

の大きさである。このことから、16核期かそれ以前はt胚は多核性胞胚ではな

く、むしろ独立した細胞から成っていることが示唆された。

本研究では、16核期よりも早い時期への顕微注入が試みられたが、安定した

結果を得ることはできなかった。その原因として、①8核期より早い段階では、

核の観察が困難であり、いつ顕微注入できたのかに関して的確に発生段階を特

定することが難しいこと、②AELl…2時間の胚は、ビテレン膜がブリーチ処理に

よって非常に影響を受けやすく、顕微注入の成功率が非常に低いことがあげら

れる。16核期以前に顕微注入した個体のうち、成功 1/た例を示す (Fig.5J,K)。
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導入した FITC―デキス トラン(M・ 500,000)が様々な濃度で領域を形成して細胞に

とりこまれていた。これは細胞化が完了しておらず、注入したところから拡散

したことを示しているのかもしれない。

注入されたデキス トランの挙動について

注入されたデキス トランは必ずエネルギドもしくは細胞にとりこまれるとい

う訳ではなかった。ヒメグモ胚のTEM観察では、細胞膜と卵黄塊の間にあるペ

リプラズム領域は、厚さ 10 μmよ りもうすい (Suzuki alld Kondo,1995)。 本研究

の結果は、以下のことを示唆しているのかもしれない。すなわち、16核期にお

いては、ペリプラズムの領域のいくつかは、表層へ移動するエネルギ ドを含ん

だ細胞領域とつながつている。しかし、このペリプラズムには、エネルギドを

含む細胞領域ではなく、卵の内腔の中心部分とつながつている領域がある、と

いう考えである。これは注入されたデキストランの挙動のうち、 class IIIを説

明しうる。加えて、ペリプラズムのスペースが小さいために、顕微注入の針先

が卵黄塊に刺さった場合も考えられる。これは class Ⅱを説明しうる。現時点で

は、エネルギドが動いてくる、もしくは、既に到達している部分のペリプラズ

ム内に注入するのが適切であると考えている。しかし、直接エネルギドを狙う

ことは細胞にダメージを与える危険性があるので、すべきではない。

32核期における細胞の運命

32核期の一つ細胞は異なる胚層に属する様々な細胞タイプになることが、32

核期の細胞標識により、明らかになつた (64核期でも同様の傾向が見られるが、

データでは示していない)。 このことは、32核期よりあとに細胞の運命が限定さ

れることを示している。本研究では示していないが、このような細胞標識によ

る細胞系譜は発生生物学ではきわめて重要である。CM細胞等の内月杢葉、中胚葉

性の移動する細胞が、胚盤期以降にどのように運命が限定されてゆくのかを記

載することが期待できる。

顕微注入における応用法と課題
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オオヒメグモを含む多くの節足動物では、パタン形成の間の細胞の増殖や再

配列運動の仕組みはほとんど理解されていない。しかし、今回のオオヒメグモ

胚を用いた顕微注入により、観察を向上させることで、理解をより深めること

ができると考えられる。蛍光タンパク質であるNLS¨GFP mRNAを外来より注入

し、発現させることができた。次章でも記述するが、GFPと は異なる別種の蛍

光タンパク質でもいくつか同様に発現させることができた (Oda、 私信)。 さら

に、外来のmRNAを導入しタンパクの産生を誘導させることによつて、遺伝子

機能解析の幅が広がるだろう。mRNAの導入と同様に、dsRNAやアンチセンス

モルフォリノオリゴ等の遺伝子機能を抑制する物質を胚の細胞に導入すること

で、局所的な遺伝子の機能解析も期待できる。これらの方法は従来のpRNAiと

簡単に組み合わせることができる。しかし、現時点では蛍光タンパク質以外の

mRNAの導入実験においては、タンパクを十分量発現させることに対し、よい

結果を得られていない。通常、転写因子や分泌タンパクは、産生と分解のサイ

クルが早い。導入されたmRNAが正常に機能しても、不安定な機能性タンパク

質はすぐに分解されている可能性がある。オオヒメグモ胚で安定した過剰発現

系等を構築するには、mRNAの導入だけでなく、プラスミドDNAの導入や目的

遺伝子の断片をゲノムヘ組み込む技術を開発することが求められる。今のとこ

ろ16核期より早期の発生段階で安定した顕微注入は困難である。より早い時期

に物質を導入しより広い範囲に物質を導入する、ことが、次の課題である。

結 論

オオヒメグモ胚に対する解析方法の向上を図るため、私は本章で顕微注入法

が効果的に利用できることを示した。この技術によって、あいまいだったオオ

ヒメグモ胚の細胞化の時期について、16核期もしくはそれ以前であることを示

した。このことから、オオヒメグモ初期胚では細胞間コミュニケーションによ

るパタン形成が重要であることが支持された。また顕微注入法によつて細胞運

動や遺伝子の機能解析に新たな展開が期待できた。次章では、オオヒメグモ胚

における細胞間平ミュニケーションや細胞運動の役割を議論するために、この

顕微注入法を主に用いて行なった頭部の体節形成過程における細胞運動の追跡

実験、局所的に遺伝子の機能を阻害する実験について述べる。
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第 2章 オオ ヒメグモ胚 の頭部体節形成機構の解析

序論

動物の体節形成の仕組みは様々なモデルシステムにおいて研究されてきた

(Tauz,2004;Pccl ct al。 ,2005;Blair,2008;Dequ6ant and Pourquiё ,2008)。

中でも節足動物の体節形成の仕組みは、大きく分けて 2つの様式が知 られて

いる。一つは同時に体節を分割する様式 (同時型)である。 この様式において

もつとも代表的な例はショウジ ョウバエの胞胚期における体節形成である。も

う一つは後方から次々と付けカロえる様式(付け加え型)である。これは前者よりも

多くの動物で見られる。このような連続的な体節形成は、クモを含む多くの節

足動物の腹部体節を形成する過程に見られる (Liu alld Kauflnan,20o5;Peel ct al.,

2005;Damen,2007)。

ショウジョウバエ胚における同時型の体節形成は多核性胞胚の環境で起こる。

この体節形成は、母性効果、ギャップ、ペアルール、セグメン トポラリティ遺

伝子から成るカスケー ドネットワークによつて制御されている(St JohnstOn and

Nusslcin_v01hard,1992;Rivcra―Pomar and Lckle,1996)。 しかし、この機構だけで

ショウジョウバエの体節形成が達成されているわけではない。大顎 (mandible)

とそれより前側の頭部体節は、セグメントポラリティ遺伝子のネットワークが

胴体部と異なつており(Gallitano―Mcl■dcl and Finclstcin,1997)、 さらにペアルール

のパタンを欠いた遺伝子ネットワークによつて形成されることが知られている

(Crozttier ct al.,199%PCCl,2004)。 胴体の体節形成が終わり、細胞化した後でさ

えも、頭部体節におけるセグメントポラリティ遺伝子の発現ス トライプの数は

増カロする。このショウジョウバエにおける頭部体節は母性効果遺伝子の Bicoid

とそのターゲット遺伝子であるギャップ遺伝子、例えば、θ′訪θル″′jθJθ (οのによ

って制御されている(Cohcn and mrgens,1990;Finkelstcin and Pel・ l・imon,1994;Gao

d al.,199Q Gao alld Fiよ clstein,1998)。 同様に、他の昆虫や昆虫以外の節足動物に

おいても、頭部領域において、セグメントポラリティ遺伝子の発現するストラ

イプの数が時間ごとに増加することが観察されている (Pttel ct al.,198乳 Nagy

alld C霞oll,1994;Chipman ct al.,2004;Fり zana and Browll,2008;Pcchmallll ct al.,

2009)。 しかし、節足動物における頭部体節形成の機構はほとんど理解されてい

ない。

20‐



私は、オオ ヒメグモ胚における頭部の体節形成過程を解析するために、まず

クモにおける体節領域を定義 した。クモ胚の体は、頭部、胸部 (歩脚領域 )、 腹

部の二つの領域に分かれている。頭部領域は鋏角 (Chcliccrae,Ch)と 触肢

(PedipalpS,Pp)と 呼ばれる 2つの付属肢 とそれより前側の頭葉部分に分かれ、

胸部は歩脚 (wdking legs)と 呼ばれる4つの付属肢を持っている (Fig。 6A)。 昆

虫とは異な り、クモの頭部 と胸部は形態学的には区別 されず、一般的には頭胸

部もしくは前体部と呼ばれている。 しか し、本研究においては頭部 と胸部の領

域での体節形成の仕組みはそれぞれ異なることが示唆 されたので、これ らの領

域を分けて定義 した。

次に、私はオオヒメグモ胚の胚盤の縁に着 日した。 この胚盤の縁 と縁から幅

3-5細胞の領域は将来の頭部外胚葉にあたる領域である (Fig.6A)。 この胚盤周

縁部分が胚盤から胚帯期へ と転換する際の様子を、遺伝子発現のパタンと細胞

運動の面から観察 し、解析を行なった。次に、これまでの研究からオオヒメグ

モ胚の胚盤期に、胚盤の縁やその周縁部に特異的に発現する遺伝子がいくつか

知 られている (Akiyma…Oda and Oda9 2003,2010;Pechmalln et al,,2009;Schwagcr ct

al.,2009)こ とを利用 した。オオヒメグモESTラ イブラリーより胚盤の縁に特異

的に発現する遺伝子を探索することに併せて、他の動物種で知 られている極 0

体節形成に関わる因子をESTラ イブラリーから選び、その遺伝子の発現の観察

とpRNAiに よる表現型の解析を行なった。そこで候補に選ばれた遺伝子の発現

と機能について詳細な解析を行なった。
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動物 とその発生段階

第 1章の材料 と方法に準ずる。Fig。 8における cttly stagc 7は 、原 口が閉じて

クムルスが出現する直前の late stagc 4か ら 16時間経過 した胚の段階を指す。

parental RNAiに用いた胚は全てこの発生段階に基づ く。

mRNAの 準備

胚帯期における細胞の挙動を観察するために、NLS―tdEosFP mRNAを 合成 し

た 。 こ れ は 以 下 の よ う に 作 成 さ れ た プ ラ ス ミ ドを 用 い た 。

pCN3-Flagl― tdEosFP(MolCCub Biotechnology)か ら由来するDNAフ ラグメン トが

第 1章で示 した pSP64¨NLS‐GFPプラスミドと置き換えられたものである。この

プラスミドを NotIで切断 し、それを in vitl・ o転写のための鋳型 として用いた。

Cappcd Sense mRNAを mMESSAGE mMACHINE SP6 K■ (Ambio→を用いて合成

した。

タイムラプス観察 と画像解析

卵を 50%の ブリーチでコリオンを溶かした。その後蒸留水で数回リンスし、

ブ リーチを除去 した。蒸留水をのぞいた後、くばみのついたスライ ドグラス上

に両面テープを貼ったものに胚を移 した。その上からハ ロカーボンオイル 700

(Sigma_AldricllJを かけた。NLS¨tdEosFPの mRNA最終濃度 0.25 μg/μLビオチン

デキス トラン(Sigmの 1.O μg/μlの混合液で顕微注入を行なった。その後、胚盤期

において NLS―tdEosFPの 緑色の蛍光を確認 した後、赤色蛍光への光転換のため

に約 40011mの光を一部の標識細胞に照射 した。光転換のための照射は Axiopllot2

の蛍光フィルター(ChrOma No。 31022,BP 395±20)で 40倍のレンズを用いて約 2

分間行なった。光転換 された細胞群の振る舞いから、この照射によってクモ胚

の発生に異常が生 じることはないと判断した。観察された胚をその後固定 し、

mRNAの検出とビオチンデキス トランの検出に用いた。

胚は生きたまま、25± 1°Cで以下の機材を用いて観察 された。共焦点顕微鏡

MICROSYSTEMS DM2500(Lcica)に よつて、画像は 5分もしくは 10分 ごとに

撮影 した。撮影 された画像をまず付属のアプリケーションである LAS AF v∝ sion

2.21(Lcicり によって処理 した。その後、ImagcJ vcrsion l.37に よつて、画像処理、
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細胞の追跡 を行なった。

parental RNAi

ESTラ イブラ リーをもとに得 られたИルηαcDNA(後述)の うち、 1816 bp｀

(nllCleOtide[nt1 83… 1898)、 465 bp(nuCICOtide[llt1 83… 547)と 879 bp(nt 1020-1898)領

域 をИ″ηαl、 ИttP′  とИ加騒″ dsRNA合成のためにそれぞれ用いた。 コン ト

ロールdsRNAと してjcllyishダθι″ノνθ′θ∫θθ″′″ 0た′″僣ル)gcnC(Qualltum)を 用い

た。 Иルο″cDNAの うち、480 bp(nt l-480)と 731 bp(nt 481… 1201)の領域

(Akiyalna― Oda and Oda,2003)を Иル磁X"とИルοittdsRNAの合成のためにそれ

ぞれ用いた。Иたα″
“
cDNAの うち、543 bp(nt 20-562)、 603 bp(nt 563-H65)、 537

bp(nt H66-1702)の領域をИ″α″
“

dsRl、 dsR2、 dsR3と してそれぞれ用いた

(Alciyama― Oda and Oda,私 信 )。 ИルルbJα″cDNA(Akiyama― Oda alld ttda,2010)

の うち、543 bp(llt 20-562)、 603 bp(llt 563… 1165)、 537 bp(nt l166… 1702)の領域を、

∠ル″b dsRl、 dsR2、 dsR3と してそれぞれ用いた。 dsRNAの合成 と反応はぃ iimi

et al.,2005;Akiyama‐ Oda and Oda,2006)に 準 じた。dsRNAは 1.5… 2.O μg/μlの濃度

で注入 した。1…2ぃldsRNAの溶液を2-3日 ごとに母親の各個体の腹部に注入 した。

注入は、力れィ 1、 Иr_92θF、 Иr―θtⅨ 、Иr_ο″Йs、 И

“

′
“

dsRl,2,3, さらtur_ルb

dsRl,2,3 dsRNAは 4-5回

“

″ηこ И″θ″シリーズは 5回 )、 ИルΨ″ と〔ル dSRNA

は7回行われた。

embryonic RNAi(eRNAi)

eRNAiは、胚に対 して直接顕微注入することにより、dsRNAを 局所的に細胞に

導入する方法である。顕微注入の方法は第 1章の材料 と方法に準ずる。各 dsRNA

を FITC‐デキス トラン溶液 と混合 して、終濃度 0.25… 0。4 μg/μlで 32-128核期に胚

に注入 した。dsRNAを 注入 した胚が 1威c stage 5に達 した時、蛍光色素で標識 さ

れた細胞の存在、その位置 と状態をそれぞれの胚で調べた。蛍光標識 された細

胞が胚盤の表層細胞内に留まり、なおかつ実験的に必要な領域が標識された胚

だけをさらに分析 した。手動制御によつて注入するため、蛍光標識 された細胞

における FITCデキス トランの蛍光強度は様々であったししかし、この強度の違

いにも関わらず、表現型の結果には影響を与えなかった。

23



胚の染色

堕

FITC‐デキス トランもしくはビオチンデキス トランを注入した胚は実験で必要

なステージまで発生させた後、(Alciyalna― Oda and Oda,2003;Alciyama― Oda and

Oda,2006)で以前報告された方法に従つて固定した。方法は第 1章に準ずる。

艶

Wllolc…mount ノ″ s″ッ hybridization (WISH)は  (Lchlnan alld Tauz, 1994;

Akiyan■a―Oda alld Oda,2006)を 参考にして行なつた。手順は第 1章に準ずるが、

2色 日の発色に関しては以下の通りに行なった。1色 目を発色させるために、発

色基質 NBTノBCIP(Sigma)を含むAPB液 を入れ、適切な発色になるまで室温で

放置した。発色が十分でない場合は 4°Cで一晩発色させた。 その後、PBSTで

3回洗い、後固定処理 (PBST+5%ホルムアルデヒド)を 30分以上行なった。ア

ルカリフォスファターゼ不活性化液 (glyCine 375 mg/5011■ ,0.1%Twcen20,lN

HClに よりpH 2.2に調整)に より、1時間以上室温でインキュベー トした後、

PBST/エ タノこル(PBS+TWCCn O.1%:エ タノール =1:1)液で 5分インキュベー

ト、その後 100%エ タノールで 5分以上、インキュベー トした。卵黄の自色化を

確認後、再び PBST/エ タノール液により5分インキュベー トし、PBSTで 5回洗

い、置換 した。

mRNAを同時に検出する場合は、FITCラ ベルされたプローブを用いた。 1色

日の発色完了後、5回ほどPBSTで胚を洗った。そのあと、anti…FITC抗体(Rochc,

1 200 dilutionも しくはDAKO,1:200 dilutio⇒ でインキュベー トした。発色基質に

は INT/BCIP(Roche)を 用いた。ラベル した細胞の染色 とWISHを組み合わせて 2

重染色する場合、以下の 2つの方法を用いた。

① ビオチンーデキス トランを胚に導入 した場合 :単染色の手)頁 を通常通 り行い、

DIGラ ベルプ ローブを可視化 した。その後、 ビオチンを検 出す るために、

VECTASTAIN Elitc standttd ABC kit(VcctOr)に 付属のA液とB液をPBsTに混合

した液内で 90分以上イ ンキュベー トした。その後、PBSTで洗 った後、

3,3'― diamimbcnzidine(DAB)を 胚に浸透 させた。その後、H202を 加えて反応 させ、

適度に発色 させた。

②FITC―デキストランを胚に導入した場合 :アルカリフォスファタ~ゼの結合

した allti―FITC抗体(Rochc,1:1000 dillltiollpに よってインキュベートした後、赤色
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の基質 Vcctor Red(veCtOr)に よって標識細胞 を検出した。

核染色には 0.5 mg/nll DAPI(Sigma,1:200 dillltio⇒ を用いた。

定量的 Real Time PCR

それぞれのmRNAの プールのためにQuickPrcpMicro mRNA Puriication Kit(GE

Healthctte)を 用いて、latc stageか らcttly stage 6(ク ムルスが出現 してか ら10

時間後の胚)の30個の胚 を用意 した。正常にクムルスが胚盤 の縁 まで移動 した

胚のみを用いた。一本鎖の cDNAの合成 と定量的Rcal―timc PCRは (Akiyama―Oda

and Oda,2010)を もとに、以下のよ うに行われた。ランダムプライマー(InVittOgen)

とSup∝ Script III revcrsc ttallscriptaso(InvitrOge⇒ を用いて、cDNAを合成 した。

cDNA合成反応においてreverse transcriptascな しのコン トロール実験では 全て

の場合 において特異的な産物 は見 られなかった。 Standard cwvesは 1江c stagc 5の

野生型胚のcDNAの希釈 シ リーズを用いて作製 された。mRNAの相対量はsccond

derivative maximum法によって計算 された。プライマーの組の塩基配列は以下の

ものを用いた。

Иr_″α

forwttd GCGGGTTATGGATCGATGCT

rcv∝sc GGTAATGGCACTCTCATGTGACT

∠み物

forward CCGCATGAGAATTATGGACTGC,

revcrse CGACTTGATTCCACCTATGAGG

Иr_「■α

forward CTGTACCAGGAGACAATG,

rcvcrsc ATCTGACCAGGATGGTTC

Иルα‐σαた″″″

forward ATGCAGCTCGTATATTGG,

reverse CACCCTCTTGTAGAGCAA

∠ル″αcDNAの 全長解 読 、系統樹 の作成

Zicフ ァミリーに属す るシ ョウジ ョウバエのθ励ヮαJκ林目同遺伝子 に類似 した

遺伝子が、ESTク ローン (At eW 022 A24を 含む)と して複数見つかつた。その

うち、At cW 022 A24の cDNAの塩基酉己夕Jを禾J用 した。 SplART RACE cDNA
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ampliication kit(ClolltCCり とEx Taq polymerasc(Takara)を 用いて5'RACE PCRを

行 ない、5'側 の同一読 み枠 の終止 コ ドンを含む領域 をクローニング した。 5'

RACEに用いた酉己列は、

5'― CGGAGAAGTGGTTCAGCATATCGAC-3'で ある。

このり林目同遺伝子の候補因子のcDNAの ア ミノ酸配列 を、MEGA4.0(Tanlura

et al.,2007)に 付属す るClustdWに より、他の動物種のZicフ ァミリー遺伝子、

Ci/Gliフ ァミリー遺伝子、Lmd/GLISフ ァミリー遺伝子 とアライメン トした。さら

にCLC scquence宙cwer(CLC BIO)に よって、保存 されたア ミノ酸配列部分を一

部修飾 した。そのアライメン ト配列か ら、系統樹をNJ法 (Saitou and Nei,1987)

によつてMEGA 4.0(Tamura ct al.,2007)で 作成 した。ブー トス トラップ値 を得 る

ための リサンプ リング回数は1000で ある。 この結果か ら、このりα相同遺伝子の

候補因子 を、И″υαとした。

用いたタンパ ク質の受付番号は以下の通 りである:At¨Opa(AB605264),BiZiC

(AB231866.1), Dm―Opa α P 524228.2), Dr― Zicl  sP_571008。 1), XllZiCl

(BAA33406.1),m_zicl(AAH60247.1),Hl・ ―ZicN(BAC23063.1),At―Ci(AB605263),

Dm―Ci(AAF59373。 2), Tc―Ci(EFA01291.1), Bf― Gli(CAB96572.1), Mm¨ Gli

(AAC09169。 1), Xl― Gli2 (AAD28180.1), Dr― Gli oTP_840081.1),  Dm… Lmd

(AAN13923.1),Dm¨ Sugarbabc cAAF58441.1),Dm― GLIS3(AA129174。 1)Mm―GLISl,

(CAM23304.1),Dm‐ Sllail(AAF53463.1),At― Snail(BAD44735.1)

種 の省 略 の詳 細 は以 下 の通 りで あ る :At,Иθttαθα″″θα ′グ αα″Jο″ν″メBt

β″θ乃′οs′て,“α j′7θrノ

`′

と7θr Dm, 」[)Ю s(2r,′り′ル ″θ′セ7″θgα,た′; Dち 」E)α′2′θ 719′ Jθ; Hち

力物′θのノ″″′α″)″θrzち 饉 ,ノし′17S“νsθν′γtt Tc,lE′′:りο′′ν″θαs″″θν
“
;Xl,ル″ηνsルθνisメ

∠ιapα イ ン トロンプローブ作製のためのゲ ノム DNAの クローニング

ESTク ローン At cW 022 A24の cDNA断片からDNAプ ローブを作成 した。

これを用いて、オオヒメグモのλファージゲノムライブラリーをスクリーニング

した。ポジティブになつたクローンから、DNA断片を抽出し、EcoRIで処理 し

た。ファージの持つ EcoRI配列 と、 クローン内の内在的な EcoRI部位で処理さ

れた推定断片が得 られた。EcoRI処理 した pBlucScript Ⅱ(SK― )ベ クターにライゲ

ーションした。cDNAで判別 している領域から塩基配列を読むことで、イン トロ

ンの配列を特定 した。 5つのジンクフィンガー ドメインアミノ酸残基の うち、

第 3番のヒスチジン残基から2つ 目のアミノ酸であるグリシンに対応する塩基
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配列 GGTよ りあとから (5'RACE PCRで得られた塩基配列を含む塩基配列のう

ち、977bp部分よりあと)、 cDNAの塩基配列とは異なる配列が続いた。イント

ロンの保存配列であるGT/AGの法則に従えば、これより2塩基前の GTから

がイントロンの配列と考えられた。さらにこの推定イントロン部位が、同じ鋏

角類のサソリで単離された P′―zjθ のもつ部位 と同一であることを確認 した

(Al・uga et d,2006)。 RNAプローブの作成のために、解読した配列部分を用いて

PCRす ることによつてpCR2 vectorに TAク ローニングした。T7プロモーター

を用いてプローブを作製、pre_mRNAを 検出した。
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結果

胚盤期か ら胚帯期への転換期 における∠″カルの発現変化

第 1章で示 したように、オオヒメグモ胚の細胞化は 16核期か、それ以前に完

了している。 したがつて、全ての体節形成は、細胞環境で行われている。И″乃あ

は carly stagc 5で はИ″θ″ とともに胚盤の縁において、幅 1…2細胞で共発現 して

いる (Fig.6B,C,Akiyama― Oda alld ttda,2010)。 非胚盤領域側の細胞ではИ″乃力の

みポジティブな細胞 も見 られた。Иルθ″ の初期の発現は Иル乃乃に依存 している

(慮iyanla_oda and Oda,2010)。 この縁の細胞は latc stagc 5に なると、月杢盤の内側

へ と潜 り込むことが、細胞の固定観察やマーカー遺伝子発現から示唆 されてい

た(MOntgomery,1909;Oda ct al。 ,2007)。 本研究では、縁の細胞を標識することで

追跡に成功 した(Fig。 7)。 確かに、縁の細胞のいくつかは、中胚葉細胞のマーカ

ー遺伝子である∠ル加お′を発現する細胞へと分化 し、胚盤下へ移動 していた(Fig。

7D,F)。 このように、late stagc 5か ら6にかけて縁の細胞の移動があるにも関わ

らず、И″ル とИ″θ〃の発現は、stagc 5の 終わりまで縁に留まつていた。stage 6

の間、И″θ″ の発現領域は、現れる前後軸にそって大きくなった。И″ル のス ト

ライプは、縁から離れた位置に観察 されるようになり、Иたθ″発現領域の後端部

に位置 していた (Fig.6D¨ F)。

そこで、Иみ励 発現がダイナ ミックに移動 していることを証明するために、蛍

光物質の顕微注入によつて、細胞追跡 と標識実験を行なった。stagc 5胚盤期に

おいて、幅 2¨4細胞分縁から離れた領域に、FITC¨デキス トランをとりこませた

(Fig.6G)。 この時点では、Иルル の発現はまだ縁 1-2細胞列分に限定されている

ため、∠″乃乃の発現 と標識細胞は重なっていないと見なせるはずである。この標

識 した胚を発生させ、ettly stagc 7に おいて固定し、∠″あ乃の発現を観察 した。す

ると、そのИルル の発現は標識領域を越えていた (Fig。 6H,I)。 これ らの結果は、

Иル乃みの発現が特定の表層細胞に固定されないことを示 している。すなわち、stagc

5か ら stage 6の 間、前方でИルカカを発現 していた細胞がその発現をやめて、後方

の細胞がИ″乃力を発現するようになると考えられた。

胚帯期 の頭部体節形成 にお ける∠ルカルの発現変化
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クモの頭部における体節形成の過程を、遺伝子発現の変化から観察するため

に、同じ卵嚢からの卵の発生がほぼ同調的に行われることを利用した。carly stage

7か ら、stage 8の 間、 2時間置きに同じ卵嚢由来の卵を固定することで、И″滋,

Иルθtt Иた
'多

″
“
″グの発現を観察した(Fig。 8)。 И″茅 の発現は胸部の歩脚領域に

対応する遺伝子マーカーとなる。early stagc 7で は、このИ′―現μ発現領域はИルο″

の発現とちようど補完的に発現していたが、stage 8で はその2つの発現領域の

間にネガティブな領域が現れた (Fig.8C,C',I,M¨ R)。 И″乃カス トライプの変化を

注意深く観察したところ、И″θ″の発現領域と重なるИ″乃あストライプ部分が広

がって太くなり、すぐにИ″ル ネガティブな領域が現れた。すなわち、日が開い

たような (open mouth)パ タンを示した。様々なИルル の opcn mollthパ タンを観

察すると、Иルカみの発現は太くなったИ″乃力のストライプの中央の領域から消え

ていくように見えた (Fig.8S… U)。 これらのパタンは2-4時間のタイムポイント

で固定された胚で観察された。このパタン変化を分害J(split)と 名付けた。

この分割された前側のス トライプは И′―θ″ ポジティブであったが、残りのス

トライプはネガティブになった。この Иルθ″ ポジティブな前側の体節がさらに

もう一度分割することで、頭部外胚葉に3つのИルル のス トライプが形成された

と言える。すなわち、Иルοz Иルン の領域の間にИ″力乃ネガティブな領域が 2

つ挿入された。この2つの体節はそれぞれ Pp、 Chに対応する領域になった。

頭部領域と違って、胸部体節においては、Иルル ス トライプの分割は見られな

かった。歩脚 Ll…3に対応する3つのス トライプは stage 7か らstage 8に かけて

はとんど同時に形成された (Fig.8E,RK,L)。 歩脚 L4に対応するИル励 ス トラ

イプはИルソ 発現領域の後端部に位置していた。さらに、И″乃力のス トライプは

腹部の体節にも見られた。尾葉の中心において、Иルみあの発現の ON¨OFFを繰 り

返すことによって、体節が形成されているように見えた (Fig。 8A¨L)。

頭部形成過程における細胞運動と遺伝子発現のダイナ ミクス

さらに、細胞レベルでの頭部形成過程を特徴づけるために、生きた胚の頭部

領域における細胞の運動と増殖を追跡した。核移行シグナルをつけた蛍光タン

パクNLS,tdEosFP(Nuclctt Localization Signal and td― EosFP)の mRNAを顕微注入

によつて導入し、予定頭部外胚葉の細胞を標識した。1江c stagc 5(ク ムルスが縁

に到達し、胚外領域が形成され始める直前)から、固定するまでの 14.5時間の
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間におけるデータ取得が行われ、以下の結果を得た。タイムラプス画像のうち

代表的な画像をFig.9A―Dに示す。

1、 細胞の分裂と再配列運動

細胞分裂のタイミングを解析すると、規則正しく起こっている訳ではなく、

近接する細胞の分裂期は近い傾向にあるが、それ以外目立った規則性はないこ

とがわかった (Fig。 9G)。 細胞数がほぼ三倍になる2つの増殖期の間に、細胞分

裂がほとんど起こらない時期が約 4.5時間続いた。この時期があるにも関わらず、

標識された領域の細胞の数において、その縦横比は時間とともに増加した (Fig.

9B,C,F)。 これは典型的な収飲伸長運動 (convcrgcnt extension)の 動きがあるこ

とを示唆している。ここでは実際に細胞の再配列運動が見られた (Fig,9B―C)。

2、 ダイナミックな方_乃乃の発現変イヒ

このリアルタイムの観察のあと、10分以内にすぐに固定 し、И″乃乃の転写産物

を検出した。結果 として、観察された標識クローンが 2つのИ″力みのス トライプ

にまたがつていた (Fig.9E)。 このことから、∠″乃乃ネガティブな領域の出現が、

他の細胞層から И″乃乃ネガティブな細胞が供給されるわけではないことが示さ

れた。

9:30の時′点では標識 された細胞の全体数は(F64)と なり、固定 した 14:30の 時

点では約 2倍の(n=117)で あつた。固定 した胚 とタイムラプス画像をさかのばっ

て観察することで、将来の∠ル励 ネガティブな領域 となる四隅を標識 した。する

と 9:30の時点の四隅を標識 した領域の細胞数は、約 15個 であった。14:30の 固

定 した時点で現れる Иルカカネガティブな細胞数は(n=22)で あった。 このことは、

И″みカネガティブな領域で細胞が特異的に増殖するわけではないことを示 してい

た。Иたル ネガティブな領域が現れるのは、∠たル の発現が抑制 されることによ

ると説明され うる。

さらに、タイムラプス画像からИ″乃力を発現 している細胞の由来をさかのばっ

て追跡 した。すると、あるИルカカネガティブな細胞 とИ″乃カポジティブな細胞が、

同じ親細胞由来であるものが見つかつた (Fig.9E')。 この 2つの細胞は、最終的

には約 2…3細胞離れた位置にいたことからも、これ らの結果は、Иル乃力のス トラ

イプの発現がダイナ ミックに変化 していることを支持 している。
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頭部体節形成 に関わる因子のスク リーニングとその表現型

オオヒメグモ胚の ESTラ イブラリー (Akiyama‐Odaam Odち 私信)と その塩

基配列に対するBLASTの結果を利用 して、頭部体節形成過程に関わると考えら

れる候補遺伝子を探索 した。ショウジョウバエとその他の動物における体節形

成因子や極形成に関わる因子等の相同遺伝子 と推測 されたものを選び、pRNAi

による表現型の解析を行なつた。それ と並行 して、将来の予定頭部外胚葉の形

成領域になる胚盤の縁 とその付近に発現する遺伝子を探索 し、選ばれた候補因

子に対 して pRNAiを行なった。これ らの解析 した遺伝子群は (表 1)に示 した。

そこの解析の結果、Zicフ ァミリーであるショウジョウバエ οカリα滋グの相同遺

伝子、ИルΨαを同定した。Иル″αは、latc stagc 5に おけるИルカ乃RNAiと 正常胚

の比較によるマイクロアレイ(Oda、 私信)に よっても検出された遺伝子である。

Иル乃乃RNAi胚ではそのИたりαの発現が低下 した (Fig.12A,B)。 このことからも、

И″υαの発現は Hhシグナルに支配されていることが考えられた。

一
ESTク ローンの At eW 022 A24が Zicフ ァミリーの分子群 とBLASTで ヒッ

トした。 このクローンは 5つのジンクフィンガー ドメインを持っていた。ショ

ウジョウバエ θ励りα姥グを含む複数の動物種の Zicフ ァミリーのタンパクのア

ミノ酸配列にカロえてアライメン トを行なった。Zicフ ァミリーに類似 した構造を

持つショウジョウバエ ενbtts′″た″ηttSと その相同遺伝子И″θ′とともに、他の

動物種の Ci/Gliフ ァミリー、Lmd/GLISフ ァミリーとアミノ酸配列を比較 した。

その結果、この At cW 022 A24が Zicフ ァミリーに属することを示 した。これ

より、At eW 022=A24の クローンから得 られた遺伝子をИ″″αとした。この分

子の特徴は Fig。 10に示す。

次に、Иお″α pRNAiに よつて得 られた表現型を解析 した。И″ηが可sb,Aで

処理 した親由来の胚は、最終的に Chと Ppの欠失が見 られた。頭葉の未発達 と、

歩脚の異常が併せて観察された(Fig.1lA¨ C)。 Chと Ppの表現型をもとにして、

最終的な表現型の分類を次のように行なった。class I;normal,class II;No Ch(Ch

無 し),alld class III;No Ch― Pp(Chと Ppの両方がない)(Fig.1lH)。  ClaSS IIIの

表現型は、全ての個体で頭葉の未発達が観察された。同様に、И

“

騒″ dSRNA

“

比P′ dsRNAと は異なる領域で合成 された dsRNA)で も同様の表現型が得
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られた。歩脚の表現型は、Chや Ppの欠失が見られたからといつて必ず得られ

る表現型ではなかった。しかし、Ch,Ppの異常が見られた胚ほど、歩脚に異常

の見られる傾向があつた。これらの個体の表現型の詳細は(Fig。 11のに示した。

И″θ″と Иルw″′ゴσの転写産物を染色したところ、L2も しくは L4の歩脚に

И″″″′κ ス トライプの重複が観察された(Fig。 1lD― G)。 この結果は∠″υα RNAi

によつてセグメントポラリティの表現型が現れることを示唆している。しかし、

最終的な表現型の現れるstage 9の段階ではИルηα RNAiの効果が期待できない

ことから、この表現型が直接的な結果か、二次的な結果かを判断することはで

きない。胚帯期から基本的な体節形成が終わる発生後期の表現型を解析するの

は現段階ではきわめて困難である。

ノ″ηαの発現が RNAi処理胚で低下していることを確認するために,以下の

実験を行なった。ここではクムルスが出現してから10時間後に、クムルスが縁

に到達し、胚外領域が形成される直前である胚を一つの卵嚢から選んで用いた。

まず、dsRNA処理の効果を検証するために、定量的 Rcal―time PCRを行いИ″″α

転写産物の相対量を測定した。この定量については、実際に得られた表現型と

組み合わせて行つている (Fig.1lI)。 全てのИttμ″ とИttP′ のサンプルで

は,コ ントロール胚と比較して、И″ηα転写産物の低下が確認された。次に、ψ

もしくはИ′―ηα dsRNAで処理した胚においてИ″ηαの発現を観察した。(Fig.

HK―N)。 Иたりα dSRNAを注入した場合、Иルηαの転写産物のシグナルの低下

が見られた。 近ヵ dSRNAの場合では正常と比較して変化は見られなかった(Fig.

1lK,L)。 Иル″αに対してRNAi処理した胚では、И″ηα転写産物は細胞質では

ほとんど検出されずに、核内に点状に検出された(Fig.1lM,N)。 この結果はコン

トロール胚に比べて、И″ηα dsRNAで処理した胚では、At―ηαの転写は行われ

ているが、細胞質では不安定であることを示唆している。 以上の結果から、

Иル″αを注入した母親由来の胚を、 “И″ηα RNAi胚 "と した。次に、И″ηα

の発現と機能を、parcntd RNAiと しmbryonic RNAiに よりさらに詳しく解析した。

∠ル″αの発現パタン

Иμ″αの発現パタンを詳細に調べると、cttly stagc 5では胚全体にその発現が

見られた(Fig。 12C)。 1激e Stage 5で はその将来の頭部外胚葉を含む胚盤の縁あた

りに強く発現していた。相対的にИ″θ″とИた力みス トライプの発現する頭部領域
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で強い発現が見 られた (Fig.12D,耳 )。 胚帯が形成 されるにつれて、将来の歩脚

領域にもス トライプ状の体節パ タンが現れた (Fig。 12F―つ。明 らかに、この

И″″αの発現のス トライプはИルル ス トライプの Ll―L3領域よりも早 くに現れて

いた。

И
「

″α pRNAiと eRNAiに よるИルあカス トライプに対す る影響 とその表現型

И′―ηαにおける頭部体節の異常の原因を調べるため、より若いИ″″α pRNAi

胚の解析 とembryonic RNAi(eRNAi)に よる解析を行なった。 pRNAi胚では、

И″カカス トライプが胚帯の前端部から移動 しその発現が太 くなるものの、分割で

きなかつた (Fig.13G,H,I)。 Иルυαの機能がИルカ乃ス トライプの分害1に特異的に

機能 していることを検証するため、И″ηα pRNAi胚で頭部前端部マーカー遺伝

子 И″θ4И′―S加タイ の発現を調べた(Fig。 13L¨0)。 コン トロール胚 と変わりなく

∠″″α RNAi胚でもИ″οd∠″s加タイ の発現は頭部前端部に発現 した。 さらに、

cRNAiに よつてИルηα dsRNAを とりこませた領域では、Иた乃力の分割ができず、

И″ル のス トライプがメガネ型になった σig.14E,の。頭部体節の領域で eRNAi

を行なった領域では、И″Ψαの発現のシグナルが著 しく減少 したことからその

活性が低下していることが示唆 された (Fig.14S¨V)。  これ らのことから、Иルηα

は頭部形成過程における Иル励 のス トライプの分割に特異的に関与 しているこ

とが示唆された。

И″ηαのイン トロンプローブを用いて prc―mRNAを検出すると、Иルηαのス

トライプの発現はИルηα pRNAi胚で乱されていた (Fig。 13P― S)。 すなわち、こ

のス トライプ状の発現は Иみ″αの活性に依存 していることが示唆された。この

結果は、Иルηαの発現制御にはフィー ドバ ック効果が存在することを暗示 して

いる。

Иルθrrr eRNAiに よる∠ルルカス トライプにおける表現型

次に、頭部形成過程におけるИルθ〃 とИ″力乃の関係性を探るために、И″θ″に

対 す る cRNAiを 行 な っ た 。 И″θ″ に対 す る pRNAiに よ っ て И″乃乃ス トライ プ

が胚帯の前端部に留まり発現変化できないことが分かっており、本研究でも確

認した(Fig。 13D,E,ュ Pechn■ alln et al,2009)。 И″ο″CRNAiによって dsRNAが胚盤
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の縁の細胞にとりこまれた場合、局所的に同様の異常を引き起こすことができ

た (Fig.14B,G)。 興味深いことに、胚盤の縁から幅 2‐3細胞離れた領域、すな

わち将来の頭部外胚葉 となる細胞群にИ″θ″ dsRNAが とりこまれた場合、その

領域で∠ル励 のス トライプの発現は消え、2つに分断された (Fig.14C,D。 その

後、分断されたИルル のス トライプは独立 して分割 した (Fig。 14D,I)。 対照的に、

歩脚領域や腹部の体節にИ″θ″dsRNAが とりこまれた場合、И″滋 の発現に影響

は無かった(Fig.14K,L)。  頭部体節の領域で∠′―ο′グに対する cRNAiを行なっ

た領域では、И″θ″の発現のシグナルが著 しく減少 したことから、その活性が低

下 していることが示唆された (Fig。 140-R)。 これ らの結果は、胚盤期か ら胚帯

期へ転換する際、И″ο″はИルル のス トライプが移動する状態へ と移行するのに

必要であり、かつダイナミックなИ″乃力の発現を維持するのに必要であることを

示唆 している。

さらに、Иみθ″ と∠ルυαの関係を検証するため、Иルο″eRNAiによつて、∠″″α

の発現がどのように変化するかを調べた。すると、И″ο″ dsRNAが とりこまれ

た領域では、И″乃乃の第一分割部分に相当するИル″αのス トライプは分割 されな

いが、その発現は維持されていることがわかった (Fig.14M,N)。 この結果は、

Иたθ″cRNAi処理によってИル乃力の発現が維持されないこととは対照的であった。

∠ル″α pRNAJと ∠ルοrrr pRNAiの 収飲伸長運動への影響

上記の表現型に加え、Иルηα pRNAi胚 と∠ルο″pRNAi胚 では胚帯の軸方向ヘ

の伸長が 6-10時間遅延 した (Fig。 13J,o。 このように、И″″α とИ″θ″ は頭部

体節のパタン形成に関与しているだけでなく、同時に収敏伸長運動にも関与 し

ているのかもしれない。

∠ル″ι力″pRNAiと eRNAi

И″″bfは胚盤期には縁に発現 し、さらに胚帯期には Ppの体節内の後端部に、

表層細胞 と内部の細胞に発現 していることから (Alciyama― Oda and Oda,2010)、

頭部形成過程に必要な候補因子 としてあげられた。 Иル″らゴdsRNAで処理 した

胚では、その胚帯伸長の遅延が見 られた (Fig.C,Eは D,Fよ りも約 6時間発生

が遅れた胚である)。 Иたル や Иルο″ の転写産物の発現領域を観察すると、コン
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トロール胚ではИルカ乃の発現の移動 (Fig.15C,G,K)や、И″θ″ (Fig.15E,I,M)

の発現の広が りがそれぞれ観察された。一方、И″′αb dsRNAで 処理 した胚では、

そのダイナ ミックな発現変化が行われていなかった (Fig.15D,H,L,RJ,N)。 こ

の RNAiの表現型は dsR2,dsR3の断片で処理 した場合、 2週間以降に産まれた

卵嚢の中のほぼ全ての胚で観察 された。 しかし、このような発生の遅延は見 ら

れたのにも関わらず、形態的には正常胚 と変わらずに完了した。今回 Иル′αらの

機能解析では、dsRNAの最大注入回数は 4回である。この回数を 6T7回 に増や

すことによって、pRNAiの効果をさらに検証するべきだろう。

И″ルbf dsRNAを とりこませた領域では、И′―乃あの分害Jが できず、И″カカのス ト

ライプがメガネ型になった (Fig.15Q,U)。 At-lab dsRNAで は、Иルル の発現変化

に対 して、頭部前端部にクローンができた場合の∠ルカカス トライプの振る舞いに

関しては確認できていない。И″ルbfが どのように И″励 の発現変化に影響 しう

るのかについては、今後解析を進める必要がある。

Иr_″′″eRNAi

これまでの cRNAiの結果は、ショウジョウバエ相同遺伝子である体節形成遺

伝子によって、頭部形成過程が制御 されていることを示 している。ショウジョ

ウバエでは、Hhシグナル と Wingless(Wg)/Wntシ グナルが互いに制御 し合い体節

形成に働 く。Opaは この Wgの活性に必要であることが知 られている (Bcncdyk

et al.,1994;Swalltek and Gcrgen,2004;Mcrzdorfand Sivc,2006)。 このことと、ショ

ウジョウバエペアルール本目同遺伝子であるИル″αが Иレカス トライプのダイナ

ミクスに関与 していることを考慮すると、Wg/Wntシ グナルの関与を検証する必

要性が考えられた。parcntal RNAiに よる Wg/Wntシ グナル活性を調べた例はあ

る (McGrcgor et al.,2009)が 、頭部の体節形成過程に関与 しているかどうかにつ

いてはわかっていない。特定の細胞に dsRNAを導入する eRNAiの特長を生かす

には分泌タンパクではなく細胞にとどまるタンパクを標的にすれば、効果が得

られると考えた。そこで、wg/Wlltシグナル を伝える仲介因子である Arm/β

―cttcninに着 目した。И″α″
“
dsRNAが 頭部外胚葉領域にとりこまれた場合、И″力″

の分割が阻害 され、メガネ様のス トライプが形成 された (Fig.150,R)。 頭部前

端部にИルαtt dsRNAが とりこまれた場合、И′―力みのス トライプの移動は起こら

なかった(Fig.15R S,T)。 発生を進めた段階で観察すると、分断されたИルル ス
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トライプはそれぞれ独立に分割 したが、dsRNAが とりこまれた領域では、もは

やИ″乃力のス トライプは前端部から変化 しなかった。これ らのことから、Wg/Wnt

シグナル経路も、∠″ル の発現変化に関わり、頭部体節の形成に必要であること

が考えられた。ただし、この結果は、И″″
“

dsRNAが Иルα′
“

の持つ細胞接着

の機能にも影響を及ばしている可能性がある。実際に、顕微注入 した胚の中に

は、dsRNAを 取 り込んだ細胞は、細胞表面にとどまらずに内部へ潜 り込んでい

くものが見 られた。表層に残つた細胞は通常の細胞の形態 と差異のないように

観察されることから、本研究で解析 した例では、細胞の異常ではないと考えて

いる。 この dsRNAの 効果の確証を得るためには、①細胞の頂端部に存在する

At―Armタ ンパクに異常がないことを確認すること、②wgWntシ グナル経路であ

る核内の At…Al・mタ ンパクの減少を確認することが必須である。

なお、И″α″ pRNAi処理胚では、 2週間以降に母親が卵を産まなくなった

(dsR2,dsR3の 2種類の dsRNAで確認 )。 かろうじて産まれた卵の形態について

記載する (Fig。 15A,B)。 stagc 2になると、細胞 と細胞の境界に異常が生 じた。

最終的には胚盤を形成できずに、内部の卵黄が漏れ出て固まりになった。И′_α′″

pRNAi処理では、母体に影響を与えてしま うため、産卵に異常を及ぼすのだろ

う。 さらには、細胞の接着にも影響を与えてしま うのかもしれない。

考 察

本章では、クモ胚における新たな実験手法である顕微注入法を用いて、パタ

ン形成の仕組みを解明することを目的とした。細胞追跡に重要な蛍光タンパク

のmRNAを導入し、頭部体節形成過程の細胞の運動を観察することができた。

局所的に遺伝子の機能解析を行なうことができるcRNAiの特性を生かした実験

系を組むことができた。その結果、頭部体節形成過程では、付け加え型の体節

形成のバリエーションの一つである新たな様式、“分割"の仕組みを浮かび上が

らせることができた。 И″乃力のス トライプ状の発現のダイナミックな変化をFig.

16にまとめた。И″乃あの発現変化は、①胚帯前端部からの移動、② 2段階の分割

に大きくわけられる。この変化は細胞のダイナミックな収叙伸長運動と連動し

て行なわれるものだった。
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∠ル乃乃ス トライプの移動について

顕微注入による標識実験によつて、И″カカのス トライプの波のような移動が、

特定の細胞群の分裂や移動ではなく、Иル乃乃を発現 していた前方の細胞がその発

現をやめ、後方の細胞がИルル の発現を新たに始めることで起きることが分かっ

た(Fig.6,9)。 このス トライプ移動のためには、細胞から細胞へИルカ乃の発現変化

を誘導する仕組みが必要 となる。

Иルο″pRNAi,eRNAiの結果から、И″乃乃の発現変化はИ″θ″の 2つの機能が必

要であることがわかった。その胚帯前端部からの移動 と、Иルル の発現の維持で

ある(Fig.13,14)。  И″カカpRNAiの結果から、Иルθ″の発現は Hhシグナルに依

存 していることがわかっている (Alciyama― Oda and Oda,2010)。 さらにこの頭部

体節形成過程においてもИルル が単なる体節のマーカーではなく、Иルθ″の転写

に関わっていると考えられる結果が得 られている。実際に Hhシグナルの仲介役

であるショウジョウバエ θνb′′郷′″た″η加 (θ′)の相同遺伝子に対するeRNAiを頭

部領域で行 うと、Иルο″eRNAiに似た表現型を得ることができた (Akiyama― Oda,

私信 )。

以上の結果 と分泌タンパクである Hhの性質を考えると、И″乃力のス トライプ

の移動の仕組みの一つとして、次のモデルが考えられる。Hhシグナルがとなり

の細胞でИ″θ″を活性化 させる。次にИ″θ″はその細胞でИ″乃力の発現をさらに

活性化 させることによって、И″θ″ と At―乃乃の発現領域はともに後方へ と広がる

ことができる (Fig.16B)。 この仕組みによって、И″乃力の発現をス トライプ状に

するには、より前方の Иル乃乃の発現が抑えられなければならない。И″ル のス ト

ライプの変化に関わる因子をさらに探索 し、解析することが必要である。

Иルル ス トライプの分割について

顕微注入法は細胞の追跡実験 と WISHに よる転写産物の検出とを組み合わせ

ることを可能にした (Fig。 9E,E')。 これによつて、И″力乃ス トライプの分害Jに よ

ってできるИル乃カネガティブな領域の細胞は、別の細胞層から供給されることや、

Иル乃カネガティブな細胞へと積極的に分裂することによるものではないことがわ

かった。このことから、このИル乃乃のス トライプの分害Jはダイナ ミックな遺伝子

発現の変化によつて生 じていると考えられる。そのネガティブな領域を広げる

役割 として、細胞の分裂や細胞の再配列運動による収飲伸長運動があるのだろ

う。
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И″″α,Иルο″eRNAiで処理 した領域では、Иル滋 のス トライプの分害Jができな

かった。Иル磁 の発現は 2つに分断されたス トライプがそのまま独立 して分割の

ステップに進んだ (Fig.14D,I)。 これはИ″励 のス トライプの移動が、自己複製

型の波であることを暗示 している。 この分断されたス トライプは、それぞれ端

が閉じた形で、中央からネガティブな領域が現れた。Иルηα,Иぉθ″ eRNAiの結

果は、Иルル のス トライプの分割の仕組みが、И″ル の発現の有無もしくはその

変化の遅れを感知 しながら行なわれていることを示唆 している。正常胚では、

クムルスの移動により胚盤の対称性が破れて現れる胚外領域が将来の背側にな

る。この領域では、∠た乃力、Иルο″ の発現が抑えられた状態になる。この背側の

Иル乃乃ス トライプが途切れる部分付近では、腹側のス トライプよりも分割が遅れ

るために open mollthパ タンを示す (Fig。 8)。 このように、正常胚における背側

と似た状況が、cRNAiに よつて腹側にも生み出されているのだろう。

И″カカのス トライプが、単に横一列に分断されるのではなく、腹側の中央から

ネガティブな領域ができて分割 されることも、数理生物学の観点から興味深い。

このような波が中央か ら割れてできる自己複製型の波は、グレイ 0ス コットモ

デル (Pcarson,1993;Reynolds ct d.,1994三 村昌泰,2006)の ような反応拡散方

程式によつて記述されている。これらの数理モデルの確立によつて、分子生物

学的な遺伝子の機能解析からでは見えてこなかった分子間のネットワークや細

胞の挙動について、推測できることが重要である。数理モデルの利点を生かし、

Иみル のス トライプの変化がどのような仕組みで起きるのかについて、解析を進

めたい。

Иルθ″ ∠ル″αといった保存された転写因子群が遺伝子発現のパタンを自己制

御するためにその Hhシグナルの活性とモルフォゲンの産生の仲介役を果たし

ているのかもしれない(Fig.16C)。 2つ以上のモルフォゲンのシグナルの反応が、

波のダイナミクスを作り出すのに必須である(Turing,1952;Kondo and Miura,

2010)こ とを考えると、Hhシグナル系ともう一つのモルフォゲンが存在すると考

えられる。Иルα物 のcRNAiでは、前端部近くで影響を与えた場合、Иルル ストラ

イプが移動できなくなったこと (Fig.15)か ら、一つの候補因子として Wg/Wnt

シグナル系が考えられる。ショウジョウバエの体節形成や、cyc‐ discに おけるセ

グメントポラリティ遺伝子のネットワークではHhシグナルとWgシグナルが密

接に関わつている (Royet and Finkelstein,1996;Dominguez and Casarcs,2005;

Blanco et al.,2009)。 このことからもオオヒメグモ胚の頭部体節の形成過程にお
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ける Wgシグナルの解析は重要であろう。もつとも、Hhシグナルを制御する因

子は多 く、その機構は複雑である (Ingham and McMahon,2001;Lum and Beachy,

2004;Inghanl and Placzck,2006)。 お互いがお互いを制御 し合って生み出される

∠たカカの移動やその分割を、今回示 したような遺伝子の機能解析のみから理解す

るのは困難である。数理生物学の観点からのシミュレーションも非常に重要 と

考えられる。

∠″οραの役割

Zicフ ァミリーに属するショウジョウバエ θありα姥グ相同遺伝子のИ′―ηαは、

オオヒメグモの頭部体節形成に関与 していることが本研究か ら示唆 された。シ

ョウジョウバエではペアルール遺伝子 として知 られている (DiNardo d al,198■

Bencdyk ct al,1994;Swalltek and Gctten,2004)。 一方で、Zicフ ァミリーは脊椎動

物では神経管や脳のパタン形成に必要である (Elms et al。 ,2003;Al・ uga,2004;

Gl・inbcrg and Millen,2005)。 Zicフ ァミリー遺伝子が節足動物のクモと脊椎動物

で、発生段階の頭部形成過程に必要であることは、進化の観点から興味深い。

次にИ″カカの発現の制御機構の点から∠″ηαの機能を考えたい。И″乃力の発現

抑制による Иルカあス トライプの分害1に必要であるが、このス トライプの分害Jは

И″″α ノックダウンによって特異的に抑制 されていた(Fig。 13G,L― O)。 このこと

は、At¨Opaタ ンパクが Иルカカの発現を負に制御する因子であることを示すもの

なのかもしれない(Fig.16C)。  И″θ″の eRNAiではИル″αの発現 自体に影響は

なかったが、そのパタンがメガネ様になった。このことから、∠″乃力のス トライ

プの発現 とИ″″″のス トライプの発現には、その制御機構に違いがあることが

示唆 された。Zicフ ァミリーは様々なシグナルネットワークの制御因子 として知

られ、Wntシグナルや Hhシグナルを制御することが知 られている (Al・uga,2004;

Grinbcrg and Millen,2005;Mcrzdorf and Sive,2006;Merzdo式 2007)。 若-9,α がオオ

ヒメグモ胚の頭部体節過程において、Hhや Wg/Wntシ グナルネ ッ トワークにお

いて、どのような役害Jを果たしているのかは、今後の角早析が期待 される。

クモ胚における 3つの体節形成の仕組みの違い

クモ胚では、腹部における付け加え型の体節形成、胸部における同時型の体

節形成、さらに頭部には付け加え型のバ リエァションの一つである分割型、こ

の 3つの体節形成が存在することが示唆された。
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クモの腹部の体節形成の状況は典型的な付け加え型の体節形成であり、脊椎

動物の体節形成 (somitegenesis)に も似た仕組みがあると考えられている

(Stollewcl・k ct al.,2003;Liu and Kaufman,2005;Peel ct al.,2005;Damcn,2007)。 こ

の仕組みは本研究で明らかになった頭部の体節形成とは異なっていると考えら

れる。腹部の体節形成は、尾業部分の Иトル ス トライプの発現の波を ON‐OFF

を繰り返しているように見える。一方で、頭部の体節形成は、既に存在するИ″乃乃

ス トライプを太くし分割する。この腹部と頭部の体節形成の違いは、波のピー

クを末端から一つずつ生み出すことでス トライプパタンを作るのか、もしくは

存在するピークの中心から2つにわけることでス トライプパタンを作るのか、

という違いがあることが考えられる。今後、腹部の体節形成過程における細胞

運動の追跡と、遺伝子発現の変化についても同様に解析が進められることが期

待される。

Иルηαの胸部の発現変化が、同時的に体節のパタンを形成すること、またそ

のpRNAiのセグメントポラリティ様の表現型は、クモ胚の胸部ではショウジョ

ウバエのような同時型の体節形成が行なわれることを暗示している。ショウジ

ョウバエギャップ遺伝子の力ν″σttbα
`た

相同遺伝子、∠ル乃らの pRNAiに よってL3

をのぞ く歩脚体節が欠失するといつたギャップ様の表現型が得 られる

(Kanayama、 未発表 ; Schwager et al.,2009)。 このことも、クモ胚の胸部では

ショウジョウバエの持っている遺伝子ネットワークの一部が存在しているのか

もしれない。しかし、ショウジョウバエの多核性胞胚の環境とは異なり、クモ

胚では細胞環境においてその同時的な体節形成を達成していることになる。ク

モ胚では、分泌タンパクИ″力乃が胚盤期にそのシグナルを胚盤全体に伝えており、

そのシグナルは前後のパタン形成に必要であることが示唆 されている

(Alciyanla―Oda ttd Oda,2010)。 このような細胞を越える分泌因子の働きが、歩

脚領域の胸部体節の遺伝子発現を制御しているのかもしれない。胚盤期におけ

るHhシグナルの情報が胚帯期に受け継がれているのか、もしくは胚帯期に別の

因子が積極的に関与しているのかについては、これから解析が期待される。

胚帯伸長における細胞運動と頭部体節形成に必要な遺伝子機能の関連

И′―θd Иルυ″pRNAi胚では、約 6時間以上、扇形の形のまま発生が遅延した

(Fig.13几 K)。 体節形成遺伝子が収飲伸長運動に影響を与えている可能性が考

えられる。これは、ショウジョウバエのペアルール遺伝子が細胞の割り込み運
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動に影響を与える知見 と類似 している (Irvinc and Wieschaus,1994;Zallcn and

Wicschaus,2004)。 これ らの dsRNAを 取 り込んだ表層の細胞 自体は、表層に維持

され、その形状に異常は認められなかつた。この遅延が起こるのは RNAiが細胞

に対 してどのような影響を与えている結果なのかを調べるために、dsRNAを 取

り込んだ細胞の挙動について、詳細な解析を行 う必要がある。コン トロール と

比較 して、その領域が縦に並ぶ再配列のスピー ドに影響が出ているのかどうか、

また細胞の分裂に異常がないかを検証するべきである。ショウジョウバエや他

のモデル生物では、plantt ccll polarityに 関わる遺伝子群が、細胞の運動を伴 う収

飲伸長運動に関与 していることが知 られている (Vecman,2003;Kicfcち 2005;

Johlls and Cohen,2007)。 このことから、pRNAi胚、または dsRNAを 取 り込んだ

細胞でこれ らの遺伝子群に影響があるのかどうかを検証するべきである。

節足動物の頭部における体節形成過程の進化

本研究で示 したような分割様式の体節形成は、クモだけに見 られるのだろう

か。昆虫の頭部の体節形成過程は、励 や ソgと いったセグメン トポラリティ遺

伝子によって観察できる (Fttzana and Brown,2008;Miyawalci ct al.,2004)。 その

経過を追ってみると、細胞化 された段階で 2つの 乃力の発現ス トライプが頭部前

方の左右に発現 している。フタホシコオロギの場合、このス トライプが約 3時

間でそれぞれ 2つのス トライプに分かれ、左右で計4本になる。ショウジヨウ

バエにおいても、一つの 効 ストライプが 3つに分かれることが知られている

(Mohlcr,1995)。 しかし、そのル の発現変化がどのような仕組みで起きている

かはほとんど理解されていない。本研究で得られた知見は、昆虫にも保存され

ている可能性がある。

Hox遺伝子の発現部位の比較から、昆虫とクモにおける体節が、どことどこ

に対応するかが示されている (Damen et al,1998;Hughes and kauflnan,2002)。 ク

モ鋏角 (Chelidcrac)と 触肢 (pcdipalps)は 、それぞれ alltelllnd seLmcntと illtcrcalary

scgmcl■tに相当すると考えられている。これをそれぞれ deutcercbral(第 二)

(antelllnalと Chcliceral)と tr■OCCrebral(第二)(intcrcabyと pcdipalpal)sCgmcllt

と呼び、末端の部分は PrOtoccrcbral(第 一)も しくは ocub rcgionと 呼ぶことが

提唱されている (Scholz and Edgecombc,2006)。 この呼称を用いれば、クモ胚で

は、第二と第二体節を形成するために2回の分割を行っているのに対し、昆虫

ではクモ胚の第二体節の形成過程が短縮され、第二だけの分割を行っているよ
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うに見える。実際、昆虫頭部の体節形成過程では、第二体節におけるル の発現

は、他の頭部体節より後期に出現する。この昆虫の第二体節は、クモのような

付属肢を伴わず、形態的にもその形をなしていない。節足動物門における頭部

の体節形成の過程を比較することは、形質の進化の過程を読み取ることの代表

例になる。クモ胚の体節形成の過程を探ることは、どのような発生プログラム

の変化が形質の変化をもたらしたかを解明する手がかりとなるであろう。

結 論

新しい体節形成の様式をオオヒメグモの頭部の体節形成過程で見つけること

ができた。それはИ″励 の遺伝子発現が広がり、中央から抑制されて2つに分か

れるという分割型であった。

顕微注入法による蛍光タンパクの導入は、細胞運動のオオヒメグモの胚にお

ける頭部体節形成過程の細胞運動の観察を可能にした。特に WISHと の組み合

わせによって、細胞分裂や細胞の移動が遺伝子の発現パタンの変化に対して影

響を与えるというよりもむしろ、細胞間で遺伝子の発現パタンが変化すること

が必要であることを示した。今後はより広い範囲の細胞運動を追跡することが

求められる。さらに、dsRNAの 注入による局所的な遺伝子の機能阻害によって、

Иルο″がИ″乃乃の移動だけでなく、その発現を維持するのに必要であることがわ

かつた。ここに遺伝子の発現パタンのダイナミックな変化には細胞間の分子ネ

ットワークが必要であることを示した。

クモ胚が頭部、胸部、腹部と、すくなくとも3つの体節形成の仕組みを備え

ていることにも注目したい。このことは体節形成の仕組みについて多様性と進

化を理解することに、クモ胚が優れた系になることを示している。さらに、本

研究で示した顕微注入法は胸部や腹部の体節形成だけでなく、軸形成や細胞の

移動について解析するための重要な手段となるだろう。
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表 1

ESTラ イブラリーcDNA塩基

配列の Clone ID、 遺伝子名 ,

クローニングした者

縁もしくはその付近に特

異的に発現があつたか

pRNAiで表現型は見 られた

か (それは頭部か ?)

(/は未解析 )

At…0085(dorsal)

At eR】2L5/額 gos

not2 (Floating head)

not5

otd

eS7_001_D12(hunchbacり

At eW 022 A24

(7iC/Odd paireの

even―skわpcd(金 山)

atonal(金 山)

At cw_013A08(pax2)

snail(Yamazaki et d。 ,2005)

fla

hairy(秋山‐′lヽ 田、小田)

labial

armadillo

At eW■021M03/pricklc

eS6 d1 08f A03/odz

cs6_dl_08f G06/Jagged

stardust(At‐0098)

At eW 010 A16/BicD

At eヽL021L15/discs largc

AteWeS7 SB 006 H09

AteWeS7 SB 009 A09

AteWeS7 SB 015 H01

(nOllmuscle myosin H)

AteWcS7_SB_011_B04/piwi

AtcWcS7 SB 006 H09

At eW■02(ヒG18(piwi)

At―002ヽ⊇rasa(Vasの

No

No

AInbiguous

No

Yes(頭部 )

Ycs(頭部ではない)

Yes(頭部 )

/

/

/

No

No

No(′ Jヽ 田)

Yes(解析中 )

No egg

No

No

No

No

/

/

/

/

/

/

/

/

No

No

No

No

No

Yes

Yes

Yes

No

No

No

Ycs

Ycs

Yes

Yes

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

‐
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Fig.4
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Fig.7
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‐         ,第 1章の図  1  1

Fig。 1

オオヒメグモにおける AELl時間からの早期胚発生ステージ。ぃ,B)実体顕

微鏡で観察 した胚。 この胚はブ リーチ処理による コリオ ンの除去を行っていな

、い。1体)は AELl,時間、(B)は AEL2時間の胚。(C‐均実体顕微鏡によつて観察し

た別の胚。AEL(C)7(D)8(E)9(F)lo(o ll(D12.5(I)14(D20(D30時 間の時点

の画像を示す。この画像の胚はコリオンが除去されている。|エネルギドがかす

かにAEL約 8時間で見え始め、1寺間が経過するにつれて増カロする。核の数や発

生段階をパネル上に示している。(L‐S)微分干渉顕微鏡で観察した胚。(L)16核

期、(ⅣD32核期、ぃ)64核期、(0)128核期の画像を示す。Nの中の枠が P…Sで拡

大されている。この図は、2つのエネルギドが非同調的に分裂することを示し

ている。注目すべき2つのエネルギドに数字がつけられている。エネルギド1

が2よ りも早くに分裂.していることがわかる。スケールバァ : 100.μm。

Fig。 2       1               ‐  1

16核期における.RITC―デキストランの顕微注入結果ι116核期に RITC―デキ

ストランを注入した胚をぃ,D,G,こ M)白色光、(B,E,Ⅱ,K,N)赤蛍光によつて実

体顕微鏡下で観察したし画像は注入後から15分以内に撮影した (A― C,卜 O)。 A―C

と同一の-128核期とIstage 5の時期の胚を撮影した。重ねた1図 は(C,ュ I,L,0)で

ある。  体―I)注入されたRITC…デキストランの振る舞いが Class Iだ った胚。

ぃ―C)RITC.デキ不 トランのいく|ら かは下つのエネル ドに浸透し (矢で示す)、 残

りは、周りの卵黄塊の間にある空間に浸透した。 RITC―デキストランが卵の内

部に入 らないことがわかる。RITC‐デキス トランの分布は入 り組んだ境界内に留

まつた (や じりで示す )。 これは区画が存在 していることを示 している。卵内部

に注入 し損ねた RITC…デキス トランをアスタリスクで示 してあるd(D―F)RITC―

デキス トランが 8‐ つの娘細胞内に顕著に見え|る が、他のエネルギ ドには見 られ

なかった。卵黄塊の間にあるシグナルはこのステージまでにはかな ウ小 さくな

っていることが分かる (Eと Bを比較のこと)。 (G‐I)RITC― デキス トランは胚盤

において約 100個 の表層細胞に観察された。(}L)注入 された RITC,デキ不 トラ

ンの振る舞いが Class Ⅱだった胚。RITC―デキス トランは注入 した部位から拡散
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しなかつた。(M―O)注入 された RITC‐デキス トランの振 る舞いが Class Ⅲ だった

胚。RITC―デキス トランはす ぐに卵の中心部へ と拡散 した。卵内部に注入 し損ね

た RITC¨デキス トランをアスタ リスクで示 してある。スケールバー : 100 μm。

Fig.3                        ‐

64と 128核期におけるRITC,デキストランの顕微注入結果。64核期に=功 と

128核期 G¨⊃の RITC―デキストランを注入した胚を、自色光(B,‐ D,凡 ⊃ ど赤

蛍光(A,C;E:oに よつて実体顕微鏡下で観察した。画像は注入してから
-15分

以内 (A,B,E,F)と (stage 5(C,D:G,Dに おいて撮影された。B,D;凡 Hは重ね

合わせた像である。RITC=デキストランはすぐに一うのエネルギドにとりごまれ、

それから娘細胞に受け継がれた。約 16細胞、10細胞が Cと Gの図においてそ

れぞれ標識された。スケールバニ:1001m。        : |

Fig。 4         1

32核期におけるRITC―デキス トラ‐ンと′ん_ψ mRNAの 顕微注入の結果。RITC―

デキス トランと
“
卜」リー Aの混合液を32核期に注入した胚を、それぞれ赤

(A,D,G)、 緑(B,E,Dの蛍光と自色光 (C,■ のによつて実体顕微鏡によつて観

察した。画像は 128核期 (ALC)t Stagc 5(D― F)と stage 8(G―ので撮影された。C,R

Jは緑蛍光と白色光を検出した画像を重ねたものである。枠で囲まれた領域がB

とEにおいて拡大され重ねられている。RITC―デキストランとNLS…GFPの蛍光

が同じ細胞内で検出され、さらに NLS―GFPは核内に移行し濃縮されている:F
における細い矢と太い矢はそれぞれクムルスと

'盃

盤の縁を示している。a,

anterior(前方)tp,podcriOr(後 方);ex,ёxttaembryoniё  al・あ 鯛杢外領域):ス ケー

ルバ‐‐: 100 μln。  ‐    ‐ 7      . ,    |         |         l  i l 
‐

Fig.5     ‐i         l        l          ‐

‐
32.核期の胚における一つの細胞を追跡 したも|の。ぃ‐F)32核期において FITC―

デキス トランを注入 した胚を、mid stagc 5に おいて(固定するまえ(ALc)と 固定

し染色 した後(D…F)に観察 した。′それぞれ、白色光 (A)蛍光 (B)重ねた画像 (C)

が示 されている。 矢は移動するクムルスの
1位

置を示 している。平たくマウン ト

された胚にはИ″́レ 転写産物 (青)と FITC―デキストラン(茶)が染色されている

(D― F)。 Dにおける枠がE,Fで拡大されている。Eでは焦点を表面に合わせて
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いる。Fでは焦,気を内部のИ″″レ を発現するCM細胞 (小 さな矢)に合わせて

いる。FITC―デキストランのシグナルは表層と月蚕盤の中心あたりの細胞 (大きな

矢)と CM細胞の両方に検出された。(G‐D32核期にFITC―デキストランを注入

した胚を、mid stage 5に固定した後にИルο″転写産物 (青)と FITCデキストラ

ン (茶).を染色したものを観察した。胚盤(gの と非胚盤 (llon「gd)領域の境界を

ふたっの大きな矢で示した部分が、Hと Iで拡大されている。Hでは焦′点を上皮

.の表層細胞層に合わせてぃる。Iでは内部の層に合わせている。FITC‐デキスト

ランがИルο″ポジティブな細胞と∠ルο″ネガティブな表層細胞、非胚盤領球の

表層細胞,さ らに胚盤表皮下に位置する内部の内胚葉細胞で検出された。(J,η 16

核期堺前にFITC‐デキ不卜|ラ ンを注入した1江9 stagc 4の胚。自色光(D、 緑蛍光

(J)でそれぞれ観察してし,ヽ るg FITC‐デキストランの蛍光強度の異なる領域が形

成iさ れてぃることに注目。何核期にFITCデキストランを注入したかは把握でき

‐てぃない。スケァルノドー .:4‐⊇,Qユ K100 μmう E,■ 耳,I,20‐μmol  . 1

1第 2章の図      |  ‐

Fig。 6

(⇒第 2章における全体の図の時間軸に対応したオオヒメグモの胚発生の図。

絵のクモの赤い領域はオオヒメグモ胚における RITC―デキス トランによる標識

実験 (Oda,私信)を示している。ク

^ル

スとは反対側の、胚盤の縁から 2-3‐ 細

胞離れたところの部位が、鋏角 (Ch)、 触肢 (Pp)と なる6(B‐DFITC=デキストラ

ンの導入による細胞標識実験。∠″乃みストライプの発現変化は波のように前方か

ら後方へ移動する。(B,C)Carly Stagc 5に おけるИ″乃乃(青 )と Иルοグ(赤)の転写産物

の染色。Cは Bの DAPI染色によるDNAo И″乃乃とИたo″ の発現は、胚盤の縁で

検出される。(D,E,D early stage 5か らおよそ 12時間経過した胚
`И

″励 のス ト

ライプが前端部から離れた位置に検出されている。D,Eは Fの胚帯前端部の枠

の拡大図。Eは Dの DAPI染色によるDNA。 (G)early stage 5に おける FITC―

デキス トランをとりこませた胚の縁の拡大図。(H,I)Gの胚を発生させ cヾarly

stagc 7ま で発生させてから固定したもの。И″乃力転写産物 (青 )、 FITC―デキスト

ランによつて標識された領域 (赤)6Hは I―の胚帯の前端部の枠の拡大図。標識

された細胞がИ″乃みを発現している。a,狙terb(前方);p,posterb(後方);ex,

‐63‐



extiacmbry6nib arё a(胚外領域)」 Ch,'ёhё liёerac「 (鋏角),Pa pedipalpS.(触肢);・Llt

L2、 L3、 L4,(それぞれ歩脚 1(2、 3、 4)。  スケニルバー : 50 μm。

Fig。 7   ‐  ` |                    |       ‐

胚盤の縁の細胞の追跡実験。胚盤の縁の細胞には中胚葉細胞になるものがい

る。 (A‐b).顕微注入により、NLSidE6sFP mRNAを 導入し胚盤の縁の細胞を標

1識 して観察したタイムラプス画像。約400_の青外線熊射により、標識嶺域の

中央部分 (縁から細胞 213列分)が緑色から赤色の蛍光に変換されている。白い
.点は1蚕盤の縁もしくは胚帯の前端部を示す。やじりは stagc 5の 時′点で縁から2… 3

細胞列に位置していた赤い標識細胞のいくつかを示す:縁から入り込んで表層

細胞下に散らばっていることがわかる。括弧は縁から約細胞 5列あたりの緑の

標識領域を示す。この領域は潜り込まず(表層に残っていることがわかる。(E二I)

(D)の胚を 15分以内に固定し、1染色し'た 胚。中胚葉細胞のキーカニ遺伝子

Иル加お′

“

ル炒J)(青)の転写産物と NLS‐tdEosFPと 同時に注入されたビオチン…

デキストラン(茶)の染色。Iの枠がE―Hに拡大されている。アスタリスクは内部

に潜り込んだ標識細胞のうち、ィ″r147′ ポジティブになっているもののいくつかを

示す。白い点は胚帯の前端部を示している。スケールバー : 100ぃm。

Fig。 8         1            ■   . ,   | .

胚帯期におけるИル滋 ストライプが分割する様子を示した連続写真: ie鉗 ly

ttagc 7(胚盤期に原口が閉じ
―
てから、16時間後としている)よ り、一つの卵嚢

から、2時間ごとに固.定 した。固定した胚では、И″乃れИルο″ ИルD/Jのそれぞ

れの転写産物が二重染色された。ぃ‐二A'‐D',乳 S‐DИ″蒻 (青 )と Иたο″ (赤 )

の転写産物の染色。(A'―D',F')は (A―D,F)における枠を拡大したものbそれぞれ

の図の右端にある青と赤のバーはそれぞれИル乃乃とИルb″ の発現領域を示してい

る。それぞれの画像の右端の発現領域の長さに対応している。発生が進むにっ

いて、И″ル のストラィプが広くなり (B')、 中央からその発現が消えていく(C')

ように見える。(D')ではさらに2回 目の分割のために、2つ あるうちの前側の

Иル乃あストライプの発現領域が広がっている。ealy stage 7(A,A',G,M)(2時間後

(B,B',H,N)、 4時間後(C,CtI,0)、 6時間後のぅD',J,P)、 8時間後(E,K,Q)、 10

時間後cF'3L,動の胚をそれぞれ固定している。 (S・U)Йル乃乃のストライプの口

が開くパタンが現れ始める過渡期の胚。И″励ネガティブな領域が様々な形で見
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え始めている。Cりly stagc■から(S)2時間fco牛時間の時に固定した胚6(G…⊃

И″ル (青 )と ィトン  (赤)の転写産物の染色。∠ル功りの発現は将来の歩脚領域

Ll―L4に相当する部分に発現している。Иル励 と,Иだク の近接する発現の間に、

И″乃乃ネガティブな領域が現れるのがわかる。(ML⊃Иルο″ (青)と―Иだ7(赤 )

の転写産物の染色。∠″ο″ とィ′っ夕 の発現の間に体節が挿入される。 点は将

来の歩脚 L4に相当するИル乃乃の発現を指す。lや じりは変化する頭部のИルカタス

トライプを示す。スケールバー:100 μm。              _■

Fig。 9

1頭部体節形成過程の細胞運動と И″みカス トライプの発現変化の関係。

NLS―tdEosFP mRNAの 顕微注入によって細胞の標識を行なった。頭部体節形成

領域における細胞運動を観察し、,タ イムラプス共焦点顕微鏡画像を取得した。

体…D)NLS―tdEosFP mRNAの注入によつて標識した細胞のタイムラプス画像。右

側の細胞の標識が、‐青外線照射によって緑色から赤色の蛍光に変換されている。

late stagc 5の撮影開始から∽鯛時間、(B)o時間後((C)9。 5時間後、(D)14時間20

分後の胚。1大きな点は胚帯前端部を示している―。点線による枠は標識細胞群の

縦横比の変イヒを表しており、
「

)において細胞数の縦横比を数えるのに使用され

た。代表的に○が付けられた細胞では、割り込みによる再配列運動が見られる。

矢とやじりは、それぞれが示す細胞を追跡している。 (E)タ イムラプス画像取得

後、10分以内にその胚を固定し、染色したもの。Иル乃乃(青 )の転写産物と、

NLS―tdEosFP mRNAIと 同時に注入されたビオチンー7キストラン.(茶)の染色。

早の時′点でィル乃″のストライプが2つに分割されて現れるネ.ガティブな領域にア

スタリスクがつけられているょタイムラプスをさかのぼることで、Eのアスタリ

ス1ク のそばにある細胞に対応させた形で A― C‐ の図ヘアスタリスクが修飾されて

いる。(E')Eの 図を拡大した図。.(A‐c)においてやじりと矢印で追跡した細胞を

示している。これらの細胞は分裂後イル励 ポジティブな細胞とネガティブな細胞

に分かれていることがわかる。c)標識した細胞数の変化と、その細胞数による

縦横比をグラフにしたもの。(A―D)における白い点線の枠内にある細胞数の縦幅

(Lcngtht緑 )と 横幅 (Width、 赤)・の変化をグラフにしている。14.5時間目で

は、標識細胞をt頭葉部分の細胞(I)、 前側のイル励 ポジティブな細胞(II)、 新た

に出現レたИ″ルネガテーィブな細胞 (Eにおいてアスタリスクで示されている領

域)(Ⅲ )、 後ろ側のイル″ ポジティブな細胞(IV)、 胴体の歩脚領域にある細胞(v)、
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のbづの領域にわけてその数を示.しているt・ Ⅲ 'の細胞群が増えることで全体の

細胞数が増えているわけではないことに注目。5:00…9:30間の細胞分裂がほとん

ど起こらない時期にtその縦横比の割合は増カロしているも.(o.観察 0時間から

5時間前の間の、細胞分裂の時期を色わけによって示したもの。近接する細胞で

はその分裂時期が近いよう.に 見える。緑の時期に相当する細胞が散らばってい

ることから、Ⅲ規則性があるようには見えない。スケールバ■IA_Ё,loo μm;E',

20 μm。                            | |    |      |           |          |

Fig。 10

‐オオヒメグモにおけるИ″ηα cDNAの分子的な特徴。系統樹作製に用いられ

たジンクフィンガニドメイン領域と系統樹を示す。(幻系統樹に用いた領域のア

ライメント配列。保存された領域は点で(ギャジプはハイフンで示されているも

赤いアスタリスクはジンタウインガードメインのシステイン残基とヒスチジン

残基を示す。o)5つのc2H2に よるジンクフオンガニドメインのアミノ酸残基

を用いて作製したNJ法による系統樹:分岐′点の数字はブートストラップ値 (0/。 )

を示す。種の省略の詳細は以下の通りである At;Иιカカθ″α
“
θα′ηJあ″′bん″ Bt

BracttJbsあ
“
α ノοガグみι, D五 ,‐ DわsηttJル

ー
″ι″′οgαきた弓 Dt Dαガο κ′′b; Hち

I五2たχり″タル′αゎ″″ち饉 ,動S滋郷σグνsi Tc,レ′らο′ル
“

む徳″″θν″;Xl,Xυ″α,νsルθツおメ

Fig。 11      ・  ‐       ■ 1 ‐    _|  ■.I    II    ‐ ‐

И″υαlpRNAiに よつて得られるその表現型と、その妥当性、特異性の検証。

(A…C)stagc 9に rlJ達 した帥
,dsRNAを注入した母親由来の正常胚(の と、И″″α

dsRNAを注入した母親由来の代表胚 clasま No.Ch(B)と ClaSS:No Ch pp(c)を示す。

DAPlに よるDNAの染色とtИルυ力の転写産物の染色をしている。括弧は'Ch,Pp

の異常が見られる部分、1矢は胴体の歩脚領域に異常が生じた部分を示している。

BはИルυば、0はИだ″州 のdsRNAをそれぞれ注入した母親由来の胚を用いて

いるも(D・OИたθバ赤)ツたソヵ″σ(青)の転写産物を染色したもの。(D,助 」うdSRNA

を注入した母親由来のコントロ‐ル胚。Eは Dの枠を拡大した図。(RGンルη〆

dζRNAを注入した母親由来の■ントロ‐ル胚。Eは Dの枠を拡大した図。‐矢は

L2の ∠ル″″″どの発現を示す
`括

弧はИルθ″の発現領域を示す。コントロール胚

ではИ″

"力

″6のストライプは付属肢と体節にそれぞれ一カ所の発現部位がある。

それに対して、ИルηαpRNAiの影響を受けた胚の中には、Ll側の付属肢と体節
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に異所的な発現が検出されたものがいた。その月蚕では Ll側のИルθ″の発現領域

がコント‐ロァノL/1蚕 よりもL2側に近かったび(H)一つの卵嚢の中の、nomal.No Ch,

No Ppの表現型の相対数。(I)定量的 Real― timc PCRに よるlate stage 5に おける

И″″α月イルη″ dSRNAを 注入した親由来の胚と、|ョ ントロール胚でのИル″α

の発現相対量の比較。Иル″α dsRNAを注入した親由来の胚では、正常胚と比較

してИ″ηαの発現量の低下が見られる。4フ の発現量はクムルスの形成が正常

に行われヾ胚盤形成に異常がないことを示している。ハウスキ■ビング遺伝子

として、EF―′αを 1と して相対定量を行っている。l12、 第 2章の材料と方法を

参照。ここで示し,た棒グラフの個体名は Hと対応しており、|それぞれ同じ卵嚢

由来の卵を用いて実験を行なっている。(の(Dで示された表現型の下つ下つの個

体について、1歩脚領域の異常をカロえたグラフ。Ch,Ppが異常になるからといっ

て歩脚の異常が見られるわけではない。Ch,Ppが正常で、L3-L4だ けが異常にな

|る ケースはない。F‐助 iCarly stage 6の 勝 ‐dsRNAを 注入した母親由来の正‐常胚

(K,L)と 、Иルυα dSRNAを注入した母親由来の胚 (M,N)を示す。L,｀ Nはそれ

ぞれ K,Mの枠を拡大したもの。Иルυα pRNAiの影響を受けた胚では、4″″αの

細胞質の発現が低下し、点状の発現が見られるしこれは、細胞質ではmRNAが

不安定だが核内の転写は起こっていることを示唆している。アスターリ、スクはク

ムルスの位置を示す。 ■スケールノ|ヾ■ : 1‐ 00 1tm。     ‐ ‐

Fig。 12       ■                   .1 ,  |        ,
∠たりαの発現パタン。 その発現はHhシグナルに依存している。(→ late stage

5における」ηRNAi胚 6∠″υαの発現は将来の頭部外胚葉を含む胚盤の縁の周

りに発現している。(B)1江e stage 5に おけるИル乃力pRNAi胚6∠ル″αの発現は検

出されない。(C)early stage 5における野生型の胚。Иルηαの発現は胚盤全体に

ランダムに発現している。(D‐D胚 帯伸長期におけるИルηαの発現。Fig.8の時

間軸に対応している。Eと Gをのぞいて、Fig。 8の胚‐と同じ卵嚢由来の胚である。

(D,F、 H KY∠ル″′(赤 )、 Иルル(青)の転写産物を二重染色したものし(Ej QИ″ηα

の転写産物を二重染色したもの:early stage 7(D,E)、 2時間後(鳥 Q、 4時間後(o、

6時間後(I)、 8時間後(J)、 10時間後(つの胚をそれぞれ固定している。スケール

バ‐一 :  loo μln。         ■
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:Fig:13       ‐ i l

И″θ4Иルリクに対するparcntal RNAi oRNAi)で処理された胚の胚帯伸長時に

おける表現型。 cA‐Dコ ントロールとしての新ズA―C)、 Иみb″ (D―F,り、Иル″α

(G―I,のに対するpRNAi胚において、Иル励 (青)と И′』μ (赤)の転写産物を染

色 した ものし B,Cは Aの 枠 を拡 大 した ものょ cは Bの DAPI染色 に よ る DNA。

E,Fは Dの枠 を拡 大 した もの:F.は Eの DAPI染色 に よる DNAo H,Iは Gの枠

―
を拡 大 したも の。Iは Hの DAPI染色 に よ る DNAo E,凡 軋 I内の括 弧 は Йル乃乃の

ス トライプの位置を示す。И″ο″IRNAi胚ではИルヵ乃の発現は胚帯前端部の縁に

あるのに対し、И″リタpRNAi‐ 胚では胚帯前端部の縁から離れた部位にある。

Иルο″ pRNAiで Й″乃乃のストライプの移動は妨げられるが、И″″クIRNAi,で は

∠″″力のス トライプは移動できる。コントロニル胚は(Fi3 8)に おける6時間目に

相当する。その一方でtЙル″αИ″ο″pRNAi胚はそれよりも6時間以上経過し

た胚であることに注意。‐α DAの コントロール胚と同じにAELの時間に固定

されたИ″υtt pRNAi(D,И ″θ″R「TAi(Dttgそれにも関わらず、形態的にはまだ

(Fig.8)の 0時間日(early Stage 7)に 相当している。.(L…0)Иルのα RNAi胚における

頭部領域のマーカー遺伝子は正常に発現する志αぅN)コ ントロ‐ル胚と(M,

0ン″″abRNAi胚。Иルο″(青 )と Иルバ赤)の転写産物を染色したもの(L,M)も

∠ルs加3-」 (青 )と И″ル (赤)の転写産物を染色したもの ぃ,O)。 C=S)Йル″a pRNAi

胚での、イントロン領域から作製されたプローブを用いた pre‐― Aの検出。(R

Q)コ ントロール胚と(R,Sソ″ΨαpRNAi胚。RRの枠はそれぞれ、Q,Rに拡大さ

|れている。コントロール胚では∠″ηαの活性がストライプ状に検出されるのに

対して、И″″α pRNAi胚ではでそのパタンが乱れている6スケールバ‐:A-0,

50 μm;PttS,100 μm。    .         l                  r i

Fig。 14    ‐ 1     1   1   ‐

И′ο4И″ηαに対する
.embけOnic RNAi(cRNAi)で 処理 された胚の胚帯伸長時

期におけるИ″励 ス トライプの表現型。ぃ=助 Иル励 転写産物 (青 )と 各 dsRNA

と同時に注入 された FITC…デキス トラン (赤)の染色。 コン トロール として 帥

dsRNAを とりこませた胚 (A,F)、 И″ο″dSRNAを 胚帯の前端部にとりこませた胚

(B,G)、 胚帯前端部から離れた領域にとりこませた胚(C,D,H,I)と 、胴体の歩脚

領域と腹部の体節にとりこませた胚(K,L)И″″αをとりこませた胚(E,DoA,B,C,

D,E,Kの画像におけるそれぞれの頭部体節の表現型は、RG,H,I,J,Lに 拡大さ
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れているざИルο″dsRNAが縁にとりこまれた場合はИ″励の発現が縁に留まって

いる(B)の に対し、1離れた領域にとりこませると、∠″励の発現は維持されなくな

る(C)。 そ して 2つに分断されたИルわ乃のス トライプは独立に分割する(D)。 И″″α

eRNAiでは∠ルル の発現は維持 されるが、分割できない(E)。 (M,N)Иキο″dSRNA

をとりこませた場合のィルηαの発現。Mは二重染色前の∠″″α(青)の RNAプロ

,ズで染色した胚を示す。Nは dsRNAを 同時に注入したFITC―デキストラン(赤 )

を染色した後の胚を示す。白い矢はdsRNAがと:り、こまれた領域を示す:Иルのα

のストライプ状の頭部体節の発現は‐И″ο″eRNAiによって分割されない。しか

し、Иルυαの発現 自体は維持 される。(0■ソ″θ″ eRNAiによる/″θ″の発現の

低下。(0,P)y,dsRNAを とりこませたときのИヶο″ |の発現。|(Q,DИ″ο″dSRNA

をとりこませたときの イルο″ の発現。.ヨ ン トロール と比較 して、頭部体節にお

けるその発現のシグナルが低下している。0,Qは二重染色前のИ″οa青)の IRNA

プローブで染色 した胚を示す。RRは dsRNAを 同時に注入 した FITC―デキス ト

ラン (赤)を染色 した後の胚を示す。 (S―V)∠″ηα eRNAiに よる∠″ηαの発現

の低下。(S,T)」 dSRNAを ,と りこませたときの И″″αの発現6(U,Vン″″α

dsRNAを とりこませたときのИ″″αの発現。コントロァル|と 比較して、1頭部体

節におけるその発現のシグナィレが低下してぃる。S,Vは二重染色前のИルυα(青 )

の RNAプロ,ブで染色 した胚を示す6■ Vは dSRNAを 同時に注入 した FITC¨

デキス トラン.(赤)|を染色 した後の胚を示すも 白し―ヽや じりは dsRNAが とりこま

れた領域を示す。スクァルバ‐ :A―E,K,M,N,0-Vl100 μm;F「■L,20 μm。 .

I     I   、 '  t     i             l   l  '  
‐

                  ‐

I Fig:15 ‐ サ      1 1  1、  ‐■111  '     |

11:/たルbノα″ とИ″α″″ に対するpぃAi、 CRNAiのそれぞれの結果。|ぃ,B)И■α物

pRNAi処理 した母親由来の胚。得‐られた 128核期を過ぎた胞胚(A)と産まれてか

ら3日 目のリロ (stagC 7「8に相当する)(B)。 (→一つ下つの細胞が離れ飛び出して

見える。細胞の間に透明な領域が1見 える
`Fig.2Dと

比較せよ6(B)内 部の卵黄が

飛び出し、細胞が塊を形成 して形をなさなくなる。この卵嚢を形成 した母親個

体はこの後卵を産まなくなった。(C¨Nンルルbf pRNAi処理 して得 られた胚は、頭

部体節形成が遅延する。И″励 (青)の転写産物(C,D,G,H,K,L)と Иルθ″ (青 )

の転写産物(E,RI,lM,N)を 染色 したもの。(C,E,QK,I,鴫は Cal・ly stagc 5か ら

17-18時 間経過 したコン トロール胚。G,Kは Cの拡大図。Kは Gの DNAo I,M

は Eの拡大図。Mは Iの DNA。 (D,乳 H,J,L,N)は И″″bf dSRNAを 注入 した母

69‐



親由来の胚:H:Lは Dの拡大図。Lは Hの DNA:几 Nは Fの拡大図。Nは Jの

DNA。 コントロニル胚が固定されたタイミングよりも約 6時間遅く固定してい

るιコントロール胚ではИ́ 励 の発現が前端部から離れ、∠ルο″の発現は広がり、

前端部ではそのシグナルが弱く検出される6それに対してИルルわJの注人の影響

を受けた胚では、Иル乃乃の発現は前端部に留まり、И″θ″の発現の広がりも見ら

れない。 (0,P)Иルα初 のdsRNAを とりこませた胚におけるИル乃乃ストライプの

表現型。胚盤の縁から離れた位置に入つた場合(O)と 胚盤の縁にとりこまれた場

合 (P)な どちらもИルみあのス トライプの分割ができない6縁に入らた場合は、そ

のИル乃″のス トライプが適切に移動できない。(Q)Иル″bJの dsRNAを とりこま

せた胚におけるИ″ル ス トライプの表現型6 dsRNAの とりこまれた領域では、

Йル乃あのストライプは分害Jできない。И″力あの発現が弱くなってし`るように見え

るが、さらに検証が必要である。 |     |  ‐   ‐  .

Fig。 16   t    l  ,  1           .     :    |、

第 2章の結果のまとめとモデル図。oИル物 のストライプの発現変化とく

eRNAiと の関係。青色はИ″励 のストライプを示す。緑色は標識した細胞領域を

示す。その標識領域の形状を時間経過とともに細く表すことで、細胞の再配列

による収敏伸長の動きを示している。赤いアスタリスクは∠ルο″がИル効 に重な

るズトライプを示すょ(B)Иた力乃どИ″ο″め発現領域が移動する仕組みの一つを

説明するモデルι産生されたHhタ ンパクは細胞を越えて移動できる分泌タンパ

クである。このHhが隣の細胞に作用し、ο″を活性化する。Otdは 乃力の転写を

活性化するので、さらにとなりの細胞にθ″の発現を広げる。Hhを制御する因

子はより多様であるため、仕組みはより複雑であることが考えられる:(C)Hh
シグナルとb″ q″のネシトワークのモデル図。I‐Ihlシグナルは胚盤期において、

θ″|″αの発現を活性化する。そのあと、θ″はmを維持するために機能しく″α

はそのルの発現を調整する負の制御因子として機能する。 |   ‐   1
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