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要旨 
 アフリカツメガエルの原腸形成期において、中胚葉細胞は blastocoel roof (BCR)上を

動物極側に向かって遊⾛し、両組織間には Brachetʼs cleft と呼ばれる境界が形成される。

この過程において、中胚葉細胞はカドヘリンといった細胞間接着分⼦を介して BCR と

直接接着する。⼀⽅、細胞間接着は細胞反発分⼦である Eph/ephrin を介して反発作⽤

も引き起こす。したがって、中胚葉と BCR は接着と反発を繰り返しており、接着頻度

が中胚葉の遊⾛を制御すると考えられている。実際、カドヘリンや Eph/ephrin のノッ

クダウンは原腸形成運動を強く阻害することが知られている。しかし、カドヘリンと

Eph/ephrin は中胚葉−BCR 間の境界形成だけでなく、両組織の機能維持にも必須であ

ることが報告されている。したがって、カドヘリンや Eph/ephrin のノックダウンによ

り⽣じる原腸形成運動の異常が、中胚葉や BCR の機能阻害に起因する可能性を否定で

きない。 

 この問題を解消するため、本研究ではラパマイシンのアナログであるラパログを⽤い

て、異なる組織間の接着を特異的に誘起する実験系を新たに開発した。この⼿法により

中胚葉と BCR 間の接着を特異的に増強させると、中胚葉遊⾛が強く阻害された。さら

に、ラパログが両組織間の接着頻度を増強させることを定量的に明らかにした。これら

の結果は、中胚葉−BCR 間の接着頻度が中胚葉遊⾛を制御するモデルを強く⽀持して

いる。さらに、本実験系が in vivo において組織間接着を特異的に制御できる有⽤な⼿

法であることを⽰している。 
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1. 序論 
1.1 多細胞⽣物における細胞間接着の機能 
 細胞間接着は多細胞⽣物の構造を確⽴し維持する上で⾮常に重要である。細胞接着分

⼦（cell adhesion molecule, CAM）は、カドヘリン、インテグリン、セレクチン、免疫

グロブリンの 4種に⼤別される (Janiszewska et al. 2020) (図 1a)。その中でも主要な役

割を担っているカドヘリンは Ca2+依存性の細胞間接着分⼦であり、細胞外ドメインを

介して近隣細胞のカドヘリンと結合し、細胞同⼠を接着させる (Takeichi 1988)。また、

カドヘリンの細胞内ドメインはカテニンタンパク質を介してアクチン細胞⾻格と結合

し、細胞⽪質張⼒に影響を及ぼす (Lecuit & Yap 2015) (図 1b)。カドヘリンの発現量や

活性は動的に制御されており (Niessen et al. 2011; Nava et al. 2013)、そのダイナミク

スはエピボリー運動や神経堤細胞の遊⾛、収斂伸⻑運動といった様々な発⽣プロセスに

関与することが知られている(Montero & Heisenberg 2004; Theveneau & Mayor 2012; 

Cousin 2017; Shindo 2018)。 

 

1.2 アフリカツメガエル胚における原腸形成 
 動物の初期発⽣過程において、胚の外側に外胚葉、中⼼に内胚葉、その間に中胚葉と

いう 3つの胚葉が形成される。外胚葉からは主に表⽪と中枢神経が、内胚葉からは消化

器が、中胚葉からは筋組織と循環器が⽣じる。胚葉や前後軸、背腹軸は初期胚の段階で

予備的に規定されるが、胚領域や基本的なボディプランの決定には細胞集団の⼤規模な

再構築が必要となる。この再構築を引き起こす協調的な細胞運動が原腸形成である 

(Leptin 2005) (図 2)。原腸形成が正しく進⾏しないと、体軸が正常に形成されず、様々

な組織が形成不全となる (Wallingford et al. 1997)。アフリカツメガエル胚の原腸形成

は、植物極側に存在する内胚葉が胚の内部に⼊り込むことから始まる （vegetal rotation）

(Huang & Winklbauer 2018)。この過程により中胚葉は外胚葉である blastocoel roof 

(BCR)と直接接触し、BCR 上を動物極⽅向に遊⾛する。⼀般に、背側中胚葉は leading 

edge mesendoderm、prechordal mesodermと chordamesodermに区分される (Huang 

& Winklbauer 2018) (図 2)。特に先端はその遺伝⼦発現パターンから中内胚葉とされる

が、本論⽂ではこれらの 3 領域をまとめて中胚葉と記載する。⽅向性を持った遊⾛に

は、BCR 上の platelet-derived growth factor (PDGF)や stromal-derived factor-1α 
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(SDF-1α)といった化学誘引物質が必要である (Davidson et al. 2002; Nagel et al. 2004; 

Fukui et al. 2007; Damm & Winklbauer 2011)。さらに、BCR 上に集積した繊維状のフ

ィブロネクチンは、インテグリンα5β1 を介して中胚葉のラメリポディア形成を促進

する。中胚葉の遊⾛の結果、隣接する内胚葉の形状も⼤きく変化し、最終的に背側中胚

葉に隣接した内胚葉と腹側中胚葉が胚の前⽅で融合する。 

 

1.3 組織の境界形成 
 上述の通り、原腸形成は中胚葉が BCR 上を遊⾛することで実現される。このとき両

組織間には Brachet's cleft と呼ばれる境界が形成される。この形態的に観察可能な境界

により、中胚葉と BCR の細胞は分離される (Gorny & Steinbeisser 2012)。透過電⼦顕

微鏡（TEM）を⽤いた観察から、中胚葉−BCR 間は細胞外マトリクスで満たされてい

る⼀⽅、部分的に細胞同⼠が密接した領域が存在することが報告されており、この領域

はカドヘリンによる接着結合に類似している (Luu et al. 2015)。このような境界は、シ

ョウジョウバエの imaginal disc、アフリカツメガエルの脊索と未分節中胚葉間、脊椎動

物のロンボメアなど、Brachet's cleft以外でも共通して観察される (Garcia-Bellido et al. 
1973; Cooke et al. 2005; Reintsch et al. 2005)。 

 2つの細胞集団が物理的に分離し、組織境界を形成するメカニズムについては複数の

モデルが提唱されている。例えば、⾮混和性液体の物理モデルに基づく Differential 

adhesion hypothesis (DAH)は、細胞が表⾯積を最⼩化する傾向を有し、細胞集団は細

胞間の接着性の違いによって選別される(Steinberg 2007)。また、Different interface 

tension hypothesis (DITH)は、DAHにアクトミオシンによる⽪質収縮⼒を取り⼊れた

モデルであり、⽪質張⼒と細胞間接着という細胞の⼤局的な拮抗する⼒のバランスによ

って細胞集団が選別される(Brodland 2002)。カドヘリンを介した細胞間接着は他の細

胞との接着⾯積を増⼤させるが、⽪質張⼒は細胞の表⾯積を減少させる⽅向に働く。し

たがって、強い⽪質張⼒は新規の細胞間接着形成を抑制し、さらに既存の細胞間接着を

破壊する(Amack & Manning 2012)。このように、DITHモデルは「⽪質張⼒」と「接

着」という 2つの独⽴したパラメータに依存している。⼀⽅で、カドヘリンは細胞内ド

メインを介してアクチン⾻格制御に関わる分⼦群と相互作⽤することが知られている 

(Niessen et al. 2011)。実際、カドヘリンを介した細胞間接着は接着⾯でアクチン⾻格の
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減少を引き起こすことが報告されている(Yamada & Nelson 2007)。したがって、カドヘ

リンを介した「接着」は、細胞の「⽪質張⼒」にも影響を与えている可能性が⾼く、両

者が従属関係にある可能性を否定できない。 

 ⼀⽅で、Eph/ephrin によって⽣じる細胞の局所的な収縮も組織分離に寄与する。隣

り合う組織で Ephレセプタと ephrin リガンドが相補的に発現すると、組織境界⾯にお

いて Rho GTPase によりアクトミオシンを介した⽪質収縮が⽣じ、局所的な反発作⽤

が起こる (図 3) (Rohani et al. 2014; Fagotto 2014; Cayuso et al. 2015)。具体的な例と

して、脊索と未分節中胚葉間の境界や体節の境界の形成には Eph/ephrin が必要である 

(Durbin et al. 1998; Fagotto et al. 2013)。また、Eph/ephrin はロンボメアの分節化に関

わるコンパートメント境界の形成にも寄与している (Cooke et al. 2005)。 

 しかしながら、中胚葉と BCR では複数の Eph および ephrin のアイソフォームが共

発現しており、状況はより複雑である (Rohani et al. 2014)。境界での組織分離には複

数の Eph/ephrinペアが相互作⽤する。⼀⽅で、Eph/ephrinペアは中胚葉と BCR の機

能維持にも関わっている。例えば、ephrinB1 は BCR におけるタイトジャンクション形

成を促進し、EphA4/ephrinB2 のペアは中胚葉陥⼊の制御に関与することが報告されて

いる (Lee et al. 2008; Evren et al. 2014)。 

 

1.4 中胚葉の遊⾛と境界形成  
 中胚葉が BCR 上を遊⾛する際も、カドヘリンと Eph/ephrin が重要な役割を果たし

ている。例えば、両組織間の接着が亢進すると Eph/ephrin シグナルによる反発作⽤が

引き起こされ、逆に組織が離れると反発は弱まり細胞間接着が促進される。上述の通り、

⽅向性を持った遊⾛は化学⾛性によって引き起こされる。過去の研究では、この組織間

の接着―乖離頻度が中胚葉遊⾛の程度を決めると考えられてきた (Rohani et al. 2011)。

実際、morpholino antisense oligonucleotide (MO)によって Eph/ephrin シグナルをノッ

クダウンすると、中胚葉と BCR が混ざり合うことで Brachetʻs cleft が消失し、中胚葉

の遊⾛が阻害される (Park et al. 2011; Rohani et al. 2011)。同様に、C-カドヘリンをノ

ックダウンした場合も中胚葉遊⾛が阻害される。しかし、この場合、組織間が乖離した

状態を保ち、Brachetʻs cleft 形成には⼤きな影響を与えない (Ninomiya et al. 2012)。こ

れらの結果は、中胚葉と BCR 間の接着頻度の乱れが遊⾛阻害を引き起こすことを⽰唆
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している。しかし、Eph/ephrin は中胚葉と BCR の機能維持にも必要であり、C-cadherin

も両組織内の細胞間接着に寄与する。従って、ノックダウンによる中胚葉遊⾛の阻害は、

各組織の内部機能の異常に起因する可能性を排除できない。接着頻度が遊⾛に与える影

響を解析するには、両組織内の細胞間接着や⽪質張⼒には影響を与えずに、中胚葉−

BCR 接着⾯で接着を特異的に制御する必要があるが、それを可能とする実験⼿法は確

⽴されていない。 

 

1.5 本研究の⽬的 
 そこで本研究では、中胚葉―BCR 間の接着頻度と遊⾛の関係性をより直接的に解析
するために、両組織境界⾯特異的に接着擾乱を付与する新規実験系の開発を試みた。具

体的には、FK506-binding protein (FKBP)と FKBP12-rapamycin associated protein の

FKBP-rapamycin binding domain (FRB)が⼩分⼦化合物ラパログによってヘテロ⼆量

体を形成するという性質を利⽤した (Kolos et al. 2018)。これらのドメインを細胞外領

域に付加した膜タンパク質である rapalog-induced cell adhesion molecule 1 (riCAM1) 

および riCAM2 を作製することで、ラパログ依存的に細胞間接着を誘起することを可

能とする。開発した riCAM1 と riCAM2 をそれぞれ BCR と中胚葉に独⽴に発現させ、

ラパログによってこれらの組織境界⾯における接着を増強させることで、中胚葉遊⾛に

与える影響を解析した。最後に、実験結果に基づき、中胚葉と BCR 間の接着頻度と組

織境界形成および中胚葉遊⾛の関係について議論する。 

 

 

  



 8 

2. 結果 
2.1 ラパログ添加による riCAM1/2 発現細胞の接着誘導 
2.1.1 ⼈⼯細胞間接着分⼦ riCAM1/2 の作成 
 本研究では、in vivo において特定の細胞間接着を制御するため、⼩分⼦化合物を利⽤

した細胞間接着誘導系の開発を試みた。タンパク質間相互作⽤を誘導できる様々な⼩分

⼦化合物は chemical inducers of dimerization (CIDs)と呼ばれ、ラパマイシンもその⼀

種である (Putyrski & Schultz 2012)。ラパマイシンは FK506-binding protein (FKBP)

と FKBP12-rapamycin associated protein の FKBP-rapamycin binding domain (FRB)の

ヘテロ⼆量体化を引き起こすことが知られている (Kolos et al. 2018)。天然のラパマイ

シンは FKBP と複合体を形成し、さらに細胞の成⻑や増殖に関わるタンパク質キナー

ゼであるmTOR に結合する (Banaszynski et al. 2005)。これによりmTOR の機能が阻

害され、免疫の抑制や細胞毒性がもたらされる (Abraham & Wiederrecht 1996)。この

ような影響を避けるため、本研究ではラパマイシンのアナログ（ラパログ）の⼀種であ

る AP21967 (C16-(S)-7-methylindolerapamycin)を使⽤した。AP21967 は FRB の結合

が阻害されるため細胞毒性を有さないが、変異型の FRB (T2098L)とは特異的に結合す

ることが報告されている (Bayle et al. 2006)。 

 ラパログ依存的な細胞間接着を誘導するため、細胞外ドメインにFKBPあるいはFRB 

(T2098L)を付加した膜タンパク質を作製した (図 4a)。分泌シグナル、蛍光タンパク質、

膜貫通ドメイン、リンカーやペプチドタグを様々な組み合わせで融合させ、ラパログに

よって細胞間接着を誘導できる機能的なコンストラクトを選別した。その結果、図 4b

および図 5 に⽰す rapalog-induced cell adhesion molecule 1 (riCAM1) と riCAM2 のペ
アが最も効率的に細胞間接着を誘導した。この膜タンパク質は、ヒト Interleukin-6 (IL-

6)遺伝⼦の分泌シグナル、細胞内局在を可視化するための mCherry あるいは sfGFP、

マウス CD28遺伝⼦の膜貫通ドメイン、GSリンカー、V5 タグの配列を有する。 

 具体的なコンストラクトの選定は、Dissociation and reaggregation assay によって⾏

った。4 細胞期にそれぞれのコンストラクトをインジェクションし、Ca/Mg-free 

medium (CMFM)中で発⽣させることでカドヘリンによる細胞間接着を阻害した。その

後、解離した 2種類の細胞を同量ずつ回収、混合し、ラパログ依存的に細胞間接着が誘

導されるかどうか解析した。CMFM 中の細胞は 240 分が経過しても解離した状態を維
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持したが (図 6a)、Ca2+を加えた CMFM 中では 30 分でクラスターを形成し、240 分後

には⼤きな凝集体を形成した (図 6b)。同様に、riCAM1/2 を発現している細胞も

CMFM 中では解離状態を維持し (図 6d)、Ca2+を加えた CMFM 中では凝集体を形成し

た (図 6e)。これらの結果は、riCAM1/2 の発現はカドヘリンによる細胞間接着に影響

を与えないことを⽰している。また、riCAM1/2 を発現していない細胞では、ラパログ

依存的なクラスター形成が⾒られないことから、ラパログ⾃体には接着誘導能がないと

考えられる (図 6c)。⼀⽅、riCAM1/2 発現細胞にラパログを添加したところ、Ca2+添

加よりも早く（10 分以内）クラスターを形成した (図 6f)。また、このクラスターは 240

分が経過しても、Ca2+添加時のような⼤きな凝集体を形成することはなかった（図 6e

および 6f）。これらの結果は、ラパログが riCAM1 および riCAM2 を発現している細胞

間の接着を誘導するが、クラスターの⼤きさは Ca2+添加と⽐して⼩さくなることを⽰

している。 

 また、ラパログによる接着の可逆制御が可能かを検討するため、メディウムを交換す

ることでラパログ濃度を 10^6倍希釈した。その結果、細胞が再び解離することはなく、

可逆制御は困難であることが⽰された（図 7）。 

 

2.1.2 ラパログ依存的な接着による checkerboard パターン形成 
 次に、Ca2+とラパログによる接着パターンの違いについて解析した。細胞標識のため、

riCAM1 mRNA と Alexa Fluor 647 (10 kDa)、riCAM2 mRNA と Alexa Fluor 488 (10kDa)

を同時にインジェクションし、Dissociation and reaggregation assay を⾏った。Ca2+添

加によるカドヘリン接着の場合、細胞はランダムに接着し、riCAM1―riCAM2 発現細

胞間に特徴的な接着パターンは観察されなかった (図 8a-b)。しかし、ラパログ添加に

より形成されたクラスターでは、riCAM1 発現細胞と riCAM2 発現細胞が主に接着し、

checkerboard パターンを形成した (図 8c)。⼀部、同じ riCAM を発現する細胞が接着

している箇所も観察されたが、これは細胞分裂に伴う娘細胞同⼠の接着であると考えら

れる (図 8c、⽮頭)。また、riCAM1 および riCAM2 のみを発現している細胞集団にラ

パログを添加してもクラスターは形成されなかった (図 8d-e)。接着パターンをより詳
細に解析するために、Ca2+あるいはラパログで誘起した細胞間接着の異種性（riCAM1

―riCAM2 発現細胞間の接着）、同種性（riCAM1 発現細胞同⼠あるいは riCAM2 発現
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細胞同⼠の接着）の⽐率を定量した。ラパログで誘起した凝集体では、異種性接着が同

種性接着よりも⾼い割合を⽰した (図 8g-h)。⼀⽅、Ca2+によるクラスター形成では、

異種性接着と同種性接着の割合に⼤きな差は⾒られなかった (図 8f、h)。以上の結果は、

カドヘリンによるランダムな接着とは異なり、ラパログは riCAM1―riCAM2 発現細胞

間の接着を特異的に誘導することを⽰している。 

 

2.2 ラパログ添加による riCAM1/2 の細胞接着⾯への集積 
2.2.1 ラパログ依存的な riCAM1/2 の細胞接着⾯への集積 
 次に、ラパログ依存的な接着が、riCAM1/2 の細胞内局在にどのような変化を引き起

こすか解析を⾏った。riCAM1/2 を構成する蛍光タンパク質のシグナルを共焦点顕微鏡

で観察し、細胞内局在を解析した (図 4b)。CMFM 中では、riCAM1/2 は細胞膜上に⼀

様に分布しており(図 9a)、Ca2+添加によりクラスターを形成させても変化は⾒られな

かった (図 9b)。⼀⽅、ラパログにより形成されたクラスターでは、riCAM1/2 の細胞

接着⾯への集積が観察された (図 9c)。興味深いことに、⼀部の細胞では riCAM1 が接

着⾯に強く集積し (図 9c、マゼンタ⽮印)、他細胞では riCAM2 が主に接着⾯に集積し

ていた (図 9c、緑⽮印)。集積が強い細胞では、riCAM と⼀緒にインジェクションした

mTurquoise2-CAAX（細胞膜局在型 mTurquoise2）のシグナルが弱いため (図 9c、⻘

丸)、riCAM の発現量の差が集積の程度と関係していると推察された。この仮説を検証
するため、riCAM1 と riCAM2 の mRNA を 1:4 あるいは 4:1 の⽐率でインジェクショ

ンし、ラパログ依存的にクラスターを形成させた。その結果、発現量が多い riCAM は

細胞膜上に⼀様に分布したが（図 9d-e、丸）、発現量が少ない riCAM は細胞接着⾯に

強く集積した（図 9d-e、⽮頭）。発現量の少ない riCAM が細胞接着⾯に集積する⼀つ

の可能性として、単体の riCAM は細胞膜上を⾃由に側⽅拡散するが、riCAM1／riCAM2

複合体は接着⾯に繋留される可能性がある。例えば、riCAM1 の発現量が riCAM2 の発

現量に⽐べて⼗分に少ない場合、ほとんどの riCAM1 は riCAM2 と相互作⽤し、接着

部位に留まる（図 9f）。⼀⽅、riCAM2 は、riCAM1 と結合していない単体の riCAM2

が豊富に存在するため、細胞膜全体に分布できると考えられる。以上から、ラパログ誘

導下では riCAM1/2 の細胞接着部位への集積が⽣じ、その集積⽐率は接着細胞間の

riCAM1/2 の発現⽐率に依存することが明らかとなった。 
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2.2.2 in vivo における riCAM1/2 の細胞接着⾯への集積 
 続いて、ラパログによる riCAM1/2 の集積が in vivo においても⽣じるのか解析した。

riCAM1 と riCAM2 のmRNA を 4 細胞期の異なる１割球の動物極側にインジェクショ

ン し 、 ラ パ ロ グ を ステー ジ 9 に お い て 胞 胚腔に 直 接 イ ン ジ ェ ク シ ョ ン し た 

(100µM/12nl)。ラパログが発⽣に与える影響を解析するため、riCAM1 と riCAM2 の

mRNA を発現していない胚の胞胚腔にラパログ (100µM/12nl)を直接インジェクショ

ンしたが、胚発⽣への影響は観察されなかった (図 10a-b)。riCAM1 と riCAM2 の

mRNA 量を 1:4 あるいは 4:1 でインジェクションしたところ、ラパログ⾮添加条件で

は riCAM1/2 の集積は観察されなかった (図 10c、e)。⼀⽅、ラパログを添加した場合

では、riCAM1 発現細胞と riCAM2 発現細胞の接している領域においてのみ riCAM1/2

が集積した (図 10d、f)。集積⽐に関しては in vitro と同様に、発現量の少ない riCAM

が接着部位に集積していた (図 10d、f 、⽮頭)。以上の結果は、in vivo においても、ラ

パログ依存的に riCAM1―riCAM2 発現細胞間の接着を制御できる可能性を⽰唆してい

る。 

 

2.3 ラパログ依存的な中胚葉遊⾛の阻害 
 先⾏研究より、中胚葉―BCR 間の接着頻度が中胚葉遊⾛を制御していると考えられ

ているが、接着頻度を直接的に制御した例は報告されていない。そこで本研究では、中

胚葉―BCR 間の接着をラパログ依存的に増強し、中胚葉遊⾛への影響を解析した。ま

ず、8 細胞期において riCAM1 mRNA と fluorescent dye Alexa647 (10 kDa)を動物極側

の 4割球に、riCAM2 mRNA と fluorescent dye Alexa488 (10 kDa)を植物極側の 4割球

にインジェクションした (図 11a)。続いて、ラパログ(100µM/6nl)をステージ 9 の胞胚

腔にインジェクションし、中胚葉と BCR 間の接着を誘起した。benzyl alcohol/benzyl 

benzoate (BABB) solutions によって胚を透明化したところ、中胚葉と BCR は効率的に

異なる蛍光⾊素で標識されていた (図 11b-f)。これは、riCAM1 と riCAM2 が BCR と

中胚葉で別々に発現していることを⽰している。原腸陥⼊期において、前⽅中胚葉 (緑
⾊組織、⽮頭)は BCR (マゼンタ)上を動物極⽅向に遊⾛する (図 11c-e)。最終的に背側

中胚葉に隣接した内胚葉と腹側中胚葉は胚の前⽅で融合し、BCR 上の隙間は消失する 
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(図 11f、細胞系譜は Sive et al. 2000 の Figure 9.4.を参照)。胚に riCAM1/2 を発現させ

ても、ラパログ⾮添加では中胚葉遊⾛に影響を与えなかった (図 11g、k)。しかし、

riCAM1/2 を発現している胚にラパログを添加したところ、中胚葉遊⾛は強く阻害され、

腹側中胚葉と背側内胚葉は融合しなかった (図 11h、k)。これまでの研究で、BCR 上に

は PDGF-A といった化学誘引物質や繊維状のフィブロネクチンが存在し、中胚葉遊⾛

の⽅向性やラメリポディアの伸⻑に寄与することが知られている (Winklbauer & 

Keller 1996; Nagel et al. 2004; Damm & Winklbauer 2011; Hara et al. 2013)。したがっ

て、riCAM1 の発現が BCR 上におけるこれら因⼦の分布を乱している可能性がある。

この可能性を調べるために、riCAM1 mRNA のみを BCR にインジェクションしラパロ

グを添加したが、中胚葉遊⾛に影響を及ぼさなかった(図 11i、k)。また、riCAM2 の発

現が中胚葉の運動能や化学誘引物質への応答能を阻害している可能性がある。しかし、

riCAM2 mRNA のみを中胚葉にインジェクションした胚にラパログを添加したが、中

胚葉は正常に遊⾛した (図 11j、k)。これらの結果は、中胚葉―BCR 間の接着を特異的

に増強すると、中胚葉の遊⾛が阻害されることを⽰している。 

 

2.4 中胚葉と BCR 間の接着頻度上昇による中胚葉遊⾛の阻害 
2.4.1 ラパログ添加による Brachetʼs cleft 形成への影響 
 中胚葉が BCR 上を遊⾛する際、両組織間には Brachetʼs cleft と呼ばれる境界が⽣じ

る (Gorny & Steinbeisser 2012)。これまでの研究から、Frizzled-7、PAPC、Eph4 や ANR5

といった分⼦群が、中胚葉−BCR 間の境界形成に関わることが報告されている 

(Winklbauer et al. 2001; Chung et al. 2007; Park et al. 2011; Rohani et al. 2011; Luu et 
al. 2015)。実際、MOによりこれらの遺伝⼦をノックダウンすると、Brachetʼs cleft 形

成および中胚葉遊⾛が強く阻害される。したがって、ラパログにより BCR−中胚葉間

の接着を増強させると Brachetʼs cleft の形成阻害が⽣じ、結果的に中胚葉遊⾛を抑制し

ている可能性がある。この可能性を調べるために、fluorescent dye Alexa647 をインジ

ェクションした胚をステージ 11 で BABB により透明化して観察したところ、コントロ

ール胚およびラパログ⾮添加の riCAM1/2 発現胚では正常な Brachetʼs cleft が形成され

た (図 12a、b)。また、riCAM1/2 発現胚にラパログを添加しても境界形成への影響は

観察されなかった (図 12c)。 
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2.4.2 ラパログ依存的な中胚葉-BCR 間の接着頻度の上昇 
 次に、中胚葉−BCR 間の接着頻度上昇が中胚葉遊⾛を阻害しているか解析するため、

tissue separation assay を⾏った (図 13a) (Rohani et al. 2011)。具体的には、外胚葉の

インナーレイヤーあるいは中胚葉細胞を切り出して球状に凝集させたものを BCR断⽚

上に置き、組織境界⾯における細胞動態を共焦点顕微鏡を⽤いてタイムラプス観察を⾏

った。mNeonGreen-CAAX（細胞膜局在型 mNeonGreen）を発現している外胚葉凝集

体を、mCherry-CAAX（細胞膜局在型mCherry）を発現している BCR 上に置いた場合、

両組織は密接に接着し、明確な隙間は観察されなかった (図 13b)。また、これまでに報

告されているように (Rohani et al. 2011)、中胚葉凝集体を BCR 上に置いた場合は、両

組織は接着／乖離を繰り返した (図 13c)。riCAM1 と riCAM2 をそれぞれ BCR と中胚

葉で独⽴に発現させた場合も、ラパログ⾮存在下ではギャップが観察された(図 13d)。

しかし、riCAM1/2 発現組織にラパログを添加すると、riCAM1/2 は組織境界の接着⾯

に集積し（図 13bʼ、eʼ）、細胞反発によって⽣じる組織間の隙間が⼤幅に減少した (図

13e)。より詳細に接着／乖離頻度を解析するため、中胚葉−BCR 間の接着⾯をタイム

ラプス観察し、1時間に細胞間接着が解消される頻度を測定した。外胚葉−BCR 接着⾯

では、乖離はほとんど観察されなかった(図 13f)。また、ラパログ⾮存在下では、

riCAM1/2 の発現の有無に関わらず、中胚葉−BCR 接着⾯で⾼頻度の乖離が観察され

た⼀⽅、riCAM1/2 発現組織にラパログを添加すると、中胚葉−BCR 間の接着は保持

され、乖離の頻度は⼤きく減少した (図 13f)。以上の結果から、中胚葉−BCR 間の接

着を特異的に増強することで、両組織間の反発頻度が⼤幅に減少することが⽰された。 
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3. 考察 
3.1 ラパログによる⼈⼯細胞間接着分⼦ 
 本研究では、Xenopus 初期胚において中胚葉−BCR 間の接着を特異的に増強し、両

組織間の接着頻度が中胚葉遊⾛に及ぼす影響を解析した。これまでにも、本研究以外に

細胞間接着を制御する様々な⼿法が開発されている。例えば、HEK293 細胞でのテトラ

サイクリン誘導によるカドヘリン 1/カドヘリン３の発現を介した接着制御がある

(Cachat et al. 2016)。また、⼤腸菌では Jun/Fos、nano-body/antigen、光活性化タンパク

質間の結合を利⽤した接着制御が報告されている (Veiga et al. 2003; Glass & Riedel-Kruse 

2018; Chen & Wegner 2020)。さらに、タンパク質間の結合ではなく、DNA の相補結合や

tetrazine/trans-cyclooctene のクリック反応を利⽤した例も存在する  (Teramura et al. 

2010; Koo et al. 2015)。しかしながら、in vivo において細胞間接着を制御した例は極めて

少ない (Koo et al. 2015)。本研究では、FRB および FKBP (T2098L)を利⽤した⼈⼯細

胞間接着分⼦ riCAM1/2 を⽤いて、ラパログ依存的に異なる組織間の接着を in vivo で

特異的に誘起する新規実験系の開発を⾏った。ラパログはこれまでにも、転写制御、細

胞標識や細胞内シグナル伝達制御といった様々な分野で活⽤されてきた (Pollock et al. 
2002; Isaacs et al. 2007; Zhang et al. 2014)。しかし、ラパログを細胞間接着制御に利⽤

した例は本研究が初めてである。 

 中胚葉−BCR 間の接着、乖離のように、細胞間接着の動的な制御は胚発⽣において

重要な役割を果たしている。したがって、ラパログの添加／除去による可逆的な接着制

御は、本実験⼿法をより有⽤なものとする。しかし、ラパログ依存的なクラスター形成

は、ラパログ除去後 4時間が経過しても、再解離しなかった(図 7a)。この結果と合致し

て、哺乳類細胞において、ラパログによる⼆量体形成が薬物を含まない培地に切り替え

ることで再解離する例は報告されていない。ラパログ依存的な細胞間接着を可逆的に制

御する⽅法の⼀つに、FKBP に結合してラパマイシンと競合する FK506 を過剰量添加

する⼿法がある。実際、過剰量の FK506 添加による可逆的な制御は複数の研究で報告

さ れ て い る が 、⼆量体を 解離させる に は数時間 を要す る こ と が 知 ら れ て い る 

(Stankunas et al. 2003; Lee et al. 2011)。これ以外にも、FKBP/FRB (T2098L)を改変し

てラパログに対する結合親和性を低下させる、Cry2/CIB1、iLID や Magnets といった

特定の波⻑により可逆的に⼆量体を形成する光活性化タンパク質を利⽤する⽅法が考
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えられる (Krueger et al. 2019)。しかし、これらの⽅法で誘起される細胞間接着は、本

⼿法に⽐べて接着⼒が弱く、強い接着擾乱を付与するには適さない可能性がある。 

 

3.2 Ca2+とラパログによるクラスターサイズの違い 
 CMFM によって解離した細胞を再凝集させると、Ca2+添加に⽐べてラパログ依存的

なクラスターは⼩さな凝集体を形成した (6b、f)。このようなクラスターサイズの違い

が⽣じる原因として、以下に⽰す少なくとも 2つの可能性が考えられる。第 1 に、カド

ヘリンを介した細胞間接着は全細胞間で等しく⽣じるが、ラパログによる接着は

riCAM1―riCAM2 発現細胞間でのみ誘導される。さらに、分裂した娘細胞同⼠は同種

の riCAM を発現するため、分裂後に解離する。したがって、ラパログを介した接着は

カドヘリンと⽐較して⼤きな凝集体を形成しづらい可能性が⾼い。第 2 に、⽪質張⼒へ

の寄与の違いがある。カドヘリンによる接着は、アクトミオシン収縮を介して細胞の⽪

質張⼒に影響を与えることが報告されている (Lecuit & Yap 2015; Winklbauer 2015)。

例えば、カドヘリンを介した細胞―細胞接着⾯における⽪質は、細胞-培地境界と⽐べ

て減少する (Fagotto 2014)。従って、細胞接着⾯の界⾯張⼒が低く、細胞-培地境界⾯

での表⾯張⼒が⾼いことが、球状凝集体の形成を促している可能性がある。⼀⽅、

riCAM1/2 はカドヘリンのようなアクチン⾻格制御に関わる細胞内ドメインを有して

いないため、球状の⼤きな凝集体を形成できない可能性がある。細胞同⼠の接着パター

ンや⽪質張⼒への影響の違いが、凝集体サイズの差異を⽣じさせると考えられる。 

 

3.3 細胞間接着頻度による中胚葉の遊⾛制御 
 本研究では、riCAM1 を発現する BCR と riCAM2 を発現する中胚葉の接着頻度をラ

パログによって上昇させると、中胚葉の遊⾛が強く阻害されることを明らかにした (図

11、13)。これまでの研究から、両組織間の接着頻度に関与する Eph/ephrin や C-カド

ヘリンをノックダウンすると、原腸形成運動が阻害されることが知られている (Park et 
al. 2011; Rohani et al. 2011; Ninomiya et al. 2012)。しかしながら、これらの遺伝⼦は

BCR と中胚葉の機能維持にも関与するため、原腸形成運動の阻害が両組織間の接着頻

度の乱れに起因するか、あるいは両組織の機能異常に起因するか明らかではない。⼀⽅、

我々が開発した⽅法は同種の riCAM を発現する細胞間では接着が誘起されない(図 8d、
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e)。riCAM1 と riCAM2 は BCR と中胚葉で別々に発現していたため、ラパログは両組

織内の細胞間接着にはほとんど影響を及ぼさない。また、riCAM1/2 はカドヘリンとは

異なり、細胞内に機能ドメインを有さないため、細胞⾻格・⽪質張⼒に直接影響を与え

ることなく組織間の接着を増強することが可能である。したがって、本研究結果はは中

胚葉と BCR の接着頻度が中胚葉遊⾛を制御するというモデルをより強く直接的に⽀持

するものである。 

 

3.4 細胞間接着の増強と Brachetʼs cleft 形成 
 本研究では、中胚葉−BCR 間の接着亢進により中胚葉遊⾛が阻害されたが、Brachetʼs 

cleft の形成には異常が⾒られなかった。先⾏研究により、Eph/ephrin の反発シグナル

の阻害は、Brachetʼs cleft の形成不全を引き起こすことが報告されている (Rohani et al. 
2011)。また、Frizzled-7、PAPC や xANR5 といった組織分離に関わる遺伝⼦のノック

ダウンも、Brachetʼs cleft の形成を阻害する (Winklbauer et al. 2001; Chung et al. 2007; 

Park et al. 2011; Rohani et al. 2011; Luu et al. 2015)。従って、ラパログによる中胚葉−

BCR 間の接着増強が境界形成に影響を与えないことは興味深い (図 12a-c)。この原因

の⼀つとして、両組織間の接着／乖離を介したネガティブフィードバック制御が考えら

れる。細胞間接着は接着⾯をより⼤きくする駆動⼒として働くが、同時に Eph/ephrin

を介した反発シグナルを誘発する。反発シグナルの上昇は細胞間接着を阻害し、組織間

にギャップを⽣じさせる。その結果、反発シグナルは低下し、細胞は再び接着が可能と

なる。Eph/ephrin を MO により抑制した場合、中胚葉細胞が BCR 内へ浸潤しても反

発作⽤が適切に機能しなくなる。したがって、BCR-中胚葉間の細胞混合が⽣じ、境界

は形成されなくなる。⼀⽅、ラパログによって組織間の接着を亢進させても、間接的に

Eph/ephrin を介して反発作⽤も増強するため、中胚葉と BCR の細胞混合は⽣じないと

考えられる。ラパログは BCR と中胚葉の接着頻度を増加させるが、中胚葉が BCR 内

に浸潤するには、さらに反発シグナルの抑制が必要であることを⽰唆している。これら

の結果は、Eph/ephrin のノックダウンと⽐べて、C-カドヘリンの過剰発現が Brachetʼs 

cleft の形成に及ぼす影響が軽微であることと⼀致する (Lee & Gumbiner 1995; Park et 
al. 2011; Rohani et al. 2011)。 
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3.5 結論と展望 
 本研究では、riCAM1 と riCAM2 を発現する組織間の接着を、両組織内の細胞間接

着・⽪質張⼒に影響を与えることなく、ラパログ依存的に増強する新規⼿法を開発した。

さらに、アフリカツメガエル胚の BCR と中胚葉に本⼿法を適⽤することで、両組織間

の接着頻度が中胚葉の遊⾛を制御していることを明らかにした。このような動的な細胞

間接着は、シナプス形成、上⽪間葉転換 (EMT)、細胞集団運動や収斂伸⻑運動など、

様々な発⽣プロセスに関与することが知られている (Washbourne et al. 2004; Tada & 

Heisenberg 2012; Theveneau & Mayor 2012; Nieto et al. 2016)。未だ可逆制御など改良の余

地は残されているが、本⽅法を⽤いた接着擾乱の付与が、発⽣過程における動的な接着

制御の理解に貢献すると考えている。 
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4. 実験⼿法 
4.1 採卵およびインジェクション 
 ピグメントあるいはアルビノのアフリカツメガエル Xenopus laevis の成熟メスにゴ
ナトロピンを注射することで排卵を誘発し、1.3x Barthʼs medium (13 mM HEPES-

NaOH/pH 7.4, 114.4 mM NaCl, 1.3 mM KCl, 0.533 mM CaCl2, 0.429 mM Ca(NO3)2, 

1.066 mM MgSO4, 3.12 mM NaHCO3)で懸濁した精⼦と in vitro で受精させた。mRNA

は mMESSAGE mMACHINE SP6 Kit (AM1340; Invitrogen)を使⽤して in vitro で合成した。

mRNA 、 Alexa fluorescent dye お よ び ラ パ ロ グ  ((635055; A/C Heterodimerizer 

(AP21967); Takara Bio Inc.)のインジェクションには needle puller (PC-10; Narishige)

で成型したガラスキャピラリー (GC-1; Narishige)を使⽤した。 

 

4.2 プラスミド合成 
 riCAM1/2 を構成するドメインは、隣接するドメインと重複する配列を含むプライマ

ーを⽤い、PCR により増幅した。PCR産物は pCS2+の BamHI サイトと XbaIサイト

間に MUPAC (Multiple Site-Directed and Saturation Mutagenesis by the Patch Cloning 

Method) (Taniguchi & Murakami 2017)を⽤いて挿⼊した。FKBPと FRB (T2098L)の

増幅のテンプレートには、それぞれ p-Het-Mem1 (635067; Takara Bio Inc.)と p-Het-1 

(635067; Takara Bio Inc.)を使⽤した。シグナルペプチドはヒト Interleukin-6遺伝⼦の

シグナル配列、膜貫通ドメインはマウス CD28遺伝⼦の膜貫通ドメインである。両コン

ストラクトの配列を図 5 に⽰す。 

 

4.3 Dissociation and reaggregation assay 
 riCAM1/2 mRNA (150pg)を 4 細胞期の動物極側にインジェクションし、カドヘリン

による細胞間接着を阻害するため、CMFM (7.5 mM Tris-HCl/pH7.6, 88 mM NaCl, 1 

mM KCl, 2.4 mM NaHCO3)中でステージ 11まで発⽣させた。ステージの判断には通

常メディウム (0.1x Barthʼs solution)で発⽣させた胚を使⽤した。riCAM を発現してい

る細胞は、動物極側のビテリン膜をピンセットで破ることにより回収した。アガロース

コートした 4 ウェルディッシュに 0.1% bovine serum albumin (BSA)/CMFM、 

0.1%BSA/4 mM CaCl2/CMFM、0.1%BSA/0.5µM ラパログ/CMFM を⼊れ、 riCAM1
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発現細胞と riCAM2 発現細胞を同量ずつ混合したのち、細胞の凝集を促進するために

シェイカーで回転させた (80rpm)。観察と撮影には実体顕微鏡 SZX16 (Olympus)、デ

ジタルカメラ DP80 (Olympus)を使⽤した。 

 

4.4 riCAM1/2 発現細胞の接着パターンの観察 
 riCAM1/2 mRNA (150pg) と Alexa Fluor 647/488-dextran  (D22914/ D22910; 

Invitrogen) (2.5ng)を 4 細胞期の動物極側にインジェクションして Dissociation and 

reaggregation assay を⾏い、30 分後に蛍光実体顕微鏡 BZ-X710 (Keyence)、20× objective 

(S_PlanFluor_ELWD_ADM 20xC; Nikon) (図 8a-e)および共焦点顕微鏡 SP8 (Leica)、20× 

objective (HC PL APO CS2 20x/0.75 DRY; Leica) (図 8f、g)を⽤いて画像を取得した。

接着パターンの画像解析には単⼀平⾯の共焦点画像を使⽤し、明らかに接着している 2

細胞が発現している riCAM の種類を判別した。接着パターンはヘテロティピックな接

着 (異なる riCAM を発現している細胞同⼠の接着)とホモティピックな接着 (同じ

riCAM を発現している細胞同⼠の接着)の 2種類に分類した。 

 

4.5 in vitro での riCAM1/2 の集積の観察 
 riCAM1/2 mRNA (60pg、150pg、240pg)とmTurquoise2-CAAX mRNA (150 pg)を

4 細胞期の動物極側にインジェクションして Dissociation and reaggregation assay を⾏

い、30 分後に共焦点顕微鏡 SP8 (Leica)、20× objective (HC PL APO CS2 20x/0.75 

DRY; Leica)を⽤いて画像を取得した。 

 

4.6 in vivo での riCAM1/2 の集積の観察 
 riCAM1/2 mRNA (60pg、240pg)を 4 細胞期の異なる割球の動物極側にインジェクシ

ョンした。ステージ 9 でラパログ (100µM/12nl)を胞胚腔にインジェクションし、ステ

ージ 11 でのアニマルキャップの共焦点画像を共焦点顕微鏡SP8 (Leica)、20× objective 

(HC PL APO CS2 20x/0.75 DRY; Leica)を⽤いて取得した。 

 

4.7 中胚葉の遊⾛の観察と定量 
 8 細胞期において、riCAM1 mRNA (150 pg)と Alexa Fluor 647-dextran (2.5 ng)を動
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物極側の 4割球に、riCAM2 mRNA (150 pg) と Alexa Fluor 488-dextran (5 ng)を植物

極側の 4割球にインジェクションした。ステージ 9 でラパログ (100µM/6nl)を胞胚腔

にインジェクションし、ステージ 13まで 0.1x Barthʼs solution で発⽣させた後、2% ト

リクロロ酢酸(TCA) と 9.25%ホルムアルデヒドを⽤いて室温で⼀晩固定した。メタノ

ールで脱⽔と脱脂処理を⾏い、ベンジルアルコールと安息⾹酸ベンジルの混合液 

(BABB)で透明化した  (Dent et al. 1989)。撮影には共焦点顕微鏡 SP8 (Leica)、10× 

objective (HC PL APO CS2 10x/0.40 DRY; Leica)を使⽤した。胚の直径および腹側中

胚葉と背側中胚葉の先端間の円弧⻑は ImageJ を⽤いて計測した。統計処理には

GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc.)を使⽤した。 

 

4.8 Brachetʼs cleft 形成の観察 
 8 細胞期において、riCAM1 mRNA (150 pg)と Alexa Fluor 647-dextran (2.5 ng)を動

物極側の 4割球に、riCAM2 mRNA (150 pg) と Alexa Fluor 647-dextran (2.5 ng)を植

物極側の 4割球にインジェクションした。ステージ 9 でラパログ (100µM/6nl)を胞胚

腔にインジェクションし、ステージ 11まで 0.1x Barthʼs solution で発⽣させた後、上記

と同様に固定、脱⽔、脱脂、透明化を⾏った。撮影には共焦点顕微鏡 SP8 (Leica)、40× 

objective (HC PL APO CS2 40x/1.30 OIL; Leica)を使⽤した。 

 

4.9 Tissue separation assay 
 Rohani et al. 2011 を参考に⾏った。8 細胞期において、mCherry-CAAX、mNeonGreen-
CAAX、riCAM1 あるいは riCAM2 mRNA (150pg)を、中胚葉で発現させる場合には植

物極側の 4割球に、BCR で発現させる場合には動物極側の 4割球にインジェクション

した。ステージ 11 において、中胚葉あるいは BCR のインナーレイヤーを切り出し、

BCR の断⽚上に置いた。BCR の巻き込みを防ぐため、サンプルはスライドガラスと

BSAコートしたカバーガラスの間にマウントした。ガラスの間にシリコングリース (G-

40L; Shin-Etsu Silicone)とマスキングテープを挟み、サンプルの厚さを⼀定にした。ラパ

ログは 1.5µM で添加した。45 分後から、5 分間隔で 1時間タイムラプス観察を⾏った。

撮影には共焦点顕微鏡 SP8 (Leica)、40× objective (HC PL APO CS2 40x/1.10 WATER; 

Leica)を使⽤した。接着頻度の定量のため、観察開始時点で中胚葉あるいは BCR のイ
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ンナーレイヤーと接着していた BCR 断⽚の細胞が乖離した回数を計測した。2 つの細

胞が同時に BCR 細胞に接着していた場合、それぞれの乖離を独⽴に計測した。⼀度乖

離した細胞が再び接着して乖離した場合もカウントした。観察中に分裂した細胞および

フォーカスが合わなくなった細胞は計測から除外している。  
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