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研究成果の概要（和文）： 
オタマボヤは、脊索動物の中で最も短時間、かつ最小の細胞で、完全に機能的な体を作り上

げる。本研究は、このオタマボヤの発生の速さと卵の透明性を活かし、ライブイメージング技

術と遺伝学的手法を適用して、受精卵から成体に至るまでの細胞配置と分化状態を解明するこ

とを目的とした。結果、発生中の核と細胞表層を生きたまま受精直後から染め出すことが可能

になり、また初期卵割中にそれまで観察されていなかった新たな構造体を見出した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Eggs of Oikopleura (Appendicularia, Tunicata) build a functional juvenile body in the 
shortest time period and with the least number of cells among chordate organisms.  
We aimed to comprehend all the cell divisions, cell positions, and the differentiation 
status from cleavage stage to juvenile stage in Oikopleura development using 
live-imaging and genetic techniques.  Our effort in this study established reliable 
markers that can track nuclei and plasma membrane, and discovered a subcellular 
apparatus in cleavage staged embryos that is involved in pulling the nucleus before the 
cytokinesis to make an unequal cleavage. 
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１．研究開始当初の背景 
 オタマボヤは、世代時間が短く、全生活史
を通じて透明で構成細胞数がきわめて少な
いことを特徴とする新しい脊索動物の研究
モデル生物である。オタマボヤは海洋性プラ
ンクトンで、脊椎動物の最も近縁な無脊椎動
物系統である脊索動物門尾索動物亜門に属
する。オタマボヤはその尾索動物中で唯一、
一生の間、脊椎動物と体制を共有したオタマ
ジャクシ形態を維持する。すなわち、オタマ
ボヤは脊椎動物と同様、脊索、筋肉、神経索
を備えた尾部を持ち、また鰓裂、内柱、心臓
などの脊椎動物との共有派生形質を、きわめ
て少ない細胞数で一生保持する。 

オタマボヤは脊椎動物の起源と進化のカ
ギを握る動物だと古くから指摘されてきた
にも関わらず、その形態発生学的な知見は乏
しかった。近年になっていくつかの相同遺伝
子の発現パターンが報告されてきたが、あく
まで脊椎動物における遺伝子発現との部域
的な比較がなされる程度にとどまっており、
独立の生物システムとしての研究に必要な、
細胞系譜の決定やそれに基づく遺伝子発現
の記述など、オタマボヤを理解し、モデル生
物として確立するための情報基盤の整備が
強く望まれていた。 
 本研究計画は、大学院生時代からオタマボ
ヤ研究を行っていた研究代表者（西野）が、
ワカレオタマボヤの実験室内での経代飼育
システムを完成させた現所属（西田宏記教
授）に異動したことを契機に、相互の蓄積を
活用した新たな展開として着想された。 
２．研究の目的 
 本研究では、ワカレオタマボヤ胚の速い発
生、高い透明性、単純な細胞構成を持つ点を
活かし、その発生過程の完全な理解に向けて、
（１）完全な細胞系譜を完成させること、
（２）生きたまま細胞分化のプロセスを可視
化すること、（３）細胞種特異的に蛍光タン
パク質を発現するトランスジェニック系統
を作製するための基本技術を確立すること、
の 3 点を追求することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）まず初期胚発生期における形態学的特
徴を精査するために、受精後に起こるプロセ
スを微分干渉顕微鏡による高解像の観察を
行った。長時間タイムラプス観察を行うため
の条件を検討した。 
（２）発生段階を通じて細胞配置を経時的に
観察するために、オタマボヤに由来するヒス
トン H2B と細胞質アクチンを単離し、それと
緑色および赤色蛍光タンパク（EGFP および

mCherry）との融合コンストラクトを作製し
た。これから得られた合成 mRNA を受精卵内
や卵巣内に導入することで核の位置、細胞の
形状が蛍光観察できるかを検討した。また、
細胞表層を効率よく検出する目的で、膜電位
感受性蛍光タンパク質である mermaidの合成
mRNA も同様に発現させて検討を行った。 
（３）筋肉特異的、脊索特異的な発現を導く
ことを期待して、ワカレオタマボヤの筋肉ア
クチン遺伝子 Muscle Actin 3 および
Brachyury 遺伝子の上流配列約 2.5 kb を YFP
や Kaede遺伝子の上流に配したコンストラク
トを作製し、それぞれが組織特異的な発現を
行うかを調べた。また、それが組織特異的な
発現を起こすときに最適となる条件を検討
した。 
（４）トランスジェニック系統の作出を目指
し、すでに比較的近縁な動物であるカタユウ
レイボヤで有効であると判明している Minos
に関して、ワカレオタマボヤ胚の中でトラン
スポゾンの逆向き反復配列の切り出しを行
うことができるかを PCR 法により検討した。
また、系統作出後に系統の長期間にわたる維
持を可能にする精子の凍結保存法の改良を
進めた。 
  
４．研究成果 
（１）初期発生過程を、新たに導入した高倍
率ノンカバー水浸レンズを用いた微分干渉
観察により詳細に検討したところ、初期卵割
期胚の後極部に、連続した不等分裂が起こる
のに伴って核を引き付けるように見える構
造が生じることがわかった（図１矢尻）。こ
れはホヤ類で観察されている Centrosome 
Attracting Body に類似する。以降の詳細な
観察から、この構造は 2細胞期から胚の後極
部において観察可能で、細胞周期に応じて出
現と消失を繰り返すことが分かった。この構
造は、分裂期に先立って核をひきつけること
で、オタマボヤに見られる特徴的な卵割パタ
ーンを生み出す原動力になっている可能性
がある。また、ホヤ類において示されている
ように、筋肉分化や生殖細胞分化に関わる
mRNA 因子を濃縮する役割をも果たしている
可能性がある。現在これらの点を検討するべ
く、筋肉分化や生殖細胞分化に関わることが
期待される相同遺伝子を単離し、その発現様
式や局在パターンを解析している。（幸西翔
平ら、学会発表済） 
 



 
図 1．ワカレオタマボヤ初期胚に観察される
Centrosome-Attracting Body 様の構造（Aの
矢尻）。A-C は同一胚の連続写真。A:16 細胞
期。B:30 細胞期。C:32 細胞期。分裂したて
の姉妹細胞は白線で結んだ。後極において極
端な不等分裂が起こる（C）が、小さいほう
の 割 球 が 生 じ る 位 置 に
Centrosome-Attracting Body様の構造が観察
され、核を引き付けているように見える（A,B
矢尻）。スケールバーは 50 ミクロン。 
 
（２）発生期における核の連続的な定位に用
いるためにワカレオタマボヤゲノムからヒ
ストン H2B を単離し、これと EGFP および
mCherry 遺伝子との融合コンストラクトを作
製した。これらから合成 mRNA を作製し受精
卵に注入したところ、原腸胚期以降に核への
蛍光の局在が観察された（図２）。 

また細胞表層を染め出すために、すでに単
離していたオナガオタマボヤ由来の細胞質
アクチン CC7 を EGFP と融合したコンストラ
クト、カタユウレイボヤの Rapsyn 由来のミ
リストイル化配列を結合した EGFP コンスト
ラクトを作製し、同様に胚に導入したが、必
ずしも明確な細胞表層への蛍光タンパクの
濃縮は見られなかった（not shown）。 

次に、高効率に細胞表面に発現する可能性
を考え、膜電位感受性の蛍光タンパク質とし
て開発された mermaid（大阪大学医学研究科
の筒井秀和助教より提供）の mRNA を、上記
のヒストン H2B-mCherry mRNA とともにワカ
レオタマボヤ胚に導入してみた。すると非常
に効率よく細胞表層を染め出すことが分か
った（図２）。Mermaid が細胞表層に正確に T
局在化するということは、さらにオタマボヤ
の研究の中で膜電位の計測を光学ベースで
行えるということを示しており、今後の展開
を考える上で望ましい結果といえる。 

これらの結果から、mermaid と今回作製し
たヒストン H2B-mCherryとをオタマボヤ胚に
導入することで、細胞の構造を詳しく追跡し
ながら発生過程を観察できることが分かっ
た。しかし、オタマボヤ胚の小ささや光毒性
などの問題から、いまだ十分な解像度で発生
が進んだ段階の胚の全体像を生きたまま詳
細に観察することはできていない。研究計画
をさらに推し進めて目的を達成するには、光
学的な問題を解決しながらさらに研究を進
めていく必要がある。なおここで作製された
H2B-EGFPおよびH2B-mCherryはホヤ類におい
ても有効に使用できることが分かったため、

すでに他の研究にも使われ始めている。 

 
図 2．(A,B)ヒストン H2B-EGFP (A)と-mCherry 
(B)の発現と核局在。それぞれ核に強く濃縮
する。(A 上)原腸胚。(A下)尾芽胚。(B)尾芽
胚。(C)Mermaid と H2B-mCherry の mRNA を 2
細胞期の片側の割球に注入した。生じたオタ
マジャクシ幼生では Mermaid は細胞表層に、
H2B-mCherry は核に濃縮する。 
 
（３）組織特異的な蛍光タンパク質の発現を
導くため筋肉アクチン遺伝子と Brachyury遺
伝子の上流配列を用いた。合成 mRNA に比し
て DNAの受精卵の導入と発現誘起は容易では
なかった。RNA の注入により、注入液に 0.5 M
の KClを加えておくと注入や注入後の発生が
安定に進行することがわかっていた。しかし、
DNA の注入に関して詳細な条件検討を行った
ところ、まさにこの 0.5 M KCl を加えること
により著しく発現が妨げられることが判明
した。現在さらに最適な DNA の導入法を検討
する必要があり継続して行っている。 
 しかし、その中で利用した筋肉アクチンと
Brachyury の遺伝子上流配列は筋肉および脊
索でレポーター（蛍光タンパク質）の発現を
導くことができることが分かった(図３)。こ
れら以外の遺伝子としてもすでに神経系特
異的な遺伝子として HuC を、生殖細胞特異的
な遺伝子として vasa を、また組織非特異的
に発現を導く遺伝子としてヒストン H2A と
RNA polymerase のサブユニットである Rpb2
を選択し、それぞれの遺伝子上流配列をすで
に回収している。好適な注入条件を明らかに
した後、これらによる蛍光タンパク質の発現
誘導能を解析していく。条件が定まり次第、
さらに大々的に効果的にレポーターの発現
を誘起できるエンハンサー・プロモーター配
列の収集を行っていく計画である。これらと、
(2)で可能になった細胞の可視化技術とを併
せ、個体発生の中での細胞分化と器官構築の
プロセスを明らかにしていく。 

 



図 3．筋肉アクチン遺伝子上流配列(A)と
Brachyury 遺 伝 子 上 流 配 列 (B) に よ る
VenusYFP の組織特異的な発現。スケールバー
は 100 ミクロン。 
 
（４）トランスジェニック系統を作出する目
的で、Minos トランスポゾンによる挿入突然
変異個体を得ることを目標において研究を
進めた。まず、一つ一つの卵にトランスジー
ンを導入するのでは非常に非効率であると
考えられたので、トランスポゼースを卵巣内
で働かせる方法を検討した。ワカレオタマボ
ヤの卵巣は卵母細胞と保育細胞が細胞質を
共有する巨大な多核体であることが分かっ
ているので、この細胞質にトランスジーンと
トランスポゼース mRNA を導入すれば高効率
にトランスジェニック個体が得られるので
はないかと考えた。そこで卵巣内に導入され
た合成 mRNA が発現するかをまず検討するた
めに、上記で得られたヒストン H2B-EGFP を
卵巣に注入し、卵巣内で発現するかを調べた
ところ、実際に卵巣内で多数の卵において同
時に発現を誘起できることが分かった（図
４）。この蛍光を持った卵は正常に受精・発
生を行った（図４）。このことにより、外来
の因子を卵巣内で働かせることができるこ
とが示された。（大内一晃、修士論文） 
 Minos トランスポゼースがトランスポゾン
の逆向き反復配列と共存したときに、オタマ
ボヤの細胞の中でその配列を認識し、切り出
すことができるかを調べるために、Minos ト
ランスポゼースの合成 mRNA とトランスポゾ
ンの逆向き反復配列をもったプラスミドを
同時に受精卵内に導入した。孵化後の幼生か
ら得たプラスミドを PCRにより調べたところ、
一部の幼生においては逆向き反復配列が切
り出された形跡が確認された。ただ効率は必
ずしも高いものではなかったのでより効率
のよい注入条件を検討する必要があると考
えられた。今後は、Tol2 や Sleeping Beauty
といった脊索動物で働くことが分かってい
る Minos以外のトランスポゾンも併せて検討
するほうがよいと考えて準備を進めている。 
 卵巣の中で合成 mRNA からの発現を誘導で
きたことはトランスジェニック個体の作出
に向けて非常に大きな技術となる。第一に一
度の注入によって多くの卵に外来の核酸を
導入でき、スクリーニングの効率を大きく高
める。またトランスポゼースを同様に発現さ
せられれば、卵巣内で一部の卵にトランスジ
ェネシスを引き起こしえて、その場合、その
卵を発生させるだけで（掛け合わせなしで）
トランスジェニック個体が得られることに
なる。今後この技術に基づいて、卵巣内でト
ランスポゾンの切り出しや転移が起こるか
を詳しく検討していく。 

 

図 4．(A,B)H2B-EGFP を発現した卵巣。一部
の卵母細胞が強い蛍光を発しているのが分
かる（Bの赤矢尻）。スケールバーは 500 ミク
ロン。(C,D)H2B-EGFP を発現した卵母細胞に
由来する 2細胞期胚。受精前から蛍光を発し
ており、2 細胞期には核への濃縮も観察され
る（Dの赤矢尻）。 
 
 また将来的に作出されたトランスジェニ
ック系統の維持に利用する目的で、精子の凍
結保存法を確立、改良した（大内一晃修士論
文。大内ら論文投稿中。） 
 以上の研究から、オタマボヤの発生過程を
ライブイメージングで観察する技術とオタ
マボヤにおいてトランスジェニック系統を
作出する技術の基礎は完成したと考えられ
る。引き続き、技術的な改良を加えながら、
期間中に終了しなかった当初計画に掲げた
研究の完成に向けて取り組む。 
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