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研究成果の概要（和文）：軸・胚葉形成は動物の体造りにもっとも根本となる発生過程である。羊膜類ではマウス、ニ
ワトリでその分子機構の解明が進んだが、羊膜類での基本機構と哺乳類、鳥類発生のためのデフォルメの機構を統合的
に理解する視点は得られていない。これを明らかにするため、真獣類ウサギ、ブタ、スンクス、爬虫類スッポン、ゲッ
コー、有袋類オッポッサムについて動物飼育、胚採取条件を確立し、分子マーカーを用い比較発生解析し、羊膜類での
軸・胚葉形成機構の原型と変遷について興味ある知見を得た。

研究成果の概要（英文）：Anterior-posterior (A-P) axis determination and germ-layer formation are most 
fundamental steps in animal development. In amniotes their mechanisms have been studied in mouse and 
chick. The mechanisms are so diverged between them that no consensus has been established about the 
prototype in amniotes and the divergences in mammal and avian. To examine the question, comparative 
analyses were made in eutherian (mouse, rabbit, pig, Suncus), reptile (gecko, turtle), avian (chick, 
quail), and metatherian (opossum). The studies have revealed unexpected phylogenetic changes in amniote 
A-P axis and germ layer formation.
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１．研究開始当初の背景 
脊椎動物での軸、胚葉形成の分子機構につ
いては各綱のモデル動物、すなわちマウス、
ニワトリ、アフリカツメガエル、ゼブラフ
ィッシュでの解析が進捗していた。しかし
これらの動物での機構を統合的に理解する
視点への手がかりは得られていなかった。
他方分子生物学的手法、ゲノム解析が進捗
し、非モデル動物での比較発生学的解析が
可能となった。 

 
２．研究の目的 
羊膜類での前後軸、胚葉形成の分子機構—そ
のプロトタイプと各動物でのデフォルメの
機構を検討する目的で、真獣類（マウス、ウ
サギ、ブタ、ジャコウネズミ）、爬虫類（ス
ッポン、ゲッコー）、有袋類（オッポサム）
について、各動物の飼育条件、胚発生条件、
特定時期の胚採取法を確立し、比較発生学的
解析を行う。 
 
３．研究の方法 
哺乳類マウス、鳥類ニワトリ、ウズラについ
ては確立されている実験系により、遺伝子の
発現、機能解析を行った。真獣類ジャコウネ
ズミ、爬虫類スッポン、有袋類オッポサムに
ついては動物を国内、国外より導入し、飼育、
交配環境を確立し、ついで胚発生状況を確認
し、特定時期での胚採取法を確立した。真獣
類ウサギ、ブタについては農業試験研究所徳
永、大西博士に動物飼育、交配、胚採取を依
頼し、これを定期的に行うための連携法を樹
立した。ゲノム情報に基づき比較分子発生学
的解析のため、各動物で各遺伝子のオルソロ
グを同定単離した。 
 
４．研究成果 
(1) マウスにおける前後軸、胚葉形成 
マウスにおいて前後軸形成は、受精後 E5.25 
日に遠位臓側内胚葉(DVE)に一連のヘッドオ
ーガナイザー(HO)遺伝子が発現する細胞が
出現することにより始まることを確定した。
DVE 細胞はその後将来の吻側に移動して
AVE を形成、その後反対側のエピブラストに
原条が形成され胚葉形成がおこる。DVE, AVE 
での各 HO遺伝子の発現パターン変化を免疫
染色により明らかにした。Otx2がもっとも広
く発現し、その吻側境界に Dkk1 が発現、そ
の内部に Cer1,Lefty などの発現がおこる。マ
ウス胚では Nodalがエピブラストの未分化性
の維持、DVE, AVE の形成に重要な役割を果
たすことが知られている。また胚体外外胚葉
(ExEc)が、BMPs, Nodal 成熟化酵素を発現し
て、エピブラストの未分化性の維持、DVE, 
AVE の形成に重要な役割を果たすことが知
られている。DVE の動く方向が将来の前を
決め、そのメカニズムに興味が持たれている
が、Otx2 の発現が E5.25 に非対称におこる
ことがトリッガーとなること、E5.25 以前に
他の HO遺伝子に非対称性は認められないこ

とを示した。 
 
(2）真獣類における前後軸、胚葉形成 
cup 型の形態をとるマウスと異なり他の真獣
類胚は爬虫類、鳥類胚同様 disc型の形態をと
る。またげっ歯類の多く、げっ歯類にもっと
も近縁なウサギ、を含め大半の真獣類胚は、
マウスで前後軸、胚葉形成に必須の役割を果
たすといわれる ExEc を形成しない。ウサギ
胚での前後軸、胚葉形成の比較分子解析を行
ったところ、胚の形態、ExEc の欠損に関わ
らず DVE→AVE 形成は保存されていた。こ
のことはマウスでのDVE,AVE 形成における
ExEc の役割について疑問を投げかけるもの
で、今後の重要な検討課題である。AVE 形成
はブタ、スンクス胚でも共通に認められ、前
後軸形成が AVE 形成によっておこることは
真獣類に保存された機構と考えられる。Nodal 
をこの時期の胚発生に用いること、AVE で
HO 遺伝子の発現は Otx2 の発現領域内に 
Dkk1 を最吻側部として起こることも真獣類
に保存された機構であった。しかし AVEの形
成様式はブタ、スンクス胚では異なり、真獣
類における AVE 形成の基本機構については
さらなる検討を必要とする。また BMP のこ
の時期の胚発生における役割、Nodal 勾配の
果たす役割についても、今後の検討を要する。 
 
(3）鳥類における前後軸、胚葉形成 
ニワトリにおける前後軸の形成は stage X に
一連の trunk organizer (TO) 遺伝子を発現す
るコラーの鎌、PMZ (posterior marginal zone) 
の形成によって後ろから始まるといわれて
いる。また、原条形成直前の Stage XII に
hypoblastは HO 遺伝子の一部を発現し、AVE
に相同な構造との提案がある。内中胚葉形成
に先立つこの時期Nodal, Bmps の発現は認め
られず、マウスと異なってこの時期の胚発生
に Nodal, BMpは働かないと考えられている。
これらのことをニワトリ胚、ウズラ胚で確認
した。 
 
(4）爬虫類胚における前後軸、胚葉形成 
真獣類胚、鳥類胚で３胚葉の形成は原条の形
成によって起こるが、爬虫類胚は原条を形成
せず、３胚葉の形成は原口による。すなわち、
原条は真獣類に至る系譜と鳥類に至る系譜
で独立に獲得された。ワニ類に次いで鳥類に
近縁なカメ類スッポンでの解析では、分子的
にもコラーの鎌に相当する germ wall cells は
存在せず、コラーの鎌,PMZ (posterior margibal 
zone)で発現する遺伝子は posterior marginal 
epiblast (PME) で発現していた。すなわちコ
ラーの鎌と PMZは PME に由来し、主竜類で
獲得されたと想定される。双弓類でもっとも
鳥類に遠縁なゲッコウの解析によると、スッ
ポン PME で発現する遺伝子の大半はゲッコ
ウ PMEで発現せず、これらの遺伝子の PME 
での発現は有鱗類分岐後、主竜形類で獲得さ
れたと考えられる。Hypoblast での幾つかの



HO 遺伝子の発現も、ズッポンでは認められ
たが、ゲッコウではその大半が認められず、
原条同様真獣類と鳥類に至る系譜で独立に
獲得されたと考えられる。Nodal, Bmp シグナ
ルをこの時期の発生に用いないことは、鳥類
を含めた爬虫類に共通であった。 
 
(5）有袋類における前後軸、胚葉形成 
真獣類胚は内部細胞塊を(ICM)を経てエピブ
ラスト、ハイポブラストを生じる。これに対
し爬虫類、鳥類は ICMを形成しない。有袋類
も ICMを形成せず、そのエピブラスト、ハイ
ポブラスト形成様式は爬虫類に類似する。
Nodal を嚢胚形成前の発生に用いることは
ICM の形成と密接に関連していることが想
定される。実際有袋類胚では爬虫類胚同様、
嚢胚形成前には Nodal の発現が認められな
かった。また HO遺伝子の hypoblastでの発現
も認められず、TO 遺伝子の発現大半の発現
も認められず、内中胚葉形成に関わる遺伝子
の発現が嚢胚形成とともに blastoporal plateで
認められた。 
 
本研究によりゲッコー胚とオポッサム胚は、
羊膜類における前後軸形成、胚葉形成の原型
を顕していることが 示唆された。両動物に
ついては動物実験施設での定常的な飼育、胚
採取のための条件を確立している。胚培養法、
仮親での発生法、卵凍結法などの生殖工学技
術を開発し、Cas/Crisper などによる 遺伝子
操作法を樹立して、前後軸、胚葉形成におけ
る遺伝子機能の解析を行うことが今後の課
題である。 
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