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研究成果の概要（和文）：本研究は、棘皮動物の発生過程における体軸形成や成体原基形成機構に注目し、実験発生生
物学的・分子生物学的アプローチにより研究を行った。その結果、サンショウウニ科のウニ類は非常に再生能の高い細
胞塊を介した成体原基形成機構を導入したことで、発生の初期から成体原基形成を開始することを可能にし、環境圧に
も耐えうる再生能を獲得したと考えられる。

研究成果の概要（英文）：In this study, evolution of animal morphogenesis was analyzed by developmental 
and molecular biological approaches focusing on body axis formation and adult rudiment formation during 
development of echinoderms. In results, it was identified that temnopleurid sea urchins were involved 
adult rudiment formation by a cell mass that is formed at the early larval stage and obtains higher 
regenerative potential. These results suggest that involvement of the cell mass formation in the adult 
rudiment formation causes to start to form the adult rudiment from the earlier stage and to give larvae 
regenerative potential to survive in environment.

研究分野： 生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ウニ類は、後口動物の棘皮動物門に属し、

この動物門の発生学的・形態学的特徴の一
つは、大規模な体制変化である。左右相称
の初期胚が、次第に成体形質を体の左側に
発現させていくことで左右非対称の幼生と
なる。幼生は体制を大きく変更させる“変
態”を通して、5 放射相称の形態を持つ成
体へと変化していく。棘皮動物には、ウニ
類、ウミユリ類、ヒトデ類、クモヒトデ類
およびナマコ類が属し、進化の過程で各系
統が独特の特徴を獲得してきたと考えられ
ている。 

特に、ウニ類については、ゲノム解読以
降、更に飛躍的な解析が行われ、発生初期
に起こる胚葉分化や様々な形態形成 （特に、
幼生の消化管に分化していく原腸の形成や、
中胚葉の分化など）は、異なる細胞運命を
持つ細胞間の相互作用や、様々な遺伝子の
調節機構により制御されていることが明ら
かとなった。また、従来の細胞移植等によ
る実験発生学的手法と遺伝情報解析の融合
により、発生初期の形態形成が遺伝子発現
ネットワークを基に理解できつつある。 
 しかしながら、このような初期発生の形
態形成過程に関する躍進的な研究成果に対
して、成体を構築していく機構については、
現在も解明が進展していない。例えば、成
体原基形成の追跡には、幼生の長期間飼育
が必須であり、発生初期のイベントが成体
原基形成に関与しているかを結論づけるこ
とは極めて困難を要する。それゆえ、成体
の形態的特徴の記載を除き、その形態形成
機構に関する研究は非常に限られている。
一般的なウニ類において、幼生は発生初期
から餌を食べて浮遊生活を行い、その後、
後期幼生に成長すると、体の左側では、体
腔嚢の一部（水腔）と外胚葉が陥入した羊
膜陥とが相互作用を行うようになり、幼生
体内に成体形質（成体原基）を構築してい
く（MacBride, 1914, 1918; Mortensen, 
1921）。近年、成体形質が左右非対称に形
成される機構については、卵割期における
イオン流（Hibino et al., 2006）や細胞間相
互作用（Kitazawa & Amemiya, 2007）が
左右軸決定に関与し、その後、右側での
Nodal 因子の発現が左側形態形成を抑制す
ることで、左右で異なった形態的特徴をも
たらすこと（Duboc et al., 2005）が明らか
となってきた。この機構には、ウニの種に
より多様性が存在することも示唆されてい
る（Kitazawa & Amemiya, 2007）。 
上記のような一般的な成体原基形成に対

して、最も原始的な種では羊膜陥を形成せ
ず、外胚葉に直接成体原基が形成されるこ
とから（Emlet, 1995）、羊膜陥は原始的な
種が分岐した以降に導入された形質である
と考えられてきた。一方、本研究で用いる
サンショウウニ科のキタサンショウウニで
は、羊膜陥は形成されず、代わりに外胚葉

から体内に落ち込んだ細胞塊を形成する
（Fukushi,1959, 1960）。しかしながら、
この細胞塊が本種に特有であるのかあるい
はサンショウウニ科全体の特徴であるのか
は不明であった。 
また、サンショウウニ科のウニ類は、深

海性であったり、種の同定が困難であった
ことなどから、発生学的研究は少ないが、
ザイモグラム解析（Matsuoka & Inamori, 
1996）や、分子系統解析（Jeffery et al., 
2003）により、この科の系統関係は提案さ
れている。近年、申請者は、山口県沿岸に
キタサンショウウニをはじめとするサンシ
ョウウニ科のウニ類が複数種生息している
ことを確認し（Kitazawa et al., 2007）、更
に、同科に属するサンショウウニでは、受
精直後に皺状の構造を形成することや、直
接発生型（幼生期に餌をとらない型）の多
くの種でみられる皺胞胚を形成することを
初めて明らかにした（Kitazawa et al., 
2009, 2010）。このように、サンショウウ
ニ科のウニ類の発生は、モデル生物とされ
るウニの種の発生過程とは多くの点で異な
っており、これらの形態的特徴がどのよう
な分子機構を基に発現していくのかを明ら
かにすることは、ウニ類の進化を考える上
で、極めて重要である。 
更に、近年、棘皮動物の進化過程を考察

するために、他の棘皮動物についても注目
されつつある。多くのヒトデやクモヒトデ
類の発生過程は明らかにされているものの、
その詳細な発生機構についてはあまり研究
が行われていない。これらのグループの成
体原基形成機構が同様に明らかになれば、
広い範囲で比較することが可能となり、棘
皮動物の成体原基形成の進化過程について
も発展させて考察することが可能となる。 
 
２．研究の目的 
動物の系統間における形態形成機構の進

化多様性、特に、棘皮動物の幼生から成体
への体制変化機構ならびに系統進化を解明
することを目的とした。第一に、実験発生
学的および分子生物学的手法を用いて、ウ
ニ類を主とした棘皮動物の幼生期における
成体形質の形成機構や体軸形成機構の解析
を行った。第二に、棘皮動物の成体原基形
成機構の進化について、前述のキタサンシ
ョウウニや幼生期に餌を採らない直接発生
型ウニ類等のウニ類間の成体原基形成の比
較およびウニ類とそれ以外の棘皮動物との
比較解析を行い、系統進化の解明を試みた。 
 
３．研究の方法 
申請者が所在する山口県沿岸で採集可能

なウニ類を用いて、光学および走査型電子
顕微鏡観察による形態学的手法・顕微手術
や遺伝子発現阻害などの実験発生学的手
法・遺伝子発現の解析などの分子生物学的
手法を用いて、成体原基形成過程について



比較解析を行った。特に、３つの成体原基
形成様式のうち、羊膜陥および細胞塊形成
を介する様式に注目して、それぞれの様式
における成体原基形成メカニズムについて
明らかにするために、（１）各種ウニ類にお
ける成体原基形成の追跡、（２）細胞塊形成
機構の解析、（３）羊膜陥形成機構の解析、
（４）他の棘皮動物における成体原基形成
の追跡を行った。（２）、（３）については、
①形成過程、②形成方向、③他器官との相
互作用の面から、明らかにしていった。こ
れらの成果を基に、ウニ類の成体原基形成
がどのように変化してきたかについて考察
した。 
 
（１）各種ウニ類における成体原基形成の
追跡 
各種の成体原基形成過程を詳細に観察し、

羊膜陥あるいは細胞塊、もしくは新たな成
体原基形成様式をとるかについて確認した。
細胞塊形成種については、細胞塊を介した
成体原基形成のタイミングや形態的特徴な
どについて、種間における違いを見出した。 
 
（２）細胞塊形成機構の解析 
①形成過程：キタサンショウウニと（１）
で細胞塊形成を行うことが明らかとなった
種を用いて、細胞塊形成後の細胞塊の大き
さや、構成する細胞数を含めた形態的特徴
について、DAPI 染色による細胞数の確認
を行いながら解析を行った。更に、成体原
基を構築する際にみられる細胞塊の形態的
変化を、各発生段階の幼生の観察により追
跡した。 
細胞塊の形成が自律的に起こるか否かを

明らかにするために、16 細胞期の予定外胚
葉領域（中割球群）を顕微手術により単離
し、その後の細胞塊形成能を確認した。ま
た、植物極側からのシグナルを必要とする
場合を考え、小割球除去胚および予定外胚
葉領域と小割球のキメラ胚の作成を行い、
細胞塊形成を促す領域の特定を試みた。更
に、細胞塊形成に貢献する領域について、
中割球の数を変えて除去し、これらの細胞
塊形成能について調べた。中割球は、次の
卵割で、an1 と an2 に分かれる。これらの
割球群間で、細胞塊形成能に違いがあるか、
割球除去を行った。 
また、様々な発生段階において、細胞塊

をマイクロマニピュレーションにより吸引
除去し、再生の有無を確認した。将来、成
体原基は、外胚葉領域と中胚葉領域である
体腔嚢（軸腔、水腔および体腔）から主に
構成されていることから、この体腔嚢に注
目して、細胞塊形成との関係について調べ
た。次に、細胞塊が形成される口側外胚葉
を微細手術により、一部を除去した場合、
細胞塊が形成されるか否か、また、細胞塊
を再生する能力を持つ外胚葉領域の特定を
行うため、細胞塊が形成された後の口側外

胚葉領域を微細手術により除去し、その後
の細胞塊の再生過程を調べた。更に、細胞
塊を別の場所に移植し、その後の成体原基
形成について追跡した。 
②形成方向：細胞塊は、幼生の左側で形成
される左右非対称な形質の一つである。他
種の成体原基形成方向を攪乱すると知られ
ている Nodal 阻害 （SB431542）、近年、
Nodal の上流因子として知られる Delta の
阻害（DAPT）、イオン流阻害（オメプラゾ
ール、ランソプラゾール、イオノフォアな
ど）および塩化リチウム処理や小割球除去
により、細胞塊の形成方向に攪乱がみられ
るか調べた。更に、各種の胚や幼生からト
ータル RNA を抽出し cDNA を合成した。 
 
（３）羊膜陥形成機構の解析 
①形成過程：直接発生型ウニであるヨツア
ナカシパンでは、卵割期の予定外胚葉領域
からなる部分胚や小割球除去胚からも、羊
膜陥は自律的に形成されるが、その形成時
期については不明である。そのため、これ
らの胚の羊膜陥が形成される時期について
追跡を行った。 
②形成方向：バフンウニ胚に対する Nodal
や Delta 阻害の影響については明らかにな
っておらず、Nodal 阻害（SB431542）お
よび Delta 阻害 （DAPT） 処理を行い、
羊膜陥の形成方向に攪乱がみられるか調べ
た。また、ヨツアナカシパンに対する Nodal
阻害（SB431542）を行い、羊膜陥の形成
方向に攪乱がみられるか調べた。 
③他器官との相互作用：羊膜陥あるいは予
定羊膜陥領域をマイクロマニピュレーショ
ンで除去し、その後の再生過程を追跡した。
その作用が自律的であるか、他器官との関
係があるか、内中胚葉器官の除去により行
った。 
 
（４）他の棘皮動物における成体原基形成
の追跡 
山口県沿岸に生息するヒトデおよびクモ

ヒトデ類の種の同定と繁殖時期の確認を行
った。同定可能な種を用いて、変態に至る
までの発生過程を詳細に観察した。 

 
（５）ウニ類の成体原基形成の進化につい
ての考察 
上記の結果を基に、細胞塊を介した成体

原基形成機構について考察を行った。更に、
ヒトデ・クモヒトデ類と比較することによ
り、ウニ類の成体原基形成の進化について
考察を行った。 
 
４．研究成果 
（１）各種ウニ類における成体原基形成の
追跡 
山口県沿岸で採集が可能なサンショウウ

ニ科を含むウニ類の成体原基形成過程を詳
細に観察し、羊膜陥あるいは細胞塊を介し



た、もしくは新たな成体原基形成様式をと
るかについて確認した。その結果、サンシ
ョウウニ科の 4 種（コシダカウニ、ハリサ
ンショウウニ、サンショウウニおよびコデ
マリウニ）が、細胞塊を形成して成体原基
を形成することが明らかとなった。また、
コデマリウニの発生に関する報告はほとん
どなく、今回、変態まで至る発生過程も明
らかにすることに成功した。 
 
（２）細胞塊形成機構の解析 
①形成過程：サンショウウニの細胞塊形成
に必要な領域の特定を試みた。ウニ類の胚
葉分化が起こる 16 細胞期に注目して、様々
な割球分離実験を行った。予定外胚葉領域
である中割球のみでは、細胞塊は形成され
なかった。染色した中割球と非染色の大割
球・小割球とのキメラ個体は、細胞塊を形
成し、細胞塊が染色されていたことから、
外胚葉領域が植物極側からの何らかのシグ
ナルを受けて、細胞塊を形成していること
が考えられた。また、胚に存在する中割球
が 1 個であっても、細胞塊は形成されるこ
とが明らかとなった。 
卵割期から原腸胚期までの（予定）外胚

葉領域の様々な除去実験および染色した予
定外胚葉領域の移植実験により、an2 領域
が植物極側からのシグナルを受けた後、細
胞塊を形成すると考えられた。an2 領域の
細胞塊を形成する運命は、間充織胞胚期ま
でに決定されることも明らかとなった。ま
た、細胞塊をマイクロマニピュレーション
により吸引除去したところ、新たに細胞塊
が再生されることが明らかとなった。この
とき、Nodal 阻害剤により左右極性を攪乱
された場合でも、攪乱された極性を保ちな
がら、細胞塊が再生されることが明らかと
なった。 
原腸胚期の予定体腔嚢部分や、発生後期

に細胞塊と体腔あるいは水腔を除去した場
合も、細胞塊は自律的に再生した。また、
細胞塊を連続除去した場合においても、再
生が確認された。しかしながら、再移植し
た場合は、新たに細胞塊が形成され、細胞
塊と水腔との位置関係が重要であることが
示唆された。 
②形成方向：Nodal 阻害および塩化リチウ
ム処理や小割球除去により、細胞塊の形成
方向に攪乱がみられるか調べた。その結果、
この細胞塊の形成方向も、種特異的ではあ
るが、これらの処理により攪乱されること
が明らかとなった。また、細胞塊を介して
成体原基形成を行うサンショウウニに対し
て Delta 阻害を行った場合、本来左側で形
成される細胞塊が右側に形成される個体が
増加した。本種についても、Delta 阻害に
より細胞塊の左右極性を攪乱可能な時期を
特定した。 
 
（３）羊膜陥形成機構の解析 

①形成過程：直接発生型ウニであるヨツア
ナカシパンでは、卵割期の予定外胚葉領域
からなる部分胚や小割球除去胚からも、羊
膜陥は正常個体と同様の時期に自律的に形
成された。 
②形成方向：バフンウニ胚に対する Nodal
阻害を行ったところ、羊膜陥の形成方向に
攪乱がみられた。羊膜陥の左右極性が攪乱
され、その攪乱可能な時期を特定した。更
に、Delta 阻害も行い、羊膜陥の形成方向
に Nodal とは異なった攪乱が認められた。 
 
（４）他の棘皮動物における成体原基形成
の追跡 
まず、山口県沿岸での生態学的調査を行

い、2 種のクモヒトデ類の繁殖時期を特定
した。そのうち、採集が比較的容易なナガ
トゲクモヒトデについて、変態に至るまで
の発生過程を追跡することに成功した。本
種は、これまで放卵・放精機構について知
られておらず、今回その誘起法を見出した。 
 クモヒトデ類およびヒトデ類における成
体原基形成機構とその左右非対称性につい
て追跡した。ナガトゲクモヒトデに対して
卵割期に Nodal 阻害を行ったところ、ウニ
類でみられた左右極性への影響は認められ
なかった。また、イトマキヒトデに対する
影響も同様であった。 
 
（５）ウニ類の成体原基形成の進化につい
ての考察 
ウニ類の成体原基形成の進化において、

特にサンショウウニ科は非常に再生能の高
い細胞塊を介した形成機構を導入した。そ
の結果、発生初期から成体原基形成を行う
ことを可能にしただけでなく、環境圧にも
耐えうる再生能を獲得したと考えられる。 
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