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研究成果の概要（和文）：　本研究は、脊椎動物の発生の初期段階においては、ERKが活性化される時期によって、そ
のアウトプットが多彩に変化することを証明することを目的に行われた。ツメガエル胚を対象にいくつかのmRNAやDNA
の顕微注入によって表現型を観察していった。その結果、胞胚期の直前、胞胚期中、原腸胚期にその変化が行われるこ
とが明らかとなった。研究に並行して作成したコンストラクトとして、ラパマイシン暴露によってERKを活性化させる
もの、ならびに高温処理することによってERKを活性化させるものも作成した。これらは遺伝子組換えを用いることに
よって後期の胚においても、また、別の細胞系においても活用することができる。

研究成果の概要（英文）：The main purpose of this study is to show the evidence that output phenotypes are 
variously changed in timing-dependent manner of ERK activation in early developmental stages in 
vertebrates. Phenotypical effects by microinjection of several mRNAs or DNAs into Xenopus embryos showed 
that obvious turning points of ERK effects were existed at pre-blastula, mid-blastula, and gastrula 
stages. Incidentally, new DNA constructs to activate ERK by exposure of the reagent Rapamycin or by heat 
treatment were also created in this study. They should be adaptable for observation of ERK activation 
effects in later stages by transgenic assay and for various cell biological assays.

研究分野： 発生生物学
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１．研究開始当初の背景 
	 ERK (Extracellular Signal-regulated 
Kinase)は上流分子 Ras、Raf、MEK らと共
に癌原遺伝子の転写産物として知られ、癌、
細胞周期等の様々な場面において働いてい
る。初期発生においても、FGFシグナルを代
表として、IGF、PDGF、EGFなどのシグナ
ルが ERK を活性化する。面白いことに、こ
れらのリガンドや受容体、細胞内ファクター
を用いた研究では、同じ ERK を活性化して
いるにも関わらず実験手法によって全く異
なる結果が得られている。なぜ、このような
違いが生じるのであろうか。我々はその原因
について、過去の知見の検証や我々の基礎実
験の内容から、ERK のアウトプットが発生
の時期特異的に変化していくという仮説を
たてた。それが正しいことを示唆させる証拠
は 3つある。 
	 一つ目は、神経化は ERK 活性の時間に依
存して生じる点である。ツメガエルの予定表
皮細胞を解離すると、ERK が活性化され、
それを引き金とした神経化が起こる文献 1。
その神経化には 3時間を超える解離が必要と
される。なぜ時間が重要なのだろうか。これ
は、長時間解離によって、原腸胚後期におけ
る ERK の活性化が導かれたために神経化し
たと考えることで説明がつく。 
	 二つ目は、因子の違いは ERK の活性化時
期を導いていたことである。①caMEK の
mRNAを卵割期の割球に注入すると、その直
後に注入した割球は分裂を止める。②常時活
性型の FGF 受容体を同じ割球に注入しても
分裂は止まらず、胚は後方化する。③IGFを
活性化させる mRNA を注入した場合では神
経化を伴った前方化が起こる。これらの違い
が生じた原因は、①では卵割期に ERK が、
②ではMBT (mid-blastula transition: 胞胚
期に存在する転写開始点 )を過ぎた直後に
ERK が、そして③では IGF の受容体が発現
する原腸胚後期に ERK が活性化されたため
に、違う表現型が得られたと考えれば説明が
つく。 
 
２．研究の目的 
	 既に Wnt シグナルでは初期発生において
時期特異性が証明されている。それを意識し
た研究が展開されているが、時間軸の研究の
指標にするには不十分である。ERK におい
て、Wntシグナル以上の多段階・多種類の変
化があることを証明し、時間軸に対する発生
学的研究のブレイクスルーにさせる。 
	 まず、時期特異的に ERK を活性化させる
手法を確立させる。そして、そのツールを用
いて得られた現象を詳細に記録していく。時
期特異性を示す論文は必ず発表する。既存の
シグナル系とのクロストークについても可
能な限り調べていき、時期特異的な影響が生
じる機序についても、解答を用意していく。 
	 実は『FGFシグナルが強い時期特異性を持
つに違いない』と口にする FGF の研究者は

いるが、役者が複雑であるため証明の手法が
なかった。本研究ではここ数年の間に蓄積さ
れた分子ツールを活用し、その仮説が証明で
きるという点で独創的であり、且つ学術的に
待ち望まれていた内容であると考えている。 
	 今回の実験では、焦点を ERK に絞った活
性化ツールを用いているため、非常にシンプ
ルに理解できる結果が得られることが予想
される。初期発生の分野はいわゆる 3D 軸を
超えて、時間軸も対象とすべき時期に突入し
ており、本研究は時間軸を考える上でひとつ
の確かなモデル系となり得るであろう。また、
開発される実験ツールは極めて汎用性の高
いものであり、発生学の分野を超えて、医学
や細胞生物学の分野においても広く活用で
きるものになるだろう。 
 
３．研究の方法 
	 胚対象エレクトロポレーションの系の確
立: ツメガエル胚を用いた遺伝子解析では、
胞胚期直後に mRNA を大量発現するのは難
しかった。それを解決したのが、胚対象エレ
クトロポレーション法である。胚の細胞膜と
受精膜の間の空間に mRNA を注入し、電気
刺激によって胚内に mRNA を注入する方法
だ。本研究では、新たな遺伝子導入機器を研
究室に導入し、胞胚期以降の任意の時期に
mRNA を発現させる作業を効率よく進めて
いった。 
	 ヒートショックプロモーター(hsp)の活用: 
ツメガエル研究で用いられるプロモーター
の中でも、バックが最も低く、手軽に用いら
れるものが hspである。本研究では、hspの
下流に caMEK を結合させ、その DNA を用
いて顕微注入を行った。 
	 FRB/FKBP/Rapamycin アッセイの活用: 
Rapamycin は TOR タンパク質の FRB ドメ
インと FKBP12 タンパク質に非常に強い結
合性を示す薬剤である。この特性を利用して、
FRB ドメインに目的のタンパク質 A を、
FKBP に別のタンパク質 B を結合し、
Rapamycin を加えることによって、A と B
を 人 為 的 に 接 近 さ せ る
FRB/FKBP/Rapamycinアッセイが最近の細
胞生物学では頻用されている。今回は、ERK
を活性化させるために、その上流となる Raf
と MEK を会合させ、任意の時期に ERK 活
性を導いていった。 
	
４．研究成果	
	 今回の研究において、ERK 活性化によるア
ウトプットの現れ方のターニングポイント
がわずか数時間の初期発生の段階において
次々と訪れることが明らかとなった。これま
でに確実視されていた MBT	(mid-blastula	
transition:	中期胞胚期に存在する転写開
始時期)、後期胞胚期、原腸胚後期である。
具体的には、ERK の活性化は MBT 以前では細
胞周期の停止を、MBT 以降には BMP シグナル
の阻害による背側化を、後期胞胚期以降には



 

 

中胚葉誘導を、原腸胚後期以降には後方化を
導くことが判明した。	
	 また、常時活性化 MEK	(タンパク質として
存在する際に ERK を自動的にリン酸化して活
性化させるもの)をコードした遺伝子をヒー
トショックプロモーターの後ろに組み込ん
だコンストラクト、そして FGF 受容体の細胞
外ドメインを FKBP と FRB に置き換えたもの
も完成した。これらは今後、発生生物学のみ
ならず細胞生物学において非常に有用なツ
ールとして活用できることが期待される。	
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