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研究成果の概要（和文）：脊椎動物は陸上進出に伴い、高濃度酸素環境という環境ストレスに直面することにな
った。我々は、これまでに羊膜類の肢芽の指間領域では、酸化ストレスによって、細胞死が誘起される可能性を
示唆する結果を得ていた。そこで本研究では、脊椎動物が陸上に進出し、高濃度の酸素に曝されたことで、四肢
のプログラム細胞死という新しい形態形成システムが獲得されたとする形態進化のモデルを検証し、その獲得プ
ロセスを明らかとすることを目的に研究を行った。その結果、両生類においても指間細胞死を引き起こす分子基
盤は備わっていること、さらに指間細胞死は幼生期の特定の時期における環境酸素濃度と指間の血管が重要であ
ることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Amphibians form their hands and feet by differential growth. It means that 
differences in the growth rate between the digital and interdigital regions will determine the final
 proportions of these structures. In contrast, amniotes employ interdigital cell death, an 
additional mechanism that contributes to a greater variation of limb shapes. In this study, we 
investigate the role of environmental oxygen in the evolution of interdigital cell death in 
tetrapods. In this study, we identified a surprising factor that could have been crucial for the 
appearance of interdigital cell death in tetrapods during evolution: the amount of oxygen 
surrounding the embryo.

研究分野：進化発生
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脊椎動物の多様な形態進化の中には、環境変化と密接に関連しているものがあるという考えは広く受け入れられ
ている。しかしながら、環境変化が新しい形態システムを獲得させ、形態を進化させたことを実験的に証明する
ことは極めて困難である。本研究は、陸棲による環境変化（酸化ストレス）が、脊椎動物に四肢のプログラム細
胞死という新しい形態形成システムを獲得させ、形態を進化させた可能性を実証するものであり、全く新しい形
態進化のシナリオの事例を科学的に示すこととなった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
 
	 羊膜類のニワトリやマウスの四肢の形成過程では、指間領域の細胞がプログラム細胞死によ
って取り除かれ、指が分離する。また、羊膜類の肢芽でのプログラム細胞死のレベルの違いは
最終的な四肢の形態を大きく左右することから、このシステムの獲得は四肢の形態の多様な進
化の鍵となる重要なイベントであったと考えられる。一方、真骨魚類ゼブラフィッシュの鰭原
基の間充織細胞や、水棲の両生類アフリカツメガエル幼生の肢芽の指間領域ではプログラム細
胞死のシステムが確立しておらず、アフリカツメガエルでは、それぞれの指が伸長することに
よって分離することが知られていた。 
 
２．研究の目的 
 
	 本研究では、肢芽の特定の領域がプログラム細胞死により取り除かれることが知られている
羊膜類ニワトリ胚と肢芽での細胞死が報告されていないアフリカツメガエルをはじめとする水
棲両生類の幼生、さらに肢芽での細胞死が確認されている各種陸棲両生類の幼生を題材に、肢
芽でのプログラム細胞死システムの獲得と高酸素環境への進出の関係を検証した。 
 
３．研究の方法 
	
細胞死と活性酸素種の検出	
細胞死は 0.5 µM Lysotracker Red or Green (Thermo Fisher Scientific) を PBS に溶かした溶液で
検出した。活性酸素種（Reactive oxygen species: ROS）は、幼生、もしくは肢芽を dihydroethidium 
(DHE, Sigma-Aldrich)、もしくは CellROX Deep Red (Life Technologies) で処理して検出した。画
像は、LSM 780 共焦点顕微鏡（Zeiss）、もしくは TCS SPE 共焦点顕微鏡（Leica）を用いて撮
影した（Cordeiro et al., 2019）。 
	
４．研究成果	
	
	 まず、羊膜類ニワトリ胚の肢芽の指間領域における細胞死、及び、ROS の産生レベルを調
べたところ、指間細胞死領域で、高レベルの ROS が産生されていることが明らかとなった（図
1）。一方でアフリカツメガエル（Xenopus laevis）幼生では、細胞死と ROS はどちらも肢芽の
先端のみで検出され、いかなる発生段階においても、指間領域では検出されなかった（図 1）。
同様のパターンは、酸化ダメージマーカーである 8-oxoguanine を用いても検出された。 
	

	

図 1. ニワトリ, アフリカツメガエル, アカハライモリ, および, コキガエルの肢芽における細胞死と 

ROS の分布. (Cordeiro et al., 2019).   



	 次に、環境中の酸素濃度が肢芽で細胞死を制
御しているかを検証するために、ニワトリ胚の
肢芽を低酸素濃度環境下で培養したところ、指
間細胞死が抑制されることが確認された。一方
で、高酸素濃度環境下で培養された肢芽では、
指間領域で検出される細胞死の増加が確認され
た。そこで、アフリカツメガエル幼生について
も、指間細胞死が環境中の酸素濃度を上げるこ
とによって、促されるのかを調べたところ、通
常酸素濃度下では、指間領域では ROS も産生
されず、細胞死が起こらないにもかかわらず、
高酸素濃度環境下では、ROS の産生を伴って、
指間細胞死が誘導されることが明らかとなった
（図 2）。これらのことから、指間細胞死による
パターン形成機構をもたない両生類であっても、
環境中の酸素によって、指間で細胞死を促す分
子的なバックグランドが備わっていることが明
らかとなった。	
	 	 体内の酸素は、血管を介して運搬されるこ
とから、肢芽での血管形成のタイミングと細胞
死との関係を検証することとした。その結果、
ニワトリ胚とアフリカツメガエル幼生では、指間領域で血管のリモデリングが起こっている段
階に細胞死が起こっていることが明らかとなった。次に、両生類において、指間の血管密度が
細胞死に関係しているかを調べるために、肢芽での血管網を発達させたトランスジェニックを
作製した。その結果、人為的に血管網を発達させたアフリカツメガエル幼生の肢芽の指間領域
では、ROS の産生を伴って、細胞死が誘導されることが明らかとなった（図 3）。	

	 次に、環境中の酸素濃度と細胞死の関係を他の両生類を用いて検証することとした。この目
的で、アカハライモリ（Cynops pyrrhogaster）、およびコキガエル（Eleutherodactylus coqui）の
幼生の肢芽で細胞死と ROS の分布を観察した。アカハライモリの幼生では、いかなる発生段
階においても、指間領域で ROS 産生や細胞死は確認されなかった（図 1）。一方、コキガエル
の幼生では、指間領域で、ROS の産生を伴い、細胞死をおこしている細胞が確認された（図 1）。
現在までに、指間細胞死が確認されている両生類は、シーページサラマンダー（Desmognathus 
aeneus）の一種のみであるが（Franssen et al., 2005）、本研究で、コキガエルの指間領域で観察
された細胞死のパターンは、シーページサラマンダーの幼生の肢芽で観察されたパターンと類
似していた。コキガエルとシーページサラマンダーには、生態学的にとても重要な共通点が存
在する。これらの両生類は、どちらも卵が陸に産卵される種であり （Hansen et al., 2001; Frassen 
et al., 2005)、肢芽の発生段階で高濃度の酸素環境に晒されている。このことから、指間領域で

図 2. 異なる酸素濃度環境で飼育されたアフ

リカツメガエ ルの肢芽におけ る細胞死と 

ROS の分布. (Cordeiro et al., 2019).   

図 3. 人 為 的 に 血 管 密 度 を あ げ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル

（Prrx1-VegfA-EGFP) の指間領域では ROS の産生に伴い, 細胞死が検出され

た. (Cordeiro et al., 2019). 



の細胞死には、高濃度の酸素環境が必要
となった可能性が示唆された。	
	 最後に、ニワトリ胚とアフリカツメガ
エル幼生について、環境中の酸素濃度の
変化が指間組織内での酸素濃度に反映
されるかを計測した。その結果、どちら
の種においても、環境中の酸素濃度の変
化に応答して、指間組織内での酸素濃度
が変化することが確認された。	
	 これらの結果から、指間細胞死は四肢
動物の中で幼生期を陸で過ごす種がで
てきたことで生成された	ROS	の副産
物として生じたものが、羊膜類になると、
四肢のパターン形成に必須なプロセス
へと進化としたというモデルを提唱す
る（図 4）（Cordeiro et al., 2019）。	
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図 4.	指間細胞死システムの進化のモデル.指間細胞死

は陸で幼生期を過ごす四肢動物の出現により生成され

た	ROS	の副産物として誕生したと考えられる.羊膜類

になると,	指間細胞死は四肢のパターン形成に必須な

プロセスとなった.(Cordeiro	et	al.,	2019).	
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