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研究成果の概要（和文）：動物の胚は、動植軸、それに直交する軸、左右軸を持っている。全ての動物の未受精
卵は動植軸を持ち、この軸に沿って三胚葉が配置され原腸陥入へと進行する。動植軸の決定機構は重要である
が、未受精卵に既に動植軸が存在しているために研究しにくいこともあり、研究が少ない。本研究では、ホヤの
卵成熟過程とオタマボヤの卵形成過程で起こる動植軸の決定機構を探った。
　左右軸決定に関しては、脊椎動物では繊毛が関与している場合が多い。脊索動物門に属するホヤにおいても繊
毛が重要な働きをしているが、繊毛が関与する左右非対称決定機構は脊椎動物とは異なっている。本研究ではホ
ヤとオタマボヤを用いて、左右非対称性の決定機構を探った。

研究成果の概要（英文）：Animal embryos are characterized by three embryonic axes, animal-vegetal 
(A-V) axis, an axis perpendicular to the A-V axis, and left-right (L-R) axis. It is essential to 
understand how these axes are established. Unfertilized eggs of every animal already have the A-V 
axis. Three germ layers are positioned along this axis, and gastrulation starts at the vegetal pole.
 It has been elusive how the A-V axis is established as the axis are established in the ovary before
 spawning. In this project, we approached the mechanism of the A-V axis establishment in ascidians 
and appendicularians.
   The L-R symmetry is broken using ciliary movement in many vertebrates. Ascidians, which is a 
member of chordates, also utilize cilia, but in a different way to vertebrates. We also approached 
molecular and cellular mechanisms of the L-R asymmetry formation in ascidians and appendicularians.

研究分野： 発生生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
動植軸の研究は多いが、最初に卵母細胞の対称性がどのようにして破られるのかの研究はほとんどなかった。本
研究では卵内で局在する植物半球決定因子の同定までは至らなかったが、得られた結果は将来の研究につながっ
ていくと期待される。左右軸の形成に関しても、我々の発見した神経胚回転はユニークな左右軸決定機構であ
り、脊索動物の左右軸形成機構の進化に関する考察で注目を集めている。また、オタマボヤは我々とノルウェー
の研究室が先導し、新しい脊索動物のモデルとして注目されている。本研究によりホヤと脊椎動物を含む脊索動
物門に関して、胚軸決定機構の比較が可能になり、脊索動物門の進化についても、推測することが可能になっ
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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
 全ての動物の未受精卵にはすでに動植軸が存在している。その定義としては、極体が放出され
る側を動物極と呼び、その反対側を植物極と呼ぶことになっている。将来の外・中・内の三胚葉
はこの軸に沿って配置され、ホヤや脊椎動物を含む脊索動物であれば動物極から植物極に向か
って外・中・内の順に胚葉が形成される。また、ほとんどの動物において原腸陥入は植物極側か
ら起こり、内中胚葉が胚内に取り込まれる。動植軸は全ての動物卵に存在するため、その決定機
構を理解することは動物の発生の理解にとって重要な意義があるが、動植軸は産卵前の卵巣内
で起こる卵形成過程や卵成熟過程で確立されるため、現在までの理解は限られていた。 
 また、近年、体の左右非対称性関して様々な動物で研究が進んでいるが、脊椎動物では、左右
軸の方向の決定に繊毛が関与している場合が多く、繊毛回転のキラリティを左右非対称性へと
変換している。その結果、Nodal 遺伝子発現が体の左側だけで起こる。脊索動物門に属するホヤ
においても繊毛が重要な働きをし、その結果 Nodal の左側の発現がもたらされる。しかし、繊毛
が関与する左右軸決定機構は脊椎動物とは異なっており進化的に興味深いものがあった。 
 ３つめの胚軸として前後軸 (動植軸に直交する軸）があるが、ホヤの前後軸形成については理
解がほぼ完了しており、本研究の内容には含めないことにした。 
 
２．研究の目的 
 
 動物の胚発生における初期の重要な過程として胚軸の決定がある。胚軸には３種類あり、動植
軸 (卵の上と下)、それに直交する軸 (カエルなどでは背腹軸、ホヤでは前後軸と呼ばれる。歴史
的な理由で呼び方は異なれど同じもの)と、左右軸 (上記の二つの軸に依存して決定されるが、
ここでは左右非対称な体の形態形成をもたらす左右軸ベクトルの向きのことをいう)が、3D の体
を作るための軸として設定される。 
 全ての動物の未受精卵は動植軸を持っている。そして、この軸に沿って三胚葉が配置され原腸
陥入へと進行する。動植軸の決定機構は重要であるが、未受精卵に既に動植軸が存在しているた
めに研究しにくいこともあり、研究が少ない。本研究では、ホヤの卵成熟過程とオタマボヤの卵
形成過程で起こる動植軸の決定機構を探っている。 
 左右軸決定に関しては、脊椎動物では、繊毛が関与している場合が多い。脊索動物門に属する
ホヤにおいても繊毛が重要な働きをしているが、繊毛が関与する左右非対称決定機構は脊椎動
物とは異なっている。特にホヤにおいては、神経胚回転が左右非対称形成に関して重要な役割を
果たすことをこれまでに示してきた。本研究ではホヤとオタマボヤを用いて、左右非対称性の決
定機構を探った。動植と左右の胚軸決定機構を明らかにすることでホヤと脊椎動物を含む脊索
動物門に関して、胚軸決定機構の比較が可能になり、脊索動物門の進化についても、推測するこ
とが可能になると考えられる。 
 
３．研究の方法 
本研究では尾索類(亜門)であるマボヤ  (Halocynthia 

roretzi)とワカレオタマボヤ (Oikopleura dioica)を実験材料
に用いた(右写真)。マボヤはこれまでの研究成果が集積し
ていると共に顕微胚操作に適している。オタマボヤは発
生速度が速く、ライブイメージングと遺伝子スクリーニ
ングに適している。ちなみに、ホヤとオタマボヤは異なる分類群 (綱) に属している動物である。 
 右の概略図に示している
ように、顕微胚操作、分子生
物学的手法、イメージング
手法を駆使して、ホヤとオ
タマボヤの軸決定機構を
様々な角度からのアプロー
チを計画していた。このう
ちの多くは、後述のように
研究成果が得られたが、い
くつかについては実験がう
まくいかず、今後の課題と
して残った。 
 
 
  



４．研究成果 
 
(1) マボヤの動植軸 
 
 ホヤの動植軸の決定機構については、植物半球の割球でのみベータカテニンが核内移行する
ことがわかっており、その核内移行が植物半球特異的遺伝子発現に必要であることがわかって
いた。また、ホヤ胚の Wnt5 の mRNA は、受精卵の中で植物極に局在している。しかし、β-カテ
ニンの核移行を植物半球のみで促進する植物半球決定因子の実体は明らかになっていないため、
植物半球決定因子の候補として、分泌タンパク質である Wnt タンパク質に着目した。レコンビ
ナント Wnt5 タンパク質でホヤ胚を処理してみたが、残念ながら発生に影響は見られなかった。
また、Wnt シグナリングの阻害剤で胚を処理したが、初期発生に異常は起こらなかった。よって、
ホヤでは Wnt シグナリングは、動植軸決定に関してベータカテニンの核内移行には関わってい
ないと推測される。 
 
(2) マボヤの左右軸 

 
マボヤの左右非対称性は、神経胚回転により生じる。神経胚回転とは、神経胚が前後軸を中心

に反時計回りに回転し、胚の左側を下向きにして停止する現象を指す。その後、卵膜と接する胚
の左側の表皮でのみ Nodal 遺伝子が発現する。神経胚回転は表皮に生えている繊毛運動が driving 
force となっている。このことから、表皮には何らかの平面内細胞極性 (PCP) の存在が推察され
た。マボヤ胚において PCP タンパク質 Pk (Prickle)、Invs (Inversin)、Vangl2 (Van gogh-like 2)をノ
ックダウンする実験を行った結果、それぞれの胚では神経胚回転が異常になった。また、Pk ノ
ックダウン胚では繊毛の向きがランダムになっていることも明らかになった。さらに、神経胚表
皮の細胞内における Pk タンパク質の局在を観察した結果、予想に反して細胞の側方に片寄って
いるのではなく、細胞の前側の膜に局在している様子が観察された。 
マボヤでは神経胚回転後、卵膜と接する左側の表皮でのみ Nodal 遺伝子が発現する。これに

は、卵膜からの何らかの化学シグナルが関わっていることがわかっていた。本研究では、Nodal
遺伝子の左側特異的な発現制御領域の解析を進めた。Nodal 遺伝子の様々なレポーターコンスト
ラクトを作りマボヤ卵に顕微注入した結果、-249 から-156 ヌクレオチド上流の DNA 配列と第一
イントロン中の配列が左側特異的発現にとって重要な cis 制御領域であることがわかった。これ
らの制御領域のさらなる解析によって、Nodal 遺伝子の左側特異的発現の制御機構が明らかにな
っていくと期待できる。 
 
(3) オタマボヤの動植軸 

 
動物半球と植物半球の RNA-seq を行った結果を用いて、植物半球に局在している RNA の候補

を選択した。それらに対し、蛍光 in situ hybridization で局在を可視化した結果、３つの母性 mRNA
が産卵された未受精卵の植物極側に既に局在しており、8 細胞期で植物半球後方割球に受け継が
れていた。この結果により、ワカレオタマボヤにおいて局在 mRNA 群が存在することがわかっ
た。これらの母性局在 mRNA を PLT1~3 と名付けた。 
そこで、これらの mRNA が未受精卵に運ばれ局在していく過程を観察した。卵形成過程を 5

つのステージに分けて組織切片を作成した。オタマボヤの卵巣は多核体であり、卵形成が進むに
つれて、哺育核の遺伝子発現によって作られた卵巣細胞質が卵母細胞の ring canal を通って卵内
へと流れ込んでいき、卵母細胞が大きくなっていくと予想されていた。詳細な観察により、３つ
の局在母性 mRNA は、卵形成の初期段階で卵母細胞の核ではなく保育核によって転写され、卵
巣細胞質に拡散し、ring canal を通って卵母細胞に輸送され、一旦、卵母細胞内に均一に分布し、
卵形成の後期に植物極の近くに局在することがわかった。 
ホヤを含む多くの動物胚では、植物半球の割球でのみベータカテニンが核内移行し、その核内

移行が植物半球特異的遺伝子発現に必要である。オタマボヤの特性を活かし、ベータカテニンに
ビーナス蛍光タンパク質を融合して、オタマボヤの卵巣に注入すると卵形成過程で翻訳され、未
受精卵内のベータカテニンを蛍光で可視化できる。この方法を使って、タイムラプス撮影を行い、
胚発生初期のベータカテニンの核移行を可視化し定量することを試みた。観察にはデコンボリ
ューション顕微鏡を使用し、生きたままの胚をタイムラプスムービー撮影した結果、たしかに 8
細胞期と 16 細胞期では植物半球の割球で蛍光ベータカテニンが核に移行していることがわかっ
た。しかし、32 細胞期では植物半球のみで核に入るわけではないことがわかった。これらの場
合、細胞分裂後、植物極により近い方の娘細胞で核に入っている場合が多かった。このことは 32
細胞期以降、ベータカテニンの核内移行制御のしくみが変化するかもしれないこと、オタマボヤ
ではベータカテニンは植物半球の決定以外にも働いているかもしれないことを示唆している。 
 
(4) オタマボヤの左右軸 

 
左右非対称形成、すなわち胚発生の進行にともない個体差なく左右対称性が破れるしくみに

ついては、生物間で異なるしくみが報告されている。たとえば脊索動物の左右形成では、繊毛運



動や Nodal 遺伝子の左側発現がかかわる。他方で、これらのしくみをもたない動物群も知られて
いる。 

オタマボヤの左右形成について以下のことがわかっていた。1. 卵割パターンが個体差なく非
対称になる。2〜4 細胞期に左前と右後の割球が植物極側に少しだけずれ、このずれを引きずっ
て発生が進行する。2. オタマジャクシ幼生は、尾が体幹部に対して反時計周りに約 90 度ねじれ
ている。すなわち尾の中枢神経系は (背側ではなく) 左側を走る。本研究では以下のことが判明
した。２細胞期胚の右側と左側の割球は、等価ではない。それぞれの子孫細胞は、出来上がった
体に左右非対称に分布する。脊索動物一般に左側の決定因子である Nodal 遺伝子がオタマボヤ
のゲノム上に存在しない。他方、腹側化因子 Bmp 遺伝子の 1 つが「右側に」発現する。この Bmp
の発現細胞はすべて、初期胚の右側割球の子孫細胞である。また、Bmp 発現は、初期胚の Ca2+ 
オシレーション依存的に起きる。次に、Bmp を阻害した幼生では、左側の神経索に発現する遺
伝子が異所的に発現するので、Bmp は神経マーカー遺伝子の発現を抑制する。以上をもとに、
Bmp の右側発現や Ca2+オシレーションをもちいた左右形成を提唱し論文を発表した（Onuma et 
al., 2020）。脊椎動物では Bmp は神経形成の阻害因子であり、背腹軸の形成をになうことが知ら
れている。オタマボヤは、この背腹軸形成のしくみを 90 度回転させて、左右形成に「転用」し
ている初めての例といえる。 
上述のように、オタマボヤの卵割パターンの左右非対称性は４細胞期に既に検出できる。2 細

胞期の次の細胞分裂面が互いに 7°程度ずれる結果、4 細胞期で例えば植物半球前側の割球が少
し植物極よりに形成される。微分干渉顕微鏡によるタイムラプス撮影で２細胞期を詳しく観察
したところ、仮足様の構造体の存在が確認された。その仮足様の構造体は、常に左の割球の後方
からに右の割球の後方に向かって一時的に形成されていた。すなわち、２細胞期の時点で、この
構造は左右非対称に形成されることがわかった。この構造が、２細胞期にそれぞれの割球の回転
を引き起こし、次の細胞分裂面を互いに 7°程度ずらすのかもしれないと推測された。 
 
ホヤとオタマボヤは異なる分類群 (綱) に属している。これまでの研究により、オタマボヤは

実験動物として多くの利点を備えていることがわかった。毎日、卵を産ませることが可能であり、
朝受精させると夕方には形態形成が完了している。オタマボヤは胚発生を容易かつ包括的に記
録できるユニークな系を提供する。これらの研究は、我々のオタマボヤの継代飼育技術と実験手
法等の基礎的積み重ねを元に遂行したものであり、オタマボヤが多くの利点を持った系である
ことを多くの研究者に知ってもらいたいと思っている。そのために、オタマボヤの発生関する総
説を書いて出版した（Onuma and Nishida, 2022）。 
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