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研究成果の概要（和文）：本研究は体軸形成過程でその領域サイズが決定されるウニ胚神経外胚葉に着目し、一次軸お
よび二次軸形成に関与するシグナル分子が神経外胚葉のサイズ決定に関わるメカニズムを解析することを目的に行われ
た。それぞれの軸形成を担う分子の阻害実験により、一次軸形成を担うWnt-JNK経路および二次軸形成を担うNodal経路
がウニ胚神経外胚葉サイズ決定に重要であることを示した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to understand the molecular mechanisms that determine the
 size of neurogenic ectoderm of the sea urchin embryos, especially focusing on the molecular interaction b
etween signaling pathways that specify the cell fate along with the primary and secondary body axes. By lo
ss-of-function experiments for each molecules, I could show that Wnt-JNK and Nodal pathways that are impor
tant to form  primary and secondary axes, respectively, are essential for sea urchin embryos to maintain t
he precise size of anterior neurogenic ectoderm. 
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１．研究開始当初の背景 
 多細胞生物が三次元の体を構築するため
には、一次軸(e.g.背—腹)、二次軸(e.g.左—右)
の各体軸に沿った細胞・組織・器官の正確な
分化と配置が必要である。さらにこの三次元
構築を実現する為には一つの軸形成が単独
で正常に進行するだけでなく、各体軸同士が
綿密な情報交換を行なうことが必要不可欠
であると予想される。体軸形成に関する重要
な知見は我が国からも報告されており、脊椎
動物の左右軸に関する Nodal 経路の解明は
その最たる例である(Hamada et al., 2002 
Nat Rev Genet; Hirokawa et al., 2006 Cell)。
一方、実験的に一次軸形成の不全を引き起こ
すと、多くの場合において二次軸の不全も伴
うというように、各軸同士の関わりがこれま
でも示唆されてきた(Danos and Yost, 1995 
Development)。しかし、ふたつの軸の関連に
関する報告はほとんどなく、また、２つの体
軸形成情報が神経外胚葉形成過程に反映さ
れるメカニズムやタイミングに関しては未
知である。本申請における研究計画はこの点
において新規の知見を与えうるものである。 
 
２．研究の目的 
 体軸間情報伝達の仕組みを解析すること
は、各組織・器官を構成する一つひとつの細
胞がどのように“三次元の場”を認識してい
るのかという発生生物学の根幹にせまるも
のであり、また、その分子実体の解明は再生
学への応用にも期待されるものである。全体
の研究プロジェクトとしては、独立した二つ
軸の形成過程においてそのインターフェイ
スで働く転写因子とシグナル伝達分子の機
能解析を行ない、一次軸形成因子と二次軸形
成因子の相互作用の詳細な解析を目指す。本
申請研究の具体的な目的としては体軸形成
過程でその領域サイズが決定される神経外
胚葉に着目し、一次軸および二次軸形成に関
与するシグナル分子が神経外胚葉のサイズ
決定に関わるメカニズムを解析する。 
 
３．研究の方法 
 神経外胚葉のサイズ決定における Nodal
経路の役割を明らかにする。まず、Nodal 経
路が予定神経外胚葉サイズの縮小過程を阻
害するメカニズムを解析する。この際、リガ
ンド・受容体・細胞内シグナル経路のどの段
階で阻害機能を担っているのかを明確にす
る。次に、Nodal 経路に誘導されその下流で
二次軸形成に関与する因子と神経外胚葉サ
イズ決定との関連を明らかにする。また、予
定神経外胚葉領域特異的に最も早く発現す
る Specification gene である FoxQ2 の発現
調節メカニズムをcis解析により明らかにし、
体軸形成因子との関連を考察する。さらに、
可能であれば Nodal—下流因子経路の機能解
析の過程やFoxQ2の発現調節メカニズムの解
析過程で一次軸形成時に予定神経外胚葉を
抑制するシグナル Xの候補を探索する。 

 
４．研究成果 
 まず、神経外胚葉の胚前端部への限局が一
次軸形成依存的であると思われていたが、そ
の過程に二次軸形成因子のNodalが関与する
事実を示した。モルフォリノオリゴのマイク
ロインジェクションによるNodalノックダウ
ン胚では間充織胞胚期の神経外胚葉サイズ
が正常胚よりも縮小していた(図 A,B)。一方、
Nodal のアンタゴニストである Lefty ノック
ダウン胚では神経外胚葉サイズが正常胚よ
りも拡大していた(図 C)。さらにこれらの縮
小および拡大がどのタイミングで生じるか
を検証したところ、受精後１２、１５時間で
はNodalノックダウン胚では正常胚と差異が
なく、１８時間から差が生じることが明らか
になった。しかし、Lefty ノックダウン胚で
は１２時間では変化がないものの１５時間
で既に神経外胚葉サイズが正常胚のそれよ
りも拡大していることが明らかになった。こ
れは神経外胚葉の正常なサイズ維持には受
精後１２時間から１５時間の間に適切な量
の Nodal が必要であることを示している。 

 次に、外胚葉サイズ決定を制御している点
に関して、Nodalシグナルが実際に相互作用し
ているシグナル経路の探索を中心に解析を行
った。一次軸形成を担うとされているWntシグ
ナル全てをノックダウンするためにWntの受
容体であるLRP5/6のノックダウンを行い、一
次軸形成を阻害した。その条件下ではNodal
自体が発現しないためNodalとWntの関係を探
るには不適切であった。そこでWntシグナルの
うち、Wnt-JNK経路のみ阻害したところNodal
の発現は見られたため、Wnt-JNK阻害胚におい
てNodal阻害を行ったところ神経外胚葉サイ
ズがNodalだけ阻害した胚よりも大きくなっ
たことが確かめられた(図D-G)。このことから
Wnt-JNK経路とNodalシグナルが相互作用して
いる可能性が示唆された。 

 さらに、神経外胚葉形成に必須な転写因子
FoxQ2の発現調節解析を行ううえで必要な情
報を得るために、バフンウニゲノムを解読し
た。それによりFoxQ2がゲノムの中で２コピ
ー存在すること、また、その転写調節領域配
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列にそれぞれ微妙な違いがあることが明らか
になった。現在、それぞれの上流８kbまでの
配列をゲノムDNAから単離することができ
たため、今後その配列の中で重要と思われる
domainの解析を行う。そのために必要なGFP
コンストラクトの作成を終えたところである。 
 体軸形成解析の際に指標となる神経外胚葉
内での神経細胞分化マーカーの単離を同時並
行で進行させていたが、本研究期間内に転写
因子zinc-finger homeoboxとdeltaがウニ胚セ
ロトニン神経細胞分化の最も初期に現れるこ
とを発見した(図H-K: Yaguchi et al., 2012)。 
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