
1．はじめに

脊椎動物の骨格筋，脊椎骨や肋骨などを生む体節は，
予定体節から左右対称な繰り返し構造として前後方向
に順次形成される．一方，頭索動物の体節は，第５体
節以降は非対称に形成される [1, 2]．脊椎動物，頭索
動物のいずれの脊索動物亜門においても左右の非対称
性を支配することが知られている Nodal 遺伝子の発
現を頭索動物において阻害すると，左右の体節が対称
に形成される [3, 4]．このことから，脊椎動物の体節
が対称に生じるのは左右決定機構が体節形成におよぼ
す偏性に抗して体節形成が対称に進行することを保証
する機構を持つためと考えられるが，この機構の多く

は不明である．
本研究では，体節の予定運命情報が蓄積しているア

フリカツメガエル（Xenopus laevis）胚を用い，発生
初期に外科的処理を施すことにより対称な体節形成を
乱すことを試みた．アフリカツメガエル胚の予定体節
は，原腸胚の帯域の側方から腹側領域にかけて左右対
称に分布し，オーガナイザー側が将来の頭部－脊索近
傍側，反オーガナイザー側が将来の胴尾部－背腹側に
対応する [5–7]．このため，オーガナイザーから 90°
離れた右側方に位置する経線は，予定右体節を非常に
大まかに頭部側と尾部側に分ける．この右側方の経線
に沿ってガラス板を胞胚後期から原腸胚初期の特定時
期に刺入し，右側予定体節の予定前方と予定後方の相
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互作用を物理的に阻害した（Fig. 1）．
この刺入胚から発生した尾芽胚の背側中胚葉の形態

は刺入時期によって大きな違いがみられ，尾状の突起
または尾を三つ以上持つ胚（以下，多尾胚と呼ぶ）は
胞胚期に刺入した場合にのみ生じた．これらの胚につ
いて生じた体節とその近傍に位置する背側中胚葉組織
について連続切片観察によりそのパターンを解析した
ところ，体節に非対称性がみられ，左右体節間の組織
のパターンは正常胚におけるものとは異なっていた．
これらのことは，左右の予定体節間の相互作用が体節
形成の対称性の調節に関与する可能性があることおよ
び本実験系が対称性の調節機構を解析する実験系の一
つとして有用であることを示唆する．

2．材料および方法

アフリカツメガエル胚の採取，脱ゼリー法，使用し
た培養液，寒天培地は，以前の方法 [8] によった．St. 
8–9 胚へのガラス板刺入時の胚の方向性を知るため，
ナイルレッドによる局所染色を実施した．色素と卵割
が規則的な 8 細胞期胚を選抜し，10％フィコールを含
む 100％ PBS と 100％ Modified amphibian Ringer （MR） 
[9] の等量混液で満たした寒天培地の穴に入れた．ナ
イルレッドの結晶を背側割球と腹側割球の境界部に置

き，2–5 分間静置した後，60％ MR で培養した（これ
により，結晶は溶解，消失する）．ガラス板刺入に際し，
胚からビテリン膜をピンセットにより除去したのち，
その胚を寒天培地の穴に置いた．St. 8–9, 10–10.25, 
11[10] の時期に，オーガナイザーから 90°右方向に離
れた側方に動植物軸に沿ってガラス板（日本電気硝子，
G-Leaf，厚さ 0.05mm をピンセットで断割した小片）
を刺入し，右半分の背側部分（予定体節の大まかな頭
部側を含む）と腹側部分（予定体節の大まかな尾部側
を含む）の相互作用を物理的に阻害した（Fig.1）．胚
は 14℃で培養して傷の修復を促し，修復後なるべく
早期に培養液を徐々に 5％ MR におき換えて陥入を促
し，St.40（尾芽胚）まで発生させた．

胚は固定したのちパラフィン包埋し，6–10 μm の厚
さで水平連続切片を作成し，ヘマトキシリン・エオシ
ン染色を施して写真撮影した．

3．結果

3.1　�多尾胚の出現は胞胚期の刺入においてのみ見ら
れる

ガラス板の刺入が背側中胚葉形成異常におよぼす影
響を調査するため，胞胚後期から原腸胚初期にかけて
ガラス板を刺入して発生させた．得られた尾芽胚は，
尾状突起の数および頭部形成程度（眼胞の有無）に
よって分類した（Table 1, Fig. 2）．三つ以上の尾状突
起または尾を持つ多尾胚は胞胚後期（St. 8–9）での刺
入においてのみ，40％の率で出現した（Fig. 2a, b, c）．
これに対し，二つ（Fig. 2d）または一つ（Fig. 2e）の
尾状突起または尾を持つ胚（二尾胚，単尾胚）は，胞
胚後期（St.8–9）から原腸胚初期（St.11）にかけて刺
入したいずれの場合にも得られた．二尾胚は胞胚後
期刺入では 56% と高率であったが，原腸胚期の刺入
ではその率は低かった （St. 10–10.25 刺入 ; 8%，St. 11
刺入 ; 25%）．逆に単尾胚は，胞胚後期刺入では低率

（14%）であったのに対し，原腸胚期の刺入では高かっ
た（St.10–10.25 刺入 ;92%，St. 11 刺入 ; 75%）．眼胞
がない胚は，胞胚後期刺入で生じた多尾胚についての
み見られた．

そこで，大きく体節形成を乱したと期待される多尾

Fig. 2.  The tailbud larvae developed from the embryos inserted with a glass plate. (a) The tailbud larvae developed from the embryos inserted with 
the glass plate at St. 8-9. (b) A larva having multiple tail or tail-like structures and without eye. (c) A larva having multiple tail or tail-like structures 
and eyes. (d) A larva having two of tail or tail-like structures. (e) A larva having single tail. (f) A control larva without the insertion.

Fig. 1.  Graphical representation of the insertion of a glass plate 
into an embryo. Animal pole view. The glass plate is inserted into 
the right side of the embryo along the meridian 90° away from the 
organizer at the blastula or gastrula stage. GP, glass plate; L, left; R, 
right; D, dorsal; V, ventral.
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胚 13 個体について，連続水平切片を作成して内部構
造を解析した．解析したもののうち，8 個体では脊索
と左右の体節からなる背軸構造（以後，主軸と呼ぶ）
が 1 組のみ存在し（Fig. 3a, b），ほか 5 個体では主軸
以外に主軸よりも小さく不完全な軸性構造が見られた

（Fig3 c, d）．このため，主軸について以下に詳述し，
主軸以外の尾状突起の構造についてはその後に記述す
る．

3.2　体節の非対称性
ガラス板刺入による体節形成の対称性の攪乱効果

が，二つの領域についてそれぞれ異質の特徴として観
察された（Table 2, Fig. 4）．特徴のひとつは，脊索末
端部よりも前方の領域において，体節の位置が非対称
となること（Fig. 4a, b, 矢印）である．これは，眼胞
の有無にかかわらず，半数程度の胚で見られた（Table 
2; 赤，紫色個体）．特徴のもう一つは，脊索末端より

Fig. 4.  Asymmetry of the somites in the larvae having multiple tail or tail-like structures. (a) Asymmetry of the somite unit position is observed 
in the area anterior to the notochord end (arrow). Somite boundaries are indicated with solid lines. (b) In the area posterior to the notochord end, 
somite unit number was larger on the contra-insertion (left, L) side than the insertion (right, R) side (bracket), and also the same asymmetry as (a) 
is seen. (c) A non-insertion control larva.

Table 1. Stage of the glass plate insertion and morphological classification of the developed tailbud larvae

Fig. 3.  Dorsal axial structure in the larva having multiple tail or 
tail-like structures. (a) The larva has the main axis consisting of the 
notochord and the somites, and three tail-like structures (arrows). At 
the base of the two structures in the anterior (An) side, the mesdem 
is observed. (b) A magnified image corresponds to the rectangle in (a). 
(c) The notochord (N) and the somites (S) are observed outside the 
main axis (MA). (d) The somite outside the main axis connects to the 
somite of the main axis at the site indicated with the arrow.

Morphological classification 
of the larvae

St. 8–9 insertion St. 10–10.25  insertion St. 11 insertion

Number of 
larvae Percent Number of 

larvae Percent Number of 
larvae Percent

Multiple tail or tail-like structures, 
and no eye 5 10 0 0 0 0

Multiple tail or tail-like structures, 
and eyes 15 30 0 0 0 0

Two of tail or tail-like structures, 
and no eye 0 0 0 0 0 0

Two of tail or tail-like structures, 
and eyes 28 56 2 8 2 25

Single tail, and no eye 0 0 0 0 0 0

Single tail, and eyes 7 14 23 92 6 75

Total 50 25 8

(a) (b)

(d)(c)
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後方において，反刺入（左）側の体節数の方が刺入
（右）側の体節数よりも多かった（Fig. 4a, b, 括弧）こ
とである．後者の非対称性は，眼胞あり胚の約半数（9
個体中 5 個体（5/9）），眼胞がありかつ脊索末端部よ
りも前方で非対称性が見られた胚（Fig. 4b）について
も約半数（3/5；Table 2 の個体 2, 3, 4）で観察された．
しかし眼胞なし胚については，4 個体のいずれについ
ても非対称性の判定ができなかった（Table 2 の個体 a, 
b, c, d）．これは，脊索末端付近の尾部に顕著な折れ曲
がりが生じたため，同一の水平切片断面に両体節が共
には収まらなかったことによる．このため，頭部形成
が大きく阻害されることと後方体節形成数が刺入側で
少ないこととの間の因果関係は不明であった．

3.3　左右体節間の組織的連結
多尾胚では，左右体節間の組織的な連結が脊索の背

側または腹側部で見られた．組織的な連結とは，脊索
の背側での左右体節の癒合（Fig. 5a）あるいは脊索の
背側（Fig. 5b, d），腹側（Fig. 5c, d）において左右体
節間を充填する組織の存在をさす．これらの連結のい
ずれかが，調査した多尾胚 13 個体の全て（つまり体
節の非対称性が確認された全ての胚を含む）で見られ
たのに対し，非刺入対照胚ではどの個体においてもい
ずれの連結も見られなかった（Fig. 5e, f）（Table 2）．
脊索の背側での左右体節の癒合については，左右の体
節が頭尾軸に沿って同一位置で癒合しているものや互
い違いに癒合しているものが混在した個体も確認され
た（Fig. 5a）．脊索の腹側での組織的な連結（7/13）は，
脊索の背側での連結（2/13）よりも高頻度で観察され
た（Table 2）．また，同一個体で脊索の背側と腹側の
両方で連結が確認できたのはおもに脊索末端部につい
てであり（5/13），脊索末端部より前方で確認できた
ものはこれよりも少数であった（3/13）（Fig. 5d, Table 
2）．以上のことは，胞胚期のガラス板刺入は左右体節
間の組織的な連結を誘導する効果があることを示す．
また，この効果は体節形成の対称性を乱すことと関係
することを示唆する．

3.4　尾状突起の構造
連続切片観察により解析した多尾胚については，眼

胞あり胚 9 個体中 3 個体，眼胞なし胚 4 個体中 2 個体
では主軸以外に，脊索と左右の体節（Fig. 3c），脊索
と１つの体節（Fig. 3d）（いずれも主軸よりもいくぶ
ん小型）を持つ尾状突起が胚あたり 1 つのみ見られ
た．これらの突起のうちあるものは，含まれる体節が
主軸の体節と癒合していた（Fig. 3d）．これら以外の
突起には，多くの場合その基部に塊状，散在性または
上皮性の中胚葉組織の存在が認められた（Fig. 3a, b）．
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ない．このため，今回のようにその成立以前と予想さ
れる時期に予定成立域を非対称に乱した場合に勾配や
Wavefront がどのように調節されるかを予想するため
に参考となるモデルも存在しない．本研究で体節の位
置に非対称性が見られたことは，上記の勾配モデルに
従えば，胞胚期のガラス板刺入により，体節形成期の
これらの勾配や Wavefront に非対称性が生じたことを
示唆する．しかしながら体節の対称性のずれ幅は 1 体
節長以下であり，あとで議論するとおり調節機構も相
当程度機能していたものと考えられる．

特徴のもう一つは，脊索末端より後方において，反
刺入（左）側の体節数の方が刺入（右）側の体節数よ
りも多かった（Fig. 4b）ことである．これについては，
X-Delta-2 遺伝子の in situ ハイブリダイゼーション解
析により原口周囲の X-Delta-2 発現域が変更されたこ
とを示すデータを得ており（未発表），この発現域の
変更と深く関係するものと考えられる．尾端では尾芽
中の祖先細胞から脊索と両側の体節が形成される．こ
れを乱すと考えられる今回の実験系は，尾芽からの体
節形成機構についても解析の材料を提供する実験系と
なることが期待される．

4.2　体節間の組織的連結
調査した多尾胚では，全ての個体で左右体節間の組

織的な連結が見られた（Table 2, Fig. 5）．連結様式の
一つは，左右の体節が脊索の背側で癒合することであ
る（Fig. 5a,b）．この原因としては，予定脊索細胞が
体節へ運命転換したことや体節細胞の背側部分の成長
の制御異常が考えられる．実際，ゼブラフィッシュ
の floating head 突然変異体では，予定脊索は体節に分

中胚葉を持つ突起数は，眼胞の有無に関わらず，3–6
本であった．以上のことは，多尾胚は St. 10 以降の原
腸胚期のガラス板刺入では生じなかった（Table 1）こ
とと合わせ，胞胚期には尾状突起を生じさせないため
の中胚葉の組織化に関する制御機構が働いており，ガ
ラス板の刺入がこの制御機構を阻害したことを示唆す
る．

４．考察

本実験の結果，胞胚期のガラス板刺入は左右体節間
の組織的な連結を誘導する効果があることが示され，
この効果は体節形成の対称性を乱すことと関係するこ
とが示唆された．

4.1　体節の非対称性
今回のガラス板刺入により生じた多尾胚では，体節

について 2 つの特徴を持つ非対称性が見られた．ひと
つは，脊索後端よりも前方での体節位置の非対称性

（Fig. 4a, b）である．現在有力な体節形成機構モデル
は，レチノイン酸が前方から後方に向けて，FGF と
Wnt がそれとは逆方向に量的勾配を作り，勾配が一定
レベルを取る位置（Wavefront）が発生の進行と共に
予定体節上を前方から後方へと移動する．そしてこ
の移動の間に，Delta/Notch signaling が作り出す一定
周期の特定時期に Wavefront の位置に体節境界が形成
されるというものである（Clock and Wavefront model）
[11, 12]．しかし，レチノイン酸や FGF と Wnt の勾配
がいつどのようにしてどのような形態で成立するかの
知見はいかなる脊椎動物についても明らかにされてい

(c)(b)(a)

(e)(d) (f)

Fig. 5.  Filling with some tissues between both the somites. (a) Conglutination between the left and right somites at the dorsal site of the notochord. 
The somites conglutinate at the same position or alternately (dashed lines). (b) Filling with some tissues between both the somites at the dorsal 
position of the notochord. (c) The filling at the ventral position of the notochord. (d) The tissue connecting both the somites around the notochord 
(transverse section). (e) The filling is not seen in the non-insertion control larva. (f) Same as (e) (transverse section).
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化する [13]．また，別の連結様式は，脊索の背側，腹
側において左右体節間を充填する組織が存在するとい
うものである（Fig. 5d）．この原因については，peri-
notochordal basement membrane の形成異常，脊索周囲
に移動してきた硬節細胞の異常のいずれかまたはその
複合的異常が可能性として考えられる．

4.3　体節の非対称性と体節間の組織的連結の関係
多尾胚においては，左右体節間の組織的な連結が生

じた頻度の方が体節の非対称性を生じた頻度より高
かった．このことから，以下の一つの可能性が考えら
れる．つまり，胚の背側中央部の組織を通じて（体節
のずれ幅を１体節長以下とするほどの）体節の対称性
調節を含む調節機構が働き，このことと連動して組織
的な連結が生じた．また，調節能の限界を越えたとき
に体節に非対称性が生じたというものである．事実，
体節形成を支配する Delta/Notch signaling の活性化は
脊索細胞と引き替えに下索と floor plate 細胞を増やし
[14–16]，Mib-Jag1-Notch signaling は空胞化した脊索，
peri-notochordal basement membrane や muscle pioneer 
cells の分化を制御する [17] ことが知られている．し
かし，左右予定体節間の組織分化制御に関与する分子
的知見は限られており，この制御が体節の位置の制御
とどのように関連するのかに関する知見はほとんど得
られていない．本研究の結果は，体節の対称性調節に
関与する領域としての予定左右体節の間の組織の重要
性を示唆するものと考えられる．
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