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「器官形成の分子機構」

１．研究実施の概要

試験管内での未分化細胞塊（アニマルキャップ）から新しい臓器として膵臓をつ

くることに成功した。これらのつくられた膵臓は形態学的分化のみならず、インス

リンやグルカゴンなどの遺伝子を発現し、また、免疫組織学的にもこれら特異的タ

ンパク質を合成していることが証明された。また新規の遺伝子としては初期発生に

働くノーダルのNodal5をクローニング、解析し、これらが他の因子の中で最も初期

に発現していることを示した。他に腎臓形成では新しい遺伝子としてXsal-3、アク

チビンのタイプ�に細胞内で結合するタンパク質（XARIP）についてクローニング

し、これらが腎臓形成に関与することを明らかにした。

２．研究実施内容

　�　膵臓形成の成功

試験管内で未分化細胞であるアニマルキャップをとり出し、高濃度のアクチビ

ンとレチノイン酸を時差処理することによって今まで困難とされていた膵臓を試

験管内でつくり出すことに成功した。このことはインスリンやグルカゴンの遺伝

子発現をRT-PCR法による確認の他にインスリンとグルカゴンの抗体を用いて免

疫組織学的にもタンパク質として特異的に発現していることも証明された。

これらの新しく形成された膵臓からできるホルモンの遺伝子量およびタンパク

質量はこれらのin vitro系とin vivo系（正常な胚）とまったく同じであった。また

電子顕微鏡を用いて調べたところ内分泌顆粒も外分泌顆粒も分泌しており、完全

な膵臓形成を試験管内で成功したといえる。今後この新しい臓器形成をつかって

の分子生物学的研究へも新しい道筋をつくり出せたといえる。

　�　感覚器官の形成とそれらに関与する遺伝子群の探索と同定

アニマルキャップをコンカナバリンAとレチノイン酸の混合液で処理すること

で感覚器官である目と耳の形成が可能となった。ConAを1mg/mlと一定にしてお

いてレチノイン酸を10-8Mの時には目を、10-6Mの時には耳胞を形成することがで

きた。また、これら感覚器官に関与する遺伝子としてXTbx-2やhitomi、Xranなど

がクローニングされ、解析された。
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　�　試験管内の腎管および心臓形成について

アニマルキャップにアクチビン10ng/mlとレチノイン酸10-4Mを３時間処理した

後、時間をおって、サブトラクションなどを行うことによって、新たな遺伝子と

してXSMP-30、XSat3などの遺伝子がクローニングされ、また、それらの機能に

ついても解析された。Sal-3はヒトではTownes-Brocks症候群の原因遺伝子であるこ

ともわかってきたので、腎形成と疾患とを結びつけることにもなった。このよう

にして腎形成における遺伝子のカスケードが明らかになってきた。一方、イモリ

のアニマルキャップにアクチビンを処理して心臓形成を行っていたが、処理後、

未分化細胞を加えるなどすることによって形成率が20％から60％に上昇した。

　�　解離細胞をアクチビン処理した後の細胞接着と選別

２細胞期に別々の卵に赤と緑の色素を注入しておいてからst.9の胞胚期まで

もってきてアニマルキャップの細胞を解離し、いろいろな濃度でアクチビン処理

した後、混合した。その結果、濃度差が100倍になると明確な細胞選別が5時間か

らおこり、どのような結合でも脊索が中心にくることがわかった。また試験管内

で脊索のみをつくることもできた。従来は必ず脊索のまわりに表皮がついていた

が、それがない単独の脊索ができた。またこの細胞接着と選別にかかわる遺伝子

として新しく完全型のXAPCがクローニングされ、解析された。

　�　アクチビンの細胞の内外でのシグナル伝達に関する様式

アクチビンをアニマルキャップに与えた時に濃度依存的に様々な器官や組織を

つくることは知られているが、今回はその中で細胞外でアクチビン活性を制御し

ていると思われるフォリスタチンと関係のある遺伝子の探索を行って、フォリス

タチン関連遺伝子（FRP）の細胞内でアクチビンのタイプ�に結合する（XARIP）

についてのクローニングと解析を行った。FRPはフォリスタチンと比べて著しく

アクチビンとの結合が弱いが、アクチビン処理によってのみ活性化されるのでア

クチビンの下流で何らかの役割をもっていると考えられる。一方、XARIPについ

てはこれはアクチビンタイプ�Aに特異的に結合する。このmutant遺伝子を背側に

injectionすると頭部の形成が異常となり小さくなることがわかった。

このようにして今年度もこの研究プロジェクトは予想を超える勢いで研究が発

展し、新しい臓器である膵臓形成に成功し、また、腎臓、神経、心臓などにおい

ても新規の遺伝子のクローニングと解析がなされたので順調に研究が進んでいる

といえる。 
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