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Abstmct

Partitioning-defective(Pnr)geneswereorigmallyidentifiedinQJe"o'んα肋妨eﾉegα"sandareinvolved

inasymmetricdivisionsoftheeggRecently，theexpressionandfnnctionofPnrorthologshavebeen

elucidatedmdeuterostomes,includingvertebrates・Seaurchmeggsarepolarizedalongthｅａｎｉｍal-vegetal

axis・Thepolarityisapparentatthel6-ceUstage；vegetalblastomeresasymmetricalｌｙｄｉｖｉｄｅｔｏｆＯｒｍ

ｍｉｃｒｏｍｅｒｅｓａｔｔｈｅｖegetalpole，MicromeresareceU-autonomouslySpecifiedtotheskeletogenic

mesoderm,thedescendantofwhichemanatessignalstospecifyendomesodermtissuesattheblastula

stageandtomducegutdifferentiationduringgastrulationlnthissmdy,ＩisolatedthreePZzr-relatedgenes，

PZzl-Z,PZzr-6,andalDlpicaJpMciMilzaseC(ZzPKC),fromtheseaurchinHど',zice""o伽加励e"〃"sand

exammedtheirexpressionpatterns，Furthermore，IanalyzedfUnctionsofthreegenesthrough

morpholmo-mediatedknockdownandoverexpressionofdommantnegativefOrms、

TranscriptsofthreePtzr-relatedgenesexistedmatcmallyineggs,andwereunifOmmyexpressedin

cleavage-stageembryos・Frolntheblastulatoearlygastrulastage,地Ptzr-IexpressionwastransienUy

restrictedtothevegetalplate,includmgtheprimarymesenchymecells(PMCs);thistransientreduction

wasfOllowedbyunifbrlneXpression・Overexpressionofkinase-deadfOrmofPar-1resultmfbrmationof

wrinkledblastula,suggestingthatPar-1mayregulatecelladhesionmearlycleavagc-stagceInbryos､On

theotherhand,embryosinjectedwithmorpholinoagainst助Pnr-Zshoweddelaysingastrulationand

spiculeelongation．

m,Ｐｔz7-6wasexpressedunifOrmlythroughoutdevelopment・Morpholino-mediatedPtzr-6

knockdowncauseddefectsinskeletogenesisandgutdifferentiation，bothofwhichoccurthrough

tissue-tissueinteractionsinnonnaldevelopment・TodefinewhichblastomererequiresPar-6fOrthe

process，ＩＣＯ､structedchimericembryoscomposedofcontrolandexperimentalblastomeres・By

analyzingtheirphenotypes,IfOundthatbothdefectswereduetolossofPar-6-fUnctioninmicromere

descendantS

Incontrast,LlPaPKCexpressionchangeddramaticallyduringdevelopment・Attheblastulastage，

⑰αPKCexpressionwasrestrictedtothevegetalregion,includingPMCsandthevegetalplaにDuring

gastrulation,theexpressionwasmaintainedinPMCsandthearchenterontip・Fromtheprismstage,ｔｗｏ
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centypesstartedtoexpress印αPKC:ectodermccllsinterspersedintheciliarybandandskeletogenic

cellsattheposteriorendofthelarva､FunctionalanalysisrevealedthatHpaPKCisessentialfOrcellliving

aftertheblastulastage．

Partitioningdefective（Par）遺伝子群は、センチュウ受精卵の前後軸にそった極性を

調節する遺伝子として同定された。最近、脊椎動物を含む新口動物において、Ｐａ湘同

遺伝子が細胞極性の構築のみならず､形態形成運動においても重要な役割をしているこ

とが明らかになってきた。

ウニは新口動物に属し、その卵は動物一植物軸にそって分極している。その極性は、

１６細胞期胚の植物極に小割球が非対称分裂によって生じることで外面に現れる。これま

でウニ胚を用いて多くの発生調節遺伝子の発現と機能が解析されてきたが、Pazｳﾄﾞ目同遺

伝子についてはまったく調べられていない。今回、私はバフンウニから３つのPar関連

遺伝子、HPPaI路I、HIjPa鮒、HPaPKGを単離し、プルテウス幼生期までの胚発生に

おけるそれらの発現パターンを解析した。さらに、モルフオ'〃アンチセンスオワゴヌ

クレオチド（ＭASO）による翻訳阻害、あるいは変異型タンパク質過剰発現によってウ

二胚発生における３つの遺伝子の機能を解析した。

3つのPar関連遺伝子を単雛するため、縮重プライマーを用いてそれぞれの部分配列

をPCR増幅した｡その断片をプローブとしてバフンウニ初期卵割期cDNAライブラリー

をスクリーニングすることによって、HPPa野I,HPPar-aそしてHPaPKCを単離した。

これらの配列をもちいて最近公開されたアメリカのウニStrongylocentrotus
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plnpuratusゲノムデータベースをBLAST検索した結果、それぞれSpMARK3，

SpPaz箔6Ｍa,そしてSpPKCiotaのみが高い相同性を示した。分子系統解析は、ウニは

それぞれ１つのPal箔Ｉ（SpMARK3/H】)PaH）、Ｐ〃６（SpHMbeta/HPPa鮒）、そし

てaPKC（SpPKCiota/HmEKC）をもつこと、脊椎動物の３つのPa,塔Iパラログ、３つ

のPal路6パラログ、２つのaPKCパラログは、いずれも脊索動物の系譜で重複したこと

を示唆した（図１Ａ,図２Ａ,図３Ａ）。

HPPal宅1,HPPal賭6,そしてHPaPKCcDNAとSpulpuratusBACクローンとのアラ

イメントから、それぞれのエキソンーイントロン構成を推定した（図ｌＢ,図２Ｂ,図３

B)。その構成はNCBIのgenomeannotationpipeline(Gnomon)が予想したSpMnRKa

SpPa鮒betH,そしてSpPKCiotaのそれとほぼ一致したが、いずれも異なる領域があっ

た｡例えば､ショウジョウバエとマウスのPazUには２つのalternativesplicingvariants

が存在する。そこで、Ｈ１〕Pamの複数の領域にたいしてプライマーを設計し、RT-PCR

によって助MARK3Ltypevariantの存在を検索した。しかし、増幅配列は単一で、す

べてHPPaHcDNA配列と一致した。また、ノーザンブロット解析においても、単一の

シグナルが検出された。この結果は、バフンウニにおいて、SpMnRK3Ltypevariant

が存在するとしても、その異性体はプルテウス幼生までの胚発生期には発現していない

ことを示唆する。HPPa砂6とＨｍＰＫＣに関しても同様の結果であった。

Par関連遺伝子の転写物は卵に母性因子として存在し、その分布は卵割期までは胚内
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において均一であった（図ｌＣ,図ｚＣ,図３Ｃ）・Ｈ１〕Pa皿発現は、胞胚期から原腸胚

期に一過的に一次間充織細胞(PMC)を含む植物板に限局された(図ＩＤ)｡Kinase-dead

変異型Par-1を過剰発現した胚は、初期卵割期の割球間接着が弱くなり、その後、しわ

胞胚ヘと発生した（図ｌＥ)。この表現型は、受精後ショ糖処理することによって生じ

ろ双生胚と似ていた。ショ糖処理胚は第１卵割において割球の頂端一基底極性を乱す

(基底側の喪失）ので、Par-lは割球の基底側の確立/維持に関わるか、あるいは基底側

/

での頂端化の抑制への機能をもつと考えられる。ホ､ニュウ動物上皮細胞においてPar-１

I土基底膜側を規定することから、ウニ卵割期胚の細胞とホニュウ動物の上皮細胞におけ

る頂端一基底極性の確立に共通した分子機構がはたらいている可能性がある。一方、

MASOHpPar-1注入胚は、内中胚葉の分化は正常におこっていたが、原腸形成と骨片

伸長をふくむ形態形成が遅れた。

Paz路6は発生を通して胚全体で一様に発現していた。MASO-HpPar-6注入胚は、骨片

伸長と原腸の消化管への分化が阻害される表現型を示した（図２，）。幼生骨片の形成

には骨片形成細胞の存在に加えて、外胚葉からのシグナルを必要とする。また、原腸が

消化管へと分化するとき、ＰＭＣ/骨片形成細胞から放出されるシグナルが必要である。

全胚でのP〃6ノックダウンによって現れた表現型がどの組織でPar-6機能を阻害した

結果なのか確かめるために､対照胚と実験胚の動物半球と小割球を再構成したキメラ胚

を作製し、その胚の表現型を調べた。その結果、小割球においてＭＡＳＯを含むキメラ胚
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でのみ骨片伸長と消化管の分化が阻害されることが明らかになった（図２Ｅ)。最近、

ＰＭＣクラスターの位置決定と骨片形成の開始は、ＰＭＣでのVEGFR発現と外胚葉での

VEGF発現が必要であることが示きれた。本研究において、Pal鉛6をノックダウンした

全胚とキメラ胚のいずれにおいても、ＰＭＣクラスターの位置に影響はなく、正確に骨

片形成は開始された。しかし、小割球子孫細胞におけるＰａ鰹6ノックダウンは、それに

続く骨片伸長が阻害された。この結果は、Par-6は骨片形成の場所決めではなく、その

後の骨片形成細胞自身による骨片伸長を調節していることを示している｡骨片形成細胞

からの消化管分化シグナルの実体は不明であるが、胞胚腔内でのPMCからSMCへのシ

グナルは､細胞体からの糸状突起をとおして伝えられる。ホニュウ動物において､Par-６

が神経突起の伸長を調節しているので､ウニ胚の骨片形成細胞から原腸へのシグナル伝

達も糸状突起を介している可能性がある。

HmPKCmRNAは発生をとおして存在するが、空間的発現パターンは大きく変化し

た。胞胚期から原腸胚期の間、HPaPKCの発現は一過的にPMCと原腸先端を構成する

細胞に限局された（図３Ｄ）。プリズム幼生期以降、２種類の細胞において新たな

HPaPKCの発現が始まった（図３Ｄ）。一つは繊毛帯に点在する外胚葉細胞であった。

繊毛帯は、幼生の遊泳運動だけでなく外部感覚器としてもはたらき、セロトニン発現細

胞とシナプトタグミン発現細胞の存在が確認されている。しかし、HPaPKC発現細胞は

そのいずれの細胞とも分布が異なっていた。これまでに、HPaPKC発現細胞の分布と－

致する細胞種あるいは遺伝子発現は報告されていないので､HPaPKC発現細胞は新規の
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繊毛帯構成細胞である。もう一つは、胚後端の骨片形成細胞であった。幼生骨片にそっ

て存在する他の骨片形成細胞にこのHmPKC発現はないので、骨片形成細胞には

HmPKC発現細胞と非発現細胞の少なくとも２つのサブクラスがあることを示してい

る。一方、MASOHpaPKC注入胚は、胞胚まで発生したが、間充織胞胚期に上皮構造

を失って死滅した(図ＳＥ)。この胚において内中胚葉は正常に分化していたので､aPＫＣ

が上皮から間充織が移入する形態形成時の細胞の生存に必須であること、つまりaPＫＣ

I土細胞極性の維持に関わっていることを示唆している。

本研究において、私はウニ胚におけるPar関連遺伝子の発現および機能解析を行うこ

とによって、Par遺伝子群が、骨片形成、原腸形成のような形態形成から、中胚葉と内

胚葉の間の相互作用までの多様な発生現象に関わっていることを示した。
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図１（A）Parと１タンパク質のSer/Thrkinasedomain配列に基づいた近隣結合樹。外群にはBLAST検索で最も相同性の高かっ

たSNF1-kinaseのSer/Thrkinasedomain配列を用いた。５０％以上指示されるブーツストラップ値を節部に示した。Ｍｍ,Mus

muscuﾉﾛs;Ｇｇ,Ｃａ〃ｓｇａﾉﾘus;Ｘ1,Xenopus伯eWS;Ｄｒ,DanjO尼"o;Ｃｅ,Caenomabdi17Seﾉegans;Ｄｍ,Dmsophjlamelanogasね';Ｓｐ，
Stmngylbcen姉lUspulpu宿如s;Ｈｐ,HemjcenlmlUspuﾉbhemmus。（B）Ｇｎｏｍｏｎにより推定されたSpMARK3、およびＢＡＣクロー

ン（NW-OO1328709）配列とのアライメントから示唆されたHpPar-1のエキソンーイントロン構成。箱はエキソン、影の部分は
コード領域を示している。星印はスプライシングバリアント検索のためのプライマー位置を示す。１目盛りは５ｋｂを示す。（C）

各ステージの胚のtotalRNAを用いたＲＴＰＣＲによる発生時間を追った発現解析。上段はHpPar-1･発現対照にはubiquitinを用
いた(下段)。HpPar-1mRNAは母性因子として存在し､発生を通して発現している。ステージの略述は以下の通り。Egg,未受精卵；
CIv,初期卵割期胚；ＨＢ,孵化胞胚；ＭB,間充織胞胚；Ｇｓ,原腸胚；Ｐｒ,プリズム幼生；Ｐｌ,プルテウス幼生。（D）ＷＭＩＳＨによる空間
的発現解析。左より、６０細胞期胚、間充織胞胚、プリズム幼生。HpPar-1は、初期卵割期では胚全体で均一に発現している。間充
織胞胚になると、ＰＭＣ（黒矢尻）と植物板（白矢尻）で強い発現が見られる。後期原腸胚以降、優位な発現領域は存在しない。（E）

KD-Par-1mRNA注入胚。初期卵割期に割球の分離が見られ（左)、その後、しわのある胞胚に発生する（右)。
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図２（A）Ｐａﾄ６タンパク質のＰＤＺｄｏｍａｉｎ配列に基づいた近隣結合樹。その外群にはBLAST検索で最も相同性の高かった

PalmitoyIatedのPDZdomain配列を用いた。５０％以上指示されるブーツストラップ値を節部に示した。生物種の略述は図１と同
様。（B）Ｇｎｏｍｏｎにより推定されたSpPar-6beta、およびＢＡＣクローン（NW-OO1304107）配列とのアライメントから示唆さ
れたHpPaﾄ６のエキソンーイントロン構成。箱はエキソンを、影の部分はコード領域を示している。星印は、５，ＲＡＣＥのために
設計したプライマー位置を示す。１目盛りは１ｋｂを示す｡に)各ステージの胚のtotalRNAを用いたRT-PCRによる発生時間を追っ
た発現解析。対照にはUbiquitinを用いた（下段）HpPar=６ｍＲＮＡは母性因子として存在し、発生を通して発現している。ステー
ジの略述は図１と同様。（D）正常胚（左）とＭＰａＦ６注入胚（右）のプルテウス幼生期とそのアルカリフオスファターゼ活性染色
による消化管分化の観察。MPaﾄ６注入胚は骨片伸長（中段）と､消化管の分化（下段）が遅れている。（E〕キメラ胚による中割球、
あるいは小割球子孫細胞でのHpPar-6の機能解析。キメラ胚は１６細胞期の対照胚、あるいはMParと６注入胚から単離した中割球
と小割球から構成されている。小割球でMPar-6を含むキメラ胚の骨片伸長と消化管分化が遅れていた。
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して用いた。５０％以上指示されるブーツストラップ値を節部に示した。生物種の略述は図１と同様。マウスのＰＫＣ分子種はその
isotype名のみを記した。（B）Ｇｎｏｍｏｎにより推定されたSpPKCiota、およびＢＡＣクローン（NW-OO1282827）配列とのアラ
イメントから示唆されたHpaPKCのエキソンーイントロン構成。箱はエキソンを、影の部分はコード領域を示している。星印は、
５，ＲＡＣＥのために設計したプライマー位置を示す。１目盛りは５ｋｂを示す。（C）各ステージの胚のtotalRNAを用いたＲＴＬＰＣＲ
による発生時間を追った発現解析。対照にはUbiquitinを用いた（下段)。HpaPKCmRNAは母性因子として存在し、発生を通して
発現している｡ステージの略述は図１と同様。（､)WMISHによる空間的発現解析｡各発生ステージは写真右下に略述｡孵化胞胚
(HB,左上）では、植物極に位置する細胞で発現が限局する。間充織胞胚（ＭB,中上）では、ＰＭＣ（黒矢尻）と植物板で強く発現し
ている。初期原腸胚（eGs,右上）になると、ＰＭＣ（黒矢尻）と原腸先端（白矢尻）で強い発現が見られる。プルテウス幼生（左下，
P1）では､繊毛帯に沿って点在する外胚葉細胞と､胚後端の間充織細胞（矢印）で優位な発現がみられる。（右下）Ｂ２Ｃ２抗原の発現。
胚後端のHpaPKC発現間充織細胞（中下，矢印）は、骨片形成細胞の一部と一致する（右下，白矢印)。（E）MaPKC注入胚の発生
と初期卵割期の予定ＰＭＣマーカー発現。（上段）対照胚。（下段）MaPKC注入胚。対照胚が間充織胞胚（左上）の頃、MaPKC注入
胚ではＰＭＣが見られない（左下)。原腸胚期（左中上）の頃､MaPKC注入胚は死滅した（左中下〕･初期胞胚期の予定ＰＭＣマーカー
のDeIta（右中），Ｔｂｒ（右）はMaPKC注入胚と対照胚で発現に差がない。
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