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第Ⅰ部 導⼊ 
 

第 1 章 全体の導⼊ 
受精卵から細胞の増殖・分化を経て⽣物の体が出来上がる発⽣過程は、信じ

られないほど精巧な再現性とともに繰り返される。発⽣のごく初期は、2, 4, 8, 

16, 32 個と細胞分裂が同調し、精密機械のように規則的な細胞配置を経て多細

胞の塊となり、袋状構造を形成する。その後原腸形成が起こることによって単

層の袋状構造であった胚のトポロジーが変化し、体の内側、内臓にあたる領域

が形成される。 

原腸形成は視覚的に観測できるダイナミックな形態変化であるが、実はこの

時期に多くの⽣物種で細胞内部のリソースにも劇的な変化が起こっている。こ

れまで卵に含まれている⺟性因⼦に頼って発⽣していた胚は、より複雑な発⽣

を進めるために⾃らの遺伝⼦を元に必要な胚性のリソースをつくり始める。こ

のリソースの切り替えは Maternal to zygotic transition (MZT)と呼ばれてお
り、MZT の前後では胚性遺伝⼦からの転写が OFF→ON になるという点で細

胞状態に決定的な違いがある。この転写の切り替えにはクロマチン制御タンパ
ク質の切り替えやエピジェネティックな制御による染⾊体状態の変化が伴い、

⽣物個体は⺟性因⼦に依存することなく⾃⾝が産⽣した分⼦で発⽣を進め、恒
常性を保つようになる。 

本論⽂では発⽣のモデル⽣物であるウニを⽤いて、まず上記の初期発⽣の過

程から原腸が形成される機構について(第Ⅱ部)、次いで MZT前後の染⾊体構

造制御に関与する CCCTC結合因⼦（CTCF）の役割について(第Ⅲ部)、解析
を⾏った結果をまとめた。なお、第Ⅱ部と第Ⅲ部の内容は独⽴している。 

第Ⅱ部で考察される原腸形成という形態形成イベントは、古くから様々な動
物種で観察がなされており、発⽣や分化という観点から分⼦的な研究がなされ

てきた。⼀⽅で、実験事実に基づいた原腸形成に必要な⼒学的条件の探索や、

形成過程が正常に進⾏する場合と異常をきたす場合それぞれでの細胞状態の定
量的な⽐較は、ほとんど⾏われてこなかった。そこで本研究では、原腸形成時

に腸の⼀部が外に突出した異常な形態の胚(外腸胚)が⽣じる条件を⾒出し、正
常な原腸形成と異常な形態形成が進⾏する場合の細胞状態 (細胞内 pH と細胞
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⾻格の分布) の違いを定量的に評価した。また、その違いを細胞の性質として

取り⼊れたウニ初期胚の数理モデルを構築し、シミュレーションにより原腸形

成過程における⼒学的特性の考察を⾏った。 

第 III 部で考察される CTCF は、多くの動物種における染⾊体構造制御のキ
ーファクターの⼀つである。CTCF は間期染⾊体におけるクロマチンループ形

成タンパク質として知られており、各種モデル⽣物において初期発⽣の段階か

ら⽣存に必要であることが知られている。よって CTCF のリソースは初期発⽣

時では⺟性因⼦、ある程度発⽣が進んだ後では胚性遺伝⼦、と切り替わると考
えられる。また発⽣が進むにつれ細胞周期、特に間期の⻑さも伸びてくる傾向
があるため、CTCF の役割もこの MZT前後で異なっている可能性が考えられ

る。加えて、CTCF は旧⼝動物から新⼝動物まで広く保存されている。よって

新⼝動物で最も早期に分岐したウニを⽤いた解析によって、クロマチン構造制
御因⼦の原始的な機能に迫れる可能性が考えられる。そこで本研究では⺟性

CTCF と胚性 CTCF それぞれの機能阻害と、その結果を受けて⾏ったシングル
セル RNA-seqデータの解析から CTCF の⽣物種間普遍的な機能についても考
察した。 
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第Ⅱ部 
ウニ胚は H+/K+イオンポンプ活性が阻害されると F-actin の頂端-基

底極性が乱れ外腸胚を形成する 
 

第 2 章 概要 

原腸形成は、多くの動物胚の形態形成における普遍的なプロセスである。し

かし原腸形成における形態学的および分⼦⽣物学的な事象はよく研究されてい

る⼀⽅で、⼒学的な駆動⼒とその根底にある制御機構は完全には未だ解明され

ていない。 
本研究では、バフンウニ（Hemicentrotus pulcherrimus）の胚で進⾏する、原

腸形成過程に着⽬した。まず我々は、ウニ胚の左右⾮相称性を乱す H+/K+プロ

トンポンプ阻害剤であるオメプラゾールが、⼆次陥⼊（Secondary 

invagination）が外側に進む「部分的な外腸胚形成」を誘導することを発⾒し

た。このとき、通常の原腸形成初期においては、植物極側の細胞内 F-actin の

頂端-基底極性が動物極側よりも⾼くなっているが、オメプラゾール処理では植
物極側の細胞で、F-actin の頂端-基底極性が乱れていた。さらに、RhoA また

は YAP1ノックアウトによって全胚における F-actin の重合または脱重合を阻
害すると、原腸形成が停⽌し、部分的な外腸胚の形成さえも起こらなくなるこ

とを⾒出した。    

また、実験で得られた F-actin 分布に基づき、細胞依存的な細胞⾻格の特徴
を考慮した初期原腸形成の数理モデルを構築し、シミュレーションにより正常
胚と外腸胚の両⽅の形状を再現した。 

これらの結果から、まず細胞位置依存的な細胞内 F-actin 分布が細胞内 pH 分

布によって制御されていることが⽰唆された。そして正常な原腸形成の進⾏に

は、プロトンポンプによって保たれる適切な pH と、それによって制御される

細胞位置依存的な F-actin 分布が必須であることが⽰された。 
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第 3 章 導⼊ 

原腸形成は様々な動物において不可⽋な形態形成過程であり、この過程を通
じ初期胚は、細胞の単層袋状構造の胞胚から原腸などを内包する多層の形態に

変化する（Najera & Weijer, 2020; Shindo, 2018; Stower & Bertocchini, 

2017）。この内臓の形成につながる過程は、種特異的に様々なバリエーション
があり、それが動物の多様な形態の基礎となる。しかし組織再編成と細胞運動
によって誘導される胚全体の形態形成の基本メカニズムは、それらの動物種間
で⾮特異的に進化的に保存されている。 

ウニは新⼝動物の初期に分岐した棘⽪動物の⼀種であり、動物で普遍的に観

察される様々な形態形成過程が進⾏する。そしてその進化的位置づけや、胚の

観察しやすさや発⽣の同期のさせやすさといった性質から、例えば左右相称性

の破れ（Aihara & Amemiya, 2001; McCain & McClay, 1994; Takemoto et al., 

2016; Warner & McClay, 2014）、神経ネットワーク形成（Burke et al., 2014; 
McClay et al., 2018; Yaguchi et al., 2010）、そして原腸形成(Dan & Okazaki, 

1956; Gustafson & Kinnander, 1960; Hardin & Cheng, 1986; Kominami & 

Takata, 2004; Martik & McClay, 2017) などの様々な初期形態形成過程の研究

に⽤いられている。特にウニ胚における内中胚葉の特異化を制御する遺伝⼦制
御ネットワークは詳細に研究されている（Davidson et al., 2002；Oliveri & 

Davidson, 2004）。 

ウニの原腸形成は以下の 5 つの step を経て進⾏する（Kominami & Takata, 

2004）。step 1（孵化後）、胚は厚くなった植物極板を持つ上⽪単層となる。

step 2（⼀次陥⼊）、植物極が曲がって胞胚腔に侵⼊し、短い管状の原腸が形

成される。step 3（原腸伸⻑の遅滞）、原腸先端に⼆次間充織細胞（Secondary 

mesenchymal cells：SMC）が出現する。 step 4（⼆次陥⼊）、SMC の⽷状仮
⾜が原腸先端を引っ張り、細胞の再配列によって原腸が伸⻑する。step 5（三
次陥⼊）、推定内胚葉細胞が原腸にリクルートされる。step 1 と 2 は従来、⼀
次陥⼊、step 3 と 4 は⼆次陥⼊と呼ばれてきた（Dan & Okazaki, 1956; 
Gustafson & Kinnander, 1956）。 

ウニ胚は、様々な処理下で異常な形態形成（外腸胚形成）を⽰すことが知ら

れている。例えば、LiClや糖の存在下で培養した胚の原腸は、原腸と外胚葉を

つなぐ胞胚腔の SMC微⼩管が脱重合するため、完全に外側に突出する（Dan 
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& Okazaki, 1956; Hardin & Cheng, 1986; Khurrum et al., 2004）。これらの研

究は、SMC⽷状仮⾜が原腸を引っ張り上げることが、原腸形成の step 4 で重
要な役割を果たしていることを⽰唆している。また外腸形成は Rab35 のノック

ダウンによっても観察され、このノックダウンは胚全体の細胞⾻格を乱すこと

も⽰唆された（Remsburg et al., 2021）。さらに、ある種類のウニ(Lytechinus 

pictus)では、通常培養胚の step 2 における植物極板の屈曲が、外科的に分離し

た植物極板においても起こることが報告された（Ettensohn, 1984）。さらに、

⼀次陥⼊を開始させるためには、原腸先端の細胞は瓶型（Nakajima & Burke, 

1996）、植物極板周辺の細胞は楔型（Burke et al., 1991）であることが⽰唆さ

れている（Kominami & Takata, 2004）。さらに、植物極板の数理モデルは、

⼀次陥⼊が「頂端収縮」、「細胞牽引」、「頂端収縮リング」、「頂端基底収
縮」、「ゲル膨潤」の適切な⼒条件下で起こることを⽰唆しているが

（Davidson et al., 1995; Odell et al., 1981）、これらの作⽤のどれが⼀次陥⼊
（step 2）後の発⽣に必須なのかは不明である。  

 本研究では、実験とデータ解析、数理モデリングにより、ウニ胚原腸形成の

step 2以降における⽀配因⼦の役割を明らかにした。第⼀に、バフンウニ
(Hemicentrotus pulcherrimus）胚を培養している濾過滅菌海⽔に、プロトンポ

ンプ活性を阻害する胃酸分泌抑制剤として知られているオメプラゾール
（Hibino et al., 2006）を添加し発⽣過程を観察すると、胞胚腔において微⼩管
を失うことなく「部分的」な外腸胚形成が引き起こされた。更に、通常の初期

原腸胚期（step 1および 2）では、植物極側細胞における F-actin の細胞内頂端
-基底の極性が動物極側細胞における極性よりも強くなるが、オメプラゾール処
理胚では植物極側細胞の F-actin極性が乱れていることが、蛍光イメージング

より⾒出された。このことより、部分的な外腸胚の形成は、細胞⾻格の異常な

挙動によるものと考えられた。また同様の傾向は細胞内 pH においても⾒られ

た。次いで、胚における F-actin重合・脱重合関連遺伝⼦の CRISPR

（clustered regularly interspaced short palin dromic repeat）-Cas9（CRISPR 

associated protein 9）を⽤いたノックアウト実験を⾏い、原腸形成の進⾏に F-

actin重合の適切な制御が必須であることが⾒出された。そして最後に、上記の

実験より推定された細胞⾻格動⼒の⼒学的パラメータを利⽤した数理モデルを

構築し、正常およびオメプラゾール処理（外腸を⽰す）胚の、初期原腸形成過

程における形態形成過程をシミュレーションにより再現した。  
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第 4 章 結果 

4.1 バフンウニ胚はオメプラゾール処理によって外腸胚を形成する 

受精直後から発⽣までオメプラゾールに曝露されたバフンウニ胚（処理胚）
は、部分的な外腸形成を伴う異常な形態形成を⽰した（図 1）。そこで各原腸

形成 step における、正常胚（control）と処理胚の植物極周囲の構造的特徴の

詳細な⽐較を⾏った。以下の step は、⼩南らの報告（Kominami & Takata, 

2004）で定義された step に基づいて指定した。ここで、step 3 は受精後 21-23

時間（hpf）に対応し、step 2（20-22 hpf）および step 4（原腸胚中期：22-24 

hpf）と重なるため、本来の step 3 は⽰していない。まず step 1 では、正常胚

と処理胚では植物極板の厚さは同等であった（18-20 hpf）。ついで step 2 で

は、⼀次陥⼊が正常と処理胚の両⽅で同時に起こった。しかし、腸管の伸⻑
は、処理胚の⽅が正常胚よりもわずかに浅かった（20-22 hpf）。原腸胚中期

（step 4；⼆次陥⼊）では、処理胚は胞胚腔への原腸のさらなる伸⻑を⽰さ

ず、処理胚の形状は動物-植物軸に沿って伸⻑した（22-24 hpf）。⼀⽅、正常
胚では、原腸がさらに伸⻑し、SMC の存在が明瞭になった。原腸胚後期（step 

4；⼆次陥⼊）において、処理胚では植物極側の外側への突出が顕著であった

（24-26 hpf）。また処理胚では、正常胚に⽐べて胞胚腔への原腸の伸⻑が⽐較
的少なかった。step 5（36 hpf）では、処理胚では胚を貫通することなく原腸

形成が停⽌した。このような「部分的」な外腸胚を形成した処理胚は全体の半
数以上を占めた。 

これらの「部分的」な外腸胚では、原腸の先端は正常な⼀次陥⼊によって内

側に折りたたまれたが、残りの部分は⼆次陥⼊の間に胚の外側に伸びていた。 

このことは以下の実験から確認できる。まず正常胚では、原腸の下半分(中
腸・後腸)が内在性アルカリホスファターゼ活性を⽰した（図 2a）。⼀⽅、部

分的な外腸胚形成を⽰した処理胚では、外側に伸びる部分が染⾊され（図 

2a）、これらの胚の外側で内胚葉組織に相当する部分が形成されたことが⽰さ

れた。しかし内胚葉組織の⼀部は内側に陥⼊していたことから、⼀度は外側に

形成された内胚葉組織が⼆次陥⼊後に内側に引き上げられた可能性が⽰唆され

た。 
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 ⼆次陥⼊期には、SMC は原腸の先端から切り離され、伸縮する⽷状仮⾜を

形成する。原腸の先端と動物極組織との間は、SMC と⽷状仮⾜を介してつな

がっており、原腸の牽引を容易にしている（Dan & Okazaki, 1956; Hardin, 

1988）。実際、正常胚および処理胚のいずれにおいても、SMC の原腸先端か

ら胞胚腔への移動が観察され（図 2b）、step 2 から step 4 の間に SMC が処理

胚の胞胚腔に移動し、胞胚腔で⽷状仮⾜が形成されたことが⽰された。以前に

報告された外腸原腸形成では、⽷状仮⾜が消失することによって誘導された

（Dan & Okazaki, 1956; Hoshi, 1979; Khurrum et al., 2004）。⼀⽅、本研究で

⾏った Whole mount in situ hybridization では、処理胚でも SMC が原腸先端か

ら遊離していることが⽰された（図 2b）。この結果から、処理胚では SMC に

よって胞胚腔への原腸のさらなる牽引が誘導されたことが⽰唆された。 
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図 1 コントロールとオメプラゾール処理したバフンウニ胚の原腸形成過程

（step 1, 2, 4, 5）の典型的な明視野像（スケールバー：30 μm）。⾚⽮印は植
物極の位置を⽰す。処理胚では step 2以降、原腸形成は進⾏せず、step 4 では

植物極側の外側への突出が顕著になった。step 5 では、原腸が胚を貫通するこ

となく不完全に停⽌し、処理胚の半数以上で「部分的な」外腸胚が観察された

（下図）。# と#'はそれぞれ、サンプリングした胚の総数と、画像と類似した

形状を持つ胚の数を⽰す。 
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図 2 内胚葉組織と⼆次間充織細胞（SMC）の可視化。 (a)step 5 の正常胚

（左）と処理胚（右）で内胚葉組織を内在性アルカリホスファターゼ（⾚⽮
印）活性により染⾊した。step 5 における正常胚（左）と処理胚（右）の内因

性アルカリホスファターゼ（⾚⽮印）。正常胚では染⾊された部分が内側領域

に位置しているのに対し、処理胚では染⾊された部分が外側領域に位置してい

る（スケールバー：30μm）。(b）step 4 の処理胚における SMC の典型的な

位置。SMC のマーカーである gcm を Whole mount in situ hybridization によっ

て染⾊した（⾚⽮印）（スケールバー：30μm）。# と#'はそれぞれ、サンプ

リングした胚の総数と、画像と同様にはっきりと染⾊された胚の数を⽰す。 
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4.2 オメプラゾールは植物極側細胞の細胞⾻格分布を乱す 

⼆次陥⼊期（step 4）における処理胚の形態変化の基礎となるメカニズムを

明らかにするために、その前段階である⼀次陥⼊期（step 1および 2）におけ
る F-actin の細胞内分布を解析した。F-actin は、actinin-GFP融合タンパクを

⽤いた蛍光イメージングによって可視化した。ここで actinin は F-actin結合タ
ンパク質の⼀つとして知られている（Edlundet al, 2001）ため、本研究でも F-

actinマーカーとして⽤いた。細胞内 F-actin 分布の頂端-基底極性は、細胞の

頂端側の蛍光強度を基底側の蛍光強度で割った⽐を算出することで評価した

（図 3a）。 

 step 1 での actinin-GFPシグナルの頂端-基底⽐分布は、正常胚と処理胚のど

ちらもほぼ同じ傾向を⽰し、どちらも植物極に近づくほど徐々に増加する傾向
を⽰した（図 3b、S1a、S2a-d）。⼀⽅ step 2 における actinin-GFPシグナル
強度の頂端-基底⽐の分布は、動物極側では正常胚と処理胚の間で類似していた

（図 3c、S1b、S2e-h）が、植物極側では次のような違いが現れた：まず⾚道
から植物極にかけては、正常胚の⽐が処理胚の⽐よりも⼤きかったが、⼀⽅植
物極とその周辺領域では、正常胚の⽐が処理胚よりも⼩さかった。この結果
は、処理胚の異常な胚形状の形成が、頂端-基底⽐の変化と相関することを⽰唆
している。⼀⽅、原腸形成への関与が⽰唆されていた各細胞の頂端極のアピカ
ルラミナにある F-actin の⾜場である fibropellin-1（Burke et al, 1998；
Nakajima & Burke, 1996）の胚全体の分布は、オメプラゾールの影響を受けな

かった（図 3dおよび S1c）。 

 オメプラゾールは H+/K+プロトンポンプ阻害剤である。そこで pH インジケ
ーターを⽤いて細胞内 pH を推定した。step 2 では正常胚と処理胚の両⽅で、

pH インジケーターの頂端側と基底側の⽐は 1 より⼤きく（図 3e、S1d、

S3）、各細胞の頂端側の pH が基底側の pH より常に低いことが⽰された。加
えてこの⽐率は、正常胚では植物極側で動物極側よりも⾼かったが、処理胚で

はこのパターンは消失した。このように、pH インジケーターの蛍光強度の頂
端-基底極性は、全胚における actinin-GFPシグナル強度のそれと正の相関があ

った（図 3c,e）。 
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図 3 actinin-GFP, fibropellin1-GFP, pH の全胚分布。(a) 胚の actinin

（actinin-GFP：緑）強度を介して決定された共焦点蛍光顕微鏡像（図 S7 も参
照）の、胚断⾯の円周に沿った植物極（0）から動物極（180）までの⾓度θ
（0 -180 ）の定義。(b-e）nサンプルで得られた⾓度θにおける頂端-基底⽐
の平均値と 95％信頼区間（エラーバー）（左）、および step 1（b）と step 2

（c）における actinin-GFP強度、step 2 における fibropellin1-GFP強度
（d）、および step 2 における pH インジケーター強度（e）の典型的な共焦点
蛍光顕微鏡像（スケールバー：30μm）（右）。左側の画像では、⻘とオレン
ジの曲線とバーはそれぞれコントロール胚と処理胚の値を表し、グレーのバー

は Welch の t検定（p < .05）に従ってコントロール胚と処理胚の間で有意に異
なる平均値を⽰す（図 S1 も参照）。(c)の右パネルのマゼンタ⾊の曲線は、正
常胚と処理胚の値の間に有意差がある領域に沿ったものである。正常胚と処理

胚の actinin-GFP強度（c）と pH インジケーター強度（e）の頂端-基底⽐の相
関係数は、それぞれ 0.56 と 0.64 であった。 
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4.3 細胞⾻格制御因⼦ノックアウト胚では、原腸形成は始まるが正

常に進⾏しない 

F-actin の形成における代表的な重合因⼦と脱重合因⼦である RhoA と YAP1

（Beane et al., 2006; Dupont et al., 2011）の CRISPR-Cas9 を介したノックア
ウトを、Cas9 mRNA と sgRNA のマイクロインジェクションによって⾏い（図 

S4）、F-actin 形成制御阻害の原腸形成への寄与を明らかにした。RhoAおよび
YAP1ノックアウト胚の変異頻度はそれぞれ 55.6％および 77.8％であり、フレ
ームシフト率はいずれも 22.3％であったが（図 S4）、RhoA または YAP1ノ
ックアウト胚では、⼀次陥⼊期の step 2 で原腸形成が停⽌した（図 4a）。こ

れらのノックアウト胚間の表現型は、遺伝⼦の機能は異なるものの、類似して

いた（図 S4）。⾊素細胞は 45 hpf で観察され、発⽣が停⽌していないことが

⽰された。このことは、F-actin の機能に軽度の障害がある胚でも、⼀次陥⼊は

起こったが、その後の原腸形成過程では適切な F-actin由来の⼒が必要であっ

たことを⽰している。RhoAノックアウト胚では、pH インジケーターの平均濃
度および頂端-基底⽐の全胚分布は正常のものと変わらなかったことから、F-

actin重合の乱れは細胞の pH勾配に影響を与えなかった（図 4b, cおよび S1e, 

f）。 
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図 4 F-actin制御因⼦ノックアウトが胚形成に及ぼす影響。(a) コントロー

ル、RhoAノックアウト、YAP1ノックアウト胚の特定の時点における原腸形

成の明視野像。すべての胚で⼀次間充織細胞と⾊素細胞が観察され、発⽣が停
⽌していないことが⽰唆された。ノックアウト胚は、コントロール胚で 45 hpf

に観察されたプリズム幼⽣のような構造を形成しなかった（スケールバー：30 

μm）。# および#'はそれぞれ、サンプリングした胚の総数および画像と同様
の形状を持つ胚の数を⽰す。(bおよび c) ⾓度θの関数としての RhoAノック

アウト胚およびコントロール胚の細胞内 pH インジケーター(b)および pH イン
ジケーターの頂端-底端⽐(c)の平均蛍光強度（任意蛍光単位）および 95％信頼

区間。 
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4.4 細胞依存的な F-actin 分布の頂端-基底細胞内極性を考慮した
初期原腸形成における胚形状形成の数理モデルの構築 
 

細胞内 F-actin 分布が胚形状の形成に与える影響を調べるために、動物極と

植物極を含む断⾯における胚発⽣の数理モデルを構築した。モデルはイソギン
チャク(Nematostella vectensis)の原腸形成モデル（Tamulonis et al., 2011）と

実験的に知られている事実に基づいて、以下の仮定を⾏った： 

Ⅰ. 各胚は、⾊素細胞（Kimberly & Hardin, 1998; Kominami & Takata, 

2004）、楔型細胞（Burke et al., 1991）、およびその他の細胞の 3 種類の細胞

が含むことが知られている（図 5）。陥⼊⼝付近の⾊素細胞は、部位特異的な

⼒が働いているため、瓶型であると考えられた（Kimberly & Hardin, 1998; 
Kominami & Takata, 2004）。このことは、外科的に分離した植物極板で起こ

る⼀次陥⼊を説明できるかもしれない（Ettensohn, 1984）。図 4 に⽰したノ
ックアウト実験で⾒られた瓶型⾊素細胞の形成と⼀次陥⼊は、F-actin の部分的

な機能だけで表現できるかもしれない。そこで本モデルでは、⾊素細胞の頂端
側は他の細胞よりも幅が狭く、各楔状細胞の頂端側は基底側よりも幅が広いと

仮定した（図 5a）。初期状態（図 5b）の細胞の頂端側と基底側の⼤きさは、

相互作⽤エネルギー緩和後のモデルの形状が step 1（図 1）の胚の形状を模倣
できるパラメータに決定した。 

Ⅱ. F-actin が発⽣させる細胞⾻格の⼒により、正常胚と処理胚を構成する各細

胞の頂端側と基底側の幅が、細胞の位置依存的に変化すると予想された。そこ

で本モデルでは、各細胞の各側⾯の F-actin濃度は、F-actin の重合によって組
織を伸展させるために各細胞側⾯領域を押し出す⼒の⽣成と正の相関があると

仮定した（Footer et al., 2007; Mullins & Hansen, 2013; Pollard et al., 2000; 
Pollard & Cooper, 2009）。 そこで、⾊素細胞と楔状細胞を除く細胞の頂端側

と基底側の推定される最適な広さ（⻑さ）を、step 2 の actinin-GFP の頂端側-

基底側⽐のプロファイルを参照して決定し（図 5a）正常胚のモデル（正常胚

モデル）と処理胚のモデル（処理胚モデル）を構成した。ここで、これらの細

胞の頂端側の伸⻑は actinin-GFP の頂端-基底⽐に基づいて決定され、基底側の

⻑さは細胞⾯積を維持するために頂端側と反対に変化すると仮定された。 
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Ⅲ. 主に後期原腸形成に寄与する細胞分裂や三次元的な相互細胞侵⼊は、初期

原腸形成ではほとんど観察されないため、本モデルには含まれていない

（Mizoguchi, 1999）。そこで、正常胚と処理胚の胚形状ダイナミクスを、⼆次
元的な運動と変形を導⼊して記述した(図 5a）。 

シミュレーション結果、正常胚（0.85-0.9）と処理胚（0.75-0.8）の丸み指数

（図 5c）の時間的変化は、シミュレーションデータ（図 5d, S5a）と実験デー

タ（図 5e, S5b）で同様に観察された。さらに、正常胚モデルおよび処理胚モ
デルともに、シミュレーションの最終タイムステップで得られた植物極周囲の

胚に沿った頂端-基底⻑の⽐は、それぞれ step 4（後期原腸）における正常胚お
よび処理胚と同様の特徴を⽰した（図 5f）。ここで，正常胚および正常胚モデ
ルは，それぞれ処理胚および処理モデルよりも有意に⼤きな⽐率を⽰したが，
観察された胚とシミュレーション結果との間には，正常および処理条件ともに

有意差は認められなかった．また、各細胞の頂端側の伸⻑率をコントロールよ

りも少し⼤きくしたシミュレーションも⾏い、「過分極胚」と名付けた（図 

5a, b）。このモデルの胚全体の形状は、コントロール胚よりも広く⼤きな丸み
指数を⽰した（図 S5a）。このことから、各細胞における F-actin の分布の部

位特異的な頂端-底端⽐極性が、胚全体の形状に敏感に影響していることが⽰唆
された。 
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図 5 (a)正常胚、処理胚、過分極胚の頂端側と基底側のモデル細胞⻑。!!",$!%

と!!&,$!%は、i番⽬の細胞の頂端側と基底側の最終的な⻑さを⽰す（実験⽅法参
照）。前者 2 つのモデルの最終的な⻑さの分布は、step 2 における正常胚と処
理胚の actinin-GFP強度の頂端側-基底側⽐の分布に基づいて決定した。中央上

部のパネルは図 3d を修正したものである。上部パネルとパネル(b)の⾚、緑、

⻘の円はそれぞれ⾊素細胞、楔状細胞、その他の細胞を表す。(b) 3 つのモデ
ルの 18 hpf と 26 hpf における初期胚形状のスナップショット。(c) シミュレ
ーション結果とイメージングから得られた、胚の植物側の丸みの定義。(d と

e) モデル化した正常胚と処理胚の植物側⾯の丸み指数(d)と実験的に決定した

値(e)。⻘とオレンジの＃は各時点における正常胚と処理胚のサンプリング数を

⽰し，エラーバーは 95％信頼区間を⽰し，＊は Welch の t検定により，正常
胚の丸みが処理胚の丸みよりも有意に⼤きかったことを⽰す（p ＜ 0.05，図 

S5b参照）。(f)実験データとシミュレーションデータから得られた頂端-基端
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の⻑さの⽐と、2 種類のデータ間の Welch の t検定の p値を⽰す。step 4（後

期原腸胚）とシミュレーション最終ステップの胚を⽐較した。 
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第 5 章 まとめと議論 

オメプラゾール処理により、不完全な原腸形成を伴う異常な胚の形状が⽣じ

た。特に、処理した胚の半数以上が、内胚葉組織が外に伸⻑した部分的な外原

腸形成を⽰した（図 1, 2）。このような異常な形態形成は、胚の植物極側にお
ける細胞内 F-actin 分布の異常によるものであった（図 3, 5）。細胞⽪質の⼒
を発⽣させる F-actin の濃度は、陥⼊⼝の細胞を除き、正常胚の植物極側半分

で、各細胞の頂端側で基底側のそれよりも有意に⼤きかった。したがって、植
物極側の楔型細胞やその他の細胞の頂端⾯は、基底⾯よりも有意に広いことが

予想された。逆に、処理胚の植物極側の細胞の頂端⾯は、頂端の F-actinレベ
ルが低いため、基底⾯側と⽐べて有意に広くなることはなかった。シミュレー

ションの結果、植物極側において予想される特徴は、正常胚では正常な初期原

腸形成に、処理胚では部分的な外原腸形成につながる可能性があることが⽰さ

れた（図 5）。したがって、植物極側細胞における適切な胚細胞内頂端 F-

actin 分布は、原腸形成に必要である。 

 今回の数理モデルでは、F-actin の濃度は、各細胞周辺部を伸⻑させて組織を

伸展させる⼒と正の相関があると仮定したが、F-actin による⼒は、環境や他の

分⼦との相互作⽤によって質的にも量的にも変化する。少なくとも本研究で検
討した形態形成過程では、F-actin の濃度と細胞の各側⾯の伸⻑との関係につい

て採⽤した仮定は、形態変化後の正常胚と処理胚における頂端⻑さと基底⻑さ

の関係から⽀持された（図 5f）。 

 アピカルラミナが阻害されると、原腸形成は進⾏しない（Burke et al., 

1991）という知⾒から、本研究例においても全胚のアピカルラミナの分布を可
視化・定量したが、正常胚と処理胚の間で有意な差はなかった。しかし正常胚

と処理胚の間で植物極半分と全胚の細胞形状には⼤きな違いが観察されること

から、発⽣する⼒は各細胞のアピカルラミナの相対量に依存しないことが⽰さ

れた。F-actin制御因⼦（RhoA または YAP1）を部分的にノックアウトした胚

では、⼀次陥⼊以降の step で原腸形成が阻害された（図 4a, b）。このこと

は、たとえアピカルラミナが存在しても、F-actin が適切に制御されていなけれ

ば、⼆次陥⼊が阻害されることを⽰している。したがって、アピカルラミナは

頂端側 F-actin の単なる⾜場としての役割を果たし、F-actin は原腸形成の⼆次
陥⼊と胚の全形成を駆動する変形過程に必要な⼒を発⽣させるのであろう。ま
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た細胞内 F-actin が原腸形成に果たす役割の重要性は、Rab35 のノックダウン
を⾏った最近の研究（Remsburg et al, 2021）によっても⽀持されている。 

原腸の伸⻑には、細胞分裂と再編成が必要である（Ettensohn, 1985）。逆に、

細胞分裂に依存しない形態形成過程や、細胞分裂がほとんど起こらない初期原

腸胚期の形態形成過程に注⽬するため、本数理モデルでは細胞分裂の影響を考
慮しなかった。そのため、このモデルでは、正常胚の原腸の伸⻑や、処理胚の

伸⻑した原腸の⼀部がより外側に突出するといった、細胞分裂によって誘発さ

れる形態学的過程は再現できなかった（図 1）。しかし、丸み指数の時間的変

化や、植物極側細胞の頂端と基底の⻑さによって評価される形態学的特徴は、

正常胚も処理胚も、細胞分裂の影響を空間的・時間的にほとんど受けず、我々
のモデルではよく再現された（図 5d-f）。これらの事実から、細胞分裂だけで

なく、細胞⾻格の⼒も原腸形成に⼤きく寄与していることが⽰唆された。その

⼀⽅で、細胞分裂の影響を実装するモデルの検討は重要であり、胚発⽣の全過

程のシミュレーションだけでなく、前述の胚の左右性獲得のような原腸形成後

の過程の制御メカニズムの解明のためにも、今後考察すべき課題である。 

 細胞⽪質の⼒を⽣み出す F-actinネットワーク形成は、in vitro で pH が低下
すると劇的に促進された（Köhler et al., 2012）。step 2 における pH インジケ
ーターの頂端-基底⽐の全胚分布は、細胞内 actinin-GFPシグナル強度の分布と

正の相関があることが⾒出され（図 3c, e）、細胞の頂端側で pH が低いとき

に F-actin濃度が⾼くなることが⽰唆された。さらに、オメプラゾール処理胚

の植物極側半分の細胞における F-actin の分布の頂端-基底極性は、正常胚の分

布よりも有意に⼩さくなった（図 3c）が、胚全体のアピカルラミナの分布は

有意な変化を⽰さなかった（図 3d）。逆に、F-actin制御因⼦のノックアウト

によって F-actin の重合が直接障害されても、胚全体の細胞内 pH と極性の分

布は変化しなかった（図 4d）。これらの事実は、バフンウニ胚においても細

胞内 pH が F-actin重合の⼀⽅的な制御因⼦であり、F-actin の分布が適切な頂
端-基底細胞内極性を形成するようにすることで、⼆次陥⼊の進⾏に寄与してい

ることが⽰唆された。 

 ここで、オメプラゾール添加は、バフンウニ胚のほとんどの細胞において、

細胞内 pH の頂端-基底の極性を下げ、逆に細胞内 pH を上昇させていた（図 

S6）。⼀⽅同じウニである Lytechinus variegatus (LV) 胚の最近の研究では、

バフンウニ胚の場合とは逆に、オメプラゾールが細胞内 pH を有意に低下させ
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ることが報告されている（Schatzberg et al., 2015）。このことは、LV胚の細

胞内 pH の頂端-基底の極性がオメプラゾールによって上昇している可能性を⽰
している。最近の in vitro 実験（Köhler et al, 2012）と今回の in vivo 研究の両
⽅を通して確認されたように、F-actinネットワークの形成と⼒の発⽣に対する

pH の影響は普遍的な⽣化学的特徴と期待される。したがって、オメプラゾー

ル添加された LV胚は、細胞内 pH と F-actin濃度の頂端-基底の極性が増加し

た「過分極胚」となっている可能性がある。本研究の数理モデルで考察した

「過分極胚モデル」は、正常胚よりも⼤きな丸み指数を持つ広い胚形状を⽰し

た（図 5b, S5b）。そしてこの傾向はオメプラゾール処理された原腸胚期の LV
で、蛍光イメージングなどで観察されている（Schatzberg et al., 2015）。この

こともまた、細胞位置依存的な細胞内 F-actin の頂端-基部分極が、初期原腸形

成に⼤きく寄与していることを裏付ける。 

ウニ胚にオメプラゾールを投与すると、原腸形成は完了するものの、成体原

基の左右⾮相称な形成が乱される（Bessodes et al., 2012；Duboc et al., 2005；
Hibino et al., 2006）（図 S7）。この左右⾮相称性の確⽴には、原腸形成直後

に観察される Nodal 遺伝⼦の左右⾮相称な発現が重要である（Duboc et al., 

2005）。バフンウニにおける左右⾮相称性の乱れは、本研究で観察されたもの

とは異なり、オメプラゾール濃度が低い（60％〜80％）場合に観察される

（Hibino et al. 2006）。 

 本報告は、ウニの正常およびオメプラゾール誘発異常原腸形成に焦点を当
て、細胞内 pH による細胞内 F-actin重合および極性化の細胞位置依存的制御
を明らかにした。カエル、ニワトリ、ゼブラフィッシュ、ホヤでは、H+/K+イ
オンポンプ活性を阻害すると、左右⾮相称性が乱される（Kawakami et al., 

2005; Levin et al., 2002; Shimeld & Levin, 2006）。したがって、オメプラゾー

ルは、H+/K+イオンポンプ活性の阻害を介して、細胞内 pH による細胞内 F-

actin 分布を乱すことでウニ胚の左右⾮相称性を崩壊させる可能性がある

（Bessodes et al., 2012; Duboc et al., 2005; Hibino et al., 2006）。しかし、ウニ
の H+/K+イオンポンプと Na+/K+イオンポンプの配列は類似性が⾼いため、発

⽣過程に沿った胚全体の遺伝⼦発現プロファイルや細胞内分布など、H+/K+イ
オンポンプの詳細な特徴はまだ明らかにされていない。したがって、原腸形成

を促進する胚の位置依存的な細胞内状態の基盤となる形成メカニズムを探るた

めには、さらなる研究が必要である。また、H+/K+イオンポンプ活性の阻害が
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初期原腸形成に及ぼす動物間での普遍的な影響についても、今後明らかにする

必要がある。 
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第 6 章 実験⽅法 

実験動物 

バフンウニの成体を瀬⼾内海または館⼭湾から採集した。卵と精⼦は 0.55 M 

KCl を体腔内に注⼊して得た。受精卵は 16℃の濾過海⽔で培養した。 

オメプラゾール処理 

ジメチルスルホキシドに溶解したオメプラゾール（富⼠フイルム和光純薬）の

100 mM ストック溶液を最終濃度 100μM となるように受精卵に添加し、16℃
で培養した。 

Whole mount in situ hybridization 

Grial cells missing（gcm）の Whole mount in situ hybridization を、美濃川ら

（2004）の⽅法に従って⾏った。gcm のアンチセンス RNA プローブは、表 S1

に記載のプライマーを⽤いて cDNA クローンから増幅した PCR断⽚から転写
した。アンチセンス RNA プローブは、MEGAscript T7 Transcription Kit 

(Ambion)と DIG RNA Labeling Mix (Roche)を⽤いて合成した。ウニ胚は

Fixative III［4%パラホルムアルデヒド、32.5%ろ過海⽔、32.5 mM 3-(N-

morpholino)propane sulfonic acid (MOPS) (pH 7.0)、162.5 mM NaCl］を⽤い

て 4℃で 16 時間固定した。MOPSバッファー（100 mM MOPS、500 mM 

NaCl、0.1% Tween20）で洗浄した後、固定した胚は使⽤するまで-20℃で

70％エタノール中に保存した。胚を MOPSバッファーで 3回洗浄した後、

70%ホルムアミド、100-mM MOPS（pH7.0）、500-mM NaCl、0.1% 

Tween20、および 1 mg/ml のウシ⾎清アルブミン（BSA）を含むハイブリダイ

ゼーションバッファー中で、50℃で 3 時間プレハイブリダイゼーションした。

ハイブリダイゼーションのために、0.1 ng/μl のプローブをプレハイブリダイ

ズしたサンプルに加え、50℃で 6⽇間振盪しながらハイブリダイゼーションを

⾏った。ハイブリダイゼーション後、胚を MOPSバッファーで 5回洗浄し

た。その後、胚を再びプローブを含まないハイブリダイゼーションバッファー

に移し、50℃で 3 時間インキュベートした後、MOPSバッファーで 3回洗浄
した。ブロッキングのために、胚を 10 mg/ml の BSA を含むMOPSバッファ
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ー中で室温で 20 分間インキュベートし、続いて 10%のヒツジ⾎清と 1 mg/ml

の BSA を含むMOPSバッファー中で 37℃で 30 分間インキュベートした。1%
ヒツジ⾎清および 1 mg/ml の BSA を含むMOPSバッファー中で、アルカリホ
スファターゼ結合 Fabフラグメント（Roche Molecular Biochemicals）の

1:1500希釈液で 4℃で⼀晩インキュベートした。胚を 2 時間ごとに MOPSバ
ッファーで 5回洗浄し、抗体を除去した（最後の洗浄は⼀晩振盪して⾏っ

た）。胚をアルカリホスファターゼバッファー［100 mM Tris HCl（pH 

9.5）、5 mM MgCl2、100 mM NaCl、1 mM Levamisole］で 2回洗浄した。染
⾊反応は、10％ジメチルホルムアミド、ニトロブルーテトラゾリウム（NBT）
（SIGMA）および 5-ブロモ-4-クロロ-3-インドリル-リン酸（BCIP）
（SIGMA）を含むアルカリホスファターゼ緩衝液中で⾏った。 

内胚葉組織のアルカリホスファターゼ染⾊ 

内胚葉組織のアルカリホスファターゼ染⾊を、Whittaker and Meedel（1989）
に従って⾏った。ウニ胚を Fixative III（4％パラホルムアルデヒド、32.5％ろ
過海⽔、32.5 mM MOPS、pH 7.0、162.5 mM NaCl）で 4℃で 1 時間固定し

た。胚は 0.5 ml の 1×PBS で 3回洗浄した。NBT（SIGMA）と BCIP

（SIGMA）を含む反応バッファー［100 mM Tris-HCl（pH9.5）、100 mM 

NaCl、5 mM MgCl2］中で胚をインキュベートし、内在性アルカリフォスファ
ターゼ活性による発⾊反応を⾏なった。胚は、4℃で 48 時間反応させた後、室

温で 6 時間反応させると中腸・後腸に特異的な染⾊を⽰した。 

pH, actinin, アピカルラミナのライブイメージング 

ウニ胚の細胞内 pH は、pHrodo Red AM 細胞内 pH インジケーターまたは 5-

(and-6)-carboxy SNARF-1（C-1270）（Thermo Fisher Scientific）をそれぞれ

10μMおよび 5μM の終濃度で、16℃で 30 分間染⾊した。胚をろ過した海⽔
で洗浄し、共焦点顕微鏡を⽤いて、pHrodo は 555/585 nm の励起/発光、

SNARF-1 は 555/573 m の励起/発光で観察した。actinin と fibropellin-1 は

GFP との融合により可視化した。間充織胞胚期の全 RNA を、ISOGEN

（Nippongene）を⽤いて製造メーカーのマニュアルに従って抽出した。

actininおよび fibropellin1 をコードする配列は、SuperScriptTM III Reverse 

Transcriptase（Thermo Fisher Scientific）を⽤いて、表 S2 に記載のプライマ
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ーで逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（RT-PCR）により増幅し、pGreenLantern2

由来プラスミドの EcoRI-XhoI制限部位間にクローニングした。mRNA

（actinin-GFP、fibropellin1-GFP の順）を、mMESSAGE mMACHINE T7 

ultra transcription kit（Thermo Fisher Scientific）を⽤いて in vitro で合成し、

RNeasy mini kit（Qiagen）を⽤いて精製した。 mRNA を、Liu ら（2019）の

記載に従って受精卵にマイクロインジェクションした。蛍光画像は、励起波⻑
488 nm、発光波⻑ 515 nm の共焦点顕微鏡で取得した。胚の動物極と植物極の

画像は、厚さ 6μm で 7枚の z軸画像を平均し、最も⾯積の広い z スタック画
像に基づいて解析した。 

蛍光シグナルの定量化 

胚の蛍光画像を、円周に沿った植物極と動物極の間の⾓度θ（0〜180）に従
って取得し（図 3a, S7）、ImageJ 2.1.0 の "Polar Transformer "機能
（https://imagej.nih.gov/ij/plugins/ polar-transformer.html）を⽤いて帯状画
像に変換した。各バンド状画像は、メディアンフィルター（半径＝1.0）を⽤い

てフィルター処理した。フィルタリングした画像を、それぞれ "Mean"
（pHrodo indicator）、"IsoData"（actinin）、"Triangle"（fibropellin-1および
SNARF-1）関数を⽤いて 2値化し、胚の細胞領域を得た。θの pH インジケ
ーター、actinGFP、および fibropellin1-GFP の頂端-基底⽐は、頂端側および
基底側から幅 3.126 μm の領域の平均蛍光強度を⽤いて決定した（図 3a, 

S7）。 

pHrodo インジケーターの蛍光強度は、頂端側から 6.232 μm の幅の細胞内領

域の平均蛍光強度と定義した（図 S7）。蛍光シグナル強度の値は、観察され

た蛍光強度と胚全体の平均バックグランド蛍光強度との⽐を計算することで推
定した。F-actin とアピカルラミナは、受精卵に actinin-GFP と fibropellin1-

GFP の mRNA をマイクロインジェクションして染⾊した。受精卵サンプル間
で、注⼊された mRNA の量は厳密には⼀定ではなく、これは発⽣過程で増幅
される可能性がある。したがって、F-actin とアピカルラミナの細胞内分布の特
徴を評価するために、主に頂端-基底⽐のみを⽤いた。細胞の頂端側と基底側に

おける actinin-GFP の蛍光強度については図 S2参照。胚の左右は動物-植物軸
に対して軸対称とみなしたため、胚の各蛍光画像から各θについて 2点のデ
ータを得た。両データは，各値の標本平均値および 95％信頼区間を推定するた
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めに⽤い、標本数（n）は 2×（観察された胚の数）とした． 

CRISPR-Cas9 を⽤いた遺伝⼦ノックアウト 

バフンウニにおける内在性 RhoAおよび YAP1 のノックアウトは、Liu ら

（2019）に記載された⽅法を⽤いて⾏った。sgRNA 調製に⽤いたオリゴヌク

レオチド配列を表 S3 に⽰す。 

ヘテロ⼆重鎖移動度アッセイと DNA 配列決定 

ヘテロ⼆重鎖移動度アッセイ(HMA)と DNA塩基配列決定を⽤いたノックアウ
ト胚の解析は、Liu ら（2019）によって既に発表された通りに⾏った。各標的

領域の増幅に⽤いたプライマー配列を表 S4 に⽰す。 

ウニ胚の数理モデル 

ウニ胚の動物極と植物極の断⾯における，原腸形成の step 1〜3 の間の細胞運
動を記述する 2次元粒⼦モデルを構築した。細胞数は次の通り、胞胚期の胚の

⾚道⾯における細胞数に基づき設定した（Mizoguchi, 1999）：(1)各細胞は半
径(r)が 1. 125μm であり、各胚はリング状に連結された 64 個の細胞で表され

た（図 S8）；（2）各細胞の周囲は 36μm であり、step 1 における胚の⾼さ

と幅はそれぞれ 110μm と 100μm であり、これはウニ胚の観察結果と⼀致し

た（結果は⽰していない）； (3) 細胞の分裂や他の断⾯からの細胞侵⼊は、⼀
次侵⼊の段階ではほとんど観察されないため、細胞数は⼀定とした

（Mizoguchi, 1999）； (4) 各粒⼦の運動は、過減衰型の運動⽅程式(1)に従っ

た。 

'(!,#
') = − *

+
',
'(!,#

      (1) 

ここで$-,. = (&!,/('), *!,/('))は i 番⽬のセルを構成する j 番⽬の粒⼦（i = 0, 1, 

2,..., 63、j = 0, 1, 2,..., 15）の時刻 x-y 平⾯上の位置（図 5 および S8）、γ 

は各粒⼦に作⽤する抗⼒の係数、V は系全体のポテンシャル、(5) y 軸は胚モ
デルの動物-植物軸に平⾏である。 
!
" = "と置き直し、+は以下のように計算した 

+	 = +&0%1 + +2033!4!0% + +"2)!% + +"1564!0% + +2" +	+6"       (2) 
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ここで+&0%1は、各セルの周囲を維持するために、各セル内の隣り合う粒⼦対
の間に働く弾性⼒ポテンシャルであり、次式で⽰される： 

+&0%1 = ∑ ∑ 7$
8 (/(!,/),(!,/;*) − 21	)

8*<
/=>

?@
!=>     (3) 

ここで、2&, /(!,/),(!,/;*)	, r はそれぞれ弾性係数、時間 t における i番⽬のセル内

の j番⽬と j +1番⽬の粒⼦(j = 15 の場合は j +1=0)の距離、粒⼦半径である。 

+2033!4!0%は全粒⼦間の排除体積効果のポテンシャルで、次のように表される： 

+2033!4!0% =	∑ ∑ 3(21 − /(!,/),(7,3)) 7%8 (21 − /(!,/),(7,3))
8/B3!B7      (4) 

ここで、22は 2 つの粒⼦間の反発係数、3(&)はヘヴィサイドの階段関数であ

る。 

+"2)!%は、細胞⾻格による頂端側と基底側の伸縮によって細胞の形状を形成

し、維持するための弾性⼒ポテンシャルであり、以下のように表される： 

+"2)!% =	∑ 7&
8 ((/(!,*>),(!,*C) − !!

"	)8 + (/(!,8),(!,?) − !!&	)8)!      (5) 

ここで i番⽬の細胞の頂端側と基底側は、それぞれ j = 10 - 14 と j = 2 - 6 の粒
⼦で構成されていた。時刻 t における頂端側と基底側の幅は、それぞれ

/(!,*>),(!,*C)と/(!,8),(!,?)で与えられた。2"は細胞の頂端側と基端側の幅を維持する

弾性係数と仮定した。 

+"1564!0%はカドヘリンなどのタンパク質による細胞接着の潜在的な⼒であり、

以下のように表される： 

+"1564!0% =	∑ ∑ 7'
8 (/(!,/),(!;*,7(/)) − 21	)

8/!       (6) 

ここで、25は i番⽬と i +1番⽬のセル（i = 63 の場合は i +1=0）の粒⼦間の接
着⼒の係数であり、2(4) ≡ 6, 7, 8, 9, 10 はそれぞれ j ≡ 2, 1, 0, 15, 14 の場合

である（図 S7）。 

+2"は、各セル⾯積を保存する⼒のポテンシャルで、以下のように⽰される： 

+2" =	∑ 7%&
8 (5! − 5!!%!)8!      (7) 
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ここで、k_ca は各セルの⾯積を維持するために必要な弾性係数である。i番⽬

のセルの⾯積は、5! =	∑ 6$-,. − $-DD6*<
/=> と表され、$-DD = *

*?∑ $-,.*<
/=> 、5!!%!は初期

配置において7!,/で与えられた5!を指す。 

+6"はウニ胚の⾯積（体積）を維持する⼒のポテンシャルで、以下のように表
される： 

+6" = 7(&
8 (8 − 8!%!)8    (8) 

ここで、26"は胚の⾯積を維持するのに必要な弾性係数である。⾯積は8 =

	∑ |$-DD − $ED|?@
!=> で推定し、$ED = *

?C∑ $-DD?@
!=> とし、8!%!は初期状態の$-,.で与えら

れる8を参照した。 

+2"と+6"は、実際の 3次元細胞や胚における体積保存⼒の代替と考えられ、各
細胞や胚の内部圧⼒は等⽅的と考えられる。 

数理モデルのシミュレーション⽅法 

本数理モデルのシミュレーションは、保存$ED =	 (0, 0)で、0.000064 時間の時

間間隔でオイラー法を⽤いて運動⽅程式(1)の積分により⾏った。すべてのモデ
ルにおいて、パラメータ2&0%1 , 	22033!4!0%, 	2"2)!%, 2"1564!0%, 22",	 26"は、それぞれ

9375, 6250, 8125, 625, 0.00625 hour-1と経験的に与えられた。結果の定性的な

特徴は、順序が保たれていれば、これらの値の詳細とは無関係であった。⾊素
細胞、楔型細胞、およびその他の細胞のモデルに対して、適切な細胞タイプに

依存する!!"と!!&の値= !!",!%!と!!&,!%!を与えれば、モデルは原腸形成の step1 で胚

の形状を形成した（図 5）。この構成は、すべてのシミュレーションにおい

て、時間 t = 0（初期構成）における粒⼦位置7!,/を与えた。 

 初期原腸形成過程は、!!"と!!&のそれぞれの変化によってシミュレートされ、

時刻 t = 0 において= !!",!%!と!!&,!%!から= !!",$!%と!!&,$!%に変化した。ここで、!!",$!%

と!!&,$!%は、F-actin が⼀定であるという予想に基づき、⾊素細胞以外の細胞で

は!!",$!% + !!&,$!% = !!",!%! + !!&,!%! =⼀定に従うと仮定した。このモデルは、!!",$!% +
!!&,$!% = !!",!%! + !!&,!%! =と/(!,8),(!,?) → !!&,$!%の緩和過程として、初期原腸形成と同

様の構造挙動を⽰した。 
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統計解析 

すべての実験は、1 回あたり 4 レプリケート以上で、2 回以上独⽴に⾏っ

た。統計検定は SciPy ライブラリ（https://www.scipy.org/）を⽤いて⾏っ

た。各胚の植物体側の丸み指数は，以下の式で評価した．各胚の植物体側の丸
み指数は，[胚の底辺と中央部の中間の幅]/[胚の⻑さ]で評価した（図 5C）。

植物極付近の胚の頂端⻑は、胚全体の⾼さの 1/4 から、胚の内側の底辺を結ぶ
直線と交差する点までの頂端側に沿った曲線の⻑さと定義した（図 5f）。基底
⻑は、胚の内側の底辺から、この曲線が胚の 1/4 で頂端包絡線の接線と垂直に

交わる点までの曲線と定義した（図 5f）。シミュレーション結果についても、

植物極周囲の頂端と基底の⻑さを決定するために、同じ定義を採⽤した（図 

5f）。曲線の各⻑さは ImageJ 2.1.0 を⽤いて測定した。サンプル数(n)は 2（観

察された胚の数）とし、シミュレーション結果からのものは、各モデルの左側

と右側から得られたデータであるため、2 個とした。 
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第 7 章 補⾜データ 

 
図 S1 p値の分布（-log10 p）。(a-d)各θ（0°-180°）におけるコントロー

ル胚と処理胚の Welch の t検定を⽤いて、step 1 の actinin-GFP（a）と step 2

の actinin-GFP（b）、fibropellin1-GFP（c）、pH指⽰薬（d）の蛍光強度を

⽐較して得られた頂端／基底⽐の p値分布（-log10 p）。(e-f）各θにおける

RhoAノックアウト胚とコントロール胚の Welch の t検定の p値（-log10 p）
の分布で、pH インジケーターの蛍光強度（e）および pH インジケーターの頂
端／基底⽐（f）を⽐較した。 
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図 S2 細胞内 actinin-GFP強度の評価。各θにおける step 1 の頂端側

（a）、step 1 の基底側（c）、step 2 の頂端側（e）、step 2 の基底側（g）の

コントロールおよび処理胚における actinin-GFP の細胞内蛍光強度の分布。

Welch の t検定を⽤いて得られた、各θにおける step 1 の頂端側（b）、step 
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1 の基底側（d）、step 2 の頂端側（f）、step 2 の基底側（h）の細胞内

actinin-GFP強度の P値分布（-log10 p）。⾊とθの表⽰を図 3 に⽰す。 

 

 

図 S3 SNARF-1 を介した細胞内 pH極性の評価。(a）SNARF-1蛍光強度が

低いほど pH が⾼くなる step 2 におけるコントロールと処理胚の⾓度θの関
数としての SNARF-1蛍光強度の細胞内極性分布。(b) 各θにおける SNARF-

1強度の細胞内極性について、コントロール胚と処理胚の間で Welch の t検定
を⽤いて得られた P値分布（-log10 p）。コントロール胚と処理胚における

SNARF-1 と actinin-GFPシグナル強度の頂端／基底⽐（図 3E）の相関係数

は、それぞれ 0.48 と 0.64 であった。 
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図 S4 ノックアウト胚における変異の解析。(a) 40 hpf で Cas9 のみを注⼊し

たコントロール胚（-）または Cas9/sgRNA を注⼊した RhoA または YAP1ノ
ックアウト胚（＋）から抽出したゲノム DNAおよび表 S3 に⽰すプライマー

を⽤いたヘテロ⼆重鎖移動度アッセイ（HMA）により遺伝⼦型を決定した。

PCR産物は 3％アガロースゲルで分離した。M は 100-bp DNA ラダーを⽰
す。(b)9 個体の RhoAノックアウト胚と 9 個体の YAP1ノックアウト胚におけ
る標的部位の塩基配列。野⽣型（WT）の配列が上に⽰されており、プロトス

ペーサー隣接モチーフ（PAM 配列）はマゼンタ⾊で、プロトスペーサー（標
的配列）は緑⾊で強調表⽰されている。⽋失、置換、挿⼊はそれぞれ⾚ダッシ
ュ、⾚⽂字、⻘⽂字で⽰す。 
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図 S5 胚の植物極側の丸み指数と p値のシミュレーション．(a)正常胚，処理

胚，過分極胚のモデル化された植物体側の丸みの時間経過．(b) Welch の t検
定を⽤いて求めた，正常胚と処理胚の植物極側⾯の丸み指数の P値（-log10 

p）． 

 

 
図 S6 細胞内 pH の評価。各θにおける step 2 のコントロールと処理胚の

pH インジケーター（a）と SNARF-1（c）の細胞内蛍光強度の分布。各θに

おける pH インジケーター（b）と SNARF-1（d）の細胞内強度の Welch の t

検定によるコントロールと処理胚間の P値分布（-log10 p）。⾊とθの表⽰は

図 3 と同様。 
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図 S7 蛍光画像の定量化。細胞内蛍光強度と極性を評価するために⽤いた画
像解析法のワークフロー（実験⽅法を参照）。 
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図 S8 各細胞と 64 個の細胞からなる胚の数学的モデル形状の図。オレンジま

たはマゼンタの線で結ばれた⼀対の粒⼦は、それぞれの直径に等しい⾃然⻑を

持つバネで結ばれている。オレンジ⾊の線に沿った 16 個の粒⼦によって形成

される各ループは各細胞の膜を表し、マゼンタ⾊の線で結ばれた⼀対の粒⼦間
のバネの弾性⼒は細胞間の接着⼒を表す。各細胞の頂端側と基底側における細

胞⽪質⼒は、それぞれ⾃然⻑= !!",$!%と!!&,$!%の⾚線で結ばれた⼀対の粒⼦間のバ
ネの弾性⼒によってモデル化した。”$-DD "と書かれた⿊い点は i番⽬のセルの

中⼼の位置を表している。植物極から始まる胚のモデルの周りのマゼンタ⾊の

曲線は、細胞インデックス i = 0, 1, ... 63 の軸である。"$ED"と記された⿊い点
は胚の中⼼を表す。⾚、緑、⻘の細胞は、それぞれ⾊素細胞、楔状細胞、その

他の細胞を表し、発⽣過程におけるさまざまな⼒学的特徴を⽰している。 
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表 S1 アンチセンス RNA プローブの PCR アセンブリーで使⽤したプライマー 

Name Forward primer sequence (5’ to 3’) Reverse primer sequence (5’ to 3’) 

GCM CGACTGATAACCACGCTCAAC TCACCATCTATCCACTCGTT 

 

表 S2 cDNA 単離に⽤いたプライマー 

Name Forward primer sequence (5’ to 3’) Reverse primer sequence (5’ to 3’) 

Actinin-GFP CTAGGTACCAAGATCGCCACCATGGCGTACTATGGCAATC GCCGCCACTAGAATTGCAAGCTCACTCTGGCCG 

Fibropellin-1-GFP CTAGGTACCAAGATCGCCACCATGAGGACGTGGTTACTAGC GCCGCCACTAGAATTGCTGCATCAGGCTGAGGTG 

 

表 S3 sgRNA テンプレートの PCR アセンブリーで使⽤したオリゴヌクレオチド 

Name Nucleotide sequence (5’ to 3’) 

RhoA knockout GTAATACGACTCACTATAGGGAAAAAGTTGGTTATCGTGTTTTAGAGCTAGAAATAG 

YAP knockout GTAATACGACTCACTATAGGCGTAGCTTGGGTCCGCAGGTTTTAGAGCTAGAAATAG 

 

表 S4 HMA アッセイに⽤いたプライマー 

Name Forward primer sequence (5’ to 3’) Reverse primer sequence (5’ to 3’) 

RhoA_HMA GGGCATGTGTATTTCCTACAAACGGC CCTGTTTACCGTCTACTTCTATATCAGC 

YAP_HMA AATAAGCCATTCGAGGGAGTCGAGCGCAG TCGTAGCTCTGTTGACGAAGATGCTGATT 
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第 III 部 
ウニの発⽣初期における有⽷分裂進⾏時の CTCF の重要な役割 
 

第 8 章 概要 

CCCTC結合因⼦（CTCF）は、11 個のジンクフィンガーを持つインスレー

ター結合タンパク質で、真核⽣物ゲノムの Topologically associated domains

（TAD）の境界に濃縮されている。本研究では、バフンウニ(Hemicentrotus 

pulcherrimus)の CTCFホモログである HpCTCF のウニの初期発⽣過程におけ
る機能を解析した。   

HpCTCF をモルフォリノでノックダウンすると、桑実胚から胞胚の段階で

細胞分裂が停⽌した。細胞分裂を停⽌した細胞では染⾊体が凝縮した状態を⽰
しており、そのほとんどは、ヒストン H3 のセリン 10 でリン酸化されておら

ず、HpCTCF のノックダウンによって有⽷分裂が終期で停⽌したことを⽰し

ていた。このことから HpCTCF はウニの発⽣初期、特に細胞周期の終期から

間期への移⾏期における有⽷分裂の進⾏に必須であると考えられる。しかしな

がら、CRISPR-Cas9 を介した HpCTCFノックアウト胚がプルテウス幼⽣まで

正常に発⽣したことから、胚性 HpCTCF 発現の有無が胚および幼⽣の発⽣に

ほとんど影響しないことが⽰唆された。 

また、バフンウニの近縁種であるアメリカムラサキウニ(Strongylocentrotus 

purpuratus)のシングルセル RNA-seq のデータ解析から、CTCF の発現パター

ンと正の相関を⽰す遺伝⼦群として、細胞周期および分裂期染⾊体の形成に関
わる遺伝⼦が有意に多く⾒出された。同様の結果がヒト・マウス・ゼブラフィ
ッシュ・ショウジョウバエにおいても得られたことから、CTCF と細胞周期の

関係が⽣物種を超えて普遍的であることが⽰唆された。 
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第 9 章 導⼊ 

真核⽣物のゲノムは、染⾊体領域、A/Bコンパートメント、Topologically 

associated domains（TADs）などの⾼度に階層化されたクロマチン構造とし

て組織化されている（Cremer & Cremer, 2001; Dixon et al., 2012; Racko et al., 

2019; Szabo et al., 2019）。ヒトゲノムは、平均サイズが 500 kb から 1 Mb と

推定されている TAD を、１つの核あたり約 2000 個を含むとされている

（Dixon et al., 2012）。そして同⼀ TAD 内のゲノム DNA 配列は、物理的な

接触の頻度が⾼く、適切な発現のために遺伝⼦と近接するシス調節配列（例
えばエンハンサー）との間の相互作⽤を容易にし（Dowen et al., 2014; Sexton 

et al., 2007）、この組織化が正確な遺伝⼦発現を司っている。 

CCCTC結合因⼦（CTCF）は当初、c-Myc 遺伝⼦のプロモーター近傍調節
領域に特異的に結合する転写因⼦として単離された（Lobanenkov et al., 

1990）。CTCF は、⻑く多様な DNA 配列を認識する 11 個のジンクフィンガ
ードメインを持つ DNA結合タンパク質であり（Kim et al., 2007; Ohlsson et 

al., 2001）、新⼝動物と旧⼝動物の両⽅の⽣物種で保存されている（Heger et 

al., 2012）。CTCF は TAD境界で濃縮されていることが報告されており、

TAD の構成は CTCF とコヒーシン複合体によって調節されていることが知ら

れている（Merkenschlager & Nora, 2016; Parelho et al., 2008; Wendt et al., 

2008）。また近年では上記のようなインスレーター機能に加え、転写調節、

スプライシング制御などの複数のプロセスに関与していることもわかってき

ている（Alharbi et al., 2021; Braccioli & De Wit, 2019）。 

これまでいくつかの動物種で CTCF の発⽣過程に対する必要性が検証され

ている（Fudenberg & Nora, 2021）。例えば CTCF を標的とする shRNA を発

現するトランスジェニックマウスは、胚盤胞期まで発⽣することができない

（Fedoriw et al., 2004）。⼀⽅、胚性 CTCFノックアウトマウスは胚盤胞期

まで発⽣することができるが、着床前段階で致死性を⽰す（Moore et al., 

2012）。さらに、最近の研究では、⺟性因⼦と⺟性-胚性 CTCFノックアウト

マウスの両⽅が胚盤胞期まで発⽣することが明らかになり、これらの結果
は、⺟性 CTCF は初期発⽣には必須ではないことを⽰している（Andreu et 

al., 2022）。ゼブラフィッシュでは、胚性 CTCFノックアウト胚は、咽頭胚

期まで正常に発⽣することができる。これは、⺟性 CTCF の存在によると考
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えられる。しかしこれらの胚は、発⽣の後期段階で致死性を⽰す（Franke et 

al., 2021）。さらにモルフォリノアンチセンスオリゴ（Morpholino antisense 

oligo：MO）によるノックダウンが、致死的な形態学的⽋陥をもたらすこと

も明らかにされている（Carmona-Aldana et al., 2018）。またショウジョウバ
エでは、dCTCF の⺟性-胚性ノックアウトによって、遺伝的背景にもよるが

⽣存率の低下が起こることが知られている（Kyrchanova et al., 2021）。 

 ウニは、新⼝動物の進化の初期に分岐した無脊椎の新⼝動物であり、細胞

⽣物学や発⽣⽣物学のモデル⽣物として使⽤されてきた。ウニの初期発⽣の

卵割期の細胞は、主に S 期と M 期のみからなる細胞周期を経て急速に分裂す

る。その後胚は遺伝⼦調節ネットワークの制御の下で、外胚葉、中胚葉、内

胚葉という 3 つの胚葉を形成する（Davidson et al., 2002; Oliveri et al., 2008; 
Oliveri & Davidson, 2004）。 

ウニの胚は透明度が⾼く細胞内分⼦を観察しやすいことに加え、受精卵へ
の顕微注⼊技術が利⽤可能である。そこでこれまでに、mRNA の顕微注⼊に

よる蛍光タンパク質の発現と MO によるノックダウンによる、遺伝⼦機能の

解析が⾏われてきた。さらに近年、数種のウニのゲノム配列が解読され、公
開データベースで利⽤可能である（Davidson et al., 2020; Kinjo et al., 2018, 

2022; Sea Urchin Genome Sequencing Consortium, 2006）。またウニの初期

発⽣中には、核サイズとヌクレオソーム配置（Fronk et al., 1990; Savic et al., 

1981）を含む核組織の⼤幅な変化が⽣じることや、バフンウニ 

(Hemicentrotus pulcherrimus) 初期発⽣の桑実胚段階では異なる染⾊体上の

初期型ヒストン遺伝⼦座同⼠が相互作⽤すること、その相互作⽤が初期型ヒ
ストン遺伝⼦の活性転写状態と強く関連していることが知られている

（Matsushita et al., 2017）。 

⼀⽅で、CTCF はクロマチンの組織化と機能に重要な調節因⼦であるにも

かかわらず、これまでにウニの発⽣におけるその役割は報告されていない。

そこで本研究では、バフンウニの初期発⽣におけるウニ CTCFホモログ 

HpCTCF の機能を解析した。まず、MO による HpCTCF のノックダウン
が、姉妹染⾊分体の分離障害と、細胞周期の終期における有⽷分裂の停⽌を

引き起こすことを⾒出した。⼀⽅で、CRISPR-Cas9 による HpCTCF のノッ

クアウトは、発⽣異常を引き起こさなかった。これらの結果から、HpCTCF
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がバフンウニの発⽣初期における有⽷分裂の進⾏に必須であることが⽰唆さ

れた。 
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第 10 章 結果 

 

10.1 初期発⽣における HpCTCF ノックダウンの効果 

ウニの発⽣における HpCTCF の機能的役割を解析するために、HpCTCF 

mRNA に相補的なモルフォリノアンチセンスオリゴヌクレオチド（HpCTCF-

MO）を⽤いて HpCTCFへの翻訳を阻害した。HpCTCF-MO は受精卵へのマ
イクロインジェクションで導⼊した。本研究では 2 種類の HpCTCF-MO

（MO1およびMO2）を、胚性発現した HpCTCF mRNA と⺟性 HpCTCF 

mRNA の両⽅の翻訳開始を標的とするように設計した。 

 表現型を解析するために、HpCTCF-MO を注⼊した胚の形態を、コントロ

ールのモルフォリノを注⼊した胚の形態と⽐較した。胞胚期において、コント

ロール胚の約 95％（n＝96）は、明瞭な胞胚腔と⼀次間充織細胞をもつ正常な

形態を⽰した（図 6a, c）。対照的に、MO1注⼊胚の約 90％（n＝107）およ

びMO2注⼊胚の半数（n＝173）は、無秩序な細胞で満たされた不透明な胞胚

腔をもつ異常な外観を⽰した（図 6b, c）。異常胚はその後発⽣を停⽌した。

同様の結果が 7 つの独⽴した実験から得られ、HpCTCF-MO の表現型は⽤量
依存的に観察された（図 6d）。 

表現型を詳細に解析するために、HpCTCF-MO1注⼊胚の染⾊体 DNA を

DAPI で染⾊した。5回のした独⽴実験において、コントロール胚では 93.5％
の細胞（n = 293）が正常な間期核を⽰した（図 7a、左パネル）。対照的に、

HpCTCF-MO1 を注⼊した胚では、細胞の 57.4％（n = 331）が染⾊体 DNA

の凝縮を⽰し、これは細胞周期が分裂期で停⽌したことに起因すると考えら

れ、26.0％が異常な形態を持つ間期核を⽰した（図 7a、右パネル）。     

  HpCTCF-MO による分裂期の停⽌について、HpCTCF-MO1 を注⼊した胚

の染⾊体 DNA を、有⽷分裂マーカーとしてよく知られている抗リン酸化ヒス

トン H3（Ser10）抗体で染⾊することによってさらに解析した。コントロール
胚では、H3S10 リン酸化の⾼レベルの沈着が、前期から中期にかけての分裂期

染⾊体全体と、後期の染⾊分体の末端で検出されたが、終期の間は検出されな

かった（図 7b、左パネル）。⼀⽅、HpCTCF-MO1 を注⼊した胚では、凝縮
した染⾊体 DNA の⼤部分はこの抗体によって認識されなかった（図 7b、右
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パネル）。このことは、HpCTCFノックダウンによって⽣じた凝縮染⾊体

DNA は、分裂期終期で停⽌していたことを⽰唆している。 

 

 

 

図 6 ウニの初期発⽣に対する HpCTCFノックダウンの効果。 (a) 2.0 fmol/
卵のコントロールMO を注⼊した胚。 (b) 2.0 fmol/卵の HpCTCF-MO1 を注
⼊した胚。スケールバー： 30 μm。(c) コントロールMOおよび HpCTCF-

MO を注⼊した胚における異常胚の割合。各卵に 2 fmol の MO を注⼊した。

数えた胚の総数を各バーの上部に⽰す。 (d) HpCTCF-MO1 の⽤量依存性効
果。HpCTCF-MO1 をグラフの下に⽰した濃度で注⼊し、異常胚の割合を計測

した。数えた胚の総数は各バーの上部に⽰した。 
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図 7 HpCTCFノックダウン胚で観察された染⾊体。(a) コントロールMO

および HpCTCF-MO1注⼊胚における染⾊体の DAPI染⾊。スケールバー： 

10 μm。(b) コントロールMOおよび HpCTCF-MO1注⼊胚における染⾊体

の H3S10 リン酸化の免疫組織染⾊。スケールバー：10 μm。 
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10.2 CRISPR-Cas9 を介した HpCTCF のノックアウトの効果 

 

胚性発現 HpCTCF の機能を解明するために、CRISPR-Cas9 を介した

HpCTCF のノックアウトを⾏った。CTCF が持つ AT-hookモチーフの N末端
側をコードする領域を標的とする 2 つの sgRNA、#1 と#2 を設計した。これら

の sgRNA を SpCas9 mRNA とともに受精卵にマイクロインジェクションし、

受精後 24 時間（hpf）に 20 個の胚からゲノム DNA を抽出し、CRISPR-Cas9

によって導⼊された変異を HMA により調べた。HMA は、野⽣型対⽴遺伝⼦

と変異型対⽴遺伝⼦、あるいは異なる変異型対⽴遺伝⼦間で形成されるヘテロ

⼆重鎖が電気泳動において遅い移動度を⽰すことに基づいている。SpCas9 

mRNA といずれかの sgRNA を共注⼊した胚ではバンドシフトが検出された

が、SpCas9 mRNA のみを注⼊した胚ではバンドシフトは⾒られなかった（図 

8a）。 

HpCTCFノックアウト胚からの PCR産物をサブクローニングし、変異導⼊
の種類と効率を解析するために塩基配列を決定した。 sgRNA#1 を注⼊したノ
ックアウト胚から得られた 11 クローンの塩基配列を決定したところ、⽋失
（10 クローン）と挿⼊（1 クローン）を確認し、変異率は 100％であった。し

かし、5 クローンは 6 bp の⽋失を⽰し、フレームシフト率は 54.5％であった

（図 8b）。sgRNA#2 を注⼊したノックアウト胚のシークエンス解析では、変

異率は 57.1%であった。しかし、すべての変異クローンは 3ヌクレオチドの倍
数の⽋失を有していた（図 8b）。 

 CRISPR-Cas9 を介した突然変異誘発を最⼤化するために、HpCTCFコード
配列のより N末端側を標的とする 2 つの追加 sgRNA、#3および#4 を設計し

た。これら 2 つの sgRNA を注⼊した胚も、HMA において効果的な変異誘発

を⽰した（図 8a）。シークエンス解析の結果、sgRNA#3 を注⼊した胚は

100％の突然変異率を⽰したが、すべての置換変異はサイレント変異であり、

フレームシフト率は 30％であった。さらに、sgRNA#4 を注⼊した胚は 100％
の突然変異率を⽰したが、フレームシフト率は 37.5％であった。 

 HpCTCFノックアウト胚の⼤部分は、受精後少なくとも 10⽇まではコント

ロール幼⽣と同様に正常に発育し、コントロール幼⽣とノックアウト幼⽣の間
に⼤きさ、形態、致死率に⼤きな差は⾒られなかった（図 8c, d）。CRISPR-
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Cas9 を介したノックアウト実験における正常幼⽣の割合は、対照実験と同等
であった（図 8d）。HpCTCFノックアウト表現型を確実にするために

sgRNA#1 と#4 を混合して⽤いたが、ノックアウト胚は単⼀の sgRNA を⽤い

た場合と同様に、正常に発育した。このことは、胚性 HpCTCF 発現の阻害は

胚や幼⽣の発育にほとんど影響しないことを⽰唆している。 
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図 8 CRISPR-Cas9 を介した HpCTCFノックアウトがウニの初期発⽣に及ぼ
す影響。 

(a) sgRNA を注⼊した胚の HMA による遺伝⼦型決定。24 hpf で SpCas9 単独
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（-）または SpCas9/ sgRNA（＋）を注⼊した 20 個の胚からゲノム DNA を抽
出し、HMA で標的部位を解析した。M : 100 bp ラダーマーカー。(b) 

HpCTCF sgRNA#1、#2、#3、#4 によって誘導された変異のシークエンス解
析。野⽣型配列が上に⽰され、PAM 配列はマゼンタ⾊で、標的配列は緑⾊で

ハイライトしている。⽋失、置換、挿⼊はそれぞれ⾚ダッシュ、⾚⽂字、⻘⽂
字で⽰す。(c) コントロールと HpCTCF sgRNA#1 を注⼊したノックアウト胚

の形態。スケールバー： 100 μm。(d) コントロールおよび HpCTCF sgRNA

を注⼊した幼⽣における正常なプルテウス幼⽣の割合。数えた胚の総数を各バ
ーの上部に⽰す。 
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10.3 公共データを⽤いた CTCF と細胞周期の関係の検証 

モルフォリノ実験を通して、ウニでは発⽣初期の CTCF が分裂期から間期の

正常な移⾏に必要であることを⽰唆した。この結果をバフンウニの近縁種であ

るアメリカムラサキウニ (Strongylocentrotus purpuratus) の Single cell RNA-

seq (scRNA-seq)データからも検証した。ここでは Gene expression omnibus 

(GEO)にて scRNA-seqデータが公開されている、アメリカムラサキウニの胞

胚期から後期原腸胚期のデータ (GEO ID: GSE149221) を使⽤し、細胞ごと

の CTCF（SpCTCF）の発現量に着⽬した。まず細胞ごとの遺伝⼦発現量を次
元削減し、2次元にプロットすると、CTCF の発現は特定の組織ではなく胚全
体に分布する様⼦が⾒られた。しかしこのプロットの精度では CTCF が特に必

要とされている細胞の種類・状態が不明であったため、細胞ごとの CTCF 

mRNA の発現量と相関のある遺伝⼦を抽出し、その機能を調べた。その機能探
索には抽出してきた遺伝⼦群に対しエンリッチメント解析を⾏い、その結果を

踏まえて、細胞分裂に関する機能を持つ遺伝⼦が実際にエンリッチされている

のか、検証した。 

解析の結果、まずいずれの時期も約 2万遺伝⼦中 300弱の遺伝⼦で、その発

現と CTCF の発現との相関が認められた (図 9a)。そこでこれらの遺伝⼦のエ
ンリッチメント解析を⾏った結果、細胞周期関連の機能は抽出された遺伝⼦が

エンリッチした機能の内の 20％前後を占めており、また全ての発⽣ステージ

で、分裂期関連機能は抽出された遺伝⼦がエンリッチした細胞周期関連機能の

半数を超えていた (図 9a)。また、ランダムな遺伝⼦群や CTCF と発現量の相
関が無い遺伝⼦群には、細胞周期関連のものがエンリッチしていなかった。よ

ってこれらの結果からも、CTCF が分裂中の細胞に必要とされているとが強く

⽰唆された。 

ウニと同様の解析を、ヒト(CS12)、マウス(E17.5)、ゼブラフィッシュ(72 

hpf)、ショウジョウバエ(S14)でも⾏った (図 9b)。その結果、CTCF と発現が

相関する遺伝⼦がエンリッチしている機能の中で、細胞周期関連機能は 20-

40%を占め、また新⼝動物ではいずれもその半数以上が分裂期に関連する機能
であった。この結果から、ウニで⽰唆された CTCF の分裂期での必要性は広い

⽣物種に普遍的であることが予想された。 
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図 9 CTCF と相関が認められた遺伝⼦の機能。(a) 左図は各ステージの遺伝

⼦発現データを次元削減(UMAP)して 2次元プロットした結果。右図は CTCF

と発現の相関が認められた遺伝⼦群に対しエンリッチメント解析を⾏い、それ

らの遺伝⼦がエンリッチしていた機能のうち、細胞周期および細胞分裂に関連
した機能の割合を求めた結果。(b) ウニと同様の解析をヒト・マウス・ゼブラ

フィッシュ・ショウジョウバエでも⾏った結果。 



 53 

第 11 章 その他の知⾒ 
HpCTCF については、上記で述べた結果とは別に、下記のような知⾒も得

られている（注：これらの知⾒は共同研究者によって得られたものであり、前
章の結果と共に参考論⽂ 2 に掲載されたものである。）。そこで本章でそれ

らの知⾒を⽰し、次章において、本研究で得られた知⾒と合わせて HpCTCF 

の性質及び機能を考察する。 

  

11.1 HpCTCF の塩基配列 

まずバフンウニ cDNA ライブラリーのスクリーニングにより、HpCTCF 

cDNA が単離された。単離された cDNA の塩基配列に基づいて、5ʼ-⾮翻訳領

域（5ʼ-UTR）と 3ʼ-UTR の両⽅に 2 つのプライマーを設計し、間充織胞胚から

抽出した全 RNA を⽤いた RT-PCR が⾏われた。約 5 kb の PCR産物をクロー

ニングして 4 種類の HpCTCF cDNA が得られた（図 10a）。これらの

HpCTCF cDNA の塩基配列は、アクセッション番号 LC767350, LC7673501, 

LC767352, LC767353 で⽇本 DNAデータバンク（DDBJ）のデータベースに

登録されている。これらの HpCTCF cDNA の塩基配列は、5ʼ-UTRおよびコ
ード領域において同⼀であることが確かめられた。しかし、3ʼ-UTR の塩基配

列は異なる組成を⽰し、選択的スプライシングによる異なるエキソンが存在す

ることが⽰唆された。また H. pulcherrimus Genome and Transcriptomeデータ
ベース（HpBase、http://cell-innovation.nig.ac.jp/Hpul/）の検索がなされ、

HpCTCF cDNA 配列を含む単⼀のスキャフォールドが⾒つかり、3ʼ-UTR の各
部分に対応するエクソンが含まれていることが⾒出された（図 10b）。各タイ

プの 3ʼ-UTR と融合させた GFP mRNA をウニ胚に導⼊した場合でも、胚全体

の GFP蛍光分布に観察可能な違いは⽣じない事が確認された。このことか

ら、3ʼ-UTR が HpCTCF mRNA の局在化に寄与している可能性が低いことが

⽰唆された。 

 これらの cDNA は、単⼀の AT-hookモチーフと複数の C2H2型ジンクフィ
ンガーモチーフを持つ、同⼀の 941アミノ酸のポリペプチドをコードしている

ことが⾒出された（図 2a）。⼀⽅ HpCTCF のアミノ酸配列がヒトおよびショ
ウジョウバエの CTCF と 30％以下の同⼀性であることが⾒出された。しかし
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ながら、HpCTCF のジンクフィンガー領域はよく保存されており、ヒトとシ
ョウジョウバエの CTCF の対応する領域とそれぞれ 51.3%と 47.8%の同⼀
性、84.4%と 80.5%の類似性を⽰すことが⾒出された。 

さらに、哺乳類とショウジョウバエの CTCF には 11 個のジンクフィンガー

モチーフがあるが、HpCTCF には 9 個しか存在しないことも⾒出された（図 

11a）。ジンクフィンガーモチーフの種間⽐較により、HpCTCF のジンクフィ
ンガーモチーフ（ZF1 から ZF9）は、脊椎動物およびショウジョウバエ CTCF

の ZF2 から ZF10 と相同であることが明らかにされた（図 11b）。さらに、

Lipman-Pearson法を⽤いた相同性検索により、HpCTCF の 9 つのジンクフィ
ンガーモチーフのうち、ZF5 から ZF7 はヒト CTCF よりも旧⼝動物（ショウ
ジョウバエと線⾍）の CTCF と⾼い相同性（opti-mized [OPT]スコア）を持
つことが⽰された。具体的には、HpCTCF ZF5 がヒト ZF6（OPT スコア：
56）と 31％、ショウジョウバエ ZF6（OPT スコア：65）と 37％、線⾍ TF6

（OPT スコア：87）と 46％の同⼀性を、HpCTCF ZF6 がヒト ZF7（OPT ス

コア：72）と 47％、ショウジョウバエ ZF7（OPT スコア：83）と 50％、線⾍
TF7（OPT スコア：77）と 39％の同⼀性を持つことが⽰された。さらに

HpCTCF ZF7 が、ヒト ZF8（OPT スコア：85）と 36％、ショウジョウバエ
ZF8（OPT スコア：91）と 44％、線⾍ TF7（OPT スコア：77）と 48％の同

⼀性を持つことも⽰された。 
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図 10 HpCTCF cDNA の模式的構造。 (a) 本研究で単離された HpCTCF 

cDNA の 4 つのクローンを⽰す。コード領域は緑の枠で⽰し、異なるヌクレオ
チド配列は異なる⾊で⽰す。(b) HpCTCF cDNA の各領域と HpCTCF 遺伝⼦

との対応。 

 

 

 

図 11 HpCTCF の構造とアミノ酸配列。(a）HpCTCFタンパク質の模式図。

ジンクフィンガーモチーフはオレンジの枠で、AT-hookモチーフは緑の枠で⽰
す。(b) 様々な⽣物由来のジンクフィンガードメインのアミノ酸配列のアライ

ンメント。⾚と⻘のボックスはそれぞれウニ CTCF（HpCTCF）と脊椎動物

CTCF のジンクフィンガーモチーフの位置を⽰す。Hp : HpCTCF のジンクフ
ィンガードメイン、Dm : ショウジョウバエ CTCF のジンクフィンガードメイ

ン（NP_648109）、Ts : Trichinella spiralis（線⾍）CTCF のジンクフィンガー

ドメイン（KRY34076）、Ci : Ciona intestinalis（尾索動物）CTCF のジンクフ
ィンガードメイン（NP_001104593）、Dr : Danio rerio（ゼブラフィッシュ）
CTCF のジンクフィンガードメイン（NP_001001844）、Xt : Xenopus 

tropicalis CTCF のジンクフィンガードメイン（NP_001116268）、Hs : Homo 

sapiens（ヒト）CTCF のジンクフィンガードメイン（NP_006556）。ジンク
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フィンガー形成に関与するシステイン（C）とヒスチジン（H）は緑⾊で、

DNA認識に関与する残基はオレンジ⾊で強調表⽰されている。 

 

11.2 HpCTCF mRNA の発現パターン 

HpCTCF mRNA の時間的発現パターンを解析するために、様々な発⽣段階
のバフンウニ胚から単離した全 RNA を⽤いてノーザンブロット解析が⾏なわ
れた（図 12a,b）。⺟性 HpCTCF mRNA が未受精卵で検出された。HpCTCF 

mRNA の量は割卵期には維持され、その後増加し、孵化胞胚期には最⼤レベル
に達することが⾒出された。⼀⽅ HpCTCF の mRNA 発現量は、胞胚期には⾼
レベルが維持されたが、原腸胚期からプルテウス幼⽣期にかけて減少すること

が⾒出された。 

また HpCTCF mRNA の空間的発現パターンが、Whole mount in situ 

hybridization により解析された（図 13）。ノーザンブロット解析の結果と同

様に、HpCTCF mRNA はすべての発⽣段階を通して検出された。さらに、

HpCTCF mRNA はすべての発⽣段階で胚全体に検出されたことから、ウニの

発⽣における HpCTCF のユビキタスな役割が⽰唆された。しかし、胞胚期か

ら原腸胚期にかけては、植物極板周辺に強いシグナルが検出された。 
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図 12 HpCTCF mRNA のノーザンブロット解析。様々な発⽣段階の胚から抽
出した 5マイクログラムの全 RNA を電気泳動した。(a) 上段は HpCTCF 

mRNA に相補的なアンチセンスプローブを⽤いたノーザンブロット解析の結
果、下段は臭化エチジウムで染⾊した全 RNA。閉じた三⾓形は 26S rRNA

（4.2kb）、開いた三⾓形は 18S rRNA（2kb）の位置を⽰す。UF は未受精

卵、16 は 16 細胞期、Mo は桑実胚期、UHBは未孵化胞胚期、HBは孵化胞胚

期、MBは間充織胞胚期、eG は初期原腸胚期、mG は中期原腸胚期、Pri はプ

リズム幼⽣、Plu はプルテウス幼⽣。(b) HpCTCF mRNA 発現の定量化。

HpCTCF mRNA のシグナル強度は 26S rRNA量に対して正規化した。孵化胞

胚期（HB）の mRNA量に対する相対的な HpCTCF mRNA量を⽰す。 
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図 13 HpCTCF mRNA の Whole mount in situ hybridization解析。HpCTCF 

mRNA に相補的なアンチセンスプローブ、または HpCTCF mRNA と同⼀の配

列を持つセンスプローブを⽤いて Whole mount in situ hybridization を⾏っ

た。UF は未受精卵、16 は 16 細胞期、Mo は桑実胚期、UHBは未孵化胞胚

期、HBは孵化胞胚期、MBは間充織胞胚期、eG は初期原腸胚期、mG は中期

原腸胚期、Pri はプリズム幼⽣、Plu はプルテウス幼⽣。 
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11.3 HpCTCF の細胞内局在 

 発⽣過程における HpCTCF の役割を調べるため、HpCTCFタンパク質の細

胞内局在が解析された。HpCTCF-GFP融合タンパク質をコードする mRNA

が H. pulcherrimus の受精卵にマイクロインジェクションされ、卵割期の GFP

蛍光がタイムラプスイメージングで解析された（図 14）。その結果 HpCTCF-

GFP は核全体に分布し、この核蛍光は細胞分裂の約 15 分前に消失したが、細

胞分裂後には回復する様⼦が観察された（図 14a）。 

 さらに HpCTCF の細胞内挙動の詳細な解析のため、H2B-mCherry mRNA

が HpCTCF-GFP mRNA と共注⼊され、タイムラプスイメージング解析が⾏
われた。そして図 14b に⽰すように、HpCTCF-GFP が間期の核で検出された

が、HpCTCF-GFP の蛍光は染⾊体凝縮の開始（前期）で減少し始め、分裂中
期から分裂後期にかけて染⾊体上に蛍光が検出されなくなる様⼦が観察され

た。しかしこの間期の核が再構成される分裂終期で、HpCTCF-GFP蛍光が再

び観察される様⼦が⾒られた。これらの結果から、HpCTCF が細胞の間期核
形成に関与している可能性を⽰唆された。また HpCTCF-GFP蛍光は、間期の

核が再構成される終期で再開したことから、HpCTCF がウニの細胞周期発⽣

における間期核の再編成に関与している可能性が⽰唆された。 

 

 

 



 60 

 

図 14 HpCTCF の細胞周期依存的挙動。(a）胚全体における HpCTCF-GFP

融合タンパク質の挙動のタイムラプス解析。胚全体における HpCTCF-GFP融
合タンパク質の挙動。スケールバー：20 μm。(b）桑実胚の細胞周期における

HpCTCF-GFP と H2B-mCherry のタイムラプス解析。スケールバー：5 μm。 
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11.4 HpCTCF ノックダウン時の染⾊体タイムラプスイメージング 

HpCTCF-MO1 を注⼊した胚の染⾊体挙動の可視化のために、HpCTCF-

MO1 と H2B-GFP mRNA を共注⼊した上で、タイムラプスイメージング解析
が⾏われた。そして 3回の独⽴したイメージング実験における 11 個の

HpCTCF-MO1注⼊胚のすべてで、桑実胚から胞胚の段階で姉妹染⾊分体の分

離障害を⽰し、姉妹染⾊分体が分離されずに部分的につながったままの異常な

核形態となる様⼦が⾒出された（図 15）。 

図 15 HpCTCF-MO1注⼊胚における H2B-GFP のタイムラプス解析。スケ
ールバー：10 μm。 
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第 1２章 まとめと議論 
 本研究で得られた知⾒と前章の知⾒を合わせて HpCTCF の機能を考察す

る。すると、ウニは⽣物学研究にとって進化の観点からも興味深い動物モデル
であるが、下記の通り CTCF という分⼦の進化に対しても興味深い知⾒が得ら

れる。 

 まずバフンウニの CTCFホモログ HpCTCF をコードする cDNA を単離し、

その配列を解析すると、脊椎動物を含め多くの多細胞⽣物の CTCF は 11本の

ジンクフィンガーモチーフを持つが、HpCTCF は脊椎動物の CTCF のジンク

フィンガー2-10 に対応する 9本のジンクフィンガーのみを持っていた。このよ

うなジンクフィンガーモチーフの数が少ない CTCF を持つ⽣物は他にも知られ

ており、例えば線⾍ Trichinella spiralis の CTCF は脊椎動物の CTCF の ZF1

から ZF10 に相当する 10本のジンクフィンガーのみを持ち（Heger et al., 

2009）、 尾索動物の CTCF は脊椎動物の CTCF の ZF1 から ZF8 に相当する

8本のジンクフィンガーのみを持つ。またこれらの⽣物で注⽬すべきは、染⾊
体構造内に TAD が同定されていないことである（Satou et al., 2019）。 線⾍ 

Caenorhabditis elegans は進化の過程で CTCF を失っており（Heger et al., 

2009）、遺伝⼦量補償X染⾊体にはコンデンシンを介する TAD が存在する

（Crane et al., 2015; Kim et al., 2022）が、常染⾊体に強固な TAD は存在しな

い。実はこれまで、ウニにいても TAD の存在は報告されておらず、TAD 形成

における CTCF の役割の有無に応じてジンクフィンガーの数が進化的に変わっ

てきた可能性が考えられる。 

 また HpCTCF のアミノ酸配列を他の⽣物種と⽐較した結果、HpCTCF の

ZF5-ZF7 は、ヒトの CTCF よりも旧⼝動物の CTCF のジンクフィンガーと⾼
い相同性を⽰した。さらに、HpCTCF ZF2 はショウジョウバエ ZF3（OPT ス

コア：112）との間でヒト ZF3（OPT スコア：107）よりも⾼い OPT スコア
を⽰す。特定のアミノ酸配列が進化的に離れた旧⼝動物と新⼝動物の間でよく

⼀致する場合、これらの配列が⻑い進化期間にわたって維持されてきたことを

意味し、古来の基本的な⽣理過程において機能的に重要であることを⽰してい

る。よって HpCTCF のジンクフィンガーのいくつかは、祖先的な機能と関連
している可能性があり、特に HpCTCF ZF2 と HpCTCF ZF5-ZF7 が HpCTCF

の祖先種から続く元来の役割を担っている可能性が考えられる。またヒトで
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は、腫瘍関連ジンクフィンガータンパク質の変異が ZF3（HpCTCF ZF2 に相
当）と ZF7（HpCTCF ZF6 に相当）で報告されており（Filippova et al., 

2002）そのこれらのジンクフィンガーの元来的な性質が、腫瘍発⽣の機序に関
連する可能性もある。 しかしながら、それぞれのジンクフィンガーの機能を

理解するためには、さらなる解析と機能研究が必要である。 

 HpCTCF はウニの発⽣初期にユビキタスに発現しており（図 12, 13）、発

⽣過程において HpCTCF が胚全体で必要であることが⽰唆された。⼀⽅で胞

胚期から原腸胚期にかけて、植物極板の周囲に局所的に強いシグナルが検出さ

れていた（図 13）。植物極板周辺での局所的な細胞増殖は以前にも報告はさ

れており（Nislow & Morrill, 1988）、また細胞分裂は原腸の伸⻑にもわずかな

がら寄与することが知られている（Martik & McClay, 2017）。これらのこと

も、ウニの発⽣初期における HpCTCF の主な役割が、細胞増殖と関連してい

ることを⽰唆している。 

急速な細胞分裂が続くウニ初期胚の細胞では、HpCTCF は間期の核内に⼀
様に存在するが、有⽷分裂期、特に前期から後期にかけての染⾊体では検出さ

れない（図 14）。前中期染⾊体からの CTCF の消失は HeLa 細胞で報告され

ており（Oomen et al., 2019）、有⽷分裂期のクロマチンからの CTCF の排除
は WI-38 細胞で報告されている（Agarwa et al., 2017）。さらに、A/Bコンパ
ートメントや TAD といった間期核内の構造は、HeLa S3 細胞では分裂前中期

に消失し（Naumova et al., 2013）、HUH7ヒト肝癌細胞では有⽷分裂中に転
写レベルが低下する（Palozola et al., 2017）。本研究では、HpCTCF はウニの

発⽣初期に染⾊体動態で重要な役割を果たすとことを⾒出したが、ウニの間期

核における TAD の存在は依然として不明であり、その確認は今後の課題の⼀
つである。 

HpCTCFノックダウン実験では、ヒストン H3 の 10番⽬のセリン
（H3S10）のリン酸化を免疫組織化学的に解析した。H3S10 のリン酸化は、前
期から中期のすべての有⽷分裂染⾊体、および後期の染⾊分体で検出された

が、終期の間は検出されなかった（図 7b）。ウニにおける H3S10 リン酸化は

MCF-7 細胞と同じパターンに従うことが⽰されており（Yan et al., 2016）、 

HpCTCF のノックダウンにより細胞周期の分裂停⽌が⽣じたが、ノックダウ
ン胚では停⽌した凝縮染⾊体のほとんどにリン酸化 H3S10 が含まれず、停⽌
した分裂染⾊体は終期にあることが⽰唆された。これは、終期の間、分裂後の
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HpCTCF の蓄積がうまくいかず、間期の核が再編成されたためと考えられ

た。 

 さらに、HpCTCF をノックダウンすると、有⽷分裂後期中の姉妹染⾊分体

分離が阻害された。HpCTCF はアナフェーズ中には検出できなかったが、分

裂期の染⾊体、中⼼体、中央体上に CTCF が存在することは、哺乳類細胞で以
前に報告されている（Burke et al., 2005）。 従って、少量の HpCTCF が有⽷
分裂染⾊体や紡錘体上に存在し、姉妹染⾊分体分離に寄与している可能性があ

る。最近 CRISPR-Cas9 を介して CTCF をノックダウンしたマウス B16-F1 細

胞において、紡錘体形成の乱れと、分裂後期の染⾊体分離の障害を引き起こす

ことが⽰された（Chiu et al., 2023）。これは本研究においてウニで⾒出された

ことと⾮常に類似しており、CTCF の細胞分裂周期における重要性が、棘⽪動
物から哺乳類にかけて保存されていることを⽰唆する。 

 CRISPR-Cas9 を介した HpCTCF のノックアウト後、胚は正常な形態を持つ

プルテウス幼⽣に発育した（図 8c）。プルテウス幼⽣では、BrdU陽性の増殖

細胞は幼⽣腕を含む⼝腔外胚葉に集中していることが報告されている（Katow 

et al., 2021）。しかし、プルテウス幼⾍では HpCTCF の量が著しく減少して

いたことから（図 12, 13）、プルテウス幼⾍の細胞増殖は HpCTCF を必要と

しない可能性がある。あるいは、sgRNA を注⼊した HpCTCFノックアウトの

フレームシフト率は 54.5%以下であったので、この効率では HpCTCF の細胞

増殖への寄与を破壊するには不⼗分かもしれない。さらに、すべての CRISPR-

Cas9 を介したノックアウト実験において、ほとんどすべての sgRNA注⼊胚が

⽣存可能であったことから、この表現型を持たない胚だけが⽣存しているよう

には⾒えなかった。 

 TAD はプロモーターとエンハンサーの相互作⽤において重要な役割を果た

している。動物の発⽣過程において、TAD は接合体ゲノムの活性化中に形成

される（Du et al., 2017; Hug et al., 2017; Ke et al., 2017; Wike et al., 2021）。

アメリカムラサキウニ(Strongylocentrotus purpuratus)では、胚性遺伝⼦の発現

開始時間は 5-6 hpf である（Gildor & Ben-Tabou de-Leon, 2015; Materna et al., 

2010）。これに対応して、HpCTCF mRNA の量が増加し始め（図 12）、

HpCTCF が胚性遺伝⼦発現に関与していることが⽰唆された。しかしなが

ら、CRISPR-Cas9 を介した HpCTCFノックアウト胚は、プルテウス幼⽣では

正常に発育したことから（図 8c）、間期核の HpCTCF は遺伝⼦発現に必須で
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はない可能性が⽰唆された。ショウジョウバエを含む節⾜動物は、他にもいく

つかのインスレータータンパク質を獲得しており（Heger et al., 2013）、節⾜
動物には CTCF以外の因⼦によって媒介される TAD制御機構があり、CTCF

が限られた遺伝⼦領域のループ形成にしか寄与しないことが知られている

（Cavalheiro et al., 2023; Kaushal et al., 2021; Van Bortle et al., 2014）。ウニで

も、CTCF以外のインスレータータンパク質が報告されており（Cavalieri et 

al., 2013）、CTCF以外のタンパク質が胚性遺伝⼦発現において主要な役割を

果たしている可能性がある。CRISPR-Cas9 を介した HpCTCF のノックアウト

に効果がないのもそのためかもしれない。 

まとめると、ウニの CTCF は祖先的な機能を持ち、発⽣初期の細胞周期の進

⾏に関与している。この仮説は、バフンウニの近縁種であるアメリカムラサキ
ウニ (S. purpuratus) の胚から、分裂している細胞と分裂していない細胞の

両⽅が存在する発⽣段階における scRNA-seqデータを解析した結果（Foster et 

al., 2020）でも⽀持され、CTCF の発現と細胞周期および分裂期の染⾊体形成

機能を持つ遺伝⼦の発現との間に有意な正の相関が観察された（表 S1）。ウニ
CTCF の間期核の組織化や転写制御における役割は、まだ不明である。染⾊体

コンフォメーションキャプチャー技術を⽤いた今後の研究により、間期核にお
けるウニ CTCF の詳細な機能が明らかになる可能性がある。 
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第 13 章 実験⽅法 

 

胚培養 

バフンウニの卵、精⼦は、0.55 M KCl を体腔内に注⼊して得た。 

受精卵は 16℃の濾過海⽔中で培養した。 

アンチセンスモルフォリノオリゴヌクレオチドによるノックダウン 

HpCTCF の翻訳開始部位に相補的なモルフォリノオリゴヌクレオチド
（HpCTCF-MO1：5ʼ-AGGTTGGTCTGTGTTTTCATCCATG-3ʼおよび
HpCTCF-MO2： 5ʼ-CATCCATGGTTCCCTCGTCTTAT GA-3ʼ）は Gene 

Tools（⽶国、Corvallis）により合成され、標準コントロールモルフォリノオリ

ゴヌクレオチド（5ʼ-CCTCTTACCTCAGTT ACAATTTATA-3ʼ）も Gene 

Tools（⽶国、Corvallis）から購⼊した。これらのモルフォリノを 40％グリセ
ロールに溶解し、2 pLのモルフォリノ溶液をバフンウニの受精卵にマイクロイ

ンジェクションした。 

免疫組織染⾊ 

ウニ胚を Fixative III（4％パラホルムアルデヒド、32.5％ろ過海⽔、32.5 mM 

MOPS [pH 7.0]、162.5 mM NaCl）で 4℃、16 時間固定した。固定した胚は、

1×PBS で 3回洗浄した後、0.5% Triton X-100 で室温で 20 分間透過処理し

た。その後、胚を 1%BSA を含む 1×PBS で室温で 1 時間ブロッキングし、

1%BSA を含む 1×PBS で 1:2000 に希釈した抗ヒストン H3（S10 リン酸化）
抗体（mAbcam 14955）で 4℃で⼀晩インキュベートした。1×PBS で 3回洗
浄後、胚を Alexa Fluor 555標識ヤギ抗ウサギポリクローナル抗体（Abcam 

150078）を 1%BSA 含有 1×PBS で 1:2000 に希釈したものと室温で 2 時間イ

ンキュベートした。1×PBS で 3回洗浄した後、SlowFadeTM Gold Antifade 

Mountant with DAPI（Molecular Probes社製）を⽤いてサンプルをマウント

し、LSM700共焦点顕微鏡（Zeiss社製、ドイツ）を⽤いて観察した。 
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CRISPR-Cas9 によるノックアウト 

CRISPR-Cas9 を介した HpCTCF のノックアウトは、Liu ら（2019）によっ

て記述された。オリゴヌクレオチドの塩基配列は以下の通りである。それぞれ

のオリゴヌクレオチドの配列は、sgRNA#1 で、 

5ʼGTAATACGACTCACTATAGGGGAGGGAGCCTGGTACTGGTTTTAGA

GCTAGAAATAG-3ʼ、sgRNA#2 では、 

5ʼGTAATACGACTCACTATAGGTAGTGGTGGTCATGGGTTTTAGAGCT

AGAAATAG-3ʼ、sgRNA#3 で、 

5ʼGTAATACGACTCACTATAGGGGATGGCGCATCGGGGGGATGTTTTA

GAGCTAGAAATAG-3ʼ、sgRNA#4 で、 

5ʼGTAATACGACTCACTATAGGCATTAGGATTGCTGATGTGTTAGAGC

TAGAAATAG-3ʼであった。750 ng/μLの Cas9mRNA と 150 ng/μLの

sgRNA を受精卵にマイクロインジェクションしてから 24 時間後、20 個の胚を

回収し、ゲノム DNA を単離し、4 つのプライマーセット（sgRNA#1標的部位
に対して 5ʼ-TTTGGCAACATGTAACAGACTTGCCC-3ʼおよび 5ʼ-
GTCTGCTCTTCACCAAGATCGTGGAC-3ʼ、 sgRNA#2標的部位に対して 5

ʻ-TTTGGCAACATGTAACAGACTTGCCC-3ʼおよび 5ʼ-
TGAGACGGGTTGTAGCTCTGCATAGG-3ʼ；sgRNA#3標的部位に対して

5ʼ-CATCATGGACATGTCTGATAATTCTCTG-3ʼおよび 5ʼ-GAAGG 

CTCTGGTGTGGACTTGCC-3ʼ； sgRNA#4標的部位に対して 5ʼ- 

GTGGTAAAGCAGGAGATAGGTGAGG-3ʼおよび 5ʼ- CATATCTCACAAG 

ATGCCTTAATCTC-3ʼ）を⽤いてヘテロ⼆重鎖移動度アッセイ（HMA）を実

施した。PCR産物は、1×TAE緩衝液中、分解能増強剤 Loupe 4 K/20 (GelBio 

LLC, Japan)を添加した 0.5%アガロースゲルで分離した。塩基配列解析のた

め、PCR産物を In-Fusion® HD Cloning Kit (TaKaRa Bio, Japan)を⽤いて

pBluescript SK-ベクターの EcoRV部位にサブクローニングし、BigDye 

terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit（Thermo Fisher Scientific）を⽤いて

M13フォワードプライマー(5ʼ-GTAAAACGACGGCCAG-3ʼ )で塩基配列を決
定した。 
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scRNAseq データ解析 

GEO よりウニの scRNAデータ（GEO ID: GSE149221）を取得し、孵化胞胚

期から後期原腸胚期のデータを⽤いて解析した。データのフィルタリングは、

データを取得した原著論⽂（Foster et al., 2020）を参考に⾏った。 

ウニ以外のデータとして、ヒト CS12 (GSE157329)、マウス E17.5 

(GSE214942)、ゼブラフィッシュ 72 hpf (GSE178151)、ショウジョウバエ
S14 (GSE202987) のデータをそれぞれ GEO より取得し、データのフィルタリ

ング以外はウニのデータと同様のデータ処理を⾏い、解析した。フィルタリン
グ時の発現遺伝⼦の上限下限 (max, min) と細胞カウント数の下限 

(cell_counts) は、ヒト (min = 1000, max = 5000), マウス (min = 200, max = 

500), ゼブラフィッシュ (min = 500, cell_counts = 200 ), ショウジョウバエ 

(min = 700, cell_counts = 500)で⾏った。各⽣物種の CTCF と発現変動が相関
する転写産物を抽出するため、各⽣物で各転写産物と CTCF の発現量の相関を

計算し、⺟相関係数の検定を⾏い（p = 0.00001）、CTCF と発現の相関がある

遺伝⼦群を抽出した。抽出された遺伝⼦群の GOエンリッチメント解析には、

Gene ontology resource(http://geneontology.org)を⽤い、各機能に占める割合

は、各最上流オントロジーに含まれる遺伝⼦数のより算出した。 

 

実験⽅法 (共同研究者による実験。11章参照) 

HpCTCF cDNA のクローニング 

HpCTCF cDNA は、λgt11ベクターを⽤いて原腸胚期 cDNA ライブラリーを

基に構築した。全 RNA は、Chomczynski and Sacchi (1987)に記載されている

ように、酸性グアニジン・フェノール・クロロホルム(AGPC)抽出法を⽤いて

胞胚から単離し、5 μg の全 RNA を Super Script III逆転写酵素（Invitrogen, 

USA）による cDNA 合成に⽤いた。HpCTCF cDNA を、TaKaRa LA-taq

（TaKaRa Bio Inc., Japan）と以下のプライマーを⽤いて RT-PCR を⾏った：
5ʼ -GTTCGCCATTCATTTGAGTGGATTTC-3ʼおよび 5ʼ -
CTGATCAGGTAAACTCTAAATCAGATTCC- 3ʼを⽤いた。PCR産物を 1%
アガロースゲルで電気泳動した。約 5.0 kb の PCR産物をゲルから切り出し、
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TOPO TA Cloning® Kit（Invitrogen, USA）を⽤いて pCR®4-TOPO®ベクター

にサブクローニングした。cDNA末端のヌクレオチド配列は、Thermo 

SequenaseTM Cycle Sequencing Kit (USB Corporation, USA)と LI-COR 4000L 

DNA sequencer (Aloka, Japan)を⽤いて、ジデオキシ鎖終結化学により決定し

た。内部領域の塩基配列は、BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit 

(Applied Biosystems, USA)と ABI PRISM®3100 Genetic Analyzer (Applied 

Biosystems, USA)を⽤いて決定した。 

 

ノーザンブロット分析 

アンチセンス・プローブを調製するために、HpCTCF cDNA からコード配列
の⼀部（ヌクレオチド 1069-2480）を PstI消化によって切り出し、pBluescript 

SKベクターの PstI 部位にサブクローニングした。アンチセンスプローブは

MEGAscript® T7 Kit (Ambion, USA)を⽤いて digoxigenin-11-UTP (Roche, 

Germany)で標識した。標識プロセスは、BamHI で消化したプラスミドを鋳型
として⽤い、その後、製造メーカーのマニュアルに従って塩化リチウム沈殿に

よる精製を⾏った。様々な発⽣段階のウニ胚から、AGPC抽出により全 RNA

を抽出した。各 RNAサンプルについて、3μg をホルムアミドを含む変性 1％
アガロースゲルで電気泳動し、Nytran® Nメンブレン（Whatman, USA）に転
写した。ハイブリダイゼーションは、10 ng/mLのアンチセンス RNA プローブ
を含む CHURCHバッファー（1% BSA, 1 mM EDTA, 0.5 M NaHPO4 [pH 

7.2], 7% SDS）（Church & Gilbert, 1984）中、65℃で⼀晩⾏った。65℃で 1% 

SDS を含む 1×SSCバッファーでメンブレンを洗浄した後、ハイブリダイズし

たプローブをアルカリホスファターゼに結合した抗ジゴキシゲニン抗体

（Roche, Germany）を⽤いて認識し、X線フィルム（FUJIFILM, Japan）を⽤
いて CSPD（TROPIX, USA）の脱リン酸化によって⽣じる化学発光によって

検出した。シグナル強度は Fiji ソフトウェア（https://fiji.sc/）を⽤いて定量し

た。 
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Whole mount in situ hybridization 

Whole mount in situ hybridization は、美濃川ら(2004)の記述に従って⾏った。

プローブを調製するために、コード配列の⼀部（ヌクレオチド 1069-2480）を

HpCTCF cDNA から PstI消化により切り出し、pBluescript SK-vector の PstI

部位にサブクローニングした。アンチセンスプローブは、BamHI消化プラス

ミドを鋳型として、MEGAscript® T7 Kit (Ambion, USA)を⽤いて digoxigenin-

11-UTP (Roche, Germany)で標識した。センスプローブの標識には、MEGA-

script® T3 Kit (Ambion, USA)と XhoI消化プラスミドを⽤いた。 

HpCTCF-GFP融合タンパク質の発現 

HpCTCF-GFP融合タンパク質をバフンウニ胚で発現させるため、HpCTCFコ
ード配列を pGreenLantern2由来のプラスミドにサブクローニングした。プラ

スミドを直鎖化した後、HpCTCF-GFP融合タンパク質をコードする 5ʼキャッ

プ mRNA を、mMESSAGE mMACHINETM T7 Transcription Kit（Ambion、

USA）を⽤いて合成し、フェノール／クロロホルム抽出とイソプロパノール沈
殿によって精製した。HpCTCF-GFP mRNA を 40%グリセロールに 250 

ng/μLで溶解し、Rast (2000)の記載に若⼲の修正を加えながら、バフンウニ
の受精卵にマイクロインジェクションした。GFP蛍光のタイムラプス解析は、

Olympus IX81マイクロスコープと Metamorph ソフトウェア（オリンパス、⽇
本）を⽤いて⾏った。 
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第 14 章 補⾜データ 
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表 S5 (a)SpCTCF の発現と正の相関を持つ転写産物の⽣物学的過程。

SpCTCF の発現と正の相関を持つ転写産物の機能として、それらの転写産物が

エンリッチしている GO の上流に位置する機能群を記載。⾚⽂字は細胞周期関
連機能を⽰す。各段階の転写産物数：（EB = 284, HB = 510, MB = 474, EG = 

504, LG = 505）（b）SpCTCF の発現と負の相関を持つ転写産物の⽣物学的過

程。SpCTCF の発現と負の相関を持つ転写産物の機能として、それらの転写産
物がエンリッチしている GO の上流に位置する機能群を記載。転写産物数：
（EB, HB, MB, EG, LG = 99, 105, 146, 173, 223） （c）SpCTCF と相関のな

い転写産物の⽣物学的過程。SpCTCF と相関のない転写産物には、それらの転
写産物がエンリッチしている GO の上流に位置する機能はなかった。転写産物

数：（EB, HB, MB, EG, LG = 284, 510, 474, 504, 505） シングルセルデータ
は GEOデータベース（GSE149221）から取得し、EBから LG ステージのデ
ータを⽤いて解析した。データのフィルタリングは、データを取得した原著論
⽂（Foster et al.） SpCTCF の発現と相関のある転写産物を抽出するため、各
転写産物と SpCTCF 発現レベルの相関を計算し、⺟相関係数の検定を⾏った

（p = 0.00001）。正の相関を持つグループに加え、負の相関を持つグループ、

相関係数の絶対値が⼩さいグループも⽐較のために抽出した。相関係数の絶対
値が⼩さいグループの数は、各発達段階において正の相関を持つグループの数

と等しくなるようにした。エンリッチメント解析は Gene ontology resource 
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第Ⅳ部 まとめ 
第 15 章 全体のまとめ 

 

本論⽂ではウニの初期発⽣をモデルに、原腸形成の機序と CTCF の機能に関
する解析を⾏った。 

第Ⅱ部の原腸形成過程の考察では、オメプラゾール処理胚における外腸胚形

成過程を⽐較対象とした細胞⾻格の定量化とシミュレーションによる検証によ

り、植物極頂端側の細胞⾻格分布が原腸形成の進⾏に重要であることを⽰し

た。海⽔中を泳ぐ数⼗マイクロメートルの⽣体組織に対して、⾮破壊で⼒学的

な性質を測定することは難しいが、本研究では画像処理による細胞内特徴量の

定量化とそれを反映する数理モデルを⽤いることで、間接的にこれを可能にし

ている。細胞⾻格や細胞内環境の可視化さえできれば、他の⽣物種の胚組織に

おいても同じプロセスが応⽤できる。 

原腸形成機構を考察するモデルや組織の屈曲に関する研究はこれまでにも複

数存在するが、正常な原腸形成と外腸胚形成の違いを植物極頂端側の細胞幅が

司っているという本研究の知⾒は新しい。また、細胞内 pH と個体スケールで

の形態変化の関係に関する研究はこれまでほとんどなされていない。しかし、

本研究における胚全体での pH極性の変化が、なぜ植物極側のみで細胞⾻格分

布を乱すのかは未だ不明である。これに答えるためには H+/K+ポンプの発現部

位を原腸胚で特定する必要があるが、H+/K+ポンプと N+/K+ポンプの構造が⾮
常に類似しているため、可視化に⾄っていない。 

数理モデルによるさらに時間経過が進んだ胚形状の再現に関しては、細胞分

裂や細胞の再配置、SMC による原腸の引き上げなど複雑な要素が必要になる

ため本研究では⾏わなかったが、今後モデルを発展させることで表現できる現

象も多様になると考えている。例えば原腸先端において 8 個の⼩⼩割球が左右
に 5:3 の配置をとることが知られており、この⼩⼩割球を取り除くと左右性が

乱れる。pH 変化と細胞配置の関係から⼩⼩割球の配置機構を解明すること

で、左右軸形成の未知なトリガーを特定できる可能性がある。 

原腸形成機構の解析に対する研究を始めた当初の動機は、元々あった形態と

性格との関連に対する興味からであった。体型と気質に関しての理論はエルン
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スト・クレッチマーやウィリアム・シェルドンが有名である。彼らは⼈の体型
と気質を結びつけた 3 つの型(分裂気質な細⻑型、躁鬱気質な肥満型、粘着気
質な闘⼠型)があると考えた。この 3 つの型は胚葉発⽣と対応づけると細⻑型 : 
外胚葉優位、肥満型 : 内胚葉優位、闘⼠型 : 中胚葉優位となり、胚発⽣時の

胚葉の分化が、その⼈の気質まで決定づける傾向にあるとした。原腸形成はま

さに胚葉が分化する最初の過程であり、ウニの原腸形成時の異常形態（外腸

胚）形成の例を知った時、まだ細胞数が限られた初期胚における形態形成の誤
差は成体の形と気質にどんな⼤きな影響を与えるであろうかと考え、またこの

変化が⼈間だったら、というアナロジーを楽しむことが研究の始まりでありモ
チベーションであった。実際のところウニには中枢神経はなく、外腸胚は腸が

分離してしまい成体になることができない。そのため成体の気質の変化がある

のかという問いを検証することはできなかったが、pH 調節のためのプロトン
ポンプの活性次第では形態が変化し、それに伴って胚葉のバランスが変化して

性格まで決まってしまうかもしれないという可能性を考えることができた。 

第Ⅲ部の CTCF の機能解析では、⺟性 CTCF のノックダウンと胚性 CTCF

のノックアウト実験から、受精後 20 時間前後の発⽣のごく初期では CTCF が

細胞分裂(分裂期から間期への移⾏)に必要であり、⼀⽅で発⽣後期では⽣育に

必須でないことを⽰した。 CTCF は間期核の構造制御で広く知られている

が、本研究ではむしろ分裂終期から間期の切り替わりにおける重要性を初めて

⽰した。CTCF の局在は、間期は核に、分裂期には細胞質に散る様⼦が哺乳類
細胞でも観察されているが、CTCF が枯渇した核が分裂終期で凝縮したままだ
ったことから、分裂期の染⾊体上でも CTCF が必要であると考えられる。 

異なる⽣物種における scRNAseqデータの解析による検証においても、細胞

周期関連機能が普遍的であることを⽰唆し、本研究のモルフォリノアンチセン
スオリゴを⽤いた実験結果と類似した結果が、CTCF をノックダウンしたマウ
ス培養細胞でも観察されたことからも、⽰唆された普遍性がサポートされてい

ると考えられる。 

ノックアウト実験ではウニの発⽣後期に CTCF が必須ではないという結果と

なった。この結果はゲノム編集の際の変異の⼊り⽅なども原因の⼀つとして考
えられるが、ウニの発⽣の特徴である発⽣段階依存的な細胞周期の質の変化が

⼤きく影響していると考えられる。ウニの受精卵は数百細胞まで間期のない早
い細胞分裂を繰り返す。その後胚性遺伝⼦からの転写を⾏うために間期のある
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細胞分裂へと切り替わるが、CTCF が発⽣初期の細胞周期に重要であるという

事実からも今回の 2 種類の機能阻害において表現型が全く異なるのはウニの細

胞周期様式の違いが影響している可能性があり、今後検証する必要がある。ま

た、発⽣後期では CTCF の発現量が低下していることから、MZT(Maternal to 

zygotic transition)を経て⺟性因⼦には⼗分に含まれていなかったリソースが胚

から供給されることによって CTCF の機能が補償されていることも考えられる

ため、今後の実験により検証する必要がある。 

 CTCF 研究を始めたきっかけは、⽣き物が世代を繰り返す中での個という

単位の切れ⽬に興味が湧いたことであった。卵には⺟性因⼦が含まれており、

孵化した⽣物は⾃⾝のセントラルドグマを介さずに発⽣を進めることができ

る。この⺟性因⼦で進む発⽣は個なのかそれとも⺟体の延⻑なのか、何を達成

すれば⼦は個として成⽴するのかを考えるのが⾯⽩く、⺟性因⼦で既に存在
し、且つ MZT に必須なクロマチン構造に関与する因⼦として CTCF に魅⼒を

感じて解析を始めた。通常の発⽣過程では卵が個体の始まりであると考えられ

がちであるが、⽣殖細胞はそれぞれの⽣物が成熟した際に分化する種特異的な

状態にあるとも⾔える。そう考えるとアワーグラス型に MZT付近での遺伝⼦

発現パターンが種間で収束して⾒えるのも当然であるように思える。では、個

はどこから始まるのか。MZT が起こって⺟性因⼦と胚性因⼦の切り替えが起

こった時だろうか。カエルなどでは⽐較的はっきりとリソースの切り替えが起

こるが、ウニでは緩やかに切り替わることが知られている。とすると個とは、

ゼロイチではなく連続的な概念なのかもしれない。ウニの機能阻害実験では⺟

性因⼦と胚性遺伝⼦で結果が異なった。この結果の違いのあいだに⺟由来の影
響が⾊濃く残る個が確⽴されていない状態と、クロマチン構造と細胞周期の変

化を経て胚⾃⾝のリソースが供給できる個が確⽴された状態があると考える。

本研究ではそのあいだを⻑い時間スケールでしか検証できなかったために、胞

胚期を過ぎていつの間にか⼀⼈前になっているような結果となったが、命の連
続性とその中にある質の変化を感じることができた。 
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