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Abstract: Xenopus embryos raised under hypergravity condition develop a variety of abnormalities.  
Among them, head-defects such as microcephaly and cyclopia are the most common.  Normal 
head formation is regulated by Wnt signaling. Inhibition of Wnt signaling causes head-defects in 
embryos, and ectopic activation of Wnt signaling induces extra body axis with head.  Embryos 
are most sensitive to hypergravity within 30 min after fertilization, and activation of endogenous 
Wnt signaling occurs at almost the same time by cortical rotation which is sensitive to gravity.  
These facts suggest that the target of hypergravity might be Wnt signaling. In order to investigate 
this possibility, Wnt signaling activity in embryos raised under hypergravity conditions was 
analyzed by the measuring the expression of the Wnt-target genes.  Quantitative RT-PCR 
revealed that the expression of some of Wnt-target genes was reduced in these embryos.  This 
result strongly suggests that Wnt signaling is the target of the hypergravity derived head-defects in 
Xenopus embryos. 
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１． はじめに 
 過重力がアフリカツメガエル（Xenopus laevis）の
初期発生に与える影響は、われわれのグループを含

めいくつかの報告がなされている(1-4)。これらの論

文では、過重力下で発生させたアフリカツメガエル

初期胚に生じるさまざまな異常が詳細に報告され

ている。しかし、過重力の影響がどのようなメカニ

ズムでアフリカツメガエルの初期発生に影響を与

えているかを検証した報告はまだない。今回の研究

でわれわれは、過重力下で発生させた初期胚に高頻

度で生じる単眼症や小頭症などの頭部異常の原因

を研究した。 
 アフリカツメガエルの初期胚は、受精後 30分以
内が過重力に対してもっとも感受性が高い(3)。また

正常な頭部形成には Wnt シグナルの活性化が重要
な機能を果たしていることが知られている。人工的

に Wnt シグナルを阻害することにより頭部形成が
抑制される(5, 6)。逆に初期胚でWntシグナルを異所
的に活性化させると、正常な頭部を含む二次軸が誘

導される(7, 8)。アフリカツメガエルの正常発生で内

在性の Wnt シグナルは受精後 1 時間以内に表層回
転という現象で活性化されることが知られており、
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この表層回転は重力に感受性のあるプロセスであ

る(9)。これらのことから、過重力によって引き起こ

される頭部形成異常は、内在性の Wnt シグナルが
抑制されるために引き起こされことが示唆された。

そこで今回の研究では、過重力下で発生させた胚に

おける内在性の Wnt シグナルの活性化の状態を調
べた。 
 
２．過重力が頭部マーカー遺伝子の発現パターンに

与える影響、および外部形態の定量的な評価 
 本研究では、まず過重力下で発生させた胚（以下、

過重力胚）の頭部形成の異常を外部形態だけでなく

頭部マーカー遺伝子の発現パターンでも調べた。頭

部のマーカー遺伝子としては Xotx（前中脳、眼）を
用いた。受精直後から 5Gで発生させた初期胚が原
腸胚期に達したとき過重力付加を止め、その後胚が

尾芽胚期に達したときに固定し Xotx の発現を全胚
in situハイブリダイゼーション法で調べた（図１）。
対照胚（1G）では、Xotx の発現は前中脳および眼
で確認された（図 1A）。それに対し 5G胚では、発
現領域が前方にシフトしていることが観察された

（図１B）。これらの結果から、過重力胚では外部
形態的だけでなく、頭部マーカー遺伝子の発現パタ

ーン的にも頭部の形成が異常になっていることが

示された。 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 1.  Expression of head marker gene in control 
and 5G embryos. 

 
 次に過重力によって引き起こされる頭部の異常

を定量的に評価するために、Kao と Elinson が提唱
した DAI（Dorsoanterior Index）スコア(10)によって

過重力胚を分類した。DAIは初期胚の背側化や腹側
化の程度を表す指標として考え出されたもので、ア

フリカツメガエル初期胚の体軸構造の異常を表す

指標として標準的に使われている。DAI 0が頭部や
背側構造を欠いた完全に腹側化した胚で、DAI 10
が逆に完全に背側化した胚を表し、DAI 5が正常な
胚である。対照胚、2G胚、5G胚が尾芽胚期に達し
たときに胚を固定し、各々のサンプルの DAI を測
定した（図２）。図２に示すように対照胚では DAI
はすべての胚で 5であるが、2G胚、5G胚となるに
つれて DAI のスコアが低下してきた。このことは
重力をかけるほど体の頭部（すなわち前方/背側）
の形成が抑制されていることを表す。過重力胚に

DAI スコアを導入することで、胚の表現型をより
定量的に表すことが可能になった。 
 

Fig. 2.  DAI score of control, 2G, and 5G embryos. 
 
3．過重力胚におけるWntシグナルの活性化の状態 
 次に頭部形成に重要なはたらきをする Wnt シグ
ナルの活性化の状態を過重力胚で調べた。Wntシグ
ナル伝達系では、β-cateninタンパク質が中心的な役
割を果たす(5, 6)。Wnt シグナルにより安定化した
β-cateninタンパク質は核へ移行し、そこで転写因子
TCF/Lefと結合し標的遺伝子の転写を行う。したが
って標的遺伝子の発現量（mRNA の量）を測定す
ることで Wnt シグナルの活性化の状態を調べるこ
とが可能である。今回われわれは Wnt シグナルの
標的遺伝子として頭部形成に重要な機能を果たし

ている Siamois と Xnr3 を選択し、これらの遺伝子
の発現量を調べた。対照胚、5G胚が原腸胚期（初
期、中期、後期）に達したとき、胚を回収して RNA
を抽出し、逆転写酵素で cDNA を合成した。そし
てそれぞれの遺伝子に特異的なプライマーを用い

てリアルタイム PCR 装置で定量的 RT-PCR を行っ
た。内部標準遺伝子としてはアフリカツメガエルの

初期発生の過程ではほぼ同じレベルで転写されて

いることが知られている ODC遺伝子を用いた。原
腸胚初期の発現量を基準（100%）として、その後
の mRNAの発現量を補正した。合計 3匹のメス由
来の初期胚についてそれぞれ実験を行った（図３）。

図３に示すように、メス１由来の初期胚では

Siamois、Xnr3 が、メス３由来の初期胚では Xnr3
の発現が低下していた。それに対しメス 2由来の初
期胚では過重力胚における Wnt 標的遺伝子の発現
に大きな変動は見られなかった。過重力に対する感

受性は、母親であるメスによって個体差が大きいこ

とが報告されている(3)。実際、メス 2由来の初期胚
は原腸胚期を過ぎ、神経胚―尾芽胚期に達しても頭
部形成異常を示す胚の割合がメス１、3からの初期
胚に対して少なかった。これらの結果は、過重力胚

では内在性の Wnt シグナルの活性化が抑制され、
頭部異常が生じたことを強く示唆する。 
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Fig. 3. Wnt-target gene expression in gastrula embryos 
from different females. 
 
4．おわりに 
 今回われわれは、過重力胚で高頻度に観察される

頭部異常の原因についての研究を行った。その結果、

過重力胚では対照胚に比べ内在性の Wnt シグナル
の活性化が抑制されていることがあきらかになっ

た。Wntシグナルはアフリカツメガエルの正常な頭
部形成にとって中心的な役割を果たしていること

が知られている。また受精後 Wnt シグナルが初期
胚の中で表層回転により活性化されるタイミング

は、胚が過重力に感受性が最も高い時期と重なる。

さらに Wnt シグナルの活性化を行う表層回転は、
微小管の重合により受精卵の植物極に存在する因

子（本体は Wnt シグナルの活性化因子 Dsh タンパ
ク質と考えられている(11)）を将来の背側へ輸送する

プロセスであり、重力に影響を受けることが知られ

ている(9)。われわれの今回の実験の結果をこれまで

の知見に重ねると、過重力と頭部形成異常に関して

次のようなメカニズムが考えられる。 
 

 

過重力 
↓ 

表層回転の抑制 
↓ 

Dsh輸送の抑制 
↓ 

β-catenin安定化の抑制 
↓ 

頭部形成遺伝子の発現抑制 
↓ 

頭部形成異常 
 
今回の実験では Wnt シグナルの活性化の状態を標
的遺伝子（Siamois、Xnr3）の発現で調べたが、今
後は β-catenin タンパク質の安定化の状態や Dsh タ
ンパク質の細胞内局在等を調べ、過重力による頭部

形成異常の分子メカニズムに迫っていきたい。 
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