
発生過程における器官の退縮の分子機構

�lolecular h/1echanislll of the Organ Regression during the Development

代表研究者 広島大学 矢尾板

協同研究者 広島大学 中 島

研究目的

発生過程には様々な器官が形成されると同時に

不要な器官は退縮、縮小する。器官の退縮は発生生

物学上の重要な問題でありながら、よく研究されて

きたのは授乳後乳腺退縮などだけである。そこでは

細胞外基質を破壊する Matrix Meta1loproteinase

(MMP)の 発現との関連性が論 じられ、MMPの活

性増大による細胞外基質の破壊により、膜蛋白質

インテグリンを介する生存シグナルを受けられな

くなり、アポ トーシスを起こす ものと考えられて

いる。授乳後乳腺退縮の研究結果と同様に、両生

類幼生の変態における尾や鯉の退縮にもMMPの発

現の増大が原因と解釈されている。幼生の尾の鰭

や鯉の器官培養の系で、甲状腺ホルモン処理によ

って collagenase活 性の上昇 と器官の大 きさの減

少が観察されていることから、甲状腺ホルモンに
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よる collagenase合 成が colagenの 再構成に関わ

っていると想定されている。

無尾両生類の変態において、四肢の発達や尾 と

鰊の退縮など、ほとんど総べての器官が変化 し、変

態におけるこれらの変化は主に甲状腺ホルモンの

血中濃度増加 による。Don Brown博士 らにより

退縮中の尾で甲状腺ホルモンによって発現が増減

す る多 くの遺伝子 がPCRを 用 いた subtractive

hybridization によ り単離され、 in situ hybridiza―

tionに よ り解析 され てい る。strOmelysin_3や

colagenase 3な どの細胞外基質を破壊する酵素

は、筋組織をとりまく皮下線維芽細胞や、筋繊維

が付着 している筋腱結合部位では高 く発現 してい

るが、筋細胞では発現 していない。これらのこと

か ら、 甲状腺 ホルモ ンによ り分泌性 の matrix

me回loprOteinaseが増加 し、細胞外基質を分解す
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The tadpole tail, which is twice as long as the body, is induced to resorb completely by thyroid

hormone v/ithin several days during the anuran metamorphosis. To investigate the underlying

mechanism.、ハ「e undertook two approaches First,v/e exanlined the erect of donlinant― negative thyroid

hormone receptor(DNTR)on muSCle cell death力 �″a The overexpression of DNTR suppressed the

death of a tail― derived myoblastic cell line induced by thyroid hormone Secondly, tadpole tails were

inieCted v/ith a reporter gene and the,ハ 「TR expression construct,and the reporter gene expression in

muscle cells 、vas follo、 ved during the spontaneous metamOrphosis DNTR overexpression inhibited a

decrease of the reporter gene expression 、vhich began at stage 57 in the control tadpoles, but only

delayed massive muscle cell death at stage 63 v/hen tails shrink very rapidly Some remained even a

fe、ハ′、/eeks alter the metamorphosis,although most of DNTR overexpressing cells died by the end of

the metamOrphosis These results let us to propose that thyroid hormone induces the suicide of lnuscle

cells(the cell― autonomous death)in the tail between stage 57 and 62, and that both the murder and

suicide mechanisms execute muscle cell death in stage 62‐ 64 to remove muscle promptly and

colnpletely
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ることにより筋腱結合部位が破壊 され、筋細胞が

細胞外基質から離れ細胞死が起きると考えられ、こ

れを murder mOdel(他 殺説)と 呼ぶ。この説では、

甲状腺ホルモンが分泌性蛋白質、例えれば細胞外

基質を分解する matrix meta1loproteinaseな どを

産生、分泌 し、それが自分の回りの細胞や、自分

自身を殺すというものである。

一方、私たちは、幼生の尾出来の筋芽細胞株

XLT-15を 樹立 し、それが甲状腺ホルモンによリア

ポ トーシスを起こすことを報告 している。この細

胞を 10 nMの 活性型甲状腺ホルモン T3で 3日

間処理すると、TUNEL陽性の凝集した核が観察さ

れ、apoptosisで 細胞死を起 こしている。このこ

とは尾の筋細胞が自律的に死ぬことを示唆 してい

るために suicide model(自 殺説)を 支持する。 し

かし、この実験結果は培養系の実験によるもので

あ り、細胞外基質 と結合 している in �voの細胞

の生理的死を反映していない可能性がある。更に、

甲状腺ホルモン処理された筋芽細胞が分泌 した可

溶性の因子により、相互に殺 している可能性 も否

定できない。

体長の 2倍以上の運動器官である尾の退縮にお

いて、筋細胞が suicide mOdelか murder model

に従って死ぬのかを決めることは、極めて重要で

あ り、その基本的な分子機構を解明することにな

るc

ドミナン トネガティブ甲状腺ホルモ ン受容体

Murder model

(DNTR)は 甲状腺ホルモン反応性塩基配列には結

合するが甲

'大

腺ホルモンには付かないので、正常

甲状腺ホルモン受容体による甲状腺ホルモン反応

性遺伝子の転写を抑制 し、甲状腺ホルモンのシグ

ナル伝達 を阻害す る。suicide mOdelと murder

modelを 区別するために、全体の一部の細胞 に

DNTR遺伝子 と reporter geneを 発現 させて甲状

腺 ホ ルモ ンで処 理 す る。 murder mOdelで は

DNTRを 発現 していない細胞から細胞死誘導因子

が分泌されるから、DNTRの発現 している細胞も、

していない細胞 も全て死ぬ事 になる。 しか し、

suicide modelで はDNTRの 発現 していない細胞

は死ぬが、DNTRの発現 している細胞は生 き残る

ことになり、区別がつ くことになる (Fig l)c私

たちはこの実験を培養細胞の系 と生 きている幼生

の系で行ったので、ここに報告する。

研究経過と考察

reporter geneで あるGFP遺伝子 と共に vector

またはDNTR遺伝子を尾由来の筋芽細胞株XLT 15

1こ transfectionし て、3日 間、甲状腺ホルモン処

理をした。vectorが 導入された細胞の甲状腺ホル

モン処理では細胞死が起 きたが、DNTR遺伝子の

発現 により細胞死が抑市Uさ れた (Fig 2A)。 ま

た、 この細胞 は甲状腺 ホルモ ン処理 によ り 92

kDaの gelatinaseを 分泌することが知 られてい

た。先程の培養上清を zymOgraphyで gelainase
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Fig l The comparison of the murder inodel and the suicide model

-126-



活性を調べると、vectOr、 DNTR遺伝子のどちらの

transiec■onで も甲状腺ホルモ ン処理で同様の活

性が検出された (Fig 2B)。 murder modelが 正

しければ、分泌性の細胞死誘導因子がDNTRの発

現に関わらず、同じ濃度存在することなり、DNTR
遺伝子の transfec■onに より細胞死は抑制されな

いことになるが、そうではなかったことから、こ

の実験結果は suidde modelを 強く支持 した。

次に、生 きている幼生の尾の筋細胞の甲状腺ホ

ルモンによる細胞死が自殺か他殺かを確かめるた

めの実験を筋組織へのDNA注入法を用いて行った。

つまり、DNTR遺 伝子 と beta galactoddase遺 伝

子を Stage 58の 幼生の尾に注入 し、尾が消失 し

かける stage 64で 殺 し、reporter geneを 発現 し

ている筋細胞を解析 した (Table l)。 surv� ingと

はDNTR遺 伝 子 を注入 した側 に beta‐gdactod

dase活性陽性の筋細胞が stage 64で も生存 し、

しかも反対側では筋細胞がすべて消失していた場

合の尾の数で、deadは beta―galactosidase活性陽

性の筋細胞が存在 していなかった尾の数を示す。

negative contrOlの vectorか lucilerase遺 伝 子 と

beta‐galactoddase遺 伝子 を注入 した尾では青い

細胞は生き残っていなかったが、アポ トーシス阻

害遺伝子bcl―XLや DNTR遺伝子を注入 した細胞で

は beta―galactosidase活性陽性の筋細胞がよく生

存 している事が観察された。このようにDNTR遺

伝子 と reporter geneの 注入 された筋細胞は生 き

残るが、甲状腺ホルモン受容体遺伝子をも一緒に

注入すると筋細胞は観察 されなかった。 これは

beta galactosidase活 性 陽性 の筋細 胞 の生存 が

DNTRに よる甲状腺ホルモンシグナルの阻害の結

果であることを確認 し、suidde modelを 支持す

る。

DNTR遺 伝子 を注入 した尾では stage 64に な

ると beta_galactosidase活 性 を持つ細胞だけが生

存 しているだけで、それ以外は無細胞構造になっ

ている。それが何で占められているのかを同定す

るために、各 stageの 尾を基底膜の主成分である

type Ⅳ colagenに 対す る抗体 で染 めてみた。

type Ⅳ colagenの うち脊髄の回りに存在 してい

るものは stage 64ま で変化 していないが、脊索

の回りにあるものは尾が急速に退縮する時に変性、

消失していた。個々の筋細胞を囲んでいる collagen

は筋細胞死につれて集合してきているように見え、

stage 64に は脊髄以外の空間を占めていた。つま

り、bcl‐XLやDNTR遺伝子を過剰発現している筋

細胞だけが stage 64に は細胞外基質の中に浮い

ているものと考えられた。

reporter geneと して beta galactosidase遺 伝

子を用いると特定の stageし か解析できないの

BA

kDa

92

C T3 C T3

- ―Vector DNTRα

Fig 2 The overexpression of DNTR inhibits TH induced death of XLT 15 9 cells

Table l The inhibition Of rnuscle cell death in stage 58-64 by the overexpression of DNTR
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で、代わりにGFP遺伝子を注入した。GFPに よる

蛍光減少は筋細胞死によるものであると考えて、生

きている幼生の尾での発生過程の間の筋細胞変化

を観察 してみた。GFP遺伝子 と vectorを 打った

尾では、急速に退縮する stage 63に おいてGFP

による蛍光が急激に減少すると共に筋細胞の形が

丸 くな り、stage 64に はほとんど消失 していた

(Fig 3A)。 DNTR遺 伝子 と共に注入 した尾では、

同様 に stage 63で 筋細胞 は丸 くなるが、stage

64、 65での蛍光の減少が抑制 され、10～ 20%ぐ

らいの筋細胞は変態後の stage 66で も生存 し続

けた。 この蛍光減少の抑制はDNTR遺 伝子を 50

ng打 とうが、300 ng打 とうが同 じだったので、

DNTRの 発現量は筋細胞内で飽和に達 していると

予測され、発現量の問題では無 く、DNTR遺伝子

の過剰発現だけでは筋細胞死を完全に阻害できな

いと考えられた。GFPと DNTR遺伝子を 1つおき

の筋節に注入すると、stage 63に はGFP陰性の筋

節が消失しGFP陽性の筋節が残 り、その後、残っ

た細胞も減少 していつた。このことは、DNTR発

現による筋細胞の蛍光減少の抑制 と筋細胞死の不

完全な阻害を再確認 した。従って、DNTR発現に

よる蛍光減少の抑制や、尾が完全に消失した stage

66以 降のGFP陽性細胞の生存は suicide modelを

支持 し、stage 64-65で の蛍光の減少の不完全抑制

は murder modelの 正当性を示 していると考えら

れた。つ ま り、 stage 62以 降の筋細胞死では

suicide modelと murder modelの 両方が正 しく、

筋細胞は尾の退縮による張力の低下により丸 くな

ると思われた。

次に実際、尾の筋細胞がいつから死んでいくか

616203“ 酪 66

(Ol(0・ 9)f3.1)“ .6)(o.4x10.61

れppra驚 1:亀 dayS)

を正確に調べるために、非常に若い (stage 54)幼

生の尾にGFP遺伝子 と vectorを 注入 して経過観

察を行った。その結果、stage 57か ら、つまり変

態の clmaxの前か ら筋細胞が死に始める事が明

らかになった。stage 57-62の蛍光の減少はDNTR

遺伝子注入によって完全に抑制できたので、同時

期の細胞死はDNTR過 乗1発現によって阻害され、

suicide mOdelに 従う事が明らかになった。

GFPと vectorを 注入 した筋細胞 は stage 62

に、DNTRを 注入 した筋細胞は stage 63に 急激

に死 に始 め るが、 これ らの細胞 が anti‐ active

caspase-3抗 体で認識 されることか ら、 どちらも

apoptosisで 死んでいく事が示された。

Matrix Metalloproteinaseが 尾の退縮や筋細胞

死 (murder mOdel)に 関与 していると考えられて

いた。その特異的阻害剤は尾の退縮を不完全にし

か抑制できなかった。筋細胞死に関しては検討中

である。また、TH処理された尾由来筋芽細胞株の

cDNA library、 そ れ に 特 異 的 な subtraction

ibraryを 作製 し、現在、suidde geneの スクリー

ニング中である。

結論

両生類幼生では変態の climax前 の stage 57か

ら筋細胞死が始 り、甲状腺ホルモンは stage 57‐62

の間では尾の筋細胞の自殺 (細胞自律的な死)を 誘

導し、stage 62‐64で は筋肉を急速に完全に取 り除

くために他殺 と自殺の機序を介 して筋細胞死を執

行するということを明らかにした (Fig 4)。

√:=:=
ヽ
ま

0:vector 50
口:DNTRα 50

565753596001026364
Stage

BA
∞

“

∞

“

卸

。

（ヾ
じ
、
中覇
〓
０
”〓
】
Ｌ
Ｌ
０

ｍ

∞

４。

２。

。

（ぷ
）
ゝ
〓
ｏ
ｃ
９

・
Ｅ
Ｌ
Ｌ
０

Fig 3 The overexpression of DNTR inhibits PCD completely± om stage 57 to stage 62(B),and partialy

iom stage 63(A)

-128-



（①
Ｏ
一〇
一⊃
∽
）
〓
響ω
①
Ｏ
一一①
０

①
２

デ
砺

⊂
①
∽
‐
∝

卜

Ｚ

∩

（ｂ

Ｏ
Ｌ

Ｅ

十
①
０
０

５
３

５

‘
①
Ｏ

一ｂ

〇

一
Ｃ
‘
一
望

∽
①
十

∝

卜

Ｚ

∩

Contro:        DNTR

Stage 57

Stage 60

Stage 62

O   Stage 64 )

Fig 4 ′ゝIodel of the mechanism of muscle cell death in the tail
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