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〈要 約〉

　マウスの左右軸の形成においては，ノードにおける繊毛の回転運動による左向きの流れ（ノード流）により左右の決まることが知られている．ノードの細胞がどのようにノード流を感知しているのかについては，これまでいくつかのモデルが報告されているが明確な答えは得られていない．Ca2+チャネルPkd2の変異マウスは左右の異常を示し，このタンパク質がノード流のセンサーとしてはたらくことが示唆されていた．この研究において，筆者らは，Pkd2はノードの周縁部にある細胞の繊毛においてはたらいていることを強く示唆する結果を得た．まず，Pkd2がノードの周縁部の細胞においてのみ発現するトランスジェニックマウスを作製し，このトランスジェニックマウスではPkd2をノックアウトした胚の左右の異常がレスキューされることを示した．一方で，Ca2+チャネルとしての活性は維持しているがノードの繊毛に局在できなくなった変異Pkd2をもつトランスジェニック胚は左右の異常は回復できなかった．また，ノードの周縁部の細胞だけに繊毛を形成するトランスジェニック胚でも左右は正しく決定された．これらの結果より，ノード流は繊毛に局在するPkd2により受容されることが示唆された．この研究により，ノード流の感知の分子機構につき，これまでの仮説の段階から一歩進み実際に機能しているタンパク質が明らかになり，左右軸の形成の理解がよりいっそう深まった．

はじめに

　われわれのからだの外見は左右対称であるが，内臓のかたちや配置など内側は左右非対称である．たとえば，胃や心臓は左側，肝臓は右側によっているし，肺の分葉は左右非対称になっている．これらは決して偶然に決まっているわけではなく，からだのつくられる胚発生の時期に遺伝的に厳密に制御されている．

　マウスでは胎生期7.5日目において三胚葉の形成に付随して，胚の腹側にノードとよばれるくぼんだ組織ができる．ノードには細胞ひとつひとつに1本の繊毛が生えており，それらが時計回りに回転することで左向きの体液の流れ（ノード流）をつくりだしている1)．左右性はノード流の向きに依存して決まることから，ノード流が左右の決定に非常に重要なはたらきをすることがわかっている2)．すなわち，ノード流により左右になんらかのかたよりが生じ，それを発端として左右の非対称性が形成されていくのである．

　それでは，ノードの細胞はどのようにノード流を受け取っているのだろうか．これまで，物理的な流れそのものが細胞により感知されるというメカノセンサーモデル3) や，分泌タンパク質などがノード流の影響により左側に作用するモデル4) などが提唱されている．これらのモデルを積極的に否定するような結果は報告されていないが，これらを支持する直接の証拠もまだ得られていない．どのモデルにおいても，ノード流の作用は左右非対称なCa2+シグナルに収束し，Ca2+チャネルであるPkd2がこのシグナルの担い手と考えられている．腎臓細胞においてPkd2は繊毛に局在し水流のセンサーとしてはたらくことが報告されていることから5)，ノードでも同様のはたらきをしていることが予想されたが，一方で，Pkd2が繊毛において機能しているのか，そして，そもそもノード流を感知するのに繊毛は本当に必要なのかについて，十分には検討されてこなかった．筆者らは，ノード流の受容されるしくみをくわしく知るため，とくにPkd2に着目しこのタンパク質をてがかりとして研究に着手した．マウスの遺伝学を主要な研究手法として，Pkd2が繊毛に局在できなくなるマウスや組織特異的に繊毛の形成されなくなるマウスなどを作製し，この問題について検討を行った．

1．Pkd2は左右軸の形成においてノードの周縁部にある細胞においてはたらく

　ノードにおいて生じた左右差の情報は，将来，臓器となる側板中胚葉に伝わり，TGFβファミリータンパク質をコードするNodal遺伝子やその下流の転写因子をコードするPitx2遺伝子の左特異的な発現というかたちで現われる6)．そして，この情報をもとに左右非対称な形態形成が進んでいく．Pkd2をノックアウトした胚では側板中胚葉におけるNodal遺伝子の左特異的な発現が失われ左右の形態異常を示す7)．一方で，Pkd2遺伝子はこの時期には胚の全体において発現しており，Pkd2のノックアウトによる左右の形成不全がどこの組織に起因するのかはわかっていなかった．そこで，ノードでのみPkd2を発現するトランスジェニックマウスを作製し左右が正常に決定されるかどうかを調べたところ，左特異的な発現が回復した．

　ノードにある細胞はその場所または発現する遺伝子の違いにより，中心部のピット細胞と周縁部のクラウン細胞という2種類の細胞に分けることができる（図1）．Pkd2がどちらの細胞で機能しているのかを知るため，ピット細胞あるいはクラウン細胞において特異的にPkd2を発現するトランスジェニックマウスを作製した．その結果，クラウン細胞において特異的にPkd2を発現するトランスジェニック胚では左右マーカーの左特異的な発現が回復したが，ピット細胞において特異的にPkd2を発現するトランスジェニック胚では回復しなかった．これらの結果より，左右軸の決定においてPkd2はノードの周縁部に存在するクラウン細胞において必要であることがわかった．

2．Pkd2はノード流のシグナルを伝達するのに必要である

　ノードにおけるPkd2の役割について検討した．Pkd2ノックアウト胚のノードの形態を走査型電子顕微鏡により調べたところ，野生型の胚と変わらず正常であることがわかった．また，ノードに蛍光マイクロビーズを投入しノード流の向きと流れの速さを調べたところ，Pkd2ノックアウト胚においても野生型の胚と同様の左向きの流れがみられた．これらの結果より，Pkd2は繊毛の形成やノード流の形成には寄与しないことがわかった．

　そこで，Pkd2にはノード流のシグナルを受け取り下流に伝えるはたらきがあると考え，その可能性について検討した．ノード流の感知を評価するためのマーカーとして，ノードにおいて左右非対称な活性を示す転写エンハンサーANE（asymmetric node enhancer）を用いた8)．このエンハンサーはヒトのlefty1遺伝子の制御配列に由来し，マウスはこれと相同な配列をもたないが導入するとクラウン細胞においてその左側で強い活性を示す．ノードに人工水流をかける装置2) を用いて，このマーカー遺伝子を導入したトランスジェニック胚のノードに右向きの流れをあたえて培養したところ，マーカーは右側で強い活性を示すようになり流れの向きにしたがうことがわかった．つぎに，このマーカー遺伝子をPkd2ノックアウト胚に導入したところ，マーカーの活性は左側で低下し左右非対称性が失われていた．これらの結果より，Pkd2はノード流のシグナルを受容するのに必要と考えられた．

　また，Pkd2がCa2+チャネルであることから，ノードにおけるCa2+シグナルの関与について検討した．Ca2+シグナルの阻害剤を添加して胚を培養し，さきと同じマーカー遺伝子を導入することにより左右のシグナルが下流に伝達されるかどうかを調べた．その結果，Ca2+シグナル阻害剤であるGd3+，2-APB，または，タプシガルジンをくわえたとき，マーカーの左右非対称性は失われた．これらの結果より，クラウン細胞におけるCa2+シグナルの重要性が示唆された．

3．左右軸の形成においてPkd2は繊毛に局在することが必要である

　Pkd2がクラウン細胞にて本当に繊毛において機能しているのかどうかを検討した．まず，Pkd2のC末端に蛍光タンパク質Venusを融合しクラウン細胞にて発現させたところ，繊毛において局在がみられた．また，この融合タンパク質はPkd2ノックアウト胚の左右の異常をレスキューできたことから，機能的にはたらくことも確認された．Pkd2がノードの繊毛に局在することが必要であるかどうかを調べるため，Pkd2が繊毛に局在できなくなるような変異Pkd2トランスジェニックマウスの作製を試みた．これまでの報告を参考に，さまざまな変異を導入したPkd2をノードにおいて発現させ，その局在とPkd2ノックアウト胚の左右の異常のレスキュー，チャネルの性質などについて検討した．Pkd2はN末端に繊毛局在配列をもち，LLC-PK1細胞においてこの配列を欠損するとPkd2は繊毛に局在できなくなることが報告されているが9)，ノードにおいてはこの配列に変異を導入したPkd2はノードの繊毛に局在することができ，Pkd2ノックアウト胚の左右の異常もレスキューした．一方，マウスのN-エチル-N-ニトロソ尿素（ENU）による突然変異誘発実験より得られた左右の異常を示す変異Pkd2は10)，Ca2+チャネルとしての性質は正常であったがノードの繊毛には局在できなくなっていた．この結果より，左右軸の形成においてはPkd2のノードの繊毛への局在が必要であることが示唆された．

4．左右軸の形成においてノードの周縁部の繊毛が必要である

　ノードのクラウン細胞の繊毛が左右軸の形成において必要であることをさらに直接的に示すため，クラウン細胞において特異的に繊毛を形成させることを試みた．繊毛の形成に必要なモータータンパク質Kif3aの変異胚ではノードの全体において繊毛が欠損しノード流がつくれなくなり左右は正常に決定されない1)．そこで，クラウン細胞において特異的にKif3aを発現するトランスジェニックマウスを作製し，ノードの周縁部でのみ繊毛をつくらせた．このトランスジェニック胚においてノード流を調べたところ，局所的には渦ができていたが，全体としては左向きの流れが観察された．側板中胚葉において左右マーカーの発現を調べたところ左特異的に発現しており，Kif3aノックアウト胚の左右の異常はレスキューされていた．また，Kif3aノックアウト胚のノードに人工的な右向きの流れをあたえても反応はなかったが，クラウン細胞において特異的にKif3aを発現するトランスジェニック胚ではマーカー遺伝子は右側に発現するようになり，流れに対する反応性の回復することがわかった．これらの結果より，左右軸の形成においてノード流を受容するためにはクラウン細胞の繊毛が必要であると考えられた．

おわりに

　からだの左右が決まるしくみの分子基盤について，近年，筆者らの研究室やほかの研究グループの研究により，その多くが明らかになってきたが，ノード流の受容機構についてはモデルが先行し根拠は少なく混沌とした状態にあった．筆者らは，ノード流のセンサーの候補とされていたPkd2に焦点をしぼり，その機能する場所を追究することにより，より確かなことにせまろうとした．今回の結果は，ノード流はノードにある繊毛に局在するPkd2により受容されることを示唆しており（図2），ノードにおける左右非対称性の形成のしくみの解明にむけ大きな一歩といえる．

　一方で，まだまだわかっていないことは多い．繊毛はノード流からどのような情報を受け取っているのだろうか．化学物質を受容しているのか，または，流れ自体の物理的な力を感知しているのだろうか．だとすると，どのようなしくみで受け取るのだろう．腎臓細胞においてPkd2はPkd1と複合体を形成し流れの物理的なセンサーとしてはたらくことが報告されているが5)，ノードにおけるPkd2のパートナーはPkd1l1と考えられており11)，このタンパク質も物理的な刺激を受け取るのに適した構造が予測されているが詳細は不明である．そしてさらに，繊毛が受容したシグナルはどのように下流に伝わり，左右非対称な遺伝子の発現にむすびつくのだろうか．これらの問いに答えるには，これまでこの分野を拓く原動力となった分子遺伝学にくわえ，物理学，イメージング，シミュレーションなど，さまざまな方向から検討していくことが必要となるだろう．

　最後に，ノードの細胞にかぎらず多くの細胞は繊毛をもつが，近年，この繊毛が生体においてきわめて重要な役割をはたしており，繊毛の機能が異常となることでさまざまな疾患のひき起こされることがわかってきている．今回の研究成果が，左右形成のしくみの理解にとどまらず，広く細胞の機能一般の理解や疾患の解明につながることを期待したい．
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〈図説明〉
図1　ノードは2種類の細胞からできている

受精後8日のマウスの胚のノードの断面を示す．左右は胚からみた方向で示している．ピンク色の矢印はノード流の向き，青色の矢印はノードにおいて生じた左右差が側板中胚葉に伝わるようすを示す．同じ時期の胚を側板中胚葉における左右マーカーNodal遺伝子により染色した写真も示す．

図2　ノード流の受容のモデル

（a）ノードの周縁部にある繊毛にPkd2が局在すると左右が正しく決まる．

（b）繊毛にPkd2が局在しないとシグナルが受容できず左右は決まらない．

変異Pkd2：繊毛への局在の変異したPkd2．
