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〈要 約〉

　内臓器官やからだの外部の左右非対称性な形態は動物界において広く観察される．たとえば，ヒトでは心臓，腎臓，腸，肺などの形態や配置に左右非対称性がみられる．左右非対称性に関する研究はとくに脊椎動物で進んでおり，その形成に関与する多数の遺伝子が同定されている．しかしながら，器官や組織の形態が左右非対称に変化する機構についてはほとんど理解されていない．筆者らは，ショウジョウバエ胚の消化管のひとつである後腸の左右非対称な捻転に注目し，捻転が起こる際の後腸の上皮細胞の形状を調べた．その結果，後腸が左右非対称な形態を示す以前に，細胞の形状が左右非対称なかたちにゆがんでいることを見い出した．一方，後腸の左右非対称性が反転するMyo31DF遺伝子の突然変異体では細胞形状の左右非対称性も逆転していた．このMyo31DF遺伝子はミオシンIDをコードしている．また，後腸の左右非対称性がランダム化するshg遺伝子の突然変異体では細胞形状の左右非対称性はみられなかった．このshg遺伝子はEカドヘリンをコードしている．また，Eカドヘリンの細胞内における局在の観察から，ミオシンIDに依存したEカドヘリンの左右非対称な細胞内分布が細胞形状の左右非対称なゆがみを生み出し，これが組織レベルでの左右非対称な捻転をひき起こしているものと考えられた．
はじめに

　からだの左右非対称性は動物形態の基本的な属性のひとつであり，左右相称動物の多くは内臓器官の配置や形態に左右非対称性を示す．左右非対称性の形成に関する研究は脊椎動物においてとくに進んでおり，その分子機構が明らかになりつつある1)．たとえば，マウスや小型魚類では結節に存在する単繊毛の回転により生ずる胚体外液の左方向への流れ（ノード流）が最初の左右極性を決定する．ノード流により決定された左右極性にもとづきnodal遺伝子，lefty遺伝子，pitx2遺伝子などがからだの左側に発現することにより，左右非対称性が形成されるものと考えられている1)．しかしながら，左右の極性の情報にもとづいた個々の細胞レベルでの変化が，器官レベルでの左右非対称な形態形成につながる機構については，少数の先駆的な研究を除きほとんど明らかになっていない2,3)．筆者らは，ショウジョウバエをモデルとして左右非対称性に関する研究を行っており，左右非対称性が異常となる突然変異体を同定してきた．ショウジョウバエは脳，雄成虫の外生殖器，精巣，消化管に左右非対称性を示す4-6)．ショウジョウバエ胚の消化管は発生の過程で最初に左右非対称性を示す器官であり，大きく前腸，中腸，後腸の3つの領域に分けられる7)．これら3つの領域は遺伝的に決定された明瞭な左右非対称性を示す．
　この論文では，器官レベルでの左右非対称な形態形成を誘発する細胞の挙動を明らかにするため，左右非対称な捻転を示すショウジョウバエ胚の後腸に注目し，後腸を構成する上皮細胞の平面内における左右極性や細胞形状の左右非対称性を調べた．
1．後腸の上皮細胞は後腸の捻転のまえにキラルな形状を示す

　胚発生のときの後腸は傘の取っ手のような形態をしており，胚発生の初期において，からだの正中線のうえに左右対称に存在している．そののち，胚の後方からみて反時計回りに90度捻転することにより左右非対称な形態を示す（図1）．筆者らのこれまでの研究から，ミオシンIDをコードするMyosin31DF（Myo31DF）遺伝子の突然変異体では後腸の捻転方向が逆転することが明らかになっている4)．また，後腸は1層の上皮細胞とそれをおおう筋肉細胞より構成されているが，後腸の正常な捻転には後腸の上皮細胞におけるMyo31DF遺伝子の発現が必要十分であることがわかっている4)．そこで，後腸の上皮細胞に注目し，これまでの研究により細胞極性との関連が示唆されている中心体の位置を調べた8,9)．その結果，後腸の捻転のまえに，上皮細胞における中心体の位置に左右のかたよりのあることが明らかになった．このことから，後腸の捻転のまえに後腸を構成する上皮細胞において左右の極性の存在していることが示唆された．
　つぎに，上皮細胞の頂端面（消化管の内側）の形状に注目した．細胞と細胞が接触する面を頂端側から観察したものを“細胞辺”とし，細胞辺の交点において後腸の前後軸とそれぞれの細胞辺とのあいだの角度を測定し，15度ごとの角度範囲における細胞辺の出現頻度を調べた．その結果，右へ傾いている細胞辺と左へ傾いている細胞辺の出現頻度に左右のかたよりのあることが明らかになった（図1）．つまり，捻転のまえの後腸の上皮細胞は左右非対称であり，これらがキラルな形状をとっていることが示唆された．キラルとは3次元の物体がその鏡像と重ね合わさることのできないことをいう．一方，捻転ののちの後腸の上皮細胞の形状を同様の方法で測定したところ，細胞辺の出現頻度に有意なかたよりはなく，キラルな形状は解消されていることが明らかになった（図1）．筆者らは，捻転のまえの後腸の上皮細胞にみられたこの細胞形状を“平面内の細胞形状のキラリティ”（planar cell-shape chirality：PCC）と名づけた．また，後腸の左右非対称性が逆転するMyo31DF突然変異体において同様に細胞形状を測定したところ，細胞辺の出現頻度の左右差が逆転していたことから，ここでは平面内の細胞形状のキラリティが逆転しているものと考えられた．
2．Eカドヘリンの左右非対称な分布がキラルな細胞形状を生み出している

　平面内の細胞形状のキラリティの形成に異常を示す突然変異体として，shotgun（shg）遺伝子の突然変異体を同定した．shg遺伝子は細胞接着分子であるEカドヘリンをコードしており10)，この突然変異体では後腸の左右非対称性がランダム化する．shg突然変異体において後腸の上皮細胞の平面内の細胞形状のキラリティを調べたところ，細胞形態に有意な左右差は検出されなかった．このことから，Eカドヘリンが平面内の細胞形状のキラリティの形成に必須であることが示唆された．
　つぎに，平面内の細胞形状のキラリティの形成におけるEカドヘリンの機能を明らかにするため，それぞれの細胞辺におけるEカドヘリンの分布を免疫蛍光染色法により調べた．それぞれの細胞接着面に存在するEカドヘリンの相対量を蛍光強度から算出したところ，-90度から0度の範囲の細胞辺に存在するEカドヘリンの量は，0度から90度の範囲の細胞辺に存在する量よりも多かった．つまり，細胞におけるEカドヘリンの分布に左右のかたよりのあることがわかった．一方，平面内の細胞形状のキラリティの逆転するMyo31DF突然変異体においては，-90度から0度の範囲の細胞辺に存在するEカドヘリンの量は，0度から90度の細胞辺に存在する量よりも少なかった．つまり，Eカドヘリンの分布の左右のかたよりは逆転していた．shg突然変異体では後腸の上皮細胞において細胞辺の平均長が大きくなることから，Eカドヘリンが細胞接着面を収縮させているか，あるいは，細胞接着面の伸長を抑制しているものと考えられた．
　これらの結果から，Eカドヘリンの分布の左右差が細胞接着面の収縮力の左右差を生み出し，これにより平面内の細胞形状のキラリティが形成されているものと考えられた（図2）．一方，Myo31DF突然変異体ではEカドヘリンの分布の左右差が逆転することにより，反転した平面内の細胞形状のキラリティが形成されているものと考えられた（図2）．
3．平面内の細胞形状のキラリティによる後腸の捻転のシミュレーションによる再現

　後腸の上皮での個々の細胞における細胞接着面の収縮力の左右差が，後腸の捻転という器官レベルの形態変化をひき起こすことができるかどうかを，コンピューターシミュレーションにより確かめた．後腸の上皮細胞の頂端面を想定した多角形パターンをコンピューターにおいて再現し，後腸の上皮のモデルとした．このモデル上皮において，細胞辺にかかる収縮力を，前後軸に対するそれぞれの細胞辺の角度が-45度のときをピークとし最大値で2倍になるようにした．その結果，生体において後腸の上皮で観察される平面内の細胞形状のキラリティと同様に，それぞれの角度範囲に存在する細胞辺の出現頻度に左右のかたよりがみられた．つぎに，この左右非対称な細胞形状を生み出している個々の細胞辺の収縮力を順に左右対称へと変化させ，モデル上皮の動きを確かめた．その結果，モデル上皮において平面内の細胞形状のキラリティが解消され，生体において観察されるような反時計回りの捻転を再現することができた．また，細胞辺の収縮力が最大になる辺の角度範囲を逆転させることで，Myo31DF突然変異体と同様な時計回りの捻転もひき起こすことができた．
　これらコンピューターシミュレーションの結果から，Eカドヘリンの左右非対称な分布によりもたらされる個々の細胞形状のキラリティが，器官レベルの左右非対称な形態変化をひき起こしている可能性を示唆することができた．
おわりに

　今回の研究により，細胞形状のキラルなゆがみが後腸の反時計回りの捻転をひき起こしている可能性を示唆することができた．細胞レベルの左右非対称性は，近年，培養細胞を用いた研究から明らかになってきている．たとえば，ヒト好中球様分化HL-60細胞では中心体と核を結んだ軸の左側に仮足を伸長する傾向のあることが報告されている9)．また，貝や線虫の初期発生に注目すると割球の配置に明瞭なキラリティが観察される11,12)．これらのことから，細胞レベルでのキラリティは生物において一般的な特性である可能性が考えられる．
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〈図説明〉

図1　ショウジョウバエ胚の後腸の捻転と平面内の細胞形状のキラリティの形成

ショウジョウバエ胚の後腸は後方からみて反時計回りに90度捻転することで左右非対称性な形態をとる．後腸の上皮細胞の形状を測定するため，後腸の前後軸と上皮細胞頂端面の細胞辺とのあいだの角度（θ）を測定し，その出現頻度を15度ごとに算出した．その結果，後腸の上皮細胞は捻転のまえには左右非対称にゆがんだ細胞形状を示し，捻転のあとには左右対称な細胞形状を示すことが明らかになった．捻転のまえの左右非対称にゆがんだ細胞形状を“平面内の細胞形状のキラリティ”とよぶことにした．
図2　ミオシンIDとEカドヘリンによる平面内の細胞形状のキラリティの形成と後腸の捻転

ミオシンIDに依存したEカドヘリンの分布の左右のかたよりが平面内の細胞形状のキラリティを生み出す．平面内の細胞形状のキラリティが解消されることにより後腸の反時計回りの捻転が起こる．一方，ミオシンIDをコードしているMyo31DF遺伝子の突然変異体ではEカドヘリンの左右非対称な分布および平面内の細胞形状のキラリティが逆転する．そのことにより，Myo31DF突然変異体では後腸の捻転の方向が逆転するものと考えられた．
