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〈要 約〉

　脊索動物であるホヤにおいて，表皮細胞の細胞分裂は神経管の閉鎖の開始の直前まで同調性を保っているが，神経管の閉鎖の開始と同じ時期に前後軸にそった非同調的なパターン分裂へと遷移する．筆者らは，表皮細胞における最後の同調分裂において，S期がパターン分裂と同じ非同調性をもつことを見い出し，また，その非同調性がG2期の非同調性により相殺されることにより細胞分裂の同調性が維持されていることを発見した．このように，非同調的なS期がG2期により補償される細胞周期の制御は，細胞分裂の非同調性を同調分裂の時期からあらかじめ準備することを可能にし，パターン分裂を正確なタイミングで開始させるはたらきをもっていた．さらには，G2期を制御するcdc25遺伝子が転写因子であるGATAおよびAP-2のはたらきにより前後軸にそって非対称な発現を示すことが明らかにされた．GATAおよびAP-2の機能を阻害した胚においてはG2期によるS期の補償が起こらず，非同調的な分裂が神経管の閉鎖が開始するまえから生じ神経管の閉鎖が不全になった．このことから，非同調的な分裂の開始のタイミングは神経管の閉鎖の正確な進行のため，発生プログラムにより神経管の閉鎖の開始の時期に厳密に限定されることが示された．

はじめに

　動物においては，一般に発生の初期において同調した細胞分裂が短時間にくり返されることにより細胞の数が急激に増加する．細胞分裂の同調性は発生が進むにつれしだいに失われ，やがて，組織ごとに特徴的な時空間パターンにより細胞分裂が進行するようになる1)．このようなパターン分裂は細胞分化や形態形成運動を秩序だてて進めるために重要である2)．しかし，同調分裂がパターン分裂へと遷移する際に，細胞周期のどの位相がおもに制御をうけるかについては十分に理解されていない．脊索動物に属するホヤにおいては，脊椎動物と同様に，背側中線において神経板がおりたたまれることにより背側神経管が形成される3,4)（図1）．神経管の閉鎖はこれまでおもにマウスの胚を中心として研究が進められてきたが5)，細胞分裂のパターンの制御の役割については理解が十分ではない．細胞の数が少なく体制が単純なホヤの胚においては，細胞周期と神経管の閉鎖のタイミングの明確な対応づけが可能である6)．ホヤの表皮細胞における細胞分裂は，神経管の閉鎖の開始の際に同調分裂から前後軸にそったパターン分裂へと切り替わる．筆者らは，この細胞分裂のパターンの遷移の前後において，S期およびG2期の長さを生細胞イメージングを駆使して表皮の全長にわたり解析し，細胞分裂のパターンの遷移の機構を明らかにした．

1．原腸胚の表皮での同調分裂において前後軸にそったS期のパターンがG2期により補償される

　筆者らは，以前に，細胞周期の進行にともなうユビキチン-プロテアソーム系によるタンパク質分解を利用したFucciとよばれる細胞周期プローブを用いて，G1期とS期+ G2期を区別した．その結果，ホヤの胚の表皮細胞における細胞周期の間期はG1期をほとんど含まずS期およびG2期からなること，神経管の閉鎖の際にはG2期の伸長にともない細胞周期が顕著に長くなることが示された6)．また，表皮細胞の原腸胚期における最後の細胞分裂（受精から数えて10回目の細胞分裂）は同調して起こるが，神経管の閉鎖の直後に起こる11回目の細胞分裂は神経管の閉鎖と同じ方向性をもって後方から前方にむかい波のように進行することが明らかにされた（図1）．その一方で，S期とG2期とを明確に区別ができないことがこの研究の限界であった．
　今回の研究においては，GFPを融合したPCNAの核への局在を利用してS期とG2期とを区別することにより，S期およびG2期の長さの制御と細胞分裂のパターンとの関係について調べた．その結果，非同調的な11回目の細胞分裂において，後方の細胞のほうがS期の長さが短く，前方の細胞のほうがS期が長い，というパターンがみられた．G2期にはそのようなパターンは確認されなかった．つまり，11回目の非同調的な細胞分裂のパターンはS期の長さにより制御されることが判明した．細胞分裂の同調性が失われる直前の10回目の細胞分裂においても解析したところ，S期の長さが後方から前方へむかうほど長いことは11回目の細胞分裂と同じであったが，反対に，G2期の長さは前方から後方へむかうほど長くなっていた．つまり，原腸胚においては細胞周期の合計の長さは前後軸にわたり一定だが，S期はすでに神経胚における細胞分裂のパターンを予期するパターンをかたちづくっており，S期がG2期により補償されることにより同調性を保っていた（図1）．

2．S期のパターンを補償するG2期の制御は同調性を保ったまま細胞分裂の非同調性を準備する役割をもつ

　S期における細胞分裂の非同調性を補償するG2期の役割を明らかにするため，G2期からM期への移行を促進するcdc25遺伝子（分裂酵母のcdc25遺伝子と相同）に注目した．原腸胚においてはcdc25遺伝子が表皮の前方にいくほど強く発現しており（図2），この時期にG2期が前方にいくほど短いことと対応していた．前後軸にそったcdc25遺伝子の発現の非対称性をcdc25遺伝子の過剰発現により失わせたところ，細胞分裂がS期の長さに応じたパターンで起こった．この実験の結果は，表皮の前方にいくほど短くなるG2期のパターンがS期のパターンを相殺するという考えを支持した．このようなG2期における制御は，細胞分裂の同調性を保ったまま，S期のパターン化によりひとつまえの細胞周期から細胞分裂のパターンの変化を準備する役割をもつと考えられた．

3．前後軸に非対称なcdc25遺伝子の発現は発生プログラムにより制御されている

　前後軸に対して非対称なcdc25遺伝子の発現は発生プログラムにより制御されているのだろうか？　この疑問に答えるため，表皮におけるcdc25遺伝子の発現を制御するシス制御領域をクローニングしてそこに結合する転写因子を探索したところ，原腸胚の表皮において前後軸にそった非対称な発現を示すGATAおよびAP-2の関与が示唆された．GATAおよびAP-2はホヤや脊椎動物において表皮の分化に必須の役割をはたすことが知られている転写因子である7,8)．GATAおよびAP-2の機能を阻害した胚においてはcdc25遺伝子の非対称な発現が消失したことから，GATAおよびAP-2の前後軸に非対称な発現が原腸胚の表皮におけるcdc25遺伝子の発現を制御することが明らかにされた．GATAおよびAP-2の発現は神経胚期には消失し，これは，神経胚においてcdc25遺伝子の前後軸に非対称な発現が消失する（図2）ことと一致した．実際に，GATAおよびAP-2の機能を阻害した胚においてはG2期によるS期の長さの補償の機構がはたらかなくなり，10回目の細胞分裂がS期の長さに応じたパターンで起こった．このように，前後軸に非対称なcdc25遺伝子の発現は表皮の発生プログラムにより制御されており，GATAおよびAP-2の発現の低下が同調分裂からパターン分裂への遷移のタイミングを制御すると考えられた．

4．補償的なG2期は細胞分裂を神経管の閉鎖と協調させるために必要である

　GATAおよびAP-2の機能を阻害した胚においては神経管の閉鎖の進行に遅れがみられたことから，補償的なG2期が細胞分裂を神経管の閉鎖と協調させるために重要であることが考えられた．なぜ同調分裂からパターン分裂への遷移のタイミングは神経管の閉鎖と協調する必要があるのだろうか？　この点を明らかにするため，神経管の閉鎖にともない神経板と表皮の境界に集積するアクチン線維4,6) に注目した．その結果，GATAおよびAP-2の機能の阻害により補償的なG2期を失わせた胚においては，アクチン線維の集積が神経管の閉鎖のタイミングにて起こらなかった．一般に，細胞分裂期においては形態形成運動に必要なアクチン線維が細胞質分裂のために再編成されることにより形態形成運動が阻害される2)．非同調な細胞分裂が異時的に早く起こると，表皮細胞においてアクチン線維が継続的に細胞分裂のために再編成され，結果として，神経管の閉鎖における形態形成運動を阻害すると考えられた．そのため，表皮細胞はS期のパターンを補償するG2期の制御により神経管の閉鎖の開始の直前まで同調分裂を維持しているのだろう．

おわりに

　この研究においては，同調分裂がパターン分裂へと遷移する過程におけるS期およびG2期のそれぞれの寄与を解析することにより，S期が細胞分裂のパターンを準備し，G2期がパターン分裂の生じるタイミングを制御していることが明らかにされた．今回，明らかにされた細胞分裂のパターンの制御は，これまでよく調べられてきたG2期からM期への移行にもとづく制御9,10) とは大きく異なり，ひとつまえの細胞周期から細胞分裂のパターンを準備することが可能であった．そのような制御は，細胞分裂のタイミングの正確さが要求される神経管の閉鎖における形態形成運動に発生プログラムが最適化された結果として獲得されたのかもしれない．
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〈図説明〉
図1　神経管の閉鎖にともなう表皮細胞における細胞分裂のパターン化

（a）原腸胚期．前後軸にわたりS期+ G2期の長さは同じ程度だが，S期とG2期の長さの比率が異なる．
（b）神経胚期．S期の長さは前方ほど長くG2期の長さは一定なため，結果として，S期+ G2期の長さが前方ほど長くなる．

図2　前後軸に非対称なcdc25遺伝子の発現

（a）原腸胚期．表皮におけるcdc25遺伝子の発現は前方にピークをもつ．

（b）神経胚期．表皮の全体においてcdc25遺伝子の発現量は低下し，発現のパターンにも前後の差がみられなくなる．
