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Abstract: Our several lines of experiments showed that Xenopus embryos raised under 

hypergravity condition develop various phenotypes, including head-defects such as microcephaly 

and cyclopia and these defects would cause inhibition of Wnt signaling. In addition, we also 

showed that Xotx2 (involved in fore-and mid brain and eye development) is the most sensitive 

region to hypergravity (compared to Xag). However, it is not clear whether regions behind the mid 

brain effect by hypergravity. In this study, we examined the effect of hypergravity on gene 

expression of Xotx2, En2 (expressed in the region between midbrain and hindbrain), Krox20 

(hindbrain marker) and HoxB9 (expressed posterior neural tissue) by whole-mount in situ 

hybridization (WISH). Detailed investigation of double staining with Xotx2 and En2 showed that 

Xotx2 was strongly suppressed in embryos exposed to 5G, although the region expressed En2 

became slightly small. Furthermore, expression pattern of Krox20 and HoxB9 were not affected by 

hypergravity. These results suggest strongly that posterior region (behind the hindbrain) is not 

affected by hypergravity and development of eye and fore-mid brain is most sensitive in embryos 

exposed to hypergravity. 
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1. はじめに 

 ロシアで行われていた「MARS-500」が終了し、

有人火星探査が現実味を帯びてきた。地球と火星

を往復するには約 500 日かかり、宇宙船の中で自

給自足をすることが必要になる。そこで、食料と

なる動物や植物の生活環が宇宙環境の中で正常に

回るかどうかを調べることは重要である。両生類

は宇宙環境が生物に与える影響について調べるた
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めに適した材料であり、これまでに多くの研究が

行われている(1-3)。我々は、モデル生物として多く

の研究の蓄積があるアフリカツメガエルを用いて

重力の影響についての研究を行っている。これま

でに我々を含めていくつかのグループが、過重力

がアフリカツメガエルの初期発生や卵成熟に与え

る影響について報告している(4-7)。これらの論文で

は、アフリカツメガエルの受精卵を過重力下で発

生させると、初期胚に様々な異常が生じることが

報告されており、その中でも、小頭症や単眼症な

どの異常が最も多い。我々はこの頭部形成の異常

について継続して研究を行っており、これまでに、

この頭部形成異常は頭部形成に必須の Wnt シグナ

ルの活性が抑制されることで生じること(8)、さら

に、頭部の中でも眼や前脳の領域が過重力に対す

る感受性が最も高いことを報告した(9)。しかし、

頭部以外の領域について過重力の影響を調べた研

究はまだない。そこで今回、我々は初期胚の前後

軸のマーカー遺伝子を whole-mount in situ 

hybridization(WISH)(10)を用いることによって解

析し、頭部以外の領域が過重力の影響を受けるの

かどうかを調べたので報告する。 
Fig. 1 Expression pattern of head marker gene, 

Xotx2 (red) and En2 (purple) in control and 5G 

treated embryos. 

5G 

 

2. Xotx2、En2 の発現に対する過重力の影響 

 これまでの我々の研究から、過重力は初期胚の

頭部形成に影響を与えることが明らかになってい

る。そして我々は、昨年、中脳と後脳の境界で発

現している En2(11)の発現領域は正常だということ

を報告した。しかし、例数を増やし、より詳細に

解析した結果、En2 の領域も過重力の影響を受け

ていることが明らかとなった。そこで今回はXotx2

と En2 のどちらがより過重力の影響を受けやすい

のかを調べるために、Xotx2、En2 の 2 重染色法を

用いて調べた。アフリカツメガエルは両生類研究

施設で飼育され、これまでに過重力の研究に使わ

れたものを使用した。メスカエルにホルモンを注

射して未受精卵を産卵させ、それに媒精して人工

受精させた。媒精後すぐに受精卵をスイングバケ

ット式の過重力負荷装置にセットして、5G の過重

力をかけた。コントロールの受精卵は装置の近く

で約 21℃で発生させた。コントロールがステージ

11 に達した時期に装置を止めて、尾芽胚まで発生

させた。その後、胚を MENFA で固定して 100%エタ

ノール中で保存した。 

 今回は、眼・前脳・中脳のマーカーである Xotx2

をｍagenta-phos で赤に、En2 を BM purple で紫に

染色した(図 1)。図 1 に示すように、2 重染色され

た胚では、Xotx2 の領域がほとんど無くなってい

るにもかかわらず、En2 の領域は若干減少しただ

けであった。この結果から、頭部形成に異常が生

じた初期胚で、En2 よりも Xotx2 の方がより過重

力の影響を受けやすいことが示された。また、En2

の領域も減少していることから、やはり中脳・後

脳の領域も多少は過重力の影響を受けていること

が示された。 

 

 

      Control                     5G 

3. Krox20 の発現に対する過重力の影響 

 前の結果から、中脳と後脳の境界は過重力の影

響を受けていることが示された。そこで、次に、

我々は後脳のマーカーである Krox20 のプローブ

を用いて WISH を行った(図 2)。その結果、Krox20

の発現は対照胚と 5G 胚で差は見られなかった。こ

の結果は、後脳は過重力の影響を受けていないこ

とを示す。 

 

Control 

 

Fig. 2 Expression of Krox20 in control and 5G 

treated embryos. 
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4. HoxB9 の発現に対する過重力の影響 

 最後に、我々はさらに後方(尾部)の領域を調べ

るために、後部神経組織のマーカーである HoxB9

のプローブを用いて WISH を行った(図 3)。その結

果、Krox20 と同様に HoxB9 でも対照胚と 5G 胚で

発現領域に差は見られなかった。これらの結果か

ら、過重力はアフリカツメガエルの頭部形成に特

異的に影響を与えるということが明らかとなった。 

           

 

5. 終わりに 

 今回、我々はアフリカツメガエルの初期胚の後

部が過重力の影響を受けるかどうかを調べた。以

上の結果から、初期胚の後部は過重力の影響を受

けておらず、頭部が特異的に影響を受けることが

明らかとなった。アフリカツメガエルの頭部形成

には Wnt シグナル、FGF、RA(レチノイン酸)などが

関わっていることが知られている。我々はアフリ

カツメガエルの初期胚は受精後 30 分以内が過重

力に対して最も感受性が高いことを報告している。

アフリカツメガエルの場合、受精後約 30-40 分で

受精卵の中では微小管の再配列に伴う表層回転と

いう現象が起こる。この表層回転の結果、受精卵

の中の Wnt シグナルが活性化され初期胚の将来の

体軸が形成される。よって Wnt が受精卵の中で活

性化されるタイミングと、受精卵が過重力に対す

る感受性の高い時期が一致することから、前に、

我々は Wnt シグナルの標的遺伝子であり、頭部形

成に関わっている Siamois と Xnr-3 の発現量をリ

アルタイム PCR で調べ、Xnr-3 の発現量が低下す

ることを報告した。すなわち、アフリカツメガエ

ルの初期胚で頭部形成が異常になる原因は、頭部

形成に必須の Wnt シグナルが弱められたことが原

因の一つである可能性が高い。さらに、この表層

回転は重力に反応する現象であることも知られて

いる。このことから、過重力によって頭部形成が

異常になる理由は、この表層回転が正常に起こら

ないことによって引き起こされると考えられる。

また、抑制する強さに応じて胚の頭部から異常が

生じることが知られている。今回の研究で、尾部

は過重力の影響を受けていなかった。つまり、表

層回転が不完全に起こることで頭部形成の異常が

起こるが、尾部は正常に形成されると考えられる。 

Control 5G 

Fig. 3 Expression of HoxB9 in control and 5G 

treated embryos. 
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