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ウニ変態時の幼生組織の退縮に伴うアポトーシス

佐藤　由紀子

Apoptosis of retracting larval tissues during metamorphosis of sea urchin

Yukiko SATO

Summary― Metamorphosis of sea urchin, Hemicentrotus pulcherrimus, can be 

induced by L-glutamine. In metamorphosis, arms retracted initially and anterior- 

and posterior- cilialy bands retracted finally. I report that retracting or 

presumptive retracting tissues of larvae show apoptosis during metamorphosis of 

H. pulcherrimus. When larvae were treated with glutamine, the apoptotic features, 

pycnonosis of chromatin and DNA fragmentation, were observed in arms earliest, 

and in anterior- and posterior- cilialy bands latest. These results suggest that 

apoptosis is important in retraction of larval tissue during metamorphosis of sea 

urchin.
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序　　論

　変態は，幼生の体制が成体の体制に作り替えられる複雑な発生過程であり，多くの動物にお

いて観察される。棘皮動物ウニは，遊泳性のプルテウス幼生が，底性の稚ウニに変態する。ウ

ニの変態は，内因性のホルモンではなく，外因性因子が変態を開始するための引き金（トリ

ガー）となっていることが特徴的で（Hingadner, 1969），その機構を調べることは，変態を理

解する上で非常に重要である。ウニの変態のトリガーとなる因子はバイオフィルム，緑藻類，

紅藻類，ペプチド（Hingardner, 1969; Burke, 1984, Kitamura et al.,1993; Takahashi et al., 

2002） など複数知られているが，特に，アミノ酸のL-グルタミンによる変態はよく研究されて

いる （Naidenko, 1983; Yazaki and Harashima, 1994; Yazaki, 1995; Sato and Yazaki, 1999）。

グルタミンによる変態では，変態誘導処理の開始から２，３時間でプルテウス幼生の遊泳が停
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止し，15～24時間で幼生表皮組織の退縮が始まり，処理から48時間で体内のウニ原基が外反し

て稚ウニになる。その後約１週間かけて稚ウニ背側に残っていた幼生表皮組織が完全に退縮す

る。しかし，この選択的な組織退縮の機構については全くわかっていない。

　一般に，脊椎動物および無脊椎動物の正常発生では，形態形成や組織の再構築時に，遺伝的

に制御された細胞死であるアポトーシスが働いている。アフリカツメガエルやウシガエルでは，

変態時の尾の退縮にアポトーシスが関与していることが報告されている。 ウニでは，発生初期

胚の上皮にアポトーシスが生じ，変態が近づくとアポトーシス細胞が減少することが報告され

ている（Roccheri et al., 1997, 1999）。変態期のアポトーシスの報告は無いが，幼生をグルタ

ミンで処理すると，幼生組織の細胞分裂活性が低下し（Yazaki, 1995），腕，および口部周辺

の上皮の核のクロマチンが凝集する（Sato and Yazaki, 1999）ことから，退縮する組織には

アポトーシスが生じている可能性が示唆されている。

　本研究では，ウニにおいても，変態時の組織退縮に伴ってアポトーシス細胞死が生じること

を検証するために，グルタミンによって変態を誘導した幼生の腕について，アポトーシスの特

徴のクロマチンの凝集およびDNAの断片化を電子顕微鏡観察およびTUNEL法によって調べ

た。また，腕に遅れて退縮する胴部上皮についても，核クロマチンの観察とTUNEL法による

アポトーシスの解析を行った。

実験材料および方法

実験材料

　１つがいのバフンウニHemicentrotus pulcherrimusから得た幼生を，野口（1978）の方法を参

考に，濾過滅菌した20℃の海水中で飼育した。海水は，毎分30回転のモーターにつないだパド

ルで撹拌し，３日に一度取り替えた。餌は，珪藻のChaetceros gracilisとDunalliella tertiolecta 

を毎日与えた。変態可能な幼生は，受精から45-60日で得られた。

変態誘導

　変態誘導は，矢崎（1995）の方法を参考に以下の要領でおこなった。５匹から10匹の幼生を

５mlの人工海水または 10-4M L-グルタミンを含む人工海水（グルタミン海水）で満たしたプ

ラスティックプレートに入れ，20℃で６時間または24時間処理した。変態過程を更に進行させ

る場合は，24時間グルタミンで処理をした後，グルタミンを含まない人工海水に移した。

核の観察

　グルタミン処理した幼生を，１% OsO4， ２% グルタールアルデヒドを含む 0.45M酢酸緩衝

バッファー （pH 6.4） で室温で１時間固定し，エタノールシリーズで脱水後，樹脂に胞埋した。

ガラスナイフをウルトラミクロトーム（LKB 4800）に装填し，厚さ２μmの薄切り切片を作

成し，２%トルイジンブルーで染色して，光学顕微鏡によって観察した。 超薄切切片は，ダイ

アモンドナイフ（microstar）で作成し，EM-fine glid no. 100（Nisshin EM co.）に載せ，４

% 酢酸ウランで３分，0.4% クエン酸鉛で３分染色したあと，透過型電子顕微鏡で観察した。
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TUNEL法

　TUNEL法は，断片化DNAを検出する方法として一般的である。TUNEL法の前に，グルタ

ミン処理した幼生を，４%パラフォルムアルデヒドを含むカルシウムマグネシウム除去海水

中で４℃で６時間固定し，70%エタノールに移して－20℃で保存した。固定サンプルを，O. C. 

T. compound （MILES）に包埋し，－18℃でCRYOCUT 1800（Reichert-Jung co.）によって

凍結切片を作成した。切片を，“in situ Cell Death Detection Kit, POD”（Rohm & Haas, 

Philadelphia, USA）を用いてTUNEL法を行った。発色はDABで行い，対比染色はメチルグリー

ン（Trevigen社）を用いた。

結果および考察

　バフンウニ８腕幼生をグルタミン海水で処理すると，矢崎（1995）の報告どおり，グルタミ

ン処理開始から６-24時間で腕が短くなりはじめた（Figs. 1B-1D）。24時間のグルタミン海水

処理後に人工海水に移すと，２日後に幼生の体内のウニ原基が外反して稚ウニになり，原管足

を延ばして歩行し始めた。この時，右後背腕，口後腕，幼生胴部が稚ウニの背側に残り，２本

の腕を背負った状態になった（Fig. 1E）。その後，残っていた組織は退縮を続け，腕，胴部扁

平上皮，胴部繊毛帯の順になくなった。

退縮時の腕上皮の変化と細胞死

　腕は，変態時に最も早く退縮が開始する器官である（Yazaki 1995; Fig. 1）。バフンウニ腕横

断切片の電子顕微鏡像とその模式図をFig. 2に示す。バフンウニの腕上皮は大きく二つの領域

に分けられる。一つは繊毛帯領域で，頂端側（外界側）に長い繊毛をもつ円柱上皮細胞（Fig. 

2A橙）によって形成される。上皮の大部分を占める残りの領域は，短い繊毛をもつ扁平上皮

細胞（Fig. 2A 青）と，細胞内に大きな小腔をもつ泡状細胞によって形成される（Fig. 2A fc）。

泡状細胞はバフンウニにのみ見られる細胞で，他のウニでは報告がなく，機能および由来は一

切わかっていない。扁平上皮細胞は泡状細胞に覆い被さって，仮足を泡状細胞間のスペースに

進入させ基底膜に達する。この構造によって上皮は厚みを増していると考えられる。各上皮細

胞は体表面でseptate junctionによって互いに結合する事によって外と界面を形成している。

　24時間のグルタミン海水処理によって，繊毛帯も残りの領域も，上皮組織を構成する細胞間

の隙間が広がった（Fig. 2B）。この隙間は，上皮の細胞が減少したために生じたものと考えら

れる。いずれの上皮細胞も体表面でのseptate junction構造は保たれており，外との界面効果

は保たれたままであることが示された。また，全ての上皮細胞の核が丸くなりクロマチンが著

しく凝集して，核の周囲に集まっていた（Fig. 2B, 矢尻）。この核の形態は，典型的なアポトー

シス細胞の核と同じであった。

　次に，アポトーシスの特徴の一つであるDNAの断片化をTUNEL法によって調べた。６時

間のグルタミン処理で，腕の先端から中央部の細胞がTUNEL陽性になった（Fig. 3B）。グル



慶應義塾大学日吉紀要・自然科学

22

No. 35（2004）

23

ウニ変態時の幼生組織の退縮に伴うアポトーシス （佐藤由紀子）

タミン処理６時間では腕の退縮はまだ始まっていないので，組織の退縮の開始に先だってアポ

トーシスが生じる事が示された。24時間のグルタミン処理で退縮を進ませた腕では，腕の先端

から根本のほとんど全ての細胞がTUNEL陽性であり（Fig. 3C），同じ腕の上皮組織でも位置

によってアポトーシスの生じる時間に差があることが示された。

　以上の結果から，腕の退縮は，上皮細胞がアポトーシスを起こして減少していくことによっ

て進行していくと推察された。一般に，アポトーシスを起こした細胞は，食細胞に取り込まれ

たり，断片化して外に排出される。ウニ変態において，どのような機構で死んだ細胞が減少し

ていくのかは今後の研究で明らかになるであろう。

胴部の細胞死

　変態時の胴部の退縮は腕の退縮に遅れて始まる。グルタミン処理により，後から退縮する胴

部組織にもアポトーシスが生じるかどうかを明らかにするために，胴部横断切片の観察と，

TUNEL法による解析を行った （Fig. 4, Fig. 5）。胴部の大部分を占める上皮は，腕と同様に扁

平上皮細胞と泡状細胞によって形成されるが（Fig. 4C），左右体側の口後腕と後背腕に挟まれ

る領域の上皮は，扁平上皮細胞のみで形成されていた（Fig. 4B）。胴部前繊毛帯および後繊毛

帯の円柱上皮細胞は，腕のものよりも細長かった（Fig. 4D, 4E）。

　グルタミン24時間処理で，前繊毛帯および後繊毛帯の中央部の円柱上皮細胞を除き，全ての

上皮細胞のクロマチンが凝集した（Figs. 4F, 4G, 4H）。TUNEL陽性の細胞は，グルタミン処

理６時間では繊毛帯以外のすべての上皮で確認され（Figs. 5D, 5E），24時間後には，繊毛帯の

周辺領域の上皮にも確認された（Fig. 5F）。これらの結果から，胴部においても退縮はアポトー

シスによって進行することが示唆された。左右体側の泡状細胞の無い領域における，扁平上皮

細胞のクロマチンの凝集は著しく（Fig. 4F），この領域は他の領域よりも先に細胞死が開始す

ることが示唆された。興味深いことに，左右体側の扁平上皮は，グルタミン処理６時間ではほ

ぼ全ての細胞がTUNEL陽性であったのに（Fig. 5E），24時間後にはTUNEL陰性であった（Fig. 

5G）。DNAの断片化が進行しすぎると，TUNEL法による検出ができなくなることがあり，今

回の結果はその現れであると考えられる。繊毛帯中央部の円柱上皮細胞はクロマチンの凝集も

DNA断片化も起こしていなかった（Fig. 4I, Fig. 5F）。前繊毛帯および後繊毛帯は，外反後に

退縮し，退縮スピードが腕などよりも遅い組織であることを考えると，この組織では，今回の

実験で使用した変態ステージよりももっと遅い時期に散発的にアポトーシスが生じていくので

はないかと考えられる。

　一般にアポトーシスは組織内で散発的に生じる。一方，本研究の結果では変態時に退縮する

各組織において，組織内のほとんどの細胞が短時間のうちに一斉にアポトーシスを起こした。

このことから，ウニ変態時に見られるアポトーシスは，典型的なアポトーシスとは異なる性質

を持っている可能性が予測される。昆虫の変態では退縮に伴ってアポトーシスに加え，オート

ファジー（自食作用を伴う細胞死）が生じていることが報告されている（Dai and Gilbert, 

1997；1999）。筆者は，予備的な実験で退縮中の組織に自食胞が存在することを確認している。
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ウニの変態でも，アポトーシスと同時にオートファジーがおこっているかもしれない。また，

本研究で，グルタミン処理をしてから細胞がアポトーシスを起こすまでの時間が組織の種類や，

組織内での細胞の位置によって差があることが示された。なぜ，この様な差違が生じるのかは

不明であるが，死のシグナルに対する受容体の数や種類が細胞によって異なっている可能性が

考えられる。これらの問題は，今後の研究により明らかにされるであろう。
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Fig.3.　変態時の腕のTUNEL法による染色
（A）コントロール。（B, C）グルタミン６時間処理（B）と24時間処理（C）。DNAの断片化した核は茶色に染まり，断片化して

いない核はメチルグリーンの緑色で示される。星印は腕の先端側を示す。Scale bar＝20μm.

Fig.1.　グルタミンで誘導したバフンウニの変態
（A）８腕プルテウス幼生（背面図）。幼生は８本の腕（矢尻）をもつ。胴部の前後に，前繊毛帯と後繊毛帯が発達している。

（B-D）グルタミンによる腕の長さの変化。（B）コントロール，（C）６時間グルタミン処理，（D）24時間グルタミン処理。腕

の長さはグルタミン処理開始から６時間までは変化がないが，24時間後には短くなる。（E）グルタミン海水で24時間処理し，

人工海水に移してから２日目の稚ウニ（背面図）。背側に退縮中の腕（矢尻）と胴部が背負われた状態になる。 ae，前繊毛

帯 ; pe，後繊毛帯 ; er，ウニ原基（成体原基）; p,原管足 ; s，棘 ; t，胴部．
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Fig.2.　変態時の腕横断切片の電子顕微鏡像（上）とその模式図（下）
（A）control。（B）グルタミン24時間処理。赤 , 基底膜 ; 橙，円柱上皮，青，扁平上皮；緑，軸索 ; 灰，核 ; 黒，骨，fc，泡状

細胞。
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ウニ変態時の幼生組織の退縮に伴うアポトーシス （佐藤由紀子）

Fig.4.　変態時の胴部における核の変化
（A）胴部横断切片像とその模式図。（B-E）（A）の

拡大写真。（F-I）グルタミン処理24時間後の幼生

における（B-E）に対応する組織。赤，扁平上皮

のみの領域；青，扁平上皮と泡状細胞の領域；橙，

円柱上皮；緑，胃；茶，ウニ原基（B, F）胴部

左扁平上皮，（C, G）扁平上皮と泡状細胞 .（D,E, H, 

I）繊毛帯。扁平上皮に近い領域（C, G）と中央部

（D, H）. Scale Bar＝ 5μm

Fig.5.　変態時の胴部のTUNEL法による染色
（A）-（C）Control. （D, E）グルタミン６時間処理。（F-H）

グルタミン24時間処理。DNAの断片化した核は茶色に

染まり，断片化していない核はメチルグリーンの緑色で

示される。cb，繊毛帯 ; er，ウニ原基 ; se，扁平上皮 ; st，

胃。Scale bar＝20μm.


