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［２］ 研究経過              
本研究計画は昨年度に行われた胚発生初期から幼生

中期までのウニハンチントンタンパク(Hp-Htt)が幼

生腕の繊毛帯附置線状構造 (CBAS)に発現し、それが

Hp-Htt モルフォリノ(Hp-Htt-MO)投与によって消失

し、同時に幼生腕の繊毛運動による渦流も消失し、幼

生の遊泳行動が阻害されることを明らかにした。これ

によって、ヒトにおけるハンチントン病の原因の一つ

とされる脳室内の繊毛運動が関与する脳脊髄液の流

動減少が、棘皮動物幼生における繊毛運動減少による

遊泳運動の低下と機構的には良く似ていることが示

された。Htt の機能が動物進化の中で、維持されてい

る考えることができる。そこで、ウニ幼生のように発

生後期には腕を消失する変態直前の８腕幼生と直後

の稚ウニでは Htt がどのような働きをしているかが

進化的機能を解明する重要な知見をもたらすと考え

られることから、今回の研究テーマとした。本研究は、

したがって、稚ウニに変態する直前の後期幼生内に形

成される成体原基(Echinorudiment; ER)に注目して、

ここへHp-Htt Morpholino antisense Oligo の3’末に

Fluorescein (FL)を結合した FL-Hp-Htt-MO を作成

し、細胞内取り込みを促進する Polyethylene glycol 
(PEG)と一緒に直接幼生の成体原基周辺に注入した。

この時、Htt-MOの活性持続期間とされる１週間程度

の間に、変態を誘導し、その効果を（１）幼生・稚ウ

ニ繊毛の形成状況、（２）繊毛による水流発生（渦流；

Swirling）状況の解析、そして（３）渦流による遊泳

運動パターンの解析によって検証した。これらには

FL-Hp-Htt-MO の顕微注入、免疫組織化学結果の蛍

光顕微鏡と共焦点レーザー顕微鏡(CFM)による観察

を行なった。そのために、本研究計画の対応者の小椋

利彦教授と随時連絡を E メイル等で取りながら遂行

した。 
 
［３］成果 
 （３－１）研究成果 
本年度は、以下に示す研究成果を得た。 
まず第１に、本研究の基礎となる FL-Hp-Htt-MO の

顕微注入位置の確認を図１に示したように蛍光顕微

鏡で行なった。注入は受精後３８日の８腕プルテウス

幼生（38-dpf 8aPL）のER左右の体腔にそれぞれ100-
200pL、合計１個体当たり、最大400 pL 注入した（図

１A）。その後直ちに変態誘導のために石灰紅藻

(Calcareous red algae) を付着させたプラスチック板

と一緒に３日間培養した。この期間に8aPLは８本の

腕を退縮させ、多数の棘と叉棘を体表に形成した稚ウ

ニに変態する。注入した FL-Hp-Htt-MO は稚ウニ体

表面部位に観察された(図1B)。 

                       
図1. 受精後38日の8aPLに注入したFL-Hp-Htt-MO（緑色）は成体原

基(ER)部域に止まる（A）が、 変態後３日の稚ウニでは体表面に広く認

められる(B)。A、 Bとも固定前の生体での蛍光写真。下線:100 �m (A)、 
200 �m (B)。 

 
第２に、8aPLまで発生したときのHtt-MOの繊毛帯

形成への影響を免疫組織化学で解析した（図２）。 

 
 
図2. 8aPL (A、 B)と変態後３日の稚ウニ（C）におけるHtt (赤)、繊毛 
(Acetylated �-tubulin:緑)のCFM像。PEG単独注入幼生（A）と比較す

るとHtt-MO注入幼生（B）では幼生本体前方（Aep）での繊毛形成が後

方(Pep)よりも著しく阻害されている。(C) 稚ウニではHttを持つ短い繊

毛は叉棘間の体表面（矢印）に多く認められる。下線:100 �m。 
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8aPLの繊毛帯は前方と後方の左右4箇所（図２A、 
B；L、 R）に作られるがHtt-MO 注入幼生では前方

の繊毛帯形成阻害が後方繊毛帯より顕著に認められ

た（図２B）。これが渦流形成に及ぼす影響を解析する

と、左右の後方繊毛帯（図３A、B： MO-RP、 MO-
LP）での渦流形成の上昇が見られた（図３C、矢印）。

これは、前方繊毛帯繊毛の退縮に伴う渦流の縮小(図３

B)が後方繊毛帯の保証的運動上昇として現れている

のかもしれない。 
 

 
 
図3. ８aPLの前後の繊毛運動によって出現する渦 (A、 B)の大きさ（白

線）は後方繊毛帯で拡張 (C: MO-RP、 MO-LP；図中矢印)して見られる。

各カラムの上の赤線はSEM)。 
 

最後に変態直後の稚ウニでの体表繊毛の動きを渦流

解析で調べた（図４）。ここでは、Htt-MO処理は渦流

サイズが縮小するが（図４A―C）、その数は増加する

ことから（図４D）、補償的に小さな渦流を多数生じる

のかも知れない。 

 
 
図 4. 稚ウニ体表での水流は体表の叉棘間（図４矢印）を起点として発

生し、その到達距離はPEG注入ウニ（A）では体表から平均300�m離

れた位置まで到達する(C: PEG) が Htt-MO 注入ウニではその半分の

150�mに減少する(C: Htt-MO）。一方、渦の数はHtt-MO注入個体では

増加する(D: Htt-MO）。(C)、(D)の各カラムの上の赤線はSEM。 
 

以上から、本研究では、Htt-MOは体表の繊毛形成と

その運動に、 従って、8aPLおよび幼生の遊泳運動に

大きな影響を与えることが示された。 
 

（３－２）波及効果と発展性など 
昨年度のウニハンチントン研究結果は世界的にもウ

ニでの研究例として NCBI での文献検索のトップ付

近に紹介されている。機会があれば、国際会議からの

招待の一つにでも応じて、この分野の研究交流に貢献

したい。国内においても少なからずの学外研究者たち

との交流グループができて来たので、今後はナマコ等

の進化系列的関係にある海産無脊椎動物を用いて、よ

り詳細な学問領域の創成に貢献したい。 
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