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要旨 

 胚発生中の細胞死 (プログラム細胞死) は形態形成に大きく貢献する発生システムである。

羊膜類の指間細胞死や神経管の閉鎖、中腎の消失、オタマジャクシの尾の退縮など、プロ

グラム細胞死は様々な器官を適切に形成するのに重要な役割を果たす。このことから、プ

ログラム細胞死の変化は動物の形態を多様にした原動力の一つであると考えられる。本研

究では、多様な動物の四肢の発生中に起こる細胞死を引き起こすメカニズムに焦点を当て、

以下の 3つの研究課題を遂行した。 

 

1. エゾアカガエルの空気呼吸行動が酸化ストレスを介して肢芽での細胞死を促す可能性の

検証 

 羊膜類の四肢の形態を多様にした指間細胞死機構は、両生類では確立しておらず、羊膜

類で確立された新しい形質である。近年、当研究室では、四肢発生中の環境酸素が指間細

胞死に必須であること、酸素レベルの高い陸上で発生する両生類では指間に細胞死が生じ

ることを明らかにした (Cordeiro et al., 2019)。両生類の多様な生息環境や行動様式を考慮す

ると、生息環境だけではなく、行動様式によっても体内に取り込まれる酸素レベルが上が

ると予想される。そこで、本研究では、両生類であるエゾアカガエル (Rana pirica) の頻繁

な空気呼吸行動が指間で可塑的な細胞死を誘導する可能性を検証した。その結果、幼生期

を水中で過ごすエゾアカガエルでは指間で細胞死が生じており、それらの細胞死の一部は

酸化ストレスによって誘導される可能性が示唆された。さらに、幼生の頻繁な空気呼吸行

動を阻害すると細胞死が減少した。これらの結果から、本研究では、エゾアカガエルは幼

生期に頻繁な空気呼吸行動を行うことで、指間での酸化ストレスが増加し細胞死を引き起

こしている可能性が示唆された。 

 

2. ニワトリの指間細胞死を制御する BMPシグナルと活性酸素種 (ROS) を繋ぐ分子メカニズ

ムの解明 

 指間細胞死は、分離したニワトリの指や水かきのあるアヒルの足、コウモリの皮膜など、

羊膜動物の四肢の形態を多様にした重要な発生システムである。BMP (Bone Morphogenetic 

Protein) シグナルは、指間細胞死を制御する重要な因子であるが、同じく指間細胞死を促進

させる活性酸素種 (Reactive Oxygen Species, ROS) との関係性は不明である。そこで、本研

究では、ニワトリの後肢芽を題材として、指間細胞死を制御する 2つの因子、BMPシグナ

ルと ROS を繋ぐ分子メカニズムを明らかにすることを目的とした。その結果、BMP の添

加および阻害実験により ROS 産生が BMP シグナル下流で起こることが示された。また、

トランスクリプトーム解析により、BMP シグナル下流で発現変化する ROS 産生の候補因

子が明らかとなった。このうち、ROS産生酵素 (Nox2および Nox4) と抗酸化酵素 (Sod1) が

ニワトリ後肢芽の指間領域でBMPシグナルにより発現が制御されている可能性が示唆され
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た。以上より、本研究では、BMP シグナルが ROS 産生酵素の発現増加と抗酸化酵素の発

現低下を介して ROS産生と指間細胞死を制御するモデルを提唱する。本研究は、進化の過

程で指間細胞死が誕生した経緯の解明に貢献することが期待される。 

 

3. エミューの退化した翼の形成に二重のアイデンティティを有する筋前駆細胞の細胞死が

寄与する可能性の検証 

 平胸類のエミューは、著しく退化した翼をもつ。近年、当研究室では、エミューの翼に

おける左右非対称な骨格パターンが、筋形成不全が引き起こす卵殻内でのメカノストレス

の減少により引き起こされる可能性を明らかにした。しかし、筋形成不全の背景にある発

生メカニズムは不明のままである。本研究では、エミューの左右非対称な骨格パターンを

形成する筋形成不全に、胚発生中の細胞死が寄与している可能性を検証した。エミューと

ニワトリの比較シングルセルトランスクリプトーム解析により、エミューの筋前駆細胞集

団の一部で側板中胚葉のマーカー遺伝子が複数発現していることが明らかとなった。さら

に、エミュー前肢の筋前駆細胞および側板中胚葉のマーカー遺伝子が発現する領域では、

細胞死が生じていた。以上のことから、本研究では、異なる細胞集団である側板中胚葉の

マーカー遺伝子を発現する筋前駆細胞が、筋肉に分化する時期に細胞死で除去されること

によって筋形成不全が起こり、卵殻内でのメカノストレスの減少を介してエミューの退化

した翼の形態形成に貢献する可能性が示唆された。 
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序論 

1. 胚発⽣中の細胞死は、動物の形態形成を多様にする発⽣システムである 

 多種多様な動物の特徴的な形態は、胚発生期において多細胞が協調し高度に組織化され

た構造を形成する過程で決まっていく。この過程では、細胞の増殖、凝集、肥大、移動、

細胞外基質の分泌や分解に加え、一度形成された構造を細胞死によって削り取ることで形

態形成が進行する (Wolpert et al., 2011) 。特に、胚発生中に起こるプログラム細胞死は、形

態形成を支える重要な発生システムのひとつである。細胞死による形態形成は古くから記

述されており、オタマジャクシの鰓や尾の消失、指間細胞死による指の分離、生殖器の形

成、中腎の消失、神経管の閉塞など、発生期の様々な器官で細胞死が報告されている 

(Glucksmann, 1951) 。 

 一度形成した組織を細胞死によって削り取ることで形態形成をおこなう細胞死の変化は、

動物の形態多様性に寄与している。例えば、指間を削り取ることで指を分離する指間細胞

死のパターンの多様性は、爬虫類、鳥類、哺乳類を含む羊膜類の四肢の形態多様性に貢献

している。指間細胞死が抑制されるコウモリでは皮膜が (Weatherbee et al., 2006) 、アヒルや

オオバンなどの水鳥では水かきが形成され (Tokita et al., 2020) 、指間細胞死が第 2指と第 3

指の間に限定されるカメレオンでは、指骨は 5本のまま幅広な 2本の指が形成される (Diaz 

& Trainor, 2015) 。また、発生中の水晶体で起こる細胞死は、光の届かない環境に適応した

洞窟型メキシカンテトラの退化した目の形成に関与する (Jeffery & Martasian, 1998; Strickler 

et al., 2007) 。このように、胚発生期における細胞死の量や場所の多様化は形態多様性をも

たらし、それに伴い生活史の多様化にも寄与していると考えられる。 

 

2. 発⽣過程に起こる細胞死の種類と原因 

 プログラム細胞死を引き起こす分子メカニズムについて、初期の研究では、プログラム

細胞死はアポトーシス経路によって制御されていると考えられてきた (Kerr et al., 1972; 

Yuan et al., 1993; Fuchs & Steller, 2011) 。しかし、近年では、アポトーシス経路を阻害して

もプログラム細胞死が進行すること  (Yuan and Kroemer, 2010) 、細胞死命名委員会 

(Nomenclature Committee on Cell Death, NCCD) が 2018 年に細胞死の分類を発表したこと 

(Galluzzi et al., 2018) により、従来アポトーシスのみだと考えられていたプログラム細胞死

は、実は多くの分子メカニズムによって制御されている可能性が明らかとなってきた。現

在、プログラム細胞死の制御には、10 種類を超える分子カスケードが関与していると指摘

されている (Park et al., 2023; Chen et al., 2024) 。例えば、肢芽の筋肉で生じる細胞死は、鉄

イオンが過酸化脂質の産生を介して細胞死を誘導する、フェロトーシスという細胞死であ

る (Co et al., 2024) 。このように、発生過程における細胞死は様々な分子カスケードを介し

て制御される。 
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 発生期の細胞死は、大きく分けて二つの要因により引き起こされる。一つは、特定の細

胞にプログラムされた細胞死促進シグナルであり、もう一つは外的または周囲環境に依存

する要因である。2 つ目の要因によって引き起こされる細胞死には、生存シグナルの不足、

分化プロセスの失敗、上皮組織の融合等が含まれる。例えば、脊椎動物で見られる神経性

細胞死は、生存シグナルである Nerve Growth Factor (NGF) を受け取れないことによって引

き起こされる (Korsching, 1993; Kristiansen & Ham, 2014) 。生存シグナルを受容できた交感神

経は神経支配をすることが出来るが、受け取ることができなかった神経では細胞死が引き

起こされる (Korsching, 1993; Kristiansen & Ham, 2014) 。このようにシグナルを受け取れない

事によって誘導される細胞死は、神経細胞以外にも、ショウジョウバエの移動性中胚葉な

どが知られている (Macabenta et al., 2022) 。また、個体発生中は、幹細胞は、生存シグナル

の欠如以外の様々な原因で分化に失敗することがあるが、分化に失敗した細胞の多くは、

細胞死により排除される (Koto et al., 2011) 。また、神経管の閉塞や頭骨の融合、腹壁の融

合など、上皮組織が融合する部分でも細胞死が生じる (Weil et al., 1997, Salas-Vidal et al., 

1998, Pai et al., 2012) 。上皮組織の融合時に細胞死が生じる原因として、細胞外マトリクス

の分解に伴いアノイキスが惹起される可能性が指摘されている (Pai et al., 2012) 。このよう

に、胚発生中のプログラム細胞死は、細胞死を引き起こす特定の分子カスケードに加え、

ほとんどの細胞が持つ細胞死の引き金が周囲の環境によって刺激されることで誘導される

場合もある。 

  

3. 発⽣過程に起こる細胞死が形態形成に果たす役割 

 Glucksmann は、発生過程に起こる細胞死を、発生における役割という観点から３つのカ

テゴリー (morphogenetic, histogenetic, and phylogenetic degeneration) に分類しようと試みた 

(Glucksmann, 1951) 。Morphogenetic degeneration は、組織を削ることで器官のかたちを作る

役割を果たす細胞死を、Histogenetic degeneration は、発生において分化の途中で生じる細

胞死を、Phylogenetic degeneration は、祖先的形質である一過的な器官が消失する役割を果

たす細胞死を指す (Glucksmann, 1951) 。形態形成に寄与すると考えられる細胞死は、一つ

目の Morphogenetic degeneration であり、指間細胞死や神経管の閉塞などが挙げられる。こ

の中には、形を削り取るだけでなく、機能的な組織を細胞死により除去することにより、

形態形成に寄与する細胞死も存在する。例えば、ニワトリ胚やマウス胚の肢芽の遠位部の

盛り上がった上皮組織である Apical Ectodermal Ridge (AER) は、肢芽の間葉組織の増殖を促

すシグナルセンターとして働くが、肢芽組織が十分に大きくなると細胞死によって消失す

る (Fernández-Terán et al., 2006; Pizette & Niswander, 1999) 。また、鳥類の中腎は発生中の造

血に必要であるものの、発生後期になると細胞死により退縮する (Nacher et al., 2005) 。こ

のように、形態形成に寄与する細胞死は、単に組織を削りとり形態形成を整えるだけでな
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く、複雑な発生プロセスの一部に影響を与えることによって、最終的な形態を変化させる

働きを持つ。 

 発生中の細胞死は、1つのカテゴリーに明確に分類されるものではなく、3つのカテゴリ

ーの特性を併せ持つことがある。例えば、指間組織の形を削ることで多様な形態の指を生

み出す指間細胞死は Morphogenetic degeneration の性質を持つが、水かきが祖先的形質であ

ることを考えると、phylogenetic degeneration の性質も持っていると捉えることもできる。

また、指間組織は指骨になる能力を有していることから、分化の途中で細胞死を起こした

とも考えられ、Histogenetic degeneration の性質を持つとも考えられる。このように、発生

中の細胞死が発生における役割を複数持ち併せていることは、細胞死が発生に組み込まれ

る際に複数の役割を担うようになった進化の過程が存在することを示唆している。 

 

4. 本研究の⽬的 

 本研究では、発生学的に良く研究されている肢芽を題材として、多様な動物の四肢の発

生中に起こる細胞死を引き起こすメカニズムに焦点を当て、エゾアカガエルの肢芽の細胞

死、ニワトリの指間細胞死、エミューの筋前駆細胞の細胞死を引き起こす様々な条件につ

いて研究を行った。 

 

  



 
 

第⼀章、第⼆章、第三章には未発表データが含まれるため、⾮公開とする。 
 

第⼀章：エゾアカガエルの空気呼吸⾏動が酸化ストレスを介して肢

芽での細胞死を促す可能性の検証 

 

 第一章における Figures 3B, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 は、以下の論文より引用された。 

Ono, S. F., Cordeiro, I. R., Kishida, O., Ochi, H., & Tanaka, M. (2023). Air–breathing behavior 

underlies the cell death in limbs of Rana pirica tadpoles. Zoological Letters, 9(2), 1–9. 

https://doi.org/10.1186/S40851-022-00199-X/FIGURES/3 

                                                                

 

第⼆章：ニワトリの指間細胞死を制御する BMP シグナルと活性酸

素種 (ROS) を繋ぐ分⼦メカニズムの解明 

 

 

第三章：エミューの退化した翼の形成に⼆重のアイデンティティを

有する筋前駆細胞の細胞死が寄与する可能性の検証 

 

 第三章における Figures 24B, 25, 26, 27, 28, 29, 30. 31 の一部, 32 は、以下の論文より引用さ

れた。 

Tsuboi, E., Ono, S. F., Cordeiro, I. R., Yu, R., Kawanishi, T., Koizumi, M., Shigenobu, S., Sheng, G., 

Okabe, M., & Tanaka, M. (2024). Immobilization secondary to cell death of muscle precursors with a 

dual transcriptional signature contributes to the emu wing skeletal pattern. Nature Communications, 

15(1), 8153. https://doi.org/10.1038/s41467-024-52203-x 
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総合討論 

 本研究では、3 種類の動物についての胚発生中の細胞死の背景にあるメカニズムを探り、

細胞死を引き起こす様々なメカニズムの存在を明らかにした。 

 

1. 形態多様性を引き起こすプログラム細胞死の誕⽣についての考察 

 本研究を通して、形態多様性に寄与するプログラム細胞死は、どのようなプロセスを経

て誕生するのかについて考察する。進化の過程で、発生中の細胞死が形態形成に寄与する

ような発生システムの一部となるプロセスには、2 つの可能性が考えられる。ひとつは、

(A) 遺伝子の突然変異によって、新しい細胞死促進シグナルカスケードの誕生や、分化ま

たは生存に必要なシグナルの喪失が生じ、胚発生期に大規模な細胞死が引き起こされ、そ

れが形態形成を変化させるという可能性である。もう一つは、(B) 始めは形態の変化を生

じさせないような小規模な細胞死が、進化の過程で徐々に形態形成を担うようになるとい

う可能性である。 

 本研究では、動物の多様な四肢をかたちづくる発生システムである指間細胞死について、

エゾアカガエルとニワトリという２種類の動物を題材としてそのメカニズムの研究を行っ

た。エゾアカガエルで見られた指間領域での細胞死は、大きく形態形成には貢献していな

いと考えられ、原因も呼吸行動による酸化ストレスという周囲の環境に依存するものであ

った (Fig. 10) 。一方で、ニワトリで見られた指間細胞死は、指の形態形成に大きく貢献す

るものであり、周囲の環境酸素という環境依存的な原因に加えて、指間組織独自の細胞死

促進カスケードによって引き起こされていた (Fig. 24) 。このように、両生類と羊膜類では

細胞死が生じる場所は同じであるにも関わらず、羊膜類における形態形成への貢献度は大

きく変化しており、細胞死を引き起こす原因も環境酸素に加えて新たな分子カスケードが

加わった可能性が示唆された。したがって、指間細胞死は、(B) のようなプロセスによっ

て、形態多様性に寄与するプログラム細胞死として確立したのではないかと考えられる。

指間細胞死以外に報告されている、哺乳類や鳥類における中腎の消失や、鳥類後肢芽の筋

肉の消失も、祖先的には、発生プロセスの中で周囲の環境依存的に引き起こされた、小規

模な細胞死だったのかもしれない。今後、複数の動物種において相同な部位の細胞死を調

べていき、さらには比較生理学や生態学の観点から細胞死が引き起こされる原因を調べて

いくことで、細胞死が発生システムとなる普遍的なプロセスが明らかになると期待される。 

 

2. 細胞死が発⽣システムとなるメカニズムの考察 

 周囲の環境に依存してまばらに生じていた細胞死が、形態形成を司る新たな発生システ

ムへと変化するには、必ず遺伝子発現の変化が伴う。しかし、胚発生期は、生物にとって

遺伝子発現の変化やそれに伴う分子カスケードの変化に対して最も脆弱な時期であると考
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えられている (Hamdoun & Epel, 2007) 。そのため、胚発生期において遺伝子発現の変化を

もたらす突然変異は、集団に固定されにくい可能性がある。このような遺伝子変異の定着

のしにくさを回避して、細胞死が発生システムへと組み込まれるには、どのような進化の

メカニズムが考えられるだろうか。私は、組織を縮小させるという特性から、細胞死は退

化と類似した性質を持つのではないかと考えた。ここでは、退化における進化のメカニズ

ムに着目し、細胞死から新たな発生システムが確立されるメカニズムについて考察する。 

 

 化石記録で四肢が残るヘビの祖先が見つかっていることから、ヘビの四肢は緩やかに四

肢形成能力を失ったと考えられている (Martill et al., 2015) 。この緩やかな四肢の退化の背景

には、四肢で遺伝子変異が徐々に蓄積していったプロセスが存在するのではないかと推測

できる。実際、ヘビの四肢の退化をもたらした遺伝子調節領域が進化の過程においてどの

ような変化を遂げたのかを調べた先行研究では、四肢形成に関わる因子の調節領域の多く

が失われていたが、その喪失は特定のシグナル経路に関する遺伝子に偏っていないことが

示された (Roscito et al., 2018) 。このことから、ヘビの祖先の四肢形成に関わる遺伝子調節

領域では、ランダムに変異が生じていった可能性が示唆された (Roscito et al., 2018) 。また、

退化した後肢を持つニシキヘビ胚では、通常は後方側に限局して発現する Shh が前方側で

も発現することが示されている (Cohn & Tickle, 1999) 。Shhは四肢において前後軸を形成す

る役割を果たすことが知られている (Saunders & Gasseling, 1968; Tickle et al., 1975) が、痕跡

としてしか残らないニシキヘビの後肢芽における Shh の前方側の発現は、生存に有利でも

不利でもない変異であると推測される。変異が固定されるためには、その変異が集団にお

いて有利に働き自然選択により固定される場合と、その変異が自然選択に中立である場合

がある (Katju & Bergthorsson, 2019) ことを踏まえると、ニシキヘビ胚の Shh発現は、退化し

た四肢で起こった中立な変異の一つだと推測される  (Cohn & Tickle, 1999; Roscito et al., 

2018) 。以上のことから、生き物の生活史に必要でなくなった部位で起こる遺伝子変異は、

選択圧が働かないことで中立な変異が蓄積してき、少しずつ退化が進むのではないかと考

えられる (Roscito et al., 2018; Cooper, 2024) 。 

 

 私は、外部環境から受けたストレスによって常に細胞死が引き起こされるような組織で

は、遺伝子発現の変化が起こるような変異が生じたとしても、最終的に細胞死により取り

除かれるため、自然選択が働かず、中立な変異が蓄積する可能性を考えた。集団内におい

て、一定の確率でランダムに変異が生じ（Katju & Bergthorsson, 2019) 、これにより胚組織

で遺伝子の発現の変化が引き起こされる。遺伝子領域に変異が入ると、コドンがずれて正

しいタンパク質が翻訳されなくなるが、遺伝子調節領域に変異が入ると、転写調節因子が

エンハンサー領域への結合のしやすさが変化することによって、クロマチン構造やエンハ

ンサー活性の変化が引き起こされ、遺伝子の転写量が変化する(Lupiáñez et al., 2015; Hill et 

al., 2021) 。遺伝子発現の変化の蓄積によって分子カスケードが変化すると、正常発生が阻
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害され、時には胎生致死が引き起こされることもある (Dickinson et al., 2016) 。しかし、細

胞死が起こる領域では、最終的に細胞死により取り除かれるために選択は働かず、変異は

蓄積される可能性が考えられる。中立な変異の蓄積は、転写調節因子の結合レベルやクロ

マチン構造の変化を引き起こして、新しい遺伝子発現プロファイルを生み出す (Hill et al., 

2021) 。以上より、私は、外部環境によりストレスを受け細胞死の発生が常態化した組織

では、中立な変異が蓄積し遺伝子プロファイルが変化することによって、新しい形質が生

み出される場となるという進化のメカニズムを提案する。 

 エゾアカガエルの呼吸行動による酸化ストレスの蓄積は、指間での細胞死の増加をもた

らした。発生中に細胞死が起こることが許容された指間領域では中立な変異が蓄積し、羊

膜類では指間領域を決定する BMP シグナル経路が ROS 産生関連遺伝子などの細胞死を引

き起こす遺伝子の発現の制御を担う、新しい分子カスケードが誕生したのかもしれない。

また、エミューの筋前駆細胞が細胞死を起こす領域では、本来別の細胞集団で発現するよ

うな遺伝子が複数発現していた。これらの遺伝子が発現するような変異が起こったことに

より細胞死を引き起こした可能性もあるが、反対に筋前駆細胞が細胞死を起こすようにな

ったために別の細胞集団の遺伝子が誤発現するようになった可能性もある。今後、この進

化の仮説を検証するためには、実際に胚発生期において細胞死を起こす領域は変異蓄積の

場となっているのか、ゲノムレベルの解析を行っていく必要がある。 

 本研究を通して提案された、外部環境により決定された胚発生中の細胞死領域で新たな

遺伝子発現が促進されるという仮説は、動物の生活史と深く結びついた形態がどのように

して生まれるのかという、適応を促進する進化の仕組みの一端を説明出来る可能性がある。

発生生物学と進化遺伝学の双方の視点からこの仮説を検証することで、形態多様性の背景

にある進化のメカニズムに新たな展開をもたらすことができると期待される。  
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