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要旨 
 
動物の体表や器官の表⾯を覆う上⽪組織は、外界からの有害な刺激や液体の侵

⼊から物理的なバリアとして働き、個体の内部を保護している。この上⽪組織の
バリア機能は、細胞間接着によって上⽪組織の完全性が維持されることで担保
される。⼀⽅で、上⽪組織の完全性は、細胞分裂や細胞死、形態形成のような発
⽣現象によって⽣じる機械的なストレスや細胞間接着の再構成によって、不安
定化する。これらの発⽣現象に対して、上⽪組織の構造が安定して保たれる仕組
みはわかっていない。本研究では、上⽪成⻑因⼦受容体 (EGFR)シグナルの存
在が、ショウジョウバエの胚表⽪組織の安定性維持を保障する役割を検証した。 
 
EGFR は、進化的に保存された膜貫通型の受容体チロシンキナーゼである。

EGFR の活性化は、Ras-Raf-MEK の古典的 MAP キナーゼ経路を介して、細胞
外シグナル調節キナーゼ (ERK)の活性化を導く。活性化した ERK は転写因⼦
や細胞⾻格と相互作⽤することで、多様な細胞応答を引き起こす。例えば、EGFR
や ERK の活性化は細胞死抑制や創傷治癒を促進し、上⽪組織の恒常性を維持す
ることが知られている。ショウジョウバエの胚発⽣では、EGFR 依存的な ERK
の活性化は、rhomboid の発現によって遺伝的に制御されている。rhomboid が
発現した領域では、EGFR のリガンドである Spitz が分泌される。この遺伝的に
制御された EGFR 依存的な ERK 活性化は、胚表⽪組織の細胞分化や形態形成に
関与することが⽰唆されている。 
 
本研究では、ERK 活性の FRET プローブを⽤いて、胚発⽣中の EGFR 依存的

な ERK 活性パターンのダイナミクスを明らかにした。さらに、蛍光デキストラ
ンのインジェクションによって、ERK の活性化は、形態形成によって胚表⽪組
織とビテリン膜の機械的な接触が失われる領域で⽣じていることが明らかにな
った。このことから、EGFR シグナル、形態形成、そしてビテリン膜が胚表⽪組
織の安定性に影響している可能性を考えた。 
そこで、EGFR シグナルの存在が胚表⽪組織の安定性に与える影響を検証する

ため、EGFR 機能⽋損変異体が、胚発⽣の段階で頭部構造が⽋失するという特徴
的な表現型に注⽬した。EGFR 機能⽋損変異体では胚全体でアポトーシスが増
加する。EGFR 機能⽋損変異体で、アポトーシスを抑制した結果、頭部体節の組
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織崩壊が⽣じなかった。このことから、EGFR 機能⽋損変異体の頭部体節で⽣じ
る組織崩壊には、アポトーシスが必要であることが明らかになった。 
ショウジョウバエの上⽪組織において、アポトーシス細胞は通常、上⽪組織の
基底部側に脱落する。⼀⽅、崩壊開始後の EGFR 機能⽋損変異体の頭部体節で
は、⼤量のアポトーシス細胞を含んだ細胞クラスターが、形態形成によって陥⼊
した胚表⽪組織の apical 側にも局在していることを観察した。EGFR 機能⽋損
変異体の頭部体節において、細胞の apical extrusion が⽣じる過程をライブイメ
ージングで観察した。その結果、細胞の apical extrusion が周辺の組織にも伝播
し、⼤規模な組織崩壊が⽣じることを観察した。このことは、EGFR 機能⽋損変
異体で⽣じる細胞の apical extrusion が組織崩壊を導いている可能性を⽰唆した。 
EGFR 機能⽋損変異体で、細胞の apical extrusion や組織崩壊が⽣じる原因を
探るため、apical extrusion の初期段階を探索した。その結果、唾腺陥⼊によっ
てビテリン膜から離れた胚表⽪組織で最初の apical extrusion や組織崩壊が⽣じ
ることを観察した。さらに、EGFR 機能⽋損変異体では陥⼊した上⽪組織の周辺
の E-cadherin の局在に、頻繁な破断が観察された。この結果は、EGFR 機能⽋
損変異体では形態形成に対して、E-cadherin による上⽪組織の完全性が障害さ
れやすくなっている可能性を⽰唆している。 
唾腺陥⼊点における細胞の apical extrusion は胚表⽪組織がビテリン膜から離

れ領域で⽣じた。胚表⽪組織とビテリン膜の機械的な接触が上⽪組織の安定性
に与える影響を探るため、ビテリン膜の外科的な除去を⾏った。その結果、ビテ
リン膜との機械的な接触を失った EGFR 機能⽋損変異体の組織⽚は、急速な崩
壊を⽣じた。さらに、EGFR 機能⽋損変異体を創傷した結果、創傷の周辺の胚表
⽪組織が異所的にビテリン膜との機械的な接触を失い、apical extrusion と組織
崩壊が⽣じた。これらの結果は、ビテリン膜と胚表⽪組織の機械的な接触が失わ
れることが、EGFR 機能⽋損変異体における細胞の apical extrusion や組織崩壊
を促している可能性を⽰唆している。 

以上のことから、胚表⽪組織で⽣じる形態形成で EGFR 依存的な ERK 活性化
は、形態形成によってビテリン膜と胚表⽪組織の機械的な接触が失われた上⽪
組織の安定性を⾼めることに関与している可能性が考えられる。本研究では、解
剖によって、ビテリン膜との機械的な接触を失った胚表⽪組織ではアポトーシ
スを誘導するカスパーゼを活性化した細胞が増加したことを観察した。このこ
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とは、ビテリン膜が細胞外マトリックスとして存在することが胚表⽪組織に⽣
存シグナルを提供している可能性が考えられる。また胚組織⽚は湾曲した形を
⽰すことから、ビテリン膜の存在は胚表⽪組織の形状を保つことにも寄与して
いる可能性が考えられる。 
胚表⽪組織で⽣じる ERK の活性化はミオシンを制御し、形態形成や創傷治癒

において組織に内向きの⼒を発揮させる。この ERK の活性化による細胞の収縮
⼒制御は、形態形成、細胞脱落、創傷治癒など上⽪組織で⽣じる多くの現象で共
通して⽣じる。EGFR の下流で⽣じる ERK の活性化がミオシンを制御すること
で、胚表⽪組織に⽣じる不安定性を緩衝していると考察された。⼀⽅で、EGFR
シグナルが存在しない胚表⽪組織では、上⽪組織の不安定性に対する抵抗性が
失われて、アポトーシスの増加、形態形成、創傷といった状況下で組織の完全性
を維持出来ない。これらの結果から、EGFR シグナルは発⽣過程で⽣じる様々機
械的ストレスや異常から、上⽪組織の安定性を維持する必須因⼦であると考え
られた。 
 
 



 6 

第 1章 序論 
 
上⽪組織は、細胞分裂や細胞死、形態形成のような発⽣現象によって頻繁に再

構成される (Guillot & Lecuit, 2013)。例えば、組織の成⻑時に⽣じる細胞増殖
は、しばしば組織に必要以上の細胞を作り出し、細胞死や細胞の脱落を誘導する
ことが報告されている (Eisenhoffer et al., 2012; Levayer et al., 2016; Marinari et 
al., 2012)。また、形態形成に伴う組織の変形は組織内に異⽅性の機械的なスト
レスを⽣み出し、上⽪細胞の変形 (Tomba et al., 2022)や再配置 (Blankenship et 
al., 2006; Paré & Zallen, 2020)を伴うことが知られている。⼀⽅で、これらの発
⽣現象によって⽣じる上⽪組織の不安定性に対して、どのような機構が上⽪組
織の頑強さを保証しているのかは明らかになっていない。 
本研究では、ショウジョウバエの EGFR 機能⽋損変異体が、胚発⽣に失敗し、
頭部構造の喪失 (R. J. Clifford & Schupbach, 1989; Price et al., 1989)を⽣じると
いう特徴的な表現型に注⽬し、EGFR シグナルの存在が上⽪組織の安定性に与
える影響を検証した。 
 
 
 
1.1 上⽪組織の完全性と細胞脱落 
 
動物の体表や器官の表⾯を覆う上⽪組織は、外界からの有害な刺激や液体の侵

⼊から物理的なバリアとして働き、個体の内部を保護している (Ganz, 2002; 
Macara et al., 2014)。この上⽪組織のバリア機能は、細胞間接着によって上⽪組
織の完全性が維持されることで担保される (Sumigray & Lechler, 2015)。上⽪組
織における細胞間接着の異常は多様な疾患の原因となることが報告されている 
(Brooke et al., 2012)。上⽪組織の完全性を維持する代表的な細胞間接着構造と
して、脊椎動物には細胞の頂端⽅向から順番に密着結合 (Tight Junction)や接着
結合 (Adhernes Junction)が存在する (Niessen, 2007)。⼀⽅、密着結合が存在し
ないショウジョウバエをはじめとする無脊椎動物では、接着結合より基底部側
に隔壁結合 (Septate Junction)が存在し(図 1B)、上⽪組織の完全性が担保され
ている (Behr et al., 2003; Tepass & Hartenstein, 1994)。  
物理的もしくは化学的な刺激などによって失われた上⽪組織の完全性は、創傷
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治癒という機構によって修復される (Gurtner et al., 2008)。この創傷治癒の機
構では、多くの動物の上⽪組織において、傷⼝の周辺でアクトミオシンの細胞⾻
格の蓄積が⽣じることが報告されている (Bement et al., 1999; Brock et al., 
1996; Rothenberg & Fernandez-Gonzalez, 2019; Wood et al., 2002)。これらのア
クトミオシンの細胞⾻格は、傷⼝の閉⼝に際して、内向きの収縮を発揮すること
が報告されている (Brugués et al., 2014)。⼀⽅で、傷⼝の閉⼝の失敗は、腸上⽪
組織など において細菌やウイルスの感染や慢性炎症疾患の原因になることが
報告されている (Leoni et al., 2015; Peterson & Artis, 2014)。そのため、個体の
恒常性維持には、上⽪組織の完全性が頑強に維持されることが極めて重要であ
ると考えられる。 
さらに、上⽪組織は様々なダメージや分化の失敗などによって異常化した細胞

を上⽪組織の完全性を保ちながら取り除く必要がある (Ohsawa et al., 2018)。
多くの動物の上⽪組織において、異常化した細胞は組織への適応性が低下し、細
胞競合という機構によって取り除かれることが知られている (Morata & Ripoll, 
1975; Nagata & Igaki, 2018)。異常化した細胞は、周囲の健康な細胞からシグナ
ルや機械的なストレスを受け取ることによって、アポトーシスを誘導するタン
パク質であるカスパーゼが活性化することが報告されている (Bowling et al., 
2019)。脊椎動物の上⽪組織では、カスパーゼが活性化したアポトーティックな
細胞は組織の頂端部⽅向に押し出される (Katoh & Fujita, 2012)。⼀⽅で、ショ
ウジョウバエの上⽪組織では、腸上⽪組織 (Buchon et al., 2010; Martin et al.,
2018)など⼀部の例をのぞいて、殆どの場合、死にかけた細胞は基底部⽅向に押
し出されることが知られている (Gu & Rosenblatt, 2012; Levayer et al., 2016; 
Ninov et al., 2007)。 

1.2 ショウジョウバエ胚の発⽣と形態形成 

ショウジョウバエ胚は、受精後、⼆倍体の核が 13 回の同調した核分裂によっ
て約 6000 個にまで増加する (V. E. Foe & Alberts, 1983)。卵の細胞質を共有し
た多核細胞である合胞体となった胚は、9 回⽬の核分裂後、核が受精卵の表⾯領
域に移した多核性胞胚となり、細胞膜と細胞間接着の形成が始まる (Mazumdar 
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& Mazumdar, 2002; Müller & Wieschaus, 1996)。その後、1層の円柱型上⽪細胞
が内部の卵⻩を覆った細胞性胞胚となる (V. E. Foe & Alberts, 1983)。細胞性胞
胚となった後の上⽪細胞の apical (頂端)側は、卵⺟細胞由来の細胞外マトリッ
クスであるビテリン膜と機械的に接触している (図1B) (DʼAngelo et al., 2019)。
ビテリン膜に⽳を開けると、著しい胚組織の漏出が⽣じる(図 1C) ことから、ビ
テリン膜によって限局された空間に閉じ込められた胚には⾼い内圧が存在する
ことが推測される。 
ショウジョウバエの胚発⽣における形態形成はこの⾼い内圧に逆らって、上⽪

組織を胚の内部に侵⼊させる必要がある。これを実⾏するため、アクトミオシン
の細胞⾻格や adheres junction を形成する Cadherin-catenin 複合体の制御を通
した上⽪細胞の apical 表⾯張⼒の増加が重要であると考えられている (Lecuit 
& Lenne, 2007)。例えば、ショウジョウバエの原腸胚における腹側溝の形成にお
いては、原腸胚の腹側領域 (予定中胚葉)で発現する Fog によって、細胞の apical
側へのミオシンの移⾏と活性化が⽣じることが知られている (Dawes-Hoang et 
al., 2005)。さらに、Fog によるミオシンの活性化は adherens Junction との係留
を介して、細胞の apical 表⾯のアクトミオシンの収縮⼒を増加させ apical ⾯積
の収縮 (apical constriction) を促すことが⽰されている。ショウジョウバエ胚に
おいて、細胞の apical constriction は 腹側溝の陥⼊以外にも、気管プラコード
の陥⼊ (Letizia et al., 2011; Nishimura et al., 2007a)、唾腺陥⼊ (Chung et al., 
2017; Sanchez-Corrales et al., 2018)の際にも⽣じることがわかっている。また、
初期胚における光遺伝学による apical constriction の導⼊は組織を胚内部へ陥⼊
させることが報告されている (Izquierdo et al., 2018)。 
 
 
 
1.3 EGFR-ERK シグナル経路  
 
上⽪成⻑因⼦受容体 (EGFR)は、多くの後⽣動物において構造と機能が進化

的に保存されている膜貫通型の受容体チロシンキナーゼである (Barberán et 
al., 2016)。EGFR は、細胞外ドメインに EGF や TGFαといったような細胞外
のリガンドが結合することで⼆量体化し、細胞内ドメインの⾃⼰リン酸化によ
って活性化する (Purba et al., 2017)。多くの動物において、EGFR の活性化
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は、細胞増殖や細胞死抑制、細胞運動、分化など⾮常に多岐にわたる⽣命現象
を⽣じさせる (Wells, 1999)。⼀⽅、EGFR シグナルの異常は、がん化や腫瘍
形成の原因となることが報告されている (Normanno et al., 2006)。 
EGFR の活性化の下流では、MAP キナーゼ経路や PI3K-Akt 経路をはじめとし

た様々な細胞内シグナル伝達経路の活性化が⽣じることが知られている (Wee 
& Wang, 2017)。その中でも、細胞内シグナル伝達の中⼼的な役割を果たすタン
パク質として細胞外シグナル制御キナーゼ (ERK)の働きがよく研究されている。
古典的 MAP キナーゼである ERK は進化的に保存されたセリン/スレオニンキ
ナーゼであり、Ras-Raf-MEK のシグナル伝達経路を介した 2 重リン酸化によっ
て活性化される (Lusk et al., 2017)。活性化した ERK は細胞質や核内で転写因
⼦や細胞⾻格、酵素など様々な基質とともに働き、多様な⽣命現象を出⼒として
⽣じることが知られている (Ebisuya et al., 2005)。 
ショウジョウバエ胚では、EGFR は胚発⽣を通して胚表⽪組織にユビキタスに

発現している (Revaitis et al., 2020)。EGFR 機能⽋損変異体の表現型として胚
全体でのアポトーシス細胞の増加や、腹部クチクラ構造の⽋失、そして頭部構造
の喪失が報告されている (R. Clifford & Schupbach, 1992; Crossman et al., 2018; 
Price et al., 1989)。⼀⽅で、胚表⽪組織で⽣じる EGFR 依存的な ERK 活性化は、
rhomboid の発現によって時空間的に限られた領域でのみ⽣じることが、活性型
ERK (dpERK)抗体を⽤いた研究で⽰されている (図 2A, 2B, 2G, 2H) (Gabay et 
al., 1997a, 1997b)。この限られた範囲での EGFR 依存的な ERK の活性化は、ゴ
ルジ体の膜上に係留された EGFR の主要なリガンドである Spitz が Rhomboid
によって切断され、細胞外に分泌されることで⽣じることが明らかになってい
る (Shilo, 2016)。これらの胚表⽪組織で⽣じる EGFR 依存的な ERK の活性化
は、細胞分化や形態形成に関与することが⽰唆されている (Hayashi & Ogura, 
2020; Ogura et al., 2019)。  
 
 
 
1.4 本研究の概要 
 
本研究では、ERK 活性の FRET プローブを⽤いて、胚発⽣中の ERK 活性化の
時空間パターンを⽣きた胚で観察した。Rhomboid 機能⽋損変異体では ERK-
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FRET 活性の⼤部分が著しく減衰したことから、これらの ERK-FRET の活性化
パターンは rhomboid の発現によって、遺伝的に制御された EGFR-ERK シグナ
ル経路の活性化を反映していることを明らかにした。さらに、Rhomboid 機能⽋
損変異体では体節溝の形態形成後に、胚表⽪組織から細胞の apical extrusion が
頻繁に⽣じることを観察した。そこで、形態形成によるビテリン膜と胚表⽪組織
の間隙の変化と ERK の活性化の同時観察を⾏った。その結果、ERK の活性化
は、形態形成によって胚表⽪組織とビテリン膜の機械的な接触が失われる領域
に相関して⽣じていることが明らかになった。 
次に、EGFR 機能⽋損変異体の頭部体節で⽣じる組織崩壊が、アポトーシス依

存的であることを明らかにした。EGFR の機能⽋損に加えて、頭部体節で⽣じる
集団的なアポトーシスを阻害した胚は、組織崩壊を起こさなかった。崩壊開始後
の EGFR 機能⽋損変異体の頭部体節では、アポトーシス細胞と⾮アポトーシス
細胞を含んだ細胞クラスターが陥⼊した上⽪組織の周辺で apical 側に局在して
いることを観察した。また、EGFR 機能⽋損変異体の頭部体節をライブイメージ
ングした結果、形態形成が⽣じる上⽪組織の近傍で細胞の apical extrusion が伝
播し、組織崩壊が⽣じることを観察した。さらに、EGFR 機能⽋損変異体では陥
⼊した上⽪組織の周辺では E-cadherin の局在に破断が⽣じていることを明らか
にした。 
ビテリン膜を外科的に除去した組織⽚を観察した結果、EGFR 機能⽋損変異体

の組織⽚は急速な崩壊を⽣じた。さらに、EGFR 機能⽋損変異体を創傷した結
果、創傷の周辺の胚表⽪組織が異所的にビテリン膜との機械的な接触を失い、
apical extrusion と組織崩壊が⽣じた。 
以上のことから、胚表⽪組織で⽣じる形態形成で EGFR 依存的な ERK 活性化
は、形態形成によってビテリン膜と胚表⽪組織の機械的な接触が失われた上⽪ 

組織の安定性を⾼めることに関与している可能性があると考えられた。⼀⽅で、
EGFR 機能⽋損変異体の胚表⽪組織では、アポトーシスの増加、形態形成、創傷
といった上⽪組織の不安定性に対する抵抗性が失われて、apical extrusion や組
織崩壊が⽣じることが考えられた。 
さらに、本研究では、ビテリン膜との機械的な接触を失った胚表⽪組織ではア
ポトーシスを誘導するカスパーゼを活性化した細胞が増加したことを観察した。
このことから、ビテリン膜が細胞外マトリックスとして存在することが胚表⽪
組織に⽣存シグナルや胚表⽪組織の形状を保つことにも寄与している可能性が
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あると推測している。 
胚表⽪組織で⽣じる ERK の活性化はミオシンを制御し、形態形成や創傷治癒

において組織に内向きの⼒を発揮させる。この ERK の活性化による細胞の収縮
⼒制御は、形態形成、細胞脱落、創傷治癒など上⽪組織で⽣じる多くの現象で共
通して⽣じる。このことから、EGFR の下流で⽣じる ERK の活性化によるミオ
シンの制御が胚表⽪組織に⽣じる不安定性が緩衝している可能性があると推測
している。これらの結果から EGFR シグナルは発⽣過程で⽣じる様々機械的ス
トレスや異常から、上⽪組織の安定性を維持する必須因⼦であると考えられた。 
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第 2章 材料と⽅法 
 
2.1 実験動物:ショウジョウバエ 
 
実験に⽤いたショウジョウバエ (Drosophila melanogaster)の全ての系統は

yeast-corn meal-agar 培地で通常 25℃で飼育した。実験に⽤いたショウジョウバ
エの系統は表 1 にまとめた。本⽂中および図中で⽰したショウジョウバエ胚の
発⽣ステージの判別は、以下の資料に記載されている形態学的な特徴と発⽣時
間に基づいて⾏った (Campos-Ortega & Hartenstein, 1997)。 
 

 
 
2.2 試薬、抗体、器具、解析ソフトウェア 
 
実験に⽤いた試薬、抗体、器具、解析ソフトウェアの⼀覧は表 2, 表 3 にまと

めた。以下の記述はそれらを⽤いて、⾏なった。 
 
 
 
2.3 胚の回収とコリオンの除去 
 
産卵を促すため、⽔で練ったドライイーストを塗布したアップルジュースプレ

ートを⽤意した。このアップルジュースプレートが⼊ったバイアルにショウジ
ョウバエの成⾍を⼊れて 17℃に静置し、⼀晩インキュベートした。アップルジ
ュースプレートを⽔道⽔で洗浄し、産卵された胚をメッシュで回収した。卵⺟細
胞由来の卵殻組織であるコリオンの除去を⾏うため、次亜塩素酸ナトリウム溶
液 (花王)に 2 分間浸した。 
 
 
 
2.4 胚の固定と抗体染⾊ 
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2.3 の⼿法によって回収した胚を流⽔で洗浄後、ガラスバイアルを⽤いて、4 % 
paraformaldehyde/PBS 溶液と heptane を 1:1 (5 ml ずつ)で混合した溶液で 40
分間振盪させ、固定した。その後、下層の溶液 (4 % paraformaldehyde/PBS 溶
液)を取り除き、等量 (5 ml)の methanol を加えて 20 秒間振盪し、vitelline 
membrane を取り除いた。上層の heptane を除いた後、2 ml の methanol で共洗
いを⾏った。再度 methanol を除去後、Blocking Water /PBS [1 % Bovine serum 
albumin, 0.2 % TritonX-100, 0.2 % Tween20/PBS] (以後、BW)で洗った胚を、
1.5 ml チューブに移し、胚が沈むのを待った後、BW を交換する作業を 2 回⾏
った。更に BW を交換し、5 分間穏やかに振盪させながら洗浄を 3 回繰り返し
た。その後、交換した BW 中で 30 分間穏やかに振盪させながら、固定胚のブロ
ッキングを⾏った。胚を 2 ml チューブに移して、BW 中で表 2 に記載した希釈
率になるよう調整した量の 1次抗体を加えて、4 ℃ overnight で反応させた。 
続いて、1 次抗体を含んだ BW を除去した後、胚を 1.5 ml チューブに移し、
BW で洗浄を 5 分間穏やかに振盪させながら洗浄を 5 回繰り返した。胚を 2 ml
チューブに移した後、表 2 に記載した希釈率になるように調整した量の 2 次抗
体と、室温 (25 ℃)2 時間、もしくは 4 ℃ overnight の条件において、遮光した
状態で反応させた。 
その後、2 次抗体を含んだ BW を除去した後、胚を 1.5 ml チューブに移し、
BW で洗浄を 5 分間穏やかに振盪させながら洗浄を 5 回繰り返した。BW を除
去、胚に DAPI を含む vectashield を滴下し、4℃で静置した。染⾊した固定胚の
観察は、プレパラートにマウント後、共焦点顕微鏡 (Olympus FV1000)を⽤い
て⾏っ た 。 レ ンズは UPlanSApo 20x NA0.75 ( 胚 全 体 の撮影 ) 、および
UPLanSApO 60 x water NA 1.2 を撮影に⽤いた。各撮影データは x-y-z の 3次
元 stack image として撮影し、各 x-y 画像 slice は 800 pixel (X) x 600 pixel (Y)
の設定で取得した。撮影時の Z ⽅向の x-y slice 数、間隔は撮影の対象によって、
適切な条件を採⽤した。 

2.5 胚のライブイメージング 

heptane に透明両⾯テープ (Scotch)を浸して、粘着成分を溶出させた溶液 
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(heptane glue)を、35 mm ガラス底シャーレ (IWAKI)に塗布し、その上に洗浄
した 2.3 の⽅法により、回収した胚をシャーレ上にマウントした。胚の乾燥防⽌
のため、シャーレに⼗分な量の蒸留⽔を加えた。マウントした胚の観察は共焦点
顕微鏡 (Olympus FV1000)を⽤いて⾏った。レンズは、UPlanApo N 60 x NA1.42 
Oil (通常の撮影), UPlanSApo 60 x NA1.30 Silicon lens (蛍光デキストランのイ
ンジェクションを⾏った胚の撮影), UPlanSApo 30 x NA1.05 Silicon lens (胚全
体の撮影)、および PlanApo 60 x NA1.40 oil IR lens (IR による創傷実験)を撮影
に⽤いた。各撮影データは、x-y-z の 3次元 stack image として撮影し、各 x-y 画
像 slice は 640 pixel (X) x 480 pixel (Y)の設定で取得した。撮影時の Z ⽅向の x-
y slice 数、間隔は撮影の対象によって、適切な条件を採⽤した。またこれらの 3
次元 stack image をタイムラプスで 3 分おき、もしくは 5 分おきに撮影し、x-y-
z-t のライブイメージング画像シリーズを取得した。 
 
 
 
2.6 蛍光デキストランのインジェクション 
 
2.3の⼿法によって回収した胚から stage 11-12の間の胚を選別し、heptane glue

を塗布したカバーガラス (Matsunami)上にマウントした。胚の乾燥を防⽌する
ためシリコンオイル (Shinetsu silicone)で胚を覆った。蛍光デキストラン 
(Tetramethyl rhodamine-conjugated dextran, 3,000 MW) (Thermo 
Fischer/Molecular Probes) の粉末を 1 µg/µl になるように超純⽔で調整した後、
PBS で 10 倍に希釈した蛍光 dextran 溶液を、ガラス針を⽤いて、胚のビテリン
膜間隙 (perivitelline space)にインジェクションした。インジェクションに⽤い
たガラス針は、熱したガラス細管を Micropipette puller (Sutter)を⽤いて、両側
から牽引したものを使⽤した。 
 
 
 
2.7 胚の解剖と胚組織⽚の培養 
 
2.3 の⼿法によって回収した胚から stage 11-12 の間の胚を選別し、ポリスチレ
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ン性の組織培養シャーレ (IWAKI)に静置し、10 % fetal bovine serum と抗⽣物
質 (penicillin, streptomycin)を添加した Schneider's Drosophila medium に浸し
た。実体顕微鏡 (Olympus SZX16)を⽤いて、胚をステンレス針 (Shiga Konchu, 
LTD)で押し刺し、ビテリン膜と胚組織⽚を分離した。1 回の実験に際して、最
低 10 個以上の胚から胚組織⽚を回収し、poly L-Lysin でコートされたガラス底
シャーレ (Matsunami)に移し、共焦点顕微鏡 (Olympus FV1000)で観察を⾏っ
た。観察を⾏う胚組織⽚は、明視野観察における胚組織⽚の形状や細胞の状態を
もとに、上⽪組織の頂端側をガラス⾯に向けているものを⽬視で選別した。胚の
解剖から撮影開始までの作業は 1 時間以内に⾏った。 
 
 
 
2.8 ⾚外線(IR)レーザーを⽤いた創傷と撮影 
  
ビテリン膜に⽳を開けずに局所的な創傷を引き起こすため、⾼出⼒で⾚外線
(IR)レーザーを照射することで、胚組織の創傷を⾏った。創傷および観察には、
IR-LEGO システム (IR-LEGO-1000, Sigma-Koki Co., Ltd., Saitama, Japan) 
(Kamei et al., 2008)を共焦点顕微鏡 (Olympus FV1000)に取り付けたものを使
⽤した。組織に傷を与えるために⼗分な出⼒ (Miao & Hayashi, 2015)を得るた
め、100 mW〜150 mW の出⼒に調節した I R レーザーを照射した。胚に創傷
を与えるまでの準備および観察は 2.5 の⼿法を⽤いて⾏った。傷を与える前の
胚の状態を撮影し、レーザーの照射領域を⼿動で決定後、上記のシステムを⽤
いて創傷を⾏った。創傷を⾏った後、5 分以内にタイムラプス撮影を開始した。 

 
 
 
2.9 画像処理と FRET による ERK活性のライブイメージング 
  
上記の各項にて得られた共焦点顕微鏡による撮影データは、ImageJ-Fiji ソフト

ウェアを⽤いて解析や適切な画像処理を⾏い、図に⽤いた。 
特に、ERK の FRET プローブ (EKAREV) (Aoki et al., 2013; Komatsu et al., 
2011)を⽤いて得られた FRET 撮影データの FRET ratio の可視化は、先⾏研究



 16 

に従い、以下に記載した⽅法で⾏った (Ogura et al., 2018)。Ubi プロモーター
を⽤いて、ERK 活性の FRET プローブである EKAREV を発現させた胚に対し
て、 440 nm のレーザーを⽤いて励起させた FRET プローブの CFP の蛍光を取
得すると同時に、CFP の励起によって FRET を起こし励起した YFP の蛍光を
取得した。撮影した x-y-z の 3次元 stack image を元に、customed imageJ plugin 
(FRETratioFx)による画像処理を⾏い、FRET/CFP ratio の⽐率を Intensity-
modulated display (IMD)による⾊付けによって、ERK の活性化 (FRET ratio)を
可視化した。タイムラプス撮影を⾏った胚では各 time point の 3 次元 stack 
image に対して、同様の画像処理を⾏うことで、ERK 活性の x-y-x-t のライブイ
メージング画像シリーズを取得した。 
 
 
 
2.10 apical cell extrusion 頻度の定量的な⽐較法 
  
Rhomboid 機能⽋損変異アリルをホモ接合で持つ変異体の胚 (rhodel1/ rhodel1)と、
ヘテロ接合で持つControl 胚 (rhodel1/ +)の apical cell extrusion の頻度を⽐較す
るため、以下の⽅法で apical signal rate の定義と計算を⾏なった。 
ショウジョウバエの w, rhodel1, pUbi-EKANES[attp2]/TM6B, Tb, Sb[1], Dfd-
YFP 系統の⼦孫の stage12 以降の胚を 2.3 および 2.5 の⽅法でライブイメージ
ングを⾏った後、撮影開始から 12 時間以上経過した胚を実体顕微鏡 (Olympus 
SZX16)で観察した。Dfd-YFP の発現の有無で撮影した胚の genotype を判断し
た。またこの際に、Dfd-YFP が発現しているにも関わらず発⽣が完了せず異常
な形態を⽰しているものは、発⽣異常として、以下の⽐較からは除いた。これに
より control 胚から 23 個体、mutant 胚から 14 個体、x-y-x-t のライブイメージ
ング画像シリーズを撮影し、apical cell extrusion 頻度の定量的な⽐較に⽤いた。 
各胚において撮影した画像シリーズの中から、それぞれ stage13, stage14, 

stage15 に相当する time point の x-y-z の 3次元 image stack を選出した。選出
した x-y-z の image stack の各 x-y slice (pixel size;0.75 µm (X) x 0.75 µm (Y))を
imageJ-Fiji で画像処理を⾏い、x-z slice の作成を⾏った。Y軸⽅向に 0.75 µm に
x-z slice の作成を⾏うことで、元の 3 次元 image stack に対して、Y 軸⽅向の
pixel 数 (640 pixel)と x-z slice の数 (640 slices)を⼀致させた。640枚の x-z slice
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の中から、胚のシグナルが含まれる slice 数をカウントし、総シグナル slice 数 
(N)と定義した。その後N枚の x-z slice のうち、少なくとも 1つ以上の extruded 
cell が、胚上⽪組織とビテリン膜の間 (perivitelline space)に観測できるものを
カウントし、apically extruded slice 数 (a)と定義した。総シグナル slice数(N)に
対して、apical extruded slice 数 (a)の頻度を apical signal rate として定義し、各
胚の各ステージの 3次元 image stack において算出した。 
算出した apical signal rate は Prism 9 ソフトウェア (GraphPad)を⽤いて解析

を⾏い、マンホイットニーの U 検定によって、Control 胚と rhodel1胚との間で、
統計的有意性を確認した。 
 
 
 
2.11 腹側胚表⽪組織の⾯積⽐率の計算 
  
EGFR 機能⽋損変異アリルをホモ接合で持つ mutant 胚 (egfr1f24/ egfrf24)と
control 胚 (+/+)で腹側胚表⽪組織の退縮の挙動を⽐較するため、腹側胚表⽪組
織の⾯積⽐率を以下の⽅法で計算し、グラフにプロットした。 
ショウジョウバエの par6delta226, par6-GFP; egfrf24, His2Av-mRFP/CyO 系統の

⼦孫の胚を腹部⽅向側から 2.3 および 2.5 の⽅法で、ライブイメージングを⾏っ
た後、stage11 以降の組織崩壊の様⼦から胚の genotype を判断し、mutant 胚 
(egfr1f24/ egfrf24)の撮影データを 4 つ得た。また⽐較する control 胚には同様に腹
側からライブイメージングを⾏った par6delta226, par6-GFP; His2Av-mRFP 系統の
⼦孫の撮影データを 4 つ使⽤した。 
胚の発⽣のタイミングを統⼀するため、唾腺陥⼊が始まるタイミングを⽐較開

始点とし、その後 1時間ごとの x-y-z 3次元 stack image を選出し、胚表⽪組織
の状態を観察した。胚の個体差や、ガラス⾯への設置⾓度によって、胚表⽪⾯積
の絶対量では⽐較することが困難であった。そのため、観察して得られた胚の腹
部側の全体⾯積 (ビテリン膜の境界で判断)のうち、胚表⽪組織が維持されてい
る⾯積の⽐率を計算した。胚表⽪組織の⾯積、また上⽪組織の構造が維持されて
いることの判断は Par6-GFP のシグナルを元に、観察し、計算を⾏った。 
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第 3章 結果 

3.1 EGFR 依存的な ERK活性化と上⽪組織の形態形成 

(ⅰ) FRET プローブを⽤いた胚発⽣中の ERK 活性パターンの観察 

ショウジョウバエの胚発⽣における ERK 活性の時空間的なパターンは、活性
化型 ERK (dpERK)抗体を⽤いて、固定胚での局在を分類した研究で⽰されてい
る(Gabay et al., 1997a, 1997b)。これらの dpERK の局在パターンは、対応する
受容体チロシンキナーゼの活性化を反映する。特に、EGFR 依存的な ERK 活性
のパターンは原腸陥⼊周辺の腹側外胚葉 (図 2A, VE)、背側溝 (図 2B, DF)、頭
部溝 (図 2B, CF)、気管陥⼊点 (図 2G, T.Pla)、体節境界 (図 2H,Seg)など、発
⽣を通して上⽪組織の分化や形態形成と関連する領域で⽣じることが報告され
ている。 
これらの EGFR 依存的な ERK 活性のダイナミクスを⽣きた胚で観察するため

に、ERK 活性の FRET プローブ (EKAREV) (Aoki et al., 2013; Komatsu et al., 
2011)を⽤いた。この EKAREV をショウジョウバエ胚全体で発現させた先⾏研
究では、気管陥⼊点における ERK 活性のダイナミクスが適切な形態形成を促進
することが報告されている (Ogura et al., 2018)。本研究では、EKAREV を発現
した胚を⽤いて、発⽣初期から発⽣後期に⾄るまでの ERK FRET 活性を観察し
た。その結果、dpERK 抗体を⽤いた固定胚の先⾏研究と対応して、ERK FRET
の活性パターンは発⽣の様々なステージで EGFR 依存的な ERK の活性化を反
映していることが⽰された (図 2C, 2D, 2I, 2J)。 

(ⅱ) Rhomboid 機能⽋損変異体における細胞の apical extrusion 頻度の増加 

ショウジョウバエの胚発⽣において、EGFR 依存的な ERK 活性化は rhomboid
の発現によって制御される。Rhomboid はプロテアーゼタンパク質として働き、
EGFR のリガンドである Spitz を切り出し、EGFR 依存的な ERK の活性化を引
き起こす (Shilo, 2016)。胚表⽪組織でみられた EGFR 依存的な ERK FRET の
特徴的なパターンは、Rhomboid 機能⽋損変異体では⼤部分が減衰することが観
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察された (図 2E, 2F, 2K, 2L)。⼀⽅で、Rhomboid 機能⽋損変異体においても分
裂期の細胞で ERK FRET 活性の上昇が⽣じていた (図 2F, アスタリスク)。こ
れらの ERK FRET の活性化は CDK1 の活性化によるもので、EGFR シグナル
⾮依存的な活性化であることが⽰唆されている (Aoki et al., 2013; Ogura et al., 
2018)。 

ERK 活性の FRET プローブ (EKAREV)を発現した Control 胚では、体節溝の
形態形成後の発⽣ステージ(Stage 13 以降)において、ERK FRET 活性が低い細
胞が胚表⽪組織の基底部側で観察された (図 3A, 3B, 3E;空き⽮頭)。加えて、
⼀部の細胞は apical 側へ脱落 (apical extrusion)し、胚表⽪組織とビテリン膜の
間隙に局在していることを観察した (図 3A;⽩⽮頭)。ERK の FRET 活性が低
い細胞の apical extrusion は、Rhomboid 機能⽋損変異体でより顕著に⽣じてい
た (図 3C, 3D, 3F;⽩⽮頭)。 
そこで、胚発⽣中の胚表⽪組織における EGFR 依存的な ERK 活性の消失が、

上⽪細胞の apical extrusion に与える影響を調べるため、Control 胚と Rhomboid
機能⽋損変異体で apical extrusion の頻度の⽐較を試みた。apical extrusion され
た細胞は、胚上⽪組織とビテリン膜の間隙で頻繁に流動する。そのため、計測時
に撮影範囲内でみられる apical extrusion の細胞数そのものを⽐較しても、各個
体の撮影条件の違いよる影響を排除できない。この問題を回避するため、apical 
extrusion の頻度が⾼いほど、多くの細胞がビテリン膜の間隙の広い範囲に分布
していると仮定し、 「胚全体の横断⾯のスライス数に対して、少なくとも 1つ
以上の apical extrusion のシグナルを含むスライス数の割合」 (apical signal rate)
を⽐較した。その結果、Rhomboid 機能⽋損変異体では、apical signal rate が
Control 胚に対して、常に有意に⾼いことがわかった (図 3G)。この結果は、
Rhomboid 機能⽋損変異体では細胞の apical extrusion が⽣じる頻度が増加して
いることを⽰唆した。 
 
 
(ⅲ) 胚表⽪組織とビテリン膜の間隙と ERK の活性化の観察 
 
細胞の apical extrusion は、体節溝の形態形成後の発⽣ステージ (Stage 13 以
降)で顕著に⾒られ、体節境界に⽣じる ERK 活性化が減衰した Rhomboid 機能
⽋損変異体では apical extrusion の頻度が増加していた (図 3C,3D, 3G)。さらに
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発⽣が進⾏すると、Control 胚がビテリン膜との機械的な接触を保っているのに
対して、Rhomboid 機能⽋損変異体の胚表⽪組織はビテリン膜から異所的に剥離
し、apical extrusion を⽣じることを観察した (図 3E, 3F)。 
そこで、胚表⽪組織とビテリン膜の間に⽣じる間隙に蛍光デキストランのイン

ジェクション (図 4A)を⾏い、ERK FRET 活性との対応関係を調べた。その結
果、⼝腔 (stomodeum)や、頭部体節と胸部体節の境界、気管陥⼊点、腹側正中
線で蛍光デキストランのシグナルの蓄積が⾒られた (図 4B)。この結果は、これ
らの領域で胚表⽪組織とビテリン膜の間隙が⽣じていることを⽰唆した。さら
に、この領域では ERK FRET 活性が上昇していることを観察した (図 4C)。 
次に、胚表⽪組織において、形態形成の過程で⽣じるビテリン膜の間隙と ERK

の活性化の関係性を調べるため、蛍光デキストランのシグナルと ERK FRET の
活性化の変化を経時的に観察した。その結果、形態形成によってビテリン膜から
離れる胚表⽪組織において、ERK の活性化が⽣じることを観察した (図 4D-4F)。 
 
 
 
3.2 EGFR 機能⽋損変異体の組織崩壊におけるアポトーシスと apical 
extrusion 
 
(ⅰ) EGFR 機能⽋損変異体における頭部体節の崩壊 
 
rhomboid の発現によって遺伝的に制御された EGFR 依存的な ERK 活性が低
下した胚表⽪組織では、気管陥⼊の形態形成 (Llimargas & Casanova, 1999; 
Nishimura et al., 2007)や、腹側のクチクラ構造の配列パターン (Mayer & 
Nüsslein-Volhard, 1988; Wiellette & McGinnis, 1999)に異常が⽣じることが報告
されている。⼀⽅で、受容体そのものが機能しない EGFR 機能⽋損変異体の表
現型は、腹側のクチクラ構造や頭部構造を著しく⽋失を⽰すことが報告されて
いる (R. J. Clifford & Schupbach, 1989; Price et al., 1989)。腹側のクチクラ構造
の異常は、EGFR 活性の消失によって、上⽪細胞がアポトーシスで失われること
で⽣じると考えられている (Urban et al., 2004)。さらに、クチクラの形成が進
⾏する Stage13 の EGFR 機能⽋損変異体の胚表⽪組織では、Rhomboid 機能⽋
損変異体と⽐較して、アポトーシスが著しく増加していることが報告されてい
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る (Crossman et al., 2018)。 
EGFR 機能⽋損変異体で上⽪細胞と頭部構造が失われる過程を理解するため、

胚全体を腹側から低倍率で撮影し、Control 胚と EGFR 機能⽋損変異体 (egfrf24)
胚における腹側胚表⽪組織を⻑時間観察した (図 5A, 5B)。その結果、Control
胚、egfrf24胚のどちらにおいても、唾腺陥⼊が⽣じる Stage 11 までは、上⽪細胞
極性を⽰す Par-6 の細胞膜に沿った腹側胚表⽪組織全体で維持されていた (図
5A, 5B; t=0 時間)。このことは、この発⽣ステージまでは EGFR 機能⽋損変異
体においても、上⽪組織の構造が維持されていることを⽰している。さらに、陥
⼊に伴う上⽪細胞の Apical constriction によって唾腺プラコードでは Par-6 のシ
グナルの凝縮が⽣じていた (図 5A, 5B;オレンジ⽮印)。 
その後、Control 胚では細胞膜における Par-6 の局在が腹側胚表⽪組織全体で

保たれたまま、体節溝の形成 (図 5A; t=2 時間)や、頭部陥⼊ (図 5A; t=4 時間)
が⽣じた。⼀⽅で、egfrf24胚の腹側胚表⽪組織は、唾腺陥⼊後に、胚の先端付近
で Par-6 のシグナルが⾒られない領域が出現した (図 5B; t=2 時間 ⽩⽮印)。
さらに、これらの Par-6 のシグナルが⾒られない領域は時間経過とともに、より
後⽅に広がることを観察した (図 5B;t= 4 時間)。またこれらの領域では、異常
な Par-6 のシグナルの局在を持った細胞塊 (図 5B; ⽩⽮頭)が観察された。 
腹部胚表⽪組織における上⽪組織の消失を Control 胚と egfrf24胚で⽐較するた
め、ビテリン膜によって囲われた「腹部全体の⾯積」に対して、Par-6 の細胞膜
への局在パターンが維持されている「胚表⽪組織の⾯積」の割合を計測し、唾腺
陥⼊の形態形成を起点として経時変化を確かめた。その結果、Control 胚では⻑
時間に渡って、Par-6 の局在パターンを維持した胚表⽪組織が腹部⾯積のほぼ全
体を覆っているのに対して、egfrf24胚では胚表⽪⾯積の割合が、唾腺陥⼊後から
著しく減少し、4 時間後には観察視野内の約 30%にまで低下したことを確かめ
た (図 5C)。 
次に胚の側⾯⽅向からライブイメージングを⾏い、頭部体節で⽣じる著しい組

織崩壊をより詳細に観察した。気管陥⼊が開始する Stage 11 の途中までは、
Control 胚(図 5D;t=-30 分)、egfrf24胚(図 5E;t=-30 分)のどちらにおいても頭部
体節の胚表⽪組織における Par-6 の局在パターンが保たれていた。⼀⽅で、egfrf24

胚では胚表⽪組織と結合している胚外の上⽪組織である amnioserosa における
Par-6 の局在が失われていた(図 5E; t=-30 分)。これは、amnioserosa が EGFR
の活性低下によって細胞死を⽣じたためだと考えられる (Shen et al., 2013)。 
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Stage11 以降、Control 胚では胸部体節で気管陥⼊ (図 5E; t= 0 分)や体節溝形
成 (図 5E; t= 60 分)が進⾏し、頭部体節、胸部体節のどちらにおいても Par-6 の
局在パターンと胚表⽪組織の構造が保たれていた。⼀⽅、egfrf24胚では、胸部体
節で気管陥⼊が⽣じるタイミング (図 5E;t=0 分)において、頭部体節では Par-6
の細胞膜への局在パターンを失い、丸くなった細胞が⾒られはじめた (図
5E;t=30 分 ⽩⽮頭)。その後、頭部体節の胚表⽪組織全体で、このような Par-6
の局在パターンを失った細胞が顕著になり、頭部体節が崩壊した (図 5E;t= 30
分、60 分 ⽩⽮印)。⼀⽅で、胸部体節では Par-6 の細胞膜への局在パターンは
維持されており、上⽪組織の構造が保たれていることが⽰唆された (図 5E;t=60
分 空き⽮印)。 
 
 
(ⅱ) EGFR 機能⽋損変異体の組織崩壊にはアポトーシスが必要 
 
次に、EGFR 機能⽋損変異体の組織崩壊に対するアポトーシスの関与を検証す

るため、頭部体節のアポトーシス細胞の分布をショウジョウバエの活性化カス
パーゼ抗体 (cDcp1)を⽤いて観察した。egfrf24 胚の頭部体節で組織崩壊が進⾏
する Stage12 において、ショウジョウバエの頭部体節では、Hox 遺伝⼦の
deformed (dfd)の制御下の元、reaper の発現によって集団的なアポトーシスが⽣
じることが知られている (Lohmann et al., 2002; Nassif et al., 1998)。Control 胚
において、cDcp1陽性細胞は複数のクラスターを作って、頭部の Ocular segment
と呼ばれる領域に分布していることを観察した (図 6A) 。これらの cDcp1陽性
細胞のクラスターは、胚表⽪組織の内部もしくは基底部に存在していた (図 6A;
空き⽮頭)。⼀⽅、アポトーシスを制御する主要な 4つの遺伝⼦ (grim, hid, reaper, 
sickle)を⽋失した変異体である Df(3L)H99 胚 (White et al., 1994)では、頭部体
節における cDcp1陽性細胞は著しく減少することを観察した (図 6B)。 
組織崩壊が⽣じた egfrf24胚の頭部体節においては、cDcp1陽性細胞は胚表⽪組

織の広範囲に分布していた (図 6C)。さらに、⼤量の cDcp1 陽性細胞を含んだ
細胞クラスターが、胚表⽪組織の apical 側の表⾯に局在していた。これらの
apical 側に局在する細胞のクラスターは、⼝腔 (Stomodeum)や唾腺プラコード 
(Sg)など、陥⼊した胚表⽪組織の周辺で特に顕著で⾒られた (図 6C;⽩⽮頭)。
⼀⽅で、egfrf24と Df(3L)H99 の⼆重変異体では、cDcp1陽性細胞はほとんど観
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察されず、頭部体節の組織崩壊も⽣じていなかった (図６D)。この結果は、頭
部体節で⽣じるアポトーシスが EGFR 機能⽋損変異体の組織崩壊に必要である
ことを⽰唆した。 

(ⅲ)胚表⽪組織の崩壊に先⽴って⽣じる細胞の apical extrusion 

 Stomodeum は Stage 10 において、Ocular segment に隣接する Stomodeal plate
と呼ばれる領域が、陥⼊することで形成される (Campos-Ortega & Hartenstein, 
1997)。Stomodeal plate の陥⼊が浅い Stgae10 の egfrf24胚においては、cDcp1
陽性細胞が、胚表⽪組織の apical 側の表⾯に散発的に局在していることを観察
した (図 7A;⽩⽮頭)。⼀⽅で、Stomodeum の陥⼊が進⾏した Stage 11 の egfrf24

胚においては、胚表⽪組織の apical 側に⼤量の cDcp1陽性細胞を含んだ細胞の
クラスターが局在をしていた (図 7A;⽩⾊⽮頭)。興味深いことに、この apical
に局在する細胞クラスターには cDcp1 陰性細胞も含まれていた (図 7B;⻩⾊⽮
頭)。このことは、陥⼊を⽣じた EGFR 機能⽋損変異体では、胚表⽪組織の apical
表⾯にアポトーシスを⽣じた細胞以外も脱落する可能性を⽰唆した。 
次に、細胞の apical extrusion が EGFR 機能⽋損変異体の組織崩壊に与える影
響を明らかにするため、egfrf24胚の頭部体節で⽣じる細胞の apical extrusion を
ライブイメージングした。細胞の apical extrusion が観察される前の胚表⽪組織
は Par-6 の細胞膜への局在パターンを維持し、細胞の apical 表⾯はビテリン膜
に接していた (図 7C)。その後、異常な核の形態を⽰した細胞が胚表⽪組織から
apical extrusion されることを観察した (図 7D;アスタリスク)。さらに、⼀度
apical extrusion が⽣じると周辺の細胞も続いて apical extrusion される様⼦が観
察され (図 7E)、最終的には頭部体節の胚表⽪組織の崩壊が⽣じた (図 7F-7H)。
またこれらの apical extrusion された細胞では、細胞膜への Par-6 の局在パター
ンが失われていた。このことは、細胞の apical extrusion が EGFR 機能⽋損変異
体の組織崩壊を促進していることを⽰唆した。 

(ⅳ)細胞分裂が胚表⽪組織に与える影響の検討 
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頭部体節の胚表⽪組織では集団的なアポトーシスに加えて、mitotic domain と
呼ばれる集団的な細胞分裂が⽣じている (Victoria E Foe, 1989)。分裂期の細胞
では上⽪組織の完全性の維持に必要な接着結合による細胞間接着が再構成され
ることが報告されている (Aguilar-Aragon et al., 2020)。蛍光デキストランをイ
ンジェクションした胚表⽪組織では、分裂期の細胞の周辺で蛍光デキストラン
の蓄積が⾒られた (図 8A) 。このことは、細胞分裂によって上⽪細胞とビテリ
ン膜との間隙が広がったことを⽰唆した。 
頭部体節の胚表⽪組織における細胞分裂が、egfrf24 胚における細胞の apical 
extrusion に与える影響を調べるため、分裂期細胞のマーカーである p-histone 
H3 (pH3)抗体で、分裂期細胞の分布を調べた。その結果、Stage 12 の頭部体節
では Control 胚、egfrf24胚ともに多数の分裂期の細胞が存在していることを観察
した (図 8B, 8C)。また、egfrf24胚において apical extrusion された細胞クラスタ
ーには pH3 のシグナルを持つ細胞は含まれていなかった (図 8C;⽩⽮頭)。 
 
 
 
3.3 ビテリン膜と胚表⽪組織の機械的な接触の喪失による組織崩壊 
 
(ⅰ) 唾腺陥⼊で⽣じるビテリン膜の間隙と apical extrusion  
 
ここまでの結果から、EGFR 機能⽋損変異体における組織崩壊は、アポトーシ

ス細胞の増加と、細胞の apical extrusion によって促進されることが⽰唆された。
⼀⽅で、EGFR 機能⽋損変異体におけるアポトーシス細胞の増加は、Control 胚
に⽐べて胚全体で⽣じたにも関わらず (図 9A, 図 9B) (Crossman et al., 2018)、
組織崩壊は必ず頭部体節から始まった(図 5)。そこで、EGFR 機能⽋損変異体の
胚表⽪組織における頭部体節と胸腹部体節の違いを検討するため、egfrf24胚のア
ポトーシス細胞の局在を観察した。egfrf24胚の腹側胚表⽪組織では、アポトーシ
ス細胞の多くは、頭部体節、胸部体節のどちらにおいても、胚表⽪組織の内部や
基底部に留まっていた (図 9C;空き⽮頭)。⼀⽅で、頭部体節における上⽪組織
の形態形成である唾腺陥⼊が⽣じた周辺においては、アポトーシス細胞のクラ
スターは胚表⽪組織の apical 側に局在していた (図 9C;⽩⽮頭)。次に、腹側胚
表⽪組織における唾腺陥⼊点周辺で⽣じる apical extrusion の様⼦をライブイメ
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ージングで観察した。その結果、唾腺陥⼊点における細胞の apical extrusion は、
形態形成の進⾏によって、胚表⽪組織の apical 表⾯にビテリン膜の間隙が⽣じ
た領域から⽣じることを観察した (図 10A)。Stomodeum の周辺で⾒られた
apical extrusion と同様に、⼀度 apical extrusion が⽣じると周辺の細胞も続けて
apical extrusion され、細胞のクラスターが形成された (図 10A;t=27 分)。⼀⽅
で、胚表⽪組織が陥⼊せず、ビテリン膜との機械的な接触が保たれている胸部体
節の領域では、apical extrusion は観察されなかった (図 10B)。 
 
 
(ⅱ) 唾腺陥⼊点周辺の胚表⽪組織における adherens junction の不安定化 
 
上⽪組織の形態形成による機械的なストレスは E-cadherin をはじめとする

adherens junction を構成するタンパク質の局在を再構成する (Pinheiro & 
Bellaïche, 2018)。形態形成による上⽪組織の adherens junction への影響を調べ
るため、唾腺陥⼊を⽣じた胚表⽪組織における E-cadherin の局在を観察した。
その結果、Control 胚では E-cadherin によって標識された細胞は陥⼊点の⽅向
に向かって伸⻑した形状を⽰していた (図 11A)。 ⼀⽅で、egfrf24 胚では、E-
cadherin の局在に破断が頻繁に⽣じていることを観察した (図 11B)。  
 
 
(ⅲ) 胚の解剖によるビテリン膜の除去と胚組織⽚の観察 
 
発⽣中のショウジョウバエ胚における⾼い ERK 活性は、形態形成によって胚

表⽪組織とビテリン膜との間隙が広がった領域で頻繁に観察された (図 4D-図
4F)。⼀⽅で、胚表⽪組織における⼤部分の ERK 活性が減衰した Rhomboid 機
能⽋損変異体ではapical extrusionの頻度の増加が⽰唆された (図3G)。加えて、
egfrf24胚の腹側胚表⽪組織における apical extrusion は唾腺陥⼊の形態形成の進
⾏によって、胚表⽪組織の apical ⾯がビテリン膜から離れた領域で⽣じた (図
10A, 10B)。これらの観察結果から、崩壊を⽣じない EGFR 機能⽋損変異体の胸
腹部の体節ではビテリン膜と胚表⽪組織の機械的な接触の維持が apical 
extrusion や組織崩壊を抑制している可能性を考えた。 
この可能性を検討するため、ショウジョウバエ胚を解剖し、ビテリン膜との機
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械的な接触を失った胚組織⽚における胚表⽪組織の観察を試みた (図 12A)。そ
の結果。培養された胚組織⽚は徐々に収縮しながら湾曲することを観察した 
(図 12B-図 12D)。さらに、湾曲した胚組織⽚では、細胞の apical extrusion が観
察された (図 12D;⽩⽮頭)。 
 
 
(ⅳ) 胚組織⽚における ERK 活性とカスパーゼ活性 
 
次に、胚の解剖によるビテリン膜との胚表⽪組織の機械的な接触の喪失が、胚

表⽪組織における ERK 活性やアポトーシスに与える影響を確かめた。 
ERK FRET プローブを発現した胚組織⽚では、観察開始から 1 時間ほどは

rhomboid の発現によって遺伝的に制御された気管プラコードにおける ERK 活
性パターンが観察できた (図 13A: t= 0〜1 時間)。この結果は、ビテリン膜の機
械的な接触の喪失そのものは、胚表⽪組織の ERK 活性の上昇を誘導しないこと
を⽰唆した。その後、胚組織⽚では ERK FRET の活性化が胚全体で徐々に減少
していくことを観察した (図 13A: t= 3〜5 時間)。 
解剖によって、ビテリン膜が除去された胚表⽪組織におけるアポトーシスの変

化を調べるため、カスパーゼ活性のレポーターである Apoliner (Bardet et al., 
2008)を⽤いた。Apoliner はカスパーゼ活性によって、GFP のシグナルが細胞
質から核内に移⾏する (図 13B) 。この Apoliner を発現した胚組織⽚を観察し
た結果、時間経過とともに細胞質の GFP シグナルを失った細胞が増加すること
を観察した (図 13C-13E)。この結果は、解剖によってビテリン膜との機械的な
接触を失った胚表⽪組織では、カスパーゼの活性化が⽣じることを⽰唆した。し
かし、カスパーゼの活性化が⽣じても、胚組織⽚は崩壊を起こさず、⻑時間にわ
たって組織構造が維持され続けていた (図 13E)。 
 
 
(ⅴ) EGFR 機能⽋損変異体の胚組織⽚が⽰す急激な組織崩壊 
 
次に EGFR シグナルの活性が存在しない状態で、ビテリン膜との機械的な接触

の喪失が、胚表⽪組織に与える影響を調べるため、同様の操作を egfrf24胚に対し
て⾏った。その結果、egfrf24胚では胚組織⽚全体が、観察開始後 5 時間以内に、
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激しく崩壊することを観察した(図 14A)。崩壊途中の胚組織⽚を観察した結果、
胚組織⽚は時間の経過とともに徐々に湾曲し、細胞が apical extrusion されるこ
とを観察した (図 14D-14G;⽩⽮頭)。 

3.4 胚表⽪組織に⽣じた創傷に対する EGFR シグナルの役割 

次に、EGFR シグナルの存在が、どのようにして上⽪組織で⽣じる不安定性に
対して、安定な状態を維持もしくは回復させ、組織崩壊を防いでいるのかを検討
した。ショウジョウバエの蛹上⽪組織では、アポトーシス細胞の脱落に対して、
EGFR 依存的な ERK の活性化と創傷治癒機構が上⽪組織の完全性の回復を促す
ことが⽰唆されている (Valon et al., 2021)。さらに、EGFR や ERK は、胚表⽪
組織における創傷治癒の促進に関与していることが報告されている (Geiger et 
al., 2011)。そこで、創傷治癒機構における EGFR シグナルの役割に注⽬した。 

(ⅰ) ⾚外線レーザーを⽤いた胚表⽪組織の創傷 

まず、ビテリン膜に傷を与えない条件で胚表⽪組織に創傷を与えるシステムを
検討した。従来の紫外線レーザーによる創傷は周辺の組織への侵襲度が⾼く、ビ
テリン膜に⽳を開けるため、使⽤することができなかった。そこで、本研究では
⾚外線レーザーを使⽤した遺伝⼦発現誘導システム (IR-LEGO; infrared laser-
evoked gene operator)を胚表⽪組織の創傷に⽤いた。 
適当な出⼒に調整された⾚外線レーザーによる刺激は、組織の特定の細胞や領

域を温めてヒートショック反応を引き起こし、ヒートショック応答プロモータ
ーを付与された標的遺伝⼦を発現させる (Kamei et al., 2008)。⼀⽅で、⾼出⼒
の⾚外線レーザーを照射すると、過度に温められた細胞の構造が破壊されるこ
とが報告されている (Miao & Hayashi, 2015)。この性質に注⽬し、⾼出⼒の⾚
外線レーザーの照射による胚表⽪組織 (HS-GFP, his-RFP 発現胚)の創傷を試み
た。その結果、⾼出⼒の⾚外線レーザーを照射された領域の細胞は、胚表⽪組織
上で固定されることを観察した(図 15A, 15B;X印)。この操作によるビテリン膜
の破壊は⾒られなかった。加えて、⾚外線レーザーの照射によって固定された領
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域の周囲の細胞では、ヒートショックにより GFP を発現させていることが観察
された (図 15B)。このことから、固定された領域以外の細胞は⽣存していると
考えられる。さらに、⾚外線レーザーが照射によって固定された領域周辺の胚表
⽪組織は、異所的にビテリン膜から離れることを観察した (図 15A, 15B) 
 
 
(ⅱ) ⾚外線レーザーの照射による創傷で⽣じる ERK 活性化とミオシンの蓄積 
 
次に、⾚外線レーザーの照射による胚表⽪組織の創傷で、創傷治癒機構が働く

かを確認した。多くの上⽪組織の創傷治癒機構では、傷の周辺で ERK の活性化
が⽣じ、ミオシンの蓄積を促進させることが報告されている (Geiger et al., 
2011; Hiratsuka et al., 2015; Li et al., 2013; Mace et al., 2005; Matsubayashi et al., 
2004; Wang et al., 2009)。 
そこでまず、⾚外線レーザーの照射による創傷で⽣じる ERK 活性化ダイナミ

クスを観察するため、ERK 活性の FRET プローブ (EKAREV)を発現した胚に
創傷を与えて観察を⾏った。創傷を与えられた直後の胚表⽪組織では、傷の周辺
から広範囲に及ぶ勾配的な ERK FRET 活性が⽣じることを観察した (図 16B)。
その後、この広範囲で⽣じた ERK FRET の活性は減衰し、傷の近傍の限られた
範囲に ERK FRET 活性化が⾒られた (図 16C)。次に、⾚外線レーザーの照射を
⾏った胚を 30 分以内に固定し、活性化型 ERK 抗体 (dpERK)で染⾊した。その
結果、⾚外線レーザーが照射された領域から 1〜2 細胞の限局された範囲の胚表
⽪組織に、dpERK 抗体の局在が⽣じていた (図 16D)。 
 次にこれらの⾚外線レーザーの照射で⽣じる ERK 活性化に、ミオシンの蓄
積が相関するかを観察した。⾚外線レーザーを照射した直後の広範囲な ERK
活性が⽣じたタイミングでは、傷の周辺にミオシンの蓄積は⾒られなかった 
(図 16E;t=0 分、5 分)。⼀⽅で、傷の周辺に限局された ERK 活性が⽣じると、
傷周辺にミオシンの蓄積が⽣じることを観察した (図 16;t=10 分、15 分)。こ
れらの結果は、⾚外線レーザーの照射による胚表⽪組織の創傷に対して、創傷
治癒機構が働いていることを⽰唆した。 
 
 
(ⅲ) EGFR 機能⽋損変異体の創傷による異所的な apical extrusion  



 29 

 
次に、⾚外線レーザーの照射による創傷が、EGFR 機能⽋損変異体の胚表⽪組

織に与える影響を調べた。EGFR 機能⽋損変異体において、組織崩壊が⽣じてい
ない Stage 11 の胸部体節に、Control 胚と egfrf24胚の腹側胚表⽪組織に対して、
⾚外線レーザーを照射し、創傷を与えた。 
その結果、腹側胚表⽪組織における創傷のダメージは、Control 胚においては、

⾚外線レーザーを照射された近傍の領域に留まっていた (図 17C)。⼀⽅で、
egfrf24 胚の腹側胚表⽪組織においては、胚表⽪組織で⽣じた創傷のダメージは、
時間経過とともに⾚外線レーザーを照射された領域以外にも広がった (図 17D; 
t= 45 分)。加えて、頭部体節における細胞の apical extrusion とは独⽴して、傷
が⽣じた⽚側の胸部体節においても異所的な apical extrusion が観察された (図
17D;⽩⽮頭)。その後。apical extrusion を⽣じた胸部体節の腹側胚表⽪組織は頭
部体節の組織崩壊と合流し、胸部体節においても組織崩壊を⽰した (図17D;t=1
時間 30 分)。⼀⽅で、創傷が⽣じていない⽚側の胸部体節では apical extrusion
や組織崩壊は⾒られなかった。 
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第 4章 考察 
 
本研究では、ショウジョウバエ胚の EGFR 機能⽋損変異体が⽰す頭部構造の喪

失 (R. J. Clifford & Schupbach, 1989; Price et al., 1989)という特徴的な表現型に
注⽬し、EGFR シグナルが、様々な発⽣現象が⽣じる胚表⽪組織の上⽪安定性の
維持に対する役割を明らかにすることを⽬指した。本研究では、ERK 活性の
FRET プローブを⽤いた観察を⾏い、ショウジョウバエの胚発⽣では、胚表⽪組
織と apical 側の細胞外マトリックスであるビテリン膜の間隙が広がった領域に
相関して、EGFR 依存的な ERK 活性化が⽣じていることが明らかにした (図 2, 
図 4B, 図 4C) 。さらに、この ERK FRET 活性とビテリン膜間隙の対応関係は、
胚表⽪組織の形態形成が⽣じる特に顕著に⾒られた (図 4D-4F) 。⼀⽅で、
rhomboid の発現によって遺伝的に制御された EGFR シグナルの活性化が⽣じ
ない胚では、脱落した細胞がビテリン膜と胚表⽪組織の間隙に頻繁に⾒られた 
(図 3) 。これらの結果から、ショウジョウバエの胚発⽣で⽣じる EGFR シグナ
ルの活性化は、形態形成によって、ビテリン膜との機械的な接触を失った胚表⽪
組織の安定性を保証することに関与していると考えられた。そのため、EGFR シ
グナルは、発⽣過程で⽣じる様々機械的ストレスや異常から、上⽪組織の安定性
を維持する必須因⼦であると考えている。 
 本章では、EGFR 機能⽋損変異体が組織崩壊を⽣じる過程で⾒られた現象から、
EGFR の活性を失った上⽪組織では様々な発⽣現象に対する抵抗性が低下して
いることを考察する。さらに、様々な発⽣現象を⽣じるショウジョウバエ胚の上
⽪組織の安定性維持における EGFR シグナルとビテリン膜の役割を考察する。
また、最後に今回の研究成果から考えられる今後の展望を議論する。 
 
 
 
4.1 EGFR 機能⽋損変異体における発⽣現象に対する抵抗性の低下
と組織崩壊 
 
EGFR 機能⽋損変異体 (egfrf24)の胚発⽣を観察した結果、頭部体節の組織崩壊

は Stage 11 以降に始まることを観察した (図 5)。さらに、EGFR 機能⽋損変異
に加えてアポトーシスの阻害を⾏った結果、頭部体節の組織崩壊が⽣じないこ
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とが明らかになった (図 6D)。この結果は、EGFR 機能⽋損変異体が⽰す組織崩
壊にはアポトーシスが⽣じることが必要であることを⽰唆している。⼀⽅で、
EGFR 機能⽋損変異体の胚では頭部体節以外でも、アポトーシスの増加が⽣じ
る (図 9 B) (Crossman et al., 2018)。このことは、EGFR 機能⽋損変異体が⽰す
組織崩壊には、アポトーシスに加えて頭部体節で⽣じる要素が EGFR 機能⽋損
変異体の組織崩壊に関与していると考えられる。 
頭部体節で組織崩壊を促進させる要素として、細胞の apical extrusion が重要

であると考えている。しかし、細胞が extrusion される⽅向が、どのようにして
決定されるのかは明らかになっていない。ショウジョウバエの蛹上⽪組織では
カスパーゼが活性化したアポトーティックな細胞は、apical 表⾯の⾯積を減少さ
せ、組織の基底部側に脱落することが報告されている (Levayer et al., 2016; 
Villars et al., 2022)。カスパーゼの活性化のよって、周囲の細胞に⽐べて、組織
への適応度を失った細胞の apical ⾯積の減少が促されることで、基底部⽅向へ
の⼀律な細胞脱落を可能にしているのかもしれない。Control 胚の胚表⽪組織に
おいても、Stage 12 の頭部体節で⽣じたアポトーシス細胞は胚表⽪組織の内部
もしくは基底部側に局在をしていることを観察した (図 6A)。 
⼀⽅で、組織崩壊を⽣じた egfrf24胚の頭部体節では⼤量のアポトーシス細胞が、
陥⼊を⽣じた胚表⽪組織の apical 表⾯に局在していることを観察した (図 6C;
⽩⽮頭, 図 7B, 図 9C)。さらに、頭部体節で⽣じた細胞の apical extrusion が、
周囲の細胞にも広がることで、組織崩壊につながることを観察した (図 7C-図
7H)。これらの結果から、EGFR 機能⽋損変異体の組織崩壊は、アポトーシス細
胞の増加による細胞の apical extrusion が引き⾦となる可能性が⽰唆された。 
しかし、egfrf24胚においても、Control 胚と同様に胚表⽪組織の内部や基底部に

もアポトーシス細胞が局在していた (図 6C;空⽮頭)。そのため、EGFR 機能⽋
損変異体で⽣じる細胞の apical extrusion には EGFR シグナルの⽋損だけでは
⼗分ではない可能性が考えられる。興味深いことに、egfrf24胚の組織崩壊は必ず
頭部体節から始まり、胸腹部体節の組織は発⽣後期まで部分的に維持されてい
た (図 5B, 図 5C)。このことから、頭部体節における何かしらの特徴が細胞の
apical extrusion を促していると考えている。そこで、頭部体節と胸腹部体節の
違いを検討するため、腹側胚表⽪組織を観察し、アポトーシス細胞の局在を⽐較
した。その結果、頭部体節では、唾腺陥⼊点の周辺でアポトーシス細胞のクラス
ターが腹側胚表⽪組織の apical 側に局在をしていた (図 9C)。さらに、細胞の
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apical extrusion は唾腺陥⼊に伴って、胚表⽪組織とビテリン膜の機械的な接触
が失われた領域で⽣じた (図 10A)。このことから、頭部体節で⽣じる apical 
extrusion には、形態形成によって胚表⽪組織が陥⼊することが関与していると
考えられた。 
さらに、胚の解剖 (図 13A)によって、ビテリン膜との機械的な接触を失った

egfrf24胚の胚表⽪組織では異所的な apical extrusionと組織崩壊が⽣じた (図14)。
また、egfrf24胚を⾚外線レーザー照射して創傷した結果、創傷された胚表⽪組織
の周辺から、異所的な apical extrusion や組織崩壊が⽣じた (図 17)。さらに、
⾚外線レーザーの照射による創傷の周辺では、ビテリン膜と胚表⽪組織の機械
的な接触が失われることを観察した (図 16)。これらの結果から、ビテリン膜と
胚表⽪組織の機械的な接触が形態形成によって失われることが、EGFR 機能⽋
損変異体における細胞の apical extrusion や組織崩壊の促進に関与していると考
えている。 
上⽪組織の形態形成の過程では、アクトミオシンの細胞⾻格によって上⽪細胞

内に異⽅性の収縮⼒が⽣じる (Chung et al., 2017; Letizia et al., 2011; Nishimura 
et al., 2007b; Sanchez-Corrales et al., 2018)。この収縮⼒は adherens junction に
機械的なストレスを与える (Pinheiro & Bellaïche, 2018)。唾腺陥⼊点の周辺に
おいて、adherens junction を構成する E-cadherin の局在を観察した結果、
Control 胚では E-cadherin の局在シグナルは細胞間に隙間なく維持され、周囲
の細胞は apical constriction を⽣じた唾腺陥⼊点に向かって伸⻑した形状を⽰し
ていた (図 11A)。⼀⽅で、egfrf24胚では、E-cadherin の局在シグナルに頻繁な
破断が⽣じていた (図 11B;⻩⾊ドット)。このことから、EGFR 機能⽋損変異体
では、形態形成で⽣じる機械的なストレスによって、adherens junction の破断
が⽣じている可能性が考えられる。 
これらのことから、EGFR 機能⽋損変異体の胚表⽪組織では、アポトーシス細

胞の増加、形態形成、創傷に対する抵抗⼒が低下し、ビテリン膜との機械的な接
触の喪失や adherens junction の不安定化を伴って、細胞の apical extrusion や組
織崩壊を⽣じると推測している。 
 
 
 
4.2 EGFR-ERK シグナルによる細胞の収縮⼒制御の役割 
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多様な役割を持つ EGFR の活性化は、Ras-Raf-MEK の細胞内シグナル伝達経

路を介して、ERK の活性化を引き起こす (Lusk et al., 2017)。哺乳類培養細胞の
上⽪組織を⽤いた実験系における研究では、ERK 活性化が細胞集団内を伝播す
る現象が報告されている (Aikin et al., 2020; Aoki et al., 2013)。またマウスにお
いても、伝播性の ERK 活性化が⽿の表⽪組織で⽣じる (Hiratsuka et al., 2015)。
近年、上⽪組織で⽣じるこの伝播性の ERK 活性化の進⾏⽅向に逆らって、集団
的な細胞運動が進⾏することが報告された (Aoki et al., 2017; Ishii et al., 2021)。
さらにこの伝播性の ERK 活性は、アクトミオシン細胞⾻格を制御することが⽰
唆されている (Aoki et al., 2017)。⼀⽅で、細胞間接着を介して細胞や組織に発
揮される機械的なストレスが、ERK の活性化を導くことも報告されている 
(Hino et al., 2020; Kinoshita et al., 2020)。ショウジョウバエの蛹の胸板上⽪細
胞でも、機械的ストレスによって⽣じる細胞の変形には、ERK 活性化が伴うこ
とが報告されている (Moreno et al., 2019)。さらに、光遺伝学によって、胚全体
で ERK を活性化させたショウジョウバエ胚では、ミオシンの局在レベルの上昇
し、胚が収縮することが報告されている (Johnson & Toettcher Correspondence, 
2019)。これらの報告から、上⽪組織における ERK 活性化とアクトミオシンの
細胞⾻格の制御は相互的に制御されている可能性が考えられる。 
多くの動物組織の創傷治癒機構において、傷周辺では ERK 活性が⽣じ、ミオ

シ ン の蓄積を 促 進 す る こ と が 明 ら か に な っ て い る  (Geiger et al., 2011; 
Hiratsuka et al., 2015; Li et al., 2013; Mace et al., 2005; Matsubayashi et al., 2004; 
Wang et al., 2009)。本研究において、⾚外線レーザーの照射によって胚表⽪組
織を創傷した結果、創傷された組織の周辺では、広範囲におよぶ⼀過的な ERK
の活性化 (2 体節以上、5 分以内に消失 (図 16B) と、傷の周辺に限局された範
囲で維持される ERK の活性化 (1、２細胞、30 分維持) (図 16C-16E) が観察さ
れた。そのうち、限局された範囲での ERK 活性の周辺ではミオシン蓄積が観察
された (図 16E)。創傷治癒機構において、傷の周辺に蓄積したミオシンは組織
に対して、内向きの⼒を発揮し速やかな傷の修復を促すことがわかっている
(Abreu-Blanco et al., 2012)。ショウジョウバエ胚の気管陥⼊では、気管プラコ
ードに EGFR 依存的な ERK 活性化が⽣じる (図 2G, 図 2I, 図 4E) (Gabay et 
al., 1997b)。ERK FRRT を⽤いた観察によって、気管プラコード内で中⼼から外
側に向かって ERK の活性化が⽣じることが明らかになっている (Ogura et al., 



34 

2018)。さらに気管プラコードでは、ERK 活性が⽣じた上⽪組織の境界にミオシ
ンの蓄積が⽣じる (Nishimura et al., 2007; Ogura et al., 2018)。ERK 活性領域の
境界に環状に蓄積したミオシンの存在は、上⽪組織に内向きの⼒を発揮させて、
適正な気管陥⼊を導くことが⽰唆されている。 
ERK 活性化によるミオシンの制御によって、組織に内向きの⼒を発揮させる機

構は、創傷治癒や形態形成の過程で共通している。このことから、EGFR シグナ
ルの下流で⽣じる ERK の活性化が、アクトミオシンの細胞⾻格の相互的な制御
を介して、様々な機械的なストレスに対する影響を緩衝し、上⽪組織の安定性維
持を促進していると推測している。 

4.3 ビテリン膜と胚表⽪組織の機械的な接触の役割 

ショウジョウバエの胚発⽣は約 22 時間で進⾏し、ゼブラフィッシュ (約 72 時
間)、マウス (約 3週間)といった他の⽣物と⽐較して極めて短期間である。その
ため、胚内部には⾮常に⾼い内圧が存在し、ビテリン膜に⽳を開けるとショウジ
ョウバエ胚は破砕され、胚の構造を維持することができない (図 1)。そのため、
ビテリン膜が細胞外マトリックスとして胚表⽪組織と機械的に接触しているこ
とは、ショウジョウバエの胚発⽣に必要な因⼦の 1 つであると考えられる。さ
らに、後腸侵⼊部位に隣接する胚表⽪組織の⼀部は、インテグリンによる接着を
介してビテリン膜と接着していることが⽰されている (Münster et al., 2019)。
このインテグリンを介した接着の存在は、ビテリン膜が胚表⽪組織との機械的
な接触をより強固にしている可能性がある。 
細胞と細胞外マトリックスとの接着は、多くの動物の上⽪組織において、細胞

の⽣存シグナルとなることが知られている (Meredith et al., 2017; Vachon, 
2011)。⼀⽅で、細胞-細胞外接着の主要な因⼦であるインテグリンの阻害は、細
胞の基底部と細胞外マトリックスとの接着を廃⽌し、カスパーゼの活性化によ
る細胞死を導く (Frisch & Ruoslahti, 1997; Taddei et al., 2012)。興味深いこと
に、EGFR シグナルの活性化は、細胞外マトリックスとの接着を失ったショウジ
ョウバエ成⾍原基におけるカスパーゼ活性を抑制することが報告されている 
(Valencia-Expósito et al., 2022)。 
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ショウジョウバエ胚では、ラミニンやコラーゲンのような細胞外マトリックス
の主成分の分泌による基底膜の形成は発⽣後期 (Stage 16 以降)まで完了しない 
(Matsubayashi et al., 2017, 2020)。さらに、本研究において、解剖によってビテ
リン膜との機械的な接触を失った胚組織⽚では、カスパーゼを活性化した細胞
が経時的に増加していくことを観察した (図 11)。このことは、基底膜が⼗分に
発達をしていない発⽣段階の胚では、apical 側の細胞外マトリックスであるビテ
リン膜が、胚表⽪組織に⽣存シグナルを提供している可能性を⽰唆している。さ
らに、ショウジョウバエ胚における EGFR 依存的な ERK の活性化は、胚表⽪組
織とビテリン膜の間隙が⽣じる領域と相関が⾒られる (図 4) 。⼀⽅で、EGFR
依存的な ERK の活性化が⽣じない Rhomboid 機能⽋損変異体では、体節溝形成
後に細胞の apical extrusion が頻繁に⽣じていた (図 3G) 。このことから、
rhomboid の発現による遺伝的に制御された EGFR-ERK シグナルの活性化は、
形態形成によってビテリン膜との機械的な接触を失った胚表⽪組織における細
胞死や apical extrusion を抑制し、形態形成を⽣じる上⽪組織の安定性を保証し
ていると推測している。 
ショウジョウバエの胚表⽪組織では、basal extrusion されたアポトーシス細胞

は、マクロファージによって貪⾷される (Abrams et al., 1993)。外部からの栄養
の出⼊りがないショウジョウバエ胚においては、分解された細胞の成分を再利
⽤することが望ましいと考えられる。⼀⽅、egfrf24胚では、アポトーシス細胞が
胚表⽪組織の内部や基底部側だけでなく、apical 側の表⾯にも局在しているこ
とを観察した (図 6C, 図 7A, 図 7B, 図 9) 。さらに、egfrf24胚における細胞の
apical extrusion は、形態形成によって胚表⽪組織とビテリン膜の間隙が⽣じた
領域で⽣じた (図 10)。さらに、胚の解剖によって、ビテリン膜を失った Control
胚の組織⽚でも散発的な細胞の apical extrusion が観察された (図 11)。これら
のことから、ビテリン膜が apical 側の細胞外マトリックスとして存在すること
が、apical extrusion を防ぐ物理的なバリアとして作⽤している可能性がある。 

4.4 今後の展望 

(ⅰ) EGFR 機能⽋損変異体の頭部体節で崩壊を促進させる要素 
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本研究によって、EGFR 機能⽋損変異体の頭部体節で⽣じる組織崩壊は、形態
形成によって胚表⽪組織とビテリン膜の機械的な接触が失われることで⽣じる
ことが⽰唆された (図 10)。⼀⽅で、EGFR 機能⽋損変異体の頭部体節で組織崩
壊が⽣じる Stage 11 では、egfrf24 胚においても胸腹部体節で気管陥⼊が⽣じて
いる (図 5E) (Nishimura et al., 2007)。そのため、EGFR 機能⽋損変異体で⾒ら
れる組織崩壊には、頭部体節が胸腹部の体節に⽐べて形態形成に対する組織の
抵抗性を低下させている別の要素がさらに存在する可能性や、頭部体節で⽣じ
る Stomodeum や唾腺プラコードの陥⼊が、気管陥⼊に⽐べて胚表⽪組織に与え
る影響が強い可能性が考えられる。 
細胞分裂は周辺の上⽪組織に機械的ストレスを発揮することが報告されてい

る (Gupta et al., 2021)。ショウジョウバエ胚では、13 回の胚全体で同調した細
胞分裂を⾏った後、mitotic domain として報告されている領域ごとに、集団的な
細胞分裂を⽣じる (Victoria E Foe, 1989)。EGFR 機能⽋損変異体で崩壊が進⾏
する Stage 12 の頭部体節では、Control 胚、egfrf24胚のどちらにおいても集団的
な細胞分裂を⽣じていた (図 8B, 図 8C)。⼀⽅で、egfrf24胚で⾒られた apical 表
⾯に局在する細胞クラスターには分裂期の細胞は含まれていなかった (図 8C ;
⽩⽮頭)。このことから、分裂期の細胞⾃体は apical extrusion を⽣じないことが
⽰唆された。⼀⽅で、EGFR 機能⽋損変異体において、集団的な細胞分裂が周辺
組織で細胞の apical extrusion に関与しているのかは不明である。興味深いこと
に、ERK 活性の FRET プローブ (EKAREV)を発現した胚において、CDK1 が
活性化した分裂期細胞の周辺で蛍光デキストランの蓄積が⾒られることを観察
した (図 8A)。この結果は、胚表⽪組織とビテリン膜の機械的な接触の喪失が、
細胞分裂によっても⽣じていることを⽰唆している。さらに、ショウジョウバエ
では、Par-6 ともに上⽪組織の極性を司るタンパク質である aPKC 活性が低下し
た濾胞上⽪組織では、細胞分裂の近辺で上⽪組織が破裂することが報告されて
いる (Osswald et al., 2022)。EGFR 機能⽋損変異体における aPKC 活性の変化
や細胞分裂の影響を検証は、今後の課題である。 
Stage 11 の胚では、蛍光デキストランのシグナルの強度は、胸腹部体節の気管

陥⼊点よりも頭部体節の Stomodeum でより顕著であった (図4A)。このことは、
Stomodeum の陥⼊で⽣じるビテリン膜と胚表⽪組織の間隙は、気管陥⼊点より
広いことを⽰唆している。これらの結果から、EGFR 機能⽋損変異体では、形態
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形成で⽣じる胚表⽪組織とビテリン膜との間隙の広さの違いが、頭部体節の組
織崩壊に影響を与えている可能性があると考えている。さらに、ビテリン膜を除
去によって湾曲した egfrf24胚の胚組織⽚では、組織⽚全体で apical extrusion と
組織崩壊が⽣じた (図 14)。このことから、形態形成による組織の変形や曲率の
増加が、組織の不安定化させる可能性も考えられる。実際に、上⽪組織の曲率や
収縮⼒が、細胞脱落の頻度に影響を与えることが培養上⽪組織を⽤いた研究で
報告されている (Maechler et al., 2019)。 

(ⅱ) adherens junction の不安定化が⽣じる機構 
egfrf24胚の唾腺陥⼊点では陥⼊点の周囲で E-cadherin の局在に頻繁な断線が⽣

じていた (図 11B)。上⽪組織に働くアクトミオシンの細胞⾻格の収縮⼒は
adherens junction を介して発揮される (Munjal & Lecuit, 2014)。またアクトミ
オシンが発揮した機械的なストレスは adherens junction の再構成を促す
(Pinheiro & Bellaïche, 2018)。そのため、EGFR 機能⽋損変異体の組織崩壊には、
adherens junction の不安定化が重要であると考えられる。adherens junction の
不安定化が⽣じる原因として、EGFR シグナルの低下が直接 adherens junction
を不安定化させる可能性や、発⽣現象によって⽣じる機械的なストレスで不安
定化する adherens junction を、EGFR シグナルの低下によって修復することが
できなくなっている可能性が考えられる。 
ショウジョウバエ胚において、カスパーゼの活性化は adherens junction のタ

ンパク質である Armadillo/beta-catenin の分解を引き起こすことが報告されて
いる (Kessler & Müller, 2009)。EGFR 機能⽋損変異体では、カスパーゼを活性
化する hid の発現が胚全体で⽣じることが報告されている (Crossman et al., 
2018)。このことから、EGFR 機能⽋損変異体では、EGFR シグナルの低下によ
るカスパーゼの活性化が⽣じて、adherens junction の不安定化が⽣じている可
能性が考えられる。⼀⽅で、EGFR シグナルの活性化によって、E-cadherin の
発現低下や細胞膜からのエンドサイトーシスが⽣じることが報告されている 
(Ramírez Moreno & Bulgakova, 2022)。そのため、EGFR 機能⽋損変異体におけ
る EGFR シグナルの低下と adherens junction の不安定化の関係性を検証するに
は、上⽪細胞の E-cadherin の局在や発現レベルを調べることが必要である。 
ショウジョウバエ蛹の胸板上⽪組織において、EGFR-ERK シグナルの活性化
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は、集団的な細胞脱落が⽣じるのを防いでいることが⽰唆されている (Valon et 
al., 2021)。⼀⽅で、光遺伝学でアポトーシスを⽣じた細胞の集団的な脱落は、
E-cadherin による上⽪組織の完全性を⼀過的に障害 し、創傷治癒機構を働かせ
ることが観察されている (Valon et al., 2021)。このことから、EGFR 機能⽋損変
異体の胚表⽪組織では、アポトーシスの増加や EGFR シグナルの低下によって、
上⽪組織の完全性は障害されやすくなっている可能性が考えられる。さらに
EGFR-ERK 活性は創傷治癒の過程でも⽣じる (図 16)。今後、EGFR 機能⽋損
変異体の胚表⽪組織において⽣じる集団的なアポトーシスで⽣じる E-cadherin
シグナルの影響を、ライブイメージングによって明らかにする必要がある。
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表 1 本研究で使⽤したショウジョウバエ系統の⼀覧 
 
 

ショウジョウバエの系統名 
 

 

出典 識別 ID 

y w A. Nakamura N/A 

w;sqh-GFP[40],pSqh-

p120ctnTagRFP[86Fa] 

Ogura et al., 2018 N/A 

ubi-DE-Cadherin-GFP,sqh-mCherry[B1] Kondo & Hayashi, 2013 N/A 

egfrf24 R. J. Clifford & Schupbach, 

1989 

RRID:BDSC_6500 

rhodel1 Bier et al., 1990 N/A 

Df(3L)H99 kniri-1 pp BDSC_1576  

(White et al., 1994) 

RRID:DGGR_106395 

par6delta226, par6-GFP;  Wirtz-Peitz et al., 2008 N/A 

par6delta226, par6-GFP; His2Av-mRFP Kondo & Hayashi, 2013 N/A 

par6delta226, par6-GFP; egfrf24, His2Av-

mRFP/CyO 

Ogura et al., 2018 N/A 

y w; egfrf24 /CyO, ftz-lacZ;Df(3L)H99 kniri-1 

pp /TM6B,Tb Hu AbdA-lacZ 

本研究で作製 N/A 

w[*]; P{w[+mC]=UAS-Apoliner}5 Bardet 2018 RRID:BDSC 32122 

y,w;UAS-Apoliner-5, act-Gal4[25]/CyO, 

Dfd-YFP 

本研究で作製 N/A 

pUbi-EKANES[58A] Ogura et al., 2018 N/A 

y[1 ]w[*]; M{w[+mC]=Ubi-EKAREV-NES} 

ZH-58A,P{w[+mC]=sqh-mCherry.M}B1 

Ogura et al., 2018 RRID: DGGR_118527 

w; rho[del1].pUb-iEKANES[attp2]/TM6B, 
Tb, Sb[1], Dfd-YFP 

Ogura et al., 2018 N/A 

HS-eGFP;His2Av-mRFP Miao & Hayashi, 2015 N/A 
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表 2 本研究で使⽤した抗体と試薬の⼀覧 

抗体 [希釈率] 出典 識別 ID 

Rabbit polyclonal anti-dpERK [1:200] Stressgen Cat# KAP-MA021E, 

RRID: AB_2139976 

Rabbit [pThr185/pTyr187] ERK1/2 

polyclonal antibody [1:100] 

ENZO Life Sciences Cat# BML-SA275-0100, 

RRID: AB_11180786 

Rabbit anti-phospho-Histone H3 (ser10) 

[1:100] 

Sigma Cat# H0412, 

RRID: AB_477043 

Rabbit polyclonal anti-Cleaved Drosophila 

Dcp-1 (Asp215) [1:100] 

Cell signaling Technology Cat#9578,  

RRID: AB_2721060 

Mouse monoclonal anti-disc large (4F3) 

[1:10] 

DSHB Cat# 4F3 anti-discs large, 

RRID: AB_528203 

Rat monoclonal anti-DE-Cadherin 

(DCAD2) [1:20] 

Oda et al., 1994 DSHB Cat# DCAD2 

RRID: AB_528120 

Chicken polyclonal anti-beta 

galactosidase [1:400] 

Abcam Cat# ab9361,  

RRID: AB_307210 

Goat anti-rabbit IgG Alexa 488 [1:400] Thermo Fisher Scientific Cat#A-11034,  

RRID:AB_2576217 

Goat anti-rabbit IgG Alexa 555 [1:400] Thermo Fisher Scientific Cat# A-21429,  

RRID: AB_141761 

Goat anti-mouse IgG Alexa 633 [1:400] Thermo Fisher Scientific Cat# A-21052,  

RRID: AB_2535719 

Goat anti-Chicken IgY Dylight 550 [1:400] Thermo Fisher Scientific Cat# SA5-10071,  

RRID: AB_2556651 

Goat anti-rat IgG DyLight 650 [1:400] Abcam Cat# ab98423,  

RRID: AB_10676080 

試薬 出典 識別 ID 

Paraformaldehyde TAAB Cat# P001 

10×PBS ナカライテスク Cat# 27575-31 

Heptane ナカライテスク Cat# 17523-53 

Methanol 富⼠フィルム和光純薬 Cat# 137-01823 

Bovine serum albumin Sigma Cat# A2153-50G 

TritonX-100 Sigma Cat# T9284-500ML 

Tween 20 (Polyoxyethylene(20) Sorbitan 

Monolaurate) 

富⼠フィルム和光純薬 Cat# 167-11515 



52 

次亜塩素酸ナトリウム 花王 Cat# 17321 

Non-reactive silicone fluids 信越シリコーン Cat# FL-100-1,000CS 

Vectashield with DAPI VECTOR LABORATORIES, 

INC. 

Car# H1200 

Schneider's Drosophila Medium Thermo Fischer/Gibco Cat#: 21720024 

Penicillin-Streptomycin solution Thermo Fischer/Gibco Cat#: 15070063 

Fetal bovine serum Thermo Fischer/Gibco Cat# 10437 

Tetramethylrodamine conjugated dextran, 

3,000 MW, anionic 

Thermo Fischer/Molecular 

Probes 

Cat#: D3307 
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表 3本研究で⽤いた器具及び解析ソフトウェア 

器具・解析ソフトウェア 出典 識別 ID 

Stainless-steel needle Shiga Konchu, Ltd Cat#: Insect pin #0 

Scotch® 透明両⾯テープ 3M Cat# W-18 

35 mm glass based dish IWAKI Cat#: 3910-035 

35 mm Tissue culture dish IWAKI Cat#: 3000-035 

Poly L-Lysin-coated multi-well Glass 

Bottom Dish 

Matsunami Cat#: D141410 

Neo カバーガラス Matsunami Cat# C024641 

Olympus FV1000 Olympus N/A 

Olympus SZX16 Olympus N/A 

IR-LEGO-1000 Sigma-Koki Co., Ltd N/A 

Micropipette puller (P-97) Sutter N/A 

ImageJ-Fiji LOCI https://fiji.sc 

FRETratioFx Ogura et al., 2019 GitHub: https://github.com/Wada-

H/FRETratioFx 

Prism 9 software package GraphPad https://www.graphpad.com/scient

ific-software/prism/ 
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図 1 ショウジョウバエ胚の胚表⽪組織とビテリン膜 
(A) ショウジョウバエの胚発⽣。胚 (Stage4)は細胞分裂や形態形成を繰り返し、様々な特徴的な形態

を⽰す (Stage 11)。本学位論⽂における以降の図では、⼀般に左側が頭部、右側が尾部、上側が背側、

下側は腹側として記載する。(Brody, 1999)を⼀部改変し引⽤。(B) ショウジョウバエ胚の胚表⽪組織の

模式図。ショウジョウバエの胚表⽪組織は⼀層の円柱型上⽪細胞から構成される。細胞間接着は apical

側に E-cadherin (DE-Cad)が構成する接着結合 (adherens junction)が存在する。側⾯-基底部の間には

密着結合 (septate junction)が存在し、上⽪組織の完全性を保っている。さらに、上⽪細胞の基底部は

発⽣後期 に形成される基底膜(basement membrane)とインテグリンを介して接着する (Cell-ECM 

adhesion)。上⽪極性を司る Par-6 が局在する上⽪細胞の頂端部 (Sub-Apical)は胚全体を取り囲むビテ

リン膜(vitelline membrane)と機械的に接触している。(C)ビテリン膜(⻩⾊破線)に針 (n)で⽳を開ける

と、内圧が解放され、組織が急激に流出する。 
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図 2 ERK FRET プローブを⽤いた胚発⽣における EGFR シグナル依存的な ERK 活性の観察

(A, B, G, H) 固定胚における EGFR シグナル依存的な活性型 ERK (dpERK)の局在の概略図。VE: Ventral 

ectoderm (腹側外胚葉)。DF: Dorsal Furrow (背側溝)。CF: Cephalic furrow (頭部溝)。T.Pla: Tracheal 

placode (気管原基)。Seg: Segment boundary (体節境界)。各図は(Gabay et al., 1997b)から引⽤・改変し、

記載した。 (C, D, I, J) Control 胚における ERK FRET の活性パターン。(E, F, K, L) Rhomboid 機能⽋損

変異体 (rhomboiddel1)における ERK FRET の活性パターン。以下の図において、ERK FRET プローブの

活性による FRET ratio (FRET/CFP⽐)は、IMD (Intensity modulated display)表⽰によって⽰す。*: ERK 

FRET が感作する CDK1 の活性による分裂期の細胞。ERK FRET プローブは EGFR 依存的な ERK の活

性とは独⽴して、CDK1 の活性によっても FRET を起こし、⾼い FRET ratio を⽰す (Aoki et al., 2013; 

Ogura et al., 2018)。 
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図 3 Rhomboid 機能⽋損変異体における細胞の apical extrusion の増加 

(A, B, E) Control 胚における ERK FRET 活性と横断⾯図 (⽩線内)。(C, D, F) Rhomboid 機能⽋損変異

体 (rhomboiddel1)の胚における ERK FRET 活性と横断⾯図 (⽩線内)。⽩⽮頭:頂端⽅向に細胞脱落

(apical extrusion)した細胞。空き⽮頭:基底部⽅向に細胞脱落 (basal extrusion)した細胞。⻩⾊破線:ビテ

リン膜。(G) Stage13, 14, 15の各ステージの Control 胚 (N=23), rhomboiddel1胚 (N=14)における

apical signal rate の⽐較。*:P<10-5 (マンホイットニーの U検定)。 
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図 4 ビテリン膜間隙への蛍光デ

キストランのインジェクション

と ERK FRET 活性の観察 

(A) ビテリン膜と胚表⽪組織と

の間隙への蛍光デキストランの

インジェクションの模式図。

(B,C)EKAREV を発現した胚に

おける蛍光デキスラン局在のシ

グナル強度(B)と ERK FRET 活

性(C)。(D,E,F) 形態形成におけ

る蛍光デキストラン局在のシグ

ナルと ERK FRET 活性の経時

変化。デキストラン局在のシグ

ナル(D) ERK FRET 活性(E)。

D と E の重ね合わせ (F)。Tp: 

Tracheal placode (気管原基)。

Seg: Segment boundary (体節境

界)。時間表⽰は T1 体節の気管

陥⼊の開始を 0 min とした。
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図 5 EGFR 機能⽋損変異体の頭部体節における組織崩壊 

(A, B, C) Stage 11 以降の腹側胚表⽪組織の観察。 

Control 胚(A)。EGFR 機能⽋損変異体 (egfrf24)胚(B)。胚の腹側全体⾯積に対する胚表⽪⾯積の割合の経時変化(C)。Control 胚 (N=4)。egfrf24胚

(N=4)。発⽣のタイミングの基準は唾腺プラコード (オレンジ⽮印)の陥⼊開始を 0とした。Sg: Salivary gland (唾腺プラコード)。⽩⽮頭:Par-6 の細

胞膜に沿った局在パターンが失われた細胞。⽩⽮印:上⽪組織の極性シグナル (Par-6)が失われた領域。 

 

(D, E) Stage 11 以降の頭部体節の崩壊の様⼦。 

Control 胚(D)。egfrf24胚(E)。発⽣のタイミングの基準は気管陥⼊点の出現を 0とした。 

⽩⽮頭:Par-6 の細胞輪郭への局在が失われた細胞。⽩⽮印:上⽪組織の極性シグナル(Par-6)が失われた領域。空き⽮印:Par-6 の細胞輪郭への局在が

維持されている胸部体節。 
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図 6 Stage12 の 頭部体節におけるアポトーシス細胞 (cDcp1陽性細胞)の観察 

(A) Control 胚。 (B)アポトーシス⽋損変異体 (Df(3L)H99)胚 。(C) egfrf24胚。(D) egfrf24およびDf(3L)H99 の 2重変異体胚。

縦断⾯図は⽩線内。⽩⽮頭:胚表⽪組織の apical 表⾯側に局在する cDcp1陽性細胞。空き⽮頭:胚表⽪組織の内部もしくは基底部側に局在する cDcp1

陽性細胞。Oc: Ocular segment (頭部体節の⼀部)。St: Stomodeum (⼝腔)。Sg:Salivary gland (唾腺プラコードの陥⼊点)。 
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図 7 EGFR 機能⽋損変異体の形態形成(Stomodeal invagination)と細胞の apical extrusion 

(A) Stomodeal invagination初期 (Stage 10)における cDcp1陽性細胞の局在。(B) Stomodeal

invagination 後 (Stage 11)における cDcp1陽性細胞の局在。各断⾯図は⽩線内。⽩⽮頭:胚表⽪組織の

apical 側に局在する cDcp1陽性細胞。⻩⾊⽮頭:胚表⽪組織の apical 側に局在する cDcp1陰性細胞。

(C-H) apical extrusion と形態形成のタイムラプス画像。*:クロマチン (histone-RFP)が凝集し異常な形

態を⽰した核。この核が apical extrusion されたタイミングを 0とした。⻩⾊波線:ビテリン膜。横断⾯

図は⽩線内。オレンジ⽮印:胚表⽪組織が陥⼊する領域。
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図 8 細胞分裂が胚表⽪組織に与える影響の観察 

(A) ERK FRET プローブの活性化 (CDK1 の活性化)が⽣じた分裂期細胞の周囲で⽣じる蛍光デキスト

ランの蓄積。分裂期の細胞における ERK FRET プローブの活性化(左図、空き⽮印)。これらの細胞の周

囲では蛍光デキストラン局在のシグナルの増加が⾒られた (右図)。(B, C) Stage 12 の頭部体節におけ

る分裂期細胞 (pHistone-H3 陽性細胞)の分布。Control 胚(B)。egfrf24胚(C)。各断⾯図は⽩線内。⽩

⽮頭:apical extrusion された細胞のクラスター。 
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図 9 頭部体節と胸部体節におけるアポトーシス細胞の分布の⽐較 

(A, B) Stage 11 の腹側胚表⽪組織における cDcp1陽性細胞の分布。Control 胚(A)。egfrf24胚(B)。(C) 

Stage11 における腹側表⽪組織の模式図 (左図)。Salivary gland よりも前⽅の腹側胚表⽪組織 (中央

図;頭部体節)。Salivary gland よりも後⽅の腹側胚表⽪組織 (右図;胸部体節)。胚は(B)と同⼀。⽩⽮頭;

胚表⽪組織の apical 表⾯に局在する cDcp1陽性細胞のクラスター。空き⽮頭;胚表⽪組織の内部もしく

は基底部に局在する cDcp1陽性細胞。オレンジ⽮印;唾腺陥⼊点。
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図 10タイムラプス撮影による EGFR 機能⽋損変異体の頭部体節と胸部体節の⽐較 

(A) 唾腺陥⼊ (0 min)後の頭部体節の腹部胚表⽪組織のタイムラプス画像。(B) 唾腺陥⼊ (0 min)後の

胸部体節の腹部胚表⽪組織のタイムラプス画像。横断⾯図は⽩線内。⻩⾊破線;ビテリン膜。⽩⽮

頭;apical extrusion された細胞。オレンジ⽮印;唾腺陥⼊点 (Salivary gland)。 
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図 11 EGFR 機能⽋損変異体における E-cadherin 局在の破断 

(A, B) 唾腺陥⼊後(Stage 12)の胚における唾腺陥⼊点周辺の E-Cadherin シグナルの局在。Control 胚

(A)。egfrf24胚(B)。⻩⾊ドット:E-cadherin 局在の破断。Sg; Salivary gland(唾腺プラコードの陥⼊点)。

ML:Ventral midline(腹側正中線)。
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図 12 胚の解剖によるビテリン膜の除去と胚組織⽚の観察 

(A)胚の解剖と胚組織⽚培養の模式図。Stage 11〜Stage12 の胚を針で解剖し、ビテリン膜を除去する

(左図、中央図)。ビテリン膜を除去した胚組織⽚をガラスシャーレで、ショウジョウバエ細胞の培地内

で培養し、1時間以内に観察を開始した。(B―D) 胚組織⽚観察開始後の変化。横断⾯図は⽩線内。⽩

⽮頭:apical extrusion を起こした細胞。 
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図 13 胚組織⽚における ERK FRET 活性とカスパーゼ活性の観察 

(A) EKAREV を発現した胚組織⽚における ERK FRET 活性の経時変化。観察の開始(0 min)は胚の解剖

から 1時間以内に⾏なった。Tp: Tracheal placode。(B) カスパーゼ活性のレポーターApoliner;(Bardet 

et al., 2008)。の模式図。(C-E) 胚組織⽚における Apoliner の観察 (N=13)。カスパーゼの活性化は

Apoliner の eGFP シグナルを細胞質から核内に移⾏させる。 
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図 14 EGFR 機能⽋損変異体の胚組織⽚の組織崩壊と apical extrusion の観察 

(A) EGFR 機能⽋損変異体(egfrf24)の胚組織⽚における組織崩壊の様⼦ (N=13)。(D-G) 組織崩壊を

⽰す egfrf24胚の胚表⽪組織における細胞の apical extrusion。横断⾯図は⽩線内。⽩⽮印;apical extrusion

された細胞のクラスター。観察の開始(0 min)は胚の解剖から 1時間以内に⾏なった。
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図 15 ⾚外線レーザーを⽤いた胚表⽪組織の創傷 

(A,B)HS-GFP, his-RFP 発現胚 (Stage 11)。 ⾚外線レーザーを照射前の胚 (A)。⾚外線レーザー照射後

の胚 (B)。⾚外線レーザーの照射(X印)は細胞を固定し、胚組織を創傷するがビテリン膜に傷は⽣じな

い。また固定された細胞の周辺ではヒートショックによる GFP の発現が⽣じた。⻩⾊破線;ビテリン

膜。Seg; Segmental groove(体節溝)。(C, D) ⾚外線レーザー照射後に⽣じる胚表⽪組織の異所的なビテ

リン膜からの剥離。⾚外線レーザーを照射後の撮影開始直後 (0 min)の腹側胚表⽪組織 (C)。⾚外線

レーザー照射後の撮影開始から 60分経過した腹側胚表⽪組織 (D)。オレンジで⽰した領域はビテリン

膜から離れた胚表⽪組織。X印:⾚外線レーザーを照射した領域。観察の開始 (0 min)は⾚外線レーザー

の照射から 5分以内に⾏なった。 
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図 16 ⾚外線レーザーによる創傷で⽣じる ERK FRET の活性化とミオシンの蓄積 

(A-C) ⾚外線レーザー (100 mW 0.5 秒)による創傷前後の ERK FRET 活性。創傷前(A)は各体節で気管

原基 (Tp)での E R K 活性化が⽣じていた。創傷直後 (5分以内に観察)には複数の体節にまたがる広い

ERK FRET の活性化(B)。創傷後 5分後以降の傷(X印)近傍の ERK FRET の活性化(C)。(D) ⾚外線レ

ーザーで創傷した固定胚における dpERK の局在。(E) 傷(X印)周辺の ERK FRET 活性とミオシンの蓄

積 (紫⽮頭)のタイムラプス画像。観察の開始 (0 min)は創傷から 5分以内に⾏なった。

図16
Sq
h-
GF

P

+

E

+
Tp

EK
A
R
EV

(F
R
ET
 p
ro
be
) 

dp
ER
K +

A B

C D
Before IR irradiation After 〜 5 min

After 5 min〜

Tp Tp Tp Tp
+

+



74 

図 17 ⾚外線レーザーによる胸部体節の腹側胚表⽪組織の創傷 

(A, B) EGFR 機能⽋損変異体(egfrf24)の胚において、頭部体節の組織崩壊が⽣じる前の胚表⽪組織を創

傷した。Control 胚(A)。egfrf24胚(B)。丸印;創傷された領域。⽩⽮頭;胸部体節における異所的な apical 

extrusion。オレンジ⽮印;唾腺陥⼊点(salivary gland)。観察の開始(0 min)は創傷から 5分以内に⾏なっ

た。 
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