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Induced by Low Temperature Treatment in the Sea Urchin. 1. Low Temperature 
Science， Ser. B， 33. (With English Summary p. 37) 

低温によるウニ脱腸匪の形成 r

高横恒夫

(北海道大学大学院理学研究科)

星 元紀・朝比奈英三

(低続科学研究所)

(昭和 50年 11月受理〕

I.緒 日

ウニ肢の袈月五形成は，日本の閏・関崎を中心としたグループ，スウェーデンの Gustafson'

Kinnanderにイギリスの Wolpert等が加わったグループにより詳しく研究されてきた1-4)。そ

の結果，原腸の陥入過程は大きく 2つの段階にわかれることが明らかになった。第 l期は植物

極側細胞壁の自律的な鮪入，つづく第 2期は第 2次間充織細胞の虚足による原腸の動物極仮uへ

のひっぱりによって陥入は完成する。 この原腸陥入の時期のウニ怪を低温0-40Cにおいて飼

育すると，ウニの種によっては高頻度で脱腸j圧が形成された。そこで低温という条件がこの陥

入の過程のどこに影響を与えているのかという疑問を明らかにする為に¥，、くつかの笑験を試

みた。

n. 材料と方法

材料: エゾパフンウニ Strongylocentrotusintermediusは北海道j享岸湾厚岸，キタムラ

サキウニ St.nμdusとパフンウニ Hemicentrotuspulcherrimusは青森県陸奥湾浅虫，ムラサ

キウニ Anthocidariscrassispinaは神奈川県相模湾三崎におし、て採取した。卵，精子は通常の

KCl法で採取した。卵細胞は液過海水で、数度洗ったのちに受精させ，過剰の精子を洗い流した

あと， ミリポアフィルタ一波過海水中でゆっくり撹持しながら発生を進行させた。エゾパフン

ウニ，キタムラサキウニは 150C，パフンウニはlOOC，ムラサキウニは 200Cで、発生をすすめた。

ウニl庄は第 l図に示した次の 4つの時期に低温および薬品で‘処理し，その影響を観察し

た。 G-l期:第 l次間充織細胞が胞阪腔に務ちこんだあと，肥厚した植物極側細胞壁は胞旺

!控の中にくぼみこむ(第 1図 a)o G-2期:原腸先端部から第 2次間充織細胞の鹿足が出現し，

それは動物極へと伸びだす(第 l図b)oG-3期:虚足は動物槌へ届き収縮による張力を発揮し

て原腸を動物極側へとひっぱりこむ(第 1図 c)oG-4期.原腸の先端部がほぼ動物極にくっつ

く(第 1図 d)。

低温処理. 目的の発生段階に達したウニ肢の浮遊i伎を， 直径 35mm，高さ lOmmのペ

トリ血に 1-2mlづっ移し，あらかじめ目的の温度にひやした海水を加えてすみやかに温度が
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30 高橋恒夫・他

下がるようにした後に，各温度に設定した恒温槽に一定時間おし、た。恒温措fの温度のふれは

土0.5
0
Cであった。観察は室温で迅速に行った。

薬品処理: 直径 16mm，深さ 16mm のマイクロテストプレートにウニ庇の浮遊液を 0.5~

1.0 ml入れ，試薬溶液を加えてその中で発生をすすめた。処理時聞は G-l期の庇は 3時間， G-2 

期 ~G-4 期の旺は 2 時間である。発生はそれぞれのウニ肢の飼育担度ですすめた。

試薬: コノレヒチン， N回エチールマレイミド， ジチオスレイトールは半井化学， 1うークロロ

マーキュリフェニノレスルホン酸は Sigma， ピンプラスチン(硫酸塩)は塩野義製薬のものをミ

リポアフィルター濯過海水に溶かした。 サイトカラシン C及び Dは塩野義製薬で開発された

ものを同研究所の湊均博士より頂いた。サイトカラシン Bは，東京大学教養学部の馬潟一誠博

士より供与された ImperialChemical Industriesのものを用いた。サイトカラシンはいづれ

もジメチルスルフオキシド(和光，半井化学)に溶かしたものを海水で希釈して用いた。

III.結果

エゾ、パフンウニの)授において， G-l期，すなわち第 1次間充織細胞が胞11壬腔に落ちこんだ

あとのウニ肢を 0~40C に温度を下げて発生をすすめると，植物極側細胞壁は胞目玉腔の高さの

1/3~1/2 まで陥入した。しかし第 2 次開充織細砲の虚足は形成されず，原腸は反転し次第に外

に出てきた。また G-2期の庇をどCiこ温度を下げると，一度のびだした虚足は退縮し，その基

部は丸味をおびてきた。既に陥入していた原腸は反転し，胞旺控の外に出てきた(第2図a)。

一度外へ出るように方向づけされた原腸はどんどん外へ出ていき， 外腸肢が形成された(第2

関 b)。この状態で温度をあげると，原腸が外に出ただけで，その他の外観は典型的なプノレテウ

ス庇となった(第2図 c)。 このような外腸!庄は，第2次間充織細胞の位置，頂毛の存在など正

常な袈匹，あるいはプルテウス旺と変わらないことから，塩化リチウムなどで植物極化されて

できた外腸怪と区別して，脱腸肢と呼ぶことができるめ。

3種のウニを低温に 48時間おいた時の脱腸涯の出現率は第 l表にまとめて示した。エゾ

パフンウニでは， G-l期， G-2期， G-3期のものを OoC及び 40Cに移すと， 48時間以内にすべ

ての肢が脱腸涯になった。 G-4期のものでは，鹿足は退縮して原腸は胞旺腔の中で横に倒れる

第1図 エゾバフンウニの wcにおける正常な陥入 x200 
a: G-l JtIl b: G-2期
C: G-3期 d: G-4期
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ことはあっても外には出てこなかった。 G-4期以後原腸が完全に動物極に届いた阪では，低温

下で原腸の位置が変化することはなかった。 60C以上では陥入は正常に進行した。また -5
0

C

の過冷却の状態では，陥入は低温にうつしたそれぞれの段階で、停止したままであった。キタム

ラサキウニではエ、ノ、パフンウニと同様に OoC及び40Cで脱腸庇が形成された。しかしどCでは

第2図 エゾパフンウニの脱腸怪 x200 (cは XI00)

a: G-2J羽の院を 40CVこ移して 2時間後

b: G-2期の圧を 40Cに移して 12時間後
c: bの圧を 150C~;こ戻して 12 時潤後

d: G-3矧の阪を 10-5M コノレヒチン海水に移して 2時間後

巴 G-2期のIlf'a:7X 10-5 M サイトカラシン B海水に移して 2時間後

f: G-2期のIlfを 10-6M サイトカラシン C海水に移して 2時間後

g: G-2期の圧を1O-4M ジチオスレイトーノレ海水に移して 30分後

第1表 低温処理による脱腸底の形成水

処理温度
出 現 率 (%) 

主重 イパコア

G-l期 G-2期 G-3期

6 O 。 。
エゾ/~フンウニ 4 100 100 100 

St. intennedius 。 100 100 100 

-5 。 。 。
キタムラサキウニ 4 100 83 40 

St. nudus 。 100 100 100 

ノミフンウニ
O O O 。H. pulchelγimus 

不低温処理時間は 48時間

G-4期

。
O 

。
。
。
O 

。
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G-2期， G-3期と後期になるほど脱腸目玉の出現率は低下した。ムラサキウニは妊全体が不透明

で原腸陥入過程の観察はむづかしく， 4段簡にわけで低温にうっす操作はできなかった。 しか

し原腸陥入の時期と推察できる肢を， 4~60C に温度を下げて発生をすすめると，ほとんどの庇

で原腸が外に出てきた。

エゾパフンウニにおいて脱腸j圧が形成される温度と時間の関係を第 2表にまとめた。 150C

での正常な陥入では G-1期から G-4期までほぼ 5時間を要した。 40Cでは G-1期， G-2期，

G-3期のいづれの旺も 6時間で全て脱腸Il主になった。 OOCではほとんどの肢が脱揚腔となるの

には， G-3期のJl壬では 24時間， G-1期と G-2期の旺では 48時間かかり 40Cの場合よりも脱腸

Il至の出現には時聞を要した。一方一50Cでは第 1表で、みたとおり， 48時間たっても縮入は進行

せず原腸の反転もみられなかった。このような肢は温度をあげると虚足を形成して正常に陥入

が進行した。

i現度

A 
A 

O 

-5 

第2表

移す時期

G-l 

G-2 

G-3 

G-l 

G-2 

G-3 

G…l 

G-2 

G-3 

低温における脱腸肢の出現速度

(エゾバフンウニ St.intennedius) 

出 現 率

6時間 24時間 48 時間

100 100 100 

100 100 100 

100 100 100 

10 25 100 

15 52 100 

25 93 100 

O O O 

O O O 

O O O 

次に微小管とマイクロフィラメン卜に特異的に作用するいくつかの試薬を使ってエ、ノ、パフ

ンウニの!圧に対する影響をみた(第 3表)。 コノレヒチンでは 10…4~1O-5 M で， G-1期から G-3

期の!圧が脱腸阪になった。このコルヒチン濃度のもとで腸は完全に外に出て，低温による脱腸

肢と同じ形であった(第 2図d)o 10-4 M では G-4期の旺も 23%脱腸妊になった。 しかしコル

ヒチン海水に浸しておく時間が長くなると，胞!任腔の中は遊離の細胞が増え最終的には細胞崩

壊をおこした。1O-6M以下の濃度では縮入は正常に進行し， 10-3Mでは 2時間以内に細胞崩壊

をおこした。 ビンプラスチンは1O-4M でコノレヒチンの場合と同様原腸が完全に出た脱腸!庄が

形成された。サイトカラシン Bは 2X10一7M，サイトカラシン Cは1O-6Mで脱腸肢が最も高頻

度に形成された(第 3表)。サイトカラシンの溶媒，ジメチルスフオキシドは最終的に 0.05%以

下になっており，この濃度でジメチノレスルフオキシド白体は発生に何ら影響を与えなかった。

サイトカラシン Dは1O-7M以下では発生は正常に進行し，また 10-6M以上では細胞崩壊をお

こし脱腸肢の形成はみられなかった。いづれの試薬の場合も脱JJ易II杢形成の過程は低温による場

合と向じく鹿足の形成の停止あるいは退縮が最初にみられ，つづいて原腸が反転して外に出て



試 ヨ主

コノレヒチン

ピンプラスチン

サイトカラシン B

サイトカラシンC
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第3表 微小管，マイクロフィラメントに特異的に作用する

試薬の効果(エゾパフンウニ St.int白鳥medius)

脱腸肢の出現率 (70)
淡度 M

G-l期 G-2期 G-3期 G-4期

10-4 100 100 100 23 

10-5 100 100 100 。
10-4 100 100 100 。
2X 10-7 100 100 。
10-6 90 82 。

きた。しかしコルヒチン，ピンブラスチンの脱腸庇は完全に腸が外に出てくるのに対し，サイ

トカラシン B，C による脱腸眠は，腸は反転してくるものの，完全には外には出てこなかった

(第2図巴， f)。 キタムラサキウこでも，コルヒチン，ピンプラスチン，サイトカラシン Bで同

様な結果が得られた。またムラサキウニでもピンブラスチン，コノレヒチンで脱腸!怪が形成され

た。これらの結果は，いづれも各試薬に入れっぱなしの場合であるが， 10-4 M コノレヒチン海水

でG-2期の!症を 10分処理すると虚足は退縮するが， 正常海水にもどすと再び虚足はのびだし

て正常に陥入が進行した。 ジチオスレイトーノレでは1O-4Mで G-1期から G-3期の旺で高頻度

に脱腸庇が形成された(第2国 g)。ジチオスレイトール海水中で、虚足は退縮してくるが，正常

海水にもどすと再び虚足はのびだし正常'に陥入が進行した。一方 SH試薬，jうークロロマーキュ

リフェニルスルホン酸は1O-3~ 1O-4 M， N-エチーノレマレイミドは1O-4 M で G-1 期 ~G-3 期の

いづれの設階の妊にも脱腸!涯を形成させなかった。

IV.考察

ウニ旺に対する低湿の影響についての観察は，古くは Wat巴rman(1934)によってなされ

ている 6)。彼は Arbaciapunctulataで，受精直後から胞!庄期に至る各段階で低温処理すると，

外腸肢を含む奇型J圧が生じることを報告している。 しかし彼のこの記載は簡単なものであり，

またその当時は Okazakiによって論じられているように7)，外腸!日;と植物極化庇が混同されて

いたことからいくつかの不明な点を含んでいる。著者は，エ、ノ、パフンウニの場合，受精直後か

ら遊泳胞nf~明の各発生段階で OoC で 24 時間低温処理した場合 64細胞期以降のものは正常

な袋i圧になるが， 32細胞期以前のものは低温の影響をうけ様々な奇型庇が生じてくるのをみて

いる叱 しかし原腸縮入時期に低温処理して生じる外腸肢は植物極化を伴わない脱腸旺である

といえる。

低温下では，第 2次間充織細胞の虚足は形成されないこと，またすでにできあがった虚足

は温度が下がると退縮し消失すること，低温下でも陥入の第 l段階，即ち植物極側細胞壁の自

律的な陥入は起こることから，脱腸胞の形成は，低温下で第 2次開充織細胞の虚足の形成なら

びに活動が停止することに起因していると考えられる。既に Dan等は化学的な処理，たとえ

ば Ca濃度を下げる，蛋白分解酵素を作用させるとし、う方法で肢を処理すると，第 2次間充織

綿胞の鹿足が影響をうけ，その結果脱)揚Jl壬が形成されるのをみている 1，7)。 更に， Tilneyと
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Gibbins (1969) は，第 2 次間充織細胞とその虚足t'~，微小管とマイクロフィラメントが存在す

ることを確認した9)。そしてコノレヒチン， 高水圧のもとで虚足の形成がさまたげられ原腸の動

きは停止すること，その日寺第2次間充織細胞と虚足内の微小管とマイクロフィラメントが解離

あるいは消失していることから，虚足の形成には微小管が，虚足の収縮にはマイクロフィラメ

ントが関与していることを示唆した。紹胞内の微小管に対する低温の影響に関しては，卵母細

胞の紡錘体の複屈折が低温によって消失するという Inoue(1952)の観察にはじまりIOL現在で

は微小管が低温で脱重合をおこすことが知られている 11，12)。 そこで低温で虚足の形成ならびに

活動が停止するのは，第 2次間充織細胞およびその虚足内の微小管が脱重合したことによるの

ではなし、かと考えられる。コルヒチン，ピンプラスチンといった微小管に特異的に作用する試

薬で脱腸阪が生じることは，この可能性をよりたしかなものにしている。脱腸)j壬を形成するの

に最適なこれらの試薬の濃度は， ツパサゴカイ Chaetoρteruspergamentaceousの紡錘体の複

屈折を消失せしめるコノレヒチン濃度 5X 10-4 M， L-strain繊維芽細胞や白血球で微小管の結品

状構造をつくるどンブラスチン濃度1O-4~ 1O-5 M とほぼ同じである13，14)。著者の一人は，遊泳

胞腔期までの各発生段階のウニ庇を重水海水に移して発生をすすめると高頻度で脱腸阪が形成

されることを報告した15)。そして最近，第 1次開充織細胞が胞旺控に落ちこんだあとの段階で

も重水海水に移すと脱腸旺が形成されることがわかった16)。重水は細胞分裂を阻止するなど，

細胞内の微小管を過大に安定化させる作用をもつことが知られている 17-19)。重水海水中での脱

腸旺形成も，第2次間充織細胞及びその虚足に存在する微小管が影響をうけて，その結果虚足

の形成，活動が抑えられたことによるのかもしれない。微小管の構成蛋白チューブリンが重合

する際に，チューブリンの SH基が関与していることがあきらかになってきていることから20)，

その SH基に特異的に結合して微小管を脱重合させる SH試薬，p-クロロマーキュリフェニjレ

スノレホン酸， N-エチールマレイミドの存在下で発生をすすめたが，脱腸肢の形成はみられな

かった。しかし SH試薬とは逆にジチオスレイトールで、高頻度で、脱腸旺が形成されたことはど

う考えればよいだろうか。過剰のチオール，s-メノレカプトエタノールがウニ卵の細胞分裂を阻

害し，分裂装置を不定形化することから21L ジチオスレイトールも微小管構造をこわす作用を

もっているのではなし、かと思われる。しかし再構成微小管においてジチオスレイトールは脱重

合をおこす作用がないことがみられているので20)，上記の説明はさらに検討を要する。マイク

ロフィラメントに作用するサイトカラシンBおよび Cの存在下で脱務庇が形成されることは，

上述の Tilney等のマイクロフィラメントが虚足の収縮に関与しているという考えの裏付けと

なろう。 しかしサイトカラシン Cの異性体であるサイトカラシン Dが，脱腸腔形成に効果が

なかった事実は現在説明が難しい。

ウニの種によっては，低温で脱腸庇が形成されないのはなぜだろうか。エゾパフンウニ，

キタムラサキウニは O~40C で脱腸涯は出現するがパフンウニは OOC でも虚足は形成されて陥

入は正常に進行する(第 l 表)。一方ムラサキウニは 4~60C で脱腸庇が形成されるが， 120Cで

も原腸が出てくることがみられている 22)。このようなウニの稜による脱腸舷形成の温度域の違

いは， それぞれのウニの初期発生の時期(産卵時期)の環境温度と関連があるかもしれない。

北方産のヱゾパフンウニ，キタムラサキウニ，そして青森県以南に産するムラサキウニは，い
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わゆる夏のウニであり，産卵時期の環境温度は前 2 者は 15~180C，後者は 20~250C であるの

に対して，パフンウニは冬のウニであり，採集地浅虫では 4~80C である。 即ち，第 2次間充

織細胞，及びその虚足に存在する微小管の温度に対する安定性がそれぞれのウニで異っている

のではなし、かと思われる。 Stephens(1972)は冷海水産のウニ，St. droebachiensisが Oocでも

受精後発生が進行できることに注目し，その生態と発生過程を観察し，また紡錘体微小管の性

質をしらベ，このウニの微小管が低温で、非常に安定で、あり，温暖な地域に生息するウニの微小

管とは，そのi性生質に大きな違いがあることを報告している幻，2ぷ刈2μ判4め)

最後にそjれ1で、は脱腸日庇壬の形成は全て第 2次間充織締抱の虚足の形成，活動の停止のみで考

えることができるだろうか。エ、ノ、パフンウニでは，脱腸阪は 40Cで， OoCよりも早く形成され

ること(第2表)， -50Cの過冷却の状態では，原腸の動きは完全に停止すること， G-4期で原腸

が十分伸び切った状態では低温下で鹿足は退縮して，原腸は胞H壬腔内で横に倒れることはあっ

ても外には出てこないこと(第 1表)などの事実から，原腸陥入の第 2段階には，虚足による原腸

の動物極側へのひっぱりの他に，原腸自身の伸長力一一それが -50Cでは発揮できないーーが

存在し，その力が虚足の消失とともに脱腸肢を形成する要因に加わっているのではないかと考

えられる。この臨入の第2段階にJ]1jの力が存在する可能性については既に DanとOkazaki1)，

又最近では Trinkausによって指摘されているお)。サイトカラシン B，C溶液の中で，虚足は退

縮し原腸は反転して一部が外へ出てくるが，その出方がコ jレヒチン，ピンブラスチンにくらべ

て少いのは，これらの試薬が原勝の伸びる力を抑えているからなのかもしれない。

摘要

喪服形成時期のウニ庇を低温において飼育すると，高頻度に脱腸目玉が形成された。工、ノ、パ

フンウニは O~40C の温度域で脱腸旺になった。 60C 以上では脱腸旺が形成されす1危入は正常

であった。 -50Cの過冷却の状態では，低温に移したそれぞれの段階で、陥入は停止し，温度を

あげると第 2 次間充織細胞は虚足を形成して正常に陥入した。キタムラサキウニも O~40C で

脱腸肢が形成された。パフンウニでは OoCでも脱腸庇はあらわれず正常に陥入が進行した。ム

ラサキウニでは 120Cでも脱腸!圧ができた。 このような脱腸涯の形成に有効な温度範囲のウニ

の種による違いは，それぞれのウニの発生の時期の環境温度と関係があると思われる。

低温で第2次間充織細胞の虚足の形成ならびに活動が抑えられること，この細胞及び虚足

に微小管，マイクロフィラメントの存在が確認されていることから，微小管，マイクロフィラ

メントに特異的に作用する，コ jレヒチン 3 ピンブラスチン，サイトカラシン B，サイトカラシ

ンC等のそれぞれの存在下で、ウニ妊を飼育した。この場合にも，低温下と同様，脱腸目玉が形成

された。これらのことから，低温による脱腸肢の形成には，第 2次間充織細胞及びこの虚足に

存在する微小管の脱重合が関与していると考えられる。

一方，虚足の形成，活動の停止に続く原腸の外側への動きは，より低い温度ではおこらな

いこと，原腸が動物極へ十分伸長した時期で、は，温度を下げると原腸は横に倒れるのみで外に

は出ないことから，脱腸HIの形成には，虚足の消失の他に，原腸白身の自律的な伸張も必要で

はなし、かと推察される。
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本実験にあたり，ウニを採取し，又実験室を使用させて下さいました東京大学三JlI崎臨海実

験所，東北大学浅虫臨海実験所，北海道大学厚岸臨海実験所の皆様に感謝し、たします。東京大

学理学部生物化学教室の酒井彦一博士をはじめ研究室の方々，同教養学部生物学教室の馬泌一

誠博士には微小管について有益な御助言を頂きました。またサイトカラシンを供与して下さい
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Summary 

Exogastrulae wer巴 formedat low temperatur巴sin various kinds of the sea urchin. 

Larvae at various developmental stages were chilled and reared at low temperatures 

between OoC and 40C. At low temperatures the autonomous invagination of cells in 

the vegetal region normally took place， but formation of pseudopodia of secondary 

mes巴nchymecells was retarded. The pseudopodia once formed at normal temperatures 

disappeared and the archenteron b巴ganto retreat at low temperatures. In the larvae 

of Strongyrocentrotus intermedius， exogastrulae were formed at temperatures between 

OoC and 40C. At temperatures above 60C， no exogastrula was formed and all larvae 

gastulated normally. By supercooling at -50C， the invagination in the larvae was 

complet巴lyinhibited. The larvae of St.ηudzι5 also became exogastrulae at low tempera 

tures. However， in the case of Hemicentrotus pulcherrimus， the larvae gastrulated 

normally at OoC. On the other hand， in a southern speci巴sof sea urchin， Anthocidaris 

crassispina， the larvae becam巴 exogastrula巴巴ven at 120C. From these facts， the 

efficiency of low temperatur巴 treatmenton exogastrula formation appears to depend 

on the environmental temperature at which the larvae of each speci巴sare us巴dto 

d巴velop.

From the observations that the pseudopodia of the secondary mesenchyme c巴11s

were not form巴dor disappeared at low temperatures， the main cause of the exogas-

trulation at low t巴mperaturesmay be assumed to be the difficulty in pseudopodia 

formation. 1t has been lmown that both microtubules and micro五lamentsexist in the 

secondary mesenchyme cells and their ps巴udopodia，and that the microtubules ar巴

depolymerized at low temperatures. The exogastrulae were also formed when the 

larvae were rear巴din the presence of speci五creagents affecing the formation of micro酬

tubulse or microfilaments such as colchicine， vinblastine， cytochalasin B and cytochalasin 

C. From thes巴 observations，the formation of exogastrulae induced by low temperature 

tr巴atm巴ntmay assumably be caused by the depolymerization of microtubules in the 

secondary mesenchyme cells and their pseudopodia. 
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In the larvae of St. intermed叫ん archenterondid not retreat at -50C. At th巴 last

stage of invagination， archenteron which had b巴enfully elongated by the contraction 

of pseudopodia， when exposed to low temperatures， lay down laterally in the blastcoel 

and did not retr巴at. In the second step of invagination， not only the streching of 

archenteron by the contraction of pseudopodia， but also an autonomous streching of 

archenteron itself is assumed to be nec巴ssaryto undergo invagination. 


