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（内容の要旨） 
	
 季節や生活環などに応じて無性生殖・有性生殖を転換する生物が広く生物界に存在する。生殖様

式転換は両者の利点を状況に応じてともに活かす戦略と考えられている。生殖様式制御は生物の存

続、多様性を支える根本原理だが、後生動物でその機構は不明である。本研究では生殖様式規定に

ついて調べることを目指した。 
	
 第1章では、生殖様式制御に関する知見をまとめ、この背景に基づき本研究課題設定に至った概
念について述べた。淡水棲プラナリアでは同種内に生殖戦略の異なる 3 集団（先天的無性 asexual; 
AS、先天的有性 innate sexual; InS、無性と有性の季節転換）が共存する。さらにAS個体に有性個体
を投餌することで人為的有性化（acquired sexual; AqS）個体が得られる。InSは生まれながらに自律
的に有性化因子の産生を開始するが、AqSは外因性の刺激により有性化するため、AqSが InS様の
「有性状態を自発的に開始する能力」を獲得したか否かは不明であった。InSとAqSの比較により、
これまでよくわかっていない生殖様式制御機構に新たな知見を与えることが期待された。 
	
 そこで第2章では、まず自発的な有性状態開始能力を調べる方法として小片再生実験を考案し、
両者を比較した結果、AqSは有性化刺激が無い状態では自発的に有性化を開始する能力は獲得して
いないと結論付けられ、有性状態の規定に2ステップモデルを提案した。また生殖様式規定の差異
がneoblast自体にあると予想されたため、第3章以降でneoblast移植により検討した。第3章ではX
線照射した recipient個体に neoblast画分を移植し、そのレスキュー効果を評価した。さらにマイク
ロサテライトマーカーやゲノム倍数性を用いて移植細胞の生着・増殖を確認し、個体内での donor
由来細胞の割合を定量する実験系を構築した。その結果、移植細胞が個体内で増殖し、最終的に致

死線量X線照射個体への移植では全身がdonor由来細胞に置換すること、また非致死線量照射の場
合は donorと recipientの両由来の細胞が安定して共存するキメラとなることを示した。第 4章では
致死線量を照射したAS recipientに対して、InSおよびAqSのneoblast画分を移植し、neoblastの有
性生殖開始能を評価した。InS由来 neoblastの移植でのみ有性個体となり、neoblastレベルで生殖様
式規定がなされていることが明らかになった。またAqS由来neoblastの移植では有性にならなかっ
たことから、人為的有性化で細胞レベルの先天的生殖様式規定は変化していないとわかった。第 5
章ではASと InSのキメラ個体を作製した結果、キメラ個体もほぼ全てが有性個体となり、AS由来
細胞存在下でも InS由来 neoblastは有性状態を開始できることが明らかとなった。さらにキメラ個
体では卵巣が肥大し、過剰数形成された。これは InSでは見られず、内因性の有性化因子に対する
卵巣形態制御の応答性が InSとASでは異なることが示唆された。 
	
 第6章では以上の研究を総括し、プラナリアの生殖様式制御について細胞レベルおよび個体レベ
ルから論じた。 
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Abstract 
  	
 Most species switch their reproductive mode from asexual to sexual, and vice-versa. The switching is 
likely an effective strategy to achieve both advantages in response to varying circumstances. Though the 
mechanism underlying reproductive strategy regulation is a fundamental principle underpinning the 
continuation, evolution, and diversity of organisms, it is not understood in metazoans. This study aims to 
investigate the reproductive mode regulation. 
     In Chapter 1, background knowledge from previous study was summarized. On this basis I described a 
concept of this research purpose. Planarians are comprised of populations with different reproductive 
strategies within a species: exclusively innately asexual (AS), exclusively innately sexual (InS), and 
seasonally switching. Moreover, AS worms can be experimentally sexualized by feeding them with sexual 
worms; we termed the resulting animals ‘‘acquired sexual’’ (AqS) worms. In contrast, InS worms initiate 
the sexual state spontaneously. It is unknown whether AqS worms acquire endogenous 
sexualizing capability like InS worms or not. Comparison between InS and AqS worms are 
expected to provide important clues to the poorly understood mechanism underlying the 
reproductive mode regulation. 
    In Chapter 2, we compared endogenous sexualizing activity between InS and AqS worms 
by small fragment regeneration assay. The result indicated that AqS worms do not acquire the 
autonomous sexualizing capability. I proposed a 2-step model of sexual state regulation and 
neoblast-autonomous sexual mode determination. To examine these hypotheses, I performed 
neoblast transplantation in the following chapters. 
	
    In Chapter 3, neoblast fractions were transplanted into X-ray-irradiated recipients. The rescue effect 
was evaluated. Furthermore, I traced donor-derived cells in the transplant by using microsatellite marker and 
genome ploidy. The temporal changes in the ratio were quantified, revealing that transplanted cells engrafted 
into lethally irradiated recipient and ultimately replaced all recipient cells. By contrast, transplantation into 
non-lethally irradiated recipients showed stable chimerism between donor and recipient. 
     In Chapter 4, neoblasts obtained from InS and AqS donors were characterized by transplantation into 
lethally irradiated AS recipients. The recipients of InS worm neoblasts, but not those of AqS worms, became 
sexual, clearly showing that there is a neoblast-autonomous determination of reproductive strategy in 
planarians. The neoblasts from AqS donors did not show autonomous sexualization, showing that 
experimental sexualization does not change the stem cell level determination of innate reproductive mode. 
     In Chapter 5, chimeric planarians composed of AS- and InS-derived cells were generated. The chimera 
became sexual, revealing that InS neoblasts can initiate the sexual state even under conditions of coexistence 
with AS neoblasts. Furthermore, induced ovarian morphology between the chimera and the entirely 
donor-derived transplant was apparently different, suggesting that responsibility to sexualizing substances 
differs between InS and AS worms with respect to the regulation of ovary number and size. 
     On the basis of these findings and other preliminary data, in Chapter 6 I discussed the planarian 
reproductive mode regulation in both stem cell and individual level. 
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第 1 章 序論 

 

 生殖とは生物が次世代をつくり出すことを意味し、その過程に「性」、

つまり遺伝情報の混ぜ合わせを伴うか否かによって、無性生殖と有性生殖とに

大別することができる。無性生殖は減数分裂と異系配偶子融合を伴わない生殖

様式であり、生物界に広く存在している（Fig. 1-1。Bell 1982; Pearse et al. 1989）。

しかしながら、ヒルガタワムシのように無性生殖のみのケースは極めて稀であ

り (Welch and Meselson 2000）、一般的には無性生殖をする生物の多くが一生の

うちで、あるいは生活環のうちで無性・有性を転換する。各々の生殖様式には

生殖コストと遺伝的多様性の面で相異なる利点があり、状況に応じて有利な方

を用いると考えられている。つまり生殖様式転換は両者の利点を状況に応じて

活かそうとする効率的な戦略と捉えることができる。遺伝情報を次世代に伝え

ることは種の存続に直結するため、生殖の成否は全ての生物にとって最も重要

な問題である。そのため、生殖様式の選択／転換は生物の存続、進化、多様性

を支える根本原理である。 

 生殖様式転換現象について既知のものを以下に挙げる。有性生殖の誘

導現象はボルボックスで初めて報告された（Darden 1966）。その現象の分子実体

として、Volvox carteriの無性生殖から有性生殖への転換刺激が 32 kDaの糖タン

パク質である性誘導フェロモンであることが同定された（Mages et al. 1988; Starr 

and Jaenicke 1974; Tschochner et al. 1987）。また単細胞真核生物である分裂酵母は、

外界の栄養条件によって体細胞分裂による栄養増殖（無性生殖）と、減数分裂
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を経た胞子形成（有性生殖）を切り換えるが、減数分裂開始に mei2遺伝子が関

わることが明らかとなっている（Harigaya et al. 2006; Harigaya and Yamamoto 

2007; Yamamoto 2010）。またアブラムシは春と秋の夜が短い間は胎生の単為生殖

をし、夜が長い秋になると卵生の有性生殖に転換する。幼若ホルモン処理によ

り生殖様式の転換が誘導されることはわかっているが（Corbitt and Hardie 1985; 

Hardie 1981; Hardie and Lees 1985; Mittler et al. 1976）、幼若ホルモンが生殖様式制

御に直接関わっているか否かを調べることはまだできていない（Trionnaire et al. 

2008）。このように生殖様式転換現象は多くの生物で知られているが、後生動物

でその機構は未だよくわかっていない。 

 本研究では淡水棲プラナリアの Dugesia ryukyuensisを用いた。プラナリ

アの属する扁形動物門は、進化的に左右対称性、三胚葉性、中枢神経系を獲得

した基部に位置する、原始的な後生動物である（Fig. 1-3 A）。プラナリアは口と

肛門を兼ねる咽頭が体の中央にあり、腹側の咽頭孔から出して餌を摂取する（Fig. 

1-3 Bの左）。咽頭は直接腸管に繋がり、腸管は全身を走る（Fig. 1-3 Bの中央）。

また脳と、そこから腹側を尾部側に向けて走る 2 本の腹神経索、はしご状の神

経が張り巡らされている（Fig. 1-3 Bの右）。Fig. 1-3 Cは Fig. 1-3 Bの点線の位置

の横断面であるが、表皮の直下に筋肉層があり、器官との間は間充織で満たさ

れている。体腔はなく、neoblastと呼ばれる多能性幹細胞はこの間充織スペース

に散在する。プラナリアはこの neoblastを有することで高い再生能力を持つ。 

 淡水棲プラナリアは、同一種内に生殖戦略の異なる 3 集団（無性生殖

のみ、有性生殖のみ、無性生殖と有性生殖の季節転換）が共存することから

（Curtis 1902; Kenk 1937; Kenk 1940）、生殖様式制御機構を調べるのに適した研
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究対象である（Fig. 1-4）。先天的無性生殖集団（asexual; AS）は自切によりクロ

ーン増殖する無性生殖のみを行い、生殖器官を形成しない。先天的有性生殖集

団（innate sexual; InS）は卵殻から孵化後、成長とともに雌雄同体性の生殖器官

を形成し、交接し他家受精卵を産む（Hyman 1951; Newmark and Alvarado 2002）。

転換集団は、季節により有性生殖・無性生殖を転換する（Curtis 1902; Kenk 1937; 

Kenk 1940）。個体の生き残り戦略の変化に伴い、実質的には生殖器官や配偶子

の形成と退縮といった体制の劇的な変化が起こり、その転換現象は生殖生物学

的のみならず発生生物学的にも非常に興味深い。 

 プラナリアでは neoblast として知られる成体多能性体性幹細胞が間柔

織中に散在し、その分裂子孫細胞が生理的なターンオーバーや損傷により失っ

た細胞の代替を担っている（Agata 2008; Alvarado 2003; Alvarado and Kang 2005; 

Baguñà et al. 1989; Bergmann and Steller 2010; De Mulder et al. 2009; Shibata et al. 

2010; Wagner et al. 2011）。多くの生物では生殖細胞系列は胚発生初期において始

原生殖細胞として隔離される。しかし本研究で用いたリュウキュウナミウズム

シ Dugesia ryukyuensis を含むある種のプラナリアでは生殖細胞系列と生殖器官

を除去したとしても、neoblastから de novoに再形成することが出来る（Wang et 

al. 2007）。生殖細胞系列は InS 個体の孵化後数日以内には存在し、さらに生殖細

胞マーカー nanos の発現は AS 個体の始原生殖細胞にも観察される

（Handberg-Thorsager and Saló 2007; Nakagawa et al, 2012a; Sato et al, 2006; Wang 

et al, 2007）。AS個体では始原生殖細胞の増殖・分化は起こらないが、InS個体で

は成長過程で生殖器官が始原生殖細胞と neoblast から形成される（Curtis 1902; 

Newmark and Alvarado 2002）。プラナリアの生殖細胞の発生と維持に関与する数
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多くの遺伝子は同定されてきたが（Collins et al. 2010; Ishizuka et al. 2007; Wang et 

al. 2010; Zayas et al. 2005）、それら遺伝子の制御機構、つまり生殖戦略の制御に

ついてはまだわかっていない。 

 生殖様式制御機構解明にアプローチするために重要な実験事実として、

投餌による無性生殖から有性生殖への転換が報告されている。AS個体にミンチ

にした有性生殖個体を投餌すると、無性生殖から有性生殖への転換を同種間、

さらには異種間においても起こせる（Benazzi and Grasso 1977; Grasso and Benazzi 

1973; Kobayashi et al. 2002; Kobayashi et al. 1999; Sakurai 1981）。我々の系

（Kobayashi et al. 2002; Kobayashi et al. 1999）では、全ての AS個体が卵巣、精巣、

交接器官、生殖孔、卵黄腺、貯精嚢をこの順で 1か月かけて形成する（Fig. 1-2）。

それぞれの生殖器官の形成を指標として有性化のステージは 5 段階に分けられ

ている。この生殖器官形成過程は InS個体の発生過程と類似の過程を経る。すな

わち、始原生殖細胞の増殖・分化による生殖細胞形成と、neoblastから供給され

る新たな体細胞から構築される体細胞性の生殖器官形成が起こる。このように、

先天的には無性生殖のみを行う AS個体が、有性個体の投餌という外的刺激によ

って有性化した個体を人為的有性化（acquired sexual; AqS）個体と呼ぶ。AqS個

体も InS個体と同様に有性生殖を行い、無性生殖は行わない。よって AS個体も

外部からの有性化刺激に応答して生殖細胞や生殖器官をつくり出すポテンシャ

ルはあるが、その能力を普段は何らかの制御下で不活性化させらせていると考

えられる。従って、前述の 3集団はいずれも有性生殖の潜在能力を持つものの、

その発現を InS個体やAS個体は生まれながらに、また転換系統は季節に応じて、

調節していると予想される。また AqS個体同士を交配した F1世代には AS個体
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と InS個体が出現することが知られている（Kobayashi et al. 2009）。対照的に InS

個体同士の交配で得られる F1 世代にはほとんど InS 個体しか現れない

（Kobayashi et al. 2012）。よって、先天的な生殖様式の決定には遺伝要因が強く

影響すると考えられるが、その詳細は不明である。さらに遺伝要因だけでは季

節転換などの後天的な現象の説明がつかないため本研究を通して InS 個体と

AqS 個体の間の有性状態の制御の違いを理解することは、個体の生活史におい

て生殖様式を制御している機構の解明につながる第一歩になると期待される。 

 投餌による有性化は「性的に成熟したプラナリアが体内に有性化因子

を含むこと」を示す。この”有性化因子”は後生動物において無性から有性への転

換に関わる初めての候補化合物であり、親水性でパパイン消化により活性を失

わない分子量 500 以下の化合物であるという特徴付けはなされているものの

（Kobayashi and Hoshi 2011）、その分子実体は未同定である。AqS個体は有性化

後、外因性の有性化因子を必要とせずに有性状態を維持できることが知られて

いる（Kobayashi et al. 1999）。よって有性化後の AqS個体は内因性の有性化因子

を産生していると考えられる。実際に、AS個体に餌として与えた場合の有性化

活性は InS個体と AqS個体のどちらも有することから（Hoshi et al. 2003）、両者

ともに有性状態は自身の内因性有性化因子により維持していると示されている。

また、有性化過程のステージ 3 以降では外因性の有性化因子を必要とせずに有

性化し、もはや無性状態に戻ることはないが、ステージ 2 までは有性化因子の

投与が途切れると無性状態に戻ることが知られており、point-of-no-returnと命名

されている（Kobayashi et al. 1999、Fig. 1-2）。つまり、内因性の有性化因子の産

生はステージ 3以降と考えられており、「生殖様式の制御」は「内因性の有性化
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因子の産生の調節」であると捉えることが出来る。InS個体は成長過程で自発的

に有性化因子産生を開始して有性状態に入るが、AqS 個体では外因性の有性化

因子をトリガーとして有性化する。そのため、AqS 個体が InS 個体様の「有性

状態を自発的に開始する能力」を獲得したか否かは不明であった。 

 本研究では、InS 個体と AqS 個体の比較を通じて、生殖様式の制御に

ついて考察した。第 2 章では、自発的な有性状態開始能力を調べる方法として

小片再生実験を考案し、両者を比較した結果、AqS 個体は有性化刺激が無い状

態では自発的に有性化を開始する能力は獲得していないと結論付けられ、有性

状態の規定に 2段階モデルを提案した。また生殖様式規定の差異が neoblast自体

にあると予想されたため、第 3章以降で neoblast移植により検討した。第 3章で

は X 線照射した recipient に neoblast 画分を移植し、その救助効果を評価した。

さらにマイクロサテライトマーカーやゲノム倍数性を用いて移植細胞の生着・

増殖を確認し、個体内での donor由来細胞の割合を定量する実験系を構築した。

その結果、移植細胞が個体内で増殖し、最終的に致死線量 X 線照射個体への移

植では全身が donor 由来細胞に置換すること、また非致死線量照射の場合は

donorと recipientの両由来の細胞が安定して共存するキメラとなることを示した。

第 4章では致死線量を照射した AS recipientに対して、InS個体および AqS個体

の neoblast 画分を移植し、neoblast の有性生殖開始能を評価した。InS 個体由来

neoblast の移植でのみ有性個体となり、neoblast レベルで生殖様式規定がなされ

ていることが明らかになった。また AqS 個体由来 neoblast の移植では有性にな

らなかったことから、人為的有性化で細胞レベルの先天的生殖様式規定は変化

していないとわかった。第 5章では非致死線量を照射した AS recipientに対して



第 1章	
 序論 

 7 

InS個体の neoblast画分を移植して AS個体と InS個体のキメラ個体を作製した

結果、キメラ個体もほぼ全てが有性個体となり、AS個体由来細胞存在下でも InS

個体由来 neoblastは有性状態を開始できることが明らかとなった。さらにキメラ

個体では卵巣が肥大し、過剰数形成された。これは InS個体では見られず、内因

性の有性化因子に対する卵巣形態制御の応答性が InS個体とAS個体では異なる

ことが示唆された。第 6 章では以上の研究を総括し、プラナリアの生殖様式制

御について細胞レベルおよび個体レベルから論じ、今後の研究の展望を述べた。 
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Fig. 1-1	
 無性生殖を行う種を含む動物門を示した系統樹  

無性生殖を行う種を含む動物門を黄色で示した。 

Hickman et al. 2002からの改図。 
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Fig. 1-2	
 淡水棲プラナリアの生殖様式  
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Fig. 1-3	
 プラナリアの進化系統的位置と体制  

（A）系統樹。扁形動物門が進化的に初めて獲得した特徴を赤枠で示した。 

（B）プラナリアの体制。小林ら（2010）から転載。 
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Fig. 1-4 プラナリアの人為的有性化での生殖器官形成過程  

プラナリアでは有性化に伴い生殖器官が順序だって形成される。生殖器官形成

を指標として有性化は 5 ステージに分けられる。各ステージで形成され始める

生殖器官を模式図に示した。ステージ 2と 3の間には有性化不可逆点が存在し、

この点以降は内因性の有性化因子の産生が始まると考えられている。また対応

するステージの卵巣と精巣の HE染色組織像を示した（Kobayashi et al. 1999より

転載）。ステージが進むほど卵巣・精巣の構成細胞数が増え、内側にいくほどよ

り成熟した生殖細胞が形成される。 

  有性化不可逆点 

精巣 
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第 2 章 小片再生実験による InS 個体と AqS 個

体の有性状態開始能の比較  

 

2.1 緒言 

 AqS 個体は有性化後、有性化因子の投与を止めても自身で内因性の有

性化因子を産生して有性状態を維持し続けることが知られている（Kobayashi et 

al. 1999）。その一方、InS個体は生まれながらに有性化因子を自律的に産生し始

め、外因性の有性化因子の投与がなくとも有性状態に入ることが出来る。それ

では、いったん有性化した AqS個体は、InS個体と同じなのであろうか？ 

 先行研究（Kobayashi et al. 2012）において、内因性の有性化因子の体内

分布が調べられた（Fig. 2-1）。完全に有性成熟した InS個体と AqS個体を 3断片

に分け、各部分（頭部断片と、胴体部を 2等分した断片）の抽出物を AS個体に

餌として与え、有性化を誘導するか否かを調べた結果、InS 個体と AqS 個体の

両方で胴体部由来断片の抽出物の投餌では有性化（卵巣と交接器官の形成）が

起きたが、頭部断片抽出物では起きなかった。有性化過程において交接器官の

形成は内因性の有性化因子の産生開始の指標であることから（Kobayashi et al. 

1999）、胴体部は充分な有性化因子を含むことを意味する。よって頭部には充分

量の有性化因子が含まれないが、他の部分には含まれるという体内分布に InS

個体と AqS個体の間で差はないことが示された。 

 では、AqS 個体は InS 個体と同様に外因性の有性化刺激がなくとも自
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律的に有性状態を開始する能力をも獲得したのだろうか？先行研究（Kobayashi 

et al. 2012）において、InS個体と AqS個体を前述と同じ 3断片にし、再生後に

再び有性状態を開始できるか否かが調べられた（Fig. 2-2）。すると頭部にのみ差

が見られ、InS個体の頭部断片は有性個体、AqS個体の頭部断片は無性個体にな

ったことより、頭部に両者の有性状態の規定の差異があると示唆された。対照

的に胴体部はいずれも有性になり、InS 個体と AqS 個体の間に差がないように

見えた。しかしながら各断片は異なる条件下で比較されていたため、この結論

には疑問があった。すなわち、胴体部は頭部に比べて断片が大きく、生殖器官

が退縮しきる前に再生が完了して生殖器官を再生した可能性が大きいほか、断

片は有性化因子を含んでいる。そのため 3 断片の再生実験では有性化を自発的

に開始する能力を正しく評価できていない可能性があった。実際に、AqS 個体

を 2 断片に切断し、その再生過程を観察すると、卵巣や交接器官が消失しきら

ないうちに新たな体制が整い、2断片ともに 1か月以内には生殖器官を再生する

（Fig. 2-2）。そこで本章ではこの再生実験系を修正し、頭部と同サイズの小断片

にした胴体部断片の再生後の生殖様式を観察するという小片再生実験系を考案

した。 
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Fig. 2-1	
 3断片再生実験の結果のまとめ  

Kobayashi et al. 2012のデータを模式図にまとめた。各断片を AS個体に投餌し

た際の有性化誘導活性の有無より判断した有性化因子の含有について＋と−で

示した。また再生後の生殖様式については自切により無性、交接器官の形成に

より有性であると判断したものを示した。 

AqS� InS �
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Fig. 2-2 AqS個体を 2断片に切断後の再生過程  

ov：卵巣、co：交接器官、gp：生殖孔 
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2.2 材料および方法 

2.2.1 実験動物 

 D. ryukyuensis（Kawakatsu et al. 1995; Kawakatsu et al. 1976）の先天的無

性系統（AS）、先天的有性系統（InS）、人為的有性化個体（AqS）を用いた。AS

個体は、OH 株およびその F1 世代を用いた。OH 株とは弘前大学農学生命科学

部石田幸子博士が 1986年に沖縄本島で採集した 1個体を切断と再生により増殖

させた無性クローン集団である。AqS個体は、小林らの方法（Kobayashi and Hoshi 

2002; Kobayashi et al. 1999）に従い、冬期に採集したイズミオオウズムシ

Bdellocephala brunneaを AS個体に毎日投餌することで有性化させた個体を用い

た。また AqS個体の交配で得られた F1世代には先天的な無性系統と有性系統が

得られるが（Kobayashi et al. 2009）、うち前者を AS個体、後者を InS個体として

用いた。これらの個体はチオ硫酸ナトリウムで脱塩素した水道水を飼育水とし

て 20℃で飼育した。エサとしてニワトリの肝臓を 1〜2週間に 1回与えた。ただ

し実験には 1週間以上絶食させた個体を用いた。用いた AS個体、InS個体につ

いては 5年以上の飼育中、生殖様式の転換は 1度も確認されていない。また AqS

個体も有性化処理後は投餌を止めても有性状態が維持されることを確認した。 

 

2.2.2 小片再生実験 

 実体顕微鏡観察により、生殖孔および貯精嚢が確認され十分に成熟し

たと判断した InS個体と AqS個体を、湿重量 1 mg／断片になるように 5〜8断

片に切断し、再生させた。AqS個体は 10匹、InS個体は頭部 15匹分、胴体部 8
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匹分を実験に用いた。切断の 2 週間後より通常飼育の餌であるニワトリの肝臓

を毎週投餌した。再生後の生殖様式を判別するため、実体顕微鏡による外部形

態の観察を毎週行った。体長が 7 mm前後に達すると、自切を行うか生殖器官の

形成（卵巣と交接器官）かに分かれたため、前者を無性個体、後者を有性個体

と判定し、その時点まで生存した個体について切断から判別までにかかった時

間を”recovery time”として記録した。 
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2.3 結果 

 内因性有性化因子による有性状態の維持を止めることを目的に、Fig. 

2-2 Aの通り、InS個体と AqS個体を小さく切断し、生殖器官の消失後に再び生

殖器官を形成するか調べた。切断後、再生個体は生殖器官を退縮させ、1か月以

内にはプロポーションの整った小さい個体を形成した（Fig. 2-3 A）。引き続き、

生殖様式が判断可能になるまで飼育した。体長 7 mm程度に達した時点で自切か

交接器官形成をしたので、前者を無性、後者を有性と判断した。 

 切断から生殖様式の判断がつくまでの時間（recovery time）は、咽頭・

消化器系を再生して摂食を再開するまでの時間に依存してばらついた。そこで、

データを recovery timeごとにまとめた（Fig. 2-3 B）。結果は InS個体と AqS個体

で著しく異なった。InS個体由来の断片では、recovery timeの長さや断片の由来

部位によらずに、全ての断片が自切なしに有性になった（Fig. 2-3 B上段）。対照

的に、AqS個体由来の断片では recovery timeの長さによって異なる運命をたど

った（Fig. 2-3 B下段）。切断から 10週間以内で体長 7 mmに戻った個体は有性

に、それ以上かかった個体は無性になった。この結果は頭部断片のみならず、

全ての胴体由来断片で見られた。10週間以上の recovery timeがかかった場合の

結果についてまとめると Fig. 2-4の通りとなり、先行研究で頭部のみで見られて

いた、InS 個体と AqS 個体の間での切断・再生後の生殖様式の差が、胴体部全

体に渡り存在することが明らかとなった。 
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Fig. 2-3 

小片再生実験による InS個体と AqS個体の自律的有性状態開始能の評価  

（A）AqS 個体の小片再生過程。図中の番号は頭部から尾部にかけて断片に付した

番号を示す。スケールバーは 1 mm。 

（B）小片再生実験での recovery timeと再生後の生殖様式の関係。上段は InS個体、

下段は AqS個体の結果。個体の生殖様式が判別できた時点で、1匹につき 1つのプ

ロットを対応する移植後経過時間に示した（●：有性、○：無性）。Fragment No.は

（A）の図中の番号と対応する。 



第 2章	
 小片再生実験による InS個体と AqS個体の有性状態開始能の比較 

 20 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-4	
 小片再生実験の結果のまとめ  

Fig. 2-3の結果を元に、recovery timeが 10週間以上の結果について、模式図にまと

めた。有性化因子の体内分布は Kobayashi et al. 2012の結果を引用した。 

AqS� InS �



第 2章	
 小片再生実験による InS個体と AqS個体の有性状態開始能の比較 

 21 

2.4 考察 

2.4.1 3 断片再生実験と小片再生実験の比較 

 先行研究において明らかとなった内因性有性化因子の体内分布は、頭

部以外の胴体部であり、その分布において InS 個体と AqS 個体の間で差はなか

った。これは、有性状態開始の誘因が InS 個体では先天的な規定、AqS 個体で

は外因性の有性化因子投与と異なるものの、最終的に到達する有性状態につい

ては共に同様に分布する有性化因子を産生して維持していることを示唆する。

先行研究の 3断片再生実験では頭部断片でのみ InS個体と AqS個体の差が見ら

れたが、頭部には充分な有性化因子が含まれていないことから、InS個体は有性

化因子が不足していても自律的に有性状態に入れるが、AqS 個体ではその自発

的な開始能が無いという差が見られた結果だと考えられる。この差は胴体部に

おいても存在するはずであるが、3断片再生実験では差は見出されなかった。し

かし本研究において胴体部を小片にし、recovery timeを 10週間以上に延ばすこ

とによって、この差が頭部同様に観察された。AS個体の切断・再生の過程にお

いては、断片のサイズが小さいほど、そこに含まれる分化器官である咽頭での

アポトーシス頻度が高まり、咽頭が退縮するという相関が示されている

（Pellettieri et al. 2010）。咽頭は分化細胞のみからなり、neoblastは含まない。体

制を大きく変化させるほどの切断を受けると、それまで持っていた器官を退縮

させてリモデリングする一方、体制を変更する程ではない欠如の場合には、元

の器官は残したまま、失った部分を再生することで体制を戻す、という 2 通り

の対処があることが考えられる。これは有性個体の切断実験に当てはめると、3
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断片再生実験の胴体部断片で見られた「切断再生後の有性状態」は、欠如した

生殖器官の「再生」であり、小片再生実験で見られた「生殖器官の退縮消失後

のリモデル」とは、持つ意味が異なると言える。 

 

2.4.2. 有性状態の 2 段階制御モデル 

 小片再生実験では、InS 個体と AqS 個体の間で生殖器官退縮消失後に

再び有性状態に入るか否かの点で全身に渡り明らかな差が見られた。この結果

は以下のように解釈できる。切断後の個体は、10 週間以内に復帰すると残存し

ている有性化因子や生殖器官の影響により有性状態に復帰する。しかし、10 週

間以上かかると、おそらく有性化因子が代謝などにより除去され残存量が不十

分になったり、消失部分の大きい生殖器官が消失したりするため、切断前の有

性状態の影響だけでは有性状態の開始を誘導できなくなる。つまりこの状況で

の生殖様式の選択は、自律的な有性化因子産生能力の有無を反映すると考えら

れる。よって、切断後 10週間を超えると有性状態を開始できなかった AqS個体

は、InS個体とは本質的に異なり、人為的な有性化後でも InS個体様の自発的な

有性状態開始能は獲得していないことが示唆された。 

 この結果より、有性状態の制御について、1. 自発的な有性化因子の産

生開始による有性状態開始、2. 既に存在する有性化因子に応答しての継続的産

生による有性状態の維持、の 2段階に分けられるというモデルを提案する（Fig. 

2-5）。InSは 1. の能力を有する。それとは異なり AS個体は 1.の能力を普段は発

揮していないか、先天的に有していない。しかしながら有性化因子の投与によ
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って内因性の有性化因子の産生が促されると、有性状態開始能の欠損をバイパ

スして有性状態の維持に入ると考えられる。しかし本質的に 1. の能力は持たな

いままであり、小片再生実験によって維持状態を途切れさせると自律的に有性

化因子の産生を開始することはできず無性に戻ってしまうと考えられる。つま

り、InS 個体と AqS 個体はともに有性生殖を行う個体ではあるが、有性化因子

の自発的な産生開始能の有無という点で決定的に異なるという結論が小片再生

実験により導かれた。この自発的な有性化因子の産生開始こそが有性生殖制御

の本質であろう。さらに季節転換集団においては、何らかの受容機構で季節変

化を察知し、この有性化因子の産生を制御しているものと予想される。生殖様

式の季節転換現象を実験室内で再現するのは難しいが、1. の能力の切り替えに

よって生殖様式を制御していると考えられることから、InS 個体と AqS 個体を

比較して差異を見出すことは、そのスイッチの解明に向けての第一歩になりう

ると考える。 
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Fig. 2-5	
 有性状態の 2段階制御モデルの概念図  
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2.5 結言 

 小片再生実験によって、自発的に有性化因子産生を開始できる InS個体

と、維持的産生は出来るが開始は出来ない AqS 個体という、生殖様式規定の差

が全身にわたって存在することが明らかとなり、有性状態の 2 段階制御モデル

の提案に至った。切断・再生の過程でその差が見られたが、実際に成長過程に

おいて生殖器官を形成するか否か、つまり neoblastから生殖細胞系列を分化させ

るか否か、という重要な分岐点においても、この差が効いていると考えられる。

そこで、この差が neoblast自体に規定されているのかを検討するため、第 3章以

降で AS recipientに対して有性個体由来 neoblastの移植を行うことにした。 
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第 3 章 幹細胞移植実験系の構築 

 

3.1 緒言 

 第 2章の小片再生実験により、全身にわたって InS個体と AqS個体の

間に有性状態開始能力の差があることが明らかになった。切断・再生による体

制のリモデル過程で新たに生殖器官をつくり出すか否かの点で差が見られたこ

とから、neoblast自体に生殖様式規定の差が存在するという仮説に至った。この

仮説を検討するため、AS recipientに InS 個体や AqS個体の neoblast画分を移植

し、有性状態を開始するか否かを調べることとした。 

 neoblast画分移植は既に Baguñàら（1989）や我 （々Kobayashi et al. 2008）

による報告があり、その方法に倣った。我々の実験条件下で、最低致死 X 線線

量は 4.4 Gyである（Kobayashi et al. 2008）。そのため 4.4 Gyを致死線量として移

植に用いた。X線照射により分裂細胞、つまり neoblastが失われ、数週以内に死

に至ることが知られている（Bardeen and Baetjer 1904; Orii et al. 2005）。実際に本

研究でも致死線量照射個体は表皮が黒くなり、2週間で死亡した。この照射個体

を recipientに用いた。また、本研究以前の移植では recipientの全身が donor由来

細胞で置換されているかは確認されていなかった。そこで、本研究では新たに

移植細胞を追跡できるマーカーとしてマイクロサテライトマーカーとゲノム倍

数性を用い、移植後個体内での donor由来細胞の割合を見積もる手法を起ち上げ

た。 

 近縁種の D. japonicaでは非致死線量照射直後に、neoblastは一時的に激
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減するものの、その後、初めの数が再構成されることが示された（Salvetti et al. 

2009）。そこで、非致死線量照射と neoblast画分移植を組み合わせることで、donor

由来 neoblastと recipient由来 neoblastの共存するキメラ個体を作製できると予想

し、本研究において非致死線量照射個体への neoblast画分の移植を試みた。プラ

ナリアでは細胞移植によるキメラ作製の報告はこれまでに無い。 

 本章においては、まず移植実験系の構築を行った。本研究で用いた移

植手法の効果と、donor由来細胞の割合算出法の妥当性を検討した。また移植後

の donor由来細胞の移植後個体内での割合の経時変化を調べた。 
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3.2 材料および方法 

3.2.1 実験動物 

 用いた系統および飼育法は 2.2.1と同様である。 

 

3.2.2 neoblast 画分移植の概要 

 neoblast 画分移植の全体の流れを Fig.3-1 に示す。咽頭基部で切断した

recipient個体に X線を照射後、2回にわたり neoblast画分の移植を行い、その後、

個体の前後端を切断した。各段階の詳細は 3.2.3以降に示す。 
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Fig. 3-1	
 neoblast画分移植の全体の流れ  
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3.2.3 recipient への X 線照射 

 X線照射量と致死率の関係は既に調べられており、D. ryukyuensisの AS

個体の最低致死線量（照射個体が全て死亡する）は 4.4 Gyである（Kobayashi et 

al. 2008）。そこで致死線量として 4.4 Gy、非致死線量として 3.3 Gy、2.8 Gyを照

射することとした。充分に成長した体長 10〜12 mmの AS個体を recipientに用

いた。虫体の体積を小さくして移植画分の体内での割合を高めるため、咽頭基

部の位置を横断面で切断し咽頭を除いた尾部側断片を recipient として用いた。

切断 12時間後に、軟 X線（20 kVp, 3 mA, 192 R/min）を SOFTEX® E-3 X-ray 

generator（SOFTEX Co., Ebina, Japan）を用いて照射した。照射後は通常の飼育条

件の 20℃で維持した。 

 

3.2.4 移植 neoblast 画分の調製 

 充分に成長した有性個体を donorとして用いた。neoblastの分裂増殖を

促すため、移植 60時間前に小片に切断した。移植直前に再生中の donor断片を

細かく切り刻み、0.1% Bacto Trypsin 250（BD, Franklin Lakes, NJ, USA）を含む

Ca2+, Mg2+欠損培地（CMF; 15 mM HEPES, 400 mg/L NaH2PO4, 800 mg/L NaCl, 

1,200 mg/L KCl, 800 mg/L NaHCO3, 240 mg/L Glucose, pH 7.3）を添加し、4℃で 1

時間、穏やかに混和し細胞を解離させた。その後ピペッティングで細胞塊をほ

ぐし、1,500×gで 5分間遠心分離し、細胞ペレットを 1%BSAと 1%FBSを添加

した CMFに再懸濁した。懸濁液を 40、20、10 µmの孔径のナイロンメッシュで

順次濾過し、再度遠心分離して得られたペレットを移植用の neoblast画分とした。 
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3.2.5 neoblast 画分の移植 

 X線照射から 24時間後、氷上に置いた湿らせた濾紙上に recipientを静

置した。仰向けにした recipient の咽頭孔からガラスマイクロピペット（針の先

端径 50 µm。ガラス管（Narishige G-1）をプーラー（Narishige PP-830）で引いて

作製）を尾側方向に挿入し、neoblast画分を間充織領域に油圧式のマイクロマニ

ピュレーターを用いて注入した（Fig. 3-2 左）。ネガティブコントロールとして

は空のピペットを挿入した。移植後、傷口が閉じるまで 1 時間濾紙上に静置し

た後、飼育水中に移した。2 回目の移植は 48 時間後に同様に行った。2 回目の

移植の翌日、移植後個体の再生芽と尾部先端を切り落とし（Fig. 3-2 右）、細胞

分裂と再生を促した。ニワトリの肝臓の投餌は移植後 4 週間より毎週行った。

移植後 1か月は毎日実体顕微鏡を用いて表皮の様子を観察した。 
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Fig. 3-2 移植実験過程の移植後個体  

左：1回目の移植直後、中：移植後切断直前、右：移植後切断直後。 

左図は腹側から、他は背側から撮影。上が頭側。 
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された移植画分 



第 3章	
 幹細胞移植実験系の構築 

 33 

3.2.6 移植画分の neoblast 含有率の算出  

 neoblastマーカーの DrPIWI-1（Nakagawa et al. 2012b）を用いて、3.2.4

の方法で調製した移植画分に含まれる neoblastの割合を調べた。移植画分の調製

過程のメッシュ濾過と donor を切断・再生させた処理の効果を検討するため、

AS個体と InS個体について、切断ありとなしの個体から、メッシュ濾過を 40 µm

のみあるいは 10 µmまでかけたサンプルを用意した。ただしエタノール固定の

際に析出するため、懸濁には BSAを除いた培地を用いた。MASコートスライド

ガラス（S9215、松浪硝子工業株式会社）にメッシュ濾過後の細胞懸濁液を載せ、

室温で 30 分間静置した。その後、冷エタノールで 15 分間固定し、PBS で 5 分

間の washを室温で 2回行った。10 % goat serum/TPBSで室温、30分間のブロッ

キングをした。その後、抗 DrPIWI-1抗体の培養上清原液あるいは normal mouse 

IgG（1:1000）を載せ、4℃で 12〜16 時間反応させた。TPBS で 10 分間の wash

を室温で 3回行った後、10 % goat serum/TPBSで室温、10分間のブロッキング

をし、Alexa 488 goat α-mouse IgG（1:400）を遮光下、室温で 3時間反応させた。

TPBSで 10分間の washを室温で 3回行った後、1 µg/mL Hoechst 33342/TPBSを

室温で 5分間反応させ、PBSで 5分間のwashを室温で 2回行った後、Vecta Shield

で封入し、蛍光顕微鏡下で Hoechst（青）と Alexa 488（緑）の蛍光シグナルを、

独立した 4回の実験それぞれにおいて複数視野で計数した。 

 

3.2.7 マイクロサテライトマーカーによる donor 率の算出（ms1 解析） 

 移植後個体内でのdonor由来細胞と recipient由来細胞とを識別するため、
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新たに個体識別が可能なマイクロサテライトマーカー ms1 を、Zane らの方法

（Zane et al. 2002）に従い単離した。ゲノム DNAを移植後個体の全身（移植後

12週間以内）あるいは尾部先端（移植後 12週間以降）から Gentra® Puregene ® 

Cell Kit（Qiagen, Hilden, Germany）を用いて抽出した。ms1遺伝子座は Forward

プライマー : 5′-AGAGCGGAAGTGAAATCGAA-3′と reverse プライマー : 

5′-TTGTGGATTTCAATGGTTGG-3’を用いて、GoTaq® DNA polymerase（Promega 

Corp., Madison, WI, USA）によって以下のサイクル条件で PCR増幅した：94℃ 2

分間、94℃・55℃・72℃ 各 30秒間を 35サイクル、72℃ 5分間。増幅産物をポ

リアクリルアミドゲルで電気泳動し、得られた 3つのバンドの濃度を定量した。

donor、recipient、移植後個体各々について定量を行い、3 バンドの濃度比から、

移植後個体内での混合比を算出した。具体的には、Image Jで測定した 3バンド

（a,b,c）についてシグナル強度を測定した。各サンプルの 3バンドの強度の総和

で割ることで正規化し、サンプル間の強度比較が出来るようにした。例えば

recipient、transplant、donorのバンド aの正規化した強度を Ar, At, Adと表すと、

donor率 x（%）は 

 

となる。そこでバンド a,b,c について同様に計算を行い、donor と recipient のバ

ンド強度が非常に近い場合やバンドがとても薄い場合（正規化後の強度が 0.1以

下）を除いて算出結果の平均をとり、1回の測定結果とした。各サンプルに対し

て 3回の独立した PCR増幅を行い、平均値と標準偏差を算出した。 
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3.2.8 DNA 含量の測定による donor 率の算出 

 ms1に加えて個体識別マーカーとしてゲノム倍数性を用いた。個体の尾

部先端を PBS 中でホモジナイズし、解離した細胞をスライドガラス上に播き、

冷エタノールで 10分間固定した。その後 propidium iodide 50 µg/mLと 200 µg/mL 

RNaseを含む PBSを載せ、45℃で 30分間処理した。封入後、細胞ごとの蛍光強

度を LSC（Olympus Co. Ltd. Tokyo, Japan）を用いて測定した。 
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3.3 結果  

3.3.1 移植細胞数の計数 

 移植には内径 0.6 mmのガラス管をプーラーで引いたピペットを用いた。

ピペットに neoblast画分を充填し 12匹の recipientに対して注入したところ、注

入前後でペレット面の高さが 1 mm 分移動したため、移植液量を算出すると 1

匹あたり 24 nLであった。またペレットの細胞密度を血球計算盤を用いて計数し、

1 回あたりの 1 匹への移植細胞数を算出した結果、7800±1000 個であった。標

準誤差は独立した 4回の測定より算出した。Fig. 3-3は 3.2.4の方法で調製した

neoblast画分の位相差顕微鏡像であるが、直径 10-20 µmの球形細胞が大部分を

占める。また neoblastの直径は 10 µm程度という報告がある（Hayashi et al. 2006）。

そこで、細胞を直径 10 µmの球と仮定すると 24 nLは 40,000個分の体積に相当

する。実際は遠心分離後に除き切れていない培地や細胞解離過程で出た細胞片

などの夾雑物も含まれるため、算出した細胞数の桁数は妥当であると言える。 
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Fig. 3-3	
 neoblast画分の位相差顕微鏡像  
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3.3.2 移植画分のメッシュ濾過と切断再生による neoblast 濃縮効果 

 移植画分中の neoblastの割合を高める目的で、donorの切断・再生によ

る neoblast の分裂促進と 10 µm の孔径のメッシュでの濾過を行った。これらの

処理の効果を検証するため、画分調製 60時間前に切断した個体（Fig. 3-4の「cut

あり」）と切断していない個体（Fig. 3-4の「cutなし」）それぞれより、40 µmの

メッシュ濾過画分（Fig. 3-4の■）と 10 µmのメッシュ濾過画分（Fig. 3-4の□）

を調製し、neoblast マーカー DrPIWI-1 発現細胞の割合を比較した（Fig. 3-4）。

その結果、切断なしでは全細胞の 50%程であった neoblast の割合は、切断によ

り 60-70%まで上昇した。またメッシュ濾過によっても 5%程度の割合上昇が見

られた。AS個体（Fig. 3-4左）と InS個体（Fig. 3-4右）で同様の結果となった。

以上より、両操作が neoblastの濃縮に効果的であることを確認した。InS個体の

方が、全体的に DrPIWI-1+細胞の割合が高いのは、DrPIWI-1 が卵原細胞や精原

細胞においても発現するためであると考えられる。 
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Fig. 3-4 

メッシュ濾過と切断・再生による neoblast濃縮効果の検討結果  

全細胞（Hoechst+）に対する DrPIWI-1+の割合。 

左：AS個体、右：InS個体。 

■：40 µmのメッシュ濾過画分、□：10 µmのメッシュ濾過画分。 
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3.3.3 移植後の生存率と X 線照射量の関係  

 neoblast画分移植の効果を調べるため、非照射および非致死線量（2.8 Gy、

3.3 Gy）または致死線量（4.4 Gy）照射 AS recipientに対し neoblast画分を移植し、

移植後 30日時点での生存率を調べた。この生存率は AqS個体由来画分の場合と

InS個体由来画分で同じ傾向が見られたため、InS個体の結果を Table 3-1に示し

た。移植をしない場合の生存率は 4.4 Gyで 8%であり、これらも 30日以降には

全て成長がうまくいかず死亡した。一方、移植を行うと生存率は 8%から 40%へ

と大幅に増加した。よって 4.4 Gyでの救助効果は確認できた。一方、非致死線

量の 2.8 Gyと 3.3 Gyでは移植をしなくても大半の個体は生き残り、生存率から

は移植による救助効果がはっきりしなかった。よって生存率での評価からは、

neoblast画分移植が 4.4 Gyの X線照射による致死の回避に効果的だったことが

示された。 



第 3章	
 幹細胞移植実験系の構築 

 41 

 

 

Table 3-1 

InS donor由来 neoblast画分を AS recipientに移植して 30日後の生存率  

 

X線照射量（Gy） 移植なし InS個体由来 neoblast画分移植 

0 100%  (20/20) 100%  (40/40) 

2.8 86%  (19/22) 92%  (12/13) 

3.3 72%  (36/50) 81%  (55/68) 

4.4 8%   (6/74) 40% (54/134) 

	
 カッコ内は実際の匹数。 
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3.3.4 移植後の表皮損傷と X 線照射量の関係 

 3.3.3において、生存率からは非致死線量照射個体に対する移植の効果

がはっきりとしなかったが、死亡した個体だけでなく生存した個体においても

照射から約 1週間後より表皮に損傷が現れ、3週間後までには回復した（Fig. 3-5）。

非致死線量照射では照射線量に相関した程度の表皮損傷が見られ、その後、回

復することが報告されている（Salvetti et al. 2009）。そこで X線照射で引き起こ

される表皮損傷の面から移植の救助効果を検証した。背側表皮は直接 X 線照射

を受けることからダメージを受けやすく、また表皮はセルターンオーバーのサ

イクルが短いことから、X 線照射による幹細胞の減少の影響が出やすいと考え

た。今回、X線照射・移植後に 30日目の時点で生存していた個体でも、照射後、

大部分が表皮損傷を呈した（Table 3-2）。このように移植の有無や線量によらず

照射後 10日程で表皮損傷が見られたが、表皮損傷を呈してから完全に回復する

までにかかった時間は、いずれの線量でも移植により有意に短縮した（Fig. 3-6）。

以上より、X 線照射によるダメージが致死線量・非致死線量照射のいずれにお

いても移植で救助されることが確かめられた。 
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Fig. 3-5 

非致死線量 X線（3.3 Gy）照射 AS個体の移植後の表皮損傷の経過  

X 線非照射個体 

X 線照射後 
生存した個体 

X 線照射後 
死亡した個体 

X 線照射後の経過日数 

4        9    12   15      18     21   24 
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Table 3-2 

InS donor由来 neoblast画分を AS recipientに移植して  

30日後に生存した個体のうち表皮損傷を呈した個体の割合  

 

X線照射量（Gy） 移植なし InS個体由来 neoblast画分移植 

0 0% (0/20) 0% (0/40) 

3.3 94% (34/36) 84% (46/55) 

4.4 100%  (6/6) 87% (47/54) 

	
 カッコ内は実際の匹数。 
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Fig. 3-6 neoblast画分移植による表皮損傷期間の短縮効果  

X 線照射後に呈する表皮損傷が継続する日数を移植の有無で比較し、移植によ

る表皮損傷回復効果を評価した。 

□：移植なし、■：移植あり。エラーバーは SEMを表す。P値は Student’s t-test

により算出した。 
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3.3.5 マイクロサテライトマーカーms1 による donor 率の算出  

 前述の救助効果は移植細胞の生着によると考えられた。それをより確

実に示すために、donor由来細胞の追跡マーカーとしてマイクロサテライトを導

入した。新たに単離したマイクロサテライト遺伝子座 ms1（Fig. 3-7）には 3塩

基（AAT）nの繰り返し回数の多型が存在し、この部位を挟むプライマーで PCR

を行うと、OH株では 3つの異なるサイズのバンドが検出される（Fig. 3-8 A）。

本研究に用いた個体は OH株もしくは OH株を有性化して得られた AqS個体同

士の交配で得られた F1 世代の系統のため、この 3 バンドのうち 2〜3 バンドを

有する。そこで、このバンドパターンが異なる個体間で移植を行い、移植後個

体内での donor 由来細胞を検出した。さらに ms1 の 3 バンドの濃度比を用いて

donor由来細胞の移植後個体内での割合を算出する手法を起ち上げた（3.2.7参

照）。この ms1解析は新規の手法であるが、移植後個体への適用に先立ち、donor

個体のゲノム DNAと recipient個体のゲノム DNAを既知の割合で混合し、その

混合比をバンド濃度から算出して ms1 解析の妥当性を検証し、由来の異なる細

胞の混合比率を正しく見積もれることを確認した（Fig. 3-8）。また ms1解析の結

果は全身サンプルと尾部先端サンプルの間で差が無いことも確認した。 
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Fig. 3-7	
 マイクロサテライト遺伝子座 ms1の配列  

OH系統で増幅される 3配列（band a, b, c）のアライメント。四角は PCR増幅の

プライマー配列。 
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Fig. 3-8 既知混合比の DNAサンプルの混合比を ms1解析で算出した結果  

（A） ms1解析での各バンド強度の定量の概略図 

（B） donor由来ゲノムDNAと recipient由来ゲノムDNAを混合したサンプルに

ついて、混合比を正しく見積もれるか否かを検証した結果。バンド aと c

について 2 回の独立した実験の結果を示した。太字（Calculated x）は平

均値（％）。 
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3.3.6 移植後個体内の donor 由来細胞の割合と X 線照射量の関係 

 まず、非致死線量（2.8 Gy、3.3 Gy）、致死線量（4.4 Gy）の X線を照射

した AS recipientに対して AS donor由来の neoblast画分の移植を行い、移植後

32日および 52日に donor由来細胞の割合を調べた（Fig. 3-9）。その結果、いず

れの移植後日数においても、照射線量が高い程、移植後個体内での donor由来細

胞の割合が高まるという相関が見られた。さらに各線量においては、移植後 52

日目の方が 32日目よりも donor率が高く、移植後の時間経過とともに donor由

来細胞が移植後個体内で占める割合を上昇させていることが示唆された。 
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Fig. 3-9 移植から 32日目と 52日目の donor由来細胞の割合  

図中の線量を照射したAS recipientに対し、AS donor由来neoblast画分を移植し、

32日後と 52日後に全身よりゲノム DNAを抽出し、ms1解析により donor率を

算出した。 

（A）：ms1バンドパターンの典型例。（B）： donor率の算出結果。 

□：X線照射から 32日後、■：X線照射から 52日後。 

B 

A 
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 次に、より長期間での変化を調べるため、移植後 35週目までの移植後

個体内の donor由来細胞の割合の経時変化をms1解析により調べた（Fig. 3-10 A）。

その結果、照射ありで移植した場合（Fig. 3-10 Aの●と△）には照射線量によら

ず donor率は移植後最初の 10週間で上昇して行き、その後は一定値を保った。

一定値に達するまでの時間は線量によらなかったが、最終的に安定した donor

率は照射線量によって異なった。致死線量の場合は最終的に 100%に達して一定

となった。つまり移植の結果、移植細胞は際限なく増殖し、生み出された donor

由来細胞は分化して全ての recipient 由来細胞と置き換わった。一方、非致死線

量の場合は最終的にdonor由来細胞と recipient由来細胞が混合した状態で一定と

なった。つまり移植した neoblastは非致死線量照射個体においても生着し、体内

で増殖して割合を高めていったが、同時に recipient由来の neoblastも生存し、最

終的に donor由来細胞と recipient由来細胞の安定なキメラとなった。対照的に、

非照射 recipientに移植を行った場合には、donor由来細胞は全く生着しなかった

（Fig. 3-10 Aの○）。以上より、致死線量照射個体への移植によっては donor由

来細胞による完全置換、非致死線量照射個体への移植によっては donor と

recipientのキメラ個体を得ることが出来ることを、個体識別マーカーを用いて初

めて示した。 
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Fig. 3-10	
 移植後個体内の donor由来細胞の割合の経時変化  

図中に示した線量の X線を照射した AS recipientに donor由来 neoblast画分を移

植した。Donor由来細胞の移植後個体内での割合を、ms1解析（A）とゲノム倍

数性解析（B）により算出した。 

●：4.4 Gy（致死線量）照射、△：3.3 Gy（非致死線量）照射、○：非照射。 
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3.3.7 ゲノム倍数性による移植後個体内の donor 率の算出 

 マイクロサテライトを用いた donor 率の測定結果を別の手法でも確認

するため、ゲノム倍数性をマーカーとして用いることとした。D. ryukyuensisの

染色体数は n = 7, 2x = 14 および 3x = 21である（Oki et al. 1981; Tamura et al. 

1991; Tamura et al. 1995）。そこで、ゲノム倍数性が 2倍体と 3倍体の個体間での

移植を行い、移植後個体の細胞ごとのゲノム倍数性を LSCによって測定し、移

植後個体内の donor個体由来細胞の割合を調べた（Fig. 3-10 B）。その結果、マ

イクロサテライトでの測定結果と同様の結果が得られ、致死線量では全身の細

胞が donor由来に置換すること、また非致死線量では安定なキメラになることを

確認できた。 
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3.4 考察 

3.4.1 生存率、表皮損傷を用いた移植の救助効果の検証 

 X線を照射した recipientへ neoblast画分を移植した結果、致死線量照射

個体のみでなく非致死線量照射個体においても X 線照射により引き起こされた

ダメージの軽減が見られ、移植による救助効果が確認できた。表皮損傷の治癒

にかかる時間を指標とした、X 線照射によるダメージの評価はこれまで行われ

ていないが、本章で示した通り、照射線量や移植の有無との明確な相関が見ら

れ、X 線照射によるダメージおよびその回復の新たな評価指標となることが示

された。 

 

3.4.2 移植細胞識別マーカーについて 

 従来の neoblast移植においては、移植画分の生着が全身に渡り調べられ

てはいなかった。Baguñàらは染色体転座（Baguñà et al. 1999）をマーカーとし、

移植後個体で見られた体細胞分裂像がつねに donor型であったことから、移植操

作や移植細胞による host cellの生き返りを否定した（Baguñà et al. 1989）。しかし

その分裂像や頻度などのデータは一切示していない。さらに移植細胞が長期的

に生着したのか、分化したかについても示されていない。それを受けて、我々

のグループもメナシという遺伝的変異体をマーカーに用いて、眼については

donorの生着・分化を証明した（Kobayashi et al., 2008）。しかしながら、移植細

胞の多能性や分裂は示していなかった。加えて、眼特異的 GFPマーカーを用い
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たトランスジェニックの報告（Gonzalez-Estevez et al. 2003）はあるが、全ての細

胞タイプを恒常的にラベルする方法はまだ確立されていない。このような背景

のもと、本研究ではマイクロサテライトやゲノム倍数性を細胞追跡マーカーと

して導入することで従来の移植法を改良し、移植後の donor由来細胞の長期の追

跡のみならず、移植後個体内の donor由来細胞率の算出を達成した。 

 

3.4.3 移植後個体内での donor 率の変化 

 移植 donor 由来細胞の個体内での比率の経時変化を調べた所、移植後

32 日目と 52 日目のいずれにおいても、X 線照射量と donor 率は相関しており、

また移植後 52日目の方が 32日目より donor率が上昇していた。より長期に 35

週目まで観察した結果、X線照射量 3.3 Gy（非致死線量）と 4.4 Gy（致死線量）

のいずれでも、移植後 10週目までの期間に donor率が上昇し、その後 donor率

は一定値を保っていた。このような移植後の donor率の経過観察は本研究が初で

ある。この donor率が増えていく間というのは、移植画分に含まれる neoblastが

生着し、X線照射で選択的に失われた recipientの neoblastに代わる新たな幹細胞

集団として分裂増殖して分化細胞を供給し、それが全身の recipient 由来の分化

細胞とセルターンオーバーの過程で置換していく過程を反映しているものと考

えられる。実際に移植画分には DrPIWI-1発現細胞、つまり neoblastが濃縮され

ていた。また X 線非照射個体への移植では移植細胞が生着しなかったことも、

X線感受性の neoblastと donor由来 neoblastの置換を傍証する。さらに致死線量

照射で全身の細胞が donor由来細胞に置換されたことは、移植画分の中に分化多
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能性と幹細胞性（自らを枯渇させずに細胞を供給し続ける）をもつ細胞集団が

含まれていたことを意味する。非致死線量照射個体への移植でキメラ率が一定

に維持されたことは、recipient由来 neoblastと donor画分内の neoblastが共に等

価の幹細胞として機能していることを示している。Salvetti らにより、非致死線

量照射では X 線への耐性が低い neoblast サブポピュレーションが消滅し、X 線

耐性の高い細胞から、消滅したサブポピュレーションが再構成されることが示

唆されているが（Salvetti et al. 2009）、今回、非致死線量に耐性の細胞の中に真

の neoblast（and/or 真の neoblast能を再獲得しうる neoblast子孫細胞）が含まれ

ることが移植によるキメラ化により実証された。さらにキメラ状態では体内で

どのような分布で donor由来細胞が存在しているのか？また移植直後から donor

率の安定までの過程ではどのように分布を広げていくのか？などについて、in 

vivo または固定切片上などで細胞由来を検出できるマーカーがあると、さらに

重要な知見を引き出せるだろう。 

 

3.5 結言 

 本章において、移植後個体内での donor由来細胞の割合を見積もる新た

な手法を確立し、致死線量照射個体を用いた移植では移植後個体の全身が donor

由来細胞に置換されること、また非致死線量照射個体を用いた移植によって

donorと recipientの細胞が長期にわたり安定的に共存するキメラ個体を作製でき

ること、を証明した。次章以降では、この実験系を用いて InS 個体と AqS 個体

の neoblastの性質を検証した。 
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第 4 章 幹細胞移植実験による InS 個体と AqS

個体の有性状態開始能の比較 

 

4.1 緒言 

 第 2 章の小片再生実験によって、InS 個体と AqS 個体の間には、有性

状態を自発的に開始できるか否かの点で、決定的な差があることが見出された。

再生実験では生殖器官をde novoで作り出すかの点で明らかに差が見られたこと

から、その差異が neoblast自体に規定されているという仮説に至った。それを検

証する実験系として、第3章においてneoblast移植実験系を起ち上げた。そこで、

本章では、全身が移植細胞由来に置換される条件である致死線量照射個体への

neoblast画分移植を行い、InS個体あるいは AqS個体由来 neoblast画分を移植さ

れた AS recipientの生殖様式を検討した。 

 

4.2 材料および方法 

4.2.1 実験動物 

 用いた系統および飼育法は 2.2.1と同様である。 

 

4.2.2 neoblast 画分の移植 

 3.2.2〜3.2.5 と同様の方法で移植を行った。Donor には充分に成熟し
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たことを実体顕微鏡での外部形態の観察により確認した先天的有性個体（InS）

および人為的有性化個体（AqS）、recipientには AS個体を用いた。移植後個体は

毎週、実体顕微鏡にて腹側より外部形態を観察し、生殖様式の判別を行った。 

 

4.2.3 移植後個体内の donor 率の測定 

 3.2.7と 3.2.8の方法で、マイクロサテライトマーカー ms1およびゲ

ノム倍数性を利用して、移植後個体内の donor率を測定した。 

 

4.2.4 固定切片の組織観察 

 2% HCl／5/8 Holtfreter氏液で個体を 5分間処理後、4%パラホルムアル

デヒド／5/8 Holtfreter氏液で固定し、パラフィンに包埋した。4 µm厚の切片を

作製し、ヘマトキシリンとエオシンで染色した。 

 

4.2.5 移植後個体の F1 個体の観察 

 移植により有性個体となった個体を切断・再生させた個体同士を交配

させた。得られた F1個体についてマイクロサテライトマーカーのバンドパター

ンを用いた親子鑑定を行った。
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4.3 結果  

4.3.1 致死線量照射 AS recipient への InS および AqS donor 由来

neoblast 画分の移植結果 

 AqS個体や InS個体の neoblastが自律的な有性状態開始能力を持つか否

かを調べるために、致死線量 X線照射 AS recipientへ移植し、移植後個体の生殖

様式を観察した。まず AqS donorの移植の代表的な結果を Fig. 4-1の上段に示す。

ms1解析により、移植による完全な細胞置換を確認したが（Fig. 4-1 A, B）、移植

後個体は決して生殖器官をつくることなく、移植から 17週目以降、自切を繰り

返した（Fig. 4-1 C）。次に、InS donorの移植の代表的な結果を Fig. 4-1の下段に

示す。この場合も donor由来細胞による完全な置換を確認した（Fig. 4-1 D, E）。

AqS個体の結果とは対照的に、InS donorを移植された個体は自切しなかった。

その上、移植後 17週目には交接器官が確認され、その後、体を大きくしながら

生殖器官を発達させて行った（Fig. 4-1 F）。最終的には 30週目には InS個体と同

様の、完全成熟した有性個体となった（Fig. 4-1 F）。完全成熟して以降も有性状

態が維持された。 

 移植後 30日の生存率は AqS個体で 39%（90/229）、InS個体移植で 40%

（54/134）であったが、その後、サンプリングや成長不良のため死んで減り、最

終的に生殖様式の判別ができたのは、それぞれ 14匹、10匹であった。それらの

生殖様式は Table 4-1に示した通りで、全てが上記の典型例と同様の結果となり、

InS donor画分の移植でのみ AS recipientの生殖様式が有性へと変化した。交接器

官形成は移植後 17〜42週に観察された。それに対し、AqS donor画分の移植は
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AS recipientの生殖様式を変化させなかった。最初の自切は 15〜40週に確認され

た。また非照射 AS recipientに InS	
 donor画分の移植を行った場合には無性にな

った（Table 4-1）。全ての場合において、交接器官形成や自切は一定の体長（7 mm）

を超えると観察された。以上より InS個体の neoblast画分のみが自律的な有性状

態開始能力をもつことが明らかになった。また AqS 個体と InS 個体の細胞レベ

ルでの生殖様式決定の違いを初めて示した。 

 

 



第 4章	
 幹細胞移植実験による InS個体と AqS個体の有性状態開始能の比較 

 61 

 

Fig. 4-1	
 致死線量照射 AS recipientへの InSおよび AqS donor由来 neoblast

画分の移植結果の典型例  

(A–C) AqS donorを致死線量照射 AS recipientに移植した結果の典型例。 

(D–F) InS donorを致死線量照射 AS recipientに移植した結果の典型例。 

(A, D) ゲノム DNAを AS recipient、InS donor、移植後個体から抽出し、 ms1バ

ンドパターンの移植後の変遷を調べた結果。 

(B, E) ms1解析により移植後個体内での donor由来細胞の割合の経時変化を調べ

た結果。データは独立した 3回以上の測定の平均値±SD。 

(C, F) インタクトの donorと recipient、図中に示した移植後経過時間の移植後個

体の写真（Cの Transplantは背側から。それ以外は腹側から）。 

ov：卵巣、sv：貯精嚢、co：交接器官、gp：生殖孔、pt：post-transplantation。 ス

ケールバーは 1 mm。
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Table 4-1	
 InSおよび AqS donor由来 neoblast画分を致死線量 X線照射／非

照射 AS recipientに移植した結果の生殖様式  

 

 

 
生存した移植後個体の

生殖様式 
  

Recpientへの 

致死線量 X線照射 Donor 有性 無性 死亡* 総計 

+ sham 0 0 107 107 

+ InS 10 0 124 134 

+ AqS 0 14 215 229 

− InS 0 29 0 29 

*
死亡: 飼育過程での死亡とサンプリングによる 
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4.3.2 移植後個体の全身より抽出したサンプルでの donor 率算出 

 移植後 12週目を超えた個体については、尾部先端よりサンプルを調製

して donor率の算出を行った。そこで移植後個体内の全ての recipient由来細胞が

donor由来細胞により完全に置換されたことを確認するため、全身由来サンプル

での donor率の算出を行った（Fig. 4-3）。4.4 Gy照射 AS	
 recipientに InS donor

由来 neoblast画分を移植して 24週間後に交接器官形成が確認された個体（Table 

5-1の個体 No. 29と同一個体）について、移植後 38週目に全身からゲノム DNA

を抽出し、ms1解析した。この個体は移植後 25週目に尾部先端サンプルで ms1

解析を行い donor率 100%と確認されたが、Fig. 4-3の通り、全身由来のサンプル

でも donorと同一の ms1バンドパターンであり、recipient特異的なバンドは検出

されなかった。よってこの個体は全身が移植細胞に由来する細胞からなること

が確かめられた。 
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Fig. 4-3 致死線量照射 AS個体への InS donor由来 neoblast画分移植後 38週

目の個体の全身由来サンプルでの ms1解析  

（Table 5-1の個体 No. 29と同一個体） 
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4.3.3 ゲノム倍数性をマーカーとした移植後完全置換の証明 

 マイクロサテライトマーカーに加えて、ゲノム倍数性をマーカーとし

ての移植後個体の donor率の評価も行った。3倍体AS recipientに 2倍体 InS donor

の neoblast画分を移植した。33週間後の移植後個体全身を解離し、各細胞の DNA

含量を LSC解析したところ、単一の 2倍体ピークが見られた（Fig. 4-4）。つま

り 33週後の移植後個体を構成する全細胞が donor由来と確認できた。4.3.2の

結果と合わせて、移植した donor細胞の生着・増殖、完全置換を証明できた。 
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Fig. 4-4 ゲノム倍数性をマーカーとした移植置換の証明  

3倍体 AS recipient（上段）に致死線量の X線を照射し、2倍体 InS donor（中段）

由来 neoblast画分を移植。移植後 33週間後に LSC解析（下段）。 
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4.3.4 InS donor 移植後個体の組織観察  

 InS donor由来 neoblast画分を移植した個体がいずれも完全成熟したこ

とを外部形態から観察したが、さらに詳しく調べるため、組織切片を観察した

（Fig. 4-5）。AS個体は、1対の少数細胞の凝集（卵巣原基）を持つ（Fig.4-5 A）

以外、生殖器官はもたない（Fig.4-5 D, G）。一方、移植後個体（Fig. 4-5 C, F, I）

は InS donor（Fig. 4-5 B, E, H）同様の正常な形態の生殖器官を形成したことを確

認できた。両者の卵巣は周縁部に卵原細胞の層と、中心部には成熟した卵母細

胞を持ち（Fig. 4-5 B, C）、精巣も周縁部に精原細胞の層がある他に、内腔に向か

うに従って精母細胞、精子細胞、成熟精子の精管への放出を確認できた（Fig. 4-5 

E, F）。交接器官も正常な形態であった（Fig. 4-5 H, I）。また成熟した卵黄腺も確

認できた。卵黄腺は有性化の最終段階を示す。 
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Fig. 4-5	
 移植後個体に形成された生殖器官の組織観察  

（A-C）：卵巣、（D-F）：精巣、（G-I）：交接器官。 

（A, D, G）：AS recipient、（B, E, H）：InS donor、（C, F, I）：移植後個体。 

OP：卵巣原基、OG：卵原細胞、OC：卵母細胞、SG：精原細胞、SP：精子。左

が頭側、上が背側。スケールバーは 100 µm。 
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4.3.5 InS donor 移植後個体の交配実験 

 4.3.4の組織観察により InS donor移植後個体と InS donorの間には生殖

器官の形態的に明らかな差はないことが明らかになった。さらに繁殖可能かを

調べるために移植後個体同士を掛け合わせた。その結果、移植から 11か月後以

降にコクーン（複合卵）を産み、そこから仔虫が孵化した。仔虫は正常に成長

した。よって、移植後個体に形成された生殖器官は形態が正常であるだけでな

く機能的でもあったことも確かめられた。さらに注目すべきはマイクロサテラ

イト ms1のバンドパターンを用いた親子鑑定により、donor特異的なマイクロサ

テライトバンドが仔虫に受け継がれていることを確認した。これは移植細胞由

来の neoblast が機能的な配偶子に分化して次世代に受け継がれたことを実証す

る。 

 

4.3.6 InS donor 移植後個体の小片再生実験 

 最後に、InS donor移植後個体の小片再生実験を行った（Fig. 4-6、Fig. 

4-7）。結果は Fig. 2-2 Bに示した InS個体と同様であり、切断後 10週を超えても、

断片の由来する部位によらず全ての断片が有性になった。 
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Fig. 4-6	
 X線照射 AS recipientに InS donor由来 neoblast画分を移植して有

性個体になった移植後個体の小片再生実験  

移植後 1 年半の有性成熟した個体 2 匹を小片再生実験に用いた。再生過程で死

亡した個体を除く結果を示した。切断後、生殖様式の判別がついた時点にプロ

ットした（●：有性、○：無性）。 
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Fig. 4-7	
  X線照射 AS recipientに InS donor由来 neoblast画分を移植して有

性個体になった移植後個体の小片再生実験での切断 21週間目の個体写真  

Fig. 4-6に示した個体の腹側からの写真。Fragment No.は Fig. 2-2 Aと同じく、頭

部断片を No. 1として頭から尾にかけて順番にふった。全ての断片由来の個体で

1対の卵巣と交接器官の形成が確認できた。 

Fragment No. 
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4.4 考察 

 致死線量 X線照射 AS recipientに InS donorの neoblast画分を移植した

結果、全ての個体で有性になったことから、InS 個体の有性状態開始能力は

neoblast自体に担われていることが証明された。さらに移植後個体同士の交配で

の親子解析により、donor由来 neoblastが機能的な配偶子に分化したことも証明

された。一方、AqS個体由来の neoblast画分も全身の recipient由来細胞と置き換

わりはしたが、有性状態の開始は見られなかった。よって第 2 章の小片再生実

験で示された AqS の有性状態自律的開始能の欠如は、その neoblast 自体に規定

されていることが示された。AqS 個体移植では有性化因子や分化細胞等の

neoblast以外の内容物も移植しているが、移植後個体は有性にならなかったこと

により、InS donorの移植後個体が有性になった原因からこれらの要因は排除で

きる。特に有性化因子は画分調製の過程において排除できていると考えられる

上、有性化実験系では 2 週間の連続投与が必要なことから量的にも不十分であ

り、有性化因子による有性化という可能性は完全に否定できる。これらを総合

すると、移植画分のうち neoblastこそが有性状態を引き起こした原因である可能

性が極めて高い。さらに InS donor移植後個体の再生実験も、生着細胞の stemness

および自発的な有性状態開始能力を証明しており、InS donorの neoblastの移植

により AS recipientが InS個体様の自発的な有性状態開始能力を獲得したという

解釈を支持する。 

 本研究により生殖様式の決定は幹細胞性と多能性を併せ持つ neoblast

画分に存在することが示された。歴史的には、neoblastとは形態のみに基づいて
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プラナリアの幹細胞を指す言葉とされてきた（Hori 1982; Hyman 1951）。しかし

ながら、最近の遺伝子発現解析や FACSに基づいた研究（Higuchi et al., 2007）

により neoblast集団内の heterogeneityが示唆されて来た（Rossi et al., 2006; Sato et 

al., 2006; Salvetti et al., 2009）。生殖様式決定に関わる neoblast集団が単一なのか

複数なのかは、単一細胞や純化した画分の移植により今後検討すべき課題であ

る。最近、Wagnerらにより FACSで単離した neoblastの単一細胞移植が報告さ

れ、InS recipientに対して AS donor由来 neoblastを 1細胞移植することで全身が

donor 由来細胞からなる AS 個体になったことから、neoblast の体細胞系列への

分化多能性が示された（Wagner et al. 2011）。Wagnerらは、AS個体の X線照射

から致死までの時間が短いことから、本研究のように有性個体を donor として

AS recipientに移植するという組み合わせは行っていないが、この組み合わせに

おける単一細胞移植は今後検討すべき興味深い実験系である。FACS による

neoblastの単離方法（Hayashi et al. 2006）は、本研究に用いた D. ryukyuensisにも

適用できることを確認したため、実現すれば、Wagnerらの結果に加えて neoblast

の生殖細胞系列への分化能を示すことができるだろう。 

 

4.5 結言 

 neoblast 画分の移植の結果、InS 個体の有性状態の自律的な開始能は

neoblast自体に規定されていることが明らかになった。また第 2章で示唆された

通り、実験的有性化で獲得された有性状態は絶対的なものではないことも示さ

れた。 
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第 5 章 キメラ個体作製による InS 個体と AS 個

体の卵巣形態制御の比較 

 

5.1 緒言 

 これまでに知られている InS 個体と AqS 個体の間の差異として、卵巣

の形態がある（Kobayashi et al. 2012）。InS個体では 1対しかない卵巣が、AqS

個体では肥大し、過剰数形成される。さらに、InS個体に外部から有性化因子の

投与を行っても卵巣の形態や数は変化しないことが示されており、AqS 個体に

おける卵巣形態は有性化刺激の量が原因ではなく、有性化刺激に対する卵巣形

成制御の応答性が InS個体とは異なると示唆された（Kobayashi et al. 2012）。で

は、AS個体の細胞が内因性の有性化刺激を受けた場合はどうなのであろうか？

本章では、AS個体に InS個体由来の neoblast画分を移植してキメラ個体を作製

することで、AS個体由来細胞が内因性の有性化因子に曝される状況をつくり出

し、InS個体と AS個体の卵巣形態制御について考察した。 

 

5.2 材料および方法 

5.2.1 実験動物 

 用いた系統および飼育法は 4.2.1と同様である。 
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5.2.2 neoblast 画分の移植 

 4.2.2と同様に、移植および移植後の生殖様式の判別を行った。 

 

5.2.3 移植後個体内の donor 率の測定 

 4.2.3と同様に、移植後個体内の donor率を測定した。 

 

5.2.4 固定切片の組織観察 

 4.2.4と同様に、組織切片を作製し観察した。 
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5.3 結果 

5.3.1 AS 個体由来細胞と InS 個体由来細胞のキメラ個体の生殖様式 

 第 3章で確立した移植実験系を用い、「InS donor由来細胞のみからなる

個体」と「InS donorと AS recipient由来の細胞のキメラ個体」を作製し、生殖様

式を調べた。移植後のdonor率の推移と生殖様式を観察した典型的な例をFig. 5-1

に挙げた。X線照射なしで移植した場合、移植後個体に donor特異的なマイクロ

サテライトバンドは検出されず（Fig.5-1 A）、バンドの濃度比から算出した donor

率も 0%のままであり（Fig. 5-1 B）、移植細胞は全く生着しなかった。この場合、

生殖器官は形成されず、体長が一定に達した 13週目以降、AS個体（Fig. 5-1 J

の AS）と同様に自切を繰り返した（Fig.5-1 C）。次に致死線量の X線を照射し

た AS recipientに InS donor画分を移植した場合、マイクロサテライトパターン

は移植後の経過時間とともに recipientのパターンからdonorのパターンに近づい

ていき、最終的に donor率は 100%になった（Fig. 5-1 D, E）。移植後 17週目に交

接器官形成が確認され、その後成熟して行き最終的に donorとして用いた InS個

体（Fig. 5-1 Jの InS）と同様の完全成熟した有性個体となった（Fig. 5-1 F）。卵

巣の形態は肥大しておらず、1対のみであった。非致死線量照射の場合は、移植

後個体にdonorと recipient双方に特異的なマイクロサテライトバンドが長期にわ

たり存在したことより、キメラになっていることを確認した（Fig. 5-1 G, H）。こ

の場合も 17週目に交接器官が観察された後、生殖器官を形成していき、最終的

に完全成熟した有性個体となった（Fig. 5-1 I）。移植後に形成された卵巣は AqS

個体（Fig. 5-1 Jの AqS）様で、InS個体に比較して肥大し、過剰卵巣対もあった。 
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Fig. 5-1	
 InS donor由来 neoblast画分を致死線量／非致死線量 X線照射 AS 

recipientへの移植結果の典型例  

(A–C) InS donorを非照射 AS recipientに移植した結果の典型例。 

(D–F) InS donorを致死線量照射 AS recipientに移植した結果の典型例。 

(G–I) InS donorを非致死線量照射 AS recipientに移植した結果の典型例。 
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Fig. 5-1	
 InS donor由来 neoblast画分を致死線量／非致死線量 X線照射 AS 

recipientへの移植結果の典型例（つづき）  

 (A, D, G) ゲノム DNAを AS recipient、InS donor、移植後個体から抽出し、 ms1

バンドパターンの移植後の変遷を調べた結果。 

(B, E, H) ms1解析により移植後個体内での donor由来細胞の割合の経時変化を調

べた結果。データは独立した 3回以上の測定の平均値±SDで表してある。 

(C, F, I) 図中に示した移植後経過時間の腹側からの移植後個体の写真。 

(J) インタクトの AS, InS, AqS個体の腹側からの写真。 

ov：卵巣、sv：貯精嚢、co：交接器官、gp：生殖孔、pt：post-transplantation。 ス

ケールバーは 1 mm。 

致死線量照射個体（中段）は Fig. 5-6 G、Table 5-1の No. 26個体と同一個体。 

非致死線量照射個体（下段）は Fig. 5-6 C、Table 5-1の No. 17個体と同一個体。 
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5.3.2 AS 個体由来細胞と InS 個体由来細胞のキメラ個体の生殖器官の

組織観察 

 移植後の個体の生殖器官を組織観察した（Fig. 5-2）。移植前の AS 

recipientには少数の卵原細胞の凝集からなる卵巣原基しか見られない（Fig. 5-2 A, 

F）。そこに致死線量の X線照射後、InS donor画分を移植した結果、形成された

卵巣（Fig. 5-2 C, H）は肥大しておらず、過剰卵巣も見られず、InS個体（Fig. 5-2 

B, G）と同様の形態であった。一方、非致死線量の X線照射個体に InS donor画

分を移植後形成された卵巣（Fig. 5-2 D, I）については、インタクトの AqS個体

（Fig. 5-2 E, J）と同様に肥大し構成細胞数も多い卵巣と、過剰卵巣が確認され

た。また、その他の生殖器官（精巣、交接器官、貯精嚢、卵黄腺）については、

AS個体には原基も全くないが、移植の結果、致死線量・非致死線量照射個体と

もに AqS 個体や InS 個体で観察されるのと同様の形態の器官が形成されたのを

確認した（精巣は Fig. 5-2 K-T）。 
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Fig. 5-2	
 移植後個体に形成された生殖器官の組織観察  

InS donor由来 neoblast画分を致死/非致死線量照射AS recipientに移植した個体の

矢状方向切片の卵巣（A−J）と精巣（K−T）の HE染色組織像 

(A, F, K, J)：移植前の AS recipient。 

(B, G, L, Q)：InS donor。 

(C, H, M, R)：致死線量照射 AS recipientに InS donor画分を移植した個体。 

(D, I, N, S)：非致死線量照射 AS recipientに InS donor画分を移植した個体。 

(E, J, O, T)：インタクトの AqS個体。 

赤枠内は卵巣、黄枠内は過剰卵巣。 

上が背側、左が頭側。スケールバーは 100 µm。 
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5.3.3 ゲノム倍数性をマーカーとした移植後キメラ化の証明 

 マイクロサテライトマーカーに加えて、ゲノム倍数性をマーカーとし

ての移植後個体の donor率の評価も行った。非致死線量照射 3倍体 AS recipient 

に、2倍体 InS donor由来 neoblast画分を移植した。移植後 199日（2.8 Gy）と

176日（3.3 Gy）の充分に有性成熟した個体の尾部先端よりサンプルを調製して

LSC解析した結果、2倍体ピークと 3倍体ピークの両方が見られた（Fig. 5-3）。

つまり donor由来細胞と recipient由来細胞が、移植後 25週間と 28週間という長

期間にわたり共存していることが確認できた。これらのキメラ個体ではいずれ

も卵巣は肥大した AqSタイプであった（Fig. 5-3）。 
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Fig. 5-3	
  LSCによる donorと recipientの由来細胞比測定  

左：2.8 Gy照射個体（Fig. 5-6 Aと同一個体）。 

右：3.3 Gy照射個体（Fig. 5-6 D、Table 5-1 No. 23個体と同一個体）。 

上は腹側からの個体写真。下は移植後個体をグラフ内の移植後日数において解

離した細胞を PIで核染色し、細胞ごとの蛍光強度を LSCにより定量して得られ

たヒストグラム。2倍体細胞と 3倍体細胞の実測数と割合も併記した。
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5.3.4 最終到達 donor 率と卵巣形態の関係  

 移植の結果、生殖様式判別まで生存した全ての個体について、最終到

達 donor率と卵巣の形態をまとめると Table 5-1となった。照射なしで移植する

と得られた 10匹全ての個体（Recipient No. 1〜10）で移植細胞の生着は認められ

ず、移植から 13〜29週後に自切した。一方、X線照射をした個体に移植した場

合（Recipient No. 11〜35）は一例（Recipient No. 18）を除き全て自切せず、有性

になった。非致死線量では最終到達 donor率が 25〜100%とばらついたが、いず

れも完全成熟した有性になった（Recipient No. 11〜17, 19〜25）。致死線量

（Recipient No. 26〜35）では全ての個体で donor由来細胞による完全置換が確認

でき、完全成熟した有性になった。卵巣の形態は、キメラの場合は AqS 個体タ

イプの肥大・過剰卵巣、donor 率が 100%の場合は InS 個体タイプであった。ま

た、donor率が安定化した後、体の大きさがインタクトの InS個体で交接器官形

成が見られるようになるのと同程度（体長 7 mm）に達すると交接器官形成が起

こったが（Fig. 5-4、5-5）、交接器官形成が見られた時期はキメラで移植後 12〜

37週（平均 25週）、donor率 100%で 17〜42週（平均 27週）と大差はなく、一

定の体長に達したら生殖器官形成が起こった。よって卵巣の形態の差が発達の

遅れや移植後の経過時間と相関するという可能性は否定され、体内に AS 

recipient 由来の細胞が居残っているか否かが卵巣の形態の差と相関していると

言える。3.3 Gyの照射で唯一 donor率 100%になったRecipient No. 25の個体が InS

個体タイプの卵巣になったことからも、AS由来細胞の有無と卵巣の形態は例外

無く一致した。Fig. 5-6には非致死線量および致死線量照射 AS個体へ InS donor

由来 neoblast画分を移植した結果得られた有性個体の腹側からの写真を示した。
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交接器官形成が確認された直後および、同一個体のその後の成熟過程を示して

あるが、非致死線量照射の場合は、AqS 個体のように卵巣が肥大し、過剰卵巣

も見られるが、致死線量照射の場合は充分に成熟してもそのような卵巣形態は

見られず、InS様の卵巣であった。 
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Table 5-1	
 移植後個体の X線照射量とキメラ率、生殖様式、卵巣形態一覧  
 
 

   生殖様式の判別がついた 
時点の移植後週数 

 

Recipient 
No. 

X線照射量 
（Gy）  

Donor率 
（%） 

自切 交接器官 
形成 

移植後に形成された

卵巣のタイプ 

1 0 0 13   
2 0 0 16   
3 0 0 16   
4 0 0 18   
5 0 0 18   
6 0 0 19   
7 0 0 19   
8 0 0 19   
9 0 0 23   
10 0 0 29   
11 3.3 NDa  12 AqS 
12 3.3 NDa  12 AqS 
13 3.3 NDa  18 AqS 
14 3.3 NDa  30 AqS 
15 3.3 NDa  32 NDc 
16 3.3 25  36 AqS 
17 3.3 36  24 AqS 
18 3.3 47 27   
19 3.3 51  14 AqS 
20 3.3 53  37 AqS 
21 3.3 68  25 AqS 
22 3.3 70  30 AqS 
23 3.3 73  14 AqS 
24 3.3 76  17 AqS 
25 3.3 100  36 InS 
26 4.4 100  17 InS 
27 4.4 100  22 InS 
28 4.4 100  22 InS 
29 4.4 100  24 InS 
30 4.4 100  27 InS 
31 4.4 100  27 InS 
32 4.4 100  30 InS 
33 4.4 100  42 NDc 
34 4.4 100  31 InS 
35 4.4 100  20 InS 

aキメラ解析前に死亡 
bキメラ解析できない組み合わせでの移植 
c有性成熟前に死亡 
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Fig. 5-4	
 3.3 Gy照射 AS recipientへの InS個体由来 neoblast画分移植後の体

長変化と生殖様式判別の時期  

●：交接器官形成を確認、○：自切を確認。 

図中の No. は Table 5-1の個体 No. と対応。
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Fig. 5-5	
 4.4 Gy照射 AS recipientへの InS個体由来 neoblast画分移植後の体

長変化と生殖様式判別の時期  

●：交接器官形成を確認。図中の No. は Table 5-1の個体 No. と対応。
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Fig. 5-6	
 InS donor由来 neoblastを移植した AS recipientの移植後の生殖器

官形成  

図中の線量は移植前に照射した X 線照射量。各パネルには同一個体の時間経過

が示してある。図中の日数は移植のための X 線照射からの経過日数。図中の個

体 No.は Table 5-1に対応。 
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5.4 考察  

5.4.1 InS 個体由来細胞と AS 個体由来細胞のキメラ個体の生殖様式 

 X線照射なしでAS recipientに InS 個体画分を移植しても移植画分は生

着せず、生殖様式も無性のままであった。一方、照射ありで移植を行うと 1 匹

の例外を除き全ての場合に有性になったことより、生着した InS 個体由来

neoblastが有性状態を開始したと考えられる。さらに、キメラにおいては AS由

来細胞が体内の半分以上を占める場合でも有性状態を自律的につくりだしたこ

とから、「InS 個体由来細胞が内因性の有性化因子を産生開始すること」に AS

個体由来細胞が抑制的に働くのではないことを示唆する。第 2章において、1. 内

因性有性化因子の産生開始と 2. 有性化因子をトリガーとした維持的産生、の 2

段階の有性状態の制御を提唱したが、本章において InS個体と AS個体の両者の

細胞が共存した際、必ず有性になるという結果は、有性化因子の産生の on/off

で生殖様式を制御しているという仮説を支持する。AS 個体が 1. の能力を持た

ず（あるいは発揮せず）無性でいる機構は生殖様式制御の解明の糸口になると

考えられる。 

 

5.4.2 InS 個体由来細胞と AS 個体由来細胞のキメラ個体の卵巣形態 

 InS 個体画分の移植後個体内に AS 個体由来細胞が残存するか否かで、

卵巣形態に明らかな差が出た。つまり、移植した InS 個体由来細胞が内因性有

性化因子を産生してつくりだした有性状態において、InS 個体由来細胞と AS個
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体由来細胞では卵巣形態の制御が異なることを意味する。これまで、AqS 個体

と InS 個体への有性化因子の投餌により、両者には外因性有性化因子への応答

性に差があることが明らかになっていたが、今回、体内で内因的に自律的に産

生される有性化因子への応答を見ても AS 個体由来細胞は InS 個体由来細胞と

異なったことから、有性化因子の量や質の問題ではなく、応答する細胞側の、

卵巣対数や卵巣構成細胞数の制御が異なることがわかった。AS個体は活発に分

裂増殖するが、InS 個体は自切しない。AqS 個体も自切はしないが、小片再生

実験により無性に戻ることから、有性化後も先天的な無性生殖能は保持してい

ると考えられる。AqS 個体に肥大・過剰卵巣が形成されるのは、この増殖能の

高さを反映しているのかもしれない。今回は卵巣を形成する各細胞が donor と

recipientのどちらに由来するのかを調べてはいないが、移植後個体の固定切片か

ら卵巣部分だけをレーザーマイクロダイセクションで切り抜き、ゲノム DNAを

回収して ms1 のパターンを調べることが可能かもしれない。今後、それを調べ

られたら、キメラ個体の肥大・過剰卵巣形成を促すような何らかの増殖因子が

AS個体由来細胞より分泌されて、それに応答して InS個体由来細胞も参加する

のか？あるいは InS個体由来細胞は肥大・過剰卵巣形成には参加せず、AS個体

由来細胞のみがそのような応答能を示すのか、について新たな知見が得られる

のではないか。 

 

5.5 結言 

 先天的な生殖様式が有性である InS 個体と、無性である AS からなる
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キメラ個体を作製すると、ほぼ全ての場合で有性個体になり、InS 個体と AS個

体の細胞が共存する体内環境下でも InS 個体細胞が有性状態を自律的に開始で

きることを示した。さらに InS 個体と AqS個体に形成される卵巣の形態の違い

が、有性化因子の質や量が原因ではなく、有性化因子に応答する側の InS 個体

と AS個体の細胞自体の性質の違いであることが示された。 

 2 種類の由来が異なる細胞を共存させ、その相互作用を in vivo で検討

できるキメラ個体作製は、本章で示した卵巣形態以外にも着眼点を様々に変え

ることで多様なアッセイを可能にする面白い実験系だと考えている。 
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第 6 章 結論 

 

 プラナリアにおいては、いまだ細胞培養系が確立されていない。本研

究では neoblastの移植実験系を確立し、新たな細胞追跡マーカーを導入すること

で、移植細胞の生着と増殖の経時変化を示した。さらに致死線量の X 線照射に

より得られる移植後個体は全身が移植細胞由来となる一方、非致死線量照射個

体に対する移植ではdonor由来細胞と recipient由来細胞の安定的なキメラ個体と

なることが明らかとなった。移植後個体全身が移植細胞由来に完全置換される

移植実験系は移植細胞の分化能の観察など細胞のキャラクタライゼーションに

用いることができる。またキメラ作製は本研究が初であり、生体内において 2

種類の由来の異なる細胞の相互作用を in vivoで検討する有用なツールとなると

言える。今回、実際に第 4 章においては前者の方法で InS 個体と AqS 個体の

neoblastの自発的有性状態開始能を比較し、第 5章においては InS個体由来細胞

と AS個体由来細胞が共存する場合に、InS個体由来細胞単独からなる移植後個

体とは卵巣形態が異なったことから、移植細胞や残存細胞の性質が個体全体に

及ぼす影響を評価できる実験系であることが示された。 

 本研究では AqS 個体と InS 個体の細胞レベルでの生殖様式決定の違い

を初めて示した。細胞単位に解離した InS個体の neoblastから機能的な有性個体

の全身が構築されたことは、細胞自体に備わる生殖様式規定を実証した点で重

要である。今回得られた InS 個体と AqS 個体の間の自発的有性状態開始能の差

が neoblastにあるという知見は、生殖様式の決定／選択機構解明の第一歩である。 
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 今後はこの差異を制御する分子機構の解明が必要である。プラナリア

における生殖様式の制御機構については、これまで他種において倍数性や染色

体変異（Baguñà et al. 1999）、fission controlling genetic factorによる無性性の決定

機構（Benazzi and Lentati, 1976）が提唱されている。しかしこれら不可逆的な機

構では、季節的な生殖様式転換は説明できない。また D. ryukyuensis では、「無

性性」はメンデル遺伝する因子や倍数性、染色体変異ではない未知の因子で制

御されていることが予想されている（Kobayashi et al., 2009）。さらに Tamuraら

（1995）の野外調査により、近縁種である D. japonicaでは有性個体は 2倍体に

限定され、温度による有性化の報告もあるが、D. ryukyuensisでは 2倍体と 3倍

体の両方に有性・無性のいずれもが存在する。また D. ryukyuensisの棲息地に大

きな水温変化はなく、有性化と温度の相関は見られない。よって同じ淡水棲プ

ラナリアといっても、その生殖様式制御に関わる外因は多岐にわたるようであ

る。私が野外において季節ごとの定点観察をした結果、D. ryukyuensisでは、野

外においては冬から春にかけて有性成熟し産卵を行う個体が見られたが、夏に

は生殖器官を退縮させ、更に一部の個体は自切をするという周年変化をした。

またどの季節においても生殖器官を発達させずに自切を行っている個体も見ら

れた。前者は InS集団と転換集団、後者は AS集団と考えられる。Girardia tigrina

では地点ごとに集団が異なったという報告があり環境に応じた生殖様式選択が

予想されるが（Curtis 1902; Kenk 1937; Kenk 1940）、D. ryukyuensisでは同じ環境

下で 3 集団が混棲していることから、環境以外の生殖様式制御因子があるのだ

ろう。現在、D. ryukyuensisの人為的有性化過程でのトランスクリプトーム解析

が進行中であり、有性化初期に関与する遺伝子の網羅的探索が行われている。
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本研究で明らかとなった InS 個体と AqS 個体の差異は有性化初期に関与する遺

伝子の発現制御機構にあると予想されることから、有性化因子の産生制御機構

と併せて今後解明すべき課題である。また自然界での転換現象において発現が

変動する遺伝子の探索や、年周期を生み出す機構についても調べる必要がある。 
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