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ABSTRACT Calcium－freeseawaterorinhibitorsofDNAsynthesisinducedthemonsters

With separated embryonic areasin the horseshoe crab．Brains of these monsters were

Often separated from nerve cords．Insomeofthesemonsters，theposition ofthebrain
WaS eXtremely abnormal．The results broughtthefollowingpresumptions．The nervOuS
Cells or the mesodermaltissue whichinduces the nervOuSSyStem are determined atthe

Stage Of occurence ofseparation（gastrulastage）．Theganglionofeachsegmentisinde－
pendently formedafterthisstage．Thepositionofthebraindoesnotdeterminetheroute

Of elongation of the stomodaeum．The crossing between the nervous system and the

alimentary canalis not necessary for development and existence of the L＞otostomia

horseshoecrabs．（ZooJ．肋g．9上230－238，1982）

一般に，中枢神経系は，発生の初期（嚢胚期のお

わり）に中胚葉性組織によって誘導された外胚葉か

ら生じてくる。その乳中枢神経間の明確な分化が

おこるが，脳と他の中枢神経系，すなわち脊髄や腹

髄（神経索）は連合し一体となっている（血der－

80m，1973；塚田，1976；渡辺ら，1977；伊藤，

1982）。

脊椎動物において，中枢神経系の裂けた奇形が知

られているが（山札1・974），節足動物カブトガ

ニでも，Ca欠除海水やデオキシリボ核酸（DNA）

の合成阻害剤による処理で生じた胚域分離胚におい

て，脳と神経素は分離していた（ItoWi1979。

本論文では，この脳と神経素の分離の状態や原因

を調べた。

材料　と　方法

佐賀県伊万里市および岡山県笠岡市の海岸で採取

した成体のカブトガニrαCカブが紺∫けidg乃fαf附を，

静岡大学へ運び，人工受精した。胚の発生段階は

鎚kiguchi（197加）発生段階表に従って決定した。

胚域の分離した胚を得る為に，各々20または25
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個体の嚢胚期の胚（処理のStage7」12）を，約10

mlのCa欠除海水またはDNA合成阻害剤含有海水

を入れた小型シャーレ内で，24時間処理した。処理

液は，処理開始後12時間で，一度交換した。Ca欠除

海水はVarltHoffの人工海水中のCaC12をNaClで

置換し，また，NiHC03の代りにNaOHでpHを

約8．0に調節した。多くの場合，さらに。1荘1す2

Mのエチレングリコール　ビス（β－アミノエチル

エーテル）－テトラ酢酸（EGTA）を加えた。DNA

合成阻害剤としては，1『む、′10‾lMのヒドロキシ尿

素および1ひ－′50佗／hlのアザセリンを用いた。

正常胚および処理胚を，そのまま，またはレ加即0

の中性赤で生体染色した後，実体顕微鏡で観察した。

内部構造の観察のために，ブアン液，カルノア液

およびFAA液（ホルマリン：70％　エタノール：

酢酸＝5：15：1）で固定した胚（固定した胚のSt－

a酢は20または21）を，セロイジンtノヾラフイン二

重包理法またはパラフィン包理法により包埋し，5

～20／細の切片にした。染色はへマトキシリン・エ

オシン二重染色法とアザン染色法を用いた。



脳と神経素の分離形成

結　　　　果

1．胚域分離胚の形成

Ca欠除海水やDNA合成阻害剤による処理で，

胚域が前後に分離した胚が生じたFig．1（Fig。

1；Tablel）。その形成条件および生じた胚域分離

胚の型は次の通りであった。

Ca欠除海水による24時間処理の場島　胚盤出現

期（Stage7）から胚盤完成期（StagelO）にか

けての胚盤拡大期で処理すると，主に頑胸部第3・

第4体節付近で胚域が分離した胚が生じた。活発な

形態形成運動期（Stagem＼Stage12）で処理する

と，頑胸部第2・第3体節付近で胚域が分離した胚

が生じた。

DNA合成阻害剤である10～10Mのヒドロキ

シ尿素または10～50／Jg／壷のアザセリンで24時

間処理した場合：胚盤拡大期での処理で，頑胸部第

2・第3体節付近で胚域の分離した胚が生じた。ど

ちらの薬剤によっても，胚域の分離が不完全なもの

と完全なものが生じ，その中間形も多くみられた。

他の発生段階での処理では胚域分離胚は生じなかっ
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た。また上記より高濃度では発生が停止し，また上

記より低濃度では正常に発生した。また，処理時間

は，24時間が胚域分離胚を得るために最適であった

（Fig。診。

なお，Ca欠除海水処理で生じた胚域分離胚とDNA

合成阻害剤処理で生じた胚域分離胚の間には，胚域

の分離の位置が同じならば，外形にも。以下に述べ

る内部構造にも。処理直後の胚以外差異はみられな
かった。

2．中枢神経系の分離

胚域分離胚において，胚域が完全に分離したもの

も，不完全な分離だけのものも，その中枢神経系は

完全に分離していた（Fig．3；Fig．5－C）すなわ

ち，完全分離・不完全分離にかかわらず，胚域の分

離部で，中枢神経系は分離し，胚域分離胚の各体節

ごとに神経節が観察された。左右の付属肢が融合し

た体節では，左右の神経節が正中線に寄り，かたま
って小さくなっていた。頑胸部第3・第4体節付近

で胚域が分離した胚では，神経素の途中のその部分

で，中枢神経の分離がおきていた。頑胸部第2・第

3体節付近で胚域が分離した胚では，脳と食道下神

Tablel・The frequency of formation of the monsters with separated embryonic

areas・The embryos were treatedfor24hrwith Ca2＋freeseawater，5×10－2M

hydroxyurea or25pg／mlazaserine eitheratthestageofenlargementofgerm

disc（A）Oratthestageofobviousmorphogenicmovement（B）．

Monsterswith

Separated

embryonicareaS

Number（％＊）

Developed

embryos

Number（％＊＊）

Number

of

experiments

Ca2’freeseawater　　　50（10．7）

（A）Hydroxyurea　　　　134（32．1）

Azaserine　　　　　　　73（16．7）

469（61．3）

418（74．2）

436（68．4）

5

　

5

　

4

4

　

2

　

3

Ca2’freeseawater　　　29（27．6）

（B）Hydroxyurea　　　　　19（11．2）

Zsaserine O（0．0）

105（48．5）

169（53．1）

106（92．9）

3

　

4

　

6

1
　
　
1

Seawater（forcontrol）　　　6（0．088）　6829（100．0＊＊＊）

＊Percentageofdeveloplngembryoswhichdevelopedasthemonsterswithseparated

embryonicareas・＊＊Percentageagainstcontrolofembryoswhichdeveloped．＊＊＊In

normalsea water，81．2　±　9．5（mean±S．D．）％of the totalnumber of embryos

developed．Theywereconvertedint0100．0％．
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。＿。／。了。
1・5　　3　　6　12　払　　4872

Treatment Time（hours）

Fig．2．The effect of treatment time to the
rate of formation ofthe monsters with

Separateembryonicareasinthetreatment

With25pg／mLazaserineatstage7．×：The

rate of development againstthecontrol；
○：The rateofformationofthemonsters

againstthedevelopedembryosinthecon－

trolexperiment．

経節と思われる神経節の集まりと他の神経素との間

で分離がおきていた。胚域分離胚の前方胚域が消失

した胚，すなわち，前方欠損胚には，脳らしい構造

が観察されなかった（Fig．3rE）。

分離した中枢神経系を組織標本で観察したところ，

分離はしているが．個々の組織の状態に正常胚のも

のとの差はみられなかった。また，前後に分離した

各胚域の付属肢は運動を行なうので，各神経節は，

分離しても，部分部分で機能を果していると思われ

る。

古．脳の位置異常

脳と神経素が分離した胚の一部に，特に，脳の位

置が異常なものがみられた。前口動物群に属するカ
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ブトガこの神経系は消化管と交差し，脳は相対的に

消化管の背側かつ前方にある（Beklemishev．

1964；Seholl，1977）。ところが，神経系と消

化管の交差がみられず，脳が消化管に対し，相対的

に腹側かつ後方に位置する胚が見出されたのである

（Fig．3；田鹿4）。このような脳の極端な位置

異常は，頑胸部第3・第4体節付近で胚域が分離し

た胚にはみられず，頑胸部第2・第3体節付近で分

離した胚に限って観察された。しかも，分離した胚

域のうち，前方胚域に付属肢がない場合か，あって

も，頑胸部第1肢（鋏角）のみの場合がほとんどで

あった。脳の位置の極端な異常は。分離した胚域の
前方域に頑胸部第2肢までが存在する胚にもみられ

たが，このような胚での脳の位置異常出現率は低く，

かつ。第2肢が融合しているものに限られていた。

脳の位置異常は，胚域が完全に分離した胚にも，
不完全にしか分離していない胚にも同じようにみら

れ，上述の観察は両者に共通していた。

なお，前方欠損胚には，脳と同様に，口道もみら

れなかった（Fig。3rE）。

4．脳と神経索の分離形成の過程

Ca欠除海水は他の動物同様，カブトガニ胚の細胞

を解離させる（Hetbst，1900；Itow and Se－

kiguchi．1979）。胚盤拡大期のカブトガニ胚を

Ca欠除海水で処理すると，胚盤の細胞の接着は弱く

なり，胚盤内外のいろいろな場所で解離がおこり，
（例外もかなりみられたが）主に頑胸部第3・第4

体節付近で胚域の分離した胚になった。

カブトガニの活発な形態形成運動期に，胚盤周辺
部の細胞は胚盤前方の正中部に集まって来る。ひき

つづき，胚盤の前端部．すなわち，のちの頑胸部第

2・第3休節付近になる部分を中心に，胚域が全体

のつながりを保ちながら，前後に伸長していく（Ⅰ卜

OW and Sekiguchi，1980）。Ca　欠除海水で処

理すると，その伸長の中心部で胚域の解離がおこり，
処理された胚は頭胸部第2・第3体節付近で胚域が

分離した胚になった。

DNA合成阻害剤で胚盤拡大期の胚を処理した場－

Fig．1．Examplesandthediagrammaticsketchesofthemonsterswithsepar就eembryonic
areas．A：Anormalembryo；BtoD：ThemonsterswhoseembryonicareasareSeparated

mainly at the3rdand4thprosomalsegment；E：The monsterwhose anteriorareaof

Separate embryonicareaSislost．Thatis，the monster having no anterior part Of
embryo；F toH：Themonsterswhoseembryonicareasareseparatedmainlyatthe2nd

and3rdprosomalsegment．ThemonstersofB，C，FandGhavetheincompletesepa－
rate embryonic areas．The embryonic areas of the monsters ofDand H completely

Separated．Whitebar＝1mm．
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－

Fig．3．The histologicalfeatures of the monsters with separate embryonic areas．A：A

normalembryoatstage21（thelstinstarlarva）；B：Anormalembryoatstage20；C

and D：The monsters whose brains situate at the normal position；E：The monster

havingnoanteriorpartofembryo；F toH：Themonsterswhose brainssituateatthe
abnormal position．Their nervous systems and their alimentary canals do not cross

each other；The monstersofC to Hare onesatstage20，andtheyhavetheseparated

nervOuSSyStemS．Blackbar＝0．5mm．b：brain；nC：nerVeCOrd；S：StOmOdaeum．
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合は，細胞の増殖が抑えられ，胚盤の形成が不完全

になった。そのため．形態形成運動期のCa欠除海

水で処理の場合ほど明確ではないが，胚域の伸長の
中心部で胚域が分離した。

胚域の分離をおこした胚では，正常胚同税体節

構造が出現し（Stage13），付属肢原基が出現する

Stage14を過ぎると，中枢神経系が観察され始め

た。そして，胚域分離胚の中枢神経系は分離しなが
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らもp　正常胚におけるのと同様に発達した（F晦

5）。

カブトガニ胚の口は頑胸部第1肢より前方に生じ，

発生が進むにつれ，頑胸部第3・第4肢付近まで，

相対的に後方へ移動する（Kingsley，1892；

Patten，1896）。しかし，胚域分離胚の口は，分

離した胚域の前方胚域にとどまっていた。いっぽう，

まだ卵黄を包んだままの，後に中腸となる内胚葉へ

Fig．4．The position of brainsin the monsterswith separatedembryonic虚eas．×：The

monsters havingno brainsand nostomodaea；●：Themonsterswhosenervoussystems

andstomodaea donotcrosseach other．Theirbrainssituateattheabnormalposition；

○：Themonstershavingthebrainsthatsituateatthenormalposition；＊：Themonsters

havingno anteriorpartofembryo．Numeralsshow the numberofprosomalsegments

thathaveappendages，lneaChareaofseparatedembryonicareaS．
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Fig．5・Developmentofnormalembryosandthemonsterswithseparatedembryonic
areas．AtoC：Normalembryos・A：Anembryoatstagell；B：Anembryo・atStage17；

C：Anembryoatstage19；A，toC，andAH：Themonsterswithseparated’ehbryonic

areas．A，：Themonsteratstagell．Itwastreatedwith25pg／mlazaserinefor24hrat

stage7，AH：Themonsteratstagell・ItwastreatedwithCa2＋freeseawaterfor24hr

atstagelO，B，：Themonsteratstage17・ItwastreatedwithCa2＋freeseawaterfor24

hratstagelO；C，：Themonsteratstage19・Itwastreatedwith5xl0－2Mhydroxyurea
for24hratstage8．b：brain；nC：nerVeCOrd・Whitebar＝1mm・
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のロ陥の伸長，すなわち，消化管の形成は行なわれ

た。しかも，前方胚域が存在すれば，胚域が分離し

ても消化管は分離せずに形成された。ただし，口陥

の伸長の経路は脳の後瓦すなわち，神経系の中央

を通り神経系と交差する通常の経路をたどるとは限

らず，脳の前方を通るものもみられたハ

考　　　　凛

Ca欠除海水やDNA合成阻害剤処理でカブトガニ

の胚域が分離するのは，細胞解離や細胞分裂阻害に

ょるものと思われる（Itowp1979．1982）0その

胚域の分離に従って9神経系も分離していた0いっ

ぽう。分離にかかわらず，各神経節は十分発達して

いて，形態学吼組織学的にも，また，肢を動かす

という機能面においても。正常胚の神経節と変わり

なかった。

この事実は，胚域の分離時，すなわち，胚盤拡大

期やそれにつづく形態形成運動の活発な時期には，

すでに。神経圭たはそれを誘導する中胚葉組織が各
体節において能力決定をしていることを意味すると

思われる。そして，胚域の分離に従って，予定神経

域が分離した後も，各体節の神経節は，（全体とし

てつながっていなくとも）独立的に形成が進み，正

常胚の神経節同様に発達していくと解される。

後口動物群と前口動物群との系統的関連は。未だ

に疑問の残るところであるが（IJgttrup，1975）。

前lコ動物に属するカブトガニでありながら，脳と神

経素の分離した胚においては，その一一部に，前口動

物の特徴の・一つを失なったものがみられたUすなわ

ち；一般の前口動物では，神経系と消化管は交差し．

脳は消化管の背側および前ノ引こあるが，交差もなく，

脳が消化管の腹側および後方にある胚がみられたの

である。この原因は次のように考えられる。

この異常胚においては，神経系は分離しているが，

消化管は分離していない。それは，消化管が，神経

系と異なり，胚全体にわたって生ずるのではなく，

一特定都城に生ずるロ陥の伸長によって形成される

ためである。いっぽうン胚域分離胚の口の位置は，

正常胚での位置と異なっている。つまり，正常胚の

口は頑胸部第1肢の前に生じ，その後，頑胸部第3・

第4肢の付近へ移っていくが．胚域分離胚では，胚

域の分離により，口部の移動ができず，口は前方胚域

にとどまってしまう。そこで，中腸になる内胚葉に

向っての口陥の伸長に際し，脳の後方を通るより，

脳の前方を通る方が，短距離となる。
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こうして，神経系と消化管の交差がなく，脳が消化

管よりも相対的に腹側および後方にある胚が生ずる。

この事実は，脳の位置が消化管の伸長経路を決定

しないことを示し，かつ，前口動物群に属するカブ

トガニにおいて，神経系と消化管が交差していなく

とも，発生は進みうることを示している。
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