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研究成果の概要：被嚢（ひのう）はホヤの仲間に特有の外皮組織であり、自然界で唯一の動物

セルロースを含む組織である。カタユウレイボヤ(Ciona intestinalis)の被嚢の大半はタンパ

ク質によって構成されているが、その分子的な実体は全くの不明であった。本研究では、最新

のプロテオミクスの手法を導入して（ＬＣタンデムマス法）、被嚢を構成するタンパク質分子

50 種を初めて明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
 
被嚢は、ホヤの仲間（被嚢動物：ホヤ・ヒ

カリボヤ・サルパ・ウミタル・オタマボヤ）
に固有の器官であり、その実体は表皮外面に
沿って個体を覆い包む結合組織である。被嚢
は表層のクチクラとスポンジ状の基質から
なり、基質中にはセルロースを含んだ繊維
（ツニシン）が認められる。これは自然界唯
一の動物セルロースである。また、基質内に
は自由移動性の細胞が散在するとともに、管
状に突出した表皮細胞により形成された被

嚢内血管の中を多くの血球を含む体液が循
環しており、これらの細胞が生体防御に関与
している。このように被嚢は特異的な構造と
機能を持つ組織であるが、従来の研究はもっ
ぱら観察に限られ、現象の理解が進んでいな
い研究題材であった。 

その一方で、ホヤの一種であるカタユウレ
イボヤ (Ciona intestinalis)の突然変異体
の解析を通じて、被嚢に含まれるセルロース
を合成するために不可欠な分子であるセル
ロース合成酵素（Ci-CesA と名づけた）の働
きが抑制されると、幼生の被嚢にひれが形成



されず膨張することや、成体の被嚢の強度が
劇的に低下するなど、形態上の表現型が現れ
ることを明らかにしている。興味深いことに、
この変異体には、遊泳性の幼生から固着性の
成体へ体制が変化（いわゆる変態現象）が起
こる際、一連のイベントの順序が乱れる異時
的な表現型が現れる。本来、幼生の尾部が退
縮したのちに成体の器官が成長するのだが、
この変異体においては、幼生の尾部の退縮が
起きる前に成体の器官が成長する。結果とし
て、まるで幼生のように尾部で遊泳する成体
が認められる。このように、セルロースは従
来考えられていたような単なる構造要素で
はなく、発生現象に関わる未知の役割を果た
しているらしいことがわかっていた。 
しかし、異時的な表現型の原因をセルロー

スに限定して求める必要性はなく、寧ろ、動
物の発生において一般的にグリコサミノグ
リカンと分泌性のタンパク質分子の協調作
用が果たす役割の重要性を考慮すると（例え
ば、ヘパリンと繊維芽細胞成長因子の協調作
用）、セルロースと直接的あるいは間接的に
協調作用するタンパク質分子を同定し、その
機能を探ることが重要であると考えるに至
った。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、カタユウレイボヤの被嚢を構成

するタンパク質分子を同定することを目的
とする。より多くの分子種の同定を心掛け、
分子レベルにおける被嚢の構造モデルを提
案し、上記の特異な現象を分子レベルで理解
するための基盤を整備する。 
 
 
３．研究の方法 
 
研究は以下に示すとおり、大きく４つの工程
から構成される。目的とする分子を同定する
３つの工程と同定した分子を解析する１つ
の工程である。 
 
工程１．組織の調製 
 舞鶴湾において人工養殖したカタユウレ
イボヤを採取し、実験室においてハサミとピ
ンセットを用いて解剖し、被嚢を 50 個体分
集めた。 
 
工程２．成分の抽出 
 被嚢を液体窒素中で破砕して粉末試料を
調製した。水溶性タンパク質と難溶性タンパ
ク質を分画する目的で、種々の界面活性剤を
用い、イオン強度や温度などの反応条件を検
討した。反応液をＳＤＳ－ＰＡＧＥ電気泳動
法によりゲル上に展開し、染色バンドの状態

を評価することにより条件検討を行った。最
終的に、50ｍＭ酢酸バッファ(pH5.0)中にて
4℃12 時間静置したのち遠心ろ過して得られ
た上清と、その残渣を先述のバッファおよび
１％ＳＤＳ条件下にて 15 分間煮沸したのち
遠心ろ過して得られた上清を、それぞれ水溶
性画分と難溶性画分として以後の解析の対
象とした。 
 
工程３．成分の同定 
両成分をＳＤＳ－ＰＡＧＥ法によりゲル

上に展開し、ブロッティング法によりナイロ
ン膜に転写した。ポンソーＳで軽く染色し、
染色バンドを切り出した後、脱色し、エドマ
ン法によりＮアミノ末端ペプチド配列を決
定した。以上のように、申請書に記載の過程
に沿って研究を推進したが、アミノ酸配列の
決定効率が異常に低く、その原因は、Ｎアミ
ノ末端のブロッキングという解析試料に内
在的な理由と、アミノ酸シーケンサーの機器
的な不具合にあると理解された。そこで、共
同研究者の山田力志博士（徳島大学）の強力
な支援を受けて、最新のプロテオミクスの技
術を導入し、状況の打破を図った。 
 導入した技術は上述のエドマン法に基づ
く同定法とは全く異なっている。試料タンパ
ク質をＳＤＳ－ＰＡＧＥ法に供するまでは
同じであるが、ゲル上に展開した試料は配列
特異的なタンパク分解酵素を用いたゲル内
消化に供されてペプチド化された。ペプチド
は液体クロマトグラフィー法にて更に分画
された後、スプレーガン方式にて電荷を帯び
たイオンとして電場を飛行することにより、
そのイオン化ペプチドの質量が極めて厳密
に決定された。 
次に、決定された膨大な量のペプチドの質

量データを、カタユウレイボヤのゲノム・デ
ータベース上の分子情報とリンクする作業
を行った。まず、ペプチド化作業に用いたタ
ンパク分解酵素が配列特異的であることを
利用して、仮想のペプチド化作業を行った。
すなわち、カタユウレイボヤゲノム配列情報
と発現ＲＮＡ分子の配列情報に基づいて予
測したタンパク質データを対象に、仮想のペ
プチドデータベースを構築した。この仮想ペ
プチド質量データを、実験を通じて得られた
実際のペプチド質量データと比較すること
により対応関係を決定した。 
以上の作業を通じて、被嚢に存在するタン

パク質分子をゲノムデータベース上の特定
の分子として同定した。 
 
 
工程４．同定した成分の解析 
 同定した成分がどの細胞に由来し、時間空
間的にどのような遺伝子発現パターンを示
すか明らかにする目的で、in situ ハイブリ



ダイゼーション解析を行った。データベース
上で同定した分子について、対応するＥＳＴ
クローンの塩基配列を決定し、必要に応じて、
個別に作成したｃＤＮＡプールを用いた末
端増幅法により全長遺伝子をクローニング
し、全長塩基配列を決定した。 
クローニングした分子について、詳細な相

同性検索およびドメイン解析を行い、機能を
類推した。 
 ＲＮＡポリメラーゼ酵素を用いて、クロー
ニングした配列からセンス鎖・アンチセンス
鎖のＲＮＡプローブを作成し、in situ ハイ
ブリダイゼーションを行った。プローブの修
飾にはジゴキシゲニンを用いた。 
 
 
４．研究成果 
 
工程１． 
通常、舞鶴にて採取されるカタユウレイボ

ヤの被嚢は、最外面に面する硬い被嚢と、表
皮細胞に裏打ちされるやわらかい被嚢と区
別されることが多いが、これは解剖時に副次
的に生ずる区別であることが判明したため、
両者は区別されることなく、1つの被嚢とし
て採取された。 
 
工程２． 
 種々の界面活性剤や糖タンパク質分解酵
素による影響を検討したが、ＳＤＳによる煮
沸がバンドの明瞭さ、多さともに優れていた。
しかしながら、工程３で述べるように、分子
の同定の効率に寄与したとは言いがたい結
果であった。 
 
工程３． 
新たに導入した液体クロマトグラフィ

ー・タンデム質量分析機システムにより、被
嚢基質を構成するタンパク質分子５０を決
定することに成功した。詳細なドメイン構造
解析を行った結果、これらの分子は、細胞外
マトリックスを構成する糖タンパク質群と
補体系免疫タンパク質群に二分された。前者
の糖タンパク質には、脊椎動物の外皮組織を
構成するフィブリリンやマトリリンが含ま
れる一方、既知のタンパク質に類似しない新
規の糖タンパク質が多数含まれており、それ
ぞれ、脊索動物の外皮組織に共通な分子と、
被嚢というホヤの仲間に特異な外皮組織を
特徴づける分子の候補であると考えている。
また、後者の免疫タンパク質群は、固着生活
を送るホヤの仲間が外界に接する場である
被嚢において、免疫作用が営まれていること
を裏付けるものと理解している。 
 
工程４． 
同定した分子のＥＳＴクローン全長配列

を決定した後、ジゴキシゲニンで修飾したＲ
ＮＡプローブを作成し、in situ ハイブリダ
イゼーション法により、遺伝子発現解析を行
った。被嚢を裏打ちする表皮細胞や、被嚢内
に存在する自由移動性の細胞に発現シグナ
ルが認められたが、被嚢そのものに非常に強
いバックグラウンドが現れるため、結果の解
釈が困難であった。そこで、バックグラウン
ドが現れない条件及び現れたバックグラウ
ンドを除去する条件を検討し、大幅に改善す
ることに成功した。 
 
 これらの成果は従来不明であった被嚢の
構造及び被嚢に認められる免疫現象の分子
的実体に関する初めてのデータであり、今後
の研究発展の基盤になると考えている。 
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