
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成２４年 ５月３１日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

研究成果の概要（和文）： 本研究では自発的な単一背腹軸が形成される過程を、分泌蛋白質に

注目して解析を行った。背腹軸形成においては Choridin が形成する濃度勾配が重要であり、勾

配の形状は主に蛋白質の産生•拡散•分解により制御されている。本研究では、Chordin の濃度

勾配が分解に強く依存し、ポジティブフィードバックを形成している事を明らかにした。 

 

研究成果の概要（英文）： During early Xenopus development, the dorsal-ventral axis is 

formed according to Chordin protein gradient secreted from the organizer. We tried to 

quantify production rate, diffusion coefficient and degradation rate of Chordin protein 

in vivo, which regulate the shape of protein gradient. In the present study, we found 

that the Chordin protein was rapidly degraded in the extracellular space and it formed 

a positive-feedback loop. 
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１．研究開始当初の背景 

アフリカツメガエルの初期胚においては、形

成体が司令塔として働き、背側中軸を誘導す

る事が知られている。また、人工的に形成体
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を二つ作成すると、各々から独立した背側中

軸が発生する。つまり、初期発生場は少なく

とも二つ以上の背側領域を誘導可能な場で

あると考えられる。しかし、正常胚では複数

の背側中軸が形成される事なく、背側中軸の

発生が一本に収束されるが、その分子機序は

ほとんど知られていない。 

 

 

２．研究の目的 

申請者はアンチセンス MOを用いてβCatenin

シグナルを阻害した胚（腹側のみの胚；BMP

活性が高い状態）に、均質に中程度の

Choridin 蛋白質（BMP阻害因子）を胞胚期の

胞胚腔にインジェクションした。その結果、

BMP シグナルの“内的なゆらぎ”をもとに胚

は単一の背腹軸を自発的に形成することを

見いだした。このことから、胚発生場は本来

「背」と「腹」に自発的に二極化する性質を

内在的に持っている可能性が考えられる。本

研究は自発的に単一の背腹軸が形成される

過程を、（１）形成体の発生起点が自己形成

的に構築される際のシグナル制御の解析、

（２）胚の背腹軸が一本の軸だけに収束する

分子機序の二点に注目して研究を行う。 

 

 

３．研究の方法 

アフリカツメガエルの背腹軸形成は、

Chordin蛋白質が形成する濃度勾配が重要な

役割を果たしている。従って、単一な背側中

軸誘導の分子機序を明らかにするためには、

Chordin濃度勾配の形成過程を明らかにする

必要がある。濃度勾配は主に産生•拡散•分解

の三つのパラメータに依存して、その形状を

変化させる事が知られている（図１）。本研

究では、in vivoにおける Chordin蛋白質の

各々のパラメータの定量を試み、これらの定

量データをもとに背側中軸の単一収束の分

子機序の解明を試みた。 

 

 

具体的な定量方法として、 

① 産生 

背腹軸形成は、主に BMPシグナルの活性勾配

依存的に蛋白質の産生が制御されている事

が知られている。本研究では、BMP活性依存

的に誘導される遺伝子の発現を Q-PCR法を用

いて定量を行った。 

 

② 拡散 

拡散係数を定量するために、蛍光相関分光法

（Fluorescence correlation spectroscopy : 

FCS法）を用いて計測を行った。シグナルペ

プチドの後ろに Venus 蛋白質を付加し、直接

拡散した蛋白質の可視化を試みた。 

 

③ 分解 

精製した Chordin蛋白質を胞胚期の胞胚腔に

インジェクションし、インキュベーションし

た後、精製蛋白質を免疫沈降しウェスタンブ

ロッティング法により蛋白量を定量した。 

 

 

４．研究成果 



 

 

① 初期胚の背腹軸は大きく３つの領域（背

側・側方・腹側）に分割する事が出来る。β

Catenin を用いて完全腹側化（高 BMP 活性状

態）すると、腹側マーカーである Szlの発現

は認められたが、側方・背側のマーカーの発

現は認められなかった。この胚を用いて、異

なる濃度の Chordin 蛋白質（BMP 阻害因子）

を胞胚期の胞胚腔にインジェクションした

ところ、中程度の Chordinでは側方・背側マ

ーカーの発現が認められ、一方腹側マーカー

の発現が消失した。さらに、高濃度の Chordin

蛋白質をインジェクションすると、側方マー

カーの発現も抑制され、背側マーカーのみが

発現した。このことから、初期胚の背腹軸形

成期は BMP活性の勾配依存的に、背側・側方・

腹側の遺伝子発現が誘導される事が明らか

となった。 

 

② FCS法を用いて、背腹軸形成に関わるいろ

いろな分泌タンパク質の拡散係数の定量を

試みた。その結果、異なる蛋白質間において

拡散係数の顕著な違いは認められなかった。

また、免疫染色法を用いて Chordin蛋白質を

直接検出したところ、胚全体に拡散している

ことが認められた。このことから、Chordin

蛋白質の濃度勾配を拡散係数依存的に制御

する事は困難であると考えられる。 

 

③ Chordin 蛋白質の安定性を検討するため

に、Chordinの C 末端に V5-6xHis タグを付加

したコンストラクトを HEK293 細胞にトラン

スフェクションし、その後培養上清に分泌し

た Chordin蛋白質を Hisタグを用いて精製し

た。また、Choridn と同様に BMP 阻害活性を

有する Noggin-V5-6xHis も精製した。各々、

等量の蛋白質を胞胚期の胞胚腔にインジェ

クションし、インキュベーションした後、V5

抗体を用いて免疫沈降し蛋白量をウェスタ

ンブロティング法により検出した。その結果、

Nogginに比べ Chordinは速やかに分解される

ことを見いだした。 

 

④ 産生・拡散・分解の定量結果より、自発

的な単一背側中軸への収束には、Chordin 蛋

白質の産生と分解が重要な因子であると考

えられる。産生に関しては、BMP 活性依存的

にシグモイド様のグラフを描き、BMP 活性の

抑制が Chordin の発現を誘導する。従って、

BMP 阻害因子 Chordin の発現は BMP 活性を抑

制し、さらに自身の発現を促すポジティブフ

ィードバックを形成していると考えられる。

一方、分解の定量から、細胞外に分泌された

Chordin 蛋白質は速やかに分解される事を見

いだした。Chordin と同様に BMP 阻害活性を

有する分泌蛋白質 Nogginは、Chordinに比べ

分解速度が遅く非常に安定である。従って、

Chordin の濃度勾配は分解依存的に制御され

ている可能性が高いと考えられる。 

 

⑤ 本研究の結果を踏まえて、Chordin蛋白質

の分解と、Chordin が形成するポジティブフ

ィードバックを組み込んだ数理モデルを構

築する事により、自発的な単一背側中軸への

収束現象を明らかにしたいと考えている。 
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