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研究成果の概要（和文）：脊椎動物の背腹軸は、オーガナイザーから分泌される二つの背側化因子Chordin、Nogginの
濃度勾配に従って構築される。しかし、これらは同じBMP阻害活性を保持しており、何故二種類の分子が背腹軸形成に
必要か明らかにされていない。本研究課題では、これら二つの分子が胚内で異なる空間分布を示すことを明らかにした
。Chordinは分解速度が早く急勾配を形成するが、Nogginは分解速度が遅く緩勾配を形成する。さらに、Chordinの分解
を介して、胚サイズ依存的にChordinの濃度勾配が適切に制御されることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Dorsal-ventral patterning of vertebrates is mainly regulated by two dorsalizing fa
ctors, Chordin and Noggin. However, it is not clear why two different proteins, which have the same anti-B
MP activity, are needed for D-V axis formation. In the present study, we reveal that Chordin and Noggin sh
ow different distribution in the embryo. Having high degradation rate, Chordin proteins form steep gradien
t, while Noggin proteins, which are very stable, form shallow gradient in vivo. Furthermore, Chordin gradi
ent is properly shaped according to the size of the embryo via Chordin degradation. 
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１．研究開始当初の背景 
	 脊椎動物の背腹軸は、オーガナイザーから
分泌される背側化因子（主に Chordin と
Noggin）の濃度勾配に従って構築される。し
かし、これら二つのタンパク質はいずれも
BMP 阻害活性を有しており、何故同一の生
理活性をもつ二つの分子が背腹軸形成に必
要か明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
	 申請者は、これら二つの分子が胚内におい
て異なる空間分布を示し、背腹軸形成過程に
おいて異なる制御機序に関与している可能
性を考えた。濃度勾配の形状は、主に産生・
拡散・分解の３要素によって制御されている。
そこで、Chordin と Noggin の産生・拡散・
分解を胚内で定量し、各々のタンパク質が胚
内においてどのように分布しているか検討
した。 
 
３．研究の方法 
	 発生過程は複数の異なるイベントが同時
に進行し、かつそれらの現象は時々刻々と動
的に変動している。このような複雑な発生シ
ステムを定量的に理解するには、適度に発生
システムを単純化し、定量する必要がある。
申請者は、濃度勾配の形状を規定する産生・
拡散・分解を定量するために、濃度勾配を胚
内に人工的に再構成し、Chordin および
Noggin が胚内に分布する過程を定量的に解
析した。 
 
４．研究成果	 
（１）背腹軸の再構築	 
	 発生過程において、濃度勾配の形状を規定
する産生・拡散・分解は各々が動的に変動す
る。従って、背側化因子の濃度勾配形状が変
化して胚が背側化する可能性として、産生の
上昇、拡散の促進、分解の低下、あるいはこ
れらの組み合わせが考えられる。このように、
３つの要素が変動する条件下において、定量
的な解析は困難を伴う。そこで、人工的に産
生量が一定の濃度勾配を胚内に作成し、背腹
軸の再構築系の開発を試みた。	 
	 背腹軸を再構成するには、内因性の濃度勾
配を消去する必要がある。βCatenin は背側
化因子の産生細胞であるオーガナイザーの
形成を誘導することが知られており、2 細胞
期にβCatenin を MO（モルフォリノアンチセ
ンスオリゴ）で阻害することにより、濃度勾
配が存在しない腹側のみの胚を作り出す事
ができる。さらに、内因性の Chordin、Noggin
の発現を阻害するために各々の MO も同時に
インジェクションした（図 1）。この、βCN-MO
（βCatenin/Chordin/Noggin-MO）をインジ
ェクションした胚を用いて、8 細胞期の 1 割
球に Chordin または Noggin の mRNA をインジ
ェクションし、人工的にモルフォゲン産生細
胞を局所に形成した。この条件下では、モル
フォゲンの産生量をインジェクションする

mRNA 量で制御することができる。	 
	 実際に、本手法を用いて濃度勾配を再構成
すると、適量の Chordin	 mRNA によって、野
生型と同等の背腹軸が再構築された。一方、
少量の Noggin	 mRNA を用いて背腹軸を再構成
すると、胚全体が背側化された。さらに、
Chordin の産生量を２〜４倍に増大させても、
胚は Noggin のように胚全体が背側化されず、
正しい背腹パターンを維持した。従って、
ChordinとNogginは拡散速度または分解速度
が大きく異なり、異なる形状の濃度勾配を胚
内に形成している可能性が示された。	 
	 

	 

図 1.	 背腹軸の再構築系	 

	 

（２）拡散の定量	 
	 Noggin 濃度勾配が胚全体を背側化する理
由として、Chordin に比べて Noggin の拡散速
度が大きく、速やかに胚の中を拡散し胚全体
を背側化している可能性が考えられる。そこ
で、Chordin と Noggin に各々mEGFP を付加し、
分泌タンパク質が細胞間隙で可視化できる
ようにした。これらのタンパク質を用いて、
FRAP 法（光褪色後蛍光回復法）または FCS 法
（蛍光相関分光法）により、拡散速度の定量
を行った（図 2）。その結果、予想に反して
Nogginの拡散速度はChordinに比べて非常に
遅いことが判明した。従って、Chordin と
Noggin の空間分布の差異は、拡散速度の違い
に起因しないことが明らかとなった。	 
	 
（３）分解の定量	 
	 In	 vivo の環境下において、分泌タンパク
質の分解量を定量的に解析する系の開発を
行った。His-tag を C 末端に付加した Chordin
および Noggin を HEK293 細胞にトランスフェ
クションし、培養上清に分泌したタンパク質
を His-tag を用いて精製した。その後、等量
の精製タンパク質を胞胚期の胞胚腔にイン
ジェクションした。インキュベーション後、
C 末端抗体を用いて免疫沈降し、N 末端抗体
を用いてウェスタンブロッティングを行っ
た。この方法により、全長のタンパク質のみ
を検出することができる（分解されたタンパ
ク質は検出されない）。	 
	 実際に、Chordin および Noggin タンパク質
の胚内における安定性を定量したところ、
Chordin タンパク質は３０分以内に半量のタ
ンパク質が分解されるが、Noggin タンパク質
は６時間経っても安定であった（図 2）。先行
研究において、Chordin を分解する Chordin
分解酵素と、この酵素に直接結合し分解活性
を阻害する Sizzled の存在が知られている。



そこで、胚内における Chordin 分解が主に
Chordin 分解酵素によって担われているか検
討するために、Sizzled 過剰発現下において
同様に Chordin の分解量を定量した。その結
果、Noggin と同様に６時間経っても Chordin
タンパク質は安定であった。	 
	 

	 

図 2.	 拡散速度と分解速度の定量	 

	 
（４）Chordin 濃度勾配を Noggin 型に	 
	 上述で得られた結果から、Chordin は胚内
において速やかに分解され、その結果、急な
濃度勾配を胚内に形成している可能性が高
い。一方、Noggin は非常に安定であるため、
分解されずに遠方まで拡散し、胚全体を背側
化していると考えられる。そこで、この仮説
を検証するために Sizzled 過剰発現下、また
は Sizzled 抑制下で背腹軸の再構築系を用い
て Chordin の濃度勾配形状の評価を行った。
その結果、Chordin の産生量が一定にもかか
わらず、Sizzled 過剰発現下では Noggin と同
様に緩勾配を形成し、胚全体を背側化した。
一方、Sizzled 抑制下では Chordin の分解が
促進され、Chordin は非常に急な勾配を形成
し、胚の大部分は腹側領域になった。	 
	 
（５）Chordin の分解を介したスケーリング	 
	 以上の結果から、発生過程において
Chordin タンパク質は非常に不安定であり、
濃度勾配の形状が Sizzled タンパク質の量に
よって動的に制御されている可能性が考え
られる。一方、Noggin タンパク質は分解され
にくく、形成された濃度勾配は安定に維持さ
れる可能性が高い。これらの結果は、Chordin
タンパク質が Noggin に比べ即応性に優れ、
臨機応変に勾配形状を変化できる可能性を
示している。	 
	 アフリカツメガエル胚の背腹軸形成は頑
強性が保たれている事が知られている。例え
ば、st８〜９の時期に卵を背側と腹側領域に
半割にすると、背側半割胚からは半分のサイ
ズのオタマジャクシが発生することが知ら
れている。これは、空間サイズ依存的に背側
化因子の濃度勾配の傾きが制御され、適切な
濃度勾配の形状を再構成できることを示し
ている。そこで、申請者は上述した研究結果
から、Chordin の即応性を利用して空間サイ
ズ依存的に濃度勾配の形状を制御している
可能性を考えた。Chordin の即応性は、

Chordin の分解を介して担われており、分解
速度は Sizzled タンパク質の濃度によって制
御されている。従って、スケーリングが保証
されるには、胚サイズ依存的に Sizzled タン
パク質の濃度が制御される必要がある。	 
	 Sizzled の発現は BMP によって正に制御さ
れており、Chordin の拡散は BMP を阻害する
ため、Sizzled の発現を抑制する。一方、
Sizzled は Chordin の分解を抑制するため、
Chordin がより遠方まで拡散できるように促
す。しかし、Chordin が遠方まで拡散すると
Sizzled の発現は抑制されてしまい、結果的
に Chordin と Sizzled は互いにネガティブフ
ィードバックを形成している。背側半割胚で
は、野生胚に比べ腹側領域（Sizzled 発現領
域）が減少しているため、Sizzled の蓄積量
は少なく、Chordin は不安定化し急な勾配を
形成する。その結果、胚サイズに適した
Chordin 濃度勾配が形成されると考えられる
（図 3.スケーリングモデル）。	 
	 そこで、スケーリングモデルの妥当性を検
証するために、胚サイズの減少に伴い
Chording が不安定化するか検証を行った。背
腹軸の再構築系を用いて胚サイズを減少さ
せたところ、スケーリングモデルで予想され
たように、Chordin の産生量が一定にも関わ
らず、空間サイズの減少に伴い Chordin のタ
ンパク量は減少した。	 

	 

	 

図 3.	 スケーリングモデル	 

	 
（６）総括	 
	 本研究課題では、同じ生理活性（BMP 阻害
活性）を示す Chordin と Noggin が、胚内で
異なる空間分布を示す事を明らかにした。ま
た、Chordin は分解を介して空間サイズ依存
的に濃度勾配を変動し、胚サイズに適応した
背腹パターンを形成することを明らかにし
た。	 
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