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研究成果の概要（和文）：ウズラ卵をモデル卵として、質量顕微鏡法により卵黄切片中のホスファチジルコリン以外の
脂質の可視化を行った。すると、黄色卵黄部において、ホスファチジルエタノールアミンやホスファチジルイノシトー
ルもまた、濃黄色卵黄と淡黄色卵黄からなる層状構造とは異なる新規の層状構造を形成していることが明らかとなった
。さらに、それらの層状構造は、含有する脂肪酸の違いによって異なっていることが明らかとなった。また、スフィン
ゴミエリンは主にラテブラと胚盤に分布していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In the previous study, we visualized phosphatidylcholine (PC) molecular species by
 MALDI imaging mass spectrometry (IMS). They formed characteristic ring structures in the quail yellow yol
k that were categorized by the type of fatty acid contained in the PC molecular species. The ring structur
es formed by the PC molecular species were distinct from the known ring structure formed by dark and light
 bands. 
In this study, we attempted to visualize other phospholipids by MALDI-IMS. Phosphatidylethanolamine (PE), 
phosphatidylinositol (PI), lysophosphatidylcholine (LPC), lysophosphatidylethanolamine (LPE), and  sphingo
myelin (SM) molecular species are visualized. PE and PI molecular species also formed characteristic ring 
structures in the quail yellow yolk. Furthermore, most of SM molecular species are distributed in the germ
inal vesicle and latebra. 
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１．研究開始当初の背景 
 卵黄中には、胚の発生に必要不可欠な代謝
物が含まれている。その中でも脂質は卵黄中
に最も多く含まれる代謝物である。近年、脂
質は細胞膜の構成成分やエネルギー源とし
ての役割の他、シグナル伝達やアポトーシス
などの生理的な役割を果たすことが明らか
となってきている。これらのことから、脂質
は胚発生においても重要な役割を果たして
いると考えられる。 
これまでの研究で、申請者は鶉卵をモデル
卵として、質量顕微鏡法により卵黄に含まれ
る脂質の可視化を試みたところ、卵黄のリン
脂質の中で最も多く含まれているホスファ
チジルコリンが分子種(含有する脂肪酸が異
なる)ごとに、濃色卵黄や淡色卵黄から形成さ
れる既知の層状構造とは異なる新規の層状
構造を形成していることを発見した。申請者
は、ホスファチジルコリン以外の脂質もまた、
卵黄部において分子種ごとに特徴的な層状
構造を形成しており、これら層状構造が胚発
生の各ステージにおいて形成される各器官
への脂質の供給を調節しているのでは、と推
察した。 
 
２．研究の目的 
 卵黄中のホスファチジルコリン以外の主
要な脂質は、ホスファチジルエタノールアミ
ン、ホスファチジルイノシトール、リゾホス
ファチジルコリン、リゾホスファチジルエタ
ノールアミン、スフィンゴミエリンといった
リン脂質、およびトリアシルグリセロールな
どがある。しかし、これらの脂質の卵黄中で
の分布は明らかになっていない。 
液体クロマトグラフ質量分析などの分析
法は脂質を高感度かつ分子種レベルで詳細
に解析することが可能であり、脂質分析にお
いて主要な機器となっている。しかし、この
分析法には抽出処理が必要であり、組織中で
の脂質の局在情報は失われてしまう。質量顕
微鏡法は、2 次元に質量分析することによっ
て、動物や植物の組織切片中の代謝物を可視
化する手法である。これまで、様々な動物・
植物組織において、アミノ酸、ペプチド、タ
ンパク質、糖、脂質、揮発性成分、色素成分、
農薬や薬物、および神経伝達物質など種々の
代謝物の可視化が報告されている。特に現在、
質量顕微鏡法は、脂質を分子種レベルで可視
化できる唯一の手法である。 
そこで本研究では、鶉卵をモデル卵として、
質量顕微鏡法により、卵黄中のホスファチジ
ルエタノールアミン、ホスファチジルイノシ
トール、リゾホスファチジルコリン、リゾホ
スファチジルエタノールアミン、スフィンゴ
ミエリンの可視化を試みた。また、リン脂質
の層状構造が胚発生過程において形成され
る各器官へのリン脂質の供給を調節してい
るかどうか調べるためには、胚発生中の卵黄
より胚を取り出し、含まれる脂質成分を詳細
に解析することが必要である。そのための前

段階として、胚発生中の鶉種卵の卵黄からの
胚のみの取り出し条件の検討を行った。 
 
３．研究の方法 
質量顕微鏡法 
 鶉卵をドライアイス中で凍結後、卵黄を取
り出し、クライオスタット（CM1850、Leica 
Mycrosystems）を用いて、ラテブラと胚の中
心を含む 10um 厚の凍結切片を作成した。こ
の切片を導電性の Indium-tin-oxide をコー
トされたスライドガラスへ接着後、エアース
プレーを用いてマトリックス溶液を塗布し
た。なおマトリックス溶液としてホスファチ
ジルエタノールアミン、ホスファチジルイノ
シトール、リゾホスファチジルエタノールア
ミンの測定には9-アミノアクリジンを70%エ
タノールに溶解した溶液を、リゾホスファチ
ジルコリン、およびスフィンゴミエリンの測
定には2,5-ジヒドロキシ安息香酸を70%メタ
ノールに溶解した溶液を用いた。マトリック
スを塗布した卵黄切片を質量顕微鏡装置 
(ultraflextreme TOF/TOF 、 bruker 
dartonics) にセットし測定を行った。なお、
ホスファチジルエタノールアミン、ホスファ
チジルイノシトール、およびリゾホスファチ
ジルエタノールアミンはネガティブイオン
検出モード、リゾホスファチジルコリン、お
よびスフィンゴミエリンはポジティブイオ
ン検出モードで測定を行った。質量電荷比
（m/z） 400-1000 でマススペクトルデータを
取得し専用の解析ソフト（fleximaging、
bruker dartonics）を用いて、各種脂質の分
子種レベルでの可視化を行った。 
また、各種脂質の分子種の同定は組織切片
上を直接タンデム質量分析することで行っ
た。さらに、卵黄の連続切片より Bligh＆Dyer
法により総脂質を抽出後、逆相 C18 カラムを
取り付けた液体クロマトグラフ-タンデム質
量 分 析 装 置 （ Agilent 6430 、 Agilent 
Technologies）を用いてのプレカーサーイオ
ンスキャンやニュートラルスキャンモード
測定によっても各種脂質の分子種の定性を
行った。 
 
鶉種卵の卵黄からの胚の分離条件の検討 
 新鮮な鶉の種卵を孵卵器に入れ1日おきに
採卵し、割卵して中身をシャーレに出した。
次に、胚上の卵黄膜をハサミでカット後、ピ
ンセットを用いて胚のみ取り出し、New の培
養法に用いられるリング状の濾紙を用いた
胚の取り出し、およびマイクロシリンジを直
接胚に刺しての成分のみの吸い取りによる
分離を検討した。 
 
鶉種卵の卵黄脂質の薄層クロマトグラフィ
ー分析 
 新鮮な鶉の種卵を孵卵器に入れ 0、24、48
時間後に採卵し、割卵後、卵黄のみを分離し
た。この卵黄に蒸留水を加えホモジナイザー
を用いて均質化後、Bligh＆Dyer 法により総



脂質を抽出した。この脂質溶液を、シリカゲ
ルをコートしたガラスプレートにスポット
し、中性脂質、およびリン脂質展開用溶媒を
用いて薄層クロマトグラフィーを行った。中
性脂質およびリン脂質を分離後、よう素蒸気
法により染色した。この薄層クロマトグラフ
ィープレートの画像イメージをスキャナー
で取り込み ImageJ 分析を行った。なお、各
脂質の強度は、3 スポットの平均値から求め
た。 
 
４．研究成果 
 質量顕微鏡法により、鶉卵黄切片中のホス
ファチジルエタノールアミン、ホスファチジ
ルイノシトール、リゾホスファチジルエタノ
ールアミン、リゾホスファチジルコリン、ス
フィンゴミエリンを含有する脂肪酸ごとに
可視化することができた。ホスファチジルエ
タノールアミン、ホスファチジルイノシトー
ルもまたホスファチジルコリンと同様に、含
有する脂肪酸の種類によって異なる特徴的
な層状構造を形成していることが明らかと
なった（図 1）。また、スフィンゴミエリンで
は、スフィンゴミエリン(d18:1/16:0)および
スフィンゴミエリン(d18:1/18:0)の 2種類が
同定され、どちらも主に胚盤とラテブラに局
在していることが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
図 1 卵黄切片のスキャナイメージ(a)、ホス
ファチジルエタノールアミン（b）、お
よびホスファチジルイノシトール(c)
の各 m/z 値のイオンイメージ。エラー
バー＝5mm。 

 
 これら脂質の層状構造が胚発生における
胚への脂質の供給を調節しているかどうか
調べるためには、胚発生の各ステージにおい
て胚中に形成される各器官と卵黄部で増減
する各種脂質を詳細に解析することが必要
である。そのための前段階として、胚発生中
の卵黄からの胚のみの最適な分離条件の検
討を行った。初めに、鶉種卵を孵卵器中に保
持し、1 日おきに採卵後、割卵して中身をシ
ャーレに出した。すると保温から 3日目の種
卵では中身をシャーレに出すと卵黄膜が即
座に破れ、胚との区別が難しかった。そこで、
保温 0、24、48 時間後の種卵からの胚の分離
を試みることとした。方法としては、胚を包
む卵黄膜をハサミでカット後、ピンセットで
杯のみの取り出し、New の培養法で用いられ
るリング状の濾紙を用いての胚の取り出し、
および卵黄表面の胚にマイクロシリンジを
刺して内容物の取り出しを試みたが、どの方
法も胚のみを取り出すことが難しかった。今
後は、胚を含む卵黄凍結切片からレーザーマ
イクロダイセクション（LMD7000、Leica 
Mycrosystems）を用いて胚のみの取り出しを
試みることを検討している。 
 卵黄から胚のみを分離することが困難だ
ったため、孵卵器中で 0、24、48 時間保持し
た鶉種卵の全卵黄より総脂質を抽出し、ハク
ソウクロマトグラフィー分析により胚発生
におけるトリアシルグリセロール、ホスファ
チジルコリン、およびホスファチジルエタノ
ールアミンの変化を調べた。結果、0～2日の
期間ではトリアシルグリセロールの総量は
ほとんど変化していなかったのに対し、ホス
ファチジルコリンとホスファチジルエタノ
ールアミンの総量は明らかに減少していた。
このことから、胚発生の 0、24、48 時間にお
いて、ホスファチジルコリンとホスファチジ
ルエタノールアミンは分解されて利用され
ていると予想された。今後、液体クロマトグ
ラフ-四重極飛行時間型質量分析装置や液体
クロマトグラフ-タンデム質量分析装置を用
いて分子種レベルでの詳細な解析を行う予
定である。 
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