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研究成果の概要（和文）：後生動物の初期胚における胞胚腔の役割は未だ不明である。本研究では、胞胚腔が細
胞増殖や胚の組織間の情報伝達の場となっているのではないかという仮説を立て、アフリカツメガエル胚を用
い、プロテオーム解析による胞胚腔液に含まれる成分の同定によって、検証することを目的とした。
胞胚腔液を解析した結果、鉄イオンの恒常性に関わるタンパク質やタンパク質分解酵素などが見つかった。しか
し、予想と異なり、シグナル伝達に関わるリガンドタンパク質は同定できず、仮説を支持するデータは得られな
かった。すなわち、胞胚腔は初期発生で不要となったタンパク質を処理する場として機能していることが示唆さ
れた。

研究成果の概要（英文）：The role of the blastocoel in early embryos are unknown. In this study, we 
hypothesized that it functions as the space which is used for signaling between tissues or for cell 
proliferation, and tried to verify this using proteomics of the blastocoel fluid. 
We identified proteins that are involved in iron ion transport or homeostasis, proteinases, etc. 
However, we could not detect ligand proteins involved in cell signaling, and our hypothesis was not 
supported. The results suggested that the blastocoel may be utilized as a pool to digest unnecessary
 proteins during early embryogenesis.

研究分野：発生学
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１．研究開始当初の背景 
アフリカツメガエル（Xenopus laevis）の
胞胚は約 1000～5000 個の細胞からなり、
その動物極側の中央に胞胚腔とよばれる
「空所」が存在し（下図）、胞胚腔液で満
たされている。胞胚腔液の役割としては、
（１）その内圧を
高めて、胚を球形
に保つこと、（２）
帯域の予定中胚
葉と植物極側の
予定内胚葉から
動物極側の予定
外胚葉を隔てる
役割を担うこと
が推察される。一方で、胞胚腔液には、
各予定胚葉から漏れ出た成長因子やそれ
に結合する調節タンパク質など、細胞の
増殖に関わったり細胞間の情報伝達に関
わったりするタンパク質が含まれている
ことも想像でき、胞胚腔が情報伝達の場
として機能していることも推察される。
しかし、これまで両生類の胞胚腔液に関
する知見は非常に乏しい。 
アフリカツメガエルは発生学の材料には
適しているが、全ゲノム情報が整備され
ていなかったため、分化誘導因子などの
蛋白質レベルでの解析はできない状況で
あった。しかし、申請者は日米共同で行
われているアフリカツメガエルのゲノム
プロジェクトに深く関与しており、全ゲ
ノムの解読が終了しプロテオーム解析が
可能となる見通しがたった。そこでよう
やく胞胚腔液のタンパク質を LC-MS で
網羅的に解析することが可能となり、胞
胚腔の機能解析に迫れることになった。 
 
２．研究の目的 
カエルの胞胚腔の役割を解明するため、
胞胚腔液の成分を質量分析による解析で
明らかにし、それをもとに、胞胚腔では
どのような生物学的な現象が起こってい
るかを推定する。胞胚腔液の成分分析はほ
乳類でしか行われておらず、網羅的な解析
は最近発表された、ヒトの胚盤胞液だけで
ある(Jensen et al., 2013)。それによれば 286
個のタンパク質が見つかり、熱ショック蛋
白質などが含まれていた。しかし、ほ乳類
の胚盤胞と両生類の胞胚は構造的に異なり、
発生における役割に大きな相違があると考
えられる。発生学の基本とされる両生類に
おいて胞胚腔が発生にどのような役割を持
つのかを、胞胚腔液の解析から明らかにす
ることが本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
1) 胞胚腔液の採取 
ゲノム情報が整備されつつあるアフリカツ
メガエルの胚を胞胚期あるいはそれ以降の
ステージまで発生させる。ガラスマイクロ

ピペットを胞胚腔に差し込み、胞胚腔液を
採取する。採取した胞胚腔液は微量なので、
蒸発を防ぐためにあらかじめ用意したシリ
コンオイルの中に滴下し、タンパク質の分
解を防ぐためにプロテアーゼ阻害剤カクテ
ルを加え、集めて解析に用いる。胞胚腔液
を採取した際に予定外胚葉の細胞を吸い込
んだりしていないことは、顕微鏡で観察し
て確認する。 
2) LCおよびMSを利用したプロテオーム
解析 
得られた胞胚腔液を陽イオンクロマトグラ
フィーで分離し、さらに逆層クロマトグラ
フ ィ ー で サ ン プ ル を 展 開 し て か ら
MALDI-TOF/TOF などの方法で質量分析を
行う。最近利用可能になったアフリカツメ
ガエルゲノム情報および RNA-seq 情報を
参照し、MASCOT-SEQUESTなどでプロテ
オーム解析を行う。これによって、胞胚胞
液に含まれる蛋白質の同定を行う。得られ
た情報を gene ontology解析や文献的に調べ
ることで、胞胚腔の中でどのような現象が
生じているか考察する。 
3) アフリカツメガエルゲノム情報の整備
と遺伝子解析 
日米の合同チームで解読したアフリカツメ
ガエルのゲノム情報は未完成な部分もある。
そこで、アセンブルされたゲノム情報をも
とに作成された遺伝子モデルの検証や配列
の修正を、初期発生に関わる遺伝子、例え
ば hox遺伝子などの転写因子、を中心に行
った。また、胞胚腔がシグナル伝達に関与
する可能性を考え細胞外基質に関わる遺伝
子にも着目した。 
 
	
４．研究成果	
①アフリカツメガエル胞胚腔液の採取方法
の検討	
アフリカツメガエルの胞胚の容積は約 1マイ
クロリットルとすると、胞胚腔は stage	9 で
はその 1/5 から 1/6 の容積に、stage	10 では
1/4 から 1/5 の容積に相当するので、200 か
ら 250 ナノリットル	の胞胚腔液があると推
測した。採取は通常の卵へのインジェクショ
ンに用いる系を利用し、胚をフィコール溶液
中に置き、針で吸い取る方法を採用した。胞
胚腔液を採取しても他の細胞を吸わないよ
うに、１つの胚あたりの液量は 100 ナノリッ
トルを目安にして実施し、ほぼ期待通りの液
量が得られた。しかし、得た胞胚腔液には若
干の混入物があり、顕微鏡下で観察すると白
い卵黄成分を含む細胞であると考えられた。
そこで、方法を改善し、吸引の速度をゆっく
りにし、1 個の胞胚から吸引する液量を減ら
すことにした。プラスチックシャーレにパラ
フィルムの断片を付着させ、その上にミネラ
ルオイルの油滴を作った。この油滴にプロテ
アーゼ阻害剤カクテル 2	マイクロリットル
を入れ、採取した微量の胞胚腔液を加えるこ



とにした。約 40 個の胞胚の胞胚腔液を一つ
にまとめた。1つの胚から 50 ナノリットルの
胞胚腔液を採取できることがわかった。採取
した胞胚腔液は静置してシリコンオイルを
できるだけ吸わないようにチューブにとり、
さらに低速で遠心してその上清だけを今後
の解析に使うこととした。	
②LC および MS を利用したプロテオーム
解析 
得られた胞胚腔液は基礎生物学研究所・重信
博士のグループに解析を依頼した。	
プロテアーゼインヒビター入りの胞胚腔液
約 10	マイクロリットルをゲル電気泳動した
ところ、約 75	kDa のあたりにバンドが見ら
れた以外にはバンドは検出されなかった。泳
動したタンパク質をゲル内消化し、ゲルを 5
つに切り分けてそれぞれからタンパク質を
回収し、LC-MS で調べた結果、それぞれから
複数のタンパク質の存在が予測された。以下
に同定されたタンパク質の一部と機能など
を挙げる。	
	

タンパク質	 機能・性質	

vitellogenin	 卵黄成分前駆体	

serotransferrin-B	
precursor	 鉄イオンの輸送、恒常

性の調節	ferritin	heavy	chain	

ferritin	light	chain	

trypsin	

タンパク質分解	
leucine	
aminopeptidase	3L	

cathepsin	B	

calcium	transporter	
2	

イオンチャンネル	voltage-dependent	
Ca	 channel	 beta	
subunit	

Eno3-prov	protein	
糖代謝	

alpha	enolase	

aldose	reductase	 炭水化物代謝	

intelectin	 糖タンパク質	

E3	ubiquitin	protein	
ligase	

タンパク質分解（プロ
テアソーム経路）	

	
まず、vitellogenin が同定されたことから、
完全に細胞の混入は防げなかったことが予
測された。 
約 75 kDaと予想したバンドを含むゲルか
らは serotransferrin-B precursor（予想分
子量は約 77 kDa）が検出された。他にも
鉄イオンの輸送などに関わる ferritin タン
パク質が得られたことから、鉄の恒常性に
関与するタンパク質が胞胚腔液に多量に存
在する可能性が考えられた。また、タンパ
ク質分解に関わる酵素（トリプシンなど）
が同定されたことから、胞胚腔がタンパク
質の分解の場になっていることが推定され
た。 
一方、シグナル伝達に関わるリガンドタン

パク質は同定できず、胞胚腔がリガンドの
通り道の場として機能するという申請者の
予想（仮説）を支持するデータは得られな
かった。まだ機能未知のタンパク質が数多
く同定されたため、今後、それらを詳しく
調べる必要があると考えられる。 
タンパク質の分解に関わる分子が同定され
たことは、不要なタンパク質を処理する場
として胞胚腔が使われる可能性を示唆して
いる。すなわち、発生の途中で不要となっ
た細胞がアポトーシスをおこし、それらが
胞胚腔で処理されている可能性が考えられ
る。すると、本解析で keratin、E3 ubiquitin 
protein ligase、aldose reductase、enolase
など細胞内で機能するタンパク質も同定さ
れることが説明できる。今後は胞胚腔液に
濃縮されて存在するタンパク質を同定する
ための解析、例えば胚の動物極側の組織（ア
ニマルキャップ）と胞胚腔液のプロテオー
ムを比較するなどの解析を行うべきである
と考えられる。 
③アフリカツメガエルゲノム情報の整備と
遺伝子解析 
プロテオーム解析にはゲノム情報やトラン
スクリプトーム情報が不可欠である。2016
年 10 月にアフリカツメガエルの全ゲノム
解読が完了し、論文として発表した
（Session et al., 2016）。ゲノムデータ及び遺
伝子モデルの検証は機械的にはなされたも
のの、マニュアルでの検証を行う余地が残
されていた。そこで、初期発生に関与する
と考えられる hox遺伝子を始めとした転写
因子（Watanabe et al., 2017; Haramoto et al., 
2017; Mawaribuchi et al., 2017; Kondo et al., 
2017）の解析を行った。これらの解析を通
し、機械的な解析では発見されなかった遺
伝子を見つけ出したり遺伝子モデルの誤ち
を修正したりすることができた。また、hox
遺伝子については偽遺伝子の同定や発現解
析を行った（Kondo et al., 2017）。 
一方、胞胚腔の発生学的な意義を明らかに
するため、胞胚の細胞外基質を変化するこ
とで胞胚腔液の成分が変化するか否かの検
討を行うことを視野に入れ、研究を進める
ことにした。細胞外基質としてはヘパラン
硫酸に注目し、その生合成の過程で使われ
る 5種類の修飾酵素の活性を操作すること
で種々の修飾を持つヘパラン硫酸をもつ胞
胚における胞胚腔液の成分を解析すること
とした。それにより胞胚腔液の成分がどの
ように制御されているのかを明らかにでき
るのではないかと考えられる。 
ヘパラン硫酸修飾酵素の一つ、NDST は既
にクローニングしてあったので、その他の
4 つの修飾酵素遺伝子（Glce, Hs2st, Hs6st, 
Hs3st）のクローニングをまず行った。 
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