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研究成果の概要（和文）：螺旋卵割動物である巻貝の初期胚を対象に選び、最先端の一細胞質量分析法及び顕微
ラマン分光法で解析する方法を開拓した。とくに、胚を生かした状態で発生過程を追跡しながら個々の細胞内の
代謝産物を抽出し、それを網羅的に検出する技術の開発を行った。その結果、4細胞期胚で一見等価に見える4つ
の割球には差があること、発生進行中の胚での細胞内代謝環境が割球により異なるという予備的結果を得、今
後、多細胞生物の細胞運命決定と分化のプロセスの解明に向けた展開が期待される。

研究成果の概要（英文）：Single fertilized egg of multi-cellular organisms differentiates and the 
cell-fates are determined during the early embryogenesis. To understand the molecular basis of these
 fundamentally important biological processes, we have challenged to develop methods to extract a 
very small amount of cytosol from each cell of a live snail embryo and to measure it with a 
cutting-edge single-cell mass spectrometry. Raman spectroscopy of each cell at the early 
developmental stage was also measured. Our preliminary results have shown spatial and temporal 
differences of metabolites despite the similar appearance of the cells at the early embryonic 
stages. These results are promising.

研究分野： 発生生物学、分子生物学、固体化学、結晶学、分光学

キーワード： 発生生物学　予定運命決定　分化　質量分析　ラマン分光

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
多細胞生物の初期発生過程における細胞運命決定と分化プロセスを解明するために、生きた状態の巻貝の初期胚
を用いて、網羅的分子探索と分子ダイナミクスの追跡を可能にする新手法の開拓を目的とした。その結果、割球
によって細胞内代謝環境に差があるという予備的結果を得ることができた。更なる手法の精査、開発を進める必
要があるが、現在主流の遺伝子発現解析に頼った研究手法では捉えられない、細胞内の分子動態と細胞分化の関
連性を知る手がかりが得られれば、再生医療や幹細胞研究への大きな波及効果が期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
巻貝の左右巻型は 8 細胞期という発生初期の割球配置の左右性で決定されており、この時期の
細胞間相互作用が下流の左右非対称な遺伝子発現を誘導していることを我々は明らかにしてき
た。これは、「細胞レベルの左右性が遺伝子発現パターンを制御し、個体レベルの左右性を支配
している」という、これまでの動物の左右形態形成の基本概念を変える新たなモデルである。
この詳細を解明するには、軟体動物の発生における最大の特徴である螺旋卵割について、螺旋
卵割胚を特徴付ける割球特異性や卵割パターンの制御メカニズムに関与する分子実体から解明
する必要がある。しかし、螺旋卵割を制御しているのは母性発現遺伝子であり、現在主流の次
世代シークエンサーを用いた網羅的発現解析の適用は困難である。有効な解析手法が存在しな
かったために、螺旋卵割は長らく未解明の発生現象として取り残されてきた。 
 
２．研究の目的 
本研究は多細胞生物の細胞運命決定と分化プロセスの解明に向け、最先端の質量分析技術およ
び分光学的解析法を応用した複合的なアプローチによって、初期卵割の段階から存在すると仮
定されてきた割球特異性の分子実体を明らかにすることを目的とする。研究モデルとして使用
する淡水産巻貝 Lymnaea stagnalis では、4 細胞期胚の、外見上等価に見える A,B,C,D と名づけ
られている 4 つの大割球で螺旋卵割胚が定義されているが、この時期の 4 細胞に実際に割球特
異性が存在しているのかを検証し、さらに、発生過程を経て細胞特異性がどう変化するのかを
追跡する。そのために、胚を生かして発生を継続させたまま、細胞内の分子探索を網羅的時系
列的に行い、分子ダイナミクスの解明を可能とする技術の開発を目指す。その手法として、一
細胞質量分析法によるメタボローム解析と顕微ラマン顕微鏡による割球間分子組成比較の応用
を試みた。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞質微量抽出法の検討と質量分析 
一細胞質量分析法を適用するため、各大割球から非破壊的に微少量の細胞質を抽出する技術の
確立を目指した。DTT 処理により胚表面のビテリン膜を軽く溶かした。これにより、抽出操作
後の傷口を塞がり易くした。実体顕微鏡下でマイクロマニュピレーターを使用して抽出操作を
行うときに、胚の向きを固定して観察できるようにするため、アガロースを微細加工して作製
したクレーター状のミクロステージを開発した。細胞質の抽出には専用のナノスプレーチップ 
(Cellomics Tip, HUMANIX) を用いるが、固定するホルダーはシリンジと連結させ、手動操作で
慎重に細胞質抽出を行った。これらの実験手法を確立することによって、4 細胞期または 8 細
胞期の植物極側の各大割球から順番に細胞を壊すことなく細胞質の微量抽出を行えるようにな
った。抽出後すぐにナノスプレーチップごと-80°C のディープフリーザーに保管し、測定前ま
で凍結した状態を保った。チップを質量分析計 Orbitrap (Thermofisher) のイオン源にセットして
測定を行った。 
 
(2) 顕微ラマン散乱分光顕微鏡による測定 
細胞内に含まれる分子組成をラマン散乱光で調べることで、割球間の特異性を見出すことを試
みた。理研 QBiC の渡邉研究室で開発した顕微ラマン散乱分光顕微鏡を用い、4 細胞期の各大
割球の狭い領域に 532 nm 波長のレーザーを照射して測定を行った。測定サンプルは固定胚と
ライブの 2 種類行った。 
 
４．研究成果 
(1) メタボローム解析から割球間の特異性を見出した 
4 細胞期および 8 細胞期の個々の 4 つの大割球から順番に細胞質を微量サンプリングして一細
胞質量分析を行った。1 回の測定で、分子量 100～1000 の間に 20000 分子以上の代謝物を検出
することができた。この各割球から得られた分子スペクトルを基に PCA(主成分)解析を行った
結果、それぞれのステージで、B or D 割球と A or C 割球の間に特異的な代謝環境が存在する可
能性が示唆された。さらに、4 細胞期と 8 細胞期の検出ピークをすべて用いて PCA 解析を行っ
たところ、それぞれのステージの割球群で異なる位置にクラスターが形成された。このことは、
発生の進行による細胞内代謝環境の変化を表していると考えられる。また、各割球系譜で共通
の特異的な代謝産物も見出されたことから、4 細胞期の段階で B or D 割球と A or C 割球で異な
る分化を誘導する代謝経路が機能している可能性も示唆された。以上のことから、一細胞質量
分析を用いたメタボローム解析は、螺旋卵割胚の割球特異性の解明に有効な手段であることが
示された。まだ、技術的に検討の余地は多いが、改良すべき点を克服し、再現性よく解析でき
る条件が整えば、さらに 4 つ個々の割球特異性を実証することも可能かもしれない。すでに、
抽出操作後も発生を進行させ、抽出割球の系譜を 24 細胞期まで追跡することで、4 細胞期の
A,B,C,D 割球のいずれであったのかを判別できる実験方法を確立している。発生初期から割球
単位で特異的な分化誘導メカニズムが機能していることを質量分析法で解析できる基盤は整え
られた。今後、この巻貝胚をモデルに、これまでの発生研究では未解明であった、初期卵割か
ら割球単位で分化が進行するメカニズムの解明にメタボロミクスの観点から迫っていきたいと
考えている。 



 
(2) 顕微ラマン分光法の巻貝胚への応用 
ライブで観察しながら割球特異性の変化を追跡する実験系を模索したが、この巻貝胚では β-カ
ロテンのラマン散乱光が非常に強く、他の分子種に由来する微弱なスペクトルの検出を妨げて
しまうという問題点が生じた。そのためエサの野菜に由来する β-カロテンを含まないように、
エサを変更して長期間飼育し、その個体が産卵した卵を用いて実験を行った。しかし、卵の黄
色はかなり減少したが、ライブでの観察結果、相変わらず β-カロテンが強く検出され、大幅な
改善は見られなかった。これがエサ由来のものなのか、それとも生合成されたものなのかは現
段階では不明である。固定胚の状態であれば β-カロテン含有量を十分無視できるところまで改
良することができたが、生体中の化学物質の組成を正しく反映している保証はない。今のとこ
ろ 4 細胞期で各割球間の内容物に差異を見出すことはできていない。今後、レーザー光の波長
を変えるなど測定条件の検討を重ねたいと思っている。生きたままの胚を用いた初期発生の研
究が与える細胞運命決定と分化プロセスに関する情報は大変貴重であり、両手法の更なる開拓
が期待される。 
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