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研究成果の概要（和文）： 
（背景）鳥類の発生において卵白タンパク質はアミノ酸供給源として重要な役割を果たす以外、

外的微生物からの侵入を防御する働きを持っている。卵白の主要タンパク質・オボアルブミン

は構造的にはセルピンファミリーに属しているが、プロテアーゼ阻害作用は有していないため

その生理機能は不明である。本研究ではオボアルブミンの機能の解明を目的に、ニワトリ胚培

養系を使って、オボアルブミンの胚への供給をブロックすることで形態形成に及ぼす影響を調

べた。 
（方法）ステージ７胚をペーパーリング法を用いて１％寒天培地上で２４時間培養した。遺伝

子発現は ISH、 WISH、リアルタイムＰＣＲ、マイクロアレイで解析した。 
（結果）神経管閉鎖前胚ではオボアルブミンブロックにより、神経管閉鎖が阻害され、神経管

欠損（ＮＴＤ）胚となった。体節形成などにも異常が生じたことからオボアルブミンが形態形

成に重要な働きを有することが考えられた。オボアルブミンブロック胚では神経管では細胞増

殖の阻害とアポトーシス細胞の減少が見られ、一方、神経上皮細胞は過剰に増殖しており、表

皮上皮組織の形成が促進していた。ブロック胚では形態形成因子である fgf8 および slug の発

現が低下しており、Pax3 および BMP4 が上昇していた。マイクロアレイ解析の結果、正常胚

とオボアルブミンブロック胚では約 1,100 種の遺伝子に発現変化が観察され、細胞コミュニケ

ーションおよび接着のシグナル伝達系の発現低下が顕著に見られ、その他、いくつかの形態形

成に関わる遺伝子のシグナル伝達系にも異常な発現が観察された。 
（結論）これまで不明であったオボアルブミンの生理機能について神経管閉鎖などの形態形成

に重要な働きを有することが明らかになった。オボアルブミンは fgf8 のような中枢神経形成に

関わる因子と協調してＢＭＰの作用を抑制することによって上皮組織細胞の増殖を抑え、神経

細胞への分化を促進すると考えられる。よってオボアルブミンの供給を抑制すると神経細胞へ

の分化が阻害され、神経細胞と上皮細胞のバランスが崩れ、ＮＴＤになると推定された。 
（展望）ヒトで見られるＮＴＤ症は葉酸やイノシトールである程度防止することが出来る。し

かし、その原因は不明であり、どのような遺伝子によるものかも特定されていない。ヒトにも

オボアルブミンに似たセルピン系のタンパク質の存在も知られており、この遺伝子の変異ある

いはタンパク質の機能不全により発生する可能がある。今後、オボアルブミンと形態形成因子

との相互作用およびヒトホモログオボアルブミンの同定と機能解明を進め、ＮＴＤの発症メカ

ニズムを明らかに出来る。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Ovalbumin has been classified as a homolog of serine protease inhibitor (serpin), although little is 
known of its function except that it may be a nutrient source. We have shown that, during embryonic 
development, native molecules of ovalbumin (N-ovalbumin) are incorporated into tissues without 
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degradation while undergoing configurational changes into a heat-stable form called ‘HS-ovalbumin.’ 
Here, to investigate the indispensability of HS-ovalbumin, we utilized an in vitro culture method by 
which chick embryos isolated from eggs at Stage 7 (before the neural tube begins to close) could 
develop normally for up to 24 h. When endogenous, remnant ovalbumin was blocked by adding 
anti-ovalbumin polyclonal IgG to the medium, the isolated embryos became irregular particularly in 
brain tissue, resulting in the so-called neural tube deficiency (NTD). The embryos with NTD showed 
reduced signals for apoptosis and cell proliferation. Moreover, IgG-treated embryos were rescued by 
adding a sufficient amount of HS-ovalbumin to the medium, attaining normal morphologies without 
NTD. HS-ovalbumin exhibited a higher rescue rate than N-ovalbumin and S-ovalbumin, the latter being 
another heat-stable counterpart that occurs artificially by heating N-ovalbumin in vitro. These results 
indicate that ovalbumin (particularly in the HS-form) is essential in embryonic organogenesis, including 
neural tube formation. present results show also that the ovalbumin-deprived embryos gave decreased in 
situ signals for TUNEL reagents and for PCNA/c-Myc proteins, which mirror changes in apoptosis and 
cell proliferation, respectively. Also the ovalbumin deprival affect the embryos on many gene 
expressions including differentiation-inducing factors related to morphogenesis. Expressions of FGF8 
and slug have decreased markedly, whereas those of BMP4 and Pax3 have increased over 3-fold. 
However, whether each of these alterations is a cause or a result of morphogenetic aberrancy is unclear. 
Since ovalbumin belongs to the serpin superfamily, there is a possibility that it shows direct interactions 
with some crucial differentiation-inducing factors.   
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１．研究開始当初の背景 
卵生の胚が成長するためには母親からの貯
蔵栄養を効率よく、利用することにあり、鳥
類においては卵黄以外にも卵白が備わって
いる。栄養源以外にも生体防御や輸送に関わ
っている成分も多い。しかし、胚に直接作用
するものの報告は少なく、卵成分の胚への調
節効果について興味が持たれている。オボア
ルブミンは卵白の主要タンパク質あるが、貯
蔵タンパク質以外の生理機能は不明である。
タンパク構造はプロテアーゼインヒビター
であるセルピンに属していることから胚内
での役割に興味が持たれていた。オボアルブ
ミンの供給をブロックした初期胚では神経
管閉鎖障害を起こし、いわゆる神経管欠損
（NTD ）胚となることを明らかにした。ヒ
トにおいてもＮＴＤはよく見られる奇形発
生で、その防止には妊娠前や初期にビタミン

の葉酸を服用することが推奨され、原因の究
明が望まれている。ヒトでもオボアルブミン
ホモログは報告されており、オボアルブミン
の供給をブロックしたニワトリ胚がＮＴＤ
を発生することはヒトＮＴＤの原因に共通
すると考えられる。ＮＴＤ発生のメカニズム
を解明するためにオボアルブミン欠如胚が
プログラムされた発生パターンにどのよう
な影響を及ぼすかを遺伝子レベルで追究す
ることがＮＴＤ発生の解明に繋がると考え
られる。 
 
２．研究の目的 
オボアルブミンの供給をブロックしたニワ
トリ胚は神経管閉鎖障害を起こし、ＮＴＤと
なる。オボアルブミンが神経管形成をはじめ
胚の形態形成に関与する因子であると推察
されることから、オボアルブミンの機能を明



らかにすることがヒトのＮＴＤ発生のメカ
ニズムを解明する上で重要と考えられる。形
態形成での遺伝子発現は綿密にプログラム
され、特徴ある形態形成因子が時間空間的に
作用することで形態形成が完成する。オボア
ルブミンがそのような形態形成因子の発現
に関与しているかを詳細に解析する必要が
ある。オボアルブミンは胚外から供給され、
増殖する多くの胚細胞内に取り込まれ、核に
もその存在が観察される。どうような経路で
オボアルブミンが胚の核まで到達するのか
は不明であるが、オボアルブミンの機能は胚
内で発揮されると推定される。オボアルブミ
ンはこの段階で熱安定型のＨＳ型となって
おり、これが機能性オボアルブミンと考えら
れる。神経管形成にはいくつかの遺伝子が関
わっており、Shh,Pax3と 6,BMP2と 4,FGF8、
slug、Wnt などが重要な働きをしており、そ
れらの発現のバランスにより神経管閉鎖は
完成する。オボアルブミンの供給をブロック
することでこれらの因子の遺伝子発現にど
のような影響を及ぼすかを解析することは
重要である。本研究を遂行するに当たり、オ
ボアルブミンブロック胚の網羅的な遺伝子
発現および神経管形成因子の動態について
調べ、ＮＴＤ発生との関連を考察した。 
 
 
３．研究の方法 
ステージ７のニワトリ胚を切り出し、シャー
レ上でペーパーリング方を用いて培養を開
始し、オボアルブミン抗体を添加して、胚へ
のオボアルブミンの供給をブロックした。こ
れを２４時間発生を継続させ、形態変化を観
察した。この方法により、８０％以上の確立
でＮＴＤ胚を作製できた。胚組織のオボアル
ブミンの局在はオボアルブミン特異的抗体
を用いて、検出した。細胞増殖はＰＣＮＡ抗
体と Myc 抗体、アポトーシスは TUNEL 法
で観察した。遺伝子発現の変化は in situ 
hybridization (ISH)、whole mount in situ 
hybridization (WISH)、リアルタイムＰＣＲ、
ＤＮＡマイクロアレイで解析した。 
 
 
４．研究成果 
オボアルブミンは神経管が閉鎖する段階以
前の胚組織に広く局在していた。神経管閉鎖
前のステージ７の胚を in vitro 胚培養システ
ムで培養し、神経管閉鎖が完成するステージ
１２まで観察した。オボアルブミンの供給を
オボアルブミン抗体でブロックした胚では
神経管閉鎖が阻害され、ＮＴＤ胚となり、ス
テージ１０以降オボアルブミンは検出され
なかった。ＮＴＤ 胚では細胞増殖が大きく
阻害され、また、アポトーシス細胞も顕著に
減少していた。ＮＴＤ胚は細胞増殖の異常と

死すべき細胞のアンバランスが脳胞形成つ
まり神経管閉鎖に大きな影響を与えている
と推定される。WISH および ISH の観察に
より、オボアルブミンブロック胚では FGF8
とSlugの発現が低下しており、これに対し、
BMP4 と Pax3 の発現が亢進していた。Shh
および Pax6 の発現は影響なかった。これら
の遺伝子の発現の変化は定量ＰＣＲでも確
認された。オボアルブミンはこれらに遺伝子
に何らかの関わりを持つと推定された。マク
ロアレイによる網羅的遺伝子発現の解析を
行った結果、解析した４万の遺伝子のうち約
1,100 種の遺伝子に変化が認められた。その
中では、いくつかの中枢神経形成に関わる遺
伝子に発現低下や亢進が認められたが、
FGF8 と Slug の低下、Pax3 の亢進は確認で
きたが、サンプルは胚全体を用いたことから
から WISH および ISH ほどの差は認められ
なかった。神経管のみのサンプルでの解析を
行う必要がある。しかし、細胞間コミニュケ
ーションや接着に関連する遺伝子、葉酸代謝、
タンパク質分解系、アルブミン合成、ストレ
ス応答など遺伝子間ネットワークに変化が
見られることが明らかになった。特に細胞間
コミニュケーションや接着の破綻が神経管
閉鎖障害に関与していると思われる。ＮＴＤ
胚では FGF8 の発現低下により、fgf8 タンパ
ク質の BMP4 発現抑制を制御できず、未分化
外胚様細胞の神経細胞への分化が阻害され、
一方、bmp4 の亢進により神経上皮細胞へと
分化が進むことにより、神経管が閉鎖できな
いと結論した。ヒトのＮＴＤ発生の場合にも、
オボアルブミンホモログの異常により、神経
細胞への分化誘導が抑制され、上皮細胞への
分化が促進され、ＮＴＤ胚となる可能性も示
唆できる。 
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