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研究成果の概要（和文）：棘皮動物イトマキヒトデの受精卵は胚を経てビピンナリア幼生となる。幼生は珪藻な
どを摂餌して成長し、ブラキオラリア幼生に移行する。イトマキヒトデ胚の細胞核にはトランスグルタミナーゼ
が存在する。このタンパク質の生成をそのmRNA と結合するモルフォリノアンチセンスオリゴの注入によって阻
止すると、胚は正常にビピンナリアとなるが、ブラキオラリア幼生にはならない。13C標識珪藻を給餌すると、
幼生の主要タンパク質 β-アクチンに13Cが取り込まれるがその割合は正常幼生に比べて低い。ヒトデに特徴的
に存在し、ヒストンを２量化する本核タンパク質の働きが幼生の摂餌・栄養代謝にとって重要であると結論され
る。

研究成果の概要（英文）：Following fertilization, the starfish, Asterina pectinifera, embryo develops
 to the blastula and then undergoes gastrulation to form a gut and create a feeding bipinnaria 
larva. The larva then takes on a more elaborate form called a brachioraria larva. The study was 
focused on the effect of loss of nuclear transglutaminase, a protein that is phylogenetically unique
 in the starfish embryo on feeding and the incorporation of 13C-labeled diatom into β-actin, by 
microinjecting the morpholino antisense oligonucleotide to block the formation of nuclear 
transglutaminase.  The injected embryo developed normally through the embryonic and bipinnaria 
stages but the incorporation rate was low and larva was unable to reach the normal brachioralia 
stage.  This result suggests that nuclear transglutaminase, which catalyzes the formation of histone
 dimers in nuclei of embryo and larva, is involved in feeding and nutrition in the starfish larva. 

研究分野： 水圏生命科学

キーワード： ヒトデ　幼生　トランスグルタミナーゼ　ヒストン修飾　珪藻
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

(1) 海産無脊椎動物の 99% が漂泳性幼生

を産生する。幼生は海中の微小生物を摂餌

し、体内に取り込んで消化・吸収する。本

研究では各種の無脊椎動物幼生の餌料と

して汎用されている珪藻の藻体炭素成分

の大半を 13C標識し、棘皮動物イトマキヒト

デの幼生に給餌した。体成分の 13C 量を測

定することによって、発生しつつある幼生

がどのような速度で摂餌した珪藻に由来

する栄養素を幼生体の主要タンパク質に

同化するかを的確に測定し得る技術を確

立した。この方法は異なった発生過程を辿

る他の幼生にも活用することができる汎

用性の高い測定法であると確信する。 

 (2) イトマキヒトデは浮遊幼生期に珪藻

などを摂餌して成長し、変態・着底した

後、稚ヒトデとなる。これまで、研究代表

者らはイトマキヒトデ胚の細胞核にヒト

デ固有のクロマチン会合性タンパク質、核

型トランスグルタミナーゼ (Nuclear 

transglutaminase, nTG と略称) が出現す

ることを明らかにし、このタンパク質の

cDNA 配列を決定した。①したがって、nTG 

mRNA と結合して翻訳を阻害する nTG モル

フォリノアンチセンスオリゴ (MO) を 作

製することが可能となった。nTG MO を注

入した卵を媒精し、得られた胚を発生させ

たところ正常に発生し、ビピンナリア幼生

となって形態上、正常な神経系を構築し、

消化器官を完成した。しかし、nTG MO の

ミスセンス変異体 nTG CMOを卵内注入して

受精・発生した幼生がブラキオラリア幼生

へと移行したのに対し、nTG 欠失幼生はビ

ピンナリア幼生にと どまるか、ブラキオ

ラリア幼生に移行してもブラキオラリア

腕の発達不全や体サイズの増加量不足な

どの異常が生じ、発生が停止した。このこ

とから、nTG 欠失による発生停止は摂餌・

消化吸収、栄養代謝の不全によってもたらさ

れた可能性が高いと考えられた。 

(3) ビピンナリア幼生に細胞核に nTG が存

在することから、クロマチン・コアの２種の

ヒストンペプチド鎖間に架橋が生ずる可能

性を検討した。生殖細胞とは異なり、体細胞

ヒストンの修飾は転写の制御を通じてエピ

ジェネティクスの役割を担うもので、その有

無は後期発生に大きな影響を与えると考え

られる。 

 
２．研究の目的 
 
(1) 13C 標識 C. calcitrans を給餌したビピン
アリア幼生を飼育し、一定期間経過した後、
幼生体内のタンパク質を分離し、ゲル内消化
して得られたペプチドを nanoLC-MS/MS 分析
することによって、タンパク質中の 13C/12C 
の存在比を求め、幼生の摂餌から消化吸収、
タンパク質同化に至る代謝速度をモニター
する技術の確立を目指した。 
 

(2) 13C 標識 C. calcitrans を給餌した nTG 欠

失幼生を飼育し、発生進行停止前に代謝速度

をモニターし、発生停止が栄養不全に起因す

る可能性を検討した。 

 
(3) ビピンアリア幼生の発生過程で nTG が
どのように細胞内局在を変化させるかを免
疫組織化学的、生化学的に追跡した。 
 
 
(4) ビピンアリア幼生の発生過程でヒスト
ンの２量体が形成される可能性を検討した。 
 
３．研究の方法 
 

(1) 13C 標識および非標識珪藻の培養：13C 標

識 C. calcitrans は濾過滅菌した自然海水 1L

中 NaNO3 70 mg, KH2PO4 4.5 mg, Fe-EDTA 3.8 

mg, クレワット 32 （ナガセケムテックス㈱）

5 mg, Na2SiO3・9H2O 30 mg, ビオチン 1 g, 

チアミン 100 g, ビタミン B12 12g, トリ

ス 300 mg を加え混和し、塩酸で pH を中和

した後、加圧滅菌した。この培地（簡易培地）

200 ml に 最終濃度が 4 mM となるように 



13C-NaHCO

容 Roux 

胞を接種し、

件下で

方、非標識

を 555 ml 

製ボトルに入れ、

種し、

幼生の成長と成分変化を解析するための

幼生飼育の餌料

製、あるいは給餌前に

て適宜増殖し、使用した。

 
(2) 発生実験
① 胚
(Marine Art SF
然海水を用いて行った。
に 5 x10
た 50 ml 
振盪した。②
は nTG 
入した。これらを成熟させ、媒精した。受
精後２
を継続した
や排泄物を除去し、１日間、無給餌条件で
幼生を飼育して４日幼生を得た。また、受
精後２日目の幼生に
後に残存する
間、無給餌条件で幼生を飼育した後、洗浄
して
 
(3) 珪藻および幼生の成分分析
① 2-
緩衝液
calcitrans
アクリルアミドゲル電気泳動
Aqua
り出した。ゲル片を
られた断片ペプチドを
ー・マイクロフロー液体クロマトグラフィ
ー(nanoLC) 
析計で検出した。得られた
をデータベース
によってタンパク質を同定した。
の細胞分画は図１の方法で行
分と細胞質画分を得た。
Sidoli et al.
④ nTG
膜に転写し、
兎）、つづいて西洋ワサビ結合抗家兎
IgG(H+L) 
EzWestBlue
飾体の検出は
ーナル抗体

NaHCO3 (98 atom

Roux ボトルに入れ、

を接種し、密栓し、

で 20℃、10

非標識C. calcitrans 

555 ml 容ポリエチレンテレフタレート

製ボトルに入れ、

、密栓し、同上条件で

幼生の成長と成分変化を解析するための

幼生飼育の餌料珪藻はマリンテック（株）

製、あるいは給餌前に

適宜増殖し、使用した。
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胚・幼生発生実験は
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２日目の幼生に、

を継続した。１日給餌した後に過剰の珪藻
泄物を除去し、１日間、無給餌条件で

幼生を飼育して４日幼生を得た。また、受
精後２日目の幼生に

残存する珪藻と排泄物を除去し、１日
間、無給餌条件で幼生を飼育した後、洗浄
して 6日幼生を得た。

珪藻および幼生の成分分析
-Mercaptoethanol 
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calcitrans を加えて
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の細胞分画は図１の方法で行
分と細胞質画分を得た。
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密栓し、12L-12D 

10 日間、振盪培養
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製ボトルに入れ、2.0 x 106 個の細胞
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製、あるいは給餌前に種培養を常法によっ
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発生実験は 20 °C
1) または濾過

然海水を用いて行った。ポリスチレン容器
1.0 x 108 個の珪藻

の海水中、幼生 50 個
卵母細胞に nTG MO
を 1 個あたり 

入した。これらを成熟させ、媒精した。受
日目の幼生に、珪藻を給餌し、発生

１日給餌した後に過剰の珪藻
泄物を除去し、１日間、無給餌条件で

幼生を飼育して４日幼生を得た。また、受
精後２日目の幼生に珪藻を投与して、３日

珪藻と排泄物を除去し、１日
間、無給餌条件で幼生を飼育した後、洗浄

日幼生を得た。 

珪藻および幼生の成分分析
Mercaptoethanol と SDS
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ー・マイクロフロー液体クロマトグラフィ

で分離・濃縮しながら
析計で検出した。得られた MS/MS

 (mascot) 検索すること
によってタンパク質を同定した。
の細胞分画は図１の方法で行
分と細胞質画分を得た。③ ヒストンは

の手法②に基づいて抽出した。
の検出は、ゲル電気泳動後、

nTGポリクローナル抗体
、つづいて西洋ワサビ結合抗家兎

（ヤギ）を反応させ、
で発色させた。ヒストン
抗ヒトヒストン

（マウス）を用い、西洋ワサビ

を加え、500 ml 

2.0 x 106 個の細

12D の光照射条

日間、振盪培養した。一

簡易培地100 ml 

容ポリエチレンテレフタレート

個の細胞を接

培養した。また、

幼生の成長と成分変化を解析するための

珪藻はマリンテック（株）

種培養を常法によっ

20 °Cで人工海水
濾過滅菌した自

ポリスチレン容器
の珪藻細胞を加え

個体を加えて
nTG MO あるい

 2 ng ずつ注
入した。これらを成熟させ、媒精した。受

給餌し、発生
１日給餌した後に過剰の珪藻

泄物を除去し、１日間、無給餌条件で
幼生を飼育して４日幼生を得た。また、受

を投与して、３日
珪藻と排泄物を除去し、１日

間、無給餌条件で幼生を飼育した後、洗浄

珪藻および幼生の成分分析 
SDS を含有する

および非標識 C. 
煮沸溶解し、SDS-ポリ

アクリルアミドゲル電気泳動して EzStain 
最も強く染色バンドを切

 で消化し、得
ナノ・キャピラリ

ー・マイクロフロー液体クロマトグラフィ
で分離・濃縮しながら質量分

MS/MS データ
検索すること

によってタンパク質を同定した。② 幼生
の細胞分画は図１の方法で行い、細胞核画

ヒストンは S. 
に基づいて抽出した。

の検出は、ゲル電気泳動後、PVDF
ポリクローナル抗体（家

、つづいて西洋ワサビ結合抗家兎
を反応させ、
ヒストン H4 修

抗ヒトヒストン H4 モノクロ
を用い、西洋ワサビ

500 ml 

個の細

の光照射条

した。一

00 ml 

容ポリエチレンテレフタレート

を接

また、

幼生の成長と成分変化を解析するための

珪藻はマリンテック（株）

種培養を常法によっ

人工海水 
自

ポリスチレン容器
細胞を加え
を加えて
あるい

つ注
入した。これらを成熟させ、媒精した。受

給餌し、発生
１日給餌した後に過剰の珪藻

泄物を除去し、１日間、無給餌条件で
幼生を飼育して４日幼生を得た。また、受

を投与して、３日
珪藻と排泄物を除去し、１日

間、無給餌条件で幼生を飼育した後、洗浄

する
C. 

ポリ
EzStain 

最も強く染色バンドを切
で消化し、得

ナノ・キャピラリ
ー・マイクロフロー液体クロマトグラフィ

質量分
データ

検索すること
幼生

い、細胞核画
S. 

に基づいて抽出した。
PVDF
（家

、つづいて西洋ワサビ結合抗家兎
を反応させ、

修
モノクロ

を用い、西洋ワサビ

結合抗マウス
させ、発色させた。
calcitrans
定の期間
kDa 
を
断片を
  
(4)
で固定後、冷アセトン処理
Triton X
nTG
として
体（
を加えて
を施した。
鏡下
 
４．研究成果
 
(1)
よび
て最も強く染色
のバンド
し、
によって解析した結果、これは
bisphosphate carboxylase/
subunit 
つ、
616.376
強度ピーク
13C
〜85
以上であった

13

餌し
て発生させた６日幼生の
チド断片を
13C
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定の期間飼育した後、
kDa のβ-Actin
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として Alexa Fluor 488
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４．研究成果 

(1) 珪藻由来栄養素
よび非標識 C. calcitrans

最も強く染色
バンドを切り出して

し、得られたペプチド断片を
によって解析した結果、これは
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