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研究成果の概要（和文）：アフリカツメガエルにおいて分化万能性を有した細胞群である AC 細胞

を用いて、脊椎動物の全体構造を創る手法の開発を行った。まず、人為的にオーガナイザー領域

を創り出す手法を検討し、それが BCNE センターと Nieuwkoop センターの両方の存在によって

効果的に導かれることが示された。そして人工的に誘導されたオーガナイザーによって、頭尾軸

構造を有した胚の全体の基本構造は構築できた。 
 
研究成果の概要（英文）：Using animal cap cells, which have pluripotency like ES and iPS cells, 
we tried to create overall structure of vertebrate embryo.  First, we developed new method to 
create region having Spemann organizer activity by combination of the BCNE and 
Nieuwkoop centers.  Then, we showed that this induced organizer enabled animal cap 
explants to generate anteroposterior axis formation. 
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１．研究開始当初の背景 
 再生医学の世界では、ES 細胞や iPS 細胞
などから特定の器官や組織を創る研究が盛
んに行われている。アフリカツメガエルの
AC 細胞群を用いた器官・組織を分化させる
系は、多量のサンプル数、容易な胚操作など
の理由から、これらの実験の参考とされるこ
とが多い。本申請内容の未分化細胞から一個
体全体を創出する試みも、ツメガエルの系で
こそ開始することが理想的と言える。 
 
２．研究の目的 
 人為的に準備した材料から創り出された
恒久的に機能する胚の全体構造は「疑似生命
体」とも喩えられよう。本プロジェクトは、
皮膚になる発生運命を持つ AC 細胞群だけを
土壌として、疑似生命体の完成を目指すとも
言える。同時に、この過程を分子発生生物学
的手法を用いて評価することによって、ボデ
ィプランに関わる単位の明示化、各単位の相
互作用の知見の蓄積、そして位置情報や体積
調節に関する新知見の発見、といった様々な
成果を生み出すことにもつなげていく予定
である。 
 用いる材料は、本来の AC 細胞群、BCNE
センター化させた AC 細胞群、ニューコープ
センター化させた AC 細胞群を第一に想定し
ている。 
 論理的には、内在性の BCNE センターと
ニューコープセンターの組み合わせによっ
て誘導される胚構造までは、近づけることが
可能であろう。それを、研究期間内の目標と
し、マーカー等を用いた十分な分子的評価を
伴って完成させることを目指していく。 
 
３．研究の方法 
 初年度は、胞胚期の両シグナルセンターを
人工的に誘導する系を完全に整えることが
主となる。まず、AC 細胞群において、
Canonical Wnt シグナルや VegT、そしてその
標的分子などを分子発生生物学的手法を用
いて調節し、作成背景の異なるいくつかの人
工 BCNE、ニューコープセンターを作成して
いく。続けて、分子マーカーの発現や正常胚
における互換性を確認することによってそ
の活性を評価していく。同時に二年目以降に
向けた試験的な組み合わせ培養実験も行っ
ていく。二年目は、人工的に誘導したセンタ
ーの組み合わせによる胚様構造の誘導実験
と評価を徹底して行っていく。まず例数を増
やし、再現性の確認を十分に行った上で、外
観上最も完成度が高い胚様構造を誘導する
選択する。続けて、胚発生の順路に適合した
チェック項目について、その状態を時間軸に
沿って精査し、胚の完成度を評価していく。
さらに、完成度が高い場合には、長期培養も
行い、臓器形成、変態、生殖能力など種とし

ての生活史を全うする上で必要となる要素
についても観察を行っていく。 
 
４．研究成果 
(1) 疑似 BCNE と疑似 Nieuwkoop の確立 
 高等動物の胚全体を未分化細胞のみから
創出したという報告はない。まず、ツメガエ
ルのアニマルキャップ(AC)細胞群だけを用
いて、その系の構築を目指した。胞胚期には
２つのシグナルセンターが存在し、両センタ
ーによって胚全体の誘導にほぼ十分な状態
が導かれるはずである。研究の結果、AC 細
胞群において、Canonical Wnt シグナルや
VegT、そしてその標的分子などを分子発生生
物学的手法を用いて調節し、作成背景の異な
るいくつかの人工 BCNE、ニューコープセン
ターを作成していくことに成功した。次に分
子マーカーの発現や正常胚における互換性
を確認することによってその活性を評価し
ていった。その結果、予想された分子マーカ
ーが発現していることが確認できた。 
 
(2) 胚葉構造の確立 
 十分に誘導能力、分化能力を期待できる両
センターの人工誘導に成功したため、それら
をコンビネーションした全体構造の誘導を
目指す実験に取り組んだ。その結果、誘導さ
れた BCNE と Nieuwkoop 領域が存在する状態
で培養した場合にのみ、頭部神経構造、背側
中胚葉構造、を有する胚様構造が得られると
いう画期的なデータを得ることができた。そ
れは、物理的刺激に応じて反応して動くこと
から原始的な反射弓構造も成立しているこ
とがわかった。一部の胚では眼の構造も確認
された。しかし、消化管構造などは確認する
ことができず、オタマジャクシとして泳動す
る前の段階で成長が止まることが判明した。 
 以上のことから、最終年度の目標としてい
た完成度の高い胚様構造の試験管内での構
築については、十分とまでは言えないが、将
来的にそれが実現されることを期待させる
段階の成果を得られたと考えている。 
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