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研究成果の概要（和文）：　マウス胚エピブラストは, 隣接した胚体外外胚葉及び臓側内胚葉（VE）と相互作用し, 遠
近・前後軸を獲得する。VEではmVam2に依存したエンドサイトーシスによるミクロオートファジーが生じており, この
経路はBMPシグナルを不活性化させることで初期胚発生を制御することを明らかにした。前後軸形成の結果, エピブラ
スト後方ではWnt3により原条が形成される。エピブラスト幹細胞は中内胚葉への分化傾向を有するが, Wntカノニカル
経路の抑制により維持・樹立が劇的に改善されることを明らかにした。Wnt3のノードにおける遺伝子発現制御機構, 及
び左右軸形成におけるWntカノニカル経路の役割を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The epiblast in mouse embryos acquires proximo-distal (P-D) and antero-posterior (
A-P) axes by interacting with the extra-embryonic ectoderm and visceral endoderm (VE). In the VE, down-reg
ulation of BMP signaling required for the P-D specification occurs via mVam2-dependent microautophagy. Aft
er establishment of the A-P axis, Wnt3 in the posterior epiblast drives the primitive streak formation. We
 showed that epiblast stem cells (EpiSCs), which often differentiate into the mesendoderm, could be mainta
ined by suppressing Wnt canonical pathway, showing that the Wnt signaling promotes differentiation of EpiS
Cs into mesendoderm. During the left-right (L-R) specification, Wnt3 was found to be expressed asymmetrica
lly along the L-R axis in the node. We identified the molecular network involved in the asymmetric express
ion thereby revealed the canonical Wnt signaling as a novel mechanism for the L-R axis determination.
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１．研究開始当初の背景 
 胚発生初期における体軸形成は, その後の
発生を規定する重要なプロセスであり, 少数
の細胞が細胞外シグナルにより胚全体を制
御するような細胞コミュニティーの好例で
ある。本研究では、細胞外シグナル発現から
シグナル受容に至る迄の制御を解析するこ
とで, 体軸形成及びそれに関連したイベント
の分子機構を明らかにし, 初期胚細胞コミュ
ニティーの理解を深めることを目指した。 
 
２．研究の目的 
（１）左右軸形成の分子機構の解析 
 哺乳類における左右軸形成の引き金は, ノ
ード腹側層に生じる左向きの水流（ノード
流）である。このノード流が, ノードにおけ
る複数遺伝子の左右非対称発現に転換され, 
最終的には左側側板中胚葉における Nodal
発現を誘起する。私たちは, 新たに Wnt3 が
ノードで左右非対称に発現することを見出
し, これを糸口にノードにおける遺伝子発現
機構, 及び左右軸形成における Wnt カノニ
カル経路の役割を解析した。また, inv変異は
左右軸の逆転をもたらすことが知られてい
たが, ノード流の向きは正常である為, 左右
逆転の表現型に至る機序は長らく不明であ
った。inv 変異を解析することで, 左右軸初
期決定の理解を深めることを試みた。 
 Fgf8 hypomorph変異は右側相同の先天異
常を引き起こす。左右軸形成における FGF
シグナルの役割は幾つか提唱されているが, 
ノードにおける遺伝子発現制御の視点で
FGFシグナルの役割を再評価した。 
 
（２）マウス初期胚エピブラスト・エピブラ
スト幹細胞の制御に関する解析 
 マウス初期胚のエピブラストは, 隣接する
組織との相互作用によって遠近・前後軸が形
成され, 胚後方には原条が形成し, 前方は神
経上皮を形成する。この制御に, FGF, BMP, 
Wntシグナルが重要な役割を果たす。原腸陥
入期の FGF シグナルは, 原条では上皮間葉
転換 (EMT) を促進し, 中胚葉のパターニン
グに関与する。Fg8は原条及び臓側内胚葉で
持続的に発現しているため, これらの表現型
がどの時点の FGF シグナル欠損によるもの
か, 各表現型が独立して生じているのかは不
明であった。そこで,全胚培養と各種 FGFシ
グナルの阻害剤を組み合わせることで, 時間
軸に沿った FGFの役割を解析した。 
 Wnt3 変異胚では, エピブラストに原条が
生じず中胚葉が形成されない。一方, エピブ
ラストから樹立されるエピブラスト幹細胞 
(EpiSC) は, 多分化能関連遺伝子と中内胚葉
の遺伝子を共発現することが知られていた。
この性質が, 内在の Wnt カノニカル経路に
因るものと想定し, このシグナルを抑制する
ことで EpiSCの安定化を図る試みを行った。 
 
（３）初期胚形成の新たな制御機構としての

エンドサイトーシス 
 哺乳動物の初期発生では, 小さな胚がきわ
めて短時間のあいだに様々なシグナル伝達経
路を活性化, 不活性化することによってパタ
ーン形成が進行することから, 情報がつくら
れること, 消去されることの両者が時間的・
空間的に厳密に制御されていると想像できる。
初期発生を支配する多数の分泌性のシグナル
タンパク質が位置情報, 分化誘導情報を担う
ことが明らかにされている。しかし, シグナ
ルの活性を制御するもう片方の役者, すなわ
ち情報伝達のスイッチをオフにするメカニズ
ムは未解明な点が多く残されている。 
 エンドサイトーシス経路は細胞表層のシグ
ナル受容体を細胞内へ取り込み, リソソーム
などの分解コンパートメントに送ることによ
ってシグナルを負に制御する, いわゆるダウ
ンレギュレーションに関与するとされている。
しかしながら, 組織レベル, 個体レベルでの
シグナル制御にエンドサイトーシス経路が機
能していることを明らかにした研究はほとん
どなされていない。哺乳動物のエンドサイト
ーシス経路は, mVamタンパク質や低分子量
rab GTPaseによって制御されている。これら
の分子の機能を改変したマウスを作出し, そ
の初期胚の表現型を明らかにすること, 様々
なシグナル伝達活性の時空間制御を詳細に解
析することにより, 初期発生パターン形成に
おけるエンドサイトーシス経路の果たす役割
を明らかにすることを進めた。 
 
３．研究の方法 
（１）左右軸形成の分子機構の解析 
 Wnt3遺伝子座の様々なゲノム断片を lacZ
に連結したコンストラクを受精卵に注入し, 
得られたトランスジェニック（Tg）胚の Xgal
染色でエンハンサーを評価した。同定したエ
ンハンサーを用いて, ゲルシフト法及びルシ
フェラーゼアッセイを行い, 転写因子の結合
と活性を評価した。各種シグナル経路の阻害
剤を添加した全胚培養を行い, 左右軸形成に
おける役割を解析した。また, 交配によって
inv変異にCryptic, Lefty1, Cerl2変異を導入
することで２重変異胚を作製し, 左右軸関連
遺伝子の発現パターンを whole mount in 
situ hybridization (WISH) で解析した。 
 
（２）マウス初期胚エピブラスト・エピブラ
スト幹細胞の制御に関する解析 
 原腸陥入期から左右軸形成期にかけての
胚の全胚培養で FGF シグナル阻害剤添加の
作用を組織学的に解析すると共に, 各種マー
カー遺伝子の発現をWISHで解析した。 
 EpiSCに XAV939を添加する培養・樹立方
法を確立し, EpiSC の性状変化を免疫染色, 
qPCR及び in situ hybridization (ISH) で解
析した。また, 着床後胚に EpiSCを注入する
キメラ胚作製方法を確立し, EpiSC由来細胞
の分布を解析した。 



（３）エンドサイトーシス経路に関わる遺伝
子欠損マウスの作出と解析 
 酵母遺伝学の成果として同定されたVam2
タンパク質はhomotypic fusion and vacuole 
protein sorting (HOPS) complexとよばれる
膜融合に機能するタンパク質複合体のサブユ
ニットで, 低分子量GTP結合タンパク質rab7
と共に, オルガネラ間の膜融合を担う。Vam2, 
rab7とも, 動物, 植物, 菌類と広く真核細胞
で保存されている。mouse (or mammalian) 
Vam2 (mVam2), ならびにrab7の条件的遺伝
子破壊マウスを作製した。これらのマウス胚
の初期発生における形態観察, WISHによる
Lefty, Cerl, Wnt3, Brachyuryなどの発生マ
ーカーの発現パターン, さらに, シグナル伝
達メディエーターのリン酸化特異的抗体を用
いた蛍光染色などの方法を用い, 表現型を詳
細に観察した。さらに, 初期胚培養技術を導
入し, エンドサイトーシスマーカーを用いて
パルスラベルー追跡を行うことにより細胞表
層からリソソームへ至る膜動態を明らかにし, 
変異マウス胚での異常がどのステージで起き
るのかを解析した。 
 
４．研究成果 
（１）inv/inv の左右軸逆転機序の解析 
 inv/inv 胚における左右非対称性の逆転を
説明する為に、ノード crown cell における
Nodal 活性に着目した。野生型胚の crown 
cellでは, Nodal発現は左側がより強く, 逆に
そのアンタゴニストCerl2発現は右側がより
強くなる。ところが, inv/inv 胚では Nodal
発現の左右非対称性は消失し, Cerl2 発現は
遅れて左側が右側よりも強い非対称性を示
した。私たちは, ノードのNodalと Cerl2発
現のバランスが, その後にNodalが発現する
側板中胚葉の側を決定するのではないかと
考え, inv/inv;Cerl2-/-胚における側板中胚葉
のNodal発現を調べた所, その発現パターン
は完全にランダムになっていた。Cerl2-/-胚及
び inv/inv;Cerl2-/-胚における側板中胚葉
Nodal発現はノードNodal発現の左右性と一
致しており, inv/invに生じる左右軸の逆転は, 
ノードCerl2発現の逆転が原因であると推察
された。 
 さらに, inv/inv胚ではノード後方で Cerl2
発現が減少していた。これに一致して, ノー
ド後方ではNodalシグナルが亢進し, その結
果, Nodal フィードバック阻害因子である
Lefty1, 2の異所発現が生じた。inv/inv胚の
ノード Nodalシグナルの異常が, Cerl2発現
の左右性の逆転につながる可能性を検討し
た。まず, Nodal シグナルの共因子 Cryptic
の変異を導入した inv/inv;Cryptic-/-胚におけ
る Cerl2 発現を調べた所, その左右非対称性
が消失することが明らかになった。次に , 
inv/inv胚の全胚培養を行い, Nodalシグナル
を阻害する SB431542の効果を検討した。意
外にも, inv/inv胚では培養するだけで Cerl2
発現が減少し, その非対称性が消失した。さ

らに, SB431542を添加すると, Cerl2発現の
レベルは野生型と同程度まで回復した。以上
の結果から, inv/inv胚における Cerl2発現の
逆転は Nodalシグナルに因り, Nodalシグナ
ルはCerl2発現を抑制するものと考えられる。 
 inv 変異における左右逆転の表現型を説明
するために以下のモデルを考えた。ノード流
は Inv タンパクに依存して Cerl2 と Nodal
発現の非対称性をもたらす。inv/inv胚はノー
ド流に反応しない為, Nodalと Cerl2発現は
始め対称である。ノード右側では, 次第に
NodalシグナルがCerl2発現を抑制し, Cerl2
発現の左右非対称性は逆転してしまう。異所
発現する Lefty は, 左向きの水流によってノ
ード左側の Nodal シグナルを抑制すると考
えると, inv/inv胚における左右逆転の現象が
説明できることになる。 
 
（２）マウス初期発生における FGF シグナル
の経時的機能解析 
 ヘパラン硫酸の生合成を阻害する sodium 
chlorate もしくは FGFR 阻害剤 PD173074
を添加してマウス全胚培養を行ったところ, 
Fgf8 及び Fgfr1 変異に類似の異常を引き起
こすことが確認された。まず, 原条形成直前
の E6.2 胚を阻害剤存在下で培養すると , 
Fgf8/Fgfr1 変異胚同様に原条領域が前羊膜
腔に突出した。次に, 原条が出現する E6.5
胚を阻害剤で処理した場合, 原条領域の突出
は観察されずに, Fgf8/Fgfr1変異胚に生じる
各種マーカー遺伝子の発現異常が観察され
た。例えば, 胚後方においては原条領域の T
の発現は比較的正常に保たれているものの, 
Tbx6 の発現は完全に消失した。chlorate 及
び PD173074は原腸陥入期の FGFシグナル
を特異的に阻害することができ, FGFシグナ
ルは原腸陥入初期においてはEMTに関与し, 
その後は EMT 制御とは独立して胚体領域の
遺伝子発現を制御するものと考えられた。 
 さらに, 胚後方における Tbx6 発現の消失
は, 初期体節期においても短時間の FGF シ
グナルの阻害で引き起こされた。Tbx6 はノ
ード周囲で発現し, NotchリガンドDll1の発
現を部分的に担っている。crown cell では
NotchシグナルによりNodalが発現するため, 
初期体節期胚を PD173074もしくは ERK経
路を阻害するU0126で処理したところ, Dll1
と Nodal発現が共に消失した。従って, ノー
ドを取り囲む領域におけるFGF/ERKシグナ
ルは, Tbx6-Dll1 カスケードによって crown 
cellにNodal発現を誘導するものと考えられ
る。ノードの Nodalは, その後の左側側板中
胚葉における Nodal発現を誘導する。原条領
域における FGFシグナルは, 持続的に Tbx6
の発現を誘導することで胚後方の形態形成
を司ると共に, ノードにおけるNodal発現を
誘導し, 引き続く左右軸形成を制御している
ものと考えられる。 
 
（３）EpiSC の安定培養・樹立方法の開発 



 Wntカノニカル経路を抑制する為, EpiSC
を tankyrase阻害剤であるXAV939で処理し
た後に ISH 及び qPCRで遺伝子発現変動を
調べた。まず, EpiSCは不均一な細胞集団で
あることが ISHにより明らかになった。中内
胚葉マーカー(T, Sox17, Cerl)は EpiSCコロ
ニー中の一部の細胞で発現しており, 多分化
能因子(Oct3/4, Sox2, Nanog)の発現は細胞
間で発現量が異なっていた。XAV939処理し
た EpiSC では中内胚葉マーカー遺伝子の発
現が消失し, Oct3/4, Sox2, Nanogの発現が均
一化した。特筆すべきは, これらの遺伝子発
現変化と一致して, EpiSCコロニーの未分化
形態を容易く維持することが可能になった。
さらに, β-catenin を欠失した EpiSC を樹立
し , これらの遺伝子発現を調べた所 , 
XAV939処理と同等な多分化能因子の発現量
変動が観察され, 分化誘導処理による原条マ
ーカーT 及び神経上皮マーカーPax6 の発現
が出現することもなかった。以上の観察から, 
EpiSC における Wnt カノニカル経路の抑制
は, 未分化状態の維持に働くことが明らかに
なった。次に, EpiSC樹立時におけるXAV939
添加の効果を確認した。XAV939と ROCK阻
害剤 Y27632 を同時に添加し, 初代培養エピ
ブラストをトリプシンで個々の細胞にまで
解離してフィーダー上に播種すると, その細
胞のほとんどが EpiSC のコロニーを形成し
た。このことは, XAV939の EpiSC樹立にお
ける極めて高い未分化維持作用を示してい
る。 
 EpiSC のキメラ胚による新たな多分化能
評価方法を開発する為, 着床後の E6.5 胚に
解離した EpiSC を注入し全胚培養すること
を試みた。二日間の培養の後, EpiSC由来細
胞が尿膜, 羊膜, 体節, 心臓, 神経上皮等の
様々な組織に認められた。胚の各組織に組み
込まれた EpiSC が適切に分化しているかの
評価は今後の課題であるが, EpiSCの多分化
能評価方法として利用出来ると考えられる。 
 
（４）ノードにおける Wnt3 発現制御機構 
 crown cellで, Wnt3が左右非対称に発現す
ることを見出した。Wnt3 は, Nodal 及び
Cerl2 よりも早くから左側優位の非対称性を
示す。Wnt3の発現を担うエンハンサーを Tg
マウス法で解析し, Wnt3 発現を担うエンハ
ンサーNDCEを同定した。このエンハンサー
は, Rbpj と FoxA2 結合配列によって制御さ
れており, Rbpjはノード pit cellでは FoxA2
によるエンハンサー活性を抑制し, Notch シ
グナルを受ける crown cell では Rbpj は
FoxA2 と協調的にエンハンサー活性を亢進
させた。同様な制御は Nodalのエンハンサー
NDE でも観察され, ノードにおける共通の
発現制御機構であることが示唆された。
γ-secratase 阻害剤 DAPT（Notch シグナル
を阻害）を添加した全胚培養では, crown cell
におけるNodalとWnt3のみならず, Gdf1及
び Cerl2 の発現も消失した。この結果は, 

Nodal活性制御因子がセットとしてNotchシ
グナルに発現誘導されていることを示唆す
るものである。 
 次に, ノードにおける Wnt カノニカル経
路の役割を明らかにする為, XAV939 を添加
した全胚培養を行った所, Cerl2 の発現は亢
進し左右対称になった。逆に GSK3阻害剤で
ある CHIR99021を添加して全胚培養を行う
と, Cerl2発現は減弱した。従って, ノードに
おけるWntカノニカル経路は crown cellに
おけるCerl2発現を右側優位に制御している
ことが示唆された。 
 
（５）臓側内胚葉上皮組織とミクロオートフ
ァジー 
 マウスの初期胚の臓側内胚葉(VE)は明確な
極性をもつ単層上皮組織であり, 母体と胚の
栄養の受け渡し, さらには, 形態形成のシグ
ナルセンターとして機能する。VEは活発にエ
ンドサイトーシスを行っており, そのターミ
ナルとして巨大な頂端液胞(apical vacuole)を
有する。全胚培養でエンドサイトーシスの時
系列を追ってみると, 細胞外の物質をとりこ
んだエンドソームが液胞に接着し, その後, 
エンドソームと液胞の内容物が混合するが, 
その直前にエンドソームが液胞の「中」にあ
る像を得た。電子顕微鏡観察によって二重の
膜で囲まれたエンドソーム様の構造が液胞の
内腔に存在することが認められた。以上の観
察から, エンドソームが頂端液胞に「食べら
れた」のち, エンドソーム膜と液胞膜が分解
されて, エンドソームの内容物が液胞内にリ
リースされる, いわゆるミクロオートファジ
ーが起きていると推測された。ミクロオート
ファジーによる内容物の配送では膜を壊すプ
ロセスが必須となる。膜分解を阻害する薬剤
（orlistat）存在下では, エンドソームが液胞
内に蓄積するものの, 内容物の混合は起きな
い。これらの結果より, VEではミクロオート
ファジーによってエンドサイトーシス経路が
機能していると結論した。 
 
（６）VEのエンドサイトーシスに関わるmVam2
とrab7タンパク質 
 高等動物細胞でのミクロオートファジーに
関してはメカニズムや生理機能, さらには現
象そのものに関しても不明な点が多く, 初期
発生のシグナルセンターであるVEで見いだ
されたことはたいへん興味深い。エンドサイ
トーシス経路を制御しているVamタンパク質
群は酵母の液胞形成に機能している。VEでの
液胞形成のメカニズムと生理機能を明らかに
することを目指し, mVam2, rab7遺伝子を欠
失するマウスを作出したところ, どちらの遺
伝子欠損マウスもE6.5でパターニングに異常
が出始め, 中胚葉誘導はおきるものの, 胚体
外もしくは胚体中胚葉の組織構築が阻害され
て胎性致死となることがわかった。これらの
変異胚ではE5.5-6.5のVEでの頂端液胞が形
成されておらず, 時間差をもって取り込まれ



たエンドサイトーシスマーカーの融合が起き
ない。さらにはミクロオートファージーも阻
害される。したがって, VEでのミクロオート
ファジーにはmVam2タンパク質, ab7タンパ
ク質の機能が必須であることがわかった。 
 
（７）シグナル伝達調節とエンドサイトーシ
ス 
 ミクロオートファジーを伴うエンドサイト
ーシス経路に欠損を示すmVam2胚に着目し, 
E6.5以降にみられる発生異常を詳細に解析し
たところ, mVam2変異胚では, Nodal, Fgf, 
Wntの活性化パターンは, 野生型のそれと本
質的な差がみられなかった。一方, BMPシグ
ナルの活性化状態をBMP経路の細胞質メデ
ィエーターであるSmad1/Smad5のリン酸化
状態で検討すると, 本来, BMPシグナルが不
活性化されていなければならない遠位部でも
活性化されていた。BMPシグナル不活性化の
欠損は胚組織, 初代培養細胞に共通してみら
れる。細胞外から与えたBMP4分子と受容体
の細胞内輸送を検討したところ, mVam2機能
がシグナル装置をリソソームで分解するのに
必要であることがわかった。mVam2依存のエ
ンドサイトーシス経路は, 原腸陥入に前後し
てBMPシグナルを細胞内分解コンパートメ
ントに送り込んで不活性化し, シグナルの時
間的・空間的パターンを確立すると結論した。 
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