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研究成果の概要（和文）：体を構成する多様な体細胞は全て、「エピブラスト」と呼ばれる細胞集団から発生す
る。神経系と内胚葉組織を中心に、体細胞の発生初期過程を研究した。
前部エピブラストには、早期から領域性があり、それらが前部中内胚葉に集合して脳原基を形成するのと並行し
て、脳部域（前・中・後脳）も確立される。脊髄を含めた神経系全体での領域性の成立には、Wntシグナルが関
わっている。次いで転写因子SOX2とZIC2が作用する過程によって神経組織が発生する。
内胚葉原基の成立には、SOX17発現エピブラスト細胞が基底膜と相互作用することが重要である。前部内胚葉の
食道と気管への分離には、SOX2による気管発生の抑制が必要である。

研究成果の概要（英文）：Any somatic tissue has its developmental origin in the pluripotent epiblast.
 We investigated the early stages of somatic tissue development focusing on the neural and 
endodermal primordia. 
Anterior epiblast cells already have regionalities of future brain portions when the node develops. 
As the epiblast cells gather upon the node-derived anterior mesendoderm, they form the neural 
primordium already with the traits of brain portions. The higher Wnt signal level in the posterior 
embryo sites determines the posterior regionality in the hindbrain and spinal cord. Further neural 
development from the primordium is promoted by cooperative actions of the SOX2 and ZIC2 
transcription factors. 
Interaction of the SOX17-expressing fraction of the epiblast cells with the laminin-rich basement 
membrane elicits the genesis of the endodermal primordium. The action of the esophageal SOX2 against
 the tracheal development is essential for the esophagus/trachea separation in the anterior 
endoderm.

研究分野：発生生物学・分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトの胚発生では、受精後１ヶ月の間に、エピブラストという体細胞全体の前駆体から様々な体細胞組織の原基
が発生し成立する。胚発生の最も重要な時期である。この時期の発生が順調に進行しないと、さまざまな先天異
常の原因にもなる。この時期の胚発生の主要なプロセス、ニワトリ胚、マウス胚、マウス胚から樹立したエピブ
ラスト幹細胞株を用いて研究した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
胚のエピブラストの領域化が、多様な体細胞系列が発生する最初のステップである。本研究に先
立つ研究では、エピブラスト状態とエピブラストから体細胞への移行を制御する転写因子の作
用を中心として解析してきた。その結果、これまで想定されていた SOX2 などに加えて、OTX2, 
ZIC2 などの転写因子の重要な関与が示された（引用文献①）。本研究では、その研究を発展させ
て、胚の領域化に関わる転写制御とエピブラスト細胞の応答、また胚の領域性に依存した体細胞
前駆体の発生の制御について研究する。 
 
２．研究の目的 
多様な体細胞系列が発生する最初のステップであるエピブラストの領域化、さらに次のステッ
プである、胚組織の原基の成立に関わる転写制御と細胞の応答、また胚組織の非均一化・領域化
に依存した体細胞前駆体の発生の制御について研究する。以下の研究課題を具体例として、研究
を展開する。 
(1) Node 由来組織からエピブラストへの作用によって脳の原基が形成されるプロセス。 
(2) エピブラストから発生する神経系に頭尾方向の領域性を与える機構。 
(3) 発生した神経系に、転写因子 SOX2 を発現させるエンハンサーの解析。 
(4) エピブラストから内胚葉を発生させる機構。 
(5) 内胚葉から、消化管（食道）と呼吸器系（気管、肺）を分離して発生させる機構。 
(6) 口腔外胚葉由来の下垂体原基であるラトケ嚢から網膜を伴わない水晶体を発生させる条件

（体細胞組織の発生には、細胞系譜ではなく転写制御状態が重要であることを示す）。 
 
３．研究の方法 
以下の研究対象を組み合わせて研究する。 
(1)ニワトリ初期胚のエピブラスト。ニワトリ初期胚は平板状で、羊膜類の中でも比較的に大き
く（数平方 mm）、また単離し培養して 1〜2日間の発生を顕微鏡下で連続観察することができる。
エピブラストへの遺伝子導入（electroporationによる）や、組織の移植などの実験方法も柔軟
に組み合わせることができる。 
(2)エピブラスト幹細胞株。マウス胚のエピブラストから直接樹立され、エピブラストの性質を
持った細胞株。野生型胚から樹立した株とともに、Foxa2 遺伝子座に EGFP がノックインされた
胚由来の株を活用した。 
(3)条件的遺伝子ノックアウトのためのマウス胚。loxP 配列に挟まれた Sox2遺伝子や Zic2遺伝
子を持つマウス胚の細胞で、組織や発生時期を限定して Cre 組換え酵素を発現してそれらの遺
伝子を除去し、その操作（ノックアウト）が胚組織に及ぼす効果を分析する。 
 
４．研究成果 
(1)Node 由来組織とエピブラストの相互作用によって脳の原基が形成されるプロセス:エピブラ
ストの live imagingが明らかにした、脳前駆体の新しい分布地図と前部中内胚葉の脳発生への
役割。 
エピブラストの前側半分程度の領域（前部エピブラスト）との中から脳が発生するが、以前に
報告されたエピブラストの中の脳前駆体の領域は、エピブラストの中の Sox2,Otx2 発現領域の
中央の小領域にすぎない。このことは、前部エピブラストのより広い領域が脳の前駆体としての
発生能を持つ可能性が示唆した。改変 Supernova法を用いて、ニワトリ胚のエピブラストを EGFP
でランダムに標識し、また mCherry を発現するウズラ胚の node あるいは node から発生する前
部中内胚葉（AME）をエピブラストの様々な位置に移植し、live imagingを駆使して脳の原基の
発生過程を解析した。その結果、次のことが明らかになった。①前部エピブラストの広範囲な領
域の細胞は脳にも脳を覆う頭部外胚葉にも発生できる。（図１）②これらの前部エピブラスト細
胞は、node が AMEに発生すると、近傍の AMEに向かって集合する。③そして、集合したエピブ

図１ ニワトリ初期胚のエピブラスト
での、脳の各領域への発生能の分布。
右側が前。 
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ラスト集団の中で中心に位置した細胞が脳組織に発生し、遠位の細胞が頭部外胚葉に発生する。
④前部エピブラストには、予め脳に発生した時の領域性（前脳、中脳、後脳）が大まかに与えら
れており、node あるいは AME が移植されたエピブラストの位置によって、発生する２次的な脳
領域が決まる。この研究結果は、node が、「白紙状態の組織に働きかけて新たな発生を指示する
オーガナイザーである」という古典的な見解とは合わない。 
 
(2)エピブラストから発生する神経系に頭尾方向の領域性を与える機構：エピブラスと幹細胞か
ら樹立される神経幹細胞の Wnt シグナルに依存した領域特性の成立過程。 
エピブラスト幹細胞から、直接的に神経幹細胞株を樹立する新しい培養操作法を駆使して、胚
の中で進行する神経系の領域化の過程を解析した。胚で神経幹細胞が生まれる時期に、胚の頭尾
（前後）方向に沿ってシグナルのレベルが異なる Wnt シグナルに照準を当てて、その神経幹細胞
樹立過程における効果を分析した。①Wnt シグナルを阻害した条件では、Otx2 を発現する前・中
脳の神経幹細胞が、②Wnt シグナルを操作しない（中程度のシグナルレベル）条件では、Otx2 を
発現しないが、3’側の Hoxa 遺伝子群を発現する菱脳から頸部脊髄にかけての神経幹細胞が、③
また Wnt シグナルを亢進させた条件では 5’側の Hoxa 遺伝子群を発現する体幹部の神経幹細胞
株が樹立された。これらの異なった領域特性を持つようになった神経幹細胞株を、樹立時とは異
なった Wnt シグナル条件下においても、領域特性は安定に維持された。胚発生においては、まず
頭尾方向で異なる Wnt シグナル強度を反映して、神経幹細胞の大まかな領域特性が確立され、
Wnt シグナルの強度分布が変化する次の発生段階においても、幹細胞が獲得した領域特性を反映
した神経組織が発生することを示している。（図２） 

 
 
(3)転写因子 SOX2 を神経系に限定して発現させるエンハンサーの解析:エンハンサーD1 による、
神経管と神経堤での Sox2遺伝子の発現制御は、転写因子 SOX2 と ZIC2 の協同作用に依存してい
る。 
 転写因子 SOX2 は、さまざまな前駆体細胞の状態を制御しており、それらの発生段階に応じて
異なったエンハンサーが Sox2遺伝子を制御している。エピブラストから神経系が発生する初期
段階では、頭部では N2 エンハンサーが、また体幹部から尾部にかけては N1 エンハンサーが、神
経系への発生能を付与する第１段階での SOX2 発現をもたらしている。第２段階の、神経系前駆
体に対応した SOX2 の発現を担うエンハンサーの１つが、D1 エンハンサーである。D1 エンハンサ
ーは神経堤でも活性をもち、最近注目されている神経堤での SOX2 の制御機能にも関わると予想
される。そこで、D1 エンハンサーを活性化する転写因子を解析した。エンハンサーの配列への
変異の導入の効果、エンハンサー配列への転写因子の結合についての解析を組み合わせて、D1 エ
ンハンサーが、SOX2自身と ZIC2 という２つの転写因子の組み合わせで活性化されることを明ら
かにした。つまり、中枢神経系を特徴付ける転写制御には、SOX2 の自己活性化と、これまでに
も神経系の制御の中核をなすと考えられていた ZIC2 の協同作用が関わっている。（図３、引用文
献②） 

 
 
 
 

図３ 脳の原基を生み出す過程では、転写因子 OTX2 が
主役であり、原基から神経組織が発生する過程では、
ZIC2 と SOX2 の相互作用が重要。 
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図２ Wnt シグナルによる、神経系の大まかな領域化。 



 

 

 
(4)エピブラストから内胚葉を発生させる機構: エピブラスト幹細胞の集塊培養に細胞外基質を
付加することによって、内胚葉を生み出す原腸陥入を模倣できる。 
消化管上皮等の前駆体は、転写因子 FOXA2 と SOX17の共発現によって特徴付けられる。ES 細胞
等から内胚葉の性質を持った細胞集団を生み出すことは、人為的なプロトコルによって実現可
能であったが、胚発生のプロセスを再現したものではなかった。FOXA2 と共に EGFP を発現する
エピブラスト幹細胞を用いて、次の培養操作を行った。エピブラスト幹細胞を浮遊集塊培養して、
体細胞への発生の準備段階にシフトした上で、それを細胞外基質（特に Laminin）に富んだ
Matrigel の中で培養した。その条件下で、エピブラスト幹細胞は原腸陥入と類似の変化を示し
た。まず、SOX17を発現するが E-cadherinの発現を失った細胞が、Matrigelが占める空間に移
動した。原腸陥入の模倣である。次いで、その集団は SOX17と E-cadherinを共発現する、私塾
した内胚葉の管に発生した。エピブラスト幹細胞から出発するこの培養操作を用いて、内胚葉の
発生過程を、in vitro で研究できる。以上の過程で、SOX17発現細胞は GATA4 発現細胞（心筋前
駆体）の一部から派生した。これらの細胞系列の発生過程での関係が示唆された。（図４、引用
文献③） 

 
(5)内胚葉から、消化管（食道）と呼吸器系（気管、肺）を分離して発生させる機構：Sox2遺伝
子を、前腸の上皮に限定して欠損させると、消化器から呼吸器への転換がおきる。 
 FoxA2遺伝子の特異性で発現される Cre 組換え酵素を用いて、内胚葉由来の前腸上皮に限定し
て、マウス胚の Sox2遺伝子を欠失させた。その胚では、転写因子 NKX2.1 を発現する気管・気管
支の上皮の管が咽頭と胃をつなぎ、その中点から一対の気管支を生じていた。その中点と胃を繋
ぐ部分の管は、第３の気管支としての性質を持っていた。上皮が作る管組織を取り囲む間充織
（SOX2 を発現しない）が、間接的に変化するかどうかを調べた。その結果、食道の間充織に特
徴的な Wnt4 の発現が失われ、呼吸器系に特徴的な Tbx4 や Hoxb6 が発現されていた。この結果
から、食道の前駆体である前腸の上皮で転写因子 SOX2 の発現を失わせると、食道が、SOX2 の発
現のない間充織を含めて、気管と気管支からなる呼吸器系の組織に変わることが明らかになっ
た。多くの組織の発生において、間充織からのシグナルの効果によって上皮の性質が変化する例
が多数知られている。しかし、本研究は、上皮の性質が間充織の性質を決定する具体例を示し、
相互作用は双方向であることを明らかにした。（図５、引用文献④） 
 

 
 
(6)口腔外胚葉由来の下垂体原基であるラトケ嚢から網膜を伴わない水晶体を発生させる条件：
ヘッジホッグシグナルが欠損した鳥類胚では、口腔外胚葉から異所的な下垂体原基を発生し、そ
れらが更に異所的な水晶体を生む。 

図５ 食道上皮の SOX2
発現を失わせると、周囲
の間充織と共に、呼吸器
系として発生する。  

図４ エピブラス
ト幹細胞から内
胚葉を発生させ
る：SOX17発現細
胞とラミニンに
富んだ基底膜と
の相互作用が重
要。  



 

 

 SOX2 と PAX6 の転写因子ペアは、水晶体発生の第１段階で作用する。これらの転写因子の発現
があれば、水晶体以外の組織であっても、条件が整えば水晶体に発生する可能性がある。口腔外
胚葉の最後端に発生する下垂体原基（ラトケ嚢）は、SOX2 と PAX6 のペアを発現する胚組織の例
である。ヘッジホッグシグナルが欠損した変異体(Talpid)ウズラの胚の頭部を調べると、口腔外
胚葉近辺で小さな水晶体が発生することがわかったので、その詳細を検討した。Talpid 変異体
では、ラトケ嚢以外の場所で、口腔外胚葉由来の異所的な下垂体原基（転写因子 LHX3 を発現）
を生じていた。Talpid 変異体では、しかし、それらの下垂体原基での LHX３の発現は維持され
ず、その代わりに水晶体発生の第２段階で作用する転写因子 PROX1 が発現されて水晶体に変化
することが明らかになった。したがって、ヘッジホッグシグナルは、下垂体原基の発生において、
２つの制御機能を持つ。まず、異所的な原基の発生を抑制すること、第２に、原基の LHX3 の発
現を維持することである。（図６、引用文献⑤） 
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