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研究成果の概要（和文）：左右非対称な形態形成は、初期胚のノードにおいて繊毛が回転することで生じる「左
向きの水流」が引き金となる。この水流という刺激が細胞へと伝達される仕組みは不明であった。
最も早い発生段階での左右非対称な遺伝子発現はCerl2と呼ばれる遺伝子でみられ、ノードの右側特異的に強く
発現している。この左右非対称なCerl2の発現は水流依存的にPkd2を介してmRNAが分解されることで生じる。
我々はこの現象にCerl2 3'-UTR内の200塩基が必要不可欠なことを明らかにした。加えて、この配列にRNA結合タ
ンパク質Bicc1が結合すること、および、mRNAの分解にCCR4-NOTが関与していることを証明した。

研究成果の概要（英文）：The left-right asymmetric morphogenesis of mammals is triggered by the 
leftward flow, which is generated by the rotating cilia on the node (E7.5). The mechanism by which 
flow stimuli is transmitted to the cell, was unknown. 
Cerl2 is known as the earliest gene that has left-right asymmetric expression pattern. Cerl2 is 
expressed higher on the right side of node. This left-right asymmetric expression of Cerl2 is 
generated by the left side specific degradation of mRNA of Cerl2. The degradation of Cerl2 is 
induced by fluid flow stimuli via cation channel Pkd2. In this research, I found that the most 
proximal 200 nucleotide region of the 3'-UTR is essential for the asymmetric mRNA decay. I also 
demonstrated that RNA binding protein Bicc1 bind to the region, and CCR4-NOT is involved in the 
degradation mechanism of Cerl2. I expected that this study will lead the elucidation of the 
mechanism by which mechanical stimuli regulates gene expression.

研究分野： 発生生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞に加わる機械的刺激による遺伝子発現の制御は発生、加齢、メタボリズム、循環器の維持など多岐にわたる
生命現象に関与している。本研究は機械刺激が遺伝子発現の左右差をもたらすメカニズムについての研究である
が、左右非対称な形態形成の理解にとどまらず、広く生物学に影響を与える一般的な原理、機構へと発展する可
能性を秘めている。例えば、今回解析したPkd２は腎臓上皮細胞の繊毛に局在し水流のセンサーとしてはたらく
ことが報告されており、その機能欠損が嚢胞腎を引き起こすことも知られている。このことから、我々はノード
と腎臓細胞において類似した機械的刺激を変換する機構が存在しているのではないかと考えている。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
以前の研究から、哺乳類の形態の左右非対称性が、初期胚におけるノードにおける水流による細
胞への機械刺激がトリガーとなっていることが示唆されている。近年，機械的な刺激による情報
伝達が，細胞骨格の再構築や遺伝子の転写・翻訳などに深く関わっていることが報告されている。
しかし、機械的刺激がどのようにして遺伝子の転写・翻訳を制御しているかは不明な点が多い。
我々は、繊毛が水流を感知して左右非対称性を決定する機構に焦点をあてた。 
 マウスの受精後 8 日目の胚において胚の凹んだノードとよばれる組織ができる。マウスのノ
ードには動く繊毛、動かない繊毛の２種類が存在している。動く繊毛はノードの中心部の細胞
（ピットセル）群に存在し、時計まわりに回転することで、ノード内に左向きの水流をつくりだ
す。一方、動かない繊毛はノードの脇に位置する細胞（クラウンセル）群に存在し、繊毛に局在
するカルシウムチャネル Pkd2 を介して水流を感知する機能を持っている (Yoshiba et al., Science 
2012)。しかし、この水流という刺激が Pkd2 を介してどのように細胞へと伝達されるかは不明で
あった。最も早い発生段階での左右非対称な遺伝子発現は Cerl2 と呼ばれる遺伝子でみられ、ノ
ードの右側特異的に強く発現している。この左右非対称な Cerl2 の発現は水流依存的に Pkd2 を
介して mRNA が分解されることで生じる。我々は、この Cerl2 mRNA の分解に 3’UTR が関与し
ていること(Nakamura et al., Nature Communications, 2012) に着目し研究を開始した。 
 
２．研究の目的 
本研究において、Cerl2 の 3’-UTR 内の水流に応答する最小配列を特定し、その配列に結合す
る「RNA 結合タンパク」を同定することで、水流依存的に Cerl2 の mRNA が分解される機構
を明らかにする。これによって、細胞が水流に応答するメカニズムについて新たなモデルを提唱
する。 
 
３．研究の方法 
Cerl2 mRNA 分解を 3’-UTR を介してモニターするために、ds (destabilized) Venus の ORF に Cerl2 
の 3’-UTR の配列をつなげた遺伝子をクラウンセルに特異的に発現させたトランスジェニック
（Tg）マウス胚（dsVenus-3’UTR）（図１.a）を作製し、いくつかの変異体や人工的に水流を与
えた際の Venus のクラウンセルでの非対称なパターンがどのように変化するかを検証した。さ
らに、3’-UTR 内の 200bp の領域に対して詳細な欠失解析を行い、Cerl2 mRNA の L-R 非対称
な発現に必要な 3'-UTR 内の配列をマッピングした。加えて、この配列に結合する RNA 結合タ
ンパク質を同定し、Cerl2 mRNA の分解のメカニズムを明らかにした。 
 
４．研究成果 
本研究では以下の 7 点を明らかにすることで、水流の刺激（機械刺激）が Cerl2 の遺伝子発現を
制御するメカニズムを解明した。 
(1) Cerl2 3'UTR レポーターマウスはノードにおける Cerl2 mRNA の非対称な分布を再現できた。 
マウス胚のノードでは、クラウンセルにおける Cerl2 
mRNA の L-R パターンがダイナミックに変化する。初
期段階（early headfold stage）では、Cerl2 mRNA は両
側のクラウン細胞に分布し、zero-somite stage まで対称
性な分布が確認できる。three-somite stage になると、
Cerl2 の mRNA は左側で減少し始め、L-R 非対称な分
布（R>L）となり、この非対称な分布は six-somite stage
までは維持される。この左側での Cerl2 mRNA の減少
は、ノードにおける左向きの水流の増加と一致してい
る（Kawasumi, A. et al., Dev Biol, 2011）（Shinohara, K. 
et al. Nat Commun, 2012）。このような観察結果から、
Cerl2 mRNA は、zero-から 5-somite stage の間にノード
の左側 のクラウン細胞特異的に分解されることが示
唆された。 
 まず、Cerl2 mRNA の 3'-UTR がノードでの Cerl2 の
mRNA の分布パターン再現に十分であるかどうかを
検証するために、NDE-Hsp-dsVenus-3'-UTR というトラ
ンスジーンを用いた。このトランスジーンは、Cerl2 
mRNA の 3'-UTR に対応する 1.2kb の DNA 配列に、不
安定化した Venus（dsVenus）の ORF を連結したもので
ある(図 1.a)。dsVenus-3'-UTR カセットの発現は、マウ
ス Hsp68 プロモーターと、マウス Nodal のクラウンセ
ル特異的エンハンサー（NDE）によって drive されて
いる。予想通り、NDE-Hsp-dsVenus-3'-UTR トランスジ



ェニック胚は、クラウンセルに特異的に dsVenus を発現した。dsVenus の mRNA と dsVenus の蛍
光は、初期段階（early headfold stage）および zero-somite stage では対称に分布し、three-somite stage
からは非対称な分布（R＞L）となり(図 1.a)、Cerl2 の mRNA のパターンを再現していた。 
 
(2) Cerl2 mRNA の 3'-UTR は Pkd2 に依存して水流に反応する。 
NDE-Hsp-dsVenus-3'-UTR トランスジェニック胚の Venus の分布パーンが水流によって制御され
ているかどうかを調べるために、水流を持たない iv/iv (Dnah11iv/iv) 変異体胚にこのトランスジ
ェニックを導入し、Venus のパターンを観察した。dsVenus パターンは調べたすべての胚で 
bilaterally equal（R=L）であった(図 1.b)。また、培養中のマウス胚に、人工的な逆向きの水流（右
向きの水流）をあたえると bilaterally equal（R=L）の Venus のパターンがみられた。 

Pkd2 は，Ca2+を含むカチオンイオンチャネルをコードしており，マウス胚の L-R パターニン
グに必要であることが知られていた。 Pkd2-/-胚では、dsVenus パターンは bilaterally equal（R=L）
であった（図 1.c）。Ca2+阻害剤であるタプシガルギンで処理したところ、Venus の L-R 非対称パ
ターンが乱れた。これらの結果から、Cerl2 mRNA の 3'-UTR は Pkd2 を介して水流に反応してい
ることが明らかになった。 

 
(3) Cerl2 mRNA の左右非対称性には 3'-UTR 近位部の進化的に保存された 200 塩基の領域が必
要である。 
Cerl2 mRNA の L-R 非対称性の生成に必要な
3'-UTR内の配列を明らかにするために、まず、
哺乳類の Dand5 遺伝子間で 3'-UTR（約 1.2kb）
に相当する DNA 配列を比較した。その結果、
5'末端の 200 塩基の領域が大きく保存されて
いることがわかった。この領域が左右非対称
な遺伝子の発現に必要かどうかを調べるため
に、NDE-Hsp-dsVenus-3'-UTR トランスジーン
からこの領域を削除した（（Δ200prox、図 2. 
a）。その結果、「NDE-Hsp-dsVenus-3'-UTR Δ
200 prox）トランスジーンでは、左右対称な
Venus の分布が得られた（図 2.b）。一方、3'UTR
の 3'末端から 200 塩基を欠失（Δ200dist）さ
せても、dsVenus の非対称性は変化しなかっ
た。さらに、5'末端の 200 塩基の領域（200prox）
だけでも、非対称な dsVenus の分布が維持さ
れていた（図 2b）。この結果を受けて、我々は
CRISPR を用いたゲノム編集により、Cerl2 3'-
UTR のこの近位 200 塩基の領域を欠損させた
Cerl2Δ200prox マウス胚を作製した。WISH 解
析の結果、Cerl2 Δ200prox/Δ200prox胚では、側板中
胚葉（LPM）での左側の Nodal 発現は失われていた（図 2c）。これらの結果から、3'-UTR の 200
塩基の領域が、クラウンセルにおける Cerl2 mRNA の左右非対称パターンに関与していることが
示された。 
 
(4) 水流による Cerl2 mRNA の分解は RNA 結合タンパク質 Bicc1 に依存する。 
我々はマウス胚のノードで特異的に発現して
いる RNA 結合タンパク質 Bocc1 に着目した
（図 3.a-d）。Bicc1 と Cerl2 の遺伝的相互作用の
可能性を評価するため、NDE-Hsp-dsVenus-3'-
UTR を導入した Bicc1Δex1/Δex1 胚を準備した。
Bicc1Δex1/Δex1 胚は水流自体に影響を及ぼすこと
が以前から知られていたので、人工的な左向き
流れを与えて状態で、この胚の Venus の蛍光を
観察したところ左右対称（R=L）であった（図
3.e-f）。つまり、Bicc1 が存在しないと水流応答
性のCerl2 mRNAの分解が阻害されることが示
唆された。 
 
(5) Bicc1 が Cerl2 mRNA の 3'-UTR に結合する
ことができる。 
Collaborator の Daniel B. Constam、Benjamin 
Rothé （ Ecole Polytechnique Fédérale de 
Lausanne (EPFL)）らによって、in vitro での RNA 免疫沈降（RIP）実験によって Bicc1 と Cerl2 



3’-UTR 200prox の領域と結合することが証明できた。 
 
(6) Bicc1 は Cerl2 の 3'-UTR にある保存された 8mer モチーフを特異的に認識する 
Collaborator の Hirohide Saito、Kaoru R. Komatsu（Center for iPS Cell Research and Application (CiRA), 
Kyoto University）らによって、Bicc1 が Cerl2 3'-UTR 近位部 200 塩基のどこに結合しているかを
明らかにするために、FLAG タグ付き Bicc1 を発現させた 293FT 細胞のライセートを用いてラン
ダムな 20mer の RNA ライブラリーを用いた RNA Bind-n-Seq（RBNS）解析が行われた。その結
果、Bicc1 は GACR と YGAC 配列を優先的に認識することを示した。このことは、Cerl2 3'-UTR
の近位部に位置する保存された GACGUGAC モチーフに特異的に結合することを示唆した。 
 
(7) Cerl2 の mRNA の分解に Ccr4-Not 複合体が必要である。 
ショウジョウバエでは、Bicc1 のオルソログが、Not3/5
サブユニットと直接結合して Ccr4-Not 複合体をリク
ルートすることで、mRNA の分解を制御していること
が知られている（Chicoine, J. et al. Dev Cell, 207）。マ
ウス胚のノードにおいて Bicc1 タンパク質と Cnot3 タ
ンパク質の免疫蛍光染色を行なったところ、クラウン
セルで共局在していることがわかった。また、
HEK293T 細胞で共免疫沈降法を行ったところ、Bicc1
は、KH ドメインを介して CCR4-Not 複合体をリクル
ートしていることが示唆された。 

Cnot3 がノードのクラウン細胞における Cerl2 mRNA の分解に寄与しているかどうかを調べ
るために、Cnot3flox/floxマウスと NotoCreERT2マウスを交配して Cnot3 コンディショナルノックアウ
ト（CKO）マウス胚を作製した。Cnot3 CKO 胚の約半数（n=7/13）では、Nodal mRNA は LPM で
は失われていた。次に、コントロールと CKO の胚で、Venus
を観察したところ、左右非対称性が失われたり減少してい
た（図 4.）。これらの結果は、クラウンセルの Ccr4-Not 複合
体が、ノードの流れに応じて Cerl2 mRNA を分解するのに
関与していることを示した。 
 

(1)〜(7)によって、水流に応答して、Pkd2 依存的に、Cerl2 
3’UTR が結合する Bicc1 が Ccr4-Not 複合体をリクルートす
ることで Cerl2 mRNA を分解するということが明らかにな
った（図 5.）。本研究内容は複数の学会等で報告した。現在、
これらの成果をまとめた論文を投稿中である。 
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