
 

様式C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 20 年 6 月 1 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要： 
 DNA アレイを用いて初期胞胚において遺伝子発現の表層と内層の発現レベルの異なる遺伝
子を検出した。この結果、３８０個の遺伝子が表層に多く発現していることが示唆された。こ

れらの遺伝子のうち、外層と内層間で差が大きかった１００個の遺伝子をホールマウント in 
situハイブリダイゼーション法を用いて解析した。さらに初期胞胚の内胚葉の表層と内層にお
いて発現レベルの異なる１００個の遺伝子を特定した。 
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１．研究開始当初の背景 
卵（胚）の表層と内層という問題はこれまで
の発生生物学上、いくつかの研究が行われて
きてはいるが、分子生物学的な解析が全くさ
れていなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究は表層と内層の反応性を生み出す分
子基盤を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
まず、初期胚の表層と内層の細胞運命を明ら
かにする。次にこの二つの細胞群を分離する

方法を開発し、DNA アレイにより表層特異
的に発現する遺伝子を探索する。候補遺伝子
をホールマウント in situ ハイブリダイゼー
ションにより特定する。また、内胚葉表層特
異的遺伝子である、Xnr2 promoterをクロー
ニングし、表層特異的エンハンサーを探索す
る。さらに DNA アレイこの内胚葉の表層と
内層についても特異的遺伝子を探索する。 
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４．研究成果 
（1）研究計画を立てた当時、初期胚の表層
と内層を精度高く分離することは困難であ
ったが、分離に用いる培養液を改良すること
でこれを克服した。 
 

図 1 
内層に発現す
る Cerberus
遺伝子は外胚
葉に異所的に
誘導して、発
現させた場合
でも内層に発
現する。 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

図 2 
外層に発現す
る Xnr2 遺伝
子は外胚葉に
異所的に誘導
して、発現さ
せた場合でも
外層に発現す
る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
（2）これにより分離した表層と内層の細胞
を用いて DNA アレイを行い、初期胞胚にお
いて発現レベルの異なる遺伝子を検出した。
この結果、３８０個の遺伝子が表層に多く発
現していることが示唆された。これらの遺伝
子のうち、表層と内層間で差が大きかった１
００個の遺伝子をホールマウント in situ ハ
イブリダイゼーション法を用いて解析した。
これらの遺伝子の中にはマターナルに存在
し、細胞の運命や、反応性を決めるような遺

伝子が存在すると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 
スクリーニングの結果、得られた遺伝子の外
層特異的発現の例（３種類）。 
外胚葉特異的発現が初期原腸胚（左）、初期
神経胚の両方で確認された。 
 
 
（3）内胚葉表層特異的遺伝子である、Xnr2 
promoter をクローニングした。トランスジ
ェニックの手法を用いて、表層特異的エンハ
ンサーを探索したが、プロモーターの転写活
性が弱く解析が困難であった。 
（4）さらに初期胞胚の内胚葉の表層と内層
において発現レベルの異なる１００個の遺
伝子を特定した。この中にはベスト病原因遺
伝子であるベストロフィン遺伝子(xBest2)が
含まれており、解析の結果、内胚葉表層特異
的遺伝子であることが明らかになった。そこ
で Best family に属する遺伝子 Best1～
Best4 をクローニングし、初期発生における
発現、機能解析を行い、国際誌に報告した。
本研究により、表層と内層の反応性の違いを
生み出すメカニズムを解析するための分子
を多く発見できた。今後はこれらの相互作用
やメカニズム自体を明らかにしたい。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４Xbest2遺伝子の発現パターン 
A.Xbest2遺伝子は母性に蓄積されており、初
期発生中にも発現する。様々なステージの胚
からRNAを抽出し、RT-PCRにより解析した。 
B-K.空間的にみた Xbest2遺伝子の遺伝子発
現パターン 
B-H.はホールマウントin situハイブリダイ
ゼーションによる結果。発現は陥入しいる細
胞に強く検出される。後期では総排泄腔に検
出される。 
I-Kはホールマウント in situハイブリダイ
ゼーションを行った胚を薄切したもの。胚の
内部での発現が本来は外層であった細胞群
に由来していることがわかる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５Xbest2遺伝子の過剰発現 
A-D.外形観察結果 
E-P.初期中胚葉マーカー遺伝子の発現に及

ぼす影響 
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