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研究成果の概要(和文)：胞胚期の予定心臓細胞は胚盤葉上層の外側に存在し、正中後方、次い

で前方に移動する。この上皮形態中を移動する奇妙な細胞運動はポロネーズ運動として記載さ

れているが、その機構は不明である。この運動を制御する因子について細胞標識法と全胚培養

系を用いて検討した。ポロネーズ運動は Nodal によって制御されることが示された。また胚盤

葉上層に２種類の細胞ロゼットが形成され、Nodal によって制御されていることが示唆された。

Nodal は予定心臓中胚葉を含む細胞運動に係わることが判明した。 

 
研究成果の概要(英文)：During axis formation in amniotes, posterior and lateral epiblast 

cells in the area pellucida undergo a counter-rotating movement along the midline to form 

primitive streak (Polonaise movements). Using chick blastoderms, we investigated the 

signaling involved in this cellular movement in epithelial-epiblast. In cultured posterior 

blastoderm explants from stage X-XI embryos, either Lefty1 or Cerberus-S inhibited initial 

migration of the explants on chamber slides. In vivo analysis showed that inhibition of 

Nodal signaling by Lefty1 affected the movement of DiI-marked epiblast cells prior to the 

formation of primitive streak. In Lefty1-treated embryos without a primitive streak, 

Brachyury expression showed a patchy distribution. However, SU5402 did not affect the 

movement of DiI-marked epiblast cells. Multi-cellular rosette, which is thought to be 

involved in epithelial morphogenesis, was found predominantly in the posterior half of the 

epiblast, and Lefty1 inhibited the formation of rosettes. Three-dimensional reconstruction 

showed two types of rosette, one with a protruding cell, the other with a ventral hollow.  

Our results suggest that Nodal signaling may have a pivotal role in the morphogenetic 

movements of epithelial epiblast including Polonaise movements and formation of 

multi-cellular rosette. 
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１．研究開始当初の背景 

 胞胚期の予定心臓細胞は胚盤葉上層の外
側後方に存在する。予定心臓細胞は胚盤葉上
層後方に発現する成長因子 Nodal と胚盤葉
下層後方に発現する線維芽細胞増殖因子
FGF(fibroblast growth factor)-8 によって予
定心臓中胚葉への決定を受け、原腸陥入によ
って前方側板中胚葉領域に移動し、予定心臓
中胚葉に分化する。予定心臓中胚葉は内胚葉
か ら 分 泌 さ れ る 成 長 因 子 BMP (bone 

morphogenetic protein)と FGF-8 により心
筋細胞に分化する。この過程で予定心臓細胞
は、胞胚期には胚盤葉上層内を外側から後方
正中へ、また後方の予定心臓細胞は前方に移
動する。後方正中から前方正中領域に移動し
た予定心臓中胚葉細胞は他の予定中内胚葉
細胞とともに原腸陥入によって中内胚葉細
胞に分化する。これまでの研究によって、原
腸陥入時の細胞移動は葉盤用上層細胞の上
皮間葉形質転換 epithelial-mesenchymal 

transition (EMT)とそれに引き続き起こる間
葉細胞のアメーバ―様運動であり、原始線条
に 発 現 す る FGF-8 に よ る 忌 避 作 用
chemorepellent 胚前方に発現する FGF-4 に
よる誘因作用 chemoattractant な作用によ
って、予定心臓中胚葉細胞が移動すること
が判明している。 
 胞胚期の胚盤葉上層は上皮構造をもち、
予定心臓細胞は上皮構造内で、あるいは上
皮構造が一群となって、胚盤葉上層の外側
から後方正中、後方正中から前方に移動す
る。この奇妙な細胞移動はポロネーズ
(Polonaise movement, Graper1929)とし
て記載されているがその細胞メカニズムや
その運動をコントロールする成長因子の本
体は不明である。 
そこでディファレンシャルディスプレイ

法を用いて胞胚初期と胞胚後期に発現して
いる遺伝子を比較し、胞胚初期に胚盤葉上層
に特異的に発現している 70 遺伝子を明らか
にした。 

 
２．研究の目的 

 胞胚初期に発現している成長因子 Nodal

等について、予定心臓細胞および予定中内胚
葉細胞のポロネーズ運動を制御する因子を
明らかにすること。 

 

３．研究の方法 

（１）全胚培養系  
ニワトリ有精卵から、フィルターリングを

用いて胞胚を摘出し、Eyal-Giladi に従って
ステージを決定した。初期胞胚(ステージ X、
XI)を実験に使用した。全胚培養は New 法に
従い卵白アガー上に胚盤を置き、37℃、湿度
70%で培養した。 
 

（２）細胞標識 
蛍光色素 DiI を尖端の直径 20μm のガラス

ピペットとプレッシャーインジェクターを
用いて胚盤葉上層細胞を標識し、蛍光実体顕
微鏡を用いて経時的に細胞移動を追跡した。 
 
（３）インサイチュハイブリダイゼーション 
中胚葉に特異的に発現する Brachyury に対

する Digoxigenin 標識 RNA プローブを作成し
Nieto の方法に従って全胚インサイチュハイ
ブリダイゼーションを行った。 
 
（４）細胞ロゼットの三次元構築 
 胞胚を 4% paraformaldehyde/PBS で固定し
ローダミン標識ファロイディンで全胚標識
を行った。レーザー顕微鏡で胚盤葉上層のロ
ゼット形成領域を Z軸方向に 20μm（20 断面）
スキャンし、得られた画像と三次元構築ソフ
ト Delta Viewer を用いてロゼットの三次元
構築を行った。 
 
４．研究成果 
（１）Lefty１は胚盤葉上層細胞のポロネー
ズ運動を抑制する 
Lefty はレセプターに結合し Nodal シグナ

ルを特異的に抑制する。全胚培養を行った胞
胚の胚盤葉上層の 9 時、15 時、18 時の位置
に DiI で細胞標識を行い、再び孵卵し 5時間
後、9 時間後に DiI 標識細胞の移動を記録し
た。細胞移動を半定量化するために三点で囲
んだ領域の面積変化を求めた。以下の図に示
すように Leftyの添加によって標識細胞の移
動が抑制された。一方、FGF シグナルの薬理
学的阻害剤である SU5402 の添加では標識細
胞の移動障害は認められなかった。また図に
は示さないが Nodal レセプターの阻害剤
SB431542 の添加によって標識細胞の移動が
抑制された。以上の結果は Nodal シグナルが
ポロネーズ運動を制御するシグナルの一部
であることを示唆している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

http://lsd.pharm.kyoto-u.ac.jp/weblsd/c/begin/chemorepellent
http://lsd.pharm.kyoto-u.ac.jp/weblsd/c/begin/chemoattractant


 

 

（２）Lefty1 は原始線条の形成を阻害するが
Brachyury の発現は抑制しない 
 上記の全胚培養系を用いて Leftyのシグナ
ルを抑制後、中胚葉細胞の分化マーカーであ
る Brachyury の発現をインサイチュハイブリ
ダイゼーションで検出した。以下の図に示す
ようにコントロール培養では原始線条が形
成され、そこに Brachyury が発現していた。
一方 Lefty1 によって Nodal シグナルを抑制
いた場合、原始線条は形成されなかったが、
Brachyury の発現は胚盤葉上層の後方にパッ
チ状に検出された。また SU5402 投与によっ
て原始線条は形成され、Brachyury も発現し
たが、原始線条の幅はコントロールに比較し
て狭かった。以上の結果は、Nodal シグナル
の抑制によって予定心臓細胞を含む中胚葉
細胞の移動は抑制されたものの、分化マーカ
ーである Brachyury の発現は誘導されたこと
を示している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）胚盤葉上層の細胞ロゼットの分布 
 ショウジョウバエの発生において、上皮で
ある生殖細胞帯の進展運動において細胞ロ
ゼット形成の役割が報告されている。そこで
ポロネーズ運動中の胚盤葉上層の細胞ロゼ
ットの分布について検討した。その結果以下
の図に示すように、細胞ロゼットはポロネー
ズ運動が起こっている領域、すなわち胚盤葉
上層の後方領域に多く認められることが分
かった。この結果は細胞ロゼットの形成とポ
ロネーズ運動の関係を示唆するものである。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（４）ロゼットの三次元構造 
 ファロイディン染色の共焦点レーザー顕
微鏡像と三次元構築ソフトを使用して細胞
ロゼットの立体構造を検討した。その結果、
下図に示すように、少なくとも二種類のロゼ
ットが存在することを明らかにした。すなわ
ち、一つはロゼットの中心に細胞がないもの、
もう一つは背側から見るとロゼット構造を
示しているが、腹側からみると中央に細胞が
存在しているものである。これらのロゼット
は胚盤葉上層から細胞が落ち込み、胚盤葉下
層の細胞を産み落としている過程を表して
いるものと推察される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（５）Lefty1 はロゼット形成を抑制する 
 次にロゼット構造の形成が Nodal シグナル
の抑制によって影響されるかについて検討
した。全胚培養した胚盤に Lefty１を加え、
ロゼット形成を検討した。下図に示すように
ロゼットは Lefty1 の容量依存性にその形成
数が減少した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
（６）まとめ 
以上の結果から Nodalシグナルは胚盤葉上

層の予定心臓細胞を含む中内胚葉細胞の移
動や細胞ロゼットの形成等の胚盤葉上層の
形態形成運動に係わることが判明した。今後、
細胞ロゼットがポロネーズ運動や胞胚の形
態形成に果たす役割とその細胞メカニズム
について、ディファレンシャルディスプレイ
法で明らかにした遺伝子群を中心に検討す
る予定である。 
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