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研究成果の概要（和文）： 
1. 前後を決定する DVE細胞の由来と役割を明らかにした。 
2. Nodal シグナルを伝える転写因子 FoxH1 によって制御される遺伝子を同定した。 
3.レチノイン酸応答配列が、発生のごく初期でのNodal発現を制御している。 
4. Nodal 活性を抑制する Cerl2がノード流に最も早く反応していることを見出した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
1. We have clarified the origin and role of DVE in anterior-posterior patterning. 
2. We have identified a number of FoxH1 target genes in the mouse embryo. 
3. A retinoic acid-responsive enhancer regulates Nodal expression at the pre-gastrulation 
stage. 
4. Cerl2 is the earliest responding gene to the nodal fluid flow.  
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１．研究開始当初の背景 

TGFβ superfamily に属する Nodal と Lefty

は胚発生の初期において極めて重要なシグ

ナル因子であり、i)体の頭尾の決定、ii)左

右の決定、iii)中胚葉の形成・パターニン

グ、iv)頭部形成などを制御する。Nodal 分

子は signal transducer として、一方Lefty

は Nodal の feedback inhibitor として働く。

二つの因子は、各局面において同じ（ある

いは隣接した）部位で発現するが、Lefty に

よる negative loop のため、Nodal シグナル

は時間と空間的に極めて厳密に制御され、

限られた時間・限られた場所だけでシグナ

ルが働くことになる。このような概略は遺
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伝学的なデータなどから知られているもの

の、i)-iv)の各局面における Nodal シグナ

ルの正確な働き方は判っていない。 

 

２．研究の目的 

（１）体の頭尾の決定：哺乳動物における頭

尾は、DVE/AVEとよばれる内胚葉細胞が将来

の頭側へ移動することで確立する。遺伝学的

な手法などを用いて、DVE/AVE 細胞の由

来・形成される機構を明らかにする。DVE/A

VE細胞の形成・細胞移動に必須であるNodal

シグナルの作用機構を知るため，下記の(2)

の方法により5.5 日胚で発現するFoxH1標的

遺伝子を探索し、その機能を明らかにする。

５．５日胚で形成されたDVEを蛍光蛋白質で

標識できるマウス（作製済み）を用いて，経

時観察などにより、DVEの移動様式やその後

の運命を調べる。（２）Nodal シグナルを伝

える転写因子FoxH1によって制御される遺伝

子の探索・同定：Nodal シグナルは、転写因

子FoxH1によって核へと伝えられる。マウス

とヒトで保存されたFoxH1結合配列ATT(A/C)

(A/C)ACAを持つ遺伝子を、マウスゲノム中に

網羅的に探索した結果、約２００個の遺伝子

を同定した。今後各遺伝子について、野性型

マウスにおける発現やFoxH1変異マウスでの

発現の変化の有無を調べる。さらには遺伝子

改変マウスを作製して、胚のパターニングに

おける役割を解析する。（３）レチノイン酸

シグナルによるNodal遺伝子の発現制御：レチ

ノイン酸を分解する三つの酵素（CYP26A1, 

CYP26B1, CYP26C1）を欠損するマウスを調

べたところ、嚢胚形成前にパターニングの異

常を示し、やがて複数の体軸を形成するに至

る。その原因を追跡したところ、Nodal の発

現異常が原因であった。すなわち、受精後６

日目には胚の後方に限局すべきNodalの発現

が、CYP26A1/B1/C1欠損胚では胚全体へと拡

大していた。Nodal 遺伝子の近傍にレチノイ

ン酸に応答するエンハンサー（RARE）を探索

した所，哺乳類で高度に保存されたRAREが見

つかった。今後は，Nodal 遺伝子に見出され

たRARE配列(RAREn)の役割を調べる。（４）

Cerl1, Cerl2によるNodalシグナルの制御：N

odalシグナルの活性や及ぶ範囲は胚の空間に

おいて極めて厳密に制御されているはずで

あるが、その制御機構は不明である。 Nodal 

のシグナル範囲を抑制する因子の候補とし

て，Cer2/Danteが考えられる。Cer2は、左右

決定の局面においてノードでNodalと共発現

し、その蛋白質はNodal と相互作用しNodal

の活性を抑制する事が知られている。しかし、

Cer2の正確な作用機構は不明である。本研究

では，Cer2の作用機構（Nodal蛋白質の翻訳後

修飾・分泌・活性の、どのステップで抑制す

るのか？）を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

（１）Cre を用いた遺伝学的標識法により、

Lefty1 を発現する細胞の系譜・DVE/AVE の起

源を調べる。 

（２）転写因子 FoxH1 の標的遺伝子の候補に

ついて、その発現パターンや変異マウスにお

ける発現の変化を調べる。 

（３）RAREn 配列が反応するリガンドを同定

し、RAREn を欠損する変異マウスを作成．表

現型を解析する。 

（４）ノード脇の crown cell における Cerl2

タンパク質の局在、Nodal や GDF1 との相互作

用を調べる。 

 

４．研究成果 

（１）胚盤胞で Lefty1 を発現する細胞の運

命を、CreERT2 による遺伝学的標識や経時

観察により追跡したところ、受精後 5.5日の

DVE へと寄与する事が判った。また、同様



 

 

の方法で 6.0日以降に出現する AVEは、これ

までの考えとは異なり、DVE とは別の由来

であった。DVE 細胞を除去すると、AVE が

形成されたが、胚の遠位に留まったままで遊

送しなかった（文献④、⑤）。これにより、

頭尾の極性が胚盤胞期まで遡ることが判っ

た。 

（２）マウスゲノムにおいて、保存された

FoxH1 結合配列を持つ約 150 の遺伝子につ

いて，in situ hybridization法で、正常胚で

の発現、FoxH1欠損胚における発現などを調

べ，これまでに３個の遺伝子が卵細胞〜嚢胚

期のマウス胚における標的遺伝子の条件を

満たすことがわかった。それらの遺伝子につ

いて、lacZ をノックインした BAC、および

FoxH1結合配列を失った BACを構築し、両

者のトランスジェニックマウスを作製し、発

現パターンに変化があるかどうかを調べつ

つある。また、これらの遺伝子を条件的に欠

損させることができる変異マウスを作製・入

手した（未発表）。 

（３）Nodal遺伝子中の RAREnは母体由来

のレチノイン酸に反応する。胚のレチノイン

酸代謝酵素が欠損するとレチノイン酸濃度

が上昇し、Nodal遺伝子の過剰な発現を引き

起こし、発生初期で致死になる（文献⑩）。

RAREn を欠損するマウスを作成した（現在

解析中）。Nodal遺伝子に lacZをノックイン

した BAC、および RAREnを失った BACを

用いて、RAREn に依存する発現部位を２カ

所同定した（どうちらも脳の特定の部位）。 

（４）Cerl2 の発現パターンを経時的に観察

した結果、水流に対して最も早く反応してい

る遺伝子である事がわかった。左側のノード

脇の細胞が水流に反応することで，Cerl2 

mRNA の分解が促進されていた。すなわち、

Cerl2 の左＜右非対称な発現は、転写後のレ

ベルで制御されていることになる。また、

Cerl2 の左＜右非対称な発現が、ノードの両

側での Nodalの活性を左＞右にしていた（文

献①、②、③、⑥、⑨）。 
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