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研究成果の概要（和文）：　体細胞系列の前駆体であるエピブラストから神経板（神経系原基）が生み出されるプロセ
スを、Sox2エンハンサー欠損マウス胚やエピブラスト幹細胞を活用して研究した。N2エンハンサーが活性を持つ前部神
経板は、神経系発生の促進と、他の細胞系列を抑制する転写制御とが同時に作動することによって、エピブラストから
直接生み出される。一方、N1エンハンサーが活性を持つ後部神経板は、中胚葉と神経板の共通の前駆体である「体軸幹
細胞」から発生すること、Tbx6に依存したN1の抑制によって中胚葉が生み出されることがわかった。これらの知見は、
体細胞系列分離に関する三胚葉説をはじめとする旧説を根本から塗り替えるものである。

研究成果の概要（英文）：We investigated the regulatory mechanisms that underlie the derivation of the neur
al plates (neural precursors) from the pan-somatic tissue precursor epiblast. We took advantage of mutant 
mouse embryos and epiblast stem cells under culture conditions.
The anterior neural plate, as marked by Sox2 N2 enhancer activity, was derived directly from the epiblast 
through the cooperative action of transcription factors that promote neural development but repress the de
velopment of all non-neural lineages. By contrast, the posterior neural plate, as marked by Sox2 N1 enhanc
er activity, developed through neuro-mesodermal bipotential precursors named "axial stem cells". Tbx6-depe
ndent repression of the N1 enhancer was required for mesodermal development. These new findings revise the
 classical view of somatic cell lineage separation, where germ layer separation was assumed to be the esse
ntial first step.
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１．研究開始当初の背景 
	
 哺乳類の体の組織のすべては、着床後にで

きるエピブラスト（胚盤葉上層）に由来する。

そしてエピブラストから原腸陥入期に最初

に作られるのが神経系原基である。神経系原

基はエピブラストからどのようにして作ら

れるのか？これは、胚体の発生を出発させる

根幹とも言うべき重要なプロセスであるの

もかかわらず、それを制御する遺伝子制御ネ

ットワークはほとんど研究されていない。こ

のことが、現在の幹細胞科学において、幹細

胞から特定の細胞種を生み出すための方法

論が脆弱にとどまっている原因でもある。 
 
２．研究の目的 
	
 本研究では、転写制御因子のノックアウト

マウスや、エピブラストを直接培養条件下で

株化したエピブラスト幹細胞を活用して、胚

の体細胞組織の発生を出発させるプロセス

とその制御を解明する。培養条件下でエピブ

ラスト幹細胞から派生するさまざまな幹細

胞集団の中から、神経系をはじめとする個別

の細胞系列や各々の発生段階に対応した細

胞集団を特定し、それらが新しい発生段階に

遷移するのを促す、遺伝子制御ネットワーク

を明らかにする。転写因子群の作動状態の分

析と、転写因子活性の操作を組み合わせて、

原腸陥入期における神経系原基の形成（神経

系原基の生成、領域特性の成立、そして神経

系原基の発生の進行）を支配する、遺伝子制

御ネットワークの全体像を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) ノックアウトマウス胚を用いた研究：
Sox2 遺伝子のエンハンサーに関するノック
アウトマウス胚、Tbx6のノックアウト胚、そ
れらの交配によって得られたダブルノック

アウト胚の神経系の発生を解析した。 
 (2) マウス胚のエピブラストと、培養された
エピブラスト幹細胞の比較：正常マウス円筒

胚のエピブラストを単離し、異なった培養条

件下におけるエピブラスト幹細胞との類似

性や相違点を cDNAのマイクロアレイ解析に
よって検討した。 
(3) エピブラスト幹細胞の操作による転写因
子ネットワークの解析：エピブラスト幹細胞

の状態、あるいはエピブラスト幹細胞から前

部神経板への遷移状態において、特定の転写

因子の過剰発現あるいはノックダウンを行

って、それらが他の転写因子の発現に与える

影響を系統的に分析した。 
(4) 転写因子と制御標的の相互作用の研究：
ビオチン化転写因子を用いて ChIP-seq (クロ
マチン免疫沈降−塩基配列決定)解析を行い、
エピブラスト幹細胞の全ゲノム上の転写因

子結合部位を解析した。 
	
 
４．研究成果	
 

(1) 前部神経板と後部神経板の形成機構の比
較と解析 
	
 エピブラストから、神経系の原基である神

経板が生み出されるための、幹細胞群の制御

機構を研究した。その制御機構は、前部神経

板（Sox2遺伝子の N2エンハンサーが関与）
と後部神経板（Sox2遺伝子の N1エンハンサ
ーが関与）とで全く異なっていた。 
	
 エピブラスト幹細胞株を用いて、エピブラ

ストから前部神経板に発生する過程を分析

した。このプロセスは中間段階を経ない、細

胞の直接的な変化によるものである。その間

に、主要な Pou 転写因子が、Pou5f1(Oct3/4)
から Pou3f1(Oct6)をへて Pou3f2(Brn2)に置き
換わることが、重要な転写制御の変化である。

転写因子遺伝子 Sox2の発現が、Pou因子の作
用に依存した N2 エンハンサーの活性によっ
て維持される必要があるが、異なった Pou因
子がその活性をリレーする形で N2 エンハン
サーの活性を確保している。 
	
 後部神経板は、エピブラストから直接に生

み出されるのではなく、神経板と沿軸中胚葉

の共通の前駆体である「体軸幹細胞」の状態

を経る。体軸幹細胞は、ノードよりも後側に

位置し、原条の両側に配置される上層の細胞

群である。N1 エンハンサーは、体軸幹細胞
で活性を持つが、その細胞群のうち、原条を

通って中胚葉層（中間層）に移行（原腸陥入）

した細胞では、N1の活性が遮断される。 
	
 Tbx6 遺伝子のノックアウトマウス胚では、
沿軸中胚葉のかわりに脊髄が発生するとい

う現象（図１）を手がかりにして、体軸幹細

図１ 



胞の制御を明らかにした。Tbx6ノックアウト
胚では、体軸幹細胞が、中胚葉層に移動した

あとも N1 エンハンサーの活性が遮断される
ことなく持続してしまった結果、Sox2が発現
されて異所的な脊髄を作る。野生型胚の中間

層で Sox2を強制発現すると、Tbx6が働いて
いる状況下でも、Sox2の作用によって中間層
で神経系を生み出すことができる。Tbx6 は、
N1 エンハンサーの活性を抑制する作用と、
中胚葉を生み出す作用をあわせ持つ。体軸幹

細胞では、Sox2と Tbx6という２つの転写制
御因子の活性のせめぎ合いの結果によって、

後部神経板、沿軸中胚葉への発生が選択され

る。 

	
 以上の研究成果（図２）は、体細胞系列の

派生に関して、これまでに普及していた「三

胚葉モデル（まず組織が三胚葉に分かれるこ

とが、細胞系列分岐に必須の初期過程である

というモデル）」を否定するものである。エ

ピブラストからさまざまな体細胞系列を派

生する機構については、根本から再検討する

必要がある。 
 
(2) 前部神経板形成に関わる遺伝子制御ネッ
トワークの解析 
	
 まずエピブラスト幹細胞を維持するため

の培養条件、つまり「アクチビンと FGFの存
在下でファイブロネクチン処理培養皿を用

いる」から、神経板状態をもたらす培養条件

つまり「アクチビン、FGF非存在下でジェラ
チン処理培養皿を用いる」に条件を変えた時

に 24 時間以内の短期間における転写制御状
態の変動を、マウス胚の中の変化と対応づけ

た。その結果、エピブラスト幹細胞は E6.5
のエピブラストに、上記の条件下でもたらさ

れる神経板状態の細胞は E7.5 の前部神経板
にほぼ対応することが確認された。この状態

遷移に関わる転写制御機構を調べる目的で、

複数の転写制御因子の過剰発現と発現抑制

の効果を比較しながら解析した。その結果、

エピブラスト状態からの脱却には、Pou5f1の
活性低下がきっかけをあたえること、神経板

の成立には Zic 属の転写制御因子が必要であ
ること、神経板に前部神経板としての性質を

与える上で、Otx2が大きな働きをしているこ
となどが明らかになった。とりわけて、Zic
属転写因子が、神経板の発生に必須の制御機

能を持っていることが見いだされたのが重

要である。Zic2/3 は、神経板発生の中核とな
る転写因子の発現を活性化するだけでなく、

中胚葉系、内胚葉系の組織の発生に必須な転

写因子の発現を強く抑制する。Sox2, Otx2な
どの転写因子も、特定の発生過程を促進する

一方で、他の細胞系列への発生を抑制する活

性を持っており、前部神経板がエピブラスト

から発生する過程においては、前部神経板以

外の細胞系列への発生がすべて抑制されて

いた（図３）。このことを一般化すれば、エ

ピブラストから特定の系列の体細胞組織が

発生するためには、他の細胞系列への発生を

抑制する機構が重要だということを示唆し

ている。 

 
 (3) 前部神経板の領域化機構 
	
 前脳前端部の前駆体に対応する前部神経板

の再前端のサブドメインは、マウス8日胚の段
階で転写因子Hesx1、Six3が発現される。この
状態の細胞を検出するためのレポーター遺伝

子を開発した。Hesx1遺伝子の5’側に位置する
エンハンサーによってEGFPを発現させたと
ころ、トランスジェニックマウス胚でHesx1
の発現特異性が再現された。 

図２ 

図３ 



	
 このレポーター遺伝子を用いて、エピブラ

スト幹細胞から開始した神経板発生の２日目

に前脳前端部の前駆体が効率よく発生する条

件を探した。その結果、Wnt阻害タンパク質
であるDkk1の強制発現や、薬理的なWntシグ
ナル阻害剤を用いて、エピブラスト幹細胞に

内在するWntシグナルの作用を低下させると、
効率よく前脳前端部の前駆体を発生させるこ

とができた。実際7日胚では、前部神経板の再
前端を裏打ちする始原内胚葉でDkk1が発現
されており、この発現が前部神経板の最前端

を前脳前端部の前駆体へと発生させているこ

とが示された。 
 
(4) 転写因子のゲノム上の制御標的の解析 
	
 エピブラスト幹細胞から前部神経板を生

ずる過程で、Sox2、Pou5f1などの主要な転写
因子がゲノム上のどの遺伝子群を制御標的

にし、また発生過程で制御標的遺伝子をどの

ように変化させるのかを明らかにするため

に、 in vivo ビオチン化転写因子を用いた
ChIP-seq法を開発した。それをエピブラスト
幹細胞に対して適用したところ、Sox2、Pou5f1
が結合するゲノム部位は、ES細胞の場合と一
部重複しながらも全体としては大きく異な

ることがわかった。 
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