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研究成果の概要（和文）：マウス初期胚における胚性外胚葉は、将来の神経となる「神経外胚葉」

と、将来の皮膚となる「表皮外胚葉」へと分化することが知られている。そこで、これら組織

間 (神経外胚葉と表皮外胚葉 )でマイクロアレイを行い、表皮外胚葉で優位に発現する
Grainyhead-like ( Grhl )ファミリーに着目した。Grhl遺伝子を恒常的に発現するトランスジ
ェニックマウス胚では、神経上皮の一部で表皮マーカーが誘導され、また逆にドミナント-ネガ
ティブ型 Grhl 遺伝子を発現させると、神経マーカーが過剰に発現誘導し胚性致死となること
がわかった。これらの研究結果から、Grhlファミリー因子は、表皮外胚葉へ率先して誘導する
機能をもっており、「表皮マスター因子」ともいえる働きを持つことが示唆された。さらに、マ

イクロアレイのデータをさらにシステム解析（カスケード解析、プロモーター解析）を行い、

カノニカルWnt経路が表皮外胚葉の上流で働くキーとなるシグナルとして挙げられた。 
 
研究成果の概要（英文）：The embryonic ectodermal cells in the mouse embryo is known to 

differentiate to neural ectoderm, a prospective the central nervous system, and surface ectoderm, a 

prospective skin, respectively. To elucidate the molecular mechanisms of the cell fate specification 

between surface ectoderm and neural ectoderm, at first, the comprehensive research of whole genes 

expression was conducted using the microarray between surface ectoderm versus neural ectoderm. Then, 

we identified the Grainyhead-like family, which has CP2 transcriptional factor and highly express in the 

surface ectoderm. Next, we performed the functional analysis with generating transgenic mice in which 

ectopically Grhl2 and dominant-negative Grhl transgenes are expressed. By these transgenic mouse 

phenotypes, we suggested that Grhl play a pivotal role in an epidermal differentiation as an “master 

gene”. Additionally, systematic approaches (cascade analysis and promoter analysis) have revealed that 

canonical Wnt has functions in the upstream of surface ectodermal factors. 
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１．研究開始当初の背景 
	
 マウス初期胚では、受精後 6.0日目以降に
原条形成が起き、内胚葉、外胚葉さらに中胚
葉の 3胚葉で構成される。その中でも、外胚
葉からは、将来の神経系を構成する「神経外
胚葉」、また将来の骨格系や筋肉組織を形成
する「神経堤細胞」、さらに将来の表皮とな
る「表皮外胚葉」が生じる。マウス遺伝学を
用いた実験や、蛍光色素を注入し細胞の分布
を追う細胞系譜実験から、受精後 6.5日目の
外胚葉細胞が将来どういった細胞に成るか
きまっているとされている。しかしながら、
これら運命決定（又は細胞の特異化）が、ど
の様な分子機序によって決定されているか
については、未だ不明な点が多い。 
	
 またこれら運命決定は、細胞系譜などの報
告から発生のどの時期から運命決定がなさ
れるのかという点については多くの研究者
による報告があるのに対し、逆にいつ運命決
定が終了するかという問題についてはあま
りわかっていない。この理由については、ど
の細胞がどの時期まで多分化能(又は未分化
能)をもつのかという指標のもと、個体内の細
胞を調べる困難さによるものだと考えられ
る。 
	
 ここで発生段階における、神経上皮と表皮
外胚葉組織の関係を見てみると、これら組織
は、神経胚期(8.0日目頃)で、胚の吻尾軸に沿
って隣り合って（繋がって）存在している(下
図)。そして、神経管が閉鎖する際には、神経
板から管になるために、これらの隣接した領

域が折れ曲がり、神経上皮と表皮外胚葉が分
かれる。そして、最も外側で、様々な組織を
覆う表皮外胚葉と、その内側で管となって位
置する神経管とに分かれる。この一連の形態
変化は、神経上皮と表皮外胚葉が完全に分か
れるタイミングのようにも思える。しかしな
がら、この過程でこれら組織間に、どの様な

細胞の動きや遺伝子発現変化を伴って、完了
しているかこれまで明らかにされていない。	
  
	
 また、これまで神経上皮の誘導においては、
詳細に研究がなされている。例えば、レチノ
イン酸投与であるとか、Fgf シグナルの活性
化、Bmp/Wnt シグナル抑制による神経誘導
は、アフリカツメガエルを用いた実験などで
多くの報告がある。一方、表皮外胚葉の誘導
メカニズム、あるいはそれ自身の細胞動態に
ついてあまり研究が進んでいない。その理由
は、表皮外胚葉は単層の細胞層であり、その
ため細胞数が少なく、種々の生化学的な解析
には不適である。また、約１日発生が進むと、
periderm 細胞が出現し、多層化が始まる。
そのため、単層である「表皮外胚葉」と位置
づけられている最も初期の表皮細胞は単層
構造を変えた時にはそこで発現する遺伝子
群も変化すると考えられる。これら要因によ
り、これまで表皮外胚葉で特異的に発現する
マーカー遺伝子もあまり知られていない状
況である。 
 
２．研究の目的 
	
 本申請課題では、表皮外胚葉に注目し、同
じ細胞由来の神経上皮と比較することによ
って、表皮外胚葉で特異的に発現する因子を
マイクロアレイ法によって、網羅的に探索す
る。また、得られた表皮外胚葉で発現する因
子の中でも、特に、表皮外胚葉を生み出すの
に必須な因子、「表皮マスター因子」の同定
を試みる。また前述のマイクロアレイで得ら
れたデータを元にシステム解析（プロモータ
ー解析やカスケード解析）を行うことによっ
て、これら表皮外胚葉細胞の出現させるシグ
ナルを予測する。 
 
３．研究の方法 
(1) 表皮外胚葉と神経上皮の間でマイクロア
レイを行い、各組織で発現する因子の網羅的
探索；受精後 8 日目胚(神経胚期)の野生型マ
ウス胚を HBS バッファー内で解剖し、酵素
処理（トリプシン・パンクレアチン酵素処理）
を行う。その後、神経上皮、表皮外胚葉組織
に分離する（この時出来るだけ間葉細胞は、
両組織内にコンタミしないように取り除く）。
その後、RNA を抽出し、マイクロアレイを
行う。そして、優位差検定を行い、2 倍以上
の発現に差が見られる因子に関して、特異的
な領域をクローニングしプローブとして、in 
situハイブリダイゼーション法によって内在
性発現の確認を行う。 
 
(2)表皮外胚葉優位に発現する因子の個体レ
ベルでの機能解析；(1)の実験結果から得られ
た因子の中でも特に、表皮優位に発現する転
写因子に着目して個体内における機能解析



を行う。具体的には、まずGO解析によって、
得られた遺伝子群の構造ドメインをもとに、
各遺伝子の機能を予測し、中でも核内タンパ
ク・転写因子に属する因子を抽出する。表皮
優位で発現する因子を、マウス胎児全体に、
かつ恒常的に発現させるようなトランスジ
ェニックマウスを作製し、表現系解析を行う。
得られる過剰発現マウスが胚性致死となり、
胎児期の表現系解析が困難となる可能性を
考慮し、Cre-loxPシステムを用いて時期、組
織特異的なシステムで解析を行う。 
	
 表現系の解析には、組織学的な手法に加え、
種々の組織特異的なマーカーを用いた in 
situハイブリダイゼーション法や、免疫組織
染色法を用いて解析を行う。 
 
(3) マイクロアレイで得られた因子のシステ
ム解析（プロモーター解析、カスケード解
析）；BIOBASE 社が開発した Upstream 
Analysis は TRANSFAC データベースを用
いて遺伝子の転写開始点付近にある転写因
子結合サイトを分析し、その結果得られた転
写因子の結合パターンから発現量の変化を
説明できるシグナル伝達カスケード及びそ
のカスケード上流にあるシグナルを予測を
行った。 
 
４．研究成果	
 
(1) 表皮外胚葉と神経上皮との間でマイクロ
アレイを行い各組織で発現する因子の網羅
的探索；野生型マウス胚を、神経外胚葉で 134
胚分、表皮外胚葉では 339胚分を回収し、各
RNA を抽出した。その後のアレイに関して
は、九州大学教育・研究支援センターとの共
同研究にて行った。また、優位差検定により
２倍以上の優位差を持って発現の変動が見
られる遺伝子のみを選択した。この検定法に
より、神経上皮では 236遺伝子、表皮外胚葉
では355遺伝子が各組織で優位に発現してい
ることが示唆された。これら因子について、
クラスタリング解析や、GO 解析を行い、表
皮外胚葉で得られた遺伝子の中で 33 個の遺
伝子が転写因子であると予測され。その中で
CP2 ド メ イ ン を 持 っ た 転 写 因 子	
 
Grainyhead-likeファミリー(Grhls)に着目す
ることにした。Grhl2/3 因子の内在性の発現
は、吻尾軸に沿って non-neural の領域に発
現して
いた。
さらに、
興味深
いこと
に 、
Grhl2
と
Grhl3
遺伝子
は互い
に入れ
子式で発現しており、Grhl2遺伝子はより吻
側、Grhl3は尾側で発現していることがわか
った(Grhlファミリー遺伝子には Grhl1,-2,-3
と存在するが、Grhl1遺伝子は神経胚期に発

現活性が見られないため、Grhl2/3 遺伝子の
みに着目している)。 
 
(2)表皮外胚葉優位に発現する因子の個体レ
ベルでの機能解析；(1)の結果から Grhl ファ
ミリーに絞り込み、個体内における機能解析
を行った。結果、Grhl２遺伝子を全身に過剰
発現させたトランスジェニックマウスを作
製した場合、8.5 日目付近で神経上皮の一部
で表皮マーカーが異所的に発現し、その後胎
生致死となることがわかった（ちなみに、
Grhl3遺伝子の過剰発現マウス胚では着床前
の時期で既に胚性致死となる）。 
	
 逆にこの転写因子のドミナント-ネガティ
ブ型（DN-Grhl3）を過剰発現させた場合、
N-cadherin などの神経マーカーの過剰な蓄
積が見られ、その後胚性致死となることがわ
かった。 
	
 以上の結果から、神経上皮と表皮外胚葉の
運命決定に、Grhlファミリーの発現量と場所
が適切であることが、正常発生に必須である
ことが示唆された。 
 
(3) マイクロアレイで得られた因子のシステ
ム解析（プロモーター解析、カスケード解
析）；得られた表皮外胚葉優位に発現する因
子のシステム解析を行った結果、カノニカル
Wnt経路上位に位置し、制御している可能性
が示唆された。実際、遺伝的な交配実験から、
Grhl遺伝子群とカノニカル Wnt経路との関
わりがあることがわかった。 
 
	
 以上の結果から、我々が行った神経上皮と
表皮外胚葉とのマイクロアレイによって、こ
れまで
あまり
知られ
ていな
かった
表皮外
胚葉特
異的に
発現す
る因子
が、数
多く同
定する
ことが
出来た。
また、
それら
遺伝子
の中に
は、個
体レベルで表皮外胚葉を異所的に誘導する
ような表皮マスター因子も含まれているこ
とがわかった。	
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