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研究成果の概要（和文）：上皮-間葉系転換（EMT）で発現する転写因子Sox10を蛍光タンパク質で標識した遺伝子改変E
S細胞とマウスを利用して、EMT現象が起こる際に発現が上昇する遺伝子を明らかにした。これらの遺伝子のうち、EMT
を亢進させる転写因子を見出した。また、糖タンパク質Galectin-1が神経堤細胞発生を亢進することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We identified the up-regulated genes in epithelial-mesenchymal transition (EMT) by
 utilizing the embryonic stem cells and mice, where the expression of Sox10 can be visualized with a fluor
escent protein. Among these genes, we found the transcription factors that enhanced EMT. In addition, we f
ound that glycoprotein Galectin-1 enhanced neural crest cell generation.
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１．研究開始当初の背景 
上皮-間葉系転換（EMT）は上皮細胞が間葉
系細胞に転換する現象であり、生物の組織や
臓器の形成に非常に重要なプロセスである。
また、細胞が幹細胞性を獲得する際に EMT
が非常に重要な働きをしていることも報告
されている。EMT に関しては現在まで様々
な解析が行われているが、それらは現象の観
察にとどまり、しかも EMT を起こした細胞
の単離は非常に難しく、機能的な解析が行わ
れてきたとは言い難い。私たちは、EMT 現
象を蛍光発光によって観察できる遺伝子改
変 ES 細胞、遺伝子改変マウスを独自に開発
し、これらを駆使すれば、EMT 現象を定量
的かつ機能的に解析することが可能となり、
その詳細なメカニズムを明らかにできるの
ではないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
私たちは、EMT 現象を試験管内で観察できる
実験系として、マウス ES 細胞を神経堤細胞
に誘導できる培養系を開発した。また、生体
内で EMT を観察できる実験系として、
Sox10-IRES-GFP マウスを作成した（図 1）。
このマウスでは、神経堤細胞に発現する転写
因子Sox10が蛍光タンパク質で標識されてい
るため、神経堤細胞を生体内で観察すること
ができる。これらの実験系によって、最も典
型的なEMT現象である神経堤細胞発生を生体
の内外から研究する事が可能となった。この
実験系を利用し、以下の二つの面から EMT を
明らかにしようと考えた。 
１．生体から神経堤細胞を純化し、EMT 発生
時の分子を明らかにする。 
２．試験管内、生体内の両面から EMT のメカ
ニズムを検証する。 
 
図 1 
 

 
 
 
 
 
 
 
３．研究の方法 

(1)神経堤細胞に発現する分子の探索 
Sox10-IRES-GFP ES 細胞の神経堤細胞への分
化誘導系及び同 ES 細胞より作成した遺伝子
改変マウス胚から、発生時の神経堤細胞をセ
ルソーターで分離し、発現する遺伝子の網羅
的解析を行う。解析では、神経堤細胞で発現
する遺伝子とその起源である神経管で発現
する遺伝子とを比較することで、神経堤細胞
での発現上昇がみられる遺伝子を抽出する
（図 2）。 
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(2)神経堤細胞分化誘導系を用いた遺伝子導
入・阻害実験 
明らかにした遺伝子に関して、ES 細胞の神経
堤細胞分化誘導系で遺伝子導入・阻害実験を
行い、EMT 現象の亢進あるいは阻害を観察す
る。遺伝子導入実験ではウィルスシステムに
よる過剰発現を行い、遺伝子阻害実験では
shRNA を用いた遺伝子発現阻害を行う。解析
には、Sox10-IRES-GFP ES 細胞と神経堤細胞
分化誘導系を用い、Sox10（GFP）陽性細胞の
増加・減少をフローサイトメーターで解析す
る事により、EMT の発生を定量的かつ精密に
解析する。 
 
 
４．研究成果 
(1)神経堤細胞に発現する分子の探索 
Sox10-IRES-GFP ES 細胞と遺伝子改変マウス
胚を利用して、神経堤細胞で発現上昇がみら
れる遺伝子の抽出を行った。この解析によっ
て転写因子、成長因子、レセプター型分子な
ど様々な遺伝子が明らかにできた。これら遺
伝子群の中から転写因子に注目し、その発現
パターンや文献調査により 33 個の転写因子
を選び出した。 
 
(2)神経堤細胞分化誘導系を用いた遺伝子導
入・阻害実験 
研究（1）で明らかにした転写因子全てを試
験管内でのEMT誘導系にレトロウィルスを用
いて発現させると、コントロールに比べて

 

 



Sox10（GFP）の発現が上昇することが観察さ
れた。さらに、転写因子を個々に試験管内の
EMT 誘導系で過剰発現させることで EMT 現象
を制御している転写因子の同定を試みたと
ころ、これらの転写因子のうち少なくとも 3
種類で、Sox10(GFP)の発現を有意に上昇させ
ることが確認できた。さらに、これらの転写
因子をマウスから単離した上皮細胞に導入
しても、Sox10（GFP）の発現を有意に上昇さ
せることが確認でき、EMT 現象を亢進させて
いる可能性を見出した。これらの転写因子の
EMT 現象内での詳細な働きは今後解析を計画
している。 
一方、研究（1）の結果から、糖タンパク質
Galectin-1 が神経堤細胞発生時に高発現し
ていることも見出した。Galectin-1 をマウス
Sox10-IRES-GFP ES 細胞の神経堤細胞への分
化誘導系に添加すると、神経堤細胞の誘導効
率（Sox10 陽性細胞率）が有意に上昇してい
ることが明らかになった（図 3）。経時的な
Galectin-1 添加実験により、分化誘導の初期
と後期に神経堤細胞の誘導を亢進させてい
ることが明らかになり、RT-PCR の結果により、
分化初期では ES 細胞から神経系への誘導を
亢進し、分化後期では神経系から神経堤細胞
の誘導を亢進していることがわかった。マウ
ス胎仔から採取した神経管の培養系に
Galectin-1 を添加した場合でも、神経堤細胞
の誘導が亢進されることが明らかになった
（図 4）。以上より、Galectin-1 が神経堤細
胞発生を正に制御していることを明らかに
した。 
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図 3：マウス Sox10-IRES-GFP ES 細胞の神
経堤細胞分化誘導系に Galectin-1 添加
し、フローサイトメーターで Sox10 陽性
細胞の割合を解析した。1 ng/mL 添加で
有意に上昇がみられた。 

 

図 4：マウス胎仔から採取した神経管の培
養系に Galectin-1 を添加し、フローサイ
トメーターで Sox10 陽性細胞の割合を解
析した。Galectin-1 添加により神経堤細
胞の誘導が亢進した。 
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