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研究成果の概要（和文）：本研究は、将来胎盤を形成する細胞系譜である栄養外胚葉（trophectoderm）細胞の分化決
定機構について明らかにすることを目的としている。我々は着床前胚におけるtrophoblast細胞の分化のトリガーとな
る転写因子Cdx2の発現局在を解析し、Cdx2の発現は胚の外側に位置する全ての細胞で開始するが、そのうち一部の細胞
は内側へと移動し、未分化細胞であるICM（内部細胞塊）に寄与することをライブイメージング観察により明らかにし
た。一度分化誘導因子を高発現した細胞がそれを抑制し未分化状態に戻るという現象を観察したのは、当該研究が初め
てであると思われる。

研究成果の概要（英文）：Establishment of Trophectoderm (TE) and inner cell mass (ICM) is the first cell li
neage segregation in mouse development. Determination of the TE cell lineage is thought to be triggered by
 expression of Caudal-type transcriptional factor Cdx2 gene. To examine detailed expression patterns of Cd
x2 and cell behavior during preimplantation development, we established Cdx2-EGFP reporter mice by which e
ndogenous expression of Cdx2 can be visualized as EGFP fluorescence. We observed preimplantation embryos f
rom Cdx2-GFP reporter mice by live-imaging, and found that cells internalized during molura stage once sta
rted to express Cdx2 when they were localized in outer position, then after internalization they participa
ted in ICM and down-regulated Cdx2. These data suggest that these internalized cells can re-repress TE-spe
cification pathway once activated, and behave as a part of pluripotent cell population.
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１．研究開始当初の背景 

哺乳類モデル動物であるマウスの発生過程

においては、受精直後の胚を構成する細胞は

全て等価に全能性を持ち、胚体および胚体外

組織全ての細胞種を生み出すことが可能で

あるが、胎生 3日目の着床前胚において最初

の細胞分化が起こり、将来胎盤を形成する細

胞系譜である栄養外胚葉（trophectoderm）

を外側に、将来胚体を形成する未分化細胞集

団である内部細胞塊（Inner Cell Mass; ICM）

を内側に持つ胚盤胞と呼ばれる発生ステー

ジへと移行する。等価な細胞で構成された集

団から２つの細胞系譜が作り出される機構

は未だ明らかではないが、細胞表面からの何

らかのシグナルにより胚体内の細胞が各々

の位置を認識し、外側にある細胞は

Trophoblast へと分化し内側の細胞は未分化

なまま ICM として維持されるのではないか

という仮説（表層シグナル仮説）と、細胞分

化 は ラ ン ダ ム に 起 こ り 、 そ の 後

trophectodermを形成する trophoblastと呼

ばれる細胞は胚の外側へと、ICMは内側へと

移動するのではないかという仮説（sorting

説）が申請当時は提唱されていた。現在では

外側→内側という動きをする細胞は観察さ

れるが、内側→外側という動きをする細胞は

いないという観測データが報告され、sorting

説はほぼ否定されつつある。その後

trophoblast と ICM の細胞運命の分岐

（segregation）について、着床前胚の外側に

位置する細胞が trophoblast に、内側に位置

する細胞が ICM に運命決定され、その機構

は細胞接着を認識することで細胞自身が自

らの位置を関知し、２つの細胞系譜のうちの

正しい方へと分化するということが、幾つか

の細胞接着を認識する分子のノックアウト

マウスの解析結果の報告により示され、表層

シグナル説がこの分野の主流となった。しか

しながら細胞運命が決定される時期の胚に

おいて、前述したように外側→内側という細

胞の移動があることと、そのような細胞の移

動と細胞接着によるポジションの認識機構

という話との整合性はついておらず、初期胚

発生の研究分野において、未だ共通認識は無

い状態である。 

 

２．研究の目的 

前述の胚の外側→内側へと移動する細胞へ

の初期胚研究者の関心は非常に高いが、それ

らの細胞が未分化な ICM になるべくして内

側に入るのか、それとも外側に居る間は

trophoblast 前駆細胞として振る舞うが、内

側に入った後には ICM の細胞としてある種

の分化転換を行うのかを追求できた研究者

はこれまでいなかった。また、申請当時の初

期胚研究は、胚を固定し抗体で染色する手法

が主であり、生きた胚における細胞のポジシ

ョンの移動をクリアーに観察したという報

告は殆ど無かった。我々は trophoblast / ICM

の運命決定の際の個々の細胞のポジション

と細胞分化との関連性を調べる目的で、

trophoblast 細胞の分化のトリガーであり、

trophoblast の分化マーカー遺伝子として最

もよく使用される転写因子である Cdx2の発

現を GFP の蛍光によりレポートすることの

できるマウス系統を作製し、連続的に観察す

る計画を立てた。 

 

３．研究の方法 

BAC modificationの手法によりCdx2の発現

を GFP の蛍光で可視化できるトランスジェ

ニックマウス系統を作製し、さらにその系統

と、全ての核を mCherry でモニターするこ

と が で き る マ ウ ス 系 統

（ROSA26-H2B-mCherry）を交配し、得ら

れたダブルマーキングマウスの着床前胚を

使用してライブイメージングを行い、

trophoblast への分化(Cdx2—GFP)と細胞の

動き（H2B-mCherry）について同時にデー

タを取得し、解析した。 



 

４．研究成果 

成果（1）Cdx2-GFP BAC トランスジェンッ

ックマウスの作出 

我々は最初に、Cdx2-GFPレポーターマウス

が Cdx2の発現を正しくレポートしているこ

とを確認した。Cdx2-EGFP レポーターマウ

スの初期胚（胚盤胞期胚）を抗 Cdx2抗体に

より染色したところ、GFP陽性の細胞のみが

抗 Cdx2抗体に反応した。着床後胚（7.5dpc

前後）において Cdx2は胚体外外胚葉の派生

器官および胚体の後部中胚葉において発現

していることが報告されている。7.5dpc前後

のレポーターマウスの胚を採取して観察し

たところ、上記の器官特異的に GFP の発現

が観察された。また成体組織においては、小

腸の上皮が Cdx2を高発現していることが知

られている。レポーターマウスの成体から小

腸を採取し、凍結切片を作製し観察したとこ

ろ、上皮組織とその下に見られる腺組織のみ

で GFP の蛍光が観察された。これらの観察

から、我々の作製した Cdx2-GFP BAC トラ

ンスジェニックマウスは、内在性の Cdx2の

発現を正しくレポートしていると考えられ

た。 

 

成果（2）胚の外側→内側へと移動する細胞

における Cdx2の発現の推移の観察 

次 に レ ポ ー タ ー マ ウ ス と

ROSA26-H2BmCherry を掛け合わせたマウ

ス（Cdx2Cdx2—GFP/H2B-mCherryマウス）

の胚のライブイメージング解析を行った。 

解析の結果から、これまで抗 Cdx2抗体染色

により報告されてきたのとほぼ同様に、GFP

の蛍光は 16 細胞期胚において初めて明確に

認められた。その後 32 細胞期前後までに、

細胞によって発現の立ち上がりの早さは異

なるものの、外側のほぼ全ての細胞が GFP

（=Cdx2）を高発現する様子が観察できた。 

その後、外側の trophoblast 前駆細胞におい

ては Cdx2の発現はさらに上昇するのが観察

された。一方、内側の ICM細胞においては、

胚盤胞期以降は殆ど発現が見られなかった。

次に当該研究の最も重要な焦点である、外側

から内側へと移動する少数の細胞について

ライブイメージングデータを用いて追跡を

行った。外側から内側への細胞の移動は、16

細胞期〜32細胞期前後に観察され、それらの

細胞は、外側に位置する時期には他の外側の

細胞とほぼ同じくらいのレベルの GFP を発

現しており、細胞の形態なども他の

trophoblast 前駆細胞と変わらない様子であ

った。外側から内側へと移動した後、GFPの

蛍光はステージが進むにつれて減衰してい

き、60 細胞期（後期胚盤胞期）くらいには、

他の GFP を殆ど発現していない内側の細胞

と見分けが付かないレベルとなった。これら

の観察から、着床前胚においては当初、ほぼ

全ての外側の細胞で Cdx2が発現を開始する

こと、外側から内側へと移動する細胞におい

ても当初は Cdx2の高発現が認められ、内側

へと移動した後に Cdx2の発現は減衰してい

くということが分かった。 

ライブイメージングで観察された、レポータ

ー胚の内側に見られるGFP強陽性の細胞は、

通常のコンフォーカル顕微鏡による観察に

おいても見られ、それらの GFP 強陽性の細

胞が、ライブイメージングの光毒性や培養条

件によるアーティファクトではないことが

確認された。この結果から、外側→内側にア

クシデンタリーに移動した細胞は、最初は他

の外側の細胞、即ち trophoblast の前駆細胞

と同じ性質を持っているように見え、内側に

移動した後は Cdx2の発現を抑制し、他の以

前から内側にいた細胞と協調して未分化細

胞である ICM を形成することが明らかとな

った。この外側→内側に移動する細胞におけ

る Cdx2遺伝子の発現の開始とその後の抑制、

即ち、細胞が一度発現を開始した分化誘導因

子の発現を抑制し未分化状態を維持すると



いうイベントを観察できたという報告は、当

該研究が初めてであると思われる。 

 

成果（3）外側→内側へと移動した細胞の運

命の追跡 

外側から内側に移動した細胞は、胚盤胞期以

後も死滅することなく ICM の一部に寄与し

ているように見えた。我々はそれらの細胞が

その後未分化細胞であるエピブラストや胚

体外内胚葉に分化、寄与できるのか、出来る

とすればどのくらいの割合で寄与している

のかを調べた。64細胞期（後期胚盤胞期）前

後には、レポーターマウスの胚の内側には

GFP の蛍光強度の高い細胞は殆ど見られず、

当初は外側にあり、後に内側に入った細胞は、

その時期に Cdx2（=GFP）の発現をほぼ完全

に抑制し、周囲の ICM 細胞と殆ど変わらな

い GFP 蛍光強度になっていると思われた。

しかし後期胚盤胞を多数観察すると、10個に

1 個くらいの割合で、その時期においても周

囲の ICM細胞よりもGFP蛍光強度が明らか

に高いものが認められた。そのような、胚盤

胞後期においても GFP蛍光強度の高い ICM

細胞（= 外側→内側へと移動したと推測され

る細胞）を持つ胚を用いてエピブラストおよ

び胚体外内胚葉のマーカーである抗 Nanog

抗体および抗 Gata4 抗体による染色を行っ

たところ、それらの GFP 陽性細胞（当初は

外側にあり Cdx2を発現していたと思われる

細胞）は、ほぼ同じくらいの割合でエピブラ

ストおよび胚体外内胚葉に寄与するという

ことを示唆する結果が得られた。外側→内側

へと入った細胞が優先的に胚体外内胚葉と

なるということを示唆するイギリスのラボ

からの専攻研究があるが、我々の観察結果は

それとは異なり、外側→内側へと入った細胞

はエピブラストと胚体外内胚葉のどちらに

もほぼバイアス無く寄与できるのではない

かということを示している。 

初期胚において適切な比率の外側と内側の

細胞を保持するため細胞の移動が起こるこ

とは古くから知られていたが、それらの細胞

における細胞分化に重要な遺伝子の発現の

推移や、移動後の振る舞いをライブイメージ

ングを用いて連続的に示した研究は、当該研

究が初めてであると考えられる。 

現在、この研究成果を英国の専門誌

Developmentに投稿すべく準備中である。 
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