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研究成果の概要（和文）：着床前胚の Hippo シグナルは、胚の内側に位置する細胞で強く、外側

で弱いという細胞位置によるシグナル強度の差がある。本研究は、接着関連分子 Angiomotin

による Hippo 経路活性化は細胞極性によって抑えられることをつきとめ、これが細胞位置の違

いを Hippo シグナル強度の違いへと変換する機構であることを明らかにした。これは Hippo 経

路の重要な未解決問題を解くものであり、多くの関連分野の進展が期待される。 

 

研究成果の概要（英文）：Hippo signaling in preimplantation embryos exhibits a cell 

position-dependent difference in strength.  Inner and outer cells show strong and weak 

signaling, respectively. This research clarified the mechanisms of the Hippo pathway 

activation by an adhesion-associated protein Angiomotin and its suppression by cell 

polarity. This is the machinery which converts cell position into differential strength 

of Hippo signaling. This research uncovered a key problem of the Hippo pathway regulation, 

which contributes to the progress of the relevant fields. 
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１．研究開始当初の背景 
初期胚盤胞期の着床前マウス胚は、胚の外側
に位置する細胞から栄養外胚葉が作られ、内
側に位置するから内部細胞塊が作られる。こ
の細胞位置依存的な細胞分化は半世紀近く
前から知られていたが、その制御機構は未解
明の問題として残されていた。研究代表者の
属する研究チームは、この細胞分化が Hippo
経路によって制御されていることを突き止

め、位置依存的分化制御の核心に迫る成果を
得た（Nishioka et al., Dev. Cell, 2009）。
この研究成果から、Hippo シグナルが胚の内
側に位置する細胞で強く、外側では弱いこと、
そして、このシグナル強度の違いが位置依存
的に細胞分化を制御していることが明らか
になった。しかしながら、なぜ、そもそも内
側と外側とで Hippo シグナル強度に違いがあ
るのかを明らかにすることはできなかった。
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本研究は、この位置依存的な Hippo 経路制御
機構を明らかにし、位置依存的細胞分化機構
の全容解明をめざした。 
内側と外側の細胞間で異なる特徴の一つ

に細胞極性がある。着床前胚の外側細胞は極
性を持つのに対し、内側細胞は極性を持たな
い。内外での Hippo シグナル強度の違いを作
り出す機構を解明するために、研究代表者は
細胞極性に着目した。そして、極性破壊実験
を行ったところ、外側でも内側と同様に
Hippo 経路の強い活性化がみられるようにな
り、細胞極性による Hippo シグナルの抑制が
示唆された。 
これと並行して、研究協力者の下野明彦博

士は、接着関連分子 Angiomotin（Amot）が
Hippo 経路に関与することを示唆する予備的
結果を得た。そこで、研究代表者が Amot の
着床前胚における働きを調べたところ、Amot
が着床前胚の Hippo シグナリングに必要であ
ることを示唆する結果を得ることができた。
Hippo 経路が細胞接着によって活性化される
とき、Amot は必ず細胞接着面に局在すること
から、Amotは接着情報をHippo経路へ伝達し、
活性化する分子であると考えられた。 
Amotの接着面への局在は強いHippoシグナ

リングを示す内側細胞でのみ見られ、外側細
胞では見られない。しかし、極性を破壊する
と、外側細胞の接着面にも Amot が局在する
ようになると同時に、外側細胞での Hippo 活
性化がみられるようになった。これは、細胞
極性によるHippoシグナリングの抑制がAmot
の分布制御を介したものであることを示唆
している。 
これらの予備的結果から、Amot によるシグ

ナル伝達は細胞極性によって抑制されてい
るというモデルを立てることができ、このモ
デルによって位置依存的な Hippo シグナリン
グ機構を解明できると考えた。 
 
２．研究の目的 
（１）Amot ノックアウトマウスを使い、Amot
が Hippo経路の活性化に必要であることを明
らかにする。また、Amot の接着面への局在と
Hippo シグナリングとの間に相関があること
を明らかにする。 
（２）頂端側と基底面側それぞれの細胞極性
制御因子群について過剰発現や機能抑制を
行い、Amot の接着面への局在および Hippo シ
グナリングに与える影響を調べ、細胞極性が
Amot によるシグナル伝達を抑制することを
明らかにする。 
（３）Amot の細胞接着面への局在に必要な機
能ドメイン、および、細胞極性による局在制
御を受ける際に関与する機能ドメインを調
べ、Amot によるシグナル伝達機構の詳細を明
らかにする。 
（４）上記項目３で明らかにされた機能ドメ

インに結合する分子の探索を行う。この分子
は、Amot による Hippo シグナル伝達に関与す
ることが考えられるので、この分子の in 
vitro での結合実験と着床前胚を用いたノッ
クダウン実験を行い、Amot による Hippo シグ
ナル伝達経路（細胞接着→Amot→Hippo 経路）
の構成分子であることを示す。 
（５）細胞極性による Amot の接着面からの
排除には、Amot を頂端側に運ぶ分子と頂端側
で Amot の局在を保持する分子が関わってい
ると予想する。上記項目４で明らかにされる
Amot 結合分子の中に、この制御に関わる分子
も含まれてくると考えられる。これらの候補
分子についてノックダウンを行い、細胞極性
による Amot局在制御が破綻することを示し、
極性細胞において Amot が細胞接着面から排
除される機構を明らかにする。 
以上の研究項目を明らかにすることによっ

て、Amot が細胞接着面への局在し、細胞接着
情報が Amot 経由で Hippo 経路へ伝達される
機構、および Amot が細胞極性によって接着
面から排除される機構を明らかにすること
ができる。 
 
３．研究の方法 
着床前胚の Hippo シグナリングに Amot が

必要であることを示すには、Amot ノックアウ
トマウスを用いた解析を行った。Amot の細胞
内局在については自前で作製した Amot 抗体
を用いた免疫蛍光染色法によって明らかに
した。Amotl2 のノックダウンは、２細胞期胚
への siAmotl2 のインジェクションによって
行った。 
極性破壊は、Prckz;Prkci ダブルノックア

ウトマウスの使用、あるいは、２細胞期胚へ
の Prkci ドミナントネガティブ型 RNA のイン
ジェクション、受精卵への Pard6b shRNA や
Par1a/b shRNA インジェクションによるノッ
クダウンによって行った。 
Amot の機能ドメインを検討するには、表現

型レスキュー実験を行った。レスキュー実験
とは、Amot および Amotl2 をともに欠損した
Hippo シグナリング不全胚(Amotフリー胚)に、
機能ドメイン欠損型 Amot を発現させ、その
発現によって Hippo シグナリングが回復する
か調べる実験のことである。この方法によっ
て、Hippo シグナリングに必要な機能ドメイ
ンを明らかにすることができる。この実験で
レスキューが見られた場合、その欠損ドメイ
ンは Hippoシグナリングに必要ではないこと
が示唆され、レスキューが起こらなかった場
合、その欠損ドメインは Hippo シグナリング
に必要であることが示唆される。 
Amotと細胞接着分子およびHippo経路関連

分子との相互作用は、培養細胞を用いた免疫
沈降実験によって解析した。 
 



４．研究成果 
 着床前胚の Hippo 経路の活性化には Amot
とその類似タンパク質である Amotl2 が必要
であり、この両者をともに欠損する胚では、
Hippo 経路の活性化が見られないことを明ら
かにした（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
内側に位置する細胞では、接着面に局在す

る接着関連分子 Angiomotin (Amot)が細胞接
着依存的に Hippo経路を活性化するのに対し、
外側に位置する細胞では、細胞極性が Amot
分子を接着面から排除することで、細胞接着
による Hippo 経路活性化を阻止していること
を突き止めた（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Amotは接着結合を構成する E-カドヘリン-

βカテニン-αカテニン複合体と相互作用し、
この相互作用は、Hippo 経路制御因子である
Merlin によって促進されることを明らかに
した。また、Amot は Hippo 経路の中心的キナ
ーゼである Lats と相互作用することを明ら
かにした。以上の成果から、カドヘリン-カ
テニン複合体→Merlin→Amot→Lats という
分子間相互作用によって細胞接着情報が
Hippo 経路へと伝えられることを明らかにし
た（図３、４）。また、この分子間相互作用
およびシグナル伝達には Amot のコイルドコ
イルドメインおよびアミノ末端側の領域が
必要であることも明らかにした。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
本研究によって得られた成果は、Hippo 経

路の重要な未解決問題を解くものであり、着
床前胚の位置依存的細胞分化機構の核心を
明らかにするだけでなく、Hippo 経路活性化
の一般原理の解明へとつながるものである。
したがって、本研究の成果は、発生生物学、
臓器再生、がん研究など Hippo 経路が関係す
る多くの分野の発展に寄与することが期待
される。 
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図３．E-cadherin, Merlin と Amot は相互作用する。 

図４． Amot と Lats2 は相互作用する。 
図 1．Amot フリー胚（Amot-KO; siAmotl2）では、

Hippo シグナルが消失し（赤）、Yap は内側でも外

側と同じように核局在する（緑）。 

図２．極性破壊による外側細胞の Hippo シグナルの上

昇（赤）およびそれに伴う Yap の核からの排除（緑）。 
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