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研究成果の概要（和文）：1. 胚におけるWntシグナルに着目して、Wntシグナル強度と体軸幹細胞の維持・分化の関連
を明らかにした。
2. 体軸幹細胞の培養システムを構築するため、前駆細胞であるエピブラスト幹細胞から、培養条件の変化によって体
軸幹細胞様の細胞状態を産み出した。この細胞、およびさらに分化した神経系・中胚葉系細胞における遺伝子発現を解
析した。
3. 体軸幹細胞の制御に関与する遺伝子群の機能を解析するため、ゲノム編集技術を活用した遺伝子改変マウスの作製
法を確立した。

研究成果の概要（英文）：1. I have studied the relationship between the intensity of Wnt signal and the 
cell fate of axial stem cells.
2. I have identified the culture condition to derive axial stem cells from epiblast stem cells, and 
analyzed the difference of expression patterns.
3. I have established a new method to generate genetically modified mouse using CRISPR/Cas9 system.

研究分野： 発生生物学
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１．研究開始当初の背景 
 脊椎動物の発生の初期過程は、大きく分け
て頭部領域（脳領域）の成立と、体幹部の後
方への伸長との 2 つからなる。申請者は、転
写因子SOX2が神経系の原基である神経板に
限局して発現することに注目して、その転写
制御機構の研究を行い、それを発展させて次
のことを示した［Takemoto T. et al. Nature 
(2011); Takemoto T. et al. Development 
(2006)］。 
・ 神経板成立の機構は、頭部と体幹部では
大幅に異なる。実際、頭部神経板での Sox2
遺伝子の発現開始を担うエンハンサーN2
と、後方へ伸長する体幹部神経板での発現
開始を担うエンハンサーN1 の制御は全く
異なっている。 

・ 体幹部の神経板は、原条の両側に存在す
る、神経系と中胚葉への分化能力を持つ
「体軸幹細胞」から、中胚葉と分離される
ことによって成立する。体軸幹細胞では、
ひとたび Sox2 エンハンサーN1 が活性化
されるが、このなかで N1 活性を保持して、
SOX2 を発現したものが神経板を形成する。 

・ 体軸幹細胞の中で、原条を通過して中胚
葉領域へと移動する細胞群では、転写因子
TBX6 の作用によって N1 エンハンサー活
性を失うとともに、中胚葉へと発生する。 

この研究結果は、体幹部の組織が、神経系と
中胚葉との共通前駆体である「体軸幹細胞」
の維持と、SOX2 に依存した神経板細胞、
TBX6 に依存した中胚葉細胞のバランスのと
れた産出によって成し遂げられることを示
している。 
・ 後者の制御が乱れた例に、Tbx6 遺伝子変
異胚がある。この変異胚では、体軸幹細胞
から中胚葉への分化が起こらず、代わりに
Sox2 遺伝子が発現し、神経系へと分化す
る。 

申請者はこの研究によって、「三胚葉が形成
され分離した後に、外胚葉から神経系が誘導
される」という古典的なモデルには大きな変
更が必要であり、むしろ「体幹部の神経系は、
神経系と中胚葉との共通前駆体である『体軸
幹細胞』から、中胚葉と分離されることによ
って生みだされる」ことを示した［Takemoto 
T. et al. Nature (2011)］。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、「体軸幹細胞」に対する２つ
の制御過程、体軸幹細胞の維持と、体軸幹細
胞から、神経板細胞や中胚葉細胞への分化を
導く制御の基本機構を解明する。 
 これまでの予備実験から、Wnt シグナルが、
体軸幹細胞の 2つの制御過程のいずれをも制
御していることを示した。しかし、その制御
は単純ではなく、次に述べる高次の制御シス
テムの上に成り立っている。Wnt シグナルは、
T-box転写因子(Brachyury, Tbx6)の発現を制
御するとともに、Brachyury が Wnt 遺伝子
の発現を制御するという、相互制御機構があ

る。Wnt シグナルは、Sox2 エンハンサーＮ
１を活性化して神経へ発生を制御するが、中
胚葉前駆体（未分節中胚葉）と、そこから体
節への発生をも制御している。これらのこと
から、Wnt シグナルと、転写制御因子
Brachyury の相互依存的な活性化が、Sox2, 
Tbx6 の制御などと絡み合いながら、体軸幹
細胞の維持と分化制御とのバランスをとっ
ているものと考えられる。体軸幹細胞は、中
枢神経系と中胚葉系の双方の原基であるこ
とから、その制御の異常が、神経系や排泄孔
の形成不全などの先天異常の多くの場合の
原因となっていると予想されている。 
 
３．研究の方法 
（１）体軸幹細胞の制御において、Wnt シグ
ナルの作用は ON/OFF 的な効果をもたらすの
では無く、シグナルの強度によってその効果
を変えることが示唆された。そこで、Wnt シ
グナルレポーターマウス用いて、細胞が授受
した Wnt シグナル強度と、胚の中の空間分布
と、その分化制御の関連を解析する。 
 同時に、Wnt シグナルによって制御される
転写因子 SOX2, Brachyury, TBX6 が、相互の
分化制御に果たす役割、また、Wnt シグナル
への feedback 作用を解析する。 
Wnt シグナルレポーターマウスを作成し、研
究に用いる。Sox2, Brachyury,Tbx6 遺伝子の
発現制御状態を可視化できるよう蛍光タン
パク質を組み込んだ遺伝子改変マウスを作
成する。 
マウス胚の全胚培養条件下でのライブイメ
ージングを行い、Wnt シグナル強度と、体軸
幹細胞の維持・分化の制御との相関を明らか
にする。培養マウス胚の、個々の細胞での Wnt
レポーターの強度を測定し、特定の Wnt シグ
ナル量にある細胞を標識する。その細胞制御
状態をライブイメージングによって追跡す
る。Wnt シグナルの強さ(量)と、体軸幹細胞
の制御状態、空間配置を比較分析する。 
 
（２）体軸幹細胞において、幹細胞状態を規
定し維持する遺伝子制御ネットワークを解
明する。また、幹細胞状態から SOX2 に依存
した神経系、TBX6 に依存した中胚葉への遷移
において変動する遺伝子群を解析する。それ
ぞれの遺伝子群の、体軸幹細胞の維持や分化
での役割を明らかにする。 
 これらについての詳細な分子機構を研究
するために、「体軸幹細胞」を培養条件下で
単離・純化する。培養体軸幹細胞を用いて、
転写因子や作用シグナルを操作した上で、内
在遺伝子発現の変動について詳細な解析を
行い、遺伝子制御ネットワークを明らかにす
る。そして、それらが実際にマウス胚の中で
働いているかを、胚への遺伝子発現操作・細
胞操作などを行い検証する。 
体軸幹細胞の培養条件の検討。マウス胚の原
条周辺領域からの体軸幹細胞の単離、あるい
は EpiSC(Epiblast stem cells)から培養操作



によって体軸幹細胞を生み出し、それらを安
定に培養する。体軸幹細胞は Sox2 エンハン
サーN1 の活性によって検出できる。マウス胚
の細胞群、EpiSC 由来の細胞群のなかでエン
ハンサーN1-EGFP を発現するものを選択し、
単離することを計画している。Wnt シグナル
は、体軸幹細胞の増殖・維持に必須であるこ
とを確認しているので、Wnt リガンド、もし
くはWntシグナル活性化薬剤を様々な濃度で
添加するなどの条件検討を行う。 
培養体軸幹細胞、そこから派生する神経板細
胞、中胚葉細胞の各々の細胞群について、遺
伝子発現プロファイルをマイクロアレイ解
析によって比較分析する。培養体軸幹細胞か
らの分化は、Wnt シグナル強度の操作によっ
て行い、Sox2, T-box 因子の発現をそれぞれ
神経板、中胚葉への発生の指標とする。 
 
 
４．研究成果 
（１）Wnt シグナルは、体軸幹細胞の維持の
みならず、神経板や中胚葉細胞への分化の制
御も担っている。Wnt シグナルと体軸幹細胞
の維持・分化の制御との関連を明らかにする
ため、胚の個々の細胞における Wnt シグナル
強度を計測できるマウスの作製を行った。マ
イクロインジェクションによる従来のレポ
ーターマウスの作製法では、レポーターの発
現がゲノム挿入部位によって大きく異なり、
シグナル強度を評価するのが困難であった
ため、本研究では、Wnt レポーターを安定的
ゲノム領域として知られる Rosa26 遺伝子座
に挿入することにより作製した。作製したレ
ポーターマウスは安定的かつ、シグナル強度
に応じてレポーターを発現した[Takemoto T, 
et al Genes Cells (2016)]。このマウス
R26-WntVis を用いて、原条領域における Wnt
シグナル強度と、細胞分化の制御の関係を解
析した。 
 
（２）体軸幹細胞のうち神経板細胞へと発生
する細胞集団において転写因子 Sox2 および
Sox3 が発現し、その作用によって神経板細胞
の中胚葉層への移動が抑制されることを見
いだした。Sox2 および Sox3 遺伝子を欠失さ
せたマウス胚では、正常胚と比較して多くの
細胞群が中胚葉層へと移動していることが
観察された。 
 本研究により、体軸幹細胞から神経板へと
発生した細胞集団が、もう一方の細胞運命で
ある体節中胚葉細胞と分離される仕組みの
一端を明らかにすることができた[Yoshida M. 
et al. Mech Dev (2014)]。 
 
（３）体軸幹細胞の前駆細胞であろうと予想
されるエピブラスト幹細胞を出発点とし、培
養条件を変化させることで体軸幹細胞へと
派生させることを計画した。胚を用いた研究
から、体軸幹細胞は Wnt、Fgf、Bmp シグナル
によって制御されていることが予想された

ため、これらのシグナル存在下でエピブラス
ト幹細胞の培養を行った。その結果、体軸幹
細胞の状態（Sox2 low / Brachury low）を
つくりだした。また、上記 3つのシグナル濃
度等を変更することで、神経板への分化、お
よび中胚葉への分化を産み出すことができ
た。現在、それぞれの細胞集団を特徴づける
遺伝子発現の解析を行っている。この中には、
体軸幹細胞の維持／分化を制御する転写因
子群が含まれていると予想しており、この転
写因子群の同定を行った。 
 
（４）従来、CRISPR/Cas9 ゲノム編集システ
ムによる遺伝子改変マウスの作製には、高度
な技術が必要とされ、また多くの時間を要し
ていた。私は、エレクトロポレーション法を
用い受精卵に 98％以上という極めて高効率
に CRISPR/Cas9 システムの因子である Cas9 
mRNA と sgRNA を導入することにより、簡便か
つ効率的（95%以上の効率）に遺伝子改変マ
ウスを作製することに成功した。本手法は特
別な技術を必要とせず、短時間で遺伝子改変
マウスの作製が可能であり、本研究課題の飛
躍的な進展が可能になる[Hashimoto M, et al 
Sci Rep. (2015)]。 
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