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研究成果の概要（和文）：エンドサイトーシスは細胞外シグナルの受容、栄養供給を通じて、様々な生理機能の
制御に必須な役割を果たす。マウス初期胚では「ミクロオートファジー」とよばれる極めてユニークなメカニズ
ムでエンドサイトーシスが進行する。ミクロオートファジーには低分子量GTP結合タンパク質rab7が必須であ
る。rab7を欠失するマウス胚は、初期発生、中胚葉組織を形成する原腸陥入途中で発生が停止する。組織特異的
なrab7破壊の結果から、rab7の機能はnon cell autonomousな機構で中胚葉誘導に関与することが示された。
rab7変異胚では異所的にWntの負の制御因子が蓄積し、中胚葉誘導が阻害されていた。

研究成果の概要（英文）：Rodent embryos at peri-gastrutation has a cylindrical structure where the 
epiblast is surrounded by a stratified epithelium (visceral endoderm: VE).  The VE is highly active 
in endocytosis and develops large lysosomal compartments known as apical vacuoles.  The membrane 
dynamics of apical vacuoles are distinct from those of canonical lysosomes: delivery of endosomes to
 the large apical vacuoles occurs via microautophagy, and this process requires the function of the 
small GTP-binding protein rab7.  
The rab7-deficient embryos exhibit developmental defects at gastrulation.  The mutant embryo failed 
to assemble the mesodermal tissues due to severe reduction of Wnt-β-catenin signalling activity.  
Deletion of the rab7 function only in VE resulted in developmental defects similar to those in the 
systemic gene knockout, suggesting that the rab7 function regulated the Wnt signalling through a 
non-cell autonomous mechanism. 

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 細胞・組織間の情報伝達を担う分子は細胞
によって産生されたあと、細胞外に分泌され、
産生細胞自身に、あるいは他の細胞に作用す
る。細胞内では、特定の分子の活性は、タン
パク質分解、リン酸化をはじめとする翻訳後
修飾によって制御することができる。しかし、
細胞表層、細胞外の分子活性の制御はこれら
の方法では実現できない。発生プログラムの
進行に伴い、細胞外の環境を適切に変化させ、
組織のパターニングを進めるには、分泌シグ
ナルや細胞外マトリクスの産生、分泌といっ
た、「正」の制御機構のみならず、シグナル
活性をオフにする「負」の制御機構を理解す
ることが必須となる。シグナルの産生、それ
に引き続く分解と消去が時空間的に正しく
制御されることにより、胚全体のパターニン
グが実現されていると考えられるが、どのよ
うなメカニズムでシグナル活性の消去・分解
がなされているのか、その機構は未解明のま
ま残されている。 
 さて、細胞間情報伝達の制御に細胞内膜輸
送が必須であることは広く知られている。エ
ンドサイトーシスによるシグナル受容体の
取り込みによって細胞表層の受容分子の数
が減り、細胞間シグナル分子に応答しなくな
る、いわゆるダウンレギュレーションは古く
から知られている。また、リガンド−受容体
複合体が細胞内のメッセンジャーを活性化
する場が初期エンドソームであることが見
出されており、エンドサイトーシスを介した
細胞内膜輸送は負の制御のみならず、細胞応
答をオンにする機構としてもはたらいてい
る。とすれば、細胞間情報伝達が短時間のう
ちに限られた空間でダイナミックに変化す
る初期胚においてエンドソーム・リソソーム
の膜系はなんらかの制御機能を有するであ
ろう。 
 私たちは後期エンドソームーリソソーム
の膜ダイナミクスを担うタンパク質複合体、
HOPS に着目し、シグナル伝達による組織構
築など、個体レベルでの哺乳動物における生
理機能を明らかにしたいと考えていた。そこ
で HOPS 複合体のサブユニットのひとつ、
mVam2 分子の遺伝子をマウスで機能喪失さ
せることを行った。 
 mVam2 変異マウスは受精後６日(E6.0)前後
より野生型に比べて形態が異常となり、E7.8
には肥大化した胚体外組織と低形成の胚体
からなる異常胚となって発生が停止する。ｍ
Vam2 変異胚での Bmp シグナルに応答する
Smad1のリン酸化状態を指標にシグナル活性
を検討したところ、異所的に Bmp活性の上昇
がおきることに気がついた。Bmpシグナルは
原腸陥入期の胚では神経誘導を負に制御す
る因子として知られている。さらには、原腸

陥入前には、胚体外・胚体の区画化に関与す
ることもその当時、あきらかにされつつあっ
た。野生型胚では Bmpシグナルは、着床直後
の初期胚(E5.2)では遠位側先端部から近位部
にかけて活性がみられる。発生が進むにした
がって、遠位側の Bmp活性は低下し、原腸陥
入期（E6.2~6.7）では、胚本体を包む VE で
の活性はほとんど見られず、胚体外外胚葉に
接する VE に限局する様になる。しかし
mVam2変異胚では、E6.2においても VE全体
でリン酸化された Smad1 が観察され、Bmp
シグナルが上昇したままであることが明ら
かとなった。すなわち、mVam2依存のエンド
サイトーシス経路は BMP シグナルの時間
的・空間的な活性分布を規定し、初期発生の
パターニングを制御していることを見出し
た。 
 この研究の過程で、私たちは奇妙な現象に
出会っている。初期胚のエンドサイトーシス
経路には他の細胞では見られていない、ユニ
ークな過程がはたらいている。初期胚の吸収
上皮組織 visceral endoderm (VE)の細胞内には、
核の近傍、頂端面側に（＝母体に面する方向）
大きな空胞 apical vacuoleが存在しており、そ
の空胞と頂端側形質膜の間には様々な電子
密度と形態を示す膜構造が発達している。
HRP の取り込み実験と電顕観察を組み合わ
せた結果、これらのオルガネラは頂端面形質
膜から物質をとりこみ、空胞に輸送するエン
ドサイトーシス経路を構成することがわか
った。VE は母体から栄養を取り込み、胚本
体（epiblast : epi）に受け渡している。 
 私たちは VE でのエンドサイトーシスを見
ているうち、いくつか奇妙な現象を見いだし
た。蛍光デキストランでフルにラベルした
apical vacuoleの内腔には、蛍光を発しない球
状の構造がしばしば観察される。また、赤と
緑のデキストランを用いてパルスラベルー
チェイスの観察をすると、赤でフルラベルさ
れた apical vacuoleに、あとから来た緑の球が
包み込まれること、電子顕微鏡下で、apical 
vacuole内に球状の構造が観察され、その電子
染色の程度や大きさが細胞表層と apical 
vacuole の間の細胞質にあるエンドソームと
同じであること、などが明らかになった。こ
のような観察から、エンドソームから apical 
vacuoleへの輸送では、一般的な膜融合が起き
るのではなく、エンドソームが丸ごと飲み込
まれてそのあと、apical vacuole内で膜が分解
されて、エンドソームの内容物が apical 
vacuole内腔に放出される、ミクロオートファ
ジーが起きていると考えた。脂質、リン脂質
分解酵素を阻害する低分子化合物オルリス
タットの存在下で赤と緑のデキストラン取
り込みを行うと、三十分後でも両者は混合す
ることなく、赤の apical vacuole内に緑の球状



構造=取り込まれたエンドソーム＝が貯まる
ことから、エンドソームの中身の移行には膜
の分解が必要とされることが示され、ミクロ
オートファジーが起きていることが支持さ
れる。apical vacuoleは動物細胞では例外的に
大きいという形態的特徴に加えて、ミクロオ
ートファジーというユニークなメカニズム
によって形成されるオルガネラであること
が明らかになった。 
 
２．研究の目的 
 これらの結果をさらに発展させるため、
HOPS 複合体の機能発現に必須である低分子
量 GTPase, Rab7 の機能欠損に伴う表現型に
着目する。Rab 低分子量 GTPase タンパク質
は 50 を越えるメンバーをもつ大所帯のタン
パク質ファミリーを構成している。それぞれ
の rab タンパク質は特異的な細胞内局在を示
し、特定の膜融合のプロセスを制御している。
後期エンドソームのダイナミクスを担う rab7
はHOPS複合体と相互に機能を制御しあって
おり、エンドソーム・リソソームの膜ダイナ
ミクスに必須な分子として知られている。 
 本研究では、rab7変異がもたらす発生異常
の機序を分子レベルで明らかにし、ミクロオ
ートファジーを含むエンドサイトーシスが
発生プログラム実現に果たす役割を明らか
にすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 rab7を欠失するマウス胚は、初期発生、原
腸陥入途中で発生が停止する。初期発生を支
配するシグナル伝達に着目し、Nodal/Tgf-beta
シグナル、Bmp シグナル、Fgf シグナル、さ
らに canonical Wntシグナルを whole mount in 
situ hybridization による応答遺伝子発現の有
無とパターン、あるいは細胞内セカンドメッ
センジャーのリン酸化状態と分布を全胚蛍
光抗体染色で亜観察することにより検討し
た。 
 Rab7 遺伝子は初期胚全体で発現している。
一方、ミクロオートファジーの活性は VE に
特異的に見られ、他の組織では顕著ではない。
Rab7機能が、どの組織で胚発生に必須である
のかを検討する。Rab7 の遺伝子改変は Cre 
recombinase依存の組換えによって Rab7機能
が破壊できる。また、臓側内胚葉特異的に Cre
を発現する Ttr-Cre、胚体外胚葉特異的に Cre
を発現する Sox2-Cre をもつマウスを用いる。
これらのマウスを交配して、VE 特異的に
Rab7 機能を破壊した場合に生じる表現型、
Epi特異的のそれ、を、systemicな遺伝子破壊
マウス胚と比較した。 
 
４．研究成果 
 rab7 変異をヘテロに持つ親マウス同士の

交配から得られる rab7欠損胚は、中胚葉マー
カーBrachyuryが近位側 epiの将来後方になる
部位に局所的に発現しはじめることから、胚
の前後軸の決定がなされ、中胚葉組織の誘導
が起きている。しかし、中胚葉形成に必須な、
上皮ー間葉変換がほとんど進まず、E-cadherin
の蓄積と N-cadherinの低発現から中胚葉組織
の構築が行われていなかった。また Brachyury
発現細胞が遠位側に発達せず、原条の形成不
全が認められる。胚体外中胚葉組織も低形成
となり、原腸陥入が完了せず、以降の組織構
築ができないために胎性致死となる。 
 この rab7変異胚での中胚葉組織の萎縮は、
mVam2変異胚とは異なっている。mVam2では
原腸陥入期の遠位側の胚体が小さく、近位側
の胚体外組織が大きくなっていた。mVam2で
は側板中胚葉 MesP1 の発現がほとんど見ら
れないが、他方、胚体外中胚葉マーカーBmp4
や Flk1の発現は亢進しており、胚体中胚葉特
異的に欠損が見られるのに対して、rab7変異
胚では Brachyury をはじめとして中胚葉マー
カーの発現は極めて低い。 
 この表現型の違いから、rab7変異が与える
発生プログラムからの逸脱は、ｍVam2 のそ
れとは異なると考えられる。rab7変異胚でリ
ン酸化 Smad1/5の空間パターンを検討したと
ころ、正常胚とほぼ同様に、遠位 VE で弱く
近位 VE で強いパターンを保持しており、
Bmp シグナルの時空間制御が異常となって
いるとは考えられない。 
 また、TGF-経路のパターニングに関して
抗リン酸化 Smad2抗体を用いて whole mount
胚蛍光抗体染色を行ったところ、変異胚でも
顕著な異常が見られない。Cerl-1, Lefty-1の発
現 は 低 下 し て お り anterior visceral 
endoderm(AVE)の不全が見られるものの、先
に述べたように前後軸は崩壊していないた
め比較的マイルドな異常となっていた。Fgf
経路の指標 p42/44 タンパク質のリン酸化パ
ターンも野生型と変異胚でちがいが観察さ
れない。 
 EMTの不全から制御因子 Snailの発現異常
が予測できた。rab7 変異胚では Snail が発現
していなかった。Brachyury の発現低下など
の表現型をあわせると canonical Wnt 経路の
異常が考えられる。そこで、Wntシグナルの
直接のターゲット、Axin2を確認したところ、
変異胚では Axin2 の発現がほとんど起きてい
ない。しかし、Wnt3の発現は野生型胚と同レ
ベルで胚体外外胚葉で起きていることから、
Wnt3の転写以降、受容に至る過程のどこかで
Rab7の機能が必須であることがわかった。 
 中胚葉は胚性外胚葉(epi)から分化する組織
である。epi は原腸陥入前後の時期には顕著
なエンドサイトーシス活性を示さず、またエ
ンドソーム・リソソームなどのオルガネラも



電子顕微鏡下にはっきりとしない。一方、epi
とは異なる組織である VE はきわめて活発な
エンドサイトーシス活性をもつ細胞で、apical 
vacuoleを発達させる細胞である。エンドサイ
トーシスの欠失が、見かけ上 endocytosis活性
をしめさない epi ら生じる中胚葉のパターニ
ングを異常とする、メカニズムがどのような
ものであるか、という疑問が生じる。 
 そこで VE特異的に Cre recombinaseを発現
させることのできる Ttr-Cre トランスジーン
をもつ rab7w/マウスと rab7flox/floxマウスを交
配し、得られた初期胚を E6.7 あるいは E7.5
で観察した。CreTg, Rab7flox/D胚では VEで
の Rab7 タンパク質が消失するが、epi での
Rab7は野生型と変化していない。この VE特
異的 rab7欠失胚では VEの apical vacuoleは
断片化していた。発生の表現型としては
Brachyuryの発現を開始することができるが、
原条形成はできなかった。すなわち、VE 特
異的 rab7変異胚は systemic rab7欠失胚と同
様な表現型を示す。 
 また、epi特異的に Creを発現する Sox2-Cre
を用いて同様の解析を行ったところ、CreTg, 
rab7flox/胚では epiでの Rab7タンパク質のシ
グナルが消失する。しかし、この変異胚は
E7.5以降も発生を続け、E8.7には somiteを形
成するに至った。それ以降には顕著な後方構
造の消失を伴って致死となるが、原腸陥入期
には明らかな異常を示していない。 
 これらの部位特異的な遺伝子破壊実験の
結果は、Rab7の機能が、本来中胚葉になる細
胞ではなく、周辺の細胞で必要とされること
を意味している。すなわち、Rab7の機能は細
胞非自律的（non cell autonomous）な機構によ
り中胚葉誘導に関与している。 
 エンドサイトーシス、とりわけその後期ス
テージは物質の隔離や分解によって、基本的
には、対象の活性を「負」に制御する方向に
作用すると考えられる。「負」制御メカニズ
ムの不全が Wnt シグナルのスイッチを OFF
にする機構はどのようなものであろうか。細
胞外に分泌される Wnt 分子は細胞表層の受
容体に結合して細胞内へ移行し、細胞内メッ
センジャー、-cateninの安定化を引き起こし
て転写調節へとつながっていく。Ttr-Cre や
Sox2-Cre の発現の結果から、 non cell 
autonomous なメカニズムを想定しないとい
けないため、受容体結合後の、細胞内でのプ
ロセスの不全は考えにくい。細胞外には、Wnt
受容体と拮抗してシグナルを「負」に制御す
る細胞外分泌タンパク質 Dkk が存在する。
Dkkタンパク質に注目してその量と局在を蛍
光抗体法で観察したところ、rab7欠失胚では
VEと epiの間の細胞間、あるいは VEの細胞
内に高濃度に蓄積していた。高濃度の Dkkは
Wnt受容体を競合して、Wntシグナルを伝達

させなくする。このWnt拮抗タンパク質の局
在の時空間制御の破綻が、rab7変異のもたら
す発生異常の原因と結論した。このモデルは
Rab7 依存のエンドサイトーシス経路が Wnt 
antagonist の時空間パターンを実現化するの
に必須であることを意味している。また、non 
cell autonomus な作用メカニズムを説明でき
る。 
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