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研究成果の概要（和文）：マウス初期胚に出現するノードは左右軸の形成装置として機能する。この機能は時空
間的な位置情報と近隣組織との相互作用に依存しており、ノードを胚体制と関連づけることは左右軸形成を理解
する上で重要な視点である。本研究では、ノードや左右軸形成に必要なNodalシグナルの遺伝子発現制御機構、
及びノード近傍の左右軸関連遺伝子の発現に必要なWnt3aの発現制御機構を解析した。また、これらの解析を進
めるツールとしてSraTailorとChIP-Atlasを開発した。ChIP-AtlasはすべてのChIP-seqデータをIGVゲノムブラウ
ザ上で閲覧できる統合データベースである。

研究成果の概要（英文）：The node appears in early mouse embryo and functions as a generator of 
left-right axis. Since this function depends on spatiotemporal information and interaction with 
adjacent tissues, associating the node with embryonic system is an important view to understand 
left-right axis formation. In this project, we analyzed the gene regulation by Nodal signal which is
 required for node and left-right axis formation, and also examined the expression mechanism for 
Wnt3a which is required for the expression on left-right axis related genes around the node. 
Additionally, we developed SraTailor and ChIP-Atlas which were utilized in above project. ChIP-Atlas
 is an integrated database by which proteins-DNA interactions based on all ChIP-seq data are 
displayed on IGV genome browser. 

研究分野：発生生物学
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１．研究開始当初の背景 
 マウス初期胚に形成されるノードは、左右
軸を生み出す装置として機能する。初期胚原
条の前端にノードが出現し、胚の前後軸情報
をもとにして胚後方に傾斜したノード腹側
層の一次線毛が時計回りに回転することで、
左向きの水流が局所的に発生する。水流の物
理情報は、ノード辺縁における複数遺伝子の
発現量の左右差異を生み出す。ノードにおけ
るこの左右差は、左側側板中胚葉における
Nodal 発現につながり、Nodal のポジティブ
及びネガティブループによって適切に発現
域が拡張することで左右軸が確立する。 
 ノードは左右軸を生み出すために恐らく
至適な形状と位置にあり、ノード辺縁におけ
る遺伝子発現も近隣組織との相互作用に基
づいていると考えられる。ノードに生じた左
右差は、側板中胚葉にまで拡張できるシステ
ムであり、最初に左右軸を必要とする心臓原
基に適切に情報を伝達することができる。こ
の発生時期における諸現象は連動しており、
初期胚発生の劇的な形態・構造変化を伴う胚
体制の確立とその諸現象の調和は、左右軸形
成を理解する上で欠くことができない視点
である。 
 
 
２．研究の目的 
 マウス胚ノードは発生初期に形成される
一過的な構造であり、この小さな組織で左右
軸形成に関する遺伝子発現制御を解析する
には技術的な制約が多い。ノードで左右非対
称な Nodal 活性を発生させることが、その後
の左右軸形成に必要であり、原条及びノード
形成そのものもNodalシグナルが必要である。
左右軸形成及び胚体制の確立における Nodal
シグナルの役割を理解するために、組織操作
が比較的容易なエピブラストを用いて Nodal
シグナルの遺伝子発現制御を解析すること
にした。また、胚後方で発現することで、ノ
ードにおける遺伝子発現及び体節形成を制
御する Wnt3a に着目し、その胚後方における
遺伝子発現の制御機構を解析することで、胚
体制と左右軸形成の連携の理解につなげる
ことにした。 
 一方で、転写因子を含む特定タンパク質が
結合しているゲノムDNA領域を網羅的に解析
することができる ChIP-seq 等の情報は遺伝
子発現制御を理解する上で有用である。既報
のデータは、公共データベースに Sequence 
Read Archive (SRA) の形式で蓄積されてき
ており、この情報をウェット研究者が気軽に
利用できる方法の開発を試みた。 
 
 
３．研究の方法 
（1）SraTailor の開発 
 公共データベースに登録された興味のあ
る SRA をダウンロードし、これを自動処理し
た後にゲノムブラウザーIGV で表示するソフ

トウェアSraTailorを開発した。その詳細は、
研究成果に記載する。 
 
（2）ChIP-Atlas の開発 
 公共データベースに登録されたすべての
ChIP-seq SRA を処理し、タンパク質結合情報
をゲノムブラウザーIGV で表示するデータベ
ース ChIP-Atlas を開発した。その詳細は、
研究成果に記載する。 
 
（3）Nodal シグナルによる遺伝子発現制御の
解析 
 マウス E5.5 胚を回収し、SB431542 の存在
下で全胚培養を行うことでNodalシグナルを
抑制した。SB431542 処理胚及びコントロール
胚のエピブラストを単離し、これをサンプル
として RNA-seq を行った。 
 
（4）Wnt3a 発現制御機構の解析 
 Wnt3a のゲノム断片をレポーター遺伝子
LacZ に連結し、これを顕微鏡下で注入した受
精卵を偽妊娠マウスに移植することによっ
てトランスジェニック胚を作製した。E8.5 に
おいて胚回収し、原条での X-Gal 染色の有無
を指標にゲノム断片のエンハンサー活性を
評価した。 
 
 
４．研究成果 
（1）SraTailor の開発 
 特定タンパク質のゲノムDNAとの結合を解
析した ChIP-seq のデータが、公共データベ
ースに SRA として蓄積されてきている。これ
らは左右軸形成における遺伝子発現制御を
解析する上で活用すべき情報であるが、SRA
を可視化するには各種ツールでコマンド入
力による処理を行う必要があり、一般の研究
者にとって敷居の高いものであった。そこで、
SRA アクセッション番号を入力するだけで、
特定タンパクのゲノムへの結合を可視化で
きる GUI ソフト SraTailor を開発した。
SraTailor は MacOS、Windows、Ubuntu で利用
することが可能であり、初回の起動で処理に
必要な各種ツールを自動ダウンロードする。
SRA のアクセッション番号を入力すると、
Aspera Connect – sratoolkit – bowtie2/ 
bowtie/bwa – samtools – genomeCoverageBed 
– bedGraphToBigWig で自動処理され、ゲノム
ブラウザーIGV で任意のゲノム DNA 領域にお
ける特定タンパクの結合を表示することが
できる。SraTailor によって自前の ChIP-seq
データも容易に解析することができ、関連研
究分野に広く活用してもらうべく、フリーウ
ェアとして研究室 website で公開した。 
 
（2）ChIP-Atlas の開発 
 公共データベース上に登録されたすべて
の ChIP-seq SRA（ヒト、マウス、ラット、シ
ョウジョウバエ、C.elegans、出芽酵母）の
キュレーションとスーパーコンピュータに



よる処理を行い、ゲノムブラウザーIGV で任
意のゲノム DNA 領域における ChIP-seq デー
タを一覧できるデータベース ChIP-Atlas を
構築し公開した。公共データベースへの
ChIP-seq SRA の集積は著しく、ChIP-Atlas
は新規登録された SRA を定期的に処理し、こ
れらを追加することで、研究者は最新の情報
を享受することが可能になっている。
ChIP-Atlas には、任意のゲノム DNA 領域と結
合しているタンパク質を一覧できる「Peak 
Browser」の他、特定の転写因子が制御する
可能性がある遺伝子を探索する「Target 
Genes」、特定の転写因子と共局在する因子を
探索する「Colocalization」、遺伝子発現や
特定ゲノムのリスト等の enrichment 解析が
できる「in silico ChIP」の解析機能を組み
込んでいる。ChIP-Atlas は 2017 年度の時点
で、1800 人以上の利用者による月 5万ページ
以上の閲覧があり、有用なデータベースとし
て世界的な信頼を獲得したと考えられる。 
 
（3）Nodal シグナルによる遺伝子発現制御の
解析 
 Nodal は発生初期の複数の局面で重要な役
割を果たす分泌因子である。胚体制の確立及
び左右軸形成におけるNodalシグナルの役割
に関する知見を得るため、組織構成が単純な
E5.5胚を材料にしてNodalシグナルの有無の
条件下、単離エピブラストの RNA-seq を行っ
た。Nodal シグナルは、その受容体 Alk4 の阻
害剤である SB431542 で処理することによっ
て抑制した。SB431542 処理によって、発現が
抑制される遺伝子群、逆に発現が亢進した遺
伝子群をリスト化することができた。例えば、
Nodal はポジティブループの発現制御機構を
備えるが、SB431542 処理によってその発現が
減少した。また、Lefty1 及び Lefty2 は Nodal
のネガティブフィードバックを構成する遺
伝子であるが、これらのエピブラストにおけ
る遺伝子発現は SB431542 処理によって消失
した。これらを例として本実験系は機能して
おり、ChIP-Atlas を活用した遺伝子発現制御
の解析や発生現象との関連付けを行った。 
 
（4）Wnt3a 発現制御機構の解析 
 Wnt3a ゲノム領域の様々なゲノム断片につ
いて、E8.5 胚原条におけるエンハンサー活性
の有無をトランジエントトランスジェニッ
クマウスアッセイで評価した。エンハンサー
活性を保有するゲノム断片を見出し、この断
片を欠失させ、突然変異導入を行うことによ
って、原条におけるエンハンサー活性を担う
配列を同定することができた。このエンハン
サーに対して、ChIP-Atlas Peak Browser を
使用して既存の ChIP-seq データの活用を図
ったが、胚後方で発現する転写因子の結合情
報は存在しなかった。そこで、モチーフ検索
によってエンハンサーとの結合が推察され
る転写因子に着目し、その結合の有無の解析
を進め、Wnt3a 発現領域との関連において意

義付けを行った。 
 
（総括と今後の展望） 
 本研究テーマを推進するツールとして
SraTailor と ChIP-Atlas を開発し、これらは
既に多くの研究者に利用されている。特に、
ChIP-Atlas へのアクセス数は膨大であり、関
連研究の発展に貢献できているものと考え
られる。本研究は、初期左右軸形成の分子機
構の理解を深めることを目的とし、このため
に胚体制の確立及び調和の視点で解析を行
った。本研究で得られた実験結果は、今後、
さらに実験を重ねることで内容を深め、左右
軸形成の理解につなげる予定である。 
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