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研究成果の概要（和文）：我々は妊娠糖尿病による胚の左右形態異常が高血糖に起因するものであると結論づけ
た。その分子機序として、高濃度グルコースに晒された胚では原始結節のNodalとCerl2の発現が減弱した結果、
側板中胚葉でNodalの発現が誘導できなかったためと考えられる。左右軸の決定は、原始線条のWnt3aが
Dll/Notch経路を活性化し、続いて原始結節において左右関連遺伝子群の左右非対称発現がNotchシグナルによっ
て制御される。我々はWntシグナルが原始結節における左右軸決定機構の起点であるという仮説を立て、原始線
条に発現するWnt3aの転写制御を行う転写因子の同定に至った。

研究成果の概要（英文）：We concluded that the embryonic left-right asymmetry disorders due to the 
pregnancy diabetes is caused by hyperglycemia. The exposure to high glucose levels decreases Nodal 
and Cerl2 expression in the perinodal cells, and subsequent downregulation of Nodal expression in 
the left LPM.
We hypothesized that Wnt signaling is required for the primary determination of left-right axis in 
the node,  and identified of the enhancer region of Wnt3a gene promoter and the enhancer binding 
protein for Wnt3a expression in the PS.

研究分野：発生学
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
 

	 糖尿病は先天異常を引き起こすリスク要因
であり、形態学的には妊娠７週までに糖尿病
による先天異常が生じると考えられている。
1990年前後から、糖尿病によって左右形態に
関する先天異常が引き起こされることが報告
され、疫学調査によってこれが裏付けられて
いる。実験的には、糖尿病モデルマウス NOD
でヒトと同様に左右形態異常が発生し、表現
型が仔の遺伝子型によって修飾されることが
報告されている。 
	 しかしながら、糖尿病で左右形態異常が生
じるメカニズムについては解明されていない。 
	 我々のグループでは TGFβスーパーファ
ミリーの Nodalと Leftyが左右軸形成の中心
因子として働くことを明らかにしてきた。マ
ウス胚では、胎生 8.0 日目にノード腹側の一
次繊毛が作り出す左向きの水流 nodal flowが
左右の極性を生み出し、左側側板中胚葉に
Nodal シグナルが伝達することで左右軸が確
立する。ノードの辺縁細胞（crown cell）で馬
蹄形に発現する Nodalと、そのアンタゴニス
トである Cerl2 は 8.0 日胚の２体節期から左
右非対称な発現を呈する。我々は crown cell
におけるNodalと Cerl2発現のバランスによ
る Nodal活性の制御とその拡散が、Nodalが
発現する側板中胚葉の側を決定するとのモデ
ルを提唱した。これはリン酸化 Smad2の分布
によって裏付けられる。また Nodalのノード
での発現にはNotchシグナルが必要であるこ
とが報告されてきたが、crown cell での左右
非対称性発現を生み出すメカニズムについて
不明であった。 
	 一方、(1)同じくノードで発現するWnt3が
crown cellで Nodalや Cerl2よりも早い時期
から左右非対称に発現すること、(2)Notchシ
グナルが Nodal、Cerl2 のみならず Wnt3 の
発現も制御すること、(3)Wntカノニカル経路
が Cerl2 の左右非対称発現を制御することを
我々のグループは見出しているが、Notch シ
グナル、Wntシグナルとノード流との直接的
な関連性については未だ解明されていない。 
	 また、ノードが左右非対称に Ca2+シグナル
を受けること、Ca2+シグナルの制御により
Nodal および Cerl2 の左右非対称発現が減弱
および逆転すると報告されていることから、
我々はWntシグナル、Notchシグナル、Ca2+

シグナル、グルコース刺激の相互関連性がノ
ードにおける左右軸初期決定機構に重要であ
ると考えた。 
 
 
２．研究の目的 

 
	 糖尿病が左右軸関連の先天異常を引き起こ
すメカニズムを明らかにすることを目的とし
た。 
既に糖尿病モデルマウス NOD で糖尿病発症
母体の胎仔に心房形態の左右異常が生じるこ

とが報告されており、このマウスを利用して
左右軸形成がどのような影響を受けるのか解
析する。 
	 またマウスには全胚培養の技術が確立して
おり、培養下において一定期間マウス胚を発
生させることができる。この方法を利用し、
糖尿病の催奇形がマウス胚への高濃度グルコ
ースによる直接的作用かどうかを解析するこ
とが可能となる。 
	 本研究では、マウスで積み上げてきた知見、
特にノード周囲の左右軸関連遺伝子の発現調
節およびNotchシグナルの左右非対称性につ
いて検証し、糖尿病が左右軸関連の先天異常
を引き起こす発生機序の一部を明らかにした。 
 
 
３．研究の方法 

 
糖尿病が左右軸関連遺伝子の発現調節に及
ぼす影響を調べるため、糖尿病モデルマウス
を用いた左右関連遺伝子の発現変化と形態異
常の関連性を調べた。 
また糖尿病による左右形態の異常が高グル
コースに暴露された結果生じるかを明らかに
するため、全胚培養系を用いてグルコース濃
度と左右関連遺伝子の発現変化の相関性を調
べた。 
また原条のWnt3aが Dll/Notch経路を活性
化し、続いてノードの Nodal および Cerl2n
お左右非対称発現がNotchシグナルにより制
御されることが報告されている。その詳細な
転写制御ネットワーク機構を明らかにするた
め、Wnt3aの原状エンハンサーの探索を行っ
た。 
	
	
４．研究成果	

	
・STZ 誘発性の糖尿病母体から得られた胎児
は発生遅延、頭部、体節形成異常が観察さ
れた。また母体の血糖値と心臓の左右形態
異常の頻度、側板中胚葉での Pitx2 の発現
パターンの間に相関性がみられた。	

	

	
・マウス 7.75 日胚を高濃度のグルコース天	
下条件で全胚培養に供し、糖尿病母体児の
in	vitro 実験モデルを確立した。コントロ
ール培地と比較して、高グルコース培地で
は有意に多くの胚で左右非対称性が逆転
し、これらの個体では側板中胚葉における
Nodal と Pitx2 の発現の左右非対称性がラ



ンダム化していることを見出した。	
	
・高濃度グルコース培養下の胚では、ノード
における活性型 NOTCH(NICD)が減弱した結
果、ノードでの Nodal、Cerl２の発現が低
下したことを明らかにした。	

	
	
・高濃度グルコース培地で培養した胚ではノ
ード腹側の pit	 cell の肥大化や陥没孔が
見られた。コントロール胚と同様にノード
腹側の pit	 cell に一次繊毛が観察された
が、ノード後方では一次繊毛が著しく減少
していた。	

	
・高濃度グルコース培養下の胚での Notch シ
グナル、Wnt シグナルを検出するため、RBP-
j 結合配列、TCF/LEF 配列をそれぞれ有す
るレポーターマウスの作出を行った。	

	
・Wnt3a の翻訳開始点にレポーター遺伝子
LacZ を挿入した	 BAC クローンを受精卵に
顕微注入してトランジェントアッセイを
行い、8.5 日胚での原条でのレポーター活
性が再現されることを確認した。続いて
BAC クローンのディレーションミュータン
トを作製し、トランスジェニック法を用い
て活性を有するエンハンサー領域を２ヶ
所特定した。原条に発現している転写因子
の結合予測部位を欠失した断片ではその
エンハンサー活性が消失しており、Wnt3a
の原条での発現を制御する転写因子Xの同
定に至った。	

	
・vestigial	tail	(vt)変異マウスでは、我々
が同定したWnt3a原条エンハンサー部位に
点変異がみられ、転写因子 Xの会合低下に
よるWnt3aの発現低下が短尾を引き起こす
ことを明らかにした。	
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