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研究成果の概要（和文）： 
 初期発生の過程での細胞分化における高次遺伝子発現制御機構の解明を目的とし、多能性幹細
胞の分化誘導技術を駆使し分化過程でのクロマチン構造の変化の可視化を可能に出来るシステ
ムの開発を進めた。またマウス受精卵の卵割過程をライブセルイメージング技術を用いて観察
し、発生メカニズムの解明を行った。これらの研究成果は論文発表のほか新聞紙上に取り上げ
られるなど注目されている。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 To elucidate molecular mechanisms of gene expression regulation in cell 
differentiation during early development of mammals, we tried to establish new 
visualizing system of changes inchromatin structure in combination with directed 
induction of differentiation from human pluripotent stem cells. We also analyzed early 
cleavage stage embryo by using live cell imaging system.   
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１．研究開始当初の背景 
 発生分化における遺伝子発現の時空間的変
化がゲノムのＤＮＡ塩基配列情報だけでは
なく、クロマチン構造や染色体の高次構造の
変化によっても制御されると考えられ始め
ていた。このような核内高次構造が作り出す
「場」とその変化が、哺乳動物の発生分化に
おいてどのような機能を有するのかを、遺伝
子発現制御機構としての観点から解析をお

こなうことが必要とされていた。このころか
ら急速にすすんできた、高精度の分化誘導技
術を応用し、クロマチン高次構造とその機能
が細胞分化過程でどのように変化している
のかを明らかにすることが出来るようにな
ると期待されており、このような核内高次構
造が形成する「場」が遺伝情報の機能発現に
どのように関与しているのかは、それまでの
研究でもほとんど解明されていなかった、あ
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らたな学術領域の形成が期待されていた。 
２．研究の目的 
 遺伝子発現がゲノムのＤＮＡ塩基配列情
報だけではなく、ヒストンのメチル化アセチ
ル化などの修飾によるクロマチン構造、さら
にはより広範な染色体領域の高次構造の変
化によっても制御されていることが明らか
にされている。これらは、本領域での中心課
題である遺伝情報場の一つの側面と言える
ものであり、このようなクロマチン高次構造
が核内に作り出す「場」とその変化は、哺乳
動物の発生分化においても遺伝子発現制御
機構として重要な機能を果たしていると考
えられる。初期発生の過程での細胞分化にお
ける遺伝情報「場」の機能を明らかにするた
めに、ＥＳ細胞を用いて、クロマチン高次構
造とその機能を解析する。申請者は、これま
でにＥＳ細胞での遺伝子発現プロファイル
解析や、ゲノムワイドのＤＮＡメチル化状態
の解析を行い、本研究に必要となる基礎デー
タを蓄積している。また、これに基づきヒス
トン修飾に関連した遺伝子の未分化性維持
における機能を明らかにしている。またＥＳ
細胞から特定の胚葉への分化を効率よく制
御する方法を確立している。このような成果
をベースとして、クロマチン高次構造が細胞
分化の過程でどのように変化し、どのように
機能しているかを明らかにすることを目的
とする。本研究は、領域の他の研究者との緊
密な連携のもと実施し、最終的には、遺伝子
発現制御機構という枠組みを越えて、「クロ
マチン高次構造それ自体が、情報の伝達や機
能発現に関与する」という概念の創出をめざ
すことを目的とした。 
３．研究の方法 
クロマチン高次構造の構築に関連する、ヒス
トンのメチル化、アセチル化状態などを未分
化細胞と分化細胞で比較し、さらに遺伝子発
現プロファイルやゲノムＤＮＡのメチル化
状態とつきあわせることで、実際にクロマチ
ン高次構造が遺伝子発現制御に機能してい
ると予測されるゲノム領域を抽出する。その
ようなヒストン修飾とゲノム領域について、
細胞分化過程での動態を解析し、その機能を
分析する。 
 また、細胞分化の過程でヒストン修飾の核
内での局在がどのように変化しているか、ま
た個々の染色体が核内でどのような領域を
占有しているかを、生細胞イメージング技術
や１分子イメージング技術を応用して解析
できれば、クロマチン高次構造の空間配置と
その経時変化を従来にない時空間分解能で
明らかにできると期待される。新たに山縣を
分担者に加え、ヒストン修飾やヒストンバリ
アントなど遺伝情報場の構築に関与する因
子の発生・分化に伴う挙動の変化を、初期胚
を用いてライブイメージングの手法で察・解

析を行う。 
 
４．研究成果 
 その機能が細胞分化過程でどのように変
化しているのかを明らかにするため、ヒスト
ン修飾やクロマチン構造の構築などに関連
する因子の発現変化をより鋭敏に検出する
ことが必要である。このような分化過程での
遺伝情報場の変化を解析するため、まず特定
の種類の細胞を効率よく分化誘導する方法
を確立した(図 1)。これにより未分化ヒトＥ
Ｓ細胞から、中胚葉の特定領域を精度良く分
化誘導することが可能になった。さらに、こ
のヒトＥＳ細胞から中胚葉性細胞への細胞
分化を効率よく誘導するシステムを利用し、
この過程でクロマチン高次構造の構築に関
連していると考えられるクロマチンリモデ
リングやヒストン修飾に関わる遺伝子の発
現を詳細に解析した。マイクロアレイ解析と
あわせて、約２００のクロマチン高次構造の
構築に関連する遺伝子についてリアルタイ
ム PCR を行った。これにより精度良く関連す
る遺伝子の発現を解析することができた。解
析した遺伝子の中から、その発現が分化誘導
前後や分化時間の経過に伴い変化するもの
を抽出した。研究開始当初は相当数の遺伝子
に発現変化が見られると見ていたが、実際に
は両方の解析で 2倍以上の発現変動が認めら
れた遺伝子は比較的少数であった。特異的分
化誘導方を利用して単離したクロマチンリ
モデリング因子など核内構造の変化に関連
すると考えられる遺伝子群について、その機
能の解析をすすめている。また、特定のクロ
マチン構造に関連すると考えられるヒスト
ンバリアントについて、その局在を生細胞で
観察するために、GFP 等の蛍光蛋白質との融
合蛋白質を発現するベクターを構築、ＥＳ細
胞に導入しこのヒストンバリアントの挙動
をライブイメージングできると考えられる
細胞系を確立した。 

 
研究期間の前半までに実施した核内構造の
変化に関連すると考えられる遺伝子群につ
いて、siRNA を用いた阻害実験により、未分
化細胞の維持および細胞分化に及ぼす影響

図 1 



について解析をおこなうとともに、クロマチ
ン構造の生細胞での観察するためにヒスト
ンバリアント-蛍光蛋白質を導入したＥＳ細
胞を作成している。この系を用いて、細胞分
化過程での変化をより詳細に解析するため
にすでに高効率での分化誘導に成功してい
る、心筋分化系をモデルに解析を進めた。よ
り精度良く心筋分化をモニタリングするた
め心筋分化初期より発現する心筋マーカー
遺伝子に蛍光蛋白をノックイン（KI）した細
胞を用いることとした。ＫＩ細胞はこれまで
に開発した分化誘導法により効率良く心筋
に分化するとともにその動態を蛍光観察に
より追跡することが可能となった(図２)。こ
のシステムを用いてクロマチンリモデリン
グ因子について siRNA などを用いた阻害や強
制発現による機能解析を進めることができ

ると考えられる。 
また研究分担者の山縣は以下のような成果
をあげた。 
着床前初期胚発生では、さまざまな現象が適
切な場所・タイミングで起き、かつそれらが
互いに原因と結果という関係で厳密につな
がることではじめて胚が最終的な個体発生
へ至ると考えられる。われわれはこれまで独
自に開発したライブセルイメージング技術
を用いて、高齢マウス由来胚や体細胞クロー
ン胚など、種々の摂動を与えた胚について、
特に卵割過程に着目しながら観察してきた。
その経験から、意外にも初期胚は上述のよう
な現象すべてが画一的かつ決定論的に進ん
でいくわけではなく、その摂動に対する応答
はロバストであり、かつ胚ごとに実に「ばら
ばら」であるという印象を持つにいたった。
そこで本研究では、まずは核内外をとりまく
さまざまな現象について、体細胞クローンな
どの摂動に対する応答を単一胚ごとに定量
化する系を確立する。その後、相関解析など
の統計的手法を用いて、非摂動胚との相違に
ついて平均値や分散に着目しながら記述し、
そこから新たな知見を得ることを目的とし
ている。 
2011 年度は、初期胚発生における核内現象の
一つとして、体細胞クローン胚でのリプログ
ラミングに着目し、特にヒストン修飾変化を

定量化する試みを行った。プローブには、本
領域公募班の一人である大阪大学木村宏博
士らの作製したアセチル化ヒストン H3K9 や
H3K27 に特異的に結合する Fab 抗体に蛍光ラ
ベルを付与したものを用いた。これらを受精
卵にインジェクションしてそのグローバル
な変化を 4次元的に観察したところ、クロー
ン胚では H3K9 ではなく H3K27 のアセチル化
が通常胚と大きく異なっており、それが２細
胞期までの間にリプログラミングされるこ
とが明らかとなった（Hayashi-takanaka, et 
al., 2011, Nuc Acid Res）。 
2012 年度は、初期胚の卵割時に見られる染色
体分配過程に着目した。ヒストン H2B-mRFP1
をプローブに用いて体細胞クローン胚染色
体分配過程を観察したところ、通常胚に比べ
て明らかに高い異常率を示した。驚いたこと
に、全体の 80%近くの胚が、8 細胞期までの
間に一度は分配異常を呈した。移植の結果、
これらの胚からは 1匹もクローンマウスが産
まれなかったことから、卵割時の染色体分配
異常こそが体細胞クローンの低い成功率の
主な原因であることが示された（Mizutani, 
et al., 2012, Dev Biol、下記新聞記事１参
照）。これ以外に、木村宏博士と協力して新
たな蛍光顕微鏡システムの開発を行った。具
体的には、水銀ランプやレーザなどの蛍光ユ
ニットを用いずに蛍光観察を可能にする顕
微鏡コンデンサーを開発し、それと木村らの
開発した高輝度蛍光プローブを組み合わせ
ることで、透過光を用いてダメージなく胚の
蛍光観察や操作を可能にした（Yamagata, et 
al., 2012, PLoS ONE、下記新聞記事２参照）。
また、理化学研究所の清末博士らとの共同研
究により、ニポウディスク式共焦点ユニット
に二光子レーザを導入することで、生体の深
部においても空間・時間分解能の高い観察が
できる顕微鏡システムの開発を行った。これ
により、厚みのあるマウス初期胚においても、
紡錘体上を移動する EB1 タンパク質の移動に
ついてビデオレートでの観察に成功した
（Shimozawa, et al., 2013, PNAS）。 
最近、H2B-mRFP1 の mRNA を注入して得られた
マウス初期胚の 4次元画像情報から核領域を
検出し、その大きさや数の時間変化を自動的
に抽出するアルゴリズムを作った。このアル
ゴリズムを用いて、異なる系統のマウスや高
齢マウスの胚について核数の時間変化（発生
速度）を定量化し、その相違を比較解析した。
その結果、ハイブリッド系統である BDF1 に
比べて近交系である C57BL6 の方が平均的に
発生速度が遅くなっているのに加えて、個体
間のばらつきが大きくなっていた。また、高
齢雌マウス由来胚においても若齢に比べて
同様の現象が見られた。興味深いことに、い
ずれの摂動を与えても、一部の胚については
非摂動胚と同等の発生速度を示すものがあ

図２ 



った。以上の成果については、現在論文執筆
中である。 
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〔その他〕 
ホームページ: 
 
報道関連：山縣らは、マウス体細胞クローン
の低い成功率の原因が、初期胚における卵割
時の染色体分配異常に起因することを発見
した。この研究成果は、将来高効率なクロー
ン動物作製につながるだけでなく、不妊症解
明の基礎的知見として重要であると判断し
たため、新聞発表を行った（下、新聞記事１）。
朝日新聞以外にも、毎日新聞と読売新聞の全
国版、神戸新聞、茨城新聞等の地方新聞や各
種専門新聞に同様の記事が掲載された。 
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