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研究成果の概要（和文）：正確性は発生の重要の特徴であるが、発生中の胚内の個々の細胞の挙動や状態には、
ばらつきがあり、胚がどのようにしてばらつきを克服して正確に発生するのかは謎であった。本研究では、着床
前マウス胚における多能性細胞組織であるエピブラストが形成される際に、細胞間でHippoシグナルのばらつき
により多能性因子の発現にばらつきが生じること、そして細胞競合という隣接細胞間のコミュニケーションによ
り、多能性因子の発現の低い低品質な細胞を細胞死により排除する品質管理機構が存在することを見出した。こ
れは、発生における細胞分化のばらつきを克服して正確な発生を可能にする一つの仕組みであると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Correctness is an important feature of development. In developing embryos, 
however, behaviors and states of individual cells are highly variable. Thus, it has been a question 
how embryos achieve correct development by overcoming developmental variations/fluctuations. In this
 study, we have found that during formation of pluripotent epiblast cells in preimplantation mouse 
embryos, variations in Hippo signaling cause variable expression of pluripotency factors among 
cells, and that a quality control mechanism, which eliminates the low-quality/low pluripotency 
factor cells by apoptosis through short-range inter-cellular communication known as cell 
competition, is present. We propose that this is a mechanism, which overcomes variations during cell
 differentiation and supports correct developmen.

研究分野： 発生生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
私たちの体を作る発生という現象の正確性がなぜ担保されるのか、というのは大きな疑問であったが、本研究の
成果は、細胞競合という隣接間の細胞間のコミュニケーションが、発生が内包する細胞分化過程の揺らぎを乗り
越えて、正確な発生を可能にする一つの仕組みであることを、世界に先駆けて示したものであり、発生学の分野
における重要な研究成果である。また、本研究は多能性細胞の品質管理機構が存在することを示したものであ
り、その仕組みを応用することにより、iPS細胞などの多能性細胞の品質管理機構の開発につながる可能性があ
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 胚内の個々の細胞の挙動や状態は、均一ではなく揺らぎ（ばらつき）がある。その一方で、細
胞は集合体として常に正確に体や器官をつくり上げる。このように、揺らぎのある細胞集団が正
確に体を作るためには、隣接する細胞同士がその状態を認識するコミュニケーションを行い、集
団としての調和を取ることが必要であるが、そのしくみについては未だ多くが不明である。 
 細胞周囲の状態の認識に関わるシグナル経路の一つに Hippo シグナルがある。Hippo シグナ
ルは、元々ショウジョウバエでがん抑制シグナル経路として同定されたシグナル経路であるが、
哺乳類にも存在し、細胞間の接着、細胞にかかる力など、周囲の細胞等から受ける様々な情報に
よって制御され、遺伝子発現を制御するシグナル経路である。私は Hippo シグナルが胚内の隣
接細胞間のコミュニケーションに重要な働きをしていると考え、これまでに、Hippo シグナルの
制御機構とマウス初期胚発生における Hippo シグナルの役割とを明らかにしてきたが、これら
の研究をさらに発展させる中で、最近、培養細胞や着床後の初期胚において、隣接細胞の Hippo
シグナルの活性化状態の認識に基づく、新しい細胞間のコミュニケーション機構が働いている
ことを見出した。すなわち、マウス胚由来の線維芽細胞 NIH3T3 で、Hippo 経路の転写因子
TEAD の活性を増減すると細胞増殖が増減する(Ota & Sasaki, Development 2008)が、その様
な TEAD 活性を操作した細胞を正常細胞と混ぜて共培養すると、相対的に TEAD 活性の低い細
胞が敗者となり細胞死によって排除され、相対的に TEAD 活性の高い細胞が勝者となり増殖し
て失われた細胞を補う、「細胞競合」と呼ばれる細胞間コミュニケーションが起こることを見出
した(Mamada et al, J Cell Sci 2015)。さらに Hippo 経路因子を欠損した胚性幹（ES）細胞を
作成し、正常細胞とのキメラマウス胚を作製すると、胎生 7.5-8.5 日の着床後の初期胚において、
TEAD 活性が低い Tead1 の変異細胞は細胞競合の敗者になり正常細胞に排除された。TEAD 活
性が低い Tead1 の単独変異胚は発生できるため、キメラ胚でこれらの変異細胞が排除されたの
は、自律的な細胞死ではなく、TEAD 活性の高い正常細胞とのコミュニケーションの結果であ
ると考えられた。 
 これらの知見は、着床後のマウス初期胚には隣接細胞との TEAD 活性（＝Hippo シグナルの
活性化状態）の違いを認識する細胞間コミュニケーション機構が働いていることを示唆してい
る。この様な隣接細胞の Hippo シグナルの活性化状態の認識に基づく細胞間のコミュニケーシ
ョンは、正確な発生を可能にする細胞間コミュニケーション機構の一つであると考えられ、その
仕組みや役割を明らかにできれば発生の正確性の分子基盤の解明につながることが期待される。 
 
２．研究の目的 
本研究では、将来的に発生の正確性の分子基盤の解明につなげることを目指し、着床後のマウ

ス初期胚における隣接細胞の Hippo シグナル状態を認識する細胞間コミュニケーションについ
て、そのしくみと発生学的な意義とを明らかにすることを目的とする。その目的達成のため、以
下の 4 つの研究を行う。 

 
(1) 着床後初期胚で起こる細胞間コミュニケーションの詳細な記述 
この細胞間コミュニケーション研究の基盤となる基本的情報を得るため、TEAD 活性の違いに
よる細胞競合が、着床後初期胚のいつ、どこで、どのように起こるのかを明らかにする。 

 
(2) Hippo シグナルの差と細胞競合との関係の解析 
胚内の細胞の Hippo シグナル(=TEAD 活性)の差による細胞競合が、どのような性質を持った細
胞の排除につながるのかを明らかにする。 

 
(3) Hippo シグナルの違いによる細胞競合の正常発生への関与と意義の解析 
Hippo シグナルの違いによる細胞競合が、正常なマウス胚の発生でも起こっていることなのか
どうか、また、起こっているとすれば、発生においてどのような役割を持っているのかを明らか
にする。 

 
(4) TEAD 活性の違いによる細胞競合誘導機構の解析 
TEAD 活性の違いによる細胞競合が、どのような因子によって制御されているのかを明らかに
する。 
 
３．研究の方法 
(1) マウス胚操作 
２細胞期胚の１つの割球に Cas9 タンパクと sgRNA 複合体のマイクロインジェクションを行う
ことでゲノム編集により Tead1 遺伝子を破壊し、野生型細胞と Tead1－/－細胞からなるモザイク
胚（野生型⇔Tead1－/－胚）を作成した。全細胞で赤色蛍光タンパク質 DsRed を発現するトラン
スジェニックマウス系統（R26RR）を用いて、蛍光タンパク質遺伝子も同時にゲノム編集で破
壊することでTead1－/－細胞を蛍光を持たない細胞として標識した。胚を in vitroで培養したり、
偽妊娠マウスに移植して、様々な発生段階の胚を得た。実験に応じて Myc 遺伝子など他の遺伝
子についても同様にゲノム編集によるモザイク胚の作製を行った（図１）。 
細胞死を抑制する実験では、胚を pan-caspase inhibitor の Z-VAD-fmk を含む培地の中で培



養した。2i 処理では Mek 阻害剤 PD0325901 と
Gsk3 阻害剤 CHIR99021 を含む培地で培養した。
コントロール胚は溶媒として用いたDMSOのみを
含む培地で培養したものを用いた。 
 
(2) 着床前マウス胚の遺伝子発現の定量的解析 
初期から後期の胚盤胞を YAP, SOX2, NANOG, 
OCT3/4, SOX17, Myc, cleaved-caspase 3 に対する
抗体で蛍光免疫染色を行い共焦点顕微鏡で画像を
取得した。画像解析ソフト IMARIS を用いてそれ
ら因子の内部細胞塊・エピブラストの核における
発現(シグナルの強さ)を定量した。また、核を
Hoechst で染色し、そのシグナル強度で割ること
で、Z 軸の違いによるシグナル強度の違いを補正し
た。SOX2 は内部細胞塊とエピブラストに特異的に発現するため、SOX2 発現細胞について、解
析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 着床後初期胚で起こる細胞間コミュニケーションの詳細な記述 
野生型⇔Tead1－/－モザイク胚は着床後の胎生 6.5 日(E6.5)において Tead1－/－細胞をエピブラス
トからほぼ完全に排除していた。そこで、発生を次第にさかのぼって解析したところ、初期胚盤
胞(E3.5)の内部細胞塊（エピブラストの前駆細胞）では野生型、Tead1－/－両方の細胞が同数存在
したが、次第に Tead1－/－細胞の割合が減少し、着床直前の後期胚盤胞(E4.5)のエピブラストで
は Tead1－/－細胞がほとんど消失していた（図２）。また、胚盤胞期のモザイク胚を薬剤(Z-VAD-
fmk)処理により細胞死を抑制した
ところ、Tead1－/－細胞の排除が抑
制された。したがって、着床前の胚
盤胞において、内部細胞塊からエ
ピブラストが形成される過程で、
細胞競合が起こり、TEAD 活性が
低い Tead1－/－細胞を細胞競合の敗
者として細胞死により排除するこ
とが分かった。 
 
(2) Hippo シグナルの差と細胞競合との関係の解析 
E3.5 から E4.5 のエピブラスト形成過程において、TEAD の転写活性に必要なコアクチベータ
ーYAP の細胞内分布を調べたところ、E3.5 の内部細胞塊では YAP は細胞質に存在したが、発
生の進行とともに次第に核にも存在するようになり、E4.5 のエピブラストでは強い核局在を示
した。すなわち、エピブラスト形成過程で TEAD が不活性な状態から転写活性が次第に増加す
ることを見出した。この TEAD 活
性（=YAP の核局在）が増加する時
期は、多能性因子 SOX2, OCT3/4, 
NANOG の発現が増加する時期で
もあり、実際に両者の間には有意
な相関がみられた（図３）。さらに、
細胞死を抑制した野生型⇔Tead1
－/－モザイク胚では Tead1－/－細胞
における多能性因子の発現は野生
型細胞よりも有意に低かった。こ
れらの結果は、TEAD 活性の上昇
がエピブラスト形成時の多能性因
子の発現に必要であり、細胞競合
は TEAD 活性が低く多能性因子
の発現の低い細胞を排除すること
が示唆された。 

 
(3) Hippo シグナルの違いによる細胞競合の正常発生への関与と意義の解析 
ここまでの実験は、野生型⇔Tead1－/－モザイク胚を作成して、人為的に TEAD 活性の異なる細
胞を持つ胚を作成すると、エピブラスト形成時に細胞競合が起こることを示したものである。そ
こで、次に、正常な発生過程においても細胞競合が起こるのかを解析した。まず、野生型胚の初
期から後期胚盤胞期における細胞死の有無を解析したところ、すべての時期で細胞死が起こっ
ており、特に、中期胚盤胞期の前半（64～95 細胞、以下、中期胚盤胞期と略す）において内部
細胞塊において高頻度の細胞死が見られた。この時期の胚の内部細胞塊における YAP の分布と



多能性因子 SOX2の発現を詳細に調べた
ところ、一つの胚の中でも、内部細胞塊
の個々の細胞の YAP の核局在(=TEAD
活性)と SOX2 の発現には大きなばらつ
きがあり、TEAD 活性の差による細胞競
合が起こっている可能性が考えられた。
実際、この発生段階で細胞死をしている
細胞は、他の細胞より顕著に TEAD 活性
が低く SOX2 の発現も低いものであっ
た。したがって、正常胚においては、中
期胚盤胞期に TEAD 活性と多能性因子
の発現に大きなばらつきがあり、細胞競
合によって TEAD 活性が低く多能性因
子の発現が低い細胞を細胞死によって排
除していることが示唆された（図４）。 
 初期胚盤胞の内部細胞塊からエピブラストだけでなく原始内胚葉も作られる。そこで、細胞競
合で排除される細胞がどのような細胞なのかを明らかにするために、エピブラスト特異的な
SOX2 と同時に原始内胚葉特異的な転写因子 SOX17 の発現を解析した。正常な後期胚盤胞では、
すべての細胞が、SOX2 あるいは SOX17 のどちらか一方を強く発現しており、どちらかの細胞
に分化していたが、細胞死を抑制した胚では、分化した細胞に加え、正常胚には存在しない SOX2
と SOX17 とを同時に弱く発現する分化途中の分化が決まっていない細胞が存在した。このこと
は、細胞競合は、発生過程で作られる分化が決まっていない細胞を排除することで、正しく分化
した細胞を選別する、品質管理機構の役割を担っていることが分かった。 
さらに、細胞死を抑制した胚では、遺伝子発現の低い細胞が存在するだけではなく、正常にエ

ピブラストと原始内胚葉に分化している細胞が分離せず、混在しており、組織構築も異常になっ
ていた。したがって、細胞競合による分化途中の細胞の排除は、正しい細胞分化だけではなく正
しい組織構築にも必要であることが分かった。 

 
(4) TEAD 活性の違いによる細胞競合誘導機構の解析 
TEAD 活性の違いによる細胞競合が、どのように制御されているのかを明らかにするために、
以下の点に注目した。まず、TEAD 活性の低い細胞は多能性因子の発現が低いため、TEAD 活
性と多能性因子のどちらが競合に関与しているのかを明らかにするために、胚を 2i (Mek 阻害
剤と Gsk3 阻害剤)処理することで、多能性因子の発現を増加させた。野生型胚を 2i 処理すると、
全ての内部細胞塊の細胞が強い多能性因子の発現を示し、内部細胞塊での細胞死は消失した。ま
た、野生型⇔Tead1－/－モザイク胚を 2i 処理した場合も、全ての内部細胞塊の細胞が強い多能性
因子の発現を示し Tead1－/－細胞は排除されなかった。したがって、TEAD 活性によって制御さ
れる、多能性因子の発現が細胞競合に重要であることを示唆する。一方、ショウジョウバエや着
床後マウス胚のエピブラストでは、MYC の発現量の違いが細胞競合に重要であることが報告さ
れている。そこで、MYC の関与について調べたところ、野生型⇔Tead1－/－モザイク胚では Tead1
－/－細胞は MYC の発現レベルが低いこと、また野生型⇔Myc－/－モザイク胚ではエピブラスト形
成過程で Myc－/－細胞が細胞競合の敗者となって排除されることを見出した。これらの結果から、
TEAD による細胞競合は、その下流で発現する多能性因子と MYC の発現レベルの違いが引き
金となって細胞競合が起こっていることが示唆された。 
 
(5) まとめと考察 
上記の４つの研究より、着床前マウス胚発生におけるエピブラストの形成と細胞競合について、
以下のことがあきらかになった。多能性細胞のエピブラストは後期胚盤胞につくられる時には
10~20 程度の細胞しかなく、これら少数の細胞が胚全体を作るため、すべての細胞が高い品質を
持つことが大切である。しかし、初期胚盤
胞の内部細胞隗からエピブラストが作ら
れる過程では、個々の細胞の Hippo シグナ
ル・TEAD 活性にばらつきがあり、多能性
因子の発現にばらつきが生じ、多能性因子
の発現が強くエピブラストに分化した細
胞と遺伝子発現が弱く分化途中の細胞と
が混在する状態になる。そして、それら細
胞間で多能性因子や MYC の発現レベルの
差による細胞競合が起こり、分化途中の細
胞を細胞死で排除することにより、正しく
分化した高品質の細胞のみからなるエピ
ブラストが作られる（図５）。細胞分化過程
における遺伝子発現のばらつきは特に初
期胚においてよく見られることから、細胞



分化における細胞競合による品質管理は正確な発生を可能にするための重要な仕組みの一つで
あると考えられる。 
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