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研究成果の概要（和文）：本研究では２種類の内胚葉へのスイッチ因子の探索を試みた。DNAアレイから見つかった因
子や他の動物の研究から効果が示唆されている因子を数多くクローニング・過剰発現し、スイッチ機能の保持している
かを確かめたが現在のところ確定的な情報は得られていない。引き続きスクリーニングを行うことを計画している。ま
た、iPS細胞の単一の内胚葉への分化を引き起こす方法については、本研究により単一の胚体内胚葉への不可逆的分化
方法が開発できた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we screened switch factors for two different endoderm in Xenopus. 
Using information from DNA array and study of the other model animals, a lot of gene are cloned and 
tested by overexpression.
However, the factors did not identified. We are trying to functional screening.
We developed a new induction method from human iPS cell to embryonic endoderm. Using this methods, We are 
trying to induce pancreatic endoderm.

研究分野： 発生生物学、幹細胞
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１．研究開始当初の背景 
申請者らはアフリカツメガエル胚の外胚葉
片（アニマルキャップ）およびヒト iPS 細胞
を用いた内胚葉・中胚葉への細胞分化の研究
を行なってきた。この中で内胚葉の誘導には
Activin/Nodal シグナルが必須であること、
誘導因子の本体は Nodal であること、アニマ
ルキャップは２種類の細胞集団からなりこ
れらは Activin/Nodal シグナルに対し異なる
反応を示すこと、正常な形体形成運動には両
方の細胞の相互作用が必要であることを明
ら か に し て き た （ Takahashi et al. 
Development 2000, Ninomiya et al. Nature 
2004, Takahashi et al. Genesis 
2006,Ninomiya et al. Nature Cell Biology 
2008）。これらの研究から現在メカニズムが
明らかになっていない、重要な現象を見出し
ている。これらの解明には位置情報を考慮す
る必要があり、発生学や形態学の視点に立っ
た研究および理解が必要であると考え、この
分野に申請する事にした。 
 
２．研究の目的 
本申請の研究目的は、未分化細胞（胚の一部
であるアニマルキャップおよびヒト胚性幹
細胞）の反応の不均一性の分子メカニズムを
明らかにし、均質な分化引き起こす方法を開
発することである。また、分化させた iPS 細
胞が元の iPS細胞へ戻ってしまう可逆性の分
子メカニズムを解明し、胚発生のように不可
逆な分化を引き起こす新しい分化誘導法を
開発することである。 
（本研究の具体的な目的） 
（１）同一な濃度の Activin による２種類の
内胚葉への分化のメカニズムの解明。 
（２）Activin シグナルに対するヒト iPS 細
胞が示す可逆的な分化のメカニズムの解明。 
（３）ヒト iPS 細胞を用いた２種類の内胚葉
の単独誘導法と不可逆的分化誘導法の開発。 
 
３．研究の方法 
（１）同一シグナルに対する異なる反応性の
分子機構の解析を両生類胚を用いて行う。こ
のために遺伝子マーカーの収集、推定される
候補因子の過剰発現スクリーニングを行う。
またヒト iPS 細胞を用いて「反応性の違いが
微小環境認識によるかどうか」を調べた上で、
「分子メカニズムがヒトiPS細胞と両生類と
同じであるか否か」を明らかにする。 
（２）ヒト iPS 細胞の可逆的な分化メカニズ
ムを明らかにし、不可逆的に分化させる「胚
の中にあって成体にはない脱 iPS ファクタ
ー」の正体を明らかにする。 
（３）明らかになるメカニズムに基づき、ヒ
ト iPS 細胞の分化完全制御法を確立する。 
 
４．研究成果 
（１）同一な濃度の Activin による２種類の
内胚葉への分化のメカニズムの解明につい
て 

同一な濃度のActivinによる２種類の内胚葉
への分化メカニズムの解明については、まず、
ツメガエルのDNAアレイ解析から得られた多
数の候補のうち、胚の外層／内層特異的に発
現する遺伝子についてツメガエル胚を用い
てホールマウントハイブリダイゼーション
を行い、候補を絞ることに成功した。選出さ
れた候補遺伝子をクローニングし２種類の
内胚葉への分化制御への関与を過剰発現に
より解析したが、これらの遺伝子の中にはこ
の分化制御に関わる因子は見いだされなか
った。そこで文献等の情報から類推される、
この分化制御に関わる可能性のある遺伝子
（aPKC, par1, par3, lgl2, numb, numb-like, 
wnt5b, crums3, prox1, hes3.1, notch-ICD, 
delta-like, grh3）をクローニングし、過剰
発現を行い、表層に発現する nodal2 が原腸
胚の内部にも発現するようになるかどうか
をホールマウント in situ hybridization 法
により調べた。現在のところ、これらの遺伝
子による明確な nodal2 の発現の変化は見ら
れていない。また、EMT 関連遺伝子である
ovo-like2 に関してもクローニングを行い同
様の実験を試みている。 
一方、マウス胚の研究から、卵内で局在化し
て存在する Hippo-Yap Pathway の遺伝子群が
マウス胚の内層と外層の分化に関与してい
ることが知られている。そこでHippo Pathway
の構成因子（Mst1、Mst2、Lats1、Lats2、Yap1、
Tead）をツメガエルでクローニングし解析し
た。これらの遺伝子はツメガエル卵では局在
した発現をしておらず、マウス胚の胚体と胚
体外を形成するメカニズムはツメガエルで
は保存されていないことが明らかになった。
また、Mst2 は神経胚期に胚の造血領域に局在
化して発現し、血球分化・細胞増殖のスイッ
チとして機能していることが明らかになっ
た（Nejigane et al. 2013）。この研究によ
り、マウス卵の胚体と胚体外をわける最初の
システムは目的のシステムでないことがわ
かった。これまでの研究で ovo-like-2 の結
果次第であるが、もし関与が観察されない場
合は、この分化制御を行っている因子は現在
想定され得ない全く新規の制御システムで
あることになる。そこで、過剰発現スクリー
ニング発現の準備（ライブラリー作製）とタ
ーゲット遺伝子（nodal2）のシスエレメント
解析のための正確なアフリカツメガエルゲ
ノム情報の取得及び解析を進行させている。
また、派生的な研究結果については、胚の内
部に発現する OTX2 の論文を始め多くの論文
を国際誌に発表することができた。 
（２）Activin シグナルに対するヒト iPS 細
胞が示す可逆的な分化のメカニズムの解明。
ヒトiPS細胞の反応性の違いについてはコロ
ニー内の微小環境の違いがあるのではない
かと言う想定のもと、当初生体染色法による
識別を利用した分化解析を検討していたが、
細胞へのダメージが大きくうまくいかなか
った。そこで、iPS 細胞のコロニー数十個を



中心部と周辺部に切り分けてサンプリング
し、DNA アレイを用いて発現量に差があるも
のを抽出した。この結果、ほとんどの遺伝子
の発現量に変化がないのにも関わらず Nodal、
Lefty、Nanog が周辺部に数十倍多く発現して
いることが明らかになった。この結果は当初
予想したようにそもそもコロニーの中には
微小環境による遺伝子発現の違いがあるこ
とが確認された。これらが均一な分化の妨げ、
および可逆的な分化の原因になっていると
考えられる。 
（３）ヒト iPS 細胞を用いた２種類の内胚葉
の単独誘導法と不可逆的分化誘導法の開発。 
ヒト iPS 細胞の２種類の内胚葉のうち、胚体
の内胚葉の元となる細胞に関しては単独で
誘導する方法を開発できた。activin 処理だ
けでは内胚葉へ不可逆的に分化させること
が全くできないのであるが、これに Wnt 
signal inhibitor処理を同時に行うことによ
り不可逆的な誘導を引き起こすことに成功
した。またこの処理に加え、最初に蒔く細胞
の密度をコントロールすることにより単独
の胚体内胚葉屁と分化させることが可能と
なった。これらの結果はすでに国際誌に報告
し、現在この誘導した内胚葉細胞を用いて膵
臓を構成する細胞を誘導する研究を開始し
ている。 
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