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研究成果の概要（和文）：マウスの体軸、特に、前後軸の形成機構を明らかにするため、前後軸に沿って非対称に発現
する遺伝子の探索を行った。そうしたところ、最も早く非対称に発現する遺伝子はOtx2とDkk1であることが明らかにな
った。過去の知見と合わせて考察すると、Otx2の非対称な発現を誘導する遺伝子が、前後軸を決める役割を担っている
ことが推測された。また、ライブイメージングに適した全胚培養の実験系を確立した。この系により、生きたままのマ
ウス胚の細胞挙動を解析することが可能になり、これまでに報告例のない幾つかの事実を発見した。

研究成果の概要（英文）：To reveal the mechanism of the anterior-posterior (A-P) axis formation in a mouse 
embryo, the expression pattern of head organizer genes have been reexamined. I found that OTX2 gene was as
ymmetrically expressed from the very beginning of their expression. The gene which makes Otx2 express asym
metrically might have an important role to develop A-P axis. I also established a culture system of mouse 
embryos for live-imaging experiments. Then, the behavior of each embryonic visceral endoderm cell during t
he A-P axis formation has been examined by live-imaging experiments. I found some characteristic cell beha
viors which remained to be reported.
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１．研究開始当初の背景 
 マウス胚では、前後軸が形成される前に、
proximal-distal（PD）軸が形成される。
proximal 側には胚体外組織が位置し、
distal 側に将来の胚になる Epiblast が位置
する。1998 年、Beddington のグループは、
PD 軸のみ確認できる時期に、distal 側の
visceral endoderm (DVE)に局所的に発現す
る遺伝子、Hex 遺伝子を最初に報告した。Hex
遺伝子は、 E6.5 の時期では anterior 
visceral endoderm (AVE)に発現する。彼ら
は、E5.5 の時期に DiI でラベルされた DVE
の細胞群が、E6.5 では AVE へと移動すること
を明らかにした。AVE は epiblast の将来の
anterior を決定するものであることから、こ
の報告により、前後軸の起源が PD 軸にある
ことが示唆された。 2004 年、同じく
Beddington のグループは、Hex 遺伝子のプロ
モーターにGFPをつないだHex-GFPを発現す
るトランスジェニックマウスを作製し、培養
下でDVEに GFPを発現する細胞の挙動を観察
した。そうしたところ、GFP 発現細胞群が一
方向に移動し、AVE を形成する様子が観察さ
れた。2000 年には、Hex と同様に、DVE およ
び AVE に発現する遺伝子として、Aizawa のグ
ループが Otx2 遺伝子を、Harvey のグループ
が Cer1 遺伝子を、それぞれ報告している。
2004 年、Hamada のグループは、DVE および
AVE に発現する別の遺伝子、Lefty1 遺伝子を
報告した。彼らは Lefty1 遺伝子と Hex 遺伝
子の DVE における発現様式を比較し、Lefty1
遺伝子とHex遺伝子を発現する細胞が必ずし
も一致しないことを報告した。これにより、
DVE を形成する細胞群が均一な細胞集団では
ないことが示された。また、各グループは、
blastocyst 期に、DVE に発現する遺伝子が
ICM の一部の細胞に発現していることを報告
している。以上の報告をもとに、一般的に以
下のようなモデルが提唱されている。 
（１）DVE/AVE に局所的に発現する遺伝子が
存在する。 
（２）DVE/AVE を形成する細胞群は均一な遺
伝子発現を示す集団ではない。 
（３）DVE を形成する細胞が、発生の進行に
伴って移動し、AVE を形成する。 
（４）DVE を形成する細胞は blastocyst 期に
運命づけられている。 
 しかしながら、2011 年、Hamada のグルー
プが Lefty1 遺伝子を発現する細胞の系譜・
挙動を解析し、AVE を形成する細胞と DVE を
形成する細胞が系譜的に一致しないことを
報告した。これは AVE の起源が DVE でないこ
とを示している。この結果は、上に挙げた（３、
４）とは相容れない。この事実は、これまで
の前後軸形成に関する研究が不十分であり、
確証高い根拠が無いまま推測に基づいてモ
デルが構築されてきたことの一例である。前
後軸形成のメカニズムには、まだ未解明な部
分が多く残されている。 
 

２．研究の目的 
 本研究では、体軸形成、とりわけ、前後
軸形成のメカニズムを明らかにすることを
目標にする。最初に形成される PD軸は胚
発生初期に一過的に存在する軸であるのに
対し、前後軸は胚発生が終わった後も存続
する体軸である。また、胚発生時に起こる
様々な形態形成、例えば、頭部形成、体節
形成などにも前後軸の存在は必要不可欠で
ある。すなわち、前後軸形成のメカニズム
を明らかにすることは、胚発生時に起こる
様々な現象のメカニズムを明らかにするた
めにも非常に重要である。過去の報告を慎
重に追試・検討しながら、従来には無かっ
た手法も取り入れ、前後軸形成のメカニズ
ムの真実に迫るのが本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
（１）「多重免疫染色法による DVE/AVE 細胞
の heterogeneity の解明」 
 DVE/AVE に発現する遺伝子は複数あり、そ
れらを発現する細胞同士がどの程度一致し
ているのかに関する情報は極めて少ない。そ
の原因は、過去の研究のほとんどが発色によ
る in situ hybridization に依存しており、
個々の細胞を区別して同定するまで至って
いないことにある。本研究では、DVE/AVE に
発現する遺伝子の抗体を収集あるいは作製
し、蛍光色素を利用した多重免疫染色を行う
ことにした。蛍光色素を利用した染色法は組
織へのダメージが少なく、また、共焦点顕微
鏡の利用により分解能の高い染色像が得ら
れるからである。この方法により、個々の細
胞 を 明 確 に 区 別 し 、 DVE/AVE 細 胞 の
heterogeneity を明らかにすることにした。
また、DVE/AVE に発現する遺伝子のレポータ
ーマウスを作製し、heterogeneity に注意し
ながらDVE/AVEの個々の細胞の挙動を明らか
にすることにした。 
（２）「全胚培養系を用いたライブイメージ
ング実験」 
 過去の多くの研究は固定した各ステージ
の胚を染色・観察するなどの実験に終始して
いる。しかし、前後軸形成が起こる時期は細
胞分裂が盛んであり、胚の大きさも急激に拡
大する。また、前後軸形成には細胞移動を伴
うことが明らかになっている。これらのこと
から、各ステージの固定試料を観察するだけ
では、十分な時間分解能を持った情報が得ら
れず、非常に限られた情報しか得られないと
考えられる。このような方法では、前後軸形
成期に起こる現象を十分に理解できるとは
到底考えられない。前後軸形成期のダイナミ
ックな変化を理解するには、経時的変化を詳
しく知ることが必要不可欠である。そこで本
研究では、最新のライブイメージング技術を
採用した。まず、ライブイメージング実験に
適したマウス胚の培養系を確立することに
した。そして、DVE/AVE に発現する遺伝子の
レポーターマウスを利用して、DVE/AVE を形



成する細胞群をラベルし、その挙動を詳細に
解析することを目指した。また同時に、
VE/AVE を形成する細胞群をラベルするだけ
でなく、DVE/AVE 以外の細胞も同時にラベル
し観察することで、前後軸形成期の細胞分
裂・移動、細胞死を、胚全体の視点から包括
的、かつ、詳細に把握することを試みた。 
（３）「領域特異的なレポーターマウスの作
成」 
 DVE/AVE 以外の VE 細胞も含め、全ての VE
細胞に特異的に蛍光タンパク質を発現する
レポーターマウスを作製・利用することで、
Epiblast と明確に区別して、VE 細胞の挙動
を包括的に把握することが可能になる。また、
Epiblast は将来に胚組織になる部位であり、
発生初期には VE に囲まれている。これまで
の報告からは、AVE から Epiblast に対して何
らかのシグナルが送られ、Epiblast の
anterior が規定されると考えられている。し
かし、AVE が形成される以前から、VE細胞と
Epiblast の細胞が協調的な挙動をしている
可能性は否定できない。さらには、VE と
Epiblast の間で組織を超えて細胞が移動す
ることも報告されている。VE 特異的レポータ
ーマウスや、Epiblast 特異的レポーターマウ
スを作成することで、これらの可能性や過去
の報告例をクリアに検証・追試できるものと
期待し、実験を行った。 
 
４．研究成果 
（１）「前後軸に沿って最も早く非対称に発
現する候補遺伝子の発見」 
 前後軸形成に重要な役割を担うと考えら
れている、DVE に発現する遺伝子、Cer1、Dkk1、
Hex、Lefty1、そして Otx2 に対する抗体を用
いた免疫染色法によって発現解析を行った。
そうしたところ、それらの全てが、DVE が形
成される前のステージで発現を一旦失うこ
とが確認された。その後、再び発現を始めた
ときには、Dkk1 と Otx2 だけが将来の前後軸
に沿って非対称な発現を示していた。DVE が
形成する細胞群では、Cer1 と Lefty1 を発現
する細胞は一致していた。Hex は Cer1 と
Lefty1 を発現している細胞に加え、さらに広
い範囲で発現が認められた。Otx2 は Hex より
さらに広い範囲で発現していた。Dkk1は Otx2
を発現している細胞群の中でも proximal の
細胞で発現していた。以上の結果をまとめる
と、Otx2 を発現している細胞群の中に、Cer1、
Dkk1、Hex、Lefty1 を発現している細胞が全
て含まれることになる。興味深いことに、DVE
が形成される直前には、Otx2 と Dkk1 のみが
非対称な発現を示していた。すなわち、前後
軸に沿って最初に非対称な発現を示す遺伝
子が、Otx2とDkk1であることが示唆された。 
（２）「マウス胚のライブイメージング実験
系の確立」 
 本研究で対象とするステージのマウス胚
の培養方法は既に存在していたが、多量の培
地が必要であったり、胚を培地の中で固定し

ないように回転させながら培養することが
必要であった。そのため、多サンプルを扱い
ながらライブイメージング実験をするには
適していなかった。本研究では、ゲルを利用
することで胚の位置を固定し、多サンプルを
同時に撮影することを可能にした。また、培
養装置を備えた顕微鏡システムを利用する
ことで、ライブイメージング実験にも対応で
きるようになった。 
（３）「Otx2 のレポーターマウスの作成と発
現細胞の挙動解析」 
 Otx2 のレポーターマウスの作成に成功し、
内在性の発現と同様に、レポーター遺伝子が
非対称な発現を示すことを確認した。次に、
Otx2 レポーターマウスをライブイメージン
グしたところ、Otx2 の非対称な発現と将来の
前後軸に相関関係があることが明らかにな
った。また、それと同時に、最初に Otx2 を
強く発現する細胞と、前後軸形成後に Otx2
を強く発現する細胞が一致していないこと
も明らかになった。Dkk1 も同様であった。最
初に Otx2 を強く発現する細胞は、その後、
発現を弱め、posterior を占めるのに対し、
最初にOtx2を弱く発現する細胞は、その後、
発現を強め、anterior に移動するようになっ
た。このことから、Otx2 が VE で発現を始め
るときには、既に前後軸が決定されていると
考えられる。また同時に、Otx2 と Dkk1 の非
対称な発現を誘導する分子の存在が想定さ
れる。 
（４）「VE 細胞の挙動解析」 
 全ての細胞核に蛍光タンパクを発現する
レポーターマウスを用いてライブイメージ
ング実験を行った。取得した画像上で、細胞
核に印を付けて、個々の細胞のトラッキング
を行った。それにより、VEの細胞挙動を解析
した。現在までに明らかになったのは次の通
りである：①姉妹細胞の分裂は同調している、
②姉妹細胞は移動や分裂をしても隣り合う
ように位置する、③DVE より proximal に存在
する将来のanteriorに位置する細胞群もDVE
と同様な移動パターンを示す、④将来の
posterior に位置する細胞群は移動せず、そ
の場で分裂を繰り返す。以上の細胞挙動には、
これまでの報告と一致しないものや報告さ
れていないものが含まれており、新しい知見
になる可能性が大いに見込まれる。 
（５）「Epiblast 特異的レポーターマウスの
作成」 
 VE にのみ H2B-EGFP を発現する VE 特異的レ
ポーターマウスと、 Epiblast に のみ
H2B-mCherryを発現するEpiblast特異的レポ
ーターマウスを作成した。これらを交配させ
て得られる胚は、VE が緑色蛍光を、Epiblast
が赤色蛍光を出すようになる。VEと Epiblast
の組織間で細胞移動が起きた場合、固定胚で
も区別することができると期待される。また、
これらを交配させて合わせてライブイメー
ジングすることで、VE と Epiblast の細胞を
よりクリアに区別しながら細胞挙動を解析



できると期待される。これにより、全細胞で
H2B-EGFP を発現するレポーターマウスで細
胞挙動を解析する場合に比べ、解析にかかる
負担が軽減されることも期待できる。 
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