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研究成果の概要（和文）：　体を構成する様々な体細胞はすべて、着床後に成立する多能性細胞集団であるエピ
ブラストから発生する。しかしエピブラスト状態を作るとともに、多様な体細胞を生み出す遺伝子制御ネットワ
ークは未解明であった。本研究ではまず、エピブラスト状態での主要な転写因子の作用を解析して、着床前の多
能性状態から着床後のエピブラストに至る、遺伝子制御ネットワークの大きな変化を明らかにした。また、エピ
ブラストの次の段階の初期の体細胞系列の幹細胞株を樹立し、それらの特性を調べた。また内胚葉組織の領域化
に関わる転写因子SOX2の役割などを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Diverse somatic cells develop from pluripotent epiblast cells that are 
established after embryo implantation. However, the gene regulatory network underlying epiblast cell
 state determination and that involved in somatic cell derivation remains unclear. We investigated 
the regulatory function of major transcription factors (TFs) in the epiblast, and showed a drastic 
change in the gene regulatory network in the epiblast compared with the preimplantation pluripotent 
state. To characterize the process of somatic cell derivation, we established stem cell lines that 
represent early somatic lineages, e.g., neural progenitor cell lines with anteroposterior regional 
specificities, and characterized these intermediate somatic cell states. In addition, we 
investigated the regulatory function of the TF SOX2 in determining the regional specificity of 
endodermal tissues.

研究分野： 分子発生生物学
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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 
	 本研究の対象は、エピブラストと、エピブ
ラストから発生する体細胞系列の初期過程
である。エピブラストは哺乳類では着床後の
胚の最深部に位置することから、技術的な難
しさから着床後胚のエピブラストの制御に
関する研究には、ほとんど手がつけられてい
なかった。しかし、2007 年にマウス胚のエ
ピブラスト細胞がエピブラスト幹細胞とし
て株化されたことで、エピブラストに関する
詳細な解析が可能になった（引用文献①②）。 
 
２．研究の目的 
	 私たちの体を構成する膨大な種類の体細
胞はすべて、着床後に成立する多能性細胞集
団であるエピブラストから発生する。どのよ
うな遺伝子制御ネットワークがエピブラス
ト状態を作るのか、またそのネットワークを
基盤として、どのようなプロセスでさまざま
な体細胞が生みだされるのかは、発生過程に
関する基本問題でありながら未だ解明され
ていなかったので、それを研究する。 
 
３．研究の方法 
(1) エピブラストの制御：エピブラスト幹細
胞を制御する主要な転写因子の作用を解
析するとともに、着床前胚に相当するマ
ウス胚性幹細胞など、異なった多能性状
態における遺伝子制御ネットワークと比
較する。	

(2) エピブラストの領域化：ニワトリ胚のエ
ピブラストへの異所的なノード移植の効
果を分析して、ノードの作用とエピブラ
ストの領域化について研究する。	

(3) 体細胞系列発生の初期過程：FoxA2 遺伝
子座に EGFP が組み込まれたエピブラス
ト幹細胞株を樹立して、体細胞系列を成
立させる初期過程を研究する。エピブラ
スト幹細胞の培養操作によって、初期体
細胞系列の幹細胞株を樹立し、それらの
特性を解析する。体細胞系列におけるZEB
転写因子の作用を検討する。	

(4) 脱抑制による発生経路の指定：様々の体
細胞を生み出す発生経路の選択には「脱
抑制」機構が重要で
ある。それを検証す
るために、分化転換
の一例を研究する。
また、内胚葉組織の
領域化に関わる転
写因子 SOX2 の役割
などの、発展課題に
ついても研究する。	

	
４．研究成果	
(1) エピブラスト幹細
胞の遺伝子制御ネ
ットワークが明ら
かにした、着床前と
着床後に対応する

多能性幹細胞の間で見られる制御機構の
大きな変化	

	 マウスのエピブラストから直接に樹立さ
れたエピブラスト幹細胞(EpiSC)は、エピブ
ラストの状態をよく反映している。私たちは
以前の研究で、エピブラスト幹細胞では、５
つの転写因子が主要な遺伝子制御機能を果
たしていることを示した（引用文献③）。ZIC2,	
OTX2,	SOX2,	POU5F1,	そして POU3F1 である。
これらの転写因子は、エピブラスト状態を決
定しているだけでなく、エピブラストに始ま
る多様な体細胞系列の発生をも制御してい
ると考えられた。そこで、これらの転写因子
がエピブラスト幹細胞のゲノム配列の数万
箇所に結合する際に、それらの結合部位が実
際にはどの位置にあるのか、またこれらの転
写因子が、どのような遺伝子群を調節してい
るのか、そしてどのような転写因子の組み合
わせが、エピブラスト状態を決定するのに主
要な役割を果たしてるのかを調べた。着床前
胚に対応する多能性幹細胞であるマウスの
胚性幹細胞（ESC）では SOX2-POU5F1 の転写
因子ペアが中心的な制御機能を果たしてい
る。この SOX2-POU5F1 ペアが、エピブラスト
幹細胞でどのような機能を果たしているか
という点にも注目した。これらの研究目的の
ために、転写因子と結合した DNA 配列を、転
写因子との複合体として抽出してその DNA 配
列群を決定した（ChIP-seq 法：chromatin	
immunoprecipitation-	sequencing）。通常の抗体
による免疫沈降に代えて、ビオチン化転写因
子と結合 DNA の複合体をストレプトアビジン
との結合によって抽出する方法を採用して、
シグナル/ノイズ比の高い解析を実施するこ
とができた。２つの転写因子が隣接した DNA
配列に結合して協同的に作用する場合には、
これらの転写因子の結合部位がゲノム上の
多くの箇所で重なる。	
	 この研究によって、エピブラスト幹細胞の
状 態 を 決 定 す る 転 写 因 子 ペ ア が 、
SOX2-POU5F1 ではなく、ZIC2-OTX2 であるこ
とが明らかになった。幾つかの初期胚に由来
する多能性幹細胞での転写因子結合部位を
詳細にわたって比較した結果、SOX2-POU5F1



が主要な制御機能を発揮するのは、着床前胚
の状態（マウス胚性幹細胞）に限られており、
着床後胚の状態に対応するヒトの胚性幹細
胞やマウスのエピブラスト幹細胞では、
SOX2-POU5F1 の転写因子ペア自体が形成され
なくなり、制御機能が ZIC2-OTX2 ペアに取っ
て代わられることがわかった。転写因子ペア
による遺伝子制御は、このように着床の前後
で劇的に変化する。この転写因子ペアの交替
は、着床前にすでに、ZIC2 の結合によって準
備されており、着床後に OTX2 の発現が上昇
するのに伴って ZIC2-OTX2 のペアが形成され
て遺伝子発現制御を主導するようになると
考えられる。	
	
(2) エピブラストの、前半部と後半部への領
域化	

	 一度成立したエピブラストは、次いで胚の
前半部と後半部へと領域化される。このこと
は、OTX2 や ZIC2 などの転写因子が、エピブ
ラストの前半部に限局して発現されること
とも関連している。この領域化が実際にどの
ような発生能と関連しているのかを調べた。
エピブラストが平板状で組織の移植が容易
なニワトリ・ウズラ胚を用いた。発生がステ
ージ４まで進むと、胚の正中線上の、前半部
と後半部の境界にノードという構造ができ
る。ウズラ胚のノードをニワトリ胚のさまざ
まな場所に移植してその後の移植ノードと
宿主ニワトリ胚組織の間の相互作用を調べ
た。オーガナイザーとも呼ばれたノード自体
の胚発生の中での役割を明確にする目的も
あった。	
	 赤色蛍光タンパク質 mCherry を発現するウ
ズラ胚からノードを採り、Supernova 法でエ
ピブラストの細胞をランダムに緑色蛍光タ
ンパク質 EGFP で蛍光標識したニワトリ胚に
移植した。そして連続蛍光撮影によって、発
生に伴う移植ノードとエピブラストの相互
作用とその変化を追跡した。ノードを胚の前
半部に移植すると、ノードから AME	(脊索前
板と前部脊索の前駆体)が伸び出し、エピブ
ラストの細胞は、宿主ノードと移植ノードに
由来する２つの AME の周りに集まって、２つ
の頭部を形成した。移植ノード由来 AME の周
りに集まったエピブラスト細胞がつくる２
つ目の頭部は、体の後半部分（体幹部）を欠
いていた。一方、ノードを胚の後半部に移植
した場合には、ノード自体が第 2の脊索と体
節構造に発生したが、宿主エピブラストから
の関与はほとんどなかった。したがって、移
植ノードの発生運命とエピブラストとの相
互作用は胚の前半部と後半部で大きく異な
る。ノードを胚の前半部に移植した場合にで
きる神経系を中心とした２つ目の頭部組織
は、ノード由来の AME が前部エピブラストに
対して、第 2の集合中心を提供した結果であ
って、ノードが新たな神経組織を「誘導」し
た結果ではない。	
	

(3) エピブラストから胚の神経幹細胞が発生
する際に獲得する、Wnt シグナルに依存
した頭部・体幹部の領域特性	

	 マウスエピブラスト幹細胞は無血清培地
で維持されるが、エピブラスト状態を維持す
る因子である Activin を除くと数日で神経組
織に分化する。このことから、エピブラスト
幹細胞を直接 EGF と FGF を添加した無血清培
地（神経幹細胞培養条件）におくことによっ
て、胚の初期段階に対応した神経幹細胞の発
生を模倣しつつ神経幹細胞株を樹立できる
と考えた。その樹立の過程で、細胞が持続的
にうける Wnt シグナルの強度を変えることに
よって、樹立される神経幹細胞株に領域特性
を与えられるかどうかを調べた。	
	 この方法で、エピブラスト幹細胞から再現
性よく神経幹細胞株を樹立することができ
た。これらの細胞株を分化条件に置くと、ニ
ューロン、アストロサイト、オリゴデンドロ
サイトに高率で分化した。頭部の神経系を特
徴付ける低い Wnt シグナルの条件を模倣する
ために Wnt シグナル阻害剤である XAV939 を
添加した条件下で神経幹細胞株を樹立する
と、それらの細胞株は OTX2、EN2 など脳領域
に固有の転写因子を強く発現するのに対し
て、体幹部の神経系に特徴的な HOX 遺伝子は
全く発現しなかった。一方、Wnt シグナルを
操作せずに体幹部の神経系の発生を模倣し
た条件で得られた神経幹細胞株は、全く逆の
性質を示した。これらの領域特性は、一度細
胞株を樹立したのちに Wnt シグナルのレベル
を操作しても安定に維持された。このことか
ら、胚発生の初期に作用する Wnt シグナルの
レベルに応じて、脳の前駆体としての神経幹
細胞と体幹部の中枢神経系の前駆体として
の神経幹細胞が別個に発生することが示さ
れた。	
	
(4) 転写因子FOXA2とともにEGFPを発現する
エピブラスト幹細胞株の樹立	

	 非神経系体細胞系列の初期過程を研究す
るために、その初期過程で発現される転写因
子 FoxA2 遺伝子座に EGFP コード領域が組み
込まれたマウス胚から、エピブラスト幹細胞
株を新たに樹立した。EGFP で標識された
FOXA2 発現細胞がどのような培養操作のもと
でどのような細胞集団として出現するのか
を迅速に解析できるようになった。	
	
(5) 側板中胚葉系の幹細胞株の樹立	
	 エピブラスト幹細胞から神経系以外の体
細胞の幹細胞を樹立することを試みた。高濃
度 Activin の条件で培養操作を行うことによ
って、安定な幹細胞株を樹立することができ
た。この細胞株は WT1、Aldh1a2、Pdgfr１な
どを高く発現することから、側板由来中皮細
胞の特徴をもち、その中でも心外膜前駆体に
近い性質を示した。	
	
(6) ZEB グループ転写因子の２つの機能	



	 ZEB グループ転写因子(dEF1 と Sip1)は、エ
ピブラストから体細胞系列に発生が進むと
発現が急激に上昇する。ZEB 転写因子が、お
そらくそれらが制御する遺伝子を介して、細
胞移動と細胞分化の双方を制御する機能を
もつことを確認した。	
	
(7) 脱抑制による分化経路指定の一例として
の分化転換	

	 エピブラストが神経系以外の体細胞に発
生するためには、SOX2、ZIC2 などの転写因子
による抑制を脱する必要があることを示し
た（引用文献③）。脱抑制による分化経路の
指定が一般的な機構であることを確かめる
ために、具体例として網膜から水晶体への分
化転換の機構を研究した。ニワトリ胚の網膜
細胞を平板培養すると、低頻度ではあるが水
晶体細胞が分化する。平板培養状態では細胞
間相互作用が減弱していることから、網膜組
織で作用している Notch シグナルが通常は水
晶体分化を抑制しているという作業仮説を
立てた。平板培養の条件下で Notch シグナル
の阻害剤を加えて Notch シグナルをさらに減
弱させた。すると、培養された網膜細胞の大
半が水晶体細胞に分化した。このことから、
個々の網膜細胞には水晶体分化能が潜在的
に備わっているが、それが通常の発生過程で
は Notch シグナルによって抑制されているこ
とが示された。その抑制の破綻が水晶体への
分化転換を引き起こしていると結論された。	
	
(8) 内胚葉の領域化への転写因子 SOX2 の関
与	

	 内胚葉が成立すると、転写因子 SOX2 を発
現する前側の領域が前腸に発生する。SOX2 が
内胚葉の領域化にどのように関わっている
のかを調べるために、内胚葉で Tamoxifen 依
存的に Cre 組 み換え酵素を発現する
FoxA2-CreER と、floxed	Sox2 を併せ持つマ
ウス系統を作成し、前腸から食道と気管が分
岐する前の発生段階で Tamoxyfen を作用させ
ることによって、内胚葉組織の Sox2 遺伝子
を欠落させた。その結果、咽頭から胃までを
つなぐ１本の管が発生し、その中間点から一
対の気管支が伸び出していた。この管の内面
は、食道が重層上皮であるのに対して、気管
に特徴的な円柱上皮を持ち、また、気管に固
有の転写因子 NKX2.1 を発現していた。この
結果から、前腸上皮において、食道を決定す
る SOX2 と気管を決定する NKX2.1 が拮抗して
おり、SOX2 の発現がなくなると食道に相当す
る上皮が全て NKX2.1 を発現して気管化した
ものと結論された。	
	
	
(9) Wnt シグナルの強度を視覚化するレポー
ターマウス R26-WntVis の開発	

	 胚発生初期では、Wnt シグナルの強弱が胚
や組織の領域化に大きな役割を果たしてい
る。しかし、それぞれの細胞が実際にどのよ

うなレベルの Wnt シグナルを受容しているの
かを示すのに適したレポーターマウスはな
かった。これまでに作成された Wnt レポータ
ーマウスは、Wnt 非依存的にレポーターを発
現する組織が存在したり、応答が all-or-	
none に近かったりして、Wnt シグナルの受容
強度の評価には適していなかった。そこで、
ROSA26 遺伝子座に、Wnt 応答配列と tk プロ
モーターによって EGFP を発現する遺伝子カ
セットを挿入した新しいレポーターマウス
を作製した。このレポーターマウス
R26-WntVis では、Wnt シグナルの強弱に応じ
て、EGFP の蛍光強度が広いダイナミックレン
ジで変化した。（徳島大学、理化学研究所と
の共同開発）。	
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