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研究成果の概要（和文）：　体を構成する多様な体細胞系列が、胚のエピブラスト（胚盤葉上層）のどの領域に
起源するのか、また、どういった細胞分岐によって産み出されるのかを明らかにする。これまでの研究で、これ
まで重要視されてきた「三胚葉」分離が、あくまで組織の空間配置に過ぎず、最初期の細胞系列分岐ではないこ
とを示した。そこで、マウス胚のエピブラストの１細胞を標識して、その子孫細胞が体のどの領域に分布するの
かを詳細な解析を行った。

研究成果の概要（英文）：In our previous study, we have showed that the neural plate and paraxial 
mesoderm originate from their common precursors, axial stem cells. This challenges the textbook view
 where neural plate is generated from ectoderm by separating epidermis. In this study, we studied 
cell lineage of mouse embryos, especially focusing on the stage of E6-E7.

研究分野： 発生生物学
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１．研究開始当初の背景 
 脊椎動物において、体を形作る多様な体細
胞系列は、胚発生初期に多能性細胞集団（エ
ピブラスト）から産み出される。古典的な三
胚葉モデルでは、原腸陥入に伴ってまず外胚
葉・中胚葉・内胚葉が産み出されることが、
細胞運命の決定に不可欠な第一段階である
と考えられてきた。そして、外胚葉からは、
神経と表皮が産み出され、中胚葉はさらに分
割され、中軸・沿軸・中間・側板・胚体外中
胚葉が作られると考えられてきた。しかし申
請者はこれまでの研究において、胴部中胚葉
と神経板とが共通前駆体細胞・体軸幹細胞か
ら 産 み出さ れ ること を 明らか に し た
(Takemoto et al., 2011 Nature)。この発見は、
「三胚葉」があくまで組織の解剖学的な位置
を示すに過ぎず、細胞運命の決定や方向付け
るものではないことを示している（図１）。
そして、エピブラストから産み出される多様
な体細胞系列の起源と細胞系譜についてゼ
ロから考え直さないといけないことを示し
ている。 

 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、体を形づくる多様な体細胞系
列が胚のエピブラストのどの領域に起源し
て、また、どのような中間的な細胞系列を経
由して産み出されるのかを明らかにする。１
細胞標識と長時間培養の組み合わせによっ
て、発生初期のエピブラストの１細胞が、器
官形成期のどの領域へと分布するのかとい
う細胞運命地図を作製する。さらにエピブラ
ストの１細胞を、胚の異なる領域に移植する
ことによって、細胞の分化能を記述する細胞
系譜地図を作製する。 
 

３．研究の方法 
 まずは、マウス胚の 1細胞標識法の確立を
行い、確立した技術を活用して細胞運命地図
の作製を行った。 
 マウス胚 E7 のエピブラスト（胚盤葉上層）
の 1細胞を標識する。長時間の培養を行って
も標識が消失しないように、一過的な発現で
はなく、Cre/loxP システムを用いた遺伝的組
換えを活用した細胞標識を行った。Cre リコ
ンビナーゼの発現によって、蛍光タンパク質
を 発 現 さ せ る マ ウ ス 胚
（Rosa26R-H2bmCherry）を用いた。マウス胚
への局所的な遺伝子導入法としては、トラ
ンスフェクション法がこれまで報告されて
いた。しかしながら、本研究で対象とする
エピブラストのような上皮細胞への導入効
率は著しく悪いことが分かっていた。この
ため、本研究では、ニワトリ胚において少
数細胞への遺伝子導入法として活用されて
いるエレクトロポレーション法を用いて、
1 細胞への遺伝子導入を行った。 
 確立した遺伝子導入法を用いて、発生初
期の 1 細胞がその後の発生において胚のど
の領域へと分布するかを解析した。標識し
た胚（E7）を 48〜72 時間培養して、器官
形成期のどの領域に分布するかを解析した。 
 １細胞標識されたマウス胚を培養して、
標識された細胞が胚のどの領域に存在する
か解析する。マーカー遺伝子の発現と比較
することで、どういった体細胞系列へと寄
与したかが理解できる。 
 
 
４．研究成果 
 マウス妊娠 7日目の胚を取り出し、原条周
辺のエピブラストの標識を行った。遺伝子導
入法の確立のため、蛍光タンパク質を発現す
るプラスミドをエレクトロポレーション法
により細胞へと導入した。導入に用いたガラ
スキャピラリーの先端径や、エレクトロポレ
ーションの電圧、パルス長、パルス回数を検
討することで、限定された細胞に導入するこ
とに成功した（図 2）。より長期にわたる細胞
標識を行なうため、Cre/loxP システムと組み
合わせて行うことで、長期細胞標識を行なう
ことも可能となった。 
 次に、マウス妊娠 7日目胚の原条周辺の少
数細胞を標識した。全胚培養によって約 48
時間培養されたあと、標識細胞の分布を解析
した。いずれの組織に寄与したかを、胚にお
ける分布のみならず、分化マーカーの発現と
比較して解析した。同じ 7日目胚でも、発生
段階に応じて標識細胞の分布が変化するこ
とから、本研究では Late streak (LS) stage
以降、Head fold (HF) stage 以前の胚に限定
して詳細な解析を行った。また、標識する領
域に関しても、原条の node 側半分の周辺領
域に限定して解析を行った。 
 並行して、1 細胞移植による細胞系譜解析
も実施した。原条付近の細胞を、別の胚の異



なる胚領域、もしくは、異なる発生段階の胚
に移植することで、移植細胞の細胞運命を解
析した。マイクロマニピュレーターを活用し
て、一細胞を操作し、胚のエピブラスのへと
移植して、全胚培養によって胚を発生させ、
細胞の組織寄与を解析した（図 3）。 
 

 マウス初期胚の細胞系譜研究は、妊娠 6日

目といった、より早い発生段階の解析が盛ん
に行われてきた。本研究は、これまで解析が 
あまり行われてこなかった原腸陥入中期の
細胞運命を理解する上で重要な研究となる。 
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