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研究成果の概要（和文）：マウス初期胚を構成する細胞は、互いにコミュニケーションをとり一つのコミュニティーを
作っている。本研究では、Hippoシグナル経路に注目して、細胞間の接触が、この細胞コミュニティーの制御に果たす
役割とその仕組みを研究し、以下の成果を得た。 着床前胚の位置依存的分化決定機構の解明、細胞が細胞密度を感知
機構の解明、着床後胚のライブイメージング系の確立、脊索の形態形成に胚体外組織によって生じる力の関与の発見、
培養細胞および着床後マウス胚における細胞間コミュニケーション解析系の確立、Sall4による始原生殖細胞の維持機
構の解明、腎臓の起源同定に基づく幹細胞からの3次元腎臓組織の誘導。

研究成果の概要（英文）：Cells in early mouse embryos make a community by communicating each other. In this
 study, we focused on the Hippo signaling pathway and analyzed the roles and underlying mechanisms of cell
-cell contacts in regulation of this cellular community, and made following achievements: mechanisms of po
sition-dependent cell fate specification in preimplantation embryos, mechanisms of cell density sensing by
 a cell, establishment of live imaging system for post-implantation embryos, identification of the importa
nce of the mechanical forces generated by extra-embryonic tissues for notochord morphogenesis, establishme
nt of the systems for analyses of inter-cellular communication in cultured cells and in post-implantation 
embryos, mechanisms by which Sall4 maintains primordial germ cells, and induction of three-dimensional kid
ney tissues from stem cells through identification of developmental origin of kidney cells.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
哺乳類の初期発生は調節性に富んでおり、胚
体外組織と胚組織間、あるいは、各組織内で
の細胞間の相互作用が、胚という細胞集団の
なかでの細胞の個性獲得に重要な役割を果
たしている。細胞間の相互作用には、分泌性
のシグナル分子を介した物と、細胞間の直接
の接触による物が存在するが、後者の果たす
役割については、これまで、ほとんど解析さ
れてこなかった。 
 我々は、マウス初期胚の発生機構の解析を
進める中で、転写因子 Tead ファミリーを同
定し、その機能解析から、細胞間接触の情報
の違いは、Yap の細胞内局在を変化させて
Tead の転写活性を調節し、細胞増殖を制御
していること、を見出した(Ota & Sasaki, 
Development 2008)。また、マウスの発生で
も、Tead1/2 が、Yap とともに着床後胚の細
胞増殖・分化・移動を制御していることを示
した(Sawada et al, Mol.Cell. Biol. 2008)。 
 一方、着床前胚は、外側の細胞が栄養外胚
葉へ、内側の細胞が内部細胞塊へと分化する
が、この過程では内外の細胞の接触とHippo
シグナルの違いにより、Yapの挙動を変化さ
せ、Tead4が外側の細胞で活性化して栄養外
胚葉に分化することを示した（Nishioka et 
al., Mech. Dev. 2008, Dev. Cell 2009）。以上
の様に、我々は、Tead がマウス胚において
細胞間接触の情報に基づいて、細胞の挙動を
制御する転写因子であることを見出し、さら
に最近、Tead の転写活性の変化が、周囲の
細胞の挙動にも影響を与える知見も得てい
る(未発表)。そこで、本研究では、Tead-Yap
に注目することにより、これまでほとんど知
見のなかった、細胞間接触によるコミュニケ
ーションが初期発生に果たす役割を明らか
することを目的とする。 
 また、細胞間接触情報に基づいて方向づけ
られた細胞分化は、その後の発生でも維持さ
れることが必要であるが、西中村は、転写因
子 Sall4 の変異マウス等の解析から、Sall4
が ES細胞や内部細胞塊において、エピジェ
ネティックな機構により栄養外胚葉遺伝子
の抑制の維持に必須であることを見出して
いる (Sakaki-Yumoto et al., Development 
2006, Yuri et al, Stem Cells 2009)。そこで、
西中村と共同して研究することにより、一旦、
方向づけられた細胞分化が、その後、核内で
固定化される分子機構にまで踏み込んで解
明できると考え、研究分担者とした。 
 
２．研究の目的 
（１）着床前胚において、細胞間の接触情報
が栄養外胚葉と内部細胞塊への分化を決定
する機構の解明（佐々木）、着床前胚におい
て、細胞間の接触情報の実体と、情報の核へ
の伝達に関与する因子を同定し、Tead 活性
を調節するシグナル伝達機構を解析する。さ
らに、分化制御に関わる他の情報と接触情報
との統合機構を解析する。 

（２）決定された細胞の分化が核内で不可逆
的に安定化される機構の解明（西中村）、ES
細胞において Sall4結合因子ネットワークと
その標的配列を明らかにし Sall4がヒストン
修飾などのエピジェネティックな機構で ES
の遺伝子発現を固定化する仕組みを解析す
る。さらに、ESの知見を基に、Sall4ノック
アウトマウスを解析し、Sall4 が胚発生にお
いて果たす役割を明らかにする。 
（３）着床後胚において、細胞間の接触情報
が細胞の動態の制御に果たす役割とその分
子機構の解明（佐々木）着床後胚で in vitro
培養により、ライブイメージングによる細胞
の挙動を記録する系を確立する。さらに、
Tead変異胚や、Tead活性を操作した細胞を
まばらに持つモザイク胚における細胞の挙
動を、ライブイメージングにより記録するこ
とにより、Tead を介した細胞間のコミュニ
ケーションが着床後胚の細胞の挙動（増殖、
分化、移動など）に果たす役割を解析する。 
 
３．研究の方法 
（１）着床前胚において Hippo シグナルを活
性化するしくみを明らかにするために、
Hippo 経路因子や細胞極性制御因子の変異胚
や操作胚を用いた解析を行った。また、分子
機構解析の為に、鍵となる因子について、免
疫沈降法によるタンパク質間相互作用の解
析、RNA 注入による機能ドメイン解析を行っ
た。 
（２）Sall4 のホモ欠失マウスは子宮着床直
後に致死となるため、エピブラスト特異的な
Sall4 ノックアウトマウスを、Sox2Cre マウ
スと Flox Sall4 マウスとの交配によって作
成した。このマウスにおいて、ES 細胞と発現
遺伝子が重複する始原生殖細胞を中心に解
析を行った。さらに Sall4 を欠失 ES 細胞か
ら胚様体を誘導し、クロマチン免疫沈降 
(ChIP) によって、Sall4 の直接標的と Sall4
の有無によるクロマチン状態の変化を解析
した。 
（３）胚の脊索及び内胚葉細胞の核を蛍光標
識した遺伝子改変マウスを作製し、ニポウデ
ィスク型共焦点顕微鏡により観察した。また、
NIH3T3 細胞を用いた細胞間の相互作用のモ
デル系を樹立して解析した。さらに、同様の
系をマウス胚で解析できるノックインマウ
スを作製し、解析した。 
 
４．研究成果 
以下に詳述するように、研究はおおむね順調
に進展し、当初の期待通りの成果を上げるこ
とができた。また、ES 細胞からの 3次元腎臓
組織の誘導という予期しない成果を得るこ
ともできた。本報告書に記載した一部の成果
についてはまだ、論文発表に至っていないが、
近日中に論文発表できるように成果の取り
纏めを急いでいる。 
 
着床前マウス胚の細胞位置依存的なHippoシ



グナル活性化機構の解明 
着床前胚の細胞分化は、Hippo シグナルによ
って制御されており、内側の細胞では、Hippo
シグナルが活性化されることで、Tead4 が不
活性化して内部細胞隗に分化する。一方、外
側の細胞ではHippoシグナルが活性化されな
いことで、Tead4 を活性化し、栄養外胚葉へ
の分化を進める。他の研究グループより、こ
のモデルを否定する論文が出されたため、
我々は、まず着床前胚では、Hippo シグナル
が位置依存的に活性化されていることをよ
り明確に示し、モデルの正しさを再度示した
(Hirate et al, PNAS 2012)。 
次に、細胞の位置依存的に Hippo シグナル
が活性化される機構を明らかにするために、
外側の細胞は頂端－基底の細胞極性を持ち、
内側の細胞は持たないという違いに注目し、
細胞極性の関与を調べた。その結果、細胞間
の接着が Hippo 経路を活性化するが、外側の
細胞は、細胞極性を持っていることで、Hippo
経路の活性化が抑制され、内側の細胞は細胞
極性を持たないためにHippoが活性化するこ
とを示した。さらに、細胞極性が Hippo シグ
ナルを制御する分子基盤として、接着結合に
よる Hippo 経路の活性化は、Hippo 経路因子
AmotがE-cadherin複合体に結合すると、Lats
によってリン酸化される事で Amot と Lats の
結合が強くなることで起こることを見出し、
細胞の極性化は、接着結合から Amot を排除
するために、細胞間の接着による Hippo 経路
の活性化が抑制されることを明らかにした
(Hirate et al. Curr. Biol. 2013)。 
 
細胞が細胞密度を感知するしくみを解明 
細胞は低密度では、Yap が核にあり Tead を活
性化するが、高密度になると Hippo シグナル
が活性化し、Yap を核から排除して Tead が不
活化する。密度による Hippo シグナルの制御
には、細胞間の接着が関与していることが知
られていたが、我々は、細胞形態の変化も重
要な因子であることを示した。単一の NIH3T3
細胞を、微細加工技術を利用して作成した
様々な面積のマイクロドメイン上で培養す
ると、細胞間の接着が無い状態でも、狭い面
積で培養した細胞ではHippoシグナルが活性
化し Yap が核から排除された。さらに、細胞
が広がると細胞骨格の F-アクチンが増大し、
F-アクチンがあることで、Hippo シグナルを
抑制しYapの核移行を促進することを見出し
た。これは、細胞は、細胞間の接着と細胞形
態の変化とにより、細胞密度を感知してその
挙動を制御していることを示唆するもので
ある。(Wada et al. Developent 2011)  
 
着床後胚のライブイメージング系を確立 
着床後のマウス胚の発生を個々の細胞の挙
動レベルで解析するために、胚の表面にある
脊索と内胚葉で発現する Foxa2 遺伝子、脊索
と原条で発現するT (Brachyury) 遺伝子の遺
伝子座に、2A ペプチドを介してヒストン

H2B-EGFP 融合タンパク、薬剤誘導型 DNA 組換
え酵素CreERT2をタンデムにノックインした
遺伝子改変マウスを作製した。これらのマウ
スを用いて、胎生 7.5-8.5 日胚で、ニポウデ
ィスク式共焦点顕微鏡により、個々の細胞核
の動きを約1日間連続的に観察できる系を確
立した。さらに、これらのマウスは、
Tamoxifen の投与により、遺伝子発現細胞特
異的に Cre を作用させることができた。
（Imuta et al. genesis 2013） 
 
脊索の形態形成に胚体外組織によって生じ
る力の関与を発見 
胎生 7.5日の着床後胚のライブイメージング
により、脊索の収斂伸長時の細胞動態を観察
した。脊索細胞は、カエルの報告と同様に、
側方挿入による再配置により収斂伸長を行
っていることが分かったが、同時に細胞の向
きを左右軸方向から前後軸方向へと変化さ
せることを見出した。レーザー照射による破
壊実験により、このような細胞運動時には、
脊索内の細胞が前後軸方向に強い張力を受
けていること示した。さらに、脊索の収斂伸
長には、羊膜と胚によって作られる羊膜腔の
膨張が必要であることを見出した。数理モデ
ルおよび物理シミュレーションにより、脊索
の形態が長方形をしていることにより、羊膜
空の等方性の膨張により脊索には前後軸方
向に強い異方性の張力が働くことが分かっ
た。また、脊索の収斂伸長には平面内細胞極
性(PCP)シグナルの関与が知られているが、
羊膜腔の膨張は、PCP シグナル因子の Vangl2
タンパク質が細胞膜に局在するために必要
であることを見出した。以上の結果は、胚体
外組織が作る羊膜腔の膨張が、胚組織の脊索
の形態形成に必要な力を、与えていることを
示しており、物理的な力により胚発生を支え
るという、胚体外組織の新たな働きを明らか
にした。（Imuta et al. Mech. Dev.2014） 
  
培養細胞による細胞間コミュニケーション
の系を確立 
マウス NIH3T3 細胞で Tead 転写因子の活性を
増減させると、細胞の増殖が増減する。我々
は、Tead 活性を操作した細胞を正常な細胞と
共培養すると、Tead 活性が相対的に低い細胞
が細胞死を起こして排除されることを見出
した。この現象は、ショウジョウバエで知ら
れている細胞競合に類似している。Tead 活性
の増加は Myc の発現を増加させ、Myc を高発
現した細胞も勝者となり、正常細胞を排除し
た。Myc タンパク質の発現は細胞密度に依存
し高密度では Tead 活性によらず低下する。
しかし、Tead 活性を操作した細胞と正常細胞
との共培養では、両者が接するところにおい
て、勝者の細胞で Myc のタンパク質の発現が
高くなっていた。Tead 活性を低下させると歯
医者になるが、Myc を発現させることにより、
部分的に勝者になり、Tead 活性の増強した細
胞は勝者になるが、Myc の発現を低下させる



ことで、その活性は部分的に低下した。これ
らのことから、マウスの細胞においても細胞
競合が存在し、Tead と Myc とが協調的に働く
ことで細胞競合活性を調節していることを
見出した。(Mamada, Sato et al, 投稿中) 
 
マウス胚において細胞間のコミュニケーシ
ョンを検証する系を確立 
培養細胞での知見をもとに、マウスにおいて、
Cre recombinase により、Rosa26 遺伝子座に
転写活性を改変した Tead や Yap を発現でき
るノックインマウスを作製した。このマウス
胚を用いて、Tead 活性を増減させた細胞をモ
ザイク状に持つ胎生 7－8 日胚を作製し、そ
れらの細胞の挙動をライブイメージングに
より観察した。その結果、培養細胞とは異な
り Tead 活性を操作した細胞の多くは誘導直
後に排除され、排除をまぬかれた細胞は生存
し続けた。（未発表）このことは、マウス胚
では、培養細胞とは異なる仕組みで、周囲の
細胞との状態の比較を行う機構があること
を示唆している。 
 
Sall4 による始原生殖細胞の維持機構の解明 
エピブラスト特異的なSall4ノックアウトマ
ウスは胎生致死となり、特に始原生殖細胞の
顕著な減少が認められた。そこで始原生殖細
胞特異的なノックアウトも作製し、Sall4 は、
始原生殖細胞維持と内胚葉への移動に必須
であることを見いだした。この時期（7.5 日
胚）の生殖細胞系列では幹細胞プログラムが
維持されるとともに体細胞プログラムが抑
制されるが、Sall4 が欠失すると後者が脱抑
制された。さらに Sall4 を欠失する胚様体を
用いたクロマチン免疫沈降によって、Sall4
が Prdm1とともにエピジェネティックな機構
で体細胞プログラムの抑制に関わる可能性
が示唆された（投稿中）。さらに Harvard 大
学と共同して、Sall4 が核内因子 Plzf と拮抗
して新生児期の精子幹細胞を制御すること
を見いだした (Hobbs et al., Cell Stem Cell, 
2012)。これは生後の生殖前駆細胞の維持に
も Sall4 が必須であることを示したもので、
初期胚と発生後期の分子機構の違いを明ら
かにしたことになる。 
 
腎臓の起源同定に基づく幹細胞からの３次
元腎臓組織の誘導 
腎臓のような３次元構造を in vitro で作る
ことは極めて困難とされていた。西中村はマ
ウス 8.5 日胚の後端部に位置する転写因子 T
陽性の細胞集団が腎臓の起源であることを
見いだし、マウス ES 細胞及びヒト iPS 細胞
から T (Brachyury)陽性細胞を経由して、腎
臓組織を試験管内で誘導することに成功し
た。T 陽性細胞を標識するマウスは佐々木に
よって作成されたものであり、誘導成功の鍵
となった。これは立案当初には予期しなかっ
た成果であり、佐々木と西中村の共同研究が
実を結んだものである (Taguchi et al., 

Cell Stem Cell, 2014)。 
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