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研究成果の概要（和文）：　ほ乳類の初期発生では細胞の配置、挙動、遺伝子発現が確定されておらず、胚の中の細胞
コミュニティーの中で細胞の分化や体軸、胚の形の情報がどのように形成されていくか明確でなかった。本研究によっ
て、着床前胚における細胞分化は段階によって制御様式が異なることが明らかになった。また、ES細胞を用いた解析に
より詳細な分子機構を解明した。細胞の挙動などを解析するためのツールとして細胞内のオルガネラなどを可視化する
レポーターマウスを作製し広く公開した。また、ライブイメージング用の顕微鏡装置の開発を行った。更に、胚盤胞に
対するモノクローナル抗体を作製し、そのスクリーニングに使うマイクロデバイスの開発を行った。

研究成果の概要（英文）： During early mammalian development, the behaviors of cells, regulation of cell 
differentiation and patterns of gene expression are variable. It has not been uncovered how cell 
differentiation, formation of body axes and shapes of embryo are regulated in the cellular community 
within an embryo. We have been studying to reveal mechanisms underlying these regulations. We found the 
regulating mechanisms for cell differentiations are different depending on the steps of differentiation. 
Detailed molecular interaction was revealed by the analyses using embryonic stem cells. We established a 
series of transgenic mouse lines to visualize organelles with fluorescent proteins. We also developed new 
microscope systems for the live imaging of developing mouse embryos. Monoclonal antibodies against 
molecules expressed in mouse blastocyst were made, and the micro devices were developed for the screening 
of antibodies by immunostaining of blastocysts.

研究分野：発生生物学
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１．研究開始当初の背景 
哺乳類の初期発生においては、細胞の配
置、挙動、遺伝子発現は確定されておら
ず、胚の中の細胞コミュニティーの中で、
細胞の分化や、体軸の形成、胚の形の情報
がどのようにして具現化されるかは明確で
はない。決定論的に進まない哺乳類初期発
生の理解には、固定したサンプルの解析だ
けでは限界がある。そこで、初期胚における
細胞・遺伝子の動態の解析、ES 細胞を用い
た分化制御機構の詳細な解析を進めた結果、
マウス初期胚での細胞系譜解析から、将来
の体軸は細胞系譜には依存しないことが示
唆された。胚の中でいかに細胞間の違いが
生じ、安定した分化形質や体軸へと変換さ
れるかが次の課題であった。 
 
２．研究の目的 
本研究は、ライブイメージング技術、ES細
胞で初期胚の細胞を模した詳細な分子機能
の解析法を開発・実用化し、哺乳類初期胚
における細胞コミュニティーの実体を理解
すべく、初期胚での細胞分化時の遺伝子発
現の動的解析、着床後からの細胞、遺伝子の
動態の解析を行うことを目的とした。これ
らの研究を通して、胚の中でそれぞれの細
胞がどのように振る舞い、その際に分化形
質がどのような分子メカニズムに基づいて
決められるか、細胞コミュニティーとして
胚が如何に形成されるかを明らかにするこ
とを目指した。 
 
３．研究の方法 
(1)細胞の性質を決める因子群の挙動と機能
の解析 
着床前発生においては、栄養外胚葉、原始
内胚葉、エピブラストという３つの分化状態
にある細胞が見られる。それぞれの細胞がど
のようにして分化してくるかを解明する為
に、それぞれの細胞層で発現する遺伝子の発
現制御下に蛍光タンパク質の cDNA を融合
した BAC コンストラクトを導入されたマウ
ス胚を用いて、遺伝子発現のライブ観察を行
う。更に、これらのマウスから ES細胞を樹
立し、蛍光タンパク質を標識として、分化状
態の異なる細胞を分離し、それらの細胞の状
態を解析する。  
  更に、マウス胚盤胞をそのまま動物に免
疫し、マウス胚盤胞に対するモノクローナル
抗体を作製する。モノクローナル抗体のスク
リーニングは、胚盤胞を抗体染色することで
進める。モノクローナル抗体のスクリーニン
グ作業の高効率化を実現するマイクロ流体
技術を活用した抗体スクリーニングデバイ
スの開発を行う。本デバイスを用いれば 16
種類の異なるサンプルを簡便にかつ同時に
スクリーニングを行うことが可能である。今
後は、抗原同定および抗原分子の機能解析を
目指す。 
(2)胚の細胞内小器官を蛍光標識するマウス

の作製 
マウス胚をライブイメージングする際に、
遺伝子発現の他、オルガネラなどの細胞の特
徴を同時に観察することによって得られる
情報が多い。また、蛍光タンパク質を用いた
様々レポーターマウスは既に存在していた
が、用いられているプロモーターの特性が安
定しなかったり、トランスジェニックライン
によって発現組織がまちまちな場合が多く、
一般的に用いるには不便な状態にあった。そ
こで、Rosa26遺伝子座に loxPによって囲ま
れた蛍光タンパク質 cDNA をノックインす
る状態で一連のマウス系統の作製を行う。 
 
４．研究成果 
(1) ES細胞を用いた in vitro 培養系による
胚内で細胞の性質を特徴づける機構の解析
では、癌抑制遺伝子 p53 はこれまでマウス
ES 細胞の多能性維持において、転写因子
Nanog の発現を分化誘導過程で抑制するこ
とにより、負の役割を担っていると考えられ、
これは iPS細胞誘導過程における抑制的効果
とも符合していた。しかし、我々は、p53欠
損 ES細胞が、胚盤胞注入により正常にキメ
ラ胚形成に寄与する事を示し、p53欠損はES
細胞の多能性発揮に必要ではない事を証明
した。一方で、p53欠損 ES 細胞は試験管内
分化誘導系では分化マーカー遺伝子発現誘
導に異常を示した。これより、ES 細胞が多
能性を発揮する過程が、正常発生と試験管内
分化誘導では異なる事が、初めて明らかにな
った。 
 Nanog, Cdx2, Gata6および PDGFRαの
遺伝子発現を BAC トランスジェニックマウ
スを用いてライブ観察を行った。その結果栄
養外胚葉の分化は細胞の胚内における位置
依存的に決まること、その運命は発生途上で
も変更可能であることを解明した。更に、エ
ピブラストと原始内胚葉の分化は胚盤胞中
期以降に制御されることが明らかになった。 
 胚盤胞に対するモノクローナル抗体を染
色によりスクリーニングを進め約800クロー
ンの胚盤胞を染めることのできる抗体を得
た。クローンの重複、抗原分子の重複の可能
性があり、今後さらに絞り込みを行い、分子
の同定、その機能解明へと進める。スクリー
ニング用のマイクロデバイスは、胚盤胞の染
色だけでなく、マウス着床前胚の培養にも活
用可能な状態に至った。 
(2) Rosa26遺伝子座に loxPによって囲まれ
た蛍光タンパク質 cDNA をノックインする
状態で一連のマウス系統を理化学研究所・
CDB 変異マウスユニットにおいて作製を行
った。これらのマウスでは、Creによって組
換えが誘導される前は、蛍光タンパク質は発
現していないが、Creによって時期・組織特
異的に発現を誘導することが可能であり、生
殖系列で一旦組換えてしまえば、その後の子
孫では恒常的に蛍光タンパク質の発現が得
られる。核、細胞骨格、オルガネラなどを緑



色や赤色の蛍光タンパク質で標識したマウ
スを作製、公開した。更に、タンパク質の分
解の違いにより細胞周期を可視化するマウ
スを同様な手法によって作製した。また、一
つの遺伝子座から二種類の蛍光タンパク質
を発現するマウスを作製した。これらのマウ
スは初期発生に限らず広く用いられている。 
(3)本研究を通じて、利用できるマウス系統の
充実と、培養・観察機器の進歩に伴って、発
生途上の哺乳類初期胚をライブ観察するこ
とが一般的な技術として定着した。複数の固
定胚から得られるイメージを、想像で繋げて
理解していた発生が、個々の個体を連続観察
して得られる理解へと置き換えることが進
みつつある。これによって、哺乳類胚におい
ては、特定の分化形質へ向かう際にも限られ
た経路だけでなく、比較的多様な経路を経て
進み、分化形質が自由度が高いことが明らか
になりつつある。哺乳類特有の問題である、
胚を取り巻く環境としての卵管や子宮と、胚
との相互作用を考える必要が強く認識され
た。胚発生を考える際に、胚や胚の中の細胞
が環境からどのような情報を得て、それをど
のように細胞に内包されている情報とどの
ように統合して、細胞の振る舞いが決まって
いるかを解明していく必要がある。 
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