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研究成果の概要（和文）：本研究では、マウスおよびウシにおけるTE細胞分化を決定づけるYAP1細胞内局在の制
御に足場タンパク質NF2の局在が重要な役割を果たすことを示すものであり、ガラス化保存手順に定法として行
われる高張液への浸漬がYAP1局在を変化させることを明らかにした。これらは、哺乳類胚の分化制御機構の一端
を明らかする発生生物学的な意義とともに、ウシ胚の正常な発育に必須なTE細胞の遺伝子発現制御に重要なYAP1
の細胞内局在の維持がガラス化処理において傷害を受ける可能性を示している。

研究成果の概要（英文）：This study showed that the localization of the scaffold protein NF2 plays an
 important role in regulating the subcellular localization of YAP1, which determines TE cell 
differentiation in mouse and bovine, and that immersion in hypertonic solution that is a routine 
part of embryo vitrification procedure alters YAP1 localization. These findings have developmental 
biological significance in clarifying part of the regulatory mechanism of differentiation of 
mammalian embryos, indicating that the maintenance of subcellular localization of YAP1 could be 
impaired by vitrification. These outcomes are expected to contribute to the elucidation of new 
molecular mechanisms in the regulation of mammalian embryo development and to the refinement of 
vitrification preservation techniques that contribute to the improvement and proliferation of bovine
 embryos.

研究分野：家畜繁殖学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞の極性に伴う細胞分化機構は古くから知られているものの、分子レベルでの理解は進んでいなかった。また
正常に分化した初期胚の作製は、主要なウシの繁殖方法の一つである受精卵移植技術の根幹となる発生工学技術
でもある。さらに、ウシ生産のために実質的に受精卵移植技術を活用していくためには受精卵の低温下での保存
技術の進展が欠かせない。本研究で得られた知見をもとに、哺乳類胚の発生制御における新たな分子機構の解明
が進むとともに、ウシ胚改良増殖に不可欠なガラス化保存技術の洗練化につながることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
1．研究開始当初の背景 
哺乳類胚は卵割の繰り返しにより細胞数を増加させ、やがて胚の中央に胞胚腔を有する胚
盤胞期胚へと発生する。胚盤胞期はウシにおいて胚移植に供されるステージであり、胚盤胞
期胚形成機構の理解は動物生産効率化のために重要である。胚盤胞期までに、胚は栄養外胚
葉 (Trophectoderm: TE)と内部細胞塊 (Inner Cell Mass: ICM)の二種の細胞系列に分化す
る。その後、TEからは胎盤が形成され、ICMから派生した胎子の生存を支える。したがっ
て、TEが適切に配置され機能を発揮することが胚発生の進行に必須であり、胚盤胞期にお
けるTE細胞分化が正常な胎盤形成と母体への着床を可能とする。この分化過程には、細胞
位置情報などを感知して発動する Hippo 経路が深く関わっており、Hippo 経路内の YAP1
細胞内局在が核内である場合に TE 細胞分化のマスター遺伝子である CDX2 発現を起動す
ることでTE細胞が出現する。 
 申請者らは過去の研究において、YAP1 の細胞内局在が、胚盤胞期特有のポンピングと呼
ばれる腔内液出入による収縮と拡張を原因とした細胞骨格アクチンタンパク質の局在変化
によって制御されていることを、ウシ胚盤胞期胚を用いて見出していた。これは、ポンピン
グという機械的刺激が細胞分化の調節因子であることを示している。さらに、この現象はマ
ウス胚では観察されず、YAP1 細胞内局在の制御は哺乳類胚で多様であることを示唆してい
る。また、Hippo 経路阻害条件下でも起こることから Hippo 経路“非”依存的な反応と考え
られた。Hippo 経路を介さない YAP1 局在制御はマウス胚では報告が無く、ウシ胚に特有
の生命現象である可能性がある。しかし、その分子機構の実態は突き止められていない。 
 
2．研究の目的 
 本研究では、マウス胚でも TE における CDX2 発現を導く分子経路については不明であ
るため、足場タンパク質である NF2 タンパク質の局在制御に注目して TE 細胞における
Hippo 経路との関連を探り、ウシ胚の YAP1 細胞内局在の不安定性についてマウス胚との
比較解析を実施する。 
 
3．研究の方法 
 マウスおよびウシ胚共に、TE における NF2 の細胞内局在については解明されていない
ため、まず、マウスを対象にNF2 細胞内局在を観察する実験系を構築した。NF2 の局在を
探るためにタンパク質コーディング領域 (CDS) と蛍光タンパク質発現遺伝子 GFP の
CDS を融合させた RNA (Nf2-Gfp) を作製した。これをマウス胚およびウシ胚に顕微注入
して、NF2 タンパク質の局在を調べた。また同様に、Lats2 および Ezrin の CDS と蛍光タ
ンパク質発現遺伝子 mCherry の CDS を融合させた RNA (Lats2-mCherry および Ezrin-
mCherry) を作製した。Lats2-mCherry および Nf2-Gfp も同様の手順で作製し、顕微注入



することでタンパク質局在を調べた。 
 さらに、収縮胚盤胞期胚の TE細胞におけるNF2 による YAP1 細胞内局在への影響をウ
シ胚で明らかにした。ウシ胚ガラス化処理における収縮刺激による YAP1 核外流出へのの
影響を調べた。 
 
4．研究成果 
 ウシ胚において研究では 16 細胞期胚までを観察した。マウス胚においても 2 細胞期胚、
4細胞期胚、8細胞期胚、および 16 細胞期胚におけるNF2-GFP融合 RNAに由来する蛍光
シグナルの局在を観察した。マウス胚における局在パターンは、過去の知見と一致しており、
調べた発生ステージすべてにおいて、NF2は細胞膜近傍に一様に局在していた。16細胞期
におけるNF2 の局在に着目してウシ胚とマウス胚での局在パターンの違いを探った。ウシ
胚において NF2 は非接着膜と接着膜で同程度のシグナルを示したのに対し、マウス胚にお
いては非接着膜より接着膜で強いシグナルを示した (図 1)。 
 マウス胚において、野生型
Lats2 WT 導入胚では頂端側
への局在が観察され、この局
在様式はコンパクションの進
行に伴いより顕著になった。
一方 ERM タンパク質との相
互作用に重要と考えられる
FERMドメインとの相互作用
に要する FBD ドメイン内に
変異をもつ Lats2 L83K 導入
胚では、細胞質全体に一様に
観察され、さらに外側細胞の
Yap1 核局在化が阻害された。
このことからLat2-Ezrinの相
互作用がHippo経路の活性調
節に重要だと推察された。ま
た、野生型Nf2 導入胚では、
Nf2 と Ezrin の局在は相互排
他的な局在様式を示し Ezrin
の頂端側における集中的な局
在が観察された。ところが、
FERMドメイン変異型Nf2 L64P 導入胚では Ezrin の頂端側での一様な局在が観察された。
以上のことから、桑実期胚外側細胞における Ezrin-Nf2-Lats2 の細胞内局在の協調的な変化

図 1 マウスおよびウシ胚における NF2 タンパク質局在
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がHippo 経路の活性調節に重要であることが示唆された。 
 最後に、ウシ胚の改良増殖のために必要不可欠な繁殖技術の一つであるガラス化法の手
順がウシ胚 TE の YAP1
局在に及ぼす影響につい
て調べた (図 2)。代表的
なガラス化液である EFS
液で処理したウシ胚盤胞
期胚と一般的なハンドリ
ング用PB1液に浸漬した
胚盤胞期胚において、TE
における YAP1 の局在を
比較したところ、PB1 液
に浸漬した胚の TE では
YAP1 の核局在が観察さ
れた。しかし、EFS 液に浸漬した場合には多くの TE 細胞で YAP1 の細胞質局在が観察さ
れるようになった。これは、高張な EFS 液への浸漬により胚の形態が収縮し、それにより
アクチン細胞骨格の構造が変化したことによるものと推測された。 
本研究では、マウスおよびウシにおける TE 細胞分化を決定づける YAP1 細胞内局在の制
御に足場タンパク質 NF2 の局在が重要な役割を果たすことを示すものであり、ガラス化保
存手順に定法として行われる高張液への浸漬が YAP1 局在を変化させることを明らかにし
た。これらは、哺乳類胚の分化制御機構の一端を明らかする発生生物学的な意義とともに、
ウシ胚の正常な発育に必須な TE 細胞の遺伝子発現制御に重要な YAP1 の細胞内局在の維
持がガラス化処理において傷害を受ける可能性を示している。今後、これらの知見をもとに
哺乳類胚の発生制御における新たな分子機構の解明が進むとともに、ウシ胚改良増殖に寄
与するガラス化保存技術の洗練化に資することが期待される。 

図 2 ガラス化液への浸漬がウシ胚栄養膜細胞の YAP1 局在に
   及ぼす影響
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