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研究成果の概要（和文）：前腸内胚葉からは多くの消化器官が発生するが，そのうち肺，胃，肝臓に分化する内胚葉は
前腸腹側正中で前後に並ぶ．前腸内胚葉ではBMPシグナルが肺領域で高く，胃領域で低く，肝臓領域で最も高いこと， 
BMPアンタゴニストsizzledが胃領域でBMPシグナルを低くすることを明らかにした．また，肝臓領域で発現するAPOA1が
肝臓マーカーの誘導に関わること，APOA1は細胞自立的にBMPシグナルを上昇させることがわかった．APOA1はBMPに誘導
されるので，APOA1 とBMPシグナルはポジティブフィードバックでBMPを上昇させ，肝臓領域に確立に働くと考えられる
．

研究成果の概要（英文）：Presumptive lung, stomach and liver endoderm are regionalized in the ventral 
foregut anterio-posterioly. There are reports showing BMP signals are important for their specification, 
while mechanisms of regulation of BMP signaling in the foregut endoderm is largely unknown. We found that 
BMP signaling activity in the foregut endoderm has two peaks, at the lung and the liver endoderm. It is 
revealed that sizzled inhibits BMP signaling in the stomach region, promotes stomach differentiation and 
restricts liver regionalization at the caudal-most endoderm in the foregut. APOA1, a member of the 
apolipoproteins, was expressed in the presumptive liver endoderm. We showed that APOA1 was essential to 
induce Hex, liver maker, in the liver endoderm and that APOA1 could enhance BMP signaling 
cell-autonomously. APOA1 was induced by BMP signaling. Taken together, positive feedback between APOA1 
and BMP signaling enhances BMP signaling which is required for the liver differentiation.

研究分野： 発生生物学
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１．研究開始当初の背景 
消化管は口と肛門を結ぶ一本の管だが，前

後軸に沿って機能の異なるいくつもの消化
器官，付属腺がつながっている．これらの器
官や腺がどのようにして正しい位置に分化
するのかは未だに分かっていないことが多
い．有羊膜類胚の消化管は，原腸陥入で成立
した腹側にシート状に広がる内胚葉が前方
で折れ曲がり，袋状の前腸という構造を作る
所からスタートする．前腸は後方に伸長し，
最終的には咽頭，食道，胃，さらに肝臓や膵
臓が生じる．つづいてできる後方の袋状構造
である後腸からは小腸，大腸が分化する．そ
れぞれの器官の内胚葉は，器官形成の遥か前
の st.5（孵卵 24 時間胚）-st.10（孵卵 40 時
間胚）までに分化が決定（領域化）されると
言われており，同じ時期にそれぞれの領域で
は特異的な転写因子を発現する． 
これらの領域化がどのようなしくみで起こ

るかは，後腸での仕事が先行している．後腸
後端にちかい胚後方では，FGF や wnt など
が発現していることが分かっており、これら
のシグナル分子はまだ平面的な予定後腸内
胚葉で，後方に強く，前方に弱いという勾配
を持って分布していると言われており，この
勾配が小腸／大腸の分化を決定しているこ
とが報告されている．一方前腸は既に管にな
っており，後腸と比べて狭い領域にも関わら
ず，多くの領域が分化するが，その詳細は調
べられていない． 

 
２．研究の目的 
本研究では，前腸内での領域化機構を明ら

かにすることを目的とした．とくに前腸腹側
正中に注目した．前腸腹側正中内胚葉は，前
方から肺，胃，肝臓の順で並んで領域化され，
それぞれ領域特異的転写因子である Nkx2.5, 
Sox2, Hex が発現する．既にこれらの転写因
子の発現には BMP シグナルが関わっている
ことが知られている．これまでの報告による
と BMP シグナルは Nkx2.5 および Hex の発
現を誘導し，Sox2 の発現を阻害することが
知られている．しかしこのように隣り合う狭
い領域で BMP シグナルがどのように調節さ
れて正しく領域化が進むのかに関しては全
く知見がないため，前腸腹側正中内胚葉にお
ける BMP シグナル調節機構を明らかにした． 

 
３．研究の方法 
(1) BMP シグナル強度の測定 
BMP シグナルを受容した細胞では細胞内因
子である smad1/5/5/8 がリン酸化され，それが
核内に運ばれ，BMP 反応配列(BRE)に結合し
て下流遺伝子の転写活性を上げる．そこで，
BMP シグナルの強度は、抗リン酸化
smad1/5/8 を用いて細胞の核内のリン酸化
smad の濃度を測定するか，BRE にレポータ
ー遺伝子を結合したコンストラクトを導入
してレポーター遺伝子の発現量を測定した． 
(2) 胚への遺伝子導入 

ニワトリ卵を約１日孵卵し，ステージ 5 胚を
得た．卵殻の一部に穴をあけて胚を露出させ，
胚下腔に DNA または siRNA を注入し，胚の
背側に陽電極，卵黄内に陰電極を置き，電流
を流すことで内胚葉のみに遺伝子を導入し
た．この頃の内胚葉運命地図は存在している
ので，内胚葉の任意の場所へ遺伝子導入でき
る．DNA や RNA を導入した胚は，卵殻の穴
をふさいでそのまま孵卵し，必要なステージ
まで発生させた． 
(3)遺伝子の発現は in situ hybridization 法で検
出した． 
 
４．研究成果 
(1) 前腸内胚葉におけるBMPシグナル強度の
測定 
研究の目的で書いたように BMP シグナル

は前方で分化する肺領域マーカーを誘導し，
そのすぐ後方の胃領域マーカーを阻害，さら
に後の肝臓領域マーカーを誘導する．このし
くみを探るためにはまず、前腸内胚葉におけ
るBMPシグナル強度を測定する必要がある．
リン酸化 Smad1,5,8 に対する抗体を用い、矢
状切片を作成して内胚葉細胞の BMP シグナ
ル量を定量した．すると，BMP シグナルは最
も後方の肝臓領域で最も高く、胃域では低く、
肺領域で少し高く、肺域より前方では低かっ
た． 
次に，BMP シグナル関連因子の局在を調べ

た．BMPリガンドmRNAは前腸後方に強く，
前方に弱い勾配を持っており，受容体は前腸
全体に分布していた．BMP リガンドは種々の
細胞外因子によってシグナルの修飾を受け
ることが分かっているので，BMP アンタゴニ
ストの chordin，chordin を阻害する tolloid の
mRNA 局在を調べたところ，chordin は前腸の
背側にある脊索で，後方に強く前方に弱く発
現していた．また tolloid は前腸内胚葉で後方
に強く，前方に弱い発現をしていた． 
これらの発現パターンからは前腸内胚葉の

BMP シグナルは前方に弱く，後方で強い勾配
になるはずだが，実際は前方で強く，中程で
弱く，最後方で非常に強かった．このシグナ
ルパターンを作るには，さらに別の因子の関
与が考えられた． 

 
(2) 胃領域で BMP シグナルを弱めるのは
sizzled である． 

BMPシグナルの細胞外因子の一つに sizzled
がある．sizzled は tolloid の活性を抑えること
で chordin の安定化に関わり，結果的に BMP
シグナルのアンタゴニストとして働く．
sizzledは前腸では肺領域内胚葉に発現するこ
と分かったので，sizzled が前腸内胚葉分化に
及ぼす作用を解析した． 
まず，siRNA を用いて sizzled をノックダウ

ンすると肝臓マーカーHex の発現が前方へ伸
長し，胃で発現する Sox2 が抑えられた．こ
の作用はマウスBMP4を前腸内胚葉で強制発
現したときの表現形と同様だった． 



次に，sizzled を前腸全体に強制発現すると，
Hex の発現がなくなり，Sox2 が肝臓まで発現
した．この表現形は前腸内胚葉に chordin を
強制発現した胚と同様だった． 
以上の結果から，以下のようなモデルを立

てた．肝臓領域の分化には BMP シグナルと
心臓からのシグナル（マウスでは FGF シグナ
ル）が必要とされている．sizzled をノックダ
ウンした胚では肝臓領域が心臓の前端まで
伸びて来ることから，肝臓領域分化のポテン
シャルは心臓前端から前腸後端までの全て
の腹側正中内胚葉が持っていることが考え
られる．ここで肺領域に sizzled が発現すると，
すぐ後方である胃領域では sizzled によって
脊索からの chordin が安定化し，BMP シグナ
ルが抑えられる．すると，その部分は sox2
を発現し、胃領域に分化する．同時に，肝臓
領域は前腸後方に限局される．これにより，
(1)で調べたBMPシグナルのうち胃域でBMP
シグナルが低くなるのは肺領域で BMP アン
タゴニストである sizzled が発現するためで
あるということが示唆された． 
しかし，BMP アンタゴニストが発現する肺

領域で BMP シグナルが高いという矛盾があ
る．実験的に sizzled の発現を変化させても肺
領域での BMP シグナル，マーカー遺伝子の
発現は変化しない．BMP リガンドや dnBMP
受容体を強制発現すると変化があるが，
chordin では変化がないので、これまでの予想
とは違う因子が関わっている可能性が強い， 

 
(3) 肝臓領域で脂質代謝因子 APOA1 が BMP
シグナルを強めている． 
次に，肝臓領域の BMP シグナルに注目した．

肝臓領域マーカーのHexは前腸形成初期には
前腸腹側内胚葉全体で発現している．しかし
ステージ９の胚あたりで前腸門付近，つまり
前腸の最も後方の内胚葉のみで強く発現し，
維持される．ちょうどこのころ前腸門付近で
発現する APOA1 を単離した．APOA1 は HDL
（高比重リポプロテイン）の主要な構成タン
パク質で，成体では腸や肝臓で発現し、末梢
組織の余剰コレステロールなどを肝臓へ逆
輸送することが知られているが，発生時の機
能の報告はない。先行研究で我々は APOA1
を前腸内胚葉に強制発現すると異所的に肝
臓マーカーが誘導されることを得た．そこで，
APOA1 の前腸における機能を解析した． 

APOA1 を前腸全体に強制発現すると，Hex
発現域が前方へ拡大し，その前端は心臓前端
部に達した．次に siRNA を用いて APOA1 を
ノックダウンするとHexの発現が低下したこ
とから，APOA1 は Hex 発現に必須であると
考えられる． 
しかし，脂質代謝に関わる因子がどのよう

にしてHexの誘導に関わるのかは明らかでな
い．Hex の発現は BMP シグナルを活性化す
ると誘導される（Zhang et al., 2004）こと，
APOA1 過剰発現マウスの動脈では BMP シ
グナル受容体の発現が上昇する（Yao et al., 

2008）ことから，APOA1 が BMP シグナル
と関連して，Hex の誘導に関わっているの
ではないかと仮定した．そこで，マウス
BMP4 と APOA1 を同時に強制発現すると、
それぞれ単独で強制発現したときに比べ，
Hex の誘導効率が高くなり，誘導される場所
も広がった． 
このことから，APOA1 が BMP シグナルを

強め，その結果，hex 遺伝子が誘導されるの
ではないかと考えた．これを証明するため，
Hela 細胞を用いて実験を行なった． 
まず， BMP 応答性のルシフェラーゼレポ

ーターを HeLa 細胞に導入し，APOA1 によっ
て BMP シグナルの上昇が見られるか，ルシ
フェラーゼアッセイで解析した．BMP リガン
ドと APOA1 を同時に強制発現させた細胞で
は，BMP リガンドのみを発現させた細胞に比
べてレポーター活性が約 1.5 倍上昇した．ま
た APOA1 とレポーターをそれぞれ別の細胞
に導入した場合には BMP シグナルが増強さ
れなかったことから，APOA1 の機能は細胞
自律的であると考えられる．以上の結果から，
APOA1 は細胞自律的に BMP シグナルを増強
することが分かった． 
次にアフリカツメガエル用いて同様な結

果が出るかを確認した．アフリカツメガエ
ル胚にニワトリ APOA1 を顕微注入し，
BMP4 や BMP 依存性レポーター遺伝子を
同時に注入する事で，BMP シグナルへの影
響を見た． APOA1 と BMP 依存的レポー
ター遺伝子と同じ割球に注入した場合には，
BMP によるレポーター遺伝子の活性を上
昇させるが，違う割球に注入した場合には，
レポーター遺伝子の活性をあげない事がわ
かった．このことからも，APOA1 は細胞自
立的または，非常に近隣の細胞に働きかけ，
BMP シグナルを上昇させる事が示唆され
た． 

Hela 細胞においては，BMP4 発現プラス
ミドの導入量が多いと APOA1 による BMP
シグナル増強は見られなくなる事から，こ
のシグナル増強は微弱であると考えられた．
また，APOA1 を導入すると，Hela 細胞の
増殖が 1.5 倍になる事から，APOA1 は他の
増殖因子シグナルにも関わる可能性がある． 
さらに，APOA1 と BMP シグナルの関係

を調べた．BMP4 を前腸内胚葉で強制発現
するとAPOA1の発現が前方へと広がった．
またBMPシグナルを抑えるとAPOA1の発
現が消えることも分かった．このことから
APOA1 は BMP シグナルによって誘導され，
誘導された細胞で BMP シグナルを強化す
るというポジティブフィードバック効果が
あることが分かった．このことで肝臓域の
BMP シグナルが強くなるものと考えられ
る． 

 
(4) 胚内の BMP シグナルのライブ観察法の
確立 
これまでの研究で BMP シグナル様々な因



子により，局所的かつ複雑にコントロールさ
れていることが分かったが，前腸形成時には
細胞運動や分裂が盛んなので，最終的にある
領域に分化するのに必要なシグナルを特定
するには，その細胞が前腸形成時にいつ、ど
のくらいの BMP シグナルを受け取って来た
のか，その履歴を明らかにする必要がある． 
この目的の為，BMP シグナルに注目し，胚

内でそのシグナル強度をライブで観察でき
る実験系を確立した． 

BMPシグナルに応答した遺伝子発現に重要
な BRE 配列にレポーターとしてエメラルド
ルシフェラーゼを連結したコンストラクト
を作成し，初期胚の胚盤葉上層に導入した．
内部標準として CMV プロモーターの下流に
EGFP を繋げたコンストラクトを胚に共導入
し，培養後，胚にルシフェリンを添加し，EM 
CCD カメラでルシフェラーゼ発光および
EGFP 蛍光を検出した．pSMAD 抗体染色で観
察された BMP シグナルの強さと，発光によ
る強度は，胚の中心部では一致した．また，
胚の発光，蛍光は時間を追って何度も測定す
ることができた．さらに，細胞標識を組み合
わせて，標的にした細胞における BMP シグ
ナル強度を追跡することも可能であること
が示された． 

 
(5) まとめ 
本研究により，前腸における BMP シグナル
は，全体としては後方に強く，前方に弱いプ
レパターンを示すが，前腸前方に発現する
sizzled によって，胃域での BMP シグナルが
抑えられること．肝臓域に発現する APOA1
によって BMP シグナルが強化されることが
分かった．このように局所的な因子によって，
BMP シグナルは単純な勾配から複雑になり，
それぞれの内胚葉領域の分化に関与すると
考えられる． 
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