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[研究の背景と目的] 
  報告者はこれまでに肝幹細胞移植やキメラ胚を作製した際、ホスト組織に注入した細胞が
本来存在すべき場所へ行かず発生過程で排除されること、あるいはホスト個体が正常発生しな
いことを経験した。このことは、適切な細胞が、適切なタイミングで、適切な場所へ配置され
ることが胚発生に重要であることを示唆している。しかし、生体内での細胞の移動・分化メカ
ニズムは未だ明らかでない。そこで少数の細胞(~150細胞)で構成されin vitroで発生過程を観察
可能なマウス初期胚を用い、英国ケンブリッジ大学 Stem Cell Instituteの発生生物学者Prof 
Jennifer Nicholsと生物物理学者Dr Kevin Chalut、UCL大学の生物物理学者Prof Ewa Paluch指導の
もと、内部細胞塊(ICM)細胞の分化、sorting機構の研究を行った。 

初期胚は受精後、分裂を繰り返し胚盤胞へと
発生する(図1A)。初期の胚盤胞は内部細胞塊
と、胎盤の源であるで栄養外胚葉とで構成され
る。胚盤胞の発生に伴い、内部細胞塊は原始内
胚葉 (PrE)またはエピブラスト (EPI)に分化す
る。着床後、PrEは卵黄嚢などの胚体外組織、EPI
は体へと分化する。EPI/PrEへの分化は、○1 内部
細胞塊中にEPI/PrE前駆細胞がランダムに出
現、○2 各EPI/PrE前駆細胞が移動、○3  構造的に
異なる2つの組織に分かれ、EPIまたはPrEへ運命決定という流れで進む(図1B)。 
 正常な胚発生には適切なタイミングで、適切な場所に、適切な細胞が移動することが必要だ
が、EPI/PrEのsorting機構は明らかになっていない。EPI/PrEの分化にはFGFシグナルやNanogと
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Gataの発現量バランスが関与するとされてきた[Chazaud et al., 2006, Nichols et al., 2009, Singh et 
al., 2007]。しかし、遺伝子欠損マウスを用いた解析や数理モデルにより、これらの現象だけで
はEPI/PrEへの運命決定を説明できないことが明らかになっている [Krupinski et al., 2011, 
Yamanaka et al., 2016]。近年、細胞の物理性状変化と初期胚発生の関与が報告されているが
[Maître et al, 2012など]、EPI/PrEの分化・sorting過程における物理性状の関与は明らかではない。
そこで、報告者は初期胚における細胞骨格因子と細胞分化・sortingの関係性を物理性状の観点
から解明することを目指し、本研究課題に取り組んだ。 
	 

[研究の成果] 
(1)   EPI/PrEの物理性状差の探索 
・EPI, PrE間の物理性状差はいつ生じるか 
胚盤胞の成熟過程において、EPI, PrE間に物理性状差がいつ生じるか明らかにする為、E3.75 

EPI, PrEのシングルセル遺伝子発現解析を行った。既存のE3.5 ICM細胞、E4.5 EPI, PrE遺伝子発
現データ[Mohammed et al 2017]と合わ
せ、EPI, PrEの遺伝子発現を比較した。
その結果、E3.5, E3.75, E4.5胚のICM細
胞間では、highly variable細胞骨格系遺
伝子の数はE3.75胚で最も多く、EPI, 
PrE間で細胞骨格系遺伝子の発現差が
見られるのは、E3.75以降であることが
わかった(図2)。 

・EPI/PrE sortingにおける細胞接着・細胞極性・細胞浸潤(migration)関与の検討 
 細胞のsortingには細胞接着、細胞極性、細胞浸潤が関与することが知られている。そこで、
EPI/PrEのsortingにおけるこれらの関与を検討した。 

胚盤胞で主に発現している接着因子はE-cadherinであるが、mRNA, タンパク質ともにE3.75 
EPI, PrE間ではE-cadherinの有意な発現量差はみられなかった。また、E-cadherinはEPI/PrEの
sortingには必要ではないことが近年報告された[Filimonow et al., 2019]。 
 細胞極性関連分子aPKCをノックダウンするとPrEのsortingに異常が起きることが報告されて
いる[Saiz et al., 2013]。しかし、その詳細なメカニズムは未だ明らかでない。報告者はaPKCの発
現(局在)はEPI/PrEのsortingがほぼ完了するE4.0以降に差が出ること、aPKC阻害剤(Go6983)をEPI, 
PrEに添加すると、両細胞ともにamoeboid様の突起を盛んに示すこと、aPKCをノックダウンし
たES細胞は野生型のES細胞にくらべ、胚盤胞に注入した際より迅速にエピブラスト部位に移動
(寄与)することを見出した。このことから、aPKCのノックダウンはPrEの極性形成(上皮化)のみ
ならず、細胞の浸潤能に影響を及ぼすことで、sorting異常が引き起こすと考えられる。 
 UCLのDr Ireneとの共同研究により、3D confinement device [Bergert et al., 2015]を用い、EPI, PrE
の浸潤能を測定した。その結果、EPI, PrEで浸潤能を示した細胞は5%以下であった。 
以上のことから、細胞接着、細胞の極性、細胞浸潤はEPI/PrE sortingの制御機構ではないと示唆
される。 

・EPI, PrE間のcell-cell affinity比較 
8細胞期胚では、各割球の細胞間親和力(cell-cell affinity)の違いが割球の移動(胚の内側に移動

するか、外側に留まるか)を制御していることが知られている[Maître et al., 2016]。そこで、EPI/PrE
のsortingにもcell-cell affinity差が関与しているのではないかと仮説を立てた。Cell-cell affinityは
3つの力, Cell adhesion, Cell surface tension, Interfacial tensionのバランスで成り立っている(図3A)。
Cell adhesionの力は他の２つの力に比べ極めて小さいことが既に知られている[Amack et al., 
2012]。そこで、EPI, PrE間でcell surface tension, interfacial tensionに違いがあるか検討した。 



UCLのDr Cassaniとの共同研究により、
原子間顕微鏡を用いシングル細胞レベル
でEPI, PrEのcell surface tensionを測定した。
しかし、EPI, PrE間に有意な差は見られな
かった。 

次に、EPI, PrE間でinterfacial tensionを比
較したInterfacial tensionを直接計測するこ
と は 困 難 で あ る 為 、 E3.75 の
PDGFRa::H2BGFPマウス胚盤胞[Hamilton 
et al., 2013] から免疫手術法によりEPI, 
PrEを単離し、EPIとEPI, PrEとPrEのダブレ
ットを作りダブレット間の角度 (contact 
angle)を比較した(図3A, B)。その結果、PrEダブレットはEPIダブレットよりもcontact angleが広
いことを明らかになった (図3C)。Interfacial tensionが強い細胞は狭いcontact angleを、cell-cell 
affinityが弱い細胞は広いcontact angleを持つことから(図3B)、PrEはEPIに比べInterfacial tensionが
弱いこと明らかになった。以上の結果から、cell adhesion, surface tensionにはEPI, PrE間で有意な
差がないことから、PrEはEPIに比べcell-cell affinityが弱いことが明らかになった。 

・EPI, PrE間におけるcell surface fluctuation差の発見と制御シグナル 
報告者はEPIとPrEでは、細胞表面の動き

(cell surface fluctuation)に違いがあることに気
がついた。EPIとPrEの単一細胞及び、ICM塊の
ライブイメージングにより、PrEはEPIに比べ
細胞表面が激しく突出と退縮（blebbing）を繰
り返すことを明らかにした(図4)。 

ICM細胞からEPI, PrEへの分化・成熟には
FGFシグナルが関与することが知られており
[Nichols et al., 2009, Yamanaka et al., 2010]、PrE
ではEPIに比べpERKが高発現している。そこで、FGFシグナルがcell surface fluctuationも制御し
ているのではないかと仮説を立て検証を行った。その結果、FGF2を短時間(<45分)添加したEPI
ではcell surface fluctuationの増加が、ERK阻害剤であるPD03を短時間(<45分)添加したEPI, PrEで
はcell surface fluctuationの減少が起こることを見出し、FGFシグナルがcell surface fluctuationを制
御することを明らかにした。 

(2) コンピューターシミュレーションを用いたEPI/PrE sorting因子の検証 
(1)の実験で得られたどの物理性状差がEPI/PrEのsortingを起こすか検証する為、Dr Revellとの共
同研究によりコンピューターシミュレーションを行った[Revel et al., 2019]。(1)で得られたEPIと
PrE間のcell-cell affinity差、surface fluctuation差を数値化し、EPI/PrEのsortingをシミュレーション
を行った結果、測定値で得られたcell-cell affinity差だけではEPI/PrEのsortingを完了できないこと
が分かった。しかし、cell-cell affinity差とsurface fluctuation差の両方があれば、測定値であって
も、EPI/PrEのsortingを完了できることが明らかになった。このことから、EPI/PrEのsortingには
surface fluctuation差が必要であることが示唆された。 

(3) In vitro, ex vivo系を用いたcell surface fluctuationによるsortingの検証 
シミュレーションで明らかになった現象が、実際に細胞レベルで起きるかES細胞を用いたin 
vitro sortingアッセー系で検証した。Ezrinはアクチンフィラメントと細胞膜間の代表的な架橋タ
ンパク質である。そこで、EPI, PrE間のcell surface fluctuation差を模倣する為、Doxycycline誘導
型constitutive Active form Ezrin(CA-EZR)-mCherry強制発現ES細胞を作製した。野生型ES細胞と
比べ、CA-EZR強強発現ES細胞は細胞表面の動きが静かでEPI様の弱いcell surface fluctuationを、
CA-EZR弱強発現ES細胞は細胞表面の動きが激しくPrE様の強いcell surface fluctuationを示した。



そこで、野生型ES細胞とCA-EZR ES細胞を混ぜ細胞塊を作り、Doxycycline添加下で細胞の
sorting起こるか検証した。その結果、CA-EZR強強発現ES細胞は細胞塊の内側に、CA-EZR弱強
発現ES細胞は細胞塊の外側に、野生型ES細胞はその間にsortingすることが明らかになった。 
 ERM(Ezrin, Radixin, Moesin)をノックダウンした細胞はcortical tensionへの影響は殆ど見られ
ないが、激しいcell surface fluctuationを示す[Diz-Muñoz et al., 2010]。そこで、野生型ES細胞、ま
たはERMをノックダウンしたES細胞をE3.25-E3.5胚盤胞の腔に注入し、E4.0までキメラ胚をin 
vitro培養後、注入したES細胞が内部細胞塊の内側、胚盤腔側のどちらに位置するか観察した。
その結果、野生型ES細胞に比べ、ERMをノックダウンしたES細胞では胚盤腔側に位置する細胞
有意に多く見られた。これらの結果は、(2)のシミュレーション同様、surface fluctuation差が細胞
のsortingを制御しており、cell surface fluctuationが激しい細胞が細胞塊の外側に位置することを
示した。 

(4)  なぜPrEではEPIに比べ激しいcell surface fluctuationが起こるのか 
Cell surface fluctuationは主に3つの要因で起こりうる。細胞膜とアクチンフィラメントの架橋
(membrane tension)が局所的に弱く、細胞膜がcortexから離れ突出する。あるいは、cortical tension
が高い、またはアクチンメッシュワーク構造が不安定であるために、cortexに穴が空き細胞膜が
突出する。報告者は(1)の計測でEPI, PrE間ではcortical tensionに有意な差がないことを既に見出
しいる。そこで、残りの2つの要因について検討した。 
 UCLのDr Bellyとの共同研究でoptical tweezersを用いEPI, PrEのmembrane tensionを計測した。
その結果、PrEはEPIよりも有意に高いmembrane tensionを持つことが明らかになった。また、EPI
にFGF2を添加するとmembrane tensionの増加が見られた。通常、membrane tensionが低い細胞ほ
ど、細胞膜の突出(blebbing)が多いと考えられており、報告者が得られた結果はこれまでの報告
と食い違うように思われた。そこで、ES細胞を用い、長時間繰り返しmembrane tensionを計測し
たところ、blebbingの数とmembrane tensionのvariabilityには相関があることが明らかになった。 

 ケンブリッジ大学のDr Petersとの共同研究で、超解像度顕微鏡(STORM)を用いEPI, PrEの
cortical actinの構造を調べた。その結果、PrEではEPIに比べ1細胞内におけるcortical actinの 
厚みに不均一性が見られることがわかった。しかし、FGF2の添加ではEPI, PrEともFGF2非添加
に比べ、cortical actinの厚みの不均一性に有意な差は見られなかった。 

 これらの結果から、PrEでmembrane tensionの増加やアクチンメッシュ構造の不均一性が生じ
るために、EPI比べcell surface fluctuationが激しくなっていると考えられる。しかし、詳細な分子
機構は今後さらに研究が必要である。 
 
[結論] 
本研究により、一細胞レベルでのEPIとPrEの様々な物理性状が明らかになった。その結果、

PrEはEPIに比べ、cell-cell affinityが弱く、cell surface fluctuationが激しいことが明らかになった。
コンピューターシミュレーション、cell surface fluctuationを遺伝子操作で変化させたES細胞、キ
メラ胚の観察などにより、cell-cell affinityとcell surface fluctuationの違いでひとたび内部細胞塊
の外側に辿り着いた細胞が内側へと移動しにくく、そのまま胚盤腔側に留まりsortingが起こす
ことを明らかにした。PrEではEPIに比べFGFシグナルが活性化されており、FGFシグナルによ
るmembrane tensionの増加やPrEでのアクチンメッシュワークの不均一性によりPrEではEPIに比
べcell surface fluctuationが増長していることが示唆された。以上のことより、今まで未解明であ
った、EPIとPrEのsortingメカニズム、FGFはEPI, PrEの分化だけではなくsortingにも関与してい
ることが明らかになった。 
 
[達成度] 
 多くの共同研究者に恵まれ、マウス胚をもちいたex vivo解析、マウスES細胞を用いたin vitro
解析、細胞の様々な物理性状の計測、コンピューターシュミレーションといった生物・物理・
数学の分野横断型研究を実施できた。得られた研究成果は原著論文としてまとめ、現在リバイ
スのレビュー結果待ちである。	 


