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〈要 約〉

　マウス胚の前後軸に関する研究は，前後方向を決定する遠位臓側内胚葉の標識遺伝子であるHex遺伝子を中心に解析が進められてきた．しかし今回，筆者らは，別の遠位臓側内胚葉の標識遺伝子であるLefty1遺伝子に着目し，その発現細胞の系譜と細胞分化に注目して解析を行った．その結果，受精後5.5日胚において形成されると考えられてきた遠位臓側内胚葉は受精後4.0日胚においてすでに運命決定していること，従来は同じであると考えられてきた遠位臓側内胚葉と前方臓側内胚葉とは異なる細胞系譜であることを明らかにした．また，遠位臓側内胚葉の遺伝的な除去実験を行うことで，遠位臓側内胚葉は前後方向を決定する役割をもち，頭部を誘導する前方臓側内胚葉を前側へとガイドしていることが明らかになった．以上の成果より，前後軸の形成における従来のモデルをくつがえし，新たなモデルを提唱するにいたった．
はじめに

　ショウジョウバエを含む多くの生物はbicoid遺伝子に代表される母性効果遺伝子のmRNAが非対称に分布することにより，卵子の段階ですでに分子レベルの非対称情報を獲得している．そして，この非対称情報がのちの体軸形成のための情報を提供する1)．それに対して，ヒトやマウスといった哺乳類は分裂期の胚が高い操作性や適応能を備えていることから，卵子や受精卵の時期には分子レベルの非対称情報は獲得しておらず，そののちの発生段階における“非対称性の起源”をへて体軸形成のための情報を獲得するのであろうと考えられている2,3)．では，“非対称性の起源”はいつ，どのようにして起こるのだろうか？　筆者らは，この命題を解明すべくマウス胚においてもっとも早期に形成される前後軸の初期形成における分子機構に着目してきた．
　前後軸に関する研究は，遠位臓側内胚葉（distal visceral endoderm，DVE）の標識遺伝子であるHex遺伝子を中心に解析が進められてきた2,4,5)．これまでの研究によれば，まず，受精後5.5日胚の遠位端にさまざまな遺伝子の発現する遠位臓側内胚葉が形成される．この遠位臓側内胚葉は受精後5.7日胚において将来の前側になる部分へと移動し，前方臓側内胚葉（anterior visceral endoderm：AVE）と名称を変える．そして，前方臓側内胚葉が将来の体になる胚体の部分に後方化抑制シグナルをあたえることにより頭部ができ，形態的な前後軸が形成されるとされてきた2-5)（図1a）．
1．遠位臓側内胚葉は受精後4.0日胚においてすでに運命決定されている

　筆者らはこれまでに，遠位臓側内胚葉の標識遺伝子のひとつであるLefty1遺伝子は受精後5.5日胚よりまえの受精後3.5日胚の一部の細胞で発現を開始していることを見い出していた6,7)．この発見により，遠位臓側内胚葉はもっと早期に運命決定している可能性が示唆された．そこで，受精後5.5日胚よりまえの胚のLefty1遺伝子陽性細胞が遠位臓側内胚葉に運命決定しているかどうかを調べるため，Lefty1遺伝子陽性細胞をタモキシフェン誘導性CreERT2で発現するβガラクトシダーゼにより標識したトランスジェニック胚を用いて，Lefty1遺伝子陽性細胞の細胞系譜を詳細に解析した．その結果，受精後3.5日胚のLefty1遺伝子陽性細胞は受精後5.5日胚のエピブラストに寄与し，受精後4.2日胚のLefty1遺伝子陽性細胞は遠位臓側内胚葉に寄与していることが明らかになった．
　また，Lefty1遺伝子陽性細胞を膜移行型の蛍光タンパク質Venusにより標識したトランスジェニック胚を受精後3.7日胚から受精後4.2日胚まで経時観察した結果，将来，遠位臓側内胚葉となる部分におけるLefty1遺伝子の発現は，受精後4.0日胚の付近でエピブラストに分化するLefty1遺伝子陽性細胞とは異なる細胞に，遅れて誘導されていることが明らかになった．
　以上の結果より，遠位臓側内胚葉は受精後4.0日胚においてすでに運命決定していることが明らかになった（図1b）．
2．遠位臓側内胚葉と前方臓側内胚葉とは異なる細胞系譜である
　従来は，遠位臓側内胚葉と前方臓側内胚葉とは同じ細胞系譜であると考えられてきた2,3)（図1a）．しかし，Lefty1遺伝子陽性細胞をβガラクトシダーゼにより標識したトランスジェニック胚を用いて受精後5.5日胚よりのちのLefty1遺伝子陽性細胞の細胞系譜を解析した結果，遠位臓側内胚葉は受精後6.5日胚では前方臓側内胚葉とは異なる細胞に寄与しており，遠位臓側内胚葉と前方臓側内胚葉とは異なる細胞系譜であることが明らかになった（図1b）．また，別の遠位臓側内胚葉の標識遺伝子であるCerl遺伝子の発現細胞の系譜を解析した結果も，Lefty1遺伝子の結果と同様に，遠位臓側内胚葉と前方臓側内胚葉とは異なる細胞系譜であることを示していた．
3．前方臓側内胚葉は受精後5.5日胚よりのちに胚の遠位側で新たに誘導される

　受精後5.5日から受精後6.5日胚における遠位臓側内胚葉と前方臓側内胚葉のそれぞれの形成過程と位置関係を明らかにするため，すべての臓側内胚葉の細胞膜を赤色蛍光タンパク質Tomatoにより標識したトランスジェニック胚と，遠位臓側内胚葉および前方臓側内胚葉を緑色蛍光タンパク質Venusにより標識したトランスジェニック胚を用いて，経時観察を行った．2種類の蛍光を経時的に観察することで，すべての臓側内胚葉と遠位臓側内胚葉および前方臓側内胚葉の細胞の動きを1細胞レベルで追跡することが可能になった．受精後5.5日胚から受精後6.5日胚まで観察した結果，遠位臓側内胚葉の移動にともない，胚の遠位側でそれまでLefty1遺伝子の発現のない臓側内胚葉の細胞において新たにLefty1遺伝子の発現が誘導されており，この新たに誘導されたLefty1遺伝子発現細胞は前側へと移動し，受精後6.5日胚において前方臓側内胚葉を形成していることがわかった．
　また，Venusはタンパク質自体が安定であるため，受精後6.5日胚においても遠位臓側内胚葉の子孫細胞と前方臓側内胚葉の両方で蛍光を検出することができた．そこで，遠位臓側内胚葉および前方臓側内胚葉をVenusにより標識したトランスジェニック胚を用いて受精後6.5日胚において蛍光領域と内在性のLefty1遺伝子の発現領域とを比較した．その結果，受精後6.5日胚の遠位臓側内胚の子孫細胞では内在性のLefty1遺伝子は発現していないことがわかった．別の遠位臓側内胚葉の標識遺伝子であるCerl遺伝子の発現細胞の細胞膜をVenusにより標識したトランスジェニック胚を用いて蛍光領域と内在性のCerl遺伝子の発現領域とを比較した結果もLefty1遺伝子の結果と同様であり，受精後6.5日胚の遠位臓側内胚葉の子孫細胞では内在性のCerl遺伝子は発現していないことがわかった．
　以上の結果より，胚の遠位側では遠位臓側内胚葉が移動するにともない前方臓側内胚葉が新たに誘導されること，胚の近位側では遠位臓側内胚葉の移動にともない遠位臓側内胚葉の標識遺伝子の発現が消失していることがわかった．
4．遠位臓側内胚葉は頭部を誘導する前方臓側内胚葉を前側にガイドする

　遠位臓側内胚葉は前方臓側内胚葉とは異なる細胞系譜であることが明らかになったことにより，遠位臓側内胚葉の役割を再定義する必要が生じた．そこで，遠位臓側内胚葉を遺伝的に除去する実験を行った．その結果，受精後5.5日胚において遠位臓側内胚葉の除去ののちしばらくすると遠位端で前方臓側内胚葉が誘導されるが，これは前側へは移動せず遠位端にとどまったままであった．これまでの研究により前方臓側内胚葉は頭部を誘導する機能をもっているとされている8)．この結果より，遠位臓側内胚葉は頭部を誘導する前方臓側内胚葉を前側にガイドする役割を担っているものと考えられた．
5．受精後5.5日胚において臓側内胚葉の全体の動きが開始する

　すべての臓側内胚葉の細胞膜をTomatoにより標識したトランスジェニック胚と遠位臓側内胚葉および前方臓側内胚葉をVenusにより標識したトランスジェニック胚を用いて，受精後5.2日胚から受精後6.5日胚において臓側内胚葉の全体の細胞の動きを経時観察した．すると，受精後5.2日から受精後5.5日胚においては臓側内胚葉はほとんど動いていないが，遠位臓側内胚葉が移動を開始する受精後5.5日胚よりのちの臓側内胚葉は，胚の左側からみたとき時計回りの運動をしていた．以上の観察より，受精後5.5日胚において臓側内胚葉の全体の動きが開始することがわかった．
6．遠位臓側内胚葉は臓側内胚葉の全体の動きをひき起こすことで前方臓側内胚葉を前側へとガイドする

　では，臓側内胚葉の全体の動きの駆動力は何なのであろうか？　臓側内胚葉の全体が動くタイミングは，受精後5.5日胚よりのちの遠位臓側内胚葉が移動するタイミングであることから，遠位臓側内胚葉の移動が臓側内胚葉の全体の動きをひき起こしているという仮説をたてた．この仮説を証明するため，遠位臓側内胚葉を除去した胚における臓側内胚葉の全体の動きを観察したところ，動きはみられなかった．つまり，受精後5.5日胚において遠位臓側内胚葉の移動が開始することでこれが駆動力となり，臓側内胚葉の全体の時計回りの動き（胚の左側からみたとき）が生み出される．この動きによりLefty1遺伝子の発現のない臓側内胚葉が胚の遠位端に位置すると，新たにLefty1遺伝子が誘導され前方臓側内胚葉となる（図2）．
おわりに

　これまでの常識にとらわれず，細胞の由来と系譜という従来とは異なる観点で解析した結果，新たな前後軸形成モデルを提唱するにいたった．以上の成果より，これまで前後軸が正常に形成されないと報告されている変異マウスの解析を再検証する必要がでてきた．たとえば，従来は遠位臓側内胚葉と前方臓側内胚葉とが区別されずに解析されていたが，この2つは異なる細胞系譜であるためそれぞれ区別して検証しなければならない．実際に，前方臓側内胚葉の形成は起こるが遠位臓側内胚葉の形成は起らないというマウス変異胚が報告されている9)．
　今後は，“非対称性の起源”にせまるべく，受精後4.0日胚より以前にさかのぼって解析をしたい．とくに，遠位臓側内胚葉のような特別な細胞がどのようにして均一な細胞のなかから選ばれているのかという疑問を明らかにしたい．ES細胞やiPS細胞から複雑な構造をもつ臓器をつくるためには，目的の臓器の細胞を誘導するだけでなく，細胞集団へ正確な位置情報をあたえ高度な構造をもたせることも重要である．この研究から得られた知見は，体の非対称性の起源という発生生物学の命題にせまるとともに，将来の再生医療の基盤となるものと期待している．
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〈図説明〉

図1　前後軸の形成における従来のモデルとこの研究から明らかになった新しいモデル

（a）従来のモデル．遠位臓側内胚葉（DVE）は受精後5.5日胚において形成され，将来の前側へと移動し，前方臓側内胚葉（AVE）と名称を変えて，受精後6.5日胚では胚体部分に頭部誘導シグナルを送り頭部を誘導する．
（b）新しいモデル．前側を決定する遠位臓側内胚葉は受精後4.0日胚においてすでに形成されている．遠位臓側内胚葉および前方臓側内胚葉に発現するLefty1遺伝子やCerl遺伝子は，遠位臓側内胚葉が将来の前側へと移動するとその発現が消失し，胚の遠位側で新たに発現を開始する．
色で示した部分がLefty1遺伝子の発現領域．

図2　遠位臓側内胚葉を除去した胚における遠位臓側内胚葉と前方臓側内胚葉の形成と移動

（a）野生型胚．受精後4.0日において形成された遠位臓側内胚葉（DVE）は，受精後5.5日胚になると将来の前側へと移動する．これが駆動力となりすべての臓側内胚葉が時計回りに動く（胚の左側からみたとき）．この動きにともない胚の遠位側に移動してきた臓側内胚葉（VE）が前方臓側内胚葉（AVE）となる．胚の近位側に移動した遠位臓側内胚葉における遠位臓側内胚葉の標識遺伝子の発現は消失する．これがくり返され，受精後6.5日胚では前側に前方臓側内胚葉が形成される．
（b）遠位臓側内胚葉を除去した胚．臓側内胚葉の全体の動きは誘導されない．新たに胚の遠位端に前方臓側内胚葉が誘導されても臓側内胚葉の全体の動きがないため移動できず，前方臓側内胚葉は遠位端にとどまったままになる．
