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研究要旨 

本分担研究では、これまでに食経験のない、若しくはこれまでとは違った方法により摂取され

るような新規食品を安全の視点から研究する。特に遺伝子変異やエピジェネティクス変化による

解析等を検討し、細胞の分化増殖過程におけるハザード解析を検討する。 

初期胚発生に観察される原始線条（PrS）は中胚葉を生成し、その後の中胚葉以外の内胚葉や外

胚葉由来のほぼすべての器官形成にも影響を及ぼす。それゆえ、PrS 形成の理解は正常器官形成

の理解に重要である。しかしながら、PrSは微小で一過性の組織であるため、その形成機構の解明

は困難である。研究分担者らは、先ず PrS 形成に必須な遺伝子を同定する目的に、PrS の形成不

全が致死的であることに基づき、2 種類のノックアウトマウスデータベースを用いて包括的なス

クリーニングを実施した。その結果、PrS 形成に必須な様々な細胞機能や反応に関わる 812 遺伝

子を同定し、最も多いカテゴリは「代謝」であることを見出した。本研究では、スフィンゴ脂質

代謝の遺伝子に着目し、in vitro のマウス ES 細胞分化系を用いて PrS 形成におけるその役割を

検討した。その結果、細胞内セラミドの上昇が PrS 形成に必須な遺伝子発現をネガティブに制御

し、代わりに神経細胞分化を誘導することを明らかにした。また、スフィンゴシン-1-リン酸（セ

ラミド誘導体）は、神経細胞の成熟をポジティブに制御することを明らかにした。これらの結果

は、セラミド代謝が PrS の形成と神経細胞分化の誘導の両方を制御していることを示す。以上の

ように、細胞分化に影響を与える因子の一つとして、セラミド代謝を新たに同定した。 
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Ａ．研究目的 

初期胚発生において、個々の細胞は様々なシグ

ナルを受け取り、互いに影響し合いながら複雑な

事象を引き起こしている。これらの事象に関わる

制御機構を解明することは、発生生物学のみなら

ず、再生医療などの関連分野の進歩につながると

考えられる。脊椎動物の初期胚では、すべての器

官は外胚葉、中胚葉、内胚葉という 3つの胚葉か

ら形成される。中胚葉と内胚葉はともに中胚葉か

ら発生し、上胚葉に原始線条（PrS）と呼ばれる細

胞溝を形成させる必要がある。しかし、PrS は微

細かつ一過性の組織であるため、その形成の分子

機構を完全に解明することは困難である。 

胚性幹（ES）細胞の分化系は、エピブラストか

らの基本的な発生を駆動するプロセスを研究す

るための強力な in vitroツールである。ES細胞

を懸濁培養すると、胚様体（EB）と呼ばれる多細

胞の集合体を形成し、生体内のエピブラストと同

様の性質を持つ。マウスおよびヒトでは、EBを in 

vitro で 3 つの胚葉に分化させることができる。

この方法は、マウス ES 細胞を心筋細胞、神経細

胞、肝細胞など様々な細胞種に分化させるために

頻繁に使用されており、その基礎的なメカニズム

を解析することが可能である。最近では、マウス

ES 細胞からの卵生形成の全過程を in vitroで再

現し、この in vitro で作製した卵から出産に成

功した。また、ヒトにおいても、胚盤胞の形態、

大きさ、細胞数、細胞系列構成の点で類似した構

造物がヒト ES細胞から in vitro で作成されてい

る。 

研究分担者らは、以前、ターゲットが既知の

1,600 種類の化合物ライブラリーをスクリーニン

グすることにより、PrS 形成に必須ないくつかの

因子を同定した。我々の実験系では、マウス ES細

胞は EB形成後、エピブラスト様状態に移行する。

その後、3 日目から 4 日目にかけて Brachyury T

や Wnt3などの PrSマーカーを発現させ、PrS形成

を模倣する。EB形成後 10日目には、Bmp2などの

中胚葉マーカーの発現を伴い、細胞の拍動（心筋

細胞への分化）が観察される。我々は、この EBベー

スのシステムを用いて、様々な代謝阻害剤が PrS

形成を阻害することを示し、PrS 形成に重要な因

子の同定にケミカルスクリーニングが有用であ

ることを実証した。興味深いことに、いずれの場

合も PrS 形成を阻害すると、エピブラストが神経

外胚葉系にコミットし、中胚葉からの心筋細胞分

化が低下することが確認された。これらの結果は、

PrS の形成が神経分化に影響を与えることを示唆

するものであり、遺伝子変異やエピジェネティク

ス変化による細胞分化増殖過程に影響を与える

因子の同定の着想となった。 

標的がわかっている化合物のライブラリーを

スクリーニングすると、関連する遺伝子をすぐに

特定できるという利点があるが、酵素や受容体の

中にはライブラリー中の薬剤と対応しないもの

があり、その検証ができないという欠点がある。

この難点を回避するために、PrS 形成に必須な

Brachyury T や HMGCRなどの遺伝子の機能を欠損

させたノックアウト（KO）マウスが、心臓などの

臓器の発達不全により E10までに致死することを

利用した。この致死的な表現型を利用することで、

より幅広い遺伝子を調べ、PrS 形成のメカニズム

のより完全な姿を明らかにすることを目指した。

そこで、2 つの KO マウスデータベースを用いて、

機能喪失によってマウス胚の E10致死を引き起こ

す遺伝子を同定すること、そして、in vitroのマ

ウス ES 細胞分化システムを用いて、PrS形成に関

与する新規因子の同定することを研究目的とし

た。  

 

Ｂ．研究方法 

データベーススクリーニング 

候補遺伝子は、本文に記載したようにMGIデー

タ ベ ー ス （ Mouse Genome Informatics, 

http://www.informatics.jax.org/）およびIMPC

デ ー タ ベ ー ス （ International Mouse 

Phenotyping Consortium）33,34をスクリーニン

グすることにより選定した。本研究で使用した

データは、2021年5月時点のものである。MGIデー

タベースにおいて、表現型用語「 embryonic 

lethality between implantation and 

placentation」（ID：MP:0009850）は、E4.5～E9
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の間に胚死が起こったことを意味し、この基準で

候補遺伝子を選択した。また、E14以前に胚死滅

したことを意味する "embryonic lethality, 

complete penetrance "は補助的な基準として使

用した。IMPCデータベースでは、KOマウス系統の

アノテーションを行い、その致死表現型を報告し

ている。KOマウスがE9以前に死亡する遺伝子を本

研究の候補として選択した。ネットワーク解析に

は 、 NetworkAnalysist 3.0 

(https://www.networkanalyst.ca)を使用した。 

 

ES細胞の培養と分化  

マウスES（mES）細胞は、先に述べたようにLIF

の存在下で培養することにより未分化状態に維

持した。簡単に説明すると、フィーダー細胞非依

存性のE14K mES細胞は、15％ウシ仔牛血清

（SFBM30-2362；Equitech-bio、Texas、USA）を

補 充 し た ダ ル ベ ッ コ 改 変 イ ー グ ル 培 地

（26400044；Gibco、Massachusetts， USA）およ

び 0.1 mM 2-mercaptoethanol（M3148；Sigma, 

Burlington, USA）、LIFを入れたゼラチンコート

皿で保持した。LIFは、当研究所で以下のように

自家生産した。簡単に説明すると、チャイニーズ

ハムスター卵巣細胞（CHO）細胞に、LIF-ジヒド

ロ葉酸還元酵素（DHFR）を発現するベクターをト

ランスフェクションさせた。ベクターの増幅を誘

導するために、メトトレキサート（MTX）（M8407; 

Sigma, Burlington, USA）を0.1μMでトランス

フェクトしたCHO細胞に添加した。MTX処理を1週

間行った後、CHO-LIF細胞をMTXフリー培地に移し、

LIF産生を行った。24時間後、LIF含有培養上清を

回収し、E14K mES細胞で試験し、多能性維持能力

およびmES細胞の心筋細胞またはニューロンへの

分化効率を確認した。 

mES細胞（3×103）をLIFを含まない培地で

25μlの吊り下げ滴下で培養し、角皿（栄研化学、

東京、日本）内でEBsを形成させた。2日後、EBを

ノンコート細菌シャーレ（IWAKI、東京、日本）

に移し、懸濁培養を行った。6日目に、EBをゼラ

チンコーティングされた組織培養皿（Corning, 

New York, USA）に移して、自発的な「心拍」を

示す組織の領域が顕微鏡で検出できるようにな

る10日目まで付着培養を行った。EBは、特に断り

のない限り、培養の3〜6日目に阻害剤で処理した。  

 

メタボローム解析  

メタボローム解析は、株式会社ヒューマン・

メタボローム・テクノロジーズ（HMT、山形県）

に委託した。LC-TOF-MS分析前に酵素を不活性化

するため、EBを10 mlの5%マンニトール溶液で洗

浄し、内部標準物質を含む1 mlのエタノールで処

理した。サンプルを氷上で5分間ウルトラソニ

ケーションによりホモジナイズし、その後4,400

×g、4℃で5分間遠心分離を行った。上清を乾燥

させ、200μlの50％2-プロパノールに溶解させた。

LC-TOF-MS は、Agilent 1200 シリーズ RRLC シ

ステム SL を用いて実施された。化合物は、正お

よび負のイオン極性モードの両方で分析された。

検出されたピークは、 Master Hands ver. 

2.17.1.11. ピーク面積を評価し、内部標準物質

の面積に正規化した。HMT代謝物ライブラリは、

m/z値とリテンションタイムに基づいてピークに

注釈を付けるために使用した。 

 

RNAseq解析 

RNA配列解析は、タカラバイオ株式会社（日本、

滋賀）に委託した。RNeasy Mini Kits (74104; 

QIAGEN, Hilden, German)を用いて、製造者の指

示に従ってtotal RNAを抽出した。抽出したRNAを

DNase I (2270B; Takara, Shiga, Japan)とイン

キュベートし、ゲノムを分解させた。RNAの品質

は、まず1.5％アガロースゲルでの電気泳動で評

価し、その後、吸光光度計で評価した。遺伝子は、

fold-changeが2より大きいとき、差次的に発現し

ているとみなされた。GO解析は、Database for 

Annotation, Visualization and Integrated 

Discovery (DAVID) tool 

(https://david.ncifcrf.gov/)を用いて行った。 

 

（倫理面への配慮） 

本研究においては組換えDNA実験を含むが、「遺伝

子組換え生物等の使用等の規制による生物の多
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様性の確保に関する法律」、およびこれに基づく

政省令・告示に示される基準に適合し、かつ所属

機関の承認を得ている。また、動物実験の承認も

得ている。 

 

Ｃ．研究結果及び考察 

C-1 致死率に基づくスクリーニングにより、器

官形成に必須な遺伝子を発見 

PrS形成に関わる遺伝子を網羅的に同定する

ため、MGIデータベース（15,211遺伝子）とIMPC

データベース（7,590系統のKOマウス）の2つのKO

マウスデータベースをスクリーニングし、その欠

損がE10までに胚性致死につながる遺伝子を探し

た。MGIデータベースの遺伝子のうち、463遺伝子

のいずれかが欠損すると、E4.5からE9の間に胚性

致死となることがわかった。同様に、IMPCデータ

ベースの遺伝子のうち、417遺伝子のいずれかを

欠損すると、E9.5以前の胚性致死が認められた。

合計で812個の注目遺伝子が同定され、予想通り

PrS制御遺伝子Brachyury Tが含まれていた。812

個の候補遺伝子のエンリッチメント解析により、

65の注目すべき細胞機能パスウェイが同定され

た。これらの機能パスウェイは、DNA複製、RNA代

謝、エネルギー代謝、シグナル伝達に必要な遺伝

子や、細胞周期や細胞接着などの多様な細胞応答

に関わるネットワークを形成していた。最も多く

の遺伝子（103個）が含まれるカテゴリーは「代

謝パスウェイ」（24位）であった。そこで、この

103 個 の 遺 伝 子 を DAVID （ Database for 

Annotation, Visualization and Integrated 

Discovery）を用いて分類し、グルコース、ミト

コンドリア、核酸、脂質の代謝に関わる遺伝子を

同定した。これらの代謝経路は、エネルギー供給

に必要なだけでなく、細胞成分の合成や遺伝子発

現のエピジェネティックな制御など、適切な生命

活動に欠かせないプロセスとして重要であるこ

とがわかった。これらの結果から、初期胚の発生

には、代謝を中心とした様々な細胞機能のインタ

クトが必要であることが示された。 

 

C-2 スフィンゴ脂質代謝経路の阻害によるマウ

スES細胞の心筋分化の抑制と神経分化の促進 

我々は以前、メバロン酸代謝阻害によるPrS形

成不全時に、EB中のスフィンゴミエリンとスフィ

ンゴシンが増加することを確認した。今回、これ

らの変化の生物学的意義を明らかにするため、ス

フィンゴ脂質の代謝に着目した。スフィンゴ脂質

代 謝 に は 3 つ の 遺 伝 子 （ Serine 

Palmitoyltransferase Long Chain Base Subunit 

2 (Sptlc2), UDP-Glucose Ceramide 

Glucosyltransferase (Ugcg), N-

Acylsphingosine Amidohydrolase 1 (Asa1)）が

寄与することがわかっている。PrS形成における

SPTLC2、UGCG、ASAH1タンパク質の役割を調べる

ため、これらの酵素の特異的阻害剤（SPTLC2は

Myriocin16、UGCGはNB-DNJ17、ASAH1はD-NMAPPD18）

のマウスES細胞分化への影響を調べた。阻害剤は

培養3-6日目に適用し、10日目にES細胞の分化を

光学顕微鏡で心筋細胞拍動を、β-チューブリン

III免疫染色で神経突起形成を検出することで解

析した。その結果、ミリオシンは心筋細胞の拍動

とβ-チューブリンIII陽性の神経突起の形成を

ともに阻害し、PRS形成前に細胞死を起こすこと

がわかった。一方、NB-DNJおよびD-NMAPPDは、EB

の拍動を阻害する一方で、これらの薬剤は用量依

存的にβ-チューブリンIII陽性神経突起の形成

を促進した。これらのデータは、UGCGとASAH1が

正常なPRS形成に重要であることを示唆している。 

NB-DNJによる UGCGの阻害や D-NMAPPDによる

ASAH1の阻害が、どの時点で細胞拍動を阻害する

かを明らかにするため、各阻害剤で細胞を6期間

（1-2日、3-4日、5-6日、7-10日、1-4日、3-6日）

処理し、10日目の細胞拍動や神経突起伸長を解析

した。1-4日目、3-4日目、3-6日目にNB-DNJを投

与すると、細胞拍動は効率的に低下し、神経突起

の伸長が促進された。D-NMAPPDを用いてASAH1を

阻害した場合も、同様の結果が得られた。このよ

うに、EBの発生3-6日目は、特にスフィンゴ脂質

代謝に依存していることが示唆された。 

UGCG阻害によるPRS形成の時空間的影響を明

らかにするため、PRSマーカーであるBrachyury T

の発現をin situ hybridizationで検出した。EB
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をNB-DNJで3-4日または3-6日処理し、Brachyury 

Tレベルを3、4、5および6の組み合わせで4パター

ンで調べた。コントロールの無処理EBでは、3日

目にはBrachyury Tの発現は見られなかったが、

4日目にピークを迎え、5日目から6日目にかけて

徐々に減少した。一方、3日目から6日目にかけて

NB-DNJを処理すると、Brachyury Tの発現はほぼ

抑制された。興味深いことに、3-4日目からNB-DNJ

のみを適用した場合、Brachyury Tの発現は4日目

に抑制されたが、NB-DNJを除去した5日目には回

復した。このように、EB発生3-4日目にASAH1また

はUGCGを阻害すると、PRS形成が阻害され、心筋

細胞分化が抑制される一方で、神経分化が誘導さ

れることがわかった。この他、メタボローム解析

やRNAseq解析から、セラミド代謝がPrS形成に必

須の役割を果たすことが明らかとなった。スフィ

ンゴシン-1-リン酸（セラミド誘導体）は、神経

細胞の成熟をポジティブに制御することを明ら

かにした。これらの結果は、セラミド代謝がPrS

の形成と神経細胞分化の誘導の両方を制御して

いることを示す。以上のように、細胞分化に影響

を与える因子の一つとして、セラミド代謝を新た

に同定した。 

 

D．結論    

令和4年度は、器官形成に必須の役割を果たす

PrS組織の正常分化に必須である複数の候補遺伝

子を同定することに成功した。また、この一部で

あるセラミド代謝が実際にPrS形成に必須である

ことをマウスES分化誘導系を用いて実証した。そ

れゆえ、研究は順調に進展していると考える。 

来年度（令和５年度）は今年度の結果を受け、

更なる因子の同定などを実施する予定である。 
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