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背景と目的	 

	 

	 

1. 生命現象を規定する因子としての代謝	 
	 代謝は生命機能の維持に関わる一連の化学反応を指し、あらゆる生命現象の

遂行に必須である。これまで細胞の代謝状態は、シグナル伝達や遺伝子発現変

化の結果を単に反映しており、ハウスキーピング的役割を担うものと捉えられ

てきた。しかし近年、がん細胞／幹細胞を用いた代謝研究を中心に、細胞の代

謝状態が逆にシグナル伝達や遺伝子発現等を制御しうることが報告されてきて

おり、細胞の代謝状態による細胞機能の制御が着目されている  (Lu and 
Thompson, 2012; Shyh-Chang et al., 2013a; Vander Heiden et al., 2009)。例えば、が
ん細胞は正常な分化細胞と異なり、酸素の有無にかかわらず嫌気的呼吸（解糖

系）に依存したエネルギー代謝状態をとる。この現象は古くからワーブルグ効

果（Warburg effect）、あるいは好気的解糖系（aerobic glycolysis）として知られて
いたものの	 (Warburg, 1956)、増殖の盛んながん細胞が酸化的リン酸化
（OXPHOS: oxidative phosphorylation）よりも ATP産生効率の劣る解糖系を積極
的に用いる理由は長らく不明であった（解糖：2ATP/glucose、酸化的リン酸化：
36ATP/glucose）。しかし近年の代謝研究により、解糖系が核酸やアミノ酸などの
バイオマス産生を効率良く進める上でOXPHOSよりも有利な代謝であることが
示され、増殖の盛んながん細胞は自身の“代謝要求”（増殖のためのバイオマ

ス産生）を満たすために解糖系依存的なエネルギー代謝状態をとると理解され

るようになった	 (Anastasiou et al., 2011; Christofk et al., 2008; Lunt and Vander 
Heiden, 2011; Ward and Thompson, 2012)。また近年、エネルギー代謝に関わる代
謝酵素や代謝産物が自らシグナル分子として機能する例も多く報告されており	 

(Chang et al., 2015; Chang et al., 2013; Ho et al., 2015; Lee et al., 2015; Liu et al., 

1996; Luo et al., 2011; Yang et al., 2011)、代謝酵素・代謝産物が代謝以外の側面で
果たす新規機能（moonlighting functions）も注目されている。例えば、解糖系酵
素 GAPDHは T細胞においてインターフェロン γ（IFN-γ）の翻訳制御に寄与し
ており、その機構として以下のことが報告されている。GAPDHは酵素活性に関
わる触媒部位を介して IFN-γ mRNA に結合し翻訳抑制に働くが、活性化 T 細
胞において解糖系亢進が生じると、GAPDH は基質とより相互作用するため
IFN-γ mRNAの翻訳が亢進する (Chang et al., 2013)。以上の事実は、細胞の代謝
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状態と細胞機能との間に密接な関係があることに加え、代謝関連分子が代謝と

その他の生命現象とを結ぶ鍵分子として機能する可能性を示唆する。代謝は生

命活動の根幹を担うことから、生命現象を代謝の側面から見直すことは生命現

象の根幹の理解につながると考えられる	 (McKnight, 2010)。 
	 

2.	 胚発生過程におけるエネルギー代謝制御	 
	 多細胞生物は細胞増殖・分化・移動等を介して１つの受精卵から生み出され

る。この複雑な胚発生過程において細胞の代謝状態が発生段階に応じて変化す

ることは正常発生に必須であると考えられる	 (Agathocleous and Harris, 2013; 
Agathocleous et al., 2012; Johnson et al., 2003; Tennessen et al., 2011)。特に、哺乳類
器官形成初期過程における胚のエネルギー代謝状態の制御は胚発生を支える上

で重要と考えられる。第一に、原腸陥入完了に伴い始まる器官形成初期過程に

は神経管閉鎖（neural tube closure: NTC）等のダイナミックな形態形成運動が進
行するとともに	 (Yamaguchi et al., 2011)、細胞数・細胞種の劇的な増加が生じる。
第二に、この時期には卵黄嚢膜−胎児循環が発達するとともに（マウス：胎生

8.5-9.5日）、絨毛尿膜循環（CC: chorioallantoic circulation）の確立（マウス：胎
生 8.5-10.5日）が生じ、母体－胎児間での胎盤を介した栄養・ガス交換が始まる
ため、胎児の生育環境（子宮内環境）が劇的に変化する（補遺 1）  (Arora and 
Papaioannou, 2012; Lucitti et al., 2007; McGrath et al., 2003; Zohn and Sarkar, 2010)。
以上のような内因性・外因性の変化と協調して細胞の代謝状態が変化すること

は正常発生に必須と考えられ、実際 OXPHOSに関わる遺伝子および代謝制御に
関わる転写因子の変異体の多くは神経管閉鎖障害（neural tube closure defects: 
NTDs）などの先天奇形を示し、この時期に胎生致死となることが知られいる	 
(Bamforth et al., 2001; Davis et al., 1993; Iyer et al., 1998; Larsson et al., 1998; 

Lindhurst et al., 2006; Zhou and Anderson, 2010)。原腸陥入完了から器官形成初期に
かけて（マウス：胎生 6–8 日、ラット：胎生 10–14 日）生じるエネルギー代謝
状態変化は 20世紀後半の古典的研究において盛んに調べられており、この時期
に胚のエネルギー代謝状態の中心が解糖系からOXPHOSに変化することが報告
されていた	 (Akazawa et al., 1994; Clough, 1985; Clough and Whittingham, 1983; 
Johnson et al., 2003; Tanimura and Shepard, 1970; Wales et al., 1995)。しかしながら
これらの先行研究は、ex vivo 培養系を用いた実験が中心であり、また解析技術
の限界から細胞外へと排出される限られた代謝産物（乳酸および二酸化炭素）
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の量しか測定できていなかった。そのため古典的研究では in vivoにおける胚の
エネルギー代謝状態を正確に評価出来ていない可能性があり、器官形成初期の

胚で生じるエネルギー代謝状態変化の全貌解明にはより詳細な解析が必要であ

った。	 

	 

3. 哺乳類器官形成初期胚の子宮内環境の撹乱に対する脆弱性	 
	 興味深いことに、哺乳類器官形成初期の胚は酸素・栄養条件といった周辺環

境の撹乱に対して高い脆弱性を示す (Blom et al., 2006; Li et al., 2012; Yang et al., 
2013; Zhao and Reece, 2013)。葉酸欠乏が NTDsの原因となることは有名であり 
(Blom et al., 2006)、他にも、母体糖尿病に起因する高グルコース条件に胚が暴露
されると NTDs を含む先天奇形を高頻度で示すことが知られている	 (Li et al., 
2012; Yang et al., 2013; Zhao and Reece, 2013)。また、全胚培養系と呼ばれる ex vivo

培養系において器官形成初期の胚は一定期間（〜４日間）正常発生を模倣する

が	 (New, 1978)、それには酸素濃度の厳密な制御が必須である；本来低酸素環境
下で発生する神経管閉鎖期の胚を高酸素条件下で培養すると NTDs を示す	 
(Dunwoodie, 2009; Morriss and New, 1979)。	 
	 器官形成初期胚の環境撹乱に対する脆弱性にミトコンドリアのエネルギー代

謝状態の変化が関わる可能性が先行研究で示唆されていた	 (Eriksson, 2009; 
Morriss and New, 1979; Yang et al., 1995)。例えば、高酸素条件下で培養した神経
管閉鎖期胚のミトコンドリアは低酸素条件下で培養されたものに比して発達し

たクリステ構造を示す	 (Morriss and New, 1979)。また、高グルコース条件に曝さ
れた神経管閉鎖期胚のミトコンドリアも形態学的な異常を示すことが知られ、

その原因としてミトコンドリアへの過剰な基質流入による酸化ストレスが考え

られている	 (Eriksson, 2009; Yang et al., 1995)。器官形成初期胚において環境撹乱
が発生異常につながるメカニズムの解明は生物学的・医学的に重要な課題であ

るものの、その詳細は未だ不明であり解明が待たれる。	 

	 

4.	 発生の時間軸を制御する Lin28a/let-7経路	 
	 多細胞生物の胚発生過程において、細胞増殖・分化・移動が３次元の空間軸

（前後軸・左右軸・背腹軸）に沿って適切に起こることが重要である。一方、

そういった空間軸に沿った発生イベントが時間軸（発生タイミング）に沿って

適切に制御されることも正常発生に必須である	 (Banerjee and Slack, 2002)。lin-28
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は発生タイミングを制御するヘテロクロニック遺伝子として線虫 C. elegans に
おいて初めて同定された (Ambros and Horvitz, 1984)。線虫の幼齢期は L1–L4の
四つに別れ、それぞれの時期には特異的な細胞分裂・細胞分化のパターンが観

察される。しかし、lin-28 変異体では L2 特異的な発生イベントを経ずに発生が
進行してしまう (Ambros and Horvitz, 1984)。哺乳類には lin-28のホモログとして
Lin28a、Lin28b の二つが存在し、分化多能性の制御に重要な役割を果たすこと

が知られている (Shyh-Chang and Daley, 2013; Tsialikas and Romer-Seibert, 2015; 
Yu et al., 2007)。Lin28は RNA結合タンパク質として様々な RNAに結合し、特
に let-7 microRNAs (miRNAs) との相互作用が有名である	 (Cho et al., 2012; Peng 
et al., 2011; Shyh-Chang and Daley, 2013)。Lin28は let-7 miRNAs と負のフィード
バックループを形成し、線虫において発生タイミングの制御に寄与する。一方

哺乳類においては、Lin28/let-7 経路は性成熟のタイミング制御に寄与するのみ

ならず (Zhu et al., 2010)、がん原遺伝子や insulin–PI3K-mTOR経路に関わる因子
の発現を制御することで細胞のグルコース代謝を制御しうることが報告されて

いる	 (Shyh-Chang and Daley, 2013; Shyh-Chang et al., 2013b; Zhu et al., 2011)。	 
	 それでは Lin28/let-7 経路は哺乳類発生過程においてどのような役割を果たし
ているのだろうか？Lin28a の胚での発現が大きく変化する時期に哺乳類器官形
成初期がある；Lin28a が最初は胚全体で強く発現しているが（マウス胎生 8.5
日）、その後発生が進むにつれその発現が後部神経管へと限局していく（マウス

胎生 10.5日）	 (Balzer et al., 2010; Gurtan et al., 2013)。Lin28a欠損マウス胚は形態
学的な異常は示さないが、胎生 10.5 日の時点でグルコース代謝に異常を示し、
その後は成長遅延を示し、生後 20日ほどで致死にいたる	 (Shinoda et al., 2013)。
一方、Lin28a および Lin28b を同時に欠損した個体は低頻度（約 30%）ながら
NTDsを示し、胎生12.5日までに致死となることが報告されている	 (Shinoda et al., 
2013)。しかしながら、Lin28 が器官形成初期過程において何を制御しているか
は未だ不明であり、この点の解明は非常に興味深い。	 

	 

5.	 本研究の概要	 
	 本研究では、１）神経管閉鎖期（マウス胎生 8.5–9.5日）の胚において環境撹
乱が発生異常につながるメカニズムの解明、および２）器官形成初期（マウス

胎生 8.5–10.5 日）の胚で生じるエネルギー代謝状態変化の解明を目指した。課
題 1 に関して私は、環境変化に応じたミトコンドリアエネルギー代謝状態の変
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化が発生異常につながる可能性を見出した；生体内よりも高い酸素濃度に曝さ

れると、神経管閉鎖期胚はグルコース代謝および ATPの産生を亢進させ、そう
いったエネルギー代謝の亢進に伴う酸化ストレスが神経板でのミトコンドリア

膜電位上昇を引き起こす。また課題 2 に関して、私は CE-MS (capillary 
electrophoresis-mass spectrometry)	 を用いたメタボローム解析および安定同位体
（13C）標識グルコースを用いた pathway tracingを組み合わせることでエネルギ
ー代謝状態変化の再評価を行った。その結果、器官形成初期には TCA回路のみ
ならず解糖系の活性も亢進することを明らかにした。さらに重要なことに、グ

ルコース代謝亢進に伴い器官形成初期の胚が解糖系酵素 PFK-1/Aldolase の活性
抑制を介して解糖系流路を再編成し、ペントースリン酸経路（PPP）へのグルコ
ース流量を増加させることも明らかにした。また器官形成初期に生じるエネル

ギー代謝状態再編成の生理的意義に関して、神経管閉鎖のライブイメージング

解析を行うことで、解糖系の亢進が神経管閉鎖運動の進行に必須である可能性

を見出した。さらに、この時期に生じるエネルギー代謝状態変化の制御因子候

補として Lin28aに着目し、時期特異的な Lin28aの過剰発現が器官形成初期過程
に与える影響を検討した。以上の成果は、遺伝学的要因によらない先天奇形の

発症メカニズム解明につながる可能性があるのみならず、哺乳類器官形成初期

における発生と代謝との関係解明を進める上での基盤となる重要な成果である

と考えている。	 
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材料と方法 
 
マウス	 

実験に用いたマウスは、イメージング実験および Lin28a過剰発現実験を除き全
て ICR マウスである。ICR マウスは日本クレアから購入した。妊娠マウスは購
入、または自家交配により得た。自家交配は東京大学薬学部南館 SPF 動物施設
で行った。GOATeam2トランスジェニックマウス（遺伝学的背景：129S1、C57BL/6j、
および ICRの混合）は山本正道博士（京都大学）からの供与である(論文投稿準
備中)。tetO-Lin28aトランスジェニックマウス（Stock No.023910；遺伝学的背景：
C57BL/6）および rtTA*M2トランスジェニックマウス（Stock No.006965；遺伝学
的背景：C57BL/6と 129S4の混合）は Jackson研究所から購入した。rtTA*M2ト
ランスジェニックマウスに関しては ICR マウスと交配したものを実験に用いた。
全ての動物実験は、東京大学の実験動物取り扱いガイドラインに従い実験動物

の苦痛を最小限に抑える努力のもと行った。	 

	 

胚の回収と固定  
目的の発生ステージの胚を得るため、膣栓を確認した日を胎生 0.5日とし、適切
な日時に妊娠マウスの解剖を行った。胚の回収は氷冷 PBS 中で行った。回収し
た胚は、4℃、4% PFA/PBS中で固定した。固定後、4℃、PBSにより 5分間の振
とう洗浄を 3回行った。免疫染色用の胚の固定時間は以下の通り：胎生 8.5日胚、
1 時間；胎生 9.5 日胚、1.5 時間；胎生 10.5 日胚、3 時間。Whole mount in situ 
hybridization (WISH) 用の胚の固定時間は以下の通り：胎生 8.5日胚、2時間；胎
生 9.5 日胚、3 時間；胎生 10.5 日胚、一晩。その後、胚を PBS で洗浄しエタノ
ールで置換し（25% EtOH/PBST、50% EtOH/PBST、75% EtOH/PBSTの順で洗浄
後 100% EtOHで 2回置換）、WISHに用いるまで-20ºCで保存した。WISHを行
う際は 75% EtOH/PBST、50% EtOH/PBST、25% EtOH/PBST、PBSTの順で液を
置換し再水和した。 
 

凍結切片の作成  
固定した胚を 4℃、5%スクロース/PBS中で内部がスクロースに置換されるまで
浸透した。続いて 10%スクロース/PBS、15%スクロース/PBS、20%スクロース/PBS
の順で同様に内部がスクロースに置換されるまで浸透した。最後に包埋皿
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（Tissue-Tek クロオモルド１号）に O.C.T. Compound（SAKURA）を注ぎ、胚を
入れたのち、ドライアイスで冷やしたヘキサンを用いて O.C.T. Compoundを凍結
させた。凍結したサンプルは、薄切するまで-80℃に保存した。サンプルはクリ
オスタット（CM3050 S、Leica）により薄切し、MAS コートスライド（松浪ガ
ラス）に貼付けたのち、乾燥させた。すぐに免疫染色を行わない場合は、凍結

切片をスライドボックスに入れ-80℃で保存した。使用時にはスライドボックス
を室温まで戻し、乾燥させたのち開封した。 
 

免疫組織学  
凍結切片の免疫染色は、PBSにより水和したのち、ブロッキング溶液（20%イム
ノブロック、10%血清（二次抗体の宿主に応じた動物種）/TBST（20x TBST；5 M 
Tris-HCl (pH7.5)、3 M NaCl、4% Tween20））で室温 1時間ブロッキングした。続
いてブロッキング溶液で希釈した一次抗体と 4℃、一晩以上反応させた。PBS
により室温 10分間、４回洗浄後、ブロッキング溶液で希釈した蛍光色素付き二
次抗体と 4℃、一晩以上反応させた。PBSで室温 10分間、２回洗浄したのち、
ブロッキング溶液で希釈した 4 µM Hoechst33342（同仁化学）と室温で 15分間
反応させた後、再び PBSで室温 10分間、３回洗浄した。最後にゲルバトール（33%
グリセロール、15%ポリビニルアルコール（ACROS ORGANICS）/PBS）を用い
てサンプルを封入した。胚全体を用いた免疫染色は、PBS により水和した後、
ブロッキング溶液で 4℃、1時間ブロッキングした。続いてブロッキング溶液で
希釈した一次抗体と 4℃、一晩以上反応させた。TBSTにより 4℃、30分間の振
とう洗浄を６回行った後、ブロッキング溶液で希釈した蛍光色素付き二次抗体

により 4℃、一晩以上反応させた。最後に、TBSTをもちいて 4℃、30分間の振
とう洗浄を６回行った。用いた一次抗体・二次抗体およびその希釈率は以下の

通り：抗 Aldolase a抗体（Rabbit；Proteintech、11217-1-AP；1:1000、Can Get Signal 
Solution A（東洋紡）を使用）、抗 Cleaved Caspase-3抗体（Rabbit；Cell Signaling、
9661；1:500）、抗 Lin28a 抗体（Rabbit；Cell Signaling：3978；1:500）、抗
PDH-E1α-pSer293（Rabbit；Merck、AP1063；1:500）、抗ウサギ Alexa488標識抗
体（Goat；Molecular Probes、A-11070；1:500）、抗ウサギ Cy5標識抗体（Donkey；
Jackson Immuno Research、711-176-152；1:500）。TUNEL染色は in situ Cell Death 
Detection Kit（Roche）を用いて行った。画像取得は共焦点倒立顕微鏡 SP5（Leica）
あるいは共焦点倒立顕微鏡 SP8（Leica）を用いて行った。 
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Whole-mount in situ hybridization (WISH) 
Aldolase a cDNAを含むプラスミド（FANTOMクローン、8530401H18）を制限
酵素 Eco47III（Takara）で線状化したのち、1 µgを鋳型として In situ hybridization
用 RNAプローブを合成した。アンチセンス鎖およびセンス鎖の合成にはそれぞ
れ T3 RNA polymerase（Roche）および T7 RNA polymerase（Roche）を用いた。 
胚を 6% H2O2/PBSTでブリーチしたのち、タングステン針を用いて胚に穴を開け、
その後 Proteinase K（10 µg/mL；Roche）を用いて室温で透過処理（胎生 8.5日胚、
5分；胎生 9.5日胚、7分；胎生 10.5日胚、10分）をした。0.2%グルタルアルデ
ヒド/4% PFA/PBSで再固定したのち、ハイブリダイゼーションバッファー（0.5% 
CHAPS、5mM EDTA、50% ホルムアミド、5% ヘパリン（Wako）、5×SSC (0.75M 
NaCl、75mMクエン酸ナトリウム、pH5.0)、1% SDS、0.2% Tween-20、50 µg/mL 
yeast tRNA（Roche））で置換後、RNAプローブ（0.5 µg/mL）を含むハイブリダ
イゼーションバッファー中で 65ºC、一晩振盪した。ハイブリダイゼーションバ
ッファーで洗浄後、Wash A（50% ホルムアミド、5×SSC、0.5% CHAPS）、
WashAB-1（Wash A:Wash B = 2:1）、WashAB-2（Wash A:Wash B = 1:2）、Wash B
（50% ホルムアミド、5×SSC、0.1% CHAPS）、Wash C（0.2×SSC、0.1% CHAPS）
の順で 65ºCで洗浄した。ブロッキング溶液（2% Blocking reagent (Roche)、10% ウ
マ血清、2mM レバミゾール/TBST）で置換したのち、抗 Dig抗体（Sheep；Roche、
11093274910）溶液で 4ºC、一晩振盪した。2mM レバミゾール/TBSTで洗浄後、
基質液（BM Purple AP Substrate；Roche）を用いて発色反応を行った。発色反応
後、PBST（pH 5.5）で洗浄し、0.2%グルタルアルデヒド/4% PFA/PBSで再固定
した。画像取得は実体顕微鏡（Leica、MZ16F）およびデジタルカラーカメラ（Leica、
DC480）を用いて行った。 
	 

リアルタイム PCR	 
目的の発生ステージの胚を得るため、膣栓を確認した日を胎生 0.5日とし、適切
な日時に妊娠マウスの解剖を行った。胚の回収は氷冷 PBS 中で行い、卵黄膜お
よび羊膜を丁寧に取り除いた。得られた胚はエッペンチューブに移し、直ちに

液体窒素をもちいて瞬間凍結した。サンプルは RNA の抽出を行うまで-80℃で
保存した。Total RNAsの抽出は RNeasy Mini Kit (QIAGEN)を用いて行い、RNA
の濃度は Nano Drop (Thermo Scientific) を用いて測定した。PrimeScript RT reagent 
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Kit with gDNA Eraser (Takara)を用いて 100–200 ngの total RNAを鋳型に cDNAs
を合成したのち、SYBR Premix Ex TaqTM II（Takara）を用いてリアルタイム PCR
を行った。PCR反応には LightCycler 480（Roche）を用いた。用いたプライマー
に関しては表 1に記した。 
 

TaqMan Assayによる let-7 microRNA定量  
Trizol (Invitrogen) および mirVana microRNA Isolation Kit (Ambion) を用いて
Total RNAsを抽出したのち、TaqMan MicroRNA RT Kit (Applied Biosystems) を用
いて 10 ngの total RNAを鋳型に cDNAを合成した。定量 PCRは TaqMan Fast 
Advanced Master Mix (Applied Biosystems) およびLightCycler 480を用いて行った。
それぞれの let-7 microRNAsの cDNA合成／定量 PCRに用いた TaqManプローブ
（Applied Biosystems）は以下の通り：has-let-7a (Assay ID 000377)、has-let-7b 
(Assay ID 002619)、has-let-7c (Assay ID 000379)、has-let-7d (Assay ID 002283)、
has-let-7e (Assay ID 002406)、has-let-7f (Assay ID 000382)、has-let-7g (Assay ID 
002282)、has-let-7i (Assay ID 002221)。 
 

DNAマイクロアレイ解析  
RNAの品質確認は Agilent 2100 Bioanalyzerおよび RNA Nano Chips（Agilent）を
用いて行い、RNA integrity number（RIN）の値が 7以上のものをその後のマイク
ロアレイ解析に用いた。Low Input Quick Amp Labeling Kit, One-Color（Agilent）
を用いて 100 ngの total RNAを鋳型にラベル化 cRNAを合成した。ラベル化手
順はメーカーの標準プロトコルに従った。ラベル化 cRNA を RNeasy Mini Kit
（QIAGEN）を用いて精製したのち、ラベル化 cRNAの合成・収量・ラベル化効
率が適切かどうかを Nano Drop（Thermo Scientific）、Agilent 2100 Bioanalyzer、お
よび RNA Nano Chipsを用いて評価した。次に、Gene Expression Hybridization Kit
（Agilent）を用いてハイブリダイゼーションサンプルを調整し、Mouse GE 4x44K 
v2 Microarray（Agilent）上で 17時間ハイブリダイゼーションした。なお、ハイ
ブリダイゼーションはハイブリダイゼーションチャンバ（Agilent）、ハイブリダ
イゼーションオーブン（Agilent）、ハイブリダイゼーションオーブンローター
（Agilent）をもちいて行い、ハイブリダイゼーションオーブンの温度およびハ
イブリダイゼーションオーブンローターの回転数はそれぞれ 65℃、10rpm であ
った。ハイブリダイゼーション後、Gene Expression Wash Pack（Agilent）をもち
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いてアレイスライドを洗浄したのち、Sure Scan Microarray Scanner（Agilent）を
もちいてアレイスライドをスキャンした。アレイデータの数値化は Feature 
Extraction（Agilent）を用いて行い、解析は GeneSpring（Tomy Digital Biology）
を用いて行った。 
 

GeneSpringを用いた遺伝子発現データ解析  
GeneSpring にマイクロアレイデータを取り込んだ後、以下の手順により遺伝子
発現解析を行った。１）Flagの設定は Tomy Digital Biologyの推奨に従った。２）
75 Percentile valueを用いてサンプル間の補正を行った。３）Baseline補正には全
サンプルの平均値を用いた。４）20 Percentile value以下の遺伝子を解析から除外
し、残った遺伝子の中で”Detected”あるいは”Not Detected”の Flag を持つ遺伝子
を以降の解析に用いた。 
 

JC-1染色、CellROX染色、および ATPアッセイ  
膣栓を確認した日を胎生 0.5日として適切な日時に解剖を行った。取り出した子
宮は 37℃に温めた解剖用メディウム（10% FBS, 1%ペニシリン−ストレプトマイ
シン／OPTI-MEM）中で解剖し、解剖中は温度の低下を避けるため、37℃のホ
ットプレート（OMRON, FHP-450S）上で解剖を行った。膜は羊膜を含め全ての
膜を取り除き、胚全体が露出するようにした。取り出した胚を JC-1（Molecular 
Probes；最終濃度 2.5 µg/mL）あるいは CellROX（Molecular Probes、C10422；最
終濃度 2.5 µM）を含む培養液（50%ラット IC血清（immediately centrifuged serum；
Charles River）/OPTI-MEM）に移し、37℃の CO2インキュベーター中（21% O2）

で染色を行った（JC-1染色、30分間；CellROX染色、60分間）。N-acetyl cysteine 
(NAC; Wako) の影響を評価する際は、上記の解剖・染色を 10 mM NAC存在下
で行った。その後、培養用メディウムを満たしたガラスボトムディッシュ

（MatTek、P35G-0-14-C）に移し、共焦点倒立顕微鏡 SP5（Leica）を用いて画像
取得を行った。なお、画像の取得中も培養メディウムの温度が低下するのを防

ぐため、顕微鏡上に設置したインキュベーター（TOKAI HIT, INUB-G2-GSI）で
培養しながら画像取得を行った。インキュベーターの各種設定温度は以下の通

りである。Top heater: 42.0℃、Stage heater: 39.0℃、Lens heater: 37.0℃、CO2: 5%。
ATP アッセイの際は、胚を上記の培養液に移し、37℃の CO2インキュベーター

中（21% O2）で 90分間培養した。培養直後に胚をペレットミキサー（Eppendorf）
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で破砕し（胎生 7.5日胚、2–3匹/165 µl；胎生 8.5日胚、1匹/180 µl；胎生 9.5日
胚、1匹/360 µl）、ATP lite（PerkinElmer）を用いて胚あたりの ATP含有量を定量
した（それぞれのサンプルに関して duplicateをとった）。ATP定量に用いた組織
溶解液の量は以下の通り。胎生 7.5日胚、胎生 8.5日胚、75 µl；胎生 9.5日胚、
30 µl。 
 

JC-1色素の子宮内への注入  
ペントバルビタールを用いて妊娠マウスを麻酔したのち、Femtojet（Eppendorf）
およびガラスキャピラリー（GD-1；Narishige；先端径 4–5 µm）を用いて JC-1
色素（25 µg/mL PBS；0.1% Fast Green FCF色素を含む）を子宮内に注入した（80–
100 hPa）。注入用ガラスキャピラリーはマイクロピペット・プラー（サッター社；
設定 Heat: 350、Fil: 4、Vel: 50、Del: 225、Pull: 150）、マイクロフォージ（Narishige）
およびマイクロピペット・ベベラー（サッター社）を用いて作成した。手術終

了１時間後に頚椎脱臼し、胚を子宮から取り出した後、共焦点倒立顕微鏡 SP5
（Leica）を用いて観察した。 
 

GO-ATeam2および SCAT3を用いたライブイメージング解析  
ライブイメージングは当研究室で確立された方法に従って行った (Yamaguchi 
et al., 2011)。GO-ATeam2は 488 nm アルゴンレーザーで励起し、EGFP (500–550 
nm) およびOFP (FRET) (560–650 nm) の蛍光波長を高速レゾナントスキャナー、
HyDディテクター、および HCX PL FLUOTAR 10×対物レンズ（NA 0.3）を用い
て同時に取得した。SCAT3は 442 nm ダイオードレーザーで励起し、ECFP (452–
505 nm) およびVenus (FRET) (525–600 nm) の蛍光波長を高速レゾナントスキャ
ナー、Photomultiplier (PMT) ディテクター、および 10×対物レンズ（NA 0.3）を
用いて同時に取得した。低酸素条件でイメージングを行う際は低酸素混合装置

（Leica、MIGM01）を用いた。神経孔の長さの測定は Volocity (PerkinElmer) を
用いて行った (Yamaguchi et al., 2011)。 
 

ウエスタンブロッティング  
プロテアーゼ阻害剤（cOmplete Protease Inhibitor Cocktail; Roche）入りの RIPAバ
ッファー（Radioimmunoprecipitation buffer; 25 mM Tris-HCL (pH 7.6)、150 mM 
NaCl、1% NP40、1% デオキシコレート酸塩、0.1% SDS）を用いて胚からタン
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パク抽出を行ったのち、BCA法（Thermo）を用いてタンパク定量を行った。細
胞質分画と核分画との分離には NE-PER Nuclear Cytoplasmic Extraction Reagents
（ThermoFisher）を用いた。胚抽出物（総タンパク量：2–4 µg）を各ウェルに投
入し、SDS-PAGEで分離後、Immobilon-P membrane（Millipore）に転写した。TBST
（20×TBST: 0.5 M Tris-Hcl pH 7.5、3 M NaCl、4% Tween20）にスキムミルク（日
本 BD；最終濃度 4%）を加えた液中でメンブレンを室温で 1時間ブロッキング
した後、一次抗体・二次抗体に反応させた。一次抗体は 4℃で一晩反応させ、二
次抗体は室温で 60 分間反応させた。化学発色には Immobilon Western 
Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore) を用いた。シグナルの検出には LAS 
4000mini（GEヘルスケア）を用い、画像の定量は ImageJ（NIH）を用いて行っ
た。用いた抗体、およびその希釈率は以下の通り：抗 Aldolase a抗体（Rabbit；
Abcam：ab169744；1:1000）、抗 Aldolase b抗体（Goat；Santa Cruz：sc-12063；
1:1000）、抗 Aldolase c抗体（Rabbit；Abcam：ab87122；1:1000）、抗 β-Tubulin抗
体（Mouse；Millipore：MAB3408；1:1000）、抗 Histone H3 抗体（Rabbit；Cell 
Signaling：9715；1:1000）、抗 Lin28a抗体（Rabbit；Cell Signaling：3978；1:1000）、
抗 NDRG3抗体（Rabbit；Cell Signaling：5846；1:1000）、抗 Total OXPHOS抗体
（Mouse；Abcam：ab110413；1:1000）、抗ウサギ HRP標識抗体（Goat；Cell Signaling、
7074S；1:2000）、抗マウス HRP 標識抗体（Goat；Promega、W4028；1:2000）、
抗ヤギ HRP標識抗体（Donkey；Promega、V805A；1:2000）。 
 

酵素活性測定  
PFK-1 および Aldolase の活性測定は先行研究のプロトコルを参考にして行った	 

(Tian et al., 1998)。マウス胚（胎生 8.5日胚、18–22匹／サンプル；胎生 9.5日胚、
4 匹／サンプル；胎生 10.5 日胚、１匹／サンプル）をプロテアーゼ阻害剤
（cOmplete Protease Inhibitor Cocktail; Roche）入りの組織溶解液（50 mM 
Tris-Acetate (pH 8.0)、10 mM dithiothreitol (DTT)、1mM EDTA、1mM EGTA）100 
µlを用いて氷上で破砕したのち、4ºC 、20,000 × gで 30分間遠心し、上清を酵
素活性測定に回収した。PFK-1/Aldolase活性は共役酵素反応を用いたアッッセイ
系により測定した：フルクトース-6-リン酸（フルクトース-1,6-二リン酸）はPFK-1
（Aldolase）によりフルクトース-1,6-二リン酸（ジヒドロキシアセトンリン酸
（DHAP）およびグリセルアルデヒド-3-リン酸）に変換されたのち、酵素混合液
により DHAP へと変換される。生じた DHAP は GPDH によりグリセロール-3-
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リン酸へと変換され、その際 NADHが NAD+に変換される。上記の反応は PFK-1
（Aldolase）により触媒される反応が律速段階となるため、NADHが NAD+に変

換される効率を測定することで PFK-1（Aldolase）の酵素活性を間接的に測定で
きる。NADHの NAD+への変換は NanoDropを用いて 340 nmの波長の吸光度変
化を測定することで評価した。組織破砕液を基質（PFK-1アッセイ：1 mM ATP、
1mM D-フルクトース-6-リン酸、0.15 mM NADH；Aldolaseアッッセイ：2.5 mM 
D-フルクトース-1,6-リン酸、0.15 mM NADH）および酵素（PFK-1 アッセイ：
Aldolase、GPDH、TPI；Aldolaseアッセイ：GPDH、TPI）を含むバッファー（50 
mM Tris-Acetate (pH 8.0)、2 mM Mg-Acetate (pH 8.0)）に加えたのち、340 nmの
波長の吸光度の変化を測定した。全ての基質は Sigmaから購入した。 
 
13C6-glucoseを用いた pathway tracing 
安定同位体（13C）標識したグルコース（13C6-glucose；ISOTEC）を胚に取り込ま
せる際には全胚培養系（WEC）および妊娠マウスへの尾静脈注射を用いた。WEC
を行う際は、37℃に温めた解剖用メディウム中で卵黄膜が無傷の状態で胚を子
宮から取り出した（大隅 et al., 1997）。取り出した胚を回転式胎児培養装置（池
本理科）を用いて 60–90分間、50％ラット IC血清を含む DMEM中で前培養し、
その後 13C6-glucoseを最終濃度が 2 mg/mLとなるように培養液に加え、さらに 60
分間培養した。培養後、氷上で冷やした PBS 中で卵黄膜および羊膜を取り除い
た後、胚を液体窒素で瞬時に凍結した。13C6-glucose を妊娠マウスに投与する際
は個体あたり 24 mg尾静脈注射し、60分後に胚を回収し、液体窒素で瞬時に凍
結した。凍結した胚は解析に用いるまで-80ºCで保存した。細胞内代謝産物の抽
出、および 13C標識された細胞内代謝産物の CE-MS (capillary electrophoresis-mass 
spectrometry)による検出は先行研究にならって行った (Sugiura et al., 2014)。測定
に用いた胚の匹数は以下の通り：全胚培養系、胎生 8.5日胚：4–6匹／サンプル、
胎生 9.5日胚：2–4匹／サンプル、胎生 10.5日胚：1匹／サンプル；尾静脈注射
系、胎生 8.5日胚：7–16匹／サンプル、胎生 9.5日胚：4–5匹／サンプル、胎生
10.5日胚：2匹／サンプル。 
 

ペントースリン酸経路の代謝産物測定  
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ペントースリン酸経路代謝産物の測定は ion-chromatography system 

(ICS-2000, ThermoFisher Scientific)と接続した orbitrap-type MS (Q-Exactive 

focus, ThermoFisher Scientific)を用いて行った。 
 

Lin28aの時期特異的な過剰発現  
tetO-Lin28aトランスジェニックマウス（♂）と rtTA*M2トランスジェニックマ
ウス（♀）を交配し、膣栓を確認した日を胎生 0.5日として適切な日に 9-tert-Butyl 
Doxycycline（9-TB Dox；Echelon）を個体あたり 0.25 mg腹腔注射した。遺伝子
型判定に用いたプライマーは以下の通り；tetO-Lin28a、5’-GCA CAG CAT TGC 
GGA CAT-3’、5’-CCC TCC ATG TGT GAC CAA G-3’、および 5’-GCA GAA GCG 
CGG CCG TCT GG-3’（野生型、295 bp；tetO-Lin28a、551 bp）：5’-GCG AAG AGT 
TTG TCC TCA ACC-3’、5’-AAA GTC GCT CTG AGT TGT TAT-3’、および 5’-GGA 
GCG GGA GAA ATG GAT ATG-3’（野生型、650 bp；rtTA*M2、340 bp）。 
 

EpiSCの培養  
EpiSCsは Oxford University（現 Case Western Reserve University）の Paul Tesar博
士からの分与 (Tesar et al., 2007)。EpiSCの培養に用いた EpiSC培地の組成は以
下 の 通 り 。 50% DMEM/F12 GlutaMax (Gibco (Life Technologies))/50% 
NEUROBASAL Medium (Gibco (Life Technologies))/1×MEM NEAA(Gibco (Life 
Technologies))/1mM Sodium Pyruvate (Gibco (Life Technologies))/1% B-27 
Supplement (Gibco (Life Technologies))/1% N2 Supplement (Gibco (Life 

Technologies))/0.1 mM 2-Mercaptoethanol (SIGMA)。未分化状態を維持する場合は、
培養プレートを 5 µg/ml Fibronectin (R&D Systems)/PBSで 37℃において 20分以
上コートし、EpiSC培地に 20 ng/ml  Activin A (R&D Systems)および 10 ng/ml 
FGF2 (Wako)を加えたものを用い培養した。神経板様細胞へと分化誘導する際は、
培養プレートを 0.1% gelatin (nacalai tesque)で 37℃において 2時間以上コートし、
EpiSC培地を用いて培養した。培養はすべて 37℃、5% CO2条件下で行った。 
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研究結果  
 
 

1. 器官形成初期胚で環境撹乱が脆弱性につながる機構の解明に向けて  
 
1-1. 神経管閉鎖期のミトコンドリア代謝状態の環境変化に対する脆弱性  
	 神経管閉鎖期（胎生 8.5–9.5日）胚が子宮内環境撹乱に対して脆弱性を示すこ
とがこれまで知られていたものの、環境撹乱が脆弱性に結びつくメカニズムの

詳細は不明であった。脆弱性にミトコンドリアのエネルギー代謝状態の変化が

関与する可能性が先行研究で示唆されていたことから、私は神経管閉鎖期胚の

ミトコンドリアエネルギー代謝状態をミトコンドリア膜電位（ΔΨm）センサー
JC-1 を用いた胚の染色により調べた。JC-1 は ΔΨm 依存的にミトコンドリアに
取り込まれ、低濃度時は単量体を形成し最大蛍光波長 527 nmの蛍光を発するが、
ある一定濃度を超えると凝集体を形成し最大蛍光波長 590 nmの蛍光を発するこ
とから、両者の蛍光強度比（JC-1 ratio）を調べることで ΔΨmの高い細胞と低い
細胞とを区別できる (Reers et al., 1995)。私は本学修士課程において、生理的条
件よりも高い酸素条件下（21% O2；ex vivo）において胎生 8.5日胚の神経板が非
神経外胚葉領域よりも高い ΔΨmを示すことを見出していた（宮沢、2013）。そ
こで私は本学博士課程において、胎生 8.5 日胚の神経板が in vivo においても高
いΔΨmを示すかを調べる目的で胚の JC-1染色を妊娠マウスの子宮内（in utero）
で行った。その結果、胎生 8.5日胚の神経板領域は ex uteroで JC-1染色を行った
場合と異なり低い ΔΨm を示すことが明らかとなり（図 1、補遺 2）、胎生 8.5
日胚の神経板が in vivoにおいては低い ΔΨmを示すことが示唆された。一方、
胎生 8.0日胚の神経板は ex utero（21% O2）で JC-1染色を行った場合も低い ΔΨm
を示すことを私は本学修士課程において見出していた（補遺 2）（宮沢、2013）。
以上の結果をまとめると、神経板領域のミトコンドリアエネルギー代謝状態の

環境変化に対する応答性が胎生 8.0-8.5日にかけて上昇することが示唆される。 
 

1-2. 代謝亢進に伴う酸化ストレスが ΔΨm上昇を誘導する可能性  
	 次に、高酸素下での ex vivo培養により神経板の ΔΨmが上昇するメカニズム
の解明を目指した。低酸素から高酸素への移行は虚血再灌流で見られるよう酸

化ストレスにつながる可能性があることから (Chouchani et al., 2014)、私は酸化
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ストレスと ΔΨm との関係を調べた。胚を抗酸化剤 N-acetylcysteine（NAC）で
処理したところ、驚くべきことに胎生 8.5日胚の神経板は低いΔΨmを示した（図
2）。この結果は、神経板での ΔΨm 上昇が酸化ストレスにより誘導されること
を示唆する。 
	 それではなぜ高酸素下での ex vivo培養は胎生 8.5日胚において酸化ストレス
につながるのであろうか？興味深いことに、胚を ex vivo（21% O2）で短時間（90 
min）培養したところ、胎生 8.5日胚では胚のATP含有量が有意に増加した一方、
胎生 7.5日胚および胎生 9.5日胚ではATP含有量の有意な変化は起こらなかった
（図 3A）。ATP含有量の増加が組織特異的に起こるかを検討する目的で、FRET
を利用した ATP センサーGOATeam を発現するトランスジェニックマウスを用
いたライブイメージング解析を行った (Nakano et al., 2011) (Yamamoto et al., 
manuscript in preparation)。GOATeamはリンカー配列に ATP合成酵素の ε-subunit
を含み、ATPが結合すると立体構造の変化に伴い EGFPから OFPへの FRET効
率（GOAT ratio；OFP/EGFP）増加が生じる（図 3B）。イメージング開始直後
（t = 0 min）、胎生 8.5日胚は全体的に低い ATPレベルを示したが、イメージン
グ開始とともに（t = 28 min）ATPレベルが胚全体のレベルで上昇する様子が観
察された（図 3B）。ATP量の増加に組織間の差は観察されなかったものの、以
上の結果は環境変化に応答したエネルギー代謝の亢進が酸化ストレスを誘導す

る可能性を示唆する。 
	 そこで次に酸素濃度がグルコース代謝に与える影響を次の方法で評価した。

全胚培養系を用いて胚を培養し、安定同位体（13C）標識グルコース（13C6-glucose）
の代謝過程を追跡（pathway tracing）した。胎生 7.5日胚は胚体サイズの小ささ
から解析には使用できなかった。高酸素条件下で、13C6-glucose 由来の乳酸
（13C-labeled lactate）の産生が胎生 8.5 日胚で抑制傾向にあった一方、胎生 9.5
日胚および胎生 10.5日胚では酸素条件の影響を大きく受けなかった（図 4A）。
一方、13C6-glucose由来のクエン酸（13C-labeled citrate）の産生は調べた全ての発
生ステージの胚において高酸素条件下で促進された（図 4B）。胎生 8.5日胚の
ミトコンドリア電子伝達系（electron transport chain；ETC）が機能的に未成熟で
あることが、私の本学修士課程の DNAマイクロアレイ解析から示唆されている
（宮沢、2013）。以上の結果をまとめると、高酸素条件下における ΔΨm上昇の
メカニズムとして以下のモデルが考えられる（図 5）。酸素濃度の変化に応答し
て TCA 回路の亢進が生じると、NADH/FADH2の産生亢進が未熟な ETC の過負
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荷を生む。この TCA回路活性と ETC活性の不均衡が酸化ストレスの産生につな
がり (Chandel et al., 1998; Formentini et al., 2012; Kaminski et al., 2012)、神経板で
の ΔΨm上昇を誘導する。 
 
 

2. 器官形成初期胚で生じるエネルギー代謝状態変化の解明  
 
2-1. 器官形成初期には解糖系および TCA回路の活性亢進が生じる  
	 上記の解析から、胎生 8.5日胚は酸素条件などの生育環境の変化に敏感に応答
して自身のエネルギー代謝状態を変化させることが明らかとなった。マウス器

官形成初期には卵黄嚢膜－胎児循環の発達および絨毛尿膜循環（CC: 
chorioallantoic circulation）確立が生じることから（補遺 1）、この時期には胎児
の子宮内環境が大きく変化し、胚において内因性酸化ストレスおよびエネルギ

ー代謝状態変化が誘導される可能性がある。実際、in uteroで JC-1染色を行った
際、神経管閉鎖（神経板の湾曲）が進行している胎生 8.5日胚の中には高い ΔΨm
を神経板で示す個体も観察されている（図 6）。また、ATPセンサーGOATeam
発現胚を解剖直後に観察したところ、胎生 9.0 日胚は胎生 8.5 日胚よりも高い
ATPレベルを示すことが明らかとなった（図 7）。これらの結果は、絨毛尿膜融
合に伴い胚のエネルギー代謝が亢進する可能性を示唆する。	 

	 そこで私は哺乳類器官形成初期の胚で生じるエネルギー代謝状態変化の解明

を目指した。私は本学修士課程において、CE-MS（capillary electrophoresis-mass 
spectrometry）によるメタボローム解析を用いて細胞内代謝産物量の変化を網羅
的に解析することで、マウス器官形成初期（胎生 8.5-10.5日）の胚において TCA
回路および解糖系の活性が亢進する可能性を見出していた（補遺 3）（宮沢、
2013）。しかしメタボローム解析は定常状態にある代謝産物量を測定したもの

であるため、代謝経路活性を反映しない可能性があった。そこで私は本学博士

課程において、13C6-glucoseを用いた pathway tracingを in vivoで行うことにより、

代謝経路活性の変化を直接評価した。13C6-glucose を尾静脈注射により妊娠マウ
スに投与し、それが胚において乳酸（ 13C-labeled lactate）およびクエン酸
（13C-labeled citrate）へと変換される量を測定したところ、どちらの産生も胎生
8.5-10.5 日にかけて増加することが明らかとなった（図 8）。以上の結果から、
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器官形成初期の胚では TCA回路のみならず解糖系の活性も亢進することが明ら
かとなった。	 

	 

2-2. 解糖系の流れが PFK-1/Aldolaseの反応のところで減速する  
	 器官形成初期に解糖系が亢進することと矛盾して、グルコースの流れが解糖

系酵素 PFK-1 が触媒する反応のところで減速する可能性が本学修士課程のメタ
ボローム解析の結果から示唆されていた（補遺 3）（宮沢、2013）。この可能性
を検討する目的で解糖系酵素の PFK-1および Aldolaseの酵素活性変化を調べた
ところ、どちらの酵素活性も胎生 8.5-10.5日にかけて半減することが明らかとな
った（図 9A）。次に、定量 PCRにより PFK-1（Pfkl, Pfkm, Pfkp）および Aldolase
（Aldoa, Aldob, Aldoc）の発現変化を確認した。PFK-1に関しては 3つのアイソ
ザイムのうち Pfklおよび Pfkpの発現のみが胎生 8.5-10.5日にかけて有意に低下
し一方、Aldolase に関しては全てのアイソザイムで有意な発現低下が見られた
（図 9B）。器官形成初期胚では PFK-1および Aldolaseに関して Pfklおよび Aldoa
がそれぞれ主要なアイソザイムとして発現していることから、この結果は、こ

の時期の胚におけるAldolaseおよび PFK-1の活性制御にmRNAの発現制御が寄
与することを示唆する。以上の結果から、器官形成初期胚では解糖系の流れが

PFK-1/Aldolaseが触媒する反応のところで減速することが明らかとなった。 
	 Aldolase 活性が PFK-1 活性よりも早い発生ステージで抑制され、また、その
活性抑制の程度も PFK-1の活性抑制の程度よりも大きかったことから（図 9A）、
Aldolase は解糖系の流れの制御に PFK-1 よりも大きく寄与することが予想され
る。そこで器官形成初期胚で主要に発現する Aldolase のアイソザイムである
Aldoaの発現変化を whole mount in situ hybridizationにより検討した。Aldoaは胎
生 8.5日胚においては全身で強く発現していたが、発生が進むにつれて胚の後方
へと限局していき、胎生 10.5 日胚においては尾部、肢芽、および将来筋肉など
の組織に分化する体節に限局して発現が見られた（図 10）。この結果は、器官
形成初期胚において解糖系の流れが胚の前後軸にそって減速する可能性を示唆

する。 
 

2-3. グルコース代謝亢進に伴うグルコース流路の再編成  
	 器官形成初期には解糖系の流れ（乳酸産生）が亢進することを考慮すると、

上記の結果は、解糖系の流れが PFK-1および Aldolaseが触媒する反応を迂回し
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ながら維持されること示唆する。解糖系代謝産物であるグルコース-6-リン酸を
起点に始まる代謝経路であるペントースリン酸経路（PPP）に着目したところ、
PPP 代謝産物であるグルコース-6-リン酸およびセドヘプツロース-7-リン酸の量
が胎生 8.5-9.5 日かけて有意に増加することが明らかとなった（図 11A）。解糖
系代謝産物であるグリセルアルデヒド-3-リン酸（GA-3-P）は PPPでも産生され
ることから、この結果は解糖系の流れが PPP を迂回しながら維持されることを
示唆する。GA-3-P は CE-MS を用いたメタボローム解析で検出できていないも
のの（補遺 3）、以上の結果は、グルコース代謝の亢進が生じる器官形成初期に
はPFK-1/Aldolaseの活性抑制を介して解糖系流路が再編成されることを示す（図
11B）。 
	 解糖系の流れが維持されるにも関わらず GA-3-P 以降の解糖系代謝産物量が
胎生 8.5-9.5日にかけて減少する理由として、現在次の二つの可能性を想定して
いる。一つ目は GA-3-P 以降の解糖系反応が亢進する可能性、そして２つ目は
GA-3-Pよりも下流の解糖系代謝産物を用いたバイオマス産生が亢進する可能性
である。Pyruvate kinase（PK）は解糖系律速段階であるホスホエノールピルビン
酸のピルビン酸への変換を触媒する酵素であり、M1 アイソフォーム（PKM1）
はM2アイソフォーム（PKM2）よりも高い酵素活性を持つことが知られている 
(Christofk et al., 2008)。PKM1および PKM2の遺伝子発現変化を特異的プライマ

ーを用いた定量 PCR により確認したところ、PKM1 の発現が胎生 8.5-10.5 日に
かけて有意に増加した一方で、PKM2の発現は有意に低下した（図 12A；補遺
4）。この結果は器官形成初期に PKが触媒する反応が亢進することを示唆する。
また CE-MSを用いたメタボローム解析の結果、グリセロリン脂質の原材料とな
るグレセロール-3-リン酸（G-3-P）、およびグリシンの量が胎生 8.5-10.5 日にか
けて有意に増加することが明らかとなった（図 12B）。G-3-Pおよびグリシンは
それぞれ解糖系中間代謝産物であるジヒドロキシアセトンリン酸（DHAP）およ
び 3-ホスホグリセリン酸から合成されることが知られており（図 11B）、この結
果は GA-3-P より下流の解糖系中間代謝産物を用いたバイオマス産生が器官形
成初期に亢進する可能性を示唆する。 
 

2-4. 神経管閉鎖運動に対する解糖系の必要性  
	 グルコース代謝亢進が器官形成初期過程に果たす役割の解明を目指し、次に

神経管閉鎖（胎生 8.5-9.5日）とエネルギー代謝との関連を神経管閉鎖のライブ

21



 

イメージング解析を用いて調べた。グルコース代謝の亢進が絨毛尿膜融合に引

き続き起こることが示唆されていたので（図 7）、胎生 8.75日胚（体節数 13-15）
における神経管閉鎖運動に着目した。低酸素条件（5% O2）と高酸素条件（21% 
O2）とで神経管閉鎖の進行に大きな差はなかったことから（図 13）、以下の解
析は 21% O2条件下で行った。対象群では時間経過とともに神経孔の大きさが減

少していく様子が観察された一方、解糖系阻害条件下では近接した神経孔の左

右の縁が融合せずに解離してしまう様子が観察された（図 14A）。OXPHOS 阻
害条件下では神経管閉鎖の進行に対象群と大きな違いは観察されなかった（図

14A）。神経管閉鎖の進行度合を定量する目的で神経孔の長さの経時変化を測定
したところ、解糖系阻害条件下で神経管閉鎖の進行が有意に阻害されることが

わかった（t = 294 min）（図 14B）。以上の結果から、解糖系亢進が神経管閉鎖の
融合過程促進に寄与する可能性が示唆された。 
 
 

3. 器官形成初期に生じるエネルギー代謝状態変化の制御因子の探索  
 
3-1. エネルギー代謝状態変化の候補制御因子 Lin28 
	 ヘテロクロニック遺伝子 Lin28は let-7 microRNAs（miRNAs） と負のフィー
ドバックループを形成し、この Lin28/let-7 経路は哺乳類成体においてグルコー
ス代謝を制御する (Tsialikas and Romer-Seibert, 2015)。Lin28a欠損変異体は胎生
10.5 日の時点でグルコース代謝に異常を示し、PFK-1 が触媒する反応よりも下
流の解糖系代謝産物量が野生型に比べて有意に減少していることが先行研究で

報告されており (Shinoda et al., 2013)、Lin28aが胚発生期のエネルギー代謝状態
制御にも関与する可能性が示唆されていた。そこで私は、本研究で見出した器

官形成初期に生じるエネルギー代謝状態変化に Lin28 が関与する可能性を検討
するため、まず初めに器官形成初期における Lin28の発現変化を詳細に調べた。
定量 PCR によって Lin28a および Lin28b の発現変化を確認したところ、Lin28b
の発現に関して胎生 8.5日胚と胎生 9.5日胚とで有意な差は観察されなかった一
方、Lin28a の発現は胎生 8.5-9.5 日にかけて有意に低下した（図 15A）。Lin28a
の発現低下はタンパク量レベルでも同様に確認された（図 15B、15C）。定量 PCR
により成熟型 let-7 miRNAsの発現量をあわせて確認したところ、Lin28aの発現
低下に伴い成熟型 let-7 miRNAsの発現が劇的に上昇することが明らかとなった
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（図 15D）。以上の結果から、胎生 8.5-10.5 日において Lin28a/let-7 経路が大き
く変動することが明らかとなり、Lin28a/let-7 経路が器官形成初期過程に生じる
なんらかの発生イベントを制御している可能性が示唆された。 
 

3-2. Lin28a過剰発現が哺乳類器官形成初期過程に与える影響の検討  
	 そこで次に、本研究で見出した哺乳類器官形成初期に生じるエネルギー代謝

状態変化と Lin28a/let-7経路との関連解明を目指した；ドキシサイクリン（Dox）
依存的に全身で Lin28aを過剰発現させることが出来る tetO- Lin28aトランスジ
ェニックマウスを用いて (Zhu et al., 2010)、胎生 8.5-10.5にかけて生じる Lin28a
の発現低下を抑制したときの表現系解析を計画した（図 16A）。まず、tetO- 
Lin28a:rtTA 胚において Dox 依存的に Lin28a の発現が誘導できるかを定量 PCR
およびウエスタンブロット解析により確認した。9-TB Dox（9-tert-butyl 
doxycycline）投与から一日後の時点で Lin28aが mRNAレベルおよびタンパク質
レベルできちんと過剰発現されていることが確認された（図 16B、16C）。この
時、成熟型 let-7 miRNAsの発現も胎生 10.5日胚において Lin28a過剰発現により
抑制されていた（図 16D）。tetO-Lin28aのトランスジーンは Col1a1 locusに挿入
されており、Col1a1 locusがクロマチン構造等により活性化されていない細胞で
は Lin28aの過剰発現が誘導されていない可能性があることから、Lin28aの免疫
染色によってその発現パターンを確認した。胎生 10.5 日胚において、野生型で
は神経管の基底膜側の細胞で Lin28aの発現が観察された一方、tetO-Lin28a:rtTA
胚では表皮、間充織、および神経管全体で Lin28aの発現が観察された（図 17）。
以上の結果から、tetO-Lin28a:rtTA マウスを用いることで器官形成初期の胚にお
いて時期特異的に Lin28a/let-7経路を全身性に操作できることが確認された。 
	 それでは時期特異的な Lin28a過剰発現は器官形成初期胚の発生にどのような
影響を与えるのであろうか？胎生 8.5日および胎生 9.5日に 9-TB Doxを投与し
Lin28aを過剰発現した際の胎生 10.5日胚での表現系を調べたところ、期待に反
して、tetO-Lin28:rtTA 胚と野生型胚とで顕著な形態学的差は観察されなかった

（図 18A）。ただし胎生 10.5日において、tetO-Lin28a:rtTA胚は同腹子に比べ発
生遅延（少ない体節数）を示す割合が対象群（野生型胚または rtTA 胚）に比べ
高かった（野生型胚または rtTA胚, 7.5%（4/53）；tetO-Lin28a:rtTA胚, 27%（7/26）；
図 18B）。ただし発生遅延を示す割合は tetO-Lin28aのみを持つ個体でも対象群に
比べ多く（tetO-Lin28a胚, 19%（4/21）；図 18B）、発生遅延の原因が Lin28aの過
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剰発現以外にある可能性は否定できない。そこで最後に、胎生 8.5日および胎生
9.5日に 9-TB Doxを投与し Lin28aを過剰発現した際の影響が胎生 10.5日以降に
現れる可能性を検討した。tetO-Lin28a:rtTA 胚が正常に産まれるかを確認したと

ころ、tetO-Lin28a:rtTA胚は顕著な形態学的異常を示すことなく産まれるものの、
生後すぐに（Postnatal (P) 0）致死となることが明らかとなった（図 18C）。興味
深いことに、P0において tetO-Lin28a:rtTAマウスの体重は対象群（rtTAマウス）

よりも有意に増加していた（図 18D）。 
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考察  
 
 

	 本研究では、器官形成初期胚において環境撹乱が脆弱性に結びつく機構とし

て、環境変化に応じたミトコンドリアエネルギー代謝状態の変化が関与する可

能性を見出した（図 5）。また、器官形成初期に生じる胚のエネルギー代謝状態
変化に関して、古典的研究では解糖系の抑制および TCA回路活性の亢進が生じ
ると報告されていたが、メタボローム解析を用いた本研究により、この時期に

は TCA回路のみならず解糖系の活性も亢進することを明らかにした。さらに重
要なことに、グルコース代謝亢進に伴い器官形成初期の胚が PFK-1 および
Aldolaseの活性抑制を介して解糖系流路を再編成することも明らかにし、古典的
モデルを刷新する新規モデルを打ち出した（図 19）。以上の成果は、器官形成
初期における代謝と発生の関係解明を進める上での基盤となるとともに、遺伝

学的要因によらない先天奇形の発症機構解明につながる可能性のある重要な成

果であると考えている。 
 

1. 神経管閉鎖期胚において環境撹乱が発生異常に結びつく機構  
	 本研究では、器官形成初期胚において環境撹乱が神経管閉鎖不全（NTDs: 
neural tube closure defects）などの発生異常につながる機構として、環境変化に応
じたミトコンドリアエネルギー代謝状態変化が関与する可能性を見出した（図

5）。高グルコース条件および高酸素条件はどちらもミトコンドリアへの過剰な
グルコース流入を引き起こし、神経管閉鎖期胚において酸化ストレスおよびミ

トコンドリア膜電位（ΔΨm）の上昇を惹起すると予想される (Eriksson, 2009)。
ΔΨm が高い状態は一般に酸化ストレスのリスクが高いと言われているから

(Eriksson, 2009; Korshunov et al., 1997; Turrens, 2003)、環境撹乱による ΔΨm上昇
は酸化ストレスの悪循環を生む可能性がある。糖尿病母体の胎児においては、

そのような高グルコース条件により誘導される酸化ストレスの悪循環が神経上

皮領域において Ask1–FoxO3–Caspse 8 経路を活性化し、異所的な細胞死が起こ
ることで NTDsとなると考えられる (Yang et al., 2013)。しかし興味深いことに、
高酸素条件下では逆に細胞死が抑制されることが先行研究で示唆されている 
(Morriss and New, 1979)。このことは、酸化ストレスが神経管閉鎖不全を誘導す
る機構が高グルコース条件の場合とは異なることを示唆する。酸化ストレスは
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細胞分化を促進する例が報告されていることから  (Mantel et al., 2015; 
Owusu-Ansah and Banerjee, 2009; Yanes et al., 2010)、高酸素下での培養が NTDsに
つながる一つの機構として、酸化ストレスが神経上皮細胞の早熟な分化

（premature differentiation）を誘導し、それが細胞運動性の低下につながるとい
うモデルを現在考えている。 
 

2. シグナリングセンターの細胞のエネルギー代謝状態  
	 子宮内で胚の JC-1 染色を行った際、胎生 8.5 日胚の神経板領域が低い ΔΨm
を示した一方、非神経外胚葉と神経外胚葉との境界領域にあたる神経隆起領域

（NR: neural ridge）は高い ΔΨmを示した（図 1）。NRは BMPや FGF、WNT
といったモルフォゲンを産生することでシグナリングセンターとして機能する

ことが知られており (Caspary and Anderson, 2003)、モルフォゲンとミトコンドリ
アのエネルギー代謝状態との関連は興味深い点である。古典的研究によりカエ

ルのオーガナイザー領域（原口背唇部）では解糖系活性が高いことが報告され

ており (Waddington, 1956)、高い ΔΨmが NR領域での高い解糖系活性を反映し
ている可能性が考えられる。それではオーガナイザー領域での高い解糖系活性

はどのような生理的意義をもつのであろうか？解糖系活性の亢進が生じる例と

して、T細胞が抗原刺激を受け、サイトカイン（IL-1β等）産生を亢進させると
きが報告されている(Tannahill et al., 2013; Wang et al., 2011)。オーガナイザー領域
における解糖系亢進も同様に盛んな物質産生（モルフォゲン産生）に重要であ

る可能性が考えられる。また一方で、WNTの安定性、拡散能、受容体との相互
作用の制御には、糖鎖修飾や脂質修飾といった翻訳後修飾が重要であることが

知られていることから (Hacker et al., 2005; Miura and Treisman, 2006)、細胞のエ
ネルギー代謝状態が翻訳後修飾の制御を介してモルフォゲン活性を制御してい

る可能性も考えられる。 
	 また神経管閉鎖期胚の NR ではプログラム細胞死の１つであるアポトーシス
が多量に生じ、それが神経管閉鎖の円滑な進行に寄与することが報告されてい

る (Nonomura et al., 2013; Yamaguchi et al., 2011)。しかしアポトーシスを誘導する
トリガーは未だ不明であり、細胞のエネルギー代謝状態とアポトーシスとの関

連は興味深い (Green et al., 2014)。この時期の NR領域の細胞が生体内において
も高い ΔΨm を示すことを本研究では見出しており（図１）、TCA 回路活性と
ETC 活性との不均衡により生じる酸化ストレスが NR 領域のアポトーシスを誘
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導している可能性が考えられる。抗酸化剤 NAC処理によりアポトーシスが阻害
される様子は観察されてなかった（補遺 5、6）。しかし、正常胚の ROS色素に
よる染色を行ったところ、核の凝集したアポトーシスした細胞および一部の生

細胞においてシグナルが観察されており（補遺 7）、この結果は上の可能性を示
唆する。 
 

3. 器官形成初期胚におけるエネルギー代謝状態変化と脆弱性との関連  
	 ミトコンドリア電子伝達系が機能的に未成熟な神経管閉鎖期の胚では、酸素

濃度の変化に応じたエネルギー代謝状態の亢進が酸化ストレスおよび ΔΨm の
上昇につながる、というモデルを本研究では見出した（図 5）。このモデルは、
胎児を囲む生育環境の撹乱が生じた際のエネルギー代謝状態変化に関してであ

ったが、器官形成初期には卵黄嚢－胎児循環（胎生 8.5–9.5日）および胎盤（胎
生 8.5–10.5 日）の発達に伴い胚への酸素・栄養供給増加が生じると考えられ、
そのような子宮内環境変化が正常発生過程においても内因性の酸化ストレスお

よびエネルギー代謝状態変化を誘導すると予想される。本研究では実際、胚の

ΔΨm（図 6）および ATPレベル（図 7）が正常発生過程においても胎盤接続に
伴い上昇することを示唆する結果を得ている。近年、活性酸素種（ROS: reactive 
oxygen species）がシグナル分子として機能することが様々報告されていること
から (Le Belle et al., 2011; Mantel et al., 2015; Muliyil and Narasimha, 2014; 
Owusu-Ansah and Banerjee, 2009)、胎盤接続に伴い生じる内因性酸化ストレスが
細胞のエネルギー代謝状態以外にも細胞増殖、細胞分化、そして細胞の運動性

を制御することで器官形成初期胚の発生に寄与している可能性も十分考えられ

る。 
	 また、哺乳類器官形成初期の胚は胎盤接続に伴うエネルギー代謝状態の再編

成を有利に進めるために、環境変化に対する自身のエネルギー代謝状態の応答

性を高めていると考えることもできる。この応答性の変化が結果的に環境撹乱

に対する脆弱性につながっている可能性も予想される。そのような脆弱性とエ

ネルギー代謝状態変化との関連解明には、環境変化に対する応答性を規定する

因子、あるいはエネルギー代謝状態変化の制御因子の同定が必須である。その

ためには今回見出した ΔΨmやエネルギー代謝状態の変化を模倣する in vitro実

験系の確立が有用と考えられる。例えば、胚盤葉上層（epiblast）由来の幹細胞
EpiSCs（epiblast stem cells）は血清を含まない化学合成培地中で培養可能であり、
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また神経板様の細胞へと分化誘導することが出来ることから (Brons et al., 2007; 
Iwafuchi-Doi et al., 2012; Tesar et al., 2007)、EpiSCsを用いることで神経管閉鎖期
胚の神経板で観察された ΔΨm の変化を in vitro で模倣できる可能性がある。

EpiSCs を神経板様の細胞へと分化誘導した時の解糖系遺伝子群の発現変化は定
量 PCR で確認済みであるが（補遺 8）、ΔΨm の変化はまだ確認できておらず、
今後確認する予定である。EpiSCs を用いて ΔΨm の変化を再現できた場合は、
shRNAやCRISPR/Cas-9を用いた遺伝子操作を用いることでΔΨm制御に関わる
因子の探索が可能と考えている。 
 

4. エネルギー代謝状態再編成が器官形成初期過程に果たす役割  
	 器官形成初期には解糖系の抑制および TCA 回路活性の亢進が生じることが、
ex vivo 培養系を用いた古典的研究で報告されていた。しかし、先行研究は解析

技術の限界から胚体外に排出される二酸化炭素乳酸の量しか定量出来ておらず、

この時期に生じるエネルギー代謝状態変化の詳細は不明であった。本研究では

メタボローム解析を用いて器官形成初期胚の細胞内代謝産物の変化を網羅的に

解析することで、１）TCA 回路のみならず解糖系の活性もこの時期に亢進する
こと、そして２）そのようなグルコース代謝の亢進に伴い PFK-1/Aldolase の反
応を起点に解糖系流路の再編成が起こり、ペントースリン酸経路（PPP）へのグ
ルコース流入が増えることを見出した。それではこのようなグルコース代謝状

態の再編成は器官形成初期過程にどのような役割を果たしているのだろうか？

先行研究において、PPP 阻害剤に対する感受性が器官形成初期の胚で特に高い
ことが報告されていた (Chamberlain and Nelson, 1963; McCandless and Scott, 
1981; Turbow and Chamberlain, 1968)。器官形成初期は劇的な胚体サイズ・細胞数
の増大が生じるとともに細胞分化が大きく進行する時期にあたる。細胞分化に

伴う OXPHOS亢進は酸化ストレス、およびそれに起因する細胞死につながる可
能性があることから、バイオマス産生に加え胚の抗酸化能を高めることが細胞

分化を進める上で重要となる (L'Honore et al., 2014)。PPPは、脂質合成および細
胞の酸化還元状態の制御に重要な NADPH の産生にのみならず核酸合成にも寄
与していることから (Patra and Hay, 2014)、PPP亢進はバイオマス産生および胚
の抗酸化能の亢進に寄与することで器官形成初期の胚発生を支えると考えられ

る。 
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	 また近年、解糖系に関わる酵素・代謝産物がシグナル分子として機能するこ

とや (Chang et al., 2015; Chang et al., 2013; Ho et al., 2015; Lee et al., 2015; Luo et al., 
2011; Yang et al., 2011)、人工性多能性幹細胞（iPSCs: induced pluripotent stem cells）
の誘導時にエネルギー代謝状態が幹細胞マーカーの発現変化に先立って変化す

ることも報告されており (Folmes et al., 2011)、器官形成初期胚においても細胞の
エネルギー代謝状態が物質産生や酸化還元状態の制御以外にも細胞分化プログ

ラムなどの発生プログラムの制御に関与している可能性もある。例えばがん細

胞を用いた系で、細胞内の乳酸が NDRG3と呼ばれるタンパク質の安定化を介し
て Raf-ERK経路を活性化し、血管形成を促進することが報告されている (Lee et 
al., 2015)。胚の血管形成は器官形成開始に伴い開始することから、本研究で見出
した解糖系の亢進が NDRG3 安定化を介して胚の血管形成を促進している可能
性も十分考えられる。実際、胎生 8.5-10.5日にかけて胚の NDRG3タンパク量が
増加することを本研究では見出しており（補遺 9）、NDRG3 の蓄積が器官形成
初期胚で果たす役割の解明は興味深い。 
 

5. 器官形成初期胚における PFK-1/Aldolase活性の制御  
	 本研究では器官形成初期胚における解糖系流路の制御に PFK-1 および
Aldolaseの活性制御が寄与することを見出した。しかしこれらの解糖系酵素の活
性は、PFK-1 反応以下の解糖系代謝産物量が劇的に減少する胎生 8.5-9.5 日にか
けては大きく変化していない（図 9A）。酵素活性変化と代謝産物量変化のタイ
ミングが一致しないことから、PFK-1 および Aldolase の活性がタンパク質レベ
ル以外の制御を受けていることが示唆され、その一つの可能性としてアロステ

リックな制御がある。Aldolase のアロステリック制御はまだ報告がない一方、
PFK-1に関しては様々なアロステリック制御因子（negative regulator：クエン酸、
ATP、positive regulator：フルクトース-2,6-リン酸）が知られ、特にフルクトース
-2,6-リン酸（F-2,6-BP）は PFK-1 活性の制御に大きく寄与している (Mor et al., 
2011)。F-2,6-BPは 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase (PFKFB)と
呼ばれる酵素により合成および分解の両方を制御されている。哺乳類には

PFKFB1-4が存在し、そのうち PFKFB3はフォスファターゼ活性よりもキナーゼ
活性が強く、F-2,6-BPの合成に主に働く。また、F-2,6-BPは TIGAR（TP53-induced 
glycolysis and apoptosis regulator）と呼ばれる酵素による分解を受けることが知ら
れ、細胞内 F-2,6-BP濃度の制御にはこれらの酵素が主要な役割を果たしている。
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PFKFBおよび TIGARのmRNA発現が胎生 8.5-9.5日にかけて大きく変化すると
いう結果は定量 PCR を用いた解析では得られていないものの（補遺 10）、
PFKFB3 の発現はは転写制御以外にもメチル化による翻訳後制御も受けること
が報告されており (Yamamoto et al., 2014)、器官形成初期胚においても同様の制
御が働いている可能性が考えられる。またアロステリック制御以外の活性制御

機構として、解糖系酵素の細胞内局在の変化が関与している可能性がある。例

えば糖新生に関わるグルコキナーゼは飢餓時に核に隔離されることで不活性化

されることが知られており (Agius, 2008)、解糖系酵素も同様の制御を受けてい
る可能性がある。Aldoaは細胞質のみならず核にも局在することが知られていた
ことから (Mamczur et al., 2013)、胎生 8.5 日胚および胎生 9.5 日胚における
Aldolaseの細胞内局在を調べたところ、胎生 8.5–9.5日にかけて Aldoaの核への
局在が増える傾向が本研究で観察されている（補遺 11）。この結果は示唆的で
あり、解糖系酵素の細胞内局在の制御が器官形成初期における解糖系活性の変

化に重要な役割を果たしている可能性を示唆する。 
 

6. 器官形成初期に生じるエネルギー代謝状態変化の制御因子  
	 哺乳類器官形成初期には、卵黄嚢－胎児循環の発達および胎盤接続に伴い胎

児を囲む子宮内環境が変化すると予想される。エネルギー代謝状態変化と子宮

内環境変化が同時期に生じることから、胚のエネルギー代謝状態変化は単なる

環境変化の結果であるとこれまで考えられてきた (Akazawa et al., 1994; Clough, 
1985; Clough and Whittingham, 1983; New, 1978)。実際、TCA回路が高酸素条件下
で亢進するという本研究の結果は上記の考えを支持する（図 4B）。しかし一方
で、酸素条件によらず胎生 9.5日胚が胎生 8.5日胚よりも高い解糖系活性を維持
するという結果は（図 4A）、器官形成初期胚のエネルギー代謝状態変化に環境
変化という外因性要因以外にも発生プログラムという内因性要因が関与するこ

とを示唆する。環境要因と分化プログラムによるエネルギー代謝状態の制御を

考える際、Aldoaの発現制御は興味深い。Aldoaを含む様々な解糖系酵素群の遺
伝子発現は低酸素応答因子（Hif1α）による転写制御を受けることは有名であり 
(Denko, 2008; Iyer et al., 1998)、胎盤接続に伴う酸素供給増加が Hif1αを介して
Aldoaの発現抑制に寄与している可能性がある。また一方で、発生に伴う Aldoa 
mRNAの発現変化が胚の頭尾軸にそって進行する様子が観察されており（図 10）、
頭尾軸にそって進む細胞分化プログラムが Aldoa の発現制御に寄与している可
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能性も考えられる (Stern et al., 2006)。胎生 8.5-10.5日には幹細胞の多能性制御に
重要な Lin28aの発現も胚の頭尾軸にそって大きく変化することが先行研究で報
告されていたことから (Balzer et al., 2010)、本研究では Lin28aにより制御される
発生プログラムに着目して研究を進めた。解糖系遺伝子群の mRNA発現に関し
て、Lin28aを過剰発現した胎生 10.5日胚と対象群とで顕著な差は観察されてい
ないものの（補遺 12）、Lin28aは RNA結合タンパク質として転写後制御に寄与
することが報告されていることから (Cho et al., 2012)、プロテオーム解析やメタ
ボローム解析を行うことで Lin28aとエネルギー代謝状態変化との関連について
解析を進める予定である。 
	 また器官形成初期に生じるエネルギー代謝状態の変化は組織レベル、あるい

は胚全体のレベルで生じるのであろうか？この点を議論する上でも Lin28aおよ
び Aldoaの発現変化は興味深い。三胚葉形成が完了した胎生 8.5日胚では細胞運
命が specifyされた状態にあるにも関わらず、多能性獲得に必須な Lin28aは全身
で強く発現しており、その後発生の進行に伴い胚の後方へと限局していく 
(Balzer et al., 2010)。また、成体において筋肉特異的に発現する Aldoaの発現に
関しても、胎生 8.5日胚では全身で強く発現しており、その後発現が胚の後方お
よび将来筋肉などの組織に分化する体節に限局するようになる（図 10）。以上
の事実を考慮すると、胚全体を用いたメタボローム解析により見出したエネル

ギー代謝状態変化は、細胞運命が specifyされた状態から determineされた状態へ
と移行する際の全身性の変化を捉えている可能性があると考えられる。今後、

組織ごとのエネルギー代謝状態変化を解析することが可能となれば、上記の可

能性について検討可能と考えている。 
 

7. エネルギー代謝による神経管閉鎖運動の制御機構  
	 通常酸素条件下（21% O2）における実験であるが、本研究では神経管閉鎖の

組織融合過程に解糖系が必須である可能性を見出した（図 14）。解糖系による
神経管閉鎖制御の機構として現在、細胞のアクチン骨格系の制御を想定してい

る。先行研究において、中脳領域の神経板の左右端が接着する際、左右の非神

経外胚葉領域の細胞が細胞突起を伸ばし、それらが互いに結合することで神経

板の左右端が結合していくこと様子（”buttoning-up”）が観察されている (Pyrgaki 
et al., 2010)。解糖系が細胞のアクチン骨格系を制御することは血管内皮細胞の
sporoutingに関する研究で報告されており (De Bock et al., 2013)、非神経外胚葉
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領域の細胞においても解糖系がアクチン骨格系の制御に関与している可能性が

ある。現在この可能性に迫るべく、より高倍のレンズを用いた神経管閉鎖のラ

イブイメージング解析を計画している。 
	 また、リン酸化型ピルビン酸脱水素酵素（pPDH; phosphorylated-PDH E1α 
subunit）の免疫染色を胎生 8.5日胚で行ったところ、神経外胚葉領域よりも非神
経外胚葉領域で強いシグナルが観察された（補遺 13）。ピルビン酸脱水素酵素
は解糖系代謝産物の TCA回路への流入を制御する酵素であり、ピルビン酸のア
セチル CoA への変換を触媒する。その活性は PDKs（pyruvate dehydrogenase 
kinases）によるリン酸化により負に制御されており (Harris et al., 2002)、上の結
果はグルコースの TCA回路への流入が非神経外胚葉領域よりも神経外胚葉領域
で多いことを示唆する。本研究では、未熟なミトコンドリア電子伝達系への過

負荷が酸化ストレスにつながる可能性を見出しており、この結果は神経外胚葉

領域では ROSの産生が起こりやすい状態になっていることを示唆する。重要な
ことに、Rho キナーゼ（ROCK）を介した ROS による細胞骨格系の制御がショ
ウジョウバエ背側融合過程（dorsal closure）の促進に寄与することが先行研究で
報告されている (Muliyil and Narasimha, 2014)。よって、神経外胚葉領域におい
ても ROSが細胞骨格系の制御を通じて神経管閉鎖の促進に寄与している可能性
が考えられる。 
 

8. 器官形成初期における Lin28aの発現制御機構  
	 本研究では器官形成初期に生じるエネルギー代謝状態変化の制御因子候補と

して Lin28a に着目して研究を進めた。Lin28 の発現制御の機構として、let-7 
microRNAs（miRNAs）による負の制御が良く知られているものの (Tsialikas and 
Romer-Seibert, 2015)、tetO-Lin28aトランスジェニックマウスを用いた Lin28aの
過剰発現実験において、成熟型 let-7 miRNAsの量がきれいに抑制されているに
もかかわらず、内因性の Lin28aの発現が発生ステージの進行に従って低下する
様子が観察されている（図 16C）。この結果は、器官形成初期胚における Lin28a
の発現が let-7 miRNAs以外の分子による制御を受けていることを示唆しており、
その候補分子として c-Mycを現在想定している。ヒト ES細胞由来の神経幹細胞
を用いた神経分化誘導系において、Mycが Lin28aの発現を正に制御しうること
が報告されている (Xie et al., 2014)。本学修士課程に行った DNAマイクロアレ

32



 

イ解析において、胎生 8.5-10.5日にかけて cMycの発現が低下する様子が観察さ
れており、この結果は上記の可能性を示唆する。 
 

9. 発生と代謝との関係解明に向けての今後の課題および展望  
	 細胞の代謝状態はハウスキキーピング的役割を担うという認識が強く、生命

現象の制御を考える際に長らく見過ごされてきたものの、近年のがん細胞およ

び幹細胞を用いた代謝研究が契機となり、細胞の代謝状態による生命現象の制

御が注目されるようになった (McKnight, 2010)。しかしこれまでのところ、その
ような代謝研究は培養細胞を用いた in vitro実験系のものがほとんどであり、本

研究のように in vivoにおける細胞のエネルギー代謝状態変化に着目した研究は
ほとんどない。そのため細胞の代謝状態が in vivoにおいてどのように生命現象
と協調して変化するかはほとんど不明であり、今後 in vivoにおける代謝と生命

現象との関係解明が求められる (Agathocleous and Harris, 2013)。ただし、この点
に迫るためには細胞の代謝状態を時空間解像度をもって解析する技術が不可欠

である。近年、遺伝学的な代謝プローブの開発に加え (Merrins et al., 2013; Nakano 
et al., 2011; San Martin et al., 2014; San Martin et al., 2013)、質量顕微鏡の技術が飛
躍的に進歩していることから (Bailey et al., 2015; Hamilton et al., 2015; Steinhauser 
et al., 2012)、これらの技術を用いることで上記の課題に取り組むことが可能と考
えられる。また代謝と生命現象との関係解明にはこのような解析技術の開発に

加え、細胞の代謝状態を組織・時期特異的に操作することも求められる。生体

内において細胞の代謝状態を時空間特異的に操作することは未だ技術的に困難

であることから、生体内の現象を模倣する in vitro 培養系の確立が必須である。
近年、マウス胚発生過程の体節形成を無血清の化学合成培地中で再現すること

の出来る系が開発されており (Lauschke et al., 2013)、そのような生体内の発生現
象を模倣する in vitro培養系の開発が進めば、今後の発生と代謝の研究は飛躍的
に前進すると期待される。 
	 また本研究では、発生期における胎児のエネルギー代謝状態変化のみに着目

して研究を進めてきたが、胎児とそれ以外の組織との間での代謝相互作用も今

後の研究テーマとして興味深い。例えば、胎盤発達以前の時期において胚への

物質供給を担う卵黄膜が、器官形成初期においては胚よりも TCA回路依存的な
エネルギー代謝状態をとることが本研究で示唆されているが（補遺 14）、卵黄
膜のエネルギー代謝状態が胎児の代謝要求に応じて変化することが正常発生に
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寄与している可能性がある。また妊娠期には、母体組織の生理状態（組織サイ

ズやエネルギー代謝状態）が劇的に変化することも報告されており (Bustamante 
et al., 2010; Gielchinsky et al., 2010; King, 2006)、母体組織－胎児間の代謝相互作用
も正常発生に重要な役割を果たしていると考えられている。今後、細胞の代謝

状態を一つの組織に限定するのではなく、生命体全体の中で捉えるような研究

も行っていきたいと考えている。 
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Gene symbol Primer type Sequence (5' to 3')
forward TGGGAAGAAGGAGAACCTGA
reverse GACAAGCGAGGCTGTTGG
forward CTATGCCAGCATCTGTCAGC
reverse TCATGGTCTCCGTCAGGAA
forward CGTAGGCATCAAGGTTGACA
reverse GAGCACAGCGTTCCAAGAG
forward GTGGACGGGACGCTCTAC
reverse TTCACTGTTTGGTGCATGATT
forward TTCACCTTCTCCTTCCCTTG
reverse CCCTTTGTCCACTTGAGGAG
forward CAGGGAGCAGCAGACATTG
reverse TCTCCTTTAGGATTCGGAGGA
forward TGGCAGCCTCTTCCTTAAAA
reverse CAGCTTGGAGTTCGCAGTTA
forward ACAAGTGGGTATGGCATGTG
reverse ACATCCACCAGGGCAAGTT
forward GAACACTGGAAAAATGTTCACAA
reverse GCCCTTCATGTTAAGGACCTC
forward ACATGCAGAAGCGAAGATCC
reverse CCTTGGCATGATGGTCTAGC
forward GAGTCCAGGATGATTCCAAGA
reverse TGCTCTGACAGTAATGGCACTT
forward AGCCTTTGGATGAGGAATTG
reverse GTGTGCCCACATCGAAGAT
forward TTGGATAAAGGCGCAGGTT
reverse TGGCTTGTCACGATGTGTG
forward AACAGCTTTGAGGAGCGTGT
reverse CCGGGAGCTCTTCATGTTT
forward GTACCCGAAGGGTGAGTCC
reverse TCTCCAGTTCCATGATGACG
forward GGGTCATGTACAGCGAGGA
reverse GGCCTCCATACCCATCTTG
forward AGATCGTAGACGCCATCACC
reverse GGCCCATCACTTCTAACACAA
forward CAAGAGAGATCTCCTGTTTCAACC
reverse CTTGGGGATCCTGTGCTC
forward ACTACCCTCTGGAGGCTGTTC
reverse AAGCTCTTCAAACAGCAGACG
forward ACTACCCTCTGGAGGCTGTTC
reverse GTGGGGTCGCTGGTAATG
forward GAACATCATGGATCAGAACAACA
reverse ATAGGGATTCCGGGAGTCAT
forward TGTAAAGACATGGCGGTGAA
reverse TCCGCGACTCCGTACATC

��. ��PCR���������	


Pfkl

Pfkm

Pfkp

TBP

TIGAR

PKM1

PKM2

Lin28b

PFKFB1

PFKFB2

PFKFB3

PFKFB4

Hk3

Ldha

Ldhb

Ldhc

Lin28a

Aldoa

Aldob

Aldoc

Hk1

Hk2
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