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Abstract 

Epiblast is a pluripotent cell population that generates all somatic and germ cells and is produced in 

the late blastocyst stage of preimplantation embryos. Epiblast is formed through two steps of cell 

differentiation. The blastomeres first differentiate into trophectoderm and inner cell mass (ICM), 

forming an early blastocyst. Then, ICM cells differentiate into epiblast and primitive endoderm by the 

late blastocyst stage. Hippo signaling and its downstream coactivator protein YAP play pivotal roles 

in both differentiation processes. In the first differentiation, cytoplasmic localization of YAP promotes 

ICM fate, while in the second differentiation, nuclear localization of YAP supports epiblast formation. 

The mechanisms which alter YAP localization in the ICM during the formation of the epiblast remain 

unknown. Here, we revealed the involvement of two mechanisms. Blastocoel expansion correlates 

with the increase of nuclear YAP signals, and manipulation of blastocoel size altered nuclear YAP 

levels. Expansion of blastocoel reduced YAP phosphorylation through the increase of cytoplasmic F-

actin. In parallel with this mechanism, YAP is also regulated by cell differentiation. Expression of a 

junctional Hippo component, AMOT, is gradually reduced during epiblast formation via a trankylase-

mediated mechanism. SOX2 expression in the early ICM is required for downregulation of AMOT 

and YAP phosphorylation. Upregulation of AMOT levels increased YAP phosphorylation and 

reduced nuclear YAP. Taken together, the two mechanisms of blastocoel–F-actin and SOX2–AMOT 

axes cooperatively suppress the phosphorylation of YAP to promote YAP nuclear localization during 

epiblast formation. The cooperation of the two different mechanisms likely contributes to the 

robustness of epiblast cell differentiation. 
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要旨 

エピブラストは、すべての体細胞と生殖細胞に分化する多能性細胞の集団であり、着床直前

の後期胚盤胞で観察される。エピブラストは二段階の細胞分化を経て形成される。胚はまず、

栄養外胚葉と内部細胞塊に分化し、初期胚盤胞を形成する。その後、内部細胞塊の細胞が後

期胚盤胞までにエピブラストと原始内胚葉に分化する。Hippoシグナル伝達経路とその下流

にある転写共役因子の YAPは、それぞれの分化過程で重要な役割を果たす。一段階目の細

胞分化では YAPの細胞質局在が内部細胞塊の運命を促進し、二段階目の細胞分化では YAP

の核局在がエピブラストの形成に寄与する。エピブラスト形成過程において、内部細胞塊に

おける YAP の局在が変化するメカニズムは不明である。本研究では、2 つのメカニズムが

関与していることを明らかにした。胞胚腔の拡大は核 YAPシグナルの増加と相関しており、

胞胚腔のサイズを操作すると核 YAPレベルが変化した。胞胚腔の拡大は細胞質の F-アクチ

ンの増加を介して YAPリン酸化を減少させた。このメカニズムと並行して、YAPは細胞の

分化によっても制御される。細胞接着部位に存在し、Hippoシグナル伝達経路の構成要素で

ある AMOTの発現は、タンキラーゼを介してエピブラスト形成過程で徐々に減少する。内

部細胞塊における SOX2の発現は、AMOTの発現抑制と YAPのリン酸化の減少に必要であ

る。AMOT の発現を上昇させると YAP リン酸化は増加し、核 YAP シグナルが減少した。

以上のことから、胞胚腔-細胞質 F-アクチンと SOX2-AMOTの 2つのメカニズムが協調して

YAPのリン酸化を抑制し、エピブラスト形成過程に YAPの核局在を促進する。この 2つの

異なるメカニズムの協調が、頑強なエピブラストへの細胞分化に寄与している可能性が高

いと考えられる。 
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第 1 章 序論 

細胞分化は、個々の細胞が特定の機能を獲得する過程であり、生物の発生において極めて重

要な現象である。その制御機構の解明は、生物学における主要な課題の一つである。これま

での研究により、細胞分化の制御に関わる転写制御因子やシグナル伝達経路が同定されて

きた。しかし、これらの因子や経路が発生の複数の場面で繰り返し使用されるにもかかわら

ず、その詳細な制御メカニズムは未だ完全には解明されていない。例えば、Hippoシグナル

伝達経路は、哺乳類の発生過程において胚盤胞形成(Nishioka et al. 2009)、エピブラストへの

分化(Hashimoto and Sasaki. 2019)、肺の分枝形成(Lin et al. 2017)、尿細管形成(Reginensi et al. 

2013)、上皮細胞の分化(Totaro et al. 2017)などに関与しており、各プロセスにおいて異なる

役割を果たしている。それぞれの発生過程特異的な制御メカニズムについては、まだ充分に

解明されていない。 

 

細胞分化においては、分化を制御するシグナルが、正しいタイミングで、正しい強さで働く

ことが重要と考えられるが、各細胞分化において、シグナルの作用するタイミングや強さが

どのように制御されているのかについては未だ不明な点が多い。そこで、本研究では、着床

前胚のエピブラスト形成過程において、それまで細胞質にあった Hippo シグナル伝達経路

の因子である YAPが次第に核移行することが多能性因子の強い発現に必須であるという点

に注目した。この YAPの核移行の仕組みを明らかにすることで、発生における細胞分化の

シグナル伝達経路の制御機構の一端を解明できると考えた。 
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1.1: エピブラスト 

エピブラストは、着床直前の後期胚盤胞に存在する多能性の組織である。後期胚盤胞は嚢胞

状の形態を示し、エピブラスト(epiblast: Epi)、原始内胚葉(primitive endoderm: PrE)、栄養外

胚葉(trophectoderm: TE)の 3 種類の細胞から構成されており、胞胚腔(blastocoel)と呼ばれる

内腔を持つ。エピブラストは多能性を有し、のちにすべての体細胞および生殖細胞へと分化

する。一方、栄養外胚葉は胎盤に、原始内胚葉は卵黄嚢という胚体外組織を形成する。 

 

エピブラストは二段階の細胞分化を経て形成される(Cockburn and Rossant, 2010; Rossant and 

Tam, 2009)。一段階目の分化は桑実胚から初期胚盤胞への分化段階であり、全能性を持つ割

球のうち内側にある細胞が内部細胞塊(inner cell mass: ICM)へ、外側にある細胞が栄養外胚

葉へと分化する。二段階目の分化では、初期胚盤胞から後期胚盤胞への分化段階で内部細胞

塊が原始内胚葉とエピブラストへと分化する(図 1)(Reviews; Rossant and Tam, 2009 Marikawa 

and Alarcon, 2009; Sasaki, 2010; Chazaud and Yamanaka, 2016; Sutherland, 2016; Mihajlović and 

Bruce, 2017)。それぞれの細胞分化では Hippo シグナル伝達経路が関与する(Hashimoto and 

Sasaki, 2019; Nishioka et al. 2009)。 
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図１：マウス着床前胚発生のエピブラスト形成過程概要 

(A) 卵管内で精子と卵子が受精してから子宮に着床する直前までの発生期間をマウス着床前胚発生と呼ぶ。胚の発生は

受精後の経過時間によって表記され、このときの受精卵を胎生(Embryonic day: E) 0日とする(Wang and Dey, 2006)。

受精卵は分裂を繰り返し、2細胞期胚(胎生 1.5日)、4細胞期胚(胎生 2.0日)、8細胞期胚(胎生 2.5日)の段階を経る。

コンパクションを起こした 8細胞期胚は、さらに細胞分裂して桑実胚となる。桑実胚の内側の細胞は内部細胞塊に、

外側の細胞は栄養外胚葉に分化する。このような着床前胚における最初の細胞分化を、一段階目の細胞分化と呼ぶ。

栄養外胚葉と内部細胞塊への分化後、栄養外胚葉の細胞は胚の外側の環境から胚の内側に水を流入させ(Barcroft et 

al. 2003)、胞胚腔と呼ばれる内腔を形成する。このような胞胚腔を有した胚が胚盤胞であり、32細胞期(胎生 3.5日)

から 128 細胞期(胎生 4.5 日)がこの段階に該当する。胚盤胞期において、内部細胞塊はエピブラストと原始内胚葉

に分化する。これを二段階目の細胞分化と呼ぶ。これらの細胞分化の状態に応じて、胎生 3.5 日から胎生 4.5 日ま

での胚盤胞は初期、中期、後期に分けられる。初期胚盤胞(胎生 3.5日)は 32〜64細胞数であり、内部細胞塊と栄養

外胚葉から構成される。中期胚盤胞(胎生 4.0日)は二段階目の細胞分化の過程であり、64〜127細胞数を持つ。後期

胚盤胞(胎生 4.5 日)は二段階目の細胞分化が完了した段階で、エピブラスト、原始内胚葉、栄養外胚葉から成り、

128細胞以上を有す。 
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1.2: Hippo シグナル伝達経路 

Hippoシグナル伝達経路は、ショウジョウバエの成長を制御する遺伝子の分離を目的とした

モザイク解析による遺伝子スクリーニング(Justice et al. 1995; Xu et al. 1995)によって、2003

年に発見された(Harvey et al. 2003; Pantalacci et al. 2003; Udan et al. 2003; Wu et al. 2003; Jia et 

al, 2003)。Hippoシグナル伝達経路の中心には、タンパク質キナーゼの HippoとWartsがあ

る。Hippoシグナル伝達経路が活性化されると、Hippoは下流のターゲットであるWartsを

リン酸化し、Wartsはさらに転写共役因子の Yorkieをリン酸化する。リン酸化された Yorkie

は核内への移行が阻害され、細胞質に留まり、下流の遺伝子発現は誘導されない。Hippoシ

グナル伝達経路が不活性化されると、Yorkieは核内に移行し、転写因子 Scallopedと結合し、

下流の遺伝子発現を誘導する(図２A)。 

 

2007 年にはショウジョウバエで特定された Hippo シグナル伝達経路のメカニズムが、哺乳

類にも保存されていることが発見された(Dong et al. 2007; Zhao et al. 2007)(図２B)。哺乳類で

は、HippoはMST1/2(以降、MSTと記載する)、Wartsは LATS1/2(以降、LATSと記載する)、

Yorkieは YAP1(Yes associated protein1)/WWTR1(TAZ)(以降、YAPと記載する)に対応する。

ショウジョウバエと同様に Hippoシグナル伝達経路が活性化されると、MSTは LATSをリ

ン酸化し、LATSは転写共役因子 YAPをリン酸化し、これらを細胞質に留める。Hippoシグ

ナル伝達経路が不活性化されると、YAPは核内に移行し、転写因子 TEAドメイン 1/2/3/4(以

降、TEADと記載する)を活性化し(Zhao et al. 2008; Zhao et al. 2007; Ota and Sasaki, 2008)、下

流の遺伝子発現を開始する。このような LATS を介したシグナル伝達経路はカノニカルな

Hippoシグナル伝達経路として知られている。Hippoシグナル伝達経路は、細胞間接着、細

胞基質接着、細胞極性、GPCRシグナル、細胞骨格を調節する機械的力など、分子シグナル

や機械物理的状態などのさまざまな上流シグナルによって調節される(Reviews; Ma et al. 

2019; Zheng and Pan, 2019)。機械的なシグナルによる Hippoシグナル伝達経路はノンカノニ

カルな Hippoシグナル伝達経路とも呼ばれる(Driscoll et al. 2015; Dupont et al. 2011; Elosegui-

Artola et al. 2017) (後述;1.6: Mechanotransducerとしての YAP)。 
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図２： Hippoシグナル伝達経路模式図 

(A) ショウジョウバエの Hippo シグナル伝達経路の模式図。Hippo と Warts はどちらもキナーゼ。Hippo を起点とし、

Wartsを活性化し Yorkieをリン酸化する。リン酸化された Yorkie は細胞質に留まる。Hippoシグナル伝達経路が不

活性化すると Yorkieは核内に移動し、転写因子 Scallopedと結合し、遺伝子発現を介して細胞応答をおこなう。 

(B) 哺乳類の Hippoシグナル伝達経路の模式図。MSTと LATSはどちらもキナーゼ。MSTを起点とし、LATSを活性化

し YAPをリン酸化する。リン酸化された YAPは細胞質に留まる。 Hippoシグナル伝達経路が不活性化すると YAP

は核内に移動し、転写因子 TEADと結合し、遺伝子発現を介して細胞応答をおこなう。 
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1.3: 一段階目の細胞分化と Hippo シグナル伝達経路 

一段階目の細胞分化を制御するメカニズムは、2つの異なるモデルが提唱されている：Inside-

outside モデル、細胞極性モデル(Reviews; Chazaud and Yamanaka, 2016; Yildirim et al. 2021 

Lorthongpanich and Issaragrisil, 2015)。それぞれのモデルで Hippoシグナル伝達経路の関与が

指摘されている。 

 

1.3.1: Inside-outsideモデル 

一段階目の細胞分化では、外側の細胞が栄養外胚葉に分化し、内側の細胞は内部細胞塊に分

化する(Tarkowski and Wroblewska, 1967)。当研究室では、位置依存的な栄養外胚葉と内部細

胞塊への分化において、桑実胚の外側の細胞で Hippoシグナル伝達経路を不活性化し、内側

の細胞で活性化する必要があることを見出した(Nishioka et al. 2009)。Hippoシグナル伝達経

路内のキナーゼである LATS は、YAP の局在を決定する上で重要な役割を果たす。内側の

細胞では LATSが活性化され、YAPがリン酸化されて細胞質に留まり、転写因子 TEADが

活性化されることなく、これらの細胞が内部細胞塊として特徴付けられる。逆に、外側の細

胞では LATS が不活性化され、YAP が核に移行し、TEAD と結合して下流遺伝子を活性化

することで、栄養外胚葉への分化が特徴付けられる。TEAD4 の活性化は栄養外胚葉特異的

な転写因子である CDX2 の発現を誘導し、細胞を栄養外胚葉に分化させる(Nishioka et al. 

2009)。さらに、LATSを欠損すると細胞運命は栄養外胚葉への分化に偏る(Nishioka et al. 2009; 

Lorthongpanich et al. 2013)。 

 

1.3.2: 細胞極性モデル 

細胞極性モデルの概念は 1981 年に Johnson と Ziomek により提唱され(Johnson and Ziomek, 

1981a, b)、その後数十年にわたる研究によって精緻化されてきた(reviews: Yamanaka et al. 

2006; Sasaki, 2017)。当研究室では、Hippoシグナル伝達経路が一段階目の細胞分化で重要な

役割を果たすことを明らかにした(Hirate et al. 2013)。桑実胚の外側の細胞は極性化し、内側

の細胞は極性化しないことが、栄養外胚葉、内部細胞塊への分化に必要である。外側の細胞

は他の細胞と接着しない頂端面を持ち(図 3Aの外側の細胞の赤い領域で示されている)、こ

れにより細胞が極性化され Hippo シグナル伝達経路が不活性化され YAP は核に局在する。

対照的に、内側の細胞はすべての面で細胞と接着しているために極性化されず、Hippoシグ

ナル伝達経路が活性化され YAPが細胞質に局在する。 

 

このときの接着と極性化による Hippo シグナル伝達経路の活性制御のメカニズムとして、

当研究室では Angiomotin(以降、AMOT と記載する)の関与を発見した(Hirate et al. 2013)。

AMOTは Hippoシグナル伝達経路のメンバーであり(Zhao et al. 2011)、その局在が細胞の極

性化状態に応じて変化することで、Hippoシグナル伝達経路の活性を制御している。内側の
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非極性化細胞では、AMOTは全ての細胞間接着部位(アドへレンスジャンクション)に局在す

る。ここで AMOT は、E-カドヘリンや Nf2 などの接着分子複合体と相互作用し、LATS キ

ナーゼによってリン酸化される。この AMOT のリン酸化は、Hippo シグナル伝達経路を活

性化し、YAPをリン酸化して細胞質へと局在させる。 

 

一方、外側の極性化細胞では、Par-aPKCシステムにより AMOTは基底側のアドへレンスジ

ャンクションから排除され、頂端部に局在する。頂端部に局在した AMOTはリン酸化され

ず、代わりに F-アクチンと結合する。これにより、アドへレンスジャンクションにおける

Hippo シグナル伝達経路の活性化が抑制され、外側の細胞では YAP が核へと局在し、転写

因子 TEADと結合し、下流の CDX2の発現を誘導して栄養外胚葉へと分化する(Hirate et al. 

2013)。AMOTおよび AMOTL2(AMOT-like-2)を欠損した胚では、Hippoシグナル伝達経路が

活性化されず、すべての細胞が栄養外胚葉へと分化する(Leung and Zernicka-Goetz, 2013)。 
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図３：一段階目の細胞分化と Hippoシグナル伝達経路の模式図  

(A) 桑実胚において内側の細胞では細胞接着因子に AMOTが結合し、LATSを活性化すると Hippoシグナル伝達経路が

活性化し、YAPはリン酸化されて細胞質に留まり、核内の TEADは不活性化して内部細胞塊に分化する。外側の細

胞では細胞が極性化され AMOT は接着因子と結合せず、LATS は不活性化しているため、YAP は細胞質から核に

移行し、核内の転写因子 TEADを活性化し、下流の CDX2を発現し、栄養外胚葉に分化する。 
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1.4: 二段階目の細胞分化と Hippo シグナル伝達経路 

二段階目の分化では、初期胚盤胞から後期胚盤胞への分化段階で内部細胞塊が原始内胚葉

とエピブラストへと分化する。Hippoシグナル伝達経路がこれらの分化において果たす役割

は、近年の研究によってより明確になってきた。 

 

当研究室では胚盤胞期における Hippo シグナル伝達経路について、以下のことを明らかに

した。初期胚盤胞の内部細胞塊では Hippoシグナル伝達経路が活性化されるが、後期胚盤胞

のエピブラストでは Hippo シグナル伝達経路が徐々に不活性化される。YAP は初期胚盤胞

の内部細胞塊では細胞質に存在するが、後期胚盤胞のエピブラストでは核に強く局在する。

さらに、初期胚盤胞の内部細胞塊で発現する多能性因子、SRY ボックス 2 転写因子

(SOX2)(Guo et al. 2010; Wicklow et al. 2014)は、発生が進むにつれて発現が上昇する。SOX2

の発現レベルは、核内 YAP シグナルと TEAD 活性のレベルと相関している。したがって、

初期胚盤胞で活性化されていた Hippo シグナル伝達経路は、二段階目の細胞分化が進行す

るにつれて内部細胞塊で不活性化され、細胞質に存在していた YAPも後期胚盤胞で核に移

行する(Hashimoto and Sasaki, 2019)。 

 

一段階目の細胞分化では、外側の細胞で Hippo シグナル伝達経路が不活性化し、YAP が核

に移動することが栄養外胚葉の分化に必要である。一方、内側の細胞では AMOTを介して

Hippo シグナル伝達経路が活性化し、YAP がリン酸化され細胞質に留まることが内部細胞

塊の分化に必要である。しかし、二段階目の細胞分化では、内部細胞塊からエピブラストへ

と分化する過程で YAP の局在が細胞質から核へと変化する。エピブラスト形成過程での

YAP の核移行は、多能性因子 SOX2 の発現上昇と強い相関関係にあり、エピブラストが多

能性を獲得するために必要であると考えられている(Hashimoto and Sasaki, 2019)。これらの

知見から、エピブラスト形成過程での YAPの核移行はその後の発生に重要であることが示

唆されるが、このときに YAP局在を変化させる仕組みは不明である。 
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1.5:  Mechanotransducer としての YAP 

YAPの細胞内局在を制御するメカニズムとして、機械的な刺激による制御が知られている。

機械的な刺激を感知すると YAPは核へと移行し、TEADを活性化させる。このように細胞

が外部からの機械的な刺激を感知し、それを生化学的なシグナルに変換する過程を示す概

念をMechanotransductionといい(Reviews: Vogel and Sheetz, 2006; Jaalouk and Lammerding, 2009, 

Wozniak and Chen, 2009; Hahn and Schwartz, 2009)、機械的な刺激に反応する YAP は

Mechanotransducerとしての性質を持つことが知られている(Low et al. 2014)。 

 

40 年前に培養細胞が基質(ECM)へと接着する際の細胞形態の変化が、細胞のふるまいに影

響することが発見された(Folkman and Moscona, 1978; Spiegelman and Ginty, 1983)。その後、

現在に至るまで、力学的な力がどのように Mechanotransduction によって変換され、そして

Mechanotransductionがどのように細胞機能に影響を与えるのかが明らかにされてきた。 

 

2011年に佐々木研の和田と Dupontはそれぞれ、Hippoシグナル伝達経路の転写共役因子で

ある YAP/TAZは細胞の形態により細胞内局在が変化することを発見した(Wada et al. 2011; 

Dupont et al. 2011)。細胞は硬い ECM上で培養すると伸長した形態になり、柔らかい ECM上

で培養すると球状の形態になる。YAP/TAZは伸長した形態の細胞では核に局在し転写活性

能を示すが、球状の形態の細胞では核から排除され、機能的に抑制される。このとき

YAP/TAZは細胞の形態に依存して核局在が変化しているとされ、細胞が伸長すると形態が

扁平になるために核へと移行する。 

 

加えて、核形態の扁平化が YAPの核局在を促進することが知られている(Elosegui-Artola et 

al. 2017)。細胞を硬い ECM上で培養すると、細胞と核との間に新たに F-アクチンが形成さ

れ、細胞接着を介した力が核に伝わるようになる。力の伝達は核形態の扁平化を引き起こ

し、それを受けて核膜の表面にある核膜孔が伸展する。核膜孔の形態変化は、分子輸送に

対する機械的な抵抗を減少させるため、YAPの核移行が促進される。 

 

1.7: 本研究の目的と概略 

着床前胚の胚盤胞期で内部細胞塊がエピブラストへ分化する過程で、Hippoシグナル伝達経

路が不活性化され、YAP が細胞質から核に移動するメカニズムは明らかでない。本研究で

は、多能性を持つエピブラスト細胞を形成する過程での YAPの核移行を制御するメカニズ

ムを解明する。 

 

本研究では YAPの核移行に 2つのメカニズムが関与していることを見出した。胞胚腔の拡

大による機械的なシグナルは YAPの核移行を促進する。これは細胞質 F-アクチンの増加と
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YAPリン酸化の減少によって媒介される。また YAPの局在は細胞の分化によっても制御さ

れる。内部細胞塊における多能性因子 SOX2の発現は、タンキラーゼを介する機構を介して

AMOT の発現を徐々に抑制する。胞胚腔－F-アクチンと SOX2－AMOT の 2 つの機構は、

協調して YAP のリン酸化を抑制し、エピブラスト形成時に YAP の核への局在化を促進す

る。この 2つの異なるメカニズムの協調が、エピブラスト細胞への分化の頑健性に寄与して

いる可能性が高い。 
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第２章 材料と方法 

2.1: マウス 

B6D2F1/Slc(以下、BDF1)マウスは、日本 SLC(日本、浜松)から購入したもの、または佐々木

研究室で繁殖させたものを使用した。マウスは大阪大学大学院生命機能研究科附属動物実

験施設の環境制御された部屋で飼育された。マウスおよび組換え DNAを用いた実験はすべ

て、大阪大学大学院生命機能研究科動物実験委員会および大阪大学遺伝子組換え実験安全

委員会の承認を得て行った。 

 

2.2: 胚の採取と培養 

着床前胚の採取は、標準プロトコールに若干の修正を加えて行った(Behringer et al.2014)。

B6D2F1/Slc 雌マウスに 10 IU のヒト絨毛性ゴナドトロピン(PMSG; ASKA Animal Health; 

Gonatropin)およびセロトロピン(hCG; ASKA Animal Health; Serotropin)を 46〜48時間間隔で

腹腔内注射して過排卵させ、B6D2F1/Slc雄マウスと交配して野生型胚を得た。1細胞期の受

精卵は胎生 0.5日目(E0.5)に卵管膨大部から M2培地(Sigma-Aldrich; M7167)中にて回収し、

ヒアルロニダーゼ(Sigma-Aldrich; H4272)で処理して卵丘細胞を除去した。2細胞期胚は E1.5

に卵管からM2培地フラッシュで集めた。すべての胚は、Nunclon Delta Surface付き 72 well 

plate Nunc MiniTrays(Nunc 136528)の各 wellに 10 µLの KSOM (ARK-Resource; I0BAIK200)を
滴下し、5 µLのミネラルオイルで覆い、37℃、5% CO2インキュベーターで培養した。 

 

2.3: sgRNA の設計と合成 

Sox2の sgRNAは手動、Lmnaの sgRNAは CHOPCHOP(Labun et al. 2019)を用いて設計した。

各標的配列は、70 nucleotidesの forward primerの 21〜40 nucleotideとした(下記に詳細を記

載)。70 nucleotideの forward primer(Eurofins Genomics)は、T7プロモーター、sgRNA特異的

配列および共通配列から構成され、26 nucleotideの Common gRNA Reverse primerを使用し

た。これらを用いて、pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9(Addgene, 42230)(Cong et al. 2013

から PCR 産物を増幅し、KOD Fx neo DNA ポリメラーゼ(東洋紡、大阪、日本)を用いて PCR

反応を行った。サーマルサイクラーのプログラムは、96℃で 1分の後、96℃で 10 秒、63℃

で 10 秒、68℃で 30 秒を 40サイクル、その後 68℃で 1分間、最後は 4℃に設定した。PCR

産物はエタノール沈殿で精製し、70%エタノールで洗浄した。sgRNAはMEGAshortscript T7 

Transcription Kit(Thermo Fisher Scientific)を用いて、製造元のプロトコールに従って、精製し

た PCR 産物を鋳型として用いて合成した。 

 



18 
 
 

DsRed gRNA Forward-1  

TTAATACGACTCACTATAGGGGCCACGA GTTCGAGATCGAGTTTTAGAGCTAGAAA 

Lmna gRNA Forward-1 

TTAATACGACTCACTATAGGCGAGCTCCATGACCTGCGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCA

AGTTAAAAT 

Lmna gRNA Forward-2 

TTAATACGACTCACTATAGGGGGACTTGTTGGCTGCGCGTTTTAGAGCTAGAAATAGCA

AGTTAAAAT 

Sox2 gRNA Fowerd-1 

TTAATACGACTCACTATAGGGCCCGCAGCAAGCTTCGGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCA

AGTTAAAAT 

Sox2 gRNA Fowerd-2 

TTAATACGACTCACTATAGGGCCTCAACGCTCACGGCGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCA

AGTTAAAAT 

Sox2 gRNA Fowerd-3 

TTAATACGACTCACTATAGGGCTCTGTGGTCAAGTCCGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCA

AGTTAAAAT 

Common gRNA Reverse  

AAAAGCACCGACTCGGTGCCACTTTT 

 

2.4: エレクトロポレーション法によるマウス受精卵への遺伝子導入 

1 細胞期の発生段階で遺伝子をノックアウトするために、以前の研究で開発された

CRISPR/Cas9 システム法を用いて、受精卵のエレクトロポレーション法による遺伝子導入

を行った(Hashimoto et al. 2016)。Opti-MEM(サーモフィッシャーサイエンティフィック；

31985062)中に 100 ng/µLの Alt-R S.p. Cas9 Nuclease V3(Integrated DNA Technologies, 1081058)

と 100 ng/µLの sgRNAを調製した。この溶液 10 µLを満たした LF501PT1-10 電極(BEX, 東

京, 日本)の 1 mmの隙間に受精卵を整列させた。電気条件は、CUY21 EDIT IIエレクトロポ

レーター(BEX、東京、日本)を用いて、15 Vで 3 msのパルス５回を１セットとして 2セッ

ト行い、セット間で極性を反転させた。 

 

2.5: 胞胚腔へのフロリナートインジェクション 

フロリナートは細胞毒性のない疎水性物質であり、水より比重が高いため通常の油よりも

胞胚腔への注入に使いやすい。中期胚盤胞(前期)まで発生した胚をM2培地に移し、手動式

マイクロインジェクション(OM デジタルソリューションズ株式会社)を用いて胚を固定し、

マイクロフォージ(NARISHIGE)を用いて先端 5 mm を曲げたインジェクションキャピラリ
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ーで胞胚腔内にフロリナート FC-40(Sigma, F9755-100ML)を注入した。栄養外胚葉や透明帯

が破壊しない程度までフロリナートを注入し、内部細胞塊に圧力がかかったことを確認し

たのち、インジェクションキャピラリーを抜いた。インジェクションを行った胚は KSOM

培地にて 15分間培養し、その後 4%パラホルムアルデヒド/リン酸緩衝液(phosphate-buffered 

saline: PBS)に入れ、室温にて 15分間インキュベートし、固定処理を行った。フロリナート

が入った状態で免疫蛍光染色を行うと、蛍光が二重のシグナルに見えてしまうために、固定

処理後の胚から以下の手順で胞胚腔からフロリナートを完全に除去した。胚を再度マイク

ロインジェクションシステムにセッティングし、内部細胞塊がない側の栄養外胚葉と透明

帯の一部をピエゾにより小さな穴を開け、その穴とは別の栄養外胚葉の位置にインジェク

ションキャピラリーを突き刺した。そのままゆっくりとフロリナートを注入すると、固定後

に開けた穴からフロリナートの一部が抜けだすので、そのフロリナートが胚の 1/4程度まで

大きくなったらインジェクションキャピラリーを栄養外胚葉から抜き、外に抜けたフロリ

ナートに差し替えた。この状態でもう一度フロリナートをゆっくりと注入すると、胚の外側

のフロリナートが次第に大きくなるが、胚の内側のフロリナートは縮小する。最終的にはす

べてのフロリナートを胚の内側から完全に抜くことができる。この方法で胞胚腔からフロ

リナートを除去した。 

 

2.6: 胞胚腔の縮小 

中期胚盤胞(後期)まで発生した胚をM2培地に移し、手動式マイクロインジェクションシス

テムを用いて固定した。マイクロインジェクションで用いるインジェクションキャピラリ

ーは、マイクロフォージを用いてキャピラリーの先を約 5 µmになるように調節した。直径

がこれより大きいと栄養外胚葉が破れやすくなり、これより小さいと抜いている間に細胞

や透明帯の一部を吸引してしまい、胞胚腔液を抜く効率が悪くなる。胚の内部細胞塊側をホ

ールディングキャピラリーに固定し、反対側からインジェクションキャピラリーを栄養外

胚葉に刺して胞胚腔の大きさに合わせキャピラリーの位置を調節しながら胞胚腔内の液を

抜く。胞胚腔を抜き終わったらインジェクションキャピラリーに加わっている圧力をニュ

ートラルにし、吸入を停止する。これをひとつの胚の胞胚腔の大きさに合わせながらすべて

の胚において行った。吸入後 KSOMに培地交換し、5％ CO₂ 37℃条件下にて 15分間培養

をしたのち、4%パラホルムアルデヒド/リン酸緩衝液(phosphate-buffered saline: PBS)に入れ、

室温にて 15分間インキュベートし、固定処理を行った。 

 

2.7: 免疫蛍光染色と共焦点顕微鏡撮影 

実験操作は 72 wellプレートで行った。マウス胚を 4%パラホルムアルデヒド/リン酸緩衝液

(phosphate-buffered saline: PBS)に入れ、室温にて15分インキュベートし、固定処理を行った。

固定した胚は、0.1% TritonX-100/PBS にて、室温で 1 分洗浄処理を行った後、2% goat 
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serum/0.1% TritonX-100/PBSないしは 2% donkey serum/0.1% TritonX-100/PBSにて、室温で 5

分ブロッキングを施した。一次抗体反応は室温にて一晩インキュベートした。今回用いた一

次抗体は以下の通りである。 rabbit monoclonal anti-Yap1 antibody(1:200)(Cell Signaling 

Technology, D8H1X), rabbit monoclonal anti-Sox2 antibody(1:200) (Cell Signaling, D9B8N), rabbit 

polyclonal anti-Amot antibody(Amot-C, 1:200)(Hirate et. al.2013), rabbit polyclonal anti-p-

Yap(Ser127) antibody(1:200)(Cell Signaling, 4911), rat monoclonal anti-E-cadherin antibody(ECCD-

2)(1:200)(Takara; Cat# M108), mouse monoclonal anti-Yap1 antibody(MO1)(1:200)(Abnova; 

H00010413-M01), mouse monoclonal anti-Lamin A/C antibody(1:100)(BD Transduction 

Laboratories, 612162), goat polyclonal anti-Sox2 (R&D, AF2018)。一次抗体反応後、0.1% TritonX-

100/PBSにて、室温で 1分洗浄を 2 回繰り返した。その後、二次抗体(1:1000)反応を常温に

て 1時間インキュベートした。今回用いた二次抗体は以下の通りである。donkey anti-mouse 

IgG 488/555(Invitrogen A32766/A32773), donkey anti-Rabbit IgG 488/555/647(Invitrogen 

A32790/A32794/A21245), donkey anti-goat IgG 488/647 (Invitrogen A-11055/A21447), donkey 

anti-rat IgG 488(Invitrogen A21208), Alexa Flour 647 phalloidin(1:50)(Molecular Probes, A22287)。

細胞の核を Hoechst33258（10 µg/mL, 1:1000)(同仁科学)を用い、洗浄を 2 回繰り返した後、

1 回 PBSにて洗浄を行い、胚をガラスボトムデッシュの PBSドロップに移し、共焦点顕微

鏡(Nikon A1; 株式会社ニコンソリューションズ)にて撮影し、NIS-elements AR 5.21.00 64-bit 

(株式会社ニコンソリューションズ) で観察をした。超解像画像は、Airyscan1 を付属した

LSM900(ZEISS)で撮影し、ZEN lite(ZEISS)で観察した。 

 

2.8: p-YAP 染色胚の固定 

p-YAP の免疫蛍光染色に関しては上述した方法で行ったが、固定方法のみ他の染色胚と異

なる方法を採用した。その理由として、p-YAP 染色胚を他の染色胚と同様に 4% PFAで固定

すると栄養外胚葉や細胞接着部位での p-YAPシグナルが強くなる。リン酸化 YAPは内部細

胞塊の細胞質で最も強固なパターンを持つと考えられるが、4％ PFA 固定では胚全体で均

一なシグナルが得られ、文献に沿うような結果は得られなかった。所属研究室の以前の研究

で、桑実胚の p-YAP を染色する際には、4% PFA で O/N 後に固定をしていた(Hirate et al. 

2013)。この方法を用いると、内部細胞塊の細胞質でのみ p-YAPシグナルを得ることができ

る。しかし、この方法では胚全体でのシグナルが大きく減少してしまうので、中期胚盤胞以

降の発生段階の分厚い胚では詳細な観察ができない(図 4A)。そこで、PFA ではなくメタノ

ールを用いて固定した。-20℃で保管したメタノールを用い、氷上で 20分固定した。固定後

は上述した操作と同様だが、リン酸化部位特異的抗体であるため、固定後の洗浄から一次抗

体反応までは Phosphatase Inhibitor Cocktail(Nacalai, code no. 07574-61)を 100 倍希釈で加えて

行った。 
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図４: 中期胚盤胞(初期)における４種類の固定方法による p-YAP染色 

(A) 4%PFA固定 15分(左)、8％PFA固定 15分(中央左)、メタノール固定 15分(中央右)、アセトン：メタノール=1:1固

定 15 分(右)それぞれの固定方法における p-YAP の免疫傾向染色結果。メタノールのみの固定が最もノイズが少な

く細胞質のシグナルが強い。 

 

 

 

2.9: 画像解析 

共焦点画像は、NIS-Elements AR analysis (Nikon Solutions, Tokyo, Japan)または Imaris (Bitplane, 

Belfast, UK)ソフトウェアを用いて解析した。 

 

2.10: 細胞数の計測 

細胞数は Imarisを用いて計測をした。胚を免疫蛍光染色し、共焦点顕微鏡で Z 軸方向に 1〜

3 µmずつ撮影した２次元のスライス画像を取得し、これを Imarisにて 3次元画像に構築し

た。ここからオブジェクトツールのスポット機能を用いて、胚のすべての核を染色した

Hoechstシグナル陽性の核の数を数えることにより、胚全体の細胞数を計測した。このとき

分裂中の細胞は１細胞として数え、アポトーシスが起きている可能性のあるような異常な

細胞は除いた。 

 

2.11: 免疫蛍光染色画像からのシグナル強度の取得 

Imaris ×64 10.0.0 ソフトウェアを用いて、Z間隔 1〜3 µmの stack共焦点画像を解析した。シ

グナル強度はオブジェクトツールのサーフェイス機能を用いて、対象の関心領域(Region of 

interests: ROIs)を手動でセグメンテーションした。これを３次元構築し、蛍光強度の平均値

を取得した。取得するシグナルに基づき４種類の異なるセグメンテーションを行った。 

 

4%PFA 8%PFA Methanol acetone : Methanol = 1:1

図４: 中期胚盤胞(初期)における４種類の固定方法によるp-YAP染色
(A) 4%PFA固定15分 (左)、8％PFA固定15分（中央左）、メタノール固定15分（中央右）、アセトン：メ
タノール=1:1固定15分（右）それぞれの固定方法におけるp-YAPの免疫傾向染色結果。メタノール固定が
最もノイズが少なく細胞質のシグナルが強い。

p-
YA

P

A
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1. YAPなどの核シグナルは SOX2 陽性の内部細胞塊/エピブラストの細胞における核シ

グナルから取得した(図 5A)。 

2. F-アクチンの細胞質シグナルは、SOX2 陽性の内部細胞塊/エピブラストの細胞におい

て、F-アクチンシグナルの強いジャンクションの内側と Hoechstで染色した核シグナ

ルとの間から取得した(図 5B)。 

3. p-YAPシグナルは SOX2 陽性の内部細胞塊/エピブラストの細胞における E-カドヘリ

ンシグナルの内側から内部細胞塊全体のシグナルを取得した(図 5C、E)。 

4. AMOTシグナルは、SOX2 陽性の内部細胞塊/エピブラストの細胞における E-カドヘ

リンシグナル上から内部細胞塊全体のシグナルを取得した(図 5D、E)。 

 

上記の方法で得たシグナル蛍光強度は全て Hoechst で染色された核シグナルで割ることで

標準化した。 
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図 5. シグナル強度取得のためサーフェイス構造 

(A) 核シグナルの解析方法。SOX2陽性の内部細胞塊/エピブラストの細胞における全ての Hoechstシグナルからサーフ

ェイス構造を取得。 

(B) 細胞質のシグナルの解析方法。F-アクチン(phalloidin)の細胞間シグナルと Hoechst の核シグナルとの間隔の ROI を

設定し(左パネルの黄色い線)、右パネルで示す立体構造を作成した。スケールバーは 10 μm。 

(C) 内部細胞塊/エピブラストの全体の p-YAP シグナルの解析方法。SOX2 陽性の内部細胞塊/エピブラストの細胞にお

ける E-カドヘリンで示す細胞間のシグナルの内側の ROI(白線)を設定した。スケールバーは 10 μm。 

(D) 内部細胞塊/エピブラストの全体の AMOT シグナルの解析方法。SOX2 陽性の内部細胞塊/エピブラストの細胞にお

ける E-カドヘリンで示す細胞間のシグナル上の ROI(白線)を設定した。スケールバーは 10 μm。 

(E) (C)(D)で作成した ROIを立体構築したサーフェイス画像。スケールバーは 10 μm。 

 

 

  

A B F-アクチン Hoechst

E-カドヘリン
SOX2C D E SOX2

E-カドヘリン
SOX2

E-カドヘリン
SOX2

図5. シグナル強度取得のためサーフェイス構造
(A) 核シグナルの解析方法。SOX2陽性の内部細胞塊/エピブラストの細胞における全てのHoechstシグナルからサーフェイス構造
を取得。
(B) 細胞質のシグナルの解析方法。F-アクチンの細胞間シグナルとHoechstの核シグナルとの間隔のROIを設定し(左パネルの黄色い
線)、右パネルで示す立体構造を作成した。スケールバーは10 μm。
(C) 内部細胞塊/エピブラストの全体のp-YAPシグナルの解析方法。SOX2陽性の内部細胞塊/エピブラストの細胞におけるE-カドヘ
リンで示す細胞間のシグナルの内側のROI(黄色い線)を設定した。スケールバーは10 μm。
(D)内部細胞塊/エピブラストの全体のAMOTシグナルの解析方法。SOX2陽性の内部細胞塊/エピブラストの細胞におけるE-カドヘ
リンで示す細胞間のシグナル上のROI(黄色い線)を設定した。スケールバーは10 μm。
(E) (C)(D)で作成したROIを立体構築したサーフェイス画像。スケールバーは10 μm。
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2.12: 免疫蛍光染色画像からの球形度(Sphericity)の計算 

Imaris ×64 10.0.0 ソフトウェアを用いて、Z間隔 1〜3 µmの stack共焦点画像を解析した。

Sphericity(球形度:Ψ)とは、物体がどの程度球形であるかを示す尺度である。粒子の球形度の

表面積に対する球の表面積の比である(Wadell, 1932)。Sphericity は Sox2 陽性核を参考にし

た核の Surface構造(図 5A)から Sphericity 値を出力し取得した。Sphericityの計算式は以下の

通り。核形態は球に近いほど１となる。 

 

Ψ =
𝜋!/#$6𝑉$'

%/#

𝐴$
 

Vp = 体積 

Ap = 表面積 

 

2.13: 胞胚腔の体積の解析 

胞胚腔の体積の計測には、Imarisを用いた。免疫蛍光染色した胚を Imarisに入力し、細胞膜

を標識する E-カドヘリンの蛍光シグナルから、オブジェクトツールのサーフェイスレンダ

リングを用いて、まず E-カドヘリンの蛍光シグナルすべてをマークした。これにより、胞

胚腔を除いた胚のすべてのシグナルがある場所にサーフェイスレンダリングが適応される。

蛍光強度の低いシグナルにおいてもすべてマークされているかどうかを目視で確認した後、

このマークされている部分をシグナル強度 0、そうでない部分をシグナル強度 100と認識す

るために、サーフェイス結果から Edit > Mask all > Mask all channel を選択し、Mask setting

から E-カドヘリンの channelを選択する。この状態で construct inside/outsideを選択し、outside

の voxelを 100.000、insideの voxelを 0.000に設定する。これでマスク処理を行うと、胚が

ある部分のシグナル強度は 0、ない部分すべてがシグナル強度 100の新しい channelを作る

ことができる。あらためてオブジェクトツールのサーフェイスレンダリングを用いて、この

新しい channelを適応すると、3次元データの中で胚が存在しない部分のみをマークするこ

とができる。胚の外側のサーフェイスレンダリングは無視し、胚の内側のサーフェイスレン

ダリングの容量を計測した。Imarisは Voxelに応じた立法 µmの数値を自動で計算できるの

で、この数値を胞胚腔の体積とした。以上の方法で算出した胞胚腔の体積と、その胚の内部

細胞塊の核形態における扁平度の平均値を GraphPad Prizm に出力し、XY グラフを作成し

た。 

 

2.14: XAV939 添加 

AMOTを分解するタンキラーゼの活性を阻害するために、10 µMの XAV939(Sigma-Aldrich, 

X3004)を含む KSOM培地で中期胚盤胞(前期)を、12時間培養した。薬剤はジメチルスルホ
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キシド(DMSO)で希釈しているため、コントロール胚の培養では同じ量の DMSO を KSOM

培地に添加した。 

 

2.15: 統計解析 

すべての統計解析には GraphPad Prizm 9(GraphPad Software)を用いた。分析された細胞の数

(n)、胚の数(N)、p 値は各図または図の凡例に記載している。有意水準は 5%未満とした。各

群の平均値の比較には、対応のない t 検定を用いた。また測定データの比較には一元配置分

散分析(one-way ANOVA)、ダンの多重比較検定(Dunn’s multiple comparison test)を用いた。測

定データの変数間の相関係数は、ピアソンの積率相関係数を用いて解析した。 
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第３章 結果 

3.1: 胚盤胞期における YAP の細胞内局在とそれを基にしたステージ区分 

胚盤胞期は細胞数や分化状態に応じて初期、中期、後期と３つのステージに区分される

(Hashimoto and Sasaki, 2019; Le Bin et al. 2014; Czechanski et al. 2014; Yanagida et al. 2022)。内

部細胞塊での YAPの局在に着目してこれらのステージを観察すると、初期胚盤胞では核局

在が見られないが、中期胚盤胞では核局在、細胞質局在、核/細胞質両方に局在する細胞が

ランダムに存在し、後期胚盤胞では全ての細胞で核局在が見られる。以上のことから中期胚

盤胞で YAPの局在が大きく変化すると考えられるが、詳細な核局在が始まるタイミングは

不明である。そこで、YAPの局在を変化させるメカニズムを調べる本研究では、YAP局在

に基づく新たな胚盤胞期のステージを用いることにした。まず、胚盤胞期における YAP局

在を詳細に調べた。その結果、胚盤胞期の YAPの局在状態は、以下の３つの状態に分類で

きることがわかった(図 6A)。 

 

1. 細胞質局在：YAPシグナルが主に細胞質に局在しており、細胞質の YAPシグナルの

みで核形態が観察できる。 

2. 均一：YAPシグナルが細胞質と核の両方にあり、YAPシグナルのみでは核形態が観

察できない。 

3. 核局在：YAPシグナルが核に局在しており、YAPシグナルのみで核形態が観察でき

る。 

 

胚盤胞期を通じて上記３つの状態を観察し、内部細胞塊/エピブラスト細胞内におけるそれ

ぞれの状態の割合を調べた(図 6B、C)。33細胞から 68細胞までの胚では、細胞の 80％以上

が細胞質局在を示した。72細胞から 97細胞の間では、YAP局在は多様なパターンを示し、

細胞質局在の比率は徐々に減少し、核局在の比率は細胞数の増加とともに増加した。102細

胞を超えると、細胞質局在は観察されなかった。これらの結果から、この論文では、内部細

胞塊/エピブラスト細胞内における YAPの細胞内局在に基づいて、胚盤胞期を以下のように

定義した(図 6B、C)。： 

 

・初期胚盤胞：69細胞以下-80%以上が細胞質局在。 

・中期胚盤胞：70〜99細胞-局在は多様なパターンを示す。 

 ・中期胚盤胞(前期)：70〜84細胞-細胞質局在が多い。 

 ・中期胚盤胞(後期)：85〜99細胞-核局在が多い。 

・後期胚盤胞：100細胞以上-細胞質局在が観察されない。 
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次に、YAP核局在の蓄積量の変化を調べるために、内部細胞塊/エピブラスト細胞の核にお

ける YAPシグナルのレベルを定量した。シグナルレベルは核全体をマニュアルでセグメン

テーションし、核のシグナルを 3次元的に検出した(図 5A)。その結果、核局在の YAPシグ

ナルは発生が進むにつれて徐々に増加した(図 6D、E)。新たに作製したステージ区分では、

YAPの核局在のシグナルはステージに応じて増加した。YAPの核移行を制御するメカニズ

ムの探索は、YAPの核移行が開始される中期胚盤胞を中心に調べることにした。 
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図 6: 内部細胞塊/エピブラストの細胞における詳細な YAP局在の観察 

(A) YAPの異なる局在を示す典型的な免疫蛍光画像。SOX2陽性の ICM/epiblastの細胞では、YAPの細胞内局在に基づ

き以下 3つのカテゴリーに分類した：細胞質局在(左)、均一(中央)、核局在(右)。スケールバーは 10 μm。 

(B) ICM/epiblastにおける YAP局在の発生に伴う変化。緑、オレンジ、青はそれぞれ細胞質局在、均一局在、核局在の

割合を示す。 

(C) 異なる発生段階における ICM/epiblastにおける YAP局在の代表的な免疫蛍光画像。緑、オレンジ、青の矢頭は、そ

れぞれ YAPが細胞質局在、均一、核局在に分布した細胞を示す。右上の数字は細胞数。スケールバーは 20 μm。 

(D) ICM/epiblastにおける総細胞数と核 YAPシグナルの蛍光強度との相関を示すドットブロット。 

(E) 胚盤胞期における核 YAP シグナルの蛍光強度の変化を示す折れ線グラフ。p 値は一元配置分散分析(one-way 

ANOVA)、ダンの多重比較検定(Dunn‘s multiple comparison test)により決定。*p＜0.05、n.s.：有意でない。各ステー

ジの解析サンプル数：初期胚盤胞(N = 4, n = 59)、中期胚盤胞(前期)(N = 7, n = 142)、中期胚盤胞(後期)(N = 9, n = 174)、

後期胚盤胞(N = 17, n = 278)。 
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3.2: 胞胚腔の拡大は内部細胞塊での YAP の核移行を促進する  

3.2.1: 発生に伴う胞胚腔の拡大は核 YAPシグナルの増加と相関する 

胚盤胞期の内部細胞塊で YAPの核移行を促進するメカニズムを明らかにするため、まず胚

盤胞期における胞胚腔の拡大に注目した。YAP は機械的なシグナルにより細胞内局在が制

御されることが知られている(Wada et al. 2011; Dupont et al. 2011)。胞胚腔の拡大は栄養外胚

葉の細胞の張力を増加させるため(Chan et al. 2019)、同様に内部細胞塊の細胞にもなんらか

の機械的な力が加わり、YAPの核局在を促進するという仮説を立てた。 

 

胞胚腔の体積を測定したところ、発生の進行に伴い胞胚腔の体積が増加していた(図 7A-C)。

これは、発生の進行に伴う核 YAPシグナルの増加と並行して起こった。そこで、中期胚盤

胞における胞胚腔の拡大が、YAPの核移行に関与するかどうかを検証することにした。 
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図 7. 胚盤胞期における胞胚腔の体積の変化 

(A) 胚盤胞期のステージ毎における胞胚腔の表面レンダリング結果の典型的な画像。イエローとマゼンタはそれぞれ胞

胚腔の体積と E-カドヘリンのシグナルを表す。スケールバーは 20 μm。 

(B) 胚盤胞期のステージ毎における胞胚腔の体積の変化を示す折れ線グラフ。p 値は一元配置分散分析(one-way 

ANOVA)、ダンの多重比較検定(Dunn‘s multiple comparison test)により決定。*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001。各ス

テージの分析サンプル数：初期胚盤胞(N = 14)、中期胚盤胞(前期)(N = 17)、中期胚盤胞(後期)(N = 7)、後期胚盤胞(N 

= 14)。 

(C) 内部細胞塊/エピブラストにおける細胞数と胞胚腔の体積との相関を示すドットブロット。 
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3.2.2: 胞胚腔を実験的に拡大させると核 YAPシグナルが増加する 

胞胚腔の拡大と YAPの核局在との関係を明らかにするために、胞胚腔の大きさを実験的に

操作した。YAPの核移行が開始される中期胚盤胞のうち、核 YAPシグナルが比較的低い中

期胚盤胞(前期)の胞胚腔にフロリナートを注入し、胞胚腔の体積を増加させた(図 8A-C)。注

入から 15分後に回収し、内部細胞塊の YAP局在を調べた。 

 

内部細胞塊の細胞における核 YAPシグナルは、フロリナートを注入していないコントロー

ル胚と比較して有意に増加した(図 8D、E)。さらに、YAPシグナルの核／細胞質比(N/C ratio)

も解析し、核/細胞質比の増加が確認された。胞胚腔の拡大が細胞質から核への YAPの局在

変化を促進することが示唆された(図 8F、G)。 
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図 8. 胞胚腔を拡大すると核 YAPレベルが上昇する 

(A) 胞胚腔へのフロリナート注入実験方法模式図。 

(B) フロリナート注入による胞胚腔拡大実験における胞胚腔の典型的な画像。マゼンタ、シアン、ブルーはそれぞれ

Blastocoel (胞胚腔)、SOX2、Hoechstシグナルを表す。スケールバーは 20 μm。 

(C) 胞胚腔拡大による胞胚腔の体積の変化を示す。横線は平均値と標準誤差を表す。p 値はスチューデントの t 検定に

より決定。***p < 0.001。各群の解析サンプル数：コントロール胚(N = 7)、胞胚腔拡大胚(N = 9)。 

(D) 胞胚腔拡大実験における核 YAP シグナルの代表的な免疫蛍光画像。点線は内部細胞塊の核を表す。スケールバー

は 10 μm。 

(E) 胞胚腔拡大による核 YAPシグナルの蛍光強度を示すドットプロット。横線は平均値と標準誤差を表す。p値はスチ

ューデントの t検定により決定。****p < 0.0001。各群の解析サンプル数：コントロール胚(N = 8 , n = 100)、胞胚腔

拡大胚(N = 12, n = 92)。 

(F) YAP 核/細胞質 シグナル比の定量に用いた内部細胞塊の核と細胞質のセグメンテーションの代表画像。赤は核、白

は細胞質を表す。この解析では各細胞について細胞質の一部のみを分割した。スケールバーは 20 μm。 

(G) 胞胚腔拡大による YAP 核/細胞質シグナル比を示すドットプロット。横線は平均値と標準誤差を表す。p 値はスチ

ューデントの t検定により決定。**p < 0.01。各群の解析サンプル数：コントロール胚(N = 8 , n = 88)、胞胚腔拡大胚

(N = 12, n = 93)。  
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3.2.3: 胞胚腔を実験的に縮小させると核 YAPシグナルが減少する 

フロリナートを用いた胞胚腔の拡大は、人工的な拡大であるため本来の胚盤胞での YAP局

在変化を観察できていないことが懸念される。そこで、逆に中期胚盤胞(後期)の胞胚腔から

内部の液体を吸引し、胞胚腔の体積を減少させた(図 9A-C)。中期胚盤胞(後期)は中期胚盤胞

(前期)よりも YAPの核移行が促進されている段階である。胞胚腔の吸引から 15分後に回収

し、内部細胞塊の YAPの核局在を調べた。 

 

吸引した胚の核 YAP シグナルはコントロール胚よりも有意に減少した(図 9D、E)。この結

果から、胞胚腔の体積の減少は内部細胞塊の YAPを核内から排除することがわかった。 
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図 9. 胞胚腔を縮小させると核 YAPレベルが減少する 

(A) 胞胚腔吸引実験方法の模式図。 

(B) 胞胚腔吸引実験における胞胚腔の代表的な画像。シアン、ブルー、イエローはそれぞれ SOX2、Hoechst、Blastocoel(胞

胚腔)シグナルを示す。スケールバーは 20 μm。 

(C) 胞胚腔吸引による胞胚腔の体積の変化を示すドットプロット。横線は平均値と標準誤差を表す。p 値はスチューデ

ントの t検定により決定。****p < 0.0001。各群の解析サンプル数：コントロール胚(N = 11)、胞胚腔吸引胚(N = 8)。 

(D) 胞胚腔吸引実験における核 YAP シグナルの代表的な免疫蛍光画像。点線は内部細胞塊の核を表す。スケールバー

は 10 μm。 

(E) 胞胚腔吸引実験に伴う核 YAPシグナル強度を示すドットプロット。横線は平均値と標準誤差を表す。p値はスチュ

ーデントの t検定により決定。****p < 0.0001。各群の解析サンプル数：コントロール胚(n = 142)、胞胚腔吸引胚(n 

= 165)。 
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3.3: 核形態の扁平化は YAP の核移行への関与が低い 

培養細胞では、核形態の扁平化が YAP の核局在を促進することが知られている(Elosegui-

Artola et al. 2017)。そこで、内部細胞塊での YAP局在制御における核形態の扁平化の関係を

明らかにするために、核形態の扁平度を示す特徴量として核の球形度(Sphericity)を解析した。

球形度は 1であれば球体であり、それより低ければ扁平な形態を示す。核をマニュアルでセ

グメンテーションして、3次元での球形度を測定した(図 10A)。 

 

内部細胞塊の核の球形度は、発生が進むにつれて減少する傾向があった(図 10A-C)。しかし、

内部細胞塊内における球形度のばらつきの幅が大きく、統計的に有意な差が得られたステ

ージは中期胚盤胞(後期)から後期胚盤胞にかけてのステージのみであった。これらの球形度

のばらつきが核 YAPシグナルレベルと相関していると仮定し、中期胚盤胞における核 YAP

シグナルと球形度との細胞毎の相関関係を調べた。中期胚盤胞(前期)(図 10D)では核 YAPシ

グナルと球形度の相関係数は-0.1375 であり、相関関係が見られなかった。中期胚盤胞(後

期)(図 10E)の核 YAPシグナルと球形度の相関係数は-0.2211と、弱い負の相関関係が見られ

た。これらの結果から、中期胚盤胞で観察される YAPの核移行のばらつきと核形態の球形

度は関与が低いと考えられた。 
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図 10. 核形態の扁平化は YAPの核移行に強く関与していない 

(A) 胚盤胞期における核形態の変化を示す代表的な解析画像。ピンクの構造それぞれが核を示す。スケールバーは 15 

μm。 

(B) 胚盤胞期における核形態の球形度の変化を示す折れ線グラフ。p 値は一元配置分散分析、ダンの多重比較検定によ

り決定。*p＜0.05、n.s.：有意でない。各ステージの解析サンプル数：初期胚盤胞(N = 10)、中期胚盤胞(前期)(N = 15)、

中期胚盤胞(後期)(N = 16)、後期胚盤胞(N = 16)。 

(C) 内部細胞塊/エピブラストにおける総細胞数と球形度との逆相関を示すドットブロット。 

(D) 中期胚盤胞(前期)の内部細胞塊における核の球形度と核 YAPシグナルの相関を示すドットプロット(n = 263)。 

(E) 中期胚盤胞(後期)の内部細胞塊における核の球形度と核 YAPシグナルの相関を示すドットプロット(n = 216)。 
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3.4: YAP の核移行には細胞質の F-アクチンが必要である 

3.4.1: 中期胚盤胞において細胞質の F-アクチンシグナルは核 YAP シグナルの増加と相関

する 

培養細胞では、力学的制御において細胞質の F-アクチンが YAP局在の制御に重要な役割を

果たすことが知られている(Zhao et al. 2011; Wada et al. 2011; Dupont et al. 2011; Aragona et al. 

2013)。そこで、YAPの核移行が始まる中期胚盤胞においても、細胞質の F-アクチンが YAP

局在を制御するという仮説を立てた。この仮説を検証するために、胚盤胞期の内部細胞塊/

エピブラスト細胞での細胞質の F-アクチンシグナルの変化を調べた(図 11A-C)。 

 

細胞質の F-アクチンシグナルは初期胚盤胞では観察されないが、初期胚盤胞から中期胚盤

胞(後期)にかけて徐々に増加した。特に中期胚盤胞(前期)ではドット状の F-アクチンシグナ

ルが見られ、中期胚盤胞(後期)になるとこれらドット状の F-アクチンシグナルが明瞭に確認

できるようになった。このような細胞質の F-アクチンシグナルが上昇する時期は、YAPが

核局在へ移行する時期と一致している(図 11B、C)。 

 

中期胚盤胞における核 YAP シグナルと細胞質 F-アクチンシグナルとの相関関係を調べた。

中期胚盤胞(前期)(図 11D)においては相関係数が 0.3063と弱い正の相関が見られるが、中期

胚盤胞(後期)(図 11E)においては相関係数が 0.6306と強い正の相関がみられた。中期胚盤胞

(後期)から後期胚盤胞にかけては、細胞質 F-アクチンシグナルが顕著に減少したため、核

YAPレベルとの相関関係は見られなかった(図 11A-C)。 

 

以上の結果から、初期胚盤胞から中期胚盤胞において、細胞質の F―アクチンの増加が観察

され、特に中期胚盤胞では細胞質の F-アクチンの増加と核 YAPシグナルの上昇に正の相関

関係があることがわかった。 
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図 11. 胚盤胞期において細胞質の F-アクチンと核 YAPシグナルの増加は相関関係にある 

(A） 胚盤胞期における YAP局在と細胞質 F-アクチン(phalloidin)の変化を示す代表的な免疫蛍光画像。スケールバーは 5 

μm。右上の数字は細胞数。 

(B） 胚盤胞期における細胞質 F-アクチン(phalloidin)シグナル蛍光強度の変化を示す折れ線グラフ。p 値は一元配置分散

分析、ダンの多重比較検定により決定。***p < 0.001、***p < 0.0001。各ステージの解析サンプル数：初期胚盤胞(n 

= 84)、中期胚盤胞(前期)(n = 75)、中期胚盤胞(後期)(n = 37)、後期胚盤胞(n = 32)。 

(C） 内部細胞塊/エピブラストにおける総細胞数と細胞質 F-アクチンとの相関を示すドットブロット。 

(D） 中期胚盤胞(前期) の内部細胞塊における細胞質 F-アクチン(phalloidin)と核 YAP シグナルの相関を示すドットプロ

ット(n = 56)。 

(E） 中期胚盤胞(後期) の内部細胞塊における細胞質 F-アクチン(phalloidin)と核 YAP シグナルの相関を示すドットプロ

ット(n = 29)。 
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3.4.2: 中期胚盤胞の細胞質の F-アクチンは繊維状の構造をとる 

中期胚盤胞における細胞質の F-アクチンは、ドット状の形態として観察された(図 11A)。ア

クチンは細胞内で様々な形態で観察される。培養細胞では、細胞質の F-アクチンは基質と

接着する力を受容し、基質と核とを繋ぐストレスファイバー構造と呼ばれる形態となる

(Wada et al. 2011; Elosegui-Artola et al. 2017)。マウスの桑実胚における細胞質の F-アクチン

は、メッシュワークと呼ばれる、細胞質に一律に網をはったような構造を作り、細胞外から

の力を核へと伝達させることが知られている(Skory et al. 2023)。そこで、内部細胞塊の細胞

質の F-アクチンの構造をより詳細に確認するために、YAPの核局在シグナルと細胞質 F-ア

クチンシグナルとの強い相関関係(図 11E)のある中期胚盤胞(後期)を免疫蛍光染色し、超解

像レーザー顕微鏡で F-アクチンを観察した。 

 

充分に YAP が核に局在する(図 13BC の赤い YAP 染色により確認した)内部細胞塊の細胞

を、3次元画像に構築して観察した。内部細胞塊の一部を広い視野で観察すると、SOX2 陽

性の細胞では F-アクチンの白いシグナルで細胞の形態が確認できるほど、強いシグナル輝

度が観察された(図 12A)。内部細胞塊の細胞の一つを 3 次元に構築した画像(図 12B)2 次元

の生データ写真(図 12C)どちらにおいても、細胞質 F-アクチンの微細な繊維状の形態が観察

された(図 12B、Cの黄色い矢頭の部分)。以上のことから、中期胚盤胞の細胞質で観察され

たドット状の F-アクチンは、短い繊維状の構造をしていることが観察された。 
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図 12. F-アクチンの超解像撮影写真 

(A） 中期胚盤胞(後期)の内部細胞塊の一部を３次元に構築した蛍光染色画像。スケールバーは 10 μm。 

(B） 中期胚盤胞(後期)の内部細胞塊の細胞一つを３次元に構築した蛍光染色画像。(左)SOX2 と F-アクチン(phalloidin)、

(中央) F-アクチン(phalloidin)、(右)YAP と F-アクチン(phalloidin)を染色。黄色の矢頭は細胞質の繊維状 F-アクチン

シグナルの一つを示す。スケールバーは 10 μm。 

(C） 中期胚盤胞(後期)の内部細胞塊の細胞一つの超解像撮影画像。(左)SOX2と F-アクチン(phalloidin)、(中央) F-アクチ

ン(phalloidin)、(右)YAPと F-アクチン(phalloidin)を染色。黄色い矢頭は細胞質の繊維状のアクチンシグナルを示す。

スケールバーは 10 μm。 
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3.4.3: 胞胚腔を拡大すると細胞質の F-アクチンが増加する 

発生の進行に伴う F-アクチンの増加が胞胚腔の拡大によるものかを調べるために、胞胚腔

を拡大/縮小した胚における内部細胞塊の細胞質 F-アクチンの変化を観察した。中期胚盤胞

(前期)に胞胚腔を拡大した胚では、細胞質の F-アクチンシグナルが有意に上昇した(図 13A、

B)。また、中期胚盤胞(後期)に胞胚腔を縮小した胚では細胞質の F-アクチンシグナルが有意

に減少した(図 13C、D)。以上の結果から、発生に伴う胞胚腔の拡大によって、細胞質 F-ア

クチンの増加に関与することが示唆された。 

 

 

 

図 13. 胞胚腔の拡大は細胞質の F-アクチンを増加させる 

(A） 胞胚腔拡大胚の内部細胞塊における細胞質F-アクチン(phalloidin)の代表的な免疫蛍光画像。スケールバーは 10 μm。

点線は内部細胞塊の核を示す。 

(B） 胞胚腔拡大胚における細胞質 F-アクチン(phalloidin)のシグナルを示すドットプロット。横線は平均値と標準誤差を

表す。p値はスチューデントの t検定により決定。***p < 0.001。各群の解析サンプル数：コントロール胚(n = 66)、

胞胚腔拡大胚(n = 76)。 

(C） 胞胚腔吸引胚の内部細胞塊における細胞質F-アクチン(phalloidin)の代表的な免疫蛍光画像。スケールバーは 10 μm。

点線は内部細胞塊の核を示す。 

(D） 胞胚腔吸引胚における細胞質 F-アクチン(phalloidin)のシグナルを示すドットプロット。横線は平均値と標準誤差を

表す。p値はスチューデントの t検定により決定。***p < 0.001。各群の解析サンプル数：コントロール胚(n = 105)、

胞胚腔吸引胚(n = 162)。 
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3.5: 細胞質の F-アクチンを減少させると YAP の核移行が抑制される 

3.5.1: Lmna KO胚の作成 

細胞質の F-アクチンと YAPの核移行との因果関係を証明する別のアプローチとして、核ラ

ミナの役割に着目した。発生に伴い胞胚腔が拡大すると、細胞膜には機械的な力が加わるこ

とで細胞の形状を変化させる。細胞膜の機械的な力は細胞質の F-アクチンを介して核に伝

達される。細胞質の F-アクチンは、LINK複合体との相互作用を介して核ラミナに力を伝え

る。核ラミナは核膜を裏打ちするタンパク質であり、LAMIN A/Cと LAMIN Bからなり、

F-アクチンと LAMIN A/Cの量は細胞の張力に依存する。強い張力を受ける細胞ほど、細胞

質の F-アクチンと核膜の LAMIN A/Cが増加する(Kim et al. 2017; Coutinho et al. 2009; Turgay  

et al. 2017)。そこで、細胞質 F-アクチンを減少させるために、ゲノム編集で LAMIN Aをエ

ンコードする Lmna遺伝子を破壊した。1細胞期胚に CRISPR/Cas9と 2種類の Lmna sgRNA

をエレクトロポレーションで導入した。Lmna KOの効率は 55％(N = 15/27)であった(図 14A-

C)。Lmna KOの確認は LAMIN A/C抗体で行い、LAMIN A/Cの染色がされない Lmna KO胚

のみを以降の解析に用いた(図 14D、E)。 
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図 14. Lmna KO胚の作成  

(A） Lmna遺伝子の gRNAの位置を模式的に示す。上；LAMIN Aタンパク質のドメイン構造、中；遺伝子構造、下；エ

クソン 1の拡大。エキソンはタンパク質ドメインで色分けされている。   

(B） ゲノム編集胚における LAMIN A/C発現の減少を示す代表的な免疫蛍光画像。緑は LAMIN A/C、白は Hoechstシグ

ナルを示す。 

(C） ゲノム編集による Lmna遺伝子のノックアウト(KO)効率を示す円グラフ。KOは LAMIN A/Cシグナルを持たない胚

を表す。KO胚のみを解析に用いた。 

(D） Lmna KO胚における LAMIN A/Cの不在を示す代表的な免疫蛍光画像。スケールバーは 25 μm。 

(E） Lmna KO胚における LAMIN A/Cシグナルの減少を示すドットプロット。横線は平均値と標準誤差を表す。p値は

スチューデントの t検定により決定。****p < 0.0001。各グループの解析サンプル数：コントロール胚(n = 51)、Lmna 

KO胚(n = 40)。 
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3.5.2: Lmna KO胚はマウス着床前胚発生に影響がない 

核膜の裏打ちタンパクである Lamin A/C は細胞質の F-アクチンと核内のクロマチンとを繋

ぐコンポーネントの一つであり、核の構造安定化やクロマチンの組織化、転写などの核内活

性に影響することが知られている(Coutinho et al. 2009; Turgay et al. 2017)。Lamin A/Cを欠如

したマウスは出産されるが正常マウスの半分程度の大きさで、早期に進行性拡張型の心筋

症になる(Nikolova et al. 2004)。以上の知見から、Lmnaの欠如はマウス着床前胚発生に影響

が出る可能性は低いと考え、Lmna欠如胚を後期胚盤胞まで培養し、胞胚腔の拡大とエピブ

ラストと原始内胚葉への分化が正常に観察されるかを確認した。Lmna KO 胚を後期胚盤胞

まで培養し胞胚腔の大きさは、コントロール胚とほぼ変化がないことが確認された(図 15A)。

SOX2の染色によりエピブラスト形成を確認したところ、コントロール胚とほぼ変化がない

ことが確認された(図 15B)。原始内胚葉の特異的マーカーである SOX17の発現では、Lmna 

KO胚はコントロール胚と変わらない単層構造の原始内胚葉が観察された(図 15C)。 
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図 15. Lmna KO胚は発生には影響がない   

(A) Lmna KO胚は胞胚腔の形態に影響がないことを示す代表的な免疫蛍光画像。 

(B) Lmna KO胚はエピブラスト形成に影響がないことを示す代表的な免疫蛍光画像。スケールバーは 25 μm。 

(C) Lmna KO 胚は原始内胚葉形成に影響がないことを示す代表的な免疫蛍光画像。SOX17 は原始内胚葉特異的マーカ

ーである。スケールバーは 25 μm。 
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3.5.3: Lmna KOによる細胞質 F-アクチンの減少は核 YAPシグナルを減少させる 

Lmna KOにより LaminA/C/と LINC complexを介した細胞質 F-アクチンとの結合が阻害され

ているかを確かめるために、Lmna KO胚の中期胚盤胞(後期)の内部細胞塊における細胞質の

F-アクチンを調べた。Lmna KO 胚の細胞質の F-アクチンシグナルは、コントロール胚と比

較して有意に減少した(図 16A、B)。このことから、LAMIN A/Cはマウス着床前胚において

も LINC complexを介して細胞質のアクチンと結合しており、Lmna KO胚で細胞質 F-アクチ

ンが減少したと考えられる。Lmna KO胚で細胞質の F-アクチンが減少したことから、Lmna 

KO 胚における YAP の核局在シグナルを調べた。Lmna KO 胚の中期胚盤胞(後期)では、内

部細胞塊の核 YAPシグナルは有意に減少した(図 16C、D)。このことから、YAPの核局在に

は細胞質の F-アクチンの増加が必要である。しかし、LAMIN A/Cは核の構造を安定化させ

る役割があるため、Lmna KO により核形態が不安定になり、胞胚腔の拡大による核形態に

影響が出ている可能性がある。内部細胞塊での核形態の扁平化と YAPの核移行には弱い相

関関係があるため、球形度の上昇による核 YAP シグナル減少の可能性を検証する。Lmna 

KO 胚の内部細胞塊の核の球形度を解析した。コントロール胚と Lmna KO 胚の有意差はな

く(図 16E、F)、核形態の扁平度の低下による核 YAPシグナルの減少が誘導された可能性は

低いと考えられる。以上の結果は、Lmna KOによる細胞質の F-アクチンの減少は、核形態

の球形度を変化させることなく、核 YAPシグナルを減少させたことを示唆している。 
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図 16. Lmna KOによる細胞質の F-アクチンの減少は球形度を変化させず YAPの核移行を抑制する 

(A) Lmna KO胚における細胞質 F-アクチン(phalloidin)の代表的な免疫蛍光画像。 Lmna KO胚パネルにある点線は核の

位置を示す。スケールバーは 5 μm。 

(B) Lmna KO胚における細胞質 F-アクチン(phalloidin)のシグナル蛍光強度を示すドットプロット。横線は平均値と標準

誤差を表す。p値はスチューデントの t検定により決定。****p < 0.0001。各群の解析サンプル数：コントロール胚

(n = 47)、Lmna KO胚(n = 31)。 

(C) Lmna KO胚における YAPの代表的な免疫蛍光画像。点線は内部細胞塊を示す。スケールバーは 25 μm。 

(D) Lmna KO 胚における核 YAP シグナルの減少を示すドットプロット。横線は平均値と標準誤差を表す。p 値はスチ

ューデントの t検定により決定。***p < 0.001。各群の解析サンプル数：コントロール胚(n = 99)、Lmna KO胚(n = 84) 

(E) Lmna KO胚における核形態の代表的な解析画像。スケールバーは 15 μm。 

(F) Lmna KO胚における球形度を示すドットプロット。横線は平均値と標準誤差を表す。p値はスチューデントの t検

定により決定。 n.s.：有意でない。各群の解析サンプル数：コントロール胚(n = 99)、Lmna KO胚(n = 100)。 
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3.6: タンキラーゼ依存的な AMOT の分解は YAP の核局在化を促進する 

3.6.1: 胚盤胞期では p-YAPシグナルが次第に減少する 

Hippo シグナル伝達経路は YAP の局在制御に重要な役割を果たしている。Hippo シグナル

伝達経路が活性化されると、LATS1/2 によるセリン残基 112(S112)を含む YAP のリン酸化

が促進される(Zhao et al. 2007)。胚盤胞期における Hippoシグナル伝達経路の活性変化を調

べるために、S112 のリン酸化 YAP(p-YAP)の内部細胞塊でのシグナル蛍光強度の変化を調

べた。p-YAPシグナルは発生が進むにともなって減少する傾向があり、中期胚盤胞(後期)か

ら後期胚盤胞にかけて有意に減少した(図 17A-C)。当研究室でのこれまでの結果と一致し、

p-YAP シグナルは後期胚盤胞の内部細胞塊では観察されなかった(Hashimoto and Sasaki,  
2019)。以上の結果から、内部細胞塊における Hippoシグナル伝達経路の活性は胚盤胞期で

徐々に低下し、後期胚盤胞ではほとんど観察されないことが明らかになった。 
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図 17. 胚盤胞期では p-YAPが次第に減少する 

(A） 胚盤胞期における p-YAP シグナルの代表的な免疫蛍光画像。点線は内部細胞塊/エピブラストを表す。スケールバ

ーは 25 μm。点線は内部細胞塊を示す。右上の数字は細胞数を示す。 

(B） 胚盤胞期における p-YAPシグナルの変化を示す折れ線グラフ。p値は一元配置分散分析(one-way ANOVA)、ダンの

多重比較検定(Dunn‘s multiple comparison test)により決定。*p＜0.05、n.s.；有意でない。各ステージで解析したサン

プル数: 初期胚盤胞(N = 9)、中期胚盤胞(前期)(N = 5)、中期胚盤胞(後期)(N = 6)、後期胚盤胞(N = 7)。 

(C） 内部細胞塊/エピブラストにおける細胞数と p-YAPとの逆相関を示すドットブロット。 
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3.6.2: 胚盤胞期では AMOTの発現が次第に減少する 

初期胚盤胞の内部細胞塊では、Hippoシグナル伝達経路は細胞接着によって活性化されるこ

とが知られている。このときの活性化には Hippoシグナル伝達経路の一員である、AMOTタ

ンパク質の細胞接着部位への結合が必要である(Hirate et al. 2013)。マウス着床前胚の内部

細胞塊においても Hippo シグナル伝達経路の不活性化の上流に、細胞接着部位に局在する

AMOT が関与しているという仮説を立てた。まずは免疫蛍光染色により、胚盤胞期の内部

細胞塊における AMOTタンパク質の発現変化を調べた。初期胚盤胞ではすべての細胞接着

部位で強い AMOTシグナルが観察された。AMOTシグナルは初期胚盤胞から中期胚盤胞に

かけて顕著に減少し、中期胚盤胞(後期)では一部の細胞の接着部位でのみ観察された。後期

胚盤胞では、エピブラストの細胞でAMOTのシグナルがほとんど観察されなかった(図 18A-

C)。これらの結果は、当研究室の以前の結果で初期胚盤胞と後期胚盤胞のみで提示した

AMOT活性パターンの変化をより詳細に記述するものである(Hashimoto and Sasaki, 2019)。
このように、胚盤胞期の内部細胞塊における AMOTシグナルは発生の過程で徐々に減少し、

特に胚盤胞期の前半でその減少が顕著に観察された。以上の結果から、マウス着床前胚の内

部細胞塊においても、Hippoシグナル伝達経路が不活性化する上流機構として、細胞接着部

位の AMOTが関与する可能性がある。 
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図 18. 胚盤胞期では AMOTが次第に減少する 

(A） 胚盤胞期における AMOT シグナルの代表的な免疫蛍光画像。点線は内部細胞塊/エピブラストを表す。スケールバ

ーは 25 μm。点線は内部細胞塊を示す。右上の数字は細胞数を示す。 

(B） 胚盤胞期における AMOTシグナル蛍光強度の変化を示す折れ線グラフ。p値は一元配置分散分析、ダンの多重比較

検定により決定。****p < 0.0001、**p < 0.01、n.s.；有意でない。各ステージで分析したサンプル数; 初期胚盤胞(N 

= 8)、中期胚盤胞(前期) (N = 8)、中期胚盤胞(後期) (N = 9)、後期胚盤胞(N = 9)。 

(C） 内部細胞塊/エピブラストにおける細胞数と AMOTのドットブロット。 
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3.6.3: 中期胚盤胞における AMOTの分解抑制は YAPの核移行を阻害する 

中期胚盤胞における AMOTの減少が p-YAPの脱リン酸化を介して YAPの局在を制御して

いる可能性を検証するために、胚盤胞期の AMOTの減少を抑制する実験を行った。AMOT

ファミリーのタンパク質は、タンキラーゼ(TNKS1および TNKS2)によるポリ ADPリボシル

化、RNF146 E3リガーゼによるユビキチン化を経て、ユビキチン依存的に分解される。培養

細胞では、タンキラーゼの阻害剤である XAV939で処理すると、AMOTの分解が抑制され

ることが知られている(Wang et al. 2015)。そこで、胚盤胞期での AMOTの急激な減少がタン

キラーゼを介した AMOT の分解によるかを検証するために、中期胚盤胞(前期)の胚に

XAV939を添加し、中期胚盤胞(後期)までの 12時間処理した。XAV939で処理した胚の細胞

数はコントロール胚と有意差がなく、この薬剤処理は発生に大きな影響を及ぼさなかった

(図 19A)。XAV939 処理胚の中期胚盤胞(後期)の内部細胞塊では、AMOTシグナルが有意に

増加した(図 19B、C)。この結果から、マウス着床前胚の内部細胞塊で観察される AMOTの

減少は、タンキラーゼを介した分解機構により制御されることが示唆された。中期胚盤胞

(後期)で AMOT が YAP のリン酸化に関与するかを確認するため、XAV939 添加胚で YAP

と p-YAPの免疫蛍光染色を行った。XAV939 添加胚では、p-YAPシグナルは有意に増加し

て細胞質特異的な染色パターンが確認された(図 19F、G)。それと反比例して、YAPの核局

在シグナルが有意に減少した(図 19D、E)。この結果は、分解が抑制されて増加した AMOT

によって YAP がリン酸化され、細胞質に留まり、核への移行が阻害されたと考えられる。

以上の結果から、中期胚盤胞で見られる AMOTタンパク質の減少には、タンキラーゼを介

した分解が関与していることと、中期胚盤胞での YAP の核移行は AMOT が分解されて減

少したことによる YAPへのリン酸化の減少により制御されていることが示唆された。 
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図 19. タンキラーゼを介した AMOTの分解の抑制は YAPの核移行を抑制する 

(A) XAV939 添加胚における細胞数を示すドットプロット。横線は平均値と標準誤差を表す。p 値はスチューデントの

t検定により決定。n.s.；有意でない。各群の解析サンプル数：コントロール胚(N = 12)、XAV939添加胚(N = 16)。 

(B) XAV939処理胚における AMOTシグナルの代表的な免疫蛍光画像。スケールバーは 10 μm。点線は内部細胞塊を示

す。 

(C) XAV939処理胚における AMOTシグナルを示すドットプロット。横線は平均値と標準誤差を表す。p値はスチュー

デントの t検定により決定。****p < 0.0001。各群の解析サンプル数：コントロール胚(N = 12)、XAV939添加胚(N = 

16)。 

(D) XAV939処理胚における YAPシグナルの代表的な免疫蛍光画像。スケールバーは 10 μm。点線は内部細胞塊の核を

示す。 

(E) XAV939処理胚における核 YAPシグナル蛍光強度を示すドットプロット。横線は平均値と標準誤差を表す。p値は

スチューデントの t検定により決定。****p < 0.0001。 各群の解析サンプル数：コントロール胚(n = 186)、XAV939

添加胚(n = 278)。 

(F) XAV939処理胚における p-YAPシグナルの代表的な免疫蛍光画像。スケールバーは 10 μm。点線は内部細胞塊を示

す。 

(G) XAV939処理胚における p-YAPシグナル蛍光強度を示すドットプロット。横線は平均値と標準誤差を表す。p値は

スチューデントの t検定により決定。**p < 0.01。各群の解析サンプル数：コントロール胚(N = 5)、XAV939添加胚

(N = 10)。 
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3.7: YAP の核移行には内部細胞塊における SOX2 の発現が必要である 

3.7.1: Sox2 KO胚の作製 

中期胚盤胞では Hippo シグナル伝達経路が活性状態から不活性状態へと遷移し、YAP の核

局在は徐々に上昇する。この Hippo シグナル伝達経路の経時的な変化が内部細胞塊からエ

ピブラストへの分化過程により制御されているという仮説を立てた。これを検証するため、

転写因子の SOX2に注目した。SOX2は多能性因子としても知られ、内部細胞塊とエピブラ

スト細胞のマーカーとして胚盤胞の全ての細胞で観察され、内部細胞塊の細胞分化の制御

に関与する(Guo et al. 2010; Wicklow et al. 2014)。SOX2を欠如したマウス胚では内部細胞塊

は形成されるが、エピブラストの形成が不完全となり E7.5 に胚性致死となる(Avilion et al. 

2003)。以上のことから、内部細胞塊への分化を抑制するツールとして Sox2 KO胚を作製す

ることにした。SOX2 は YAP の局在が大きく変化する中期胚盤胞(前期)から後期胚盤胞に

かけて顕著に上昇する(図 20A、B)。この結果から、当研究室の以前の結果と合わせて核 YAP

シグナルと SOX2シグナルは相関関係にあることがわかった。Sox2 KO胚は３種類の gRNA

を設計し、エレクトロポレーション法によりにより作製した(図 20C)。Sox2 KO胚を SOX2

の免疫蛍光染色で確認したところ、KO 効率は 100%であった(N = 50/50胚)(図 20D)。 
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図 20. 胚盤胞期での SOX2の発現と Sox2 KO胚の作製 

(A） 胚盤胞期における SOX2発現の代表的な免疫蛍光画像。点線は胚と胞胚腔を示す。スケールバーは 25 μm。右上の

数字は細胞数を示す。 

(B） 胚盤胞期における SOX2シグナルの変化を示す折れ線グラフ。p値は一元配置分散分析(one-way ANOVA)、ダンの

多重比較検定(Dunn‘s multiple comparison test)により決定。****p < 0.0001、n.s. ;有意でない。各ステージの解析サン

プル数：初期胚盤胞(n = 109)、中期胚盤胞(前期) (n = 70)、中期胚盤胞(後期) (n = 67)、後期胚盤胞(n = 118)。 

(C） Sox2とその gRNAの模式図。  

(D） Sox2 KO胚における SOX2発現の欠如を示す代表的な免疫蛍光画像。スケールバーは 100 μm。 
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3.7.2: Sox KO胚では AMOTの発現が維持され YAPの核移行が阻害される 

Sox2 KOによりエピブラストの細胞分化を抑制した中期胚盤胞で核 YAPシグナルを確認し

た。Sox2 KO 胚の中期胚盤胞(前期)の内部細胞塊では核 YAP シグナルが全く見られなかっ

た(図 21A、B)。Sox2 KO胚では、エピブラストへの細胞分化による Hippoシグナル伝達経

路の不活性化が阻害されている可能性がある。Hippo シグナル伝達経路の上流の AMOT の

発現を調べた。中期胚盤胞(後期)では AMOT シグナルがほとんど観察されなくなる時期だ

が、Sox2 KO胚の AMOTの発現は有意に上昇していた(図 21C、D)。このことから、Sox2 KO

胚では AMOTが分解されず、YAPの核移行が抑制されたと考えられる。実際に、p-YAPを

染色したところ、p-YAP のシグナルは有意に上昇し、細胞質特異的な局在が観察された(図

21E、F)。 

 

以上の結果から、Sox2 KO 胚では AMOT の活性化、Hippo シグナル伝達経路の活性化によ

って YAPはリン酸化され、細胞質に留まり、核への移行が阻害された。内部細胞塊がエピ

ブラストへと分化する過程で、AMOT の分解を介して Hippo シグナル伝達経路を不活性化

させ、YAPへのリン酸化をなくすことで、YAPの核への移行を促進するメカニズムが示唆

される。 
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図 21. Sox2 KOは AMOTを介して YAPの核移行を抑制する 

(A) Sox2 KO胚における YAPと SOX2の発現の典型的な免疫蛍光画像。スケールバーは 25 μm。 

(B) Sox2 KO胚における核 YAPシグナルの減少を示すドットプロット。横線は平均値と標準誤差を表す。p値はスチュ

ーデントの t検定により決定。****p < 0.0001。各群の解析サンプル数：コントロール胚(n = 69)、Sox2 KO胚(n = 36)。 

(C) Sox2 KO胚における AMOTと SOX2シグナルの代表的な免疫蛍光画像。点線は内部細胞塊を示す。スケールバーは

25 μm。 

(D) Sox2 KO胚における AMOTシグナルを示すドットプロット。横線は平均値と標準誤差を表す。p値はスチューデン

トの t検定により決定。**p < 0.01。各群の解析サンプル数：コントロール胚(N = 10)、Sox2 KO胚 (N = 10)。 

(E) Sox2 KO胚における p-YAPおよび SOX2発現の代表的な免疫蛍光画像。点線は内部細胞塊を表す。スケールバーは

25 μm。 

(F) Sox2 KO胚における p-YAPシグナルを示すドットプロット。横線は平均値と標準誤差を表す。p値はスチューデン

トの t検定により決定。**p < 0.01。各群の解析サンプル数：コントロール胚(N = 13)、Sox2 KO胚(N = 10)。 
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3.8: 胞胚腔の拡大は AMOT を介した Hippo シグナル伝達経路とは無関係に YAP の

局在制御に関与する 

これまでに、中期胚盤胞の内部細胞塊での YAPの核移行を促進するメカニズムとして、胞

胚腔の拡大によるメカニズムと、AMOT が分化過程で分解されることによる Hippo シグナ

ル伝達経路の不活性化によるメカニズムの２種類を示した。AMOT を介したメカニズムで

は YAP は AMOT の不活性化による脱リン酸化により核移行するが、胞胚腔拡大によるメ

カニズムではどのように YAPが核に移行するかを示していない。そこで、胞胚腔のサイズ

操作を行った胚における YAPの局在変化が、AMOTの活性を介して YAPのリン酸化/脱リ

ン酸化を介すメカニズムであるかを調べた。 

 

まず、胞胚腔拡大胚において p-YAPシグナルを観察した。胞胚腔拡大胚の内部細胞塊では、

中期胚盤胞(前期)のコントロール胚で見られた p-YAP シグナルの細胞質特異的な局在が見

られず、p-YAPシグナルが有意に減少した(図 22A、B)。この結果から胞胚腔拡大による YAP

の核移行では、YAP のリン酸化が抑制されることが示唆された。胞胚腔吸引胚では中期胚

盤胞(後期)では細胞質特異的な p-YAP シグナルの局在がかなり弱いが、胞胚腔吸引胚にお

いては p-YAPシグナルの細胞質局在が復活することが観察され、p-YAPシグナル蛍光強度

の解析においても有意に上昇することがわかった(図 22C、D)。 

 

次に、胞胚腔拡大胚で AMOTを観察した。胞胚腔拡大胚では AMOTのシグナルには有意な

差が見られなかった(図 22E、F)。胞胚腔拡大によるリン酸化 YAP の減少による YAP 核移

行の過程には AMOTを介した Hippoシグナル伝達経路の制御は関わっていないことが示唆

された。胞胚腔吸引胚においても、AMOTの発現には有意な差が見られなかった(図 22G,H)。

以上の結果から、胞胚腔拡大による YAPの核移行は p-YAPの脱リン酸化を介するが、その

Hippoシグナル伝達経路の不活性化には AMOTが関与しないことが示唆された。 
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図 22. 胞胚腔の大きさを操作すると AMOTに影響を与えることなく Hippoシグナル伝達経路が変化する 

(A） 胞胚腔拡大胚における p-YAPシグナルの代表的な免疫蛍光画像。点線は内部細胞塊を示す。スケールバーは 25 μm。 

(B） 胞胚腔拡大胚における p-YAPシグナルを示すドットプロット。横線は平均値と標準誤差を表す。p値はスチューデ

ントの t検定により決定。****p < 0.0001。各群の解析サンプル数：コントロール胚(N = 6)、胞胚腔拡大胚(N = 5)。 

(C） 胞胚腔縮小胚における p-YAPシグナルの代表的な免疫蛍光画像。点線は内部細胞塊を示す。スケールバーは 25 μm。 

(D） 胞胚腔縮小胚における p-YAPシグナルの増加を示すドットプロット。横線は平均値と標準誤差を表す。p値はスチ

ューデントの t検定により決定。**p < 0.01。各群の解析サンプル数：コントロール胚(N = 12)、胞胚腔吸引胚(N = 

15)。 

(E） 胞胚腔拡大胚におけるAMOTシグナルの代表的な免疫蛍光画像。点線は内部細胞塊を示す。スケールバーは 25 μm。 

(F） 胞胚腔拡大胚では AMOT発現に影響がないことを示すドットプロット。横線は平均値と標準誤差を表す。p値はス

チューデントの t検定により決定。n.s.; 有意でない。各群の解析胚サンプル数：コントロール胚(N = 7)、胞胚腔拡

大胚(N = 6)。 

(G） 胞胚腔縮小胚におけるAMOTシグナルの代表的な免疫蛍光画像。点線は内部細胞塊を示す。スケールバーは 25 μm。 

(H） 胞胚腔縮小胚に AMOT発現に影響がないことを示すドットプロット。横線は平均値と標準誤差を表す。p値はスチ

ューデントの t検定により決定。n.s.; 有意でない。各群の解析サンプル数：コントロール胚(N = 15)、胞胚腔吸引胚

(N = 19)。 
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第４章 考察 

4.1: 中期胚盤胞の YAP の核移行は２つの機構により促進される 

本論文では、胚盤胞期の内部細胞塊からエピブラストへの分化過程における YAP局在の細

胞質から核への促進メカニズムを検証した。その結果、胞胚腔の拡大に伴う細胞質 F-アク

チン量の増加による AMOTを介さない機構と、細胞分化に伴う SOX2の発現上昇によるタ

ンキラーゼを介した AMOT の分解による機構の 2 つが、YAP の脱リン酸化を介して YAP

局在を核へと促進することを示し(図 23A)、これらが発生過程で協調してはたらくことがエ

ピブラストへの分化の頑強性に貢献していると考察した。 

 

桑実胚から初期胚盤胞へと分化する過程で胞胚腔と呼ばれる内腔が出現する。胞胚腔は拡

大と縮小を繰り返しながら後期胚盤胞にかけて徐々に拡大していく。中期胚盤胞では、胞胚

腔の拡大により栄養外胚葉に拡大する力が加わり、栄養外胚葉の細胞の張力が増加する

(Chan et al. 2019)。同様の張力が内部細胞塊にも加わると考えられる。物理的な力を受けた

内部細胞塊の細胞は、その力に応じて細胞質の F-アクチンを増加させる(図 13A-D)。この力

を受けて細胞質に局在する p-YAP は脱リン酸化し、核への局在が促進される。このとき

Hippoシグナル伝達経路の上流に位置する AMOTは介さない。 

 

初期胚盤胞では、AMOTは細胞接着部位に存在し、Hippoシグナル伝達経路を活性化する。

Hippo シグナル伝達経路の活性化は YAP をリン酸化し、細胞質へと局在させる。中期胚盤

胞へと分化が進むと、細胞接着部位の AMOTは徐々に減少する。この減少は、多能性因子

SOX2による内部細胞塊からエピブラストへの細胞分化によって促進される。SOX2は桑実

胚の内側の細胞と初期胚盤胞の内部細胞塊で特異的に発現する最初の転写因子である。Sox2

は内部細胞塊の前駆多能性状態の獲得に必要である。SOX2 が存在しないと AMOT の発現

は減少せずに維持され、YAPのリン酸化と細胞質局在が促進される。AMOTの分解に必要

なタンキラーゼやユビキチン依存的な分解機構は、SOX2依存的に制御される。 
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図 23. 中期胚盤胞の内部細胞塊における 2つの YAP局在制御モデル 

(A) 中期胚盤胞での YAP局在を制御する２種類の機構をまとめた模式図。中期胚盤胞での YAPの核移行には 2種類の

メカニズムがはたらく。胞胚腔拡大による細胞質 F-アクチン量の増加は、細胞質に局在するリン酸化 YAP を脱リ

ン酸化させ、YAP が核に移行する。細胞分化による SOX2 の上昇はタンキラーゼを介して AMOT を分解する。

AMOT は YAP をリン酸化し細胞質局在を誘導するが、分解に伴い YAP の脱リン酸化が減少し、YAP は核に移行

する。 

 

 

 

  

AMOT

中期胚盤胞

SOX2

細胞質 F-アクチン

胞胚腔拡⼤

A
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4.2: 胚盤胞期のステージ区分の比較 

本論文では YAP の局在を基準とした胚盤胞期のステージを定義した(図 6)。以前の研究で

は、胚盤胞期を細胞数や分化状態に応じて初期胚盤胞(32-64細胞数)、中期胚盤胞(64-127細

胞数)、後期胚盤胞(128細胞数以上)と 3つのステージに区分していた(Hashimoto and Sasaki, 

2019)。本論文で私が区分したステージはYAPの局在に基づいて初期胚盤胞(32-69細胞数)、

中期胚盤胞(70-99細胞数)、後期胚盤胞(100細胞数以上)とした。この二つのステージ区分は、

初期胚盤胞までの細胞数は 64 細胞数と 69 細胞数とでほぼ同じだが、中期胚盤胞と後期胚

盤胞との境界が大きく異なっている。細胞分化に基づいたステージ区分では本論文で定義

した後期胚盤胞を含む 127細胞数までが中期胚盤胞だが、YAPの核移行は 100細胞数まで

には内部細胞塊の全ての細胞で完結している。以上の違いから、YAP の核移行は細胞分化

に先んじて進む可能性がある。YAP の核移行と細胞分化の状態はおよそ 64-69 細胞数程度

までの初期胚盤胞までは、同じような機構によって制御される。しかし、内部細胞塊が原始

内胚葉とエピブラストに完全に分化する 128細胞数以上の胚よりも先んじて、100細胞数以

上の胚の段階で YAPの核移行が終了する。YAPの核移行はエピブラストでの SOX2の発現

を上昇させるメカニズムとして重要だと考えられている(Hashimoto and Sasaki, 2019)。今回

のステージ区分の比較から、内部細胞塊からエピブラストへの形成過程で YAP 核移行が

徐々に進むというよりは、エピブラスト形成に先んじて YAPの核移行が完了することが多

能性を持つエピブラストを形成するために重要である可能性がある。 

 

4.3: 細胞質 F-アクチンと YAP 局在制御との関係性 

本研究では細胞質 F-アクチンの増加が YAPの脱リン酸化を誘導し、YAPの核移行を促進す

ることを示したが、細胞質 F-アクチンの増加が何を介して脱リン酸化を誘導するかは不明

である。培養細胞では、活性型 AMOTはセリン 175部位を介して F-アクチンフィラメント

に局在する。AMOT のアクチンへの局在は Hippo シグナル伝達経路を活性化させず、YAP

を核へと移行させるが、F-アクチンの破壊による AMOTの放出は YAPのリン酸化を介して

細胞質に局在させる(Chan et al. 2013; Dai et al. 2013; Mana-Capelli et al. 2014)。このように、

細胞質 F-アクチンと AMOT の共局在が胚盤胞期の内部細胞塊での YAP 核制御に関わると

考えていた。しかし、発生過程において細胞質 F-アクチンが強くなる中期胚盤胞(後期)と

AMOT の発現が特に強い初期胚盤胞の時期は一致しなかった。加えて、胞胚腔の拡大と縮

小実験において AMOT シグナルに顕著な変化は見られなかった(図 22E-H)。以上の結果か

ら、細胞質 F-アクチンの下流の YAP局在制御は、AMOT以下の Hippoシグナル伝達経路に

ある YAPのキナーゼの LATS1/2などを介している可能性がある。F-アクチンを含む細胞骨

格による YAP局在制御では、LATS依存的(Meng et al. 2018; Rauskolb et al. 2014; Wada et al. 

2011; Zhao et al. 2012)および非依存的メカニズム(Aragona et al. 2013; Chang et al. 2018; Dupont 

et al. 2011; Elosegui-Artola et al. 2017)の両方がある。LATSの非依存的メカニズムでは細胞に



67 
 
 

力が加わることで核形態が扁平化し、核膜孔の抵抗が減少し YAPが核に入りやすくなるメ

カニズムである。しかし、核形態の扁平化は YAPの核移行との関与が低かった(図 10A-E)。

加えて、胞胚腔を人工的に操作した胚では、p-YAP シグナルは統計的に有意な変化が観察

された(図 22A-D)。これらの結果から、主に LATS を介したメカニズムが細胞質 F-アクチ

ンを介して YAP局在を制御すると考えられる。 

 

4.4: 中期胚盤胞(後期)から細胞質 F-アクチンが減少するメカニズム 

初期胚盤胞から中期胚盤胞(後期)までは、胞胚腔拡大による細胞質 F-アクチンの増加がYAP

の核移行を促進すること示した。しかし、中期胚盤胞(後期)から後期胚盤胞では細胞質 F-ア

クチンの減少が観察され、胞胚腔の拡大と YAP の核移行との関与が低くなる(図 11A-C)。

後期胚盤胞での F-アクチンと YAP の関係性は中期胚盤胞と比べて変化しているようであ

る。例えば、YAPの核移行による TEADの活性化がアクチンの動態を変化させている可能

性が考えられる。RPE1(hTRET-immortalized human retinal pigment epithelial-1)細胞では、YAP

を KDすると Rho GTPase活性化タンパク質である ARHGAP18のタンパク質レベルが減少

し、アクチンの重合が阻害される(Porazinski et al. 2015)。YAP-TEAD依存的な転写の不活性

化は、ヒト多能性幹細胞のメゾダームへの分化過程で皮質のアクチンからストレスファイ

バーのアクチンへと変化する細胞骨格のアクチン再構成に関与している(Pagliari et al. 2021)。

MDCK 細胞では YAP が ARHGAP18 の細胞内局在を制御しており、YAP を KO すると

ARHGAP18が細胞の端に集積し、アクチンの動態を変化させる(Zhang et al. 2023)。マウス着

床前胚の内部細胞塊においても、中期胚盤胞で YAP の核移行がある閾値を超えると、

ARHGAP18 のタンパク質レベルの増加を介して細胞質の F-アクチン動態が変化するため、

胞胚腔拡大による影響を受けていない可能性がある。 

 

4.5: 中期胚盤胞での AMOT の減少は分解によるものである 

初期胚盤胞から中期胚盤胞(後期)にかけて AMOTシグナルは顕著に減少する(図 18A-C)。し

かしこの時期では Amot mRNA の発現は有意に減少していない(M.Hashimoto and H.Sasaki, 

unpublished observation)。本研究では中期胚盤胞での AMOTがタンキラーゼおよびユビキチ

ン依存的メカニズムによる分解(Wang et al., 2015)を介して減少していることが示された(図

19B,C)。また、AMOT タンパクの分解に関わる Nedd4 mRNA の発現は上昇している

(M.Hashimoto and H.Sasaki, unpublished observation)。以上のことから、中期胚盤胞での AMOT

は主に翻訳後の分解を介して減少していると考えている。 

 

4.6: 内部細胞塊での YAP 核移行レベルのばらつきを制御するメカニズム 

当研究室の研究から、中期胚盤胞の内部細胞塊の細胞間の核 YAPレベルのばらつきが、細

胞競合を誘導することが示された(Hashimoto and Sasaki, 2019)。しかし、そのばらつきを生



68 
 
 

じさせる原因は不明であった。その原因として細胞や核の扁平度のばらつきが核 YAPシグ

ナルのばらつきに関与すると考えられるが、本研究で核の球形度と核 YAPシグナルには弱

い相関関係があり(図 10D,E)、細胞質 F-アクチンと核 YAP シグナルには強い相関関係が見

られた(図 11D,E)。この結果は、細胞が受ける機械的な力の変化は核の形状を著しく変化さ

せるほど強くはないが、F-アクチンレベルに影響を与えるのには充分であることを示す。ま

た、本研究では機械的な制御以外に細胞分化による制御が YAP局在に関与することを示し

ており、このような細胞分化機構が YAP局在のばらつきに寄与している可能性も考えられ

る。実際にエピブラスト発生過程における細胞分化マーカーと YAP局在の詳細な観察から、

YAP 核局在の開始には細胞の運命決定が重要であることが明らかになった(N. Hirono, 

M.Hashimoto., H.Maeda., H. Shimojo, H.Sasaki, unpublished observation)。またエピブラストへ

の運命が特定されるタイミングは内部細胞塊の細胞間で異なる(Saiz et al. 2016)。以上のこと

から、細胞分化の変化が YAP核移行レベルのばらつきを誘導している可能性がある。 

 

4.7: 発生過程における力学的刺激の重要性 

本研究は、エピブラスト形成過程における胞胚腔を起点とする機械的シグナルが、YAP の

細胞内局在を制御し、細胞の運命決定に影響を与えることが示唆された。この観察結果は、

力学的刺激が細胞内シグナル伝達経路に直接影響を与えることを実証している。この発見

は、細胞が物理的な力をどのように感知し、生化学的シグナルに変換するかという重要な問

いに新たな手がかりを提供する。今後の課題として、この過程に関与する具体的な膜受容体

や関連するタンパク質の特定が挙げられる。近年細胞が機械的シグナルを感知する仕組み

として、細胞膜上に存在する受容体が解明されつつある(Reviews; Martino et al. 2018; Hamill 

et al. 2001; Humphrey et al. 2014; Murthy et al. 2017; Rosa et al. 2021)。内部細胞塊におけるこれ

らの解明は、物理的な力が細胞分化に影響を与える機構の全容解明に繋がるだろう。本研究

で明らかにした機械的シグナルと YAPを介した制御機構は、他の発生段階においても重要

な役割を果たす。例えば、器官形成過程における上皮-間充織転(EMT)では、YAP の活性化

が重要な役割を果たすことが報告されている(Zhang et al. 2014)。また、ゼブラフィッシュの

心臓発生過程では、機械的刺激が AMOT を介した YAP の局在制御を介して心筋細胞の分

化を制御する(Nakajima et al. 2017)。骨格筋の発生と再生においても、YAPが筋芽細胞の増

殖と分化を制御する(Judson et al. 2012)。これらの知見は、本研究で見出された機械的シグナ

ルと YAPを介した制御機構が、エピブラスト形成に限らず、様々な組織や器官の発生過程

において普遍的に機能している可能性がある。さらに、ヒト胚の内部細胞塊で YAPが核に

局在していることが観察されており、ヒトの多能性幹細胞において YAPの核移行とそれに

伴う核内活性の増加が、ナイーブ状態の多能性を獲得するメカニズムの一つであることが

示唆されている(Qin et al. 2016)。これらの知見は、本研究で明らかにしたエピブラスト形成

過程の制御機構が進化的に保存されていることを示唆する。 
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4.8: 本研究の意義 

本研究において、エピブラストの形成過程では、胞胚腔の拡大によって内部細胞塊の細胞が

受ける物理的な力による YAP局在制御に加えて、桑実胚の内側の細胞が内部細胞塊へと分

化することによる細胞の状態変化もシグナルそのものを変化させていることを明らかにし

た。このように、細胞分化のシグナルの制御機構を理解するためには、細胞が受ける外的要

因だけではなく、発生の進行に伴う細胞の状態変化も併せて考える必要があることが明ら

かとなった。これまでの先行研究のほとんどは外的要因のみに注目しており、発生という動

的な現象を正しく理解するためには、発生の進行に伴う細胞の状態変化の解析が重要であ

ることを示した点が本研究の新しい知見である。 
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