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要旨 

 

脊椎動物の脊椎・肋骨・骨格筋は、発生初期に形成される体節から分化する。体節は

尾部先端に存在する未分節中胚葉 (presomitic mesoderm : PSM) から一定時間毎に、

くびれ切れることによって神経管の両側に対で形成される。マウスの体節は約 2-3 時

間周期で形成され、この周期を制御する機構の中心的役割を担っているのが分節時

計と呼ばれる Hes7 遺伝子である。Hes7 はネガティブフィードバック機構によって PSM

個々の細胞で発現振動 (オシレーション) しており、そのタイミングが、周囲の細胞間

で同期することにより PSM 全体で尾部から頭部方向へ進行波を形成する。この進行波

が PSM の頭部側にたどり着くと体節が形成されることから、体節形成には Hes7 のオ

シレーションと進行波の形成が不可欠であることが分かっているが、未だ規則的な体

節構造を作る遺伝子群の全貌は、分かっていない。 

Hes7 の同期振動を制御する遺伝子群やシグナル系を同定するため、薬剤ライブラリー

を用いたスクリーニングで網羅的に調べる方法はあったが、生きた胎仔を使用する必

要があり大量のマウス個体を用意することが困難であることから、マウス個体にとって

代わるツールが必要であった。そこで 2015 年に報告された胚性幹 (ES) 細胞から筋

組織を分化誘導する方法を参考に、マウス ES 細胞から生体の PSM と同等の性質を

持つ PSM 様組織 (induced-PSM : iPSM) への分化誘導法の開発を試みた。分化誘導

後、経時的にサンプルを回収し各マーカー遺伝子の検出を行うことで、未分化細胞か

ら中胚葉様細胞、PSM 様細胞、体節様細胞へと効率よく誘導する条件を確立した。ま

た、iPSM のサイズが Hes7 の発現量とオシレーションの振幅に大きな影響を与えること

を明らかにした。さらに、Hes7 プロモーターを用いた発光レポーターベクターを導入した

マウス ES 細胞から分化誘導した iPSM をリアルタイムイメージングにより解析した結果、

Hes7のオシレーションや進行波、さらには分節過程が観察出来た。したがって、本研究

の分化誘導方法は、効率的に in vivo の発生過程を再現できる実験系であると考えら

れた。 

次に Hes7 オシレーションの同期機構に関わる新たな因子やシグナル経路を明らかに

するため、エピゲノム関連因子、細胞周期関連因子やリン酸化関連因子などに対する

阻害剤など、計 430 種類の薬剤を使用してスクリーニングを行ったところ、Hes7 のオシ

レーション周期に大きく影響を与える薬剤をいくつか発見した。さらに検出した Hes7 の

発現パターンに着目し解析を行ったところ、興味深いことに BET（bromodomain and 

extra-terminal） ファミリータンパク質の阻害剤を使用したほぼ全ての条件で Hes7 のオ

シレーションは減弱し定常状態を示した。したがって BET ファミリータンパク質が Hes7
オシレーション機構に関与している可能性が示唆された。またこれらの薬剤を用いて

Hes7 発光レポーターマウスの PSM 組織のリアルタイムイメージングを行ったところ、

iPSM と酷似した Hes7 発現パターンを示した。以上から iPSM は生体 PSM と同等の性

質を持ち、iPSM は生体 PSM の代替ツールになる可能性があると考えられる。  
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略語表 
 

BET : Bromodomain and extra-terminal 

bHLH : basic helix-loop-helix  

CCD : charge-coupled device 

DMSO : Dimethyl sulfoxide 

Dusp4 :dual specificity phosphatase 4 

ES cell : Embryonic stem cell 

EZH2 : Enhancer of zeste homolog 2  

Fgf : Fibroblast growth factor 

HDAC : Histone deacetylase 

Hes : Hairy enhancer of split 

iPSM : induced-PSM 

Lfng : Lunatic fringe 

Mesp2 : Mesoderm posterior protein 2 

MKP2 : MAPK (mitogen-activated protein kinase) phosphatase 2 

mRNA : messenger RNA 

PFA : Paraformaldehyde 

POD : Peroxidase 

PSM : presomitic mesoderm  

UTR : untranslated region 

RT-PCR : reverse-transcription polymerase chain reaction 
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第一章 序論 
 

脊椎動物の脊椎・肋骨・体幹の筋肉は、胎生期に一時的に観察される体節から分化す

る。体節は胚尾部先端に存在する未分節中胚葉 ( presomitic mesoderm : PSM ) と呼

ばれる未分化な細胞集団の頭部側から、一定時間毎にくびれ切れること (分節) によ

って神経管の両側に対で形成される (図 1)。この周期はマウスでは約 2-3 時間、ゼブ

ラフィッシュでは約 30 分、ヒトでは約 5-6 時間と生物種によって異なり、この周期が乱

れると、先天性脊椎側弯症や脊椎肋骨異骨症などの骨系統疾患を引き起こすことが分

かっている (Akiyama K. et al., 2014)。 

 

 
図 1. PSM からの分化過程と Hes7 の発現変化 (模式図) 
PSM は胎仔尾部先端部に存在し、そこから分化した体節は脊椎や肋骨を形成する。マウスでは約

2-3 時間ごとに体節が形成される。Hes7 の発現は体節形成の周期と一致して PSM の尾部から頭

部方向へ移行する。 

 

 

体節形成過程での周期性は、Notch シグナル、FGF シグナル、Wnt シグナルに属する

多数の因子が、PSM において規則正しい発現振動 (オシレーション) を起こすことによ

り制御されている (図 2; Niwa Y. et al., 2007; Dequéant M. L. et al., 2006)。 

 

また、体節形成過程では Notch シグナルの下流で働く basic helix-loop-helix (bHLH) 

型転写抑制因子 Hes7 が PSM で重要な役割を担っていることが分かってきた。Hes7 遺

伝子は、ショウジョウバエの hairy (h) 遺伝子と Enhancer of split (E(spl)) 遺伝子に相

同性の高い bHLH ドメインを持つ転写因子としてクローニングされた (Bessho Y. et al., 
2001a)。これまでに Hes1 から Hes7 の 7 種類の遺伝子がクローニングされてきた。その

うちの一つ Hes7 タンパク質は他の多くの Hes 因子と同様に bHLH ドメインを持ち二量

体化して N-box 配列及び E-box 配列に結合してプロモーターからの転写を抑制する 

(Sasai Y. et al., 1992; Bessho Y. et al., 2001a; Ishii A. et al., 2008)。Hes タンパク質は自

身のプロモーターに存在する N-box 配列に結合して転写を抑制する作用があるため、

ネガティブフィードバック調節回路を作る。マウスの PSM で発現振動する Hes 遺伝子及

びその関連遺伝子には、Hes1、Hes7、Hey2 があるが、正常な分節化に必須であるの
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はこのうちで Hes7 のみである(Jouve C. et al., 2000; Leimeister C. et al., 2000; Bessho 

Y. et al., 2001b) 。 

Hes7 遺伝子の発現振動は以下の要領で起こる。Notch シグナルや FGF シグナルによ

って誘導され、転写・翻訳された Hes7 タンパク質は転写抑制活性により自身のプロモ

ーター活性を抑制する。しかし、Hes7 タンパク質は非常に不安定でユビキチン-プロテ

アソーム系によって素早く分解される。このため、抑制されていたプロモーターが再び

活性化され、転写・翻訳が再開される。このようにして体節形成過程で Hes7 は発現振

動を繰り返す。 

 

 
図 2. Hes7 遺伝子の発現振動メカニズム 
Hes7 のプロモーター活性は Notch や FGF シグナルによって誘導される。転写・翻訳を経て形成さ

れた Hes7 タンパク質は自身のプロモーター活性を抑制するネガティブフィードバック調節を行う。し

かし、Hes7 タンパク質はユビキチン化され素早く分解されるため、自身のプロモーター抑制活性が

一時的に無くなり、Hes7 の転写が再開される。 

 

マイクロアレイを用いた研究から、Notch、FGF シグナルに属する因子と、Wnt シグナル

に属する因子が PSM において逆の位相でオシレーションしていることが明らかになっ

た (Dequeant M. L. et al., 2006)。さらに、Notch タンパク質の細胞内ドメイン (Notch 

intercellular domain : NICD) を安定的に発現しオシレーションを抑制させた遺伝子改変

マウスの PSM を解析すると Notch シグナルの下流因子である Lfng や FGF シグナル

の下流因子である Spry2 の発現振動は抑制されるのに対し、Wnt シグナルの下流因子

である Axin2 の発現振動は残っていることから、これらの発現は互いに独立していると

考えられている (Feller J. et al., 2008)。 

Hes7 遺伝子欠損マウスでは重篤な分節化の異常がみられるが、Hes7 定常発現マウ

スでも同様な分節化の異常が観察される (図 3)。このことから正常な分節化には Hes7
は単に発現するだけでなく、発現振動することが必須であることが分かっている 

(Takashima Y. et al., 2011)。また、Hes7 の欠損および定常発現の状態では Lunatic 
fringe (Lfng) や Dusp4/MKP2 など多くの分節遺伝子が発現振動をしなくなることが知ら

れている(Pourquie O. et al., 2011; Oates A. C. et al., 2012; Eckalbar W. L. et al., 2012; 

Kageyama R. et al., 2012; Bessho Y. et al., 2001; Niwa Y. et al., 2007; Sparrow D.B. et 
al., 2012)。PSM で発現振動する多数の因子のなかでも Hes7 は中心的な因子の一つで

あると考えられるが、Hes7 自体が分節時計のリズムを生み出す中心的なオシレーター

なのか、もしくは他のオシレーターによって制御されているのかということは分かってい



7 

 

ない。Lfng は Notch を標的とした糖転移酵素であり PSM において振動的に発現する。

Lfng の欠損および過剰発現によっても分節化の異常は引き起こされるが、PSM におけ

る Hes7 の発現は振動を続けている (Niwa Y. et al., 2007; Serth K. et al., 2003)。このこ

とからも Lfng は発現振動するものの分節時計のリズムを生み出す分子機構の中心に

はないと考えられている。さらに数多くの分節遺伝子が分節時計の周期に関わってい

ることは報告されているが、周期がどのようなメカニズムで制御されているのかについ

ても明らかになっていない。 

 

 
図 3. 分節遺伝子欠損マウスの骨染色 
分節遺伝子である Hes7 や Notch シグナル経路の下流に存在する Dll3 や Lfng を欠損したマウス

では体節形成に異常が生じる。そのため体節から分化する脊椎や肋骨が癒合し、生後すぐに致死

となる。 

 

また、Hes7 遺伝子のオシレーションのタイミングは隣接した細胞間で同期することによ

り PSM 全体で尾部から頭部方向へ進行波を形成する (図 1. 右側パネル; Bessho Y. 

et al. 2001)。この細胞間同期機構には Delta / Notch シグナルを介した細胞間コミュニ

ケーションの関与が示唆されている。今までに、Notch 伝達経路に異常を持つゼブラフ

ィッシュでは、オシレーションが非同期になることが示されてきた (Jiang Y. et al., 2000)。

また、細胞分裂のタイミングも重要で、Hes7 ホモログの発現がオフの時に細胞分裂が

起こる事から、オシレーションに影響が出ないよう分裂のタイミングが調節されているこ

とが示唆されている (Delaune E. A. et al. 2012)。しかし、隣接した細胞間における Hes7
同期機構を制御する遺伝子群の全貌は未だ明らかになっていない。 

Hes7 遺伝子の周期と発現ダイナミクスがどのようなメカニズムで制御されているのかを

明らかにするためには、既知の分節時計関連遺伝子だけでなく薬剤ライブラリースクリ

ーニング等で網羅的に調べる必要があるが、大量のマウス個体を用意する必要がある。

さらに Hes7 を含む分節時計遺伝子の発現動態をイメージングなどの方法で経時的に

定量する際、PSM を組織のまま観察するのは、撮影・培養条件の最適化の難易度が

高いことや、シングルセルでの初代分散培養ではオシレーションが不安定になることか

ら (Masamizu Y et al. 2006)、本来の性質のまま解析をするのは難しかった。さらに、組

織サンプルに対する効率の良い遺伝子導入方法がないため、発現レポーターを利用

するには遺伝子改変マウスを作製する必要があることから、マウス個体にとって代わる

ツールが必要であった。 
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これまでにマウス胎仔繊維芽細胞 (MEF) やマウス胚性幹細胞 (ES 細胞) とヒト人工

多能性幹細胞 (iPS 細胞) から、単層状の PSM 様細胞、体節様細胞、骨格筋細胞へ

と分化誘導する方法は報告されている(Pourquie O. et al. 2014, Patent 

#US20140127169 A1; Chal J. et al., 2015)。しかし、この報告では、PSM 様細胞への分

化誘導後、Hes7 の発現は上昇するもののオシレーションは観察できず、進行波も形成

されないことから、体節の規則的な構造を作るのに必要な遺伝子や因子を調べること

は出来なかった。そのため、in vivo の体節形成過程を再現しているとはいえず、マウス

個体にとって代わる手法になるとは言い難い。この原因として、生体の PSM では細胞

増殖が盛んに行われており、細胞同士が密に接しているが、先行研究では分化誘導

の際、単層状の細胞培養系を用いているため、細胞間相互作用が少なくなり in vivo の

体節過程を再現できなかったのではないかと推測した。そこで、オルガノイド形成の際

に使用する 3D 浮遊培養を応用し、分化誘導することで in vivo の発生過程に近づける

のではないかと考え、マウス ES 細胞から PSM 様組織 (induced PSM : iPSM) へ分化

誘導するために 2 種類の培地を用いて 3D 浮遊培養することにより Hes7 オシレーショ

ンや進行波を観察できる新たな分化誘導法を確立することを目的に本研究を行った。 

 

 

  



9 

 

第二章 実験材料と方法 
 

Hes7 レポーターベクターを持つマウス ES 細胞の作製 
マウス ES 細胞 (E14Tg2a) は RIKEN Bio Resource Center で購入した (RBRC-

AES0135, Hooper M. et al., 1987) 。 

安定発現 ES 細胞株の作製には、メダカゲノムから発見された Tol2 トランスポゾンを使

用した (Kawakami K. et al. 1998, 2007; Yagita K. 2010)。Tol2 の転移酵素発現ベクター

である pCAGGS-mT2TP と、Tol2 のシス塩基配列間に目的の DNA 配列を組み込んだ

ベクターを同時に細胞へトランスフェクションすることで、目的の DNA 配列をゲノムに挿

入した。トランスフェクション試薬には ViaFect (Promega) を使用した。 

 

使用した Hes7 レポーターベクターは、Hes7 の開始コドンの上流 5393bp を Hes7 プロモ

ーターとして用いた (図 4)。レポーターにはホタル由来のルシフェラーゼ遺伝子の N 末

端に、核移行シグナ ル (Nuclear Localization Signal : NLS) と 、ヒ ト由来の変異

UbiquitinG76V をつないだものを用いた (Ub-NLS-Luc2)。さらに中胚葉への分化をモニタ

ーするため、中胚葉マーカーである Mesogenin1 (Msgn) レポーターベクターも作製した。

Msgn の開始コドンの上流 1200bp を Msgn プロモーターとして用いた (Wittler L. et al., 
2007)。レポーターには赤色蛍光タンパク質 mCherry の N 末端に、核局在シグナル

(H2B) をつないだものを用いた。トランスフェクション後、ブラストサイジン S 塩酸塩で薬

剤選択を行った。 

 

 
図 4. レポーターベクターのコンストラクト 
Hes7 発光レポーターベクターと Msgn 蛍光レポーターベクターのコンストラクト。Hes7 プロモーター

の下流にルシフェラーゼ遺伝子をつなぎ、中胚葉マーカーである Msgn プロモーターの下流に

mCherry cDNA をつなぐことで、iPSM へ分化誘導された細胞を可視化できるようにした。 

 

 

マウス ES 細胞から iPSM への分化誘導法 
ES 細胞を LIF + 2i を含む培地で培養することで grand state の未分化細胞として維持

した (Qi-Long Ying et al., 2008; Jose Silva et al., 2008 )。その後、BMP4 を含む培地

(BMP 培地) で 2 日間培養することで、Wnt シグナル経路が活性化し、原条様細胞、さ

らに尾側の中胚葉組織へと分化させた (図 5)。最後に 4 日間、Wnt シグナル経路を活

性化する CHIR99021 と BMP シグナル阻害剤である LDN193189 を含む培地 (CL 培地)

に移行し、腹側中胚葉への分化を抑制することで、PSM 様細胞へと誘導した。 

 

＜未分化状態の維持＞ 
0.1%ゼラチン溶液 (SIGMA) を培養皿に加え、室温で 30 分間コートした。その後ゼラチ

ン溶液を除去し ES 細胞用培地で懸濁した ES 細胞を播種し、37℃、5% CO2 のインキュ

ベーター内で培養を行った。継代の際は、D-PBS (ナカライテスク) で洗浄後、トリプシ

ン-EDTA (0.25%トリプシン、1mM EDTA-4Na、Gibco) で 3 分間置き、3 倍量の ES 細胞

用培地を加えピペッティングによって細胞を分散した。室温・1000r.p.m・5 分間遠心後、
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できたペレットを ES 細胞用培地によって懸濁し、ゼラチンを用いてコーティング済みの

培養皿に播種した。 

培養に使用した培地は、DMEM 培地に 15% Fetal Bovine Serum  (Hyclone,、Gibco)、

2mM L-Glutamine、1mM Nonessential Amino Acids、0.1mM -Mercaptoethanol、1mM 

Sodium Pyruvate、Penicillin、Streptomycin、1500U/ml LIF、3M CHIR99021、1M 

PD0325901 を混合した。ES 細胞の未分化状態を維持するため、LIF に加えて MEK の

阻害剤である PD0325901 と GSK3の阻害剤である CHIR99021 を使用した。これらは

使用する直前に培養培地に加えた。 

 

＜iPSM への分化誘導＞ 
サブコンフルエントになった ES 細胞を D-PBS で洗浄後、0.25%トリプシン-EDTA で 3 分

間置き、3 倍量の ES 細胞用培地を加えピペッティングによって細胞を分散した。室温・

1000r.p.m・5 分間遠心後、できたペレットを BMP 培地によって懸濁した。BMP 培地の組

成は、N2B27 培地 (DMEM / F12 培地に N2 Max supplement を加えたものと Neurobasal

培地に B27 supplement を加えたものを同量ずつ混合) に、1% KSR、2mM L-Glutamine、

1mM Nonessential Amino Acids、1mM Sodium Pyruvate、Penicillin、Streptomycin、10ng 

/ ml BMP4 を加えたものを使用した。CL 培地の組成は、DMEM 培地に、15% KSR、2mM 

L-Glutamine、1mM Nonessential Amino Acids、1mM Sodium Pyruvate、Penicillin、

Streptomycin、1M CHIR99021、0.1M LDN193189 を加えたものを使用した。 

また、使用する培養ディッシュは培養条件によって変更した。 

 

［接着＋接着培養］ 

接着＋接着培養では、ゼラチンを用いてコーティング済みの培養皿を用いて BMP 培地

以降の分化誘導を行った(図 5.上)。その後、BMP 培地を取り除き CL 培地にて 4 日間

培養した。 

 

［浮遊＋浮遊培養］ 

浮遊＋浮遊培養では、100-3000 細胞/well になるよう調整し、低接着 96-well plate を

用いて 2 日間培養した。その後、形成される細胞塊のみを回収し、CL 培地を加えたゼ

ラチンでコーティング済みの培養皿にて 4 日間培養した(図 5.下)。 
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図 5. 実験のスケジュール 
未分化な ES 細胞から BMP 培地へと分化誘導を行うタイミングを Day0 とし、BMP 培地で 2 日間、

CL 培地で 4 日間培養した。BMP 培地での培養には接着培養 (上) と浮遊培養 (下) を使用した。 

 

 

in situ hybridization 
＜浮遊＋浮遊培養 iPSM＞ 
浮遊培養している iPSM を回収し室温・1000r.p.m・1 分間遠心後、培地を取り除いた。そ

の後、底に溜まっている iPSM を iPGell® 細胞浮遊液ゼリー化試薬 (日本ジェネティク

ス株式会社) を用いて固め、4% Paraformaldehyde (PFA) で 4℃において一晩固定した。

PBST で洗浄後、10g/ml ProteinaseK / PBST で室温・3 分、2mg/ml Glycine / PBST

で室温・5 分処理した。PBST で洗浄後、再固定のため 4% PFA / 0.2% Glutaraldehyde / 

PBST で室温・20 分反応させた。RNA プローブとの反応は 65℃で一晩行った。洗浄溶

液には Solution1 (50% deionized formamide / 5x SSC / 0.1% Tween20 / 20mg/ml 

Heparin)、Solution2 (0.5M NaCl / 10mM Tris-HCl / 0.1% Tween20)、Solution3 (50% 

formamide / 2x SSC / 0.1% Tween20)を用いた。サンプルはまず、65℃の Solution1、次

に 37℃の Solution2、最後に 65℃の Solution3 で洗浄した。AP 標識された抗 DIG 抗体

と POD 標識された抗 DIG 抗体で 4℃・18 時間以上反応させた後、BCIP と NBT により

発色を行った。 

 

＜浮遊＋接着培養 iPSM＞ 
イメージング後の iPSM を 4% Paraformaldehyde (PFA) で 4℃において一晩固定した。

以下の操作は浮遊培養と同様の手法で行った。 
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RT - qPCR 
未分化 ES 細胞から RNeasy Micro Kit (QIAGEN) を用いて total RNA の抽出を行った。

RT-qPCR には ReverTra Ace (TOYOBO)、THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix (TOYOBO)、

StepOnePlus (Applied Biosystems)を用いた。使用したプライマーを表 1 に示す。 

 

プライマー名 配列 

Msgn1 Fwd CTTCTGACACCGCTGGTCTG 

Msgn1 Rev GTGACTGCCGTAGCCATCG 

Brachyury Fwd CCTCAGTTTGGAGGCTCGCT 

Brachyury Rev TTGTCCGCATAGGTTGGAGAGC 

Pax3 Fwd ATAAGCCCAGGACACAGAGTTGTG  

Pax3 Rev GTCTAGTCTGTGGAGGCCGGAAAC 

Hes7 Fwd CATCAACCGCAGCCTAGAAGA    

Hes7 Rev AGTATCTCCGCTTTCTCCAGCTT    

Nanog Fwd CTTTCACCTATTAAGGTGCTTGC 

Nanog Rev TGGCATCGGTTCATCATGGTAC 

Actin Fwd GGCTGTATTCCCCTCCATCG 

Actin Rev CCAGTTGGTAACAATGCCATGT 

Uncx4.1 Fwd ACCCGCACCAACTTTACCG 

Uncx4.1 Rev TGAACTCGGGACTCGACCA 

Tbx6 Fwd ATGTACCATCCACGAGAGTTGT 

Tbx6 Rev CCAAATCAGGGTAGCGGTAAC 

Mesp2 Fwd GACTGGACACTGGACACAATCCACT 

Mesp2 Rev GGCCATAGCCAAGCAGACCTCAAA 

表 1. RT-qPCR に使用したプライマー一覧 

 

CL24B-LIC/C を用いた Hes7 発光レポーター由来のルシフェラ

ーゼ活性の測定 
Hes7 発光レポーターベクターを遺伝子導入した ES 細胞を用いて分化誘導させた iPSM

における Hes7 の発現量をリアルタイムで検出するため、高感度生物発光測定装置 

(CL24B-LIC/C : CHURITSU) を使用した。ゼラチンを用いてコーティングした Black 24-

well plate を使用し、1 well あたりのルシフェリン濃度を 0.5mM になるよう調整した。5 分

毎に 1 well 全体におけるルシフェラーゼの発光強度を 5 秒間露光することで測定し、解

析には Python を使用した。周期性の発現ダイナミクスを検出するためにデータから 30

分以下のノイズパルスを除去した後、36 フレームの移動平均を差し引き、Savitzky 

Golay Filter でスムージングを行った。オシレーションの周期はルシフェラーゼ発光強度

のピークからピークまでの時間を 1 周期とし計算を行った。 

 

薬剤ライブラリースクリーニング 
Hes7 の発現動態を検出するため、CL24B-LIC/C を用い、5 分毎に 1 well 全体におけ

る発光強度を 5 秒間露光することで測定した。Black 24-well plate を室温で 30 分ゼラ

チンを用いてコーティングし、使用前にゼラチン溶液を完全に取り除いた後使用した。
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iPSM を各 well に 1 細胞塊になるように入れ、分化誘導後 99 時間から 121 時間の Hes7
発現を測定した。ライブラリースクリーニングには、エピジェネティクスライブラリー 

(S990043 - EPI1 : Sigma-Aldrich) と、薬理活性ライブラリー (LO4200 : Sigma-Aldrich) 

を使用した。薬剤は終濃度 20M、ルシフェリンは終濃度 0.5mM になるよう CL 培地で

希釈した。 

 

PSM 組織のリアルタイムイメージング 
Hes7 レポーターマウス (pH7-UbLuc-In(−))のマウス胎生 10 日胚の PSM 部分を取り出

し、0.15%のアガロースゲルに埋め込み、3.5cm ガラスボトムディッシュ (Matsunami) の

中央部に置いた。Explant culture 用の培地は、DMEM/F12 培地に 1% BSA, 1 g/l 

glucose, 2 mM L-glutamine, 15 mM HEPES, Penicillin, Streptomycin を加えた。倒立顕

微鏡 (Olympus IX83 / Olympus IX81) で 37℃、80% O2、5% CO2 の状態を維持しながら

一晩 CCD カメラ (iKon-M, Andor / Verse Array) で撮影を行った。 

 

iPSM のリアルタイムイメージング 
＜浮遊＋浮遊培養によるイメージング＞ 
3.5cm ガラスボトムディッシュ(IWAKI)に Micro insert を貼り付け、室温で 30 分ゼラチン

を用いてコーティングし、使用前に培地で数回リンスしたのち使用した(図 6)。観察する

細胞は分化誘導 96 時間後の iPSM を Micro insert の中央に置き、倒立顕微鏡 

(Olympus IX83 / Olympus IX81) で 37℃、5% CO2 の状態を維持しながら一晩 CCD カメ

ラ (iKon-M, Andor / Verse Array) で撮影を行った。撮影用の培地にはフェノールレッド

を含まない DMEM 培地を使用した。また、ルシフェラーゼ検出の際は終濃度が 1mM に

なるようルシフェリン (ナカライテスク)を加えた。 

 

 
図 6. 浮遊培養リアルタイムイメージングで使用した Micro insert の模式図 
ガラスボトムディッシュの中央に Micro insert を置き、直径 0.4mm の底面をコーティングした後使用

した。ディッシュを培地で満たし Micro insert の中央部に細胞塊を置き撮影を行った。 
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＜浮遊＋接着培養によるイメージング＞ 
3.5cmガラスボトムディッシュ (IWAKI) を37℃で2時間、フィブロネクチン (SIGMA, 50g 

/ ml) を用いてコーティングし、使用前に培地で数回リンスしたのち使用した。分化誘導

100 時間後の iPSM をガラスボトムディッシュの中央に置き 37℃、5% CO2 インキュベー

ター内で 5 時間培養を行った。倒立顕微鏡 (Olympus IX83 / Olympus IX81) で 37℃、

5% CO2 の状態を維持しながら一晩 CCD カメラ (iKon-M, Andor / Verse Array) で撮影

を行った。撮影用の培地は浮遊培養によるイメージングと同様の手法で行った。 

 

画像解析 
リアルタイムイメージングにより得られた画像の解析には Image J ソフトウェアを使用し

た。まず Spike-Noise Filter で処理し宇宙線を除いた。その後 Temporal Background 

Reduction を行った。周期性の発現ダイナミクスを検出するためにデータから 30 フレー

ムの移動平均を差し引き、Savitzky Golay Filter でスムージングを行った。最後に

Hilbert 変換を行うことで周期性を表した。 

オシレーションの周期は Hes7 プロモーター由来のルシフェラーゼ発光強度のピークか

らピークまでの時間を 1 周期とし計算を行った。 
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第三章 結果 
BMP 培地での分化誘導には浮遊培養が必須である 
未分化状態の ES 細胞から Hes7 の検出が可能な PSM 様組織への分化誘導法を確立

するため、BMP 培地における 2 種類の培養条件の検討を行った (図.7)。 

1）先行研究により接着培養で ES 細胞から PSM 様細胞、筋細胞へと分化誘導できるこ

とが分かっているため (Chal J. et al. 2015)、ゼラチンでコーティングしたディッシュを用

いて接着培養により iPSM へと分化誘導した。 

2）オルガノイド形成を応用し (Eiraku M. et al. 2011)、低接着 96-well plate で細胞塊を

形成する浮遊培養により iPSM へと分化誘導した。 

両条件とも、分化誘導 4 日目から CL24B-LIC/C を用いて Hes7 発光レポーター由来の

ルシフェラーゼ活性を測定した。ゼラチンでコーティングしたディッシュを用いた接着培

養では、ルシフェラーゼ活性は上昇するものの、山なりの発現を示した後減弱した 

(図.7A)。一方、低接着 96-well plate を用いた浮遊培養では、ルシフェラーゼ活性が上

昇した後、約 160 分周期のオシレーションパターンが観察された (図.7B)。 

以上より、低接着 96-well plate を用いた浮遊培養による iPSM では、分化誘導 4 日目

には Hes7 のオシレーションが観察できることが明らかになった。 

 

 
図 7. BMP 培地における培養条件の違いによるルシフェラーゼ活性 
分化誘導 4 日目から BMP 培地における 2 種類の培養条件の検討を行った。Hes7 発光レポーター

をもつ iPSM を用いて CL24B-LIC/C によりルシフェラーゼ活性を測定した。 

(A) BMP 培地においてゼラチンでコーティングしたディッシュを用いた接着培養を行った後、CL 培地

へと移行した。(B) BMP 培地において低接着 96-well plate を用いた浮遊培養を行った後、細胞塊

を回収し、CL 培地へと移行した。 
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さらに未分化状態の ES 細胞から PSM 様組織への分化誘導がどのタイミングで行われ

るかを確認するため、時間経過による各種体節形成関連遺伝子の発現パターンを RT-

qPCR により検出した (図 .8)。未分化マーカーには Nanog、中胚葉マーカーには

Brachyury、Mesogenin1、尾部側 PSM マーカーには Tbx6、頭部側 PSM マーカーには

Pax3、PSM マーカーには Hes7、体節境界マーカーには Mesp2、体節マーカーには

Uncx4.1 を使用した。サンプルは分化誘導 48 時間後から 12 時間ごとに回収した。BMP

培地での培養には、ゼラチンでコーティングしたディッシュを用いた接着培養(図.8 青)と、

低接着 96-well plate を用いた浮遊培養(図.8 オレンジ)の 2 種類で分化誘導を行い比

較した。 

その結果、全てのマーカー遺伝子における発現量の最大値は低接着 96-well plate を

用いた浮遊培養の方がゼラチンでコーティングしたディッシュを用いた接着培養よりも

高かった。また浮遊培養の条件では分化誘導 72 時間後に Nanog の発現はピークを迎

えその後低下した。これに伴って Brachyury、Mesogenin1 の発現が上昇した。分化誘導

108-120 時間後には Hes7 や Tbx6 の発現が上昇し、その後 120 時間を超えてからは

Mesp2 と Uncx4.1 の一時的な発現上昇が観察された。Mesp2 の発現が上昇した後に

Uncx4.1 の上昇が観察されることから、120 時間付近では分節が行われ、体節が分化

していると考えられた。 

 

以上のことから、ゼラチンでコーティングしたディッシュを用いた接着培養より、低接着

96-well plate を用いた浮遊培養の方が効率よく分化誘導が行われ、さらに、時間経過

による遺伝子発現の推移から、低接着 96-well plate による浮遊培養を行うことで、in 
vivo における体節形成過程を再現できていると示唆された。 

 

したがって、未分化な ES 細胞から Hes7 の発現を検出可能な iPSM へと分化誘導する

には、低接着 96-well plate を用いて BMP 培地で 2 日間浮遊培養し、その後細胞塊を

回収して CL 培地で 4 日間培養する条件が最も高効率であるという事が分かった。 
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図 8. RT-qPCR を用いた各種体節形成関連遺伝子の発現パターン解析 
ゼラチンでコーティングしたディッシュを用いた接着培養(青)、低接着 96-well plate を用いた浮遊培

養(オレンジ)における遺伝子発現を RT-qPCR で調べた。コントロールはマウス ES 細胞、マウス胎

生 10 日目の尾部先端部、PSM、体節を使用した。(n = 3) 
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Hes7 の発現量や発現パターンは細胞塊のサイズにより影響を受ける 

iPSM のサイズによる Hes7 オシレーションの影響を検証するため、様々な大きさの

iPSM を作製し分化誘導 100 時間後から Hes7 の発現を CL24B-LIC/C で測定した(図

9)。 

まず、平底低接着 96-well plate に 3000 cells/well になるよう ES 細胞を播種した(F3000)。

形成される iPSM の大きさは様々なため、CL24B-LIC/C での測定前に回収した細胞塊

の直径を測定し、150m 以下の細胞塊を F3000-Small、150m から 260m の細胞塊

を F3000-Medium、260m 以上の細胞塊を F3000-Large に分類した(図 9A)。 

F3000-Small や F3000-Large の細胞塊では共に Hes7 のオシレーションは検出できるも

のの振幅が小さく、発現量の平均値はそれぞれ 319.60±94.52c.p.s.、432.78±

55.02c.p.s.であった(図 9B,C)。一方、F3000-Medium の細胞塊では振幅の大きい Hes7
のオシレーションが観察でき、その発現量の平均値は、543.91±66.88c.p.s.であった。 

 

以上のことから、Hes7 発現量は iPSM を構成する細胞数により影響を受けていると考

えられた。そこで、形成される細胞塊の大きさにばらつきの大きい平底低接着 96-well 

plate ではなく、播種した細胞が一つの細胞塊を形成する丸底の低接着 96-well plate を

使用することで一定のサイズで細胞塊を得ることができると考えた。 

 

 
図 9. 平底低接着 96-well plate により形成される細胞塊のサイズと Hes7 発現量の比

較 
(A) 平底低接着 96-well plate により形成された細胞塊のサイズの分類。 (B) CL24B-LIC/C により

検出した Hes7 発現量の平均値。 (C) CL24B-LIC/C により検出した Hes7 発現パターン。(n = 15) 
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Hes7 発現量とオシレーションの振幅が最も大きい条件を決定するため、丸底低接着

96-well plate に 100–3000 cells/well になるよう ES 細胞を播種し (U100-U3000)、BMP

培地で 2 日間培養した。その後細胞塊を回収し CL 培地で培養後、分化誘導 100 時間

後から Hes7 の発現を CL24B-LIC/C で測定した(図 10)。測定には 1 細胞塊を使用し

た。 

CL24B-LIC/C での測定前に直径を測定したところ、U100 の直径は 105.26m から

131.58m、U200 の直径は 116.98m から 190.73m、U300 の直径は 149.26m から

235.29m、U400 の直径は 153.85m から 230.77m、U500 の直径は 185.54m から

307.69m、U1000 の直径は 181.82m から 363.64m、U3000 の直径は 257.90m から

445.61m であった (図 10A)。つまり、平底低接着 96-well plate と比較すると、U100 と

U200 の細胞塊が F3000-Small に分類され、U300 から U1000 までの細胞塊が F3000-

Medium に、U3000 の細胞塊が F3000-Large に分類された。 

 

さらに、CL24B-LIC/C により Hes7 の発現量と発現パターンを測定したところ、すべて

の条件のうち U1000 での培養条件で Hes7 の発現量が最も高く、最も振幅の大きなオ

シレーションが観察された (図 10B, C)。さらに、安定したオシレーションが 10 回程度続

き、その平均周期は 167.2±2.2 分と生体マウス PSM における周期に近かった。 

以上のことから、U1000 で形成される細胞塊は最も効率よく ES 細胞から iPSM に分化

誘導されていると示唆された。 

 



20 

 

 
図 10. 丸底低接着 96-well plate で形成される細胞塊のサイズと Hes7 発現量の比較 
(A)丸底低接着 96-well plate により形成された細胞塊の直径。 (B) CL24B-LIC/C により検出した

Hes7 発現量の平均値。 (C) CL24B-LIC/C により検出した Hes7 発現パターン。U100 (n = 16), U200 

(n = 3), U300 (n = 15), U400 (n = 9), U500 (n = 16), U1000 (n = 22), U3000 (n = 3) 
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また、BMP 培地での培養時間が iPSM への分化誘導に影響を与えるかどうかを確認す

るため、BMP 培地での培養時間を、24 時間、36 時間、42 時間、48 時間と条件を変え

たサンプルを用意した。CL 培地に移行したタイミングで 2 日間 Hes7 の発現を測定した

(図 11A)。 

BMP 培地での培養時間が 36 時間以上であれば Hes7 は一定の発現量を示すが、24

時間の培養条件では Hes7 オシレーションの振幅が小さく、iPSM への分化が不十分で

ある可能性が示唆された(図 11B)。しかし、Hes7 の発現パターンを確認すると 24 時間

の培養条件下でも Hes7 のオシレーションは観察できた。そこで Hes7 の発現が上昇す

るタイミングを比較すると、48 時間、42 時間、36 時間、24 時間と BMP 培地での培養時

間が短いほど Hes7 の発現は遅いタイミングで上昇する事が分かった(図 11C)。 

以上のことから、iPSM への分化誘導における BMP 培地での培養時間は、その後の

Hes7 発現量に大きな影響を与え、36 時間以上必要であることが明らかになった。 

 

そこで、以降の実験では、丸底低接着 96-well plate に ES 細胞を 1000 cells/well にな

るよう播種し、BMP 培地で 48 時間培養後細胞塊を回収し CL 培地に移す分化誘導法

を使用した。 

 

 

 
図 11. BMP 培地での培養時間による Hes7 の発現量の比較 
(A) 未分化状態の ES 細胞を BMP 培地で分化誘導を行うタイミングを変えることで培養時間を調整

した。 （B） 各培養時間における Hes7 オシレーションの振幅比較。 (C) 各培養時間における Hes7
の発現パターン。全ての条件で Hes7 のオシレーションが観察される。Raw データ(赤)と移動平均を

差し引いた Detrended データ(青)を示した。(n = 6) 
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iPSM において Hes7 の発現は周囲の細胞間で同期し進行波を形成する 
リアルタイムイメージングに使用した iPSM は、丸底低接着 96-well plate に 1000 

cells/well で ES 細胞を播種した U1000 の条件で作製した。3.5cm ガラスボトムディッシ

ュに Micro insert を置き、その内部をゼラチンでコーティングした。中央部に iPSM を置

き分化誘導 100 時間後から浮遊培養によるイメージングを行った(図 12A, B)。 

Hes7 の発現は撮影開始後著しく上昇し、その後 Hes7 のオシレーションが観察された

(図 12C)。Hes7 のオシレーション周期を測定したところ、140-210 分とばらつきがあった

が、大部分の iPSM は 150-180 分の周期を示していた(図 12D)。さらに、iPSM の中心

から Hes7 の進行波のような波状の Hes7 発現ダイナミクスが観察された。 

今回使用した浮遊培養によるイメージングは、iPSM 全体における Hes7 発現の定量に

は適した方法であるといえる。しかし iPSM は回転し移動しており、この波状の発現ダイ

ナミクスに方向性があるかどうかは確認できず、さらに分節過程は明瞭ではなく体節形

成が起こっている事を断定することは出来なかった。 

 

 
図 12. 浮遊培養によるタイムラプスイメージング 
(A) 撮影開始時の iPSM は球状をしており、Hes7 と Msgn の発現部位は一致する。明視野 (BF)、

Hes7 の発現 (Luc)、Msgn の発現 (mC) を示す。(B) Hes7 発現パターンを 10 分ごとに並べた。(C) 

iPSM 全体で観察される Hes7 オシレーションパターン。(D) C で検出したオシレーション周期の分布

を示す。(n = 66) 
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そこで、Hes7 の進行波が観察可能な撮影条件を確立するため、CL 培地での培養は細

胞外マトリクスを構成する糖タンパク質であるフィブロネクチンでコートしたガラスボトム

ディッシュを用いて、接着させてリアルタイムイメージングを行った(図 13)。 

iPSM はガラスボトム部分に接着し、接着面から細胞が移動し広がった(図 13A, B)。こ

の扁平な iPSM は、浮遊培養によるイメージングと同様 Hes7 の発現は著しく上昇し、進

行波を形成した。この進行波は放射状に広がった後、二方向さらにはその片方が優位

になることで一方向への進行波となった。 

この進行波のオシレーションタイミングを解析したところ、オシレーションピークのタイミ

ングは中心部と比較すると iPSM 辺縁部に進むにつれて少しずつ遅くなっていることか

ら、進行波が形成されていることが示された(図 13C,F)。カイモグラフによる解析を行っ

たところ、中央部から開始した Hes7 の進行波は、辺縁部へと波状に進行し最辺縁部に

到達すると高い発現レベルを示した(図 13D, D’,E)。これは頭部側 PSM に存在する次

期体節の形成予定領域である S-1 で Hes7 の発現が一時的に上昇するという生体の

PSM での現象と一致している。さらに、この最辺縁部では何回か Hes7 の進行波がたど

り着いた後、分節境界線が現れた(図 13G, H)。この結果から iPSM は Hes7 のオシレー

ションや進行波だけでなく、分節過程も再現可能であることが示唆された。 

 

 
図 13. 接着培養によるタイムラプスイメージング    (次ページに続く) 
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球状の iPSM は数時間後には扁平な形になる。(A,B) 撮影後の異なる時間における iPSM の全体

像。明視野(BF)とルシフェラーゼ活性 (Luc) を示す。(C) A の図で進行波に沿って示した青色・緑

色・赤色で囲まれたエリアにおける Hes7 の発現パターン。(D, D’) A の図で示した矢印部分におけ

る Hes7 プロモーター由来のルシフェラーゼ活性を測定したカイモグラフ。進行波が 10 回程度起こ

っていることが確認できる。また Hes7 進行波の起点 (白丸) と分節前の一過性発現上昇 (鍵括弧) 

を D’に示した。(E) D で検出した Hes7 の発現量をヒルベルト変換し、オシレーション周期として示し

た。 (F) C で検出した 3 か所のエリアにおける Hes7 のオシレーション周期を示す。(G) iPSM で形成

された分節境界部分の明視野。(H) G で示した赤枠の拡大図。S1、S2 は体節様組織を示しており、

S2 は S1 の一つ前に形成された体節様組織であることを示している。 全てのサンプルで同様のパ

ターンを確認した。(n=13) 

 

 

さらに、シングルセルレベルで Hes7 の発現を観察するため、ES 細胞から BMP 培地で

の分化誘導を起こす際に、Hes7 発光レポーターベクターを持つ ES 細胞と持たない ES

細胞を 1:150 の割合で混合した(図 14)。リアルタイムイメージングの解析の結果、シン

グルセルレベルで Hes7 レポーターの発現を検出できたが、iPSM 内での細胞移動が多

く長時間の追跡が困難であった。しかし、いくつかの細胞で長時間の追跡が可能であり、

8 時間以上の追跡が可能であった 20 個のシングルセルのうち 18 個でオシレーション

パターンを認めた(図 14B, C)。以上の結果から iPSM における大部分の細胞は個々に

オシレーションパターンを持つことが示唆された。 

 

 
図 14. シングルセルイメージング   (次ページに続く) 
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Hes7 プロモーター発光レポーターを持つ ES 細胞と野生型の ES 細胞を 1:150 の割合で混合し分化

誘導させた。形成した iPSMをフィブロネクチンでコーティングしたガラスボトムディッシュに置きHes7
の発現をリアルタイムイメージングにより観察した。100 - 150 細胞が Hes7 の発現を示していたが

細胞移動が多く追跡が困難であった。8 時間以上追跡可能であった細胞は 20 細胞でそのうちの 18

細胞がオシレーションパターンを示した。(A) iPSM における Hes7 の発現を示す。また 8 時間以上

追跡可能であった細胞のうち 3 細胞を示した。 (B) A で示した 3 細胞における Hes7 の発現パター

ン。全ての細胞でオシレーションが観察できた。 (C) Hes7 プロモーター由来のルシフェラーゼ活性

と Msgn プロモーター由来の mCherry 発現の推移。 
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iPSM における頭尾軸は自己組織化されることで形成される 
Hes7 の進行波は iPSM の中央から辺縁部へと起こっていることから、進行波の方向を

規定する頭尾軸が形成されているのではないかと考えられた。そこで、これを明らかに

するため、頭尾軸で異なる部位に発現する遺伝子を in situ hybridization にて検出した

(図 15)。iPSM は U1000 の条件で作製し、誘導 4 日目からフィブロネクチンでコーティン

グしたディッシュを用いて接着培養したもの (図 15A - D’) と、ゼラチンでコーティング

したディッシュを用いて浮遊培養したもの (図 15E – M) の両方を用意し、誘導 5 日目

の iPSM を使用した。 

生体の PSM における Fgf8 は尾部 PSM で高く発現しており (Dubrulle J and Pourquie 

O. et al., 2004) 、Dusp4 / MKP2 (MAP kinase phosphatase 2) も Fgf シグナルの下流で

制御されることによって尾部 PSM で高く発現する (Niwa Y. et al., 2007, 2011) 。 

iPSM では Fgf8 も Dusp4 / MKP2 も共に辺縁部より中央部で高い発現がみられた (図

15A, E, I)。また内因性 Hes7 の発現も iPSM の中央部で高い発現がみられた (図 15B, 

F)。 

一方、生体の PSM における Mesp2 は分節境界に特異的に発現する遺伝子で PSM の

頭部側でバンド状に発現する (Saga Y. et al., 1997) 。iPSM では辺縁部において

Mesp2 の発現がバンド状にみられた(図 15C, G)。これらの結果は、iPSM の中央―辺縁

部の軸が生体 PSM の頭尾軸に相当する事を示しており、iPSM におけるこの頭尾軸は

Wnt や Fgf シグナルの人為的な濃度勾配の必要なく自己組織化されると推測された。 

さらに体節マーカー遺伝子である Uncx4.1 の発現を確認した (図 15.D, H)。Uncx4.1 は

体節の後側でのみ発現することが分かっている (Mansouri A. et al., 1997; Neidhardt L. 

M. et al., 1997)。iPSM では辺縁部にバンド状の Uncx4.1 の発現がみられ分節境界と一

致した (図 15.D’)。さらに Hes7 の発現領域より外辺部に存在していた (図 15.J - M)。 

大部分の iPSM において Uncx4.1 は二領域で発現がみられた。この理由として Hes7 の

進行波が双方向へ進行し、その二領域で Mesp2 の発現を誘導し、さらに Uncx4.1 の発

現も誘導したと推測できた。しかし、iPSM では分節境界における Uncx4.1 の発現領域

は体節の後側に限局して発現するわけではなく、分節境界全域での発現が観察された。

これらの結果から iPSM において生体 PSM の頭尾軸と類似の軸形成が認められるも

のの、体節における頭尾軸は形成されない可能性が示唆された。 
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図 15. iPSM における生体の PSM や体節特異的な遺伝子の発現 
U1000 の条件下で作製した iPSM を分化誘導 4 日目以降からフィブロネクチンを用いてコーティン

グ (A - D’) またはゼラチンを用いてコーティング (E - M) したディッシュで培養した。これらのサン

プルは分化誘導 5 日目に in situ hybridization を行った。プローブは Fgf8  (A, E)、Hes7  (B, F)、

Mesp2  (C, G)、Uncx4.1  (D, D’, H)、Dusp4  / MKP2  (I) を使用した。D’は D の拡大図 (右) と

その明視野像 （左） を示した。(J - M) Hes7  (K, M) と Uncx4.1  (L, M) の蛍光プローブで in situ 
hybridization を行い、DAPI による核染色を行った。スケールバーは 200m を示す。 
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iPSM における阻害剤を使用した Hes7 オシレーションへの影響の解析 
この細胞培養系における PSM 様組織への分化誘導法は簡易的で再現性が高く、同様

に作製した iPSM ではほぼ全ての細胞塊で Hes7 オシレーションのタイミングが同期し

ていた。そこで、分節過程に必須である Notch、Fgf、Wnt シグナル経路に対する阻害剤

を使用し iPSM における Hes7 の発現パターンを観察した。 

これまでの研究により、DAPT (-secretase inhibitor, Davey H. F. et al., 2001) は Notch

シグナル経路を、U0126(MEK inhibitor, Favata M. F. et al., 1998) は Fgf シグナル経路

を阻害し、これらはともに生体の PSM において Hes7 オシレーションを阻害することが

分かっている (Niwa Y. et al., 2011) 。また、Wnt のパルミトイル化に必須である膜結合

型 O-acyltransferase の阻害剤である C59 と Axin2 の不安定な性質を安定化させる

IWR1 を Wnt シグナル経路の阻害剤として使用した。さらに、ゼブラフィッシュの PSM に

おいて PI3K の阻害剤である LY294002 が Wnt シグナル経路に拮抗的な作用を示すこ

とが分かっている (Wang J. et al., 2007) ため、この薬剤の効果も調べた。 

薬剤を分化誘導 4 日目の iPSM に作用させ Hes7 の発現を CL24B-LIC/C によって検

出し定量したところ、全ての薬剤において、Hes7 のオシレーションパターンは減弱また

は消失した(図 16A-F)。また、Hes7 の発現量とオシレーションの振幅は共にコントロー

ル条件下と比較して DAPT、U0126、C59、IWR1、LY294002 の全ての薬剤で減少してい

た(図 16G, H)。 

この結果は、分節時計遺伝子のオシレーションパターンを示す発現には Notch、Fgf、

Wnt シグナル経路が重要である(Aulehla A. et al., 2003; Dale J. K. et al., 2003; Niwa Y. 

et al., 2007; Wahl M. B. et al., 2007) という研究結果を支持しており、さらに、iPSM を用

いることにより、生体の PSM では困難であった大規模薬剤ライブラリースクリーニング

が可能であることが示された。 
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図 16. iPSM における Hes7 オシレーションに対する阻害剤の影響 
(A-F) U1000 の条件下で作製した iPSM に 0.1% (n = 6) と 0.2% (n = 6) DMSO (A)、25M (n = 7)と

50M (n = 7)の DAPT (B)、25M (n = 10)と 50M (n = 10)の U0126 (C)、25M (n = 7)と 50M (n = 

7)の IWR1 (D)、25M (n = 7)と 50M (n = 7)の C59 (E)、25M (n = 7)と 50M (n = 7)の LY294002 

(F)を添加し、分化誘導 4 日目以降から CL24B-LIC/C による Hes7 プロモーター由来のルシフェラ

ーゼ活性を測定した。                                   (次ページに続く) 
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Raw データ(左)と移動平均を差し引いた Detrended データ(右)を示した。(G, H) DMSO を基準とした

相対的な発現量 (G)とオシレーションの振幅(H)を示す。**P<0.01、***P<0.001 (Student’s t-test)  
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iPSM を用いた薬剤ライブラリースクリーニング 
そこで、Hes7 オシレーションの同期機構に影響を与える新たな因子やシグナル経路を

発見するため、ライブラリースクリーニング用試薬(S990043-EPI1 ; Sigma)を購入し実験

を行った。S990043-EPI1 はエピジェネティクスライブラリーであり 80 種類のエピゲノム

関連阻害剤が含まれている。ゼラチンを用いてコーティングした 24-well plate に 1 well

あたり 1 細胞塊になるよう iPSM を入れ、Hes7 プロモーター由来のルシフェラーゼ活性

を CL24B-LIC/C にて測定した。使用した薬剤は全て 20M になるよう培地で希釈し使

用した(図 17)。 
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図 17. エピジェネティクス関連阻害剤を使用した薬剤ライブラリースクリーニング 

                                           （次ページに続く） 
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全ての薬剤は 20M になるよう調整し、分化誘導 4 日目以降から CL24B-LIC/C を用いて Hes7 プ

ロモーター由来のルシフェラーゼ活性を測定した。Raw データ (赤)と移動平均を差し引いた

Detrended データ (青)を示した。 

 

 

SGI-1027 など DNA メチル化に関与する阻害剤では Hes7 のオシレーションに影響はな

く、コントロールで使用した DMSO と同様の発現パターンを示した(図 18)。一方、ヒスト

ンメチル化阻害剤である EPZ004777 や 3-DZNeP、ヒストンの脱アセチル化阻害剤であ

る SRT1720 や VORINOSTAT では Hes7 の発現自体無くなることから、Hes7 のプロモ

ーター活性を抑制すると考えられた。 

しかし同じヒストンの脱アセチル化阻害剤であっても SGC707 の場合には Hes7 オシレ

ーションは減弱するものの発現は維持されることから、プロモーター活性は抑制されな

いと考えられた。 

同様に、OF-1 や I-BET 151 など Bromodomain and Extra-Terminal (BET) ファミリータ

ンパク質の阻害剤でも Hes7 のオシレーションは減弱するものの発現自体は維持され

た。興味深いことに他の BET ファミリータンパク質の阻害剤である PFI-1 や CPI203、

RVX-000222 や GSK1324726A に関しても同様に、Hes7 のオシレーションは減弱するも

のの発現自体は維持される発現パターンを示した(図 17)。以上のことから、分節時計

の制御に BET ファミリータンパク質が関与している可能性が考えられた。 

 

 
図 18. iPSM を用いた薬剤ライブラリースクリーニング 
全ての薬剤は 20M になるよう調整し、分化誘導 4 日目以降から CL24B-LIC/C による Hes7 プロ

モーター由来のルシフェラーゼ活性を測定した。Raw データ(赤)と移動平均を差し引いた Detrended

データ(青)を示した。 
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さらに Hes7 オシレーションに対する I-BET 151 の効果を明らかにするため、フィブロネ

クチンを用いてコーティングしたガラスボトムディッシュに iPSM を置きリアルタイムイメ

ージングを行った(図 19A)。I-BET 151 を加えた iPSM では Hes7 の発現を抑制すること

なく Hes7 の進行波を抑制した。これは Hes7 の発現が安定した状態になることで同期

せず、iPSM 全体で測定すると Hes7 が定常発現する状態になったと考えられた。さらに

I-BET 151 を添加した iPSM では体節形成は起こらなかった。また Hes7 プロモーター発

光レポーターマウスの胎生 10.5 日胚を使用し I-BET 151 の影響をリアルタイムイメー

ジングにて観察した(図 19B,C)。コントロールの PSM では Hes7 のオシレーションと進行

波、体節形成が観察されたが、I-BET 151 を添加した PSM では Hes7 の発現はオシレ

ーションせず安定状態になった。さらに体節形成は観察されなかった。 

 

これらの結果から、薬剤ライブラリースクリーニングにより同定された阻害剤は、ES 細

胞由来の iPSM における Hes7 発現パターンとマウス胎仔 PSM における Hes7 発現パ

ターンの両者において同様の結果を示すことが明らかになった。従って iPSM を使用し

た薬剤ライブラリースクリーニングは、分節時計に影響を与える新たな薬剤の同定に効

率の良い方法であることが考えられた。 

 

 
図 19. iPSM と組織 PSM における Hes7 発現パターンに対する I-BET 151 の影響 
I-BET 151 の影響を観察するため、分化誘導 4 日目に 20M になるよう培養液に添加し、Hes7 プ

ロモーター由来のルシフェラーゼ活性をリアルタイムイメージングによって測定した。 

(次ページに続く) 
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(A) U1000 の条件下で作製した iPSM をフィブロネクチンでコーティングしたガラスボトムディッシュに

置き撮影を行った。(左)明視野像と緑色のシグナルは Hes7 発現部位を示す。(中央)赤枠で囲まれ

た領域における Hes7 の発現パターンを定量しオシレーション周期を示した。（右）青枠で囲まれた

領域における Hes7 発現量の推移。(B, C) マウス胎生 10.5 日胚の PSM において DMSO を使用し

たコントロールでの Hes7 発現パターン(B)と I-BET 151 での Hes7 発現パターン(C) (左)明視野像。

緑色のシグナルは Hes7 発現部位を示す。(右上) 青枠で囲まれた領域における Hes7 発現量の推

移。（右下）赤枠で囲まれた領域における Hes7 の発現パターンを定量しオシレーション周期を示し

た。 

 

 

Hes7 のオシレーション周期に影響を与える新たな薬剤を発見するため、さらに大規模

のライブラリースクリーニング用試薬  (LO4100 ; Sigma) を購入し実験を行った。

LO4100 には 1280 種類の阻害剤や活性剤が含まれており、そのうちの神経やホルモン

に対する薬剤を除いた 350 種類の薬剤を使用した。ゼラチンを用いてコーティングした

24-well plate に 1 well あたり 1 細胞塊になるよう iPSM を入れ、Hes7 プロモーター由来

のルシフェラーゼ活性を CL24B-LIC/C にて測定した。使用した薬剤は全て 20M にな

るよう培地で希釈し使用した。得られたデータから Hes7 オシレーション周期を測定し、

エピジェネティクスライブラリーで得られたデータと合わせて 430 種類の薬剤に対する

Hes7 のオシレーション周期の解析を行った (表 2)。いくつかの薬剤では Hes7 の発現

自体が無くなるため (表 2,灰色)、オシレーションが安定して観察されるもののみ周期を

測定した。コントロールで使用した DMSO (表 2.No.121) では Hes7 のオシレーション周

期の長さは 159.58±1.76 分であった。 

ヒストン脱アセチル化酵素 HDAC1/3 の阻害剤である RG2833 (表 2.No.1) では 203.33

±4.51 分と最も長い Hes7 のオシレーション周期を示した。また、周期を長くする薬剤の

うち上位 3 種全てが HDAC 阻害剤に分類されていた。 

一方、Enhancer of zeste homolog 2 (EZH2) の阻害剤であり、ヒストン H3 の 27 番目リ

ジンのメチル化阻害剤である GSK343 (表 2.No.198) や E7438 (表 2.No.199) では、そ

れぞれ Hes7 のオシレーション周期が 145.83±2.18 分、145.00±2.04 分と DMSO にお

ける Hes7 オシレーション周期より 10 分以上短い周期を示した。 

 

これらの薬剤は Hes7 オシレーションが安定して観察され、かつ 10 分以上 Hes7 のオシ

レーション周期を短く、または長くすることから、これらの因子やその標的が Hes7 のオ

シレーションを制御する新たな因子やシグナル経路となる可能性が示唆された。 
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第四章 考察 
iPSM 実験系は容易かつ同期化したオシレーション解析に適している 
今回確立した iPSM への分化誘導法は、簡易的・効率的であり Hes7 の発現動態のイメ

ージングや定量化に適していた。浮遊培養により作製した細胞塊において Hes7 の同

期化したオシレーションパターンと進行波を共に検出できた。さらに、U1000 の条件で作

製した iPSM は Hes7 オシレーションの最大の振幅をもち、生体の PSM における頭尾軸

は iPSM において中央―辺縁部への軸として再現された。ここで見られた軸の方向性

は、人工的な Wnt や Fgf の濃度勾配を必要とせず自己組織化することで形成されたと

考えた。したがって iPSM を用いた細胞培養系は Hes7 発現ダイナミクスを理解する鍵

になると考えられる。今後研究を進めていくにつれて、どのように隣接した細胞間でオ

シレーション周期が同期するのか、どのように中央―辺縁部の軸方向が自己形成され

るのか、どのようにオシレーションの進行波が形成されるのか、どのようにオシレーショ

ン周期が位置毎に推移していくのかなど詳細な解析を円滑に行うことができる。 

 

オシレーション同期機構の解明には、これまで野生型と Lfng 欠損マウスの 8 細胞期胚

から作製したキメラマウスを用いて Hes7 オシレーションの内在性同期機構の乱れが研

究されてきた(Okubo Y. et al. 2012)。しかしこのキメラマウスを用いて野生型と変異細胞

の混合割合を制御するのは難しかった。本研究で確立した iPSM を用いた細胞培養系

は、野生型と変異をもつ ES 細胞の混合割合を任意に変えることが可能なため、より容

易に同様の解析を行うことが可能である。 

また、生体の PSM において尾部方向で発現が高く頭部方向で発現の低い Fgf や Wnt
の濃度勾配は、Hes7 オシレーションの周期を調整していると言われている。そこで、

iPSM 細胞の培養系において Fgf や Wnt を高発現した条件下で Hes7 オシレーションパ

ターンを観察することで、これらの因子が Hes7 オシレーションの周期を調整しているか

どうかを明らかにすることができる。 

興味深いことに、フィブロネクチンを用いてコーティングしたガラスボトムディッシュで

iPSM を培養すると細胞塊は扁平になり、Hes7 の進行波が iPSM の辺縁部に到達する

たびに分節境界が現れた。さらに分節境界マーカーである Mesp2 も iPSM の辺縁部で

観察された。このように、同期した Hes7 のオシレーションと進行波、さらには分節境界

が iPSM において観察可能であることから、iPSM 培養系は体節形成のメカニズム解明

に適しているといえる。しかしながら、生体の PSM では体節の尾部側半分でのみ

Uncx4.1 の発現が観察されるものの、iPSM では Uncx4.1 の発現部位は限局されていな

い。したがって iPSM 培養系において生体の PSM における頭尾軸の再現は可能である

ものの、体節の頭尾軸を再現する事は出来ていない。 
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iPSM の細胞培養系は薬剤ライブラリースクリーニングに応用できる。 
U1000 の培養条件下で作製した全ての iPSM で安定した Hes7 オシレーションが観察さ

れた。そこで Hes7 オシレーションの同期機構に影響を与える新たな薬剤を同定するた

め、U1000 の培養条件下で作製した iPSM を用いて薬剤ライブラリースクリーニングを

行った。430 種類の薬剤ライブラリースクリーニングの結果、I-BET 151 や OF-1 のよう

な BET ファミリータンパク質の阻害剤は iPSM において Hes7 の発現を安定化させるこ

とでオシレーションを阻害した。そこで I-BET 151 の効果を確認するためマウス胎生

10.5 日胚の PSM を用いたリアルタイムイメージングを行ったところ、iPSM における I-

BET 151 の結果と同様、Hes7 の発現は定常状態になりオシレーションは阻害された。

以上の結果から、iPSM を用いた薬剤ライブラリースクリーニングは Hes7 のオシレーシ

ョン同期機構に影響を与える新たな薬剤を探索するのに効率的である。 

しかしながら、iPSM を用いた培養系にはいくつかの制限がある。iPSM は高い再現性を

示すが、Hes7 オシレーションの振幅や周期などに多少のばらつきがみられることから、

薬剤の効果を検出するのに影響がある可能性もある。これらのばらつきには iPSM の

サイズや形などが関与しており、培養におけるディッシュなどの条件を検討することで、

ばらつきを小さくすることが可能であると考えられる。 

薬剤ライブラリースクリーニングにより新たに発見した薬剤は Hes7 オシレーションを制

御する新たな因子やシグナル経路を特定するために重要である。興味深いことに BET

ファミリータンパク質に対する阻害剤は Hes7 の発現を抑制せずオシレーションの振幅

のみ減弱させる。そのため、BET タンパク質は Hes7 オシレーションに関与していること

が考えられた。これまでに BET タンパク質である Brd の一つの Brd2 欠損マウスでは神

経管が欠損し(Gyuris et al. 2009, Shang et al. 2009)、さらに Brd4 を欠如すると胚盤胞

期のマウス内部細胞塊が完全に変性する(Houzelstein et al. 2002)事が知られている。

このことから、胎仔発生期においていくつかのタイミングで Brd 因子の重要な役割が存

在すると考えられる。しかしながら、体節形成における BET ファミリータンパク質の関与

は分かっていないことから、Hes7 オシレーションのメカニズムを解明する上で、これらの

因子がどのように関与しているのかを明らかにすることが今後重要であるといえる。 

 

 

さらに、Hes7 オシレーション周期に影響の与える新たなメカニズムも発見した。EZH2 の

阻害剤である E7438 や GSK343 は Hes7 のオシレーション周期をコントロールと比較し

て約 14 分短縮させた。EZH2 は遺伝子発現を調節するヒストンメチル基転移酵素を構

成するタンパク質の一つで、ヒストンタンパク質（H1、H2A、H2B、H3、H4）の一つである

ヒストン H3 の 27 番目のリジンをメチル化し、その領域にある遺伝子の転写を抑制する

事が知られている。薬剤ライブラリースクリーニングの結果より、E7438 や GSK343 を用

いてヒストンメチル化を阻害すると Hes7 の転写活性が高まり周期が短くなったと考えら

れる。 

転写活性が上がると転写因子や RNA ポリメラーゼが結合しやすいよう DNA とヒストン

の結合が弱くなる。この巻き付きの強度を元に戻すよう働くのがヒストン脱アセチル化

酵素である HDAC である。ヒストン脱アセチル化酵素 HDAC1/3 の阻害剤である

RG2833 は Hes7 のオシレーション周期をコントロールと比較して約 44 分延長させた。

HDAC1/3 はクラスⅡに分類されており、ヒストンと DNA の結合を強める働きを持つ。

DNA から mRNA への転写はヒストンのリジン残基におけるアミノ基をアミド基へと変換

する事で始まる(ヒストンアセチル化)。これにより電荷のバランスが悪くなり、ヒストン-
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DNA の巻き付きが弱くなるため転写因子や RNA ポリメラーゼが結合しやすくなり転写

が活性化される。HDAC1/3 は弱くなったヒストン-DNA の巻き付きをもとの状態へと戻

す役割を担っており、転写活性を阻害する方向に働くことが知られている。 

E7438 や GSK343 を用いてヒストンメチル化を阻害しても RG2833 を用いてヒストン脱ア

セチル化を阻害しても Hes7 の転写活性は維持されているが、Hes7 オシレーションの周

期の長さは真逆の結果を示した。そのため、Hes7 転写活性過程にメチル化やアセチル

化が関与し制御している可能性が考えられるが、Hes7 オシレーションの周期を制御す

る因子はそれ以外にも存在し、複雑な経路を持っていると推測できる。しかし、両条件

共に Hes7 のオシレーションは維持されていることから、Hes7 の転写が常に活性化状

態であるわけではなく、ネガティブフィードバック機構は維持されていると考えられる。 
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iPSM 培養系を使用した応用法 
本研究で確立した iPSM 培養系は、他のアッセイ系にも応用可能であると考えられる。

例えば同期化した Hes7 オシレーションに関与する遺伝子を解明するため RNAi スクリ

ーニングを行うことが可能である。さらにこのシステムは分節時計の遺伝分析を行うの

に遺伝子改変動物を作製する必要がないため、とても有利となる。CRISPR-Cas9 を用

いた遺伝子改変(Koike-Yusa H. et al., 2014; Shalem O. et al., 2014; Wang T. et al., 2014)

や遺伝子発現の時空間制御を行うオプトジェネティクスシステム(Isomura A. et al., 2017)

を応用した解析も短時間で容易に行える。そのほかに iPSM 培養系は iPS 細胞や ES

細胞を使用することで種間で異なる体節形成メカニズムの周期を解析する上でも最適

である。例えば分節時計の周期は種間で異なっており、iPSM を用いた細胞培養系はこ

のような種特異的な分子メカニズムを解明することができる。これまでの研究から、ス

プライシングや mRNA の核内から細胞質への移行にかかる時間が種依存的に決まっ

ていると考えられている(Hoyle N. P. and Ish-Horowicz D, 2013)。そのため、iPSM を用

いた解析により直接種特異的なメカニズムを理解することが可能である。 
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