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１ 研究実施の概要 

多細胞生物の体がつくられる過程で必須となる機構の一つは、対称な構造を持つ細胞集団の中に

非対称性を作り出すことである。では、対称な形態から、いかにして非対称性が生じるのか？ 私た

ちはマウスをモデル動物として用いて、体の左右と頭尾が決定される機構を研究している。左右が決

定される機構については、左右非対称に発現する分泌性因子（Nodal や Lefty）の発見を境に、急

速な進歩が見られた。しかし、「左右の対称性は最初にいかにして破られるのか？」、「Nodal や 

Lefty の非対称な発現は、どのようにしてもたらされる？」という根本的な問題はいまだに解決されて

いない。哺乳類においては、ノードと呼ばれる場所で生じる左向きの液体の流れ（ノード流）が左右を

決定している。しかし、「ノード流はどのように働く？」、「なぜ左向きの水流ができる？」など、多くの疑

問が残る。一方、頭尾の決定については、遠位臓側内胚葉（DVE）と呼ばれる特殊な細胞が対称な

位置から片方へ移動すると、移動先が将来の頭側へ決定されることが知られている。しかし、「DVE

が移動する方向は、どのように決められる？」、「DVE の細胞運動の原動力は、なに？」、「非対称性

の起源は？」という疑問が生じる。 

本研究では、左右の極性と頭尾の極性に注目し、主にマウスを用いて遺伝学的・生化学的解析アプ

ローチでこれらの問題に挑戦した。５年間の目標として掲げたことのなかでも、とくに以下の問題に重

点を置いた。 

１）左右の対称性が破られる機構：とくに、ノード流は左右を決めているのか？ 繊毛の回転運動から

なぜ左向きの水流が生じる？ という問題。 

２）ノードで生じた非対称なシグナルは、どのようにして側板へ伝わる？ 

３）Nodal, Lefty タンパク質の分泌後の挙動：とくに、分泌後のタンパク質を可視化し、その拡散速度・

拡散様式や分解・安定性を観察すること。 

４）左右決定に関する実験データを再現できる数理モデルを構築し、in vivo の現象の裏にある原理

を予測する。 

５）前後が決定される機構、とくに細胞移動の制御機構を解明すること。 

 

５年間の研究の結果、１）、４）については明確な答えを出すことができた。５）については、細胞移動

の方向が決まるメカニズムを解明できた。目標通りの成果を得ることができ、今後の発展への扉を開

けることができた。２）については、決定的な証拠を得るには至らなかったが、明確な機構を示唆する

多くのデータが得られた。３）については、５年間いろいろな方法を試行錯誤した。予想通りとはいえ、

分泌後のタンパク質を検出するのは技術的に困難であった（これは、Nodal, Lefty タンパク質に限ら
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ず一般的な問題である）。高い感度と特異性をもつ新たな技術の開発が必要であった。 

 

この研究の中で、予想しなかった重大な発見もあった。Lefty の発現を、これまでよりも早い時期に遡

って調べたところ、着床前の胚盤胞からすでに非対称に発現していることが判った。分子レベルでの

非対称性がこのように早い時期から起っていることは、哺乳類の体軸が決まる機構やその起源につ

いて、新たなパラダイムを提供する。我々の研究にも、新たな研究への扉を開けてくれた。 

 

２ 研究構想及び実施体制 

(1) 研究構想  

 

「対称な形態から、いかにして非対称性が生じるのか？」すなわち「体の軸はいかにして形成される

のか？」 多くの生物種を見た場合、ショウジョウバエのように卵の中にすでに将来の体軸が決定され

ている場合もあるが、哺乳類のように胚発生の途中で初めて非対称性が生じる場合もある。では後

者の場合、どのような機構で非対称性が生じるのだろうか？  

   この問題を解明するためには、左右非対称性が最もよいモデルだと考える。左右の決定機構に

ついては過去４年において急速な進歩があったが、未だ全過程の一部が明らかになったばかりであ

る。今後は、「対称性はいかにして破られるのか？」、「非対称な形態形成はどのように遂行されるの

か？」という本質的な問題を解決する必要がある。本研究では、主にマウスを用いて遺伝学的・生化

学的解析アプローチでこれらの問題に挑戦する。また、理論生物学を導入し、実際の現象（データ）

を説明できる数理モデルを考え、逆に数理モデルから現象を予測する。とくに、最も本質的な問題で

ある「対称性はいかにして破られるのか？」に対しては、理論生物学と実験生物学の融合で、新たな

原理を見い出したい。これらにより、対称性が破られる最初のステップから非対称な形態形成という

最後のステップに至る一連の過程を解明することが可能であろう。具体的な目標は以下の通りであ

る。 

 

＜具体的な目標＞ 

１．左右の初期決定機構の解明（濱田グループ） 

１）ノードにおける水流の重要性を検証する。 

２）繊毛の回転運動から左向きの水流が生じる機構を明らかにする。 

３）INV タンパク質の機能を解明する 
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２．ノード流の働き方（濱田グループ） 

 １）Ca2+ シグナルの非対称性の検証 

 ２）Ca2+ チャンネルと予想される Pkd2 タンパク質の機能 

３．ノードから側板へのシグナルの伝達機構（濱田グループ） 

１）ノードにおいて非対称な遺伝子（Nodal, ヒト Lefty1）の発現制御機構 

2）側板での Nodal の非対称な発現を誘導している機構を解明する 

3） ノードで発現する分泌因子 GDF1 の機能の解明 

４．シグナル因子 Nodal, Lefty の機能・作用機構（濱田グループ） 

  １）Nodal, Lefty タンパク質の拡散性 

  ２）シグナル伝達の機構 

５．非対称な形態形成の機構（濱田グループ） 

１） Pitx2 の発現制御機構 

２） 転写因子 Pitx2 の役割 

３） Pitx2 によって制御されている遺伝子の同定 

６．左右非対称に発現する遺伝子の系統的探索（濱田グループ） 

７．前後軸決定の機構（濱田グループ） 

１） 細胞移動の方向が決定される機構 

２） 細胞移動の原動力の同定 

８．数理モデル（反応拡散システム）による左右決定の再現と予測（近藤グループ） 

１） 既存のデータをすべて再現できる数理モデルの構築 

２） 得られた数理モデルによる現象の予測 
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(2)実施体制  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

３ 研究実施内容及び成果  

 

３−１．マウスを用いた非対称性が生じる機構の解析（大阪大学、濱田グループ） 

 (1)研究実施内容及び成果 

① 左右の初期決定機構の解明 

◯ノードにおける水流の重要性：哺乳類においては、繊毛運動によりノードに左向きの

水流（ノード流）が生じていることが知られている。ノード流の重要性を直接的に検証す

るため、人工的な水流のもとでマウス胚を培養することができる実験系を開発した。こ

れを用いてノード流の方向や速度を人為的に変化させたところ、水流の方向や速度に

依存して左右が決定されることがわかった（Nonaka et al., Nature, 2002）。たとえば、右

向きの早い水流を与えることで内在性の水流の向きを逆転すると、体に左右も逆転し

た。これにより、ノード流が左右を決めていることを証明することができた。 

 

 

濱田グループ 

 

大阪大学大学院 生命機能研究科 

マウスを用いた非対称性が生じる機構の解析 

近藤グループ 

 

名古屋大学大学院 理学研究科 

数理モデルによる再現と予測 

研究代表者 

濱田 博司 
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           ＜人工的な水流のもとで胚を培養する装置＞ 

 

 

 

 

 

 

 

 

◯繊毛の回転運動から左向きの水流が生じる機構：繊毛の回転運動によりいかにして

左向きの水流が生じるのか？ 繊毛の構造と運動を real time で精密に観察できる系

を開発した。それを用いて回転しているノードの繊毛を観察したところ、後方へ傾いて

回転していることがわかった。流体力学的な予測とも合致し、この回転軸の傾きが左方

向の水流を作り出している事が示唆された。これを証明するために、人工的繊毛を使

った模型を作った。この模型でも、回転軸を傾けることにより、一方向性の水流を作る

ことができた。以上より、ノード繊毛の回転軸が後方へ傾斜することにより、左向きの水

流が生じることが明らかになった。すなわち、左右の対称性は、前後、左右の位置情

報と繊毛の回転方向（時計回り）という３つにより破られていると言うことができる

（Nonaka et al., PloS Biol, 2005）。 
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       ＜ノード繊毛の回転運動の軌跡＞ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      ◯INV タンパク質の機能：左右の異常を示す多くの変異マウスの中でも、inv マウスは

極めて特徴的であり、単純にノードの水流で説明することができない（すなわち、ノード

流は流速が遅くなっているものの、方向は左向きであった）。INV の機能を解明するこ

とは左右の決定機構を理解するためのブレークスルーになると考え、GFP と INV の融

合遺伝子をtransgene として持つトランスジェニックマウスを作製した。INV タンパク質の

胚における局在、細胞内局在、発生に伴う変化などを調べ始めた。GFP と INV の融合

遺伝子を体全体に広範囲に発現させたところ、inv 変異マウスの左右の異常を回復さ

れることができた。すなわち、inv:GFP 融合タンパク質は Inv と同じ活性を保持している

ことがわかった。IN：GFP タンパク質の胚における局在、細胞内局在を調べたところ、ノ

ードの繊毛を含む９＋０繊毛に特異的に局在することが判った。（Watanabe et al., 

2004）。 
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   ＜Inv::GFPトランスジェニックマウスにおける Inv-GFP タンパク質の局在＞ 

               ノードの蛍光写真         赤：GFP(Inv),  

                                                                 緑：gamma-tubulin 

 

 

 

 

 

② ノード流の働き方 

「ケモセンサーモデル：水流が何らかの分子を左側へ運んでいる」、あるいは「メカノセ

ンサーモデル：ノードの細胞が液体の流れを感知している」という二つの可能性が考え

られている。種々な変異マウス胚に対して人工的な水流を与えた際の影響、カルシウ

ムイオンチャンネルと考えられる Pkd2 変異マウスの症状、などはメカノセンサーモデル

を支持したが、決定的な証拠を得ることはできなかった（吉場ら、未発表）。 

     ＜ノード流の働き方に関する二つのモデル＞ 

 

 

 

 

 

 

 

右 左 

ケモセンサー説 

X＝? 
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      ◯カルシウムシグナルの関与：McGrath ら(2003)によって、ノードの両側が非対称にカルシ

ウムシグナルを受けるという報告があった。この報告を再現すべく、ノード近辺でのカ

ルシウムシグナルを追跡している。残念ながら、まだ再現性良く非対称なカルシウムシ

グナルを検出できていない。なるべく生体に近い条件でカルシウムシグナルを検出す

る系を模索している。 

       

      ◯Pkd2 タンパク質の機能：Pkd2 欠損マウスは、嚢胞腎とともに左右の異常を示す。マーカ

ー遺伝子のパターンの異常から、ノードでの左右決定の異常、あるいは、ノードから側

板へのシグナル伝達の異常、と予想される。Pkd2 遺伝子はノードを含めて広汎に発

現するため、どの部位での発現が左右決定に意味を持つのかは、不明である。まずこ

の点を明らかにするため、ノード特異的、あるいは側板特異的に Pkd2 を発現するトラ

ンスジェニックマウスを作製した。そして、どの transgene が Pkd2 変異マウスの異常を

回復することができるかを、調べている。 

メカノセンサー説 

カルシウムチャネル 

Pkd2の関与が示唆されている 

右 左 
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        Pkd2 タンパク質は、細胞のどの部位に存在するのか？ 繊毛、ゴルジ、細胞膜？ 

Pkd2 タンパク質の細胞内局在を明らかにするために、tag を持つ Pkd2 タンパク質を発

現する BAC トランスジェニックマウスを作成した。このマウスを用いて、細胞内局在を

調べている（吉場ら、未発表）。 

 

③ ノードから側板へのシグナルの伝達機構 

      ◯ノードにおいて非対称に発現する遺伝子の発現制御機構：左右非対称な遺伝子発現

は、ノード（の周囲）で始まる。ヒト LEFTY1 のエンハンサー(ANE) は、nodal や lefty2

が側板中胚葉の左側で発現するよりも前にノードで明瞭な非対称な（左＞＞右）活性

を示す。欠失解析で ANE エンハンサーを解析し、エンハンサーとしての最小単位を

約２５０bp に限局することが出来た。各種の変異マウス中での ANE の活性を調べたと

ころ、その左右性は iv や inv で変化した。従って、ノード流により ANE の左右性が決

定されていることがわかった。Cer2 もノードの両側で非対称に発現するが、ヒト

LEFTY1とは逆に、右＞左である。Cer2の非対称な発現制御機構も解析を始めた（川

住ら、未発表）。 

 

      ◯側板での Nodal の非対称な発現を誘導している機構： Nodal の側板での非対称な発

現の制御機構を調べた。これまで、非対称な発現をもたらす ASE と呼ぶ Nodal-応答

性のエンハンサーを同定していたが、本研究では、Nodal 遺伝子の中あるいは近傍

で、ASE 以外の非対称な活性を示すエンハンサーを探索した。その結果、５‘領域に

LSE と呼ぶ新たな非対称なエンハンサーを見いだした。LSE は、ヒトやマウスの Nodal

遺伝子に保存されており、FoxH1 結合配列を持ち、ASE 同様に Nodal-応答性であっ

た。以上のことから、側板での Nodal の非対称な発現は、Nodal-応答性のエンハンサ

ーによって誘導されている、すなわち、Nodal タンパク質によって誘導されていること

が示唆された。もしこの点が正しければ、ノードで合成された Nodal タンパク質が、側

板へ拡散することにより, 側板での Nodal の非対称な発現を誘導していることになる

（Saijoh et al., Dev Dyn., 2005）。 

 

◯ノードで発現する分泌因子 GDF1 の機能の解明：TGFβ因子の一つである GDF1

は側板の両側で発現されているが、これまでの解析により、Nodal の Signaling に必須
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である可能性が示唆されている。GDF1 の作用機構と左右決定における役割を、生化

学的・遺伝学的に調べた。GDF1 はノードや側板などで発現する。ノードでは、Nodal と

全く同じノード脇の crown cell で発現していた。どの部位での GDF１の発現が左右決

定に必要かを、部位特異的に GDF1 を発現する transgene を用いて検証した。その結

果、ノードでの発現が必須でかつ部分的には充分であった。また、生化学的な実験で

は、Nodal 蛋白質と相互作用すること、Nodal は GDF1 とヘテロダイマーを作ることに

より活性を著明に上昇することを明らかにした。従って、GDF1 は Nodal と相互作用し

その活性を増加することにより、Nodal 活性が及ぶ範囲を制御していると示唆された

（田中ら、未発表）。 

 

      ◯Nodal 蛋白質は、ノードから側板へ直接拡散するのか？：ノードで対称に発現する

Nodal 蛋白質は直接左側板へ拡散するのか、あるいは途中でその活性がリレーされる

のか？ 直接左側板へ拡散することを示唆するいくつかの間接的な証拠を得た。ノー

ドで合成された Nodal 蛋白質を直接可視化するため、EGFP-Nodal 融合蛋白質、あ

るいは Flag-tag が付いた Nodal 蛋白質をノードで発現するトランスジェニックマウスを

作製した（沖ら、未発表）。このトランスジェニックマウスを用いて、Nodal 蛋白質の挙

動を追跡する。 

 

④ シグナル因子 Nodal, Lefty の機能・作用機構 

      ◯Nodal, Lefty タンパク質の拡散性：lefty2 の変異マウスの解析より、Nodal 蛋白質が長距

離に働くこと、Lefty は Nodal が働く範囲を限定する役割を持つことが判った。また、

GFP-Nodal, GFP-Lefty2 蛋白質の挙動をニワトリ胚中で調べたところ、両者ともに長

距離を拡散するが、Lefty2 の方がより速く拡散することが判った（Meno et al., Dev Cell, 

2001）。 

 

      ◯シグナル伝達の機構：Nodal シグナルを伝える転写因子と予想される FAST/FoxH1 の

役割を調べた（山本ら）。FAST/FoxH1 を欠損する変異マウスを作製した。この変異マ

ウスは嚢胚形成異常のために胚性致死になるが、発生異常の詳細な解析の結果、前

後軸決定・頭部誘導・ノードの形成の局面において、この転写因子が Nodal のシグナ

ルを伝えていることが判った（Yamamoto et al., Genes & Dev,2001）。 
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⑤ 非対称な形態形成の機構 

      ◯Pitx2 の発現制御機構： Pitx2 は、nodal や lefty2 と同様に左側板で発現が開始される

が、nodal の発現が消失した後も左側板由来の組織において発現が維持される。哺

乳類以外の脊椎動物（Zebrafish, Xenopus, Chick）の Pitx2 遺伝子を調べたところ、マ

ウスと同じように Nodal/FoxH1 で発現が誘導され、Nkx2 により維持されていることがわ

かった (Shiratori et al., Mol. Cell, 2001)。 

 

      ◯転写因子 Pitx2 の役割：Pitx2 欠損マウスへ、種々の transgene を用いて Pitx2 の発現を

回復させた。その結果、非対称な形態形成には Pitx2 が継続して存在することが必要

であることが判った（白鳥ら、未発表）。 

 

      ◯Pitx2 によって制御されている遺伝子の同定：Pitx2 の ASE エンハンサーを欠損する（非

対称な発現のみを欠損する）マウスを利用して、Pitx2 によって制御される遺伝子を系

統的に探索した。各遺伝子について、in situ hybridization で発現を確認しつつある。

明確に非対称な発現を示すクローンは得られなかった。さらに、スクリーニングを改良

して探索を続けている。 Pitx2 発現細胞を enrich できるように、Pitx2 ASE でドライブさ

れる EGFP(Venus) transgeneic マウスを作製した（白鳥ら、未発表）。 

 

⑥ 左右非対称に発現する遺伝子の系統的探索 

         マウス遺伝子チップ（２—５万種）を利用して、左右非対称に発現する遺伝子の系統的

探索を開始した（理研、林崎良英博士との共同研究）。また、Subtraction 法により、左

側特異的あるいは右側特異的に発現する遺伝子を探索した。二つの方法により多数

の候補が得られ、それぞれについて解析した（八代、候ら）。前者の方法で、ノードの

両側で非対称に（左＞右）発現する遺伝子を同定した（Juan et al., Dev Dyn, 2004）。

Lplunc1 と呼ばれる脂質結合タンパク質で、左右非対称な発現は既知の遺伝子経路

に寄って制御されていた。さらに、種々の遺伝子チップを用いて、スクリーニングを続

けている。 

 

⑦ 前後軸決定の機構 
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         前後の決定は、胚の遠位にある原始内胚葉が将来の前方へ移動することによって確

立される。「細胞運動をひきおこす driving force は何か？」、「細胞運動の方向はいか

にしてきめられているのか？」という問題に挑戦した。Lefty1 や Cerl という Nodal 

antagonist の発現を注意深く調べたところ、原始内胚葉の移動が始まる前に、これら

の発現が非対称になっていることを見い出した。そこで、嚢胚期以前という小さな胚に

対して局所的に遺伝子を導入する新しい方法を開発し、Lefty1 や Cerl の働きを検証

した。その結果、これらの Nodal antagonist は原始内胚葉の細胞分裂を抑制すること

により、細胞の移動方向を決めていることがわかった(Yamamoto et al., Nature 2004)。 

 

      ＜Lefty1 の非対称な発現＞ 

 

 

 

 

 

 

（５．５日マウス胚）      （６．５日マウス胚）  

 

 

 

             

次に、「なぜ Lefty1 や Cerl は非対称に発現するのか？」という疑問を明らかにするた

め、Lefty1やCerl遺伝子を探索し、各々について非対称な発現を規定しているエンハ

ンサー（AVE）を同定した（高岡ら、未発表）。 
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 (2)研究成果の今後期待される効果 

非対称な形態が生じる全過程が明らかになれば、すべての多細胞生物の発生の基盤となる

新しい原理がわかることになり、生物学における大きな知的資産になる。とくに着床前胚にお

ける Lefty1 発現の非対称性は、発生学に新たなパラダイムをもたらすだろう。将来的な社会

への貢献としては、直接的には、ヒトの先天性奇形の原因解明や早期診断法の確立に貢献

する（心奇形を伴うものの多くは左右の異常によるものである）。一方、この研究を通して得ら

れた形態形成・臓器形成に関する知識は、２１世紀医療である臓器再生の基盤となるであろ

う。 
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３−２．数理モデルによる再現と予測（名古屋大学、近藤グループ） 

 (1)研究実施内容及び成果 

            ＜Nodal-Lefty は反応拡散システムを形成しうる＞ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nodal と Lefty は、positve-negative な制御ループを形成している。すなわち、Nodal は

activator として働き、Lefty は Nodal に対して抑制的に働く拡散性の分子である。さらに、

Nodal は自らの合成を促進するとともに、Lefty の合成も促進するという関係が成立する。この

ような Nodal-Lefty 間の制御関係は、反応拡散システムに合致する（上図）。ただし、二つの

因子の拡散速度（や分解速度）が不明であり、反応拡散システムの必要条件をすべて満たし

ている訳ではない。そこで、Nodal と Lefty の拡散速度を実験的に検証したところ、抑制因子

であるLeftyがNodalよりも早く拡散することが示唆され、たしかに反応拡散システムとして働く

可能性が強く示唆された。 

 

そこで、マウス胚での Nodal, Lefty の非対称な発現パターンを再現できる、反応拡散システ

ムの数理モデルの構築を試みた。その結果、正常胚における発現パターンのみならず、これ

までに発表されているすべての変異マウス胚での発現パターンを再現できるモデルを構築す

　   5 param eters 
 
Initial synthesis rate of A  
D iffusion rate of A       (X a) 
D iffusion rate of I       (X i) 
D egradation rate of A   (Y a) 
D egradation rate of I   (Y i)

X ?

nodal lefty2

１

2
2

3

3

Pitx2

Activator Inhibitor

１

2
2

3

R eaction-D iffusion 
S ystem

nodal and lefty

  X a <  X i 
  Y a >  Y i
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ることができた（下図）。さらに、数理モデルからの予測と実験的データから、この反応拡散シ

ステムは「小さな差を大きな差へと変換しうる」ことが判った。すなわち、ノード流から生じるの

は左右の小さな差であり、その小さな差が、Nodal-Lefty の反応拡散システムによって明確な

差（左側板における Nodal の非対称な発現）へと変換されていることが示唆された。 

 

     ＜マウス胚の発現パターンを再現できる数理モデルの構築＞ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nodal Lefty2 Lefty1 

Lefty2 Lefty1 Nodal 

Midline R 

L R 
Midlin

 

L 
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 (2)研究成果の今後期待される効果 

発生現象における数理モデルの有用性が再確認され、今後はより広く用いることになるだろ

う。発生・再生現象の根本的なメカニズムを理解するためには、数理モデルの活用することが

必要である。 
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(2)招聘した研究者等 
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７ 結び 

当初に掲げたいくつかの目標のうち、７０％程度は達成できた。とくに、nodal flow は重要なのか？、

なぜ左向きの流れができる？ という対称性の破れに関する問題、数理モデルの導入、前後決定の

機構、遺伝子発現の制御機構などはその例である。一方で、技術的に困難・あるいは新たな技術の

開発が必要となる問題は、未解決のまま残った。とくに、分泌後のシグナル分子を可視化することは

５年間試行錯誤したが、未だに成功に至っていない。今後は更に高度なイメージング技術を取り入

れる必要がある。 

 

左右の決定機構は、世界的にも大きな進歩を遂げたが、まだ多くの重要な問題が残っており、今後

も挑戦したい。また、終了に近い時点で、体軸の決定・起源に関する予想外の発見をすることができ、

新しい paradigm にむけた出発になりそうである。 
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