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【背景】 

直⽴⼆⾜歩⾏は、ヒトが進化の過程で獲得した最も特徴的な歩⾏様式であり、

ヒトと他の霊⻑類とを隔てる根幹的な形質の⼀つである。直⽴⼆⾜歩⾏への移

⾏に伴い、ヒトは S 字湾曲した脊柱や横に開いた⾻盤、下肢の伸⻑といった形

態を進化させてきた。これらの形態進化は⼆⾜歩⾏の効率化のみならず、脳の⼤

型化や⾔語獲得にもつながる基盤をもたらしたと考えられている。 

直⽴⼆⾜歩⾏に関連した下肢の特徴的な形態は、肢芽と呼ばれる構造から始

まる⼀連の発⽣過程を経て形成される。この四肢形態形成は、発⽣過程における

時空間的な遺伝⼦発現によって制御され、種固有の形態進化の背後には、シス制

御領域をはじめとする⾮コード領域の進化が重要な役割を果たしていると考え

られている 1。しかし、ヒト系統において、これらの制御配列がどのように進化

し、直⽴⼆⾜歩⾏に関連した下肢形態進化をもたらしたのかについてはほとん

ど明らかにされていない。その⼤きな要因として、ヒトおよび類⼈猿の胚を⽤い

た発⽣過程の直接的な解析が倫理的・技術的な制約により著しく困難であるこ

とが挙げられる。これまでにヒトにおいては、胚の四肢発⽣過程におけるエンハ

ンサー候補領域を網羅的に同定した研究が報告されている 2が、類⼈猿に関する

同様の知⾒は存在せず、ヒト系統特異的な進化領域を特定する上での障害とな

っている。したがって、ヒトの下肢形態進化の分⼦基盤を明らかにするためには、

その解析を実現する新たな⽅法論の導⼊が必要である。 

そこで本研究では、ヒトおよび類⼈猿の iPS 細胞から上肢もしくは下肢の特

異性を有する肢芽様細胞を選択的に誘導する⽅法論を開発し、遺伝⼦発現およ

びエピゲノムプロファイルの取得と種間⽐較解析を通じて、直⽴⼆⾜歩⾏に関

連したヒト特異的なエンハンサー進化領域を探索することを⽬的とした。 

  



【進捗状況】 

 これまでに我々は、チンパンジーおよびテナガザルを含む複数の類⼈猿種の

iPS 細胞を独⾃に樹⽴してきた 3-5。類⼈猿 iPS 細胞を⽤いた肢芽分化誘導法の

報告例はなかったため、まず初めに、ヒトおよび類⼈猿 iPS 細胞に共通して適

⽤可能な肢芽分化誘導系の構築を⽬指した。 

肢芽を構成する細胞は、発⽣学的には原始線条から派⽣する側板中胚葉に由

来し、PRRX1遺伝⼦を発現する細胞集団として定義される。既報の研究 6-8では、

WNT、BMP、TGFβ、FGFといった各種シグナルを段階的に制御することで、

ヒト iPS 細胞から原始線条、側板中胚葉、そして PRRX1 陽性の肢芽中胚葉細胞

へと効率的に分化させる⽅法が報告されている。これらの知⾒に基づき分化条

件の検討を⾏った結果、テナガザル iPS 細胞から効率的に PRRX1+肢芽中胚葉

細胞を誘導することに成功した 5。この分化誘導過程においては、原始線条マー

カー、側板中胚葉マーカー、肢芽中胚葉マーカーとなる遺伝⼦の発現が段階的に

上昇しており、発⽣を模倣できていることが明らかになった。さらに、この分化

誘導法をヒトおよびチンパンジーの iPS 細胞に適⽤したところ、これらの種に

おいても PRRX1+肢芽中胚葉が効率的に誘導されることが確認できた。これに

より、ヒトおよび類⼈猿の iPS 細胞に共通して適⽤可能な分化誘導法を構築す

ることに成功した。 

次に、誘導した肢芽中胚葉細胞が上肢あるいは下肢いずれの特性を有するか

を検討するため、ヒトを含む既知の発⽣学的知⾒ 6に基づき、上肢特異的遺伝⼦

（TBX5、HOXC４/5）および下肢特異的遺伝⼦（TBX４、PITX1、HOXC9/10/11）

の発現解析を実施した。その結果、TBX4 の発現が TBX５に対して優勢である

ものの、HOXC9/10/11 の発現は低く、上肢/下肢特異性は明瞭には確認するこ

とができなかった。 

そこで構築した分化誘導法を改良することで、上肢/下肢特異性を有する肢芽

中胚葉細胞を選択的に誘導する⽅法論を構築することを⽬指した。発⽣学研究

から、レチノイン酸や GDF11といった因⼦が体幹前後軸の位置情報決定におい



て重要な役割を果たすことが知られている。これに基づき各種因⼦を、テナガザ

ル iPS 細胞を⽤いた分化誘導過程に添加した。各条件で誘導した肢芽中胚葉細

胞の遺伝⼦発現を調べたところ、条件に応じて、下肢特異的マーカー（TBX4, 

HOXC9/10/11）もしくは上肢特異的マーカーのいずれかが優勢となる状態を作

り出すことに成功した。さらに、このうち下肢芽様細胞の分化誘導条件をヒトお

よびチンパンジーの iPS 細胞に適⽤した結果、PRRX1に加えて、その他肢芽マ

ーカーとなる SALL4 や下肢特異的マーカーである TBX4 を発現する下肢芽中

胚葉細胞を分化誘導できることが確認された（図１）。さらに培養期間を延⻑し

たところ、間充織様への形態変化を観察することができ、この段階でも

PRRX1/TBX4 陽性であることを確認した。これらの結果から、ヒトやチンパン

ジーiPS 細胞から下肢芽間充織様の細胞を誘導する系の構築に成功した。 
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図1) ヒト・チンパンジーiPS細胞由来肢芽中胚葉細胞の免疫染⾊
SALL4（肢芽マーカー・緑）とTBX4（下肢マーカー・⾚）が共発現



【今後の展望】 

現在、誘導した上肢・下肢芽様細胞の詳細な分⼦特性の解析および分化誘導条

件のさらなる最適化を進めている。また、これらの肢芽様細胞を軟⾻細胞へと分

化させる条件検討を⾏なっている。今後、確⽴した分化誘導法を基盤として、ヒ

トおよび類⼈猿（チンパンジー、テナガザル）の iPS 細胞から誘導した肢芽間充

織様細胞および軟⾻細胞について、網羅的な遺伝⼦発現・エピゲノム解析を実施

する予定である。これにより、ヒト系統で特異的に活性化されているエンハンサ

ー領域を同定し、下肢の伸⻑など直⽴⼆⾜歩⾏に関連する形質の獲得に寄与し

た遺伝⼦発現制御機構の進化を明らかにする。 
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