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研究成果の概要：ホヤ胚における体構築を共焦点レーザー顕微鏡により，3次元的に画像取得

し，実際に 1細胞レベルの解像度で個体全体を俯瞰できる画像データベース FABAおよび

FABA2（http://chordate.bpni.bio.keio.ac.jp/faba2/2.0/top.html）を開発した．さらにこの FABA

における 3次元胚画像をもとに、原腸陥入期における個体全体の細胞の形態変化を定量化し脊

索形成に重要な遺伝子の過剰発現胚における形態異常の検出に応用した。その結果、脊索遺伝

子の過剰発現胚の形態異常を定量的に検出できた． 
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１．研究開始当初の背景 

細胞極性形成の分子機構の解明は形態形成

運動を解明するうえで重要になってきてい

るが、個体全体としての形がいかにして決定

されるかというマクロで三次元的な問いに

対して脊椎動物胚全体を用いた解析では細

胞数も多く複雑で難解となる。体全体の形に

影響を及ぼす三次元的な分子現象を細胞レ

ベルの形態変化から記述できるようになる

ことがこの問題を解くカギである。 
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そこで申請者は体制がシンプルだが脊椎動

物に近縁な尾索動物ホヤに注目し、形態形成

過程における平面内細胞極性関連タンパク

質の空間的・時系列的なふるまいを個体全体

で解析し、それら分子機構と個体レベルでの

形態制御の結びつきを解明することを目的

とした。 

 

３．研究の方法 

共焦点レーザー顕微鏡を用いて一視野で胚

を構成する細胞すべてを見渡しつつそこに

局在するタンパク質分子・分子間の動態を解

析する。その後、コンピュータを用いてこれ

らの極性タンパク質動態を三次元的に追

尾・可視化し、極性の制御が体全体としてど

のように行われているかを時間・空間的に明

らかにする。そのため下記２つの実験を行っ

た。 

１）．共焦点レーザー顕微鏡を用いたホヤ胚

の時間空間的イメージングと三次元胚発生

データベースの構築 

２）．コンピュータを用いた、形態形成運動

の細胞一つレベルの定量的解析を行う 

 

４．研究成果 

原腸形成運動理解のための Brachyury 下流

遺 伝 子 デ ー タ ベ ー ス （ CINOBI 、

http://hottapc.lab.nig.ac.jp/notochord/cibra）の構

築および、共焦点レーザー顕微鏡画像に基づ

く三次元ホヤ胚データベース（FABA ver.1.1、

http://chordate.bpni.bio.keio.ac.jp/faba/）の構築

を行った。CINOBIを用いて Brachyury下流遺

伝子セットを調べると、「細胞極性に関わる

シグナル分子の転写を制御している」分子群

と、「脊索形成に関わる分子の転写を制御し

ている」分子群に分けられることがわかった

（Hotta et al., 2007）。このことは脊索をもたな

い動物における Brachyury の機能として「細

胞極性に関わるシグナル分子の転写を制御

している」役割が古くからあり、脊索動物で

はさらに「脊索形成に関わる分子の転写を制

御」する役割が付加されたのではないかと考

えられる。 

このように CINOBIから細胞極性遺伝子群

の転写レベルの制御が Brachury という遺伝

子によって制御されている可能性を下流遺

伝子群からはじめて示唆した。後者データベ

ース FABAは卵から孵化幼生までの三次元デ

ータベースである。このデータベースにより

原腸陥入過程の細胞形態変化を時系列に沿

って 1細胞レベルで個体全体を見渡しつつ明

らかにすることができた。 

以上の成果は国内・国際学会で発表した

（第二回ホヤ研究集会 5 月、第 40 回日本発

生生物学会 5月、日本動物学会第 78回大会 9

月、4th International Tunicate Meeting6月）。

FABAは論文公開後、国内外において高く評

価され、発生生物学の国際誌 Developmental 

Dynamics では前者 FABA がハイライトに取

り上げられ、“次世代の標準発生ステージ表”

として高い評価を得ている。 

ホヤの脊索形成および原腸陥入において

重要な役割を果たす転写因子 Brachyury の脊

索特異的下流遺伝子群を網羅的に 40 単離さ

れている（Hotta et al., 2007, 2008）．   

これら下流遺伝子群の中には，細胞極性に

関わる prickle，myosinⅡ，frizzledや細胞骨格

制御に関わる遺伝子 cdc42，IQGAP，ERMな

どが含まれていることから，私は Brachyury

がこれら下流遺伝子の発現を予定脊索細胞

においてまとめて ONにすることにより，細

胞極性シグナルが働くのではないかと考え

ている．このことは，Brachyury 下流遺伝子

を網羅的に 500単離してきたものの内訳をま

とめた論文からも支持される（Hotta et al., 



 

 

2008）．Brachyury はもともと細胞の運命を

司る遺伝子群の転写を抑制する働きが左右

相称動物から保存されており，脊椎動物では

さらに脊索という支持構造を構築する役割

が新たに加わったのではないかとこの論文

では述べられている． 

つまり，Brachyuryの下流遺伝子は大きく 2

つの異なる役割を持つグループに分けらる．

すなわち，1．細胞運動を司るグループと，2．

脊索細胞分化に関わるグループである．よっ

て，これまでホヤにおいて単離されてきた

500 にのぼる下流遺伝子がそれぞれどちらの

グループに属しているのか，またさらにその

グループ下でどのような役割を担っている

のかを明らかにする必要がある． 

しかしながら，これまで報告された

Brachyury 下流遺伝子のうち，その機能が過

剰発現やノックダウンによって明らかにさ

れたものは，その一部しかなく，一見正常胚

と違いが見られないものでも個々の細胞レ

ベルで見ると相違点がある可能性がある．こ

れら遺伝子がどのような形態変化を導いて

いるかといった問題は，未だ謎が多く，また

500 にのぼるターゲット遺伝子を系統的に，

形態を機能分類する定量的指標もないのが

現状である． 

そこで、FABA に登録されている 3D real 

embryoに対してOlivierら (2006) によって開

発された３D Virtual Embryo（以下３DVE、図

１）作製法を用いて 1．原腸陥入期における

個体全体の細胞の形態変化を定量化し，さら

に 2．脊索形成に重要な遺伝子の過剰発現胚

における形態異常の検出に応用した。その結

果、１．3DVE を用いることにより，ホヤ正

常胚（St.10，St.11）の全細胞の形態変化と球

形度，伸長度，扁平度，表面積，体積，細胞

間同士の接地面積の 6つのパラメータを用い

て定量化することができ、ホヤ胚脊索細胞が

顕著に扁平度，伸長度において増減している

ことがわかった。つまり、原腸陥入期の主た

る形態変化は脊索が担っていることが示唆

される．また、２．さらに，St.10 から St.23

にかけて，ホヤ胚脊索細胞におけるミュータ

ントの表現型の検出を試み，上記パラメータ

を用いて形態異常を比較し，定量化すること

ができた．  

 

 
図１ 左から原腸陥入期のホヤ胚の共焦点
顕微鏡 3次元再構成画像、それをバーチャル
CG化した画像（3DVE）、脊索細胞だけをハ
イライト表示したワイヤフレーム画像 
 

以上の研究成果を日本遺伝学会第 80 回大会

において発表した。 

 今後，発生における形態指標として広くこ

の方法を活用し，高精度ミュータントスクリ

ーニング系の開発などに役立てていきたい． 
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