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研究成果の概要（和文）：阻害剤のような化合物を用いると標的タンパク質の機能を簡便にノッ

クダウンできるため、標的分子の機能類推が迅速にできる。発生の早いホヤとこのような化合

物を組み合わせ高速・高精度な化合物による標的分子機能解析を目指した。本研究ではカタユ

ウレイボヤを用いた化合物スクリーニング系を立ち上げ、実際に標的既知化合物を用いたホヤ

標的分子の機能類推を行った。また、「過去の化合物とホヤに関する知見」を集約しまとめた。 
 
研究成果の概要（英文）：Pharmacological approach such as treatment of chemical inhibitor 
is useful to know a function of its target protein. Although ascidian is considered as an 
ideal animal for chemical genomics on the point of high-throughput and high-resolution, 
there is no established whole-animal experimental system. As a first step, we established a 
whole-animal drug screening system by using ascidian embryo and constructed a database 
for ascidian chemicals biology. 
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１．研究開始当初の背景 
国内外で、新薬候補化合物の次世代スクリー
ニング法として線虫（Roude et al., 2007 
PNAS）や魚類などの微小モデル動物の全個
体（ホール・アニマル）を新薬候補化合物ス
クリーニング(ケミカル・スクリーニング)に
適用する動きである「ホール・アニマル・ケ
ミカル・スクリーニング技術」が普及し始め
ている。しかしながら、ライブラリ化され
ている小分子化合物は少なくとも数万種か
ら 100万種存在するのに対し、1度に用意

できる微小モデル脊椎動物個体の数は限ら
れている。その結果、ホール・アニマル・
ケミカル・スクリーニング速度は用意でき
る個体数に依存しているのが現状である。
また、生物個体のコストもまた大量スクリ
ーニングでは無視できない。一方、ホヤは
無償で入手可能・発生が早くハイスループ
ット化が可能・幼生の細胞数が約 3000 と
少ないため個体全体を細胞レベルで解析可
能・モザイク発生をするため各組織に与え
る影響を早い段階から解析可能といった利
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点をもつ。ホヤを研究材料として用いれば
より迅速で高精度なホール・アニマル・ケ
ミカル・スクリーニングができるのではと
考えるに至った。 
２．研究の目的 
そこで本研究では、以下具体的に３つの目的
を掲げた。	 
①発生中のホヤ胚で発現する様々な遺伝子
発現に小分子化合物が与える影響を定量化
する系を構築すること．	 
②構築された系を用いて小分子化合物 1セ
ットと生物の各組織・臓器に及ぼす影響の
対応関係を俯瞰的にまとめること。 
③そして最後に、ホヤにまつわる既知化合物
情報をデータベースとしてまとめることで
ある。このようにして、ホヤを用いた化学発
生生物学を展開していく上で必須の基盤を
つくることとした。	 
 
３．研究の方法 
（１）カタユウレイボヤの受精卵に化合物を
添加するに当たり，受精卵を培養する海水量，
シャーレの大きさ，播種する受精卵の数，さ
らには回収したホヤ杯からの mRNA 回収法な
ど種々の条件を検討した結果，以下の条件で
実験を行うこととした．すなわち，カタユウ
レイボヤの受精卵を 3 mlの海水で満たした
60 mmシャーレ中に 400個播種して飼育し,3
または 6 hpf (hour post fertilization)で化合物を
添加した.その後回収したホヤ胚をホモジナ
イザーで破砕して mRNAを抽出した後,逆転
写反応により cDNAを合成した.引き続き，
各種遺伝子産物(mRNA)の発現を合成した
cDNA を鋳型に Real-Time	 RT-PCR にて定量化
した．また、共焦点顕微鏡により細胞内小器
官の局在画像を一度にマルチカラーで取得
する方法を確立するために細胞骨格、小胞体、
ミトコンドリア、ゴルジ体、神経組織、リソ
ソームなどを染め分ける試薬をホヤ胚にお
いて試し、それぞれ最適な染色条件を検討し
た。その結果、Alexa ファロイジンおよび DAPI
による同時染色した胚を固定後、透明化する
ことで、少なくとも細胞膜と核位置を 3次元
的に可視化することに成功した。	 
	 
（２）標的が既知である市販の小分子化合物	 
11 種を選定した。これら既知試薬におけるホ
ヤ胚への形態と組織分化における効果を①
で構築した系を用いて解析することとした。
次に化合物濃度と添加時間、サンプリング時
間などの条件を検討し、化合物添加胚を効率
良く得る実験系を構築した。次に得られた表
現型を 1 細胞レベルで解析するために実体、
および共焦点顕微鏡で胚の形態画像を取得
し、観察した。組織分化の様子を Whole-mount	 
in	 situ	 hybridization	 （WISH）	 法によ
り確かめた。最終的に共焦点顕微鏡で得られ
た 3D 画像をもとに３D	 Virtual	 Embryo	 （３

DVE）	 を作成し、細胞数、体積、表面積を
測定した。	 
	 
（３）上記（２）で得られた画像を 3次元的
にデータベースで表現するため３Dデータベ
ース（３DPL）を開発し表現型の登録を行っ
た。また、1964年以降、PubMedに登録さ
れている、「小分子化合物を用いたホヤの研
究に関する論文」を約 1300報選出し、実験
条件やホヤに対する効果などの情報を抽出
した後、化合物の PubChemIDや潜在的な標
的ホヤタンパク質の探索を行った。これらす
べてのマニュアルアノテーションをデータ
ベース ACBD に組み込んだ。	 
	 
４．研究成果	 
（１）化合物による影響を評価する遺伝子
の選定とその発現を評価する系の構築	 
	 化合物が遺伝子発現に与える影響を評価
するために，各組織でその発現が顕著な遺伝
子の選定を行った．まず ANISSED に登録され
ている whole-mount	 in	 situ	 hybridization
画像より，組織選択的に発現する遺伝子を選
定し，各組織のマーカー遺伝子を次の通りに
決定した．Fibrn(脊索)，HLX-A(体幹側)，MDF	 
(筋肉)，ETR(神経)，gsx(中枢神経系)，
thymosinß	 (末梢神経系)，opsin1(眼点)，
Epi1(表皮)，ALPI(内胚葉)，そして AKR1a(間
充織)である．そしてそれら塩基配列情報か
ら Real-Time	 RT-PCR で用いる Primer 等の設
計を行った．	 
	 次に化合物による遺伝子発現量の変化を
評価する時間の検討を行った.1~20 hpfで回
収したサンプルを用いて各遺伝子発現の時
系列変化を real-time RT-PCR によって測定
し,ODC, HDAC, EF2, GAPDHの発現量の相
乗平均を internal controlとして 10種の遺伝子
の発現量を補正した.その結果,fibrn, HLX-A, 
MDF, gsxは 11 hpf付近で発現がピークを迎
え ,ETR, Thymosinß, ALPI, opsin1, Epi1, 
AKR1aは 20 hpfまで発現量が上昇し続けた.
このことから,発現量の評価は前者の 4 遺伝
子は 11 hpfの胚にて,後者の 6遺伝子は 20 hpf
の胚にて行うこととした.	 

	 
（２）化合物による遺伝子発現量変化の評



価と形態変異胚の解析	 
dominant nagative FGFR によって脊索の分化
が抑制されるという報告[Shimauchi Y. 2001. 
Development. 128, 2711-21]から,脊索に発現が
顕著である fibrn の発現量が FGFR 阻害剤
SU4984によって減少することが予想された.
そこで SU4984による fibrnの発現量変化を測
定したところ,その発現量は減少しているこ
とがわかった.このことから構築した系によ
って化合物による遺伝子発現の変化を評価
できることがわかった．	 

	 
また，fibrn, gsx, ETR, AKR1a では，SU4984 を
3 hpf に添加したものと6 hpf に添加したもの
とでその阻害効果が異なっていることがわか
った．このことから，各遺伝子が顕著に発現
している組織の脊索，中枢神経，神経全体，
間充織では，3~6 hpf と6 hpf 以降とでFGFR 
が各組織分化に及ぼす影響が異なることが示
唆された．特に脊索と神経全体に関しては，3 
hpf 添加では影響がみられるが，逆に6 hpf 添
加では影響がみられないことから，3~6 hpf 
でのみFGFRが各組織の分化に関与している
ことが示唆された．一方その他の6 組織の各
遺伝子では，SU4984 を3 hpf に添加したもの
と6 hpf に添加したものとでその阻害効果が
同じであった．このことから，各遺伝子が顕
著に発現している組織の体幹側，筋肉，末梢
神経，眼点，表皮，内胚葉では，3~6 hpf で
はFGFR はその分化には関与せず，6 hpf 以降
でのみFGFR が各組織分化に関与することが
示唆された． 
	 さらにこれまでに，LY294002 (PI3K阻害剤), 
H-89 (PKA阻害剤), SP600125 (JNK阻害剤)，
TrkA inhibitor，SB431542 (TGF-β受容体阻害
剤)，Glibenclamide (ATP感受性カリウムチャン
ネル阻害剤)，Y27632 (ROCK阻害剤)，JAK 
inhibitor I，AG1478 (EGF受容体阻害剤)，
AG1024 (IGF受容体阻害剤)，AGL2263 (インス
リン受容体阻害剤)，ML-7 (MLCK受容体阻害
剤)，DAPT (γ-セクレターゼ阻害剤)，
staurosporine (キナーゼ阻害剤)，GM6001 
(TNF-α阻害剤)，UTKO1 (標的未知)，
xhanthohumol (標的未知)による各遺伝子の発
現量変化を評価した.その結果,化合物ごとに
異なった遺伝子発現のパターンがみられ,各
化合物の標的は異なるシグナルを介してホヤ
胚の発生に影響を与えていることが示唆され
た.	 
11 種類の化合物添加により、発生致死では

なく、また正常細胞とも異なる形態をもつ胚
を数種得ることができた。このうち SU4984	 
(FGFR	 inhibitor)	 添加胚では、尾部表皮細
胞が頭部表皮細胞に比べ大きくなる、神経管
閉塞が正常に行われないといった興味深い
表現型が観察された	 (下図)。	 

WISH 法により表皮正中に発現する末梢神経
マーカーの発現パターンを検証したところ、
SU4984 添加胚ではこの発現パターンに異常
が生じた。このことは尾部表皮細胞は組織分
化しながらも、細胞の配置は変異したという
ことを示す。この表現型をより詳細に解析す
るために、個体まるごと一細胞レベルで３次
元的に撮影しコンピュータモデリングした
結果、興味深いことに、尾部表皮細胞体積が
正常胚と比較して大きくなっていることが
わかった。SU4984 には他にも阻害するターゲ
ットが存在するため、現在これらのターゲッ
トを実際にノックダウンすることで特異性
を確認している。 
（３）ホヤを用いたケミカルバイオロジー
研究のための基盤データベースの構築	 
ACBD データベースの構築により、1964 年
から現在までに351種類の化合物がホヤに添
加されていることがわかった。また
DrugBank の標的タンパク質の情報に基づ
き、ホヤに未使用であるが、ホヤタンパク質
を標的とする可能性のある化合物が 1,777種
類あることがわかった。即ち、全ホヤタンパ
ク質のうち約 8％が小分子化合物の標的であ
る可能性が示唆された。また、351 の使用実
績のある化合物と化学構造が類似する未使
用化合物は 1,226 種類あることがわかった。
このデータベースを活用し、ホヤタンパク質
に作用する可能性のある化合物の情報を得
ることができる。	 
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