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研究成果の概要（和文）： 
 個体発生を制御する遺伝子ネットワークを明らかにするために、線虫 C. elegans の初期発生
をモデル系として、1) 表現型を定量的に解析するためのツール（蛍光標識タンパク質発現株、
抗体ライブラリー等）およびイメージング技術の確立とイメージングデータ取得、2) 表現型デ
ータのコンピューター解析、3) 定量的表現型解析とシミュレーションを組み合わせた研究戦略
の開発、を実施した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 To understand the genetic networks that control animal development, the following were 
performed using the early embryogenesis of the nematode C. elegans 
 as a model system. 1) Development of tools (such as GFP/RFP-tagged protein markers and 
monoclonal antibodies) and imaging techniques, and imaging data collection, 2) 
Computational analysis of the phenotype image data, and 3) Development of research 
strategy that integrate quantitative phenotype analysis and simulation. 
 
交付決定額  
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2005 年度 26,000,000 0 26,000,000 

2006 年度 18,600,000 0 18,600,000 

2007 年度 18,900,000 0 18,900,000 

2008 年度 19,100,000 0 19,100,000 

2009 年度 19,200,000 0 19,200,000 

総 計 101,800,000 0 101,800,000 

 
 
研究分野：複合新領域 
科研費の分科・細目：ゲノム科学・基礎ゲノム科学 
キーワード：⑴ゲノム ⑵遺伝子 ⑶発生・分化 ⑷モデル化 ⑸ライブイメージング  
⑹画像処理 ⑺バイオイメージインフォマティクス 
 
１．研究開始当初の背景 
 線虫 C. elegans のゲノムには約 20,000 遺
伝子が存在し、これらの遺伝子が時間的空間
的に厳密に制御されて発現し機能すること
によって発生プログラムが進行する。この遺

伝子ネットワークを理解することをめざして、多
様なアプローチによるゲノム機能解析が進行中で
ある。そのなかで、DNA マイクロアレイ（“トラ
ンスクリプトーム”解析）や網羅的酵母 2-ハイブ
リッド法によるタンパク質相互作用解析（“インタ



ラクトーム”解析）のデータは数値化が容易
であるため大量データのコンピューター解
析が行われている。一方で体系的な遺伝子機
能破壊による表現型解析（“フェノーム”解
析）は遺伝子機能を解明するための重要な情
報を含んでいるにもかかわらず、データの客
観性・定量性が低く、コンピューター解析の
対象にすることが困難であった。 
２．研究の目的 
本研究では、体系的な遺伝子機能破壊による
表現型解析（“フェノーム”解析）のコンピ
ュータ解析を図ることを目的とした。線虫
C. elegans の発生プロセスをモデル系として、
(1) コンピューター解析で使用できる表現型
の記録法の確立とデータ取得、(2) 表現型デ
ータのコンピューター解析、(3) 定量的表現
型解析とシミュレーションを組み合わせた
研究戦略の開発と実施を目指した。 
 
３．研究の方法 

（1) コンピューター解析で使用できる表
現型記録法の確立とデータ取得 

 ゲノムワイドRNAi解析により致死性を
示した遺伝子群について、遺伝子機能破壊に
よる表現型を客観的・定量的に記録する方法
を開発し、データ取得を行う。 

①ノマルスキー顕微鏡観察による表現型
の記述法の確立とデータ取得（杉本） RNAi
による機能破壊表現型プロファイルを複数
の独立した指標（細胞数・胚全体の形態・組
織分化・器官形成、等）のあらかじめ定めた
語彙で記録する。遺伝子の複数の発生時期・
複数の組織における機能を明らかにするた
め、時期特異的RNAiを行い、胚発生期と孵化
後発生期の表現型データを体系的に取得す
る。この解析結果に基づいて1-b)～ c)でさ
らに詳細な表現型解析を行う遺伝子の優先
順位を決定する（2-a参照）。 

②組織特異的・細胞内構造特異的抗体染色
による、表現型の体系的解析（杉本） さら
に詳細な表現型情報を得るためのツールと
して、特定の組織や細胞内器官を特異的に染
色するモノクローナル抗体ライブラリーを
整備する。すでに約40種の組織または細胞内
器官特異的抗体を得ているので、まず野生型
における染色パターンをカタログ化する。次
に、RNAi胚をこれらのモノクローナル抗体で
染色し、その染色パターンを体系的に画像撮
影して記録する。また、染色パターンの変化
を表現する指標を定義しコンピューター解
析に使用可能な形式でのデータ取得を行う。 

③発生の4次元顕微鏡撮影（杉本・大浪） 
発生初期に異常を示す遺伝子群の場合は、細
胞分裂期の動的な表現型を詳細に解析する
ために、RNAi胚の４次元ノマルスキー顕微鏡
画像を撮影し保存する。また、GFP発現株を
利用して、RNAi胚の生体分子や細胞内構造の

動態を4次元的に記録する。初期胚において異常を
示す場合には、ヒストン-GFPやチューブリン-GFP
で細胞分裂期の細胞内動態を記録する。 

（2) 表現型データのコンピューター解析 

①胚発生・孵化後発生表現型データに基づく遺伝
子クラスタリング（杉本） (1)-①, (1)-②で記
録した胚発生・孵化後発生期の表現型データを数
値化し、クラスタリング解析によって表現型の類
似性によって遺伝子を分類する。類似した表現型
を示す遺伝子群は同じ発生プロセスに関与してい
ることが推測される。このクラスタリングの結果
は、1-c)の解析を行う遺伝子群の選択および優先
順位決定にも利用する。 

②画像解析を利用した定量的表現型解析手法の
開発とその実施（大浪）  初期胚4次元顕微鏡画
像データ(1)-③から細胞分裂パターンの特徴を現
す指標をいくつか定義し、RNAi胚のそれらの値と
野生型胚の値との統計的有意差を用いて各RNAi胚
の細胞分裂パターンをマイクロアレイデータ様に
表現し、クラスタリングする。 

⑶ 定量的表現型解析とシミュレーションを組
み合わせた研究戦略の開発 

①初期発生の非対称性を構築する動的機構の解
明（大浪） 最初の分裂の非対称性の確立機構（1
細胞期紡錘体の後極側への移動の機構）をモデル
系として、⑴, ⑵で行う定量的測定とシミュレー
ション、遺伝子操作を組み合わせた、細胞内物理
構造の動的挙動の解析戦略を確立する。また、こ
こで確立した解析戦略を他の発生現象へも応用す
る。 
 
４．研究成果 

⑴ ノマルスキー顕微鏡観察によるRNAi表現型プ
ロファイリング（杉本） RNAiによる機能破壊表
現型プロファイルをあらかじめ定めた表現型指標
で記録し、表現型データベースを構築した。具体
的には、約6200遺伝子についてのRNAi一次解析に
よって同定した約830の胚性致死遺伝子について、
微分干渉顕微鏡によるRNAi最終表現型の体系的
解析を行い、表現型プロファイルを記録した。表
現型プロファイルは細胞数・各組織の分化・形態
等の独立したカテゴリーについてあらかじめ定義
した表現型指標の有無について体系的に表現型を
記述することにより行った。得られた表現型プロ
ファイルの類似性に基づいた遺伝子クラスタリン
グを行い、胚性致死遺伝子群を16の表現型クラス
ターに分類した。このクラスターは機能未知遺伝
子の機能予測や、協調して働く遺伝子群の抽出に
有用である。この胚性致死表現型データのはC. 
elegans RNAi Phenome Databaseとして公開した。 

⑵組織特異的・細胞内構造特異的モノクローナル
抗体の作成と染色パターン解析（杉本） 詳細な
表現型情報を得るためのツールとして、特定の組
織や細胞内器官を特異的に染色するモノクローナ
ル抗体ライブラリーの整備を行った。胚抽出液か
ら発現量の低いタンパク質を濃縮するために開発
した”antigen subtraction”法によって調整した抗



原混合液を用いて、特異的な組織・細胞内構
造を認識するモノクローナル抗体を約 40 種
取得した。これらについて、野生型胚発生期
における時間的空間的染色パターンの画像デ
ータベースを作成して公開した。これらの抗
体は線虫研究者コミュニティーのリソースと
して分与する体制を整えた。 
 生殖顆粒を認識する 10 種のモノクローナ
ル抗体(mAb)のうち、２種について抗原を決
定した。KT3 mAb の抗原は、免疫沈降および
質量分析によって、既知の生殖顆粒構成因子
である PGL-3 であることが明らかとなった。
それ以外の mAb は Western blotting で特定の
バンドを認識しないため、哺乳動物細胞で線
虫遺伝子を発現させ、免疫染色によってスク
リーニングする方法を構築した。パイロット
スクリーニングとして、既知の生殖顆粒構成
因子を母集団とするスクリーニングを行い、
KT4 は PGL-1 を認識することが確認できた。 
 この抗原発現スクリーニングの過程で、
PGL タンパク質が哺乳動物細胞において生
殖顆粒様の顆粒構造を形成することを見い
だした。このことを利用して、哺乳動物細胞
を用いた顆粒形成能アッセイ系を構築し、線
虫の生殖顆粒形成カスケードの一端を明ら
かにした。 

 

⑶蛍光蛋白質融合遺伝子マーカー群を用い
た初期胚細胞ダイナミクスのライブイメー
ジング解析（杉本） 線虫初期胚の表現型を
より詳細に解析するためのライブイメージ
ング用マーカーとして、 細胞内構造を標識
するGFPあるいはmCherry融合蛋白質発現
株を多数作成した。また、遺伝子銃(パーティ
クルガン)による線虫への遺伝子導入法を最
適化し、複数のGFP/mCherry標識タンパク質
発現ベクターを同時に導入可能とした。この
手法を用いて、核、中心体、微小管、アクチ
ン細胞骨格等のさまざまな細胞内構造を標
識した株を構築し、さらに二重標識株・三重
標識株も作成した。さらに、得られた蛍光タ
ンパク質発現株の胚発生の高時空間分解能
３次元ライブイメージングを行うために、ス
ピニングディスク共焦点顕微鏡による撮影
条件を最適化した。確立したライブイメージ
ング法を用いて、初期胚における以下の細胞
ダイナミクス解析を行った。 
 ① 紡 錘 体 微 小 管 の 形 成 機 構  
GFP:-:tubulin; GFP::-tubulin; mCherry::Histon 
H2Bの3重標識株やGFP::EB1標識株のライブ
イメージングおよび定量的解析により、
-tubulin依存的微小管とAurora A キナーゼ依
存的微小管が異なる時空間制御を受けてお
り、双方が協調的にはたらくことが紡錘体形
成に重要であることを見いだした。 
 

 ② 1 細胞期における中心体動態中心体と
細胞膜を可視化した株を用いて、極性確立に

必要な因子（PAR-2, PAR-3 等）や細胞表層から星
状体微小管を牽引する力の制御に関わる因子（三
量体G タンパク質経路因子等）のRNAi機能破壊
を行い、中心体動態の 4 次元定量解析を行った。
その結果、PAR機能破壊株における核-中心体複合
体の動態異常などの新たな表現型を見いだした。 

 

⑷RNAi胚の 4 次元微分干渉顕微鏡撮影画像の取
得と 4 次元細胞分裂ダイナミクスの定量・計算解
析（大浪） 初期胚の形態形成のプログラムを解
明するための情報資源として、RNAiにより遺伝子
機能を不活化した初期胚の 4 次元微分干渉顕微鏡
画像の取得を行った。過去の体系的な遺伝子機能
破壊による表現型解析により同定された全ての胚
発生必須遺伝子（RNAiにより 100%の胚発生致死
表現型を生じる遺伝子：全 349 遺伝子）について、
RNAi胚の 4 次元微分干渉顕微鏡画像を取得した。
また、標準として野生型胚の 4 次元微分干渉顕微
鏡画像を 50 個体分取得した。 

初期胚の形態形成のプログラムを解明するため
の情報資源として、RNAi 胚の細胞分裂ダイナミ
クスの定量情報の取得を、RNAi 胚の 4 次元微分
干渉顕微鏡画像と細胞分裂ダイナミクス測定装置
を利用して行った。全ての胚発生必須遺伝子（349
遺伝子）について、RNAi 胚の定量細胞分裂ダイ
ナミクス情報を取得した。また、野生型の定量細
胞分裂ダイナミクス情報を 50 個体分取得した。 

高感度で客観性の高い表現型解析を行う目的で、
RNAi 胚の 4 次元定量細胞ダイナミクス情報を利
用した計算表現型解析を行った。受精から 8 細胞
期の間の細胞ダイナミクスの 365 種の特徴を数学
的に定義し、各特徴の RNAi 胚と野生型胚の間で
の差異を、定量細胞ダイナミクス情報を使って計
算した。第 3 染色体の胚発生必須遺伝子（全 97
遺伝子）ついて解析を行い、6958 種の表現型異常
を同定した。過去の目視による体系的 RNAi 表現
型解析により同定された表現型異常は全て、この
解析で同定された。また、細胞分裂の方向やタイ
ミングなどの目視では異常の検出が困難である表
現型指標について、多数の表現型異常を検出した。 

初期胚の形態形成のプログラムの解明を目指し、
定量細胞ダイナミクス情報を利用して形態形成プ
ログラムの工程を推定する手法を開発した。本手
法では、可能な全ての定量的表現型指標（数学的
に定義した表現型の特徴）のペアそれぞれについ
て、表現型指標の相関を計算し、相関の高い表現
型指標のペアを選択する。受精卵から 8 細胞期ま
での 365 指標を対象に、野生型胚 50 個体の相関を
計算し、相関の高い表現型指標のペアを 1649 種同
定した。これらの相関の高い表現型指標のペアを
時空間に沿って描画し、これを発生フローチャー
トと名づけた。相関の高い上位 200 のペアの中で、
89%（177/200）のペアについては二つの表現型指
標の間に因果関係を持つ、あるいは、二つの表現
型指標が共通の制御因子を持つことを確認した。
上位 200 のペアの中で既知の因果関係あるいは共
通制御因子を持たないペアについては、未知の因



果関係あるいは共通制御因子の存在が予想
された。 

初期胚の形態形成の物理反応のプログラ
ムを制御する遺伝子制御プログラムの解明
を目指し、定量細胞ダイナミクス情報を利用
して発生プログラムの工程を制御する遺伝
子を推定する手法を開発した。本手法では、
相関の高い表現型指標の各ペアについて、そ
の相関に従わない RNAi 胚を産出する遺伝子
を導出する。導出された遺伝子が対応する表
現型指標間の相関の原因遺伝子となってい
ることを par-2 および par-3 の RNAi 胚を用い
て確認した。本手法を第 3 染色体の胚発生必
須遺伝子の情報に適用し、1649 種の高相関の
表現型指標の組み合わせに対して 8349 種の
遺伝子を導出した。本手法により導出された
遺伝子と表現型指標の組を利用すれば、形態
形成の物理反応のプログラム（発生フローチ
ャート）と遺伝子制御ネットワークを連結す
ることが可能になった。 

本課題で取得した情報を公開する目的で、
データベースを構築した。野生型胚および第
3 染色体の胚発生必須遺伝子についての
RNAi 胚の 4 次元微分干渉顕微鏡画像および
定量細胞分裂ダイナミクス情報、更に、計算
表現型解析の結果、発生フローチャート解析
の結果、閲覧用ソフトウェアを公開している。 

 

⑸公共動画像を利用した細胞分裂ダイナミ
クスの定量情報の取得とRNAi胚の細胞分裂
ダイナミクスの定量・計算解析（大浪） 公
共の動画像データの有効活用を目指して、デ
ータベースから公開されているRNAi胚の2+1
次元（2次元+時間）の微分干渉顕微鏡動画像
から細胞分裂ダイナミクスの定量情報を取
得する装置を開発した。Watson’s methodと
Dynamic threshold binarization methodを組み合
わせて細胞核の認識のための閾値を決定す
ることにより、幅広い範囲の画質の動画に対
応可能な装置の開発に成功した。本装置を
RNAi胚の2+1次元微分干渉顕微鏡動画像の公
共データベースであるPhenobankの動画像に
適用し、RNAi胚の細胞分裂ダイナミクスの定
量情報をゲノムワイドに取得した。全ての胚
発生関与遺伝子（1349遺伝子）について、受
精から4細胞期までのRNAi胚の2+1次元の細
胞分裂ダイナミクスの定量情報を取得した。 

 

⑹細胞核/紡錘体の動態を支配する機構の解
明（大浪） ライブイメージングと画像処理
を利用した細胞動態の測定と計算機シミュ
レーションを組み合わせた解析により、細胞
核の中央化の機構に関する20年来の論争に
終止符を打った。1980年代中盤に提唱された
細胞核の中央化に関する二つの機構（「押し
モデル」と「引きモデル」）それぞれについ
て、生物物理学的知見に基づいた数理モデル

を構築し、計算機シミュレーションを用いて各モ
デルでの細胞核の挙動を解析し、モデル間の細胞
核の挙動の差異を発見した。In vivoでの細胞核の
挙動の特徴を、胚の2+1次元微分干渉顕微鏡撮影
画像と画像処理を利用して解析することにより、
細胞核の中央化は主に引きモデルに依存している
ことを明らかにした。 

不等分裂の過程で、分裂期に紡錘体が胚の中心
から非中心位置に移動する機構を明らかにするた
めに、細胞核や紡錘体のµmスケールの運動をライ
ブイメージングと画像処理を利用して解析した。
2+1次元微分干渉顕微鏡画像を利用した細胞核の
µmスケールの運動の定量測定により、紡錘体の非
中央化の原動力として提唱されていたGαに依存
した細胞cortexの引力が、細胞核の中央化の時期に
も働いていることを明らかにした。GFP標識ヒス
トンおよびGFP標識チューブリンの発現株を利用
した紡錘体のµmスケールの運動の定量測定によ
り、Gαに依存した細胞cortexの引力の空間分布が、
紡錘体の非中央化の前後で変化することを発見し
た。これらの知見に基づき、細胞核の中央化から
紡錘体の非中央化までの細胞核の動きを支配する
機構の数理モデルを構築した。 

 

(7) 組織の形態形成を支配する機構の解明（大浪） 
組織の3次元の形態を形成する機構の解明を目指
し、組織形態形成過程での個々の細胞の動態の定
量情報を取得するツールを開発した。GFP標識タ
ンパク質を使って細胞境界を可視化したショウジ
ョウバエ気管原基の陥入期の動画像から細胞境界
を自動検出する画像処理アルゴリズムをCanny 
filterとHybrid 3D Watershed Algorithmを組み合わ
せて開発し、検出結果を編集するGUIを開発した。
これらのアルゴリズムとGUIを用いて、気管原基
組織の陥入期の各細胞の動態の定量情報を取得し
た。（大浪／生命システム情報 計画研究分担者・
林 茂生博士との共同研究） 
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