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研究成果の概要（和文）： 
 細胞分化過程での遺伝子発現を定量的にとらえるために、人工酵素ジンクフィンガーヌ
クレーアーゼ（ZFN）を用いたレポーター遺伝子のゲノム標的遺伝子への挿入システムの
確立を行った。この方法を用いて、ウニ胚一次間充織細胞の分化遺伝子である HpEts 遺伝
子の発現レベルを､発生過程を通して 1 細胞レベルで定量化し、分化に伴って細胞間の発現
のゆらぎが増大することを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 In order to analyze the gene expression level during cell differentiation quantitatively, we 
established the reporter-knockin system into specific site of genome using engineered zinc-finger 
nucleases (ZFNs). Using this technology, we inserted reporter genes into target sites within the sea 
urchin Ets (HpEts) gene, which is expressed in presumptive primary mesenchyme cells (PMCs) and 
PMCs, and monitored the expression at one cell level during development, and found that gene 
expression noise increased during PMC differentiation in sea urchin development. 
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１．研究開始当初の背景 

多細胞生物を構成する多種多数の細胞は、

発生過程での特異的な遺伝子発現によって

生み出される。この特異的な発現は、細胞分

裂で受け継がれる調節因子の非対称的な分

配やシグナル因子を介した細胞間相互作用

によって段階的に決定されていく。このため、

多細胞生物での細胞分化を理解するために

は、分化過程での遺伝子発現ダイナミクスと

細胞の形態的・機能的変化など現象との相関

から、分化に特徴的な発現ダイナミクスを明

らかにする必要がある。一方、遺伝子発現な

ど細胞内の化学反応には、個々の細胞ごとに

確率的な「ゆらぎ」が存在することが知られ

ている。多細胞生物には細胞内のゆらぎに加

えて、細胞間の化学反応に対するゆらぎが存

在すると考えられる。これらのゆらぎの元で

調和のとれた発生や柔軟な環境応答を実行

する多細胞生物には、ゆらぎを細胞内および
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細胞間レベルで調節する機構が備わってい

ると考えられる。しかしながら、多細胞生物

の細胞分化過程においてゆらぎがどのよう

に制御されているのか、その機構については

これまで明らかにされていない。 

 
２．研究の目的 

本研究では、多細胞生物の細胞分化過程で
の発現ダイナミクスを細胞レベルで解析す
ることにより、遺伝子発現のゆらぎが細胞運
命の決定に与える影響や役割を明らかにす
ることを目的とする。さらに、細胞間相互作
用がゆらぎに与える効果を定量的に解析す
ることにより、個々の細胞のゆらぎが細胞集
団として統合されて細胞運命が決定される
理論的フレームワークを解明する 
 
３．研究の方法 
１）発生過程における遺伝子発現のゆらぎの
解析･･･本項目では、単細胞生物で見られる
遺伝子発現のゆらぎが多細胞生物の発生過
程において存在するかどうかを、１細胞レベ
ルでの遺伝子発現ダイナミクスの測定する
ことにより調べる。発現ダイナミクスを定量
的に解析するために、GFP 遺伝子をウニゲノ
ム DNA 中の特定の位置へ、1 コピー導入する
方法を開発する。GFP 遺伝子を導入するゲノ
ム DNA 中の位置を決定し、特異的に切断す
る zinc-finger nuclease (ZFN)を設計する。ZFN
が特異的配列を認識してDNA2本鎖を切断す
るかどうかを培養細胞において確認した後、
設計した ZFN mRNA を GFP ドナーベクター
と共にウニ受精卵に顕微注入し、HpEts 遺伝
子領域に GFP 遺伝子を導入する。これらの操
作により、GFP タンパク質が HpTb プロモー
ターの制御のもと中胚葉細胞に特異的に発
現する初期胚を作り出す。さらに、1 細胞単
位で発生過程の蛍光量を測定し、発現のゆら
ぎが存在するかどうか調べる。 
２）細胞応答のゆらぎと細胞間相互作用に基
づく細胞運命決定の解析･･･本項目では、ア
クチビンによって導かれる細胞応答ゆらぎ
を、細胞集団中の個々の細胞における
Goosecoid(Gsc)遺伝子発現の変化として計測
することを試みる。アクチビン応答領域を持
つ Gsc プロモーターにルシフェラーゼ(Luc)
遺伝子を連結したレポーター遺伝子作製し、
カエル胚に導入する。切り出した細胞を解離
後、接着培養し、レポーターの発光を検出す
る。 
３）多能性幹細胞における遺伝子発現のゆら
ぎの解析･･･本項目では、多能性幹細胞及び
癌幹細胞におけるホルモン感受性を、核内受
容体の発現ダイナミックスを解析すること
により、そのゆらぎと分化や転移能の関係を
解析することを目指す。そのために、レポー
ター遺伝子と核内受容体の融合コンストラ

クトを作製・導入し、安定発現株の樹立を行
う。さらに、分化誘導過程でのレポーター遺
伝子の発現を経時的に定量化する。 
 
４．研究成果 
１）発生過程における遺伝子発現のゆらぎ
の解析･･ ･ウニ胚の発生遺伝子 (HpEts, 
HpHesC)を標的とする zinc-finger nuclease 
(ZFN)を大腸菌の one-hybrid システムおよび
培養細胞の SSA アッセイによって選別した。
作製した ZFN mRNA をウニ受精卵に導入し、
標的遺伝子の塩基配列を解析したところ、
標的配列への欠失あるいは挿入の変異が確
認された。しかしながら、変異導入時期は
受精後 8 時間であり、変異はモザイク状に
導入されることがわかった。 
次に、HpEts 遺伝子に対する ZFN mRNA

とレポーター遺伝子を共導入し、RT-PCR に
よってゲノムの標的遺伝子中にレポーター
遺伝子が挿入されているかどうかを調べた。
その結果、受精後 24 時間において変異導入
が確認できたものの、導入効率は低いこと
がわかった。そこで、導入効率を上昇させ
る方法として、非相同末端修復経路に関わ
るDNAリガーゼ 4のドミナントネガティブ
mRNA の共導入を試みた。その結果、受精
後 4 時間でレポーター遺伝子の挿入が観察
され、効率の改善に成功した。 

確立した ZFN 利用したレポーター遺伝子
挿入システムを用いて、ウニゲノムの HpEts
遺伝子座へ GFP 遺伝子をノックインし、胚
発生過程における１細胞レベルでの蛍光量
測定および発現ダイナミクスを解析した(下
図)。その結果、一次間充織細胞の分化に伴
って、HpEts 遺伝子の発現のばらつきが大き
くなっていくことが明らかになった。また、
標的遺伝子座へのレポーター遺伝子導入効
率をあげるシステム改善を行い、導入胚の
約 20%で蛍光遺伝子を発現させることに成
功した。 

 
 
 
 
 
 
 
 

図. ZFN を介したレポーター遺伝子の挿
入。間充織細胞の核に蛍光が見られる。 
 

２）細胞応答のゆらぎと細胞間相互作用に基
づく細胞運命決定の解析･･･細胞運命の決定
過程における“細胞応答のゆらぎ”を調べる
ために、動的な遺伝子発現の in vivo 観察系を
構築した。具体的には、中胚葉誘導因子・ア
クチビンに応答する Mix2 遺伝子プロモータ



 

 

ーにルシフェラーゼ（Luc）遺伝子を連結し
たプラスミドをツメガエル胚の外胚葉細胞
に導入した。アクチビン刺激後、 Luc とル
シフェリンの反応による発光イメージを、3
～5 分間隔で取得し、Mix2 遺伝子の発現状態
を約 5 時間（胞胚期から後期原腸胚期に相
当）にわたってライブ観察することに成功し
た。細胞の接着条件の調節や阻害剤を利用し
て細胞形態の安定化を行なった。その結果、
経時的な発現定量解析が可能になり、個々の
細胞での発現ピークの違いなどが検出でき
るようになった。 
３）多能性幹細胞における遺伝子発現のゆら
ぎの解析･･･核内受容体の発現をモニターす
るレポーター構築を組み込んだ EC 細胞を単
離・継代することによって複数の安定発現細
胞株の樹立に成功した。作製したレチノイン
酸応答レポーター遺伝子発現構築を安定的
に発現する EC 細胞株を用い、細胞塊中での
細胞分化とレチノイン酸応答レポーター遺
伝子発現の相関を解析した。その結果、レチ
ノイン酸による分化誘導過程での発現のば
らつきは観察されず、本システムではゆらぎ
を検出することができなかった。 
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