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研究成果の概要（和文）：私たちは、RNAiスクリーニングにより進化的に保存されたPAF1複合体の構成因子(CTR-9, PA
FO-1, LEO-1, CDC-73, RTFO-1)が、線虫表皮形態形成に関与することを見いだした。これらのノックダウン胚では、細
胞分化には異常が見られず、むしろ細胞のポジショニングや細胞変形に顕著な異常がみられた。PAF1複合体の構成因子
は、表皮細胞を含む多くの細胞で発現していることがわかった。leo-1欠失変異体を用いた、細胞タイプ特異的なレス
キュー実験から、PAF1複合体は表皮細胞で発現し、胚発生に必須であることが示された。

研究成果の概要（英文）：We found that, in the nematode C. elegans, the PAF1C is involved in epidermal morp
hogenesis in late embryogenesis. In RNAi knockdown embryos of the components of the PAF1C (CTR-9, PAFO-1, 
LEO-1, CDC-73, RTFO-1), whereas the number and cell fate determination of epidermal cells were apparently 
unaffected, their position and shape were severely disorganized. PAFO-1::mCherry, mCherry::LEO-1 and GFP::
RTFO-1 driven by the authentic promoters were detected in the nuclei of a wide range of cells. Epidermis-s
pecific expression of mCherry::LEO-1 rescued embryonic lethality of the leo-1 deletion mutant. Thus, altho
ugh the PAF1C is universally expressed in C. elegans embryos, its epidermal function is crucial for the vi
ability of this animal.
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１.研究開始当初の背景 

表皮形態形成の普遍性について 

 個体発生において、細胞は分裂・移動・

形態変化を繰り返しながら体を作りあげて

いく。このとき、個々の細胞がダイナミッ

クに変化するだけでなく、同種もしくは異

種の細胞集団が協調的にふるまう。たとえ

ば個体発生においては、上皮細胞（表皮細

胞）が移動し形態が著しく変化することで、

表皮組織が正しく体をおおい、次に胚が伸

長し細長い個体が作り上げられる。このプ

ロセスに異常が起こると、さまざまな個体

発生異常や病態が引き起こされる。これら

の現象は多細胞生物個体の発生過程で共通

に起こる普遍的な現象であるが、個体レベ

ルで解析できる実験系が少ないことから、

その分子的実体の十分な解明には至ってい

ない。 

 

モデル生物・線虫における表皮形態形成 

 本研究でモデル系として使用する、線

虫・C. elegansは、胚（卵）が透明で小さ

く（卵の長径がおよそ50μm）、顕微鏡下で

細胞の形態変化や細胞内での分子ダイナミ

クスを個体全体で生きたまま解析するのに

非常に優れた系である。線虫における表皮

形態形成は、（１）表皮細胞が胚を包みこ

み、（２）胚が前後軸方向に伸長すること

によって引き起こされる。このプロセスで

は、細胞の移動、細胞のポジショニングお

よび細胞変形が時空間的に制御されること

が必須であるが、その分子機構は不明な点

も多い。本研究では、細胞が透明で個体を

構成する細胞すべての細胞の動態を生きた

ままモニターできる線虫胚を用い、表皮細

胞の移動と細胞変形を制御するメカニズム

に注目して、「個体の中での細胞動態を調

節する遺伝子ネットワーク」を解明する。 

 

 

胚性致死遺伝子に着目したRNAi機能阻害ス

クリーニングによる新規表皮形態形成因子

の探索 

 研究代表者が所属する研究室ではすでに、

研究室で開発したsoaking RNAi法（Maeda et 

al., 2001）を用いて大規模RNAiスクリーニン

グを行い、およそ800個の胚発生に必須な遺伝

子（胚性致死遺伝子）を同定していた。私た

ちは、さらなる予備的な実験から、およそ60

個の遺伝子が表皮形態形成期に致死に至る可

能性を見いだしていた。これらの表皮形態形

成に関わる候補遺伝子について、ライブイメ

ージング解析とRNAiによる遺伝子機能破壊を

組み合わせることで、高頻度に表皮形態形成

期に形態形成異常がみられる遺伝子を同定し、

表皮形態形成に関わる新規遺伝子の機能解析

を行うことにした。 

 

 

２.研究の目的 

 本研究では、予備的なスクリーニングによ

り得られた60個の遺伝子について、さらに解

析を行う為に、DLG-1（表皮細胞境界部に局在

する分子）にGFPを融合させたタンパク質を発

現する株をまず用いる。この株を用いること

で、細胞の形や位置の変化をライブイメージ

ング解析できる。ライブイメージング解析は、

申請者の所属研究室に設置された、高分解能

スピニングディスクレーザー顕微鏡システム

（Toya et al., 2010）により、個体中の細胞

のふるまいや細胞内の分子動態を精度高く、

定量的に検出・解析した。その結果、RNA 

polymerase II に結合し、転写レベルでの遺

伝子発現制御やクロマチンリモデリングに関

わるPAF1複合体(The Polymerase Associated 

Factor 1 complex)の構成因子CTR-9を同定し

た。PAF1 複合体は、酵母からヒトまで真核生

物で高度に保存されている。PAF1 複合体は酵

母では必須ではないが、線虫やゼブラフィッ

シュでは必須な遺伝子であることから



(Nguyen et al., 2010; Langenbacher et al., 

2011)、多細胞生物に進化する過程で新たな機

能を獲得している可能性が考えられた。そこ

で本研究では、PAF1 複合体による表皮形態形

成の制御機構を解析することにした。具体的

には、５つのPAF1複合体の構成因子(CTR-9, 

PAFO-1, LEO-1, CDC-73,RTFO-1)について、

RNAi法により機能阻害した線虫胚の表現型を

解析することにより機能解析をおこなった。

さらに、PAF1複合体の構成因子の一つである

LEO-1 を欠損した変異体leo-1(gk1081)変異

体を用いた解析を行い、PAF1複合体がどの細

胞で機能しているかの解明をおこなった。ま

た、ゲノム断片に蛍光タンパク質であるGFP

またはmCherry融合した遺伝子を導入したト

ランスジェニック線虫を作成し、PAFO-1, 

LEO-1, RTFO-1タンパク質がいつどの細胞で

働くかについても解明することを目的とした。 

 
 

３.研究の方法 

 スクリーニングによって同定したPAF1複合

体に着目してさらなる解析を行った。PAF1複

合体の５つの構成因子(CTR-9, PAFO-1, LEO-1, 

CDC-73,RTFO-1)について、RNAi法により機能

阻害した線虫胚の表現型を解析することによ

り機能解析をおこなった。さらに、構成因子

の１つであるLEO-1 を欠損した

leo-1(gk1081)変異体を用いた解析をおこな

った。ゲノム断片に蛍光タンパク質（GFPまた

はmCherry）をコードする領域を融合した遺伝

子を導入したトランスジェニック線虫を作成

し、PAFO-1, LEO-1, RTFO-1タンパク質の発現

パターンを解析した。 

 
 

４.研究成果 

PAF1 複合体は、線虫胚の表皮形態形成に必要

である 

 PAF1 複合体の構成因子(CTR-9, PAFO-1, 

LEO-1, CDC-73, RTFO-1)を RNAi 法により機

能阻害した結果、５つの構成因子の機能阻害

胚すべてにおいて、高頻度に形態形成異常が

起こり致死となった。ライブイメージング解

析から、機能阻害胚のほとんどは、表皮細胞

の移動と変形に異常を起こして致死に至る

ことが判った。さらに表皮組織の一部の集団

に発現するHOXタンパク質(CEH-16)陽性細胞

の細胞総数と細胞の位置を解析することに

よって、PAF1 複合体は、表皮細胞の増殖に

はほとんど関与せず、むしろ表皮細胞のポジ

ショニングに関与する可能性が明らかとな

った。一方、表皮細胞、神経細胞、筋細胞と

いった主要な細胞種の分化マーカーが機能

阻害個体においても正常個体と同様に発現

していたことから、線虫胚における、表皮細

胞、神経細胞、筋細胞の初期の細胞分化には

PAF1 複合体は必要ではないことが判った。機

能阻害個体のさらなる解析から、PAF1 複合体

は表皮細胞における微小管細胞骨格動態の

時空間制御に関与することで細胞の移動や

変形を調節している可能性が示唆された。 

 

PAF1 複合体は、細胞自立的に表皮形態形成を

制御する 

 次に、PAF1 複合体の構成因子 LEO-1 の欠失

変異体を用いた解析を行った。その結果、

leo-1(gk1081)変異体は、RNAi 法により遺伝

子ノックダウンした leo-1(RNAi)胚と同様に

表皮形態形成異常が起こることが判った。こ

の変異体を用いて、leo-1遺伝子を特定の細

胞でのみ発現させることで、表皮形態形成異

常が回復するか解析した結果、leo-1遺伝子

を表皮細胞で発現させると胚性致死の表現

型が顕著に回復したのに対して、神経細胞や

筋細胞で発現させた場合は、表皮形態形成期

における致死率がまったくレスキューしな

かった。これらの結果から、PAF1 複合体は表

皮細胞で発現することで細胞自立的に表皮

形態形成を制御している可能性が示唆され

た。 

 



PAF1 複合体は、サブコンプレックスを形成し

核に移行する 

 ゲノム断片に蛍光タンパク質（GFPまたは

mCherry）を融合した遺伝子を導入したトラン

スジェニック線虫を作成し、PAFO-1, LEO-1, 

RTFO-1タンパク質の発現パターンを解析した。

その結果、PAFO-1タンパク質、 LEO-1タンパ

ク質および RTFO-1タンパク質はともに、表皮

細胞を含むほとんどの細胞核に発現した。次

に、細胞核への移行（局在）の相互依存性を

調べたところ、４つの構成因子(CTR-9, 

PAFO-1, LEO-1, CDC-73)は、相互依存的に核

移行するが、RTFO-1は、単独で核移行できる

ことが判った。この結果は、ヒト細胞を用い

たPAF1複合体構成因子の生化学的な解析結果

とともに(Rozenblatt-Rosen et al., 2005)、

４つの構成因子はサブコンプレックスを作っ

て核移行し、単独で核移行したRTFO-1タンパ

ク質と核内で相互作用することで機能する機

構の存在が示唆され興味深い。 

 

おわりに 

 本研究により、PAF1 複合体が細胞自立的に

表皮形態形成を制御している可能性が明ら

かとなった。PAF1 複合体は、多細胞生物で高

度に保存されていることから、我々ヒトにお

いても同様な機構が存在する可能性も考え

られる。高等脊椎動物を用いた今後の PAF1

複合体の表皮形態形成における機能解析に

興味がもたれる。 

 「PAF1 複合体が、表皮細胞で特異的なター

ゲット遺伝子の発現を制御することで表皮

形態形成を制御する」未知の遺伝子ネットワ

ークが存在する可能性が考えられるが、PAF1

複合体のターゲット遺伝子については現時

点では不明のままである。今後は、当初予定

していた細胞タイプ特異的な遺伝子機能ノ

ックダウン法による解析を行うことで PAF1

複合体のターゲット遺伝子を同定し、さらに

解析をすすめることで、我々ヒトを含む多細

胞生物で進化的に保存された PAF1 複合体に

よる形態形成制御機構の解明をめざしてい

きたい。 
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