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研究成果の概要（和文）： 

Notch シグナル関連遺伝子群の異常が C. elegans 生殖幹細胞の正常分化の抑制と、過形成を引

き起こし、また線虫陰門(vulva)の形成異常や、胚致死、生殖細胞数減少などの表現型の原因と

なる事を明らかとした。 更にこの結果を基に、研究代表者が実施した線虫複合糖質関連 145

遺伝子の網羅的機能阻害結果を再解析したところ、グリコサミノグリカン合成に関わる遺伝子

の機能阻害による表現型が、Notch シグナル関連遺伝子の異常で生じる表現型と類似している

ことが明らかとなった。これは細胞表層の糖鎖、グリコサミノグリカンを介した Notch シグナ

ル伝達系による新しい分化制御、腫瘍形成メカニズムの存在を示唆している。 本研究の成果

から、線虫が高等動物の幹細胞分化、並びに腫瘍形成機構を明らかとする有力な多細胞生物モ

デルとなり得ることが示された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Notch signaling is important for differentiation of germ-line stem cells (GSCs) in 
Caenorhabditis elegans. Upon depletion of the core components of the Notch signaling 
pathway, GSCs undergo abnormal mitosis and resulted in germline tumor. In addition, other 
phenotypes, such as squashed vulva (Sqv), embryonic lethal (Emb) and decreased number 
of germ cells were also observed. According to our RNAi experiments of 145 human 
glycosyltransferase in C. elegans, similar phenotype was induced by knockdown of 
glycosaminoglycan synthases. These results strongly suggest the importance of 
glycosaminoglycans in the Notch signaling pathway in worms, and the GSCs of C. elegans 
have proven to be a good model for studying the mechanisms underlying stem cell 
differentiation and tumorigenesis. 
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１．研究開始当初の背景 
線虫 Caenorhabditis elegans は全遺伝子配
列が解読されており、全ての細胞系譜が同定
済みのモデル生物である。遺伝学的、組織学

的な詳細な解析の結果から、多細胞生物の基
本的特徴を保持していることが確認されて
おり、更に、解析に順遺伝学的手法と並んで 
RNAi など強力な逆遺伝学的手法が使用可能
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であるため、疾病等に関連した多細胞生物の
複雑な生体内分子機構の解明に最も適して
いる。アポトーシスや EGFR を介したシグナ
ル伝達経路、RNAi のメカニズムなど、線虫を
用いて明らかにされた、高等動物においても
保存されている重要な生物学的機構は多い。
また、線虫は遺伝学的操作が容易で、遺伝子
重複も少ないことから、高等動物で理解が困
難な複雑な生体内分子機構を効果的に解析
できる利点がある。 一方近年、ヒトがんの
分化と発生に強く関与するがん幹細胞の存
在が報告され、がん再発・治療の上で腫瘍医
学の大きなトピックスとなっている。更に現
在、iPS 細胞や幹細胞を用いた再生医療の可
能性に非常に期待が集まっており、多細胞生
物を用いた効率的な実験系の確立が希求さ
れている状況である。 線虫の幹細胞に関し
ては既に研究が進められており、特に生殖幹
細胞に関しては、幹細胞を未分化な状態に保
つ nicheが生殖巣遠位末端に位置する体細胞
（DTC: Distal tip cell）であることや、幹
細胞の分化制御が Notchシグナル伝達系を介
して行われていることが報告されてきてい
る。本研究ではこれらの知見をふまえて、幹
細胞分化制御や、腫瘍関連因子に対する RNAi
による遺伝子機能阻害、並びにマイクロイン
ジェクションによるトランスジェニック線
虫作成の手法を用いて、C. elegans をヒトの
幹細胞や腫瘍形成のモデルとして活用する
ことを目指す。 
 
２．研究の目的 
線虫の生殖幹細胞を未分化に保つ生体内分
子機構の詳細な解明を試み、更に細胞を長期
培養する技術を確立することで、ヒトや高等
動物の幹細胞分化や、腫瘍の形成機構解明モ
デルとする道を開く。線虫は多細胞生物の病
態やそれに関連する生体内分子の機能解明
に現在最も適したモデル生物の一種である
が、これまで培養細胞株は確立されておらず、
また腫瘍の発生機序に関する研究などの実
施例は少ない。本研究では、線虫生殖幹細胞
を未分化に保つ、線虫 DTC (生殖巣の遠位末
端に存在する生殖幹細胞の niche )と、近傍
の生殖幹細胞を未分化状態に維持する 
Notch シグナル関連の遺伝子制御や、細胞周
期調節因子、腫瘍形成に重要と考えられる、
細胞外微少環境の構築に必須な複合糖質（特
に細胞外基質との連携で重要な各種プロテ
オグリカン）の同定と機能解明を行う。また
遺伝子操作を行った線虫の生殖巣から生殖
幹細胞を単離、培養し株細胞の樹立を試み、
更にそれらの細胞や、線虫個体に対してヒト
腫瘍関連遺伝子の線虫オーソログ遺伝子の
機能阻害（がん抑制遺伝子）、もしくは機能
亢進（がん遺伝子）を計画的に行うことで、
腫瘍形成に関する新しい機構を解明し、線虫

及び線虫生殖幹細胞をヒトの腫瘍形成モデ
ルとして医薬、創薬に応用する道を拓く。 
 
３．研究の方法 
線虫生殖幹細胞は DTC からの Notch シグナル
によって未分化な状態に保たれていると考
えられる。そこで Notch シグナルの下流で細
胞の分化制御に関与している gld-1, gld-2
遺伝子の機能欠失型変異体、または、gld 遺
伝子の発現を調節する fbf-1, fbf-2 の欠失
変異体を用いて生殖幹細胞分化に対する影
響を解析する。また並行して、線虫の Delta
として報告されている lag-2遺伝子等の導入
による恒常的発現で、Notch シグナルを生殖
幹細胞自律的に活性化し、未分化に保つ工夫
を行う（図 1）。更に生殖巣より生殖幹細胞を
外科的操作で摘出して培養を試みる。また複
合糖質の添加（培地内振り掛け実験）や合成
酵素の阻害による細胞周辺微小環境の変化

による幹細胞培養系確立の検討を試みる。 
ヒト腫瘍関連遺伝子に関しては、Cancer Gene 
Census などヒト癌遺関連遺伝子の調査、収
集プロジェクトを参考にして候補を選定す
る。これらの遺伝子に対する線虫オーソログ
の特定、解析には、研究代表者が、平成１7
〜18 年度・若手研究（B）（研究課題：バイオ
インフォマティクスを用いた C. elegans 複
合糖質関連遺伝子の機能解析）において構築
した、線虫の遺伝子情報解析用サーバー（線
虫を含む様々な生物種の遺伝子情報をイン
ターネット上の公共データベースから自動
取得し、ローカル Blastによる相同性解析や、
Pfam ドメイン解析、HMMER による隠れマルコ
フモデルを用いたモチーフ解析等を行うこ
とが出来るように構築したサーバーコンピ
ューター）（図 2）を用い、解析時のパラメー
ターを線虫腫瘍関連遺伝子用に最適化する
ことで、最大限に有効な結果を得る。選定し
た腫瘍関連遺伝子に対しては、現在までに報
告されている大規模、網羅的遺伝子機能阻害
研究の結果や、研究代表者が行った糖鎖関連
遺伝子の網羅的機能阻害解析結果から、重要
遺伝子を選定し、優先順位を付けた後、系統
的・複合的機能解析（機能阻害と亢進）によ
る詳細な解析を行う。RNAi などにより細胞分
裂異常や胚致死など重篤な表現型が現れる
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遺伝子、また、共通する表現型を示す遺伝子
群の評価などから重要遺伝子の選定を行う。 

線虫個体の複合的遺伝子機能阻害には、作業
効率を高めるために、大腸菌内で二本鎖 RNA
を発現させ、それを線虫に摂食させて機能阻
害を行う feeding RNAi 法を使用する。また
適宜、遺伝子欠失型変異体同士の交配や、細
胞に対しては合成二本鎖 RNAのトランスフェ
クションによっても遺伝子の機能阻害を試
みる。 遺伝子機能の亢進に関しては、目的
遺伝子発現用のプラスミドを線虫生殖巣へ
マイクロインジェクションすることでトラ
ンスジェニック線虫の作成を行い、遺伝子過
剰発現の系統を確立し、維持、解析する（図
3）。更に、重要と考えられる遺伝子に関して
は、欠失型変異体の取得と観察、上記トラン
スジェニック線虫との交配実験、また EGFP
等の蛍光融合蛋白質を用いた生体内での分
子の発現解析を実施することで、多角的に生
体内分子機能を解析する。 

腫瘍関連遺伝子の操作によって現れる表現
型は、個体レベルでは線虫の胚発生
（embryonic development）と、幼虫から成
体までの発生の段階（post-embryonic 
development）に分け、それぞれタイムラプ
ス立体顕微鏡観察により、継時的かつ詳細に
観察を行う。また線虫の腫瘍形成や幹細胞の
分化に関与する可能性のある複合糖質関連
因子を同定し、同様に詳細な解析を行うこと
で、幹細胞分化と腫瘍形成に関わる新規の生
体内分子機構を解明する。 
 
４．研究成果 
線虫の Notch シグナル関連遺伝子群（gld-1, 

gld-2, lag-2, fbf-1, fbf-2 等）の RNAi に
よる機能阻害、並びに機能欠失変異体の表現
型解析から、Notch シグナル伝達経路に関わ
る遺伝子の異常が、線虫生殖幹細胞の正常分
化の抑制と、過形成を引き起こすことを確認
した。更に、Notch 関連遺伝子の異常は、同
時に陰門の形成異常（Sqv: squashed vulva）、
生殖細胞数の減少、胚致死（Emb: embryonic 
lethal）など、他の特徴的な表現型を引き起
こす場合があることを明らかにした。これら
の結果を基に、研究代表者が実施した複合糖
質関連 145遺伝子の網羅的機能阻害結果を再
解析したところ、グリコサミノグリカン合成
に関わる遺伝子群の機能阻害による表現型
が、Notch シグナル関連遺伝子の異常で生じ
る表現型と極めて類似していることが明ら
かとなった。特にコンドロイチン合成酵素遺
伝子（sqv-5, mig-22）の機能阻害では、上
記 Sqv, Emb の表現型に加えて、DTC の移動異
常や、生殖細胞が正常な減数分裂を行わず有
糸分裂を繰り返すEmo（endomitotic oocytes）
表現型が観察され、Notch シグナル伝達系に
よる幹細胞分化制御との関連が強く示唆さ
れた（図 4）。これらの遺伝子改変を行った線
虫の細胞培養に関しては、自作マイクキャピ
ラリーを用いたハンドリング技術、浸透圧を
調整した培地での胚細胞培養系は確立した
が、生殖幹細胞を未分化に長期培養する条件
は検討を継続中である（図 5）。 

また、ヒトの腫瘍関連遺伝子に関しては、
Cancer Genome Project (Welcome trust 
Sanger Institute) の Cancer Gene Census
及 び COSMIC (Catalogue of Somatic 
Mutations in Cancer) database を基に 465
遺伝子を候補として選定した。更に、これら
の遺伝子の線虫オーソログを線虫遺伝子情
報解析サーバーを用いて解析し、その 43%に
当たる 200 の線虫腫瘍関連遺伝子を特定し
（図 6）、その多くが機能阻害により胚致死等、
重篤な表現型を示す事を確認した。 
中でも興味深い事に、ヒト癌遺伝子の線虫オ
ーソログ egl-43 遺伝子（Notch シグナル関連
の転写因子）の機能阻害を行った線虫では、
研究代表者が以前報告したヘパラン硫酸合
成酵素（rib-1, rib-2）の機能阻害と類似し
た表現型が生じることが明らかとなった（図
7 ・vulva と同時に神経組織の形成にも異常
が生じる）。これは、コンドロイチン以外の
グリコサミノグリカンが、Notch シグナル伝
達系や、細胞分化に関与する可能性を示唆し
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ている。その他の重要因子に関しては、現在
詳細な解析を継続中である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
本研究により、C.elegans は高等動物と共通
する多くの腫瘍関連遺伝子を有しており、生
殖幹細胞の分化制御異常によって germ line 
tumor が引き起こされること、 また、線虫の
幹細胞分化・腫瘍形成に強く関与する Notch
シグナル伝達経路異常の表現型は、複合糖質
（特にグリコサミノグリカン）関連因子の異
常と類似していることが明らかとなった。こ
れらの成果は Notch シグナルを介した、新し
い細胞表層糖鎖による分化制御、腫瘍形成メ
カニズムの存在を示唆しており、線虫が、高
等動物の複合糖質の生体内機能、幹細胞分化、
並びに腫瘍形成機構を統合的に明らかにす
る有力な多細胞生物モデルとなり得ること
を示している。 
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