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研究成果の概要（和文）：筋芽細胞株C2C12の筋分化モデル系において、生物発光・蛍光レポーターの同時計測を1細胞
レベルで行い、筋分化・細胞周期の進行下における転写因子ダイナミクスの詳細を明らかにすることを試みた。その結
果、筋芽細胞株C2C12において蛍光・発光イメージング可能な実験系を確立できたが、分化誘導過程における短周期ダ
イナミクスに顕著な変化は見られなかった。現在、初代培養系での観察を行っているところである。一方で、研究の過
程において近赤外蛍光タンパクによる細胞周期の可視化に成功した。また、短周期ダイナミクスを人工的に制御できる
系を確立した。

研究成果の概要（英文）：We tought to visualize genetic oscillation and myogenic differentiation process 
simultaneously in myoblast cells by combining fluorescence and bioluminescence imaging tequniques. We 
succeeded in the visualization of Hes1 oscillatory dynamics in myogenic differentiation, but we did not 
find correlation between ultradian dynamics and differentiation states. On the other hand, we also 
developed infrared fluorecent reporter of cell cycle progression and optogenetic tools to control gene 
expression dynamics in a precise temporal manner.

研究分野： 生物物理学

キーワード： システム生物学
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１．研究開始当初の背景

ポストゲノムの時代になり、遺伝子の同定を中

心とした研究から、遺伝子間の相互作用ネット

ワークのダイナミクスの理解が重要な研究課

題となりつつある。これまで、細胞周期や代謝

回路、概日時計を始めとしたネットワークのダ

イナミクスが詳細に研究されてきており、最近

では、哺乳動物細胞における 2  4 ∼ 時間周

期の短周期生物時計が次々と見つかっている

例えば、 DNA 損傷に応じた p53 の活性の 4

時間周期の振動 (G. Lahav et al. Nature

Genetics (2004).) や、免疫応答に関連する

腫瘍壊死因子 (TNF) の刺激に応じた NF-

kB のシグナル伝達経路の数時間周期の振

動 (D. E. Nelson et al.　Science (2004).)

が挙げられる。しかし、これら複数のネットワー

クが 1 個の細胞内でどのように共存している

のか、短時間から長時間スケールの情報がど

のように統合・処理されているのか、そのダイ

ナミクスの全体像と情報処理のメカニズムは

よくわかっていない。

２．研究の目的

本研究では、短周期生物時計 Hes1↔ 下流の

転写因子 ↔ 細胞胞周期や分化誘導、といった

短時間から長時間スケールにまたがる情報の

流れを解明することを目的とした研究を行った。

特に、筋芽細胞株 C2C12 の筋分化モデル

系において、生物発光・蛍光レポーターの同

時計測を 1 細胞レベルで行い、筋分化・細胞

周期の進行下における転写因子ダイナミクス

の詳細を明らかにすることを試みた。そして、短

周期生物時計の生物学的役割を解明するこ

とを目指した。

３．研究の方法

本研究では、生物発光レポーターで転写因子

のプロモーター活性の時系列変化を 1 細胞

レ ベ ル で 可 視 化 し つ つ 、 蛍 光 レ ポ ー タ ー

(Fucci) で細胞周期の進行を同時に可視化

することを試みた。また、筋分化で ON になる

プロモーター下流に蛍光タンパク質遺伝子を

連結し、筋分化の ON/OFF を可視化しつつ

短周期生物時計のダイナミクスを計測・比較

することを試みた。

４．研究成果

細胞周期及び筋分化誘導過程の進行を可

視化する蛍光レポーターと、転写因子の短周

期ダイナミクスを可視化する発光レポーターを

構築し た 。 細 胞 周 期 は  Fucci(mVenus-

hGem) を用いることで S/G2 期を蛍光で可

視 化 し 、 分 化 の 進 行 過程 に つ い て は

Myogenin プロモーター下流に mVenus を

繋げることで筋分化スイッチの ON を可視化

することに成功した。C2C12 筋芽細胞で上記

のレポーターを組み込んだ安定発現株を樹立

し、クローナルラインを単離した。その結果、分

化誘導過程における Hes1 短周期リズムの動

態変化を測定する系を確立した(図 1)。しかし、

分化の誘導前後で振動ダイナミクスに顕著な

差異は観察できなかった。また、クローナルラ

インは分化能を失っているか、分化の誘導効

率が低いものが多く、より分化誘導能が高い

細胞を材料とした実験の必要性が認識された。

そこでドイツの研究グループとの共同研究

において、マウス新生児の初代培養系におけ

る筋前駆細胞を用いて短周期リズムの 1 細胞

イメージングを行った。その結果、分化前の前

図 1: C2C12 細胞の筋分化過程における
Hes1 転写活性のダイナミクス(赤:Hes1 転写
活性、緑:Myogenin-Venus)。



駆細胞において、2〜3 時間周期の発現振動

を計測できた。現在、論文出版準備中である。

　これらの過程において、新たに近赤外蛍光

タンパク質の iRFP を用いた細胞周期プロー

ブの開発を試みた。まず、Fucci の蛍光タンパ

クを iRFP と置換したコンストラクトの使用を

試みたが、核局在と細胞周期特異性を失って

おり、改良の必要性が生じた。そこで、リンカー

配列を工夫したところ、オリジナルの Fucci プ

ローブと同じ挙動を示すコンストラクトが得ら

れた。これにより、蛍光観察の多色化が可能に

なった。

　また、短周期ダイナミクスの生物学的意義

を構成的に証明する目的で、任意の遺伝子発

現を短時間スケールで制御可能な光遺伝学

技術を開発することに成功した(図 3)。この技

術をもとに、マウスの神経幹細胞の増殖と神

経細胞への分化を、光照射によって人工的に

制御する技術を開発した。この成果は学術論

文として掲載された (研究業績 1) 。また、短

周期ダイナミクスと光遺伝学技術に関するレ

ビュー論文を出版した(研究業績 2) 。
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