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研究成果の概要（和文）：ヒドラは外胚葉性上皮細胞、内胚葉性上皮細胞とその中間に細胞外マトリックスをも
つ動物で、間葉組織を持たない。一方で、ヒドラの上皮細胞は発達した細胞間接着装置を有し、ゲノム上にはヒ
トと相同な細胞接着分子群の遺伝子セットが存在する。本研究提案では、ヒドラが細胞接着分子の解析に有用な
実験モデル生物になるか否かを検証するため、細胞接着分子に蛍光タンパク質を付加したキメラ遺伝子を発現す
るトランスジェニックヒドラの作出を試みた。また全身にGCaMPを発現するトランスジェニックヒドラを用い
て、上皮細胞間のシグナル伝播の様子を観察した。

研究成果の概要（英文）：Hydra is a multi-cellular organisms with ectodermal epithelial cells, 
endodermal epithelial cells and an extracellular matrix between them. These epithelial cells have a 
well-developed intercellular adhesion apparatus.There is a gene set of cell adhesion molecule groups
 homologous to human on the hydra genome. In this research proposal, in order to test whether hydra 
is an experimental model organism useful for the analysis of functions of cell adhesion molecules, 
we generated transgenic hydras that express a chimeric gene in which a fluorescent protein is fused 
to cell adhesion molecules. We also observed signal propagation between epithelial cells using 
transgenic hydra expressing GCaMP throughout the body.

研究分野： 細胞生物学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
上皮細胞の細胞接着分子の機能解析はこれまで培養細胞を用いた研究により進められてきた。しかし培養細胞は
その樹立過程で増殖や分化などの精緻な制御機構を失っており、機械的な細胞接着機能や形態の観察以外の解析
には適さない。ヒドラは刺胞動物に属する原始的な多細胞動物である。ヒドラは外胚葉性上皮細胞、内胚葉性上
皮細胞とその中間に細胞外マトリックスをもつ動物で、間葉組織を持たない。一方で、ヒドラの上皮細胞は発達
した細胞間接着装置を有し、ゲノム上にはヒトと相同な細胞接着分子群の遺伝子セットが存在する。本研究提案
では、飼育や維持が簡便なヒドラが上皮細胞の接着分子の機能解析に適したモデル生物か否かの検証を行った。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
  
上皮細胞は、多細胞生物の体表や器官の表面で細胞のシートを形成する。細胞同士は、細胞

接着装置のタイトジャンクション（以下、TJ）を介して密に接着することにより、体外からの
異物の侵入を防ぎ、体内からのイオンや水の漏出を防ぐ。一方で、上皮細胞は体外に存在する
糖やアミノ酸などの有用な物質を能動的に取り込み、生命活動の維持に必須の役割を果たす。
細胞が機械的に接着する上で重要な細胞接着装置として、カドヘリンを介した細胞接着構造（ア
ドヘレンスジャンクション、デスモゾーム）が挙げられる。このような細胞接着構造の研究に
おいて、これまで多くの研究が培養細胞を用いて進められてきた。TJ を構成する主要な膜タン
パク質として 4 回膜貫通タンパク質のクローディン、AJ を構成する主要な膜タンパク質とし
て、1 回膜貫通タンパク質のカドヘリンが同定され、それぞれが細胞接着活性を有することが
示された。 
申請者はこれまで培養細胞を用いて、細胞接着部位に集積する遺伝子の探索を行ってきた。

具体的には、これまで私たちの研究グループでは、上皮間葉転換現象に着目して上皮細胞に特
異的な発現する細胞接着分子の研究を進めてきた。上皮間葉転換のマスター転写因子である
Snail を培養上皮細胞に発現させると細胞接着を喪失した間葉細胞に転換する。上皮細胞が間
葉細胞に転換する際に遺伝子発現量が顕著に低下する遺伝子群の中には、クローディンやカド
ヘリンなどの上皮細胞に必須の細胞接着分子が含まれていた。しかしながら、細胞接着部位に
集積を示すものの、培養上皮細胞に於ける遺伝子の過剰発現や CRISPR 法によるノックアウト
による解析によって、明確に表現型を示さない遺伝子が多数あり、遺伝子の機能の手かがりを
得るようなアッセイの確立の必要性を感じていた。生体内において、上皮細胞は細胞接着装置
を介して、隣り合った細胞の情報を受け取り、細胞の分化や増殖を調節している。このような
細胞接着を介した情報伝達機構に関わる分子の同定には、in vivo における遺伝子破壊個体の表
現型の解析が有用であるが、すべての遺伝子に対してノックアウトマウスを作出するのは困難
であり、新たなモデル生物の必要性を感じていた。 
 
２．研究の目的 
 
刺胞動物のヒドラにおいて進化的に保存されている上皮細胞の細胞接着分子をコードする遺

伝子について、ヒドラのドラフトゲノムの情報をもとに、遺伝子を単離し、それらと蛍光タン
パク質の融合タンパク質を安定的に発現するトランスジェニックヒドラの樹立を試みた。また、
上皮細胞間のシグナル伝達の可視化が可能かどうかを検証するために、GCaMP を安定発現す
るトランスジェニックヒドラの作出を試みた。またこれらのトランスジェニックヒドラの樹立
に際して、エレクトロポレーション法やリポフェクション法などの手法の検討を行うことで、
ヒドラの遺伝子改変体の作出の容易さ、モデル生物としての扱いやすさを評価した。 
 
３．研究の方法 
 
 ヒドラのドラフトゲノムの情報をもとに、ヒトのタイトジャンクションおよびヒドラのセプ
テートジャンクションに局在する細胞接着タンパク質クローディンに相同性を示す遺伝子を
14 種類単離した。クローディン遺伝子は平均 700bp 程度と比較的小さな遺伝子であり、トラ
ンスジェニックヒドラの作出に適した細胞接着分子である。14 種類のクローディンのアイソフ
ォームの中で、ヒドラの外胚葉上皮細胞および内胚葉上皮細胞をそれぞれ単離し、どちらかの
上皮細胞に偏って発現するクローディンの同定を行った。その結果、外胚葉上皮細胞には
Hydra クローディン 1 が、内胚葉上皮細胞には、Hydra クローディン 11 が特異的に発現する
ことを見出した。そこで、それぞれのクローディンに対して GFP を融合させたキメラ遺伝子
を発現するベクターを pHyVec1 ベクターを基に作成し、トランスジェニックヒドラの作出を
試みた。 
 トランスジェニックヒドラの作出を目的として、培養細胞に於いてよく遺伝子導入に用いら
れるエレクトロポレーション法、リポフェクション法による遺伝子導入を試みた。しかしなが
ら、ほとんど遺伝子導入された細胞は観察されなかった。ヒドラの体表を覆う粘液を除去し、
遺伝子導入の効率が上昇するか試みたが、有意に遺伝子導入効率は上昇しなかった。 
 そこで、福岡女子大学の濱田俊教授に共同研究をお願いし、ヒドラ受精卵へのマイクロイン
ジェクションによる遺伝子導入法をご指導いただき、トランスジェニックヒドラの作出を試み
た。その結果、Hydra クローディン 1-GFP の発現ベクターを 200 個の受精卵に対して遺伝子
導入した結果、2 個体の GFP 陽性のトランスジェニックヒドラが得られた。しかしながら、こ
れらの個体は非常に生存が弱く、ポリプによる無性生殖をおこなわなかったため、個体数を増
やすことが困難であった。 
 次に、上皮細胞間のシグナル伝播の様子を観察するモデル生物としての有用性を検証するた
めに、GCaMP を発現するヒドラ個体の作出を試みた。200 個の受精卵に対してマイクロイン
ジェクションを行った結果、5 個体のトランスジェニック個体が得られて、その中で全身に一
様に発現する個体が 1 個体得られた。この個体を用いて機械刺激に応答して上皮細胞間を伝播
する一過性細胞内カルシウムイオンの上昇を検討した。 



４．研究成果 
 Hydra クローディンー
1-GFP を安定発現するトラ
ンスジェニックヒドラ個体
の作出を試みた結果、右図に
示すような個体を得ること
ができた。GFP に由来する
蛍光は、外胚葉上皮細胞の細
胞間接着部位に集積してい
た。また、X-Z 軸方向の観察
からクローディン-1 は、細
胞接着装置セプテートジャ
ンクションに濃縮している
ことが確認できた。 
しかしながら、トランスジ

ェニックヒドラの作出効率
は非常に低く、また原因は不
明であるが、トランスジェニックヒドラのポリプによる増殖の頻度が著しく低かった。このた
めトランスジェニックヒドラを作出し、細胞接着分子の局在の解析などを行うことは可能であ
るが、その樹立の効率の低さやその後の個体増殖率の低下を考慮すると、遺伝子改変技術を駆
使した実験や遺伝学の実験においてヒドラをモデル生物として使用するのは容易ではないと結
論した。 
 また GCaMP を発現するトランスジェニックヒド
ラを得ることができた（右図）。先端が針状の棒でヒ
ドラ個体に触れることにより局所的な機械的な刺激
を与えると、Ca シグナルが上皮細胞シートを伝播し、
やがてヒドラ個体が収縮する様子が観察された。こ
のように、上皮細胞間のシグナル伝達を可視化する
上でモデル生物としてヒドラが有用であることが実
証できた。 
 上述の通り、今後、トランスジェニックヒドラの
効率的な作出法や遺伝子導入後にヒドラの増殖率の
低 下 す る 原 因 が 明 ら か に な り 、 さ ら に
CRISPR-Cas9 などの実験手法も適応可能になると、 
飼育が簡便でかつライブイメージングが容易である利点と組み合わせることによって、ヒドラ
のモデル生物としての有用性が一層高まると結論した。 
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