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研究成果の概要（和文）：　動物の発生過程で起こる組織形態の変形は、組織が生み出す機械的力によって駆動
される場合が多い。機械的力に依存する組織変形を解析するためには、組織が発生する機械的力をin vivoで定
量する必要がある。ショウジョウバエ胚後腸は、先端が腹側に屈曲した傘の柄のような構造をしており、後方か
ら見て反時計回りに捻転することで左右非対称化する。
　胚後腸の先端に磁気ビーズを注入し、外部から磁石でけん引して後腸の捻転を止める。この時の磁力は実験で
算出できるので、後腸が捻転を駆動する機械的力を実測できる。磁性体の顕微注入、磁力の算出の実験手法を確
立することに成功した。今後、この実験系を用いた計測を実施する。

研究成果の概要（英文）：To explore the genetic pathway that generates mechanical force, we first 
need to quantify the force. The hindgut epithelial tube makes a 90 degree counterclockwise rotation 
in Drosophila. We tried to develope a novel method to measure the torque of the hindgut 
counterclockwise rotation, which applies the magnetic beads. 
 Before the rotation of the hindgut, magnetic beads were injected into the lumen of the hindgut 
anterior end, which curves towards the ventral side . Using neodymium magnets, we induced 
counterbalancing magnetic force against the twisting of the hindgut. As a reference of how much 
force this counterbalancing created, we measure the magnetic force between the magnetic beads and 
the neodymium magnet in viscous fluid using Stokes’ low. We developed a basic system to quantify 
the magnetic force required to stop the contortion of the hindgut, which is equivalent to the force 
generated by the hindgut for the twisting. 

研究分野： 発生生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 左右非対称な形態形成を理解するために
は、機械的力の向きと大きさが制御される仕組
みを明らかにする必要がある 
からだの左右非対称性は、動物形態の基本

的性質の一つであり、左右非対称性形成が発
生プログラムの必須な要素になっているこ
とも多い。したがって、左右非対称性の形成
機構を明らかにすることは、発生学の重要な
課題の一つである。 
からだが左右非対称になる過程では、一般

に、まず左右軸が形成さる。左右軸形成に関
する研究は、浜田博教授や廣川信隆教授らの
日本人研究者によるノード流モデルの確立
を発端として、脊椎動物で進展している。し
かし、最近の知見から、このモデルがあては
まるのは、脊椎動物の一部（哺乳類や魚類）
のみであり、両生類や鳥類では異なった機構
で左右非対称性が形成されることがわかっ
た。さらに、巻貝や線虫では、脊椎動物とは
異なる、細胞極性を中心とした未知の左右非
対称性形成機構が機能している。これらの事
実から、左右非対称性の形成機構は進化的に
多様であることがわかる。しかし、多くの動
物種において、左右非対称性形成の機構につ
いては不明な点が多く、左右非対称性のこれ
までに知られていない形成機構が存在する
と考えられている。 
研究代表者は、このような未知の左右非対

称性形成機構を明らかにするために、遺伝学
的手法が駆使できる利点をいかして、ショウ
ジョウバエの左右非対称性形成の遺伝的機
構を世界に先駆けて解析してきた（Nature, 
2006）。ショウジョウバエでは、消化管など
の多くの器官で、明瞭でステレオタイプな左
右非対称性が観察される。その中でも、構造
が単純な胚後腸は、形態変形の解析に適して
いる。 
ショウジョウバエ胚後腸は、初め、胚の正

中線にそって左右対称に形成される。このと
き、胚後腸の先端側（中腸と連結している）
が、胚の腹側方向に屈曲している。その後、
後腸は後方からみて左ネジ方向に 90 度捻転
する（図 1）。その結果、腹側に屈曲していた
先端部が右方向に向くため、後腸は、前方が
右にまがった構造をとる(図 1)。この捻転は、
後腸上皮組織の管によって駆動され、この過

程に細胞死や細胞増殖は関与しない。研究代
表者は、上皮細胞の頂端面（上皮の管の内側）
の形状が左右に歪んだ後、これが左右対称化
することで捻転が誘発されることを示唆し
ている（Science, 2011）。つまり、後腸の左
右非対称性の形成は、上皮組織が発生する左
右の方向性をもった機械的力によって誘発
されると考えられる（図 1）。このことから、
左右非対称形成の機構を理解するためには、
左や右の向きをもった機械的力が発生する
遺伝的機構を明らかにしていく必要がある
と考えた（図 1）。 
(2) 発生における機械的力の理解は不十分で
ある 
これまでの組織形態の形成に関する研究

の多くでは、パターン形成や細胞シグナルな
どに主眼が置かれてきた。これらに加え、近
年、組織が発生する機械的力による組織変形
が注目されている。機械的力の発生に関する
これまでの研究の多くは、培養細胞を用いた
細胞レベルでの解析に限定されてきた。一方、
細胞が集まって組織レベルで生み出す機械
的力については、機械的力が発生する機構に
関する一部の先駆的研究を除けば、あまり理
解が進んでいない。これは、組織が発生する
機械的力を in vivo で測定するのは容易では
ないことに起因する。一般に、組織の形態形
成に関与する遺伝子の同定やその機能解析
では、突然変異体や遺伝子ノックダウンで誘

発される表現型を指標とした解析が行われ
る。しかし、このような表現型の程度と機械
的力の大きさの間に線型的な関係が成立し
ないため、組織形態を表現型の指標とした従
来の遺伝学では、機械的力の発生機構やその
機能を遺伝学的に解析することは困難であ
る。 
 
２．研究の目的 
研究代表者は、これまでの研究で、後腸の

左右非対称性に影響を与える突然変異体を
網羅的に同定し、それらの責任遺伝子を決定
してきた。これらの遺伝子の機能を理解する
ことで、後腸上皮の管が発生する機械的力の
向きと大きさを決める遺伝的機構を理解で

 
図２ 磁力によって後腸の捻転を止め、発生す
る捻転トルクを定量する。 

 

 

図 1 後腸は胚後方からみて反時計回りに捻転す
ることで左右非対称化する。 



きると考えられる。しかしながら、後腸上皮
の管の発生する機械的力の向きや大きさと、
突然変異体の表現型（左右非対称性異常）の
間に存在する関係を予見することは極めて
困難である。研究代表者は、磁性ビーズとネ
オジム磁石を使って、後腸の捻転トルクを測
定する方法を確立している（磁性ビーズ法）
（図 2）。 
そこで、本研究では、磁性ビーズや、新規

に開発する非侵襲的機械的力プローブを用
いて、これらの突然変異体や遺伝子改変個体
の後腸上皮の管が in vivo で発生する機械的
力を計測する。得られた機械的力の測定値を
表現型として、機械的力の発生や向きの決定
で機能する遺伝的な経路を定量的に理解す
るのが本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
(1)機械的力を表現型とする遺伝学により機械
的力の発生や向きの決定の遺伝的機構を明ら
かにする 
磁性ビーズ法を用いて、これまでに同定し

た後腸の捻転の方向や程度に影響を与える
突然変異体において、捻転トルクの方向と強
さを in vivoで計測する（図 2）。これらの実
測値にもとづいて、捻転トルクの誘発や向き
の決定における各遺伝子の機能を定量的に
明らかにする。 
(2) 非侵襲的「力」プローブを開発して機械的力
の発生を組織・細胞レベルで調べる 
磁性ビーズ法は、磁性ビーズの顕微注入を

必要とするので、侵襲的であり、実験操作に
時間がかかる。そこで、FRET 法を用いた非侵
襲的機械的力プローブ（蛍光「力」プローブ）
を開発する。磁性ビーズ法によって測定した
捻転トルクと、FRET 法で測定したずり応力
（せん断応力）の間に正の相関があるかを調
べ、「力」プローブの性能を評価する。この
「力」プローブを用いて、それぞれの突然変
異体の後腸上皮組織内でのずり応力の分布
や時間変化の異常を調べる。さらに、単一の
上皮細胞内でのずり応力の分布を、特に、そ
の左右非対称性に着目して解析する。 
 

４．研究成果 
(1)機械的力を表現型とする遺伝学により機械
的力の発生や向きの決定の遺伝的機構を明ら
かにする 
本研究では、組織が発生する機械的力を測

定するための解析系として胚後腸に着目し
た。胚後腸は、先端が腹側に屈曲した傘の柄
のような構造をしている。次に、後腸は、後
方から見て反時計回りに捻転することで、左
右非対称な構造へと変化する。後腸のみを切
り出して器官培養しても捻転は起こるため、
捻転を駆動する力は後腸自身が発生させて
いると考えられる。 
 胚後腸の先端に磁気ビーズを注入し、外部
から磁石で後腸が捻転するのと逆方向にけ
ん引した場合、磁力と後腸捻転トルクが等し

ければ、後腸の捻転は止まる。この時の磁力
は実験で算出できるので、後腸が捻転を駆動
する機械的力を実測できるはずである。実験
開始時において、基本的、予備的な実験手法
ができていたが、後腸への磁気ビーズ注入の
成功率（数%）、注入した胚の後腸捻転までの
成功率（10%以下）に大きな問題があった。
そこで、以下のように、これらの問題点を解
決した。 
① 磁気ビーズ注入方法の検討 
微小ガラス針（フェムトチップ II、エッペ

ンドルフジャパン社）を用いた磁気ビーズの
顕微注入を効率的に実施するために、
Gal4-UAS システムにより後腸上皮で特異的
に GFP を 発 現 す る 、 NP2432/NP2432; 
myrGFP/myrGFP 系統を用いることとした。ま
た、磁気ビーズとしては、予備的な実験で使
用していた Therma-Max（直径 100nm 以下の
微小磁石の表面に熱応答性高分子をコーテ
ィングしてある）を引き続き用いることとし
た。Therma-Max に含まれる磁気ビーズは、
熱応答性高分子の性質により、20°C 以下では
分散し、20°C 以上では互いに凝集し大きな塊
を形成する。胚後腸への顕微注入を 18°C で
行うことで、ガラス針が詰まるのを防止でき
る。本研究でテストした他の磁気ビーズは、
ガラス針に詰まることがわかった。磁気ビー
ズが注入されたことを顕微鏡下で確認する
ため、蛍光色素を混合して注入する。ガラス
針がつまりにくい蛍光色素を検討した結果、
HaloTag TMR Ligand (555Ex/585Em ）
(Promega）を用いることとした。これらの改
善によって、後腸への磁気ビーズ注入成功率
は 50%以上に向上し、実験が実施可能な状態
になった。 
② 注入した磁気ビーズの定量方法 
 後腸に顕微注入した磁気ビーズと、外部か
ら近づける磁石の間の磁力を算出するには、
注入した磁気ビーズの量（重さ）を算出する
必要がある。磁気ビーズの重量濃度は既知な
ので、顕微注入した磁気ビーズ混合液の容積
がわかればこれを算出できる。そこで、磁気
ビーズ懸濁液に各種蛍光物質を混同し、顕微
注入した胚一つごとに破砕液を調整し、蛍光
強 度 を 計 測 し た 。 TransFluoSphresTM 
Polystyrene Microspheres, orange fluorescent 
(540/560) （Thermo Fisher Scientific）を、540nm
励起フィルター、560nm 検出フィルターで測
定したところ、1-0.1nl において直線性のある
検量線が得られた。しかし、TransFluoSphres
を用いた場合、キャピラリーが詰まってしま
い、胚後腸への注入が非常に難しいことがわ
かった。また、その他の蛍光色素では、蛍光
強度が不十分であった。 
この問題を解決するために、γ-[p32]ATP を

用いることとした。液体シンチレーションカ
ウンターを用いて放射線量を計測すること
で、注入された磁気ビーズ混合液の容積を算
出できることがわかった。 
③ 磁力のキャリブレーション 



あらかじめ、実験に用いる磁石と磁気ビー
ズの間に生じる磁力の関係を調べておき、そ
れを参照して後腸捻転を止める磁力を算出
する。この実験では、「磁気ビーズの重量」
と「磁石間の距離」の 2 つの要素によっての
み磁力が変化する。そのため、この二つの要
素によって磁力がどのように変化するかを
調べる必要がある。 
磁力の定量には、ストークスの式を用いる。

ストークスの式により、流体中を移動する微
小粒子に加わる力を実験的に導出すること
ができる。粘度既知の液体中で、磁気ビーズ
を外部磁石により牽引する様子を撮影する。
流体の粘度 η、微小粒子の半径 r、微小粒子の
速度 v から、微小粒子に加わる力 F を計算で
きる。粘度標準溶液はシリコンオイルなので、
磁気ビーズが懸濁された水系溶媒は、その中
で球体となる。シャーレを倒立顕微鏡に置き、
ネオジム磁石を磁石用マニピュレーターに
設置した。角度は 30°に、高さはネオジム磁
石の下端が溶液中の磁気ビーズと同じ高さ
に来るように調節した。タイムラプス撮影を
開始してから、Therma-Max が牽引される距
離まで、ネオジム磁石を少しずつ近づけた。
外部磁石として、φ8mm x 10mm の円柱状のネ
オジム磁石（MAGFINE）を用いて、磁石間
の距離 500m、750m、1000m の各距離の
磁気ビーズの量と力の関係のグラフを作成
することができた。これによって、特定の位
置に磁石をセットした場合に発生する磁力
を算出できた。これら成果によって、後腸の
捻転トルクを計測する実験系ができたと判
断した。 
(iv) 後腸が発生する捻転トルクの計測 
直径 20mm×高さ 5mm のネオジム磁石

（Magfine）を用いて実験を行った。後腸が異
常な発生を示した一回を除き、12 回で後腸が
正常に捻転した。残念ながら、現在のところ、
後腸が磁力により停止した様子は観察でき
ていない。これらの実験では、外部磁石を限
界まで近づけ、可能な限り大きな磁力で後腸
を牽引している。したがって、後腸の捻転を
停止させるのに十分な大きさの磁力を発生
させることができていないと判断できる。し
たがって、より大きな磁力を発生させる必要
がある。磁石の先端をとがらせることで磁力
線密度を高めることができ、強い磁力が得ら
れるので、この方針で実験系を改良する。ま
た、電磁石を用いることで、より強い磁力を
得ることも計画している。野生型胚での捻転
トルクの計測に成功したら、後腸捻転に異常
を示す突然変異体についても順次計測して
いく。 
(2) 非侵襲的「力」プローブを開発して「力」の発
生を組織・細胞レベルで調べる 
 本研究を開始する時点においては、後腸捻
転を誘発する機械的力は、後腸上皮細胞の頂
端領域の収縮力の異方性に依存して生じる
と考えられていた。その後の研究によって、
後腸捻転は、後腸上皮細胞の頂端—基底軸を

中心とするねじれによって起こっている可
能性が示唆された。そこで、細胞膜での機械
的力はなく、細胞のねじれを検出する方法の
開発を試みた。ショウジョウバエ胚が多核性
胞胚の時期に、将来後腸を形成する領域に蛍
光ビーズ（FluoSpheres™、Carboxylate-modified 
Microspheres, red fluorescent、直径 0.2㎛）を
顕微注入する。これらの胚後腸の上皮細胞の
一部は、蛍光ビーズを取り込んでいる。捻転
中の後腸をタイムラプス撮影し、このビーズ
の動きを追跡できる系を確立した。現在、蛍
光ビーズの動きに頂端—基底軸を中心とした
回転が検出できるかどうかを検討している。 
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