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研究成果の概要（和文）：新たなHes7レポーターを持つ遺伝子改変マウスを作製し、分節時計における発現振動
を単一細胞レベルでライブイメージングすることに成功した。さらに、Notchシグナルのリガンドである
Delta-like1 (Dll1)を光遺伝学的操作で発現誘導できる培養細胞の開発にも成功した。このDll1発現細胞と上述
のマウスの未分節中胚葉細胞とを利用することで、光操作で発現振動の位相を変えたときに周囲の細胞に与える
影響をライブ観察することが可能になり、分節時計における遺伝子発現振動の細胞間同期化を解析するシステム
が構築できた。

研究成果の概要（英文）：We generated transgenic mice carrying a new Hes7 reporter, and succeeded in 
live imaging of oscillatory expression at the single-cell resolution in the segmentation clock. We 
also generated cells in which the expression of the Notch ligand Delta-like1 (Dll1) is induced by an
 optogenetic method. By using these tools, it is now possible to perform live-imaging analysis of 
the effect on cells by optogenetic perturbation of oscillation to analyze the mechanism of 
synchronization of oscillatory gene expression between cells in the segmentation clock.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 体節は、未分節中胚葉の前端部分が分節し、
頭尾軸に沿って一定のリズムで形成される。
マウスにおいて Hes7のネガティブフィード
バックにより駆動される 2時間周期の発現振
動が分節リズムと位置を規定していること
を明らかにしてきた。この振動の位相は、未
分節中胚葉の細胞間で同期しているが、その
メカニズムは不明である。Notchシグナル関
連因子Delta-like1 (Dll1)及びLunatic fringe 
(Lfng)欠損マウスにおいて Hes7 の発現レベ
ルが細胞間でばらつき、分節構造が乱れるこ
とから、Notchシグナルを介した細胞間相互
作用が同期に関与することが示唆された。し
かし、いずれも組織の静的解析であり、発現
動態観察ではないため、発現量のばらつきが
位相、あるいは振幅のずれのどちらに起因す
るものであるかを区別できていない。また、
Notchシグナルが実際に振動子の位相にどの
ように作用するかはよくわかっていない。 
 
２．研究の目的 
 当研究室で開発した青色光による遺伝子
発現制御と単一細胞レベルのライブ・イメー
ジング技術を導入することで、1) 位相の人為
的操作による振動子間の位相応答測定、2) 
個々の細胞における Hes7 の位相動態定量を
行い、Hes7振動子の性質と Notchシグナル
の同期に果たす役割を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 培養細胞系での位相操作と位相応答の動
態定量により、振動子の基本性質について解
析した。また、今回構築した未分節中胚葉に
おける Hes7 のライブ・イメージング系を使
って、個々の細胞における Hes7 の位相動態
定量を行った。さらに、Lfng 欠失胚を用いて
Hes7 の位相動態定量を行い、Notch シグナル
が振動子に与える作用を解析した。 
 光遺伝学的遺伝子発現制御システムであ
る hGAVPO を使って Dll1 の発現振動を送信細
胞で誘導し、Hes1 の発光レポーターをもつ受
信細胞と共培養した。受信細胞の反応は CCD
カメラで測定した。 
 
４．研究成果 
(1)Hes7 蛍光レポーターを用いた一細胞ライ
ブイメージング 
 体節形成遺伝子Hes7の未分節中胚葉(PSM)
における 2 時間周期の発現振動(オシレーシ
ョン)を可視化することによって一細胞レベ
ルでのオシレーション位相を定量すること
を目的とし、より迅速にかつ明るい蛍光を出
すタンパク質Achilles(YFP変異体; 未発表)
を宮脇敦史先生より御供与いただき、Hes7 蛍
光レポータートランスジェニックマウス
(Hes7-Achilles)を作製した(図 1A)。このレ
ポーターは、Hes7-UbLuc 発光レポーター
(Takashima et al. 2011 PNAS)と同様の周期
で、発光レポーターとほぼ同じタイミングで

振動した。 
 さらに、内在性 Hes7 の発現動態をより正
確に定量するため、Achilles-Hes7 融合タン
パク質を発現するタンパク質発現レポータ
ーを作成した(図 1B)。このレポーターは、
Hes7-UbLuc 発光レポーターより 40 分程度遅
いタイミングで振動した(図 2、図３)。この
遅延は、発光レポーターが転写のレポーター
であることから、mRNA 成熟・タンパク質への
翻訳の遅延時間を反映していると考えられ
た。 

 
 
 

図１：Achilles-Hes7 蛍光レポーターマウス
作製用のコンストラクト 
 

 
 

図 ２ ： Achilles-Hes7 レ ポ ーター及び
pHes7-UbLuc レポーターのイメージング 
 

図 ３： Achilles-Hes7 レ ポ ーター及び
pHes7-UbLuc レポーターの振動のタイミング
の比較 



 
(2) Hes7蛍光レポーターの一細胞ライブイメ
ージングを元にしたオシレーション位相定
量法の確立 
 このマウスのPSM組織を共焦点顕微鏡でタ
イムラプス観察し、細胞の 3D トラッキング
後、蛍光強度をヒルベルト変換することで、
シングルセルの位相を定量することに成功
した。この Hes7-Achilles マウスを Lunatic 
Fringe 変異マウスと交配し、Notch シグナル
と Hes7 オシレーションの位相調節について
解析を行ったところ、Lunatic fringe 変異体
においても、シングルセルレベルで安定的に
オシレーションが起こっていることがわか
った (図４)。 
 
 

 
 

 
 
図４：一細胞トラッキングデータからの位相
の推定 
 
 また、シングルセルレベルで定量した位相
をカラーマップで示すことができた(図５)。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５：Achilles-Hes7 レポーターのオシレー
ション位相マップ 
 
 このように、PSM 組織全体の観察を行いな
がら、それぞれの細胞の位相の定量が可能に
なったことで、位相同期率、振幅、周期のロ
ーカルな変化を観察することができ、分節時

計の位相調節メカニズムの解明に有用なツ
ールが開発できた。 
 
(3)光遺伝学的手法を用いた振動子間の位相
応答測定 
 以上の解析から、オシレーションの細胞間
同期にNotchシグナルが重要な役割を担うこ
とが示された。また、以前の解析から Notch
シグナルのリガンドである Delta-like1 
(Dll1)の発現振動が細胞間同期に重要であ
ることが分かっていたので、次に Dll1 の発
現振動が隣接細胞に振動情報を伝えて同期
化に導くことが可能かどうかを検討するこ
とにした。 

 

図６：送信細胞における Dll1 の光遺伝学的
発現制御と受信細胞における周期的な応答。 
 
 遺伝子発現リズムの周期・位相といった動
的情報の細胞間伝達を可能にする最小要素
を同定するため、 Notch シグナルを介した



遺伝子発現リズムの細胞間位相同期現象を
光遺伝学技術によって再構成することを試
みた。具体的には、Notch シグナルの制御に
関わる生体分子の振動ダイナミクスを光遺
伝学技術によって人工的に誘導・再構築した。
それと同時に、遺伝子活性の生細胞観察を可
能にする生物発光レポーターを用いること
で、光摂動に対する細胞の動的応答を 1細胞
経時イメージングによって定量計測した。 
 その結果、受信機能に関しては、通常 2〜3
時間周期で振動している Hes1 の遺伝子発現
リズムが様々な周期(1.8〜5.5 時間)の外部
刺激に応答・同期できること、特に Hes1 リ
ズムの自然周期(約 2.6時間)に近い周期の外
部刺激で最も効率的に同期できること、そし
てその動的応答は位相情報だけを考慮した
確率的位相モデルを使った数値シミュレー
ションによって再現可能であることが明ら
かになった。この数理モデルは、自然周期に
伴う位相の前進、外部刺激に伴う位相変調、
及び確率的な位相の前進・後退といった、非
常に単純な位相ダイナミクスだけで構成さ
れている。この結果は、多数の分子種からな
る複雑かつ確率的な1細胞レベルの遺伝子制
御についても、詳細を捨象した少数自由度の
数理モデルによって定量的に記述可能であ
ることを実証している。 
 また、リガンド分子の Dll1 の発現を光制
御可能な送信細胞と、隣接細胞の Dll1 から
の刺激に伴う応答を発光によって光計測可
能な受信細胞の2種類の細胞を混在させて培
養して周期的光刺激を与えた結果、受信細胞
の周期的な応答が観察できた(図６)。この動
的情報伝達の再構成実験の結果は、リガンド
分子の Dll1 の発現ダイナミクスが周期・位
相の動的情報の細胞間伝達を実現するのに
十分であることを示している。 
 以上のことから、光遺伝学による制御技術
と生細胞イメージング技術を組み合わせる
ことによって、遺伝子発現の動的情報が細胞
間で送信・解読されるための情報処理機構を
解明できることがわかった。本研究は、様々
な生体分子による遺伝子活性の動的制御機
構を解明するために基盤技術として有用で
あると考えられる。 
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