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研究成果の概要（和文）：当初の研究計画が技術的に困難と判明した為、上皮細胞での発現が強く期待されるク
ラシカルカドヘリン遺伝子のクローニング、大腸菌で発現させた組み換えタンパク質を抗原としたポリクローナ
ル抗体作成を試みたが、得られた抗体価が低く成功に至っていない。一方、襟細胞の上皮間充織転換が起きてい
る可能性が高い芽球形成過程に着目、各個体で同調した芽球形成過程を進行させ得る誘導系を確立、RNAseqを共
同研究で行い、７日間の過程で発現変動する遺伝子群を抽出、各段階での発現変動を解析した。今後、襟細胞の
上皮間充織転換の可能性が高い時期に発現が上昇する候補遺伝子群のWISHを進める予定である。

研究成果の概要（英文）：The original attempt to detect and analyze epithelial transition of 
choanocytes turned out to be technically difficult. Thus, we cloned wo Classical Cadherin genes of 
Ephydatia fluviatilis, and tried to raise polyclonal antibody of a Classical Cadherin using a 
recombinant protein as antigen but could not succeed. On the other hand, we focused on the process 
of gemmule formation in which we expected the epithelial mesenchymal transition of choanocytes might
 occur. We had established the condition in which the formation of a gemmule per individual juvenile
 sponge could be induced and could process synchronously. Then we performed RNAseq as international 
collaboration. Periluminally analysis showed differentially expressed genes during gemmule 
formation. Thus, this data could be used as the basis for further molecular analysis of not only for
 EMT of choanocyte but for gemmule formation.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
上皮間充織転換は、多細胞動物の胚発生において重要な機構である。本研究は、EMTの分子機構は多細胞動物の
進化の過程でどの様に発達してきたのかを知ることを大きな目標に、これまで全く解析されていない、カイメン
動物において上皮間充織転換がどの様な生命現象で用いられ、その分子基盤の解明を目指す挑戦的な研究であ
る。現時点の技術では当初の計画が困難と分かったものの、新たな実験系の確立、網羅的なmRNA発現変動解析の
成果を得、今後の研究展開の基礎を構築することが出来た。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 

上皮間充織転換（EMT）は、調和のとれた細胞間および細胞—基質間相互作用により上
皮細胞が上皮組織から離脱（脱上皮化）し、細胞骨格の再構築により細胞移動が可能となり、新
たな転写プログラムに間充織細胞という性質が維持されるという事象である。EMTは、中胚葉
形成、神経冠細胞形成に代表されるように、広い範囲の多細胞動物の胚発生において重要である。 
これまでの様々な動物の研究から、Wnt, Tgfβなど様々なシグナルにより、Snal,Twist,Slugに
代表される転写因子の制御を受け、E-cadherin, β-cateninなどの遺伝子発現が抑制され、細胞
が脱上皮化するという共通の分子機構が明らかになっている。EMTの分子機構は動物の進化の
過程でどの様に発達してきたのか、即ち起源的な分子機構の解明は動物の形態形成機構の進化
の理解に重要である。しかし、進化系統樹の根元に位置するカイメン、刺胞動物などにおける研
究は無かった。 
 
２．研究の目的 

本研究では、多細胞動物の進化系統樹の最も根元に位置するカイメンにおける EMTに
着目、その分子機構を解明し、他の動物との比較によって、EMTの起源的な分子機構を解明す
ることを目的とした。多細胞動物の進化を考える上で重要と考えられているカイメン特有の襟
細胞において EMT が報告されている点に着目、襟細胞の EMT を捉えることに挑戦し、詳細な
EMT過程の解明、及びこの過程に関与する遺伝子をｍRNA発現解析から同定、分子機構の解明
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
初年度に、襟細胞の EMT を捉える顕微鏡観察法の確立を目指し、観察カイメン個体の一部を約
70μｍの厚さに形成させることで観察を容易にし、倒立顕微鏡、コンフォーカル顕微鏡など各種
顕微鏡を用いた明視野タイムラプス撮影による観察を行った。しかし当初の予想以上に、襟細胞
室周囲の間充織細胞が活発に襟細胞室にそって移動するため、襟細胞の EMT の有無を判断する
ことが困難であった。さらに、DiI など生細胞染色素を用いた襟細胞の染色を目指し、カイメン
体内への顕微注入法の確立を含む様々な工夫を試みたが成功せず、技術的に非常に困難である
と分かった。このため研究計画を大きく以下に変更した。 
 
I)EMT を捉えるために必須である襟細胞を含む上皮細胞の可視化のため、抗体染色による解析を
目指し、上皮細胞での発現が強く期待出来るクラシカルカドヘリン分子に対する抗体の作成。 
II) 当研究室では人工的に芽球形成を誘導する実験系をすでに確立していたが、芽球形成時に
は非常に多数の幹細胞（アーキオサイト）が必要となることから、襟細胞が EMT により脱上皮化
し、アーキオサイトに変化している可能性が高いと考えられる。このため、芽球形成過程におけ
る RNAseq と解析による、襟細胞 EMT の分子機構解明ための基盤の形成。 
 
４．研究成果 
I)私達のカワカイメントランスクリプトーム及び姉妹種であるミュラーカイメンのトランスク
リプトームから、２つのクラシカルカドヘリン遺伝子の塩基配列情報が得られた。カワカイメン
のクラシカルカドヘリン１（EflCCad1）は約 8Kb、2745 アミノ酸残基、クラシカルカドヘリン２
（EflCCad2）は約 16.5kb、5530 アミノ酸残基の巨大な分子である。Whole-mount in situ 
hybridization（WISH）の結果、どちらの mRNA 発現も低く、かつ、カワカイメン幼若個体の上皮
細胞は非常に扁平で細胞質が薄く、mRNA 発現の検出が難しいいため、上皮細胞での特異的な発
現であるのか判断することが困難であった。しかし、カイメンの体の縁、新たに上皮細胞が上皮
に加わるのではないかと思われる位置に一列に並ぶ EflCCad2 発現細胞が観察されたため、これ
は表皮上皮組織に加わる新たに上皮細胞に分化した細胞なのではないか、即ち少なくとも表皮
組織の上皮細胞で EflCCad2 の発現があるのではないかと考えている。着目している襟細胞での
発現は、カイメン体内に存在することからさらに判断が難しく、可能性は示唆されたものの確証
を得られなかった。しかし襟細胞も上皮細胞であり強い細胞接着が必要であるはずであるから、
クラシカルカドヘリン分子が襟細胞の細胞接着を担っている可能性は高いと考えている。 



 
他の動物でのカドヘリン分子に対する抗体作成の際の抗原部位を参考に、２つのクラシカルカ
ドヘリン遺伝子に関し、２ヶ所のカドヘリンリピート２つ分の領域を、組み換えタンパク質とし
て大腸菌で発現させ、得られた組み換えを抗原とし、抗体作成を試みた。実験デザインとして可
溶化しやすい SUMO タンパク質との融合タンパク質発現を行い、大腸菌での発現には成功したも
の、試みた全種類の組み換えタンパク質が不溶性となってしまい、精製に必須である可溶化条件
の検討等に長い時間を費やした。最終的には可溶化を断念、SDS 電気泳動後にアクリルアミドゲ
ルのバンドを切り出す粗精製を行い、EflCCad2 抗原として抗体を作成した。残念ながら得られ
た抗血清の抗体価は低く、表皮組織の上皮細胞間の細胞接着に非常に弱いシグナルがあるもの
の、他の部分にもシグナルが検出され、特異的な染色であると結論づけることは出来なかった。
今後、非常に短い領域ではあるが、リピート構造以外の細胞外領域、細胞質領域（他のタンパク
質の結合する可能性があり当初避けたが、成功例はある）に対する抗体作成を再度試みたい。 
 
II) 芽球形成過程の各過程の RNAseq を行う為には、通常では個体ごと、また個体内でも非同調
的に形成される芽球形成を、day オーダーで同調させる培養系の確立が必須である。幼若個体を
形成させる芽球の数による幼若個体のサイズを検討することで、１個体当たり１つの芽球を形
成させられ、形成率はほぼ 100%, かつ、ディッシュ内の複数個体で芽球形成が同調的に進行す
る様な芽球形成誘導実験系を確立した。芽球形成誘導 0日から 8日まで、日ごとに RNA を抽出、
RNAseq を共同研究により行った。一部リード数が足りていない過程があるためプレリミナリー
ではあるが芽球形成の過程で発現が変動する遺伝子群を得る事が出来た。一連の collagen 遺伝
子の発現が上昇していることは、芽球形成過程において collagen を主成分とする芽球コートが
形成される事実と合い、解析は妥当であると考えている。しかし、Wnt, Tgfβは含まれず、カイ
メンにおける上皮間充織転換の調節機構は他の動物と異なる可能性も考えられる。発現が変動
する遺伝子の変動パターンにより、６つのクラスターに分類出来た。襟細胞の EMT が起きている
可能性の高い芽球形成過程の初期に発現が上昇する遺伝子群という今後の解析のための足がか
りを得ることが出来たと考えている。また、これは、芽球形成過程の細胞・分子機構の解明とい
う私達の別の研究プロジェクトの基礎ともなる成果である。 
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