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研究成果の概要（和文）：  
動的で複雑な細胞間相互作用の一つである哺乳類の概日時計における細胞間同調をモデル系と
し、インシリコ・インビボにおいて細胞間相互作用の遺伝子ネットワークを設計・再構成する
ことで、予測される同調メカニズムを再構成的に証明することを目指した。その過程で、細胞
間同調を再構成する為の基盤技術として、[任意の位相で同調因子を発現させる技術][同調シグ
ナル伝達経路の再構築技術]を確立し、また、再構成した細胞間同調の検証技術として、[一細
胞レベルでの概日振動観察技術][光刺激を用いた非同期化技術]等の基盤技術を整備した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Central clock (the suprachiasmatic nucleus; SCN) of mammal produces robust  
oscillation even in the presence of internal noise without referring to external  
time cues. Ueda et al proposed stochastic model of intercellular coupling  
mechanism, and theoretically indicated that the robustness of central clock is  
caused by intercellular interaction of clock cells (J. Theor. Biol. (2002) 216, 501–512).  
In this project, we tried to physically simulate the model by synthesis of intercellular  
interaction mechanism in peripheral clock cells in order to proof the model. 
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研究分野：  
科研費の分科・細目：  
キーワード：システムバイオロジー、再構成、体内時計、細胞間情報伝達、一細胞イメージン

グ、シンギュラリティー、光制御、位相制御 
 
１．研究開始当初の背景 
 
動的で複雑な生命現象を理解することは一

般的に難しく、その解明のための手法・研究戦略
は発展途上の段階である。特に多細胞生物を多細
胞生物たらしめている細胞間相互作用を担う動的



で複雑なシステムを体系的・効率的に同定・
解析していく手法・研究戦略については、確
立されていなかった。 
 
 
２．研究の目的 
 
生命システムを再構成することで理解する
手法は、注目するシステムを他の不確定要素
から隔絶して解析できる事から数理モデル
の構築・検証と相性が良い。我々は、動的で
複雑な細胞間相互作用の一つである哺乳類
の概日時計における細胞間相互作用をモデ
ル系とし、インシリコ・インビボにおいて細
胞間相互作用の遺伝子ネットワークを設
計・再構成することで、予測されうるメカニ
ズムの再構成的証明を行う。これらの解析を
通して細胞間相互作用の設計原理を理解す
るとともに、細胞分化など細胞間相互作用を
要とする他の生命現象にも応用可能な研究
戦略を提供する。 
 
 
３．研究の方法 
 
以下のように、同調現象のモニター系の開発、
同調因子の同定、再構成による同調機構の証
明、を行う。 

 

[細胞間同調のモニター系の確立] 

生物発光を用いた遺伝子発現ダイナミクス
のリアルタイムモニター系の開発と、CCDカ
メラを用いた一細胞レベルでの発光ダイナ
ミクス測定法の確立により、細胞間同調の有
無を直接観察できる実験系を構築する。 

 

[遺伝子構造・発現情報を利用した同調因子
遺伝子の同定] 

細胞間同調を制御する因子（同調因子）は、
概日時計によって制御され（条件A：概日時
計の下流にある遺伝子）、細胞外にシグナル
を伝え（条件B：細胞間相互作用を担う遺伝
子）、概日時計を制御する（条件C：概日時計
の上流にある遺伝子）ことが想定される。そ
こでまず時計中枢（視交叉上核）における包
括的な発現データとプロモータ・エンハンサ
の解析から、朝・昼・夜特異的なDNA配列を
持ち、直接概日時計によって制御されている
概日振動遺伝子を抽出する。次にこれら概日
振動遺伝子の中から細胞間相互作用に関与
しうる分子構造を持つ遺伝子を抽出する。さ
らに、これらの遺伝子が中枢時計を直接制御
できるかどうかを実験により検証する。 

 

[同調機構の再構成的証明] 
in silico において細胞間相互作用の遺伝子

ネットワークを設計・再構成するとともに、上記
で同定・推定された細胞間同調因子を、同調機構
を持たない時計細胞に人工的に組み込み、予測さ
れうる同調メカニズムを再構成的に証明する。 
 
 
４．研究成果 

不安定化ルシフェラーゼ（dLuc）を用いて遺
伝子発現のダイナミクスをリアルタイムに測定
するレポーター系と、このレポーター系を用い
て細胞間同調に必要十分な条件をハイスループ
ットに検証するために、288 サンプルの細胞集
団の発光を同時に測定可能な装置を構築した。
また細胞間同調をより精緻に観察・測定するた
めに、細胞間同調を一細胞レベルで観察可能な
実験系の構築を行った（Nature Genetics, 2006）。
概日時計の細胞間同調を観測するためには、概
日振動の位相が異なる細胞間の相互作用を観察
することが必要である。そこで、細胞に対し光
を照射することで光受容体依存的に培養細胞集
団中の特定の細胞における概日振動の位相を外
からコントロール可能な系の構築を行った。こ
の系を用い、ある特定のタイミングで光刺激を
与えることで、同期振動している細胞集団を、
個々の細胞の振動は維持したまま完全に非同期
化した細胞集団へと誘導する事が可能になった
（Nature Cell Biology, 2007）。このように、
細胞間同調を観測するための基盤技術をまず確
立した。 

細胞間同調の再構成を達成するためには、同
調因子を任意の位相特異的に発現させる技術が
必要である。そこで、任意の位相で機能する人
工プロモーターを論理的に細胞内に再構成する
系の確立を目指した。人工転写制御因子(活性化
因子, 抑制因子)を同一細胞内で様々な位相で
発現させた時の下流の人工プロモーターからの
転写出力ダイナミクスを計測し解析した。この
結果から、朝,昼,夜の 3つの基本位相の転写制
御因子を組み合わせることにより、明け方,午後,
夕方,深夜などの様々な位相の転写出力を任意
に生みだす事が可能となった（Nature Cell 
Biology, 2008）。この設計・構築技術により、
任意の位相で同調因子を発現させるための基盤
技術が確立された 

同調機能の無い培養細胞に同調機構を再構成する

ためには、概日時計に対して位相変位を誘導可能な

ペプチドリガンド（同調因子）、受容体、シグナル伝

達系の３者が揃う事が必要である。我々はまず、化

合物ライブラリーを細胞に添加し、各化合物が細胞

の概日振動の位相に与える影響を解析することによ

って、培養細胞において概日時計の同調シグナルと

して機能可能なシグナル経路を複数見出した。次に

これらの同調シグナル経路を活性化可能な受容体を

培養細胞に強制発現させ、対応するペプチドリガン

ドを外部から投与し、細胞の位相を同期させること

に成功した。上記検討ではペプチドリガンドを外部

から添加したが、実際に細胞間同調の再構成を達成

するためには、細胞自身が分泌したペプチドリガン



ドによって位相変化が誘導されなくてはならな

い。そこで細胞自身が分泌したペプチドリガン

ドによっても位相変化が誘導される事を検証す

るために、受容体遺伝子とともにドキシサイク

リン依存的に発現誘導されるペプチドリガンド

発現遺伝子を導入し、任意のタイミングで培養

液中にドキシサイクリンを穏やかに添加した。

その結果、ドキシサイクリン濃度依存的に細胞

自身が分泌したペプチドリガンドにより、受容

体とそのシグナル伝達経路を活性化し、細胞の

位相を変化させることに成功した。このように

して細胞は細胞間同調を達成していると考えて

いる。 
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