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研究成果の概要（和文）： 
発生は試行錯誤の繰り返しで進んで行くと考えられ、試行錯誤の過程では、不適切なシグナル

受容によって絶えずストレスにさらされていると考えられる。本研究では、個体レベルでのス

トレスシグナル可視化技術の問題点を解決することで、個体発生における細胞死シグナルの揺

らぎを生体内で可視化した。その結果、細胞社会からなる組織・器官形成における細胞死シグ

ナルのダイナミクスおよびその生理的意義が明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）： 

During animal development, differentiating cells face to trial and error process and 

acquire both intrinsic and extrinsic stress.  Caspases are activated as one of stress 

responses. In this study, we established in vivo imaging system to monitor caspase 

activation.  Live imaging of cell death and caspase activation allowed us to document 

the role of apoptosis signaling to establish the cellular communities during 

development.    
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１．研究開始当初の背景 
発生は一見、決められたプログラムにそって

整然と進行しているように見える。しかし発

生が試行錯誤の繰り返しであることは、例え
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ば神経回路形成を考えると理解しやすい。適

切な標的を見つけるべく神経軸索は物理的、

化学的ランドマークを探し、試行錯誤を繰り

返して標的を探し当てる。そしてたとえ標的

にたどり着いたとしても最終的には栄養因

子競合のために除去される神経が出てくる。

試行錯誤のプロセスは他の器官発生におい

ても行われていると予想されるが、試行錯誤

の過程で細胞は、不適切なシグナル受容によ

ってストレスにさらされていると考えられ

る。多くの発生シグナルに関与する遺伝子の

変異体では局所での細胞死の亢進が見られ

るが、これは発生シグナルの乱れが強く表れ

た場合に、アポトーシスという形で乱れを修

正する過程を表現していると考えられる。 
 個体や細胞でカスパーゼ活性を抑制した

実験から、この酵素が細胞死のみならず多く

の生命現象（増殖、分化、移動、炎症、感染）

に関わることが我々を含む複数の研究グル

ープによって示されてきた。これらのことか

らカスパーゼは細胞が曖昧な分化をとげな

いように活性化の程度によってそれぞれの

基質を切断することで、細胞の分化状態を監

視し安定なものにすると予想される。我々は

カスパーゼが分化状態の揺らぎをストレス

として感知して制御する分子として注目し

ている。 

 
２．研究の目的 
カスパーゼは様々なストレス刺激で活性化

されるアポトーシスに必須のプロテアーゼ

であり、発生シグナルの乱れを感知して活

性化されると考えられる。発生過程で増殖

性の違う細胞集団が接したときには、栄養

因子受容に劣る増殖性の悪い細胞集団で選

択的にカスパーゼの活性化がおこり除去さ

れる（細胞競合）。また、何らかの原因で過

剰なアポトーシスが生じた場合は失われた

細胞を埋めあわせるべく増殖シグナルがカ

スパーゼの活性化されたアポトーシス細胞

から分泌される（代償性増殖）。本研究では、

個体レベルでの可視化技術の問題点を解決

することで、個体発生における細胞死シグナ

ルの揺らぎを生体内で可視化し、細胞社会か

らなる組織・器官形成の新たな構築原理・分

子機構を明らかにすることを目的とする。 

 
３．研究の方法 
我々は生体そのものを用いた生体イメージ

ングの重要性を考え、生体での使用に適した

イメージングプローブの開発と可視化シス

テムの構築を行ってきた。開発のポイントは

1) シグナルの特異性が高いこと、2) SN の高

い高感度プローブであること、3) 生体内で

の細胞内環境に影響されないこと、である。

申請者らが開発したカスパーゼ活性を検出

するプローブ SCAT (Sensor for activated 

caspases based on FRET)はこの全てを満た

すものであり、FRET (fluorescent resonance 

energy transfer)を用いた生体イメージング

プローブの中でも特に FRET 効率の変化が大

きく使いやすいものである。 

 内在性カスパーゼ阻害因子である

DIAP1(Drosophila Inhibitor of apoptosis 

protein 1) はユビキチンリガーゼ（E3）と

しての活性を持ち、カスパーゼに結合、分解

することでカスパーゼの活性化を阻害する。

しかしながら、一旦細胞死刺激が入ると

DIAP1 自身の分解が促進され、DIAP1 分解が

カスパーゼの活性化の引き金となり、細胞死

が誘導される。そこで、我々は DIAP1 タンパ

ク質の分解に着目し、そのタンパク質動態を

生体イメージング解析することが可能な新

規プローブ PRAP (pre-apoptosis signal 

detecting probe based on DIAP1 

degradation)を作成した。 

 本研究では SCAT や PRAP を発現するトラン

スジェニック動物を作成し、スピニングデイ

スクを用いたマルチポイントスキャナー、あ

るいはタンデムスキャナーを採用すること

により、生体内において蛍光の退色や光毒性

を少なくした蛍光イメージングを行うシス

テムを構築した。 

 

４．研究成果 

【細胞死シグナルを器官発生で１細胞レベ

ル検出する実験系の構築：ショウジョウバエ

外感覚器の発生】 

我々は PRAP を用いて、ショウジョウバエ中

胸背毛の発生における細胞死シグナルのイ

メージング解析を行った。中胸背毛は１個の

前駆体細胞（sensory organ precursor: SOP）

から非対称分裂により生ずる４種の細胞群

から形成される。今回、中胸背毛を形成する

細胞系譜の運命決定、非対称分裂、最終分化

過程において、DIAP1 のタンパク質レベルは

細胞種、及びその分化段階依存的に安定化、

または分解促進されることが明らかとなっ



 

 

た。生体イメージングによって明らかとなっ

たもう一つの驚きは、細胞死抑制に必須と考

えられてきた DIAP1が感覚器形成過程におい

て消失することであり、この結果は、カスパ

ーゼ活性化制御が多段階的に行われること

を示唆している。本研究によって、外感覚器

という細胞社会形成過程での細胞死シグナ

ル動態が明らかとなった。カスパーゼ活性は

全か無かの調節を受けているのではなく、一

連の時間軸に沿って巧妙に調節されること

で、カスパーゼの細胞死と非細胞死両方の機

を巧みに発揮させていることが明らかにな

った。 

 

【発生における分化エラー細胞の同定】 

発生ノイズともいうべき分化エラー細胞を

調べる一番直接的な方法は、細胞分化のプロ

セスを生体の中で細かに観察することであ

る。この研究には生体イメージングが可能で

かつ、多様な分化マーカーが知られている細

胞系譜が有効である。上記 SOP からの全発生

過程は蛹期に体の表面でおこるので長時間

の安定した生体イメージングが可能である。

この特徴を生かし、SOP が生まれるところか

ら感覚器が完成するまでの過程を中胸で詳

しく解析した。 

 SOP が生じたことは neuralized (細胞膜に

ある E3 ユビキチンリガーゼ、Delta のエン

ドサートーシスを促進)の発現が ONになるこ

とでわかる。SOP が生まれるとその細胞は

Delta を発現し周りの細胞の Notch を活性化

して神経系の細胞になるのを抑制するため

（側方抑制）、近接細胞に SOP は出現しない

ことが遺伝学的な研究から明らかにされて

いた。しかし、SOP の出現を neuralized (neu)

遺伝子の発現を指標に (neu-Gal4/UAS-GFP)

観察していくと、将来 SOP となる細胞の近傍

に neu 陽性の細胞が SOP の出現するタイミン

グとは関係なく出現することが明らかにな

った。このような細胞（SOP 様細胞と呼ぶ）

の殆どは一度分裂したのち、アポトーシスに

よって生体から除かれていった。 

 SOP 様細胞は非対称分裂をせず、neu の発

現が持続しない。正常に SOP になった細胞で

は周りの上皮に比べ Notch活性化が速やかに

低下していくが SOP様細胞では高い持続的な

Notch 活性化が見られた。これは神経系マー

カーneu を発現した SOP 様細胞の性質に矛盾

が生じ、分化に失敗した細胞であることを示

している。SOP 様細胞は全体の SOP に対して

２０％の割合で生じ、その殆どはアポトーシ

スで失われる。Notch ヘテロ変異体では、２

０％余分に SOP が生じ、その分だけ余分な中

胸背毛が生じることから、SOP 様細胞の出現

とアポトーシス制御には Notchが関わってい

ることが考えられる。このように生体イメー

ジングによって分化に失敗した細胞の存在

が明らかになり、外感覚器配置パターンを作

るには、側方抑制だけではなく、アポトーシ

スが発生で生じるエラーを取り除くことで

完成されることを示している。アポトーシス

の機能として不要細胞、危険細胞の除去が言

われて来たが、それに加え、細胞社会の中で

細胞が特殊化していくプロセスではアポト

ーシスによる分化に不具合が生じた細胞除

去による発生ノイズの消去がおきているこ

とが明らかになった。よって、アポトーシス

不全は、分化エラー細胞の蓄積や非アポトー

シス細胞からの危険信号因子放出を増加さ

せ、発生の進行に影響することが考えられた。 

 

【組織再編成における細胞死と細胞増殖】 

ショウジョウバエ変態時の腹部表皮再構築

過程においてカスパーゼ活性化を詳細に観

察したところ、特徴的な活性化の時空間的

なパターンを見出した。ヒストブラスト細

胞増殖を遺伝学的または光操作で人為的に

操作することで、入れ替わる細胞間での局

所的な相互作用が幼虫表皮細胞のアポトー

シスを制御していることが明らかになった。

さらに、細胞周期をモニタリングすること

で、ヒストブラスト側ではS/G2期からの細

胞周期進行がそれに接する幼虫細胞のアポ

トーシスを誘導するのに必要であることが

明らかとなった。こうした細胞間相互作用

を介した細胞非自律的にアポトーシスを誘

導する仕組みは「細胞競合」という、異な

る増殖速度をもつ細胞間の相互作用と類似

している。増殖細胞とその境界にある細胞

でカスパーゼが特異的に活性化される現象

は｢再編制境界｣とでも呼べるシグナルの境

界面が細胞競合一般に存在することを考え

させる。この境界が出来ないと再編プロセ

スの遅延がおこり、決められた時間枠で進

行する発生や組織再生には大きな影響を及

ぼすことが予想される。細胞競合はがん細

胞が周辺組織を駆逐するプロセス、細胞再

生系における幹細胞と分化した細胞の間の



 

 

相互作用にも寄与すると考えられており、

今回の研究から示唆される細胞間相互作用

と共通した仕組みの存在が考えられる。 

 

【ほ乳類神経発生における細胞死シグナル】 
上記ショウジョウバエを用いた生体イメー

ジングの研究から、細胞死シグナルダイナミ

クスが発生の様々な局面に関わることが見

えてきた。では、ほ乳類神経系の発生過程に

おいて、細胞死シグナルはどのような機能を

持っているのだろうか。これを調べる目的で、

２つのアプローチによってカスパーゼ活性

を検出する実験系を構築した。1)抗体を用い

る方法と 2)SCAT を用いる方法である。 
 
1) 神経発生の様々な局面を、抗活性化カス

パーゼ３抗体を用いて調べたところ、発生中

の嗅覚神経軸索で強いカスパーゼ活性が検

出され、この活性は直接的にはアポトーシス

を誘導しないものであることが明らかにな

った。さらに、この領域で活性化されるカス

パーゼ９の基質としてSemaphorin 7Aを見い

だした。カスパーゼ活性化がおきない変異体

では嗅覚神経軸索走行に異常が観察され、そ

の際に嗅覚神経細胞数に異常は無かったた

め、カスパーゼ活性が非細胞死機能として軸

索走行制御に関わることが判ってきた。 

 
2) ほ乳類神経発生における細胞死シグナル

の動態を生体イメージングによって解析す

る目的で SCAT3を発現するトランスジェニッ

クマウスの作成を行った。本研究では、大量

のアポトーシスが観察される哺乳類神経管

閉鎖に注目した。神経管とは脳や脊髄のもと

となる器官であり、板状の神経板の左右両端

が筒状の神経管となるように融合するとい

う、神経管閉鎖を経て形成される。この神経

管閉鎖が正常に完遂されることが、その後の

中枢神経系の発生には必須である。致死的な

先天的奇形である外脳症や無脳症、また治療

は可能ですが発症率の高い水頭症や二分脊

椎の原因の１つは、神経管閉鎖の異常である

と考えられている。神経管閉鎖の過程では、

神経板の融合部周辺で大量のアポトーシス

が起こることが知られ、また、この時期のア

ポトーシスが減少したマウスでは頭部に神

経管閉鎖異常が高頻度で起こることが観察

されることから、頭部神経管閉鎖過程ではア

ポトーシスが重要な働きを担うことが示唆

されていたが、実際にアポトーシスが頭部神

経管閉鎖にどのような影響を与えるのかは

不明であった。これはアポトーシス細胞は通

常すぐに除去されてしまい、取り出した胚を

固定して調べるというこれまでの研究手法

では、検出できるものはごく一部であること、

さらに神経管閉鎖は非常にダイナミックな

形態変化をともなう子宮内で進行する現象

のため、既存の研究手法では、アポトーシス

の有無と神経管閉鎖の成否という結果の判

定しかできず、両者の関係性を詳細に見るこ

とができなかったことに起因している。 

 そこで本研究では、生体内におけるアポト

ーシスの検出の難しさという問題点を、超高

速スキャン型共焦点顕微鏡を用いたライブ

イメージング技術と、当研究室で開発したカ

スパーゼ活性化検出蛍光プローブ SCAT を組

み合わせることで克服した。これにより、哺

乳類頭部神経管閉鎖過程とそこで起こるア

ポトーシスとカスパーゼ活性化を同時可視

化することに初めて成功した。 

哺乳類頭部神経管閉鎖過程においてアポ

トーシスした細胞には、少なくとも２種類の

ふるまいがあることがわかった。通常、カス

パーゼ３を活性化したアポトーシス細胞は

断片化しすぐに近傍の組織に呑み込まれる

ことにより取り除かれることが知られてい

る。しかし、頭部神経管閉鎖過程ではこれら

の断片化する死細胞（classical (C)-type 細

胞）に加え、断片化せずに組織から脱落し長

時間そこに留まる細胞（dancing (D)-type 細

胞と命名）があることが、生体イメージング

により明らかになった。 

頭部神経管閉鎖の速度解析を行った結果、

これらのアポトーシスを阻害した場合には、

頭部神経管閉鎖の速度が顕著に減少するこ

とが明らかになった。また、アポトーシス欠

損時には頭部神経管閉鎖が一進一退する様

子も観察された。これらの結果から、アポト

ーシスは頭部神経板の形態形成運動に寄与

することで、頭部神経管閉鎖の円滑な進行に

貢献することが示唆された。 

 本研究で開発したアポトーシスと哺乳類

頭部神経管閉鎖動態の同時可視化システム

は、頭部神経管閉鎖異常を示す多数のマウス

変異体の解析にも応用可能であり、今後そう

した解析を重ねることで神経管閉鎖を可能

とする細胞動態の解明が期待できる。また、

この実験系において単一細胞レベルでの観



 

 

察を可能にすることで、細胞ストレス状態の

揺らぎを解析することが出来ると考えられ

る。 
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