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研究成果の概要（和文）： 
発生の硬組織形成過程で起こる最初の重要な変化は、細胞が組織内で凝集すること、すなわち
細胞凝集塊形成である。骨格の形成機構を理解する上で、細胞凝集塊を引き起こす分子メカニ
ズムを解明することは極めて重要である。本研究では細胞凝集塊形成に関わる分子を網羅的に
単離し その遺伝子発現解析・機能解析を包括的に行う方法を確立した。さらにそれらを通じ
て新規制御因子の機能解析を試みている。 
 
研究成果の概要（英文）： 
During skeletal development, the skeletal blastema starts from cell aggregates formation 
in the mesoderm tissue. To understand skeletal tissue formation, it is crucial to 
elucidate molecular mechanism how cell aggregates are formed. In this study we aimed to 
establish molecular approaches to identify functional molecules involved in the cell 
aggregates formation and to analyze their expressions and functions. Through these 
approaches, we identified and characterized several molecules that may function in the 
skeletal blastema. 
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１．研究開始当初の背景 
硬組織形成における最初の重要な変化は細胞
凝集塊形成である。胎生期の肢芽において、
粗な未分化間葉組織の中に細胞が密集する部
分が現れる。まもなくそれらの細胞が軟骨特

異的な分子、例えば転写因子Sox9を発現する
ようになる。凝集塊で細胞増殖が盛んに起こ
り、３次元的に広がり引き続いて他の軟骨表
現形質を発現する。未分化間葉細胞の凝集塊
形成は軟骨分化に先行することから、このin 



vivoの発生期における細胞凝集塊形成時にお
こる決定的な変化はなにか、働いている制御
因子が何かを知ることは、骨格原基の形成機
構を理解するうえで極めて重要である。 
 発生における軟骨分化については、多くの
研究がなされ、いくつかの重要な分子が同定
されている。 
 例えば前述の転写因子Sox9は凝集塊形成
直後の分化ならびに分化の維持において必須
であることが報告されている。また研究代表
者らは重要な制御因子として、BMP抑制分子
であるNogginとforkhead型転写因子foxc2が
細胞凝集塊領域に発現し、ともにBMPの制御
下にあることを報告した。これらに分子の主
たるターゲットは、細胞凝集塊形成以降の骨
格原基であり、凝集塊形成そのものを制御す
る分子についてはほとんど未同定である。 
 これまでの研究成果からマウス肢芽にお
いては胎生 10 日から 11 日において、細胞凝
集塊が現れ、既知の重要な分子も選択的に発
現することを確認している。本研究で目指す
細胞凝集形成機構に関わる制御分子の同定
に必要な手段は、この時期の骨格原基凝集塊
特異的に発現している分子を網羅的に単離
する手法と、凝集塊形成をターゲットとした
機能解析法であると考えている。前者につい
ては、in vivo の微少な組織から特異的に発現
している遺伝子を直接かつ網羅的行う方法
を確立することが必要である。共同研究者の
荒木、安倍らが開発した新規高精度発現プロ
フィール法（HiCEP 法）を応用した微量サ
ンプル解析法を考案し、萌芽的な研究として
開始した。本研究においては、それらの研究
を発展させ、得られた多数の遺伝子について,
包括的な発現解析と機能解析を行う方法論
の確立を試み、さらに骨格組織の細胞凝集に
関わる制御分子の同定を行う。 
 
２．研究の目的 
これまでの予備研究として網羅的新規発現プ
ロフィール解析法を用い、３万以上の転写物
をカバーし、ナノグラムオーダーという微量
のRNAから、細胞凝集塊に選択的に発現が認
められる３００種類の転写産物を得た。感度
が高くほぼすべての転写産物をカバーする技
術であるため、新規、既知含めて多数の候補
遺伝子が得られており、次の研究の展開とし
て、多数の中からいかに機能的な遺伝子を同
定するか、ということが重要になる。本研究
においては、詳細な遺伝子発現の局在解析を
通じて機能の重要性を推定し、さらに各遺伝
子をウイルスに組み込みin vitro, in vivo双方
において間葉細胞に作用させ機能解析を行う。
対象となる遺伝子が多数（最終的には300種
類）であるため、大量にかつ簡便に行える発
現解析法、機能解析法が必要である。すなわ
ち骨格原基凝集塊特異的に発現している分子

を網羅的に単離する手法と、凝集塊形成をタ
ーゲットとした機能解析法が必要である。本
研究では、従来の方法論を発展改良し、包括
的な発現解析法、機能解析法の確立をめざし、
それを通じて骨格原基の細胞凝集形成機構に
関わる制御分子の同定を行うことを目的とす
る。 
 
３．研究の方法 
（１）現在得られている候補遺伝子は凝集塊
そのものに高い発現を示すと予想される遺伝
子群であるが、より詳細な時間的空間的局在
を 知 る た め 、 ホ ー ル マ ウ ン ト in situ 
hybridizationを行う。とりわけ、多数の分子に
ついて同時に発現解析を行うための方法とし
て、従来の方法を改良した包括的ホールマウ
ント遺伝子発現解析法 comprehensive whole 
mount in situ hybridization(cWISH)の確立を行
う。とりわけ遺伝子のクローニングがなされ
ていなくても、PCRをベースとした方法でマル
チウェルプレートで行うことができ、多量の
サンプルをハイスループットで行うのに適し
ている。 
（２）ウイルスを用いて発現解析から絞り込
んだ多数の候補遺伝子の機能解析を、in 
vitroのアッセイにて行う。遺伝子導入方法
として確実かつ強力に発現させるため、まず
組み換えアデノウイルスの構築を行う。アデ
ノウイルスを用いる方法は他の遺伝子導入
方法に比較し時間と手間がかかる。多数の候
補遺伝子についてアデノウイルスを構築す
るため、従来のベクターに改良を加えたもの
を用いる。バックボーンベクターにはＧＦＰ
遺伝子を挿入したので、トランスフェクショ
ン効率やウイルス上清のタイターチェック
が容易になる。 
 また組み換えアデノウイルスの構築が極
めて困難な遺伝子については、レトロウイル
スを用いる。Kitamuraらが開発したpMYベク
ターに対象となる遺伝子のORF を組み込ん
で行う。 
  
４．研究成果 
（１）包括的遺伝子発現解析法の確立とそれ
を用いた発現解析 
 多くの遺伝子発現解析を同時に行うための
方法として、従来の方法を改良した包括的ホ
ー ル マ ウ ン ト 遺 伝 子 発 現 解 析 法 
comprehensive whole mount in situ 
hybridization(cWISH)の確立を行った。従来
の方法では、プローブラベルはクローニング
ベクターに組み込んでラベルをする。数十も
の多数の分子を扱う上で、それらの方法では
時間と手間を要するため、PCRをベースとし
たラベル法を考案した。まずmRNA を鋳型に
してcDNAを合成し、続いて両端のプライマー
によってPCRを行った。それに対して端にT3 



or T7 RNA polymeraseの認識部位を付加し
たプライマーでnested PCRを行う。それをテ
ンプレートとしたRNA probe合成を行う。す
べてマルチウェルプレートで行えるので、他
種類のプローブを簡便に作製することが可
能である。 
（下図は１８種の遺伝子について同時にプ
ローブラベルを行ったゲルの写真を示す） 
 
 
 
 
 
 
それらを用い約１００遺伝子について発現
解析を行った。多くが骨格原基やその周囲に
特徴的な発現をすることを観察し、この包括
的遺伝子発現解析法の有用性を確認した。 
（下図は機能未同定のすべて異なる遺伝子
の発現を示す。それらが肢芽の骨格原基ある
いはその近傍に発現していることを示す。） 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
各遺伝子についてWISHで興味深い発現が認め
られたものについては、切片を作成し、セク
ション上で骨格形成期におけるそれらの遺伝
子発現をさらに詳細に解析した。 
 
（２）前記の対象となった遺伝子のうち、骨
格原基あるいは周囲に発現が特徴的である
が、機能が不明と思われる分子群について機
能解析を行う強制発現法の確立を目指した。
まず強制発現を行うためにはアデノウイル
スベクターに組み込むシステムの確立を行
った。アデノウイルスについては、多数の候
補遺伝子について包括的に構築するため、従
来のベクターに改良を加えたものを用いた。
バックボーンとしてInvitrogen社 Gateway 
system Adenovirus vector を用いた。既存
のベクターではなく、プロモーターとして最
も強力なCAGプロモーターをもち、マルチク
ローニングサイトの下流にIRES-GFPカセッ
トを組み込んだオリジナルベクターを作成
した。このベクターのメリットはGFPが組み
込んであることにより、ウイルスのタイター
チェックが容易に行える点にある。attR1.R2

サイトをもつAdenovirus vectorにはLR反応
で容易かつ迅速にクローニングできるので
多数のベクター構築が容易となる。 
 
（下図は機能未同定の異なる遺伝子を発現
するアデノウイルスを作成し、それを細胞に
感染させた写真を示す。下段がGFPの発現） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
ウイルスベクターをヒト２９３細胞にトラ
ンスフェクションさせてウイルス粒子を産
出させるが、ベクターに目的遺伝子を組み込
んで以降のウイルス作成の際いくつかの問
題が生じた。 
 ＧＦＰをモニターとして２９３細胞にト
ランスフェクションして効率を評価するが、
効率に問題なくてもその細胞培養上清中に、
感染効率の高いウイルス粒子がほとんど存
在しない場合がいくつかの遺伝子によって
見られた。またＧＦＰを指標としてウイルス
粒子を確認したものの、目的とする遺伝子の
発現が極めて低い遺伝子も見られた。 
 前者については、クローニングした遺伝子
が２９３細胞に対して何らかの影響をおよ
ぼす可能性が考えられる。後者については、
目的とする遺伝子の配列一部欠失の可能性
を考えたが、配列を確認したところそのよう
な欠失は認められず、原因は不明であった。 
（３）一部の遺伝子については、 レトロウ
ィルスベクターに組み込んだ。すなわち、北
村らが開発したレトロウィルスベクター
pMYs vectorを用い、そこに候補遺伝子の全
長を組み込んだ。一方で、発現抑制を行うも
のについては、siRNAを作成した。それらをマ
ウス胎生10日齢、11日齢の肢芽間葉系細胞、
胎生18日齢頭蓋骨由来骨芽細胞に感染、ある
いは遺伝子導入し、効果を解析した。 

（４）２つの機能分子NLK、PRDCが骨格原基に

発現し、機能することを見いだした。 

レトロウイルスを用いた強制発現、siRNAを用

いた実験で骨格系細胞の分化初期に発現する

NLKが、初期の分化過程に対して抑制的に働く

ことを見いだした。一方PRDCは骨格系細胞

の分化初期に発現し、BMPに対して抑制的に

働くことを見いだした。PRDCを発現させた

アデノウイルスでは骨格系細胞の後期分化を

顕著に抑制し、一方でそれらの発現抑制によ



って逆に分化を促進した。さらに別の転写因

子はアデノウイルスの作成を行いマウス胎生

10日齢、11日齢の肢芽間葉系細胞に感染させ

たところ、骨格原基の細胞凝集形成を有意に

促進した。引き続いてそれらのvivoでの機能

を解析している。 
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