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研究成果の概要（和文）： 
 発生過程での細胞間相互作用を定量化する目的で、２種類のレポーター遺伝子を用いたウニ

胚内での 1 細胞レベルでの蛍光の定量的システムの確立を試みた。その結果、細胞分化過程で

の遺伝子間の発現相関を検出することは出来なかった。そこで、人工酵素を利用したレポータ

ーノックイン胚を利用して、間充織細胞での遺伝子発現を定量的に解析したところ、細胞間相

互作用の変化に伴って発現のゆらぎが増大することが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 To quantitate the cell-cell interaction during development, we tried to establish the 
system for quantification of two reporter genes in sea urchin embryo. However, we could 
not observe the relation between the levels of two reporter gene expressions. Next we 
analyzed the expression in mesenchyme cells using knock-in embryos generated by 
ZFN-mediated gene addition, and found that there was variations in expression levels 
among primary mesenchyme cells dependent on the changes of cell-cell interaction.  
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2009 年度 1,400,000 420,000 1,820,000 

2010 年度 1,100,000 330,000 1,430,000 

2011 年度 1,100,000 330,000 1,430,000 

年度  

  年度  

総 計 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

 
 
研究分野：生物学 
科研費の分科・細目：生物科学・発生生物学 
キーワード：発生・分化、遺伝子、ゲノム、発生制御、ゆらぎ 
 
１．研究開始当初の背景 
多細胞生物を構成する多種多数の細胞は、

発生過程での特異的な遺伝子発現によって

生み出される。この特異的な発現は、細胞分

裂で受け継がれる調節因子の非対称的な分

配やシグナル因子を介した細胞間相互作用

によって段階的に決定されていく。また、初

期胚では、調節因子やシグナル因子のわずか

な濃度差を認識して運命の異なる細胞集団

が安定して誘導されるだけでなく、環境変化

に柔軟に対応し必要であれば失われた細胞

を再分化させる。これらのことから、多細胞

生物には発生をロバスト（頑強）に進行させ

る機構が備わっていると考えられる。一方、
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生体内の遺伝子発現などの化学反応には、

個々の細胞ごとに「ゆらぎ」が存在すること

が知られている（柴田達夫, 2006）。例えば、

転写に関わる制御因子群の分子数や空間的

分布は、時々刻々と変化し、細胞などの限ら

れた空間では転写量は確率的な過程に影響

を受けることが予想される。発生過程では、

このゆらぎに曝されながらも、細胞集団とし

て安定して分化を実行することから、ゆらぎ

を細胞間相互作用によって制御する機構が

多細胞生物に備わっていると考えられる。し

かしながら、個々の細胞のゆらぎが細胞間相

互作用によってどのように制御されている

のか、その機構については明らかにされてい

ない。細胞ごとのゆらぎの存在は、単細胞生

物を用いた１細胞イメージングの研究から

明らかにされてきた。大腸菌では、同じゲノ

ムをもつ細胞集団内において細胞間で異な

る表現型を示す細胞が現れることが報告さ

れている(Elowitz, MB. et al., 2002)。また、大

腸菌に人工遺伝子ネットワークを導入し、そ

れらの相互作用の解析から細胞間相互作用

とゆらぎの機能を明らかにする取組みが進

行している(ERATO複雑系生命プロジェクト, 

H16-H21)。この研究は、再構成したシステム

からフレームとなる理論を構築する研究と

して意義深いが、多細胞生物そのものをモデ

ルとした解析が必要であることは言うまで

もない。多細胞生物では、脊椎動物の体節の

繰り返し構造を生み出す体節時計が、多数の

細胞性振動子によって構成され、これらの振

動子が Notch 依存的な細胞間相互作用によっ

てゆらぎを抑え時計遺伝子の同調的な発現

を維持することが示されている（Horikawa, K. 

et al., 2006）。一方、発生初期の細胞分化にお

いて、ゆらぎがどのように制御されているの

か、細胞間相互作用によってゆらぎは抑えら

れているのかなど申請者が知る限りほとん

ど調べられていない。その理由として、モデ

ル多細胞生物の初期胚の多くは、細胞層が重

なり、細胞運動もさかんなため、個々の細胞

を３次元的に定量的に解析することが難し

かったことがあげられる。 

 
２．研究の目的 
多細胞生物の発生過程では、転写調節因子

やシグナル因子のわずかな濃度差を認識し

て運命の異なる細胞集団が誘導されるだけ

でなく、環境の変化に柔軟に対応し必要であ

れば失われた細胞を再分化させる。これらの

ことから、多細胞生物胚には発生をロバスト

（頑強）に進行させる機構が備わっていると

考えられる。一方、遺伝子発現などの化学反

応には「ゆらぎ」が存在することから、この

ゆらぎを細胞間相互作用によって制御する

機構が多細胞生物には備わっていると予想

されているが、その実体は明らかにされてい

ない。 

本研究では、発生のロバストネス(頑強性)

を支える細胞間相互作用を、生体内 1 細胞イ

メージングによって定量的に解析すること

を目的とする。細胞間相互作用と細胞ごとの

遺伝子発現のゆらぎとの相関を解析し、個々

の細胞での発現ゆらぎが細胞集団として統

合され、細胞運命が決定される理論的フレー

ムワークを解明する。本研究の成果は、多細

胞生物の発生および再生に見られる柔軟性

を理解することつながるとともに、分化の安

定しない幹細胞を調節する新しい技術の開

発へとつながる可能性が高い。 

 

３．研究の方法 

1)２種類のレポーター蛍光遺伝子を用いたゆ

らぎ解析システムの確立と計測…ウニ胚 Tb

遺伝子の時空間的な発現制御領域に CFP 遺

伝子および YFP 遺伝子を連結した構築を作

製し、補正用の蛍光色素と共にウニ胚へ導

入する。本構築には、導入した遺伝子の発

現安定化を図るため、インスレーター配列

を導入する遺伝子の両端に付加した。また、

ウニ胚では導入遺伝子がモザイク的に発現

するが、申請者が最近ウニ胚に適用するこ

とに成功した I-SceI メガヌクレアーゼを用

いた方法によって、高効率に発現構築をゲ

ノム中に導入した。さらに、導入された２

種類のレポーター遺伝子の発現を、発生過

程を追って１細胞単位で共焦点レーザー顕

微鏡によって計測するシステムの確立を行

った。本研究ではウニ胚 Tb 遺伝子の時空間

的な発現制御領域に GFP 遺伝子および RFP

遺伝子を連結した構築を作製し、補正用の蛍

光色素と共にウニ胚へ導入する。導入された

２種類のレポーター遺伝子の発現を、発生過

程を追って１細胞単位で共焦点レーザー顕

微鏡によって計測した。 

2)２種類のプロモーターを用いたゆらぎ解析

システムの確立…ウニ胚一次間充織細胞の

遺伝子ネットワークにおいて調節転写因子



 

 

である Tb 遺伝子プロモーターと下流の構造

蛋白質である SM50 遺伝子プロモーターにそ

れぞれ異なるレポーター遺伝子（CFP 遺伝子

および YFP 遺伝子）を連結した構築を作製し、

これをウニ胚に導入して発生過程を追って

１細胞単位で共焦点レーザー顕微鏡によっ

て２種類の蛍光を計測した。 

3)人工酵素 ZFN を用いたレポーター蛍光遺

伝子のノックインおよび 1 細胞単位での定量

化…Ets 遺伝子を切断する ZFN を用いて GFP

遺伝子をウニ胚へノックインした。このノッ

クイン胚を用いて、共焦点レーザー顕微鏡に

よる１細胞単位での蛍光量を測定した。さら

に、２種類の蛍光レポーター遺伝子（GFP お

よび mCherry）を ZFN と共導入し、両蛍光を

観察した。 

 
４．研究成果 

1)２種類のレポーター蛍光遺伝子を用いた

ゆらぎ解析システムの確立と計測 
ウニ胚 Tb 遺伝子の時空間的な発現制御領域
にレポーター遺伝子（CFP 遺伝子あるいは
YFP 遺伝子）を連結した構築を作製し、補正
用の蛍光色素と共にウニ胚へ導入した。導入
胚においてレポーター蛍光を発する細胞の
蛍光を、共焦点レーザー顕微鏡を用いて発生
過程を追って複数の胚において定量的に解
析した。しかしながら、CFP 蛍光が弱く、ウ
ニ胚ではバックグランドの蛍光が高いため
定量的な解析が難しいことが明らかになっ
た。現在、レポーター蛍光が強くバックグラ
ンドの低いレポーター遺伝子に変更する検
討を行っている。 
2)２種類のプロモーターを用いたゆらぎ解
析システムの確立…２種類の異なる遺伝子
プロモーターを異なるレポーター遺伝子で
モニターし、遺伝子発現のゆらぎと細胞分化
の関係を調べる実験を開始した。この方法に
よって、ネットワーク上流の Tb 遺伝子に対
して下流の SM50 遺伝子がどのように発現応
答するのかその相関を定量的に解析するこ
とが可能である。それぞれの遺伝子プロモー
ターに異なるレポーター遺伝子（GFP および
YFP）を連結した構築を、ウニ胚に導入して
２種類の蛍光量を測定した。平均 15 個体の
胚を受精後 10 時間から 24 時間かけて１細胞
レベルで計測したところ、明確な相関を示さ
ない胚が多数観察されたことから、Tb 遺伝子
の発現量と一次間充織細胞の分化には明確
な相関は見られないことがわかった。 
3)人工酵素 ZFN を用いたレポーター蛍光遺
伝子のノックインおよび 1 細胞単位での定量
化…ZFN 利用して GFP 遺伝子をウニゲノム
の HpEts 遺伝子座へをノックインし、胚発生

過程における１細胞レベルでの蛍光量測定
発現を解析した（下図)。その結果、予定一次
間充織細胞および一次間充織細胞に検出さ
れる蛍光強度は発生に伴ってその差が大き
くなることが分かった。さらに、GFP 遺伝子
と mCherry 遺伝子の２種類の蛍光遺伝子をノ
ックインしたところ、1 つの細胞に両蛍光を
検出することができないことから、レポータ
ー遺伝子は片対立遺伝子にノックインされ
ていることが明らかになった。これらの結果
から、胚性の Ets 遺伝子の発現は、一次間充
織細胞に分化して細胞間相互作用が変化す
る過程において、ばらつきが大きくなってい
くことが明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 Ets 遺伝子発現の定量的解析 
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