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研究成果の概要（和文）：細胞間での遺伝子発現がばらつく変異株の単離を試みた結果、4種類の興味深い変異株が得
られた。そこで、母細胞での転写の活性化状態が、娘細胞でどの程度失われているのか、遺伝子の転写を生細胞内で長
時間計測するライブイメージング技術を用いて検討した。その解析の過程で、発生分化開始直後にはランダムな振る舞
いをしていた発生の遺伝子が、発生分化開始後5時間で、細胞集団全体で同期して活性化と不活性化を繰り返すという
非常に興味深い現象を発見し、その詳細なメカニズムを解析した。

研究成果の概要（英文）：In a forward genetic screen, 4 mutants that exhibited high heterogeneity in gene 
expression were isolated. To investigate the inheritance of active transcriptional states between mother 
and daughter cells in the mutants, I have directly recorded a dynamic nature of transcription in 
individual living cells through mitosis. During these analyses, synchronized oscillatory transcription 
events were observed at 5h development and then molecular mechanisms of the oscillatory events were 
analyzed in detail.

研究分野：発生生物学
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１．研究開始当初の背景 
 転写産物の計測で一般に用いられる
QPCR、マイクロアレー、RNA-Seqは、多く
の遺伝子発現の情報を容易に得ることがで
きる反面、ある時点の数千から数十万個の細
胞の平均化された状態を見ているため、一細
胞レベルでの経時的な情報を得るといった
目的には適さない。近年の顕微鏡技術の発展
により、個々の細胞における遺伝子発現をモ
ニターすることが可能となってきた。しかし、
多くの研究では、蛍光タンパク質やルシフェ
ラーゼなどを指標として間接的に転写を計
測する方法をとっているため、転写後のRNA
のプロセシングやタンパク質の安定性とい
った現象による影響を完全に無視できない。 
 このような問題点を克服でき、直接 RNA
の産生を生細胞内で検出する方法が「MS2
システム」である。これは、MS2バクテリオ
ファージのもつ外被タンパク質が MS2 ステ
ムループ RNA に非常に高い親和性で結合す
る性質を利用したものである。この手法によ
り、リアルタイムに RNA 産生の現場での転
写の動的挙動を直接とらえることが可能と
なり、転写がパルス状に不規則な間隔で活性
化するといった興味深い知見が得られてき
た。 
 そこで私は、転写の動的挙動が細胞増殖や
分裂を介してどの程度正確に維持され、母細
胞から娘細胞へと引き継がれているかとい
う問題に答えるため、「MS2 システム」と長
時間高解像度でライブイメージングする技
術を融合させた「世代間の転写活性計測シス
テム」を開発し、解析をおこなってきた。そ
の結果、転写の動的挙動が、母と娘細胞間、
娘細胞同士でほぼ完全に継承・維持されてい
ることを明らかにした。そのメカニズムとし
て、DNA にコードされないクロマチン構造
の情報が次世代に継承される可能性が考え
られた。そこで、クロマチン構造の修飾に関
わる分子に着目し、ヒストンの修飾（H3K4
のメチル化）がその継承に関わっていること
を突き止めた。 
 
２．研究の目的 
生物における細胞増殖や発生分化過程で
は、関連する遺伝子群が適切な量とタイミン
グで発現することが重要であると考えられ
ている。一方で、形態学的に同一に見える細
胞群でも、遺伝子の発現には量的なばらつき
が存在することを示す例が報告されている。
しかし、この遺伝子発現の細胞間でのばらつ
きに対する基本的理解、すなわちその原因や
発生分化への影響についての知見は未だ得
られていないのが現状である。 
一般的に細胞分裂を介した転写活性化の
継承には、細胞質由来の因子、核の情報、細
胞外のシグナルなどが関わっていると考え
られている。このように幅広い可能性が考え
られるため、世代間での転写活性の維持・継
承に関わる未知の分子の同定を目的とした

包括的なスクリーニングを実施する。さらに、
転写活性を長時間計測可能な技術である「世
代間の転写活性計測システム」を用いてこれ
らの分子の役割を検証し、転写の次世代への
継承の分子機構を解明することを目的とす
る。 
本研究の最大の特徴は、私が開発してきた、
転写のダイナミクスを長時間、複数の細胞周
期にわたって直接 RNA レベルで検出する
「世代間の転写活性計測システム」を用いた
解析である。この技術により、QPCRやマイ
クロアレーといった細胞集団の平均を解析
する方法や蛍光タンパク質などを指標とす
る間接的解析方法では得られない、直接的か
つ本質的な知見を得ることが可能である。 
本研究で解明される世代間の転写活性化
維持のメカニズムは、発生分化機構の理解の
みならず、医療面における応用の可能性も考
えられる。例として、抗がん剤治療において、
長期薬剤投与による薬剤耐性を持つ細胞の
出現が問題となっているが、この癌細胞の薬
剤耐性獲得に、細胞間でのばらつきの増加が
関わるという報告がある。本研究で得られる
知見から、将来的に細胞間での転写のばらつ
きを軽減させ、抗がん剤での長期治療効果を
改善させるといった応用が期待できる。 
 
３．研究の方法 
ラ ン ダ ム 挿 入 変 異 を 導 入 し た
Dictyostelium 細胞のライブラリーから、細
胞分裂を繰り返すに従い遺伝子発現が大き
くばらつく変異株の単離をおこなう。さらに、
原因となったランダム挿入変異のゲノム上
での位置を挿入されたマーカー配列を基に
したインバース PCR 法により同定する。次に、
スクリーニングから得られた変異について
「世代間の転写活性計測システム」を用いて
イメージング解析を行う。 
 
４．研究成果 
（１）遺伝子発現の細胞間でのばらつきが大
きくなる変異株を REMI 法（制限酵素仲介遺
伝子挿入法）により 4 種類単離した。この 4
種類の変異株について、変異が生じているゲ
ノム領域を同定するためにインバースPCRを
行った。その結果、4種類の変異株のうち、2
株は遺伝子の上流の非翻訳領域に、残りの 2
株は遺伝子の翻訳領域に変異が挿入されて
いることがわかった。 
 遺伝子の上流の非翻訳領域に挿入されて
いた株は、その下流の遺伝子発現を低下させ
た結果、ばらつきが大きくなるという表現型
が観察された可能性がある。そこで、その下
流の遺伝子の発現を野生株と比較した。その
結果、その変異株における下流遺伝子の発現
が 1/10 以下に低下していたことから、遺伝
子上流の非翻訳領域に導入された変異が、下
流の遺伝子の発現を低下させ、ばらつきが大
きくなるという表現型を生じさせた可能性
が示唆された。 



（２）4 種類の変異株は、同定された変異領
域以外の異なる領域にも変異が生じたため、
細胞間でのばらつきが大きくなる表現型を
示した可能性がある。そこで、その可能性に
ついて検討するため、変異ライブラリーを作
製する際に用いた親株に対し、同定された変
異領域にだけ変異を加えた株を再度作製し
た。その結果、4 種類の変異株のうち、3 種
類については表現型が再現できなかったが、
1 種類については表現型が再現された。この
遺伝子は、JmjC ドメインを含むタンパク質を
コードしていたことから、ヒストン脱メチル
化活性を触媒する可能性が考えられる。 
 
（３）この変異株は、蛍光タンパク質を遺伝
子発現の指標としたスクリーニングにより
得られたため、転写の活性化レベルによる影
響か、それともタンパクの合成速度の違いや
翻訳後修飾などによる影響かを区別する必
要がある。そこで、「世代間の転写活性計測
システム」を用いたイメージング解析により、
細胞分裂を介して転写の動的挙動が母と娘
細胞間、娘細胞間で維持されているのかにつ
いて検討した。未分化状態の細胞は act5 遺
伝子について、発生分化過程の細胞では、
csaA 遺伝子を指標とすることで、転写活性化
の維持が正常に行われているか解析してい
る。 
 
（４）この解析の過程で発生分化特異的遺伝
子の一つである csaA 遺伝子は、発生分化誘
導直後に他の遺伝子同様、確率的でランダム
な振る舞いを示していたが、発生分化が進行
するに伴い細胞集団で同調し始め、約 6分間
隔で転写がオン・オフを繰り返すという現象
（短周期発現振動）を示した。さらに、csaA
遺伝子を標的とする GATA ファミリー転写因
子 GtaC をイメージングした結果、細胞質と
核の間を約6分間隔で行き来していることが
発見された。そのため、転写因子 GtaC によ
って csaA 遺伝子の周期的な転写活性化が制
御されている可能性がある。そこで、転写因
子 GtaC と csaA の転写活性化の周期性が、同
じタイミングで起こっているのか、異なるタ
イミングで起こっているのか明らかにする
ために、この 2つの現象を同時にライブイメ
ージング解析した。その結果、発生分化誘導
直後では、周期的な変動が見られないのに対
して、発生分化 5時間の段階では、細胞集団
全体での csaA の転写活性化と GtaC の核・細
胞質の行き来が約6分おきに同調して起こる
という現象を確認することができた（図 1）。 
さらに、この 6 分間隔の周期を強制的に 2
分や 12 分周期に変えてみたところ、発生分
化に関わる遺伝子の活性化が正常に起こら
ないことや形態形成が正常に開始できない
といった異常を認めた。このことから、この
「短周期発現振動」は発生分化の進行に必須
の現象であり、発生過程のタイマーとして機
能すると考えている。 
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図１ 遺伝子の発現振動 
（A）GtaC の局在変化と csaA の発現動態
を同時にライブセルイメージングした
もの。GFP-GtaC の細胞（緑のみ）と転写
を計測する細胞（核を赤でラベルした細
胞）の 2 種類を混ぜ合わせている。3 次
元撮影した画像をマージして表示。矢印
が観察された転写活性化スポット。
（分：秒）（B）発生分化誘導直後と発生
分化過程（開始後 5 時間）での csaA 遺
伝子の発現動態（×）と csaA 遺伝子を
標的とする転写因子 GtaC の核移行レベ
ルの変化（▲）。分化誘導直後には、発
現振動が見られないが、発生分化過程で
は細胞集団で同調した発現振動が観察
される。 
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