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計画研究：2000～2004年度

モデル多細胞生物発生の遺伝子システムの全体像解明と計算機モデ
ル化
●小原 雄治　

国立遺伝学研究所生物遺伝資源情報総合センター

〈研究の目的と進め方〉
１．研究目的

生命は分子から細胞、組織／器官、個体、集団という
階層構造をとる複雑なシステムである。そのような生命
システム解明の究極のゴールはそれらを計算機モデル化
し計算機上で再現すること（コンピュータシミュレーシ
ョン）である。そのためには、遺伝子システムの全貌解
明やコンピュータモデル化さらにはその検証に向いた実
験系で始めることが重要であるし、コンピュータシミュ
レーションを複雑な生命現象理解の有効な手段とするに
は、計算手法や実験結果の取り入れかた等に多くの革新
が必要である。そこで、本研究では線虫を用いて構造、
発現、機能、進化研究をいわば四位一体で進め、全遺伝
子の構造、発現パターン、機能情報を得、さらに近縁種
について発生メカニズムの違いと関連する遺伝子領域に
ついて比較ゲノム解析をおこない、これらの結果を逐次
統合し、発生の遺伝子システムの解明をおこなう。さら
に、いくつかの発生過程について計算機モデル化を試み
る。

図1．ゲノムの発現・機能マップ

２．研究開始時の目標計画
１）線虫C.elegansのcDNAプロジェクトを徹底的に進め
全遺伝子構造を明らかにする。
２）全遺伝子の全生涯におけるmRNAの発現パターンを
明らかにする。
３）初期胚など細胞運命決定時期に発現する遺伝子タン
パクの局在を明らかにする。
４）各現象で発現する遺伝子の機能解明を体系的なRNAi
によりおこなう。
５）以上のデータを統合するデータベースを構築し遺伝
子ネットワーク解明をおこなう。
６）上記のデータをもとに初期胚発生の計算機モデル化
をおこなう。
７）発生・細胞分裂・細胞接触パターンが異なる近縁種
の比較ゲノム解析を進め、発生メカニズムの進化を研究
する。

３．研究成果
１）線虫C.elegansのcDNAプロジェクト

数種のcDNAライブラリー（通常法、オリゴキャップ
法による完全長濃縮）からcDNAクローン合計約16万ク
ローン端読み解析を行い、EST配列（5' タグ数：126,431、
3' タグ数：116,616、両側あり：107,031クローン）を得た、
クラスタリングの結果、14,222遺伝子に分類された（図2

参照）。
EST配列としてデータベースに登録するのは一定以上

のクオリティ部分のみ（400-500塩基）である。しかし、
その先も配列情報は十分保持しているので、ゲノム配列
と比較してエキソン・イントロン構造を確定していくた
めのプログラムAcemblyを開発した。まず最初の高クオ
リティの部分がアラインされるが、エキソン・イントロ
ン境界に来ると突然合わなくなる。しかし、その先を調
べるとまたうまく合う部分がでてくるので、これを繰り
返す。このやりかたでは、800塩基程度まで合わせること
ができるので、mRNAの平均鎖長（1.5-2Kb）のクローン
であれば、両側からのクロマトデータがあれば全領域を
カバーできる。より長い遺伝子については、途中クロー
ンを利用した「unigene」方式になる。完全オートマチッ
クではなく手作業が入るが、その結果、10,126遺伝子の
エ キ ソ ン ／ イ ン ト ロ ン 構 造 を 確 定 し た 。 多 数 の
alternative splicingを検出し、遺伝子あたり平均1.7種の
mRNA, 1.4種のタンパク質コーディング配列を見いだし
た。ちなみに、最小のエキソンは9ベースであり、アスパ
ラギン酸・アスパラギン・アラニンをコードしていた

（これらのアミノ酸の略号はD・N・Aである！）（図4）。
この情報は、ゲノム配列からの遺伝子予測を大いに助け
ることになり、C.elegansゲノムの統合データベースであ
るWormBaseで活用されている（図3）。実際、遺伝子予
測をもとにしたWormPepデータベースは間違いが多いこ
とが判明した。111個の新たに予測された遺伝子では33％
しか正確ではなかった。第1エキソン、最終エキソンは
35％、28％で修正が必要であり、33％で内部エキソンの

修正が必要であった。
一方で、この時点の結果から、ゲノム配列のクオリテ

ィが非常に高いこと、恐らくまだ0.7～1.2Mbの欠如ある

図2．cDNAプロジェクトの流れ
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ことが示唆された。また、EST側の問題も修正した。例
えば、キメラクローン、内部欠失や逆位、内部プライミ
ング、スプライシングのミス、などである。このような
問題配列の割合は通常cDNAライブラリーでは1％、オリ
ゴキャップ法ライブラリーは5％、公的データベースのも
のは2％であった。

同時に我々は、体系的な遺伝子命名法を提唱した。例
えば1K18 (mec-8)と表記し、染色体番号（1-6、6はX染色
体）、染色体を１Mb毎に区切ったブロック（20Mbの染色
体ならA-V、I, O, Zは除く）、遺伝子3'末端の位置（Kbで
表示、偶数、奇数で向きを表示）、通常遺伝子名（もしあ
れば）とする。この場合では、第1染色体のKブロック

（端から10Mb）の18Kbのところに3'末端があり、逆方向
に転写、遺伝子名はmec-8である。

オリゴキャップライブラリーは新たな知見を多くもた
らした。80％が5'-capからポリAまで含むものであり、線
虫特有のトランススプライスリーダー配列（SL）が65％
の遺伝子に見出された。12のSL（4つは既知）に分類さ
れ、これらは15箇所30のSL前駆体遺伝子由来であること
がわかった。遺伝子の76％はSL1をもち、24％はSL2から
SL12であった。後者の多くは前の遺伝子との間が300bp
以下であり、オペロン様の転写であることが示唆された。
SL1以外のマイナー配列は胚発生期には5％であったもの
が、成虫期には25％に増加するなど、スプライスリーダ
ー配列の使い分けが示唆された。

これらの情報はNEXTDB <nematode.lab.nig.ac.jp>、及
びWormBase <www.wormbase.org/>で公開した。

２）全生涯におけるmRNAの発現パターン
whole mount embryoのマルチウェルフォーマットin

situハイブリダイゼーション法を用いた大量試料の解析
をおこなった（図5,6）. ESTプロジェクトから分類した
cDNAのうちこれまでに10,800種をプローブにハイブリダ
イゼーションをおこなった。線虫は小さいので胚発生の
全ステージが8ウェルスライドの１ウェルで検出できる。
幼虫から成虫は少し大きくなるので４ステージに分け、
それぞれ１ウェルで検出する。プローブはDIG標識し発
色法で検出した。通常、試料とプローブ毎に条件の最適
化が必要であるが、大量試料を扱うために比較的安定な
条件を見出し、各遺伝子についてプローブ濃度を２点と
って安全を期した。

そして、画像を残し、以下のような最小限のアノテー
ションをつけてデータベース化している。胚発生につい
ては典型的な10ステージに分類し、それぞれについて10-
20程度の典型的な細胞、組織、領域の発現パターンに分
け、シグナル強度を３段階とっている。幼虫ー成虫は４
段階に分け、やはりそれぞれ10程度の典型的な領域と３
段階のシグナル強度でアノテーションを与えている。結
果的に (ステージが胚発生10+幼虫4)x領域10x強度3=420
次元の情報となる。

これらはNEXTDB <http://nematode.lab.nig.ac.jp>に統
合化し公開している。発現パターンの類似性を検索する図4．Alternative splicing例。下部は最小エキソン。

図3．WormBaseのcDNAアラインメント画面例

図5．Whole mount in situハイブリダイゼーションの流れ

図6．Whole mount in situハイブリダイゼーション例
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システム（SearchEX）も構築した（図7）。いわば発現パ
ターンのBLASTともいえる。

これらをもとに以下のような世界各地との共同研究を
推進した。
・C.elegansのunc-32遺伝子がV-ATPaseのαサブユニット
のアイソフォームをalternative splicingで産生することと
組織特異的な機能をもつことを明らかにした（論文3）
・OST（open-reading-frame sequence tag）解析により少
なくとも17300のC.elegans予測遺伝子の発現を確認した。

（論文5）
・生物間で保存されたRNA heliaseであるC.elegans cgh-1
遺伝子は配偶子形成に必要であり、卵巣で発達過程の卵
母細胞のアポトーシスを阻害することに働いていること
を明らかにした。（論文6）
・cDNAマイクロアレイを用いたcDNAサブトラクション
とRNAiを組み合わせたスクリーニングによりC.elegans
の生殖腺発生に働く遺伝子群を同定した。（論文7）
・C.elegansの介在神経分化の細胞運命決定をコントロー
ルする3つのホメオボックス遺伝子ceh-10, ttx-3, ceh-23か
らなる調節カスケードを明らかにした。（論文8）
・mRNA cap結合タンパク質であるelF4Eのアイソフォー
ムは生殖顆粒の構成物であり、C.elegansの精子形成に働
いていることを明らかにした。（論文9）
・C . e l e g a n sのTGF -βリガンドであるDBL - 1は
polyploidizationと体長を制御するPR-relatedタンパク質で
あるLON-1の発現を調節していることを明らかにした。

（論文11）
・cDNAマイクロアレイを用いて、グラム陰性菌Serratia
marcescensのC.elegansへの感染により誘導される遺伝子
群を明らかにし、他の生物で免疫応答に関与するlectinや
lysozymeなどが含まれることがわかった。これらはDBL-
1/TGFβパスウェイで制御され、lysozymeの過剰発現は
菌への抵抗性を上昇した。C.elegansにおける自然免疫と
もいえる誘導性の抗菌防御の最初の報告である。（論文12）
・癌抑制遺伝子VHLに結合する新規タンパク質VBP-1に
ついて、RNAi解析により、C.elegansの形態形成に働い
ていることを明らかにした。（論文14）
・cDNAマイクロアレイを用いてC.elegansをステロイド
ホルモンに暴露した際に誘導される遺伝子群を同定した。

（論文17）
・RING-H2フィンガータンパク質RBX1がC.elegansの減
数分裂、有糸分裂における染色体凝縮と分離、及び細胞
質分裂に必要であることを示した。（論文19）
・C.elegansにおけるヒトSARMのオルソログTIR-1（TIR
ドメインアダプタータンパク質）によるTLR（Toll-like

receptor）には依存しない自然免疫シグナル経路を見出
した。（論文20）
・nfi-1（Nuclear Factor 1）はC.elegansの行動と寿命に関
わるがDNA複製過程には必須ではないことを見出した。

（論文25）
・cDNAマイクロアレイを神経細胞など少数の特異的な
細胞に応用するためにpolyA テールのtargeted pull-down
法を開発し、繊毛感覚神経特異的な遺伝子群を同定した。

（論文23）

３）母性発現遺伝子の体系的RNAi
線虫は不等卵割を含む卵割を繰り返し、母性遺伝子産

物の局在やそれによって引き起こされる細胞間相互作用
によって、運命の異なった細胞を生じる。この過程は多
くを母性遺伝子に依存している。しかし、母性で発現す
る遺伝子は、ハウスキーピング遺伝子を含み全遺伝子の
半分を占める。そこで、このうち「2細胞期から原腸陥入
開始期までにその発現が消失あるいは局在する遺伝子群」
に注目した。経験上、胚発生に重要な役割をもつ遺伝子
はこのような発現をすることが多いからである。約5000

遺伝子の発現解析が行われた時点でこのクラスに分類さ
れ た 477遺 伝 子 に つ い て RNAi (RNA mediated
interference)による機能解析を行った。具体的には標準
N2株に各遺伝子の2本鎖RNAを顕微注入し、注した親虫、
F1胚、孵化した幼虫(escaper)の成長、生殖能、形態等の
表現型観察を行った。その結果、65%という高率で表現
型が見られた。5%にF1数の減少、33%にF1胚致死、27%に
escaperのみでの異常であった。強いF1胚致死を示す61遺
伝子について4D顕微鏡で詳細に調べた結果、受精／最終
減数分裂から8細胞期までの時系列での異常に分類でき
た。

そのうち最も早期の異常である「受精後分裂なし」の
12遺伝子のうち6遺伝子はプロテアソーム関連遺伝子であ
った。線虫では20Sプロテアソームとして14遺伝子、19S
複合体として19遺伝子が予測されており、これらのうち、
われわれのライブラリーに存在するが上記5000遺伝子に
含まれていなかったものについて調べたところ、類似の
母性発現を示し、RNAi実験では受精卵は全く分裂が観察
されず、減数分裂の途中で停止が示唆された。プロテア
ソームは他生物で卵母細胞成熟や受精に関与しているこ
とが明らかにされており、線虫における機能解析を進め
た。

また、班員の杉本亜砂子のグループと共同で分類済み
cDNAの最初の2500種をsoaking RNAiにより解析した。

（論文4、及び杉本の項参照）

４）NEXTDBデータベースへの統合
線虫C.elegansは、受精卵から成虫までの全細胞系譜

が明らかにされており、また約100Mbのゲノムの全塩基
配列が既に決定されているため、ゲノムから個体発生へ
至 る経路を解析するのに最も適した系である。このた
め我々はC.elegansの各遺伝子 の発現パターンを、全発
生過程にわたって系統的に解析してきた。約13万の
cDNAクローンより取得したEST配列を分類することで
同定した約12,000遺伝子、うち約 10,000遺伝子のin-situ
hybridization画像およびその発現パターンによる分類結
果、系統的な抗体作成／染色によるタンパク発現パター
ン、体系的なRNAiによる遺伝子機能破壊の表現型など
を 統 合 し た デ ー タ ベ ー ス NEXTDB (Nematode
EXpression paTtern Data Base) を構築し、以下のURLよ
り公開してきた（図8）。データ総容量は123Gbytesに上

図7．類似発現パターン探索システムSearchEX
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っている。
http://nematode.genes.nig.ac.jp

５）発現クラスタリング、調節領域の解析
クラスタリング解析

遺伝子の半数は母性発現であったが、残りは発生開始
後にmRNAが見られる、いわゆる胚性発現である。これ
らは時間的空間的な発現制御を受けており、発現制御シ
ステムの抽出のためには、共通の制御を受ける遺伝子群
の抽出と制御領域の比較が必要であるので、発現パター
ンデータのクラスタ解析をおこなった。約7000遺伝子の
データを、まず因子分析を行った結果、発現時期（時間
軸）と発現細胞（空間軸）にそって54クラスターに分類
された。これをさらにウォード法で詳細なクラスタリン
グ解析をおこなった。最大のクラスタは腸系譜に関わる
ものであった。この系譜は6細胞期のEという１個の細胞
に由来するが、さらに細分すると、E細胞が分裂して腸
に分化する時系列で少しずつずれて時期特異的にに発現

（この場合は転写）開始するものに分類された（図9）。興
味深いことに、解析データに含まれていたリボゾームタ
ンパクの９割以上が腸系譜で中期胚から発現が開始する
グループに含まれていた。タンパクとしては全ての細胞
に存在するものであり、転写が特定細胞の特定時期に一
斉に開始するのは意外ではあるが、リボゾームという構
造体の構成成分が共通制御を受けるのは理にかなってい
る。これを含め種々の組織、細胞系譜で発現制御を受け
ている遺伝子群について上流配列1000bpを切り出し、
様々な手法により共通配列（モチーフ）の探索を進めて

いる。候補モチーフについてはGFPレポーターコンスト
ラクトの導入などにより実験的検証を進めている。

細胞特異的エンハンサーの系統的解析
遺伝子の特異的発現はどのようなメカニズムによって

制御されているのか？本研究では、線虫C. elegansで細胞
特異的に発現する多数の遺伝子の調節領域を解析し、そ
の発現の細胞特異性を制御する転写調節機構の解明をめ
ざした。

線虫においては、特定の細胞で発現する遺伝子が数多
く報告されている。同一の細胞で発現する遺伝子群の中
には、同じ転写因子(群)によって制御を受ける遺伝子が
存在すると考えら、これらは共通の調節配列を持つ可能
性が高い。そこで、特定の細胞(特に感覚神経細胞)で発
現している遺伝子を多数集め、これら遺伝子の調節領域
を系統的に欠損させた配列とGFP遺伝子とを持つレポー
ターDNAを線虫に導入し、その発現パターンをin vivoで
観察することにした。この方法によって細胞特異的な発
現に最小限必要な領域を絞り込み、これらを比較するこ
とによって個々の細胞での発現を制御する調節配列を同
定する。

我々はまず、温度受容神経AFDに特異的な発現を行う
遺伝子群について解析を行った。その結果、現在までに、
ホメオボックス型転写因子ceh-14、グアニル酸環状化酵
素gcy-8、核受容体型転写因子nhr-38、および7回膜貫通
型受容体srq-6のAFDでの特異的発現を制御する領域が、
それぞれ上流0.7kb、0.1kb、0.2kb、1kbであることを明
らかにした。また、細胞特異的発現のための制御領域は
比較的小型で、一ケ所に固まって存在していること、特
異性を決めるためには負の転写制御機構が重要な役割を
果たすことが示唆された。

６）様々な遺伝子機能の研究
母性 mRNAの翻訳調節におけるPOS-1とSPN-4の役割

線虫C.elegansの卵は受精後不等分割をおこない, 体細胞
系創始細胞の前割球ABと生殖系列の後割球P1を生じる.
これら割球およびその子孫細胞の運命決定には卵割に伴
って局在化する母性因子（いわゆるデターミナント）が
重要な働きをしていることが示唆されている. この時母性
mRNAの翻訳調節が重要であることが知られている。glp-
1遺伝子（Notchホモログ）の母性mRNA全割球に一様に
分配されるが、２細胞期の前側割球ABでのみ翻訳され、
４細胞期には前側２割球（ABa, ABp）の細胞膜に局在す
る（図10）。同様に後側割球P2でのみ翻訳されるapx-1遺

図8．NEXTDB

図9．腸系譜細胞で時間順に発現開始が見られる遺伝子 図10．翻訳制御の例（glp-1, apx-1遺伝子）



－ 40－

伝子（Deltaホモログ）とシグナル伝達をおこない、本来
等価であったABa, ABpのうちP2と接触したABpの運命を
変える。このglp-1 mRNAの翻訳制御は369塩基長の3'-
UTRを介しておこなわれ、その中央部の66塩基長領域

（SCR）が空間的制御、そのうしろ125塩基領域（TCR）
が時間的制御に重要であることが知られている。

われわれはCCCH Zinc fingerタンパクである母性遺伝
子pos-1タンパクがglp-1 SCRに結合して、glp-1の翻訳を
負に制御していることを、pos-1変異体でのglp-1タンパク
の発現解析とpos-1タンパクとglp-1 3'-UTR間のTri-hybrid
解析をおこない、明らかにした。さらに、pos-1と相互作
用する遺伝子をTwo-hybrid解析で探索し、RNPタイプ
RNA結合ドメインをもつspn-4遺伝子を同定した。spn-4
タンパクはpos-1 タンパクより早く卵母細胞から発現があ
り、２細胞期以降の後側割球の細胞質でpos-1タンパクと
分布が重なる。glp-1 mRNAの翻訳への役割を調べた結果、
pos-1とは反対にspn-4は正に制御しており、TCRの一部に
結合することがわかった。これらの結果から、前後細胞
でのPOS-1/SPN-4の濃度の違いでglp-1 mRNAの翻訳を
fine tuningしている機構を提唱した（図11）。（論文18）

NT-1－Wntシグナルと細胞の非対称分裂を仲介する
RUNX転写因子rnt-1の機能解析

線虫C. elegansのrnt-1遺伝子は、急性骨髄性白血病、胃
癌などのヒトの重要疾患の原因となるRUNX遺伝子族に
属する転写因子である。哺乳類の RUNX遺伝子族につい
ては、その臨床的な重要性からこれまでにも多数の報告
がなされているが、生体内での役割があまりに多様で複
雑なため、未だ分子機能についての統一した見解が得ら
れていなかった。

これに対して我々は、線虫C.elegansにおいてrnt-1遺伝
子の解析を行い、これがH0-2、V1-6、T細胞と名付けら
れた一連の幹細胞で発現していることを示した。我々 は
これらの幹細胞の中から特にT細胞に注目して解析を行
い、rnt-1がT細胞の非対称分裂を制御していることを明
らかにした。この細胞の非対称分裂 は、Wntシグナルよ
って制御されていることが判明しているが、我々は、rnt-
1の異常がWntシグナルの伝達を阻害し、逆にWntシグナ
ル伝達分子 LIN-44/Wnt、LIN-17/Frizzledがrnt-1の発現に
影響を与えることを示した（図12）。（論文24）

哺乳類においてRUNX遺伝子の異常によって影響を受
ける組織はいずれも、成体においても増殖を続ける幹細
胞を持つことが知られており、実際 に、RUNX1による
白血病の場合、幹細胞からの分化阻害と、未分化細胞の
増殖亢進に起因することが判明している。また、血球の

増殖・分化の制御には Wntシグナルが重要な役割を果た
していること、さらにRUNX1がこのシグナルの伝達に必
須の転写因子であることから、線虫のT幹細胞の非対称
分裂と、ヒトの血球の増殖・分化との間に深い関連があ
ることが示唆された。

これまでの解析によって我々は、「Wntシグナル→
RUNX→細胞の非対称分裂」という情報の流れが、線虫
からヒトに至る生物で保存されていることを見出した。
現在、RUNX遺伝子族の本質的な機能は幹細胞の非対称
分裂制御にある、という作業仮説を設定し、さらなる研
究を進めている。

Polo様キナーゼPLK-1の機能解析
C. elegansの初期胚発生においては一連の非対称分裂に

よって様々な細胞系譜が形成される。これらの非対称分
裂は胚の前後軸にそって行われる。従って初期胚の細胞
における前後軸方向の細胞極性は多様な細胞をつくり出
すために重要である。特に一細胞期における細胞極性は
胚の前後軸全体を形成する為、非常に重要である。一細
胞期胚の前後方向の細胞極性の成立はPARタンパク質お
よびMEX-5タンパク質を必要とする。これらのタンパク
質の非対称的な局在が多様な細胞系譜の形成に重要であ
る。

我々はC. elegansのPolo様キナーゼであるPLK-1がPAR-
1の非対称的な局在および、MEX-5および生殖細胞系譜の
運命決定に関わるタンパク質であるPIE-1の非対称的な局
在の維持に必要である事を明らかにした。
Polo様キナーゼは真核生物において広く保存された

図11．POS-1, SPN-4によるglp-1 mRNAの翻訳制御機構

図12．T細胞系譜。
A:野生型、B,C:rnt-1変異体の細胞系譜、D:野生型、rnt-
1、lin-44の場合の系譜の模式図（H:上皮、N:神経）
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ser/thrプロテインキナーゼであり、細胞周期の進行の
様々な側面に関わっている事が知られている。しかしな
がらPolo様キナーゼの発生における役割は全く知られて
いない。

plk-1に対するRNAiは一細胞期胚において偽分割の終了
後に本来後極に局在すべきP granuleの顆粒の細胞質全体
への分散、および本来それぞれ前側および後側に局在す
るべきMEX-5およびPIE-1の細胞全体への拡散を引き起こ
した。plk-1へのRNAiはまた偽分割の終了後にMEX-5およ
びPIE-1の細胞質全体に分散したP granuleへの局在を引き
起こした。さらに、後極の細胞表層に局へのPAR-1の局
在がI胚では見られなくなっていた。これらの結果から
PLK-1は細胞極性の確立および維持の両方に必要である
と考えられた。

PLK-1は一細胞期胚において前側細胞質に局在し、よ
り後期の胚では体細胞系譜の細胞の細胞質および生殖細
胞系譜の細胞のP granuleに局在した。興味深いことに
PLK-1の1細胞期における正常な局在にはPARタンパク
質、MEX-5およびPIE-1が必要であった。従ってPLK-1と
MEX-5、PIE-1は互いに互いの局在を制御しあっており、
細胞極性を維持する上でフィードバックループを作って
働いていると考えられる。

線虫母性mRNA翻訳制御におけるpoly(A)鎖伸長の役割
初期胚発生に関わるタンパク質の多くは、卵形成期に

転写されたmRNAの胚での選択的翻訳により作られる。
線虫C. elegansで母性発現するNotchホモログglp-1は、２
細胞期の前側細胞ABに由来する系譜の細胞運命決定に関
わり、mRNAが両方の細胞 に受け継がれるのに対し、翻
訳はAB細胞のみで開始される。この翻訳制御はmRNA 3'
側非翻訳領域(3'UTR)により担われており、卵形成期から
１細胞期までの翻訳を抑えるTemporal Control Regionと、
後方細胞P1での翻訳を抑えるSpatial Control Regionが見
出されている。この翻訳制御を担う因子として、GLD-1
がこれらの時期を通じた翻訳抑制に、またPOS-1がP1細
胞での翻訳抑制 に、そしてSPN-4がAB細胞での翻訳活性
化に必要である。mRNA翻訳制御におけるpoly(A)鎖の役
割については様々な生物で解析されている が、相反する
実験結果があり結論に至っていない。我々はこれまでに、
glp-1 mRNAのpoly(A)鎖長を測定し、卵母細胞では
poly(A)鎖は約40塩基と短く、P1細胞でも70塩基程度であ
ったのに対し、AB細胞では160塩基まで伸長しているこ
となど、GLP-1翻訳とpoly(A)鎖長の相関関係を見出して
きた。

この関係をさらに調べるために、翻訳パターンが変化
する変異体で測定したところ、pos-1変異体の２細胞期胚
には約150塩基のpoly(A)鎖 を持つmRNAがあるのに対し、
spn-4変異体では長くても30塩基のものしかなかった。こ
の結果は、glp-1 mRNA翻訳活性化とpoly(A)鎖伸長の関係
を強く示唆している。そこで次ぎに、lacZレポーター配
列にglp-1 3'UTRとpoly(A)鎖をつないだ合成mRNAを生殖
腺にマイクロインジェクションしその翻訳パターンを見
る実験を行なった。通常使用する30 塩基のpoly(A)鎖を
繋いだ合成mRNAは、内在性glp-1 mRNAと同じ翻訳制御
が見られた。この合成 mRNA poly(A)鎖長を150塩基とし
たところ、生殖腺や卵母細胞においてlacZ活性が認めら
れ、一方初期胚ではAB細胞系譜のみlacZ活性が認め られ
た。このことは、生殖腺や卵母細胞では抑制されていた
翻訳が長いpoly(A)鎖により活性化することを示唆して
る。一方初期胚では翻訳制御タン パク質が代わることか
ら、poly(A)鎖伸長だけでは不十分な翻訳制御の可能性や、

合成mRNAのpoly(A)鎖長の変動などの可能性があり、こ
れらについて検討を進めている。

６）細胞の形状を力学モデル化の試み
物理モデルを用いた線虫初期胚の細胞配置シミュレータ
の構築

細胞配置は，発生過程において重要な役割をはたして
いる．線虫C. elegansの初期発生過程では，細胞配置によ
って空間的に制限された細胞間相互作用のために細胞の
運命が決定されることが知られている．例えば，４細胞
期のABp割球はP2割球と接触することによって初めて
ABp固有の細胞運命が決定される。線虫は卵から成虫ま
での全細胞系譜が調べられており，その細胞系譜や細胞
配置は非常に再現的である．一方，個々の細胞は状況に
合わせてダイナミックに変形したり，動くことができる．
ダイナミックな発生過程にも関わらず一定の細胞配置が
再現されるのは，細胞が持つ力学的特性が大きく関わっ
ていると考えられる．

そこで本研究では，細胞の形状を力学モデルによって
構成し，細胞分裂にともない細胞配置が決定される現象
を再現するシミュレータの構築を試みた（図13）（論文15、
16）．本シミュレータは，(1) 細胞の形状を質点のメッシ
ュ状の袋としてモデル化、(2)体積を一定に保つ，そして
細胞形状を保つルールを導入，(3) 細胞分裂を紡錘体構造
による細胞伸長・収縮環の収縮による細胞質分裂という
二つの現象で構成，(4) 卵殻による細胞移動の制限の導入、
以上により実装した．このためにわれわれは，細胞配置
を再現するシミュレータを構築し，野生型と1細胞期での
変異体のシミュレーションを行い検証し，野生型の26細
胞期までのシミュレーションを行い検証した（図14)．

図14．26細胞期（原腸陥入開始時）までのコンピュータ
シミュレーション

図13．初期胚のコンピュータモデル。
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ついで、紡錘体に働く力と細胞膜に働く力がどのよう
に初期胚における不等分裂と細胞配置を決定しているの
かを，これまで開発した紡錘体のシミュレーションと細
胞膜・細胞質のシミュレーションを組み合わせて検証を
行う．まず1細胞期での紡錘体の運動に対して逆動力学計
算に基づいた解析を行った．最初に，1細胞期の紡錘体形
成から細胞分裂後期までの時系列画像を用いて，画像処
理によって紡錘体の両端（中心体）とその中心の変位、
そして紡錘体の向きを測定した．その変位を逆動力学計
算して紡錘体に働く力とトルクを推定した．この解析に
よって，1細胞期での紡錘体の振動運動は一様に分布した
ランダムな力によるのではなく，胚の前側と後ろ側に指
向性のある力によって起きていることがわかった．次に，
推定された紡錘体に働く力とトルクは紡錘体に働くすべ
ての力の合力を表しているので，紡錘体に働く力の発生
機構と考えられるいくつかのモデルに対してシミュレー
ションを行う．現在はモデルの検証を行っているところ
である．

今後は，1細胞期では細胞膜の移動を考慮する必要がな
く紡錘体のみの運動に注目できたが，2細胞期以降は紡錘
体と細胞の移動を考慮する必要があるので，細胞膜・細
胞質のモデルと組み合わせることによってどのような力
が働いて細胞配置が決定されるのかを検証していく予定
である。

線虫胚発生における細胞形状モデルの半自動生成システム
線虫C. elegansは、透明で細胞数が少ないため、発生の

過程を詳細に観察することができる優れた系である。発
生においては細胞間相互作用が重要な役割を果たすので
細胞の形状・配置・隣接関係の把握が非常に重要である。
当研究室では、線虫の初期発生の時系列3次元微分干渉顕
微鏡画像から各細胞の形状のポリゴンモデルを作成し、
初期発生における遺伝子発現調節モデルや卵割の力学モ
デルを構成するための基礎データとして、あるいは様々
なタンパク質の抗体染色像と重ね合わせて局在を同定す
るための鋳型として利用してきた。しかし、微分干渉画
像から細胞境界を自動的に抽出することは極めて困難で
あるため、このポリゴンモデルの構築には、画像上で各
細胞の輪郭を手作業によりトレースする、ということを
せざるを得ず、作成には多くの時間と労力が必要であっ
た。

そこで本研究では、細胞膜を蛍光染色して共焦点顕微
鏡で観察した時系列3次元画をもとに、計算機を用いて自
動的に細胞モデルを構築するシステムの開発を進めてき
た（図15）。具体的には、3次元画像上における領域拡張
法により細胞形状を抽出するプログラムと、画像の距離
変換フィルタを用いて各領域の種（たね）にする点の候
補を抽出するプログラムを作成し、24ー200細胞期の画像
データに応用した結果、各時期の細胞の形状モデルを生
成することに成功したが、作成した4次元（3次元＋時間
軸）の形状データは、そのままでは膨大なため全体を把
握することが難しい。そこで、各細胞の重心の座標や、
細胞間の境界面をそれぞれ一つの平面で近似したときの
法線の向きなどを計算し、それらを用いて例えば細胞の
変形を境界面の移動と回転の量で表現されるモデルに単
純化した。その結果、細胞の形状・配置・隣接関係とそ
の変化に関する数値情報を、データベースに格納して検
索し、さらに統計処理を行うことが可能となった（図16）。
今後さらに自動化や改善を進め、近縁種やRNAi等による
変異体の間の比較に応用する予定である。

線虫C. elegans初期胚の4次元遺伝子発現データベースの
構築へむけて

ゲノムプロジェクトや発現パターン解析プロジェクト
の究極の目標のひとつが発生過程のコンピューターシミ
ュレーションである. C.elegansはこの目標に最も適した
材料であり, 世界の各地でこれに向けた試みがおこなわれ
ているが, われわれの発現パターン解析プロジェクトの結
果を取り込めるように, 胚発生過程のコンピューターグラ
フィックス（CG）化, その上に遺伝子発現パターンの重

図15．膜蛍光標識胚から3次元モデルへ

図16．半自動の膜蛍光標識胚から3次元モデル作成の流れ

図17．４次元遺伝子発現データベース構築
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ね合わせの試みをおこなった. 発生過程を正確に表現した
CGを作るために, いわゆる4D画像（発生の様子を一定の
時間間隔でノマルスキー微分干渉顕微鏡で焦点の段階的
変化による光学的切片像を多数とったもの. プレイバック
することにより発生過程を再現できる）の元画像を用い
て細胞と核の輪郭をトレースし３次元再構成をおこない,
さらに次の像との間で補間をおこない44細胞期までCG化
した. さらに, この上に母性遺伝子や極初期の接合体型遺
伝子の発現パターン（共焦点顕微鏡による3DのmRNAの
分布, 蛋白の分布）を重ね合わせる仕組（SPIシステム）
を開発した（図17）. 重ね合わせのマーカーにはPOS-1タ
ンパク（P1-P4)とDAPI染色（すべての核）を用い, 調べ
たい遺伝子産物をもう１色の蛍光で染めて, ３重標識にし
てCGと重ねるものである. これまでに, skn-1, glp-1, mex-3
などの多数の母性遺伝子の発現結果をCGデータベースに
重ね合わせて取り込んだ.（論文21）
７）近縁線虫の比較ゲノム解析

発生過程の多様性および可塑性に関して比較解析する
ことはそれぞれの遺伝子システムの比較となり、そこか
ら逆に発生の遺伝子システムの原理的な構造が得られる
期待がある。そこで、原腸陥入までの卵割およびその配
置が異なる近縁の線虫 Diploscapter coronatus （ケルン大
学Einhard Schierenbergより供与、図18）についてESTお
よびゲノム解析を行った（図19）。7万のcDNAクローン
より取得したEST配列は10,000クラスタに分類され、う
ち5,800種にC.elegans のホモログが見出された（図20）。
また、全ゲノムショットガン法により100Mbpの高クオ
リティゲノム断片配列を取得し、PCAPを用いてアセン

ブルした。得られた総延長66MbpのscaffoldをC.elegans
ペプチド配列と比較することで、さらに650種のホモログ
を見出した。また、scaffoldとESTの詳細な比較により、
選択的スプライシングと考えられる例が見出された。こ
れらすべての結果はNEXTDB上に統合され、相互参照可
能である。

〈国内外での成果の位置づけ〉
・C.elegansの発現パターン情報としては内外で随一であ
り、世界のセンターとして機能した。
・発現パターンをベースに初期胚で重要な遺伝子を見出
し、翻訳制御ネットワークにつなげられたことは大きい。
・コンピュータモデル化や測定技術などにおいて人材育
成が進んだ。今後に期待したい。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
当初目標に対して：
１）全遺伝子構造解明の目標についてはcDNAからの限
界があり100％は達成できていない
２）全生涯の発現パターン解明については、得られた遺
伝子については達成できた。ただし、研究コミュニティ
から要望があった雄でのパターンは技術的な問題から達
成できなかった。
３）遺伝子タンパク質の局在解析については、システマ
ティックなアプローチについては他経費のプロジェクト
で遂行したので本報告には載せなかった。
４）体系的なRNAiによる機能解析については、発現パタ
ーンベースで効率的な解析を進めることはできたが、表
現型の分類、データベース化、そこからの解析が技術的
に困難であり、今後に残された。
５）統合データベース化についてはNEXTDBで達成した
が、WormBaseとのリンクが遅れた。また表現型記述の
英語化が、後の計算機処理との整合性をとるために遅れ
た。
６）計算機モデル化は一定程度進行したが、突然変異体
による検証が今後の課題として残った。
７）近縁種の比較ゲノム解析については、近縁線虫は一
般に増殖が遅く、試料準備に予想外の時間がかかったた
めに進行が遅れた。また、2本鎖RNA導入によるRNAiが
効かないあるいは効きが悪いことがあり、機能比較が今
後の課題として残された。

〈今後の課題〉
・遺伝子ネットワーク解析や調節領域探索については体
系的な解析だけでなく個別の解析が必要であり、今後に

図18．C.elegans(左）と近縁線虫D.coronatus（右）の
初期卵割

図19．近縁線虫D.coronatusの比較ゲノム解析の流れ

図20．C.elegansゲノム上へのD.coronatusのホモログ
のマップ
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残された。
・比較ゲノム解析ではRNAiのためにsiRNAの設計など機
能比較に向けた技術整備が課題である。また、線虫では
マウスやショウジョウバエのような遺伝子入れ替えが困
難であり、比較システム解析に向けた技術開発が必要で
ある。
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