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計画研究：2005 ～ 2009 年度

線虫ゲノム機能解析情報に基づく発生メカニズムの解析

●杉本 亜砂子 1)　 ◆大浪 修一 2)　　　　　　
1) 理化学研究所 発生・再生科学総合研究センター 　2) 理化学研究所 基幹研究所

＜研究の目的と進め方＞
線虫 C. elegans のゲノムには約 20,000 遺伝子が存在し、これら

の遺伝子が時間的空間的に厳密に制御されて発現し機能すること
によって発生プログラムが進行する。この遺伝子ネットワークを
理解することをめざして、多様なアプローチによるゲノム機能解
析が進行中である。そのなかで、DNA マイクロアレイ（“トラン
スクリプトーム” 解析）や網羅的酵母 2- ハイブリッド法による
タンパク質相互作用解析（“インタラクトーム” 解析）のデータ
は数値化が容易であるため大量データのコンピューター解析が行
われている。それに対して、体系的な遺伝子機能破壊による表現
型解析（“フェノーム” 解析）は遺伝子機能を解明するための重
要な情報を含んでいるにもかかわらず、データの客観性・定量性
が低く、コンピューター解析の対象にすることが困難であった。
そこで、本研究では線虫 C. elegans の発生プロセスをモデル系と
して、1) コンピューター解析で使用できる表現型の記録法の確立
とデータ取得、2) 表現型データのコンピューター解析、3) 定量
的表現型解析とシミュレーションを組み合わせた研究戦略の開
発、を実施する。

＜研究開始時の研究計画＞
1) コンピューター解析で使用できる表現型記録法の確立とデー

タ取得
ゲノムワイド RNAi 解析により致死性を示した遺伝子群につい

て、遺伝子機能破壊による表現型を客観的・定量的に記録する方
法を開発し、データ取得を行う。

1-a) ノマルスキー顕微鏡観察による表現型の記述法の確立と
データ取得（杉本） RNAi による機能破壊表現型プロファイルを
複数の独立した指標（細胞数・胚全体の形態・組織分化・器官形成、
等）のあらかじめ定めた語彙で記録する。遺伝子の複数の発生時
期・複数の組織における機能を明らかにするため、時期特異的
RNAi を行い、胚発生期と孵化後発生期の表現型データを体系的
に取得する。この解析結果に基づいて 1-b) ～ c) でさらに詳細な
表現型解析を行う遺伝子の優先順位を決定する（2-a 参照）。

1-b) 組織特異的・細胞内構造特異的抗体染色による、表現型の
体系的解析（杉本）　さらに詳細な表現型情報を得るためのツー
ルとして、特定の組織や細胞内器官を特異的に染色するモノク
ローナル抗体ライブラリーを整備する。すでに約 40 種の組織ま
たは細胞内器官特異的抗体を得ているので、まず野生型における
染色パターンをカタログ化する。次に、RNAi 胚をこれらのモノ
クローナル抗体で染色し、その染色パターンを体系的に画像撮影
して記録する。また、染色パターンの変化を表現する指標を定義
しコンピューター解析に使用可能な形式でのデータ取得を行う。

1-c) 胚発生の 4 次元顕微鏡撮影（杉本・大浪）　発生初期に異
常を示す遺伝子群の場合は、細胞分裂期の動的な表現型を詳細に
解析するために、RNAi 胚の４次元ノマルスキー顕微鏡画像を撮
影し保存する。また、GFP 発現株を利用して、RNAi 胚の生体分
子や細胞内構造の動態を 4 次元的に記録する。初期胚において異

常を示す場合には、ヒストン -GFP やチューブリン -GFP で細胞
分裂期の細胞内動態を記録する。形態形成期に異常をしめす
RNAi 胚においては AJM-1( デスモソームタンパク質 )-GFP 発現
株を用いて、器官形成や細胞形態変化を可視化して画像を記録す
る。

2) 表現型データのコンピューター解析
2-a) 胚発生・孵化後発生表現型データに基づく遺伝子クラスタ

リング（杉本）　1-a), 1-b) で記録した胚発生・孵化後発生期の表
現型データを数値化し、クラスタリング解析によって表現型の類
似性によって遺伝子を分類する。類似した表現型を示す遺伝子群
は同じ発生プロセスに関与していることが推測される。このクラ
スタリングの結果は、1-c) の解析を行う遺伝子群の選択および優
先順位決定にも利用する。

2-b) 画像解析を利用した定量的表現型解析手法の開発とその実
施（大浪） 　初期胚 4 次元顕微鏡画像データ（1-c）から細胞分裂
パターンの特徴を現す指標をいくつか定義し、RNAi 胚のそれら
の値と野生型胚の値との統計的有意差を用いて各 RNAi 胚の細胞
分裂パターンをマイクロアレイデータ様に表現し、クラスタリン
グする。また、1-b) ～ 1-c) の画像データから、1) 細胞膜の位置の
認識による各割球の外形、2) 細胞質流動の速度とベクトル、3) 形
態形成時の下皮細胞の形態変化等の定量的情報を取得する新たな
アルゴリズムを開発する。

3) 定量的表現型解析とシミュレーションを組み合わせた研究戦
略の開発

3-a) 初期発生の非対称性を構築する動的機構の解明（大浪）　
最初の分裂の非対称性の確立機構（1 細胞期紡錘体の後極側への
移動の機構）をモデル系として、1), 2) で行う定量的測定とシミュ
レーション、遺伝子操作を組み合わせた、細胞内物理構造の動的
挙動の解析戦略を確立する。また、ここで確立した解析戦略を他
の発生現象へも応用する。

＜研究期間の成果＞
1) ノマルスキー顕微鏡観察によるRNAi表現型プロファイリング
（杉本）　RNAiによる機能破壊表現型プロファイルをあらかじ
め定めた表現型指標で記録し、表現型データベースを構築した。
具体的には、約6200遺伝子についてのRNAi一次解析によって同
定した約830の胚性致死遺伝子について、微分干渉顕微鏡による
RNAi最終表現型の体系的解析を行い、表現型プロファイルを記
録した。表現型プロファイルは細胞数・各組織の分化・形態等の
独立したカテゴリーについてあらかじめ定義した表現型指標の有
無について体系的に表現型を記述することにより行った。得られ
た表現型プロファイルの類似性に基づいた遺伝子クラスタリング
を行い、胚性致死遺伝子群を16の表現型クラスターに分類した。
このクラスターは機能未知遺伝子の機能予測や、協調して働く遺
伝子群の抽出に有用である。この胚性致死表現型データのはC. 
elegans RNAi Phenome Databaseとして公開した。

また、遺伝子の複数の発生時期・複数の組織における機能を明
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らかにするため、発生時期特異的 RNAi を行い、必須遺伝子につ
いて孵化後発生期の表現型データを体系的に取得した。その結
果、胚性致死遺伝子群の約 5 割については孵化後発生においても
何らかの異常が観察され、多くの必須遺伝子は複数の発生時期に
おいて機能していることが明らかになった。

2) 組織特異的・細胞内構造特異的モノクローナル抗体の作成と染
色パターン解析（杉本）　詳細な表現型情報を得るためのツール
として、特定の組織や細胞内器官を特異的に染色するモノクロー
ナル抗体ライブラリーの整備を行った。胚抽出液から発現量の低
いタンパク質を濃縮するために開発した”antigen subtraction”法に
よって調整した抗原混合液を用いて、特異的な組織・細胞内構造
を認識するモノクローナル抗体を約40種取得している。これらに
ついて、野生型胚発生期における時間的空間的染色パターンの画
像データベースを作成して公開した。これらの抗体は線虫研究者
コミュニティーのリソースとして分与する体制を整えた。染色さ
れる構造としては、生殖顆粒、筋肉繊維成分、核膜、中心体、咽
頭内壁、基底膜、等の多様なパターンがある。また、筋肉成分を
認識するモノクローナル抗体群については、既存の抗体との二重
染色を行い、筋肉繊維のどの成分を認識しているかを解析した。
これらの抗体は発生過程の解析に有益なリソースとなると期待さ
れる。

生殖顆粒を認識する10種のモノクローナル抗体(mAb)のうち、
２種について抗原を決定した。KT3 mAb の抗原は、免疫沈降お
よび質量分析によって、既知の生殖顆粒構成因子である PGL-3
であることが明らかとなった。それ以外の mAb は Western 
blotting で特定のバンドを認識しないため、哺乳動物細胞で線虫
遺伝子を発現させ、免疫染色によってスクリーニングする方法を
構築した。パイロットスクリーニングとして、既知の生殖顆粒構
成因子を母集団とするスクリーニングを行い、KT4 は PGL-1 を
認識することが確認できた。

この抗原発現スクリーニングの過程で、PGL タンパク質が哺
乳動物細胞において生殖顆粒様の顆粒構造を形成することを見い
だした。このことを利用して、哺乳動物細胞を用いた顆粒形成能
アッセイ系を構築し、線虫の生殖顆粒形成カスケードの一端を明
らかにした。

3) 蛍光蛋白質融合遺伝子マーカー群を用いた初期胚細胞ダイナミ
クスのライブイメージング解析（杉本）　線虫初期胚の表現型を
より詳細に解析するためのライブイメージング用マーカーとし
て、 細胞内構造を標識するGFPあるいはmCherry融合蛋白質発
現株を多数作成した。タンデムに連結したGFPあるいはmCherry
をN末端あるいはC末端にGatewayクローニングシステムで導入で
きるようなGFPおよびmCherry融合タンパク質発現用ベクターを
デザインし、蛍光色・蛍光強度、タンパク質標識部位を選択でき
るようにした。また、遺伝子銃(パーティクルガン)による線虫へ
の遺伝子導入法を最適化し、複数のGFP/mCherry標識タンパク
質発現ベクターを同時に導入可能とした。この手法を用いて、
核、中心体、微小管、アクチン細胞骨格等のさまざまな細胞内構
造を標識した株を構築し、さらに二重標識株・三重標識株も作成
した。さらに、得られた蛍光タンパク質発現株の胚発生の高時空
間分解能３次元ライブイメージングを行うために、スピニング
ディスク共焦点顕微鏡による撮影条件を最適化した。確立したラ
イブイメージング法を用いて、初期胚における以下の細胞ダイナ
ミクス解析を行った。
3-1) 紡錘体微小管の形成機構　GFP:β-:tubulin; GFP::γ-tubulin; 
mCherry::Histon H2Bの3重標識株やGFP::EB1標識株のライブイ

メージングおよび定量的解析により、γ-tubulin依存的微小管と
Aurora A キナーゼ依存的微小管が異なる時空間制御を受けてお
り、双方が協調的にはたらくことが紡錘体形成に重要であること
を見いだした。

3-2) 1細胞期における中心体動態中心体と細胞膜を可視化した株
を用いて、極性確立に必要な因子（PAR-2, PAR-3等）や細胞表
層から星状体微小管を牽引する力の制御に関わる因子（三量体G 
タンパク質経路因子等）のRNAi機能破壊を行い、中心体動態の4
次元定量解析を行った。その結果、PAR機能破壊株における核-
中心体複合体の動態異常などの新たな表現型を見いだした。

4) RNAi胚の4次元微分干渉顕微鏡撮影画像の取得と4次元細胞分
裂ダイナミクスの定量・計算解析（大浪）　初期胚の形態形成の
プログラムを解明するための情報資源として、RNAiにより遺伝
子機能を不活化した初期胚の4次元微分干渉顕微鏡画像の取得を
行った。RNAiはfeeding法またはinjection法を使用し、画像の取
得は、焦点間距離0.5 µm、焦点面数66、時間間隔20秒または40秒
の条件で行った。ゲノム塩基配列情報から推定された全ての遺伝
子を標的としたRNAi表現型解析により同定された全ての胚発生
必須遺伝子（RNAiにより100%の胚発生致死表現型を生じる遺伝
子：全349遺伝子）について、RNAi胚の4次元微分干渉顕微鏡画
像を取得した。また、標準として野生型胚の4次元微分干渉顕微
鏡画像を50個体分取得した。

初期胚の形態形成のプログラムを解明するための定量情報の情
報資源として、RNAi 胚の細胞分裂ダイナミクスの定量情報の取
得を、RNAi 胚の 4 次元微分干渉顕微鏡画像と細胞分裂ダイナミ
クス測定装置を利用して行った。この定量細胞分裂ダイナミクス
情報には画像処理を利用して取得した各時点の細胞核の 3 次元的
な輪郭とその位置、およびこれらの時間変化の定量情報が含まれ
る。また、背景差分法と動的輪郭モデルを応用して、胚の外形状
の定量情報を取得した。全ての胚発生必須遺伝子（349 遺伝子）
を対象に、RNAi 胚の定量細胞分裂ダイナミクス情報を取得した。
また、標準として野生型の定量細胞分裂ダイナミクス情報を 50
個体分取得した。

高感度で客観性の高い表現型解析を行う目的で、RNAi 胚の 4
次元定量細胞ダイナミクス情報を利用した計算表現型解析を行っ
た。受精から 8 細胞期の間の細胞ダイナミクスの 365 種の特徴を
定量的表現型指標として数学的に定義し、各特徴の RNAi 胚と野
生型胚の間での差異を、定量細胞ダイナミクス情報を使って計算
した。第 3 染色体上の胚発生必須遺伝子（全 97 遺伝子）に対す
る RNAi 胚について解析を行い、6958 種の表現型異常を同定し
た。過去の目視による RNAi 表現型解析により同定された表現型
異常は全て、この計算表現型解析で同定された。また、細胞分裂
の方向やタイミングなどの目視では異常の検出が困難である表現
型指標について、多数の表現型異常を検出した。

初期胚の形態形成のプログラムの解明を目指し、4 次元定量細
胞ダイナミクス情報を利用して形態形成のプログラムの進み方を
推定する手法を開発した。本手法では、可能な全ての２つの定量
的表現型指標の組み合わせそれぞれについて、表現型指標の相関
を計算し、高い相関を示す表現型指標の組み合わせを選択する。
受精卵から 8 細胞期までの 365 定量的表現型指標を対象に、野生
型胚 50 個体の相関を計算し、高い相関を示す表現型指標の組み
合わせを 1649 種同定した。これらの高相関の表現型指標の組み
合わせを時空間にしたがって描画し図を作成し、これを発生フ
ローチャートと名づけた。最も高い相関を示す上位 200 の組み合
わせの中で、89%（177/200）の組み合わせについては二つの表
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を利用した解析した。2+1 次元微分干渉顕微鏡画像を利用した細
胞核のマイクロメーター・スケールの運動の定量測定により、紡
錘体の非中央化の原動力として提唱されていた G αに依存した細
胞 cortex の引力が、細胞核の中央化の時期にも働いていることを
明らかにした。GFP 標識ヒストンおよび GFP 標識チューブリン
の発現株を利用した紡錘体のマイクロメーター・スケールの運動
の定量測定により、G αに依存した細胞 cortex の引力の空間分布
が、紡錘体の非中央化の前後で変化することを発見した。これら
の知見に基づき、細胞核の中央化から紡錘体の非中央化までの細
胞核の動きを支配する機構の数理モデルを構築した。

7) 細胞の形態を制御する機構の解明（大浪）　胚の細胞の形態を
制御する機構の解明を目指して、胚の細胞形態に対する細胞骨格
の阻害剤の投与の影響を検討した。細胞間の境界面の形態は微小
管ではなくアクチンフィラメントに依存することを明らかにし
た。また、細胞間の境界面が一方の細胞側に膨らむ場合、この細
胞の膨らみの形成は、その膨らみによって窪まされる細胞の活性
に依存せず、膨らむ細胞の活性に依存することを明らかにした。

細胞を球形化する方法として、細胞の体積を増加させる方法と
細胞の表面積を減少させる方法が考えられてきた。計算機シミュ
レーションおよび理論解析により、細胞を球形化する第 3 の方法
として細胞表層部の曲げ弾性を増加させる方法があることを発見
した。

胚の細胞の形態や胚内での細胞の空間配置を計算するために、
細胞の体積、細胞表面の張力、細胞表面の曲げ弾性、細胞間の相
互作用の細胞形態に対する効果を計算するシミュレーションソフ
トウェアを開発した。

8) 組織の形態形成を支配する機構の解明（大浪）　組織の3次元
の形態を形成する機構の解明を目指し、組織形態形成過程での
個々の細胞の動態の定量情報を取得するツールを開発した。GFP
標識タンパク質を使って細胞境界を可視化したショウジョウバエ
気管原基の陥入期の動画像から細胞境界を自動検出する画像処理
アルゴリズムをCanny filterとHybrid 3D Watershed Algorithmを
組み合わせて開発し、検出結果を編集するGUIを開発した。これ
らのアルゴリズムとGUIを用いて、気管原基組織の陥入期の各細
胞の動態の定量情報を取得した。（大浪／生命システム情報 計
画研究分担者・林 茂生博士との共同研究）

＜国内外での成果の位置づけ＞
C. elegans 初期胚の RNAi 表現型解析は海外の 2 つのグループ

も行っているが、細胞分化や形態形成を含めた胚発生全般、さら
には時期特異的 RNAi を用いた複数の発生時期における表現型解
析は世界的にも初めてのものである。

発生過程のマーカーとなるモノクローナル抗体は、過去に複数
の研究グループでスクリーニングされたが、現在広く使われてい
るものはわずか十数種しかない。今回われわれが取得した約 40
種のモノクローナル抗体は、低発現量タンパク質を濃縮したもの
を抗原としたことから、既存の抗体とは異なる新規抗原を認識し
ているものが多く得られており、マーカーとして有用なものが多
い。実際、多数の線虫研究者からのリクエストを受け、広く配布
している。

生殖顆粒は多くの生物種に存在するが、その生理的機能につい
ては不明な点が多い。今回、われわれが取得した生殖顆粒を特異
的に認識するモノクローナル抗体や、われわれが確立した顆粒形
成能アッセイにより、生殖顆粒の形成プロセスや機能の理解が進
んだ。

現型指標の間に因果関係を持つ、あるいは、二つの表現型指標が
共通の制御因子を持つことを確認した。上位 200 の組み合わせの
中で既知の因果関係あるいは共通制御因子を持たない組み合わせ
については、未知の因果関係あるいは共通制御因子の存在が予想
された。

初期胚の形態形成の物理反応のプログラムを制御する遺伝子制
御プログラムの解明を目指し、4 次元定量細胞ダイナミクス情報
を利用して発生フローチャートを制御する遺伝子プログラムを推
定する手法を開発した。本手法では、高い相関を示す表現型指標
の各組み合わせについて、その相関に従わない RNAi 胚を産生す
る遺伝子を、野生型胚の分布から予測区間を計算して導出する。
1649 種の高相関の表現型指標の組み合わせに対して 8349 種の遺
伝子を導出した。これらの遺伝子は、それぞれ対応する表現型指
標間の相関を生成するメカニズムに関与していることを、初期胚
の形態形成における機能が良く解明されている par-2 と par-3 遺伝
子について確認した。本手法により導出された遺伝子と表現型指
標の組を利用すれば、形態形成の物理反応のプログラム（発生フ
ローチャート）と遺伝子制御ネットワークを連結することが可能
になった。

本課題により取得した情報を公開する目的で、情報公開用の
データベースを構築した。野生型胚（50 個体分）および第 3 染
色体の胚発生必須遺伝子を標的とした RNAi 胚の 4 次元微分干渉
顕微鏡画像および定量細胞分裂ダイナミクス情報、更に、計算表
現型解析の結果、発生フローチャート解析の結果、発生フロー
チャートに対応する遺伝子の予測結果、閲覧用ソフトウェアを公
開している。これらの情報が発生の定量・計算解析の重要な情報
資源となることを期待している。

5) 公共動画像を利用した細胞分裂ダイナミクスの定量情報の取得
とRNAi胚の細胞分裂ダイナミクスの定量・計算解析（大浪）　
公共の動画像データの有効活用を目指して、データベースから公
開されているRNAi胚の2+1次元の微分干渉顕微鏡動画像から細胞
分裂ダイナミクスの定量情報を取得する装置を開発した。
Watson’s methodとDynamic threshold binarization methodを組み
合わせて細胞核の認識のための閾値を決定することにより、画質
の異なる動画像に対する頑強性の高い装置の開発に成功した。本
装置をRNAi胚の2+1次元微分干渉顕微鏡動画像の公共データベー
スであるPhenobankの動画像に適用し、RNAi胚の細胞分裂ダイナ
ミクスの定量情報をゲノムワイドに取得した。全ての胚発生関連
遺伝子（1349遺伝子）について、受精から4細胞期までのRNAi胚
の2+1次元の細胞分裂ダイナミクスの定量情報を取得した。

6) 細胞核/紡錘体の動態を支配する機構の解明（大浪）　生細胞
イメージングと画像処理を利用した細胞の動態の測定と計算機シ
ミュレーションを組み合わせた解析により、細胞核の中央化の機
構に関する20年来の論争に終止符を打った。1980年代中盤に提唱
された細胞核の中央化に関する二つの機構（「押しモデル」と
「引きモデル」）それぞれについて、微小管やモーター蛋白質に
関する生物物理学的知見に基づいた数理モデルを構築し、計算機
シミュレーションにより導出した各モデルでの細胞核の挙動を解
析し、モデル間の細胞核の挙動の差異を発見した。In vivoでの細
胞核の挙動の特徴を、胚の2+1次元（2次元+時間）微分干渉顕微
鏡撮影画像と画像処理を利用して解析することにより、細胞核の
中央化は主に引きモデルに依存していることを明らかにした。

不等分裂の過程で、分裂期に紡錘体が胚の中心部から非中心位
置に移動する機構を明らかにするために、細胞核や紡錘体のマイ
クロメーター・スケールの運動を生細胞イメージングと画像処理
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究を契機に公共データベースの画像、動画像の利活用についての
検討が国際的な視点で行われることを期待する。

本研究で開発した、公共データベースの動画像の処理を目的と
した細胞分裂ダイナミクス測定装置は、幅広い画質の動画像に適
用できるため、個々の研究室の動画像の処理にも適している。今
後、本装置の利用方法について研究者コミュニティーの間で検討
したい。

ショウジョウバエの気管原基の陥入は組織レベルの形態形成の
基本的な物理モデルを構築するために最適な系である。本研究に
より細胞レベルで定量化された組織の 4 次元動態は、今後、形態
形成の物理モデル構築の基盤データとして活用する予定である。

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞
GFP 融合タンパク質発現株の作成（Bombardment 法）は効率

が非常に低く、スループットをあげることが困難であった。今後
ベクター開発やスクリーニング法を改良することにより、染色体
挿入株の作成効率を向上させる必要がある。Mos transposon によ
る遺伝子導入法を使うことも検討中である。

高時空間分解能で GFP シグナルの 3 次元＋時間軸画像を取得
するために、顕微鏡セッティングの検討に時間を要した。現在は
スピニングディスク型共焦点顕微鏡を用いているが、すでにその
能力の上限まで活用しており、今後もレーザーや CCD カメラ等
の検討により、より高レベルの画像を取得することを試みていく。

組織特異的モノクローナル抗体ほとんどが Western blotting で
使えないために、抗原決定が困難である。今回、哺乳動物細胞を
用いて免疫染色でスクリーニングする方法を確立したので、この
手法をハイスループット化することで、抗原決定を進めていきた
い。

研究期間の初期に、それまでに使用していた装置の約 2 倍良い
時間分解能で 4 次元微分干渉顕微鏡撮影が可能なシステムが発売
されたため、顕微鏡撮影システムを新システムに交換した。これ
に伴い、新システムに最適化した撮影条件の検討、および分裂ダ
イナミクス測定ソフトウェアの調整を行う必要が生じ、全胚発生
必須遺伝子に対するデータの取得が当初の計画よりも大幅に遅れ
た。そのため、データの取得は研究期間内に終了したが、データ
の解析が研究期間終了に間に合わなかった。

当初計画では、クラスタリング解析を RNAi 胚の定量細胞分裂
ダイナミクス情報に適用する予定であったが、単純にクラスタ解
析を適用するだけでは良い結果が得られなかった。良い結果が得
られなかった理由としては、発生の過程で異常が時間的に蓄積し
ていくことと、データ数の不足が考えられた。発生の時間を区切っ
てクラスタリング解析を適用したところ良好な結果が得られるこ
とを試行実験により確認している。データ数の不足も重要な要素
なので、クラスタリング解析は全胚発生必須遺伝子に対するデー
タの取得後に行うことが適切と判断し、発生フローチャート解析
などの他の解析を先に行った。その結果、クラスタリング解析の
結果を研究期間中に取得することができなかった。

当初計画では、細胞質流動の速度とベクトルの測定手法を開発
し、解析に利用する予定であったが、以下の理由から実際にはこ
の課題は実行しなかった。担当を予定していた博士研究員が独立
ポジションを得て研究室から独立したため、研究計画を再検討
し、細胞の形態ダイナミクスの研究により多くの研究資源を投入
する決断をした。

公共データベースの動画像を利用した定量細胞ダイナミクス情
報の定量・計算解析において、データベースに野生型胚のデータ
が登録されていなかったため、野生型標準の設定に苦労した。

本研究で確立した GFP 発現株の高分解能３次元ライブイメー
ジング技術は世界的に見てもトップレベルのものであり、新規に
作成した GFP/mCherry 融合タンパク質発現株を組み合わせて用
いることで、これまでに解析が困難だった動的現象を可視化する
ことが可能となった。さらに、発生過程のライブイメージング画
像の定量的解析を行っているグループはまだ少なく、特に３次元
＋時間軸画像の解析は新規性が高い。この手法を用いて初期胚に
おける細胞骨格系（アクチンおよび微小管）の動態解析を行うこ
とで、細胞極性の確立や紡錘体形成などの重要な細胞内プロセス
の制御機構の解明が進んだ。

RNAi 胚の 2+1 次元の微分顕微鏡画像の大規模なコレクション
は海外の 2 つの研究グループが既に公開しているが、本研究で構
築した 4 次元微分顕微鏡画像の大規模なコレクションは世界初の
ものである。当コレクションが細胞や発生の基本過程の機構の解
明のための重要な情報資源となることを期待している。

本研究で使用した細胞分裂ダイナミクス測定装置は大浪の研究
グループが独自に開発したものであり、この装置と大規模かつ体
系的な RNAi 胚の解析とを組み合わせて本研究で取得した網羅的
な RNAi 胚の定量細胞分裂ダイナミクス情報は、網羅的な遺伝子
機能の不活性化条件下での形態形成のダイナミクスの定量情報と
して世界初のものである。本研究の成果に動機付けられ、様々な
対象について、網羅的な遺伝子機能の不活性化条件下での形態形
成のダイナミクスの定量情報が構築され、定量的あるいは計算科
学的手法による発生機構の解析の今後の発展に寄与することを期
待している。

本研究で実施した細胞分裂ダイナミクスを対象とした計算表現
型解析は、形態ダイナミクスの定量情報を利用した表現型解析と
して世界初のものである。同様の計算表現型解析が、今後、他の
形態ダイナミクスの定量情報を対象に実施され、発生生物学研究
を加速することを期待している。

本研究で実施した発生フローチャート解析は、大規模な遺伝子
ノックダウン胚の形態ダイナミクスの定量情報からの知識抽出と
して世界初のものである。本手法が他のシステムのダイナミクス
の定量情報に応用され、その分野の発展に寄与することを期待す
る。発生フローチャートは発生のプログラムについて、既存の手
法とは全く異なる性質の情報を与える。発生フローチャートの情
報により発生プログラムに関する実験研究の効率の上昇が期待さ
れる。

本研究で取得した RNAi 胚の定量細胞分裂ダイナミクス情報か
らの知識の抽出法は、発生フローチャート解析にも多数存在する
ことが期待される。定量細胞分裂ダイナミクス情報を情報資源と
したバイオインフォマティクス研究、計算生物学研究の今後の発
展が期待される。

画像処理を使ったin vivoの動態の測定と計算機シミュレーショ
ンを組み合わせた胚の構造変化の機構の解析手法は、大浪のグ
ループが独自に開発した解析手法である。本研究は計算細胞生物
学の先駆的研究として世界的に高い評価を受けた。

本研究で開発した細胞の形態の制御のシミュレーションソフト
ウェアは、細胞の体積、細胞表面の張力、細胞表面の曲げ弾性、
細胞間の相互作用の細胞形態に対する効果を計算できる世界初の
ソフトウェアである。当ソフトウェアが細胞や胚の形態の制御の
解明に今後大きく寄与することを期待している。

本研究で実施した、公共データベース（Phenobank）の動画像
を利用した大規模な RNAi 胚の定量細胞分裂ダイナミクス情報の
取得は、公共データベースの動画像を利用した大規模な定量情報
の取得、知識抽出として世界初のものである。本研究は、公共デー
タベースの画像、動画像の利活用の可能性の一端を示した。本研
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＜今後の課題、展望＞
高解像度の表現型データを収集することとスループットとの兼

ね合いが難しい。また、大量の 3 次元・4 次元顕微鏡画像データ
をどのように処理し、有益な情報を抽出していくかの方法論を今
後さらに開発していく必要がある。

表現型解析のためのマーカー作出の技術開発をすすめ、より多
彩 な マ ー カ ー を 作 成 す る こ と が 必 要 で あ る。 今 後 は
photoconvertible protein （mEOS2, Dendra2 など）や、蛋白質活
性インディケーターも活用することで、さらに詳細な細胞内因子
のダイナミクスを解析することをめざす。細胞骨格動態の解析の
ためには、ライブイメージングの時間的・空間的分解能をさらに
向上させることが望ましい。また、細胞骨格系ダイナミクスを解
析するための、定量的画像解析法の確立は急務である。

画像データや画像データの解析アルゴリズム、画像データから
抽出した定量情報などの情報、画像データに付随する撮影条件な
どの情報を管理する国際標準が必要。BioImage Informatics など
の海外の activity と連携してこの分野の整備を行っていく予定。

細胞膜の動態を高時間分解能かつ高画質で 4 次元撮影できる高
速共焦点顕微鏡システムが欲しい。現在の横河 CSU 高速共焦点
スキャナ＋ EM-CCD の組み合わせでは胚の深部の画質が不鮮明
になる。今後も、顕微鏡会社と連携しながら解決策を探していく。

細胞形態の制御機構の解明、数理モデルの構築のためには、物
理パラメータの測定技術や物理的摂動の付加技術が必要。本研究
期間に蓄積した自身のアイディアを試しながら、生物物理や工学
分野の他の研究者とも連携して技術開発を行っていく予定。
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