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細胞間相互作用のシステム的理解
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独立行政法人理化学研究所 発生・再生科学総合研究センター

＜研究の目的と進め方＞
動的で複雑な生命現象を理解することは一般的に難しく、その

解明のための手法・研究戦略は発展途上の段階である。特に多細
胞生物を多細胞生物たらしめている細胞間相互作用を担う動的で
複雑なシステムを体系的・効率的に同定・解析していく手法・研
究戦略については、まだ確立されているとは言えない。生命シス
テムを再構成することで理解する手法は、注目するシステムを他
の不確定要素から隔絶して解析できる事から数理モデルの構築・
検証と相性が良い。我々は、動的で複雑な細胞間相互作用の一つ
である哺乳類の概日時計における細胞間相互作用をモデル系と
し、インシリコ・インビボにおいて細胞間相互作用の遺伝子ネッ
トワークを設計・再構成することで、予測されうるメカニズムの
再構成的証明を行う。これらの解析を通して細胞間相互作用の設
計原理を理解するとともに、細胞分化など細胞間相互作用を要と
する他の生命現象にも応用可能な研究戦略を提供する。

＜研究開始時の研究計画＞
以下のように、同調現象のモニター系の開発、同調因子の同定、

再構成による同調機構の証明、を行う。

[ 細胞間同調のモニター系の確立 ]
生物発光を用いた遺伝子発現ダイナミクスのリアルタイムモニ

ター系の開発と、CCD カメラを用いた一細胞レベルでの発光ダ
イナミクス測定法の確立により、細胞間同調の有無を直接観察で
きる実験系を構築する。

[ 遺伝子構造・発現情報を利用した同調因子遺伝子の同定 ]
細胞間同調を制御する因子（同調因子）は、概日時計によって

制御され（条件 A：概日時計の下流にある遺伝子）、細胞外にシ
グナルを伝え（条件 B：細胞間相互作用を担う遺伝子）、概日時
計を制御する（条件 C：概日時計の上流にある遺伝子）ことが想
定される。そこでまず時計中枢（視交叉上核）における包括的な
発現データとプロモータ・エンハンサの解析から、朝・昼・夜特
異的な DNA 配列を持ち、直接概日時計によって制御されている
概日振動遺伝子を抽出する。次にこれら概日振動遺伝子の中から
細胞間相互作用に関与しうる分子構造を持つ遺伝子を抽出する。
さらに、これらの遺伝子が中枢時計を直接制御できるかどうかを
実験により検証する。

[ 同調機構の再構成的証明 ]
in silico において細胞間相互作用の遺伝子ネットワークを設計・

再構成するとともに、上記で同定・推定された細胞間同調因子を、
同調機構を持たない時計細胞に人工的に組み込み、予測されうる
同調メカニズムを再構成的に証明する。

＜研究期間の成果＞
１７年度実施計画目標：細胞集団の生物発光リアルタイムモニ

ターシステムの構築。 
１８年度実施計画目標：一細胞レベルでの生物発光リアルタイ

ムモニターシステムの構築。

１７年度・１８年度成果：[ 遺伝子発現ダイナミクスリアルタ
イムモニター系の構築 ]

半減期の短い不安定化ルシフェラーゼ（dLuc）を開発し、概日
時計に制御されるプロモーター下で発現させることで遺伝子の概
日発現振動をリアルタイムにモニター可能な系を構築した。この
レポーター系を用いて、細胞間同調に必要十分な条件を検証する
ための準備として、細胞集団の生物発光をリアルタイムかつ定量
的に測定可能な装置を構築した（図１）。また、細胞間同調をよ
り精緻に観察・測定するためには、概日振動するレポーター遺伝
子の発光を一細胞レベルでモニターすることが必要である。そこ
で高感度冷却 CCD カメラ付顕微鏡システムを用いて、細胞間同
調を一細胞レベルで観察可能な実験系を構築した。測定条件の詳
細な検討を積み重ね、一週間安定して一細胞レベルでの発光の概
日振動を自動リアルタイムモニタリングする事を可能とした。
(Sato, T.K., et al., Nature Genetics, 38, 312-319 (2006))

（図１）自動生物発光測定装置
ターンテーブル上に置いた 24-well プレートからの微弱生物発

光は装置上部の PMT により連続的に計測され、データは自動的
に PC に記録される。

１９年度実施計画目標：人為的な非同期化の誘導と細胞間同調
の再構成

 
１９年度成果：[ 細胞集団の位相非同期化手法の開発 ]
概日時計の細胞間同調を観測するためには、概日振動の位相が

異なる細胞間の相互作用を観察することが必要である。しかしそ
の一方で、培養細胞の概日振動の位相は、cAMP 濃度の上昇を誘
導しうる薬剤の添加の他にも、培養液の交換（栄養状態の変化）
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（図３）光刺激により誘導された非同期振動の一細胞発光測定
による観察

光応答性細胞に光刺激を与えることで、同期振動している細胞
集団を、個々の細胞の振動は維持したまま完全に非同期化した細
胞集団へと誘導する事に成功した。横軸が時間。縦軸が相対的な
発光量。光摂動（黄色線）後、位相が分散し、細胞集団としての
振動（黒線）はほとんど停止しているかのように見えるが、各細
胞の振動は継続している。

２０年度・２１年度実施計画目標：同調因子による位相応答・
振幅応答の解析と細胞への再構成

２０年度成果：[ 任意の位相で機能する人工プロモーターの設
計手法の開発 ] 

細胞間同調の再構成を達成するためには、同調因子を任意の位
相特異的に発現させる技術が必要である。そこで、哺乳類概日時
計に観られる様々な位相での転写出力がどの様に設計されている
のか、その設計原理を明らかにすることによって、任意の位相で
機能する人工プロモーターを論理的に細胞内に再構成する系の確
立を目指した。

方法としては、まず VP16 タンパクの転写活性化ドメインや
Gal4 タンパクの DNA 結合ドメインを利用した人工転写制御因子
（活性化因子 , 抑制因子）と、それらが結合する人工プロモーター
を持つルシフェラーゼ発光レポーターからなる転写回路を設計
し、その転写回路を哺乳類培養細胞中に一過性に導入することに
より、転写出力のダイナミクスを定量的に測定可能な系を構築し
た（図４）。この系を用い、人工転写制御因子 ( 活性化因子 , 抑制
因子 ) を同一細胞内で様々な位相で発現させた時の下流の人工プ
ロモーターからの転写出力ダイナミクスを計測した結果、①朝に
発現する転写活性化因子と夜に発現する転写抑制因子が、標的プ
ロモーターからの昼の転写出力を再現するのに必要かつ十分な条
件であること、②昼に発現する転写活性化因子と朝に発現する抑
制因子が、夜の転写出力を再現するための必要十分条件であるこ
と、③朝 , 昼 , 夜の 3 つの基本位相の転写制御因子を単純に組み
合わせるだけで、明け方 , 午後 , 夕方 , 深夜などの様々な位相の転
写出力が生まれること、が判った。この結果は、in vivo で観察さ
れる時計関連遺伝子の一見連続的な転写出力の創出機構の理解を
助け、予測した位相で機能する人工プロモーターを論理的に再構
成する設計原理を明らかにした（図５）。この成果は国際誌に掲
載された (Ukai-Tadenuma, M., et al., Nature Cell Biology, 10, 
1154-1163 (2008))。　この設計・構築技術により、任意の位相で
同調因子を発現させるための基盤技術が確立された。

や温度の変化等、培養環境のわずかな変化によっても速やかに同
期してしまい、非同期状態を自在に実験的に誘導することは非常
に困難である。培養細胞を培養器内で一週間以上放置する事に
よって、ほぼ非同期化した細胞集団を得ることは可能であるが、
その様な手法では健全な細胞を用いた解析とは言い難い。そこで
我々は、培養細胞集団中の特定の細胞における概日振動の位相を
外部からコントロールする手法の開発を行った。具体的な手法と
しては、細胞培養環境に大きな変化を与えずに細胞の状態を制御
可能な因子の候補として「光刺激」の利用を検討し、光受容体を
培養細胞に発現させ、培養液の温度に影響を与えない程度の光を
照射することで光受容体依存的に培養細胞の概日振動の位相をシ
フトさせることが可能な系を構築した（図２）。

さらに上記の系を用いて照射条件を詳細に検討することによ
り、同期振動している培養細胞集団を任意に非同期化させること
が可能な実験系の構築を目指した。概日振動している光受容体導
入細胞に、２４時間にわたって様々なタイミング・長さで光刺激
を与え、その影響を詳細に解析した結果、ある特定のタイミング
で光刺激を与えることで、同期振動している細胞集団を、個々の
細胞の振動は維持したまま完全に非同期化した細胞集団へと誘導
する事に成功した。これによって、細胞間同調を観測するための
基盤技術が確立された（図３）。この成果を基に、３０年以上も
の間未解決であった「シンギュラリティー現象」と呼ばれる概日
時計が停止する現象が時計細胞同士の脱同調による事を、実験及
び数理モデルを用いて立証し、論文として発表した。(Ukai, H., 
et al., Nature Cell Biology, 9, 1327 - 1334 (2007)).

（図２）光刺激により誘導された非同期振動の一細胞発光測定
による観察

光受容体（メラノプシン）を導入することにより、光応答性の
細胞を創出した。この細胞に光刺激を与えるとタイミング依存的
に位相や振幅が変化する。
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発現させておき、２時間毎に異なる１２種類の位相で細胞の概日
振動を誘導した。次にこれらの細胞に対し、各受容体に対応する
ペプチドリガンドを外部から穏やかに添加した。その結果、ペプ
チドリガンドの溶媒のみの添加、または受容体を発現させていな
い細胞へのペプチドリガンドの添加では、位相の変化は観察され
なかったが、数種類のペプチドリガンド - 受容体組み合わせにお
いて、ペプチドリガンド - 受容体依存的に１２種類のサンプルの
位相が揃うことを見出した（図６）。

（図６）位相制御シグナル経路の再構成。　位相制御可能なシ
グナル伝達経路を活性化可能なペプチドを同調因子として用い、
位相の異なる時計細胞に同時に添加した。あらかじめペプチドに
対する受容体遺伝子を導入・発現させておいた細胞でのみ、位相
を同調させることができた。

上記検討では、ペプチドリガンドを外部から添加したが、実際
に細胞間同調の再構成を達成するためには、細胞自身が分泌した
ペプチドリガンドによって位相変化が誘導されなくてはならな
い。そこで、細胞自身が分泌したペプチドリガンドによって位相
変化が誘導されるかどうかを以下のように検討した。時計培養細
胞に、ペプチドリガンド受容体遺伝子およびドキシサイクリン依
存的に発現誘導されるペプチドリガンド発現遺伝子を導入し、細
胞の概日振動を誘導した後、任意のタイミングで培養液中にドキ
シサイクリンを穏やかに添加した。その結果、ペプチドリガンド
発現遺伝子を導入していない時計細胞では、ドキシサイクリンを
添加しても位相変化は観察されなかったが、ペプチドリガンド発
現遺伝子導入細胞では、ドキシサイクリン濃度に依存して位相変
化が観察された。このように、細胞の時計の位相を同調可能なリ
ガンド - 受容体 - シグナル伝達経路セットの取得に成功した。

以上のように、現時点までに細胞間同調を再構成する為の基盤
技術として、[ 任意の位相で同調因子を発現させる技術 ][ 同調シ
グナル伝達経路の再構築技術 ] を確立し、また、再構成した細胞
間同調の検証技術として、[ 一細胞レベルでの概日振動観察技術 ]
[ 光刺激を用いた非同期化技術 ] 等の基盤技術を整備した。現在
は、これらの要素技術を統合して同調能の無い時計細胞への細胞
間同調システムの再構成に着手し、残りの研究期間内での細胞間
同調の達成を目指している（図７、８）。

（図４）人工転写制御ネットワーク
哺乳類概日時計システムを模して人工的に設計した転写制御

ネットワーク。Gal4 タンパクの DNA 結合ドメインは転写抑制因
子として機能し、Gal4 タンパクの DNA 結合ドメインと VP16 タ
ンパクの転写活性化ドメインとの融合タンパクは転写活性化因子
として機能する。CCE；制御 DNA 配列、UAS；GAL4 結合配列。

（図５）転写出力のピーク時刻
人工転写制御ネットワークから観察された標的プロモーターか

らの転写出力のピーク時刻と、各人工転写制御因子のピーク時刻
の差との関係。縦軸は標的プロモーターからの転写出力のピーク
時刻と転写活性化因子の発現ピーク時刻との時間差を表示。横軸
は転写不活性化因子と転写活性化因子の発現のピーク時刻の時間
差を表示。

２０年度・２１年度成果：[ 細胞の時計の位相を同調可能なリ
ガンド - 受容体 - シグナル伝達経路セットの取得 ]

細胞間同調機構の再構成を達成するためには、概日時計に対し
て位相変位を誘導可能な同調因子や、その受容体、シグナル伝達
系の３者が揃う事が必要である。そこで培養時計細胞において同
調機構を効率よく再構成可能なリガンド - 受容体－シグナル伝達
系のセットを探索した。まず、概日振動を示す時計細胞に対して、
活性が既知である化合物ライブラリーを順次添加し、時計細胞の
位相・振幅を変化させる事が可能な化合物を多数分離した。これ
らの化合物の作用機序を比較検討する事により、用いている時計
培養細胞において同調機構を効果的に再構成可能なシグナル伝達
系を決定した。

この同調誘導可能なシグナル伝達系を時計細胞自身によって時
刻依存的に活性化させるためには、このシグナル伝達系を活性化
可能なリガンド - 受容体セットが必要である。そこで、この同調
シグナル伝達系を活性化可能であると予想される既知のペプチド
リガンド - 受容体セットについてその同調活性を検討した。具体
的には、まず同調機構のない時計培養細胞に各受容体を一過性に
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の重要性が、世界的にも認められたことを示している。

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞
同調機構の最終的な再構成は現段階では達成できていない。し

かし、再構成とその検証に必要な基盤技術の開発についてはすで
に達成できており、最終年度末までには達成できると予想される。

＜今後の課題、展望＞
近年、再構成実験に基づく検証（in cellulo での再構成）とモデ

ルに基づくコンピューターシミュレーション（in silico での再構
成）とを両輪とする構成論的研究戦略が、哺乳類体内時計のよう
な動的で複雑な生命システムを理解するうえで従来の解析的アプ
ローチの補完的な役割を果たすことが示されるようになり、注目
を浴びている。しかしながら、細胞間相互作用を担う遺伝子ネッ
トワークの再構成はこれまで達成されておらず、細胞間相互作用
が関わる生命現象の振る舞いに対する数理予測を検証するための
再構成実験プラットフォームを提供することが、次のブレイクス
ルーのために解決すべき課題となっている。

哺乳類の中枢時計である視交叉上核 (SCN) は、同調機構を持つ
多数のヘテロな振動細胞の集合体であり、単一細胞レベルと細胞
集団レベルとでは外因性・内因性の摂動に対し異なる振舞いを示
す事が明らかになってきている。そこで例えば、各種時計遺伝子
改変細胞を含むヘテロな細胞集団と本提案研究によって開発した
同調機構の再構成技術を用い、任意の不均一性を持った同調振動
体を設計・構築することで、細胞ネットワークによる時計のリズ
ム変異や機能欠損の代償機序など、単一振動細胞の集合体化によ
る頑健性獲得能をシステムレベルで明らかにする事が可能になる
と考えられる。そのような解析を通じ、中枢時計がヘテロな振動
子集団である意義、領域間ダイナミズムなどを再構成的に明らか
にし、中枢時計を理解することが、今後の課題であると考える。

＜研究期間の全成果公表リスト＞

１）論文／プロシーディング
1. 0811252031
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（図７）同調機構の再構成。　同調因子・受容体を時刻依存的
に発現させ、同調条件を検討する。

（図８）細胞間同調達成の証明方法。　光摂動技術により細胞
集団を非同期化する。その後、同期振動が回復したならば、細胞
間同調の再構成が達成されていると証明可能である。

＜国内外での成果の位置づけ＞
生命システムを再構成することで理解する手法は、注目するシ

ステムを他の不確定要素から隔絶して解析できる事から数理モデ
ルの構築・検証と相性が良く、従来の解析的アプローチを補完す
ることが可能な研究戦略として近年注目されてきている。本課題
では動的で複雑な細胞間相互作用の一つである哺乳類の概日時計
における細胞間相互作用をモデル系として、様々な技術を開発し
再構成研究戦略を適用してきた。細胞間相互作用の再構成研究は
世界的にみても未開拓の分野であること、また本研究で開発した
技術は、細胞の分化のような細胞間相互作用を要とする他の生命
現象の研究に対しても応用可能であることから、本課題の成果は
国内外の生命科学研究に多大な波及効果を与えると期待される。

我々は光刺激を用いて培養細胞の概日振動の位相を外からリア
ルタイムにコントロールできるシステムを構築し、同期振動して
いる培養細胞を非同期化させることに成功した。この手法は、本
課題の遂行の過程で世界で初めて確立した独自技術である。光刺
激は、細胞の培養環境に大きな変化を与えずに摂動を与える事が
可能であるとともに、時間的・空間的に分解能が高い定量的な摂
動方法であり、今後の定量生物学的解析の発展においても重要な
役割を果たすと期待される。実際、この光刺激により概日振動を
任意に非同期化させる手法を用いて概日時計のシンギュラリ
ティー現象を解析した成果は、査読の厳しい国際誌に掲載され
(Ukai, H., et al., Nature Cell Biology, 9, 1327 - 1334 (2007))、研
究代表者の上田は時間生物学会学術奨励賞を授与された。これら
は、本成果が国内外で高く評価された事を示している。

さらに我々は本課題の遂行の過程で、人工転写制御因子 ( 活性
化因子 , 抑制因子 ) を用いて任意の位相で機能する人工プロモー
ターを論理的に再構成する設計原理を明らかにし、この成果につ
いても査読の厳しい国際誌に掲載された (Ukai-Tadenuma, M., et 
al., Nature Cell Biology, 10, 1154-1163 (2008))。これは、本研究
提案のような複雑なシステムを理解する手法としての再構成研究
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