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§１ 研究実施の概要 

 

（１）実施概要 

 細胞の増殖や分化過程では、多くの遺伝子群が正しいタイミングで発現するが、この

タイミングを制御する生物時計の実体はよくわかっていない。我々は、bHLH 型転写因

子 Hes1 や Hes7 が２時間を刻む生物時計として働くことを明らかにしたが、その詳細な

分子機構や意義は不明であった。そこで、本研究では、短周期リズムを刻む遺伝子発現

動態の分子基盤と意義の解明を目指し、以下のことを明らかにした。 
 体節は未分節中胚葉の前端が周期的に分節することにより形成されるが、マウスの場合は約

２時間毎に起こる。この体節形成を制御する分節時計のリズムは、Hes7 の発現がネガティブ・フ

ィードバックによって自律的に振動（オシレーション）することによって刻まれる。この発現機構を

もとに微分方程式からなる数理モデルを構築したところ、安定な Hes7 オシレーションには、

Hes7 の遺伝子産物が十分に不安定であること、さらに Hes7 遺伝子の発現からネガティ

ブ・フィードバックに至るまで十分な時間の遅れが必要であると予測された。このうち、

Hes7 遺伝子産物の不安定性に関しては、以前、検証実験によって数理モデルの予測が正

しいことを示した。さらに、もう一つの予測に関して検証するために、イントロン・ス

プライシングに注目したところ、イントロンの存在によって Hes7 の発現が約１９分遅れ

ることがわかった。数理モデルからは、ネガティブ・フィードバックにかかる時間が１

９分短くなると発現がオシレーションしなくなることが予測された。そこで、Hes7 遺伝

子からイントロンを除去したマウスを作製したところ、Hes7 の発現がオシレーションし

なくなり、体節は癒合し、体節由来の組織である椎骨や肋骨も癒合した。以上の結果か

ら、数理モデルの予測が正しいことが示され、このモデルは分節時計の動態を正確に反

映していると考えられた。 
 未分節中胚葉における Hes7 の上流を解析したところ、Hes7 オシレーションは Fgf シグ

ナルによって開始され、Notch シグナルによって増幅と前側への伝搬が起こっていた。

逆に、Hes7 は Fgf シグナルや Notch シグナルを周期的に抑制することによって両方のシ

グナル系の活性を振動させた。したがって、Hes7-Notch-Fgf 系はお互いに発現振動を制

御し合うオシレーター・ネットワークを形成することが明らかになった。さらに、Notch
シグナルの振動によって体節のサイズが、Fgf シグナルの振動によって体節形成の時間的

周期性が制御されていた。以上の影山グループの結果をもとに、吉川グループとの共同

で分節時計の中心的な役割を担う Hes7-Notch-Fgf オシレーター・ネットワークの全体を

包括した数理モデルを構築した。 
 次に、体節形成以外での短周期遺伝子発現振動の意義を探るために、線維芽細胞を用

いて２時間周期で発現変動する遺伝子を網羅的に検索した。その結果、リン酸化 Stat3 
(pStat3) および Socs3 がネガティブ・フィードバックを形成して約２時間周期で発現振動

すること(pStat3-Socs3 オシレーション)、この発現振動を抑制すると Hes1 の発現振動が

阻害されることがわかった。この影山グループの結果は、吉川グループによる数理モデ

ルの結果とよく一致し、体節形成以外での短周期遺伝子発現振動の分子基盤が明らかに

なった。pStat3 の形成に Hes1 が必要であることから、Hes1 オシレーションおよび

pStat3-Socs3 オシレーションはお互いに依存・協調していること、さらに、この発現振動

は細胞増殖に非常に重要であることもわかった。他にも、Smad や Fgf シグナルの因子群

も発現振動を示し、短周期の発現振動は特殊なものではなく、一般的な現象であること

が強く示唆された。線維芽細胞以外に神経幹細胞を解析したところ、その維持に必須な役割

を持つ Hes1 の発現が２〜３時間周期で振動しており、そのためプロニューラル遺伝子 Ngn2 や

Notch リガンド Dll1 の発現も振動していた。この結果から、神経幹細胞では Notch シグナルは双

方向性にダイナミックに働くこと、そのため神経幹細胞同士で Notch シグナルを活性化し合って

細胞集団全体の未分化性維持に働くことがわかった。また、胚性幹細胞では Hes1 の発現は３

〜５時間周期で振動しており、分化誘導時に Hes1 の発現が高いと中胚葉系に、低いと神経系

に分化しやすかった。したがって、Hes1 の発現振動が胚性幹細胞の多様な分化応答に関わっ
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ていることが示された。 
 以上から、短周期リズムを刻む遺伝子動態の分子基盤と各種生命現象における意義が明

らかになった。 
 

（２）顕著な成果 

１．Shimojo, H., Ohtsuka, T., and Kageyama, R. (2008) Oscillations in Notch signaling regulate 
maintenance of neural progenitors. Neuron 58, 52-64. 

概要：神経幹細胞において Hes1 の発現が２〜３時間周期で振動しており、そのためプロニュー

ラル遺伝子 Ngn2 や Notch リガンド Dll1 の発現も振動していた。この結果から、神経幹細胞で

は Notch シグナルは双方向性にダイナミックに働くことがわかった。 

 

２．Kobayashi, T., Mizuno, H., Imayoshi, I., Furusawa, C., Shirahige, K., and Kageyama, R. 
(2009) The cyclic gene Hes1 contributes to diverse differentiation responses of embryonic stem 
cells. Genes & Dev. 23, 1870-1875. 

概要：胚性幹細胞において Hes1 の発現が３〜５時間周期で振動しており、分化誘導時に Hes1

の発現が高いと中胚葉系に、低いと神経系に分化しやすかった。したがって、Hes1 の発現振

動が胚性幹細胞の多様な分化応答に関わっていることが明らかになった。 

 

３．Niwa, Y., Shimojo, H., Isomura, A., González, A., Miyachi, H., and Kageyama, R. (2011) 
Different types of oscillations in Notch and Fgf signaling regulate the spatiotemporal 
periodicity of somitogenesis. Genes & Dev. 25, 1115-1120. 

概要：分節時計において、Hes7 の発現振動によって Notch や Fgf シグナルの活性が振動する

こと、Notch シグナルによって体節のサイズが、Fgf シグナルによって体節形成の時間的周期

性が制御されることがわかり、これらを組み込んだ数理モデルを構築した。 
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§２．研究構想 

（１）当初の研究構想  

 

 細胞の生存、増殖、分化過程では、多くの遺伝子群が正しいタイミングで発現する。こ

の遺伝子発現のタイミングを正確に決める生物時計の存在が以前から示唆されていたが、

実体は長らく不明であった。発生過程で働く生物時計は、概日時計（約 24 時間周期）より

短周期であることが予想されていた。例えば、体節形成過程を制御する生物時計、いわゆ

る分節時計の周期は、マウスの場合２時間である。我々は、bHLH 型転写抑制因子 Hes7 の発

現がネガティブ・フィードバックを介して自律的に２時間周期で増減を繰り返すこと（オ

シレーション）、下流遺伝子で分節を制御する Lfng の発現は Hes7 に依存してオシレーショ

ンすること、Hes7 を欠損すると２時間という周期性が失われて体節が激しく癒合すること

を示し、Hes7 が２時間を刻む分節時計の本体であることを明らかにした。しかし、Hes7 や

Lfng 以外にもオシレーションを示す遺伝子がいくつか発見されているが、Hes7 オシレーシ

ョンとの関係はよくわかっておらず、分節時計の全体像の解明には至っていない。さらに、

我々は、Hes7 と同じ遺伝子ファミリーに属する Hes1 の発現が体節形成過程だけでなく、い

ろいろな細胞においてネガティブ・フィードバックを介して自律的に２時間周期でオシレ

ーションすることを見い出した。しかし、体節形成過程の Hes1 や Hes7 オシレーションは

安定に持続するのに対して、それ以外の細胞での Hes1 オシレーションは不安定である。こ

の違いがどのような機序によるのかはよくわかっていない。さらに、体節形成過程以外で、

２時間という短周期の遺伝子発現リズムを刻む意義は全くわかっていない。 

 最近、我々は、１細胞レベルで Hes1 の発現をリアルタイムで可視化するシステムを開発

した。その結果、今まで定常状態と考えられていた条件下でも、実は個々の細胞では Hes1

の発現はダイナミックにオシレーションしていることがわかった。ただ、オシレーション

の位相が細胞間でずれているため、集団としては発現が一定のようにみえていただけであ

った。また、Hes1 を持続発現させると細胞増殖能や分化能が著しく阻害されることから、

Hes1 オシレーションの重要性が強く示唆された。一方、Hes1 オシレーションが同期する条

件下でマイクロアレー解析を行ったところ、多くの遺伝子の発現が Hes1 と同じような短周

期リズムを刻むことがわかった。これらの結果から、２時間という短周期の発現リズムを

刻むことは多くの遺伝子に普遍的な現象で、細胞増殖や分化に重要なのではないかと考え

られた。本研究では、短周期発現リズムの動作原理と意義を明らかにする目的で、以下の

解析を計画した。 

 

1. 分節時計に関わるオシレーション分子群の動態と相互作用の全体像について 

2. 上記の結果を元にした数理モデルの構築 

3. 数理モデルから予測される現象の検証実験 

4. 体節形成過程以外の細胞でのオシレーション分子群の動態と機能について 

 

 上記１〜３の解析から、分節時計の正確な数理モデルを構築し、上記４の結果と比較す

ることによって、安定なリズムと不安定なリズムを刻む条件を明らかにしたいと考えた。

さらに、上記４では、マイクロアレー解析から見つかるオシレーション分子の機能をしら

べ、短周期遺伝子発現リズムの意義を明らかにしようと試みた。 

 

（２）新たに追加・修正など変更した研究構想 

 研究は予定通り行われ、修正等は特に無い。 
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§３ 研究実施体制 
 

（１）「影山」グループ  

① 研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

影山 龍一郎 京都大学ウイルス研究所 教授 H18.10～ 

大塚 俊之 同上 准教授 H18.10～ 

小林 妙子 同上 助教 H18.10～ 

Aitor González 同上 非常勤研究者 H19.4～ 

下條 博美 同上 非常勤研究者 H18.10～ 

今吉 格 同上 日本学術振興会

特別研究員、 

非常勤研究者 

H18.10～H.21.9 

丹羽 康隆 同上 日本学術振興会

特別研究員 

H18.10～H22.3 

磯村 彰宏 同上 非常勤研究者 H21.4～ 

都留 常央 同上 D1~3 H19.4～H22.3 

Tan SiokLay 同上 D1~4 H20.4～ 

松永 充博 同上 D1~3 H19.4～H23.3 

坂本 雅行 同上 D1~3 

D1 のときのみ

CREST 専任 RA 

H21.4～ 

播磨 有希子 同上 D1~2 H20.5～ 

渡邊 直希 同上 D1 H22.4～ 

立岩 友香里 同上 技能補佐員 H21.4～ 

野村 安記 同上 技能補佐員 H18.10～H21.5 

 

 ②研究項目 

・    短周期遺伝子発現リズムの動作原理 

 

（２）「吉川」グループ  

① 研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

吉川 研一 京都大学理学研究科 教授 H18.10～ 

Marcel Hoerning 同上 研究補助員 H19.4～ 

高畠 芙弥 同上 M2～D1 H22.4～ 

山本 暁久 同上 M2～D1 H22.4～ 

劉 偉智 同上 M1～M2 H22.4～ 

Lee, Yo-Ju 同上 M2 H23.4～ 

北畑 裕之 同上 助教 H18.10～H21.3 

武仲 能子 同上 D1～D3 H18.10～H21.3 

磯村 彰宏 同上 D1～D3 H18.10～H21.3 

住野 豊 同上 D1～D3 H18.10～H21.3 

永井 健 同上 D1～D3 H18.10～H21.3 

 

  ②研究項目 

・    短周期遺伝子発現リズムの数理モデルの構築 
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§４ 研究実施内容及び成果  
 

４．１ 短周期遺伝子発現リズムの動作原理（京都大学 影山グループ） 

(1)研究実施内容及び成果 

 

㈰分節過程における Hes7 を中心としたオシレーションネットワークの解明 
（１）Hes7 オシレーションモデルの検証実験：イントロン・スプライシングによるネガティブ・フィードバ

ックの遅れがHes7 オシレーションに必須 
 これまで、分節過程において、Hes7 がネガティブ・フィードバックを介して発現オシレーションする

ことを明らかにし、この結果をもとに微分方程式からなる数理モデルを提唱した。この数理モデルか

ら、安定な Hes7 の発現オシレーションには、Hes7 の遺伝子産物が十分に不安定であること、さらに

発現からネガティブ・フィードバックに至るまで十分な時間の遅れがあることが重要であると予測さ

れた（図１）。 
 

 
 
図１：Hes7 の発現振動と数理モデル。(A)正常では、Hes7 mRNA および Hes7 蛋白の発現が振動

する。(B) Hes7 蛋白の 14 番目のリジン残基をアルギニンに置換（K14R）すると、Hes7 蛋白の半減

期が約 10 分程度安定化する。このとき、Hes7 の発現は２〜３回振動した後、定常になる。(C) Hes7
遺伝子のイントロン除去（ΔIn）により negative autoregulation が 19 分早く起こると、Hes7 の発現は振

動しなくなる。 
 
このうち、Hes7 遺伝子産物の不安定性に関しては、以前、検証実験によって数理モデルの予測が

正しいことを示した（図１B）。本年度は、もう一つの予測に関して検証することにした。そのために、

イントロン・スプライシングに注目して、Hes7 遺伝子のイントロンを含むレポーターと含まないレポー

ターをもつ遺伝子改変マウスを作製した。Hes7 プロモーターからレポーターの発光が起こるまでの

タイミングを測定したところ、イントロンの存在によって約１９分の遅れが見られた（図２）。 
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図２：Hes7 遺伝子のイントロンを含むレポーターと含まないレポーターの発現を内在性 Hes7 の発

現と比較した。レポーターの発現は、イントロンの存在によって約１９分遅れた。 
 
数理モデルからは、発現からネガティブ・フィードバックに至るまでの時間が１９分短くなると、発現

がオシレーションしなくなることが予測された（図１C）。そこで、Hes7 遺伝子からイントロンを取り除

いて時間の遅れを短くしたマウスを作製したところ、Hes7 の発現オシレーションが起こらなくなること

がわかった。その結果、このマウスの体節は癒合し、体節由来の組織である椎骨や肋骨も激しく癒

合した（図３）。 
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図３：(A)正常マウスの椎骨と肋骨。(B) Hes7 遺伝子からイントロンを除去したマウスの椎骨と肋骨。

激しく癒合している。 
 
 しかし、イントロン除去によって Hes7 の発現レベルも低下していたので、発現量を増やしてもオシ

レーションが起こらなくなるかどうかを検討することにした。そのために、イントロンを持つ Hes7 トラン

スジーンおよびイントロンを持たない Hes7 トランスジーンを作り、これらを Hes7 欠損マウスに導入し

た（図４A）。いずれのトランスジーンでも Hes7 の発現レベルは十分に回復した（図４G）。しかし、イ

ントロンを持つ Hes7 トランスジーンを導入すると Hes7 の発現オシレーションや分節が回復したのに

対して（図４D）、イントロンを取り除いた Hes7 トランスジーンを導入してもオシレーションや分節は回

復しなかった（図４E）。これらの結果から、イントロンに依存したネガティブフィードバックの時間の

遅れが、安定な Hes7 の発現オシレーションに必須であることが示され、数理モデルの予測の正し

さが検証できた。 
 

  

図４：イントロンを持つ

Hes7 トランスジーンおよびイ

ントロンを持たない Hes7 トラ

ンスジーンの Hes7 欠損マウ

スへの導入。(A) Hes7 トラ

ンスジーンの構造。(B-F) 

イントロンを持つ Hes7 ト

ランスジーンを導入する

と分節が回復したが(D)、

イントロンを取り除いた

Hes7 トランスジーンを導

入しても分節は回復しな

かった(E)。(G) いずれの

Hes7 トランスジーンの導入で

も、Hes7 の発現レベルは十

分に回復した。 

 
（２）Hes7-Notch-Fgfオシレーター・ネットワークの形成 
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 未分節中胚葉における Hes7 の標的遺伝子群を網羅的に探索した結果、Notch シグナル系だけ

でなく Fgf シグナル系もその活性がオシレーションすることがわかった。すなわち、Fgf シグナル系

によって活性化された ERK（リン酸化型、pERK）の量、およびリン酸化 ERK を脱リン酸化して非活

性化する Dusp4 の発現量がオシレーションしていた。また、この発現オシレーションは Hes7 によっ

て制御されており、同じく Hes7 によって制御されている Notch シグナル系のオシレーションとリンク

していた。さらに、遺伝子改変マウスの解析から、Hes7 の発現オシレーションは、Fgf シグナルに

よって開始され、Notch シグナルによって増幅と前側への伝搬が起こることがわかった。したがって、

FgfシグナルとNotchシグナルが協調してHes7の発現を制御し、逆にHes7はFgfシグナルとNotch
シグナルの発現オシレーションを制御することがわかった（図５）。以上から、分節過程におけるオ

シレーションネットワークの全体像が明らかになった。 
 

 
図５：分節過程における Hes7 を中心としたオシレーションネットワーク 

 
（３）分節時計におけるHes7-Notch-Fgfオシレーター・ネットワークの発現動態と機能 
 分節過程では、未分節中胚葉の中で次に体節になる領域(前端部分、S0)のその次に体節にな

る領域(S1)に Mesp2 が発現する。S1 領域全体に Mesp2 がほぼ同じタイミングで発現することが、

体節形成に重要である。Mesp2 の発現は、Notch シグナルによって活性化され、Fgf シグナルによ

って抑制されることが報告されていた。しかし、これらのシグナル系の発現動態はよくわかっていな

かったので、分節時計における Hes7-Notch-Fgf オシレーター・ネットワークの発現を解析した。そ

の結果、Notch シグナルのエフェクター分子 NICD および Fgf シグナルのエフェクター分子 pERK
の発現は、ともに Hes7 に依存して振動すること、NICD と pERK の発現は未分節中胚葉の後端で

はほぼ同じ位相で振動するが、前側では位相が逆転することがわかった（図６）。NICD は Hes7 の

発現とは逆位相で波状に振動した（図６）。それに対して、pERK の発現は未分節中胚葉全体でオ

ンかオフかという発現動態を示した（図６）。その結果、NICD が S1 より後側に発現しているときは、

pERK も発現しており、Mesp2 の発現は抑制されるが、NICD が S1 に発現するときには、pERK の

発現は消え、NICD によって S1 に Mesp2 の発現が誘導されることがわかった（図６、図７A）。これら

の結果から、NICD は Mesp2 の発現領域を決めることによって体節のサイズを制御し、pERK の振

動は Mesp2 の発現のタイミングを決めることによって体節形成の時間的周期性を制御することが明

らかになった。また、Hes7 遺伝子を欠損すると、NICD や pERK の発現振動が消失し、Mesp2 は S1
領域あたりを徐々に後側へ移動するように発現することが示された（図７B）。この場合、Mesp2 は

S1 領域全体にほぼ同じタイミングで発現するのではなく、S1 の前側から徐々に後側へ広がるような

発現を示すことから、この異常な発現動態によって分節過程が乱れることが強く示唆された。 
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図６：分節過程での Hes7, Mesp2, NICD, pERK の発現動態。NICD と pERK の発現は未分節中胚

葉の後端ではほぼ同じ位相で振動するが、前側では位相が逆転する。その結果、NICD は S1 領

域全体に Mesp2 の発現を誘導する。 
 

 
図７：pERK と Mesp2 の発現の時空間プロット。(A)正常では、pERK の発現が無くなると、NICD が

Mesp2 の発現を誘導する。(B)一方、Hes7 遺伝子を欠損すると、NICD や pERK の発現振動が消

失し、Mesp2 は S1 領域あたりを徐々に後側へ移動するように発現する。 
 
㈪線維芽細胞、神経幹細胞、胚性幹細胞における Hes1 オシレーション 
（１）線維芽細胞におけるHes1 を中心としたオシレーション・ネットワーク 
 線維芽細胞を用いて２時間周期で発現変動する遺伝子群を網羅的に検索した結果、数種類の

新規オシレーション分子を同定した。特に、リン酸化 Stat3 (pStat3) および Socs3 はネガティブ・フィ

ードバック・ループを形成し、それにより両者の発現量は約２時間周期でオシレーションすること

(pStat3-Socs3  オシレーション)、この発現オシレーションを抑制すると Hes1 の発現オシレーション

が阻害されることがわかった。pStat3の形成にHes1が必要であることから、Hes1オシレーションおよ

び pStat3-Socs3 オシレーションはお互いに依存・協調していることが示された（図８）。また、この発

現オシレーションは細胞増殖に非常に重要であることがわかった。さらに、線維芽細胞において

Smad 系因子群や Fgf シグナルの因子群も発現オシレーションを示した。これらの結果から、発現

オシレーションは特殊なものではなく、一般的な現象であることが強く示唆された。 
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図８：線維芽細胞における Hes1 を中心としたオシレーションネットワーク 

 
（２）神経幹細胞におけるHes1 を中心としたオシレーション・ネットワーク 
 Hes1 の発現をリアルタイムで可視化するシステムを用いて神経幹細胞における Hes1 の発現動

態を解析したところ、ノザンやウェスタン法では一定レベルで持続発現しているようにみえる条件下

でも、シングルセルレベルではダイナミックに発現オシレーションすることがわかった。Hes1 の標的

遺伝子群を網羅的に探索し発現動態を解析したところ、プロニューラル遺伝子 Neurogenin2 
(Ngn2)や Notch リガンド Deltalike1 (Dll1)の発現も神経幹細胞でオシレーションすることが明らかに

なった（図９）。しかし、Hes1 の発現が無くなってニューロンに分化途中の細胞では、ほぼ一定レベ

ルで発現が持続していた（図９）。さらに、この発現オシレーションは、神経幹細胞の維持に重要な

役割を担うことが明らかになった。 

 
図９：神経幹細胞と分化途中のニューロンにおける Hes1,Ngn2,Dll1 の発現動態 

 
 以上の結果から、Ngn2 は発現動態の違いで異なる活性を持つことが強く示唆された。すなわち、

Ngn2 の発現が持続すると下流遺伝子もすべて発現が誘導されてニューロンへ分化するが、Ngn2
の発現が振動すると大部分の下流遺伝子は発現せず、神経幹細胞にとどまると考えられた。Ngn2
の発現が振動するときは、Dll1 のように素早く反応する一部の下流遺伝子のみの発現が誘導され

ていた。Dll1 の発現が振動することによって、神経幹細胞同士がお互いに Notch シグナルを活性

化することが可能になり、細胞集団全体の未分化性が維持されると考えられた（図１０）。このことか

ら、Notch シグナルはニューロンから神経幹細胞へ一方向性に活性化するだけでなく、発現オシレ
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ーションを利用して神経幹細胞間同士で双方向性に活性化できることがわかった。 
 

 
 
図１０：神経幹細胞における発現オシレーション。ある神経幹細胞の Delta1 の発現が高いと（左上）

隣接する神経幹細胞の Notch シグナルを活性化し、その細胞の Hes1 の発現が増え、Ngn2 と

Delta1 の発現が減る（左下）。しかし、オシレーションのために約１時間後には Hes1 の発現が減少

して Ngn2 と Delta1 の発現が増加し（右下）、前者の神経幹細胞の Notch シグナルを活性化する

（右上）。このように、神経幹細胞同士がお互いに Notch シグナルを活性化し、細胞集団全体の未

分化性が維持される 
 
 神経発生の初期には、Ngn2 や Dll1 が salt-and-pepper 状に神経幹細胞に発現することが知られ

ている。このような発現パターンは、免疫染色や in situ hybridization によって示されており、一般に、

もともと均一な神経幹細胞が Notch シグナルによって細胞間で Ngn2 や Dll1 の発現レベルが徐々

に異なるようになり、やがて強く発現するようになった細胞がいち早くニューロンに分化すると信じら

れている。しかし、今回の我々の解析から、この salt-and-pepper 状の発現パターンはニューロンに

なる細胞の選別過程を反映しているのではなく、オシレーションの一瞬間をみていることが強く示

唆され、この分野のパラダイムシフトを引き起こした。 
 一方、Hes1 に関しても発現動態が重要であることがわかった。発生途中の神経系は境界構造に

よっていくつも区画に区切られている。それぞれの区画内では、多くの神経幹細胞が盛んに増殖

し、ニューロンを産生する。一般に、神経幹細胞やニューロンは境界を越えて遊走することはなく、

区画内にとどまっている。区画内の神経幹細胞と異なり、境界構造を構成する細胞は、ほとんど増

殖せず、ニューロンも産生しない。区画内の神経幹細胞では Hes1 の発現は振動していたが、境界

構造を構成する細胞は Hes1 を持続的に発現していた。また、区画内の神経幹細胞に Hes1 を持続

発現させると、増殖やニューロン産生能が抑制された。以上の結果から、区画内の神経幹細胞と

境界構造を構成する細胞との増殖・分化能の違いは、Hes1 の発現動態の違いで決められているこ

とが強く示唆された。 
 
（３）胚性幹細胞におけるHes1 を中心としたオシレーション・ネットワーク 
 胚性幹(ES)細胞における Hes1 を中心としたオシレーション・ネットワークの全体像およびその意

義について解析した。ES 細胞は多分化能をもち、半永久的に増殖することから、再生医療への応

用が期待されている。しかし、ES 細胞は、多分化能をもつが故に均一な細胞集団に分化させるの

が非常に困難で、不要なタイプの細胞あるいは未分化な細胞が混入してしまう。さらに、未分化な

細胞は腫瘍を形成することが知られている。すなわち、ES 細胞の性質は、利点でもあるが欠点でも
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あり、再生医療への応用に向けて大きな壁となっている。しかし、ES 細胞がいろいろな刺激に対し

て示す多様な分化応答の分子基盤については、よくわかっていなかった。そこで、我々は、ES 細

胞が示す多様な分化応答に Hes1 が関与する可能性について検討し、以下のことを明らかにした。 
 

 

図１１：ES 細胞における Hes1 および標的遺伝子

の発現動態。ES 細胞では、Hes1 の発現はオシレ

ーションし、その標的遺伝子である Gadd45g や

Deltalike1 (Dll1)の発現もオシレーションする。 

 
 まず、ES 細胞における Hes1 の発現を免疫染色法にて検討したところ、細胞毎に発現レベルが

異なること、また発現は Notch シグナルではなく、LIF および BMP によって制御されていることがわ

かった（図１１）。さらに、ES 細胞に Hes1 レポーターを導入してリアルタイムで Hes1 の発現を可視化

したところ、ノザンやウェスタン法では一定レベルで持続発現しているようにみえる条件下でも、シ

ングルセルレベルでは３〜５時間周期で発現がオシレーションしていた。次に、胚性幹細胞におけ

る Hes1 の標的遺伝子群をマイクロアレー法および ChIP-on-Chip 法によって網羅的に探索したとこ

ろ、多くの遺伝子が Hes1 によって発現抑制を受けることがわかった。その中には、Notch のリガンド

ある Deltalike1 (Dll1) および細胞増殖を抑制する Gadd45g も含まれており、それぞれの発現レポ

ーターを ES 細胞に導入して、リアルタイムで発現動態を解析した。その結果、Dll1 や Gadd45g の

発現も Hes1 と同様にオシレーションすることがわかった（図１１）。このことから、ES 細胞の増殖・分

化能は、Hes1 オシレーションとともに時々刻々と変化すると考えられた。 
 この点を明らかにするために、ES 細胞の Hes1 遺伝子に Venus 蛍光遺伝子をノックインして

Venus-Hes1 の融合蛋白が発現するようにし、蛍光強度に従って Hes1-high および Hes1-low の ES
細胞を分離した。分離後すぐに、これらの細胞の分化能を検討したところ、Hes1-high ES 細胞は遅

いタイミングで中胚葉系に、Hes1-low ES細胞は早いタイミングで神経系に分化しやすいことが明ら

かになった（図１２）。これらの結果から、Hes1 オシレーションは ES 細胞の多様な分化応答に寄与

すると考えられた。この点をさらに検討するために、Hes1 遺伝子をノックアウトした ES 細胞を作製し

て分化能をしらべたところ、早いタイミングで均一に神経系に分化した。以上の結果から、Hes1 発

現オシレーションが ES 細胞の多様な分化応答性に重要な役割を担うことが明らかになった（図１

２）。また、Hes1 ノックアウト ES 細胞は、均一に神経系に分化することから、神経系の再生医療への

応用が期待された。 
 

 
 
図１２：ES 細胞の多様な分化応答に Hes1 オシレーションが寄与。ES 細胞では Hes1 の発現がオシ
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レーションしている。分化誘導したときに、Hes1 の発現レベルが高いと中胚葉系に分化しやすいが、

Hes1 の発現レベルが低いと神経系に分化しやすい。したがって、Hes1 の発現オシレーションは、

ES 細胞の多様な分化応答性に寄与する。 
 

 
(2)研究成果の今後期待される効果 

 
 成体脳神経幹細胞はほとんど増殖せず、ニューロンを生み出す効率も低く、休止状態にあること

が知られている。Hes1 は胎児の神経幹細胞だけでなく、成体脳の神経幹細胞の維持にも必須で

あることが明らかになったが（未発表）、予備的な観察から、成体脳神経幹細胞は Hes1 を持続的に

発現することが示唆された。そこで、今後、リアルタイムイメージング法を用いて成体脳神経幹細胞

における Hes1 の発現動態を単一細胞レベルで解析する。Hes1 が持続発現すると、細胞増殖や分

化能が阻害されることから、Hes1 の発現動態の違いが、胎児と成体脳の神経幹細胞の性質の差を

引き起こしている可能性が考えられた。持続的発現が確認できれば、Hes1 の発現をオシレーショ

ンさせると逆に成体脳神経幹細胞が胎児の神経幹細胞にように盛んに増殖して多くのニューロン

を生み出すようになるのかどうかを調べる。これらの解析から、胎児と成体で異なる各種臓器の幹

細胞の性質が、Hes1 の発現動態の差で説明できるのかどうかを検討する。本研究成果は、成体脳

に内在する休止状態の神経幹細胞の活性化する技術の開発につながり、今後、再生医療への応

用が期待される。 
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４．２ 短周期遺伝子発現リズムの数理モデルの構築（京都大学 吉川グループ）  
 

(1)研究実施内容及び成果 
 

影山グループにより収集された実験データを分析し、吉川グループが生物時計の遺伝子発現リ

ズムの斬新的な数理モデルの構築を目指して研究を行った。提案するモデルは、単に現象を再現

するだけではなく、本質を捕らえることができ、実験を予測可能であるようなものを目指した。 
得られた成果の概要としては、体節形成を特に意識したモデル化手法の検討とその物理学的な

基礎づけ、やや大きいスケールと汎用性を考慮した反応拡散場の制御の２つを述べる事ができる。

１つ目として、シグナルの性質をより良くモデル化できる activator 結合にて動的な進行波を含む動

態を再現する事に成功した。チューリングパターンに代表される様な inhibitor 結合による旧来の

「動かないパターン」では無く、生体組織をより良く表現しつつ進行波を再現した点が重要である。

これは細胞を単位とする拡散場を考慮する事で初めて現出するものであり、生体組織との比較に

於いて大きな意味を持つ。更に、この細胞空間モデルを理論や計算機実験の中で定義できる物

理学的根拠を与える事に成功した。本研究のなかで理論化を進めた、非チューリン型のモデルは

形態形成に関する革新的な仮説となっており、リズム現象のみならず、興奮性の組織についても一

般化できるものとなっている。実際、心筋不整に対して、従来のｋＶオーダの刺激による AED 型の

救命方法では無く、数 V のオーダでの電位刺激により、正常の拍動に復帰することのできる、手法

を理論的に見出し、心筋細胞培養系で有用性を確認するに至っている。 
 

 
 
図１３：細胞の振動状態と空間分布。色の違いは、細胞内部の反応回路が異なる回り方をしている

事に対応する。それが分化に関わるものであれば、色に応じて分化していくであろう。 
 
（Ａ-１）非振動性の細胞の相互作用による同期リズムの発現 

生物時計の一般的な理論として知られているのは、結合振動子の同期である。その際、数々の

細胞の遺伝子発現ネットワークは負のフィードバックにより振動性を持たなければいけない。しかし、

多くの細胞は振動状態より、安定状態に収束する傾向があるため、同期現象の理論は通用から、

 - １５ - 



自発的な集団振動が生じえることを明らかにした。図１３で示すように、環境パラメータは周辺から

中へ減衰的に拡散し、定常的な濃度勾配を形成するとする。境界に近い細胞は双安定であり、中

央付近の細胞は単安定となる。このような（非振動性の）興奮細胞の集団に、外部刺激を与えると、

進行波が発生する。濃度勾配と結合強度を制御パラメータとすることにより、多彩な時空間パター

ンが発生する。図１３はその一例である。このような計算結果は、振動性のない細胞集団が、

activator 結合により、自発振動を起こし、時空間構造を形成しえることを明らかにしている。 
 

（Ａ-２）活性因子の結合による定常パターンの生成（非チューリング・モデル） 
体節形成など生物の形づくりは、時空間情報の精密な処理を通じて実現されている。これまで

の形態形成の数理モデルの多くは、偏微分で記述される空間連続系でパターン形成を調べてき

た。その中でも、拡散不安定性によって安定な定常パターンが誘導される Turing パターンは特に

精力的に研究されている。しかし、連続変数を用いた偏微分方程式系の数理モデルによる定常パ

ターンの数値解析は、細胞という生体組織の最小単位に起因する離散性がパターンに及ぼす影

響を正しく評価できないという欠点がある。そこで、本研究では新たに体節形成を模した空間離散

の数理モデルに基づき、空間パターンの形成過程を数値シミュレーションによって研究した。本研

究では、未分節中胚葉(PSM)の後端にある分節時計、FGF などの濃度勾配、胚の成長、そして

PSM 内での遺伝子発現波の伝搬と停止など、実験で観察された要素をモデルに取り込み、数値

シミュレーションを行った。その結果、図１４で示すように規律正しい空間周期パターンを形成する

結果を得た。これは、空間連続の系とは全く異なる現象である。 
 

 
 

図１４：空間離散の数理モデルで得られた活性因子の空間分布の時間変化。 
 
（Ａ-３）鍵と鍵穴の数ゆらぎ

．．．
からロバストな自律制御の生じる仕組み（新シナリオ） 

 
 以上に示してきた空間離散の効果は、細胞集団のモデルとして数々の利点と現実に対する再現

性を持っているが、連続系と離散系とのミックスであり、細胞という単位はあるものの、その位置づけ

は曖昧で複雑である。そこに物理的な裏付けを与えたのがこの研究である。この理論を用いる事で、

シグナルや対象物質の数、反応と拡散の性質から、細胞間の協同現象を示している対象の中で、

離散的に扱うべきか、連続的に扱えるか等が分かる。 
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セルオートマトンと生化学反応等のリッチな化学反応が数十 μｍの細胞サイズ内で行われている

場合の反応や反応速度の安定性に関して理論的な議論を行った。数十 μｍサイズの空間内でシ

グナル等に相当する少数分子を考えた場合、大きな数揺らぎとそれに起因する非線形反応の不

安定性が与える影響が数理モデルの構築の上で大きな問題となっている。しかし、実際の生物は

この問題を何らかの方法で解決する事で、一定の安定性（ロバストネス）を獲得している事は間違

いないであろう。本研究では、遺伝子群等の協同的な発現が総計として速度式の中で作用する際

に、その協同性の程度によってロバストネスが高くなる事を理論的に示した（図１５）。これは、例え

ば細胞周期等に付随する多数の遺伝子の発現や多量のＲＮＡの生成そのものが環境パラメータと

出来る場合に、大きな安定性が得られる事を意味している。また、数式上の協同性は、縮約した際

にまとめられる複数の因子の作用として表現される為、協同因子は必ずしも実際に相同的な物で

ある必要は無い。体節形成等の遅いダイナミクスに対しては、断熱消去できる多数の速い因子を

含める形で適切に縮約する事で、ここでいう協同性が実現できる。この様な数理的アプローチはこ

れまでに無い斬新な物であり、より現実的なモデルの構築に寄与するものである。 
 

 
 

図１５：理論の概要。 
 

（Ｂ）低電位刺激による心臓拍動の正常化：新しい方式の提唱 
 

心臓にとって好ましくない回転ラセン波を消滅させる方法を、心筋組織の数理モデルの解析に

より、新たに見出すことができた（図１６）。その本質は，障害物の性質と回転ラセン波の受攻期

（VW）をうまく利用することにより、ピン留めされて安定化した回転波を障害物から外すことにある。

更に、心筋組織を用いた実験により、ラセン波のドリフトを誘導することにより，回転ラセン波を消滅

させる方法が実際に、効果のあることを実証した。このように，障害物の性質と回転ラセン波の受攻

期（VW）をうまく利用すると，ピン留めされて安定化した回転波を障害物から容易に外すことができ

る．これらは、埋め込み型除細動が用いる抗頻脈ペーシングという方法でラセン波のドリフトを誘導

し，心筋組織の端に衝突させて消滅させることが可能であることを示している．  
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図１６：心筋でピン止めされた回転らせん波の除去（模式図） 
 

(2)研究成果の今後期待される効果 
 
 形態形成で定常的なパターンが生じるための必要条件は、阻害因子による結合であるということ

が、従来の数理モデルでは常識であった。それに対して、本研究では、活性因子の結合により、多

様な定常パターンの生成が可能であることを明らかにした。この私達の理論の本質は、生物の組

織が実数の密度での連続であるとする、従来のチューリング理論の根本的な問題点を明確にした

点にある。今後、細胞が有限の体積をもつとするような、実態を踏まえた数理理論が発展するため

の礎石を築いたものと考えている。 
 また、心筋細胞系での低電位不整治療法の考案は、国際的にも大きな反響を呼んでおり、ヨーロ

ッパでは、ヒトを対象とする臨床実験が計画されるに至っている。 
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(４)知財出願 

 

①国内出願 (１件)  

1. ≪発明の名称：多能性幹細胞からの神経細胞の分化誘導方法、発明者：影山龍

一郎・小林妙子、出願人：国立大学法人京都大学、出願日：2009.7.16、出願番

号：2009-168045≫ 

 

②海外出願 (１件) 

1. ≪発明の名称：多能性幹細胞からの神経細胞の分化誘導方法、発明者：影山龍

一郎・小林妙子、出願人：国立大学法人京都大学、出願日：2010.7.15、出願

番号：PCT/JP2010/062014、出願国≫ 

 

 

(５)受賞・報道等  

①受賞 

 

②マスコミ（新聞・ＴＶ等）報道 

1. 線維芽細胞において短周期発現リズムを示す遺伝子の網羅的探索：京都新聞（2007/6/26）、

日経産業新聞（6/27）、読売新聞（7/2）、朝日新聞（7/16） 

2. 分節過程で短周期発現リズムを示す遺伝子の網羅的探索：産経新聞（2007/8/7）、読売新聞

（8/7）、京都新聞（8/7）、日刊工業新聞（8/7） 

3. Notch シグナルのオシレーションによって神経幹細胞の未分化性が維持される：日本経済

新聞（2008 年４月 1０日） 

4. 成体脳におけるニューロン新生の生理的意義の解明： 

朝日新聞（2008 年 9 月 1日夕刊 9 面）、京都新聞（9月 1日朝刊 24 面）、産経新聞（9月 1

日朝刊 2 面）、日刊工業新聞（9 月 2 日朝刊 22 面）、日経新聞（9 月 1 日 朝刊 42 面）、毎

日新聞（9月 1日朝刊 3 面）、読売新聞（9月 1日 朝刊 2面）およびロイター通信 

5.振動遺伝子 Hes1 が胚性幹細胞の多様な分化応答に寄与： 

朝日新聞（2009 年 8 月 15 日夕刊 8 面）、京都新聞（8月 15 日夕刊 8 面）、日本経済新聞

（8 月 16 日 34 面）、毎日新聞（8 月 15 日夕刊 7 面）および読売新聞（8 月 15 日夕刊 2

面） 

6. 胚性幹細胞における Hes1 オシレーションの意義：NHK 教育テレビ サイエンス ZERO 2010 年４

月３日 

7. 成体脳ニューロン新生と匂い情報処理：NHK 教育テレビ サイエンス ZERO 2010 年６月２６日 

8.分節時計遺伝子がリズムを刻むにはイントロンによる発現の遅れが必須：朝日新聞（2011 年２月

８日）、京都新聞（２月８日朝刊） 

9.成体脳におけるニューロン新生は先天的な匂い応答に必要である。：京都新聞（2011 年 5

月 3 日 21 面） 
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(６)成果展開事例 

①実用化に向けての展開 

・ 本研究で開発した Nestin-CreERT2 マウスやその他の関連遺伝子改変マウスは、神経幹細胞

を遺伝子操作できる非常に有用なもので、国内外 100 カ所以上で各種研究に使われている。 

 

② 社会還元的な展開活動 

・ 分節時計に関する成果は、プラネタリウムや生命誌館で一般に紹介された。 

 

 

§６ 研究期間中の主なワークショップ、シンポジウム、アウトリーチ等の活動 
  

年月日 名称 場所 参加人数 概要 

2007 年 5 月

17〜18 日 

第４回国際 bHLHシンポ

ジウム 

京都 約 100 名 bHLH 型転写因子に関する

最新の成果を報告 

2007 年 

12 月 10 日 

2nd International 
Workshop on Natural 

Computing --- 
Special Session I 
"Self-organization and 
Computation" 

名古屋 約 80 名 Natural Computing を非平衡

系での自己組織化現象と捉

え、体節形成を含む時空間

構造形成について議論し

た。 

2008.9.16 第１８回日本数理生物

学会大会 企画シンポ

ジウム 「生物系にみら

れる時空間パターンの

自己組織化」 

京都 約 80 名 生物系にみられる多様なパ

ターンがどのような仕組みで

自己組織化しているのか？

は本シンポジウムの趣旨で

ある．一細胞の生物時計か

らはじめ，多細胞の自己振

動，そして複雑な生物ネット

ワークまで，幅広い時間と空

間上の現象を議論する．ま

た、講演者は多国籍の構成

であり，質疑も含めて英語で

のシンポジウムを主催した。

2009 年 5 月

26 日 

チーム内ミーティング 京都 約 30 名 現状および今後の方針につ

いて議論した。 

 

§７ 結び 
 

 当初掲げた目標は、分節時計を構成するオシレーター・ネットワークの全体像を明らかにして、そ

れらを取り込んだ数理モデルを構築すること、さらに、分節時計以外での短周期リズムの分子機構

と意義を明らかにすることであった。この５年間で、これらの当初の目標はほぼ達成できた。生物実

験を中心に行う研究者と数理モデルを専門に行う研究者との間の議論はなかなか困難な面がある

が、幸い両チームは同じ大学であったので頻繁にお互いの研究室を訪れ、意思の疎通を図ること

ができた。数理モデル化は生命現象を統合的に理解する上で非常に重要な課題であり、本プロジ

ェクト終了後も共同研究を続けていきたい。 

 本プロジェクトは、大学院生やポスドクの若い研究者が中心になって強力に押し進められた。基

礎研究の重要性が認識されているが、その実際の担い手である若い研究者の立場は相変わらず
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不安定である。CREST は十分な経済的支援を可能にしてくれたので、彼ら・彼女らは本プロジェク

トに専念して研究することができた。しかし、CREST 終了後は、このような研究のみに専念すること

は困難になる。本来は、日本学術振興会の DC や PD を拡充する等によって、より多くの若い研究

者の経済的支援を行うことが望まれる。 

  

 

影山グループ 

 
 

 

吉川グループ 
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