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緒緒  言言  

 
ヒトを含む動物の身体は、たった一つの受精卵が分裂増殖を繰り返すことで作り上げられる。それ故、成体を構成す

る細胞の質は、胚発生期に作られる細胞の質に大きく依存する。興味深いことに、近年の次世代シーケンサー（NGS）
解析の発展により、胚発生過程で生じた単一の不良細胞（変異細胞、エピゲノム異常細胞あるいは染色体異常細胞）が

増殖してモザイクを形成することで成体においてアルツハイマー病や自閉症、糖尿病などの多様な疾患を引き起こしう

ることがわかってきた［1～4］。この事実は、胚の細胞品質が成体の疾患リスクに関わることを示しており、同時に、

胚の細胞品質の向上により個体の生涯の疾患発症リスクを低減可能であること（図1下段）を示唆する。一方で我々は

最近、動物胚が細胞間コミュニケーションを介して細胞品質を向上させるシステムを備えていることを発見した

［5，unpublished］。具体的には、ゼブラフィッシュを用いた独自の定量イメージングにより「正常な胚発生過程にお

いて Wnt シグナルなどのシグナル伝達制御が破綻した不良細胞が頻繁に自然発生するものの、これらの不良細胞の多

くは細胞死を起こして消失すること」を発見した。さらに、不良細胞をFACSで分取してオミクス解析する技術を開発

し、これを駆使して不良細胞の細胞死のメカニズムを解析した。その結果、不良細胞内の Wnt シグナル異常が細胞膜

のカドヘリンの量的異常に変換され、結果、隣接正常細胞がカドヘリンの量的異常を感知し、異常細胞に細胞死を誘導

することが分かった。興味深いことに、この機構を強制的に破綻させた魚では、不良細胞が排除されずに蓄積し、成長

後の個体においてモザイク状の異常を生じた。また、哺乳類胚においても類似の細胞品質管理機構が機能することもわ

かってきた。したがって、ヒト成体に見られるモザイクは、おそらく、胚の細胞品質管理機構による排除を回避した不

良細胞によって発生した、あるいは、細胞品質管理機構の破綻の結果として生じた、と推測される。しかしながら、隣

接正常細胞が異常細胞の細胞死を促す仕組みの詳細は不明である。また、不良細胞が出現するメカニズムもよくわかっ

ていない。これらを理解するためには、出現が予測困難な不良細胞とそれらの排除に関わる隣接正常細胞を同時に捉え、

それぞれにおける遺伝子発現動態、シグナル動態を網羅的に解析する必要があるが、従来の発生研究の手法ではこれら

の実施は困難であり、新たな手法が必要である。 
不規則に出現する不良細胞を捉えるためには、ライブイメージングが有効である。具体的には、これまでに独自構築

した「細胞の質（シグナル伝達活性、代謝活性など）をゼブラフィッシュ胚において定量的にイメージングする系」［5］
が使える。一方で、不良細胞と隣接細胞のそれぞれの遺伝子発現・シグナル動態を網羅的に解析するためには、空間情

報を保持したまま実行可能なオミクスが有効であるが、そのような技術は胚の研究において実用例がない。そこで本研

究では、最新鋭の空間オミクス技術をゼブラフィッシュ胚解析に実装し、これと独自の不良細胞イメージングを組み合

わせた解析を行うことで、胚の細胞品質管理機構の包括的理解を目指す。 
 

方方  法法  

 
小型魚類ゼブラフィッシュへの最新の空間トランスクリプトミクス系PIC［6］の実装を試みた。PICは、光分解性

低分子（ケージ化 DNA）の一つである 6-nitropiperonyloxymethyl（NPOM）を挿入した逆転写プライマーを用いて

細胞内の RNA を T7 ポリメラーゼによって逆転写して増幅して RNA-seq することにより、光照射した任意の領域の
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転写情報を取得する技術である（図1）。 
また、トランスクリプトミクス系を駆使して、不良細胞内・隣接細胞内それぞれで起こるトランスクリプトーム変化

を解析し、不良細胞の出現・感知・排除に関わる分子・シグナルの候補を抽出した。さらに、これら候補分子、候補シ

グナルの機能改変実験と不良細胞のイメージング解析を併用して行った。これにより、不良細胞の出現・感知・排除の

メカニズムの解明を目指した。 
 

 

図1．PICの原理 
PICにおいて、光照射領域のRNA情報の取得を可能にする原理を示す。 

 
結結果果おおよよびび考考察察  

 
11．．空空間間トトラランンススククリリププトトミミククスス系系ののゼゼブブララフフィィッッシシュュ胚胚へへのの実実装装  
これまで我々は FACS によって正常細胞と不良細胞を分取し、それぞれの細胞群のトランスクリプトーム解析を行

うことで、不良細胞の分子メカニズムを明らかにしてきた。しかし、FACSでは細胞の位置情報が失われてしまい、不

良細胞の隣の正常細胞について調べることは困難であった。そこで我々は、位置情報が保持できる最新の空間トランス

クリプトミクス系PIC［6］の実装を試みた。まず、ゼブラフィッシュ個体にPICを適用するための工夫を行った。PIC
は培養細胞や凍結切片のような平面のサンプルを対象として使うことを想定して開発された技術であり、今回対象とし

たいゼブラフィッシュ稚魚の上皮組織（表皮原基）のような曲面には不向きな技術である。具体的には、曲面組織に光

照射を行おうとすると、細かく位置を変えながら照射することになり、この操作が極めて困難であった。そこで、スラ

イドガラスで魚を押しつぶし、強制的に組織を平らにすることでこの問題の解決を図ったところ、期待通り、光照射を

容易に実施できるようになった（図2）。 
続いて、光照射やRNA 取得の条件検討を行った。最も重要なポイントは、照射した細胞のみのRNA 情報が取得で

きているか否か、である。それを検討するために、蛍光タンパク質ｍCherry を発現する細胞をゼブラフィッシュ稚魚

上皮にごく少数誘導し、mCherry 発現細胞と mCherry が発現していない細胞のそれぞれに光を照射し、それぞれに

RNA を取得し、qPCR により評価した（図 3）。まず、全ての細胞で発現するハウスキーピング遺伝子であるβ-actin
のmRNA は、いずれの細胞から取得したRNA からも等しく検出された。この事実は、PIC によりRNA を取得する

ことに成功したことを示唆する。また、mCherry mRNAのqPCR解析を行ったところ。mCherry発現細胞でmCherry
非発現細胞に比べて50倍以上の量のmCherry mRNAが検出された。これらの結果から、照射細胞のRNAを特異的

に検出できる系が確立できたと結論付けた。 
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図2．ゼブラフィッシュ個体にPICを適用するための工夫 
ゼブラフィッシュ稚魚の上皮（皮膚原基）は左図のように曲面であり、光照射が困難で

あったが、カバーガラスで押しつぶすと右図のように平面となり、光照射が容易となっ

た。写真では、緑色で正常上皮細胞をラベルしており、排除される不良細胞をオレンジ

色でラベルして示した。 
 

 

図3．ゼブラフィッシュ個体からPICで取得したRNAの増幅 
ごく少数の mCherry を発現する細胞を導入したゼブラフィッシュ稚魚の上皮（皮膚原

基）のmCherry発現細胞（マゼンタ色）とmCherryが発現していない細胞（緑色）の

それぞれに光を照射し、それぞれにRNAを取得し、RNAが適切に取得できているかを

β-actinのqPCR（左）で確認し、また、mCherryを含むRNAが適切に取得できてい

るかをmCherryのqPCR（右）で確認した。 
 
現在、ゼブラフィッシュ個体に蛍光ラベルした不良細胞を人為的に誘導して隣接細胞による排除を誘導する系を複数

構築し、この系を用いて、不良細胞の隣接細胞のPIC解析に取り組んでいる。この過程で、ゼブラフィッシュ稚魚上皮

に Ras 変異細胞（ヒトのがんの 30％で見られるがん遺伝子 Ras の活性化を起こした“がん原細胞”）を少数誘導する

と隣接正常細胞とのコミュニケーションを経て不可逆的な増殖停止（細胞老化）を誘導され、最終的に上皮から排除さ

れる現象を見出し［7］、この系と上述のWntシグナル異常細胞排除の系を対象にPIC解析を進めている。今後、この

系を駆使して、これまでに未知であった隣接正常細胞が不良細胞を感知するメカニズムを明らかにしていきたい。 
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22．．胚胚のの細細胞胞品品質質管管理理機機構構のの分分子子基基盤盤解解明明  
上述の新規空間トランスクリプトミクス系を構築する一方で、構築済みのトランスクリプトミクス系（FACSを利用

した方法）を駆使して、不良細胞内・隣接細胞内それぞれで起こるトランスクリプトーム変化を解析し、不良細胞の出

現・感知・排除に関わる分子・シグナルの候補を抽出した。その結果、転写因子Foxo3bを新たな制御因子として見出

した。Foxo3bは単純なWntシグナルの活性化・不活性化では誘導されなかったが、隣接細胞に比べて異常に高い、あ

るいは異常に低い Wnt シグナル活性を持つ細胞において発現誘導された（図 4）。また、Foxo3b の機能を抑制すると

Wnt シグナル異常細胞の排除が抑制された。すなわち、Foxo3b が Wnt シグナル異常細胞の排除に必須の因子である

ことを見出した。さらに、Foxo3bが細胞品質管理機構の共通マーカー分子となることも突き止めた。具体的には、我々

はこれまでに、ゼブラフィッシュ胚においてWntシグナル異常細胞のみならず、Myc遺伝子の発現が低い細胞やShh
シグナル活性が高すぎる細胞あるいは低すぎる細胞が細胞品質管理機構によって感知・排除されることを見出していた

が［5，unpublished］、これらの不良細胞は異なる異常性を持つにも関わらず、いずれもその排除の過程でFoxo3b を

発現することがわかってきた（unpublished，投稿準備中）。つまり、Foxo3bを指標とすることで、これまで予測不能

で捉えることができなかった不良細胞の出現と排除のプロセスを捕捉することが可能となった。今後は、Foxo3b をマ

ーカーとして用いることで、生理的な細胞品質管理機構の機能と制御をさらに詳細に解析していきたい。 
 

  

図4．Wntシグナル異常細胞におけるFoxo3bの発現誘導 
ゼブラフィッシュ胚にWntシグナルが異常活性化した細胞（Wnt high cell：β-catCAと

GFPを発現する細胞）あるいはWntシグナルが異常不活性化された細胞（Wnt low cell：
GSK-3βとGFPを発現する細胞）を導入し、蛍光 in situ hybridizationによりFoxo3b 
mRNA の発現を検出した（マゼンタ色）。GFP のみを発現させたコントロール細胞

（control cell）ではFoxo3bは誘導されなかった（スケールバー：10μm）。 
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