


はしカtき

発生は厳密な時間軸に沿って進行するが、発生過程を制御する生物時計の実体

は永らく不明で、あった。生物時計としては生後にはたらく概日時計が詳しく解析

されているが、これは約24時間周期であり、このような生物時計では数時間以内

にいろいろなことが起こる発生過程の制御は不可能である。たとえば、体節形成

はマウスでは2時間毎に、ニワトりでは90分毎におこることから、 2時間や90分

を区切る生物時計の存在が以前から示唆されていた。 1997年にPourquieらによっ

て、ニワトリの体節形成過程で、bHL百遺伝子chairy1の発現が90分屑期でオシレー

ションすることが報告された。我々は、マウスの体節形成過程で、bHLH遺伝子Hes7

の発現が未分節中医葉において 2時間周期でオシレーションすること、さらに、

Hes7欠損マウスでは体節の分節化が著しく障害されることを示し、体節形成にお

けるオシレーション分子の重要性を明らかにした。しかしながら、恥s7が時計遺

伝子そのものなのか、あるいは下流ではたらくものなのかはわかっていなかった。

本研究では、まずHes7オシレーションの分子機構を探った。その結果、 Hes7は

ネガティブ・フィードバックを介してオシレーションすることを見出した。この

ことは、 Hes7が体節形成過程を制御する生物時計(分節時計)の本体であること

を示す。また、 Hes7オシレーションを数学的にシミュレーションしたところ、 Hes7

の不安定性が重要?、少し安定になっただけで、Hes7オシレーションが続かな

くなることが予測されに。実際に少し安定なHes7蛋白を発現するマウスを作製し

たところ、予測通り、 hes7オシレーションが途中で続かなくなり、それに伴って

体節が癒合することがわかった。これらの結果から、数学的シミュレーション・

モデルが分節時計の実態をよく反映していると言える。

一方、 bHLH遺伝子Heslの発現はいろいろな細胞において 2時間周期でオシレ

ーションするが、どの発生過程の時間を制御するのかよくわかっていなし1。本研

究では、このHeslオシレーションについても解析を進め、解明につながる糸口

を得ることができた。このように、本研究によって、発生を制御する生物時計の

研究が大きく進展した。
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研究成果

(1)体節形成過程と分節時計 Hes7

体節は発生過程で一過性に形成される分節構造で、椎骨、月力骨、骨格筋、皮

下組織などに分化するO 体節は、胎児の尾側にある未分節中月五葉(presomit i c 

mesoderm)が一定周期で左右 1対ずつくびれ切れることによって形成される O

マウスの場合はきっかり 2時間席期で体節が形成されるが、この過程で塩基性

領域・ヘリックス・ループ0 ・ヘリックス (basicregion hel ix-loop-hel ix， bHLH) 

ドメインをもった転写因子 Hes7の発現が 2時間周期で変動する。 Hes7の発現

は、初め未分節中月五葉の最尾側で始まるが、この発現領域は徐々に頭側に移動

する(図上 phaseIと phaseII)oやがて、未分節中限葉の最頭側に近いと

ころで発現は止まり、そのすぐ頭側に分節が起こる(図上 phaseIII)o この

直後にはこの頭側の発現は消え、新たに未分節中佐葉の最尾側に Hes7の発現

が始まる(すなわち phaseIにもどる)。このようなダイナミックな発現変動

は体節形成過程の間繰り返されるが、細胞移動によって発現領域が変化してい

るわけではない。各細胞は概ね未分節中怪葉内の同じ位置に存在するので、各

細胞に注目すると Hes7の発現は 2時間周期で変動(オシレーション)してい

ることがわかる(図 1) 0 また、 Hes7欠損マウスでは体節は激しく癒合するこ

とから、 Hes7は機能的にも周期的な分節化に必須な役割をもっO

phase 1 

鉱山刊
um
ン

鵬..¥九九

phase 11 phase 111 
1 II 111 1 

瀞炉 time

図 1 体節形成過程における Hes7の発現。未分節中月五葉において恥s7の発現

は2時間周期でダイナミックに変化するO
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それでは、 Hes7の周期的な発現変動はどのようなメカニズムで起こるのだろう

か?未分節中腔葉では Hes7プロモーターは絶えず Notchシグナルによって活

性化されている。しかし、 Hes7は転写抑制因子で、自分自身のプロモーターに

結合し発現を抑制する(図 2)。このネガティブ・フィードバックによって発

現が抑制されると Hes7蜜白はユビキチン@プロテアソーム系によって速やか

に分解され消失する。 Hes7蛋白が無くなるとネガティブ・フィードバックが解

除されて、新たな Hes7の発現が誘導される。このようにネガティブ@フィー

ド、バックを介した単純なメカニズ、ムで Hes7の発現はダイナミックに変動する。

Hes7は自分自身の発現を抑制するとともに、標的遺伝子(Lunaticfringe遺伝

子が知られている)の発現も同時に抑制するので、両者の遺伝子発現は同じ位

相でオシレーションする(図 2)

serum/Notch signaling 

transcription~1 
activators 

time→ 

Hes1/Hes7 

target gen母$
(Lfng) 

molecular oscill器tors

図2:2時間を刻む生物時計 Hesの分子機構。 HeslおよびHes7はネガティブ・

フィードバックによって自律的に自身の発現を 2時間周期で変動させるととも

に、標的遺伝子の発現も変化させる。

次に、 Hes7がダイマーを形成してネガティブ・フィー!ごバックを行うという

ことを基に、 Hes7オシレーションをシミュレーションした。次のような簡単な

微分方程式であらわされる。
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dp(t)/dtニ am(t -T p) --b p ( t) 

dm( t) / d tご k/[ 1 + {p (t -T m) }二//P02] 一 cm(t) 

p(t) : the quantity of Hes7 protein at time t 

m( t) : the quanti ty of Hθ57 mRNA at time t 

このモデルで、は Hes7蛋白の不安定性(係数 b) が必須である。正常な討es7の

半減期は約 20 分であるが、 30 分にすると 3~4 回オシレーションした後、発

現レベルは定常状態になりオシレーションしなくなることがモデルから予想さ

れた(図 3)0 これを実験的に確かめるために、正常な Hes7の代わりに半減期

30 分の Hes7 を発現するマウスを作製したところ、 3~4 回のオシレーション

後、 Hes7および標的遺伝子 Lunaticfringeの発現はオシレーションしなくな

り、体節も癒合することがわかった。すなわち、シミュレーション@モデルで、

予想されたことと実際の実験結果が非常に良く合うことが示された。これらの

結果から、ネガティブ・フィードバックを介した Hes7の自律的な発現変動が

2時間を刻む生物時計の本体であると結論付けられる。半減期が 20分から 30

分へとわずか 10分だけ安定化しただけで持続的なオシレーションがなくなる

というのはきわめて興味深く、生命の精巧さに驚かされる。

Hes7蛋自の半減期出 20分

ヱぉ らぐ }f;:，O J l) U~J i之ら(l 2ら合会 j ら会 20 

Hes7蛋自の半減期=30分

f) 

o 
10 

ミち会 ぞ 750 1 12らむ 2らむら 1ちひ 立会00

図3 恥 s7の発現のシミュレーション。正常な Hes7の半減期は約 20分である

が、 30 分にすると 3~4 回オシレーションした後、発現レベルは定常状態にな

りオシレーションしなくなる。(薄い線)Hes7蛋白 (濃い線)Hes7 mRNA量。
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(2)し、ろいろな細胞で2時間を刻む Hesl

2時間を刻む生物時計は体節形成過程に特異的なものだろうか?我々は、い

ろいろな種類の細胞に血清刺激を与えると Heslの発現がオシレーションする

ことを見出した。 Heslは Hes7と同様にネガティブ・フィードバックを介して

自律的にオシレーションした(図 2)0 この Heslのオシレーションは神経系、

筋肉系等の多くの種類の細胞で見られることから、幅広い細胞で時間の制御を

すると考えられる。しかし、具体的にどのような過程の時間を制御するのかは、

今後の課題である。

(3)今後の研究の展開

体節形成過程は Hes7 という分節時計によって制御されることがわかった。

一方、その他の細胞では Heslによって時間が制御されることが示唆されたが、

Heslがどのような発生過程の時間を制御するのかはわかっていない。今までの

研究から、 Heslは種々の幹細胞や前駆細胞に発現し、その維持に必須であるこ

とがわかっている。幹細胞は自己複製と分化という相反する 2つのことを行う

が、どのようなメカニズムでこの 2つのことを振り分けているのかはよくわか

っていない。 Heslを欠損すると幹細胞は維持されず分化してしまうが、 Hesl

を持続発現すると自己複製のみで分化しない。ひょっとしたら恥slのオシレ

ーションが幹細胞の自己複製と分化の振り分けに関わっているかもしれない。

今後、 Heslを中心とした 2時間時計に関わる遺伝子群を網羅的に同定し、それ

らの機能を明らかにしていく必要がある o 2 S寺問時計の遺伝子ネットワークが

明らかになれば、発生現象の全体像の理解につながると期待される。
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