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体節形成における Notch シグナルの役割 

 体節は胎生中期に未分節中胚葉の前方が周期的にくびれ切れることでつくられる。マウス

の未分節中胚葉において Hes7(Hairy/Enhancer of Split genes7)や Lfng(Lunatic Fringe)

など Notchシグナル伝達系を構成する遺伝子が周期的に発現していることが知られており、

これらの遺伝子の発現振動が体節形成の周期性と体節の等間隔パターンの形成に必須であ

ると考えられている。しかしこれまでの解析では、Notchシグナル伝達が破綻し発現振動お

よび体節形成が非常に乱れてしまうために、Notch シグナルがいかに体節形成を制御するの

かについては十分に理解されていない。本研究では Notch シグナルによって誘導される遺

伝子発現振動において、その周期制御のメカニズムを探ることを目的とする。具体的には、

Notch細胞内ドメイン（Notch intracellular domain, NICD）を分解促進し Notchシグナル

を負に制御する因子である Nrarp(Notch-regulated ankyrin repeat protein）を遺伝学的

に欠失させ(ノックアウトマウス,Nrarp-/-)、Notchシグナル変化と体節形成の様子を観察す

る。さらに、Notchシグナル阻害剤を投与して、体節形成の変化を比較する。また、遺伝子

発現振動を作り出すために必須な細胞間の振動同調メカニズムにおいて Notch シグナルの

役割を探る。 

 Notchシグナルが増強した条件で分子振動の振舞いを観察するために Nrarpノックアウト

マウス(Nrarp-/-)を作製した。Nrarp-/-では Hes7+/-と類似して尻尾が屈曲していた。この異常

を詳細に観察するために椎骨形成を調べたところ、腰椎と肋骨で奇形が認められた。また

Nrarp-/-では腰椎と尾椎が減少しており、椎骨全体では約２本少ないことが観察された。椎

骨は胎生中期から後期にかけて体節ひとつに相当する部分から分化形成される。したがっ

て Nrarp-/-でみられる椎骨数の減少は体節数の減少が原因と考えられる。そこで、胎生中期

の体節数を比較すると、体節形成の初期には同数あるが、発生が進むと Nrarp-/-では体節数

が有意に減少していた。即ち、Nrarp-/-では体節ひとつを形成するのに要する時間（体節形

成の周期）が長くなっているために、発生が進むにつれて体節数が減少するものと考えら

れる。 野生型と Nrarp-/-間の周期の差は約５分と予測された。  

 一方、この体節形成期の Nrarp-/-の未分節中胚葉では、NICD 量が野生型(WT)に比べ約 2

倍増加しており、Notch シグナルの標的遺伝子の発現も上昇していた。Nrarp-/-の未分節中

胚葉では FGF(fibroblast growth factor)と Wntシグナルに変化は認められず、Notch 
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シグナルのみが特異的に上昇していることがマイクロアレイ解析と定量 PCR 解析により明

らかになった。しかし、未分節中胚葉で発現振動している遺伝子の振動パターンには変化

が見られなかった。次に、周期の延びと Notch シグナルの関連性を証明するために、野生

型マウスに Notch 阻害剤を投与し Notch シグナルの減衰を試みた。結果、阻害剤の投与量

に比例して NICD の量が減少し、同時に体節数の増加が認められた。阻害剤を投与した

Nrarp-/-では体節形成の周期が回復（延長）したために体節数が増えたものと考えられる。

しかし、阻害剤の投与により、体節形成がわずかに乱れ、 Nrarp-/-ではより顕著な奇形が認

められた。 

 これまでに、Hes7 のネガティブフィードバックによって作り出される分子振動は Lewis

らによって数理的に再現されている。バイオサイエンス研究科の作村准教授グループとの

共同研究により、Lewisの数理モデルにおいてNotchシグナルと振動周期の相関を検討した。

結果、数理モデルにおいても振動周期が Notchシグナルに依存しており、Notch活性の増減

に従い振動周期が延長あるいは短縮されることを見出した。 

Nrarp-/-では腰椎、肋骨、尻尾に異常形成がみられる。しかしながら 未分節中胚葉細胞で

はこの異常を説明できる遺伝子発現の変化は見つかっていない。一方で、生体内の遺伝子

発現は確率的に起こるために、様々な要因（ノイズ）により発現が影響を受け、かく乱さ

れる。 未分節中胚葉細胞においても細胞移動、分裂、温度変化などがノイズとして働くこ

とが知られている。そこで、Hes7-/-と Nrarp-/-から得られた二重変異体を解析することと薬

理学的方法で遺伝子発現をかく乱させることで体節形成時のノイズの影響を調べた。HDAC

阻害剤として知られるホウ酸やバルプロ酸は、遺伝子発現を無作為に変化させると考えら

れる。これらの試薬を投与した後、発現振動を観察するために Lfng の mRNA の細胞内局在

を可視化した。Lfng や Hes7、Nrarp は未分節中胚葉全体では後方から前方にかけて波状に

移動する波状の発現パターンを示しており、波状の発現パターンをつくるためには隣同士

の細胞間で発現の位相が一致（同調）する必要がある。即ち、各細胞で安定な振動が起こ

っている場合、未分節中胚葉全体では波状の発現パターンがみられる。しかし、Nrarp-/-と

二重変異体など、かく乱が大きい状況での未分節中胚葉細胞では振動の位相が揃っていな

い（同調しない）細胞が多く現れる。その結果、体節形成および椎骨形成にも乱れが生じ

るものと考えられる。この細胞間の位相のズレは Nrarp-/-に比べて Nrarp-/- Hes7+/-の二重変

異体において多く観察される。これまでに、ゼブラフィッシュでは発現振動の同調性が

Delta と Notch によって作り出されていることが明らかになっており、マウスにおいても

Notchシグナルは同調性維持に働く分子の候補として考えられている。本研究で得られた知

見は、Nrarp や Hes7 など Notch シグナルの標的遺伝子が形成するネガティブフィードバッ

クが細胞間の振動同調の誘導と維持に関与していることを示唆している。 

 今後、PSM全体の細胞において非同調細胞を定量し、様々なノイズ存在下での遺伝子発現

振動の振動同調性を比較し評価する。未分節中胚葉で分子振動を可視化するために、赤色

蛍光タンパク質（RFP）と Nrarpタンパク質を融合させた変異体（Nrarpノックインマウス）

作製する。これにより、内在性の Nrarp タンパク質の局在と振動パターンを可視化し、振

動周期の容易な計測、タンパク質の機能解析に役立つと期待している。 
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序論 

 

 

脊椎動物の繰り返し構造と体節 

 脊椎動物のからだは頭尾軸にそって椎骨や肋骨が繰り返し構造を成している。

この繰り返し構造は胚発生中期に一過的に形成される体節に由来する。体節は

胚の正中に位置する神経管・脊索の両側において頭部から尾部に沿って左右対

称に並んだ球状の細胞塊である。一対の体節から脊椎骨一個分に相当するから

だの部分が分化するために、体節を単位としてからだの繰り返し構造がつくり

出される。 

 体節は胚の最も尾部にある中胚葉由来の間充織である未分節中胚葉

(presomitic mesoderm, 未分節中胚葉)の頭側端が括れ切れることで形成され、

この分節化が繰り返されることで胚の頭尾軸にそって等間隔に並んだ体節がで

きる。一対の体節ができるまでの時間、すなわち分節化周期は種によって異な

っており、ニワトリでは 90 分、ゼブラフィッシュでは 20～30 分、マウスでは

120 分、ヒトでは 4～5 時間である。そして発生段階の一定期間の間に、定めら

れた数の体節が形成される。体節の数も種ごとに固有なものであり、魚では約

30 個、ヘビでは数百個もの体節が形成される（Richardson et al., 1998）。 

  

体節形成の周期性を制御する分節時計 

未分節中胚葉の分節化は胚の頭側から尾側にかけて周期的に起こり、均等な

大きさの体節が形成される。そのため、古くから何らかのメカニズムによって

体節形成が時間的かつ空間的に制御されていると考えられてきたが、その正体

は長く不明だった。体節形成における時間制御と空間制御の相関を説明するた

めに Cooke らは Clock and wavefront model を提唱した(1976)。未分節中胚葉

のそれぞれの細胞内に振動子 (Clock)を、また未分節中胚葉の前方から後方に移

動する‘Wavefront’をそれぞれ仮定し、Wavefront に達した細胞はその時点での

位相の情報を持ったまま振動が停止して体節に分化する。すなわち、振動子が

１回振動する間に Wavetront が通過した領域が１体節分に相当し、振動の位相

が体節の前後極性に変換されることになる。これは体節の前方と後方で性質が

異なる事実と一致している。 

 ショウジョウバエのペア-ルール遺伝子 hairyのホモログである c-hairy1の発
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現が未分節中胚葉の分節化周期に一致して振動していることがニワトリ胚の未

分節中胚葉で発見され (Palmeirim et al., 1997)、分子の周期的な振舞いが分節

化に関与していることが初めて示唆された。ニワトリ未分節中胚葉では、HES1

の発現が未分節中胚葉の後方から前方に移動している波のように変化する。そ

してこの波が未分節中胚葉の後方から前方へ一度通過するたびに前方未分節中

胚葉で分節化が起こり、体節が作られる。このような HES1 遺伝子の周期的な

転写が分節化の周期性を時間制御する「分節時計」として働いていると考えら

れるようになった。その後、魚やマウスでも遺伝子の周期的な発現が発見され、

種の間で保存されている分節時計の存在が明らかになった。その後、周期的な

発現を示す遺伝子はサイクリックジーン（Cyclic gene）と呼ばれており、その

多くは Notch, Wnt, FGF シグナル伝達系を構成する遺伝子であることが明らか

になってきた。 

 

 

 

 

 

図。 ニワトリ未分節中胚葉における HES1 遺伝子の周期的な転写と波状の発現パターン。青

で示された mRNA の発現が、時間経過にそって PSM の後方から前方に移動している。緑点と

茶色点は異なる細胞を示す。 
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Notch、FGF、Wnt シグナルと分節時計 

脊椎動物で最初に発見された「Cyclic gene」である HES1 は Notch シグナル伝

達系を構成している。ニワトリを始め、ゼブラフィッシュ、マウスにおいても

Hes 相同遺伝子の発現振動が観察され、Notch シグナル伝達系の因子は分節時

計の重要なコンポーネントとして考えられてきた。ゼブラフィッシュにおいて、

Notch1、DeladC、DelatD、Mindbomb、Her など Notch シグナル伝達系の構

成因子の変異体では体節形成の破たんが観察され、未分節中胚葉では Her 遺伝

子の「salt-and-pepper 状：ある遺伝子が発現している細胞としていない細胞が

隣接して混じっている状態」の発現がみられる（Holly et al., 2000 ; Julich et al., 

2005 ; Itoh et al., 2003）。特に Her1 と Her7 によるネガティブフィードバック

は分節時計の中心メカニズムとして知られている（Lewis et al., 2003）。マウス

未分節中胚葉では bHLH(basic helix loop helix)転写因子 Hes7 (hairy and 

enhancer of split 7)の発現が振動しており、体節形成の周期性の制御に重要であ

ることが明らかになった (Bessho et al., 2001)。これは未分節中胚葉の細胞で遺

伝子発現振動と分節化に Notch シグナルが必須であることを示している。 

 

 

図。 マウス未分節中胚葉における Notch,Wnt,FGF シグナル伝達系と下流の振動遺伝子のネ

ットワーク。多数の振動遺伝子がネガティブフィードバックループを形成している。（Dequeant 

et al., 2006） 
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 マウスにおいてはさらにいくつかのシグナル伝達系が分節時計の制御に関わ

っていることが知られている。マウス未分節中胚葉での Axin2 の発現振動、

Wnt3a変異体でのAxin2と Lfngの振動パターンの破たんはWntシグナルが分

節時計に関与していることを示唆している（Aulehla et al., 2003）。また、Wnt

シグナルの下流遺伝子である DKK1、Sp5、Myc の変異体において分節化に異

常がみられることから、Wnt シグナルが体節形成に深く関わっていることが分

かる。 

近年、FGF シグナル伝達系の制御因子である Spry2、Dusp6 の発現が Notch

シグナル伝達系の構成因子と同調して振動していることがマイクロアレイ解析

により明らかになった（Dequeant et al., 2006）。Spry2、Dusp6 の発現振動は

Notch シグナルに非依存的なものではあるが、変異体を用いた Fgfr1（Fgf 

receptor 1）の機能抑制実験によると、変異体では FGF、Notch、Wnt のダイ

ナミックな発現が損なわれることが報告されている（Niwa et al., 2007; Wahl et 

al., 2007）。 

 

Notch シグナル伝達系による分子振動 

 Notch レセプターは昆虫から哺乳類まで様々な生物種において保存されてお

り、細胞間の信号伝達系を構成する重要な因子である。Notch は発生段階を通

してHES(Hairy/Enhancer of Split genes)などの標的遺伝子の発現誘導により、

細胞の運命決定や胚発生を制御する(Kopan and turner 1996)。細胞膜タンパク

である Notch が隣接する細胞の Delta、serrate、lag-2 などのリガンドと結合す

ると、Notch はγセクレターゼによるタンパク分解を受けて細胞内ドメイン

(Notch intracellular domain,NICD)が細胞内に放出され、核内に移行する。核

内 に 移 行 し た NICD は 、 DNA 結 合 タ ン パ ク の 一 種 で あ る

CSL(CBF1/Su(H)/Lag-1)ファミリーと複合体を形成する。Notch シグナルがな

いときCSLは様々な遺伝子の転写調節DNA配列に結合し(Hsieh and Hayward 

1995)、SMRT/NcoR/HDAC1 そして CIR/HDAC2/SAP30 などの転写抑制性タ

ンパク複合体と結合して転写を抑制している(Zhou et al., 2000)。しかし Notch

がリガンドと結合すると NICD が核内に移行して CSL と複合体を形成する。こ

の複合体形成によって転写抑制性タンパク複合体が解離され、co-activator が結

合して転写を活性化する(Petcherski et al., 2000a; Mumm and Kopan 2000)。 

 マウス未分節中胚葉では Notch のリガンドである Dll1（Delta like 1）と
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Notch1 が未分節中胚葉全体に発現しているために、Notch シグナルが常にオン

になっていると考えられる。bHLH(basic helix loop helix)型転写因子である

Hes7 は、胎生中期の未分節中胚葉において Notch によって発現誘導される標的

遺伝子のひとつである(Bessho et al., 2001)。Hes7 タンパクは、Hes7 自身や他

の遺伝子のプロモーター上の E-box(CANNTG)や N-box(CACNAG)の塩基配列

に特異的に結合することで転写を制御する。しかし、Hes7 タンパク質はユビキ

チン化を受けてプロテアソームで速やかに分解されるために、Hes7 による抑制

はすぐに解除され、再び転写が始まる。Hes7 によるネガティブフィードバック

ループによって、マウス未分節中胚葉での遺伝子発現の振動には必須であるこ

とが Hes7 の機能喪失実験などにより明らかになった(Bessho et al., 2003)。 

 

 

 

 

 

図。 マウス未分節中胚葉の細胞における Notch シグナル伝達系と標的遺伝子 Hes7 と Lfng の

フィードバック制御の模式図。 
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 Notch シグナル伝達系におけるリガンドとレセプターの親和性は、糖鎖修飾

因子である Lfng(Lunatic Fringe)によって細胞膜外ドメインが修飾されること

でも変化する。Lfng はこれまで知られている哺乳類の３つの Fringe ホモログ

のなかでも唯一、未分節中胚葉で発現している遺伝子である。Lfng は Hes7 と

同様に Notch シグナルにより発現が誘導されて Hes7 タンパクがプロモーター

上に結合すると転写が抑制されるため、Hes7 と同位相で振動している（Morales 

et al., 2002）。未分節中胚葉の前方においては、分節予定体節の尾側で Lfng の

発現が局在しており、体節の分節面決定および体節形成の周期性制御に Lfng の

周期的発現と転写産物の体節後方での局在が必須である (Evrard et al., 1998; 

Zhang and Gridley., 1998)。 

 

隣接した細胞間の情報伝達と分子振動の同調 

 ゼブラフィッシュの Notch 変異体である mindbomb と after eight では Her1

と DeltaC のダイナミックな発現パターンが失われる(van Eden et al., 1998; 

Jiang et al., 2000)。しかしながら未分節中胚葉の前方ではこれらの遺伝子が隣

接している細胞間でいれっこ状態を表す「Salt and pepper 状」に広い範囲で発

現している。Jiang らはこのようにダイナミックでない発現パターンが個々の細

胞での DeldaC の動的な発現パターンの喪失によるものではなく、細胞間の同

調性が失われたために起きていると仮説を立てた（2000）。また彼らは Notch

シグナルが分子振動の誘導よりは細胞間の振動を協調させる働きをしていると

仮定している。実際、ゼブラフィッシュとマウスの Notch 変異体において初期

の体節形成は正常に行われるが、後期では体節形成が破たんする。体節形成は

Notch シグナル非依存的であるために最初は正常だが、同調性が保たれないた

めに、徐々に PSM 全体の分節リズムが乱れると主張している。ゼブラフィッシ

ュの未分節中胚葉においては DeltaC の周期的な発現が細胞間の遺伝子発現同

調を生み出していること(Mara et al. 2007)、Notch シグナルが同様な機能を果

たしていることがゼブラフィッシュの研究により明らかになった（Horikawa et 

al., 2006）。しかし、情報伝達を担っている分子の同定やマウスにおける細胞

間情報伝達の分子機構はまだ解明されていない。いずれも、Notch シグナル伝

達系が細胞間情報伝達および分子振動の同調性維持に関わっている有力な候補

として考えられている。 
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Notchシグナルの標的遺伝子Nrarp 

 Nrarp（Notch regulated ankyrin repeat protein）は114アミノ残基からなり、

二つのankyrin反復ドメインをもつタンパク質をコードしている。Nrarpは

Notchシグナルのターゲット遺伝子としてアフリカツメガエル胚で初めてその

機能が明らかになった(Lamar et al. 2001)。アフリカツメガエルの初期胚におい

て、NotchシグナルがCSLファミリーを介してNrarpの発現を誘導すること、

Nrarpを過剰発現させた胚ではNICD を分解促進し Notchシグナルの標的遺伝

子の発現が減少することが報告された。Nrarpはプロモーター上でNICD、

Xsu(H)、Mastermindと複合体を作り、これにより細胞内のNICDの量が減少す

ることから、Nrarpが活性化Notchシグナルを修飾しており、これによりNotch

シグナルのターゲット遺伝子の転写を制御していると考えられる(Lamar et al. 

2001; Pirot et al., 2004)。Nrarpの持つAnkyrinドメインはタンパク間相互作用

に働くことが知られており、NrarpがNotchシグナルを制御する際に、この

Ankyrinドメインを介してNICDと結合し分解を促進することでNotchシグナル

を制御していると考えられている(Mosavi et al., 2002)。 

 

 

 

図。 ゼブラフィッシュ Nrarp の機能解析。Nrarp をノックダウンした胚では体軸伸長不全（左

下）と her1 遺伝子発現の上昇（左上）が見られる。Nrarp は NICD を分解促進することにより

Notch シグナルを負に制御している（右）。（Ishitani et al., 2005） 
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ゼブラフィッシュ胚での機能解析によると、ゼブラフィッシュにはNrarp-aと

Nrarp-bが存在し、Nrarp-aが主に体節形成に関わっていると考えられている

(Topczewska et al., 2003)。Nrarp-aは未分節中胚葉、中枢神経系で発現してお

り、Nrarp-aに対するモルフォリノを用いたノックダウン実験では体節の分節境

界が不規則になり、尾部の伸長が阻害される。未分節中胚葉ではher1の発現が

増強されるが、これはNrarp-aをノックダウンしたことにより活性化Notchシグ

ナルが上昇したことが原因とみられる。Nrarp-aはNotchシグナルの制御に加え

て、Wntシグナルを制御していることが報告されている（Ishitani et al., 2005）。

Nrarp-aノックダウンにより色素細胞が減少するが、これはLEF1の活性化が弱

まり、神経堤細胞の分化誘導が阻害されたことが原因であると考えられる。Wnt

シグナル構成因子であるLEF1のユビキチン化がNrarp-aによって阻害されて安

定化すると考えられ、NrarpをノックダウンするとLEF1のノックダウンとよく

似た表現型が観察される。さらに、LEF1の活性化はNotchの活性化に影響を与

えないことから、ゼブラフィッシュでNrarpはWntシグナルとNotchシグナルを

お互い非依存的に制御していると考えられている。 

 一方、発生中期のマウス胚でNrarpは、神経管や後脳などの中枢神経系と未分

節中胚葉で発現しており、アフリカツメガエルの研究と同様Notchシグナルを制

御していることが明らかになった（Krebs et al., 2001）。また、マイクロアレイ

を用いた発現解析から、未分節中胚葉ではNrarpの発現が振動していること

（Dequeant et al., 2006）、Nrarpの発現振動はLfngと同調して振動しているこ

と (Sewell et al., 2009) が知られている。Notchシグナル伝達系因子の変異体で

は異常な体節形成が観察され、このとき波状のNrarp ｍRNAの発現パターン

が破綻していること、NrarpはネガティブフィードバックによりNotchシグナル

を修飾していることなどから、Nrarpが体節形成制御に関わっていると考えられ

る。 

本研究ではNotchの負の制御因子として知られているNrarpの役割に着目し、

体節形成においてNotchシグナルの役割を正確に理解することを目的とする。

Nrarpの機能喪失実験を通してNotchシグナルの増強を計らい、Notchシグナル

および標的遺伝子の発現パターンや発現量、分節化への影響を評価する。さら

にNotchシグナルの阻害剤投与によりNotchシグナルに対する機能回復実験を

試みる。遺伝子発現の同調性が保たれる仕組みを調べるために、遺伝学的或い
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は薬理学的手法を用いて未分節中胚葉の個々の細胞における遺伝子発現振動を

観察し同調性を評価する。 
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材料と方法 

 

 

In situ hybridization 

 脱水した胚を 100%メタノール、75%メタノール/PBS、50%メタノール/PBS、

25%メタノール/PBS、PBS の順に 5 分間隔に入れ換え再水和する。5 分間 PBST

に置換し、6%H2O2/PBST を加えて室温で 15 分間漂白する。PBST を加えて室

温で 10 分間置換し、これを 3 回行う。PBST を除き、10μg/ml の Protease 

K(Roche)/PBSTで処理する（妊娠 10日目の胚は 10分、尾断片は８分）。Protease 

K(Roche)/PBST を除き、グリシン/PBST を加え、10 分間氷上に静置する。PBST

で 3 回洗浄する。4%PFA0.2%glutaraldehyde/PBST で置換し 20 分間室温に静

置する。PBST に置換し 5 分間室温に静置する。これを 2 回繰り返す。PBST

を除き、hybridization buffer（50%ホルムアミド、5×SSC[pH4.5]、50μg/ml 

tRNA、1% SDS、50μg/ml Heparin）を加えて 70℃で 1 時間振とう

（HYBRIDIZATION INCUBATOR,TAITEC）する。DIG 標識 RNA プローブ

を 85℃で 20 分間変性させ、氷冷する。70℃に保温した hybridization buffer

に変性したプローブを 300ng/ml になるよう加える。胚の入っている

hybridization buffer を除き、直ちにプローブを添加した hybridization buffer

を加える。70℃で一晩（１６時間以上）振とうする。プローブを回収し、-20℃

で保存する。十分量の Solution1（50%ホルムアミド、5×SSC[pH4.5]、1% SDS）

を加え 70℃で 30 分間振とうする。これを 3 回繰り返す。Solution1 を除き、十

分量の Solution3（50%ホルムアミド、5×SSC[pH4.5]）を加え 65℃で 30 分間

振とうする。これを 2 回繰り返す。Solution3 を除き、十分量の TBST を加え 5

分間静置する。これを 3 回繰り返す。TBST を除き、十分量の 10%sheep 

serum/TBST を加え、1 時間静置する。10%sheep serum/TBST を除き、 1/2000

倍量の抗 DIG 抗体（Roche）入りの 1%sheep serum/TBST を加える。4℃で一

晩振とうする。抗体を除き、十分量の TBST を加え、室温で 5〜10 分間振とう

する。これを 10 回繰り返す。 

TBST を除き、NTMT を加え室温で５分間振とうする。これを２回繰り返す。

NTMT を除き、発色液を加えて 30 分〜数時間室温で遮光した状態で静置する。

このとき 10 分間隔で発色具合を実体顕微鏡で確認する。発色したら染色液を除

き、PBT で洗浄し、4%PFA/PBT を加える。写真撮影後、4℃で遮光保存する 
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サザンブロッティング 

 マウスの組織または細胞をマイクロチューブに入れ、500μ l の  Lysis 

buffer(50mM Tris-HCl[pH8.0]、0.2M NaCl、5mM EDTA、1% SDS)と 50μg

の Protease K を加え、55℃で一晩振とうする。500μl のフェノール・クロロ

ホルム・イソアミルアルコールを加え、３０秒間攪拌する。5 分間遠心分離（室

温、15000rpm）し、上清を新しいマイクロチューブに回収する。0.1 倍量の 3M 

NaOAc、2 倍量の 100%エタノールを加え軽く混ぜてから 5 分間遠心分離（4℃、

15000rpm）する。上清を除き、同量の 75%エタノールを加え 5 分間遠心分離

（4℃、15000rpm）する。エタノールを除き、マイクロチューブに残っている

エタノールが乾いたら 50μl の dH2O または TE buffer(10mM Tris[pH8.0]、

10mM EDTA)を入れて溶かす。 

 抽出した 2μg のゲノム DNA を 15μl の反応系で、制限酵素を一晩消化させ

る。0.8%アガロースゲルで反応液を 12mA 20V で 16 時間泳動する。泳動が終

わったら、アルカリ変性させた後、アガロースゲルのウェルを下に向けてメン

ブレンと背合わせになるようにし、10×SSC でメンブレンに一晩トランスファ

ーする。鉛筆でサンプルを流した位置をマークし 5×SSC で 10 分間中和し、ゴ

ミがつかないように乾かす。90 秒間 UV リンカー処理し、よく乾かす。5×SSC

に入れハイブリバックにいれる。Hybridization buffer（50%ホルムアミド、5

×SSC、50mM リン酸ナトリウム、2%ブロッキング試薬、0.1%N-ラウロイル

サルコシン・ナトリウム、7%SDS）を 42℃で熱しハイブリバックに入れる。メ

ンブレンを 42℃で 1 時間振とうし、Hybridization buffer をなじませる。作製

した DIG 標識プローブを 5 分間熱変性させ、すぐに氷上で 5 分間急冷する。プ

ローブの入った Hybridization buffer を用意し、ハイブリバックに入れる。42℃

で一晩振とうする。プローブを回収し、-20℃で保存する。十分量の 2×SSC 

0.1%SDS のなかで室温、5 分間振とうして洗う。これを 2 回繰り返す。十分量

の 0.2×SSC 0.1%SDS を加え 60℃で 30 分間振とうする。マレイン酸バッファ

ー（0.1M マレイン酸、0.15M NaCl）で軽く洗う。2%Blocking Reagent/マレ

イン酸バッファーで室温、30 分間振とうする。2%Blocking Reagent/マレイン

酸バッファーに 1/10000 の濃度になるよう抗 DIG 抗体 AP を添加し、メンブレ

ンを入れて 1 時間以上振とうする。マレイン酸バッファーで 20 分間激しく振と

うしながら洗う。これを 3 回繰り返す。Assay buffer（Roche）と CDP star（Roche）

を順に入れて 5 分間室温で振とうする。残存する液を切り落とし、サランラッ
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プに包み泡を除きメンブレンが乾かないようにする。フィルムカセットにメン

ブレンのブロット面が上になるようにセットし、暗室でフィルムを挟み、カセ

ットを閉じる。1 時間経過したらフィルムを現像する。 

 

X-gal 染色 

 妊娠マウスを頸椎脱臼し安楽死させる。帝王切開して子宮ごと取り出し、冷 1

×PBS 中で胚を取り出す。子宮と薄膜を取り除き、脳、心臓、耳胞に穴をあけ

た後、前肢を切り取ってゲノム DNA 抽出に用いる。4%PFA/PBS に入れて 4℃

で 30 分間固定する。PBS で洗浄し、X-gal solution（5mM フェロシアン化カ

リウム、5mM フェリシアン化カリウム、2mM MgCl2、0.02% Nonidet P-40、

0.01% 1mg/ml X-gal）に置換し、37℃で遮光しながら 3~5 時間振とうする。胚

が染まっていることを確認されたら PBS で 2 回洗浄し、4%PFA/PBS に入れて

固定する。長期保存する場合は遮光し 4℃で保存する。 

 

骨格二重染色 

 マウスを 70℃のお湯につけながら皮、内蔵、筋肉を剥ぐ。99.99%エタノール

に入れて一晩固定する。エタノールを除き、アセトンを入れ一晩静置する。ア

セトンを除き、染色液（70%エタノール、0.015% Alcian Blue、0.015%Alizarin 

Red、5% Acetic Acid）を加え 3 日間静置する。染色液を除き、水で洗浄する。

洗浄を 3 回行う。1% KOH を入れて 24 時間から 5 日間静置し、透明化する。

液に色がついてきたら新しい液に入れ換える。Moll solution（20% グリセリン、

1% KOH）を入れて写真撮影する。撮影後の標本は 20%~50%グリセリンで保存

する。 

 

X 線 CT 撮影 

 6〜8 週齢のマウスを用いた X 線 CT 撮影は、LaTheta LCT-100 シリーズ（ア

ロカ株式会社）により行われた。 

 

免疫ブロッティング 

 E10.5胚から未分節中胚葉を切除し、1% NP-40, 50 mM Tris-HCl (pH7.5), 

150 mM NaCl, and 5 mM EDTAを含むbufferに入れて溶解させる。SDS-PAGE

により展開し、ゲルをHybond-P(Amersham)膜と重ね合わせて転写させる。メ
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ンブレンへの非特異的な吸着を防ぐためにブロッキングを行ったのち、抗

Notch1抗体(Cell Signaling)あるいは抗β-actin抗体と4℃で一晩反応させる。そ

れぞれの一次抗体に特異的な二次抗体と反応させ、chemiluminescence 

detection system (Amersham)を用いてタンパク質を検出する。タンパク質の定

量はNIH image programを用いて行う。このとき、β-actinを内部コントロール

とし、NICDの量を補正する。 

 

免疫染色 

 E10.5胚を摘出し、4% paraformaldehydeを用いて4℃で１時間固定する。6% 

H2O2 2% Triton X-100に10分間入れたのち、抗Notch1抗体(Cell Signaling)ある

いは抗phospho-histone H3抗体(Cell Signaling)と反応させる。それぞれの一次

抗体に特異的な二次抗体(peroxidase結合型)と反応させ、3,3’-diaminobenzidine 

tetrahydrochloride (Sigma)あるいはTSA検出キット(Invitrogen, T20912)を用

いて検出する。細胞核は1000倍に希釈したPIにより染色する。 

 

マイクロアレイおよび定量RT-PCR 

 E10.5胚から未分節中胚葉を切除し、さらに神経管を取り除く。SV Total RNA 

Isolation System (Promega)を用いてRNAを抽出および精製する。マイクロア

レイ解析はKota Tamadaにより行われた(Watanabe et al., 2009)。解析結果は

NCBI Gene Expression Omnibusで公開されている(GSE18419)。 

 逆転写反応はSuperScript II reverse transcriptase (Invitrogen)を用いて行

われた。oligo dT12-18 0.5μl、2.5mM dNTP 2μl、DEPC水を9μlになるように加え

る。70℃、10min、インキュベートし5x buffer 2.5μl、RNase inhibitor 0.5μl、Super 

Script II RT 0.5μlを加え42℃で90分間反応させる。定量PCR反応はKAPA SYBR 

FAST Universal qPCR (Kapa Biosystems)および用いて行われた。内部コント

ロールとしてG3PDHが用いられており、それぞれの遺伝子に対するプライマー

の配列は次の通りである。 

G3pdh; G3pdh-S, 5’-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3’, and  

  G3pdh-AS, 5’-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3’;  

Nrarp; Nrarp-S, 5’-CTCGCACTTAGGAAGGGAAG-3’, and  

  Nrarp-AS, 5’-ACCACGCACAATATTTCCAA-3’;  

Hes5; Hes5-S, 5’-GCAGCATAGAGCAGCTGAAG-3’, and  

  Hes5-AS, 5’-GAAGGCTTTGCTGTGTTTCA-3’;  
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Car4; Car4-S, 5’-GTCAAATGGGAATGACAACG-3’, and  

  Car4-AS, 5’-TTGTCCTTCGAGTCCTCCTT-3’;  

Gpr133; Gpr133-S, 5’-TCATTACTGGCCATTGGAAA-3’, and  

  Gpr133-AS, 5’-GAGAGGCACAGTGAGGTTGA-3’;  

Rhox5; Rhox5-S, 5’-CAGGTATGGAAGCTGAGGGT-3’, and  

  Rhox5-AS, 5’-GCTGTTCTTCCGAGTCTTCC-3’;  

Hes7; Hes7-S, 5’-TAGAAGAGCTGAGGCTGCTG-3’, and  

  Hes7-AS, 5’-CTTTCTCCAGCTTCGGGTT-3’;  

Lfng; Lfng-S, 5’-TGTTTGAGAACAAGCGGAAC-3’, and  

  Lfng-AS, 5’-CAGGGTGTGTCTGGGTACAG-3’;  

Dusp6; Dusp6-S, 5’-GGAATGAGAACACTGGTGGA-3’, and  

  Dusp6-AS, 5’-GAAGCCACCTTCCAGGTAGA-3’;  

Spry2; Spry2-S, 5’-GAAGAGGATTCAAGGGAGAGG-3’, and  

  Spry2-AS, 5’-GTCTTGGCAGTGTGTTCACC-3’;  

Axin2; Axin2-S, 5’-CTGGCTCCAGAAGATCACAA-3’, and  

  Axin2-AS, 5’-TCAGCATCCTCCTGTATGGA-3’;  

Nkd1; Nkd1-S, 5’-CGTGGCTGGGAGAAGAAGC-3’, and  

  Nkd1-AS, 5’-CAGGTCTAGGTAGTGGTTTCTCC-3’. 

 

体節の計数 

 体節を数えるために、それぞれのステージの胚においてUncx4.1のプローブを

用いてin situ hybridizationを行った。前肢芽と後肢芽の間に位置する体節の数

を側面から観察することで確認した。遺伝子型ごとの体節数を調べるために、

一匹の妊娠マウスから得られた複数の同腹仔の体節数を遺伝子型ごとに数え、

その平均値を求めた。これを一つの母集団とし、複数の妊娠マウスから同様な

計測を行い、遺伝子型間の体節数の計算および有意差の検証をpaired t-testによ

り行った。 

 

マウスの飼育およびGamma-secretase阻害剤、ホウ酸の投与 

 Nrarp変異マウスは、キメラマウスを野生型のCD1(ICR)系統と３回以上かけ

合わせ、8〜12週齢に達したヘテロ接合体マウス同士を交配させて胚の摘出を行
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った。実験動物の飼育および動物実験は本学の定める動物実験等の実施に関す

る規程に従い適正に行われた。 

 LY411,575はdimethyl sulfoxideを用いて30 mg/mlになるよう調整し、さらに

5% エタノールを含むヒマワリ種油を適量混ぜて投与された。マウスの体重を計

測し、0.1mg/kg/.3mg/kg/1.0mg/kgの阻害剤を200ulの5% エタノールを含むヒ

マワリ種油とともに投与した。投与の前に12時間断食・断水させたマウスを用

い、24時間ごとに投与を行った。胚の摘出は最後の投与から24時間後に行って

いる。 

 ホウ酸（Boric acid、WAKO）とバルプロ酸（Valproic acid、SIGMA）はPBS

を用いてそれぞれ200mg/mlと50mg/mlになるよう調整し、妊娠9.5日目のマウ

スに1000mg/kgの量を腹腔投与した。ホウ酸は溶けにくいので、PBSを予め40℃

に温めておいた。 

 

分子振動の数理解析―モデルの基本方程式 

Hes7 発現周期の Notch 活性依存性を数理モデルで検証した。モデルは Lewis

による先行研究を用いた（Lewis, 2003）。 

Hes7 タンパク質の量を p(t)、mRNA の量を m(t)とすると、 

 p(t)は m(t)に依存して増加し、p(t) 自身の量に応じて分解する 

 m(t)は p(t)に依存して増加が抑えられ、m(t) 自身の量に応じて分解する 

である。これらを微分方程式で表現すると以下のようになる。 
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ここで、a と k は mRNA のタンパク質合成(翻訳)速度係数、および mRNA 最

大転写速度係数である。Notch による転写促進は k で表現される。b と c は分解

速度、p0は Hes7 による転写抑制の度合を表す定数(小さいほど抑制効果が大き

い)、Tpと Tmはそれぞれタンパク質と mRNA 産生にかかる時間の遅れを意味す

る。本論文におけるシミュレーションは、上記方程式を用いて行った。以下に

パタメーターを示す。 
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表。 シミュレーションに用いたパラメーター。これ以外のパラメーター値に対しても安定した

振動を再現し、ここで用いた値は、周期が実験データに合う組み合わせの 1 つである。 

 

パラメーター 値(単位) 意味 

a 0.5 (molecules/min) タンパク質合成速度係数 

b, c 0.11 (1/min) NICD、mRNA、タンパク質の分解速度 

p0 13 (min) mRNA の転写抑制定数 

Tp 15 (min) mRNA の核外輸送と翻訳における時間遅れ 

Tm 20 (min) Hes7 タンパクの核内移行における時間遅れ 

 

 

同調細胞の計数 

 未分節中胚葉細胞の核を標識（PI染色）し、Lfngのpre-mRNAを蛍光標識し

た（fluorescence in situ hybridization）。非同調細胞とは、Lfng発現の波の境

界外に位置し、mRNAが核内に存在する細胞（核）を意味する。発現の波の境

界外とは発現細胞群から離れた（隣接していない）場所を意味する。境界外に

おいて群れ（二つ以上）を成して発現している細胞の場合、その数を比較し、

少ない集団を非同調細胞と見なす。この定義に従ってmRNAが存在する細胞（核）

を全て数えた後、非同調細胞（核）を数えてその比率を求めた。 
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結果 

 

 

Nrarp ノックアウトマウスは椎骨及び肋骨の奇形と椎骨数の減少を示す 

 Nrarp は体節が形成される時期の未分節中胚葉で強く発現している（Sewell 

et al., 2009; Wright et al., 2009）。未分節中胚葉は体節の原基であり、形成され

た体節は椎骨と肋骨へと分化するために、これらの骨格形成に Nrarp が影響し

ていると考えられる。我々は体節形成における Nrarp の機能を調べるために ES

細胞における相同組み換えを利用して Nrarp 遺伝子を欠失させ（図 1）、体節形

成への影響を検討した。 

 

 

 

 

図１。 (A)ターゲッティングベクターの概略。野生型(C57BL/6)の Nrarp アリル（上）、ターゲ

ッティングベクター（中）、そして組換わった後のミュータントアリル（下）を表している。タ

ーゲッティングベクターは約 10kbp の 5’long arm、IRES-LacZ-ネオマイシン耐性遺伝子、4kbp

の 3’short arm、そしてジフテリアトキシン(DT)から構成される。Nrarp のコーディング領域が

IRES-LacZ-ネオマイシン耐性遺伝子に置き換わる。(B)サザンブロッティング法を用いて遺伝子

型を調べた。Wt,野生型;KO,変異アリル(C) Nrarp mRNA の局在を in situ  hybridization を用

いて調べた。野生型神経管と後脳、未分節中胚葉(矢印)などの部位で発現している。ホモ接合体

の変異体において Nrarp の発現部位である未分節中胚葉、神経管、後脳で mRNA が存在しな

いことが示された。(D)X-gal 染色。Nrarp+/-と Nrarp-/-において LacZ の発現を調べた。Nrarp

の発現部位と一致した染色パターンが見られる。スケールバー,1mm。 
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図 2。 Nrarp-/-の椎骨形成異常。(A)成体マウスにおける尻尾の伸長方向異常。 (B)肋骨が異常

な方向に延び(矢印)、椎体の癒合がみられる(星印)。(B,C)野生型の腰椎が 6 本あるのに対し、

Nrarp-/-では 5 本の腰椎が認められた。(C)X 線 CT 撮影画像による骨格観察。Nrarp-/-の胴体が

短く、体軸が蛇行している。尾椎の数は、正常のマウス 30 本に対し(n=7)、Nrarp-/-では 28〜29

本の尾椎が認められた(n=9)。腰椎の減少も確認された。正常マウスで 6 本、Nrarp-/-で 5 本の

腰椎が認められる。T,胸椎; L,腰椎; S,;仙椎 C,尾椎。スケールバー,1mm。 
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 表１。  X 線 CT による椎骨数の計測。X 線 CT 撮影後、椎骨の分類と計数を行った。 Nrarp-/-

マウスで腰椎と仙椎数にばらつきはあるが、同腹仔の野生型に比べてその数は減少している。 

 

 

遺伝子型 

(Nrarp) 

頸椎 胸椎 腰椎 仙椎 尾椎 腰椎＋ 

仙椎 

合計 

+/+ 7 13 6 4 29 10 59 

+/+ 7 13 6 4 29 10 59 

+/+ 7 13 6 4 29 10 59 

+/+ 7 13 6 4 29 10 59 

+/+ 7 13 6 4 29 10 59 

+/+ 7 13 6 4 29 10 59 

+/+ 7 13 6 4 29 10 59 

+/- 7 13 5 5 29 10 59 

+/- 7 13 6 4 29 10 59 

+/- 7 13 6 4 29 10 59 

+/- 7 13 6 4 29 10 59 

+/- 7 13 6 4 29 10 59 

+/- 7 13 6 4 30 10 60 

-/- 7 13 5 5 28 10 58 

-/- 7 13 5 5 27 10 57 

-/- 7 13 5 4 29 9 58 

-/- 7 13 5 4 29 9 58 

-/- 7 13 5 5 28 10 58 

-/- 7 13 5 4 28 9 57 

-/- 7 13 6 4 28 10 58 

-/- 7 13 5 4 28 9 57 

-/- 7 13 5 4 27 9 56 
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Nrarp ノックアウトマウス（Nrarp-/-）では、尻尾が屈曲している（図 2A; 

n=22/57）。これと類似した尾骨形成異常の表現型は Hes7 ヘテロ変異体でもみ

られている（Bessho et al., 2001b）。この表現型を詳細に調べるために、骨格染

色を行い椎骨の形と数を調べた（図 2B）。Nrarp+/-は野生型に比べて形態的に差

がみられなかったが、Nrarp-/-においては肋骨の伸長方向異常、癒合、椎弓と椎

体の縮小が認められた。X 線 CT を用いて撮影した結果においても同様な異常が

認められた（図 2C）。従って、Nrarp は正常な椎骨形成に必須である。 

次に、頸椎から尾椎まで全ての椎骨数を数えたところ、野生型では 59 本（n=7）、

Nrarp-/-では 57.4±0.2 本（n=9）が確認された。Nrarp-/-マウスでは腰椎と尾椎

がそれぞれ約 1 本ずつ減少したが（図 2B-C, 表 1）、椎骨同士の重度な癒合はみ

られなかった。従って、Nrarp は椎骨形成において適切な数を維持するために

必須であると考えられる。 

 

Nrarp-/-の椎骨数の減少は体節数の減少に起因する  

椎骨は体節に由来するため、胎生期に形成される体節の数は椎骨の数に反映さ

れる（Gossler and Hrabe de Angelis 1998）。Nrarp-/-でみられる椎骨の減少原

因を調べるために、胎生中期の体節形成期にある胚において体節の数を比較し

た。分節後、頭部側の体節から骨格や筋肉へ一過的に分化するために、全体節

数を確認することは容易ではない。そこでまず、前肢芽と後肢芽の間に位置す

る体節数を比べたところ、野生型と Nrarp-/-の間で差が見られた（図 3A）。野生

型では肢芽間に１８個の体節が位置することに対し、Nrarp-/-では１７体節が確

認され、椎骨数が減少する表現型と一致していた。Uncx4.1 の発現パターンに

より、Nrarp-/-では体節形成、すなわち大きさや形、前後極性は概ね正常である

と考えられ、一度形成された体節同士が癒合することで体節数が減少する可能

性も少ないとみられる(図 4)。 
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図 3。  (A)Uncx4.1 の in situ hybridization。10 日目の胚で前肢芽(FLB,forelimb bud)と後肢

芽(HLB,hindlimb bud)の間に位置する体節を数えた。点線は肢芽の前方の位置を示す。スケー

ルバー,1mm。(B-D)8 日目(E8.5)、10 日目(E10.5)、11 日目(E11.5)の胚における全体節数を遺伝

子型毎に数えた。同じ図柄は同腹仔の平均体節数を示す。平均値の差の検定(paired t-test)を行

い、平均体節数を点線で表した。(B)野生型と Nrarp-/-間で有意差は検出されなかった(n=6)。(C)10

日目の胚では、 Nrarp-/-で約 0.5 体節少ない(n=18, *P<0.02)。(D)11 日目の胚では、 Nrarp-/-

で約 1.7 体節少ない(n=8, **P<0.01)。(E)B-D のまとめ。 
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図 4。  Nrarp-/-で体節の形と大きさに異常はみられない。表記されている発生段階で Uncx4.1

の in situ hybridization を行った。胚の後方にある体節の背側図。野生型、Nrarp-/-ともに左右

体節は対象であり、Uncx4.1 の発現パターンにも差はみられない。上方向が頭側。スケールバ

ー, 500μm。 
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Nrarp-/-では分節時計の周期が長くなっている 

 Nrarp-/-では椎骨と肢芽間の体節数が減少していた。体節形成は胚発生の一定

期間に行われる。そのため、体節形成の周期によって総体節数が決まる。マウ

スでは約 120 分毎に未分節中胚葉の前方が一回括れ切れることで一対の体節が

形成される。Nrarp-/-でみられる肢芽間の体節数の減少の原因は、体節形成の周

期が長くなっているために起こると予想される。我々は体節の分節周期を測定

するために、発生時期の異なる胚の体節数を計測し、野生型と Nrarp-/-を比較し

た（比較と計測方法は材料と方法を参照）。胎生 8 日目の胚では、野生型(12.24

±0.93)と Nrarp-/-(12.36±1.14)で有意な差は認められなかった。しかし、10 日

目の胚において野生型(39.69±0.83)に比べ Nrarp-/- (39.16±0.84)で有意に減少

しており、１１日目の胚でも野生型(52.85±0.78)より Nrarp-/-(51.11±0.95)で体

節数が有意に減少していた（図 3B-D）。8 日目から１１日目の間の７２時間に

形成される体節は、野生型で 40.6 個と Nrarp-/-で 38.9 個である。この差は椎骨

数の差とほぼ一致している（野生型 59 個、Nrarp-/-57.4 個）。この結果より体節

形成の周期を求めると、野生型では 106 分、Nrarp-/-では 111 分ごとに一対の体

節が形成されることになる。したがって、Nrarp の欠失により体節形成の周期

が約 5 分延び、その結果、体節と椎骨数が減少する。 

 

Nrarp-/-の体節数の減少は発生遅延によるものではない 

 体節は胚発生の一部として発生時期と発生が進む速度と歩調を同じくしてい

ると考えられる。Nrarp-/-でみられる全体節数の減少は胚発生全般が遅れている

ために起こっている可能性も考えられる。しかし、８日目の胚において体節数

で有意差がみられなかったことは、少なくともこの時期では発生が同一線上に

あることが言える。しかしその後、胚全体の発生速度が遅れていることは否定

できない。そこで、体節以外の組織で発生時期を判断することでこの疑問を明

らかにした。10 日目の胚では胚全体を目視し、同程度に発生が進んでいること

を確かめた(図 5A)。即ち、この時期の特徴である後肢芽の発芽、目の原基の形

成が確認された。そして 11 日目の胚において、肢芽の形成度合いと肢芽の先端

部で発現している Fgf8 の発現パターンを比較した(図 5B)。この時期の肢芽の先

端部には AER(apical ectodermal ridge)と呼ばれる細胞群が帯状に局在してお

り、Fgf8 を発現している(Lu et al., 2006)。この AER は 10 日目の胚では肢芽

の先端中央部にのみ局在するが、次第に先端を覆うように局在が変わる。 
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図 5。  (A) 10 日目胚の Uncx4.1  in situ hybridization。白矢印は非特異的な色素の沈着を示

す。(B)11 日目胚の Fgf8  in situ hybridization。矢印は肢芽の前方での発現境界、白矢印は肢

芽の後方での発現境界を示す。FLB, fore limb bud; HLB, hind limb bud。(C) 11 日目胚の Fgf8  

in situ hybridization。頭部の正面図。 op, olfactory pits; mx, maxillary process ;md, 

mandibular precess。スケールバー,500 μm。 
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さらに胎生 12 日目になると AER は数が減少し、指になる部分にのみ存在し、

肢芽の表面も指の形がつくられてくる。そのため肢芽の先端部に凹凸ができ、

指の間に該当する細胞では細胞死が起こり、均一な肢芽の表面に指の輪郭がで

きる。この肢芽の変化を指標に Nrarp-/-での胚全体での発生遅延が起こっている

かを検討した。同腹仔の野生型の胚と比べ、ほぼ同一な形状と Fgf8 の発現パタ

ーン、すなわち AER の局在が認められた。また、11 日目の胚では嗅覚器官の

原基がつくられ、正面からみると小さい穴が２つ観察され、この穴の周りにも

Fgf8 が発現している(図 5C)。加えて、上顎と下顎の境界部位でも Fgf8 が発現

している。いずれの部位でも同程度の器官形成が進んでおり、Nrarp-/-において

胚全体の発生遅延は認められなかった(Mahmood et al., 1995)。 

 

Nrarp-/-の未分節中胚葉では Notch シグナルが増強している 

 Nrarp は活性化 Notch シグナルである NICD の分解を促進することで Notch

シグナルを抑制しているために（Lamar et al., 2001）、Nrarp を欠失すると未

分節中胚葉で Notch シグナルが増強されると予想できる。胎生 10 日目の胚の未

分節中胚葉から NICD を定量すると、Nrarp-/-では野生型に比べて約 1.9 倍増加

していた（図 6A）。しかし NICD の波状の局在パターンに変化は見られなかっ

た（図 6C）。Notch の標的遺伝子である Hes5 は Notch シグナルの変化に直接

的に影響されることから Notch エフェクターとも呼ばれる（Ohtsuka et al., 

1999）。Hes5 発現は Nrarp-/-の未分節中胚葉で著しく増加された（図 6B,7B）。

NICD と同様、Hes5、Hes7、Lfng の波状の発現パターンに変化は見られなか

った（図 6B,D,E）。Nrarp を欠失すると、Notch シグナルは増強されたが、そ

の振動パターンと標的遺伝子の振動パターンに変化はなかった。 

ゼブラフィッシュにおいて Nrarp は、Wnt シグナル構成因子である LEF1 のユ

ビキチン化を阻害することで LEF1 タンパク質を安定化させ、Wnt シグナルを

制御していることが報告されている（Ishitani et al., 2005）。マウス未分節中胚

葉において Axin2 発現は、Wnt シグナルによって転写誘導され Lfng と逆の位

相で振動し Wnt シグナルを負に制御している（Aulehla et al., 2003）。そこで、

マウスにおいても Nrarp が Wnt シグナルを制御しているかを検討した。Wnt

の標的遺伝子 Axin2 は未分節中胚葉前方の分節予定体節で、細いストライプ状

の発現および最尾端（tail bud）の強い発現が後方未分節中胚葉で勾配を形成し

て発現する phaseⅠ、前方未分節中胚葉の 2 本のストライプ状の発現を示す 
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図 6。 (A)免疫ブロッティングによる NICD の定量(n=3)。β-actin に対する NICD の比を表し

た。(B,D-F) Hes5,Hes7,Lfng,Axin2 の発現を in situ hybridization によって調べた。スケール

バー,200μm。(B) Hes5 の発現パターンに変化はないが、Nrarp-/-で著しく発現量が増加した。

(C)NICD の局在を示した。黒線は NICD の局在場所を示している。Nrarp-/-で強いシグナルが

みられるが、局在に差は見られなかった。(D-F)発現パターンが３つの相(Phase)に区分されてい

る。Nrarp-/-でそれぞれの遺伝子の発現パターンに変化は見られなかった。灰色線は弱い発現部

位を表す。 
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phaseⅡ、最尾端と後方未分節中胚葉の弱い発現および分節予定体節の尾部で発

現している phaseⅢの３つの発現パターンを示すことが報告されている

(Aulehla et al., 2003)。Nrarp-/-において Axin2 の発現は野生型と同様、Phase

Ⅰから PhaseⅢまで様々な発現パターンを示しており、振動的な発現パターン

と発現レベルに変化は見られなかった（図 6F,7B）。 

未分節中胚葉では Notch、Wnt に加え FGF（Fibroblast Growth Factor）も

体節形成を制御している。Nrarp-/-で Notch シグナル以外にも影響が及んでいる

かを検討するために、Nrarp-/-の未分節中胚葉で遺伝子発現を網羅的に調べた。

まず、未分節中胚葉から単離した RNA を用いてマイクロアレイ解析を行った

（図 7A, 表 2）。Hes5 の発現の著しい上昇がみられたが、Hes7 や Lfng など、

他の Notch 標的遺伝子の発現には有意な差が見られなかった。Wnt シグナルに

おいては、Axin2 や Lef、Mesogenin などの標的遺伝子の発現に変化は見られ

なかった。FGF シグナルの標的遺伝子である Dusp や Sprouty においても変化

は見られなかった（図 7A,B; 表 2）。従って、Nrarp-/-の未分節中胚葉では Notch

シグナルが特異的に増強されていることが認められた。さらに、いくつかの遺

伝子に対し定量 PCR を行い、マイクロアレイ解析の結果を検証した(図 7B)。い

ずれの遺伝子の発現量もマイクロアレイの結果と一致していた。 

 

 

 

 
 

図 7。 未分節中胚葉における遺伝子発現を定量的に比較した。(A)マイクロアレイ解析の結果

(n=3)。個々の遺伝子のシグナル強度平均値を対比比較した。(B)Notch,Wnt,FGF シグナル伝達

系の標的遺伝子の発現量を定量 PCR により検証した(n=3; 平均±標準偏差)。 
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表２。 マイクロアレイ解析結果のまとめ(n=3)。Notch,Wnt,FGF シグナル伝達系の標的遺伝

子の代表的なものを示した。シグナル比(ratio)は、標準化されたシグナル強度の野生型とNrarp-/-

の比を意味する。*、いずれも２倍以上の差がみられたが、体節形成において機能が明らかにな

ってない遺伝子を示した。 

 

 

 

Gene 

Symbol 
Gene_Name 

Probe 

ID 
Cluster Ratio1 Ratio2 Ratio3 Avg. 

Nrarp 
Notch-regulated ankyrin repeat 

protein 
315756 Notch 0.04  0.10  0.05  0.06  

Hes5 
hairy and enhancer of split 5 

(Drosophila) 
562022 

 
4.56  4.77  3.51  4.20  

Lfng 
lunatic fringe gene homolog 

(Drosophila) 
882835 

 
1.37  1.43  1.10  1.28  

Hes7 
hairy and enhancer of split 7 

(Drosophila) 
558449 

 
1.18  1.20  0.57  0.87  

Hes1 
hairy and enhancer of split 1 

(Drosophila) 
406680 

 
1.20  0.91  0.53  0.79  

Hey1 
hairy/enhancer-of-split related 

with YRPW motif 1 
814590 

 
1.55  1.13  1.32  1.31  

Nkd1 
naked cuticle 1 homolog 

(Drosophila) 
394939 

 
1.04  1.20  1.10  1.11  

Axin2 axin2 357287 Wnt 1.19  1.19  0.62  0.91  

Lef1 
lymphoid enhancer binding 

factor 1 
928212 

 
1.18  1.20  1.05  1.14  

Msgn1 mesogenin 1 733438  1.00  0.88  1.53  1.08  

T  brachyury 661161  0.89  0.77  1.03  0.88  

Dusp1 dual specificity phosphatase 1 303843 FGF 1.05  0.89  1.07  1.00  

Dusp4 dual specificity phosphatase 4 672437  0.99  0.84  1.11  0.97  

Dusp6 dual specificity phosphatase 6 932169  0.97  0.70  0.75  0.79  

Spry2 sprouty homolog 2 (Drosophila) 872375  0.90  0.68  1.12  0.87  

Spry4 sprouty homolog 4 (Drosophila) 529472  1.00  0.95  0.74  0.88  

Rhox5 
reproductive homeobox on X 

chromosome, 5 
535766 -* 3.60  2.50  2.15  2.63  

Car4 carbonic anhydrase 4 349705  2.42  2.11  2.30  2.27  

Gpr133 G protein-coupled receptor 133 716011  2.22  2.67  2.06  2.29  
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Notch シグナルを阻害すると体節形成周期が短縮される 

 Nrarp-/-では体節形成の周期が延長されており、Notch シグナルが増強されて

いる。我々は周期の延長が Notch シグナルに依存していることを確かめるため

に、Notch シグナルの阻害を試みた。すなわち、周期が Notch シグナルに依存

しているならば、Notchシグナルを阻害すると周期が短縮されると予想される。 

そこでγ-secretase の阻害剤 LY411,575 を与え（Wong et al., 2004）、NICD を

定量するとともに体節形成への影響を調べた。まず、野生型のマウスに異なる

濃度の阻害剤を与え、NICD の定量を行った（図 8A 左）。NICD の量は阻害剤

の濃度に比例して減少しており、0.1mg/kg の阻害剤を与えると NICD の量は約

10％減少し、肢芽間の体節数は約１個増加した（n=4/7; 図 8B,C）。椎骨の数に

おいては体節数と同等な増加が見られた（図 8D,E）。即ち、野生型（対照群）

で６本の腰椎が形成されるのに対し、阻害剤を投与した個体では約７本の腰椎

が形成されていた(n=4/11)。この結果は、Nrarp-/-とは反対に、Notch シグナル

が低下すると分節周期が短くなることを示唆している。 

 さらに、Nrarp-/-において阻害剤を投与し、機能回復実験を試みた（図 8A

右,F-G）。肢芽間の体節数を比べると、同腹仔の野生型では 19 体節が形成され、

対照群すなわち、阻害剤を与えていない野生型に比べて 1 体節分増えていた（図

8F,G）。阻害剤を与えた Nrarp-/-胚では肢芽間に 18 体節が形成されており

(n=6/11)、阻害剤を与えていない Nrarp-/-胚より約一体節が増えている。Nrarp-/-

においても阻害剤により Notch シグナルが弱まると、延長されていた分節周期

が回復、すなわち短縮されて肢芽間の体節数が増加することを示唆している。

一方、阻害剤を投与すると Notch シグナルの減少に加えて、骨格形成に軽微な

奇形がみられた（図 8D,E）。Nrarp-/-においては、椎骨と肋骨でより顕著な奇形

が認められた(未公開データ)。これは阻害剤を与えられたことによって、分節時

計や体節の分化過程でかく乱が加わり、異常な骨格形成を引き起こしていると

推測できる。 
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図 8 Notch阻害剤(LY411,575)の投与実験。(A) 免疫ブロッティングによるNICDの定量(n=3)。

βactin に対する NICD の比を表した。(B,C)Uncx4.1 の in situ hybridization。10 日目の胚で

前肢芽(FLB,forelimb bud)と後肢芽(HLB,hindlimb bud)の間に位置する体節を数えた。対照群

(B)に比べ、阻害剤(0.1mg/kg)を投与した胚(C)で 1 体節増加していた。点線は肢芽の前方の境界

線を示す。スケールバー,1mm。対照群の腰椎が 6 本(D)あるのに対し、阻害剤を投与したマウ

スでは７本の腰椎が認められた(E)。(F,G)阻害剤を投与(0.1mg/kg)した胚で体節数を確認した。

野生型(F)と Nrarp-/- (G)ともに、肢芽間の体節が非投与群(図 3A)に比べて増えていた。T,胸椎; L,

腰椎; S,;仙椎。スケールバー,1mm。点線は肢芽の前方の境界線を示す。 
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分節時計の振動周期は Notch 活性に依存している 

 これまでに体節形成（あるいは分節時計）の周期が Notch シグナルに依存し

ていることを、Nrarp ノックアウトマウスの解析と薬理学的な手法で検証した

（図 9A）。未分節中胚葉では Notch シグナルが Hes7 を転写誘導する。Hes7 は

Lfng と Nrarp、さらに他の 2 時間周期で発現振動する遺伝子の転写を抑制して

おり、Hes7 による周期的な抑制が分節時計の周期性の制御に重要である。これ

までに、Hes7 のネガティブフィードバックループを中心とする周期的な分子振

動を説明する数理モデルが構築され、未分節中胚葉での mRNA やタンパクの周

期的な増減（振動）を数理計算により再現している（Lewis et al., 2003; Hirata 

et al., 2004）。今回、Hes7 発現振動周期の Notch 活性依存性を、Lewis による

先行研究の数理モデルを用いて検証した（図 9－12）。 

 

 

 

 

図 9 Notch 活性の周期への影響を調べた数理解析結果。（A）マウス未分節中胚葉において遺

伝子発現振動が作られる分子メカニズム。Notch が活性化されるとγ-secretase のタンパク分解

を受けて NICD により Hes7 を発現誘導する。翻訳された Hes7 タンパク質は自身の転写を抑制

する。このネガティブフィードバックループが遺伝子発現振動を引き起こすメカニズムである。

Nrarp は NICD を分解促進することで Notch シグナルを抑制しており、 γ-secretase は NICD

の産生を阻害することで Notch シグナルを抑制している。Nrarp を破壊することで Notch 活性

を増加させ、反対に阻害剤を投与して Notch 活性を低下させた。 （B）振動周期の Notch シグ

ナルへの依存。Hes7 のネガティブフィードバックループをもとに作られた数理モデルを用いて

いる。振動周期は Notch 活性（）と比例して変動する。このモデルのパラメーターは‘材料と

方法’項の表に示した。 
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式 1,2（材料と方法の項参照）は、周期特性を調べるためには少し複雑である

ため式変換を行う。まず、「p(t)より Tp だけ前の時刻の p(t)」を意味する変数 

   adv pp t p t T  を導入する。例えば、t=0 のときは    0adv pp p T である。こ

の変数を用いると上記 2 式は、 

 
 

   
d

d

adv

adv

p t
am t bp t

t
   ( 3 ) 

 
 

 
 2 2

0

d

d 1 adv

m t k
cm t

t p t T p
 

 
, ( 4 ) 

となる。ここで T = Tm + Tp (定数)としている。更に見やすくするために、次の

ような変数(時間とともに変化する文字)とパラメーター(時間不変の定数)の変換

を行う。 

t T  ,  bT  ,  cT  ,  0a k b c p  , 

   advP bcp t ak  ,     M c m t k  , 

左辺は全て新しく導入した変数(、、P、M)とパラメータ(、、)であり、

右辺は全て式 3,4 に含まれる文字である。は T で正規化された時間である。 

この変換により、mRNA 産生(転写)速度に関わるパラメーター k (Notch

による転写促進)と p0 (Hes7 による転写抑制度合)を、1 つのパラメーターで表

現することができる。これらの表記を用いると式 3,4は、 
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. ( 7 ) 

と簡素な形に変形される。 と  は Notch に依存しない定数であり、変数 P()

と M()はそれぞれの産生速度係数 a と k で正規化(0 から 1 の範囲)されたタン

パク質と mRNA レベルであることを表している。 

Lewis モデルで述べられているように、 と  が大きな値であるとき、つま

り、式 8 が素早く収束（P() が M() に、 M()が P() にすぐに追随する； 

追随対象の時間に注意）かつの値がほとんど変わらなければ、振動周期はほぼ

2(T+1/+1/)となる。実験によってがコントロールと異なる値をもつ場合（こ

の研究では Nrarp-/-）、振動周期のへの依存性を確かめる必要がある。 
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まず、式 5-7 を用いて  が様々な値をとるときの時系列を計算し、Pの

値の滞在率を比較した(図 10)。図 10 の左(青×印)は、P()値の時間等間隔分布

を示しており、右はその分布がの増加に対してどのように変化するかを示す。

この図から、「P() が 0 付近の小さな値である状態の滞在時間の増加」が「周期

の増加」の原因であることが示唆される。また、とは定数であるため、この

計算では のみが P() の振動周期の増加を制御していると言える。 

 

図 10（左列）時間経過に伴う P()の時系列（赤線）、および時間等間隔に設置したポイント

（青×）。0 と 1 の状態であるときはゆっくり変化し、0 と 1 の間の遷移は早いことが分かる。

（右列）左列の青×の値を 7 分割してヒストグラムにし、異なる 値の間のヒストグラムの

差を表示したもの。 値が大きくなるにつれ、P()が 0 である割合が増加し、1 である状態

が減っていることを示す。 値と周期はそれぞれの図中に示している。 
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が周期に対してどのような影響を与

えるのかを調べるために、式 7 で定義され

た関数 f(x) の特性に注目した。f(x) は x の

増加に対して単調減衰し、が大きければ

その減衰率を高める図 11。ここで、es7

の量に相当する x の減少に伴って f(x)が増

加しはじめる閾値 S を定義すると(図 11 の

黒点線)、図 10 において P() が十分小さい

ときの値は S 以下での x の値とみなすこと

ができる。この図より、が大きくなるに

つれ、f(x)を抑えるための x がより小さい必

要があることが分かる抑えきるまで時間

がかかる。 

これを式で示すために、f(x)が S のとき

の x の値を f(x) =S として解くと、

1 1
1thx

S
  . ( 8 ) 

となる。ゆえに、P() と M() の変化は次のようになる。 

(1) P() が xth より小さい、つまり f(x) が S より大きいとき、M()が増加す

る（式 6）。 

(2) M()の増加に対して P()が追随して増加する（式 5）。 

(3) P()の増加に対して f(x) が減少し（式 7）、M(＋)が追随して減少する。 

(4) M()の減少に対して P()が追随して減少する（式 5）。 

ゆえに、図 10 の「P() が xthより小さい時間」は「M()が xthより小さい時間」

および「P()が xth より大きい時間」と同義である。そこで、P()が１から

xth まで減少するために必要な時間を考える。微分方程式は dx/dt = -x の形であ

るため、P()の時間変化が常に指数関数的（e-t/）であることを考慮して近似

を行う。P() が 1から xth まで減少するために必要な時間差をD とすると（時

間 D が経過して xthとなる）、時定数を用いて、

1 2
1 1

1D
the x

S





  
   

 
, ( 9 ) 

となる。これを D について解くと、 

図 11 異なる 値に対する f(x)の比較。

黒の点線は x (Hes7 の量)の減少に対し

て f(x) が増加に転じるときの閾値 S 

を示す。が 2 より大きいとき P()は振

動するので、上記のどのでも振動が表

れる。 
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1
ln ln 1

2
D

S


 

 
   

 
, ( 10 ) 

となる。これは時間経過 D が の対数関数で増加することを意味する。この近

似式は、図 12 に示す数値計算とよく一致する。 

 

Notch シグナル（）が増減すると振動の周期も延長あるいは短縮されること

が数理シミュレーションにより予測された。この結果はこれまで Nrarp-/-の解

析と Gamma-secretase 阻害剤を用いた薬理実験から得られた結果とよく一致

している。すなわち、Notch シグナルによって作り出された Hes7 発現振動の

周期は、Notch シグナルの強弱変化に依存していると考えられる。 

 

Nrarp-/-では遺伝子発現の同調性が低下している 

 Nrarp-/-成体では胸椎から尾椎において奇形が観察された(図 2A-C)。この表現

型はこれまでに知られている、体節形成に異常を示す変異体マウスの表現型に

類似しているが、その程度は比較的に軽微であると言える。この異常は、比較

的に未分化な組織である未分節中胚葉が体節へ分化する際、又は体節が骨格へ

分化する際に生じる可能性がある。しかし Nrarp のように未分節中胚葉で特異

的に発現して働く因子であれば、体節形成の段階で引き起こされた異常である

ことが容易に想像できる。Nrarp は Notch の下流遺伝子として体節形成期に未

分節中胚葉で発現している因子であり、その発現は体節ではみられない。しか

し Nrarp-/-の未分節中胚葉では遺伝子発現の発現パターンは野生型に比べほと

んど差がみられなかった。また、阻害剤の投与実験でみられる骨格形成異常は、

Nrarp が周期の制御の他にも体節形成に何らかの機能をしていると考えられる。 

図 12 様々な値における周期。青い円はモデルに

よって計算された周期であり、黒線は式 10 から

対数関数でフィットしたものである。 
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 上記の事項をもとに、骨格形成異常の原因を次のように調べた。これまでは

未分節中胚葉全体で、主に波状のパターンに注目し評価してきたが、遺伝子発

現振動の様子を未分節中胚葉の細胞ごとに観察した。周期的発現を示す遺伝子

の波状の発現パターンは、未分節中胚葉の近隣細胞の間で振動の位相が一致し

ているために起こる。即ち、体節形成には遺伝子発現の振動が同調する必要が

ある。ゼブラフィッシュにおいては Notch シグナルが細胞間の遺伝子発現振動

の同調性をもたらしていると考えられているが（Horikawa et al., 2006）、マ

ウスではそのメカニズムについてほとんど理解されてない。 

そこで、mRNA のイントロン領域に対する RNA アンチセンスプローブを用

いて in situ を行い、振動遺伝子(Lfng)の転写が始まっている細胞を選択的に観

察した(図 13)。遺伝子発現の振動は、隣同士の細胞間で位相が一致し、未分節

中胚葉全体では位相が微妙にずれているために、未分節中胚葉全体では波状に

見える。しかし Nrarp-/-では、同腹仔の野生型と比べて非同調細胞が有意に増加

していた(図 13)。 

 
図 13 Lfng 発現パターンを示す未分節中胚葉の背側拡大図。上が前方、下が後方。Lfng 

mRNA(緑)と細胞核(赤,PI 染色)を示した。野生型に比べて Nrarp-/-では近隣の細胞と発現が同調

していない細胞(白矢印)が増加していた。右は非同調細胞の定量の結果を示している。Lfng の

転写が起こっている細胞に対する非同調細胞(白矢印)の比率を表した。(n=3; 平均±標準誤差) 
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図 14  Uncx4.1 の in situ hybridization。10 日目の胚で HDAC 阻害剤の投与による体節形成

の異常を同腹仔間で調べた。投与後に形成された体節で乱れが観察され、Nrarp-/-においてより

広範囲にわたる乱れが観察された（B,D）。BA,Boric acid; VPA, Valproic acid。矢印は奇形な体

節を示す。 

 

 



 41 

 未分節中胚葉の細胞はあらゆる方向に移動しており、これは遺伝子発現の同

調を低下させる‘ノイズ’あるいは‘揺らぎ’として作用していると考えられ

る。また細胞分裂の際に起こる遺伝子発現の一時的休止も、遺伝子発現の振動

と細胞間同調に影響する可能性が十分に考えられる。しかし未分節中胚葉の細

胞ではこれらのノイズによる遺伝子発現の乱れに対して細胞間の遺伝子発現を

‘協調’させて同調性を維持している（Horikawa et al., 2006）。一方、Nrarp-/-

では細胞間の同調がより脆弱になっているために非同調細胞が増加すると考え

られる。そこで、遺伝子発現を無作為にかく乱させ、ノイズを与えた際の遺伝

子発現の同調性について調べた。HDAC（Histone deacetylase）の阻害剤であ

るホウ酸(Boric acid、1000mg/kg）、バルプロ酸（Valproic acid、400mg/kg)は、

ヒストンの修飾状態を変えることにより遺伝子発現を網羅的にかく乱させられ

ると考えられる(Di Renzo et al., 2007; Menegola et al., 2005)。これらの阻害剤

は発生途中の胚において奇形を引き起こすことも知られている。 

胎生９日目の胚に一過的にこれらの阻害剤を与え、24時間後に胚を採取して

体節形成を観察した（図14A-D）。野生型では投与後から2〜3体節分の乱れが見

られるが（図14A,C）、Nrarp-/-では野生型より重度な体節形成不全が長く(7~8

体節分)起きていた（図14B,D）。野生型では、投与後６時間前後に形成された体

節で回復がみられるが、Nrarp-/-では依然と体節の奇形がみられるため（図

14A,C）、この時期の未分節中胚葉細胞で遺伝子発現の振動パターンを詳しく調

べた（図15A,B）。野生型とNrarp-/-共に非同調細胞が増加しているが、Nrarp-/-

ではより多く観察された。この結果はNrarp-/-の細胞で発現振動の同調性が崩れ

やすいためその分、回復にも長い時間を要することを示唆している。 
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図15  ホウ酸投与７時間後のLfng発現パターンを確認した未分節中胚葉の背側拡大図。上が前

方、下が後方。Lfngのエキソンプローブ（A）とイントロンプローブ（B）を用いて転写が活発

に起こっている領域と細胞を調べた。(A)野生型ではシグナルの境界がはっきり見えるのに対し、

Nrarp-/-では未分節中胚葉全体にかけて発現が認められる。黒線はmRNAが多く局在している領

域を示している。(B)Lfng mRNA(緑)と細胞核(赤,PI染色)を示した。野生型に比べてNrarp-/-で

は近隣の細胞と同調してない細胞(白矢印)が増加していた。白線はmRNAが多く局在する領域を

示している。 
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図16  NrarpとHes7の二重変異体における椎骨形成異常。生後7日目のマウスの骨格標本の背側

図。Hes7+/-（左）では頸椎から尾椎にかけて規則的な形の椎骨が等間隔に形成されている。

Nrarp-/-(中央)では前述のように肋骨が異常な方向に延び、椎体の癒合がみられる。Hes7+/- 

Nrarp-/- の二重変異体では、顕著な椎骨形成不全がみられる。頸椎から尾椎にかけて椎体の重度

な縮小、癒合、減少がみられる。それに伴い、体長も著しく短くなっている。 
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Hes7とNrarpによる振動の同調性 

 Hes7は自らのネガティブフィードバックにより発現が振動し、その発現振動

は分節化の周期性制御に欠かせない（Bessho et al., 2001b）。Hes7ヘテロ変異

体は尻尾の末端が屈曲する以外の異常は認められないが、Hes7遺伝子座を一つ

しか持たない個体でさらにNrarpを欠失させると、椎骨形成の異常が顕著に現れ

た（図16）。Hes7ヘテロ変異体では、遺伝子発現の振動は正常と考えられてい

る。そしてHes7ヘテロ変異体において、Hes7自身の転写量や転写抑制作用につ

いても、正常な体節を形成するには十分であると考えられている。しかし、Nrarp

の変異体マウスとの二重変異体では、それぞれの変異体でみられる表現型と比

較してより顕著な異常が認められた（図16）。 

 二重変異体でみられる骨格形成異常の原因を探るために、未分節中胚葉にお

いて遺伝子発現の振動を詳しく観察した。Lfngの転写状況を細胞毎に比較する

と、二重変異体(Hes7+/-Nrarp-/-)においてその同調性が大きく失われていた（図

17A,B）。即ち、Lfngの転写が起こっている細胞は未分節中胚葉全体に点在して

おり、転写が活発な領域は特定できず、波状の発現パターンはみられなかった。

これは、個々の細胞間で同調性が低下したため、未分節中胚葉全体では遺伝子

発現の振動が波状の発現パターンを失い、その後の体節形成と器官形成、特に

骨格形成に影響を与えると考えられる。 

 

図 17 Lfng 発現パターンの確認。Lfng mRNA(緑)と細胞核(赤,PI 染色)を示した。(A)Nrarp-/-

では転写が活発に起こっている領域以外にも離れた部位にある細胞で転写が確認された（矢印）。

(B)二重変異体では未分節中胚葉全体にかけて Lfng の転写が確認された。黄線は mRNA が多く

局在する領域を示している。 
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考察 

 

 

 Notch シグナルは細胞間情報伝達を担う分子として、様々な細胞種において

細胞の増殖、分化、運命決定に重要な働きをしていることが知られている。胚

の発生段階を通して HES(Hairy/Enhancer of Split genes)などの標的遺伝子の

発現誘導により、胚発生における細胞の運命決定や胚発生を制御する(Kopan 

and turner 1996)。未分節中胚葉では Notch のリガンド、下流遺伝子、Wnt シ

グナル伝達系等とともに分節化の周期性制御、体節の前後極性決定に必須な因

子として知られている(Gossler et al., 1998; Dequeant et al., 2006; Evrard et 

al., 1998; Zhang and Gridley., 1998; Bessho et al., 2001; Ishitani et al., 2005)。

これまでに Notch シグナル伝達系の下流遺伝子の発現振動は単なる分節時計の

アウトプットではなく、時間制御そのものに必須であることも明らかになって

いる(Evrard et al., 1998; Zhang and Gridley., 1998; Bessho et al., 2001)。これ

らの因子を欠損すると体節形成リズム(分節時計)が破綻してしまうために、未分

節中胚葉における 2 時間周期のリズム(mRNA、タンパク質の周期的な増減)にお

いては、まだ不明な点が多く残されている。２時間のリズム周期が規定される

仕組み、予め決められた数の体節を正確に作り出す方法、未分節中胚葉の大き

さや伸長速度と分節化の均衡のとり方など、これまでに観察によって見えてき

た事実に対して、その原理を知るために明かすべき事項は多く残されているよ

うに思える。 

  

振動の周期性とNotchシグナル 

 未分節中胚葉における体節形成には Wnt、FGF(Fibroblast growth factor)、

RA(Retinoic Acid)のシグナルも関わっており、これまでに、Wnt や Retinoic 

Acid シグナル伝達系が分節周期を制御していることが報告されている

（Kawakami et al., 2005; Vermot et al., 2005; Gibb et al., 2009）。Notch シグ

ナルの強度が体節形成周期の制御と細胞間の遺伝子発現の同調性維持に関わっ

ていることを示した今回の結果は、これまでの変異体解析(主に Notch シグナル

伝達系の構成因子)では解析が困難であったNotchシグナルのリズム微調整機構

の存在を示唆している。Nrarp による NICD の分解制御という‘Notch シグナ

ルの修飾’によって周期の微調整を行い正確なリズムを刻んでいることが示さ
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れたのは、分節時計による体節形成過程をより明確に理解するために大変有用

な情報になる。 

 この研究では変異体の作製や阻害剤の投与により Notch シグナルの調節を試

みた。分節周期を計るためには、体節数を統計的に比較する間接的な方法を用

いた。今後、Notch 遺伝子座を増減させる等の方法で Notch の発現量を任意に

制御できれば、分節周期と Notch シグナルの相関をより明確に示すことができ

ると予想している。一方、振動周期の測定については、振動遺伝子を蛍光標識

させた Tg マウス胚を用いて未分節中胚葉の発生と分節化を連続観察する方法

や、培養細胞においてレポーター遺伝子の発現を可視化して測定する方法も考

えられる。しかし、いずれの方法も、生体内の条件とは異なるために、実験誤

差が含まれる可能性が高い。今回 Nrarp-/-でみられる周期延長のように、数分の

差（振動周期の数％に相当する時間差）を検出するためには、間接的ではある

が、体節数を数えることで生体内の情報を検出し、正確に読み取れたと評価で

きる。しかしながら、異なる母体における受精時間の差と発生時期の差は依然

として解析に影響していた。我々は統計的解析を進めることで、この誤差を考

慮した上で体節数の有意差を検定するよう努めた。 

  

振動の安定性（Robustness） 

 発生段階での適切かつ正確な形づくりは、その個体あるいはその種にとって

環境に適応し、仲間同士の競争に競り勝ち、より多くの子孫を残すために根本

的かつ重要な生命現象である。今回の研究結果は、生き物のなかに存在する生

命活動(遺伝子発現)の揺らぎに対してシステムを安定的に持続させる仕組みが

体節形成でも存在していることを示唆している。細胞間で直に情報交換を行っ

ている因子は特定されていないが、Hes7 や Nrarp の‘周期的な’フィードバ

ック制御が細胞間で振動の位相を揃えるのに機能していることが考えられる。

HDAC 阻害剤の投与実験において、体節形成と同調性の修復あるいは修正過程

で野生型と Nrarp-/-に差が見られたこと(図 9,10)もこの仮説を支持している。

Hes7 においても Hes7+/-や二重変異体の表現型から同様な機能を持っていると

考えている。一方、Nrarp と Hes7 の二重変異体（Hes7+/- Nrarp-/-）では、同調

性が大きく損なわれたため、骨格形成異常が顕著になると考えられる(図 11,12)。

抑制性の転写因子 Hes7 が転写抑制機能を十分に果たすためには、片方の遺伝子

座では不十分である可能性も考えられる。今後、Hes7 ヘテロ変異体（Hes7+/-）
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において Hes7 自身の転写量、タンパク質の量、Hes7+/-での転写因子としての

抑制能を定量的、定性的に検討する必要がある。そして遺伝子発現振動におけ

る安定性、同調性との相関を検討することが求められる。 

 

振動の同調性 

 ゼブラフィッシュの未分節中胚葉

においては deltaC の周期的な発現

が細胞間の遺伝子発現同調を生み出

していること(Mara et al. 2007)、

her による Notch シグナルのフィー

ドバック制御が同様な機能を果たし

ている（Horikawa et al., 2006）。

しかし、マウスでは細胞間情報伝達

を担っている分子、すなわち同調の

メカニズムはまだ明らかになってい

ない。これまで知られている

Delta-Notch 相互作用を考慮し、隣

接する細胞間で Hes7 が同調する仕

組みについて考察した。 

細胞間の Delta-Notch 結合には 2 種類存在することが知られている(図 18)。1

つは異なる細胞間で行われるトランス型結合(trans-interaction)であり、もう 1

つは同じ細胞膜上で行われるシス型結合である(cis-interaction)。シス型結合は、

Drosophila (Heitzler and Simpson, 1991; de Celis et al., 1997; Goodyear and 

Richardson, 1997; Huppert et al., 1997; Jacobsen et al., 1998; Miller et al., 2009) や哺

乳類(Sprinzak et al., 2010)で報告されている。また、Lfng は Notch と結合してト

ランス型 Delta による Notch 切断を抑制する(Bruckner et al., 2000)。一方で Lfng

は、Hes7 と同じ位相と周期で振動する。これらの知見と図 18 を考慮すると、

Cell 1 の Hes7 発現が高いときの過程は以下のようになる。 

(1) Cell 1 の  Hes7 が多い、つまり Lfng が多いとき、Delta(Cell 

2)-Notch(Cell 1)のトランス型結合が抑えられる。 

(2) 相対的に Delta(Cell 1)-Notch(Cell 1)のシス型結合が増加し、

Delta(Cell 1)-Notch(Cell 2)のトランス型結合も減少する。 

図 18: Delta-Notch 結合には異なる細胞間の

トランス型と同じ細胞上のシス型がある。

Hes7と同じ周期と位相を持つ Lfngはトラン

ス型結合を抑制する。 
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(3) Cell 1 と Cell 2 の両方の Notch シグナルが減少する。 

これは Cell 2 の Hes7 の増加の際も同様である。ゆえに単純化すると、 

「Cell 1 の Hes7 が多いとき、自身と Cell 2 の Notch シグナルが減少する」  

(A) 

ことが言える。また Cell 1 の Hes7 発現が低いときの過程は以下のようになる。 

(1) Cell 1 の Hes7 が少ない、つまり Lfng が少ないとき、Delta(Cell 

2)-Notch(Cell 1)のトランス型結合が促進される。 

(2) 相対的に Delta(Cell 1)-Notch(Cell 1)のシス型結合が減少し、

Delta(Cell 1)-Notch(Cell 2)のトランス型結合は増加する。 

(3) Cell 1 と Cell 2 の両方の Notch シグナルが増加する。 

先程と同様に単純化すると、 

「Cell 1のHes7が少ないとき、自身とCell 2のNotchシグナルが増加する」  

(B) 

となる。 

    上記(A)と(B)の命題を細胞集団の挙動にあてはめて議論すると、細胞のHes7

発現の同調メカニズムが説明できる。Hes7 発現が比較的同期している細胞集団

(同期細胞)と、位相がずれている細胞(非同期細胞)を考える。大多数が同調して

いるとすれば、非同期細胞だけが同期細胞の影響を大きく受け、その逆はかな

り小さいと考えられる。 

    まず、大多数の同期細胞 (右

図；青)に対して非同期細胞(右図；

赤)の発現位相が遅い場合、つまり

同調細胞集団の Hes7 発現がピーク

のときに非同調細胞の発現が増え

始めているとき、上記(A)の命題よ

り非同調細胞が受ける Notch シグ

ナルは弱くなり、結果として周期が

短くなる。これは非同調細胞が同調

細胞集団と位相を合わせる方向に

周期を変化させることを意味する。 

    次に大多数の同期細胞(右図；
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青)に対して非同期細胞(右図；赤)の発現位相が早い場合、つまり同調細胞集団

の Hes7 発現が低いときに非同調細胞の発現がピークを迎えているとき、上記(B)

の命題より非同調細胞が受ける Notch シグナルは強くなり、結果として周期が

長くなる。この場合にも非同調細胞が同調細胞集団と位相を合わせる方向に周

期を変化させることを意味する。 

    以上により Delta-Notch の修飾を介した周期調節が細胞集団の Hes7 発現を

同調させることが説明できる。本論文では割愛したが、上記の論理が成立する

ことは数理モデルによって確認されている。 

 

分子の動的振舞いにおけるノイズと同調性の維持 

転写の活性と抑制を反対方向の動き（現象）と単純に考えると、ある遺伝子

座がどの方向に動くかは、確率に基づく現象とみなせる(Raser er al., 2005)。マ

ウス未分節中胚葉の細胞において、比較的少ない Notch 活性（NICD）でも Hes7

転写が起こる、或いはその逆の現象が起こる可能性は十分に存在する。NICD 分

子の減衰（分解）も細胞の確率論的な動きがもたらす現象(Hes7 タンパク質の存

在下でも NICD 分子数は０になるのはなく、0 に近づく)として捉えられる。さ

らに、細胞内の様々な場面―細胞集団（組織）の挙動は個々の細胞のもつ確率

的な挙動の総和により決まる、又は、マウスの分節時計が 60 数回周る間に揺ら

ぎが蓄積する―において確率に依存して起こっていると仮定すれば、数百の細

胞集団の協調した動きが一定の周期を作り続けるために厳密な制御機構が存在

しても不思議ではない。 

今回の研究結果は、Nrarp が未分節中胚葉細胞間の同調性維持に寄与してい

ることを示唆しているが、同調性をもたらすメカニズムの詳細は明らかになっ

ていない。 上述のように転写の活性と抑制が確率の影響を受けるときに、Nrarp

が Notch シグナル（NICD）の波、すなわち Notch シグナルの「活性状態」と「非

活性状態」間の周期的かつ連続的な変化にコントラストをもたらしていると仮

定すれば、 生物に内在する‘ゆらぎ’やかく乱（Horikawa et al., 2006；Li et 

al., 2009）を修正し、同調した細胞の動きをもたらしていると考えられる。 

一方、同調性を失った細胞は、近隣の細胞と異なる位相のまま体節へと分化

するために、骨格形成異常を起こしていると考えている。即ち、Nrarp-/-マウス

は必ず腰椎同士が癒合するのではなく、癒合しやすくなっていると捉えられ、

Nrarp-/-の尻尾形成異常の発生頻度が 100％ではないことも説明できる。組織が
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形成される際に安定性が求められる証拠は他の生物種においても知られている。

ショウジョウバエでは、ある種の microRNA(miR-7)の発現により奇形を抑え正

常な胚発生(感覚器官の分化)を誘導することが明らかになっている (Li et al., 

2009）。この microRNA は EGF と Notch シグナルに対してフィードバック制

御することで細胞の正常な分化を促している。 。 

 

Notch の制御因子 Nrarp 

 本研究では未分節中胚葉 Notch シグナルを定量するとともに、FGF や Wnt

シグナル等、Nrarp-/-の未分節中胚葉で起こっている変化を遺伝子発現の定量を

中心に網羅的に比較した。結果、FGF や Wnt シグナルの標的遺伝子の発現に変

化は見られなかった。これは、ゼブラフィッシュで Nrarp-a が Wnt シグナルを

亢進していることを示す結果と異なっているが(Ishitani et al., 2005)、ゼブラフ

ィッシュのNrarp-aとマウスNrarpの発現パターンと分節時計を構成する因子

が異なっているために、相互作用が異なる可能性も考えられる。一方、Notch

シグナルの標的遺伝子 Hes5 の発現が増強している結果から、Nrarp の欠失に

より Notch シグナルが上昇していることが明らかになった。それにも関わらず、

未分節中胚葉での振動遺伝子の発現パターンには維持されていた。これまでに

知られている Notch 標的遺伝子とは異なって、Nrarp は Notch シグナルの活性

化レベルを‘fine-tuning’する、つまり、より正確な体節形成を導くために Notch

シグナルの活性化レベルを微調整するモジュレーターとして機能していると考

えられる。Notch シグナルの活性は増加しているにもかかわらず、未分節中胚

葉での分子振動は変化していないことは、Notch シグナル系の遺伝子発現振動

を含む分節時計は、Notch シグナルの量的変化に堅牢であると考えられる。 

 一方、未分節中胚葉では Nrarp が Lfng と同調して振動している。さらに、

Hes7 のノックアウトマウスでは未分節中胚葉で一様に発現することから、

Nrarp の振動は Hes7 に依存していると考えられる。この結果は、未分節中胚

葉でNrarpがHes7によって直接、転写制御されている可能性を示唆している。

Hes7 の転写制御は、プロモーター領域にある E-box と N-box に結合すること

によって行われる(Sasai et al., 1992; Bessho et al., 2001)。実際に 4.4kb の

Nrarp プロモーター領域に、E-box と N-box が合わせて 7 カ所存在することも

この可能性を支持している。 
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 生物の身体が正確な形で規則正しくつくられる過程は、遺伝子同士の複雑な

ネットワーク、分子のダイナミックな動態を伴っており、発生過程を通じて正

確にコントロールされた結果である。この過程において自然界（生物の内部と

外部環境）に存在し得る揺らぎやノイズを克服して細胞や組織が如何に動的な

現象を制御して形づくりを行っているかを知ることは用意ではない。今回の研

究結果が、生物のあらゆる時期と場所で安定性や恒常性の維持に機能している

分子とそれらが作り出すネットワークを調べるにあたり、少しでも参考になれ

ば幸いである。 
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