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⑥当初の研究目的（交付申請書に記載した研究目的を簡潔に記入してください。） 

 多細胞生物は、一つの細胞、すなわち受精卵から細胞増殖と細胞分化をくり返す発生の過程を

経て成体となり、成体は成長後、老化過程を経て寿命を終える。この多細胞動物の時間軸に沿っ

た生命現象を制御する分子機構を細胞内シグナル伝達ネットワークの解明を通してアプローチす

ることが本研究計画の基本戦略である。現在の国内外の状況は、個々のシグナル伝達経路が寿命

制御や発生の諸過程で必須の役割を果たしていることがわかりつつあるところであり、同一の限

られたシグナル伝達経路（PI3 キナーゼ経路や MAP キナーゼ経路）が生命現象の諸過程においてく

り返し使われながら、個々の局面で細胞応答の特異性をどのように決定しているか、という最も

根源的な問いに答えが見い出されていない。そこで本研究において、まず第一に、個々のシグナ

ル伝達経路が発生および寿命制御の諸過程に果たす役割とその際のターゲット遺伝子を同定する

こと、ならびに個々の生命諸過程を制御する新たなシグナル伝達機構を見い出すことを目的とす

る。第二には、シグナル伝達の特異性決定の分子機構の解明のために、シグナル伝達ネットワー

クの時空間的調節機構を明らかにすることを目指す。すなわち、シグナル伝達経路は、単一の経

路におけるポジティブおよびネガティブフィードバック機構や複数のシグナル伝達経路間のクロ

ストークが時間的空間的に制御されていると予想され、その分子機構を解明することを目指す。

 

 

 

 

⑦これまでの研究経過 
１．本研究は、学術創成研究費の趣旨の３つの観点のうち、どの観点に主眼を置いて研究を行っているかについてお書きください。 
２．研究の進捗状況について、必要に応じて図表等を用いながら、研究組織内の連携状況を含め、具体的に記入してください。 
本研究は、学術創成研究費の趣旨のうち、創造的・革新的・学際的学問領域を創成する観点から行われ

ているものである。 

 

線虫において、インスリン/IGF-1 シグナル伝達経路およびその下流の転写因子 DAF-16 が寿命を制御し

ていることが知られているが、DAF-16 の転写ターゲットは不明であった。そこで我々は、DAF-16 が結

合するとされる DNA 配列 DBE（DAF-16 binding element）を線虫ゲノム上からデータベースを用いて検

索し、転写ターゲットの候補として 19 の遺伝子を同定した。このうちの一つとして、哺乳類ベータカ

ロテンモノオキシゲナーゼに高い相同性をもつ bml-1 を同定し、その解析を行った。bml-1 を RNAi 法

によって抑制したところ、線虫の寿命およびストレス耐性が抑制された。逆に過剰発現によってはこれ

らが延長・増大した。また、線虫の餌にベータカロテンを添加したところ、寿命が延長した。この寿命

延長は bml-1 RNAi 処理下および daf-16 欠失変異体では抑制されており、ベータカロテンによる寿命延

長効果における bml-1 および daf-16 の必要性が明らかになった。ベータカロテンモノオキシゲナーゼ

はベータカロテンを代謝してレチノイドを生成することが知られている。そこで、13-cis レチノイン

酸を線虫の餌に添加したところ、顕著な寿命延長効果を示した。13-cis レチノイン酸による寿命延長

効果は、核内レセプターである寿命制御遺伝子 daf-12、カロリー制限による寿命延長に関与する遺伝

子 sir-2.1、熱ショック蛋白質を制御し寿命を延長する転写因子 hsf-1、そして daf-16 の欠失変異体

においても、維持されていた。つまり、レチノイン酸は、既知のシグナル経路とは全く異なる新たな機

構で寿命を制御することが示唆された。さらに、哺乳類レチノイン酸レセプターに対して高い相同性を

持つ 4 つの遺伝子のうち、nhr-64 が線虫においてレチノイン酸レセプターとして寿命を制御している

ことが新たに示された。 

 野生型および長寿変異体 daf-2 を用いたマイクロアレイを行い、MAP キナーゼ（MAPK）カスケードを

構成する 3 つの遺伝子に関して発現に差が見られることを見い出した。そこで、線虫において MAPK カ

スケードを構成する 36 の遺伝子群について網羅的に RNAi 法を用いて抑制し、寿命に対する影響を検討

した。その結果、10 の遺伝子において寿命の延長あるいは短縮が観察された。さらに、ボディーサイ

ズの制御と寿命との関連が以前より指摘されていることから、TOR、S6K および Rheb というボディーサ

イズを制御するシグナルカスケードの構成因子を線虫ゲノムデータベースから探索し、RNAi をおこな

った。その結果、いずれの場合もボディーサイズの減少を引き起こしたが、Rheb の RNAi のみ寿命の短

縮が観察された。このことから、ボディーサイズの減少そのものが寿命延長の原因となるわけではない

ことが明らかになった。 
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⑦これまでの研究経過 つづき 

 

脊椎動物初期胚発生を制御するシグナル伝達について、MAPK ファミリー分子を中心に、アフリカツメ

ガエルとマウスをモデルとして解析をおこなった。まず、アフリカツメガエル初期胚において中胚葉が

背腹軸に沿って分化する際、背側中胚葉の誘導には古典的 MAPK である ERK1/2 の持続的な活性化が必

要であることがわかった。そして、ERK1/2 経路のネガティブフィードバックインヒビターである

Sprouty が、腹側において ERK1/2 経路の持続的活性化を負に制御し、腹側が背側に分化することを防

いでいることを明らかにした。すなわち、ERK1/2 経路の時間的調節により中胚葉の背腹軸決定が制御

されていることがわかった。さらに我々は、ERK1/2 とは別の MAPK カスケードを構成する ERK5、MEK5

のアフリカツメガエルホモログを同定した。ERK5 あるいは MEK5 のアンチセンスモルフォリノオリゴ

（MO）を初期胚に微量注入してノックダウンを行うと、神経組織の分化が阻害された。そして MEK5-ERK5

経路の活性化により、神経組織を異所的に誘導することができた。また、MEK5-ERK5 経路は、転写因子

SoxD の下流、かつ転写因子 Xngnr1 の上流で神経分化を制御していることが示された。さらに、SoxD が

増殖因子 FGF13 を誘導し、FGF13 が ERK5 経路を活性化することで神経分化を引き起こす可能性が示さ

れた。PI3K 経路の下流で活性化し、かつ ERK1/2 経路によってその転写が誘導されるプロテインキナー

ゼ Sgk のアフリカツメガエルホモログに着目し、Sgk が予定内胚葉に特異的に発現すること、Sgk の過

剰発現により背側に屈曲した表現型が観察されることを見い出した。さらに、アフリカツメガエル胚の

原腸陥入に関与するシグナル分子の探索を行い、PKC ファミリー分子 aPKC が、プロテインキナーゼ

Par-1 をリン酸化し、アダプタータンパク質 14-3-3 とともに、原腸陥入を制御することを示した。加

えて我々は、哺乳類初期発生の分子機構についても解析を行い、着床前発生期間（受精から着床までの

期間）に JNK と p38 が活性化していること、そして JNK 経路と p38 経路が胚盤胞形成に必要であること

を明らかとした。さらにマイクロアレイを行い、39000 転写産物のうち、たった 10 遺伝子の発現が JNK

経路と p38 経路の阻害に感受性であり、そのうち 4遺伝子の siRNA により胚盤胞形成が阻害されること

を見い出した。 

 

シグナル伝達の時空間的制御機構の解明、およびシグナル伝達ネットワークのさらなる同定を試みた。

ERK1/2 は、様々な局面で細胞の運命決定に重要な役割を果たしているが、その特異性決定の分子機構

として、ERK1/2 の活性化時間や程度の制御と、活性化 ERK1/2 の空間的な制御がある。我々は以前の研

究成果で Sprouty が ERK1/2 の活性化時間を制御することを示したが、さらに最近、増殖因子刺激によ

る Sprouty のチロシンリン酸化のタイムコースが、アイソフォームによって違いがあることを見い出し

た。このような違いが、ERK1/2 の活性化のタイムコースの差に結びつき、細胞応答の特異性を決定し

ている可能性があると考えられた。また Sprouty がチロシンフォスファターゼである Shp2 により脱リ

ン酸化されることを示し、Shp-2 と結合するシグナル分子 SHPS-1 により Sprouty のリン酸化が阻害さ

れることを見い出した。次に、ネガティブフィードバックインヒビター Sef が、ERK1/2 の核内移行を

阻害する一方、細胞質での ERK1/2 の活性は阻害しないことを発見し、Sef が ERK1/2 の空間的な制御因

子として機能することを示した。さらに、Sef のスプライスアイソフォーム Sef-S が Sef とは異なる細

胞内局在を示し、核内での ERK1/2 の機能をより促進する機能を持つことを見い出した。また Sef の機

能に必要なタンパク質間相互作用を Sef-S が阻害することから、Sef-S は Sef に対して優勢不能型とし

て機能する可能性があることがわかった。ERK1/2 経路を活性化する新たなシグナル分子として

Centaurin-alpha を見出し、Centaurin-alpha が PI3K 依存的に核から膜へ移行し、Ras を経由して ERK

を活性化することを示した。MEK5-ERK5 経路の空間的制御についても解析を進め、ERK5 の細胞内局在が

核移行シグナル(NLS)と核外移行シグナル(NES)の両方によって能動的に制御されていることを見出し

た。 

 シグナル経路間の新たなクロストークを同定した。まず、筋分化における Notch 経路と MAPK 経路の

クロストークを見い出し、Notch 経路が MAPK ホスファターゼである MKP1 の誘導を介して MAPK 経路の

ひとつである p38 経路を不活性化することを示した。そして MKP1 の過剰発現が筋分化を抑制し、MKP1

の siRNA により筋分化が促進することを示し、MKP1 が Notch と同様に筋分化において抑制的な役割を

果たしていることを明らかにした。哺乳類小腸上皮細胞のホメオスタシスにおける、レチノイン酸経路

と ERK1/2 経路のクロストークを見い出した。すなわち、分化した小腸上皮細胞では、レチノイン酸シ

グナルが MAPK ホスファターゼである MKP4 の発現を誘導して ERK1/2 経路を負に制御する一方で、未分

化な細胞では ERK1/2 経路がレチノイン酸経路を負に制御することを示した。 
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⑧特記事項 
これまでの研究において得られた、独創性・新規性を格段に発展させる結果あるいは可能性、新たな知見、学問的・学術的なインパ

クト等特記すべき事項があれば記入するとともに、推薦者の期待がどの程度達成されつつあるかについて記入してください。 
 

 線虫において寿命を制御する転写因子 DAF-16 の下流を探索した結果、ベータカロテンモノオキシゲ

ナーゼ bml-1 が寿命を正に制御していることが明らかになり、ベータカロテンやレチノイン酸も寿命延

長効果を持つことを見い出した。さらに、寿命制御に関与するレチノイン酸レセプターを同定した。ヒ

トにおいても、レチノイン酸シグナル伝達は皮膚および神経の老化に関与することが示唆されているこ

とから、線虫をモデルとしたレチノイン酸シグナル伝達の解析により、種をこえて保存された寿命や老

化の制御機構について、先端的な知見が得られることが期待できる。また、我々の結果はインスリン

/IGF-1 シグナルとレチノイン酸シグナルをリンクする最初の知見であり、シグナル伝達のネットワー

クの観点からも興味深い。さらに、寿命を制御するシグナル分子として 10 種類の MAPK カスケード構成

分子を同定した。その中には、daf-16 依存的に寿命を制御するものと、daf-16 非依存的なものが存在

した。すなわち、MAPK カスケードとインスリン/IGF-1 シグナルのクロストークの存在を示唆すると共

に、インスリン/IGF-1 シグナルとは独立に寿命を制御する MAPK カスケードの存在をも示唆している。

また我々の結果は、線虫においてはボディーサイズの減少が寿命延長の原因とならないことを明らかに

した。このことは、従来推察されていたボディーサイズの制御と寿命との関連性に疑問を投げかけるも

のである。また Rheb の解析結果は、寿命を制御する全く新規のシグナルカスケードの存在を示唆して

おり、新たなシグナル伝達経路の発見が期待できる。 

 脊椎動物初期胚発生過程を制御するシグナル伝達経路を複数同定し、特に神経分化の分子メカニズム

について、当該分野において強いインパクトのある結果を得た。これまでアフリカツメガエル胚の神経

組織は、Chordin や Noggin といった BMP シグナルの阻害因子の下流で、Zicr1、SoxD、Xngnr1 といった

転写因子が順番に誘導されることにより形成されていく、と言われていた。我々は、SoxD の下流、Xngnr1

の上流で神経分化を制御する細胞内シグナル伝達経路として MEK5-ERK5 経路を同定した。そして、SoxD

が分泌因子 FGF13 を誘導することを示した。FGF13 が MEK5-ERK5 経路を活性化し、神経分化を引き起こ

すと考えられる。すなわち、単純な転写因子のカスケードだけで説明されていた神経分化の分子機構に、

SoxD／FGF13／MEK5-ERK5 で構成されるシグナル伝達経路を新たに登場させた。さらに、マウスにおい

て JNK 経路と p38 経路が着床前の胚盤胞形成を制御することを発見し、ほとんど未解明であった哺乳類

着床前発生のシグナル伝達機構の解明に大きく貢献することができた。 

 シグナル伝達の時空間的制御機構の解明およびシグナル伝達ネットワークのさらなる同定において

も格段の進展があった。これまで培養細胞の系において、ERK1/2 経路の活性化時間や程度が、細胞応

答において重要であることが示唆されていた。しかしながら、このような ERK1/2 経路の活性化時間や

程度が、個体レベルにおいて生理的に重要かどうかは不明であった。今回我々は、アフリカツメガエル

初期胚において中胚葉が背腹軸に沿って分化する際、Sprouty による ERK1/2 経路の活性化時間の制御

が極めて重要であることを明らかにした。また、Sef および、Sef のスプライスアイソフォームである

Sef-S に着目し、ERK1/2 経路を空間的に制御するユニークな分子メカニズムを解明した。これらの研究

成果は、単一の ERK1/2 経路というシグナル伝達が、どのように時間的・空間的に制御され、その結果

多様な細胞応答が生じるのか、という根源的な問いに答えるものである。 

 新規のクロストークとして、筋分化における Notch 経路と p38 経路のクロストーク、哺乳類小腸上皮

細胞のホメオスタシスにおけるレチノイン酸経路と ERK1/2 経路のクロストークを発見した。特にレチ

ノイン酸経路と ERK1/2 経路のクロストークについては、従来全く知られていなかったものであり、さ

らなる解析が待たれる。我々の線虫の寿命制御の研究によって、レチノイン酸シグナルの下流や作用メ

カニズムの分子的解析に線虫を用いることが可能となったので、今後、線虫と哺乳類の実験系のそれぞ

れの利点を活かすことにより、このクロストークの分子機構が解明されれば、学術上多大なインパクト

が期待できる。 
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