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研究成果の概要（和文）：本研究では、脳と脊髄の原基である神経管が構築される過程をモデルとして、上皮シ
ート変形における細胞内のカルシウムイオンの機能の探索を行った。その結果、上皮シート変形に必要な細胞運
動である頂端収縮の誘導技術の開発、頂端収縮を実現するための分子機構の解明、さらに細胞運動の同調性と上
皮シート変形の効率の間に存在する法則性の提唱に成功した。本研究の成果は、神経管に留まらず上皮性器官の
普遍的な構築原理の理解に貢献すると期待される。

研究成果の概要（英文）：In this study, we explored the function of intracellular calcium ions in 
epithelial morphogenesis by using the neural tube closure of the African clawed frog as a model. As 
a result, we developed the technique that induces one of the cellular movements necessary for 
epithelial sheet deformation, called apical constriction, and revealed the molecular mechanism of 
it. Moreover, we proposed the mechanical basis by which the synchrony of the apical constriction 
affects the efficiency of tissue deformation. The results of this study are expected to contribute 
to the understanding of the principle of morphogenesis of various epithelial organs as well as the 
neural tube.

研究分野：発生生物学
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１．研究開始当初の背景 
	 医学・生物学の発展により、機能的なヒト
器官を人為的に再構築し創薬と医療に応用
できる可能性が高まりつつある。しかし、全
ての器官前駆細胞が自律的なパターン形成
能を保持する訳ではないことから、複雑な構
造を特徴とする器官の人為的構築は未だ限
定的にしか実現されていない。従って今以上
に多様な立体構造を創出するためには、まず
細胞集団からパターンを作り出される際の
法則性を明らかにした上で、それが人為的に
操作可能であるかを検証することが重要で
あると考えられる。 
	 一方で研究代表者は、アフリカツメガエル
の神経管（脳と脊髄の原基）をモデルとした
研究を進める中で、細胞内のカルシウムイオ
ン（Ca2+）シグナルがアクトミオシンの制御
を介し、上皮細胞シートの屈曲に必要な細胞
形態変化を誘導する可能性を見出していた。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、上皮性器官の構築に必要な細
胞運動である頂端収縮を人為的に誘導する
手法を開発し、その活用を通して Ca2+シグナ
ルの局所的な作用が上皮細胞シートから立
体的な管構造を構築する機構を明らかにす
ることを目的とした。上皮細胞の形態形成運
動は神経管のみならず、心臓、消化管、腎臓
など他の上皮性器官の構築過程でも共通に
見られる現象であることから、得られる成果
は上皮性器官の普遍的な構築原理の理解に
貢献すると期待された。 
 
３．研究の方法 
	 アフリカツメガエルを用いた実験は、「大
学共同利用機関法人自然科学研究機構動物
実験規程」に従い自然科学研究機構動物実験
委員会において審査・承認された計画に沿っ
て、動物実験に関する取り決めを遵守して行
った。遺伝子組換え実験は、「遺伝子組換え
生物等の使用等の規制による生物の多様性
の確保に関する法律」に基づく研究実施機関
の諸規定のもとで、遺伝子組換え実験安全委
員会により審査・承認された実験計画に沿っ
て、遺伝子組換え生物等の使用等の取り決め
を遵守して行った。	
	 アフリカツメガエルの胚は、ホルモン剤に
より性成熟を促進させた成体から受精卵を
採取し、それを目的の発生段階まで飼育する
ことにより入手した。ライブイメージング解
析は、目的の蛍光タンパク質などを発現する
アフリカツメガエル胚を横河電機製共焦点
スキャナユニット CSU-X1 で計測することに
より行った。画像解析と統計解析には ImageJ
と Rソフトウェア、数値シミュレーションに
は C言語を用いた。	
	
４．研究成果	
(1)	細胞内 Ca2+動態の操作により細胞の変形
を誘導する方法の確立	

	 Caged-IP3 を顕微注入法でアフリカツメガ
エル胚に導入し、神経板の任意の領域に UV
光を照射した後に細胞の形態を計測した。そ
の結果、光照射により一過的な細胞内 Ca2+動
態の変化が細胞自律的に形成されること、光
照射後約 50 秒で約 2%の頂端収縮が引き起こ
されることが明らかになった。また細胞内
Ca2+動態を細胞外から制御することを目的と
して、Caged-ATP を培養液に添加したうえで
同様の計測を行った。その結果、光照射によ
り一過的な細胞内 Ca2+動態の変化が広範に形
成されること、光照射後約 50秒で約 10%の頂
端収縮が引き起こされることが明らかにな
った。以上より、細胞内外の小分子の動態を
操作することにより、細胞内 Ca2+濃度の上昇
を介して頂端収縮を誘導する手法を確立す
ることに成功した。	
	
(2)	胚性上皮組織の変形運動を細胞レベル
で解析するための技術開発	
	 胚性上皮組織の変形を定量的かつ包括的
に扱う目的で、遺伝子組み換え個体のスクリ
ーニングと画像取得・解析技術の開発を行っ
た。膜移行型の緑色蛍光タンパク質などを全
身で発現する遺伝子組み換え個体を複数系
統作製し、それらから得られた胚を共焦点レ
ーザー顕微鏡で評価することにより、高いSN
比で細胞形態が標識される系統を選別した。
加えて共焦点レーザー顕微鏡の観察条件の
至適化を進め、神経管形成過程のほぼ全てを
含む多次元画像データを取得できる手法を
確立した。これに新規の画像解析アルゴリズ
ムを適用することで、細胞形態輪郭抽出の効
率が向上することが確認された。また同様の
手法は、神経管とは異なる領域の発生・再生
現象の解析においても有効であることが示
唆された。	
	
(3)	上皮シートの変形と機械的性質の変化
の関連	
	 原子間力顕微鏡と高倍率ズーム顕微鏡を
組み合わせることにより、アフリカツメガエ
ル胚表面の細胞・組織の形態と弾性率をほぼ
同時に解析できる装置を構築した。また UV
パルスレーザーによる細胞焼灼法の至適化
を行うことにより、上皮細胞が有する局所的
な残留応力を計測する手法を構築した。これ
らの装置で神経管の形成過程を計測した結
果、神経上皮細胞が細胞伸長と頂端収縮を起
こす過程で神経板の弾性率が上昇すること、
一方で自律的な変形を起こさない非神経表
皮細胞では神経管形成の過程を通して弾性
率は低い値が保たれることが明らかになっ
た。また、神経上皮細胞における弾性率の上
昇は F-アクチンと非筋型ミオシンの機能に
依存した。以上より、細胞内 Ca2+濃度の増加
により誘導された頂端収縮は、神経板の機械
的性質を変化させることで組織変形を誘導
している可能性が示唆された。	
	



(4)	数理・統計学的手法により明らかにされ
た Ca2+シグナル依存的な頂端収縮が組織変形
に与える影響	
	 神経管の形成過程では細胞内 Ca2+濃度の一
過的な上昇が隣接する細胞で同調的に行わ
れる場合と非同調的に行われる場合が存在
する。この 2 種類の細胞内 Ca2+動態が上皮シ
ートの屈曲に寄与する様式を検討する目的
で、細胞の機械的性質を扱うことができる 2
次元セルバーテックスモデルにより神経管
形成を数理モデル化した。この時、Ca2+濃度
の一過的な上昇は細胞の頂端面の収縮力の
上昇を誘導することで、細胞が持つ弾性に由
来するポテンシャルを増加させることとし
た。この数理モデルを用いてシミュレーショ
ン解析を行った結果、細胞の頂端収縮は頻度
に依存せず常に屈曲を促進する一方、収縮運
動の同調性が低いほどより効果的な屈曲が
引き起こされるという予測が得られた。この
予測は数理モデルの主要なパラメータの変
動に影響を受けない安定した性質を示して
いたことから、一定の信頼性を備えることが
示唆された。	
	
(5)	統計モデルによる予測の検証	
	 シミュレーション解析によって得られた
頂端収縮の同調性と神経板の屈曲の程度の
関係に関する予測を実際の胚で検証するた
め、異なる空間密度の細胞内 Ca2+動態と組織
変形効率の関係性を評価する統計学的手法、
即ち神経管の閉鎖運動を応答変数とし、細胞
内 Ca2+動態を固定効果、胚をランダム効果と
した混合効果モデルを構築した。この手法を
用いて、カルシウムプローブを発現する実際
の胚のライブイメージング解析から得た多
数のタイムラプス画像データセットの評価
を行ったところ、数理モデル解析により予測
されたランダム且つ単細胞レベルの細胞内
Ca2+動態の有利性が実際の生体内で観測され
ることが明らかになった。以上より、本研究
で構築した数理モデルとそこから得られた
予測の妥当性が示唆され、また収縮運動の同
調性が低いほど効果的な屈曲が引き起こさ
れるという法則性が、神経管以外の上皮性器
官の構築においても存在する可能性が提唱
された。	

図１	本研究により提唱された、頂端収縮の
同調性と上皮の屈曲様式に関するモデル	
	

(6)	上皮シート変形に寄与する細胞形態変
化の分子基盤の解明	
	 本研究で開発した細胞内 Ca2+動態の操作に
より細胞の変形を誘導する方法を用いて、上
皮シート変形に寄与する頂端収縮において
機能する分子を同定した。細胞膜と細胞骨格
F-アクチン、更に Ca2+に対する蛍光プローブ
を発現する細胞の動態を定量的に解析した
結果、細胞内 Ca2+動態が変化した直後に頂端
面における F-アクチンの動態が変化してい
ること、それが頂端収縮に先立って起こるこ
とが明らかになった。更に Caged-ATP によっ
て誘導される頂端収縮が細胞間接着因子 N-
カドヘリン依存性であることが、N-カドヘリ
ンの機能阻害実験より明らかになった。以上
の結果より、細胞内の Ca2+は頂端面における
F-アクチンの動態変化を誘導し、それが細胞
周縁部に局在する N-カドヘリンとの機能的
相互作用を介して頂端収縮に転換する可能
性が示唆された。	
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