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研究成果の概要（和文）：網目構造を作る移動様式（網状細胞移動）は、さまざまな組織形成に認められ、網状
細胞移動の破綻は先天的組織形成異常を導く。しかし網状細胞移動を制御する分子機構は明らかではない。我々
が作製したRET9-Y1015Fマウスでは特定の細胞内シグナルが変調することにより腸管神経前駆細胞(ENCC)の網状
細胞移動が破綻し、腸管神経系の欠損が誘導される。本研究このシステム用い網状細胞移動を制御するシグナル
の同定を試みた。リン酸化プロテオミクス解析と遺伝子改変マウスを用いた解析で、PLCgammaのシグナル経路と
RETのアイソフォーム特異的な細胞内シグナルが協調して網状細胞移動を制御している可能性を見出した。

研究成果の概要（英文）：This study was aimed at understanding molecular mechanisms underlying the 
meshwork-like migration of neural progenitors of the enteric nervous system (ENS). We used 
RET9-Y1015 mice whose ENS progenitors display impaired meshwork-like migration. Because these ENS 
progenitors are defective in PLCgamma signaling downstream of RET tyrosine kinase, we sought to 
identify the signaling molecules/pathways by performing phospho-proteomics analyses of ENS 
progenitors. With this method, we have discovered that PLCgamma signaling cascade and RET 
isoform-specific cooperates to achieve meshwork-like migration.

研究分野： 神経発生
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研究成果の学術的意義や社会的意義
網状細胞移動は血管、気管、腺など多様な器官の発生過程で認められる現象で、この分子機構が解明されれば器
官発生の原理の理解に新たな扉を開くことが出来る。また、腸管神経前駆細胞の網状移動の障害は先天性の腸管
神経系欠損であるヒルシュスプルング病の病態誘導機構の理解にもつながる。本研究では、PLCgammaのシグナル
とRETのアイソフォーム特異的な機能が協調して網状細胞移動を誘導していることが示された。RETにはアイソフ
ォームにより下流の細胞内シグナルに違いがあり、今後、この異なるシグナル経路を詳細に調べることで網状細
胞移動を制御する分子を同定することが重要であり、現在解析を進めている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
細胞移動は個体発生において最も根源的な素過程であり、そのメカニズムの理解・探求は器

官発生の原理を解明する鍵となる。器官発生における細胞移動には、細胞同士が一定の接触・
接着を保ちながら、あたかも一つの共同体として移動し、形態形成に寄与する集団的細胞移動
の様式がある。特に細胞が索状に連なって移動し、網目構造を作る移動様式（網状細胞移動）
は、脈管系や腺、気管、神経系などの組織形成に認められ、網状細胞移動の破綻は様々な先天
的組織形成異常を導く。しかし網状細胞移動を制御する分子機構は明らかではない。 
腸管神経系は、腸管神経前駆細胞(Enteric neural crest-derived cells; ENCC)が発生期腸

管壁内を網状細胞移動して腸管全体を支配することにより、網目状に形成される。ENCC の移動
には神経栄養因子 GDNF とその受容体の RET チロシンキナーゼが必須であり、これらを欠損した
マウスでは腸管神経系の全欠損を呈する。我々は最近、ヒト RET9 アイソフォームを Ret 遺伝子
座にノックインしたマウスにおいて、 RET の細胞内ドメインにある PLCγ結合チロシン残基
(Y1015)をフェニルアラニンに置換した変異マウス(RET9-Y1015Fマウス) ENCC の網状細胞移動
の障害により、腸管神経系の部分的欠損が誘導されることを見出した。RET9-Y1015F マウスで
は、ENCC の増殖・生存・分化は正常に保たれているものの、小腸および大腸において ENCC の
網状構造が異常となり、ENCC 全体の移動が遅延する。さらにタイムラプスイメージングの結果、
先進部の ENCC は長軸方向に移動せず、腸管の周方向に移動することが明らかになった。以上
の結果から、RET9-Y1015F マウスの ENCC では細胞極性や細胞接着が異常となり、網状細胞移動
が障害されていることが示唆された。 
 
２．研究の目的 
本研究は ENCC をモデルに、網状細胞移動の分子機構を解明する事を目指した。我々が発見し

た、網状細胞移動の破綻を示す RET9-Y1015F マウスから ENCC を単離し、コントロール ENCC と
共に GDNF 刺激を行い、リン酸化プロテオミクス解析を行った。これによりコントロールマウス
と RET-Y1015F マウスとでリン酸化基質の変化を探索し、GDNF-pY1015-PLCγシグナリングの下
流にあると考えられる基質の同定を試みた。 
 
３．研究の方法 
(1)ENCC の単離・ENCC 細胞株の作成 
胎児期腸管を摘出し、PBS 内でピペッティングにより腸管組織から ENCC を剥離させた。剥離し
た ENCC を、未分化状態を維持できる培養メディウムで浮遊培養し、ENCC の neurosphere を作
成した。neurosphere を分散培養し、Nmyc 遺伝子および Puromycin 耐性遺伝子を持つレンチウ
イルスで感染させ、細胞を不死化させた。Puromycin で選択処理し、生存した細胞を長期培養
してコロニーを形成させ、これらコロニー由来の細胞を混合し、ENCC 細胞株を樹立した。 
(2)生化学実験 
ENCC 細胞株を単層培養し、血清飢餓 6時間後に GDNF で 15 分刺激し、細胞を溶解した。ウェス
タンブロットにより RET のリン酸化および RET の下流にある MAPK・PI3K のリン酸化を確認した
後、同じライセートをリン酸化プロテオミクスに供した。リン酸化プロテオミクスは徳島大学
先端酵素研究所・小迫英尊教授に委託した。 
(3)Ret-Y1016F マウスの作成 
RET9-Y1015F マウスは Y1015F 変異を持つヒト RET9 cDNA のノックインマウスであるため、マウ
スゲノムに直接 Y1015F 変異(マウスでは Y1016F)が挿入された Ret-Y1016F マウスを作製した。
マウスゲノムの Y1016 近辺で gRNA を設計し、Y1016F 変異・PAM 変異・制限酵素(BglⅡ)切断サ
イトを持つ 120 塩基の一本鎖オリゴ DNA(ssODN)及び Cas9 と共に、体外受精によって得られた
野生型受精卵へエレクトロポレーションした(文献①)。この受精卵を一晩培養し、翌日 2細胞
期胚を偽妊娠マウスに移植した。生まれた F0 世代のマウスを野生型マウスと掛け合わせ、
Ret-Y1016F ヘテロマウスを得た。 
 
４．研究成果 
(1)野生型 ENCC 細胞株におけるリン酸化プロテオミクス 
野生型マウス由来の ENCC を GDNF で 15 分刺激し、刺激の有無でどのようなリン酸化基質が同

定できるのかを解析した。これら ENCC では、GDNF 刺激により RET、MAPK および PI3K がリン酸
化されることをあらかじめ確認してある。その結果、GDNF 刺激により有意なリン酸化が認めら
れる分子として、MAPK 構成因子や Src、PLCγなどが同定でき、ENCC においてリン酸化プロテ
オミクス解析が可能であることが判明した。 
 
(2)RET-Y1015F マウス由来 ENCC の生化学的特性の確認 
網状細胞移動の制御分子を探索するため、RET9-Y1015F マウスとコントロールマウス(野生型

ヒト RET9 cDNA のノックインマウス)から ENCC 細胞株を樹立した。RET-Y1015F マウスにおける
腸管神経系の網状細胞移動の異常は、変異 RET を片アレルのみ持つマウスで認められるため
(Ret RET9-Y1015F/-）、我々はコントロールマウスとして野生型ヒト RET cDNA を片アレルのみ持つマ
ウス(Ret RET9/-)を用いた。さらにコントロールとして野生型マウス、Ret ヌル変異アレルのへ
テロマウス(Ret +/-)も使用し、それぞれから ENCC 細胞株を樹立し、GDNF 刺激を行ってその生



化学的特性を解析した。その結果野生型マウスおよび Ret +/- マウスでは、GDNF 刺激により RET
や MAPK、PI3K のリン酸化が認められたが、Ret RET9/- マウスおよび Ret RET9-Y1015F/- マウスでは、
これらのリン酸化が検出できず、RET の発現も検出できなかった(図 1)。 

そこで我々は RET9-Y1015F アレルをホモに持つマウス（Ret RET9-Y1015F/RET9-Y1015F）およびヒト野
生型 RET をホモに持つコントロールマウス(Ret RET9/RET9)から ENCC を単離し、各 ENCC クローン
の RET の発現を見たが、野生型と同レベルの RET の発現が認められなかった(図 2)。また GDNF
処理による MAPK、PI3K のリン酸化も認められなかった(図 3)。このためヒト RET cDNA のノッ
クインにより、RET の発現機構に何らかの異常が生じている可能性が示唆され、これらマウス
由来の ENCC をリン酸化プロテオミクス解析に供しても、信頼性のある結果を得る事は難しいと
判断した。 

 

 
 
 
 
 
 
(3)Ret-Y1016F マウスの作成・表現型解析 
リン酸化プロテオミクス解析に適した新しい Y1015F マウス系統を樹立するため、我々は

CRISPR/Cas9 および受精卵エレクトロポレーション法により、マウスゲノムに直接 Y1015F 変異
(マウスでは Y1016F)を挿入した。野生型マウスより精子・卵子を摘出して受精卵を取得し、こ
れに gRNA、ssODN、Cas9 タンパク質をエレクトロポレーションし、一晩培養して、翌日 2細胞
期胚を偽妊娠マウスに移植した。gRNA は Y1016 近辺で探索し、ssODN は Y1016 を中心に、Y1016F
変異、PAM 変異、および制限酵素(BglⅡ)切断サイトが入るよう 120 塩基で設計した。得られた
F0 マウスと野生型マウスを掛け合わせ、F1マウスの尾から DNA を抽出して PCR を行い、PCR 産

図 1 RET9-Y1015F マウス ENCC の生化学的特性。 
野生型マウスおよび Ret +/- マウスでは、GDNF 刺激
により RET や MAPK、PI3K のリン酸化が認められた
が、Ret RET9/- マウスおよび Ret RET9-Y1015F/- マウスで
はこれらのリン酸化および RET の発現が認められ
なかった。 

図2 RET9-Y1015FホモマウスENCCクロー
ンにおける RET の発現。 
野生型マウス由来ENCCではRETの発現が
認められたが、Ret RET9/RET9 マウスおよび
Ret RET9-Y1015F/RET9-Y1015Fマウス由来のENCCク
ローンでは、RET の発現がほとんど認め
られなかった。ネガティブコントロール
として、293T 細胞ライセートを使用。 

図 3 RET9-Y1015F ホモマウス
ENCC における MAPK および PI3K
のリン酸化。 
野生型マウス由来 ENCC では、
GDNF 刺激による MAPK および
PI3K のリン酸化が認められた
が、Ret RET9/RET9マウスおよび Ret 
RET9-Y1015F/RET9-Y1015F マウス由来の
ENCC では、リン酸化が認められ
なかった。GDNF+BMP2 の前処理を
しても、結果は同じであった。 



物が BglⅡで切断できた個体をヘテロ接合体と判断した。シーケンス解析により設計通りの変
異が入っている個体を Ret-Y1016F マウスとして維持した(図 4)。 

 
 
 
 
 

 
我々はまずヒトcDNAノックイン型のRET9-Y1015Fマウスと似た腸管神経欠損の表現型が認め

られるか調べるため、Ret Y1016F/+ マウスと、Ret 遺伝子座に tauLacZ(TLZ)を挿入したヌル変異
マウスである Ret TLZ/+ マウスとを掛け合わせ、胎生 12.5 日目の Ret TLZ/Y1016F マウスを摘出し、
これを Xgal 染色した。その結果 Ret TLZ/+ マウスと同じように、Ret TLZ/Y1016F マウスでは TLZ 陽
性細胞が大腸へ正常に侵入していることが分かり、ENCC の移動が正常である可能性が示唆され
た(図 5)。 

そこで胎生 12.5 日目の Ret Y1016F/Y1016F マウスを摘出し、腸管を神経細胞のマーカーである
Phox2B および Tuj1 で免疫染色した。その結果 Ret Y1016F/+ マウスと同じように、Ret Y1016F/Y1016F マ
ウスの ENCC は大腸近位部まで ENCC が移動できていることが判明し、Ret-Y1016F マウスでは正
常な腸管神経系が発生する可能性が示唆され、ヒト cDNA ノックイン型の RET9-Y1015F マウスの
表現型が認められないことが判明した(図 6)。一方で腎臓に着目すると、Ret Y1016F/Y1016F マウス
では尿管が複数形成される異常を認め(図 6)、これはヒト cDNA ノックイン型の RET9-Y1015F マ
ウスでも認められており、以前の研究結果と一致した(文献②)。このため Y1016F 変異は確かに
腎臓の形成に関与する事が判明したが、腸管神経系に果たす役割は結論できず、今回樹立した
Ret-Y1016F マウスの ENCC では、リン酸化プロテオミクス解析を行えない事が判明した。 

 

図 4 Ret-Y1016F マウス作成法。 
gRNA を Y1016 近辺で探索し、ssODNDNA は Y1016 を中心に、Y1016F 変異、PAM 変異、およ
び制限酵素(BglⅡ)切断サイトが入るよう 120 塩基で設計した。PAM 変異、BglⅡサイトは
サイレンス変異を設計した。 

図 5 胎生 12.5 日目の Ret-Y1016F
マウスの表現型。 
Ret TLZ/+ マウスと同じように、Ret 
TLZ/Y1016F マウスでは TLZ 陽性細胞が
大腸へ正常に侵入していた。 



 
 
 
 
 
 
 

 
 

(4)新規 Ret-Y1016F マウスの作成 
我々はヒト cDNA ノックイン型の RET9-Y1015F マウスと類似した、新しい Ret-Y1016F 変異マ

ウスを作成するため、RET9 のみが発現されるマウスの作成を試みた。Ret9 アイソフォームのス
プライシングは、エクソン 3’端のスプライスドナー・GTがコドンとして読まれるか、読まれ
ないかによって起こる。コドンとして読まれる場合は共通部から 9アミノ酸＋終始コドンが読
まれ、RET9 タンパク質として翻訳される。我々はこのスプライスドナー・GT を、GC というサ
イレンス変異を挿入する事によって、RET9 のみが発現されるマウス(Ret9-only マウス)が樹立
出来ると考えた。このマウスに Y1016F 変異を挿入し、Ret9-Y1016F マウスを樹立する事で、ヒ
ト cDNA ノックイン型の RET9-Y1015F マウスと似た ENCC の表現型が得られるのではないかと考
えている。現在 Ret9-only マウスの作成を進めている。 
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図 6 胎生 12.5 日目の Ret-Y1016F マウスの腸管および腎臓。 
Ret Y1016F/+ マウスおよび Ret Y1016F/Y1016F マウスから腸管を摘出し、Phox2B と Tuj1 でホールマ
ウント染色を行った。Ret Y1016F/Y1016F マウスの ENCC は正常に大腸へ侵入できることが判明し
た。矢頭は ENCC の移動先進部を示す。 
また腎臓も摘出し、E-Cadherin でホールマウント染色を行ったところ、Ret Y1016F/+ マウスで
は尿管は 1本なのに対し、Ret Y1016F/Y1016F マウスでは複数の尿管が認められた(矢頭)。 
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