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研究成果の概要（和文）：胎生期の哺乳類大脳において、神経前駆細胞から生産された娘細胞は周囲の分化細胞
との接触を介したDelta-Notchシグナル伝達を利用して、「分化」か「未分化」の運命選択を行う。従来、その
シグナル伝達は直近の隣接細胞間のみで行われる狭い範囲のものが想定されてきた。しかし、本研究によって、
分化細胞においてDeltaを膜局在させた仮足様の構造物が発見され、その到達範囲は遠方の細胞にまで至ること
が見出された。また、仮足を介した遠隔的な細胞間接触は、娘細胞の運命選択に影響を及ぼすひとつの要因であ
ることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：During mammalian brain development, cell contact-mediated interactions, such
 as Delta-Notch signaling, are important for the cell fate choice of the newborn cells. Although the
 fundamental molecular mechanism of Delta-Notch signaling is well known, how Delta-presenting cells 
contact with the neighbors to induce their Notch activation in developing 3D tissues has been 
challenging to address. In this study, we demonstrated that membrane-bound Delta molecules were 
enriched in lamellipodia-like protrusions that were extended from the apical process of 
differentiating cells.  In addition, the decrease in lamellipodia-like structures increased the 
number of differentiating cells in the cerebral cortex. These results suggest that cell-cell 
contacts through microstructures are involved in cell fate choice for newborn cells.

研究分野： 神経発生

キーワード： 発生・分化　細胞間相互作用　神経前駆細胞　Delta-Notchシグナル伝達

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、哺乳類の大脳が形成される過程における細胞の運命選択の仕組みについて理解が深まった。ま
た、細胞が持つ微細構造とそのダイナミクスが、細胞間のシグナル伝達の範囲を規定する重要な要素であること
が明らかとなった。発展的展望として、シグナル伝達が活性化されるために必要な実質的な細胞間接触（接触面
積・時間）について理解する必要があり、これから得られる知見は細胞の運命選択のみならず発生（正常・が
ん）・再生・疾患のメカニズム解明の糸口となる期待がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 胎生期の大脳原基では神経前駆細胞が細胞生産を担い、誕生した娘細胞は「分化」か「未分化」
の運命選択を行う。この時、隣接した分化細胞との細胞間接触を介した側方抑制（Delta-Notch シ
ステム）が細胞運命選択に重要であると考えられている。しかしこのことは、Delta-Notch シス
テムの分子メカニズムのみで説明されてきたものであり、三次元組織中でいかにして細胞同士
が接触し、その後、Notch シグナルが活性化され、運命が決定されるのか（未分化へ誘導される
のか）、その本質を問う研究は大脳原基においてなされてこなかった。 

 細胞間接触を詳細に見ずに想定されてきた従来の側方抑制モデルは、単層上皮系と同様な直

近の隣接細胞間だけで作用するものであった（旧モデル）。しかし、研究代表者らが見出した２

つの新知見がこのモデルを一変させる可能性を示した。知見 1: 神経前駆細胞は脳室面付近で側

方に伸びた仮足を有しており（Shinoda et al., PLoS Biol., 2018, 研究代表者共著者）、2〜4細胞先

まで届く細胞間接触を有する。知見 2: 免疫電顕解析により、仮足が存在する脳室面付近にて、

膜局在した Delta の集中が判明しており、Notch も同領域に分布している。つまり新仮説として、

Delta を提示している仮足により、従来よりも広い範囲で側方抑制が行われている可能性が浮上

した（新モデル）。そこで、仮足による細胞間接触がどの程度、娘細胞の運命選択に寄与するの

か、を明らかにする必要がある。 

図 1. 遠隔的な細胞間接触と細胞運命選択 

 

 

２．研究の目的 

 本研究は、Delta-Notch システムに着目して、細胞運命選択が行われるための細胞間接触の法
則性を理解すべく実施された。そのために、新たに着想に至った仮説「仮足を介した広範囲に渡
る側方抑制」の検証を行った。 

 

 

３．研究の方法 

 まず Delta が膜局在する部位を特定するために、胎生期の Delta-like 1:Venus マウスの大脳に対
する免疫電顕を行い、その詳細な局在分布を解析した。次に仮足のダイナミクスを調べるために、
電気穿孔法を用いて大脳組織内の標的細胞へ膜局在型の緑色蛍光タンパクを導入し、スライス
組織培養下でライブ観察を行った。仮足の形成・動態制御の仕組みを理解するために、組織培養
下での阻害薬剤試験、組織内の標的細胞に対する shRNAによる機能抑制（KD）操作、CRISPR/Cas9

システムを利用した機能欠損（KO）操作を行い、仮足関連因子の機能を検討した。最後に、仮
足による細胞間接触と娘細胞の運命選択の関係を調べるために、仮足関連因子に対する KD お
よび KO 操作を施し、仮足を退縮・消失させた後、免疫組織化学的手法を用いて組織内の細胞の
分化度を調査した。 

 

 

４．研究成果 

（1）Delta は分化細胞の仮足に顕著に膜局在している 

 Delta の局在を調べるために免疫組織化学染色を行った結果、分化細胞の apical プロセス全体
に分布していることが分かった。次に、Notch と結合し得る膜局在の Delta の分布を調べるため
に Delta-like 1:Venus マウスの大脳に対する免疫電顕（Venus に対する染色）を行った。膜局在の
Delta は脳室面から 30µm以内の apicalプロセスに分布し、特に仮足の存在が認められる 5~10µm

以内に高い分布を示した。免疫電顕画像を三次元再構成して 1細胞レベルで Delta の分布を調べ



た結果、仮足での高い膜局在を示した。以上より、仮足は Delta-Notch シグナル伝達のホットス
ポットである可能性が示唆された。 

 

（2）活発な動態を示す仮足 

 次に仮足を形成する細胞の種類を特定するために、分化細胞および未分化細胞へ膜局在型の
緑色蛍光タンパクを導入し、スライス組織培養下で各々の微細構造を観察した。仮足は葉状仮足
様の構造を示し、分化細胞に限らず未分化細胞にも認められ、その側方への伸長は双方とも 2~4

細胞先まで到達することが見出された。仮足を介した一時的な接触細胞数は、これまで想定され
てきた apicalプロセス同士の接触に対して平均して 2 倍以上に及んだ。さらにスライス組織培養
下でのライブ観察によって、仮足の動きは活発で、常に伸長と退縮を頻繁に行い、突出位置も変
化させることが分かった。 

図 2. 仮足の形態と動態 

A. 大脳組織スライス培養下で観察された仮足（黄色矢頭）。仮足は隣接していない細胞（マゼンタ）

とも接触している。全細胞膜は FM4-64 により可視化されている。 

B. 仮足のライブ観察画像。0 min 時には apical プロセス（白矢印）から伸びた 1 本の仮足（黄色矢

頭）が観測され、30 min を過ぎた頃に 2 本目の仮足（白矢頭）が出現した。 

 

 

（3）仮足のダイナミクスを制御する因子群 

 仮足の形状と運動性はアクチンに依存しており、ミオシンのモーター運動が仮足の形状変化
の駆動力となることが知られている。大脳のスライス組織培養下で、ミオシン II の阻害剤であ
る blebbistatin を添加すると、仮足の運動停止と退縮が認められた。さらに、葉状仮足のアクチ
ンリモデリングに関連する因子として知られる Lamellipodin と SHIP2 の KD および KO 操作に
より、仮足の退縮あるいは消失が認められた。これらを合わせると、仮足の形態形成は葉状仮足
に関与する因子によって担われ、そのダイナミクスはアクトミオシンに依存していることが明
らかとなった。 

図 3. 仮足の退縮・消失 

大脳組織スライス培養下で観察された apical プロセスと仮足の断面図。Lamellipodin の KD（中央）

と KO（右）にて仮足の退縮と晶出が認められた。 

 

 

（4）遠隔的な細胞間接触は娘細胞の運命選択に影響を及ぼす 

 仮説として、仮足を介した接触がシグナル伝達に寄与するのであれば、人為的に仮足を失わせ
た時に、やや遠方の娘細胞は Delta シグナルを受け取れず、娘細胞の多くが「分化」を選択する
可能性がある。これを検証するために、先述した実験系を用いて仮足を消失させ、分化の初期段
階で発現する転写因子 Tbr2 の陽性率を調べた。その結果、娘細胞が分化を呈する割合が有意に
増加することが分かった。このことから、葉状仮足を介した遠隔的な細胞間接触は娘細胞の運命
選択に影響を及ぼすひとつの要因であることが示唆された。 

 

 尚、本研究の成果は国内・国際学会等で報告を行った。 
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