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研究成果の概要（和文）：DLG1は、細胞内で各種蛋白質を細胞膜近傍に係留する足場として働く足場蛋白質であ
る。Dlg1遺伝子欠損マウスは、様々な器官に発生異常をきたす。そこで、発生途上の器官におけるDLG1の機能を
明らかにするため、心臓流出路と内耳コルチ器の発生過程を検証した。その結果、DLG1欠損マウスの心臓では、
将来の肺動脈・大動脈となる総動脈幹の伸長が不十分であり、二次心臓領域と呼ばれる心臓外領域の細胞移動能
の異常が示唆された。またコルチ器では、組織の伸長に伴う細胞間接着面の再編成とそれに伴う細胞の並び替え
の異常が見られた。以上の結果から、DLG1は、組織の伸長に必要な細胞運動を制御することが判明した。

研究成果の概要（英文）：DLG1 is a scaffolding protein that anchors various proteins near the plasma 
membrane. Null mutant mice for Dlg1 gene exhibits congenital defects in many organs. To clarify the 
function of DLG1 protein, developmental process was examined in the outflow tract of the heart and 
the organ of Corti in the inner ear, whose developments are impaired in the mutant. In the 
development of outflow tract, lengthening of the truncus arteriosus was not enough in the mutant. 
This result implicates defects in the cell migration process from the second heart field to the 
nascent outflow tract region. In the organ of Corti, loss of function of the DLG1 protein caused 
abnormal patterns in cell-cell junction remodeling and rearrangement of epithelial cells during the 
tissue elongation. These results showed that DLG1 regulates cell motility which is necessary for the
 tissue extension. 

研究分野： 発生学

キーワード： 心臓　コルチ器　収斂伸長　細胞運動　DLG1　細胞間ジャンクション　発生

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
DLG1 は、蛋白質間の相互作用を担う PDZ
ドメインをもち、細胞内で各種蛋白質を細胞
膜近傍に係留する足場として働く「足場蛋白
質」である。DLG1 は、神経細胞シナプスで
の膜受容体の局在、上皮細胞の極性形成や細
胞間接着などに関わることが報告されてい
る。私はこれまでに、Dlg1 遺伝子欠損(KO)
マウスでは、多くの器官形成に異常がみられ、
その多くは組織の伸長と組織間の癒合現象
の異常に起因していることを報告してきた
が、これらの発生過程における Dgl1 の作用
機序は不明であった[1]。一方で、研究開始ま
での時期に、Dlg1 遺伝子欠損マウスにみられ
る複数の器官形態異常が、平面内極性（PCP）
シグナル因子の欠損マウスで生じるという
報告が見られるようになった。例えば、Dlg1
遺伝子欠損マウスの約 70～90％の個体で生
じる心室中隔欠損と心臓流出路異常は、PCP
シグナル因子の欠損によっても生じ、これは
二次心臓領域と呼ばれる心臓外領域の細胞
が流出路部分に移動してくる過程が阻害さ
れ、発生期の心臓流出路が十分な長さをもた
ないことによって引き起こされると報告さ
れた[2]。また、Dlg1 遺伝子欠損マウスの内
耳では、コルチ器（聴覚上皮）が十分に伸長
せずに、本来 4 列幅で並ぶはずの有毛細胞が
所々で 5列以上の幅になるという異常を呈す
る。この異常についても、PCP シグナル因子
欠損マウスで発症することから、この表現型
は PCP シグナルが制御する収斂伸長現象の
異常であると認識されるようになった[3]。以
上の知見から、器官形成における DLG1 の機
能が、PCP シグナル系と機能的に関連してい
るのではないかと考え、本研究を計画した。 
 
２．研究の目的 
器官形成における DLG1 の機能を、PCP シ
グナル系との関係に着目して解析するため
に本研究を実施した。本研究では、心臓流出
路と内耳コルチ器を解析対象とした。心臓流
出路については、DLG1 欠損による異常がど
のようなメカニズムで生じるのか、すなわち、
PCP 因子欠損マウスと同様に、二次心臓領域
の異常によるのかどうかを検証することを
目的とした。また、Dlg1 遺伝子欠損マウスの
コルチ器の異常については、収斂伸長異常に
よると云えるのか、また DLG1 が本来、コル
チ器の収斂伸長でどのような機能を果たし
ているのか、そしてそれが PCP シグナル系
の機能とどのように関連しているのかを明
らかにすることを目的とした。さらに、コル
チ器の収斂伸長における DLG１の機能を検
証するためには、正常な収斂伸長過程がどの
ように進行するかという情報が不可欠であ
るが、これについてはいまだに不明な点が多
いことから、正常マウスコルチ器の収斂伸長
過程、および同時期に起こる発生現象につい
ての基礎的なデータを収集することも本研
究の目的の一つとした。 

 
３．研究の方法 
（1）心臓流出路発生異常の解析 
P0-Cre/EGFP トランスジェニックマウスと
Dlg1 遺伝子欠損マウス（ヘテロ接合体）の交
配を繰り返して、Dlg1 遺伝子を欠損し、かつ
神経堤由来細胞が EGFP 標識されるマウスを
作出して、E9.5 から E18.5 にかけての心臓流
出路の形成過程と心臓神経堤細胞の分布を
正常マウスと比較した。 
 
（2）内耳コルチ器発生異常の解析 
① 収斂伸長異常であることの検証：マウス
胎仔を BrdU でパルスラベルし、Dlg1 遺伝子
欠損マウス内耳の聴覚上皮細胞増殖の亢進
の有無を検証した。E18.5 胎仔内耳コルチ器
を phalloidin で染色して有毛細胞を可視化
し、有毛細胞の総数を正常マウスと Dlg1 遺
伝子欠損マウスで比較した。 
 
②正常マウス聴覚上皮発生初期の有毛細胞
同定法の確立：DLG1 の機能を評価するために
は、正常発生での組織構築過程を基準とする
必要がある。しかし、聴覚上皮の収斂伸長と、
細胞の分化過程とが、どのように同時進行す
るか、特に各細胞が組織内でどのような挙動
を示すのか、詳細は不明であった。そこで、
発生初期、分化直後の支持細胞と有毛細胞を
識別するため、聴覚上皮細胞の非筋肉型ミオ
シン II(NMII)C の発現様式に着目し、E16.5
および E17.5 のコルチ器で NMIIC 蛍光抗体染
色を行って、とくにコルチ器頂部付近の未成
熟な感覚上皮における発現パターンを詳細
に検証した。 
 
③Dlg1 遺伝子欠損マウス聴覚上皮の発生に
おける細胞間ジャンクション再編成の解
析：有毛細胞と支持細胞の配置は発生途上で
動的に変化し、最終的には非常に整ったモザ
イクパターンを形成する。Dlg1 遺伝子欠損マ
ウスで、有毛細胞の過剰列が出現している場
所では、このパターンが乱れている。この乱
れを定量的に検証するため、正常マウスおよ
びDlg1遺伝子欠損マウスの聴覚上皮をNMIIC
抗体およびphalloidinを用いて蛍光染色し、
発生時の支持細胞間のジャンクションの形
状変化を解析した。 
④正常マウス聴覚上皮発生初期の有毛細胞
の動態解析：聴覚上皮の収斂伸長運動パター
ンが、有毛細胞、支持細胞の分化、出現とど
のように相関しているのかを検証するため、
発生ごく初期の有毛細胞の挙動を解析した。 
 
４．研究成果 
（1）Dlg1 遺伝子欠損マウスにおける心臓流
出路形成不全 
Dlg1遺伝子欠損マウスE9.5の心臓流出路は、
野生型マウスよりも短かった。蛍光標識神経
堤細胞を実体顕微鏡で観察した限りでは、心
臓流出路の中隔を形成する心臓神経堤細胞



の侵入時期と流出路内のおおまかな分布に
異常は見られなかったが、組織切片を観察し
たところ、Dlg1 遺伝子欠損マウスでは流出路
における神経堤由来細胞の分布が正常マウ
スに比べて疎である傾向が見られた。一方、
DLG1 抗体による染色の結果、DLG1 標識は心
臓流出路を形成する細胞で広く検出された
が、神経堤細胞よりも周囲の二次心臓領域由
来の細胞でより強いシグナルが認められた。
これらの結果より、心臓流出路形成において
は、DLG1 は心臓流出路を形成する二次心臓領
域細胞の流出路領域への移動に関与するこ
とが示唆された。 
 
（2）Dlg1 遺伝子欠損マウスにおけるコルチ
器収斂伸長異常 
Dlg1 遺伝子欠損マウスにおける有毛細胞過
剰列の出現が、細胞分裂の亢進によるものか
どうかを検証するために BrdU 取り込み実験
を行ったが、Dlg1 遺伝子欠損マウスで細胞増
殖の亢進は認められず、また有毛細胞総数も
増加せず、むしろ有意に減少していた。この
ことから、有毛細胞過剰列の出現は、有毛細
胞の増加によるものではなく、細胞配置の異
常、すなわち収斂伸長現象に異常によるもの
であると判明した。 
 また、有毛細胞同定のために、聴覚上皮細
胞における NMII 蛋白質の発現パターンを詳
しく調べた。NMII は、聴覚上皮細胞の辺縁部
の、細胞膜から少し離れたところで点線状に
分布しており、この染色は、有毛細胞ではそ
の発生段階とともに減弱していくことが示
された。有毛細胞では phalloidin の染色が
周囲の支持細胞に比べて増強していること
が知られており、phalloidin と NMIIC の二重
線職をすることで、より早期の有毛細胞を同
定することが可能になった。この方法を用い
て、コルチ器発生期の支持細胞間のジャンク
ションの形状変化を解析した。その結果、
E17.5 の野生型マウスコルチ器の支持細胞間
のジャンクションの長さと角度は、コルチ器
頂部ではばらつきが大きいが、中央よりやや
基底部寄りの領域では、完成したモザイクパ
ターンに合致して角度・長さともに顕著に収
斂していた。これに対し、Dlg1 遺伝子欠損マ
ウスではコルチ器全長にわたってこのよう
な収斂が見られず、支持細胞間ジャンクショ
ンの長さ、角度はばらつきが大きいままであ
り、細胞間接着面の退縮や伸長によるリモデ
リングの調節に異常が生じていることが判
明した。このことは、DLG1 が、細胞間ジャン
クションの再編成に関わってコルチ器の組
織構築に寄与することを示しているが、その
メカニズムの解明にはまだ至っていない。 
 最後に、正常マウスにおける聴覚上皮収斂
伸長過程の細胞動態を知るため、発生期の外
有毛細胞の分布パターンを調べたところ、未
分化な感覚上皮では、はじめ細胞核は基底部
周辺に集まっているが、内有毛細胞が分化し
て同定されるようになった後、外有毛細胞領

域の辺縁部に近いごく一部の細胞の核が上
層に移動しはじめ、これらが外有毛細胞とし
て同定されるようになるため、外有毛細胞は
主に聴覚上皮の辺縁部に近い領域から出現
してくることが判明した。これまで、有毛細
胞マーカーである MyosinVI の発現は、外有
毛細胞の内側列の細胞から出現するという
データが示されていたものの、聴覚上皮細胞
の運命決定と細胞分化が、いつ、どこで起こ
るのか、詳細な解析結果は得られていなかっ
た。今回、NMIIC 発現及び細胞核の位置から
同定された有毛細胞が辺縁部で検出された
時期は MyosinVI 陽性となるより早い段階で
あった。外有毛細胞の細胞核の上層への移動
と、その後の MyosinVI 発現が、聴覚上皮の
別の場所で開始することの意義は不明だが、
発生初期の聴覚上皮細胞の運命決定と組織
構築の関係を知るうえで大変興味深い。 
上記一連の実験結果は、DLG1 が、心臓流出路
およびコルチ器の器官形成期の細胞運動に
関与していることが示されたため、この結果
は国内学会および原著論文として発表した
[4]。しかし、正常マウスのコルチ器の組織
構築過程についてもいまだに詳細な発生メ
カニズムが解明されていない状況のため、
DLG1 の機能の正確な評価には至っていない。
今後のさらなる検証が必要である。 
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