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研究成果の概要（和文）：本課題では、細胞の張力・形状が神経―表皮領域規定とどのように関連するか、その
違いを生じる要因は何か検証することを目的とした。(1)新たに開発したFRET張力プローブが正しく機能するこ
とを確認し、神経―表皮外胚葉間で細胞張力が違うことを見出した。また、SoxDなどの注入で予定運命を変える
と細胞張力も変化することを示した。(2)ビンキュリン・アクチニンの阻害によりアクチンの局在が変化した。
(3)外胚葉細胞の形状プロファイルを行い、細胞の面積や長軸角が神経・表皮間で異なることを見出した。以上
の結果は、神経・表皮の細胞が、予定運命に応じて異なる物理強度を生みだし、領域規定に寄与することを示し
ている。

研究成果の概要（英文）：In this project, we studied involvement of cell tension and cell shape for 
neural-epidermal patterning with Xenopus embryos. (1) We validated the FRET tension probes we made 
and showed they worked properly. Interestingly, cell tension was obviously different between neural 
and epidermal ectodermal. We also showed the change of cell tension by injecting with several 
factors as SoxD. (2) Inhibition of vinculin and actinin altered the localization of actin fiber in 
ectodermal cells. (3) We performed the profiling of the ectoderm cell shape. By these analyses, we 
found that the apical area and the orientation of cells showed difference between epidermal and 
neuroectoderm cells. These data suggest that both types of cells give rise to distinct strength 
depending on cell fate, resulting in the change of cell shape and tension and contributing 
determination of ectodermal pattern. 

研究分野： 分子発生生物学・幹細胞生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
脊椎動物初期胚の外胚葉につくられる神経
領域は、原腸胚期に裏打ちされた中胚葉から
BMP 抑制をうけた部分に誘導され、その後
脳や中枢・末梢神経系の細胞に分化する。同
時に、陥入組織の先端部である前方中内胚葉
から分泌される Wnt・FGF 抑制因子が作る
濃度勾配により、どちらが脳でどちらが脊髄
といった胚の前後軸が作られる。このように、
初期胚における｢神経パターニング｣は、これ
まで主に分泌因子との関連づけによって説
明されてきたが、この時期は胚全体が大きく
形態形成運動を起こしている。とすると、こ
のような細胞の動きがむしろ積極的に胚の
パターンを決定していても良いのではない
か、と考えた。申請者はそれまで、頭部・脳
領域の規定機構、特に神経—表皮間の明確な
境界がどのように規定されるかについて、い
くつかの観点から研究を行ってきた。その一
つとして、神経板-表皮境界に形成され、末梢
神経や感覚器などに分化する、いわゆる“予
定プラコード”に着目した研究も進めている。
例えば、三叉神経プラコードで発現するヒス
トンメチルトランスフェラーゼ PRDM12 は、
神経堤特異的遺伝子の制御領域に直接結合
し発現を抑制することで、プラコード（表皮
由来）と神経堤（神経由来）との境界形成に
必要であることを明らかにした 1。また、BMP、
FGF、Wnt シグナルを調節することで、胚の
外胚葉片からプラコード様細胞の誘導にも
成功している 2。しかしシグナル強度の調節
だけではプラコード遺伝子発現の最適条件
は揺らぎが非常に大きい。このことは、プラ
コード領域が非常に小さいことからも想像
できる。その一方で、実際に誘導されるプラ
コード、あるいは神経堤領域の形状は極めて
ロバストである。従って、神経堤・プラコー
ド領域を含む神経—表皮境界の規定には何か
他のメカニズム、例えばあらかじめ外胚葉に
備わる位置情報に基づいて神経・表皮・境界
が決められ、それぞれが独自の強度を持ち、
その違いが各細胞群の特異的な運動や細胞
形状を生みだして領域を明確化するのでは、
と考えた。実際、背側外胚葉から生じる神経
板の形状は、単純に中胚葉に引っ張られたと
いうだけでは説明できない。また申請者らが
行った研究では、神経化や Xbra、Wnt11 を
介した細胞運動・極性に関わるノーダル関連
因子 Xnr3 を神経—表皮境界付近で異所発現
させると、境界部分に特異的に生じる細長い
細胞形状が失われて均一化し、細胞運動も強
く抑制され、更には Sox2 など神経板マーカ
ーの発現境界が不明瞭となることが分かっ
ている。以上の理由から、神経・境界・表皮
それぞれが細胞形状の変化を伴う特異的な
細胞運動を引き起こすことが、境界の明瞭化
と深く関与しているのではないか、と考えら
れた。そして、その差が生じる根拠として、
各細胞群ごとの物理的強度の差が重要であ

ると考えた。 
 
２．研究の目的 
そこで本課題では、神経—表皮—境界それぞれ
の領域における細胞運動、細胞形状の違い、
そしてその根拠となる細胞群の強度の違い
が領域規定に必要とされるかどうかについ
て検討することを目的とした。神経—表皮の
違いを説明する要素の一つとしては、カドヘ
リンなどに代表される細胞接着因子を介し
た細胞接着状況の違い、あるいはカドヘリン
とアクチン繊維を仲立ちするアドヘレンス
ジャンクション(AJ)に参加する諸々のタンパ
ク質が細胞の剛性の違いを生みだし、細胞の
形状・運動、更には領域そのものの決定に寄
与するかもしれない。そこで、①すでに構築
が終わっている FRET 張力プローブ
ActTS-GR について、ツメガエル胚・培養細
胞を用いて更にバリデーションを進めて細
胞張力実測系をより確かなものにする。また、
この実験系を用いて、細胞の予定運命を変化
させることで細胞にかかる張力が変化する
かどうかを検証する。②AJ に関わる因子の
局在が神経と表皮で異なるかどうか、さらに
はそれらのタンパク質を減らした時にどの
ようになるかを調べる。③神経、表皮外胚葉
の細胞形状を計測することで、両者にどのよ
うな違いがあるかを可視化し、物理的な強度
の違いの有無について検討する。 
 
３．研究の方法 
(1)張力プローブを用いた、神経・表皮・境
界の各領域にかかる力の実測 
用いた張力プローブ ActTS-GR は、GFP と
mCherryをspidersilkタンパク質で連結した
FRET 張力モジュールを Actininα1 の Actin
結合ドメインとαカテニン結合ドメインの
間に挿入して作製されたものである。ツメガ
エル胚への導入は、ActTS-GR をコードする
mRNA を顕微注入し、神経誘導が起こる原腸胚
〜神経胚期にかけて FRET シグナルを取得す
ることで解析を行った。また、タイムラプス
撮影によって FRET シグナルを経時的に観察
することにより、外胚葉の各細胞における力
の掛かり具合がどのように変化していくか
も追跡した。 
 予定運命の変化に伴う張力変化が生じる
かどうかを検討するためには、２〜４細胞期
に ActTS-GR を注入した後に、おおむね８細
胞期において、神経化をひきおこす SoxD、胚
に神経領域を含む二次軸を誘導するオーガ
ナイザー遺伝子 Chordin、そして表皮化を促
進する BMP4 を微量注入した。これを原腸胚
期〜神経胚期において同様に FRET シグナル
を解析することで、注入領域で細胞張力の変
化が生じるかどうかを調べた。 
(2)神経・表皮・境界各領域における、アク
チン、アクチン結合タンパク質であるアクチ
ニン、ビンキュリンの細胞内分布については、
主に抗体染色によって解析した。また、ビン



キュリンの阻害についてはドミナントネガ
ティブ変異を、アクチニンの阻害については
モルフォリノアンチセンスオリゴをそれぞ
れ胚に微量注入することによって行い、他の
タンパク質の局在の変化、あるいは細胞形状
の変化が生じるかどうかを解析した。これに
ついても、主に抗体染色によって行った。 
(3)細胞形状の解析については、mGFP mRNA を
胚に注入して細胞膜を標識し、いくつかの発
生ステージおける蛍光画像を取得した。次に、 
各細胞について、コンピューター上で細胞膜
を手動でトレースした。この情報を利用し、
Water-shed を用いた image tracing を行うこ
とで、画像取得できた外胚葉細胞全ての細胞
形状データを取得した。細胞形状をもとにし
たプロファイリングは、Matlab ソフトウェア
を用いて解析した。また、5〜10 分程度のイ
ン タ ー バ ル を お い た 画 像 を も と に
PIV(particle image velocimetry)を計算す
ることで、組織全体の伸縮の大きさと方向を
ベクトルで表示するといったコンピュータ
ー解析も併用し、神経・表皮間の細胞運動の
違いを可視化した。 
 
４．研究成果 
 
（１）新規 FRET プローブを用いた、胚にお
ける張力実測と外胚葉領域における神経—表
皮パターンへの細胞張力の関与 
 
 まず ActTS-GR について、培養細胞、及び
ツメガエル胚を用い、この張力プローブが正
しく張力を測定出来ているかどうか、プロー
ブの評価をより詳細に行った。コントロール
ベクターとしては、FRET モジュールが
Actininα1 の外側に配置されたコントロー
ルプローブ(hiActTS-GR)を用いた。さらに本
研究では、GFP に変異が入った ActTS-GR と
mCherry に変異が入った ActTS-GR のペア
（mutant pair）を使用することで、分子間
FRET がどの程度起こっているかも検証した。
予想通り、ActTS-GR の FRET 値は hiActTS-GR
の FRET 値より低かった。また、mutant pair
プローブを用いた FRET 値は ActTS-GR より大
幅に低く、本実験系で ActTS-GR が示す FRET
は分子間 FRET によるものではなく、分子内
での FRET 値の変化によるものであることが
確認できた（図１）。 
 薬剤処理による影響の調査については主

に培養細胞（HEK293）を用いて行った。Rho
キナーゼ阻害剤 Y27632 に加え、サイトカラ
シン B で処理した場合に FRET 値が上昇する
ことから、予想通り細胞骨格系の構築阻害に
よる張力の緩和が FRET 値に反映されている
ことが期待された。浸透圧変化についても、
低浸透圧条件で FRET 値が低下する（張力が
上がる）ことに加え、高浸透圧条件で逆に
FRET 値が上昇するデータも得た（図２）。FRAP
実験、及び固定した細胞を用いた Acceptor 
photob
leachi
ng実験
により
プロー
ブのダ
イナミ
クスの
同一性
を確認し、これらと併せ ActTS-GR のバリデ
ーションは概ね完了した。 
 ツメガエル胚に FRET プローブを導入し、
原腸胚期〜神経胚期における張力変化を調
べた結果は、平行する別の研究と同様、神経
で FRET 値が低く、表皮外胚葉で高いという
結果であった。すなわち、神経胚において、
神経領域では表皮領域よりも細胞により強
い張力がかかっていることを強く示唆して
いる。 
 次に、神経化遺伝子 SoxD、オーガナイザー
遺伝子 chordin、さらには神経化抑制因子
BMP4 を胚に微量注入することによる張力の
変化の解析を行った。SoxD を４細胞期の背側
１割球に微量注入すると、神経板が側方に拡
大する。そのような胚において外胚葉の細胞
張力を計測したところ、SoxD により拡大した
と思われる神経板領域において FRET 値が移
所的に低い、すなわち張力が増加したと思わ
れる領域が現れた。逆に、BMP4 を注入した胚
では、本来神経領域になる部分について移所
的に張力の減少が観察された。これらの結果
は、細胞運命に応じて細胞張力が変化するこ

とを示唆する（図３）。chordin 注入による二
次軸を誘導した胚では、二次軸の部分で異所



的な細胞張力の増加が予想されたが、実際に
はそのような変化は見られなかった。この理
由については現時点では不明であるが、Wnt8
により誘導した二次軸では張力増加領域が
見出されることより、今後はこの違いについ
て精査していく予定である。 
 さらに本課題においては、胚内に局在する
他のアクチン結合タンパク質に着目し、新た
な張力プローブの作成を行った。その結果、
用いるアクチン結合タンパク質の種類によ
って張力への感受性が異なっており、その中
の一つは ActTS-GR よりも張力応答性が高い
という結果も得ている。これについても更に
検討を進めていこうと考えている。 
（２） 外胚葉細胞におけるアクチン結合
タンパク質の分布とその役割の解析 
 まず、神経・表皮外胚葉間でのアクチンの
配向性の違いを検討したが、両者に大きな差
は見出されなかった。次に、アクチン結合タ
ンパク質のうち、ActTS-GR にも使用している
アクチニン、さらにはビンキュリンに着目し
て局在などを調べた。局在については、神経
—表皮間で大きな差は見出されなかった。次
に、アクチニンα1・ビンキュリンのノック
ダウン胚における局在を調べた。アクチニン
をノックダウンすると、アクチン・ビンキュ
リンの細胞内局在が変化すること、ビンキュ
リンをノックダウンした時にもアクチンの
局在が減ることが分かった（図 4）。 

 
これらの結果は、アクチン結合タンパク質の
ノックダウンによって、細胞の強度に直接関
与している可能性を示唆している。なお、ド
ミナントネガティブビンキュリン(VinD1)を
注入した胚における張力の減少の有無を確
認したが、現在のところは大きな張力減少は
確認できていない。VinD の注入過多は形態形
成そのものを阻害してしまうため、細かな条
件検討が今後必要と考えられる。 
 
（３） 神経・表皮外胚葉を細胞形状により
区別する試み 
原腸胚〜神経胚期における神経・表皮外胚葉
（膜局在性 GFP で標識）の細胞形状データか
ら、神経・表皮外胚葉に属する各細胞の頂端
の面積、長短軸比、正中線との角度などの情
報を抽出して比較した。細胞の長短軸比につ
いては、細胞の外周に接する最小の楕円を設
定し、その長軸・短軸比とした。正中線との

角度はこの長軸に対するものとした。解析の
結果、長短軸比については、神経・表皮外胚
葉間で大きな差はなかった。一方、細胞の面
積につい
ては、神
経胚前期
ですでに
差があり、
中期にな
るとより
明瞭とな
った。興
味深いこ
とに、細
胞長軸と
胚正中線
がなす角
度を調べ
ると、神
経領域で
は正中線
に直交し
ている一
方表皮領
域では正
中線と平
行である
ことを見出した（図５）。細胞形状は細胞に
かかる張力と密接な関係があり、この結果は
各外胚葉に力学的特性の差が存在すること
を示唆する。更に、外胚葉領域について PIV
を測定した結果、やはり神経・表皮外胚葉に
おける細胞群の動きに違いがあることが分
かった。更に、細胞の一辺の長さと張力との
相関があるかどうかを解析したところ、弱い
相関が認められた。更に、張力測定同様、細
胞の運命を変換した際に細胞形状も変化す
るかどうかを調べたところ、例えば SoxD を
注入した場合において、細胞面積や角度が神
経板拡大に伴って変化した。この結果は、細
胞張力同様、細胞形状も細胞の予定運命に依
存して変化することを示唆している。 
 今後は、細胞形状と細胞張力の相関関係を
より詳しく検討するとともに、胚に外圧をか
けたときに予定運命が変化するようなこと
があるかどうかについて、本格的に検討して
いきたいと考えている。 
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