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研究成果の概要（和文）：発生脳組織および細胞の力学的性質が、ニューロンの運命や細胞配置・形態を制御す
る機構を解析した。ニューロンは周辺組織の形状によりアクチン収縮力の発生場所を変えて遊走の駆動力を生
み、特殊な核ラミナ構造により柔らかい核が微小管モーターの動的な力で変形や回転など複雑に運動し、周辺組
織のずり応力をすり抜けるように輸送されることを見出した。また、ニューロン脳樹状突起形成において、樹状
突起フィロポディアが空間の探査を行うメカノセンサーとして働き、突起間の衝突が起こらない空間分布を制御
していることを証明した。さらに脳組織の柔らかさを再現するゲル基質を開発し、ニューロン分化誘導を促進す
るプロトコルを確立した。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the impact of the mechanical properties of the developing brain 
tissue and cells in the control of the fate, position and shape of neurons in the well-organized 
cortex. We found that neurons switch the actomyosin force generation mechanisms in response to the 
mechanical stress of the surrounding microenvironment. We also found that the nuclei of newborn 
neurons are extremely soft due to its special nuclear lamina structure. The soft nucleus squeeze 
into the narrow tissue spaces against the shear stress by sharp deformation and rotation driven by 
the dynamic force of microtubule motors. We also proved that dendritic filopodia act as 
mechanosensors for space exploration and control the spatial distribution of dendritic arbors where 
collisions between projections do not occur. Furthermore, we developed a gel substrate that 
reproduces the softness of brain tissue and established a protocol to promote neuronal 
differentiation from neural stem cells.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでの脳発生研究は、化学シグナルの連鎖によるプログラムの進行と捉えられてきた。本研究は、ニューロ
ンや脳組織の物理的な性質による空間的束縛の影響下で、脳皮質発生を担うニューロン細胞運動が効果的に駆動
される力学的制御機構の一端を明らかにした点で、脳皮質構築の形成機構の理解にブレークスルーをもたらした
と考える。また、ニューロンの力学的性質を計測する微小力学計測技術を確立し、緻密な細胞配向と突起空間分
布の再現が不可欠な脳組織のin vitro３Ｄ再構築の基盤技術に発展した。今後器質的に損傷した脳の再生医療分
野に貢献できる可能性がある。

※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 
哺乳類脳発生過程において、新たに生まれたニューロンは組織内を移動して皮質や神経核の特
定の層に整然と配置し、精緻な神経回路を形成する。発生の進行に伴い漸次増加する新生ニュー
ロンとその配置・形態の変化によって、組織に生じる応力-ひずみ場などの物理的環境は刻々と
変化する。しかし、こうした細胞を取り巻く物理的環境の劇的な変化が、細胞増殖・分化・運動
に影響を与え、脳組織構築の時間制御に寄与するのかは殆ど明らかでない。研究代表者は小脳を
モデルとして、脳皮質形成過程の新生ニューロンの遊走と樹状突起形態分化に伴う細胞運動制
御機構に取り組んできた。応募時までに遊走期および樹状突起伸展期の小脳ニューロンをより
高い時空間分解能で長時間観察する生細胞イメージング系を確立し、移動するニューロンの核
は非常に柔らかく、柔軟に形態を変えながら狭い組織空間を潜るように前進すること、伸展中の
樹状突起は隣接する突起と衝突すると退縮し、重複や交叉を回避することなど、それまで知られ
ていなかった細胞動態を発見していた。また、研究協力者の小曽戸による解析で、発生中の大脳
皮質で新生ニューロンの移動経路となる線維層の弾性率が大きく変動しており、この線維層の
硬さが通過する新生ニューロンの運命決定に影響を与えることが示唆されていた。これらの予
備知見から、発生脳における細胞及び組織の機械的性質が、皮質の各種ニューロンの運命や細胞
配置の決定に関与するという新たな制御機構を明らかにすることを目標として研究を開始した。 
 
２．研究の目的 
(1)細胞自身の物性に依存した細胞運動制御機構と皮質形成における生理的意義の解明 
皮質形成過程で混み入った脳組織内をニューロンが遊走し、突起を伸長分岐させる力発生機構
と物性の制御機構を明らかにする。小脳皮質の隘路を遊走する顆粒細胞の核の動態とその制御
機構、プルキンエ細胞が小脳矢状面に緻密な扇型の樹状突起を展開する機構に焦点を当てて解
析を行なう。 
(2)細胞外環境の物性と応力分布への応答機構 
不均一な細胞外空間でニューロンが適応的に力発生機構を調節し、遊走する機構を明らかにす
る。また、大脳皮質ニューロンをモデルに、原子間力顕微鏡などの力学計測技術を用いて皮質形
成過程で組織の微小応力分布の動的変化を詳細に解析し、神経幹細胞の運命を決定する分子機
構を明らかにする。 
(1) 細胞局所に発生する微小な力の時空間動態を可視化する定量的イメージ解析法の開発 
オルガネラや細胞に負荷される力および細胞が発する力を可視化する蛍光プローブを開発し、
脳組織内で生細胞の微小応力分布の動態を画像解析する新規技術を確立する。 
 
３．研究の方法 
ニューロンライブ観察：小脳皮質の切片培養や単離培養などの再構成系を用い、オルガネラや細
胞骨格の動態を高時空間分解でライブ観察を行った。組織環境を模倣するナノファイバー、多孔
性メンブレン、パターン化基質などの市販およびカスタムデバイスを用いた培養系の開発も行
なった。 
物性測定：外力のセンサーとして開発された TsMod (Grashoff et al., Nature 2010)を参照し
て、核膜分子（ラミンまたは Nesprin）に張力センサーFRET ユニットを挿入したセンサー分子の
設計を試みた。並行して、蛍光ビーズを混濁したポリアクリルアミドゲル上で細胞を遊走させて
ビーズの微小な動きを粒子流速計測し、ピコニュートン単位の力を算出する牽引力顕微鏡法の
開発を行なった。また、原子間力顕微鏡を用いて細胞のヤング率計測を行なった。 
 
４．研究成果 
(1) 細胞自身の物性に依存した細胞運動制御機構と皮質形成における生理的意義の解明 
ニューロン遊走：小脳皮質形成期に遊走する顆粒細胞核の動態をライブ観察した結果、狭い組織
間隙をすり抜ける際に核の著しい変形や不定期の回転を見出した。これらの動態は核に作用す
る外力が変換された運動であると考え、その分子制御機構を解析した。遊走期のニューロンにお
いて核は cytoplasmic dynein（以下ダイニン）のマイナス端モーター活性で極性配向した微小
管場を輸送されると考えられてきた。変異分子発現と薬理実験により、顆粒細胞では微小管は両
方向性に配向しており、ダイニンとキネシンの両方向性モーターが輸送に必要であること、両方
向性モーターが核ラミナ分子 Nesprin-2 と動的に結合し、合力の作用する部位により並進や回
転などの運動を生むことを明らかにした（図１）（Wu et al., Development 2018）。 



 

 

次に Nesprin-2 とダイニン・キネシンの結
合機構を解析し、長い細胞質領域の核膜近傍
に一箇所のキネシン結合配列と複数箇所のダ
イニン複合体結合配列が存在し、それぞれ独
立に結合して競合しない事を見出した。
Nesprin-2 をアダプターとした微小管輸送活
性を検証したところ、キネシン結合がダイニ
ン輸送活性にも必要であることが明らかにな
った。すなわち Nesprin による核輸送は、両
方向性モーターが競合しつつ強力なモーター
側へ運ばれる綱引きモデルではなく、キネシ
ンがダイニンモーター活性発現を促進する相
互依存モデルに合致することが明らかになっ
た（Zhou and Kengaku,Biocell in press）。 
さらに、柔軟な変形や運動を可能にする核の
物性を明らかにするため、生体から単離した
週齢の異なる小脳顆粒細胞を用いて原子間力顕微鏡 (AFM)によるヤング率測定を行ったところ、
顆粒細胞核は他の体細胞と比して１桁オーダー柔らかく、特に分裂中から移動期まで柔らかさ
を維持しており、狭い組織間隙を柔軟にすり抜けるのに有利であることが示唆された。この時期
核の剛性を制御するラミン A (LMNA)の発現が殆どなく、移動完了後の生後３週目頃から硬さが
増すのと平行してラミン Aの発現上昇があることから、核剛性は LMNA の発現に依存することが
示唆された（未発表）。 
 
樹状突起伸展：小脳プルキンエ細胞は緻密に分岐した突起が重複せずに分布する空間充填型樹

状突起を展開する。I-BAR ドメイン分子 MIM/Mtss-1 欠損動物でプルキンエ細胞樹状突起が疎に

なることを手がかりに空間パターン形成機構を解析した。機能解析の結果、Mtss-1 は樹状突起

の化学センサーであるフィロポディアで formin ファミリー分子 Daam1 に結合し、アクチン繊維

形成を阻害することを明らかにした。Mtss-1 欠損下ではアクチン重合が促進されてフィロポデ

ィアが異常に伸長するため突起間の衝突が高まり、接触依存的退縮が促進されるため樹状突起

が疎になることを in vivo 実験および in silico モデル細胞実験で証明した。すなわちフィロ

ポディアはメカノセンサーとしても機能し、樹状突起間相互作用による空間充填型分岐形成に

重要であることを明らかにした（図２）(Kawabata et al., 2018)。 

また、脳組織内でニューロンの樹状突

起と軸索が直交して格子状に配向する

現象における物理的環境の作用を解析

した。電界紡糸法で異方性配向したカー

ボンナノ繊維を用いて軸索走行をガイ

ドし、小脳皮質の軸索-樹状突起間の直

交性接合を単純な二次元培養系で再構

成することに成功した。さらに樹状突起

膜裏打ち分子スぺクトリン βIII が直

交性接合に必要であることを見出した。

直交性接合した樹状突起は強い張力を

発しており、スペクトリンβIII 欠損に

より張力が失われ軸索上を蛇行するこ

とがわかり、樹状突起膜の物性が直交性

の決定因子の一つであることが示唆された(Fujishima et al., 2020)。 

 

(2) 細胞外環境の物性への応答機構 

ニューロン遊走の駆動力となるアクトミオシン収縮を指標に力発生機構を解析し、自由な２次

元培養と組織やゲル内の閉鎖空間の３次元培養下でアクトミオシン動態に違いがあることを見

出した。２次元培養下では先導突起に集積して細胞体に牽引力を発揮するのに対し、３次元培養

では核後方に集積して近傍の細胞膜にアクトミオシン収縮を示すブレブ形成があり、後方から

の押圧が作用することが示唆された。細胞直径より狭い細孔を通過させる Transwell アッセイ

を用いて薬理実験を行った結果、隘路遊走には機械受容チャネルの活性化によるカルシウム流

入を介した細胞後方におけるアクトミオシン収縮が必要であることを見出した。一方、機械受容

チャネルは２次元培養下のニューロン遊走には不要であり、細胞外環境の粗密を読み取り遊走

モードを切り替える機構があることが示唆された（発表準備中）。 

原子間力顕微鏡(AFM)を活用して、発生期の大脳皮質の弾性率が時空間的に変動することを示

 
図１：ニューロン核は nesprin-1/2 を介して微小管モータ

ーと結合し、局所的な応力で並進や回転を起こす。 

Wu et al., Development 2018 

 
図２：メカノセンサーフィロポディアの長さ調節機構と樹状突起

分布制御機構 



 

 

した。本研究期間では、１）グリオキサールによる化学固定後に AFM 測定を行うことで、未固定

に近い組織の固さを維持した上で様々な動物種の発生期脳の弾性率変動を体系的に比較できる

技術を開発した (Iwashita et al, 2020)。２）生後に神経が新生する海馬の弾性率を解析し、

生後約一月間弾性率が上昇した後一定になること、また海馬形成期では細胞外基質のコンドロ

イチン硫酸プロテオグリカンが弾性率規定に重要であることを示した（Ryu et al, 2021）。３）

弾性率変動が脳形成に果たす意義を解明するため、再構成培養系の構築を進めた。脳組織に近い

低弾性率（150-1500 Pa）に調整できるゲル状基質を魚類コラーゲンの化学的架橋により作成し、

ヒト iPS 細胞を培養することで幹細胞に活用可能なことを示した（Iwashita et al, 2019）。４）

更に、ヒト神経分化を可視化できる二重蛍光レポーターiPS 細胞の開発を行い (Park et al, 改

訂原稿投稿中)、上記ゲル上でのライブイメージングを遂行した。 

 

(3) 細胞局所に発生する微小な力の時空間動態の定量的イメージ解析法の開発 

ニューロンが発生する力を測定する方法として、当初計画では張力センサーの TsMod を用いる

予定であったが、十分な FRET 効率を得られなかったため、牽引力顕微鏡（traction force 

microscopy; TFM）を確立した。ニューロンの微弱な力を定量するため 300Pa 以下のヤング率図

1. パターン化基質(500 nm)上の顆粒細胞成長円錐を持つ柔らかいゲルを作成し、ゲル内に懸濁

したビーズの位置揺らぎ（µm の精度）を解析し、ピコニュートン単位の力を算出する粒子流速

計測が可能であることを確認した。この系を用い、２次元の自由平面ではニューロン遊走は先導

突起内のアクトミオシンの収縮により生じる力の双極子により牽引されて動くことを見出した

(Umeshima et al., Neurosci. Res. 2019)。 
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