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研究成果の概要（和文）：本研究では、神経前駆細胞の弾性率変動を主体とするメカノトランスダクションの解明を通
し、胎生期脳構築の新規的な制御モデルを導出することを大局的な研究目的としている。本研究の実施期間では、神経
発生初期・中期・後期のマウス胎仔脳の弾性率を原子間力顕微鏡を用いて測定した。大脳皮質生組織スライスを作製し
、生理的条件下で脳の各層の弾性率を測定したところ、その数値に時空間的な変動があることを見出した。本研究の成
果は、専門研究分野において広く認知されている国際学術誌に投稿し、受理されるなど（Iwashita et al 2014, Devel
opment）、国際的に高い評価を得ている。

研究成果の概要（英文）：Here, we present a systematic strategy to evaluate the shift in stiffness in a 
developing tissue using the mouse embryonic cerebral cortex as an experimental model. We combined atomic 
force microscopy measurements of tissue and cellular stiffness with immunostaining using specific markers 
of neural differentiation to annotate the value of stiffness by the characteristic features of tissues 
and cells in the developing brain. We revealed that the stiffness of the ventricular and subventricular 
zones increases gradually throughout the developing stage. These results indicate that tissue stiffness 
cannot be solely determined by the stiffness of cells that constitute the tissue. Taken together, our 
method profiles the stiffness of living tissue and cells with defined characteristics and can therefore 
be utilized to further understand the role of stiffness as a physical factor for cell fate determination 
in the formation of the cerebral cortex and other tissues.

研究分野： 神経発生生物学
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１．研究開始当初の背景	 

哺乳類の中枢神経系神経細胞は、胎生期に神

経前駆細胞から産生される。進化過程の脳サ

イズの発達にともなって、神経前駆細胞の種

類が増加することが報告されている。高等哺

乳動物の胎生期の脳では、３種の神経前駆細

胞である①神経上皮細胞②Basal	 Progenitor

細胞③outer ラジアルグリア(oRG)	 細胞が存

在する。神経前駆細胞に特徴的に見られる細

胞突起は、それぞれの細胞の未分化性に関連

していると考えられている。細胞突起の伸長

性は①〜③の３種の神経前駆細胞では異な

っているが、その形成メカニズムはほとんど

明らかになっていない（Fietz	 &	 Huttner,	 

2011）。	 

私らにより、脊椎動物の中枢神経系の神経前

駆細胞の細胞生物学的な特性が明らかにな

ってきた（Kosodo	 et	 al,	 2004	 EMBO	 J;	 Kosodo	 

et	 al,	 2008	 EMBO	 J）。とりわけ、「エレベー

ター運動」と呼ばれる細胞周期に連動した細

胞核運動によって、胎生期神経上皮組織の構

造的恒常性が維持されることが明らかとな

った（Kosodo	 et	 al,	 2011	 EMBO	 J）。私はこ

の研究により、脳組織内における細胞運動が、

細胞の混み合いという外因性の物理的効果

により制御されていることを示した。今回の

研究では、これまでに確立した胎生期の神経

発生研究に必要とされる技術を活用し、神経

産生細胞の神経分化過程におけるメカノト

ランスダクションの解析を通した胎生期脳

構築の制御システムについて解明していく

ことを目指した。	 

	 

	 

２．研究の目的	 

本研究において、以下の理由から私は、神経

前駆細胞の神経分化過程における機械的刺

激応答（メカノトランスダクション）に着目

し、精査することを試みた。細胞形態を高分

子弾性体の変形と巨視的に見なすことで、上

述した３種の神経前駆細胞の形態の違いが、

内因及び外因性の応力に対する「変形のしや

すさ」、すなわち「弾性率」の違いで生じて

いることが考えられる。また、コラーゲンゲ

ル等を用いた培養により、細胞の外的環境の

「弾性率」が低いほど、神経細胞産生が起こ

る傾向が報告されており（Saha	 et	 al,	 2008;	 

Banerjee	 et	 al,	 2009）、細胞外の弾性率が

神経前駆細胞の細胞増殖・神経分化の運命選

択に影響を与えうることが示唆されている。

神経前駆細胞は胎生期脳組織内で互いに密

接していることから、コラーゲンゲルの様な

足場が影響するというよりも、むしろ神経前

駆細胞自身の弾性率が変動することによっ

て他の細胞の外的環境の弾性率が影響を受

け、細胞運命の調整が行われることを提案し

た。この仮説は、神経新生が短期間の間に加

速度的に進行する胎生期脳形成システムに

上手く合致する。	 

	 以上、本研究では、神経前駆細胞の弾性率

変動を主体とするメカノトランスダクショ

ンの解明を通し、胎生期脳構築の新規的な制

御モデルを導出することを大局的な研究目

的とした。	 

	 

	 

３．研究の方法	 

	 上述の「細胞弾性」を通した神経発生制御

系の存在・意義を検証するため、本研究では、	 

まず、神経前駆細胞が各種神経細胞へと分化

していく遷移状態に応じた「細胞突起伸長の

経時観察」及び「細胞弾性」の定量的測定を

試みた。「研究背景」の項で挙げた通り、胎

生期脳で神経新生が進行するにつれて、神経

前駆細胞の未分化性の維持と関連している

「伸長した細胞突起」が失われていく。細胞

の突起伸長は、細胞を高分子弾性体と見なす

ことで弾性体の変形と考えられる。すなわち、

神経前駆細胞が持つ「弾性率」は発生段階に

つれて変動し、その結果が細胞突起の伸長能



力の違いとして現れることを示唆している。

この過程を精査するため、本研究では、“発

生中脳組織の神経前駆細胞”について、「脳

組織・細胞の弾性率」を測定した。なお、本

解析には研究協力者として岩下美里（大学院

生・川崎医科大学）が参加した。具体的な手

順として、	 

（１）神経前駆細胞が中枢神経系の神経細胞

に至る過程で示す生細胞の形態変化を、適切

な培養条件のもとで経時的に測定した。神経

前駆細胞の分化段階の進行状態については、

大脳皮質の神経分化段階に応じて発現する

内在性レポーター蛍光蛋白質（神経前駆細胞

に順次発現する Neurogenin2、Tbr2、および

NeuroD の各プロモーター下流に GFP を配置）

のシグナルを指標とした。さらに培養後に大

脳皮質の各種神経細胞のマーカー分子に対

する抗体を用いた免疫染色を行い、神経前駆

細胞の経時的形態変化量と神経細胞種の相

関について検討することで、大脳皮質の神経

細胞種の決定に前駆細胞の細胞突起の遷移

が関連する可能性を解析した。	 

（２）（１）における細胞形態変化量の測定

と合わせ、組織・細胞が持つ固有の物理的特

性である弾性率の計測を行った。生組織・生

細胞の弾性率の測定については、液中バイオ

原子間力顕微鏡を用い、37℃・培養液中で行

った(図 1)。	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

図１	 原子間力顕微鏡（AFM）による組織形

成時の弾性率変動の解析システム	 

（上段）生組織スライス	 

（下段）同組織由来の細胞	 

それぞれ、弾性率測定後に分化マーカーを用

いた染色を行い、組織および細胞種を確定で

きる。	 

（１）と同様に、材料として、発生各ステー

ジの胎生期脳由来の神経前駆細胞を用い、原

子間力顕微鏡の蛍光像同時観察機構を活用

して、内在性レポーター蛍光蛋白質

（Neurogenin2-、Tbr2-、および NeuroD-GFP）

の発現により前駆細胞の分化状態を同定し

た。得られた細胞弾性について、（１）で得

られる細胞の形態変化量との対応について

解析を行い、神経前駆細胞の増殖・神経分化

に連れて生じる弾性率の変動について評価

した。	 

	 

	 

４．研究成果	 

私の研究室では、大脳皮質生組織スライスを

作製し、生理的条件下で原子間力顕微鏡を用

いて神経発生初期・中期・後期のマウス胎仔

脳の弾性率について、測定を行った。脳組織

は、発生の過程において層構造を構築する。

本研究では、組織各層の弾性率を求めるため、

原子間力顕微鏡による測定後に抗体染色を

行い、計測した各組織を特定した。同時に、

各組織由来の細胞について、一細胞レベルで

の弾性率を測定した。その結果、細胞レベル

での弾性率変動と、組織弾性率の変動は、必

ずしも関連しないことが明らかとなった。こ

のことは、細胞成分以外に、組織の弾性率を

決定する因子が存在することを示すもので

ある。	 

本測定系の確立、またその結果については、

研究成果を専門研究分野において広く認知

されている国際学術誌に投稿し、受理された

（Iwashita	 et	 al	 2014,	 Development）。本

研究は、世界で初めて発生期体組織の弾性率

の時空間変動を系統的に精査した論文とし

て、当該掲載誌にハイライト記事が掲載され

るなど、その新規性・独創性に高い評価を受

けている。	 
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