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研究成果の概要（和文）：マウスを実験モデルに、組織間・細胞間で生じる機械的な力が異常になることによっ
て、先天性疾患などの周産期疾患を発症するという仮説について検討した。神経上皮層が折れ曲がり、表皮によ
って包まれ、管状化する過程に異常が生じると神経管閉鎖不全を発症する。本研究では、この表皮細胞の物理的
特性を解析した。神経管閉鎖不全を示すGrhl3遺伝子欠損変異胚と野生型胚を用いて、神経管閉鎖過程における
表皮の物理的な強度を計測したところ、野生型に比べて脆弱になっていることが分かった。また、Grhl3を介し
た表皮の強靭化にはノンカノニカルWnt経路に依存していることが分かった。

研究成果の概要（英文）：Neural tube defects (NTDs), one of the most common congenital disorders are 
thought to be caused by environmental factors during pregnancy, genetic factors, and the combination
 of both factors. However, the precise mechanisms underlying the pathogenesis of NTDs remain to be 
understood. The current project hypothesized that the “loss of robustness or strength in surface 
ectoderm against mechanical stress during neural tube closure is a primary cause of NTDs 
pathogenesis”. The mechanical properties of surface ectoderm in wild-type and Grhl3 mutant mouse 
embryos showing NTDs were measured by atomic force microscopy and the mechanical strength of 
Grhl3-deficient embryos were shown to be decreased compared to that of wild-type embryos. In 
addition, Grhl3-induced mechanical strength of surface ectoderm was mediated by the noncanonical Wnt
 pathway including planar cell polarity genes.

研究分野： 哺乳動物発生遺伝学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
先天性疾患の発症原因は、遺伝因子や環境因子とその両方の組み合わせによると考えられているが、半数近くは
依然として不明である。今回の研究成果は、表皮の物理的強度が低下することで神経管閉鎖不全発症の原因とな
っている可能性を示唆するものである。更に、本研究成果は、神経管閉鎖障害以外の他の先天性疾患について
も、組織や細胞の物理的な強度の異常が、病態発症に関与している可能性を示唆している。今後、本研究結果を
基盤に研究を発展させることで、より一般化した仮説の検証を進めていくことが期待される。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
近年、次世代シーケンスやプロテオーム解析の進展によって、遺伝子レベル、分子レベル、細胞レベ
ルでのヒト疾患原因の解明が飛躍的に進んだ。生物現象は、生物固有の原理を支配する遺伝子や分
子によって制御されているが、加えて物理学的な性質によって支配されていることも事実である。しか
し、病態疾患発症に機械的な力がどのように関与しているのかほとんど解析されてこなかった。例えば、
腫瘍組織が正常組織とは堅さ（弾性率）の点で大きく異なることは、腫瘍組織を摘出した外科医などに
よって直感的にも認識されてきたが、その学術的な意義についてはほとんど研究されてこなかった。10
年位前になって、細胞外基質などによる力学的環境によって、間葉系幹細胞の分化運命が制御され
ているという仮説が提唱された。つまり、細胞は、それぞれ異なる物理的特性を持っていて、神経組織
のように柔らかい細胞外基質上では、幹細胞は神経細胞へ、骨のように堅い基質上では軟骨へと分
化することが示された。このように、従来まで発現する遺伝子によって制御されていると考えられてきた
生命現象が、力学的な要素によっても制御されていることが示唆されはじめた。代表者等は、母体子
宮側からマウス胚への力が、着床直後胚の発生進行（前後軸形成）に必須な機能を果たしていること
を見いだした（図 1）。この結果は、ほ乳類胚発生において、生化学反応だけでなく機械的な力が、直
接的に基本的な発生現象を制御していることを示している。更に、この結果は、力学的性質が、その他
の発生現象やその破綻による疾病にも関与している可能性を強く示唆している。 
 
２．研究の目的 
ヒトを初めとするほ乳類は、母体子宮内で発生・
成長する。現在までに、子宮側からの圧力や胚
内の組織間・細胞間で生じる力が、ほ乳類胚の
発生にどのような機能を担っているのかほとんど
解析されていない。そこで、本研究課題では、マ
ウスをモデル実験動物として使用し、組織間・細
胞間で生じる機械的な力が異常になることが、
先天性疾患の発症原因となっているという仮説
の検証を行う。具体的には、マウス初期胚の神
経管閉鎖過程における細胞・組織間にかかる力
や物理的な特性を計測することで、機械的力の
異常が神経管閉鎖不全症候群などの先天性疾
患の病態発症を引き起こす要因となり得るか検
討する。 
 
３．研究の方法 
(1)マウスの神経管閉鎖過程において、野生型胚及び神経管閉鎖不全を示すノックアウト胚を対象に
特異的な分子マーカーを用いて in situ ハイブリダイゼーションや免疫染色法を行った。又、ES細胞か
ら表皮細胞への分化させる培養系を確立した。 
(2)神経管閉鎖過程における表皮細胞の機械的な強度が野生型胚と神経管閉鎖不全を示す変異胚と
の間で異なっているか、ガラスピペットを用いた牽引実験、原子間力顕微鏡を用いた弾性率計測を行
った。 
(3)神経管閉鎖に必要な機械的な強度がどのような分子経路を介して生み出されているのか、マウス個
体や細胞培養を用いた遺伝学的な解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)神経管閉鎖過程における未分化前駆細胞の表皮分化機構の解析 
神経管閉鎖過程においていくつかの幹細胞マーカー(KLF4, SSEA4, Oct3/4)を用いた発現解析を行
うことで、神経管癒合時には表皮と神経の境界領域（背側中央部の外胚葉）だけが神経にも表皮にも
分化していない前駆細胞の性質を持っていること、更に、この前駆細胞は、神経管閉鎖時に Grhl3 陽
性の表皮細胞へと分化することを明らかにした。この背側中央部の表皮細胞の固有な弾性率が他の
神経上皮細胞やその他の表皮細胞の弾性率とどのように異なるのか、またその力学的性質がどのよう
に神経管閉鎖運動に関わっているのか明らかにするため、ES 細胞から表皮細胞へ効率よく分化させ
る in vitro の ES 細胞分化系を樹立した（図 2）。 
 



(2)神経管閉鎖過程における表皮細胞の物理的な特性の同定 
神経管閉鎖過程で背側正中線上に出現する特有な表皮細胞の物理的特性を計測するため、更に、
表皮細胞を in vitro で ES 細胞から誘導後、細胞の硬さ（弾性率）を走査型プローブ顕微鏡を用いて計
測する系を確立することに成功した。実際、神経管閉鎖に必須な Grhl3 遺伝子を発現させた表皮細胞
と発現していない表皮細胞について原子間力顕微鏡を用いて細胞表面のヤング率を計測した。その
結果、Grhl3 陽性の表皮細胞の方が陰性のそれと比べて高いヤング率を示した。次に、神経管閉鎖過
程の表皮組織において、ガラスキャピラリーを用いた吸引実験を行った。結果、神経管閉鎖不全を発
症する Grhl3 ホモ変異マウス胚の表皮組織を吸引すると、正常胚の表皮組織に比べてより多くの組織
が吸引されたことから、変異胚が変形しやすいことが分かった。これらの結果から、神経管閉鎖不全を
発症したマウス胚では、より脆弱な表皮組織を持っていることが示された。 
 そこで、神経管閉鎖過程で背側正中線上の表皮細胞の物理的特性が異常になることで、神経管閉
鎖不全を発症する可能性を検討す
るため、野生型マウス胚と神経管閉
鎖不全を発症する Grhl3 ホモ変異
胚を対象に表皮部分のヤング率を
原子間力顕微鏡を用いて直接計
測した。その結果、野生型の表皮
細胞表面のヤング率は、神経管閉
鎖不全を示す Grhl3 欠損変異より
大きいことが分かった（図 3）。つまり、
神経管閉鎖不全胚では野生型胚
に比べて表皮が脆弱になっている
ことが分かった。これらの結果から、
表皮組織が脆弱化すると神経管閉
鎖不全を発症することが強く示唆さ
れた。 
 
(3)表皮細胞の物理的強度に関わる分子経路の特定 
Grhl3 がどのようなシグナル経路を介して強固な表皮細胞の形成することができるのかその分子経路
の実体解明を進めた。ES 細胞から表皮への分化培養系に各種薬剤を添加することによって、Grhl3 に
よって形成される強靭な表皮細胞は、カノニカル Wntとノンカノニカル Wnt経路が同時に活性化される
ことで産生されることを明らかにした。具体的には、Wnt 活性化因子とノンカノニカル Wnt 活性化因子
を同時に ES 細胞に添加した場合にのみ Grhl3 によって形成される表皮細胞と同様な表皮細胞が形成
されること、Grhl3 に依存して形成される表皮は、カノニカル Wnt やノンカノニカル Wnt 経路の阻害剤
によって形成されなくなることが分かった。また、Grhl3 欠損マウス胚では、ノンカノニカル Wnt 経路に
働く分子の発現が低下していた。更に、GRHL3 は、最初核内に分布しているが、表皮分化のタイミン
グで細胞質へ移動して、平面極
性シグナル分子群と共局在する
ことでノンカノニカル Wnt 経路を
活性化していることが示唆された。
以上の解析より、GRHL3 は、細
胞質で、ノンカノニカル Wnt 経路
を介してアクトミオシンネットワー
クなどを活性化することで、神経
管閉鎖運動に耐えうるような強固
な表皮細胞を形成していることが
強く示唆された（図 4）。 
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