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研究成果の概要（和文）：二分脊椎症などの神経管形成不全は比較的発症頻度の高い神経疾患です。その発症機
序を分子レベルで理解することによって診断技術や治療法の開発につながることが期待されます。細胞は細胞外
からの様々な刺激に応答して、その形態や遺伝子発現状態を変化させ、これを細胞内情報伝達といいます。本研
究では、細胞内情報伝達のON/OFFを切り替える役割を持つGタンパク質に着目して神経管形成を制御する細胞内
情報伝達の分子機構を研究しました。その結果、R-Ras と呼ばれるGタンパク質の一つが、情報伝達のON/OFFに
応じて神経管形成不全発症に関わるVangl2を介して神経管形成を制御している可能性を見出しました。

研究成果の概要（英文）：Neural tube dysplasia, such as spina bifida, is a relatively common 
neurological disorder. Understanding the pathogenesis of the disease at the molecular level is 
expected to lead to the development of diagnostic techniques and treatment methods. Cells change 
their morphology and gene expression status in response to various extracellular stimuli, and this 
is called signal transduction. In this study, we investigated the molecular mechanism of signal 
transduction that regulates neural tube formation by focusing on the G protein, which is responsible
 for turning on and off signal transduction. We found that one of the G proteins, called R-Ras, may 
regulate neural tube formation in response to the ON/OFF of information transmission through Vangl2,
 which is involved in the development of neural tube dysplasia.

研究分野：神経発生学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
神経管の形成は、細胞の非対称性（極性）を制御する分子に変異が起こることによって生じることが知られてい
ます。これらの分子がどのように外界からのシグナルに応じて機能するのかは不明でした。本研究では、細胞内
のシグナル伝達のON/OFFを切り替えるR-Rasという分子が、細胞極性分子と相互作用することによって神経管形
成を担うことを明らかにしました。本研究は、神経管形成不全の診断・予防法開発に貢献することが期待されま
す。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
ヒト神経管形成不全は、10,000 人あたり 3.5 人程度が発症する比較的発症頻度の高い神経疾
患であり（Wallingford et al., 2013）、その病理発症機序の理解は重要な課題である。神経管
は、神経板を構成する細胞が集団的な細胞移動をすることによって形成される。この協調的細胞
移動は、進化的に保存された平面細胞極性（PCP）制御因子群によって制御されており、これら
の遺伝子の変異が神経管形成異常の原因となることが明らかになってきている (Cai and Shi, 
2014)。しかし、PCP 因子がどのような分子機構によって制御され、神経管形成に関わるのかに
ついては、不明な点が多く残されていた。 
 
２．研究の目的 
ゼブラフィッシュは、胚が透明で体外で発生し、かつ遺伝学的操作も容易であることから、神
経管形成研究の良いモデル生物である。ゼブラフィッシュの脊髄は、神経板を構成する細胞が集
団的な細胞移動を行った後に、正中線に沿った対称細胞分裂を行うことによって形成される。
PCP 因子の一つである 4 回膜貫通型タンパク質 Vangl2 の遺伝子に変異を持つ突然変異ゼブラフ
ィッシュでは、細胞集団の移動が遅延するものの、対称細胞分裂の時期は影響されないため、脊
椎が左右に二重に形成される（Tawk et al., 2007）。申請者は、神経幹細胞の細胞極性維持に関
与する因子を探索する過程で（Ohata et al., 2011）、アンチセンスモルフォリノヌクレオチド
（AMO）を用いた低分子量 Gタンパク質 R-Ras の発現抑制が、vangl2 突然変異体と同様の神経管
形成異常を引き起こすことを見出した。Ras ファミリータンパク質は、G サイクル（GTP 結合型
と GDP 結合型を行き来すること）によって、細胞内情報伝達系経路の ON/OFF を切り替える分子
スイッチとして機能する（Satoh and Kajiro., 1992）。本研究では、R-Ras がその Gサイクルを
通じて Vangl2 をはじめとする PCP 制御因子群と相互作用し、神経管形成を制御する可能性を探
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
全ての動物実験は、理化学研究所，東京大学，武蔵野大学の動物実験施設利用委員会（IACUC）
の承認を得て行われた。変異ゼブラフィッシュ系統は、pDR274 および pCS2þhSpCas9プラスミド
（Addgene #42250、#51815）を用いた CRISPR/Cas9 法を用いて作製し、ゼブラフィッシュナショ
ナルバイオリソースプロジェクトに寄託した。ノックアウトマウスは、遺伝子トラップ ES 細胞
株（MMRRC、SIGTR ES 細胞株 AK0793）を用いて作出した。条件付きノックアウトベクターの構築
には、pEZ FrtLox DT ベクター（Klaus Rajewsky 博士の提供）を用いた。免疫沈降、ウェスタン
ブロッティング等は定法に従って行った（Ohata et al., 2018）。 
 
４．研究成果 
  研究代表者が見出した、「AMO を用いたゼブラフィッシュ R-Ras 発現抑制によって、脊髄神経
管内腔が左右に２つ形成される」という表現型は、AMO 耐性の野生型 rras mRNA を注入すること
によって回復した。この結果から、R-Ras は神経管形成に機能する事が期待された。しかし近年、
AMO は標的外効果（off-target effect）によって p53 依存的細胞死を引き起こすことが報告さ
れ（Robu et al., 2007）、上記表現型もこれによって現れた可能性が危惧された。R-Ras 発現抑
制胚における神経管形成不全が p53 依存的であるかを検証するために、rras AMO と p53 AMO を
同時にゼブラフィッシュ胚に注入したが、表現型は抑制されなかった。さらに、Crispr/Cas9 シ
ステムを用いて遺伝子破壊ゼブラフィッシュ系統を作出した。5種類のガイド RNA（gRNA）を作
製し、野生型ゼブラフィッシュ胚に注入した。これらのうち 2種類の gRNA を用いた場合に遺伝
子編集が行われることを PCR によって確認し、成魚を得た。これらのゼブラフィッシュの中か
ら、フレームシフトを起こした部位から近い位置で停止コドンが現れる２個体を選別し、ゼブラ
フィッシュ rras 変異系統を２系統樹立した。しかし、rras ヘテロ接合体から得られた rras 変
異体ゼブラフィッシュでは神経管形成異常は観察されなかった。母性 rras が胎生 rras の欠損
を相補している可能性が考えられた。そこで、rras ヘテロ接合体のオスと rras ホモ接合体のメ
スを掛け合わせて rras 変異体を得たものの、やはり神経管形成異常は観察されなかった。次に、
rras 欠損が、rras2 や rras3 などの他の遺伝子によって相補された可能性を考え、rras 変異体
に rras AMO を注入する実験を行なった。もし AMO による神経管形成不全が標的外効果であるな
らば、rras AMO を注入した rras 変異体でも神経管形成不全が観察されるはずである。しかし、
この変異体では神経管形成不全は観察されなかった。以上の結果から、rras は神経管形成に関
与することが示された。 
ゼブラフィッシュの vangl2 変異体胚において両側性脊髄表現型が報告されていることから
（Tawk et al., 2007）、R-Ras と Vangl2 が何らかの相互作用を介して協調的に神経管形成を制
御している可能性が考えられた。そこで、R-Ras が Vangl2 と物理的に相互作用するかどうかを
決定するために、培養細胞で免疫沈降試験を行った。R-Ras の野生型、恒常的活性化（GTP 結合）
型である 38V、および２つのグアニンヌクレオチド遊離型である 41A および 43N を使用した。R-
Ras と Vangl2 を培養細胞で共発現させ免疫沈降を行った。興味深いことに、293T 細胞では、GFP
タグ付きヒト Vangl2（GFP-Vangl2）が HA タグ付きヒト R-Ras と共免疫沈着していた。さらに、
この物理的相互作用は、WT または 38 V 変異体で観察されたものと比較して、41A および 43 N 
R-Ras 変異体でより強くなった。タンパク質複合体を抗 GFP 抗体で免疫沈降させた場合も同様の



結果が得られた。一方、今回の研究では、HA-Ras は、NTDs 患者でも変異している別の PCP タン
パク質 Prickle1 とは共沈しなかった。これらの結果は、R-Ras が Vangl2 と物理的に相互作用し
ており、この結合が特異的であることを示しており、Vangl2 は R-Ras の GTP 結合活性型ではな
く、R-Ras の不活性型（GDP 結合型またはグアニンヌクレオチド非結合型）と優先的に相互作用
している可能性を示唆している。神経管形成に関与する分子の同定は、NTD の予防や NTD 治療に
重要である。本研究では、ゼブラフィッシュの胚性脊髄発生において、R-Ras が神経管形成に関
与していることを明らかにした。R-Ras は Vangl2 と協力して、神経管形成を促進するシグナル
伝達経路の分子スイッチとして機能している可能性がある。 
低分子量 G タンパク質による形態形成という概念をさらに拡大するために、当研究室で単離
した低分子量 G タンパク質の機能解析を行った。Arl8 は、機能未知な低分子量Ｇタンパク質の
中で、進化的に最もよく保存されている分子の１つあるが、酵母には存在せず、ショウジョウバ
エや線虫にはその相同因子が存在することから（Okai et al., 2004）、多細胞生物において根幹
的な機能を司ると考えられる。マウスは非常によく保存された arl8a と arl8b というホモログ
を有する。当研究室では、arl8b ノックアウトマウスを用いた解析により、Arl8b が母体から胎
仔への影響供給（Oka et al., 2017）および背側神経管形成（Hashimoto et al., 2019）に関与
することを見出した。本研究は、固体発生における低分子量 Gタンパク質の生理的役割の理解を
拡大するだけではなく、病理発症機構を明らかにすることによって診断・予防法開発に貢献する
ことが期待される。 
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