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研究成果の概要（和文）：Dlg は、細胞膜近傍に必要な各種蛋白質を繋ぎとめる足場蛋白質とし

て働くと考えられている。また、心臓の心室中隔の形成や、大動脈、肺動脈の形成には、心臓

神経堤細胞が深く関与していることが知られている。Dlg 遺伝子を欠損したマウスは心臓周辺

に重篤な形態異常を発症することから、Dlg が神経堤細胞の発生に関与しているのではないか

と考え、本研究でその可能性を検証した。 
 
研究成果の概要（英文）：Dlg is thought to be a scaffolding protein, which links proteins 
attached to plasma membrane. Cardiac neural crest cells are known to be involved in the 
morphogenesis of the heart and outflow tracts. Dlg gene-targeted mice exhibit severe 
developmental defects in outflow tracts and ventricular septum. We evaluated the 
possibility that Dlg is involoved in the neural crest development. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) Dlg とは 
Dlg/ SAP97 (discs large、以下 Dlg) は、シ
ョウジョウバエの上皮細胞における癌抑制
因子として同定された、膜関連型グアニル酸
キナーゼ (MAGUK) 蛋白質の一員である。
MAGUK 蛋白質は一般的に足場蛋白質とし
て働くことが知られており、Dlg もまた、神

経細胞のシナプスにあってグルタミン酸受
容体や K+チャネルに足場を提供すると考え
られている。また Dlg は上皮細胞にも広く存
在するが、足場蛋白質としての具体的な機能
は知られていなかった。 
(2) 上皮の発生における Dlg の機能 
私は、哺乳類の発生における Dlg の機能に興
味をもち、東京大学分子細胞生物学研究所の
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秋山徹教授らによって作成されたDlgノック
アウト（KO）マウスの解析を行ってきた。
DlgKO マウスでは、100%の割合で顔面の形
態異常と口蓋裂が見られ、出生当日にチアノ
ーゼを起こして死亡することが知られてい
たが、その原因やその他の発生異常の有無な
どは全く解明されていなかった。このマウス
の泌尿生殖器の発生過程を観察したところ、
KO マウスでは腎臓、尿管を始めとする泌尿
生殖器の低形成や形態異常が見られること
が わ か っ た （ Iizuka-Kogo et al. 
Development. 2007）。 
(3) Dlg KO マウスにおける心臓奇形 
さらに、この研究の過程で、DlgKO マウスの
心臓付近を観察したところ、心臓に心室中隔
欠損（が見られ、また肺動脈、大動脈、大動
脈弓の形態に異常が見られることを発見し
た。 
(4) 神経堤細胞の発生と心臓奇形 
神経堤細胞は、脊椎動物の発生の過程で、頭
部から体幹部にかけての神経管の両側で生
じる間葉系の細胞集団で、背側から腹側に向
かって体内を遊走し、末梢神経組織、色素細
胞、頭頸部の骨組織など、非常に多様な細胞
種に分化する。以前から、実験的に神経堤細
胞を除去した動物では心室中隔欠損を発症
するなど、心臓領域に発生異常を発症するこ
とが知られていたが、近年、一部の神経堤細
胞は鰓弓を通って心臓領域に達し、実際に総
動脈幹の中隔形成や、大動脈弓近辺の血管再
編に関わることが判明し、この神経堤細胞は
心臓神経堤細胞と呼ばれるようになった。 
 
２．研究の目的 
従来、Dlg が心臓発生に関与することや、神
経堤細胞の発生に寄与する可能性について
は全く報告されていなかったが、Dlg KO マ
ウスで口蓋裂、心室中隔欠損などの異常がみ
られたことから、Dlg は神経堤細胞の発生に
おいてなんらかの機能をもつことが予想さ
れた。そこで神経堤細胞の発生における Dlg
の機能を明らかにすることを目的として本
研究を行った。心臓大血管の先天奇形や口蓋
裂は、ヒトにおいても頻繁に見られる異常で
あり、その発症の一因となる遺伝子の機能を
明らかにすることは臨床的にも意義深い。さ
らに、Dlg は神経細胞や上皮細胞で強発現す
ることから、従来の機能解析ではこれらの細
胞が対象とされており、神経堤細胞のような
間葉系細胞における機能は全く注目されて
いなかった。以上のことから、神経堤発生に
おける Dlg の機能解明は、臨床的にも、また
基礎的にも重要であると考えられた。本研究
の目的遂行に向けて、具体的には、以下の点
に着目して研究を行った。 
①Dlg は神経堤細胞の形成、移動、分化、生
存のうち、どの段階に関与するか？ 

②神経堤細胞の挙動を決めているのは神経
堤細胞自身の Dlg か、あるいはその周辺の細
胞の Dlg か？ 
③Dlg は神経堤細胞内でどのようなメカニズ
ムで細胞の挙動を決めているのか？ 
上記 3 点に加え、研究の途上で使用する Dlg 
KO マウスを有効に利用するため、神経堤以
外の組織において、新規表現型を検索するこ
とも、期間中継続して行うこととした。この
ようにしてDlgの新規機能を見出すことがで
きれば、マウスを有効利用できるだけでなく、
神経堤発生における機能を解析する上で参
考になると考えたからである。 
３．研究の方法 
(1) Dlg KO マウスにおける神経堤由来組織の
発生異常の形態学的解析。 
(2) Dlg KO マウスにおけるアポトーシス細胞
発生の検証。 
(3) トランスジェニック技術を用いた神経
堤由来細胞の蛍光標識マウスの作出。 
(4) トランスジェニックマウスを用いた正
常発生における心臓神経堤細胞の挙動の解
析。 
(5) 正常マウス神経堤組織および周辺組織
における Dlg の発現部位の特定。 
(6) Dlg KO マウスにおける骨形成過程の観察。 
 
４．研究成果 
(1) 心臓流出路中隔形成不全の検証 
Dlg KOマウスでは心臓流出路の中隔形成不全
が見られる。この発生機序を検証し、KOマウ
スでは血管内壁に中隔隆起は形成されるも
のの、本来 E11.5 から E12.5 にかけて癒合す
るはずの両側の中隔隆起が癒合していない
ことを見出した。中隔隆起は神経堤に由来す
るが、隆起そのものは形成されていたことか
ら、癒合不全の原因が細胞数の減少にあるの
か、あるいは癒合現象そのものが阻害されて
いるのかを知ることが、今後の Dlg の機能解
明のために必要であると考えられた。 
 
(2) Dlg KO マウス頭頸部におけるアポトーシ
スの発生 
胎生 10.5 日の Dlg 遺伝子 KOマウス頭頸部で
は、間葉系細胞の細胞死が野生型マウスに比
べて増加していた。Dlg 遺伝子 KO マウスでは
上顎骨、口蓋骨などの低形成と口蓋裂が必発
するので、この過程に神経堤由来細胞の細胞
死が関与している可能性が示唆された。 
 
(3) 神経堤由来細胞標識マウスの解析 
① トランスジェニックマウス 
神経堤発生を追跡するためには、神経堤に
由来する細胞を特定する必要がある。そこ
で神経堤細胞が EGFP によって標識される
マウスを供するため、熊本大学生命資源研
究・支援センターより、2 系統のトランス



ジェニックマウス（P0-Cre マウスと
CAG-EGFP マウス）を導入・交配して
Tg(P0-Cre/CAG-CAT-EGFP)マウスを得た。 

② 神経堤細胞可視化の確認 
このマウスを用いて、神経堤に由来すると
言われている細胞（末梢神経系、副腎髄質、
心臓流出路、顔面など）が EGFP によって標
識されることを確認した。 

③ 心臓神経堤細胞遊走の観察 
胎生 9.5 日～11.5 日にかけて、神経堤細胞
が心臓流出路に侵入する過程を観察したと
ころ、左右の咽頭弓を経て移動してきた神
経堤由来の細胞集団は、左右２つの細胞集
団となって心臓流出路内の両側に進入する
ことが確認された。 
④ 神経堤細胞における Dlg 発現の確認 
Dlg が間葉系の細胞で働く例は知られて
いない。Dlg が神経堤細胞の発生に関与す
るとして、間葉系細胞である神経堤細胞自
身が Dlg を発現しているのだろうか？神
経堤標識マウスで Dlg 蛋白質の免疫染色
を行ったところ、咽頭弓および心臓流出路
の神経堤由来細胞で Dlg 蛋白質の発現が
確認された。 

 
(4) 神経堤以外の組織における Dlg の機能 
① 胸郭部発生異常 
Dlg KO マウスの心臓およびその周辺組織
の解析途上で、KO マウスにおける胸骨の
形態異常を発見した。Dlg 遺伝子 KO マウ
ス胸骨には胸骨裂が多発し、また軟骨部の
過剰な石灰化が見られた。胸骨は沿軸中胚
葉に由来することから、神経堤由来細胞に
おける Dlg の機能と比較・対比させる意味
で、胸骨の発生における Dlg の機能は非常
に興味深い。 

② 骨形成と Dlg 
胸骨はその形成過程が複雑（2本の左右胸
骨櫛が正中で癒合し、その後はしご状に骨
化する）であることから、どの段階に Dlg
の欠損が影響しているのかわかりにくか
った。そこでより単純な長管骨（上腕骨お
よび大腿骨）に着目し、その形態、組織観
察等を行った。その結果、胎生 15.5 日お
よび胎生18.5日のDlg KOマウス長管骨は
野生型よりも有意に短いが、骨端部の静止
軟骨層の長さには有意差がなく、骨中央の
石灰化領域（肥大軟骨層）が有意に短いこ
と、一方で骨の太さには有意差がないこと
が判明した。 

 
(5) 神経堤標識 Dlg KO マウスの作出 
上記トランスジーンを持ち、なおかつ Dlg 遺
伝子を欠損したマウスを交配によって作出
し、神経堤細胞発生に対する、Dlg 遺伝子欠
損の影響を直接的に解析することを試みた。
実験には胎生期のミュータントマウスが大

量に必要となるが、マウスの飼育スペースは
限られているため、今年度は、実験に必要な
十分数のミュータントマウスを安定的、かつ
効率的に供給するための態勢を整備する段
階で終わっている。この態勢を維持して今後
ミュータント胎仔をサンプリングし、今後解
析をさらに進めていく予定である。 
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