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研究成果の概要（和文）：我々は神経管閉鎖時における表皮形成に二つの重要なプロセスがあると提唱してき
た。まず「未分化外胚葉細胞から表皮細胞へ運命決定される」過程、それに続いて「特異な表皮細胞を作り出
す」過程である。表皮形成のマスター因子Grhl3因子 は、表皮細胞への運命決定時には核内局在し転写因子とし
てカノニカルWnt経路と作用する 。その後表皮細胞内で、GRHL3因子は細胞質内へと局在を移し、ノンカノニカ
ルWnt経路 (PCP経路)と共に働き細胞骨格に富んだ特異な表皮細胞を形成する。そこで、これら結果を基盤に 
Grhl3因子の核から細胞質への移行に、どのような分子が関与しているのか解明を目指す。

研究成果の概要（英文）：We have proposed that there are two key processes in epidermal formation 
during neural tube closure. First, there is the “fate determination of undifferentiated ectodermal 
cells to epidermal cells,” followed by the “generation of specific epidermal cells. Grhl3 gene, 
the master factor for epidermal formation, is localized in the nucleus at the time of epidermal cell
 fate determination and interacts with the canonical Wnt pathway as a transcription factor. 
Subsequently,  GRHL3 factor localizes to the cytoplasm and works with the non-canonical Wnt pathway 
(PCP pathway) to form specific epidermal cells rich in cytoskeleton. Based on these results, we aim 
to elucidate what molecules are involved in the migration of GRHL3 factor from the nucleus to the 
cytoplasm.

研究分野： 発生生物学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　我々が明らかにした一つの分子が核から細胞質へ局在を変えることで異なるシグナル経路を活性化し、細胞分
化と細胞形態変化を制御するシステムは表皮に限らず、他の器官形成や癌、免疫においても同様な機序が働いて
いる可能性がある。このシステムが明らかにできれば非常に新規性が高い知見となる。
　一方、神経管閉鎖不全は外科的手術以外に治療法は無く、妊娠時の葉酸服用という予防的な医療が進められて
いるが葉酸の補充では予防し得ない二分脊椎が存在し、現況以上の大幅な発症頻度の減少は期待出来ない。そこ
で本研究が遂行されることで神経管閉鎖不全症候群の新規な発症予防法・症状の軽減緩和方法に道を開くことを
期待している。

※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。



１.研究開始当初の背景 
申請者らは、神経管閉鎖時における表
⽪形成には⼆つの重要なプロセスがあ
ること提唱してきた。最初は「未分化
外胚葉細胞から表⽪細胞へ運命決定さ
れる」過程と、それに続いて「特異な
表⽪細胞を作り出す」過程である（図
１）。本申請課題では、後者の特異表
⽪細胞を作り出す過程で働く分⼦メカ
ニズムについて解明することを⽬指し
ている。これまでの研究成果から、表
⽪形成のマスター因⼦として働く
Grainyhead-like 3 ( Grhl3 )は、表⽪細胞
への運命決定時には核内に局在し転写
因⼦としてカノニカルWnt経路と作⽤す
る(Kimura-Yoshida et al.,2015)。その
後、誘導された表⽪細胞で、GRHL3因
⼦は細胞質内へと局在を移し、ノンカノニカルWnt経路と共に働くことで細胞⾻格に
富んだ、強固な表⽪細
胞、「特異表⽪細胞」を
形成することを明らかに
した(Kimura-Yoshida et 
al., 2015, 2018)（図2）。
しかし、GRHL3タンパク
質の精密な核-細胞質の局
在制御に関しては、全く
その制御メカニズムについては不明であった。 
 
２.研究の⽬的 

これらの結果を基盤に Grhl3因⼦の核から細胞質への移⾏に、どのような分⼦が関与
しているのか解明したい。本課題を遂⾏することで、細胞分化から、形態形成へ移⾏
する間にどのようシステムを使って、これら⼆つの過程を連動させているのか解明で
き、新しい発⽣機構を明らかにできると考えている。 
 
３.研究の⽅法 
細胞質のGRHL3と相互作⽤するタンパク質の同定 



GRHL3因⼦の細胞質に局在する
ために必要なタンパク相互作⽤す
る因⼦の同定を⾏った。⽅法とし
ては、GST-tagにGRHL3連結させ
たコンストラクトや、内在性
GRHL3を直接認識するために特異
的抗体を⽤いて免疫沈降させ、質
量分析にて分⼦の同定を⾏った。
具体的には、GRHL3全⻑cDNAに
GSTタグをつけたコンストラクトを作製し、培養細胞に発現させ、担体に固定化して
アフィニティカラムを作製した。その後、このカラムにGRHL3タンパクの核、細胞質
の両領域で発現する表⽪細胞株のエキストラクトを加えて相互作⽤するタンパク質を
結合させた。その後アフィニティ精製により相互作⽤タンパク質を溶出させ、溶出さ
せたタンパク質をSDS-PAGEにより分離、質量分析でタンパク質の同定を⾏った。得
られたタンパク質がGRHL3タンパクと相互作⽤するのか、免疫沈降により確認を⾏っ
た。 
細胞質局在制御因⼦の機能解析 
次に、GRHL3タンパクの核から細胞質への移⾏に関わる候補因⼦を数個に絞り、

GRHL3因⼦の局在が、これら候補因⼦によって制御されているのか検討した。 
上記実験結果から、GRHL3因⼦の局在を制御している可能性がある因⼦に対して、

遺伝⼦⽋損マウスを作製し、その表現型解析をおこなった。また、作製した遺伝⼦改
変マウスとカノニカルWnt経路や、ノンカノニカルWnt経路関連因⼦⽋損マウスらと交
配させダブル変異マウスを作製し、どのような異常が⾒られるのか検証した。また核
移⾏シグナルをノックインした Grhl3遺伝⼦改変マウス(Grhl3NLS KIマウス; Kimura-
Yoshida et al.,2018) やGrhl3ヌル変異マウスらと、今回作製したマウスを交配させダブ
ル変異マウスを作製し、表現型解析を⾏った。 
 
４.研究成果 
細胞質のGRHL3と相互作⽤するタンパクの同定 
 GRHL3タンパクと相互作⽤する因⼦の同定をおこなった結果、脱ユビキチン化酵素
の⼀つである ubiquitin specific peptidase 39 (Usp39)が同定された。この遺伝⼦の発現解
析をマウス初期胚を⽤いて検討した結果、原条形成時期である受精後 6.5 ⽇⽬で既に
胚全体で発現していることを確認した。 
細胞質局在制御因⼦の機能解析 



 同定されたUsp39遺伝⼦がGRHL3タ
ンパクの細胞質局在に関与しているの
か、Usp39ノックダウン細胞株 (Usp39 
siRNA)を⽤いて、GRHL3-EGFPの発現
解析をおこなった（図4）。結果、
GRHL3タンパクが細胞質に局在するた
めに必要なC末側(UB-likeドメイン)に
蛍光タンパクEGFPを連結したコンスト
ラクトでは、本来細胞質で局在する
EGFPタンパクが、Usp39 siRNAによっ
て核へと局在を変えることがわかった
（図4）。このことから、Usp39因⼦はGRHL3タンパクの細胞質に局在するための制御
に関わっていることが明らかとなった。 
 さらに、Usp39遺伝⼦の⽣体内における
機能を明らかにするため、Usp39遺伝⼦⽋
損マウスを作製した（図5）。Usp39⽋損マ
ウス胚では、原条形成時期（中胚葉形成時
期；受精後6.5⽇）頃には、野⽣型胚と⽐較
し明らかな形成異常が⾒られることがわか
った（図5）。野⽣型で⾒られる中胚葉形成
が、Usp39ホモ変異胚では⾒られず、胚性
領域が⼩さく退縮していることがわかった
（図5）。 
 最後に、作製したUsp39因⼦とノンカノニカルWnt経路(PCP経路)との関与を検証す
るため、Usp39とPCP経路
関連マウスなどを交配し、
ダブル変異マウスの作製を
おこなった（図6）。結
果、Usp39遺伝⼦⽋損マウ
スと各変異胚 (Grhl3ヌル変
異マウス、Grhl3-NLS（核
移⾏シグナル）ノックイン
マウス、Vangl2変異マウス
など)を交配させることに
よって、PCP関連変異マウ
スで⾒られる形成異常が、



さらに重篤化することがわかった（図6）。このことは、Usp39因⼦がPCP経路に対し
て活性化するための機能を持つことを意味する。 
 以上の結果から、GRHL3因⼦と相互作⽤するタンパクとして同定されたUSP39因⼦
はGRHL3の細胞質局在を制御し、その結果、PCP経路の安定的な伝達に作⽤している
ことが⽰唆された (Kimura-Yoshida et al., 2023)。 
 
５.考察 
 これら実験結果から、表
⽪形成に重要な役割を持つ
GRHL3因⼦が核から細胞
質へと移⾏させることで、
協調的に働くシグナル経路
を⾃在に変えるといった新
たなシステムを提⽰するこ
とができた。つまり、⼀つ
の分⼦（GRHL3因⼦な
ど）がその局在を変えることで、未分化状態→分化→細胞動態を変える、という⼀連
の形態形成をスムーズに移⾏させる新規メカニズムであると考えている（図7）。 
これら知⾒は、表⽪形成におけるGRHL3因⼦の機能解析に限らず、他の因⼦におい
ても起こり得るメカニズムであり、例えば癌の進⾏・転移、神経発⽣など様々な⽣命
現象にこの分⼦機序が存在しているのではないかと考えている。今後さらに他の分野
の研究発展が期待される。 
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