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研究成果の概要（和文）：　生物の奇形は、遺伝的要因と環境的要因が正常な発生プロセスを撹乱することによ
って、確率的に生じると考えられている。本研究では、脊椎動物の脊椎骨に確率的に生じる奇形に注目し、奇形
が生じるメカニズムとそれを防ぐロバスト性メカニズムを明らかにすることを目指した。抗てんかん薬であるバ
ルプロ酸はマウスの体節形成と体節から分化する脊椎骨の形態異常を引き起こすが、我々はバルプロ酸の作用点
を明らかにした。またNrarpノックアウトマウスを用いて、Nrarpが体節・脊椎骨の形成においてロバスト性メカ
ニズムに寄与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Malformation of animals occurs stochastically when genetic and environmental
 factors perturb the developmental process. In this research, we focused on malformations in the 
axial skeleton of vertebrates and aimed to reveal the mechanisms of malformation and the robust 
mechanism to prevent it. Valproic acid, an antiepileptic drug, induces malformation in somites and 
their derivative, axial skeleton, in mice. We have identified the point of action of valproic acid 
in somitogenesis. Using Nrarp knockout mice, we also clarified the Nrarp contributions to a robust 
mechanism in the formation of somites and axial skeletons.

研究分野： 発生生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで、生物の発生プロセスは、遺伝学的解析などでかなりの部分が分子のレベルで明らかにされてきた。し
かし、概ね正常であるが一部分だけに形態異常が起こる “奇形”については、アプローチがむずかしいために
メカニズムの解明が遅れていた。本研究は、発生プロセスにバルプロ酸で摂動を与えると奇形が生じる系を利用
し、奇形が頻発する遺伝子改変マウス組み合わせて、摂動の作用点を明らかにし、さらにロバスト性メカニズム
にアプローチすることで、奇形のメカニズムに切り込むものである。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

 生物の先天的な形態異常である奇形は、遺伝的要因と環境的要因が正常な発生プロセ
スを撹乱することによって、確率的に生じると考えられている。脊椎動物の臓器・器官
の発生プロセスは、これまでに遺伝学的解析などで多くの部分が分子のレベルで明らか
にされてきた。これまでに、たとえば温度変化や催奇形性を有する化学物質への曝露な
どの環境的要因が奇形を誘発することは知られており、また特定の遺伝的背景では奇形
の頻度が高まることが知られていた。すなわち、環境的要因は正常な発生プロセスを撹
乱しうるが、生物の体には発生プロセスを正常に保つためのロバスト性メカニズムが備
わっていると考えられていた。しかし、研究アプローチの難しさからロバスト性メカニ
ズムはほとんど明らかにされていなかった。 

 本研究では、マウスやゼブラフィッシュなどの脊椎動物の脊椎骨に確率的に生じる奇
形に注目し、奇形が生じるメカニズムとそれを防ぐロバスト性メカニズムを明らかにす
ることを目指した。脊椎骨は、発生中期の一過的構造物である体節をプレパターンとし
て形成される。胚の最尾部には体節の原基である未分節中胚葉があり、そこで一群の遺
伝子の発現が振動している。遺伝子発現の振動に伴って、周期的に未分節中胚葉の前端
が括れ切れ、その結果として均等な大きさの細胞塊である体節が形成され、神経管の両
側に整列する。そして、ひとつひとつの体節が脊椎骨に分化することで脊椎骨の規則的
な繰り返し構造が形成される。過去の研究で、いくつかの Notch シグナル系遺伝子の
ノックアウトマウスでは、体節および脊椎骨の繰り返しパターンが全範囲にわたって大
きく乱れるので、Notch シグナルが体節・脊椎骨形成に必須であることは知られていた。
また、Notch シグナルは抑制性の転写因子 Hes7 の発現を促進し、Hes7 は自身の発現
を抑制するネガティブフィードバックループを形成し、さらに Hes7 は Notch シグナ
ルのターゲット遺伝子の発現も抑制するために、未分節中胚葉において Hes7 を含む
Notch シグナルのターゲット遺伝子が、同調して振動することが明らかになっていた。
すなわち、周期的な体節形成のメカニズムは明らかになっていたが、その周期性が正確
に保たれるメカニズムは不明であった。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、組織内での細胞の集団的ふるまいに着目し、奇形・形態異常の惹起メカ
ニズムを解明し、さらにそれに対して発生プロセスが正しく進められるメカニズムを明
らかにしようとした。これまでに温度変化 (ヒートショック) や催奇形性を持つ化学物
質 (たとえば抗てんかん薬であるバルプロ酸) は脊椎骨に癒合などの奇形を引き起こ
すことが知られている。しかし、その作用点、すなわち環境的要因が体節・脊椎骨形成
のどのプロセスを撹乱するかということは明らかにされていない。 

体節は、頭側から 1 対ずつ未分節中胚葉前端が分節化されることで形成される。マウ
スでは胎生中期に 2 時間周期で 60 対あまりの体節が形成され、これを元に 60 個の脊
椎骨が形成される。未分節中胚葉の各細胞では Hes7、Lfng、Nrarp を含む一群の遺伝
子の発現が Notch シグナル依存的に同調的に振動する。発現の位相は近隣細胞間でそ
ろっているために、組織レベルでは尾側から頭側に、遺伝子発現が ON の部位が 2 時間
に一度、波状に伝播していくように観察される。波状の伝播は未分節中胚葉前端で収束
し、遺伝子発現が OFF の部位と ON の部位ができる。OFF の細胞群と ON の細胞群
はそれぞれ 1 つの体節の前側と後側のコンパートメントに運命決定される。数時間後に
分節化が起こり、細胞塊として体節が形成される。その後、体節の前後のコンパートメ
ントは分離し、前後のコンパートメントの境界が 2 つの脊椎骨の間になるので、境界が
不明瞭だと分離が不十分になり、脊椎骨の癒合が起こると思われる。すなわち、①未分



節中胚葉での同調的な遺伝子発現→②体節原基前端のプレパターン→③体節の前後コ
ンパートメント→④脊椎骨、この順序で規則
正しい繰り返し構造が作られている。未分節
中胚葉から体節まで、同調的な遺伝子発現は
受け継がれて、正しい脊椎骨の形態形成がお
こるので、①未分節中胚葉、②未分節中胚葉
前端、③体節、のいずれの段階の遺伝子発現
が乱されても脊椎骨の奇形を引き起こす 
(図 1)、これらのいずれの部位の遺伝子発現
も撹乱要因の作用点になり得る。本研究では
まず、バルプロ酸の作用点を解明することと
した。 

さらに本研究グループでは Notch シグナルのフィードバック抑制因子である Nrarp
のノックアウトマウスを作成し、ホモ接合体では脊椎骨の奇形の発生頻度が高いことを
明らかにしている。Nrarp ノックアウトマウス胚がバルプロ酸による撹乱に脆弱である
かどうかを解明し、ロバスト性メカニズムへの Nrarp の関与を明らかにすることを目
指した。 

  

３．研究の方法 

 マウス胚では、体節形成は妊娠 8 日 (E8)ごろから始まり、E13 ごろまで続く。妊娠
マウスにバルプロ酸を腹腔内投与し、24 時間後に胚の体節を観察すると一部の体節に
形態異常が起こること、そのまま発生を進めて新生マウスで脊椎骨の一部に癒合などの
奇形がおこることが既に明らかになっていた。我々は、バルプロ酸を腹腔内投与する時
期を変化させ、異常が起こる体節の位置と、奇形がおこる脊椎骨の位置を解析した。脊
椎骨の癒合を指標として奇形を定量した。次にバルプロ酸を投与してから胚を取り出す
までの時間を変化させ、バルプロ酸がどこに作用しているかを解析した。さらに、未分
節中胚葉における同調的な遺伝子発現振動に対するバルプロ酸の影響を解析した。 

 また、妊娠 Nrarp ノックアウトマウスにバルプロ酸を投与して、野生型胚と Nrarp
ノックアウト胚において、バルプロ酸が体節形成・脊椎骨形成におよぼす異常を解析し
た。具体的には、バルプロ酸によって影響を受ける体節の数と位置、影響を受ける脊椎
骨の数と位置をそれぞれ定量し、遺伝型による差異を解析した。さらに未分節中胚葉に
おける遺伝子発現を解析し、遺伝型による差異を解明した。 

 

４．研究成果 

 バルプロ酸を E9.5 に腹腔内投与すると、腰椎から上部
仙椎にかけて散発的に癒合が見られた。E10、E10.5 でそ
れぞれ腹腔内投与した場合には、E9.5 で投与した場合よ
りも後方 (尾側) で癒合が見られたので、バルプロ酸投与
時期依存的に癒合が起こることが明らかになった。バル
プロ酸投与 24 時間後に体節を調べると、脊椎骨に癒合が
起こった部位と一致した体節の部位に異常が見られたの
で、脊椎骨の癒合は形態異常のあった体節から生じるこ
とが示唆された。次にバルプロ酸投与から胚を取り出す
までの時間を変化させ、体節形成異常のあった部位をレ
トロスペクティブに解析した。その結果、異常が生じる体
節の細胞は、バルプロ酸投与時には未分節中胚葉にあっ
たことが示唆された (図 2)。 

 未分節中胚葉では Hes7 や Lfng などの Notch シグナル系の遺伝子の発現が同調的に
振動していることが知られている。我々は、未分節中胚葉でのこれらの遺伝子の発現を



細胞レベルで解析し、バルプロ酸投与が遺伝子発現におよぼす影響を解析した。未分節
中胚葉では遺伝子発現が ON の部位と OFF の部位の境界ははっきりしており、ON の
部位では 80％以上の細胞で遺伝子発現が見られるが、OFF の部位には発現細胞はほと
んどない。バルプロ酸投与 2 時間後には OFF 部位でも遺伝子を発現している細胞が観
察され、ON 部位と OFF 部位の境界があいまいになっていた。しかし 8 時間後には遺
伝子発現パターンは正常に戻ったので、バルプロ酸投与の影響は一過的なものであるこ
とが示唆された。 

Nrarp ノックアウトマウスでは、バルプロ酸投与による脊椎骨の癒合、体節の形成異
常の両者が、野生型マウスに比べて大きくなっていたことから、Nrarp ノックアウトマ
ウスにおける体節・脊椎骨形成は、環境的要因による撹乱に対して脆弱であることが示
唆された。また、Nrarp ノックアウトマウス胚では、バルプロ酸投与 8 時間後でも遺伝
子発現の乱れは残存していたので、Nrarp ノックアウトマウス胚では環境要因などによ
る遺伝子発現の乱れが回復するまでに時間がかかることが示唆された。このことから、
Nrarp は細胞間の遺伝子発現を速やかに同調させることに寄与していることが示唆さ
れる。 

以上の結果から、本研究では環境的要因のモデルであるバルプロ酸の作用部位が未分
節中胚葉の同調的な遺伝子発現であることを明らかにし、さらに Nrarp が同調的な遺
伝子発現を維持するために必要であることを示唆することができた。 
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