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研究成果の概要（和文）：本課題では外胚葉パターニングへの力の関与とその分子機構解明を目的とした。①外
胚葉片への伸展刺激、原腸胚への遠心刺激、異所的な頂端収縮誘導により、いずれも神経堤マーカーの発現が上
昇し、逆にミオシン阻害や膜スクランブラーゼ注入で細胞張力を緩和するとその発現が減少した。以上の結果
は、力の神経堤形成への関与を示唆する。更に、力の付与でWnt・BMPシグナルが亢進することも明らかにした。
②外胚葉各領域の剛性を吸引度測定、AFM解析により調べ、正中線付近は側方に比べて弾性率が高いことを見い
だした。③ヒトiPS細胞からの神経分化系では、張力付与がプラコード遺伝子の発現を亢進することを明らかに
した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to clarify the involvement of force in ectodermal 
patterning and its molecular mechanism. 1) Stretching stimuli on ectoderm tissues, centrifugal 
stimuli on gastrula embryos, and ectopic induction of apical contraction increased the expression of
 neural crest markers, whereas cell tension release by myosin inhibition or membrane scramblase 
injection reduced their expressions. These results suggest the involvement of force in neural crest 
formation. Furthermore, we demonstrated that force application enhanced both Wnt and BMP signaling. 
2) We investigated the stiffness of ectoderm by suction measurement and AFM analysis, and found that
 the elasticity near the midline was higher than that of the lateral regions. 3) We demonstrated 
that the force application enhanced the placode gene expression in neural cells differentiated from 
human iPS cells.

研究分野： 分子発生生物学

キーワード： 外胚葉パターニング　アフリカツメガエル　物理的な力

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで詳細が明らかではなかった、初期胚の外胚葉パターニングに力が関与すること、またその根拠の一つし
て外胚葉におけるWnt・BMPシグナルが力依存的に活性化することを示した点は、学術的な意義が非常に大きい。
また、胚にかかる力が外胚葉の領域ごとに異なる理由として外胚葉領域の剛性に着目し、一連の解析から実際に
胚の正中線と側方部で剛性が異なることを示したことは、パターニングに関与する力がどのように発生するかを
解く手がかりとなる。ヒトiPS細胞の結果も併せ、本課題で得られた成果は、将来ヒト幹細胞から個体構築を目
指す上で、基盤となる情報を与えることになるだろう。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
脳を含む全ての神経細胞は、神経胚期における単一の領域に由来する。
正しく神経を分化させるため、外胚葉の領域を正確に規定することは
極めて重要である。脊椎動物初期胚において、外胚葉はおおまかに 4
つの領域、すなわち脳・脊髄神経など中枢神経に分化する神経板、末
梢神経や頭部骨格、色素細胞などに分化する神経堤、脳神経や感覚器
に分化する予定プラコード、そして表皮から構成される（図 1）。これ
までの研究から、外胚葉の領域規定には、BMP、Wnt、BMP、FGF な
ど、いくつかの細胞内シグナル伝達経路が関与することが分かってい
る。しかし、各領域が規定される原腸胚では、まさに形態形成が起こ
っている時期でもあり、細胞の位置関係が刻々と変化する中、リガンドの濃淡だけが領域規定の
要素なのだろうかと考えた。 
申請者はアフリカツメガエル胚の外胚葉パターニング、特に予定プラコードがいかに誘導され

るかについて、いくつかの新規遺伝子に注目して研究を継続して行い、いくつかの論文を発表し
てきた。また、国内外の他の研究室の研究結果を併せ、遺伝子とパターニングの関係については
ある程度知見が蓄積されてきた。ただ、プラコードや神経堤の領域は非常に狭く、それらがどう
して正確に規定されるかは、現在もまだ解析の余地が残っている。 
近年、細胞内シグナルの制御に物理的な力が関与することを示す研究報告が増えてきた。申請

者も、改変 FRET 張力プローブを用いたツメガエル胚の張力測定から、表皮外胚葉と神経外胚
葉でかかる細胞張力が異なることを見出し、領域規定と力との関係が強く示唆される結果を論
文に報告した。ただ、これまで外胚葉パターニングが直接力による制御を受けているかについて
は報告があまりない。最近国外のグループが ES 細胞からの神経分化系において、コロニー辺縁
部で観察される神経板境界マーカーPax3 陽性細胞が張力付与によりコロニー全体に広がること
を見いだし、これは申請者が着目していた｢力｣―｢シグナル｣―｢細胞分化｣の関係性を示すもの
であったが、このことが実際の初期胚のパターニングにこの関係性を直接適用できるか否かは
はっきりしていなかった。 
 
２．研究の目的 
そこで本課題ではツメガエル胚あるいはヒト iPS 細胞を用い、(1)外胚葉パターニングにおいて
部位特異的な力がどのように発生し、そしてそれが細胞内シグナリングにどのように関わるか、
そして(2)外胚葉における力が BMP・Wnt シグナルに影響を与える変動するかどうか、そしてそ
の原因はなにかを明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)発現領域の可視化 
本研究では、胚の外胚葉パターンの可視化が必須である。手法としては、主に Whole マウント in 
situ ハイブリダイゼーション(WISH)、または抗体を用いた免疫染色を行った。WISH においては、
神経板マーカーとして Sox2、神経堤マーカーとして Foxd3、Slug, Sox9、予定プラコードマーカ
ーとして Six1 を、表皮マーカーとしてサイトケラチン遺伝子 XK81 をそれぞれ用いた。一方、免
疫染色では主に神経板マーカーとして Sox3、神経板境界マーカーとして Pax3 をそれぞれ用い
た。 
(2)遺伝子発現の解析 
遺伝子発現については、上記の WISH・免疫染色に加え、RT-PCR によっても解析した。適当な発
生段階に至った全胚から total RNA を抽出し、逆転写酵素(superscriptIII)により逆転写反応
を行った。これを鋳型に、各遺伝子の発現をリアルタイム PCR によって調べた。 
(3)胚への様々な張力付与・緩和 
本研究では、様々な張力付与を行った時の、外胚葉パターンへの影響を調べた。行った方法は、
①遠心刺激（原腸胚において胚を 50mL チューブに入れ、450×g の遠心刺激を付与した）、②ス
トレッチチャンバーによる外胚葉片の伸展刺激（フィブロネクチンコートしたシリコンチャン
バー上に、初期原腸胚から切除した外胚葉シートを接着させ、30 分ごとに 10%ずつ、最大 50%ま
で伸展を続ける）、③RhoGEF である plekhg5 注入による異所的な頂端収縮の付与、④ブレビスタ
チン、Y27632 注入による張力の異所的緩和、⑤膜スクランブラーゼ AaXKR の注入による張力の
異所的緩和、である。詳細は結果にも記述する。 
(4)細胞内シグナル強度の可視化 
本課題では、Wnt シグナルについてはβカテニンを、FGF シグナルについては pERK を、BMP シグ
ナルについては pSMAD1 をそれぞれ、抗体染色またはウエスタン解析により調べた。 
(5)吸引アッセイによる胚の弾性率測定 
ダイアル式のマイクロインジェクター（narishige 製）、マイクロキャピラリー、圧力計をシリ
コンチューブで連結した装置を準備した。神経胚をアガロースプレート上に置き、一定の圧力で



胚を吸引し、キャピラリーへの胚の吸引長を測定することで、胚の弾性率を測定した。 
(6)原子間力顕微鏡による胚の弾性率測定 
初期神経胚期において卵膜を除去し、アガロースにあけた穴に固定した上で、胚の背側前方、正
中線から側方にかけて帯状の領域（最大 420μm X 60μm）をスキャンして計測した（本研究は
北海道大・岡嶋研究室との共同研究）。 
 
４．研究成果 
(1)外胚葉組織にかかる力の変動による外胚葉マーカー遺伝子の発現の変化の解析 
①外胚葉片の伸展刺激による神経マーカー遺伝子の発現変動 
外胚葉組織における BMP シグナルの変化を調べるため、初期原
腸胚の外胚葉片を切り出し、シリコンチャンバーに接着させた
後に刺激を初期神経胚期に至るまで加えた。なお、無処理の外
胚葉片では神経組織への誘導ができないため、あらかじめ胚に
BMP 阻害因子 chordin、または dominant negative 型の BMP 受
容体を注入することで、神経板領域を人為的に作り出した。こ
の外胚葉片について、外胚葉マーカー遺伝子の発現がどのよう
に変化するかを調べた。外胚葉片から得られた RNA を用いた
RT-PCR の結果から、伸展刺激により神経板マーカー遺伝子で
ある Sox2 の発現の減少が見られた一方、神経堤マーカーであ
る foxd3 の発現の上昇が観察された（図 2）。 
②胚の遠心刺激によるマーカー遺伝子の発現変動 
原腸胚に遠心刺激を加えた時、マーカー遺伝子の発現が変化するかどうかを in situ ハイブリ
ダイゼーションで調べた結果、foxd3、slug の発現が非遠心処理胚に比べて増加することを見い
だした(図 3中)。ただ、発現の領域そのものは、
両者で明確な違いが観察されなかった。 
③plekhg5 注入による張力付加と外胚葉マーカー
の発現変動 
遠心刺激は、胚に対して非常に大きな力であり、
本来の発生における効果を反映していない可能
性があるため、次に細胞の形状変化に起因した、
いわば弱い力の付与を外胚葉領域に与えた時の
パターニングの影響を調べた。具体的には、細胞の頂端収縮をうながす RhoGEF 遺伝子の一つで
ある plekhg5 mRNA を胚の一部に微量注入し、外胚葉マーカー遺伝子の発現パターンの変化を調
べた、その結果、plekhg5 注入領域付近で foxd3、slug の発現領域の拡大が観察された（図 3右）。
次に、この拡大が、単なる細胞面積の増加に起因するのではないことを確認するため、神経板境
界マーカーPax3 の抗体染色を実施し、陽性細胞の核の数をカウントすることで plekhg5 の注入・
非注入領域での違いがあるかを調べたところ、予想通り plexhg5 注入領域で非注入領域よりも
pax3 陽性細胞の数が多いこと分かった。この結果は、plexhg5 注入による領域拡大が細胞面積の
拡大ではなく細胞の予定運命の変化によって生じたことを示唆する。 
④外胚葉領域での張力緩和による外胚葉マーカーの発現変動 
次に、細胞にかかる力を緩和したときの効果について検証し
た。以前の科研費課題においてメスによる胚の一部切断によ
る効果を調べた結果、胚の部分切断によって近傍の神経堤領
域の縮小が観察されていた。ただ、胚の切断は他の効果も考
慮される（例えば拡散されるシグナル分子の遮断）ことから、
別の張力緩和系を用いた。まず、いくつかの薬剤を利用した
解析を行った。ここではミオシン阻害剤ブレビスタチン、Rho
キナーゼ阻害剤である Y27632 を直接胚に注入する実験を行
ったところ、予想通り神経堤領域の縮小が見られた(図 4
左)。次に、plekhg5 のような遺伝子注入による張力弛緩を行
うため、膜スクランブラーゼ AaXKR を用い、これをを胚に微量注入しその影響を in situ ハイブ
リダイゼーションにより調べたところ、やはり注入領域付近において foxd3 発現領域の縮小が
見られた(図 4右)。 
更に、以上の結果が細胞内シグナルへの直接的影響ではなく力の付与・弛緩によるものである

ことを検証する目的で、plekhg5 と AaXKR を同時注入した時の神経堤領域の変化を調べた。その
結果、plekhg5 に AaXKR を加えると、plekhg5 注入によって見られた神経堤領域の拡大が緩和さ
れた。この結果から、これまで見てきた効果は少なくとも単なるシグナル経路の活性・抑制では
ないことが示唆された。 
 
(2)外胚葉領域における弾性率の違いの検証 
 
①神経堤（付近）に特異的な張力が生じる要因の一つとして、各外胚葉領域の剛性の違いが考え



られる。実際、申請者による過去の FRET 張力プロ
ーブを用いた解析から、神経胚において神経外胚
葉では表皮外胚葉に比べて強い張力が生じている
ことが明らかとなっている。ただ、この結果では部
域間での詳細な違いは見いだせなかったことか
ら、特に神経板境界部での違いが見いだせるかど
うかを検証するため、ここでは、ピペット吸引によ
る胚表面の吸引度の測定を正中線、左右の神経板
境界と表皮の計５点において行った。その結果、神
経板領域では吸引度が低く、逆に表皮では吸引度
が高いことが示された(図 5a)。このことは神経板
における剛性が表皮領域に比べて高いことを示唆
しており、FRET プローブにおける解析と矛盾しな
い。ただこの解析において、神経板境界の吸引度は
表皮・正中線(神経板)の中間であり、特異的に吸引
度が上がる、すなわち剛性が両者より高いという結果ではなかった。 
②更に、外胚葉領域の弾性率をより細かい解像度で調べるため、原子間力顕微鏡を用いた評価を
行った。具体的には、初期神経胚の正中線から側方にかけた帯状の領域についてカンチレバーを
用いたスキャンを実施し、弾性率の変化を評価した。その結果、FRET プローブを用いた解析や
吸引度測定の結果と同様、正中線近傍の弾性率が高く、側方にかけて弾性率の低下が認められた。
さらに、AFM の解析では、神経板境界部と思われる部分については、弾性率が若干高い傾向が認
められた（図 5b）。ただ、この部分が明確に神経板境界と一致するかを直接同定するためには蛍
光画像（理想的には Sox3-GFP トランジェニック胚の蛍光像）の同時計測が必要であり、これに
ついては今後の課題であると考える。 
 
(3) 物理的な力の付与による細胞内シグナルの強度変化の解析 
これまで、物理的な力の付与による BMP シグナルの強度変化については、ストレッチチャンバ

ーで伸展刺激を加えた外胚葉片における解析から、伸展刺激により pSmad1 の存在量がツメガエ
ル外胚葉領域で増加することを見出している。本課題では、Wnt シグナルの力依存的な活性変化
を解析した。特に、張力付与では特に神経堤の発現の上昇が示されたことから、その根拠の一つ
として神経堤の形成に必要な Wnt シグナルの
上昇が考えられる。本解析では、Wnt 経路の活
性化を核局在でモニター可能なβカテニンの
細胞内局在を指標にした。まず、ブレビスタ
チンを胚に注入時に Wnt シグナルがどのよう
に変化するかを調べたところ、ブレビスタチ
ン注入側で、βカテニンの核局在が減少する
ことを明らかにした(図 6)。同様に、AaXKR を
注入した時の効果も調べたところ、やはり注
入側でβカテニンの核局在が減少した。 
更に、先行研究で明らかとなっている FGF シ
グナルの影響も調べたところ、先行研究と同様に、遠心刺激で pERK の存在量が上昇し、逆にブ
レビスタチン・AaXKR の注入では pERK の存在量が減少することが明らかとなった。 
以上、①〜③の結果については論文にまとめ、既に公表済みである(Kaneshima et al., Int. 

J. Dev. Biol.2024) 
 
(4) ヒト iPS 細胞からの神経細胞分化における張力の影響 
上記の結果はツメガエルの神経胚における結果であるが、申請者の研究室ではヒト iPS 細胞を
用いた神経分化系も持っていることから、iPS 細胞から分化させた神経細胞の分化効率が力の付
与によって変化するかどうかを検証した。ヒト iPS 細胞から神経細胞への分化は noggin と
SB431542 を用いる方法で行った。この分化系において、分化中期の細胞に伸展刺激を加えると、
プラコード遺伝子である six1 陽性細胞が増加するという結果を得た。一方、神経堤遺伝子(Sox10
など)については、伸展刺激により発現量が減少するという結果が見られた。この結果はツメガ
エルの結果とは異なるが、少なくともヒト iPS 細胞からの神経分化においても何らかの力の影
響を受けることを示唆している。今後は力の影響が分化のどの段階でうけるかについて、張力付
与のタイミングを変えた時の影響の違いを調べるとともに、ツメガエルでの解析と同様アクチ
ン重合阻害やミオシン阻害によってその影響が緩和されるかなどを行うことで、神経分化と力
との関係をより明確に示したい。 
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