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研究成果の概要（和文）：本研究は、脳のサイズ決定の要因となる神経幹細胞の増殖期から分化期への移行につ
いて、発生期の脳室内圧に起因する力学的要因が果たす役割を明らかにするのが目的である。まず、発生中の胚
の脳室内圧を測定する方法を開発し、脳発生の各段階における脳室内圧の変化を調べた。次に、脳室内圧の変化
が、神経幹細胞の増殖・分化に及ぼす影響を明らかにするため、ニワトリ胚を用いて脳室内圧を変化させる実験
を行った。その結果、脳室内圧の変化に呼応して神経幹細胞の増殖、および分化状態が変化した。これらの結果
より、脳脊髄液を介した脳室内圧による力学刺激は、脳発生に重要な働きをしていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：This research aimed to understand mechanisms underlying transition from 
proliferation to differentiation phase of the neural stem cells (NSCs), which have a primary impact 
on the size of the brain. We investigated roles of physical stimuli exerted by the cerebrospinal 
fluid (CSF) in the brain ventricle in the regulation of embryonic NSC. We established methods to 
measure the internal pressure of the ventricle in the developing embryos. We also examined the 
impacts of the pressure alteration on proliferation and differentiation of the neural stem cells, 
finding that decline of the pressure facilitates the cells to shift the phases. These results 
suggest that physical stresses exerted by CSF play a critical role in the regulation of NSCs, which 
possibly influence the brain size.

研究分野：発生生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脳の多様性をもたらした発生のしくみは、ヒトの脳の成り立ちの理解につながる点で学術的、社会的に関心が高
い。神経幹細胞の増殖から分化への移行メカニズムは、エピゲノム制御などの内的要因、分泌シグナル等の外的
要因が研究されているが、力学的要因に着目した本研究知見はこれに新たな展開をもたらす。一般に、発生現象
における時間制御は、代謝等の生化学的反応に基づくしくみが知られているが、純粋に物理的要因によるしくみ
は画期的である。また、微小空間の微小圧力の計測法は、発生のみならず、疾患、損傷、臓器再生時の細胞を取
り巻く物理的環境を明らかにし、オルガノイド作製などin vitroで再現するために有用である。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
発生期の神経幹細胞は、まず盛んに自己増殖を行ってその量を増やしたのちに分化モードへと
移行し、以後はその数を増やすことなく、ニューロン、そしてグリアといった脳神経機能の担
い手を産生する。また、脳のサイズは動物種間できわめて多様化しており、神経幹細胞の増殖
から分化へのモード移行時期の違いがもたらす幹細胞プールのサイズが、最終的な脳のサイズ
を左右する前提段階として位置づけられる。この時間軸に沿った神経幹細胞の挙動変化のメカ
ニズムについて、これまで神経幹細胞に内在的なエピゲノム制御、転写制御ネットワーク、お
よび神経幹細胞に作用する細胞外シグナルについて研究が進み、一定の理解がもたらされたも
のの、全容解明には至っていない。特に、個々の神経幹細胞の自律的な発生時計によって、例
えば大脳皮質全体のおよそ同期したモード移行をどう説明するかなど、大きな問題が残されて
いた。本研究は、神経幹細胞を取り巻く力学的環境に着目することで、この問題に対する新た
な展開をもたらすことができるのではないかと考えた。実際に、主にニワトリ胚を用いた先行
研究で、脳室内圧の神経上皮細胞の増殖と脳胞の形態形成における役割が報告されていた。し
かし、神経幹細胞の分化に及ばす影響については報告がなく、脳室内圧の種間差についての知
見もごく限られていた。一方で、力学刺激が細胞増殖に及ばす作用については、主に培養細胞
を用いた研究が進んでおり、Hippo/Yapシグナル経路が中心的な役割を担うことが明らかにさ
れていた。 
私たちの研究グループでは、脳
進化における脳脊髄液の役割につ
いて研究を行っており、霊長類と
マウスの違いについて多くの予備
的知見を得ていた。サルやヒトで
は、脳脊髄液の産生器官である脈
絡叢が非常に発達しており、大き
く膨らんだ終脳胞をもっているこ
とから（図１）、脳脊髄液の著しい
増加とそれに伴う脳室内圧の上昇
が示唆され、本研究の着想に繋がった。 図１ ヒト胚における脳胞と脈絡叢の拡大 
 
２．研究の目的 
本研究では、発生期の神経幹細胞の増殖から分化モードへの移行メカニズムの解明を目的とし
て、脳脊髄液による力学刺激（液圧およびそれに起因する神経幹細胞間の張力）が、神経幹細
胞の増殖・分化にどのような影響を与えるのかを明らかにし、脳発生過程における力学刺激の
経時的変化が、組織として調和のとれた神経幹細胞制御のタイマーとして寄与するという仮説
を検証することが最優先事項である（図２）。また、動物種間の脳サイズの違いを規定するしく
みに繋がると考えた。そのために、（１）発生中の脳室内圧の測定と経時的変化、（２）脳室内
圧による神経幹細胞の増殖・分化への影響とその背後にある分子カスケード、（３）脳発生にお
ける脳室内圧の生理的意義について明らかにすることを目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）胚発生期の脳室内圧の測定 
発生における脳室内圧の変化を明
らかにするために、①安価である
こと、②持ち運びが可能で、かつ
設定、運用が容易であること、の
2点を重視して、マイクロ流路を
用いた測定器具を作製した（熊本
大学先端科学研究部中島准教授と
の共同研究）。妊娠マウスを麻酔
下で開腹し、子宮内の胚の側脳室
に測定器具に接続したガラスキャ
ピラリーを挿入し、マイクロ流路
内の水位の変化から圧力を算出し
た。 
                 図２ 脳室内圧の経時的変化による神経幹細胞のモード 

          移行の概念図（本研究の作業仮説） 
 また、市販のピエゾチップ圧電センサーを利用した微小圧力測定装置を作製し（熊本大学先
端科学研究部中島准教授との共同研究）、マウス胚の脳室内圧を測定した。 
 



（２）脳室内圧が神経幹細胞の増殖・分化に及ばす影響 
脳室内圧の変化が神経幹細胞の挙動に及ばす影響を調べるために、胚の操作性に優れたニワト
リ胚を用いて脳室内を加圧、あるいは減圧して孵卵を続け、数日後に回収した。回収した脳よ
り切片を作製し、免疫染色によって比較解析を行った。染色マーカーとして、神経幹細胞の増
殖性を示すリン酸化 Yap、分裂細胞を示すリン酸化ヒストン（PH3）、Sox2（神経幹細胞）、TuJ1
抗原（幼若ニューロン）、NeuN（成熟ニューロン）等を用いた。 
 
（３）脳室内圧による神経幹細胞間に掛かる張力の定量 
細胞間張力に応じて変化することが想定された上皮細胞の細胞接着装置の構成因子（Nカドヘ
リン、αカテニン、ビンキュリン、アクチン、ZO1 など）に対する免疫染色を行って、染色性
の変化によって細胞間に掛かる張力の増減を推定した。検体として、前述の脳室内圧操作を行
ったニワトリ脳、および発生ステージの異なるマウス胚を用いた。 
 
（４）脳胞組織片に対する in vitro での張力、または圧縮応力の印加 
脳室内圧の影響について、一次的作用（静水圧）と、二次的作用（細胞間に生じる張力）を分
離して検討するために、マウスの終脳胞から切り出した神経上皮組織片を、ポリジメチルシロ
キサン（PDMS）製のチャンバーに貼り付け、張力、あるいは圧縮応力を印加しつつ培養した。
12～36 時間培養したのち、回収、固定し、免疫染色を行って細胞増殖・分化について検討し
た。 
 
（５）力学応答から細胞増殖、細胞分化に至るカスケードの探索 
脳室内圧の変化を受けて発現が変動する因子を探索するために、（３）の脳室内圧を操作した脳
サンプルを集めて、バルクでのトランスクリプトーム解析を行い、対照群に対して発現変動が
見られた遺伝子について解析を行った。 
 
すべての動物実験について「熊本大学動物実験指針」を遵守し、熊本大学動物実験委員会の承
認を受けて実施した（承認番号 A2022-043、A2023-065）。 
 
４．研究成果 
 
（１）胚発生期の脳室内圧の測定 
研究開始時点で、生体内の微小圧力を測定する方法がいくつか報告されていたが、本研究遂行
のために、安価かつ持ち運び、セットアップが容易な測定方法を開発した。PDMS 製のマイクロ
流路を利用した測定デバイスを作製した（熊本大学先端科学研究部中島准教授との共同研究）。
想定されるレンジの任意の静水圧を付与してキャリブレーションを行い、印加圧力と液面の移
動度に線形の相関があることを確認し、脳室内圧の測定に使用可能であると結論づけた（M. 
Akaike ら投稿準備中）。これは過去に例のない装置である。実際に、麻酔下のマウス子宮内で
測定を繰り返し、脳室に挿入するガラスキャピラリーの形状、表面処理など改良を加え、最終
的に一定の数値（数百パスカル）を得ることができた（M. Akaike ら投稿準備中）。しかしなが
ら、胚の個体差に加えて、対象とする胚の側脳室はきわめて微小空間であることから、主に計
測手技に起因すると考えられる測定値の偏差が大きく、発生に伴う経時的変化については、お
およその傾向を把握するにとどまった。この問題を解決するために、先行研究で報告のあった
ピエゾチップ圧電素子を用いた工業用の圧力センサー（HSC Series, Honeywell）を用いて電気
的に微小圧力を計測する方法を本研究に最適化した。その結果、比較的安定した計測が可能と
なり、現在測定データを蓄積、解析中である。なお、当初計画した脳室内圧の種間比較につい
ては、ニワトリ胚、モルモット胚などで試験的に行ったものの、主要な標的であったサル胚に
ついては、研究期間中に測定可能な検体を入手することができず、組織染色用の検体の収集に
とどまったため、今後の課題として残された。 
 
（２）脳室内圧が神経幹細胞の増殖・分化に及ばす影響 
実験操作が容易で自由度が高いニワトリ胚をもちいて、脳室内圧を増加、あるいは減少させ
て、神経幹細胞の増殖・分化への影響を調べた。なお、ニワトリ胚は基本的に大気圧下で発生
し（哺乳類胚は子宮内圧下で発生）、脳室内圧はマウスよりも著しく低いことを確認している。
孵卵 3日目胚の脳室に微細なガラスキャピラリーを挿入して脳室内圧を開放し、2日後に中脳
領域の免疫組織染色を行ったところ、増殖性を示す細胞が減少していた。一方で、分化したニ
ューロンの数は増加しており、脳室内圧の低下によって、神経幹細胞は増殖から分化モードへ
の移行が促進されることが示唆された。また、コンドロイチン硫酸プロテオグリカンの合成阻
害剤β-D-Xyloside (BDX)を脳室に投与すると、浸透圧変化によって脳室内圧が上昇すること
が報告されている。BDX を脳室内に投与した検体では、中脳胞は有意に拡大し、増殖細胞は増
加、分化したニューロンは減少した。よって脳室内圧の上昇は神経幹細胞の増殖から分化への
移行を遅延させることが示唆された。これらの結果は、脳室内圧の変化と神経幹細胞の挙動の
因果関係を示すものであり、本研究における作業仮説の基盤に実験的根拠をもたらした。 
 マウスを用いて同様の実験を試みたが、BDX を投与した胚はすべて致死となり、解析を行う



ことができなかった。脳室内圧の減少実験については、さまざまな検討を行ったものの、研究
期間中に着手することはできず、今後の課題として残された。 
 
（３）脳室内圧による神経幹細胞間に掛かる張力の定量 
脳脊髄液を介した脳室内圧の神経幹細胞に対する作用として、細胞間張力への影響が想定され
る。実際に、培養細胞を用いた研究で、細胞間張力の増大は増殖を促進することが報告されて
いる。一般的に、細胞間張力の計測には、レーザーで細胞膜を切断し、その退縮速度から算出
する方法が用いられるが、本研究の対象である脳室は閉鎖空間であり、内腔圧を保持したまま
この方法で細胞間張力を計測することは困難である。そこで、細胞間張力を反映することが知
られる細胞間接着装置の構成因子の局在を調べることで脳胞の神経幹細胞間の張力の推定を試
みた。上記（２）の脳室内圧の増減処置を施したニワトリ胚を、張力感応型のαカテニン抗体
で染色すると、脳室内圧が増加した場合は染色性が亢進し、逆に脳室内圧が減少した場合は減
少した。マウス正常胚で調べると、発生の進行とともに張力感応型のαカテニンが増加すると
いう結果を得た。ただし、張力感応型αカテニンは、細胞密度の増加に伴って増加することが
知られており、発生後期には著しく細胞密度が増大することから、発生後期のαカテニンの増
加が、細胞間張力の増大によるものか、細胞密度の増大によるものかについては、今後さらな
る検討が必要である。加えて、内圧を保持したまま脳室面の細胞間張力を計測する新たな方法
についても継続して検討が必要である。 
 
（４）脳胞組織片に対する in vitro での張力、または圧縮応力の印加 
脳室内圧の影響について、一次的作用（静水圧）と、二次的作用（細胞間に生じる張力）を分
離して検討するために、人工的に脳組織片に張力、あるいは圧縮応力（または張力の緩和）を
作用させる PDMS 製の培養デバイスを作製した（熊本大学先端科学研究部中島准教授との共同研
究）。マウスの終脳胞から切り出した神経上皮組織片を、培養チャンバーに強固に貼り付け、張
力、あるいは圧縮応力を印加しつつ培養したのち、細胞増殖について検討した。その結果、チ
ミジンアナログを取り込んだ増殖性の細胞は、張力存在下では増加し、圧縮応力下では減少す
ることがわかった。当初の研究計画では、この実験で得られたサンプルを（５）のトランスク
リプトーム解析に供す予定であったが、組織染色の結果、各検体間のバラつきが大きいことが
判明し、バルクの RNA-seq 解析には適さないと判断して計画を変更した。 
 
（５）力学応答から細胞増殖、細胞分化に至るカスケードの探索 
脳室内圧の変化から神経幹細胞の挙動変化に至る分子機構を明らかにするために、上記（２）
の脳室内圧を増減したニワトリ胚より中脳胞を回収してバルクの RNA-seq 解析を行った。これ
までの結果から、細胞の増殖・分化を調節する Hippo/Yap 経路の関与は明らかであったため、
この実験では特に Hippo/Yap 経路の上流に該当する因子に焦点を当てた。結果は現在詳細に解
析中だが、減圧検体については細胞増殖の指標である Ki67 の発現低下、ニューロン分化の指標
であるβⅢチューブリンの発現上昇が認められ、少なくとも実験として成立していることを確
認した。減圧 1時間後に発現変動がみられる因子を複数同定しており、今後機能実験を行って
カスケード因子としての検証をすすめる予定である。 
 
以上の結果の多くはまだ報告がなく、国内外の関連する研究分野にとって重要な研究成果であ
る。現状の懸案事項を解決し、早急に論文発表する必要がある。また、本研究立案時に想定し
ていた脳室内圧と脳室面の細胞間張力、および神経幹細胞の増殖制御の単純化した相関につい
て、実際の発生における分化期への移行については、細胞間張力以外の力学要因についても考
慮する必要も示唆され、細胞間張力の定量方法の検討を含め、今後さらなる研究が必要であ
る。 
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