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研究成果の概要（和文）： 

  神経管の形態形成運動の異常は、二分脊椎症や無脳症といった神経管閉鎖障害と深く
関連している。これまでの研究により、グアニンヌクレオチド交換因子の一つ WGEF が、
Wnt-PCP 経路を仲介することによって、両生類胚の神経管の形態形成運動を制御すること
を明らかにしてきた。本研究ではマウス WGEF 遺伝子のコンディショナルノックアウトマ
ウスの作出を行った。ES 細胞にターゲティングベクターを導入し、スクリーニングするこ
とにより、いくつかの WGEF 遺伝子のコンディショナルノックアウトアリルをもつ ES 細
胞が得られた。さらに、この ES 細胞を用いてキメラマウスを作成した。 

 
研究成果の概要（英文）： 

  Abnormal morphogenesis of the neural tube leads to neural tube defects including spina 

bifida and anencephaly. We have revealed that WGEF, a novel guanine nucleotide 

exchanging factor, mediates Wnt-PCP pathway during morphogenic movements of neural 

tube in the amphibian embryo. In this study, I attempted to generate a conditional 

knockout mouse of WGEF gene as a mammalian model of neural tube defects. So far, 

several conditional knockout allele on the WGEF locus was introduced by homologous 

recombination in the ES cells. Using this ES cell lines, chimera mice carrying WGEF 

conditional knockout cells have been generated. 
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連している。神経管の形成は、胚の背側領域

に誘導された神経領域（神経板）が、中軸に

沿って細長く伸長運動（収斂伸張運動）をし

ながら巻き上がり、筒状に閉じることにより

起こる事が知られており、このときの細胞運

動が乱れると神経管閉鎖障害が起こり、結果

としてヒトの二分脊椎や無脳症といった重篤

な先天疾患を引き起こす。この先天疾患は家

族歴のある事例が多く存在するため、遺伝的

要因を原因として起こるとされているが、現

在までにヒトで原因遺伝子が特定された例は

存在しない。 

 神経管の形態形成運動のうち、収斂伸張運

動は極性の変化を伴う細胞運動であり、Wnt 

経路の一つのブランチであるWnt-PCP経路に

よって制御されていることが明らかになって

いる。Wnt-PCP経路は、ショウジョウバエの

羽の細胞極性構築にかかわる遺伝子群として

同定され、遺伝学的解析が盛んに行われてき

た。この経路はレセプターであるFrizzled(Fz) 、

細胞内のシグナル伝達因子であるDishevelled 

(Dvl)、極性を制御するVangl といった遺伝子

によって制御されているが、これらの遺伝子

の変異マウスはいずれも神経管の閉鎖に異常

が起こることが知られている。さらに、生化

学的な実験ではWnt による細胞内シグナル

伝達の下流でRhoA, Rac1 といったアクチン

細胞骨格を制御する低分子量GTPase の活性

化が起こり、細胞移動などが制御されること

がわかってきたが、Wnt-PCP経路において低

分子量GTPaseの活性化を担う分子が発見され

ていなかったため、分子メカニズムに不明な

点が多く残されていた。 

 申請者らの両生類胚を用いた研究によって

WGEFという新規の遺伝子が、細胞運動を制

御するWnt-PCP 経路を仲介することによっ

て、神経管の形態形成運動を制御することを

明らかにした。Wnt-PCP経路からRhoの活性化

に至る過程は、Rho経路が多様なシグナルの下

流に位置するため、特異性のある解析が非常

に困難であった。WGEFに着目した研究は、 

特異性の問題を回避して、WntによるRhoの活

性化の形態形成運動における意義を検証でき

るという点で非常に有用であると考えられる。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、WGEF のコンデショナルノッ
クアウトモデルを作出し、Wnt-PCP 経路や神
経管形態形成との関係を遺伝学的に解析す
る。本研究から得られる知見を用いて、複雑
な遺伝的、環境的な要素を含む神経管閉鎖障
害の分子レベルでの解明につなげたい。本研
究により、WGEF のコンデショナルノックア
ウトモデルを確立する事で、ヒト先天疾患と

の関連および Wnt/Rho 経路の生理的意義を
解析するモデルを構築することを目的とす
る。 

 

３．研究の方法 

 本研究では、申請者が行ってきた両生類胚
を用いた神経管形態形成運動と WGEF の機
能解析の実験をさらに発展させるため、マウ
スを哺乳類の遺伝学モデルとして解析を進
める。そこで、ES 細胞を用いて WGEF 遺伝
子のexonを loxP配列で挟む様に改変し、Cre

の発現によるコンディショナルノックアウ
トマウスを作出する。具体的には
WGEF(flox/+)ES 細胞をスクリーニングし、
キメラマウスを作出してノックアウトマウ
スを得る。また、キメラマウスの仔を交配し、
WGEF ノックアウトマウス胎児を解析する
ことにより、WGEF 欠損における神経管の形
態形成運動を解析する。 

 
４．研究成果 
 

(1)組み替え ES 細胞によるキメラマウス
の作出  

 

 これまでに単離した ES 細胞クローン 2

クローンについて、キメラマウスの作出
を行った。しかし、1 クローンについて
はキメラ率の低いクローンのみしか得
る事ができず、もう 1 クローンについて
もそのキメラマウスの仔について組み
替えの起こった allele を検出する事がで
きなかった。そのため、新たな ES 細胞
クローンが必要である事が明らかとな
った。  
 

(2)相同組み替え体 ES 細胞のスクリーニ
ング  

 これまでの研究から、WGEF遺伝子座

のターゲティング効率が低い可能性が示

唆されたため、ターゲティングベクター

を再構築し、スクリーニングを再度行っ

た。マウスWGEF 遺伝子（ARHGEF19）は染

色体4qD3 領域に存在し、17 個のエクソンか

らなる。これまでは、開始コドンの存在する

Exon 3 を標的としていたが、GEFの機能ドメ

インであるDHドメインを標的とするターゲ

ティングベクターと、Exon 3を標的とするが

、ホモロジーアームの位置を変えたデザイン

の計2種のターゲティングベクターをそ

れぞれBAC組み替え法で作成した。DH

ドメインを標的とするターゲティングベ

クターで300クローンのスクリーニング

を行ったが、組み替えの起こったクロー

ンを得る事ができなかった。それに対し

て、Exon 3を同様に標的とするが、ホモロジ



ーアームの位置を変えたデザインのターゲ

ティングベクターでは、300 クローンの

スクリーニングにおいて、36クローンで

3’側の組み替えがPCRで確認された（図1 

Primer pair a/b）。このことから、このタ

ーゲティングベクターでは組み換え効率

が高くなっている事がわかった。これら

の36クローンのうち、5’側の組み替えに

ついて、5’側の組み替えをPCRで確認し

たところ（図1 Primer pair c/d）少なくと

も15クローンで5’側の組み替えが起こっ

たときに予想される約8kbのバンドが確

認された。これらのPCR産物を loxP配列

の挿入により組み込まれる salIサイトで

制限酵素消化して、サザンブロットによ

り検出した。5’側の組み替えが確認され

たクローンでも、salIサイトの挿入が確認

されず、5’側の loxPサイトが組み込まれ

ないクローンが存在する事がわかった。

しかし、salIサイトの挿入により予想され

る約1kbのバンドがサザンブロットによ

り検出されたクローンが7クローン単離で

き、これらのクローンは正しく組み替えが起

こったES細胞クローン(WGEF(flox/+))であ

ると考えられた。 

 

図１ ターゲティングベクターのデザイ

ン  WGEF遺伝子を含むBacterial 

artificial chromosome (BAC) cloneをもと

に、BAC組み替え法を用いた方法で作成

した。このベクター以外にGEFの機能ド

メインであるDHドメインをコードする

エクソンを標的とするターゲティングベ

クターも作成した。ここでは、組み替え

クローンが多数単離できたExon3の3’側

に選択マーカーとしてLoxPサイトとneo

カセットをもつ組み換えカセットを導入

し、5’側にLoxPサイトを組み込んだデザ

インを示した。これにより、Cre遺伝子の

発現によるWGEFのコンディショナルな

遺伝子破壊を起こさせるようデザインし

た。  

 

(3)キメラマウスの作成  

 このWGEF(flox/+)ES細胞のうち4クロ

ーンをアグリゲーション法によるキメラ

マウスの作出に用いた。現在キメラマウ

スが誕生予定である。  

 
 現在のところ目標としていた WGEF コン
デショナルノックアウトマウスモデルの確
立までには至っていないが，WGEF 遺伝子座
に相同組み替えを起こしたコンデショナル
アリルを持つ ES 細胞クローンを得る事がで
きた。これまで、最初に使用したターゲティ
ングベクターでは、組み替え効率が低かった
が、これは WGEF 近傍遺伝子座の相同組み
替え効率が低い事を示している可能性があ
る。実際に knockout mouse project (KOMP) 
において WGEF 遺伝子の欠損マウス作成が
試みられているものの，相同組み替えを起こ
した ES 細胞クローンは得られていない
（International knockout mouse consortium : 

http://www.knockoutmouse.org/search_results?cr

iteria=arhgef19）．本研究により、最近になっ
て，WGEF が創傷治癒の過程で働いている事
が明らかになり，WGEF を介した Wnt/Rho 

経路が実際に神経管形態形成運動以外にも
重要な役割を果たしている例が示された．ま
た，神経細胞においては，WGEF 以外に Wnt 

シグナルを仲介する RhoGEF が発見され，
p114-rhoGEF と Lfc 呼 ば れ る GEF が
Wnt/Rho 経路を介した神経突起退縮を制御
していることが明らかとなった．これらの結
果は RNAi を用いた knockdown 実験をもと
にしており，WGEF コンデショナルノックア
ウトマウスモデルを確立する事で，さらに
Wnt/Rho 経路の生理的役割についての理解
が深まると考えられる． 
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