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研究成果の概要（和文）：CNN3ホモノックアウトマウスの表現型として34％の個体に神経管閉鎖障害と眼瞼閉鎖障害が
認められた。我々はCNN3のリン酸化特異的に会合する分子としてMHCIIAを同定、変異体を用いた解析からCNN3はF-アク
チンとMHCIIAで形成されるアクトミオシンケーブルの安定化に寄与する事で神経上皮細胞アピカル部の収縮力や眼瞼上
皮細胞の移動を制御していると考えられる。またCNN3によるアクトミオシンケーブルの安定化は神経上皮細胞アピカル
部へのShroom3とROCK1/2の局在や眼瞼閉鎖過程で生じる遊走性ケラチノサイトにおけるROCK1/2の集積を安定化させる
ことにも寄与していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：To explore the physiological role of CNN3, we generated CNN3 null mice and 
reveals that 34% of homozygous exhibits neural tube and eyelid closure defects. During neural tube 
closure (NTC), CNN3 is apically localized in neuroepithelial (NE) cells and well co-localized with 
F-actin. CNN3-mutant NE cell show a reduction in apically not only F-actin accumulation but MLC 
phosphorylation. We identified that MHCIIA is a key binding partner of CNN3 and Ser293/296 
phosphorylation of CNN3 is critical for this association. Moreover, ROCK1/2 and Shroom3 localization is 
also disrupted in homozygous embryo. During eyelid development, CNN3 mutant mice shows impaired or 
delayed extension of the eyelid epithelial sheet with disorganized actin bundles at the peridermal cells 
in the leading edge of the sheet. These results demonstrate that CNN3 is required for stabilization of 
actomyosin cable and apically localized ROCKs during normal progression of body wall closure.

研究分野：細胞生物学
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 １．研究開始当初の背景 
細胞融合は DNA の複製を伴わない細胞質
の融合を細胞間で起こす現象であり、生理的
条件下で細胞融合を伴う分化が観察される
細胞は胎盤の栄養膜細胞（トロホブラスト）
や筋芽細胞（マイオブラスト）、破骨細胞の
三種類のみである。細胞融合に障害が生じる
ことによって不妊や早産・流産だけでなくミ
オパチーや筋ジストロフィー、大理石骨症な
どを引き起こすことが知られている。また近
年になって初期癌細胞が悪性化するステッ
プや細胞が多能性を獲得するための核のリ
プログラミングにも細胞融合が重要な役割
を果たすことが報告されており、細胞融合機
構の解明と制御法の確立は高効率でより安
全な多能性幹細胞の誘導法の確立や組織の
再生、臨床応用に貢献するものと考えられる 
 これまでに我々はトロホブラストの細胞
融合過程で発現・翻訳後修飾に変化のある分
子群のプロテオーム解析を行いカルポニン
３(CNN3)がトロホブラストの細胞骨格系の
再編成に中心的な役割を果たし、結果として
細胞融合を負に制御することを見いだした。
また細胞融合過程でCNN3が脱リン酸化され
ること、質量分析によるリン酸化部位の同定
と抗リン酸化抗体の作成や変異体を用いた
一連の解析によりトロホブラストにおいて
CNN3 のリン酸化状態の変化が細胞骨格の再
編成と細胞膜の fusion competencyに影響を与
えることを報告した。更に CNN3による細胞
融合の制御がトロホブラストのみならずマ
イオブラストにおいてもそのリン酸化を介
していることを明らかにし、CNN3 のリン酸
化キナーゼとして ROCKを同定している。ま
たCNN3の発現が着床期の子宮上皮細胞で一
過性に上昇することも見いだしており、胎盤
発生や筋管形成のみならず妊娠子宮の胚受
容と内腔閉鎖機構にも関与していると考え
ている。 
 CNN ファミリーはアクチン結合タンパク
であり細胞骨格や細胞の移動・収縮に関与し、
遺伝子の異なる３つのアイソフォームが知
られている。最も研究が進められてきた
CNN1 は平滑筋の分化マーカーで細胞の収縮、
移動等に関与するが、KO マウスの解析では
予想外に骨形成を負に制御する因子である
ことが明かにされている。CNN2 も近年にな
って遺伝子改変動物の解析が行われ血管内
皮細胞やマクロファージの分化、運動性を制
御することが報告されてきた。 
 
２．研究の目的 
細胞融合は胎盤形成・受精・筋形成やマクロ
ファージの成熟過程に必須であるだけでな
く、癌化や幹細胞による組織再生とも関連す
ることから、これからの医療にとって重要な
細胞生物学研究課題である。我々は細胞融合
を制御する分子として細胞骨格系のタンパ
クであるカルポニン３(CNN3)を同定し、機能
が明らかでなかったこの分子を中心とした

解析を行ってきた。本研究では CNN3の生理
機能を解明するために作成したノックアウ
トマウスを用いて、胎盤、筋肉を始めとする
関連組織の発生や組織再生に関する生理機
能の解明、さらには CNN3を起点とした細胞
融合機構の詳細を明らかにすることで高効
率の細胞融合を可能にし、ひいては再生医療
を始めとした臨床応用に貢献することを目
指す。 
 
３．研究の方法 
CNN3 の生理機能を個体レベルで解析するた
めに、すでに作成を完了し表現型解析が進み
つつあるCNN3遺伝子欠損マウスを用いて研
究を展開する。CNN3 がアクチン細胞骨格系
の再編成によってトロホブラストとマイオ
ブラストの細胞融合を調節するという我々
の知見から、CNN3 ホモ（あるいはヘテロ）
マウスでまず筋発生や胎盤発生に着目した
解析を行う。生存する場合：着床や妊娠の継
続、あるいは筋再生や創傷治癒能力に着目し
た解析を行う。また CNN2遺伝子とのダブル
変異マウスを作成することにより CNN ファ
ミリー全体としての生理的役割の解明を目
指す。胎生致死となった場合：マーカー遺伝
子である βガラクトシダーゼの活性を指標に
表現型が現れる組織を特定する。次に標的組
織の組織培養や単離した細胞の初代培養を
行い細胞融合能や細胞の移動・収縮、あるい
は細胞周期や分化能について in vitro での詳
細な解析を行う。 
 
４．研究成果 
 CNN3 はファミリー間で最もユビキタスな
発現パターンを持っており特に膀胱や胃な
ど収縮の大きな組織ではリン酸化レベルも
高い事が明らかとなった。ノックアウトマウ
スの作成は Cnn3 遺伝子の第２エクソンに
in-frameで pgkNeoと LacZ遺伝子のカセット
を挿入し、第２-７エクソンを置換する形で作
成した。作成したキメラマウスから Cre-loxP
システムを用いて pgkNeo 遺伝子の除去と
LacZ遺伝子の発現を確認した。マウス尾部か
ら抽出した DNAを用いた PCR genotypingと
全胚抽出液のウエスタンブロットにより
Cnn3 遺伝子の除去とタンパクの発現が消失
している事を確認した。 
 Cnn3lacz/lacz新生仔の割合はメンデルの法則
に従っておらず、約３分の１の胎生 18.5日胚 
(E18.5) で頭部の神経管閉鎖不全 (NTD) で
ある脳ヘルニアの表現型が出現しており、ま
た NTD 胚では眼瞼閉鎖不全も併発していた
（図１）。生存する Cnn3lacz/lacz胚は野生型に較
べてわずかに小さいが、離乳後は同程度にま
で成長する。雌雄共に Cnn3lacz/laczも妊孕性は
認められたが雌マウスの一回の妊娠あたり
の出産胎仔数で 2割低下(WT 10.77, KO 8.84 
average pups/litter)、一月あたりの妊娠回数
(WT 1.15, KO 0.69 pregnancy rate/month)で4割
低下しており雌の妊孕性低下を確認した。雌



の妊孕性低下メカニズムは着床、排卵、卵成
熟やホルモン分泌と多岐に渡るため雄の妊
孕性に差があるかを確認すると共に現在解
析中である。次に全胚を用いた LacZ 染色に
よりCNN3の発現部位を確認したところE8.5
日胚では弱い発現しか認められなかったが
E9.5胚以降では神経管や体節、肢芽などをは
じめ広範な領域で発現している事を確認し
た。 

 (図１)E18.5 日胚の表現型。脳ヘルニア（上段）と眼
瞼閉鎖障害（下段） 
 
 我々はCNN3がマイオブラストの細胞融合
を制御していることを報告しているので筋
再生過程においてCNN3が機能しうるかどう
かについて次に検討を行った。筋繊維が損傷
を受けると筋衛生細胞(STC)が活性化、増殖
しマイオブラストへの分化と融合を促進す
ることによって筋再生が誘導されることが
知られている。そこでカルディオトキシン
（CTX）による筋損傷からの再生をモニター
したところ、Cnn3lacz/laczマウスの腓腹筋の再
生は野生型に較べて遅延していることが明
らかとなった。また STC のマーカーである
Pax7 抗体を用いた組織染色からも野生型由
来の腓腹筋では CTX 処理後 14 日では Pax7
陽性細胞が減少しているのに対し Cnn3lacz/lacz

由来の腓腹筋では Pax7 陽性細胞が多数確認
出来、再生した筋繊維も未熟で細いものが多
かった(図２)。これらの事から CNN3 は筋再
生過程においては正に制御する分子である
ことが示唆される。 
 神経管閉鎖（NTC）は E8.5から始まり E10.5
で完了する。頭部の神経管閉鎖は最も初期に
始まるが、この過程では神経上皮が正中線
(median hinge point: MTP)で折れ曲がった後
に更に dorsolateral hinge point(DLHP)で折れ曲
がる事で管状構造が形成される。Cnn3lacz/lacz

の頭部神経管閉鎖障害 (NTD) は E8.75 日胚
から認められ、この DLHPでの内側への湾曲
が誘導されず外側に反り返った状態になっ
ていた。また E8.5日胚では野生型との差は認
められなかった。次に神経上皮細胞での

CNN3の発現をE8.75日胚で確認したところ、
神経上皮細胞の細胞膜に局在が認められた
が特にアピカル領域で強い発現が認められ
た。また 296番目のセリン残基がリン酸化し
た CNN3 (phospho-S296CNN3) は特に神経上
皮アピカル領域に顕著に局在していること
が明らかとなった（図３）。これらのことか
らCNN3は神経管閉鎖過程で神経上皮アピカ
ル領域のアクトミオシンケーブルの収縮に
関与していることが示唆された。 

 （図２）CTX による筋損傷誘導後の再生筋（日）の
抗 pax7抗体染色 

（図３）E8.75 日胚の神経上皮細胞における抗 CNN3 抗
体（上段）および抗リン酸化 CNN3（中段、pS296）抗体
による染色 
 
NTCは細胞の増殖、アポトーシス、移動や細
胞骨格の再編成などが協調して機能するこ
とで正常に完了する。これまでに NTD に関
与する２００を越える遺伝子が同定されて
いるがその多くはこれらに分類されている。
しかしながら、E8.75日胚において細胞増殖、
E10.5 日胚におけるアポトーシスと神経細胞
への分化に対して野生型胚と Cnn3lacz/lacz胚の
間では殆ど差は認められなかった。そこで
Cnn3lacz/lacz胚のアクトミオシンケーブルの収



縮度をミオシン軽鎖のリン酸化レベルで比
較したところ、野生型に較べ Cnn3lacz/lacz胚で
は神経上皮アピカル領域のリン酸化レベル
が低下しており、F-アクチンの集積も弱くな
っていることが明らかとなった。ROCKはミ
オシン軽鎖のリン酸化を通してアクチン細
胞骨格の再編成を制御することが知られて
おり、また我々は生体内の CNN3キナーゼと
して ROCK を同定している。そこで次に
ROCK が CNN3 キナーゼとして NTC に関与
しうるかどうかを検討した。E8.75 日胚での
ROCKの局在を確認したところ ROCK1およ
び ROCK2 の神経上皮アピカル領域への局在
も抑制されていた（図４）。ROCK の神経上
皮アピカル部への局在はShroom3によって制
御されているという報告がある。そこで次に
shroom3の局在を確認したところROCK1/2と
同様にShroom3の神経上皮アピカル部への集
積も Cnn3lacz/lacz胚では弱くなっていた。これ
らの事からCNN3はShroom3-ROCKを神経上
皮アピカル領域にアンカーさせるのに必要
な分子として機能する事が示唆される。 

（図４）E8.75 日胚神経上皮細胞における CNN3（緑）
と ROCK2（赤）およびファロイジン（紫）染色像 
 
 CNN ファミリーはアクチン結合タンパク
質でありアクチンの他トロポミオシンなど
アクトミオシンケーブル構成分子と会合す
る事が知られているがCNN3のパートナーと
なり得る分子の報告例は他のファミリー分
子に較べて報告例は多くない。そこでイヌ腎
臓由来上皮細胞の MDCK やマウス筋芽細胞
の C2C12に Flagタグを付加した CNN3を過
剰発現させCNN3会合分子の検索とペプチド
マスフィンガー法による分子同定を行った
所、ミオシン重鎖(MHCIIA)、トロポミオシン
などが同定された。次に CNN3とMHCIIAの
会合がどのように制御されているかを確認
するために Flag タグを付加した野生型と変
異型 CNN3を発現させ co-IP実験を行った。
野生型 Flag-CNN3や主なリン酸化部位 2箇所
を ア ス パ ラ ギ ン 酸 に 置 換 し た
CNN3(Ser293/296Asp)は MHCIIA と複合体を
形成していたのに対し、同リン酸化部位をア
ラニンに置換した変異体（Ser293/296Ala）や
C末領域の全てのリン酸化部位を欠失した変
異体(delta-C)ではこの会合が顕著に抑制され
ていた。さらに細胞内での共局在を確認する
ために MDCK 細胞に YFP タグを付加した

CNN3を発現させてMHCIIAや F-アクチンと
の共局在を確認したところ、野生型と
Ser293/296Asp 変異体では CNN3 と MHCIIA
の 局 在 が 重 な っ て い た の に 対 し 、
Ser293/296Ala や delta-C では共局在が認めら
れなかった（図５）。さらにこれらの変異体
では F-アクチンとの共局在も阻害されてい
た。これらの事から CNN3とMHCIIAの会合
はCNN3のリン酸化を介して制御されている
だけでなくCNN3はリン酸化される事によっ
て F-アクチンとミオシンを繋ぐ事が示唆さ
れる。次に NTC 過程でも CNN3 が神経上皮
細胞アピカル領域のアクトミオシンケーブ
ル形成に寄与するかどうかを検討したとこ
ろ、E8.75 日胚の野生型神経上皮アピカル領
域に局在していたMHCIIAは Cnn3lacz/lacz胚で
はその局在が弱くなっており F-アクチンの
集積も弱い事を確認した（図６）。これらの
事から神経管閉鎖過程でCNN3は神経上皮ア
ピカル領域でのアクトミオシンケーブルの
形成に寄与する事によって神経管の閉鎖に
必要な収縮力を生み出す事に寄与している
と考えられた。以上の事から CNN3 は NTC
過程において安定したアクトミオシンケー
ブルを形成することによって ROCK と
Shroom3を神経上皮アピカル領域にアンカー
するための足場を形成し管形成に必要な収
縮力を生み出す事に寄与していると考えら
れた。 

（図５）YFP-CNN3 を発現させた MDCK 細胞の抗
MHCIIA染色（赤）とファロイジン（紫）染色像 
 
 眼瞼閉鎖は E15.75 日胚の眼瞼上皮から遊
走性ケラチノサイト(peridermal cell)が発生し
上下眼瞼の伸張を先導、E16.5 で完了するこ
とが報告されている。野生型の E15.75日胚で
はこのperidermal cellの発生をHE染色で確認



しておりそのマーカーである Kelatin6の発現
も誘導していた。この時期の CNN3の発現は
peridermal cellと mesenchymeで認められて
おり、眼瞼上皮先端部では kelatin6 陽性細
胞根幹部の上皮細胞で発現していた（図７）。
同時期の Cnn3lacz/lacz胚では peridermal cellの
発生が認められず閉鎖が完了する E16.5日胚
でその出現が確認される個体もあった。この
事から Cnn3lacz/lacz 胚の眼瞼閉鎖過程では
peridermal cellの発生が阻害されている、又は
遅延することによって眼瞼閉鎖不全となっ
ている事が示唆された。peridermal cellにおけ
る F-アクチンの集積は眼瞼閉鎖に重要なス
テップであり ROCK によって制御されてい
ることが ROCK１あるいは ROCK2ノックア
ウトマウスの解析により証明されている。そ
こで peridermal cellでの ROCKの発現と F-ア
クチンの集積を確認したところ、野生型胚の
peridermal cellでは CNN3の発現と ROCK1/2
の局在が重なっており F-アクチンの集積が
認められたが peridermal cell の発生に障害が
生じているCnn3lacz/lacz胚ではROCKの発現や
F-アクチンの集積が誘導されていなかった。
これらの事から眼瞼閉鎖過程において CNN3
は peridermal cellの発生に必須な ROCKの発
現と F-アクチンの集積に必要な分子である
と考えられた。これらの事から CNN3は神経
管閉鎖や眼瞼閉鎖過程といった上皮の形態
変化において安定したアクトミオシンケー
ブルの形成に寄与するだけでなく ROCK や
Shroom3といった閉鎖過程に決定的に機能す
る分子が局在する足場を提供する事にも寄
与していると考えられた。 

(図６) E9.5 日胚の神経上皮細胞アピカル領域における
MHCIIA（緑）の局在と F-アクチン（紫）の集積 
 
 

（図７）E15.75胚の眼瞼上皮 peridermal cellにおける抗
CNN3染色（緑）と抗 kelatin6染色（赤） 
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