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研究成果の概要（和文）：上衣細胞の細胞周期再開始と脱分化にp73,p53が関与することを証明することができ
なかった。しかし、上衣細胞特異的p73ノックアウトマウスを活用し、p73によるシリア形成制御機構に関する研
究を行った。p73ノックインマウスを用いて、p73の発現と、シリア形成の表現型を解析した。p73のノックイン
マウスは、translational poralityの異常を来しているが、これは胎児期のprimary cilium(一次繊毛)の形成の
異常が成体にまで影響を及ぼしていると考えられたこと、また、条件特異的ノックアウトマウスの解析結果か
ら、一次繊毛異常が水頭症発症にもっとも寄与していると考えられた。

研究成果の概要（英文）：The p53 family member p73 plays a critical role in brain development. p73 
knockout mice exhibit a number of deficits in the nervous system, such as hydrocephalus. In this 
study, we generated a p73 knock-in (KI) mutant mouse and a conditional p73 knockout mouse. The 
homozygous KI mutants showed aqueductal stenosis. p73 was expressed in the ependymal cell layer and 
several brain areas. Unexpectedly, when p73 was disrupted during the postnatal period, animals 
showed aqueductal stenosis at a later stage but not hydrocephalus. An assessment of the integrity of
 cilia and basal body (BB) patch formation suggests that p73 is required to establish translational 
polarity but not to establish rotational polarity or the planar polarization of BB patches. Deletion
 of p73 in adult ependymal cells did not affect the maintenance of translational polarity. These 
results suggest that the loss of p73 during the embryonic period is critical for hydrocephalus 
development.

研究分野：神経科学
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１．研究開始当初の背景 
p73はp53のファミリー分子の１つであり、
分化した神経細胞の恒常性を維持するのに
必須の分子である（Wetzel M, Fujitani M 
et.al.,Neuron 2008）。研究代表者はその全
長型TAp73のアイソフォーム特異的ノックア
ウトマウスを解析し、歯状回の発生に異常が
起 こ る こ と を 報 告 し た 。（ Tomasini 
R,Fujitani M et.al. Genes and Development 
2008）更に、研究代表者は、TAp73 がマウス
成体脳神経幹細胞プールの維持に必須の分
子であることを証明した。（Fujitani M 
et.al.,Current Biology 2010） 
 次に、研究代表者は in vivo における p73
の発現解析及びその機能解析を行うために、
p73 特異的ノックイン＋ノックアウトマウス
(KI マウス)を新たに作製した(後述)。マウス
の成体の脳、脊髄切片を解析したところ、脳
脊髄における上衣細胞層にp73が特異的に発
現することを発見した。 
 生理的、病的条件下での p73 の機能を同定
するために、脊髄損傷モデル動物を用いてそ
の発現を解析した。脊髄損傷により、上衣細
胞におけるp73蛋白の発現が低下することが
分かった。 
 上衣細胞は、脳内では、分裂を停止してい
るが、脊髄内ではゆっくりと分裂している。
また、通常では、中心管上衣細胞からは上衣
細胞しか産まれない。細胞周期及び、運命決
定機構が厳密に維持されている。 
 最近になって、脊髄の上衣細胞は、脊髄損
傷を受けると、細胞分裂が活性化され、また、
グリア前駆細胞に脱分化することが多くの
グループにより報告されている。また、その
グリア前駆細胞由来の細胞は損傷部位に移
動し、損傷修復に関与することが報告されて
いる。その現象の分子メカニズムは全く解明
されていなかった。 
そこで、脊髄損傷モデル動物における中心
管上衣細胞の細胞周期再開始と、グリア前駆
細胞への脱分化にp73が関与することを証明
する研究を提案していたが、中心管上衣細胞
が脱分化して、幹細胞に戻るというごくごく
早期の時点で、結果が再現できなかった。 
実際、そのような脊髄損傷後に、上衣細胞
の脱分化が起こるという現象は極めて限定
的ではないかという論文も最近になり報告
され (Ren Y et al 2017) 研究の方向性自体
を変える必要性があった。 
そこで、p73 のノックアウトマウスの表現
型に、水頭症が有り、また、共同研究により、
p73 を上衣細胞特異的にノックアウトできる
方法を確立していたことから、水頭症の原因
となる、繊毛形成異常を探求する研究にシフ
トした。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、「p73 を介した上衣細胞分
化および、繊毛形成機構を解明し、そのノッ
クアウトマウスが表出する水頭症の発症機

構を解明すること」である。 
 上衣細胞は、脳室の壁を構成する上皮細胞
の一種であり、上衣細胞は多数の運動性繊毛
を有している。脳室系の内腔表面を覆って脳
室と脳実質組織の間の境界を形成し、脳脊髄
液の循環などに関与していると考えられて
いる。 
すなわち、p73 のノックアウトマウスは水
頭症を来すことから、運動性線毛の発生や機
能と p73 は関与すると考えられた。 
 
３．研究の方法 
①(図 1)に示すとおり、新たに作出した p73
ノックアウト＋ノックイン(KI)マウスを用
いる。 
②生後期、成体における遺伝子発現を解析す
る。 
③(図 1)に示す、ノックアウト＋ノックイン
マウスから上衣細胞特異的ノックアウトマ
ウスを作製する。そして、発現時期（生直後
及び、成体）特異的にタモキシフェンを投与
して、遺伝子ノックアウトを行う。 
④また、ノックアウトされた上衣細胞は、
tdTomato の発現を確認することでノックア
ウトされた細胞を追跡する。 
⑤免疫染色の手法としては、通常の Nissl 染
色法に加えて、X-gal 染色法による発現解析
や、側脳室の en-face ホールマウント法によ
る、側脳室壁の観察を共焦点レーザー顕微鏡
により行った(Mirzadeh, Z. et al 2010)。
βカテニンにより、上衣細胞の細胞壁を、γ
チューブリンによって、運動性繊毛の基部に
ある基底小体を染色して、評価を行った。 
 
⑥βカテニンによって、細胞壁をトレースす
ることができる。そして、基底小体の集合を
γチューブリンによってトレースすること
ができる。距離と角度を計算することで、上
衣細胞に形成される基底小体及びその上部
に形成される運動性繊毛の異常について詳
細に検討した。(Ohata S.et al 2014, 2015) 



 
     (図 1) 

 

上衣細胞においては、2 つの極性があると考
えられている。1 つは、translational 
porality である。そして、もう一つは
rotational porality である。 
Translational porality は基底小体が細胞
の前方へ偏る様子を表しており、Rotational 
porality は繊毛の向きが一方向へと揃う様
子を表している。 
 上記の因子のうち、赤矢印の角度について
の検討が、translational poralityのうちの、
角度因子。そして、displacement factor は、
基底小体の集合度合いの異常を表し、両方共
が translational porality の異常を示唆す
る。Rotational polarity については、アセ
チル化チューブリンによる繊毛を可視化し、
その方向性を観察した。 

 

４．研究成果 
まず、新たにノックアウト＋ノックイン
(KI)マウスを作製したために、p73 の発現や、
ノックアウトマウスでこれまで示されてき
た生後期の死亡頻度の上昇について我々の
マウスにおいても生存曲線を検討した。ノッ
クアウト＋ノックインホモマウス（KI/KI）
での p73 の発現が完全に消失しており、その
ヘテロマウス(KI/+)では約 7割に低下してい
ることが分かった。また、生存曲線も生後期

に急激に死亡するなど、ほぼこれまでの結果
と同様であった。 
これらのことから、p73 の KI マウスが正し
く作出できており、p73 遺伝子もノックアウ
トされていることが確認された。 
 一方、p73 の発現を X-gal 染色により確認
し、成体では、p73 が主として上衣細胞と視
床下部に発現していることを確認した。生後
期においては、海馬周辺や、脈絡叢細胞にも
発現していることを確認した。 
 はじめに、p73 のノックアウト＋ノックイ
ンホモマウス(KI/KI)を Nissl 染色法によっ
て組織学的に検討した。これまで報告がなか
った、中脳水道の閉塞が確認された。これは
一次的に中脳水道狭窄から閉塞が起こった
可能性もあったが、運動性繊毛の異常による
水頭症に伴って脳脊髄液の移動が大変遅く
なり、2 次的に起こった可能性もあった。そ
れらを区別するために、様々な発達段階にお
けるp73の条件特異的ノックアウトを行った。
特に、FoxJ1-CreERT2 マウス(Sabelstrom, H. 
et al 2013)を用いて、上衣細胞特異的にノ
ックアウトするために、スウェーデンのカロ
リンスカ研究所の Frisen 研究室との共同研
究により、マウスを作製した。 
 まず、生後直後に、母体にタモキシフェン
を投与し、母乳を介してタモキシフェンを生
直後のマウスに投与する方法を確立した。
tdTomato の発現や、Real time PCR 法によっ
て、上衣細胞特異的にノックアウトできてい
ることを確認した。そして、中脳水道につい
てと、水頭症について組織学的に検討したと
ころ、中脳水道の狭窄は認められたが、水頭
症を来すことはなかった。このことから、生
後期や、成体期に p73 がなくとも、水頭症は
来さないことが分かった。 
 一方、p73 の KI マウスは、ホールマウント
法による染色及び、上衣細胞の極性の検討に
よって、BB patch の向きに異常が認められ、
translational poralityに異常を来すことが
分かった。その他、上衣細胞の形の異常を来
していることから、上衣細胞の分化異常が認
められた。この点はこれまでの報告と同様で
あった(Gonzalez-Cano, L. et al. 2015) 。
rotational porality については、異常を来
していないことが確認された。 
 また、成体においても p73 の発現が弱く上
衣細胞に確認された。このことから、p73 が
成体において上衣細胞の維持に機能する可
能性を考えて、成体においてノックアウトし
た。しかし、水頭症も来さず、繊毛や、基底
小体の異常を来さなかった。 
 
結論として、これまで気管支等においても、
p73 は 運 動 性 線 毛 形 成 に 関 与 し
（Marshall,C.B. et al 2016）、p73 は運動性
繊毛の形成に異常を来すために、脳脊髄液の
流れに異常を来して、水頭症を発症すると考
えられてきた(Gonzalez-Cano, L. et al. 
2015)。 



  従って、まずこれまでの報告から、この運
動性繊毛形成は、マウスの場合、生後 4日か
ら 20 日にかけて行われることが分かってい
る(Mirzadeh, Z. et al 2010)。従って、ま
ず、p73 を生直後から 5 日にかけて母乳を介
してノックアウトする手法を確立し、条件特
異的にノックアウトした。しかし、この運動
性線毛形成時期の p73 ノックアウトでは、水
頭症を来さなかったことから、p73 のノック
アウトマウスでは、運動性繊毛異常や繊毛の
機能異常によって、水頭症を発症するのでは
ないと結論づけた。中脳水道の狭窄が認めら
れた程度の弱い表現型しか示さないことが
分かった。 
また、成体になる途中で p73 をノックアウ
トしても運動性繊毛の異常もないし、水頭症
も来さない。これらのことから、p73 はより
早期の発生時期においての役割が大きいと
考えられた。 
 一方でマウスの translational porality
は胎生 16 日までに放射状グリアから上衣細
胞が分化するときにすでに形成されている
(Mirzadeh, Z. et al 2010)。ただ、放射状
グリアから上衣細胞が形成されるときに、再
度 translational porality の成熟も起こる
ことから、p73 ノックアウトマウスにおける
放射状グリアの translational porality 形
成や、分化直後の translational porality
の異常について検討する必要がある。 
今後は、胎児期において適切な条件特異的
ノックアウトそして、放射状グリアの
translational poralityの検討が必要と考え
られる。FoxJ1 の発現は、e16 より早期の放
射状グリアにおける発現は明瞭ではないた
め、新たに Nestin-CrERT2 マウスを用いるな
どして早期のp73の役割を検討する必要があ
る。 
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