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研究成果の概要（和文）：脳の発生過程における神経細胞移動を制御する分子機構を明らかにすることを目的と
して、移動中神経細胞の細胞核を高速共焦点顕微鏡を用いてタイムラプス観察した。その結果、細胞核が移動と
ともに変形や回転をおこなうことを見出した。さらに分子生物学的手法を用いて、細胞核の回転が核移動と共役
する力によること、この力の発生に微小管モータータンパク質が関与することを示唆する結果を得た（論文投稿
中）。また、細胞核イメージングと牽引力顕微鏡法を併用することで、核移動と同期するアクチン-ミオシン依
存性の牽引力の存在を見出した（投稿準備中）。

研究成果の概要（英文）：I performed time-lapse imaging of nuclear translocation during neuronal 
migration with a high-speed confocal microscope, in order to understand molecular mechanisms of 
neuronal migration. As a result, I found that the nucleus is deformed and rotated during neuronal 
migration. Moreover, molecular biological approaches suggested  that force generated by 
microbule-based motor proteins drives both nuclear translocation and rotation of migrating neurons 
(submitting a manuscript for publication). On the other hand, I also performed traction force 
microscope analysis for migrating neurons and found traction force accompanied by nuclear 
translocation, which is generated by actomyosin contractile activity (preparing a manucscript).

研究分野：神経発生生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
哺乳類の成体において、中枢神経系は特定の
神経細胞が整然と配置された層構造や核構
造を形成することで機能的な神経回路網を
構築している。神経細胞の位置は発生期に
個々の神経細胞が神経幹細胞から分裂した
後、自らの機能部位へと組織内を自律的に移
動することで決定される。神経細胞移動の異
常は神経回路網形成の破綻を引き起こし、脳
奇形や重篤な精神神経疾患の原因となると
考えられている。 
中枢神経系を構成する神経細胞は多種多様
であり、その移動経路も各々異なるが、移動
様式には一定の共通点が見られる。神経細胞
は移動の際、まず先導突起と呼ばれる神経突
起を進行方向へと伸ばし、それに伴って細胞
核を先導突起の内部へと移動させる。現在、
核の移動には微小管とアクチン細胞骨格お
よび各々のモータータンパク質であるダイ
ニンとミオシンが重要であることが分かっ
ている。しかし、実際にそれらが核を駆動す
るメカニズムについては、（１）微小管もし
くはアクチン細胞骨格が核の前方において
核を牽引するモデルや、（２）アクチンおよ
びミオシンモータータンパク質が収縮力に
よって核の後方から核を押出すモデルなど、
複数の仮説が提唱されており、いまだ決着が
ついていない。複数のモデルが乱立している
原因の一つとして、移動中の神経細胞におけ
る細胞骨格ダイナミクスに関する知見がい
まだ不足している点が挙げられる。神経細胞
の細胞体は一般的な線維芽細胞などに比べ
て小さくその内部に細胞核や細胞骨格が密
に存在しているため、生細胞イメージングに
より細胞骨格のダイナミクスを詳細に観察
することが難しい。また、アクチンや微小管
骨格は細胞内に豊富に存在しており核移動
以外にも様々な細胞内現象に関与している
ため、従来の研究では核に直接作用する力の
発生源を特定することが困難だった。 
私はこれまでにスピニングディスク型共焦
点レーザー顕微鏡を用いて、移動中の神経細
胞における細胞核および微小管やアクチン
骨格のダイナミクスを高い時間・空間分解能
で観察することに成功しており、そこから、
移動中の神経細胞の核周辺では微小管およ
びアクチン細胞骨格の構造が非常にダイナ
ミックに変化していること、また細胞核自身
も移動に伴ってダイナミックな変形を起こ
すことを見出している。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、移動中の神経細胞において細胞
核の移動を駆動する力の発生メカニズムを
明らかにすること、またそのメカニズムにお
ける細胞骨格系およびモータータンパク質
の役割を明らかにすることを目的として研
究を行なう。 

これまでに私は、高速共焦点顕微鏡を用いた
タイムラプス観察から、神経細胞の核が移動
に伴って回転運動や変形を行なうことを見
出している。これらの核ダイナミクスは核移
動の際に核に作用する細胞骨格およびモー
タータンパク質による外力を反映している
と考えられる。そこで本研究では、細胞核の
変形および回転ダイナミクスを定量的に解
析し、その結果から核に作用する力について
推定を行なう。さらに、核ダイナミクスと細
胞骨格ダイナミクスの同時観察および薬理
学的および分子生物学的手法によって核の
移動・変形・回転ダイナミクスに関与する細
胞骨格およびモータータンパク質について
検討を行なう。 
これまで、ノックアウトマウスや RNAiノッ
クダウン法などの分子生物学的手法によっ
て多くのシグナル分子が微小管およびアク
チン細胞骨格系を介して神経細胞移動に関
与していることが示されてきた。しかし、そ
の一方で、それらの細胞骨格がどのように作
用し核移動を駆動する力を発生させている
のかについてはいまだ不明な点が多い。本研
究では、これらのシグナル分子の集約点であ
る細胞骨格が細胞核にどのように直接的に
作用するかを明らかにすることを目指す。 
 
３．研究の方法 
 
本研究では、神経細胞の移動を in vitro 培
養下で再現できる小脳顆粒細胞の再凝集培
養系を神経細胞移動のモデルとして用いる。
再凝集培養系下の顆粒細胞に細胞核および
細胞骨格等を標識する蛍光タンパク質を遺
伝子導入により発現させ、スピニングディス
ク型高速共焦点レーザー顕微鏡を用いてタ
イムラプス観察する。これまでにこの系を用
いて細胞核および細胞骨格の３次元象を 15
秒間隔で１〜２時間に渡ってタイムラプス
撮影することに成功している。得られた画像
から、デジタル画像解析手法を用いて細胞核
の移動・変形・回転のダイナミクスを定量的
に解析し、核に作用する力を推定する。また、
核移動に際して細胞が足場となる基質に及
ぼす力を同時に観察する目的で牽引力顕微
鏡法を行なう。蛍光ビーズを埋め込んだポリ
アクリルアミドゲル上で顆粒細胞を培養し、
核移動に伴って起こる蛍光ビーズの変位を
上記の蛍光顕微鏡を用いて観察することで
核移動の際に作用する力の基点を明らかに
することができると考えられる。さらに、細
胞骨格系の重合阻害剤やモータータンパク
質の機能阻害剤の投与、拮抗阻害型分子の強
制発現などにより細胞骨格系を撹乱するこ
とで上記の結果にどのような影響を及ぼす
かを検討する。また、in vitro 培養系である
小脳再凝集培養系に加えて、より生体内に近
い環境において神経細胞移動を観察できる
小脳組織スライス培養系においても核ダイ
ナミクスの観察を行なう。これらの２つの系



を併用しそのダイナミクスを比較すること
で、生体内における現象を踏まえつつ細胞内
構造の詳細な解析を行なう 
 
４．研究成果 
 
本研究では、高速共焦点顕微鏡によるタイム
ラプス観察によって見出された移動中神経
細胞の細胞核の回転および変形に注目して
研究を行なった。以下では、回転現象と変形
現象に分けてその成果を記載する。 
 
（１）移動中神経細胞における細胞核の回転
現象とその分子機構 
 
細胞核の回転を定量的に評価するために、核
内構造の一つであるヘテロクロマチンを特
異的に標識する蛍光タンパク質 HP1β-EGFP
もしくはHP1β-mCherryを小脳再凝集培養系
下の顆粒細胞に遺伝子導入により発現させ、
3 次元空間上でのヘテロクロマチンスポット
の動態をタイムラプス撮影した。得られたデ
ータから、スポットトラッキングアルゴリズ
ムによるデジタル画像解析と主成分分析手
法を用いて、回転軸の方向および回転速度を
算出した。その結果、移動中神経細胞におけ
る細胞核は、これまでに報告されている他の
細胞（線維芽細胞、筋芽細胞など）と比べて
非常に動的で、およそ 10 倍程度高速に回転
すること、また回転は 3次元的に起こる一方
で回転軸は進行方向に対しておおよそ垂直
である（すなわち回転方向と移動方向が一致
している）ことが明らかになった。さらに核
の回転と核の移動のタイミングを比較した
ところ、回転と移動が協同的に起こっている
ことを示唆する結果を得た。また、核ラミナ
を構成するタンパク質である Lamin B1 の蛍
光標識においても同様の核回転現象を確認
することができた。核の回転が移動中の神経
細胞に特異的な現象であるのかを確かめる
ため、細胞培養後 6日が経過し、すでに移動
を終了した顆粒細胞においてヘテロクロマ
チンスポットの動態を観察した。その結果、
ヘテロクロマチンスポットは観察期間中ほ
とんど動かず、回転現象が移動中の細胞に特
異的な現象であることが示された。以上の結
果から、細胞核の回転が核移動を駆動するの
と同じ力で駆動される可能性が示唆された。 
また、核の回転現象が培養皿上のような in 
vitro 細胞培養系に特異的な現象である可能
性を排除するため、より生理条件下に近い小
脳組織スライス培養系において核の回転が
観察されるかを調べた。生後 8日齢の ICR マ
ウス小脳に EGFP および HP1β-mCherry を in 
vivo 電気穿孔法を用いて遺伝子導入し、その
後、摘出したマウス小脳から脳スライス培養
を作成して、組織内を移動する顆粒細胞の核
ダイナミクスを共焦点レーザー顕微鏡を用
いて観察した。脳組織内において、顆粒細胞
は接線移動と法線移動と呼ばれる2種類の移

動様式を示すが、そのどちらにおいても移動
中に細胞核が活発に回転を行なう様子が観
察された。このことから、移動中神経細胞に
おける核の回転は脳の発生過程において実
際に起こっている現象であることが示唆さ
れた。 
次に、細胞核の回転を駆動する分子メカニズ
ムを明らかにすることを目指して実験を行
なった。これまでの結果から、核の回転と核
の移動が同じメカニズムで駆動されている
可能性が示唆されたため、まず、核移動に関
与すると考えられているアクチンおよび微
小管細胞骨格系の関与を検討した。小脳再凝
集培養系において、アクチンの脱重合剤であ
る Latrunculin A および細胞質ミオシンⅡの
阻害剤である Blebbistatin を投与し顆粒細
胞の核移動および核回転への影響を検討し
たところ、これらの薬剤は細胞核の移動を即
座に停止させたが、核の回転には有意な影響
を与えなかった。その一方で、微小管骨格の
脱重合剤である Nocodazole および微小管の
重合を過剰に促進する薬剤であるTaxolを投
与したところ、核の方向性のある移動と核回
転がともに阻害された。以上の結果から、核
の移動と回転において微小管細胞骨格が直
接的に関与する一方で、アクチン細胞骨格お
よびミオシンモータータンパク質は核移動
に間接的に関与するもしくは回転を伴わな
い微小管骨格系とは別のメカニズムによっ
て核移動を駆動している可能性が示唆され
た。 
近年、さまざまな細胞種において LINC 
complex (Linker of Nucleoskeleton and 
Cytoskeleton)と呼ばれる核膜上のタンパク
質複合体がアクチン、微小管、中間径フィラ
メントなどの細胞骨格系と核ラミナの連結
を仲介していることが報告されている。そこ
で、移動中の神経細胞においても LINC 
complex が微小管と核膜の結合を仲介し、核
の回転現象に関与している可能性を検証し
た。LINC complex のうち核外膜側に存在する
分子であるNesprinから細胞骨格系と結合す
ると考えられる領域を欠失させ核膜側と結
合する領域だけを残した遺伝子を拮抗阻害
分子として小脳再凝集培養系の顆粒細胞に
強制発現させ核移動および核回転に及ぼす
影響を調べた。その結果、LINC complex の拮
抗阻害が核の移動および回転を有意に阻害
することがわかった。さらに in vivo 電気穿
孔法を用いて拮抗阻害分子をマウス小脳に
遺伝子導入したところ、顆粒細胞の移動が激
しく阻害された。以上の結果から、LINC 
complex が神経細胞においても核と微小管骨
格系を仲介し、核の回転を駆動していること
が示唆された。 
これまでに、微小管依存的な神経細胞の核移
動モデルでは、マイナス端方向性の微小管モ
ータータンパク質であるダイニンが核を運
ぶ力を発生させると考えられている。また、
Nesprin にはダイニンに加えてプラス端方向



性の微小管モータータンパク質であるキネ
シン１が結合することが報告されている。そ
こで、核回転を駆動する力の発生源の候補と
してダイニンとキネシン１の役割を検討し
た。ダイニンの制御因子であると考えられて
いる LIS1 および Dynactin の拮抗阻害型分子
を遺伝子導入し、核移動および回転に及ぼす
影響を調べた。結果、これらの拮抗阻害分子
は核の移動および回転を有意に阻害した。ま
た、キネシン１においてもキネシン 1重鎖の
拮抗阻害分子を強制発現させたところ、核の
移動と回転が阻害された。キネシン 1につい
てはこれまで神経細胞の核移動に対する役
割が報告されていなかったことから、さらに
解析を行なった。キネシン 1重鎖の拮抗阻害
分子を in vivo 電気穿孔法を用いてマウス小
脳に遺伝子導入したところ、生体内において
もやはり顆粒細胞の移動が阻害された。また、
キネシン 1軽鎖の Nesprin と結合する部位だ
けを残して他を欠失させたものを小脳再凝
集培養系の顆粒細胞に強制発現させたとこ
ろやはり回転および移動に対して抑制効果
を示した。さらにキネシン 1が移動中神経細
胞の核膜上に存在することを核分画のウェ
スタンブロットおよび免疫蛍光染色法によ
り確認した。以上の結果から、ダイニンおよ
びキネシン 1が核膜上において Nesprin と結
合し核回転の力を発生させていることが示
唆された。 
以上の研究結果から、移動中の神経細胞の核
が並進するだけでなく回転を伴って移動を
していることが明らかになった。また、微小
管細胞骨格および微小管モータータンパク
質であるキネシンとダイニンが核移動と回
転に直接的に関与していることを示唆され
た。特にキネシンに関してはこれまで神経細
胞の核移動に対する役割は報告されておら
ず本研究によって初めて明らかになった。
各々反対方向へと移動するキネシンとダイ
ニンモーターがどのように協同的に核移動
に関与するのかはいまだ明らかではないが、
微小管プラス端マーカーである EB3-EGFP を
用いたイメージングから移動中の神経細胞
の核周辺に存在する微小管は配向が定まっ
ていないことを見出しており、それらの配向
が混在した微小管配置とキネシン、ダイニン
の協同的な働きが方向性を持った細胞核移
動を実現していると考えられる。 
本研究の成果は現在、国際論文誌に投稿中で
ある。 
 
（２）移動中の神経細胞における細胞核の変
形と牽引力顕微鏡法による細胞が基質に及
ぼす力の観察 
 
移動中の神経細胞における細胞核の変形を
定量的に評価するため、核局在型蛍光タンパ
ク質である DsRed2-Nuc もしくは H2B-EGFP を
小脳再凝集培養系において顆粒細胞に遺伝
子導入し、蛍光標識された細胞核を高速共焦

点顕微鏡を用いてタイムラプス撮影した。得
られたデータから、デジタル画像解析手法を
用いて細胞核の輪郭を抽出し、輪郭に沿った
周辺曲率の時間変化を定量的に解析した。そ
の結果、細胞核が移動を開始する直前に核の
先端の周辺曲率が一時的に上昇する（すなわ
ち先端が突出する）ことを見出した。一方、
核の後方においては目立った変化は見られ
なかった。この結果は、従来提唱されている
核移動の前方牽引モデルと後方押出しモデ
ルのうち前者を支持する結果である。そこで、
前方牽引モデルの妥当性をさらに検証する
ため、牽引力顕微鏡法を用いて移動中の神経
細胞が基質に及ぼす力の観察を行なった。前
方牽引モデルが正しければ、核移動の際には
核の前方側で移動方向とは逆方向の力が基
質に加わると考えられ、一方、後方押出しモ
デルが正しければ核の後ろ側で核移動とは
逆方向の力が加わると考えられる。 
牽引力顕微鏡法では、多数の蛍光ビーズを包
埋した柔軟なポリアクリルアミドゲルの上
に細胞を播種し、細胞移動に伴って動くビー
ズの変位から基質の変形を算出し細胞が基
質に及ぼす力（牽引力）を推定する。しかし、
神経細胞においては他の細胞よりも著しく
牽引力が小さく検出することが難しかった。
そこで、非常に柔らかいゲルを作成しさらに
ゲル表面の蛍光ビーズ密度を高めてやるこ
とで移動中の神経細胞における牽引力を検
出することに成功した。さらに高速共焦点顕
微鏡を用いることで細胞核の変形と蛍光ビ
ーズの変位を同時に観察することにも成功
した。その結果、先導突起の先端または中間
部分において核の移動と同期し前方牽引モ
デルを支持する牽引力の存在を見出すこと
ができた。その一方で、核の後方において後
方押出しモデルを支持する力は見られなか
った。牽引力を発生させるメカニズムを検討
する目的で細胞骨格およびモータータンパ
ク質の阻害剤を投与した結果、細胞質ミオシ
ンⅡの阻害剤である Blebbistatin の投与下
では牽引力がほぼ消失した。さらにアクチン
骨格を LifeAct-2xEGFP を用いて標識したと
ころ、牽引力の発生と同期してアクチン骨格
の増加が見られた。このことから、牽引力の
発生はアクチン-ミオシンの収縮力によるも
のであると考えられた。また、強い牽引力を
伴って起こる核移動がジャンプするような
挙動を示すのに対して、目立った牽引力を伴
わずにおよそ一定の速度で移動するような
例も見られた。これらの結果と上述の微小管
依存的な核移動の結果を併せて、神経細胞の
核移動においては微小管依存的なメカニズ
ムとアクチン-ミオシン依存的なメカニズム
が並行して存在している可能性が示唆され
た。 
以上の成果については、現在、論文投稿を準
備中である。 
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