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［２］ 研究経過 

 
個体の発生・分化・加齢に関わる研究開発は年々重

要性を増している。本共同研究課題では，脊椎動物の

脳・中枢神経系の発生過程に共通の基本ユニット（＝

neuromeres）の境界形成・維持機構を独自のモデルや

実験系を駆使して細胞・分子レベルで明確にすること

を主目的とした。 
これまでに研究代表者らは, マウス初期胚コンパー

トメント形成過程において動的な発現様式を示す細

胞間接着分子カドヘリン（参考文献1-3）に着目し, 異
なるカドヘリンサブクラスを発現する培養細胞を二

次元（2D）で混和するだけでコンパートメント様境界

が形成されることを見出している（投稿準備中）。本課

題では, この境界形成モデルをより脊椎動物生体の

脳・神経系の状況へ近づけるため, すべての神経上皮

細胞で発現している細胞間接着分子 N-cadherin をマ

ウス繊維芽細胞由来の L 細胞に安定導入した新規細

胞株を樹立し, そこへ様々なカドヘリンサブクラスを

多重に誘導発現後，2D 混和培養を行った際にできる

コンパートメント様境界形成モデル（図 1A-C）を用

いる。そしてそれら境界細胞の表面張力がどのように

分布するのかを, 物理的手法や各種力覚関連遺伝子の

動態観察によって初めて体系的に明らかにするとと

もに, この 2D モデルを 3D 化し, neuromere 境界と

『くびれ構造』形成機序の相関へ体系的に迫ることを

めざした。 

以上の計画立案や遂行に際しては, 加齢研小椋研究

室固有の研究基盤適用を中核に位置づけ,どのような

技法が細胞皮質表面張力の実測や3D化に有効でどの

ような力覚関連遺伝子群の導入を行うべきか半期毎

に進捗を確認しつつ, 統合的に勘案した。 
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図１： (A-C) 2D コンパートメント境界形成モデルの確立（投稿準備中） 
マウス繊維芽細胞由来L細胞にCdh2+Cdh6::EYFPをtet-ONシステム

で安定誘導発現可能な細胞株（白色）とCdh2+Cdh1::CFPを同様の系で

安定誘導可能な細胞株（黒-灰色）を 2D で混合培養すると互いに選別し

合い, コンパートメント境界様の界面が生じることがわかった（A＊印; C 矢

印）。ここでROCK 阻害剤Y27632 を添加するとシャープな境界形成が

起こらないことも確認された（B）。このような界面は Cdh2::EYFP と

Cdh2::CFP を発現する細胞株同士を混和しても形成されないことから, 
異なるカドヘリンサブクラスが発現することに加え，アクチン細胞骨格に基

づく細胞表面張力が 2D シート上での細胞境界形成に重要であることが推

測される。 
(D)（左）A-Cのモデルでは異なるカドヘリンサブクラスの発現境界部（図

の中央部）に太い２本のベルトで示したアクチン細胞骨格を基盤とした

ネットワークが形成され, これらが作用することで強い表面張力が生じ

るとともに, 細胞同士の混和が制限され, コンパートメントが産み出さ

れる可能性が考えられる。(右)脊椎動物の中枢神経系発生過程で認められ

るコンパートメントユニット neuromere の境界部は必ずくびれており, これ

が神経管の折り畳みによってできる脳の3D形態表出の基盤となっている。

この『くびれ構造』が 2D 細胞シートモデルのコンパートメント境界部で認め

られる細胞皮質表面張力の制御機序とどのような関係にあるのかを探るの

が本研究の最終目標である。 
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［３］ 成果 
 

（３－１）研究成果 
これまでに, 新規 in vitro モデル(図 1A-C)のタイム

ラプス観察によって, コンパートメント様境界付近で

のカドヘリン分子動態や細胞分裂様式が明確となり, 
境界面に沿って張力が発生する可能性が示唆されて

いる。本年度はまず, 同モデル細胞株に力覚関連遺伝

子や膜張力測定蛍光プローブの導入を試み, 境界形成

に応じてどのような挙動を示すのかについて計測を

行なった（詳細を解析中）。またマイクロパーティクル

を封入したゲル上でコンパートメント境界形成を促

しつつ微弱なパーティクル動態を追跡する traction 
force microscopyの原理を適用することから細胞皮質

張力の実測につなげる準備, あるいは上記 in vitro モ

デル（=2D）を特殊ゲル等に埋め込んで管化したり, 浮
遊旋回培養してオルガノイド形成を促したりして立

体（=3D）／多次元化する準備が進行中である。さら

には細胞皮質表面張力の物理的実測を行うため, コン

パートメント境界形成モデルへ Giant Unilamellar 
Vesicle との電気的融合を用いたマイクロパーティク

ルの導入を試み, 0.2および1 m径のものに関しては

細胞あたり数十個のパーティクルが〜80％の細胞に

取り込まれる条件を見出している。現在光ピンセット

操作による張力測定に向け，ポリスチレンビーズ等の

導入至適条件を検討中である。 
 
以上で得られた結果が上記培養モデル(図 1A-C)の

みならずマウス胚発生過程においても同様なのかに

ついて, 独自に醸成したトランスジェニックシステム

（参考文献3, 4）や全胚培養系への電気穿孔法（参考

文献 5, 6）を用いて検討を施し, 予備的なデータが得

られつつある。本年度は, CRISPR/Cas9を用いた受精

卵ゲノム編集により, マウス前脳（Fb）と中脳(Mb)コ
ンパートメントで相補的に発現するカドヘリンサブ

クラス遺伝子(Cdh6 と Cdh8)を二重ノックアウトし

た時にのみコンパートメント境界が乱れることを示

し, 論文と

して公表し

た（左図；

Hiraga et 
al., 2020）。
この結果と

図 1A-C の

結果を併せ

て勘案する

と, カドヘリ

ンサブクラ

スの差次的

な発現がコンパートメント境界形成・維持に必要十分で

あることが初めて示されることとなるので, 本研究を

さらに発展させる上で,きわめて重要な成果が得られ

たと言える。 
 
（３－２）波及効果と発展性など 
本共同研究により，研究者間の交流が活性化し，当

初予定していたコンパートメント境界モデルにおける細

胞表面張力の実測に留まらず, 小椋研で機能解析が進

行中の力覚関連遺伝子群の役割を新規多次元 in vitro
モデルや発生マウス個体で検証するステップへと進捗

した。よって今後も共同研究体制を持続してゆく予定

である。 
 
［４］ 成果資料 
 
 本年度において本共同研究からの直接的な成果論

文については投稿準備中であるが, 本共同研究結果に

基づいた議論に大いなるヒントを得て以下の論文を

発表した（＝本研究課題への謝辞付き）。 
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