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研究成果の概要（和文）：本研究では、まず、鶏胚の頚髄特異的なアポトーシスを起こす運動神経（MN）が
Foxp1の発現によって識別できることを見いだした。次いで、Foxp1陽性MNはアポトーシスを免れると四肢筋を支
配する外側運動柱運動神経（LMC-MN）様に分化することを明らかにした。 しかし、Foxp1には、直接アポトーシ
スを誘導する作用は認められなかった。さらに、通常上腕部領域で発現するHox遺伝子の異所性発現は、アポト
ーシスを防ぎ、Foxp1 陽性MNをLMC-MN様に分化させることを明らかにした。これらの結果は、頚髄ではLMC-MNと
相同のMNがHox依存的なアポトーシスによって除去されることを示唆する。

研究成果の概要（英文）：In the avian embryo, a certain population of motor neurons (MNs) in the 
non-limb-innervating cervical spinal cord undergoes apoptosis in early developmental stages. We 
found that these apoptotic MNs can be distinguished by Foxp1 expression. After apoptosis inhibition 
Foxp1+ MNs exhibited characteristics of lateral motor column (LMC) MNs that innervate limb muscles. 
Functional analyses of Foxp1 indicated a role for Foxp1 in specifying LMC fate, but not in apoptosis
 induction.  Furthermore, ectopic expression of Hox genes that are normally expressed in the 
brachial region prevented apoptosis, and directed Foxp1+ MNs to LMC MNs at the cervical level.  
These results suggest that Foxp1+ MNs in the cervical spinal cord are homologous to LMC MNs, and are
 eliminated by apoptosis depending on the Hox expression pattern. 

研究分野： 神経解剖学、発生学
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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	

		鳥類の頚部は哺乳類に比べて頚椎の数が多

く、運動の自由度も大きい。頚部の運動神経

の発生様式を見ても、鳥類に特異的な現象が

観察される	。それらの一つは、発生の早期に

起こる運動神経細胞死である。この細胞死は

標的器官との関係によって起こる細胞死では

なく、特定の分化を行った運動神経が細胞死

を起こすことが，これまで明らかになってい

る。運動神経では発生の過程でLhx3という転

写因子が前根から軸索を出す全ての運動神経

で発現されるが、死ぬ直前の細胞からはこの

Lhx3の発現が消えることが示唆されているが、

それ以上の詳しい解析はなされておらず、死

ぬ細胞がどのような運動神経のサブグループ

に属するのかは不明であった。	

	 もう一つの頚部の特徴的な点としては、運

動神経にもかかわらず、軸索を後根から出し

て僧帽筋を支配するグループ（背側運動神経

核：dMN）が存在していることである（2013	

Kobayashi、Yaginumaら）。このサブグループ

の発生に関わる分子機構、とくに転写因子の

働きについては未解明な部分が多い。	

	

２．研究の目的	

	 上記のような背景をもとに、本研究では以

下の２つを目的として研究を進めた。	

【１】細胞死を起こして消えてしまう運動神

経群のidentity	および細胞死を制御するメ

カニズムの解明	

【２】背側運動神経核(dMN)の発生の機序、特

に転写因子群の働きの解明	

	 本研究を通して、運動神経の分化発生に関

する個体発生的な知見はもとより、鳥類(そし

てその祖先とされる恐竜類）に特徴的な細く

長い頚部や頚髄の形質の獲得に関しての進化

発生的な知見の取得も目指した。	

	

３．研究の方法	

	 【１】細胞死を起こして消えてしまう運動

神経群のidentity	の解明	

	 始めに、運動神経サブグループのマーカー

分子（Isl1,Lhx3、MNR、Foxp1）の発現と細胞

死マーカーの発現を詳しく調べ、細胞死を起

こす細胞群に特異的な分子を同定する。次い

で、この細胞死を抑制することが明らかにな

っている	Bcl2	の強制発現によって、この細

胞群を不死化し、この細胞群のその後の発生

を明らかにする。そのためには、孵卵1.5	な

いし2日のニワトリ胚において、レトロウイル

スベクタープラスミドを電気穿孔法にて頚髄

の一側にBcl2を導入する。グループ特異的な

マーカー（LIM-HD	転写因子群、RALDH2	など）

で免疫染色等を行い、死ぬべきであった細胞

のその後の発生について明らかにする。また、

それらの投射先について神経線維全体に対す

る免疫染色法や順行性及び逆行性トレーサを

用いて検索する。さらに、この細胞死の制御

に関与すると思われる分子群について強制発

現や発現抑制を行い，それらの分子群の機能

を明らかにする。	

【２】背側運動神経核(dMN)の発生の機序、特

に転写因子群の働きの解明	

	 Foxp1	やOnecut	は、いずれも体性運動神経

の発生に深く関与する転写因子である。それ

らが鰓弓運動神経に近い性質を持つdMN	の発

生に対してどのような影響を及ぼすか検討す

る。Onecut(Onecut	1)のmRNA	はmicroRNA―9

（miR-9)によって分解されることが知られて

いるので、これを発現するベクターを孵卵２

日程度のニワトリ胚の頚髄に電気穿孔法で導

入して発現させることにより発現を抑える実

験を行う。また、脊髄の吻尾軸の特定の部位

に発現するHox遺伝子のdMNにおける発現につ

いて明らかにする。	

	

４．研究成果	

【１】細胞死を起こす運動神経群の identity	

および細胞死を制御するメカニズムの解明	

（１）運動神経サブグループのマーカー分子

（Isl1、Lhx3、MNR、Foxp1）の発現と細胞死

マーカー発現の解析	

	 運動神経マーカーと細胞死マーカーとの

分布を詳しく解析したところ、細胞死マーカ

ーは Lhx3 陰性で Foxp1 陽性の細胞の分布と

一致していた。	

	

	

図１	 F,	G,	I:	細胞死の前（HH23)、細胞死

期間（HH24）、	細胞死期間後（HH27）におけ

る細胞死マーカー（赤：Casp3)と Foxp1（緑）

の運動神経（Isl1)における発現。L,	M,	O:	同

じく Lhx3（緑）と Foxp1（赤）の発現。	 Foxp1

陽性細胞と細胞死マーカーの共存が認めら

れ、細胞死時期の後は Foxp1 陽性細胞が認め

られない。	

	
	

	 	

	 個々の細胞内での共存関係を調べたとこ



ろ、すべての死ぬ細胞においで Foxp1 の発現

が認められ、Lhx3 との共存はほとんど認めら

れなかった。さらに、ステージを追って調べ

たところ、Foxp1 陽性の細胞は細胞死が起こ

る時期の前に出現し、細胞死が終わる時期に

は消失していることが明らかとなった（図

１）。この結果は、この細胞死は Foxｐ１陽

性の細胞群に起こり、この細胞死によってこ

の運動神経グループは排除されてしまうこ

とを示す。	

	

（２）不死化した死ぬべき細胞の分化	

	 細胞死抑制遺伝子の Bcl2 を脊髄の一側に

導入して発現させたところ、細胞死が終わる

時期になっても Foxp1 陽性の運動神経が認め

られた。また運動神経の総数も 27%ほど増え

ていることが明らかになった（図２）。	

	

	

図２	 Bcl2（緑）発現により Foxp1 陽性細胞

（赤）が細胞死の時期の後まで生き残る。	

	
	

	 	

	 これら Foxp1 陽性の細胞群がどのような分

化をするのか、外側運動神経（LMC)および交

感神経節前神経の分化マーカー（（Raldh2、

Lhx1、pSmad）の発現を調べたところ、LMC

の分化マーカーの発現が認められた（図３）。	

	

	

図３	 Bcl2導入により生き残ったFoxp1陽性

細胞は外側運動神経細胞様のマーカー

（Raldh2)を発現している。	

	
	

	 また、軸索の投射先を調べたところ、LMC

相当の運動神経として矛盾がないことが明

らかとなった。	

	

（３）	 Foxp1 の細胞死と頚部運動神経の分

化における役割	

	 細胞死をおこす細胞群には Foxp1 が発現し

ていることから、Foxp1 自身が細胞死に何ら

かの機能を果たしているか検討した。Foxp1

の発現を Foxp1 の shRNA の導入によって低下

させた後も，逆に Foxp1 の強制発現したのち

も、細胞死は同程度起こることが明らかとな

り、	 Foxp1 の発現が細胞死の直接の原因と

はなっていないことが明らかとなった。	

	 さらに Foxp1 の頚髄運動神経の分化におけ

る役割を明らかにするため、頚部に異所性に

Foxp1 を発現させた場合の分化について検討

したところ、やはり、LMC 様に分化すること

が明らかとなった。これは、Foxp1 は、頚髄

においても他のレベルと同じように、それを

発現している運動神経を LMC 様に分化させる

働きがあることを示唆している。	

	

（４）	 Hoxｃ６の異所性発現による頚部の

細胞死の抑制	

	 Foxp1 が直接細胞死の調節には関与しない

ことが明かとなったことから、他の関与する

分子の探索を開始した。細胞死が頚髄に限局

することから、運動神経の吻尾軸における分

化に関与することが知られている Hox 遺伝子

群と細胞死の関係について調べることとし

た。Hox 遺伝子群の発現の範囲と細胞死の範

囲を比較したところ Hoxc6 の発現と細胞死の

分布が相補的であることが判明した。そこで、

Hoxc6 を頚部で強制発現する実験を行った。

その結果、Hoxc6 には細胞死を抑制する作用

が認められた（図４）。	

	

	

図４	 Hoxc6 の強制発現により、Foxp1 陽性細

胞の細胞死は抑制された。	

	
	

	 	

	 次に、Hoxc6 の機能を調べるため、Hoxc6

のノックダウンを頚髄から頚膨大（上肢部）

の境界付近で行った。Hoxc6 のみが細胞死を

抑制する機能を持つのであれば、細胞死の領



域が頚膨大側に拡大するはずであるが、結果

は、細胞死の領域の拡大は観察されなかった。

これは Hoxc6 以外の重複して発現している

Hox 分子にも細胞死を抑制する効果があるた

めと推察された。そこで、他の Hox 分子群の

機能についても強制発現によって調べたと

ころ、通常頚部で発現する Hox を過剰発現し

ても細胞死は抑制されないが、頚膨大以下で

発現している Hox 分子群（Hoxa6、Hoxa7、Hoxc8）

は、強制発現によっていずれも細胞死抑制効

果を示した（図５）。	

	

	

図５	 Hoxa6、Hoxa7、Hoxc8 はいずれも細胞

死を抑制し、Foxp1 陽性細胞が生き残ってい

る。	

	

	
	

	

また、これらの分子の発現によって本来頚髄

に発現している Hox 分子群の発現は影響され

ないことがわかった。以上の結果は、本来頚

髄で発現している Hox 分子群は細胞死に対し

て許容的であるのに対して、頚膨大部以下に

発現する Hox 分子群は細胞死に対して抑制的

であることを示すものであり、さらに、その

作用は頚髄に本来発現する Hox 分子群の発現

を抑制することによって起こることではな

いことを示している。	

	

	 以上の結果から以下のことが明らかとな

った。	

１．発生早期の頚髄に特異的に起こる細胞死

によって死ぬ細胞は Foxp1 陽性の細胞群であ

り、上肢を支配する外側運動神経細胞様に分

化する細胞集団である。これは、鳥類の頚髄

では、一過性に上肢を支配する運動神経群が

現れるものの細胞死によって除去されてい

ることを示唆する。	

２．Foxp1 は運動神経細胞の外側運動神経細

胞への分化に関与するが、細胞死そのものの

調節に関わっていない。	

３．Hoｘｃ６など頚髄には発現せず頚膨大以

下に発現する Hox 分子群はこの細胞死に抑制

的に働くが、Hoxc5 など本来頚髄に発現して

いる Hox 分子群はこの細胞死に対して許容的

に働く。	

	

【２】背側運動神経核(dMN)の発生の機序、

特に転写因子群の働きの解明。	

	

	 ｄMN には Phox2b が発現しており、その発

生分化に重要な役割を果たしていることが

知られている。本研究では、Phox2b 以外の分

子の局在に着目して研究を行った。頚部の発

現している Hox 分子群と Phox2b の共存につ

いて調べたところ、Hoxa5 は Phox2b 陽性の

dMN に共存しているが、Hoxc5 は共存してい

ないことが明らかになった（図６）。	

	

	

	

図６	 Hoxc5（赤）は背側運動神経細胞

（Phox2b:緑）には発現していない。	

	
	

	

	 運動神経の発生にマイクロ RNA の一つの

miR9 が関与することが知られている。miR9

がdMNの発生に関与するか調べるためにmiR9

の強制発現を行い dMN の発生について観察し

た。その結果、dMN の背側への移動に異常が

あることが判明した。	

	 背側運動神経核の発生については、今回の

所見を端緒にして今後各分子の機能につい

て検索を行う予定としている。	
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