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研究成果の概要（和文）：本研究では、神経堤の進化的起源を探るために、脊椎動物に最も近縁な無脊椎動物で
あるホヤの神経板境界にどのような細胞が存在し、その細胞がどのように分化するのかを調べた。その結果、神
経板境界に存在する末梢神経前駆細胞が尾芽胚期に尾部先端部分から背側正中線に沿って前方に移動することを
突き止めた。また、この末梢神経前駆細胞はneurogeninを発現し、そのneurogeninの発現はMEKシグナルとレチ
ノイン酸シグナルにより誘導されることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In ascidians, invertebrate chordates, the neural plate border gives rise to 
peripheral neurons and pigment cells, as in vertebrates. Here I identified migratory neural 
progenitors derived from the neural plate border in Halocynthia roretzi. Fluorescence live cell 
imaging showed that these progenitors migrate anteriorly along the tail dorsal midline from tail tip
 during the tailbud stage. Furthermore, I found that migratory neural progenitors express neurogenin
 and that neurogenin expression in migratory neural progenitors requires MEK and retinoic acid 
signaling.

研究分野： 発生生物学

キーワード： 神経堤　細胞移動　末梢神経　ホヤ
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１．研究開始当初の背景 

神経堤は脊椎動物の発生初期に神経板と

表皮の境界（神経板境界）に一時的に生じる

構造である。神経堤の細胞は脱上皮化能と移

動能があり、移動後に色素細胞や感覚神経細

胞などの様々な細胞種に分化する。このよう

に移動能と多分化能をもつ外胚葉の細胞は

これまで無脊椎動物では報告されておらず、

神経堤の獲得が脊椎動物の進化をもたらし

たと考えられている。しかし、神経堤に類似

した細胞群は無脊椎動物にも存在すること

が知られている。脊椎動物に最も近縁な無脊

椎動物であるホヤでは、神経板境界に移動能

はないが色素細胞、筋肉、感覚神経に分化す

る細胞が存在する。また、このホヤ神経板境

界が形成されるまでの遺伝子発現は脊椎動

物と共通していることが報告されている。し

たがって、ホヤ神経板境界にどのような細胞

が存在し、その細胞がどのように分化するの

かを明らかにすることは、神経堤の発生・進

化を理解する上で極めて重要と考えられる。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、ホヤ神経板境界の発生メ

カニズムを明らかにすることにより、脊椎動

物に固有な形質である神経堤の進化的起源

を探ることにある。予備的に行ったマボヤ胚

の細胞系譜解析で神経板境界に移動能を有

する細胞の存在が示唆された。そこで本研究

では、神経板境界に移動性外胚葉細胞が存在

することを証明し、その細胞の誘導・分化・

移動の分子メカニズムを明らかにする。本研

究で取り組む具体的な課題としては、 

（１）マボヤ胚の神経板境界に存在する移動

性外胚葉細胞を網羅的に同定し、その細胞の

移動経路を明らかにする。 

（２）ホヤ移動性外胚葉細胞と脊椎動物神経

堤細胞との類似点および相違点を明らかに

するために、神経堤細胞の誘導・分化・移動

に関わる遺伝子をマボヤ胚からクローニン

グし、その遺伝子の発現様式をホヤと脊椎動

物で比較する。 

（３）機能阻害実験により移動性外胚葉細胞

の分化誘導に関わるシグナル伝達経路を明

らかにする。 

 

３．研究の方法 

（１）移動性外胚葉細胞の同定および移動経

路の解析： 

マボヤ後期嚢胚の神経板境界を構成する

18 個の細胞一つ一つをカルボシアニン蛍光

色素でラベルし、ラベルされた細胞が幼生の

どの部分に存在するかを調べる。ラベルされ

た細胞間の距離が離れている場合、ラベルさ

れた細胞内に移動性外胚葉細胞が存在する

と考えられる。そのような場合は、ラベルさ

れた細胞の発生過程をタイムラプス撮影す

ることにより胚体内での細胞の挙動を明ら

かにする。 

（２）マボヤ神経板境界の発生に関わる遺伝

子のクローニングおよび発現解析： 

脊椎動物で神経提細胞の形成および分化

に関与することが知られている遺伝子をマ

ボヤ胚からクローニングする。まず、公開さ

れているマボヤのゲノム情報から遺伝子配

列を推測する。配列情報をもとにプライマー

を作成し、RT-PCR 法によりの翻訳領域全長を

コードする１ｋｂ以上の遺伝子断片をクロ

ーニングする。 

また、クローニングした遺伝子が神経板境

界由来の細胞に発現するかをホールマウン

トin situ ハイブリダイゼーション法で調べ

る。 

（３）移動性外胚葉細胞の分化誘導メカニズ

ムの解析： 

神経板境界の分化誘導に関わることが知

られている MEK、Nodal、レチノイン酸シグナ

ルをマボヤ胚で阻害することにより、それら

シグナル分子がマボヤ移動性外胚葉細胞の

分化誘導で果たす役割を明らかにする。 



 

４．研究成果 

（１）移動性外胚葉細胞の同定および移動経

路の解析： 

マボヤ後期嚢胚の神経板境界を構成する

細胞のうち b9.36 と b9.49 を蛍光色素ラベル

すると、幼生尾部に 1-2 個の細胞が他の細胞

とは異なり細長い形態をとり、また遠く離れ

た位置に存在していた。抗体染色により、そ

の細長い細胞は末梢神経細胞であることが

判明した。次に、蛍光色素ラベルした b9.36

と b9.49の発生過程をタイムラプス撮影した

ところ、b9.36 と b9.49 に由来する末梢神経

細胞は尾芽胚期に尾部先端部分から背側正

中線に沿って前方に移動することが判明し

た。この細胞移動は卵膜を除去した胚では起

こらず、また卵膜に局在するテスト細胞は細

胞移動に関与しないことが明らかとなった。

このことから、末梢神経細胞の移動には胚体

内から分泌される液性因子が関与すること

が考えられた。 

（２）マボヤ神経板境界の発生に関わる遺伝

子のクローニングおよび発現解析： 

RT-PCR 法により、マボヤ胚から FGF、TGF

βファミリー、Wntなどのシグナル因子24個、

Msxを含む神経堤の決定に関与する因子31個、

エフリンを含む細胞移動関連因子 11 個を新

規にクローニングした。 

また、クローニングした遺伝子のホヤ胚に

おける発現をホールマウント in situ ハイブ

リダイゼーション法で解析したところ、

Neurogenin が移動性外胚葉細胞に発現して

いることを明らかにした。 

（３）移動性外胚葉細胞の分化誘導メカニズ

ムの解析： 

①MEK シグナルについて 

マボヤ胚を U0126（FGF シグナル下流因子

MEK の機能阻害剤）で処理することにより、

移動性外胚葉細胞の分化におけるMEKシグナ

ルの役割を調べた。その結果、マボヤ胚を

U0126 で初期嚢胚期から処理すると末梢神経

の分化が完全に阻害され、後期嚢胚期から処

理すると尾部末梢神経の細胞数が増加する

ことが分かった。また、細胞トレーサー実験

と Neurogenin の発現解析により、後期嚢胚

期からのU0126処理で増加した末梢神経細胞

は移動性外胚葉細胞由来であることが分か

った。以上の結果から、MEK シグナルは初期

嚢胚期に移動性外胚葉細胞の末梢神経細胞

への分化を誘導する一方で、後期嚢胚期以降

に移動性外胚葉細胞の分化を抑制している

ことが示唆された。 

②Nodal シグナルについて 

Nodal シグナルが移動性外胚葉細胞で活性

化しているかを抗体染色により調べた。その

結果、b9.36 では Nodal シグナルが活性化し

ていたが、b9.49 では活性化していないこと

が分かった。また、後期嚢胚期から U0126 処

理した胚でNodalシグナルの活性化状態を調

べたところ、活性化状態に変化が見られなか

った。このことから、Nodal シグナルは嚢胚

期以降に起こるMEKシグナルによる移動性外

胚葉細胞の分化抑制には関与していないこ

とが示唆された。 

③レチノイン酸シグナルについて 

マボヤ胚を DEAB（レチノイン酸合成阻害

剤）で処理することにより、末梢神経細胞の

分化におけるレチノイン酸シグナルの役割

を調べた。その結果、DEAB 処理により移動性

外胚葉細胞での Neurogenin の発現が阻害さ

れ、また幼生尾部背側前方で末梢神経の細胞

数が減少したことから、レチノイン酸シグナ

ルは移動性外胚葉細胞の分化を誘導するこ

とが示唆された。 
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