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研究成果の概要（和文）：心臓神経堤細胞は耳胞から第３体節に位置する神経堤領域から生じ、心臓流出路など
の心臓形成に貢献する。心臓神経堤細胞は他の神経堤細胞とは異なる特有の分化運命決定機構をもつと考えられ
ているが、その機構は未だ不明である。
本研究では、ニワトリ胚を用いて心臓神経堤特異的な遺伝子としてMafBを同定し、その機能解析を行なった。そ
の結果、MafB遺伝子が心臓神経堤の発生及び心臓神経堤細胞における神経堤遺伝子発現に必須であることを明ら
かにした。さらにMafBが心臓神経堤細胞では神経堤マーカー遺伝子sox10の発現を直接制御することを示す結果
を得た。

研究成果の概要（英文）：Neural crest cells are a multipotent cell population, unique to vertebrate 
embryos. They arise from dorsal neural tube along the body axis, migrate extensively throughout the 
body and differentiate to a variety of cell types. The ‘cardiac neural crest’ is a subdivision 
that arises from the neural tube at the post-otic to 3rd somite level and contribute to 
cardiovascular morphogenesis including septum of the outflow tract. 
In this study, we showed that MafB is specifically expressed in cardiac neural crest cells. Next we 
tested the role of MafB using loss of function approaches. The results show that MafB is necessary 
for cardiac neural crest development and functions as a direct regulator of sox10 expression in the 
cardiac neural crest.

研究分野： 分子発生生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
心臓神経堤細胞は心臓循環器形成において重要な細胞群であり、心臓神経堤細胞の欠損や分化異常は、先天性心
疾患を引き起こすことが報告されている。本研究ではニワトリ初期胚の心臓神経堤細胞において特異的に発現す
る遺伝子としてMafB遺伝子を同定し、この遺伝子が心臓神経堤の発生において必須な役割を持つことを示した。
MafBを糸口として心臓神経堤細胞の運命決定機構を明らかにすることで、心臓神経堤細胞に関連した先天性心疾
患を引き起こす作用機序の解明やその治療法の確立に貢献できる。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
	  
	 神経堤細胞は多分化能と移動能をもち、脊椎動物の発生を支える重要な細胞群である。これ

らは神経管形成期に背側神経管から生じ、遊走細胞となり、決まった経路を移動する。そして

末梢神経、心臓、頭部の骨格、色素細胞など多岐に渡る細胞種へと分化する。神経堤細胞はそ

の由来する領域により 5つに区分される。多分化能を有する神経堤細胞の運命決定には、その
由来する領域・移動開始時期・移動経路が大きく影響する。しかし、心臓部から生じる心臓神

経堤細胞は例外である。心臓神経堤細胞は、耳胞から第 3体節に位置する神経堤領域から生じ、
第 3、4、6咽頭弓を通って大動脈管や甲状腺、副甲状腺、胸腺をつくる。さらに移動した心臓
神経堤細胞は、心臓原基内に入り込み、心臓流出路や心臓の大動脈と肺動脈間の隔壁をつくる。

心臓神経堤細胞を切除した胚は主にこの隔壁欠損を引き起こし、総動脈幹遺残症  (PTA; 
Persistent Truncus Arteriosus)という重大な心疾患に至る。さらに、多分化能を有する他の神経堤
細胞を心臓神経堤細胞と置換移植しても、この隔壁欠損の表現型を免れることはできない 
(Kirby et al., Dev Biol, 1989)。つまり、この隔壁の形成は心臓神経堤細胞にしか成し得えず、他
の神経堤細胞とは異なる独自の性質をもつと考えられる。そこで、心臓神経堤細胞には他の神

経堤細胞にはない特異な遺伝子制御機構が存在すると考えられる。しかし、その分子機構は未

だ不明である。 
	 申請者はこれまで神経堤細胞研究のモデル生物であるニワトリ胚を用いて、心臓神経堤細胞

で特異的に働く遺伝子の同定を行ってきた。神経堤細胞特異的に発現するレポーター遺伝子を

用いて、神経堤細胞を生きたニワトリ胚で GFP標識し、その GFP標識した心臓神経堤細胞 を
Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS)により単離し、次世代シークエンサーを用いて全転写
産物解析を行った。これにより、心臓神経堤細胞で発現する遺伝子を網羅的に同定することに

成功した。 
 
２．研究の目的 
 
	 心臓神経堤細胞には、基本的な神経堤遺伝子による制御機構に心臓神経堤遺伝子が組み込

まれることで、特殊な遺伝子制御ネットワークを構築していると考えられる。申請者のこれ

までの研究から多数の心臓神経堤遺伝子を同定したが、その多くは心臓神経堤での機能が不

明である。本研究課題では、ニワトリ胚を用いて心臓神経堤特異的に発現する遺伝子の機能

を解析し、心臓神経堤細胞における遺伝子制御ネットワークを明らかにすることで、心臓神

経堤細胞の特殊な細胞分化決定機構を解明する。 
 

３．研究の方法 
 
(1) 作製した心臓神経堤細胞における遺伝子発現プロファイルをもとに、頭部神経堤細胞にお
ける同様の実験から得られた遺伝子発現プロファイルデータ (Simões-Costa et al., 2012)と比較し、
心臓神経堤特異的な遺伝子の同定を行った。さらに、それらの遺伝子の発現様式を in situハイ
ブリダイゼーションによって解析した。 
	

(2)	(1)で得られた遺伝子のうち、転写因子をコードする MafB遺伝子の機能を明らかにする
ため、MafB の機能阻害ニワトリ胚を作製した。機能阻害には、モルフォリノオリゴによる
MafB タンパク質の翻訳阻害、MafB 転写活性能を失ったドミナントネガティブ変異体、
CRISPR/Cas9を用いたノックアウトの３種類の手法を用いた。MafB機能阻害胚を用いて、免
疫染色や in situハイブリダイゼーションにより神経堤マーカーの発現を解析した。	

 
(3) 神経堤マーカー遺伝子 sox10と MafBの制御関係について検討した。sox10神経堤特異的エ
ンハンサー (E2)の塩基配列において、MafBの結合モチーフの有無を転写因子結合プロファイ
ルデータベース JASPAR (http://jaspar.genereg.net)を用いて調べた。さらにその結合モチーフに塩
基置換を導入した変異レポーターを作製し、ニワトリ胚内でそのレポーター活性を解析した。 
	

４．研究成果	

	

(1) 心臓神経堤特異的遺伝子の同定 



	 心臓神経堤細胞における遺伝子発現プロファイルから、まず転写因子のみを抜き出した。次に、

頭部神経堤細胞における同様の実験から得られた遺伝子発現プロファイル (Simões-Costa et al., 

2012)との比較により、頭部神経堤細胞や全ての神経堤細胞で発現している遺伝子を差し引くこ

とにより、心臓神経堤特異的な遺伝子の同定を行った。

その結果、心臓神経堤特異的な30の転写因子の同定に

成功した	(図1)。	

	 さらに、これらの遺伝子の発現様式をin situハイブ

リダイゼージョンにより解析した。その結果、発生初

期に発現する心臓神経堤特異的遺伝子としてMafB遺

伝子を新規に見出した。	

	

(2) 心臓神経堤細胞におけるMafB遺伝子の機能 

	 MafB遺伝子の機能解析を行うため、モルフォリノオリゴを用いたノックダウン実験を行った。 

この胚を用いて、神経堤マーカー抗体HNK-1を用いた免疫染色を行なったところ、心臓神経堤細

胞特異的にシグナルが減少した。よって、MafBは心臓神経堤の発生に必須であることがわかっ

た。 

	 さらに、in situハイブリダイゼーションによる神経堤マーカー (sox10, Ets1, krox20, MafB) の発

現を検出したところ、心臓神経堤細胞において著しいシグナル低下が見られた。またMafBのド

ミナントネガティブ型変異胚やCRISPR/Cas9によるノックアウト胚においても、同様の結果が得

られた。 よってMafBが心臓神経堤細胞における神経堤遺伝子の発現に必須であることが示され

た。  

(3) 心臓神経堤細胞におけるMafBによるsox10発現調節機構 

	 心臓神経堤遺伝子として同定したMafBによる神経堤マーカー遺伝子sox10への発現制御を明

らかにする実験に取り組んだ。ニワトリではsox10の神経堤特異的エンハンサーが既に同定され

ており、このエンハンサーを蛍光蛋白質発現ベクターに導入したレポーターコンストラクトが作

製されている (Betancur et al., 2010)。まず転写因子結合プロファイルデータベースJASPARを用

いて、sox10の神経堤特異的エンハンサーsox10E2配列 (264bp)内にMafBの結合候補配列が3つあ

ることを見出だした。この部位にそれぞれ塩基置換を挿入した変異型sox10E2レポーターを作製

し、ニワトリ胚内でその変異レポーター活性を検証したところ、3カ所のうち一カ所でレポータ

ー活性の減少が観察された。さらに、MafB機能欠失胚においても、野生型sox10E2レポーターの

活性が減少した。これらの結果から、MafBが心臓神経堤細胞でのsox10の発現制御を行っている

ことを明らかにした。このことから、心臓神経堤細胞ではMafBがsox10発現の直接のインプット

として働いていると言える。 

 

(4) 心臓神経堤細胞特異的な遺伝子制御機構モデル 

	 以上の結果から、MafBは心臓神経堤細胞における遺伝子制御ネットワークの中心的役割を担

っていると考えられる。既に、MafBはEts1とタンパク質レベルで結合すること、sox10E2エンハ

ンサーの配列中にEts1の結合配列が存在することが報告されている。MafBとEts1の発現様式は、

神経堤細胞において心臓神経堤細胞のみで重複している。本研究により、MafBとEts1の複合体

が心臓神経堤細胞特異的な遺伝子発現制御機構を生み出しているという新たなモデルを提示す



ることができた (図2)。これらの知見を研究

協力者であるBronner博士 (カリフォルニア

工科大)とともに論文にまとめ発表した。 
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