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研究成果の概要（和文）：  
	
 組織や器官が正しく連携するためには、それらが体内で正しい位置に配置される必要がある。
本研究では、組織や器官の体内配置の初期過程のしくみを明らかにすることを目的として、神
経堤細胞（以下 NC細胞とよぶ）をモデルとした解析を行った。特に NC細胞がダイナミック
に移動しながら目的のポジションに辿り着く制御機構に注目し、NC 由来の色素細胞と交感神
経系細胞の挙動を解析した。遺伝子操作、組織移植、細胞移動ライブイメージングなどに関し
多数の新規方法論を開発し、NC 細胞の移動には、非 NC 細胞との相互作用が極めて重要な役
割を担っていること、またこれらの相互作用の破綻が各組織の空間配置を乱すことなどを明ら
かにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
	
 During development, cell differentiation and tissue formation need to proceed at the 
right time and right space. The aim of this research is to understand how cells and tissues 
are correctly distributed in the developing embryo. We address such questions with a 
particular focus on neural crest cells, which undergo dynamic migration after emigrating 
from the neural tube. We found that neural crest cells intimately interact with non-neural 
crest cells, and also that complex molecular cascades are involved in such interactions. The 
cellular and molecular mechanisms revealed in this study are expected to be shared by 
other morphogenetic processes.  
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１．研究開始当初の背景 
 一つの受精卵から始まる個体発生の過程で
は、細胞分化や組織構築など、複雑なステッ
プが時空間的に正しく制御される必要があ

る。近年の分子発生生物学の発展により、細
胞分化を制御する転写遺伝子の理解は大き
く進んだ。そこでは in vitroでの培養細胞お
よびノックアウトマウスを用いた研究が大
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きな貢献をした。しかしながら、体の中で細
胞がどのようなしくみで正しい空間配置を
とるのかといった３〜４次元的な観点から
の研究は少ない。その理由の一つとして、
個々の細胞の挙動を胚内で直接的に解析す
るモデル系が少なかったことが挙げられる。 
	
 NC 細胞は発生初期に出現し、体内をダイ
ナミックに移動しながらさまざまな細胞に
分化する特殊な細胞群である。NC 細胞の細
胞系譜解析に関しては、ルドワランのグルー
プが中心となって精力的な解析が進められ
てきた。一方で、NC 細胞がどのようなしく
みで体（胚）内を移動するかについての報告
は少ない。というのも、NC 細胞が移動する
際、異なる多くの組織と相互作用すると思わ
れるが、このような複雑系をモデル化する解
析系がほとんど無かったからである。具体的
には、NC 細胞を特異的にかつ長期間にわた
って遺伝子操作する方法が無かったこと一
つの要因であろう。加えて NC細胞は、体の
前後軸に沿って異なる細胞腫を生み出すた
め、体（胚）内の特定の領域に特化した NC
細胞を対象とする解析方法が待たれていた。 
 
２．研究の目的 
	
 NC細胞の移動制御機構の理解が、体（胚）
内における細胞の空間配置のしくみの理解
に直結すると確信して、NC細胞移動に関わ
る組織間相互作用およびその分子制御機構
の解明を目的とした。NC 細胞の研究にはニワ
トリ胚が最強のモデル動物である。ニワトリ
胚体幹部の NC 細胞は、色素細胞、感覚神経、
そして交感神経節などに分化することが知
られている。いずれにおいても、それぞれ決
まったルートを移動して、正しい細胞分化を
遂げる。	
 
	
 NC 細胞の移動機構の解析にあたり、以下
の４つの課題を克服する必要があった。①
NC 細胞を長期的に遺伝子操作する方法論の
確立。②NC 細胞の移動の過程では、時間軸
にそって次々と異なる細胞・組織と隣接する。
これらの複雑系を理解するための、時期特異
的な遺伝子操作法の確立。③NC 細胞の移動
の過程で隣接する非 NC細胞（組織）との相
互作用を知るために、NC 細胞と非 NC 細胞
との選択的な操作法の確立。④胚内における
細胞移動を直接的に可視化し、そのダイナミ
ズムを正確に理解するためのライブイメー
ジング法の確立。 
	
 これらの４つの課題を克服して、主に色素
細胞と自律神経系（交感神経系）の前駆細胞
の胚内挙動に関して、下に述べる成果を得た。 
 
３．研究の方法 
前述の課題①〜④の解決のための方法を記
す。	
 
①	
 NC細胞を長期的に遺伝子操作する方法

論の確立。 
 我々が体節中胚葉を用いてすでに確立して
いた Tolトランスポゾン法(Sato et al., 2007, 
Dev. Biol)を NC細胞解析に適用した。その
際、NC細胞特異的に発現する Sox10のエン
ハンサーを組み合わせるなどの工夫をした。 
②	
 時期特異的な遺伝子操作法の確立 
	
 我々が体節中胚葉を用いてすでに確立し
ていたTet-on法(Watanabe et al., 2007, Dev. 
Biol)を NC細胞解析に適用した。 
③	
 NC細胞と非NC細胞との選択的な操作法
の確立。 

	
 色素細胞の解析にあたり、色素細胞の移動
経路である表皮細胞を、レトロウィルス法を
用いて特異的に操作した。交感神経系の移動
経路に関しては、最初の移動ターゲットであ
る背側大動脈の移植操作および血管特異的
DNA トランスフェクションを行った。トラ
ンスフェクション法はすでに他のグループ
より報告があったが、本研究で効率のさらな
る最適化を行った。 
④	
 胚内における細胞移動のライブイメージ
ング法の確立 

	
 色素細胞に関しては、孵卵２日目胚の NC
細胞に EGFP 遺伝子をエレクトロポレーショ
ン法で導入・発現させ、それらを７〜１１日
目胚まで発生させたのち、表皮組織を切り出
して共焦点顕微鏡観察を行った。交感神経節
は胚内の深い部位であるため、一旦培養皿に
取り出して、共焦点顕微鏡観察を行った。	
 
	
 
４．研究成果	
 
４−１：色素細胞の空間配置解析	
 
	
 色素細胞の挙動研究は長い歴史をもつ。し
かし、培養された色素細胞への遺伝子導入は
特別な例をのぞきほとんど成功していない。
（色素細胞特有の形質膜成分が原因と思わ
れる）。そこで我々は、色素細胞の前駆細胞
である NC 細胞に EGFP 遺伝子を導入すること
で、色素細胞の遺伝的標識に初めて成功した。
それらのライブイメージング解析を行った
ところ、極めてダイナミックな挙動が観察さ
れた。７日目胚では細胞は非常に長い突起を
もち、それらを伸長・退縮させながら表皮直
下を移動する。また少し発生が進むと、色素
細胞の形質膜は水疱状の形態を呈した。この
様子は、培養された色素細胞では全く報告が
ない。さらに発生が進んで、色素細胞がメラ
ノソームを放出する際には、形質膜が小胞と
してちぎれるという瞬間を捉えることに成
功した。	
 
	
 これら一連の過程で、色素細胞は胚内にお
いて均等配置することがみえてきた。このこ
とは、一旦取り出した EGFP 標識色素細胞を
塊状にして再度宿主胚に移植しても、やがて
は均等に配置されることからも確認された。
細胞機能レベルでは、細胞が長い突起を出し



ながら、隣合う色素細胞との距離を測るよう
な機構が考えられる。このような細胞間相互
作用は色素細胞−表皮細胞との間には起こら
ないことから、同種細胞同士の反発作用が均
等配置を可能にしていると思われる。現在は
これらの可能性の検証のため、	
 種々の反発
因子と均等配置との関係を解析中である。さ
らには、色素細胞の挙動と隣接する表皮細胞
との相互作用を解析するために、これら両者
を区別して遺伝子操作する方法を確立する
など、in	
 vivo における色素細胞をとりまく
組織間相互作用の研究に道を開くことがで
きた。	
 
	
 色素細胞の挙動を直接的に可視化した研
究は本研究が世界初であり、多くの新規知見
が得られた意義は高い。	
 
	
 
４−２：交感神経系の空間配置解析	
 
	
 トリ胚においては、１８体節〜２４体節レ
ベルの NC 細胞は、交感神経節と副腎髄質に
分化する。しかしこれらの分化は胚内を長距
離移動したのちに起こるため、その仕組みは
長年謎であった。両者の細胞は、初期移動の
過程では共通の前駆細胞として移動し、背側
大動脈に達した後に分離して、交感神経節は
大動脈付近にとどまる一方で、副腎髄質細胞
は腹側へと移動をつづける。我々は本研究を
とおして、交感神経節−副腎髄質共通細胞の
移動にはケモカイン SDF1 と Neuregulin1 が
誘引因子として働き、また後期の副腎髄質の
腹側移動には Neuregulin1 のみが作用するこ
とを突き止めた。副腎髄質の移動における副
腎皮質の関与に関しては、国際的に相対立す
る議論もあったが、我々の解析データはその
議論にある一定の決着をもたらしたと考え
ている。というのも副腎髄質の移動には、副
腎皮質と他の組織の両方が関与することが
わかったからである。副腎皮質形成不全のノ
ックアウトマウスの解析からでは、わかりに
くかった知見である。	
 
	
 
４−３：その他	
 
	
 NC 細胞を用いた解析と並行して、腎臓原基
である腎管の伸長メカニズムの解析も行っ
た。腎管が胚の前後軸にそった成長と同じス
ピードで伸長ことは以前より知られていた
が、それが FGF を中心とするシグナルカスケ
ードで制御されていることを突き止めた。胚
全体の成長と、その中に形成される諸器官の
成長とが協調されることによって、各組織の
空間配置が保証されるという新規メカニズ
ムが見えてきた。	
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