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研究成果の概要（和文）： ホヤの幼生の神経系はわずか231個（中枢神経系は177個、末梢神経系は54個）と少
数の細胞から構成されている。そのため、神経系に存在する全ての神経細胞の分化機構を単一細胞レベルで解明
することが可能である。本研究課題は、申請者らが行ってきた個体丸ごとの単一細胞トランスクリプトームデー
タを利用することにより、ホヤ幼生の神経系に存在する神経細胞のうち、尾部に存在する双極型感覚神経細胞の
分化機構を解明することを目指して研究を行った。

研究成果の概要（英文）： The nervous system of ascidian larvae consists of only 231 cells (177 in 
the central nervous system and 54 in the peripheral nervous system). Therefore, it is possible to 
elucidate the differentiation mechanisms of all neurons in the nervous system at the single-cell 
level. In this research project, the applicants aimed to elucidate the differentiation mechanism of 
bipolar sensory neurons in the caudal region among the neurons in the nervous system of ascidian 
larvae by using the single-cell transcriptome data of whole individuals that they have conducted.
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
 本研究では、わずか231個の神経細胞から構成されるホヤの神経系をモデルとして、神経細胞の分化機構、特に
尾部に存在する双極性感覚神経細胞の分化機構を解明することに成功した。また、この研究成果をもとに双極性
感覚神経細胞を人為的に作り出すことにも成功している。今後は、この研究成果をもとにヒトにおいて任意の神
経細胞の分化を誘導する技術の開発につなげていきたい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
尾索動物のホヤの幼生はオタマジャクシ型の形態をしており、脊椎動物と共通の体制を備え
ている。ホヤ幼生の神経系には、神経管から派生する中枢神経系と表皮感覚神経細胞により構成
される末梢神経系が存在する。ホヤの幼生の神経系を構成する細胞数はわずか 231個（中枢神経
系は 177個、末梢神経系は 54個）と少数の細胞から構成されている。そのため、神経系に存在
する全ての神経細胞の分化機構を単一細胞レベルで解明することが可能である。ホヤは胚操作
や遺伝子導入、遺伝子の機能阻害が容易に行えるなど、神経細胞の分化機構を研究するうえで優
れた特性を備えている。しかしながら、特定の神経サブタイプで特異的に発現する転写因子やシ
グナル分子の情報が不足していることから、各神経サブタイプの分化機構については不明な点
が多く残されていた。 
最近、申請者らは単一細胞トランスクリプトーム解析を行うことにより、ホヤの個体を構成す
る全ての細胞の遺伝子発現プロファイルを作成することに成功した（Horie et al., Nature 2018）。
続いて、遺伝子発現を操作した個体において単一細胞トランスクリプトーム解析を行い、ドーパ
ミン神経の分化に必須の転写因子の同定に成功した（Horie et al., Genes & Development 2018）。さ
らに、神経系を構成する細胞の遺伝子発現プロファイルを詳細に解析し、ホヤ幼生の神経系の細
胞は 24種類のサブタイプに分類できることを明らかにした。この単一細胞トランスクリプトー
ム解析を基にした遺伝子発現プロファイルデータを活用することにより、特定の神経サブタイ
プで特異的に発現する転写因子を一挙に同定することが可能となり、これまで不明であった神
経細胞の分化機構を解明するための基盤が完成した。 
本研究課題では、ホヤ幼生の神経系に存在する神経細胞のうち、尾部に存在する双極型感覚神
経細胞（Bipolar Tail Neurons 以下、BTNsと略す。）の分化機構を解明することを目指す。ホヤ幼
生の神経系には、神経板境界由来の 4種類の感覚神経細胞（PSCs, aATENs, pATENs, BTNs）が存
在している。このうち BTNsは脊椎動物の神経堤細胞由来の感覚神経細胞である後根神経節との
相同性が示されており（Stolfi et al., Nature 2015）、進化的にも興味深い細胞である。BTNsの分化
機構については、申請者らのグループも含めていくつかの研究グループから転写因子 Msx や
Neurogeninが BTNsの初期の運命決定に重要な役割をすることが報告されているが（Stolfi et al., 
Nature 2015, Li et al., PNAS 2017）、BTNsの最終分化運命決定機構については未だ不明な点が多
く残されていた。 
申請者は単一細胞トランスクリプトームのデータをもとに BTNs を含む最終分化した感覚神
経細胞で特異的に発現する転写因子として POUIVを同定している。さらに、POUIVの過剰発現
実験や機能阻害実験により POUIVが BTNsの分化に必須であるというデータを得ている。本研
究では、これまでの研究成果をもとにゲノミクス手法と発生生物学的な手法を組み合わせた研
究を展開し、BTNsの分化機構を解明することを目指して研究を行った。 

 
２．研究の目的 
上記の背景およびこれまでの研究成果をもとに、本研究課題では、『POUIV 過剰発現胚における
単一細胞トランスクリプトーム解析解析』、『POUIV 過剰発現胚において発現が上昇した転写因
子の機能解析』、『POUIV 過剰発現胚において発現が上昇した遺伝子の転写調節領域の解析』、 
の３つの研究を通して、尾部に存在する双極型感覚神経細胞（BTNs）の分化機構を解明する
ことを目指した。 
 
３．研究の方法 
本研究では、単一細胞トランスクリプトーム解析と実験発生生物学的な手法を組み合わるこ
とにより、尾部に存在する感覚神経細胞（BTNs）の分化機構を解明することを目指す。具体的
には以下の 3つの研究を行う。 
① POUIV 過剰発現胚における単一細胞トランスクリプトーム解析解析 
申請者は、表皮細胞全体で POUIV を過剰発現させた胚において単一細胞トランスクリプトー
ム行うことにより、異所的に多数の神経細胞が分化すること、この異所的に分化してきた神経細
胞は BTNsと似た遺伝子発現パターンを示すというデータを既に得ている。野生型の BTNsで特
異的に発現し、かつ POUIVの過剰発現により異所的に分化した BTNsにおいて発現が上昇した
遺伝子の同定を行い、POUIVの下流において BTNs の分化や機能に関係すると予想される遺伝
子群を同定する。特に細胞の分化に重要な役割をする転写因子、神経細胞の機能に重要であるイ
オンチャネルや神経伝達物質の受容体に着目して解析を行う。 
 
② POUIV 過剰発現胚において発現が上昇した転写因子の機能解析 
ホヤではモルフォリノオリゴや TALEN、CRISPR 等のゲノム編集ツールを卵に顕微注入する
ことにより、標的遺伝子の機能阻害を簡単に行うことが出来る。①の実験で同定した転写因子の
機能阻害実験を行い、BTNs の分化への影響を明らかにする本実験により、BTNs の分化におい
て POUIVの下流で働く因子や POUIVと共役して働く転写因子を同定する。 



 
③ POUIV 過剰発現胚において発現が上昇した遺伝子の転写調節領域の解析 
単一細胞トランスクリプトーム解析の利点の１つが、数十個から百個程度の細胞種特異的な
マーカー遺伝子を一挙に得ることが可能なことである。BTNsで特異的に発現する遺伝子のうち、
POUIV の過剰発現により発現が上昇した遺伝子について、遺伝子発現調節領域の解析を行い、
POUIVによる BTNsへの分化運命決定機構についてシス側からの解析を行う。BTNsで特異的に
発現する遺伝子の発現調節領域をレポーター遺伝子に連結し、ホヤ胚に導入することで、レポー
ター遺伝子が BTNs 特異的な遺伝子発現を示すことを確認する。そして、発現調節領域の欠失、
置換実験を行うことにより、BTNs 特異的な遺伝子発現調節機構を明らかにする。実験により、
①および②の実験で同定した転写因子が、POUIVと共役して BTNs 特異的な遺伝子の発現を誘
導するかどうかを明らかにするとともに、BTNs特異的な遺伝子の転写調節領域に存在する転写
因子の結合配列から新たな遺伝子発現を誘導する転写因子の同定を試みる。 
 
４．研究成果 
① POUIV 過剰発現胚における単一細胞トランスクリプトーム解析解析 
 表皮細胞全体で POUIVを過剰発現させた胚において、野生型の BTNsで特異的に発現し、か
つ POUIVの過剰発現により異所的に分化した BTNsにおいて発現が上昇した遺伝子の検索を行
った。その結果、BTNs の分化において必須の働きがされている Neurogenin, NK5 の発現が上昇
することが出来らかとなった。また、イオンチャネル群としては BTNsのマーカーとして使用さ
れている感受性イオンチャンネル（ASIC1b）の発現が有意に上昇していることが確認できた。こ
れらの結果から、従来、POU IVの上流で働くことが知られていた Neurogeninが POU IVによっ
て発現が制御されている可能性が示唆された。 
 
② POUIV 過剰発現胚において発現が上昇した転写因子の機能解析 
 ①の実験から、表皮細胞全体で POUIVを過剰発現させた胚において発現が上昇する転写因子
として Neurogeninを同定した。POUIVの機能を阻害すると BTNsにおける Neurogeninの発現は
消失した。一方で、Neurogeninの機能を阻害すると BTNsにおける POUIVの発現が失われ、BTNs
は消失した。この結果から、両者がお互いを活性化するフィードバックループが BTNsの分化に
おいて働いている可能性が示唆された。 
 
③ POUIV 過剰発現胚において発現が上昇した遺伝子の転写調節領域の解析 
 ①、②の実験から POUIVによって Neurogenin の発現が制御されている可能性が示唆された。
これを検証するために Neurogenin の BTNs に特異的な最小エンハンサーの同定を行った。段階
的な欠失実験の結果、Neurogeninの BTNsに特異的な最小エンハンサー250bpを同定することに
成功した。この Neurogeninの BTNs特異的な最小エンハンサーにおいて、POUIVの結合サイト
を検索したところ、わずか 250bpの中に 8個の POUIV結合サイトが存在することが明らかとな
った。この 8個の POIUIV結合サイトに変異を導入したところ、レポーター遺伝子の BTNsにお
ける発現は完全に消失した。これらの結果から、POU IVが Neurogeninの発現を直接制御してい
ることが示された。 
 また、Neurogeninだけでなく、NK5、ASIC1bのエンハンサー解析を行い、BTNs特異的な最小
エンハンサーの同定に成功しており、それぞれの最小エンハンサーに POU IV結合配列が存在す
ることを確認した。 
 
以上の研究およびこれまでの研究の結果から、BTNsの分化にはMsxb→Neurogenin→POUIV の
遺伝子ネットワークが働いていること、さらに Neurogeninと POU IVには、両者がお互いを活性
化するフィードバックループが存在しており、このフィードバックループが BTNsの分化におい
て必須の働きをしていることを明らかにした。 
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