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研究成果の概要（和文）：脊髄発生においては、背腹軸に沿って転写因子の発現によって複数のドメインが生じる。さ
らに、各ドメインから複数のサブタイプの神経細胞が誕生することが示唆されているが、その詳細はよくわかっていな
い。本研究では、p0ドメインから誕生する神経細胞の生成機序を、細胞系譜解析により解析した。その結果、p0ドメイ
ンからは、３種類のグルタミン酸作動性の興奮性細胞と２種類の抑制性細胞（グリシン作動性とGABA作動性の神経細胞
）が誕生することを明らかにした。また、この多様性形成に、前駆体レベルでの多様性形成と、発生時期依存的に異な
った神経細胞を産生する２つのメカニズムが関与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The developing spinal cord is subdivided into distinct progenitor domains, each 
of which gives rise to different types of neurons. However, the developmental mechanisms responsible for 
generating neuronal diversity within a domain are not well understood. Here, we have studied zebrafish V0 
neurons, those that derive from the p0 progenitor domain, in order to address this question. We find that 
all V0 neurons have commissural axons, but they can be divided into excitatory and inhibitory classes. V0 
excitatory neurons (V0-e) can be further categorized into three groups based on their axonal 
trajectories; V0-eA (ascending), V0-eB (bifurcating), and V0-eD (descending) neurons. By using time-lapse 
imaging of p0 progenitors and their progeny, we show that inhibitory and excitatory neurons are produced 
from different progenitors. We also demonstrate that V0-eA neurons are produced from distinct 
progenitors, while V0-eB and V0-eD neurons are produced from common progenitors.

研究分野： 神経科学、神経発生学
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１．研究開始当初の背景 
 脊椎動物の中枢神経系の大きな特徴は、莫
大な数の多様性をもつ神経細胞群がその中
に存在していることにある。脊髄においては、
背腹軸に沿って転写因子の発現により神経
前駆体細胞が 10 程度のドメインに分割され
ることにより、多様性形成の第一歩が作られ
る。しかしながら、脊髄神経細胞群の多様性
は、背腹軸に沿った１0程度の限られた数の
ドメインだけでは説明できない。それぞれの
ドメインからは、さらに複数のタイプの神経
細胞が分化してくることが最近明らかとな
ってきている。この、各ドメイン内からの多
様性形成機構については、まだほとんどのこ
とが分かっていない。ドメイン内の多様性形
成機構を調べるための研究手段として、各ド
メインについて、神経前駆体細胞から神経細
胞への細胞系譜をダイレクトに追跡するこ
とはきわめて重要である。これにより、細胞
系譜がどれくらい深く関与するのかを調べ
ることが可能になる。この直接的なアプロー
チである細胞系譜のライブ追跡は、脊椎動物
では技術的困難さのためほとんど手つかず
であった。それは、脊髄の非常に少数の細胞
をラベルし、正常発生を進めさせつつそれら
を生きたまま継時観察する、ということがき
わめて困難であったためである。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、上記の課題に答えるため、生
きたまま蛍光タンパク質でラベルされた細
胞を経時観察することが可能なモデル生物
ゼブラフィッシュを用い、神経前駆体細胞か
ら神経細胞までの細胞系譜をダイレクトに
追跡し、各ドメインから複数の神経細胞が形
成されるメカニズムを追求する。具体的には、
転写因子 dbx1 を発現するドメイン（p0 ドメ
イン）から生じる神経細胞（V0 ニューロン）
と、転写因子 gsh1を発現するドメイン(pd4-5
ドメイン）から生じる神経細胞（dI4-5 ニュ
ーロン）の発生過程を上記手法により追求し、
各ドメインから複数のタイプの神経細胞が
生じるメカニズムの解析を行う。 
 
３．研究の方法 
 p0 ドメインの神経前駆体細胞をラベルす
るトランスジェニック系統として、
Tg[dbx1:GFP]を、また、pd4-5 ドメインの神
経前駆体細胞をラベルするトランスジェニ
ック系統として、Tg[gsh1:GFP]を作製して研

究に供する。また、生じる神経細胞の神経伝
達物質を調べるための系統として、
Tg[vglut2a:RFP], Tg[glyt2:RFP], 
Tg[gad1:RFP]（それぞれ、グルタミン酸作動
性ニューロン、グリシン作動性ニューロン、
GABA 作動性ニューロンのマーカー系統）を作
製して実験に供する。そのうえで神経前駆体
の単一細胞を Cre-loxP システムを用いてラ
ベリングし、ラベルされた細胞の分裂と分化
をライブ追跡することにより、ドメイン内に
おける多様性形成過程においての細胞系譜
の関与の度合いを明らかにする。同時に、①
前駆体レベルで多様性が存在するのか？；②
再現的な非対称分裂は存在するのか？；③前
駆体細胞は時期を追って異なる神経細胞を
産み出していくのかどうか？;④時期を追っ
て異なる神経細胞を産み出す場合、その分子
的なメカニズムはいったいどういうもの
か？、という問いに答えを出す。 
 
４．研究成果 
 まず、p0 ドメインから誕生する神経細胞を、
トランスジェニックフィッシュを用いて蛍
光たんぱく質で可視化し、ドメイン内のサブ
タイプの全貌を明らかにした。その結果、３
種類のグルタミン酸作動性の興奮性細胞と
２種類の抑制性細胞（グリシン作動性とＧＡ
ＢＡ作動性の神経細胞）が誕生することを明
らかにした。 
 次に、その多様性がどのような法則に基づ
いて作り出されるのかを明らかにするため
に、ひとつの神経前駆体細胞が生み出す神経
細胞の全貌を明らかにするために、長期タイ
ムラプスイメージングを行い、興奮性細胞と
抑制性細胞は異なる前駆体細胞から誕生す
ることを明らかにした。さらに、3種類の興
奮性細胞のうち、1種類は特別な前駆体細胞
から分裂を伴わず、他の細胞の分化するタイ
ミングに先駆けて分化し、残りの 2種類の興
奮性細胞は同じ前駆体細胞が時間とともに
異なる２種類の興奮性細胞を生み出すこと
を明らかにした。このように、p0 ドメイン内
の神経細胞の多様性は、複数のメカニズムが
複雑にからみあって多様性を作り出されて
いることが明らかとなった。この V0 ニュー
ロンの発生機構に関する研究は、J. 
Neuroscienceに論文発表を行った。（Satou et 
al., 2012）。 



 

 
 ついで、pd4-5 ドメインから生じる神経細
胞についての解析を行った。pd4-5 ドメイン
から誕生する神経細胞を、gsh1 トランスジェ
ニックフィッシュを用いて調べた。その結果、
３種類のグルタミン酸作動性の興奮性細胞
と２種類の抑制性細胞（グリシン作動性と
GABA 作動性の神経細胞）が誕生することを明
らかにした。次に、その多様性がどのような
法則に基づいて作り出されるのかを明らか
にするため、タイムラプスイメージングを行
った。その結果、興奮性細胞と抑制性細胞は
異なる前駆体細胞から誕生することを明ら
かにした（論文投稿準備中）。 
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