
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２１６０１

基盤研究(C)

2014～2012

発生早期に特定の運動神経に起こる細胞死を決定する転写因子の解明

Elucidation of transcription factors that regulate cell death of a specific 
subpopulation of motoneurons

９０２３０１９３研究者番号：

八木沼　洋行（YAGINUMA, HIROYUKI）

福島県立医科大学・医学部・教授

研究期間：

２４５００４１４

平成 年 月 日現在２７   ６ １６

円     4,000,000

研究成果の概要（和文）：本研究で得られたおもな成果は以下の通り。（１）頚髄上端付近における詳細な観察の結果
、ＦｏｘＰ１とＨｏｘＣ５の発現が細胞死の分布と良く一致していることが確かめられた。因果関係については結論を
得るには至らなかった。（２）ＨｏｘＣ６の強制発現によって細胞死が抑制された。生き残った頚髄の運動神経は外側
運動神経核様の分化を示した。（３）Ｂｃｌ２の強制発現によって運動神経を不死化したところ、外側運動神経核様の
分化を示した。（４）マウスにおいても発生早期の頚髄でＬｉｍ３陰性の運動神経に特異的な細胞死が起こる。しかし
、Ｌｉｍ３陰性の細胞群は完全には無くならない。

研究成果の概要（英文）：The major results obtained in this study are as follows. (1) Detailed observation 
in the vicinity of the upper end of the cervical spinal cord revealed that expressions of Foxp1 and HoxC5 
well corresponded with the distribution of cell death. However, it was not possible to get a conclusion 
about the cause-and-effect relationship. (2) Cell death was suppressed by the forced expression of HoxC6. 
Rescued motor neurons of the cervical spinal cord showed the differentiation similar to the lateral motor 
column. (3) After forced expression of Bcl2, the cervical motor nerve survived and showed the 
differentiation similar to the lateral motor column. (4) In mice, early cell death also occurs in 
Lim3-negative motor neurons in the cervical spinal cord. However, Lim3-negative motor neurons are not 
completely eliminated by cell death.

研究分野： 神経解剖学、神経発生学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 発生の比較的早期の鳥類胚の頚髄におい
て、運動神経細胞が同期して細胞死を起こす。
細胞死を起こす細胞は、運動神経サブグルー
プのマーカーである６つの転写因子（Isl1, 
Isl2,Lim3, MNR2, Phox2b，Foxp1）のうち、
Ｌim3とPhox2bの発現が陰性のグループであ
る。このグループは始め Phox2b と Foxp1 を
除く４つを発現するが、Lim3 の発現が低下す
るとともにFoxp1が発現上昇することによっ
て現れるが、細胞死によって消失してしまう。
Lim3 発現の低下は、吻尾軸上の他の部位でも
見られる現象でありことから、Lim3 発現低下
以外にもこの細胞死を決定づける分子の働
きがあることが予想される。そこで、運動神
経の吻尾軸上の分化に関係することが知ら
れているHox遺伝子がこの細胞死に関与すｒ
かどうかを明らかにするために in situ 
hybridization 法で Hox 遺伝子検索したとこ
ろ、いくつかの候補分子が見つかった。今後、
Hox 分子に対する特異抗体による、これらの
分子の詳細な発現部位の解析と、実験的な手
法によって、これらの分子の細胞死への関与
を明らかにすること、およびこの細胞死の持
つ生物学的な意義を明らかにすることが求
められた。 
 
２．研究の目的 
１）Hox 分子等の発現範囲の詳細な検討のた
めの前提となる、頚髄に存在する運動神経サ
ブグループの分布範囲を含めた同定を行う
こと。 
２）特異抗体を用いた Hox 分子および関連分
子の発現の詳細な検討（発現する高さ、細胞
グループ）と細胞死との相関的な関連を検討
する。 
３）関連すると思われる分子の機能について
実験的に因果関係を明らかにする。 
４）この細胞死の生物学的な意義を明らかに
するために、死ぬ細胞の分化の方向について
不死化による解析を行う。 
５）ニワトリの結果をマウスにおける結果と
比較し、この細胞死の普遍性について検討す
る。 
 
３．研究の方法 
１）運動神経サブグループに特異的な抗体
（入手不能の場合は自ら抗体作成をして）を
用いた免疫組織化学的な手法および順行性
及び逆行性の神経標識法を用いて頚髄にお
ける運動神経サブグループの構成とその発
生を明らかにする。特に、頚髄上端部と下端
部（細胞死が起こる吻尾端付近）における詳
細な解析を行う。 
２）１）の結果に基づき、Hox 分子に対する
抗体による免疫染色法と細胞死マーカーを
用いて、それらの運動神経サブグループにお
ける分布について同一切片ないし隣接切片
を用いて検討する。 
３）Hox 分子の強制発現実験 

 細胞死が起こる領域の下端部とHoxC6の発
現がほぼ一致していることから、HoxC6 の発
現ベクターを電気穿孔法によって、頚髄の一
側に導入し、HoxC6 の強制発現によって細胞
死が起こるかどうか確かめた。 
４）以前の研究から抗アポトーシス作用を 
持つ Bcl2 の強制発現により、この細胞死は
抑制されることが明らかとなっている。生き
残った細胞がどのような分化方向に向かう
かについて特異的なマーカーを使って検索
した。 
５）マウスにおける解析 
 マウスにおいても頚髄の早期の細胞死が
あることが明らかになっているが、これが鳥
類のものと同じであるか否かについては明
らかにされていない。本研究ではマウスにお
ける頚髄細胞死の解析も並行して行った。 
 
 
４．研究成果 
 
１）頚髄における運動神経サブグループの同
定 
 これまでの研究で、頚髄には全長にわたり、
後根から軸索を出して僧帽筋を支配し、
Phox2b を発現する運動神経（dMN）が存在す
ることが明らかになっている。この運動神経
細胞群と頚髄最上部で副神経脊髄根(SAN）を
出す運動神経群（SAN-MN）が同じものである
かどうか検討を行った。SAN-MN は C2 から延
髄の尾側端部にかけて存在し、dMN と同じく
Phox2b を発現し、Nkx2.2 陽性領域から発生
することが明らかとなり、ｄMN と SAN-MN が
同一の運動神経群に属することが明らかと
なった。C2 領域では、両者が混在して存在す
るが、C2 の後根の発達度合には個体差があり、
それに応じて後根を経由するものとSANを経
由するものに分かれることが明らかとなっ
た（図１）。 

図１ 
ｄMN（赤）と SAN-MN（緑）の関係を示す模式
図  ｄMNと SAN-MN は同一の運動神経グルー
プであるが、その経路が異なっている。その境
界は C2 付近である。 

 



２）特異抗体作成による hox や関連遺伝子の
発現部位と細胞死の分布の厳密な対応の解
明。 
 細胞死が認められる最も吻側端において、
細胞死の分布と運動神経サブグループマー
カおよびHox分子の特異抗体による免疫組織
化学を隣接切片で実施し、対応関係を明らか
にした（図２）。 
 細胞死の起こる直前頚髄上部から延髄下端
部にかけて Lim3—（isl1+, Phox2b-）の運動
神経が存在しているが、細胞死後は Lim3—の
運動神経は C1 付近から C2 にかけて減少し、
C3 では認められなくなる。細胞死の分布は、
C2 から上部に向かうにつれて少なくなり、C1
ではほとんど認められなくなる。このような
細胞死の分布に良く一致していたのは FoxP1
の発現であった。HoxC5 の発現もほぼ一致し
ているが、ややより吻側まで認められた。
HoxA5 の発現は細胞死の分布より吻側から
始まっていた。また、頚髄の dMN は HoxA5 を
発現するが、HoxC5 を発現しないことが明ら
かとなり、dMN の発生を考える上で興味深い
結果が得られた。以上の所見から細胞死と
HoxC5 および FoxP1 の関与が示唆された。 
図２  
頚髄上部の運動神経核における各種マーカー
の分布範囲 
 

 

これらの結果に基づき、FoxP1 や HoxC5 の発
現抑制実験を行ったが、本研究期間内では明
白な因果関係を示すデータは得られなかっ
た。今後さらに研究を行う予定である。 
 
３）HoxC6 の強制発現実験 
 細胞死が起こる領域の下端部とHoxC6の発
現がほぼ一致していることから、HoxC6 の発
現が細胞死が起こる下端部を規定している
可能性が考えられた。この可能性を確かめる
ためHoxC6の強制発現によって細胞死が抑制
されるか検討した。 
 HoxC6 を頚髄中位で強制発現させると、発
現した側で細胞死が抑制されていた。これら
の細胞は細胞死の時期が過ぎても Lim3−の運
動細胞として残っており、FoxP1 の発現も認
められた（図３-A）。 
 HoxC6 は上肢を支配する運動神経である
LMC への分化を促すことが知られているので、
頚髄の運動神経のLMCへの転換が起こってい

るか LMC の分化マーカーの一つである RALDH
２(retinal aldehyde dehydrogenase 2)の発
現を調べたところ、HoxC6 を発現して生き残
ったと思われる細胞において RALDH２陽性で
あることが分かった（図３-B）。この結果は
HoxC6 の発現が細胞死を抑制することを示し
ており、HoxC6 の発現が細胞死の起こる領域
の下端を規定していることを示唆する。しか
し、その作用が LMC への誘導によって運動神
経の分化の方向性が変わったためなのか、細
胞死の実行機序の遮断よるものなのかにつ
いては今後の検討が必要である。 

図３—A  

HoxC6 の強制発現の影響 
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図３—B 

St27(細胞死修了後）のRALDH2（赤）
と FoxP1（緑）の発現 
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４）Bcl2 による不死化によるその後の分化 
 以前の研究から抗アポトーシス作用を持
つ Bcl2 の強制発現により、この細胞死は抑
制されることが明らかとなっているが、生き
残った細胞がどのような分化方向に向かう
かについては解析されていない。そこで、
Bcl2 の強制発現後の分化について特異的な
マーカーを使って検索した。 
図４  
Bcl2 発現による細胞死抑制後のマーカー発現 

 

対照側   Bcl2 発現側  対照側  Bcl2 発現側 

Bcl2 発現側において、Foxp1 と RALDH2 陽性の細
胞の出現が認められた。 
 
 Bcl2 の導入を行った側では、細胞死が終わ
った時期においてもFoxP1陽性の細胞群が認



められた。それらの細胞には LMC の分化マー
カーである RALDH2 が発現していた。これは
死ぬ細胞はLMCへの分化傾向を示すことを示
唆するものである。今後、他の LMC 分化マー
カーによって確認する予定としている。 
 

５）マウスにおける解析 

 本研究ではマウスにおける頚髄細胞死の
解析も並行して行った。マウスにおける頚髄
の早期細胞死は E10.5 から E12.5 の間に起こ
る。これが鳥類のものと同じであるか否かに
ついては明らかにされていない。 
 細胞死を起こす細胞における運動神経サ
ブグループ特異マーカーの発現を見たとこ
ろ、マウスにおいても死ぬ細胞は Lim3 陰性
のサブグループであることが明らかとなっ
た（図５—Ａ）。これは鳥類における早期頚髄
の細胞死と同じ結果であった。しかし、この
細胞死が終了した時点においても Lim3−のサ
ブグループは消失してしまうことは無く、相
当数の Lim3−の運動神経が認められた（図５—
Ｂ）。この運動神経群がどの筋群を支配する
ものであるかはあきらかではないが、マウス
を含む哺乳類の頚髄上部には体軸筋（Lim3＋
の運動神経で支配される）以外にも舌骨下筋
群や横隔膜を支配する運動神経群が存在す
る。これらの筋群を支配する運動神経は鳥類
の頚髄の大部分には認められない。このよう
な違いが Lim3 陰性の運動神経群の存在の理
由であると考えられた。 
 
図 5-A マウスにおける頚髄の早期運動神
経細胞死は Lim3−の細胞群に起こっている 
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図 5−B 細胞死が終わっても Lim3−の細胞
群は残っている 
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