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研究成果の概要（和文）：脊椎動物において脳組織が形成される際、神経幹細胞から神経前駆細胞が生じ、さらに分裂
を終えた神経細胞が生ずるが、分裂を終えた神経細胞が産生・蓄積する仕組みの研究は遅れている。我々は、ゼブラフ
ィッシュ中脳視蓋形成をモデルとして、この問題に取り組んだ。ライブイメージングにより神経幹細胞・前駆細胞、神
経細胞を可視化し、生きた脳では、受精後ほぼ決まった時間に脳の基底側（外側）から細胞分裂を終えた神経細胞の産
生が始まり、そこから脳室側（内側）に向けて産生された脳細胞が蓄積していくことを見いだした。さらに、このよう
な秩序ある神経細胞の産生がニューレグリンーErbBシグナルに依存することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：During brain development, neural progenitor cells (NPCs) proliferate and produce p
ost-mitotic neurons. The extent of NPC expansion and the timing of neuron production should impact on the 
size and shape of the brain. Here, we show that neuronal generation from NPCs is not a stochastic event, b
ut instead a spatially and temporally regulated process and depends on Neuregulin 1 type II (NRG1-II), an 
isoform of an EGF-related ligand NRG1, using the optic tectum (OT) of zebrafish embryos as a model system.
 Knocking-down NRG1-II or treatment with AG1478, an ErbB inhibitor, impaired neuron production from sub-ba
sal NPCs prominently. The removal of AG1478 resumed sub-basal mitoses without affecting mitoses in the api
cal ventricular (V) region. Injection of soluble human NRG1 into the brain ameliorated neurogenesis of NRG
1-II-depleted embryos, implying involvements of NRG1-ErbB signaling in neuron production in the developing
 vertebrate brain.
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１．研究開始当初の背景 

 脳発生において神経細胞の産生は、おおま

かに神経幹細胞から神経前駆細胞が産生さ

れる Step1、神経前駆細胞が分裂を経て非増

殖性の神経細胞が産生される Step2 の２段階

に分けられる。神経細胞の産生に関しては

様々な分子機構が知られる。特に、これまで

の研究によって、神経分化に関与する転写因

子の解明が進んでいる。Step1 だけでなく、

Step2 に関しても、NeuroD などの転写因子が

それを制御することがわかっている。Step1 に

関しては、転写因子だけでなく、miRNA の関

与についても、多くの報告が出始めている。ま

た、FGF や Notch など、細胞間シグナリングの

関与についても、多くの知見が得られつつあ

る。それに対して、後者の Step2 については、

未解明なところが多く、このプロセスが細胞自

立的なプログラムで進行するのか、何らかの

外部シグナルに依存するのかは、これまで殆

ど未解明であった。 

 本研究は、この過程に関与する細胞外シグ

ナルの存在とその分子実体を証明しようと考

えた。神経分化は脳の大きさや形に直接的に

結びつくものであり、発達脳における神経分

化を調べるには、切片などの断片的な情報で

なく、３次元的にその分化を構築する必要が

ある。また、ホ乳類の哺乳類の脳の発達機構

を調べる上で、神経が産生され始める時期の

生きた胚で、非侵襲的に神経細胞産生の現

場を捉えることができれば、それは経時的に

取り出した固定脳に比べて、きわめて有用な

知見をもたらすと考えられる。しかし現時点で

は、マウスなどのホ乳類でそれを実現すること

は非常に難しい。  

 そこで本研究では、頭部も含め、からだの透

明度が極めて高いゼブラフィッシュ胚を用い

た研究を行おうと考えた。神経産生過程を生

きたゼブラフィッシュ個体で解析するために、

神経前駆細胞と神経細胞をそれぞれ緑色・赤

色蛍光で可視化したダブルトランスジェニック

ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ （ Tg （ neurogenin2-GFP: 

brn3a-RFP）、図１参照））などを脊椎動物の脳

のモデル系として選び、生きた個体における

神経分化のメカニズム、特に、Step2 に必要な

細胞間シグナルを探ることにした。注目する２

つの細胞、神経前駆細胞と、それらの分裂を

経て生ずる非増殖性の神経細胞を同時に異

なる蛍光タンパク質で可視化した個体を用い

て解析すれば、神経分化の現場を捉えること

ができるはずだからである。 

そして、細胞間シグナルとしては、ErbB シグ

ナルに着目した。ErbB リガンドは、遺伝子の

種類が多い上、スプライシングによりさらに数

多くの候補があることから、アンチセンスモル

フォリーノを用いて関与しうるリガンドを効率よ

くノックダウンし、それらの効果を網羅的に絞り

込めることができる点も、この系の優れたところ

であると考えた。また最近、TALEN による遺

伝子欠損技術が開発された。モルフォリーノ

によるオフターゲット効果の可能性をのぞくこ

とにより、より確かな結論が得られることが期待

された。 

 

２．研究の目的 

 脳発生において神経細胞の産生は、おおま

かに神経幹細胞から神経前駆細胞が産生さ

れる Step1、神経前駆細胞が分裂を経て非増

殖性の神経細胞が産生される Step2 の２段階

に分けられる。神経細胞の産生に関しては

様々な分子機構が知られるが、後者の Step2

が細胞自立的なプログラムで進行するのか、

何らかの外部シグナルに依存するのかは未解

明であった。本研究は、この過程に関与する

細胞外シグナルの存在とその分子実体を証

明する。すでに我々は、生きた胚の脳を可視

化できるゼブラフィッシュを用いて、Step2 が

ErbB シグナリングにより制御されることを見出

している。 このシグナルの作用機構の解明に

より、脊椎動物の基本的な脳構築機構に新た

な普遍的原理を提示する。 



 

３．研究の方法 

①ゼブラフィッシュを用いた神経細胞産生過

程 Step2 の ErbB シグナル依存性の証明 

 この時期の神経過程での ErbB レセプター、

主なリガンドの発現は、whole mount in situ 

hybridization (WISH)によりすでに解析済み

である。神経前駆細胞と神経細胞をそれぞれ

赤色・緑色蛍光により同時に可視化できるトラ

ン ス ジ ェ ニ ッ ク ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ

（tg(neurogenin2-GFP;brn3a-RFP)の卵に ErbB

シグナリングに関与しうるレセプターおよびリ

ガンド遺伝子とそのスプライシングフォームに

対するアンチセンスモルフォリーノをインジェク

トすることによりこれらの発現を抑制し、Step2

に関与する分子群を同定した。 

 同定できた分子の主なものに関しては、 

TALEN を用いて遺伝子欠損ゼブラフィッシュ

を作成し、その効果を確認中である。 

 

②ErB シグナリングに依存する神経産生機構

の精査 

 こ れ ら の 神 経 前 駆 細 胞 は 、 intermediate 

progenitor とも呼ばれる細胞で、自己増殖能と

増殖能を持たない神経細胞を生み出す能力、

すなわち分化能を併せ持つ細胞である。この

どちらの能力が欠損しても、神経細胞の産生

不全がもたらされるはずである。ErbB シグナリ

ングは、これらのどちらのプロセスに関与して

いるのだろうか。また、神経前駆細胞の種類も

一種類とは限らないことから、これに関しては

コントロール・欠損胚の神経前駆細胞・神経細

胞数の発生過程に伴う変化を、３D イメージの

定量的評価によって調べるとともに、遺伝子

発現による定性的な差を調べた。さらに、個々

の神経幹細胞から神経前駆細胞が産生され

増殖する様子、あるいは神経前駆細胞から神

経細胞が産生される様子を生体内でモニター

し、それらにおける神経細胞マーカーの活性

化を可視化できるベクターを用いて、１個の前

駆細胞から神経細胞が産生されるまでの様子

を調べ、ErbB シグナリングの作用点を検証し

た。 

 一方、もうひとつの重要な問題は、このシグ

ナリングに関わる ErbB リガンドが、どの細胞

で産生されてどこに局在するのか、という問題

である。同定されたリガンドの mRNA の局在

からその細胞を同定し、抗体を用いてその局

在を調べた。またこれに関連して、シグナルを

受け取る前駆細胞の時間的空間的分布を、

レセプターのリン酸化フォームに対する抗体

などによって調べた。これらの検討によって、

Step2 における神経細胞の産生において、

ErbB リガンドが時間的空間的にどのように前

駆細胞に作用しているかを検討した。 

 

４．研究成果 

一過的な ErbB 阻害剤処理あるいはアンチセ

ンスモルフォリーノによる遺伝子の発現抑制に

よって、ErbB シグナルが神経前駆細胞から神

経細胞の産生に重要な役割を果たすことを見

出した。特に、種々のアイソフォームを有する

ErbB リガンド、 ニューレグリンの中で、 type 

II ニューレグリンが、 神経分化に重要な役割

を果たすことを示した。また、 typeII ニューレ

グリンのノックダウンは、 Step1 および Step2 の

両方に影響を及ぼすことや、 ErbB４のリン酸

化は、発達する脳全体で認められることから、

それら両方のプロセスに関与することが示唆さ

れた。神経産生のプロセスにおける ErbB シグ

ナルの新たな作用点を発見できたのは、生き

た個体、しかも注目する２つの細胞を同時に

異なる蛍光タンパク質で可視化した個体を用

いて解析できたことによる。 

 



 

 

 

 

 また、このような神経分化可視化個体を用い

た解析をすることによって、発生脳において神

経前駆細胞の分裂は、脳室領域(ventricular 

region)の apical 側と、 maiginal zone に近い、 

subbasal region の２か所で行われるが、神経

細胞を生み出す分裂は、もっぱら後者の領域

で行われることを示した。 

 

 

 

 

 
そして、ErbB インヒビターを用いて ErbB シグ

ナルの一過的な低下をもたらすことによって、 

Step２、つまり神経前駆細胞から分裂後の神

経が産生されるプロセス自体が、 ErbB シグ

ナル依存的に行われることを明らかにすること

が出来た。 

 

 

これらの結果から、神経分化、特に神経前駆

細胞から神経細胞が産生されるプロセスに、 

ErbB シグナリングが必要であることを明らかに

した。 
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