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研究成果の概要（和文）：脊椎動物のモデルとなるホヤの神経管形成メカニズム理解のために、神経管が生じて
いく過程の1細胞レベルイメージングを行い、神経板から神経管が生み出される新たなホヤ神経管形成モデルを
提唱した。また、神経管形成過程において神経板期から一部の神経板系譜の細胞においてカルシウムイオン濃度
が振動する細胞を発見し、わずか1対の運動神経細胞A10.64であることを突き止めた。この細胞はホヤの遊泳運
動を担う重要な細胞であると考えられる。さらに、組織サイズ縮小に伴う各脳領域のスケーリング戦略について
理解するために、矮小化尾芽胚の３Dモデリングを行った結果、運動神経節の細胞数、配置は変化しないことが
わかった。

研究成果の概要（英文）：In order to understand the mechanism of the neural tube formation in the 
ascidian, we performed a single-cell level 3D imaging of the process of neural tube development, and
 proposed a new model of ascidian neural tube formation from tneural plate to neural tube formation.
 In addition, in the neural tube formation, we found a cell in which calcium ion concentration 
oscillates in some cells of the neural plate lineage from the neural plate stage, and found that it 
is only one pair of motor neurons A10.64. This cell is considered to be an important cell 
responsible for swimming behavior of ascidian. Furthermore, in order to understand the scaling 
strategy of each brain region accompanying the reduction of tissue size, 3D modeling of dwarf 
tailbud embryos revealed that the number and arrangement of motor neurons did not change.

研究分野：発生生物学

キーワード： 管腔形成　カルシウムイメージング　運動神経回路　ホヤ　スケーリング　時計遺伝子　scRNA-seq　神
経管
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研究成果の学術的意義や社会的意義
神経管閉鎖はこれまで考えられていたように単に神経外胚葉が落ち窪むことで達成されるのではなく、神経板期
の各領域の細胞が複雑に異なる細胞のふるまいを経ることが示された。また、これまで運動神経回路は運動神経
や介在神経などの複数の神経細胞で構成されており、運動の自発的パターンはこれら複数の細胞の相互作用によ
って生み出されると考えられてきたが本研究はこの概念を覆す可能性がある。このように本研究により、脊索動
物の神経管形成過程や運動神経回路発生の理解は一層深まること、脊索動物運動神経回路の進化的起源に迫るこ
とが期待できる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
スケーラリビティーをまたぐ解析の必要性：複雑な形をしているヒトの脳は、発生の初期は神経
板から作られた単なる一本の管（前方神経管）に由来する。この管の前方は膨らんで前・中・後
脳胞の 3脳胞を形成し、管の後方はやがて伸長し後方神経管、後に脊髄となる。このように神経
管は連続した管であるが、どのようにして領域ごとに異なる形を形成するであろうか？脳胞形
成過程の理解には、まず時間空間的な領域ごとの細胞の振舞いの違いを全体として明らかにす
る必要がある。しかし、脊椎動物胚を用いた解析では、構成細胞の数は多く、１つ１つの細胞の
形態変化を追跡することは可能でも領域ごとの違いを全体的に俯瞰し、比較することは難しい。 
 
モデル生物としてのホヤ：一方、ホヤ神経外胚葉はジッパーを閉じるように進行し（Hashimoto 
et al., 2015, DevCell）、脊椎動物と同様に脳は区画化されており、前脳・中脳・後脳に相当する領
域が存在する（Nicol ＆ Meinertzhagen 1988 DevBiol）だけでなく、区画化に関わる遺伝子も脊椎
動物と同様に保存されており、それらの区画決定の分子メカニズムについても明らかにされつ
つある（例えば、Imai et al., 2009, Development; Wagner et al., 2012 Development等)。このように、
遺伝学的・解剖学的にホヤの神経管は脊椎動物の神経管をシンプルにした様相を保持している
（図 1）。しかし、ホヤ脳胞の形態形成過程までの道筋の情報、つまりそれぞれ細胞が最初（神
経板期は 76個）から終わり（幼生期約 300個）までにどのような過程を経るのか、そのふるま
いの全貌や全細胞系譜の情報は不十分である。 

 
２．研究の目的 
脳は一本の管から生じる。発生後間もない胎児は神経管の前方が膨らみ、前脳胞、中脳胞、菱脳
胞といった基本的な脳部位の原型を形成する。遺伝子発現による区画決定が明らかにされても、
このような脳の“形作り”には解明すべき点が多い。本研究では細胞レベルの定量的な解析が個体
まるごと用いて可能であるホヤに注目し、そもそも連続性を保った一本の管が、脳部位ごとに形
の違いを生み出すしくみを解明することを研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）神経管形成過程の膜・核同時 4D 可視化の試み：いつ・どの程度細胞の形態情報に違いが
生じるのかをつきとめるため、神経管を形成する前の神経板期 76細胞の細胞の核と膜をラベル
した３Dイメージングを行った。神経管を形成する前の神経板期 76細胞の細胞をラベルし追跡
するために、神経管特異的に発現を促す FoxB または DMRT 遺伝子プロモーター下に UV 照射
によって色を変えることの可能な Kaede 蛍光タンパク質を組み込んだ遺伝子発現コンストラク
トを作製し、胚へ導入した。 
 
（2）当初予期していないこととして、神経管形成過程において神経板期から一部の神経板系譜
の細胞において一過的なカルシウムイオン濃度上昇が観察された（Akahoshietal.,2017）。これら
の一過的カルシウムイオン濃度上昇は神経管形成における形態形成過程に関与している可能性
があるため、後述の理由もあり、（１）の研究よりも優先的に実験をすすめることとした。 
 
（3）ホヤの未受精卵の一部を人工的に切除し、受精させると矮小化 (Dwarf) 幼生が得られ
ることが知られている (Yamada et al., 1999)。卵サイズの擾乱に対し、個体の形態は維持さ
れるが、組織レベルでは異なる戦略があることが示唆された。そこで、Dwarf胚における神
経管を含む各組織を構成する細胞の数および体積の違いを定量的に調べた。 
 
４．研究成果 
 

図１ホヤ脳と脊椎動物脳の類似性 



（１）核をラベルした予定神経細胞の神経板期から中期尾芽胚期までの 3 次元イメージングに
成功（図２）し、それぞれの核の振舞いから脳形態形成の仮説モデルを提案した（図３）。 
 

しかしながら、深度の深い部分の細胞系譜決定に関しては共焦点レーザー顕微鏡ではうまく可
視化できず、複数個体のデータを得るために時間を要した。この実験を続けている間に米国の研
究室から神経管閉鎖過程における３Dライブイメージング結果が報告されてしまった（Navarrete 
and Levine 2016 Development）。このように本研究期間が始まった矢先に先を越された格好になっ
てしまったため、本研究ではよりオリジナリティの高い優れた研究を目指すこととした。 
 
（2）当初思いがけないことに、神経管形成過程において神経板期から一部の神経板系譜の細胞
においてカルシウムイオン濃度が振動する細胞が観察された（Akahoshi et al.,2017 Dev.Biol.）。神
経管形成における形態形成過程に関与している可能性があるためこのカルシウムイオン振動す
る細胞の数、位置、系譜を明らかにすることを試みた。核局在 GCaMPを用いることによりわず
か 1対の背側運動神経節細胞であることがわかった。細胞系譜をあきらかにするため、Kaede蛍
光タンパク質を神経管細胞系譜で発現するホヤ幼生を作成したが異常発生率が高く現在のとこ
ろライブイメージングで細胞系譜をあきらかにすることはできていないものの、このカルシウ

図２ 



ム振動細胞の細胞体の大きさが周辺の細胞より大きいこと、神経管の側方に少しずれて位置す
るといった解剖学的特徴（Nakamura et al.,2012）より、A10.64系譜である可能性を見出した（図
４）。neurogenin プロモータ（甲南大日下部先生より供与）を用いて再度 Kaede を用いたライブ
イメージングを試みた結果、わずか 1対の背側運動神経節細胞 A10.64細胞であることを同定で
きた（ホヤ国際学会 2019、分子生物学会 2019）（投稿準備中）。 
 
次に、このホヤ運動神経節に
おける Ca2＋振動細胞が振動を
引き起こす分子メカニズムの理
解のために、1細胞由来の転写
物を網羅的に同定可能な、1細
胞 RNA-Seq（scRNA-Seq）を試
みた。その結果、数十秒周期で
Ca2+振動しつづける細胞を発見
し、単離することに成功した。
このことは、ホヤ Ca2＋振動細
胞は細胞間の相互作用なしに細
胞自律的に Ca2＋振動可能であ
ることを意味する。また興味深
いことに本細胞は単離後のタイ
ミングによって振動の周期が異
なっており、より後期では２０
～３０秒周期へと短くなった。
単離された Ca2+振動細胞から
cDNAライブラリを作製後、約
200万リード分の転写配列の解
読に成功した。得られた配列データを、カタユウレイボヤ遺伝子モデル（KH2012モデル）と
照合し複数のチャネル遺伝子等 A10.64細胞特異的に発現変化する遺伝子のリストを得た（2019
日本動物学会、投稿準備中）。今後得られた遺伝子の機能を詳細に解析することにより、ホヤ運
動神経節における自律振動する運動神経細胞のメカニズムに迫りたい。 
 
（3）組織サイズ縮小に伴う各脳領域のス
ケーリング戦略について理解するために、
矮小化尾芽胚の３Dモデリングを行った。
カタユウレイボヤの Dwarf尾芽胚の個体全
体に対する組織ごとの体積比率は野生型 
(WT)尾芽胚と Dwarf尾芽胚間で一定であ
る一方、組織ごとの細胞数はWTと比較
し、減少する組織と一定である組織がある
ことが明らかとなった。 
神経管に関してそれぞれの脳領域ごとの
細胞数・体積に注目し計測した結果、興味
深いことに感覚胞や神経管の細胞数は減少
する一方、運動神経節の細胞数、細胞配置
は個体サイズ縮小に伴っても変化しないこ
とがわかった（図５；Matsumura et al.,2020 
Dev.Biol.）。このことは個体サイズ変化に伴
うスケーリング戦略が脳領域ごとに異なる
ことを示している。神経管を構成する細胞
のうち運動神経回路を担う細胞のみ構成細
胞数が減少しないことは運動神経回路のロ
バスト性を示していると考えられる。 
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