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研究成果の概要（和文）：ゼブラフィッシュ視蓋形成をモデルとし、神経前駆細胞には、基底側・脳室側間でのエレベ
ーター運動後に脳室側での分裂、基底側の神経層の近傍sub-basal領域での分裂様式があり、後者が神経細胞の産生に
つながることを示した。この神経細胞産生にはErbBシグナルが関与し、膜型増殖因子NRG1 TypeIIがそのリガンドであ
ることを示した。NRG1は、プロテアーゼによる細胞外ドメイン切断により制御される。NRG1の切断評価プローブを開発
し、細胞外ドメイン切断がNRG1の時空間制御を担うことを示した。また細胞外ドメイン切断に関与するADAM8, ADAM12,
 ADAM19の新たな役割を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Post-mitotic neurons are generated from neural progenitor cells (NPCs) at the 
expense of their proliferation. We showed that post-mitotic neurons are produced only from neural 
progenitor cells that divide in the sub-ventricular zone (SVZ). We also showed that this neurogenesis 
depends on Neuregulin 1 type II (NRG1-II)-ErbB signaling. Moreover, we developed a novel fluorescent 
probe, which enables us to monitor the activity of the NRG1 ecotodomain shedding. Expression of the probe 
in zebrafish embryos revealed involvement of the NRG1 ecotodmain shedding in the spatio-temporal 
regulations of its signaling. We also elucidated novel roles of ADAM8 and ADAM19 in mice and ADAM12 in 
growth of zebrafish.

研究分野： 発生生物学、細胞生物学、分子生物学、再生医学
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１．研究開始当初の背景 
  脳の発達において、神経前駆細胞（NPC）
は増殖し神経を産みだす。NPC の増殖の程度
や神経産生のタイミングの制御が、脳の大き
さや形の重要な要因となるが、そこに細胞外
シグナリングが関与するのかどうか、それと
もどれだけ増殖して分化するかは、もっぱら
神経細胞自律的に決まっているのか、という
大きな疑問は、このプロセスに関与する細胞
外シグナルが同定されておらず、不明であっ
た。本研究において我々は、脊椎動物の脳形
成機構を探るため、ゼブラフィッシュ視蓋形
成をモデルとして、この問題に取り組んだ。 
２．研究の目的 
本研究は、NPC の増殖の程度や神経産生のタ
イミングの制御に細胞間シグナリングが関
与するのかどうか、関与するとすればどのよ
うなシグナル分子が関与するのかを解明す
ることを目的とした。脊椎動物の脳形成機構
として、ゼブラフィッシュ中脳視覚統合領域
である視蓋の形成をモデルとして、この問題
に取り組んだ。また、神経系で機能する膜型
増殖因子ニューレグリンのエクトドメイン
が、ニューレグリン-ErbB シグナリングの時
間的空間的制御に関与することを証明する
ことを、もうひとつの目的とした。 
３．研究の方法 
神経細胞産生の時間的空間的制御に関与す
るプロセスと機構を明らかにすべく次のよ
うな研究を行った。(1)NPC と神経細胞が異
なる蛍光タンパク質でラベルされたトラン
スジェニックフィッシュ（Tg）を用いて、自
己複製タイプ・神経細胞産生タイプの分裂を
区別し、後者が時間的・空間的にどのように
分布し、変化するかを調べる。（２）神経系
で発現することが知られる ErbB リガンド
であるニューレグリン（グリア増殖因子）に
着目し、いずれかのアイソフォームが、NPC
から神経細胞の産生に関与するかどうかを
検討した。（３）膜型ニューレグリンのエク
トドメインシェディング活性をモニターで
きるプローブを開発し、これを神経細胞で発
現させることにより、その切断がニューレグ
リンシグナルの時間的空間的制御に寄与し
ているかどうかを検討した。 
 一方、 ADAM19 の役割についてそのコン
ディショナルノックアウトマウス、 ADAM8
の役割をそのノックアウトマウスを用いて
調べ、 ADAM12 の役割を遺伝子ノックアウ
トゼブラフィッシュを用いて調べた。 
４．研究成果 
(1)ニューレグリン-ErbB シグナリングは神
経前駆細胞から神経細胞の産生に関与する 
neurogenin-RFP で 神 経 前 駆 細 胞 が 、
neurod-GFP で神経細胞がラベルされるトラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク フ ィ ッ シ ュ TgBAC 

(ngn1:nRFP;neurod:EGFP)（それぞれ生理
研東島眞一先生・名古屋大日比正彦先生より
供与）、および視蓋の幹細胞・前駆細胞・神
経細胞系譜で特異的に Gal4 が活性化される
エンハンサートラップライン（遺伝研川上先
生より供与）などを用いて、これらの細胞を
可視化し、自己複製を行う分裂と神経細胞を
産生する分裂がいつどこ（基底側—脳室側の
極性から見た位置）で行われるかを検討した。 
 その結果、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、
ErbB インヒビターAG1478 の効果、いくつ
かのニューレグリンアイソフォームおよび
レセプターErbB4 に対するアンチセンスモ
ルフォリーノの効果の検討を行い、このよう
な秩序ある神経細胞の産生がニューレグリ
ン type IIーErbB シグナルに依存すること
を示した。（T. Sato et al., PLOS ONE, 2015）。 
(2)膜型ニューレグリンのエクトドメインシ
ェディングは、ニュレーグリンシグナルの時
空間的制御に寄与する 
 一方、膜型ニューレグリンは、ADAM19
や BACE1 などの種々のプロテアーゼによっ
て切断され、その細胞外ドメインが可溶化型
リガンドとして働くことにより、切断のタイ
ミング制御による時期特異的な活性化、およ
び切断場所の制御による空間的な制御とい
う二つのポテンシャルを持ち得る。このよう
なプロテアーゼ制御の意義を検証するため、
膜型ニューレグリンを蛍光蛋白質で標識し
たプローブを作成し、それを培養細胞やゼブ
ラフィッシュ個体で発現させた。そして、蛍
光強度を計測することにより、ニューレグリ
ンがいつどこで切断されるかを調べること
ができた。さらに、その切断がプロテアーゼ
インヒビター感受性であるかどうかも検討
した。その結果、ゼブラフィッシュ胚の運動
神経でこのプローブを発現させることによ
り、切断活性が軸索特異的に見られることを
見出した。この結果のより、ニューレグリン
のエクトドメインシェディングが、そのシグ
ナル産生を時間的・空間的に制御しているこ
とを証明できた(Kamesaki A., et al., 投稿中)。 
（３） ADAM8 の役割の検討 
 先行研究として我々は、膜貫通型プロテア
ーゼ ADAM8 は、ゼブラフィシュにおいては血
球と血管内皮の接着解除を介して血液循環
の開始に関わることを見出した(Iida et al., 
2010)。そこで本研究では、骨格筋損傷に伴う
炎症・筋再生過程における ADAM8 の役割と機
能を探った。 
 まずカルジオトキシンによりマウスに筋
損傷を与えると、ADAM8 の発現は損傷後１日



後にピークに達した後に徐々に減少した。
ADAM8 は、損傷後１日後の筋肉では CD45 (+)
の白血球成分特異的に強く発現し、それを表
面抗原マーカーである Ly6G、Ly6C を用いて
さらに分画すると、好中球成分である
Ly6G(+)Ly6C(-)の集団で特に高い発現がみ
とめられた。次に ADAM8 の筋再生に対する寄
与を評価するために、骨格筋の損傷・再生が
繰り返し起こるデュシェンヌ型筋ジストロ
フィーモデルマウス（北里大 花岡和則博士
より供与）とADAM8欠損マウス（独 J. Bartsch
博士より供与）を掛け合わせ、両方の遺伝子
が欠損したマウスの骨格筋を解析したとこ
ろ、このマウスでは壊死した筋繊維の顕著な
残存と石灰化像の亢進が観察され、壊死細胞
を取り囲む多数のマクロファージの残存が
見られた。さらにカルジオトキシンによる筋
損傷においても、ADAM8 欠損マウスは壊死繊
維残存の亢進を示した。この際、損傷組織へ
の単球の浸潤低下は見られなかった。これに
対し、筋損傷後の好中球の損傷組織への浸潤
を免疫染色により調べると、ADAM8 欠損マウ
スの好中球は、損傷筋のまわりの間葉組織に
は野生型と同程度に浸潤するが、基底膜を越
えて筋繊維内に侵入し大きな凝集塊を形成
する割合が、野生型マウスの好中球に比べ顕
著に減少していた。好中球は、PSGL-1/セレ
クチン接着による血管内でのローリングか
らインテグリンを介した血管との強い接着
を誘導し間葉組織へと浸潤する。好中球等の
炎症細胞で発現する接着分子 P-selectin 
glycoprotein ligand-1(PSGL-1)は細胞外ド
メインの切断制御を受けることが知られて
おり、ADAM8 はその切断制御に関与するプロ
テアーゼのひとつである。そこで、筋損傷後
の好中球における PSGL-1 の発現を免疫染色
によって調べると、好中球は間葉組織に浸潤 

 
図 2 骨格筋再生における炎症細胞の挙動と ADAM8
の役割（モデル図） 

後も PSGL-1 の細胞外ドメインを発現してい
るが、基底膜を越え筋繊維内侵入後の好中球
ではその発現が消失することがわかり、好中
球の損傷筋への侵入が PSGL−１の細胞外ドメ
イン消失を伴うことが示唆された。さらにフ
ローサイトメトリーによる解析において、野
生型に比べ ADAM8 欠損マウスでは PSGL−１low

の好中球の割合が有意に低下しており、好中
球の損傷筋組織内移動における PSGL-1 細胞
外ドメイン消失への ADAM8 の寄与が示され
た。好中球除去により損傷筋の除去が不完全
になることなどを考え合わせると、ADAM8 は、
好中球の損傷筋繊維内への侵入を促進する
ことにより、骨格筋再生に先行する損傷筋の
効率的な除去に関与していると考えられる 
（Nishimura D., et al, Mecha Dev., 2015）。 
（５）ADAM12 の役割・機能の検討 
 一方、  ADAM12 ノックアウトゼブラフィッ
シュを作成し、１ヶ月後の体長が、有意に小
さいことを見出した。また、ADAM12 遺伝子プ
ロモーターに  GFP を繋いだコンストラクト
の BAC トランスジェニックフィッシュを作
成することにより、 ゼブラフィッシュ
ADAM12 が胚の血管や心臓で発現することが
見出された。しかし、その欠損は血管形成や
心臓形成に対し、影響を及ぼしてはいなかっ
た（ Tokumasu et al., 投稿中）。 
（６）神経−血管ワイヤリングの基盤となる
関連研究 
 骨格筋には血管が入り組んで配線し骨格
筋の機能や再生を制御している。さらに骨格
筋は運動神経により支配されていることか
ら、骨格筋形成や再生・筋幹細胞の維持につ
いて、臓器特異的な血管—神経ワイヤリング
の関与を調べる必要がある。筋再生や幹細胞
維持に、これらの血管・末梢神経系が関与し
ているかどうかは殆ど知られていない。それ
は、これらとの相互作用が筋幹細胞を正或い
は負に関与する可能性は高いが、そもそも筋
幹細胞の活性化や逆に静止期への誘導機構
が知られていないことに起因している。そこ
でひとつの試みとして、筋再生の時期に神経
シナプスや血管をも含む筋組織内で誘導さ
れる micro RNAに着目した研究をおこなった。 
 骨格筋幹細胞の増殖能を調べると、この幹
細胞が生後しばらくは増殖能が高いが、成体
になると静止期への移行すること、マイクロ
RNA（miRNA）の産生に関わる Dicer を骨格
筋幹細胞特異的に欠損させると、静止期に入
らず増殖し続けることから、静止期への移行
は成長に伴い獲得されること、またそのプロ
セスには miRNA が関与することが分かった。
そこで、成長に伴い骨格筋幹細胞内で発現が
高くなる microRNA に注目し、成体マウスの
骨格筋幹細胞に高発現する miR-195 と
miR-497（miR-195/497）が、細胞周期（増殖）



に関わる遺伝子 Ccnd と Cdc25 を抑制するこ
とにより、骨格筋幹細胞の静止期への移行を
誘導すること、さらにこの miR-195/497 を導
入すると培養骨格筋幹細胞は試験管内でも
未分化性を保つことを明らかにした。さらに
骨 格 筋幹細 胞 を試験 管 培養す る 際 に
miR-195/497 を導入し、筋ジストロフィーモ
デルマウスの下肢の骨格筋へ移植すると、再
生筋への高い移植生着能を示した。このよう
に、miR-195/497 の導入により、試験管内で
の骨格筋幹細胞の増殖・分化を抑制して未分
化性を維持することができ、移植された幹細
胞の生着を向上させることができることを
示した (Sato T., et al., Nature Commun., 2014)。
micro RNA の発現部位は同定出来ておらず、
これが血管や神経ワイヤリングを介する効
果かどうか検討していく予定である。 
 一方、あらたな小型魚類を用いた研究も行
った。卵を体内で受精して成長した子供を出
産する胎生は、哺乳類で普及している繁殖様
式である。しかし哺乳類以外の脊椎動物にお
いても、爬虫類、両生類、魚類など幅広い種
で胎生種が分布する。特に真骨魚類では、進
化の過程で独立に複数の胎生種が出現した
と考えられており、種ごとに異なるユニーク
な胎生機構を持つ。そこでメキシコ原産のグ
ーデア科胎生魚ハイランドカープ（Xenotoca 
eisen）を用い、真骨魚類の胎生機構の解析を
試みた。グーデア科胎生魚の胎仔は肛門部に
栄養リボン（trophotaenial placenta）という独
自の構造物を持ち、母体から分泌された栄養
分を吸収して成長する。ハイランドカープに
ついても、交尾後 2〜4 週間の胎仔で栄養リ
ボンが観察されたが、この栄養リボンは出産
時には消失したことから、栄養リボンは出産
に先立ち母体内で退縮を開始していること
が予想された。細胞死マーカーを用いた染色
により、栄養リボンではプログラム細胞死
（apoptosis）が起こっていることが明らか
になった。これは母体外で不要となる構造物
をあらかじめ分解・吸収して、出産に備える
機構だと捉えることができる。哺乳類を始め
とする胎生動物において、このような退縮機
構はこれまでに報告がなく、グーデア科の胎
生で新奇に見出された現象である (Iida et 
al., Sci. Rep., 2014)。 
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