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研究成果の概要（和文）：本研究では、僧帽筋を支配する運動神経（SAN/dMNs)軸索の経路形成とSAN/dMNsの発
生・分化に関する分子的メカニズムについて、その前駆領域であるp3領域の分化も含めて検討した。主な結果は
以下の通り。（１）SAN/dMNsから伸び出す副神経脊髄根はst20（E3-3.5)に形成がされていることが判明した。
（２）異所性のHox分子の強制発現は発生に影響を与えないことが明らかとなった。（３）microRNA-9(MiR-9)の
強制発現によって、SAN/dMNの移動が妨げられた。また、p3 領域にROBO3の早発的な発現が認められた。（４）
ROBO3発現の調整機構とその種差が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the pathway formation by axons of motor 
neurons that innervate the trapezius muscle (SAN/dMN) and the molecular mechanisms of development 
and differentiation of SAN/dMN, including the differentiation of the p3 region, which is their 
precursor domain. The main results are as follows. (1) It was found that the spinal accessory nerve 
extending from SAN / dMNs was formed at st20 (E3-3.5). (2) It was clarified that the forced 
expression of ectopic Hox molecules does not affect the development of SAN/dMN. (3) Forced 
expression of microRNA-9 prevented the dorsal migration of SAN/dMN. In addition, precocious 
expression of ROBO3 was observed in the p3 region. (4) The regulation mechanism of ROBO3 expression 
and its species difference between tetrapods and teleosts was clarified.

研究分野： 発生学　神経解剖学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は、これまでの僧帽筋を支配する運動神経の発達に関する理解に新しい知見を加えるものである。
特に運動神経を含めて体の吻尾軸における構造の決定に関するHox分子の異所性発現によってSAN/dMNの分化に影
響が見られなかったことは興味深く、今後のさらなる研究の必要性を示している。また、SAN/dMNの分化とはま
だ直接結びつかないが、MiR-9発現の影響の解析から発展し、ROBO3の発現調整に係わるcis-regulatory module
の同定を行い、硬骨魚類と四足動物間の種差を明らかにしたことは学問的な価値が高いと思われる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 申請者らのグループはこれまで、鳥類頚髄における運動神経群の個体発生を研究し
てきており、この中で鳥類の頚髄の運動神経の発生過程には哺乳類の頚髄とはことな
る特徴があることを明からかにしてきた。例えば、頚髄では発生早期に一過性に現れ
る運動神経群があり、それらの運動神経は、頚部には本来無い上肢を支配する外側運
動神経核の特徴を示すことを明らかにしている（Mukaigasa ら 2017）。また、頚髄
には運動神経であるにもかかわらず後根から軸索を出す神経の存在が古くから知られ
ていたが、それらは僧帽筋を支配する副神経脊髄根運動神経に相当するものであるこ
とを報告してきた（Kobayashi ら 2013)。申請者らのこれまでの研究の核心をなす学
問的な「問い」は、これら鳥類の頚髄の運動神経発生における特徴的な現象がどのよ
うなメカニズムで起こり、どのような生物学、進化発生的な意味を持つものであるか
を明らかにすることである。これらの鳥類の頚髄に特徴的な運動神経の構成や発生過
程は、他の脊椎動物に比べ著しく長い頚を獲得してきた鳥類（哺乳類の頚椎 7 個に対
して鳥類は 12〜22 個）の進化にともなって獲得されてきたものと考えており、その
発生メカニズムの解明は鳥類（そしてその祖先であるとされる恐竜類）の進化と発生
の理解につながるものである。 
 
２．研究の目的 
本研究では以下の２つを目的とした。 
 
（１）SAN-MNs/dMNs から伸び出す軸索の経路形成のメカニズムの解明 
 SAN-MNs と dMNs は同じ運動神経グループでありながら、存在するレベルによって
途中の経路が異なる理由についても解明したいと考えている。そのために、SAN-
MNs/dMNs から伸び出す軸索の経路形成について、形成時期やその様式について解析
する。 
 
（２）鳥類の僧帽筋を支配する SAN-MNs/dMNs の分化発生の分子的メカニズムの解明 
 鳥類の僧帽筋を支配する運動神経は、頚髄上部に存在し，副神経脊髄根として僧帽
筋へ向かうもの（SAN-MNs）と頚髄中部から下部に存在し、後根を通って脊髄神経と
して僧帽筋へ向かうもの（dMNs）の２群あるが、両者は共通の転写因子を発現し、共
通の progenitor domain である p3 領域（floor plate と運動神経核の間の領域）か
ら発生したのち，最終的な位置へ移動することが明かとなっているが、progenitor 
domain の分化も含めて、その分化発生の分子的なメカニズムが不明であり、本研究
ではまずこの解明を第一の目的とした。具体的に検討すべき分子として、SAN-
MNs/dMNs に発現していることが知られている onecut や Hox 分子の関与について調べ
る。p3 領域の分化発生については、single cell mRNA sequencing データベースを利
用した解析も行う。 
 
３．研究の方法 
 SAN-MNs/dMNs から伸び出す軸索の経路形成時期やその様式についての解析のため
には、透明化胚の全載標本において神経特異的マーカーによる免疫染色を行い経路形
成の時期について検討した。 
 
 様々な分子の SAN-MNs/dMNs の発生に対する影響を調べるため、それらの分子その
ものや、分子の発現を抑える分子の強制発現をおこない、その影響について調べた。
具体的には onecut の発現を抑える MiR−９（microRNA-9)および、本来 SAN-MNs/dMNs
に発現されていない Hox 分子の強制発現を行った。強制発現は、発達中のニワトリ胚
（st15)に電気穿孔法によって様々な分子の遺伝子導入を行い、SAN-MNs/dMNs の移動
が終了する E4.5〜5 で固定し、SAN-MNs/dMNs の発生に異常が起きているかどうか検
討した。 
 SAN-MNs/dMNs が派生する p3 領域の形成・分化メカニズムの解析のためには、公開
されている single cell mRNA sequencing のデータベースを利用し、p3 領域の神経
細胞の分化過程や種間の比較を行った。それらの結果はさらに in vivo で確かめた。 
 
４．研究成果 
 
（１）SAN-MNs/dMNs から伸び出す軸索の経路形成時期の確定 
 ニワトリ胚の Wholemount 標本において、ニューロフィラメントに対する抗体を用
いて免疫染色を行ったのち透明化を施し、副神経脊髄根の発達時期について検討した。
その結果 st20（E3-3.5)のニワトリ胚において副神経脊髄根の形成されていることが



判明した（図 1）。先の申請者らの研究の結果では、SAN-MNs/dMNs の最終分裂の時期
は E2.5〜E3（st15〜st18)であり、今回の結果は最終分裂後半日程度でその軸索を相
当の距離伸ばしていることが明らかとなった。また、一方、標的である僧帽筋の発生
は st26〜28(E5〜E6)とかなり遅いことも知られており、SAN-MNs/dMNs の軸索と僧帽
筋がどのような形で相互作用するのかについて今後明らかにしていくべき課題と思わ
れる。 

 

図 1 
st20（E3〜3.5）のニワトリ胚における
ニューロフィラメントの wholemount 免
疫染色 
 
矢印は副神経脊髄根および副神経（迷
走神経の一部）を指す。ニワトリ胚で
は上行した副神経脊髄根は迷走神経と
合流して下行する。 
 
BA：鰓弓、BS：脳幹、 
H：心臓、SC：脊髄、 
C2：第２頚神経、C3：第３頚神経、OV:
耳胞 

 
（２）Hox 分子の関与についての検討 
 Hox 分子は体の吻尾軸における形態形成に係わる。脊髄でも各分節に特異的な運動
神経グループの分化に係わることが知られている。申請者らのグループは予備的な研
究の中で頚髄に発現している Hoxa5 が SAN-MNs/dMNs にも発現しているのに対し、も
う一つの頚髄領域に通常発現する Hoxc5 が SAN-MNs/dMNs に発現していないことを見
いだしている。この違いが SAN-MNs/dMNs の発生にとって意味のあることかどうかま
す明らかにしようとした。また、通常 Hoxc6 と Hoxa6 は頚髄上部や中部には発現せず、
頚髄下部の頚膨大部以下で発現することが知られているので、これらの Hox を異所性
に頚髄上部や中部で発現させた時に SAN-MNs/dMNs の発生に異常が生ずるか検討を行
った。その結果、Hoxc5，Hoxc6, Hoxa6 のいずれの強制発現によっても SAN-MNs/dMNs
は通常に分化し、移動することが明らかとなり（図２）、SAN-MNs/dMNs の分化には
Hoxc5 の発現の有無は関係しないこと、またより尾側で発現する Hox 分子による分化
抑制がおこらないことが示唆された。さらに尾側に発現する Hox 分子群の影響につい
ては今後の課題である。 

 

 
図２ 
異所性の Hox 分子強制発現の影響 
 
dMN に本来発現していない Hox の強
制発現によって dMN の発生は影響を
受けるかを検討した。 
 
Hoxc5、Hoxa6, Hoxc6 の発現
（green）によっても、dMN は発生し
ていた（矢じり）。 
 
dMN は MNX1(red)(-)かつ
Isl1/2(blue)(+)のニューロンであ
る。 

 
（３）MiR-9 発現による影響の検討 
 予備実験で SAN-MNs/dMNs に運動神経の分化に関与する onecut が発現していること
がわかったので、onecut をターゲットとすることが知られている microRNA-9(MiR-9)
を強制発現し，その影響を調べた。その結果、MiR-9 の強制発現により、SAN-
MNs/dMNs の背側への移動が障害され、腹側の p3 領域に多数の SAN-MNs/dMNs が残っ
ていることが明らかとなった（図３）。そこで、この原因を探るため、細胞移動に関
連することが知られている ROBO-SLIT 分子群の発現を調べたところ、SAN-MNs/dMNs 
の背側への移動が起こる時期である st22 の頚髄において ROBO3 が p3 領域に発現して
いることが確認された（図４）。さらに詳しく調べると、ROBO3 は正常の頚髄では、



SAN-MNs/dMNs の背側移動が終了したのちの st26 で V3 領域に発現していること明ら
かとなった（図４）。これは、MiR-9 によって ROBO3 の発現時期が早まり、まだ移動
を始めていない SAN-MNs/dMNs の背側への移動を抑制したことを意味するものと考え
られた。しかしながら、ROBO3 の SAN-MNs/dMNs の移動に対する影響についての直接
的な証明までは至っておらず、今後の課題となった。 
 

 

図３  
MiR-9 発現による SAN/dMN の移
動抑制 
 
MiR-9 を発現させたのち各ステ
ージで観察すると（A-C)、
SAN/dMN の腹側から背側への移
動が妨げられ（D-L)、st26 とな
っても多くの SAN/dMN が V3 領域
にとどまっていた（M,N)。 
 
 

 

 

 

図４  
MiR-9 発現後の ROBO-SLIT
分子群の発現パターンの変
化（A-F)および正常胚にお
けるの ROBO3 の発現（I-L) 
 
MiR-9 の発現によって、
ROBO3 の発現に変化が認め
られた。st23 で V3 領域に
ROBO3 の発現が認められた
（C)。 
正常の胚では、st26 で
ROBO3 が背側部に加えて V3
領域特異的にも発現してく
る（L)。 
MiR-9 によって ROBO3 の発
現時期が早まったことを示
している。 
 

 
（４）p3領域の分化メカニズム、ROBO3 発現の調節機序 
 （３）の研究の過程で、ROBO3 が p3 領域に特異的に発現されることが判明したの
で、これを１つの手がかりに、p3 領域の分化、ROBO3 の発現調節について公開されて
いる single cell mRNA sequencing（scRNA-seq)のデータベースを利用して解析を行
った。マウスの各ステージの胎仔の脊髄の細胞から作られた mRNA の発現プロファイ
ルをクラスター化し、Nkx2-2 または Sim1 をマーカーとして p3 領域の progenitor お
よびこの領域から分化する V3 ニューロン群を抽出した。その結果、V3 ニューロン群
の分化過程を追うことができた（図５）。さらに V３ニューロン群は ROBO3 を発現す
るニューロン群（ROGO3+）と ROBO3 を発現せず Lhx1 を発現する（Lhx1+)ニューロン
群の 2 つのグループに分けられることが判明した。実際にニワトリ胚の脊髄でこれら
2 つのニューロン群の局在を調べたところ、ROBO3+はやや内側に、Lhx1+はやや外側
に位置しているニューロン群であることが分かった（図５）。 
 同様の解析をゼブラフィッシュ胚の scRNA-seq のデータベースで行ったところ、ゼ
ブラフィッシュでも p3 領域の progenitor およびこの領域から分化する V3 ニューロ
ン群を抽出することができた。しかし、V3 ニューロンのほぼ全てが ROBO3 を発現し



ており、ROBO3 を発現していないニューロンはほとんど存在していなかった。これら
の結果は ROBO3 の発現に関しては，硬骨魚類とほ乳類や鳥類とでは異なる発現制御メ
カニズムを持つことを示している。 
 このことをさらに追求するために、利用可能な ChIP-seq と ATAC-seq のデータベー
スを用いて ROBO3 の cis-regulatory module (CRM)の検索を行った。その結果、
ROBO3 の転写開始点の約 20kb 上流に多数の転写因子が結合可能な部位（Robo3-CRM)
を見つけることができた（図６）。この部位の機能を確かめるため Robo3-CRM に GFP
を付けて、電気穿孔法でニワトリ胚に導入したところ、内因性の ROBO3 発現に一致し
て GFP の発現がおこることを確認した。この Robo3-CRM について種間の違いを調べた
ところ両生類以上では保存されているのに対し、硬骨魚類では失われていることが判
明した。これが ROBO3 発現様式の違いの原因であることが示された。以上の結果は、
他の結果とともに現在論文投稿中である。 
 

 

図５マウス胎仔脊髄の single cell 
mRNA sequencing のデータベースか
ら P3 領域のニューロンを抽出しク
ラスター化したもの（A) 
 
 
(ROBO3+,Olig3+,Cntn2+）のニュー
ロン群と Lhx1+のニューロン群が認
められた。このことはニワトリ胚の
in vivo でも確認された（B-K） 
 

 

 

図６ 
ChIP-seq と ATAC-seq のデータベー
スを用いた ROBO3 の cis-regulatory 
module (CRM)の検索結果 
 
転写開始点の約 20kb 上流に多数の転
写因子が結合可能な部位（Robo3-
CRM)を見つけることができた（A の
ピンク色の部分)。この部位は四足動
物では保存されているが、硬骨魚類
では失われている。 
 
部位の機能を確かめるため Robo3-
CRM に GFP を付けて、電気穿孔法で
ニワトリ胚に導入したところ、内因
性の ROBO3 発現に一致して GFP の発
現がおこることを確認した。 
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