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研究成果の概要（和文）：本研究では、ゼブラフィッシュを用いて脊椎動物脊髄の発生様式の解

析を行った。とくに p2とよばれる領域から生じる２種類のタイプのニューロンである、V2a,V2b

ニューロンの発生様式に焦点を当てて解析を行った。継時観察により、p2 前駆体細胞の大部分

は、一度だけ分裂し、V2a と V2b ニューロンを対で生むことが分かった。本研究は、脊椎動物

の中枢神経系において、１つの神経前駆体細胞から非対称分裂により２つの異なるタイプのニ

ューロンが再現的に生じることを示す初めての例であり、脊椎動物中枢神経発生の他の領域に

ついても同様の様式の非対称分裂が生じている可能性を示唆する結果である。 

 

研究成果の概要（英文）：The p2 progenitor domain in the ventral spinal cord gives rise to two 

interneuron subtypes, V2a and V2b. The mechanism as to how V2a and V2b neurons arise from a single 

progenitor domain was unknown. We showed in this study that p2 progenitors divide once to produce 

V2a/V2b neuron pairs, indicating that V2a and V2b neurons are generated by the asymmetric division of 

pair-producing progenitor cells. We also showed that Delta-Notch interactions between sister cells play a 

critical role in the final outcome of these asymmetric divisions. This mechanism for determining cell 

fate is similar to asymmetric divisions that occur during Drosophila neurogenesis, where ganglion 

mother cells divide once to produce distinct neurons. However, unlike in Drosophila, the divisional axes 

of p2 progenitors in zebrafish were not fixed. We report that the terminal division of pair-producing 

progenitor cells in vertebrate neurogenesis can reproducibly produce two distinct neurons through a 

mechanism that may not depend on the orientation of the division axis. 
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１．研究開始当初の背景 

脊椎動物の脊髄発生においては、転写因子

の発現により、まず背腹軸に沿って 11 のド

メインが形成される。それに引き続いて、そ

れぞれのドメインからさらに複数種類の神

経細胞が生じることが知られていた。しかし

ながら、どのような発生機構により、単一の

ドメインから複数種類の神経細胞が生じる

かについては不明であった。また、複数種類

生じる神経細胞の詳しい性質についても、ほ

とんどのことは不明であった。 

 

２．研究の目的 

 上記の背景のもと、本研究では、単一ドメ

インから複数の神経細胞が生じる際の発生

メカニズムの解明を目指した。また、生じる

神経細胞の性質についての解明にも取り組

んだ。背腹軸に沿って生じる 11 のドメイン

のうち、特に p2 とよばれる領域に焦点を当

てて解析を進めた。P2 領域からは、V2a, V2b

の２種類の神経細胞が生じることが知られ

ており、V2a, V2b ニューロンの発生メカニズ

ムの解明、および、それら神経細胞の機能解

析が本研究の目的である。 

 

３．研究の方法 

p2 領域の神経前駆体細胞、および、そこか

ら生じる神経細胞を生きたまま観察するた

め、トランスジェニックゼブラフィッシュ

Tg[vsx1:GFP]を作成した。そして、このトラ

ンスジェニックフィッシュを用いて、p2 神経

前駆体細胞からニューロンが生じる際の細

胞系譜を継時観察により解析した。継時観察

後に、生成されたニューロンが V2a, V2b ニ

ューロンのどちらに属するのかを、Chx10, 

Scl タンパク質に対する抗体反応で調べた。

Chx10 は V2a ニューロンで発現し, Scl は

V2b ニューロンで発現することが知られて

いる。なお、ゼブラフィッシュの Chx10, Scl

タンパク質に対する抗体は存在しなかった

ため、それぞれのタンパク質に対する抗体を

本研究期間内に作成して、継時観察に臨んだ。 

また、V2a, V2b ニューロンの神経細胞と

しての性質を調べるため、chx10、および scl

プロモーターを単離して、それらの成魚のも

とに GFP を発現するトランスジェニックフ

ィッシュ（Tg[chx10:GFP, Tg[scl:GFP]）を

作成した。作成したトランス時得ニックフィ

ッシュを用いて、V2a ニューロン、V2b ニュ

ーロンの形態、神経伝達物質特性、神経回路

中での機能を、解剖学的手法と電気生理学的

手法を用いて解析した。電気生理学的記録に

際しては、幼魚をまず神経筋弛緩剤であるブ

ンガロトキシンで非動化し、その状態のもと

で記録を行った。 

 

４．研究成果 

まず Tg[vsx1:GFP]の最初期における GFP

の発現を調べた結果、GFP は p2 神経前駆体

細胞すべてで発現するのではなく、p2 神経前

駆体細胞の一部で発現が上昇してくること

が判明した。継時観察により、この GFP 発現

細胞は一度だけ分裂し、２つのニューロンを

産み出すことが分かった。さらに生じた２つ

のニューロンを Chx10, Scl 抗体で染色する

ことにより、それらはつねに V2a と V2b ニ

ューロンのペアーであることが明らかとな

った。この結果は、V2a と V2b ニューロンが

一対のニューロンを生じる分裂、かつ非対称

な分裂によって生じることを示している。さ

らに、Delta-Notch シグナリングの相互作用

が姉妹細胞間で起こることが、この分裂が結

果として非対称になるために重要な役割を

果たしていることを示唆する結果も得られ

た。この細胞運命決定のメカニズムはショウ

ジョウバエの神経母細胞が、非対称分裂によ

って二つの異なるニューロンを生じる場合

と良く似ている。しかし、ショウジョウバエ

の場合と異なり、ゼブラフィッシュの p2 前

駆体細胞の分裂軸の方向は決まっていない

ことも分かった。これらの結果は、脊椎動物

の神経発生において、一対のニューロンを生

じる神経前駆体細胞の最終分裂が、分裂軸の

方向性に依存しないメカニズムを介して、二



つの異なるニューロンを生むことができる

ことを示している。本研究は、脊椎動物の中

枢神経系において、１つの神経前駆体細胞か

ら非対称分裂により２つの異なるタイプの

ニューロンが再現的に生じることを示す初

めての例である。哺乳類脳形成においても、

１つの前駆体細胞によりニューロンペアを

産生する例が知られている。そこにおいても、

本研究で示されたように、Delta-Notch を介

した姉妹細胞同士の相互作用により２つの

異なるタイプのニューロンが生じる機構が

存在するかもしれない。 

また、V2a, V2b ニューロンの機能解析も行

った。V2a ニューロンの研究に対する成果を、

まず記す。V2a ニューロンの性質を調べるた

めに、Tg[chx10:GFP]トランスジェニックフ

ィッシュを作成し、GFP でラベルされた神経

細胞の詳細な解剖学的解析を行った。その結

果、すべての chx10 ニューロンについて、そ

の軸索はまず腹側に向かい、ついで後方へタ

ーンして脊髄の同側を尾部方向へ向かう軌

跡を取ることが明らかとなった。すなわち、

chx10 ニューロンは同側下行性ニューロン

（ipsilateral descending neuron）であるこ

とが示された。次に、神経伝達物質特性を、

vglut2（グルタミン酸作動性ニューロンのマ

ーカー）および glyt2（グリシン作動性ニュ

ーロンのマーカー）との二重 in situ 

hybridization を行うことにより調べた。その

結果、chx10 ニューロンはすべて vglut2 陽性

であることが分かった。これにより、chx10

ニューロンはグルタミン酸作動性、すなわち、

興奮性であることが非常に強く示唆された。 

 V2a ニューロンの神経回路中での役割を調

べるために、Tg[chx10:GFP]トランスジェニ

ックフィッシュにおける GFP陽性細胞から電

気生理学的記録を行った。運動神経細胞の束

である Ventral Root(VR)との同時記録を行っ

た結果、V2a ニューロンは近傍の運動ニュー

ロンとおおむね同期して発火することが分

かった。また、V2a ニューロンと運動ニュー

ロンとの２細胞記録を行い、V2a ニューロン

から運動ニューロンへの直接の興奮性シナ

プス結合が頻繁に存在することを明らかに

した。これらの結果は、V2a ニューロンが運

動時に運動ニューロンの活動を直接ドライ

ブする神経細胞として機能していることを

強く示唆する。 

 V2b ニューロンの性質の解析を次に記す。

Tg[scl:GFP]を作成して、V2b ニューロンを可

視化し、GFP でラベルされた神経細胞の解剖

学的解析を行った。その結果、すべての scl

ニューロンについて、その軸索はまず腹側に

向かい、ついで後方へターンして脊髄の同側

を尾部方向へ向かう軌跡を取ることが明ら

かとなった。すなわち、V2b ニューロンは

V2a ニューロンと非常によく似た形態をも

つ 同 側 下 行 性 ニ ュ ー ロ ン （ ipsilateral 

descending neuron）であることが示された。

次 に 、 神 経 伝 達 物 質 特 性 を in situ 

hybridization を行うことにより調べた。その

結果、scl ニューロンの多くは glyt2 陽性であ

ることが分かった。これにより、scl ニュー

ロンはグリシン作動性、すなわち、抑制性で

あることが非常に強く示唆された。現在、scl

ニューロンの機能解析を電気生理学的手法

を用いて進めている。 
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