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研究成果の概要（和文）： 本研究で得られたおもな所見は以下の通り。（１）鳥類胚の頚髄で発生早期
に起こる細胞死において、HoxC5 と HoxC6 発現の吻側端は、それぞれ、細胞死領域の吻側および尾
側境界とよく一致する。（２）ホックス遺伝子と協働するFoxP1遺伝子が、細胞死を起こす細胞群に発現
する。しかし、その機能的意義について期間内の解明には至らなかった（３）鳥類の頚髄には脳幹の鰓
弓性運動神経に相当する神経群が存在する。この細胞群は、特異的な転写因子の Phox2b を発現す
るので、細胞死を起こす細胞群とは区別される。 
 
研究成果の概要（英文）： Major results of the present study are as follows: 
(1) The rostral ends of HoxC5 and HoxC6 expressions well correspond to the rostral and caudal 
borders of the segments with early cervical motoneuron death, respectively.   
(2) FoxP1 transcription factor that is known to cooperate with Hox genes for inducing specific 
motoneuron subgroups is found in dying motoneurons. However, functional significance of FoxP1 in 
early cervical motoneuron death has not been elucidated yet.   
(3) In the avian cervical cord, there are branchial motoneurons that express Phox2b and never die 
during the period of early cervical motoneuron death.     
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１．研究開始当初の背景 
（１）神経系の発生過程に起こる神経細胞死の
多くは、神経の生存を支える栄養因子を競合す
る結果起こるとされるが、一方、このような機序で
は説明されず、むしろ神経細胞の分化と関連し
た神経細胞死であると考えられる細胞死がある
ことが示唆されていた。しかし、そのような細胞死
が起こる機序についての解析はあまり行われて

いなかった。 
（２）研究代表者らは、鳥類胚の頚髄に起こる運
動神経の細胞死に関して詳しい解析を行い、細
胞死をおこす神経細胞は、４つの転写因子発現
の組合せ、すなわち 、 Isl1+, Isl2+, Lim3-, 
MNR2+の発現パタンを示すことを明らかにして
いた。 
（３）しかしながら、同じような発現パタンを示す
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運動神経は、頚髄以外にも認められることから、
4 つの転写因子の発現組合せの他に、頚髄に
特異的に働く遺伝子が細胞死に関わっている可
能性が示唆された。 
（４）脊椎動物の吻尾軸における部位の特異化
に関しては、ホメオボックス(ホックス)遺伝子群の
関与が古くから知られており、運動神経細胞の
吻尾軸特異的分化にもホックス遺伝子 C 群
（HoxC)の関与が明らかとなっていた。 
 
２．研究の目的 
（１）鳥類胚の頚髄で細胞死を起こす運動神経
細胞群における Hox 遺伝子やその関連遺伝
子の発現を詳細に調べ、細胞死決定に関与
する遺伝子の候補を見つける。 
 
（２）（１）の結果に基づき、機能阻害や強制発現
系を用いて、それらの遺伝子の機能を明らかに
する。 
 
３．研究の方法 
（１）ホックス遺伝子群の発現パタンをニワトリ
胚の頚髄から胸髄領域にかけて詳細に調べ
た。まず in situ hybridization 法を用いて検索
し、頚髄およびその前後の領域で発現してい
るホックス遺伝子を決定した。ついで、それら
の遺伝子のタンパク質産物に対する抗体を用
いて、細胞レベルの詳細な発現パタンを明ら
かにした。ホックスの発現は、
Isl1,Isl2,Lim3,MNR2 などの転写因子の発現
パタンや細胞死のマーカーなどとの多重染色
を行い、細胞死を起こす細胞における各分子
の発現組合せを明らかにした。 
 

（２）（１）で得られた結果に基づいて生体内で
機能阻害実験を行ない、細胞死への影響を
調べた。発現抑制あるいは機能阻害のために、
engrailed遺伝子のレプレッサー領域にHox関
連遺伝子のホメオドメインを繋げたコンストラク
トをレトロウイルスベクタに挿入し、電気穿孔法
で神経管の細胞内に導入した。細胞死への
影響を、細胞死検出法で調べた。 
 
 
４．研究成果 
（１）細胞死が起きる頚髄領域を区画するホック
ス遺伝子群の同定と詳細な発現パタンが明らか
になった。特にHoxC5の発現が細胞死を起こす
区域の吻側端と、HoxC6 の発現が細胞死を起こ
す区域の尾側端とほぼ一致することが明らかと
なった。 
 頚髄とその周辺のレベルで発現しているホック
ス 遺 伝 子 に つ い て 、 は じ め に in situ 
hybridization 法で検索をおこなった。その結果、
図 1 に示すように HoxC5, C6, A3, A6 の４つの
ホックス遺伝子の発現が認められた。 
 

 

図１  
細胞死を起こす部位に関連して発現が認められ
るホックス遺伝子群 

  
この結果に基づいて、ホックス分子に対する抗
体を用いて免疫組織化学的手法を用いて詳細
な観察を行った。抗体が入手できなかったもの
については、代表者の研究室において作成して
使用した。  
 HoxC5 の発現は延髄と頚髄との境界付近から
認められるが、その発現は神経管のあるレベル
で一様に始まるわけではなく、吻側では運動神
経より背側に位置する介在神経に発現が認めら
れ、下方に向かうにつれ腹側に発現が広がり、
多くの運動神経に発現が認められるようになる。
細胞死は C２セグメントより下方で起こるが、その
始まるレベルにほぼ一致して、運動神経細胞群
内にHoxc5の発現が認められた。以上の結果は
Hoxc5 の発現が起こることと細胞死との間に関
連のあることを示唆する(図２)。 
 

 

図２ 

HoxC5(赤）は C1 ではおもに運動神経細胞（緑）
の背側に認められるが、C2レベルでは運動神経
全体に認められるようになる。 
 

 HoxC6 は頚髄下部で発現が始まり、Ｃ１３レベ
ルで、細胞死を起こす Lim3（－）群での発現が増
える。細胞死はＣ１３レベル付近まで認められる
ことから、HoxC6 の発現は細胞死が認められる
領域の尾側端に一致している可能性が示された
(図３)。今後、強制発現実験などで機能の解明
を目指す予定である。 
 



 

図３  
HoxC6(赤)は頚髄下部で発現が認められ始め、
頸膨大部が始まる C13 レベルで運動神経細胞
全体での発現が始まる。細胞死の分布を細胞
死マーカーである活性型カスパーゼ３に対する
抗体で染めると(緑）、その分布は HoxC6 の発
現と相補的になっている。 
 
 また、HoxC群以外のHoxA3, A5などに対する
抗体の作成も終了しており。今後これらの分子
の発現についても解析を進める。 
 
（２）ホックス遺伝子と協同して働き、運動神経の
吻尾軸における分化に関与することが知られて
い る ホ メ オ ド メ イ ン 遺 伝子で あ る FoxP1
（Forkhead box P1）が、細胞死を起こす細胞群
に発現していることが明らかになった。 
細胞死が起こる直前の時期に FoxP1 に対する
抗体で染色したところ、FoxP1は細胞死を起こす
Lim3（－）の運動神経細胞群と Isl1のみを発現す
る運動神経群に発現していることが明らかとなっ
た（図４）。 
 

 

 
図４  
Foxp1 は細胞死を起こす Lim3(-)細胞群と Isl1 の
みを発現する細胞群で発現が見られた。 

 
 実際に細胞死が進行中の細胞において発現
を見ると、細胞死を起こしている細胞の全てにお
いて FoxP1 は陽性であることが確認された(図
５）。 
 

 

図５  
FoxP1 は死につつある運動神経細胞の核に発
現している（矢印） 

 
以上の結果から、FoxP1 が細胞死を起こす運動
神経に発現していることが明らかとなったので、
この分子の機能が細胞死にとって不可欠なもの
かどうかを確かめるため、FoxP1 のホメオドメイン
に engrailed のレプレッサー領域を繋げたコンス
トラクトをレトロウイルスベクターに挿入したプラス
ミドを電気穿孔法で導入する実験を行った。しか
し、運動神経の細胞死には大きな影響見られず、
この結果が、導入が上手く行かなかったために
よるものか、FoxP1 の機能が細胞死の実行に必
須のものでは無かったためなのかについては、
期間中に結論が得られなかった。 
 
（３）脳幹の鰓弓性運動神経に特異的な転写因
子であり、ホメオボックスを持つ Phox2b を発現し
ている運動神経が頚髄にあることが判明した。こ
れらは細胞死を起こさない細胞群であることがわ
かった。 
 以前の研究から、ニワトリ胚頚髄には、細胞死
を起こす Lim3(-)細胞群、細胞死を起こさない
Lim3(+)細胞群、同じく細胞死を起こさないで、
はじめから Isl1 のみを発現する細胞群の 3 種あ
ることが明らかになっていた（図６）。 
 

 

図６  
ニワトリ胚頚髄に見られる 3 つの運動神経群 

 
 この内、Isl1 のみを発現する神経群がどのよう
な運動神経群であるかについてはこれまで詳し
い研究がされていなかった。この神経群は細胞
死を起こす神経群と①Lim3 を発現させない、②
FoxP1 を発現させるという共通の性質を持って
おり、本研究が対象としている神経細胞死を起
こす群と、どのように性質が異なるかを明らかに
しておく必要があった。このため、この神経群の



投射先、軸索経路、発生の詳細、この神経群特
異的マーカーの探索を行った。 
 鳥類の頚髄には、後根から軸索を末梢に送る
運動神経が存在していることが 100 年以上前か
ら知られていた。そこでまず Isl1 のみを発現する
神経群が、後根から軸索を送る神経群であるか
どうかを明らかにするために、逆行性標識トレー
サーである標識デキストランを後根神経節ない
しは後根が脊髄に入る部位に限局して注入し後
根を通る軸索を出すニューロンを標識し、同時
に細胞群特異的マーカーの発現を調べた。そ
の結果、Isl1 のみを発現する神経群は軸索を後
根経由で末梢に送る神経群であることが確認さ
れた(図７）。 
 

 
 
図７  
後根部にデキストランを注入して逆行性に標識さ
れた神経群は Isl1 のみを発現する細胞群であっ
た。 

 
 また、前根を切った後デキストランを前角に注
入し、この神経群の軸索を順行性に標識したと
ころ、軸索は僧帽筋に達していることが分かった。
これは、この神経群が副神経脊髄根を出す神経
群に相当することを示している。そこで、延髄に
おいて鰓弓性運動神経細胞の発生に重要な役
割を果たし、この細胞群の特異的マーカーとさ
れるPhox2b（paired-like-homeobox 2b)の発現を
調べたところ、この細胞群は全て Phox2b を発現
しているが、細胞死を起こす Lim3(-)群の細胞に
は発現していないことが明らかとなった(図８-1、
2）。 
 さらに、発生部位について調べたところ、
Nkx2.2 陽性の前駆領域から発生していることも
あきらかとなった(図８-3）。これらは、一致して、
この Isl1 のみ陽性の細胞群は鰓弓性運動神経
であることを示している。 
 
（１）から（３）の成果から、鳥類胚の頚髄で神経
細胞死を起こす運動神経細胞群に特徴的な転
写因子の組合せは、従来の(Isl1+,Isl2+、Lim3-、
MNR2+)に加えて、FoxP1+, Phox2b-, HoxC5+, 
HoxC6-であることが明らかとなった(図 8-4）。今
後はさらに各々の機能的解析を進める必要があ
る。 
 

 

 

図８  
１a-d. Phox2b は Isl1 のみ陽性の神経群に発現
している。 ２．Phox2b 陽性細胞は後根へのデキ
ストラン注入によって逆行性に標識される。３．
Phox2b と Nkx2.2 の共存が認められ、この神経群
は Nkx2.2 陽性の前駆領域から発生することが示
唆された。 ４．細胞死を起こす細胞群は Lim3̶、
Phoxb2̶、Isl1＋の細胞群として同定することがで
きる。 
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