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研究成果の概要（和文）： 

神経堤細胞に特異的に発現する Pax3を欠失させたマウス胚の内耳を観察したところ、神経管

の閉鎖不全の有無に関係なく、発生中の血管条中間細胞領域に神経堤細胞が多数存在した。

しかしながら、この領域のメラノサイトマーカーの mRNA発現は顕著に減少していた。これら

の研究成果は「Pax3 は、神経堤細胞が発生中の血管条中間細胞領域へ遊走するのには必要な

い、しかし、神経堤細胞が血管条メラノサイトへ分化するのには関与している」ことを示唆

している。 

 

研究成果の概要（英文）： 

We found that neural crest cells (NCCs) localize at the intermediate cell region of the 

developing stria vascularis in Pax3 null mice. However, mRNA expression of melanocyte 

differentiation marker is remarkably reduced in the developing stria vascularis of Pax3 

null mice. These results suggest that Pax3 is not required for NCCs migration into the 

mouse stria vascularis, but, is responsible for differentiation of NCCs in the mouse stria 

vascularis. 
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１．研究開始当初の背景 

(1)神経堤細胞は遊走しながら血管条メラノ

サイトに分化していくと考えられているが、

発生中の遊走過程は詳細には理解されてい

ない。 

 

(2)内耳へ遊走中の神経堤細胞の分化段階は

理解されていない。 

 

(3)神経堤細胞に特異的に発現する Pax3は先

天性高度感音難聴を合併する Waardenburg症

候群Ⅰ型の原因遺伝子である。この Pax3の

完全な欠失が内耳の発生に及ぼす影響は明

らかとなっていない。 

 

(4)Pax3 遺伝子変異症例が先天性高度感音難

聴を患うメカニズムは理解されていない。 

 

 

２．研究の目的 

(1)発生中の内耳に遊走する神経堤細胞の挙

動を明らかにする。 

 

(2)遊走中の神経堤細胞の分化段階を明らか

にする。 

 

(3)Pax3の完全な欠失が内耳の発生に及ぼす

影響を明らかにする。 

 

(4)Waardenburg 症候群Ⅰ型の病態解明に向

けて、Pax3遺伝子変異症例が先天性高度感音

難聴を患うメカニズムを明らかにする。 

 

 

３．研究の方法 

(1)神経堤細胞に特異的発現を示す Wnt1遺伝

子のプロモーター下で Creリコンビナーゼが

発現するトランスジェニックマウスと GFPレ

ポーターマウスの交雑（以後、Wnt1-Cre; GFP

マウスとする）を用いて、発生中の内耳蝸牛

に遊走する神経堤細胞の挙動を観察した

（Cre- loxPシステムによりこの交雑の神経

堤細胞は永続的に蛍光色素 GFPで標識され

る）。Wnt1-Cre; GFPマウスの蝸牛軸切片を作

製して、抗 GFP抗体を用いて免疫組織化学法

により神経堤細胞の遊走過程を観察した。 

 

(2) (1)の同一切片上で、メラノブラストマ

ーカーDctの mRNAの発現局在を観察するため

に、in situ hybridization法を用いて抗 GFP

抗体の二重染色を行なった。 

 

(3)Pax3ノックアウトマウスである Pax3 

Cre/+ マウスと GFPレポーターマウス

（CAG-CAT-EGFP）を交配して得られる Pax3 

Cre/+；CAG-CAT-EGFPマウス（以後、PCGマ

ウスとする）の発生中の内耳の観察を行なっ

た。PCGマウスは Cre-loxPシステムにより過

去に Pax3を発現した細胞にレポーター遺伝

子 GFPを永久的に発現させる。すなわち、過

去に神経堤で Pax3または Creリコンビナー

ゼを発現していた細胞が内耳に遊走してき

たことを証明できる。Pax3蛋白発現量が 50％

に低下している PCGマウス同士を交配して、

胎生 18.5日の Pax3蛋白発現量が 0％のマウ

ス胚を観察した。 

 

(4) (3)のマウス胚蝸牛軸切片を作製して、

GFP陽性細胞の局在と分化マーカーの発現解

析を行なった。 

 

 

４．研究成果 

(1)内耳発生初期に GFP で標識した神経堤細



胞が「神経堤から耳胞腹正中側の近傍と耳胞

背側に遊走する経路」の存在を示唆する像が

得られた。 

 

(2)Dct と GFP が double positive な細胞ば

かりでなく、Dct が発現していない GFP陽性

細胞が耳胞背側に混在していた。このことは

内耳に遊走中の神経堤細胞は様々な分化段

階を呈することを示唆している。 

 

(3)Pax3蛋白発現量が 0％のマウス胚の中に

は神経管の閉鎖不全に伴い、内耳の発生が途

中で停止しているものがあった。この現象は

Pax3遺伝子変異マウス同士を交配して得た

マウス胚の過去の報告と同様の現象である。

しかしながら、神経管の閉鎖不全の有無に関

係なく、内耳が形態的にはほぼ正常発生して

いるものも存在した。この結果は「Pax3が欠

失すると正常な内耳発生が起こり得ない」と

いう従来のコンセンサスを打ち崩す知見で

ある。 

 

(4)発生中の血管条中間細胞領域に GFP 陽性

細胞が多数存在した。しかしながら、メラノ

サイトマーカーである Dct、Kir4.1の発現は

共に減少していた。これらの研究成果は

「Pax3は、神経堤細胞が発生中の血管条中間

細胞領域へ遊走するのには必要ない、しかし、

神経堤細胞が血管条メラノサイトへ分化す

るのには関与している」ことを示唆している。

Pax3 遺伝子変異症例が先天性高度感音難聴

を患うのは、神経堤細胞が Pax3 の機能異常

により血管条メラノサイトに分化できない

ため、聴覚に必須の内リンパ電位が低下して

いる可能性が考えられた。 
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