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研究成果の概要（和文）：頭部末梢神経系は、脳神経と付随した感覚神経節・副交感神経節よりなる。頭部には加えて
一対の特殊感覚器官がある。脊椎動物の発生初期に一過的に観察されるプラコードと神経堤細胞は、初期胚神経板と表
皮の外胚葉ボーダー領域から生じる２つの細胞群で、上記構造の発生に関わる。先行研究で、Six1とSix4遺伝子はプラ
コードに特異的に発現し神経堤には発現しないが、同遺伝子欠損マウスでは両者の移動障害、分化障害、劇的なアポト
ーシスが観察され、両細胞間相互作用が器官形成に必須であることが示されていた。野生型および同遺伝子欠損マウス
胚を用いてプラコードと神経堤の細胞間相互作用を担う分子とその作用機作解明を目的とした。

研究成果の概要（英文）：The cranial peripheral nervous system is unique in the sense that it is derived fr
om both ectodermal placodes and neural crest cells (NCCs). The interdependent relationship exists between 
placodes and NCCs all through development. Considering obvious importance of understanding the interaction
s between placodes and NCCs, it is not fully uncovered about the ligands and receptors governing their int
eractions, especially in the mammals. The aim of this research was to identify molecules for the interacti
on. We have already reported that transcription factor encoding genes, Six1 and Six4 expressed solely in t
he placodes, but not in the NCCs. Knockout mouse embryos targeting these genes showed defects not only pla
codal, but also NCCs derived organs. Using the gene targeting mice and wild type one, here we searched can
didate molecules essential for the interaction between placodes and NCCs. We also examined the effects of 
inhibiting the expression of candidate molecules during development.
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１．研究開始当初の背景 
 
 脊椎動物の頭部は、進化の過程で左右両側
に存在する感覚器と頭部感覚神経節（脳神経
節）というユニークな特徴を獲得した。これ
らは、外胚葉性上皮の肥厚（プラコード）と
神経堤という２つの細胞群に由来する。プラ
コードと神経堤は共に発生途上の神経板と
表皮の境界領域の外胚葉で生じる細胞集団
（ボーダー細胞）で、細胞は胚体内へと移動
する。ボーダー細胞（特に神経堤細胞）は移
動中、多種多様な組織へと分化する能力（多
分化能）と増殖能を維持し続け、標的部位に
到達したあと分化する。移動中の細胞をとり
まく環境からのシグナル分子や、移動中の細
胞と周囲の細胞との相互作用・接触誘導を司
る分子的実体、移動中の細胞が目的の部位に
到達するのに必要な走化性・誘因・化学反発
を担う因子、多分化能を維持する分子機構に
ついては、古くから、ニワトリ胚やウズラ胚
を用いた研究がなされている。しかし、特に
ほ乳類についての相互作用については、未解
明な点が多く残されている。 
 最近、癌の転移で観察される細胞移動やア
ノイキス（上皮細胞の接着不全で誘起される
アポトーシス）回避では、神経堤細胞と共通
の分子機構が使われていることが示唆され
ている。また、哺乳類の神経堤細胞の挙動と
頭蓋顔面形成との関係も臨床的にも注目さ
れている。 
 プラコードに関しては、Streit A.博士（ニ
ワトリ）と Schlosser G.博士（ゼノパス）ら
が、プラコード特異的遺伝子の解明とプラコ
ード前駆領域（pan-placodal region, PPR）
の同定などの成果をあげてきた。PPR はニワ
トリ、ゼブラフィッシュ、ゼノパスで最初に
同定された、Anterior Neural plate の周囲
に形成される馬蹄形の領域で、ここから各々
の感覚器プラコード（眼を除く）が分離して
いく。なお、私たちは近年、マウス胚での PPR
の存在を証明した。 
 一方、我々がここ数年間解析してきた、
Six-ホメオドメインを有する転写因子をコ
ードする Six1 と Six4 は、感覚器（嗅上皮、
内耳など）や脳神経節の形成に必須で、Six1
は鰓弓耳腎(Branchio-oto-renal：BOR)症候
群の原因遺伝子である。Six1 と Six4 は PPR
およびそこから分離した感覚器プラコード
細胞に特異的に発現し、神経堤細胞には発現
していない。しかし Six1 遺伝子欠損マウス
や Six1/4 二重欠損マウスでは、プラコード
由来細胞のみならず、神経堤由来細胞の移動
障害、分化障害、劇的なアポトーシスが観察
され、両細胞間相互作用が器官形成に重要で
あることが示唆された。 
 
２．研究の目的 
 
プラコードと神経堤の相互作用についてマ
ウスでの知見はまだ少ない。私たちが作成し

た遺伝子改変マウスや野生型マウスを利用
して、プラコードと神経堤の細胞間相互作用
を担う分子とその作用機作を解明すること
を最終目標とした。本研究では以下 3点を明
らかにすることを目的とした。①細胞系譜を
可視化したマウスを用いてプラコードと神
経堤の細胞系譜を発生段階を通じて詳細に
同定する。②プラコードと神経堤の細胞間相
互作用を司る遺伝子/因子を探索する。③同
定した遺伝子/因子を阻害した際の胚・器官
発生に及ぼす影響を観察し、プラコードと神
経堤の作用を担う分子を同定し、作用機作を
明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 遺伝子改変マウスを用いたプラコード
細胞と神経堤細胞の細胞系譜の解析：私たち
は先行研究で、感覚器プラコードと脳神経節
プラコードで特異的に遺伝子発現を制御す
るエンハンサーを同定した。そのエンハンサ
ー制御下で Cre recombinase（以下、Cre）を
発現する 2 系統の遺伝子改変マウス（以下、
Tg マウス）を作成した。さらに神経堤細胞特
異的に Creを発現する 2系統の遺伝子改変マ
ウスの譲与を受けた。これら Tg マウスと、
Cre の存在下でマーカー遺伝子（蛍光タンパ
ク質や LacZ をコードする）を発現する遺伝
子改変マウスを掛け合わせ、野生型や Six 遺
伝子ノックアウトマウスにおいて、プラコー
ドや神経堤細胞の挙動を発生段階で観察し
た。 
 
(2) 細胞間相互作用を司る分子の探索：(1)
で発生段階を追ってその挙動を同定したプ
ラコード細胞について、野生型と、Six 欠損
マウス胚から障害が明らかになる直前（胎生
8.75-9.0 日）に単離し、遺伝子発現プロファ
イルを、マイクロアレイ解析により発現量が
有意に異なる遺伝子を検索した。 
 
(3) 細胞間相互作用を司る候補因子の検証-
細胞の移動、相互作用のリアルタイム解析：
(2)で候補にあがった遺伝子・因子を RNA 干
渉（RNAi）で発現阻害をしたときの、胚発生
における影響を調べた。(1)のプラコード特
異的エンハンサーや神経堤特異的エンハン
サー下で発現する蛍光トレーサーを同時に
用いることにより、阻害によるマウス胚での
細胞移動を、マウス器官培養やマウス全胚培
養系で観察した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 遺伝子改変マウスを用いたプラコード
細胞と神経堤細胞の細胞系譜の解析：先行研
究で同定したプラコードエンハンサーの制
御下でCreを発現するマウスや神経堤細胞特
異的に Cre を発現するマウスと、ROSA locus
に LacZ 遺伝子が入っている遺伝子改変マウ



スもしくはmRFPタン
パク質を発現するマ
ウス（locus は不明）
と掛け合わせ、LacZ
染色や蛍光による発
生段階を追った細胞
系譜解析を行った。鼻・耳・上鰓神経節プラ
コードのエンハンサーは、高頻度で発生初期
から全身での発現活性がオンになり（スクリ
ーニング時にはこの表現型はほとんど現れ
なかった）、三叉・上鰓神経節プラコードの
エンハンサーは、胎生 8.75-9.0 ではごく限
られた部分の発現活性のみがオンになるこ
とが判明した。図１に胎生 10.5 のマウスに
おけるプラコードエンハンサー制御下の
LacZ 染色を示す。神経堤細胞特異的に Cre を
発現するマウスについては、Wnt1 については
神経堤細胞のみならず、発生初期の中枢神経
系においても高発現すること、P0 については、
グリアの細胞系譜に特化して強く発現する
ことを確認した。神経堤については、E8.5 か
ら発現が観察されることを確認した。 
 
(2) 細胞間相互作用を司る分子の探索：1)で
胚の発生段階での発現を同定したエンハン
サーを蛍光ラベルし（floxed されることに
より蛍光タンパク質が発現する Tg マウス
と掛け合わせた）、蛍光を指標にしながら野
生型と Six遺伝子ノックアウトマウスのプ
ラコードから、細胞の採取を試みた。スラ
イドガラス上で領域を確認しながら行った。
プラコード（PPR）についてのみ、アレイ
解析に回すことができる量の RNA 採取が
できた。神経堤については充分の量が採取
できないと判断した。PPRで特異的に発現
する遺伝子群、および Six遺伝子ノックア
ウトマウスで野生型に比べてプラコードに
おいて有意におちている遺伝子群をマイク
ロアレイを用いて同定した (Ikeda et al., in 
preparation) 。 
 
(3) 細胞間相互作用を司る候補因子の検証-
細胞の移動、相互作用の解析：マウスの器官
培養（嗅上皮など）については、組織を埋め
込むマトリックスや培地に加える神経因子
の検討を行った。しかし、数時間以上の培養
で組織構造を保持することがきわめて困難
であることが判明した。そのため、全胚培養
をアッセイ系とした。胎盤をつけたままの初
期胚の調整、24 時間培養可能な培地の選択
についての検討を繰り返した。結果、培養後
の胚が外見上正常と判断できる程度の 24 時
間全胚培養技術確立ができた。さらに培養開
始時の胚のプラコード部位に電気穿孔法
（electroporation）にて核酸導入を行った。(2)
で候補にあがった遺伝子について RNA 干渉
（RNAi）により発現阻害を行った。候補遺伝
子 10 数種類について、siRNA を受託し、使用
した。導入部位は胚の片側のプラコード部位
とし、導入場所の同定のために、FITC-labeled 

control siRNA を同時に導入した（図２右）。
24 時間培養後、候補遺伝子の発現抑制による、
プラコードの分化（図２左、Tuj1；神経分化
マーカー）や移動、アポトーシスの増減を、
対側のプラコード部位と比較した。候補遺伝
子２種類について、発現抑制により、プラコ
ードの運命が変わること、それに伴い、神経
堤の分化が抑制されることが明らかになっ
た。例数を増やして統計学的解析を行ってい
る (Ikeda et al., in preparation)。 
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