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研究成果の概要（和文）：神経系は多様なニューロンとグリア細胞から構成されており、共通の前駆細胞から生じるこ
れらの細胞が、各々固有の性質を獲得し、正しく配置されることが、神経系の機能発現のために必要であるが、その理
解はきわめて断片的である。ゲノムも神経系もともにシンプルなホヤとメダカを用い、神経系の各細胞が固有の性質を
獲得するためのゲノム情報発現ネットワークを探った。ゲノムワイドにプロモーターを同定し、転写因子との相互作用
を解析した。受精卵から神経細胞分化に至る過程の細胞系譜を明らかにし、細胞分化の制御に関わる因子として、マイ
クロRNAやRNA結合タンパク質の重要性を見出した。

研究成果の概要（英文）：The chordate nervous systems consist of diverse cell types of neurons and glia, 
which develop from common progenitor cells. Temporally and spatially precise control of development of 
neural cell types is the base for proper function of the nervous system, yet the molecular and cellular 
mechanisms that control cell-type specification have been only partially elucidated. We have used two 
simple model chordates, the tunicate Ciona intestinalis and the medaka fish Oryzias latipes, to study 
genomic regulatory networks for the development of diverse cell-types in the chordate nervous system. We 
systematically identified promoters in the Ciona genome and analyzed interactions between transcription 
factors and cis-regulatory DNAs. We also determined the precise cell lineage, from the fertilized egg to 
the terminal differentiation, of particular cell types in the brain of the C. intestinelails. In medaka, 
we have identified microRNAs as a regulator for the development of neuronal cell types.

研究分野：発生生物学　ゲノム生物学

キーワード： ホヤ　メダカ　転写調節　神経系　発生・分化　小分子RNA　転写調節
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１．研究開始当初の背景 
 中枢神経系は多様かつ膨大な数のニュー
ロンとグリア細胞で構成される。神経系が正
常に機能するためには、固有の機能と形態を
もつ各細胞が、適切な場所に適切な数、生じ
ることが重要である。そのしくみの解明は、
神経系の発生研究における中心的なテーマ
のひとつであるが、脊椎動物、とりわけ胎内
で胚発生が進行する哺乳類では、中枢神経系
の成熟過程を細胞レベルで克明に追跡する
ことは困難であり、特有の性質をもった個々
の細胞が形成される分子メカニズムはごく
断片的に理解されているにすぎない。 
 脊椎動物と同じ脊索動物門に属するホヤ
の幼生の神経系は、少数の細胞からなる単純
なものであるが、脊椎動物との多くの共通点
がみられる。研究代表者らは、ホヤ神経系を
構成する細胞を同定し、神経回路とその形成
過程を詳細に明らかにしてきた。 
 ホヤ胚は尾芽胚期までの全細胞系譜が解
明され、転写因子と細胞間シグナル分子の発
現パターンが詳細に明らかにされているが、
神経系の細胞分化は尾芽胚期以降に起こる
ため、個々のニューロンの細胞系譜や分化経
路は未解明であった。研究代表者らは、蛍光
色素DiIを用いた細胞追跡とシス調節モジュ
ールおよび転写因子の機能解析を組合せ、遊
泳運動を制御する神経回路を構成する抑制
性ニューロンの細胞系譜と分化経路を明ら
かにした。 
 また、研究代表者と分担者は、ホヤゲノム
のコンパクトさと細胞レベルの胚操作や遺
伝子機能操作が容易な点に着目して、情報科
学とイン・ビボ実験を融合させた遺伝子発現
制御機構の解析を行い、シス調節配列の予測
やゲノム中の遺伝子発現パターンの予測、小
分子 RNA の同定、ゲノムワイドな転写開始
点マッピングによるプロモーターのプロフ
ァイリングなどの成果をあげてきた。 
 さらに研究代表者は、ホヤと同様な研究上
の利点をもつメダカを脊椎動物のモデルと
して用い、ホヤでみいだした新奇な現象やメ
カニズムが脊椎動物にもみられる普遍的な
ものであることを示してきた。 
 
２．研究の目的 
 神経系は多様なニューロンとグリア細胞
から構成されており、共通の前駆細胞から生
じるこれらの細胞が、各々固有の性質を獲得
し、正しく配置されることが、神経系の機能
発現のために必要である。そのしくみの解明
は、神経発生学の中心課題であるが、胚発生
が胎内で進行し、膨大な数と種類の細胞から
構成される哺乳類の神経系では、その理解は
きわめて断片的である。本研究では、研究代
表者と分担者の共同研究の成果に立脚し、ゲ
ノムも神経系もともにシンプルなホヤとメ
ダカを用い、神経系の各細胞が固有の性質を
獲得するためのゲノム情報発現ネットワー
クを探る。(1)転写因子とシス調節配列の相互

作用、(2)細胞間シグナル、(3)ノンコーディン
グ RNAによる制御、(4)染色体上の遺伝子配
置に連関した制御、をネットワークの基本要
素ととらえ、脊索動物に普遍的な神経系構築
のメカニズムの解明をめざす。 
 
３．研究の方法 
 中枢神経系の各細胞が固有の性質（生理機
能、形態）を獲得する過程には、複数の転写
因子の組合せによる、多数の遺伝子の発現の
質的・量的変化が関わっていると考えられる。
これらを明らかにするために、ホヤとメダカ
のいくつかの細胞種に注目し、以下の解析を
行う。 
 (1) ゲノム中の転写開始開始点と転写因
子の結合部位を網羅的に解析し、標的遺伝子
を予測し、イン・ビボ実験（遺伝子機能の阻
害実験、過剰発現実験、蛍光レポーターを用
いたシス調節機能のレポーターアッセイ、
等）により検証する。 
 (2) 細胞間シグナルによる転写因子群の
ディファレンシャルな発現制御機構を、発生
遺伝学的実験により明らかにする。 
 (3) 神経細胞の個性獲得に関わると推測
されるマイクロRNAをいくつか発見している。
これらの発現制御機構と標的遺伝子を調べ
る。 
 (4) 染色体上の遺伝子配置やシス調節 DNA
間の相互作用と遺伝子発現制御の関係をク
ロマチン構造の解析とイン・ビボのレポータ
ーアッセイ実験の連携により解析する。 
 
４．研究成果 
 カタユウレイボヤ諸器官および各発生段
階から得た RNA を用いて、大量の 5' 端 EST
配列を次世代型超並列シークエンサーで決
定し、ゲノムへのマッピングを行った。マッ
ピング結果からは、転写開始点の情報に加え、
新規な組織特異的および発生段階特異的遺
伝子発現に関する情報が得られた。ホヤ特有
のトランススプライシングにより転写開始
点がわからなかった多くの遺伝子について、
転写開始点を同定し、トランススプライシン
グにより除去されるアウトロン配列を同定
することに成功した。この解析で同定した転
写開始点の情報を、神経系の発生過程で発現
制御を受ける遺伝子群の解析に活用し、各遺
伝子の詳細な制御機構の解析を進めた。 
 個々の細胞の発生機構を明らかにするた
めには細胞系譜の情報が非常に重要である
が、胚の細胞系譜が詳しく解明されているホ
ヤにおいても、神経系に関しては例外であり、
細胞系譜の詳細がまだ不完全であった。そこ
でゲノムワイドな解析と並行して、光変換に
より蛍光波長が変化する蛍光タンパク質
Kaede を用いて神経板の細胞系譜を解析し、
従来考えられていた細胞系譜を大きく書き
換える結果を得た。さらに、神経細胞特異的
な幾つかの遺伝子のシス制御領域を用いた
細胞標識解析と、これらの細胞の発生を制御



するシグナルの解析により、脊椎動物の頭部
形成に必須の要素である頭部プラコード様
の細胞をみいだし、脊椎動物の頭部プラコー
ドの起源に関する新しい知見を得た。 
 中枢神経系の発生に関わる転写因子およ
びシグナル分子について、発現細胞の同定と
追跡を、光変換により蛍光波長が変化する蛍
光タンパク質 Kaede を用いて行い、中枢神経
系を構成する細胞がこれまで知られていた
以上に多様な集団であること、脊椎動物の脳
とさまざまな点で共通性がみられることを
明らかにした。細胞の個性獲得に関わること
が実験的に示された転写因子にタグをつけ
た融合タンパク質を、ホヤ胚において過剰発
現させ、タグ配列に対する抗体を用いて、ク
ロマチン免疫沈降を行った。 
 視細胞で特異的に発現する遺伝子群につ
いて、転写制御領域を比較ゲノム解析と保存
モチーフ検索を行い、シス調節配列および転
写制御因子を推定した。その過程で視細胞サ
ブタイプ特異的な遺伝子発現制御に関わる
因子として２種類のマイクロ RNA を同定し、
これらが標的とする mRNA を推測した。これ
らのマイクロRNAは染色体上で隣接し同じ視
細胞で発現するオプシン遺伝子とシス制御
モジュールを共有する双方向プロモーター
から転写されることを示し、共有シス制御モ
ジュールに結合する転写調節因子の候補を
みいだした。さらに、メダカ胚を用いて、細
胞種特異的に発現するマイクロRNAについて
CRISPR-Cas9 法によるノックアウトを行い、
マイクロRNAの一部を欠損した個体の表現型
を解析した結果、細胞特異的な遺伝子発現の
大きな変化がみられ、当該マイクロ RNA が細
胞の固有の性質の獲得において重要な役割
をもつことが示唆された。また比較ゲノム解
析と蛍光レポーターを用いたイン・ビボ実験
によって見出されたシス調節モジュールを
CRISPR-Cas9 法を用いて欠損させた個体を作
製した。 
 神経系における新たな細胞分化制御因子
として、生殖幹細胞に必要な因子として知ら
れる Piwi タンパク質をみいだした。Piwi に
対する特異的抗体を作製し、転写産物レベル
に加え、タンパク質レベルでもホヤ幼生の中
枢神経系、とくに脳の特定の細胞群に局在す
ることを明らかにした。中枢神経系の本来
Piwi が発現しない細胞で Piwi を異所的に強
制発現させたところ、神経細胞分化が抑制さ
れ、Piwi が中枢神経系において分化制御に関
わることが示された。 
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