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論  文  内  容  の  要  旨  

神経堤細胞は中枢神経原基の神経板と共に初期肱において外肱菓から発生し，末梢神経系細胞を含む多様な末梢組織の細  

胞への分化能を有する。神経堤細胞は神経板と表皮組織の境界から発生することから，外胚葉の背腹軸に沿ったBMPシグ  

ナルの勾配や背側神経板に発現するWntシグナルがその発生に関与することが示唆されている。しかし，神経境細胞が未  

分化な神経上皮から分化していく初発段階の遺伝子制御機構には不明な点が多い。   

アフリカツメガエル初期胚において，神経堤予定領域のマーカーにはFoxd3やSlugが知られている。本研究では，どの  

ようにしてFoxd3が神経堤の前駆細胞にだけ発現するのかという機序を明らかにするため，上流制御因子候補としてPax3  

とZiclという2つの転写因子の役割に焦点を当てた。   

Whole mountinsituhybridizationの二重染色により，Pax3とZiclの発現は原腸胚期においてFoxd3の発現開始より  

早い時期から認められること，およびFoxd3発現領域はPax3とZiclが共発現している領域に内包されていることが示さ  

れた。次に神経境発生に関与しているBMP，WntシグナルとPax3，Zicl，Foxd3の関係を調べるため，胚への合成  

mRNAの微量注入による強制発現実験を行った。その結果，Pax3，Zicl，Foxd3はBMPシグナルの増強により負に，  

Wntシグナルの増強により正に制御されることが判明した。さらにPax3とZiclの強制発現を行うと，Foxd3発現領域の  

拡大が認められた。Pax3とZiclそれぞれ単独の強制発現ではFoxd3の拡大は胚の背側部でのみ確認されたが，Pax3と  

Ziclを同時に共発現すると腹側の表皮組織にも異所的なFoxd3を認めた。このように胚においてPax3とZiclの共発現が  

神経堤の異所的誘導に十分であることが示された。   

次にPax3，Ziclの機能喪失実験を行うため，合成Morpholinoアンチセンスオリゴヌクレオチド（MO）を胚に注入し  

た。その結果，Pax3－MO，Zicl－MOどちらでも神経韓マーカーの発現が減少した。一方Foxd3－MOではPax3，Zicl発  

現領域の減少が認められなかったことから，Pax3とZiclはFoxd3の上流で制御を行い，両方ともが神経堤の形成に必須  

であることが明らかとなった。   

さらに中胚葉等からの二次的影響を除外するため，外胚葉外植片実験を行った。この結果，Pax3とZiclだけではFoxd3  

の発現を外胚葉から誘導することが出来ず，Wntシグナルの共存が必須であることが判明した。さらにPax3，Zicl，  

Wnt3a三者の共発現下では，BMP4シグナルの存在いかんに関わらずFoxd3の誘導が認められた。一方，invivoにおける  

Wntシグナルを阻害するβ－Catenin－MOの強制発現実験からも，Pax3とZiclに加えてWntシグナルが神経堤の異所的誘  

導に必須であることが示された。   

以上のように，アフリカツメガエル外胚葉においてPax3とZiclの共存が神経堤分化決定の必須条件であること，また  

Wntシグナルの存在下にはPax3とZiclの共存が神経境発生の十分条件であることを明らかにした。本研究は二つの転写  

因子の発現と分泌因子の組合せにより神経堤発生の位置情報が規定される新規のモデルを提唱するものである。  
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論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

脊椎動物の発生過程で末梢神経系等の原基となる神経境は神経上皮・表皮接合部組織から分化するが，その初発段階の制  

御機構には不明な点が多い。本学位申請者は神経堤特異的に発現するFoxd3遺伝子の上流制御機構を調べるため，アフリ  

カツメガエル初期胚を用いてPax3とZiclという二つの転写因子の役割を解析した。   

mRNA微量注入による強制発現実験やアンチセンスオリゴヌクレオチド注入による機能喪失実験から，Pax3，Ziclそれ  

ぞれがFoxd3の発現を正に制御し，両方の共存が神経境分化決定の必須条件であることを示した。また，in vivoおよびin  

vitro解析から，Wntシグナル存在下にはPax3とZiclの共発現が神経堤分化の十分条件であることを明らかにした。これ  

らの知見から，二つの転写因子の発現と一つの分泌因子の組み合わせにより神経堤発生の位置情報が規定されるモデルが提  

唱された。   

以上の研究は，神経堤における初期分化の制御機構の解明に貢献し，末梢神経系等の末梢組織の発生やその形成異常の原  

因の解明に寄与するところが多い。   

したがって，本論文は博士（医学）の学位論文として価値あるものと認める。   

なお，本学位授与申請者は平成18年1月5日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け，合格と認められたものである。  
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