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要旨 

 脊椎動物において主な神経系組織は、胚発生初期に出現する神経管と呼ばれ

る上皮管構造に由来する。神経管形成のプロセスは、からだの頭部側と尾部側

で異なり、それぞれ primary neurulation (PN)と secondary neurulation (SN)

と呼ばれる。PN はよく知られたプロセスであり、神経上皮組織である神経板が

胚体内に折りたたまれることで管構造が獲得される。一方で SN は、すでに形

成されている神経管の後端とそこに隣接する尾芽との境界部分で起こる現象で

あり、尾芽の間充織性前駆細胞が間充織-上皮転換を経ることで、神経管が後方

へと伸長する。PN に比べて SN のメカニズムについての理解は大きく遅れてい

た。その理由として、SN を起こす間充織性の前駆細胞 (SN 前駆体)の特異的操

作法が無かったことが挙げられる。そのため、神経管を含む体軸伸長に関与す

る細胞の実体については不明な点が多く、中胚葉―神経系の共通前駆細胞であ

る neuro-mesodermal progenitors (NMPs)の関与のみがクローズアップされて

いた。しかし近年、所属研究室の下北らのニワトリ胚を用いた先行研究 

(Shimokita et al, 2011)によって、SN に優先的に参画する前駆体の存在が示さ

れ、またそれらの細胞の予定運命領域 (preSN 領域)が同定されたことから、中

胚葉には寄与しない神経系特異的な SN 前駆体の意義が認識され始めた。そこ

で本研究では、ニワトリ初期胚を用いて、SN 特異的な細胞標識および遺伝子操

作技術と細胞移植法とを組合せ、SN 前駆体の細胞実体とその制御機構の解明を

目的とした 。 

 まず、下北らによってすでに同定されている SN 前駆体予定領域である菱形

エピブラスト (HH8; preSN 領域)をさらに詳細に解析したところ、SN のみに参

画する神経系の細胞群と、SN と中胚葉 (沿軸中胚葉など)の両方に参画する細胞

群が、それぞれ別の領域に区別されて存在していることを明らかにした。次に、

SN のみに参画する細胞集団 (uni-fated SN)を EGFP で標識し、それらを他の

胚に移植するという方法を用いたところ、これらの細胞は、自己増殖と神経管

上皮細胞への分化能を有する神経幹細胞様の形質を有することがわかった。幹

細胞様の形質を持つ SN 前駆体は、尾芽領域の後方に位置していた。一方で、
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前方の細胞は、神経管上皮へと分化しつつある集団であった。これら二種類の

細胞集団の制御機構を知るために、これらの集団で異なる発現レベルを呈する

転写調節因子 Sox2 に注目した。GOF や LOF アッセイの結果、高レベルの Sox2

が SN 前駆体の神経管分化に必要であること、また低レベルの Sox2 は SN 前駆

体の維持に重要な働きを持つことが示された。 

 さらに、初期胚では uni-fated であった SN 前駆体をより後期ステージまで

追跡したところ、HH17 (後期尾芽ステージの開始期)以降では、神経系に加えて

中胚葉も産生することが観察された。このことから、初期胚では uni-fated であ

った SN 前駆体が、後期になると bi-fated へと運命を変化させることが示され

た。これらの結果から、議論が混沌としていた体軸伸長における NMPs 細胞の

寄与に関して一定の解決を与えられ、また神経系の形成における SN 幹細胞様

前駆体の重要性が示された。 
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はじめに 

脊索動物の尾部とその役割 

尾部、いわゆる尻尾と呼ばれる構造体は脊索動物の形態的特徴の一つであり、

肛門から後方の体幹部が延長されたような器官である。尾部の構造は前方の体

幹部と比べ単純で、外胚葉由来の表皮と神経管、そしてその神経管を包む中胚

葉由来の脊椎骨と筋組織によって構成される。尾部は組織としては単純ではあ

るがその形態は脊椎動物内でも非常に多様性に富み、生育環境や行動様式に応

じて様々である。例えば頭索動物や魚類、または尾索動物幼生および両生類幼

生の尾部は、水を後方に掻き送り推進力を得るよう特化しており、水中でのス

ムーズな移動に寄与している (Drucker and Lauder, 2001; Frolich and 

Biewener, 1992; Fu et al., 2013; Liu et al., 1997; Wassersug, 2015)。爬虫類で

は、高所から滑空する際に空中での姿勢制御に利用される(Libby et al., 2012)。

また、尾部に脂肪体を蓄積し栄養の貯蔵庫として利用したり、「トカゲのしっぽ

切り」と呼ばれる尾部の自切によって外敵から身を守るために利用されたりす

る (Bustard and Hughes, 1966; Clark, 1971; Higham and Russell, 2010)など、

個体の生存に有利に働く器官となっている。また、哺乳類でも尾部は走行時の

バランサーとして寄与するほか、一部のサルでは皮膚の一部が指紋様に進化す

ることで尾部をもう一つの手足のように利用することが可能となっており、樹

上の移動能力を向上させている (Organ et al., 2011)。このように、尾部が正常

に機能するためには、尾部の神経組織と筋組織とが正しく連携する必要がある。

特に尾側神経組織が正常に形成されなかった場合、尾部の伸長不全を起こすだ

けでなく、二分脊椎症 (spina bifida)を発症し、尾部やそれと隣接する下腿部な

どの運動機能に大きな支障が生じる (Kawachi et al., 2017)。つまり、尾部の神

経組織がどのような発生プロセスを経て正常な組織として形成されるかを明ら

かにすることは、尾部の形態形成を理解する上で非常に重要である。 
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脊椎動物における 2 つの神経管形成プロセス 

 尾部の機能は、中枢神経 (脊髄)とそこから伸びる末梢神経によって制御され

る。司令塔である脊髄は、胚発生初期に形成される管状の構造 (神経管)に起を

発し、これが末梢神経も含めたほぼ全ての神経系組織のもととなる。脳を含め

体の前方部分 (頭部側)で起こる神経管形成のプロセスは Primary neurulation 

(以降は PN と表記)と呼ばれる。一方、後方で起こる神経管形成プロセスは

Secondary neurulation (以降は SN と表記)と呼ばれ､PN とは区別される。脊椎

動物の神経管形成は頭部側の PN から開始する。PN では、まずエピブラストと

呼ばれる上皮性の細胞シートの一部から、神経板と呼ばれる組織が脊索の形成

に伴って中軸付近に形成され (Acloque et al., 2011)、胚発生の進行とともに正

中線で腹側に折れ曲がり胚体内に取り込まれたのちに、神経褶 (neural fold: 神

経管の背側部分)で癒合して表皮性外胚葉と分かれ、最終的に管状構造の神経管

となる (Colas and Schoenwolf, 2001; Copp et al., 2003; Saitsu et al., 2004)。

PN は脳を含めて、頭頂部から腰・仙椎部までの神経管形成に寄与し、特に頭部

から胸椎レベルまでは完全に PN によって形成される (Dady et al., 2014)。 

 これに対し SN は、PN で形成された神経管上皮の後端部分で開始されるプロ

セスとして認識される。SN において神経管形成に関わる細胞は、尾芽に局在す

る間充識細胞である。つまり、PN では神経系の上皮組織の折りたたみによって

管構造を形成するのに対し、SN では既に出来上がっている神経管の後端に隣接

する間充識細胞が、間充識-上皮転換を経て神経管上皮細胞へと分化し、細胞が

徐々に付加されることによって神経管の後方への伸長が起こる (Schoenwolf, 

1979)。SN は約 80 年前にニワトリ胚において記載され (Holmdahl, 1938; 

Pasteels, 1937)、その後マウスやアフリカツメガエル、ゼブラフィッシュとい

ったモデル生物においても確認されていた (Gont et al., 1993; Hughes and 

Freeman, 1974; Papan and Campos-Ortega, 1994; Schoenwolf, 1984)。SN の

開始位置は動物種ごとに異なるが、ニワトリやヒトでは胸・腰椎の境界領域周

辺の腹側から開始し、腰椎領域で PN から SN に徐々に切り替わり、仙椎の前

方部分から尾椎領域にかけては完全に SN によって神経管が形成される 
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(Catala et al., 1996; Catala et al., 1995; Dady et al., 2014)。SN は脊椎動物間

で保存されたプロセスであるにも関わらず、その細胞生物学及び分子生物学的

なメカニズムについては PN のそれと比べ大きく遅れている。 

 

Bi-fated NMP と uni-fated 前駆体 

 これまでに、SN 間充織細胞の前駆領域と予想されるエピブラストまたは尾芽

内の細胞標識や個体間移植を用いた細胞系譜解析がマウスやニワトリを用いて

行われ、それらの細胞が神経系組織 (神経管や脊髄)と中胚葉系組織 (中軸中胚

葉や筋骨組織)へと参画することが報告された。つまり正常発生の過程において、

SN に関わる間充織細胞は神経と中胚葉の両方に分化できる多分化能を持ち 

(bi-potential)、さらに bi-fated である neuro-mesodermal progenitors (NMPs)

であるという説が強く支持されてきた (Cambray and Wilson, 2002, 2007; 

McGrew et al., 2008; Olivera-Martinez et al., 2012)。一方で、アフリカツメガ

エル初期胚の尾側エピブラストの交換移植法による細胞系譜追跡実験では、移

植された尾側エピブラストに由来する細胞は、尾芽形成後に神経系あるいは中

胚葉系のどちらかの細胞のみを生み出すことが示された。つまり、尾側エピブ

ラストの前方領域は神経管上皮細胞を、後方領域は中胚葉組織のみを供給する

など、エピブラストの段階で、すでに予定運命が神経系か中胚葉系かのどちら

かに決まっているという報告である (Beck, 2015; Beck and Slack, 1998)。これ

らを受けて、マウスにおいても中胚葉特異的な細胞運命を持つ uni-fated な前駆

細胞の存在も示されるようになり(Garriock et al., 2015;) 、uni-fated な神経系

あるいは中胚葉系の前駆体と、bi-fated な NMP 細胞との間で長らく議論が続い

ていた。 

 

本研究について 

 ニワトリ胚を用いた先行研究において、SN に参画するエピブラスト由来の細

胞が同定され、ニワトリ胚尾芽において SN 特異的な解析が可能となった 

(Shimokita and Takahashi, 2011)。本研究ではまず、先行研究のエピブラスト
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領域をさらに詳細に解析し、SN 予定領域 (preSN 領域)と中胚葉を生み出す境

界領域を明確化することで、新たにエピブラスト領域の予定運命地図を作製し

た。次に、SN 特異的な細胞標識法や遺伝子操作法、そして遺伝子操作された

SN 前駆細胞の移植法などを組み合わせることによって、uni-fated な SN 前駆

体の中に幹細胞様の性質を持つ細胞が存在することを証明した。そして、幹細

胞様前駆細胞群と、神経管上皮細胞に分化しつつある細胞群との違いが、転写

調節因子 Sox2 の発現レベルに依存することを明らかにした。最後に、発生初期

にみられた神経系のみを生み出す uni-fated な SN 前駆体が、体軸伸長の後期

になると、神経系に加えて中胚葉組織をも生み出す bi-fated な細胞集団へと切

り替わることを見出した。この結果は、体軸伸長における NMPs の知見と

uni-fated 前駆体の知見の間に存在していた矛盾を解消しうるものといえる。 
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序章 

 羊膜類 (爬虫類、鳥類そして哺乳類)の個体発生過程において、神経上皮細胞

によって構成される神経管は、頭尾軸に沿って 2 つのプロセスを経て形成され

る。それらのプロセスは Primary neurulation (PN)と Secondary neurulation 

(SN)と呼ばれる。PN は将来の脳および胸部までの脊髄を含む頭部側で起こり、

神経板と呼ばれる上皮細胞のシートが陥入することで管を形成する (Colas and 

Schoenwolf, 2001; Copp et al., 2003; Saitsu et al., 2004)。これに対し、 腰部

や仙部およびそれより後方の神経管は SN を介してつくられる。その際に、神

経管は尾芽に存在する SN を起こす前駆細胞が間充織−上皮転換を経て付加され

ることで伸長する(Holmdahl, 1938; Hughes and Freeman, 1974; Pasteels, 

1937; Schoenwolf, 1979)。尾芽は体軸伸長過程の胚体後端にみられる一過的な

構造であり、継続的に SN を経て神経管細胞を供給する。Secondary neural tube

に由来する神経は、結腸、膀胱、生殖器や尻尾などの運動機能を支配する (Copp 

et al., 2015; Le Douarin and Kalcheim, 1999; Snell, 1995; Stiefel et al., 2007)。

加えて、SN プロセスが破綻した場合、ヒトの先天性奇形として知られる spina 

bifida などの二分脊椎症 (neural tube defects)にともなう神経障害を引き起こ

す (Copp et al., 2015; Copp et al., 2013; Dady et al., 2014; Detrait et al., 

2005; Greenberg et al., 2011; Marks and Khoshnood, 1998)。従って、尾芽か

らの secondary neural tube 形成制御メカニズムの理解は重要な課題と位置づ

けられる。 

 尾芽は、中胚葉系の細胞も供給する (中軸および沿軸中胚葉) (Cambray and 

Wilson, 2002; Catala et al., 1995)。先行研究におけるニワトリ胚の Hamburger 

and Hamilton stage (HH)5～7 のエピブラストを用いた DiI 標識による細胞追

跡実験や、ニワトリ-ウズラ間のエピブラスト交換移植実験から、非常に初期の

発生段階のヘンゼン結節 (Hensen’s node; HN)近傍のエピブラストからは、神

経系だけでなく中胚葉系の細胞も供給されることが報告されており (Cambray 

and Wilson, 2002; Catala et al., 1996; Selleck and Stern, 1991)、これらの実験

結果から、神経系と中胚葉系の共通の前駆細胞  (neuro-mesodermal 
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progenitors, NMPs)の存在が予想されていた。NMPs は二つの予定運命を持つ 

bi-fated 細胞と位置づけられる。NMPs の存在は、Brachyury/T (Bra)-Cre/lox P

システムを用いた遺伝学的な追跡実験などにより、マウス胚や(Garriock et al., 

2015)、ある時期のニワトリ胚 (HH24 以後)においても報告された (Cambray 

and Wilson, 2002; McGrew et al., 2008; Olivera-Martinez et al., 2012)。これ

らの研究背景から、NMPs が体軸伸長の「すべて」の過程で主役的に働くもの

と見なされてきた。しかしながら、体軸伸長の過渡期である段階、たとえばニ

ワトリ胚の HH8～20 を対象にした解析はほとんどされていなかった。 

 一方で、マウスの Cited1 (中胚葉特異的に発現するエンハンサー)-Cre/lox を

用いた遺伝学的解析から、自己増殖性の単一予定運命 (uni-fated)の中胚葉系細

胞の存在が予想され (Garriock et al., 2015)、さらにはその中に中胚葉系幹細胞

が含まれる可能性もニワトリ胚を用いて提起された(Iimura and Pourquie, 

2006)。これらの発見から、SN 神経系においても uni-fated な幹細胞が尾芽に

存在し、それらが secondary neural tube の伸長に寄与する可能性が浮上した。

もしこのような幹細胞様の前駆細胞が存在するのであれば、それらがどのよう

にして体軸伸長期の SN に参画するかを明らかにする研究が望まれるが、技術

的な壁によってこのような研究は全く行われていなかった。その大きな理由は、

尾芽に存在する細胞は全て間充織の形態を示すため、形態的解析では、SN 神経

系細胞、中胚葉系細胞、NMPs を互いに区別することが極めて困難だったから

である。 

 私の所属する研究室の先行研究において、secondary neural tube の形成にの

み参画する細胞群が報告された。これらの細胞は HH8 胚後方の、ヘンゼン結節

と原条に挟まれた特徴的な「菱形領域エピブラスト」に由来する (Shimokita 

and Takahashi, 2011) (Fig. 1A)。この菱形エピブラストは上皮性シートである

にもかかわらず、裏打ち構造である基底膜をもたず、上皮-間充織転換を経て胚

体内に浸潤するなど、原条に由来する中胚葉系細胞に酷似した挙動を示す。こ

のような細胞生物学的視点から、この菱形エピブラストは SN を起こす前駆細

胞 (SN 前駆体)を生み出す「特別な原条」と見なすこともでき、これらの現象
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を深く理解することの重要性が高まった。SN 前駆体の「菱形領域エピブラス

ト」からの EMT-浸潤は、ニワトリ胚では HH11 で完了する。 

 本研究では、まず菱形エピブラストの予定運命地図をさらに精密化すること

で、神経系のみに細胞運命が特化した uni-fated SN 前駆体が、HH17 まで尾芽

に存在し続けることを示した。次に、これらの uni-fated SN 前駆体には、自己

増殖と神経分化の 2 つの状態が別々の区域に存在し、その異なる状態が転写調

節因子 Sox2 の発現レベルの差異によって制御されていることを示した。低レベ

ルであれば自己増殖、高レベルであれば神経分化を促進する。また一般的に

NMPs のマーカーと見なされている Sox2 と Bra の共発現が、uni-fated SN 前

駆体でも明瞭に検出できたことから、Sox2/Bra の共発現は必ずしも NMPs のマ

ーカーではないことを提示したい。最後に、ニワトリ胚が HH19 以降になると、

それまで uni-fated であった SN 前駆体が、中胚葉系の子孫をも産生すること

を見出した。体軸伸長に関わる前駆細胞の細胞運命が、これまで考えられてき

たよりもはるかに柔軟であることが示されると同時に、uni-fated と NMPs に関

する長年の議論に一定の解決を供することができた。 
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材料と方法 

ニワトリ胚 

 ニワトリ受精卵は城山鶏園 (神奈川)とヤマギシ養鶏場 (和歌山)より入手した。

ニワトリ胚は Hamburger and Hamilton (HH) stages (Hamburger and 

Hamilton, 1951)もしくは体節数に合わせてステージングした。すべての動物実

験は京都大学の施行する倫理審査基準 (No. H2620)に合わせて実施した。 

 

発現ベクター 

 pCAGGS-EGFPは過去に記載されたものを使用した (Momose et al., 1999)。

Sox2およびSox3HMG-EnRのcDNAは福田公子博士 (東京都立大)と笹井芳樹博

士 (理化学研究所BDR)からそれぞれ提供された。それぞれのcDNAは個別に

pBI-EGFPまたはpBI-DsReDベクターのMlu I-Nhe Iサイトにサブクローニン

グした (Watanabe et al., 2007)。 

 

In ovo エレクトロポレーション法 

 陽極と陰極には白金ワイヤー (0.5 mm 径)と研磨したタングステン針 (0.5 

mm 径)をそれぞれ使用した。In ovo エレクトロポレーションは過去に報告され

た手法 (Shimokita and Takahashi, 2011)を最適化し HH8 (6 somite stage; 

6ss)胚に実施した。陽極を胚と卵黄の間に挿入し、2％ファストグリーン FCF 

(069-00032; Wako)を含む DNA 溶液をエピブラスト上に乗せた後に、電圧 5V

のパルスを5回、25ミリ秒 (100ミリ秒間隔) (Electro Square Porator ECM830; 

BTX を使用)で陰極から加えた。作業は DNA 溶液が中胚葉領域である原条に流

れ広がらないよう注意を払って実施した。Fig. 2、3、5、10、11 に用いた

pCAGGS-EGFP の濃度は 5 µg/µl。 

 

PKH 細胞標識法 

 PKH26 Red Fluorescent Cell Linker mini Kit (Sigma; MINI26-1KT)、

PKH67 Green Fluorescent Cell Linker mini Kit (Sigma; MINI67-1KT)を用い
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て細胞標識を行った。染色溶液は PKH26 または 67 と Dilute C を 1 対 5 の割

合で調合したものを使用した。1mm 径のガラスキャピラリー (Narishige; 

GD-1)をキャピラリープーラー (Narishige; PC-10)を用いてヒートレベル 69 で

引き伸ばしたものを使い、空気圧によって染色溶液を HH8 (6ss)ニワトリ胚の

SN 予定領域または原条へ噴出し蛍光色素を細胞膜へと定着させた。染色後は、

Hank’s リン酸緩衝液で余剰の染色溶液を洗い流し、セロファンテープで機密し

孵卵器内 (38.5℃設定)で HH14 (22~24ss)まで発生を進めた。 

 

DIG 標識 RNA プローブ作成 

 sox2 の in situ ハイブリダイゼーション用の RNA プローブ作成のため、Sox2

全長配列を挿入した BlueScript II プラスミドを利用した。制限酵素 Kpn I およ

び Sac I によって Sox2 配列の 5’側と 3’側を一か所切断し、直鎖プラスミドを作

成した。作成した直鎖プラスミドを鋳型とし、以下の組成の反応液を作成した 

(RNase free H2O 13 µl, 10x Transcription buffer 2 µl, DIG RNA labeling 

mixture (11277073910, Roche) 2 µl, 1 mg/ml鋳型DNA 1 µl, RNase inhibitor 1 

µl, RNA polymerase 1 ml, 合計 20 µl)。反応液を 37℃で 2 時間反応させ、100 

ng/µl の濃度に RNase free H2O で調整し、sox2 のアンチセンスプローブとセン

スプローブをそれぞれ獲得した。 

 

In situ ハイブリダイゼーション 

 Whole-mount in situ ハイブリダイゼーションは Henrique のプロトコルを基

本とし、以下の手順で行った (Atsuta and Takahashi, 2015; Henrique et al., 

1995)。胚を 3% PFA/PBS を用いて 4℃で一晩固定したのちに、PBS で洗浄し

た。0.25% Triton X-100/PBS (PBST)での洗浄を常温で 30 分、3 回繰り返した。 

PBST を、65℃でプレヒートした UltraHybTM Ultrasensitive Hybridization 

buffer (以降は UltraHyb buffer と表記。AM8670, Invitrogen)と交換し、胚を

65℃で 1 時間緩やかに振盪し、プレハイブリダイゼーション処理を行った。プ

レハイブリダイゼーションに用いた UltraHyb buffer を丁寧に除き、90℃で 3
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分間変性させた RNA プローブ溶液 3 µl を加えた UltraHyb buffer 900 µl を加

えて、胚を 65℃で一晩振盪しハイブリダイゼーション処理した。翌日、RNA プ

ローブ UltraHyb buffer を除去し、Solution 1 (ホルムアミド 500 µl, 20x SSC 

buffer 250 µl, 10% SDS 100 µl, ddH2O 150 µl) 1ml で胚を洗浄した。続けて胚

を、Solution 2 (ホルムアミド 500 µl, 20x SSC buffer 100 µl, ddH2O 400 µl) 1 

ml で洗浄し、さらに Solution 2 と TBST の 1：1 混合液で洗浄した。その後、

TBST による胚洗浄を 15 分、3 回繰り返した。洗浄を終えた胚に 2％ Blocking 

reagent/TBST を加え、常温で 2 時間ブロッキングした。2％  Blocking 

reagent/TBST を除去し、AP-anti DIG 抗体 (11093274910, Roche, 1：1000) 1％ 

Blocking reagent/TBST を加え、4℃で一晩抗体反応させた。翌日、抗体溶液を

除き、胚をTBSTで 15分、3回洗浄した。発色反応の前処理として、NTMT buffer 

(0.1 M NaCl, 0.1 M Tris-HCl (pH9.5), 0.05 M MgCl2, 0.1% Tween20)で胚を 15

分、3 回洗浄した。NTMT buffer 5 ml に対し、NBT 4.7 µl、BCIP 3.5 µl を加

えた発色液を作成し、洗浄液と交換して室温で発色反応を進めた。十分に発色

した時点で発色液を速やかに除き、PBST で 15 分胚を洗浄後、4% PFA/PBS を

加え、4℃で 1 時間固定した。PFA 溶液を除き、PBS で 15 分洗浄を 3 回行い、

胚を実体顕微鏡下で観察した。また、一部のサンプルを用いて凍結切片を作成

し、ニワトリ胚尾芽の正中切片における sox2 mRNA の検出に利用した。 

 

組織免疫染色 

 胚は 3% PFA を含む PBS を用いて 4℃で 2 時間固定したのちに、10 µm 厚の

凍結切片を作製した。Sox2 および Brachyury (T)タンパク質の検出は、切片を

2% Blocking reagent (Roche)/ PBS によって室温で 1 時間ブロッキングしたの

ちに、抗体を含む 1% Blocking reagent/PBS を乗せて 4℃、一晩インキュベー

トして反応させた。各一次抗体は以下の希釈倍率で使用し、 4℃で一晩抗体を

反応させた；抗 Sox2 ポリクローナル抗体 (ウサギ由来、ab5603; Millipore、

1:100) (Oginuma et al., 2017)、抗 Brachyury (T)ポリクローナル抗体 (ヤギ由

来、AF2018; R&D Systems、1:100) (Nakanoh et al., 2017)、抗 Fibronectin
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ポリクローナル抗体 (ウサギ由来、F3648; Sigma、1:300) (Yoshino et al., 2014)、

抗 GFP モノクローナル抗体 (マウス由来、11814460001; Roche、1:300)、抗

cleaved-Caspase3 ポリクローナル抗体 (ウサギ由来、G7481; Promega、1:125)、

そして抗リン酸化ヒストン H3 ポリクローナル抗体 (ウサギ由来、06-570; 

Millipore、1:200)。PBST で 3 回洗浄後、それぞれの免疫動物に適した二次抗

体を含む 1% Blocking reagent/PBS をのせ室温で 1 時間反応させた。各二次抗

体は以下のものを 1:400 の希釈濃度で使用した: 抗ウサギ IgG-Alexa 568 抗体 

(ロバ由来、A10042; Invitrogen)、抗ヤギ IgG-Alexa 488 抗体 (ロバ由来、

A11055; Invitrogen)、抗ウサギ IgG-Alexa 647 抗体 (ロバ由来、A31573; 

Invitrogen)、抗マウス IgG-Alexa 488 抗体 (ロバ由来、R37114; Invitrogen)、

抗ヤギ IgG-Alexa 647 抗体 (ロバ由来、A21447; Invitrogen)。PBS で 3 回洗浄

後、切片をVECTASIELD Mounting medium (H-1200, Funakoshi)で封入した。 

 

ニワトリ胚への Doxycycline (Dox)投与 

 500 µlのDox溶液 (0.1 mg/ml in HANKS: 140 mM NaCl, 5.4 mM KCl, 5.6 

mM Glucose, 0.34 mM Na2HPO4, 10 mM HEPES, 1 mM MgCl2, 1 mM CaCl2 

pH7.0)を過去の文献 (Watanabe et al., 2007)に従い、胚と卵黄の間に注入した。

Fig. 10の実験を行う際には、移植実験を行う1時間前にDox溶液をドナーとホス

ト胚に共に投与した。 
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結果 

ニワトリ胚 HH8 の菱形エピブラストの予定運命地図作成 

 SN に優先的に参画する間充織細胞 (SN 前駆体)は、HH8 (6 somite stage; 

6ss)ニワトリ胚のヘンゼン結節後方に位置する菱形エピブラストに由来する

(Shimokita and Takahashi, 2011)。この菱形エピブラストは、予定 SN 

(presumptive SN region; preSN)領域と名付けられた。しかし、preSN 領域の

後方、つまり原条の頭側端との境界については、詳しい解析はなされていなか

った。そこで本研究では、この菱形エピブラストと原条との境界部分の予定運

命を解析するために、蛍光標識色素 PKH を用いた細胞追跡実験を行った。菱形

エピブラストの頭側端 (ヘンゼン結節の位置)の相対的な位置を 0％、一方で尾

側端を 100％と定義し、HH8 (6ss)胚の菱形エピブラスト内を頭尾軸に沿って、

75 箇所を選びそれぞれ PKH 標識した。標識した胚を HH14 (23-24ss)まで発生

させ、PKH 陽性細胞を観察し、菱形エピブラスト内の予定運命を評価した。Fig. 

1A にあるように、菱形エピブラストの前方 70％までの領域を標識した場合、子

孫細胞は神経管と後方の尾芽の中央部分に検出され、中胚葉系組織では検出さ

れなかった。続く後方の 20％領域を標識した結果、神経組織共に沿軸中胚葉に

おいても標識細胞が検出された。菱形エピブラスト尾側端の 10％以後を標識す

ると、標識細胞は沿軸中胚葉のみで検出され、神経系組織には認められなかっ

た。以上の結果から、HH8 (6ss)ニワトリ胚の菱形エピブラストの、より詳細な

予定運命図が作成された (Fig. 1B)。これ以降、”preSN 領域”は、特に SN 前駆

体を生み出す菱形エピブラスト、つまり「前方 70%」の領域を指すことと定義

する。これらの観察結果では、preSN 領域の標識では、SN のみならず PN を経

て作られる神経管も標識された。これは、preSN 領域には PN の前駆体も含ま

れるという先行研究の結果と一致している (Shimokita and Takahashi, 2011)。 

 SN 前駆体と中胚葉系細胞の尾芽内での局在パターンを調べるため、同一胚

内における多重蛍光染色による細胞追跡を行った。preSN 領域と原条前方領域

の一部を、それぞれ異なる蛍光色素 PKH26 (赤色)と PKH67 (緑色)により標識

した (Fig. 1C, F)。標識胚を HH14 (23ss)まで発生を進め、背側から観察した結
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果、preSN 由来 (赤色)細胞集団と原条由来 (緑色)細胞集団のシグナルはほとん

ど重なり合わなかった (Fig. 1D, G)。このことは、これらの胚の正中切片の観察

においても同様であった。以降、赤色で標識された神経系間充織細胞の局在す

る区画を SN 前駆体区画と呼ぶ (Fig. 1E, H)。染色されていない領域が赤色標識

と緑色標識集団の間に見られることがあるが、これらはおそらく、菱形エピブ

ラストの後方 30％領域に由来すると考えられる (Fig. 1A)。 

 

SN 前駆体特異的な遺伝子操作 

今回新たに作成した予定運命地図に基づき、SN 前駆体に特異的な遺伝子導入

を、in ovo エレクトロポレーション法を用いて行った。EGFP 発現プラスミド

溶液を preSN 領域上に充填し、エレクトロポレーションを行った場合 (Fig. 2A)、

preSN 領域に由来する細胞のみが EGFP によって標識されると予想した。しか

し、実際に 389 個の胚に対しエレクトロポレーションを行った結果、1) PN の

みが標識された胚 (case 1, 154/389, data not shown)、2) PN と SN が標識され

た胚 (case 2, 184/389, Fig. 2C)、3) PN と SN、そして中胚葉が標識された胚 

(case 3, 51/389, Fig. 2E)の 3 つのパターンの胚が認められた (Fig. 2B)。この結

果は、電極の位置関係による放電位置のずれや、充填したプラスミド溶液の菱

形エピブラスト後方 30％領域への拡散が原因と考えられる。3 つのパターンの

胚をそれぞれ観察し続けた結果、case2 (PN+SN)の胚は HH17 (30ss)まで発生

を進めても、EGFP 陽性細胞は神経系の細胞のみで検出された (Fig. 2D)。そこ

で、case 2 と評価された胚のみを選別してこれ以降の解析に用いた。それ以外

の胚 (case 1 と 3)は廃棄した Fig. 2E) 

 

SN 前駆体には自己増殖性細胞が存在する 

 preSN 領域を PKH または EGFP によって標識した個体では、体軸伸長とと

もに形成された secondary neural tube 内に標識細胞が含まれていた。加えて、

その後方の尾芽領域に存在する間充織細胞内にも SN 前駆細胞が認められた

(Fig. 1, 2C, D)。このことから、尾芽内の SN 前駆細胞から神経管上皮細胞が供
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給されると同時に、SN 前駆細胞が増殖によって自身の集団を維持していると予

測された。このことをより詳細に解析するために、SN 前駆体集団の同所性移植

実験を行った。preSN 領域に EGFP プラスミドを遺伝子導入した HH17 (30ss)

胚を準備し (Fig. 3A, B)、EGFP で標識された SN 前駆体区画を尾芽から摘出し

た。摘出した SN 前駆体を、HH14 (23ss)ホスト胚の SN 前駆体区画 (将来的な

30～32 番目の体節レベルに相当)に移植し (Fig. 3A-D, n=8)、移植された SN 前

駆体に由来する EGFP 陽性細胞を HH17 で観察した。なお、移植片を摘出する

際には、SN 前駆体区画の腹側に位置する chord-neural hinge (CNH)及び中軸

中胚葉の運命をもつ細胞が混入しないように細心の注意を払った (Catala et 

al., 1995) (Fig. 1E, H)。観察の結果、移植された EGFP 陽性細胞は、ホスト胚

尾部において、31～33 体節レベル以降の secondary neural tube と SN 前駆体

区画でのみ検出された (Fig. 3E)。この移植胚からさらに EGFP 陽性細胞を含む

SN 前駆体区画を摘出し、前述と同様に別の HH14 ホスト胚の SN 前駆体区画

へと移植した (Fig. 3C, E-G)。移植された EGFP 陽性細胞は、やはり secondary 

neural tube と SN 前駆体区画で検出され、その他の組織では検出されなかった 

(Fig. 3H)。これらの結果は、SN 前駆体の集団が、神経管上皮細胞へと分化しつ

つ、同時に自己増殖能をもつ細胞群であることを示す。本研究ではこれらの新

規細胞群を、uni-fated な神経系幹細胞様の集団と呼ぶことにした。 

 次に、尾芽内の SN 前駆体のうち、どの細胞群が幹細胞性を持つかを調べる

ために、移植片を細分化して上述と同様の同所性移植実験を行った。HH14 胚

の SN 前駆体区画を前後の領域に分け、それぞれを同じステージである HH14

ホスト胚尾芽内へと移植した (Fig. 3I)。前方領域に由来する細胞群を移植した

場合では、EGFP 陽性細胞は HH16 の時点で、将来 31～33 体節レベル以降の

分化した神経管でのみ検出され、尾芽の SN 前駆体区画には検出されなかった 

(Fig. 3I-L, n=6)。これに対し、SN 前駆体区画の後方半分から移植された EGFP

陽性細胞は、ホスト胚内で神経管だけでなく SN 前駆体区画でも検出された 

(Fig. 3I, M-O, n=5)。これらの結果から、尾芽内の uni-fated SN 前駆体集団は、

性質の異なる 2 種類の細胞群に大別することができる。一つは、SN 前駆体区画
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の前方に局在し SN を起こす分化中の集団であり、もう一つは後方で自己増殖

しながら前方へと分化細胞を供給する幹細胞様の集団である。後方集団 (幹細胞

様)を移植した際に、それらが secondary neural tube 内において、31~33 体節

レベルではなく、35 体節レベルより後方の領域で検出されることに気がついた。

このことから、後方の自己増殖性細胞が上皮分化を経て神経管形成に参画する

までに、3～6 時間を要することがうかがえた (ニワトリ胚では、体節分節は 90

分ごとに進行する (Palmeirim et al., 1997))。 

後方の幹細胞様集団と、前方の神経上皮へと分化しつつある集団で、細胞増

殖頻度が異なるかについて、HH14 (23ss)胚の尾芽を対象にして、細胞増殖マー

カーであるリン酸化ヒストン H3 の免疫染色を行ったところ、これら両者間で有

意な差は認められなかった (Fig. 4)。前方の分化過程集団は、自身の増殖頻度よ

り高い割合で SN へと参画することが予想される。 

 

SN 前駆体における Sox2 の発現レベルの差異 

 SN 前駆体区画において、「前方の」神経分化集団と、「後方の」自己増殖集団

という特性の違いが、どのような分子メカニズムによって制御されているのか

を理解するため、さまざまな候補因子を探索し、転写調節因子 Sox2 に注目する

ことにした。Sox2 は未分化な神経管上皮細胞において発現し、尾芽中胚葉で強

制発現されると異所的な神経管形成を誘導することが報告されており 

(Takemoto and Kondoh, 2011)、また SN のプロセスにおいても神経上皮化と同

時に発現が上昇することが知られている (Shimokita and Takahashi, 2011)。そ

こで尾芽における sox2 の発現を詳細に観察するために、HH14 (23ss) での in 

situ ハイブリダイゼーションを行った。その結果、sox2 mRNA のシグナルは、

SN 前駆体の前方集団で強く検出されたが、後方集団ではほとんど検知されなか

った (Fig. 5A, B; n=6)。次に、Sox2 の分布をより高感度で検出するため、抗

Sox2 抗体を用いた蛍光免疫組織染色による解析を行った。共焦点レーザー顕微

鏡を用いた観察の結果、Sox2 タンパク質のシグナルは、secondary neural tube

および SN 前駆体の前方集団だけでなく、後方集団においても低レベルで検出
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された (Fig. 5C, E, J, L, N)。これらの差異をより定量的に解析するため、蛍光

免疫組織染色で得られた蛍光強度を測定しグラフ化した。その結果、Sox2 は神

経管領域および SN 前駆体前方において高い蛍光強度が検出されたが、後方に

いくに従ってその強度は減衰した (Fig. 5F, G)。Sox2 陽性の領域は、HH8 の

preSN 領域に由来する EGFP 標識 SN 前駆体区画とも一致したことから、Sox2

陽性細胞が SN 前駆体であることがより強く裏付けられた (Fig. 5H-J, L, N)。

尾芽のより後方に位置する中胚葉区画では、Sox2 のシグナルは検出されなかっ

た (Fig. 5C, E-G, J, L, N, Fig. 6B, D, E, H, J, L; n=15)。 

 つぎに尾芽における NMPs について検証を行った。NMPs は神経系と中胚葉

系の両方の分化細胞を生み出す共通前駆細胞であり、これまでは、神経系マー

カーの Sox2 と共に、中胚葉系のマーカーである Brachyury (転写調節因子。以

降は Bra と表記 )を発現する細胞であるという主張が優性になっていた 

(Garriock et al., 2015; Henrique et al., 2015)。尾芽において、Sox2・Brachyury

を共発現する細胞が存在するかを調べるため、これらそれぞれの抗体を用いて、

二重免疫組織染色を行った。その結果、従来の予想に反して、Bra のシグナル

は尾芽の間充織細胞全体、つまり SN 前駆体を含む集団、で検出された (Fig. 5D, 

E, G, K, M, N, Fig. 6C, D, G, H, K, L)。興味深いことに、尾芽前方の SN 前駆

体区画においても、Sox2・Bra ダブルポジティブ細胞が頻繁に認められた。こ

れらの細胞が本当に SN のみに参画する uni-fated 細胞であるかを知るために、

これまで繰り返し述べてきた SN 前駆体特異的 EGFP 標識と免疫組織染色とを

組み合わせた。Fig. 5H に示すように、正中切片を作成し、神経管上皮細胞 (白

枠 1)、前方 SN 前駆体 (白枠 2)、後方 SN 前駆体(白枠 3)の 3 か所の細胞におい

て、その核内での Sox2 と Bra のシグナルを観察した。その結果、神経管上皮

細胞では Sox2 シグナルのみが検出され、Bra は検出されたなかった。一方で、

前方の SN 前駆体では同一細胞の核内で Sox2 と Bra が共局在していた。また、

後方の SN 前駆体においても微弱ながら Sox2 のシグナルが検出され、Bra と核

内で共局在する様子が検察された (Fig. 5N)。白枠以外の EGFP 標識 SN 前駆体

においても、細胞核内で Sox2 と Bra が共局在していることを確認した (data 
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not shown)。マウスの菱形エピブラストのノードと原条の境界領域やそれに由

来する NMPs が Sox2+/Bra+であることから、Sox2+/Bra+は NMP マーカーであ

るとの報告がなされる一方で (Garriock et al., 2015; Henrique et al., 2015)、

近年ではマウス尾部の神経系前駆細胞においても Sox+/Bra+細胞が存在すると

いう報告もあり (Gouti et al., 2017; Koch et al., 2017; Wymeersch et al., 2016)、

今回の結果は Sox+/Bra+は NMPs のマーカーとはいえないという主張を裏付け

るものと考えられる。 

 

Sox2 の発現上昇により SN 前駆体から神経管分化が促進される 

 尾芽内における前方と後方の SN 前駆体での sox2 の発現レベルの違いが、こ

れらの形質の差異にどのように関わるかを調べるため、Sox2 の過剰発現解析を

行った。Sox2 の過剰発現には Tet-off システムを利用した。エレクトロポレー

ション法を用いて、HH8胚のpreSN領域にpBI-Sox2/EGFPとpCAGGS-Tet-off

の 2 種類のプラスミドを共導入した。pBI-Sox2/EGFP プラスミドは、テトラサ

イクリン応答因子 (Tetracycrin Responced Element (TRE)とも呼ばれる)の双

方向型プロモーターを持ち、テトラサイクリン調節性トランスアクチベーター 

(tTA)またはリバーステトラサイクリン調節性トランスアクチベーター(rtTA)が

結合することで、Sox2 と EGFP 両遺伝子を同時に発現させることができる。ま

た pCAGGS-Tet-off は、ドキシサイクリン (Dox)非存在下で TRE に結合し遺伝

子発現を誘導する tTAを発現する (Dox存在下ではTREへの結合が抑制され転

写が抑制される)。これら 2 種類のプラスミドを共導入することで、preSN 領域

細胞に対し Sox2 を恒常的に発現させると同時に、EGFP による標識が可能とな

る(Fig. 7A)。HH8 胚の preSN 領域にエレクトロポレーションを行い、HH14 

(23ss)で観察を行った結果、EGFP のみを発現させたコントロール細胞は、神経

管および SN 前駆体で検出された。これに対して Sox2 過剰発現細胞は、神経管

内で検出される一方で、尾芽ではほとんど検出されなかった (Fig. 7B, C)。SN

前駆体区画に存在する EGFP 発現細胞数を計測した結果、コントロール EGFP

胚では 38~64 細胞が検出されたのに対し、Sox2/EGFP 過剰発現胚では 0~9 細
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胞が検出された (Fig. 7D)。このように、Sox2 の発現を実験的に上昇させた結

果、SN 前駆体の数が著しく減少した。しかしこの結果が、早期に神経管分化が

促進されたのか、あるいは Sox2 の過剰発現によって細胞死を引き起こした結果

なのかは判断ができない。Sox2 が属する SoxB1 ファミリーの他のメンバーで

ある Sox3 は、初期胚のエピブラストに発現させると神経板の性質を獲得し

EMT を抑制することが報告されている (Acloque et al., 2011)。つまり、preSN

領域での Sox2 過剰発現によって、preSN 領域細胞の EMT が抑制され直接的に

神経管形成を起こした可能性も排除しきれない。そこで、導入した遺伝子発現

の時空間的制御ができる Tet-on システムを利用して、これらの可能性が排除で

きるかを検討した。Tet-on システムでは Dox 存在下でのみ遺伝子発現が誘導さ

れるため、遺伝子導入 preSN 領域細胞が正常発生と同じように EMT を起こし

て尾芽を形成したのちに、Dox を投与することで尾芽内 SN 前駆体に対して遺

伝子発現を開始させることが可能である。先述の pBI-Sox2/EGFP と共に、 

pCAGGS-Tet-on 3G (Dox 存在下でのみ pBI ベクターの TRE に結合する rtTA

を発現する)、そして遺伝子導入効率をモニターするための pCAGGS-mCherry

の 3 種類のプラスミドを組み合せて、preSN 領域に遺伝子導入した (Fig. 7E)。

尾芽が形成される HH14 (22ss)に達した時点で、遺伝子導入胚に Dox を投与し

た。投与時点では (０時間)、Dox による pBI プラスミドの発現誘導が起こらな

いため、Control 胚と Sox2 強制発現胚のどちらにおいても EGFP のシグナルは

検出されず、また mCheryy 発現細胞の局在にも差は見られなかった。 (Fig. 7E, 

F, K; n=7)。 

 Dox投与から3時間を経たHH14 (24ss)で、予想どおりEGFP発現細胞が確認

された (Sox2過剰発現胚では同時にSox2を発現していることを意味する)。これ

は、Dox投与後3時間でTREによる発現が確認できるという過去の知見とも一致

する (Watanabe et al., 2007)。ニワトリ胚を用いたin ovoエレクトロポレーシ

ョン法では、細胞集団に対してモザイク状に遺伝子導入されるため、EGFPと

mCherryのように2種類の異なる蛍光タンパク質を発現するプラスミドが導入

された場合、3タイプの遺伝子導入細胞が出現することになる (①mCherry (赤
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色)、②EGFP (緑色)、③mCherry・EGFP共発現細胞 (黄色))。実際に、Dox投

与後3時間後の神経管およびSN前駆体において、これらの3タイプの細胞が観察

された (Fig. 7E, G, H, L, M; n=7)。 

その後、Dox投与後9時間 (EGFPのシグナルが確認されてから6時間後)のコ

ントロールEGFP導入胚とSox過剰発現胚の尾芽において、EGFP標識SN前駆体

の分布パターンに顕著な差が見られた。コントロール胚尾芽においては、3タイ

プの細胞がそれぞれmCherry単独型 (赤色, 7.2%)、EGFP単独型 (緑色, 8.9%)、

mCherry・EGFP共発現型 (黄色, 83.9%)の割合で観察された (Fig. 7I, J, P; 

n=7)。一方で、Sox2/EGFP過剰発現胚の尾芽内では、mCherry単独型細胞 (赤

色)が検出されたが、EGFP発現細胞 (黄色もしくは緑色)はほとんど検出されな

かった (Fig. 7N, O, P; n=11)。またコントロール胚とSox2過剰発現胚の神経管

においても差が見られた。コントロール胚神経管では、mCherry単独細胞、

EGFP単独細胞、mCherry・EGFP共発現細胞の3タイプの細胞種がすべて含ま

れていたが、Sox2過剰発現胚の神経管では、より前方領域には3タイプの細胞種

が検出されたが、尾芽に隣接する前方1体節長の新生上皮化細胞の領域は

mCherry単独細胞で占められていた (Fig. 7N, Oの白矢印のやや前方付近)。

Sox2過剰発現胚の尾芽におけるSN前駆体の消失が、細胞死によるものかを判別

するため、Dox投与後4時間の尾芽内EGFP発現細胞におけるアポトーシスマー

カーCaspase3の切断活性を、蛍光免疫組織染色によって確認した (Fig. 8A-D)。

観察の結果、Sox2過剰発現細胞において切断型Caspase3シグナルの有意な上昇

は観察されなかった (Fig. 8E)。これらの結果から、Sox2の発現上昇によって、

SN前駆体の神経管上皮細胞への分化が促進されたと結論づけられた。 

  

Sox2 は SN 幹細胞様集団の維持にも必要である 

 Sox2 の過剰発現によって、SN 前駆体の神経上皮分化が促進されたことから、

内在性 Sox2 のシグナルを抑制した場合、SN 前駆体の分化が阻害され未分化状

態が維持されると予想した。そこで Sox2 の機能阻害を行うために、SoxB1 フ

ァミリー遺伝子  (Sox1~Sox3)のドミナントネガティブ型として知られる
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Sox3-HMG-EnR (Bylund et al., 2003; Sasai, 2001)の強制発現実験を行った。

ニワトリ胚尾芽内の SN 前駆体においては、Sox2 が発現する一方で Sox1 およ

び Sox3 は発現しないことから  (Uchikawa et al., 2011)、導入された

Sox3-HMG-EnR は、SN 前駆体内の Sox2 の機能を抑制すると考えられる。 

まず Sox3-HMG-EnR のドミナントネガティブ活性を確認するために、

pBI-Sox2/EGFP と pBI-Sox3-HMG-EnR/DsRed の共導入を行った。その結果、

Sox2過剰発現胚に見られたSN前駆体の神経上皮分化の早期化 (Fig. 9A, C)が、

Sox3-HMG-EnR との共発現によって中和され、顕著な数の共発現細胞が初期尾

芽内で検出された (Fig. 9B, C)。このことから、Sox3-HMG-EnR はニワトリ尾

芽内においても、期待通りドミナントネガティブ型として働くことが確認され

た。 

次に、Sox2 強制発現の際に用いた Tet-on システムによって、Dox 依存的に

「尾芽形成後」の SN 前駆体で Sox3-HMG-EnR を発現させた。この実験にお

いては、3 種類のプラスミド：①pBI-Sox3-HMG-EnR/DsRed (TRE によって双

方向にSox3-HMG-EnRとDsRedを発現 (コントロールのpBI-DsRedはDsRed

のみを発現)、②pCAGGS-EGFP、③pCAGGS-Tet-on 3G を組み合わせて利用

した。さらに、尾芽内の SN 前駆体細胞のみを特異的に解析するために、エレ

クトロポレーションされた SN 前駆体を HH14 (22ss)遺伝子導入胚から摘出し、

同じステージのホスト胚への同所性移植を行った (移植操作 1 時間前にドナー

胚、ホスト胚に Dox を投与した） (Fig. 10A, B, I; n=5)。 

Dox 投与後 12 時間の時点  (HH16 に到達 )において、DsRed (同時に

Sox3-HMG-EnR を発現)のシグナルが検出された (タンパク質の構造の違いに

より、mCherry と比べて Dox 処理後の DsRed の検出に遅れが生じることはす

でに知られている) (Fig. 10 A-D, I-K; n=5)。コントロール胚では、Fig. 3 の SN

前駆体移植実験と同様に、移植された EGFP・DsRed 共発現細胞、EGFP 単独

発現細胞、および DsRed 単独発現細胞が、神経管内と尾芽内の SN 前駆体で確

認された (Fig. 10B-D; n=5)。これに対し Sox2 阻害胚では、DsRed 陽性 (Sox2

阻害)細胞は尾芽でほとんど検出されなかった。Sox3-HMG-EnR の発現によっ
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て細胞死が促進された可能性が考えられる。また、新生 secondary neural tube

領域では、DsRed 陽性細胞は神経管上皮様の形態をとらず、凝集体を形成して

いた (Fig. 10I-K; n=5)。 Sox2 阻害胚における移植細胞の形態をより詳細に観

察するため、尾部の横断切片を作成した。コントロール胚では、DsRed 陽性細

胞が神経管内で上皮様の形態で検出され (Fig. 10E, F)、さらに尾芽の SN 前駆

体区画内にも DsRed 陽性細胞が局在した (Fig. 10G, H)。一方で Sox2 阻害胚で

は、Sox2 阻害細胞が神経管近傍に検出されたものの、それらは決して神経管に

取り込まれることなく凝集体として存在していた (Fig. 10L, M)。尾芽内の SN

前駆体区画においては、Sox2 阻害細胞は全く検出されなかった(Fig. 10N, O)。

Sox2 阻害細胞は中胚葉組織内にも検出されなかったことから、中胚葉への分化

転換が起こった可能性は低いと思われる (Fig. 10L, M)。SN 前駆体区画からの

Sox2 阻害細胞の消失については、DsRed のタンパク質構造による発色時間の遅

れにより、切断 Caspase3 を指標にした蛍光免疫染色解析が困難であったため断

定はできないが、Fig. 5 及び Fig. 6 の Sox2 タンパク質の局在パターンから、SN

前駆体は通常は Sox2 を発現する細胞であり、その Sox2 が抑制されたことによ

って異常細胞として細胞死を起こして、その結果として SN 前駆体区画から排

除された可能性が考えられる (Fig. 10 N, O)。Sox3-HMG-EnR を発現していな

い EGFP 単独発現細胞は、コントロール細胞と同様の分布を示した (Fig. 

10E-H, L-O)。これらの観察結果をまとめると、前方の SN 前駆体における高レ

ベルの Sox2 は神経上皮細胞への分化とって必要であり、一方で後方の自己増殖

性 SN 前駆体における低レベルの Sox2 活性は、それらの細胞の生存と維持に重

要な役割をもつことが示された。 

Sox3-HMG-EnR 強制発現は、Dox 投与時点ですでに上皮化していた前方の

secondary neural tube の細胞には有意な影響を及ぼさなかった (Fig. 10P; 

n=7)。このことから、Sox3-HMG-EnR 発現細胞の消失は、尾芽における間充織

性の SN 前駆体に特異的な効果であると考えられる。 
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SN 前駆体は体軸伸長後期において神経系と中胚葉系細胞を生み出す 

 最後に、「初期」尾芽では uni-fated SN 前駆体として認識された細胞群が、「後

期」にどのような挙動を示すのかを解析するために、SN 前駆体 EGFP 標識個

体を 4 日目胚 (HH19)まで発生させた。これまでに繰り返し述べてきたように、

2日目胚 HH14 (23ss)で神経管とSN前駆体のみがEGFP標識された個体 (Fig. 

11A, B)は、Fig. 2C, D と同様に 3 日目胚 HH16 においても神経管と SN 前駆体

区画でのみ EGFP 標識細胞を認めることができた (Fig. 11C, D)。ところが驚く

べことに、4 日目胚 (HH19)の伸長した尾部内において、EGFP 標識細胞が神経

管や SN 前駆体区画のみならず、神経管側方の沿軸中胚葉内にも認められた 

(Fig. 11E-G; n=8)。これらの中胚葉細胞は、成長した尾部の後方部にのみ分布

していた。このような中胚葉性の細胞は、過去に報告されていた NMPs の細胞

挙動と酷似している (McGrew et al., 2008; Olivera-Martinez et al., 2012)。こ

れがすべての SN 前駆細胞の運命転換によるものか、一部の SN 前駆体から中胚

葉が生じたのかは、現段階では不明である。β-catenin の蛍光免疫染色の結果か

ら、尾芽の間充織組織の中でも、後方 SN 前駆体及び中胚葉区画において、中

胚葉化因子として知られるカノニカル Wnt シグナルが受容されていることが

観察された (Fig. 12)。このことから、HH17 より後期の尾芽では、カノニカル 

Wnt シグナルのバランスが大きく変動した結果として SN 前駆体の細胞運命が

スイッチした可能性が予測されるが、現時点では断定することはできない。し

かしながら、初期段階では神経系のみに特化していた uni-fated SN 前駆体の運

命が、最終的に神経系と中胚葉の両方を産生する bi-fatedに切り替わるという、

全く新しい発見の意義は高いと考える。 
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考察 

 本研究によって、ニワトリ胚 HH8 の菱形エピブラストの詳細な予定運命地図

が作成された。発生 2 日目の初期段階の尾芽においては、神経系に運命が限定

された SN 前駆体 (uni-fated SN)が、尾芽間充織細胞の前側半分を占めていた。

また 3 日目胚 HH17 以後になると、これらの uni-fated SN 前駆体が、神経系と

中胚葉系の両方を生み出す bi-fated なものへと変化するということも示された 

(Fig.13A)。 

 

ニワトリ胚「初期」尾芽の前方領域は uni-fated SN 前駆細胞で占められる 

 本研究の細胞系譜追跡実験から、ニワトリ胚発生 2 日目の「初期」尾芽内前

方には、神経系に予定運命づけられた SN 前駆体 (uni-fated SN)が位置し、そ

の後方には中胚葉の運命をもつ前駆細胞が位置することが示された。尾芽前方

の神経系の予定運命細胞の集団は、さらに前方と後方で性質の異なる 2 つの集

団に分けられる。前方には分化段階の進んだ神経系の細胞集団が、後方にはよ

り未分化で自己増殖能をもつ SN 前駆体集団が位置する。つまり、尾芽全体を

眺めると、前方から、神経分化の進んだ SN 前駆体、分化度の低い SN 前駆体、

そして中胚葉前駆細胞の順に細胞が分布する。導入で述べたように、これまで

は尾芽の中央には神経系と中胚葉系の共通の幹細胞である NMPs が存在し、こ

の NMPs から前方に神経細胞が、後方に中胚葉細胞が供給されるという説が提

唱されてきた (この場合、前方から SN 前駆体、NMPs、中胚葉の並びとなる)。

つまり、尾芽内の分化度の進んだ細胞が、尾芽中央に位置する共通の幹細胞か

ら生み出されるのか、それとも神経系及び中胚葉系に運命づけられた前駆細胞

が独自にそれぞれの系譜の細胞を生み出すのかが、この研究分野の大きな未解

決課題であった。本論文では、ニワトリ胚の利点を活かした同所性継代移植実

験を行うことで、これらの課題に一定の解決をもたらすことができた(Fig. 

3A-H)。EGFP によって標識された SN 前駆体を他の胚（ホスト胚）に移植した

ところ、移植細胞は、尾芽内に間充織の状態で留まりつつ、神経管に細胞を供

給したのである。重要なことは、これらの細胞は自己増殖しつつ神経管の細胞
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を供給するが、中胚葉細胞は生み出さないということである。つまり、少なく

ともニワトリ 2～3 日目胚において、尾芽の中央に位置する細胞集団は NMPs

ではなく、自己増殖性の uni-fated SN 前駆細胞であることを実証することに成

功した。 

 

SN 前駆体の神経分化は Sox2 の発現レベルによって制御される 

 本研究では、自己増殖能を有する SN 前駆体と、神経上皮細胞への分化が運

命づけられた 2 種類の SN 前駆体が存在することを明らかにした。そしてこれ

ら２種類の細胞集団の形質が、Sox2 の発現レベルによって制御されていること

がわかった。SN 前駆体領域内の、分化度の低い自己増殖性の SN 前駆体（後方）

とより分化した SN 前駆体（前方）は、それぞれ低レベル（後方）と高レベル

（前方）の Sox2 を発現する。時空間的に遺伝子発現をコントロールできる Tet

オン・オフシステムを用いることによって、高レベルの Sox2 は神経分化を促す

一方で、低レベルの Sox2 は自己増殖性 SN 前駆体の維持と生存に重要であるこ

とを実証することができた (Fig. 13B)。これまでに神経発生における Sox2 の役

割は、PN において良く解析されており、関連する通常の神経発生、幹細胞の多

能性、そして神経前駆細胞の生存にも関連することが報告されている (Feng et 

al., 2013; Hagey and Muhr, 2014; Hutton and Pevny, 2011; Kondoh, 2016)。

また低レベルの Sox2 が、成体脳における神経幹細胞のニッチ制御に重要である

ことも興味深い (Hagey and Muhr, 2014)。本研究で見出した、Sox2 が SN 神

経分化を正に制御するという事実は、理にかなっているといえる。 

 SN 前駆体領域における Sox2 の発現レベルは、どのような分子により制御さ

れるのだろうか。これまでに、BMP4 阻害機能をもつ Noggin の投与により、

SN 前駆細胞内（特に菱形エピブラスト）の Sox2 の発現が上昇することが報告

されている (Takemoto et al., 2006)。このことから、尾芽における Sox2 の発現

の制御は、周辺組織における BMPs が関与する可能性が考えられる (Takemoto 

et al., 2006)。一方、SN 前駆細胞の後方には、幹細胞性シグナル因子 (FGFs

や Wnts など)も発現している。これまでに、初期尾芽 (HH14)において、SN 前
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駆体の近傍に、自己増殖性の uni-fated 中胚葉細胞が存在するという報告もあり 

(Garriock et al., 2015; Iimura and Pourquie, 2006) (Fig. 1)、これらの幹細胞性

シグナル因子が uni-fated 中胚葉細胞を制御することが示唆されている。本研究

において、カノニカル Wnt シグナルの活性化を、β-catenin の核局在を指標に

して観察した結果、自己増殖性の SN 前駆体において Wnt シグナルの活性化が

観察された (Fig. 12)。これらのことから、Wnt や BMP4 などのシグナル因子

が、SN 前駆体における Sox2 発現の制御に関わる可能性が考えられ、今後の解

析に期待がかかる。 

 

Uni-fated SN 前駆体から bi-fated 細胞への転換 

 発生が進むにつれて、uni-fated であった SN 前駆体が、神経系と中胚葉系の

両方を産生する bi-fated 細胞へと切り替わるという、全く予期していない観察

結果を得た。この発見は、過去の HH17 以降の bi-fated な NMPs の知見と、本

研究によるHH17までのuni-fated SN前駆体の間の矛盾を解消しうるものであ

る (McGrew et al., 2008; Olivera-Martinez et al., 2012)。これまでの NMPs に

関する多くの報告では、解析対象とする胚が HH19 以降に限られていた。その

ため、尾芽には神経系の前駆細胞はほとんど存在せず、NMPs こそが体軸伸長

を支える細胞の供給源であるという主張がなされていた。しかしながら、本研

究の解析結果を踏まえると、HH19 以降は SN 前駆体の細胞運命が uni-fated か

ら NMP 様の bi-fated に切り替わった後のステージであり、実際には体軸伸長

の前半では、uni-fated な SN 前駆体と uni-fated な中胚葉前駆細胞が独立して

はたらくというシナリオがみえてきた。現段階では、SN 前駆体の細胞運命スイ

ッチの引き金のしくみは不明である。しかしこの運命スイッチが、尾部の構造

が劇的に変化する HH17 付近で起こることを考えると、尾部の構造変化によっ

て、すでに SN 前駆体で活性化されている中胚葉化因子カノニカル Wnt シグナ

ル (β-catenin の核局在によって検出)の増強が引き起こされた可能性が考えら

れる (Fig. 12)。というのも、カノニカル Wnt シグナルは、先述した未分化能の

維持という働きに加えて、中胚葉への分化促進活性があるという報告があるか
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らである  (Garriock et al., 2015; Gouti et al., 2017; Gouti et al., 2014; 

Henrique et al., 2015; Koch et al., 2017; Martin and Kimelman, 2012; Row et 

al., 2016)。 

 

Sox2 と Bra の共発現は一般的な NMPs マーカーにはならない 

 本研究では、初期尾芽の uni-fated SN 前駆体のほとんどが Sox2 と Bra を共

発現することを示したが (Fig. 5)、これは Sox2/Bra が NMPs のマーカーであ

るというこれまでの通説とは矛盾する。注目すべきことに、Sox2 と Bra を共発

現する「非 NMP」の存在が、近年報告され始めてきた (Gouti et al., 2017; Koch 

et al., 2017; Wymeersch et al., 2016)。従って、実際の胚体内においては、Sox2

と Bra の共発現が必ずしも NMP マーカーとなるとは限らない。また本研究で

得られた解析結果は、Sox2 と Bra の共発現細胞が周辺からの外因性シグナルに

よって、容易に運命変化を起こすポテンシャルをもつ細胞である可能性を否定

するものではなく、この点については現在解析中である。本研究では、NMPs

という用語を、実際の胚体内において「神経系と中胚葉系を共に生み出す前駆

細胞」と定義しており、培養環境などに移した際に「多分化能」を示す細胞と

いう意味では使用していない。もし細胞がもつ分化能についてアプローチする

のであれば、これらの細胞を本来の局在位置とは別の環境に移植したときの分

化の様子を解析するなどの実験が必要である。 

 

体軸伸長の多様性 

 マウス初期胚を利用した解析から、初期胚の NMP 産生領域は非常に限定的

であり、ノード（トリ胚のヘンゼン結節に相当）の後方に隣接する原条のごく

一部分に限られることが示されている (Cambray and Wilson, 2002, 2007; 

Wymeersch et al., 2016)。マウス胚の原条は、体軸伸長のかなり後期まで残存

して NMPs を産生し続けることで、長い尾の形成が可能となる。しかしながら、

このような形質はマウスに特有のものであり、ニワトリ胚にはみられない。ニ

ワトリ胚では比較的初期に原条の退縮が終了するため、原条からの細胞の浸潤
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も早い時期に終了する。このためニワトリ胚では、初期に原条から生まれた自

己増殖性細胞を尾芽に保持しておくことで、原条からの細胞供給が途絶えた後

も体軸伸長に必要な分化細胞を供給することが可能になると考えらえる。 

本研究では、マウスとニワトリにおけるこれらの違いを、細胞エビデンスと

して示したという点でも意義深い。ニワトリ胚では SN 前駆体が uni-fated とし

て存在する期間が、マウスのそれに比べて長期間に渡る。ニワトリ胚 SN 前駆

体の細胞集団は、HH8 菱形エピブラスト内で特殊化した preSN 領域に由来す

るが (Fig. 1)、マウス胚ではこのような領域は存在しないとされてきた。しかし

ながら、最近の報告で NMP 産生性原条の前方部分は中胚葉系細胞より神経系

細胞を生み出しやすい傾向にあることが示唆されている (Wymeersch et al., 

2016)。従って、マウス胚においても preSN 様のエピブラストが存在するもの

の、その存在はニワトリ胚と比べて時空間的に非常に限定的なのかもしれない。

興味深いことに、ヒト胚における体軸伸長の様式は、マウス胚よりもニワトリ

胚に類似しており、菱形エピブラストの早期の消失や尾芽の形状にニワトリ胚

との共通点が見られることが示されている (Dady et al., 2014; O'Rahilly and 

Muller, 1989; Saitsu et al., 2004)。そのため、本研究によって示された自己増

殖性 SN 前駆体についての知見は、ニワトリ特異的な現象ではなく、脊椎動物

の尾芽と体軸伸長様式の多様性を紐解く上で大きな足掛かりとなると考えられ

る。SN 不全は、下半身の神経ネットワークの形成異常だけでなく、尾側二分脊

椎症 spina bifida を含めたさまざまな疾患の原因ともなる。本研究の知見が、

新たな医療処置の足掛かりとなることが期待される。 
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Fig. 1 ニワトリ胚 HH8 (6ss)の菱形エピブラストの予定運命地図 

(A) HH8 (6ss)における菱形エピブラストと原条の前方端のPKH標識と細胞追

跡実験。模式図のヘンゼン結節と原条の前方端をそれぞれ0%と100％と定義し、

PKH標識の相対的な位置を表示する。PKHによる標識は模式図上の異なる75箇

所 (一部省略)を頭尾軸に沿って標識し、それらの子孫細胞の位置をHH14 (23ss)

にて評価する。写真はPKH標識直後とHH14 (23ssの胚の背側からの観察結果を

表示。右写真はそのうちの4つの代表的な子孫細胞の分布パターン。 

(B)新たに作成されたHH8 (6ss)の菱形エピブラストの予定運命地図。 

(C, F) 同一個体における PKH 多重標識個体の実例 2 個体の背側写真、(C’, F’) C

および F 画像内の四角枠の拡大写真。白矢じりはヘンゼン結節の位置を表示。 

(D, G) HH14 (23ss) における、PKH26 (赤色: preSN 由来)と PKH67 (緑色: 原
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条頭部端由来)標識細胞の背面からの観察写真と (E, H)正中切片。正中切片は

(E)が胚体の正中軸上、(H)が胚体の正中軸やや側方の切片を表示。上皮化した神

経管(NT)は破線で辺縁部を表示。 

HN: ヘンゼン結節、Pre SN: SN 予定領域、NT: 神経管、CNH: Chord-neural 

hinge、NC: 脊索、*: 尾芽内の中胚葉領域、スケールバー: 100 µm。 
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Fig. 2 Uni-fated SN 前駆体特異的な遺伝子導入 

(A)菱形エピブラストへのin ovoエレクトロポレーション法。 

(B)菱形エピブラスト内のpreSNを標的として合計389胚のEGFP陽性細胞の追

跡を行った結果、得られた標識パターンの実数。 

(C)HH14 (23ss)の時点で神経系細胞 (PN+SN)にのみEGFP陽性細胞が検出さ

れた場合、 (D)HH17 (30ss)においてもそのシグナルは神経系組織にのみ限局す

る。のちの解析には、この標識パターンの胚を利用する。 

(E) 上記に対して、いくつかのエレクトロポレーション胚では神経系だけでなく

中胚葉系にもEGFPのシグナルが見られる。それらは廃棄する。 

NT: 神経管、TB: 尾芽、*: 尾芽内の中胚葉領域(これらはHH14では背側から観

察できるが、HH17 では腹側に位置するため観察できない) 
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Fig. 3 Uni-fated SN 前駆体集団は幹細胞様前駆細胞集団である 

(A-D) EGFP 陽性 uni-fated SN 前駆体を HH17 胚の尾芽から摘出し、HH14 胚

の尾芽内の同じ SN 前駆体領域に移植する。 

(E-H) ホスト胚が HH17 まで発生した時点で、同様の移植を繰り返す。 

(I) EGFP 陽性 SN 前駆体領域を前後に二分し、それぞれの細胞塊を HH14 ホス

ト胚に同所性移植を行う。A: anterior, P: posterior. 

(J-L)前方の SN 前駆体は神経管へ分化するが尾芽 (白かご)には残らない。 

(M-O)後方の SN 前駆体は神経管分化を起こすだけでなく、間充織細胞として尾

芽に残る (白矢じり)。 

白点は第 31~33 番体節の位置を表示。白矢印は上皮化した神経管と尾芽の間充

織性 SN 前駆体の境界部分を表示。 
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Fig. 4 SN 前駆体は一様に増殖活性を示す 

SN 前駆体の細胞増殖頻度において神経管分化集団と自己増殖性集団の間で顕

著な差は見られない。 

NT: 神経管、スケールバー: 50 µm。 
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Fig. 5 HH14 SN 前駆体における Sox2 と Bra のシグナル強度の解析 

(A) sox2 mRNAの in situハイブリダイゼーションの背側および (B)正中切片に
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よる観察結果。 

(C-E) 正中線付近の正中切片における Sox2 および Brachyury (T)の蛍光免疫組

織染色。 

(F, G) SN 前駆体領域後方での Sox2 のシグナルの強度を定量的に提示する。 

(H-N) Sox2+/Bra+細胞は EGFP 標識 Uni-fated SN 細胞と重なる。 

(N) 異なる 3 か所(NT、尾芽内 Uni-fated SN 領域の前方および後方)の単一細

胞での EGFP、Sox2、および Bra のシグナル評価。 

NT: 神経管、SN prec: SN 前駆体区画、Meso: 中胚葉、スケールバー: 100 µm 
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Fig. 6 追加 3 個体の Fig. 3 と同様の蛍光免疫組織解析 

(A, E, I)HH14 ニワトリ胚の正中切片作成位置の模式図。 

(B, F, J)Sox2 の蛍光免疫組織染色。 

(C, G, K)Bra の蛍光免疫組織染色。 

(D, H, L)蛍光免疫組織染色写真内の黄色四角枠領域における Sox2 及び Bra の

シグナル強度の定量化グラフ。 

NT: 神経管、SN prec: SN 前駆体区画、Meso: 中胚葉、*: 切片作成時の割れ目、

スケールバー: 100 µm 
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Fig. 7 Sox2 の上昇は SN 前駆体の早期の神経分化を促す 

(A) Sox2 遺伝子を HH8 の preSN 領域にエレクトロポレーションし、EGFP 陽

性細胞がFig. 2Cのように (本Figureにおいては非表示)uni-fated SN 前駆体に

のみ検出された胚を選択的に追跡する。表示されたプラスミドの組み合わせは、

恒常的に遺伝子を発現させるものであり、Dox を投与するまでは発現は抑制さ

れない。 

(B-D) Sox2 過剰発現細胞は早期に神経管へ参入し、尾芽へは残らない。 

(E) Tet-onシステムを用いたエレクトロポレーションされたSox2のDox依存的

な時間的発現上昇の制御。エレクトロポレーションされた胚が HH14 になり、

形成された初期の尾芽に遺伝子導入細胞が現れた時点で、Dox 溶液を投与する 

(0 時間) (F, K)。 

(G, H, L, M) Dox 投与後 3 時間でコントロール胚、Sox2 過剰発現胚ともに 3 タ

イプ(緑色 (EGFP)、赤色 (mCherry)、黄色 (EGFP と mCherry))の細胞が尾芽

内で観察される。詳細は本文を参照。 

(I, J, N, O) Dox投与後9時間の段階で、Sox2過剰発現細胞は神経管のみに検出さ

れ、尾芽では見られない。尾芽に認められる赤色 (mCherry)細胞はmCherry遺

伝子のみがエレクトロポレーションされておりSox2/EGFPは含まれていない。 

(P)Dox投与後9時間の段階の尾芽に含まれる遺伝子導入された細胞の内の3タイ

プの細胞の割合。 

プラスミド濃度: (A) pCAGGS-Tet-Off 1.5 µg/µl、pBI-EGFPまたは

pBI-Sox2/EGFP 4 µg/µl; (E) pCAGGS-Tet-On3G 1.5 µg/µl、 pBI-EGFPまたは

pBI-Sox2/EGFP 4 µg/µl、pCAGGS-mCherry 5 µg/µl。白矢印についてはFig. 3

の説明文を参照。*; 卵黄のバックグラウンド。 
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Fig. 8 Sox2 過剰発現胚の尾芽における切断 Caspase-3 の免疫組織観察 

Fig. 7E から pCAGGS-mCherry を除いた実験。 

(A-D) SN が起こる領域の前側と後側横断切片の抗 cleaved Caspase3 抗体染色。 

(E) コントロール細胞と Sox2 過剰発現細胞間での細胞死数の比較 

スケールバー: 100 µm。 
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Fig. 9 Sox2 と Sox3-HMG-EnR の共発現は Sox2 によって誘引された影響を

中和する  

(A) Fig. 7E と同様の実験。 

(B) Sox2過剰発現細胞における神経管への早期の参入がSox3HMG-EnRの共発

現によって打ち消される。 
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(C) それぞれの遺伝子導入細胞の尾芽における局在数の定量化。 

エレクトロポレーションされたプラスミド濃度: pCAGGS-Tet-Off; 1.5 µg/µl, 

pBI-Sox3HMG-EnR/DeRed ま た は pCAGGS-mCherry; 8 µg/µl, 

pBI-Sox2/EGFP; 4 µg/µl。白矢印は Fig. 3 の説明を参照。 
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Fig. 10 Sox2 シグナル欠失 SN 前駆体は secondary neurulation への参入不全

を起こす 

(A) Fig. 7E と同様の方法で Sox3HMG-EnR を in ovo エレクトロポレーション

し tet-on によって発現を誘導する。加えて、本解析では SN 前駆体の同所性移

植を行い、移植された遺伝子導入 SN 前駆体をホスト胚尾芽内で追跡する。 

(B, I) 移植直後 (0 時間)において、Sox3HMG-EnR 発現のシグナル (同時に

DsRed を発現)はまだ検出されない。 

(C, D) Dox 投与から 12 時間経過時において、コントロール胚では EGFP と Dox

依存的な DsRed 陽性 SN 前駆体(黒矢じり)が Secondary neural tube と尾芽に

共局在する。 

(J,K) Sox2 シグナル阻害胚において、Sox3HMG-EnR/DsRed 発現 SN 前駆体 

(赤色; 白矢じり)数は EGFP 単独発現細胞と比べ少なく、Secondary neural 

tube への取り込みも失敗する。 

(E-H, L-O) 横断切片においてもまた Sox2 シグナル阻害細胞が Secondary 

neural tube と尾芽の SN 前駆体領域後方領域に存在しないことが認められる。 

(P) すでに上皮化した神経管では Sox3HMG-EnR エレクトロポレーションによ

る影響は認められない。 

エレクトロポレーションされたプラスミド濃度: pCAGGS-Tet-On 3G; 1.5 µg/µl、

pBI-DsRedまたはpBI-Sox3HMG-EnR/DsRed; 8 µg/µl, and pCAGGS-EGFP; 

2.5 µg/µl。白矢印についてはFig. 3の説明文を参照。スケールバー: 50 µm。 
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Fig. 11 Uni-fated SN 前駆体は後期ステージにおいて神経系と共に中胚葉系

も生み出す 

単一ニワトリ胚におけるEGFP標識SN前駆体のHH19までの追跡。 
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(A-D) EGFP陽性細胞はHH14およびHH16においてSecondary neural tubeと

SN前駆体に限局する。 

(E-G) EGFP陽性細胞がSN系細胞に加えて中胚葉細胞 (矢じり)を産生し始める。 

(F, G) 尾部の背側および腹側からの観察結果の拡大写真。 

NT: 神経管、白矢印についてはFig. 3の説明文を参照。*; エレクトロポレーシ

ョンの際に漏れだしたpCAGGS-EGFPによって標識された表皮細胞。 
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Fig. 12 Wnt シグナルの活性化と自己増殖性 SN 前駆体の一致 

(A)HH14 尾芽の正中切片における抗 Bra 抗体染色 

(B)HH14 尾芽の正中切片における抗β-catenin 抗体染色 

(C) (A)と (B)の重ね合わせ写真。神経管 (Area 1)と前方 SN 前駆体領域 (Area 

2)ではβ-catenin は細胞膜上に局在する (非活性)が、より後方の領域 (Area 3)

ではβ-catenin の核局在(活性)が認められる。 

矢じり: 細胞核、スケールバー: 100 µm。 
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Fig. 13 Secondary neural tube 形成に関わる uni-fated SN 前駆体の起源と

Sox2 による制御の要約図 

(A) HH8においてヘンゼン結節後方に出現する菱形エピブラスト。菱形エピブラ

ストの前方70％はuni-fatedなSN前駆体を生み出す神経系特異的な領域である 

(preSN; 青色)。その後方の30％から産生される細胞には中胚葉が含まれる (オ

レンジ色または灰色)。preSN 領域に由来するuni-fated SN前駆体は自己増殖性

の集団であり、それには低レベルのSox2が重要である。また、Sox2の発現レベ

ルの上昇は、SN前駆体を神経分化に向かわせる。過去の知見において、uni-fated

な中胚葉前駆細胞の存在が報告されており (Garriock et al., 2015; Iimura and 

Pourquie, 2006)、神経系にも同様のuni-fated前駆細胞が存在することが示され

た。また、SN前駆体はHH17 まではuni-fatedであるのに対し、より後期ステ

ージでは神経系に加え中胚葉系細胞も産出するbi-fatedな細胞集団になる。この

運命転換の発見は、初期尾芽におけるuni-fated SN前駆体 (本研究成果)と過去

の報告にある後期ステージのbi-fated細胞 (McGrew et al., 2008; 

Olivera-Martinez et al., 2012)との矛盾を解消しうるものである。より初期胚 

(HH3-7)においては、NMPsがヘンゼン結節の近隣で発生することが報告されて

いる (Selleck and Stern, 1991)が、NMPs出現領域がHH8の菱形エピブラスト

に存在するかどうかは不明である。 

(B) HH14尾芽におけるuni-fated SN前駆体の空間的な制御。SNと中胚葉の

uni-fated前駆体は前方と後方で空間的に分かれている。SN前駆体区画 (水色)

はさらにSox2低レベルの自己増殖性細胞集団 (後方)と神経管分化に特化した過

渡期のSox2高レベルの細胞集団 (前方)の2つに分かれる。 

NT: 神経管、CNH: Chord-neural hinge、NC: 脊索  
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おわりに 

本研究では、ニワトリ胚の HH 8 の菱形エピブラストに由来する神経系の前

駆細胞に注目し、尾芽形成初期の HH14 から後期に差し掛かる HH17 までのス

テージを中心に解析を進めた。これまでの secondary neurulation を含めた体軸

伸長に関する知見の多くは、神経系と中胚葉系の共通の前駆細胞である NMPs

が主な細胞の供給源となり、胚発生初期から体軸伸長が完了するまでの期間、

神経管上皮細胞と中胚葉細胞を生み出し続けると考えられてきた。しかし、本

研究の結果から、初期尾芽においては神経系の細胞運命を持つ自己増殖性の前

駆細胞、uni-fated SN 前駆体が主要な細胞供給源となり神経管が形成されるこ

とが示唆された。また、後期尾芽に至るとそれまで uni-fated であった SN 前駆

体が bi-fated な NMP 様の細胞集団として、それまでの神経系のみならず中胚

葉系組織の産出にも寄与することが示された。この発見は、幹細胞様前駆細胞

の細胞運命が、これまで考えられてきたように発生の進行に伴い制限されてゆ

くだけではなく、発生ステージや周辺環境等に依存してより多様な細胞を生み

出す運命に変化しうることを示唆している。 

本研究では、細胞の集団としての挙動に主眼を置き解析してきたが、SN 前

駆体の分化ポテンシャルなどをさらに知るためには、より詳細な解析として

single-cell レベルの解析が今後に求められるであろう。 
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も根気よくご指導いただけたことは、今後の研究生活で大きな力となるもので

す。 

そして、これまでの研究を支えてくださった所属研究室の皆様、そして特に

私の研究の初期から実験手法や研究生活面で様々なアドバイスをいただいた田

所竜介岡山理科大准教授 (当時、京都大学理学研究科助教)には、研究の基礎か

ら教えていただいたことにも深く感謝しております。 

また、本研究の基盤を築いた現在徳島大学に所属している下北英輔助教には、

学外所属ながら本研究のデータの解釈などでディスカッションに応じていただ

き、様々な意見をいただきましたことにも厚く御礼申し上げます。 

本研究を進めるにあたり、日本学術振興会には特別研究員 (DC1)として採用

していただき、研究を進める大きな足掛かりを提供していただきました。この

場を借りて御礼申し上げます。 

最後に、二度の大学生活と大学院生活の過程で出会えた苦楽を共にする友人

たち、そして研究の道に進むことを応援してくれた家族に心より感謝いたしま

す。 

 


