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題目 

 

Secondary neurulationから見る尾部領域の形成機構 

要旨 
 尾は現存する多くの脊椎動物に見られる大きな特徴の一つである。進化的に見ると尾は

体幹に新たに付加された組織であり、尾の発達によって魚類など水中に住む生物の行動能

力が飛躍的に向上した。また、陸上に住む生物においても尾は重要な機能を持ち、チータ

ーは尾を使って走行時にバランスをとり、イヌは感情を表し、サルは物を把握する。近年、

尾の形成機構は元々存在した体幹の形成機構と多くの点で異なるという報告が数多くなさ

れている。羊膜類においては、遺伝子欠損マウスの系によって尾の形成に必要な遺伝子が

複数報告されている。しかしながら、これらの知見の多くは尾を構成する神経管（脊髄と

なる）及び中胚葉（骨や筋肉を作る）といった組織の違いを区別することなく解析が為さ

れており、未だ数多くの問題点が存在している。よって、本研究では尾の形成過程の中で

も特に Secondary neurulation（SN）と呼ばれる神経管形成現象を解析することによって、
新たな視点から尾の形成機構を解き明かしていくことを目的とする。 
 SN とはヒトを含めた多くの羊膜類の尾部で起こる神経管形成である。一般的に神経管

は、上皮シートが折り畳まれるという過程を経て作られることが知られているが、これは

体幹部でおこる神経管形成 Primary neurulation（PN）である。一方、SN では、間充織
細胞群が集合し、上皮化するという間充織－上皮転換を経て神経管が作られる。このような

神経管の明らかな形成様式の違いは、尾の形成機構を理解する上で重要であると考え、SN
に注目した。現在のところ、SNに関する解剖学的な知見は複数存在するが、分子レベルで
の解析は全くと言っていいほど行われていない。  
 
① 尾の神経管を形成する SN 間充織細胞は後方神経板に由来する 
 まず、SNを起こす間充織細胞（SN間充織細胞）がどこに由来しているのかを調べた。
これまでの組織移植による知見から、尾部領域の神経管は後方神経板に由来し、さらにこ

の領域の細胞は中胚葉にも分化すると考えられてきた。しかしながら、このような移植に

よる方法では、胚の表層に存在する上皮細胞と深層に存在する間充織細胞を区別すること

が困難であり、正確な由来を表していない可能性があると考えられる。そこで、新たに本

論文では PKH（膜リン脂質を染色する）を用いて後方神経板の表層の上皮細胞のみをラベ
ルした。その結果、ラベルされた細胞はこれまでの知見とは異なり、中胚葉には分化せず、 
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SNを含む神経管へと分化していた。このことから、SN間充織細胞は後方神経板の表層に
存在する上皮細胞（Pre-SN 細胞）に由来することが明らかとなった。また、Pre-SN 細胞
では神経前駆細胞マーカーSox2の発現が見られないことから、神経前駆細胞に分化する以
前のエピブラスト（多分化能を持つ未分化な細胞）様である可能性が示唆された。 
 本論文ではこの結果を元にし、後方神経板をターゲットとしたエレクトロポレーション

を行うことによって SN間充織細胞への遺伝子導入にも成功している。 
  
②尾部における神経管と中胚葉の運命決定機構について 
上に示したように尾部の神経管及び中胚葉はともにエピブラスト様の細胞に由来する

（中胚葉に関しては過去に示されている）。では、このような未分化な細胞は如何にして神

経管又は中胚葉へと運命決定されるのか？この問いに答えるため、SNが進行している細胞
において発現している遺伝子を中胚葉になる予定の細胞に発現させた。その結果、転写因

子 Pax2を発現させた場合、本来管構造を作らないはずの中胚葉領域に異所的な管構造が誘
導された。また、この異所的な管構造は SN と同様に間充織細胞が上皮化するという過程
を経て作られること、及びその上皮化のタイミングが本来の SN と同様であることが分か
った。さらには、神経管マーカーSox2及び NCAMなどが発現していたことから、Pax2は
中胚葉になる予定の未分化細胞を神経系（SN）へと運命転換させることに十分であること
が示唆された。また、Pax2 の下流において転写因子 Tbx6L の発現が抑制される必要があ
るという結果を得ており、Pax2 及び Tbx6L が中心となって、尾部におけるエピブラスト
様の細胞運命が決定されているようである。 

 
③SN 間充織細胞が神経管構造を形成する仕組み 
 以上に述べたような運命決定を経た後、SN間充織細胞はどのようにして上皮管構造を作
るのであろうか？ SNの進行と伴に神経管マーカーSox2の発現上昇が見られたため、Sox2
は SNの上皮化に関わっているのではないかと考えた。そこで、Sox2の優勢阻害因子を SN
細胞に導入すると、これらの細胞の上皮化が抑制され、神経管の外側に排除されるという

結果となった。これまで、神経管における Sox2の役割は神経前駆細胞の未分化性の維持で
あると考えられてきたが、今回の結果から新たに神経管の形態形成にも関与していること

が示された。その他、SNと in vitroの系において上皮化に重要であることが知られている
アクチン細胞骨格制御因子 Rho ファミリー（Rac1 と Cdc42）との関係を優勢阻害因子及
び恒常活性因子を用いて調べた。その結果、SNの上皮化には Rac1のある程度の活性が必
要であり、Cdc42 に関しては活性が抑制される必要があることが示された。これらの結果
は体節形成における Rhoファミリーの働き（当研究室から報告されている）と一致し、SN
と体節が同様な機構によって形成されている可能性を示唆している。 
 
 以上のように本論文では、SN間充織細胞の由来、尾における運命決定の仕組み及び SN
の管形成機構という 3 点を述べている。尾の神経管特異的な解析はこれまでほとんど為さ
れておらず、本論文は極めて独創性が高いと自負している。SNを含めた尾の形成にはまだ
まだ重要な多くの謎が存在し、非常に魅力的な研究対象であることを伝えたい。 
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序論 

 

尾部は進化的に体幹の末端に付加された組織であり、体幹とは異なる

メカニズムによって作られる  

 尾は現存する多くの脊索動物（脊椎動物）に見られる大きな特徴の一つで

ある。進化的に見ると尾は体幹に新たに付加された組織であり、末端である肛

門の後方に付加されたことから肛後尾（ Postanal-tail ）とも呼ばれる（図１）

(Kardong, 2006)。尾の出現は魚類など水中に住む生物の行動能力を飛躍

的に向上させ、生存競争を勝ち抜く上での利点となった。また、陸上に住む

生物においても尾は重要な機能を持つ。例えば、チーターは尾を使って走行

時にバランスをとり、サルは物を把握する。このような尾部は体幹と途切れなく

繋がっていることから、形態的には一見一様な組織に見える。しかしながら、尾

部と体幹との形成過程において細胞の挙動や関与する遺伝子など多くの相

違点が示されており、現在では尾部は体幹と異なる形成メカニズムを経て作ら

れると考えられている (Harvey et al., 2010; Holley, 2006; Stern et al., 2006; 

Wilson et al., 2009)。このように尾部の形成に関する知見は近年数多く報告

されつつある。しかしながら、これまでの知見の多くは尾部全体を解析の対象

としており、尾部を構成する神経管（中枢神経系となる）や中胚葉（筋肉や骨

などになる）といった組織特異的な解析に関してはほとんど為されていないの

が現状である。そこで本論文では、脊椎動物の中でも羊膜類の尾部における

神経管形成 Secondary neurulation を主な解析対象とすることによって、新た

な視点から尾部の形成機構を解き明かすことを目的とする。  

 

 

尾部における神経管形成 Secondary neurulation 

 Secondary neurulation（SN）とは、ヒト、マウス及びニワトリなど多くの羊膜
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類の尾部において観察されている神経管形成である (Copp and Greene, 

2010; Handrigan, 2003)。一般的に、神経管は上皮細胞によって構成される

神経板（上皮シート）が折り畳まれることによって作られることが知られているが、

これは体幹で起こる神経管形成 Primary neurulation（PN）である。一方、SN

では、不定形の間充織細胞が規則正しい上皮細胞へと変化する間充織 -上

皮転換（Mesenchymal to epithelial transition；MET）を経て神経管が作られ

る（図２）(Catala, 2002; Catala et al., 1995; Colas and Schoenwolf, 2001; 

Criley, 1969; Griff ith et al., 1992)。異なる形成様式によって作られた神経

管は後に結合し、頭から尾まで伸びた一本の管構造となる。このような神経

管の形成様式の違いは、尾部形成を理解する上で重要であると考えられる。

現在のところ、PN に関しては多くの生物種を用いて研究が為されており、形

態形成や運命決定に関わる遺伝子が数多く明らかとなっている (Betancur et 

al., 2010; Stern, 2005; Wallingford, 2006)。一方、SN は、約 70 年前に発見

された現象であるが(Holmdahl, 1938; Pasteels, 1937)、報告の多くは組織学

的な観察に留まり、分子レベルでの解析はほとんど為されていないのが現状

である。 

本論文では、SN に関して組織学的な知見の最も多いニワトリ胚を用いてい

る。ニワトリ 2 日目胚では SN が進行中であり、連続横断切片を観察すること

によってその段階を観察することができる（図 3）(Catala et al., 1995)。図上の

レベル 1 では SN を起こす予定の細胞は間充織細胞（以降、SN 間充織細胞

と呼ぶ）として存在する。レベル 2 では間充織細胞群が集まり、Medullary 

code（MC）と呼ばれる凝集体をつくり、さらには背側から腹側にむかって MET

が進行する。レベル 3 では MET が終了し神経管として完成する。  

その他、ニワトリ胚では PN から SN への移行の位置及び時期が知られてお

り（図 4）、位置に関しては 27 体節レベルが境となる(Le Douarin et al., 1998)。

これはニワトリ胚では後足の付け根（頭側）に位置し、ヒトやマウスにおいても
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同様な位置で移行することが知られている(Nievelstein et al., 1993; Saitsu 

et al., 2004)。また、時期に関しては、発生 1 日目では PN が頭側から尾側に

かけて進行しており、およそ 1.5 日目（15 体節の時期）において PN が終了し

SN へと変移する。そして、3 日目において SN が終了する (Schoenwolf and 

Smith, 1990)。 

その他、SN の形成異常は、二分脊椎症と呼ばれる最も頻度の高い部類に

はいる先天的な奇形の原因となる。その割合は 1000 人に 0.5-8 人であり、特

に白人などの多い欧米諸国で頻出している (Saitsu et al., 2004)。脊椎二分

症を煩った場合、髄圧の低下などにより知的発達の遅れや足が動かなくなる

などの症状がみられ、その他にも多くの合併症を伴うことから、早期の治療を

怠れば死に至るケースも見られる。このような医学的な観点からも SNの形成メ

カニズムの解明が望まれる。  

 

本論文では主に SN に着目した 3 つの課題を検証した。①SN 間充織細胞

はどこから来るのか。②尾部を形成するエピブラスト（未分化細胞）の運命（神

経管又は中胚葉）はどのようにして決められているのか。③SN 間充織細胞は

どのようなメカニズムによって神経管構造を作るのかの 3点である。以下にこの

論文の流れを述べる。 

 

 

①  Secondary neurulation を起こす間充織細胞の由来  

 SN 間充織細胞はどこから来るのか？これまでの組織移植による知見では、

尾部領域の神経管はステージ 8 胚の後方神経板に由来し、さらにこの領域

の細胞は中胚葉にも分化すると考えられてきた（中胚葉細胞は他にも原条と

呼ばれる領域に由来することが知られている） (Diez del Corral and Storey, 

2004; Le Douarin, 2001; Le Douarin et al., 1998; Sawada and Aoyama, 
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1999)。しかしながら、このような移植による方法では、胚の表層に存在する上

皮細胞と深層に存在する間充織細胞を区別することが困難であり、正確な由

来を表していない可能性があると考えられる。そこで、本論文では PKH 溶液

（レポーター分子を細胞膜に結合させ標識する）を用いて胚表層の神経板細

胞のみをラベルした。その結果、後方神経板は SN 間充織細胞を含む神経

管のみに分化し、中胚葉には分化しないことを示した（図 7）。さらに、後方神

経板の中でも基底膜の Laminin が存在しないひし形の領域（Pre-SN 領域）

に SN 間充織細胞が由来することも示している（図 6,7）。  

 また、Pre-SN 領域をターゲットとしてエレクトロポレーションを行った結果、遺

伝子導入された細胞は PKH の場合と同様に SN 間充織細胞を含む神経管

になることを示した（図 8）。エレクトロポレーションでは、胚の表層の細胞のみ

に遺伝子が導入されると報告されており(Nakaya et al., 2008; Yoshino et al., 

2011)、この結果は PKH の結果と同様に神経板表層の細胞は神経管にのみ

分化するということを支持している。 

以上より、SN 間充織細胞は後方神経板の表層に存在する Laminin なし

の Pre-SN 領域に由来することが明らかとなった。また、これらの結果を元に

してステージ 8 胚における Pre-SN/PN 及び原条（予定中胚葉）の運命地図

を作成した（図９）。 

 

 

②尾部を形成する尾部エピブラスト（Pre-SN 及び原条）の運命の分

岐について  

上で示した Pre-SN 領域の分化性質を調べた結果、神経前駆細胞マーカ

ー転写因子 Sox2 の発現が見られなかった(Rex et al., 1997; Takemoto et 

al., 2006)（図 7L）。このステージにおける Sox2 の発現は神経系への分化が

決定したことを意味していることから (Darnell et al., 1999; Papanayotou et al., 
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2008; Stern, 2005)、Sox2 を発現していない pre-SN 細胞は神経系への運命

が決定していないエピブラストの未分化性を維持した細胞であると考えられる。

エピブラストとは、胚葉に分化する以前の細胞であり、外胚葉（神経系）、中

胚葉、内胚葉の 3 胚葉へと分化できる多分化能を有している組織のことを指

す(Keller, 2005; Stern, 2004)。また、中胚葉を生み出す原条の細胞も、胚

内に潜り込む以前はエピブラストであると考えられていることから (Keller, 

2005)、尾部を構成する神経管及び中胚葉は共にステージ 8胚に存在するエ

ピブラスト様の細胞（Pre-SN 領域と原条を合わせて『尾部エピブラスト』と呼

ぶ）に由来していることを意味する。 

では、尾部エピブラストの運命はどのようにして決められているのか？この問

い検証するため、本論文では SN が進行している細胞において発現する遺伝

子（GEISHA:  http://geisha.arizona.edu/geisha/  などを用いて調べた）を中

胚葉になる予定の原条細胞に強制発現させるという実験を行った。  

そこで、注目したのが転写因子 Pax2 である。Pax2 とは 3 つの DNA 結合ド

メイン（ペアードドメイン、ホメオドメイン及びオクタペプチドドメイン）を持つ転写

因子であり、転写活性化及び転写抑制化の両方の機能を持つことが知られ

ている(Goode and Elgar, 2009; Lang et al., 2007)。また、Pax2 は脳、眼及び

耳などの形成過程において発現し、Pax2 欠損マウスではこれらの器官の形

成異常が見られる (Goode and Elgar, 2009)。その他、脊椎動物においては

Pax2 と重複した機能をもつ Pax5 及び Pax8 の存在が知られており（ニワトリで

は Pax8の存在が明らかとなっていない）、マウスの腎臓形成では Pax2 と Pax8

両方の遺伝子を欠損させて始めて明瞭な表現系が現れることが報告されて

いる(Bouchard et al., 2002)。 

本論文ではまず、Pax2 を原条（予定中胚葉細胞）に発現させると中胚葉

領域に異所的な神経管が形成されることを示した（図 10）。次にこの異所的

な神経管は SN と同様に MET を経て形成されること及び MET のタイミングが
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本来の SN と同様であることを示している（図 11）。さらには、Pax2 が転写活性

を介して SN を誘導しているという結果を得た（図 12）。 

次に、中胚葉（未分節中胚葉）において発現することで知られる転写因子

Tbx6Lに注目した。Tbx6L（Tbx6-like の略）は、T-box型のアミノ酸配列を持

ち、マウス Tbx6 と同様に未分節中胚葉において発現することから命名された

転写因子である (Knezevic et al., 1997)。しかしながら、アミノ酸レベルにおい

てヒトやマウスの Tbx6 とニワトリ Tbx6L は大きく異なることから(Lardelli, 2003)、

現在のところ Tbx6 と Tbx6L が機能的に同等であるかは定かではない（ニワト

リにおいて、マウス Tbx6 と同様な遺伝子は見つかっていない）。本論文では、

Pax2 によって誘導される SN において Tbx6L の発現が抑制されていること及

び Tbx6L の発現を抑制することが SN を引き起こすために必要であることを示

した（図 14）。 

これらの尾部の解析によって得られた結果は、外胚葉（神経管）又は中胚

葉という発生過程における最も大きな運命の違いが Pax2 及び Tbx6L を中心

として制御されていることを意味している。  

 

 

③SN 間充織細胞が神経管構造を形成する仕組み  

SN ではランダムに存在する SN 間充織細胞が規則正しい神経上皮細胞へ

と変わる（図 3,5,8）。このような METは SNの他にも腎臓や乳腺及び体節など

の形成過程においても起こることが知られている。しかしながら、現在のところ

生体内における MET の解析はあまり進んでいない (Bryant and Mostov, 

2008; Chaffer et al., 2007; Takahashi et al., 2005)。本論分では、まず SN

の MET の進行と伴に転写因子 Sox2 の発現上昇が見られたため（図 15A）、

Sox2 は SN の形態形成に関わっているのではないかと考え、検証を行った。  

Sox2 は、HMG と呼ばれる DNA 結合ドメインを有する転写因子であり、Sox1
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及び Sox3（いずれも Sox2 と同様な機能を持つと考えられている）と合わせて

SoxB1 ファミリーと呼ばれている。SoxB1 ファミリーは共に神経系において広く

発現し、神経分化に寄与している (Bylund et al., 2003)。その中でも特に

Sox2 の発現位置と神経前駆細胞の存在位置が様々な胎生期で一致するこ

とから、Sox2 の発現をして神経前駆細胞とみなされている (Papanayotou et 

al., 2008; Uchikawa et al., 2003)。また、Sox2 はエピブラストから神経系への

分化に必要であることがカエルを用いた PN の研究によって報告されており

(Kishi et al., 2000)、神経管を形成した後においては、Sox2 は神経前駆細

胞の未分化性の維持に働くことが示されている (Graham et al., 2003)。 

本論文では、SN における Sox2 の役割を調べるために、SoxB1 ファミリー全

てを優勢阻害する分子として知られている Sox3HMG-EnR（Sox3 の HMG ドメ

インに転写抑制ドメインである Engraled ドメインを付加したもの） (Bylund et al., 

2003)を用いて検証を行った。その結果、Sox3HMG-EnR を導入された SN 間

充織細胞は神経管の周囲へと排除され、さらには上皮極性の形成をも阻害

された（図 15）。これまで中枢神経系における Sox2 の解析は数多く為されて

いるが、今回の結果から新たに神経管の形態形成においても必要であること

が示された。 

次に、細胞の形態変化や移動に重要であることで有名なアクチン細胞骨

格制御因子 Rho ファミリー（Rac1 と Cdc42）に注目した(Jaffe and Hall, 2005)。

これまでの知見において、イヌ腎臓細胞由来の MDCK 細胞では Rac1 及び

Cdc42 の働きが上皮化に必要であることが示されている (Martin-Belmonte et 

al., 2007; O'Brien et al., 2001)。しかしながら、当研究室から報告した体節

研究における結果は、Cdc42 の機能阻害は逆に上皮化を進めることを示して

いる(Nakaya et al., 2004)。そこで、SN の MET における Rho ファミリーの役割

はどうであるかを検証した。  

本論分では、体節研究の際に用いられた Rhoファミリー（Rac1及び Cdc42）
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の優勢阻害型及び恒常活性型を用いて実験を行った。その結果、 SN の

MET には Rac1 の適度な活性が必要であり、Cdc42 に関しては活性が抑制さ

れる必要があることを示した（図 16）。これらの結果は体節形成における Rho

ファミリーの働きと一致していることから、SN と体節が同様な機構によって形成

されている可能性を示唆している。考察では、細胞の形態に注目し、なぜ

MDCK 細胞と SN（体節）細胞とでは必要な Rho ファミリーの働きが異なるのか

について述べている。 

最後に、これまでの実験によって MET を阻害された細胞がその後どうなる

のかを調べた。その中でも、優勢阻害型 Rac1 を導入した 3 日目胚を観察し

たところ、驚くべきことに遺伝子導入された細胞は神経提細胞様へと変化し

ていた（図 17）。数ある神経提細胞研究においても神経提細胞への分化に

関わる Rho ファミリーはカエルにおける RhoV の必要性について報告されてい

るのみである (Guemar et al., 2007)。 このことからも、今回の研究から偶然得

られた優勢阻害型 Rac1 による神経提細胞への誘導はオリジナリティーの高

い研究へと発展する可能性を秘めている。  

 

 以上のように本論分では、尾部の神経管を作る細胞の由来、尾部を形成

する未分化細胞の運命分岐メカニズム及び SN における形態形成という 3 点

の解析を行っている。これらの研究を通して、尾部形成の更なる謎や発展性

が見えてきたことから、それらについて考察で詳しく述べたい。  
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材料と方法 
 

 

ニワトリ胚  

 ニワトリ有精卵は城山鶏園より購入した。それぞれの有精卵を  38.5℃、湿

度  100%の条件下でインキュベートし、各実験に適した発生段階の胚を得た。

本論文中に記す発生ステージは、Hamburger-Hamilton の発生段階表

(Hamburger and Hamilton, 1951)に従った。  

 

 

PKH26 細胞ラベリング  

 PKH26 Red Fluorescent Cell Linker mini kit（Sigma; MINI26-1KT）を用い

て細胞ラベルを行った。溶液の調合は説明書に従い、PKH26 と DiluteC を 1

対 2 の割合で混ぜたものを用いた。１mm のガラスキャピラリーをプーラー

（Narishige; PC-10 ）で引き伸ばしたものを使って、空気圧により溶液を

stage7-8 のニワトリ胚（ref）のヘンゼン結節付近へと付着させた。  

 

 

免疫蛍光染色  

 サンプルは  4% PFA を用いて、4℃で一晩固定した。10 μm の凍結切片

を作製し、ブロッキングには １%Blocking reagent（Roche）/PBS を用いた。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

Laminin 抗体（マウス由来、DSHB、3H11、1/500）、抗 Fibronectin 抗体（マウ

ス由来、Sigma、F614、1/500）、抗 N-Cadherin 抗体（マウス由来、Sigma、

C2667、1/300）、抗 ZO-1 抗体（ウサギ由来、Zymed、40-2200、1/100）、抗

NCAM 抗体  (マウス由来、DSHB、5e、1/500)、抗 E-cadherin 抗体  (マウス

由来、BD Transduction Laboratories, 1/300)、抗 Sox2 抗体（ヤギ由来、

R&D Systems、AF2018、1/100）。PBS で洗浄後、それぞれの免疫動物に適

した二次抗体  (Alexa 568 または 647, Molecular probes)を 500 倍希釈で

使 用 し 、 室 温 で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 PBS で 洗 浄 後 、 FluorSave 

reagent(Calbiochem)で封入した。 

aPKC の染色には TSA 法を用いた。上と同様の凍結切片を 3%H2O2/TNT

に 30 分間反応させ、TNT で洗浄した。ブロッキングを行い、抗 aPKC（ウサギ

由 来 、 Santa Cruz 、 1/300 ） と 反 応 さ せ 、 TNT で 洗 浄 後 、 抗

IgG-HRP-conjugated 抗体 (ロバ由来、Amersham Biosciences、NA934V、

1/300)と反応させた。TNT で洗浄後、TSA plus Cy3 system（Perkin Elmer）
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溶 液 を 室 温 で 5 分 間 反 応 さ せ た 。 TNT で 洗 浄 後 、 FluorSave 

reagent(Calbiochem)で封入した。 

光標識された切片は、Apoptome (Carl Zaiss)を搭載した蛍光顕微鏡  

Axioplan2 (Carl Zaiss)、または AxioImager (Carl Zaiss)で観察し、CCD カメ

ラ AxioCam (Carl Zaiss)を用いて画像を取得した。 

 

 

DAB 染色  

 上と同様の凍結切片を 3%H2O2/TNT に 30 分間反応させ、PBS で洗浄し

た。ブロッキングには １%Blocking reagent（Roche）/PBS を用いた。各一次抗

体は抗 GFP抗体（ウサギ由来、Clontech, 1/1000）と反応させ、PBSで洗浄後、

0.08%DAB/PBS（0.48um のフィルターに通し、30% H2O2を 1/7000 の以上加え

た も の ） と 室 温 で約 5 分 間 反 応 させ た 。 PBS で洗 浄 後 、 FluorSave 

reagent(Calbiochem)で封入した。 

 

 

発現ベクター  

 ニワトリ Pax2（当研究室の嘉新さんによって）、ニワトリ Tbx6L（当研究室の渡

邉さんによって）、dn-Rac1、ca-Rac1、N-WASP-CRIB、ca-Cdc42（当研究室

の仲矢さんによって） は pTRE-EGFP 又は pTRE-DsRed (Clontech)に挿入さ

れたものを用いた。ヒト Pax3 及びマウス Pax5 は当研究室に保管されていたプ

ラスミドを用いてサブクローニングを行い、pTRE-DsRed の MluI-EcoRV サイト

へ挿入した。また、 tkEGFP-N1、tkDsRed-N1（大阪大学の近藤寿人先生か

らの提供）、ｐCAGGS-EGFP、pCAGGS-DsRed 及び pCAGGS-M2 を用いた。 

 

 

以下の６種のクローニングに関しては、個別に記す。  

① トリ Pax6 

トリ Pax6 は、GenBank #X70475 を参照した（ORF 1.3 kbp）。ニワトリ 4 日目

胚の体幹部から精製した  cDNA をテンプレートとし、以下のプライマーセット

を使って、KOD (TOYOBO)を用いて  PCR 反応を行い、 pTRE-DsRed の  

MluI-EcoRV サイトに挿入した。  

Forward primer; aaaaACGCGTatgcagaacagtcacagcggcgt  

Reverse primer; ccggGATATCttactgtaatcttggccaatactgagaca  

 

②③Sox3HMG-EnR 及び Sox3HMG-VP16 

トリ Sox3HMG ドメインは、GenBank #U12467 を参照した（ORF 0.2 kbp）。ニ

ワトリ 4 日目胚の体幹部から精製した cDNA をテンプレートとし、以下のプラ
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イマーセッ トを使 って 、 KOD (TOYOBO)を用いて  PCR 反応 を行 い、

MluI-XhoI の切断部位を付加した。 

Forward primer; aaaaACGCGTatgtcggaccaggaccgggtg  

Reverse primer; aaaaCTCGAGccggggccggtatttgta  

 

ハエ Engrailed ドメインは、GenBank # M10017 を参照した（ORF 0.9 kbp）。

当研究室に保存されていたプラスミド  をテンプレートとし、以下のプライマーセ

ットを使って、KOD (TOYOBO)を用いて PCR 反応を行い、XhoI-NheI の切

断部位を付加した。 

Forward primer; aaaaCTCGAGgccctggaggatcgctgc  

Reverse primer; aaaaGCTAGCctaggatcccagagcagattt  

 

VP16 ドメインは、GenBank #U89963 を参照した（ORF 0.2 kbp）。当研究室

に保存されていたプラスミド をテンプレートとし、以下のプライマーセットを使っ

て、KOD (TOYOBO)を用いて PCR 反応を行い、XhoI-NheI の切断部位を

付加した。 

Forward primer; aaaaCTCGAGgcccccccgaccgatgtc 

Reverse primer; aaaaGCTAGCctacccaccgtactcgtcaat  

 

これらの DNA 断片を pTRE-DsRed の MluI-NheI サイトに挿入した。 

 

④⑤Pax2-EnR 及び Pax2-VP16 

トリ Pax2 は、GenBank #NM_204793 を参照した（ORF 1.1 kbp）。当研究室に

保存されていたプラスミド をテンプレートとし、以下のプライマーセットを使って、

KOD (TOYOBO)を用いて PCR 反応を行い、MluI-XbaI の切断部位を付加

した。 

Forward primer; ttttACGCGTatggatatgcactgcaagg  

Reverse primer; aattTCTAGAgtggcggtcataggcagc 

 

ハエ VP16 ドメインは、上と同様に XhaI-NheI の切断部位を付加した。 

Forward primer; atatTCTAGAgccctggaggatcgctgc 

Reverse primer; aaaaGCTAGCctaggatcccagagcagattt  

 

Engrailed ドメインは、上と同様に XhaI-NheI の切断部位を付加した 

Forward primer; aaaaTCTAGAgcccccccgaccgatgtc  

Reverse primer; aaaaGCTAGCctacccaccgtactcgtcaat  

 

これらの DNA 断片を pCAGGS の MluI-NheI サイトに挿入した。 
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⑥トリ Sox2 

トリ Sox2 は、GenBank #NM_205188 を参照した（ORF 0.9 kbp）。当研究室に

保存されていたプラスミド をテンプレートとし、以下のプライマーセットを使って、

KOD (TOYOBO)を用いて PCR 反応を行い、MluI-EcoRV の切断部位を付

加した。 

Forward primer; aaaaACGCGTatgtacaacatgatggaaacc 

Reverse primer; ggggGATATCtcacatatgtgatagagggagtg  

 

 

in situ hybridization 用  RNA プローブ作製   

 RNA プローブ作製に必要な  cDNA 断片を含むプラスミドを、T3/T7 RNA 

polymerase 認識配列を含むプライマーを用いて  PCR で増幅し、増幅産物

をテンプレートとした。これらを鋳型とし、 Digoxigenin （DIG ）ラベルされた 

dNTP（Roche）、または  DNP ラベルされた  dNTP (Perkin Elmer)存在下で  

RNApolymerase を 37℃で 3 時間反応させた。反応系は以下の通りである。  

  

T3/T7 polymerase を用いた反応系  (1 サンプル/20µl)  

- 10x DIG-labeled dNTP mix (Roche) 2.0 

- 5x transcription buffer including DTT (STRATAGENE) 4.0  

- RNase Inhibitor (TAKARA) 0.5  

- H2O 10.5 

- cDNA テンプレート (1.0 g/l) 2.0 

- T3/T7 RNA polymerase (STRATAGENE) 1.0  

 

 

Whole-mount および切片を用いた  in situ hybridization  

 Whole-mount in situ hybridization は Henrique のプロトコールを基本とし、

以下の手順で行った(Henrique et al., 1995)。ステージ 8-15 の胚は 、 4% 

paraformaldehyde(PFA)/PBS (MEM; 0.1 M MOPS, 1.8 mM EGTA, 1 mM 

MgSO4 ・ 7H2O (pH7.4), PBS;2.73 M NaCl, 53.7 mM KCl, 166 mM 

Na2HPO4 )を用いて  4℃で一晩固定した。固定後 、 PBT （ PBS + 0.1% 

Tween20）で洗浄した。RNA プローブの浸透性をあげるために、20 μg/ml 

の Proteinase K （Roche）で 15 分間処理し、4% PFA/0.1%glutalaldehyde 

（  TAAB ）  /PBT で  20 分 間 再 固 定 し た  。 PBT で洗 浄 し て か ら

hybridization buffer （ULTRAhyb™ , Ambion ）を用いて  68 ℃で  1 時間  

pre-hybridization を行った。DIG ラベルされた  RNA プローブを添加し、
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68℃で一晩  hybridization を行った 。 余分なプローブを除くために 68 ℃  

に温めた hybri-wash buffer（50% formamide, 5x SSC, 5 mM EDTA, 2% 

Tween20, 0.5% CHAPS）を用いて、30 分ずつ 2 回洗浄した。MABT（0.1 M 

maleic acid, 0.15 M NaCl, 1%Tween20 (pH7.4)に置換した後、 blocking 

bufferⅠ（2% Blocking Reagent (BBR,Roche), MABT ）、blocking buffer Ⅱ

（2% BBR, 20% FBS, MABT）を用いて、それぞれ室温で  1 時間ずつブロッキ

ン グ し た 。 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 の 抗  DIG 抗 体 （ alkaline 

phosphatase-conjugated anti-DIG antibody Fab fragment, ヒ ツ ジ由 来 ,  

Roche）を  blocking bufferⅡで  2000 倍希釈し、4℃で一晩反応させた。余

分な抗体を除くために  MABT を用いて  1 時間ずつ  3 回洗浄した後、

NTMT（100 mM NaCl, 100 mM Tris-HCl (pH9.5), 50 mM MgCl2, 0.1% 

Tween20 ） に置 換 し 、 0.45 mg/ml nitroblue-tetrazolium chloride （ NBT, 

Roche ）と  0.175 mg/ml5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphatase （BCIP, 

Roche ） を 添 加 して発 色 反 応 を行 った 。発 色 後 、 PBT で洗 浄 し 、 4% 

PFA/PBT を用いて 4℃で 20 分間固定し、PBT で 4℃にて保存した。  

 

 

 Pre-SN及び原条を標的とした  in ovo electroporation  

方法は、主に(Momose et al., 1999; Nakaya et al., 2004)に従い、若干の改

良を加えた。ステージ 8-9（約  4-7 体節）の胚を用いて遺伝子導入を行った。

卵の殻に穴をあけ注射器を用いて卵白を 5 ml 抜いた後、外科用ハサミで殻に

小窓を開けた。胚を可視化するために、Hank’s 液（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）で 6 倍希釈した黒インク（HOLBEIN）を、ガラスキャピラリーを用

いて胚と卵黄の間に注入した。タングステン針で胚の外側に位置するビテリン膜

を破り（ガラスキャピラリーが通るくらい）、導入する遺伝子溶液（2% Fast 

Green/PBS を色素として添加）を含んだガラスキャピラリーを先ほど破いた穴か

らビテリン膜と胚の間に差込み、ヘンゼン結節付近に滴下した。プラス電極に白

金線を、マイナス電極にタングステン針を用いた。プラス電極は胚の下方にくるよ

うに卵黄の中に挿入し、DNA 溶液を滴下した領域のビテリン膜の上からマイナ

ス電極で 4V、25 msecの電気パルスを  5回加えた 。 電極をはずし 、 卵殻に

開けた小窓をテープ（Scotch™）でシールして 38.5℃で再びインキュベートし、必

要なステージになるまで発生を進めた。  
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結果 

 

SN における上皮極性マーカーの局在変化の観察  

 

 SN における形態変化の指標として上皮極性因子をマーカーとして用いるた

め、これらの SN の進行に伴う局在の変化を観察した。ステージ 15 胚を用い、

模式図の数字は観察した位置を表す（図 5A）。1 は SN 起こす細胞が間充織

細胞（SN 間充織細胞）として存在している段階。2 は SN 間充織細胞が集合

し Medulary code (MC)を作っている段階。3は、METが終了し神経管が完成

している段階である。 

基底膜の一種である Laminin を抗体染色したところ（図 5B, n=8）、1 の SN

間充織細胞では Laminin のシグナルが見られなかった。2 では MC の周囲に

弱く局在していた。3 では、Laminin が神経管の周囲を取り巻いていた。また

基底膜 Faibronectin も同様な局在変化を示した（図 5C, n=4）。 

神経管の頂端側に局在する接着分子の N-cadherin に関しては（図 5D, 

n=9）、1 の段階から SN 間充織細胞の周囲に局在していた。2 になると

N-cadherin は細胞の周囲から頂端側（MC の内側）へと移り、点状の局在パ

ターンを示した。3 では、その局在が点状から途切れのない線状へと変わり、

内腔との境界を示していた。その他、頂端マーカーとして広く用いられている

aPKC は 1 及び 2 では見られず、3 の段階になって初めて頂端側に局在が見

られた（図 5E, n=6）。 

このような上皮極性因子の局在を見ながら、以降の解析を行っていく。  
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課題①Secondary neurulation を起こす間充織細胞の由来  

SN 間充織細胞は後方神経板の表層の細胞に由来する  

 まず、SNの元となる SN間充織細胞はどこから来るのかを調べた。これまでの

組織移植による知見では、尾部領域の神経管はステージ 8 のニワトリ胚にお

ける後方神経板に由来し、さらにこの領域の細胞は中胚葉にも分化すると考

えられてきた（ステージ 8 胚における組織の名称は図 6A に記す。）(Diez del 

Corral and Storey, 2004; Le Douarin, 2001; Le Douarin et al., 1998; 

Sawada and Aoyama, 1999)。しかしながら、このような移植による方法では、胚

の表層に存在する上皮細胞と深層に存在する間充織細胞を区別することが

困難であり、正確な由来を表していない可能性があると考えられる。そこで新

たに PKH（レポーター分子を細胞膜に結合させ標識する）を用いて神経板の

表層に存在する上皮細胞のみのラベリングを行った。ここでは、ガラスキャピラ

リーを用いて胚を傷つけないように表層の細胞のみに PKH 溶液を付着させた

（図 7A）。この方法を用いて、神経板後方をラベルし（図 7B）、24 時間発生を

進めたところ、ラベルされた細胞は SN 間充織細胞及び神経管（27 体節レベ

ルより前方の PN領域においてもラベルされた細胞が見られた。この領域が PN

の前駆細胞であることは既に示されている。）(Akai et al., 2005)として存在し

ていた（図 7C, n=6）。よって、後方神経板はこれまでの知見とは異なり、中胚

葉へは分化せず、SN 間充織細胞を含む神経管になることが示された。 

因みに、原条をラベルした場合では、これまでの知見通り中胚葉となった

（図 7H,I）(Iimura and Pourquie, 2006)。また、胚に軽く傷をつけて深層に存

在する間充織細胞を含めてラベルした場合（図 7J）、ラベルされた細胞は神

経管及び中胚葉細胞へと分化した（図 7K, n=3）。このことから、これまでの細

胞移植による知見は深層の細胞をも含めラベルしていた可能性が高いことが

わかった。 
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後方神経板の中でも Laminin なしの領域（Pre-SN 領域）に SN 間充織

細胞は由来する  

 SN 間充織細胞の由来となる後方神経板には何か特徴があるのであろう

か？その問いを検証するために、ステージ 8 胚の連続横断切片を作製し、

Laminin による抗体染色を行った（図 6B, n=2）。図 6B の数字は図 6C の模

式図における胚上の位置と一致する。前方の 1-5 においては Laminin が神

経板の基底側を途切れなく覆っていた。後方を観察すると、神経板の一部に

おいて Laminin の存在しない領域が見られた（7-16）。また、Laminin なしの領

域は後方に行くにしたがって徐々に広がり、12のおよそ 150umを最大とし、再

び狭くなった。より後方の原条（17,18）では、これまでの知見と同様に正中付

近で約 50um の Laminin なしの領域が存在した(Nakaya et al., 2008)。これら

の結果を、図 6C の模式図にまとめると、ヘンゼン結節と原条の間には Lamini

なし（白）のひし形の領域が存在することが明らかとなった。  

 このような特徴的な領域が後方神経板に存在していたことから、SN 間充織

細胞は Laminin なしの領域に由来するのではないかと考えた。そこで、先ほど

と同様に PKH を用いて、後方神経板の Laminin が存在する左側方の領域を

ラベルした（図 7F）。その結果、それらの細胞は SN 領域の神経管には含まれ

ず、PN によって形成される神経管の左側にのみ存在していた (図 7G, n=4)。

また、Laminin なしの領域が含まれるヘンゼン結節付近をラベルしたところ（図

7D）、図 7B,C と同様にラベルされた細胞は SN間充織細胞において見られた

（図 7E, n=6）。これらの結果から、SN 間充織細胞は後方神経板の中でもラミ

ニンの存在しないひし形の領域に由来することが示された（以降この Laminin

なしのひし形の領域を『Pre-SN 領域』と呼ぶ）。 
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Pre-SN 領域をターゲットとしたエレクトロポレーション  

尾部の神経管特異的な遺伝子操作を確立するため、Pre-SN 領域をター

ゲットとしたエレクトロポレーションを行った。ステージ 8 胚の上に DNA 溶液を

垂らし、極めて細い電極を用いて Pre-SN 領域の付近に電気を流した（図

8A）。遺伝子導入後、発生を進め観察を行うと、遺伝子導入された細胞は中

胚葉へは分化せず、SN 間充織細胞を含む神経管となっていた（図 8B, 

n=30）。また、PKH では発生（細胞分裂）に伴って蛍光色素が薄くなってしま

うため切片上での観察は困難であったが、遺伝子導入の場合、個々の細胞

の観察可能なレベルの蛍光が見られた（図 8C,D：n=6,7）。そこで、上皮極性

マーカーで抗体染色行ったところ、遺伝子導入された細胞では図 5 で示した

正常な胚と同様な上皮極性マーカーの局在変化が見られた（図 8C,D）。これ

らの結果から、Pre-SN 領域をターゲットとしたエレクトロポレーション行うことで

SN 間充織細胞への遺伝子操作が可能であり、また、個々の細胞の観察も容

易であることがわかった。 

また、エレクトロポレーションでは、胚の表層の細胞のみに遺伝子が導入さ

れると報告されており(Nakaya et al., 2008; Yoshino et al., 2011)、この結果

は PKH の結果と同様に神経板表層の細胞が神経管にのみ分化するというこ

とを支持している。 

以上の結果を図 9 にステージ 8 における Pre-SN/PN 及び原条の運命地

図としてまとめた。 

 

 

課題②尾部エピブラストの運命の分岐について  

転写因子 Pax2 は予定中胚葉細胞を神経管へと運命変化させる  

 ニワトリ胚ステージ 8 において、神経前駆細胞マーカーである転写因子

Sox2の発現を観察したところ、神経板の中でも Pre-SN領域特異的に発現が
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見られなかった（図 7L）。この結果は、これまで報告されている知見と一致す

る(Rex et al., 1997; Takemoto et al., 2006)。序論で述べたように、ニワトリの

初期胚において、Sox2 の発現はエピブラストから神経系へと分化が決定した

ことを意味していることから(Papanayotou et al., 2008; Stern, 2005)、Sox2 を

発現していない Pre-SN 細胞は神経系への運命が決定していないエピブラス

ト様の細胞であると考えられる。また、中胚葉へと分化する原条細胞も、胚内

に潜り込む以前はエピブラストであると考えられている (Keller, 2005)。では、こ

のようなエピブラスト様の細胞がどのようにして神経管及び中胚葉といった運

命の違いが作られるのであろうか？  

そこで、本来 SN が進行している細胞において発現している遺伝子を原条

の細胞（以降より予定中胚葉細胞と呼ぶ）に強制発現させた場合、中胚葉か

ら神経管へと運命変化が起こるのかを調べた（中胚葉特異的な遺伝子操作

は既に確立されている） (Nakaya et al., 2004)。候補となる遺伝子はデーター

ベース（Geisha）や過去の知見を参考にした。  

その中で、注目した遺伝子が転写因子 Pax2 である。Pax2 は SN 間充織細

胞群の中でもより尾側の領域において発現する（図 10A, n=6）。そこで、Pax2

を両方向に発現するプラスミドに EGFP と共につなぎ、予定中胚葉細胞へと

発現させた（EGFP を発現している細胞は Pax2 も発現しているとみなすことが

できる）（図 10B）。遺伝子導入後 48 時間発生を進めた 3 日目胚を背側から

観察をすると、コントロール（EGFP のみ）では、遺伝子導入された細胞は中胚

葉領域において散在していた（図 10C, n=10）。それに対し、Pax2 を発現させ

た場合（同じ細胞で EGFP も発現する）では、遺伝子導入された細胞は神経

管の両側において、頭尾軸に沿った凝集体を作った（図 10E, n=27）。横断

切片を観察すると、コントロールでは遺伝子導入された細胞は、中胚葉領域

において不定形な間充織細胞として存在していた（図 10D）。一方、Pax2 を

導入した場合では同様な領域において丸い凝集体を形成していた（図 10F）。
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さらに、上皮極性マーカーによる抗体染色を行うと、凝集体の周囲に基底膜

の Laminin が取り巻いていること（図 10G, n=8）及び凝集体の内側には内腔

状に頂端マーカーである N カドヘリンや aPKC が局在していることが観察され

た（図 10H,I: n=6,n=3）。つまり、Pax2 の遺伝子導入によって誘導された異所

的な凝集体は、上皮極性をもった管構造であるといえる。  

また、今回示した図では凝集体を構成する一部の細胞にのみ EGFP が存

在しているように見えるが、より感度の高い DAB 染色で EGFP の存在を調べ

た結果、凝集体を構成する全ての細胞において EGFP が存在していることが

わかった（図 10J, n=3）。このことから、Pax2 によって誘導された異所的な管構

造は Pax2 を発現した細胞自立的に作られることが示された。  

 次に、Pax2 によって誘導された管構造の分化性質を検証した。実験に用い

たステージの尾部領域では主に神経管と腎管（中間中胚葉）という管構造が

存在する (Hamburger and Hamilton, 1951)。腎管においても Pax2 が発現す

ることから、実験的に誘導された管構造は神経管又は腎管のどちらかに分化

している可能性が高いと考えた。そこで、まず神経前駆細胞マーカーSox2 及

び NCAM の発現を見ると、Pax2 による管構造において発現が見られた（図

10K,O: n=5,n=6）。一方、腎管のマーカーである転写因子 Lim1 の発現は見

られなかった（図 10L, n=3）。また、神経管では接着因子 N-cadherin が腎管

では E-cadherin が発現しているが、Pax2 による管構造では E-cadherin では

なく、N-cadherin が発現していた（図 10M,N: n=6,n=4）。その他、後方神経

管において活性化することが報告されている Sox2 の N1-エンハンサー

(Kamachi et al., 2009; Takemoto et al., 2006; Uchikawa et al., 2003)が

Pax2 を発現した細胞において活性化していた（図 11F）。これらの結果は一

様に Pax2 による異所的な管構造は神経管へと分化していることを示している。

よって、転写因子 Pax2 は予定中胚葉細胞を神経管へと運命変化させるため

に十分であるといえる。 
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Pax2 による管構造は SN と同様な過程及びタイミングで作られる  

 序論で述べたように、神経管は体幹と尾部とではそれぞれ PN と SN といった

異なる形成様式を経て作られる (Colas and Schoenwolf, 2001; Copp and 

Greene, 2010)。では、Pax2 による管構造はどちらの形成過程によって作られ

るのであろうか？そこで、先ほどと同様に遺伝子導入を行い、24 時間発生を

進めたより若い 2 日目胚を観察した。胚を背側から観察すると、3 日目胚にお

ける結果と同様にコントロールの細胞は散在しているのに対し、Pax2 を導入さ

れた細胞は頭尾軸に沿った凝集体を作っていた（図 11A,B）。次に図 11B の

模式図に示す数字の位置で横断切片作成した。頂端マーカーZO-1 で抗体

染色を行った場合（図 11C, n=2）、1では Pax2が導入された細胞は不定形な

間充織細胞であった。また、ZO-１のシグナルも見られなかった。2 では、遺伝

子導入された細胞は凝集体を形成しており、凝集体の内側には ZO-1 が点

状に局在していた。3 では、凝集体の内側に ZO-1 が内腔状に局在していた

ことから、Pax2 による凝集体は管構造を形成していると考えられる。また、基

底膜マーカーの Laminin で抗体染色を行った場合も同様に、尾側に存在す

る Pax2 発現細胞では Laminin のシグナルは見られず、頭側に進むにつれて

現れ始め、最終的には Pax2による凝集体の周囲を取り巻いた（図 10D, n=2）。

これらの結果から、Pax2 による管構造は、SN と同様に間充織細胞が上皮化

する過程を経て形成されることが示された。 

 さらに、隣で進行している本来の SN の ZO‐1 の局在を観察すると、Pax2 を

導入された細胞と同様に 2 の段階では ZO-1 が点状に、3 では内腔状に局

在した（図 10C）。また、ラミニンの局在の変化も本来の SN と似ていた（図

10D）。これらの結果から Pax2による管構造の上皮化は本来の SN と同様なタ

イミングで進行すると考えられる。  

 以上より、Pax2による異所的な管形成現象は、①Sox2の発現など神経管と

しての分化性質を獲得している、②SN と同様にMET を経て作られる、③上皮
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化のタイミングが本来の SN と似ている、という 3 点から SN である可能性が高

いことが示された。 

 

 

Pax2 は転写活性によって異所的な SN を誘導する。  

 Pax2 は転写活性化及び転写抑制化、両方の機能を持つことが知られて

いる(Goode and Elgar, 2009)。では、Pax2 はどちらの働きによって、異所的な

神経管を誘導するのであろうか？そこで、 Pax2 に転写抑制化 ドメイン

Engrailed（EnR）又は転写活性化ドメイン VP16 を付加し、予定中胚葉細胞

へと遺伝子導入を行った。この方法は、転写因子の機能を調べる上で広く用

いられている (Kawakami et al., 2004; Kishi et al., 2000; Uchiyama et al., 

2001)。原理的には、解析の対象としている転写因子と反対の機能を持つドメ

インを付加した場合には、転写因子の働きが阻害され結果が大きく変わると

いうことを指標にしている。  

  Pax2-EnR を発現させた場合、遺伝子導入された細胞は Pax2 を発現させ

た際に見られるような凝集体を作らず、中胚葉領域に散在していた（図 12A, 

n=5）。一方、Pax2-VP16 を発現させた場合では、Pax2 と同様な頭尾軸に沿

った凝集体を作った（図 12B,C, n=6）。また、横断切片を観察すると、この凝

集体は中胚葉領域において上皮管構造を形成していた（図 12D-E）。これら

の結果から、Pax2は転写活性化を介して異所的な管構造を形成していること

が示された。 

 

 

Pax2/5/8 グループ特異的に異所的な SN を誘導することができる  

 ヒトやマウスでは、Paxファミリーの中でも Pax2 と同様なドメインを有するものと

して Pax5 及び Pax8 が知られている（ニワトリでは Pax8 は見つかっていない）
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(Goode and Elgar, 2009; Lang et al., 2007)。また、Pax2/5/8 グループは腎

臓形成や脳の領域決定などにおいて重複した働きを担うことが報告されてい

る(Bouchard et al., 2000; Bouchard et al., 2002)。では、Pax2 による異所神

経管形成は、Pax5 によっても誘導できるのであろうか？そこで、これまでと同

様にエレクトロポレーションによって Pax5 を予定中胚葉細胞に遺伝子導入を

行った。その結果、遺伝子導入後 48 時間の 3 日目胚を背側から観察すると、

Pax2 と同様に蛍光を発した細胞が頭尾軸に沿って凝集体を作っていた（図

13A）。そして、横断切片を見ると、Pax5 を発現した細胞は Pax2 の場合と同

様な管構造を形成していることがわかった（図 13B-D, n=4）。さらに、この管構

造では神経管マーカーSox2 の発現が見られた（図 13E）。よって、異所的な

SN 誘導においても Pax5 は Pax2 と同様に機能を発揮することが示された。ま

た、マウス Pax8 でも Pax2/5 と同様な結果を得ている（資料未記載）。  

 次に、この誘導現象が Pax ファミリーの中でも Pax2/5/8 特異的なものなの

かを調べた。Pax ファミリーには Pax1-9 の 9 種類が存在することが知られてお

り、有しているドメインの種類で分別すると Pax1/9、Pax2/5/8、Pax3/7 及び

Pax4/6 といったグループに分けることができる (Goode and Elgar, 2009; Lang 

et al., 2007)。今回はその中でも、Pax3 と Pax6を用いて予定中胚葉細胞へと

遺伝子導入を行った。その結果、Pax3、Pax6 共に異所的な管形成は起こら

なかった（図 13F-I: n=3,n=5）。これらの結果は、Pax ファミリーの中でも

Pax2/5/8 グループのみが異所的な SN を誘導することができる可能性が高い

ことを示している。 

 

 

SN を起こすためには転写因子 Tbx6L の発現を抑える必要がある  

 ニワトリ胚ステージ 8 の予定中胚葉細胞に Pax2 を発現させると、本来中胚

葉になる予定の細胞が神経系の細胞へと運命変化することを上で示した。で
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は、神経系へと運命変化した細胞では、本来発現するはずの中胚葉因子の

発現はどうなっているのであろうか？そこで、未分節中胚葉（体節が形成され

る以前の中胚葉）において発現する転写因子 Tbx6L に注目した。Tbx6L は

過去の知見どおりに未分節中胚葉で発現する (Knezevic et al., 1997)

（GEISHA Id:Tbx6q）（図 14A, n=15）。また、横断切片を見ると、SN が進行し

ている領域においては Tbx6L の発現が見られなかった（図 14A1-3）。では、

Pax2によって誘導された管構造において、本来発現するはずの Tbx6Lはどう

なっているのであろうか？  

 コントロールでは、遺伝子導入された細胞（茶）は Tbx6L の発現を示すシグ

ナル（紺）が重なっていた（図 14B, n=3）。一方、Pax2 を発現させた場合、遺

伝子導入された細胞（茶）では本来重なるはずの紺色の色素が見られなかっ

た（図 14C）。よって、Pax2を予定中胚葉細胞に発現させると本来発現するは

ずの Tbx6L の発現が抑制されることが示された。また、Pax2 は転写活性化に

よって SN を誘導するという結果から（図 12）、Tbx6L の発現抑制は Pax2 によ

って直接的に行われるのではなく、Pax2の下流の因子によるものであると考え

られる。 

 次に、Tbx6L の発現抑制が管構造を作るために必要なのかを調べた。そこ

で、予定中胚葉細胞に対して Pax2 及び Tbx6 の共導入を行った。Tbx6L の

プラスミドはゲノム上の Tbx6Lのプロモーターやエンハンサーとは独立している

ことから、Pax2 の存在下においても Tbx6L を恒常的に発現することができる。

両遺伝子の共導入を行った胚を背側から観察したところ、Pax2 単独の場合

に誘導されるような頭尾軸に沿った凝集体は見られなかった（図 14D,E, n=4）。

また 3 日目胚の横断切片を見ると、図 10 では Pax2 単独の場合では管構造

を作ったのに対し、Pax2 と Tbx6L を共導入された細胞は間充織細胞として存

在していた（図 14F, n=5）。これらの結果から Pax2 の下流因子による Tbx6L

の発現抑制が異所的な SN を誘導するために必要である可能性が示された。  
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また、Tbx6L の発現抑制が本来の SN においても必要なのかを調べるため

に、Pre-SN領域に対して Tbx6Lの強制発現を行った。その結果、PN領域に

おいては尐数ではあるが遺伝子導入された細胞は正常な上皮細胞の形態を

保っていた（図 14H, n=5）。しかしながら、SN 領域においては蛍光を発してい

る細胞そのものが全く見られなかった（図 14H,I）。SN 領域において Tbx6L を

発現している細胞が見られない原因として細胞死が考えられるが、現在のとこ

ろそれを示す結果は得られていない。いずれにせよ Tbx6L を発現した細胞が

SN 領域において存在できないという結果は、本来の SN においても Tbx6L の

発現抑制が必要であることを示唆している。  

 

 

課題③SN 間充織細胞が神経管構造を作る仕組みについて  

SN における MET には Sox2 の働きが必要であるが、十分ではない。  

 まず SN の MET と伴に転写因子 Sox2 の発現上昇が見られたため（図 15A, 

n=3）、Sox2 は SN の形態形成に関わっているのではないかと考えた。これまで、

Sox2 はエピブラストから神経系への分化に必要であること及び、神経管へと

分化した後においては神経前駆細胞の未分化性の維持に必要であることが

示されている (Graham et al., 2003; Kishi et al., 2000)。では、神経系への分

化性質の獲得に必要な Sox2 を阻害すると SN 間充織細胞はどうなってしまう

のであろうか？ 

今回の実験では、SoxB1 ファミリーをまとめて機能阻害することで知られて

いる Sox3HMG-EnR（Sox3 の HMG ドメインに転写不活性化ドメインである

Engraild ドメインを付加したもの） (Bylund et al., 2003)を用いた。コントロール

（DsRed）胚を背側から観察した場合、神経管の細胞は頭尾軸に垂直な二列

の規則正しい配列をしている（図 12）。また、Sox3HMG-VP16（Sox3 の HMG

ドメインに転写活性化ドメインを付加させたもの）でもコントロールと同様であっ
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た（図 15E, n=5）。一方で、Sox3HMG-EnR を発現させた場合、PN の領域で

はコントロールと同様な規則正しい配列をしていたのに対し、SN においては

頭尾軸に沿った凝集体が神経管の中央に見られた（図 15F, n=8）。このサン

プルの横断切片を観察すると、PN 領域では正常どおり上皮極性を形成して

いる細胞が存在してした（図 15G,H）。それに対し、SN の領域においては

Sox3HMG-EnR を導入された細胞は神経管から排除され表皮と神経管との

間に凝集体を形成していた（図 15I,J, n=3 ）。さらに、この凝集体では、

Laminin や aPKC といった上皮極性マーカーの局在は見られなかったことから、

MET が阻害されていることがわかった。この結果から、本来の SN における上

皮化には Sox2 の転写活性化を介した働きが必要であることが示された。  

また、Pax2 による異所的な管形成においても Sox2 の働きが必要なのかを

調べた。図 11Bにおいて Pax2のみを遺伝子導入された細胞は頭尾軸に沿っ

た明瞭な凝集体を作ったのに対し、Pax2 及び Sox3HMG‐EnR を共導入され

た細胞によって作られた凝集体は不明瞭な形をしていた（図 15C, n=5）。また、

ここで作られた凝集体では上皮極性が見られなかった（図 15D）。よって、

Pax2 によって作られる管構造に関しても本来の SN と同様に Sox2 の転写活

性化を介した働きが必要であることが示された。  

さらには、Pax2 の下流で発現する Sox2 のみによって SN が誘導されるので

はないかと考え、Sox2の強制発現を行った。しかしながら、Sox2を発現した細

胞は凝 集体 を形成 してはいたが上皮 極性 を形 成 していなかった （図

15B,n=5）。よって、Sox2 単独の発現では Pax2 のような SN の誘導に十分で

はないことが示唆された。 
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SN における MET にはアクチン骨格制御因子である Rho ファミリー

の制御が重要である  

 次に、細胞の形態変化や移動に重要であることで有名なアクチン細胞骨

格制御因子 Rho ファミリー（Rac1 と Cdc42）に注目した(Etienne-Manneville 

and Hall, 2002; Jaffe and Hall, 2005)。これまでのイヌ腎臓細胞由来の

MDCK 細胞を用いた知見では Rac1 及び Cdc42 の働きが上皮化に必要であ

ることが示されている (Martin-Belmonte et al., 2007; O'Brien et al., 2001)。

しかしながら、当研究室から報告した体節形成における MET では、Cdc42 の

機能阻害は積極的に上皮化を進めるといった逆の結果を示している (Nakaya 

et al., 2004)。では、SN の MET においてはどうなのであろうか？  

 そこで、SN と Rho ファミリー（Rac1 及び Cdc42）との関係を調べるために、こ

れらの優勢阻害型（Dominant negative：DN）及び恒常活性型（Constitutive 

active：CA）を Pre-SN 領域に強制発現させた（以前体節研究に用いられた

変異遺伝子と同様なものを用いた）。遺伝子導入後ステージ 15 まで発生を

進めた胚の横断切片を作製し、観察を行った。DN‐Rac1 を発現させた場合

（図 16A, n=12）、遺伝子導入された細胞は１において SN 間充織細胞として

存在していた。2 では、これらの細胞は遺伝子導入がなされていない細胞に

取り囲まれるように Medulary code（MC）の内側で凝集した。3 の MET が終了

する段階においても、遺伝子導入された細胞は不定形であり、上皮極性マー

カーの局在もほとんど見られなかった。また、CA-Rac1 を発現させた場合にお

いても（図 16B, n=15）、DN‐Rac１と同様な細胞の挙動をとりMETに異常が見

られた。このように SN間充織細胞は Rac1を活性化又は不活性化した際に同

様な細胞挙動を見せることから、SN の MET には Rac1 の適度な活性が必要

であることが考えられる。 

Cdc42 に結合する N-WASP の CRIB ドメイン（Cdc42 に結合し Cdc42 の機

能を優勢阻害する：N-WASP-CRIB）を発現させた場合（図 16C, n=12）、遺
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伝子導入された細胞は本来の SN 細胞と同様に MET を起こし、ほぼ正常な

神経管を形成した。一方、CA-Cdc42 を発現させた場合（図 16D, n=17）、１

及び２では、EGFP の蛍光を発している細胞はほとんど見られなかった。3 では、

神経管の内腔において遺伝子導入された尐数の細胞が見られたが、それら

の細胞は明らかに上皮様の形態をとっていなかった。これらの結果から、 SN

の METは Cdc42 の活性が低く抑えられていることが重要であると考えられる。  

これらの結果は体節形成における Rho ファミリーの働きと一致し、SN と体節

は同様な機構によって MET を制御している可能性が示唆された。  

 

 

Rac1 を阻害された SN 細胞は神経提細胞様に分化する  

 最後に、上皮形成を阻害された細胞はその後どうなるのかを調べた。そこで、

変異遺伝子を導入した胚を 3日目まで発生を進め観察を行った。その結果、

Sox3HMG‐EnR、CA‐Rac1 又は CA‐Cdc42 の場合では、遺伝子導入された

細胞は 3 日目胚においても異常な凝集体のままであった（資料未記載）。一

方、DN‐Rac1 を導入した胚を背側から見ると蛍光を発している細胞が神経管

から側方に向かって飛び出しているように見えた（図 17A, n=5）。横断切片に

すると、蛍光を発している細胞は神経管を構成する上皮細胞には含まれず、

神経管と表皮の Laminin の間に存在していた（図 17B, n=2）。また、幾つかの

細胞は腹側へ向かって移動しているように見えた。このような細胞の挙動は神

経提細胞ときわめて似ている。そこで、神経提細胞のマーカーである HNK1

で抗体染色を行ったところ、蛍光を発している細胞において HNK1 の存在が

観察された（図 17C, n=1）。これらの結果から、DN-Rac1 によって MET を阻

害された SN 細胞は神経提細胞へと分化する可能性が示された。 
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考察  

 

尾部エピブラスト（Pre-SN 及び原条）について  

 ステージ 8 のニワトリ胚において、後方神経板に存在する細胞は神経管だ

けではなく中胚葉にも分化すると考えられてきた (Diez del Corral and Storey, 

2004; Le Douarin, 2001; Le Douarin et al., 1998; Sawada and Aoyama, 

1999)。しかしながら、本論文において表層に存在する細胞は中胚葉には分

化せず、SN 間充織細胞を含む神経管にのみ分化することを明らかとした。ま

た、後方神経板の中でも Laminin の存在しないひし形の領域（Pre-SN 領域）

に SN の前駆細胞が含まれていることを示した。以上の結果を図 9 にまとめた。

さらには、Pre-SN 領域では神経前駆細胞マーカーである Sox2 の発現がみら

れず未分化性が維持されていることを見出した。  

 では、この Pre-SN 領域はどのようにして未分化性を維持しているのであろう

か？この問いに対する直接的な結果が既にニワトリ胚を用いて報告されてい

る(Takemoto et al., 2006)。この論文では、Pre-SN 領域における Sox2 の発

現は BMP シグナルによって制御されていることを示しており、Noggin などを用

いて BMP シグナルを阻害することによって Pre-SN 領域における Sox2 の発現

を上昇させている。しかしながら、それ以降の解析は為されておらず、Sox2 を

発現した Pre-SN 細胞はどのようになるかは示されていない。 

 また、大きな謎として Pre-SN 領域の未分化な細胞はどこから来るのかという

問題が挙げられる。この問いは進化的に尾部がどのようにして付加されたのか

を理解する重要な問題であると考えられる。Sox2の発現に注目すると、ステー

ジ 4 の段階において既に胚後方では Sox2 の発現は見られない (Rex et al.,  

1997; Uchikawa et al., 2003)。また、Pre-SN 領域における Sox2 の発現を制

御する BMP に注目すると、体幹の三胚葉が形成され始めるエピブラストの段

階から発現が後方で見られ、その発現は Stage8 の Pre-SN および原条まで
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継続しているようであった (GEISH ID:BMP2,BMP7)。よって、ステージ 8 の

Pre-SN 領域は、BMP などによって未分化性が維持された体幹を作るエピブ

ラストの一部であると推測される。つまり、体幹を作るエピブラストの未分化性

を維持のする新たな機構が生まれたことをきっかけとし尾部組織が誕生したの

ではないかと仮説を立てている。 

また、ゼブラフィッシュでは尾芽のみを誘導する Tail オーガナイザーの存在

が発見されており(Agathon et al., 2003)、その分子実態が BMP と Nodal であ

ることが示されている(Fauny et al., 2009)。ニワトリ胚のエピブラストの段階で

異所的に BMP などを作用させると同様に異所的な尾部が誘導されるかもし

れない。 

 

 

尾部エピブラストから神経管又は中胚葉への運命決定について  

 本論文で得られた結果を図 18 にまとめた。まず、尾部エピブラストの予定中

胚葉細胞に対して転写因子 Pax2 を発現させると、Pax2 を導入された細胞は

自立的に異所的な神経管を形成することを示した。そして、この異所的な神

経管は本来の SN と同様な過程及びタイミングによって形成されていることを

示した。また、Pax2は N1エンハンサーを介して Sox2の発現を上昇させている

こと、さらには、Pax2 の下流の因子が Tbx6L の発現を抑制することが必須で

あることを示した。 

中胚葉領域に神経管が作られるという現象は Tbx6 欠損マウスにおいて見

られる現象と良く似ている（現在のところ Tbx6欠損マウスにおける異所的な神

経管の形成様式が PN なのか SN なのかはわかっていない）(Chapman and 

Papaioannou, 1998)。これまでにニワトリ Tbx6L の機能阻害を試みたが、現在

のところ異所的な神経管は形成されない。その理由として複数考えられるが、

その中でもマウス Tbx6 とニワトリ Tbx6L のアミノ酸配列が大きく異なることから
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(Lardelli, 2003)、そもそも異なる働きをしている可能性に注目している（実際

に、結合する DNA 配列が異なるという情報も他の研究者から得ている）。ニワ

トリとマウスでは、運命決定機構が異なる可能性も含め解析を行う必要がある

ようだ。 

また、SNにおける Pax2の必要性に関しては現在のところ証明できていない。

ニワトリ Pax2 に対する shRNA（ウエスタンブロティングにおいて有効であると示

されているもの）を用いて実験を行ったが、SN に顕著な異常は見られなかった。

また、Pax2 欠損マウス、さらには、Pax2 と Pax5 及び Pax2 と Pax8 の二重欠損

マウスにおいても、尾部に異常は見られない (Bouchard et al., 2002; Schwarz 

et al., 1999)。 このことから、本来の SN においては Pax2/5/8 グループと同

等な働きをする他の転写因子の存在が考えられる。その候補として転写因子

Cdx2(Chawengsaksophak et al., 2004; Marom et al., 1997; Savory et al., 

2009)及び転写因子 Sp8(Bell et al., 2003; Kawakami  et al., 2004)が挙げら

れる。共に SN が進行している細胞で発現しており、遺伝子欠損マウスでは尾

部が消失する。実際に、Cdx2 を Pax2 と同様に異所的な管形成の誘導するこ

とが可能であるという結果を得ているが、Pax2 と比較すると確率が低く現在の

ところ解析が進んでいない。SP8 に関しては、まだ検証していない。  

このように本来の発生過程における Pax2 と SN との関わりについては依然よ

くわかっていない。しかしながら、今回発見した Pax2 による SN 誘導現象は尾

部エピブラストの運命決定の機構を理解していく上で大きな足がかりとなると

考えている。なぜなら、Pax2 は転写活性を介して、且つ細胞自立的に神経

管を誘導することから、Pax2 発現細胞をマイクロアレイに掛けることによって神

経管の誘導に関わる遺伝子を網羅的に解析できると考えられるからである。

このような解析を通して、本来の尾部の形成メカニズムをより詳細に理解して

いきたい。 
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SN 間充織細胞から神経管構造への形態変化について  

 ランダムに存在する間充織細胞がどのようにして規則正しい上皮管構造へ

と変化するのか？本論文では、これまで神経系の分化性質を獲得するために

必要と考えられてきた転写因子 Sox2 が、SN の MET を伴う形態変化にも必

要であることを示した。その他、SN における MET とアクチン骨格制御因子で

ある Rac1 及び Cdc42 との関係を調べた結果、Rac1 の適度な活性及び

Cdc42 の低活性が重要であることを示した。また、DN-Rac1 を誘導され MET

を阻害された細胞は後に神経提細胞様へと変化することを示した。  

SN の MET における Rac1 及び Cdc42 の働きは体節形成における MET と

一致する (Nakaya et al., 2004)。一方、Cdc42 に関しては、MDCK 細胞の知

見とは異なる (Martin-Belmonte et al., 2007; O'Brien et al., 2001)。ではな

ぜ細胞種によって、MET に関わる Rho ファミリー遺伝子が異なるのであろうか。

MDCK 細胞における Cdc42 の役割は膜脂質を頂端側へと輸送する為に必

要であることが示されており、その結果として上皮極性が異常になると考えら

れている(Martin-Belmonte et al., 2007)。この知見を受け注目したのが細胞

の形態である。腎臓由来の MDCK 細胞は四角い形をしており頂端膜の領域

が比較的大きいのに対し、神経管及び体節の細胞は細長く頂端膜の領域が

ほとんど存在しない。つまり、頂端膜を必要としない SN 及び体節の MET では

Cdc42 の働きが必要ではなく、むしろ Cdc42 が活性化することによって、形態

形成が異常となり上皮化が抑制されるのではないかと考えている。また、ヒト骨

肉種由来の Saos2 細胞（Pax3 を強制発現させると MET を起こすことが知ら

れている）(Wiggan et al., 2002)の MET においても、Cdc42 の働きが必要ない

ことが示されている (Wiggan et al., 2006)。このように、上皮細胞と雖もその細

胞形態の違いによって、MET の分子メカニズムが異なるという新たなアイデア

を提示したい。 
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また、本論文では MET を阻害された細胞は神経管から排除されるという結

果を得ている。しかしながら、Sox2（Sox3HMG-EnR）の場合では神経管の外

側に、Rac1及び Cdc42の場合では神経管の内腔にと排除される位置が異な

る。その違いを生み出す理由として考えられることは、排除される段階の違い

である。この SN 過程には主に未分化-間充織細胞、神経系-間充織細胞及

び神経系-上皮細胞が存在するが、Sox2 を阻害した場合では神経系に分化

できず、神経管の外側に排除されると推測する。一方、Rac1 及び Cdc42 の

場合では、神経系-間充織細胞までは分化できるが、MET が阻害されるため

に神経系-上皮細胞によって排除され、神経管の内側に位置するのではない

かと考えている。このような同種の細胞が集合する（同種が集合することによっ

て、異種を排除する）という現象は、組織形成の初期にみられる最も基礎的

な現象の一つである (Gilbert, 2006; Nose et al., 1988)。このような同種の細

胞同士が集合するという現象は、尾部の一様な間充織細胞が混ざり合うこと

なく、SN 又は中胚葉へと分化する上においても非常に重要であると考えてい

る。 

 また、神経提細胞と Rho ファミリーとの関係については、これまで主に神経

提細胞へと分化した後の細胞を対象とした解析がなされてきた(Fuchs et al., 

2009; Thomas et al., 2010)。そこでは、神経提細胞の初期の移動において

は Rac1 と Cdc42 は必要ではないが、移動先において適切に分化することに

必要であるということが示されている。しかしながら、神経提細胞への分化過

程における Rho ファミリーの役割に関しての知見はかなり限られており、これま

でカエルにおいて RhoV と呼ばれる遺伝子が必要であるという報告が為されて

いるのみであるようだ(Guemar et al., 2007)。本論文では、DN-Rac1 を導入し

た細胞が神経提細胞様へと分化したという結果を示したが、この結果が得ら

れたのは SN 間充織細胞を特異的に遺伝子操作するという本研究独自の手

法によるものである（Rho ファミリーの欠損マウスは胎生致死であることから、組
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織特異的な解析を必要とする）。仮に本来の神経提細胞への分化過程にお

いても同様なメカニズムが用いられているとするならば、今回得られた結果は

非常に重要な知見となるかもしれない。SN における神経堤細胞は PN のもの

とは異なるといった報告も為されていることから (Catala et al., 2000; Osorio et 

al., 2009a; Osorio et al., 2009b)  、神経堤細胞においても体幹と尾部を区

別して考える必要があるようである。  

 

 

SN 研究における今後の展望  

 今後の SN 研究の展望として大きな 2 つの課題挙げられる。①SN 間充織細

胞が神経上皮細胞へと変化する際の細胞挙動の解析と②SN 間充織細胞は

の正体（幹細胞なのか）についてである。  

①については、SN 間充織細胞は SN が進行している間常に尾の先端にお

いて存在していることから、SN 間充織細胞の中にはおそらく間充織細胞の形

態を維持し尾側へ移行するものと MET を起こし神経管へと分化する細胞が

含まれていると考えられる。また、偶然 SN 間充織細胞の挙動を捕らえた動画

（この論文は中胚葉の解析を行っている）では、SN 間充織細胞はなぜか頭尾

軸に垂直に細胞分裂を起こしている様子が捉えられている (Benazeraf et al.,  

2010)（Movie17）。さらには、SN間充織細胞は神経上皮細胞へと変化する際

に細胞の長さが約 4 倍になる（図 8C,D）。このように数多くの劇的な現象が

SN では起こっていると考えられる。これらを検証する上では、ライブイメージン

グをメインとした SN 間充織細胞の解析が必要となるであろう。これらの解析は、

どのようにして付属肢（尾部及び手足）が体軸（頭尾軸及び遠近軸）に沿って

伸長するのかという大きな謎を解く鍵でもある。  

②に関しては、幹細胞が尾部の間充織細胞の中には存在するという報告

が既に為されている (McGrew et al., 2008)。しかしながら、この知見では尾部
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に含まれる SN 間充織細胞や未分節中胚葉といった組織の違いは考慮され

ていない。その理由としては、形態的にこれらの違いを区別することが極めて

困難であったことが挙げられる。しかしながら、本論文において確立した SN 間

充織細胞への遺伝子導入法を用いることによって、この問題を解決すること

が可能である。中枢神経系を生み出す SN 間充織細胞の正体を明らかにす

れば、現在活発な神経幹細胞研究において新たな舞台を提供できることが

予想される。 

 

 

補足：羊膜類の尾部は臍帯（尿膜管）より後方を意味しているのかも

しれない  

最後に羊膜類の尾部がどこからなのかについて述べる。進化的に尾は肛

門の後方に付加した組織であり、魚類や両性類では尾部は肛門より後方に

当てはまる (Kardong, 2006)。しかしながら、羊膜類（爬虫類、鳥類及び哺乳

類）における尾部領域に関してはこれまで明確に述べられていない。そこで本

論文では、以下の理由から羊膜類の尾部は肛門ではなく臍帯（爬虫類及び

鳥類では尿膜管））より後方である可能性を紹介する。  

① 両生類以前の生物の消化管は口と肛門のみが外部と接するのに対し、

爬虫類以降では口と肛門以外に臍帯（尿膜管）も外部と接している。  

② 臍帯（尿膜管）は胎内（卵内）において排出管（肛門）として働く。  

③ PN から SN への変化が臍帯と同じレベル（後足の付け根）を境に起こる。  

④ 尿膜管より尾側の腸は特別な存在である（ニワトリでは体節 1-7 レベルの

神経提細胞（末梢神経）が口から肛門までの消化管を取り巻くが、尿膜管

（腸）より尾側の腸ではさらに体節 28-53レベル（SN領域）の神経提細胞が

加わる）(Le Douarin and Kalcheim, 1999)。 

あくまで仮説であるが、両生類の肛門が爬虫類以降の臍帯（尿膜管）へと
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代わり、さらには腸が尾部領域へと伸びることによって新たな位置に肛門が作

られた（尾部の神経提細胞の影響を受けるようになった）のではないかと考え

ている。 

⑤ Wnt3a の欠損マウスでは臍帯より後方の部位が消失する (Takada et al., 

1994)。 

⑥ 進化の過程で付け加わったとされる後方 Hox が 27 体節レベルを境に発

現する(de Rosa et al., 1999; Liu et al., 2001)。 

といった知見もこの仮説を支持する要因である。  

 仮にこの仮説が真実ならば、生物が水中（両生類まで）から陸上（爬虫類）

へと生息域を変えたことにより、卵内おいて老廃物を尿膜管（臍帯）へと排出

する必要性が生じたことをきっかけとしているのかもしれない。  
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