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 動物個体が正常に発生し、各器官が正常な機能を発揮するためには、器官を構成する様々な細胞が最適

な量比を持たなければならない。脊椎動物の発生初期に形成される神経管は、将来、脳や脊髄を構成する

中枢神経系の原基となる器官である。形成直後の神経管はほぼ均一な性質を持つ前駆細胞から構成されて

いるが、発生に伴って性質の異なる多様な細胞が出現し、それらが神経管内に規則的に配置される。神経

管は神経前駆細胞が豊富に存在する脳室帯と分化した神経細胞から構成される外套層、背側に位置する蓋

板そして腹側に位置する底板などの領域から構成される。 

 これらの各領域の細胞数は厳密に調節されており、この調節は「各前駆細胞の分化方向の決定」と「増

殖・分化のプログラム」の共役によって果たされる。細胞の運命決定は、蓋板から分泌される Wnt や BMP、

底板から分泌されるソニック・ヘッジホッグ（Sonic Hedgehog; Shh）が形成する濃度勾配に依存する。前

駆細胞はこの濃度勾配を検知することにより自身の遺伝子発現を変化させ、その結果それぞれの細胞の運

命が決定されていく。一方、運命が決定したそれぞれの前駆細胞は独自の増殖プログラムを持っており、

特定の細胞数に到達するまで増殖し、その後分化していく。このようにして、器官内の各領域の相対的位

置や細胞数が決定されていくのである。 

 さて、Shh を分泌する底板領域はシグナリングセンターとして重要な働きを担い、神経管内の層構造の

形成を司るだけでなく、分化した神経細胞の軸索ガイダンスや神経管全体の形態形成などにも関与するな

ど、多様な働きを持っている。興味深いことに、神経管底板領域は他の領域の細胞の分化、増殖を制御す

るが、底板領域自体の細胞はほとんど細胞増殖を行わず、その細胞数は発生に伴い大きく変化することは

ない。底板領域のサイズが一定に保持される生理的意義についてはこれまで報告がないが、シグナリング

センターである底板領域が量的な一定性を持つことが分泌されるシグナル量の定量性の維持に必要で、最

終的には神経管全体の各領域が適切な量的バランスを持つために必要であると考えられる。底板領域は非

神経性のグリア性細胞から構成されており、細胞周期はほぼ停止状態にあるとされている。実際に、細胞

周期の M 期マーカーであるリン酸化ヒストン 3（phospho-Histone3; pHH3）の局在を、神経管の背腹軸断

面で解析すると、神経管の成長に伴う各発生段階で、底板領域でその局在が観察できなかった。このよう

に底板領域における細胞増殖が抑制されていることは確認できたが、その分子機構は未だ明らかではな

い。そこで本研究では、神経管底板領域の機能のうち、細胞分裂を抑制する分子機構に解析の焦点を絞り

研究を進めた。 



 先行研究において、ニワトリ胚から作成した未分化神経組織片（neural explants）を Shh で処理して底板

に分化させた細胞における発現遺伝子が解析された。そこで本研究では、このデータを用いて底板特異的

に発現する遺伝子を探索し、その結果ユビキチンリガーゼ RNF152（Ring finger protein 152）を単離した。

RNF152 は低分子 GTP アーゼである RagA のユビキチン化することにより mTOR（mechanistic target of 

rapamycin）シグナルを負に制御することが知られている。一方、mTOR は細胞増殖に必須の役割を果たす

と考えられており、実際に構成的活性化型の mTOR を神経管内に強制発現すると、神経前駆細胞の増殖が

亢進することが明らかになった。そこで、RNF152 が RagA のユビキチン化を介して mTOR シグナルを阻

害し、結果として細胞増殖を抑制しているという仮説を立て、RNF152 の底板領域における役割、さらに

mTOR シグナルや細胞増殖の関係を明らかにすることを試みた。 

 まず RNF152 の機能を知るため、ニワトリ胚神経管にエレクトロポレーション法を用いて RNF152 遺伝

子を強制的に発現してその影響を解析したところ、たしかに神経前駆細胞の増殖が著しく抑制された。ま

た、mTOR のシグナル活性の指標であるリン酸化 p70S6K（phspho-p70S6K; p-p70S6K）とその下流因子で

あるリン酸化 S6 リボソームタンパク質（phospho-S6; pS6）を抗体染色により解析したところ、たしかに

底板領域で両者が特異的に抑制されたことから、mTOR シグナルが底板領域特異的に抑制されることが示

唆された。 

 ところで、底板領域には Shh シグナルのターゲット遺伝子であるフォークヘッド型転写因子 FoxA2 が発

現しており、FoxA2 を神経管に強制発現すると、神経管の細胞増殖がほぼ完全に停止し、しかも p-p70S6K

や pS6 の発現が抑制されることが明らかになった。したがって FoxA2 は mTOR シグナルを抑制すること

が明らかになった。さらに、この増殖停止と mTOR シグナルの抑制は、構成的活性化型の mTOR を共導

入することにより救済された。したがって、底板領域において、mTOR シグナルは Shh シグナルの下流で、

FoxA2 を介して抑制されることが示された。 

次に、RNF152 と FoxA2 の関連を明らかにするため、FoxA2 を強制発現した神経前駆細胞において mTOR

シグナルに関連する遺伝子の発現を解析したところ、発現解析を行った 15 種類の遺伝子のうち RNF152

の発現のみが FoxA2 によって誘導されることが明らかになった。このことから、RNF152 が FoxA2 の下流

遺伝子であることが示唆された。 

 また、RNF152 が底板の細胞分裂抑制に必須であるかを検証するため、RNF152 をターゲットとする

siRNA を合成し、底板に導入することによって機能喪失実験を行った。その結果、RNF152 の発現抑制に

よって p-p70S6K や pS6 の発現が底板で異所的に観察されたばかりでなく、底板細胞で異所的な細胞分裂

が観察される結果となった。このことから、RNF152 が mTOR シグナルを抑制するための責任遺伝子であ

り、mTOR シグナルを介した底板特異的な細胞増殖を抑制するために必須の役割を果たすことが明らかに

なった。 

底板領域は Shh を分泌して神経管全体の成長を促すだけでなく、自身も自己分泌（autocrine）の様式に

より Shh のシグナルを受け取る。一方、Shh シグナルによって遺伝子発現が惹起される FoxA2、さらにそ

の下流で発現する RNF152 が RagA のタンパク質をユビキチン化することにより mTOR シグナル伝達を抑

制する。本研究により、底板領域では Shh シグナル経路の下流で発現した RNF152 がｍTOR シグナル経路

をブロックするという、Shh と mTOR の両経路のバランスを制御する機構により細胞数が一定になる仕組

みの一端が明らかとなった。 

以上の解析を通して、本論文では、脊椎動物の中枢神経系における領域特異的な細胞増殖の制御機構に

ついて、Shh シグナルと mTOR シグナル両者の共役関係に焦点を当てて議論を行う。 
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序論 

 
神経管における細胞増殖・分化とパターン形成 

中枢神経系は、体外からの刺激を中枢に伝達し、それに適応・反応する働

きを持つ器官である。その発生は胚発生期の初期に始まり、胚の背側に頭尾軸に

沿って細長い管状の構造「神経管」が形成されることにより始まる。神経管は中

枢神経系の原基であり、多様な神経前駆細胞と神経細胞が特定の順序で配置さ

れることにより構成されている（Le Dreau and Marti, 2012; Ribes and Briscoe, 2009）。
さらにこれらの細胞は適切な数と量比を保ち、空間的な位置関係と協調するこ

とにより、全体として統合された機能を発揮する（図 1）。 
神経管の成長は、前駆細胞の増殖と神経細胞への分化が協調することによ

り進行する（Kicheva et al., 2014）。現在までに、この根底にある分子メカニズム

の一端が明らかになっている。例えば、Notch シグナル伝達は、前駆細胞がその

状態を維持し、自己複製するために重要である（Molina and Pituello, 2017; Shimojo 
et al., 2011）。また、Tead / Yap 転写因子によって仲介される Hippo シグナル伝達

は、細胞周期の進行に関わる因子 CyclinD1 発現を誘導することにより前駆細胞

の増殖に関与する（Cao et al。、2008; Molina and Pituello、2017）。一方、Neurogenin
や Achaete-scute homolog（ASH）などのベーシック・ヘリックスループヘリック

ス（basic Helix-Loop-Helix; bHLH）型転写因子はプロニューラル遺伝子として知

られ、神経分化を促進する（Baker and Brown, 2018; Molina and Pituello, 2017; 
Shimojo et al., 2011）。 

また、これらの増殖と分化の制御系と並行して、各神経前駆細胞はそれぞ

れ個性を持っている。体幹部の神経管においては、前駆細胞は 10 以上の領域に

分けられる。前駆領域には、蓋板（Roof Plate; RP）、pD1-pD6、p0-p2、pMN、p3、
底板（Floor Plate; FP）があり（図 2A）（Alaynick et al., 2011; Ribes et al., 2010）、
ほとんどの領域において、各前駆細胞はさらに各々の領域に対応したニューロ

ンへと分化する。これらの細胞はどの個体においても同じ順序で配置されてお

り、このことを「パターン形成」と呼ぶ。 
さて、神経管が機能するためには、これらの各領域が空間的に正しく配置

されてだけでなく、それぞれが特定の細胞数、またその量比を持つことが重要で

ある。たとえば、運動神経領域は多数の細胞が存在して大きな領域を構成する一

方で、介在ニューロン領域の一部には少数の細胞しか存在しない（Kicheva et al., 
2014）。この各領域の細胞数の決定には、モルフォゲンによる細胞の運命決定に

加え、各細胞に特異的な増殖プログラム、そして分化のタイミングが複合的でか
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つ協調的に相互作用することにより調節される（図 1）。 
（図 2B）は、ニワトリ胚の 2 日胚から 4 日胚の前肢レベルの神経管の断面

を作成し、背側領域、運動神経前駆領域ならびに底板領域を抗体染色法によって

解析したものである。背側領域（ホメオボックス型転写因子 Pax7 陽性細胞）は

胚発生の進行とともに単調に細胞数が増加し、運動神経前駆領域（bHTH 型転写

因子 Olig2 陽性細胞）は細胞数が増加した後、大多数の細胞が神経分化するため

細胞数は減少する。これらの前駆領域が経時的に細胞数を変化させる一方、底板

領域（FoxA2 陽性細胞）の細胞数はほとんど変化しない。このことは、各領域の

細胞が異なる増殖効率を持つこと、そして底板細胞がほとんど増殖しないこと

を示している。 
 
神経管の発生におけるソニック・ヘッジホッグの機能 

前駆細胞の配置、つまり神経管のパターン形成につながる細胞の運命決定

はモルフォゲンと呼ばれる分泌因子によって調節される（Dessaud et al., 2008; 
Kicheva et al., 2014; Perrimon et al., 2012）。モルフォゲンには、最も背側（蓋板領

域）に発現する Wnt、BMP および最も腹側（底板領域）に発現する Sonic Hedgehog
（Shh）が知られており、これらの因子が濃度勾配を形成することにより、濃度

依存的に各領域を形成する（Jacob and Briscoe, 2003; Le Dreau and Marti, 2012）。 
このうち、Shh は底板領域およびその下部に存在する脊索（notochord; 中胚

葉性の組織）に発現し、底板領域で最も高濃度となりながら腹側から背側にかけ

て濃度勾配を形成する（Ribes and Briscoe, 2009）。Shh は、特に腹側神経管の細

胞運命決定に必須の役割を果たす（Dessaud et al., 2008; Jacob and Briscoe, 2003）。 
これまでの研究から、Shh が細胞の運命決定と並行して細胞増殖を調節す

ることが知られてきた（Komada, 2012）。Shh 遺伝子を欠損した胚では、パター

ン形成の欠陥だけでなく、神経管のサイズも縮小することから、Shh が細胞運命

の決定と細胞増殖の両方に不可欠な役割を果たすことが示唆された（Bulgakov et 
al., 2004; Chiang et al., 1996）。反対に、過剰な Shh シグナルが細胞に導入される

と、腫瘍が形成されてしまう（Dahmane et al., 2001; Rowitch et al., 1999）。このこ

とから、Shh シグナルはモルフォゲンとして細胞の運命を決定するだけでなく、

細胞増殖も制御することが示唆されている。したがって、神経管全体の細胞数や

器官サイズが適切に決定されるためには、Shh の強度は、空間的にも時間的にも

厳密に制御されなければならない。 
 
底板領域の独特の性質 

底板領域は神経管の最腹部に位置し、Shh のほか神経管の背腹軸に沿った

パターン形成のオーガナイザーとして機能する（Dessaud et al., 2010; Yu et al., 
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2013）。さらに、底板は他の神経領域と比較して多くのユニークな特徴を持って

いる（Placzek and Briscoe., 2005）。たとえば、体幹部では底板領域は非神経のグ

リア性細胞からなり（Ono et al., 2007）、神経細胞を産出することはない。この点

で、前駆細胞として神経細胞に分化するポテンシャルを持つ他の前駆領域と性

質が異なる（Dessaud et al., 2008; Ribes and Briscoe, 2009）。また、底板領域の細胞

は交連軸索の誘導に不可欠な Netrin や Slit などのガイダンス因子も発現する（de 
la Torre et al., 1997; Kennedy et al., 1994; Ming et al., 1997; Sloan et al., 2015）。さら

に、底板細胞は Shroom3 などのアクチン関連因子も発現し、神経管の形状、と

りわけ管状構造の形成に重要である（Nishimura et al., 2012; Nishimura and Takeichi, 
2008）。したがって底板は、神経管全体のパターン形成、形態、および機能制御

に不可欠だといえる。 
また、増殖に関しても底板細胞は他の神経前駆領域細胞に比べて性質が異

なる。ほとんどの神経前駆領域の細胞数は活発に増殖して経時的に増加するが、

最も高濃度の Shh にさらされているはずの底板領域の細胞はほとんど増殖しな

い（Kicheva et al., 2014）。このメカニズムとして、底板領域にのみ発現する因子

が Shh の増殖促進効果に拮抗し、細胞増殖を負に制御するためだと考えること

ができる。 
 
mTOR シグナルと神経発生 

mammalian Target of Rapamycin 経路（mTOR）経路は、初期胚から生後にい

たるまで、細胞の増殖、生存、代謝を含め多くの生物学的現象に関与する

（Gangloff et al., 2004; Laplante and Sabatini, 2009; Murakami et al., 2004）。mTOR 複

合体（mTOR complex; mTORC）は mTOR シグナル伝達経路の中心的な因子であ

り（Laplante and Sabatini, 2012）、セリン/スレオニンキナーゼとして機能する。

mTOR シグナルは中枢神経系の発達にも不可欠であり（LiCausi and Hartman., 
2018; Ryskalin et al., 2017; Tee et al., 2016）、mTOR シグナル伝達に異常を生じる

と、発生段階において発達障害を引き起こす。例えばホスホイノシチド 3-キナ

ーゼ（PI3K）や mTORC1 をターゲットとする阻害剤（LY294002 やラパマイシ

ン）で mTOR シグナルをブロックすると、前駆細胞の増殖が抑制される（Fishwick 
et al., 2010）。また、mTOR 遺伝子を神経系特異的に破壊すると、前駆細胞の自己

複製が阻害され、脳のサイズが減少する（Ka et al., 2014）。一方、結節性硬化症

の原因遺伝子である Tsc1（Tuberous Sclerosis Complex）は mTOR シグナル伝達の

負の調節因子であり（Dalle Pezze et al., 2012）、Tsc1 遺伝子ノックアウトマウス

では脳や腎臓に腫瘍が形成され、神経管が閉鎖せず、胚性致死となる（Kobayashi 
et al., 2001; Rennebeck et al., 1998）。したがって、mTOR シグナルは前駆細胞の増

殖をはじめとして、神経発生の様々な段階に必須の役割を果たす。 
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mTOR シグナルと Shh シグナルのクロストーク 

以前の研究から、神経管内の mTOR と Shh シグナル伝達経路との関連が示

唆されている。まず mTOR 経路は、腹側領域と神経堤細胞で活性化している（Nie 
et al., 2018）。Shh は神経管腹側領域の形成（Ribes and Briscoe, 2009）や神経堤の

移動（Kahane et al., 2013）に重要であることから、Shh と mTOR シグナル伝達経

路が協調して作用することが示唆される。 
また、mTOR 経路は細胞内 Shh シグナル伝達の仲介因子である転写因子

Gli1 をリン酸化して活性化し、細胞増殖に関連するターゲット遺伝子の発現を

促進することが示されている（Wang et al., 2012）。mTOR による Gli1 の活性化

は、既知の Gli の活性化メカニズム（ヘッジホッグシグナルが Ptch/Smo２つの細

胞膜タンパク質によって仲介される経路）に依存していないため、非標準的（non-
canonical）経路と言われている（Dessaud et al., 2008）。このシグナル伝達経路の

存在は細胞レベルでは証明されている（Deng et al., 2015）が、生体内での関与、

とりわけ発生段階での役割についてほとんど明らかになっておらず、実際にど

の部分またはステージで働くのかについては知見が存在しない。 
最近の研究では、放射状グリアの細胞膜上における繊毛（cilium）の形成が

Kif3a の脳特異的なノックアウトによって阻害されることにより、脳室帯の細胞

で mTOR シグナルが異常に活性化され、脳構造に形成異常が起きることが示さ

れている（Foerster et al., 2017）。Shh シグナル伝達には繊毛が必要であるため

（Sasai and Briscoe, 2012）、この報告は Shh シグナル伝達と mTOR 活性化が何ら

かの形で互いに関連していることを示唆している。しかし、詳細なメカニズムは

まだ解明されていない（Foerster et al., 2017）。 
先行研究から、mTORC1 のターゲットの１つである p70S6K のリン酸化が

底板領域において特異的に抑制されていることが観察された（Fishwick et al., 
2010）。この事実を元に、本研究では底板細胞の特異的な増殖効率に着目し、

mTOR シグナルに関連する因子の解析を行うことにより、Shh と mTOR の２つ

のシグナルが関与するメカニズムを明らかにすることを目的とした。  
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材料と方法 

 
1. 実験動物および倫理的配慮 

城山鶏園（神奈川県）からオランダ原産鶏ヒぺコ種の有精卵である奉寿蘭

を、またヤマギシ鶏園（和歌山県）から有精卵を購入した。また、妊娠マウスは、

日本 SLC（静岡県）から購入した。ニワトリおよびマウス胚を用いる実験は、す

べて奈良先端科学技術大学院大学の動物倫理委員会によって承認されたプロト

コール（承認番号 1636 および 1810）にしたがって倫理的に行った。 
 
2. プラスミド作製 

RNF152コーディング領域はRT-PCRによって単離した。ニワトリ胚（H.H. 
stage 9-12）（Hamburger and Hamilton, 1992）を RLT（QIAGEN ; Cat. no. 79216）/ 
1% 2-mercaptoethanol にピペッティングで溶解し、RNasy Mini Kit (QIAGEN ; Cat. 
no. 74104)により RNA を回収し、PrimeScript Reverse Transcriptase (Takara Bio 
Inc. ;Cat. no. 2680A)を用いて cDNA を合成した。これをテンプレートとして、

RNF152 コーディング領域を PCR により増幅した。増幅した DNA フラグメント

を pBluescript-SK(+/-)に XhoI/EcoRI サイトにてサブクローニングした。さらに

RNF152 を遺伝子発現がニワトリb-Actin プロモーターによって誘導される発現

ベクターpCIG（pCAGGS-IRES2-nucEGFP）に組み込んだ。pCIG-constitutive active-
mTOR（pCIG-CA-mTOR：恒常的活性化型 mTOR）は、まず Addgene（＃69013）
から pcDNA3-FLAG-mTOR-S2215Y（David Sabatini 博士（Grabiner et al., 2014）に

よって寄託されたもの）を購入し、それを鋳型として PCR し、pCIG ベクターに

サブクローンして作製した。 
 
3. 遺伝子導入と siRNA による発現抑制 

まず、DNA 導入のためのガラス管（G-1.2, Glass Capillaries 1.2x90mm
（NARISHIGE））を、PC-10 プーラー（NARISHIGE）により作成した。ニワトリ

卵は 38℃のインキュベーターで 30 時間（H.H. stage 9）または 40 時間（H.H. 
stage 12）インキュベートし、発生したニワトリ胚の神経管にプラスミド DNA 溶
液または RNAi 溶液と FastGreen（DNA 注入を視認するための色素; Wako 2353-
45-9）の混合液をガラス管から胚に注入した。そして、エレクトロポレーター

（EBM830, BTX HARVARD APPARATUS）を用いて 25～30V の電気パルスを与

え、遺伝子を細胞に導入した。その後、インキュベーター（38℃）で胚を 24 時
間または 48 時間発生させた。底板領域に対するエレクトロポレーション（図 15、
16）では、開いた状態の神経管を挟むように、胚の上と下に電極を配置し、10～
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15V 電気パルスを与え、遺伝子を導入した。エレクトロポレーションに用いたプ

ラスミドベクターは、pCIG-FoxA2、pCIG-constitutive active-mTOR（pCIG-CA-
mTOR）、pCIG-dominant negative-FoxA2（pCIG-dnFoxA2）、pCIG-dominant negative-
RagA（pCIG-dnRagA）、pCIG-constitutive active-RagA（pCIG-CARagA）、pCIG-
RNF152 で あ る 。 si-RNF152 は セ ン ス 鎖 が 、 5’-
CCAGAUUUGUUUCAACUACUACA(dG)(dC)-3’ で ア ン チ セ ン ス 鎖 が 5’- 
GCUGUAGUAGUUGAAACAAAUCUGGCA-3’であり、また、 si-control はセンス

鎖が 5'-AUGCUUCUCCGAACGUGUCACGU(dT)(dT)-3'で、アンチセンス鎖が 5'-
UUUCGUGACACGUUCGGAGAAGCAUCA-3'である。siRNA はユーロフィンジ

ェノミクス社より購入した。 
 
4. ニワトリ胚の固定および凍結切片の作製 

電気穿孔法により遺伝子を導入した胚または、野生型（WT）の胚を PBS
（8.1mM Na2HPO4・12H2O(Wako; 196-02835), 1.39mM NaCl(Wako; 191-01665), 
2.9mM KCl(Wako; 166-17945), 1.47mM KH2PO4(Wako; 166-04255(pH7.4)）溶液の中

で回収し、4% paraformaldehyde（Wako ; 163-20145）/ PBS または 4% formaldehyde
（Wako; 163-20145）/ PBS で 4℃、2 時間固定した後に 15％ sucrose（Wako; 193-
00025）/1Ｍ PBS に 1 晩浸漬した。7.5% gelatin（SIGMA; G1890-100G）/15% 
sucrose/1M PBS に置換し、42℃ で 20 分間バイオシェイカー（タイテック）で

浸漬した後に、鋳型に 7.5% gelatin/15% sucrose/1M PBS を入れその中で胚を垂直

に立てた。氷上で 7.5% gelatin/15% sucrose/1M PBS を固めて、ドライアイス上で

-40℃に冷やした isopentane（Wako）の中にモールドから胚を取り出し入れ、凍

結ブロックにした。凍結ブロックを-20℃クライオスタット（Sakura Finetek）に

て厚さ 12 µm の切片を作成した。 
 
5. in situ ハイブリダイゼーション法 
5-1. RNA-DIG プローブの作成 

pBluescript SK(+/-)にサブクローンされた RNF152, F-spondin プラスミド

をを、DIG RNA Mix（Roche ; Cat. No.11175025910）を用いて T7 RNA ポリメラ

ーゼによって逆転写を行い、アンチセンス RNA プローブを作成した。 
5-2. ガラススライド上における in situ ハイブリダイゼーション法 

凍結切片を 37℃ の PBS で洗浄して、gelatin を取り除いた。次に室温で

10 分間 4% paraformaldehyde によって再固定した後に、PBS で 5 分間 3 回洗浄

した。Acetylation buffer（distilled water, 10% triethanolamine(Wako; 142-05615)、18 
HCl (Wako; 080-01066)、 Acetic anhydride (Wako; 011-00276)）で室温 7 分間処理

し、PBS で 3 分間 5 回洗浄した。その後ハイブリダイゼーション buffer（20×SSC
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（3M NaCl, 0.3M C6H5Na3O7・2H2O）（pH5.0）、50x Denhardt’s Salmon Sperm DNA
（10 mg/ml）, Torula RNA（10 mg/ml）、0.5M EDTA, 10%(v/v) CHAPS）で室温 5
時間 prehybridization を行い、DIG プローブを切片に乗せ、70℃で一晩処理をし

た。翌日、2×SSC で 70℃ 30 分間 2 回の洗浄後、0.2×SSC で 70℃ 30 分間 2 回

洗浄した後に、TBST(100mM Tris(Wako ; 013-16385)(pH 7.5)、150mM NaCl, 0.1% 
Tween 20 (Wako ;166-2115))で室温にて 5 分間 3 回洗浄した。 Blocking 
Solution(TBST/4%Blocking reagent/10% Sheep serum)で 2 時間 Blocking を行い、

DIG 抗体(Roche ; 13680323) / Blocking Solution を乗せて一晩 4℃で処理した。3
日目は TBST で室温 30 分間 4 回洗浄した後、AP1 buffer（200mM Tris-Cl(pH 9.5)、
50mM MgCl2、100mM NaCl）に置換して、5 分間経過した後にもう一度 AP1 buffer 
を入れ替え 5 分間待ち、AP1 buffer を BCIP/NBT solution（SIGMA ; B6404-100ML）
に入れ替え、発色するまで遮光して室温で放置した。発色後の切片は TBST で一

度洗浄した後に、50% TBST/50% methanol に 5 分間置換して、100%メタノール

で脱色した後に包理した。その後、光学顕微鏡（Axiovision2, Carl Zeiss）で撮影

した。 
 
6. 神経組織片（explant）の作製と培養 

神経組織片は、均一な神経前駆細胞からなり、細胞外因子に反応してその

性質を再現することができるため、生体内の神経発生を細胞レベルで再現する

有用な実験系である（Dessaud et al., 2010; Sasai et al., 2014）。 
ニワトリ胚（H.H. stage 9）を卵から取り出し、氷上で冷やした L-

15medium(SIGMA; L5520) に移動した。次に、実体顕微鏡（Stemi 2000c, CarlZeiss）
下で、胚の神経板（神経管を形成する前の領域）の部分を周りの組織とともに切

り出した。必要に応じ、胚を取り出す前にあらかじめ発現プラスミドを胚内に過

剰発現させた（図 11）。それを Dispase II（SIGMA ; D4693）/ L-15 medium で処理

をして、組織同士が剥離しやすい状態にした。そして、実体顕微鏡下で内胚葉と

中胚葉を剥がし、外胚葉から神経前駆細胞のみを単離した。Explant は4-well plate
（Thermo; Cat. no. 176740）の well の中央に、collagen（SIGMA; C-4941）/ 1×DMEM 
（Wako; 044-29765）を滴下した中に埋没させて、37℃ 45 分間静置した後に、

explant medium（F-12 medium (SIGMA)/1×PSG/Mito serum (SIGMA)）を加え培養

した。ShhH は、explant が 24 時間で 20%程度の Olig2 陽性細胞と 80%程度の

Nkx2.2 陽性細胞が出現する濃度と定義した。ShhL は、ShhH の濃度の 1/4 であ

り、70％を超える Olig2 陽性細胞と、30%以下の Nkx2.2 陽性細胞を産生する濃

度である（Dessaud et al., 2010; Dessaud et al., 2007）。48 時間後の時点で、ShhH 外

植片は底板領域の細胞に分化したが、ShhL は Islet1 陽性の運動ニューロンの分

化を誘導した（Ribes et al., 2010; Yatsuzuka et al., 2019）。 
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7. 免疫組織化学（凍結切片の蛍光抗体染色） 

まず、切片を貼付したスライドガラスを PBS にて 37℃で 3 回（各 5 分）

洗浄し、切片からゼラチンを除去した。次に PBS/0.1% Triton-X/1%BSA(SIGMA)
を用いて、4℃、1 時間ブロッキングを行った。一次抗体を加えた PBS/0.1% Triton-
X/1%BSA(SIGMA)に置換して 4℃で一晩静置した。一次抗体液を除去後、

PBS/0.1% Triton-X でシェイカー（NA-101N(NISSIN)）上で室温にて 5 分間 3 回

洗浄を行った。次に、二次抗体/PBS/0.1% Triton-X/1%BSA に置換し、遮光を行い、

室温で 2 時間静置した。二次抗体液を除去後、遮光したまま PBS/0.1% Triton-X
を用いてシェイカー上で室温 5 分間 3 回洗浄した後に、PBS で室温にて 5 分間

の洗浄を行い、DAPI 包理液（nacalai tesque ; 12745-74）で包理した。最後に共焦

点レーザー顕微鏡（LSM710, ZWISS）で撮影した。 
用いた１次、２次抗体を以下に記す。FoxA2（Santa Cruz, sc-6554X, goat, 

x1000）, Nkx2.2（DSHB, 74.5A5, mouse, x100）, pHH3（Millipore, 06-570, rabbit, 
x1000; MAB Institute, 309-35191, mouse, x1000） , Phospho-S6 Ribosomal Protein 
(Ser235,236)（Cell Signaling Technology, 2211, rabbit, x500） , phospho-p70S6K
（Thermo Fisher Scientific, 701064, rabbit, x1000）, GFP（AbD Serotec, 4745-1051, 
sheep, x1000; abcam, ab6556, rabbit, x1000; millipore, MAB3580, mouse, x1000）。２

次抗体は、以下の蛍光コンジュゲート抗体をそれぞれ500倍で用いた。Fluorescein 
(FITC) AffiniPure F(ab')₂ Fragment Donkey Anti-Sheep IgG (H+L)（Jackson; 713-096-
147）、Cy™3 AffiniPure F(ab')₂ Fragment Donkey Anti-Rabbit IgG (H+L)（Jackson; 
711-166-152）、Cy™3 AffiniPure F(ab')₂ Fragment Donkey Anti-Mouse IgG (H+L)
（Jackson; 711-166-151）、Alexa Fluor® 647 AffiniPure F(ab')₂ Fragment Donkey Anti-
Mouse IgG (H+L)（ Jackson; 715-606-150）、Alexa Fluor 647-AffiniPure F(ab')2 
Fragment Donkey Anti-Rabbit IgG (H+L)（Jackson; 715-606-152）。 
 
8. 定量的 RT-PCR（RT-qPCR）による遺伝子発現の定量 

explant培養の際の培地を除去した後に、PBSで３回洗浄後、PicoPure RNA 
extraction kit（Thermo Fisher Scientific）を用いて、RNA を抽出・精製した。5μg 
相当の RNA を PrimeScript RT Master Mix（Takara Bio）を用いて逆転写を行い、

cDNA ライブラリーを作製した。この cDNA を鋳型として、KAPA SYBR FAST 
qPCR Master Mix(2×)(KAPA BIOSYSTEMS)と各プライマーを用いて、LightCycler 
96（Roche）を用いて PCR 反応によって増幅し、測定・定量した。内部コントロ

ールとして GAPDH を用い、定量分析は comparative Ct 法によって実施した。RT-
qPCR に用いたプライマーは（別表１）に示す。 
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9. TUNEL 法 
凍結切片の蛍光抗体染色と同様にサンプルを処理し、TdT transferase

（Roche）と DIG-labelled dUTP（Merck Millipore）を DNA 断片の末端に細胞を取

り込ませ、抗 Digoxigenin-Rhodamine 抗体（Sigma）により検出した。 
 
10. mES 細胞（マウス胚性幹細胞）の神経分化方法 

ケンブリッジ大学の Austin Smith 教授から分与された Sox1-GFP ES 細
胞（mESC）を継代し、神経分化させた（Kamiya et al., 2011; Ying et al., 2003）。は

じめに、1.5×10４個の ES 細胞をフィブロネクチンとコラーゲンでコーティング

されたガラスボトムディッシュ（Gibco; 33016-015）に継代し、単層分化培地

（DMEM/F12 Glutamax (Thermo;10565018) 25ml、Neurobasal medium (Invitrogen; 
21103-049) 25ml 、 B27 (Invitrogen;17504-044) 500μl 、 N2 supplement (×100) 
(Invitrogen;17502-048) 250μl、Purified BSA(20%) 200μl、100×Penicillin-Streptomycin-
L-Glutamine (Wako;161-23201)、0.1M 2-ME (Wako; 137-06862) 2μl）で３日間培養

した後に、分化培地にレチノイン酸（retinoic acid; RA）または Shh のアゴニスト

である SAG（SIGMA SML1314）を加え、pMN 領域、p3 領域、FP 領域に分化

誘導させた（図 19A）。pMN 領域への分化（図 19A の(i)）では、分化開始 3 日目

から 300 nM RA（high RA）を含む分化培地に換えて 12 時間培養し、その後、

300 nM RA と 50 nM SAG（high RA + low SAG）を加えた分化培地に入れ換え 36
時間培養した。また、p3 領域への分化（図 19A の(ii)）では、分化開始 3 日目か

ら 30 nM RA（low RA）を含む分化培地に換えて 12 時間培養し、その後、30 nM 
RA と 500nM SAG（low RA + high SAG）を加えた分化培地に入れ換え 36 時間培

養した。FP 領域に分化させるには、分化開始 3 日目から 500 nM SAG（high SAG）

を加えた分化培地に入れ換え 48 時間培養した。 
 
11. ES 細胞への si-RNA の導入による遺伝子の発現阻害 
本研究では、腹側神経前駆領域に発現する G タンパク質共役受容体 GPR17 をコ

ードする遺伝子の発現を抑制するため、si-RNA を用いた。本実験では、マウス

GPR17 （ mGPR17 ） を タ ー ゲ ッ ト に す る Stealth RNAi （ si-GPR17-1; 
UCGCCUGCUUCUACCUUCUGGACUU ） 、 si-GPR17-2; 
ACCGUUCAGUCUAUGUGCUUCACUA）ならびにネガティブコントロールRNAiを
それぞれ Invitrogen より購入した。ES 細胞への導入は、Lipofectamine RNAiMAX
（Invitrogen）5 µlと、200 nmolの si-RNAをそれぞれ 100 µlのOpti-MEM（Invitrogen）
に加えて混和し 15 分間静置した後、ES 細胞（2 ml の維持メディウム）に導入し

た。導入は、ES 細胞を維持している間に 24 時間間隔で 2 回行い、2 回目のトラ

ンスフェクションの 24 時間後から分化をスタートした。これらの RNAi が分化
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5 日目でも GPR17 の発現を抑制していることを RT-qPCR によって確認した（図

20A）。 
 
12. 画像処理 

In situ ハイブリダイゼーション法による写真は AxioVision2（Carl Zeiss）
で、蛍光免疫抗体染色の写真は共焦点顕微鏡 LSM710（Carl Zeiss）で撮影した。

また写真の画像処理は、Photoshop CC（Adobe）を用いて行い、図は Illustrator CC
（Adobe）を用いて作成した。 

 
 
13. 有意差検定 

統計解析は、Prism（GraphPad）を使用して行った。統計データは平均値±s.e.m.
として表示し、有意性は、*、p<0.05。**、p <0.01; ***、p <0.001; ****、p <0.0001;
または n.s.; 有意差なし、と表示した。単一比較(図 3D、5D 、9、10A、14H、15G)
は両側 t 検定を用い、多重比較（図 6M、10B、12C、13E）は分散分析(ANOVA)
を用いた。  
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結果 

 
底板領域の細胞増殖は他の領域に比べて抑制されている 

神経管の細胞増殖および器官発達を調節するメカニズムを明らかにするた

め、有糸分裂細胞の分布を、M 期マーカーであるリン酸化ヒストン 3（phospho-
Ser 10）（phosphorylated-Histone3; pHH3）陽性細胞の蛍光免疫染色法によって調

べた。胚は、神経管閉鎖直後のハンバーガー・ハミルトン（Hamburger and Hamilton; 
HH）ステージ 11、神経分化の開始時である HH ステージ 16、および神経管が成

熟した HH ステージ 22 のものを使用した。解析する部位は前胸部レベルで統一

した。 
その結果、pHH3 陽性細胞は、HH ステージ 11 では神経管深部でも一部観

察されたものの、特に HH ステージ 16 や HH ステージ 22 では神経管の頂端面

で検出された（図 3A、B、C）。また、pHH3 陽性細胞は背腹軸全体でほぼ均一に

検出され、この結果は以前の報告であったものと一致していた。一方、底板には

陽性細胞がほとんど検出されなかった（Kicheva et al., 2014）。 
そこで、底板領域を正確に特定し、底板における pHH3 陽性細胞を定量す

ることにした。底板領域にはフォークヘッド型転写因子 FoxA2 が高レベルで発

現するため（図 3A'、B'、C'）（Sasai et al., 2014）（Sasaki and Hogan, 1994）、FoxA2
によって底板領域を特定し、FoxA2 陽性の頂端面細胞に対する pHH3 陽性細胞

の比率を測定した。さらに、FoxA2 陰性の領域における頂端面の細胞数を DAPI
を指標にしてカウントし、そのうち pHH3 陽性である細胞の割合を計算した（図

3A'、B'、C'）。 
その結果、神経管のほとんどの領域における頂端面の細胞では、pHH3 陽

性の細胞がステージによって 15-35%程度出現し（図３D：青のバー）、その分布

はほぼ一様であった（図 3A'、B'、C'）。一方、FoxA2 陽性の底板領域では、pHH3
陽性細胞数が、FoxA2 陽性の頂端面の細胞の 5%以下程度しか存在せず（図３D：
緑のバー）、どのステージでも神経管の他の領域よりも有意に少ないことが示さ

れた。 
 

底板領域においては mTOR シグナルが不活性化されている 
前項の結果から、神経管における細胞増殖は領域によって異なり、特に底

板領域では他の領域に比べて低いことが明らかになった。そこで、神経管におけ

る細胞増殖の調節のメカニズムを解析することにした。 
mTOR シグナル伝達経路は一般に細胞増殖に重要であり（Saxton and 

Sabatini, 2017）、以前の報告から、底板領域で不活性化されていることが示唆さ
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れている示されている（Fishwick et al., 2010）。そこで、底板領域の発生における

mTOR シグナルの重要性や関与に着目した。 
まず、神経管の背腹軸断面において、mTOR シグナルが活性化した細胞の

分布を解析した。この目的で、mTOR の２つの主要な基質である p70S6K（p-
p70S6K）と S6 リボソームタンパク質のリン酸化の組織内分布を解析することに

し、リン酸化 p70S6K とリン酸化 S6（Ser 235 / 236）（以降 pS6 と示す）抗体を用

いた抗体染色を行った。また解析サンプルとして、ニワトリ神経管の各発生段階

（HH ステージ 11, 16, 22）（図 4A-C、E-G、I-K、図 5A-C、E-G、I-K、M-O）お

よび、ニワトリの HH ステージ 22 に対応するマウス 11.5 日胚（図 4D、H、L、
図 5D、H、L、）の体幹部を用いた（Biever et al., 2015）。 

p-p70S6K 陽性細胞は、ニワトリ（図 4A-C）およびマウス（図 4D）の神経

管のどのステージでも神経管の頂端面に分布していた。さらに、p-p70S6K 陽性

細胞は pHH3 も陽性であるため（図 4E-H）、mTOR シグナルが細胞増殖に関与し

ていることを示唆された。 
pS6 は、HH stage 11 の神経管の頂端面で検出された（図５A）（Fishwick et 

al., 2010）。HH stage 16 では、pS6 が神経管のほぼ全体に見られ、背腹軸に沿って

シグナル強度にばらつきがあった（図５B）。HH stage 22 では、前駆細胞と神経

領域の遷移領域で pS6 が検出された（図５C）。一方、11.5 日胚マウス神経管で

は、前駆細胞領域で強い pS6 シグナルが検出された（図５D）。このことから、

pS6 の分布には種特異性があることが示唆された。 
S6 は p70S6K の基質であるが、p-p70S6K および pS6 陽性領域は完全には

一致しなかった（図 4、5）。これは、2 つのタンパク質の細胞内局在が異なるた

めだと考えられる。つまり、p-p70S6K は核に局在し、pS6 は細胞質に局在して

いる。さらに、pS6 は p70S6K 以外のキナーゼによってもリン酸化される（Biever 
et al., 2015）。 

p-p70S6K および pS6 の局在によって検出される mTOR シグナル伝達の活

性化領域は発生段階によって徐々に変化するが、いずれの発生段階においても、

またニワトリ胚においてもマウス胚においても、底板領域では検出されなかっ

た（図 4I-L、図 5M-P）。 
次に、神経管の背腹軸における pS6 陽性細胞の領域をより正確に識別する

ため、pS6 陽性細胞を FoxA2 および Nkx2.2 発現細胞との共染色により比較した

（Ribes et al., 2010; Sasai et al., 2014）。FoxA2 は底板領域で強く発現しているほ

か、p3 領域（Nkx2.2 陽性領域）でも弱く発現している（図 5E-H）。したがって

厳密には、底板領域は FoxA2 陽性でかつ Nkx2.2 陰性となる（Ribes et al., 2010; 
Sasai et al., 2014）。この事実を考慮し、pS6、Nkx2.2、FoxA2 の三重染色を行った

結果、pS6 と Nkx2.2 陽性細胞の腹側の末端は一致しており（図 5I-L）、pS6, p-
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p70S6K ともに FoxA2 の発現量が高い領域では検出されなかった（図 4I-L、図

5M-P）。 
これらの結果から、mTOR シグナル伝達は領域特異的に活性化され、特に

底板領域の細胞では活性化されていないことが示唆された。 
 
FoxA2 は mTOR シグナルを負に調節することにより細胞増殖をブロックする 

FoxA2 は神経管の形成直後から底板特異的に発現する転写因子であり

（Ang et al., 1993; Sasaki and Hogan, 1994）、Shh の一次的応答遺伝子の 1 つであ

るほか（Kutejova et al., 2016; Vokes et al., 2007）、底板細胞への分化に不可欠であ

る（Placzek and Briscoe, 2005; Sasaki and Hogan, 1994）。前項の実験から、mTOR
シグナルが底板特異的に抑制されることが示唆されたため、FoxA2 が mTOR シ

グナルを調節していると仮定し、mTOR シグナルに対する FoxA2 の機能を解析

することにした。FoxA2 発現領域には pHH3 陽性細胞がほとんど存在しないた

め（図 3A'、B'、C'、D）、底板の増殖は FoxA2 によって制御されると予想した。

この仮説を検証するため、FoxA2 を HH ステージ 11 で神経管の片側に過剰発現

し、48 時間後に回収して表現型を解析した。また同時に control（GFP のみを発

現するベクター）をエレクトロポレーションして対照とした。 
その結果、FoxA2 過剰発現胚において、神経管のサイズが対照側よりも有

意に小さい（n = 8/8）ことが明らかになった（図 6A-B'）。また、pHH3 陽性細胞

数は、FoxA2 過剰発現細胞（n = 8; 図 6B）において、コントロール GFP を発現

する細胞（n = 6; 図 6A）に比べて有意に少なく、FoxA2 が細胞周期の進行をブ

ロックしていることが示唆された。 
さらに、FoxA2 過剰発現細胞において、p-p70S6K（n = 8/8;図 6D-E'）およ

び pS6（n = 8/8; 図 6G-H'）陽性細胞率は、コントロール GFP 発現細胞における

陽性率に比べて有意に低下しており、mTOR シグナルが抑制されたと示唆され

た。 
次に、FoxA2 によって抑制された mTOR シグナルが、構成的活性化型 mTOR

（CA-mTOR）によって回復するかを検証した。この目的で、FoxA2 と CA-mTOR
を神経管内で共発現したところ、pHH3 陽性細胞の比率が、FoxA2 のみを発現す

る細胞の pHH3 発現と比較して増加しており、細胞増殖が回復したことが示唆

された（n = 7; 図 6B-C'、M）。さらに、FoxA2 と CA-mTOR の両コンストラクト

が共導入された神経管では、導入された細胞で p-p70S6K、pS6 がともに活性化

されていた。（n = 6/7; 図 6F、F’、I、I’）。これらの結果から、mTOR シグナルは

FoxA2 の下流で負に制御されることが示唆された。 
実際、CA-mTOR の単独のエレクトロポレーションにより pS6 が活性化さ

れ、p-p70S6K および pHH3 の陽性細胞数が増加した（図 7）。 
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次に、FoxA2 による細胞数の減少がアポトーシスによって引き起こされる

かを解析するため、今回のエレクトロポレーションで用いたサンプルに対して

TUNEL アッセイを行った。しかし、FoxA2 単独、FoxA2 と CA-mTOR を共導入

したいずれのサンプルにおいても TUNEL 陽性シグナルの増加・減少は検出され

なかった（GFP は n = 0/6、FoxA2 では n = 0/8、FoxA2 + CA-mTOR では n = 0/7、
図 8A-C'）。しかし、エレクトロポレーション 48 時間後ではアポトーシスを起こ

した細胞がすでに胚から排除されてしまった可能性がある。そこで、エレクトロ

ポレーション 24 時間後の胚においても TUNEL アッセイを行った。しかし、こ

の場合にも TUNEL 陽性細胞は検出されなかった（すべてのエレクトロポレーシ

ョンで n = 6;図 8D-F'）。一方、TUNEL 実験システムが機能していることを確認

するため、ポジティブコントロールとして恒常活性型の Ptch（PtchD）をエレク

トロポレーションで導入し、24 時間後に回収した胚において同様に実験を行っ

たところ、実際に陽性シグナルが検出された（Briscoe et al., 2001; Cayuso et al., 
2006）（図 8G、G'）。このことから、FoxA2 や CA-mTOR のエレクトロポレーシ

ョンによって細胞死は誘導されないと結論され、細胞数の変化の主な原因はア

ポトーシスではなく、細胞増殖効率の低下であることが示唆された。 
さて、CA-mTOR が細胞増殖を活性化させた原因として、FoxA2 単独の導

入によって誘導された底板細胞への運命決定が CA-mTOR によって変更したか

らだという可能性が考えられる。この可能性を検証するため、FoxA2 と CA-
mTOR の共導入によって FoxA2 と Nkx2.2 の発現を調べた。その結果、GFP 陽性

細胞（エレクトロポレーションされた細胞）は、FoxA2 と CA-mTOR の導入によ

っても FoxA2 陽性であり、なおかつ Nkx2.2 陰性であった（図 9F）。したがって、

CA-mTOR によって細胞運命は変更されていないことが示唆された。さらにこの

結果から、過剰発現した FoxA2 は Shh の発現を誘導し、それが周囲に影響を及

ぼして細胞非自律的に周囲の領域に腹側神経前駆細胞である Nkx2.2 の発現を誘

導したことが明らかになった（Cho et al., 2014）（図 9B-C’）。 
最後に、FoxA2 単独、または FoxA2+CA-mTOR を導入した領域が底板に分

化したことを確認する目的で、底板特異的に発現する遺伝子 F-Spondin（Burstyn-
Cohen et al., 1999; Klar et al., 1992）プローブを用いて in situ ハイブリダイゼーシ

ョンを行った。その結果、FoxA2 単独（FoxA2 では n = 8/8; 図 6K）、または

FoxA2+CA-mTOR（n = 6/7;図 6L）がエレクトロポレーションされた神経管で、

異所的な F-Spondin の発現が観察された。このような異所的な F-spondin の発現

は、コントロールの神経管では検出されなかった（n = 0/6;図 6J）ため、FoxA2 や

CA-mTOR との共導入によって誘導された細胞はいずれも底板領域の細胞とし

て分化していくことが明らかとなった。 
以上の実験の結果から、FoxA2 が mTOR の上流で mTOR シグナルを抑制
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することにより、細胞増殖が負に制御されていると結論された。 
 
RNF152 は FoxA2 の標的遺伝子であり、底板で発現している 

FoxA2 は転写因子であるから、他の遺伝子の発現を制御することによって

mTOR シグナルを負に抑制すると考えられる。そこで、mTOR シグナルの負の

制御因子の発現がFoxA2によって誘導（または抑制）され、その結果としてmTOR
シグナルが負に調節されるものと予想した。そこで、FoxA2 によって発現調節さ

れ、底板領域に特異的に発現する mTOR シグナル伝達の負の調節因子を特定す

るために、ニワトリ神経組織片で RT-qPCR を用いたスクリーニングを行った。 
高濃度の Shh（以下、ShhH と表記、「高濃度」の定義については「材料と

方法」を参照）で処理した神経組織片は底板に分化するが、低濃度の Shh（ShhL）
で刺激した組織片では、（20%程度の細胞は底板に分化するものの）細胞の多く

は運動神経神経および V3 介在神経に分化する（Dessaud et al., 2010; Ribes et al., 
2010; Sasai et al., 2014）。そこで、ShhL または ShhH で 48 時間刺激した組織片か

ら RNA を抽出し、mTORC1 の構成因子に焦点を当てた qPCR により、遺伝子発

現レベルを Shh 未処理の組織片のレベルと比較した（Laplante and Sabatini, 2009; 
2012; 2013）（プライマー配列は補足表 1 を参照）。なお、この条件では ShhH に

よって FoxA2 の発現上昇が、また ShhL により Nkx2.2 の発現上昇が、それぞれ

認められ、実際に組織片の細胞が底板領域または V3 や運動神経に分化したこと

が確認された（Dessaud et al., 2010; Sasai et al., 2014）。 
今回は、mTOR 関連の遺伝子として、mTORC1/2 の構成因子や、その上流、

下流因子に着目し、14 種類の遺伝子を解析した（図 10）。その結果、mTOR 関連

因子のほとんどの遺伝子の発現が Shh の有無や濃度に影響されなかった（4 回の

試行;図 10）。その一方、E3 ユビキチンリガーゼをコードする RNF152（Deng et 
al., 2019; Deng et al., 2015）は、ShhH を処理した組織片で強く誘導され、ShhL 組

織片ではより弱く誘導された観察されたため、底板に高発現することが示唆さ

れた。 
以前の研究では、RNF152 遺伝子の発現調節領域に FoxA2 結合領域が存在

することが示されている（Metzakopian et al., 2012）。そこで、FoxA2 と RNF152
の発現との関係を解析した。この目的のために、FoxA2 のエレクトロポレーショ

ンにより強制発現した組織片を作成し、24 および 48 時間後に回収して RNF152
の発現量を解析した（3 回の試行;図 11A）。その結果、RNF152 の転写レベルは、

コントロール GFP をエレクトロポレーションした組織片よりも FoxA2 過剰発現

によって有意に高く、RNF152 が FoxA2 の下流遺伝子であることを示唆してい

る。 
さらに、RNF152 の発現が FoxA2 に依存するかどうかを調べるため、ドミ
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ナントネガティブ FoxA2（DN-FoxA2）のエレクトロポレーションを行い、Shh
で上昇した RNF152 の発現が抑制されるかを解析した（Jacob et al., 2007）。その

結果、コントロール GFP をエレクトロポレーションして ShhH で処理した組織

片では、48 時間後に RNF152 発現が上昇した（図 11B、レーン 1、2）。一方、DN-
FoxA2 をエレクトロポレーションした組織片では RNF152 の発現が有意に減少

しており（図 11B、レーン 3）、RNF152 の発現には FoxA2 が必要であることが

示唆された。 
次に、神経管における RNF152 の in vivo における発現を特定するために、

in situ ハイブリダイゼーションを行った。RNF152 の発現は HH ステージ 11（図

12A）では検出されなかったが、HH ステージ 16 および 22 の底板で検出され、

その他の領域では発現が低かった（図 12B、C）。 
以上の結果から、RNF152 は FoxA2 の下流遺伝子であり、mTOR シグナル

の底板特異的な制御因子であることが示唆された。 
 
RNF152 は mTOR シグナル伝達経路を介して細胞増殖を負に制御する 

次に、RNF152 の神経管の細胞増殖に対する機能の解明を試みた。RNF152
遺伝子は、低分子 GTP アーゼ（small GTPase）RagA を標的とする E3 ユビキチ

ンリガーゼをコードし（Deng et al., 2019; Deng et al., 2015; Kim et al., 2008）、一方

で RagA は GTP 結合型（活性型）となって mTOR シグナルを活性化することが

知られている（Efeyan et al., 2014; Shaw, 2008）。そこで、RagA の活性化型または

不活性化型をエレクトロポレーションすることにより、その細胞増殖に対する

影響を解析した。 
まず、ドミナントネガティブ RagA（DN-RagA）をエレクトロポレーション

によって導入して pHH3 の発現を解析したところ、エレクトロポレーションさ

れた細胞の増殖が抑制され（図 13A、A'、C）、逆に恒常活性型 RagA（CA-RagA）

によって細胞増殖が活性化された（図 13B、B'、C）。一方、底板領域のサイズに

は変化がなかった（図 13C）（図 13D-E'; DN-RagA は n = 6、CA-RagA は n = 7）。 
このことから、RNF152 は RagA の活性を抑制することにより、mTOR シグ

ナル伝達経路の負の調節因子として作用することが期待された。この仮説を証

明するために、RNF152 を過剰発現する細胞における p70S6K の活性化を解析し

た。その結果、70S6K が活性化した細胞数は RNF152 の過剰発現によって減少し

（n = 5/6; 図 6D、D'; 図 14A、A'のコントロール GFP をエレクトロポレーショ

ンした胚とそれぞれ比較）、RNF152 が mTOR シグナルの負の調節因子であるこ

とが示唆された。 
次に、神経管の細胞増殖に対する RNF152 の影響を調べるために、pHH3 の

発現を解析した。その結果、pHH3 陽性細胞の数は、コントロール GFP でエレク
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トロポレーションされた細胞よりも RNF152 過剰発現細胞の方が有意に低いこ

とが示された（n = 6/6;図 14C,C'; 図 6A,A'と比較; 定量データは図 14E）。したが

って、RNF152 は mTOR シグナル伝達経路をブロックすることにより、細胞増殖

を負に制御することが示された。 
次に、RagA の活性化によって RNF152 の効果が回復できるかを調べた。こ

の目的のために、RNF152（n = 7）とともに CA-RagA をエレクトロポレーショ

ンし、p70S6K（図 14B、B'）の活性化および pHH3（図 14D、D'）の発現を調べ

た。その結果、p-p70S6K および pHH3 陽性細胞の数が、RNF152 のみを過剰発現

している細胞よりも CA-RagA と RNF152 を共導入した細胞で有意に高いことが

示された。また、FoxA2 の発現領域は RNF152 のエレクトロポレーションによっ

ても変化しなかったため、RNF152 自体は底板細胞の運命決定に関与していない

ことが示された（図 14F、F'、G、G'）。 
次に、S6 の活性化が RNF152 の強制発現の影響を受けるかどうかを解析し

た。しかし、RNF152 単独の強制発現では、S6 の活性化が有意に変化しなかっ

た。このことから、RNF152 による mTOR シグナルへの負の影響は、神経管に存

在する他のキナーゼによって補償されたことが示唆された（図 14H、H'）。しか

し、RNF152 と CA-RagA の共導入によると、S6 の発現が上昇したため、CA-RagA
が RNF152 の影響を受けずに S6 を活性化（リン酸化）できることが示唆された

（図 14I、I'）。 
以上より、RNF152はRagAの上流でmTORシグナル伝達（つまり p-p70S6K）

をブロックすることにより、細胞増殖（つまり pHH3）を負に調節することが明

らかになった。 
 

RNF152 の発現を喪失すると、底板で異常な細胞分裂が起こる 
mTOR シグナル伝達と底板の細胞増殖における RNF152 の必要性を解明す

るために、si-RNA を用いて RNF152 発現を阻害する機能喪失実験を行った。HH
ステージ 10 で GFP 発現プラスミドとともに神経管の底板領域（を含む腹側神経

領域）に si-control または si-RNF152 をエレクトロポレーションし、胚を 48 時間

培養して HH ステージ 18 に達したものを解析した。 
si-control では S6 の活性化に変化は見られなかったが、（n = 0/8; 図 15A、

A'）、si-RNF152 は底板における異常な S6 の活性化を誘導した（n = 6/7; 図 15B、
B'）。このことから、RNF152 の抑制により、mTOR シグナルが回復したことが示

唆された。さらに、si-control をエレクトロポレーションした神経管では pHH3 は

発現しなかったが（n = 0/8; 図 15F、F'、H）、si-RNF152 のエレクトロポレーショ

ンにより、底板領域で異所的な pHH3 陽性細胞が検出された（n = 6/7; 図 15G、

G'、H）。この pHH3 陽性細胞は FoxA2 を発現しており（n = 6/6; 図 15G "; 図 15F"
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の si-control エレクトロポレーション胚と比較）、底板における異所的な細胞分裂

が RNF152 発現の機能喪失によって誘導されたことが示唆された。 
また、底板における mTOR シグナルの活性化が、底板領域で異所的な pHH3

発現を誘導することを確認する目的で、コントロール GFP、CA-mTOR、または

CA-RagA 発現プラスミドを腹側神経管にエレクトロポレーションによって強制

発現し、S6 の活性化および pHH3 の発現を評価した。その結果、CA-mTOR（n 
= 6/6）および CA-RagA（n = 6/6）の強制発現によって底板領域に異所的な S6 の

活性化シグナルが検出されたが、コントロール GFP のエレクトロポレーション

（n = 0/8）ではこのようなシグナルは観察されなかった（図 16A-C'）。さらに、

コントロール GFP のエレクトロポレーションでは検出されなかった pHH3 発現

細胞が、底板領域で検出された（図 16D、E、F、G）。さらに、この時異所的に

発現した pHH3 陽性細胞は FoxA2 を発現していたため（CA-mTOR では n = 6/6、
CA-RagA では n = 6/6; 図 16E”、F”）、異所的に発現した pHH3 発現は細胞運命が

変化した結果出現したものではないことを示唆している（コントロール GFP は

n = 0/8、CA-mTOR および CA-RagA ではそれぞれ n = 0/6; 図 16D”、E”、F”）。最

後に、FoxA2 発現領域は、CA-mTOR または CA-RagA のエレクトロポレーショ

ンによって有意に変化しなかった（コントロール GFP、CA-mTOR、および CA-
RagA はそれぞれ n = 8、6、6; 図 16D'、E'、F'、G）。このことは mTOR シグナル

が底板細胞の運命を変更することなく細胞増殖が亢進されたことを示唆してい

る。 
以上の結果から、RNF152 は細胞増殖を抑制すること、また si-RNA による

RNF152 の機能喪失により、底板領域において mTOR シグナルが異所的に活性

化され、細胞増殖を誘導することが明らかになった。したがって、底板領域では

FoxA2→mTOR シグナルが細胞増殖の抑制に必須であることが示された。  
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考察 

 

RNF152 は、神経管の発生において mTOR シグナル伝達経路を負に制御する 
本研究では、mTOR シグナル伝達経路が神経管の底板領域で不活性化され、

この不活性化によって底板細胞の増殖効率が抑制されていることを実証した。

まず、底板特異的に発現する転写因子 FoxA2 が mTOR シグナルの活性と細胞増

殖を抑制することを示した（図 17）。次に、FoxA2 によって mTOR シグナルの

抑制因子である RNF152 が発現誘導され（図 17）、これが mTOR 経路の別の構

成因子 RagA を不活性化（分解）することにより細胞増殖を抑制することを明ら

かにした。 
Shh は神経管内で濃度勾配を形成し、神経管のパターン形成を制御するだ

けでなく、細胞増殖や組織の成長も調節する（Dessaud et al., 2008; Kicheva et al., 
2014; Sasai et al., 2019）。その一方で、最も高濃度の Shh に暴露されるはずの底板

細胞では増殖効率が抑制されている（Kicheva et al., 2014）。このことから、Shh
の濃度勾配と細胞の増殖効率は必ずしも一致しないことが示唆され、細胞の増

殖効率には領域特異的なメカニズムが存在すると考えられた。本研究は、このメ

カニズムの一端を明らかにしたものである。 
本研究で同定した RNF152 は、RING フィンガーおよび膜貫通ドメインを

持ち、リソソームに局在する E3 ユビキチンリガーゼである（Deng et al., 2019; 
Zhang et al.,2010）。この遺伝子が単離された当初、RNF152 は細胞においてアポ

トーシスを誘導すると考えられていた（Zhang et al., 2010）。一方、その後の研究

により、RNF152 は低分子 GTP アーゼの１つである RagA をユビキチン化して

分解し、それによって mTOR シグナル伝達を負に調節することが明らかとなっ

た（Deng et al., 2015）。実際に、RNF152 ノックアウト細胞は mTOR シグナルの

過剰な活性化を示す（Deng et al., 2015）。さらに最近、ゼブラフィッシュを用い

た研究から、RNF152 が神経分化を促進する NeuroD の発現に必須であり、視神

経系、中脳、後脳の神経分化に不可欠な機能を持っていることが示唆された

（Kumar et al., 2017）。これらの知見は、RNF152 が胚発生を含む全ライフコース

を通して mTOR シグナルの調節に重要な役割を果たすことを示唆するが、一方

で RNF152 遺伝子ノックアウトマウスは生存可能であり、明らかな表現型が見

つかっておらず（Deng et al., 2015）、RNF152 の機能は別の遺伝子によって代償

されうると考えられている。本研究においても、RNF152 の発現阻害により底板

細胞の異所的な細胞分裂の出現は認められたものの（図 15）、その程度は高くな

く、RNF152 の機能を補完するメカニズムの存在が示唆される。 
マウスにおいて、RNF152 の機能を相補する遺伝子の候補として、たとえ
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ば Tsc1 / 2 が考えられる（Rennebeck et al., 1998; Kobayashi et al., 2001）。Tsc1 / 2
はいずれも mTOR の負の調節因子で、RNF152 と同様にマウス胎児では神経系

や腎臓に発現している。Tsc1 / 2 の遺伝子変異マウスは、いずれもヘテロの遺伝

型ですでに腎臓がんを生じる（Kobayashi et al., 2001）。また、Tsc1 ノックアウト

マウスは胎生 11 日前後に神経管が閉鎖せず、胚性致死となる（Rennebeck et al., 
1998）。したがって、同じ mTOR シグナルの抑制因子であっても遺伝子産物の活

性や抑制様式に違いがあり、それが表現型に反映されていると考えられる。 
また、mTOR の活性化因子である RagA については、遺伝子ノックアウト

マウスは胚発生期に形態異常や成長不全を引き起こし、胎生 10.5 日で胚性致死

となる（Efeyan et al., 2014）。このことから、RagA の不活性化には RNF152 以外

に他の因子も関与していることを示唆している。さらに、本研究において、

RNF152 の過剰発現によって p-p70S6K 陽性細胞（図 14A、A'）が明らかに減少

したが、pS6（図 14H、H'）は抑制されなかった。このことから、p-p70S6K や pS6
といった mTOR シグナルの下流因子（Biever et al al., 2015; Fishwick et al., 2010）
の制御機構が完全に一致していないことが示唆される。 

また、p-p70S6K と pS6 の細胞内局在は完全には一致しなかった。p-p70S6K
は主に神経管の背腹軸に沿って頂端面で検出されたが（図 4A-D）、pS6 は前駆細

胞とニューロン領域の間の遷移領域で発現する（図 5A-D）。また、mTOR シグナ

ルの上流制御因子としてリン酸化 AKT（phospho-AKT; pAKT）が知られている

が、その局在は神経管の背腹軸に沿って頂端面に局在するほか（図 18A-C）、交

連軸索でも観察された（図 18C）。これらの結果から、mTOR シグナルが神経管

の発生において複数の機能を持っていることが示唆される。つまり mTOR シグ

ナルは、細胞増殖（図 6、13、14）、分化（Fishwick et al., 2010）、神経管の形態形

成（Kobayashi et al., 2001; Torroba et al., 2018）および軸索ガイダンス（図 18）な

どの現象に関与しており、それぞれの機能において、異なる mTOR シグナルの

構成因子が関与すると示唆される。今後、それぞれの現象に応じた mTOR シグ

ナルの働きを個別に分析することが重要である。そのためにはたとえば、コンデ

ィショナルノックアウトマウスを用いて時期特異的または領域特異的に mTOR
シグナルを不活化し、その影響を解析することが必要である。 

 
Shh と mTOR のシグナル伝達経路の協調またはバランス 

図 17 は、底板における細胞増殖の調節の概略図である。まず、Shh の標的

である FoxA2 は、RNF152 を含む下流の標的遺伝子の発現を誘導する。次に、

RNF152 の発現により、mTOR シグナル伝達経路が不活性化され（図 13、14）、
それにより細胞増殖が負に制御される。このことから、Shh と mTOR が関与す

る 2 つのシグナル伝達経路を結び付ける機構が存在することが示唆された。底
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板は Shh シグナルを分泌して神経管のパターンや増殖を制御する、いわゆる「オ

ーガナイザー領域」であるほか、神経管の形状や神経細胞のガイダンスにも関与

する領域であるため、細胞数が厳密に制御されている必要があり、RNF152 の発

現を介して Shh シグナルと mTOR が互いにバランスを保ちながら細胞数の制御

を行っていると考えられる。 
一方、mTOR 経路の上流因子はまだ明らかではない（図 17）。これまでの

研究から、mTOR の上流活性化因子としてインスリン様成長因子（IGF; IGF1 / 2）
が知られている（Laplante and Sabatini., 2012）。実際に、IGF2 および IGF1 受容体

（IGF1R）は体節および神経管の背側で発現している（Fishwick et al., 2010）。一

方、pS6 は初期神経管の背側の体節（図 5A）で発現し、発生が進むにつれて皮

筋節での発現が見られる（図 5B）。この体節および皮筋節の pS6 陽性領域は、活

性化 mTOR の領域分布と一致している（Nie et al., 2018）。さらに、IGF1R ノック

アウトマウスでは、脳の発達中に細胞増殖が抑制される（Hu et al., 2012）。した

がって mTOR の上流制御系は、適切なタイミングと場所に局在している。今後

の解析により、IGF と mTOR シグナル伝達経路の相関関係が明らかになると期

待される。 
 

底板領域以外の神経管における mTOR シグナルの役割 
本研究では底板領域の mTOR シグナルに着目したが、底板領域以外の神経

管の前駆領域において、mTOR シグナルや細胞増殖は実際にどのような因子に

よって直接制御されるのだろうか。Shh の下流では CyclinD1 や Nmyc（Oliver et 
al., 2003; Kenney et al., 2003）の発現が誘導され、これが細胞周期を進行させるこ

とにより細胞増殖が亢進することが、小脳の神経前駆細胞を用いた研究から明

らかになっている。一方、CyclinD1 の発現（Averous et al., 2008）や Nmyc の安

定化（Vaughan et al., 2016）に mTOR シグナルを必要とする報告が存在する。し

たがって、底板領域以外の神経前駆領域では、これら細胞周期を制御する因子が

Shh と mTOR によって調節され、働くと考えられる。 
神経管の背腹軸に沿った mTOR 陽性領域の分布は、pS6 の局在化（図 5A-

D）で示されるように完全に均一ではなく、mTOR シグナルが背腹軸に沿ったパ

ターン形成因子によって何らかの形で調節されていることが示唆される。Wnt、
BMP、および Shh は背腹軸に沿ったパターン形成に不可欠であるため、これら

の因子のいずれかと mTOR シグナルとの相互依存性の存在が予想される。例え

ば、前述の IGF1R については、IGFR1 ノックアウトマウスで Wnt シグナル伝達

経路が不活性化されている（Hu et al., 2012）。また、神経前駆細胞において、mTOR
シグナルがブロックされると Shh のターゲット遺伝子である Ptch や Gli1 の発現

が抑制されるため、Shh シグナル伝達は mTOR を必要としている例も報告され
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ている（Riobo et al., 2006）。さらに、Shh と IGF シグナルは互いに協調して脳内

の細胞増殖（Rao et al., 2004）および骨芽細胞分化（Shi et al., 2015）を促進する。

したがって、神経管のパターン形成と mTOR シグナルの関係、さらに各ニュー

ロン領域の細胞数の決定のメカニズムを解明するには、神経管特異的に mTOR
をノックアウトマウスしたマウスを使うなど、さらに詳細な解析が必要である。 

（ここにあった「非対称分裂」の項目は削除：したがって図 19 以降は図番

号を変更してあります） 
 
マウス ES 細胞を用いた in vitro の神経分化システムの確立と利用 

前述したように、mTOR シグナルに関連する因子は多数存在し、それらが

互いに異なる機能を発揮することにより、細胞増殖や分化が進行するものと思

われる。各遺伝子の機能を解析する上において、コンディショナルを含めたノッ

クアウトマウスはその解析の手段としては有効であるが、すべての mTOR 関連

遺伝子について遺伝子変異マウスを作製して解析することは現実的ではない。

一方、ES 細胞から特定の神経細胞を作製する分化システムを利用し、関連遺伝

子の発現や機能を解析・評価できれば、各遺伝子の発現・機能解析を細胞レベル

で比較的容易に行うことができる 
私はここまでに議論した RNF152 の機能解析と並行して、マウス ES 細胞

の特定の神経細胞への分化システムの確立と、パターン形成に関与することが

示唆されている GPR17 遺伝子の機能解析を行った（Yatsuzuka et al., 2019）。 
まず、ES 細胞株の１つである Sox1-GFP 細胞（Sox1 遺伝子の発現が GFP

遺伝子の発現によりリアルタイムに観察できる細胞）を用いて、レチノイン酸

（RA）と SAG（Shh シグナルのアゴニスト）の濃度を最適化して、腹側神経前

駆細胞である運動神経前駆細胞（pMN）、p3 介在神経前駆細胞（p3）および底板

領域（FP）に分化させた（図 19A）。先行研究（Kutejova et al., 2016）では、主に

ES 細胞の株は、フィーダー細胞を要するタイプが使用され、分化には Shh のリ

コンビナントタンパク質が使用されていたが、本研究では、Sox1-GFP（フィー

ダーフリー細胞：細胞の維持にフィーダー細胞を必要としない細胞）を用い、な

おかつ安定的な化学物質である SAG で Shh の活性が代用できるかを併せて試行

した。 
その結果実際に、(i)のプロトコールにより Olig2 陽性細胞が 60%以上出現

し、Nkx2.2 陽性細胞が 10%程度であった（図 20B、E、H、K）一方、(ii) のプロ

トコールでは Nkx2.2 陽性細胞が 80%以上出現して Olig2 陽性細胞が 15%程度と

なり（図 19B、C）、pMN または p3 の各前駆細胞を高効率に産出する最適なプロ

トコールが確立できた。 
次に、このようにして分化した細胞を利用して、神経のパターン形成に関
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与することが示唆された GPR17 遺伝子（Yatsuzuka et al., 2019）の発現を、各神

経サブタイプで RT-qPCR により評価した。その結果、分化開始後 5 日目（胚性

で 9-10 日に相当）において、GPR17 の発現量は pMN および p3 細胞で高く、底

板細胞で低いことが明らかになった（図 19E）。この発現パターンは、in vivo に

おける GPR17 の発現パターン（pMN ならびに p3 領域で発現量が高く、底板領

域で低い：Yatsuzuka et al., 2019）と一致していた（図 19F）。 
さて、GPR17 は Shh シグナルの下流で発現が誘導されるが、GPR17 自体は

Shh シグナルの負の調節因子で、Shh シグナルを抑制する役割を持つことが、ニ

ワトリ胚を用いた研究から示唆されている（Yatsuzuka et al., 2019）。そこで、こ

の役割がマウスの神経前駆細胞でも保存されているかを調べるために、GPR17
をターゲットとする si-RNA を用いた発現阻害実験を行った。 

本実験では、2 つの異なる si-RNA（si-GPR17-1 および si-GPR17-2）をそれ

ぞれ ES 細胞に導入し、(i) のプロトコールによって pMN 細胞に分化させ、分化

開始 5 日後に GPR17 発現のノックダウン効率を RT-qPCR によって検証した（3
回の実験;図 20A）。次に、本来 pMN に分化する条件（(i) のプロトコール）で ES
細胞を分化させ、抗体染色により Olig2（pMN）、Nkx2.2 の発現を解析した。そ

の結果、si-GPR17-1、si-GPR17-2 を導入したそれぞれの細胞で、Nkx2.2 陽性細胞

の比率がコントロールに比べて上昇し、Olig2 陽性細胞数が低下することが明ら

かになった（図 20B、C、D、K）。したがって、si-GPR17 を導入した細胞は、Shh
シグナルに対して高い感受性を持ち、より高レベルの Shh シグナルが必要な p3
（図 20C、D、F、G、I、J、K）細胞へと分化する傾向があることが示唆された

（Kutejova et al., 2016）。 
さらに、分化した細胞を回収し、RT-qPCR でも同様のことが見られるか検

証した。その結果、si-GPR17 を処理した細胞では、Nkx2.2 の発現が si-control を
導入した細胞よりも高く、抗体染色で得られた結果と一致していた（図 20L）。
さらに、Shh シグナルの標的遺伝子である Ptch1 の発現は、コントロールよりも

si-GPR17 導入細胞で高かった（図 21L）。したがって、ヘッジホッグシグナルが

si-GPR17 の導入により増強されている（つまり GPR17 自体はヘッジホッグシグ

ナルの負の調節因子である）ことを示唆された。 
これらの結果は、ニワトリ胚で行われた GPR17 の機能解析の結果とおおむ

ね一致しており、GPR17 の機能が種間で保存されていることを示しているほか、

神経分化に関与する遺伝子解析や、細胞生物学的解析に ES 細胞が有効な手段と

して用いることができることを示している。 
 

以上のように、マウス ES 細胞の神経分化のシステムを用いることにより、

分化が進行する過程に発現する遺伝子の機能解析が効率的に行えることが明ら
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かになった。さらに現在、CRISPR/Cas9 を用いた遺伝子欠損 ES 細胞の作製が可

能になったため、この方法を用いて効率的に遺伝子を破壊し、機能喪失実験を行

うことが可能である。したがって今後、ES 細胞の神経分化とマウス個体を並行

して用いた解析を行うことにより、細胞レベル、個体レベルでの遺伝子の機能解

析が可能になり、神経発生における細胞レベルでの増殖・分化の解析、遺伝子の

徹底した解析ができると考えている。  
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図 1. モルフォゲンなどの細胞外因子による運命決定と細胞の増殖や分化の共役
により、器官内の様々な細胞が一定の量比を持って存在する。  



 
 

 

 
 
 

（図 2）の説明は次ページに記した。  

12 14 18 24

100

200

300

400

500

0

細
胞
数

Pax7 (pdI)  Olig2 (pMN) FoxA2 (FP) DAPI

stage 12
（2 ⽇）

stage 14
（2 .5⽇）

stage 18
（3⽇）

stage 24
（4⽇）

Pax7

Olig2

FoxA2

stage
12 14 18 24

2

0

4

6

8

細
胞
数
の
⽐
率 Pax7Olig2

FoxA2

B C

D



 

図 2. 神経管の背腹軸における、パターン形成と増殖・分化の関係。各領域の前
駆細胞は異なる増殖効率を持ち、底板領域細胞はほとんど増殖しない。 
（A）神経管の背腹軸には、神経管の内側（頂端面（アピカル側に近い方））に前
駆領域（p0、p1、p2、p3の介在神経前駆領域と、pMNとラベルした運動神経前
駆領域）が存在し、これらの細胞運命はモルフォゲンである Shh の濃度勾配に
依存して決定される。また、これらの前駆細胞は活発に増殖しながら分化（神経

化）して神経管の外側領域へと移動していく。一方、最腹部には底板領域が存在

し、この細胞増殖は極めて低い。 
（B）前駆細胞ごとに増殖効率が異なることの実験的な証明。ニワトリの 2日胚
から 4日胚まで、異なる発生ステージ（HH stage 12、14、18、24）の前肢部の神
経管断面を作成し、背側（ホメオボックス型転写因子 Pax7）、運動神経前駆領域
（pMN; mHLH型転写因子Olig2）、底板領域（フォークヘッド型転写因子FoxA2）
の各抗体で傾向抗体染色を行った。 
（C）（B）の写真について、各ステージにおける陽性細胞数をカウントし、その
細胞数の変化を表に示した。 
（D）（C）のグラフについて、ステージ 12を 1とした時の細胞数の比率を算出
し、グラフに示した。  



 
 

 
図 3. 底板領域の細胞は、他の領域の神経前駆細胞とは異なり増殖しない。（A-
C'）HH stage 11(A、A')、16 (B、B ')および 22(C、C')の神経管切片における pHH3
および FoxA2の発現。増殖細胞である pHH3陽性細胞は、FoxA2が発現してい
る底板（A '、B'、C '）では検出されなかった。スケールバー = 50μm。（D）底板
および神経管の他の領域の頂端面の細胞数に対する pHH3 陽性細胞数の比率の
定量データ。  



 
 
 
 

 
 
 

図 4. mTORシグナル経路の下流因子である p-p70S6Kは底板では活性化しない。
（A-L）p-p70S6K(A-L)、pHH3(E-H)および FoxA2(I-L)の活性化を、HHステージ
11（A、E、I）、16（B、F、J）および 22（C、G、K）のニワトリおよび e11.5（D、
H、L）マウス神経管切片をそれぞれ用いて観察した。（I）、（J）、（K）、および（L）
は、それぞれ（E）、（F）、（G）、および（H）の長方形で囲まれた領域に対応して
いる。スケールバー = 50μm。  
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図 5. mTOR シグナル経路の下流因子である pS6 は底板では活性化しない。（A-
P）pS6 陽性細胞（白; A-D およびマゼンタ；I-P）を Nkx2.2（マゼンタ；E-H、
緑；I-L）および FoxA2（緑；E-H、M-P）の細胞で解析した。（E、I、M）、（F、
J、N）、（G、K、O）および（H、L、P）は、（A）、（B）、（C）および（P）の長方
形で囲まれた領域にそれぞれ対応する。(A-D)の白い矢印; 底板領域、（A）の輪
郭の矢印；背側体節、(B)の黄色の矢印；デルモミオトーム。スケールバー = 50μm。  
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（図 6）の説明は次ページに記した。  

FoxA2control FoxA2 + CA-mTOR

G
F

P
 p

S
6
 (

4
8
h

)

G G’ H H’ I I’

B B’

G
F

P
 p

H
H

3
 (

4
8
h

)

A’A C C’

G
F

P
 p

-p
7
0
S

6
K

 (
4
8
h

) F F’EED D’ ’

electroporation of the pCIG-based plasmids

d
e
te

c
ti

o
n

 b
y
 I
F

F
-s

p
o

n
d

in
 (

4
8
h

)

LJ K

0

10

20

30

40

50

60

G
FP

Fo
xA

2

Fo
xA

2
+C

A
-m

TO
R

pH
H

3+
G

FP
/G

FP
 o

n 
th

e 
ap

ic
al

 s
ur

fa
ce

M (%)

****

***

d
e
te

c
ti

o
n

 b
y
 I
S

H

control FoxA2
FoxA2 

+ CA-mTOR

FoxA2 + CA-mTORFoxA2 

G
F

P

 p
H

H
3
 (

4
8
h

)

G
F

P

 p
-p

7
0
S

6
K

 (
4
8
h

)

C2B2B1

E2

C1

E1 F1 F2



図 6. FoxA2は mTORシグナルをブロックすることにより、細胞増殖を負に制御
する。コントロール GFP（A、A '、D、D'、G、G '、J）、FoxA2（B、B'、E、E '、
H、H'、K）または FoxA2と CA-mTOR（C、C'、F、F'、I、I'、L）を HH stage 12
胚の神経管の片側にエレクトロポレーションし、48 時間にて、表現型を pHH3
（A-C'）を用いた免疫蛍光法により解析した。p-p70S6K（D-F'）、pS6（G-I'）お
よび GFP（A'、B'、C'、D'、E'、F'、G'、H'、I'、J'、K'、L'）抗体をそれぞれ使用
した。GFP発現を伴う pHH3（C、C'）、p-70S6K（F、F'）または pS6（I、I'）の
二重染色細胞は白矢印で、また GFP陽性細胞のうち pHH3-（B、B'）、p-p70S6K-
（E、E'）および pS6-（H、H'）陰性は、白抜き矢印で示した。（B1-C2、E1-F2）（B-
C'、E-F'）の矢印の部分を拡大した写真を示した。（J-L）FoxA2による底板の細
胞運命決定は、CA-mTORによって変更されない。F-spondinの発現領域は、in situ
ハイブリダイゼーションにより解析した。FoxA2 によって異所的に誘導された
F-spondinの発現は、黒矢印（K、L）で示した。（J）、（K）、（L）の解析は、それ
ぞれ（G）、（H）、（I）の隣接する切片で行った。スケールバー =  50 μm。（M）
（A-C’）の定量データ。  



 
 

 
 

図 7. CA-mTORの過剰発現により、pS6、p-p70S6Kおよび pHH3の陽性細胞数が
増加する。（A-C'）pCIG-CA-mTORを HH stage 12胚の神経管の片側にエレクト
ロポレーションし、48時間で表現型を pHH3（A、A'）を用いた免疫蛍光法によ
り分析した。p-p70S6K（B、B'）、pS6（C、C'）および GFP（A'、B'、C'）抗体。
各マーカーと GFPの二重陽性細胞は、白い矢印で示されている。スケールバー 
= 50 μm。（D）（A、A’）の定量データ。  
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図 8. FoxA2陽性細胞数の決定にはプログラム細胞死は関与しない。コントロー
ル GFP（A、A'、D、D'）、FoxA2（B、B'、E、E'）、FoxA2 と CA-mTOR(C、C'、
F、F')または PtchD（G、G'）を HH stage 12の神経管の片側に強制発現し、48時
間後（A-C'）または 24時間後（D- G'）に解析した。TUNEL陽性細胞は、白（A、
B、C、D、E、F、G）またはマゼンタ(A'、B'、C'、D'、E '、F'、G')で表した。強
制発現した細胞を緑色（GFP：A'、B'、C'、D'、E'、F'、G')で示してある。（A-C’）
の（A）と（D-G’）の（D）のスケールバー = 50 μm。  
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図 9. FoxA2および CA-mTORを強制発現した神経管において、FoxA2が発現す
る細胞（GFP陽性）は底板領域になり、それ以外の大部分は p3領域（Nkx2.2陽
性）となる。図 6 と同様の方法によりエレクトロポレーションされた神経管に
おいて、Nkx2.2（A、A'、B、B'、C、C'、G、H、I）、FoxA2（D、D'、E、E'、F、
F'、G、H、I）および GFP（A'、B'、C'、D'、E'、F'）抗体を用いて抗体染色を行
った。スケールバー = 50 μm。  
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図 10. RNF152は高濃度の Shhによって発現誘導される。mTORシグナルに関連
する遺伝子を RT-qPCRにより発現解析した。ニワトリ神経組織片をコントロー
ルの培地、または Shh-Lまたは Shh-Hの存在下で 48時間処理し、各遺伝子の発
現量を解析した。  
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図 11. RNF152は FoxA2の標的遺伝子であり、発現には FoxA2を必要とする。
（A）pCIG（コントロール；灰色）または pCIG-FoxA2（黒色）をエレクトロポ
レーションした組織片を 24 時間または 48 時間培養し、RNF152 の発現を RT-
qPCRを用いて解析した。（B）pCIG（コントロール；レーン 1,2）または pCIG-
DN-FoxA2（レーン 3）をエレクトロポレーションした神経組織片をコントロー
ル培地（レーン 1）または Shh-H含有培地（レーン 2,3）で 48時間処理し、RNF152
の発現を RT-qPCRにより解析した。  
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図 12. RNF152は底板で発現する。（A-C）HH stage 11（A）、16（B）および 22（C）
の神経管において RNF152 の発現を in situ ハイブリダイゼーションにより解析
した。底板領域における発現を矢印（B、C）で示した。スケールバー = 50 μm。  
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図 13. RNF152は、mTORシグナル伝達経路をブロックすることにより細胞増殖
を負に制御する。（A-E’）細胞増殖は RagAの活性により制御されている。pCIG-
DN-RagA（A、A '、D、D'）または pCIG-CA-RagA（B、B'、E、E'）を HH stage 
12でエレクトロポレーションし、48時間で pHH3（A-B')、FoxA2（D-E'）および
GFP（A'、B'、D'、E'）抗体で解析した。（C）（A-B’）の定量データ。頂端面の GFP
陽性細胞に対する pHH3/GFP 二重陽性細胞の割合を示した。コントロール GFP
エレクトロポレーションの定量データは、図 6A のデータを用いた。（A-B’）の
（A）および（D-E’）の（D）のスケールバー = 50 μm  
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図 14. RNF152は底板領域の細胞の細胞運命を変えることなく、mTORシグナル
伝達および細胞増殖を負に調節する。pCIG-RNF152を単独（A、A'、C、C'、F、
F'、H、H'）または RNF152と CA-Rag（B、B'、D、D'、G、G'、I、I'）を、HH stage 
12 でエレクトロポレーションし、48 時間で p-p70S6K（A-B'）、pHH3（C-D'）、
FoxA2（K-G'）、pS6（H-I'）および GFP（F'、G'、H'、I'、K'、L'、M'、N'）の発現
を解析した。（E）の（C-D’）の定量データ。コントロール GFPエレクトロポレ
ーションの定量データは、図 6Aのデータを用いた。（A-D’、H-I’）の（A）と（F-
G’）の（F）のスケールバー = 50 μm 
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（図 15）の説明は次ページに記した。  



 

図 15. RNF152の発現を機能喪失すると、底板領域における異常な pS6の発現誘
導と細胞分裂が起こる。（A-D”）si-RNAによる RNF152のノックダウンは、異所
的な mTOR活性化と pHH3の発現を引き起こした。si-control（A、A'、C、C'、
C”）または si-RNF152（B、B'、D、D'、D”）を HH stage 10で底板領域に対する
エレクトロポレーションを行い、48時間で pS6（A-B'）、pHH3（C-D”）、FoxA2
（C”、D”）および GFP（A'、B'、C'、D'）抗体を用いて解析した。影響を受けた
領域を矢印で示した。スケールバー = 50μm。（E）（C、C’、D、D’）の定量デー
タ。FoxA2/GFP二重陽性細胞（FoxA2+）および FoxA2陰性（FoxA2-）の頂端面
における GFP陽性細胞の中の pHH3陽性細胞を測定した。白抜きの三角形はゼ
ロ(0)を示す。  



 
図 16. 底板領域における mTORシグナルの活性化は異常な細胞分裂を引き起こ
す。コントロールのプラスミド（pCIG；A、A'、D、D'、D”）、CA-mTOR（B、
B'、E、E'、E”）、または CA-RagA（C、C'、F、F'、F''）を HH stage 10で底板領
域に対してエレクトロポレーションを行い、48時間で pS6(A-C'）、pHH3(D-F'')、
FoxA2(D''、E''、F'')および GFP（A'、B'、C '、D'、E'、F'）抗体を用いて解析した。
影響を受けた領域を矢印で示した。スケールバー = 50 μm。（G）（D、D’、E、E’、
F、F’）の定量データ。FoxA2/GFP 二重陽性細胞（FoxA2+）および FoxA2 陰性
（FoxA2-）/頂端面における GFP陽性細胞の中の pHH3陽性細胞を測定した。白
抜きの三角形はゼロ(0)を示す。  



 
 
 

 

 
 
 

図 17. 本研究で明らかにしたシグナル経路図。Shh、FoxA2および RNF152で構
成される調節ループは、底板細胞の増殖を制御する。底板マーカー転写因子

FoxA2の発現は Shhによって誘導されるが、さらに RNF152は FoxA2の標的遺
伝子である。RNF152 は mTOR シグナル伝達を負に制御することにより、細胞
増殖をブロックする。 
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図 18. pAKT は、ニワトリ胚神経管の HHステージ 11(A)、16(B)および 22(C)の
頂端面および交連ニューロンの軸索に局在している。頂端面、交連軸索および背

側の介在神経における発現はそれぞれ白い矢印、白い矢印、および緑色の矢印で

示されている。スケールバー = 50 μm。  
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図 19. マウス ES細胞から特定の神経細胞への分化条件の確立。（A）pMN、p3、
FPに分化させるプロトコール。（B-D）(ii) の条件で p3領域（Nkx2.2陽性領域）
が分化したことを確認した。(i) の条件では、pMN領域（Olig2陽性領域）が分
化する（次の図 20B、E、H）ため、(i) と (ii) の条件で陽性細胞がよく分離でき
ていることを示している。（E）GPR17の発現領域をRT-qPCRによって確認した。
GPR17 は腹側神経領域（ただし底板領域を除く）ことが示唆されている
（Yatsuzuka et al., 2019）ため、そのことが本実験によって確認できた。（F）抗体
染色により、マウス 10.5日胚において実際に GPR17が腹側前駆領域に発現する
ことを確認した。  



 

 

 

図 20. GPR17はマウス ES細胞からの神経分化方向の決定に必要である。（A）2
種類の si-Gpr17 が Gpr17 の発現を抑制することを RT-qPCR によって確認した。
いずれの siRNAも (i) の条件で運動神経前駆細胞に分化させた時に、分化 5日
目で発現量を 20%以下まで抑制することができる。（B-J）Gpr17を標的とする si-
RNAの効果。si-control（B、E、H）、si-Gpr17-1（C、F、I）または si-Gpr17-2（D、
G、J）をトランスフェクションし、Olig2（B-D）および Nkx2.2（E-G）に対する
抗体で解析した(H-JはMerge）。（K）DAPI陽性細胞に対する Olig2および Nkx2.2
発現細胞の定量。（L）Nkx2.2および Ptch1の発現レベルを RT-qPCRで解析した。
スケールバー = 50 μm。  



 
 
 
 

 
 
 
 

（補足表１）定量 PCRに用いたプライマー配列 
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