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総序 

 

脳・神経系には多様な神経細胞が存在している。個々の神経細胞はそれぞれ特

徴的な性質を備えており、脳の高次神経機能を担っている。脳・神経系を理解す

るためには、脳を構成する神経回路の全体像を明らかにするとともに、神経回路

を構成する神経細胞の個々の機能やその発生、分化メカニズムを解明すること

が重要である。そのため、各神経細胞の性質がどのような分子機構で決定される

のかを解明することは神経科学、発生生物学にとって根源的な研究課題である。

しかしながら、ヒトやマウスなど脊椎動物の脳・神経系は膨大な数の神経細胞か

ら構成されており、神経回路全体を一つ一つの細胞レベルで解明することは困

難である。私は脊椎動物の複雑な神経系を理解するためには、シンプルであるが、

脊椎動物の神経系の基本設計を持つホヤの幼生の神経系が優れたモデルになる

と考え、研究を行ってきた。 

ホヤは脊索動物門に属し、脊椎動物に最も近縁な無脊椎動物であり（図 1 お

よび図 2）、古くから発生学や進化生物学の研究対象として用いられてきた

(Satoh 2014)。また、胚発生過程が早く進行し、約 18 時間後に幼生となる（図

3）。胚への遺伝子導入が簡単であることから、遺伝子発現調節機構の研究にも

用いられてきた(Kusakabe 2005)。 

ホヤの幼生は体幹部と尾部からなるオタマジャクシ型の形態をしている。体

幹部の前方の背側には眼点、平衡器などの感覚器を含む中枢神経系が、頭部の腹

側には成体の消化管を作る内胚葉が、頭部の後方の腹側には間充織が存在して

いる。尾部の背側には神経索が通り、その腹側には脊索動物の特徴である脊索が、

尾部の左右には筋肉が存在している。そして、幼生全体は一層の表皮細胞が取り

囲んでいる（図 4）。このようなホヤのオタマジャクシ型幼生は脊椎動物のボデ

ィブランの最も基本的な形態を示している(Satoh 2014)。 

ホヤ幼生の中枢神経系は、背側に位置する神経管から派生するなど、脊椎動物

の脳神経系の基本構造を備えているにもかかわらず、わずか 350 個程度、神経

細胞に限定すれば 177 個と非常に少数の細胞から構成されている（図 5）(Horie 

et al. 2009; Sasakura et al. 2012; Ryan et al. 2016)。このようにシンプルなホヤ

の幼生の中枢神経系は複雑な脊椎動物の脳神経系を理解するうえで良いモデル
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となると考えられる。ホヤ幼生の中枢神経系は大きく分けて 4 つの部分に分け

ることができ、前方部から付着突起、脳胞、運動神経節、神経索に分かれる（図

5）(Horie et al. 2009)。付着突起は感覚受容と機械刺激受容の機能を有している

ことが示唆されている(Torrence and Cloney 1983)。幼生は付着突起により岩な

どに固着した後に変態をし、成体となるが、この際に付着突起で固着刺激を感じ

変態が誘導されると考えられている。最近、マーカー遺伝子の発現を指標にして、

付着突起を構成する細胞の詳細な記載が行われ、付着突起は Axial Columnar 

cells（我々は Palp Sensory Neurons, PSCs と名付けている。詳しくは本学位論

文第一部参照）、Lateral Primary Sensory Neurons、Collocytes の 3 種類の細

胞から構成されていることが報告された (Zeng et al. 2019)。脳胞には眼点、平

衡器という 2 つの黒色色素を有した感覚器を含んでおり、眼点は光受容に、平

衡器は重力感知に関連することが報告されている(Tsuda et al. 2003; Sakurai et 

al. 2004)。脳胞の腹側にはグループ III 光受容細胞と名付けられた眼点外光受容

細胞とコロネット細胞と名付けられた感覚神経細胞が存在している(Horie et al. 

2010; Ryan et al. 2016)。 

コロネット細胞にはドーパミンの生合成、分泌に関わる分子が発現しており、

ドーパミン神経細胞であることが報告されている(Moret et al. 2005a; Razy-

Krajka et al. 2012)。運動神経節には 5 対 10 個のコリン作動性神経が存在して

おり、そのうち 2 対の細胞は尾部の筋肉を神経支配している運動神経であり、

遊泳運動を制御していると考えられている(Horie et al. 2010; Stolfi and Levine 

2011; Ryan et al. 2016, 2017)。その他の 3 つの細胞も介在神経として遊泳運動

を制御していると予想されている(Ryan et al. 2016, 2017)。神経索は尾部に存

在しており、背腹左右 4 個のグリア細胞の１種である上衣細胞から構成されて

いる。左右の上衣細胞に沿って、運動神経節から伸びた 2 本の軸索が走行して

いる (Ryan et al. 2016)。   

ホヤには中枢神経系とは別に末梢神経系として表皮感覚神経細胞が存在して

いる (Takamura 1998; Imai and Meinertzhagen 2007; Horie et al. 2008a; 

Ryan and Meinertzhagen 2019)。表皮感覚神経細胞には、付着突起に存在する

Palp Sensory Cells (PSCs)、頭部の表皮前方に存在する Rostral Trunk 

Epidermal Neurons (RTENs)、体幹部の神経管の最も前方部に位置する入水口



5 

 

原基の近傍に存在する anterior Apical Trunk Epidermal Neurons (aATENs)、

体幹部の後方の表皮に存在する posterior Apical Trunk Epidermal Neurons 

(pATENs）、尾部の背側と腹側に存在する Caudal Epidermal Sensory Neurons 

(CESNs)、尾部の中央に位置する Bipolar Tail Neurons (BTNs)の少なくとも 6

種類の表皮感覚神経細胞が存在することが報告されている(Takamura 1998; 

Imai and Meinertzhagen 2007; Horie et al. 2008a; Ryan and Meinertzhagen 

2019)。このうち、PSC, aATEN, pATEN, BTN は神経板境界領域から発生し、

PSC と aATEN は脊椎動物のプラコードとの相同性が、BTNs は神経堤細胞と

の相同性が指摘されている(Wagner and Levine 2012; Wagner et al. 2014; 

Abitua et al. 2015; Stolfi et al. 2015)。 

ホヤの神経系に関する研究は、電子顕微鏡によるコネクトーム解析(Ryan et 

al. 2016, 2017; Ryan and Meinertzhagen 2019)や神経伝達物質を指標にして、

個々の神経細胞の種類を、機能をもとに分類する研究などが行われてきた(Horie 

et al. 2008a, 2009, 2010)。最近、Ca2+蛍光指示タンパク質を用いた Ca2+イメー

ジングや光遺伝学などの手法を利用することにより、個々の神経細胞の機能に

関する研究は進んできたが(Hozumi et al. 2015)、神経細胞の分化機構に関する

研究は一部の細胞を除きほとんど進んでいなかった。これは個々の神経細胞で

発現する転写因子やシグナル分子の情報が不足しているためであると考えられ

る。私は個々の神経細胞の遺伝子情報を得るため、単一細胞トランスクリプトー

ムを行い、従来の発生生物学的な手法と組み合わせた研究を行った。 

単一細胞トランスクリプトームとは、個体もしくは組織の細胞をバラバラに

解離し、それら一個一個の細胞に対して、すべての遺伝子転写産物の配列を網羅

的に解析（トランスクリプトーム解析）するという手法である(Satija et al. 2015; 

Tanay and Regev 2017)。動物の個体は様々な組織、細胞から構成されている。

それぞれの細胞種の違いは、発現している遺伝子の違いを反映している。そのた

め、各細胞の遺伝子発現を 1 細胞レベルで解明することが出来れば、個々の細

胞の機能や発生、分化機構に関して飛躍的に理解が深まると期待される。ホヤ幼

生の全身を構成する細胞の数は約 2600 個（中枢神経系が約 350 個、脊索細胞が

40 個、筋肉細胞が 38 個、表皮細胞が 800 個、間充織細胞が約 900 個、内胚葉

細胞が 550 個）と非常に少数である (Satoh 2014)。このように個体を構成する
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細胞数が少数であり、さらに過去の発生生物学的な知見が積み重なっているホ

ヤは、個々の細胞の遺伝子発現を全遺伝子レベルで解析し、発生現象を 1 細胞

レベルで理解するために最適なモデル生物である考えられる。 

本研究では、脳神経系の発生・分化機構の 1 細胞レベルでの理解を目指して、

単一細胞トランスクリプトームを用いて、ホヤの幼生に存在する表皮感覚神経

細胞とドーパミン神経細胞/コロネット細胞の分化メカニズムの解析を行った。

また、これらの神経細胞の発生、分化機構をもとに、これらの神経細胞の進化的

な起源に関する考察を行った。表皮感覚神経細胞は幼生の表皮に存在する末梢

神経細胞で、付着刺激や接触刺激を受容すると考えられている。ドーパミン神経

細胞/コロネット細胞は形態学的な特徴から脊椎動物の機械刺激受容器との相

同性を指摘されている細胞である。 

 第一部では、「神経板境界領域から生じる感覚神経細胞の分化メカニズム

の解析」を行った。脳と感覚器を備えた頭部構造は脊椎動物に特徴的な構造で

あり、神経板境界領域から生じるプラコード、神経堤細胞から派生することが

知られている(Patthey et al. 2014; Schlosser et al. 2014; Schlosser 2015)。ホヤ

の幼生にもプラコード様の構造や神経堤細胞の祖先型を持つことが報告されて

いたが(Abitua et al. 2015; Stolfi et al. 2015)、それらがいつ、どのように獲得

されたのかは不明であった。単一細胞トランスクリプトームと発生生物学的な

実験を組み合わせた解析の結果、プラコード由来、神経堤細胞由来の感覚神経

細胞はお互いに運命転換が可能な良く似た性質を備えていることを明らかに

し、その結果をもとにプラコード・神経堤細胞が進化的な起源を共有するとい

う新たなモデルを提唱した。 

第二部では、「ドーパミン神経細胞分化を制御する遺伝子カクテルの同定」

を行った。ドーパミン神経細胞は情動行動の制御や運動機能の調節など様々な

役割を行うことが知られている。脊椎動物には数種類のドーパミン神経細胞が

存在しており、中脳、視床下部、嗅球などに分布している。特に中脳の黒質領

域のドーパミン神経細胞はパーキンソン病との関連が知られており、ドーパミ

ン神経細胞の分化機構の研究は医学的にも生物学的にも非常に重要である。一

方で、視床下部のドーパミン神経細胞の分化機構に関しては、不明な点が多く

残されていた。今回、ホヤにおいて、ドーパミン細胞の分化メカニズムについ
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て、単一細胞トランスクリプトーム解析のデータをもとに研究を行った。その

結果、ホヤのドーパミン神経細胞の分化にはPtf1aとMeis という２つの転写因

子が必須の役割をしていることを明らかにした。また、ホヤのドーパミン神経

細胞にはホルモン・神経ペプチドの関連遺伝子が多数発現しており、ホヤのド

ーパミン神経細胞は脊椎動物の視床下部のドーパミン神経細胞と類似している

ことを明らかにした。マウス視床下部のドーパミン神経細胞の分化にもPtf1aが

重要な役割をすることが報告され(Fujiyama et al. 2018)、視床下部における

Ptf1aによるドーパミン神経細胞の分化の制御機構は進化的に保存された分子機

構であることが示唆された。 
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序論 

 

 発達した脳および眼、鼻、耳などの感覚器を備えた頭部を持つことは、脊椎動

物の大きな特徴の一つである(Gee 2018)。頭部では、脳が頭蓋骨で保護されて

いる。頭部形成における重要なキーワードとして、プラコードと神経堤細胞があ

げられる(図 6) (Gans and Northcutt 1983; Baker and Bronner-Fraser 1997; 

Northcutt 2005; Schlosser 2008; Patthey et al. 2014)。プラコードからは眼、鼻、

耳などの感覚器が、神経堤細胞からは末梢神経系や頭蓋組織、色素細胞など様々

な細胞が生じることが知られている(図 6)(Schlosser 2015; Green et al. 2015)。

これら、プラコードと神経堤細胞は脊椎動物に特異的な組織と考えられており、

これらの組織が登場したことが、脊椎動物への進化の過程において重要なイベ

ントであると考えられている(Gans and Northcutt 1983; Northcutt 2005)。発生

過程の神経胚期において、神経板と表皮の前方の境界領域には頭部プラコード

が，神経板と表皮の側方の境界領域には神経堤細胞が形成される（図 7） 

(Schlosser et al. 2014; Schlosser 2015)。プラコードと神経堤細胞は、脊椎動物に

特有の組織であると考えられてきたが、最近、無脊椎動物ホヤにおいて、プラコ

ードと神経堤細胞の起源的な性質を備えた細胞が存在することが報告された

（図 8）(Manni et al. 2004; Abitua et al. 2012, 2015; Stolfi et al. 2015)。しかし

ながら、プラコードと神経堤細胞が進化の過程においてどのように獲得された

のか、例えばプラコードと神経堤細胞は進化の過程において別々に獲得された

のか、もしくは進化的な起源を共有しているのかなどは不明であった。 

今回、細胞系譜追跡実験、遺伝子機能阻害、単一細胞トランスクリプトーム解

析を組み合わせることで、ホヤのプラコードと神経堤細胞の分化メカニズムに

関する研究を行った。ホヤでは、神経板境界領域から 4 種類の表皮感覚神経細

胞 (Imai and Meinertzhagen 2007; Horie et al. 2008a, 2009)が分化することが

しられており、それぞれ前方から PSCs (Palp Sensory Cells)、aATEN (Anterior Apical 

Trunk Epidermal Neurons)、 pATENs (Posterior Apical Trunk Epidermal Neurons)、

BTNs (Bipolar Tail Neurons) と名前が付けられている（図 8）。PSCs は付着突起に

存在する感覚神経細胞で、先端がとがった円柱の特徴的な形態をしており

(Wagner and Levine 2012; Wagner et al. 2014; Zeng et al. 2019)、マーカー遺伝子と
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して-crystallin や Islet を発現している(Shimeld et al. 2005; Wagner et al. 2014)。

aATEN は神経管の最も前方部である入水口原基の近傍に位置し、マーカー遺伝

子として GnRH を発現する(Imai and Meinertzhagen 2007; Horie et al. 2008a; Abitua 

et al. 2015)。BTN は尾部の中央部に位置し、長い神経突起を前方と後方へと伸

ばしており、マーカー遺伝子として Acid Sensing Channel1b (Asic1b)を発現する

(Imai and Meinertzhagen 2007; Horie et al. 2008a; Coric et al. 2008; Wagner et al. 

2014; Li et al. 2017)。pATEN は頭部の後方に位置しているが、マーカー遺伝子が

単離されておらず、その詳細は不明である(Imai and Meinertzhagen 2007; Horie et 

al. 2008a)。  

PSC と aATEN は神経板境界領域の前方部から分化してくることが知られてお

り、プラコードとの相同性が報告されている(Wagner and Levine 2012; Wagner et 

al. 2014; Abitua et al. 2015)。特に aATEN は化学受容性細胞としての性質と、性

腺刺激ホルモン放出ホルモン（GnRH）を放出する神経内分泌性細胞としての性

質の両方を備えていることが報告されている(Abitua et al. 2015)。一方、最も後

方に位置する BTN は、マーカー遺伝子の発現や発生学的な起源から神経堤細胞

に由来する後根神経節 (dorsal root ganglia) と性質が似ていることが報告されて

いる(Stolfi et al. 2015)。しかしながら、各感覚神経細胞やその由来となる割球

で発現している遺伝子や、その発生プログラムはいまだ不明な点が多く残され

ていた。 

そこで、本研究では、プラコードもしくは神経堤細胞から派生する感覚神経細

胞において、細胞系譜の解析、単一細胞トランスクリプトームによる、各感覚神

経細胞およびその由来となる割球で特異的に発現している遺伝子の解析とその

機能解析を行った。その結果、プラコード領域では転写因子 Dmrt.a が、神経堤

細胞領域では Msxb がお互いに排他的に発現し、プラコードと神経堤細胞の区画

化を担っていることを明らかにした。さらにプラコード領域内ではFoxcとSix1/2

により区画化されていることを見出し、Foxc 発現領域からは PSC が Six1/2 発現

領域からは aATEN が分化することを明らかにした。これらの結果から、転写因

子によって区画化された領域から、異なる感覚神経が産み出されることを明ら

かにした。さらに、PSC 形成を制御する転写因子 Foxc を神経堤細胞領域に強制

発現させたところ、BTN が PSC へと運命転換した。この現象を単一細胞トラン
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スクリプトームで解析したところ、 PSC に完全に運命転換した細胞群と、PSC

と BTN の両方の遺伝子発現を持つ細胞群が確認された。つまり、プラコードと

神経堤細胞は、一つの遺伝子の発現を変化させるだけで、運命転換が可能な良く

似た性質を有していることが明らかとなった。以上の結果をもとに、プラコード

と神経堤細胞は共通の進化的起源を有しているという新たなモデルを提唱する。 
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方法 

 

カタユウレイボヤ成体の取得 

カタユウレイボヤ成体は M-REP 社（カリフォルニア）、およびナショナルバ

イオリソースプロジェクトカタユウレイボヤ（http://marinebio.nbrp.jp/）より

取得した。成体は循環型水槽に入れ、水温 18℃、恒明下で飼育した。数個体の

カタユウレイボヤ成体の輸卵管から未受精卵を、輸精管から精子を取り出し、実

験に使用した。 

  

カタユウレイボヤのコリオン（卵殻）除去 

チオグリコール酸ナトリウム (Sigma) 0.1g、プロテアーゼ (Streptomyces 

griseus 由来 Sigma) 0.01g を 10ml のガラスのスピッツ管に入れ、海水を約 5 

ml、2N HCl 300ul を加えた。未受精卵を加えて、10ml にメスアップした。約

5 分ピペッティングを行い、卵膜を除去した。実体顕微鏡下で卵膜除去を確認後、

手回し遠心機で遠心し、卵殻除去液をピペットで除き、2 回海水で洗った後、実

験に使用した。 

 

マイクロインジェクション 

カタユウレイボヤの未受精卵へのマイクロインジェクションは(Satou et al. 

2001)の方法に従って行った。アンチセンスモルフォリノオリゴ（MO）は Gene 

tools 社より購入した。本実験に使用した MO の配列を以下に示す。 

Dmrt.a MO (5’-CTGTTTGCTATAATTTCTGTAACTC-3′)  

Msxb MO (5’-ATTCGTTTACTGTCATTTTTAATTT-3′） 

Otx MO (5’-TACGACATGTTAGGAATTGAACCCG-3′)  

Msxb MO（5’-CATTGTCATTATAGAGAATCAAACC -3′） 

Control MO (5’-CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA-3′) 

MO は 1 mg/ml テトラメチルローダミン－デキストラン(D1817, Invitrogen)を

含む DEPC 水に溶解させた。インジェクション溶液の MO 濃度は 0.5mM、プラ

スミド DNA 濃度は 1–10 ng/μl である。すべての実験は最低でも 2 回以上、異な

る個体からの卵を用いて繰り返した。MO の特異性と効果を検証するため、MO

http://marinebio.nbrp.jp/
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の認識配列を付加した CFP コンストラクト (1 ng/μl) やレスキューコンストラ

クト (1 ng/μl)を同時にインジェクションした。 

 

プラスミドコンストラクトの作成 

Dmrt.a, Msxb, Six1/2, GnRH, CNGA, Foxc, Islet遺伝子それぞれのレポーターコ

ンストラクトは以前に報告されたエンハンサー配列を用いて作成した (Aniello 

et al. 1999; Russo et al. 2004; Roure et al. 2014; Wagner et al. 2014; Abitua et al. 

2015; Gainous et al. 2015; Wagner and Levine 2012)。Eya, Pax3/7のエンハンサー

領域は以下のプライマーを用いてPCRを行い単離した。 

Eyaエンハンサー領域に対するプライマーの配列 

Fw: 5'-ATGCCTGCAGACTCAATTACCGAATTAATT-3′ 

Rv: 5’-GATCGGATCCATATTTCCATCACGAACTTT-3′。 

Pax3/7 エンハンサー領域に対するプライマー 

Fw: 5’-ATGCCTGCAGGTATGACTGTGTAAATCTGC-3‘ 

Rv: 5’-GATCGGATCCGTTTGTTGGGTTGTGTTCAG-3′  

下線は制限酵素サイトを示す。得られたPCR産物を pSPeCFPベクターの

PstI/BamHIサイトに挿入し、エンハンサーの制御下でCFPを発現するレポータ

ーコンストラクトを作成した。 

pSPDmrt.a ΔMO target sequence CFP（図32）は、以下のプライマーを用いて

PCRを行い、PCR産物をpSPeCFPベクターのSphI/BamHIサイトに挿入し作成し

た。 

Fw: 5’-ATGCGCATGCTAGTAGGGTGGAGGAAGATG- 3‘ 

Rv: 5’-GATCGGATCCTTGGTTTAACACTCTAAAGC-3’ 

pSPDmrt.aコンストラクトを作成するため、以下のプライマーを用いてPCRを

行い、Dmrt.aのORF配列をpSPeCFPベクターのNotI/EcoRIサイトに挿入した。 

Fw: 5’-ATGCGCGGCCGCATGGCAACCGACAGAGGA-5’ 

Rv: 5’-GATCGAATTCCTACTTGTCACTTGAGCATG-3’ 

pSPDmrt.aΔMO target sequence Dmrt.aコンストラクト（図32）を作成するた

め、Dmrt.aΔMO target sequenceをpSPDmrt.aコンストラクトのSphI/BamHIサイト

に挿入した。 
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pSPMsxb MO target sequence CFP（図33）を作成するため、CFPにインバース

PCRを行い、Msxb MO target sequence(AAATTAAAAATGACAGTAAACGAAT)の

タグを付加した。Msxb>Msxb MOtareget sequence CFPを作成するため、Msxb エ

ンハンサー領域を、pSPMsxb MO target sequence CFPのXho/NotIサイトに挿入し

た。pSPMsxbコンストラクトを作成するため、MsxbのORF配列を以下のプライ

マーを用いてPCＲを行い、PCR産物をpSPeCFPベクターのNotI/EcoRI平滑化サ

イトに挿入した。 

Fw: 5’-ATGCGCGGCCGCATGACAGTAAACGAATCC- 3’ 

Rv: 5’-GCTTGATATCCTATCGACTCTCAGTTGGGT-3’ 

pSP Msxb mutantコンストラクト（図33）を作成するため、インバースPCRを用

いて、Msxb MO target 配列 (ATGACAGTAACGAAT) を

(ATGACGGTGAATGAGT)に置換した。PCR産物をNotI/EcoRVで処理し、

pSPeCFPのNotI/EcoRI平滑化サイトに挿入した。pSPMsxb Msxb mutを作成する

ため、Msxbエンハンサー領域をpSPMsxb mutのXhoI/NotIサイトに挿入した。 

Foxc MO target sequence CFP（図34）を作成するため、インバースPCRを行い、

CFPにFoxc MO target sequence (GGTTTGATTCTCTATAATGACAATG) のタグを

付加した。pSPFoxc>Foxc MO target sequence CFPを作成するため、Foxcエンハ

ンサー領域を、pSPFoxc MO target sequence CFPのXhoI/NotIサイトに挿入した。 

pSPFoxcコンストラクト作成のため、Foxc のORF配列を以下のプライマーを

用いてPCR行い、pSPCFPベクターのpSPeCFPのNotI/EcoRIサイトに挿入した。 

Fw: 5’-ATGCGCGGCCGCTATGACAATGCAAATCCG- 3’  

Rv: 5‘-GATCGAATTCTCAGTACTTAGTGTAATCGT-3’ 

pSPFoxc Foxcを作成するため、Foxcエンハンサー配列をpSPFoxcのXhoI/NotI

サイトに挿入した。 

 pSPDmrt.a>CFP、pSPSix1/2＞CFP, pSPFoxc>CFPを作成するため、CiDmrt.a, 

CiSix1/2, CiFoxcのエンハンサー領域を以下のプライマーで単離した。 

CiSix1/2 Fw: 5’-ATGCGCGGCCGCATGGCAGCCACCCTGGCG-3’ 

CiSix1/2 Rv: 5’-GATCGAATTCTTACGATCCCATTTCGACTG-3’ 

CiFoxc Fw: 5’-ATGCGCGGCCGCTATGACAATGCAAATCCG-3’ 

CiFoxc Rv: 5’-GATCGAATTCTCAGTACTTAGTGTAATCGT-3’ 
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PCR産物をEcoRI/NotIで処理し、pSPeCFPのEcoRI/NotIサイトに挿入した。 

Dmrt.a>Msxb, Dmrt.a>Six1/2コンストラクトを作成するため、Dmrt.aエンハン

サー領域をpSPMsxbとpSPSix1/2のSphI/BamHIサイトに挿入した。 

Dmrt.a>Foxcを作成するため、Dmrt.aエンハンサー領域を、pSPFoxcの

SphI/NotIサイトに挿入した。Pax3/7>Foxcコンストラクトを作成するため、

Pax3/7エンハンサー領域をpSPFoxcのXhoI/NotIサイトに挿入した。Six1/2の最小

エンハンサー領域を以下のプライマーを用いて単離した。 

Fw: 5’-TGCCTGCAGCGAAAACAATGGTTTATCCG - 3’ 

Rv: 5’-GATCGGATCCTACATGTACGCGCACTTTAA- 3’ 

このPCR産物をpSPFoxAa最小プロモーターおよびKaedeを含むレポーターコンス

トラクトのPstI/BamHIサイトに挿入した。 

 

DiIおよび DiOに用いた細胞系譜追跡実験 

16細胞期の a5.3, a5.4, b5.3割球のDiIもしくはDiOラベルは(Satou et al. 2004)

および(Horie et al. 2011)に従って行った。DiI (Celltracker CM-DiI Dye, C7000), 

DiO(D-275, Molecular Probes)は大豆オイルに 5mg/ml で溶解させた。 

 

単一細胞トランスクリプトーム解析 

Pax3/7>Foxc(2.5ng/ul)をインジェクションした卵と、コントロールの卵をそ

れぞれ受精させ、後期尾芽胚（18℃で受精後役12時間）まで発生させた。それ

ぞれの胚で、形が正常なもの約120個を5%BSA Ca2+-free 人工海水 (ASW: Ca2+-

free ASW、10 mM KCl、40 mM MgCl2、15 mM MgSO4、435 mM NaCl、2.5 mM 

NaHCO3、 7 mM Tris base、 13 mM Tris-HCl)でコートした1.5ml チューブに回

収した。集めた胚を300ul 1% trypsin in Ca2+free ASW(5mM EGTA)で5分間、氷上

でピペッティングし、細胞を完全にバラバラにした。0.5%BSAを含む氷冷した

Ca2+freeASW 500ul を加えて、反応を止めた。細胞を900G 5分4℃で遠心し、細

胞を集め0.5%BSAを含む氷冷したCa2+freeASW 50ulに溶解させた 

10xGenomics 社のプロトコールに従い (Zheng et al. 2017)、cDNA を増幅させ

るため、リージェントキットを用い、10Xgenomics Chromium system にロードし

た。イルミナシークエンシングライブラリーは cDNA サンプルから Nextera DNA 
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library prep キットを用い、作成した。イルミナ HiSeq2500 Rapid flowcells (Illumina)

を用いてイルミナ社のプロトコールに従い、ペアエンドシークエンス（26 + 

125nucleotide reads）で、シークエンスを行った。シーケンスを行った生データは、

イルミナ HiSeq コントロールソフトウェアを用い、フィルターを通過したもの

のみ、解析に使用した。 

 Pax3/7>Foxc注入胚サンプルおよびコントロール胚サンプルをHiSeq 2500の

Rapid ランモードで、両方のレーンに流した。Illumina RTA version 1.18.64.0. 

BCL filesを用いてベースコーリングを行い、bcl2fastq version 1.8.4 (Illumina)を用

いて、FASTAQフォーマットに変換した。それぞれのレーンからFASTQファイ

ルを統合し、barcode splitter version 0.18.2を用いて1ミスマッチまでのバーコー

ドシークエンスを分離した。それぞれのサンプルで、遺伝子バーコードの行列

を作るため、10X Cell Ranger version 2.0.1を用いて、FASTAQファイルのデフォ

ルトセッティングでカウントパイプラインを行った。リファレンスシークエン

スはGhost データベースにSV40のシークエンスを加えたものから獲得した。遺

伝子のアノテーションもGhostデータベースにSV40シークエンスを加えたもの

から得た。 

低品質のトランスクリプトームデータは以下の方法でフィルターをかけた。

（1）200以下の遺伝子を発現している細胞を除く。（2）500以下もしくは30000

以上のランダムな塩基配列UMI（unique molecular identifiers）を持つものは除

く。その後、次世代シーケンサーでcDNA配列に加えてUMI配列を決定し、同

じUMI配列を持った同じcDNA配列は一つとして数えた。我々はさらにそれぞ

れの細胞のリードカウントをSeurat methods用いてノーマライズした。そして、

ノーマライズされたリードカウントを今後の解析と可視化のため対数変換し

た。次元削除のため、各遺伝子の相対的な発現定量は、不必要なバリエーショ

ンを取り除くのに用いた。コントロールと実験操作を行った（Pax3/7>Foxc）

サンプルで高く変化した遺伝子として、上位2000の高い標準偏差を持つ遺伝子

が得られた。我々はさらに、共通の類似点に着目し、比較解析を容易にするた

め、相似点正準相関分析（canonical correlation analysis）を用いて2つのサンプル

をアラインさせた。アラインしたデータセットにおいて、10135細胞がキープ

され、高く変異した遺伝子の主成分分析（principal component analysis）スコア
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を元にクラスター化した。基本的には、主成分分析が同定された後、細胞の距

離行列をクラスターに分割するため、a graph-based clustering approachを用い

た。細胞の距離は2次元に圧縮したt-SNEにより可視化した。異なるタイプの細

胞間の差異的に発現した遺伝子は、DESeq2 software packageを用い以下の基準

で行った。（1）FDR法（false discovery rate）P < 0.01、(2)グループ間のabsolute 

log2(fold change)が1より大きいこと。 

 

画像の取得 

写真はZeiss AX 10落射蛍光顕微鏡を用いて撮影した。 

 

シングルセルRNA-seqデータ 

この論文で用いたシングルセルRNA-seqデータはNCBIのGene Expression 

Omnibus (GEO)において、アクセスナンバーGSE115331で取得可能である。 
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結果 

 

1. 神経板境界領域における遺伝子発現の区画化のパターンはホヤと脊椎動物

で保存されている。 

 

ホヤ幼生では、神経板境界領域から 4 種類の感覚神経が生じることが知られ

ている(Abitua et al. 2015; Stolfi et al. 2015)。前方から PSC(palp sensory cell)、

aATEN (anterior apical trunk epidermal neuron) 、 pATEN(posterior apical trunk 

epidermal neuron)、BTN (bipolar tail neuron)と名付けられている（図 8）。このう

ち、前方からの PSC および aATEN は頭部プラコードの原始的な性質を持つこと

が報告されている(Manni et al. 2004; Abitua et al. 2015)。後方に位置する BTN

は神経堤細胞に由来する後根神経節 (dorsal root ganglia) と性質が似ていること

が報告されている(Stolfi et al. 2015)。しかしながら、各割球および各感覚神経

細胞で発現している遺伝子や、その発生プログラムはいまだ不明な点が多く残

されていた。そこで、各割球および各神経細胞で特異的に発現している遺伝子の

同定を試みた。 

まず、DiI を用いた細胞系譜追跡実験およびレポーター遺伝子の発現観察を行

った。16 細胞期の a5.3、a5.4, b5.3 割球を DiI でレベルし、各割球の運命を幼生

期に観察した（図 9）。その結果、a5.3 割球は PSCs を含む付着突起を構成する細

胞に、a5.4 割球は頭部前方の aATEN を構成する細胞に、b5.3 割球は BTN が存

在する尾部の表皮細胞を構成する細胞になることが明らかとなった（図 9A-D）。

さらに、これまで知られている各割球の予定運命、マーカー遺伝子の発現解析な

どから、神経板境界領域から生じる感覚神経細胞の細胞系譜を詳細に解析した

ところ、PSCs は 110 細胞期の a8.20 および a8.18 割球から (Wagner and Levine 

2012)、aATENは a8.26割球から (Abitua et al. 2015)、pATENは b8.20割球から 

(Pasini et al. 2006)、 BTNはb8.18割球から発生することが明らかとなった (Stolfi 

et al. 2015) （図 10）。 

次に各感覚神経細胞の分化機構を明らかにすることを目的として、PSC の起源

となる a8.18、a8.20 割球、aATEN の起源となる a8.26 割球、BTN の起源となる

b8.18 割球で発現する転写因子の検索を行った。これまでに報告されている発生



19 

 

制御因子の遺伝子発現パターンの解析(Imai et al. 2006)および 110 細胞期の各割

球の単一細胞トランスクリプトーム解析の結果から、Dmrt.a が a8.18、a8.20、 

a8.26 割球、つまり将来のプラコードを形成する領域全般に渡って発現している

ことが明らかとなった（図 9A、E および図 10、図 11）。一方で、b8.18、b8.20 割

球、つまり将来の神経堤細胞を形成する領域には Msxb が発現していることが明

らかとなった（図 9D、F、図 10 および図 11A）。また、プラコード領域内の前方

の PSC 領域では Foxc が、プラコード領域内の後方 aATEN 領域では Six1/2 が発

現していた（図 9H、図 10 および図 11B）。このように各感覚神経細胞が分化す

る領域はそれぞれ特異的な転写因子によって明確に区画化されていることが明

らかとなった（図10および図12）。神経板境界領域におけるDmrt.a、Foxc、Six1/2、 

Pax3/7、Msxb 遺伝子の発現の区画化パターンをホヤと脊椎動物で比較したとこ

ろ、非常によく保存されていた（図 12）。Dmrt.a、Six1/2、Foxc はプラコード領

域で、Msxb は神経堤細胞領域で発現している（図 12）。また、これらの転写因

子の前後軸に沿った発現パターンは、頭部プラコードに由来する感覚神経、およ

び神経堤細胞に由来する感覚神経が生じる位置と対応していた。 

 

2. 神経板境界領域において、各転写因子がお互いに制御しあうことで、各転写

因子の、さらには、各感覚神経細胞の区画化が生み出される。 

 

各転写因子の発現パターンが互いの発現パターンに影響するのかを解析した。

モルフォリノアンチセンスオリゴ(MO)を用いて、各転写因子の機能を阻害し、

遺伝子発現の変化を観察した。Dmrt.a はプラコード領域全般に渡って発現して

いることから、Foxc, Six1/2 の発現を制御していることが予想された。そこで、

その可能性について検討した。Foxc>CFP レポーター遺伝子を未受精卵にマイ

クロインジェクションし、Foxc>CFP の発現を確認した。コントロールでは、付

着突起に Foxc>CFP の発現が見られた（図 13）。Dmrt.a 機能阻害胚において、

付着突起における Foxc の発現は完全に消失した（図 13）。このことから、Dmrt.a

はFoxcの発現を活性化していると考えられる。次に、Six1/2の発現を解析した。

コントロールでは、頭部前方に Six1/2>CFP の発現が見られる（図 14）が、

Dmrt.a 機能阻害胚では Six1/2>CFP の発現は完全に消失した（図 14）。この結
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果から、Dmrt.a は Six1/2 の発現を活性化していると考えられる。Six1/2 の co-

factor である Eya についても、Six1/2 と同様の結果が得られた（図 15）。これ

らの結果から、Dmrt.a はプラコード領域で発現する Foxc, Six1/2, Eya などの

プラコード遺伝子の発現を制御していることが示唆された。 

続いて、Foxc と Six1/2 の関係について解析した。Six1/2 は頭部の前方に発現

するが、Foxc MO 胚では、Six1/2 の発現が、頭部前方だけではなく、PSC 領域

に異所的にも見られるようになった（図 16）。さらに、Dmrt.a エンハンサー領

域を用いて、Six1/2 発現領域を含むプラコード領域全体で Foxc を発現させる

と、Six1/2 の発現が消失した（図 16）。これらの結果から、PSC 領域において、

Foxc は Six1/2 の発現を抑制していることが示唆された。以上の結果をまとめる

と、Dmrt.a はプラコード領域において、Foxc と Six1/2 の発現を活性化するこ

とが明らかとなった。プラコード領域内において、PSC 領域には Foxc が、

aATEN 領域には Six1/2 が発現するが、Foxc は Six1/2 の発現が PSC 領域で発

現しないように抑制することで、PSC と aATEN の境界を形成することが示唆

された （図 17）。 

次に、神経堤細胞領域で発現する転写因子 Msxb について機能解析実験を行

った。脊椎動物において、Msxb は神経堤細胞の分化に重要なだけでなく、神経

堤細胞領域におけるプラコードの形成を阻害することが報告されている(Feledy 

et al. 1999; Schlosser 2006)。そこで、Msxb 機能阻害胚における Six1/2 の発現

の解析を行い、この可能性を検討した。コントロールでは、Six1/2 は頭部前方に

発現するが、Msxb MO 胚では、これまで発現していなかった頭部の後方領域に

Six1/2 の発現が異所的に広がった(図 18)。また、Dmrt.a エンハンサーを用いて

Msxb をプラコード領域に発現させると、Six1/2 の発現が完全に消失した（図

19）。これらの実験により、Msxb は神経堤細胞領域におけるプラコード遺伝子

の発現を抑制することで、プラコードが神経板境界領域に形成されないように

していることが示唆された（図 17）。さらに、Six1/2 のエンハンサー領域を単離

し、エンハンサー領域の欠失実験を行ったところ、Six1/2 の最小エンハンサー

400 bp内にMsxbの結合配列が多数存在していることが明らかとなった（図 20）。

この結果から、Msxb が Six1/2 のエンハンサーに直接結合して、発現を抑制し

ている可能性が示唆された（図 20）。 
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3. 神経板境界領域前方のプラコード領域から生じる感覚神経細胞はお互いに

運命転換が可能なよく似た性質を備えている。 

 

次に、各転写因子の機能を阻害したときの感覚神経細胞の分化への影響を調

べた。まず、Foxcについて解析を行った。コントロールでは、付着突起にPSCマ

ーカーである、-Crystallinの発現が見られるが、Foxc 機能阻害胚では、付着

突起の形成が阻害され、-Crystallinの発現が消失した（図22）。この結果より、

FoxcがPSC形成に重要であることが明らかとなった。次に、Foxc 機能阻害胚に

けるaATEN分化への影響を解析した。aATENはGnRHを発現しており、

GnRH>CFPを用いて、aATENの分化を確認した（図23。Foxc 機能阻害胚では、

PSC領域においてGnRHの異所的な発現が見られるようになった（図23B）。つ

まり、PSCがaATENに運命転換したことが示唆された(図23C）。この結果より、

FoxcはPSC遺伝子を活性化するとともに，aATEN遺伝子の発現を抑制すること

により，PSCの分化を制御することが示唆された。また、PSCとaATENは互い

に運命の転換が可能であったことから，神経板境界領域の前方、プラコード領域

内は互いに似た発生プログラムを利用する可能性が示唆された。 

 

4. 神経板境界領域のプラコード領域と神経堤細胞領域から生じる感覚神経細

胞はお互いに運命転換が可能なよく似た性質を備えている。 

 

 神経堤細胞から生じる感覚神経細胞であるBTNはプラコードから生じる感覚

神経細胞に運命転換できるのだろうか？神経堤細胞から生じる感覚神経である

BTNをプラコードから生じる感覚神経細胞に運命転換できれば、これらは似た

発生プログラムを利用していると考えられる。そこで、神経堤細胞に発現する

Pax3/7のエンハンサー領域を用いて、Foxcを神経堤細胞領域に発現させた際の

感覚神経細胞の分化について解析を行った(図24）。 

コントロールでは、BTNマーカーであるAsic1bの発現が尾部で観察された

（図24A）。Pax3/7もしくはMsxbエンハンサー領域を用いて、神経板境界領域

の後方にFoxcを異所的に発現させた胚（Pax3/7＞Foxc インジェクション胚）
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では、BTNにおいてPSCマーカーである-Crystallinの発現が観察された（図

24B）。つまり、BTNsがPSCsへと運命転換できていることが示唆された（図

24C）。また、この際に、PSCマーカーのみを発現するもの、PSCとBTN両方

のマーカーを発現するものが観察された（図24B）。 

このBTNからPSCの運命転換の詳細を解析するため、単一細胞トランスクリ

プトームによる解析を試みた。ホヤの尾芽胚は1500個ほどの少数の細胞からな

り、細胞系譜も詳細に解析されているため、胚丸ごとを用いた単一細胞トラン

スクリプトーム解析により遺伝子発現や細胞の由来を解析するのによいモデル

となる。Pax3/7エンハンサー領域を用いて、Foxcを細胞板境界領域後方に異所

的に発現させた後期尾芽胚（Pax3/7>Foxcをインジェクションした後期尾芽

胚）約120個をバラバラにし、10xGenomics社のChromiumを用いて単一細胞

トランスクリプトーム解析を行った。約5000細胞のシークエンスデータが得ら

れ、これはホヤ全細胞の約3倍に当たり、充分なデータが得られたと判断し

た。t-SNE(t-distributed stochastic neighbor embedding )プロット解析によ

り、ホヤの後期尾芽胚は、脊索、内胚葉、尾部筋肉、内胚葉、表皮、中枢神経

系等の約20種類の細胞クラスターに分けることができた（図25）。BTNは

Asic1b、synaphinなどのマーカー遺伝子の発現を、PSCはislet、SP8、Foxg、

-crystallin などのマーカー遺伝子の発現を指標に同定した（図26）。 

完全にPSCに運命転換したBTNは、Pax3/7>Foxc の発現、BTNマーカー

(Asic1b,synaphin)の発現の消失、PSCマーカー（islet, foxg, SP8）の発現獲

得、野生型 PSCの95%信頼区間内にクラスタリングされたことにより定義し

た（図27）。一部運命転換したBTNは、Pax3/7>Foxc の発現、一部のPSCマー

カーの獲得により定義した。一部運命転換したPSCsとBTNsの両方の性質を備

えたハイブリッド型の細胞はPSCの95％信頼区間外にマッピングされる傾向が

あった（図27）。Pax3/7>Foxcを発現させた細胞の遺伝子発現のヒートマップ

を図28に示す。この結果より、計41個の（Pax3/7＞Foxcを発現した）BTN細

胞が同定された。約半分の21個が運命転換せずBTNのままであった。残りの半

分のうち10個が完全にPSCに運命転換し、14個がBTN、PSC遺伝子両方を発

現するハイブリッド型であった（図28）。この結果は、レポーター遺伝子を用

いた実験の観察結果と一致した。このように、BTNからPSCへの運命転換が可
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能なことが明らかとなった。この実験結果により、神経板境界領域から生じる

感覚神経細胞は、異なる感覚神経細胞であるにもかかわらず、互いに運命転換

が可能な似た性質を有していることが示唆された。 
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考察 

 

神経板境界領域における遺伝子発現ネットワーク。 

本研究では、神経板境界領域における遺伝子ネットワークを明らかにした（図

12 および 17）。プラコード領域に Dmrt.a が、神経堤細胞領域において、Msxb

が発現するなど、脊椎動物のものと類似していた（図 12）。ホヤにおいてはプラ

コードの前方が Foxc を発現する PSCs 領域となる、プラコードの後方が Six1/2

を発現する aATEN 領域となる。このようにプラコード領域は細胞系譜と遺伝

子発現が異なる 2 つの領域に明確に区画化されていた。図 20 に神経板境界領域

が感覚神経に分化する際の、遺伝子ネットワークの仮説を示す。Dmrt.a が PSC

領域において Foxc の発現を、aATEN 領域において Six1/2 の発現を活性化す

る。Foxc と Six1/2 はお互いに発現を抑制しあうことにより、プラコードにおけ

る PSC 領域、aATEN 領域の区画化が作られると考えられる（図 20）。Dmrt.a

以外に Foxc、Six1/2、Eya などのプラコード関連遺伝子の発現を制御する因子

として Otx が同定されている（Imai et al. 2006）(図 21）。Otx の機能阻害胚

では Dmrt.a の発現は変化しないことから(Imai et al. 2006)、Drmt.a、Otx は

それぞれ独立にプラコード関連遺伝子の発現を制御していると考えられる（図

21）。 

神経堤細胞領域では Msxb が発現している。本研究において、Msxb の機能阻

害胚では、Six1/2 などのプラコード関連遺伝子の発現が広がること（図 17）、

プラコード領域において Msxb を強制発現させるとプラコード遺伝子の発現が

完全に消失することが明らかとなった（図 18）。このことから、Msxb は神経堤

細胞の領域においてプラコードが形成されないようにしていることが示唆され

た。これまでに私たちの研究グループは、Msxb が BTNs の分化に必須の役割を

していることを報告してきた（Li et al. 2017）。これらの結果を合わせると、

Msxb は神経堤細胞由来の感覚神経細胞の分化とプラコード形成の抑制の両方

の機能を備えていることが明らかとなった。 

PSC と aATEN、BTN は、互いに運命転換が可能なことから、神経板境界領

域の異なる区画から生じるにもかかわらず、何らかの共通の発生プログラムを

持つことが示唆される（図 29）。各区画において、尾芽胚期において、共通の
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発生プログラムが、Foxc、Six1/2、Msxb の下流で活性化され、感覚神経細胞の

分化を引き起こすと考えられる（図 29）。Horie et al., 2018 では、尾芽胚期の

共通の発生プログラムの候補として、PouIV、DCDC2、14-3-3c を提示したが、

その後の研究により PouIV が共通の発生プログラムであることを明らかとなっ

た（論文投稿準備中）。PouIV はホメオドメイン型転写因子の一つで、様々な動

物において感覚神経細胞の分化に重要なことが知られており、ホヤでも感覚神

経細胞の分化に重要なことが報告されている(Candiani et al. 2005; Chen et al. 

2011; Joyce Tang et al. 2013)。表皮細胞全体で PouIV を過剰発現させた個体で

は表皮感覚神経細胞が表皮全体で分化することが報告されている（Tang et al., 

2013）。私たちはこのように表皮全体で PouIV を発現させた個体において単一

細胞トランスクリプトーム解析を行ったところ、PSC や BTN、あるいは両者の

性質を備えたハイブリッド型の細胞が分化していることを明らかにしている

（論文投稿準備中）。このことから、PouIV が各感覚神経細胞で働く共通の発

生プログラムを駆動する鍵となる分子であると予想される。 

プラコード領域内の PSC と aATEN は互いに運命転換が可能であった。さら

に、神経堤細胞由来の BTN がプラコード由来の PSC に運命を転換できたこと

により、ホヤでは、プラコードと神経堤細胞は脊椎動物の初期型の段階を今にと

どめていると考えられる。 

脊椎動物とホヤの遺伝子発現を比較することでよりプラコードらしく、より

神経堤細胞に近づくための因子が明らかとなるかもしれない。また、進化の過程

において、ホヤと脊椎動物の間にあるような生物（ヤツメウナギ、ヌタウナギな

ど）やその他の脊索動物（ナメクジウオ、ギボシムシ）も含め解析を行えば、新

たな知見が得ることが出来ると期待される。 

神経堤細胞・プラコードは様々な組織への分化能を有する特殊な細胞群であ

る。その特徴の一つである分化能を解析するうえで、細胞一つ一つの遺伝子発現

を解析できる単一細胞トランスクリプトーム解析は神経堤細胞・プラコードの

解析にとって優れたツールとなることが期待される。神経堤細胞の単一細胞ト

ランスクリプトーム解析の論文が相次いで報告され（マウス (Soldatov et al. 

2019)、ヤツメウナギ(Martik et al. 2019)）、未知な点が多く残されていた神経堤

細胞・プラコードの解析がさらに進むことが期待される。 
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脊椎動物のプラコードと神経堤細胞は共通の進化的起源を有している。 

神経板境界領域の前方（プラコード領域）と後方（神経堤細胞領域）は、関連

しているが異なった感覚神経細胞の発生プログラムを共有していることが示唆

された。これまでにプラコードと神経堤細胞の進化について 2 つの仮説が考え

られてきた（図 30）(Schlosser 2008)。第一の仮説は、「表皮と神経板の境界に

感覚神経の生じる神経板の境界領域が最初に獲得され、これらの細胞が移動能

を獲得、感覚神経細胞となる。その次に、それぞれ特異的な inducer か遺伝子調

節ネットワークを獲得し、プラコードと神経堤細胞が進化した。」という説、第

二の仮説は、「神経堤細胞とプラコードは別々に進化してきた。」という説である

(Schlosser 2008)。本研究より、ホヤのプラコードと神経堤細胞は運命転換が可

能な似た性質を有することが示された。この結果より、プラコードと神経堤細胞

は別々に進化してきたのではなく、仮説 1 の、まず、神経板境界領域が獲得さ

れ、そこから、プラコードと神経堤細胞が生じたのではないかと考えられる（図

31）。つまり、脊椎動物のプラコードと神経堤細胞は共通の進化的起源を有して

いることが示唆される。我々は、神経板境界領域の区画化は脊椎動物より前に存

在しており、ホヤと脊椎動物の共通祖先の神経板の境界領域は、頭部プラコード

と神経堤細胞の共通の進化的な起源であるというモデルを提唱する。 
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単一細胞トランスクリプトーム解析を 
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序論 

 

ドーパミン神経細胞は、脊椎動物において、喜びや快楽を介する報酬行動や恐

怖や不安といった情動のコントロール、運動の調節など様々な役割をすること

が知られている(Iversen and Iversen 2007)。脊椎動物の中枢神経系には数種類の

ドーパミン神経細胞があり、運動を司る中脳やニューロペプチド分泌をコント

ロールする視床下部などいくつかの領域に存在している(Flames and Hobert 

2011; Grattan 2015)。特に中脳の黒質領域に存在するドーパミン神経細胞が減

少するとパーキンソン病が引き起こされることが知られている(Flames and 

Hobert 2011; Kee et al. 2017; Kirkeby et al. 2017; Parmar 2018)。ドーパミン神

経細胞の分化を調節する分子メカニズムの同定は、この神経細胞を理解するた

めに大変重要であり、さらにパーキンソン病のようなドーパミン欠乏病に対す

る幹細胞治療において重要な知見となる(Doitsidou et al. 2013; Flames and 

Hobert 2009)。 

これまでの研究で、線虫において、Ets 転写因子の一つである AST-1 がドー

パミン神経細胞の分化に重要な決定因子であることが報告されている(Flames 

and Hobert 2009; Doitsidou et al. 2013)。このメカニズムは脊椎動物の嗅球ド

ーパミン神経細胞でも保存されていることが報告されている (Flames and 

Hobert 2009; Doitsidou et al. 2013)。しかしながら、脊椎動物には他のタイプ

のドーパミン神経細胞があり、さらなる研究が必要とされている。脊椎動物にお

いて、中脳のドーパミン神経細胞の分化に関する転写因子が報告されている。例

えば、Nurr、Lmx、Pitx3 は中脳黒質のドーパミン神経細胞の分化に関連してい

ることが知られている(Flames and Hobert 2011)が、視床下部に関連するドーパ

ミン神経細胞など他のタイプのドーパミン神経細胞については不明で、ドーパ

ミン神経細胞の分化メカニズムの詳細について更なる研究が必要であった。 

脊椎動物に最も近縁な無脊椎動物カタユウレイボヤ幼生の中枢神経系は 177

個と少数の神経で構成されており、シンプルながらも、背側に存在するなど、

脊椎動物との相同性が知られている（Ryan et al. 2016）。ホヤ幼生は、一つの

ドーパミン神経細胞のクラスターであるコロネット細胞を有しており、ドーパ

ミン/コロネット細胞群は脳胞の腹側、グループ III 光受容細胞群の近傍に存在
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している（図 35、36）(Moret et al. 2005a; Horie et al. 2008b; Razy-Krajka et 

al. 2012; Ryan et al. 2016; Sharma et al. 2019)。この領域は視床下部との類似

点が知られており (Moret et al. 2005a, 2005b; Razy-Krajka et al. 2012)、魚類

の脳の深部の光受容器官との相同性が指摘されている(Nakane et al. 2013)。本

研究では、ホヤにおいて単一細胞トランスクリプトーム解析や遺伝子機能阻害

実験などの手法を用いて、ドーパミン神経細胞の分化決定因子の同定を試み

た。その結果、Ptf1a と Meis がドーパミン神経細胞の分化に必須の役割をし

ていることが明らかとなった。また、Ptf1a と Meis の共発現により、中枢神

経系の細胞を全てドーパミン神経細胞へと転換することに成功した。さらに、

ホヤのドーパミン神経細胞に発現する遺伝子を解析したところ 13 種類のホル

モン・神経ペプチドやその受容体が発現していることが分かった。これはホヤ

の持つホルモン・神経ペプチドの約 50％に相当していた。この結果から、ホヤ

のドーパミン神経細胞は脊椎動物の視床下部のドーパミン神経細胞に似ている

ことが明らかとなった。マウス視床下部のドーパミン神経細胞の分化にも

Ptf1a が重要な役割をすることが報告され、視床下部における Ptf1a によるド

ーパミン神経細胞の分化の制御機構は進化的に保存された分子機構であること

が示唆された。 
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方法 

 

Ci-Ptf1a cDNA の単離 

Ghostデータベース（http://ghost.zool.kyoto-u.ac.jp/cgi-

bin/gb2/gbrowse/kh）から、Ci-Ptf1a遺伝子のcDNA配列の一部を得た。全長

を得るため、GeneRacer キット（Invitrogen）を用い、以下のプライマーを用

いて、5’ RACEを行った： 

primary PCR 5‘-CACCACCCCTTCTTCGGTAAATTGGAAG-3′ 

nested PCR 5′-TCGGGAGGCTAGTACCTCACGAAGCAACG-3′  

得られたcDNAをpGEM Tベクターにクローニングした。全長配列をDNAシー

ケンサー (Applied Biosystems) により決定した。 

 

Whole-mount in situ hybridization 

Ci-Ptf1aの全長ORFを含むcDNAクローンをテンプレートとし、DIG-RNAラ

ベリングキット（Roche）を用いて、digoxigeninでラベルしたアンチセンス

RNAプローブを作成した。Razy-Krajka et al. (2012)の方法に従い、実験を行

った。 

 

プラスミドコンストラクトの作成 

Razy-Krajka et al (2012)で使用したTH、AADC、GCH、SERT、Ptf1aエン

ハンサー配列を元にレポーター遺伝子コンストラクトを作成した。

pSPCiPTF1a ΔMO 標的配列 を作成するため、Ci-Ptf1a 5’上流領域をPCRに

よって増幅した。得られたPCR産物をBamHIで切断し、BamHIで切断した

pSPeCFPに挿入した。pSPCiGCYA2K、pSPCiGnRHXK、pSPciNtlBK、

pSPCiPDE9aK、pSPPDEd、pSPLectinK、pSPSS23A3Kを作成するため、

Ci-GCYA2、Ci-GCYB、Ci-GnRHCi-NtlB、Ci-PDE9a、CiPDEd、Ci-

Lectin、Ci-SS23A3 の5’上流領域をPCRで増幅した。プライマー配列は表2に

示す。PCR産物をBamHI/NotIで切断し、pSPKaedeに挿入した。pMiCiTHK

を作成するため、以下のプロモーター－Kaedeをベクター特異的な配列プライ

マーを用いて増幅した。 
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Fw: 5’-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGAACTCGAGCAGCTGAAGCTTG-3’ 

Rv: 5’-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGCAGATCTGATGGCCGCTTTGAC-3’  

Gateway system(Invitrogen)を用いて、PCR産物をpMiDestFにサブクローン化

し、pSPMiCiTHKを作成した。pSPCiPtf1aDNAを作成するため、表2に示し

たプライマーを用いて、Ci-Ptf1aを増幅させた。PCR産物をNotIで切断し、

pSPeGFPのNotI/平滑化させたEcoRIサイトに挿入した。pSPCiMeiscDNAを

作成するため、表Ｘに示したプライマーを用いて、Ci-Meis ORFを増幅した。

PCR産物をBamHI/EcoRVで切断し、pSPeGFPのBamHI/平滑化させたEcoRI

に挿入し、pSPCiMeiscDNAを作成した。pSPCibtubulinCiPtf1acDNAおよび

pSPCiPtf1aΔMO target sequence Ptf1acDNAを作成するため、Ci-2tubulin

の5’上流領域とCi-Ptf1aΔMO target sequenceを、pSPCiPtf1acDNAの

BamHIサイトに挿入した。pSPCib2tubulinCiMeiscDNAを作成するため、Ci-

b2tubulinの5’上流領域を、pSPCiMeiscDNAのXho/BamHIサイトに挿入し

た。 

 

トランスジェニック系統の作成 

TH>Kaedeトランスジェニック系統を作成するため、in vitroで合成したトラ

ンスポゼースmRNAとpMiCiTHKを共にエレクトロポレーションを行った。エ

レクトロポレーションした動物は室内飼育系で飼育、維持した。トランスジェ

ニック系統のスクリーニングは(Sasakura et al. 2007)に従って行った。 

 

マイクロインジェクション 

モルフォリノアンチセンスオリゴはGene tools社より購入した。Ci-Ptf1a 

MOの配列は5’-CGTTGATAACTCACAAACACATAGG-3’、Ci-Meis MOの配

列は5’-GCGACATTTTTCTTTTCTTTCTTTG-3’である。これらのMOを

DEPC水で2.5mMに希釈し、ストック溶液とした。MOは濃度0.25-1.0 mMで

使用した。MOにプラスミドDNA (終濃度2.5-10 ng/ul), 2 mg/ml FastGreen、1 

mg/ml テトラメチルローダミン－デキストラン (D1817、Invitrogen) を加

え、実験に使用した。全ての実験は最低2 回以上、異なる個体由来の卵を用い

て行った。 
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単一細胞トランスクリプトーム解析 

2.5 ng/ul 2tubulin>Ptf1a を顕微注入した卵、2.5 ng/ul 2tubulin>Ptf1a と

2.5 ng/ul 2tubulin>Meis を同時に顕微注入した卵、コントロールとして顕微注

入を行っていない卵をそれぞれ、受精させ、中期尾芽胚（18℃で受精後約 11 時

間）もしくは後期尾芽胚（18℃で受精後約 13.5 時間）まで発生させた。それぞ

れの胚約 120 個ずつ、形が正常なものを用いて、単一細胞トランスクリプトー

ム解析を行った。単一細胞トランスクリプトーム解析は前章の方法に従って行

った。 

 

画像の取得 

幼生の写真は、Zeiss AxioPlan, Zeiss AX 10 epifluorescence microscope, 

Olympus FluoView FV10i confocal microscope を用いて撮影した。 

 

シングルセルデータのアクセスナンバー 

2tubulin>Ptf1a イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 胚 、  2tubulin>Ptf1a お よ び

2tubulin>Meis 共インジェクション胚, コントロール胚単一細胞 RNA シーク

エンスデータは Gene Expression Omnibus(GEO)から取得可能である。アクセ

スナンバーは、GSE120035 である。 
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結果 

 

中期尾芽胚（～1500個）を単一細胞に解離し、10x Genomics Chromiumシ

ステムを用いてバーコードを付加、個々の細胞からRNAを抽出し、逆転写を行

い、シークエンス解析を行った。5000個弱の細胞のシークエンスデータが得ら

れ、全細胞を十分にカバーしていると判断した。この単一細胞トランスクリプ

トーム解析により、脊索、中胚葉、内胚葉、尾部筋肉、中枢神経系等の主要組

織すべてを同定した（図25、37）。 

ドーパミン生合成経路の分子（TH、GCH、AADC等）の発現(図38)を元に

ドーパミン神経細胞/コロネット細胞群を同定した。この細胞群は中枢神経系の

細胞群とは離れた位置に独立のクラスターを形成した（図37）。ドーパミン神

経細胞/コロネット細胞の単一細胞トランスクリプトームデータにより、多くの

転写因子が見つかった。そのうちの一つが、Ptf1aである。Ptf1aはベーシック

ヘリックスループヘリックス（bHLH）型の転写因子で脊椎動物の膵臓や小脳

のGABA/グルタミン酸神経細胞の発生に関わっていることが知られている

(Hoshino et al. 2005; Schulte 2014; Dullin et al. 2007; Nakhai et al. 2007)。

Ptf1aはホヤ中期尾芽胚においてドーパミン/コロネット細胞に強く発現してお

り、他の神経細胞には発現が見られなかった（図35、39）(Razy-Krajka et al. 

2012)。 

ドーパミン神経細胞/コロネット細胞分化におけるPtf1aの役割を同定するた

め、モルフォリノアンチセンスオリゴ（MO）を用いて、Ptf1aの機能阻害実験

を行った。機能阻害胚は一見正常だが、脳胞腹側におけるドーパミン関連遺伝

子の発現が完全に消失した（図40、41）。Ptf1a 機能阻害胚においてドーパミ

ン神経細胞/コロネット細胞が消失した。一方で、光受容細胞のマーカーである

アレスチンのグループIII光受容細胞における発現部位の広がりが観察された

（図40）。つまり、Ptf1a機能阻害胚において、ドーパミン神経細胞/コロネット

細胞が光受容細胞に転換した可能性が示唆された（図40）。これらの結果によ

り、Ptf1a がホヤ中枢神経系のドーパミン神経細胞/コロネット細胞の発生に重

要な役割をしていることが示された。 

Ptf1aがドーパミン神経細胞/コロネット細胞の分化の「マスターコントロー
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ル遺伝子」として働くのかを調べるために、2tubulinのエンハンサー領域を

用いて、中枢神経系や末梢神経系など神経系全体にPtf1aを発現させた際の、

ドーパミン神経細胞の分化を解析した。2tubulin>Ptfa1aをインジェクション

した胚では、ドーパミン神経細胞マーカーであるTH>Kaedeの発現が脳胞や神

経索の一部に発現が大きく広がった（図41C）。Ptfa1の異所的発現により中枢

神経系の一部が（他の神経ではなく）ドーパミン/コロネット細胞に転換したこ

とから、Ptf1aがドーパミン/コロネット細胞決定因子であると考えられる。し

かしながら、すべての中枢神経系細胞がドーパミン神経細胞に分化していたわ

けではなく分化していない細胞も観察された（図41C）。 

ドーパミン神経細胞への運命転換についてさらに調べるため、2tubulinエ

ンハンサーの制御下で、Ptf1aとCFPを共発現させた胚 (tubulin>CFP -

tubulin>Ptf1aインジェクション胚) で単一細胞トランスクリプトーム解析を行

った (図41C、D)。Ptf1aを神経系全体で過剰発現された個体では、内胚葉、尾

部筋肉等ほとんどの組織では変化が見られなかった。これに対し、中枢神経系

と末梢神経系において、Ptf1aの強い発現が見られた。そこで、Ptf1a発現細胞

の遺伝子発現を比較し、クラスタリング解析を行った(Satija et al. 2015; Butler 

et al. 2018)。その結果、神経系全体でPtf1aを発現させたことによって、新た

に4つのクラスター（クラスター1から4）が形成されることが明らかとなった

（図41C）。各クラスターを構成する細胞一つ一つの遺伝子発現を調べたとこ

ろ、クラスター1はドーパミン神経細胞/コロネット細胞遺伝子をほぼ完全に発

現していたため、ドーパミン神経細胞に完全に転換したクラスターであると判

断した（図41E）。このクラスター1は図41Cにおいて運命転換していた脳胞後

方と神経索の一部の細胞の可能性が高い。対照的に、クラスター2～4はドーパ

ミン/コロネット細胞マーカー遺伝子の発現は低く、本来の脳胞前方や末梢神経

系の遺伝子発現を維持していた（図41C、E）。このようにPtf1aを強制発現さ

せた細胞において、ドーパミン神経細胞に分化した細胞クラスターと分化して

いない細胞クラスターが観察された。 

神経系全体でPtf1aを過剰発現した個体では、光受容細胞 (Horie et al. 

2008b) と上衣細胞 (Horie et al. 2011) の分化が抑制されたが (図40F)、グル

タミン酸、GABA/グリシン、コリン作動性神経に大きな変化は見られなかった
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（図42）。Ptf1aの過剰発現により、光受容細胞と上衣細胞はドーパミン神経細

胞/コロネット細胞に運命転換したと考えられる。Ptf1aはドーパミン神経細胞/

コロネット細胞の分化において他の転写因子と働く可能性が考えられた。ま

た、これらの転写因子は光受容細胞や上衣細胞に存在し、他の神経細胞には存

在しないもしくは発現が低いのかもしれない。そこで、ドーパミン神経細胞に

分化した細胞群（クラスター1）と分化していない細胞群（クラスター2、３、

4）の遺伝子発現の比較を行ったところ、ドーパミン神経細胞に分化した細胞

群にのみ転写因子Meisが発現していることを突き止めた（図41E）。 

Meis はホメオドメイン型の転写因子の一つで、Pax6 や MyoD などの他の転

写因子の co-factor として働くことが報告されている(Moens and Selleri 2006; 

Agoston et al. 2014)。また、マウスの嗅球では Pax6 の co-factor としてドーパ

ミン神経細胞の分化に関与することが報告されている (Agoston et al. 2014)。

さらに、Meis はマウスの視床下部においてドーパミン神経細胞の分化に関連し

ているという報告もある（Hook et al. 2018）。ホヤでも、Meis はドーパミン神

経細胞で発現することが報告されている（Moret et al. 2005）。 

Meisがドーパミン神経細胞の分化に重要か否かを確かめるため、Meisの機

能解析実験を行った (図43)。Meisはドーパミン神経細胞以外にも、筋肉など

様々な組織に発現しているため、Meis MOを未受精卵にインジェクションする

と、発生異常になる。そこで、ドーパミン神経細胞の生じる細胞系譜を解析し

たところ、ドーパミン神経細胞は8細胞期のa細胞から生じることが分かった

(Imai et al. 2006)。ドーパミン神経細胞のマーカーとしてTH>Kaedeを未受精

卵にインジェクションし、受精させ、8細胞期においてa細胞2つにMeis MOも

しくはコントロールMOのインジェクションを行った（図43A）。コントロール

MOインジェクション胚では、TH>Kaedeの発現が観察され、ドーパミン神経

細胞が分化していることが分かった（図43B）。一方で、Meis MOインジェク

ション胚では、TH>Kaedeの発現が完全に失われ、ドーパミン神経細胞が消失

していることが明らかとなった（図43C）。また、付着突起、色素細胞が失われ

ており、Meis はこれらの組織の発生・分化にも必要なことが明らかとなった

（図43C）。この実験により、Meis がドーパミン神経細胞の分化に必須である

ことが明らかとなった。 
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Meis がPtf1aとドーパミン神経細胞/コロネット細胞分化に協調的に働くの

かを調べるために、神経系全体でMeisとPtf1aの共発現実験を行った (図44)。

2tubulin>Meisをインジェクションし、中枢神経系すべての細胞にMeisを発

現させたところ、ドーパミン神経細胞マーカーであるGCYA2>Kaedeの発現に

変化は見られなかった。つまり、Meis単独の過剰発現では、ドーパミン神経細

胞の分化に変化は見られなかった（図44A）。2tubulin>Ptf1aを発現させる

と、先ほども述べたように、ドーパミン神経細胞が異所的に分化した（図

41C、図44B）。2tubulin>Ptf1aと2tubulin>Meis 両方をインジェクション

した胚では、GCYA2>Kaede の発現が中枢神経系全体で観察され、中枢神経系

の全ての細胞がドーパミン神経細胞へと運命が転換していることが示唆された

（図44C）。このことをより詳細に解析するために、2tubulin>Ptf1aと

2tubulin>Meis 両方をインジェクションした胚に対して単一細胞トランスク

リプトームを行った(図44D,E、図45)。 

中枢神経系全体でPtf1aとMeisを共発現させた個体では、2つのクラスターが

形成された（図44D）。これらのクラスターを構成する細胞一つ一つの遺伝子発

現を調べたところ、すべての細胞においてドーパミン神経細胞/コロネット細胞

マーカー遺伝子を発現していた（図44E）。これらの結果から、Ptf1aとMeisの

共発現により中枢神経系全体をドーパミン神経細胞へと転換することに成功し

たと考えることが出来る。Ptf1aとMeis の共発現によりドーパミン神経細胞へ

と運命転換した細胞では、アセチルコリン神経のマーカーである

VACHT/ChAT やGABA神経のマーカーであるGADなどのマーカー遺伝子の発

現を失っていた（図46）。中枢神経系の細胞はPtf1a、Meisの共発現によりドー

パミン神経細胞へと運命が転換したが、これとは対照的に表皮の感覚神経は、

ほとんど、もしくは全くドーパミン神経細胞に転換しなかった。 

Ptf1a、Meisがドーパミン神経細胞/コロネット細胞特的な遺伝子の発現を直

接制御しているかどうかを調べるために、ドーパミン関連遺伝子（TH、

AADC、GCH）のエンハンサー領域の解析を行い、ドーパミン神経細胞/コロ

ネット細胞における発現に必要な最小エンハンサーを同定した（図47、48）。

これらドーパミン関連遺伝子の最小エンハンサーにはPtf1a 結合配列 (E-box)

とMeis 結合配列が存在していた。これらの結合配列を含む配列にレポーター
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遺伝子をつなげたところ、ドーパミン神経細胞/コロネット細胞に特異的に発現

した（図47、48）。THのエンハンサーにおいて、Ptf1aの結合配列であるE-box

およびMeis 結合配列に変異を導入したところ、ドーパミン神経細胞/コロネッ

ト細胞でのレポーター遺伝子の発現は消失した（図47-49）。これらの結果か

ら、Ptf1aとMeisは、ドーパミン神経細胞で特異的に発現する遺伝子群の転写

を直接活性化している可能性が示された。 

単一細胞トランスクリプトームのデータをもとに、ホヤのドーパミン神経細

胞/コロネット細胞に発現する遺伝子を解析したところ、GnRH、ガラニン、ニ

ューロテンシン、オキシトシン、バソプレシンなど13種類のホルモン/神経ペプ

チド、およびその受容体が発現していることが明らかとなった(図38)。これら

ホルモン/神経ペプチド/受容体関連遺伝子のうち、ナトリウム利尿ペプチドの

受容体であるGCYAおよびGCYBのエンハンサー領域の解析を行った(図49)。

その結果、GCYAおよびGCYBのドーパミン神経細胞/コロネット細胞特異的な

最小エンハンサーは、Ptf1a 結合配列であるE-box, Meis 結合配列が近接して

存在しており、ホルモン/神経ペプチド/受容体関連遺伝子の発現もPtf1aとMeis

により直接活性化されることが示唆された（図50）。以上の結果から、Ptf1aと

Meisはドーパミン関連遺伝子、ホルモン/神経ペプチド/受容体遺伝子の発現を

直接活性化することにより、ドーパミン神経細胞の最終分化を制御している可

能性が示された。 
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考察 

 

単一細胞トランスクリプトームは、遺伝子発現の細胞アトラス記載や細胞腫

の分類の為にこれまで使われてきた(Karaiskos et al. 2017; Briggs et al. 2018; 

Farrell et al. 2018; Fincher et al. 2018; Plass et al. 2018; Wagner et al. 2018)。

我々は、従来の実験的なマニュピレーションと単一細胞トランスクリプトーム

解析を組み合わせることで、細胞を分化を制御する遺伝子ネットワーク同定の

有力なツールになると考え、実験を行った。その結果、ホヤ幼生中枢神経系の

ドーパミン神経細胞/コロネット細胞の運命決定因子としてPtf1aを同定するこ

とに成功した。さらに、ドーパミン/コロネット細胞分化の際のPtf1aの補因子

としてMeisを同定することに成功した。これらの結果は、単一細胞トランスク

リプトームが細胞分化研究に非常に有効な手法であることを示している。 

Ptf1a の機能阻害を行うとドーパミン神経細胞/コロネット細胞が消失し、異

所的に発現させると大量のドーパミン神経細胞/コロネット細胞が出現した。光

受容細胞と上衣細胞が最も運命転換しやすく、これらの細胞群の遺伝子発現を

調べると Meis が強く発現していることがわかった。2tubulin エンハンサーを

用いて、Ptf1a と Meis を共発現させると中枢神経系の全ての細胞がドーパミン

神経細胞/コロネット細胞に運命が転換した。Meis は中枢神経系、内胚葉、筋肉、

表皮など幅広く発現しているが、中枢神経系では Ptf1a 単独でドーパミン神経

細胞/コロネット細胞に転換しやすい細胞群（光受容細胞や上衣細胞など）によ

り発現していた。それでは、Meis を発現していない、もしくは発現量の低い細

胞に対し、Ptf1a と Meis を共発現させた場合はどうなるのであろうか。例えば、

筋肉、表皮などの組織の細胞に Ptf1a と Meis を共発現させた場合、ドーパミン

神経細胞に分化するのだろうか？この実験で、ドーパミン神経細胞に分化でき

た細胞とできなかった細胞を比較することで、新たな知見が得られるかもしれ

ない。 

Meis MOを用いて、Meisの機能を阻害すると、ドーパミン神経細胞/コロネ

ット細胞は消失する。さらに、眼点、付着突起も消失した。つまり、Meis は

これらの細胞の発生・分化に関わっている可能性が示唆された。脊椎動物の眼

の発生において、MeisがPax6と協調して働くことが報告されており、ホヤの
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眼点形成においても、重要な働きをしているのかもしれない。Meis 機能阻害

実験において、光受容細胞への影響は確認していないので、今後の課題とした

い。 

脊椎動物の脳内には中脳と視床下部の2つの領域にドーパミン神経細胞は分

布している。中脳のドーパミン神経細胞は情動行動や運動制御に関連してお

り、その欠損はパーキンソン病の原因となることが知られている(Iversen and 

Iversen 2007; Flames and Hobert 2011; Kee et al. 2017; Kirkeby et al. 2017; 

Parmar 2018)。一方、視床下部のドーパミン神経細胞はホルモンや神経ペプチ

ドの分泌を制御し、生殖活動やホメオスタシスの制御に関係している(Iversen 

and Iversen 2007)。では、ホヤのドーパミン神経細胞は中脳のドーパミン神経

細胞と視床下部のドーパミン神経細胞のどちらに似ているのだろうか？単一細

胞トランスクリプトームのデータから、ホヤのドーパミン神経細胞/コロネット

細胞クラスターにおいて13種類のホルモン/神経ペプチドやその受容体の遺伝子

が発現していることが明らかとなった。これはホヤに存在するホルモン/神経ペ

プチドの約50%がドーパミン神経/コロネット細胞で発現していることを示して

いる。つまり、ホヤのコロネット細胞は脊椎動物の視床下部のドーパミン神経

と、ペプチドホルモン分泌細胞の機能を併せ持つ可能性がある（図51）。おそ

らく、無脊椎動物のホヤの時点では、コロネット細胞はドーパミン神経細胞と

ペプチド神経細胞という複数の機能を有しており、脊椎動物に進化した際に、

一つの機能を一つの細胞が担うようになった（Subfunctionalization）と考え

られる（図51）。この詳細を明らかにするためには、半索動物や頭索動物など

のドーパミン神経との比較解析が必要である。各動物の解析結果を比較するこ

とで、ドーパミン神経細胞の進化や分化に関する新たな知見を得られることが

期待される。 

最近、雌マウスの視床下部において、ドーパミン神経細胞の分化やKiss1ペ

プチド発現細胞の分化にPtf1aが必須の役割をしていることが報告された

（Fujiyama et al. 2018）。本研究により明らかとなったPtf1aを介したドーパ

ミン神経細胞の分化機構は、脊索動物間で保存された普遍的なドーパミン神経

細胞の分化機構であることが示唆された。 

  



40 

 

総括 

 

本研究「単一細胞トランスクリプトーム解析を用いたカタユウレイボヤにお

ける感覚神経細胞の分化機構に関する発生生物学的研究」において、単一細胞

トランスクリプトーム解析と従来の実験生物学的解析を組み合わせ、ホヤ幼生

の感覚神経細胞の分化メカニズムの解析を行った。 

第一部「単一細胞トランスクリプトーム解析を用いた神経板境界領域から派

生する感覚神経細胞の分化メカニズムの解析」においては、頭部発生における重

要な組織であるプラコードと神経堤細胞から生じる感覚神経細胞の分化メカニ

ズムを解析した。まず、プラコードと神経堤細胞が生じる神経板境界領域におけ

る遺伝子発現解析を行った。神経板境界領域前方すなわち、プラコード領域全体

では Dmrt.a が発現しており、領域内を Foxc、Six1/2 が区画化していることを

明らかにした。 神経板境界領域後方、すなわち神経堤細胞領域内では Msxb が

発現していた。この区画化のパターンは脊椎動物のものと類似していることを

明らかにした。プラコード領域前方、Foxc が発現する領域からは PSC が、プラ

コード領域内後方、Six1/2 が発現する領域からは aATEN が、神経板境界領域、

Msxb が発現する領域からは BTN が発生し、これらの遺伝子発現ネットワーク

の区間区化により、異なる感覚神経細胞が生じることを明らかとした。PSC 形

成を制御する転写因子 Foxc を神経堤細胞領域に強制発現させたところ、BTN

が PSC に運命転換した。この現象を単一細胞トランスクリプトームにより解析

したところ、PSC に完全に運命転換した細胞群と、PSC と BTN の両方の遺伝

子発現を持つ細胞群が確認された。つまり、プラコードと神経堤細胞は運命転換

が可能な良く似た性質を有していることが明らかとなった。以上の結果をもと

に、プラコードと神経堤細胞は共通の進化的起源を有しているという新たなモ

デルを提唱した。 

第二部「単一細胞トランスクリプトーム解析を用いたドーパミン神経細胞の

分化を制御する転写因子カクテルの同定」では、脊椎動物に最も近縁な無脊椎動

物ホヤにおいて、ドーパミン神経細胞の分化メカニズムについて、単一細胞トラ

ンスクリプトーム解析のデータもとに解析を行い、その結果、ホヤのドーパミン

神経細胞の分化には Ptf1a と Meis という２つの転写因子が必須の役割をして
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いることを明らかにした。また、ホヤのドーパミン神経細胞にはホルモン・神経

ペプチドに関連遺伝子が多数存在しており、ホヤのドーパミン神経細胞は脊椎

動物の視床下部のドーパミン神経細胞に対応する役割を持つ可能性があること

を明らかにした。マウス視床下部のドーパミン神経細胞の分化にも Ptf1a が重要

な役割をすることが報告され、視床下部における Ptf1a によるドーパミン神経細

胞の分化の制御機構は進化的に保存された分子機構であると考えられる。 

最近、様々な生物の単一細胞トランスクリプトーム解析により、各組織の詳

細な細胞アトラスが作成されている。これらの遺伝子発現アトラスは細胞分化

メカニズム解析のための有用なツールとなると考えられる。さらに、本研究の

ように、詳細な遺伝子発現アトラスをもとに、従来の実験的なマニュピレーシ

ョンと単一細胞トランスクリプトーム解析を繰り返すことで、より詳細な解析

を進めることができると期待される。今後もこれらの手法を組み合わせた研究

を展開し、ホヤ幼生に存在する177個全ての神経細胞の運命決定機構を1細胞レ

ベルで明らかにしたい。 
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表 1.  Gene ID (KH2012 model) 

Gene Name Gene ID 

Ptf1a KH2012:KH.L116.39  

Meis KH2012:KH.C10.174  

TH KH2012:KH.C2.252 

AADC KH2012:KH.L20.60 

GCH KH2012:KH.L10.1 

SERT KH2012:KH.C10.200 

GnRHX KH2012:KH.S1104.4 

Neurotensin likeB KH2012:KH.C2.201 

Natriuretic peptide receptor A /GCYA2 KH2012:KH.C9.602 

Natriuretic peptide receptor B /GCYB KH2012:KH.C7.64 

PDE9a KH2012:KH.C3.666 

PDEdelta KH2012:KH.C12.604 

Lectin KH2012:KH.C2.572 

SS23A3 KH2012:KH.C10.147 

2tubulin KH2012:KH.L116.85 

Arrestin KH2012:KH.C1.1125. 

Ci-opsin1 KH2012:KH.L171.13 

GAD KH2012:KH.S761.6 

VACHT/ChAT KH2012:KH.C1.498 
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表 2. プライマー配列 

Gene Name Construct name Primer 

Ptf1a 

pSPCiPtf1a MO 

target sequence 

C 

Fw  gtggatccgtatgcgtggtgtgtatgaacg 

Rv  ggggatcctacttgcaatagagaagc 

Natriuretic 

peptide 

receptorA/GCYA2 

pSPCiGCYA2K 

Fw atgcggatccgtgcatggtattacacattt 

Rv  gatcgcggccgcattgcggtaatggattat 

Natriuretic 

peptide 

receptorB/GCYB 

pSPCiGCYBK 

Fw atgcggatccgtgcgtatgtccacaagttg 

Rv  gatcgcggccgccttacggaatctgtactt 

GnRHX pSPCiGnRHXK 
Fw atgcggatccctatcgtgccgtttcttgac 

Rv  gatcgcggccgccagggtaaaattaaattg 

Neurotensin likeB pSPCiNtlBK 
Fw atgcggatccatgcatacgcgcaggccgca 

Rv  gatcgcggccgcggtgaatgggtatttgcg 

PDE9a pSPCiPDE9aK 
Fw atgcggatccgaatgtatcgtgctttattc 

Rv  gatcgcggccgcgcgagttgcagcaacacg 

PDEd pSPPDEdK 
Fw atgcggatccttactcgcggttgttttaca 

Rv  gatcgcggccgcaaaactcctgaaacacag 

Lectin pSPLectinK 
Fw atgcggatccccagcccgactgttgttttt 

Rv  gatcgcggccgcgactcttgtacaagtaag 

SS23A3 pSPSS23A3K 
Fw atgcggatccgtctagcccattttacacca 

Rv  gatcgcggccgcagagggttaaacgctaat 

Ptf1a pSPCiPtf1acDNA 
Fw aagcggccgctatggaaagcataaataatg 

Rv  ctacaaaggtattgggtacactg 

Meis pSMeiscDNA 
Fw atgcggatcccatgtcgcaacagcagtttg 

Rv  gcttgatatcctagcaagtatggccgagca  



A

図1 (A) カタユウレイボヤ幼生 (B) カタユウレイボヤ成体

ホヤの幼生はオタマジャクシ型の形態をしており、遊泳運動を行う。

岩などに頭部先端の付着突起で付着し、変態し、運動能を持たない成体となる。

B



旧口動物 Protostomes
ショウジョウバエなど

新口動物
Deuterostomes

棘皮動物 Echinoderms
ヒトデなど

半索動物 Hemichordates
ギボシムシ

Chordates 脊索動物

脊椎動物 Vertebrates

尾索動物 Urochordates
ホヤ tunicate

頭索動物 Cephalochordates
ナメクジウオamphioxus

図2 系統樹におけるホヤの位置

ホヤは脊椎動物と同じ脊索動物門に属する。

ホヤは脊椎動物に最も近縁な無脊椎動物である。



© 2007 K. Hotta et. al.

中期尾芽胚

図3 ホヤの発生過程

約1時間に1回分裂を行う。

今回は、ほぼ全ての組織の分化が完了しているとされる中期尾芽胚

を用いて実験を行った（図中の赤色）。

図は Hotta et al. 2007より改変。



中枢神経系

脊索

筋肉

内胚葉

筋肉

図4 ホヤ幼生は少数の細胞から構成されるが、脊椎動物の基本設計を有している。

個体を構成する細胞数が非常に少数であるが、背側に中枢神経系を有するなど、

脊椎動物の基本設計を備えている。図はVeeman and Reeves 2015より改変。

全細胞数: 2,600 個（ヒト37兆個）

中枢神経系: 350個

脊索細胞: 40 個

筋肉細胞: 38 個

表皮細胞: 800個

間充織細胞: 900個

内胚葉細胞: 550個



b2tubulin>Kaedeトランスジェニック系統

抗シナプトタグミン抗体

図5 ホヤの中枢神経系

(A) 抗シナプトタグミン抗体を用いて、ホヤの中枢神経系を染色したもの。

(B) 神経系の細胞を蛍光タンパク質で可視化したトランスジェニック系統

(b2tubulin>Kaede系統）。マゼンダはDAPI染色で核を染色したもの。

図はT. Horie et.al., 2009およびT. Horie et.al.,2011より改変。

A 

B



神経堤細胞プラコード

図6 プラコードと神経堤細胞から顔面の感覚神経が生じる。

頭部とは頭部は頭蓋骨や中枢神経、感覚神経が集まることで形成される。

頭部の感覚神経はプラコードと神経堤細胞から生じる。

プラコードからは眼、鼻、耳などの感覚器が、神経堤細胞からは末梢神経

系や頭蓋組織など様々な細胞が生じる。

これら、プラコードと神経堤細胞は脊椎動物に特異的な組織として考えら

れており、これらの組織が登場したことが、脊椎動物への進化の過程にお

いて重要なイベントであると考えられている。

（Gans and Northcutt 1983 および Northcutt 2005より）

眼、鼻、耳の
感覚器など

顔面頭蓋の骨格筋・
骨・軟骨
末梢神経、
色素細胞
心臓の一部
ホルモン産生細胞な
ど



Patthey, Shlosser and Shimeld

Developmental Biology(2014)

神経堤細胞

プラコード

神経板

感覚器
(鼻、耳、視床下部など)

プラコード

末梢神経、色素細胞、頭蓋骨など

神経堤細胞

図7 プラコードと神経堤細胞は神経板と表皮の境界領域から生じる。

この模式図はアフリカツメガエルの神経胚のもので、緑が神経板、赤がプラ

コード、青が神経堤細胞を示している。プラコードは神経板境界領域前方か

ら、神経堤細胞は後方から生じる（図はPatthey et. al. 2014より改変）。



外胚葉

神経板

細胞板境界領域

プラコード 神経堤細胞

図8 ホヤ神経板境界領域と感覚神経の模式図

(A) ホヤの110細胞期における神経板境界領域の模式図

a8.20とa8.18細胞からPSCが、a8.26からaATENが生じる。 b8.20からpATEN、b8.18

からBTNが生じる。黄色は神経板。

(B) ホヤ幼生における各感覚神経の位置

マゼンダがプラコード由来の、緑が神経堤細胞由来の感覚神経を示す。

PSC: palp sensory cell

aATEN: anterior apical trunk epidermal neuron

pATEN: posterior apical trunk epidermal neuron

BTN: bipolar tail neuron

(Abitua et. al.,2012; Abitua et. al.,2015; Stolfi et.al. 2015より。)

A 110細胞期

B 幼生



図9 DiIもしくはDiIを用いた細胞系譜の追跡

(A) 16細胞期において、DiI(マゼンダ)もしくはDiO(緑)で割球をラベルし、細胞系譜追

跡実験を行った。

(B) a5.3、(C) a5.4、(D) b5.3細胞をそれぞれラベルした際の、尾芽胚期における位置。

(E-G)インジェクションしたDmrt.a>CFPもしくはMsxb>mCherryレポーター遺伝子の、

尾芽胚期における発現

(E) Dmrt.a>CFP

(F) Msxb>mCherry

(G) Dmrt.a>CFPとMsxb>mCherryの重ね合わせ。Dmrt.aとMsxbの境界が見られる（白い

矢じり）。

(H-J) インジェクションしたFoxc>CFPもしくはDmrt.a>ｍCherryレポーター遺伝子の、

尾芽胚期における発現。

(H) Foxc>CFP

(I) Dmrt.a>mCherry

(J) Foxc>CFPとDmrt.a>mCherryの重ね合わせ。

スケールバーは100mm。

A

C D

E F G

H I J

B



proto-placode

proto-neural crest
0

Pax3/7

図10 カタユウレイボヤ感覚神経細胞の細胞系譜

16細胞期から110細胞期におけるa割球とb割球の細胞系譜。

Dmrt.aを発現する割球を緑色で、Foxcを発現する割球を黄色で、Msxbを発現する

割球を紫色で、Pax3/7を発現する割球を水色で示した。



Six1/2>CFP

Foxc>mCherry

Dmrt.a>CFP

Msxb>mCherry

A

B

図11 初期尾芽胚期における転写因子の発現

（A）Dmrt.a>CFPおよびMsxb>mCherryをインジェクションした胚

プラコード領域ではDmrt.aの発現が、神経堤細胞領域ではMsxbの発現が見られる。

（B）Six1/2>CFPおよびFoxc>mCherryをインジェクションした胚

プラコード領域内の前方のPSC領域ではFoxcの、プラコードの後方aATEN領域では

Six1/2の発現が見られた。

このように各感覚神経細胞が由来する領域はそれぞれ特異的な転写因子によってそ

れぞれ明確に区画化されていた。



DMRT4
DMRT5

Msx1

FoxC2

頭部プラコード 神経堤細胞

Six1/2
(Eya)

B 脊椎動物（アフリカツメガエル）

Pax3 Pax3 Pax7 

下垂体
/嗅覚

レンズ 三叉神経

前 後

Dmrt.a 

A ホヤ

a8.20 a8.18 a8.26 b8.20        b8.28

Pax3/7

Six1/2
(Eya)

Foxc

PSC      aATEN pATEN BTN

Msxb

プラコード 神経堤細胞

図12 転写因子による神経板境界領域の区画化のパターンの模式図

(A) ホヤ (B) 脊椎動物(アフリカツメガエル)

Dmrt、Six1/2、Foxcはプラコード領域で、Msxは神経堤細胞領域で発

現するなどの類似性が見られた。



H2O Foxc>CFP Dmrt.a MO Foxc>CFP

図13 Dmrt.aはFoxcの発現を制御している。

(A) コントロール (H2O + Foxc>CFPインジェクション胚)

(B) Dmrt.a MO + Foxc>CFP インジェクション胚

コントロールでは、PSCが形成される付着突起部分にFoxcの発現が見られる

（黄色の矢印）。

Dmrt.a MO胚では、Foxcの発現が完全に消失する。

A B



Control                     Six1/2>CFP 

図14 Dmrt.aはSix1/2の発現を活性化している。

(A)コントロール

(B) Dmrt MO + Six1/2>CFP

コントロール胚では、頭部前方にSix1/2の発現が見られる。

Dmrt MOをインジェクションした胚では、Six1/2の発現が完全に消失した。

Dmrt.a MO Six1/2>CFP

BA



Control  MO                Eya>CFP 

A

Dmrt.a MO    Eya>CFP 

B

Msxb MO                    Eya>CFP 

C

図15 Dmrt.a MO胚では、Eyaの発現が抑制され、Msxb MO胚では、異所的にEyaの

発現が広がった。

(A) Control MO + Eya>CFPインジェクション胚

黄色の矢じりで示したように、プラコード領域にEya>CFPレポーター遺伝子の発現

が見られる（36個体中36個体）。

(B) Dmrt.a MO + Eya>CFPインジェクション胚

Dmrt.a MO胚ではEya>CFPレポーター遺伝子の発現が消失した（88個体中88個体）。

(C) Msxb MO + Eya>CFPインジェクション胚

Msxb MO胚では、白い矢じりで示したように、Eya>CFPの発現が本来の発現場所

の後方に広がった（48個体中39個体）。スケールバーは100 mm。



図16 Foxc はPSC予定領域におけるSix1/2の発現を抑制している。

(A)コントロール（H2O + Six1/2>CFP）胚

コントロールでは、Six1/2は頭部の前方位置に発現する（黄色の矢印）。

(B) Foxc MO + Six1/2>mCherryインジェクション胚

Foxcの機能を阻害すると、本来の発現に加え、Six1/2の発現がPSC領域に見られる

ようになった（白色の矢印）。

(C) Dmrt.a>Foxc + Six1/2>ｍCherryインジェクション胚

Six1/2領域を含むプラコード領域全体でFoxcを発現させると、Six1/2の発現が消失

した。

H2O Six1/2 >CFP

A

Foxc MO         Six1/2>mCherry

B

Dmrt.a>Foxc Six1/2 >mCherry

C



a8.20 a8.18 a8.26 b8.20      b8.28

Six1/2
(Eya)

Foxc

PSC    aATEN pATEN        BTN

MsxbDmrt.a 

プラコード 神経堤細胞

Pax3/7

図17 ホヤ神経板境界領域における遺伝子ネットワーク

図12で示したように、プラコードが生じる前方領域では、Dmrt.aが、後方の神

経堤細胞領域ではMsxbが発現している。

プラコード領域において、Dmrt.a が、FoxcとSix1/2の発現を活性化している。

神経堤細胞領域において、Msxbは、Six1/2の発現を抑制し、プラコードが神経

堤細胞領域に形成されるのを阻害している。

さらに、プラコード領域内では、Foxcは、PSC領域でのSix1/2の発現を抑制す

ることで、プラコード内のPSCとaATENの区画化を制御している。

このように各転写因子が制御しあうことで、プラコード、神経堤細胞の区画化

のパターンが形成されていた。



図18 Msxbは神経堤細胞領域のSix1/2の発現を抑制している。

(A) コントロール（control MO + Six1/2>CFP）

(B) Msxb機能阻害胚（Msxb MO + Six1/2>CFP）

コントロールでは、Six1/2は頭部の前方位置に発現する（黄色の矢じり）。

Msxb MO胚では、Six1/2の発現はプラコードより後方、神経堤細胞領域に

まで広がった（白色矢じり）。スケールバーは100 mm。

Msxb MO                 Six1/2>CFP

B

Control                     Six1/2>CFP 



Control                            Six1/2>CFP Dmrt.a>Msxb                  Six1/2>CFP 

図19 プラコード領域にMsxbを発現させると、プラコード領域内における

Six1/2の発現が抑制される。

(A) コントロール（Control + Six1/2>CFP インジェクション胚）、

(B) Dmrt.aエンハンサーを用いてプラコード領域にMsxbを発現させた個体

（Dmrt.a>Msxb + Six1/2>CFPインジェクション胚）では、Six1/2の発現が

完全に消失した。

A B



Msxb 結合サイト Otx 結合サイト

図20 MsxbはSix1/2の上流に直接結合して抑制する。

(A) Six1/2 の5’上流発現調節領域の欠失実験。

-2410から-2001がプラコード領域におけるSix1/2の発現に重要である。

(B) H2O+Six1/2 -2410/-2001>Kaede インジェクション胚。

Six1/2の発現が見られる（74/74個体）。

(C) Dmrt.a> Msxb +Six1/2 -2410/-2001>Kaede 

Msxbをプラコード領域に発現させると、Six1/2の発現が消失した。

（発現が消失した胚 37/37個体）

MsxbがSix1/2 の5’上流-2410/-2001に結合し、Six1/2の発現を制御していることが示唆

される。

(D) Six1/2 の5’上流-2410から-2000の配列。

Six1/2 の5’上流発現調節領域400bpの間には5個のMsxb結合領域が存在する。

マゼンダが予測Msxb結合サイト、緑が予測Otx結合サイト。

（Martha Bulyk‘s binding matrix 使用）

CB

D

A



A B

図21 Otxはプラコード関連遺伝子の発現を制御している。

(A) Otx MO + Six1/2>mCherry

Six1/2>mCherryの発現が減少もしくは見られなくなった

（32個体中32個体）。

(B) Otx MO + Eya>CFP 

Eya>CFPの発現が完全に消失した（32個体中32個体）。

スケールバーは100 mm。



Control MO         bg-Crystallin>mCherry Foxc MO        bg-Crystallin>mCherry

図22 Foxcは付着突起の形成に重要である。

(A) コントロール（Control MO + bg-Crystallin>mCherryインジェクション

胚）付着突起にPSCマーカーのbg-Crystallin>mCherryの発現が見られる。

(B) Foxc MO胚（Foxc MO + bg-Crystallin>mCherryインジェクション胚）では、

付着突起の形成が阻害され、bg-Crystallin>mCherryの発現が消失した。

BA



Control MO       GnRH>CFP Foxc MO             GnRH>CFP

図23 FoxcはPSC形成に必要なだけでなく、予定PSC領域において、aATENの分化

を抑制している。

(A) コントロールMO + GnRH>CFP

(B) Foxc MO + GnRH>CFP

コントロール胚では、GnRHを発現するaATENsが見られる（黄色の矢じり）。

Foxc MOをインジェクションした胚では、PSC領域で、GnRHの発現が見られるよう

になった（白い矢じり）。

つまり、PSCがaATENに運命転換したと考えられる。

(C) 模式図

A B

C



Asic1b>CFP Pax3/7>Foxc 
Asic1b>CFP     

bg-CrystallinControl MO 

図24 神経堤細胞予定領域にFoxc遺伝子を発現させると、BTNがPSCに運

命を転換した。

(A) コントロール MO+Asic1b>CFP

BTNのマーカーであるAsic1bの発現が見られる。

(B) Pax3/7>Foxc + Asic1b＞CFP + bg-Crystallin>mCherry

Pax3/7エンハンサーを用いて、Foxc をBTNsの前駆細胞で発現させたとこ

ろ、BTNにおいてPSCのマーカーであるbg-Crystallinの発現が見られた。

また、この際に、PSCマーカーのみを発現するもの（白色の矢じり）、

PSCとBTN両方のマーカーを発現するもの（黄色の矢じり）が観察された。

(C) 模式図

BA

C



Middle tailbud stage : 4850 cells
89615 mean reads per cell, 
3219 median genes per cell

図25 ホヤ中期尾芽胚の単一細胞トランスクリプトームのtSNEプロット解析

一つ一つの点が1細胞を示す。この解析データでは似た遺伝子発現を示すもの、

つまり性質の似た細胞は同じクラスターに属する。

例えば、M/Hと示されているクラスターは、筋肉アクチンを発現する筋肉細胞、

Notoと示されているクラスターは、brachyuryを発現する脊索を示す。

EP: 表皮

Sen: 末梢感覚神経

CSN: 中枢神経系

Me: 間充織

M/H : 筋肉

En: 内胚葉

Noto: 脊索



図26 PSCマーカー（上段。Foxg および SP8）の発現および

BTNマーカー（下段。Asic1b および synaphin）の発現



図27 Pax3/7>Foxc発現細胞の分布

BTNは21個（緑色の丸）、PSCは32個（赤色の丸）、PSCとBTNマー

カー両方の発現を持つ細胞は14個（白色の三角）、BTNからPSCに完全

に運命転換した細胞は10個（青色の丸）確認された。

なお、完全にPSCに運命転換したBTNは、Pax3/7>Foxc の発現、BTN

マーカー（Asic1b, synaphin）の発現の消失、PSCマーカー（islet, foxg, 

SP8）の発現獲得、野生型PSCの95%信頼区間内にクラスタリングされた

ことにより定義した。一部運命転換したBTNは、Pax3/7>Foxc の発現、

一部のPSCマーカーの獲得により定義した。



運命転換した
細胞群中間型

BTN

PSC

図28 Pax3/7>Foxcを発現させた細胞の遺伝子発現のヒートマップ

縦軸が一つ一つの細胞、横軸が各遺伝子を示している。

（赤:転写因子、緑:シグナル分子、黒:機能分子）

上段が、BTNで特異的に発現する遺伝子群、

下段が、PSCで特異的に発現する遺伝子群である。

なお、Pax3/7＞Foxcを発現させた細胞はCFPでラベルしてあり、CFPを

発現している細胞に対して、解析を行っている。

BTNからPSCへ完全に運命転換したクラスター（図中の青色）とBTNと

PSCの両方の遺伝子発現を持つ中間型のクラスター（図中の白色）が確

認された。



B

A

図29 ホヤの神経板境界領域の分画化

(A) 神経板と神経板境界領域の模式図

上半分が脊椎動物で、下半分がホヤ。ホヤと脊椎動物の共通祖先の神経板の境

界領域は，原始的な頭部プラコードおよび原始的な神経堤細胞の共通の進化的

な起源であるというモデルを提唱する。

(B) ホヤの神経板境界領域から感覚神経へ分化する際の遺伝子ネットワークの

区画化の仮説

初期発生時に、プラコード領域（マゼンダ）においてFoxcとSix1/2がhead-trunk

境界を作る（白い破線）。

Msxbが神経堤細胞領域（緑色）を形成する。尾芽胚期に、各区画において、

共通のプログラムが感覚神経の前駆細胞の分化を引き起こす。

CNGA, RXFP3, SOG はAbitua et al. 2015より。



仮説1

• 表皮と神経版の境界領域に
特殊な細胞群が生じ、それ
らが感覚神経となる。

• 次の段階で、それぞれ特異
的な遺伝子ネットワークを
獲得し、プラコードと神経
堤細胞が進化した。

Schlosser 2008 Bio Essay

神経板境界領域

プラコード 神経堤細胞

図30 プラコードと神経堤細胞の進化における2つの仮説
プラコードと神経堤細胞の進化についてこれまでに2つの仮説が考えられてきた
（図はSchlosser 2008 より）。

仮説1

表皮と神経板の境界に感覚ニューロンの生じる神経板の境界領域が最初に獲得され、

感覚神経となる。

その次にそれぞれ特異的なinducerか遺伝子調節ネットワークを獲得し、プラコード

と神経堤細胞が進化した。

仮説2

神経堤細胞とプラコードは別々に生じ、進化してきた。

プラコード 神経堤細胞

仮説2
• 神経堤細胞とプラコードは

別々に生じ、進化してきた。



神経板境界領
域

感覚神経

表皮 神経板

頭部プラコード
由来の感覚神経

お互いに運命転換
可能な似た性質

神経堤細胞の
起源的な細胞
を持つ感覚神
経

頭部プラコードの
起源的性質を持つ
感覚神経

ホヤと脊椎動物の共通起源

神経板境界領域

原始的な
プラコード

原始的な
神経堤細胞

脊椎動物

神経堤細胞
由来の感覚神経

鼻、耳、レンズ
など

末梢の感覚神経
色素細胞
頭部の骨組織など

神経板境界領域

プラコード 神経堤細胞

図31 プラコードと神経堤細胞は共通の進化的起源を有している。

本研究より、ホヤのプラコードと神経堤細胞は運命転換が可能な似た性質を

有することが示された。この結果より、プラコードと神経堤細胞は、図30で

示した仮説1のように、「まず、神経板境界領域が獲得され、そこから、プラ

コードと神経堤細胞が生じた。」と考えられる。

脊椎動物のプラコードと神経堤細胞は共通の進化的起源を有しているという

モデルが考えられる。



図32 Dmrt.a MOに対する特異性の確認

(A) 使用したコンストラクトとDmrt.a MOの認識配列

上段はDmrt.a>CFPの模式図。Dmrt.aの5’上流の-39から-15の位置（Dmrt.a MO target

Sequence）に対し、MOを作成した。

下段、MO認識配列を除いたDrmt.aレポーター遺伝子

（Dmrt.a ΔMO target Sequence>CFP）の模式図。

(B) Dmrt.a MO + Dmrt.a>CFPインジェクション胚

Dmrt.a>CFPの発現は見られない（48/48）。

(C) Dmrt.a MO + Dmrt.a ΔMO target Sequence>CFPインジェクション胚。

MO認識配列を除いたDrmt.aレポーター遺伝子では、CFPの発現が見られる（57/57）。

(D) Dmrt.a MOに対するレスキュー実験

Dmrt.a MOではSix1/2の発現は消失するが（図14）、

Dmrt.a MOと共にDmrt.a ΔMO target Sequence>Dmrt.aをインジェクションすると、

Six1/2の発現がレスキューされる（107/108）。

A

CB D



図33 Msxb MOに対する特異性の確認

(A) Msxb>Msxb MO target sequence CFPとMsxb MOの認識配列

MO認識配列中の赤で示したATGに対し、変異を導入し、Msxb>Msxb mut（MO-

resistant Msxb cDNA)を作成した。

(B) Control MO + Msxb>Msxb MO target sequence CFP

CFPの発現が見られる（54個体中54個体）。

(C) Msxb MO + Msxb>Msxb MO target sequence CFP

全ての個体でCFPの発現は見られなかった（CFPの発現が見られなかった個体は

44個体中44個体）

(D) Msxb MO + Msxb>Msxb mut+Six1/2>mCherry

Msxb MO + Six1/2>mCherryでは、Six1/2>mCherryの発現が消失するが（図18）

Msxb>Msxb mutを共にインジェクションすると、Six1/2>mCherryの発現が回復し

た。

A

B DC



図34 Foxc MOに対する特異性の確認

(A) 使用したFoxc>Foxc MO target sequence CFPコンストラクトとFoxc MOの認識配列。

MO認識配列中の赤で示したATGに対し、変異を導入し、Foxc>Foxc mut (MO-

resistant Foxc cDNA)を作成した。

(B) Control MO + Foxc>Foxc MO target sequence CFP

CFPの発現が見られる（25個体中25個体）。

(C) Foxc MO + Foxc>Foxc MO target sequence CFP

全ての個体でCFPの発現は見られなかった（CFPの発現が見られなかった個体

99個体中99個体）

(D) Foxc MO + Foxc>Foxc mut (MO-resistant Foxc cDNA) + bg-Crystallin>mCherry

Foxc MO + bg-Crystallin>mCherryでは、bg-Crystallin>mCherryの発現は消失するが

（図22）、Foxc>Foxc mut を共にインジェクションするとbg-Crystallin>mCherryの発

現が回復する。

A

Foxc MO
Foxc>Foxc mut

B DC



図35 ホヤのドーパミン神経細胞/コロネット細胞

ホヤ幼生の頭部におけるコロネット細胞の位置。

左が模式図、右はPtf1a>CFPレポーター遺伝子でコロネット細胞を、抗アレスチ

ン抗体を用いて光受容細胞を可視化している。

ホヤはドーパミンニューロンクラスターであるコロネット細胞を有しており、

ドーパミン/コロネット細胞群は脳胞の腹側、第3光受容細胞群の近傍に存在して

いる。

Oc: Ocellus 眼点 Ot:Otolith 平衡器 Cor:Coronet cells コロネット細胞

GIII:group III photoreceptor cells グループIII視細胞群



TH: チロシン水酸化酵素

T.Horie et al. 2011

図36 ホヤのドーパミン神経細胞/コロネット細胞2

(A) TH>Kaede トランスジェニック系統

コロネット細胞にはTH（チロシン水酸化酵素）をはじめとするドーパミン

の生合成・分泌に関わる遺伝子が特異的に発現しており、ドーパミン神経

であることが報告されている（T. Horie et al. 2011）

(B) ホヤ幼生脳胞内部の走査型電顕写真

OT: Otolith 平衡器、 III: the group III photoreceptor 第III光受容細胞、CC: コロ

ネット細胞。スケールバーは2 mm。

ドーパミン/コロネット細胞群（赤色の矢印）は脳胞の腹側、グループIII光

受容細胞群（白色の矢印）の近傍に存在している(Horie et al. 2008)。

A B

T.Horie et al. 2008



Cao et al.. 2019

コロネット細胞/ドーパミン神経

図37 ホヤの中枢神経系には、遺伝子発現の異なる20種類の細胞が存在する。

ホヤの中枢神経系には、20種類の細胞が存在していた。

赤で囲んだのが、コロネット細胞のクラスターである。



図38 ホヤのドーパミン神経におけるホルモン・神経ペプチドの発現解析

各遺伝子のtSNEプロット解析とホヤ幼生におけるレポーター遺伝子の発現解析の結果を示す。

(A)ドーパミン関連遺伝子、(B) ホルモン、神経ペプチド、神経ペプチド受容体、(C) cGMA関

連遺伝子、(D) レクチンなど。

tSNEプロットにおいて、赤い点が各遺伝子を発現している細胞を示す。

ホヤ幼生における各レポーター遺伝子の発現部位は矢印で示す。

Aドーパミン
関連遺伝子

B ホルモン、
神経ペプチド、
神経ペプチド受容体

C cGMA関連遺伝子

D レクチンなど



図39 Ptf1aはドーパミン神経/コロネット細胞で発現している。

(A-C) Ptf1aのin situ hybridization

脳胞の腹側にPtf1a mRNAの局在が確認された（黒い色の矢印）。

(D-E) Ptf1a>CFPレポーター遺伝子の発現

Ptf1a>CFPレポーター遺伝子の発現が、mRNAと同様に脳胞の腹側で確認された

（白色の矢印）。

(A) (D) は中期尾芽胚

(B) (E) は後期尾芽胚

(C) (F) オタマジャクシ型幼生

OT: Otolith 平衡器、 OC: Ocellus 眼点。

(G-H) Ptf1a>CFPレポーター遺伝子をドーパミン神経細胞マーカーであるTH>Kaede

トランスジェニック系統で発現させたもの。

Ptf1a>CFPレポーター遺伝子はドーパミン神経/コロネット細胞で発現していた（白

色の矢印）。スケールバーは100um。



図40 Ci-Ptf1a機能阻害により、ドーパミン神経/コロネット細胞は光受容細胞に転換

する。 Ci-Ptf1a過剰発現により、光受容細胞は消失する。

(A, C) コントロール MO + Ptf1a DMO target sequence>CFP インジェクション胚。

(B, D) Ptf1a MO ＋ Ptf1a DMO target sequence>CFPインジェクション胚。

(A, B) 抗Arrestin 抗体および抗GFP抗体で、(C, D) は抗CRALBP抗体および抗GFP抗

体で染色したもの。白色の矢印は、CFP発現細胞。黄色の矢印は、グループIII光受容

細胞群。

コントロール胚では、CFPの発現細胞はアレスチン発現細胞 (A)（5個体中5個体）も

しくはCRALBP発現細胞 (B) （8個体中8個体）は重なり合わない。

Ptf1a MO インジェクション胚では、CFPの発現細胞は (A) アレスチン発現細胞（7個

体中7個体）もしくは (B) CRALBP発現細胞（8個体中8個体）とそれぞれ重なり合う。

(E, G) コントロール胚を抗アレスチン抗体 (E) で、抗CRALBP抗体 (G) で染色したも

の。

(F, H) Ptf1a 過剰発現させた胚を抗アレスチン抗体 (F) で、抗CRALBP抗体 (H) で染色

したもの。

Ptf1a 過剰発現させた胚ではアレスチン発現細胞は消失した(E, F) （32個体中32個体）。

Ptf1a 過剰発現させた胚では、CRALBP 発現細胞は大きく減少した(G, H) （25個体中

25個体）。



Original

Transformed1

Meis

図41 Ptf1aはドーパミン神経細胞の分化に必須である。

(A) コントロール+TH>Kaedeインジェクション胚

眼点後方にTH>Kaedeの発現、すなわちドーパミン神経が見られる。

(B) Ptf1a MO+TH>Kaedeインジェクション胚。

ドーパミン神経細胞が感染に失われた。

(C) b2-tubulin>Ptf1a+TH>Kaedeインジェクション胚。

b2-tubulinエンハンサーを用いて、中枢神経系全体でPtf1aを過剰発現したところ、

ドーパミンニューロンは異所的に分化した。

(D) b2-tubulin>Ptf1a+TH>Kaede胚の単一細胞トランスクリプトーム解析の結果を示

したtSNEプロット。

Ptf1aの過剰発現により、新たに4つのクラスター（Transformed1-4）が生じた。

(E) Original およびTransformed1-4における遺伝子発現のヒートマップ。

このヒートマップにより、Transformed1がドーパミンニューロンに分化した細胞で、

2、3、4はドーパミンニューロンへと分化できなかった細胞であることが分かった。

さらに、ドーパミンニューロンに分化していない細胞では発現しておらず、分化し

た細胞でのみ発現する転写因子の検索を行い、転写因子Meisを同定した。

A B C

D E

Transformed2

Transformed3

Transformed4



図42 Ptf1a過剰発現はドーパミン神経以外の他の神経の分化には影響しない。

(A, B) グルタミン酸作動性神経のトランスジェニック系統（VGLUT>Kaede）

(A)コントロール (71 個体中71個体）。

(B) Ptf1a過剰発現胚（79個体中79個体）。

(C,D) GABA/グリシン作動性神経のトランスジェニック系統（VGAT>Kaede）

(C) コントロール (56個体中56個体）。

(D) Ptf1a過剰発現胚（48個体中48個体）

(C,D) アセチルコリン作動性神経のトランスジェニック系統（VACHT>Kaede）

(C) コントロール（74個体中74個体）。

(D) Ptf1a過剰発現胚（39個体中39個体）。



8細胞期にa割球2個に Meis or Control MOをインジェクション

未受精卵にTH>Kaedeをインジェクション

受精

Control  MO TH>Kaede

17/17

Meis MO TH>Kaede

21/21

A

B C

図43 Meis MO 注入胚ではドーパミン神経/コロネット細胞が消失する。

(A) Meis 機能阻害実験のストラテジー

Meisはドーパミン細胞以外にも、筋肉など様々な組織に発現しているので、未受精卵

にMOを打つと発生異常となる。

そのため、未受精卵に、ドーパミン神経細胞のマーカーとして、TH>Kaedeをイン

ジェクションし、受精、発生させ、8細胞期において、ドーパミン神経細胞の生じる

予定細胞である8細胞期のa細胞にコントロールMO もしくはMeis MOをインジェク

ションした。

(B) コントロール MOインジェクション胚。白い矢印はMeis発現細胞を示す。

(C) Meis MOインジェクション胚

コントロール胚では、ドーパミン神経細胞マーカーのTH>Kaedeの発現が見られるが、

Meis MO胚では、TH>Kaedeの発現が消失した。

Meis MO胚では、ドーパミン神経以外にも、付着突起や色素細胞が消失している。



Original

Transformed 2

Transformed 1

図44 Ptf1a, Meisカクテルはドーパミン神経細胞分化を強力に促進する。

(A) 中枢神経系でMeisを単独で過剰発現させた胚（b2-tubulin>Meis+GCYA2>Kaede）。

(B) 中枢神経系でPtf1aを単独で発現させた胚（b2-tubulin>Ptf1a+GCYA2>Kaede）。

Meis単独では、ドーパミン神経の分化に変化はなく、

Ptf1aの過剰発現では、ドーパミン神経の分化が促進された。

(C) Ptf1aとMeisを共発現させた胚（b2-tubulin>Ptf1a +b2-tubulin>Meis+GCYA2>Kaede）。

MeisとPtf1aを共発現させると、中枢神経系の細胞がドーパミン神経へ分化が強力に促進

された。

(D) b2-tubulin>Ptf1a +b2-tubulin>Meis+GCYA2>Kaede胚のtSNEプロット。

(E) b2-tubulin>Ptf1a +b2-tubulin>Meis+GCYA2>Kaede胚のヒートマップ。

ED

CBA



図45 Ptf1a-Meis 過剰発現した後期尾芽胚と野生型の後期尾芽胚のtSNEプロット。

一つの点が一つの細胞を表す。青色の点が野生型、赤色の点がPtf1a-Meis 過剰発現

胚（b2tubulin>Ptf1a + b2tubulin>Meis インジェクション胚）を表す。青色の丸が中

枢神経系、緑色の丸がオリジナルのドーパミン神経/コロネット細胞、赤色の丸が

Ptf1a-Meis 過剰発現により、転換した細胞群を示す。



図46 Ptf1a-Meis過剰発現胚と野生型胚のtSNEプロット。

Ptf1a-Meis過剰発現により、各神経細胞は本来の遺伝子発現を失っていた。

(A) VACHT/ChAT（アセチルコリンニューロンマーカー）のtSNEプロット

(B) GAD（GABAニューロンマーカー）のtSNEプロット

青色の丸は野生型の中枢神経系。緑色の丸はオリジナルのドーパミン神経/コロ

ネット細胞。赤色の丸はPtf1a-Meis過剰発現により、形質転換した細胞群

（Transofromed1および2）。

VACHT/ChATとGADの発現が野生型の中枢神経系で確認されるが、Ptf1a-Meis過

剰発現胚のTransofromed1および2では、VACHT/ChATとGADの発現は失われて

いた。



図47 ドーパミン神経/コロネット細胞の Ci-AADCの発現にはE-boxが必要である。

(A) Ci-AADCの調節領域の欠損実験。 Ci-AADCの上流-923から-524bp が発現に重要

な領域である。

(B) Ci-AADCの上流-923から-524bp には、3つのE-box（E-box1, E-box2 および E-

box3 ）と一つのMeis結合領域がある。(A)で示したように、Ci-AADCの発現には、

この配列で充分である。

(C) AADC -924/-524 Fog basal>Kaedeインジェクション胚

(D) E-boxの変異実験。この実験により、ドーパミン神経/コロネット細胞における

Ci-AADCの発現にはE-boxが必要であることが分かった。

D

A

B

C



図48 ドーパミン神経/コロネット細胞におけるCi-GCHの発現には一つのE-boxが必要である。

(A) Ci-GCHの調節領域の欠損実験。 Ci-AADCの上流-668から-369bp が発現に重要

な領域である。

(B) Ci-GCHの上流-668から-369bp には、3つのE-box（E-box1, E-box2 および E-

box3 ）と一つのMeis結合領域がある。(A)で示したように、Ci-GCHの発現には、

この配列で充分である。

(C) GCH -668/-369 Fogbasal>Kaedeインジェクション胚

(D) E-boxの変異実験。この実験により、ドーパミン神経/コロネット細胞における

Ci-AADCの発現にはE-box1が必要であることが分かった。
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図49 ナトリウム利尿ペプチド受容体の最小エンハンサーには近接したE-boxとMeis

結合サイトが存在する。

(A) ナトリウム利尿ペプチド受容体A/GCYA2の最小エンハンサー500bpには近接した

E-boxとMeis結合サイトが存在する。写真はGCYA -500>Kaedeインジェクション胚。

(B) ナトリウム利尿ペプチド受容体A/GCYBの最小エンハンサー300bpには近接したE-

boxとMeis結合サイトが存在する。

Meis結合サイトを欠損させると、ナトリウム利尿ペプチド受容体B/GCYBの発現が

消失する（119個体中119個体）。

写真は左が、GCYB -500/-301>Kaedeインジェクション胚。

右が、GCYB -500/-301 ΔMeis>Kaedeインジェクション胚。

A ナトリウム利尿ペプチド受容体A/GCYA2

B ナトリウム利尿ペプチド受容体A/GCYB



神経前駆細胞
最終分化した

ドーパミン神経細胞
ドーパミン神経
前駆細胞

Ptf1a, Meis
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図50 Ptf1a, Meisカクテルによるドーパミン神経細胞分化誘導メカニズム

Ptf1aは脳内において一部の細胞で発現することから神経前駆細胞全てに発現している

のではなく、ドーパミン神経の前駆細胞で発現していると考えられる。

図47から49 で示したように、ドーパミン特異的な遺伝子の発現調節領域の解析から

Ptf1aとMeisはドーパミン神経特異的な遺伝子の発現を直接制御していると考えられる。

ドーパミン神経前駆細胞に、Ptf1aとMeisがドーパミン神経特異的な遺伝子の転写をON

にすることにより、成熟したドーパミン神経への最終分化を制御すると考えられる。



コロネット細胞
ドーパミン
GnRH
ガラニン
オキシトシン/バソプレシン

ホヤの脳の腹側 脊椎動物視床下部
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オキシトシン/
バソプレシン

GnRH

ドーパミン

ガラニン

図51 視床下部の進化とsubfunctionalizationに関する考察

ホヤのコロネット細胞には、ドーパミンだけでなく、GnRHやガラニンなどの

13種類のホルモン/神経ペプチドが発現していた。これはホヤに存在するホル

モン/神経ペプチドの50%に相当する。

つまり、ホヤのコロネット細胞は脊椎動物の視床下部のドーパミン神経と、

ペプチドホルモン分泌細胞の機能を併せ持つ可能性がある。おそらく、無脊

椎動物のホヤの時点では、コロネット細胞はドーパミン神経細胞とペプチド

神経細胞という複数の機能を有しており、脊椎動物に進化した際に、一つの

機能を一つの細胞が担うようになった（Subfunctionalization 機能分担）と考え

られる。



図52 Ptf1a MOの特異性の確認

(A) 使用したレポーター遺伝子コンストラクトとPtf1a MOの認識配列

Ptf1a MO認識配列は開始コドンより5’上流の-34から-9に位置する。

(B) Ptf1a MO + Ptf1aΔMO target sequence>CFPインジェクション胚

ドーパミン神経における発現が確認された（40個体中40個体）

(C) Ptf1a MOをインジェクションした野生型卵に、TH>Kaedeトランスジェニック系統の

精子を受精させた。

121個体中10個体でこの図51Cのように、TH>Kaedeの弱い発現が見られた。

121個体中111個体で図41Bのように、TH>Kaedeの発現が完全に消失した。

(D) Ptf1a MO + Ptf1aΔMO target sequence>Ptf1a をインジェクションした野生型卵に

TH>Kaedeトランスジェニック系統の精子を受精させた。

Ptf1a MOインジェクション胚では図41Bのように、TH>Kaedeの発現が完全に消失するが、

MO認識配列を除いた、レスキューコンストラクトPtf1aΔMO target sequence>Ptf1a を共

にインジェクションすると、TH>Kaedeの発現が回復する。96個体中49個体でTH>Kaede

の発現回復が見られた。なお、TH>Kaedeトランスジェニック系統はヘテロなので、

TH>Kaedeを発現するのは約50％である。

A
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