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緒　言

　神経管の閉鎖前では，外胚葉は，大きく３つの領域，表皮領域，神経領域と両者の境界である神経板境界領域に分け
られる（図 1）1,2)．神経管閉鎖が開始されると，外胚葉が神経板境界（神経褶）を含む数カ所のヒンジポイントで折れ
曲がり，正中線上で向かいあう神経褶部分で癒合する．最終的に，神経と表皮が完全に分離すると同時に表皮領域同士
と神経領域同士が融合することで神経管閉鎖が完成する 3,4)．しかしどのような機構で神経板境界（神経褶）の細胞が
表皮又は神経に分離･癒合するのかその機構は，不明な点が多い 3,4)．また，神経管閉鎖以前に神経と表皮が完全に分離
してしまうと細胞層として形態が維持できないし，向かい合った神経褶同士が癒合したあとでも神経と表皮が分離でき
ていないと神経管閉鎖不全となることが考えられ，二分脊椎などヒトの先天奇形の発症機構との関連性も強い．本課題
では，神経管閉鎖のタイミングで，神経板境界の細胞がどのような分子機序を介して表皮や神経へと分離するのか解明
することを目的に研究を行った．

図 1． 神経管閉鎖と連動した表皮と神経の細胞運命の決定機構．
神経管閉鎖過程では，神経板境界/神経褶領域には表皮にも神経にも分化していない未分化な前駆細胞が存在し，
背側中央で神経褶が癒合するタイミングに合わせて表皮又は神経へと特異化する．未分化状態は，カノニカル
Wnt の拮抗因子である Dkk1/Kremen1 によって維持されているが，カノニカル Wnt によって下流転写因子で
ある Grhl3 が誘導されことで未分化前駆細胞は表皮化する．
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方法および結果

　マウス胚の神経管形成過程において，表皮領域，神経領域，表皮と神経の間の神経板境界領域のそれぞれに特異的な
分子マーカーを用いて発現解析を行った．表皮特異的マーカーとして，TROMAI (KERATIN8) と E-cadherin，神経特
異的なマーカーとして N-cadherin と Sox2 の発現を解析した．その結果，神経管閉鎖前では神経板境界の細胞は，表
皮と神経どちらのマーカーも発現しておらず未分化な前駆細胞である可能性が示唆された（図 2）．そこで，いくつか
の幹細胞マーカーを用いて発現解析を行ったところ，神経板境界の細胞は，OCT4, KLF5, SSEA4 を特異的に発現して
いた（図 2）．以上の結果から，神経管閉鎖前の神経板境界は，神経にも表皮にも分化していない未分化幹細胞の性質
を持っていることが示唆された 5)．

図 2． 神経管閉鎖過程における表皮，神経，未分化幹細胞マーカーの発現．
A-D) 免疫染色法によるマーカー発現．マウス胚神経管閉鎖前において神経板境界/神経褶領域では，表皮マーカ
ー (TROMAI) や神経マーカー (N-cadherin) は発現せず，未分化な幹細胞マーカー (Oct4, Klf5) が発現している

（ドットライン）． E,F) in situ ハイブリダイゼーション法による mRNA の発現．Klf5 は，神経板境界/神経褶領
域で発現している（矢先）．文献 5 より一部改変．スケールバー: 200μm (E), 100μm (C, D, F), 20μm (A, B)．

　そこで，どのような分子機構で未分化前駆細胞が表皮又は神経へと特異化するのか明らかにするため，神経管閉鎖中
のマウス胚約 500 匹分の表皮と神経の細胞から mRNA を集めてマイクロアレイを行った．得られた結果から，分泌性
シグナル因子の発現を解析したところ，Wnt シグナル経路の分子（Wnt リガンド, 拮抗因子, 受容体など）が表皮と神
経の細胞で正又は負に大きく変動していることが分かった．実際，これらの分子の発現を mRNA 及びタンパク質レベ
ルで解析したところ，神経板境界周辺で強く発現していた．特に，Wnt 拮抗因子である Dkk1 と Kremen1 のタンパク
質は，神経管閉鎖中の神経褶領域に局在していた（図 3）．この結果，Wnt シグナルによって未分化前駆細胞の運命決
定が制御されている可能性が示唆された 5)．
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図 3． 神経管閉鎖過程におけるカノニカル Wnt 拮抗因子の発現.
A-F) Kremen1 と Dkk1 タンパク質は，神経褶領域に発現している．se: 表皮外胚葉, ne: 神経外胚葉．文献 5 よ
り一部改変．スケールバー: 100μm (A, D), 50μm (B, E), 20μm (C, F)．

　次に，カノニカル Wnt 活性を抑制又は亢進させた場合に，神経板境界の細胞運命がどのように変化するか解析を行
った．Dkk1 を過剰に発現させてカノニカル Wnt シグナル活性を低下させたマウス胚では，神経領域が拡大し，表皮
領域が縮小していた 5)．それとは逆に，Wnt8A の過剰発現や Dkk1 ノックアウトによってカノニカル Wnt 活性を亢進
させたマウス胚では，神経領域が縮小し表皮領域が拡大していた 5)．以上の結果から，神経板境界の未分化前駆細胞の
運命をカノニカル Wnt が表皮に，Wnt 拮抗因子が神経へと向かわせることが分かった．
　更に，カノニカル Wnt の下流でどのような転写因子が表皮化に働いているのかマイクロアレイの結果などから特定
した．その結果，Grhl3 転写因子が神経管閉鎖と連動して神経板境界領域で特異的に発現することを見いだした（図
4）．実際，Grhl3 遺伝子欠損マウス胚は，神経管閉鎖不全を示すことが知られているが 6)，この Grhl3 遺伝子変異マウ
ス胚では，神経板境界領域の細胞が表皮化せずに逆に神経へと分化していることが分かった（図 4）．つまり，未分化
前駆細胞は Wnt シグナルの下流で Grhl3 が活性化されることで細胞運命を表皮へと向かわせていることが示唆された
5)．
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図 4． 神経管閉鎖過程における Grhl3 タンパク質の発現．
A, B) Grhl3 タンパク質（Grhl3 遺伝子座にノックインされた lacZ の発現）は，神経管が閉じる前の表皮と神経
の境界である神経褶領域のみで発現する．C) 神経褶領域での Grhl3 陽性細胞は，Dkk1 の局在する細胞より表皮
側に分布する（矢先, ドットライン）．D, E) Grhl3 遺伝子変異胚では，Grhl3 陽性細胞は，神経マーカー (N-
cadherin) を発現する（矢先）．se: 表皮外胚葉, ne: 神経外胚葉．文献 5 より一部改変．スケールバー: 200μm (D,
E), 100μm (A, C), 10μm (B)．

　これら以上の結果から， Grhl3 はカノニカル Wnt シグナルの下流転写因子として神経板境界領域における未分化な
前駆細胞を神経管閉鎖運動と連動して表皮化させる機能を担っていることが強く示唆された．

考　察

　今回の解析から，神経板境界/神経褶における未分化な前駆細胞が，カノニカル Wnt とその下流転写因子である
Grhl3 を介して表皮へと分化する過程は，神経管閉鎖を時間的･空間的に適切な順序で進行させる上で極めて重要な分
子機構であると言える（図 1）．実際，神経板境界に存在する未分化な前駆細胞が，適切に表皮細胞へと運命決定が起
こらないことが原因で Grhl3 遺伝子変異では神経管閉鎖不全を示することが強く示唆された．
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