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抄 録
発生期の中枢神経において細胞系譜を理解することは，複数の細胞種からなる複雑な組織構築の過程

を理解する上で重要な知見である．細胞系譜の解析は，神経系の発生のみならず，様々な組織器官で古
くから行われてきた．近年では，遺伝子改変マウスなどの新しい技術の進歩によって神経系細胞の系譜
に関する様々な新規知見が次々と報告されている．本稿では，細胞系譜解析（方法）の歴史や古典的手
法について紹介し，それによって得られる知見や問題点について議論する．更に，近年頻繁に行われ
る，遺伝子導入を用いた様々な細胞系譜解析法とその特徴について紹介する．また，このような新しい
技術を用いて得られた我々の最近の知見も紹介する．
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Abstract

Analyzingcelllineageduringneuraldevelopmentisimportantforunderstandinghowthecomplex
brainisorganized.Thedevelopmentofmethodsforcelllineageanalysisrevealednovelorigin（s）of
certaincelltype.Inthisreview,wesummarizetheclassicaltechniquesforcelllineageanalysisandtheir
problem.Then,wedescribesomeofthekeygenetictechniquesthatarerecentlyestablished.Finally,
wedescribeanddiscussaboutourrecentresultsaboutcelllineageofNkx2.2-expressingandOlig2-
expressingneuralprogenitorcellsbyusinggenetically-definedlineagetracingmethods.
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は じ め に

動物の発生の過程で，卵割の終わった受精卵
の細胞やその後に続く胚の細胞が，成体のどの
組織や体のどの部分を作るかということは，発
生学の大きなテーマのひとつである．古くには
両生類神経胚の細胞を局所生体染色することに
より調べられた１）．また，線虫ではどの細胞が
どの時期に分裂しどこへ移動するか，顕微鏡を
使っての丹念な観察から明らかにされた２）．一
方で，羊膜類の細胞系譜の解析は，初期胚が非
常に小さいことや発生に時間がかかることなど
から局所生体染色や直接の観察がむつかしく，
遺伝子導入技術の進歩を待たなければならな
かった．P1ファージのCreリコンビナーゼが
loxP配列を認識してDNA組み換えを誘導する
ことが個体レベルで用いられるようになると，
特定の遺伝子を発現する細胞でCreを発現する
マウス（Creドライバーマウス）とLacZやGFP
の遺伝子をloxP配列の下流に挿入したfloxレ
ポーターマウスとを交配させることにより，特
定の遺伝子を発現する細胞を永続的に標識して
細胞を追跡することが可能となった．また，電
気穿孔法は簡便に生体組織に遺伝子導入する方
法として繁用される技術で，これも細胞系譜解
析には重要な手法である．本稿では，細胞系譜
解析の方法の発達とこれを用いた我々の最近の
所見とを紹介したい．

細胞系譜解析の方法

1．細胞系譜マーカーの発現を指標とした解析
神経幹細胞/前駆細胞を特定の細胞に分化さ

せる機能を持つ転写（調節）因子は細胞系譜マー
カーとしてしばしば用いられる．このような分
子発現を経時的に追跡してその系譜を明らかす
る方法は比較的簡便であり，神経系の形成にお
ける特定の細胞グループの全体像を明らかにす
ることができる．しかし，単一細胞のレベルで
は途中で発現を終えるものやオシレートするも
のもあり，分子の発現特性に注意する必要があ
る（後述）．

2．ニワトリ―ウズラのキメラ動物を用いた解
析
ニワトリとウズラはいずれもキジ科に属して

いる．初期胚で両者の組織を入れ替え移植する
と，異種の組織でも綺麗に融合して発生を続け
る．それぞれの種に由来する細胞は，フォイル
ゲン染色で核を染めると，クロマチンの凝集パ
ターンから，区別することができる．これを用
いて，胚の特定の領域（例えば特定の菱脳分節）
に由来する細胞が成体のどこの構造を作り出す
か調べられた３）．一方で，この方法を適用でき
る動物は限られており，特に哺乳動物への応用
は困難である．
3．レトロウイルスベクターを用いた系譜解析
とクローン解析
レトロウイルスは，一本鎖RNAウイルスで

あり，感染細胞のゲノムに遺伝子を組み込むこ
とが知られている．レトロウイルスのうち，レ
ンチウイルスは非分裂細胞にも感染するのに対
して，モロニーマウス白血病ウイルスやニワト
リレトロウイルスは分裂能を持つ細胞にのみ感
染する．また，レトロウイルスの感染能の半減
期は短いため，レトロウイルスベクターは多く
のグループによって神経前駆細胞の系譜解析に
パルス標識的に用いられてきた．細胞系譜解析
に用いるレトロウイルスベクターは，レトロウイ
ルスの自己増殖に必要な遺伝子をLacZやGFPと
いったマーカー遺伝子で置換し，自己増殖能を
不可能にしたものを用いることが多い．神経管
の内腔（脳室）や脳実質などに，マーカー遺伝
子を持ったレトロウイルス粒子を注入すると，
分裂期の細胞に感染し，この細胞に由来する細
胞は全てマーカー分子を持続的に発現する４）５）．
更に，レトロウイルスを限界希釈することに
よって，ごく少数（理論的には1個）の神経前
駆細胞を標識し，この細胞から分化する細胞を
追跡してどのような細胞を作り出すかを調べる
ことが可能である．これはクローン解析と呼ば
れている．
レトロウイルスを用いた系譜解析では，脳定

位装置などを用いて特定の場所にウイルスを注
入する試みが行われているものの，最初に感染
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した細胞を特定できないことが問題となる．こ
のことを克服するために，ニワトリのレトロウ
イルスに対する受容体をマウスの特定の細胞に
異所的に発現させ，受容体発現細胞にのみウイ
ルスを感染させるシステムが用いられている６）．
また，筆者らは，マウスのレトロウイルスが野
生型のニワトリ細胞に感染しないことを利用
し，マウスレトロウイルス受容体をニワトリの
特定の細胞に発現させることにより，特定細胞
への感染を可能とする細胞系譜解析システムを
開発した（図1）７）．これらの手法によって，ウイ
ルスに対する受容体を異所的に発現した分裂細
胞からの細胞系譜を解析することが可能となっ
ている．
4．電気穿孔法によるレポーター分子の導入
電気穿孔法は，発現ベクターを脳室内に注入

した後に，電極を胚の近傍に静置し，電気パル
スをかけることによってinvivoで効率良く遺
伝子を導入する方法である８‐１０）．DNAは負電荷
を持ち陽極側に向かって動くことから，導入時
に陽極と陰極の電極の位置を調節することで，
目的の限局した領域に導入することが可能であ
る．例えば，発生期の大脳皮質の細胞系譜を解
析するために，背側皮質の細胞と腹側の線条体
原基由来の細胞（介在神経細胞やオリゴデンド
ロサイトの前駆細胞）を別々に標識することや１１），

脳幹の菱脳唇を限局して標識することができ
る１２）１３）．前項のレトロウイルスベクターと異な
り，導入された遺伝子は細胞分裂を経ることに
よって，細胞中で希釈されるために神経細胞以
外の分裂細胞（グリア細胞）の系譜を解析する
ためにはベクター側に工夫が必要である．その
際には，ゲノムに目的遺伝子を導入できるトラ
ンスポゾンベクターを用いることが多い１４）１５）．
更に，細胞特異的プロモーターとレポーター遺
伝子を組み合わせたコンストラクトを作製し，
電気穿孔法で導入することにより，特定の細胞
種の細胞系譜を解析することも可能である１６）．
しかし，標識特異性は用いるプラスミドとその
濃度にも依存し，次項で紹介する遺伝子組換え
マウスを用いた方法のほうが高い特異性を示
す．
5．遺伝子改変マウスを用いた細胞系譜解析
特定の遺伝子を発現する細胞の系譜とそ

の挙動の解析のために，遺伝子改変マウス
は非常に有用なツールである．遺伝子改変マ
ウスを用いると，特定の遺伝子を発現する細胞
をGFPやLacZなどのマーカー分子で標識す
ることができる．これらのマーカー分子は，
特定の遺伝子座へのノックインや，細胞特異的
プロモーターあるいは組換えBAC（Bacterial
AritificialChromosome）を用いたトランスジェ
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図1 異種レトロウイルスを用いた特異的細胞系譜解析７）

左）マウスのレトロウイルスは，受容体が存在しないため野生型のニワトリ細
胞には感染しない．右）マウスのレトロウイルス受容体を異所的に発現させると，
受容体発現細胞のみにウイルスが感染し，特異的な細胞系譜解析が可能である．



ニック法によって細胞特異的に発現させる．特
に，BACトランスジェニック法は，特異的プロ
モーターやエンハンサーを同定することなく，
特異性高くマーカー分子を発現させることが可
能であり，近年頻繁に用いられている１７）．これ
らの方法で発現したマーカー分子によって，短
時間の細胞系譜解析が可能である．特に，LacZ
などはタンパク質の安定性が高いため，本来の
遺伝子の発現が消失した後も一定期間細胞が
LacZタンパク質を保持しており，その分化や分
裂，移動を短期間解析することが可能である１８）．

更に長期の系譜解析には，Cre-loxPなどを用
いた系譜解析システムを用いる．これは，冒頭
で述べたように，現在最も広範に用いられてい
る信頼性の高い方法である．DNAの組換え酵
素とその認識配列を組み合わせた，Cre-loxPや
Flp-frtシステムによる組換えを利用している．
例えば，特定の細胞種に組換え酵素であるCre
やFlpを発現させたドライバーマウス系統と，
レポーター遺伝子を持つマウスとを交配させる
ことによって，発生段階のいずれかのステージ
で組換え酵素を発現したことのある細胞全てが
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図2 様々なCre由来タンパク質による組換え
A）Creを発現しない細胞では組換えが起こらず，Creを発現する特定の細胞でのみ組

換えが起こり，レポーター分子が発現する．B）時期特異的Creは，リガンド非存在下で
は細胞質に存在するが，リガンド依存的に核内移行を示し，組換えを誘導する．C）それ
ぞれ活性をもたない部分長Cre（NCre,CCre）を2種類のプロモーターなどによって発現
させる．2種類の部分長Creを同時に発現する細胞でのみ，活性のあるCreタンパク質とな
り，組換えを誘導する．



レポーター陽性となる（図2A）．遺伝子の発現
を指標としてレポーター遺伝子の組換えを誘導
するので，最終分裂を終えた細胞の挙動を観察
することも可能である．このことは，分裂細胞
しか標識できないレトロウイルスによる標識法
との相違点である．
更に，Creとエストロゲンレセプター（ER）

やプロゲステロンレセプター（PR）などの核内
受容体の一部をつなぎあわせた融合タンパク質
を利用することで，特定の時期に特定の遺伝子
を発現する細胞から分化する細胞を追跡するこ
とも可能となった．これらはCreERやCrePR
と呼ばれ１９）２０），リガンドが無い状態では細胞質
に局在して機能しないが，それぞれの合成リガ
ンドであるタモキシフェンやRU486などを投与
すると核内移行し，組換えを誘導する（図2B）．
これらに用いられる核内受容体遺伝子には変異
が導入され，内在性のエストロゲンやプロゲス
テロンには結合しない．組換え効率はリガンド
の濃度や目的とする組織に依存するが，Creほ
どの組換え効率は期待できない．さらに，Cre

をN末端部分とC末端側に分割し（Split-Cre），
それぞれを別個のプロモーター下に発現させる
ことによって，2つの遺伝子マーカーを発現す
る細胞のみで組換えを起こし，細胞系譜を解析
することもできる（図2C）２１）．
レポーターマウスは，様々なラインが開発さ

れ，マウスリソースバンクに保存されている．
レポーターマウスは，すべての細胞で発現する
プロモーターを用いたトランスジェニックマウ
スや，同じく全ての細胞で発現するRosa26遺
伝子座へのノックインマウスが用いられるが，
レポーターラインによって組み換え効率や標識
様式が異なるため，目的にあったものを選択す
る必要がある．これらのうち，強力なchicken
beta-actinプロモーターの制御下にCre非存在
下ではlacZ遺伝子を発現しCreによる組み換
えによってEGFPを発現するZ/EGマウス２２）や，
Rosa26遺伝子座にCre依存的にYFPを発現す
る遺伝子カセットがノックインされたRosa26-
YFPマウス２３）などが広く用いられている（図
3A，B）．更には，近年同一のマウスで複数の細
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図3 広範に用いられるレポーターマウスライン
A）Z/EGマウスラインは，Cre依存的にGFPを発現するマウスである．B）Rosa26-YFPマウス

ラインでは，Cre依存的にYFPを発現する．C）Brainbowラインでは，loxP類似配列間でランダ
ムに組換えが起こるため，様々な種類の蛍光タンパク質を発現する．



胞の解析をするためのレポーターマウスも開発
されている．例えば，brainbowマウスは様々な
loxP類似配列と蛍光タンパク質を組み合わせる
ことによって，マルチカラーの系譜解析を可能
としている（図3C）２４）．Creの基質として，loxP
や類似配列（loxNなど）が知られているが，Cre
依存的に同種配列間でランダムに組換わること
を利用しているため，図3Cのベクター配列から
3パターンの組換えが起こることが予想され
る．そのため，時期特異的Creなどによって，低
頻度の組換えを誘導すると，マルチカラーのク
ローン解析を行うことが可能であると考えられ
る．また，MADM（MosaicAnalysiswithDouble
Marker）システムを用いるとCre遺伝子を発現
する細胞系譜でモザイク解析を行うことができ
る２５）．

中枢神経系での細胞系譜解析

1．脊髄でのNkx2.2細胞の系譜解析：ニュー
ロンやグリアの新たな起源
上述の神経系の細胞系譜解析法を用いて，最

近得られた結果について紹介したい．脊髄神経
管では底板と蓋板から分泌されるモルフォゲン
の濃度依存的に転写因子を発現し，神経前駆細
胞は背腹軸方向にドメイン構造を形成する２６）．
それぞれのドメインからは異なる神経細胞が産
み出され，神経細胞産生が終了した後におこる
グリア細胞産生時にもドメイン構造に依存して
様々なサブタイプのグリア細胞が産生されるこ
とが報告されている２７）２８）．ミエリン形成細胞で
あるオリゴデンドロサイトの前駆細胞は，発生
初期にOlig2転写因子を発現するpMNドメイ
ンにある神経前駆細胞群から発生することが知
られている（詳細は後述）．Nkx2.2転写因子は，
pMNドメインの腹側に存在するp3ドメインの
神経前駆細胞のマーカーであるとともに，分化
途中のオリゴデンドロサイト系譜の細胞にも発
現することが知られている（図4A）２９）．これまで
にニワトリ胚では，Nkx2.2と未成熟なオリゴデ
ンドロサイトマーカーであるO4とが脳室層の
細胞で共発現することが知られていた３０）が，実
際に脳室層のNkx2.2陽性前駆細胞がオリゴデン

ドロサイト系譜を産生するか否かは不明であっ
た．そこで，脳室層でNkx2.2を発現する細胞
の細胞系譜を解析するために，新規の細胞系譜
解析法を開発した７）．マウスレトロウイルスが
ニワトリ胚に感染しないことを利用し，nkx2.2
遺伝子特異的エンハンサー３１）制御下にマウスレ
トロウイルスに対する受容体３２）をもつベクター
を作製し，ニワトリ胚に電気穿孔法を用いて導
入した．24時間後に，マウスのレトロウイルス
を感染させレポーター分子で標識した．孵化直
前の孵卵18日目の脊髄では，標識された細胞の
大部分は成熟したオリゴデンドロサイトであ
り，少数のアストロサイトも観察された（図4）．
こういった観察から，p3ドメインの神経前駆細
胞は，pMNドメインとは異なる新たなオリゴデ
ンドロサイトの発生起源であることが示唆され
た．更に発生初期の神経細胞産生期の系譜解析
を行うと，Nkx2.2を発現するp3ドメインの細
胞はこれまで考えられていた脊髄介在ニューロ
ンの前駆細胞として働くのみならず，pMNドメ
イン由来であると考えられていた運動ニューロ
ンの別個の発生起源であることを見出した（図
4A）３３）．このように，細胞系譜解析の結果，細胞
の新たな発生起源を明らかとすることで，細胞
による組織構築のメカニズムや発生起源が異な
ることによる分化細胞の機能的差異を解析する
ための手がかりとなると考えられる．
2．Olig2細胞の系譜解析：ニューロン―グリ
アスイッチと細胞系譜マーカーの発現様式
Olig2は，オリゴデンドロサイト系譜に特異

的なbHLH型転写因子として3つのグループで
同時に同定・単離された．さらに同じグループ
から同時に遺伝子欠損マウスが報告され，Olig2
はオリゴデンドロサイトと脊髄運動ニューロン
の分化に必須の分子であることが示された（総
説34を参照）．TakebayashiらはOlig2遺伝子座
にCreER遺伝子をノックインしたマウスを作
製した３５）．このマウスをfloxレポーターマウス
と交配させ，任意の時期にタモキシフェンを投
与することにより，時期特異的にOlig2細胞を
標識し，脳の様々な領域でその系譜の追跡や
Olig2機能を調べた２８）３４‐３８）．
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胎生期の脊髄では脳室層腹側部のpMNドメ
インからOlig2の発現が始まり，胎齢11日目
（E11）以前では運動ニューロンが，E12以降で
はオリゴデンドロサイトが主に生み出される

（図4B）．このように，同じ転写因子を発現して
いる前駆細胞でも，ニューロン‐グリア細胞の
運命スイッチが起こっていることが明らかにさ
れた．また，脊髄のOlig2発現細胞は運動
ニューロンとオリゴデンドロサイトの系譜細胞
に特異的であると考えられていたが，アストロ
サイトや上衣細胞にも分化することが示され
た２８）．
前脳領域では，Olig2は線条体原基や腹側視

床，視床下部の脳室層に発現しており，タモキ
シフェンを様々な時期の妊娠母獣に投与するこ
とで，Olig2発現細胞の細胞系譜が明らかにさ
れた３６‐３８）．すなわち，E12およびそれ以前では，
終脳のOlig2細胞は大脳皮質と線条体のGABA
ニューロンに，間脳のものは視床網様核などの
GABAニューロンと視床下部のグルタミン酸作

動性ニューロンに分化し，胎生の遅い時期にな
るとアストロサイトを中心としたグリア細胞に
分化するものが多くなる．しかし，Olig2欠損
マウスでもGABAニューロンの分布に大きな
変化はなく，Olig2を欠損した細胞もGABA
ニューロンに分化することが示され，前脳での
ニューロン分化におけるOlig2の機能は未だ明
らかではない．興味深いことに，E9にタモキ
シフェンを投与してE14でレポーター分子を発
現するOlig2系譜細胞を調べると，Olig2を発現
している細胞はほとんど見られず，タモキシフェ
ン投与後5日間でほとんど発現を終えているこ
とが明らかにされた．また，E13に投与した場
合でも，3日後にOlig2の発現を持続している
Olig2系譜細胞は1/3程度であった３８）．これらの
結果より，細胞系譜マーカーと呼ばれる分子
が，同一の細胞で終生発現持続しているものば
かりではないことが明らかになった．このよう
な系譜解析や遺伝子欠損マウス脳の解析から，
前脳領域におけるOlig2機能が徐々に明らかに
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図4 発生期の腹側神経管における細胞系譜解析
上段はニワトリ胚におけるNkx2.2系譜解析の結果を，下段はマウス胚におけるOlig2系譜解析の

結果を模式図で示す．それぞれの転写因子を発現する神経前駆細胞から異なるサブタイプの細胞
が産生される．



なるものと予想される．

お わ り に

Vogtの生体染色に始まった細胞系譜解析は，
細胞の分子・遺伝子発現解析の時代を経てCre-
loxPを個体レベルで用いる時代となった．細胞
系譜マーカーといわれる分子の発現は，恒常的
ではないことが明らかとなり，細胞系譜解析に
はgeneticlabelingが必須であることが示されて
いる．Creのみならず，CreERなどの融合遺伝
子や，Split-Creを用いた複数の遺伝子発現を利
用したりすることにより，細胞系譜解析は時間

的にも空間的にも特異的でより詳細な解析が可
能となってきた．また，電気穿孔法はマウス以
外の羊膜類でも細胞系譜解析を容易にした．
従って，特定の遺伝子を発現する細胞の分化様
式や機能を進化の視点をからも明らかにできる
ようになってきた．様々な動物種を用いた詳細
な細胞系譜解析は，個体発生のみならず系統発
生の視点からも新たな知見を提供してくれるも
のと考えられる．
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