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研究成果の概要（和文）：生物の形態を決定する分子機構には未解明な点が多い。指の発生は、生命科学の黎明
期からの研究対象であるが、その機序には諸説あり結論が出ていない。指の形態形成では、位置情報やパターニ
ング・シグナルを付与する数々の遺伝子が重要な役割を果たす。本研究では、指の形態形成を司るホメオチック
遺伝子および新規転写因子による指の形態形成機構を解析した。その成果として、指の形態形成を制御する重要
な転写因子Hesr1/2およびIrx3を新規に同定した。

研究成果の概要（英文）：Limb bud patterning, outgrowth, and differentiation are precisely regulated 
in a spatio-temporal manner through integrated networks of transcription factors, signaling 
molecules, and downstream genes. However, the exact mechanisms that orchestrate morphogenesis of the
 limb remain to be elucidated. We focused our expression pattern analysis on a selection of 
transcription factor genes that exhibit spatially localized and temporally dynamic expression 
patterns with respect to the anterior-posterior axis in the E9.5-11.5 limb bud. In this project, we 
identified Hesr1/2 and Irx3 as the key genes that regulate the digit development.

研究分野：小児科学
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１． 研究開始当初の背景 

 

(1)形態形成モデルとしての指発生  

指芽発生は、種々の形態形成のモデルとし
て重要な位置を占めるが、その分子メカニズ
ムには未解明な点が多い。形態形成の仕組み
の解明は、再生医療の実現や病態理解のため
に重要な意義を有する。指の発生(指芽発生)

は、発生学の古典的モデルとして深く研究さ
れており、「形態形成がどのような分子機構
で起こるか」という学問の基礎を成してきた
(引用文献 1)。マウスでは胎生期 10.5 日 

(E10.5) に四肢原基の先端部分が外胚葉性頂
堤（apical ectodermal ridge, 以下 AER）と
して特殊化される。AER は極性化活性帯
（zone of polarizing activity、以下 ZPA）と
協調し、FGF や sonic hedgehog (Shh) など
のパラクライン因子が仲介分子となり指芽
発生を進行させる。しかし、遺伝子ネットワ
ークレベルでの分子機構の全貌は明らかに
なっていない。 

 

(2) 転写因子による指芽発生制御 

生命の形を作る仕組みは未解明な点が多
い。指の形態形成は長年の研究対象となって
きたが、これを司るメカニズムのモデルには
諸論あり結論が出ていない。指の形態形成で
は、位置情報を付与するホメオチック遺伝子 

(Hox 遺伝子) が四肢のセグメント化を司り、
Hox の最後端である Hoxa13 と Hoxd13 によ
って四肢最遠端である自脚領域と指の本数
が決定される。Hox 遺伝子の前方から後方優
位の発現への翻転現象は、体の各部位の最終
形態を決める仕組みとして重要である。しか
し、その分子機構は理解されておらず、
Hoxa13 と Hoxd13 がどのような分子によっ
て制御されているのかわかっていない。 

 
(3) 抗体の質に左右されない分子解析のた
めの技術革新 
 タグ配列を遺伝子座に挿入することにより、
「抗体が無い」という実験的事情を解消する。
抗体を用いた解析は、分子の機能を明らかに
するうえで欠かせないものであり、実験目的
に適した抗体の存在が研究の進行を大きく
左右することは一般的に認められる。その問
題を解決するために、我々は CRISPR-Cas9 法
を用いて、対象遺伝子の遺伝子座に Flag タ
グ配列を挿入することを考えた。これが成功
すれば、過剰発現をすることなく、タグを用
いて内在性の蛋白の解析ができる。この原理
は他の全ての遺伝子に適用でき、良い抗体が
無いというマテリアルの事情で進んでいな
い多くの研究が前進する可能性がある。 
 

２．研究の目的 

(1) 指芽発生においてホメオチック遺伝子の
発現を司る転写遺伝子の同定 

転写因子発現データベース Embrys を用
い、指芽発生に関わる転写因子を網羅同定し、

自脚形成において、ホメオチック遺伝子、特
に Hoxa13 と Hoxd13 の発現を制御する転写
因子を同定する。 

 

(2) タグ配列のノックインマウス系統の樹立 

タグ配列をノックインしたマウス系統を
樹立し、良い抗体が存在しないため機能解析
が困難な分子についての評価技術基盤を整
備する。 

 

(3) 指芽発生を制御する新規転写因子の同定 

 転写因子発現データベース Embrys を用
い、指芽発生に関わる転写因子を網羅同定し、
自脚形成におけるパターニングを制御する
転写因子を新規同定する。 

 

３． 研究の方法 

 

(1) 指芽発生においてホメオチック遺伝子
を制御する転写因子の同定 

マウスにおいて指芽発生に際して特徴的
な遺伝子発現パターンを呈する転写因子に
ついて、遺伝子変異マウスを入手・解析して
指芽形成における表現型を解析する。Hoxa13
および Hoxd13 の変異マウスの表現型との比
較、および当該遺伝子の変異マウスにおける
Hoxa13 と Hoxd13 の発現を解析することによ
り、Hoxa13 および Hoxd13 を制御する可能性
について明らかにする。 
 
(2) タグ配列のノックインマウス系統の樹立 

 ゲノム編集技術である CRISPR-Cas9法を用
いて、マウス Hesr1 遺伝子座の開始コドン直
下に Flag 配列をノックインする。F0 世代は
キメラになり易いため、世代を経て全身性に
トランスジーンを有するノックインマウス
系統を樹立する。ノックインマウス系統の評
価として、ゲノム DNA配列、転写産物および
蛋白質分子について解析し、対象遺伝子の詳
細な機能解析の技術基盤を整備する。 
 
(3) 指芽発生を制御する新規転写因子の同
定 

転写因子発現データベースを利用し、既報
告からは想定されないような新規の転写因
子を同定し、形態発生の分子機構の理解を深
め、四肢奇形などの病態解明や新規治療法の
開発に結び付ける。同定された転写因子につ
いては指芽発生のパターニングにおいて中
心的な役割を果たす Shhおよび Gli遺伝子と
の機能的関係を検討する。さらに、同定され
た遺伝子についての機能解析を遺伝子改変
マウス (トランスジェニックマウス)におい
て施行する。 
 
４． 研究成果 
 
(1) 指芽発生においてホメオチック遺伝子の
発現を司る転写遺伝子の同定 

発生遺伝子データベースEmbrysに基づき、



指芽の形態形成過程 (E10.5-E11.5) におい
て特異的に発現する転写因子として、Hesr1

および Hesr2 を同定した (図 1)。 

Hesr1（Hairy-enhancer-of-split related1）
は、base helix-loop-helix 型の転写因子をコ
ードする遺伝子である。重要なことに、Hesr1

および Hesr2 の変異は自脚の形成異常につ
ながり、Hesr1 および Hesr2 遺伝子の二重変
異マウスでは、浸透率は高くないが、自脚の
形成不全を示す (図 2)。 

 

 

この表現型は、自脚領域のパターニングを
制御するホメオチック遺伝子 Hoxd13 およ
び Hoxa13 の二重変異マウスと類似していた
(図 2 右。引用文献 2)。 

こ の 知 見 は 、 転 写 因 子 Hesr1/2 が
Hoxa13/Hoxd13 の発現を制御している可能
性を示唆した。その可能性を検証するために、
Hesr1 および Hesr2 の変異マウスの発生中
の指芽において in situ hybridization を施行
した。その結果、Hesr1/2 の変異マウスでは
Hoxd13 の発現パターンが異常を呈すること
がわかった (図 3)。 

 

 

これらの結果は、転写因子 Hesr1/2 がホメ
オチック遺伝子の発現パターニングを介し
て指芽発生の形態形成を制御している可能
性を示唆した。 

 

(2) タグ配列のノックインマウス系統の樹立 

Hesr1/2 蛋白分子の検出に適した抗体がな
く、Hesr1/2 蛋白分子の機能解析の妨げとな
っていた。この課題を解決するため、ゲノム
編集技術である CRISPR-Cas9 システムを用
い、Hesr1 遺伝子座に Flag タグ配列をノッ
クイン (以下 KI) されたマウス系統の樹立
に取り組んだ。本系統の樹立に成功すれば、
「良い抗体がないため進まない」生命科学研
究の課題を解決できる可能性がある。マウス
受精卵に対する guideRNA、Cas9 mRNA、
Flag 配列を含む鋳型 DNAのインジェクショ
ンを経て、Flag 配列を Hesr1 の開始コドン
直下に KI することに成功した(図 4)。 

この転写産物は mRNA レベル(図 4 下段)

および蛋白質レベル(図 5)で検出された。 

 

 

また、同マウスにおいて抗 Flag 抗体を用
いて KI マウスから樹立された胎児線維芽細
胞でFlag-Hesr1遺伝子の発現を調べた結果、
同方法によっても、同遺伝子が特異的に検出
されることが判明した。このことから、本マ
ウス系統により、良い抗体が存在しないため
これまで困難であった Hesr1 の生化学的解
析が可能になると考えられた。またこのアプ
ローチは原則的に全遺伝子に適用可能であ
り、抗体の質に依存しない分子解析への道が
開かれた。 

 

(3) 指芽発生を制御する新規転写因子の同
定 

Hesr1と同様に自脚の形態形成に関わる転
写因子として、Irx3 を同定した。転写因子デ
ータベース Embrys を用い、指芽において前
後軸に沿って特徴的な発現パターンを示す
遺伝子群に着眼した。Irx3 は発生中の指芽
E10.5-11.5 において前方に発現されるパタ
ーニングを示した(図 6)。 

指芽発生のパターニングを中心的に制御
する Shh および Gli3 との機能的関係性を調

図１ 
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図 3 

図 4 

図 5 



べるため、Shh、および Gli3 のノックアウト
マ ウ ス 胚 に お い て Irx3 の in situ 

hybridization を行った。その結果、Irx3 の
発現は、Shh ノックアウトマウスの指芽では
後方に拡張した(図 7)。 

さらに Gli3 ノックアウトマウスの指芽で
は前方で減弱した(図 8)。 

これらの結果は、指芽形態形成を制御する
新規転写因子としての Irx3 の役割を示唆す
るものであった。 

マウス個体において Irx3 の機能を検証す
るため、Prrx1 プロモータを用い、指芽特異
的な Irx3 トランスジェニックマウスを樹立
し、Irx3 の過剰発現の影響を検討した。その
結果、同マウス系統は、指の欠損・橈側偏移
および中手骨癒合などの自脚形成異常を呈
することがわかった(図 9, PLOS One, 2017

にて発表)。 

以上のように、自脚形成における新規転写
因子として Irx3 を同定した。 

本研究において、指芽形態形成の新規転写
因子として Hesr1 および Irx3 を同定した。
Hesr1 は自脚領域の形成を規定する Hoxa13

および Hoxd13 の発現制御に関わっており、
Hesr1およびHesr2の変異はHoxa13および

hoxd13 の発現異常につながるばかりでなく、
自脚の形成不全を引き起こす。また、Irx3 は
Shh および Gli3 の制御下に挙動する新規転
写因子であり、Hesr1/2 と同様に自脚の形成
に関わり、Irx3 の過剰発現は自脚形成異常の
原因となる。 
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