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研究成果の概要（和文）：全前脳胞症は前脳と顔面正中部の形態形成が異常になる先天性奇形で発症機序は不明
である。私達はBMPシグナルを抑制して神経を誘導する因子としてBiz (BMP inhibitory zinc finger)/zbtb14を
単離し、Biz/zbtb14が、さらにWntシグナルを促進して後方神経を形成することを見出した（2018年論文発
表）。興味深いことにBiz/zbtb14と、その結合因子は全前脳胞症の原因遺伝子座に位置する。私達はBiz結合因
子がBiz/zbtb14と協調して後方神経形成を促進すること、また、Biz結合因子が初期発生期の神経形成に必要不
可欠であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The vertebrate body is organized along the dorsal-ventral (DV) and 
anterior-posterior (AP) axes by the BMP and Wnt pathways, respectively. We reported that BMP 
inhibitory zinc finger (Biz)/Zbtb14 promotes dorsalization (neuralization) of the ectoderm by 
inhibiting BMP signal and posteriorizes the induced neural tissue by activating Wnt signal to 
coordinate DV and AP patterning.

We found that Bap (Biz associated protein) plays an essential role in the regulation of body axis 
formation.  bap and biz/zbtb14 are co-expressed in the dorsal region of the gastrula. Overexpression
 of Bap together with Biz/Zbtb14 enhanced the activity of Biz/Zbtb14 to induce posterior neural 
tissue at the expense of epidermis. Knockdown analysis of Bap showed that Bap is required for the 
formation of posterior neural tissues and repression of anterior neural development. These results 
suggest that Bap plays an important role in neural development in cooperation with Biz/Zbtb14 to 
coordinate DV and AP patterning.

研究分野： 発生生物
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究は私達が発見したBiz/zbtb14転写因子のBMP・Wntシグナルに対する作用と神経誘導活性を手掛かりとし
て全前脳胞症発症機構の解明に挑んでいる。Biz/zbtb14とBiz結合因子は全前脳胞症の原因遺伝子座に位置する
が神経形成における働きは不明である。
本研究によって、神経形成におけるBiz/zbtb14とBiz結合因子の機能的な相互作用、およびBMP・Wntシグナルネ
ットワークに対する協調作用が解析されれば全前脳胞症発症機構の解明につながる。また、多くの臓器・器官の
形成で重要な働きをするBMP・Wntシグナルの新たな制御機構が解明される可能性があり基礎生物学的にも重要な
意義がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
全前脳胞症(holoprosencephaly; HPE)はヒトの前脳と顔面正中部が形態異常になる先天性奇

形であり 16,000 人に 1人の割合で出生し、自然流産の 250 例に 1例の割合でみられる。遺伝的
原因として幾つかの染色体遺伝子座(HPE1-HPE11)と遺伝子（SHH, Zic2, Six3, TGIF, Nodal 等）
が明らかになりつつあるが、その発症機序はよくわかっていない。発生過程で正常な頭部構造を
形成するためには、胚の腹側で多く分泌される BMP シグナルが抑制されることにより背側外胚葉
から神経組織が誘導され、その後、背腹と前後のパターン形成が正しく制御される必要がある。
さらに発生の進んだ中枢神経組織(神経管)の背腹のパターン形成にはBMPとWntシグナルの両方
が再び関与する。すなわち BMP と Wnt、２つのシグナルは発生過程の時期と場所特異的に非常に
厳密かつ繊細な制御を受けて神経の発生を司っており、BMP と Wnt シグナルは単独ではなく互い
に調和しながら制御される必要がある。 
近年になり、私達の発見を含め、BMP と Wnt シグナルの調和機構に関する知見が次第に得られ

つつある（Takebayashi-Suzuki et al., Developmental Biology 2011）。私達はアフリカツメ
ガエル胚を用いた機能スクリーニング法によって、BMP シグナルを抑制する Biz (BMP Inhibitory 
Zinc finger;ヒト zbtb14 の相同遺伝子)を新たに単離した(Takebayashi-Suzuki et al., 
Development, Growth and Differentiation 2018）。Biz を過剰発現すると後方神経マーカーの
誘導と頭部の抑制が観察された。次にノックダウン解析や生化学的解析の結果、Biz が BMP シグ
ナル伝達因子 Smad の分解を促進し BMP シグナルを抑制して神経(背側)を誘導すること、また、
Biz が-cateninの安定化を引き起こしてWntシグナルを活性化し後方形成を促進することが分
かった。大変興味深いことに Biz のヒト相同遺伝子(zbtb14)は、前脳と顔面正中部が形態異常
になる先天性奇形、全前脳胞症の原因として考えられている遺伝子座 HPE4(ヒト 18 番染色体）
近傍に位置する（Sobek-Klocke et al., Genomics 1997）。したがって、Biz/Zbtb14 は全前脳
胞症原因遺伝子座 HPE4 の候補遺伝子の１つとして十分考えられる。一方、Biz/Zbtb14 との結合
が報告されている C2H2 ジンクフィンガータンパク質・Biz 結合因子(Bap; Biz Associated 
Protein)は全前脳胞症の原因遺伝子座の１つ(HPE1)であるヒト 21 番染色体に位置する。しかし
ながら Biz 結合因子(Bap)の神経形成における機能や、Biz/Zbtb14 に対する影響は全くわかって
いない。 
 

２．研究の目的 
本研究では、重篤な先天性奇形の原因遺伝子候補である Biz/Zbtb14 と Biz 結合因子(Bap)の神

経形成における相互作用と働きに着目し、BMP・Wnt シグナルネットワークに対する Biz/Zbtb14
と Bap の作用機序を解析することで全前脳胞症の発症機序を解明することを目的とした。また、
初期発生過程における Bap の発現領域と、その機能を明らかにし、全前脳胞症発症機構を分子レ
ベルで解明することにつなげる。 
 

３．研究の方法 
研究材料としては、哺乳類よりも初期胚の解析が容易で知見も多いツメガエル胚を用いた。ま

ず、ネッタイツメガエル胚を用いたホールマウント in situ ハイブリダイゼーション（WISH）法
を用いて初期発生過程における Bap の発現領域を同定し、発現時期は定量的 RT-PCR 法で解析し
た。Biz/Zbtb14 転写因子単独、あるいは Bap mRNA を顕微注入することによってツメガエル胚で
過剰発現、および Bap に対するアンチセンスモルフォリノオリゴを用いて機能阻害した際の影響
について調べた。神経誘導や頭部形成に対する影響を調べるため、アニマルキャップ（未分化、
かつ多分化能を持つ外胚葉組織片）を用いた定量的 RT-PCR や WISH 法により、背腹および前後マ
ーカー遺伝子の発現解析をおこなった。また、全前脳胞症の原因遺伝子と考えられている遺伝子
群（SHH, Zic2, Six3, TGIF, Nodal 等）の発現についても、Biz/Zbtb14 と Bap 過剰発現による
影響を調べた。Biz/Zbtb14 転写因子と BMP・Wnt シグナル調節因子の結合様式を生化学的に解析
するため、培養細胞発現用のエピトープタグ付き遺伝子コンストラクトを作製した。 
 

４．研究成果 
 これまでに行なってきたBiz/Zbtb14の機能解析から、Biz/zbtb14が BMPシグナルを抑制して、
かつ Wnt シグナルを促進して後方神経を形成することがわかった。さらに機能阻害実験や生化学
的解析から、Biz が Smad の分解促進、および-catenin の安定化を引き起こして BMP と Wnt の
両者のシグナルを制御することで、背腹軸と頭尾軸の形成を統合していることが明らかになった。
以上の結果を Development, Growth and Differentiation 誌に報告した(Takebayashi-Suzuki et 
al. 2018)。 
Biz/Zbtb14 と Bap をコードする mRNA をそれぞれ単独、あるいは複数を組み合わせてツメガエ

ル胚に顕微注入する過剰発現実験により、Biz/Zbtb14 と Bap の機能的な相互作用を調べる実験
をおこなった。その結果、Biz/zbtb14 単独に比べて、Biz/zbtb14 と Bap 両遺伝子を共発現させ
た場合に神経マーカーsox2 や後方神経マーカーhoxb9 の発現が、より強く誘導されるだけでなく、
前方神経マーカーOtx2 や Rx2A の発現領域が縮小することがわかった。これらの結果から、前後
軸形成において Bap 遺伝子は Biz/zbtb14 と協調的にはたらく事がわかった。また、表皮マーカ
ーの発現も同様に、Biz/zbtb14 単独に比べて Bap 共存下の方が,より激しく減少し、Bap は前後
軸形成に対してだけでなく背腹軸形成に及ぼす Biz/zbtb14 の効果も強めることが明らかになっ



た。次に、全前脳胞症の原因遺伝子と考えられている遺伝子群についても Biz/Zbtb14 と Bap の
影響を調べると、Biz/Zbtb14 と Bap を共発現したときにだけ tgif1 の発現が減少する傾向が認
められた。 
さらに、Bap の機能阻害実験をおこなうため、アフリカツメガエル L、S 各染色体由来の Bap

遺伝子を単離し、それぞれの塩基配列を確認して Lと S両方の染色体由来遺伝子を同時に翻訳阻
害することが期待できるアンチセンスモルフォリノオリゴを作製した。このモルフォリノオリゴ
を用いて Bap 機能阻害実験を行ったところ、後方神経マーカーhoxb9 の発現が低下する一方で前
方神経マーカーOtx2 や Rx2A の発現領域が拡大することがわかり、過剰発現実験の結果を裏付け
ることが明らかになった。以上の結果から、Bap は初期胚の神経形成に必要不可欠であり、
Biz/zbtb14 と協調して前方神経の抑制と後方神経の形成促進に関与することが強く示唆された。 
エピトープタグを付加した全長型Bapと各ドメイン欠失変異体Bapのコンストラクト作製にも

成功しており、培養細胞で発現させる準備が整っている。今後は、Biz/zbtb14 や BMP・Wnt シグ
ナル調節因子群のドメイン欠失変異体を用いて、各構成因子間の結合に必要な機能ドメインを同
定し、Biz と Bap が各 BMP・Wnt シグナル調節因子を制御する作用機序を生化学的に明確にする
実験を予定している。 
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