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研究成果の概要：神経堤細胞系譜が mRFP で特異的に標識されたマウスを構築できた。このマウ
スを用いて Six1/Six4二重欠損マウスの神経管の中に異所的に生じる一次感覚神経細胞が、神
経堤細胞由来であることを明らかにした。この細胞は、神経管のなかに存在する一次感覚神経
細胞である無羊膜類の Rohon-Beard 細胞とよく似ていた。従って Six1 および Six4 は一次感覚
神経の脊髄内および脊髄外の局在を制御する働きがある事が示唆された。また、Six1/Six4 二
重欠損マウスの脊髄神経節に存在する神経細胞には分化異常が観察された。 
 Six1/Six4 二重欠損マウスの鼻プラコードにおいては、アポトーシスの有意な増加は認めら
れなかったが、細胞増殖は顕著に低下していた。従って、鼻プラコードの形成不全の原因のひ
とつは細胞増殖の低下であった。 
 Six1/Six4 二重欠損マウスの三叉神経節は野生型よりもサイズが小さい。この原因は神経細
胞に起きるアポトーシスであり、Bcl-x の発現は Six1/Six4 二重欠損マウスにおいて顕著に低
下していた。NT-3 によるアポトーシスの抑制は観察されなかった。従って、Six1 および Six4
の働きは、神経細胞のアポトーシスを Bcl-xを介して抑制する事であると示唆された。 
 比較ゲノム解析とニワトリ胚へのエレクトロポレーションにより、Six1 および Eya1 遺伝子
周辺の塩基配列から、Six1で 8 箇所、Eya1で 10 箇所の特異的なエンハンサーを同定した。こ
れらの活性をあわせると、内在性の Six1と Eya1の発現をほぼ再現できた。Six1の耳プラコー
ドエンハンサーでは Six1 自身の自己制御が示唆された。また、PPR エンハンサーではホメオボ
ックスおよび GATA 結合配列が重要であった。PPR の生ずる神経板周辺で発現する Dlx5 や Dlx6
がエンハンサーを活性化する可能性が示唆された。 
 Six1/Six4二重欠損マウスと野生型との遺伝子発現の比較は、脊髄神経節を単離して行った。
詳しい検討は今後行う予定である。 
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１．研究開始当初の背景 
 神経堤細胞は神経板の辺縁部から派生し、
上皮̶間葉転換を起こした後、長い距離を移
動しながら、頭部の骨や筋肉、鰓弓器官、脳
神経節、交感神経節, 色素細胞、平滑筋など
といった多岐にわたる器官を形成するユニ
ークな細胞群である。一方、プラコードは頭
部の外胚葉性の肥厚であり、鼻、目、耳など
の感覚器官や脳下垂体および脳神経節を派
生する。神経堤細胞とプラコード由来の細胞
群とは、発生初期にその存在領域が一部共通
であること、また、互いの細胞間相互作用が
神経やグリアへの分化に必須であることな
どから、その発生や分化には相互に密接な関
連がある。私たちは、ホメオボックス遺伝子
Six1 がプラコードからの感覚器官形成にお
いて中心的役割を果たすことを、遺伝子欠損
マウスの解析から明らかにしてきた(Ozaki 
et al. Development 2004)。Six1/Six4 二重
欠損マウスはプラコード由来の器官のみな
らず神経堤由来の諸器官の形成にも著しい
欠陥がみられる。例えば、プラコード由来の
細胞と神経堤細胞由来の細胞の両者から形
成される三叉神経節において、Six1/Six4 二
重欠損マウスではそのサイズが小さくなり、
両細胞群に由来する細胞群の局在が野生型
に比べて著しく変化している事（両細胞群が
混じり合わない）や、神経堤細胞由来の細胞
群にアポトーシスの亢進を見いだした。 
 
２．研究の目的 
 本研究においては、神経堤細胞とプラコー
ド細胞の増殖、分化、移動、細胞死を司る分
子機構を解明し、これらの細胞群から生じる
多様な器官形成の分子機構解明を最終目標
として、以下の諸点を明確にする事を目的と
する。 
(1) Six1/Six4二重欠損マウスにおける神経
堤細胞およびプラコードの増殖、分化、移動、
細胞死の様相を精査し、これらの現象におけ
る Six1 および Six4 の機能を明確にする。 
(2) 三叉神経節におけるプラコード由来お
よび神経堤由来細胞群の相互作用や、分化の
様式を明確にする。 
(3) プラコードおよび神経堤細胞における
Six1/Six4とその協同作用因子である Eya1と
の発現調節機構を解析し、器官形成に至るシ
グナル分子と転写因子の関与を明確にする。 
 
３．研究の方法 
 (1) Six1およびSix4の神経堤細胞の増殖、
分化、移動における機能 
① 私たちの構築した Six1/Six4 二重欠損マ

ウスは Six1下流に GFP が、Six4下流に lacZ
が挿入されている。神経堤細胞系譜が GFP で
追跡できるマウスは入手できるが、同じ GFP
がレポーターになっているため Six1 の発現
と区別がつかないので、mRFP で追跡できるマ
ウスを作製する。神経堤細胞由来の細胞系列
で発現する Protein0(MPZ)プロモーターの下
流に RFP をつないだトランスジェニックマウ
スを作製し、Six1/Six4 二重変異マウスとの
掛け合わせを行う。MPZ プロモーター下流の
レポーター遺伝子が神経堤由来の細胞でよ
く発現する事は既に Yamamura らによって報
告されている。発現効率やトランスジェニッ
クマウスの生存率の事を考慮し、MPZ プロモ
ーターに直接 RPF をつないだトランスジェニ
ックマウス、および Mpz-CRE トランスジェニ
ッックマウスとかけあわせることで RFP を発
現する CAG-loxP-STOP-loxP-RFP の 2 種類の
マウスを構築する。後者のマウスは CRE の発
現制御下で RFP を発現できるので、将来、他
のプロモーターを用いた細胞系譜解析に使
用できる汎用性の高いマウスである。野生型
マウスの神経堤細胞と Six1/Six4二重変異マ
ウスにおける神経堤細胞の動態を RFP の蛍光
を指標に比較・精査する。これによって、神
経堤細胞の異常の全体像を把握する。 
② 神経堤細胞の異常が観察される部位や時
期において、Six1およびSix4の抗体染色と、
Msx, Slug, Mitf, Serafなどの分化マーカー、
NCAM,カドヘリン 6 などの細胞接着因子、リ
ン酸化ヒストン H3(Ser10)などの増殖細胞マ
ーカー、カスパーゼ 3などの細胞死マーカー、
Wnt, Shh,BMPなどのシグナル分子群との二重
染色を行い、神経堤細胞の増殖、移動および
分化の異常が生じる場所や時期を明らかに
し、異常の基盤を分析する。 
(2) 感覚器プラコード細胞の増殖、分化に
おける Six1 および Six4 の機能 
 私たちは Six1 欠損マウスにおいて、耳プ
ラコードから耳胞の初期形成まで、また、鼻
プラコードから嗅上皮形成の初期過程まで
は正常で、E10.5 ないし E11.5 の時期から、
形態や分化に異常が生じることを明らかに
した。Six1/Six4二重欠損マウスでは、耳プ
ラコードから形成される耳胞は、サイズが小
さく細胞層が薄く、形態変化も生じないこと、
鼻プラコードはいったん形成されるものの、
それ以降の細胞分化がほとんどおこらない
ことなどを観察している。これらプラコード
の細胞レベル、および分子レベルでの異常を
明確にするために、Dlx5 や Pax6 などのプラ
コードマーカー、細胞増殖やアポトーシスの
異常を特異抗体を用いて明確にする。 



(3) 三叉神経節におけるプラコード由来お
よび神経堤由来細胞群の相互作用の様式を
明確にする。 
① 野生型および Six1/Six4 二重欠損マウス
の三叉神経プラコードや三叉神経節の発生
過程を、連続切片を作成して観察する。プラ
コード由来の神経細胞マーカーBrn3 や神経
堤細胞由来のマーカーSox10 の抗体染色、な
らびに神経堤細胞由来の神経細胞のマーカ
ー遺伝子 rdgC の in situ ハイブリダイゼー
ションを行い、両組織由来の細胞群がどの程
度混在し、どの程度独自の集団で存在するか
を各発生ステージで記載する。 
② 三叉神経節における細胞同士の接着を規
定するカドヘリンや CAM などの抗体染色を行
い、Six1/Six4二重欠損マウスにおける三叉
神経節形成の異常の原因と考えられる分子
を特定する。 
(4) プラコードおよび神経堤細胞における
Six1/Six4 およびコアクチベーターである
Eya1の発現調節機構を明確にし、器官形成に
至るシグナル分子と転写因子の関与を明確
にする。 
①既に同定した 8 種類のマウス Six1 エンハ
ンサーエレメントのなかで、頭部外胚葉の前
プラコード領域（PPR）での発現を規定する
エンハンサーと、神経堤細胞での発現を規定
するエンハンサーを中心に解析する。マウス、
ニワトリ、カエルでの塩基配列の比較から、
保存性の高い転写因子結合配列を同定し、
各々の結合が阻害されるような突然変異を
導入して、エンハンサー活性への影響を検定
する。相同エレメントが複数存在し、一つの
エレメントの変異ではエンハンサー活性が
なくならない場合には、複数のエレメントに
同時に変異を導入し、その活性に対する影響
を見極める。これらの解析をまとめて、Six1
および Six4 のプラコードおよび神経堤細胞
での発現を規定する転写因子とシグナル分
子を予想する。 
Six1および Six4の発現調節を規定する転

写因子やシグナル分子をコードする遺伝子
の発現を各プラコードや神経堤細胞で確認
する。適切な培養細胞系を用いて、これら転
写因子とシグナル分子の作用によって同定
したエンハンサー活性の調節が再現される
のかどうかを確かめる。再現された場合には、
転写因子とシグナル分子の動態を解析する。
最後に、転写因子が Six1や Six4のエンハン
サー領域に結合しているのかどうか、またそ
れらがシグナル分子の影響を受けて結合の
様式が変化するのかどうかをプラコードや
神経堤細胞における in vivo クロマチン IP
法などによって検証する。 
Eya1については、ニワトリ胚における詳細

な発現パターンと、エンハンサーの同定を、
Six1と同様に進める。 

(5) 神経堤細胞およびプラコード細胞の増
殖、分化、移動、細胞死の制御機構 
 神経堤細胞の異常が起きる局面において、
異常を直接的に引き起こす原因と考えられ
る分子機構を解析するために、野生型と
Six1/Six4 二重欠損マウスの神経管培養を行
い、そこから派生する神経堤細胞群の分化や、
増殖、細胞死等を比較検討する。すなわち、
自律神経を誘導する BMP2, 平滑筋分化を誘
導するTGFβ, 感覚神経を誘導するWnt1など
のシグナル分子で分化誘導し、生体内の異常
が再現されるかどうかを確かめる。再現され
る場合には、各誘導因子で誘導される遺伝子
群のレパートリーを、野生型と Six1/Six4欠
損マウス由来の神経堤細胞で、マイクロアレ
ーを用いて比較する。それらのなかで、細胞
の分化や、増殖、細胞死などに重要な役割を
果たすと考えられる遺伝子で、野生型と
Six1/Six4 欠損マウスとの間で発現量に差異
の見られる遺伝子を選択し、in situ ハイブ
リダイゼーションによって、野生型および
Six1/Six4 欠損マウスの神経堤発生過程での
発現パターンを検証する。 
 
４．研究成果 
(1) Six1 および Six4 の神経堤細胞の増殖、
分化、移動における機能 
神経堤細胞系譜が mRFP で特異的に標識され
たマウスを構築できた。Mpz プロモーターに
直接 mRFP をつないで発現させたマウスはラ
イン化できなかったが、Mpz-Cre トランスジ
ェニックマウスと CAG-loxP-STOP-loxP-RFP
マウスとは構築でき、両者を掛け合わせるこ
とで、神経堤細胞由来器官を正しく標識でき
た。Six1/Six4 二重欠損ホモマウスでは、神
経管の中に一次感覚神経細胞が異所的に生
じる異常が見つかったが、この細胞は mRFP
で標識されることから、神経堤細胞由来であ
ることが明らかとなった。この細胞は Tlx3
を発現し、後にアポトーシスによって細胞死
を起こし、さらにアクソンを神経管の中と外
との両方にのばすなどの特徴を有していた。
これは、無羊膜類で神経管のなかに存在する
一次感覚神経細胞である Rohon-Beard 細胞の
特徴とよく一致する。従ってSix1およびSix4
は一次感覚神経の脊髄内および脊髄外の局
在を制御する働きがある事が示唆された。ま
た、脊髄神経節に存在する神経細胞は mRFP
で標識されるが、野生型では Islet2 陽性
Sox10 因子であるのに対し、二重欠損マウス
では Islet2 および Sox10 共陽性となること
から、神経堤細胞由来の神経細胞分化に異常
が生じたことが明確となった。 
(2) プラコードの増殖および分化の解析 
鼻プラコードにおいては、アポトーシスの有
意 な 増 加 は Six1 欠損マウス お よ び
Six1/Six4 二重欠損マウスでは認められな



かったが、細胞増殖は Six1/Six4二重欠損マ
ウスで顕著に低下していた。従って、鼻プラ
コードの形成不全の原因のひとつは細胞増
殖の低下によるものであった。プラコードマ
ーカーである Dlx5 は Six1/Six4二重欠損マ
ウスにおいて、変化はなかった。 
(3) 三叉神経節の低形成の解析 
Six1/Six4 二重欠損マウスの三叉神経節は
野生型よりもサイズが小さい。細胞増殖及び
アポトーシスについて解析したところ、この
事の原因は神経細胞に起きるアポトーシス
であり、E10.5 で最も顕著であった。アポト
ーシスを抑制する事が知られる Bcl-x の発現
を三叉神経節で観察したところ、Six1/Six4
二重欠損マウスにおいて発現が顕著に低下
していた。神経栄養因子の低下がアポトーシ
スの原因であるかどうかを知るために、NT-3
存在下に三叉神経節由来の神経細胞を培養
したが、アポトーシスの抑制は観察されなか
った。これらの結果、三叉神経節においては、
Six1 および Six4 の発現によって、神経細胞
のアポトーシスが抑制されている事が示唆
された。 
(4) Six1/Six4 および Eya1 の発現調節機構
Six1 遺伝子および Eya1 遺伝子周辺の塩基配
列をヒト、マウス、ニワトリ、カエル、フグ
で比較し、5 種のうち 4 種以上で保存された
非コード領域の塩基配列を同定した。Six1の
16 箇所、Eya1の 29 箇所の保存配列をそれぞ
れ、EGFP レポーター遺伝子と TK プロモータ
ーを有するプラスミドにつなぎ、ニワトリ胚
にエレクトロポレーションすることで、エン
ハンサー活性を同定した。Six1 では 8 箇所、
Eya1 では 10 箇所の保存配列が特異的なエン
ハンサー活性を示した。同定されたエンハン
サー活性をあわせると、内在性の Six1 およ
び Eya1 の発現をほぼ再現する事ができた。
Six1のエンハンサーはPPRの一部で発現する
エンハンサー、耳プラコード、鼻プラコード、
脊髄神経節等で発現するエンハンサーにつ
いて、どのエレメントが重要なのかを変異の
導入によって検索した。耳プラコード特異的
エンハンサーでは Six1 自身の結合配列が必
須であり、自己制御がある事が明らかになっ
た。また、PPR エンハンサーにおいてはホメ
オボックス結合配列および GATA の結合配列
が重要であった。PPR の生ずる神経板周辺で
は Dlx5 や Dlx6 の発現が知られており、これ
らが PPR エンハンサー活性を担っている可能
性が示唆された。Eya1エンハンサーのうち耳
プラコードと頭部間充織で特異的に発現す
るエンハンサーでは、活性を正および負に制
御する複数のエレメンとが存在する事を明
確にした。 
(5) 神経堤細胞の分化、増殖能の検討 
従来行われている神経管の培養とそこから
生じる神経堤細胞の培養は、ニワトリ体幹部

の神経堤細胞群である。今回マウスの頭部神
経管を用いた培養を試したが、培養条件等の
適正化がうまく行かず、当初計画の実験を遂
行する事ができなかった。Six1/Six4 二重欠
損マウスと野生型との遺伝子発現の比較に
ついては、脊髄神経節を単離して行った。詳
しい検討については今後引き続き行う予定
である。 
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