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研究成果の概要： 
生物の発生過程においては、同じ遺伝子経路が、胚体のいろいろな部位で異なった組織の形

成に関与している。ゼブラフィッシュの神経系においては、Cdx-後方 Hox 遺伝子経路によって
後方脊髄が作られる。また、Cdx 遺伝子の発現しない前方領域においては、前方 Hox 遺伝子が
菱脳を形成する。この過程において、Fgf シグナルが Cdx 遺伝子の転写活性を制御して組織の
シグナル伝達物質に対する応答性を変更していることが明らかとなった。 
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１．研究開始当初の背景 

脊椎動物の初期発生においては、様々なシ
グナル伝達因子が複雑に相互作用して細胞
分化や形態形成を行っている。ひとつのシグ
ナル伝達経路が複数の組織形成に関与して
いることが多々観察される。例えばFgfシグ
ナルの場合、前脳、小脳、菱脳節、体節や尾

の形成に関与していることが知られている。
脊椎動物の神経管は、前後軸や背腹軸に沿っ
て異なった機能を持つ神経細胞で構成され
ており、その発生過程は様々なシグナル伝達
経路や転写因子によって制御されている。脊
椎動物において神経管の前後軸は、まず最初
に背側オーガナイザーからのシグナル（前方
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化、抗BMPと抗Wntシグナル）と非中軸中胚葉
からの後方化シグナル（Wnt、FGF、レチノイ
ン酸（RA））によって決定される。さらに神
経管の詳細な前後軸形成には、神経領域最前
端、中脳後脳境界/峡部オーガナイザーや第4
菱脳節からのFGFシグナルが重要な役割をし
ていることが明らかとなっている（二次オー
ガナイザー）。また、後方菱脳節から脊髄の
前後軸における領域化は、Wntシグナルのほ
かに尾芽、未分節中胚葉からのFgfシグナル
と体節からのRAシグナルとの拮抗的な働き
によってパターニングされると考えられて
いる。また、これらのシグナル因子と協調し
て、あるいは下流でHox遺伝子が神経管前後
軸に沿ったパターニングに関与している。Ho
x遺伝子は、染色体上の配置（3’-5’）と発
現領域（前後）、発現開始時期（早い遅い）
が、リンクしていることが知られている。 

Hox遺伝子群の制御因子であるcaudal関連

遺伝子は、脊椎動物の後方組織の形成に重要

な機能をしていることが報告されている。

我々は神経後方化シグナルであるWntとFgf

の下流で機能するゼブラフィッシュcaudal
関連遺伝子、Cdx1aとCdx4を同定した。Cdx1a

/4は第四体節以後に発現し、体幹部から尾部

の形成に必須であった。Cdx1a/4機能阻害胚

では、神経系における第4体節より後方のHox

遺伝子（hoxb7a、hoxa9a、hoxb9aなど）の発

現が消失していた。これらの欠損胚では後方

神経領域において、本来の前後軸とは反対に、

尾側から吻側に向って菱脳節(r)4-7・前方脊

髄が形成されていた。ゼブラフィッシュ胚後

方では、尾側からFgfの、体幹部からRAの濃

度勾配が本来の菱脳節、前方脊髄とは前後反

対に形成される。Cdx1a/4機能阻害胚では、

後方神経が形成される代わりにFgfとRAの濃

度勾配を感知して、新たな菱脳節が尾側に形

成されると考えられた。そこでCdx1a/4機能

阻害胚においてRA合成及びFgfシグナルの阻

害実験を行ったところ、本来の菱脳節と同様

に後方組織においても阻害剤の濃度依存的

にRA合成阻害の場合r7から、Fgfシグナル阻

害の場合r5から欠損していった。さらにCdx

機能阻害胚における異所的な菱脳形成は、後

方Hox遺伝子（hoxb7a、hoxa9a、hoxb9a）の

過剰発現によって阻害された。以上の結果か

ら、Cdx1a/4が後方Hox遺伝子などを誘導して、

後方組織のパターニングを制御するととも

に、FgfやRAに対する応答性を変化させるこ

とによって後方領域における菱脳節や前方

脊髄の形成を阻害し、後方脊髄の形成に重要

な役割をしていることが明らかとなった。以

上のことから、ゼブラフィッシュにおける後

方菱脳節から後方の神経管前後軸パターニ

ングにおいては、Cdxが発現する後方領域で

はCdx-後方Hox経路が、シグナル因子に対す

る組織応答性の決定において重要な役割を

果たしていると考えられた。しかしながら、

どのような分子メカニズムによってCdx1a/4

-後方Hox経路が菱脳節形成を阻害して脊髄

をシグナル伝達分子に応答して形成するの

かは明らかではない。 

 
２．研究の目的 
生体においては、共通のシグナル伝達分子

（Wnt、FGF、RA など）が様々な発生過程に係
わるが、それらの因子に対する応答性（コン
ピテンス）はそれぞれの組織によって異なる。
この応答性の違いについての分子生物学的
解析は、生命現象を理解する上で非常に重要
なテーマであり、ゼブラフィッシュ Cdx-Hox
コードによる神経系パターニングの形成過
程は、そのモデルケースとなると考えられた。
そこで本研究では、 
（1）後方組織形成における Cdx を介する経
路の分子メカニズムの解明、 
（2）Cdx1a/4、Hox 遺伝子による Fgf や RA シ
グナルに対する組織応答性の変化の分子機
構の解明、 
（3）後方組織の形成、神経管パターニング、
細胞運動に関与する突然変異体の同定と解
析を通した体軸形成機構の解明、を目的に研
究を行った。 
そこで、以下のことを明らかにすることを

重点に研究を遂行した。 
（1）Cdx1a/4 欠損胚における後方組織形成阻
害機構 
（2）Cdx1a/4 および後方 Hox 遺伝子の発現調
節機構、 
（3）Cdx1a/4-Hoxb9a/b9b の下流遺伝子の同
定、 
（4）Cdx1a/4 および Hoxb1a/b1b による FGF、
RA に対する応答性変化機構。 
 
３．研究の方法 
(1) Cdx1a/4 による後方組織形成機構の解析 

尾形成過程を蛍光色素によって細胞をラ
ベルして細胞移動を調べる。尾芽における細
胞増殖を正常胚、Cdx 欠損胚において調べる。 
(2) Wnt、Fgf シグナルによる cdx 遺伝子の発
現制御機構についての解析 
 Cdx 遺伝子のプロモーター、エンハンサー
領域を同定する。シグナル伝達経路下流にあ
る転写因子の結合領域を決定する。 
(3) Cdx 蛋白による hoxb7a/a9a/b9a 遺伝子の
発現調節 
 Cdx 遺伝子の部分欠損分子を作製し、転写
活性を調べる。Hoxb7a、hoxb9a のプロモータ
ー、エンハンサー領域をクローニングする。
エンハンサー領域に GFP遺伝子やルシフェラ
ーゼ遺伝子をつないだコンストラクトで、ゼ



ブラフィッシュのおける強制発現や培養細
胞を用いたルシフェラーゼアッセイによっ
て Cdx 蛋白と Fgf シグナルによる転写制御機
構を調べる。転写活性化領域に結合する転写
因子を同定する。 
(4) Cdx 遺伝子の下流遺伝子の同定 
 Cdx 遺伝子の下流因子をサブトラクション
法を用いて検索する。また、その生体内での
機能をゼブラフィッシュ胚を使って mRNA の
過剰発現による機能獲得実験やアンチセン
スモルフォリノによる機能阻害実験を行う。 
(5) 後方組織形成及び神経管前後軸形成に
関与する変異体の単離 
 突然変異剤に ENU を使用して、通常の F3
世代における表現型の解析によって尾の形
成ならびに神経系のパターニングに異常の
ある変異体を探索する。ポジショナルクロー
ニングによって責任遺伝子の同定を行う。ま
た、その遺伝子の分子機能と表現型の関連を
解析する。 
 
４．研究成果 
これまでの我々の研究から、ゼブラフィッ

シュの神経管前後軸形成には、Wnt、Fgf、RA
シグナルと Hox遺伝子群が重要な役割をして
いることが明らかになっている。さらに、こ
れらを繋げる分子としてホメオボックス遺
伝子 Cdx を同定した。さらに Cdx 蛋白は、後
方 Hox 遺伝子を Fgf 依存的に誘導し、細胞を
後方組織に Fgfシグナルと協調して変換する。
本研究では、さらに Cdx 遺伝子の分子機能を
重点的に解析し、シグナル分子に対する組織
応答性の変化メカニズムについて考察を行
った。 
Cdx 遺伝子は、Wnt、Fgf シグナルによって

発現が誘導されることが分かっている。ゼブ
ラフィッシュ Cdx1a と Cdx4 の発現調節機構
を探る目的でプロモーター、エンハンサー領
域の塩基配列を調べところ、Wnt シグナルの
核内メディエーターである転写因子 TCFの結
合配列が存在した。これらの配列は、マウス
においても保存されており、Cdx 遺伝子の発
現に重要であることが報告されている。現在、
ゼブラフィッシュ Cdx遺伝子について詳細な
解析を行っている。 

Cdx 遺伝子は、ホメオボックスを持つ転写
因子であり、後方 Hox 遺伝子を Fgf シグナル
依存的に誘導する（図 1）。Cdx 遺伝子の転写

活性化機構を解析するために、各種の部分欠
損分子を作製し、ゼブラフィッシュ胚に過剰
発現して hoxb7a や hoxb9a の異所的な発現誘
導の有無を観察した。さらに Cdx 結合配列を
用いた培養細胞におけるルシフェラーゼア
ッセイを行った。Cdx1a、Cdx4 の N 末端約 50
アミノ酸領域に顕著な転写活性化領域が存
在していた。また、Cdx 蛋白には転写因子 Pbx
の結合部位が存在するが、この領域は Hox 遺
伝子の発現誘導には関与しないことが明ら
かとなった。また、Fgf シグナルは Cdx 蛋白
の転写活性を制御していた。Cdx 蛋白は、Fgf
シグナルの細胞内伝達因子である MAPキナー
ゼによってリン酸化される配列を有してい
るが、この部位に変異を入れた Cdx 蛋白によ
っても後方 Hox遺伝子の異所的な発現誘導が
起こった。また、インビトロキナーゼアッセ
イにおいても Cdx 蛋白の MAP キナーゼによる
直接のリン酸化は観察されなかった。以上の
ことから、Fgf シグナルは MAP キナーゼによ
る直接な作用ではなく、間接的に、あるいは
何らかの協調因子に作用して Cdx蛋白の転写
活性を制御していることが示唆された。 
Cdx 遺伝子による後方 Hox 遺伝子発現制御

機構を調べるために、Hoxb9a 遺伝子の 5’上
流領域、約 4kbp と第 1 イントロン配列をク
ローニングした。これらの配列は、ゼブラフ
ィッシュ内在性の Hoxb9a 遺伝子の発現パタ
ーンを再現できた。さらにこれらのプロモー
ター/エンハンサー領域は、Cdx 遺伝子の過剰
導入による異所的な発現誘導を引き起こし
た。以上のことから、この領域に Cdx 遺伝子
による転写調節部位が存在することが明ら
かとなった。 
Cdx-後方 Hox 遺伝子経路が、Fgf や RA シグ

ナルと協調して後方領域のパターニングを
行っているが、より前方領域では、どのよう
な分子メカニズが働いてるのか明らかでは
ない。我々の研究により、頭部（後方菱脳節）
におけるシグナル因子に対する応答性には、
前方 Hox 遺伝子（hoxb1a、hoxb1b など）が関
与していることが明らかとなった。ゼブラフ
ィッシュ胚に異所的にこれらの遺伝子を発
現させると、Fgf シグナル依存的に前脳中脳
領域に菱脳節マーカー遺伝子が誘導された
（図 2）。 

これらのことから、Cdx 遺伝子は Fgf シグ



ナルの組織応答性を Hox遺伝子を介して制御
していると考えられた。また、菱脳領域では
前方 Hox 遺伝子が、Cdx 遺伝子の発現する第
4体節より後方では Cdx-後方 Hox 遺伝子経路
が、Fgf シグナル依存的に領域を決定してい
ることが示唆された（図 3）。 
以上の研究成果は、胚におけるシグナル因

子に対する組織応答性の違いを生み出す機
構の一端を明らかにすることにより、様々な
細胞を創生するための再生医学の基礎研究 
として重要であると考えられた。 

 
 
さらに中枢神経系のパターニングに関す

る変異体をスクリーニング（826 ゲノム）し
たところ、小脳形成に異常のある変異体を 9
種同定できた。そのうち、一種はこれまでに
報告のあった中脳後脳境界が形成されない
変異体 pax2a(no isthmus)であった。また、
プルキンエ細胞の数の減少、樹状突起の形成
不全と顆粒細胞の重篤な欠損を生じる変異
体を 5 種単離した。そのうち、2 種について
は責任遺伝子を同定したところ、mRNA のスプ
ライシングに関与する遺伝子 p110/SART3 と
ヒトのコロイデレミアの原因遺伝子 REP1 で
あった。これらの変異体は、ヒト疾患モデル
として疾病の発症機構の解明や治療薬のス
クリーニングに役立つものと考えられる。今
後、これらの変異体の詳細な解析と他の変異
体の責任遺伝子の同定を行っていく予定で
ある。 
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