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研究成果の概要（和文）：顎顔面の形態形成においてエンドセリン-1 (ET-1)/ETA 受容体シグナ

ルは上顎・下顎の領域決定を支配する。鰓弓においては Dlx5/6 の発現と Dlx5/6 遺伝子座に含

まれる non-coding RNA である Evf2の発現は ET-1 に依存し、Evf2はさらに Dlx5/6 遺伝子の発

現を負に制御する。一方、Dlx5/6 遺伝子間領域の mI56 エンハンサー活性は、Dlx5/6 自身によ

って正の制御を受ける。これらの結果から、ET-1/ETAR シグナルによる Dlx5/6 の発現誘導は、

一部には Evf2や mI56エンハンサーを介した正負のフィードバックループを介している可能性

が示された。 

 

 

研 究 成 果 の 概 要 （ 英 文 ）： Endothelin-1 determines mandibular identity though 

endothelin-1/endothelin receptor type-A→ Dlx5/6→ Hand2 signaling pathway. In the 

branchial arches, the expression of Dlx5/6 and Evf2, a non-coding RNA in the Dlx5/6 locus 

where negatively regulates Dlx5/6 expression, depends on ET-1. On the other hand, the 

enhancer activity of the mI56i Dlx5/6 region is positively regulated by Dlx5/6 themselves. 

These results indicate that the ET-1/ETAR signal induces Dlx5/6 expression at least partly 

through positive/negative feedback loop via mI56 enhancer and Evf2. 
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１．研究開始当初の背景 

 卵から出生までの形態は、短期間にダイナ

ミックに変化し、その制御は正確にかつ高度

にシステム化されている。脊椎動物の個体発

生に共通する基本構造である鰓弓形成におい

ても、その領域決定には Hox 遺伝子や FGF シ

グナルなどによる分子ネットワークが深く関

与している。我々はこれまで、血管作動ペプ

チドである ET-1の遺伝子欠損が顎顔面や心大

血管異常をきたすこと(Kurihara Y et al. 

Nature 368:703, 1994; Kurihara Y et al. J. 

Clin. Invest. 96:293, 1995)、その表現型は

「下顎の上顎様形態変化」というホメオティ

ック変異であり、ET-1／ET-A 受容体(ETAR)シ

グ ナ ル 経 路 が ホ メ オ テ ィ ッ ク 遺 伝 子

Dlx5/Dlx6 の誘導を介して背腹軸に沿った領

域決定を制御していることを明らかにしてき

た（Ozeki H, Kurihara Y, et.al .Mech. Dev. 

121:387,2004; Fukuhara S, Kurihara Y, 

et.al., Mech. Dev. 121:1223,2004）。さらに

最近、我々は、Cre-変異 lox 系を用いたリコ

ンビナーゼ依存性遺伝子交換(RMCE)によって、

ETAR 遺伝子座に外来遺伝子をノックインする

実験系を確立した。これにより、マーカー遺

伝子のノックインによって神経堤細胞をはじ

めとする ETAR陽性細胞を可視化するとともに、

ET-1 遺伝子ノックインによって ET-1／ETAR

シグナルを異所性に活性化することにより、

ET-1あるいは ETAR遺伝子欠損とは逆に「上顎

の下顎化」が起こることを明らかにした。こ

れにより、ET-1／ETAR シグナルが鰓弓の発生

において、上顎・下顎の領域決定を支配する

因子であることを証明した。 

 Dlx5/Dlx6 の発現に関しては、Ottawa 大学

の Marc Ekkerらにより、タンデムに並ぶ両遺

伝子間の mI56i 領域がエンハンサー領域とし

て同定され、mI56i-lacZ マウスにおいて下顎

弓における lacZ発現が示されている(Zerucha 

T. et al. J. Neurosci. 20:709, 2000)。我々

は共同研究により、ET-1 遺伝子ノックインに

より lacZ発現が上顎弓でも誘導され、このエ

ンハンサー領域が Gaq/Ga11 を介した ET-1／

ETAR シグナルの標的となっている可能性を明

らかにした。 

 一方、最近発生過程におけるエピジェネ

ティック制御の重要性が注目されている。

Dlx5/Dlx6 についても、Dlx5 遺伝子のインプ

リンティング機構と Rett症候群におけるその

異常が報告されており(Horike S et al., Nat. 

Genet. 37:31, 2005)、その発現にエピジェネ

ティック制御が深く関与していると考えられ

る。さらに、最近 non-coding RNA(ncRNA)のエ

ピジェネティック制御における役割が注目さ

れてきているが、Dlx5/Dlx6遺伝子間の mI56i

領域近傍には long nc RNA である Evf-2 が存

在し、これは頭部形成過程で Dlx2蛋白と結合

して Dlx5/6の転写を促進することが報告され

ている（Feng J. et.al Genes Dev. 20:1470, 

2006）。最近我々は、ETARノックアウトマウス

鰓弓において Dlx5,Dlx6 と共に Evf-2 の発現

がほぼ消失していることを見いだした。さら

に、これまで ETARはヒストンアセチル化酵素

Tip60 やヒストン脱アセチル化酵素 HDAC7 と

結合することが報告されており (Lee HJ et 

al., J. Biol. Chem. 276:16597, 2001)、ET

シグナルとヒストンアセチル化調節との連携

機構が示唆されている。以上から、ET-1→

Dlx5/Dlx6による鰓弓形成の制御において、エ

ピジェネティック機構の重要性が強く示唆さ

れた。 

 

２．研究の目的 

 本研究においては、図に示す２つの可能な

ET-1シグナル経路を想定し、以下の流れでそ

の経路とエピジェネティック制御との関係、

を明らかにする。 

 Dlx5/Dlx6 遺伝子およびその下流遺伝子の

DNA メチル化およびヒストン修飾が鰓弓領域

でどのように変化するかを解析し、その状態

が ET-1 シグナルによってどのように制御さ

れているのかを遺伝子改変マウスを用いて

明らかにする。さらに、ETAR から Dlx5/Dlx6

遺伝子に至るシグナル経路を同定し、その調

節因子を同定するとともにその役割を ETAR

遺伝子座へのノックインシステムを用いて

検証する。これまでの実験結果では、遺伝子

ノックインにおいて頭部や肢芽などにおけ

る広汎な ET-1の異所性発現にもかかわらず、

mI5/6i-lacZ の異所性発現誘導は、鰓弓背側

領域（上顎弓など）に限られている。この異

所性誘導に伴う同領域のエピジェネティッ

ク制御状態を他の領域（肢芽など）と比較す

ることにより、領域特異性決定に関わるエピ

ジェネティック制御因子を明らかにする。 

 



 

 

３．研究の方法 

 

（１）Dlx5/Dlx6 遺伝子座の DNA メチル化お

よびヒストン修飾状態の解析 

 Dlx5と Dlx6の遺伝子は約 10kbの遺伝子間

領域をはさんでタンデムに並んでおり、遺伝

子間領域には２つの種間で保存されたエン

ハンサー（mI56i と mI56ii）と Dlx6 遺伝子

をまたいで存在する Evf-2遺伝子のプロモー

ター領域が存在する。Evf-2 は non-coding 

RNAで、Dlx2 と結合してこの遺伝子間エンハ

ンサー領域に作用し、Dlx5/Dlx6 遺伝子発現

を誘導するというループ機構が報告されて

いる。これらの領域に存在する CpG アイラン

ドを中心に、鰓弓の発生過程での DNAメチル

化の状態を、bisulfite 法を用いて解析する。

同時に、ヒストン修飾についてもそれぞれの

修飾特異的な抗体による ChIP アッセイによ

って解析する。これと平行して、神経管、肢

芽などの領域でも同様の検討を行い、鰓弓特

異的なエピジェネティックパターンを抽出

する。 

 

（２） ET-1 遺伝子改変マウスにおける

Dlx5/Dlx6 遺伝子座エピジェネティック制御

状態の解析 

 これまでの研究で、ET-1ノックアウトマウ

ス鰓弓では Dlx5/Dlx6 遺伝子の発現が消失、

ET-1 ノックインマウスでは逆に上顎弓領域

で Dlx5/Dlx6 遺伝子の発現が誘導され、

mI56i-lacZ マウスでの lacZ 発現も同じ発現

パターンを呈する。ET-1ノックアウトマウス、

ノックインマウス鰓弓で、１と同様に DNA メ

チル化、ヒストン修飾の状態を解析し、野生

型と比較することによって、ET-1 シグナルに

よって影響されるエピジェネティックパタ

ーンを同定する。 

 

（３） Evf-2 のプロモーター領域と ET-1

による調節機序の解析 

 これまで、ETARノックアウトマウス鰓弓に

おいて Dlx5,Dlx6と共に Evf-2の発現がほぼ

消失していることを見いだしている。このこ

とより、ET-1 シグナルが Evf-2の転写を活性

化していることが予想される。その可能性を

調べるため、Evf-2 cDNAの 5’末端を 5’-RACE

により決定し、そのプロモーター領域を同定

した後、ルシフェラーゼ遺伝子につないで

NIH3T3 細胞、HEK293 細胞、あるいは P19 細

胞などの未分化細胞でそのプロモーター活

性を比較するする。これらと同時に、ETAR遺

伝子を発現させて ET-1 による刺激を行い、

プロモーター活性の上昇が見られる細胞、そ

の条件を検討する。ET-1による活性化が見ら

れた場合、欠失変異、あるいは点変異を導入

して ET-1 シグナルの標的となる cis-エレメ

ントを同定する。 

 

（４）in vivo における ETAR シグナルカスケ

ードの解析 

 mI56i-lacZ マウスに ETARKO、Dlx5/6KO マ

ウスを掛け合わせ、mI56i エンハンサーのカ

スケードにおいて、図の①の経路か②の経路

を明らかにする。また、当研究室で構築した

Cre-変異 loxを用いた Recombinase mediated 

cassette exchange によるノックインの系を

用いて ETAR 遺伝子座に Evf2 または Dlx5、

Dlx6遺伝子をノックインし、その表現型や遺

伝子発現を解析し各因子の関係を明らかに

する。 

 

４．研究成果 

 Dlx5/Dlx6 のエンハンサー領域：mI56i の

DNAメチル化状態を ES 細胞、マウス胎生中期

胚の鰓弓、頭部、肢芽、尾についてそれぞれ

正常胚、ETARノックアウト（ETARKO）におい

て検討した。Dlx5/6 の発現のない尾、ES 細

胞においてはメチル化されているが、Dlx5/6

の発現のある鰓弓は完全に脱メチル化され、

発現のある肢芽も不完全ながら脱メチル化

されていた。ホモ接合体の鰓弓では Dlx5/6

の発現がないのでメチル化されていること

も予想されたが、肢芽とともに脱メチル化さ

れていた。mI56i のトランスジェニックマウ

スの mI56i トランスジーンでも正常、ホモで

同様の結果が得られた。微量組織（9.5 日胚

の第一鰓弓）の各種 ChIP アッセイは技術的

な面から確定的な結果はられなかった。 

 mI56iに結合する既知の分子としては Dlx2

と Evf2 があげられるが、Dlx2 の発現は正常

とホモで大差なく、Evf2はホモで著減してい

たことより Evf2 の発現調節が重要と考えら



れた。各種細胞株での Evf2、Dlx6 のプロモ

ーター/エンハンサーアッセイ（Evf2 の 5’

末端は 5’-RACEにより決定）では、P19細胞

で Dlx2,5,6 蛋白による活性の上昇が見られ

た。Evf2の上流約 500bp が Dlxによる活性化

に重要で、その中の複数の Dlx応答配列が互

いに寄与していることを明らかにした。 

 さらに、in vivo での ETARKO、Dlx5/6KO、

mI56i-LacZ Tg マウスの各種掛け合わせの結

果からも mI56i は Dlx5,6 の影響下にあるこ

とが示され、Evf2、Dlx5、Dlx6ノックインマ

ウスから、下顎の表現型が重篤または軽快し

たことより、ET-1/ETAR シグナルは mI56エン

ハンサーを介して Dlx5/6 の発現を促進する

のみならず、Evf2、Dlx5/6、mI56i の間では

ポジティブ/ネガティブフィードバックルー

プを形成していることが示された（ in 

preparation）。 
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