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研究成果の概要（和文）：脊椎動物の胎児期に現れる咽頭弓は、発生に伴い頭側から尾部側へ順次分節が進行する。マ
ウスのRipply3遺伝子は、まず咽頭弓の分節化予定域で強く発現し、分節化が完了すると減弱し、次の分節化予定域で
再び発現が強まるという特徴的な周期性を示す。本研究は、咽頭弓分節にともなうRipply3の周期的発現変化を生み出
す分子機構の解明を試みた。In vivo及びin vitro解析の結果、Ripply3遺伝子のプロモーター活性はTbx1により活性化
し、逆にRipply3により抑制された。これらの結果は、Ripply3の周期的な発現が自身のネガティブフィードバックによ
り調節されている可能性を示唆した。

研究成果の概要（英文）：Pharyngeal arch (PA) is a transient segmental structure appears in the anterior pa
rt of vertebrate embryos. Appropriate PA segmentation is required for the normal organogenesis such as hea
rt, thymus, and others at later stages. We recently identified the Ripply3 gene that is highly expressed i
n the developing PA. Interestingly, the prominent expression emerges in the unsegmented PA region first, a
nd then it decreases as PA segmentation proceeds. Thus, Ripply3 expression shifts periodically from anteri
or to posterior. To elucidate the molecular mechanism of the unique expression of Ripply3 during PA segmen
tation, we generated the EGFP reporter transgenic mouse driven by Ripply3 promoter. The EGFP expression re
capitulated the endogenous expression pattern of Ripply3. Furthermore, the promoter is activated by Tbx1, 
and repressed by Ripply3 itself in vitro. These studies revealed that Tbx1 and Ripply3 have important role
s for the periodic expression of Ripply3.
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１．研究開始当初の背景 
 咽頭弓は、脊椎動物の胎児期に一時的に咽
頭部に現れる分節構造で、その分節パターン
が適時正常に形成されることが、頭頸部や心
大血管系や胸腺など様々な器官形成に重要
であると考えられている。 
 マウスの咽頭弓は前側から順に５対分節
し、第１〜３咽頭弓は主に顎や舌を形成する。
また、各咽頭弓には、鰓弓動脈が走行するだ
けでなく、神経堤細胞の移動ルートにもなっ
ている。ところが、咽頭弓の分節パターンに
異常が生ずると、様々な臓器形成に影響し、
先天性疾患として発症する。しかし、その発
症機構はまだ十分解明されていない。それゆ
え、咽頭弓の正常な分節形成のメカニズムを
解明することは、先天性異常の原因究明に大
きく貢献すると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 これまでに、我々はマウスの咽頭弓に
特異的に強く発現するRipply3遺伝子に
注目して研究を行ってきた。Ripply3を
欠損するマウスは、第3-4咽頭弓形成に
異常がおこり、その後咽頭弓から派生す
る心臓流出路や胸腺、副甲状腺の形成に
も大きな影響を及ぼし、新生仔致死とな
る。これまでに、Ripply3は、Tbox型転
写因子Tbx1の新規の転写調節因子であ
ることが示唆されている。 
 本研究では、咽頭弓の分節化に伴い周
期的に発現のON/OFFを繰り返すRipply3
の発現制御に注目し、新たなモデルとし
ての分子計時機構を解明する目的で、以
下の研究を行った。 
 周期的な発現のON/OFFを繰り返す
Ripply3遺伝子の発現に関与する制御領
域を同定する。また、それをin vivoで
可視化するためのレポーターマウスを
作製する。 
 Ripply3の発現を制御する上流因子と
してTbx1および他の転写因子の作用機
序を解明する。 
 以上、咽頭弓分節をRipply3遺伝子の上
流因子の制御ネットワークの解析を通して
、咽頭弓分節の周期性の実体を明らかに
する。この研究は、体節の分節化とは異なる
新たな分子計時機構の解明に繋がると考えら
れる。 
 
３．研究の方法 
(1) C57BL/6J マウスの BAC クローンから、
Ripply3 遺伝子の上流領域を単離し、cre と
EGFP の融合遺伝子につなぎ、トランスジェニ
ックマウス(pRIpply3-creEGFP Tg マウス)を
作製した。そのマウスから各ステージの胎仔
を取り出し、咽頭領域の EGFP 蛍光の発現変
化を時空間的に観察した。 
 
(2)上記プロモーター配列をルシフェラーゼ
レポーターにつなぎ、培養細胞(COS7)を用い

てRipply3プロモーターに対する各転写因子
の作用を検討した。また、プロモーター配列
の欠失型を作製し、制御領域の絞り込みを行
った。 
 
(3) Ripply3 KO マウスと EGFP レポーターTg
マウスとの複合変異マウスを作製し、各遺伝
型において EGFP の発現がどのように影響を
受けるか検討した。 
 
(4) Ripply3 KO マウスに既に Knock-in され
ている LacZ レポーター遺伝子の発現につい
てヘテロ型のホモ型で比較した。 
 
 
４．研究成果 
(1) Ripply3-creEGFP Tg マウスの樹立 
 Ripply3 は、内胚葉および外胚葉で咽頭弓
を挟むように発現し、後方へ周期的にシフト
することから、Ripply3 発現細胞を可視化す
ることが重要だと考えられた。そこで、マウ
ス Ripply3 遺伝子のプロモーター配列に
creEGFP 融合遺伝子をつないだトランスジェ
ニックマウス(pRipply3-creEGFP)を作製し
た。6系統の EGFP を発現する founder を解析
し、内在性 Ripply3 の発現パターンを模倣す
るような 2系統を選別し、トランスジェニッ
クマウスとしてライン化した（図１）。 

図１. Ripply3-creEGFP Tg マウス胚 
（矢印:EGFP 発現が高い、矢頭：発現が低い） 



 EGFP の発現は、胎生 8.5 日頃に第 1咽頭弓
の分節予定領域にまず高発現が観察され、そ
の後は咽頭弓分節が完了するまで発現する
が、次第に弱まり、次の第 2咽頭弓分節予定
領域で EGFP の発現が上昇してきた。このよ
うにEGFPの発現は、咽頭弓分節にともない、
発現の上昇と低下が第4咽頭弓が形成される
ころまで、周期的に観察されることが明らか
となった（図１）。 
 
(2) 培養細胞を用いたRipply3プロモーター
活性の解析 
 Ripply3 プロモーターをルシフェラーゼに
つなぎ替え COS7 細胞を用いてレポーターア
ッセイを行った。その結果、Ripply3 プロモ
ーターは、Tbx1 のトランスフェクションによ
り量依存的に活性化した。一方、Tbx1 の転写
活性は Ripply3 を共発現させると、量依存的
に抑制した。これらの結果から、Ripply3 の
発現は、Tbx1 により活性化され、Ripply3 自
身により抑制されるネガティブフィードバ
ック機構によって調節されている可能性が
示唆された。 
 さらに、プロモーター配列中に Tbox 結合
配列と推察される配列が存在した。そこで、
それらの配列を含む領域の欠失型を作製し
解析したが、今のところ、どの Tbox 結合配
列が重要であるか絞り込むところまでは至
っていない。 
 

図２．胎生 10.5 日の Ripply3 KO マウス胚の
LacZ 染色。（矢印は LacZ 発現領域を示す。ホ
モ型では広がっている） 
 

 
(3)Ripply3 欠損マウス胚における EGFP レポ
ーターの活性化 
 Ripply3 KO マウスと EGFP レポーターTgマ
ウスの複合変異体を作製し in vivo での
EGFP 発現に対する影響を解析した。その結果、
Ripply3 ヘテロ型や野生型に比べ、ホモ型で
は EGFP の発現が顕著に活性化し、発現領域
もスリット状にはみえず、より後方の咽頭弓
領域まで連続的に広がって発現していた。こ
れらの結果は、in vivo においても Ripply3
プロモーターが自身のネガティブフィード
バック機構により制御されている可能性を
示唆した。 
 
(4) LacZ レポーターの観察 
 Ripply3 KO マウスにおいて EGFP レポータ
ーが顕著に活性化していたのと一致するよ
うに、Knock-in されている LacZ レポーター
の発現も、ヘテロ型にくらべ咽頭領域に強く
発現し（図２）、特に内胚葉上皮では LacZ が
顕著に後方まで広がって発現していた。 
 
 以上の結果から、Ripply3 の発現が咽頭弓
の分節化の開始と完了に呼応するように周
期的に ON/OFF を繰り返しながら後方へシフ
トしていく分子機構の一端として、Tbx1 によ
る活性化とRipply3自身によるネガティブフ
ィードバック機構が関与している可能性が
示唆された。今後は、他の転写因子やレチノ
イン酸などのシグナル分子の影響も解析し、
周期的な発現制御を詳細に解明したい。 
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