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研究成果の概要（和文）：アフリカツメガエル発生過程においては、Six1 遺伝子が一次感覚神経

の髄内から髄外への切換を担っていることが明らかになった。マウス発生過程においてこの切換

が観察されないのは、Six1が早期から発現しているためで、その発現のタイミングの違いは Six1

遺伝子の一次感覚神経エンハンサーの配列変化によるものであることが示唆された。高い配列保

存性にもかかわらず、その活性には種特異性が観察され、種間の Six1遺伝子発現の違いや一次感

覚神経の種類や形態の違いとの相関が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：We	 found	 1)	 Six1	 is	 a	 key	 regulator	 of	 transition	 from	 intramedullary	 
primary	 sensory	 neurons	 to	 extramedullary	 sensory	 neurons	 during	 Xenopus	 development,	 2)	 
early	 expression	 of	 Six1	 prevents	 the	 appearance	 of	 intramedullary	 sensory	 neurons	 in	 mouse	 
spinal	 cord	 and	 3)	 the	 timing	 of	 Six1	 expression	 in	 primary	 sensory	 neurons	 could	 be	 altered	 
by	 changing	 enhancer	 sequences.	 Species-specific	 activities	 of	 evolutionarily	 conserved	 
enhancers	 allow	 us	 to	 investigate	 the	 relationship	 to	 diversity	 of	 sensory	 neurons	 and	 
architectures	 in	 chordates. 
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１．研究開始当初の背景 
	 
	 ヒトを含めた羊膜類の体幹部において、一
次感覚を担う神経細胞は神経堤細胞由来で
あり、その細胞体は脊髄の外にある脊髄（後
根）神経節に納められている。しかし、より
古い体制とされる無羊膜類の魚類や両生類
では、幼生期に Rohon-Beard 細胞（以下 RB
細胞）と呼ばれる一次感覚神経が神経管の中、
髄内に存在し、髄外の脊髄神経節の発生に伴
い細胞死によって消失することが知られて
いる。研究開始までの我々の成果から、1)ア

フリカツメガエルでは Six1 遺伝子が一次感
覚神経の髄内から髄外への切換を担ってい
る、2)マウスでは Six 遺伝子が RB 細胞の出
現を抑えている、3)両種間の一次感覚神経の
体制の違いは Six遺伝子発現のタイミングの
違いに起因する、4)単一のエンハンサー配列
の変化が両種間のヘテロクロニックな Six遺
伝子発現の基盤である、ことが示唆されてい
た。	 
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	 脊索動物における一次感覚神経進化機構を
実験生物学的に解明することを最終目的とし
て、『髄内から髄外へ切りかわる両生類一次感
覚神経の発生機構の解明』、『一次感覚神経分
化の鍵である Six1 遺伝子発現を司るエンハ
ンサーの作用機序の解明』、『種々の脊索動物
の一次知覚神経の体制、Six1遺伝子の発現及
びエンハンサー配列の連関の進化的検証』を
遂行する。	 
 
３．研究の方法 
	 
(1)	 アフリカツメガエル一次感覚神経切換に
おけるSix1遺伝子機能の解析	 
	 アフリカツメガエル RB 細胞では、その細
胞死に先行して Six1が発現する。平成 21-22
年度若手研究(B)「新規神経回路創出のため
の分子基盤の解明」の成果として、Six1を本
来の発現開始時期よりも早く強制発現する
と RB 細胞の減少を早め、同時に脊髄神経節
様の神経細胞を本来の発生よりも早期に生
じさることが明らかになった。さらに検証を
進めるため、エレクトロポレーション法を用
いた発生後期アフリカツメガエル胚への
siRNA 導入法を確立（図１）、RB 細胞に発現
している Six1を siRNA でノックダウンして
その影響を観察した。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 図１	 
	 
(2)	 ヘテロクロニックなSix1遺伝子発現をも
たらす機構の解明	 
	 エンハンサーのどの領域がツメガエル、マ
ウス間の違いを生じさせるのかを明らかにす
るため、配列の一部を置換するなどしてエン
ハンサー活性の変化を観察した。検証には、
マウスと同じく羊膜類でRB細胞を持たず、マ
ウスよりも簡便に遺伝子導入が可能なニワト
リ胚を用いた。	 

	 
(3)	 様々な動物種での一次感覚神経の発生と
Six1遺伝子発現、エンハンサーの比較	 
	 メダカ、ツメガエル、ニワトリ、マウスの
Six1遺伝子一次感覚神経エンハンサーの活性
の違いを検討するため、エレクトロポレーシ
ョン法を用いてニワトリ胚脊髄神経節で検討
を行った。	 
	 
４．研究成果	 
	 
(1)	 RB細胞と脊髄神経節神経細胞の違いを生
み出す発生機構の解明	 
	 エレクトロポレーション法でsiRNAが導入
される部位は限定的である（図１、蛍光標識
されたsiRNAを導入）。ノックダウンの効果を
評価するため、最も効率的にsiRNA導入される
領域（体幹部、体節１~９番目、図２写真の
赤線で挟まれた領域）のRB細胞数の変化を正
常胚で計測した。その結果、発生段階42以降
に減少が開始、発生段階46ではピーク時の20
分の1以下となっていた（図２グラフ）。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 図２	 
	 
Six1の発現開始前の発生段階34/35の胚に
Six1を標的とした３種類のsiRNA（図３、si1
~si3）の混合を導入、発生段階45/46でRB細



胞数を計測したところ、Six1のノックダウン
によって細胞数の減少が抑制されることが明
らかになった（図４、nega.ctrl.siとxSix1si
を比較）。siRNA認識配列にサイレント変異を
持ったSix1-silent	 mRNA（図３、変異導入部
位が赤）は、siRNA耐性となりSix1の発現量を
補完できる（図５、培養細胞によりタンパク
質量を確認）。この共導入によってsiRNAの効
果を打ち消すことが出来た（図４、xSix1si	 +	 
xSix1silent）。Six1を本来の発現開始時期よ
りも早く強制発現すると、RB細胞の減少を早
め、同時に脊髄神経節様の神経細胞を本来の
発生よりも早期に生じさることと併せると、
アフリカツメガエル一次感覚神経発生過程に
おいて、Six1はRB細胞から脊髄神経節神経細
胞への切換を担っていることが明らかとなっ
た。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 図３	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 図４	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 図５	 

(2)	 ヘテロクロニックなSix1遺伝子発現をも
たらす機構の解明	 
	 ニワトリ胚では、ツメガエルとマウスの配
列共に、脊髄神経節に加え神経管内部にもそ
の 活 性 が 観 察 さ れ た （ 図 ６ 、 カ エ ル
Six1-8:EGFP とマウス Six1-8:EGFP）。アフリ
カツメガエルでは、RB 細胞で Six1 の発現が
開始する時期に、神経管内の他の細胞でも一
過的に Six1 が発現する。しかし、マウスで
は神経管内の発現は観察されず、また、マウ
ス胚においては、マウスのエンハンサー配列
の活性は脊髄神経節に限局する（Sato	 et.al.,	 
2012）。これらの現象が、鳥類とほ乳類の一
次感覚神経発生様式の違いに起因するもの
であるのか、あるいはマウスの配列の早期活
性の性質によるものであるのか、等を検証す
ることが必要であると考えられる。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 図６	 
	 
	 エンハンサーのどの領域がより早い発現
を担う部分なのかを明らかにするため、エン
ハンサーの中でも配列の保存性が高く、転写
因子や核内受容体の結合部位が集中してい
る領域（以下、コア配列）をツメガエル・マ
ウス間で交換し、そのエンハンサー活性をニ
ワトリ胚で検証した。その結果、マウスコア
配列を持つツメガエルエンハンサーはマウ
スエンハンサーに近い活性を示した。これは
コア配列に Six1 遺伝子発現のタイミングを
司る部分が存在することを示唆しており、コ
ア配列の中の鍵となる部分とそこに結合す
る因子の探索を継続して行っている。	 
	 
(3)	 様々な動物種での一次感覚神経の発生と
Six1遺伝子発現、エンハンサーの比較	 
	 メダカ、ツメガエル、ニワトリ、マウスの
Six1 遺伝子一次感覚神経エンハンサーの活
性の違いをニワトリ胚脊髄神経節で検討し
た。その結果、ニワトリ発生における Six1
本来の発現時期と発現場所を再現するのは
ニワトリの配列のみで、メダカの配列はその
活性が観察されず、ツメガエルとマウスの配



列は神経細胞のみならずグリア細胞にもそ
の活性が観察された（図６、図７、Islet1/2
は神経細胞マーカー）。ツメガエルの配列も
マウスの配列も、本来の環境であるツメガエ
ル胚とマウス胚では、それぞれの Six1 遺伝
子発現を再現できることから、高い配列保存
性の中に種特異性が獲得されているものと
考えられる。この差異が、種間の Six1 遺伝
子発現の違いや一次感覚神経の種類や形態
の違いと相関があるか否かを今後検証する
必要がある。	 
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