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研究成果の概要（和文）：耳の内耳、鼻の嗅上皮、眼の水晶体などの感覚器は、共通原基である頭部外胚葉から
形成される。それぞれの感覚器が特異化される機構を明らかにするために、転写制御因子群Soxとそのパートナ
ー因子の役割に着目して解析した。
本研究では、ES細胞から感覚器細胞分化系を確立した。内耳原基特異的Otic1エンハンサー活性を指標に、内耳
原基細胞を効率的に誘導することができた。Otic1エンハンサーの活性に重要なSox8/9とSall4の標的配列の同定
を試みた。方法としてはDamID法をニワトリ胚で採用した。その結果、ニワトリ胚でDamID法が有効であることが
わかった。

研究成果の概要（英文）：Sensory primordia of the inner ear, nasal epithelium, and lens are derived 
from the cephalic ectoderm. To elucidate the mechanisms of specification of sensory primordia, we 
have investigated the regulatory function of transcription factors, Sox and its partner factors.
We improved establishment of the otic stem cells derived from ES cells utilizing Otic1 enhancer, 
which is active in otic placodes. As the Otic1 enhancer is activated by the combined action of 
Sox8/9 and Sall4, we established an experimental procedure to identify binding sequences of 
transcription factors using DNA adenine methyltransferase identification (DamID) in the chicken 
embryo. Utilizing the enhancers we identified, DamID is a very useful procedure in the chicken 
embryo.

研究分野：発生生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
胚発生における細胞分化は、転写制御因子“群”によって制御される。特にその組合せを切り換えることで、細
胞分化を制御していることが明らかになってきた。
本研究では、感覚器原基の発生に密接に関連した発現制御領域（エンハンサー）の時間的・領域的特異性に着目
した。その制御配列に作用する転写制御因子群を一つの組合せとして捉え、それらの細胞分化における役割を解
析した。このような研究は、細胞分化における転写制御因子群の役割を明確にして、その応用を飛躍的に推進す
るものである。その成果は胚発生の理解に留まらず、再生医療への発展に大きく貢献すると期待され、その学術
的な影響は大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

耳の内耳、眼の水晶体、鼻の嗅上皮を代表とする感覚器は、その形態や機能は大きく異なるが、
その形成過程には共通点が多い。いずれも胚の頭部外胚葉を起源とする。それらの形態形成は、
頭部外胚葉が肥厚した感覚器プラコードを形成することで開始される。感覚器プラコードが初
期に共通した性質を持つことは、組織の交換移植の実験から示唆される。この感覚器プラコード
形成に先駆けて、共通に発現される転写制御因子が Sox2 である。 
感覚器形成において Sox2 遺伝子は、時期・領域特異的
な複数の発現制御領域（エンハンサー）により担われる。
感覚器プラコードが形成される以前の頭部外胚葉にお
ける発現は N4エンハンサーによって、内耳・嗅上皮プラ
コードでは NOP1, NOP2 エンハンサー、水晶体プラコー
ドでは N3エンハンサーにより制御される。そして内耳・
嗅上皮プラコードで活性を示す NOP1, NOP2 エンハンサ
ーでは転写制御因子群 Sox2/9 と Sall4 が、水晶体プラ
コードで活性を示す N3 エンハンサーでは転写制御因子
群 Sox2 と Pax6 が、協調的に作用することがそれぞれの
エンハンサーの活性化に重要であることを明らかにし
てきた（図１）。 
 
２．研究の目的 
感覚器原基(耳、眼、鼻)が、共通原基である頭部外胚葉から特異化される機構の解明とその機
構を駆使した感覚器細胞のプログラミングを目的とする。胚発生の細胞分化では転写制御因子
が大きな役割を果たす。しかしその明確な理解には、個々の機能に注目するのではなく、組合せ
による機能を理解する必要がある。 
本研究では、転写制御因子群｢Sox 転写因子とそのパートナー因子｣の機能に着目する。感覚器
形成を直接制御する Sox とそのパートナー因子による協調的な作用を明らかにする。さらに感
覚器原基の幹細胞を出発点として、特定の感覚器細胞のプログラミングを試みる。 
 
３．研究の方法 
本研究では、転写制御因子群｢Sox とそのパートナー因子｣による感覚器の特異化の仕組みの解
明を目指す。感覚器形成の初期過程に重点をおき、以下の２つの課題に取り組む。 
(1) 幹細胞を用いた感覚器プラコードの特異化の機構 
① 感覚器形成過程に沿った各発生段階に対応した幹細胞群の単離 
これまでに報告されている Oshima K (Cell. 2010;141(4):704-16.)らの方法をもとに、ES 細
胞を用いた内耳有毛細胞の分化誘導系を確立した。この系を改変して、各エンハンサー活性を指
標にした幹細胞群を単離する。 
② Sox2/9+Sall4(内耳・嗅上皮プラコード) vs. Sox2+Pax6(水晶体プラコード)の標的配列の解
析 
内耳・嗅上皮プラコードで活性を示す NOP1, NOP2 エンハンサーの活性化に必要な転写制御因
子群 Sox2/9 と Sall4、水晶体プラコードで活性を示す N3 エンハンサーの活性化に必要な転写制
御因子群 Sox2 と Pax6、それぞれの転写制御因子群の細胞分化における役割を明らかにする。そ
れぞれの組合せの標的配列、その配列が制御する標的遺伝子を明らかにする。ChIP-Seq 法を用
いる。細胞数を確保するために、上記の幹細胞群を活用する。 
③ 頭部外胚葉状態とそこから派生する各感覚器プラコードの遺伝子発現プロファイルの解析 
感覚器原基の共通原基である頭部外胚葉と、そこから派生する各感覚器プラコードの細胞状
態を明らかにするために、各段階の遺伝子発現プロファイルを作製する。各段階に対応したエン
ハンサー活性を指標にして、それぞれの段階の細胞群を単離して解析する。 
④ 感覚器プラコードの特異化に阻害的に働く制御機構の解析 
感覚器プラコードの特異化に阻害的に働く因子を同定する。各感覚器プラコードの特異化の
過程では、他の感覚器プラコードへの特異化を阻害する機構や、もとの頭部外胚葉に戻らないよ
うな機構が働くと考えられる。これまでの阻害的に働くエンハンサーのエレメントに作用する
因子を同定する。 
(2) 感覚器形成の開始機構を模範例とした転写制御因子群の操作による細胞分化の操作 
上記の結果をもとに、より積極的な細胞分化の操作を試みる。以下の３つの操作を行う。 
① 特定の幹細胞から次の発生段階の幹細胞へ高効率で遷移させる細胞プログラミング 
② 異なった幹細胞間の細胞の遷移をもたらす細胞リプログラミング 
③ 分化組織の細胞から特定の幹細胞をもたらす細胞リプログラミング 
 
４．研究成果 
(1) 幹細胞を用いた感覚器プラコードの特異化の機構 
① 感覚器形成過程に沿った各発生段階に対応した幹細胞群の単離 
これまでに Oshima K. et al. (Cell. 2010;141(4):704-16.)を参考に、ES細胞から内耳細胞



分化系を確立し、さらに改善した。 
ES 細胞から Embryoid body を作製して 3胚葉を
分化させるが、この際に 3 reagents (Wnt 
signaling 阻害剤 XAV939, TGFβ signaling 阻害
剤 SIS3, IGF1)を調整することで、優先的に感覚
器原基を含む外胚葉に誘導した(図２)。その外胚
葉から bFGF を作用させることで、内耳原基マーカ
ーであるEya1と Six1の発現誘導およびPax2の発
現維持を観察した(図３)。この結果から bFGF 量を
100 ng/ml で培養することで、内耳原基細胞をよ
り効率的に誘導できることが明らかになった。 
ES細胞から内耳細胞分化系を用いて内耳原基細
胞を分離するために、内耳プラコード特異的にエ
ンハンサー活性を示す Sox3 遺伝子のエンハンサ
ーの１つ、Otic1 エンハンサーを活用した。このエ
ンハンサー活性を ES 細胞の内耳細胞分化系で調
べたところ、bFgf によって内耳原基細胞に分化す
ると活性化された。この活性は内耳原基の分子マ
ーカーPax2の発現細胞と一致した(図 4)。Otic1エ
ンハンサーの活性を指標に内耳原基細胞を分離で
きる系を確立することができた。しかし、その誘
導は培養された細胞の中の一部に留まることもわ
かった。内耳原基細胞における Sox9 と Sall4 の役
割を明らかにするためには、培養する ES細胞数を
増やすなどの対策が必要であることがわかった。 

 
② Sox2/9+Sall4(内耳・嗅上皮プラコード) vs. Sox2+Pax6(水晶体プラコード)の標的配列の解
析 
内耳・嗅上皮プラコードで活性を示すエンハンサーNOP1, NOP2 に加え、内耳プラコード特異
的に活性を示すOtic1エンハンサーを解析した結果、その活性化に必須なエレメントにはSox8/9
と Sall4 の協調的な作用が重要な役割を果たすことが明らかとなった。そこで転写制御因子群
Sox8/9 と Sall4(内耳プラコード)、Sox2/9 と Sall4(内耳・嗅上皮プラコード)、Sox2 と Pax6(水
晶体プラコード)の感覚器原基の形成における役割を明らかにするため、それぞれの組合せの転
写制御因子群のゲノム上の標的配列を網羅的に解析する方法を確立した。 



そのために ChIP-seq 法を用いる計画だったが、特に転写制御因子
ではその細胞数が多く必要になる。①の結果から、特に内耳プラコー
ドでは Otic1 エンハンサーの活性を指標に内耳原基細胞を分離でき
るが、その細胞数を増やす必要があること、また他の感覚器プラコー
ドではそれぞれの幹細胞群を新たに単離する必要があることなどか
ら、ニワトリ胚を使った DamID 法の導入を検討した(図５)。DamID 法
は、大腸菌の Dam methyltransferase を用いることで高感度にその標
的配列を同定でき、通常の ChIP-seq の 1/10-1/100 ぐらいの細胞数で行うことができる。ただ
し、DamID 法ではその発現量の調節が一つの鍵となる。ニワトリ胚を用いたエレクトロポレーシ
ョン法による遺伝子導入では、Vector の DNA 量でその発現量を調節できる。さらにこれまでに
解析してきた時期・領域特異的なエンハンサーによる発現制御と組み合わせることで、In vivo
でその標的配列を同定できる可能性があった。これまでに、各感覚器プラコードに関わる転写制
御因子群と Dam の融合蛋白質を発現するための Vector を作成した。ニワトリ胚における条件を
検討した結果、Dam 融合蛋白質による特定の配列をメチル化することを確認できた。今後は、こ
れらの配列のみを PCR を用いて特異的に増やすために、導入した Vector を取り除く作業が必要
である。その方法を現在確立している。この方法が確立すれば、転写制御因子の標的遺伝子の同
定が In vivo で容易に行えるようになり、転写制御因子群の機能解析に大きく貢献すると考え
られる。 
 
③ 頭部外胚葉状態とそこから派生する各感覚器プラコードの遺伝子発現プロファイルの解析 
当初の幹細胞群を単離する方法から、In vivo で解析できるに TRAP(Translating Ribosome 
Affinity Purification)法を検討した(図６)。この方法では、
時期・領域的特異的なエンハンサー活性を活用する。感覚器
原基の共通原基である頭部外胚葉(N4 エンハンサー)、そこか
ら派生する各感覚器プラコード(内耳プラコード; Otic1 エ
ンハンサー、内耳・嗅上皮プラコード; NOP1, NOP2 エンハン
サー、水晶体プラコード; N3 エンハンサー)を活用した。各
段階に特異的にフラグ付きリボソームタンパク質を発現さ
せ、そこに結合した mRNA を網羅的に解析する。各段階の遺伝
子発現プロファイルを作製する。そのための Vector の作製
も完了した。この方法によって、In vivo で発現する遺伝子
を網羅的に解析できるようになった。 
 
④ 感覚器プラコードの特異化に阻害的に働く制御機構の解析 
内耳・嗅上皮プラコードで活性を示す NOP1 エンハンサーの抑制エレメントの１つは、Zeb1/2, 
Snail1/2 zinc finger proteins が作用する。内耳特異的な Otic1 エンハンサーにおける抑制配
列にも Zeb1/2, Snail1/2 の結合配列が存在した。その配列を除くと、内耳原基以外に神経冠細
胞でも Otic1 エンハンサーの活性が観察された。このことから内耳プラコード形成には、Sox8/9
とSall4の協調的作用とともに、これらが発現されている他の組織、神経冠細胞などではZeb1/2, 
Snail1/2 によって内耳原基への分化が抑制されている可能性が考えられる。今後、この抑制の
機構を阻害することで、感覚器原基間の相互転換などを検討したいと考えている。 
 
(2) 感覚器形成の開始機構を模範例とした転写制御因子群の操作による細胞分化の操作 
上記の結果をもとに、より積極的な細胞分化の操作を試みる。 
① 特定の幹細胞から次の発生段階の幹細胞へ高効率で遷移させる細胞プログラミング 
② 異なった幹細胞間の細胞の遷移をもたらす細胞リプログラミング 
③ 分化組織の細胞から特定の幹細胞をもたらす細胞リプログラミング 
これまでに①について、ES 細胞を用いた内耳細胞分化系で行ってきた。内耳原基を効率的に
遷移させるために、Fgf や Wnt signal の作用量などを検討した。その結果、内耳原基細胞を最
も効率的に分化させることはできたが、その細胞は多くても全体の半分ほどの細胞群だった。ま
た、内耳原基細胞のマーカーの Pax2 の発現量も細胞ごとに異なることが明らかになった。均一
の内耳原基細胞を分化させるには、更なる改善が必要と考えられる。 
内耳プラコードで特異的活性を示す Otic1 エンハンサーの解析から、Sox8/9 と Sall4 の協調
的な作用と、他のもう一つの活性化エレメントに結合する転写制御因子を同定することができ
た。この因子を Sox9 と Sall4 とともにニワトリ胚
の頭部外胚葉に異所的に発現したところ、Otic1 エ
ンハンサーの異所的な活性化が観察された(図
７)。このことから Sox とそのパートナー因子とと
もに、いくつかの鍵となる転写制御因子を同時に
作用させることで、特異的な感覚器原基を誘導で
きることが示唆された。 
今後、さらに解析を進め「Sox とそのパートナー因子」による感覚器原基の細胞分化における
役割を明らかにする。それらとともに作用する転写活性化因子や転写抑制因子の作用を加味す



ることで、感覚器原基間の相互転換を行いたいと考えている。 
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