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研究成果の概要： 
 
 Six1 ホメオボックス遺伝子の発現解析により多様な感覚器プラコードの共通の原基で
ある preplacodal region（PPR）の存在をマウスではじめて示した。次にニワトリとマウ
ス胚の前側 PPRで Six1の発現を活性化する保存されたエンハンサーを同定した。Six1前
側 PPR エンハンサーの活性化因子と抑制因子の有力な候補を同定し、Six1 発現領域
（=PPR）が規定される分子基盤の一端を明らかにした。また、2種類の Six1プラコード
エンハンサーの制御下で Creリコンビナーゼを発現するマウスの樹立に成功した。 
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１．研究開始当初の背景 
 
 生物は感覚器によって外界の刺激を受容
し、脳へ伝達し、刺激に応じた行動を起こす。
脊椎動物頭部の感覚器と知覚神経のほとん
どはプラコードと呼ばれる肥厚した外胚葉
から形成される。そして、嗅覚、味覚、聴覚、
平衡覚、顔面や口腔の体性感覚が、鼻、レン
ズ、三叉神経節、耳および上鰓プラコードに
由来する感覚器と知覚神経によって受容さ

れる。哺乳類以外の脊椎動物では神経板前端
を取り囲む一続きのプラコード原基である
preplacodal region（PPR）から全てのプラ
コードが生じるとされ、この PPR 特異的に
発現する代表的な遺伝子として Six1 ホメオ
ボックス遺伝子が知られていた。一方、Six1
欠損マウスは嗅上皮、内耳、脳神経節の劇的
な形成異常を示し、Six1は単なるマーカー遺
伝子ではなく、プラコード由来感覚器形成に
不可欠な遺伝子であることがわかってきた。
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しかし、哺乳類における PPR の存在、PPR
およびプラコードにおける Six1 の発現を制
御するシス・エレメントや転写因子は不明で
あった。また、PPRとプラコード特異的に転
写を活性化するシス・エレメント（エンハン
サー）を利用した細胞系譜解析を可能にする
マウスの開発が待たれていた。 
 
２．研究の目的 
 
 ニワトリ胚を用いて同定した 3 種類の
Six1 の PPR およびプラコード特異的エンハ
ンサーを活用して、全ての感覚器の原基であ
る PPR と感覚器特異的プラコードの発生メ
カニズムと細胞系譜解析を可能にするマウ
スの開発を目指す。具体的な到達目標は以下
の 4点である。 
 
(1) マウス初期胚における Six1の mRNAの
発現とタンパク質の局在パターンの解明。 
(2) Six1のPPR特異的エンハンサーを活性化
するエンハンサーの特徴の詳細な解析。 
(3) Six1のPPR特異的エンハンサーの活性化
に関わる主要な転写因子の同定。 
(4) Six1のPPRおよびプラコード特異的エン
ハンサー下でCreリコンビナーゼを発現する
マウス系統の樹立。 
 
３．研究の方法 
 
(1) Six1発現パターンの同定：ホールマウン
ト in situ ハイブリダイゼーションによりマ
ウス初期胚における Six1のmRNAの発現パ
ターンを明らかにする。また特異的抗体を用
いて Six1 タンパク質の局在パターンを明ら
かにする。 
 
(2) Six1のPPR特異的エンハンサーの機能解
析：ニワトリ胚を用いて同定した Six1 の
PPR 特異的エンハンサーの活性をさらに詳
細に調べ、マウス胚における活性も明らかに
する。 
 
(3)Six1の PPR特異的エンハンサーを活性化
する転写因子の同定：マウスとニワトリを用
いた実験により重要な転写因子結合部位を
同定する。また、ゲルシフト法により結合す
る転写因子を同定する。ニワトリ胚での過剰
発現実験により転写因子の機能（活性化また
は抑制）を明らかにする。 
 
(4) Cre発現マウスの樹立：Six1の 2種類の
プラコード特異的エンハンサーのマウス胚
での活性を明確にする。2 種類のプラコード
特異的エンハンサーと PPR 特異的エンハン
サーの制御下でCreリコンビナーゼを発現す
るマウス系統を樹立する。 

４．研究成果 
 
(1) PPRはマウスにも存在した。 
 
 E8.0 のマウス胚を用いてホールマウント
in situ ハイブリダイゼーションを行った結
果、TS12a（1-4体節期）および TS12b（5-7
体節期）において Six1 が神経板前側を取り
囲む外胚葉で発現することがわかった。次に
所属研究室で最近作製された Six1 特異的抗
体を用いてさらに詳細な検討を行ったとこ
ろ、Six1は神経板前側のかなり広い領域を取
り囲む一続きの外胚葉に局在していること
が明確になった。この馬蹄形の発現パターン
はニワトリやカエルで報告されていたパタ
ーンと一致しており、Six1を発現するプラコ
ード原基（PPR）はマウスにも存在し、脊椎
動物共通の特徴であることがはじめて明ら
かとなった。マウスにおける PPP すなわち
感覚器官細胞の同定は、将来的に感覚器の再
生医療を計画する際に有用な非常に重要な
発見であった。また、マウス Six1 の発現は
内胚葉と頭部間充織でも見られ、ニワトリ
Six1 の発現パターンに良く似ていることも
わかった。 
 
(2) Six1の PPRエンハンサーは PPRの前側
特異的に転写を活性化する。 
 
 Six1の PPRエンハンサー（Six1-14、565 
bp）はニワトリ胚を用いたエンハンサー検索
実験で同定された。マウス胚でのエンハンサ
ー活性を調べたところ、PPR特異的に転写を
活性化することがわかった。切片の観察と神
経板特異的 Sox2 抗体を用いた解析から、そ
の活性は外胚葉に特異的であり、隣接する神
経板では検出されないことも明確となった。
興味深いことに Six1の PPRエンハンサーは
馬蹄形の PPR の前側部分だけで転写を活性
化する（マウスとニワトリ胚の両方で）とい
う特徴を持っていることもわかった。この
Six1-14の持つエンハンサー活性をPPR全体
に拡大する補助的なシスエレメントがある
のか、後側 PPR での発現を担うエンハンサ
ーが別にあるのかはまだ明らかではないが、
連続して見える PPRでの Six1の発現が複数
のエンハンサーによって制御されていると
いう事実は驚きであった。馬蹄形の Six1 の
発現を生み出すすべてのシスエレメントと
制御メカニズムの解明は今後の重要な課題
である。 
 
(3) Six1の前側 PPRエンハンサーの活性は 2
種類のホメオドメインタンパク質の競合的
な作用によって規定されている。 
 
 保存された転写因子の結合部位に点突然



変異を導入したレポーターを用いて機能的
に重要な部位を同定した。5 ヶ所の Gata タ
ンパク質結合部位の変異はニワトリ胚にお
いてエンハンサー活性を減弱させた。一方、
3 ヶ所の Sox タンパク質結合部位の変異は
影響がなかった。ところが、3 ヶ所のホメオ
ドメイン（HD）タンパク質の結合部位に変
位を導入したところ、エンハンサー活性はほ
ぼ完全に消失した。その結果はマウスにおい
ても再現され、 HDタンパク質の結合部位が
エンハンサー活性に必須であることが明ら
かとなった。 
 発現パターンから予想される結合因子の
候補は Gata2/3、HD タンパク質の Dlx5/6、
Msx1/2 であった。ニワトリ、カエル、魚を
用いた過剰発現およびノックダウン実験な
どの結果を参考にして、活性化因子の候補と
しては Dlx5を、抑制因子の候補としてMsx1
に焦点を当て、さらに解析を進めた。まず、
大腸菌で発現させた GST-Dlx5とGST-Msx1
が 3ヶ所のHDタンパク質結合部位に試験管
内で結合することを確認した。続いて、ニワ
トリ胚での過剰発現実験により、Dlx5 と
Msx1 がエンハンサーに及ぼす効果を検討し
た結果、VP16 転写活性化ドメインと Dlx5
との融合タンパク質はレポーター遺伝子の
発現を活性化し、一方、Engrailed 転写抑制
ドメインと Dlx5 との融合タンパク質と
Msx1 はレポーター遺伝子の発現を抑制する
ことがわかった。 
 以上の結果と、DlxとMsx間の競合的な関
係を考慮すると、Six1の発現領域（＝PPR）
は（Dlx の発現領域）－（Msx の発現領域）
として規定されることが示唆された。このモ
デルは神経板の前後軸および内外軸方向に
沿った Six1 の発現領域（＝PPR）の分布パ
ターンを非常にうまく説明できた。 
 
(4) Six1のプラコードエンハンサー下で Cre
リコンビナーゼを発現するマウス系統の樹
立。 
 
Six1-8は三叉神経節、耳、上鰓プラコードと
脊髄神経節で転写を活性化するエンハンサ
ーである。一方、Six1-21 は鼻、耳、上鰓プ
ラコードとラトケ嚢で転写を活性化するエ
ンハンサーである。重要な点は、この 2つの
エンハンサーでレンズプラコード（Six1も発
現しない）を除くすべてのプラコードがカバ
ーされるという点である。そこで、これら 2
種類のエンハンサーの下流に tk プロモータ
ーとNLS-Creリコンビナーゼ遺伝子を繋げ、
さらにゲノム中の挿入部位による影響を極
力排除するために両末端にインスレーター
配列を繋げたトランスジーンを構築した。
C57BL/6J の受精卵にインジェクションを行
い、Six1-8は 7系統、Six1-21は 3系統のフ

ァウンダーマウスを獲た。 F1 個体を
R26R-lacZレポーターマウスとかけ合わせる
ことで、少なくとも各 1系統期待されたパタ
ーンでCre活性を発現するマウスを得ること
ができた。これらのマウスを用いた詳細な細
胞系譜追跡実験と特異的な細胞障害実験に
よるプラコードの頭部形態形成における役
割の解明が次の課題である。また、これらの
マウスはプラコード特異的な過剰発現実験
を行ったり、プラコード特異的なノックアウ
トマウスを作製するために大変有用である。
さらに、将来的に感覚器および頭蓋顔面形成
の研究コミュニティーの発展にも大いに貢
献する研究成果・研究資源だと思われる。 
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