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研究成果の概要（和文）：本研究では細菌人工染色体を解析単位とした独自かつ効率的な遺伝子

発現制御領域特定法の適用により、マウス前脳コンパートメント形成に関わる分子機序を明白

にすることをめざした。その結果、まず細胞接着分子 Cdh6 のマウス前脳コンパートメントに
対応した発現様式に転写開始点上流およそ 40-kb に位置する 110-bp の断片が必要なことがわ
かった。また、この 110-bp断片と前脳特異的なマスターコントロール遺伝子 Pax6の結合モチ
ーフを含まないゲノム領域が協同的に働くことが前脳コンパートメントに対応した Cdh6 発現
様式に十分であることが示された。本成果は複雑な細胞構築と機能をもつ前脳発達基盤を規定

する遺伝的調節カスケードの組み合わせを初めて明らかにしたため意義深い。 
 
研究成果の概要（英文）：In the present research project, an original and efficient bacterial 
artificial chromosome-based enhancer bashing methodology was applied to clarify the detailed 
molecular machinery for mouse forebrain compartmentalization. As the results, a 110-bp 
fragment located approximately 40-kb upstream of the cell adhesion molecule Cdh6 gene 
transcription start site was confirmed to be necessary yet insufficient for the forebrain 
compartment specific expression. Importantly, together with the 110-bp fragment, an 
evolutionary conserved region that does not contain any forebrain specific master control gene 
Pax6 binding motifs was found to be synergistically sufficient for the Cdh6 expression, 
highlighting the value of combinatorial regulatory cascades in specifying the forebrain 
compartment as patterning basis for the elaborated cellular structure and function. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 脊椎動物胚の神経板前脳部 prosencephalic 
neural plate は、終脳、間脳（視床や視床下
部）、そして神経性網膜を産み出す中枢神経
系の原基である。とりわけヒトを含む哺乳類
において、終脳部は大脳皮質や基底核、海馬
など脳高次機能の中核を担う領域形成の基
盤となっているため、前脳の発生機序を明ら
かにすることは、領域特異的な機能細胞群の
誘導、再生、ひいてはヒトの『こころ』の成
り立ちとその異常の理解につながる重要な
課題といえる。近年、多くの転写因子群の発
現様式が前脳特定領域の形成や維持に関わ
ることが示唆されている一方、それら下流で
どのような遺伝子群が複雑精緻な脳組織構
築様式を支えているのか、殆ど未知なのが現
状であった。 
	 これまでに研究代表者は、哺乳類胚の特殊
培養・操作技術をもとに、マウス初期胚前脳
部が 5体節期以降、隣接する中脳部とは、互
いに細胞が混和しないことで定義される発
生 基 本 単 位 「 コ ン パ ー ト メ ン ト ：
compartment」として存在することを明らか
にした（Inoue T et al., 2000: Dev Biol）。さら
に前脳コンパートメントが形成される時期
（マウス 5体節期）に符合して、前脳区画全
体に転写因子 Pax6 や細胞接着分子カドヘリ
ン 6 (Cdh6) の発現が誘導されることを見出
した（Inoue T et al., 2000: Dev Biol）。カドヘ
リンは細胞に選択的な接着活性を賦与する
ため、前脳区画特異的な Cdh6発現が前脳部
の細胞に中脳部とは異なる接着性を与え、前
脳／中脳境界で細胞の混和を制限する可能
性が考えられる（Inoue T et al., 2000: Dev 
Biol）。また発現様式と時期を考慮にいれると、
Pax6 が前脳部における Cdh6 発現様式を直
接制御する可能性もある（ Inoue T et al., 
2000: Dev Biol）。研究代表者は、従来法では
遺伝子構造の巨大、複雑さ故に全く解析が進
んでいなかったマウス Cdh6遺伝子発現調節
機序を、細菌人工染色体（BAC）を解析単位
とした固有の新規解析パラダイムを用いて
体系的に解き明かし、前脳部特異的な Cdh6
発現様式を制御するのに必要十分なゲノム
領域内に、幾つかの Pax6 結合モチーフが存
在することを報告している（図 1；Inoue T et 
al., 2008: Dev Biol）。以上から細胞、分子レ
ベルでの解析が独自に進んでいるマウス初
期胚前脳部は、これまで詳細が不明であった
脳内コンパートメント形成原理に迫る新規
モデルとなることが期待された。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究はマウス発生初期胚の前脳コンパー
トメント形成過程に対応して発現する転写

因子 Pax6等が、Cdh6遺伝子発現を直接的に
制御し、中脳部との細胞混和を制限すること
で脳領域性の形成や維持に関わるのかどう
か、研究代表者固有の解析技術を効率よく組
み合わせて明らかにすることを目的とした。
具体的には、まず Cdh6が前脳部に発現する
のに必要十分な調節領域を~数百 bp に絞り
込み、そのコア部分に Pax6 等の転写因子が
直接結合して Cdh6の発現が誘導されている
のかどうか等を確認することをめざした。 
 
３．研究の方法 
	 
	 研究代表者による先行研究によって転写
開始点上流およそ 40kb~76kb に位置する
36kbのゲノム領域がCdh6のマウス前脳コン
パートメントに対応した発現制御に必要な
ことがわかっていた（図 1 中の橙色の
Segment II; Inoue T et al., 2008: Dev Biol）。 
 

 
図１：Cdh6のマウス前脳コンパートメント特異的な発現
を制御するゲノム領域の特定 (Inoue T et al., 2008: 
Dev. Biol.) 
 マウス第 15番染色体(Chr15) qA1に位置する Cdh6遺
伝子座を異なる様式でカバーする BAC クローン群 
#1~#5 へ相同組換え（Rec）やトランスポゾン転位(Tn)
を用いてレポーター遺伝子発現カセット (BGZ40, 
LacZ-pA)を挿入した。それらレポーター修飾済み BAC
からトランスジェニックマウス系統を作出したところ、
#1 と#2 のみが前脳コンパートメントでの Cdh6 mRNA
発現を再現することがわかった（図、星印）。よって前
脳部の発現を制御するゲノム領域はセグメント IIである
ことが予測された。同様に原条(発現あり△；発現なし▲)
や脊髄／後脳（鍵括弧）、内胚葉等に特異的な発現様式
がそれぞれ異なるセグメントで制御されることがわか
った（右下図では発現制御するゲノム領域の色で胚組織
を塗り分けてある。Cdh6 mRNA発現部が異なるゲノム
領域・モジュールによって制御される点に注目）。 
 



 

 

本研究においては、この 36kb のゲノム領域
の中から脊椎動物種間で保存されている領
域（Evolutionary Conserved Region: ECR／
www.dcode.org）に着目し、Pax6など前脳部
で発現している転写因子の結合が予測され
る ECRを選出した。それら ECRを図 1に示
す LacZ→Cdh6-BAC クローン #1 から相同
組換えの原理を用いて欠失させた後、順次マ
ウス受精卵前核に注入し、得られた BAC-ト
ランスジェニックマウス系統前脳部で LacZ
レポーター発現が維持されるのかどうかを
判別した。これによって、実際どの ECR が
前脳コンパートメントに対応した Cdh6遺伝
子発現に必要なのかを絞り込んだ。絞り込ま
れた ECR領域は、LacZ レポーターカセット
をもつプラスミドベクターに導入し、それ単
独で前脳部での発現誘導活性を与えるのに
十分なのか、トランスジェニックマウス作出
技術を用いて確認した。 
	 
４．研究成果	 
	 
	 上述 36kbのゲノム領域をECRの存在パタ
ーンから体系的に分割し、これらそれぞれを
欠く種々の LacZ→Cdh6-BAC クローン #1
（図 1）からトランスジェニックマウスを作
出する検定を経て、最終的に Cdh6遺伝子転
写開始点上流 40kb付近に位置する 706-bpの
ECR（mm8; Chr15:13156911-13157616；図
2右側の星印）内部にある 110bpのゲノム領
域が Cdh6の前脳コンパートメント特異的な
発現に必要であることが見出された。	 
	 

 
図２：Cdh6のマウス前脳コンパートメント特異的な発現
に必要十分なゲノム領域の特定  
	 Cdh6 遺伝子転写開始点上流 40kb 付近に位置する
ECR のうち星印をつけた２つの組み合わせがマウス前
脳コンパートメント(Fb)特異的な発現に必要十分である
ことが確認された。図上部では、マウス Cdh6遺伝子領
域（mm8 Chr15:13163413-13156762）を上から順にフ
グ、カエル、ニワトリ、フクロネズミ、イヌ、ヒト（2006
年ドラフト／2009年ドラフト）、マカクザルの相同ゲノ
ム領域とそれぞれ比較した際の類似度が 50%を超える
部分についてのみ山型でプロットされている。図下部に
は実験に用いたゲノム領域とその前脳部における発現
誘導活性の有無が+/-で示してある。詳細は本文参照。 

これと同時に 36kb のゲノム領域に存在する
脊椎動物種間で非常に保存率が高い Pax6 結
合モチーフを含む二つの ECR は、予想に反
してどちらも前脳コンパートメント特異的
な発現には不必要であることがわかった。こ
の 110bp 断片が前脳コンパートメント特異
的な発現に十分かどうかについて、それだけ
では発現活性をもたないβグロビン遺伝子
最小プロモーターもしくはそれだけでは前
脳特異的な発現を示さない Cdh6遺伝子自身
の最小プロモーター存在下でこの断片をレ
ポーター遺伝子に直接連結したコンストラ
クトを準備し、トランスジェニックマウス系
統を作出する方法によって検証したところ、
110bp断片単独では前脳特異的な発現を再現
できない一方で、隣接する ECR 領域（図 2
左側の星印）を含めると前脳コンパートメン
トできわめて安定な転写活性が検出される
ことが判明した。以上の解析によって図 2に
星印で示した双方のゲノム領域に含まれる
Pax6 とは異なる転写因子(Sox10 等)が結合
するシス調節領域の協同作用が Cdh6の前脳
コンパートメント特異的な発現に重要であ
ることが示された。本研究成果は、精緻な神
経系の領域性獲得初期過程における細胞・分
子機序を理解するのに際し、当初の予想とは
異なる分子カスケードの存在を明示するた
めきわめて意義深く、今後の新たな研究展開
が期待される。	 
	 なお本研究成果の基盤となった BAC を解
析単位とする遺伝子発現制御領域特定法と
その応用に関しては既に学会や国際専門誌
上に公表済みである（下記業績欄参照）とと
もに、本報告書に纏めた論文未発表データに
ついても論文投稿へ向けた最終準備段階に
ある。さらにマウス発生初期前脳部の発現制
御に関わるのと全く同じゲノム領域がマウ
ス発生中期神経堤細胞由来のシュワン細胞
特異的な Cdh6遺伝子転写調節にも関わるこ
とが見出されており、ゲノム発現制御カセッ
トが時空間を超えてどこまで共通でどこま
で異なるのかを分離する詳細解析も進行中
である（下記業績欄参照）。 
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