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研究成果の概要（和文）：神経外胚葉が二次軸形成因子に対して抵抗性を持つメカニズムを明ら

かにするため、ウニ胚を用いて神経外胚葉特異的転写因子である FoxQ2 の下流因子の機能解

析を行った。その結果、FoxQ2 阻害胚のマイクロアレイにより転写調節因子である Fez を単離

した。その機能阻害実験の結果により、二次軸形成因子の一つである BMP2/4 シグナルを Fez
が細胞内で抑制することにより、神経外胚葉が非神経外胚葉に分化することを防いでいること

を明らかにした。また、発生時間をずらして詳細に解析することで、このイベントは間充織胞

胚期に行われていることが明らかになった。さらに、このことは神経外胚葉の Specification に

必要な FoxQ2 がその下流因子の一つを利用して非神経外胚葉化シグナルを抑制し、自身の領

域サイズを維持していることを示している。 
 
研究成果の概要（英文）：The primary goal of this research project is to understand how the 
neurogenic ectoderm of the sea urchin embryo establishes the resistant mechanisms 
against signals that induce non-neurogenic ectoderms.  With microarray experiments 
using FoxQ2 morphants, in situ hybridization, and QPCR analyses, Fez was identified as a 
downstream factor of FoxQ2 function in the neurogenic ectoderm.  When Fez function was 
blocked, the size of neurogenic ectoderm became smaller than that of normal embryos.  
However, that size decrease was rescued by simply blocking BMP2/4 function that induces 
non-neurogenic ectoderm.  This indicates that FoxQ2 induces Fez to block the 
non-neurogenic ectoderm-inducing signal to maintain the size of neurogenic ectoderm of 
the sea urchin embryos.   
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１．研究開始当初の背景 
多細胞生物が三次元の体を構築するために
は一つの軸形成が単独で正常に進行するだ

けでなく、各体軸同士が綿密な情報交換を行
うことが必要不可欠である。その中で神経外
胚葉領域は体軸形成の影響を受けながらも



その領域自体のサイズ決定は胞胚期から原
腸胚期にかけて終了し、その後は体軸形成シ
グナル分子による非神経外胚葉誘導に頑強
に抵抗する。非神経外胚葉誘導シグナルは、
神経外胚葉内でのパターニングには利用さ
れるため、シグナル分子自体が神経外胚葉領
域に拡散していることは明確であるが、その
シグナルを実際に細胞内で減衰し、非神経外
胚葉にならないようにするメカニズムに関
しては未だに謎が多い。また、各体軸形成が
リンクしている可能性から、それぞれのシグ
ナル分子に対抗するメカニズムを備えるタ
イミングのコントロール等のメカニズムを
明らかにする必要が残されている。これまで、
ウニ胚を用いた研究において、一次軸形成と
二次軸形成をリンクさせる分子として転写
因子 FoxQ2 が報告されており、その分子自
体が二次軸形成を抑制するメカニズムの頂
点に位置している可能性が示されているが、
詳細に関しては一切わかっていない。 
 
２．研究の目的 
一次軸形成過程において Wnt/beta-catenin
依存的に神経外胚葉領域に限局される
FoxQ2 が、二次軸形成を担う Nodal や
BMP2/4 といった TGF-beta シグナルを抑制
するメカニズムの詳細を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
ゲノム情報が明らかになっている北米ムラ
サキウニを利用し、FoxQ2 の機能阻害胚を用
いてのマイクロアレイを行った。FoxQ2 の機
能が失われたことで発現が抑制された因子
を日本のバフンウニから単離した。それら単
離された因子と FoxQ2 との関連を確定する
ために FoxQ2 機能阻害胚と正常胚それぞれ
において in situ hybridization と定量 PCR
法を用いて時空間的発現解析を行った。その
後、モルフォリノオリゴの顕微注入による対
象因子の翻訳阻害を行い、FoxQ2 下流因子の
二次軸形成抑制に対する機能を解析した。 
 
４．研究成果 
（１）マイクロアレイを用いた FoxQ2 下流
因 子 の 単 離 ： 北 米 ム ラ サ キ ウ ニ
Strongylocentrotus purpuratus を用いて、
FoxQ2 の機能阻害胚と正常胚の全 mRNA の
比較により機能阻害胚において特異的に発
現量の低下した遺伝子を２４個選別した。そ
れら全ての時空間的パターンを日本産バフ
ンウニ Hemicentrotus pulcherrimus を用い
て FoxQ2 機能阻害胚および正常胚それぞれ
について in situ hybridization と定量 PCR
により確認し、FoxQ2 依存的に神経外胚葉特
異的な発現を示すものを単離した。 
（２）そのうちひとつは神経外胚葉の腹側に
存在する不動繊毛である頂毛の伸長をコン

トロールする遺伝子であり AnkAT-1 と名付
け報告した。AnkAT-1 は二次軸形成依存的に
発現パターンを変えるが、二次軸形成を制御
するものではなかった。 
AnkAT-1 は初期胞胚期に FoxQ2 非依存的に
神経外胚葉に一様に発現し、その後マイクロ
アレイを行った間充織胞胚期を含む孵化胞
胚期から原腸胚期にかけて FoxQ2 依存的に
神経外胚葉に発現する。AnkAT-1 機能阻害胚
では、神経外胚葉に存在する不動繊毛 Apical 
Tuft が顕著に短くなり、通常より半分以下の
長さになることが明らかになった。しかし一
方で、不動性に関しては通常の Apical Tuft
と同様でほぼ動かず、AnkAT-1 の機能として
は不動性のコントロールでなく他の繊毛の
倍程度ながくなる伸長具合をコントロール
していることが明らかになった。さらに、
Apical Tuft が最終的に腹側の神経外胚葉の
みに限定されるメカニズムを二次軸形成を
担う Nodal と BMP2/4 のシグナル分子の機
能に注目して解析したところ、Nodal が
AnkAT-1 の発現を長期にわたり維持するこ
とが明らかになった。このことは軸形成と共
に腹側外胚葉誘導と神経外胚葉腹側をパタ
ーニングする Nodal の機能と神経外胚葉二
発現する因子の関係を明らかにする結果と
なった。 
（３）次に、間充織細胞期に神経外胚葉特異
的に発現する Fez に着目した（図 A, B）。Fez
は孵化前には発現は一切見られなく、胞胚期
に神経外胚葉全体に見られた後は、各セロト
ニン神経へとその発現場所を収束していく。
Fez は他の動物で神経外胚葉のパターニング
に関与することが報告されている。Fez は N
末側に engrailed homology repressor motif 
1、C 末側に Zinc finger を持っており、転写
抑制因子として働いていることが予想され
ている。 

（４）Fez の機能阻害により、セロトニン神
経の細胞数が減少した。これは Fez 機能阻害
胚では発生初期に神経外胚葉領域のサイズ
が縮小することが原因であることを他の神
経外胚葉特異的因子の発現パターンから明
らかにした（図 C, D）。実際に神経細胞自体
の発現が抑制されている可能性を検討する
た め に 、 側 方 抑 制 を 阻 害 す る
gamma-secretase inhibitor (DAPT)を Fez
機能阻害胚に作用させると、DAPT なしの機
能阻害胚に比べ、神経細胞数の増加が見られ
たており、神経細胞の分化自体には関与して



いないことが明らかになった。また、そのス
テージに非神経外胚葉を誘導し二次軸形成
を担う分子である Nodal、Univin、BMP2/4
をそれぞれ機能阻害または過剰発現をし、
Fez の発現パターンおよび神経外胚葉マーカ
ーである FoxQ2 の発現パターンを確認した。
その結果、Nodal および Univin においては
機能を阻害しても増幅しても間充織胞胚期
においては FoxQ2 の発現に一切変化は見ら
れなかった。しかし、BMP2/4 を増幅した胚
では、FoxQ2 の発現領域が顕著に狭くなり、
BMP2/4 に神経外胚葉抑制の機能が存在して
いることが明らかになった。そこで、Fez と
BMP2/4 を同時に機能阻害すると、Fez のみ
を機能阻害した胚で見られていたような神
経外胚葉の縮小が見られなくなった（図 E）。
つまり、正常胚では BMP2/4 は神経外胚葉形
成を抑制する機能を持っており、Fez はその
機能を抑制し、神経外胚葉のサイズを維持し
ていることを示している。 

（５）神経外胚葉領域における BMP2/4 シグ
ナルの強度を Fez 存在下、非存在下で可視化
す る た め に 細 胞 内 媒 介 因 子 で あ る
Smad1/5/8 のリン酸化状態の相対値を測定
した。正常胚の神経外胚葉領域では Fez の機
能により Smad1/5/8 のリン酸化状態は著し
く減少しており、Fez の機能阻害胚ではその
著しい減少は見られなかった（図 F）。 
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