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研究成果の概要（和文）：本研究は感覚器プラコードとその前駆領域（PPR）というユニークで重要な細胞集団の特徴
、分化、頭頸部形成における機能の解明を目指して行った。1）PPRにおけるSix1標的遺伝子同定の準備が整った。2）S
ix1のPPR特異的エンハンサーの特徴を明らかにした。3）別のSix1エンハンサーを利用し、プラコードを遺伝的に標識
できるマウス系統を樹立した。4）プラコード特異的な細胞の除去実験を行った。以上は、Six1とSix1を発現する細胞
に関する新たな知見であり、感覚器形成の理解に重要な成果である。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to understand genetic and cellular characteristics of 
the sensory placodes and their precursor domain (PPR). 1) All materials required for the identification 
of Six1-target genes were prepared. 2) The PPR-specific enhancer of Xenopus Six1 was characterized. 2) 
Two new mouse lines expressing Cre under the control of two placode-specific Six1 enhancers were 
developed. 4) Cell ablation experiments were carried out using the two Cre-expressing mouse lines. The 
above results provided novel information on the regulation and function of Six1 and Six1-expressing 
cells, and should advance our understandings on the sensory organogenesis.

研究分野： 発生生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
 脊椎動物頭部の感覚器は、主に感覚器プラ
コードに由来し、嗅覚や聴覚等の特殊感覚、
顔面や口腔の体性感覚を受容する。驚くべき
ことに、多様なプラコードは全て単一の外胚
葉領域であるプラコード前駆領域（PPR）か
ら生じる。私たちは、マウス初期胚でホメオ
ボックス遺伝子 Six1 を発現する PPR を発見
し、脊椎動物で保存された PPR 誘導メカニ
ズムを解明した。また、Six1 欠損マウスが内
耳や嗅上皮をはじめとする感覚器の広範な
形成異常を示すことも報告した。一方、ニワ
トリやカエルでは、プラコードへの分化には
PPR マーカー（Six1 と Eya1/2）を発現する
分化段階を経る必要があること、また、Six1
の機能が PPR マーカーの発現維持と感覚ニ
ューロンへの分化に必須であることが示さ
れた。以上より、感覚器形成は段階的に進み、
そこでは Six1 が不可欠な機能を果たしてい
る、と考えられるようになった。最近、幹細
胞から PPR 様細胞を経て、段階的に内耳有
毛細胞様細胞を誘導できたという報告もあ
る。しかし、PPR の特徴を決定・維持し、さ
らに、その後の感覚器形成を主導する Six1
の具体的な機能は不明であり、感覚器を含む
脊椎動物頭部の発生の本質的な理解には至
っていない。 
  
２．研究の目的 
 
 Six1 は PPR/プラコード特異的に発現する
転写因子である。したがって、Six1 が制御す
る標的遺伝子の同定が、「将来感覚器に分化
する」という PPR の特徴や、PPR から多様
なプラコードが生じる原理の解明に直結す
ると考えた。また、PPR/プラコードを遺伝的
に除去し、その再生能力（調節能力）や、神
経堤の発生に及ぼす影響、周囲組織の発生を
制御するシグナル源としての役割を問うた
研究はない。そこで、Six1 標的遺伝子と除去
実験を 2 本の柱とする本研究を着想した。具
体的には、（1）PPR における Six1 標的遺伝
子のレパートリーと機能を同定することで、
PPR の特徴とプラコード分化の原理を解明
する。（2）PPR/プラコードを除去し、周囲の
形態形成に及ぼす影響を観察することで、頭
頸部形成における PPR/プラコードの役割を
解明する。 
 
３．研究の方法 
 
ⅰ）Six1 標的遺伝子同定による PPR/プラコ
ードを規定する分子基盤の解明：Six1 は
PPR/プラコードの特徴を規定する転写因子
だと考えられる。そこで、Six1 特異的な抗体
を用いたクロマチン免疫沈降により、PPR/
プラコードにおいて Six1 が結合する標的遺
伝子を同定するゲノム科学的解析、実験発生
学的解析を組み合わせ、標的遺伝子のレパー

トリーや機能を特定する。これが PPR/プラ
コードの特徴とプラコード分化の原理解明
に直結する。 
ⅱ）PPR/プラコードの頭頸部形成における機
能の解析：PPR/プラコードの再生能、頭頸部
の発生での役割は不明である。そこで、PPR/
プラコード特異的な Six1 エンハンサーを利
用し、Cre-lox システムによりジフテリア毒
素（DTA）を発現させ、PPR/プラコード細胞
を除去する。PPR/プラコード再生の有無、頭
部全体や神経節に起こる形態変化、中胚葉や
神経堤での各種マーカーの発現変化を明確
にし、PPR/プラコードの頭頸部形成における
役割を解明する。 
  
 
４．研究成果 
 
①Six1 標的遺伝子同定による PPR を規定す
る分子基盤の解明：ステージ 5-7 のニワトリ
胚から前端部を除く PPR を切り出し、ホル
ムアルデヒドでクロスリンクを行った。ソニ
ケーションと磁気ビーズの洗浄条件の検討
を行い、抗ニワトリ Six1 抗体および抗
H3K27ac 抗体を用いて ChIP を行う準備を
整えた。ステージ 5-7 の多数のニワトリ胚か
ら前端部を除く PPR を切り出し、クロスリ
ンクの処理後-80 度で保存する、という作業
を続けている。十分な量のサンプルが集まり
次第、ChIP を行い、Six1 標的遺伝子同定を
目指す。 
 
②PPR 特異的な Six1 の発現制御機構に関す
る解析：Six1 は単一の PPR から全てのプラ
コード、そして感覚細胞・感覚ニューロンま
で発現し、その感覚器特異的な発現パターン
は 5種類のエンハンサーによって制御されて
いる。マウスの PPR 特異的エンハンサー
（mSix1-14）の活性は PPR の前側部分に限
局されているが、ゼノパスの Six1-14 エンハ
ンサー（XSix1-14）がマウスやニワトリの配
列に比べ、ニワトリ胚において非常に強いエ
ンハンサー活性を示すことがわかった。
XSix1-14 の重要な特徴は、後方の PPR にお
いても転写を活性化でき、エンハンサー活性
が強いこと、また、4 個並べたコンストラク
トでも、神経板前端部での活性がほとんど見
られないことであった。そこで、1、2、4 個
の XSix1-14 の下流にレポーター遺伝子とし
て LacZ を繋げ、両端にインスレーターを付
加した 3 種類のトランスジーンを作製し、マ
ウス受精卵へのインジェクションを行った。
その結果、E8.5 において XSix1-14 は期待通
り、より後方の PPR でも転写を活性化する
ことがわかった（図 1）。ただし、その活性は
さらに後方の神経板境界部（神経堤）まで続
く場合があること、4 個並べた場合には神経
板の前端部での活性が出現する。また、
mSix1-14 と同様に内胚葉でのエンハンサー
活性があることもわかった。 



 
 
 
 
 
 
図 1．XSix1-14(1x)-LacZ を導入した E8.5 マウス
胚の染色パターン。XSix1-14 は PPR と内胚葉に
おいて強いエンハンサー活性を示した。前側（A）
と左側（B）から撮影した写真。 

 
現在、XSix1-14 に種々の変異を導入すること
で、より PPR に特異的なエンハンサーに改
変し、PPR の細胞系譜等の解析を開始すべく
解析を続けている。 
 
③2種類のSix1エンハンサーの制御下でCre
を発現するマウスの詳細な解析：Six1 のプラ
コードエンハンサーの 1 つである Six1-21 を
利 用 し た Six1-21-NLSCre マ ウ ス を
R26R-LacZ レポーターマウスとかけ合わせ、
Cre による遺伝的組換えのパターンを解析し
た。最も早い時期の LacZ の発現は、E8.5 に
おいて、耳と上鰓プラコードの前駆領域
（OEPD、Pax2 で標識される）で検出され
た。興味深いことに、この時期には Six1-14 
エンハンサーが主に前側の PPR で転写を活
性化する時期であり、一続きに見える
E8.0-E8.5 での Six1 の発現は、Six1-14 と
Six1-21 という 2 つのエンハンサーによって
規定されている可能性が浮上してきた。その
後、E9.5-E13.5 においては、Six1-21-NLSCre
によって発現する LacZ は、OEPD に由来す
る耳胞と脳神経節に加え、嗅上皮、下垂体前
葉、咽頭嚢、耳管、耳介で、さらには、涙腺、
だ液腺、生殖結節等でも検出された。 
 もう 1つのプラコードエンハンサーである
Six1-8 を利用した Six1-8-NLSCre マウスに
ついても同様に解析を行った。その結果、
LacZ は脳神経節（プラコード由来）および
脊髄神経節（神経堤由来）の感覚神経特異的
に発現していることがわかった。また、驚い
たことに、主要な嗅上皮エンハンサーである
Six1-21 を利用した Six1-21-NLSCre マウス
の場合よりも早期に、E9.0 の鼻プラコード内
の少数の細胞で LacZ が発現していることも
わかった。その後、LacZ の発現は嗅上皮を
構成する細胞で検出されるのに加え、前脳に
向かって移動する一群の神経細胞（パイオニ
アニューロン）で優先的に検出された。即ち、
前脳に向かって移動するパイオニアニュー
ロンと初期に分化する嗅神経細胞における
Six1 の発現はプラコードの段階で Six1-8 が
規定しており、一方、嗅上皮全体での Six1
の発現は Six1-21 エンハンサーが担っている
ことが示唆された。耳胞においても、Six1-8
のエンハンサー活性は、耳胞から移動し前庭
内耳神経節を形成する感覚神経に限局され
ていた。今後、Six1-8 の活性化メカニズムの
解析を進めることで、均一に見える鼻プラコ

ードや耳胞を構成する一部の細胞がパイオ
ニアニューロンあるいは前庭内耳神経節の
感覚神経として決定され、移動する、という
プロセスのより深い理解が可能になる。 

 
④Six1-8およびSix1-21エンハンサーを利用
したプラコード細胞の除去実験：まず、
Six1-8-NLSCre マウスを利用し、嗅上皮の発
生において Six1-8 の制御下で Cre を発現す
る細胞の役割を解明すべく解析を行った。
R26R-DTA マウスとの交配によって得られ
た胚の嗅上皮の形態を調べたが、E10.5 およ
びE11.5においてコントロール胚と比べて嗅
上皮の形成が停止する等の劇的な変化はな
かった。嗅上皮における神経マーカーの発現
も調べたが、嗅上皮内での神経細胞の分化、
軸索の伸長、さらには、パイオニアニューロ
ンの形成にも大きな変化は見られなかった。
Six1-8-NLSCre マウスによる鼻プラコード
でのCreによる組換えの効率は高くない可能
性があり、嗅上皮の発生ににおけるパイオニ
アニューロンの役割を解明するためには、
Six1-8 エンハンサーを複数個使った新たな
Cre 発現マウスや Six1-8 エンハンサー特異
的なノックアウトマウスを用いた解析が必
要かもしれない。耳胞からの前庭内耳神経節
の形成への影響については解析中である。ま
た、Six1-21-NLSCre マウスを利用した細胞
除去実験も進めている。 
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