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研究成果の概要（和文）：本研究は神経形成におけるBiz (BMP inhibitory zinc finger)/zbtb14とBiz結合因子
 (Biz-associated protein, Bap)の機能的な相互作用、およびBMP・Wntシグナルネットワークに対する作用機序
を解析し、ダウン症と全前脳胞症の発症メカニズムを解明することを目的としている。私達はBapがBiz/zbtb14
と協調して神経形成を促進するだけでなく、神経組織の前後軸パターン形成に必要不可欠であることを明らかに
した。さらに共免疫沈降法を用いて解析した結果、ヒトの場合と同様にツメガエルのBapとBiz/Zbtb14が結合す
ることを証明した。

研究成果の概要（英文）： The vertebrate body is organized along the dorsal-ventral (DV) and 
anterior-posterior (AP) axes by the BMP and Wnt pathways, respectively. We previously reported that 
BMP inhibitory zinc finger (Biz)/Zbtb14 promotes dorsalization (neuralization) of the ectoderm by 
inhibiting BMP signaling and posteriorizes the induced neural tissue by activating Wnt signaling, 
thereby coordinating DV and AP patterning during early development. 
 We found that bap (biz-associated protein) and zbtb14 are co-expressed in the dorsal region of 
Xenopus embryos during gastrulation. Overexpression of Bap together with Zbtb14 enhanced the 
activity of Zbtb14 to induce the expression of posterior neural marker genes in ectodermal explants.
 Moreover, knockdown experiments showed that Bap is required for the formation of posterior neural 
tissues and the repression of anterior neural development. Collectively, these results suggest that 
Bap plays an important role in AP patterning during early Xenopus embryogenesis.

研究分野：発生生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　Biz/Zbtb14と結合するBapが、Biz/Zbtb14と協調的に働いて神経誘導を促進する事、およびBapが神経組織の前
後軸形成に必要不可欠である事がわかった。興味深いことにヒトのBapはダウン症の原因となる21番染色体の遺
伝子であり、ヒトのBapとBiz/Zbtb14は、ともに脳形成異常を示す全前脳胞症の原因遺伝子座に位置する。Bapと
Biz/Zbtb14は発生初期の神経形成を制御することによって、ダウン症の脳形成不全と全前脳胞症の発症に関与す
る可能性がある。今後、初期神経発生の知見が豊富なカエル胚を用いて、BapとBiz/Zbtb14の協調作用を詳細に
調べるための基盤構築に成功した。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
ダウン症は約 800 人に 1人という高頻度で発症し、軽度の知的障害や特徴的な顔つき、身体的
発達の遅延がみられ、心疾患など様々な臓器に合併症を伴う 21 番染色体がトリソミーになる先
天異常の一つである。ダウン症の原因遺伝子を絞り込むため、これまでダウン症患者やモデルマ
ウスを用いてヒト 21 番染色体上遺伝子の発現解析がおこなわれてきた。しかしながら、ダウン
症の発症機序は未だによく分かっておらず有効な治療法も確立していない。ダウン症は多様な
臓器に合併症を伴い、全てのダウン症患者に共通して著しい脳形成不全が認められる。この脳形
成不全は、初期発生過程における胎児の神経発生異常（細胞増殖の低下と分化異常）が原因と考
えられている。したがって、ダウン症の発症機構の理解には神経発生過程における詳細な解析が
不可欠である。 
 
発生過程で正常な頭部構造を形成するためには、胚の背側で BMP シグナルが抑制されること
により外胚葉から神経組織が誘導され(背腹軸形成)、その後、Wnt シグナルによって頭尾（前後）
軸に沿ったパターン形成がおこなわれる必要がある。BMP と Wnt シグナルは発生過程の時期と場
所特異的に厳密な制御を受けており、２つのシグナルが互いに調和しながら神経の発生を司っ
ている。 
 
私達は両生類胚のメリットを活かした独自の発現スクリーニング法により、初期発生過程で
BMP シグナルを抑制して神経を誘導する zinc finger タンパク質・BMP inhibitory zinc finger 
(Biz; ヒト Zbtb14 の相同遺伝子)を単離し、Biz/Zbtb14 が Wnt シグナルを促進して後方(尾部
側)神経を形成することを見出した（Takebayashi-Suzuki, Develop. Growth Differ., 2018）。
さらに、Biz/Zbtb14 が BMP シグナル調節因子(E3 ユビキチンリガーゼ Smurf 等)と Wnt シグナル
調節因子(E3 ユビキチンリガーゼ-TrCP)に結合することにより、BMP シグナル抑制と Wnt シグ
ナル促進に働くことを示し、Biz/Zbtb14 の作用メカニズムを明らかにした。 
 
興味深い事に Biz/Zbtb14 との結合が報告されている zinc finger タンパク質（Biz 結合因子
Biz associated protein; Bap と表記）はヒト 21 番染色体にコードされ、ダウン症モデルマウ
スにおいても脳内の発現がコントロールに比べて高いことがわかっている。さらに前脳と顔面
正中部の形態形成が異常になる先天性奇形の全前脳胞症(holoprosencephaly)には、いくつかの
原因遺伝子座が報告されており、21 番染色体の Bap 遺伝子が位置する領域は全前脳胞症原因遺
伝子座（HPE）1 と、Biz/Zbtb14 は HPE4 と重なっている。したがって、Bap と Biz/Zbtb14 は発
生初期の神経形成を制御することによって、ダウン症の脳形成不全と全前脳胞症の発症に関与
する可能性がある。 
 
 
２．研究の目的 
 
私達は BMP シグナルを抑制して神経を誘導する Biz/Zbtb14 を単離し、Biz/Zbtb14 が Wnt シグ
ナルを促進して後方神経を形成することを見出した。さらに Biz/Zbtb14 と結合する Bap が、
Biz/Zbtb14 と協調的に働いて神経誘導を促進することを発見した。興味深いことに、ヒトの Bap
はダウン症の原因となる 21 番染色体の遺伝子であり、ヒトの Bap と Biz/Zbtb14 は、ともに全
前脳胞症の原因遺伝子座に位置していた。したがって、Bap と Biz/Zbtb14 は発生初期の神経形
成を制御することによって、ダウン症の脳形成不全と全前脳胞症の発症に関与する可能性があ
る。本研究では、初期発生過程の Bap の機能、および神経形成における Bap と Biz/Zbtb14 の機
能的な相互作用と生理機能を解析し、ダウン症の脳形成不全と全前脳胞症の発症メカニズムを
解明することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
研究材料としては、哺乳類よりも初期胚の解析が容易で、初期神経発生の知見も多いツメガエ
ル胚を用いた。ツメガエル胚は過剰発現・機能阻害・胚葉の切除など多彩な実験発生学的手法に
よる初期胚の解析が容易で、神経誘導に関する知見も多いため、哺乳類胚では困難な神経形成時
の先天異常へのアプローチが可能である。 
 
まず、ネッタイツメガエル胚を用いたホールマウント in situ ハイブリダイゼーション（WISH）
法を用いて初期発生過程における Bap の発現領域を同定し、発現時期は定量的 RT-PCR 法で解析
した。Biz/Zbtb14 単独、あるいは同時に Bap mRNA を顕微注入することによってツメガエル胚で



過剰発現実験をおこなった。神経誘導や頭部形成に対する影響を調べるため、アニマルキャップ
（未分化、かつ多分化能を持つ外胚葉組織片）を用いた定量的 RT-PCR や WISH 法により、背腹と
前後軸のマーカー遺伝子、および全前脳胞症の原因遺伝子群の発現解析をおこなった。 
 
次に、Bap に対するアンチセンスモルフォリノオリゴを用いて機能阻害した時の影響について
調べた。さらに、Bap と Biz/Zbtb14 の結合様式を生化学的に解析するため、エピトープタグを
N末と C末それぞれに付加した遺伝子コンストラクトを作製して、培養細胞に発現させた後、共
免疫沈降実験をおこなった。 
 
 
４．研究成果 
 
まず、Bap と Biz/Zbtb14 が神経誘導に重要な時期と場所で共に発現することを WISH 法により
明らかにした。Bap と Biz/Zbtb14 をコードする mRNA をそれぞれ単独、あるいは組み合わせてツ
メガエル胚に顕微注入することで過剰発現させ、Bap と Biz/Zbtb14 の機能的な相互作用を調べ
た。背腹と前後軸のマーカー遺伝子や全前脳胞症の原因遺伝子群の発現を定量的 RT-PCR や WISH
法で解析した結果、Biz/zbtb14 単独に比べて、Bap と Biz/Zbtb14 両者を共発現させた場合に後
方神経マーカーを含む数種類の遺伝子の発現が強く誘導された。これらの結果から、神経誘導時
に Bap は Biz/zbtb14 と協調的にはたらいて後方神経の形成を促進することがわかった。 
 
次に、ツメガエル Bap 遺伝子の翻訳を阻害するアンチセンスモルフォリノオリゴにより、初期
発生過程における Bap の機能阻害実験をおこなった結果、後方神経マーカーhoxb9 の発現が低下
する一方で、前方領域では神経マーカーpax6 の発現が拡大することがわかった。また、モルフ
ォリノオリゴの標的配列を持たない Bap 遺伝子を同時に顕微注入すると表現型がレスキューさ
れ、モルフォリノオリゴによる Bap 機能阻害の特異性を確認することができた。したがって、神
経発生過程において Bap は神経組織の前後軸パターン形成に必要不可欠であることが明らかに
なった。 
 
さらに、エピトープタグを N末または C末に付加した Bap と Biz/Zbtb14 を培養細胞に発現さ
せた後、共免疫沈降法を用いてタンパク質間の結合を解析した。その結果、ヒトの場合と同様に
両者が結合することが明らかになり、今後、初期神経発生の知見が豊富なカエル胚を用いて、Bap
と Biz/Zbtb14 の協調作用を詳細に調べるための基盤を構築することができた。 
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