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研究成果の概要（和文）： 

 CBF2 が網膜内で転写抑制因子として機能し、CBF1、GH6、SOHo1、ephrin-A5 を負に EphA3 を
正に制御していることが明らかにした。GH6と SOHo1が CBF2の発現を抑制することも判明した。
またCBF1の場合と異なり、CBF2には BMPシグナルを阻害する活性がないことも明らかにした。
さらに眼胞前側の Fgf シグナルと後側の Wnt シグナルによって、CBF1 と CBF2 の領域特異的発
現が決定されていることも明らかにした。以上の結果とこれまでの研究成果を合わせて、網膜
内領域特異化の遺伝子カスケードの全容を解明することに成功した。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Misexpression of CBF2 represses the expression of CBF1, GH6, SOHo1, and ephrin-A5, 
and induces that of EphA3 in the retina.  GH6 and SOHo1 repress the expression of CBF2.  
In contrast to the inhibitory effect of CBF1 on bone morphogenic protein (BMP) signaling, 
CBF2 does not alter the expression of BMP4 or BMP2.  Studies with chimeric mutants of 
CBF2 showed that CBF2 acts as a transcription repressor in controlling its downstream 
targets in the retina.  Furthermore, Fgf and Wnt first play pivotal roles in inducing 
the region-specific expression of CBF1 and CBF2 in the optic vesicle.   
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１．研究開始当初の背景 

 我々は脳における神経結合様式の１つで
ある領域特異的投射の分子機構を解明すべ
く、ニワトリの網膜視蓋投射系を用いて研究
を行ってきた。網膜視蓋投射の分子機構は、
発生期網膜内領域特異化の分子機構と不可
分の関係にあると考え、まず、Restriction 

Landmark cDNA Scanning (RLCS)法等を
用いて、ニワトリ網膜の前後（鼻耳）軸およ
び背腹軸において領域特異的（勾配をなし
て）に発現する分子の大規模スクリーニング
を行い、53 個の領域特異的分子の同定に成功
した(Shintani et al., J. Neurobiol., 2004)。
この中には多くの転写調節因子、膜分子、分
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泌因子、シグナル伝達因子、細胞骨格関連分
子、等が存在していた。これらの遺伝子の発
生過程における発現を解析したところ、網膜
の発生期(E2-E6)に発現のピークを示すもの
と、視神経が視中枢に到達した後（E8 以降）
にピークを示すものに大別された。以後、現
在に至るまで E2—E6 に発現ピークを示す分
子群を中心に、それらの機能と相互関係を明
らかにする研究を行ってきた。 

これらの分子中の winged-helix 型転写因
子 chick brain factor1（CBF1）および CBF2

は、ニワトリ網膜において、それぞれ鼻側、
耳側で領域特異的に発現する。レトロウイル
スを用いた異所的発現実験から、これら２つ
の転写因子はそれぞれ網膜の鼻側、耳側の視
神経の投射先を制御することを明らかにし
ていたが、その作用機序については永らく不
明 の ま ま で あ っ た 。 そ こ で 、 in ovo 

electroporation 法による CBF1 のニワトリ
網膜内での異所的発現実験を行い、網膜内で
前後軸方向の投射に関与することが知られ
るすべての分子の発現が、CBF1 により制御
されることを明らかにした(Takahashi et al., 

Development, 2003)。さらに、その多様な制
御機構も判明した(図 1)。しかしその一方で、
CBF2 による網膜耳側の領域特異化の制御機
構については、依然として不明のままである。 

背腹軸においては、我々は新規 BMP 中和
分 子 Ventroptin を 発 見 し 、 BMP4 と
Ventroptin のペアによって背腹軸方向にお
ける領域特異性が決定することを世界に先
駆けて明らかにした(Sakuta et al., Science, 

2001)。次に BMP4 から BMP2 へのスイッチ
ングが起こり、背腹軸方向における領域特異
化に関わる分子群の発現維持が BMP2 と
Ventroptin のペアに引き継がれること
(Sakuta et al., Science, 2001; Takahashi et 

al., Development, 2003)、このとき背腹軸の
後方への傾斜が起こることを発見した
(Sakuta et al., J. Neurosci., 2006)。また、こ
の背腹軸の傾斜は CBF1 の BMP シグナル阻
害 活 性 に よ る こ と も 明 ら か に し た
(Takahashi et al., Development, 2003)。そ
の結果、網膜視蓋投射は、従来考えられてい
たように垂直な 2つの軸方向に独立に決定さ
れるのではなく、両軸方向に相互作用する複
雑な関係にあることが明らかとなった。 

網膜視蓋投射マップは網膜内領域特異化、
軸索ガイダンス、軸索分枝形成、神経回路リ
ファイメントといった過程を経て完成する。
上記の研究から網膜内領域特異化・軸索ガイ
ダンスといった網膜視蓋投射マップ形成の
前半過程の分子機構について、CBF2 による
網膜耳側領域特異化機構を除き、その全貌を
解明することに成功した。これらの成果をま
と め た も の は 「 Encyclopedia of 

Neuroscience」誌上で発表されることとなっ

ており、世界的に高く評価された(Noda et al., 

Encycl. Neurosci., 2008)。 

 

２．研究の目的 

 本研究は、網膜耳側で発現する CBF2 によ
る領域特異化の分子機構の解明を目的とす
る。本研究は、我々が明らかにした CBF1 に
よる網膜内領域特異化の分子機構の解明と
対をなすものであり、網膜視蓋投射マップ形
成の前半過程の分子機構を完全に理解する
上で必要不可欠なものである。 

 

３．研究の方法 

①網膜鼻側のマスター遺伝子 CBF1 の多様な
制御機構を明らかにしているが(Takahashi 
et al., Development, 2003；図 1)、CBF2 に
ついても同様な解析を行った。CBF2 を組み込
んだレトロウイルスベクターを用いて、in 
ovo electroporation 法により CBF2 をニワト
リ胚網膜に異所的に強制発現させ、CBF1、
SOHo1、GH6、ephrin-A2、ephrin-A5、EphA3
といった前後軸方向における領域特異化や
網膜視蓋投射に関与する領域特異的遺伝子
の発現パターンの変化を in situ 
hybridization によって解析した。前後軸方
向に領域特異的発現を示す分子だけでなく、
Ventroptin や BMP2 といった背腹軸の傾斜を
担う分子への影響も調べることによって、
CBF2 の背腹軸傾斜への関与の可能性も検討
した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②CBF2 のホモログでは、マウス BF2 が転写の
活性化因子として、一方、アフリカツメガエ
ル XBF2 は転写の抑制因子として働くことが
報告されている。近年、複数の転写因子につ

図１ CBF1 による下流遺伝子の発現制御機
構 
CBF1 による下流遺伝子の発現制御機構はそ
れぞれ異なっており、ephrin-A5 は DNA 結合
依存的な機構によって、ephrin-A2 は DNA 結
合非依存的な機構によって、SOHo1、GH6、
CBF2、EphA3 については２つの制御機構のど
ちらによっても制御される。これら２つの経
路のどちらでも、１セットの Eph-ephrin シ
ステムの発現が維持される。 



 

 

いて活性化、抑制化両面の機能を持って働く
例が報告されている。我々は CBF2 について
も両方の機能を持っていることを示唆する
データを、培養細胞を用いた系で得ている
（未発表）。そこで網膜における CBF2 の作用
機構について、CBF2 と Even-skipped の転写
抑制ドメインをつないだ抑制型コンストラ
クト、CBF2 と VP16 の転写活性化ドメインを
つないだ転写活性化型コンストラクト等を
用いて下流遺伝子に対する作用を野生型
CBF2 と比較検討した。さらに CBF2 の一部を
欠損させたコンストラクトを作製し、その機
能ドメインを同定した。 
③CBF1が転写因子としてDNA結合依存的な機
構でばかりではなく、DNA 結合非依存的機構
で下流遺伝子の発現を制御していることを
明らかにしている(Takahashi et al., 
Development, 2003)。CBF2 も同様に DNA 結合
非依存的機構で下流遺伝子を制御している
ことが考えられる。そこで DNA 結合に必須の
アミノ酸残基を置換した CBF2 の変異型コン
ストラクトを作製して網膜に遺伝子導入し、
野生型の CBF2 を異所的に発現させた場合と
下流遺伝子の変化を比較検討した。 
④CBF1 が BMP シグナル抑制活性を持ち、これ
によって BMP2 と Ventroptin が本来の背腹軸
に対して後方に傾斜して発現することを明
らかにしているが(Takahashi et al., 
Development, 2003)、CBF2 も同様に BMP シグ
ナルを調節することが考えられる。我々はす
でに培養細胞を用いた BMPシグナル測定系を
開発しおり、この系を用いて CBF2 の BMP シ
グナルへの影響を検討した。また BMP シグナ
ルによって BMP自身の発現が正に制御される
ことが知られている。そこで in ovo 
electroporation法によりCBF2をニワトリ胚
網膜に強制発現させ、このときの BMP シグナ
ルの制御下にある分子の発現を調べること
によって、CBF2 の BMP シグナル調整能を検討
した。 
⑤CBF1、CBF2 の網膜内における発現パターン
を規定する因子は、これまで明らかになって
いなかったが、他の脳領域と同様に Fgf、Wnt、
Shh 等の分泌性モルフォゲンによって決定さ
れると考えられる。我々は Fgf8、Wnt1、Wnt3a
および Shhが発生初期眼胞およびその周辺組
織において発現していることを見出してい
る。そこで in ovo electroporation 法によ
り、これらの分子を強制発現させ、CBF1 と
CBF2 の発現パターンの変化を調べることに
より CBF1、CBF2 の網膜内における発現パタ
ーンを規定する分子を同定した。 
 

４．研究成果 
 レトロウイルス粒子を用いた遺伝子導入
では、CBF2 の発現量は低く、導入可能時期が
遅すぎるという問題点があった。本年度、レ

トロウイルスベクターをエレクトロポレー
ションで導入することにより、発生の早い時
期から CBF2 を発現させ、かつ発現量を増加
させることに成功した。この結果、CBF2 の強
制発現により、CBF1、GH6、SOHo1、ephrin-A5
の発現が減少し、EphA3 の発現が誘導される
ことが明らかになった。GH6 と SOHo1 が CBF2
の発現を抑制することも判明した。さらに
CBF1 の強制発現の場合とは異なり、CBF2 の
強制発現は ephrin-A2の発現に影響しないこ
とも明らかとなった。以上の結果と CBF2 の
転写抑制型コンストラクトや転写活性化型
コンストラクトを網膜に導入した結果を比
較したところ、CBF2 が網膜内で転写抑制因子
として機能し、CBF1、GH6、SOHo1、ephrin-A5、
EphA3 といった遺伝子の発現を制御している
ことが明らかとなった。また CBF1 の場合と
異なり、CBF2 には BMP シグナルを阻害する活
性がないことも明らかにした。さらに眼胞前
側の Fgf シグナルと後側の Wnt シグナルによ
って、CBF1 と CBF2 の領域特異的発現が決定
されていることも明らかにした。以上の結果
とこれまでの研究成果を合わせて、前後軸方
向の網膜内領域特異化の遺伝子カスケード
の全容を解明することに成功した(図 2)。 
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