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研究成果の概要（和文）： 
近年申請者が Six1 ノックアウトホモマウスの解析を通じて発見・同定した嗅上皮発生初期に
出現するパイオニアニューロンは、末梢神経系と中枢神経系が最初につながる場、すなわち上
皮の一定の場所から軸索が最初に嗅球にむかって出て行く場を提供するものである。このパイ
オニアニューロンへの分化を司る遺伝子ネットワークを解明するために、野生型マウスと Six1
ノックアウトホモマウスの嗅上皮（鼻プラコード）から RNAを抽出し、アレイ解析を行った。
有意に差がある候補遺伝子が、 100種類程度見つかり、in situ hybridizationにて、野生型で
の発現を確認した。そのうち嗅上皮で発現するものについてはホモマウスでの発現を確認し、
有意に差があるもの 10 数種類に絞りこみ、発生関連遺伝子数種について、該遺伝子ノックア
ウトマウス胚の供与を受け、解析を行った。さらに残りの発生関連遺伝子については、嗅上皮
組織培養系を用いて解析した。レチノイン酸依存的に発現が誘導される遺伝子群数種が、ノッ
クアウトホモマウスで発現が有意に上昇していたため、組織培養系で再現できるかどうかにつ
いて検証したが、明確な結果は出なかった。培養細胞を用いたリポーターアッセイでは、Six1
のリポーター抑制効果は検出されなかった。ニワトリ胚を用いて、鼻プラコード、Epibranchial 
placodeのパイオニアニューロンの同定を、chick Six1 遺伝子発現により同定し、嗅上皮発生
後期の、Six1 遺伝子の役割を同定し、発表した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The olfactory epithelium (OE) is derived from the olfactory placode (OP) during mouse development. 
At embryonic day (E) 10.0-E10.5, "early neurogenesis" occurs in the OE, which includes production of 
pioneer neurons that emigrate out of the OE and other early-differentiated neurons. Pioneer neurons 
migrate out OP/OE and localize between OP/OE and the forebrain. The importance of pioneer neurons 
are important the first connection between peripheral and central nervous system during the 
development. To uncover the molecular mechanism that govern this connection, we investigated the 
genes involved in the production of pioneer neurons using Six1−/−, because Six1−/− shows total absence of 
pioneer neurons and their derivatives. We identified several candidate genes working under Six1. 
Interestingly, some of them are involved in retinoic acid signaling pathways. Others are genes whose 
products are important for cell-cell communication, such as Notch and Jagged. In parallel, we found that 
Six1 is expressed in both apical and basal progenitors at later stages. In Six1−/−, apical proliferating cells 
were absent and no morphologically identifiable sustentacular cells were observed. Consistently, the 
expression of Notch2 and Jagged1 in the apical layer was absent in Six1−/−. Basal proliferating cells were 
observed in Six1−/−, but the expression of Ngn1, NeuroD, Notch1, and Jagged2 in the basal layer was 
absent. In sum, Six1 regulates the expression of Notch, Jagged, and other neurogenic bHLH transcription 
factors for production of pioneer neurons, apical progenitors, and basal progenitors. 
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１．研究開始当初の背景 
嗅覚器に存在する嗅神経は、細胞体を外界
に面した上皮内に有し、軸索を嗅球（中枢
神経系）にむかって投射する末梢神経系の
１つである。末梢神経系と中枢神経系が最
初につながる機構、すなわち上皮の一定の
場所から軸索が最初に嗅球にむかって出て
行く機構について、ほ乳類ではほとんど解
明されていなかった。Six1-/-ではこのパイ
オニアニューロンの分化が完全に欠損して
おり、その結果、その後に分化する嗅神経
細胞の軸索が脳に投射できず、軸索は鼻腔
内に留まっていた。同様に、嗅上皮から発
生する GnRH ニューロンも脳内に移動で
きず鼻腔内に留まっていた。以上の結果か
ら、哺乳類においてもパイオニアニューロ
ンが、中枢神経系と末梢神経系の最初のつ
ながりを形成することがわかった。 
２．研究の目的 
Six1-/-ではパイオニアニューロンの分化が
完全に欠損しているので、野生型とノック
アウトマウスの形態学的、発生学的比較解
析を行い、中枢神経系と末梢神経系の最初
のつながりが形成される際の分子基盤解明
を目指した。 
３．研究の方法 
①パイオニアニューロンへの分化を司る遺
伝子ネットワークの解明するために、野生
型とノックアウトマウスの嗅上皮を採取し、
遺伝子発現パターンの違いを同定する。②
上記で同定された遺伝子について、発生段
階における発現パターンの検証と、嗅覚器
以外の末梢神経系発生における遺伝子発現
を、野生型とノックアウトで検証する。 
４．研究成果 
野生型マウスと Six1 ノックアウトホモマ
ウスの嗅上皮（鼻プラコード）から RNA
を抽出し、アレイ解析を行った。有意に差
がある候補遺伝子が、 100種類程度見つか
り、in situ hybridizationにて、野生型で
の発現を確認した。そのうち嗅上皮で発現
するものについてはホモマウスでの発現を
確認し、有意に差があるもの 10 数種類に
絞りこみ、発生関連遺伝子数種について、
該遺伝子ノックアウトマウス胚の供与を受
け、解析を行った。残りの発生関連遺伝子
については、Raj Radher 博士に手法を習

い、嗅上皮組織培養系を用いて解析した。
レチノイン酸依存的に発現が誘導される遺
伝子群数種が、ノックアウトホモマウスで
発現が有意に上昇していたため、組織培養
系で再現できるかどうかについて検証した
が、明確な結果は出なかった。培養細胞を
用いたリポーターアッセイでは、Six1のリ
ポーター抑制効果は検出されなかった。ニ
ワトリ胚を用いて、鼻プラコード、
Epibranchial placodeのパイオニアニュー
ロンの同定を、chick Six1 遺伝子発現によ
り同定し、嗅上皮発生後期の、Six1 遺伝子
の役割を同定した。 
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