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研究成果の概要（和文）：Six1/Six4二重欠損マウス神経管内には、本来存在しない知覚神経様

の細胞が出現する。これは魚類や両生類の神経管内に生じる Rohon-Beard（RB）細胞と呼ばれ

る一次知覚神経に極めて近い存在であった。アフリカツメガエルの発生過程では、RB 細胞から

髄外の脊髄神経節へと切りかわるが、Six1 はその時期に発現が開始し、切換を担っていること

が明らかになった。羊膜類の脊髄神経節ではその発生の初期から Six遺伝子が発現しているこ

とから、Six 遺伝子のヘテロクロニックな発現が脊索動物一次知覚神経進化の鍵となっている

可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：In	
 the	
 trunk	
 of	
 adult	
 vertebrates,	
 dorsal	
 root	
 ganglia	
 (DRG)	
 convey	
 
a	
 variety	
 of	
 sensory	
 modalities	
 to	
 the	
 central	
 nervous	
 system.	
 However,	
 during	
 fish	
 and	
 
amphibian	
 development,	
 intramedullary	
 sensory	
 neurons,	
 Rohon-Beard	
 (RB)	
 cells,	
 are	
 
responsible	
 for	
 juvenile	
 mechanosensation	
 and	
 functionally	
 substituted	
 by	
 DRG.	
 In	
 Xenopus	
 
RB	
 cells,	
 Six1	
 appears	
 just	
 before	
 the	
 switching.	
 Forced	
 expression	
 of	
 Six1	
 in	
 Xenopus	
 
early	
 embryo	
 reduced	
 the	
 number	
 of	
 RB	
 cells	
 but	
 induced	
 premature	
 extramedullary	
 sensory	
 
neurogenesis.	
 Genetic	
 elimination	
 of	
 both	
 Six1	
 and	
 Six4	
 in	
 mouse	
 caused	
 the	
 emergence	
 
of	
 RB-like	
 cells	
 within	
 spinal	
 cord.	
 Since	
 Six1	
 is	
 expressed	
 from	
 the	
 beginning	
 of	
 mouse	
 
DRG	
 development,	
 the	
 heterochronic	
 shift	
 of	
 the	
 expressions	
 of	
 Six1	
 might	
 be	
 a	
 key	
 step	
 
in	
 the	
 evolution	
 of	
 vertebrate	
 primary	
 sensory	
 system	
 in	
 the	
 trunk. 
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１．研究開始当初の背景	
 
	
 
	
 羊膜類の体幹部一次知覚神経細胞は脊髄の
外で脊髄神経節を形成している。一方、魚類
や両生類の Rohon-Beard 細胞（以下 RB 細胞）

と呼ばれる一次知覚神経細胞は、神経管の中
に存在する。当研究室で作製された Six1/Six4
二重欠損マウスでは知覚神経様細胞が神経管
内で観察され、RB 細胞に極めて近い存在であ
ることが示唆された。予備的な観察から両生
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類RB細胞の発生初期には Six遺伝子の発現が
認められなかったことから、RB 細胞における
Six遺伝子発現の獲得が RB 細胞から脊髄神経
節へという一次知覚神経進化の鍵となってい
る可能性が考えられた。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
	
 
	
 RB 細胞における Six遺伝子発現の獲得こそ
が、RB 細胞から脊髄神経節へという一次知覚
神経進化の鍵になっている可能性、さらに、
一次知覚神経の由来をより可塑性があると思
われる神経堤細胞に変換することで知覚多様
化のブレイクスルーがもたらされた可能性、
を実験生物学的に検証することを本研究の目
的とした。これによって、脊索動物の一次知
覚神経進化への Six 遺伝子の関与とその仕組
みのみならず、脊索動物進化における新規神
経回路創出機構の一端が解明できると期待し
た。	
 
	
 
３．研究の方法	
 
	
 
(1)	
 Six1/Six4二重欠損マウスにおける神経
管内知覚神経様細胞の解析	
 
	
 Six1/Six4二重欠損マウスの神経管内背側
で異所的に生じる知覚神経様細胞の性質を明
らかにする。魚類や両生類で観察されるRB細
胞と相同なものなのか否かをマーカータンパ
ク質に対する抗体、投射先を明らかにするた
めのトレーサー等を用い組織学的な方法で明
らかにする。またその由来をcre-loxシステム
を用いた遺伝学的細胞系譜標識によって明ら
かにする。	
 
	
 
(2)	
 Six1/Six4二重欠損マウスの表現型回復
実験	
 
	
 マウス胚体幹部において、Six遺伝子は神経
堤細胞のみならず間充織や筋肉にも発現が認
められる。神経管内に異所的に生じた細胞が、
神経堤細胞そのものに発現しているSix遺伝
子の欠損によるものなのか否かを明らかにす
るため、Six1/Six4二重欠損マウスにおいて神
経堤細胞特異的にSix1を強制発現させ、表現
型の回復を試みる。	
 
	
 
(3)	
 両生類一次知覚神経細胞におけるSix遺
伝子発現の解析及び過剰発現の影響（基礎生
物学研究所、上野直人教授・鈴木誠助教との
共同研究）	
 
	
 両生類アフリカツメガエルのRB細胞におけ
るSix遺伝子の発現を詳細に観察する。予備的
な観察では、アフリカツメガエルRB細胞の発
生初期にはSix遺伝子の発現が認められなか
った。そこでSix1遺伝子をRB細胞で強制発現
し、RB細胞の消失や脊髄神経節細胞への転換

が起きるかなど、羊膜類の体幹部一次知覚神
経に近づくのかどうかを検討する。	
 
	
 
(4)	
 進化に関与していると考えられる Six遺
伝子シス制御配列の探索（奈良先端科学技術
大学大学院、荻野肇准教授・越智陽城助教と
の共同研究）	
 
	
 予備的な観察では、アフリカツメガエル RB
細胞の発生初期には Six遺伝子の発現が認め
られなかったことから、アフリカツメガエル
とマウスの一次知覚神経では異なった Six1
発現制御が行われている可能性が考えられる。
そこで、当研究室佐藤滋講師によって同定さ
れた、マウス脊髄神経節での Six1発現を司る
と考えられるシス配列とアフリカツメガエル
の相同な配列が両生類胚ではどのような挙動
を示すのかを検討する。	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 
(1)	
 Six1/Six4二重欠損では神経管内にRB様
細胞が出現する	
 
	
 Six1/Six4二重欠損マウス胚では、神経管内
に異所的に知覚神経様の細胞が出現する。こ
の細胞では、魚類や両生類のRB細胞のマーカ
ーであるTlx3やKv1.1、細胞死のマーカーであ
るcleaved	
 Casp3が陽性であった（図１、
Six1EGFP/EGFPSix4-/-、矢頭）。また、逆行性トレ
ーサーによる標識実験から、この細胞が神経
管の中から外に神経突起を伸ばしていること
が明らかとなった（図１、Six1EGFP/EGFPSix4-/-、
矢頭）。これらのことは、RB細胞に極めて近い
細胞がSix1/Six4二重欠損マウスで出現した
ことを示唆している。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 図１	
 



	
 さらに、P0-creマウス（Yamauchi	
 et	
 al.,	
 
1999）とCAG-lox-stop-lox-mRFP導入マウス
（当研究室で作製）を用い、Six1/Six4二重欠
損マウスの神経堤細胞系譜を遺伝学的に標識
した（図２、RFP陽性）。その結果、神経管内
の知覚神経様の細胞は神経堤細胞由来である
ことが強く示唆された。神経堤細胞とRB細胞
は、共に神経性外胚葉と非神経性外胚葉の境
界から生じるとされていることから、この細
胞は起源も酷似していることが明らかになっ
た。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 図２	
 
	
 
(2)	
 Six1遺伝子の神経堤細胞自律的な機能が
RB様細胞の出現を阻害している	
 
	
 P0-creマウスとCAG-lox-stop-lox-Six1導
入マウス（当研究室で作製）を用い、Six1/Six4
二重欠損マウスにおいて神経堤細胞系譜特異
的にSix1を強制発現させた。その結果、神経
管内に異所的に生じた細胞が有意に減少した
（図３、Six1EGFP/EGFPSix4-/-;P0-cre;CAG-lxl-	
 
Six1）ことから、正常発生においては、神経
堤細胞自身に発現しているSix1が、神経管内
に一次知覚神経が生じるのを阻害しているこ
とが示唆された。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 図３	
 
	
 
(3)	
 両生類の発生過程ではSix1遺伝子がRB細
胞から脊髄神経節への切換を担っている	
 
	
 両生類アフリカツメガエル胚の RB 細胞や
脊髄神経節神経細胞における Six 遺伝子の発
現を詳細に観察した（図４、上４段:mRNA、下

２段:タンパク質）。RB 細胞ではその発生の後
期、細胞死に先行して Six1が発現するが、脊
髄神経節では哺乳類や鳥類と同様にその発生
初期から Six1を発現していた。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 図４	
 
	
 
	
 そこで、アフリカツメガエル胚の予定一次
知覚神経領域に本来の発現開始時期よりも早
く Six1 を強制発現させたところ、RB 細胞の
発生プログラムを阻害し、同時に脊髄神経節
様の神経細胞を本来の発生よりも早期に生じ
させた（図５、+Dex）。これらのことから、ア
フリカツメガエルでは Six1 遺伝子が一次知
覚神経の神経管内（RB 細胞）から神経管外（脊
髄神経節）への切換を担っていることが示唆
された。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 図５	
 



(4)	
 単一のエンハンサーの変化がヘテロクロ
ニックなSix1遺伝子発現を説明しうる	
 
	
 Six1遺伝子の発現開始時期がマウスとアフ
リカツメガエルで異なっていることの原因を
明らかにするため、マウス脊髄神経節におけ
る Six1 遺伝子発現を司ると考えられるシス
配列とアフリカツメガエルの相同配列の活性
を比較した。どちらの配列も発生中のアフリ
カツメガエル胚脊髄神経節で活性を示したが、
RB細胞の発生過程においてはマウスのシス配
列のみに 活性が観 察され た（図 ６、
xSix1-8:EGFP: ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル 、
mSix1-8:EGFP:マウス）。これによって、単一
のエンハンサーの変化によるヘテロクロニッ
クな Six遺伝子発現の変化（早期発現の獲得）
が一次知覚神経進化の鍵となった可能性が示
唆された。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 図 6	
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