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研究成果の概要（和文）： 

本課題では、脊椎動物胚の神経—表皮境界に位置するプラコードに着目し、特異的遺伝子の
解析を、未分化細胞でのプラコード誘導、前駆細胞の挙動追跡による神経—非神経領域境界
の明確化の仕組みについて解析を行った。その結果、①PRDM12をノックダウンすること
でプラコードマーカーの発現が減少する、②カエル未分化細胞に適切な濃度の BMP 抑制
因子、Wnt 抑制因子を注入することでプラコードが誘導できること、③Xnr3 の注入によ
り、神経—表皮境界の細胞に影響が生じることなどを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, ①We analyzed the function of PRDM12. When PRDM12 MO was injected, 
the expression of several placode formation was specifically inhibited. ② We found 
that suitable dose of BMP/Wnt inhibitor efficiently induced placode. ③ The analysis 
of Xnr3 indicated that injection with Xnr3 effected on the shape of cells located 
in neural-epidermal border region, and that the expression of placode marker and brain 
marker was altered.  
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１．研究開始当初の背景 
 脊椎動物の初期胚は、いくつかの細胞内シ
グナリングの制御を受けて基本的なボディ
パターンが規定される。この際様々な“境界”
が生み出され、発生の進行と共に複雑な器官
の形が次第に決められていく。神経組織もま
た、三胚葉分化の後、原腸陥入期に背側中胚

葉からのシグナルによって外胚葉に誘導さ
れる。誘導された神経領域のうち最も広い部
分は、将来脳や脊髄に分化する神経板
(Neural plate)である。神経板の周囲には、
神経堤/神経冠(Neural crest)が規定される。
神経冠細胞は神経板由来の細胞とは大きく
異なり、神経管閉塞後、細胞単位で胚の腹側
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へと大きく移動し、神経細胞、骨・筋肉細胞、
色素細胞などに分化する。一般的には神経堤
が神経-非神経境界領域としてよく知られて
おり、特に後方の神経領域においては神経堤
が実際に神経-非神経境界を形成している。し
かし、神経の前方最端部を含む頭部領域にお
いては、神経-非神経の境界は神経堤ではなく、
口蓋プラコード(cranial placode)と呼ばれる
領域が担っている。口蓋プラコード領域は、
BMP,FGF,Wntなどの分泌因子の働きによっ
て初期神経胚期前後に神経板/神経堤と表皮
外胚葉の境界部におおまかに配置される。そ
れと同時に、様々なパターンを示すプラコー
ド特異的な遺伝子の発現が起こり、嗅覚、レ
ンズ、小耳、三叉、側線、などの各プラコー
ドに Subdivision(細分化)されていく。細分化
されたプラコードの一部は、神経堤細胞と同
様に腹側にむけて移動し、脳神経節へと分化
して主に頭部における感覚神経として機能
する。このように、口蓋プラコードはそれ自
体が脳神経節に分化すると同時に、神経-非神
経領域境界を形成するという点で非常に興
味深い。これまで申請者は、脳の部域を決め
る分子メカニズムの解析を行ってきた。どこ
が脳になり、脊髄になるかという初期胚の前
後神経パターニングは、Wntシグナルをはじ
めとするいくつかの分泌因子の仮想的な濃
度勾配によって決められる。実際、申請者自
身の解析によって、Wnt経路に関わるいくつ
かの遺伝子が初期胚の頭部形成に関わるこ
とを示してきた。Wnt経路に制御を受け、頭
部神経領域で発現する新規因子をマイクロ
アレイ解析で網羅的に同定し、それらの機能
解析について論文に公表した。更には間脳遺
伝子 Raxの発現が、同じく中枢神経で発現す
る Sox2, Otx2 の協調的作用によって制御さ
れていることを示した。この論文は、いずれ
もヒト眼形成異常疾患の原因となる３遺伝
子の連関を分子レベルで示した点で非常に
重要である。 

 
２．研究の目的 
 以上の解析を行う過程で、神経領域前端の
神経-非神経境界、すなわち終脳/口蓋プラコ
ード/表皮がどのような分子メカニズムで決
められるかという点に関心を持った。上述の
通り、プラコード領域の規定にはいくつかの
分泌因子とそのシグナリングが関与すると
考えられているが、分泌因子の濃度勾配のみ
で厳密な境界規定機構を説明することは困
難である。実際にはこれに加え、予定プラコ
ード領域での様々な遺伝子の相互作用、更に
は細胞接着などを始めとする細胞間の相互
作用など、複雑な機構が絡み合ってプラコー
ド領域が規定されていると考えられる。この
ような規定機構の複雑性は、神経-非神経境界
の決定が最も遅いのが前端部であることか

らも想像される。そのため、前方神経境界
（anterior neural border）とも呼ばれるプラ
コード-表皮境界が決まる仕組みについては、
Six1 などいくつかの遺伝子との関連が報告
されているものの不明な点が多い上、口蓋プ
ラコード領域が各プラコードに細分化され
る分子機構についてはほとんど明らかにな
っていない。そこで、口蓋プラコード領域の
規定機構を解析することを通し、①プラコー
ドの領域化・分化のメカニズム、②神経領域
前端部の神経-非神経境界を形成する機構、以
上２点に関する解析を行いたいと考えた。 

 

３．研究の方法 
(1) 以前に行った新規脳形成関連遺伝子の
網羅的探索において、プラコードの一部のみ
で発現する遺伝子として、ヒストンメチルト
ランスフェラーゼと推測される PRDM12を見
出していた。そこで、PRDM12の過剰発現、逆
に PRDM12のモルフォリノアンチセンスオリ
ゴによる機能抑制によってプラコード形成
にどのような変化を与えるか、既知のプラコ
ードマーカー遺伝子（Six1, Xath3,Pax3,Sox3
など）の発現を指標に解析することを試みた。
逆に、上記プラコード遺伝子の過剰発現、機
能抑制が PRDM12遺伝子の発現にどのような
影響が出るかについても解析を行うことに
より、PRDM12遺伝子を足がかりとしたプラコ
ード領域規定の遺伝子発現制御ネットワー
クを記述したいと考えた。また予備実験の結
果から、PRDM12の過剰発現は神経化を誘導し、
nrp1など神経終分化マーカーの発現を活性
化することが分かっている。そこで、PRDM12
による神経化がどのようにして起こるか、例
えば PRDM12の発現が BMPシグナリングの抑
制に関係するかどうかなどの解析を計画し
た。更に、PRDM12の機能解析としてヒストン
メチル化を実際に起こすかどうかを調べる。
候補はヒストン H3の K4, K9, K27であり、
PRDM12の過剰発現によってリジン残基のト
リメチル化が実際に増加するかどうか、特異
的抗体などを用いた Western Blot解析など
によって検証することも試みた。 
 
(2) プラコード特異的に発現する遺伝子の       
 網羅的探索を行うため、主に以下の二種類
の方法によってプラコード遺伝子発現条件
を検討することを考えた。(a)Wnt8や BMP4 
mRNA、あるいは dkk1などの Wnt抑制因子、
noggin, dnBMP4 receptorなどの BMP抑制因
子について量を変えて胚に注入することで
プラコード誘導条件を検討する。具体的には、
注入胚由来の外胚葉片を原腸胚期まで培養
し、RNAを抽出して RT-PCRを行い、汎プラコ
ードマーカー遺伝子である Six1の発現が最
も上昇する条件を検討した。この条件で得ら
れた外胚葉片では、Six1だけでなく、比較的



 

 

初期にプラコードで発現する遺伝子もまた
非注入胚より多く発現していることが期待
される。(b)もう一つは、Six1 mRNA注入胚か
ら同様に外胚葉片を切り出し、適当な発生ス
テージまで培養し、そのサンプルを回収する
ことで、プラコードの部域化、または終分化
に関わる遺伝子が得られることが期待され
た。この外胚葉片については、他のプラコー
ド遺伝子の発現状況を RT-PCRなどで調べ、
マイクロアレイ解析への使用に妥当かどう
かを判断することとした。 
 以上の条件検討などを行った後、マイクロ
アレイ解析を実施し、得られた新規遺伝子に
ついては、in situハイブリダイゼーション
によって空間的な発現パターンを調べ、プラ
コードで特異的な発現が見られるかどうか
を検討することを計画した。この際、新たな
汎プラコード遺伝子の同定も重要だが、おの
おののプラコードに特異的なマーカー遺伝
子の同定を目指すこととした。 
 
(3) プラコードの境界規定モデルを検証す
るため、細胞生物学的な解析を行うことを計
画した。 
(a) まず、プラコード領域におけるいくつか
の細胞接着因子の局在を特異的抗体で検証
し、プラコード-表皮境界で発現する細胞接
着因子があるかどうか、解析する。具体的に
はカドヘリンや N-CAMなどが考えられる。こ
れらについては、候補因子が見つかればバイ
オイメージングにもトライしたい。 
(b) 別の観点からの解析も試みる。すなわち、
いくつかの遺伝子に着目し、それらの発現変
化がプラコード領域あるいは神経の境界規
定に影響するかどうかを解析することとし
た。この解析は、ツメガエル胚の利点を生か
し、いくつかの細胞接着因子をコードする
mRNAを直接予定頭部領域に微量注入するこ
とによって、比較的容易に行うことが可能で
ある。 
 
４．研究成果 
(1)プラコード遺伝子 PRDM12の機能解析 
 まず、PRDM12の初期胚の頭部形成における
役割を示すため、RDM12MOを用いて PRDM12の
ノックダウンの表現型を見ると共に、プラコ
ード形成の変化をいくつかのプラコードマ
ーカーを用いて観察した。その結果、神経胚
期においては、Pax8、Islet1などの発現の現
象が明らかになった。興味深いことに、Sox3
の発現は幾分広がっているように見え、プラ
コード領域における何らかの影響が出てい
ることが示唆された。ただ、Pax3、FoxD3 な
ど他のプラコードマーカーの発現パターン
には大きな変化が見いだせなかった（右カラ
ム図）。同様に、初期幼生におけるプラコー
ドの形態変化が、PRDM12 MO によって影響を

受けるかどう
かについて、
解析を行った。 
具体的には、
EB3 と呼ばれ
る別のプラコ
ードマーカー
を用い、３日
胚における脳
神経の伸長を
観察したとこ
ろ、特に三叉
神経、側板神
経の伸長に異
常が生じるこ
とが明らかと
なった (右下
図)。更に、表
皮―境界規定
に関連づけて
更に解析を進
めた。野生型
PRDM12 mRNA
を異所的に発
現させたとこ
ろ、プラコー
ドと隣接する
神経堤領域の分化抑制が表現型、転写レベル
で観察された。興味深いことに、ヒストンメ
チル化ドメイン変異 PRDM12、DNA結合領域欠
損 PRDM12 を強制発現させた場合では、野生
型PRDM12で
引き起こさ
れる神経堤
の分化抑制
が見られな
かった。こ
のことから、
PRDM12 は
PR/SETドメ
インと ZNF
ドメインを
介して、神
経堤特異的
に発現する
遺伝子を抑
制すること
で、プラコ
ードの領域
化を引き起
こしている
可能性が示
唆された。
現 在 、
PRDM12によ
るヒストン
メチル化の



 

 

状況の変化が生じるかどうか、メチル化ヒス
トン抗体(抗 H3K4,K9,K27 抗体)を用いた
Western 解析などを行っているが、大きなメ
チル化状況の変化を見いだすには至ってい
ない。 
 
(2) 未分化細胞からのプラコード遺伝子誘
導系の開発 
プラコード特異的に発現する遺伝子の探索
を目的として、ツメガエルアニマルキャップ
に様々な因子を作用させるとことで汎プラ
コードマーカーが最も多く発現する、いわゆ
るプラコード誘導条件を探索することを試
みた。主に手法は２種類である。 
(a)アニマルキャップに、BMP阻害因子として
よく知られている Noggin タンパク質を 25 
ng/mlの濃度で処理し、Six1の発現の誘導が
見られるかどうかを確認したところ、Six1の
誘導を確認することが出来た。この誘導系に
おいては、LiClなどの Wnt経路を促進するよ
うな処理を行うことで、six1の発現量を増加
させることができた。 
(b)次に、Wnt 阻害因子 dkk-1, BMP 阻害因子
tBR を注入した胚由来のアニマルキャップを
用い、six1誘導が最も効率的に引き起こされ
る条件を詳細に検討した。その結果、tBR を
700 pg, dkk-1 を 50pg 胚に注入した場合に、
最も six１の発現量が上昇することが確認で
きた(下図)。また、当該条件において、mRNA
の非注入時と six1 の発現量の差が最も大き
い発生ステージに関しても詳しく解析を行
った結果、後期原腸胚期が最も二者の差が大
きいことを見出した。また、他の様々なプラ
コードマーカー（Xath3、Pax3など）、神経堤
マーカー(snail:下図)、神経板マーカー
(sox2：上図)などの発現の変化を詳細に検討
すると、多少異なる発現パターンを示すもの
の、他のマーカーもほぼ同様の挙動を示すこ
とが明らかとなった。これらの結果は、Wnt・
BMP 両シグナルによるプラコード領域の規定
は、非常に微妙な差によって実現しているこ
とを示唆している。以上の結果より、当初は
新規遺伝子探索に入る予定であったが、むし
ろシグナリングと境界規定の仕組みをより
詳細に解析を行った方がよいとの判断に至

り、現在も、より細かな条件設定をすること
で、上記の作業仮説を検討している。 
なお、プラコード誘導のために用いている
BMP阻害因子として、tBR以外に chordin(chd)
でも行ったところ、tBR よりは活性が強く、
40 pgの胚への注入によって six1などプラコ
ード遺伝子の効率的な発現が観察された。 
 
(3) 神経—表皮境界の規定に関与する遺伝子
の解析 
 細胞運動に関係する因子として申請者が
想定している Xnr3 遺伝子について、この遺
伝子の過剰発現によるプラコード遺伝子
Six1の発現変化を観察した。その結果、Xnr3
を予定神経外胚葉の、特に腹側領域で過剰発
現させると、Six1の発現パターンが変化した。
この結果は、プラコード領域の形成過程を明
らかにする上で重要な知見であると期待さ
れる。 
 更に、Xnr3の発現による神経・表皮境界へ
の影響に関して、解析を行った。その結果興
味深いことに、Xnr3の微量注入によって、神
経・表皮境界のみで特異的に神経領域形成時
の細胞運動の阻害が引き起こされることを
見出した。更に、細胞の形態そのものにも、
Xnr3 注入によって大きく影響を受けること
が分かった。これらの結果は、プラコード形
成を伴う神経-表皮の境界規定に、細胞形態
の変化を伴う細胞運動が重要な役割を果た
すことを示しており、重要な知見である。 
 また、神経パターンの一般性を解析する目
的で、レチノイン酸シグナルに関わる因子が
神経領域の形成にどのような役割を果たす
かについて解析を行った。その結果、レチノ
イン酸シグナルを阻害する転写因子 COUP-TF
が、実際に神経のパターンに影響を与え、か
つその作用はレチノイン酸代謝酵素 Cyp26C
と協調的であることを見出した。 
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