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研究成果の概要（和文）：咽頭弓の分節構造形成には、咽頭内胚葉および外胚葉で発現するRipply3 というアダプター
因子が必要であり、この因子は新たに分節化が起きる咽頭内胚葉の後方部においてダイナミックな発現変化を繰り返す
。本研究では、まず、Ripply3転写開始点上流にEGFPを繋げた融合遺伝子を持つトランスジェニックマウスを作成し、R
ipply3の発現に十分な転写制御領域を明らかにした。さらに、培養細胞ならびに上記融合遺伝子を導入したRipply3変
異体マウスの解析から、Tbx1とRipply3を介した負のフィードバックが咽頭弓分節形成における周期的な遺伝子振動を
生み出す上で重要であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The segmentation of pharyngeal arches requires Ripply, encoding an adaptor protein
, which is expressed in the pharyngeal endoderm and ectoderm. Ripply3 is periodically expressed in caudal 
end of developing pharyngeal endoderm, where segmental morphogenesis takes place repeatedly. In this study
, we identified a promoter element required for periodical expression of Ripply3 at the caudal end of phar
yngeal endoderm by generating transgenic mice carrying Ripply3 promoter-EGFP fusion gene. We also showed t
hat a feedback regulatory loop composed by Tbx1 and Ripply3 is critical for generating this periodicity by
 reporter analyses using culture cells and Ripply3 knock out mouse embryos. These results strongly suggest
 that a feedback interaction between Tbx1 and Ripply3 is important for periodical gene expression during s
egmentation of the pharyngeal endoderm, which has a slower periodicity than that in the segmentation of so
mites. 
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトをはじめとする生物には、概日リズム
をはじめとする時間周期性を持つ現象が存
在する。発生現象の中では、脊椎動物の体節
の形成過程で周期的な遺伝子の発現振動が
観察され、体節の分節構造の形成に関与する
ことが明らかにされている。体節の周期性は
転写抑制因子Hairy(Hes)を中心とするネガ
ティブフィードバック経路により規定され、
マウスでは２時間周期で振動が起きる。興味
深いことに、Hairy(Hes)の発現振動は体節の
分節化ばかりでなく、神経細胞やES細胞の分
化をも制御することが示されつつあり、遺伝
子発現の時間的振動が、生命現象のさまざま
な局面において重要であることが次第に明
らかになってきた。 
 では、生物には、すでに知られている時間
周期の形成機構の他にも、時間周期性すなわ
ちリズムを生み出す分子機構が存在するの
だろうか。もしあるとしたなら、その生理的
意義はどのようなものであろうか。これまで
に解明が進んでいる時間周期の形成機構を
考えてみると、その基盤となるのはネガティ
ブフィードバックによる制御である。脊椎動
物の体節形成機構を考えてみた場合、転写抑
制因子であるHairy (Hes)による自身の転写
の抑制というネガティブフィードバックが
動物種に固有の体節形成周期を生み出す上
で重要である。周期性を伴わない生命現象に
おいては、ネガティブフィードバックはフィ
ードバックループを構成する因子の量を安
定に維持することに働く。すなわち構成因子
の量が揺らいでも、ネガティブフィードバッ
クによりその変化は補償される。しかしなが
ら、フィードバックループの構成因子の合成
や分解の速度がある程度速くなると、構成因
子の量はダイナミックに振動を続ける。生物
ゲノム中には抑制反応に関わる数多くの遺
伝子がコードされていることを考えれば、そ
の中には未知の周期的振動を生み出すネガ
ティブフィードバックに関わるものがある
かもしれない。 
 さて、新たな時間周期的制御を見いだすこ
とを試みる上では、その制御による結果が明
瞭であることが望まれる。発生過程において
は、体節は時間周期的に明瞭な分節構造が形
作られ、Hairy(Hes)を中心とする分節周期の
形成機構が明らかにされた。脊椎動物の初期
発生過程では体節の他に時間経過にしたが
って分節構造が一つずつ形成されることが
知られている組織として咽頭弓があげられ
る。咽頭弓は魚類の鰓に起源をもつ組織であ
り、脊椎動物の発生過程で一過的に形成され
る。ほ乳類では５対の咽頭弓が頭部側から順
次発生するが、各咽頭弓の形成に要する時間
は１２時間よりやや長く、体節の分節周期や
概日周期とは明らかに異なる。実際、体節の
周期形成に関わるHairy(Hes)やNotch シグ
ナルの関連因子が周期的に発現することは
咽頭弓では観察されておらず、それらの変異

体においても咽頭弓の分節性に異常は認め
られない。従って、咽頭弓の分節性を生み出
す分子基盤は体節のものとは異なるもので
あり、その解明は、生物における新たな時間
制御機構の発見につながる可能性を秘めて
いる。 
 
２．研究の目的 
 本研究開始時において、我々はマウスの咽
頭弓の分節形成にRipply3というアダプター
タンパク質をコードする遺伝子が必要であ
ることをノックアウトマウスを作成するこ
とにより明らかにしていた。さらに興味深い
ことに、この遺伝子は各咽頭弓の形成に呼応
して発現変化を繰り返すことを示唆する結
果を得ていた。このような発現変化を示す遺
伝子の報告はそれまでになかったことから、
本研究では、咽頭弓におけるRipply3の発現
変化に着目し、その制御機構の解明し、咽頭
弓における遺伝子発現の時間制御機構を理
解することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）咽頭弓領域におけるRipply3の発現変
動の解析 
 我々はRipply3が咽頭弓の分節構造の形成
に必要であること明らかにするとともに、そ
の 時 空 間 的 発 現 パ タ ー ン を in situ 
hybridization法を用いてこれまで解析して
きた （図１）。マウスの場合、４ないし５
対の咽頭弓が、発生の進行とともに頭側から
尾側に向かって順次作られて行くが、各咽頭
弓は内胚葉と外胚葉が接した咽頭嚢と呼ば
れる構造によって区切られており、おそらく
咽頭嚢の周期的な形成が咽頭弓の構造的周
期性のもととなっている。Ripply3は咽頭嚢
ならびに最も未分化な尾側の咽頭内胚葉と
咽頭外胚葉で発現する。このうち、尾側の内
胚葉と外胚葉での発現が最も強く、興味深い
ことにこの領域での発現は各咽頭弓の形成
のタイミングに呼応するかのように発現の
強弱を 繰り 返し てい るこ とが in situ 
hybridizationによる解析から示唆されてい
る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ 咽頭弓における Ripply3 の発現の模式図

（胎生 8.5 日から 10.5 日） 

 



 そこで、このRipply3の時間的な発現変化
をタイムラプス観察により直接的に明らか
にし、その時間的発現変化を生み出す分子メ
カニズムを解明する目的で、すでにRipply3
の転写開始点上流の配列にGFPを繋げた融
合遺伝子を作成し、それを用いてトランスジ
ェニックマウスを作成した。まず、トランス
ジーンがゲノム中に組み込まれかつ子孫に
伝達されることが確認できている複数の系
統のトランスジェニックマウスを観察し、
Ripply3遺伝子の本来の時空間的発現パター
ンを再現し、かつGFPの発現量が最も高い系
統を選別した。次に、この系統由来の胚を蛍
光顕微鏡下でタイムラプス観察し、Ripply3
の発現変動を解析した。 
 
（２）Ripply3 の時間的発現変化の制御機構
の解析 
① Ripply3 の時間的発現変化に関わる因子
の探索 
 我々は研究開始時にすでにRipply3の転写
開始点上流の配列内にいくつかの転写調節
因子の結合候補配列を見いだしている。そこ
で、そのような因子が実際に Ripply3遺伝子
の発現制御に関わるかどうかを、培養細胞系
用いたレポーターアッセイなどにより明ら
かにした。 
② Ripply3 の時間的発現変動の分子機構の
解析 
 上記①で同定した因子が実際に Ripply3遺
伝子の時間的発現変動が引き起こすかを検
討した。特に、このような時間的変動の要因
としてRipply3が関わるネガティブフィード
バック制御が想定されることから、同定した
転写調節因子とRipply3の機能的相互関係に
焦点を当てて解析した。基本的な解析は培養
細胞を用いて進めたが、咽頭弓の分節過程に
おいても同様な相互関係が見られるかどう
かを検討するため、Ripply3 変異マウスにお
けるトランスジーンの発現も検討した。その
ために、トランスジェニックマウスと
Ripply3 変異マウスを交配させ、トランスジ
ーンが導入された変異体マウスを樹立した。 
 
（３）ゼブラフィッシュ Ripply3変異体の樹
立 
 マウスの咽頭弓において Ripply3の役割と
制御機構の解析が進んだことから、他の脊椎
動物においても同様なことが起きているか
を調べることにした。近年、ゼブラフィッシ
ュにおいては TALEN や Criper 等のゲノム
編集技術により特定の遺伝子の変異体を人
為的に作成する方法が確立していることか
ら、本研究においては TALENによりゼブラ
フィッシュ Riply3変異体の樹立を試みた。 
 
４．研究成果 
 Ripply3 の時間的な発現変化を生み出す分
子メカニズムを解明する目的で、Ripply3 の
転写開始点上流の配列に EGFP を繋げた融

合遺伝子を導入したトランスジェニックマ
ウスを作成した。このトランスジェニックマ
ウスを用いて Ripply3の発現解析を行った結
果、本トランスジェニックマウスの作成に用
いた転写開始点上流６kb の配列が咽頭弓に
おけるRipply3の発現には十分であることが
明らかになった。 
 一方、培養細胞を用いたレポーターアッセ
イではこの上流６kb の配列からの転写が
Tbx1 により活性化され、さらにそれが
Ripply3 により抑制されることが示された。
このことは、Ripply3 による負のフィードバ
ックが自身の周期的な発現を生み出す可能
性が示唆されている。そこでこのフィードバ
ックが上流６kb の配列を介して行われてい
るかを調べるため、このトランスジーンを有
するトランスジェニックマウスと Ripply3変
異体を交配し、トランスジーンを持つ
Ripply3 変異体を作成し、そこにおける
EGFPの発現を調べた。その結果、EGFPの
発現期間が長くなり発現量も高まっていた。
以上の結果は、Ripply3 を介した負のフィー
ドバックが咽頭弓における Ripply3の発現に
関わることを直接示すものであり、Tbx1 と
Ripply3 を介した負のフィードバックが咽頭
弓における周期的な遺伝子振動を生み出す
ものと考えられた。 
 さらに、咽頭弓における Ripply3 の役割と
発現制御が異なる種においても保存されて
いるかどうかを検討するために、TALEN 法
によりゼブラフィッシュの Ripply3変異体の
作成にも成功した。これにより、複数の脊椎
動物において咽頭弓における遺伝子振動機
構を解析する基盤が確立できた。 
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