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研究成果の概要（和文）： 子どもの脳には、経験に応じて神経回路を形成する「臨界期」がある。これまで
に、ホメオ蛋白質Otx2が視覚の臨界期を制御することを明らかにした。そこで、Otx2の標的遺伝子としてホメオ
蛋白質（転写因子）に注目し、臨界期における作用を検討した。まず、Otx2がプロモーター領域に結合し、直接
発現を制御する標的遺伝子を網羅的に探索した。その結果、数種のホメオ蛋白質を同定した。さらに、Otx2は最
初期遺伝子（転写因子）の発現を、待機状態（神経活動により即転写を開始できる状態）にすると推測された。
このことは、Otx2の標的遺伝子カスケードが回路の可塑性に広く関与することを示唆している。

研究成果の概要（英文）：  Neuronal circuits are sharpened by experience during critical periods in 
early life. We previously demonstrated that Otx2 functions as an inducer of the critical period in 
mouse postnatal visual cortex. In this study, we investigated Otx2 target genes such as 
transcription factors or homeoproteins by chromatin immunoprecipitation sequencing (ChIP-seq) and 
cell-type specific RNA-seq analyses for critical period plasticity. Our results suggest some 
homeoproteins and immediate-early genes (IEGs) as novel targets of Otx2. Otx2 may render the 
chromatin environment capable of an immediate response to neuronal depolarization and may be 
required for such a ‘poised’ state of histone modifications of IEGs promoters. Our data indicates 
that Otx2-induced genetic cascade is broadly involved in neuronal plasticity as well as critical 
period.

研究分野：神経回路形成
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１．研究開始当初の背景 
  人々の経験則として古くから伝えられる
「３つ子の魂１００まで」のことわざは、
脳の成長では現実の現象として注目されて
いる。外国語やスポーツ、音楽といった習
い事は、大人より子どもの上達が早いこと
を実感した方も多いはず。それは、子ども
の脳には経験を柔軟に吸収し、神経回路を
機能的に作る特別な時期（臨界期）がある
ためと考えられている。それでは、なぜ臨
界期は子どもの脳だけに現れ、大人の脳に
は現れないのであろうか。臨界期には記
憶・学習と同じメカニズムが働くと考えら
れ、神経生理学からの観点で主に研究が行
われてきた。さらに、記憶・学習の研究蓄
積から、回路網の可塑的変化はシナプスの
伝達効率や形態の変化に起因すると考えら
れ、転写・翻訳の必要性が論じられながら
も、未だ解明された分子は数少ない。臨界
期の分子的理解は未だ進んでいないのが現
状である。 
 
２．研究の目的 
子どもの脳には、経験に応じて神経回路
を柔軟に形成する「臨界期」がある。これ
までに申請者は、ホメオ蛋白質 Otx2 が経
験によって大脳視覚野に運ばれ、視覚の臨
界期を制御することを明らかにした。胚発
生期に脳を作るホメオ蛋白質が生後の脳の
発達を促すこと、さらに脳内を移動するこ
とを示したこの発見は、世界的にも驚きで
あった。本研究では、Otx2 の標的遺伝子
としてホメオ蛋白質および転写因子に注目
し、臨界期への関与を明らかにする。ホメ
オ蛋白質は、生後の脳においても発現する
ことが知られているが、未だ生後脳におけ
る役割が明らかになった遺伝子は数少ない。
Otx2 のように、特定の回路の発達・可塑
性に関与するホメオ蛋白質（転写因子）を
同定し、生後の脳における遺伝子カスケー
ドの役割を追求する。 
 
３．研究の方法 
 本研究は Otx2 の下流因子としてホメオ
蛋白質および転写因子に注目する。 
①ChIP-seq 解析（クロマチン免疫沈降次
世代シークエンス解析）より得られた Otx2
標的遺伝子の中から、Otx2 変異マウスな
どを用いて発現解析（RNA-seq, qPCR, 免
疫染色）を行い、臨界期に関与するホメオ
蛋白質を同定する。同定されたホメオ蛋白
質の量を増減させた変異マウスにおいて、
臨界期への関与を電気生理学的に明らかに
する。 
②Otx2 の標的遺伝子として転写因子にも
注目し、Otx2 が制御し得る遺伝子カスケ
ードの役割を検討する。胎生期と同様に、
生後の脳においてもホメオ蛋白質がマスタ
ー遺伝子として下流の転写因子群を制御し、
臨界期を誘導するのか検討する。 

 
４．研究成果 
①Otx2 は転写因子として良く知られてお
り、臨界期の遺伝子カスケードを誘導する
と期待される。これまでに Otx2 の標的遺
伝子を網羅的に探索するため、ChIP-seq
を行ってきた。3 種類の抗 Otx2 抗体（市
販＆自作：数回作製し、最良の物を精製）
を用い、2 種類以上の抗体によって認識さ
れる Otx2 結合部位を解析すると、半分以
上が転写開始点（TSS）の上流・下流 5 kb
以内に検出された。すなわち、Otx2 は生
後の脳においても転写因子として標的遺伝
子のプロモーター領域に結合すると考えら
れた。さらに、得られた標的遺伝子の中に
は転写関連因子が多く含まれており（図）、
特に 23 種類のホメオ蛋白質ファミリーが
検出された。この中には、抑制性介在ニュ
ーロンの分化や移動に必要とされるArxや
Pax6 などが含まれている。そこで、臨界
期に関与する標的遺伝子を絞り込むため、
FACS （ fluorescence activated cell 
sorting）により分取した皮質介在ニューロ
ン（内 5割が PV細胞）を用いて発現解析
（RNA-seq）を行い、臨界期に関与するホ
メオ蛋白質をスクリーニングした。その結
果、いくつかのホメオ蛋白質は、GSEA
（gene set enrichment analysis）解析にお
いて Otx2 依存的に発現を制御されること
が分った。特に、その中の１つのホメオ蛋
白質については、変異マウスを用いた解析
から、視覚の臨界期に異常があることが分
ってきている。すなわち、Otx2 以外のホ
メオ蛋白質が、臨界期に寄与することが示
唆された。 

 
②Otx2 の結合部位を持つ標的遺伝子につ
いて gene ontology（GO）解析を行うと、
転写制御・クロマチン制御因子が最も多か
ったことから、Otx2 は胎生期と同様、臨
界期脳においても転写カスケードを制御す
ると考えられた（図）。さらに、Otx2の標
的遺伝子には、概日リズムおよび臨界期
に関与する転写因子（Clock）も含まれて
いた。Clockの標的遺伝子は既に公表され
ており、Otx2の標的遺伝子と比較すると、
ミトコンドリア関連遺伝子などの共通の
遺伝子カテゴリーを標的とすることが分
った。また、Otx2 の標的遺伝子として、
神経活動依存的に発現が増減する最初期遺
伝子群が、Otx2 による発現調節を受ける
ことが明らかになった。最初期遺伝子の多



くは、シナプス結合の強度や可塑性に関与
することが示唆されている。Otx2 は最初
期遺伝子の発現制御領域において「待機状
態（神経活動により即転写を開始できる状
態）」を作り出す可能性が推測される。この
ことは、Otx2 と標的となる転写因子カス
ケードが、臨界期だけでなく、回路の可塑
性に広く関与することを示唆している。 
 
③一連の解析において、Otx2 の標的遺伝
子が臨界期に寄与するのかを検証するにあ
たり、これまでに臨界期への関与が報告さ
れている遺伝子群にも焦点を当てた。Otx2
は抑制性介在ニューロンの発達を促進する
ことにより、臨界期を制御すると考えられ
ている。GABA合成酵素（Gad1/2）やカリ
ウムイオントランスポーター（KV3.1 等）
が Otx2 の標的遺伝子として検出されるな
ど、Otx2 が転写因子として抑制性介在ニ
ューロンの機能遺伝子の発現制御に関わる
ことが分った。さらに、Otx2 は以前から
コンドロイチン硫酸プロテオグリカンの発
現を促進し、抑制性介在ニューロン（PV
細胞）の周囲を取り巻く細胞外基質（PNN）
を構築することが示唆されていたが、本研
究により、実際に Otx2 がコンドロイチン
硫酸（CS）転移酵素（CSGalNAcT1）を
標的遺伝子とすることが分った。その結果、
抑制性介在ニューロンの視覚応答が高まり、
臨界期が誘導されることが分った。他にも、
臨界期に関与することが示唆されている遺
伝子群が、Otx2 の標的遺伝子となること
から、確かに Otx2 は転写因子として下流
の遺伝子カスケードを誘導し、臨界期を制
御することが明らかになった。 
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