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略語一覧 
 
BMP: Bone Morphogenetic Protein 

Chd: Chordin 

CG: Cement Gland 

Dkk-1: Dickkopf-1 

Eya: Eyes Absent family 

Fam: Familiy with sequence similarity 

FGF: Fiibroblast Growth Factor 

Fox: Forkhead box containing gene 

GFP: Enhanced Green Fluorescent Protein 

MO: Morpholino Oligonucleotide 

Neurod: Neuronal differentiation gene 

Pax: Paired box containing gene 

PBS: Phosphate-Buffered Saline 

PRDM: PR/SET Domain containing gene 

RT-PCR: Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction 

Six: Sine oculis homeobox containing gene 

Snail: Snail family zinc finger containing gene 

Sox: SRY-box containing gene 

SS: Steinberg’s Solution 

Vent: Ventral expressed homobox containing gene 

XK: Xenopus Keratin 
Zic: Zinc finger of the cerebellum containing gene 
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要旨

プラコードは脊椎動物の発生において、感覚神経関連器官の原基として作られる、外胚葉由

来の組織である。プラコードの原基となる予定プラコードは、初期発生において表皮と神経板

の境界に形成され、その後脳下垂体前葉、嗅上皮、水晶体、三叉神経、側線、耳胞等の感覚神

経関連器官に終分化する。本研究においては、この予定プラコード形成機構解明および新規予

定プラコード関連遺伝子の同定とその機能解析を目的として研究を行なった。

第１章においては、胚において外見からの組織の正確な識別が難しく、単離が困難であった

予定プラコード細胞を、多能性のあるツメガエルの外胚葉細胞から特異的に誘導する系を確立

した。その中で BMPシグナル活性の強度のみを適切に調節することにより、予定プラコード様

細胞を特異的に誘導出来ることを示した。さらに BMPシグナル活性強度の調節に加えて、Wnt

シグナル活性強度を調節することで、予定プラコードに引き続いて形成される、前方プラコー

ド、側方プラコード、後方プラコードの各プラコード様細胞を誘導出来ることも示した。最後

に、誘導した予定プラコード様細胞群を用いてDNAマイクロアレイ解析を行い、新規予定プラ

コード関連遺伝子として Fam46a を同定した。

次に第２章においては、同定した新規予定プラコード関連遺伝子 Fam46a について詳細な機

能解析を行なった。Fam46a は原腸胚期から初期幼生期にかけて発現しており、神経胚期には

予定プラコードで、尾芽胚期には鼻、鰓、耳の各プラコードで発現していた。Fam46a を機能

阻害すると、予定プラコードが欠失あるいは欠損し、一方で神経堤が拡大することが分かっ

た。このことは Fam46a が予定プラコード形成に必須とされ、神経堤形成に対しては阻害的に

作用することを示唆した。そこでその作用機序として、外胚葉パターニングに役割を持ち、か

つ先行研究で Fam46aとの関連性が示唆されていた BMPシグナルに着目した結果、Fam46a

は BMPシグナル構成因子 Smad1 および Smad4 と相互作用しており、さらに Fam46a 自身も

核移行して BMPシグナルターゲット遺伝子のプロモーター領域に結合することで転写を活性化

させていることが示された。また Fam46a が Smad1 タンパク質の安定化や BMPシグナルター

ゲット遺伝子のmRNAの安定性を制御していることも明らかとなり、多数の機構により BMP
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シグナルを促進していることが示された。総じて、本研究の成果は予定プラコード形成機構の

一端を解明することに貢献したと考える。 
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全体背景

動物の初期発生においては受精卵の状態から卵割と呼ばれる特殊な体細胞分裂が起こり、単細

胞が多細胞へと分かれ、細胞同士が密に相互作用することで各原基や組織が分化していく。そ

の過程で役割を担っているものとして一連のシグナル伝達やそれに伴う遺伝子発現が挙げられ

る。それらの複雑な相互作用は各細胞の予定運命を決定しており、その際にモルフォゲンと呼

ばれる分泌タンパク質が重要な役割を担っていることが知られている。モルフォゲンは胚の内

部で濃度勾配を形成している分泌因子であり、その濃度条件が変化することで異なる遺伝子発

現や細胞の予定運命が引き起こされる(Wolpert, 1969; Crick, 1970)。したがってモルフォゲン

の局所的な濃度は直接位置情報として変換され、それにより各組織への分化が進んでいく。

初期発生におけるこのような複雑なメカニズムの解明に用いる実験材料として、アフリカツメ

ガエルが古くから用いられてきた。アフリカツメガエルは哺乳類と比較すると発生のスピード

が速く、一度に多くの胚を得ることが出来るという特徴がある。さらにシグナル伝達経路にお

いても哺乳類との類似性が高いことから、これまで広く研究に用いられてきた。アフリカツメ

ガエルにおいては BMPおよびWnt, FGF, レチノイン酸等がモルフォゲンとして機能している

と考えられている  (Kengaku et al., 1995; Dosch et al., 1997; Kiecker et al., 2001) 。具体的

には BMPの濃度勾配は背腹軸方向のパターニングを形成し、一方でWnt, FGF, レチノイン酸

シグナルの濃度勾配は外胚葉の神経領域における前後軸方向のパターニングを形成している。

本研究ではツメガエルを実験材料として用い、表皮や神経等が分化する外胚葉の形成機構、特

に先行研究の少ないプラコードの形成機構に着目し、その解明を目指した。プラコードは外胚

葉由来の組織であり、様々な頭部の感覚神経関連器官の原基として一過的に形成される。プラ

コードは発生の初期段階ではまず、表皮が作られる領域と中枢神経が作られる領域（神経板）

の境界に形成され、その後増殖して遊走性を獲得し、尾芽胚期には各プラコードへと分化し、

初期幼生期には脳下垂体前葉、嗅上皮、水晶体、三叉神経、側線そして耳胞などの頭部の様々

な感覚神経関連器官に終分化する (図１) 。このプラコードの形成機構を解明するにあたり、外

胚葉パターニングの分子機構に着目した。外胚葉では、原腸陥入の過程で中胚葉組織に裏打ち
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され、BMP阻害因子が拡散することにより BMPシグナル活性の濃度勾配が生じる (図 2) 。そ

して BMPのシグナル活性が高い領域は表皮へ、活性が低い領域は神経板に分化する。両者の境

界では神経板境界が生じ、その非神経側からは予定プラコード が、神経側からは神経堤が形成

される。予定プラコードはさらにその後Wntシグナル等の調節を受け、鼻・レンズ・三叉神

経・耳・鰓の各プラコードへ分化する。しかし予定プラコード分化に必要とされる詳細な BMP

シグナル活性の強度や活性化の時期についてはこれまでに十分解明されていない。 

また近年では、iPS/ ES 細胞などのヒト培養細胞を用いた研究分野においても、予定プラコー

ドおよび神経堤組織の分化実験が数多く行われている (Dincer et al., 2013; Mica et al., 20- 

13)。プラコード組織の分化誘導実験においては予定プラコードマーカー遺伝子 Six1 を特異的

に発現する細胞群の誘導、およびその後の各プラコードやプラコード由来の感覚神経器官の分

化にも成功しており、実際に神経細胞として機能する三叉神経や、水晶体、脳下垂体前葉が形

成されている様子が観察されている。しかし、その分化誘導効率は表皮や神経板等の他の外胚

葉組織と比較すると非常に低いことが知られている。具体的には、ヒト iPS 細胞を用いた分化

誘導実験において外胚葉の神経板および表皮組織の誘導効率はそれぞれ約 95 ％と高効率である

のに対し、神経堤の誘導効率は約 60%、予定プラコードの誘導効率は約20 ％と非常に低い効

率を示す (Chambers et al., 2009; Tchieu et al., 2017)。この原因としては、前述の通り、初

期発生の段階で神経堤- 予定プラコードの境界を規定すると考えられる BMPシグナルの活性の

強度や、それと協調的に働く他のシグナルの存在や活性の強度が解明されていないことが挙げ

られる。さらに培養細胞を用いた実験に特有の原因としては、細胞培養に用いる培地における

内在性の各シグナルの活性強度が明らかにされていないことや、血清等に含まれる動物性成分

のロット差による揺らぎ、また細胞の密度による影響やコーティング剤のロット差による実験

毎の揺らぎがあることが考えられる。 

本研究においてはこれらの課題に対処するため、初期発生における予定プラコードの形成機 

構解明を目的とした。第１章においては、多能性のあるツメガエル外胚葉細胞から予定プラコ

ード様細胞を特異的に誘導する系を確立し、その中で予定プラコード細胞誘導に必要とされる

シグナルの活性強度の詳細な条件検討を行った。そして次に予定プラコード様細胞を用いて
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DNAマイクロアレイ解析を行い、新規予定プラコード関連遺伝子の同定を行った。第２章にお

いては同定した新規の予定プラコード関連遺伝子について、時空間的発現パターンの解析およ

び過剰発現/ 翻訳阻害胚の表現型観察を行い、さらに詳細な機能解析を行った。特に外胚葉パタ

ーニングに重要な役割を持ち、先行研究において同定した新規遺伝子との関連性が報告されて

いた BMPシグナルに着目し、そのシグナル構成因子との相互作用やシグナルのターゲット遺伝

子発現への影響について解析を行った。 

 

 

 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



7 
 

 
 
 
 
 

第 1 章 
 

プラコード形成に関わる 
新規遺伝子の同定 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



8 
 

1. 要旨 
 
プラコードは初期発生において感覚神経関連器官の原基として形成される外胚葉由来の組織

である。プラコードは、神経胚期にその前駆細胞群として予定プラコードを形成する。予定プ 

ラコードは表皮と神経板の境界領域から形成され、嗅上皮、水晶体、三叉神経、側線や耳胞等 

の各感覚神経関連器官に終分化する。この様に予定プラコードは一過的に形成される組織であ 

り、外見から識別し単離することが困難であった。そこでまずツメガエル外胚葉片を用い、生

体における発生過程を擬似的に再現することで予定プラコード細胞を特異的に誘導することを

試みた。ツメガエル外胚葉細胞は BMP2/4/7 を多量に発現し、切り出して培養すると表皮 へと

分化する。一方で、BMP阻害因子を作用させると神経板へと分化する。そこで BMPに直接結

合してシグナル阻害をする Chordin に着目し、その注入量を検討することで BMP シグナルを

調節し、予定プラコードマーカー遺伝子の発現量が変化するかを検証した。その結果、BMP シ

グナルの軽度阻害により予定プラコードマーカー遺伝子の発現量が特異的に上昇し、予定プラ

コード様細胞誘導の至適条件であることが分かった。また、予定プラコード形成に引き続いて

起こる、前方、側方、後方の各プラコードの部域化の過程に着目したところ、Wnt シグナル阻

害により前方プラコード、Wnt シグナル促進により側方と後方のプラコード遺伝子の発現が上

昇することが分かり、Wnt シグナルがプラコードの部域化に関与することが示された。 

次に誘導した予定プラコード様細胞に加え、表皮様細胞、神経堤様細胞、神経板様細胞の３

種類の外胚葉由来の細胞の誘導条件の検討も行い、DNAマイクロアレイによる比較解析を行

い、予定プラコード様細胞で特異的に発現する新規マーカー遺伝子の同定を目指した。まず４

サンプルのうち、予定プラコード様細胞においても発現量が多かった遺伝子を選出した。次

に、予定プラコード様細胞と神経堤様細胞のどちらにおいても高発現する遺伝子が多く見られ

たため、既知の予定プラコードマーカー遺伝子 Six1 と発現の挙動の近いものをCluster 3.0 を

用いたクラスタリング解析により選択した。最後にin situ hybridization スクリーニングを行

い、神経胚期における予定プラコードおよび発生後期の各プラコードにおいてmRNAの発現が

確認できた、ヌクレオチド転移酵素 Fam46a を新規予定プラコード遺伝子として同定した。 
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2. 背景

私たちの頭部の知覚に関わる感覚神経の大半は、予定プラコードおよび神経堤と呼ばれる特

徴的な外胚葉組織に由来している。予定プラコードは初期発生段階である神経胚期において誘

導される肥厚した組織で、神経板の前方周辺にU字型の領域を形成する。予定プラコードの細

胞はその後増殖して遊走性を獲得し、脳下垂体前葉、嗅上皮、水晶体、三叉神経、一連の鰓神

経、耳胞そして側線等の様々な感覚神経関連器官に終分化する (図 1) (Schlosser, 2000; Schlo- 

sser, 2006; Grocott et al., 2012)。一方で神経堤も予定プラコードと同様に初期の神経胚期に

おいて誘導される組織であり、予定プラコードよりも胚の後方の神経板の側方に領域を形成す

る。神経堤細胞はその後遊走性を獲得し、軟骨、硬骨、平滑筋、色素細胞、分泌細胞、神経細

胞、グリア細胞等の器官に終分化する (Mancilla et al., 1996; Christiansen et al., 2000; May- 

or and Theveneau, 2013) 。予定プラコードと神経堤は、どちらも初期発生の神経胚期におい

て神経板の周辺に領域を形成するという点、将来は神経細胞やグリア細胞、そして内分泌細胞

を含む非表皮細胞に分化するという点、そして発生の後期段階においてはどちらの領域の細胞

も増殖した後に遊走性を獲得して胚の幅広い領域へと移動し、多くの形態形成運動に関与する

という点で大きな共通する特徴がある (図 1)。一方で、発生初期にこの隣接する予定プラコード

と 神経堤の領域の境界がどのように規定されているのか、その詳細な分子機構については未だ

十分に解明されていない。特に神経堤の形成機構については既知のマーカー遺伝子の豊富さや

分化の多能性、その形態的な特徴から数多くの先行研究が存在しているが、類似した特徴を持

つ予定プラコードについてはこれまでに十分に調べられてこなかった。それにより、これらの

境界規定に役割を持つ一連の転写因子が十分に探索されていないことが課題となっている。

予定プラコードと神経堤の領域が形成される初期の外胚葉のパターニングにおいては、原腸

胚期に原腸陥入により中胚葉に裏打ちされChordin (Chd) や Noggin (Nog) 等の BMP阻害因子

が拡散することにより、BMPシグナルの活性の濃度勾配が生じる (図 2) (Smith et al., 1992;

Sasai et al., 1994) 。そして BMPシグナルが阻害されなかった領域は非神経外胚葉に、阻害さ

れた領域は神経外胚葉に分化する。非神経外胚葉はその後表皮に、そして神経外胚葉は神経に
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分化する。これらの境界では神経板境界が形成され、神経胚期において非神経側から予定プラ

コードが、神経側から神経堤が形成される (図 2) (Grocott et al., 2012; Saint-Jeannet and 

Moody, 2014)。したがって予定プラコードと神経堤の分化においては、非神経外胚葉および神

経外胚葉のそれぞれの形成に必要とされる BMPシグナル活性の中間の強度が必要であると予想

される。さらにその形成領域から、より BMPシグナルの活性の高い側から予定プラコードが、

より活性の低い側から神経堤が誘導されることも示唆されるが、これを証明する研究はこれま

でに多くはされてこなかった。また予定プラコード誘導には、BMPシグナルに加えて FGF2 や

FGF8 をリガンドとしたFGFシグナルの活性化が起こっていること、そして神経胚期における

一時的な BMPシグナル活性の上昇が役割を持っていることが報告されている (Brugmann et 

al., 2004; Ahrens and Schlosser, 2005; Fletcher et al., 2006) 。一方で神経堤形成においては

中間の強度の BMPシグナル活性に加えてWnt シグナルの活性化が必要とされることが報告さ

れている (Garcı́a-Castro et al., 2002; Sato et al., 2005) 。したがってこれらの先行研究は、予

定プラコードと神経堤の領域の規定には初期神経胚期における BMPシグナル活性の強度に加え

て、FGFやWntシグナルの活性の強度が役割を持っていることを示している(Groves and La- 

Bonne, 2014)。実際にこの仮説を裏付ける先行研究がゼブラフィッシュにおいて報告されてい

る(Neave et al., 1997)。BMPシグナルの阻害により予定プラコードマーカー遺伝子の発現領域

が縮小し、一方で神経堤マーカー遺伝子の発現領域の拡大が起こる。また予定プラコード領域

と神経堤領域には補完性があり、神経堤で発現する転写因子をノックダウンした際に神経堤マ

ーカー遺伝子の発現領域が縮小し、一方でその欠失領域で予定プラコードマーカー遺伝子が発

現すること (Nordin and LaBonne, 2014) 、また予定プラコードで働く転写因子が発現しない

条件において 神経堤のマーカー遺伝子の発現が見られる例などが報告されている (Leung et al., 

2013) 。しかし、それぞれの領域の誘導にどの程度の強度のシグナリング活性が必要とされ、

それにより一連の転写因子の発現が起こっているのかという詳細な分子機構は未だ解明されて

いない 。 

そこで私は本研究において、プラコード形成、特に初期神経胚期における予定プラコードの

形成機構解明を目的とし、ツメガエル外胚葉片を用いて、予定プラコード形成に必要とされる
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BMPシグナルの活性化のレベルおよび協調的に働く他のシグナル経路の有無を検証した。さら

にその誘導条件を用いてDNAマイクロアレイ解析を行い、予定プラコード形成に必須とされる

新規遺伝子の同定を目指した。 
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3. 実験手法 

1  アフリカツメガエル(Xenopus laevis) 胚の操作 

 アフリカツメガエル胚の発生段階はNieuwkoop and Faber, 1994 を元に決定した。胚は人

工授精で得て、その後の胚操作のために受精から１時間後に 4.6 % L-システイン酸溶液 (pH 

7.8)を用いて、脱ゼリー処理を行った。脱ゼリー処理後は、胚を 1× Steinberg’s Solution (SS) 

において Stage 9 まで培養し、その後は目的のステージまで 0.1× SS において培養した。 

 

2 マイクロインジェクション 

本研究では pCS2-Chordin (Chd), pCS2-Wnt8, pCS2-Dkk-1 のプラスミドコンストラクトを

in vitro 転写の鋳型として用いた。鋳型DNAを準備した後に、mMESSAGE mMACHINE SP6 

Kit (Ambion) を用いてmRNAを転写し、ピコインジェクター PLI-100 (HARVARD APPARA- 

TUS) を用いて胚にマイクロインジェクションを行った。注入された胚は Stage 9 まで 5 % Fic- 

oll/ 1× SS において培養し、その後目的のステージまで 0.1×SS において培養した。 

 

3 in situ hybridization (ISH) 
 
 解析に用いた胚は、MEMFA (0.1 M MOPS [pH 7.4], 2 mM EDTA, 1 mM MgSO4, 3.7 % ホ

ルムアミド)で固定した後、エタノール/ 過酸化水素溶液において脱色した。 Six1 のアンチセ

ンスディゴキシジェニン(DIG)-標識 RNAプローブは、in vitro において転写した。DIG-標識さ

れた RNAプローブはNBT-BCIP Stock Solution (Roche)を用いてシグナルを検出した。 

 
4 アニマルキャップアッセイ 
 
 アニマルキャップアッセイでは、４細胞期に動物極側の全割球にmRNAあるいはMOを注

入した。外胚葉片はStage 9 において動物極側から切り出し、Stage 15まで 1× SS において培

養した。いくつかの実験では25 μM SU5402 (FGFR1 阻害剤; Wako) を培地に添加した。 
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5 RT-PCR and RT-qPCR 
 
 Total RNAは 20 個の胚あるいは 20個のアニマルキャップから、ISOGENⅡ(NIPPON GE- 

NE) を用いて抽出した。逆転写は SuperScriptⅢ Reverse Transcriptase (Invitrogen) を用いて

行った。PCRは Ex Taq DNA polymerase (TaKaRa) を用いて行い、電気泳動によってDNA

量を評価した。q-PCR は KAPA SYBR FAST qPCR Kit (KAPA Biosystems) を用い、StepOne- 

Plus Real-Time PCR System (Applied Biosystems)において、比較定量における検量線法で解

析を行った。PCRあるいは qPCRに用いたプライマーは以下の通りである。 

 
 
Gene Forward Sequence Reverse Sequence 
Six1 GGGCCCCTCACCTCCAGCCTGG ATCCTTGTGGTATCTCCTATAC 

Eya1 CACCAAATGGCACAGAAG GGGTAGGCAGAATATGGG 

Ath-3 CTCAGGCCATGTTCTTGGAT CTCAGGCCATGTTCTTGGAT 

Chordin AACTGCCAGGACTGGATGGT GGCAGGATTTAGAGTTGCTTC 

EF1α CAGATTGGTGCTGGATATGC ACTGCCTTGATGACTCCTAG 

Sox2 CTGCGTCCAACAACCAGAATAAG CCTCGTCGATGAAGGGTCTTTTC 

NCAM CACAGTTCCACCAAATGC GGAATCAAGCGGTACAGA 

XK81 CACCAGAACACAGAGTAC CAACCTTCCCATCAACCA 

Snail AAGCACAATGGACTCCTT CCAATAGTGATACACACC 

Slug TCCCGCACTGAAAATGCCACGATC CCGTCCTAAAGATGAAGGGTATCCTG 

FoxD3 CGTAACTGGAATGACCCTGTC GTACATTTGTTGATAAAGGG 

Six3 GGTGGGAAACTGGTTCAAGA TCATGCCACTCTGTCCGATA 

Six6 AACTATTTGGGACGGGGAAC ACTTCCCTGGGACAAGACCT 

Pax8 CTCTCGACCCACCAAGGATA CAGGAAGGTGGGGCTACATA 

 
 
6 DNA マイクロアレイ解析およびクラスタリング解析 
 
 RNAは胞胚期に切り出したアニマルキャップから ISOGENⅡ (Nippon Gene) を用いて抽出

した。抽出したRNAは逆転写酵素である Reverse Transcriptase M-MLV (TaKaRa) を用いて

逆転写を行なった。Agilent Gene Expression Hybridization Kit を用いて hybridization を行
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なった後に洗浄し、アレイスライドをスキャンしてデータを取得した。得られた各遺伝子の発

現量は標準化処理を行い、データ化した。クラスタリング解析は、Cluster 3.0 (Michiel de Ho- 

on, Univ of Tokyo, based on Eisen Lab Cluster software) を用いて行なった。mRNAの階層

クラスタリングは Pearson の相関係数に基付いて行ない、最後に得られた結果を Java Tree Vi- 

ew で表示し、各クラスターにおける遺伝子およびツリー構造の確認を行なった。 
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4. 結果 
 
4-1 アニマルキャップを用いた誘導系の確立 
 
予定プラコードは発生過程で一過的に形成される組織で、外見上の特徴により他の外胚葉組 

織から識別してその細胞を単離することが困難であった。そこで未分化で多能性のあるツメガ 

エル外胚葉片、アニマルキャップを用い、生体における発生過程を擬似的に再現し、予定プラ

コード様細胞のみを特異的に誘導することを試みた。アニマルキャップの細胞は BMP2/4/7 を 

多量に発現し、無処理の状態で切り出して単離培養すると、表皮細胞に分化する。一方でBMP 

阻害因子を作用させると神経細胞へ分化する。当研究室の先行研究において、ドミナントネガ

ティブ型受容体 tBR の注入あるいは BMP シグナル受容体阻害剤である LDN193189 を高濃度

で添加した際には神経板マーカー遺伝子 Sox2 や神経堤マーカー遺伝子 Snail の発現量が上昇

し、より低い濃度で加えた際には 予定プラコードマーカー遺伝子 Six1, Ath-3 の発現量が顕著

に上昇することが示されていた (金井, 修論)。そこで本研究では、実際の胚発生で原腸陥入の際

にオーガナイザー領域から分泌される、BMP に直接結合してシグナル阻害をする Chordin (C-

hd) タンパク質に着目し、その注入量を詳細に検討することで 、BMP シグナル活性の強度を調

節し、予定プラコードマーカー遺伝子が特異的に発現する条件を探索した。まず２細胞期に C- 

hd mRNA を動物極側の両割球に注入し、胞胚期にアニマルキャップを切り出し、予定プラコ

ードおよび神経堤形成期である神経胚期まで培養して回収し、RNA 抽出を行なった (図3) 。そ

して RT-qPCR を行い、各マーカー遺伝子の発現量を解析し、さらに in situ hybridization に

より各アニマルキャップにおける発現パターンを解析した。 

 
4-2 予定プラコード様細胞誘導条件の検討 
 
様々な量の Chd mRNA を注入したアニマルキャップを作製し、予定プラコードマーカー遺

伝子の発現を RT-qPCR 法により定量的に解析した。その結果、Chd mRNA を 20 pg 注入した

際に予定プラコードマーカー遺伝子 Eya1, Six1, Ath-3 の転写量が顕著に上昇していることが分

かった (図4A)。Eya1 と Six1 については Chd mRNAを20 pg 注入した条件において最も発現

量が高く、注入量が 50 pg, 100 pg と増えるにつれて徐々に発現量が減少していた。 Ath-3 に
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おいては Chd mRNA 20 pg の注入条件で発現量が最も多く、Chd mRNA 50 pg, Chd mRNA 

100 pg の注入条件ではほとんど発現が見られなかった。これらの結果から、予定プラコードマ

ーカー遺伝子の発現においては Chd mRNA 20 pg の注入による軽度の BMP シグナルの阻害が

効率的な条件であることが示唆された。次にアニマルキャップごとの誘導効率の差を考慮し、

各注入条件のアニマルキャップにおいて in situ hybridization を行い、予定プラコードマーカ

ー遺伝子である Six1 の発現パターンを解析した。その結果、Chd mRNA 20 pg, 50 pg, 100 

pg の各注入条件において Six1 の発現が見られた。そして、Chd mRNA 20 pg の条件において

はすべてのアニマルキャップで発現量が多く (n=7/7)、Chd mRNA 50 pg, Chd mRNA 100 pg 

の注入ではそれぞれ約半数 (n=3/7) 、約1/3  (n=2/7) の数のアニマルキャップにおいて発現量

の多いものが見られた (図4B) 。これらの結果も、Chd mRNA 20 pg 注入条件における BMP 

シグナルの軽度の阻害が 、効率良くプラコード様細胞を誘導していることを示した。 

 さらに同 Chd mRNA 注入条件における、他の外胚葉マーカー遺伝子 (神経板, 神経堤, 表皮

マーカー遺伝子) の発現量についても qPCR 法により定量解析を行なった。その結果、Chd 

mRNA 20 pg の注入条件においては、神経板マーカー遺伝子 Sox2, NCAM の発現は見られる

ものの、発現量が最も多い Chd mRNA 100 pg 注入時と比較すると、発現量が大きく減少して

いることが分かった (図5A) 。表皮マーカー遺伝子 XK81 については、Chd  mRNA 注入により

発現が顕著に減少しており、Chd  mRNA 20 pg の注入条件においてもほとんど発現が見られ

なかった (図5B) 。また 神経堤マーカー遺伝子 Slug, Snail, FoxD3 については Chd mRNA 注

入による発現上昇はほとんど見られなかった (図5C) 。Slug は Chd mRNA 注入により顕著に発

現が減少し、Snail は Chd mRNA 注入により発現量がほとんど変化しなかった。FoxD3 につ

いては、Chd mRNA の注入量に関わらず発現量が減少した。先行研究においては、これらの神

経堤遺伝子の発現には BMP シグナルの軽度阻害に加え、適切な強度のWnt シグナルの活性化

が重要であることが報告されているため (Sato et al., 2005; Milet and Monsoro-Burq, 2012; 

Mica et al., 2013) 、BMPシグナルのみの調節の条件では発現が誘導されなかったと考えられ

る。以上の結果より、Chd mRNA 20 pg の注入による BMP シグナルの軽度阻害条件が、アニ

マルキャップにおける予定プラコード様細胞誘導の高効率な条件であることが示された。 
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4-3 前方・側方・後方プラコードの誘導条件の検討 
 
これまでの結果から、軽度の BMPシグナルの阻害により予定プラコード様細胞を特異的に

誘導出来ることが示された。そこで発生の次の段階で起こる、予定プラコードから各プラコー

ドへの部域化の過程にも着目し、各プラコードの誘導条件について検討を行なった。予定プラ

コードは後期神経胚期になると前方プラコード、側方プラコード、後方プラコードの各プラコ

ードへと部域化する (図 2) 。これらの各プラコードは感覚神経関連器官の原基であり、前方プ

ラコードからは鼻とレンズが、側方プラコードからは三叉神経が、後方プラコードからは耳胞

や側線が終分化する (Schlosser, 2006) 。しかし発生過程における予定プラコードから各プラ

コードへの部域化に関わる分子機構についてはこれまでに十分に解明されていない。同時期に

おける、神経板および中胚葉領域のパターニングでは、Wnt シグナルが前後軸形成に重要な役

割を持っていることが知られている (Kiecker et al., 2001)。そこで、予定プラコードから前後

軸方向に沿って起こる各プラコードへの部域化においても、Wnt シグナルが役割を持っている

のではないかいう仮説を立て、検証実験を行なった。 

その結果、Chd mRNA 20 pg の注入による BMPシグナルの軽度の阻害に加え、Wnt アンタ

ゴニストである dkk-1 mRNAを共注入したところ、前方プラコードマーカー遺伝子である Six- 

3, Six6 の発現量が上昇することが分かった (図 6A) 。Six3については dkk-1 mRNA 注入によ

り発現量の上昇が見られ、dkk-1 mRNA 50 pg で発現がピークとなり、100 pg の注入条件にお

いては発現量の減少の傾向が見られた。Six6 については dkk-1 mRNA 20 pg の注入条件で発現

量が最も多くなり、注入量が50 pg, 100 pg と増えるにつれて発現量は減少することが分かっ

た。一方で、Chd mRNAに加えてWnt シグナルのリガンドであるWnt8 mRNAを共注入した

ところ、10 pg の注入条件で側方プラコードマーカー遺伝子 Ath-3 の発現量の顕著な上昇が見

られた (図 6B) 。Ath-3 についてはWnt8  mRNAの注入量が 20, 50, 100 pg と増えるにつれて

徐々に発現量が減少していくことが分かった。また、Wnt8 mRNAを 50 pg の高濃度で注入し

た際には後方のプラコードマーカー遺伝子である Pax8 の発現量が顕著に上昇していた。Pax8

はWnt8 mRNA 10, 20 pg の低濃度での注入条件ではほとんど発現が見られず、50 pg の注入

条件で発現がピークとなった。100 pg の条件においてはピーク時と比較すると発現量が減少し
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ていた。これらの結果は、予定プラコードから各プラコードへの部域化の過程においてはWnt 

シグナルが役割を担っており、前方プラコード形成にはWnt シグナルの抑制が、側方および後

方プラコード分化にはWntシグナルの促進が必要とされることを示した。したがって、後期神

経胚期における予定プラコードから各プラコード分化においては、Wntシグナルが予定プラコ

ード内で前後軸方向に濃度勾配を形成しており、それにより各プラコードへの部域化を制御し

ている可能性を示した。 

 
4-4 FGFシグナル調節による予定プラコード様細胞誘導条件の検討 
 
次に本研究で検討した予定プラコード様細胞誘導において、さらなる至適条件の探索を行っ

た。ツメガエルの神経胚期における予定プラコード領域では FGF8 mRNAが特異的に発現して

いることが報告されている (Ahrens and Schlosser, 2005; Lea et al., 2009)。そこで、Chdに

よる BMPシグナル活性の強度調節に加えて、FGFシグナル活性の強度調節を行い、より効率

の良い予定プラコード様細胞誘導条件を探索した。方法としては、２細胞期にChd mRNAを

注入した胚から、胞胚期にアニマルキャップの切り出しを行い、その後培養液にFGFシグナル

受容体阻害剤であるSU5402あるいは FGFリガンドである FGF8タンパク質を添加した。そし

て神経胚期まで培養を行ない、RT-qPCR 法により予定プラコードマーカー遺伝子 Six1および 

Eya1 mRNAの発現量を定量解析することで、予定プラコード細胞への分化効率を評価した。

その結果、Chd mRNA注入に加えて、Fgf8 タンパク質を加えて FGFシグナルを活性化させた

条件においては、Six1および Eya1 の発現はどちらも減少していることが分かった (図 7A) 。

一方で 25 μMの SU5402 を添加して FGFシグナルを軽度に阻害すると、Six1 および Eya1 の

発現量は顕著に上昇していることが分かった (図 7B) 。この結果はアニマルキャップの細胞に

は内在性の FGFリガンドの発現によるシグナル活性があり、より効率的な予定プラコード様細

胞誘導には弱いレベルでの FGFシグナル阻害が必要とされることが示された。 したがってこ

れらの結果から、予定プラコード様細胞誘導の至適条件は、BMPシグナルの軽度阻害に加え、

FGFシグナルを軽度に阻害した条件であることが示された。 
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4-5 新規予定プラコード関連遺伝子の同定 
 
最後に本研究の目的であった、初期の神経胚期の予定プラコード領域で特異的に発現し、そ

の領域形成に必須とされる新規のマーカー遺伝子の同定を目指した。予定プラコード様細胞の

誘導条件としては、その後の同定した遺伝子の機能解析を単純化するために、Chd mRNA注入

による BMPシグナル阻害のみを行った条件を採用した。Chdを用いた BMPシグナル調節によ

る予定プラコード様細胞の誘導条件に加え、先行研究のデータをもとに表皮、神経堤、神経板

の３種類の外胚葉細胞についても誘導条件の検討を行った。 その結果、表皮様細胞は無処理、

神経堤様細胞はChd mRNA 100 pg+ Wnt8 mRNA 50 pg の注入条件、神経板様細胞は Chd 

mRNA 200 pg の注入条件をそれぞれ至適条件として採用した。そして４つのサンプルにおい

てDNAマイクロアレイ解析を行い、予定プラコード様細胞と他のサンプル間で比較解析を行

なった (図 8) 。 

まず表皮、予定プラコード、神経堤、神経板の４つのサンプルのうち、予定プラコード様細

胞において最も発現量が多かった 128 遺伝子を候補遺伝子として選出した。次に、予定プラコ

ードと神経堤において共通に高発現する遺伝子が数多く見られたため、既知の予定プラコード

マーカー遺伝子である Six1 とサンプル間の発現の挙動の近いものを、Cluster 3.0 を用いた階

層クラスタリング解析によって選出した。 その結果、47遺伝子が選出された。そしてデータ

ベース上で配列が登録されているものの、遺伝子の時空間的発現パターンや詳細な機能が報告

されていない遺伝子において、in situ hybridization スクリーニングを行い、実際にプラコー

ドにおけるmRNAの発現が確認出来た 3遺伝子を候補遺伝子として選出した。選出された遺

伝子のうち、Fam46aは in situ hybridization 解析の結果、初期の神経胚期に予定プラコード

で発現し、尾芽胚期には鰓、耳、側線の各プラコードにおいて発現が見られることが分かった 

(図 9) 。一方で選出された Lrat は尾芽胚期においては水晶体および鰓プラコードで、Tom1は

水晶体・耳胞・鰓の各プラコードにおいて特異的な発現が見られたものの、いずれも初期の神

経胚期における予定プラコードでの特異的な発現パターンが確認出来なかった。以上の結果よ

り、新規予定プラコード関連遺伝子として Fam46aを同定した。 
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5. 考察 
 
本研究では複雑な予定プラコード形成機構の解明の一端として、BMPシグナル活性のみの強

度を調節することにより、特異的に予定プラコード様細胞が誘導出来ることを解明した。そし

てその強度は表皮および神経板誘導にそれぞれ必要とされる BMPシグナル活性の中間のレベル

であることが分かった。この結果から、予定プラコード組織の分化においては、BMPシグナル

促進によって発現上昇する遺伝子と BMPシグナル抑制によって発現上昇する遺伝子の両者の発

現、あるいはその相互作用が必要とされ、それにより予定プラコードマーカー遺伝子である Si- 

x1 および Eya1の発現が引き起こされていることが考えられた。BMPシグナルを阻害する詳細

な時期や、BMPシグナル阻害の強度の条件について、LDN193189などの化学物質を用いてよ

り厳密に条件検討すれば、より高効率な予定プラコード様細胞誘導条件が見出せるかもしれな

い。また今回関連性が示された FGFシグナルに加え、実際の予定プラコードの形成過程で主と

して働く BMPシグナルと協調的に作用すると考えられる、SHHシグナル、Notch シグナル、

レチノイン酸シグナル等の他のシグナル活性についても合わせて詳細な条件を検討すること

で、より精度の高い予定プラコード様細胞を誘導する系を確立することができるだろう。また

これらのシグナルは、隣接する表皮あるいは神経板組織から発生の特定の時期に予定プラコー

ドに伝達されることが報告されていることから、それぞれのシグナルの活性化の時期やシグナ

ル活性強度についても詳細に検討を行うことが必要である。 

さらに、後期の神経胚期に起こる予定プラコードから各プラコードへの分化過程にはWnt シ

グナルが役割を担っており、前方プラコードへの分化にはWntシグナルの抑制が、側方および

後方プラコードへの分化にはWnt シグナルの促進がそれぞれ必要とされていることが明らかと

なった。このことは予定プラコード内においてWnt シグナル活性の濃度勾配が生じ、それによ

り各プラコードへの部域化が起こっていることが考えられた。これは神経板や中胚葉領域にお

ける、Wntシグナルによる前後軸方向のパターニングに関する先行研究と類似する結果となっ

ており (Kiecker et al., 2001)、このことから予定プラコードに隣接する神経堤内においても、
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同様にWntシグナルが前後軸方向の部域化に役割を持っていることが考えられ、今後はその機

構を検証していく必要性がある。 

本章の後半ではDNAマイクロアレイ解析に際して、予定プラコード様細胞の誘導条件に加え

て他の外胚葉組織である表皮, 神経堤, 神経板の各細胞の誘導条件についても検討を行った。４

種類のサンプルにおけるDNAマイクロアレイ解析の結果、予定プラコードおよび神経堤様細胞

においては、どちらの条件においても高発現する遺伝子が多数見られた。これは、この２つの

領域が類似した遺伝子発現プロファイルを持ち、一方でそれぞれの領域で特異的に発現する遺

伝子の存在により、各領域が決定されているのかもしれない。階層クラスタリング解析および

in situ hybridization スクリーニング後には３つの遺伝子が選出された。候補遺伝子の中の Lrat

および Tom1遺伝子については、神経胚期の予定プラコードにおいては特異的な発現が確認出

来なかったものの、Lrat は尾芽胚期においては水晶体・側線プラコードで、Tom1は水晶体・

耳胞・側線の各プラコードにおいて特異的な発現が見られた。したがってこれらの遺伝子もま

た有用なプラコード遺伝子であることが考えられる。最終的に、新たな関連遺伝子として Fam- 

46a を同定した。初期神経胚期の予定プラコード領域で発現するこの新規遺伝子は、より初期

の予定プラコード形成機構の解明に繋がることが期待される。 

予定プラコード形成に関わる因子としては、これまでにも予定プラコードマーカー遺伝子と

して用いられているSix1 およびEya1や、より発生初期段階である原腸胚期に神経板境界に発

現して予定プラコード-神経堤境界を規定する遺伝子としてAP2, Dlx3, Gata2, Foxi1, Zic1, M-

sx1, Pax7 等の転写因子の存在が報告されてきた (Grocott et al., 2012; Groves and LaBonne, 

2014)。後者の遺伝子は予定プラコードマーカー遺伝子 Six1, Eya1の上流にあり、それにより

予定プラコードと神経堤の境界規定を制御していると考えられている。またMsx1 や Vent1/2, 

Id3 といった転写因子はより初期の胞胚期から外胚葉の動物極側で発現しているが、BMPシグ

ナルのターゲット遺伝子であり、その発現は予定プラコード形成に必須であることが報告され

ている。本研究で同定した Fam46a は BMPシグナル制御により誘導した予定プラコード様細

胞において高発現しており、さらに先行研究における yeast two-hybrid 法による解析で、ヒト

Fam46a が BMPシグナル構成因子 Smad1 と直接的に結合することが報告されている(Colland 
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et al., 2004) 。以上のことからFam46a が BMPシグナルを介して予定プラコード形成に関与

していることが考えられる。 
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第２章 
 

新規プラコード遺伝子 
Fam46a の機能解析 
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1.  要旨 
 
 第一章において、私はBMP シグナルの強度調節によりツメガエルの外胚葉片から予定プラコ

ード様細胞を特異的に誘導する系を確立した。また誘導した予定プラコード様細胞を用いて

DNAマイクロアレイ解析を行い、発現量が顕著に上昇している遺伝子群の中から新規予定プラ

コード関連遺伝子として Fam46a を同定した。Fam46a の空間的発現パターンをin situ hybri- 

dization法により解析したところ、神経胚期に予定プラコードで発現し、尾芽胚期に鼻・鰓・耳

プラコードで発現していることが確認され、有用なプラコード遺伝子であることが示された。 

そこで Fam46a の機能を探索するために Fam46a 翻訳阻害胚を作製し表現型観察を行なったと

ころ、眼の欠損および色素沈着異常の表現型が見られた。色素細胞は予定プラコードに隣接す

る神経堤に由来することが知られていることから、神経胚期のパターニング変化を、各マーカ

ー遺伝子を用いてin situ hybridization 法で解析した。その結果、予定プラコード領域が縮小

し、隣接する神経堤領域が拡大することが分かった。これらの結果は Fam46a 発現が予定プラ

コード形成に必須であり、一方で神経堤分化に対しては阻害的に作用することを示した。 

次に Fam46a の予定プラコード形成における分子的な作用機序に着目した。外胚葉パターニ

ングにおいては BMP シグナルが重要な役割を担っており、 Fam46a は先行研究においてシグ

ナル構成因子と相互作用があることが報告されていた。そこで Fam46a と BMP シグナルの関

連性の検証実験を行なった。BMPシグナルはシグナルの構成因子である Smad1/5/8 が受容体

に直接リン酸化されることで開始され、Smad4と複合体を形成したのちに核移行する。まずF- 

am46a をツメガエル胚で過剰発現させたところ、BMPシグナルターゲット遺伝子 Vent1/2 の

発現量の顕著な上昇が見られた。そして Smad1, Smad4 と Fam46a の物理的結合の有無を共

免疫沈降法で解析した結果、Fam46a-Smad1 および Fam46a-Smad4 間どちらにおいても物理

的な相互作用が確認された。また BMP シグナルターゲット遺伝子である Id3 のプロモーター

配列を用いたルシフェラーゼアッセイを行なったところ、Fam46a 発現により Id3 の転写活性

化が起こることが示された。これらの結果から、Fam46a は BMP シグナル構成因子と相互作

用し、核移行することによりターゲット遺伝子の発現を促進していることが示唆された。 
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2. 背景 

外胚葉のパターニングの過程においては BMPシグナルが重要な役割を担う。原腸陥入の過程

で外胚葉は中内胚葉組織に裏打ちされ、BMP阻害因子が拡散することにより BMPシグナル活

性の濃度勾配が生じる (図 2) 。そして BMPシグナル活性が高い領域は表皮へ、活性が低い領域

は神経板へと分化する。両者の接するところでは神経板境界が生じ、その非神経側からは予定

プラコードが、神経側から神経堤 が形成される。このように予定プラコードは神経胚期におい

て外胚葉の表皮と神経板の境界に形成される。したがってその領域形成には表皮および神経板

で働く中間の強度の BMPシグナルの活性が働いていることが想定されるが、その BMPシグナ

ルの活性化の維持あるいはそのシグナル強度を感知して予定プラコードマーカー遺伝子発現の

制御に直接的に関わる因子についてはこれまで十分に探索されてこなかった。後期原腸胚期に

神経板境界に発現し、予定プラコード分化および神経堤分化を制御する転写因子としてはAP2, 

Dlx3, Gata2, Foxi1, Zic1, Pax7 等の転写因子の存在が報告されてきた (Grocott et al., 2012; 

Groves and LaBonne, 2014)。これらの遺伝子は予定プラコードマーカー遺伝子Six1, Eya1 あ

るいは神経堤マーカー遺伝子 FoxD3, Snail, Slug などの転写因子を上方制御することで、神経

板境界から予定プラコードおよび神経堤の分化過程に重要な役割を担っていると考えられてい

る。またMsx1 や Vent1/2, Id3 といった BMPシグナルのターゲット遺伝子は、発生初期の胞

胚期から外胚葉の腹側領域で発現しているが、それらの発現が神経板境界の形成およびその後

にその腹側から分化する予定プラコードの形成および予定プラコードと隣接する神経堤との境

界規定に必須であることが報告されている (Schlosser et al., 2014)。したがって本研究では神

経板境界および予定プラコード形成に関わるこれらの遺伝子と類似する機能を持つ新たな因子

を同定し、その機能を解析することで予定プラコード形成機構を解明することを目指した。本

研究の第１章において同定した Fam46aは yeast-two hybrid 法を用いたヒトの先行研究におい

て、BMPシグナル構成因子 Smad1と直接的に結合することも示されており (Colland et al., 

2004)、このことは Fam46a と BMPシグナリングとの間に関連性があることを示唆している。 
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また今回新たに同定した予定プラコード関連遺伝子 Fam46a はアミノ酸の配列やタンパク質

の構造解析の結果から、ヌクレオチド転移酵素のNTP-transferase-7 ドメインを持っているこ

とが報告されている。このドメインの機能についてはこれまでに報告されていないが、Fam46a

とアミノ酸配列の相当性が非常に高いFam46bおよび Fam46c については non-canonical なポ

リ Aポリメラーゼであることが近年解明されているため、Fam46aも同様の機能を持っている

可能性が高いと考えられる (Mroczek et al., 2017)。ヒトにおいてはNon-canonical ポリ Aポ

リメラーゼは、細胞質中においてターゲットとなるmRNAの 3’ 末端にポリAを付加すること

でmRNAの分解を抑制し、結果としてmRNAの安定化を促進することが知られている (Rich- 

ter, 1999)。しかしその初期発生における機能についてはこれまでにほとんど調べられていな

い。さらに別の知見としては、ヒト Fam46a は眼の疾患である網膜色素変性症の原因遺伝子の

一つという報告がある (Lagali et al., 2002; Barragán et al., 2008) 。実際に Fam46a はヒト６

番染色体の6q14遺伝子座に存在しており、網膜発現遺伝子座である 6q14-q16内に存在してい

ることが分かっている。しかし初期発生において Fam46aの機能欠損の影響が出る時期や異常

の生じる組織についてはこれまであまり調べられてこなかった。以上の先行研究を踏まえ、本

研究では予定プラコード形成機構解明を目的として新規予定プラコード遺伝子 Fam46a の機能

解析を行なった。 
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3. 実験手法 
 
1  アフリカツメガエル(Xenopus laevis) 胚の操作 

 第１章と同様の手法により行なった。 

 
2 マイクロインジェクション 

本研究では pCS2-Fam46a, pCS2-LacZ, pCS2-Chordin (Chd), pCS2-BMP4, pCS2-GFP, 

pCS2-GFP-Fam46a, pCS2-GFP-Smad4, pCS2-6-Myc-Smad1, pCS2-Smad2-GFP, pCS2-6-

Myc-Smad4, pCS2-6-Myc, pCS2-6-Myc-Smad1-MH1, pCS2-6-Myc-Smad1-MH2 のプラスミ

ドコンストラクトを in vitro 転写の鋳型として用いた。鋳型 DNA を準備した後に、mMESS- 

AGE mMACHINE SP6 Kit (Ambion) を用いて mRNA を転写し、ピコインジェクターPLI-100 

(HARVARD APPARATUS) を用いて胚にマイクロインジェクションを行った。片側注入実験に

おいては Fam46a あるいは Fam46a MOとβ-galactosidase mRNA溶液を混合し、２細胞期

の片側１割球にのみマイクロインジェクションを行った。注入された胚は Stage 9 まで 5 % 

Ficoll/ 1× SS で培養し、その後目的のステージまで 0.1×SSにおいて培養した。 

 
3 モルフォリノアンチセンスオリゴ (MOs) 
 
 モルフォリノアンチセンスオリゴ (MOs) は以下のように設計した。 
 
   Fam46a-MO, 5’-GCCTCCTGCAATGTGAAATATAAGA-3’; 
 
   PRDM12-MO, 5’-GCAGCACCGAGCCCATCATTAATTC-3’ 
 
  Standard control oligo (Std-MO), 5’-CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA-3’. 
 
Fam46a-MOはツメガエルのホメオログである Fam46a-S と Fam46a-L に対して設計してお

り、エキソン-イントロン間のスプライシング阻害として機能する。PRDM12-MO Matsukawa 

et al., 2015 において設計され、Standard control oligo (Std MO) は Gene Tools から購入し

た。 
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4 in situ hybridization (ISH) 

 解析に用いた胚は、MEMFA (0.1 M MOPS [pH 7.4], 2 mM EDTA, 1 mM MgSO4, 3.7 % ホ

ルムアミド) で固定した後、エタノール/ 過酸化水素溶液において脱色した。片側注入実験にお

いては、β-gal mRNA注入胚を Red-Gal (Sigma-Aldrich)あるいはX-Gal (Wako) を用いて染

色した。Fam46a, Six1, Eya1, Slug, FoxD3, Snail, XK81, Sox3, Sox2 のアンチセンスディゴ

キシジェニン(DIG)-標識 RNAプローブは、in vitro において転写した。DIG-標識 RNAプロー

ブはNBT-BCIP Stock Solution (Roche)を用いてシグナルを検出した。 

 
5 アニマルキャップアッセイ 

	 第１章と同様の手法によって行なった。 
 
 
6 RT-PCR and -qPCR 

 Total RNAは 20 個の胚あるいは 20個のアニマルキャップから、ISOGENⅡ(NIPPON GE- 

NE) を用いて作製した。逆転写は SuperScriptⅢ Reverse Transcriptase (Invitrogen) を用いて

行った。PCRは Ex Taq DNA polymerase (TaKaRa) を用いて行い、電気泳動によってDNA

量を評価した。q-PCR は KAPA SYBR FAST qPCR Kit (KAPA Biosystems) を用い、StepOne- 

Plus Real-Time PCR System (Applied Biosystems) において、比較定量における検量線法で解

析を行った。PCRあるいは qPCRに用いたプライマーは以下の通りである。 

Gene Forward Sequence Reverse Sequence 
Fam46a CATTGGTGAGCAGCAAAGAA CTGCTACATATGGGGCTGGT 

Six1 GGGCCCCTCACCTCCAGCCTGG ATCCTTGTGGTATCTCCTATAC 

Eya1 CACCAAATGGCACAGAAG GGGTAGGCAGAATATGGG 

Zic1 ATGAACATGGCTGCCCACCAT CACTCTGATGTGGTTGATCAG 

Vent1 AAGTATGCCAAGGAGATGCC AGCTTCTTCCGTTCAGATGC 

Vent2 TGAGACTTGGGCACTGTCTG CCTCTGTTGAATGGCTTGCT 

Chordin AACTGCCAGGACTGGATGGT GGCAGGATTTAGAGTTGCTTC 

ODC GCCATTGTGAAGACTCTCTCCATTC TTCGGGTGATTCCTTGCCAC 

EF1α CAGATTGGTGCTGGATATGC ACTGCCTTGATGACTCCTAG 

Six6 AACTATTTGGGACGGGGAAC ACTTCCCTGGGACAAGACCT 

Pax2 GCAATGCAGACCTAGGAAGC TGGAAAGACATGAGCAGCAC 
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Pax3 TTGAGCCTTCCACAGCTGTATC CTTTATGCAATATCTGGCTTCAG 

Snail AAGCACAATGGACTCCTT CCAATAGTGATACACACC 

Slug TCCCGCACTGAAAATGCCACGATC CCGTCCTAAAGATGAAGGGTATCCTG 

 
 
7 細胞培養 
 
 HeLa細胞はD-MEM (High Glucose) (Wako) に 10 % FBS (Cell Culture Bioscience) と 1  
 
% Penicilin-Spreptomycin (Sigma-Aldrich) を添加した培地において、5 % の CO2 存在下で 
 
37℃ において培養した。トランスフェクションはLipofectamine3000 transfection kit (Inv- 
 
itrogen)を用いて行った。いくつかの実験においてはトランスフェクションから24 時間後に 
 
BMP4 (100 ng/ ml) を培地に添加した。 
 
 
8 ウエスタンブロッディング 
 
	 ウエスタンブロディングにおいて、Stage 10.5 まで培養した10 個の胚をRIPA lysis buffer  
 
(0.1 % NP40, 20 mM Tris-HCl [pH 8], 10 % Glycerol) に protease inhibitor cocktail (Ro- 
 
che)を加えた溶液に溶解した。タンパク質は以下の抗体を用いて検出した。Myc (1:1000 [562;  
 
MBL]); GFP (1:1000 [GTX113617; GeneTex]); β-tubulin (1:1000 [ab6046; Abcam]); PSm- 
 
ad1 (1:6000) [#06-702; EMD Millipore]); Smad1 (1:1000 [#9512; Cell signaling])。タンパ 
 
ク質はHRP標識された二次抗体を用いて検出し、Chemi-Lumi One L (Nacalai Tesque)を用 
 
いて化学発光させた。 
 
 
9 共免疫沈降法 
 
免疫沈降実験はGE Healthcare Life Science のプロトコルを用いておこなった。胚は Lysis  
 
buffer (1 % NP-40, 20 mM Tris-HCl [pH 8.0], 137 mM NaCl, 10 % Glycerol, 2 mM EDTA)  
 
に protease inhibitor cocktail (Roche)を加えたものに溶解し、Stage 10.5 まで培養した。上清 
 
を GFP抗体 (1:100 [sc-9996; Santa Cruz Biotechnology]) あるいは Myc 抗体 (1:100 [562;  
 
MBL])を加えて 4℃で 1時間インキュベートし、protein G sepharose (GE Healthcare)を加え 
 
て 4℃で 1時間反応させ、免疫染色によって解析した。 
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4. 結果 
 
4-1 ツメガエル胚における Fam46a の発現パターン解析 
 
まずツメガエル胚における Fam46a 遺伝子の空間的発現パターンを解析するために、胞胚期

から初期幼生期にかけての各発生ステージにおいて、in situ hybridizationを行い、Fam46a 

mRNAの発現領域を詳細に調べた (図 10) 。in situ hybridization 解析の結果、Fam46aは胞

胚期であるStage 8.5 において動物極側で発現していることが分かり、maternal にも発現が見

られることが分かった (図 10A) 。初期の神経胚期である Stage 15 においては胚前方の予定プ

ラコード領域 (PPE, Pre-placodal ectoderm)および予定網膜 (E, Eye-field) 領域において特異

的な発現が見られた (図 10B) 。尾芽胚期には鼻プラコード(Ol, Olfactory placode)、鰓プラコ

ード (Epi, Epibranchial placode)、そして耳プラコード (Oti, Otic placode) の各プラコードに

おいて発現が確認された (図 10C) 、さらに発生の進んだ初期幼生期においては上鰓骨側線 

(Av, Anteroventral lateral line) 、嗅上皮 (Olf, Olfactory nerve)、そして耳胞 (Otic, Otic 

vesicle) の各感覚神経組織において発現が見られた (図 10D, 10D’, 10D’’) 。また眼の網膜周辺

にも発現が見られたため、切片を作製して発現領域の観察を行なった。その結果、網膜色素上

皮 (RPE, Retinal pigment epithelium) において顕著な発現が見られることが分かった (図

10D’’’) 。この Fam46a の発現パターンは既知の予定プラコードマーカー遺伝子である Six1, 

Eya1 と非常に類似していた。これらのマーカー遺伝子は、初期神経胚期には予定プラコードに

おいて特異的に発現するが、発生が進むにつれて発現領域が変化していき、尾芽胚期には各プ

ラコードに発現し、初期幼生においては各感覚神経組織で発現することが報告されている。以

上の結果から、Fam46a は初期神経胚期に予定プラコードで、そして尾芽胚期には鼻プラコー

ド、鰓プラコードおよび耳プラコードで特異的に発現する遺伝子であることが分かり、有用な

プラコードマーカー遺伝子であることが示された。 

次に Fam46a mRNAの空間的発現パターンに加えて時間的発現パターンを解析するため、

各発生ステージの胚からRNAを抽出し、cDNAを合成して Stage PCR を行なった。Fam46a 

mRNAの発現量、および比較のために他のマーカー遺伝子のmRNAの発現量の変化を解析し
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た。Stage PCRの結果、Fam46a は初期原腸胚 (Stage 10) から発現が始まり、初期幼生である 

Stage 40 まで発現していた (図 11) 。またその発現量は Staga 10から Stage 20 にかけてほぼ

一定であり、Stage 25 以降は発生が進むにつれ発現量が上昇する傾向が見られた。予定プラコ

ードマーカー遺伝子であるSix1と Eya1 は初期原腸胚 (Stage 10) から初期幼生 (Stage 40) ま

で発現が見られ、その発現量は中期原腸胚 (Stage 12) 以降に上昇し、その後は発生が進むにつ

れて僅かに上昇する傾向が見られた。この Six1 の発現時期は Fam46a の発現時期と類似して

いた。また神経板境界遺伝子 Zic1は、初期原腸胚 (Stage 10) から中期原腸胚 (Stage 12)で発

現し、その後発現量が顕著に減少したのちに尾芽胚 (Stage 25, 30) において再び発現量の上昇

が見られた。BMPシグナルのターゲット遺伝子であるVent1/2 も初期原腸胚 (Stage 10) から

発現が始まり、尾芽胚 (Stage 25-30) において発現が見られた。しかしその発現量は発生が進

むにつれ減少する傾向が見られた。また BMPのアンタゴニストであるChordin は初期原腸胚 

(Stage 10) から初期幼生 (Stage 40) において発現しており、発現量は発生が進むにつれて減少

傾向が見られた。したがってZic1, Vent1, Vent2 および Chordin の各遺伝子の発現開始時期

は Fam46aと一致していたが、その後の発現量の変化については異なるパターンを示した。こ

れらのデータは Fam46a が神経板境界マーカー遺伝子と同時期から発現を開始し、その発現は

予定プラコードマーカー遺伝子の発現が継続する時期まで続くことを示している。 

最後に、第１章で条件検討を行ったツメガエルの外胚葉片から誘導した予定プラコード様細

胞を用いて、既知の予定プラコードマーカー遺伝子 Six1 および Eya1 と Fam46a 間での発現挙

動の比較を行なった。Chordin (Chd) mRNA注入および SU5402 を添加して処理したアニマル

キャップでは Six1 および Eya1 の発現量は上昇する。そこに PRDM12（側方予定プラコードに

発現し、予定プラコード形成に必須とされるエピジェネティック因子）を共注入するとこれら

の発現量は顕著に減少する (Matsukawa et al., 2015)。同様のパターンは神経板境界マーカー遺

伝子であるZic1 においても見られる。そこで同サンプルにおいて Fam46a の発現量の変化を解

析したところ、Chd mRNA注入および SU5402 添加の条件で発現量が上昇し、PRDM12 MO

を共注入した際には発現量が顕著に減少していた (図 12) 。これらの結果から Fam46a が神経
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板境界および予定プラコード関連遺伝子と類似の発現の挙動を取ることが分かり、Fam46aが

有用な予定プラコード関連遺伝子であることが示された。 

 

4-2 Fam46a の過剰発現胚および機能阻害胚の表現型観察 
 
次に Fam46a遺伝子の機能を解析するために、Fam46a の過剰発現胚および機能阻害胚を作

製し、三日後胚において表現型観察を行った。その結果、Fam46a mRNAを４細胞期に注入し

て過剰発現させた胚では、眼を含む頭部欠損と体軸の縮小、および体色が白くなる色素沈着異

常の表現型が見られた (図 13A, 13B) 。これらの表現型において、頭部欠損と体軸の縮小および

色素沈着以上の全ての表現型が見られた個体を severe, 体色異常の表現型のみが見られた個体を

slight として分類して二段階で評価した結果、slight および両者を合わせた表現型を示す個体の

割合は、注入した Fam46a mRNAの濃度依存的に上昇した (図 13C) 。次に Fam46a の機能阻

害胚を作製するために、Fam46a に対するモルフォリノオリゴヌクレオチド (MO, Morpholino 

Oligo nucleotide) を設計した。アフリカツメガエルは異質四倍体であり、Fam46a においては

Fam46a-S およびFam46a-L の２つのホメオログが存在する。そこで両者の塩基配列に対して

働くスプライシング阻害型のモルフォリノオリゴヌクレオチド (MO) を設計した。このMOは

イントロンと２番目のエキソン間の配列に特異的に結合し、前駆mRNAが成熟mRNAとなる

のを妨げる。MOの評価のためにツメガエルの初期幼生胚から作製した cDNAライブラリーを

用い、Fam46aの全長に対するプライマーを設計して PCRを行い増幅断片の長さを調べた。そ

の結果、正常胚では1.2 Kb 付近に成熟 Fam46a mRNAのバンドが確認されたのに対し、Fam- 

46a MO注入胚では 2.3 Kb 付近に前駆mRNAのバンドが見られ、このMOがスプライシング

阻害として機能していることが確認された (図 13D) 。そこで Fam46a MO を４細胞期に注入

し、機能阻害させた胚を作製して表現型観察を行った。その結果、眼の欠損および体色が暗く

なる色素沈着異常の表現型が見られた (図 13E, 13F) 。この表現型異常を示す個体の割合は、注

入した Fam46a MOの濃度依存的に上昇した (図 13G) 。また、Fam46a MO に加えて Fam- 

46a mRNA を共注入し、レスキュー実験を行なったところ、表現型異常を示す個体の割合は著

しく減少した。このことからFam46a MOは Fam46a に特異的に働くことが示された。体色に
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関わる色素細胞は予定プラコード領域に隣接する神経堤領域の細胞群に由来すること知られて

いる。したがってこれらの結果は、Fam46a が予定プラコード形成およびその維持に必要とさ

れる一方で、神経堤分化に対しては阻害的に作用することを示唆した。 

 
4-3 Fam46a 発現による外胚葉パターニングの変化 
 
発生のより初期における Fam46a の機能を探索するために、次に Fam46a mRNAあるいは

Fam46a MOを片側割球のみに注入した過剰発現胚および機能阻害胚を作製し、初期神経胚に

おける各外胚葉マーカー遺伝子の発現領域を正常胚と比較解析した (図 14) 。方法としては予定

プラコードマーカー遺伝子Six1、神経堤マーカー遺伝子 Slug, FoxD3、表皮マーカー遺伝子 

XK81、神経板 マーカー遺伝子 Sox2 の各発現領域を in situ hybridization法により解析した。

その結果、Fam46a の過剰発現により、予定プラコードマーカー遺伝子 Six1 の発現領域が表皮

側に大きく拡大した (図 14A) 。一方で機能阻害胚では Six1 の発現領域が顕著に縮小していた。

また神経堤マーカー遺伝子 Slug, FoxD3の発現領域については、Fam46aの過剰発現により発

現領域が欠失あるいは顕著に縮小し、反対に Fam46a を機能阻害させると予定プラコード側に

発現領域が顕著な拡大することが分かった (図 14B) 。これらの結果は、Fam46a が予定プラコ

ード形成に必要とされ、さらに隣接する神経堤分化に対して阻害的に作用するという仮説を強

く支持した。さらに表皮マーカー遺伝子 XK81 についても解析を行なったところ、Fam46aの

過剰発現により発現領域の僅かな縮小が見られ、機能阻害により発現領域の僅かな拡大が見ら

れた (図 14C) 。しかしどちらも予定プラコード領域および神経堤領域の変化と比較すると大き

な変化は見られなかった。神経板マーカー遺伝子 Sox3の発現領域は Fam46a の過剰発現によ

り僅かに縮小し、機能阻害により僅かに領域が拡大していたものの、どちらにおいてもXK81

の発現パターンと同様に大きな変化は見られなかった。これらの結果から、Fam46a は主に予

定プラコードと神経堤の領域形成において重要であり、過剰発現させると予定プラコード領域

が拡大し、一方で隣接する神経堤領域は縮小することが示された (図 14D) 。反対に Fam46a 機

能阻害胚においては、 予定プラコード領域が大きく縮小し、神経堤領域は大きく拡大してい

た。また表皮や神経板領域形成においても Fam46aは僅かながらに影響を与えており、Fam- 
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46a の過剰発現によりこれらの発現領域は僅かに縮小し、Fam46aの機能阻害により僅かに領

域が広がることが示された。したがって、正常胚においては Fam46a の発現は主に予定プラコ

ード領域形成に必要とされ、一方で神経堤領域には阻害的に作用していることが示された。  

また Fam46aを機能阻害した際の、他の外胚葉マーカー遺伝子の発現変化についても解析を

行なった。まず Fam46a を翻訳阻害した際の、前方プラコードマーカー遺伝子 Six3、側方プラ

コードマーカー遺伝子 Ath-3、後方プラコードマーカー遺伝子 Pax8 の発現領域を in situ hybr- 

idization法により解析した。その結果、機能阻害側ではこれらの遺伝子の発現領域はいずれも

縮小あるいは欠失していた (図 15A) 。これは Fam46a 欠損による予定プラコード形成異常が、

その後のプラコード形成にも影響を与えることを示した。次に神経板境界遺伝子 Pax3、神経幹

細胞遺伝子 Pax6、セメント腺遺伝子 CGについても同様の解析を行なった。その結果、いずれ

の遺伝子についても Fam46a 機能阻害により発現領域の拡大が見られ、特にCGについては顕

著な拡大が見られた (図 15B) 。したがって Fam46a はこれらの外胚葉遺伝子発現にも影響を与

えていることが示された。 

さらに、第１章において作製した予定プラコード様細胞および神経堤様細胞を用いて、Fam- 

46a 発現による各マーカー遺伝子の発現変化を再度検証した。Chd mRNA注入およびSU54- 

02 添加により誘導した予定プラコード様細胞において、予定プラコードマーカー遺伝子 Six1, 

Eya1 の発現変化を in situ hybridization 解析で調べた。その結果、Fam46a を阻害した際に

Six1 および Eya1 遺伝子の発現の顕著な減少が見られた (図 16A) 。一方でChd mRNAおよび

Wnt8 mRNA注入により誘導した神経堤様細胞において神経堤マーカー遺伝子 Snail, Slug の発

現量変化を調べた結果、Fam46a を過剰発現させた際にこれらの遺伝子の発現は顕著に減少し

ていた (図 16B) 。この結果は、Fam46a が予定プラコード遺伝子発現に必要とされ、神経堤遺

伝子発現に対して阻害的に作用するというこれまでの仮説を支持した。最後に同サンプルを用

いて、神経板境界遺伝子および各プラコード遺伝子の発現量変化を qPCR法により定量的に解

析した。予定プラコード様細胞では、神経板境界遺伝子 Zic1、予定プラコード遺伝子 Six1 お

よび Eya1、前方プラコード遺伝子 Six6 および Pax2 も発現していた。Fam46a MOを注入し

た際、これらの遺伝子発現は大きく減少し、特に Zic1 と Six1 においては顕著にその傾向が見
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られた (図 17A) 。神経堤様細胞では、神経板境界遺伝子 Pax3 と Zic1 そして神経堤遺伝子 

Snail と Slug が発現していた。Fam46a mRNAを注入した際、Pax3の発現は軽度に減少した

が、Zic1 は変化が見られなかった (図 17B) 。Snail と Slug の発現は Fam46aの過剰発現によ

り顕著に減少した。これの結果は Fam46a 発現が神経板境界遺伝子 Zic1 と予定プラコード遺

伝子 Six1, Eya1 の発現に必要とされ、神経板遺伝子 Pax3、神経堤遺伝子Snail, Slug の発現に

対して阻害的に働いていることを示した。 

 

4-4 ヌクレオチド転移酵素 Fam46a の細胞内局在観察 
 
 Fam46a タンパク質は、そのアミノ酸配列およびタンパク質の立体構造解析の結果から、ヌ

クレオチド転移酵素であるNTP transferase-7 ドメインを持つことが知られている (Lagali et 

al., 2002) 。また Fam46a タンパク質は他の動物においても広く存在しており、さらにそのア

ミノ酸配列の保存性が非常に高いことから、このタンパク質は生体内で重要な役割を担ってい

ることが示唆される。NTP transferase-7 ドメイン内におけるアミノ酸配列比較を行なった結

果、ツメガエル Fam46a と比較して、ヒト Fam46a では 92 %、マウス Fam46a では 93 %、

そしてショウジョウバエ Fam46a では 61 %と高い相同性が見られることが確認された (図 18- 

A, 18B) 。またドメイン外のN末端側のアミノ酸配列を動物間で比較したところ、配列の保存

性はほとんど見られなかった。一方でドメイン外のC末端側のアミノ酸配列については、ツメ

ガエル Fam46a と他の動物の Fam46a 間での比較解析を行なった結果、ヒトでは 95 %、マウ

スでは 95 %の相同性があることが分かった。ショウジョウバエとの比較ではほとんど相同性が

見られなかった。したがってFam46a タンパク質においては、NTP transferase-7 ドメインが

重要な役割を持つことが示唆された。しかし、このドメインを持つタンパク質の詳細な機能に

ついてはこれまでに多く報告がなされておらず、酵素活性を担うリン酸化等の活性化部位や、

その反応に用いられると考えられる基質の種類についても特定されていない。 

また、異質四倍体であるツメガエルにおいては、xFam46a のホメオログとして xFam46a-S

および xFam46a-L の２種類のタンパク質が存在する。そこでこの２つのタンパク質間のアミノ
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酸の相同性比較も行なった。その結果、NTP transferase-7 ドメイン内において約99 % の非常

に高い相同性が見られた (図 19A, 19B) 。また、ドメイン外のN末端側の配列では 87.5 %、C

末端側の配列では 100 %の相同性が見られた。さらに同じ Fam46ファミリーに属する xFam- 

46a, xFam46b, xFam46c そして xFam46dについてもアライメント比較を行なった。その結

果、NTP transferase-7 ドメイン内で Fam46a と比較すると、それぞれ Fam46bは 75 %、Fa- 

m46cは 74 %、Fam46d とは 70 % の相同性が見られることが分かった (図 19C, 19D) 。また

N末端側の配列では相同性がほとんど見られず、C末端側の配列では Fam46bは 53 %、Fam- 

46c は 69 %、Fam46d は 79 % の Fam46a との相同性が見られることが分かった。これらの結

果から、Fam46a は Fam46 ファミリー内においても配列の保存性が非常に高く、特にNTP tr-

ansferase-7 ドメインにおいてその傾向が強く見られ、さらにC末端側の配列の相同性も高いこ

とから、これらの領域において重要な機能があることが推測された。 

次に Fam46aのタンパク質としての機能を探索するために、ヒト培養細胞であるHeLa 細胞

を用いて、ツメガエル Fam46aの細胞内の局在観察を行なった。GFP-Fam46a を pCS2 ベクタ

ーに導入したプラスミドコンストラクトを作製して、HeLa細胞にトランスフェクションを行

い、その 24時間後に顕微鏡で蛍光観察を行なった。その結果、GFP-Fam46a は細胞全体に発

現しており、Fam46aは核および細胞質に局在していることが分かった (図 20) 。また別の観点

として、ヒト Fam46aは Yeast Two-Hybrid System を用いた先行研究において、BMPシグナ

ルの構成因子である Smad1 と直接的に結合することが報告されている (Colland et al., 200- 

4) 。そこで次に、Fam46a と BMP シグナルとの関連性について検証実験を行なった。Smad1

は BMPシグナルの構成因子であり、BMPシグナルが活性化されると受容体に直接リン酸化さ

れ、他の Smad1 と二量体を形成し、さらにSmad4 と複合体を形成した後に核移行して BMP

シグナルのターゲット遺伝子のプロモーター領域に直接結合することで、一連の遺伝子の転写

を活性化する。そこで BMPシグナル活性化時に Fam46aも細胞内で局在変化するという仮説

を立て、検証実験を行なった。先ほどと同様の手法により pCS2-GFP-Fam46a プラスミドコン

ストラクトをヒトHeLa細胞にトランスフェクションし、その24時間後に Fam46a の細胞内局

在を顕微鏡で蛍光観察した。BMPシグナルのリガンドである BMP4 タンパク質を培地に添加
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し、添加後15分毎に写真撮影を行なった(図 21)。その結果、添加前は核および細胞質で見られ

た Fam46a の局在は、BMP4 添加後 60 分後から徐々に核で多く観察され、105 分後には 

Fam46a の核局在化が顕著に見られた。この結果は、Fam46a が BMPシグナルと強い関連性を

持っており、BMPシグナルが活性化された状態では、BMPシグナル構成因子であるR-Smad 

(Smad 1/5/8) が示す挙動と類似して、細胞内の核局在化が促進されることが示唆された。 

 
4-5 Fam46a と BMPシグナルの関連性の検証 
 
ヒトHeLa 細胞を用いた細胞内局在変化の観察により、Fam46a は核および細胞質に局在

し、BMPシグナルと強い関連性があり、BMPシグナル活性時には Fam46a 自身も核に移行し

ていることが示された。 そこで次に Fam46aの発現が、BMPシグナルに対して促進的あるい

は抑制的に働くかを調べるための検証実験を行なった。BMPシグナル活性時の Fam46a の機能

を調べるため、ツメガエルの外胚葉片（アニマルキャップ）に一定量の BMP4 のmRNAおよび

Fam46a mRNAを 200 pg, 1000 pg の二段階の濃度で共注入して培養した際の、BMPシグナ

ルターゲット遺伝子Vent1, Vent2  mRNAの発現量変化を qPCR法により定量解析した。その

結果、Fam46aを発現させた際には、 BMP4 を単独で発現させた際よりも、Vent1, Vent2 ど

ちらの発現量も上昇することが分かった (図 22) 。しかしいずれの遺伝子の発現量の上昇のレベ

ルも、Fam46a  mRNA 200 pg あるいは 1000 pg 注入時では大きな差が見られなかった。 

さらに同様の検証を、ツメガエルの胞胚期の胚を用いて行なった。胞胚期の胚の動物極側に

おいては、BMP4 を始めとする BMPタンパク質が豊富に存在しており、それにより BMPシグ

ナルのターゲット遺伝子であるVent1, Vent2, Id3, AP2 等の因子も多量に発現していることが

知られている (Nordin and LaBonne, 2014) 。そこで BMP受容体である BMPRⅡ mRNA、ド

ミナントネガティブ受容体である tBR のmRNA、あるいは Fam46a mRNAを胚の片側割球に

注入して過剰発現させた際の、Vent1, Vent2 の発現パターンの変化を in situ hybridization法

法により解析した。BMPRⅡ を発現させるとVent1, Vent2 の発現量はいずれも顕著に上昇

し、反対に tBR を発現させるとこれらの遺伝子の発現量は減少した (図 23) 。一方で Fam46a

を発現させた際には、BMPRⅡ の発現時と同様に、Vent1, Vent2 の発現量が上昇していること
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が分かり、特にVent2 に関しては顕著な上昇が見られた。Fam46a MO 注入による機能阻害実

験も行なったが、発現パターンの変化は見られなかった。この理由としては胞胚期に Fam46a

が微量にしか存在していないためほとんど機能しておらず、そのため Fam46a MOによる機能

阻害の影響が表れなかったと考えられる。これらの結果から、Fam46a は BMPシグナルに対し

て促進的に作用しており、BMPシグナルターゲット遺伝子であるVent1, Vent2 の発現を促進

していることが示された。 

 Fam46a 発現による BMPシグナルの活性化が示されたことから、次に Fam46a発現による

BMPシグナル構成因子 Smad1 の細胞内局在変化を解析した。方法としては、BMPシグナルが

恒常的に働いている細胞群において観察を行うため、Wnt シグナル構成因子β-catenin に対す

る MOを胚に注入し、胚発生における原腸陥入を阻害することで胞胚期の状態を維持したツメ

ガエル胚を作製した。カノニカルWnt シグナルは原腸陥入の引き金となるオーガナイザー組織

を誘導するシグナルであることが知られており、そのシグナルを抑制することで原腸陥入運動

が阻害される。胚の作製にあたっては、β-catenin MO注入に加えて、mCherry タグ付き Sm- 

ad1 mRNAを共注入し、さらに BMPシグナル抑制のためにChd mRNAと Fam46a mRNAも

共注入した。そして同時に発生を開始した正常胚が初期の神経胚期となるまで培養し、顕微鏡

で蛍光観察を行い、Smad1の細胞内局在変化を解析した。胚の動物極側の細胞群において蛍光

観察を行なったところ、mCherry-Smad1 に加えてβ-catenin MOのみを注入した胚では、約

82 %の細胞において Smad1 が核に局在している様子が観察された (図 24) 。一方でChd mR- 

NAを共注入した胚ではSmad1が核にのみ局在している細胞の割合は45 %に減少し、局在は

核だけでなく細胞質全体に広がっている様子が確認された。さらにChd に加えて Fam46a を発

現させた際には、Smad1 が核に局在している細胞の割合は 79 %と、β-catenin MOのみを注

入した際と同程度の細胞の割合に回復している様子が観察された。これらの結果は、Chd発現

によって抑制された BMPシグナルの活性が、Fam46a の発現によって再度活性化され、それに

より Smad1 の細胞内局在が細胞質から核へと移行したことを示唆した。以上の結果から、Fa-

m46aは BMPシグナルに対して促進的に働いており、BMPシグナルの構成因子である Smad1

の核移行にも直接的に影響を与えていることが示唆された。 
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4-6 Fam46a と BMPシグナル構成因子 Smad1 および Smad4 との相互作用 
 
これまでの Fam46a と BMPシグナルの関連性についての研究結果に加えて、Yeast-two hy- 

brid 法を用いた先行研究において、ヒト Fam46aは BMPシグナル構成因子である Smad1 に

直接的に結合するタンパクの一つであることが報告されている (Colland et al., 2004)。それゆ

えに次に Fam46a の詳細な作用機序を探索するために、BMPシグナル構成因子である Smadと

Fam46a との物理的な相互作用に着目し、共免疫沈降法による検証実験を行なった。BMPシグ

ナルは、リガンドである BMPが受容体に結合した後に、受容体がR-Smads (Smad1/5/8) を直

接リン酸化し、その後R-Smad 同士がそれぞれ二量体を形成する。そしてその二量体はCo-

Smad である Smad4 と細胞質中で結合して複合体を形成した後に核へと移行し、BMPシグナ

ルのターゲット遺伝子のプロモーター領域に直接結合することで、転写を活性化させる。 

そこでまず Fam46a と R-Smad の１つであるSmad1 が相互作用しているかどうかを、共免

疫沈降法により解析した。GFPタグ付きの Fam46a コンストラクトおよびMycタグ付きの S- 

mad1 コンストラクトを作製し、GFPをネガティブコントロール、GFPタグ付き Smad4 をポ

ジティブコントロールコンストラクトとして用いた。各GFPタグ付きmRNAあるいは各GFP

タグ付き mRNAとMyc-Smad1 を共注入した胚を用いて、GFP抗体によるプルダウンアッセイ

を行なった (図 25A, 25B) 。 その結果、GFP-Fam46a とMyc-Smad1 の共発現サンプルにおい

て、Myc-Smad1 のバンドが確認され、Fam46a と Smad1 の間に物理的な結合があることが示

された (図 25A, 赤枠) 。GFP-Smad4 およびMyc-Smad1 の共発現サンプルにおいてもMyc-S- 

mad1 のバンドが確認され、先行研究による報告と同様に、Smad1 と Smad4も直接的に結合

していることが確認された。次に同様の実験を BMP受容体阻害剤であるLDN193189 添加条件

で培養したサンプルおいても行なった。その結果、GFP-Fam46a およびMyc-Smad1 の共発現

サンプルにおいて、Myc-Smad1のバンドが確認され、BMPシグナルがオフの時においても

Fam46a と Smad1 は結合していることが分かった (図 25B, 赤枠) 。LDN処理を行なった際

は、R-S-mad1 である Smad1 は受容体にリン酸化されず、Co-Smad である Smad4 と複合体を

形成することが出来ない。そのため、先行研究の報告と同様に、GFP-Smad4 とMyc-Smad1間
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では物理的な結合は見られなかった。以上の結果から、Fam46aは BMPシグナルのオンの時お

よびオフの時のどちらの状態においても Smad1 と物理的に結合していることが示された。 

次に Fam46aが結合する Smad1 の詳細なドメインを特定するために、Smad1においてドメ

イン欠損コンストラクトを作製した。Smad1タンパク質は、DNA結合領域を持つMH1ドメイ

ンと、BMPシグナル受容体によるリン酸化を受ける SSXS モチーフを含むMH2ドメイン、そ

してそれらをつなぐリンカー部位によって構成されている 。そこでそれぞれMH2ドメインを

欠損させたMyc-Smad1-MH1 コンストラクト、MH1ドメインおよびリンカー部位を欠損させ

たMyc-Smad1-MH2 コンストラクトを作製した (図 26A) 。そして各コンストラクト、または

各コンストラクトとGFP-Fam46aを共発現させたサンプルにおいて、Myc 抗体を用いてプルダ

ウンアッセイを行なった。その結果、Myc-Smad1と GFP-Fam46aあるいはMyc-Smad1-MH1

と GFP-Fam46aの共発現サンプルにおいて、GFP-Fam46a のバンドが確認され、Fam46a は

Smad1 のMH1ドメインにおいて特に強く結合していることが示された (図 26B) 。一方で

Smad1 のMH2ドメインと Fam46a の間には物理的な結合は確認されなかった。 

次に同様の手法により、Fam46a と Smad4 の相互作用を検証した。GFP-Fam46a に加えて

Myc タグ付き Smad4 コンストラクトを作製し、GFPをネガティブコントロール、Smad2-GFP

をポジティブコントロールとして用いた。各コンストラクトあるいは各コンストラクトとMyc-

Smad4 を共注入したサンプルを作製し、GFP抗体を用いてプルダウンアッセイを行なった。 

その結果、GFP-Fam46aとMyc-Smad4 の共発現サンプルにおいてGFP-Fam46a のバンドが確

認され、Fam46a と Smad4 間に結合があることが示された (図 27A, 赤枠) 。 

最後に、Fam46a-Smad1および Fam46a-Smad4間の結合の強さを検証するために、図 24A

および図 26Aにおけるウエスタンブロットの結果を、ImageJを用いたDensity ratio 計測によ

り定量的に解析した (図 26B) 。その結果、Fam46a-Smad1 結合は Smad1-Smad4 結合と比較

すると値が顕著に低くなっており、非常に弱い結合であることが示された (図 27B, 上図) 。一

方で、Fam46a-Smad4 結合は Smad2-Smad4結合と比較して値にほとんど差が見られず、強い

結合であることが示された (図 27B, 下図) 。以上の結果から、Fam46a は Smad1および Sm- 

ad4 の両者と結合しており、さらにその結合は Smad4 との間で強いことが示唆された。 
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4-7 Fam46a による Smad1の発現量変化の解析 
 
これまでの研究で、Fam46a は BMPシグナルを促進的に制御し、さらに BMPシグナル構成

因子であるSmad1およびSmad4 と物理的に相互作用することが示された。そこで次に、BMP

シグナル活性時に起こるR-Smad (Smad1/5/8) のリン酸化に着目し、Fam46a 発現によりSma- 

d1 のリン酸化が促進されるかどうかをウエスタンブロットにより検証した。方法としては、２

細胞期のツメガエル胚に一定量の BMP4 mRNAと Fam46a mRNAを 200 pg, 500 pg, 1000 

pg の三段階の濃度で共注入して培養したサンプルを作製し、Fam46a 発現時の pSmad1 (C 末

端側のリン酸化)、total の Smad1 (リン酸化 Smad1+ 非リン酸化 Smad1) のタンパク質発現量

変化を解析した。内在性コントロールとしてはβ-tubulin を用いた。その結果、予想通り、BM- 

P4 発現により pSmad1 の発現量の顕著な上昇が見られた (図 28A) 。しかし意外なことに、Fa- 

m46aを発現させてもリン酸化Smad1の発現量の上昇は見られず、1000 pg の注入の際にも変

化が見られなかった。この結果は、Fam46a が BMPシグナルを促進する役割を担っているもの

の、その作用機序としてはR-Smad のリン酸化以外の経路に働きかけることよって起こってい

ることを示唆した。 

そこで次にSmad1タンパク質の安定性に着目した。Smad1の安定性に関わる先行研究にお

いては、他のシグナルの影響を受けてタンパク質の分解が促進される例が報告されている。

Smad1 はリンカー領域に存在するリン酸化サイトを、Wnt シグナル下流のGSK-3βや FGFシ

グナル下流のMAPKによってリン酸化されることにより、その後ユビキチン化され、最終的に

プロテアソームにおいて分解されることが知られている (Fuentealba et al., 2007) 。前述の共

免疫沈降実験の結果は、Fam46a が、Smad1 の DNA結合領域を含むMH1ドメインおよびリ

ンカー部位と結合することを示した。そこでSmad1 と物理的に結合する Fam46aは、Smad1

のリンカー領域に結合することによって、FGFおよびWnt シグナル活性時にシグナル構成因子

の影響により通常起こる Smad1 のリンカー部位のリン酸化を抑制し、それにより Smad1 分解

を阻害しているのではないかという仮説を立て、検証を行なった。方法としてはMyc タグ付き

Smad1 mRNAを胚に一定量注入し、さらに Fam46a mRNAを 200, 500, 1000 pg の三段階の
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濃度で共注入して培養したものをサンプルとして作製した。そしてMyc, GFP の抗体を用いて

それぞれ Smad1, Fam46aのタンパク質の発現量をウエスタンブロットで解析した。内在性コ

ントロールとしてβ-tubulin の発現量を解析した。その結果、Smad1についてはリン酸化され

たフォームおよび非リン酸化フォームの２本のSmad1 のバンドが検出された (図 28B, Pera et 

al., 2003) 。また Fam46a についても同様に、リン酸化フォームと非リン酸化フォームの２本

のバンドが検出された。そしてリン酸化 Smad1 の発現においては、Fam46a 発現により発現量

はほとんど変化していなかった。一方で非リン酸化Smad1 については 、Fam46a 注入により

発現量が顕著に増加することが示された。またその発現量の増加は、注入した Fam46a の濃度

依存的であった。したがってこれらの結果は Fam46a が発現することにより、非リン酸化

Smad1 の発現量が増加することを示した。このことは可能性として、Fam46a が Smad1に物

理的に結合することで、他のシグナル因子の影響で起こるタンパク質分解の促進を阻害するこ

とで安定化させ、発現量上昇を引き起こしていることを示した。最後に、同様の解析をSmad4

の分解にも着目して行なった。一定量のMyc-Smad4 mRNAと Fam46a mRNAを三段階の濃

度で注入して培養した胚を用いてサンプル作製を行なった。そしてMyc, GFP の抗体を用い

て、それぞれ Smad4, Fam46a の発現量の変化をウエスタンブロットにより解析した。内在性

コントロールとしてβ-tubulin の発現量を解析した。その結果、Smad4 の発現量は Fam46a の

注入により大きな変化は見られなかった (図 28C) 。一方で、Smad4にはリン酸化フォームは確

認されなかったものの、Smad1 の解析時と同様に、Fam46a はリン酸化フォームおよび非リン

酸化フォームの２種類が存在することが分かった。したがって Fam46a の発現はSmad4 の発

現量には影響を与えないことが示された。  

そこで最後に、Fam46a 発現により、顕著な発現量の変化が見られた非リン酸化Smad1の発

現量変化について、ImageJ によるDensity ratio 計測によって定量的解析を行なった (図 27B, 

D) 。リン酸化 Smad1、非リン酸化Smad1および total（リン酸化+ 非リン酸化）Smad1 の発

現量について解析を行なった結果、リン酸化および total の Smad1 の発現量は Fam46a 発現に

よりあまり変化が見られなかったが、非リン酸化 Smad1 の発現量は Fam46a 注入により顕著
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に増加し、その増加量は Fam46a の注入量依存的であることがわかった。したがってこの結果

からも、Fam46a の発現は、非リン酸化Smad1の発現量を顕著に増加させることが示された。 

 
4-8 Fam46a による BMPシグナルターゲット遺伝子の転写活性化への影響  
 
 これまでの研究結果から、Fam46a は Smad1 および Smad4 と物理的に結合し、さらに Sm- 

ad1 についてはそのタンパク質の安定化に寄与する可能性が示された。そこでさらなる Fam-

46a の作用機序の解明の一端として、Fam46aが Smad1 および Smad4と複合体を形成したの

ちに核移行し、BMPシグナルのターゲット遺伝子のプロモーター配列に結合することで遺伝子

発現を促進しているのではないかという仮説を立て、検証実験を行なった。方法としては BMP

シグナルターゲット遺伝子の Id3 のプロモーター配列を用いたルシフェラーゼアッセイを行

い、Fam46a 発現時あるいは機能阻害時に、Id3 の転写活性が変化するかどうかを検証した。 

まず Fam46a発現時の変化を解析するために、Smad1、Fam46a、あるいは Smad1 と Fam- 

46a を共発現させた胚を作製し、Id3 のプロモーター配列を用いたルシフェラーゼアッセイを行

なった。その結果、Smad1発現により、無処理胚と比較して1.6 倍程度の Id3 の転写活性化が

見られた (図 29A) 。Fam46a 発現時にも、Smad1発現の際と比較すると僅かに活性化のレベル

が低いものの、約 1.4 倍程度の転写の活性化が見られることが分かった。意外なことに、Sma- 

d1 および Fam46aの共発現時における Id3 の転写活性化のレベルは、無処理胚と比較して約

1.5 倍程度であり、それぞれ単独で発現させた場合と比較しても顕著な増加は見られなかった。

以上の結果から、Fam46a は Id3を始めとする BMPシグナルのターゲット遺伝子の転写活性化

を促進していることが示唆された。 

次に、Fam46aの機能阻害時の変化を解析するために、Smad1 mRNAと BMP4 mRNA、ま

たは Smad1 mRNA、BMP4 mRNAと Fam46a MOを共注入した胚を作製し、同様に Id3のプ

ロモーター配列を用いたルシフェラーゼアッセイを行なった。その結果、Smad1 および BMP4

発現の際には、無処理の胚と比較して約 1.2 倍の Id3 の転写活性化が見られた (図 29B) 。一方

で Smad1 mRNAと BMP4 mRNAに加えて Fam46a MOを共注入した際には、Id3 の転写活

性化は、無処理の胚と比較して約 0.97 倍となっており、転写が抑制されていることが分かっ
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た。以上の結果から、先ほどの結果と同様に、Fam46a の発現は Id3を始めとする BMPシグナ

ルのターゲット遺伝子の転写の活性化に必要とされていることが示唆された。 

 

4-9 Fam46a による Vent1, Vent2 mRNAの安定化への影響  

最後に、近年 Fam46aおよび Fam46aとアミノ酸配列の相同性の高い Fam46c と Fam46d

が、アミノ酸配列とタンパク質の立体構造の解析から、非カノニカルポリAポリメラーゼであ

ると示された報告に着目した (Kuchta et al., 2009; Mroczek et al., 2017) 。非カノニカルポリ

Aポリメラーゼは、細胞内において核および細胞質に局在し、遺伝子の転写後調節に働き、前

駆mRNAの 3’ UTR領域のポリA付加配列に結合して、mRNAの尾部にポリA配列を付加し

てmRNA安定性を増強し、遺伝子発現の安定化に関わると考えられる酵素である。しかし初期

発生においては働く時期や領域等のタンパク質の詳細な機能はほとんど報告がされていない。 

そこで、Fam46a のさらなる機能として、BMPシグナルターゲット遺伝子がmRNAに転写

されたのちに、その3’ UTR 領域のポリA付加配列に Fam46a が特異的に結合し、ポリA配列

を付加することによりmRNAの安定化に関与しているのではないかという仮説を立て、検証実

験を行なった。 方法としては、pCS2 ベクターに BMPシグナルターゲット遺伝子Vent1 を挿

入したコンストラクトと pBluescriptⅡ SK (SK) ベクターにVent1の配列を挿入したコンスト

ラクトを作製し、それぞれを鋳型として in vitro 転写を行なった。pCS2 ベクターはマルチクロ

ーニングサイトの外側にポリA付加配列を持つため、転写後のmRNAにはポリA配列が付加

されている。一方でSKにはそのような配列は含まれていないため、転写後のmRNAにはポリ

A付加配列は存在しない。これらのmRNAをそれぞれ胚に注入し、原腸胚期まで培養した胚か

らサンプルを作製し、RT-qPCR 法によりmRNA量を定量的に解析した。さらにFam46a MO

あるいは Fam46a mRNAを共注入し、Fam46a発現によるmRNA量の変化を解析した。その

結果、Vent1-poly(A) 注入胚ではmRNA量が多く、ポリA配列無しのVent1注入胚ではmR- 

NA量は少なく、非注入胚と同程度の量であることが分かった (図 30A,B) 。これはポリA 配列

の無いmRNAは安定性がなく、大半が分解されたと考えられる。mRNA量の多く見られたVe- 
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nt1-poly(A) 注入胚においては、Fam46a MOを共注入した際には、mRNA量の顕著な減少が

見られた (図 30A) 。反対にVent1-poly(A) mRNAと Fam46a mRNAを共注入した胚において

は、mRNA量の顕著な上昇が見られた (図 30B) 。以上の結果から、Fam46a はポリA付加を

介した BMPシグナルターゲット遺伝子の転写後調節にも関わっている可能性が示された。 
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5. 考察 
 
これまでの研究結果から、予定プラコード様細胞を用いたDNAマイクロアレイ解析で同定さ

れた Fam46aは、初期神経胚における予定プラコードよび尾芽胚期における鼻、鰓、耳の各プ

ラコードに特異的に発現する遺伝子であることが示された。また Fam46aの発現パターンは予

定プラコードマーカー遺伝子Six1 およびEya1と類似していることが分かった。また予定プラ

コード様細胞において 、予定プラコード関連エピジェネティック因子 PRDM12 を機能阻害さ

せた際には、Six1 と Eya1 の発現量はどちらも顕著に減少することが示されたが、その際に

Fam46a の発現量も同様に顕著に減少することが分かった。この結果から、Fam46a は空間的

発現パターンだけでなく、発現挙動も予定プラコードマーカー遺伝子と類似していることが示

された。さらに、Fam46a は発現開始時期が BMPシグナルターゲット遺伝子Vent1と Vent2

と同時期の後期原腸胚期であり、これは Six1 と Eya1 の発現開始時期の初期神経胚期よりも早

くなっていた。この結果から、Fam46aは Six1 および Eya1を含む予定プラコード遺伝子の上

流因子として働き、それにより予定プラコード形成を制御している可能性が考えられた。 

また Fam46a発現が、神経胚期における外胚葉パターニングに与える影響について調べたと

ころ、Fam46aの機能阻害により予定プラコード領域が縮小し、一方で隣接する神経堤領域が

拡大することが示された (図 14) 。反対に、Fam46a の過剰発現では予定プラコード領域が拡大

し、一方で神経堤領域は縮小することが分かった。これらの結果は、Fam46a の発現が予定プ

ラコードの形成に必要とされ、かつ神経堤の形成に対しては阻害的に作用していることを示し

た。先行研究においても、Six1, Eya1 を始めとする予定プラコード遺伝子が隣接する FoxD3 等

の神経堤遺伝子の発現を抑制する例が報告されていた (Brugmann et al., 2004; Leung et al., 

2013) 。したがって本研究の結果は、Fam46a もこれらの既存の予定プラコード遺伝子と同様

の挙動をすることを示し、これまでの予定プラコード遺伝子における先行研究の報告を支持し

た。また Fam46a の過剰発現胚や機能阻害胚における表現型観察において、プラコードを含む

頭部の組織形成の異常、および神経堤由来の細胞による色素沈着異常の表現型が多く見られた
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ことから、この遺伝子が初期発生の特に神経胚期において、重要な役割を担っていることが推

測された。

さらに、神経胚期の予定プラコード領域形成において Fam46a の影響を受ける遺伝子として

神経板境界遺伝子 Zic1 が挙げられることが分かった (図 17) 。Zic1は、予定プラコード様細胞

および神経堤様細胞において発現が見られたが、予定プラコード様細胞においては Fam46aの

機能阻害により発現量が減少したが、一方で神経堤様細胞においては Fam46a を過剰発現させ

た場合には発現量の変化が見られず、Fam46a の発現の影響を受けなかったことが示された。

このことから、Zic1は予定プラコード形成では Fam46a と協調的に働いており、一方で神経堤

形成においては Fam46a との相互作用を持たない可能性が示された。

次に行なった予定プラコード領域形成におけるFam46a の作用機序の探索では、Fam46aと

BMPシグナルとの関連性が明らかになった。具体的には Fam46a が BMPシグナルの構成因子

Smad1 および Smad4 に物理的に結合して複合体を形成しており、さらに BMPシグナルターゲ

ット遺伝子のmRNAの転写を促進していることが示された (図 31) 。この機構によりFam46a

は一連の BMPシグナルのターゲット遺伝子の転写を活性化し、結果として BMPのシグナルを

活性化させると考えられる。この作用機序は Pax7やMsx1 などの神経板遺伝子と類似しており

(Grocott et al., 2012; Groves and LaBonne 2014)、Fam46a もこれらの因子と協調的に働い

ていることが推測された。また BMPシグナル活性化時だけでなく、LDN193189 処理により

BMPシグナルをオフにした条件においても、Fa-m46a と Smad1 との間には相互作用が見られ

た。さらにウエスタンブロットの解析結果から、Fam46aを発現させることで、非リン酸化

Smad1 の発現量の増加が見られることが分かったことから (図 28B)、このことは可能性とし

て、Fam46aが Smad1 と物理的に結合することで、通常起こる Smad1 タンパク質の分解を阻

害することで安定化させ、それによりSmad タンパク質の総量が増えることが考えられた。そ

れにより Fam46a が BMPシグナルターゲット遺伝子の転写を活性化させ、結果として BMPシ

グナルを活性化させる経路がある可能性を示した。実際に原腸胚期に形成される神経板境界領

域においては、他にも Zic1, Msx1, Pax7, Dlx3 を始めとする転写因子が発現し、この一連の転

写因子の発現が予定プラコードマーカー遺伝子Six1, Eya1 の発現を制御し、それにより予定プ
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ラコードおよび神経堤の領域形成に関わっていると考えられている (Grocott et al., 2012)。し

たがって今後は、これらの転写因子とFam46a との関連性、および協調的に働く機構を検証す

ることで、Fam46a による予定プラコード領域形成の制御機構を明らかにしていく必要性があ

る。 
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結論 
 
様々な感覚神経関連器官の原基である予定プラコードは、初期発生において一過的に形成さ

れる組織であり、その詳細な形成機構解明および予定プラコードの領域特異的に発現するマー

カー遺伝子の探索はこれまで十分に進められて来なかった。そこで本研究ではこの予定プラコ

ード形成機構の解明を目的として、実際の胚発生を模倣したシグナル調節によるツメガエルの

多能性細胞からの予定プラコード様細胞の誘導系の確立と、DNAマイクロアレイによる比較解

析における新規の予定プラコード関連遺伝子の同定、および同定した 遺伝子についての予定プ

ラコード領域形成における機能解析を行った。 

第 1章においては、ツメガエル外胚葉片の細胞群から予定プラコード様細胞を特異的に誘導

する系の確立を行った。初期神経胚期の外胚葉の表皮, 予定プラコード, 神経堤, 神経板の各組織

への分化規定においては、BMPシグナル活性が重要な役割を担っているという知見に着目し、

他のシグナル活性は調節することなく、BMPシグナル活性のみを適切に調節することによっ

て、予定プラコード様細胞を特異的に誘導することを目指した。実際の外胚葉においては、原

腸胚期から神経胚期にかけてChd を始めとする BMP阻害因子が発現していることから、Chd

発現量を調節することによって BMPシグナル活性を調節した。その結果、表皮分化に必要な

Chd 発現量と神経板分化に必要なChd 発現量の中間の発現量の条件で、予定プラコードマーカ

ー遺伝子 Six1および Eya1 が最も多く発現していることが分かり、中程度の BMPシグナル活

性強度の条件が予定プラコード様細胞誘導の至適条件であることが明らかとなった。さらに予

定プラコード形成に続いて起こる各プラコードの部域化の過程にも着目したところ、Wntシグ

ナル活性が弱い領域で前方のプラコードが、活性が強い領域では側方および後方のプラコード

が誘導されることが示された。これらの結果は、胚発生の初期神経胚期での予定プラコードの

形成機構解明に加えて、後期神経胚期での予定プラコードから部域化する各プラコードの形成

機構を解明することができたと言える。またこれらの知見は予定プラコードに隣接する神経堤

等の領域内の部域化においてもWntシグナルが役割を持っている可能性を示している。得られ

た知見は今後、再生医療分野のヒト培養細胞を用いた分化誘導系への応用が期待される。例え
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ば、実際に水晶体や三叉神経だけを高効率かつ特異的に誘導することで、疾患患者への移植治

療が可能になると考えられる。 

次に行った予定プラコード様細胞を用いたDNAマイクロアレイ解析では、新規予定プラコー

ド関連遺伝子の同定を目指した。実際の胚発生においては、予定プラコード特異的ではなく他

の外胚葉領域においても発現している遺伝子が多数存在していることを考慮して、予定プラコ

ード以外の外胚葉組織である表皮様細胞、神経堤様細胞、神経板様細胞の誘導条件についても

同様に条件検討を行った。４つのサンプルにおいてDNAマイクロアレイを行い、サンプル間で

の比較解析を行った結果、128 の遺伝子が予定プラコード様細胞において特異的に発現が上昇

していることがわかった。最終的に初期神経胚における空間的な発現パターンの解析と合わせ

た結果、神経胚期の予定プラコード、および尾芽胚期の各プラコードで発現が見られた Fam- 

46a を新規予定プラコード関連遺伝子として同定することに成功した。今後はWnt シグナル調

節によって誘導した各プラコード細胞においても同様に解析を行うことにより、予定プラコー

ドからの部域化の過程で重要な役割を持つ因子を同定することが必要とされる。 

第 2章においては、新たに同定した予定プラコード関連遺伝子 Fam46aについての詳細な機

能解析を行った。Fam46a は初期原腸胚期から発現が始まり、初期幼生期まで発現が続き、発

現量は発生が進むにつれて上昇していた。さらに発現パターンおよび発現の挙動が既知の予定

プラコードマーカー遺伝子Six1およびEya1 と類似していたことから、Fam46a は有用な予定

プラコード遺伝子であることが示された。さらに Fam46aの機能欠損により予定プラコードが

縮小し、隣接する神経堤が拡大することが示されたことから、Fam46a の発現は予定プラコー

ド形成に必須であり、神経堤形成に対して阻害的に作用することが示された。この結果は予定

プラコードに発現する遺伝子が神経堤遺伝子発現に対して阻害的に作用し、予定プラコード- 神

経堤間の境界規定を強固なものにしているという先行研究の結果を支持した。またその作用機

序としては Fam46a が BMPシグナルを促進していることが分かった。実際に Fam46a は BMP

シグナル構成因子 Smad1 および Smad4 と結合し、さらに Fam46a 自身も核移行して BMPシ

グナルターゲット遺伝子 Id3 の転写を活性化することが示された。このことは、予定プラコー
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ド形成には一過的な BMPシグナルの促進が必要とされており、原腸胚期から発現する Fam46a

を始めとする因子によって BMPシグナル活性が調節されている可能性を示した。 

さらに Fam46a は BMPシグナルがオフの時にも、シグナル構成因子である Smad1 と結合

し、Fam46a の発現により非リン酸化Smad1 の発現量が増加することが示された。この結果

は、Fam46aが Smadのタンパク質の分解を阻害し安定化させていることを示唆していた。さ

らに Fam46aはそのアミノ酸配列およびタンパク質の立体構造から、ポリAポリメラーゼとし

て機能することが推測されており、実際に Fam46a発現条件下では BMPシグナルターゲット

遺伝子 のmRNA量が多くなっていることが示された。したがって Fam46a は、シグナルター

ゲット遺伝子のmRNAの安定化に関与し、それによりシグナルを促進していることが考えられ

た。この様に Fam46aはターゲット遺伝子の転写活性化とは別の経路によっても BMPシグナ

ルを促進している可能性が示された。今後は Fam46a による制御を受ける因子をDNAマイク

ロアレイ解析等で探索することでより詳細な制御機構を解明することが期待される。 

 以上のように、本研究では複雑なプラコード形成機構解明の一端として、外胚葉組織から予

定プラコードが形成される過程およびその後に起こる予定プラコードから各プラコードへの部

域化の過程で働くシグナル経路を解明した。さらにツメガエル外胚葉片から予定プラコード様

細胞を誘導し、特異的に発現が上昇していた遺伝子群の中から、新規予定プラコード関連遺伝

子として Fam46a を同定した。そしてこの遺伝子が新規予定プラコードおよび各プラコード形

成に必要とされ、その制御機構としては BMPシグナルターゲット遺伝子の転写調節による、直

接的なシグナルの促進があることが示された。これらの知見は今後の動物発生学分野での詳細

なプラコード形成機構の解明や新規プラコード遺伝子探索、また再生医療分野でのヒト培養細

胞からのプラコードの分化誘導実験における、マーカー遺伝子としての応用やより高効率な分

化誘導系の探索、さらにプラコード疾患患者におけるゲノム編集技術による遺伝子修復での病

気の根本的な治療など、多方面での応用が期待される。 
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6. 図表



神経胚

予定プラコード 

神経板 

神経堤

(頭部)

(尾部)

表皮

[図1]　予定プラコードは頭部の感覚神経関連器官に終分化する

(G. Schlosser, 2006より改変)

尾芽胚

三叉神経

嗅上皮

脳下垂体前葉

水晶体

耳胞

側線

神経胚期の胚の前方においては、神経板の周辺で予定プラコードと神経堤が形成される。
その後、予定プラコード領域の細胞は増殖して遊走性を獲得し、尾芽胚期においては脳下
垂体前葉、嗅上皮、水晶体、三叉神経、耳胞そして側線等の感覚神経関連器官に分化する。
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　予定プラコード



後方プラコード
（耳・鰓）

側方プラコード
（三叉神経）

[図2]　外胚葉のプラコード形成に関わる分子機構

神経胚

原腸胚

外胚葉

神経板予定プラコード　表皮 神経堤 

前方プラコード
（鼻・レンズ）

神経板
境界非神経 神経

BMPシグナル活性

外胚葉領域における分化過程の概略図。原腸胚期に非神経外胚葉と神経外胚葉に分かれ、その
間には神経板境界が形成される。神経板境界はその後神経胚期において、予定プラコードと神
経堤に分かれる。同時期においては非神経外胚葉は表皮に、神経外胚葉は神経板へと分化する。
予定プラコードはその後前方プラコード、側方プラコード、後方プラコードに部域化する。
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BMP阻害因子

前方プラコード
（鼻・レンズ）

側方プラコード
（三叉神経）

後方プラコード
（耳・鰓）



培養
(1xSS)

アニマルキャップの
切り出しmRNA 注入

神経胚期

in situ hybridization 
or RT-qPCR

[図3]　アニマルキャップアッセイの概要

２細胞期 胞胚期

２細胞期の動物極側の両割球に mRNA を微量注入し、胞胚期にアニマルキャップ（外胚葉片）
を切り出した。1× Steinburg”s Solution (1xSS) において培養した後、予定プラコードおよび神経
堤の形成段階である神経胚期おいて回収し、in situ hybridizationあるいは RT-qPCR を行なった。
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培養
(1xSS)

23 ℃
5.5 h

23 ℃
10.5 h



予定プラコードマーカー

[図4]　アニマルキャップを用いた予定プラコード様細胞誘導条件の検討

A

B no inj. Chd 20 pg Chd 50 pg Chd 100 pg

(A)２細胞期に様々な濃度の Chd mRNA を微量注入したアニマルキャップの神経胚期における
予定プラコードマーカー遺伝子 Eya1, Six1, Ath-3 のそれぞれの相対発現量を、qPCR 法に
より定量解析した。(n=20, 3 biological replicates, エラーバーは標準偏差を示す。）

(B)  Chd mRNA 注入アニマルキャップにおける予定プラコードマーカー遺伝子 Six1 mRNAの発
現パターンをin situ hybridization 法により解析した。(n=7, エラーバーは標準偏差を示す。)

Six1 Six1 Six1 Six1
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神経堤マーカー

神経板マーカー 表皮マーカー

C

BA

[図5]　Chd mRNA 注入による他の外胚葉マーカー遺伝子発現変化
２細胞期に様々な濃度のChd mRNAを微量注入したアニマルキャップの神経胚における、
(A) 神経板マーカー遺伝子 Sox2, NCAM、(B) 表皮マーカー遺伝子 XK81、(C) 神経堤マーカー
遺伝子 Slug, Snail, FoxD3 のそれぞれの相対発現量を、qPCR法により定量的に解析した。
(n=20, 3 biological replicates, エラーバーは標準偏差を示す。)
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[図6]　前方・側方・後方の各プラコード様細胞の誘導条件の検討

Wntシグナル阻害条件

前方プラコード（鼻・レンズ）マーカー

側方プラコード
（三叉神経）マーカー

後方プラコード
（耳・鰓）マーカー

Wntシグナル促進条件
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(A) Chd mRNAおよびdkk-1 mRNAを共注入したアニマルキャップの神経胚期における、前
方プラコードマーカー遺伝子 Six3 および Six6 の相対発現量を、qPCR法により定量的
に解析した。(n=20, 3 biological replicates, エラーバーは標準偏差を示す。)

(B) Chd mRNAおよびWnt8 mRNA を共注入したアニマルキャップの神経胚期における、側
方プラコードマーカー遺伝子 Ath-3 および後方プラコードマーカー遺伝子 Pax8の相対
発現量を、qPCR法により定量的に解析した。 (n=20, 3 biological replicates, エラーバー
は標準偏差を示す。)
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[図7]　BMP, FGFシグナル調節による予定プラコード遺伝子の発現量変化

Eya1Six1

Eya1Six1

A

B

BMPシグナルに加えてFGFシグナル調節を行なったアニマルキャップにおいて、神経胚期にお
ける Six1, Eya1の各予定プラコードマーカー遺伝子の発現量変化をqPCR法により解析した。
(A) ２細胞期にChd mRNAの微量注入を行い, 原腸胚期からFgf8 proteinを添加した。神経胚期
まで培養を行なったアニマルキャップにおいて、Six1, Eya1の発現量の変化を定量的に解析し
た。(n=20, 3 biological replicates, エラーバーは標準偏差を示す。) (B) ２細胞期にChd mRNAの
微量注入を行い、原腸胚期からFGFシグナル受容体阻害剤 SU5402を添加した。神経胚期まで
培養を行なったアニマルキャップにおいて、Six1, Eya1の発現量の変化をqPCR法により定量的
に解析した。(n=20, 3 biological replicates, エラーバーは標準偏差を示す。)
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sample １　表皮                  　  none　
sample ２　予定プラコード     Chordin 20 pg 
sample ３　神経堤　                Chordin 100 pg+ Wnt8 50 pg
sample ４　神経板　                Chordin 200 pg 

予定プラコードに発現する新規遺伝子 Fam46a を同定

ツメガエルの全遺伝子：約 45, 000 遺伝子

サンプル２で発現量の多い遺伝子　128 遺伝子

マーカー遺伝子 (Six1) と発現挙動の近い遺伝子　47 遺伝子

機能未知かつプラコードに発現が見られた遺伝子　3 遺伝子

外胚葉４条件でマイクロアレイ解析

[図8]　新規予定プラコード遺伝子の探索の概略
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Fam46a LratTom1

n/a
(シグナルが 
確認出来ず)

500 μM

lat
神
経
胚

PPE
500 μM

Fam46a Tom1 Lrat

n/a
(シグナルが 
確認出来ず)

Otic

Epi.

Otic

Lens

Epi.

Lens

Epi.

尾
芽
胚

[図9]　プラコード関連候補遺伝子の空間的発現パターン

最終的に選出された３つの遺伝子についてin situ hybridizationスクリーニングを行なった。
Fam46a は神経胚期における予定プラコード(PPE)において、そして尾芽胚期における鰓 
(Epi.) 、耳 (Otic) のプラコードにおいて発現が見られた。Tom1 は尾芽胚において鰓 (Epi.)、
水晶体 (Lens)、耳 (Otic)のプラコードにおいて発現が見られた。Lrat は鰓 (Epi.)、水晶体 
(Lens)のプラコードにおいて発現が見られた。(n=20)
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[図10]　Fam46a のツメガエル胚における空間的発現パターンの解析

St. 40

St. 26

C

D

Epi

OtiC’
Ol

GD’’

Otic

Av

D’
Olf

RPELensD’’’

lat

St. 15
PPE

E

BA

St. 8.5

Fam46a mRNA の各発生ステージにおけるmRNAの発現領域を WISH 法により解析した。 (A) 
Stage 8.5 (胞胚期) (lateral view) 、(B) Stage 15 (初期神経胚期) (animal view) 、(C) Stage 26 
(尾芽胚期) (lateral view) 、(D) Stage 40 (初期幼生期) (lateral view) 、(D”) (dorsal view)、(D”’) 
(transverse section) 。(An, Animal pole; Vg, Vegetal pole; PPE, Pre-placodal ectoderm; E, Eye-
field; Ol, Olfactory placode, Epi, Epibranchial placode; Oti, Otic placode; Av, Anteroventral 
lateral line; Olf, Olfactory nerve; Otic, Otic vesicle; RPE, Retinal pigment epithelium)
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[図11]　Fam46a の時間的発現パターンの解析
Fam46a とSix1, Eya1 (予定プラコードマーカー遺伝子), Zic1 (神経板境界マー
カー遺伝子), Vent1, Vent2 (BMPシグナルターゲット遺伝子)の各遺伝子の発現時
期をRT-PCR法により解析した。内在性コントロールとしてODC を用いた。
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SU5402 
Chd

PRDM12 MO

予定プラコード様細胞において、予定プラコード分化に関わるエピゲノム因子 
PRDM12 をノックダウンした際の各遺伝子の発現変化を調べた。Fam46a とSix1, 
Eya1 (予定プラコードマーカー遺伝子), Zic1 (神経板境界マーカー遺伝子) の発現変
化を RT-PCR 法により解析した。内在性コントロールとして EF1α を用いた。

Fam46a

EF1α

Six1

Eya1

Zic1

[図12]　PRDM12 ノックダウンによる 発現変化の解析

+ + +
+ +

+
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[図13]　Fam46a の機能獲得胚および機能欠損胚の表現型観察
(A)(B) Fam46a mRNAを２細胞期に注入し、３日間培養したのちに表現型観察を行なった。胚
を側方から見た図を示している。頭部欠損と目の縮小および体色の異常の表現型が見られた。
(C) 目の縮小、頭部の拡大および体色異常を示す表現型をsevere, 体色異常のみを示す表現型を
slightに分類し、mRNA の各注入量における表現型の割合を棒グラフで示した。
(D) Fam46a MOの設計図。スプライシング阻害のMOを設計し、実際にエキソンーイントロン
間のスプライシングが阻害されていることを確認した。(E)(F) Fam46a MOを２細胞期に注入
し、３日間培養したのちに表現型観察を行なった。胚を側方から見た図を示している。網膜形
成異常と色素沈着異常の表現型が得られた。(G) MOの各注入条件における表現型を示す個体
の割合を棒グラフで示した。Fam46a mRNAは４細胞期に注入した。
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[図14]　Fam46a 発現による各外胚葉マーカー遺伝子の発現変化　
胚の片側においてFam46a を過剰発現 (Fam46a mRNA注入) あるいは機能阻害 (Fam46a MO注
入) させた際の各外胚葉マーカー遺伝子の発現領域の変化をin situ hybridizatio法により解析し
た。それぞれ(A) 予定プラコードマーカー遺伝子 Six1, (B) 神経堤マーカー遺伝子 Slug, FoxD3, 
(C) 表皮マーカー遺伝子 XK81, 神経板マーカー遺伝子 Sox3 について調べた。(D) in situ 
hybridizationの結果から作成した、Fam46a 発現による外胚葉のパターニングの変化の模式図。
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[図15]　Fam46a 機能阻害による各プラコードマーカー遺伝子および
他の外胚葉マーカー遺伝子の発現変化

*
胚の片側においてFam46a を機能阻害させた際の (A) 前方プラコードマーカー遺伝子 Six3, 
側方プラコードマーカー遺伝子 Ath-3, 後方プラコードマーカー遺伝子 Pax8, (B) 神経板境界
マーカー遺伝子 Pax3, 神経幹細胞マーカー遺伝子 Pax6, セメント腺マーカー遺伝子 CG の
各マーカー遺伝子の発現パターンの変化についてin situ hybridization法で解析した。
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(A) Chd 20 pg 注入, および SU5402 処理をして誘導した予定プラコード様細胞において、
Fam46a をノックダウンさせた際の各予定プラコードマーカー遺伝子の発現パターンの変化を 
in situ hybridization 法により解析した。(B) Chd 100 pg+ Wnt8 50 pgを注入して誘導した神経
堤様細胞において、Fam46a を過剰発現させた際の各 神経堤マーカー遺伝子の発現パターンの
変化を in situ hybridization 法により解析した。
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[図16]　予定プラコード様細胞, 神経堤様細胞におけるFam46a 発現の影響
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(A) ２細胞期においてChd mRNA 20 pg および Fam46a MO を注入し、原腸胚期において
SU5402 を添加して培養したアニマルキャップの神経胚期における、神経板境界遺伝子 Zic1, 予
定プラコード遺伝子 Six1, 前方プラコード遺伝子 Six6, 後方プラコード遺伝子 Pax2 の各遺伝子
の発現量変化を qPCR法により定量的に解析した。(n=20, 3 biological replicates, エラーバーは
標準偏差を示す。) (B) ２細胞期においてChd mRNA 100 pg, Wnt8 mRNA 50 pg および Fam46a 
mRNA を注入したアニマルキャップの神経胚期における、神経板境界遺伝子 Pax3, Zic1、神経
堤遺伝子 Snail, Slug の各遺伝子の発現量変化をqPCR 法により定量的に解析した。(n=20, 3 
biological replicates, エラーバーは標準偏差を示す。)

[図17]　Fam46a 発現による各マーカー遺伝子の発現量変化
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(A) xFAM46A (Frog)とオーソログである hFAM46A (Human), mFAM46A (Mouse), dMEL-C 
(Fruit fly)のNTP-transferase 7ドメイン内およびC末端の配列を相同性比較した。(B) ClustalW
によるアライメント結果。下線部は NTP transferase-7ドメインを示している。同一のアミノ酸
および類似のアミノ酸は、それぞれアスタリスクと二重のドットで示している。

428

NTP transferase-7

NTP transferase-7
44238366

52 369

37952

Human           --MAEGEGYFAMSEDELACSPYIPLGGDFGGGDFGGGDFGGGDFGGGGSFGGHCLDYCES
Mouse           --MAEGEGYFAMAEDELTGGPYIPLGGDFGGG--------------GSSFGDRCSDYCES
Xenopus         -----------MADEELSDQSGISTG--------------------------------NC
Drosophila      MDVYQIDDGFHSDGGTETPPPSPSSGSSIASTSDHG----------------SLESVDTG
                                 :  .  . *                                  

Human           PTAHCNVLNWEQVQRLDGILSETIPIHGRGNFPTLELQPSLIVKVVRRRLAEKR------
Mouse           PTAHCNVLNWEQVQRLDGILSETIPIHGRGNFPTLELQPSLIVKVVRRRLEEKG------
Xenopus         DSANCNVLSWEQVQRLDAILTETIPIHGRGNFPTLEMKPSQIVKVVRSRLEDKG------
Drosophila      GTQRLAVLSFEQVSKLHDVMDEKVAIHGRGNFPTLEVKLKDLVNLVRRKLEAEVNAGGAG
                 : .  **.:***.:*. :: *.:.***********:: . :*::** :*  :       

Human           IGVRDVRLNGSAASHVLHQDSGLGYKDLDLIFCADLRGEGEFQTVKDVVLDCLLDFLPEG
Mouse           IGVRDVRLNGSAASHVLHQDSGLGYKDLDLIFCADLRGEEEFQTVKDVVLDCLLDFLPEG
Xenopus         IRVRDVRLNGSAASHILHEDSGLGYKDLDLIFCTDLTGEAEFHTVKDVVLDCLLDFLPEG
Drosophila      VLVKDIRLNGGAASHVLASEDQP-YNDLDLIFAIELSSPRVFDRVKVAVLNTLLDLMPEG
                : *:*:****.****:* .:.   *:******. :* .   *. ** .**: ***::***

Human           VNKEKITPLTLKEAYVQKMVKVCN--DSDRWSLISLSNNSG-KNVELKFVDSLRRQFEFS
mouse           VNKEKITPLTLKEAYVQKMVKVCN--DSDRWSLISLSNNSG-KNVELKFVDSLRRQFEFS
Xenopus         VNKEKISPLTLKEAYVQKMVKVCN--DSDRWSLISLSNNHG-KNVELKFVDSLRRQFEFS
Drosophila      VCKRRIYTCSLKEAYVGKMVKVNNNNDGDRWSLISLGNSPGHKNVELKFVDTMRRQFEFS
                * *.:* . :****** ***** *  *.********.*. * *********::*******

Human           VDSFQIKLDSLLLFYECSENPMTETFHPTIIGESVYGDFQEAFDHLCNKIIATRNPEEIR
mouse           VDSFQIKLDSLLLFYECSENPMTETFHPTIIGESVYGDFHEAFDHLCNKIIATRNPEEIR
Xenopus         VDSFQIKLDSLLLFYECSQNPMTETFHPTIIGESVYGDFQEAFDHLCNKVIATRNPEEIR
Drosophila      VDSFQIVLDSLLLFYDCAALPISENFYPTVVGESVYGDFQEALYHLQKKLISTRQPEEIR
                ****** ********:*:  *::*.*:**::********:**: ** :*:*:**:*****

Human           GGGLLKYCNLLVRGFRPASD-EIKTLQRYMCSRFFIDFSDIGEQQRKLESYLQNHFVGLE
mouse           GGGLLKYCNLLVRGFRPASE-EIKTLQRYMCSRFFIDFSDIGEQQRKLESYLQNHFVGLE
Xenopus         GGGLLKYCNLLVRGFRAASETEMKSLQRYMCSRFFIDFSDIGEQQRKLESYLQNHFVGLE
Drosophila      GGGLLKYCNLLVRNYKAVDSQLIKTLERYMCSRFFIDFPDINTQTTKLEAYLRNHFWGVD
                *************.::....  :*:*:***********.**. *  ***:**:*** *::

Human           DR--KYEYLMTLHGVVNESTVCLMGHERRQTLNLITMLAIRVLADQN-------------
mouse           DR--KYDYLMTLHGVVNESTVCLMGHERRQTLNLITMLAIRVLADQN-------------
Xenopus         DR--KYDYLMTLHGVVNESTVCLMGHERRQTLSLITMLAIRVLAEQN-------------
Drosophila      EEPLQYQYLMHLREVVEMSTVCLMGHERRQSLHLIQSLAAQVLFNKQEKQQQQQAQEKYQ
                :.  :*:*** *: **: ************:* **  ** :** :::             

Human           ------------------------------------------------------------
mouse           ------------------------------------------------------------
Xenopus         ------------------------------------------------------------
Drosophila      QQQQQQQHQQNQQQQQQQRQHQFLDPAQQQQQQQQTQTQQQQAQQATTLTLVPQAPPTGQ
                                                                            

Human           -----VIPNVANVTCYYQPAPYVADANFSNYYIAQVQPVFTCQQQTYSTWLPCN------
mouse           -----VIPNVANVTCYYQPAPYVADANFSNYYIAQVQPVFTCQQQTYSTWLPCN------
Xenopus         -----IIPNVANVTCYYQPAPYVADANFSNYYIAQVQPVFTCQQHTYSTWLPCN------
Drosophila      AQTIYVQQAAPAAVCCTSSADQTATAAPQTIQIQAGPPGLIYANGVYYAPVIPSTICTCN
                     :   .. ..*  ..*  .* *  ..  *    * :   : .* : :  .      

Human           ------
mouse           ------
Xenopus         ------
Drosophila      STWLST
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[図18]　FAM46A のアミノ酸配列のアライメント
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Fam46c-L        -------MADQGNISDGSSKSRSVLTWEQVNRLNSFLNEVVPIHGRGNFPTLKITLKDIV
Fam46d-L        -------------MTECPDCRFSNLTWDQIIILDQVLTEVIPIHGRGNFPTMEVKPKDII
Fam46a-L        MADEELSDQSGISTGNCDSANCNVLSWEQVQRLDAILTETIPIHGRGNFPTLEMKPSQIV
Fam46b-L        -------MSSALSQATPAAPRFSVLSWPQVRRLDAILDESVPIHGRGNFPTLSCRPRELV
                                      . *:* *:  *: .* * :**********:.    :::

Fam46c-L        QKVRSRLEEAGIKVRDVRLNGSAASHVLVKDNGLGYKDLDLIFGVSLSSEAEFQLVKDVV
Fam46d-L        HLVKEQLLKKKIIVKDIRLNGSTASHILIKQNGTSCKDLDIIFGVELPGEQEFQTVKEIV
Fam46a-L        KVVRSRLEDKGIRVRDVRLNGSAASHILHEDSGLGYKDLDLIFCTDLTGEAEFHTVKDVV
Fam46b-L        QVVLSCLEQKGILVHNVRLNGSAASYVLHHDSGLGYKDLDLIFMVDLKGPDTFQVVKHAV
                : * . * .  * *:::*****:**::* .:.* . ****:** ..* .   *: **. *

Fam46c-L        IGLLLTFLPEGVNKEKISPLTLKEAYVQKLVKVFTDTDRWSLISLSNKDGRNIELKFVNS
Fam46d-L        LDSLLDFLPKCVNKEKITALTMKEAYVQKMVKVSTDHDRWSLISLSNNSGKNVELKFVNS
Fam46a-L        LDCLLDFLPEGVNKEKISPLTLKEAYVQKMVKVCNDSDRWSLISLSNNHGKNVELKFVDS
Fam46b-L        LNSLLDFLPSGVNKEKITPMTLKEAYVQKLVKVCTESDRWSLISLSNNNGKNMELKFVDS
                :. ** ***. ******:.:*:*******:*** .: **********: *:*:*****:*

Fam46c-L        IRRQFEFSVDSFQIILDSLLFYHDCSENPMSEHFHPTVIGESMYGDFEAAFHHLSNKLIA
Fam46d-L        LRRQFEFSVDSFQIILDSILSVYTDDKNELKQESHPTVVAESMYGDFMEAMEHLRCKLIA
Fam46a-L        LRRQFEFSVDSFQIKLDSLLLFYECSQNPMTETFHPTIIGESVYGDFQEAFDHLCNKVIA
Fam46b-L        LRRQFEFSVDSFQIILDSMLMFNECSENPMSQSFHPTVTSESMYGDFEEAMDHLRNRIIA
                :************* ***:*     .:* :.:  ***: .**:****  *:.**  ::**

Fam46c-L        TKNPEEIRGGGLMKYSNLLVRDFKPTDKELIKSLERYMCSRFFIDFSDIFEQQRKLESYL
Fam46d-L        TRNPEEIRGGGLLKYSNLLVRDFKPASEAEIKSLERYMCSRFFIDFSDVTEQQRKIESYL
Fam46a-L        TRNPEEIRGGGLLKYCNLLVRGFRAASETEMKSLQRYMCSRFFIDFSDIGEQQRKLESYL
Fam46b-L        TRNPEEIRGGGLLKYCNLLVRSFRPKSEVDMKTMQRYMCSRYFIDFPDIREQQRKLKCYL
                *:**********:**.*****.*:. .:  :*:::******:****.*: *****::.**

Fam46c-L        QNHFMGEEKSKYDYLMILRRVVNESTVCLMGHERRQTLNLIS-LALRVLAEQNIIPNATN
Fam46d-L        RNHFIGEEKSKYDYLMTLRSVVNESTVCLMSHERRQTLNMITILALKVLGEQNIIPNTAN
Fam46a-L        QNHFVGLEDRKYDYLMTLHGVVNESTVCLMGHERRQTLSLITMLAIRVLAEQNIIPNVAN
Fam46b-L        QDHFVGMEDKRYEYLMTLHQVVNESTVCLMGHERRQTLALIASLAAHVLSEQNQPQAVPT
                ::**:* *. :*:*** *: **********.******* :*: ** :**.***    ...

Fam46c-L        VTCYYQPAPYISDANFSNYYVAN-TAVPYSQSYPTWLPCS----
Fam46d-L        VTCFYQPAPYMSDRNFSNYYIAQGQPAIYYQPYQLHIHMQSGLV
Fam46a-L        VTCYYQPAPYVADANFSNYYIAQVQPVFTCQQHTYSTWLPCN--
Fam46b-L        FTCYYQPAPYLGEVNYNSYYFTPVQPLVSCSHSYQTWLPCCN--
                .**:******:.: *:..**.:   .    .    

Fam46a-S        MADDEHSNQSGISTGNCDSANCNVLSWEQVQRLDAILTETIPIHGRGNFPTLEMKPSQIV
Fam46a-L        MADEELSDQSGISTGNCDSANCNVLSWEQVQRLDAILTETIPIHGRGNFPTLEMKPSQIV
                ***:* *:****************************************************

Fam46a-S        KVVRSRLEEKGIRVRDVRLNGSAASHILHEDSGLGYKDLDLIFCTDLTGEAEFHTVKDVV
Fam46a-L        KVVRSRLEDKGIRVRDVRLNGSAASHILHEDSGLGYKDLDLIFCTDLTGEAEFHTVKDVV
                ********:***************************************************

Fam46a-S        LDCLLDFLPEGVNKEKISPLTLKEAYVQKMVKVCNDSDRWSLISLSNNHGKNVELKFMDS
Fam46a-L        LDCLLDFLPEGVNKEKISPLTLKEAYVQKMVKVCNDSDRWSLISLSNNHGKNVELKFVDS
                *********************************************************:**

Fam46a-S        LRRQFEFSVDSFQIKLDSLLLFYECSQNPMTETFHPTIIGESVYGDFQEAFDHLCNKVIA
Fam46a-L        LRRQFEFSVDSFQIKLDSLLLFYECSQNPMTETFHPTIIGESVYGDFQEAFDHLCNKVIA
                ************************************************************

Fam46a-S        TRNPEEIRGGGLLKYCNLLVRGFRAASETEMKSLQKYMCSRFFIDFSDIGEQQRKLESYL
Fam46a-L        TRNPEEIRGGGLLKYCNLLVRGFRAASETEMKSLQRYMCSRFFIDFSDIGEQQRKLESYL
                ***********************************:************************

Fam46a-S        QNHFVGLEDRKYDYLMTLHGVVNESTVCLMGHERRQTLSLITMLAIRVLAEQNIIPNVAN
Fam46a-L        QNHFVGLEDRKYDYLMTLHGVVNESTVCLMGHERRQTLSLITMLAIRVLAEQNIIPNVAN
                ************************************************************

Fam46a-S        VTCYYQPAPYVADANFSNYYIAQVQPVFTCQQHTYSTWLPCN
Fam46a-L        VTCYYQPAPYVADANFSNYYIAQVQPVFTCQQHTYSTWLPCN
                ******************************************

C 

[図19]　FAM46A-S, LおよびFAM46A, B, C, D のアミノ酸配列のアライメント

A

(A) FAM46AのホメオログであるFAM46A-S,Lのアミノ酸配列を相同性比較した。(B) ClustalWによ
るアライメント結果。(C) FAM46のパラログであるFAM46A, B, C,D のアミノ酸配列を相同性比較
した。(D) ClustalWによるアライメント結果。下線部は NTP transferase-7ドメインを示している。
同一のアミノ酸および類似のアミノ酸は、それぞれアスタリスクと二重のドットで示している。

xFAM46A(S) NTP transferase-7
25 3431 402

xFAM46A(L) NTP transferase-7
25 3431 40299 % 100 

%

76



[図20]　Fam46a は細胞内における核と細胞質に局在する

GFP Nuclear ID Red Merge
G

FP
-F

am
46

a

pCS2-GFP-Fam46a発現プラスミドを HeLa 細胞にトランスフェクションし、24時間培
養した後に、細胞内局在観察を行なった。Nuclear ID Redにより核染色を行なった。
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pCS2-GFP-Fam46a コンストラクトをHeLa細胞にトランスフェクションし、24時間
後にBMP4 proteinを100 ng/ mlの濃度で添加した。BMP4 添加から60分、105分後の 
Fam46a の局在を示した。
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[図21]　BMP4 添加によるFam46a の細胞内局在変化
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[図22]　Fam46a 発現によるBMPシグナルターゲット遺伝子 Vent1, 
Vent2 の発現量変化
２細胞期にBMP4 mRNA および Fam46a mRNA を注入したアニマルキャップの神経胚
期における BMPシグナルターゲット遺伝子 Vent1, Vent2 の発現量を qPCR 法により
定量的に解析した。(n=20, 3 biological replicates, エラーバーは標準偏差を示す。)
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２細胞期の片側割球にBMPRⅡ , tBR, Fam46a mRNA, Fam46a MOを注入した胚
の胞胚期の動物極側の細胞群におけるBMPシグナルターゲット遺伝子 Vent1, 
Vent2 の各空間的発現パターンをin situ hybridization 法により解析した。アスタ
リスクはmRNA, MO 注入側を示す。

[図23]　BMP シグナル関連因子およびFam46a 発現によるBMP
ターゲット遺伝子 Vent1, Vent2 の発現パターンの変化
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[図24]　Fam46a 発現によるSmad1の局在変化観察
２細胞期にmCherry-Smad1およびβ-catenin MOを注入して原腸陥入を阻害した胚の原腸
胚期における動物極側の細胞群において、Chd mRNA , Fam46a mRNAを注入した際の 
Smad1の細胞内局在変化を蛍光観察した。NLS-iRFPを胚に共注入して核を標識した。全
ての細胞のうち、Smad1が核に顕著に局在する細胞の割合を％で示している。(n=10)
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GFP-Fam46a あるいはGFP-Fam46aとMyc-Smad1 mRNAを共注入した胚を原腸胚期
まで培養し、GFP プルダウンアッセイを行なった。GFP はネガティブコントロール、
GFP-Smad4 はポジティブコントロールとして用いた。(A) は無処理、(B) はLDN19-
3189 添加培地において培養した胚を用いた。１段目のウエスタンブロットの結果は 
Smad1 の発現のレベルを示している。(n=10, 3 biological replicates)

[図25]　Fam46a とSmad1の物理的結合の検証
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[図26]　Fam46aと Smad1の各ドメインとの物理的結合の検証
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腸胚期まで培養して、Myc プルダウンアッセイを行なった。１段目のウエスタンブロッ
トの結果はFam46a の発現のレベルを示している。(n=10, 3 biological replicates)
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(A) GFP-Fam46a あるいはGFP-Fam46a とMyc-Smad4 mRNAを共注入した胚を原腸胚
期まで培養し、GFPプルダウンアッセイを行なった。GFP はネガティブコントロール、
Smad2-GFP はポジティブコントロールとして用いた。(B) はそれぞれ図24、26のウエ
スタンブロットの結果における、Myc-Smad1, Myc-Smad4 の各タンパク質の発現のレ
ベルを、ImageJ を用いて定量化した。(n=10, 3 biological replicates)

[図27]　Fam46a は Smad4 と物理的に結合する
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(A) 2細胞期に BMP4 mRNA および Fam46a mRNAを注入した胚を原腸胚期まで培養し、
ウエスタンブロットを行なった。リン酸化 Smad1 (C末側のリン酸化) および Total の 
Smad1 の発現量変化を解析した。(n=10, 3 biological replicates) (B) Myc-Smad1 mRNAお
よび EGFP-Fam46a mRNAを注入した胚を原腸胚期まで培養し、ウエスタンブロットを行
ない、Myc-Smad1 の発現量変化を解析した。(n=10, 3 biological replicates) (C) Myc-
Smad4 mRNA および EGFP-Fam46a mRNAを発現させた胚を原腸胚期まで培養してウエ
スタンブロットを行ない、Myc-Smad4 の発現量変化を解析した。(D) (B)におけるリン酸
化 Smad1、非リン酸化 Smad1、Total Smad1 の発現量の変化をそれぞれ ImageJ を用い
て定量解析した。(n=10, 3 biological replicates)

[図28]　Fam46a 発現によるSmad1 の発現変化
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[図29] Smad1、BMP4 および Fam46a 発現による BMPシグナル
ターゲット遺伝子 Id3 の転写活性化の有無の検証
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なった。(A) ２細胞期にSmad1 mRNA, Fam46a mRNA, または Smad1 mRNAと Fam46a mRNA
を共注入した胚を原腸胚期まで培養したものをサンプルとして用いた。(n=10, 3 biological 
replicates, エラーバーは標準偏差を示す。) (B) Smad1 mRNAとBMP4 mRNAあるいはSmad1 
mRNA, BMP4 mRNA, Fam46a MOを注入した胚を原腸胚期まで培養したものをサンプルとして
用いた。(n=10, 3 biological replicates, エラーバーは標準偏差を示す。)
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[図30]　Fam46a 発現によるVent1 mRNA 安定化への影響
(A) Poly (A) 付加シグナルを含むあるいは poly (A) 付加シグナルを含まない各Vent1 mRNA お
よびFam46a MO を２細胞期に注入したアニマルキャップを神経胚期まで培養し、Vent1 
mRNA の存在量を qPCR 法により定量的に解析した。(n=20, 3 biological replicates, エラー
バーは標準偏差を示す。）(B) Poly (A) 付加シグナルを含むあるいは poly (A) 付加シグナルを
含まない各Vent1 mRNA およびFam46a mRNA を２細胞期に注入したアニマルキャップを神
経胚期まで培養し、Vent1 mRNAの存在量を qPCR 法により定量的に解析した。(n=20, 3 
biological replicates, エラーバーは標準偏差を示す。）
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[図31]　BMPシグナル活性時/ 非活性時の Fam46a によるBMP
シグナリングターゲット遺伝子の発現制御機序のモデル図
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(A) BMPシグナル活性時には、Fam46aはシグナル構成因子であるSmad1およびSmad4と結合
して複合体を形成し、Fam46a自身も核に移行してターゲット遺伝子の転写を促進する。
(B) BMPシグナル非活性時においてもFam46a はSmad1と結合している。このことは、
Fam46a が Smad1 の分解を抑制している可能性があることを示している。
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