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1. 略語一覧 
 

APC: Adenomatous polyposis coli 

BMP: Bone Morphogenetic Protein 

Chd: Chordin 

CNS: Conserved non-coding sequence 

DAI: Dorsoanterior index 

Dkk1: Dickkopf 1 

DISH: Double in situ hybridization 

EnR domain: Engrailed repressor domain 

ES細胞: Embryonic Stem Cell 

FGF: Fibroblast Growth Factor 

H3K4me3: トリメチル化したヒストン H3K4 

H3K9me3: トリメチル化したヒストン H3K9 

H3K27me3: トリメチル化したヒストン H3K27 

HP1: Heterochromatin protein 1 

Kdm: lysine (K) specific demethylase 

MO: Morpholino Oligo 

PHD: Plant homeodomain 

PR domain: PRDI-BF1 and RIZ homology domain 

PRDM12: PR domain containing 12 

Szl: Sizzled 

WISH: Whole-mount in situ hybridization 

ZNF: Zinc Finger 
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2. 要旨 

 

脊椎動物の初期発生において、予定プラコードと神経堤は神経板境界から派生する。

2つの組織がモルフォゲンの勾配や複数の転写因子による調節を受け、それぞれの発生

運命が位置づけられる一方で、2つの組織に関連するヒストン修飾に依存した転写調節

の影響は未解明な点が多く存在する。私は予定プラコードと神経堤の発生運命がヒスト

ン修飾に依存した転写調節によって決定されているという仮説を立て、予定プラコード

特異的に発現する PRDM12に注目した。本研究は主に PRDM12の詳細な機能、発生に

おける役割、PRDM12以外のヒストン修飾因子が 2つの組織に与える影響について評価

した。まず、ツメガエルにおける PRDM12の発現領域をWhole-mount in situ hybridization

によって検出した。その結果、初期神経胚から予定プラコード側方領域に発現すること

が明らかとなった。また、PRDM12の過剰発現胚では、神経堤遺伝子の発現抑制が観察

されたのに対して、予定プラコード遺伝子の発現に変化はみられなかった。PRDM12が

ヒストンのメチル化を促進するかどうか、ウェスタンブロットによって調査した結果、

PRDM12依存的にヒストン H3K9のトリメチル化の増加が観察された。PRDM12の標的

遺伝子を探索した結果、Foxd3が PRDM12の標的遺伝子の候補としてあげられた。そこ

で、PRDM12がジンクフィンガー（ZNF）ドメインを介して Foxd3プロモーターに結合

するか検証するため、ルシフェラーゼ解析と ChIP-qPCR解析を行った。ルシフェラーゼ

解析の結果、PRDM12の結合配列依存的に PRDM12の過剰発現によるルシフェラーゼの

発現抑制が観察された。また ChIP-qPCR解析では、PRDM12に依存した、Foxd3プロモ

ーター上におけるヒストン H3K9のトリメチル化が観察された。加えて、Foxd3以外の

神経堤遺伝子 Sox8や Slugのプロモーターにおいても同様に、PRDM12の発現に依存す

るヒストン H3K9のメチル化が観察された。これらの結果は PRDM12が神経堤遺伝子の

プロモーターに結合し、ヒストン H3K9のメチル化を介して、神経堤遺伝子の発現抑制

を行っていることを示唆する。一方、神経堤領域ではヒストン脱メチル化酵素 Kdm4aが

発現していることが明らかとなった。Kdm4aを過剰発現した胚では、神経堤遺伝子の発
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現に変化がない一方で、予定プラコード遺伝子の発現抑制が観察された。この結果から、

Kdm4aと PRDM12が相補的な関係にあることが示唆された。そこで PRDM12と Kdm4a

のｍRNAを共注入したところ、予想通り PRDM12の過剰発現で生じる神経堤遺伝子の

発現抑制と Kdm4aによる過剰発現で起こる予定プラコード遺伝子の抑制がそれぞれ解除

された。また、ChIP-qPCRの結果から、PRDM12の過剰発現によって促進された Foxd3

プロモーター上のヒストン H3K9のトリメチル化が Kdm4aの過剰発現によって相殺され

ることがわかった。これらの結果から、予定プラコード側方領域において、PRDM12が

神経堤遺伝子のプロモーター上のヒストン H3K9のメチル化を促進し、神経堤遺伝子の

発現抑制を行う一方で、神経堤領域では Kdm4aが神経堤遺伝子のプロモーター上のヒス

トン H3K9 の脱メチル化を行い、転写可能な状態を維持することが示唆された。他にも、

ヒストンメチル化転移酵素 G9aが結合パートナーを選択する事によって、予定プラコー

ドと神経堤のパターンを決定する可能性を見出した。以上の結果から、ヒストン修飾に

よる転写制御が予定プラコードと神経堤におけるパターン化に必要であり、2つの組織

の境界形成に貢献していることが示された。
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3.	
  背景 

	
  

3-­‐1.	
  初期原腸胚における BMPシグナルの調節的変化	
  

 

脊椎動物における胚発生は精子と卵の接合から始まる。接合した受精卵は分裂を繰り

返し、様々なイベントを経て複雑な構造を作り、やがて約 200 種類の組織を有する個体

として発生する。一見、複雑に感じる発生現象は受精卵における物質の不均一な偏りを

引き金とする連鎖的な反応によって起こり、結果として分子シグナルに依存したパター

ンが形成される。ツメガエル初期胚のパターン形成において、主要な役割を担う領域は

胚の背側植物局側に位置する原口背唇部（オーガナイザー）であり、オーガナイザーは

神経を含む背側領域全体の誘導活性を有する（Spemann and Mangold, 1924）。その後、

分子生物学的手法を取り入れたことで、初期胚発生を制御する分子が数多く同定された。

例えば、オーガナイザーから背側領域の構造を誘導する分子実体として Chordin（Chd）

が同定され（Sasai et al., 1994）、Chdが神経誘導活性を有することが明らかとなった

（Sasai et al., 1995）。アフリカツメガエル胚におけるアニマルキャップと呼ばれる胞胚期

の外胚葉領域では BMP4（Bone morphogenetic protein 4）が存在し、BMP4による BMP

シグナルの活性化がアニマルキャップの発生運命を表皮へ決定づける（Fainsod et al., 

1994）。Chdは BMP4に直接結合し BMPシグナルを抑制するため、Chdを過剰発現さ

せたアニマルキャップは神経に分化する事が知られている（Sasai et al., 1995）。Chdと

BMPに加え、初期胚では Xolloidや Sizzledなど他の分泌タンパク質も外胚葉の予定運命

形成に重要な役割を果たす（Piccolo et al., 1997; Hojoon et al., 2006）。Xolloidは Chdに対

するメタロプロテアーゼとして機能し、Chdに対して抑制的に働く（Piccolo et al., 

1997）。この Xolloidによる切断から Chdを保護するタンパク質が Sizzledであり、

Sizzledは Xolloidに直接結合し、Chdに対する切断活性を抑制する（Hojoon et al., 2006）。

また、Sizzled は原腸胚における BMP シグナルの直接的なターゲットとなっているため、

腹側に局在し転写される（Marom et al., 1999; Hojoon et al., 2006）。これら 4つの分泌タ
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ンパク質は背腹軸上で長距離ネガティブフィードバックを構成する（図 3-1A）。そして、

初期原腸胚から後期原腸胚にかけて、ネガティブフィードバックに依存した Sizzledの発

現領域と BMPシグナルの活性領域の変化が生じる（図 3-1B：Inomata et al., 2013）。そ

の結果、背側領域から腹側領域にかけて、BMPシグナルを受容しない細胞集団、中間的

に受容する細胞集団、受容する細胞集団が生じ、最終的に BMPシグナルの強弱に応じ

た遺伝子発現のパターンが形成される。 

 

[図 3-­‐1] 原腸胚期における BMPシグナルの変化 

（A）原腸胚に発現する分泌タンパク質の関係性をまとめた図。Chdが BMPに結合し、

BMPシグナルを阻害する。原腸胚では BMPシグナルを活性化すると標的遺伝子 Sizzled

が転写され、Sizzledタンパク質が発現する。Sizzledは Chdを切断する Xolloidに結合

し、Chdを切断から保護する。つまり、Chdは Sizzledの発現を抑制する一方で、Sizzled

は Chdの発現を促進するため、ネガティブフィードバックが形成される。（B）初期から

後期原腸胚における BMPシグナルの活性領域（赤）、Sizzed（Szl）の発現領域（水

色）、Chd（Chd）の発現領域（青色）を模式的に示した図。時間が経過するごとに、

Sizzledに保護される Chdが増加する。Xolloidの分解から免れた Chdは BMPリガンドに

結合し、BMPシグナルを抑制する。そのため、BMPシグナルの標的となる Sizzledの発

現領域が結果的に縮小する。	
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3-­‐2.	
  神経板境界の発生運命 

 

原腸胚期における BMPシグナルの変化に応じて、外胚葉は大きくわけて 3つの組織

に分化する（図 3-3）。BMP シグナルを受容する細胞は将来表皮へ分化する非神経領域、

BMPシグナルを受容しない細胞は将来中枢神経へ分化する神経領域、そして中間的に

BMPシグナルを受容する細胞は神経板境界へ分化する（図 3-2: 図 3-3A; Dincer et al., 

2013; Reichert et al., 2013; Tribulo et al., 2003）。その後、神経板境界は stage 15（神経胚期）

に、遊走性を持った組織である予定プラコードと神経堤へ細分化した後、様々な細胞へ

分化する（図 3-3A, B）。例えば、予定プラコードは下垂体プラコード、レンズプラコー

ド、嗅覚プラコード、三叉神経プラコード、上鰓プラコード、耳胞プラコード、側方プ

ラコードなどに分化することが報告されている（図 3-3C; reviewed in Baker and Bronner-

Fraser, 2001; Saint-Jeannet and Moody, 2014; Schlosser, 2010）。下垂体プラコードは前方神

経から発生する視床下部と相互作用し、下垂体を形成し（Suga et al., 2011）、レンズプ

ラコードは独立的に水晶体に分化し、間脳の一部から発生する眼胞と協調して目を形成

する（Bailery et al., 2006; Eiraku et al., 2011）。 

 

	
  

[図 3-­‐2] 外胚葉の発生運命 
外胚葉は BMPなどの分子シグナルを受容することで、神経、神経板境界、非神経へそれ

ぞれ分化する。その後、神経盤境界領域は転写因子や分子シグナルによって、予定プラ

コードと神経堤へ細分化していく。 
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また、嗅覚プラコード、三叉神経プラコード、上鰓プラコード、耳胞プラコード、側方

プラコードは中枢神経とそれぞれの感覚器を接続する脳神経に分化することが知られて

いる（表 3-1）。これらのプラコードに対し、神経堤の一部も同様に感覚器と中枢神経

を接続する脳神経に分化する（表 3-1）一方で、神経堤細胞は色素細胞、心臓の平滑筋、

歯を含む頭蓋骨などにも分化する事が知られている（表 3-2; reviewed in Grenier et al., 

2009; Minoux and Rijli, 2010; Steventon et al., 2014; Theveneau and Mayor, 2012）。 

 

 

 

 
[図 3-­‐3] 初期胚における予定プラコードと神経堤の位置 

（A）正面から観察した後期原腸胚、将来予定プラコードと神経堤に分化する神経板境界

（赤）を示した図（左）。神経板境界に位置する細胞が分泌タンパク質や転写因子による

調節を受ける事で、神経胚期で予定プラコードや神経堤に分化する（右）。（B）初期

神経胚における予定プラコード細胞の発生運命を示した図。各領域の分化に影響を与え

る分泌タンパク質が領域ごとで異なるため、予定プラコードは大遺伝子な位置関係で将

来分化する細胞種が決まる。（C）尾芽胚期、各領域に遊走したプラコードを示した

図。 
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神経堤細胞は神経胚期の位置に応じて将来分化する細胞の種類が全て決定されているの

ではなく、複数の細胞種に分化できる多能性を有した状態で遊走することが明らかとな

っている（Bronner-Fraser and Fraser, 1988）。神経堤細胞における分化の方向性は、Sox9

や Sox10など神経堤に発現する転写因子がそれぞれの特性を獲得させる遺伝子群の発現

を誘導することによって決定されることが知られている（Meulemans and Bronner-Fraser, 

2004）。このように多様な発生運命を持つ予定プラコードと神経堤が神経板境界から派

生する際には、それぞれの分化に関連する分泌タンパク質と転写因子が関わっている。 

 

 

 

 
[表 3-­‐1] 脳神経はプラコードと神経堤に由来する	
  

12ある脳神経の内、プラコードと神経堤に由来する脳神経をまとめた表。ウィルト発生

生物学（2006）より引用、一部改変。 
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[表 3-­‐2] 神経堤は様々な組織へ派生する	
  

神経堤は遊走後、様々な組織へ分化する性質を持つ。神経堤に由来するとされる組織を

まとめた表 。 ウィルト発生生物学（2006）より引用、一部改変。 
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3-­‐3.	
  予定プラコードと神経堤形成に関連する分子シグナル	
  

 

 予定プラコードと神経堤の分化を制御する分泌タンパク質に関する報告はいくつか存

在する。予定プラコードの分化誘導に関連するヒト ES細胞を用いた研究では、BMP阻

害因子 Nogginと FGF（Fibroblast Growth Factor）リガンドの添加により予定プラコード

様細胞が誘導できることを報告している（Dincer et al., 2013）。また、マウス ES細胞を

用いた研究は BMP4と TGF-βシグナルの阻害物質 SB1431542を加え数日培養した後、

FGFを添加し培養することで、予定プラコード様細胞が誘導できることを示している

（Koehler et al..,2013）。ヒト ES細胞とマウス ES細胞の大きな違いの 1つは、ヒト ES細

胞では BMPリガンドを分泌する一方で、マウス ES細胞は BMPリガンドを分泌しない

ことにある。予定プラコード様細胞を誘導するためには、Nogginや BMPリガンドの添

加による BMPシグナルの調節が必要であると考えられる。加えて、ツメガエルの研究

は FGFシグナルの阻害物質 SU5402で FGFシグナルを抑制した胚では予定プラコード遺

伝子 Six1の発現が抑制される一方で、FGF8の過剰発現が異所的な Six1の発現を誘導す

ることを明らかにしている（Ahrens and Schlosser, 2005）。これらの報告から、脊椎動物

の予定プラコードの形成には、中間的な BMPシグナルと FGFシグナルの活性が必要と

考えられる（図 3-3A）。 

 これらに対して、神経板から神経堤への分化は初期発生における後方化シグナルとし

て機能する FGF、レチノイン酸、Wntシグナルを必要とし、特に FGFとWntシグナル

の活性化が効率よく神経堤を誘導するために必要である事が報告されている（Villanueva 

et al., 2002）。別の研究グループは FGF8とWntシグナルが神経堤形成に重要であること

を示し、FGF8を抑制した胚で観察できる神経堤遺伝子の発現抑制が Wnt8の過剰発現に

よって回復できる事から FGFシグナルはWntシグナルを介して神経堤形成に寄与して

いることを報告している（Carmona-Fontine et al., 2007）。加えて、Wnt阻害因子である

Dkk1（Dickkopf 1）の過剰発現胚では神経堤細胞の形成が抑制され、また、Dkk1をノッ

クアウトしたマウスでは神経堤領域が頭部領域まで拡大する事を報告している
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（Carmona-Fontaine et al., 2007）。更に、マウス ES細胞における研究は上述した FGFシ

グナルに加えて中間的な BMPシグナルの活性が神経堤の誘導に必要であることを報告

している（Aihara et al., 2010）。神経堤への分化は中程度の BMPシグナルの活性に加え、

FGFやWntシグナルの活性を必要とする事が示唆される（図 3-3A）。 

 

3-­‐4.	
  予定プラコードと神経堤形成に関連する転写因子	
  

 

 予定プラコードと神経堤の分化に関連する転写因子も、これまでに多く同定されてい

る。中でも神経板境界遺伝子 Dlx3は予定プラコードの分化に寄与する（Hans et al., 2004; 

Kaji and Artinger, 2004; Woda et al., 2003）。Dlx3は BMPシグナルを受容することで誘導

され、予定プラコード遺伝子 Six1や Eya1の発現を促進し、予定プラコードへの分化を

促す（Woda et al., 2003）。また、近年の報告から Dlx3は予定プラコード遺伝子の発現

を促すだけでなく、非神経細胞のコンピテンスを調節し、非神経細胞における分化のポ

テンシャルを決定する働きを持つ事が明らかになっている（Pieper et al., 2012）。Dlx3の

過剰発現は神経板遺伝子、神経板境界遺伝子、そして神経堤遺伝子の発現を制限する一

方で、Dlx3 MOによるノックダウン胚ではそれらの遺伝子発現領域が非神経領域まで拡

大する（Pieper et al., 2012）。このことから Dlx3が予定プラコード形成に必須な遺伝子

であると考えられる（図 3-3A）。 

 これに対して、神経板境界遺伝子 Msx1は神経堤の前駆細胞で発現し、神経堤への分

化を促す役割を持っている（Monsoro-Burq et al., 2005）。先行研究は Msx1-GRによる時

期特異的な Msx1の活性がいくつかの神経堤遺伝子の発現を誘導する事を報告している

（Tribulo et al., 2003）。また、別の先行研究はWntや FGFシグナル存在下で、Msx1と

Pax3の共発現が神経堤遺伝子の発現を誘導し、神経堤細胞を模倣する事ができることを

報告している（Monsoro-Burq et al., 2005）。 加えて、Nogginと Msx1を過剰発現したア

ニマルキャップでは、神経堤形成に必須な遺伝子として知られる Pax3と Zic1の発現を

誘導することができる（Milet et al., 2013; Monsoro-Burq et al., 2005; Sato et al., 2005）。こ
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れらの結果から、Msx1は神経堤形成に重要な役割を持つ遺伝子といえる（図 3-3A）。 

 

3-­‐5.	
  予定プラコードと神経堤を作り分けるメカニズム	
  

 

 予定プラコードと神経堤は非神経と神経に由来する組織であるとの見解もある

（reviewed in Saint-Jeannet and Moody, 2014）。しかし、2つの組織の前駆細胞である神経

板境界の細胞は予定プラコードと神経堤どちらにも分化するコンピテンスを持ち、各細

胞に発現する転写因子が徐々に分化するためのコンピテンスを失わせ、分化方向を決定

するという報告も存在する（Pieper et al., 2013）。実際に、運命未決定な予定表皮領域を

神経板境界に移植すると、より後期の発生ステージから切除した移植片の方が予定プラ

コード遺伝子 Six1を発現する一方で、神経堤遺伝子 Foxd3は移植片に発現しにくくなる

（Pieper et al., 2013）。しかし、運命未決定な予定神経領域を神経板境界へ移植した移植

片では、Six1と Foxd3が共に発現しなくなる（Pieper et al., 2013）。この結果から、非神

経と神経領域に由来する因子が予定プラコードと神経堤の領域化を行っているわけでは

なく、他の要素によって予定プラコードと神経堤の領域化が行われている事が予想され、

少なくとも神経板境界に局在する物質が 2つの組織の形成に貢献していることが考えら

れる。1つの可能性として、神経板境界に局在する転写因子 Dlxと Msxが予定プラコー

ドと神経堤における明確な境界を形成するのに貢献することがあげられる。Dlxと Msx

は互いに結合し合うことで互いを抑制する働きを有している（Zhang et al., 1997）。つま

り、予定プラコード領域では Dlxの高い転写活性化レベルによって誘導される一方で、

神経堤遺伝子は Msxの高い転写活性化レベルによって誘導され、これらの相互抑制が初

期の予定プラコードと神経堤の境界形成に貢献している可能性が示唆される。しかしな

がら、近年の研究報告は Dlx3 MOを顕微注入した胚において、神経堤領域が予定プラコ

ード領域へ拡大しないこと（Pieper et al., 2013）を示しているため、Dlxと Msxによる転

写制御メカニズムとは異なる制御メカニズムによって予定プラコードと神経堤が形成さ

れることが示唆される。
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3-­‐6. 初期発生のヒストン修飾による転写調節 

 

 近年、エピジェネティックな制御因子が初期胚における分化を制御するという報告

が数多く存在する。DNAメチル化酵素 Dnmt3aは神経板境界に発現し、神経板遺伝子

Sox2や Sox3の転写を抑制することで神経堤の分化に寄与する（Hu et al., 2012）。同様に

ゼブラフィッシュ胚における先行研究は Dnmt3が三叉神経など末梢神経の形成に関与す

ることを報告している（Rai et al., 2010）。Dnmt3に対して、Dnmt1はより組織特異的な

分化を調節し、ヒストンメチル化酵素 Suv39h1と協調的に目の形成に関与する（Rai et 

al., 2006）。また、APC（Adenomatous polyposis coli）をノックアウトしたゼブラフィッ

シュ胚では、脱メチル化酵素が発現しなくなり、脱メチル化を介した遺伝子調節が機能

しなくなる（Rai et al., 2010）。これらの結果から DNAのメチル化は初期胚における分

化に対して重要な役割を持つことが考えられる。また、DNAメチル化酵素だけでなくヒ

ストン修飾酵素も初期胚の分化に寄与する。ゼブラフィッシュ胚における先行研究は、

ヒストンメチル化酵素 G9aのノックダウン胚が中枢神経および末梢神経系に異常をきた

す事から G9aが神経全般の分化に貢献していることを報告している（Rai et al., 2010）。

また、ニワトリ胚を用いた先行研究はエピジェネティックな制御因子であるヒストン脱

メチル化酵素 Kdm4a（Lysine (K) specific demethylase 4a）がニワトリ胚の神経堤領域に発

現し、神経堤遺伝子のプロモーター領域のヒストン H3K9を脱メチル化し、転写可能な

状態を保つ役割を持つと報告している（Strobl-Mazzulla et al., 2010）。加えて、

Hirabayashi and Gotohはヒストン修飾による遺伝子発現の調節が神経発生に重要な役割

を果たすと報告している（reviewed in Hirabayashi and Gotoh, 2010）。 

これらの研究結果から、私はヒストン修飾因子が外胚葉における分化の制御に関連す

る可能性が高いと考え、予定プラコード欠損胚と正常胚を比較した比較型マイクロアレ

イの結果（Tanibe et al., 2008）から、予定プラコード特異的に発現するエピジェネティッ

クな制御因子を探索し、PRDM12（PR domain containing 12）を選出した。 



	
   16	
  

3-­‐7.	
  PRDM	
  familyについて 

 

PRDM12はヒストンメチル化関連因子として知られ、PRDM familyに属するタンパク

質である。PRDM familyに属するタンパク質は PRDM1から PRDM16まで報告され、い

くつかは初期発生における機能や役割が明らかとなっている（reviewed in Hohenauer and 

Moore, 2012）。マウス初期胚では、PRDM1/Blimp1と PRDM14は共に BMPシグナルに

よって誘導され、将来生殖細胞へ分化する始原生殖細胞に発現し、始原生殖細胞の形成

に重要な役割を持つ（Ohinata et al., 2005; Ohinata et al., 2009）。特に PRDM14は生殖細

胞だけでなく、内部細胞塊が分化全能性を獲得する際に必要なエピジェネティックな修

飾を制御する機能を持つ（Yamaji et al., 2013）。また、始原生殖細胞だけでなく、

Blimp1は原腸胚期、前方内胚葉に発現し、頭部形成遺伝子 Cerberusの発現を誘導する

（de Souza et al., 1999）。加えて、Blimp1は Foxd3と AP2のエンハンサー領域のメチル化

を介して転写を促進し、神経堤の分化に貢献する（Powell et al., 2013）。PRDM familyに

属するタンパク質はヒストンのメチル化に関わる PRドメイン（PRDI-BF1 and RIZ ho-

mology domain）を持つが、Blimp1や PRDM14のようにヒストンメチル化酵素活性を持

たないタンパク質が存在する一方で、PRDM2や PRDM9のように自らヒストン修飾を行

う機能を持つものも存在する（Kim et al., 2003; Hayashi et al., 2005）。マイクロアレイに

よって同定した PRDM12はゼブラフィッシュ胚やマウス胚では中枢神経系の側方領域と

頭蓋プラコードに発現する（Kinameri et al., 2008; Sun et al., 2008）。加えて、マウス胚性

腫瘍細胞である P19細胞において、PRDM12が細胞増殖を制御することが報告されてい

る（Yang and Shinkai, 2013）。しかし、胚発生における PRDM12の役割や重要性につい

ては未だ明らかになっていない。そこで、私は神経発生における知見が豊富なアフリカ

ツメガエルを用いて初期発生における PRDM12 の機能について明らかにすることにした。 
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3-­‐8. ツメガエルを用いる利点 

 

 ツメガエルは多卵性で適切な温度管理をすれば四季を問わず採卵することができ、ツ

メガエルは受精からわずか 3日間で頭部や体節などの基本構造が形成されるため、スピ

ーディな実験が可能である。ツメガエル胚は直径約 1mmと大きく、DNA、RNA、タン

パク質などを容易に注入することができる。また、上述した神経発生を始め初期発生に

関する知見が豊富に存在し、それらを評価するアッセイ系が確立している。特に胞胚期

の外胚葉領域であるアニマルキャップを単離培養するアニマルキャップアッセイは条件

を付け加えることで単一あるいは複数の組織を効率的に誘導することができる。例えば、

BMPシグナルの抑制とWntシグナルの促進によって神経堤が誘導されることが知られ

ているが、BMP抑制因子 Chdと Wnt8の mRNAを注入した胚からアニマルキャップを切

り出し単離培養した場合、単離したアニマルキャップは神経堤様細胞に分化することが

知られる（Sato et al., 2005）。他にも、BMP抑制因子 Nogginのタンパク質を含む培養液

でアニマルキャップを培養した場合、培養したアニマルキャップは予定プラコード様細

胞に分化する（Brugmann et al., 2004）。また、切り出したアニマルキャップが外胚葉に

由来する組織に分化するメカニズムは明らかとなっている。アニマルキャップでは外胚

葉に発生運命を方向付ける転写因子 XFDL156が発現し、XFDL156は中胚葉誘導を促進

する因子 p53に対する競合阻害因子として機能する（Sasai et al., 2008）。そのため、ア

ニマルキャップは人為的に中胚葉誘導因子を作用させない限り外胚葉に由来する組織へ

分化することから、ツメガエルは外胚葉に由来する表皮や神経だけでなく、予定プラコ

ードや神経堤を研究する最適なモデル生物の一つと言えるだろう。 

本研究は神経板境界から分化する予定プラコードと神経堤の境界がどのようにして明

確化されていくか、ヒストン修飾関連因子に焦点をあて、詳細なメカニズムを解明する

事を目標とした。特に、初期発生における役割が明らかとなっていない PRDM12がどの

ような機能を持ち、予定プラコードと神経堤の分化に関わるかを明らかにする。そして、
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予定プラコードと神経堤に派生する細胞がどのようなヒストン修飾によって調節を受け

るのか、本研究は PRDM12以外の修飾因子についても議論する。 
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4.	
  結果	
  

 

4-­‐1.	
  PRDM12は神経胚期で予定プラコード側方と神経板に、尾芽胚期で profundalプラコ

ードと三叉神経プラコードに発現する	
  

 

ツメガエルにおける PRDM12の時空間的発現パターンは未だ明らかとなっていない。そ

のため、stage RT-PCR法とWholemount in situ hybridization（WISH）法によってツメガエ

ルの PRDM12の時空間的パターンを調査した。stage RT-PCRの結果から PRDM12は

stage 13（初期神経胚期）から尾芽胚期にかけて継続して発現することが明らかとなった

（図 4-1-1）。

 
[図 4-­‐1-­‐1] PRDM12は初期神経胚期から発現する 

Stage RT-PCRによって PRDM12の発現時期を調査した結果。PRDM12は初期神経胚期で

ある stage 13（初期神経胚期）以降から発現する。比較対象として、汎プラコード遺伝子

Six1、神経堤遺伝子 Foxd3、神経板境界遺伝子 Pax3、中軸中胚葉遺伝子 Chdを検出し

た。PRDM12 mRNAは Six1や Pax3の発現後、Foxd3の発現開始と同時期に発現を開始す

る。内在性コントロールとして ODCを用いた。NDは検出しなかった stageを表す。 



	
   20	
  

また、神経堤遺伝子 Foxd3も stage 13（初期神経胚期）から発現することや、予定プラ

コード形成因子 Six1や神経板境界因子 Pax3が stage 11（初期原腸胚期）から発現するこ

とも確認された（図 4-1-1）。これらの結果は PRDM12が予定プラコードや神経堤が本

格的に形成され始める stage 13（初期神経胚期）から機能し始めることを示唆する。 

 

 
[図 4-­‐1-­‐2] 神経胚期における PRDM12は予定プラコード領域側方と神経板に発現する 

Whole-mount in situ hybridization（WISH）法と Double in situ hybridization（DISH）法によ

って各 mRNAの発現領域を検出した結果。各遺伝子名の色は発色基質の色（NBTまたは

BCIP）に対応している。PRDM12は stage 13（初期神経胚期）で予定プラコード領域の側

方領域に発現する。その後、stage 15（中期神経胚期）で神経板の一部に PRDM12の線状

の発現が観察できる。PRDM12は汎予定プラコード遺伝子と Six1、予定 profundalプラコ

ード遺伝子 Pax3、予定三叉神経遺伝子 Islet1と Pax6の一部と共発現する一方で、予定レ

ンズプラコード遺伝子 Six3や神経堤遺伝子 Foxd3の発現領域とは重ならない。緑色の矢

頭は予定 profundalプラコード領域、橙色の矢頭は予定三叉神経プラコードの発現領域、

スケールバーは 5mmを示す。 
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WISH法によって PRDM12 mRNAの発現領域を詳細に検討した結果、PRDM12は stage 

13（初期神経胚）で予定プラコード側方領域に発現した後、stage 15（中期神経胚期）か

ら神経板領域で 2本の線状の発現が観察された（図 4-1-2）。続いて 発現する領域を詳

細に検証するため、Double in situ hybridization（DISH）法を行った。その結果、予定プ

ラコードで発現する Six1と PRDM12は重なって発現し、同様に予定 profundalプラコー

ド遺伝子 Pax3、予定三叉神経プラコード遺伝子 Islet1や Pax6と PRDM12では一部で重

複が観察された（図 4-1-2）。それに対して、予定レンズプラコード遺伝子 Six3や神経

堤遺伝子 Foxd3の発現と PRDM12の発現が重複した領域はみられない（図 4-1-2）。こ

れらの結果は、PRDM12が神経堤に発現せず、予定 profundalプラコードや予定三叉神経

プラコードが局在する予定プラコード側方領域特異的に発現することを示している。 

 また、尾芽胚期における PRDM12は profundalプラコードや三叉神経プラコードに限

定して発現するほか、松果体や予定腎臓領域においても発現が観察された（図 4-1-3）。

DISH法の結果から、PRDM12と profundalや三叉神経プラコード遺伝子である TrkB、

Islet1、そして Pax3の発現領域の重なり合いが観察される一方で、PRDM12とレンズプ

ラコード遺伝子 Six3の共発現は見られなかった（図 4-1-3）。これらの結果から、ツメ

ガエル PRDM12は神経胚期で予定プラコード側方領域と神経板に発現し、尾芽胚期で

profundalプラコードや三叉神経プラコードに発現すると結論づけた。 
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[図 4-­‐1-­‐3] 尾芽胚期における PRDM12の発現は profundalプラコードおよび三叉神経プラ

コードに局在する 

WISH法と DISH法によって stage 28に達した尾芽胚における各 mRNAの発現領域を検出

した結果。各遺伝子名の色は発色基質の色に対応している。profundalプラコード遺伝子

として TrkB、Islet1、および Pax3を、三叉神経プラコード遺伝子として TrkBおよび

Islet1を、レンズプラコード遺伝子として Six3をそれぞれ用いた。PRDM12は TrkB、

Islet1、Pax3の発現領域と重なる事から profundalプラコードと三叉神経プラコードに発

現する。スケールバーは 2.5 mmを示す。	
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4−2.	
  PRDM12は BMPと Wntシグナルによって制御され、Pax3によって転写される 

 

 予定プラコードと神経堤の前駆領域にあたる神経板境界は中程度の BMPシグナル活

性を必要とする。胞胚期の予定外胚葉領域であるアニマルキャップは BMP4を放出し、

最終的に表皮へ分化する予定運命を持つ（Grunz and Tacke, 1989; Sato and Sargent, 1989）。

そのため、アニマルキャップに BMP阻害因子を強制発現させ、そのシグナル強度を調

節することで神経板境界様細胞を誘導できると考えた。Chdと同様に BMP阻害因子と

して知られる Nogginをコードする mRNAを注入したアニマルキャップでは、Noggin 

mRNAの注入量に依存する PRDM12の発現が観察された（図 4-2-1）。また濃度依存的

に PRDM12の発現が上昇する一方で、予定プラコード遺伝子 Six1も強い濃度で発現が

強くなる傾向が観察された（図 4-2-1）。この結果から、PRDM12は Six1のように神経

板境界の誘導条件においても発現が観察できる事が明らかとなった。 

 

 
[図 4-­‐2-­‐1] Noggin	
  mRNAによる BMP阻害は PRDM12の発現を誘導する	
  

Noggin mRNA (1, 2, 4 pg/embryo)を顕微注入し、胞胚期で予定外胚葉領域 （アニマルキャ

ップ）を切り出し、stage 18（初期尾芽胚期）まで培養した後、RT-PCR法によって遺伝

子発現量を検出した結果。汎プラコード遺伝子として Six1、ポジティブコントロールと

して ODCをそれぞれ用いた。Nogginの過剰発現は PRDM12の発現を誘導する。WEは全

胚、ACはアニマルキャップを使ったサンプルであることを示している。	
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神経板境界の遺伝子は BMPシグナルとWntシグナルの影響を受けて発現する。そのた

め、BMPとWntシグナルを変化させた時、PRDM12の発現領域が変化するかWISH法

によって検証した。BMP シグナル促進因子 BMP4の過剰発現によって腹側化した胚では、

PRDM12の発現は背側領域に限定した発現が観察される（図 4-2-2）。同様に、Pax3と

Six1も本来発現する領域より背側領域での発現が観察された（図 4-2-2）。 

 

 
[図 4-­‐2-­‐2] PRDM12の発現は BMPとWntシグナルによって調節を受ける 

BMP mRNA (20 pg/embryo)、Chd mRNA (100 pg/embryo)、pCS2-Wnt3a (50 pg/embryo)、そ

して Dkk1 mRNA (10 pg/embryo)を顕微注入し、神経胚期まで培養した胚に対しWISH法

を行い、PRDM12、Pax3、および Six1の発現領域を検出した結果。各胚は背側と腹側か

らそれぞれ撮影している。また、BMPの過剰発現は PRDM12、Pax3、Six1の発現を背側

領域に制限する一方で、Chdの過剰発現胚では PRDM12と Pax3が腹側領域で異所的に発

現する。また、Wnt3a DNAによる後方化した胚では各 mRNAの前方領域への発現が抑制

されるのに対し、Dkk1 mRNAの顕微注入では各 mRNAの発現領域が後方へシフトす

る。 
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さらに、BMPシグナル阻害因子 Chdの過剰発現によって BMPシグナルを阻害した胚で

は、腹側領域で異所的な PRDM12の発現が観察された（図 4-2-2）。Pax3の発現領域に

おいても、腹側領域での発現が観察された一方で、Six1では腹側領域における異所的な

発現は観察できなかった（図 4-2-2）。Wntシグナル促進因子 Wnt3a DNAを注入した胚

では、PRDM12、Pax3、Six1の前方領域における発現が制限されている（図 4-2-2）。前

方領域における各遺伝子の発現が抑制されている事から、胚の後方化が起こっていると

考えられる。これらの表現型に対して、Wntシグナル阻害因子 Dkk1を過剰発現した胚

では、PRDM12と Pax3の発現が後方にシフトして見られる一方で、Six1の発現はコント

ロール胚と比較して後方領域へ拡大している（図 4-2-2）。これは、Dkk1の過剰発現に

よって引き起こされた前方化によって前方領域が拡大したことに起因する表現型と考え

られる。以上の結果から PRDM12は BMPとWntシグナルによる影響を受け、予定プラ

コード遺伝子 Six1ではなく、神経板遺伝子 Pax3と類似した調節機構によって発現する

ことが示唆された。神経板遺伝子 Pax3は神経堤形成に強く関連する遺伝子の 1つであ

り、Pax3は神経堤形成に必須な遺伝子と言われている（Sato et al., 2005）。PRDM12の

発現パターンが Pax3と類似した挙動を見せたことから、PRDM12は神経堤細胞の誘導

条件によって発現するか検証することにした。神経堤細胞は Pax3とWntシグナル、

Zic1とWntシグナル、または Pax3と Zic1の発現によって誘導される事が明らかとなっ

ている（Sato et al., 2005; Milet et al., 2013）。上記した神経堤誘導条件の内、PRDM12が

どの条件で発現するか検証したところ、どの神経堤誘導条件においても PRDM12の発現

が観察された（図 4-2-3）。また、Snail、Slug、Twistなど神経堤遺伝子の発現が Pax3と

Wntシグナル、Zic1とWntシグナル、Pax3と Zic1の過剰発現でも発現する一方で、中

胚葉遺伝子である Ms-actinの発現は観察されなかった（図 4-2-3）。また、神経堤細胞誘

導条件に限らず、Pax3単独の過剰発現において、PRDM12の発現上昇が観察された一方

で、神経堤遺伝子の発現上昇が観察されなかった（図 4-2-3）。これらの結果は Pax3が

PRDM12の転写制御を調節する因子として生体内で機能している事を示唆している。 
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[図 4-­‐2-­‐3] PRDM12は神経堤細胞誘導条件においても発現する 

Pax3 mRNA (20 pg/embryo)、Zic1 mRNA (100 pg/embryo)、および Wnt8 mRNA (10 

pg/embryo)を顕微注入し、胞胚期でアニマルキャップを切り出し、st. 15まで培養した

後、RT-PCR法によって各遺伝子の発現量を検出した結果。Pax3と Wnt8、Zic1と Wnt8、

または Pax3と Zic1を共注入することで神経堤様細胞を模倣することができる (Sato et al., 

2005; Milet et al., 2013)。神経堤遺伝子として Snail、Slug、および Twist、アニマルキャッ

プ切り出し時に中胚葉の混入がないか確認するため中胚葉遺伝子として Ms-actin、内在性

コントロールとして EF1aをそれぞれ用いている。WEは全胚、ACはアニマルキャップ

を使ったサンプルであることを示している。 
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Pax3が PRDM12の転写調節を行うのであれば、Pax3の濃度依存的に PRDM12の発現量

が調節されるかもしれない。Pax3が PRDM12の発現調節を行っているかを調べるために、

Pax3 を過剰発現したアニマルキャップにおける遺伝子発現の変化を調査することにした。

Pax3を過剰発現したアニマルキャップにおける遺伝子発現の変化を調べたところ、Pax3

の mRNAの濃度依存的に PRDM12の発現上昇が観察された（図 4-2-4）。これらのデー

タは PRDM12が直接的か間接的かわからないが、Pax3の発現によって誘導される事を

示している。 

 
[図 4-­‐2-­‐4] Pax3は PRDM12の発現を誘導する 

Pax3 mRNA (20、30、40、50 pg/embryo)を顕微注入し、胞胚期でアニマルキャップを切り

出し、stage 15（中期神経胚期）で RT-PCRで遺伝子発現を調査した結果。中胚葉遺伝子

として Ms-actin、内在性コントロールとして EF1aを用いた。Pax3 mRNAの濃度依存的

に PRDM12の発現が誘導される。WEは全胚、ACはアニマルキャップを使ったサンプル

であることを示している。	
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3-­‐3. PRDM12の過剰発現はヒストン H3K9のトリメチル化を介して神経堤遺伝子の発現を

抑制する 

 

 初期発生における PRDM12の役割はこれまでのところ、明らかとなっていない。そこ

で初期発生における PRDM12の機能を調べるため、PRDM12の過剰発現を行った。

PRDM12の過剰発現胚では、濃度依存的に小頭と色素細胞の形成阻害が生じ、特に色素

細胞の形成阻害が多くの胚で観察された（図 4-3-1）。色素細胞は神経堤細胞に由来する

ことが知られている（Aoki et al., 2003）。stage RT-PCRの結果では、PRDM12が stage 13

（初期神経胚期）から発現していたことから、stage 38よりも以前の段階で PRDM12が色

素細胞あるいは神経堤細胞の形成を阻害していた可能性が高い。 

 
[図 4-­‐3-­‐1] PRDM12の過剰発現は色素細胞形成を阻害する 

（A）PRDM12 mRNA（100, 500, 1000 pg/embryo）を顕微注入し、stage 38まで培養した

胚。それぞれ側方から観察している。1000 pgの PRDM12 ｍRNAを注入した胚では色

素細胞の形成阻害が優先的に観察できる。（B）顕微注入で得られた胚を表現型ごとに分

け、カウントしたグラフ。 
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そのため、色素細胞の形成阻害は神経胚期の神経堤遺伝子の発現抑制に依存した現象な

のか調査するため、PRDM12 mRNAを顕微注入した神経胚の遺伝子発現パターンを

WISH法によって評価することにした。PRDM12を過剰発現した胚では、神経堤遺伝子

Foxd3の発現抑制が高い割合で観察された（図 4-3-2A, B）。 

 

 
 

[図 4-­‐3-­‐2] PRDM12の過剰発現は神経堤遺伝子の発現を抑制する 

（A）PRDM12 mRNA (1000 pg/embryo)を顕微注入し、神経胚期に達した胚に対しWISH法

を行い、各遺伝子の発現領域を検出した結果。PRDM12の過剰発現胚では神経堤遺伝子

Foxd3、Slug、Sox9の発現が抑制される一方で、予定プラコード遺伝子 Islet1、Six1や神

経板遺伝子 Sox2の発現は変化しない。スケールバーは 5 mmを示す。（B）Aの実験で得

られた胚を変化の無いもの、各遺伝子を発現抑制したものにわけ、作成したグラフ。 
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同様に、神経堤遺伝子 Slugや Sox9の発現においても顕著な発現抑制が見られた（図 4-

3-2A, B）。一方で、予定プラコード遺伝子 Isletや Six1の発現領域の大きな拡大は見ら

れず、また、神経板遺伝子 Sox2の発現に大きな変化は認められなかった（図 4-3-2A, 

B）。これらの結果は、PRDM12が神経堤遺伝子特異的に発現を抑制している事を示し

ている。また、近年の研究結果は BMPシグナルの抑制とWnt8シグナルの促進により、

アニマルキャップ上で神経堤細胞を模倣できることを報告している（Sato et al., 2005）。 

 

 
[図 4-­‐3-­‐3] PRDM12の過剰発現は神経堤遺伝子の発現量を濃度依存的に減少させる 

Chd（50 pg/embryo）、Wnt8（50 pg/embryo）、および PRDM12（1000 pg/embryo）の

mRNAを顕微注入した後、胞胚期でアニマルキャップを切り出し、st. 15まで培養した

後、RT-PCR法によって遺伝子発現量を検出した結果。予定外胚葉への Chdと Wnt8の共

注入は神経堤細胞を模倣するために用いた。PRDM12の過剰発現は濃度依存的に神経堤

遺伝子の発現を抑制する。神経堤遺伝子として Sox8、Sox9、Sox10、Foxd3、Slug、およ

び Twistを、中胚葉遺伝子として MyoDを、内在性コントロールとして EF1aをそれぞれ

用いた。WEは全胚、ACはアニマルキャップを使ったサンプルであることを示してい

る。	
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BMPシグナルの抑制に Chd ｍRNAを、Wntシグナルの促進に Wnt8 ｍRNAをそれぞれ

用いることで神経堤細胞を模倣し、模倣した神経堤様細胞上で PRDM12の過剰発現によ

る神経堤遺伝子の発現量が変化するか調査した（図 4-3-3, lane 4）。模倣した神経堤様細

胞では神経堤遺伝子 Sox8、Sox9、Sox10、Foxd3、Slug、Twistが発現するのに対し、

PRDM12を過剰発現させたところ、濃度依存的に神経堤遺伝子の発現抑制がみられた

（図 4-3-3, lane 5, 6）。これらの結果は PRDM12が神経堤遺伝子の発現を抑制する機能を

持つことを示唆する。また、PRDM12はヒストンメチル化活性への関連性が予想される

PRドメインを有している。一般的にヒストンメチル化酵素はヒストン H3K4のメチル化

を介して転写を正に調節する因子とヒストン H3K9やヒストン H3K27のメチル化を介し

て転写を負に調節する因子に大別される。PRDM12が正負どちらの調節因子として機能

するか調査するために、各トリメチル化抗体を用いたウェスタンブロット解析を行った。

神経堤遺伝子の効果が見られた神経堤様細胞において PRDM12がヒストンのメチル化を

行っているか評価し、その結果、PRDM12がヒストン H3K4や K27のトリメチル化に影

響を与えない一方で、濃度依存的にヒストン H3K9のトリメチル化を促進する働きを持

つことが明らかとなった（図 4-3-4）。この結果は PRDM12がヒストン H3K9のトリメ

チル化を介して、神経堤遺伝子特異的な発現抑制する働きを持つことを示唆する。 
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[図 4-­‐3-­‐4] PRDM12はヒストン H3K9のトリメチル化を促進する 

Wnt8 mRNA（50 pg/embryo）、Chd mRNA（50 pg/embryo）、および myc-PRDM12 mRNA

（250, 500, 1000 pg/embryo）を顕微注入し、胞胚期でアニマルキャップを切り出し、stage 

15（中期神経胚期）まで培養した後、ウェスタンブロットを行った結果。抗 myc抗体、

各トリメチル化抗体、およびヒストン H3抗体を用いて検出した。H3K4me3はトリメチ

ル化した H3K4、H3K9me3はトリメチル化した H3K9、H3K27me3はトリメチル化した

H3K27をそれぞれしている。myc-PRDM12 mRNAの濃度依存的にヒストン H3K9のトリ

メチル化が増幅する。 
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3-­‐4. PRDM12の機能は PRドメインと ZNFドメインを必要とする 

 

 PRDM12はヒストンメチル化活性ドメインとして機能する可能性を持つ PRドメイン

と DNA配列に結合する可能性がある 3つ Zinc Finger（ZNF）ドメインを持つ（図 4-4-

1）。 

 

 

 

PRDM12の過剰発現によりヒストン H3K9のトリメチル化が促進するが、PRDM12の PR

ドメインが酵素活性を持つのか明らかにされていない。また、PRDM12が持つ 3つの

ZNFは本当にゲノム DNAと結合するのか、これらのドメインの重要性について評価す

ることにした。まず、PRドメインの変異体を作製するため、既知のヒストンメチル化転

移酵素 Dim5、G9a、Suv39h1の SETドメインの配列と PRDM12の PRドメインの配列を

比較した（図 4-4-2）。その結果、各メチルトランスフェラーゼと PRDM12の相同性は

決して高くはないものの、PRDM12の PRドメインが既知のヒストンメチル化酵素の

SETドメインと共通したアミノ酸配列を一部持つことがわかった（図 4-4-2）。この結果

をもとに PRドメインに対し、先行研究のメチル基転移酵素活性を失わせる変異体を模

倣し（Collins et al., 2009）、PRDM12F117A、PRドメインの一部もしくは全てを欠損さ

せた PRDM12∆111-119 と∆PR、3 つの ZNF ドメインを削除した PRDM12∆ZNF を作成し、

各コンストラクトを評価することにした（図 4-4-3）。 

 
[図 4-­‐4-­‐1] PRDM12は PRドメインと 3つの ZNFドメインを有する 

PRDM12の各ドメインを記載した模式図。PRDM12はヒストンメチル化に関連する可能

性がある PRドメインと DNAの結合に関連する 3つの ZNFドメインを持つ。 
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[図 4-­‐4-­‐2] PRDM12と各メチル基転移酵素の SETドメインのアミノ酸配列は部分的に保

存されている 

ヒストンに対するメチル基転移酵素活性の報告がされている Dim-5（Collins et al., 

2009）、Suv39h1（Rea et al., 2000）、G9a（Tachibana et al., 2001）の SETドメインと

PRDM12が持つ PRドメインのアミノ酸配列を比較した結果。赤枠は作成した

PRDM12∆111-119において欠損させた配列を、アスタリスクは点変異によって置換した

配列を、黄色背景で示す領域は同一配列を、緑色背景で示す領域は相同配列をそれぞれ

示す。 

	
  

	
  

[図 4-­‐4-­‐3] 作成した PRDM12変異体の概略 

PRDM12 plasmidに対する point mutationおよび deletionによって作成した PRDM12変異

体の模式図。上から赤色は point mutationによって変異を加えた領域を示している。 
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上述した通り、野生型 PRDM12 の過剰発現は神経堤遺伝子の発現抑制を行い、色素細胞

の形成阻害を引き起こす（図 4-4-4A, B）。これに対して、PRDM12F117A の過剰発現で

は野生型で見られる色素細胞の形成阻害は観察されない（図 4-4-4A, B）。同様に、

PRDM12∆111-119、PRDM12∆PR、PRDM12∆ZNF の過剰発現においても、色素細胞の形

成阻害は確認できなかった（図 4-4-4A, B）。これらの結果は PRDM12 における色素細

胞形成阻害には PR ドメインと ZNF ドメイン、どちらのドメインも必要であり、作成し

た PRDM12の変異体が神経堤遺伝子の発現抑制能を持たないことを示唆している。 

 

 

 
[図 4-­‐4-­‐4] 変異型 PRDM12は色素細胞の形成不全を起こさない 

（A）野生型 PRDM12または変異型 PRDM12の mRNA（各 1000 pg/embryo）を顕微注入

し、尾芽胚まで培養した結果。それぞれの胚を側方から観察した。野生型 PRDM12

（PRDM12WT）の過剰発現では色素細胞の形成阻害が起きる一方で、変異型 PRDM12

（PRDM12F117A, PRDM12∆111-119, PRDM12∆PR, PRDM12∆ZNF）の過剰発現では大きな

変化が見られない。（B）Aの実験から得られた表現型を変化無い胚と色素細胞の形成阻

害が起きた胚にわけ、各表現型をカウントしたグラフ。 
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次に、各変異型 PRDM12の過剰発現が本当に神経堤遺伝子の発現阻害を起こしていない

か、WISH法を用いて評価した。その結果、野生型 PRDM12の過剰発現で Foxd3の発現

抑制が観察できるのに対して、PRDM12F117Aの過剰発現胚では Foxd3の発現抑制が起

こらなかった。同様に、PRDM12∆111-119、PRDM12∆PR、PRDM12∆ZNFの過剰発現に

おいても Foxd3の発現抑制は観察されなかった（図 4-4-5A, B）。また、図 4-4-4に示す

表現型と同様に変異体 PRDM12の過剰発現では神経堤遺伝子の発現抑制が見られなかっ

た。この結果に対して、野生型 PRDM12の過剰発現胚では、予定プラコード遺伝子

Islet1の発現は変化しなかった（図 4-4-5A, B）。一方で、PRDM12F117Aの過剰発現胚

では、Islet1の発現抑制が観察された（図 4-4-5A, B）。同様に PRDM12∆111-119、

PRDM12∆PRの過剰発現では Islet1の発現抑制が見られたのに対して、PRDM12∆ZNFの

過剰発現胚では Islet1の発現は抑制されなかった（図 4-4-5A, B）。つまり、PRドメイン

に関連する変異体を過剰発現させた胚と ZNFドメインに関する変異体を過剰発現させた

胚で Islet1の発現調節に関する差異が観察された。PRドメインはヒストンメチル基転移

酵素活性に貢献することが知られる。そのため、ヒストンメチル基転移酵素活性を失っ

た PRDM12F117A 、PRDM12∆111-119、PRDM12∆PRが野生型 PRDM12の結合領域に対

して優先的に結合し、競合阻害が起こった可能性が考えられる。つまり、PRドメインに

関する 3つの変異体は dominant negativeとして機能する可能性が示唆された。また、野

生型 PRDM12と変異型 PRDM12の過剰発現胚においても Sox2の発現は変化しなかった

（図 4-4-5A, B）。加えて、遺伝子の発現量に関しても RT-PCRによって調査した。Chd

と Wnt8の mRNAで誘導した神経堤様細胞では神経堤遺伝子 Twistや Slugが発現した

（図 4-4-6）。野生型 PRDM12を過剰発現した場合、これら神経堤遺伝子の発現は抑制さ

れた（図 4-4-6）。一方、変異型 PRDM12を過剰発現した場合、野生型 PRDM12を過剰

発現した時に観察された神経堤遺伝子の発現抑制が見られなかった。これらの結果は

PRDM12の PRドメインと ZNFドメインが PRDM12の機能に必要であることを示唆す

る。 
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[図 4-­‐4-­‐5] PRDM12の機能は PRドメインと ZNFドメインを必要とする 

（A）野生型および変異型 PRDM12のｍRNA（各 1000 pg/embryo）を顕微注入した胚を神

経胚まで培養した後、WISH法によって各遺伝子の発現を検出した結果。野生型 PRDM12

の注入によって Foxd3の発現は抑制されるが、変異型 PRDM12の注入では変化がない。

また、野生型 PRDM12および PRDM12∆ZNFの mRNAの顕微注入では Isletの発現抑制が

観察されないのに対し、PRドメインに変異を加えた PRDM12では遺伝子発現の抑制が見

られた。PRDM12F117A、PRDM12∆111-119、PRDM12∆PRは dominant negativeとして機

能していることが推察される。各 PRDM12の mRNAを注入しても Sox2の発現には変化

が見られない。（図 3-4-4B-D）WISHを行い、Foxd3（図 3-4-4B）、Islet1（図 3-4-

4C）、Sox2（図 3-4-4D）の発現を検出した胚を、変化が無い胚と発現抑制がみられた胚

にわけ、各表現型をカウントしたグラフ。 
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また、先行研究（de Souza et al., 1999）を参考にして、PRDM12の ZNFドメインの必要

性を評価するため 、転写活性化ドメインである VP16ドメインと転写抑制ドメインとし

て知られる EnRドメイン（Engrailed repressorドメイン）を結合したフュージョンコンス

トラクトを作成した（図 4-4-7A）。もし、PRDM12 の ZNF が直接ゲノム領域に結合し、

機能するのであれば、これらのフュージョンタンパク質は神経堤遺伝子に対して促進的、

もしくは抑制的に機能することが予想される。 

 
[図 4-­‐4-­‐6] 変異体 PRDM12は神経堤遺伝子の発現抑制能を失う 

Chd（50 pg/embryo）、Wnt8（50 pg/embryo）、各 PRDM12（1000 pg/embryo）の mRNA

を顕微注入した胚から、胞胚期でアニマルキャップを切り出し、stage 15まで培養した

後、RT-PCRによって遺伝子発現量を検出した結果。Chdと Wnt8の mRNAを注入するこ

とで誘導した神経堤遺伝子の発現は野生型 PRDM12の共注入によって抑制することがで

きるが、変異体 PRDM12では抑制できない。Ms-actinは中胚葉遺伝子として、EF1aはポ

ジティブコントロールとして用いた。WEは全胚、ACはアニマルキャップを使ったサン

プルであることを示している。 
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野生型 PRDM12を過剰発現した胚と比較して、VP16-PRDM12を過剰発現した胚では色

素細胞の増加が観察された（図 4-4-7B, C, F）。一方で、EnR-PRDM12の過剰発現胚では

野生型 PRDM12の発現と同様に色素細胞の抑制が見られた（図 4-4-7D, E, F）。これら

の結果は PRDM12の ZNFドメインが特定のゲノム領域に結合する機能を持つことを示

唆している 。PRDM12はヒストンのメチル化を介して転写調節を行うのに対して、EnR-

PRDM12 は EnR ドメインによる古典的な転写因子として機能する可能性が高い。しかし、

野生型 PRDM12と EnR-PRDM12の過剰発現胚が同じ表現型を示していることから、

 
[図 4-­‐4-­‐7] PRDM12は転写抑制的に機能する 

（A）作成した融合 PRDM12コンストラクトの模式図。PRDM12の PRドメインを削除

し、代わりに VP16（上）もしくは EnR（下）ドメインを融合させたコンストラクトを作

成した。（B-E）VP16-PRDM12（1000 pg/embryo）、EnR-PRDM12（1000 pg/embryo）、

または PRDM12WT（1000 pg/embryo）の mRNAを顕微注入し、stage 38まで培養した時

の表現型（B）コントロール胚。（C）VP16-PRDM12の過剰発現胚では色素細胞数の増

加が観察されたのに対して、（D）野生型 PRDM12の過剰発現と同様に（E）EnR-

PRDM12の過剰発現では色素細胞の形成阻害が観察された。各胚の写真は側方から、右

上の写真は背側方向から頭部を撮影した。（F）各表現型を分類し、カウントしたものを

グラフにまとめた。 
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PRDM12は転写抑制的な機能を持っていることが考えられる。次に、色素細胞形成に対

して促進的に働く VP16-PRDM12をアニマルキャップに過剰発現した場合、神経堤遺伝

子の発現を促進する可能性が考えられる。そこで、VP16-PRDM12 mRNAを注入したア

ニマルキャップにおける遺伝子発現が変化するか、調査した。その結果、VP16-PRDM12

を顕微注入したアニマルキャップでは、Sox8、Sox9、Foxd3、Slug、Twistなど神経堤遺

伝子の発現促進が観察された（図 4-4-8）。一方で、野生型 PRDM12を過剰発現したア

ニマルキャップでは神経堤遺伝子の誘導は起こらなかった（図 4-4-8）。 

 

 

 

 
[図 4-­‐4-­‐8] VP16-­‐PRDM12は神経堤遺伝子の発現を誘導する 

野生型 PRDM12（500, 1000 pg/embryo）または VP16-PRDM12（500, 1000 pg/embryo）の

mRNAを顕微注入し、胞胚期でアニマルキャップを切り出し、神経胚期まで培養した

後、RT-PCRによって各遺伝子の発現量を検出した結果。野生型 PRDM12では神経堤遺

伝子の発現が見られない一方で、VP16-PRDM12を顕微注入したアニマルキャップでは各

神経堤遺伝子の発現が濃度依存的に上昇している。MyoDは中胚葉遺伝子、EF1a（+）は

ポジティブコントロール、EF1a（-）は逆転写反応をしていないサンプルを PCRにかけた

ネガティブコントロールとしてそれぞれ使っている。WEは全胚、ACはアニマルキャッ

プを使ったサンプルであることを示している。 
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また 、野生型 PRDM12を過剰発現したアニマルキャップでは、神経堤遺伝子の発現は抑

制される（図 4-4-9）。EnR-PRDM12を過剰発現したサンプルにおいても神経堤遺伝子

の発現抑制が観察できるか調査したところ、EnR-PRDM12を顕微注入したアニマルキャ

ップでは、Chdと Wnt8の発現により誘導された神経堤遺伝子の発現が EnR-PRDM12の

発現依存的に抑制された（図 4-4-9）。つまり、表現型と同様に EnR-PRDM12は野生型

PRDM12と同様の神経堤遺伝子に対する転写抑制能を持つことを示す。以上の結果は

PRDM12の ZNFドメインが遺伝子発現の調節に必須な領域である事を示し、そして、ヒ

ストンメチル化酵素としての活性ドメインの代わりに転写調節ドメインを結合させた場

合においても従来の転写因子のような振る舞いを見せることから、PRDM12が ZNFドメ

インを介してゲノム領域へ結合する可能性を示唆している。 

 
[図 4-­‐4-­‐9] EnR-­‐PRDM12は神経堤遺伝子の発現を抑制する 

Wnt8（50 pg/embryo）、Chd（50 pg/embryo）、野生型 PRDM12（1000 pg/embryo）、また

は EnR-PRDM12（1000 pg/embryo）の mRNAを顕微注入し、胞胚期でアニマルキャップ

を切り出し、stage 15（中期神経胚期）まで単離培養した後、RT-PCRによって各遺伝子

の発現量を検出した結果。神経堤遺伝子として Sox8、Sox9、Foxd3、Slug、または Twist

を、中胚葉遺伝子として MyoDを、内在性コントロールとして EF1aを用いた。EnR-

PRDM12は野生型 PRDM12と同様に神経堤遺伝子の発現を抑制する。WEは全胚、ACは

アニマルキャップを使ったサンプルであることを示している。	
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3-­‐5.	
  PRDM12は Foxd3,	
  Slug,	
  Sox8プロモーター領域でヒストン H3K9のトリメチル化を促

進する 

 

PRDM12 は生物種間で高度に保存された ZNF ドメインを有している（図 4-5-1）。仮に、

PRDM12の ZNFドメインが特定のゲノム DNA領域に直接結合するとした場合、結合す

る DNA配列も生物種間で高度に保存されていると仮定した。 

 

 
[図 4-­‐5-­‐1] PRDM12の PRドメイン及び ZNFドメインのアミノ酸配列は脊椎動物種間で高

度に保存されている 

ClastalWを用いて、ヒト（NM_021619.2）、マウス（NM_001123362.1）、ラット

（XM_001067974.4）、ニワトリ（XM_415465.3）、ツメガエル（NM_001086385.1）、お

よびゼブラフィッシュ（DQ851836.1）の PRDM12のアミノ酸配列を比較した結果。全ア

ミノ配列中 87％のアミノ酸配列が同一配列（*）を、90％が相同配列（:）を示した。赤

領域は PRドメイン、青領域は ZNFドメインを示す。	
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生物種間で保存されている遺伝子配列は VISTA browserを用いて検索し、特に神経堤遺

伝子の周辺配列の中で、生物種間で保存性の高い配列があるか調査した 。ヒトと各脊椎

動物の神経堤遺伝子の上下 7 kbpの遺伝子配列を比較した結果、Foxd3のプロモーター

上に 48bpの保存性の高い配列 CNS（Conserved non-coding sequence）が存在することが

確認できた（図 4-5-2）。また、PRDM12は Foxd3の発現を抑制する事から、PRDM12

が Foxd3の CNSに結合し、転写調整する可能性が示唆された。 

 

 

 

PRDM12が Foxd3プロモーターの CNS領域に結合する可能性を探るため、CNS配列を

含む Foxd3プロモーターの一部を挿入したルシフェラーゼコンストラクト（pFoxd3-

2000-luc）を用いたルシフェラーゼ解析により仮説が正しいか検証した。まず、作成し

たコンストラクトが正常に機能しているか評価するため、ルシフェラーゼコンストラク

トを背腹に打ち分け、ルシフェラーゼコンストラクトの評価を行った。 

 
[図 4-­‐5-­‐2] 脊椎動物種間で保存性の高い non-­‐coding配列が Foxd3プロモーター上に存在

する 

VISTAブラウザを用いて、アカゲザル、イヌ、マウス、ラット、またはツメガエルのゲ

ノム配列とヒトゲノム配列を比較した結果。神経堤遺伝子 Foxd3の転写開始起点から約

1600 bp上流の領域で、脊椎動物種間で保存性の高い non-coding配列（CNS）の存在が確

認された。 
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Foxd3は背側領域において発現し、原腸胚期では中胚葉誘導因子 Nodalを誘導すること

で背側中胚葉の形成に貢献する（Steiner et al., 2006）。そのため、背側領域におけるル

シフェラーゼの発現量が腹側領域より高い事が期待される。その結果、背腹に打ち分け

たサンプルを比較して、pFoxd3-2000-lucを背側に注入した胚の方が腹側に注入した胚よ

り強いルシフェラーゼ活性を示していることが明らかとなった（図 4-5-3A）。つまり、

背側領域で Foxd3 の発現が強いという先行研究と一致した結果が得られた。この事から、

作成した pFoxd3-2000-lucは機能する Foxd3プロモーターが組み込まれている可能性が高

いと考えられる。次に、PRDM12 が CNS に対して応答性を持っているか評価するため、

CNS欠損コンストラクトを用いたルシフェラーゼ解析を行った（図 4-5-3B）。pFoxd3-

2000-lucのみを注入したサンプルと比較して、PRDM12と pFoxd3-2000-lucを注入した胚

ではルシフェラーゼの発現量が著しく低下した（図 4-5-3）。同様に CNS領域を含む

 
[図 4-­‐5-­‐3] PRDM12は Foxd3の CNSに依存して、遺伝子発現抑制を行う  

（A）Foxd3の転写開始点から上流 2000bpまでのフラグメントを組み込んだルシフェラー

ゼコンストラクトを用いたルシフェラーゼレポーター解析を行った。4細胞期、背側もし

くは腹側 2割球に pGL3-control（30 pg/embryo）もしくは pFoxd3-2000-luc（30 

pg/embryo）を顕微注入した後、stage 18（初期尾芽胚期）まで培養した後、ルシフェラー

ゼ活性を測定した。背側 2割球に顕微注入した場合に、強い光量が得られた。（B）4細

胞期、背側 2割球に各ルシフェラーゼコンストラクト（各 30 pg/embryo）と PRDM12 

mRNA（1000 pg/embryo）を顕微注入した後、stage 18（初期尾芽胚期）まで培養した後、

ルシフェラーゼ活性を測定した結果。pFoxd3-2000および pFoxd3-1647において PRDM12

に依存するルシフェラーゼの発現抑制がみられるのに対し、他のコンストラクトにおい

ては発現抑制が観察されなかった。 
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pFoxd3-1647-lucと PRDM12を注入した胚ではルシフェラーゼの発現抑制が観察された

（図 4-5-3B）。これらの結果に対し、CNSの一部（転写開始点の上流 1612塩基から

1647塩基の領域）を含まない pFoxd3-1612-lucや pFoxd3-1577-lucと PRDM12を共注入し

たサンプルではルシフェラーゼの発現抑制は観察されなかった（図 4-5-3B）。同様に他

の CNSを含まないレポーターベクターを注入した胚においても PRDM12依存的なルシ

フェラーゼの発現抑制は見られなかった（図 4-5-3B）。これらの結果は PRDM12の発現

抑制が Foxd3プロモーター上の CNS領域に依存している事を示唆している。また、1612

塩基から 1647塩基までの領域は PRDM12と結合する可能性が高い。この CNSの一部

（図 4-5-4A）の配列と PRDM12が結合するか評価するため、ゲルシフトアッセイを行っ

た。その結果、CNSの一部の配列を元に作成した Foxd3 CNS probeは PRDM12の発現に

依存してバンドシフトする事が明らかとなった。（図 4-5-4B）。一方、ZNFドメイン欠

損型 PRDM12を発現させたサンプルではバンドシフトが観察されなかった（図 4-5-4B）。 

 

 

 
[図 4-­‐5-­‐4] PRDM12の ZNFドメインは Foxd3プロモーターの CNS配列に結合する 

Chd（50 pg/embryo）、Wnt8（50 pg/embryo）、myc-PRDM12（1000 pg/embryo）の mRNA

を共注入し、胞胚でアニマルキャップを切り出し、stage 15まで培養したサンプルを用い

たゲルシフトアッセイの結果。（A）図 24の結果から PRDM12が結合することが想定さ

れる CNS配列をもとにした DNAプローブの配列。（B）myc-PRDM12を含むライセー

トではバンドシフトが観察され、myc-PRDM12∆ZNFのライセートではシフトが観察され

なかった。また、抗 myc抗体を加えたサンプルではスーパーシフトが観察された（レー

ン 5）。	
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加えて、PRDM12と抗 myc抗体を加えたサンプルではスーパーシフトが観察された（図

4-5-4B）。これらの結果から、PRDM12の ZNFドメインは Foxd3プロモーターの CNS

と結合する性質を持ち、PRDM12の過剰発現によるルシフェラーゼの抑制は PRDM12が

CNSに直接結合し、抑制している事を示唆する。次に、PRDM12が Foxd3周辺領域のヒ

ストン H3K9のメチル化を促進するか調査するため、抗 myc抗体と抗トリメチル化ヒス

トン H3K9（H3K9me3）抗体を用いた ChIP-qPCR解析を行った。まずは、ルシフェラー

ゼ解析やゲルシフトアッセイで得られた結果と一致する ChIP-qPCRの結果が得られるか 

評価した。myc-PRDM12を注入したアニマルキャップと非注入アニマルキャップを用い

て抗 myc抗体を用いて ChIPを行ったサンプルでは、CNS領域を標的とした PCRにおい

て強い増幅が観察された（図 4-5-5）。 

 

 
[図 4-­‐5-­‐5] myc-­‐PRDM12は Foxd3プロモーター上の CNS領域に結合する 

Chd（50 pg/embryo）、Wnt8（50 pg/embryo）、myc-PRDM12（1000 pg/embryo）の mRNA

を顕微注入した胚から、胞胚期でアニマルキャップを切り出し、神経胚期まで培養した

後、抗 myc抗体を用いた ChIP-qPCRによって Foxd3プロモーターの各領域の存在量を検

出した結果。y軸は ChIP操作後と ChIP操作前の各領域の存在比を、x軸は複製転写開始

点からの距離をそれぞれ示す。Controlと myc-PRDM12 mRNAを顕微注入したサンプルを

比較して、CNS（転写開始点から-1.5 kbp付近）の存在比に有意差が認められる。 
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これに対して、Foxd3の転写開始点から-1.0 kbp離れた領域を標的とした PCR断片の増

幅はコントロールと myc-PRDM12を注入したサンプル間で、変化しなかった（図 4-5-

5）。同様に、転写開始点から-0.5 kbpまでの領域を標的とした PCR断片の増幅において

も有意差は観察できなかった（図 4-5-5）。この結果はルシフェラーゼ解析やゲルシフト

アッセイの結果と一致し、PRDM12が Foxd3プロモーターの CNSに結合する事を示唆

している。次に PRDM12を過剰発現した細胞で実際に Foxd3プロモーターにおいてヒス

トン H3K9のメチル化が起こるか検証した。抗 H3K9me3抗体を用いて ChIPを起こった

サンプルでは PRDM12非注入と PRDM12の過剰発現を比較して、Foxd3プロモーターの

CNS領域を標的とした PCR断片の有為な増幅が観察された（図 4-5-6A）。また面白い

事に CNS 領域を標的とした PCR だけでなく、Foxd3プロモーターの -1.0 kbp、-0.5 kbp、

複製転写開始点を標的とする PCRにおいても、PRDM12を注入したサンプルにおいて強

い増幅が見られた（図 4-5-6A）。この結果は PRDM12の発現に依存して Foxd3プロモー

ター上のヒストン H3K9のトリメチル化が促進されている事を示唆している。また、

PRDM12が Foxd3だけでなく、他の神経堤遺伝子のプロモーター上のヒストン H3K9に

対してもメチル化修飾を行う可能性は高い。そこで、PRDM12が Foxd3以外の神経堤遺

伝子プロモーター領域でヒストン H3K9のトリメチル化を促進するのか調査する事にし

た。各遺伝子の複製転写開始点から-0.5 kbpの領域を標的とする ChIP-qPCRを行ったと

ころ、Slugと Sox8プロモーターを標的とした PCRにおいて、PRDM12依存的な強い増

幅が観察された（図 4-5-6B）。また、わずかではあるが Sox9と Sox10プロモーターを標

的にした PCRにおいても PRDM12の発現に依存する強い PCRの増幅が観察された（図

4-5-6B）。 これらの結果に対して、Twistや Six1のプロモーターを標的とした PCRでは

有意差が得られなかった（図 4-5-6B）。以上の結果は、PRDM12が Foxd3プロモーター

の他に、Slugや Sox8などの遺伝子に対して直接転写調節を行う可能性を示唆する。では

実際に Slugや Sox8プロモーター上の他の領域に変化が見られるかどうか検証した。そ

の結果、Slugと Sox8プロモーターでは-0.5 kbp以外の領域においても、PCR断片の増幅

に有意差が観察できた（図 4-5-6C, D）。この結果に対して、Six1プロモーターを標的に
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した PCRでは有為な差は観察できなかった（図 4-5-6E）。これらの結果は、PRDM12が

Foxd3プロモーターだけでなく、Slugや Sox8プロモーターにおけるヒストン H3K9のト

リメチル化を促進し、各遺伝子の転写抑制を行っている事を示唆している。

  

 

 
[図 4-­‐5-­‐6] PRDM12は神経堤遺伝子のプロモーター領域において、ヒストン H3K9のトリ

メチル化修飾を促進する 

Chd（50 pg/embryo）、Wnt8（50 pg/embryo）、PRDM12（1000 pg/embryo）の mRNAを顕

微注入した胚から、胞胚期でアニマルキャップを切り出し、神経胚期まで培養した後、

抗 H3K9me3抗体を用い、ChIP-qPCRによって各プロモーターの各領域の存在量を検出し

た結果。（A）CNSへの結合が示唆されている Foxd3プロモーター上でヒストン H3K9

のメチル化がみられる。（B）複数の神経堤遺伝子および Six1プロモーターを標的にした

ChIP-qPCRを行った結果。Slug、Sox8プロモーター上で有意なヒストン H3K9のメチル

化がみられたのに対して、Sox9、Sox10、Twist、Six1（E）プロモーターでは観察出来な

かった。（C）Slugおよび（D）Sox8プロモーター上で有意なヒストン H3K9のメチル化

が観察された。 
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3-­‐6. PRDM12のノックダウンは予定三叉神経プラコード遺伝子の発現を抑制し、神経堤

遺伝子の発現を拡大させる 

 

 過剰発現により初期発生における PRDM12の機能を評価してきたが、内在性 PRDM12

の発生における役割に関しては未だ明らかになっていない。そのため、生体における

PRDM12の必要性を評価するために、PRDM12に対して特異的な翻訳阻害を行う

Morpholino oligo（PRDM12 MO）を作成した（図 4-6-1A）。また、PRDM12 MOの配列

特異性を評価するため、PRDM12 MOと結合する myc-PRDM12と結合しない myc-

misPRDM12を作成し、共注入して特異性を評価した（図 4-6-1B）。 

 

  

 

[図 4-­‐6-­‐1] PRDM12	
  MOの概略 

PRDM12の翻訳転写開始点を含む塩基配列に対して結合するアンチセンスモルフォリノ

オリゴをデザインした。（A）標的とする PRDM12 mRNAの配列と MOの配列。

PRDM12 MO非結合型の myc-misPRDM12により MOの特異性を確かめる。（B）myc-

PRDM12および myc-misPRDM12 mRNA（各 1000 pg/embryo）と PRDM12 MO（20 

ng/embryo）を顕微注入した胚を神経胚でサンプルとしたウェスタンブロットを行った結

果。PRDM12 MOは myc-PRDM12の翻訳を抑制するのに対して、myc-misPRDM12に対

する翻訳抑制能は持たない。 
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myc-PRDM12と PRDM12 MOを共注入した場合、myc-PRDM12タンパク質が翻訳されな

いのに対して、myc-misPRDM12と PRDM12 MOの共注入ではタンパク質の翻訳が阻害

されなかった（図 4-6-1B）。この結果は PRDM12 MOが PRDM12の配列特異的に結合

し、翻訳阻害する事を示す。内在性 PRDM12が果たす初期胚発生における役割を明らか

にするため、PRDM12 MOを注入した胚における遺伝子発現をWISH法によって評価す

ることにした。PRDM12 MOを顕微注入した胚では、予定三叉神経プラコード遺伝子

Ath3の発現が抑制されていることが明らかとなった（図 4-6-2A, B）。同様に、予定三叉

神経プラコード遺伝子 EBF3、Islet1の発現が注入した領域で抑制されていることが観察

された（図 4-6-2A, B）。これら PRDM12 MOを注入した胚における遺伝子発現の変化に

対して、Control MOを注入した胚では予定三叉神経プラコード変化しなかった（図 4-6-

2A, B）。その一方で、PRDM12 MOと Control MOを注入した胚における汎プラコード

遺伝子 Six1や神経板遺伝子 Sox2の発現について、大きな影響は観察できなかった（図

4-6-2A, B）。また、PRDM12 MOによって抑制された予定三叉神経プラコード遺伝子の

発現は misPRDM12 mRNAの過剰発現によって回復した（図 4-6-2A, B）。これらの結果

は、PRDM12 が予定三叉神経プラコードの正常な発生に必要であることを示唆している。 

 予定三叉神経プラコード遺伝子の発現抑制が起こった領域が、神経堤領域への置換し

ていないか評価するため、片側割球に PRDM12 MOを打った胚の神経堤遺伝子の発現を

観察した。Control MOを注入した胚では注入した側の神経堤遺伝子 Slugの発現に大きな

変化はなかった。これに対して、PRDM12 MOを注入した領域と非注入領域を比較した

結果、神経堤遺伝子の発現領域が前方方向へ拡大が観察された（図 4-6-3A, B）。この結

果は PRDM12 MOによって、神経堤遺伝子を抑制していた内在 PRDM12が抑制された

ため、神経堤遺伝子の発現が変化したものと考えられる。  
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[図 4-­‐6-­‐2] PRDM12ノックダウン胚は予定三叉神経プラコード遺伝子の発現抑制を引き

起こす 

（A）Control MO（20 ng/embryo）、PRDM12 MO（20 ng/embryo）、misPRDM12 mRNA（1 

ng/embryo）、lacZ（0.1 ng/embryo）を顕微注入し、神経胚まで培養し、Red gal染色後、

WISHを行った結果。PRDM12 MOは予定三叉神経プラコード遺伝子 Ath3、EBF3、Islet1

の発現を抑制する。一方、汎プラコード遺伝子 Six1や神経板遺伝子 Sox2の発現は大きく

影響を受けない。（B）Aの実験結果から得た表現型を変化がない胚と発現抑制が観察さ

れた胚にわけ、まとめたグラフ。PRDM12 MOの効果は misPRDM12の mRNAの共注入

によって解除される。 
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 また、PRDM12 MOの注入による影響が尾芽胚期においてもみられるか検証した。

PRDM12 MOの注入により、汎プラコード遺伝子 Six1の発現がわずかながら抑制された

（図 4-6-4A, B）。また、三叉神経または profundal プラコード遺伝子である Ath3、EBF3、

Islet1の発現もまた著しく阻害されている（図 4-6-4A, B）。それに対して、レンズプラ

コード遺伝子 Six3や Pax6、耳胞プラコード遺伝子 Pax8の発現は大きく変化しなかった

（図 4-6-4A, B）。以上の結果は、PRDM12 MOによる PRDM12のノックダウンが三叉神

経や profundalプラコードの形成に対して特異的に働きかける事を示す。 

 
[図 4-­‐6-­‐3] PRDM12	
  MOは神経堤遺伝子の発現領域の拡大を引き起こす 

（A）lacZ mRNA（0.1 ng/embryo）と Control MO（20 ng/embryo）または PRDM12 MO（20 

ng/embryo）を顕微注入した胚を神経胚期まで培養した後、Red-gal染色とWISHを行った

結果。PRDM12 MOを注入した側では神経堤遺伝子 Slugの発現領域が前方にシフトす

る。（B）Aの実験で得られた胚を表現型ごとにわけ、カウントしたグラフ。 
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[図 4-­‐6-­‐4] PRDM12	
  MOは尾芽胚期において三叉神経節の形成不全を起こす 

Control MO（20 ng/embryo）または PRDM12 MO（20 ng/embryo）を顕微注入した胚を尾

芽胚まで培養した後、各遺伝子プローブを用いてWISHを行った結果。PRDM12 MOは

profundalプラコード遺伝子および三叉神経プラコード領域の遺伝子発現を抑制する一方

でレンズ、下垂体、耳胞プラコード遺伝子の発現は抑制しない。（B）Aの実験で得られ

た胚を表現型ごとに分類し、作成したグラフ。 
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PRDM12 MOによって各遺伝子の発現領域の変化が観察された。特に予定プラコード遺

伝子の発現は抑制される一方で、神経堤遺伝子の発現は予定プラコード領域まで拡大し

ている事が明らかとなった。実際に PRDM12 MOを注入した胚では各遺伝子の発現量に

変化が見られるか、RT-qPCR解析を行い、PRDM12 MOの注入によって予定三叉神経、

神経堤、神経板遺伝子の発現に変化が生じるか評価した。PRDM12 MOを 4細胞期の全

割球に注入した胚では予定三叉神経プラコード遺伝子である Ath3（図 4-6-5A）の発現が

抑制される傾向が観察された（図 4-6-5A）。一方で、神経堤遺伝子である Foxd3（図 4-

6-5B）と Slug（図 4-6-5C）の発現量はわずかながら上昇した。

 

 
[図 4-­‐6-­‐5] PRDM12	
  MO注入胚における遺伝子発現の変化 

PRDM12 MO（20 ng/embryo）を注入し、stage 18（初期尾芽胚期）まで培養した後、RT-

qPCRによって遺伝子発現の変化を調査した結果。PRDM12 MOを顕微注入した量依存的

に Ath3（A）の発現量が低下するのに対して、神経堤遺伝子 Foxd3（B）と Slug（C）の

発現量の上昇が観察された。Sox2（D）はコントロールとして用いた。 
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この結果に対して、神経板遺伝子である Sox2（図 4-6-5D）の発現量において、大きな変

化が観察出来なかった。以上の結果は、PRDM12 MOが内在性 PRDM12の神経堤遺伝子

の発現抑制を阻害することで神経堤だけでなく予定プラコード遺伝子の発現量にも影響

を与えることを示唆する。 PRDM12の過剰発現による解析結果から、PRDM12 MOによ

るノックダウンした胚では内在性 PRDM12が発現しにくくなるため、Foxd3プロモータ

ーにおけるトリメチル化したヒストン H3K9の総量が減る事が予想される。Foxd3プロ

モーターにおけるヒストン H3K9がトリメチル化されるか、Control MOまたは PRDM12 

MOを注入した胚の予定プラコード領域を切り出したサンプルと抗 H3K9me3抗体を用

いた ChIP-PCRを行った。その結果、CNSを標的とした PCRにおいて、Control MOを

注入したサンプルより、PRDM12 MOを注入したサンプルで弱い増幅が観察された（図

4-6-6A）。加えて、Foxd3の転写開始点から-1.0 kbp、-0.5kbp、0 kbp、+0.5 kbpを標的と

した PCRにおいても同様に、PRDM12 MOを注入したサンプルで弱い増幅が観察された

（図 4-6-6A）。この結果に対して、Six1プロモーターを標的とした PCRでは PRDM12 

MOと PRDM12 MOを注入したサンプル間において大きな差は観察されなかった（図 4-

6-6B）。これらの結果は PRDM12 MOによって Foxd3プロモーター上のヒストン H3K9

のトリメチル化が抑制された事を示し、PRDM12が Foxd3プロモーター上のヒストン

H3K9をトリメチル化する役割を持つ事が示唆された。 
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[図 4-­‐6-­‐6] PRDM12	
  MOは Foxd3プロモーター上のヒストンのトリメチル化を促進する 

PRDM12 MO（20 ng/embryo）を顕微注入した胚を stage 15まで培養した後、1%ホルムア

ミドで 30分間固定後、予定プラコード領域だけ切り出し、ChIP-qPCRを行った結果。

（A）PRDM12 MOによって Foxd3プロモーターにおけるヒストン H3K9のメチル化の低

下が生じているのに対して、（B）Six1プロモーターでは変化がない。 
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3-­‐7.	
  Kdm4aの過剰発現は PRDM12のノックダウンと同様の効果を示し、PRDM12の過剰

発現の効果を解除する 

 

 近年のニワトリ胚における研究結果から、ヒストン脱メチル化酵素である

Kdm4a/Jmjd2aが神経堤発生に重要な役割を持つことが知られている（Strobl-Mazzulla et 

al., 2010）。Kdm4aはヒストンリジンに対する脱メチル化活性を示す jumonjiドメインを

持ち、ヒストン K9または H3K36に対し脱メチル化活性を持つことが報告されている。

 
[図 4-­‐7-­‐1] Kdm4aの mRNAは母性因子として発現し、神経堤を含む外胚葉領域に局在す

る 

（A）Kdm4aに対する stage RT-PCRの結果。Kdm4a mRNAは母性因子として発現する。

（B-F）Kdm4a mRNAに対するWISHの結果。Kdm4a mRNAは（B）初期胞胚期で動物極

側領域に局在し、（C, D）神経胚期で神経版、神経板境界、胴部神経堤領域(trunk neural 

crest; D)を含む神経堤で発現する。（E, F）尾芽胚期ではレンズを含む頭部領域で発現す

る。Ani.; 動物極 , Veg.; 植物極, Ani.; 前方, Pos.; 後方, tnc; 胴部神経堤.  
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そのため、Kdm4aは予定プラコード領域と神経堤のパターン形成において重要であるこ

とが予想される。ニワトリ胚の Kdm4aの発現領域は調査済みだが、ツメガエルにおける

Kdm4aの役割は未だ明らかになっていない。そのため Kdm4aの時空間的発現パターンを

調査することにした。stage RT-PCRから Kdm4aは母性 mRNAとして発現し、後期ステ

ージにおいても発現が維持されることがわかった（図 4-7-1A）。WISH 解析の結果から、

予定外胚葉領域に発現した後、神経胚期において神経板、神経板境界、胴部神経堤領域

で発現し、さらに後期の胚では目を中心とする前方神経で発現することが明らかとなっ

た（図 4-7-1B-F）。これらの発現パターンはニワトリ胚の Kdm4aの発現パターンと概ね

一致した結果である。ニワトリ胚における先行研究では Kdm4aのノックダウンで神経堤

形成不全が引き起こされる事を報告している（Strobl-Mazzulla et al., 2010）。しかし、

Kdm4aの過剰発現胚がどのような表現型を示すのか未だ報告はないことから、Kdm4aを

過剰発現した胚に対して各遺伝子を検出するWISH法を行った。Kdm4aを過剰発現した

胚では、予定三叉神経プラコード遺伝子である Ath3と Islet1の発現抑制が観察された

（図 4-7-2A, B）。これに対して、Kdm4aを過剰発現した胚での神経堤遺伝子の発現には

変化がない（図 4-7-2A, B）。また、神経板遺伝子 Sox2も同様に変化は見られなかった

（図 4-7-2A, B）。Kdm4aの過剰発現は予定プラコード遺伝子の発現抑制という点におい

て PRDM12をノックダウンした時に見られる表現型と類似した結果が得られた。Kdm4a

の過剰発現に対して、PRDM12 の過剰発現胚は対照的な表現型を見せた。上述した通り、

PRDM12の過剰発現は神経堤遺伝子の発現を抑制する一方で、予定プラコード遺伝子

Ath3や Islet1や神経板遺伝子 Sox2の発現には大きな影響を与えない（図 4-7-2A, B）。

Kdm4aと PRDM12の過剰発現胚が相補的な効果が見られた事から、共注入する事で互い

の効果を打ち消しあうことができないか検証した結果、予想通り、互いの影響を打ち消

し合う事ができた（図 4-7-2A, B）。これらの結果から、Kdm4aの過剰発現胚は PRDM12

のノックダウン胚と類似した表現型と予定プラコード遺伝子を抑制する効果を示した。 



	
   59	
  

 
[図 4-­‐7-­‐2] Kdm4aの過剰発現は予定三叉神経遺伝子の発現を抑制し、PRDM12の効果を

解除する 

（A）Kdm4a（200 pg/embryo）、PRDM12（1000 pg/embryo）、Kdm4aおよび PRDM12の

mRNAを注入した胚に対して、各遺伝子プローブを用いてWISHを行った結果。Kdm4a

の過剰発現は予定三叉神経プラコード遺伝子 Ath3と Islet1の発現を抑制する。一方で神

経堤や神経板遺伝子の発現には影響を与えない。また、PRDM12の過剰発現による神経

堤遺伝子（Foxd3と Slug）の発現阻害は Kdm4aの過剰発現によって解除することができ

る。（B）各表現型の数をカウントし、まとめた表。 
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PRDM12 MOによってノックダウンした胚で観察された神経堤遺伝子の前方への発現領

域の拡大が観察された。PRDM12 MOによるノックダウン胚と Kdm4aの過剰発現胚との

表現型は類似していたことから、Kdm4aの過剰発現胚においても神経堤遺伝子の発現領

域の拡大が観察されるか調査した。コントロールとして使用した lacZの mRNAを注入

した胚では Slug、Foxd3の発現領域の拡大が観察されなかった一方で、Kdm4aを注入し

た胚ではそれら遺伝子の領域の拡大が見られた（図 4-7-3A, B）。以上の結果から、

Kdm4aも PRDM12と同様に神経堤遺伝子を標的とし、神経堤遺伝子の転写を促進する

機能を持つ事が示唆された。 

 

 
 

[図 4-­‐7-­‐3] Kdm4aの過剰発現は神経堤遺伝子の発現領域の拡大を引き起こす 

（A）4細胞期、片側 2割球に Kdm4aと lacZの mRNAを顕微注入し、神経胚期まで培養

した後、Red gal染色およびWISH解析を行った結果。mRNAを注入した側では神経堤遺

伝子である Foxd3と Slugの発現領域が前方へ拡大する。（B）各表現型の数をカウント

し、まとめたグラフ。 
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神経堤細胞を模倣した系において、PRDM12を過剰発現した場合、神経堤遺伝子の発現

量が低下する事が PRDM12の過剰発現の実験で明らかとなっている。そこで PRDM12の

過剰発現によって抑制される神経堤遺伝子の発現が Kdm4aの過剰発現によって回復する

か調査した。Chdと Wntの mRNA によって神経堤細胞を誘導したアニマルキャップでは、

Foxd3を始め、Twist、Sox8、Sox9、Sox10などの神経堤遺伝子の発現が観察される（図

4-7-4）。上述した結果と同様に、PRDM12を同時に過剰発現した場合、神経堤遺伝子の

発現が抑制される（図 4-7-4）。この結果に対して、PRDM12と Kdm4aを同時に過剰発

現させたアニマルキャップでは、PRDM12によって抑制された神経堤遺伝子の発現が回

復することが明らかとなった（図 4-7-4）。 

 

 
[図 4-­‐7-­‐4] Kdm4aの過剰発現は PRDM12による神経堤遺伝子の発現抑制を解除する 

Chd（50 pg/embryo）、Wnt8（50 pg/embryo）、PRDM12（1000 pg/embryo）、および

Kdm4a（200 pg/embryo）の mRNAをそれぞれ顕微注入した胚から得たアニマルキャップ

を stage 16まで培養した後、RT-PCR法によって各外植片の遺伝子発現の変化を調査した

結果。Chdと Wnt8の共注入によって誘導された神経堤遺伝子は PRDM12の過剰発現によ

って抑制されるものの、Kdm4aの強発現によって解除される。WEは全胚、ACはアニマ

ルキャップを使ったサンプルであることを示している。 

	
  



	
   62	
  

RT-PCRの結果に加えて、ルシフェラーゼアッセイにおいても Kdm4aが PRDM12による

発現抑制を解除することができるか、pFoxd3-2000-lucを用いたルシフェラーゼアッセイ

を行った（図 4-7-5）。Kdm4aを単独で過剰発現した場合、ルシフェラーゼ活性に大き

な変化は観察されなかった（図 4-7-5A）。PRDM12の過剰発現によってルシフェラーゼ

活性が抑制されるのに対して、Kdm4aを同時に過剰発現させた場合、PRDM12によるル

シフェラーゼの発現抑制が解除されることが明らかとなった（図 4-7-5B）。この結果は

表現型や RT-PCRの結果と同様、PRDM12に依存する遺伝子発現抑制は Kdm4aの過剰

発現によって解除されることを示し、PRDM12と Kdm4aは共通の神経堤遺伝子の発現

調節を行っていることを示唆している。 

 

 

 
[図 4-­‐7-­‐5] Kdm4aの過剰発現は PRDM12による遺伝子発現の抑制を解除する 

（A）pFoxd3-2000-lucと Kdm4a mRNA（50, 100, 200 pg/embryo）を 4細胞期、背側 2割球に

共注入し、stage 18（初期尾芽胚期）まで培養した後、ルシフェラーゼ解析を行った結果。

Kdm4aの過剰発現によってルシフェラーゼの発現量は大きく変化しない。（B）pFoxd3-

2000-luc、PRDM12 mRNA（1000 pg/embryo）、および Kdm4a mRNA（50, 100, 200 

pg/embryo）を顕微注入した胚を stage 18（初期尾芽胚期）まで培養した後、ルシフェラー

ゼ解析を行った結果。PRDM12の過剰発現に依存するルシフェラーゼの発現抑制は Kdm4a

の過剰発現により解除される。エラーバーはそれぞれ標準偏差を、*は t検定によって

p<0.05の有意差をそれぞれ示す。 
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過剰発現や機能欠損実験の結果から、PRDM12は神経堤遺伝子プロモーター上のヒスト

ン H3K9のメチル化を促進することによって神経堤遺伝子の発現を調節していることが

示唆されている。Kdm4aはヒストン H3K9に対する脱メチル化酵素として機能すること

が報告されている事（Strobl-Mazzulla et al., 2010）から、PRDM12に依存する神経堤遺伝

子の発現抑制を解除する過程の中で、Kdm4aは PRDM12によって促進されたヒストン

H3K9を脱メチル化している可能性が高い。Kdm4aによって神経堤遺伝子プロモーター

上のヒストン H3K9が脱メチル化されるか、抗 H3K9me3抗体を用いた ChIP-qPCRによ

って評価することにした。上述した結果と同様に、神経堤誘導細胞において PRDM12を

過剰発現させると Foxd3、Slug、Sox8のプロモーターを標的とした PCRでは、強い増幅

が確認できた（図 4-7-5A-C）。一方で、PRDM12だけでなく Kdm4aを過剰発現したサン

プルでは PRDM12に依存する増幅がいずれの領域を標的にした PCRにおいても抑制さ

れる事が明らかとなった（図 4-7-5A-C）。これらの結果は、PRDM12によって促進され

た神経堤遺伝子プロモーター上のヒストン H3K9のトリメチル化が Kdm4aによって脱メ

チル化されたことを示唆している。この結果に対して、Six1プロモーターを標的とした

PCRでは、3つのサンプル間において大きな変化が観察されなかった（図 4-7-5D）。こ

れらの結果は、Kdm4aが PRDM12によって促進される神経堤プロモーター上のヒスト

ン H3K9のトリメチル化を脱メチル化し、神経堤遺伝子の発現調節を行っていることを

示唆している。 

 本研究は PRDM12が ZNFドメインを介して Foxd3プロモーターに結合する事を示し

た。しかし、Kdm4aが神経堤遺伝子のプロモーターに結合するかについては、明らかに

なっていない。先行研究から、Kdm4aが特定のメチル化ヒストンに結合する PHDドメ

イン（Plant homeodomain）と Tudorドメインを持ち、トリメチル化 H3K4（H3K4me3）

や H4K20（H3K20me3）に直接、結合する事が知られている（Hillringhaus et al., 2011）。

仮に Kdm4aが神経堤遺伝子のプロモーター上に結合するのであれば、プロモーター上の

ヒストン H3K4もしくはヒストン H4K20がトリメチル化されている状態でなくてはなら

ない。 
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ツメガエル初期胚における神経板境界、予定プラコード、神経堤細胞の神経堤遺伝子プ

ロモーター上のヒストン修飾状況は明らかとなっていない。そのため、各領域の細胞に

おける神経堤遺伝子のプロモーター上のヒストン修飾状況を抗 H3K4me3抗体と抗

H3K9me3抗体を用いた ChIP-qPCRを行い、明らかにすることにした（図 4-7-6）。予定

プラコードと神経堤が形成される前駆組織、神経板境界の細胞を切り出し、抗 H3K4me3

 
[図 4-­‐7-­‐5] Kdm4aの過剰発現は神経堤遺伝子プロモーターにおける PRDM12に依存する

ヒストン H3K9のトリメチル化を脱メチル化する 

Chd（50 pg/embryo）、Wnt8（50 pg/embryo）、PRDM12（1000 pg/embryo）、Kdm4a（200 

pg/embryo）を顕微注入した胚から、胞胚期でアニマルキャップを切り出し、stage 15ま

で培養した後、ChIP-qPCRした結果。（A-C）PRDM12の過剰発現に依存するヒストン

H3K9のメチル化が Kdm4aの過剰発現によって抑制される。一方で、（D）Six1プロモー

ター上のヒストン H3K9のメチル化に変化はない。	
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抗体を用いて ChIP-qPCRを行った結果、神経堤遺伝子 Foxd3プロモーターを標的とする

PCRでは抗 H3K4me3抗体を用いて ChIPを行ったサンプルで MOCKよりも強い増幅が

観察された（図 4-7-6A）。これに対して、抗 H3K9me3抗体を用いて ChIPを行ったサン

プルと MOCKでは、各 PCRにおいて大きな差はみられなかった（図 4-7-6B）。この結

果は stage 12（原腸胚期）、神経板境界細胞において Foxd3プロモーターのヒストン

H3K4がトリメチル化されている一方、ヒストン H3K9はトリメチル化修飾されていな

い事を示している。この結果に対して、stage 15（神経胚期）の予定プラコードを切り出

し、抗 H3K9me3抗体を用いて ChIP-qPCRを行った結果では、MOCKと比較して、

Foxd3プロモーターの各領域を標的とした PCRで強い増幅が観察された（図 4-7-6C）。 

一方、stage 15（神経胚期）の神経堤を切り出し、抗 H3K9me3抗体を用いて ChIP-qPCR

を行った結果では、MOCKと ChIPサンプルの PCRの増幅において大きな差は観察でき

なかった（図 4-7-6D）。これらの結果は、stage 15（神経胚）の予定プラコード細胞にお

いて、Foxd3プロモーター上のヒストン H3K9がトリメチル化されているのに対して、

神経堤細胞ではヒストン H3K9がトリメチル化されていない状態にあることを示してい

る。以上の結果と先行研究の結果と照らし合わせると、神経板境界細胞では Foxd3プロ

モーター上のヒストン H3K4がトリメチル化され、Kdm4aが結合可能な状態を保つこと

を示唆している。また、stage 15（神経胚期）の予定プラコードにおける Foxd3プロモー

ターのヒストン H3K9 のトリメチル化と神経堤におけるヒストン H3K9 の脱メチル化は、

PRDM12と Kdm4aの発現に依存して修飾が起こっている可能性が示唆される。 
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[図 4-­‐7-­‐6] 原腸胚期から神経胚期にかけて Foxd3プロモーターにおけるヒストン修飾は

ダイナミックに変化する 

各ステージの胚から記載する領域を切り出し、抗トリメチル化ヒストン H3K4抗体と抗

トリメチル化 H3K9抗体を用いた ChIP-qPCRを行った結果。stage 12の神経板境界におけ

る Foxd3プロモーター上では（A）トリメチル化ヒストン H3K4が占有しているのに対し

て、（B）ヒストン H3K9のメチル化はみられない。それに対して、（C）stage 15の予定

プラコード領域における Foxd3プロモーターではヒストン H3K9のメチル化が観察され

る。一方、（D）神経堤領域における Foxd3プロモーターではヒストン H3K9のメチル化

がみられない。 
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3-­‐8. G9aは PRDM12や Msx1と協調的に機能する 

 

 上述した実験結果から、神経堤遺伝子のプロモーター上のヒストン修飾が予定プラコ

ードと神経堤の発生に大きく関わっている事が示唆された。特に PRDM12の機能や初期

胚における役割が明確化された。しかし、実際に PRDM12は他のヒストン修飾因子と結

合せずに単独で機能するタンパク質なのかどうか、疑問が残る。先行研究は、マウス胚

性腫瘍細胞である P19細胞においてヒストンメチル化酵素 G9aが PRDM12の ZNFドメ

インを介し、PRDM12と相互作用する事を報告している（Yang and Shinkai, 2013）。初

期胚において、P19細胞と同様に G9aと PRDM12が協調的に働く可能性は未知ではある

が、RT-qPCRの結果から、PRDM12と G9aの mRNAは共に stage 12.5（後期原腸胚）か

ら stage 15（神経胚）にかけて発現している（図 4-8-1）。この結果から、G9aと

PRDM12が協調的に機能するか検証することにした。 

 

 

 

 
[図 4-­‐8-­‐1] G9a、PRDM12は生体内で発現する 

3つの胚を各 stageごと採取し、絶対定量法を用いた RT-qPCR法によって PRDM12、G9a

の発現量を調査した結果。1個体あたりの発現量をそれぞれ示す。PRDM12は極めて低量

で発現している。 
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ツメガエルの初期胚において G9aがどの領域に局在して発現するか明らかになっていな

い。そのため、G9aの空間的パターンをWISH法によって検出した。stage 8（胞胚期）

の胚では、G9aが母性因子として動物極側領域特異的に発現していた（図 4-8-2A）。

stage 15（神経胚期）では、神経板を中心に、神経堤領域や予定プラコード領域において

も G9aの発現が観察され（図 4-8-2B）、stage 24（尾芽胚）では中枢神経、目、そして

神経堤に由来する鰓で G9a発現が観察された（図 4-8-2C）。これらの結果から、ツメガ

エル胚においても G9aが発現し、中枢神経及び末梢神経系の細胞に対して影響を与える

可能性が示唆される。また、予定プラコード領域においても発現している事から P19細

胞のように G9aと PRDM12が結合している可能性は高い。そこで、G9aと PRDM12が

相互作用するか明らかにするため、G9aと PRDM12の mRNAの共注入を行った。 

 

 
[図 4-­‐8-­‐2] G9aは中枢神経系及び末梢神経を含む予定外胚葉領域で発現する 

各 stageの胚に対して、G9aプローブを用いたWISHの結果。（A）左の図から側方、動

物極側、および植物極側から観察した Stage 8（胞胚期）の胚。（B）左の図から前方、

背側、および腹側領域から観察した stage 15の胚。（C）左の図から側方および背側から

観察した stage 24の胚。G9aは外胚葉領域特異的に発現し、神経胚期では特に神経板、神

経堤、予定プラコード領域に mRNAが局在している。 
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PRDM12は上述した通り、1 ngの PRDM12 mRNAを注入した場合、神経堤に由来する色

素細胞を阻害するが、100 pgの PRDM12の mRNAの注入では色素細胞の形成阻害は起

こりにくかった（図 4-3-1A, B; 4-8-3A, B）。同様に、G9a単独の過剰発現胚においても、

色素細胞の形成阻害は起こらなかった（図 4-8-3A, B）。これらの結果に対して、

PRDM12と G9aを共注入すると多くの胚において、色素細胞の形成阻害が起こる事が明

らかとなった（図 4-8-3A, B）。 

 

 

 
[図 4-­‐8-­‐3] G9aは PRDM12と協調的に色素細胞の形成阻害を引き起こす 

（A）G9a（100 pg/embryo ）、PRDM12（100 pg/embryo ）、PRDM12∆ZNF（100 

pg/embryo）の mRNAを注入し、stage 38（尾芽胚）まで培養した結果。G9aと PRDM12

を共注入した胚は単独の注入より色素細胞を阻害する。 一方で、ZNFを欠損させた

PRDM12と G9aを共注入した胚では、色素細胞の阻害が観察されない 。（B）Aの実験

で得られた胚を色素細胞形成阻害が起こっている胚をカウントしまとめたグラフ。 
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また、上述した先行研究は、G9a と PRDM12 は PRDM12 の ZNF ドメインを介して結合

する事を報告している（Yang and Shinkai, 2013）。そこで、G9a と PRDM12∆ZNR の

mRNA を共注入した場合においても、同様に色素細胞形成阻害が観察されるか評価した。

PRDM12∆ZNF を単独で過剰発現させた場合、多くの胚で色素細胞の形成阻害が観察され

なかった（図 4-8-3A, B）。同様に、G9a と PRDM12∆ZNF を共注入した場合においても

色素細胞の形成阻害は観察されなかった（図 4-8-3A, B）。これらの結果は G9a と

PRDM12 が色素細胞形成阻害を行う場合、PRDM12 の ZNF ドメインが必要である事を

示唆する。 

 また、 G9aはパートナーを選択することで複雑な機能を獲得する（reviewed in Shankar 

et al., 2013）。例えば、別の先行研究は、筋培養細胞において、G9a は Msx1 の

Repression ドメイン（RD）を介して Msx1 と結合し、MyoD や Six1 などの遺伝子領域に

おけるヒストン H3K9 のメチル化を促進する事で、それらの遺伝子発現を抑制する事を

報告している（Wang and Abate-Shen, 2012）。初期胚において、Msx1の過剰発現は予定

プラコード遺伝子の発現を抑制する（Monsoro-Burq et al., 2005）。そのため、Msx1 も

PRDM12と同様に G9aと協調的に Six1などの予定プラコード遺伝子の転写制御に関わる

可能性が高い。そこで、G9a と Msx1 が協調的に作用するか調べるため、これら 2 つの

遺伝子の共注入を行った。Msx1単独の過剰発現胚では、腹側化した胚が得られた（図 4-

8-4A, B）。それに対して Msx1 と G9a、同時の過剰発現胚ではより強い腹側化した胚が

得られ、Dorsoanterior index（DAI; 背腹側化した胚を観察する指標）は Msx1単独で注入

した胚より G9a と Msx1 を共注入した胚の方が高い（図 4-8-4A, B）。これらの結果は

Msx1と G9aが生体内で協調的に働く事を示唆している。また、G9a と Msx1 が協調的に

機能するためには Msx1 の RD が必要とされている。そのため、RD を欠損させた Msx1

と G9aを共発現させた場合、胚の腹側化が観察されるか評価した。その結果、Msx1∆RD

を過剰発現させた胚と Msx1∆RD と G9a を共注入した胚では、胚の腹側化が観察できな

かった（図 4-8-4A, B）。これらの結果は Msx1 の過剰発現による胚の腹側化は Msx1 の

RDに依存し、Msx1と G9aは協調的に機能する事を示唆する。 
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mRNAを共注入した結果から G9aは PRDM12または Msx1と結合し、協調的に機能する

可能性が示唆された。先行研究では G9aのどのドメインが PRDM12あるいは Msx1と結

合するかは明らかになっていないが、仮に G9aが共通のドメインを介して 2つのタンパ

ク質と結合すると仮定すれば、Msx1の過剰発現による胚の腹側化は PRDM12の過剰発

現によって解除できるかもしれない。そこで、PRDM12と Msx1の共注入によって、

Msx1の過剰発現で引き起こされる腹側化が抑制されるか評価する事にした。 PRDM12

の過剰発現胚では、色素細胞の形成阻害が生じるが強い腹側化した胚は観察されなかっ

た（図 4-8-6A, B）。一方で、上述した結果と同様に Msx1の過剰発現胚では強い腹側化

 
[図 4-­‐8-­‐4]  G9aは Msx1と協調的に胚を腹側化させる 

（A）G9a（100 pg/embryo ）、Msx1（10 pg/embryo ）、Msx1∆RD（10 pg/embryo）の

mRNAを注入し、stage 38まで培養した結果。G9aと Msx1を共注入した胚は単独の注入

より色素細胞を阻害する。一方で、RDを欠損させた Msx1と G9aを共注入した胚は腹側

化しない。（B）Aの実験で得られた胚を色素細胞形成阻害が起こっている胚をカウント

しまとめたグラフ。より強い腹側化がおこった場合、DAI（Dorsoanterior index）は小さく

なる。 
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が観察された（図 4-8-6A, B）。Msx1単独と Msx1と PRDM12を同時に過剰発現した場

合を比較すると、PRDM12の過剰発現によって Msx1依存的な胚の腹側化が解除された

（図 4-8-6A, B）。また、G9aと結合する RDを欠損させた Msx1と PRDM12の過剰発現胚

では、RDを欠損した Msx1による腹側化がおこらないため、解除がかからなかった（図

4-8-6A, B）。これらの結果は、PRDM12と Msx1が共通した作用点を持つことと、それ

ぞれの競合阻害因子として機能することを示している。 

 

 

 
[図 4-­‐8-­‐6] PRDM12は Msx1による腹側化を解除する 

（A）PRDM12（1000 pg/embryo）、Msx1（100 pg/embryo）、Msx1∆RD（100 pg/embryo）

のｍRNAを顕微注入し、stage 38まで培養した時の表現型。腹側化した時の表現型は全

て、DorsoAnterior Index（DAI）によってどれだけ腹側化しているか、評価した。（B）A

の実験で得た胚を DAIによって評価したグラフ。DAIのアベレージスコアから Msx1の

過剰発現によって引き起こされる胚の腹側化は PRDM12の過剰発現によって解除され

る。一方で Msx1∆RDの過剰発現では Msx1の過剰発現ほどの胚の腹側化は起こらない。 
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Msx1による腹側化は PRDM12の過剰発現によって解除される事が明らかとなったが、

Msx1 と PRDM12 が直接結合し、相互抑制した事で解除がおこったかもしれない。

Msx1と PRDM12が直接結合し、相互抑制したか検証するため、HEK293T細胞を用いた

免疫沈降法によって Msx1と PRDM12が結合するか調査した。細胞抽出液（lysate）では

HAタグをつけた Msx1の濃度依存的な発現が確認された（図 4-8-1）。それに対して、

免疫沈降した細胞液ではmyc タグを結合させた PRDM12 の発現が観察できたが、HA

タグをつけたMsx1 は確認できなかった（図 4-8-1）。この結果は PRDM12と Msx1が

直接的に結合しない事を示唆している。Msx1と PRDM12 の共注入と免疫沈降の結果か

ら、Msx1と PRDM12は互いに直接結合せず、間接的に相互作用する事が明らかとなっ

た。 

 

 

 
[図 4-­‐8-­‐1] PRDM12と Msx1は直接結合しない 

HA-Msx1と myc-PRDM12を発現させた HEK293細胞を用いた免疫沈降の結果。pCS2-

myc-PRDM12と pCS2-HA-Msx1を共トランスフェクションした後、抗 Myc抗体を用いて

免疫沈降し、抗 HA抗体または抗 Myc抗体を用いて検出した。myc-PRDM12と HA-Msx1

は直接結合しない。 
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5. 考察 

 

本研究結果は大別して、PRDM12と Kdm4aが神経堤遺伝子のプロモーター領域のヒ

ストン修飾を調節することで予定プラコードと神経堤のパターンに寄与する点と

PRDM12と Msx1が間接的に相互作用する点についてそれぞれ示してきた。ここでは、

PRDM12と Kdm4aに関連する項目として、「PRDM12の発現領域と上流因子」、

「PRDM12ノックダウン胚と Kdm4a過剰発現胚の差異」、「神経堤遺伝子の発現抑制が

予定三叉神経プラコード遺伝子の発現抑制を起こす理由」、「ヒストン H3K9のメチル

化が広範囲で起こる理由」をあげ、PRDM12と Msx1に関わる項目として、「G9aの選

択性が予定プラコードと神経堤におけるパターン制御をする可能性」について記述して

いく。そして最後に、予定プラコードと神経堤の境界形成機構に関わる項目として、

「予定プラコードと神経堤へ分化するためのコンピテンス」、「ヒストン修飾に依存しな

い予定プラコードと神経堤のパターン形成機構」と「PRDM12が他因子に結合する可能

性」について取り上げ、具体的に考察する。 

 

5-­‐1.	
  PRDM12の発現領域と上流因子 

 

 本研究成果は PRDM12が予定プラコード領域に発現し、神経堤遺伝子の発現を抑制す

る働きを持つ事を示した。PRDM12 MOによるノックダウン胚の表現型からも、予定プ

ラコードにおける PRDM12 の発現は正常なプラコード細胞の分化に必須と言えるだろう。

しかしながら、BMPやWntシグナルを調節した胚における PRDM12の発現パターンは

予定プラコード遺伝子 Six1よりも神経板遺伝子 Pax3の発現パターンと酷似している。

また、直接か間接かわからないものの Pax3の過剰発現が PRDM12の発現を誘導できる

ことから、PRDM12は予定プラコード領域に発現しながらも、予定プラコード遺伝子に

よって誘導されない風変わりな遺伝子である可能性が高い。加えて、厳密に言えば Pax3

と PRDM12の発現領域は全て一致しているわけではなく、予定プラコード内における発
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現領域は Pax3よりも PRDM12の方が広範囲にわたる。そのため、PRDM12の予定プラ

コード側方における発現は Pax3だけでなく、別の転写因子による調節を必要するかも

しれない。PRDM12の発現を調節するタンパク質を特定する事は難しいが、PRDM12が

神経堤細胞誘導条件で発現する性質を持っていることから、神経板境界遺伝子だけでな

く、神経堤遺伝子によって調節を受けている可能性もあるだろう。そのため、神経堤様

細胞の誘導条件下で各遺伝子に対する MOを使った遺伝子スクリーニングによって

PRDM12の上流に当たる転写因子を特定する事が可能かもしれない。生体内で PRDM12

が発現する条件は何か、今後とも研究する必要がある。 

 

5-­‐2.	
  PRDM12のノックダウン胚と Kdm4a過剰発現胚の差異 

 

 PRDM12 MOによるノックダウン胚と Kdm4a mRNAの過剰発現胚では、共に神経堤遺

伝子の発現領域の前方方向への拡大が観察された。しかし、ノックダウン胚と過剰発現

胚における神経堤遺伝子の発現領域は異なる傾向を示し、ノックダウン胚における神経

堤遺伝子の発現領域の方がより前方領域まで拡大する傾向が観察された。つまり、

PRDM12をノックダウンした胚の方がより広い領域で神経堤遺伝子を発現させる。何故

PRDM12 のノックダウン胚における神経堤遺伝子の発現がより広く拡大するか、その原

因として、PRDM12と Kdm4aの各神経堤遺伝子プロモーターへの結合様式が異なるこ

とが考えられる。先行研究から、Kdm4aは Tudorまたは PHDドメインがメチル化した

ヒストンへの結合を介して、特定のプロモーター領域へ結合することが知られている

（Hillringhaus et al., 2011）。つまり、Kdm4aはトリメチル化したヒストン H3K4がなけれ

ばプロモーターへ直接、結合することができない。そのため、トリメチル化したヒスト

ン H3K4の存在が Kdm4aによるヒストン H3K9の脱メチル化に必須条件となる。一方、

PRDM12は ZNFドメインを介して直接ゲノム領域に結合し、ヒストン H3K9のメチル化

を促進する。つまり、PRDM12はプロモーター領域におけるヒストンの状態に依存しな

いで、ヒストン H3K9のメチル化を促進することができるだろう。これらの事実から、
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Kdm4aの過剰発現による表現型が PRDM12 MOによるノックダウン胚の表現型より弱い

のは、また別のヒストン脱メチル化酵素によって神経堤遺伝子のプロモーター上のメチ

ル化したヒストン H3K4が脱メチル化されたことに起因する現象であると推測できる。

現在、予定プラコード領域におけるヒストン H3K4に対する脱メチル化の存在は確認さ

れていないが、予定プラコード、神経堤における遺伝子発現調節機構では PRDM12や

Kdm4aだけでなく、別のヒストン修飾因子がさらに関連しているかもしれない。 

 

5-­‐3.	
  神経堤遺伝子の発現制御によって予定三叉神経プラコード遺伝子の発現抑制が起こ

る理由 

 

 本研究は PRDM12 MOによるノックダウンまたは Kdm4aの過剰発現のいずれの場合

も、予定三叉神経プラコード遺伝子の発現を阻害かつ神経堤遺伝子のプロモーター領域

におけるヒストン H3K9のメチル化を抑制することを示した。しかし、PRDM12と

Kdm4aがともに予定三叉神経プラコード遺伝子に対する転写調節を行っているかは示さ

れていない。そのため、PRDM12ノックダウン胚や Kdm4a の過剰発現胚において、予

定三叉神経プラコード遺伝子が何故抑制されたのか議論すべきである。本研究から

PRDM12の過剰発現によって三叉神経プラコードの発現を誘導できないこと、先行研究

から Kdm4aの MOによって予定プラコード遺伝子の発現が上昇しないことがそれぞれ

示されている（Strobl-Mazzulla et al., 2010）。これらの結果からも、PRDM12 MOや

Kdm4a mRNAは神経堤遺伝子の発現を促すことで、三叉神経プラコードの発現を間接的

に抑制したと考えられる。別の先行研究は神経堤遺伝子 Foxd3の過剰発現が予定三叉神

経プラコードを含む後方プラコード遺伝子の発現を抑制することを報告している

（Brugmann et al., 2004）。また、PRDM12 MOによるノックダウン胚もしくは Kdm4a過

剰発現胚では、神経堤遺伝子の発現領域の前方方向への拡大がみられた。加えて、

PRDM12 MOによる PRDM12の抑制は Foxd3や Slugの発現量をわずかながら上昇させ

た。これらの事から、PRDM12のノックダウンもしくは Kdm4aの異所的な発現によって
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誘導された Foxd3が予定三叉神経プラコード領域まで発現し、予定三叉神経プラコード

遺伝子の発現を抑制したと考えられる。 

 

5-­‐4. ヒストン H3K9のメチル化が広範囲で起こる理由 

 

本研究によって、PRDM12が Foxd3を始めとする神経堤遺伝子のプロモーター上のヒ

ストン H3K9 のトリメチル化を促進することで、転写抑制を行うことが明らかとなった。

しかし、PRDM12は Foxd3プロモーター上の CNSのみに結合する。そのため、ヒスト

ンメチル化修飾する範囲が限られている一方で、ヒストン H3K9のトリメチル化が広範

囲で起こる理由については明らかとなっていない。近年の研究結果は Heterochromatin 

protein 1（HP1）がヒストン H3K9のトリメチル化標識を読みとり、ヒストンメチル化酵

素 Suv39h1と協調的に広範囲でヒストン H3K9のメチル化を促進して、周辺領域を強く

サイレンシングすることが報告されている（Bannister et al., 2001; Jacobs et al., 2002; Lach-

ner et al., 2001）。しかしながら、ツメガエル初期胚における HP1や Suv39h1の発現領域

は明らかとなっていないが、仮にそれらのタンパク質が各領域に存在したとしたら、予

定プラコード領域において PRDM12が神経堤遺伝子のプロモーター上のヒストン H3K9

をメチル化し、それをきっかけに、HP1や Suv39h1が広範囲でヒストン H3K9をメチル

化し、ヘテロクロマチン状態に変化させているのかもしれない。その結果、遺伝子の転

写抑制が起こり予定プラコードでは神経堤遺伝子の発現が観察されなかったのかもしれ

ない（図 4-1）。一方で、神経堤領域では Kdm4aが発現し、ヒストン H3K4のメチル化

を目印に神経堤遺伝子のプロモーター上に局在し、ヒストン H3K9の脱メチル化を促進

する。Kdm4aの脱メチル化によって、神経堤遺伝子が転写可能な状態を維持していたの

かもしれない。この仮説が正しいのか、議論するためには未だ明らかとなっていない初

期発生における HP1 や Suv39h1 の発現や機能について明らかにする必要があるだろう。 
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5-­‐5.	
  G9aの選択性が予定プラコードと神経堤におけるパターン制御をする可能性 

 

 本研究では初期発生における知見が少ない G9aに関しても取り扱い、予定プラコード

と神経堤の発生と G9a の関連性について検討してきた。ゼブラフィッシュの先行研究は、

G9aをノックダウンした胚では末梢神経系および中枢神経系遺伝子の発現抑制が起こる

事を示している（Rai et al., 2010）。これに対して、ツメガエル胚では G9aのノックダウ

ンを行わなかったため、その初期発生における機能や役割については議論できなかった

 
[図 5-­‐1] 予定プラコードと神経堤領域における神経堤遺伝子の制御機序のモデル図 

後期原腸胚、原腸胚、予定プラコードと神経堤のもととなる神経板境界領域において、

Foxd3などの神経堤遺伝子はヒストントリメチル化 H3K4によって転写可能な状態が維持

されている一方で、H3K9のトリメチル化が起こっていないため、クロマチンリモデリン

グによる転写抑制が起こらない。初期神経胚から、予定プラコード領域では PRDM12が

発現し、ヒストン H3K9のトリメチル化を促進し、クロマチンリモデリングを引き起こ

し、神経堤遺伝子を転写抑制する。一方で、神経堤領域では、Kdm4aがヒストン H3K9

の脱メチル化状態を維持し、転写可能な状態を保つことで、神経堤遺伝子の発現制御に

貢献している。 
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ものの、G9aの発現が神経板、予定プラコードや神経堤を含む広い領域で確認された事

から、初期神経発生において重要な役割を持つ事が期待される。また、G9aは様々な因

子と結合し、遺伝子調節をする特徴を持ち（Reviewed in Shankar et al., 2013）、本研究で

は G9aと PRDM12、または G9a と Msx1 が協調的に働き、それぞれの生命現象をコン

トロールしている事を示唆する結果が得られた。この結果は G9a が各領域で最適なパー

トナーを選択する事で、その領域における分化を促進している可能性を示唆した。上述

した研究結果から、PRDM12 は神経堤遺伝子のプロモーターにおけるヒストン H3K9

のメチル化を介して、神経堤遺伝子の発現を負に制御する。これに対して、先行研究か

ら、Msx1 は Six1やMyoDの転写調節領域に結合し、G9a と協調的にヒストン H3K9

のメチル化を介して、それらの遺伝子の発現を負に制御する（Wang and Abate-Shen, 

2012）。本研究結果と先行研究をふまえると、G9a が PRDM12 またはMsx1、どちら

に結合するか選択することによって神経堤遺伝子もしくは Six1 をはじめとする予定プラ

コード遺伝子を抑制する事が考えられる。今後は、G9a がどのドメインを介して

PRDM12 や Msx1 と結合するのか、各ドメインを欠損させたコンストラクトを使って検

証し、PRDM12 と Msx1 による G9a の取り合いが実際に生体内でおこっているか検証

する必要があるだろう。 

また、Msx1 の過剰発現によって予定プラコード遺伝子の抑制だけでなく、胚が腹側

化したのはMsx1 が転写抑制する標的遺伝子にMyoD が含まれている事に起因すると考

えられる（Bendall et al., 1999）。胚の全体構造を形成するためには原腸陥入を必要と

する。この原腸陥入が正しく行われるためにはMyoD の発現を必要とし、Msx1 による

MyoD の発現抑制は原腸陥入を阻害する事が知られている（Bendall et al., 1999）。そ

のため、Msx1 をより強く異所的に発現させた胚では原腸陥入を阻害した表現型が観察

された（data not shown）。これらの結果からMsx1 の過剰発現による胚の腹側化は

MyoD の発現抑制が主な原因と考えられる。 
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5-­‐6. 予定プラコードと神経堤へ分化するためのコンピテンス 

 

 一般的に予定プラコードは非神経に由来する組織、神経堤は神経に由来する組織と考

えられている（Reviewed in Schlosser, 2006; Steventon et al., 2014）。ヒト ES細胞やマウス

ES細胞においてプラコード細胞を模倣する場合、中程度の BMPシグナルを受容するよ

うに BMPリガンドの濃度を調節し、非神経細胞を誘導した後、FGFリガンドを加え分

化させ、プラコード様細胞を誘導する（Dincer et al., 2013; Koelher et al., 2013）。この時、

FGFリガンドを加えずに培養した場合、発生運命が表皮へ向かうことからプラコードは

非神経細胞に由来する組織と考えられている（Dincer et al., 2013; Koehler et al., 2013）。

一方、神経堤は Sox2や Sox3など神経板形成に重要な役割を持つ遺伝子を抑制する

Dnmt3aや神経堤遺伝子を活性化する C-mycのような遺伝子によって分化が促される

（Hu et al., 2013; Bellmeyer et al., 2003）。また、Dnmt3aや C-mycの発現を抑制した場合、

神経堤は形成されず、代わりに神経板として分化が進むことが報告されている（Hu et al., 

2013; Bellmeyer et al., 2003）。現在、非神経と神経のどちらに分化の方向を位置づけるか、

それぞれのコンピテンスを決定する転写因子の存在が報告され、非神経のコンピテンス

は Dlx3と Gata2に、神経領域のコンピテンスは Sox3に依存して決定されると考えられ

ている（Pieper et al., 2013）。しかし、コンピテンスを調節する因子は同定されたものの、

これらのコンピテンスがどのようにして決定されているかについては未だ明らかになっ

ていない。そのため、非神経あるいは神経領域におけるヒストン修飾を伴う転写制御が

このコンピテンスを決定している可能性もあるだろう。Dlx3や Gata2、Sox3とエピジェ

ネティックな制御因子が協調的に働き、非神経細胞と神経細胞における核内の修飾状況

を変化させることで、リガンドや隣り合う細胞同士の相互作用をシャットダウンしてい

るかもしれない。上記の転写因子と相互作用し、初期発生に関わるヒストン修飾を制御

する因子などが同定されれば、非神経や神経におけるコンピテンスを決定する要因も明

らかになるかもしれない。 
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5-­‐7. PRDM12が他因子に結合する可能性 

 

 今後の研究として、G9aに限らず他のヒストン修飾因子や転写因子と PRDM12が相互

作用する事が分かれば興味深い。例えば、PRDMファミリーの一員としてあげられる

PRDM2は様々な遺伝子に対してヒストン H3K9のメチル化を介して転写抑制的に振る

舞う一方で、アセチル化酵素として機能する p300と結合し、転写活性化因子として機能

することが知られている（Carling et al., 2004; Kim et al., 2003）。PRDM2と同ファミリー

に属している PRDM12も他のヒストン修飾酵素と協調的に働くことで予定プラコード遺

伝子の発現を制御している可能性が考えられる。先行研究から上述した p300はツメガエ

ル初期胚において母性因子として存在し、前方神経を中心とした広い領域で発現するこ

とが報告されている（Fujii et al., 1998）。つまり、p300は予定プラコード領域において

も発現する（Fujii et al., 1998）。仮に、p300と PRDM12が協調的に遺伝子の転写制御を

調節するとすれば、初期胚における予定プラコードのパターン形成に重要な役割を持つ

可能性はあるだろう。 

 

5-­‐8. 最後に 

 

 PRDM12は P19細胞において細胞周期を制御することで細胞増殖を抑制する働きを持

つことや白血病において腫瘍抑制因子として機能する可能性が示唆されている（Yang 

and Shinkai, 2013; Reid and Nacheva, 2004）。一方で、Kdm4aが細胞増殖に関連する様々

な遺伝子を調節することや、胸部腫瘍形成に関わる事が報告されている（Berry et al., 

2012; Kim et al., 2012）。PRDM12と Kdm4aの相補的な関係性が他の生物学的事象に貢

献している可能性もあるかもしれない。今後は初期発生に限らず、PRDM12と Kdm4a

の関係性について研究が進む事を期待する。 

また、ツメガエルに限らず多くの場合、初期胚は常に閉鎖空間内で発生し、BMP など

のリガンドは分解するプロテアーゼが存在しない限り空間内に蓄積していく。空間内に
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リガンドが蓄積するため、対応する分子シグナルが伝達されやすくなる一方で、発生ス

テージが進むにつれて細胞が分化しにくくなる現象が確認されている。例えば、中胚葉

誘導物質である Activin を胞胚から切り出したアニマルキャップに作用させると濃度依

存的に中胚葉が誘導されるが、後期原腸胚から切り出したアニマルキャップに作用させ

た場合では、中胚葉は誘導されない事が報告されている（Sasai et al., 2008）。このよう

な、分子シグナルに対する応答性を決定する 1つの要因として、ヒストンやゲノム DNA

に対する修飾による核内の状態変化があげられる。本研究で取り上げた PRDM12や

Kdm4aはヒストン修飾を介して遺伝子の転写調節を行い、転写因子だけでなく分子シグ

ナルに対する応答性を変化させ、より確実な細胞の運命決定を実現させている可能性が

高い。また、PRDM12、Kdm4a、あるいは G9a に限らず、様々なエピジェネティック

な修飾因子の機能が明らかになる中、多くの修飾因子の初期発生における役割は未解明

な点が多い。初期発生においてヒストン修飾因子や DNA修飾因子がどのように働くの

か明らかにする研究が進み、初期胚における細胞分化に対する知見がよりいっそう多く

なることを期待し、考察を終わりたいと思う。 
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6. 実験方法 

 

6-­‐1.	
  DNAコンストラクション 

 

 本研究において、使用したプラスミドは主に cDNAをテンプレートとして用いた PCR

から得た DNAフラグメントを各種ベクターに挿入して作成した。作成時に必要とした

プライマーの配列情報など各プラスミドの詳細情報は表 6-1, 6-2, 6-3に記す。ここでは

cDNAから得たプラスミド、譲渡して頂いたプラスミド、または保管されていたプラス

ミド以外のプラスミドの作成法を以下に記す。pCS2-myc-PRDM12F117Aとドメイン欠損

型 PRDM12コンストラクト（pCS2-myc-PRDM12∆111-119、pCS2-myc-PRDM12∆PR、お

よび pCS2-myc-PRDM12∆ZNF）は long-PCRによって変異や欠損を加えた後、セルフラ

イゲーションによって作成した。pBluescript-SK-Six1は Six1 ORFの全長を含む

pBluescript-SK-Six1（full）から EcoRIによって Six1の C末端をコードする領域を切断し

た後、セルフライゲーションによって作成した。pFoxd3-2000はゲノム DNAをテンプレ

ートとした PCRによって増幅した CNSを含む Foxd3プロモーター領域フラグメントを

SmaIで切断した pGL3（Promega）に挿入した。pFoxd3-1647、pFoxd3-1612、pFoxd3-

1577、そして pFoxd3-1000は pFoxd3-2000をテンプレートとした PCRから増幅した各フ

ラグメントを SmaIで切断した pGL3に挿入して作成し、pFoxd3-1504と pFoxd3-1195は

EcoRVと PstIで切断した後、T4 DNA  polymerase（TAKARA）によって平滑末端を形成

した後、Might mix（TAKARA）によるライゲーションによって作成した。 
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表 6-­‐1 mRNA合成時に使用したプラスミド 
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表 6-­‐2 プローブ合成時に使用したプラスミド 
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表 6-­‐3 顕微注入に使用したプラスミド 
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6-­‐2. 胚の取扱い 

 

 本論文で記述するツメガエルの発生ステージは一般的に用いられているツメガエル発

生ステージに従った（Nieuwkoop and Faber, 1956）。アフリカツメガエルの胚は全て人工

授精によって採取し、顕微注入のためゼリー層を pH 7.8に調整した 4.6％のシステイン

酸水溶液を用いて除去した。顕微注入する mRNAは NotIまたは Asp718を用いて直鎖状

にした各プラスミドをテンプレートとして、mMESSAGE mMSHINE SP6 transcription kit

（Invitrogen）で in vitro転写して合成した。mRNA合成時、使用したプラスミドおよび顕

微注入したプラスミドは表 6-1と表 6-3に記述する。アンチセンスモルフォリノオリゴ

は Gene Tool社から得た。control MOの配列は 5’-CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA-

3’、PRDM12 MOの配列は 5'- GCAGCACCGAGCCCATCATTAATTC -3’を用いた。各

MOは nuclease-free water（Gibco）を用いて適切な濃度に希釈した後、60度、15分間の

熱処理を加えた後、使用した。本論文に記載する実験において特記事項がなければ、

mRNAまたは DNAは 2細胞期の動物極側領域 2割球に、MOは 4細胞期の動物極側片

側 2割球に顕微注入している。 

 

6-­‐3. Whole-­‐mount in situ hybridization、Double in situ hybridization、lacZ染色 

 

 各 mRNAに対するプローブは各種プラスミドをそれぞれの制限酵素によって直鎖状に

したテンプレートを用いて、DIG labeling mix（Roche）または Fluosence labeling mix

（Roche）と T7または T3 RNA polymerase（Roche）を使って合成した。各プラスミドと

処理に用いた制限酵素は表 3に記載する。WISH法と DISH法は Harland（1991）に記載

されているプロトコールを基本として行った。WISH法および DISH法で用いた発色基

質はそれぞれ NBT/BCIP（Roche）、NBT（Roche）と BCIP（Roche）を用いた。WISH

法を行う前に、LacZ  mRNAを顕微注入した胚は MEMFAで 30分、室温で固定した後、

Red-gal（SAFC Biosciences）によって染色を行った。
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6-­‐4. ゲノム抽出 

 

 ツメガエルのゲノム DNAは SDSによる変成後、フェノール・クロロホルムとイソプ

ロパノールを用いて精製した。タンパク質の除去は 3つの Stage 38の胚を

Homogenization buffer（1% SDS, 10 mM EDTA, 20 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, pH 7.4）に

溶かした後、Proteinase K（Wako）を加え、55度、一晩静置して行った。その後、溶解

液中の核酸はフェノール、フェノール・クロロホルムを使って段階的に不要なタンパク

質を除去した後、イソプロパノールを使った塩析によって沈殿させた。精製した核酸に

含む RNAは RNase A（Invitrogen）を用いて分解し、ゲノム DNAは再度フェノール・ク

ロロホルムによって不純物を除去した後、イソプロパノールを用いた塩析によって沈殿

させ得た。 

 

6-­‐5.	
  Total	
  RNAの単離、RT-­‐PCR法、および RT-­‐qPCR法 

 

 Total RNAは 3つの胚、もしくは 10個のアニマルキャップを Isogen II（NIPPON Ge-

netics）を用いて単離した。抽出した Total RNAからランダムプライマーと SuperScript 

IIIを用いて cDNAを合成した。qPCRは KAPA SYBR Fast qPCR Kitと StepOnePlus Real-

Time PCR System（Applied Biosystems）を用いて∆∆Ct法および絶対定量法で行った。

∆∆Ct法において、各増幅配列の標準化は ODCを使用した。絶対定量法による測定は

pCS2-myc-PRDM12、pCS2p-G9aを用いてスタンダードカーブを引き、各 Ctから絶対量

を算出して行った。RT-PCR法と RT-qPCR法で使用した温度条件とプライマーの配列は

表 6-4に記す。 
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表 6-­‐4 RT-­‐PCRと RT-­‐qPCRに用いたプライマーの配列 
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6-­‐6. ウエスタンブロッティング法 

 

 タンパク質を含む細胞溶液はアニマルキャップまたは全胚をプロテアーゼインヒビタ

ー（Roche）を含む RIPA buffer（1% NP-40, 1% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 150 mM 

NaCl, 25 mM Tris–HCl, pH 7.4）を用いて溶かし作成した。その後、NanoDrop 1000

（ThermoFisher Scienctific）と BCA protein assay kit（Pierce Biotechnology）を用いて細胞溶

液を等濃度に調整後、細胞溶液は 2x SDS-PAGE loading buffer（125 mM Tris-HCl, 20% 

glycerol, 4% SDS, 100 mM DTT, pH 7.4）を加えロードするサンプルとして使用した。ロ

ードしたサンプルは 10%または 15%の SDS-PAGEゲルを用いて電気泳動し、分離した。

ウエスタンブロッティングはウェット式で転写を行った後、抗 histone H3抗体

（Millipore, 06-755）、抗 histone H3K4me3抗体（Abcam, ab8580）、抗 histone H3K9me3
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抗体（Millipore, 07-449）、抗 histone H3K27me3抗体（Abcam; ab6002）、抗 myc抗体

（Sigma-Aldrich, M4439-100ULおよび SantaCruz, sc-789）、抗 HA抗体（SantaCruz; sc-

805）、そして抗 α-tubulin抗体（Sigma-Aldrich; T9026-100UL）を用いて検出した。 

 

6-­‐7. ルシフェラーゼレポーター解析 

 

 ルシフェラーゼレポーター解析は Dual-luciferase Reporter Assay System（Promega）を

用いて行った。本解析に用いたレポーターコンストラクトは内在性の状態を模倣するた

め、全て Asp718 で切断した pGL3-control または各 pFoxd3-luc ベクターを用いた。また、

全てのベクターの発現量を標準化は Renilla luciferase plasmid（pGL-TK）を共注入し行っ

た。各レポーターベクターおよび mRNAを顕微注入した胚は stage 18まで培養した後、

Passive Lysis Buffer（Promega）を用いて溶かし、luciferaseおよび Renilla luciferaseの光量

は Luminescencer-JNR（ATTO）を用いて測定した。顕微注入に使用したプラスミドは表

6-3に記載する。 

 

6-­‐8.	
  ChIP−qPCR法 

 

ChIPアッセイに用いるサンプルは 100個体の非注入胚もしくは各 mRNAや MOを顕微

注入した 100個体の胚からアニマルキャップまたは各領域の外植片から得たものを使用

した。ChIPアッセイのサンプルは各外植片を 1 %ホルムアミド（37%の原液ホルムアミ

ドを 37倍希釈した）を含む 0.7x PBS（1x PBS（137 mM NaCl, 8.1 mM Na2HPO4, 2.68 mM 

KCl, 1.47 mM KH2PO4, pH 7.4）を 0.7倍に希釈したもの）で 30分間、固定した後、DNA

サイズを 400から 600 bp程度になるように超音波破砕して準備した。ChIPアッセイは

サンプルとモック抗体（DakoCytomation, X0936）または標的抗体（anti-myc, anti-

H3K4me3, anti-H3K9me3）と Protein A Sepharose Fast Flow（GE healthcare）を反応させ行

った。ChIPアッセイによって得た DNAサンプルは Protein Kで不要なタンパク質を除去
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した後、80度で一晩、リバースクロスリンクを行った。リバースクロスリンクしたサン

プルは QIAquick purification cleanup kit（Qiagen）を用いて精製した。qPCRは前述した方

法で行い、ゲノムの発現量は ODCフラグメントを用いて平均化した。ChIP-qPCRで用

いたプライマーの配列は表 6-4に記す。 

 

6-­‐9. ゲルシフトアッセイ 

 

 ゲルシフトアッセイは DIGラベルによる非ラジオイムノアッセイ法を用いて行った。

結合予測されている DNA配列を含む二本鎖 DNAは DIG labeling PCR mixを用いて標識

した。2細胞期に各 mRNAを注入した胚から得たアニマルキャップはプロテアーゼイン

ヒビターを含む 1x PBSを用いて溶解した。溶解液は標識した二本鎖 DNAと反応させた

後、4.5%の TBEアクリルアミドゲルによって分離した。ウェスタンブロットはウェット

式の転写装置で Hybond+メンブレンに転写し、ラベルした DNAはトランスイルミネー

ターで 5分間、UVを照射することでメンブレンに結合させた。DIGラベルした DNAは

HRP結合型抗 DIG抗体（DakoCytomation、D5101）を用いて検出した。 

  

6-­‐10. 培養細胞の取り扱い 

 

 HEK293T細胞はストレプトマイシン-ペニシリン（Sigma）と最終濃度 10%になるよう

に FBS（CCB）を加えた D-MEM（Wako）を用いて、37度、5% CO2の条件下で培養し

た。遺伝子導入は 0.323 g/Lの polyethylenimine（コスモバイオ）を用いて行い、遺伝子

導入した培養細胞は 48時間後に回収した。遺伝子導入に使用したプラスミドは表 6-5に

記す。 
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表 6-­‐5 遺伝子導入に使用したプラスミド 

 

 

6-­‐11. 免疫沈降法 

 

 免疫沈降法を行う前日、担体と抗体の複合体はプロテアーゼインヒビターを含む 1x 

TBS（140 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, pH 7.4）内で Protein G Sepharose（GE Healthcare）と

抗 myc抗体を混合し、回転させながら 4度、一晩反応させ作成した。遺伝子導入した

HEK293T細胞はプロテアーゼインヒビターを含む lysis buffer（20 mM Tris-HCl, 137 mM 

NaCl, 10% glycerol, 1% NP-40, 2 mM EDTA, pH 8.0）で懸濁した後、 懸濁したサンプルは

担体と抗体の複合体と合流し、回転させながら 2度、1時間、反応させた。反応させた

複合体は 1x TBSで 5回洗った後、1x SDS-PAGE bufferを加え、95度、3分間熱処理し、

ウェスタンブロットのサンプルとして使用した。 
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