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序論 

脊椎動物の発生において体節は特徴的な繰り返し構造を形成し、脊椎、肋骨、

体幹筋肉と背側皮膚を生じる（Fig. 1, Christ et al. 2000, Scaal et al. 2006）。

体節は未分節中胚葉の頭部側から規則的な間隔で連続して分節化する球形の

細胞塊である。分節化は時計遺伝子の制御下で正確な周期性を持って起こる。

体 節 形 成 に お け る 時 間 的 周 期 性 は 振 動 遺 伝 子 の 周 期 的 な 発 現 に

 

よって制御されている。最初に発見された振動遺伝子はニワトリc-hairy1であ

り、その振動発現パターンは体節形成と一致している（Palmeirim et al. 

1997）。c-hairy1の発現は未分節中胚葉において尾部側から頭部側への周期的

なウェーブ状の進行パターンを示す。体節形成における時間的空間的周期性は

Notch 、 FGF(Fibroblast Growth Factor) 、 Wnt(wingless-type MMTV 

integration site family member)シグナルとその下流の振動遺伝子によって制

御されている（Fig. 2、Dequeant et al. 2008）。Notchシグナルは増殖や幹細

胞の維持、分化の制御において重要な役割を果たしている（Fig. 3）。Notchは

進化的に高度に保存された一回膜貫通型の受容体であり、哺乳類では4つの

Notch遺伝子（Notch1-4）がある（Dunwoodie et al. 2009）。実験的にNotch

受容体を欠損させると体節形成において異常が生じることが知られている。

Notch1 欠 損 マ ウ ス で は 体 節 の 規 則 性 が 損 な わ れ 、 受 精 後
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10日で胎生致死に至る（Swiatek et  al. 1994, Conlon et al. 1995）。Notchの

細胞外ドメインはリガンドとの結合に必要なepidermal growth factor-like 

repeatsとリガンド非特異的なシグナル伝達を抑制するLin-12/Notch repeats

を持つ。細胞内ドメインはRBPjkと結合するRBPjk associated molecule 

domainとタンパク質間の相互作用を調節するAnkiyrin repeats domain、転写

促進に関わるtranscription activation domainとタンパク質の分解に関わる

PEST配列を持つ。細胞間接触によって細胞膜に提示されるリガンドである

Delta-like（Dll）、もしくはJaggedとNotchが相互作用することによって細胞

内へNotchシグナルの伝達が起こる。Dll1を欠損したマウスでは体節の前後軸

形 成 と 上 皮 化 が 損 な わ れ る （ Hrabĕ de Angelis et al. 1997 ）。 
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Dll3を欠失させると遺伝子の振動発現はステージの進行に伴って失われて体

節形成の異常を引き起こす。結果として骨格の異形成症を引き起こす

（Dunwoodie et al. 2002, Kusumi et al. 2004）。リガンドとの結合によって

Notch受容体は初めにADAM-family of metalloproteaseによる切断を受け、次

にγ-secretaseによる切断を受ける。 γ-secretaseはpresenilin、nicastrin、

PEN2、APH1をサブユニットに持つタンパク質分解酵素である（Borggrefe 

and Oswald. 2009）。presenilinはNotchの切断に必須のサブユニットであり

（De Strooper et al. 1999）、Presenilin1欠損マウスでは体節形成とその発生

器官における異常を示すと共にNotch1、Dll1の発現も失われる（Wong et al. 
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1997）Presenilin2欠損マウスでは体節形成に異常が見られないがPresenilin1

とPresenilin2を両方欠損するマウスでは胚発生によりシビアな異常を示す

（Herreman et al. 1999）。二度目の切断で切り離されたNotchの細胞内ドメイ

ン（Notch intracellular domain, NICD）は核へ移行してコアクチベーターと

して働く。NICDは直接DNAと結合できないがDNA結合能を持つRBPjk

（ Recombination signal binding protein for immunoglobulin kappa J 

region; CSL, CBF1, Su(H), LAG-1, de la pompa et al. 1997）と複合体を形成

する。RBPjkはNICD非存在下ではコリプレッサーと結合し、RBPjk結合サイ

ト（GTGGGAA）を持つ遺伝子の転写を抑制しているがNICDとRBPjkが結合

してアクチベーターコンプレックスが形成されるとターゲット遺伝子の転写

を活性化する。マウスの未分節中胚葉においてNICDは振動パターンを示し、

体節形成におけるNotchシグナル下流の振動遺伝子の発現を制御している。  

これまでの研究から脊椎動物を通して振動発現遺伝子が発見され、機能的に

保存されていることが示されてきた。その中でも Notch シグナルによって制御

される振動遺伝子としてマウスの Hes（Hairy and Enhancer of Split）、魚類

の her(hairy-related)ファミリーが重要な機能を持つことが示されている

（Kageyama et al. 2007, Holley. 2007）。Hes 転写因子は遺伝子上流に RBPjk 

binding site を持ち、Notch シグナルによって発現誘導される（Ong et al. 2006, 

Bessho et al. 2003, Kageyama et al. 2007）。Hes ファミリーは basic 

Helix-Loop-Helix 転写因子をコードする遺伝子群で胚発生における多分化能

の維持と分化・形態形成に重要な役割を担っている。DNA 結合を担う Basic 

domain、二量体形成に働く Helix-Loop-Helix domain、パートナーの選択性に

重要な Orange domain と転写抑制に重要でユビキチン化シグナルとして働く

WRAP domain を持つ。 Hes 転写因子は抑制性の活性を持ち、 E-box

（CANNTG）、あるいは N-box（CACNAG）をプロモーター領域に持つ遺伝子

の転写を抑制する。マウス胚の未分節中胚葉において Notch シグナル制御下で

Hes ファミリーの Hes1、Hes5、Hes7 は体節形成と一致した周期で振動発現

する（Dunwoodie et al. 2002, masamizu et al. 2006, Fischer et al. 2007）。

Hes1 と Hes5 は中枢神経系と末梢神経系、未分節中胚葉で発現する。Hes7 は

神経系での発現は見られず、未分節中胚葉に限局している。Hes1、Hes5 に関

して、体節形成における役割は分かっていないが未分節中胚葉で発現する

Hes7 は体節形成の時間的周期性を制御していることが知られている（Bessho 

et al. 2001a）。Hes7 欠損マウスでは体節形成の規則性に異常が見られる

（Bessho et al. 2001b）。ホモ欠損マウスで、体節の不完全な分節化や融合が

見られ、発生器官である脊椎と肋骨に異常が見られる。Hes7 は自身のプロモ

ーター領域に結合し（Chen et al. 2005）、自己抑制系を形成している。また、
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Notch 受 容 体 を 修 飾 す る O-fucosylpeptide 

3-beta-N-acetylglucosaminyltransferase をコードする Lfng（Lunatic Fringe）

のプロモーター領域にも結合して、発現パターンを制御している(Bessho et al. 

2003)。Lfng は Notch シグナルによって発現し、Notch 活性を抑制するネガテ

ィブフィードバックを形成する（Dale et al. 2003）。Lfng 欠損マウスでは体

節と末梢神経系における繰り返し構造の規則性が損なわれる（Zhang et al. 

1998, Evrard et al.1998）。Hes7 の周期的な転写抑制によって、Hes7 と Lfng

の振動発現における転写のオフフェイズを生み出している。これらの機構を介

して Hes7 は自身に対する直接的なネガティブフィードバックと Lfng を介し

て Notch シグナルに対する間接的なネガティブフィードバックを形成してい

る。翻訳されたタンパク質はユビキチンプロテアソーム系によって速やかに分

解されるため、再び転写が開始し、周期的な発現が繰り返される（Bessho et al. 

2003, Hirata et al. 2004）。振動遺伝子による周期性は体節形成における時間  

を制御する分子時計として機能する（Fig. 4）。 

 

 

Notch シグナル同様に FGF シグナルも体節形成に重要な役割を持っている

（Fig. 5）。FGF ファミリーはシグナルのリガンドとして働く分泌因子によっ
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て構成されている。ヒトとマウスでは 22 の FGF 遺伝子が存在する（Itoh et al. 

2008）。細胞外に分泌された FGF は FGF 受容体との結合を介して細胞内にシ

グナルを伝達する(Yang et al. 2003)。FGF シグナル経路は細胞運命の決定、

極性の決定、細胞増殖に必要とされる。FGF 受容体は receptor tyrosine kinase

クラスの細胞膜貫通型タンパク質である。FGF リガンドとの結合によって二量

体化しキナーゼ活性が活性化する。FGF 受容体の二量体化は FRS2 との結合

を促進し、Grb2 と SOS を動員する。SOS は Ras のグアニンヌクレオチドの

置換を促進して活性化させる。Ras 依存的に活性化した Raf は MEK をリン酸

化し、 MEK （ MAP kinse-ERK kinase ）によって ERK （ extracellular 

signal-regulated protein kinase / mitogen-activated protein kinase）を、

ERK によって Ets（E26 transformation specific）をそれぞれリン酸化するこ

とでシグナルを伝達する(Tsang et al. 2004, Ekerot et al. 2008)。Ets は FGF

シグナル依存的な遺伝子の発現を促進する。 

現在までに FGF シグナル経路におけるフィードバック制御因子は複数報告  

されている。Sef、Mkp、Sprouty ファミリーの遺伝子は FGF 依存的に発現

が誘導され、FGF の発現パターンと類似して鼻芽や鰓弓、肢芽、体節、未分節

中胚葉で発現する。Sef は細胞膜貫通型のタンパク質で FGF の受容体と結合し

て FRS2 のリン酸化を阻害する。また、シグナルペプチドが欠落し細胞質に局

在するスプライシングバリアントである Sef-b は MEK を抑制する。Mkp ファ

ミリーの因子は ERK 特異的な脱リン酸化酵素で ERK のシグナル伝達を阻害

する。Sprouty ファミリーの因子は C 末側のシステインリッチな領域の中に

Raf1 との結合に重要な Raf1 binding domain と N 末側に高度に保存された

tyrosine を持つ。Sprouty は Raf と結合し、そのリン酸化を妨げることで Ras

依存的な Raf の活性化を阻害する。また Sprouty のチロシン残基がリン酸化さ

れると Grb2 と結合し、Grb2 依存的な SOS の活性を阻害する。そのため、

Sprouty は FGF シグナルの複数のステップでの伝達阻害機構を担っている。 

FGF と Wnt シグナルは分節化の位置決定に重要な役割を担っている。FGF8

と Wnt3a は未分節中胚葉の尾部側から頭部側への濃度勾配を形成している

（Sawada et al. 2001, Delfini et al. 2005, Dubrulle et al. 2001, Dequéant et 

al. 2008）。FGF8 は分裂伸長組織において発現し、細胞間のシグナル伝達を

担う分泌性のリガンドとして働く。FGF8 は未分節中胚葉では後端でのみ転写

され、mRNA の分解とタンパク質の拡散によって濃度勾配が形成されている

（Dubrulle et al. 2004）。未分節中胚葉への FGF8 浸潤ビーズの移植の結果、

分節境界は前方へシフトし、FGF シグナルの阻害剤の浸潤ビーズの移植では後

方へシフトする（Sawada et al. 2001, Dubrulle et al. 2001）。濃度勾配の域
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値境界線上で未分節中胚葉の細胞が分節化し、振動遺伝子の発現は空間的周期

性に変換される。また FGF と Wnt は分節化の位置決定だけではなく、分子時

計の制御にも貢献している。 

Dups4 と Sprouty2 は FGF 経路を構成する因子で FGF シグナルの制御下に

おいて未分節中胚葉で振動発現する（Niwa et al. 2007, Dequant et al. 2006）。

マウスの Axin2 は Wnt の下流で発現し、マウスの未分節中胚葉で振動発現す

る（Aulehla et al. 2003）。マウス未分節中胚葉において Axin2 のネガティブ

フィードバックもまた周期的に Wnt シグナルを制御している（Aulehla et al. 

2003）。FGF と Wnt シグナルの両方から制御を受ける Snail1 も振動発現し

ている（Dale et al. 2006）。しかし、他の種ではそれらのホモログは振動発現

していない。Lfng の振動発現はマウスとニワトリで知られているが、魚類で

は振動していない（Dale et al. 2003, Appel et al. 2003, Qiu et al. 2004）。そ

のため、シグナル経路は脊椎動物間で保存されていても分子時計に対する各遺

伝子の貢献度は異なると考えられる。 

Notchシグナルは体節形成に関連する遺伝子の発現制御に重要であることは

分かっているが振動遺伝子の周期性と体節の分節化における役割の詳細に関

して正確に査定されていない。Notchシグナルには二つの役割がある。一つは

振動遺伝子発現の同調化であり、二つ目は体節の分節化である。分節化の誘導
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因子であるMesp2はNotchシグナルによって制御され、Mesp2遺伝子を欠くと

沿軸中胚葉における分節化が起こらない（Saga et al. 1997, Morimoto et al. 

2005）。ニワトリにおけるMesp2ホモログのcMeso-1はEph4の発現を誘導し、

Eph4と隣接する細胞のEphronB2との相互作用によって両方の細胞の上皮化

を促すことが知られている(Watanabe et al. 2009)。そのため、Notchシグナル

は分節化に働くと考えられてきた。またゼブラフィッシュにおいて隣接する細

胞同士がdeltaとnotchを介してお互いの細胞内シグナルを制御することによ

って振動遺伝子の同調化を生んでいると考えられている（Horikawa et al. 

2006）。しかし、ゼブラフィッシュにおける振動遺伝子her1とdeltaCの振動

発現が失われても、不完全ながら体節形成は起こる（Holly et al. 2002）。ま

たマウスにおいても同様にNotchシグナルの制御下にある時計遺伝子Hes7と

Lfngを欠失しても不完全ながら体節は形成される。2008年にFellerらは未分節

中胚葉全域で恒常的にNotchの細胞内ドメインを発現させ、Notchシグナルの

周期性がなくなった状態でも体節が形成されることを報告した（Feller et al. 

2008）。これらの結果から、Notchシグナル非依存的に分節化が起こり、Notch

シグナルは体節形成に必須ではない可能性が考えられた。そのため遺伝子発現

の同調化のみに限局されるのか、もしくはNotchシグナルは分節化に必須であ

るか、再検討する必要があった。そこで体節形成においてNotchシグナルが振

動遺伝子と分節化に対してどのような役割を持つのかについて検討した。 

本研究ではNotchシグナルが分節化に必須であり、Notchシグナルによって制

御される分節化時計がSprouty4を介して位置決定に重要なFGFシグナルを制

御していることを示す。Notchシグナルが完全に消失した条件下では遺伝子の

振動は失われ、体節の分節化は起こらない。そのため、Notchシグナルは振動

遺伝子の同調化だけではなく、分節化にも必須であると考えられる。またNotch

下流の振動遺伝子Hes7により、FGF制御因子のSprouty4が振動発現すること

を観察し、分節化時計とFGFシグナルとリンクする仲介因子であることを示し

た。 

 

さらにNotchシグナルを自身の振動発現を通して分子時計に反映させ、下流

遺伝子の振動発現の誘導によってシグナル間のクロストークを可能にしてい

るHes7の発現制御機構の解明を行った。転写抑制を介してNotch依存的な振動

遺伝子とFGF依存的な振動遺伝子を制御するHes7の遺伝子発現はNotchと

FGFシグナルによって引き起こされている。Hes7の尾部先端における発現の

開始はFGFシグナルによって誘導され、頭部側への進行はNotchシグナルに依

存することが報告されている(Niwa et al. 2007, Ferjentsik et al. 2009)。その

ため、FGF、Notchシグナルによる転写の活性化とHes7による自己抑制機構が
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Hes7の振動発現を引き起こしていると考えられる。またこれらのシグナルに

T-box転写因子が協調して働くことが知られている。T-box転写因子ファミリー

は体節形成に関与し、沿軸中胚葉を神経系の細胞系譜から体節の細胞系譜へと

誘導する（Chapman et al. 1998, Yamaguchi et al. 1999）。T-box転写因子の

一つであるTbx6はWntシグナルと協調してMesogenin1とDelta-like1を制御

する（Beckersa et al. 2000, Wittler et al. 2007, Hofman et al. 2004）。また分

節化を引き起こすMesp2もNotchシグナルとTbx6による相乗作用によって制

御されている（Saga et al. 1997, Yasuhiko et al. 2006, Yasuhiko et al. 2008）。

既にゼブラフィッシュにおけるTbx6のホモログである tbx24は振動遺伝子

her1の頭部側未分節中胚葉での進行を誘導することで分節化時計を制御して

いることが報告されている（Brend et al. 2009, Nikaido et al. 2002）。 

Hes7 の遺伝子発現に関与するシグナル経路は明らかになっているが、それら

のシグナル経路がどのように Hes7 プロモーターを制御しているかの分子メカ

ニズムは分かっていない。Notch 依存的な振動遺伝子と FGF 依存的な振動遺

伝子を制御する Hes7 とそれらのシグナルの遺伝子ネットワークを調べるため

に Hes7 の転写制御に注目した。 

 

材料と方法 

In Situ Hybridization 

マウスE9.5、もしくはE10.5胚を4% paraformaldehyde/PBS（4C、一晩）で

固定後、methanol置換による脱水処理後に-30Cで保管した。PBSに置換後、

6% H2O2（常温、15分間）による脱色処理を行い、10μg/mL Proteinase K（常

温、10分間）処理後、4% paraformaldehyde, 0.2% gluteraldehyde/PBS (常温、

20分間)で再固定した。Pre-hybridization buffer（50% Formamide, 1% SDS, 

50μg/mL, tRNA, 50μg/mL Heparin,  5× SSC pH4.5; 70C、1時間）で前処理

を行った後、Digoxgenin-RNAプローブを用いてハイブリダイズ（70C、一晩）

した。洗浄液1 （50% formamide, 1% SDS, 5x SSC pH4.5; 70C、1時間）で

洗浄を3回、洗浄液2 （50% formamide, 2x SSC pH4.5; 65C、1時間）で洗浄

を2回行い、TBSTによる洗浄を5分間、3回行った。10% 羊血清でブロッキン

グを行った後、Alkaline phosphatase結合 抗Digoxgenin抗体（1/2000、4C、

一晩）とインキュベーションした。TBSTで洗浄後、NTMT（0.1 mM NaCl, 

50mM MgCl2, 0.1% Tween20, 100 mM Tris-HCl pH9.5）に置換処理後、発色

液中（225μg/mL NBT, 175μg/mL）で反応を行った。プローブは以下の領域を

用いた: マウスSprouty4 -25-1177; Lfng, 17-1382; Uncx4.1, -14-1680, ゼブラ

フィッシュ sprouty4, 32-830. 
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Alcian Blue and Alizarin Red staining 

マウスE18.5胚は95% ethanolで固定（常温、一晩）した後、150mg/mL Alcian 

Blue、25% 酢酸、80% ethanolで軟骨染色（24-48時間、常温）した。95% ethanol

で1時間洗浄後、胚を1% KOHで処理した。次に75 mg/mL Alizarin Red S、1% 

KOHで一晩骨染色した。透明化のために20% glycerol、1% KOHで数日処理し

た後、50% glycerol, 50% ethanol中で保管した。 

 

Immunohistochemistry 

Hes7タンパク質の染色はホールマウス胚を用いた。マウスE10.5胚を4% 

paraformaldehyde/PBSで固定（4C、3時間）し、内在性peroxidaseの不活性

化のために0.1% H2O2で処理（4C、一晩）した。マウス胚を抗Hes7モルモッ

ト抗体（1/100） (Bessho et al. 2003)で4C、3-5日処理し、Horse radish 

peroxidase結合抗モルモット IgG抗体で 4C、一晩処理した。検出には

4-chloro-1-naphtholを用いた。 

NICDの染色は凍結切片を用いた。E10.5胚を4% paraformaldehyde / PBSで

4C、3時間固定し、10-30% sucroseに置換後、OTC compoundに包埋した。

10μm厚の切片を作成し、Target retrieval solution (DacoCytomation)中で

105C、15分間オートクレーブした。 

一 次 抗 体 に は 抗 cleaved Notch1 抗 体  (1/100 Val1744, Cell Signaling 

Technology)を用いて4C、一晩処理、二次抗体にはHorse radish peroxidase

結合抗ウサギ IgG抗体を用いて常温で1時間処理した。シグナルの検出は

Tyramide Signal Amplification Kits（Molecular Probes）を用いた。 

 

Explant Culture 

マウスの未分節中胚葉を神経管に沿って二分し、片方の組織片は直ちに固定

し、もう一方は10% FBS-DMEM/F12培地にて一定時間培養した後、固定した。

阻害剤は100 mM DAPT(Calbiochem)、100 nM LY411575、50 mM SU5402 

(Calbiochem)を用いた。Hes7欠損マウスは20ng/mL basic FGF存在下、ある

いは非存在下の1%FBS-DMEM/F12培地で4時間培養後、固定した。サンプル

はin situ hybridizationを用いて解析した。 

 

Transgenic mice 

Hes7 過剰発現マウスの作製に当たって、5.4kb の Hes7 プロモーターの下流に

Hes7 の第一イントロンを含むエキソン領域を挿入し、IRES-Venus と SV40

のポリアデニレーションシグナルが続くコンストラクト（Niwa et al. 2007）
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を用いてインジェクションを行った。 

Hes7 レポーターマウスの作製に当たって、LacZ 遺伝子をレポーターに用い

た。Hes7 上流領域を PCR によって増幅し、フォワードプライマーには XhoI

と NotI サイトをつけ、リバースプラィマーには NheI サイトをつけた。PCR

産物は XhoI site と NheI site で LacZ gene と SV40 poly(A) signal を持つ

pBluescriptII (stratagne) に挿入した。ヒト beta-globin minimal promoter

の挿入には 5’末端をリン酸化した相補的な合成オリゴ DNA を用いて NheI サ

イトに導入した。プラスミドは competent E. coli, DH5αに形質転換して増幅

した。コンストラクトは NotI で直鎖化し、ICR マウスの受精卵にインジェク

ションした。 

 

Detection by X-gal staining 

トランスジェニックマウスは E10.5 で解剖し、固定液（0.5% glutaraldehyde, 

2 mM MgCl2, 1x PBS）に浸し、4℃で 30 分間処理した。PBS で 3 回、洗浄し

た 後 に color solution （  1 mg/mL 

5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-Dgalactoside, 5 mM potassium 

ferricyanide, 5 mM potassium ferrocyanide, 2 mM MgCl2, Nonidet P-40, 

0.01% sodium deoxycholate）に 37℃で浸して発色させた。 

 

Luciferase Assays 

Sprotuy4のプロモーター解析にはSprouty4の上流領域(-1521 to +171)が挿入

されたluciferaseレポーター（pGL3 Promega, 50ng）を用いた。NIH3T3細胞

（3x104 cells/well）を10% FBS-DMEM培地中で24ウェルプレートに播種し、

50ngレポーターと0、25、50ngのHes7発現vector（pCI, Progema）をTrans IT 

LT1（Mirus）を用いてトランスフェクションした。コントロールとして5ng

のSV40プロモーター制御下のRenilla luciferaseを用いた。24時間後、10 

ng/mL basic FGFを加えてさらに24時間培養した。Passive Lysis Buffer

（Promega）により細胞を可溶化した後、 lusiferase活性をDual luciferase 

reporter assay system（Promega）を用いてルシフェラーゼ活性を測定した。 

Hes7 のルシフェラーゼレポーター解析は以下の手順で行った。Hes7 の 1.5kb

上流、C 領域は PCR によって増幅され、KpnI と NheI サイトで pGL3basic

に挿入した。C 領域のレポーターに関して Beta-globin のミニマルプロモータ

ーはルシフェラーゼ遺伝子の直前にある NheI サイトに挿入された。転写因子

は未分節中胚葉の cDNA からクローンニングし、RBPjk は未分節中胚葉由来

のバリアント 2 を用いた。T、RBPjk バリアント 2、Ets2、Etv4 は EcoRI と

XhoI を用いて、C 末側に Flag タグを持つ pcDNA3 に挿入した。Tbx6 と Etv5
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は KpnI と XhoI、BamHI と XhoI を用いた。Hes7 ルシフェラーゼレポータ

ーの解析には CH310T1/2 細胞を用い、3 x 104 細胞を 24 ウェルプレートに播

種した。24 時間後、Trans IT LT1 (Mirus)を用いて 300ng の Hes7 レポータ

ーと 200ng の転写因子発現ベクターを導入し、さらに 24 時間後に解析に用い

た。 

 

Mutagenesis 

ミュータジェネシスは Sawano et al. 2000 に述べられたように Site-directed 

and semi-random mutagenesis を行った。フォワードプライマーのみを用い

て一回目の PCR を行った。PCR 反応は全量 25ul で以下の反応用液で行った。

（0.5x Pfu バッファー, 0.5x Taq ligase バッファー, 1 mM dNTPs, 0.28 pmol

フォワードプライマー , 2 U PfuUltra high-fidelity DNA polymerase 

(Stratagene), 0.4 U Taq DNA ligase (New England Biolabs), 鋳型プラスミド 

50ng, total 25ul。 

Hes7 C 領域レポーターを鋳型プラスミドとして用い、フォワードプライマー

はライゲーションのために 5’末端がリン酸化されているものを用いた。反応条

件は 65℃;5 分、95℃;2 分、（95℃;30 秒、55℃;30 秒、65℃;7 分）x18 サイク

ル、75℃;7 分。その後大腸菌由来のメチル化プラスミドは 10 U の DpnI を加

えて 37℃、一時間、消化してから 2 U の PfuUltra high-fidelity DNA ポリメ

レースを二回目の PCR を行う。反応条件は 95℃;30 秒、（95℃;30 秒、55℃;1

分、70℃;7 分）x2 サイクル。DpnI によって消化された DNA 断片がリバース

プライマーとして働くため、リバースプライマーは不要。  

 

ミュータントSprouty4レポーターの作製に当たって、以下のプライマーを用い

た。配列(下線は置換した塩基を示す).  

N-box1 Mutant: CTATGAAGGCCAAACCATGGCAAGATAGATCTATC, 

E-box1 Mutant: CTGCTCCACCCATCTGCTCAGCTCATTCTCCCTAT, 

N-box2 Mutant: AAAGGGGAGAGGGCCCATGGAATACAAAGGCCTGG, 

E-box2 Mutant: CCACGCAGCTAAGCTGGTCACTGCAGTCGCCGCCG, 

E-box3 and N-box3 Mutant:  

GCGCGCACGGGGTTGGTCGACCCCACCCATTCATA. 

Hes7C 領域レポーターの変異プライマーは以下のものを用いた。  

T/RBPjk-binding site mutation primer:  

ATCCTACTTCTAGGTTTTAAACAAGGTTGTAGAGAAT  

T-box site1 mutation primer:  

GGCCAGGGGCGGCCCGATATCCGGGTGCAAACTGC  
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T-box site2 mutation primer:  

GGGGCCTGCTGGGACGATATATCTGTGCTTCCATT  

 

Pull down assay 

10cm dishに4 x 105細胞を播種し、24時間後に15 ugのFlagタグを持つ転写因

子発現ベクターをTrans IT LT1を用いて導入した。33時間後にbinding buffer

（ 10 mM Tris-HCl pH8.0, 150 mM NaCl, 1 mM MgCl2, 0.5% NP-40, 5% 

Glycerol, 1/100 proteinase inhibitor cocktail(Nacalai）)を用いて溶解した。

4℃で20分間、ローテーターで撹拌し、15000rpmで5分遠心した後、上精を回

収した。30 ulの50% slurryと100 pmolの5’末端をビオチン化した二本鎖オリ

ゴDNAを10分間、常温で混合する。細胞上清を加えて30分間、４℃で撹拌す

る。その後、3000rpm、4℃で5分間遠心して上清をSupサンプルとする。沈殿

を1 mlのbinding bufferを加えて懸濁し、3000rpm、４℃で５分間遠心して上

清を捨てる。これを3回繰り返した後、30 ulのSDS-PAGE用sample buffer（200 

mM Tris-HCl pH6.8, 80 mg/ml SDS, 40% glycerol, 0.2 mg/ml Bromophenol 

Blue, 10% 2-mercaptoethanol）を加えて、95℃、5分処理でタンパク質を溶出

する。15000rpm、4℃で5分間遠心し、上清を30 ul回収する。これをPptサン

プルとする。回収したサンプルはウェスタンブロットによって検出した。5-20%

勾配ゲルを用いてRunning buffer（3.03g Tris, 14.4g Glycine, 1% SDS/L）中

で、一枚当たり10 mAで泳動した。泳動後、Transfer buffer（14.5g Tris, 17.3g 

Glycine, 200ml methanol/L）中でHybond-P membrane（Healthcare）に1.5 

mA/cm2で30分間、転写した。5%スキムミルクで常温、1時間ブロッキング後、

1/1000抗Flag抗体M2（Sigma）とインキュベーション（4C、一晩）した。TBST

で洗浄後、Horse radish peroxidase結合抗マウスIgG抗体（1/1000、常温、1

時間）とインキュベーションし、Chemi lumi one（Nacalai Tesque）を用い

て検出した。 

Pull down実験には以下のオリゴDNAを用いた。配列(下線は置換した塩基を示

す).  

T/RBPjk-Binding Site wild type: 

ACTTCTAGGTGTGGGAAAAGGTTGTAG  

T/RBPjk-Binding Site mutation: 

ACTTCTAGGTTTTAAACAAGGTTGTAG  

T-box site1: 

AGGGGCGGCCCCACACCCGGGTGCAAA 

T-box site2: 

CCTGCTGGGACCACACATCTGTGCTTC  
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Ets-binding site: 

AAAACCCTCTCAGGATGTGGAGGGCCT  

 

 

結果 

分節化時計における Notch シグナルの貢献 

Notch シグナルによって制御される分節化時計の構成因子である Hes7 と

Lfng の体節形成における役割を再検討するために Hes7 欠損マウスと Lfng 欠

損マウスにおける体節の形態形成、および体節の発生器官である脊椎の形態を

観察した。Hes7 欠損マウスにおける体節は不規則な分節が見られ、体節同士

の融合も観察された（Fig. 6B）。脊椎形成にも異常が観察され、肋骨の癒合、

湾曲が観察された（Fig. 6E）。Lfng 欠損マウスにおいて Hes7 欠損マウスと類

似した体節形成の異常が観察された（Fig. 6C, F）。しかし、不完全ながら体節

と脊椎の繰り返し構造は形成されている。不完全な体節が形成される Hes7 欠

損マウスと Lfng 欠損マウスにおいて体節形成の周期性を制御する Lfng と

Hes7 の振動発現にどのような影響が見られるかをそれぞれ染色して観察し

た。Lfng 欠損マウスにおける Hes7 の発現は周期性が維持されていた。また

Hes7 欠損マウスにおける Lfng の振動パターンは見られないが発現は維持さ

れていた（Fig. 6I, L）。さらに Lfng, Hes7 遺伝子の発現を誘導する Notch 細

胞内ドメインの活性も維持されていた（Fig. 6N, M）。Hes7 欠損マウスと Lfng

欠損マウスにおいて Notch シグナルが維持されていることから、分節化時計が

完全に損なわれずに機能してそれら二つの遺伝子の非存在下においても体節

が形成されるのではないかと考えた。そこで各欠損マウスにおいて遺伝子の振

動発現が残存するかどうかを調べた。Wnt シグナルと FGF シグナルの構成因

子であり未分節中胚葉で振動発現する Axin2 と Snail1 は Hes7 欠損マウスに

おいて個体ごとに異なるパターンを示した（Fig. 7D, E, J, K）。さらに未分節

中胚葉を神経管に沿って二分し、固定までの時間を変えることで Axin2 と

Snail1 の発現が変化する、すなわち、発現が振動しているかを確かめた。培養

0 分と比較して培養 60 分は異なるパターンを示した(Fig.7F, L)。その結果、

Hes7 を欠損したマウスでも Axin2 と Snail1 mRNA は周期的に発現変動する

ことが明らかになった。また Lfng 欠損マウスにおいても Hes7 の転写領域、

タンパク質の局在は振動発現パターンを示した(Fig. 7N-O)。これらの結果は、

Hes7 もしくは Lfng を欠失しただけでは、分節化時計を完全に破壊することは

できないことを示している。 

残存する Notch 活性がそれらの振動発現を誘導している可能性を評価するた
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めに Presenilin（Psen）1 と Psen2 のダブルノックアウトマウスを用いて解析

した（Herreman et al. 1999）。Psen1 と Psen2 は Notch 受容体を切断して活

性化型 Notch 細胞内ドメインを遊離させる γ-secretase のサブユニットであ

り、ヌルミュータントでは Notch の活性が完全に失われ、Psen1/2 欠損マウス

では体節形成が完全に損なわれ、分節化が見られなかった（Fig. 8B, Herreman 

et al. 1999）。Lfng 欠損マウスで振動の残っていた Hes7 と Hes7 欠損マウス

で振動の残っていた Axin2、Snail1 の発現パターンを Psen1/2 欠損条件で観察

した結果、未分節中胚葉後端では Hes7 のシグナルが確認できたが振動パター

ンは見られなかった。Axin2 と Snail1 も同様にシグナルは確認できたが振動

パターンは見られなかった（Fig. 8H, I）。以上の結果より、Psen1/2 欠損マ
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ウスにおいて時計遺伝子の発現は維持されているが、振動パターンは失われて

いることを明らかにした。 

Hes7 は FGF シグナルに制御されることが知られている（Niwa et al. 2007）

ためため、Notch シグナルが完全に阻害された条件においても残存する Hes7

のシグナルが FGF シグナルに依存するものかどうか、阻害剤存在下での組織  
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培養によって確認した。γ-secretase の阻害剤である DAPT（100 mM）と

LY411575（100 nM）を FGF シグナルの阻害剤である SU5402（50 mM）と

組み合わせて培養した。DAPT と LY411575 の同時投与条件では未分節中胚葉

中域における Hes7 の発現は失われたが、未分節中胚葉尾部末端における遺伝

子発現の開始は維持されていた（Fig. 8F）。SU5402、DAPT と LY411575 の

同時投与では未分節中胚葉中域だけではなく、未分節中胚葉尾部末端における

シグナルも消失した（Fig. 8G）。これらの結果から分節化時計を担う遺伝子

の振動発現には Notch シグナルが必須であると考えられる。また Notch シグ

ナルによって制御される時計遺伝子 Hes7 の発現には FGF シグナルも寄与し

ていることが示唆された。 

 

 

振動遺伝子 Hes7 の転写制御 

Hes7 の 1.5kb 上流は遺伝子発現に必要である 

Hes7 は振動遺伝子 Lfng と Nkd1 の周期性を制御しているため Hes7 の転写

制御は遺伝子振動の時間的空間的なパターンの基礎であり、振動遺伝子間のネ

ットワークを解明する上で解き明かさなければいけない問題である。速やかな

転写開始と抑制を必要とする振動遺伝子 Hes7 の転写はプロモーターの上の配

列を介して転写活性化因子と転写抑制因子の両方に複雑に制御される機構が

想定される。 

未分節中胚葉における Hes7 の遺伝子発現に必要な上流域を特定するために

異なる長さの Hes7 上流領域によって制御される LacZ レポーターを発現する

トランスジェニックマウスを作製した。その結果、5.3kb のレポーターを持つ

トランスジェニックマウスにおいてシグナルが観察された(Fig. 10A, n = 3/3)。

また、2.4kb、および 1.5kb のレポーターを持つトランスジェニックマウスで

も未分節中胚葉でレポーターが発現に十分できた(Fig. 10B, C, n = 2/2, n = 
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8/12) が、1.1kb 以下ではシグナルは見られなかった(Fig. 10E, F, 1.1 kb: n = 

0/10, 0.5 kb: n = 0/4)。これらの結果から 1.5kb が未分節中胚葉における Hes7

の遺伝子の発現に重要であることがわかった。  

 
上流の 434bp は Hes7 の遺伝子発現におけるエンハンサーとして機能する  

Hes7 の発現に必要な領域をさらに限定するために一部の上流領域を欠失さ

せたレポーターを用いて発現解析を行った。Hes7 の上流領域を便宜上 A から

F の領域に分けて解析を行った（Fig. 9）。単独では発現に不十分な human 

beta-globin のミニマルプロモーターを持いて各領域のエンハンサー活性を調

べた(Yee et al. 1993, Chandler et al. 2009)。-2.4 kb から-1.5 kb までの領域

を B 領域のレポーターとして解析を行ったが未分節中胚葉においてシグナル

は検出されなかった(Fig. 11A, n = 0/8)。-1.5kb から-1.1kb における 434bp の

配列を持つ C 領域レポーターは未分節中胚葉、神経管と頸部体節に広がる最も

広域のシグナルが観察された (Fig.11B, n = 3/5)。この C 領域には遠位の

RBPjk-binding site と二つの T-box sites、Ets-binding site が存在している
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(Fig. 15)。次に発現に不十分な Hes7 プロモーター1.1kb の領域にある

RBPjk-binding site が転写抑制領域の非存在下で機能するかどうかを調べる

ために DE レポーターを用いた。この DE レポーターは E 領域に Notch シグ

ナルの制御を受ける近位の RBPjk-binding site（Bessho et al. 2001a）が二つ

存在し、抑制性転写因子が結合する N-box (Chen et al. 2005)を含む F 領域は

欠失しているためにこのサイトを介した自己抑制は受けないと考えられる。し

かし、F 領域を欠失しても DE レポーターのシグナルは観察されなかった(Fig. 

11C, 0/3)。その結果から発現に必要な領域を欠いているためにそれらの

RBPjk-binding site の寄与を検出できなかったのではないかと考えた。そのた

め、未分節中胚葉で発現が見られる 2.4kb から RBPjk-binding site を含む E

領域を欠失させたレポーター（BCDF レポーター）を用いて発現を調べたが、

近位にある二つの RBPjk-binding site を失っても未分節中胚葉においてレポ

ーターの発現が見られた(Fig. 11D, n = 2/4)。結果を合わせて考えると C 領域

を含んでいる全てのレポーター(5.3 kb, 2.4 kb, 1.5kb, C region and BCDF 

region)は未分節中胚葉におけるシグナルが見られたが、C 領域を含まない全て

のレポーター(1.1 kb, 0.5 kb, 0.4 kb, B region and DE region)では発現が見ら

れなかった(Fig.14)。従って、C 領域は Hes7 の発現に重要な役割を担ってい

ると考えられる。しかし、5.3kb、2.4kb、1.5kb のレポーターと C 領域レポー

ターは未分節中胚葉においてシグナルが見られたが、レポータータンパク質の

発現パターンは内在性の Hes7 タンパク質の発現パターンと異なり、より広い

領域でシグナルが観察されている。それらのシグナルが見られる領域は体節由

来の皮筋節、硬節だけではなく、上皮細胞、腸管、中間中胚葉においても見ら

れた。 
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Hes7 のエンハンサーエレメントは未分節中胚葉特異性を担う  

1.5kb 以上のレポーターと C 領域レポーターにおける広域の発現パターンの

原因が上流領域を制限したことによって引き起こされた異所的な転写による

のか、beta-galactose タンパク質の高い安定性によるのかを調べたるために

mRNA の局在を in situ hybridization 法によって調べた。C 領域のレポーター

を持つトランスジェニックマウス胚を LacZ mRNA に対するプローブで染色

し、比較対象として 5.3kb のレポーターマウスも同様に染色した。その結果、

散在したシグナルが見られ、周期的なパターンは見られなかったが C 領域のレ

ポーターの発現は未分節中胚葉に限局していた(Fig. 12D, n = 4/7)。5.3kb のレ

ポーターも C レポーターと類似したパターンを示した(Fig. 12B, n = 2/3)こと

から、C 領域は Hes7 の未分節中胚葉特異的な発現に寄与していると考えられ

る。また未分節中胚葉を超えて広域に広がるシグナルは beta-galactosidase タ

ンパク質の安定性の高さによると考えられる。これまでに beta-galactosidase

を用いたレポーター実験は酵素反応によってシグナルの検出を容易にする反

面、その安定性の高さから内在性のタンパク質が消失した後も残存することが

報告されている（Cole et al. 2002, Morales et al. 2002, Wittler et al. 2007, 

Wang et al. 2007）が Hes7 のレポーターにおいてもそれらの報告と類似して

いる。しかし、レポーターコンストラクトとは異なってヘテロ接合体の
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Hes7欠損（LacZ knockin）マウスにおいて 5’と 3’ untranslation region （UTR）

を持つ LacZ mRNA は未分節中胚葉に限局されるだけではなく、発現パターン

はストライプ状の位相、すなわち LacZ mRNA が振動発現していることをを示

している（Fig. 13）。これは Hes7 の発現パターンにおいて UTR が関与してい

ることを示している。 

 

これまでの結果から Hes7 上流の C 領域が未分節中胚葉特異的な発現に重要

であることがわかったが、その領域がどのような転写制御を受けているかをは

明らかになっていない。そこで 2006 年の Yasuhiko らの報告を参照し、TF 

serch（http://molsun1.cbrc.aist.go.jp/research/db/TFSEARCH.html）を用い

て Hes7 C 領域における推定の転写因子結合サイトを探した。Hes7 C 領域に

は Notch シグナルのエフェクターである RBPjk のターゲットサイトと T-box

転写因子のターゲットサイトである二つの T-box site、FGF シグナルのエフェ

ク タ ー で あ る Ets の タ ー ゲ ッ ト サ イ ト が 存 在 し た (Fig. 15) 。 ま た

RBPjk-binding site には逆向きの T-box site が重複している。Notch シグナル

と FGF シグナルは Hes7 の発現に関与していることが既に報告されている

(Kageyama et al. 2007, Niwa et al. 2007, Ferjentsik et al. 2009, Nikaido et 

al. 2002, Brend et al. 2009) が分子レベルでの Hes7 転写制御機構は分かって

いない。そこで C 領域における転写因子の相互作用と Hes7 の転写制御におけ

る寄与を調べることにした。 

 

RBPjk と Tbx6 は Hes7 C 領域と相互作用する 

Hes7 を制御する Notch シグナルは DNA 結合タンパク質である RBPjk に収
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束する（Borggrefe et al. 2009）。そのため、RBPjk が Hes7 C 領域に結合する

のではないかと考えて pull down 実験を行った。Cos7 細胞に発現ベクターを

トランスフェクションし、細胞溶解液をビオチン化オリゴ DNA とインキュベ

ーションして遠心したサンプルを得た。Hes7 C 領域の RBPjk-binding site を

含むオリゴ DNA とインキュベーションした結果、上清からは RBPjk のシグナ

ルが見られなかったが、沈殿サンプルにおいてシグナルが見られた（Fig. 18）。

これは RBPjk の濃度はウェスタンブロットで検出するには不十分だが、

RBPjk-binding site と結合して濃縮されたため、沈殿サンプルのみで検出され

たと考えられる。さらに C 領域には T-box site が 2 か所存在し、未分節中胚葉

で発現する T-box 転写因子は T（brachyury）と Tbx6 の二つの遺伝子がある

(Fig. 16, Naiche et al. 2005)。ゼブラフィッシュでは Tbx6 のホモログである

tbx24 が振動遺伝子 her1 を制御していることが明らかにされている(Brend et 

al. 2009)。しかし、マウスにおいて Tbx 転写因子と Hes7 の相互作用は不明で

ある。そのため、未分節中胚葉に発現する T-box 転写因子 T と Tbx6 が Hes7 C

領域の T-box site と結合できるかどうかを検討した。結果、Tbx6 は T-box site1

と強く結合し、T-box site2 と弱く結合した（Fig. 17）。また RBPjk-binding site 
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は逆向きの T-box site が重複（T/RBPjk-binding site）しているため、pull down

実験に用いた結果、他のサイト同様 Tbx6 の結合が確認された(Fig. 17)。しか

し、T はどのオリゴ DNA とも結合が見られなかった(Fig. 17)。さらに RBPjk

と Tbx6 の結合を詳細に調べるために T/RBPjk-binding site の変異オリゴ

DNA を用いた結果、結合によるシグナルは低下した(Fig. 18)。そして二つの

転写因子を共発現させて同時に検出した結果、共に T/RBPjk-binding site との

結合が確認された（Fig. 18）。 Hes7 C 領域と T の結合が確認できなかったが

T-box 転写因子は制御ドメインを介して受ける制御によってターゲットに対す

る特異性に影響を与える（Roy-Chowdhuri et al. 2006, Conlon et al. 2001）た

め、制御ドメインを欠失させ、T の DNA binding domain のみの DNA 結合ポ

テンシャルを調べた。その結果、T box-site1、2 との結合は見られなかったが、

T/RBPjk-binding site との弱い結合が観察された（Fig. 19）。そのため、T は

潜在的に Hes7 C 領域における T/RBPjk-binding site と結合する能力を持つこ

とが示唆された。Hes7 C 領域は推定の Ets binding site を持つため、FGF シ

グナルに制御され、未分節中胚葉に発現する Ets2、Etv4、Etv5 を用いて、同

様に Ets binding site を含むオリゴ DNA との pull down 実験を行ったが、そ
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れらに関して結合は確認できていない。 

 

Notch シグナルと T-box 転写因子は協調して Hes7 の転写を活性化する 

Pull down実験によって結合が確認できた転写因子が実際に Hes7の転写に影

響を与えるかどうかを調べた。そのため、ルシフェラーゼアッセイを行い、Hes7

上流領域の制御下でレポーターの発現量を測定した（Fig. 20, 21）。培養細胞

にはマウス中胚葉由来の株化細胞 C3H10T1/2 を用いて Hes7 C 領域制御下の

ルシフェラーゼと転写因子の発現ベクターを共発現させた。C 領域レポーター

ルシフェラーゼ活性は T によって 3 倍に、Tbx6 によって 1.7 倍に増加した。

Ets2 と Etv4 によって Hes7 C レポーターの活性は 2 倍に増加したが Etv5 で

は増加は見られなかった。Notch シグナルを伝達するエフェクターである

RBPjk を発現させてもルシフェラーゼ活性に変化は見られなかった。RBPjk

は DNA 結合能を持つが単独では転写活性を持たず、コアクチベーター、コリ
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プレッサーを必要とすることから転写因子間の相互作用が必要であると考え

て Notch シグナルを伝達する NICD、もしくは RBPjk と T-box 転写因子、Ets

転写因子を共発現させてルシフェラーゼ活性を測定した（Fig. 22）。 

その結果、対照ベクターと比較して NICD、あるいは RBPjk 存在下で Tbx6、

T による転写の活性化は増加した。しかし、それらとは異なり、Ets2 は単独で

Hes7 C レポーターの発現を増加させた。これらの結果から T-box 転写因子は

Notch シグナルとの相乗効果によって、また Ets2 は独立して Hes7 の発現を 
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誘導していると考えられる。次に pull down 実験によって確認された結合サイ

トと T-box 転写因子による発現誘導に相関性が見られるかを確認するために

T/RBPjk-binding site と二つの T-box site に変異を加えたレポーターを用いて

レポーター活性を測定した（Fig. 23）。WT のレポーターでは NICD 以外の
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RBPjk、Tbx6、T によって活性が上昇したが T/RBPjk-binding site の変異レ

ポーターと二つの T-box site の変異レポーターでは活性が低下した。さらに三

つのサイト全てを変異させたレポーターも転写因子による発現誘導は低下し

た。これらの結果から、Notch シグナルと T-box 転写因子は直接、あるいは間

接的にこれらのサイトを介して Hes7 の発現を誘導していると考えられる。 

 

分節化時計から位置決定機構への伝達 

分節化時計の周期性がどのように分節化の位置決定を担う FGF に伝達され

るかを調べるためにシグナルクロストークを担う因子のスクリーニングを行

った。時間的周期性を担うためには振動発現パターンを持つと考えられるた  
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め、FGFシグナルの制御因子で未分節中胚葉に発現し、かつネガティブフィー

ドバックを形成するSef、Dusp、Sproutyファミリーの因子の未分節中胚葉に

おける発現パターンを調べた。その結果、Sprouty4がその候補として挙げられ

た。Embryonic Day(E) 10.5マウス胚におけるSprouty4の発現は未分節中胚

葉、体節、肢芽、鼻板においてシグナルが見られた（Fig. 24A）。E10.5マウ

ス胚の未分節中胚葉においては個体毎に異なるSprouty4の発現パターンが見

られた（Fig. 24B-D）。それらの異なるSprouty4の発現パターンを3つのグル

ープに分けた。Phase I (Fig. 25A, n = 42/104)は最も尾部側の領域にシグナル

が見られるパターンであり、Phase II (Fig. 25A, n =36/104)は未分節中胚葉中
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域にシグナルが見られる。Phase III(Fig. 25A, n = 26/104, phase III)は未分節

中胚葉頭部側にシグナルが見られるパターンである。より詳細に発現プロフィ

ールを決定するためにシグナル強度に対するラインスキャンを行った。

Sprouty4のシグナルの進行端は未分節中胚葉を通して均等に分配され、Lfng

の振動パターンと類似していた（Fig. 26B）。Sprouty4の異なる発現パターン

が振動発現であるかどうかを調べるために未分節中胚葉を神経管に沿って二

分し、Sprouty4の発現パターンとLfngの発現パターンを比較した。Lfngとは

異なって未分節中胚葉の最も頭部側の領域にはSprouty4の発現は見られない

が、未分節中胚葉中域と尾部末側ではSprouty4とLfngは同じ位相で発現が見

 

 

られた(n = 23, Fig. 26B, C)。Sprouty4が振動発現しているかどうかをさらに
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確かめるために組織培養を行って、位相の変化を調べた。培養後60分の未分節

中胚葉は培養0分のものと比較して異なるパターンを示したが(Fig. 27B n = 

10)、培養後120分のものとは同じパターンを示した(Fig. 27C, n = 4)。これら

の結果からSprouty4は約2時間の振動発現していることが示唆された。 

Hes7はその転写抑制を介して、ターゲット遺伝子であるHes7自身やLfng、

Nkd1を周期的に抑制することでターゲット遺伝子の振動パターンを生み出し

ている。そのため、Sprouty4がHes7によって制御されているかを調べるため

にHes7欠損マウスにおけるSprouty4の発現パターンを観察した。Sprouty4の 
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発現は鼻板、肢芽では影響は見られなかったが、Hes7と発現領域が重複する未

分節中胚葉においては野生型で見られるストライプ状の発現パターンは見ら

れなくなり、未分節中胚葉全域でシグナルが見られた(Fig. 28A, n = 24)。次に

マウスに未分節中胚葉でHes7を過剰発現させてSprouty4の発現に対する影響

を調べた。同腹の野生型マウスと比較してHes7過剰発現マウスにおいて
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Sprouty4のシグナルは低下した（Fig. 29B, n = 11; E, n = 6/10）。そのため、

Sprouty4の振動発現はHes7に依存していると考えられる。次にHes転写因子は

E-box と N-box を介して機能する転写因子である（ Ikeda et al. 1993, 

Takebayashi et al. 2004）ため、Sprouty4プロモーターに対する制御機構を調

べた。Sprouty4の上流領域-1521から+171までをクローニングし、lusiferase

レポーターを用いて解析した(Fig. 30)。Basic FGFによってSprouty4のレポー

ター活性は上昇し、FGF依存的なレポーター活性はHes7の共トランスフェク

ションによって濃度依存的に低下した(Fig. 31左)。Sprouty4のプロモーター上

にあるE-boxとN-boxの変異レポーターでは野生型レポーターと同様にbasic 

FGFによって発現が上昇したが、Hes7 による抑制効果は減少した(Fig. 31右)。 

 

この結果からHes7はFGF依存的なSprouty4のプロモーター活性を抑制してい

ると考えられる。個体内でもFGF依存的なSprouty4の発現がHes7により抑制 

されるかを検証するために、Hes7欠損マウスの未分節中胚葉を神経管に沿って

二分し、basic FGFの存在下、非存在下におけるHes7のSprouty4発現への影響

を調べた(Fig. 32A)。コントロールではbasic FGFによるSprouty4の軽微なシ

グナルの増加が見られた(Fig. 32B, n = 10)が野生型におけるFGF応答と比較

してHes7欠損マウスにおけるFGF依存的なSprouty4のシグナルは強く増加し

た(Fig. 32C, n = 3)。それらの結果は生体内においてもHes7がSprouty4の発現

を抑制することを強く示唆する。 
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マウスにおける振動発現が脊椎動物間で保存されているかを検討するために

zebrafish における Sprouty4 の発現パターンを調べた結果、 Sprouty4 の

zebrafishホモログでは振動発現は観察されなかった(Fig. 33, n = 12)。そのた

め、Sprouty4の振動発現機構は保存されていないと考えられる。  

 

 

 

考察 

胚発生期における体節形成は時間的周期性と空間的周期性の正確さによっ

て均等な繰り返し構造が形成される。脊椎動物の体節形成は Notch シグナルに

よる振動遺伝子の発現とその同調化によって時間的周期性が制御され、分泌性

因子である FGF と Wnt の放出と濃度勾配の形成によって体節の分節化の位置

が決定されている。しかし、それらのシグナル経路がどのように統合されて体

節形成に働くか不明な点も多く、Notch シグナルによる分節化と振動遺伝子発

現の制御、および時間的周期性から空間的周期性へのシグナル伝達を解き明か

す必要がある。本研究では Notch シグナルが体節の分節化に必須であること、

Notch シグナル下流の振動遺伝子 Hes7 の発現制御と Hes7 による FGF シグナ

ル阻害因子である Sprouty4 の振動発現制御機構を明らかにした。 
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Notch シグナルは遺伝子の分節化と振動発現に必須である 

Hes7 の非存在下では Lfng の振動発現が失われて Notch シグナルに対する

ネガティブフィードバックは働かないため、NICD の振動は失われる。そのた

め、Hes7 欠損マウスでは周期的な Notch シグナルは損なわれ、非周期的なパ

ターンを示す。しかし、Hes7、Lfng の欠損マウスにおいても不完全ながら体

節は形成される（Fig. 6B,C, Bessho et al. 2001b, Evrard et al. 1998, Zhang et 

al. 1998）。Hes7 欠損マウスにおいて FGF と Wnt シグナルの構成因子の振動

発現は維持され、Lfng 欠損マウスにおいても Hes7 の振動発現が維持されてい

た（Fig. 7N-P）。そのため、Notch シグナル非依存的な振動遺伝子の働きによ

って分節化が起こされている可能性と非周期的な Notch シグナルが分節化に

十分である可能性の二つが考えられた。しかし、Notch シグナルが完全に消失

する Psen1/2 欠損マウス（Wong et al.1997, Herreman et al. 1999）では

Notch、FGF、Wnt シグナルのそれぞれの下流遺伝子も振動発現は損なわれ、

体節形成も完全に失われた（Fig. 8）。この結果から、Notch シグナルは時計遺

伝子の振動発現と分節化の両方に必須であると考えられる。 

ゼブラフィッシュの Hes 関連遺伝子 her1 のノックダウンによって振動発現

が損なわれた場合、不完全ではあっても分節化が起こる（Holley et al. 2002）。

しかし、未分節中胚葉の最前部(anteriormost)では Notch シグナルが維持され、

振動発現が損なわれても残存する Notch シグナルによって体節の分節化が起

こると考えられている。またマウスにおいて非周期的な Notch シグナルが体節

形成にどのような影響を与えるかが既に報告されている（Feller et al. 2009）。

Notch受容体の活性化型細胞内ドメインを Tプロモーター制御下で発現させて

未分節中胚葉で非周期的なNotch活性を受けるT-NICDトランスジェニックマ

ウスは 18 体節まで形成される。非周期的 Notch シグナルの制御化では Hes7、

Lfng は振動しないが Wnt 下流の Axin2 は振動発現が維持されている。T-NICD

マウスと似て Hes7 欠損マウスでは NICD の周期的な発現は見られず、Axin2

の振動発現も維持されている。しかし、今回の結果から Notch シグナルは周期

性が失われ、その活性化が非周期的であっても分節化と Wnt 依存的な Axin2

の振動発現を誘導するため、Notch シグナルそのものが分節化に必要であると

考えられる。また Psen1/2 欠損マウスにおいて Notch 活性が完全に断たれる

と Axin2 も振動しないため、非周期的な Notch シグナルが Wnt 下流遺伝子の

振動発現にも必要であると考えられる。Hes7 の欠損したマウスや周期的な

Notch シグナルが損なわれた状態においても、非周期的な Notch シグナルによ

って FGF/Wnt シグナル下流の Axin2、Snail1 も振動発現が維持される。その

ため、それらの振動遺伝子は Notch シグナルに依存していても周期性の獲得は

独立しており、周期的 Notch 制御下の時計遺伝子 Hes7 や Lfng にとは異なる



36 

 

メカニズムで分節化時計に貢献し、堅固さを与えていると考えられる。 

これらの結果から Notch シグナルは体節形成に必須であり、Notch 下流の振

動遺伝子の発現と同調化、FGF/Wnt 下流遺伝子の振動発現の維持、体節の分

節化と複数の側面から体節形成を制御していると考えられる(Fig. 34)。 

 

プロモーター活性が Hes7 の未分節中胚葉特異的発現を規定する。 

Notch シグナル、FGF シグナルにおける振動遺伝子の発現パターンを制御す

る Hes7 の転写制御機構を調べた本研究の結果から Hes7 上流の-1.5kb から

-1.1kb における 434bp の領域が未分節中胚葉における Hes7 の発現に必須であ

り、この領域を介して Notch シグナルと T-box 転写因子が協調して Hes7 の発

現を誘導していると考えられる。しかし、LacZ を用いたレポーターのタンパ

ク質局在は内在性の Hes7 タンパク質とは異なり、体節、上皮細胞、腸管と神

経管の広域で見られた。それは beta-galactosidase タンパク質の高い安定性に

起因すると考えられる。beta-galactosidase はシグナルの検出を容易にするが

内在性のタンパク質が消失した後でも残存して予期しない酵素反応によって

本来の発現パターンよりも広域のシグナルを示す例が知られている (Cole et 
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al. 2002, Morales et al. 2002, Wittler et al. 2007, Wang et al. 2007)。本研究

において 5.3kb と C 領域、両方の制御下で LacZ の mRNA は未分節中胚葉に

のみ限局している（Fig. 12）ため、広域に見られるレポータータンパク質のシ

グナルは beta-galactosidase の安定性によるものであり、Hes7 タンパク質の

周期的な発現パターンを覆い隠していると考えられる。Hes7 タンパク質のス

トライプ状の振動発現はユビキチンプロテアソームの機構による速やかな分

解によって維持されている（Hirata et al. 2004）。Hes7 タンパク質の分解半減

期が長い変異マウスではその安定性のために Hes7 の振動発現は挫かれる。そ

のため、Hes7 の振動発現には適切なタンパク質の不安定性が求められる。  

さらに 3’UTR は mRNA の不安定の制御を介して、発現領域の制限に関与す

るため、遺伝子の発現パターンには重要である。Xenopus hairy2 の 3’ UTR は

自身の mRNA を不安定化し、ストライプ状の発現領域に限局させる(Davis et 

al. 2001)。3’ UTR の欠失や置換はレポーターmRNA の不安定性や発現領域の

限局に影響を与えると考えられる。Lfng のプロモーター解析では SV40 3’ UTR 

を持つか、あるいは 3’ UTR を持たない LacZ mRNA を用いても周期的な発現

パターンを検出できている(Morales et al. 2002, Cole et al. 2002)が、本研究で

用いた SV40 の 3’ UTR を持つ Hes7 レポーターでは Hes7 の周期的な振動パ

ターンは見られなかった。従って Hes7 の 3’ UTR は限局した発現パターンを

維持するために重要であると考えられる。適切な mRNA とタンパク質の分解

は振動発現に求められるが振動発現という特殊な発現パターンの基礎となっ

ているのはプロモーター領域による制御である。振動発現を引き起こすネガテ

ィブフィードバックには促進と抑制の両方のシグナルが求められ、転写レベル

での二方向制御が Hes7 におけるネガティブフィードバックの起源となってい

る。従って、プロモーターの活性が Hes7 の特徴的な発現メカニズムの基礎と

なっている。 

本研究ではHes7の発現に重要なシスエレメントを特定したが、さらにHes7

のプロモーターに対するトランスエレメントの解析を行った。Hes7 C領域は

RBPjk-binding site、T-box site1、2とEts-binding siteを含み、対応する転写

因子が結合することが予想された。Pull down実験の結果、RBPjk、Tbx6が対

応するターゲットサイトと結合することがわかった。NotchシグナルはRBPjk

に収束して、可逆的な転写因子複合体を形成(Borggrefe et al. 2009)する。そ

の標的遺伝子はRBPjk複合体による転写の活性化と抑制の両方の制御を受け

る。レポーターマウスの解析結果からE領域にある近位の二つのRBPjk 

binding siteはHes7の発現に必須ではないことが示されたが、C領域にある

RBPjk-binding siteはT-box siteと重複し、RBPjk、Tbx6と結合してHes7の発

現を亢進することがわかった（Fig. 18, 22）。この結果からC領域にあるRBPjk
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を介したNotchシグナルはHes7の発現に必要であると考えられる。 

体節形成においてFGFシグナルは分節化の位置決定だけではなくSprouty4

などの振動遺伝子の発現にも働いている。そしてHes7の尾部先端における発現

の開始も誘導する(Niwa et al. 2007, Ferjentsik et al. 2009)ことが報告されて

いる。FGFシグナルが活性化されるとそのシグナルはERKによるリン酸化を経

てEts因子に伝達される(Wasylyk et al. 1993)。そのため、Hes7 C領域に行け

る推定のEts binding siteと未分節中胚葉に発現するEts因子との相互作用を調

べたが、Ets2によりHes7の転写は亢進されるがEts2とEts binding siteとの結

合は検出できなかった。Ets2によるHes7の発現亢進は他の因子を介して間接

的に引き起こされているか、Hes7 C領域の保存性の低いターゲットサイトを介

して直接結合している可能性が考えられる。Ets因子のコンセンサス配列は

RRSMGGAWVWR (R=A/G, W=A/T, M=A/C, S=C/G, V=A/C/G)であり、核とな

るトリヌクレオチドGGAは高度に保存されているが両脇の配列は揺らぎを持

つ。Hes7 C領域には10箇所GGAが存在するため、Ets因子はHes7プロモータ

ーに対して保存性の低いターゲットサイトを介している可能性がある。ゼブラ

フィッシュではFGFシグナルとHes関連遺伝子の直接の相互作用が報告され

ている。FGFシグナルに依存するher13.2は振動遺伝子her1とヘテロ二量体を

形成して分節化の制御に働く(Kondoh et al. 2005, Sieger et al. 2006)。her13.2

の機能的ホモログはマウスでは知られていない(kageyama et al. 2007)が、

FGFシグナルとHesファミリーの遺伝子の振動発現は深く関係している。Hes1

の振動発現はFGFシグナルによって誘導される（Nakayama et al. 2008）。ま

たHes7の尾部先端における発現開始はFGFシグナルに依存し、Hes7の振動は

Dusp4(Niwa et al. 2007)やSprouty4を介してFGFシグナルと再びクロストー

クする。 

本研究では FGF シグナルと Hes7 プロモーターの直接的な関与は示せなか

ったが、これまでの研究から FGF シグナルと Hes 関連遺伝子の相互作用は脊

椎動物で高度に保存されているということは確かだと考えられる。  

T-box 転写因子、Tbx6 と T は体節形成における分節化遺伝子の制御に重要

な役割を担っている。しかし、T-box 転写因子による振動遺伝子の直接的な制

御はゼブラフィッシュでは知られているがマウスにおいてもその関係性が保

存されているかどうかは分かっていない。本研究の結果は Tbx6 が Hes7 のプ

ロモーターに結合し、Notch シグナルと共に発現を促進するということを示し

た。この結果から T-box 転写因子による直接的な Hes ファミリーの振動遺伝子

に対する制御が脊椎動物間で維持されていると考えられる。今回の結果から T

は Hes7 レポーターの発現を上昇させることがわかったが全長の配列を持つ T

が Hes7 プロモーターに結合する証拠は得られていない。しかし、T は Tbx6
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と Dll1 の上流であり（White et al. 2005）、Tbx6 と Notch シグナルを介して

Hes7 の遺伝子発現を制御していると考えられる。また制御ドメインを欠失し

た T の DNA 結合ドメインは T/RBPjk binding site と結合する（Fig. 19）ため、

T は潜在的に Hes7 プロモーターに結合する可能性がある。従ってマウス T-box

転写因子、Tbx6 と T は振動遺伝子発現の直接的な制御、あるいは Notch シグ

ナルの構成因子の制御を介して分節化時計を制御していると考えられる（Fig. 

35）。 

T-box 転写因子は Hes7、her1 以外の分節化に関与する遺伝子もコアモチー

フである CACAC の認識配列を介して制御している (Brend et al. 2009, 

Garnett et al. 2009, Conlon et al. 2001)。マウスの Tbx6 は Notch シグナルと

の相乗効果を伴って Mesp2 の発現を制御している (Morimoto et al. 2005, 

Yasuhiko et al. 2006, Yasuhiko et al. 2008)。Mesp2 の制御とは異なり、Dll1

に対しては Wnt と協調して働き、Dll1 プロモーター上で ARGTGYNANWWR 

(R=A/G, Y=C/T, W=A/T, N=A/C/G/T)というコンセンサス配列とは異なる配列

を認識する(Hofmann et al. 2004) 。ゼブラフィッシュでは Tbx6/16 サブファ

ミリーの notail、spadetail が deltaD の T-box site に結合しその発現を上昇さ

せる(Garnett et al. 2009)。これらの報告と本研究の結果から T-box 転写因子

が Notch シグナルと Notch シグナルに関わる振動遺伝子に密接に関係してい

ると考えられる。 
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分子時計から分節化位置決定へのシグナルの伝達機構 

次に Notch 制御下の分節化時計と分節化の位置決定に重要な FGF 濃度勾配

がどのようにクロストークしているかを検討した。FGF シグナルの制御因子で

ある Sprouty4 の発現は FGF によって引き起こされ、Hes7 の周期的な抑制に

よって Sprouty4 の振動発現パターンが引き起こされている(Fig. 36A)。この結

果は Sprouty4 が分節化時計と位置決定機構の仲介因子の一つであることを示

している。既に FGF の阻害因子である Dusp4 が Hes7 の制御を受け、FGF シ

グナルとクロストークすることが知られており（Niwa et al. 2007）、Sprouty2, 

4 と Dusp4 を含めた複数のシグナル仲介因子が分節化時計と位置決定機構を

リンクさせていると考えられる(Fig. 36B)。これまでの研究から FGF シグナル

と同様に Wnt シグナルも体節形成に重要であることが示されている（Aulehla 

et al. 2003）。Hes7 は Wnt シグナルのアンタゴニストである Nkd1 の振動発

現を制御し、Wnt シグナルへのクロストーク経路が存在する（Ishikawa et al. 

2004）。従って Notch シグナルと FGF/Wnt シグナルは複雑に協調して体節形

成に働くと考えられる。また FGF は体節の位置決定だけではなく、振動遺伝

子 Hes7 の振動開始領域の発現に貢献していることから分節化時計においても

重要である。 

未分節中胚葉において Sprouty4 は体節周期と一致した 2 時間周期で振動す

る特徴的なパターンを示すが、体節形成における役割は分かっていない。

Sprouty4 の欠損マウスは下顎と前肢における形成不全が見られる（taniguchi 

et al. 2007）が体節形成における表現系は知られていない。FGF シグナルにお

けるネガティブフィードバックを形成する因子は Sef、Dusp、Sprouty と複数

存在し、Dusp4、Sprouty2 は未分節中胚葉で振動発現しているため、機能的

な重複が存在していると考えられる。 

FGF と Wnt の構成因子はマウスでは振動発現しているがゼブラフィッシュ

では振動していない（Holley et al. 2007）。また Notch 経路の振動遺伝子であ

る lfng も未分節中胚葉に発現するが振動発現は見られない（Prince et al. 

2001, Qiu et al. 2004）。マウスにおいて振動発現する Sprouty4 のゼブラフィ

ッシュホモログにおいても振動発現は見られなかった（Fig. 33）。しかし、マ

ウスと異なってゼブラフィッシュでは Notch リガンドである deltaC が振動発

現し、また Hes のホモログである her ファミリーの因子は her1、her7、her11、

her12、her15 と複数の遺伝子が振動している（Holley et al. 2007）。そのため

各シグナルの構成要素における分節化時計への寄与は生物種によって異なる

と考えられる。またマウスにおいて振動発現が見られる Wnt 経路の振動遺伝

子 Axin2 や Lef1、Dact1 はニワトリ胚において振動発現が見られない(Gibb et 

al. 2009)が、Lfng の振動発現の周期を制御しているため、Notch シグナル間
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の相互作用は異なる種においても維持されていると考えられる。 

 

 

脊椎動物の体節形成は Notch、FGF、Wnt シグナルによる複雑な遺伝子発現

のネットワークによって構成されている。それらのシグナルだけではなく

T-box 転写因子による中胚葉誘導遺伝子の制御やレチノイン酸による FGF シ

グナルとの拮抗作用も正確な体節形成に寄与している。それらのシグナルを構

成する因子のうち、時計遺伝子による振動発現が時間的周期性を生み、分泌因

子の放出による濃度勾配が分節化の位置決定を担っている。正確な繰り返し構

造として体節が適切に形成されるためには複雑な遺伝子ネットワークが統合

され、協調して働く必要がある。しかし、体節の周期性に関与する遺伝子は数

多く新たに発見され(Deque´ant et al. 2006)、さらに包括的な研究が求められ

る。本研究はその一端の解明に役立つと考えられる。 
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