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1. 序論  

 

 すべての後生動物は頭から形成される。体幹部の形成は頭部形成に引き続き、そ

のパターン形成に主要な役割を果たす HOM-C 群遺伝子は (Ingham, 1988; McGinnis 

and Krumlauf, 1992)、頭部では発現しない。ショウジョウバエの脳は b1, b2, b3と命

名されている３つの領域からなるが、この領域では otd, ems とよばれるホメオボ

ックス遺伝子が、体幹部での Hox 群遺伝子と同様に入れ子式に発現し、それぞれの

欠損胚では各脳領域が失われ、これらの遺伝子は頭部ギャップ遺伝子として働くこ

とが知られている。マウスでこれら頭部ギャップ遺伝子の相同遺伝子として Otx2, 

Otx1, Emx2, Emx1 が同定されており、これらのマウス遺伝子も Hox 群遺伝子の発現

しない頭部で特異的に発現する｛参考図 1, (Kimura et al., 1997; Kurokawa et al., 2004a; 

Kurokawa et al., 2004b; Simeone et al., 1992a; Simeone et al., 1993; Simeone et al., 

1992b)｝。 

 着床前のマウス胚盤胞胚 (blastocyst)で、将来の胚体の全ての組織を生じる細胞は

内部細胞塊 (Inner cell mass; ICM)として存在するが、Otx2 の発現はこれらの細胞で

起こる (Kimura et al., 2001; Kurokawa et al., 2004b)。ICM は着床前にエピブラストと

原始内胚葉に分化するが、Otx2発現はエピブラストに引き続く。原始内胚葉は胚体

の形成にはあずからない胚体外の組織で、エピブラストを裏打ちする臓側内胚葉

（visceral endoderm, VE）と胚体外外胚葉トロフォエクトダームを裏打ちする体壁内

胚葉 (parietal endoderm) を生じる。着床後エピブラスト、VE は卵筒状に伸展し、

胎生 5.5日目胚の最遠位部の VE (distal visceral endoderm：DVE)に Otx2の発現がお

こる。同時に DVE には Hex, Cer-l, dkk1, Lim1, Lefty1 などのいわゆる頭部オーガナ

イザー遺伝子の発現も起こり、これと対応して Brachury, Wnt3, Fgf8 などのいわゆる

トランクオーガナイザー遺伝子の発現が近位部エピブラストに限局、前後軸（A-P

軸）が胚の遠近軸にそって形成される。その後 DVE 細胞は原条形成に先立つ胎生
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6.0 日目迄に将来の吻側に移動し、トランクオーガナイザー遺伝子の発現が原条の

形成される尾側エピブラストに移動することによって、最終的な A-P軸が形成され

る。引き続く後方エピブラストでの原条形成後(胎生 6.5 日目)、Otx2 はノードより

生じる吻側内中胚葉 (anterior mesendoderm: AME) で発現し、また AVE, AME によ

り誘導される吻側神経外胚葉で発現する。 神経外胚葉での Otx2発現も発生ととも

にダイナミックに変化する。前体節期は吻側神経外胚葉全体で発現するが、その後

方境界は耳前溝の前で不明瞭である。その後初期体節期(胎生 8.5 日目)に、Otx2 発

現は神経外胚葉の最吻側で失われ始め、その後方発現境界は次第に中脳・後脳境界 

(midbrain-hindbrainboundary: MHB) に明瞭になる。この時期 Otx1が吻側神経外胚葉

で Otx2発現領域内に生じる。次いで Emx2が前脳後方領域で起こり、さらに遅れて

胎生 9.5日目で Emx2 発現がより限局した終脳で起こる (参考図 1)。この時期 Otx2 

発現は視床下部及び終脳の大部分で失われ、原皮質と終脳最腹側部及び間脳•中脳で

認められる。その後方境界は MHB と一致する。これに対し Otx1は終脳皮質で発現

を続け、後に皮質第５層に限局する。Otx2はまた移動期の頭部神経堤細胞で発現す

る (Kimura et al., 1997; Matsuo et al., 1995)。これらの発現パターンの変化は、Otx2, 

Otx1が胚発生過程において、それぞれの時期、それぞれの部位で頭部形成に働くこ

とを示唆する。実際マウス頭部形成における Otx, Emx 遺伝子の働きは一連の変異マ

ウス作成により示された。 

 Otx2 ホモ欠損マウスは ICM, エピブラストの形成には異常を示さず、ICM, エピ

ブラストでの Otx2 の働きはなお不明である。しかし、DVE での Otx2 発現は AVE 

の形成と、引き続く頭部形成に必須である (Katahira et al., 2000; Kimura-Yoshida et al., 

2007)。Visceral endoderm での発現は正常で、Otx2 をエピブラスト由来の組織での

み欠損する胚（Otx2 欠損 ES 細胞を 4倍体野生型宿主胚に導入して発生するキメラ

胚）での解析結果は、Otx2 は AME でも吻側神経外胚葉誘導に必須の役割を果たし

ていることを示唆した (Rhinn et al., 1998, 相澤等未発表)；４倍体細胞は胚体外の組
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織のみに寄与し、エピブラスト及びこれ由来の胚体組織の形成には参画しない。Otx2 

へテロ欠損胚はまた、Otx2 が頭部神経堤細胞由来の組織（頭蓋、脳神経）の形成に

必須であることを示した (Matsuo et al., 1995)。ヒト及びマウス Otx1 cDNA を Otx2 

遺伝子座にノックインしたマウス胚では (Otx2mOtx1/mOtx1, Otx2hOtx1/hOtx1) 吻側神経外胚

葉は一旦誘導されるが胎生 9.0日迄に失われる (Acampora et al., 1998; Suda et al., 

1999)。これらの変異マウス胚は一次的には吻側神経外胚葉での Otx2 機能を反映す

ると考えられる。しかし、ノックイン hOtx1は吻側中内胚葉などのエピブラスト由

来の組織では発現しないとされており、Otx2hOtx1/hOtx1胚での吻側神経外胚葉の異常は、

吻側中内胚葉での Otx2 機能をも反映する可能性がある (Acampora et al., 1998)。

Otx2mOtx1/mOtx1胚は吻側神経外胚葉の形成には AVE, AMEの形成より Otx2の高発現を

必要とすることを示したが、その吻側神経外胚葉の異常は、吻側神経外胚葉での Otx

発現の完全な喪失でなく減少により、吻側神経外胚葉での Otx2 機能を部分的にし

か現していない可能性がある (Suda et al., 1999)。λファージ DNA断片を Otx2 3’UTR 

に挿入した変異マウス胚 (Otx2λ/-)(Boyl et al., 2001)、frt-neo DNAを Otx2 イントロン

に挿入した変異マウス胚 (Otx2frt-neo/-)(Tian et al., 2002)はいずれも hypomorphicで、同

様の状態を現していると想定される。これに対し、Otx1+/-Otx2+/-, Otx1-/-Otx2+/-, Otx2 λ/λ

変異マウス胚はいずれも、その後の前脳•中脳形成における Otx1, Otx2機能を現して

いると想定される (Acampora et al., 1997; Boyl et al., 2001; Suda et al., 1997)。これら

の変異マウスでは前視床及び終脳は形成されるが、Otx2, Otx1 発現は完全には失わ

れておらず、前脳・中脳形成時、終脳、前視床の形成に Otx2, Otx1機能を必要とし

ないかどうか明らかでない。ゼブラフィッシュでは Otx は前視床形成には必要でな

いとされている (Scholpp et al., 2007)。加えてこれら変異マウス胚は、より早い吻側

神経外胚葉形成時の Otx機能の部分的欠損による異常をも現している可能性がある。

Otx1,Otx2 発現を減少するこれら変異マウス胚の表現型の程度は極めて不均一であ

る。また、Otx2/Emx2 ２重変異マウス (Otx2+/-Emx2-/-) は間脳・終脳形成におけるこ
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れら遺伝子の、Emx1/Emx2 ２重変異マウス (Emx1-/-Emx2-/-) は終脳形成におけるこ

れら遺伝子の必須の役割を示した (Shinozaki et al., 2002; Shinozaki et al., 2004; Suda 

et al., 2001)。 

 頭部形成の各段階、各部位での Otx2 機能を明確にし、それぞれでの Otx2 発現を

制御する上流因子を同定するため、相澤等は Otx2発現を調整するエンハンサーの同

定を 5’上流 170kb から 3’下流 120kb の 290kb 領域に渡って網羅的に解析した 

(Kimura et al., 1997; Kimura-Yoshida et al., 2007; Kurokawa et al., 2004a; Kurokawa et al., 

2010; Kurokawa et al., 2006; Kurokawa et al., 2004b)。その結果 Otx2 の臓側内胚葉、吻

側中内胚葉、頭部神経堤細胞での発現を司るエンハンサーはプロモーター領域の近

傍に存在し (VE, CMエンハンサー)(Kimura et al., 1997; Kimura-Yoshida et al., 2007; 

Kurokawa et al., 2010)、エピブラストでの発現を司るエンハンサー (EP) は 92kb上

流に、吻側神経外胚葉で発現するエンハンサーは 90kb 上流 (AN エンハンサー) と

87kb 上流 (AN2 エンハンサー) に存在することが明らかとなった (参考図 2)。AN 

エンハンサーはエピブラスト (EP) エンハンサーも構成し、単独ではエピブラスト

で活性をもたないが、AN 領域を欠損すると EP エンハンサーは活性をもたない。

AN エンハンサーは誘導された吻側神経外胚葉全体で発現し、その発現の後方境界

は耳前溝の前方で不明瞭である。その活性は終脳原皮質を除き胎生 9.0 日迄に失わ

れる (Kurokawa et al., 2004b)。AN2エンハンサーの吻側神経外胚葉での活性の詳細

は不明であった。AN, AN2 エンハンサーの活性が失われた後の前脳•中脳域での

Otx2 発現は 75kb 5’上流にある FM1エンハンサーと、115kb 3’下流にある FM2エン

ハンサーによる。FM1, FM2 エンハンサーは AN, AN2 エンハンサーが活性をもつ無

体節期は活性をもたず胎生 8.5日目以降に予定前脳•中脳域で活性をもつ。その活性

の後方境界は MHB と一致し、吻側では原皮質を除く終脳及び視床下部では活性を

もたない (参考図 2, Kurokawa et al., 2004a; Kurokawa et al., 2006)。 

 VE エンハンサーのコア配列は 51bpに限局され FOXA2がその活性を制御するこ
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とが明らかにされているが、その他の上流因子は明らかでない (Kimura-Yoshida et 

al., 2007)。CMエンハンサーはそのコア配列として CTAATTA, TAAATCTGが同定さ

れているが、これに結合する上流因子は未同定である (Kimura et al., 1997)。ANエ

ンハンサーのコア配列は 165bpに限局され、アセチル化 YY1によって制御されるが

その活性を制御する主要な因子は未同定である (Takasaki et al., 2007)。AN2エンハ

ンサー の詳細な解析はされていない。FM1エンハンサーは TCF、OTX自身、POU

転写因子、GBX2 により制御される (Kurokawa et al., 2006, Inoue et al., 未発表)。FM2

エンハンサーは TCFにより制御される (Kurokawa et al., 2004a)。また、VE及び CM

エンハンサーは四足動物及び総鰭類に保存されているが、条鰭類、軟骨魚、無顎類

には存在しない (Kurokawa et al., 2010)。FM2 エンハンサーはほ乳類でもげっ歯類

に特異的で他の動物には存在しない。FM１エンハンサーは全ての有顎脊椎動物に保

存されている。AN、AN2 エンハンサーは四足動物、総鰭類、軟骨魚には保存され

ているが、ポリプテルスを含む条鰭類では失われ、条鰭類では FM１エンハンサー

が AN 活性（無体節期の吻側神経外胚葉での活性）を合わせ持つ (Kurokawa et al., 

2006)。 

 VE, CM エンハンサー欠損マウスでは吻側神経外胚葉が誘導されない (Acampora 

et al., 2009)。その詳細は解析中である。Otx2の一方のアリルが ANエンハンサーを

欠損し、他方のアリルがヌルである Otx2ΔAN/-胚では、吻側神経外胚葉は一旦誘導さ

れるが、維持出来ず後脳に後方化し、ANエンハンサーの下での Otx2発現は誘導さ

れた吻側神経外胚葉の後方化を防ぐことに働いている (Kurokawa et al., 2004b)。し

かし AN エンハンサーをホモに欠損する Otx2ΔAN/ΔAN胚では吻側神経外胚葉の異常は

軽微である。同胚に残存する AN2 エンハンサーの下での Otx2 発現で吻側神経外胚

葉の後方化は阻止されると想定される。他方 FM1, FM2 エンハンサーを Otx1 とと

もにそれぞれ欠損する Otx1-/-Otx2 ΔFM1/ΔFM1胚、Otx1-/-Otx2ΔFM2/ΔFM2胚では胎生 8.5日で 

吻側神経外胚葉は形成されるが、その後中脳及び前視蓋、視床が後方化して失われ
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る。しかし前視床及び終脳は形成される。前視床及び終脳の後方化が起こらないの

は、それぞれの胚では FM2エンハンサーあるいは FM1エンハンサーの下での Otx2 

発現が残っているためか、この時期 Otxはこれらの領域の形成には必要でないため

か明らかでない。本研究ではこの点を明らかにするため、Otx1とともに Otx2 FM1, 

FM2エンハンサーをともに欠損する Otx1-/-Otx2 ΔFM1ΔFM2/ ΔFM1ΔFM2胚を作製し、前脳•中

脳形成の異常を解析した。あわせて AN2エンハンサーの活性を確認し、これを欠損

する Otx2ΔAN2/ΔAN2胚を作製して AN2 エンハンサーの機能を確認するとともに、AN, 

AN2エンハンサーをともに欠損する Otx2ΔAN ΔAN2/ΔAN ΔAN2胚を作製して、AN, AN2 エン

ハンサーの下での Otx2 発現が吻側神経外胚葉の後方化抑制に働くことの確認を目

指した。 
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2. 結果 

 

2-1. Otx2 FM1, FMエンハンサー欠損マウスの解析  

 

2-1-1. FM1, FM2二重エンハンサー欠損マウス(DKO)の作製  

 

FM1、FM2 エンハンサー制御下における Otx2 の機能を調べる為に両方のエンハン

サー領域を欠失したマウスを作製した（図 1）。 

 黒川等が作製した Otx2 FM1 エンハンサー領域をネオマイシン耐性遺伝子 (neo)

カセットで置き換えたホモ変異体マウス Otx2ΔFM1/ΔFM1; (Kurokawa et al., 2004a) の胎

生 3.5 日目胚から ES 細胞を樹立した。この ES 細胞に FM2 エンハンサー領域をピ

ューロマイシン耐性遺伝子 (puro) で置き換えたノックアウトベクターを導入し、

相同組み替えにより FM2 エンハンサーが puro に置き換わった ES 細胞を選抜した

(図１)。この ES細胞を野生型胎生 3.5日目胚に導入後、仮親に戻してキメラマウス

を作製した。３系統の独立した ES 細胞株由来のキメラマウスでジャームライント

ランスミッションが確認された。これらの系統を正常マウスと交配することにより、

ヘテロ接合体 (Otx2ΔFM1/ΔFM2) を得、ヘテロ接合体同士の掛け合わせにより、FM1、

FM2 エンハンサーの双方を欠損したホモ接合体 (Otx2 ΔFM1ΔFM2/ ΔFM1ΔFM2) を得た（図

1, 2, 4-3項参照）。以下、Otx2 ΔFM1ΔFM2/ ΔFM1ΔFM2 

を DKO変異体と呼ぶ。 

 

2-1-2. DKOの表現形解析  

 

 FM1、FM2 エンハンサーの活性が開始する胎生 8.5 日胚における DKO の表現型

を調べたが、形態的な異常は認められず Otx1および Gbx2の発現パターンも野生型
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と比較して変化が見られなかった (図 2a, d, k, n)。 

 DKO胎生 9.5日胚でマーカー遺伝子の発現を観察した所、峡より前方の中脳、間

脳、および終脳で発現する Otx1 は、DKO では発現の後方境界が前方に移動し、発

現領域が狭くなっている様子が観察された (図 2b, e)。それに伴い、峡より後方の後

脳に発現する Gbx2の発現は前方へ拡張していた (図 2l, o)。終脳は形態的に、ほぼ

正常であり間脳後方から中脳全体にかけて発現する Dmbx1 の発現領域が縮小して

いる (図 2g, i) ことから、DKO胎生 9.5日目胚では間脳・中脳領域が縮小している

と考えられた。しかし、これらの異常は DKO胎生 10.5日目胚においては形態的に

は大部分回復してしまった (図 2c, f)。マーカー遺伝子の発現を観察した所、この時

期、野生型では Otx1の発現は、終脳全体、間脳および中脳の前方背側と側方に発現

し、中脳背側後方での発現は弱い。DKOでは野生型で発現している領域の他に背側

後方でも強い発現が観察された (図 2c, fに*で示す)が、依然、峡付近の後方境界は

野生型に比べて若干前方に移動しており (図 2c, f)、それに伴い Gbx2の発現の前方

境界は、若干前方に拡張していた (図 2m, p)。また Dmbx1の発現領域は野生型とほ

ぼ変わらない程度に回復していたが、発現シグナルは胎生 9.5 日目同様、弱いまま

だった(図 2h, j)。 

 DKO 胎生 12.5 日胚の組織切片を観察した所、終脳では異常は認められないが、

峡の狭窄が浅く小脳原基が若干前方に移動している、中脳水道が低形成である等、

間脳・中脳に異常が見られた(図 2q, t)が、DKO胎生 15.5日,18.5日胚では、これら

の異常は回復し、形態的にはほぼ正常であった (図 2r, s, u, v)。 

 以上のように Otx2 FM1, FM2エンハンサーを欠失した DKO変異体では、胎生 9.5

日胚において間脳・中脳領域の低形成が認められたが、その異常は発生が進行する

と供に回復し、正常に誕生・成長し、妊性も正常であった。２系統の ES 細胞由来

の DKOを観察したが、同様の表現型を示した。 
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2-1-3. Otx1-/-Otx2 ΔFM1ΔFM2/ ΔFM1ΔFM2三重変異体  (TKO) の作製  

 

 DKO 変異体は、FM1、FM2 エンハンサーが発現活性を持つ脳の領域を完全に欠

失することは無かった。この現象に Otx2のパラログ遺伝子 Otx1の相補的な働きが

関与していることが考えられる。そこで Otx1+/-と DKO ヘテロ個体の交配から、

Otx1-/-Otx2 ΔFM1ΔFM2/ ΔFM1ΔFM2変異体マウスを作製し、その表現型を解析した（図 3,以下、

このマウスを TKO変異体と呼ぶ。）。TKO胎生 12.5日胚では、DKOと異なり、間脳

と中脳が完全に欠失しており (図 3a, k)、胎生 15.5日、胎生 18.5日胚においても回

復する事は無かった (図 3b-e, h-j, l-o, r-t)。 

 終脳では、胎生 12.5、15.5 日胚を通じて、新皮質の形成および、脈絡叢 (choroid 

plexus) (図 3l, n)の形成はほぼ正常であるが、内側皮質の低形成が認められた (図

3a-d, k-n)。海馬、歯状回、海馬采の構造は認められず、後方より Pax6陽性 (図 3g, q)

でニッスル染色により濃染 (図 3i, s) される顆粒層を持った小脳と思われる構造が、

本来の間脳、中脳が形成される場所を占拠して前方に伸び、脈絡叢を通して痕跡的

な内側皮質とつながっていた (図 3b, h, l, r)。延髄以外の峡 (ithmus)と橋部 (pons)も

同様に前方に伸展していた。第四脳室に面している峡の細胞は過増殖して、細胞塊

が形成されていた (図 3p, 矢尻部) 。前脳腹側では、視床下部はほぼ正常に形成さ

れているが、大脳核隆起 (ganglionic eminence) は肥厚していた (図 3c, m)。TKO胎

生 18.5日胚では、大脳皮質の層形成に異常が認められる (図 3h, j, r, t) が、大脳皮

質の介在ニューロンの一部は、大脳核隆起から接線方向へ移動することにより形成

されることが報告されており (Pleasure et al., 2000; Shinozaki et al., 2002)、TKOでは

大脳核隆起より大脳皮質への接線方向の移動が阻害された結果、大脳核隆起が肥厚

し、大脳皮質の層構造の異常が生じる可能性が示唆された。現在、TKO大脳核隆起

の細胞移動の異常の解析を準備中である。 
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2-1-4. TKO変異体における間脳・中脳の後脳化  

 

 TKO変異体の間脳と中脳の欠損を胎生12.5日胚における各種マーカーの発現を用

いて解析した（図4）。 

 野生型においてTcf4は視蓋前域 (pretectum) と視床 (thalamus) で (図4Aa)、Gbx2

は視床で (図4Ba)、Dlx1とPax6は視蓋前域 (pretectum) で (図4Ca, Da)、Lhx1は視床

内境界溝 (zona limitans intrathalamica: ZLI)、前視床 (prethalamus)、視蓋前域

(pretectum)、被蓋 (tegmentum)、峡 (isthmus)、橋 (pons)、延髄 (medulla)で強く発現

している(図4Ea, Fujii et al., 1994)。TKOにおいてはTcf4、Gbx2、Dlx1およびPax6の発

現が欠失しており、視蓋前域 (pretectum)、視床 (thalamus)、前視床 (prethalamus)が

欠失している事が示された (図4Ac, Bc, Cc, Dc)。さらに、Wnt8b、Emx2、Pax6およ

びLhx1陽性の視床隆起（Thalamic eminence; 図4Fa, Ga, Da, Eaの矢印部）もTKOでは

欠失していた(図4Fc, Gc, Dc, Ec)。結果として、Lhx1陽性の視床内境界溝、前視床、

前視蓋、被蓋も同じく欠失していると考えられ、Lhx1陽性の峡と橋は本来間脳と中

脳がある場所に形成されていた (図4Ec)。野生型においては被蓋で発現している

Emx2  (図4Ga; 矢尻部) が、TKO変異体では認められず (図4Gc)、被蓋も欠失して

いる事が示された。Tcf4は前視蓋と視床に加えて、視蓋の最前方でも発現しており、

TKO変異体ではその領域も欠失していた (図4Aa, c)。EphrinA2陽性の中脳上丘

(superior colliculus)とDmbx1陽性の中脳下丘 (inferior colliculus) もTKO変異体型では

欠失していた (図4Ha, c, Ia, c)。野生型において小脳原基の前方で発現しているGbx2、

Lhx1およびDmbx1 (図4Ba, Ea, Ia; 矢尻部)は、TKOにおいては拡張した小脳原基 

( Cerebllar primordium)の前方部に発現していた (図4Bc, Ec, Ic; 矢尻部)。野生型の腹

側では、Lhx1が乳頭体 (mammillary region)で、Dlx1は後方の脚内核 (posterior 

entopeduncular area)領域と視床で、Nkx2.1は乳頭体と視床に発現している (図4Ca, Ea, 

Ja)。これらの遺伝子の発現はTKO変異体でも認められたが、発現領域は明瞭で無く、
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腹側における発生異常の有無に関してはさらに詳細な解析が必要である（図4Cc, Ec, 

Jc）。DKOにおいてはこれらのマーカー遺伝子の発現は胎生12.5日胚ではほぼ正常な

発現パターンを示した（図4Ab-Jb）。 

 

2-1-5. TKOの原皮質領域の形成異常  

 

 TKO の原皮質領域における異常を解析する為に胎生 12.5 日目におけるマーカー

遺伝子の発現パターンを解析した（図 4, 5）。 

 胎生 12.5日胚のTKO変異体の終脳ではPax6とEmx2陽性の新皮質とGbx2、Dlx1、

Nkx2.1陽性の大脳核隆起 (GE；図 4Da, Ga, Ba, Ca) は正常に発生していた (図 4Dc, 

Gc, Bc, Cc, Jc) が、Emx2陽性の内側皮質は縮小している (図 4Ga, c)。TTRと Msx1

陽性の脈絡叢と TTR陰性で Msx1陽性の終脳天井板 (choroidal roof) も TKO変異体

では縮小している（図 5Aa, c Ba, c）。内側皮質では Wnt3a, Wnt8b遺伝子が入れ子状

に発現している。野生型では Wnt3aは脈絡叢に近接する皮質縁 (cortical hem) に発

現しているが (図 5Ca; Yoshida et al., 2006)、TKOでは Wnt3a陽性の皮質縁は縮小し

ていた (図 5Cc)。また、Wnt8bは、野生型の内側外套において Wnt3aよりも広い領

域に発現がみられる (図 5Da,図 4Fa) が、TKOでは Wnt8b陽性の領域が非常に小さ

くなっていた (図 5Dc, 図 4Fc)。さらに、将来の海馬領域に Ephb1 が発現する (図

5Ea) が、TKOでは、その発現領域も非常に縮小していた（図 5Ec）。これらの異常

は DKOでは軽微であった（図 5A-Eb）。 

 内側皮質は胎生 9.0日胚以降の、神経管が閉塞する時期より終脳背側から生じる。

内側外套の発生異常がいつから生じるか解析する為に、胎生 9.5 日~10.5 日胚の終

脳背側におけるマーカー遺伝子の発現と、この領域における FM1、FM2および AN

エンハンサーの活性を検討した（図 6）。 

 胎生 9.5日~10.5日胚の終脳領域において、Otx1は脈絡叢と脈絡膜を除く終脳背
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側 (dorsal telenchephalon) で (図 6A)、Otx2は胎生 9.5日胚では皮質領域にて広く発

現が認められるが、発生が進行するにつれ、内側に局在化し、胎生 10.5 日胚では、

最も内側の領域でのみ発現が見られるようになり、皮質縁や脈絡叢、脈絡膜で発現

が維持される (図 6B)。Otx2の FM1、FM2、ANエンハンサーを LacZ遺伝子に連結

したレポーター遺伝子の発現 (Kurokawa et al., 2004a; Kurokawa et al., 2004b) は、こ

の時期の Otx2の内側外套での発現と重なり（図 6C-E）、これらのエンハンサーが終

脳背側において Otx2の発現を活性化すると考えられる。TKOでは Otx2の内側皮質

での発現が著しく減少しているが、わずかな発現が認められた (図 6F)。残存してい

る内側外套の Otx2の発現は ANエンハンサーによるものと思われる（図 6Eb, 図 12

参照）。また TKOにおいて FM1, FM2, ANエンハンサーが活性を持たない終脳腹側

の領域で Otx2の発現は維持されており、この領域の発現を司る未同定のエンハンサ

ーの存在が示唆された (図６B, F)。 

 胎生 9.5日胚ではWnt8b陽性の内側皮質が TKO変異体においても正常に形成され

ていた (図 6G, H) が、胎生 10.5日胚では終脳背側内側の陥入が貧弱で、Wnt3a陽性

の皮質縁とWnt8b陽性の内側皮質が縮小している (図 6I-L)。終脳天井板で細胞死が

多く起こっていることは、以前より報告されている (Shinozaki et al., 2004)。これら

の異常に細胞死や細胞増殖の減少が関与している可能性を検討するため、胎生 10.0

日胚において TUNEL検定を行ったが、TKOの内側外套の細胞において細胞死の亢

進は認められなかった (データ示さず)。また BrdU の取り込み実験も行ったが、野

生型と TKO変異型の内側外套の細胞増殖に違いは認められなかった (図 7)。内側外

套における異常を DKO で解析したが、その形態、およびマーカー遺伝子の発現の

異常は軽微であった (図 6F-Lb)。 

 

2-1-5. TKOにおける間脳・中脳の異常の開始時期 
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 TKO の間脳・中脳の異常がいつ開始するかを調べる為に、胎生 9.5 日、8.5 日、

7.8日胚を用いてマーカー遺伝子の発現を解析した（図 8, 9）。 

 野生型の胎生 9.5日胚では、Pax6は終脳と間脳前方で発現 (図 8Ca, Kimura et al., 

2005) し、Emx2と Fezlが終脳にのみ発現している (図 8Aa, Ba, Hirata et al., 2004; 

Kimura et al., 2005)。TKO変異体では、Pax6の発現領域が小さくなっているのに対

して、Emx2 と Fezl の発現領域は野生型と変わらない事から、間脳領域が欠失して

いる事が示された (図 8A-Cc)。前脳腹側で発現する Shhの発現は、TKOにおいて視

床内境界溝で欠失していた (図 8D矢印, Shimamura et al., 1995)が、腹側前脳最前方

の発現は正常だった (図 8D矢尻, Echelard et al., 1993)。野生型胚において間脳後方

と中脳全体において発現している Dmbx1 (図 8Ea, Ohtoshi et al., 2002) 陽性の領域は、

TKO変異体では完全に欠失していた (図 8Ec)。間脳と中脳の背側中央部と、中脳・

後脳境界の中脳側に発現する Wnt1 (図 8Fa, Bally-Cuif et al., 1995; Rowitch and 

McMahon, 1995) 陽性領域も、TKO変異体では欠失していた。野生型において、中

脳・後脳境界の後脳側で発現する Fgf8 (図 8Ga) と Gbx2 (図 8Ha) は、TKO変異体

においてはそれらの発現領域が大きく前方側に伸長していた（図 8Gc, H）。しかし

吻側神経菱 (ANR:anterior neural ridge) での Fgf8の発現は変化がなかった (図 8G矢

尻)。これらの結果から、TKO変異体においては胎生 9.5日目胚において、すでに間

脳・中脳領域が欠失している事が示された。 

 後脳のどの領域が前方に拡張しているのかを調べる為に、後脳に分節的に発現す

るマーカー遺伝子の発現を調べた。Vgll1陽性の第二菱脳節 (rhombomere2) とHoxb1

陽性の第四菱脳節 (rhombomere4) の位置と大きさは TKO 変異体においても変化が

無かった (図 8I, J)。また野生型後脳において Pax6、Wnt1および Gbx2の発現は第二

菱脳より後方で発現する (図 8Ca, Fa, Ha, 矢印) が、TKOにおいても、これらの遺

伝子の発現は第二菱脳に明瞭な前方境界が認められた (図 8Cc, Fc,Hc, 矢印)。これ

らの結果より、第二菱脳節より後方の領域は前方へは拡張していないと考えられる。
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第一菱脳節 (rhombomere1) だけで発現する良いマーカー遺伝子は見つかっていな

いが、峡で発現する Fgf8と Gbx2が陰性の第一菱脳節 (図 8Ga, Ha 括弧部) の領域

が TKO変異体では拡張しており (図 8Gc, Hc 括弧部)、拡張した後脳領域は第一菱

脳節由来であると考えられる。 

 胎生 9.5日胚での DKOでは Otx1陽性の前脳・中脳と Dmbx1陽性の前脳後方・中

脳が縮小し (図 2e, i, 図 8Eb)、Wnt1、Fgf8、Gbx2陽性の峡が前方に伸長している (図

8F-Hb 図 2Bo)。Emx2 と Fezl 陽性の終脳、Pax6 陽性の前脳前方、Vgll1 陽性の第一

菱脳節、Hoxb1陽性の第四菱脳節は明らかに正常であった (図 8Ab-Cb, Ib, Jb)。 

 Otx1 の発現が始まる前の胎生 7.75 日胚では、Otx2 の神経外胚葉での発現は、

FM1,FM2エンハンサーによる制御を受けておらず、ANエンハンサーにより制御さ

れている (参考図 2, 図 12A, Kurokawa et al., 2004a; Kurokawa et al., 2004b)。この時期

の TKO変異体 Otx2陽性の前方神経外胚葉は、野生型と同様に正常に発生している

(図 9Aa, c)。その後 ANエンハンサーの活性が残っている胎生 8.5日胚でマーカー解

析を行うと、いくつかの遺伝子発現パターンの異常が既に生じていた。TKO変異体

では Six3陽性の最も前端の前方神経外胚葉、Pax6陽性の前脳、Emx2陽性の後方前

脳原基は、ほぼ正常に見えた (図 9B-Dc)が、中脳原基での Wnt1の発現が減少し (図

9E)、Gbx2 陽性の後脳前端が、その発現強度の減少を伴い前方に伸長していた (図

9F, 7G)。同様に Fgf8の発現も強度の減少を伴い前方に伸長していた (図 9H)。野生

型胚において中脳原基と後脳前方で発現する En1も Fgf8や Gbx2と同様に、TKO変

異体においては、発現強度が減少し発現部位の前方への移動が認められた (図 9I)。

TKO 変異体では En1 陽性の中脳原基が縮小し、同時に En1 陽性の後脳の前端が前

方に伸長している可能性がある。 

 以上の結果から、TKO 変異体に見られる間脳および中脳領域の後方化は、FM1、

FM2 エンハンサーが活性を持ち始め、AN エンハンサーの活性が失われつつある胎

生 8.5日胚に始まり、胎生 9.5日胚で完了すると考えられる。 
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 DKO変異体については、胎生 8.5日胚における上記のマーカー遺伝子の発現に異

常は見られなかった (図 9A-Ib)。 

 TKO変異体で観察された間脳・中脳領域の後方化が、間脳・中脳原基の細胞増殖

率の減少や、後脳原基での細胞増殖の増加が原因である可能性を検討する為に、胎

生 9.5日胚で BrdUの取り込み実験を行ったが、野生型と TKOで細胞増殖率に違い

は認められなかった (図 10)。また間脳・中脳における細胞死の増加、後脳前端での

細胞死の減少により、後方化が生じる可能性を検討する為に、TUNEL 検定を行っ

た (BrdUの取り込み、および TUNEL検定は図 7J a-f, a’-f’で示す領域で行った) が、

野生型胚では 182±65細胞中に 1個の TUNEL陽性細胞が、TKO変異体では 150±

37細胞中に 1個の TUNEL陽性細胞が認められ、頻度としては変化が無かった (デ

ータ示さず)。 

 

2-1-6. DKO変異体マウスにおける間・中脳形態の回復機序  

 

 DKO変異体では胎生 9.5日胚の中脳領域が後脳領域へと後方化していたが、胎生

10.5 日胚ではその形態異常は回復していた (2-1-2 項参照)。TKO において胎生 9.5

日、胎生 10.5日胚において、BrdU取り込み実験と TUNEL検定を行ったが、細胞増

殖や細胞死に変化は認められず (図 10参照)、この発生異常の回復は、胎生 9.5日ま

でに前方に伸展してきた後脳領域が、胎生 9.5 日目以降、中脳へと転換した結果と

考えられる。発生異常の回復に、胎生 9.5日以降の Otx1、Otx2遺伝子の発現量の上

昇が関与している可能性を検討する為に、DKO変異体の各胚発生ステージにおいて

定量的 RT-PCRを行った。  

 胎生 8.0 日胚と 9.5 日胚での Otx1 の発現量のレベルは、野生型と DKO 変異体で

変化が無かったが (図 11Aa, b)、胎生 10.5日胚での DKO変異体の Otx1の発現は間

脳・中脳で若干の増加がみられた (図 11Ac)。またWhole mount in situ hybridization
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でも中脳の背側での Otx1の発現の増加が示唆された (図.1Bc,fの *で示す領域)。 

 ANエンハンサーが活性をもっており、FM1, FM2エンハンサーがまだ活性をもっ

ていない胎生 8.0 日胚では、Otx2 の発現レベルは野生型と TKO で変化が無い（図

11Ad）が、胎生 9.5 日胚の Otx2 の発現レベルは、野生型に比べて TKO では約 1/4

にまで減少し (図 11Ae)、 in situ hybridizationによる観察でも胎生 9.5日胚の間脳・

中脳領域での Otx2 の発現は明確ではない (図 11Ba-d)。この時期 AN エンハンサー

は内側外套で活性を持つ (図 6E, 図 12参照, Kurokawa et al., 2004b)。また Otx2は腹

側終脳でも発現があるが (図 11Be, f)、この発現活性を制御しているエンハンサー領

域は未同定である。さらに Otx2の内中胚葉領域での発現を調節するプロモーター領

域の近傍に位置する VE, CMエンハンサーもこの時期に活性を持つ (Kimura et al., 

1997; Kurokawa et al., 2010)。この時期、TKOで残存しているOtx2の発現は、FM1, FM2

以外の、これらのエンハンサーによる転写が寄与しているものだと考えられる。胎

生 10.5 日胚での間脳・中脳領域での Otx2 の発現レベルは野生型の約 70%にまで回

復しており (図 11Af)、in situ hybridizationによる観察でも、間脳・中脳領域での著

しい発現の回復が認められた (図 11Be-j)。 

 以上の結果から、胎生 10.5日目以降に見られる DKO変異体の間脳・中脳領域の

異常の回復は、Otx1/2遺伝子の発現が胎生 10.5日目以降に亢進することによる可能

性が示唆された。 

 Otx2遺伝子の 10.5日目以降の発現亢進の原因として、胎生 9.0日目以降は活性を

失うはずの AN エンハンサーが、FM1、FM2 エンハンサーが無くなることにより、

相補的に活性を持つようになる可能性を検討した。DKO変異体と ANエンハンサー

に LacZレポーターを連結した遺伝子を持つトランスジェニックマウス (図 12参照, 

Kurokawa et al., 2004b) を掛け合わせ、DKOにおいて ANエンハンサー活性が、間

脳・中脳領域で活性を示すか検討したが、胎生 10.5日胚のβガラクトシターゼの活

性は野生型と変わらず、間脳・中脳では検出されなかった (データ示さず)。したが
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って、DKOにおいて観察された胎生 10.5日目以降の Otx2の発現の回復に関与する

FM1, FM2以外の第三の前脳・中脳エンハンサーが存在する可能性が示唆された。 

 

2-2. AN, AN2エンハンサー欠損マウスの解析  

 

 胎生 7.0 日-8.5 日目胚における吻側神経外胚葉での Otx2 発現を担うエンハンサ

ーとして先に 5’上流 90kb に存在する AN エンハンサーを同定，その欠損マウス

Otx2ΔAN/ΔANを作製したところ吻側神経外胚葉での Otx2 発現は減少しているものの残

存し、吻側神経外胚葉の発生に異常が認められなかった (Kurokawa et al., 2004b)。

これらの結果から吻側神経外胚葉での Otx2 発現には別のエンハンサーの存在する

ことが想定された。黒川らによって行われた Otx2上流 170kbから下流 120kbの領域

についてのエンハンサー検索において、 胎生 7.75 日胚において吻側神経外胚葉で

の活性が部分的で微弱なため無視した領域として５’上流 89kb~87kb 付近に存在す

る SmaI 2.2kb 断片 (図 12,13A) があったので、この領域のエンハンサー活性を詳細

に調べた（以下この領域にあるエンハンサーを AN2エンハンサーと呼ぶ）。 

 

2-2-1. AN2エンハンサー活性  

 

 Otx2翻訳開始点より上流 1.8kb領域をプロモーターとして用い、SmaI 2.2kb 断片

を LacZ 遺伝子と連結した DNA を受精卵前核に顕微注入しトランスジェニックマ

ウスを作製し、AN2エンハンサー活性を各ステージで βガラクトシターゼ活性によ

り検索した（図 12, 13A）。プロモーターとして用いた 1.8kb断片には、吻側中内胚

葉、頭部間充織での発現活性があり、これを発現の内部指標として用いた（図 12

矢印）。AN2 エンハンサーは吻側神経外胚葉で胎生 7.5日目では殆ど活性を示さず、

胎生 7.75日目で弱い活性を生じ、胎生 8.0日では吻側神経外胚葉全体で強い活性を
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示し、その活性は胎生 8.5 日には減弱し、胎生 9.5 日では内側皮質に強い活性を示

した。すなわちその活性は ANエンハンサーより遅れて立ち上がるが、他は ANエ

ンハンサーと極めて類似した活性を示した (図 12g-p)。 

 

2-2-2. AN2欠損マウスの作製  

 

 SmaI 2.2kb 断片がトランスジェニックマウスでエンハンサー活性を示したので、

この領域が実際に Otx2 の吻側神経外胚葉での発現を担うかどうかを確認するため、

SmaI 2.2kb 断片を欠損した（ΔAN2）マウスを作製した（図 13A, B, 4-6項参照）。

AN エンハンサー欠損（ΔAN）マウス（Otx2ΔAN/ΔAN）同様、その胎生 9.5日目ホモ変

異胚 Otx2ΔΑΝ2/ΔΑΝ2 で吻側神経外胚葉は正常に発生し、ホモ欠損マウスは出生後、正

常に成長し、妊性も正常であった（図 14 b, e, h, 表 2-1）。Otx2+/-ヘテロ変異でも吻

側神経外胚葉は正常に発生するが， Otx2ΔAN/-同様 Otx2ΔAN2/-胚では胎生 9.5 日目胚の

吻側神経外胚葉が欠損していた (図 14 c, f, Kurokawa et al., 2004b)。 すなわち、AN2

エンハンサーは吻側神経外胚葉での Otx2発現を担っている。 

 

2-2-3. AN, AN2エンハンサー２重欠損マウスの作製  

 

 上記の結果は吻側神経外胚葉での Otx2発現に、AN, AN2 エンハンサーがともに

働くことを示唆しており、このことを確認するために両エンハンサーを含む SpeI- 

SmaI 間の 3.2kb 領域を欠損する（ΔANΔAN2）変異マウスを作製した（図 15, 4-6

項参照）。ヘテロ欠損マウス間の交配でホモ変異胚(Otx2ΔANΔAN2/ΔANΔAN2)の発生を調べた

ところ、予想に反し胎生 9.5, 胎生 12.5, 胎生 18.5日目でホモ変異胚はメンデル律に

従って存在し、かつ生誕することが明らかとなった（表 2-2）。しかし AN及び AN2 

単独欠損（Otx2ΔAN/ΔAN あるいは Otx2ΔAN2/ΔAN2）と異なり両エンハンサー欠損胚では、
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胎生 12.5 日目において中脳・間脳の各領域境界が不明瞭であり (図 13Ch)、何らか

の異常が生じている可能性がある。 中脳形成と間脳形成の不全は組織学的に胎生

9.5日でより顕著であった (図 16 Ae, f)。異常は胎生 8.5日目 より生じると想定され、

現在マーカーを用いて解析中である。また、 胎生 8.0 日の Otx2ΔΑΝ/ΔΑΝ, Otx2ΔAN2/ΔAN, 

Otx2ΔANΔAN2/ΔANΔAN2胚での Otx2 残存発現量についても RT－PCRで決定する準備を進め

ている。 

 いずれにしろ以上の結果は、胎生 7 日-8 日の吻側神経外胚葉での Otx2 発現にも

更に第３のエンハンサー (AN3) が存在することを強く示唆する。同時に、Otx1 が

吻側神経外胚葉でもその形成と維持に Otx2と協働している可能性もある。そこでま

ず Otx1の胎生 7.5日-8.5日における吻側神経外胚葉の発現を再検討した（図 16B）。

Whole mount in situ hybridizationによって Otx1の発現は無体節期吻側神経外胚葉で

認められないが、１体節期よりその発現が生じ、Otx2が AN、AN2エンハンサーに

よって活性化される時期に Otx1 も共発現している事が示された。現在 Otx1-/- 

Otx2ΔANΔAN2/ΔANΔAN2 変異胚の表現型の解析を準備中である。 

 

2-2-4. AN2エンハンサー必須配列の同定  

 

 AN2 エンハンサー必須配列を同定するため deletion 解析を行っている。まず SmaI 

2.2kb 断片を図 17Aに示すように 一部が重複するように、SmaI-BalI断片 1.2kb (A

断片)と、XbaI-SmaI断片 1.1kb (B断片) の 2つの断片に分け、それぞれのエンハン

サー活性を 2-2-1 項に述べた方法で検定したところ、A 断片には活性は全く認めら

れず (図 17Ba, a’)、B断片にのみ前方神経外胚葉におけ活性が認められた (図 17Bb, 

b’)。そこで B断片を更に C,Dの２断片に分けたところ、両者で大きく減弱した活性

が認められた (図 17Bc-d’)。B 断片のゲノム配列を脊椎動物間で比較したところ、

保存された配列 α, β が C, D 断片それぞれに認められた（図 18）。α配列の保存度
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は Xenopus, エイで低く、α, β両配列ともゼブラフィッシュのみならずポリプテル

ス、すなわち条鰭類では保存されていなかった。AN エンハンサーの活性には YY1

の結合部位が必須であるが (Takasaki et al., 2007)、AN2 α領域は YY1結合配列を持

つ (図 18)。ANと同様に AN2も YY1により調節を受けるか等、更に詳細な解析を

継続中である。 

 

3 考察 

  

 FM1, FM2 エンハンサー欠損マウスは吻側脳が終脳、間脳、中脳，後脳に領域化

する胎生 8.5 日-9.5 日の時期 Otx2 と Otx1 が協働して間脳、中脳の後脳への後方化

を抑制することを示した。また、この Otx2 発現は FM1, FM2 エンハンサーに加え

更に未同定の FM3エンハンサーによって制御されていることが明らかとなった。新

皮質、大脳核隆起と視床下部よりなる最吻側部脳はこの時期後方化シグナルに不感

性となり、その発生に Otx2, Otx1 を必要としなくなる。他方 AN, AN2エンハンサー

欠損マウスは、吻側胚体外（臓側）内胚葉、吻側胚体内中胚葉により誘導される胎

生 8.0日-8.5日の吻側神経外胚葉で、その全体の後方化抑制に Otx2 が必要で、この

時期の吻側神経外胚葉での Otx2がある閾値以下になると全吻側神経外胚葉（予定終

脳、間脳、中脳領域）が後脳域へ後方化することを明らかとした。また、この Otx2

発現も AN, AN2エンハンサーの他に更に第３の AN3エンハンサーによって制御さ

れていることが示唆された。 

 エンハンサーを解析する主な目的は、エンハンサーを欠損させてその時期・部位に

特異的な遺伝子機能を明らかにすることとともに、エンハンサーに結合して発現を

制御する上流因子を同定することである。このためには必須領域を限定する必要が

あり、私が対象とした AN2 エンハンサーについては必須領域を 1kb にまで限局す

ることは出来たが、これを更に限局し得るか否かについては今後の解析による。
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740bp C断片と 480bp D断片に分けたところ、両者に微弱な活性が残り、deletion解

析によっては必須配列をこれ以上限局することは困難である。AN、FM1、FM2 エ

ンハンサーについても、培養細胞内とは異なり生体内では、エンハンサーの必須領

域を数百 bp以下に限局することは困難であった。またその配列内に既知の転写因子

の結合配列が存在する場合を除いて、初期胚の一部域について未知上流因子を同定

することは困難である。FM1エンハンサーについては Otx, Tcf 結合サイトが、FM2

エンハンサーについては Tcf 結合サイトがあり、それぞれがそれぞれのエンハンサ

ー活性に必須であることが明らかとなったが、AN、AN2 エンハンサーを含め配列

から結合因子を類推出来ないものについては、YY1 (AN エンハンサー)(Takasaki et 

al., 2007)、POU転写因子（FM１エンハンサー; Inoue et al., 未発表）が明らかにされ

たのみである。加えて、Otx2の発現はそれぞれの時期、部位で異なるエンハンサー

により制御されているのみならず、同一時期、部位の発現も複数のエンハンサーに

より制御されており、当初の期待であったエンハンサーから上流遺伝子カスケード

を明らかにすることは極めて困難であると結論せざるを得ない。 

マウスゲノムで FM1 エンハンサーは 75kb 5’上流に、FM2エンハンサーは 115kb 3’

下流に、AN エンハンサーは 90kb 5’上流、AN2エンハンサーは 87kb 5’上流に存在

する。また、FM1エンハンサーは全ての脊椎動物に保存されているが、FM2エンハ

ンサーはげっ歯類に特有である。AN、AN2 エンハンサーはポリプテルスを含む条

鰭類で特異的に失われている。FM１、FM２エンハンサーの間にも、AN、AN2エン

ハンサーの間にも共通する特有な保存配列は無い。マウスで Otx2 5’上流 170kbから

3’下流 120kbの 300kbを探索した結果では、AN/AN2エンハンサーあるいはFM1/FM2 

エンハンサー様活性を示す領域は他に見当たらなかった。エンハンサー配列は数

Mb離れて存在することもある (Sagai et al., 2004)。従って第３の AN3、FM3エンハ

ンサーを実験的に同定することは事実上不可能といえる。 

 序論で述べたこれまでの様々な Otx2 変異体を用いる研究は、吻側神経外胚葉、吻
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側脳の発生において、Otx2の頭部形成の様々な時期、部位における機能の部分的欠

損の累積的効果をみたもので、その表現型は個々の胚によりばらつきが大きかった。

時期、部域特異的 AN、AN2 エンハンサー欠損マウスでは吻側臓側内胚葉、吻側胚

体内中胚葉での Otx2発現は正常で、その表現型は均一であり、誘導された吻側神経

外胚葉での Otx2 機能を選択的に明らかにしている。同様に FM1、 FM2、Otx1 欠

損マウスでは、吻側臓側内胚葉、吻側胚体内中胚葉、吻側神経外胚葉での Otx2機能

は正常で、その表現型は均一であり、脳の初期領域化の時期での Otx2 機能を選択

的に明らかにしている。本研究は、これらの変異体で吻側神経外胚葉あるいは間脳・

中脳はそれぞれ峡、第一菱脳節に後方化したのであり、欠損したのではないと考え

る。その根拠は１）両変異体で発生後期に小脳、峡、橋の拡大の認められること、

２）発生初期には Fgf8、Gbx２陽性領域と，両陰性第一菱脳節領域の拡大の認めら

れること、３）細胞死、細胞増殖に変化の認められなかったことによる。しかし、

欠損ではなく後方転換によることを最終的に結論するには、細胞系譜解析により、

最初誘導される吻側神経外胚葉細胞あるいは予定間脳•中脳細胞が、後脳細胞となっ

ていることを確認する必要がある。 

 序論で述べたこれ迄の Otx2、Otx1 変異体を用いた解析では、初期脳領域化の時

期に Otx 遺伝子が中脳、前視蓋 (pretectum)、視床 (thalamus/dorsal thalamus)の形成

に必要であることは示していたが、前視床 (prethalamus/ventral thalamus)、視床隆起

(thalamic eminence)はいずれの変異体でも形成され、Otx2、Otx1 発現はあるものの

これらの領域形成に必要であるかは不明であった。ゼブラフィッシュでは視床内境

界溝（ZLI; zona limitans interthalamica）より吻側にある前視床の形成に Otx遺伝子は

働かないとの報告がある (Scholpp et al., 2007)。 FM1、FM2エンハンサー、Otx1 を

欠損させた TKO 変異マウス作成による本研究の結果は、 初期脳領域化の時期に

Otx 機能を必要とする領域は中脳と前視床、視床隆起を含む全間脳領域であること

を明らかとした。これはこの時期の Otx2 発現域と一致している。TKO変異体には
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なお未同定の FM３エンハンサーによるものと思われる Otx2 発現が残っているが、

この発現だけでは前視床、視床隆起の後方化も維持出来ないと想定される。前視床

(prethalamus)は視床の腹側の構造 (ventral thalamus)と考えられてきたのと同一の見

地から、視床下部は従来間脳の一部として理解されてきた。しかし本研究は、視床

下部を前視床より吻側の終脳レベルの腹側構造とする見解と一致する (Puelles et al., 

2003)。視床下部、乳頭体の一部で発現する Lhx1、 Dlx1、Nkx2.1の発現の解析結果

は、TKO変異体で乳頭体も発生していることを示唆し，これは乳頭体も前視床より

吻側の腹側構造であるとの見解を支持する。しかし、間脳，中脳の腹側の個々の領

域に対する特異的マーカーは現在のところ存在せず、TKO 変異体での腹側構造の

形成の詳細は今後の解析を必要とする。但し、TKO 表現型は前後軸に沿っての後

方化であり、間脳、中脳の背側構造の腹側化は認められなかった。 

 本研究及び黒川等による各エンハンサー欠損マウスの解析結果は、頭部形成の各

部位で必要とされる Otx遺伝子の発現量は発生段階順に増加することを示している。

吻側臓側内胚葉、胚体内中胚葉は最少量の Otx2 で発生・機能し、その異常は Otx2

のホモヌル変異のみによって生じる。吻側神経外胚葉の維持に必要な Otx2発現量は

AN、AN2 両エンハンサー下での発現量（Otx2ΔAN/-,Otx2ΔAN2/-）では足りず、Otx2ΔANΔAN2/ 

ΔANΔAN2で許容範囲一杯（その Otx2残存量は RT-PCRで予備的結果では野生型の約 1/5

量 ）と考えられ、頭部神経堤細胞の発生異常は野生型の半分の発現量でおこる

(Otx2+/-; Matsuo et al., 1995)。また、初期脳領域化の時期、後方部ほどより多くの Otx

を必要とし、Otx2ΔFM1/ΔFM1, Otx2ΔFM2/ΔFM2変異体では 中脳後方部が軽微に失われ Otx2 

ΔFM1/ ΔFM1 Otx1+/-では中脳の大半が，Otx2ΔFM1/ΔFM1Otx1-/-では視床内境界溝（ZLI; zona 

limitans interthalamica）より後方部が、Otx2ΔFM1ΔFM2/ΔFM1ΔFM2Otx1-/-では間脳•中脳の全て

が失われる。頭部形成の各部位，段階での Otx必要量がこのように異なることがど

のような意義をもち、進化的に成立したかは興味ある謎である。 

 原皮質 (archipallium) の各構造（海馬，歯状回、海馬采）を生み出す内側皮質（medial 
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pallium）は、胎生 9.0 日目頃終脳部での神経管閉鎖後形成されるが、その領域は神

経管閉鎖前に既に領域化されている可能性もある。すなわち、TKO変異体での内側

皮質領域の形成不全は、中脳・間脳の後方化と同一事象の一部とも考えられる。

Puellesと Rubenstein によるプロソメリックモデルは当初、この領域をプロソメアー

(p)3前視床より更に吻側の p4と考えた (Bulfone et al., 1993; Rubenstein et al., 1998)。

この考えの下では初期脳領域化の時期、中脳と p1（前視蓋），p２（視床）、p3（前

視床）、p４（原皮質）よりなる領域が Otxコードの下にあり、TKO変異体ではこの

領域全体が後脳に後方化したと考えることになる。しかし TKO 変異体では胎生 9.5

日胚の予定内側皮質全体をカバーする Wnt8b の発現は野生型と差が無かった。今後

のより詳細な解析が必要であるが、本研究では、TKO 変異体での内側皮質の形成

不全は、胎生 8日-9日での中脳・間脳後方化とは別の、胎生 9.5日目以降の事象と

想定する。胎生 9.5 日以降も Otx1 は内側皮質を含む全皮質で発現しつづけ、Otx2

は AN、AN2、FM1、FM2全てのエンハンサーの下、内側皮質でのみ発現し、Otx1-/-, 

Otx2ΔAN/ΔAN, Otx2ΔAN2/ΔAN2, Otx2ΔFM1/ΔFM1, Otx2ΔFM2/ΔFM2, Otx2ΔANΔAN2/ΔANΔAN2, 

Otx2ΔFM1ΔFM2/ΔFM1ΔFM2, Otx2ΔFM1ΔFM2/ΔFM1ΔFM2Otx1-/- の何れもが内側皮質の形成不全を示し、

それぞれのエンハンサーの下での Otx2 発現が内側皮質形成に関与していると考え

られる。終脳で何故内側皮質のみが胎生 9.5日以降も Otx 発現を必要とするのか、

またその発現が何故４つ以上のエンハンサーにより制御されることとなったのかは

謎である。また、TKO 変異体で失われた内側皮質が他の構造に転換しているのか、

形成不全化、一部の領域の欠損によるのか、換言すれば内側皮質の形成に Otx がど

のように機能しているかも今後の課題である。 

 DKO 変異体では胎生 9.5 日目の予定間脳•中脳は大幅に縮小しているにも関わら

ず、胎生 10.5日胚では形成不全は回復した。この過程で細胞増殖、細胞死の変化は

認められず、一旦後脳化した間脳•中脳域が再度前方化したと想定される。すなわち，

胎生 9.5 日-10.5 日において、この領域は間脳•中脳にも後脳にも未だ転換し得ると
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想定される。DKO 変異体は胎生 12.5 日目でも中脳域の一部はなお欠損しているが

胎生 15.5 日迄にこれらも回復する。同変異体で Otx2 発現量は胎生 9.5 日で 28%程

度に減少したが、胎生 10.5日目では 65%程度に回復していた。最初の後脳への後方

化は FM1、FM2エンハンサーの欠損によって Otx2/Otx1 発現がある閾値以下に低下

したことによって生じ、その後第３の FM3エンハンサーによる発現が遅れて起こり、

間脳・中脳への再前方化が起こったと考えられる。しかし、この FM3 エンハンサ

ーによるOtx2発現上昇のみではTKO変異体の後方化は阻止出来ないと考えられる。 

 本研究は、TKO 変異体で間脳・中脳は峡と第一菱脳節よりなる後脳に後方化し、

これに第二菱脳節以降の領域は含まれないことを示した。Otx2ΔAN/-変異体で吻側神経

外胚葉が後方化するのも峡と第一菱脳節であり  (Kurokawa et al., 2004b)、

Otx2+/-Emx2-/-変異体では間脳が失われるが補償的に峡と第一菱脳節が増大する 

(Suda et al., 2001)。 Otx2-/-変異体では峡より吻側部が失われる (headless, Matsuo et al., 

1995)のに対し、Cripto ホモヌル変異体では第二菱脳節より尾部が失われ (trunkless, 

Ding et al., 1998)、Otx2/Cripto２重ヌル変異体で発生するのは峡と第一菱脳節のみで

あった (Kimura et al., 2001)。Otxも Hoxも発現しない峡と第一菱脳節は哺乳動物ボ

デイプランの基本設計において特殊な位置を占めると想定する。 

 以上の本研究を含む Otxに関する研究と体幹部形成に関する Hox群遺伝子に関す

る研究を総合し、私は、哺乳動物吻側脳形成の基本デザインを次のように想定する。

すなわち、哺乳動物の前後軸に沿った体は、Hox 遺伝子がコードする第二菱脳節よ

り尾部の体幹部、Otx がコードする中脳より前の吻側部と、Otx コード、Hox コー

ドの何れの支配も受けない、両者の境界、デフォルト状態として峡、第一菱脳節が

ある。Otx 及び Hox コードの成立しない時形成される哺乳動物の体は峡、第一菱脳

節のみである (Kimura et al., 2001)。原条およびその後の尾部からの後方化シグナル

によりいわゆる Hox コードが成立し体幹部の各部位が形成されるのに対して、Otx

はこのシグナルを抑制して吻側脳の成立に働く。峡、第一菱脳節には Otx, Hoxの何
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れも発現しない何らかのメカニズムがあり、Otx コードが失われたとき、本来吻側

脳となる領域は体幹部化することなく峡、第一菱脳節（後脳）となる（嚢胚形成時, 

胎生 6.5 日-７.0 日）。Hox コードが全て失われたとき体幹部はやはり峡、第一菱脳

節（後脳）となると想定する (Minoux et al., 2009; Santagati and Rijli, 2003)。吻側臓

側内胚葉、吻側胚体中内胚葉により誘導された吻側神経外胚葉全体で AN、AN2、

AN3 エンハンサーの下 Otx は後方化シグナルを抑制して後方化 （峡、第一菱脳節

化）抑制に働き、その喪失は吻側神経外胚葉全体をデフォルト状態である峡、第一

菱脳節とする (AN、AN2エンハンサー変異体、胎生 7.0日-8.5日)。引き続く初期脳

領域化の時期となると、将来終脳、視床下部となる最吻側域は後方化シグナルに不

感性となり その後方化抑制に Otxを必要としなくなる（胎生 8.5日以降）。しかし、

予定間脳•中脳領域の発生にはなお FM1、FM2、FM3 エンハンサーの下で Otx2 及

び Otx1 による後方化シグナル抑制が必要でその喪失は、間脳•中脳の後脳化を生じ

る (Otx1、FM1、FM2エンハンサーTKO変異体)。 

 上記の仮説の検証には多くの実験が必要とされる。峡・第一菱脳節での Otx、Hox

の強制過剰発現の効果は、この部位で特異的に発現する遺伝子が同定されていない

こともあり未検討課題である。Otx の代わりに Hox を強制発現するノックイン変異

体の作成、体幹部で Otx2を過剰発現する変異マウス胚の報告例もない。ニワトリ胚

を用いて予定中脳領域に Gbx2を過剰発現させた例 (Katahira et al., 2000)等はあるが、

峡・第一菱脳節の形成に関わる分子機構は全く未知である。吻側脳と後脳の境界形

成には Otx2 と Gbx2 の相互抑制が主要な役割を担うとの報告があるが (Nakamura 

and Watanabe, 2005; Ye et al., 2001)、その相互作用の分子機構の詳細も明らかでない。

予定終脳域が胎生 8.5 日前後どのようにして後方化シグナルに非感受性となるか、

Otx を必要としなくなるかも明らかでない。また、Otx2 と協働し吻側各部位の形成

に働く因子についても、間脳形成に Emx2、Pax6 の働くことが示されており (Kimura 

et al., 2005; Suda et al., 2001)，また、終脳、中脳部域の領域決定に協働する分子とし
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て Six3、En1、En2、Lhx1、Pax3、Pax5などの候補はあるものの不明である (Heimbucher 

et al., 2007; Kobayashi et al., 2002; Lagutin et al., 2003; Matsunaga et al., 2001; Nakamura 

and Watanabe, 2005; Nakano et al., 2000; Puelles et al., 2006)。Hox コードの下で体幹部

の各部位を形成する下流分子機構が全く未知であるのと同様、Otx の下流で後脳化

抑制に働く分子についても、変異体を用いた SAGE 解析 (Zakin et al., 2000)、

Microarray解析 (Montalta-He et al., 2002)、あるいは抗 OTX抗体を用いた Chromatin 

immunoprecipitation などによる試みがあるものの明確な成果は無い。吻側脳各部位

の形成に至る分子機構の大半は依然として未知であるが、しかし、この課題は変わ

らぬ哺乳動物発生の基本命題の一つであり、本研究はその解明に向けての礎になる

と期待する。 



 31 

 

4. 材料と方法  

 

4-1.  変異体マウスの飼育管理  

 

実験に使用したマウスは全て理化学研究所実験動物飼育ガイドラインに準拠し、飼

育維持を行った。 

 

4-2.  AN, FM1, FM2エンハンサー変異体マウス  

 

Otx2 AN KOマウス、FM1 KOマウス、FM２KOマウスは黒川等によって作製され

たものを用いた (Kurokawa et al., 2004a; Kurokawa et al., 2004b)。 

 

4-3. Otx2 FM FM２エンハンサー二重変異体  (DKO) マウスの作成  

 

 Otx2遺伝子 FM1変異体 (図 1B)ホモ接合体同士を交配し、胎生 3.5日胚の胚盤胞

内部細胞塊より八木等の方法 (Yagi et al., 1993)に従い ES細胞を樹立した。この ES

細胞に対して、Otx2遺伝子の下流約 115kbに位置する BsmIと BamHI間に存在する

FM2 エンハンサー (参考図 2, 図 1A) をピューロマイシン耐性遺伝子に置換えたノ

ックアウトベクター (図 1C) を電気穿孔法により導入し，八木等の方法 (Yagi et al., 

1990; Yagi et al., 1993) に従い、相同組み替え体を選抜した。選抜した ES細胞よ

りゲノム DNAを抽出し、XbaI消化した DNAと図 1Cに示すプローブ (ProbeB) を

用いてサザンハイブリダイゼーションを行い、相同組み替えが正確に起こっている

事を確認し (図 1Dc)、Otx2 DKO 変異体 ES 細胞を三系統樹立した(#3, #5,#13)。

これらを胎生 3.5 日の胚盤胞にインジェクションして、仮親の子宮内にもどしてキ
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メラマウスを作製したところ、#3, #5系統より得られたキメラマウスで ES細胞の

ジャームライントランスミッションを確認した。これらの系統を正常マウス(CBA)

と交配することにより、二重変異体ヘテロ接合体を得た。 

 

4-4. 二重変異体マウスの遺伝子型の決定  

 

突然変異体の遺伝子型の同定は PCR法により行った。図 1B , Cに示す位置にプラ

イマー、 

p1: 5’-GAGCATGCTGCATCTCTGAAATACAC-3’,  

p2: 5’-GAGTGGCTTCTGTCTTTCCATTCCAC-3’,  

p3: 5'-ATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTG-3’,  

p4: 5’-AAGACTCTGTCATTGGGTGTGTTGC-3’,  

p5: 5’-TTGTCAACCTCCTCTTTGAAGAGCC-3’,  

p6: 5’-ACCGAAAGGAGCGCACGACCCCATG-3’  

(p1-p3; 図 1B, p4-p6; 図 1C)を設計した。キメラマウスと正常マウスの交配より得

られた二週齢仔の尾より抽出した DNAを鋳型に、GoTaq (promega)を用いて PCR

反応後、1.5%アガロースゲルを用いて電気泳動を行い、遺伝子型を決定した。p1，

p2, p3 を用いて PCR を行った場合、FM1 野生型では p1 と p2 プライマーにより

856bp、FM１変異型では p1と p3プライマーによって 660bpの増幅産物が確認さ

れる(図 1Db)。p4,p5,p6を用いて PCRを行った場合、FM2野生型では p4と p５プ

ライマーによって 279bp, FM2変異型では p4と p6プライマーによって 794bpの

増幅産物が確認される (図 1Dd)。なお、以下の実験に用いた胚も必要に応じて卵黄

膜等の胚体外組織より抽出した DNA を鋳型として、上述の方法で遺伝子型を決定

した。 
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4-5. Otx1-/-Otx2ΔFM1ΔFM2/ΔFM1ΔFM2三重変異体 ( TKO )マウスの作製  

 

Otx1 遺伝子変異体マウスは、須田らによって作製されたものを用いた(Suda et al., 

1997)。Otx1 遺伝子変異体マウスのヘテロ個体を、Otx2ΔFM1ΔFM2/ΔFM1ΔFM2二重変異体マ

ウスと自然交配させ、Otx1+/-Otx2+/ΔFM1ΔFM2を得、それらを交配する事によりOtx1-/-Otx2 

ΔFM1ΔFM2/ΔFM1ΔFM2 三重変異体マウスを得た。Otx１の遺伝子型の決定は須田らの方法

(Suda et al., 1997)に従い PCR法により行った。 

 

4-6. Otx2  AN2 変異体 ,  AN AN２エンハンサー二重変異体マウスの作成  

 

TT2 ES細胞株 (Yagi et al., 1993) に対して、Otx2遺伝子の上流約 89~87kb付近

に位置する AN2エンハンサーを含む SmaI-SmaI間 2.2kb (参考図 2, 図 13A, B)、

もしくは AN, AN2 エンハンサー双方を含む上流約 90kb~87kb に位置する

SpeI-SmaI 間 3.2kb (参考図 2, 図 15 A, B) を LoxP配列で挟んだ neomycin耐性

遺伝子に置換えたノックアウトベクター (AN2 KO Vector; 図 13B, ANAN2 KO 

vector; 図 15B) をそれぞれ電気穿孔法により導入し、八木等の方法 (Yagi et al., 

1990, 1993) に従い、相同組み替え体を選抜した。選抜した ES 細胞よりそれぞれ

ゲノムDNAを抽出した。AN2 KO Vectorを導入したES細胞に関してはBstXIで、

ANAN2 KO Vectorを導入した ES細胞に関しては BstEIIで消化したゲノム DNA

と、それぞれ図 13Ba、図 15Baに示すプローブ(Probe C)を用いてゲノミックサザ

ンハイブリダイゼーションを行い、相同組み替えが正確に起こっている事を確認し

た (図 12Cb, 図 13Bb)。AN2変異体は 3系統 (#34, #100, #184)、ANAN2二重変

異体は 5系統 (#25, #65, #84, #130, #143) の相同組み替え体を得た。これらを胎生

3.5 日の胚盤胞にインジェクションして、仮親の子宮内にもどしてキメラマウスを

作製したところ、AN2 変異体では２系統(#100, #184)、ANAN2 二重変異体では 3
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系統 (#25, #65, #143) のキメラマウスでES細胞のジャームライントランスミッシ

ョンを確認できた。これらの系統を正常マウス (CBA) と交配することによりヘテ

ロ接合体を得、以後の解析に用いた。 

 

4-7. AN2変異体、ANAN2変異体マウスの遺伝子型の決定  

 

AN2, ANAN2変異体の遺伝子型の決定は 4-2項と同様に PCR法によって行った。図

13Ba、図 15Baに示す位置にプライマー (p7-p11) を設計した。各プライマーの配列

を以下に示す。 

 

p7: 5’- TCAGCTGAAAAGCTCACACCTACAGC -3’,  

p8: 5’- CAAAGTCACTGGCTAAAGCAACCAGG -3’,  

p9: 5'- ATCTCTTCACACTGGTTTCTGACTC -3’,  

p10: 5’-GGCCTACACCATTAATTGCCCCACGTCC-3’,  

p11: 5’- GTCACGTCCTGCACGACGCGAGCT -3’,  

 

p3 (4-4項)，p7, p8を用いて PCRを行った場合、AN野生型では p7と p8プライマ

ーにより 205bp、AN2変異型では p3と p8プライマーによって 522bpの増幅産物が

確認される (図 13Bc)。p9，p10, p11を用いて PCRを行った場合、ANAN2野生型

では p9 と p10 プライマーにより 583bp、ANAN2 変異型では p9 と p11 プライマー

により 410bp の増幅産物が確認される (図 15Bc)。なお、以下の実験に用いた胚も

必要に応じて卵黄膜等の胚体外組織より抽出した DNA を鋳型として、上述の方法

で遺伝子型を決定した。 

 

4-8. RNA in situ ハイブリダイゼーション  
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Wilkinsonらの方法 (Wilkinson and Nieto, 1993) に従い、ジゴキシゲニン (DIG) 標識

したアンチセンス一本鎖 RNAをプローブに用いて In situ ハイブリダイゼーション

を行った。 

 Whole-mount in situ ハイブリダイゼーション (WISH) に用いる胎生 7.5~胎生 9.5

日胚は、4%PFAで 4℃において約 14時間固定した。固定後の胚は、PBST ( PBS + 0.1% 

Tween20 ) で洗浄し、メタノール希釈系列で最終的に 100%メタノールに置換し

-20℃にて保存した。 

 Section in situ hybridization に用いる胎生 9.5~胎生 12.5 日胚は、上記のように

4%PFAで固定後、PBSにて洗浄し、エタノール希釈系列で 100%エタノールに置換

した。次に安息香酸メチル、ベンゼンにて透徹し、60℃のパラフィン ( PARAPURAST 

PLUS, Mccormick ) に入れ、4 回交換の後に包埋し、ミクロトーム  ( HM355S, 

MICROM ) を用いて 10μmの切片を作製した。切片は DEPC処理した MilliQ水を

滴下したスライドグラスに乗せて、４２℃で伸展させた。 

In situ ハイブリダイゼーションに用いた RNA probeは表 1に示す。 

 

4－9. トランスジェニックマウスとβガラクトシターゼ染色  

 

AN, FM, FM2エンハンサーの活性により LacZレポーター遺伝子を発現するトラン

スジェニックマウスは黒川等によって作成されたものを用いた (Kurokawa et al., 

2004a; Kurokawa et al., 2004b)。Otx2遺伝子の上流－92kbから－77kbに位置する XhoI

消化によって得られる 15kbの AN, AN2エンハンサーを含む DNA断片、上流－77kb

から－68kbに位置する ClaI/XhoI消化によって得られる 10kbの FM1エンハンサーを

含む DNA断片、下流+106kbから+116kbに位置する MluI/NotI消化によって得られ

る FM2エンハンサーを含む DNA断片を、それぞれ Otx2の翻訳開始点から 1.8kbよ
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り成るプロモーターLacZ遺伝子 (1.8k-LacZ；Kimura et al., 1997) の上流に連結した

DNA構築を持つトランスジェニックマウス (Kurokawa et al., 2004a; Kurokawa et al., 

2004b) と、正常マウス (ICR) を交配して得られた胎生 10.5、12.5 日胚を用いて、

木村らの方法 (Kimura et al., 1997; Kimura et al., 2000) に従ってβガラクトシターゼ

染色を行った。 

  

4-10. AN2エンハンサー活性の必須配列の決定  

 

AN2エンハンサー活性を持つ SmaI-SmaI 2.2kbを図 17Aのように断片化した。C, D

領域を分割する適当な制限酵素サイトが無かったため図 17Aの矢印で示すプライマ

ー (AN2-F, AN2-R) を設計し、B断片 (XbaI-SmaI 1077bp) を pBluescript II SK(+)の

XbaI-SmaI 間にサブクローニングしたプラスミドを鋳型として、C 断片を

M13Reverseプライマー (5’- GCGGATAACAATTTCACAC-3’) と AN2-Rプライマー

(5’- CAGGGAGTTGTTTTAAATCT-3’)で、 D 断片を M13Forward プライマー

(5’-GTAAAACGACGGCCAGT-3’) と AN-F プ ラ イ マ ー

(5’-CCCTAAGGACAAGAGATGCC-3’)で PCR 増幅した。得られた各断片を

1.8kb-LacZ の上流に連結してレポーター遺伝子を作成した。それぞれのレポーター

を雌性前核にマイクロインジェクションした受精卵を仮親の子宮に戻した後、胎生

7.8日目で解剖した。得られた胚体は 4-9項の方法でβガラクトシターゼ染色を行い、

卵黄嚢より抽出したゲノム DNAを鋳型として LacZレポーター遺伝子の SV40polyA

領域を標的とする SV40F プライマー  (5’-CCCTAAGGACAAGAGATGCC-3’) と

SV40R プライマー (5’- TCGCTACCATTACCAGTTGGTCTGGTGTCA-3’) を用いて

PCRを行って遺伝子の導入の有無を確認した。 

 AN2相同領域のニワトリ (Gallus gallus)、ニシツメガエル (Xenopus tropicalis)、

ト ラ フ グ (Takifukgu rubripes) ゲ ノ ム 配 列 は UCSC Genome Browser 
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(http://genome.ucsc.edu/index.html?org=Mouse&db=mm5&hgsid=35066732) よ

り得た。シーラカンス  (Latimeria menadoensis)、ポリプテルス  (Polypterus 

senegalus)、エイ (Raja eglanteria) のゲノム配列は黒川等によって決定されたそ

れぞれの Otx2 遺伝子座を含む BAC クローンの塩基配列より得た (Kurokawa et 

al., 2006, 未発表)。配列の相同性は mVISTA (Mayor et al., 2000)、ClustalW 

(Thompson et al., 1994)を、 YY1の結合配列は TFSEARCH (Heinemeyer et al., 

1998)プログラムを用いて解析した。 

 

4-11. 組織学的解析  

 

胎生 12.5~18.5日目で冷却した PBS中で解剖を行い、胎生 12.5日胚は頭部のみを切

断し、胎生 15.5, 18.5 日胚は脳組織だけを取り出し、ブアン固定もしくはカルノア

固定を 12時間~48時間行った。その後エタノール希釈系列で最終的に 100%エタノ

ールに置換した。次に安息香酸メチル、ベンゼンにて透徹した。最後に 60℃のパラ

フィン ( PARAPURAST PLUS, Mccormick ) に入れ、4回の交換の後に包埋した。包

埋後の試料よりミクロトーム ( HM355S MICROM international ) を用いて 10μmの

切片を作製し、42℃の伸展機上で伸展させ、プレパラート上に固定した。その後切

片はパラフィンをキシレンで除去し、エタノール段階希釈系列で再水和し、マイヤ

ー・ヘマトキシリン、エオシン染色もしくはクレシルバイオレットで染色した。次

にエタノールの段階希釈系列、キシレンで脱水し、非水溶性封入剤 ( マリノール, 

武藤化学 ) にて封入し永久標本とした。作製した標本は、正立型顕微鏡 ( DMR AZ , 

Leica ) にて観察および画像の取得を行った。  

 

4－12. 細胞増殖の検出  ( BrdU取り込みアッセイ  ) 
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交配後に膣栓を確認した胎生 9.5 日胚を妊娠した雌マウスに対して 50mg/kg 体重の

BrdUを腹腔内投与し、30分後に解剖した。得られた胚は 4-11項の方法でパラフィ

ン包埋し、8μm の切片を作製した。その後パラフィンをキシレンで除去し、エタ

ノール段階希釈系列にて再水和した。次に 10mM クエン酸（pH6.0）で処理し、室

温にて 30分静置した。次に MiliQ水で洗浄し、0.3% H2O2 / メタノールで 30分室温

処理した。 

 BrdUを検出する為の 1次抗体反応は、マウスのモノクローナル抗 BrdU抗体 (BD 

Pharmingen ) を 1000倍希釈して用いた。ブロッキングおよび 2次抗体反応はM.O.M 

kit ( VECTOR )を用いて、キットの説明書に従って行った。 

 染色は NovaRED (VECTOR) を添付の説明書に従って行った。染色後 BrdU陰性

細胞を HEMATOXYLIN QSを用い 10~30秒室温にて反応させ核染色した。その後

流水にて発色、洗浄し、エタノール希釈系列とキシレンにて脱水し、非水溶性封入

剤 (マリノール, 武藤化学 ) にて封入した。 

 

4-13. 細胞死の検出  ( TUNEL アッセイ  ) 

 

胎生 9.5日胚を 4-11項の方法で切片にし、キシレンで脱パラフィンを行った後に再

水和して PBS で洗浄した。次に試薬の細胞への浸透性を高める為に、0.5% Triton 

X-100 / PBS中にて室温 10分間静置した。次に内在性の HRPの活性を失活させるた

めに、3% H2O2 / PBSにて室温 5分間静置した。 

 TUNEL アッセイは ApopTag ® Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit 

( CHEMICON INTERNATIONAL ) を用い、付属の説明書に従って行った。染色は

DABを用い、染色後は流水中で洗浄した後、TUNEL 陰性細胞を HEMATOXYLIN QS

を用い 10~30秒室温にて反応させ核染色した。その後流水にて発色、洗浄し、エタ

ノール希釈系列とキシレンにて脱水し、非水溶性封入剤 (マリノール, 武藤化学) に
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て封入した。 

 

4-14. 細胞増殖および細胞死の測定  

 

BrdU の取り込みおよび TUNEL アッセイを行い得られた標本は、正立型顕微鏡 

( DMR AZ , Leica ) を用いて観察し、画像を取得した。画像は Adobe Photoshop CS

にて画像サイズを処理し、画像解析ソフト image J cell counterを用いて細胞数を測

定した。 

 

4-15. 定量的 RT-PCR法による遺伝子発現解析  

 

Otx2ΔFM1ΔFM2/ΔFM1ΔFM2 二重変異体マウスを交配し、膣栓を確認した雌を胎生 8.5日、9.5

日目で解剖し、胎生 8.5 日胚は頭部と体幹部に、胎生 9.5 日胚は終脳と間脳中脳部

分と体幹部に切り分け（図 2b, c, e, f 参照）、それぞれから RNeasy ® Plus Micro 

(QIAGEN ) を用いて、添付説明書に従って total RNAの抽出を行った。コントロー

ルとして野生型 C57/BL6から同様の作業で total RNAを抽出した。得られた RNAは

変性ゲル電気泳動を行い、分解が無いことを確認した後、分光光度計（NANO DROP 

2000:Thermo Fisher Scientific）を用いて定量し、終濃度を 25ng/μlに合わせた。得ら

れた total RNA250ngを鋳型とし、OligodTプライマーにより SuperscriptIII (Invitrogen) 

を用いて逆転写反応を行い、柴田等の方法  (Shibata et al., 2008) により定量的 

RT-PCRを行った。定量的 RT-PCR及びデータ解析には ABI PRISM 7900 HT Sequence 

Detection System を用いた。PCR に用いたプライマーはそれぞれの遺伝子の 3’UTR

を含む最終エキソンに設計した。プライマー配列を以下に示す。 

Otx2 forward: (5'-CAATGTCCCAGGCTCATTCA-3')  

Otx2 reverse: (5'-TCAGTGCCAACTACCTGTTGGT-3')  
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Otx1 forward: (5'-GGAGACGGACTGCCTTACATC-3')  

Otx1 reverse: (5'-TGCGGAGAGTACCTGTGTACC-3') 

Tbp forward: (5'-GTGATGTGAAGTTCCCCATAAGG-3') 

Tbp reverse: (5'-CTACTGAACTGCTGGTGGGTCA-3')。 
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表 2-1. AN2欠損マウスの胚及び出生仔の遺伝子型  
 

 -/- +/- +/+ 
胎生 8.5日胚 18 42 10 
胎生 9.5日胚 14 35 19 
胎生 12.5日胚 9 31 8 
胎生 15.5日胚 3 9 5 
離乳後マウス 15 30 19 

合計 59 (22.1%) 147 (55.1%) 61 (22.8%) 
 
 
表 2-2. ANAN2二重欠損マウスの胚及び出生仔の遺伝子型  
 

 -/- +/- +/+ 
胎生 8.5日胚 4 7 1 
胎生 9.5日胚 3 4 2 
胎生 12.5日胚 2 6 3 
胎生 18.5日胚 1 2 2 
離乳後マウス 1 3 2 

合計 11 (25.6%) 22 (51.2%) 10 (23.3%) 
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