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研究成果の概要（和文）：脊索動物の進化は、繊毛を使って遊泳する幼生から、筋肉を備えた尾を使って遊泳す
るオタマジャクシ型の幼生の出現に起因する。脊索は脊索動物体制における中軸器官であると同時に、脊索動物
を特徴づける最も重要な形質である。その脊索形成にはBrachyury遺伝子が重要な役割を果たす。しかし、
Brachyury遺伝子の役割は脊索形成に特化したものではなく、もともと原腸形成に関連した役割を持っていたも
のが、脊索動物の進化の際に脊索形成に関わったものと考えられる。そこで、Brachyury遺伝子が担う脊索形成
の機能を獲得する進化プロセスを明らかにすることから、脊索動物誕生の進化発生学的基盤の解明を目指した。

研究成果の概要（英文）：Chordate is well distinguished animal taxa. They have notochord as a common 
feature, but their sister group, echinoderms and hemichordates do not. This suggests that notochord 
is a novel feature gained by the chordate common ancestor. Brachyury gene is known as the master 
gene of notochord development, but it is also shared by non-chordate animals. In non-chordate 
invertebrate species, Brachyury is expressed in blastopore or stomodeum. On the other hand, typical 
chordates express this gene in blastopore as well as dorsal archenteron. Axial part of dorsal 
archenteron continues to express Brachyury gene, and differentiates into notochord. This indicates 
that the chordate common ancestor alternated Brachyury expression pattern, and thus acquired 
notochord. To understand how chordate ancestor acquired this novel expression pattern, we focus on 
Brachyury enhancer activity of amphioxus, the most basal chordate. 

研究分野：進化発生生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
生物ゲノム情報が急速に整備される現在、

進化発生(Evo-Devo)と比較ゲノムの統合に

よる生物の進化と多様性を解き明かすこと

が可能になりつつある。脊索動物の進化は、

繊毛を使って遊泳する幼生から、筋肉を備え

た尾を使って遊泳するオタマジャクシ型の

幼生の出現に起因する。「脊索」は脊椎動物

体制における中軸器官であると同時に、脊索

動物を特徴づける最も重要な形質である。し

たがって、脊索形成の分子メカニズムの解明

は脊椎動物体制構築の解明につながると同

時に、脊索動物進化のメカニズムの理解にも

直結する(Harvey et al. 2010, Satoh et al. 

2014)。 

 これまでに、T-box 転写因子である

Brachyury (T)遺伝子は脊索動物の共有派生

形質である脊索の形成において鍵となる遺

伝子であることが明らかにされてきた。また

T-box 転写因子はファミリーをなして様々な

形態形成の過程で重要な働きをしているこ

となどが明らかにされてきた。その中で世界

に先駆けて、佐藤矩行グループが中心となり

脊椎動物に近縁な尾索動物、頭索動物、半索

動物、棘皮動物、各々から Brachyury 遺伝子

を同定した(Satoh, 2003)。研究代表者はこ

れまでに尾索動物ホヤを用いて、Brachyury

ターゲット遺伝子群450遺伝子を明らかにし、

脊索遺伝子の機能解析と転写調節領域解析

からホヤ脊索形成の分子機構について研究

を進めてきている(Takahashi et al. 2010, 

Hotta et al. 2008)。 

Brachyury の役割は脊索形成に特化したも

のではなく、もともと原腸形成に関連した役

割を持っていたものが、脊索動物の進化の際

に脊索形成に関わったものと考えられる

(Satoh et al. 2012)。すなわち、刺胞動物

から脊索動物にいたるまで原口領域に一過

的に発現する Primary Brachyury ネットワー

ク(原腸形成・原口)に加えて、脊索動物誕生

にともない脊索形成期に持続的に発現機能

する Secondary Brachyury ネットワーク(脊

索形成・脊索)が新たに加わったと考えるこ

とができる。しかし、この進化プロセスに焦

点を当てた進化発生学的解析はいまだ十分

に行なわれていない。 

 

 
 
 
２．研究の目的 
 
脊索動物門であるナメクジウオ(頭索動

物)、ホヤ(尾索動物)を用いて脊索細胞を単

離してトランスクリプトームをRNA-Seq解析

により明らかにして脊索形質の分子的基盤

を解明する。同時に頭索・尾索・脊椎動物の

脊索形質進化の分子基盤を明らかにする。ま

た一方では、脊索動物に近縁の動物群を含む

後口動物を対象として、ナメクジウオ(頭索

動物)、ホヤ(尾索動物)、メダカ(脊椎動物)、

ギボシムシ(半索動物)、ヒトデ(棘皮動物)の

ゲノム配列と胚を用いて Primary(原口)と

Secondary( 脊 索 ) に 発 現 を 制 御 す る

Brachyury 遺伝子ネットワークの解析を進め

る。さらに、クロマチン免疫沈降法を用いた

ChIP-Seq 解析による Brachyruy ターゲット

遺伝子群をゲノムワイドに明らかにして遺

伝子ネットワークの解明を目指す。 

すなわちBrachyury遺伝子が脊索形成の機

能を獲得する進化プロセスを明らかにする

ことから、脊索動物門誕生の進化発生学的基

盤の解明に迫ることを目的とした。 

 

 



３．研究の方法 
 

脊索動物門の誕生の進化発生学的基盤に

直結する脊索形質獲得進化とオタマジャク

シ型幼生の出現を解き明かすことを目指し、

3つの研究手法をとった。 

第一のアプローチは脊索細胞のRNA-Seq解

析により脊索形成の発生過程の分子的基盤

を明らかにすることである。新しい動物門に

共通な共有派生形質である「脊索形質」の分

子的実体を明らかにする。 

第二のアプローチはBrachyury遺伝子の脊

索を持たない動物に共通する原口で発現を

制御する Primary と、脊索動物の脊索に発現

を制御する Secondary Brachyury 遺伝子ネッ

トワークの解析から、脊索形質の獲得に至る

遺伝子ネットワークの進化プロセスを解明

することを目指す。 

第三のアプローチは Primary(原口)と

Secondary(脊索) のBrachyuryターゲット遺

伝子群を ChIP-Seq 解析により、ゲノムワイ

ドに同定する方法である。このアプローチに

よって、脊索を持たない動物群に保存された

原腸形成に働くのターゲット遺伝子群と脊

索形成に働くターゲット遺伝子群を比較解

析することが可能になると考えられる。 

 

 

 
 
 

４．研究成果 
 
(1) 脊索形質の分子的基盤 

脊索動物門を特徴付ける共有派生形質であ

る脊索細胞の分子的基盤を明らかにするた

めに RNA-Seq 解析を行った。脊索動物門誕生

の進化プロセスを解明する際に鍵となる最

も祖先的な脊索動物であるナメクジウオ(頭

索動物)の脊索細胞の脊索形成遺伝子セット

の分子基盤を明らかにすることを試みた。

特にナメクジウオの脊索は発生の過程で消

失することなく成体においても存在し続け

ている。成体のナメクジウオの脊索細胞を

顕微鏡下で単離して次世代シークエンサー

を用いて RNA-Seq 解析を進めた。また、

RNA-Seq 解析を進める際にはナメクジウオの

筋肉細胞と神経細胞(神経索)の単離も行い

同時に解析を進めた。その結果、興味深いこ

とにナメクジウオ成体の脊索細胞には

Brachyury 遺伝子が発現していることが初め

て明らかになった。このことは、成体におい

ても脊索形質を維持するナメクジウオにお

いて Brachyury 遺伝子が発生初期の脊索形

成時のみならず脊索において発現機能して

いること示唆している。また、祖先的形質

を保持すると考えられるナメクジウオ脊索

細胞には筋肉関連分子が数多く発現してい

ることを示す結果が得られた。これらの結果

は脊索形質獲得過程を解明する上で新たな

進展を担う基盤的な研究成果である。  

 
(2) 原 腸 形 成 と 脊 索 形 成 を 制 御 す る
Brachyury 遺伝子ネットワークの解析 
 

これまでに研究代表者はホヤ Brachyury 遺

伝子の発現制御メカニズム解析を行ってき

た (Takahashi et al.1999;2005)。本申請研

究課題では脊索動物門の Brachyury 遺伝子

が Primary(原口)と Secondary(脊索)の発現

を制御する遺伝子ネットワーク進化の解析



を進めた。Brachyury のこれまでの研究か

ら、脊索動物では原口と脊索で Brachyury

の発現を制御する遺伝子ネットワークが異

なると考えられる。 そこで、祖先的な脊索

動物であるナメクジウオのBrachyuryレポー

ターコンストラクトを作製して、原口と脊

索で発現を制御するシスエレメントの同定

を試みた。遺伝子導入解析にはすでに実験

系が確立している近縁の尾索動物であるカ

タユウレイボヤを用いて行った。その結

果、ナメクジウオ Brachyury の上流領域に

は筋肉での発現を制御する領域が存 在 す る

こと、また、Brachyury のイントロン領域に

は原口での発現と複数の脊索での発現を制

御する領域が存在することが示唆された。

今後、さらにナメクジウオ胚を用いた解析、

また、脊索を持たない近縁の動物群であるヒ

トデ・ギボシムシの Brachyury 遺伝子ネット

ワークの解析が待たれる。  

 
 
(3) Brachyury タ ー ゲ ッ ト 遺 伝子群 の
ChIP-Seq 解析 
 

独自に作製した各生物種 Brachyury 特異的

抗体を用いた ChIP-Seq 解析を進めると同時

に、GFP あるいはビオチンアクセプターをタ

グとしたカタユウレイボヤ Brachyury 

(Ci-Bra)を脊索細胞に特異的に発現させた

胚をもとに、ChIP 解析を検討した。その際に

は、これまでに明らかにした Ci-Bra ターゲ

ット遺伝子群の遺伝子についてリアルタイ

ム PCR を用いて確認し、ChIP 実験系を確立す

ることを試みた。同時に発生のステージは

原腸胚期、神経 胚期、尾芽胚期に分けて解

析を進めた。 ナメクジウオ(頭索動物)、ホ

ヤ(尾索動物)、メダカ(脊椎動物)、ギボシム

シ(半索動物)の Brachyuryが発現するステー

ジの胚を集めて、各生物種 Brachyury 抗体に

よるクロマチン免疫沈降(ChIP)を行い、次世

代シークエンサーを用いた ChIP-Seq 解析に

より各生物種のBrachyuryターゲット遺伝子

群をゲノムワイドに同定することを試みた。

しかし、これまでに試みた ChP-Seq 解析では

十分有意な結果が得られていない。今後さら

に条件を検討して比較可能なターゲット遺

伝子群を明らかにすることが課題である。  
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