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研究成果の概要（和文）：多くの鳥類の前肢は 3本の指からなるが、草原などに棲息するエミューは、前肢に 1
 本の指しかもたないとされていた。しかし、エミューの成体の骨パターンを観察したところ、同一種内にもか
かわらず、前肢の指パターンにはバリエーションがあることがわかった。これは、エミューの指パターンは、遺
伝的な要因に加えて、後天的な因子により決定されることを示している。本研究では、エミューの指パターンに
着目し、指パターンに“ゆらぎ”を惹起する要因を明らかにすることを目的として研究を行った。この目的で、
候補遺伝子を探索したところ、エミューの前肢芽芽でのみ Grem1 の発現パターンが有意にゆらいでいることが
示された。

研究成果の概要（英文）：Variation in digit number has occurred multiple times in the history of 
archosaur evolution. The five digits of dinosaur limbs were reduced to three in bird forelimbs, and 
were further reduced in the vestigial forelimbs of the emu. Regulation of digit number has been 
investigated previously by examining genes involved in anterior-posterior patterning in forelimb 
buds among emu, chicken and zebra finch. We found that the dynamic expression pattern of the BMP 
antagonist Gremlin1 (Grem1) in limb buds, which is critical for autopodial expansion, was consistent
 with the digital pattern of emu, chicken and zebra finch. Furthermore, in emu, variation among 
individuals was observed in the width of Grem1 expression in forelimb buds, as well as in the adult 
skeletal pattern. Our results support the view that the signalling system that regulates the dynamic
 expression of Grem1 in the limb bud contributes substantially to variations in avian digital 
patterns.

研究分野： 進化発生生物学

キーワード： 形態進化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
鳥類の指パターンについては、異種間で多様な指パターンを示す原因やその進化の軌跡を探求する研究が盛んで
あり、エミューの指に着目した研究も含めて、近年、高い関心を得ている。本研究では、鳥類の同一種内で指パ
ターンにばらつきが存在することを骨格パターンと遺伝子パターンの両者から示した初めての報告となった。一
方、本研究の遂行により、エミューの前肢パターンには、今回見つけた遺伝子の発現パターンのゆらぎだけでは
できない個体差も存在していることが示唆されており、指パターンのゆらぎを生み出す新たな機構が存在する可
能性の提案へとつながった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
 
	 一般的に、動物の形態パターンは、遺伝的ネットワークで固定されていると思われているが、
自然界では後天的環境要因に適合した発生プログラムの変化に起因した形態パターンのゆらぎ
が見られることがしばしばある。多くの鳥類の前肢は 3本の指からなるが、草原などに棲息す
るエミューは、前肢に 1 本の指しかもたないとされていた。しかし、エミューの成体の骨パタ
ーンを観察したところ、同一種内にもかかわらず、前肢の指パターンにはバリエーションがあ
ることがわかった。これは、エミューの指パターンは、遺伝的な要因に加えて、後天的な因子
により決定されることを示している。 
 
２．研究の目的 
 
	 そこで本研究では、エミューの指パターンに着目し、指パターンに“ゆらぎ”を惹起する要因
を明らかにすることを目的として研究を行った。鳥類の指の数の変遷過程については多くの研
究がなされており 1-7、その発生メカニズムについては諸説が提唱されている。 
	 脊椎動物の四肢のパターン形成は、SHH/GREM1/AER-FGF システムとよばれるフィードバ
ックループによって制御されている 8。SHH/GREM1/AER-FGF システムは、SHH を分泌する
ZPA (zone of polarizing activity) 領域と FGF を分泌する AER (apical ectodermal ridge) という 2
つのシグナルセンターからなる。Gremlin1 (Grem1) は、この 2つのシグナルセンター間でシグ
ナルをリレーし、BMP シグナルを阻害することで細胞増殖を活性化するという役割がある 9-11。
肢芽の伸長が終わると、Grem1 の発現は抑制されるため、BMP シグナルが上昇し、指原基の
軟骨凝集が開始する。したがって、SHH/GREM1/AER-FGF システムは、指原基の量を制御す
ることで、指の数を制御すると考えられている 9,12-15. 
 
３．研究の方法 
 
(1) 実験動物 
ニワトリ (Gallus gallus) とゼブラフィンチ (Taeniopygia guttata) の卵は 38 ºC で孵卵し、エミ
ュー (Dromaius novaehollandiae) の卵は 36.5 ºC で孵卵した。発現解析に用いた胚は、4% パラ
ホルムアルデヒド (PFA) / PBS で固定した後、メタノールシリーズで脱水したものを用いた。
動物実験は、東京工業大学、理化学研究所、及び、慈恵医科大学のガイドラインに従って遂行
した。 
 
(2) 遺伝子発現解析 
ニワトリ、ゼブラフィンチ、エミューの 遺伝子発現解析では、それぞれの鳥胚から、Grem1 の
相同領域をクローニングして作成した、 RNA プローブを用いた。ホールマウント in situ ハイ
ブリダイゼーションは、(Wilkinson, 1992) に従った 16。 
 
(3) 軟骨染色と CT 画像解析 
軟骨染色に用いたエミュー胚は、4% PFA で固定した後、0.1% アルシアンブルー / 1% HCl / 
70% エタノールで染色した後に、エタノールシリーズで脱水し、サリチル酸メチルで透明化し
た。CT 画像解析では、エミュー成体の前肢をマイクロ-CT システム（日立アロカ）で連続断
面画像を撮影し、VGStudio MAX2.0（Volume Graphics GmbH）で、立体構築した。 
 
４．研究成果 
 
	 鳥類の指パターンの形成における SHH/GREM1/AER-FGF フィードバックループの役割を
検証する目的で、このフィードバックループでシグナルをリレーする BMP アンタゴニストで
ある Gremlin1 に着目した。この目的で、まず、それぞれの鳥類から Grem1 の遺伝子断片を
クローニングし、 発現パターンを解析した（図 1）。その結果、肢芽での Grem1 の発現パタ
ーンが、それぞれの鳥類の四肢骨格パターンと対応していることが明らかとなった（図 1）。こ
の結果は、BMP 活性のレベルが指パターンのバリエーションを生み出すとする説を支持して
いた 12,15。さらに興味深いことに、エミューの前肢芽では、Grem1 の発現領域の幅の個体間で
の差 (1.570 ± 0.642, mean ± s.d., n=5) は、ニワトリの前肢芽での差 (0.716 ± 0.150, mean ± s.d., 
n=6) と比べて、著しく大きいということが明らかとなった。さらに、エミューの成体の前肢骨
格パターンにも著しい個体差が観察された（図 2a-c）。エミューの成体の 24 の前肢について、
骨格パターンを調べたところ、10 の前肢では、2 番の指骨片が 3番の指の基部と融合し、15 の
前肢では、4 番の指骨片が 3 番の指の後側に融合している様子が確認された（図 2a-c）。指パ
ターンの著しい個体差は、発生中の前肢の軟骨パターンでも確認された（図 2d-f）。これらの結
果は、初期肢芽での Grem1 の発現パターンが、鳥類の種間のみならず、種内での指パターン
のバリエーションも反映していることを示唆していた。 
	  
 



 
 
 
 
 
 
 
	  

	  
 
 
 
 
 
 
 
 

 
	 本研究では、鳥類の指パターンと初期肢芽での Grem1 の時空間的な発現パターンが対応し
ていることを示した。さらに、エミューの前肢芽での Grem1 の発現は、成体の骨格パターン
とも対応していた。マウス胚では、肢芽全体に Grem1 を強制発現させることで BMP シグナ
ルを抑制すると、指は伸長し、前後軸方向に広がった多指になることが示されている 17. 肢芽
においては、Grem1 の発現が低下することにより、間充織細胞の増殖が停止し、軟骨へと分化
し始める 15,18。本研究の成果は、鳥類の指パターンは、Grem1 によってシグナルのリレーが行
われる SHH/Gremlin1/AER-FGF フィードバックループによって制御されており、種間のみな
らず、種内での指パターンのバリエーションは、初期肢芽での Grem1 の発現パターンとして
認識されうることを示唆していた 19。 
 
 
 

図 1. 肢芽での Grem1 の発現パターンと骨格パターン 
a−g, ステージ 25 のエミュー、ニワトリ、ゼブラフィンチの
胚の前肢芽と後肢芽における Grem1 （赤括弧）の発現パ
ターン. a, b, は左肢芽を水平方向に反転している。エミュ
ーの Grem1 陽性の領域には個体差がある. a–c, エミュ
ー成体の前肢の CT 画像。右は、断面図。矢尻は 4 番の
指骨片. c, 右手を水平方向で反転している. スケールバ
ーは 20 mm（左）と 10 mm（右）. d-f, ステージ 36 (d)、37 
(e)、40 (f) のエミュー胚の前肢の軟骨パターン. 左手を水
平方向で反転している. 数字は指の番号. スケールバー
は 2 mm. (Kawahata et al., 2019). 
 

図 2. エミュー成体と胚の前肢のパターン 
a–c, エミュー成体の前肢の CT 画像。右
は、断面図. 矢尻は 4 番の指骨片. c, 右手
を水平方向で反転している. スケールバー
は 20 mm（左）と 10 mm（右）. d-f, ステージ 
36 (d)、37 (e)、40 (f) のエミュー胚の前肢の
軟骨パターン. 左手を水平方向で反転して
いる。数字は指の番号. スケールバーは 2 
mm. (Kawahata et al., 2019). 
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