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研究成果の概要（和文）：  
哺乳類（マウス、ウサギ、ブタ、スンクス）、爬虫類（ゲッコー、スッポン）、鳥類（ニワトリ）、
両棲類（カエル）、総鰭類（シーラカンス）、腕鰭類（ポリプテルス）、真骨魚類（ゼブラフィッ
シュ、メダカ、フグ）、軟骨魚類（エイ）、無顎類（ヤツメウナギ）を比較発生及び比較ゲノム
解析することによって、胚体外ヘッドオーガナイザー組織の相同的起源、ヘッドオーガナイザ
ーOtx2 遺伝子カスケードの肉鰭類での成立、条鰭類と肉鰭類で異なる神経外胚葉形成機構、
皮質層構造形成の起源などを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Comparative analyses of mammalian (mouse, rabbit, pig, suncus), reptile (gekko, turtle), 
avian (chick), amphibian (Xenopus), actinist (coelacanth), cladist (bichir), teleost (zebrafish, 
medaka, fugu), cartillaginous fish (skate) and agnatha (lamprey) embryos, developmentally 
and/or genomically, demonstrated that 1) extraembryonic head organizer tissues in 
vertebrates are homologous to deep endoderm cells in Xenopus, 2) Otx2 gene cascade was 
established in ancestral sarcopterigian to suppress poeteriorizing signals, 3) anterior 
neuroectoderm develops differently between sarcopterigian and actinopterigian, 4) potency 
to form layer structures in cortical progenitor cells would have been established in reptile 
stage, not in mammal, and others. 
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 直接経費 間接経費 合 計 
2006 年度 74,400,000 22,320,000 96,720,000 
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2008 年度 57,200,000 17,160,000 74,360,000 
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１．研究開始当初の背景 生物学はなお、脊椎動物と原索（頭索・尾索）



動物の共通先祖がどの様な体造りをする動
物で、この共通祖先からどの様に脊椎動物
が生まれたか、脊椎動物頭部の起源、門レ
ベルの進化を解明する道筋をもたない。し
かし、各綱脊椎動物での分子発生学的解析
の進捗と各綱脊椎動物でのゲノム解析の進
捗によって、顎を持たない魚として生まれ
た脊椎動物が、一方で現存する軟骨魚、真
骨魚へ、他方で総鰭類から両棲類、そして
爬虫類・鳥類、ほ乳類へと至った、綱レベ
ルでの脊椎動物の体造りの変化を解明する
時点に達していた。 
 
２．研究の目的 
脳と神経堤細胞のつくる頭蓋によって特徴
づけられる脊椎動物の頭部に比する構造は
原索（頭索・尾索）動物には存在しない。脊
椎動物にのみ特有な頭部はまた脊椎動物進
化の過程で最も劇的に変遷した構造で、生物
体最高の所産であるヒト新皮質を生み出し
た。ほ乳動物の皮質は６層構造を形成し、各
領野にわかれて機能を果たす。本研究は頭部
形成の各段階で主要な役割を果たす頭部ギ
ャップ遺伝子について、各発現を制御するシ
スエレメントの成立・欠失を中核に、上流因
子、協働因子、下流因子を含めた遺伝子カス
ケードの変化として脊椎動物の頭部進化を
明らかにしようとするものである。 
 
３．研究の方法 
哺乳類マウス、鳥類ニワトリ、両棲類カエル、
真骨魚類ゼブラフィッシュ、メダカで確立さ
れている実験系により、遺伝子の発現、機能
解析を行った。加えて、脊椎動物の系統発生
上及び実験上鍵となるほ乳動物ウサギ、ブタ、
スンクス、爬虫類ゲッコー、スッポン、腕鰭
類ポリプテルス、真骨魚類フグについて、初
期発生での遺伝子発現の解析、遺伝子機能の
解析を可能とするよう動物飼育、胚採取、分
子生物学的解析ツール、プロトコールを整備
した。無顎類ヤツメウナギ胚については、理
研神戸 CDB 倉谷繁 GD に、軟骨魚エイ胚につ
いては Benaroyal Research Institute Chris 
Amemiya 教授の助力を得た。また、シーラカ
ンス、ポリプテルス，ヤツメウナギのゲノム
解析は Chrysi Amemiya 教授の助力を得た。 
 
４．研究成果 
1) ヘッドオーガナイザーの起源 
マウスとゼブラフィッッシュでは胚体外組
織である anterior visceral endoderm (AVE)
及び yolk syncytial layer (YSL)がヘッドオ
ーガナイザー機能を持ち、カエルでは胚性深
部内胚葉がこの機能を持ち、これらの構造は
相同ではなく、ヘッドオーガナイザーの起源
が謎であった。 
全卵割により発生する両棲類胚では全ての
割球は３胚葉の何れかに寄与し、その植物局

側の割球は内胚葉となる。この形式での発生が脊
椎動物の発生の祖先系型であると考えられ，盤割
は軟骨魚類、条鰭類と爬虫類でそれぞれ独立に獲
得されたと考えられてきた。これは原始的な硬骨
魚及び無額類胚の発生が、カエルとよく似た全卵
割であることにより、これらの胚の植物局の割球
は，カエル胚同様内胚葉になると考えられてきた。
しかしこのことは確認されてこなかった。本研究
ではポリプテルス及びヤツメウナギ胚での解析に
より、これらの胚でその内胚葉，中胚葉は赤道帯
域 に 生 じ 、 そ の 植 物 極 の 細 胞 は non-cell 
autonomous な中・内胚葉誘導活性を持つ、胚体外
の卵黄性割球であることを明らかにした。また母
性 VegT を内胚葉形成に用いるのはカエル胚に特
有で、他の脊椎動物は eomesodermin を内胚葉形
成に母性に発現する。これらの結果は、ポリプテ
ルス，ヤツメウナギ型の植物極割球を卵黄性割球
とする全卵割が、脊椎動物の祖先型で各系列の幹
動物で保存されたことを示す。胚体外の卵黄性割
球は，それぞれの系譜で融合し軟骨魚、真骨魚、
爬虫類、鳥類にみる卵黄割球を生んだが、他方両
棲類胚では２次的に内胚葉に組み込まれたと考え
られる。すなわち，マウスの AVE、カエルの深部
内胚葉、ゼブラフィッシュの YSL は相同な構造で
ある。 
 
2) ヘッドオーガナイザーにおける Otx2 機能の起
源 
AVE および anterior mesendoderm (AME) では一
連の anti-Fgf, anti-Wnt, anti-nodal 因子とそ
の発現を制御する転写因子が発現する。Otx2 はこ
のような転写因子のひとつである。Otx2 の発現は
最初 BMP シグナルにより抑制されているが、エピ
ブラスとの成長とともにその閾値が下がることに
よって起こる。Otx2 は Lim1, Foxa2 の発現を活
性化、Lim1 と Foxa2 は互いに発現を活性化、Foxa2
は Otx2 の発現を活性化することにより、これら
３転写因子の発現は亢進する。Otx2はFoxa2, Lim1 
と 協 働 し て dkk1, shisa な ど の anti-Wnt, 
anti-Fgf の発現を制御することによって、AVE（前
後軸）を形成し、隣接するエピブラストを吻側神
経外胚葉に誘導する。この Otx2 の AVE, AME での
発現は、転写開始点近傍にある VE および CM と命
名した２つのエンハンサーにより制御され、これ
らを欠損するとAVEでのOtx2発現が失われ頭部が
形成されない。この２つのエンハンサーを各種脊
椎動物で解析することにより、VE,CM エンハンサ
ーの獲得により Otx2 を後方化抑制にヘッドオー
ガナイザーで用いる機構は条鰭類との分岐後、祖
先肉鰭類で成立し、両生類深部内肺葉、は虫類ハ
イポブラスト、ほ乳類臓側内胚葉で用いられるに
至ったことが明らかとなった。これに対し条鰭類
は別のオーガナイザー形成、頭部誘導機構を獲得
した。 
 
3) 羊膜類における前後軸形成機構の変遷 
Otx2 カスケードをヘッドオーガナイザーに用い
ることは共通としつつ、しかし、羊膜類でニワト



リの前後軸形成機構はマウスのそれと異な
る。ウサギ、ブタ、スンクス、スッポン、ゲ
ッコー胚での比較解析をすすめており，羊膜
類での基本機構と各動物でのデフォルメの
機構が明らかになりつつある。 
 
4) 条鰭類と肉鰭類における吻側神経外胚葉
形成機構 
Otx2 は AVE, AME で誘導された吻側神経外胚
葉 (ANE) とその初期領域化（終脳、間脳、
中脳、後脳）の際吻側脳で発現する。前者の
発現は AN, AN2、後者の発現は FM1, FM2 とい
うそれぞれ２つの別のエンハンサーにより
制御されており、AN, AN2 を欠失させると誘
導された ANEは維持されず、全体が後方化し、
FM1, FM2 エンハンサーを欠失させると間脳、
中脳が後脳化する。AN, AN2 エンハンサーは
肉鰭類の各動物のみならず軟骨魚のサメで
も保存されているが、ポリプテルスでもゼブ
ラフィッシュ、メダカ，フグでも、すなわち
条鰭類ではともに失われていた。これに対し、
FM1, FM2エンハンサーはすべての脊椎動物に
存在し、条鰭類では AN, AN2 エンハンサー活
性も担っていた。条鰭類は他の脊椎動物と異
なる神経管形成の様式をもつ。 
 
5) 前脳形成機構 
Gbx2 によって形成される峡域神経外胚葉（将
来の後脳）に対し、Otx により確保された吻
側 神 経 外 胚 葉 で は
Six3,Emx2,Pax6,Irx3,Pax2,En1 等の転写因
子が発現し、脳の初期領域か似関わっている
と考えられる：Emx2/Pax6２重変異体では間
脳が中脳化する。脳の初期領域化の時期のこ
れら転写因子の発現比較を、エンハンサーを
含め、哺乳類、鳥類、爬虫類、両棲類ですす
め、肉鰭類で脳領域化の分子機構は保存され
ていることが示唆された。 
 
6) 終脳形成の分子機構 
終脳は皮質と皮質下部よりなる。ほ乳動物の
皮質は六層構造を形成し、各領野からなり、
皮質下部には各神経核が形成される。先に、
Emx2 と Emx1 が皮質層構造の形成に働くカハ
ールレチウス細胞の形成を制御し、その欠損
マウスでは層構造が形成されず、皮質下部で
形成されるインターニュロンの皮質への移
動が起こらず、皮質から視床への投射回路、
視床から皮質への投射回路が正常に形成さ
れないことなどを明らかにした。複雑な皮質
と皮質下部の形成には様々な遺伝子が関与
し、かつこれらの遺伝子間の相互作用は微細
に調整されていると考えられる。遺伝子発現
を微細に調節する因子として microRNA9 を、
Emx1,Emx2 下流因子の探索で同定した。皮質
で初期の神経幹細胞の増殖と分化、カハール
レチウス細胞の形成は Foxg1 によって制御
されているが、microRNA9 は Foxg1 の発現を

制御する。この制御は E16.5 以降発現の亢進する
RNA 結合蛋白 Elavl2 により解除される。後期の皮
質での神経幹細胞の増殖と分化にかNr2e1とPax6
が関与し、Pax6 発現は Meis2 によって抑制される
ことが知られている。microRNA9 は Elavl1 ととも
に Nr2e1 発現を活性化し、また、Meis2 発現を抑
制することで Pax6 発現を上げ、幹細胞の増殖をプ
ラスに微調節する。また皮質下部の神経幹細胞の
増 殖 と 分 化 に 、 microRNA9 は Foxg1,Meis2, 
Gsh2,Islet1 の発現を制御する。これらにより、
microRNA は皮質と皮質下部の境界決定、コリドー
ルの形成と皮質—視床投射、インターニューロンの
皮質への移動を制御する。このような終脳形成に
おける microRNA-9 の働きの比較解析を、ニワト
リ、カエル、ゼブラフィッシュで進めた。 
 
7) 皮質層構造の起源 
ほ乳類の層特異的神経マーカー遺伝子の発現解析
から、終脳に層構造をもたないニワトリにおいて
も、ほ乳類新皮質の上層や下層に相同な神経細胞
が存在することが明らかになった。これらの神経
細胞は、軸索投射の様式からも、ほ乳類の上層な
らび下層の神経細胞と相同であると考えられた。
これらの細胞は、ニワトリ脳では、層状ではなく
塊状に分布した。その理由は、ニワトリの神経幹
細胞の能力が、ほ乳類よりも制限されており、偏
った種類の神経細胞を生み出すためであり、ほ乳
類型と非哺乳類型終脳との決定的な違いは、神経
幹細胞の能力の差であると考えられた。しかし培
養系での解析から、能力の制限されたニワトリの
神経幹細胞であってもクローン培養下に置かれる
と、ほ乳類に類似の発生プログラムを発揮して、
まず下層タイプの神経細胞を生み、次に上層タイ
プの神経細胞を生みだすことが明らかとなった。
すなわち、幹細胞の能力を制限しているのは、ニ
ワトリ終脳の環境であって、幹細胞自身の性質で
はない。幹細胞のデフォルトとしての性質は、ほ
乳類であろうとニワトリであろうと、順繰りに多
様な神経細胞を生み出す多能性を備えているので
ある。 
 この結果は、終脳神経細胞の層特異的個性や、
これを生みだす発生プログラムが、ほ乳類固有に
進化してきた訳ではなく、大脳皮質層構造が進化
する前から既に存在していた事を意味する。これ
は、これまで信じられてきた大脳新皮質進化の定
説をくつがえし、新たな新皮質進化モデルを提唱
するものである。 
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