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研究成果の概要（和文）：脊椎動物の頭部および頸部には、さまざまな発生起源をもつ筋肉が存在する。なかで
も鰓下筋群（哺乳類では舌筋および舌骨下筋群が含まれる）の前駆細胞は、後頭部の体節から脱上皮化し、咽頭
の後方を迂回して長距離を移動するという特殊な発生過程をたどる。本研究では、円口類や軟骨魚類など、脊椎
動物進化の初期に分岐した動物群にも鰓下筋群が存在することに注目し、前駆細胞の移動と分化のタイミングの
相違点に注目した。本研究では、脊椎動物の初期進化において、筋芽細胞の移動と分化タイミングの制御に関わ
る遺伝子が重複し、脊椎動物の複雑で多様な形態に寄与したことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Vertebrates possess a wide variety of skeletal muscles with highly 
specialized function and morphology. In the trunk, skeletal muscles develop from somites that 
undergo active proliferation followed by either an epithelial growth or migration as individual 
mesenchymal cells. Undifferentiated muscle precursor cells that undergo long-distance migration are 
specified in the early somites adjacent to the limb/fin buds and the cervical region, but not in the
 flank. To clarify how these migrating cells are controlled, we compared the expression and function
 of genes involved in myogenesis, such as Lbx genes, between multiple fish species. Comparison of 
the tissue structure and the expression of Lbx and other developmental regulatory genes have 
illustrated the temporal order of differentiation of various muscles in each species. Our analyses 
provided new insights for cellular and molecular characteristics of associated with the complexity 
of the vertebrates with hypobranchial muscles.

研究分野： 進化発生生物学

キーワード： ヤツメウナギ　形態進化　骨格筋　中胚葉　舌筋　鰓下筋　筋分化

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで鰓下筋の発生過程は、顎口類のいくつかのモデル動物（主にマウス、ニワトリ、ゼブラフィッシュ）で
研究されてきたが、前方の体節ごとに細胞運命を追ったものがほとんどである。一方で、種ごとに大きく異なる
顎顔面形態との関連や、鰓下筋の可塑性・多様性に迫った研究は例がなかった。
　本研究では、寄与する鰓下筋のドメインが体節ごとにあらかじめ決まっているという仮定を取り払い、脱上皮
化して体節を離れた筋芽細胞のそれぞれが、周辺の非筋組織との相互作用に応じて分化のタイミングを決めてい
る可能性に注目した。得られた結果から、鰓下筋を構成する筋要素が段階的に付け加わり、複雑化したという進
化過程が明らかになった。

※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、研究者個人に帰属します。



 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
骨格筋は、骨格に連結し、身体各部の運動を担う随意筋群であり、動物のからだの複雑な動きを可能に

するうえ、呼吸、嚥下など生命維持に不可欠な機能を果たしている。 

 発生過程において、体幹部の骨格筋は体節に、頭部の筋（咀嚼筋、表情筋など）の多くは分節性をも

たない頭部中胚葉に由来する。また体幹部では、前方の数個の体節から、一部の筋前駆細胞が脱上皮化

して移動し、咽頭部の後方を迂回して頭部に侵入し、鰓下筋群を形成する。羊膜類の鰓下筋群には、舌

筋と舌骨下筋群が含まれる。 

 研究代表者はこれまで、このような筋形成パターンが辿った進化的変遷を研究してきた。鰓下筋が、

祖先的な脊椎動物である円口類ヤツメウナギにも存在することから、鰓下筋に見られる特殊なパター

ニング機構は脊椎動物進化の初期に獲得されたと推察される（Kusakabe et al. 2011 Dev. Biol. など）。さ

らに、四肢動物の系統では、長距離移動する体節筋は、四肢の筋肉や僧帽筋、横隔膜などをも形成す

る。このことから、鰓下筋型のパターニング機構は、顎口類では四肢を含む複雑な形態を作り出す基盤

となったと考えられる（Okamoto, Kusakabe et al. 2017, Nature Ecol. Evol.など）。 

 ヤツメウナギ鰓下筋は、咽頭部左右の腹側側面を覆い、咽頭部全体の収縮を担う。一方、顎口類（魚

類など、舌を持たない動物も含む）はヤツメウナギよりも格段に複雑な鰓下筋をもち、その前方部分が

正中線上で合一し、口腔内に進展し、前端が下顎の骨格に付着する。この部分は、哺乳類・爬虫類・鳥

類に見られる実に多様な舌筋の原型となるものと考えられる。しかし、ヤツメウナギのような単純な

鰓下筋がどのような変遷を経て、羊膜類の複雑な舌筋や舌骨下筋群へと進化したのかは、全く未解明

であった。 

 
２．研究の目的 
 

 本研究の目的は、鰓下筋群についてより祖先的な形質を残す動物（ヤツメウナギ、サメ）を比較対象

に、細胞移動や分化を制御する遺伝子とその連携を見出すことである。発生過程において、鰓下筋の筋

分化（多核の筋繊維の形成）は、他の筋（体幹の体壁筋や、頭部中胚葉由来の鰓弓筋）に比べて、かな

り遅い発生段階で起こる。このことは、鰓下筋の前駆細胞が体節を離れて前方に向かって移動する間、

筋分化が抑制されていることを示唆する。また分化後の鰓下筋の分節性は鰓弓構造に一致しており、

筋分化のパターンは、鰓下筋が連結する鰓弓骨格や腱との相互作用に依存すると予想される。本研究

では、体節の筋分化を制御する因子を見出し、その背景にある遺伝子が系統分岐とともにどのように

変化したか明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 

 本研究では下記の解析により、ヤツメウナギおよびトラザメの鰓下筋の前駆細胞の移動パターンと、

周辺の軟骨や結合組織（腱、靭帯、筋膜など）との連携がどのような順序で確立するかを調べ、成体で

の形態的な観察と合わせて記述する。また、鰓弓部および口腔内への移動能とガイダンスに関わる遺

伝子相互作用を明らかにし、他の脊椎動物の場合と比較する。 

各年度の 5~7 月は北海道産ヤツメウナギ受精卵が得られる時期であるため、(2) で得られる遺伝子の



 

阻害実験（CRISPR/Cas9法によるゲノム編集）をまとめて行い、８月以降にジェノタイピングと表現型

解析を行う。 

(1) ヤツメウナギおよびトラザメ胚の組織切片標本を作製し、ヘマトキシリン・エオシンなど一般的

な染色法により、咽頭弓中胚葉・側板中胚葉・神経堤細胞に由来する筋肉や軟骨組織を可視化し、

位置関係の変化を詳細に観察する。 

(2) 上記の動物において、長距離移動する体節筋での機能が知られている遺伝子、腱の形成に必須な

遺伝子、および軟骨分化に必須な遺伝子の発現パターンを詳細に調べ、1)で得られる知見と照合す

る。得られた結果から、鰓下筋の各領域が分化し鰓弓部の骨格と連携を作り出す際の、時空間的な

関係を明らかにする。 

(3) (2)で得られる遺伝子候補について、ゲノム編集技術による遺伝子破壊を行う。 

(4) Lbx1 遺伝子は現在のところ、移動性筋前駆細胞の唯一のマーカーであり（図４）、ノックアウトマ

ウスの表現型などから、筋芽細胞の移動と分化抑制に必須であることが知られる。一方で、パラロ

グ遺伝子である Lbx2の筋肉における役割は報告されていない。そこで Lbx2遺伝子についても、魚

類での発現パターンを調べ、ヤツメウナギでの単独の Lbx遺伝子の発現部位との比較を行う。 

 これらの実験結果を総合し、円口類〜羊膜類を網羅した鰓下筋前駆細胞の運命決定、および分化に

至るまでの遺伝子相互作用の概略を明らかにする。また、頭部〜頸部における中胚葉組織や神経堤細

胞の相互作用の全貌を解明し、さらに多種生物の知見（ホヤ Abitua et al. 2012 など）との比較により、

進化的変遷を浮き彫りにする。

 
４．研究成果 
 

(1) ヤツメウナギにおける骨格筋形成過程の観察 

ヤツメウナギについて、二つの異なる筋特異的抗体を用いて、発生の起源（頭部中胚葉あるいは体節の

異なる骨格筋が分化する順序を可視化することができた。体節由来の体幹筋は、咽頭胚期から分化が始

まるが、頭部中胚葉に由来する鰓弓筋は、それよりかなり遅れて、孵化期以降に、前方から後方へとい

う順序で分化が起きた。また、その鰓弓筋を腹側でつなぐように鰓下筋が分化するが、これはアンモシ

ーテス幼生期直前という遅い時期で起きた。このことは、体節に由来するにも関わらず、鰓下筋は頭部

（鰓弓部）での筋分化タイミングに合わせて、遅く分化するように制御されていることを示唆する。 

 

(2) トラザメにおける鰓下筋および対鰭筋の分化過程 

トラザメではヤツメウナギで用いた二つの抗体は、ほぼ同じパターンで同じ骨格筋を可視化した。鰓下

筋の分化は、ヤツメウナギと同様、体幹部の筋よりかなり遅れて起き、心臓の両脇に V 字型の対を形成

する。その後、V 字型の閉じた前方部分に新たな筋が平行につけ加わり、正中線上で融合して、下顎骨お

よび舌骨につながる、舌筋の相同物を形成した。また、胸鰭原基では、体節に由来する骨格筋が背側と

腹側に分化した。その際、近傍の体壁筋は、胸鰭原基に侵入することはなく、腹側正中線に向かって伸

長していた。このことから、鰭の筋肉は体壁筋の派生物ではなく、移動してきた筋前駆細胞が胸鰭原基

内で独立に制御を受けて分化することを示唆した。 

 

(3) トラザメの Lbx1, Lbx2 遺伝子の発現領域の特定と、分化前の筋前駆細胞の観察 

ヤツメウナギは単独の Lbx 遺伝子を持つが、トラザメには Lbx1と Lbx2の二つのパラログがあり、これ

らは祖先型の単一遺伝子が重複して出現したと考えられる。In situ ハイブリダイゼーションで胚発生

期における発現パターンを調べた。トラザメ Lbx1は四足動物の Lbx1と同様、対鰭原基に侵入した筋前



 
駆細胞に発現していた。その発現は、対鰭

原基に隣接する体節の腹側で始まり、筋原

基が移動する間持続していた。筋原基は従

来言われていたように、ばらばらに遊離す

ることはなく、体節からちぎれた細胞塊と

して移動していた。また、上皮構造に特異

的な ZO-1 抗体を用いて調べたところ、対

鰭の筋前駆細胞は対鰭原基内でも ZO-1 陽

性であり、これはマウスなど羊膜類の四肢

筋の場合とは異なっていた。すなわち、軟

骨魚類では長距離移動型の筋前駆細胞は、

完全に脱上皮化することなく進展するこ

とが明らかになった。意外なことに、Lbx1

遺伝子は鰓下筋原基の大部分の細胞では

発現していなかった。鰓下筋に広く発現す

るのは、次に述べる Lbx2 遺伝子であり、

Lbx1 遺伝子は伸びてきた鰓下筋の最も前

方の部分のみに短時間発現した。 

 一方、トラザメ Lbx2 遺伝子はすべての

体節の腹側と、そこから腹側に伸長する体

壁筋に発現していた。また、体節のうち最

前方のものからは Lbx2を発現する細胞が、

鰓弓の後方を迂回して鰓弓部の底部に伸

長し、鰓下筋の原基となった。また Lbx2は Lbx1とは異なり、対鰭筋では全く発現していなかった。 

 

(4) ヤツメウナギにおける Lbx 遺伝子の機能解析 

ヤツメウナギの Lbx 遺伝子に対しガイド RNAを設計し、CRISPR/Cas9法を用いて遺伝子破壊実験を行っ

た。ガイド RNAを２種類混ぜ、Cas9タンパク質とともに受精卵に顕微注入した。幼生期直前まで育てた

胚を固定し、尾部を切断してゲノム DNAを抽出した。顕微注入した個体としていない個体について、ゲ

ノム DNAの Lbx 遺伝子座位を PCRで増幅し、電気泳動で DNAの変異の有無を予測した。また、これらの

実験胚からの PCR産物を個体ごとに異なる短い塩基配列で修飾し、次世代シーケンサーによる配列解読

を行なった。その結果、ガイド RNAを打った胚では高効率で Lbx 遺伝子が破壊されていた。これらの胚

で骨格筋の分化状況を調べたところ、鰓下筋のみが特異的に形成不全を起こしていることが観察された。

この結果より、Lbx 遺伝子がヤツメウナギの鰓下筋の形成に不可欠であることを示している。また、同

じく鰓下筋原基に発現する Pax37遺伝子も鰓弓部周辺で発現しなくなっていたことから、鰓下筋の形成

不全は筋分化の阻害ではなく、前駆細胞（体節由来の鰓下筋原基）が前方へと伸長するステップが阻害

されていると考えられる。 

 

(5) 結果の総括と展望 

 (1)〜(3)の結果を総括すると図１に示すように、脊椎動物の共通祖先で出現した鰓下筋原基が軟骨魚

類の系統では、前方部分に正中線上の舌筋相同物が付け加わり、複雑化したと考えられる。その際、重

複した Lbx 遺伝子群の機能分担が形態の複雑化の鍵となったことが示唆された。一方で、Lbx2 遺伝子に

ついては、哺乳類では筋では発現しておらず、舌骨下筋群の形成への関与も未知である。今後は哺乳類

や両生類、真骨魚類での鰓下筋群を制御する遺伝子機能が解明されることで、脊椎動物全体の多様な生

態の背景にある進化プロセスが明らかになると期待される。 

図 1. ヤツメウナギとトラザメの鰓下筋の比較。ヤツメウナギで
は鰓下筋は鰓の左右外側に位置するが、サメでは鰓下筋の前方

部分が正中線上で合一し、口腔に達する。この前方部分は、Lbx1
を特異的に発現する前駆細胞からできる。一方、後方部分は

Lbx2を発現する。（Kusakabe et al., 2020を改変） 
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