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研究成果の概要（和文）：クシクラゲ Brachyury (Bra)遺伝子(MlBra)の機能抑制型をツメガエ

ル胚に導入する実験から、MlBra は、ツメガエル Bra (Xbra) と同様に、ツメガエル胚の原腸陥

入を制御できることを示した。この結果は、細胞運動制御に関する Bra の役割が種を超えて保

存されていることを示唆する。また、ツメガエル胚を用いたマイクロアレイ解析から、Bra の

下流で Delta-Notch シグナルの構成因子とプリンヌクレオシドホスホリラーゼ遺伝子が働くこ

とを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Injection of RNA encoding a dominant-interfering construct of MlBra,

a Brachyury (Bra) ortholog of the ctenophore Mnemiopsis leidyi, into Xenopus embryos

revealed that MlBra could regulate Xenopus gastrulation in the same way as the endogenous

Xenopus Bra (Xbra), suggesting that the role of Bra in cell movements is conserved over

the species. In addition, microarray analyses in Xenopus embryos suggested that

Delta-Notch signaling components and the purine-nucleoside phosphorylase gene may

function downstream of Bra.
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１．研究開始当初の背景

Brachyury (Bra)は、後生動物全般に保存さ

れて存在する転写因子である。Braは、初め、

マウスの中胚葉形成に関与する因子として同

定されたが、様々な無脊椎動物から単離され

たBraホモログの発現解析から、Braの本来の

機能は細胞運動の制御にあると考えられるよ
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うになってきた。しかし、細胞運動における

Braの役割に関する具体的な証拠はまだ乏し

く、また、Braの下流にある細胞運動を引き起

こすための分子的機序についてもほとんど分

かっていなかった。

２．研究の目的

本研究課題では、クシクラゲとツメガエル

を用いて種を超えたBraの細胞運動における

役割について解析を行う。クシクラゲとツメ

ガエルのBraを用いて様々な比較を行い、それ

ぞれの遺伝子における機能の共通点と相違点

を明らかにする。その結果から、Braによる後

生動物に保存された細胞運動制御機構につい

て考察する。

３．研究の方法

(1) MlBraの機能をXbraと比較して理解する

ために、MlBraの機能阻害型 (MlBra-EnR)を注

入したツメガエル胚の表現型を、Xbraの機能

阻害型 (Xbra-EnR)を注入した場合と比較す

る。具体的には、注入胚から作製した外殖体

の観察やXbraの下流で働く因子の発現解析を

行う。

(2) Braの下流で細胞運動を制御する分子基

盤を明らかにするために、MlBra-EnRあるいは

Xbra-EnRを注入したツメガエル胚と正常胚と

を比較するマイクロアレイ解析を行う。マイ

クロアレイによって同定されたBraの標的遺

伝子の候補について機能阻害実験を行い、細

胞運動との関連性を調べる。さらに、種を超

えて保存されたBraの役割を明らかにするた

めに、Bra標的遺伝子のクシクラゲホモログを

単離し、クシクラゲ胚を用いた発現パターン

の解析を行う。

(3) Braの分子としての進化と機能の進化を

解析するために、XbraとMlBraのキメラ遺伝子

を作製し、ツメガエル胚への注入実験を行う。

４．研究成果

(1) MlBra-EnR の注入は、Xbra-EnR の場合と

同様に、①ツメガエル胚の原腸形成過程にお

ける細胞運動の 1つである Convergent

Extension (CE)を阻害すること、②Xbra の発

現を抑制すること（図１A-D 参照）、③Xbra

の下流で働く因子として知られる Xwnt-11の

発現を抑制すること（図１E-H 参照）、④中

胚葉に関わる分子 (pintallavis, chordin)

の発現には影響しないこと（図１I-P 参照）

を明らかにした。これらの結果から、MlBra

はツメガエル胚の中で Xbra と共通の分子機

構によって CE を調節できることが示唆され

た。

図１ MlBra-EnR 及び Xbra-EnR を注入されたツメガエル
胚（中期原腸胚）における発現解析．EnR 及び LacZ 注入
胚は対照実験.紫は遺伝子の発現シグナル，ピンクは注

入した RNA を受け継ぐ細胞を示す．

(2) ツメガエル胚を用いたマクロアレイ解

析から、MlBra-EnR あるいは Xbra-EnR の注入

によって共に発現が減少する分子を Bra の下

流に位置する分子の候補（163 遺伝子）とし

て同定した。さらに、それらの発現パターン

の解析やツメガエル胚を用いた外植体アッ



セイから、Bra の下流に位置し、Bra によっ

て発現を活性化される分子として、プリンヌ

クレオシドホスホリラーゼ遺伝子 (pnp)、

X-delta-2、2 種類の esr-related 遺伝子を同

定した。X-delta-2 と esr-related 遺伝子は

Notch シグナルの構成因子であり、特に

X-delta-2 はリガンドとして Notch シグナル

の上流で働く可能性が考えられた。そこで、

X-delta-2 の機能阻害実験を行ったところ、

ツメガエル胚の原腸形成が阻害されること

が分かった（図２A）。この表現型は Xbra-EnR

や MlBra-EnR を注入された胚とよく似ていた

（図２B, C）。

図２ X-delta-2 の機能阻害型 (X-delta-2tr)注入によ
る X-delta-2 の機能阻害実験．原腸形成が異常になり、

原口が閉じなかった（＊）．

以上の結果から、Delta-Notch シグナルは

Bra の下流で細胞運動の制御に関与している

ことが示唆された。Delta-Notch シグナルは、

胚発生過程の様々な細胞の運命決定に関与

することが知られているが、近年、細胞の移

動や腫瘍細胞の転移における役割について

も示唆されつつある。Bra に関しても、がん

細胞の転移過程における役割が報告されて

おり、細胞運動を制御する同一カスケード内

に Bra と Delta-Notch シグナルを位置づけた

本研究は、医療分野にも貢献し得る興味深い

知見を与えるものになったと考えられる。

また、アンチセンスモルフォリノオリゴを

用いた pnp の機能阻害実験から、pnp は原腸

形成運動の制御に関与していることが分か

った。pnp と Delta-Notch シグナルとの関係

を明らかにすることは今後の課題である。

クシクラゲ胚における pnp や Delta-Notch

シグナルの役割についての解析は、現在進行

中である。

(3) 野生型の Xbra と野生型の MlBra、機能阻

害型の Xbra-EnR、機能阻害型の MlBra-EnR、

これら 4種類の合成 RNA の機能をツメガエル

胚の中で比較する実験から、DNA 結合ドメイ

ンである T-box ドメイン以外の領域に、ツメ

ガエルとクシクラゲにおける Bra の機能の違

いがあることを明らかにした。Xbra では、

T-box ドメインの外側にある N末領域が

Smad1 タンパク質（腹側化のために必要な BMP

シグナルの構成成分）と相互作用することが

知られており、この N末の配列は、軟体動物

や環形動物、哺乳動物の Bra に保存されて存

在するが、クシクラゲや刺胞動物では見られ

ない。つまり、N末領域は左右相称動物特異

的な機能を Braに与えている可能性が考えら

れる。従って、今後、MlBra と Xbra の N 末領

域に結合する因子を比較・解析することによ

り、進化の過程で多様化した Bra の機能につ

いて理解できると期待される。
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