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研究成果の概要（和文）：下等脊索動物の内柱は脊椎動物の甲状腺と相同だが、甲状腺機能の起源を内柱のヨー
ド集積機能に求めるシナリオには齟齬がある。本研究では、2種の尾索類（ワカレオタマボヤ、カタユウレイボ
ヤ）の甲状腺転写因子（TTF-1/Nkx2-1およびTTF-2/FoxE）の遺伝子機能阻害実験を行い、TTF-1/Nkx2-1依存およ
び非依存の甲状腺関連遺伝子の発現制御機構、TTF-1/Nkx2-1依存の分泌関連遺伝子vWFLの発現制御を明らかにし
た。その上で、内柱を起点とした適応進化の結果として説明可能な甲状腺進化のシナリオを提唱した。

研究成果の概要（英文）：The thyroid in vertebrates is considered to originate from the endostyle of 
invertebrate chordates. From the point of view of functional and genetic aspects, several 
discrepancies are existed between the endostyle and the thyroid gland. In this study, we perturbed a
 gene expression of thyroid-related transcription factors, TTF-1/Nkx2-1 and TTF-2/FoxE, in two 
urochordates (larvacean Oikopleura dioica and ascidian Ciona intestinalis). TTF-1/Nkx2-1 
perturbation eliminated the expression of thyroidal and glandular genes, e.g., TTF-2/FoxE, TPO, 
vWFL, and CiEnds1. On the other hand, TTF-2/FoxE perturbations did not affected the expressions of 
TTF-1/Nkx2-1 and vWFL, but eliminated the expressions of TPO and CiEnds1. These results provide 
insights into the evolution of the vertebrate thyroid as well as the urochordate endostyle.

研究分野：進化発生学

キーワード： 甲状腺　内柱　脊索動物　進化発生　遺伝子発現　発現制御

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
甲状腺は、我々ヒトを含む脊椎動物において新陳代謝の調節を担っている器官である。本研究で明らかにした
「甲状腺転写因子TTF-1/Nkx2-1依存および非依存の遺伝子発現制御機構」と「TTF-1/Nkx2-1による分泌関連遺伝
子の発現制御」の知見は、脊索動物門の内柱/甲状腺間で進化的に保守されたシステムの存在を明らかにし、脊
椎動物が進化させたシステムを明確に区別するに至ったという意義を持つ。これらの知見は、今後の甲状腺機能
の本質的理解や甲状腺機能障害への対応などへの寄与が期待できる。

※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 
 
脊椎動物は咽頭部に甲状腺を形成し、
ヨード集積や甲状腺ペルオキシダーゼ
（TPO）の活性を持つことが知られてい
る。一方、無脊椎脊索動物は甲状腺を形成
しないが、内柱と呼ばれる器官を咽頭部
に形成し、その一部の領域ではヨード集
積や TPO活性がみとめられる。甲状腺と
内柱は共に脊索動物の咽頭の腹側正中か
ら発生する器官であり、TTF-1/Nkx2-1や
TTF-2/FoxE などの発生転写因子をコー
ドする遺伝子の発現を共有している。こ
れらのことから、下等脊索動物の内柱は
甲状腺と進化発生学的に相同な形質であ
ると考えられてきた（図１）。 
しかし、「甲状腺ホルモンは変態ホルモ
ンとして知られているが、内柱は変態後
に形成される」、「甲状腺ホルモンが下等脊索動物の変態誘導に関わっているわけではない」、「甲
状腺ホルモン前駆体であるチログロブリン遺伝子は、下等脊索動物には存在しない」など、甲状
腺と内柱の知見間の矛盾も数多く存在し（図１）、この齟齬を解消できないことが問題となって
いた。一方、内柱は水棲の下等脊索動物が懸濁物摂食を行うための粘液タンパク質分泌器官とし
て機能しているが、顎を用いた摂食を行う脊椎動物は内柱を持たないため、内柱の分泌機能と甲
状腺のホルモン合成機能との関連性はほとんど研究されてこなかった。 
我々は本研究の開始までに、脊椎動物に最も近縁かつ重複してないゲノムを持つ尾索類ホヤ
を中心に、内柱で甲状腺関連遺伝子（Nkx2-1, FoxE, Pax2/5/8）が顕著に発現することを見い出
し、内柱と甲状腺の進化的関連性を理解するための研究環境を整えてきた。さらに、内柱におけ
る粘液タンパク質 vWFLやペルオキシダーゼ TPO遺伝子の発現解析（図１）に加えて、消化管
全体の各領域（咽頭、食道、胃、腸）における機能分子（粘液タンパク質、ペルオキシダーゼ、
消化酵素など）の遺伝子発現知見を集積してきた。その過程において、「脊索動物の消化管にお
ける機能形態の進化は従属栄養生物としての動物の食性適応」であり、「内柱/甲状腺の機能形態
の進化も食性適応の視点で理解できる可能性がある（図１）」ことに気づき、本研究を立案した。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究の大きな目的は、脊椎動物の甲状腺の起源と進化を理解しようとする 100 年以上にも
わたる取り組みにもかかわらず、甲状腺と内柱で明らかにされてきた知見が矛盾することによ
って、「内柱から甲状腺への進化的理解が進まない現状を解決するカギを見つけること」である。
そのためには、すでに知見が充実している脊椎動物の甲状腺の研究からの視点ではなく、知見が
不足あるいは偏っている下等脊索動物の内柱の研究を充実させ、「内柱からの視点で内柱/甲状腺
の進化の理解（図１）」を進めていく。 
具体的には、下等脊索動物が共有する内柱の二大機能形態領域である「懸濁物摂食のための粘
液タンパク質分泌領域」と「ヨード集積/ペルオキシダーゼ活性を示す甲状腺相同領域」の分子
基盤および形成機構を明らかにするとともに、異なる内柱形態をもつ動物間で比較することに
よって、それらの共通性（共有祖先形質）と多様性（適応進化形質）を順次見極めていくことを
目標としている。その上で、形態進化・系統進化・ゲノム進化・分子進化の文脈のみならず、食
性変化における咽頭機能の適応進化を文脈に加味しながら、「脊索動物の進化過程における内柱
から甲状腺への分子基盤進化として矛盾がない甲状腺進化シナリオを提唱すること」を最終的
な目的としている。 
 
 
３．研究の方法 
 
 当初の研究目的および研究計画を念頭に、研究進捗や関連領域の動向を考慮し、柔軟かつ発展
的に計画を調整しながら、以下の方法で研究を進めた。 
 
(1)オタマボヤの内柱形成機構の解析と内柱/甲状腺で共有される分子的背景の考察 
 尾索類の中でも祖先的な動物群として位置づけられるオタマボヤに着目し、ワカレオタマボ
ヤの内柱関連遺伝子群および甲状腺関連遺伝子群を RT-PCR 法を用いて単離・同定するとともに、



その遺伝子発現パターンの解析をホールマウント in situ ハイブリダイゼーション法を用いて
行った。甲状腺関連転写因子をコードする TTF-1/Nkx2-1 と TTF-2/FoxE が内柱原基や成体内柱
で顕著に発現していることを確認した後、DNAi によるノックダウン法を用いて、TTF-1/Nkx2-1
と TTF-2/FoxE の機能阻害による解析を行った。ノックダウン個体における内柱形成や遺伝子発
現制御への影響は、内柱の形態形成異常、内柱細胞の繊毛分化の観察（アセチル化チューブリン
の抗体染色）、甲状腺関連遺伝子（TTF-1/Nkx2-1, TTF-2/FoxE, TPO, Duox）や内柱関連遺伝子
（vWFL）の発現解析（ホールマウント in situ ハイブリダイゼーション）によって評価した。
これらの結果をもとに、ワカレオタマボヤ内柱における遺伝子発現制御関係を明らかにすると
ともに、脊椎動物の甲状腺で知られている遺伝子発現制御関係と比較することで、尾索類ホヤと
脊椎動物で共有される内柱/甲状腺の分子的背景の考察を行った。 
 
(2)カタユウレイボヤの内柱形成機構の解析と内柱/甲状腺形成機構の共通性・多様性の考察 
 尾索類の中でも研究知見が豊富な種であるカタユウレイボヤに着目し、甲状腺関連転写因子
TTF-1/Nkx2-1 と TTF-2/FoxE の機能阻害を、TALEN によるノックアウト法を用いて行った。ノッ
クアウト個体における内柱形成や遺伝子発現制御への影響は、内柱の形態形成異常、内柱の繊毛
分化の観察（アセチル化チューブリンの抗体染色）、甲状腺関連遺伝子（TTF-1/Nkx2-1, TTF-2 
/FoxE, TPO, Duox）や内柱関連遺伝子（vWFL）の発現解析（ホールマウント in situ ハイブリ
ダイゼーション）によって評価した。これらの結果をもとに、カタユウレイボヤ内柱における遺
伝子発現制御関係を明らかにするとともに、ワカレオタマボヤ内柱や脊椎動物の甲状腺で知ら
れている遺伝子発現制御関係と比較し、尾索類ホヤと脊椎動物の内柱/甲状腺がもつ分子的背景
の共通性と多様性の考察を行った。 
 
(3)カタユウレイボヤにおける甲状腺関連遺伝子群の発現多様性の解析 
 ホヤの甲状腺関連遺伝子：TTF-1/Nkx2-1, TTF-2/FoxE, TPO, Pax2/5/8 は、内柱で顕著に発現
するとともに、内柱原基や成体内柱以外の組織や細胞でも発現することがわかりつつある。そこ
で、これらの遺伝子の時間的空間的発現の多様性を in situ ハイブリダイゼーション法を用い
て解析した。その上で、遺伝子を発現する細胞の特徴や機能から、ホヤの甲状腺関連遺伝子が担
っている基盤的な機能の理解を試みた。 
 
(4) 原索動物の内柱における粘液分泌関連遺伝子群の分子進化と発現進化の解析 
内柱の基盤的機能である懸濁物摂食のための粘液タンパク質分泌と関連する遺伝子ついては、
尾索類ワカレオタマボヤの vWFL とカタユウレイボヤの vWFL1, vWFL2 以外の知見は、ほとんど
ない。そこで、尾索類ホヤ綱内の異なる目（腸性目と壁性目）内の各２種から vWFL 関連遺伝子
をそれぞれ同定し、in situハイブリダイゼーション法を用いた比較発現解析を行った。さらに、
頭索類ナメクジウオでも研究を展開し、vWFL 関連遺伝子の同定と、in situ ハイブリダイゼーシ
ョン法による比較発現解析を行った。 
 
(5)カタユウレイボヤ消化管における機能形態領域の分子的背景の解析 
甲状腺関連転写因子 TTF-1/Nkx2-1 は、内柱/甲状腺での顕著な発現と基盤的な遺伝子発現制
御機構を共有するが、カタユウレイボヤの TTF-1/Nkx2-1 は、消化管の発生とともに胃でも発現
することがわかりつつある。そこで、カタユウレイボヤ消化管の機能形態領域とその分子的背景
の基盤的知見を得るため、消化管の基本的な機能である消化・吸収・免疫に関係する各種遺伝子
群の発現パターンのプロファイリングを行った。 
 
 
４．研究成果 
 
(1)オタマボヤの内柱形成機構の解析と内柱/甲状腺で共有される分子的背景の考察 
オタマボヤは尾索類の中でも祖先的であ
り、他の尾索類の内柱に比べてシンプルな
構造を持つことから、ワカレオタマボヤ
（Oikopleura dioica）に着目した解析を行
った。内柱関連遺伝子および甲状腺関連遺
伝子群を RT-PCR 法を用いて単離・同定し、
遺伝子発現パターンをホールマウント in 
situ ハイブリダイゼーション法を用いて解
析した（図２ i）。その結果、内柱関連遺伝
子 vWFL は分化した内柱で特異的に発現し、
甲状腺転写因子をコードする TTF-1/Nkx2-1
と TTF-2/FoxE は、内柱原基や成体内柱で顕
著に発現していることがわかった。そこで、
DNAi によるノックダウン法を用いて TTF-1 
/Nkx2-1 と TTF-2/FoxE の機能阻害を行い、内柱関連遺伝子および甲状腺関連遺伝子群の発現へ



の影響をホールマウント in situ ハイブリダイゼーション法によって評価した（図２ a–h）。そ
の結果、TTF-1/Nkx2-1 は他の甲状腺関連遺伝子（TTF-2/FoxE, TPO, Duox）および内柱関連遺伝
子 vWFL の発現を低下させたことから、これらの遺伝子発現を制御していることがわかった。一
方、TTF-2/FoxE は甲状腺関連遺伝子（TPO, Duox）の発現を低下させたものの、TTF-1/Nkx2-1 や
vWFL の発現には影響を与えず、これらの遺伝子発現を制御していないことが示唆された。TTF-1 
/Nkx2-1 および TTF-2/FoxE の機能阻害個体では、共にアセチル化チューブリンの抗体染色によ
って内柱の繊毛分化が観察され、これらの転写因子は繊毛を持つ内柱細胞の分化には関与して
いないことが示唆された。これらの結果をもとに、ワカレオタマボヤ内柱における遺伝子発現制
御関係をモデル化し（図２ j）、脊椎動物の甲状腺での遺伝子発現制御関係と比較することによ
って、尾索類ホヤと脊椎動物では「TTF-1/Nkx2-1 による TTF-2/FoxE, TPO の発現制御」、「TTF-2 
/FoxE による TPO の発現制御」が共有されていることを明らかにできた（Onuma et al. 2021, 
Developmental Biology）。 
 
(2)カタユウレイボヤの内柱形成機構の解析と内柱/甲状腺形成機構の共通性・多様性の考察 
カタユウレイボヤ（Ciona intestinalis）
は、尾索類の中でもゲノム情報や遺伝子阻
害実験手法が充実しており、内柱関連遺伝
子群の知見も豊富である。本研究ではまず、
幼生頭部の内柱原基から初期幼若体にかけ
ての内柱関連遺伝子群および甲状腺関連遺
伝子群の遺伝子発現パターンを、ホールマ
ウント in situ ハイブリダイゼーションに
よって詳しく評価した（図 3 a）。次に、TALEN
によるノックアウト法を用いて TTF-1 
/Nkx2-1 と TTF-2/FoxE の機能阻害を行い、
内柱関連遺伝子および甲状腺関連遺伝子群
の発現への影響をホールマウント in situ 
ハイブリダイゼーションによって評価し
た。その結果、TTF-1/Nkx2-1 は他の甲状腺関連遺伝子（TTF-2/FoxE, TPO, Duox）および内柱関
連遺伝子（CiEnds1, vWFL1, vWFL2）の発現を低下させたことから、これらの遺伝子発現を制御
していることがわかった。TTF-2/FoxE は甲状腺関連遺伝子（TPO, Duox）および内柱関連遺伝子
（CiEnds1）の発現を低下させたものの、TTF-1/Nkx2-1 や vWFL1, vWFL2 の発現には影響を与え
なかった。TTF-1/Nkx2-1およびTTF-2/FoxEの機能阻害個体は、共に支持領域におけるPax2/5/8a, 
Pax2/5/8b, FoxQ1, β-tubulin の発現には影響を与えず、アセチル化チューブリンの抗体染色
では内柱細胞における繊毛分化が観察された（図 3 b）。したがって、TTF-1/Nkx2-1 および TTF-
2/FoxE は、繊毛を持つ内柱細胞の分化には関与していないことが示唆された。これらの結果を
もとに、カタユウレイボヤ内柱における遺伝子発現制御関係をモデル化し（図 3 c）、脊椎動物の
甲状腺で知られている遺伝子発現制御関係と比較した。その結果、先のオタマボヤ研究で明らか
にした尾索類ホヤと脊椎動物における「TTF-1/Nkx2-1 による TTF-2/FoxE と TPO の発現制御」と
「TTF-2/FoxE による TPO の発現制御」の共有を追認することができた。そこで、これらの尾索
類における知見をもとに、(1)尾索類の内柱と脊椎動物と甲状腺は TTF-1/Nkx2-1 を起点とする
TTF-2/FoxE, TPO, Duox の発現制御を共有し、(2)尾索類の TTF-1/Nkx2-1 は内柱の分泌領域と甲
状腺相同領域の発生を担うものの支持領域の成立や分化には関与せず、(3)甲状腺転写因子群
（TTF-1/Nkx2-1, TTF-2/FoxE, Pax8）の同一細胞内での発現や甲状腺分化マーカー遺伝子群（TPO, 
Duox, Thyroglobulin 他）の発現制御は脊椎動物の進化において獲得された、というシナリオを
提唱した（Yamagishi et al. 2022, Cell and Tissue Research）。 
 
(3)カタユウレイボヤにおける甲状腺関連遺伝子群の発現多様性の解析 
 カタユウレイボヤの幼生～初期幼若体を用
い、甲状腺関連遺伝子群の詳細なホールマウ
ント in situ ハイブリダイゼーション解析を
行った結果、TPO の顕著な発現が内柱以外にも
存在することがわかった。この TPO 発現細胞
は、幼生頭部から変態期にかけての入水孔周
辺と、変態期から初期幼若体にかけての胃の
周辺に点在し、間充織細胞の一部であると考
えられた（図 3 a）。つまり、カタユウレイボヤ
TPO は、甲状腺関連の内柱で特異的に機能して
いるというわけではなく、他の細胞での異なる機能にも関与している可能性が示唆された。一方、
TTF-1/Nkx2-1 も、カタユウレイボヤ成体の器官・組織の公開 RNA-seq データを入手して発現量
（TPM 値）解析を行うと、内柱だけではなく胃にも転写産物が存在することがわかった（図 4）。
ホールマウント in situ ハイブリダイゼーションを用いた遺伝子発現解析では、幼生～幼若体
の胃では TTF-1/Nkx2-1 の発現は検出されないが、微小成体および成体では胃上皮の一部で顕著



な発現が観察された。つまり、カタユウレイボヤの甲状腺転写因子 TTF-1/Nkx2-1 は、甲状腺関
連の内柱だけではなく、他の消化管領域でも機能している可能性を示唆するに至った。 
 
(4)原索動物の内柱における粘液分泌関連遺伝子群の分子進化と発現進化の解析 
 内柱から甲状腺への機能形態進化の理解を進めるためには、内柱の基盤的機能である粘液分
泌機能の分子的背景とその発現進化の理解が鍵となる。そこで、尾索類ホヤの腸性目（カタユウ
レイボヤ、ユウレイボヤ）と壁性目（マボヤ、エボヤ）、さらに頭索類ヒガシナメクジウオの vWFL
関連遺伝子群（vWFL1, vWFL2, vWFL3）のオーソログをそれぞれ同定し、in situ ハイブリダイ
ゼーション法を用いた比較発現解析を行った。その結果、(1)ホヤ綱の中でも目間で vWFL 遺伝子
群のホモログ数と発現パターンは多様化しているが腹側の 2 対の分泌領域のいずれかで顕著に
発現すること、(2)vWFL3 として報告されていたモデルも vWFL1, vWFL2 と同様の構造を持ち、ホ
ヤ内柱のゾーン 1 に含まれる細胞群で発現すること、(3) ナメクジウオではホヤとは異なり
vWFL3 が内柱の分泌領域ゾーン 2,4 に含まれる細胞群で発現していること、などが明らかになっ
た。つまり、原索動物の vWFL 遺伝子群は、内柱の粘液分泌領域での発現を共有するものの、発
現する細胞群はオーソログ間で異なり、発現パターンは種によって適応的に進化しているとい
う知見を得るに至った。 
 
(5)カタユウレイボヤ消化管における機能形態領域の分子的背景の解析 
甲状腺転写因子をコードする TTF-1 
/Nkx2-1 は、消化管の発生が進むにつれ
て、内柱が形成される咽頭腹側上皮だけ
ではなく、胃上皮の一部でも発現するこ
とがわかりつつある。そこで、カタユウレ
イボヤ消化管の機能形態領域とその分子
的背景の基盤的知見を得るため、消化管
の基本的な機能である消化・吸収・免疫に
関係する遺伝子群の発現パターンのプロ
ファイリングを行った（図 5）。その結果、
吸収・飲作用・食作用に関与する多くの遺
伝子は、胃とその後方といった複数の消
化管領域で発現しており、膵臓系の消化
酵素遺伝子群も胃より後方の消化管領域
で一過的に発現することがわかった
（Iguchi et al. 2023, Cell and Tissue Research）。つまり、カタユウレイボヤの消化管は前
後・背腹に沿った類似反復的な遺伝子発現特性を持ち、咽頭を含めた消化管の機能形態領域の分
子基盤が可塑的・反復的に使用されている可能性を示唆するに至った。 
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