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研究成果の概要（和文）：脊椎動物はその進化の過程で水中から陸上に進出した。血中カルシウム濃度は生命維持のた
めに一定に保たれていなければならないが、これを制御する器官は棲息環境中のカルシウムの濃度や分布形態によって
多様である。我々は、マウス、ゼブラフィッシュ、両者の共通祖先に近い原始的条鰭類魚類であるポリプテルスなどの
各種脊椎動物を用いて、ゲノム中のGcm遺伝子の数やその発現制御機構の変化がどのように各器官の形成や機能に影響
を与えたのかを調べることに着想し、コンディショナルノックアウトマウスの作成、ゼブラフィッシュ塩類細胞エンハ
ンサーの解析、ポリプテルス外鰓の発生解析、比較ゲノム解析を行った。

研究成果の概要（英文）：During their evolution, vertebrate animals had invaded the land from water. Blood 
calcium needs a constant concentration to maintain normal life activities. However, a number of organs do 
exist for calcium regulation among vertebrate animals, depending on calcium concentration and/or its distr
ibution in a given environment. Using mice, zebrafish and Polypterus, one of living species representing c
ommon ancestors of ray-finned fishes (actinopterygians), we have investigated evolutionary effects of chan
ges in a number of Gcm genes and their regulatory pathways on development and function of each organ. We h
ave carried out a construction of conditional knockout mice, enhancer analyses of Gcm genes involved in th
e formation of zebrafish ionocytes, developmental analyses of external gills in Polypterus and comparative
 genomics of Gcm genomes.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 四肢動物は転写制御因子GCMをコードする
遺伝子を２つ持つ。マウスの Gcm1 遺伝子は
胎盤や後腎近位尿細管に、Gcm2 は血中カルシ
ウム濃度を調節する副甲状腺に特異的に発
現する。それぞれのノックアウトマウスは胎
盤形成不全と副甲状腺欠損により致死であ
り、Gcm(Gcm1 および Gcm2)はこれを発現する
器官の発生に必須であった。研究代表者は、
Gcm2 の進化発生学的解析から、魚類で水中の
カルシウムを吸収する鰓弁の細胞が、上陸に
伴い四肢動物の副甲状腺へと進化したこと
を明らかにした。胎盤、副甲状腺、腎尿細管、
内鰓（真骨魚類）以外にも Gcm2 は両生類や
原始的条鰭類ポリプテルスの外鰓にも発現
していることを発見し、Gcm はこれらのお互
いに似ても似つかぬ器官の発生に最初の役
割を果たし、その後その器官でカルシウム調
節という共通の生理機能を果たしているの
ではないかと考えた。 
 各種脊椎動物の Gcm 遺伝子に着目すると、
無顎類ヤツメウナギからは Gcm2 のみが見い
だされて、その後のゲノム倍加によって Gcm2
から Gcm1 が生じるように予測される。しか
しゼブラフィッシュやフグなどの各種真骨
魚類からは Gcm2 のみが見いだされ、Gcm 遺伝
子の進化とくに Gcm1 遺伝子のどのように成
立したのか、また Gcm 遺伝子の増減の過程は
不明であった。 
 そこで研究代表者は、各種脊椎動物の棲息
環境中のカルシウム濃度に着目して、この生
物を生理学的、発生学的、比較ゲノム学的比
較して、Gcm 遺伝子の進化について検討する
ことに着想した。 
 
２．研究の目的 
 各種脊椎動物の棲息環境中のカルシウム
に着目し、進化の過程で環境が器官の発生機
構や生理機能にどのような影響を与えたの
かを明らかにする目的で、各種脊椎動物にお
ける血中カルシウム濃度調節を行う多様な
器官の発生とその生理機能を司る転写制御
因子GCMの機能と遺伝子進化を明らかにする。
成獣マウスにおけるGcm遺伝子の生理機能を
明らかにする。Gcm2 遺伝子のみが見いだされ
る真骨魚類におけるカルシウム調節機構と
Gcm 遺伝子の関係を明らかにする。四肢動物
と真骨魚類のゲノム構造の変化を理解する
ために、原始的な条鰭類ポリプテルスの Gcm
遺伝子の構造を明らかにし、Gcm 発現器官で
ある外鰓の発生と機能を明らかにする。各種
脊椎動物のゲノム情報を用いてGcm遺伝子と
そのシンテニーブロックの進化過程を明ら
かにする。これらの情報をもとに、各種脊椎
動物の Gcm 遺伝子の機能の変化と、環境、器
官の発生機構の進化を有機的に結びつける。 
 
３．研究の方法 
１）マウス成獣における Gcm 遺伝子の機能解
析を行うために、Gcm1 および Gcm2 コンディ

ショナルノックアウトマウスの作成とマウ
ス GCM1 と GCM2 それぞれに対するウサギポリ
クローナル抗体とマウスモノクローナル抗
体の作成を行う。遺伝子組換えマウス作成に
おいては理化学研究所CDBの協力を得て行う。
Gcm1 および Gcm2 遺伝子の完全欠失マウスは
生理学研究所の池中教授の研究グループか
ら譲渡を受ける。 
 
２）ゼブラフィッシュ塩類細胞の発生におけ
る Gcm2 遺伝子の機能解析とエンハンサー解
析を行う。Gcm2 遺伝子座を緑色蛍光タンパク
質（GFP）遺伝子に置き換えた BAC ゲノムク
ローンや、Gcm2 遺伝子の周辺ゲノム断片に
GFP 遺伝子を連結したベクターを用いた遺伝
子組換えゼブラフィッシュを作成し、カルシ
ウム調節器官におけるGcm遺伝子の発現調節
機構を明らかにする。Gcm2 遺伝子の機能評価
はアンチセンスモルフォリーノを用いて器
官形成時における Gcm2 遺伝子の機能を低下
させて行う。 
 
３）四肢動物と真骨魚類を比較検討する上で、
四肢動物と真骨魚類の共通祖先形質をもつ
ポリプテルスのカルシウム調節器官の発生
と Gcm 遺伝子の解析を行う。ゲノム BAC ライ
ブラリーの作成などGcm遺伝子座のゲノム解
析を行う他、塩類細胞や外鰓の発生を調べる
目的で、研究室内で安定して胚を確保する方
法の確立と、実験発生学的方法論の確立を行
う。 
 
４）各種脊椎動物のゲノムデータベースを用
いて Gcm 遺伝子の進化過程を検討する。年々
豊富になっていく脊椎動物のゲノム情報を
利用してGcm遺伝子とそのシンテニーブロッ
クの進化を比較ゲノム解析によって検討す
る。特に四肢動物と真骨魚類の共通祖先に近
いと考えれられるポリプテルスのゲノムは
ゲノムデータベースがないため、国立遺伝学
研究所と共同でゲノム解析を行う。 
 
４．研究成果 
１）Gcm1 と Gcm2 のコンディショナルノック
アウトマウスを作成した。ベクターの作成と
ES 細胞の選択において予想外のトラブルに
見舞われたため、当初の予定よりもマウスの
作成が遅延した。各遺伝子ともに３つの独立
した ES 細胞のクローンから作成し、各遺伝
子３系統で合計６系統のマウスを樹立した。
このうち ES 細胞選択用のネオマイシン耐性
遺伝子が Gcm2 遺伝子座に残存しているマウ
ス系統では、Gcm2 遺伝子を除去する cre 遺伝
子が存在しなくても、副甲状腺の位置が正常
のマウスと異なり、さらに異所性副甲状腺が
生じていた。RT-PCR 法にて Gcm2 遺伝子座に
挿入されたネオマイシン耐性遺伝子が Gcm2
遺伝子の発現量に影響している可能性が示
唆されたため、Flp 遺伝子を用いて Gcm2 遺伝
子座に挿入されたネオマイシン耐性遺伝子



を除去した。現在は、他施設の作製した Gcm2 
遺伝子欠失マウスを組み合わせ、タモキシフ
ェン誘導型 cre 存在下で成獣になってから
Gcm2 遺伝子を除去した場合の表現型の解析
を行っている。また Gcm1 コンディショナル
ノックアウトマウスも同様にネオマイシン
耐性遺伝子を除去し、他施設で系統樹立した
Gcm1 遺伝子欠失マウスを組み合わせ、表現型
の解析を継続して行っている。また Gcm1 と
Gcm2 の特異的ポリクローナル抗体の作製と
Gcm2 のモノクローナル抗体の作製を行い、特
異的抗体を得た。 
 
２）ゼブラフィッシュの塩類細胞における
Gcm2 遺伝子の発現に十分な塩類細胞特異的
エンハンサーを、Gcm2 遺伝子の５‘側と３’
側に同定した。そのエンハンサーはそれぞれ
245 塩基と 220 塩基の中に存在した。このエ
ンハンサーはプロトンポンプ型塩類細胞
（HRC）において Gcm2 遺伝子を発現させるも
のであった。得られたエンハンサーの塩基配
列に複数の転写因子結合配列の候補を見い
だし、この部分を欠失した改変エンハンサー
の活性をゼブラフィッシュ胚で検証したが、
各候補結合配列を改変してもエンハンサー
活性は残存し、上流候補転写因子を絞り込む
には至らなかった。この HRC 特異的エンハン
サーは、真骨魚類であるメダカ、クサフグ、
トゲウオの公開されているゲノム塩基配列
においては、どの種においても未解析部分に
相当し相同領域の同定には至らなかった。一
方、メダカとクサフグ胚の Gcm2 遺伝子を同
定し、この遺伝子の発現パターンを解析した
ところ、メダカやクサフグにおいても Gcm2
が一部の体表塩類細胞に発現していること
を確認した。さらに、メダカ胚とクサフグ胚
への遺伝子導入実験により、メダカ胚とクサ
フグ胚の体表塩類細胞においてもゼブラフ
ィッシュのHRC特異的エンハンサーが塩類細
胞で転写活性を示すことを明らかにした。こ
のことはゼブラフィッシュで同定したHRC特
異的エンハンサーに類似した機構が真骨魚
類に保存されていることを強く示唆してい
る。またより原始的な条鰭類魚類であるチョ
ウザメとポリプテルス、両生類アフリカツメ
ガエルにおいては、体表塩類細胞は存在する
が、これらの細胞に Gcm2 は発現していない
ことも明らかとなった。このことから、ゼブ
ラフィッシュのHRC特異的エンハンサーは真
骨魚類が進化する際に真骨魚類独自に獲得
されたエンハンサーであると結論した。一方
で、ゼブラフィッシュにおいてカルシウムチ
ャネルを発現する塩類細胞は Gcm2 発現塩類
細胞自体ではなく、隣接する細胞であること
が明らかとなった。この２つの細胞はお互い
に隣接して存在することから、発生学的にな
いしは生理学的に関連している可能性があ
り、今後明らかにしていきたい。 
 
３）Gcm2 を発現するポリプテルスの外鰓の発

生を解析するために、実験発生学的アプロー
チが可能になるように安定して受精卵を得
るための方法の確立を行った。その結果、性
腺刺激ホルモン放出ホルモン剤（Ovaprim）
を用いる方法と、水温を飼育水内の塩類の調
整する方法で、８ペアの雌雄を順次産卵させ
て定期的に胚を得るが可能となった。これに
より組織移植や細胞標識実験、遺伝子の発現
抑制実験など実験発生学的アプローチが可
能となった。蛍光色素標識実験から、外鰓は
神経胚期の頭部神経褶の後端腹側上皮から
生じることが明らかとなった。神経褶の舌骨
弓領域とその腹側下方の表皮外胚葉を除去
すると、表皮外胚葉の領域を除去した場合の
み外鰓芽が形成されなかった。この表皮外胚
葉領域を切り取り異所的に移植すると、舌骨
弓領域の表皮外胚葉に移植した場合のみ余
剰の外鰓が形成された。さらに、内部構造を
経時的に調べると 、神経胚期になると外鰓
形成領域の内胚葉が外側へと肥厚し膨出し
外鰓芽へと入り込んでいくことが明らかに
なった。以上の結果から 、表皮外胚葉の領
域からのシグナルによって内胚葉が肥厚膨
出し外鰓芽形成が誘導され、その後神経褶か
ら分化した神経堤細胞とともに外鰓が形成
されることが示唆された。Gcm2 遺伝子の発現
はこの外鰓芽の発生と共に開始し、表皮外胚
葉に発現していた。 
 
４）脊椎動物の Gcm 遺伝子の系統進化に関し
ては、原索動物ナメクジウオに２つの Gcm 遺
伝子を同定したが、Gcm1 か Gcm2 であるかの
区別がつかなかった。また、無顎類ヤツメウ
ナギから４つの Gcm 遺伝子を同定したが、明
らかなGcm2は１つであり、残りの３つはGcm1
か Gcm2 の区別が困難であった。一部は偽遺
伝子化している可能性もある。軟骨魚類ゾウ
ギンザメのゲノムからは現在のところ Gcm2
遺伝子しか見いだせない。軟骨魚類、条鰭魚
類、肉鰭類の進化分岐点で、どのように Gcm1
と Gcm2 が進化してきたのか、特に Gcm1 遺伝
子が如何にして生じたのかを明らかにする
ため、条鰭類には存在しない Gcm1 の遺伝子
のシンテニーブロックの比較解析を進めた。
真骨魚類であるゼブラフィッシュの Gcm2 遺
伝子の周辺領域の塩基配列は、他の四肢動物
のGcm2遺伝子間よりも格段に保存性が低く、
これは真骨魚における全ゲノム倍加による
遺伝子の多様化が原因であると予想された。
このため Gcm 遺伝子の進化に関して、真骨魚
類のゲノムデータは比較検討が難しく、全ゲ
ノム倍加前のゲノム形態を残すと予想され
るポリプテルスの Gcm2 遺伝子の周囲の塩基
配列を明らかにする必要が生じた。 
 米国の研究者が作成した既存のポリプテ
ルスのゲノムBACライブラリーには残念なが
ら Gcm2 周辺領域を含むクローンが存在しな
かったため、新たにゲノム BAC ライブラリー
を構築した。さらに国立遺伝学研究所の協力
で全ゲノムショットガンシーケンシングも



開始した。これらのポリプテルスのゲノム解
析から、四肢動物にまで保存される Gcm1 及
び Gcm2 シンテニーブロックの存在が明らか
になった。Gcm2 シンテニーブロックでは各遺
伝子が四肢動物と同じ配置で保存されてい
た。Gcm1 シンテニーブロックには四肢動物同
様に Ick, Fbxo9, Elovl5 遺伝子が存在した
が、そこに Gcm1 遺伝子自体の痕跡は全くな
かった。肉鰭魚類シーラカンスのゲノム解析
により、シーラカンスは Gcm1, Gcm2 遺伝子
の両方をもつことがわかった。以上のことか
ら、Gcm2 は脊椎動物の起源から存在すること、
Gcm1 は肉鰭類で新たに進化したものである
可能性が示唆された。しかし、ポリプテルス
の Gcm1 シンテニーブロックには Gcm1 は存在
しないものの、lck, Fbxo9, Elovl5 遺伝子が
存在するため、Gcm1 か脊椎動物の進化の過程
でいつ生じいつ失われたのかに関してはさ
らなる解析が必要である。ナメクジウオに存
在する２つの Gcm 遺伝子の一つは、脊椎動物
の Gcm2 と同様に MAK, Elvol2 とシンテニー
を持っていた。ヤツメウナギは Gcm2 遺伝子
と Gcm1 遺伝子を有していた。すべての脊椎
動物の系統でGcm2遺伝子を確認したが、Gcm1
を有することが確認されたのは四肢動物、シ
ーラカンス, ガー、ヤツメウナギだけであっ
た。すなわち Gcm1 と Gcm２は脊椎動物が進
化した時点で生じ、Gcm1 は条鰭魚類から真骨
魚類の進化課程で、独立に失われてきたこと
が示唆された。 
 
５）現段階のデータから棲息環境のカルシウ
ム濃度と Gcm 遺伝子の関係を考察する。四肢
動物は Gcm1 と Gcm2 の２つの Gcm を持ち、食
餌からしかカルシウムが得られない陸上と
いう超低カルシウム環境に適応している。四
肢動物が魚類から生じた古生代の海水中の
カルシウム濃度は現在の淡水とほぼ同じで
あるが、その後海水中のカルシウム濃度は２
倍以上増加し、高カルシウム環境に変化した。
現存の真骨魚類ではGcm2は存在するものの、
Gcm1 は見いだせない。高カルシウム環境下で
は体内のカルシウムを排泄することの方が
重要であるため、真骨魚類の祖先は Gcm を２
つも必要としなかったのかもしれない。しか
しその後、真骨魚類が再び淡水のような低カ
ルシウム環境に適応するためには、塩類細胞
のような新たなカルシウム調節器官の獲得
が必要だったのかもしれない。そのため真骨
魚類は残された唯一のGcm遺伝子であるGcm2
遺伝子に新たなエンハンサーを獲得する事
によって、既存の塩類細胞に Gcm2 を発現さ
せることでカルシウムを吸収する新たな器
官を構築したのかもしれない。 
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