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研究成果の概要（和文）：　からだの左右非対称性は動物発生の必須要素であるため、その機構の解明は発生学
の重要課題である。研究代表者は、ショウジョウバエnarigoma（nag）と命名した、タンパク質をコードする遺
伝子を含まないゲノム領域が、胚の前半部消化管の左右極性の決定に不可欠であることを明らかにしていた。そ
こで、nag領域を中心とするゲノムネットワークを明らかにすることを目的として研究を実施した。その結果、
nag領域を、3.5kbpのゲノム領域に絞り込むことに成功した。また、nag領域によって転写制御を受ける遺伝子の
候補を同定した。さらに、nag領域がエンハンサー活性を有することを示した。

研究成果の概要（英文）：　As left-right asymmetry of the body is an essential element of animal 
development, elucidation of its mechanism is an important issue in embryology. The Principal 
Investigator had shown that a genomic region named Drosophila narigoma (nag), which does not contain
 protein-coding genes, is essential for determining the left-right polarity of the gastrointestinal 
tract in the anterior half of the embryo. Therefore, a study was conducted to identify the genomic 
network centered on the nag region. As a result, the nag region was successfully narrowed down to a 
3.5 kb genomic region. In addition, candidate genes that are transcriptionally regulated by the nag 
region were identified. Furthermore, it was shown that the nag region has enhancer activity.

研究分野： 発生生物学

キーワード： 左右非対称性　エンハンサー　消化管　転写制御　ショウジョウバエ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　ヒトの器官において、左右非対称性が正常に形成されることは、その正常機能に必要であることから、左右非
対称性の形成機構の解明は基礎医学的に重要である。したがって、本研究の成果は、左右非対称性異常に起因す
るヒト疾患の病態の理解につながる可能性がある。
エンハンサーの作用機序には不明な点が多く、特に、その機能を生体内で解析することは難しい。nagエンハン
サーは、個体レベルでの明瞭な機能を指標として選別されており、生体内でゲノムネットワークを解析する上で
うってつけの実験系である。本研究においてnagエンハンサーの作用機序の一端を解明できたことで、生命科学
の進展に貢献できた。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
からだの左右非対称性は動物形態の基本的性質の一つである。そのため、左右非対称性の形成

機構を明らかにすることは、発生学の重要な課題である。また、ヒトの内臓、脳において、左右
非対称性が正常に形成されることは、その正常機能に必要であることから、左右非対称性の形成
機構の解明は基礎医学的にも重要である。近年の国内外の研究成果から、左右非対称性の形成機
構は進化的に多様であることが明らかになった。左右非対称性の形成機構は脊椎動物で研究が
進んでいるが、脱皮動物、冠輪動物ではまだ不明な点が多い。つまり、大多数の動物門において、
左右非対称性の形成機構は解明されるべき問題として残っている。 
研究代表者は、未知の左右非対称性形成機構の解明を目指して、遺伝学的手法が駆使できるシ

ョウジョウバエの左右非対称性形成を世界に先駆けて解析してきた。ショウジョウバエでは、胚
消化管などの多くの器官で、明瞭でステレオタイプな左右非対称性が観察される。研究代表者の
これまでの研究から、胚消化管の前半部と後半部では、異なる機構で左右非対称性が形成される
ことがわかっている。後半部消化管の左右非対称性は、後腸上皮細胞の細胞キラリティによって
形成され、これについては、研究代表者をはじめ、国内外のグループによる研究が進展している。
これに対して、前半部消化管の左右非対称性については、細胞キラリティとは異なる機構で形成
されること、核の移動が重要な機能をはたすことなどを除いて、ほとんど理解されていない（図
1）。 
研究代表者は、ショウジョウバエの

左右非対称性形成で機能する遺伝子を
同定するために、胚消化管の左右非対
称性に異常を示す突然変異を、全ゲノ
ムの遺伝子をほぼ網羅して（8,700 系
統）探索した。その結果、前半部胚消化
管の左右非対称性に異常を示す突然変
異として、narigoma（nag）（将棋の駒
を裏返すことで別のものに変わった駒
のことを成駒と呼び、裏返すと左右も
反転することにちなんで命名した）を
同定した（図 1）。nag 突然変異のホモ
接合体では、前半部胚消化管は左右非
対称性な構造をとるが、その左右極性
がランダム化（正常と逆位がそれぞれ
50％）する（図 1）。nag 突然変異のホ
モ接合体は、正常に成虫まで生存し、生殖できることから、nag の機能は左右極性の決定に特異
的であると考えられた。 

nag 突然変異の責任遺伝子を特定したところ、これを含むことが確定できた 6kbp のゲノム領
域には、ショウジョウバエ・データベースの情報に基づけば、タンパク質コード遺伝子、non-
coding RNA 遺伝子は含まれていなかった。したがって、この 6kbp のゲノムには、エンハンサ
ーなどの転写制御機能を有する領域が含まれる可能性がある。以下、このゲノム領域に含まれる
機能領域を nag 領域と呼ぶ。これらの結果にもとづき、研究代表者は、nag 領域を中心とする
ゲノムネットワークが、左右極性決定のような複雑な現象をいかにして制御しているのかとい
う疑問を持つに至った。 
 
２．研究の目的 
研究代表者は、前半部消化管の左右極性の決定において、nag 領域を中心とするゲノムネット

ワークが重要な役割を担っていると考えた。研究開始時点では、nag 領域は、6kbp のゲノム領
域に絞り込まれていた。DNA 配列の情報から、nag 領域に結合する転写因子や、non-coding RNA
遺伝子の候補を推測できる可能性がある。しかし、DNA 配列の情報から nag 領域の機能を明ら
かにするためには、活性を担う DNA 配列をさらに限局する必要がある（図 2）。また、nag 領域
が転写制御に関与する可能性が考えられるが、胚における nag 領域のエンハンサー活性の有無
はまだ調べられていない。さらに、nag 領域が転写活性を制御する下流標的遺伝子（左右極性決
定の実行部隊遺伝子）についても現在のところ不明である。そこで、本研究では、nag 領域の構
造と機能、nag 領域を中心とするゲノムネットワークの実体と作用機序を明らかにすることを
目的とする。本研究の成果によって、ゲノムネットワークが、如何にして内臓器官の左右極性決
定のような複雑なプロセスを制御しているのかを理解できる。 
 
３．研究の方法 
(1) CRISPR/Cas9 法で誘発した欠失突然変異を用いた nag 領域の絞り込み 
 CRISPR/Cas9 法を用いて、nag 領域の小さい欠失突然変異を誘発する（図 2）。CRISPR-Cas9 法

 
図１ narigoma 領域を欠失した突然変異体では、胚の前
半部消化管の左右非対称性がランダム化する。 



による欠失突然変異は、nag 領域内の 2 つの DNA 配列に対するガイド RNA を in vivo で合成さ
せ、CRISPR-Cas9 による 2つの切断箇所の間で欠失／修復を起こすことで誘発する。誘発した欠
失突然変異においてnagの機能が喪失しているかどうかは、既存のnag対立遺伝子（nag1とnag2）
との相補性試験によって調べる。得られた欠失突然変異が、nag1 や nag2 を相補しなければ、こ
の欠失突然変異において欠失させたゲノム領域に nag 領域が含まれることになる。CRISPR-Cas9
法による欠失突然変異誘発と相補性試験のサイクルを繰り返すことで、nag 領域を絞り込む。 
 
(2) レポーター・アッセイによる nag 領域のエンハンサー活性の解析 
 nag 領域がエンハンサー活性を有するかどうか、エンハンサーであるとすればどの組織、細胞
で機能しているのかを調べるために、GFP レポーター遺伝子を用いてエンハンサー活性を in 
vivo で検出する（図 3）。すでに同定されている 6kbp の野生型 nag エンハンサー領域 DNA 断片
を PCR で増幅し、塩基配列を確認後に、エンハンサー活性を検出するための GFP レポーター遺伝
子の上流に挿入する（図 3）。これらをショウジョウバエに遺伝子導入し、GFP レポーター遺伝子
の発現パターンを顕微鏡で解析する（図 3）。 
 
(3) nag 領域による転写
制御の標的遺伝子の同定 
nag 領域による転写制

御を受ける標的遺伝子
（群）は、前半部消化管の
左右極性決定の実行部隊
として機能していると予
測している。これらの標
的遺伝子を mRNA-seq 解
析法を用いて同定する。
遺伝的バックグラウンド
の違いによる遺伝子発現
量の差異を除外するため
に、nag 突然変異体とし
て、nag1と nag2を用いる。
前方部消化管が左右非対
称化するステージ 13 か
ら 14 の野生型、nag1ホモ接合体、nag2ホモ接合体の胚からそれぞれ mRNA を抽出し、mRNA-seq 解
析を行う。野生型と比較して、nag1 と nag2 突然変異で共通して発現量が大きく変化する遺伝子
を同定する。同定した遺伝子群については、遺伝子機能の解析を実施する。標的遺伝子候補を含
むゲノム領域を欠失した染色体欠失突然変異についてホモ接合体の胚を得る。得られた胚の前
方部消化管の左右非対称性異常を調べる。もし標的遺伝子候補が左右極性決定の実行部隊とし
て機能しているのであれば、左右非対称性の異常が観察されるはずである。 
 
４．研究成果 
(1) CRISPR/Cas9 法で誘発した欠失突然変異を
用いた nag 領域の絞り込み 
 CRISPR/Cas9 法を用いて、nag 領域の小さい
欠失突然変異を複数誘発した（図 2）。得られた
欠失突然変異と nag1 や nag2 との相補性試験を
実施した。その結果、nag 領域を 3.5kbp のゲノ
ム領域に絞り込むことに成功した。しかし、nag
領域に結合する転写因子をDNA塩基配列レベル
の情報から予測するためには、まだ領域が広す
ぎると判断された。 
 
(2) レポーター・アッセイによる nag 領域のエ
ンハンサー活性の解析 
 すでに同定されている 6kbp の野生型 nag エ
ンハンサー領域 DNA 断片を PCR で増幅し、エン
ハンサー活性を検出するためのGFPレポーター
遺伝子の上流に挿入し、これらをショウジョウ
バエに遺伝子導入した（図 3）。この系統におけ
る GFP レポーター遺伝子の発現パターンを、共
焦点レーザー顕微鏡を用いて解析した（図 3）。
その結果、GFP レポーター遺伝子の発現が、胚
の前腸と後腸で特異的に観察された（図 3）。この結果は、nag 領域が、胚の前腸と後腸に特異的
なエンハンサーとして機能している可能性を示唆している。今後は、nag 領域の DNA 断片を短く

 
図 3 GFP レポーターを用いた nag 領域のエン
ハンサー活性の検出。GFP レポーター遺伝子の
発現が胚の前腸で検出できる（下段、左）。 

 
図２ 本研究で誘発した nag 領域欠失突然変異と、nag 領域を 3.5kbp
に絞り込んだ実験の流れ。 



て GFP レポーター遺伝子の上流に挿入し、前腸と後腸に特異的なエンハンサー活性を有する領
域を限定する必要がある。もし、nag 領域がエンハンサーとして機能しているのであれば、(1)
の実験で絞り込んだ nag 領域と、(2)の実験で特定したエンハンサー活性を示す領域が一致する
はずである。 
 
(3) nag 領域による転写制御の標的遺伝子の同定 
野生型、nag1ホモ接合体、nag2ホモ接合体の胚からそれぞれ mRNA を抽出し、mRNA-seq 解析を

実施した。その結果、野生型と比較して、nag1 と nag2 突然変異で共通して、発現量が 2 倍以上
に増加する遺伝子、１／２以下に低下する遺伝子を同定することができた。このうち、発現変動
が統計的に有意であるものを候補遺伝子とし、それぞれ 15 遺伝子程度について解析を進めるこ
ととした。 
 発現量が減少していた 15 の候補遺伝子については、それを含むゲノム領域を欠失した染色体
欠失突然変異についてホモ接合体の胚を作出した。得られたホモ接合体胚の前方部消化管の左
右非対称性異常を解析した。その結果、2つの候補遺伝子において、それぞれを欠失した染色体
突然変異体で、左右非対称性の異常が 10-20％の頻度で観察された。これらの候補遺伝子の転写
レベルが nag 領域のエンハンサー活性によって促進されている可能性が示唆された。しかし、こ
の実験で用いた染色体欠失突然変異では、候補遺伝子の他にも数十の遺伝子が欠失しているの
で、観察された左右非対称性異常の表現型が、候補遺伝子の機能喪失に起因しているかどうかは
不明である。今後、候補遺伝子だけの機能喪失突然変異を得て、そのホモ接合体の表現型を解析
する必要がある。 
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