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研究成果の概要（和文）：オルソログ解析により、シマヘビ、マウス、ニワトリ、スッポンのオルソログを
Ortho Finderを用いて19557個特定した。そのうち4種で保存されているものは7714個であった。Gene Ontology
解析の結果、転写調節や器官発生に関わる遺伝子が多く含まれていた。RNA-seqデータを解析し、各種のゲノム
にリードをマッピングし、その後、発現変動解析を行った。特にシマヘビと他三種で発現変動していた遺伝子を
明らかにし、ヘビの尻尾が形成される場所において高発現する遺伝子を特定した。この中から発現量と胴体の長
さに正の相関がある遺伝子を複数発見した。

研究成果の概要（英文）：Snakes possess unique morphological features distinct from other 
vertebrates, such as the degeneration of limbs and an exceptionally high number of vertebrae. These 
characteristics make them highly intriguing subjects for evolutionary studies. The slender and 
elongated body of snakes is one of their most distinctive morphological traits, capturing the 
interest of not only scientists but also humanity throughout history. In this study, we successfully
 identified several candidate genes responsible for the elongated body of snakes through comparative
 gene expression analysis between snakes and other species. Since the genetic causes behind the long
 bodies of snakes have remained completely unknown until now, this research is expected to 
significantly contribute to unraveling the mysteries of snake evolution.

研究分野： 進化発生学

キーワード： 進化　発生学　脊椎骨　ヘビ　次世代シークエンス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヘビは手足の退化や非常に多くの脊椎骨を持つなど、他の脊椎動物とは異なる特異な形態的特徴を持つ。このた
め進化学の分野において極めて魅力的な研究対象である。ヘビの細くて長い体の特徴は、ヘビの形態の中でも最
も特徴的な形態要素の一つとして、科学者だけではなく昔から人類の興味の対象であった。本研究では、ヘビと
他の生物種との遺伝子発現の比較解析からヘビで長い胴体を作る候補遺伝子を複数同定することに成功した。こ
れまでヘビの長い胴体を作る原因遺伝子は全く明らかにされていないため、本研究はヘビの進化の謎の解明に大
きく貢献すると考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

ヘビは手足の退化や非常に多くの脊椎骨を持つなど、他の脊椎動物とは異なる特異な形態的

特徴を持つ。このため進化発生学の分野において極めて魅力的な研究対象である。特に細くて長

い体の特徴は、ヘビの形態の中でも最も特徴的な形態要素の一つとして、科学者だけではなく昔

から人類の興味の対象であった。ヘビの細くて長いと言われる体の形は、胸腰椎の脊椎数が多い

ことに起因する。シマヘビではおよそ 200個の胸腰椎が存在する。胸腰椎は前肢と後肢の間の脊

椎骨であるが、手足が退化する前のテトラポドピスの化石を見る限り、既に胸腰椎の数が多いこ

とから、ヘビは手足を失う前からすでに現存するヘビと同じく胸腰椎の数が増えていたことが

分かる。脊椎骨は発生中の中軸中胚葉に形成される体節から形成される。この体節が多く作られ

るほど、その後に形成される脊椎骨の数も多くなる。したがって、ヘビの体が長い謎を解明する

ためには、発生期にヘビ特異的に体節数が多く作られるメカニズムを解明する必要があった。 

２．研究の目的 

近年、コブラやパイソンなどの卵生ヘビの産卵後の有精卵を用いて、孵化までの形態的特徴の

変化が複数報告されている(Jackson 2002, Boughner et al., 2007)。しかしながら産卵直後の胚はす

でに体節が 200 個程度形成されてしまっている。このためヘビ特異的な体節形成メカニズムの

全容を解明するためには、産卵前のヘビ初期胚を親個体から取り出して調べる必要がある。我々

は日本固有種であるシマヘビの親個体から胚の採取を行い、原腸陥入期から産卵直前までのシ

マヘビ胚の発生ステージ表を作成した。また産卵前の未熟な有精卵を体外培養し、発生を進める

手法も開発した（Matsubara et al., 2017）。そしてこのような準備段階を経て集めたシマヘビの初

期胚を観察した結果、ファイロティピック段階のシマヘビ胚において、体軸の後端に位置する中

軸幹細胞の数が他の脊椎動物胚と比べて異常なほど多く、組織が肥厚していることを発見した。

中軸幹細胞は、初期胚の体軸の後端に存在する原腸から、細胞が腹側に陥入した部分に存在し、

細胞が分裂を繰り返しながら前側に細胞を供給することで、体節の元となる中軸中胚葉の細胞

を生み出す。これらの知見から、本研究では我々が発見したヘビの初期胚に見られる特異な中軸

幹細胞の分子生物学的特性を解明することにより、ヘビ特有の体軸の伸長を誘導する進化的に

獲得された原因遺伝子を探索することを目的とした。 

３．研究の方法 

他の脊椎動物と形態的に似ているファイロタイプ期のシマヘビ胚で、脊椎骨の原器である体

節を生み出す中軸幹細胞の細胞数が増加している原因を探るために、シマヘビ初期胚の中軸幹

細胞（PSM）を微細操作により単離した。比較対象として、中軸幹細胞数が少ないスッポン胚、

ニワトリ胚、マウス胚において同様に、中軸幹細胞を単離した。これらの４種にいてトランスク

リプトーム解析を行った。スッポン、ニワトリ、シマヘビの順番で遺伝子の発現量が多く・少な

くなっているもの（発現変動遺伝子）を選定し、中軸幹細胞の増加を誘導する候補遺伝子を得た。 

４．研究成果 

発現変動解析に用いるオルソログは基礎生物学研究所との連携研究によりシマヘビ、マウス、

ニワトリ、スッポンのオルソログを Oltho finderというソフトを用いて 19557個特定した。この

中で、4種で 1つずつ保存されているオルソログは 7714個存在した。これらのオルソログにど

のような機能の遺伝子が主に含まれているかを調べるため GOを割り当てた（Fig.1）。その結果

66092 個の GO が割り当てられ、この内、最も多く検出された GO から順に 10 つ挙げると、



positive regulation of transcription by RNA polymerase II、negative regulation of transcription by RNA 

polymerase II、multicellular organism development、regulation of transcription, DNA-templated、signal 

transduction、 cell differentiation、 positive regulation of transcription, DNA-templated、 protein 

phosphorylation、protein transportであった(Fig.1)。この結果から、解析に用いる遺伝子のオルソロ

グには転写調節と器官発生に関わる遺伝子が多く含まれていることがわかった。 

Fig. 1 オルソログの GO解析の結果 

 

RNA-seq はペアエンドリードで解読した。得られた RNA リードは、cutadapt でアダプター配

列を除去し、QV 値が２２以下の配列は取り除いた。その結果、ss.（体節数）19 のシマヘビの

PSMでは、リード１が 36275106個、リード２が 36275106個、体節ではリード１が 14547447個、

リード２が 14547447個得られた。ss.45 のシマヘビの PSMでは、リード１が 36206047個、リー

ド２が 36206047個、体節では、リード１が 14482623個、リード２が 14482623個得られた。ss.46

～80のシマヘビの PSMでは、リード１が 34895329個、リード２が 34895329個、体節ではリー

ド１が 14072603個、リード２が 14072603個得られた。ss.6～14 のマウスの PSMではリード１

が 35383227個、リード２が 35383227個、体節ではリード１が 11547382個、リード２が 11547382

個得られた。ss.9～10ニワトリの PSMではリード１が 46249652個、リード２が 46249652個、

体節ではリード１が 11309665個、リード２が 11309665個得られた。ss6～10のスッポンの PSM

ではリード１が 45761401個、リード２が 45761401個、体節ではリード１が 14762994個、リー

ド２が 14762994 個得られた。これら RNA リードは hisat2 を用いて、各種のゲノムにリードを

マッピングした。マッピングされたリードの割合を示す Alignment rateは、 ss.19  のシマヘビの

PSMが 85.96%、体節が 84.6％ であった。ss.45 のシマヘビでは、PSMが 86.42%、体節が 86.5% 

であった。ss. 46 ～ 80 のシマヘビでは、PSM が 87.12% 、体節が 87.07%であった。 ss.6 ～ 

14 のマウスでは、PSMが 96.54%、体節が 96.60 %であった。ss.9 ～ 10のニワトリでは、PSM

が 91.66%  、体節が 93.10% であった。ss.6～10 のスッポンでは、PSM が 87.48%、体節が 

88.84% であった。マッピングされたリードは stingtieを用いてカウントし、後方 PSMと体節の

遺伝子発現量を並べてマトリクスを作製した。 

一般的な発現変動解析は同種の組織に発現する遺伝子で行われる。しかし、異種間の RNAseq

の発現変動解析は遺伝子重複のない 1:1 オルソログを用いた例がある (David et all.,2011)。そこ

で、同定した 7722個のオルソログを用いて、シマヘビ、マウス、ニワトリ、スッポンの後方 PSM



の発現変動解析を行った。その結果、ss.19のシマヘビと他三種で発現変動していた遺伝子は 839

個(FDR < 0.05)であった。また、ss.46 のシマヘビと他三種で発現変動していた遺伝子は 862 個

(FDR < 0.05)であり、ss.46-80のシマヘビと他三種で発現変動していた遺伝子は 850個(FDR < 0.05)

であった。 

これらの結果から、さらに遺伝子を限定し、PSM で高発現する遺伝子を明らかにするために、

4 種別々に、体節と後方 PSM で発現変動解析を行った。その結果から MAplot を作製した。シ

マヘビでは ss. 19(Fig.2) 、ss. 45 、ss. 46～80 でそれぞれ 523個、620個、474個が体節と比較し

て PSMで有意に高発現であった。このうち、7722 オルソログに含まれるのは、74個、97個、

70個であった。また同様に、マウス、ニワトリ、スッポンでは、それぞれ、458個、256個、603

個が体節と比較して PSMで有意に高発現であった。このうちオルソログに含まれるのは、マウ

スが 113 個、ニワトリ 40 個、スッポン 194 個であった。PSM 高発現遺伝子として、シマヘビ

ss19 で有意に検出された遺伝子と他 3 種で有意に検出された遺伝子を足し合わせると、同じ遺

伝子の重複を除いてシマヘビ ss.19 では 421 個、ss.  45  では 444 個 、ss, 46 ～ 80 では 417 

個であり、これを PSM 高発現遺伝子とした。 

前述の異種間での発現変動解析から、ss19 の時

に 839個、ss45の時に 862個、ss46～80の時に 850

個の遺伝子が異種間で、有意に発現量が変化して

いた。この内、PSM 高発現遺伝子は、ss19の時に

134個、ss45の時に 134個、ss46～80の時に 125個

含まれることがわかった。この有意に検出された

PSM 高発現の中で、胴体の長さと発現量に相関の

ある遺伝子を、TMM methodで補正した RNA リー

ド数(遺伝子発現量)と共に表に示した。その結果、

胴体の長さと発現量に正の相関があった遺伝子を

8個発見した。 

 今後はマウス胚・ニワトリ胚を用いて候補遺伝子の発現量を操作し、マウス胚・ニワトリ胚で

ヘビ様の形態を再現できるかを検証する。これにより本研究で明らかとなったヘビで長い胴体

を作る候補遺伝子を機能的に検証していきたい。これまでヘビの長い胴体を作る原因遺伝子は

全く明らかにされていないため、本研究はヘビの進化の解明に大きく貢献すると考えられる。 
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