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研究成果の概要（和文）： Xenopus の頭部形成において、siamois ホメオボックス転写因子は

母性 Wnt シグナルの標的として必要とされる。しかしながら、他の分類群においてこの相同遺

伝子は見つかっていなかった。本研究では、原始的条鰭類ポリプテルスの siamois 相同遺伝子

dioskouroi を発見し、機能解析を行った。結果として、dioskouroi はポリプテルスの頭部形成

のみならず、体軸形成と内胚葉分化に必要とされる事が明らかとなった。これは、硬骨動物の

共通祖先における初期発生システムの類推と、siamois 相同遺伝子を失った後の初期発生シス

テム多様化の理解へつながる知見である。 
 
研究成果の概要（英文）：Xenopus siamois is a homeobox gene cording for a transcriptional 
mediator of the dorsal Wnt signaling pathway and is necessary for the head formation. 
Despite its importance in Xenopus development, no siamois-related genes have been found 
in other taxa. In this study, I found a novel siamois-related gene, dioskouroi, in bichir. The 
bichir gene, which is different from siamois, plays roles in not only organizer formation but 
also endoderm differentiation endogenously. These results lead to a hypothesis that the 
siamois-related protogene in a common ancestor of bony fishes played central role in early 
embryogenesis. 
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１．研究開始当初の背景 
 脊椎動物の初期発生過程は、ボディプラン
を確立する重要な発生段階であるにも拘ら
ず、全割／盤割の卵割様式や胚体外組織の有
無、原腸形成時の組織配置など、形態的に多
様である。より祖先的な後口動物と比較し、

脊椎動物は進化的に卵黄を多量に獲得した
ため、その保持様式を変化させる事によって
多様化したと考えられる。この多様性は初期
発生過程が卵黄量の増減によりフレキシブ
ルに変化するために生じたと思われがちで
あるが、動物綱レベルではよく保存されてお
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り、脊椎動物全体という比較的マクロな視点
で系統的に解釈する事が可能であると考え
ている（上図）。 
 一般的に、脊椎動物系統の根幹を成す初期
発生様式は両生類様であると広く考えられ
てきた。なぜなら、両生類においては原索動
物と共通で、全割により生じたすべての細胞
が初期三胚葉の一部へ分化し、胚体外組織を
形成しないためである。しかしながら、“全
割発生する両生類以外の脊椎動物”について
の分子発生学的知見はほとんどなかった。こ
れまでに、研究代表者は全割発生するポリプ
テルスやヤツメウナギの初期発生を解析し
てきた。特にポリプテルスの実験動物化につ
いては、飼育から実験技術の開発まで世界に
先駆けて行ってきた。 

 また初期三胚葉マーカー遺伝子の発現解
析から、両生類とは異なり、ポリプテルスの
内胚葉が帯域でのみ分化する事を示した。植
物極側細胞集団（vegetal cell mass, VCM；
両生類では内胚葉領域）は、胚葉へ分化せず、
栄養細胞集団として後の発生で吸収される。
この胚体外細胞集団は、顎口類すべての外集
団に位置し、現生脊椎動物で最も初期に分岐
した無顎類の生物であるヤツメウナギの胚
においても共通して存在する。従って、両生
類のみが例外的であり、他の脊椎動物は共通

に卵黄細胞もしくは胚体外領域を持つ事が
示唆される（上図☆）。両生類の胚葉形成は、
植物極側で母性に発現する T-box 転写因子
VegT に制御される点で特徴的である。ポリ
プテルスの VegT ortholog はニワトリやゼブ
ラフィッシュと同様に母性発現しない事か
ら、母性 VegT の獲得により、両生類は二次
的に VCM を内胚葉へ変化させたと考えられ
る（上図  ）。 
 
２．研究の目的 
 脊椎動物における初期発生機構の多様性
を系統的に理解するため、脊椎動物系統での
根幹的な胚発生パターンをもつポリプテル
スの初期発生を解析する。 
 Xenopus 胚発生において、母性 VegT は母
性 Wnt シグナルと協調的に働く事によって、
背側オーガナイザー形成のための nodal 関連
因子の発現に寄与する事が知られている。す
なわち、母性 VegT は中内胚葉の分化だけで
なく、体軸形成においても重要な役割を果た
す。前述のように、VegT の母性発現は両生
類系統のみでみられるため、母性 Wnt シグ
ナルの機能と体軸形成機構の関係性が進化
の過程でどのように変遷してきたのか、現生
脊椎動物においての多様性から検証する事
が重要である。その観点から、homeobox 遺
伝子の siamois に注目する。Xenopus 胚発生
において、siamois とそのパラログ twin は、
母性 Wnt シグナルのターゲットであり、そ
の機能を仲介する役割を果たす。しかしなが
ら、ゲノム解読の進む種も含めた両生類以外
の分類群においては、その相同遺伝子は見つ
かっていなかった。 
 本研究ではポリプテルスにおける siamois
関連因子を同定した事から、その機能解析を
行った。この結果から体軸形成機構の多様化
過程を推測し、脊椎動物原腸形成の統合的・
俯瞰的理解を導き出す事を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) ポリプテルスの飼育と胚採集、胚操作技

術の開発： 
 ポリプテルス種は Polypterus 
senegalus, P. endlicheriの二種を使用
した。胚操作については、卵膜処理、顕
微注入、胚の解剖、などを開発した。 
 

(2) ポリプテルスの遺伝子単離： 
 遺伝子断片の単離は、主に縮重プライ
マーを用いた RT-PCR法 (Reverce 
Transcription and Polymerase Chain 
Reaction)で行った。また、受精卵から初
期神経胚までの cDNAライブラリーを作成
し、その EST (Expression Sequence Tag)
解析からの情報を利用した。全長 cDNAの
単離は、3’-もしくは 5’-RACE法(Rapid 



 

 

Amplification of cDNA Ends)で行った。 
 

(3) ポリプテルス胚での遺伝子発現解析： 
 発生段階に従った遺伝子発現の量的変
化は、各遺伝子の特異的プライマーを用
いた RT-PCR によって解析した。発現の領
域的パターンの同定には in situ 
hybridization法と、切り分けられた組織
片から RT-PCRする事で行った。 
 

(4) Xenopus胚、ポリプテルス胚への顕微注
入と animal cap assay： 
 各種 mRNA、Morpholino oligo.、等は
2-4細胞期に指定の領域へ顕微注入され
た。Animal cap assay においては、4細
胞期の動物極側へ顕微注入した。その後、
初期胞胚期に動物極側組織片を切り出し
て後期原腸胚期まで培養。培養した組織
片を回収し、RT-PCRで遺伝子発現の変化
を調べた。 

 
４．研究成果 
(1) ポリプテルスの cDNA library作成と EST

解析： 
 ポリプテルス（P.senegalus）の初期
胚（受精卵から初期神経胚期）から cDNA
ライブラリーを構築し、約 20,000 クロ
ーンについて両端の配列決定を行った
（EST 解析）。その情報からデータベース
を作成し、トラザメ・ヌタウナギと共に
Vertebrate Time Capsule として発表し
た（下図、雑誌論文②）。 

 
(2) ポリプテルスにおける siamois関連遺伝

子 dioskouroiの単離： 
 ポリプテルスの ESTデータベースに見
つかったいくつかの homeobox 転写因子

について、全長 cDNA を単離した。それ
らを Xenopus胚の腹側へ過剰発現したと
ころ、非常に強い二次軸誘導活性を持つ
因子を発見し、dioskouroi(以下、dios)
と名付けた（下図 A-C）。 

 
 Dios は homeobox ドメインのアミノ酸
配列から、新規の mix-type homeobox因
子である。また、Xenopus siamois と類
似性が高く、Xenopus 以外で初めて見つ
かった siamois 関連遺伝子である（下図
D, E）。 

 
 

(3) Xenopus 胚での頭部形成／二次軸形成に
おける dios と siamoisの活性比較： 

 Siamois は転写活性化因子である事が
知られており、転写抑制型 siamois(上図
A,En-XlSia)は負の優性変異体として働
く。Diosと Siamoisの Xenopus胚におけ
る二次軸誘導活性を比較するため、転写
抑制型 dios（En-PosDios）と、転写活性
化型 dios (VP-PosDios)を構築し実験に
用いた（上図 A）。 



 

 

 二次軸形成のインデックスを上図 Bと
し、Xenopus 胚腹側へ顕微注入した結果
が同 C である。転写活性化型 dios は野
生型（レーン 1）同様に二次軸誘導し（レ
ーン 4, 5）、転写抑制型 diosはしない（レ
ーン 6）。また、転写抑制型 dios は野生
型 dios の二次軸誘導を阻害する（レー
ン 7）。従って、Diosは Siamois同様に、
転写活性化因子として二次軸を誘導す
ると考えられる。さらに、転写抑制型
diosは野生型 siamois の活性を、転写抑
制型 siamois は野生型 dios の活性を互
いに抑制する（レーン 8, 11）ため、両
者の転写機能は同一であると考えられ
る。 
 

次に、Xenopus胚の背側への顕微注入で、
内在の siamois活性との関係性を検討し
た。上図 Dは頭部欠損のインデックスで
ある。上図 Eで示すように、転写抑制型
diosは転写抑制型 siamoisと同様に、同
部形成を阻害する（レーン 5, 6）。これ
は内在 siamoisの活性を阻害した結果と
考えられる。そして重要な事に、
siamois/twin 配列特異的な Morpholino 
oligo.(以下 MO)を用いた二重 knockdown
による頭部欠損表現型（レーン 1, 2）は、
野生型 dios によって救済される（レー
ン 3）。これらの結果は、Xenopus 胚にお
いて、diosは siamois と同一の活性を持
つ事を示す。 
 

(4) ポリプテルス胚における dios の発現： 
 diosは原腸胚期（stage10-12,下図 A,
左パネル）に一過的に発現する。発現領
域は、原口周辺域を中心に、深部に比較

的強く発現する事がわかった（下図 A；
胚を切り分けて RT-PCR,B;初期原腸胚切
片を用いた in situ hybridization、背
側／原口は左側）。この領域は頭部オー
ガナイザーで発現するとされる hex や、
prechordal領域のマーカーである gscの
発現領域と一部オーバーラップする（下
図 B）。従って、dios がポリプテルスの
頭部形成に直接的に関与する事を示唆
する。 

 
(5) ポリプテルス胚発生における dios の役

割： 
 dios の MO（PosDios-MO）を合成し、
機能阻害実験を行った。Xenopus 胚にお
いて、PosDios-MO は dios 過剰発現によ
る二次軸誘導を阻害する（下図 A, レー
ン 1-3）が、siamois の二次軸誘導や胚
の頭部形成を阻害しない（下図 A,レーン
4-7）。従って、dios の配列に特異的な効
果を持つと言える。 

 PosDios-MO をポリプテルス胚へ顕微
注入した胚は、コントロール胚のような
胚構造の形成（下図 B, C, ag; attachment 
gland, eg; external gill bud, pf; 
pectoral fin bud）が見られないだけで
なく、体軸が形成されない（下図 D, E）。
また、転写抑制型 dios の顕微注入にお
いても同様の表現型が観察される（下図
F, G）。さらに、MO胚の RT-PCRによるマ
ーカー解析では、背側オーガナイザーマ
ーカーである gsc, chd だけでなく、



 

 

nodal リガンドの一つ sqt や内胚葉マー
カーsox17 の発現減少が明らかとなった
（下図 H）。これらの結果は、ポリプテル
ス胚において、dios が背側オーガナイザ
ーの形成だけでなく内胚葉の分化にお
いても転写活性化因子として重要な役
割を果たす事を示唆する。 

 
(6) 脊椎動物の初期発生における siamois関

連遺伝子の機能的変遷についての考察： 

 両生類とポリプテルスの系統的位置
から、少なくとも bony fishes（すべて
の四肢動物と硬骨魚）の共通祖先におけ
るゲノムには siamois関連因子がコード
されていたと考えられる（上図●）。し
かしながら、ヒト、マウス、ニワトリな
どの羊膜類、メダカ、ゼブラフィッシュ、
フグなどの真骨魚類のゲノムに siamois
関連因子は存在しないため、両系統で平
行して失われたと考えられる（上図○）。 
 これまでの結果が示すように、現存す
る siamois関連因子（両生類の siamois, 
twin、ポリプテルスの dios）の転写活性

化因子としての機能は非常に類似して
おり、区別できない。その一方で、両動
物種における siamois 関連遺伝子の
knockdown 表現型は明らかに異なってい
る。これは、ポリプテルス胚発生におけ
る diosの役割は、Xenopus胚発生におけ
る siamois/twin の役割と異なる；具体
的には、Xenopus siamois/twinが体軸の
決定に限定的な役割を持つのに対し、
diosは体軸決定に加え、内胚葉の形成に
おいても役割を果たす事が示唆される。
Xenopusにおける母性 VegT機能阻害胚で
は、dios 機能阻害胚と同様に、nodalの
発現と内胚葉の形成、体軸の形成に異常
が見られる事が知られている。従って、
現生両生類系統での母性 VegT 獲得が
siamois 関連因子の役割に変化をもたら
し た 可 能 性 （ 上 図 , alternative 
expectation 1）があると考えている。 
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