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研究成果の概要（和文）：ホヤの原腸胚期の中枢神経系で発現する転写制御因子を網羅的に調

べた。その発現プロファイルを元に１つ１つの転写制御因子のモルフォリノオリゴヌクレオチ

ドを用いて機能阻害し、その下流遺伝子の影響を調べることにより遺伝子調節ネットワーク構

築した。この遺伝子調節ネットワークに基づき転写制御のモデルを構築した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Systematic gene disruption assays by morpholino oligonucleotide injection provided 
gene circuit diagrams for each cells in the Ascidian CNS. Based on this gene 
regulatory network, I constructed a model for the mechanism of transcription in 
Ascidian CNS. 
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１．研究開始当初の背景 
動物の発生における遺伝子調節ネットワー
クの研究は多くの動物で研究されている。近
年の研究の進展によって、格段の進歩があっ
たものの、遺伝子調節ネットワークの動作原
理のモデル化にはほとんど成功していない。
たとえば、遺伝子のシス制御調節機構につい
ては定性的なレベルでほとんどの現象が説

明可能なのか、定量的データが必要なのか、
という点についても議論がある。こうした問
題に答えるための一つの重要な点は、ゲノム
にコードされるすべての調節遺伝子につい
て、細胞の単位で正確な発現パターンが必要
なことである。限られた部分的な情報では十
分なモデル化は難しいためである。この点に
おいて、ホヤは格好の研究材料である。私は
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すでにホヤのゲノムにコードされている調
節遺伝子について、その胚発生における発現
パターンが網羅的・体系的に解析し、細胞単
位で明らかにしており、この点において、ホ
ヤは格好の研究材料である。また、モデルは
実験的に検証することが大切であるが、ホヤ
胚では後述のように容易に検証可能である。 
私のこれまでの研究では初期胚を主に扱

ってきたが、初期胚では胚性の発現パターン
からだけでは十分なモデル構築ができなか
った。これはおそらく母性因子の影響が大き
いためであると考えられる。そこで、モルフ
ォリノオリゴを用いたノックアウト実験に
より網羅的にその制御関係を調べることを
試み、初期胚における遺伝子調節ネットワー
クを解析した。 
原腸胚～尾芽胚の中枢神経系の遺伝子調

節ネットワークの解析では、前方の中枢神経
系細胞における遺伝子発現パターンを記載
することが難しく、必ずしも包括的な解析が
出来なかったこと、複雑な発現パターンを持
つ遺伝子が多く、受精卵へのモルフォリノオ
リゴなどの顕微注入ではこうした遺伝子に
ついて特定の細胞での機能を調べることが
難しいという問題点があった。 
その後の実験技術の向上によって前方の

中枢神経系細胞における発現パターンの解
析が可能になったので、本研究では母性因子
の影響が少ないと考えられる原腸胚に対象
をしぼり、研究を行う。 
すなわち、原腸胚での中枢神経系における

遺伝子調節ネットーワークの解析を行い、遺
伝子の発現パターンの変化を合理的に定性
的なレベルで説明できるモデルを構築し、実
験的に検証する。それを通じて発生における
転写調節の論理を定性的に理解したい。 
 
 
 
２．研究の目的 
ホヤ幼生の中枢神経系は初期原腸胚（１１０
細胞期）２４個（片側１２個）の細胞に由来
する。これらの細胞は後期原腸胚期までに二
度分裂し、生じる９６個の細胞のうち８８個
が中枢神経系へと分化していく。この間にお
およその運命が決まり、たとえば中期原腸胚
の A９.２９と呼ばれる細胞が分裂して生じ
る後期原腸胚の A10.57 は運動神経に分化し、
A10.58 は尾部神経索側面の上位細胞に分化
する。 
本研究ではこの初期原腸胚から後期原腸

胚における調節遺伝子の発現パターンの変
化に注目して解析を行う。すなわち初期原腸
胚の発現プロファイルをもとに次の分裂後
の中期原腸胚期の発現パターンを説明出来
るモデル、中期原腸胚の発現パターンをもと
にさらに 1回分裂を経た後の後期原腸胚の発

現パターンを説明できるモデルを作り、実験
的に検証する。 

これまでの遺伝子ノックダウン等の解析
によれば、例えば神経節前方になる割球
（A9.30）では notch シグナリングの存在と
転写制御因子 ZicL の発現によって FGF8 の
発現が活性化する。隣り合う後方神経索にな
る割球（A9.32）では notch シグナリングの
存在と ZicL が発現しているにもかかわらず、
FGF8 が発現しない。これはこの細胞では
snail の発現が抑制的に働いているためであ
る。つまり、notch シグナリング+ZicL なら
FGF8 の発現がおこり，notch シグナリング
+ZicL+snail なら FGF8 の発現は起こらない。
こうした関係をすべての調節遺伝子の発現
について、各ステージの遺伝子発現パターン、
すでに解析済みの遺伝子の制御関係の情報
を用いてその変化を説明する定性的なモデ
ルを構築する。 

上述の例ではさらにその隣の割球（A9.16）
では notch シグナリングが存在し、ZicL が発
現し、snail が発現していないにもかかわら
ず FGF8 は発現しない。これはこの割球で発
現する別の調節遺伝子の影響であると予測
される。それがどの調節遺伝子であるのかを
モデルは予測するはずである。 
他の多くのモデル生物においても遺伝子

調節ネットワーク研究が行われている。しか
し背景の項でも述べたように、それらの遺伝
子調節ネットワーク研究では細胞の単位で
はなく組織、あるいは領域単位でのネットワ
ークであるが、ホヤでは細胞単位で解析がお
こなわれており、細胞の単位で正確にモデル
化できるところが優れた点である。 

このホヤの特長を生かし、各割球での転写
制御因子の発現に必要な転写制御因子の組
み合わせ（コード）を探るのが本研究の目的
である。 
また、本研究では、原腸胚期に中枢神経系

に発現するすべての調節遺伝子の発現パタ
ーンが基礎となっている。遺伝子の発現制御
の全体像を理解するには、一つの遺伝子の制
御に関わる調節因子を網羅的に同定するこ
とが必要である。 
従って、本研究のように、網羅的な発現解

析を起点とする方法を用いることは、調節遺
伝子の転写制御因子の発現パターンの変化
を論理的に説明するためには非常に有効で
あると考える。そのような研究が可能でかつ
実際に進めているのは、ホヤ以外にない。 
本研究により、遺伝子調節ネットワークの

進行が論理的に説明出来れば、動物の発生を
転写レベルで包括的にとらえる先駆的研究
成果になるはずである。また、ホヤのもつ背
側中枢神経系は、脊索動物を特徴づけるもの
であり、脊索動物の起源において獲得された
遺伝子調節ネットワークの変化についても



 

 

大きな洞察を与えられるものと考えている。 
 
 
 
３．研究の方法 
初期原腸胚から後期原腸胚にかけて中枢神
経系に発現する調節遺伝子の発現プロファ
イルにもとづいて体系的に各遺伝子の発現
パターンを説明できる調節遺伝子の組み合
わせのモデルを作り、そのモデルを実験的に
検証する。その方法は、遺伝子のノックダウ
ンによる下流遺伝子の発現の増減を in situ
ハイブリダイゼーションや RT-qPCRによって
検証する。 
さらに、モデルから予測された組み合わせす
べてについて転写制御因子を中枢神経系で
異所的に発現させ、下流遺伝子の発現を異所
的に実現できるかどうか調べる。 
 
 
 
４．研究成果 
初期原腸胚から後期原腸胚にかけて中枢神
経系に発現する調節遺伝子の数は発現プロ
ファイル（図１）の研究結果によると５７個
である。これまでの発現パターンの解析は、
中期・後期原腸胚においては細胞単位で行わ
れていなかったので、Ａ系列、ｂ系列と呼ば
れる系譜の中枢神経系の細胞についてはそ
の後改めて細胞単位での発現解析を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   図１調節遺伝子の発現プロファイル 
 
技術的な進展によりさらに細かい細胞の同
定が可能になったので、本研究ではａ系列と
呼ばれる細胞系譜の中枢神経系の細胞群に
も解析の対象を拡げた。それによって、ホヤ
ゲノムにコードされる調節遺伝子すべての
うち、この時期の中枢神経系の細胞に発現す
る遺伝子の発現パターンが網羅的に明らか
になった。この時期には細胞間で盛んに相互
作用をしていると考えられているので、それ
を考慮に入れつつ、この発現プロファイルに
もとづいて体系的に各遺伝子の発現パター
ンを説明できる調節遺８伝子の組み合わせ
のモデルを作った（図２）。 
  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図２中枢神経系に発現する調節遺伝子の

遺伝子調節ネットワーク 
 
まず、機能解析がほとんど行われていないａ
系列の中枢神経系の細胞において、遺伝子の
ノックダウンによる下流遺伝子の発現の増
減を in situ ハイブリダイゼーションや
RT-qPCR によって検証することにより、これ
まであきらかにした中枢神経系での転写制
御ネットワークをさらに拡張した。さらに、
初期原腸胚より中枢神経系全体で特異的に
発現する ETR遺伝子のエンハンサーなどを利
用し、調節遺伝子の異所的発現用のコンスト
ラクトを作成しつつある。そしてモデルから
予測された組み合わせで転写制御因子を中
枢神経系で異所的に発現させ、下流遺伝子の
発現を異所的に実現できるかどうか調べる。
現在はこの異所的発現データの解析中であ
る。DNA コンストラクトによる異所的発現は
受精卵へのエレクトロポレーションによっ
て簡単に行うことができ、大量解析に適して
いる。この方法により、モデルによって予想
された組み合わせすべてについて網羅的に
行う。その結果によって説明がつかない部分
があれば、モデルを見直すとともに、定量的
な解析も視野に入れる。 
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