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研究成果の概要（和文）：棘皮動物の多くは前後軸が不明瞭であり、成体は五放射の体制をとる。Hoxクラスター遺伝
子は、多くの動物門では、前後軸に沿った発現領域とクラスター構造にコリニアリティーがある。本研究では、棘皮動
物の祖先型形質を保持するウミユリ類のニッポンウミシダと、前後軸が明瞭に存在するナマコ類のマナマコを用い、Ho
xクラスター遺伝子の発現パターンを解析した。その結果、五放射状の成体ウミシダではHoxクラスター遺伝子の発現は
コリニアリティーがないこと、ナマコでは前後軸に沿った発現のコリニアリティーがあることが示された。このことか
ら、棘皮動物門内においても、Hoxクラスター遺伝子の役割が大きく異なることが示された。

研究成果の概要（英文）：Pentameral symmetry is a characteristic of echinoderms, which do not have a clear 
anterior-posterior axis and lack head structures. Hox cluster genes are broadly conserved across deuterost
omes and protostomes, and are demonstrated a linear cluster structure in the genome. Expression patterns o
n the anterior-posterior axis are also identical in the ordering of the genes in the genome and in develop
mental stages, demonstrating a relation to formation patterns along the anterior posterior axis. The spati
al expression patterns of crinoid Oxycomanthus japonicus and sea cucumber Apostichopus japonicus were exam
ined. Co-linearity expression of the Hox gene cluster along the axis is not observed in Oxycomanthus japon
icus; however the co-linearity expression along the gut in Apostichopus japonicus; which has obvious exter
nal anterior posterior axis, is observed. The results imply that the function of Hox cluster genes is diff
erent in different groups of echinoderm.
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１．研究開始当初の背景 
ウニやヒトデ、ナマコなどが属する棘皮動

物は、系統進化的に新口動物の基部に位置づ
けられる。そのため、新口動物の進化を理解
するうえで、棘皮動物は重要な門である。棘
皮動物は頭部構造が無く、多くは体の前後軸
が不明確で、成体では五放射相称になること
が特徴である。したがって、前後軸について
はいまだに議論が多い。棘皮動物の発生の研
究は、入手が容易で飼育が簡単なウニをモデ
ル動物として行われてきた。しかし、五放射
相称を獲得する成体原基の形成期や、幼生、
成体の体軸形成の分子機構についての情報
は、ほぼ皆無であった。 
 
２．研究の目的 
ウニの形質は棘皮動物の中でも派生的で

あり、棘皮動物のボディープランの進化を研
究する上では、ウニはかならずしも棘皮動物
のモデルとして適しているとはいえない。他
の棘皮動物のグループや、祖先形質を保持し
たウミユリ類の研究が必要である。当該研究
では、ウミユリ類のニッポンウミシダと、成
体においても明瞭な前後軸をもつマナマコ
を研究対象とし、Hox クラスター遺伝子の発
現を前後軸のマーカーとして、成体の体軸を
明らかにすることを目的とした。また、ニッ
ポンウミシダの Hox クラスター構造を解析
し、棘皮動物における五放射相称と Hox クラ
スター構造の再編成との関連を明らかにす
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)ニッポンウミシダの前後軸のマーカーと
して、Hox クラスター遺伝子と、神経発生関
連遺伝子の Six3, Pax6, Otx, Elav, Emx, 
Musashi を、縮重プライマーを用いた
RT-PCR により得た。また、ライブラリーの
スクリーニングにより得た。 
(2)マナマコの前後軸のマーカーとして、Hox
クラスター遺伝子を、縮重プライマーを用い
た RT-PCR により得た。また、ライブラリー
のスクリーニングにより得た。 
(3) ニッポンウミシダとマナマコの、幼生・
成体における前後軸マーカー遺伝子の空間
的発現パターンを in situ ハイブリダイゼー
ションにより解析した。 
(4) ニッポンウミシダのゲノム BAC ライブ
ラリーをスクリーニングし、コンティグを作
成するとともに、染色体 FISH 法により Hox
クラスター構造を解析した。 
 
４．研究成果 
１．ニッポンウミシダの前後軸 
１－１．ニッポンウミシダの Hox 遺伝子 
ニッポンウミシダの Hox 遺伝子の cDNA

のクローニングを行い、配列を決定した。得
られた配列のホメオドメインのアミノ酸配
列 を 、 他 の 棘 皮 動 物 の ト リ ノ ア シ
（ Metacrinus rotundus ） 、 ウ ニ

（Strongylocentrotus purpuratus）、半索動
物の Balanoglossus simodensis、及び脊索動
物のナメクジウオ（Branchiostoma floridae）、
マウス (Mus musculus)、旧口動物のハエ
（Drosophila melanogaster）の Hox 遺伝子
との系統解析を行った。その結果、Hox1、
Hox2、Hox4、Hox5、Hox7、Hox8、Hox9/10、
Hox11/13a、Hox11/13c を得たことを確認し
た。 
 
１－２．ニッポンウミシダの発生過程におけ
る Hox 遺伝子の量的発現 
ニッポンウミシダの Hox 遺伝子群のうち、

Hox7、Hox8、Hox11/13a は初期発生期の原
腸陥入期に発現を開始する。Hox7、Hox8 の
発現量は、孵化期に最大になり、前ドリオラ
リア期以降は発現量が減少する。Hox7 の発
現量は、調べた Hox 遺伝子の中では特に大き
い。Hox9/10 は、孵化期に発現を開始し、前
ドリオラリア期に発現量が増え、ドリオラリ
ア期からシスチジアン期の間は発現量が減
少する。Hox9/10 はペンタクリノイド期に再
び発現量が増加する。Hox5 は前ドリオラリ
ア期に発現を開始し、ペンタクリノイド期で
発現量が増加する。Hox1 はペンタクリノイ
ド期に発現を開始し、ドリオラリア期までは
発現量が少ないが、着底直後の付着幼生期か
ら発現量が増加する。Hox11/13c は付着幼生
期に発現を開始する。以上の結果は、ニッポ
ンウミシダの Hox 遺伝子は、他の門の生物に
見られるような、発生時期に Hox1 から順に
発現する時間的発現のコリニアリティーは
見られないことを示している。胚から幼生期
にかけて発現する Hox5、Hox7、Hox8、
Hox9/10、Hox11/13a、Hox11/13c は、変態
期直前に発現は低下し、成体への変態期であ
るシスチジアン幼生期 に再び Hox1、Hox5、
Hox9/10、Hox11/13c の発現が上昇する。こ
のことは、Hox 遺伝子を二期に分けて発現す
ることで、幼生の体の形成と成体の体の形成
を切換えると考えられる 
 
１－３．ニッポンウミシダの発生過程におけ
る Hox 遺伝子の空間的発現パターン 
孵化期では、Hox7 が予定口陥域の周囲に

ある口周囲外胚葉と、予定口陥域を構成する
外胚葉で発現する。後期孵化期では、口周囲
外胚葉と、予定口陥域を構成する外胚葉に加
えて、右側体腔と左側体腔で発現が見られる
ようになる。Hox8 は、腸水腔の後方にある
体腔で発現する。Hox9/10 は体腔の後端で発
現する。Hox11/13a は外胚葉の後端で発現す
る。これらの結果は、孵化直後の幼生では
Hox7、Hox8、Hox9/10、Hox11/13a の順で、
幼生の前後軸に沿って発現することを示し
ており、一部の Hox 遺伝子には空間的発現に
リニアリティーがあることを意味している。 
着底後の初期シスチジアン幼生では、体軸

が回転し、口が形成されて、口側軸・反口側
軸が形成される。この時期に Hox5、Hox7、



Hox8、Hox9/10、Hox11/13a の発現に加えて、
Hox11/13c が体腔で発現を開始する。Hox5
は、左側体腔に由来する口側体腔の背側と、
右側体腔に由来する反口側体腔の背側端で
発現する。Hox7 は予定冠部の外胚葉で、ス
ポット状またはパッチ状に発現する。特に赤
道部でのパッチ状の発現が顕著である。また、
Hox7 の発現は、柄の内部の側柱を形成する
細胞群にも見られた。Hox8 は、腹側端以外
の口側外胚葉と 反口側外胚葉で発現する。
Hox9/10 は口側外胚葉と 反口側外胚葉の腹
側端以外の腹側で発現する。Hox11/13a は口
側外胚葉と 反口側外胚葉の腹側 1/3 の領域
で発現する。Hox11/13c は腸嚢の腹側端で発
現する。これらの結果は、Hox5、Hox8、
Hox9/10、Hox11/13a が、口側外胚葉と反口
側外胚葉の背腹軸に沿って空間的発現にコ
リニアリティーがあることを意味している。 
変態完了後のペンタクリノイド期の冠部

では、Hox1、Hox5、Hox7、Hox11/13c が五
放射状に発現する。Hox1 はスポット状に、
腕の長軸上の 5 カ所で発現する。また、Hox1
は 5カ所の腕の基部でもスポット状に発現す
る。Hox5 は先端が欠けた矢尻の形で、腕の
長軸上の 5 カ所で発現する。また、Hox5 は
冠部の最も反口側領域で発現する。Hox7 は
冠部から腕にかけて五放射状に発現する。
Hox7 の腕での発現領域は、腕の長軸に沿っ
た梯子状である。また、Hox7 も冠部の最も
反口側領域で発現する。Hox11/13c は、矢尻
の形で、腕の長軸上の 5 カ所で発現する。
Hox11/13cも冠部の最も反口側領域で発現す
る。また、Hox11/13c の発現は予定肛門域で
も見られる。 
幼体では、Hox1 が冠部の反口側で、腕の

長軸上の位置に、五放射状に 5 カ所で発現す
る。発現領域は矢尻状であり、腕の基部と冠
部の中心の中間点にある。Hox1 の矢尻状の
発現領域は、腕に向かって伸びる神経索の位
置に相当する。また、腕の基部と腕の神経索
の長軸に沿って梯子状に Hox1 の発現領域が
見られる。切片化して発現領域を詳細に解析
したところ、巻枝における Hox1 の発現は、
一対のスポットとして観察され、スポット状
の発現領域が、巻枝の長軸に沿って繰り返し
ており、発現領域は梯子状になっていること
が示された。五角形の反口側環状神経では
Hox1 は発現していない。Hox5 も、冠部の反
口側で、幼生の腕の長軸上の位置に、五放射
状に 5 カ所で発現する。発現領域は先端が欠
けた矢尻状であり、矢尻が欠けた部分の位置
は、Hox1 の発現領域に相当する。切片を観
察すると、五角形の反口側環状神経での
Hox5 の発現が見られる。腕の神経索では、
五角形の反口側環状神経からわずかに離れ
た位置に Hox5 の発現が見られる。この位置
は、冠部外部から観察された Hox5 の矢尻状
の発現領域に相当する。巻枝では、Hox5 の
発現は神経索で、一対のスポットとして観察
される。Hox7 は、反口側神経系全体に沿っ

て五放射に発現し、腕の神経索も Hox7 を発
現している。また、Hox7 は、五角形の反口
側環状神経でも発現し、腕の神経索と巻枝の
神経索まで発現領域は連続している。
Hox11/13c は、冠部の反口側で、幼生の腕の
長軸上の位置に、五放射状に 5 カ所で発現す
る。発現領域は矢尻状であり、Hox1 と Hox5
の矢尻状の発現領域より冠部の中心側にあ
る。切片を観察すると、五角形の帯状の反口
側環状神経のうち、外側部分でスポット状の
発現が見られる。腕に伸びる神経索と反口側
環状神経が接する部分の神経索の部分にも、
スポット状の発現が見られる。この位置は、
冠部外部から観察された Hox11/13c の矢尻
状の発現領域に相当する。Hox11/13c は口側
にある肛門管でも発現する。肛門管の切片を
観察すると、結合組織と、表皮での発現が見
られる。  
以上を総合すると、幼生期では、体腔にお

いて口から肛門の軸に沿って Hox7、Hox8、
Hox9/10、Hox11/13a の発現にコリニアリテ
ィーがあり、変態以降から成体期にかけては、
反口側神経に沿って Hox1、Hox11/13c、Hox5、
Hox7 が五放射状の発現をする。このことか
ら、ウミシダには、幼生期の前後軸（口側・
反口側軸）と、成体期の体の中心から外に向
かって伸びる 5 本の軸の、2 つの異なる軸が
存在し、それぞれのパターニングに Hox クラ
スター遺伝子が関わると考えられる。 
腕や巻枝でみられた Hox 遺伝子の発現は、

節の繰り返し構造形成とかかわっていると
考えられる。多くの動物門で見られる体節形
成における Hox クラスター遺伝子の役割が、
ウミシダの腕や巻枝の分節形成においても
保存されている可能性がある。以上の研究内
容については、近日中に論文を投稿する予定
である。 
 
１－４．ニッポンウミシダの Hox クラスター
構造 
ニッポンウミシダゲノムの BAC ライブラ

リーを作成し、PCR スクリーニングにより、
Hox1 を含むクローン 3 個、Hox2 を含むクロ
ーン 2個、Hox4、Hox5、Hox7、Hox8、Hox9/10、
Hox11/13a、Hox11/13c を含むクローン各 1
個ずつの合計 12個のBACクローンを特定し
た。BAC クローンどうしの位置関係を解析し
た結果、Hox1・Hox2、Hox4・Hox5、Hox7・
Hox8・Hox9/10・Hox11/13a がクラスター構
造を作っていることを明らかにした。染色体
FISH 解析により、ニッポンウミシダの Hox
クラスターは 1本の染色体にあることが示さ
れているが、クラスター構造の位置関係の全
容は明らかになっていない。本研究で作成し
たニッポンウミシダの BAC ライブラリーの
インサートサイズは 140kbpと 80kbpであり、
クローン数は 140kbp のライブラリーが
53712 クローン、80kbp のライブラリーが
46080 クローンである。ニッポンウミシダの
ゲノムサイズはマイクロフォトメトリーに



より約 8×108kbp と予測されており、今回ス
クリーニングを行ったライブラリー全体で
予想ゲノムサイズの 10 倍程度をカバーして
いる。クラスター構造の解析に充分と考えら
れる量のライブラリーをスクリーニングし
たにもかかわらずクラスターがつながらな
いのは、制限酵素の部分処理によって BAC
ライブラリーが作成されていることが原因
として考えられる。別の方法で作成したライ
ブラリーを使用して解析を行う必要がある。
今回の解析でクラスターがつながっていな
い部分は、ウニでクラスターに変化が起こっ
ている部分と一致している。また、現時点で
クローニングできていないニッポンウミシ
ダの Hox 遺伝子が存在する可能性がある部
分とも一致する。以上から、ニッポンウミシ
ダの Hox クラスターにも変化が起きている
可能性も考えられ、今後さらなる解析が必要
である。 
 
１－５．ニッポンウミシダの神経系と神経形
成関連遺伝子の発現パターン 
神経形成にかかわる遺伝子の発現は、前後

軸の最も前端で発現するため、軸の前端のマ
ーカーとなりうる。そのため、神経形成関連
遺伝子の発現パターンを解析した。 
棘皮動物は幼生と成体のボディープラン

が大きく異なり、幼生から成体に至る過程で
体軸や体内の組織構造が大きく変化する。特
に神経系は幼生から成体に成長する過程で
の変化が著しく、五放射相称の成体神経は左
右相称の幼生神経とは独立して形成される
と考えられている。 
ウミシダ類は有柄ウミユリ類と共に現生

棘皮動物の中でも祖先的な成体神経系を有
するとされる。たとえば、発達した反口側神
経系は、ウミシダ類と有柄ウミユリ類以外の
現生棘皮動物では見られない祖先的な特徴
である。しかし、ウミシダ類成体神経系の詳
細な構造および形成過程についての知見は
乏しい。そこで、ニッポンウミシダの発生各
段階における組織切片を作成し、ヘマトキシ
リン―エオシン染色、ニッスル染色、アザン
染色などの組織化学染色により、神経系を含
む各組織の構造を確認した。その結果、ニッ
ポンウミシダの成体神経系は後期座着幼生
期から幼体期にはその基本構造の形成が完
了することを明らかにした。次に、抗シナプ
トタグミン抗体を用いて、座着幼生および幼
体における成体神経系の全体構造を明らか
にした。従来、成体の各腕基部には 1 本の反
口側神経が入るとされてきたが、本研究によ
って、腕基部の反口側神経は主に 2 列の神経
細胞列からなり、これらが途中で二分岐する
腕のそれぞれに入ることが明らかとなった。
また、冠部の反口側神経にこれまで知られて
いない神経連絡が存在することが明らかと
なった。これらの結果は、ウミシダ類の反口
側神経は特に腕の運動を統合・制御するのに
適した形となっていることを示唆する。これ

らの知見により、ニッポンウミシダの冠部で
の Hox 遺伝子の発現は、反口側神経領域であ
ることが明らかとなった。 
続いて、脊椎動物などで頭部神経の領域化

や感覚器官の形成に働く Six3, Pax6, Otx の
ニッポンウミシダ発生過程における発現解
析を行った。その結果、浮遊幼生期にはこれ
らの遺伝子が内中胚葉の前後領域化に関わ
り、神経の領域化には関わらないことを確認
した。また、座着幼生および幼体では、これ
らの遺伝子が口側神経や管足で発現するが、
反口側神経ではほとんど発現が見られない
ことを明らかにした。これらの結果は、ウミ
シダ類におけるこれらの遺伝子の神経の領
域化に関する機能が改変されていること、お
よび、ウミシダ類の感覚器官は主に口側の管
足に集中していることを示唆する。 
一方、神経発生や神経系の分化に関わる各

種遺伝子の配列を得るために、座着幼生の
cDNA ライブラリーを作成した。作成したラ
イブラリーから、Elav などの汎神経マーカー
遺伝子、Emx などの神経発生に関わる各種転
写因子、Musashi などの神経前駆細胞マーカ
ー遺伝子などの配列情報を入手し、これらの
遺伝子のクローニングと発現解析を行った。
座着幼生から幼体における発現解析の結果、
汎神経マーカー遺伝子 Elav は口側、反口側
の両神経系に発現したが、神経前駆細胞マー
カーMusashi は口側神経系のみで発現し、ウ
ミシダ類の神経系では口側神経に存在する
神経前駆細胞の一部が反口側神経に移動す
る可能性が示唆された。また、Six3, Pax6, 
Otx と同様に脊椎動物などで頭部神経の領域
化に働く Emx や Gbx が、ニッポンウミシダ
浮遊幼生では幼生神経以外の外胚葉および
内中胚葉性組織で発現し、これらの遺伝子の
神経領域化に関する機能がウミシダ類では
大きく改変されていることを確認した。 
本研究により、棘皮動物の中でも祖先的な

神経系を有するウミシダ類の成体神経の全
体像が明らかとなった。また、神経マーカー
の発現では、ウミシダの前後軸は、口側・反
口側軸に相当することが示唆された。さらに、
ウミシダ類は反口側神経を運動神経、口側神
経を感覚神経として利用しているが、その細
かい構造の領域化の仕組みは脊椎動物の頭
部神経における前後領域化の仕組みとは異
なることが示唆された。本研究の内容は、近
日中に論文として投稿する予定である。 
 
２．ナマコの前後軸 
マナマコは棘皮動物でありながら、成体に

おいても明らかな前後軸を有しており、幼生
から成体にいるまで連続的に体軸形成を追
うことが可能である。したがって、マナマコ
における前後軸が幼生から成体までの各発
生ステージでどのようにパターニングされ
ていくかを調べることで棘皮動物の体軸形
成について新たな知見を得られると期待さ
れる。本研究では Hox クラスター遺伝子のナ



マコホモログを単離し、RT-PCR による時間
的発現ならびに前後軸に沿った発現を in 
situ ハイブリダイゼーションにより解析を
行った。 
 
２－１．ナマコの Hox クラスター遺伝子 
棘皮動物の Hox クラスター遺伝子配列の

情報から縮重プライマーを合成し、PCR お
よび Rapid amplification of cDNA ends
（RACE）により Hox クラスター遺伝子のナ
マコホモログを単離した。保存性の高いホメ
オドメインの配列を用いた系統樹解析によ
り、8 種類の Hox クラスター遺伝子 Hox1、
Hox5、Hox7、Hox8、Hox9/10、Hox11/13a、
Hox11/13b、Hox11/13c を単離した。 
 
２－２． Hox クラスター遺伝子の時間的発
現 
得られた8種類のHoxクラスター遺伝子に

ついて RT-PCR を行った。Hox11/13b は胞胚
期以降に発現し、Hox7,Hox8 については孵化
胚以降で連続的な発現がみられた。Hox1 は
原 腸 胚 で 発 現 が 始 ま り
Hox11/13a,Hox11/13c は開口期から発現を
開始した。Hox9/10 は初期アウリクラリア期
以降で発現が開始され、Hox5 はドリオラリ
ア期以降で発現していた。以上からマナマコ
では、時間的な発現のコリニアリティーはな
いことが明らかになった。 
 
２－３．Hox クラスター遺伝子の時間的発現 
幼生の後期開口期ではHox1、Hox7、Hox8、

Hox11/13a、Hox11/13b のシグナルが観察さ
れた。Hox1 は咽頭で発現がみられ、他の Hox
クラスター遺伝子の発現については、消化管
後部の後腸となる領域でコリニアリティー
が観察された。この時期はアウリクラリア幼
生となる前の段階であり、盛んに形態形成が
行われている。ここで発現がみられた Hox
クラスター遺伝子は、幼生の消化管に沿って
コリニアに発現し、咽頭および後腸のパター
ニングに関わっていると考えられる。 
ドリオラリア幼生期は変態直後の発生ス

テージにあり、その内部では成体の形態構造
が形成されつつある。この内部構造および発
現領域を詳細に観察するために、ドリオラリ
ア幼生とペンタクチュラ幼生で、in situ ハ
イブリダイゼーション後に切片を作成し、観
察を行った。その結果、ドリオラリア幼生で
は、形成されつつある成体の消化管に沿って
これらの Hox クラスター遺伝子がコリニア
なパターンで発現していることが明らかに
なった。さらに発生の進んだペンタクチュラ
幼生では、すでに形成された消化管に沿って、
ドリオラリア幼生期と同様の発現パターン
がより明確に観察された。以上から、成体の
形態形成が盛んに行われるこれらの時期に
おいても、Hox クラスター遺伝子の発現は、
消化管に沿ったコリニアリティーがあり、前
後軸に沿ったパターニングに関係している

と考えられる。また、ウミシダで見られたよ
うな五放射の発現パターンは観察されなか
った。このことから、棘皮動物門の中でも、
Hox クラスター遺伝子の体軸形成における
役割は大きく異なることが明らかになった。
本研究内容は、近日中に論文として投稿する
予定である。 

 
以上の結果を総合すると、棘皮動物では一

般的に、左右相称性の発生初期の幼生期では、
Hox クラスター遺伝子の一部の発現が、前後
軸（口側反口側軸）に沿ったコリニアリティ
ーを示す。しかし、変態期以降は、典型的な
5 放射相称を示すグループでは、体の中央か
ら五放射に Hox クラスター遺伝子が部域特
異的に発現するが、ナマコのように前後軸が
明瞭なグループでは変態期以降も五放射状
の発現が見られず、前後軸（口側反口側軸）
に沿った発現をする。棘皮動物においても
Hox クラスター遺伝子は、体軸に沿ったパタ
ーニングに関わるが、変態後の Hox クラスタ
ー遺伝子の役割は、棘皮動物門の中でも成体
の形態によって異なることが示される。 
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