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研究成果の概要（和文）：脊索は脊椎動物体制における中軸器官であるとともに脊索動物を特徴付ける最も重要な形質
である。したがって、脊索形成の分子メカニズムの解明は脊椎動物体制構築の解明につながると同時に、脊索動物進化
のメカニズムの理解にも直結する。特に頭索動物ナメクジウオは脊索動物で最も祖先的な形質を保持していると考えら
れており、脊索動物門の誕生を理解する上で欠かせない動物群である。そこで、ナメクジウオ脊索の分子的基盤となる
解析を進め、さらに、ナメクジウオのゲノムを用いて脊索形成に機能する遺伝子の発現調節機構の解析を展開した。

研究成果の概要（英文）：Recently, much more attention has paid to cephalochordate amphioxus to answer an 
important question of metazoan evolution, namely the origin and evolution of chordates. In order to 
characterize the notochord of adult amphioxus, we examined gene expression profiles by RNA-seq analysis. 
These genes play roles in the formation, maintenance and function of the notochord.The present repertoire 
of genes provide molecular basis for future evo-devo studies of early chordate evolution.

研究分野： 進化発生
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1. 研究開始当初の背景 
 

	 ゲノム情報が急速に整備される現在、進化
発生と比較ゲノムの統合による生物の進化
と多様性を解き明かす、新たな研究分野の創
造が可能になりつつある。「脊索」は脊椎動
物体制における中軸器官であると同時に、脊
索動物を特徴づける最も重要な形質である。
したがって、脊索形成の分子メカニズムの解
明は脊椎動物体制構築の解明につながると
同時に、脊索動物進化のメカニズムの理解に
も直結する。	 
	 これまでに、 T-box 転写因子である
Brachyury	 (T)遺伝子は脊索動物の共有派生
形質である脊索の形成において鍵となる遺
伝子であることが明らかにされてきた。さら
に、研究が進展すると Brachyury遺伝子は脊
索を持たない動物群にも存在することが示
され、また T-box 転写因子はファミリーをな
して様々な形態形成の過程で重要な働きを
していることなどが明らかにされてきた。そ
の中で世界に先駆けて、佐藤矩行グループが
中心となり脊椎動物に近縁な尾索動物、頭索
動物、半索動物、棘皮動物、各々から
Brachyury遺伝子を同定した(Satoh,	 2003)。	 
	 申請者はこれまでに尾索動物ホヤを用い
て、Brachyury ターゲット遺伝子群 450 遺伝
子を明らかにし、脊索遺伝子の機能解析と転
写調節領域解析からホヤ脊索形成の分子機
構について研究を進めてきた(Takahashi	 et	 
al.	 2010,	 Hotta	 et	 al.	 2008)。	 
 
２．研究の目的 
 
	 海洋生物をはじめ生物多様性に基づいた
ゲノム情報が急速に整備される現在、進化発
生と比較ゲノムの統合は、生物の進化と多様
性を解き明かす新たな研究分野の創成につ
ながる。これまでの発生生物学研究から、
T-box 転写因子である Brachyury 遺伝子は脊
索形成の鍵となる遺伝子であることが明ら
かにされてきた。	 
	 そこで、脊索動物(ホヤ、ナメクジウオ)、
と脊索を持たない近縁の動物(ギボシムシ)
の Brachyuryターゲット遺伝子群を明らかに
することから脊索動物門の誕生に関わる遺
伝子ネットワーク進化の解明、さらに我々ヒ
トがどこから来たのか？という地球上で人
間が由来した変遷について新しい進化生物
学的世界観を得ることにも繋がる研究を展
開することを目的とした。	 
 
	  
３．研究の方法 
 
	 生物の多様性と進化を解き明かすために、
生物多様性の発生学的メカニズムにいかに
挑むか、進化発生学的研究における生物種間
のゲノムワイド解析がどのような研究手法
で可能か？本申請研究では、脊索動物門の誕

生を担う脊索形質獲得の分子的基盤を解き
明かすために 3 つのアプローチ法を取った。	 
	 第一のアプローチは脊索細胞の RNA-Seq 解
析により脊索形成の発生過程の分子的基盤
を明らかにすることである。新しい動物門に
共通な共有派生形質である「脊索形質」の分
子的実態を明らかにすることを試みた。しか
し、この手法のみでは進化の過程で脊索を持
たない共通祖先の動物から脊索を獲得した
変遷を解き明かすことはできない。	 
	 そこで、第二のアプローチは脊索動物にお
いて脊索形成の鍵となる遺伝子 Brachyury遺
伝子のターゲット遺伝子群を ChIP-Seq 解析
により、ゲノムワイドに同定する方法である。
このアプローチによって、脊索動物のターゲ
ット遺伝子群と脊索を持たない近縁の動物
群のターゲット遺伝子群を比較解析するこ
とが可能になる。	 
	 第三のアプローチである脊索に発現を制
御する Brachyury遺伝子ネットワークの解析
により、脊索形質の獲得に至る遺伝子ネット
ワークの進化プロセスを解明することを目
指した。	 
	 
(1)	 脊索動物門における脊索形質の分子的
基盤：(RNA-Seq 解析)	 
(2)	 新口動物群の Brachyury ターゲット遺伝
子群のゲノムワイド解析：(ChIP-Seq 解析)	 
(3)	 脊索に発現を制御する Brachyury 遺伝
子ネットワークの進化：(遺伝子発現制御解
析)	 	 
	 
	 
４．研究成果	 
	 
(1)	 脊索動物門における脊索形質の分子
的基盤	 
	 脊索動物の共有派生形質である脊索細胞
の分子的基盤を明らかにするために RNA-Seq
解析を行った。脊索動物門誕生の進化プロセ
スを解明する際に鍵となる祖先的な動物群
であるホヤ(尾索動物)とナメクジウオ(頭索
動物)の脊索細胞の脊索形成遺伝子セットの
分子基盤を明らかにすることを試みた。特に
ナメクジウオの脊索は発生の過程で消失す
ることなく成体においても存在し続けてい
る。脊索動物の祖先的な脊索形質の分子的基
盤を明らかにするためにはナメクジウオの
成体における脊索形質を解析することは非
常に重要となる。成体のナメクジウオの脊索
細胞を顕微鏡下で単離して次世代シークエ
ンサーを用いて RNA-Seq 解析を進めた。また、
RNA-Seq 解析を進める際にはナメクジウオの
筋肉細胞と神経細胞(神経索)の単離も行い
同時に解析を進めた。	 
	 その結果、ナメクジウオの脊索発現遺伝子
解析をすると非常に興味深いことに成体の
脊索細胞に Brachyury遺伝子が発現している
ことが明らかになった。このことは、成体に
おいても脊索形質を維持するナメクジウオ



において Brachyury遺伝子が発生初期の脊索
形成時のみならず脊索において発現機能し
ていること示唆している。また、祖先的形質
を保持すると考えられるナメクジウオ脊索
細胞には筋肉関連分子が数多く発現してい
ることを示す結果が得られた。これらの結果
は脊索形質獲得過程を紐解く上で新たな進
展を担う基盤的な研究成果である。	 
	 

(ホヤ脊索遺伝子群) 	 
	 

	 
(ナメクジウオ成体組織の RNA-Seq 解析)	 
	 
	 
(2)	 新口動物群の Brachyury ターゲット
遺伝子群のゲノムワイド解析	 
	 	 
	 Brachyury 抗体の作製：脊索動物(ホヤ、ナ
メクジウオ)と脊索を持たない近縁の動物群
である半索動物(ギボシムシ)の Brachyury遺
伝子に対する ChIP 可能な特異的抗体を作製
することに取り組んだ。ナメクジウオ、ギボ
シムシ、ウニの ChIP 解析可能な Brachyury
に対する特異抗体を作製するその際に、すで
にホヤ Brachyury に対して ChIP 解析可能な
抗体の作成に成功している、T-box から C 末
端側の領域を抗原として同様な手法を用い
て抗体を作製した。各生物種 Brachyury 抗体
を作製して ChIP 解析を行う利点・意義は２
つある。１つは元来の Brachyury タンパク質
を特異的抗体により検出するために、人工的
なタグ付きタンパク質の強制発現実験系に
よるアーティファクトを排除できる点。２つ
目は、これまで遺伝子導入等による実験的ア
プローチが困難であったナメクジウオやギ
ボシムシなどの Brachyuryターゲット遺伝子

群を同定できる可能性が生まれる点にある。	 
	 胚サンプルの採集：ナメクジウオは 7-8 月
にギボシムシは 11-12 月にそれぞれの胚のサ
ンプリング期間が限られる。ゲノム情報が利
用可能なフロリダナメクジウオ成体の採集
は比較的容易であるが、大量の胚サンプルを
確保することは極めて難しく ChIP 解析に十
分量の胚サンプルを確保することが重要で
ある。ナメクジウオ胚とギボシムシ胚は産卵
シーズンに精力的に胚サンプルを採集し、ほ
ぼ ChIP 解析十分量の胚サンプルを確保する
に至った。また、同時にターゲット遺伝子群
が明らかになってきた際に in	 situハイブリ
ダイゼーションにより発現パターンを解析
するために、同時に胚サンプルを確保するこ
とに集中した。	 	 
	 Brachyury ダイレクトターゲット遺伝子群
の同定	 (ChIP-Seq 解析):	 
	 Brachyury 特異的抗体を用いた ChIP-Seq
解析を進めると同時に、GFP あるいはビオチ
ンアクセプター(Werven	 &	 Timmers	 2006)を
タグとしたカタユウレイボヤ Brachyury	 
(Ci-Bra)を脊索細胞に特異的に発現させた
胚をもとに、ChIP 解析を検討した。これまで
に明らかにした Ci-Bra ターゲット遺伝子群
の遺伝子についてリアルタイム PCR を用いて
確認し、ホヤ胚の核抽出液を作製して実験を
行ってきた技術(Takahashi,	 et.al.	 1999)を
もとに ChIP の実験系を確立することを試み
た。同時に発生のステージは原腸胚期、神経
胚期、尾芽胚期に分けて解析を進めた。	 
	 各生物種の Brachyury が発現するステージ
の胚を集めて、それぞれの Brachyury 抗体に
よるクロマチン免疫沈降(ChIP)を行い、次世
代シークエンサーを用いた ChIP-Seq 解析に
より各生物種の Brachyuryターゲット遺伝子
群をゲノムワイドに同定することを試みた。
しかし、本申請研究期間中には ChP-Seq 解析
により十分な結果が得られていない。今後さ
らに条件を検討して比較可能なターゲット
遺伝子群を明らかにしていくことが課題で
ある。	 
	 
(3)  脊索に発現を制御する Brachyury 遺
伝子ネットワークの進化	 
	 

	 これまでに、申請者はホヤ Brachyury遺伝
子の発現制御メカニズム解析を行ってきた
(Takahashi	 et	 al.1999；2005)。本申請研究
課題では脊索動物門の Brachyury遺伝子が原
口・脊索に発現を制御する遺伝子ネットワー
ク進化の解析に着手した。Brachyury のこれ
までの研究から、脊索動物では原口と脊索で
Brachyury の発現を制御する遺伝子ネットワ
ークが異なると考えられる。	 
	 そこで、祖先的な脊索動物であるナメクジ
ウオの Brachyuryレポーターコンストラクト
を作製して、原口と脊索で発現を制御するシ
スエレメントの同定を試みた。遺伝子導入解
析にはすでに実験系が確立している近縁の
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尾索動物であるカタユウレイボヤを用いて
行った。その結果、ナメクジウオ Brachyury
の上流領域には筋肉での発現を制御する領
域が存在すること、また、Brachyury のイン
トロン領域には原口での発現と複数の脊索
での発現を制御する領域が存在することが
示唆された。今後、さらにナメクジウオでの
解析、脊索持たない近縁の動物群であるギボ
シムシでの解析が待たれる。	 

	 
	 

	 
(Brachyury遺伝子ネットワークモデル)	 
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