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研究成果の概要（和文）： カタユウレイボヤは脊椎動物とともに脊索動物門を構成する動物で

ある。本研究では、ゲノムの情報に基づく手法によって、卵内に蓄えられた母性因子は５つの

異なる遺伝子ネットワークの初期状態を作り出すことを明らかにし、そこから始まる胚発生の

遺伝子ネットワークを時間的・空間的に調節する機構を解析した。脊椎動物の頭部プラコード

の誕生に関わった可能性のある遺伝子回路の発見し、動物の背腹軸決定に使われるシグナル分

子 Admp に特異的なアンタゴニスト Pinhead の同定した。Admp-Pinhead の遺伝子ペアが進

化の上でゲノム上で隣接する位置に保存されてきた背景にある新奇転写抑制機構を明らかにし

た。 

 
研究成果の概要（英文）：The ascidian, Ciona intestinalis, belongs to the same phylum, 

Chordata, as vertebrates. We demonstrated that maternal information in eggs of the 

ascidian establishes five distinct initial states for gene networks. We analyzed the 

embryonic gene networks, which start from these five initial states. We found that a 

genetic circuit that could have been involved in emergence of vertebrate anterior placodes. 

We also identified Pinhead as a novel antagonist specific for Admp signaling molecule, 

which is used for establishment of the dorsoventral axis in animal embryos. Admp gene 

abuts on Pinhead gene in genomes from insects to vertebrates. We uncovered that this 

conserved genomic configuration is due to a novel DNA-loop mediated mechanism for 

transcriptional repression.  
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１．研究開始当初の背景 
 動物の卵は、受精後に、卵内に蓄えられた
母性遺伝情報をもとに遺伝子発現が起こり、
発生が進行する。発生の進行にともなって、
異なる系譜の細胞では異なる種類の遺伝子
が発現し、個々の細胞が特殊化されていく。
この細胞系譜特異的な遺伝子発現の調節は、
主として配列特異的に結合する転写調節因
子によって担われている。転写調節因子はそ
れ自身の発現が別の転写調節因子によって
調節されており、ネットワークを作っている。
動物の胚は多細胞であり、個々の細胞で機能
するネットワークはシグナル分子を介した

細胞間相互作用によってお互いに干渉する。 
 遺伝子ネットワークが明らかになるに連
れ、遺伝子の差次的発現は、ネットワークの
機能として、論理的に説明されてきている。
しかし、時間的な進行がどのように調節され、
動物胚という三次元構造をもつ空間を利用
して、細胞間のネットワークが協調していく
のか、厳密に検証されている例は少ない。 
 遺伝子ネットワークは、それ自体が進化の
産物であり、また、新しい形質をつくりだす
源である。遺伝子ネットワークの性質を理解
することによって、進化の上で遺伝子ネット
ワークにどのような変化が起こってきたの
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かを理解することにつながると期待される。 
 本研究の研究材料として用いるホヤは、脊
椎動物と同じ脊索動物門に属しながら、ゲノ
ムサイズが小さく、ゲノムワイドな解析が比
較的容易である。また、胚を構成する細胞の
数が少なく、細胞単位で遺伝子の挙動を追跡
できる。実際に、ゲノムにコードされるすべ
ての調節遺伝子の胚発生における発現パタ
ーンは細胞の単位で記載し、網羅的な遺伝子
ノックダウンを進めてきた。その点で、ホヤ
はもっともよく発生の遺伝子ネットワーク
が理解されている動物の１つとなっている。 
 
２．研究の目的 
（１）ゲノムにコードされるすべての調節遺
伝子を対象にして、遺伝子ネットワークがど
のようにして、動物の発生をコントロールし
て細胞の違いを作り出していくかを、初期状
態確立から組織の特殊化まで明らかにする。 
（２）動物胚の遺伝子ネットワークにたいす
る空間的(胚などの形)・時間的(細胞分裂の
タイミングなど)制約との関連性を理解する。 
（３）以上の理解を通じて、遺伝子ネットワ
ークが進化の上でどのように変化しうるの
か、それによってどのような新しい形質の獲
得につながってきたのかの理解につなげる。 
 
３．研究の方法 
バイアスをかけずに遺伝子ネットワークを
評価するために、現象から原因遺伝子を探る
のではなく、ゲノムにコードされる遺伝子を
可能な限り網羅的に調べる方法を取った。転
写調節因子やシグナル分子を中心とした遺
伝子ネットワークの解析を最初の解析対象
として、可能な限りその範囲を拡げるという
方法をとった。ゲノム情報を整備しつつ、ゲ
ノムにコードされる遺伝子の同定、その網羅
的な発現パターン解析、発現している遺伝子
についての網羅的機能解析をおこない、いく
つかの遺伝子についてはさらに詳細な解析
をおこなった。 
 
４．研究成果 
（１）動物胚でクロマチン免疫沈降をハイス
ループットにおこなう方法を確立させた。既
知の遺伝子ネットワークの中から１５個の
転写調節因子をえらんで、実際にクロマチン
免疫沈降実験をおこない、そのプロファイル
を明らかにした。その結果から既知のノック
ダウン実験に基づく遺伝子ネットワークで
観察されている調節関係はほぼ例外なく直
接の転写調節因子の結合によるものである
ことが明らかとなった。 
この結果を受けて、当初の予定を変更して、

さらにクロマチン免疫沈降実験を進めるこ
とをやめ、すべての調節が直接の結合による
ものであることを仮定して、次の解析に移る

こととした。 
（２）遺伝子ネットワークと調節遺伝子の網
羅的発現プロファイルを、空間的発現パター
ン及び時間的発現パターンの両面から、論理
的に精査し、以下の問題について調べた。 
 
①脳の運命決定回路の時間的な調節機構 
ホヤ幼生の脳と前方プラコード（付着突

起）は同一の系譜の細胞から生じる。脳では
FGFシグナルによって ZicL転写因子の発現が
誘導され、運命が決定される。細胞系譜の上
では、脳と前方プラコードの運命は、原腸胚
期におこる細胞分裂の結果として分離する。
この分裂後、脳に運命づけられる細胞のみが
FGF を発現している細胞に隣接しているため、
そこで ZicL が発現する。しかし、同じ FGF
シグナルの活性化は３２細胞期から原腸胚
期直前まで胚のほぼ全領域で起こっている。
つまり ZicL の発現が３２細胞期に誘導され
ずに、脳とプラコードの発生運命が分岐する
細胞分裂後にのみ誘導されるという時間的
な調節がおこなわれているはずである。実際
に我々はこの調節が Blimp 様転写調節因子
（BZ）によっておこなわれていることを見出
した。BZは脳と前方プラコードの共通の前駆
細胞において、ZicL の発現を抑制している。
BZ は自身の転写も抑制し、一定時間後に BZ
の転写が停止するため、ZicL に対する抑制も
解除される。この解除のタイミングが脳とプ
ラコードの発生運命が分岐する細胞分裂に
一致しており、遺伝子ネットワークは BZ の
自己抑制回路によって時間を調節し、適切な
時間に ZicL を発現させている。 

 BZ の遺伝子ノックダウンをおこなうと、
ZicLが前駆細胞に発現してしまい、その結果、
前方プラコードになるはずの細胞もすべて
脳へと分化してしまう。動物の進化の上で脳
は古い構造であり、前方プラコードは脊椎動
物へいたる進化の過程で獲得されてきたと
考えられている。これらのことは、BZ の抑制
遺伝子回路は、進化の過程で後から付加され
たものであり、この回路の付加が進化の上で
の前方プラコードの獲得に重要な役割を果
たしたことを示唆している。 
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BZ 機能阻害胚では分裂前に
ZicL が発現する結果、本来プラ
コードになる細胞もすべて脳に
なり、大きな脳が形成される 



 

 

②神経誘導の空間的な調節機構について 
ホヤの神経系の発生は 32 細胞期胚の動物

極側２対の細胞で Otx遺伝子が発現すること
で始まる。この Otx 遺伝子の発現は FGFシグ
ナルによって誘導される。しかし FGFは植物
極側全体で発現しており、胚の３次元構造の
中で考えると、神経系の運命決定は計算上
1.2倍程度の違いで生じることになる。 
網羅的発現解析から、この時期のホヤ胚に

は FGFの他に４つのシグナリングリガンドが
発現していることがわかっていた。単独およ
び複数の組み合わせで遺伝子ノックダウン
をおこない、FGF, Admp, GDF1/3, EphrinA の
４つの遺伝子が Otxの発現に関与しているこ
とを明らかにした。FGF は潜在的にすべての
予定外胚葉細胞に対して Otxの発現を誘導し
ており、GDF1/3-like、Admp、EphrinA が負に
調節していることがわかった。Admp、 GDF1/3
は、Otx のエンハンサーを通じて、微弱な活
性化シグナルに反応しないようにしている。
一方、EphrinA は、接触型のシグナル伝達を
おこなうという特徴を活かして、外胚葉細胞
に外胚葉細胞に囲まれた内部の細胞そうで
はない外側の細胞の２つを作り出し、後者が
Otx を発現する。つまり、分泌性のシグナル
の勾配ではなく、接触型のシグナルによる細
胞間の接触面積の違いが神経系を生み出す
主たる要因であった。 

 
③ホヤ尾芽胚の表皮は少なくとも６個の性
質の異なる領域に分かれている。BMP の１種
である Admp はホヤの表皮の側方から背側の
領域にかけて発現・分泌され、腹側の領域に
運搬されて、腹側の領域を誘導する。腹側で
は Admp の誘導を受けて BMP2/4 が発現する。
本研究で、Pinhead と呼ばれる分泌性の Admp
に特異的に結合する新奇アンタゴニスト分
子が BMP2/4 と同時に発現することが明らか
にした。Pinheadは BMP2/4 には結合できない
という特異性をもっているため、Admpによっ
て起動された腹側の発生プログラムは
BMP2/4による BMPシグナルによって維持され
続ける一方で、Admp が背側から供給され続け
ても腹側の領域を一定の大きさに保つこと
ができる機構を明らかにした。 
 Pinheadは、ゲノム上で Admpに隣接してコ
ードされている。Pinhead 遺伝子と Admp遺伝

子の間には共通のエンハンサーが存在し、そ
のエンハンサーは、BMP シグナルによって
Pinhead 遺伝子が発現するようになると
Pinhead 遺伝子のプロモーターと相互作用す
ることを Chromosome Conformation Capture
法によって明らかにした。この相互作用が起
こると、DNA のループができるが、このルー
プの中に Admp の発現に必要なエンハンサー
が存在する。DNA ループの形成によって、こ
のエンハンサーの機能が阻害され、Pinhead
が転写されている時は、Admp の転写が起こら
ないことを見出した。 
ゲノム上のこの２つの遺伝子の並びは昆

虫から脊椎動物まで保存されている。この転
写抑制の機構のために Pinhead と Admp の遺
伝子の並びは進化の上で高度に保存されて
きたのだと考えられ、実際にメダカでも同じ
抑制機構が存在していた。 

 
（３）ホヤ胚の遺伝子ネットワークは１６細
胞期に胚性のゲノムからの転写が起こって
始まる。この最初の遺伝子発現は母性因子に
よって引き起こされる。この時期に転写が開
始する転写調節遺伝子は１０個のみであり、
その発現パターンは６種類ある。 
 
①受精卵から３２細胞期胚までの各発生段
階の全胚と、８～３２細胞期胚の単離割球に
ついて遺伝子発現プロファイル解析をおこ
なった。その結果、１６細胞期までに母性因
子によって確立される胚性ゲノムから発現
する遺伝子の発現パターンは、既知の６種類
を含めた９種類が存在していた。その遺伝子
発現パターンをもとに細胞を分類すると、左
右８対の細胞は５つの異なる細胞に分類で
き、母性因子は５つの異なる初期状態を作り
出していることが明らかとなった。 
 細胞単位の遺伝子プロファイリングから
は、割球特異的に発現する遺伝子が同定され
た。遺伝子ネットワークに調節される非調節
遺伝子の中から、胚の形や細胞周期に影響を
与え、細胞間相互作用に間接的に関わる因子

Otx 

FGF EphrinA Admp 
GDF1/3 

Otx 遺伝子の神経系での発
現には４つのシグナリング
経 路 が関与 し て い る 。
EphrinAは FGF の細胞内の
シグナル伝達を阻害する。 

３２細胞期の動物極側。黄色い細胞が
Otx を発現。動物極側のすべての細胞が
EphrinA を発現する。赤で示した部分で
EphrinA を介した細胞間相互作用があ
る。細胞間相互作用が可能な面積は神
経系とそれ以外で２倍以上の差がある 



 

 

の網羅的にスクリーニングを試みた。研究機
関終了までに機能を明らかにできなかった
候補遺伝子もあるが、成果の一部は上述の BZ
遺伝子の発見につながった。 
 
②母性因子による初期状態の確立がどのよ
うな機構で起こるか、解析をおこなった。過
去の研究で、GATA、β-catenin、Zic 様転写
因子である Macho1 の３つの因子が、重要な
母性因子として同定されていた。遺伝子ノッ
クダウンや過剰発現実験とレポーター遺伝
子を使った実験を組み合わせて解析をおこ
なったところ、従来考えられていたように、
３つの因子がそれぞれ動物極側、植物極側、
後方で遺伝子発現を活性化するという単純
なモデルでは、前項目で示した９つの遺伝子
発現パターンは説明がつかないことがわか
った。解析を進め、これらの３つの因子は TCF
転写因子とタンパク質のレベルで相互作用
し、それぞれの領域で相互排他的に働く仕組
みがあることがわかった。 
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