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研究成果の概要（和文）：脊椎動物の胚発生の初期で、基本的なボディプランを定めるのが原腸胚オーガナイザーであ
る。この重要な組織において中心的役割を担う転写因子の役割と、進化的な成り立ちを調べることを目的とし、ツメガ
エルの原腸胚を用いた免疫沈降‐シーケンス（ChIP-seq）解析を行った。その結果、転写因子のOtx2、Lim1/Lhx1、Gsc
、Siaは、特定の配列をもつ遺伝子制御領域のDNA上で組み合わさって、数多くの遺伝子を正または負に制御することが
示唆された。また脊椎動物の祖先型であるナメクジウオの遺伝子制御領域との比較より、制御領域の機能的進化による
脊椎動物の頭部形成の進化の一端が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In early vertebrate development, the basic body plan is established by the gastrul
a organizer.  To examine the role of several transcription factors that play a central role in this import
ant tissue as well as its evolutionary scenario, we carried out chromatin-immunoprecipitation sequencing (
ChIP-seq) analysis using Xenopus gastrula embryos.  The data suggest that transcription factors Otx2, Lim1
/Lhx1, Gsc, and Sia combinatorially bind to gene regulatory regions, and positively and negatively regulat
e several hundreds of genes.  In addition, comparative functional analysis of regulatory regions between X
enopus and an ancient type of vertebrates, amphioxus, suggest a scenario, in which evolution in activities
 of regulatory regions of some organizer genes contributed for the vertebrate ancestor to have acquired th
e head structure.  
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

機能 カエル マウス
ナメク
ジウオ
イソギン
チャク

オーガナイザー遺伝子
lhx1 (= lim1) 転写活性化因子 ○ ○ ○ ○
siamois (sia) 転写活性化因子 ○ × × ×
foxa2/4 転写活性化因子 ○ ○ ○ ○
otx2 転写因子 ○ ○ ○ ○
goosecoid (gsc) 転写抑制因子 ○ ○ ○ ●
chordin (chd) 分泌性因子 ○ ○ ○ ○
noggin (nog) 分泌性因子 ○ ○ ● ●
cerberus (cer) 分泌性因子 ○ △ × ×
中胚葉遺伝子
vegT 転写活性化因子 ○ × × ×
brachyury (bra) 転写活性化因子 ○ ○ ○ ○
内中胚葉遺伝子
mix1 転写活性化因子 ○ △ × ×

オーガナイザー領域
に発現する遺伝子

表１．原腸胚オーガナイザーに発現する遺伝子のオーソログ

foxa2/4,、カエルはパラログfoxa4をもちナメクジウオとイソギンチャクは単一
のfoxaをもつ； ○、原口唇に発現するオーソログ；●、発現場所が異なるオー
ソログ；△、機能的に違いがあるオーソログ；×、オーソログがない。イソギン
チャクにbraがあるが中胚葉はない。

１．研究開始当初の背景 
(1) 原口形成と原腸形成は真正後生動物の
初期発生における重要な共通プロセスであ
る。特に脊椎動物の初期発生では、形成され
た直後の原口周辺領域（原口唇）の一部域が
原腸胚オーガナイザー（両生類でのシュペー
マンオーガナイザー）として機能し、神経板
形成などの脊椎動物固有のボディプラン形
成を司る。しかしこのような発生プロセスが、
原始的後生動物から脊椎動物へと至る進化
の歴史の中でいかに獲得されたのかは未だ
十分な解析がなされていない。原腸胚オーガ
ナイザーは移植による二次軸形成能で定義
されるが、最近イソギンチャク Nematostella 
vectensis (Nv) の胚の原口唇に二次軸誘導
能があることが示された（Kraus et al. 2007 
Curr Biol 17:R874）。このことは、オーガナ
イザーの原型が、真正後生動物の共通祖先に
既に存在していたことを示唆している。しか
し、脊椎動物の原腸胚オーガナイザーに見ら
れるような、オーガナイザー遺伝子と呼ばれ
る一連の遺伝子群の集約的な発現は、イソギ
ンチャクでは見られない（図１、表１）。一
方、脊椎動物に近縁な頭索類のナメクジウオ
では、オーガナイザー遺伝子の多くが原口背
唇部に発現している（Yu et al. 2007 Nature 
445:613）。これは、遺伝子発現レベルでのオ
ーガナイザーの原型が、脊索動物の共通祖先
で獲得されたことを示唆している。しかし、
これらの断片的な知見からオーガナイザー
の進化の分子基盤を推定することは困難で
ある。 

 
 
 
 
 
(2) Nematostellaのゲノム解析により真正後
生動物がもつ基本的遺伝子レパートリーは
広く保存されていることが示された（Putnam 
et al. 2007 Science 317:86）。このことは
真正後生動物の進化は、基本的には遺伝子コ
オプション（新たな発現場所と発現時期の獲
得）と遺伝子制御ネットワークの再編成によ
り進行したことを予想させる。それに加え新
たに生じた相同遺伝子の新機能の獲得も認
められる。表１で示したようにツメガエルの
オーガナイザー領域に発現する遺伝子は多
数知られているが、イソギンチャクの原口唇

に発現するのはその一部であり、それら以外
は進化の過程で加わったものと考えられる。 

 

(3) アフリカツメガエルのオーガナイザー
における転写制御ネットワークについては
これまで盛んに研究が行われた（Koide et al. 
2005 PNAS 102:4943）。その中で、我々はオ
ーガナイザー遺伝子であるLIMホメオボック
ス遺伝子 lim1 (統一名称 lhx1)を見出し
（Taira et al. 1992）、そのオーガナイザー
活性（二次軸誘導能）や LIM ドメインの機能
（Taira et al. 1994）、さらに LIM ドメイン
結合蛋白質 Ldb1 による Lim1 の制御機構を見
出し（Agulnick et al. 1996, Yamamoto et al. 
2003）、その後 Lim1 の標的遺伝子として
goosecoid (gsc)や cerberus (cer)の転写制
御について解析した（Mochizuki et al. 2000, 
Yamamoto et al. 2003）。以上の学術的背景
に加え、近年次世代シーケンサーを用いた染
色体免疫沈降シーケンス（ChIP-seq）法が利
用可能となり、進化の実態としての転写制御
ネットワークの再編成・新構築という考え方
を原口形成と原腸胚オーガナイザーの進化
において実証的に検討することが原理的に
可能となった。また我々は Nematostella の
lhx1 を単離し、lhx1 の原口唇での発現がイ
ソギンチャクから保存されていること（表
１）、Lhx1 のカエル胚での二次軸誘導能は三
胚葉動物の祖先種で獲得されたこと、Lhx1 に
よるchordin (chd)の発現制御（Lhx1-chordin
制御軸）がイソギンチャク胚でも保存されて
いることを見出した（Yasuoka et al. 2009 
Development 136:2005）。 

 
２．研究の目的 
(1) オーガナイザー遺伝子に関するこれま
での知見を基に、原口形成と原腸胚オーガナ
イザーの進化について以下の作業仮説を立
てた。（i）脊椎動物の原腸胚オーガナイザー
の起源は、二胚葉動物（イソギンチャク）の
原口唇での lhx1、otx、foxa、chd などの発
現にあり、これらの遺伝子の制御系がコアと
なった。（ⅱ）そこに他のオーガナイザー遺
伝子がコオプションされて脊索動物・頭索類
（ナメクジウオ）型さらに脊椎動物型の原腸

図１：真正後生動物の系統樹。本研究での解析対

象の系統を赤線で示し、右に各遺伝子の原口側か

ら見た発現パターンを模式的に示す。 



胚オーガナイザーが形成された。（ⅲ）原腸
形成運動への関与が報告されている lhx1 と
bra は（Hukriede et al. 2003 Dev Cell 4:83; 
Conlon et al. 1999 Dev Biol 213:85）、共
に原口唇に発現することで真正後生動物の
発生様式の根幹である原腸形成の基礎とな
った。（ⅳ）原口唇での bra の発現がコアと
なって中胚葉が創出されて三胚葉動物が出
現し、脊索動物では bra がさらに脊索の形成
にも関わり、その結果オーガナイザーは頭部
オーガナイザー（lhx1）と胴部オーガナイザ
ー（lhx1 と bra）に分離した。 
 
(2) この作業仮説を検証するには、イソギン
チャク、ナメクジウオ、脊椎動物におけるオ
ーガナイザー転写因子やBraの標的遺伝子を
網羅的に解析し比較検討すればよい。それに
より、これまで困難とされてきた進化の分子
メカニズムについて、実証的に検討可能にな
ると考えられる。そこで本研究では以下の点
に焦点を絞り解析した。（i）ゲノム配列が解
読されているネッタイツメガエル（Xenopus 
tropicalis）の原腸胚を用い、オーガナイザ
ーに発現する転写因子の ChIP-seq 解析を行
い、標的遺伝子バッテリーを明らかにする。
（ⅱ）ナメクジウオにおけるオーガナイザー
転写因子の標的遺伝子のシス制御モジュー
ル（cis-regulatory module: CRM）の機能的
差異を Xenopus と比較検討する。（ⅲ）
Nematostella の原腸胚を用いて ChIP-seq 解
析を確立する。 
 
３．研究の方法 
(1) 抗体の作成。GST 融合蛋白質を大腸菌で
合成し、精製した。得られた GST 融合蛋白質
の全体、あるいは GST を取り除いた蛋白質で
ウサギを免疫した。抗血清から特異抗体をア
フィニティ－精製した。 
(2) ChIP-seq 解析。原腸胚オーガナイザーに
発現する主要転写因子 Lhx1、Otx2、Gsc、Sia、
Mix1、VegT の抗体と、X. tropicalis の原腸
胚を用いて ChIP-seq 解析を行い、それら転
写因子の標的遺伝子バッテリーを網羅的に
解析した。また Nematostella 胚を用いた解
析も行った。 
(3) RNA-Seq 解析。原腸胚の各領域での発現
プロファイルを作成し、ChIP-seq 法で予想さ
れた各転写因子の標的遺伝子バッテリーの
妥当性を検討した。 
(4) CRM のレポーター解析。標的遺伝子候補
の CRM について、アフリカツメガエル
（Xenopus laevis）胚を用いたルシフェラー
ゼ･レポーター解析により、転写因子に対す
る反応性を検討する。また領域特異的発現の
有無を検討するため、GFP レポーター遺伝子
を用いて、トランスジェニックレポーター解
析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) ChIP 解析のための抗体作成：アフリカツ

メガエルの Lhx1、Otx2、Sia、Mix1、VegT と
イソギンチャクのNv_Lhx1の特異抗体を作成
した。Gsc の抗体は、共同研究者の Ken W. Cho
博士から供与されたものを用いた。抗体の特
異性はウエスタンブロットとアフリカツメ
ガエル胚を用いた免疫染色により確認した。 
 
(2) X. tropicalis 胚におけるオーガナイザ
ー転写因子の ChIP-seq 解析と RNA-seq によ
る発現解析。抗 Lim1、Otx2、Gs 抗体と X. 
tropicalis 原腸胚を用いて ChIP-seq 解析を
行った。得られた配列タグを X. tropicalis
ゲノム配列上にマップし、特異的な結合を示
す多数のピークを得た。結合領域がエンハン
サーかサイレンサーかを識別するため、転写
活性化補助因子（coactivator）の p300 と転
写 抑 制 補 助 因 子 （ corepressor ） の
TLE/Groucho について、市販抗体を用いて
ChIP-seq 解析を行った。その結果、Otx2 の
ピークは Lim1 ピークあるいは Gsc のピーク
は多くの箇所で重なり、かつ p300 や TLE の
ピークとも重なった。さらに進化的に保存さ
れた配列とも重なることから、これらの領域
はシス制御モジュール（CRM）に対応すると
考えられた。そこで、Otx2、Lim1、Gsc、p300、
TLE のいずれか 2 つあるいはそれ以上のピー
クが重なった領域を CRM とみなした。これら
CRM の活性状態を調べるため、ヒストン修飾
の中から、エンハンサーマークの H3K4me1、
活性化のマークのH3K27acについて市販抗体
を用いて ChIP-seq 解析を行った。抑制マー
クの H3K27me3 は報告されているデータを用
いた。さらに、CRM の網羅的解析のため、
RNA-seq 法を用いた原腸胚の領域特異的発現
プロファイリングを行った。その結果、
14,253 個の Xtev 遺伝子モデルを 4,299 個の
ユビキタス遺伝子と6,562個の組織特異的遺
伝子の 2 群に分けられ、さらに 83 個の頭部
オーガナイザー遺伝子を同定した。 
 
(3) ChIP-seq データの解析。本解析で同定さ
れた多数の CRM と、その近傍の遺伝子の発現
の組織特性との関係を調べた結果、従来関連
性が報告されていた p300 よりも、TLE の方が
より組織特異的遺伝子との関連性が強いこ
と、および遺伝子あたりの TLE 結合 CRM の数
が多いほど組織特異的遺伝子との関連性が
強まることを見出した。そこで Otx2 結合 CRM
の中から、TLE も結合している Otx2/TLE 結合
CRM（13,443 個）に注目して解析した。
Otx2/TLE 結合 CRM を近傍に持つ遺伝子には、
頭部オーガナイザー遺伝子ばかりでなく、胴
部オーガナイザーや腹側に発現する遺伝子
も含まれていた。このことは、その中で Lim1
と結合するCRMは、3,066個有り、Otx2、Lim1、
Gsc、p300、TLE が結合する CRM は多数有り、
その中で、Otx2 が結合する CRM は、数千もの
遺伝子周辺に存在し、かつそれらの遺伝子に
は既知の頭部オーガナイザー遺伝子ばかり
ではなく、頭部オーガナイザーに発現してい



ない遺伝子が多数含まれることを見出した。 
 
(4) 頭部オーガナイザーにおける Otx2、Lim1、
Gsc による遺伝子制御機構。Otx2 は Lim1 と
共に遺伝子を活性化し、一方 Otx2 は Gsc と
共に遺伝子を抑制する、という作業仮説を立
て、それを検証した。まず Otx2/TLE/Lim1 結
合 CRM と Otx2/TLE/Gsc 結合 CRM の 2 群に分
け、それら CRM に特徴的な転写因子結合配列
を MIME プログラムにより解析したところ、
前者は Lim1 結合配列が、後者には Otx2/Gsc
結合配列が濃縮されていた。そこで
Otx2/TLE/Lim1結合CRMの中でLim1結合配列
をもつものを type I（1250 個）、Otx2/TLE/Gsc
結合 CRM のうち Otx2/Gsc 結合配列をもつも
のを type II（1039 個）について、さらに検
討した（図２）。その結果、type I CRM は頭
部オーガナイザー遺伝子の近傍に、type II 
CRM が非頭部遺伝子の近傍に存在した。これ
ら結果を基に、我々は Otx2 の役割として以
下の仮説を提唱した。すなわち、数千の遺伝
子が自身の CRMに Otx2 を結合させることで、
それを頭部という領域を表す指標として解
釈し、頭部オーガナイザー領域での発現を正
または負に制御するというものである。Otx
は、左右相称動物の頭部に共通して発現して
いるので、このOtxを頭部領域の指標として、
個々の遺伝子はCRMの多様化を通じて頭部に
おける発現の有無および発現量を選択し、そ
の結果様々な頭部を進化させてきたと想定
される。これは、生物進化における可塑性を
うまく説明できるものである。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
(5)レポーターアッセイによる CRM の解析。
type I と type II CRM の転写因子に対する反
応性を X. laevis 胚を用いた DNA 注入レポー
ターアッセイで検討した。PCRで単離したCRM
をプロモーターとレポーター遺伝子につな
ぎ、Otx2、Lim1（及び活性化共役因子 Ldb1
と Ssbp3）、Gsc の mRNA の混合液（頭部オー
ガナイザー）をレポーター遺伝子と共に胚に
注入しレポーター活性を測定した。その結果、
同じセットの転写因子に対して、type I は正
に反応し、type II は負に反応した。このこ
とは、Otx2 は転写の活性化と抑制を決めるの
ではなく、Otx2 が発現しているという情報

（つまり頭部領域という情報）を基に、Otx2
と協調して働く転写因子により発現のオン
とオフが決められていることが示唆された。 
 
(6) VegT と Mix1 の ChIP-seq 解析。VegT と
Mix1 はオーガナイザー領域を含む内胚葉と
中胚葉に発現する。これらの ChIP-seq ピー
クはいずれも多くの CRMで Otx2 や Lim1 と共
局在が認められ、４者の機能的関連性が支持
された。それに加えて、VegT は内胚葉系列の
組織や器官に後期発生過程で発現する遺伝
子周辺の CRM にも結合しており、ヒストン修
飾との関連性から、「発生準備エンハンサー」
が示唆され、Gene Ontology (GO)解析の結果
からも支持された。 
 
(7) Sia の ChIP-seq 解析。Sia は原腸胚オー
ガナイザーに発現し、頭部オーガナイザー形
成に関わり、単独で Xenopus 胚に完全二次軸
を形成させる活性をもつ。これまで得られた
他の転写因子の ChIP-seq ピークデータを用
いて相互の共局在を検討した結果、Siaは TLE, 
Mix1, p300, Otx2 と共局在するシス制御モジ
ュール（CRM）が最も多かった。そこでこれ
ら 5つのピークが重なった領域を type A CRM
として、その特徴を解析した。その結果、type 
A CRMs は、以前同定した 83 個の頭部オーガ
ナイザー遺伝子の近傍に複数存在し、その存
在比率は他の遺伝子に比べて有意に高かっ
た。そこで任意に選んだ 18 個の type A CRMs
をクローニングしてレポーター解析を行っ
たところ、これらは Sia に反応してレポータ
ー遺伝子を活性化し、かつトランスジェニッ
ク胚では頭部オーガナイザー領域での発現
をもたらした。従って type A CRMs をもつ頭
部オーガナイザー遺伝子はSiaの標的遺伝子
であることが強く示唆された。 
 
(8) ナメクジウオの gsc の制御領域の解析。
脊椎動物と同じ脊索動物門に属するナメク
ジウオは頭部オーガナイザーをもたないと
考えられている。そこで脊椎動物における頭
部オーガナイザー獲得に関わる要因を探る
べく、脊椎動物の頭部形成に必須なオーガナ
イザー特異的転写因子 Lhx1 (= Lim1)と Otx2
に注目し、それらに関わる遺伝子制御ネット
ワークをナメクジウオとアフリカツメガエ
ルで比較した。その結果、lhx1 の背側への誘
導に関わる Nodal 応答エレメントおよび
chordin の発現維持に関わる Lhx1 と Otx2 応
答エレメントが脊索動物間で保存されてい
るものの、gsc の発現維持に関わる Lhx1 と
Otx2 応答エレメントが保存されていないこ
とを見出した。このことは、脊椎動物におけ
る gsc のエンハンサー進化が、頭部オーガナ
イザー獲得に関わる重要なステップであっ
たことを示唆している。 
 
上記解析に多大な時間を要したため、
Nematostella 胚 を 用 い た Nv_Lhx1 の

図 2：頭部オーガナイザーにおける Otx2、Lim1、
Gsc、による遺伝子制御機構。Otx2は頭部領域の指
標として働き、Lim1 と協調して発現を活性化し、
Gscと協調して発現を抑制する。 



ChIP-seq 解析は研究期間内に行うことはで
きず、今後の課題として残された。 
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