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研究成果の概要（和文）：Hox遺伝子群は複数のHox遺伝子が一列に並んだHoxクラスターを形成し、動物の形作
りの基盤的な役割を担う。脊椎動物の進化過程で生じた全ゲノム重複により、Hoxクラスターはマウスやヒトで
は4つ、ゼブラフィッシュでは7つに分岐した。これまでマウスを用いた研究が主流で、Hox遺伝子の機能が示さ
れたが、マウスでの知見が脊椎動物間で保存されているのかは不明であった。本研究では、ゼブラフィッシュの
Hoxクラスターを欠失させた変異体を作製し、機能比較を行った結果、ゼブラフィッシュとマウス間において相
違が多く見出され、脊椎動物のHoxクラスターは分岐後、異なる機能分担化、新機能を獲得したことが示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：Hox clusters, in which multiple Hox genes are arranged, and play a 
fundamental role in the development of animal body. Due to whole genome duplication that occurred 
during vertebrate evolution, Hox clusters diverged into four in mouse and human, and into seven in 
zebrafish. Until now, most of functional studies have been performed in mice, which have revealed 
the functions of the Hox genes, however it remained unclear whether the functional roles revealed in
 mice are conserved among vertebrates. In this study, we generated seven zebrafish Hox cluster 
mutants and compared their functions. Our results revealed many functional differences of Hox genes 
between zebrafish and mice, suggesting that the vertebrate Hox cluster has acquired different 
sub/neofunctinalization after the quadruplication of Hox clusters.

研究分野： 発生生物学、ゲノム生物学

キーワード： Hox　脊椎動物　CRISPR-Cas9　変異体　全ゲノム重複　CTスキャン解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
動物の発生を司るHox遺伝子クラスターは、動物の体づくりの基盤となる役割を担う遺伝子群であるため、進化
的にも機能が高く保存されていると考えられてきた。本研究において、マウスと進化的に離れたゼブラフィッシ
ュと比較した結果、共通な機能が一部見られるものの、多くの機能的な相違点が明らかとなった。本研究から、
分岐したHoxクラスターに生じた機能変化が、脊椎動物の様々な形態形成に寄与した可能性が示唆された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
Hox遺伝子群は、動物のからだの体軸に沿った様々な形づくりの基盤となる重要な役割を担う。

Hox 遺伝子群は、特定の染色体に複数の Hox 遺伝子が一列に並んだ Hox クラスターを形成して
いることが一つの大きな特徴である（図 1）。Hox 遺伝子群の重要性を端的に示す例として、シ
ョウジョウバエの Hox 遺伝子であるホメオティック遺伝子群の変異体が挙げられる。ホメオテ
ィック遺伝子のひとつに突然変異が生じると、ショウジョウバエの触覚が別の脚に置き換わっ
てしまうなど異常が生じる。Hox 遺伝子群の機能的重要性は、脊椎動物のマウスにおいても示
され、さまざまな動物の形態形成を司る基盤的な役割を担っていると考えられる。ヒトを始めと
する脊椎動物では、進化の初期段階（約 5 億年前）に生じた 2 回の全ゲノム重複により、単一で
あった Hox クラスターは 4 つへ分岐した（図 1）。その後、一部の Hox 遺伝子は失われたもの
の、マウスやヒトでは 4 つの Hox クラスター（HoxA, HoxB, HoxC, HoxD）がそれぞれ別の染
色体に存在し、合計 39 個の Hox 遺伝子が保持されている。一方、真骨魚類では 3 度目の全ゲノ
ム重複が生じ、さらに Hox クラスターが倍加した。本研究で用いる小型熱帯魚のゼブラフィッ
シュでは、hoxdb クラスターはその後の進化の過程で消失したが、7 つの Hox クラスターが存
在し（hoxaa, hoxab, hoxba, hoxbb, hoxca, hoxcb, hoxda）、合計 48 個の Hox 遺伝子が存在す
る。脊椎動物 Hox 遺伝子の機能について、マウス ES 細胞を用いた遺伝子ターゲティングの開
発者であるマリオ・カペッキ博士が、技術開発後、Hox 遺伝子を研究対象としたため、遺伝子タ
ーゲティングの黎明期である 1990 年代から、39 個あるマウスの Hox 遺伝子のほぼ全てについ
て、機能を欠失したノ
ックアウトマウスが作
製され、表現型解析が
行われてきた。また、ユ
ニークなものとして、
マウスに存在する 4 つ
の Hox クラスターを欠
失した変異体も作製さ
れ、詳細な解析結果が
報告されている。しか
しながら、これまでに
マウスで得られた知見
が、脊椎動物間で保存
されたものかについて
は、カエルや魚などを
用いて一部の Hox 遺伝
子について研究が実施
されていたが、Hox 遺
伝子全般については不
明のままであった。 
 
 
２．研究の目的 

 
Hox 遺伝子の機能が脊椎動物の進化の過程で保存されているかを検証する上で、マウスと進

化的に離れている魚類が最適である。しかしながら、小型魚類のモデル動物として用いられてい
るゼブラフィッシュでは、前述したように 7 つの Hox クラスターに 48 個の Hox 遺伝子が存在
する。遺伝子数が多いため、各々の Hox 遺伝子を欠失した変異体を作製し、その機能を明らか
にし、全体像を比較することは非常に困難である。前述したように、マウスでは 4 つのそれぞれ
の Hox クラスターを欠失したマウスが既に作製されている。そこで、本研究では、脊椎動物の
Hox クラスターは、Hox 遺伝子のみから構成されるという特徴に着目し、ゼブラフィッシュに
存在する 7 つの Hox クラスター全域を欠失させた変異体を作製することで、マウスとゼブラフ
ィッシュ間で相同な Hox クラスター単位での機能比較を試み、脊椎動物の進化の過程で、Hox
クラスターの機能が保存されているのか、もしくは機能が変化したのかを明らかにすることを
目的とした。 
 
 
 
 
 



３．研究の方法 
 
ゼブラフィッシュに存在する 7 つの

Hox クラスターについて、各クラスタ
ー両端をターゲットとした gRNAを設
計し、CRISPR-Cas9 法によりクラスタ
ー全域を欠失した変異体を単離する
ことを試みた（図 2）。単離した Hox ク
ラスター欠失変異体は、同じ欠失変異
を有する魚同士を交配し、各 Hox クラ
スターを欠失したホモ変異体を作製
した。これまでの知見で、Hox 遺伝子
の関与が示されている後脳領域、胸
鰭、下顎骨格、側線などの初期発生に
ついて、詳細な表現型を行い、ゼブラ
フィッシュの各 Hox クラスターの関
与を検討した。また、成魚まで生存した Hox クラスター欠失ホモ変異体については、国立遺伝
研の前野技術専門職員と共同研究によりマイクロ CT スキャンを用いて、全身骨格解析および全
身の軟組織について、詳細な解析を行った。一方で、全ゲノム重複で分岐したパラログの関係に
ある Hox 遺伝子間（同じ番号）では、機能的重複が想定される。そこで、単離した 7 つの Hox
クラスター欠失変異を重ねた多重欠失変異体を作製し、さらに表現型を解析した。 
 
 
４．研究成果 
 
ゼブラフィッシュ Hox クラスター欠失変異体の単離 
 
 ゼブラフィッシュに存在する 7 つの Hox クラスターについて（図 1）、CRISPR-Cas9 法によ
りクラスター全域を欠失することを試みた。hoxcb クラスターを除く、6 つの Hox クラスター
に関しては、クラスター全域を欠失した変異体を単離することに成功した。hoxcb クラスターに
関しては、使用した gRNA の切断効率が低く、クラスター全域を欠失した変異体の単離には至
らなかったが、代替として hoxcb クラスターに存在する 4 つの Hox 遺伝子(hoxc6b, hoxc11b, 
hoxc12b, hoxc13b)のいずれにもフレームシフト変異を導入した変異体を単離した。最終的には、
ゼブラフィッシュの 7 つの Hox クラスターをそれぞれ機能的に欠損した変異体を全て単離する
ことに成功し、これらの変異体を用いて、発生における各 Hox クラスターが欠失した影響を解
析することとした。 
 
胚発生期におけるゼブラフィッシュ Hox クラスター欠失変異体の表現型解析 
 
 ゼブラフィッシュ胚発生における各 Hox クラスターの役割を調べるため、同じ変異を有する
ヘミ（hoxcb のみヘテロ）の成魚同士を交配させ、ホモ胚を解析した。これまでにマウスやゼブ
ラフィッシュの解析において、Hox 遺伝子の関与が示されている後脳、下顎骨格、胸鰭、側線に
ついて解析を行った（表 1）。最も重篤な異常を示した変異体は、hoxba クラスター欠失変異体
であり、いずれも異常を示すことが分かった（表
1）。一方、驚いたことに、他の hox クラスター
変異体は、顕著な異常が殆ど観察されなかった。
特に、hoxda クラスターは、ゼブラフィッシュ
では hoxdb クラスターが存在しないため、唯一
の HoxD クラスターである（図 1）。マウスでの
解析結果から、HoxD クラスターを欠失すると、
四肢形成に重篤な異常を示すことが示されてい
るが、ゼブラフィッシュの hoxda クラスター欠
失変異体では、前肢の相同器官である胸鰭の形
成においても異常は認められなかった（表 1）。
また、マウスの HoxA クラスターも HoxD クラ
スターと同様に、四肢形成に必須であることが
知られる。HoxA クラスターと相同な関係にあ
たるゼブラフィッシュの hoxaa, hoxab クラス
ター欠失変異体では、胸鰭の形成に軽微な異常
が認められ、マウスとゼブラフィッシュ間での
機能的相同性が窺えた。また、ホモ変異体が生
存するかを確認した結果、hoxab クラスターと
hoxba クラスターを欠失した各変異体におい



て、致死であることが分かったが、それ以外の 5 つの hox クラスター変異体については、生存
率の低下は認められるが、成魚まで成長することを確認した（表 1）。 
ゼブラフィッシュ Hox クラスター欠失変異体の成魚を用いたマイクロ CT スキャン解析 
 
マウスを用いた遺伝学的解析から、Hox 遺伝子は前後軸に沿った各脊椎のアイデンティティ

ーの決定に重要な役割を担うことが広く示されている。そのため、成魚まで生存した 5 つの Hox
クラスター欠失変異体について、全身骨格および全身の軟組織解析をマイクロ CT スキャンによ
り行った。当初は、古典的な Alizarin red や Alcian Blue 染料を用いて、骨格標本解析を行って
いたが、細部の骨格まで詳細な観察ができず、苦慮していたが、国立遺伝学研究所の前野哲輝専
門技術職と共同研究として、マイクロ CT スキャン解析を行うことで、詳細な観察が可能となっ
た。マウスの Hox 変異体で見出されていた脊椎骨の前方化(anterior homeotic transformation)
に関しては、肋骨が付属する胸椎部分で類似した前方化が、hoxaa クラスター、hoxca クラスタ
ー、hoxda クラスターをそれぞれ欠失した変異体で観察された（表 2）。また、ゼブラフィッシ
ュの最前部の脊椎骨はウェーバー器官と呼ばれる浮き袋の振動を骨伝導により内耳へと伝える
骨鰾類に属する魚が独自に発達させたユニークな骨格が存在するが、マイクロ CT 解析により、
hoxca クラスター欠失変異体において、顕著な形態異常が認められた（表 2）。また、脊椎骨の
総数に関しても、hoxca クラスター欠失変異体で顕著に増加することが観察された。さらに、
Lugol 染色により、軟組織染色を行い、内部組織を詳細に解析した結果、通常のゼブラフィッシ
ュ成魚では、前室と後室に分かれた浮き袋が存在するが、hoxca クラスター欠失変異体では、浮
き袋が一つしか存在しないことが明らかとなった（表 2）。このように、マイクロ CT スキャン
を用いた解析により、中軸骨格のパターニングに関与するというマウスとゼブラフィッシュ間
で保存された Hox クラスターの機能が見出された一方で、魚類が進化の過程で獲得したと考え
られるウェーバー器官や浮き袋の発生において、Hox 遺伝子が重要な機能を担うことから、Hox
遺伝子は、魚類の進化過程で魚類特有の機能を新たに獲得したことが示唆された。 
 

Hox クラスターは、動物の発生において極めて重
要な基盤的な役割を担うことから、実験を開始した当
初は、「同じ脊椎動物であるゼブラフィッシュとマウ
スの Hox クラスターの機能は類似しているであろ
う」と想定していた。しかしながら、この予想に反し
て、ゼブラフィッシュとマウスにおいて機能的な相違
が多く見出された。従って、本研究から導き出される
こととして、脊椎動物の Hox クラスターは約 5 億年
前に 4 つに分岐した後、独自の進化の過程で異なる
機能分担化、そして新機能を獲得し、機能が多様化し
たと考えられる。 
しかしながら、作製したゼブラフィッシュの変異体

は Hox クラスター全体を機能欠失させたため、具体
的にクラスター内のどの Hox 遺伝子が違いを生じさ
せているかについては不明である。現在、興味深い表
現型を示したクラスター欠失変異体について、クラス
ター内の各 Hox 遺伝子にフレームシフト変異を導入
した変異体を作製し、表現型解析を進めている。ま
た、ゼブラフィッシュは 3 回目の全ゲノム重複を経
ているため、マウスやヒトが有している Hox クラス
ターがさらにもう一度、分岐した状態にある。そのた
め、真骨魚類の進化過程で分岐した Hox クラスター間（例えば、hoxaa クラスターと hoxab
クラスター）では、機能的な類似性が示唆され、双方を同時に欠失させたゼブラフィッシュの
二重欠失変異体を作製し、その表現型解析を行っている。また、クラスター欠失変異をさらに
重ねた多重変異体（究極的には、7 つ全てを欠失させる）を作製し、脊椎動物の Hox 遺伝子に
ついて、未知の機能を明らかにしたいと考えている。今後、これらの解析を通じて、脊椎動物
の進化に伴って、Hox クラスターの機能がどのように変遷したのか、また脊椎動物の独自に獲
得した組織や器官は多くみられるが、その過程に Hox 遺伝子がどのように寄与したのかについ
て明らかにすることを目標として、本研究テーマを継続し、さらに成長させたいと考えてい
る。 
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