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研究成果の概要（和文）：脊索は脊索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を明らかにすることは脊索動物の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。また、脊索を持たない共通祖先の動物がどの
ように、この新規形質を獲得したかをひも解くことは、我々ヒトを含めた脊索動物誕生の分子的基盤を明らかに
する事につながる。そこで、まず脊索動物の祖先に近い頭索動物・尾索動物の脊索形質の分子基盤を明らかにし
た。次に、脊索形成の分子メカニズムを解析し、さらに、脊索形成遺伝子ネットワーク進化の解明を目指した。

研究成果の概要（英文）：The notochord is the central axis organ of the chordate system, and at the 
same time, it is the most important trait that characterizes chordates. Therefore, elucidating the 
molecular mechanism of notochord formation will lead to the elucidation of the chordate body plan 
and directly to the understanding of the mechanism of chordate evolution. Furthermore, elucidating 
how the common ancestor of the chordates, which did not have a notochord, acquired this novel trait 
will help us to understand the molecular basis of the birth of chordates, including humans. 
Therefore, we first clarified the molecular basis of the notochord trait in cephalochordates and 
urochordates, which are close to the ancestors of chordates. Next, we analyzed the molecular 
mechanism of notochord formation, and furthermore, aimed to elucidate the evolution of the notochord
 gene network.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脊索形成の分子メカニズムを明らかにすることは脊索動物の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。また、脊索を持たない共通祖先の動物がどのように、この新規形質を獲得し
たかをひも解くことは、 我々ヒトを含めた脊索動物誕生の分子的基盤を明らかにする事につながる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

 

我々ヒトをはじめとする多種多様な生き物は地球上に生命が誕生してから 40 億年にも

わたる歴史の中で存在し続けている。生命を育んだ源である海は、今なお全ての主要な

生物分類群のすみかとなっており、ヒトの祖先にあたる脊索動物もこの海で生まれた。

18 世紀後半から 20 世紀初頭にかけて、リンネ、コワレスキーなど多くの研究者により

脊椎動物、頭索動物(ナメクジウオ)、尾索動物(ホヤ)が「脊索」と背側神経管を持つ特徴

から脊索動物門とする分類が確立されてきた。一方、脊索動物は棘皮動物(ヒトデ)や半

索動物(ギボシムシ)と共に後口動物群

に属する。本研究では、我々ヒトを含

めた脊索動物はどのようにして誕生し

たのか、「脊索」を持たない共通祖先の

動物がどのようにしてこの形質を獲得

したのか、その分子的な基盤を解き明

かすことから、脊索動物の誕生・起源・

進化に迫る。 

 

 

２．研究の目的 

 

脊索動物の誕生・起源・進化を考える際にその鍵となるのが「脊索」である。脊索は中

胚葉性で原腸陥入の初期に陥入を開始し、収斂と伸長などの特徴的な細胞運動を伴い、

体軸の中心を前後に走るロット状の構造として形成される。脊索形成には T-box転写因

子である Brachyuryが重要な役割を果たす。しかし、Brachyuryの役割は脊索形成に特化

したものではなく、もともと原腸形成に関連した役割を持っていたものが、脊索動物の

進化の際に脊索形成に関わったものと考えられる。この点に焦点を当てた基盤的研究を

遂行することにより、我々ヒトがどこから来たのか？という、地球上にヒトが由来した

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つながるという学術的な特徴

を持つ研究を展開することを目的とした。 

 

 

３．研究の方法 

 

進化発生学的アプローチにより、新規形質「脊索」の獲得進化の理解を目指し、脊索動

物誕生の分子的基盤に迫るために 3 つの研究手法をとった。 

(1) 頭索・尾索動物の脊索形質の分子基盤:(脊索特異的遺伝子解析)  

(2) 脊索形成の分子機構・脊索遺伝子機能：(発生細胞生物学的解析) 

(3) 脊索形成遺伝子ネットワーク進化: (遺伝子発現制御解析) 

 
 
４．研究成果 
 
 

(1) 頭索・尾索動物の脊索形質の分子基盤:(脊索特異的遺伝子解析)  

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ナメク



ジウオ(頭索動物)およびホヤ(尾索動物)の脊索細胞の脊索形質遺伝子セットの分子的基

盤を明らかにするために、RNA-Seq 解析を行なった。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ている。成体のナメクジウオの脊索細胞を高

純度に顕微鏡下で単離し RNA-Seq 解析することに成功した。その結果、興味深いこと

にナメクジウオ成体の脊索に Brachyury遺伝子が発現していることが初めて明らかにな

り、特徴的な筋肉性の脊索形質を示すことが示唆された。 

 
 

(2) 脊索形成の分子機構・脊索遺伝子機能:(発生細胞生物学的解析)  

脊索形成の分子機構の解析は、脊索遺伝子解析を

進めてきたホヤ(尾索動物)を用いて展開した。こ

れまでの研究から脊索形成の分子メカニズムを解

明する上で非常に興味深い脊索遺伝子の機能が明

らかになった。 

○1脊索形成細胞極性:脊索細胞は収斂と伸長運動

を引き起こし、一列に並び前後軸に沿ってロット

状に伸びることで体軸が形成される。脊索細胞に

発現する Noto7 遺伝子の機能を MO により阻害す

ると、脊索細胞が一列に伸長せずに Y 字型に分岐

が起こり、前後軸にそった細胞の極性が乱れることが明らかになった。Noto7 遺伝子は

bHLH ドメインを有した Mad/Max 関連遺伝子であることから、遺伝子発現を制御して

いる可能性が考えられる。 

○2脊索細胞運動と脊索細胞間接着分子: 脊索細胞のみに発現

する Noto4 は C 末端側に PTB ドメインを持ち、脊索形成過

程において脊索細胞間の滑り込み運動の制御に重要な働き

をしていることをホヤの解析から明らかにしてきた(Yamada 

et al. 2011)。すでに作成完了しているホヤ発生胚 Noto4:GFP

の免疫沈降法による解析を進め、Noto4 の PTBドメインと相

互作用するチロシンリン酸タンパク質の同定を試みた。また、

これまでの研究結果から脊索細胞間の接着分子機構の関与

が示唆されているので脊索細胞膜分子のイメージング解析

を展開した。 

○3脊索-神経相互作用の分子基盤:中軸中胚葉である脊索は体

軸身長において働くのみならず、神経誘導や神経管形成過程においても重要な役割を果

たしていると考えられている。非常に興味深いことに Brachyury ターゲット遺伝子の一

つである Ci-Fibrn mRNA は脊索に特異的に発現するが、そのタンパク質は中枢神経を

取り囲むように局在し、神経前駆細胞に発現する Notch と協調して中枢神経形成に関与

することが明らかになった。 

 

(3) 脊索形成遺伝子ネットワーク進化: (遺伝子発現制御解析) 

脊索動物門の脊索形成には Brachyury遺伝子が重要な役割を果たす。しかし、Brachyury

の役割は脊索形成に特化したものではなく、もともと原腸形成に関連した役割を持って

いたものが、脊索動物の進化の際に脊索形成に関わったものと考えられる(Satoh et al.  

ホヤ脊索細胞の細胞系譜と脊索形成遺伝子遺伝子



2012)。すなわち、刺胞動物から脊索動物にいた

るまで原口領域に一過性に発現する Primary 

Brachyury ネットワーク(原腸形成・原口)に加え

て、脊索動物誕生とともない持続的に発現機能

する Secondary Brachyury ネットワーク(脊索形

成・脊索)が新たに加わったと考えることがで

きる。しかし、この進化プロセスに焦点を当てた進化発生学的解析は行われていない。

これまでに頭索動物(ナメクジウオ)の Brachyury 遺伝子の発現制御領域を尾索動物(ホ

ヤ)の胚を用いた解析から Primary と Secondary の発現制御領域が明らかになってきた。

非常に面白いことに主に 5’上流領域とイントロン領域に Primary の発現を担う領域が、

3’下流領域とイントロン領域に Secondary の「脊索」での発現を担う領域が存在するこ

とが示唆された。今後さらに脊索を持たない近縁の棘皮動物(ヒトデ)と半索動物(ギボシ

ムシ)の胚において Brachyury遺伝子の発現制御領域がどのように働くのか、この進化プ

ロセスの解析を展開することが可能になった。 
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Enhancer activity of 5’-upstream 

regions of BfBra1 and BfBra2. 

(a) lacZ-reporters (arrows) were 

constructed with 3-kb and 2-kb upstream 

sequences of BfBra1 and BfBra2, 

respectively, which include conserved non-

coding sequences (CNSs) shared by the 

two genes (see d). (b) Reporter expression 

of BfBra2-2kbp in Ciona embryos at 

neurula (8 h, upper) and tailbud stages (12 

h, lower), and their schematic drawings are 

shown at the left. The numbers of embryos 

examined (n=428 at 8 h and in n=362 at 12 

h) and percentages of embryos with 

reporter expression are shown at the right. 

Green, expression in muscle; blue, no 

expression. (c)Reporter expression of 

BfBra1-3kbp. lacZ is expressed in muscle. 

(d) VISTA analysis shows two CNSs 

(proximal in blue and distal in orange). 

Expression of reporter constructs of -5.7, -2 

and -1 kbp of BfBra2, including the 

proximal and distal CNS, while the second 

two include the CNS proximal only. lacZ

expression of -5.5, -3, -2, -12 and -0.5 kbp 

of BfBra1. The first two include proximal 

and distal CNS while second two with 

proximal only and the third with no CNS. +, 

expression; -, no expression.

Enhancer activity of 

intragenic regions of 

BfBra1 (a, b) and BfBra2 
(c, d).

Both genes possess six 

introns (1-6 in BfBra1 and 

1’-6’ in BfBra2). Enhancer 

activity was examined at 
each intron sequence 

mentioned above. 

Expression of reporter 

constructs in Ciona

embryos was as 
previously described. All 

intragenic regions showed 

activity, except for I-5 and 

I-6 of BfBra1. Interestingly, 

BfBra1 introns have 
enhancer activity primarily 

in Ciona notochord cells 

(b), whereas BfBra2 

introns have activity 

primarily in muscle cells 
(d). In addition, BfBra2 

exhibits stronger activity 

than BfBra1.

Sequence similarity of BfBra1 and BfBra2. (a) 

An alignment of BfBra1 (green) and BfBra2 (red) 

in the B. floridae genome. Vertical lines 
represent exons and thickened bars show 5’-

and 3’-non-coding sequences. (b) Amino acid 

and (c) nucleotide sequences of BfBra1 and 

BfBra2 highly resemble each other. (b)

Sequence identity is shown by asterisks and T-
box is shown by dark yellow box. (c) Sequence 

identity is shown by vertical lines while 

differences are indicated by red. Black 

arrowheads show sites of intron insertion. 

Sequence comparison of amphioxus 

Brachyury genes. (a) Vista alignment of BfBra2
using a query of BfBra1 nucleotide sequences. 

The Y axis shows percent conservation over a 

sliding 100-bp window (line is 50% identity). Blue 

areas show genomic regions with conserved 

coding sequences and brown areas show similar 
non-coding sequences (CNS). There are two 

peaks of CNS in the 5’-upstream sequence of 

BfBra2 and BfBra1. (b) Vista alignment of B. 

belcheri Brachyury with a query from B. floridae

Brachyury nucleotide sequences. CNSs are seen 
not only encountered in the 5’ upstream, but also 

in the 3’-downstream and intron sequences. 

Black arrows indicate 5’and 3’ sequences of the 

genes.

Reporter activity of intron-3 and intron-5 of BfBra2
is detected at early gastrula stage, 5h after 

fertilization. 

The expression is detected in primordium cells of both 

notochord and muscle.

The notochord and somites are distinctive chordate structures. The T-box transcription factor gene, 

Brachyury, is expressed in notochord and plays a pivotal role in its formation. In the cephalochordate,

Branchiostoma floridae, Brachyury is duplicated into BfBra1 and BfBra2, which are expressed in the somite-

formation region as well. In a series of experiments to elucidate the regulatory machinery of chordate 

Brachyury expression, we carried out a lacZ reporter assay of BfBra in embryos of the urochordate, Ciona 
intestinalis. Vista analyses suggest the presence of conserved non-coding sequences, not only in the 5’-

upstream, but also in the 3’-downstream and in introns of BfBra. We found that: (1) 5’-upstream sequences 

of both BfBra1 and BfBra2 promote lacZ expression in muscle cells, (2) 3’-downstream sequences have 

enhancer activity that promotes lacZ expression in notochord cells, and (3) introns of BfBra2 and BfBra1 

exhibit lacZ expression preferentially in muscle and notochord cells. These results suggest shared
cephalochordate Brachyury enhancer machinery that also works in urochordates. We discuss the results in 

relation to evolutionary modification of Brachyury expression in formation of chordate-specific organs 

characteristic of each lineage. 

Result 2: Enhancer activity of 5’-upstream regions of BfBra1 and BfBra2

Enhancer activity of 3’ downstream 

regions of BfBra1 and BfBra2.

(a) lacZ-reporters were constructed with 

the 3-kb downstream sequences of 

BfBra1 and BfBra2, respectively, which 

include several CNSs shared by the two 

lancelets (see Fig. S2b). (b, c) Reporter 

expression of BfBra2+3kbp (b) and 

BfBra1+3kbp (c) in Ciona embryos at 

neurula (7 h; upper) and tailbud stages 

(11 h; lower), and respective schematic 

drawings are shown left. Numbers of 

embryos examined and percentages of 

embryos with expression are shown at 

right. Red, expression in notochord; blue, 

no expression. 

Result 1: Sequence comparison of amphioxus Brachyury genes

Result 3: Enhancer activity of 3’-downstream regions of BfBra1 and BfBra2

Result 5: Reporter activity of BfBra2 is detected at early gastrula stage

Result 4: Enhancer activity of intergenic regions of BfBra1 and BfBra2

Abstract

Summary

Background: Brachyury expression in chordates

Summary of results of the present reporter assay (a) and possible interpretation of results (b). Enhancer 

activity of 5’ upstream sequences in muscle is shown in brown and that of the 3’ downstream in notochord is in blue. 

The activity BfBra2 introns in muscle and notochord is shown in purple.

Schematic drawing of Brachyury (Bra) expression in chordates. (a) Bra is expressed in blastopore (primary expression, shown in 
brown) and in dorsal-midline from which notochord is formed (secondary expression, shown in blue). (b) A cephalochordate 

(Branchiostoma) Bra is expressed both in notochord (blue) and myogenic somites (red) whereas a urochordate (Ciona) Bra is expressed 
in notochord and its expression is suppressed in myogenic tissue (red dots area).

Ech in o d e rm s H em ich o r d a te s Cep h a lo ch o d a te s Tu n ica tes V e r teb r a te s

D eu te r o s tom e s

N o to ch o r d

Ch o r d a te s

ナメ クジウオBrachyury遺伝子の発現制御領域の進化
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