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研究成果の概要（和文）：HoxおよびParaHox遺伝子群は、動物に共通する前後軸に沿った体制構築とその進化に深く関
わるとされている。本研究では、始原的な新口動物である半索動物ギボシムシ類と棘皮動物ウミシダ類において、Hox
およびParaHox遺伝子群の染色体上のクラスター構造と発生期の発現パターンを解析した。その結果、これらの動物に
は新口動物および脊索動物へ至る体制構築機構の基本的プログラムが保存されていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Hox and ParaHox genes have been regarded to play a central role in 
anterior-posterior patterning of the animal body and its evolution. In this study, cluster organizations 
and developmental expression patterns of Hox and ParaHox genes in the primitive deuterostomes, the 
hemichordate acorn worm and the crinoid feather star were analyzed. The results suggested that these 
animals retain the fundamental developmental programs to gain insights into the origins of deuterostome 
and chordate body plans.

研究分野： 進化発生生物学
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１．研究開始当初の背景	
	 ホメオボックス転写因子に属する Hox 遺伝
子群と、その進化的姉妹群である ParaHox 遺
伝子群は、動物に共通する前後軸に沿った体
制構築とその進化に深く関わるとされてい
る。Hox/ParaHox 遺伝子は、一般に染色体上
狭い領域に集まって存在し、その染色体上の
並びに従って、各遺伝子の発現領域の前方境
界が前から後に並ぶ現象は空間的コリニア
リティー、発現の時期が並び順に従うことは
時間的コリニアリティーと呼ばれる。このよ
うな性質から、Hox/ParaHox 遺伝子は動物に
共通の、前後軸に沿った体制の源である一方
で、そのクラスター構造の変化や発現パター
ンの変化を通じて、動物界に形態的な多様性
をもたらしたと考えられている。	
	 新口動物で無脊椎動物に属するグループ
は、我々脊椎動物の体制構築機構の基本的プ
ログラムを知る上で重要な分類群である。特
に歩帯動物（棘皮動物と半索動物）は脊索動
物と姉妹群を形成し、脊椎動物へと至る新口
動物の進化を考える上で重要な位置を占め
る。しかし、それらの特に始原的なグループ
における、Hox/ParaHox 遺伝子群の発現、ク
ラスター構造、機能に関する情報は無く、脊
椎動物の基本体制の確立におけるこれらの
遺伝子群の役割は不明であった。	
	
２．研究の目的	
	 本研究では、始原的な新口動物にあたる半
索動物のギボシムシ類と、棘皮動物のウミシ
ダ類の Hox および ParaHox 遺伝子群のクラス
ターの構造、発現、機能を明らかにし、無脊
椎動物から脊椎動物へと至る形態進化の理
解に有用な知見を得ることを目的とした。	
	
３．研究の方法	
(1)ヒメギボシムシ（Ptychodera	flava）に
おいて、既に Hox 遺伝子が含まれることが分
かっている４つの BAC クローン、および
ParaHox 遺伝子が含まれることが分かってい
る１つの BAC クローンについて、全塩基配列
のシークエンス解読を行う。得られた配列情
報から、Hox と ParaHox 遺伝子クラスターの
構造を解析する。RT-PCR法または定量PCR法、
および whole-mount	in	situ	hybridization	
(WISH)法を用いて、Hox および ParaHox 遺伝
子の発現パターンの解析を各発生段階で行
う。siRNA あるいはアンチセンスモルフォリ
ノオリゴ（MO）の導入による機能阻害実験行
い、その効果を検証する。	
	
(2) ニ ッ ポ ン ウ ミ シ ダ （ Oxycomanthus	
japonica）の ParaHox 遺伝子について、BAC
ライブラリースクリーニングを行い、該当ク
ローンの全塩基配列のシークエンス解読を
行う。得られた配列情報から、ParaHox 遺伝
子クラスターの構造を解析する。RT-PCR 法ま
たは定量 PCR 法、および WISH 法を用いて、	
ParaHox 遺伝子の発現パターンの解析を各発

生段階で行う。	
	
４．研究成果	
(1)ヒメギボシムシ（P.	flava）における成
果：事前に行っていた PCR によるスクリーニ
ングから、Hox 遺伝子および ParaHox 遺伝子
が含まれることが分かっていた計５つの BAC
クローンについて、文部科学省科学研究費補
助金新学術領域研究(研究領域提案型)『生命
科学系３分野支援活動』“ゲノム支援”の支
援を受け、キャピラリーシクエンサーによる
全塩基配列のシークエンス解読を行った。得
られた配列を検討した結果、ヒメギボシムシ
（P.	flava）の Hox および ParaHox 遺伝子ク
ラスターの全貌が明らかになった。	

図１.新口動物の系統樹と、研究開始当初の
Hox（四角）と ParaHox（楕円）遺伝子群のク
ラスター構造に関する情報。遺伝子を貫く線
は染色体上の並びを示しており、途切れた線
やスラッシュはクラスター構造が壊れてい
ることを示す。脊椎動物（Vertebrata）以外
で当時情報があったのは、頭索動物
（Cephalochordata）と尾索動物（Tunicata）
の一部、および棘皮動物（Echinodermata）
でも も新しいグループであるウニ類
（Echinoidea）だけだった。	
	
	 Hox 遺伝子クラスターに関しては、Hox1 か
ら Hox9/10 に属する９つの遺伝子で、その並
び順、転写方向に関して、始原的脊索動物で
あ る 頭 索 動 物 の ナ メ ク ジ ウ オ
（Branchiostoma	floridae）や脊椎動物との
完全な共通性が見出された。一方、 も後方
に相当するグループである Hox11/13 では、
解析に使用した BAC ライブラリーには
Hox11/13b が含まれていなかった。そこで当
時進行中であった、ヒメギボシムシの全ゲノ
ム解読のシークエンスデータを合わせ、さら
に PCR による Gap-filling 作業を行った所、
Hox11/13b を含めた後方グループの構造が明
らかとなった。ヒメギボシムシの後方グルー
プの Hox 遺伝子は、棘皮動物と同様に
Hox11/13a,	11/13b,	11/13c の３つから構成



 

 

されていたが、並び順や転写方向は棘皮動物
のものとは異なり、脊索動物との共通性も見
出されず、半索動物で独自に構造が進化して
いることが窺われた。また、遺伝子クラスタ
ーの規模としては全体で約 450kb と、ナメク
ジウオのものとほぼ同じであることが分か
った。	

図２.半索動物ギボシムシ類の２つのグルー
プ（幼生期を介する間接発生タイプ：P.	flava
と幼生期を介さない直接発生タイプ：S.	
kowalevskii）における Hox 遺伝子群のクラ
スター構造と規模、および近縁種との系統関
係。三角は各遺伝子の位置と転写の方向を表
す。２種ともに後方グループでギボシムシ類
独自の構造変化が認められたが、脊索動物
（Chordates）との共通祖先におけるクラス
ター構造に近い状態が保存されていると推
測された。	
	
	 ParaHox 遺伝子クラスターに関しては、Gsx,	
Xlox,	Cdx の３つの遺伝子の並び、転写方向
ともに、ナメクジウオや脊椎動物と全く同じ
であることが明らかとなった。また、遺伝子
クラスターの規模としては全体で約 110kb と、
ナメクジウオのものより約 2倍の大きさであ
ることが分かった。	

図３.(A)	P.	flava および脊索動物 ParaHox
遺伝子群のクラスター構造と規模。(B)	左右
相称動物（Bilateria）における ParaHox 遺

伝子クラスターの進化。３つの遺伝子が並ぶ
コンパクトな ParaHox 遺伝子クラスターは、
前口動物（Pr:	Protostomia）では例が無く、
新口動物（De:	Deuterostomia）でも赤字の
グループのみで見つかっている。新口動物の
共通祖先では保存されたクラスター構造が
見られた事が推察される。	
	
	 また、発現パターン関しては、Hox 遺伝子
では、BAC シークエンスの結果得られたゲノ
ム配列情報をもとに、WISH のプローブを設
計・作成し、現在解析中である。ParaHox 遺
伝子では、定量 PCR 解析により、Cdx は胞胚
期（受精 16 時間後）、Xlox は初期原腸胚期（受
精 22 時間後）、そして Gsx はその数時間後に
発現を開始することが分かった。この順番は、
脊椎動物やナメクジウオなど、これまでクラ
スター構造の保存性が報告されてきたグル
ープで観察されているパターンと同様であ
った。発現領域に関しては、胚発生期におい
ては、Cdx は原口周縁と原腸後方、Xlox は原
口周縁と原腸後方、Gsx は原口周辺のいくつ
かの細胞で発現が観察され、前後軸に沿って
並ぶようなパターンは認められなかった。一
方、変態中の個体では、Cdx は内胚葉後方、
Xlox は内胚葉中部に発現が観察され、脊索動
物および棘皮動物でのパターンと類似性が
認められた。	
	 各遺伝子の機能に関しては、下記ニッポン
ウミシダでの解析に予想外に時間を要し、全
容を解明するに至らず、今後の課題となった。	
	 以上から、ヒメギボシムシにおける
Hox/ParaHox 遺伝子群は、遺伝子の欠失や並
び替え等の少ない（intact な）クラスター構
造を持つ事が分かり、脊索動物との共通祖先
におけるクラスター構造に近い状態が保存
されていると推測された。	
	 Hox 遺伝子群においては、Hox1-9/10 まで
のクラスター構造に高い保存性が見られ、今
後、これらの発現や機能の解析から、新口動
物の共通祖先における形態形成機構との関
わりが明らかになっていくものと期待され
る。一方で も後方の Hox11/13 のグループ
では、脊索動物とも棘皮動物とも異なる状況
が確認され、脊索動物における尾部など、各
分類群の後方の形態進化との関係が注目さ
れる。	
	 ParaHox 遺伝子群においては脊索動物以外
で、intact なクラスターが見つかったのは初
めて（論文報告はヒトデ（Patiria	miniata）
が先となった）である。また、発現解析の結
果、発現領域にはギボシムシ独自のパターン
が認められ、空間的コリニアリティーの保存
性は部分的であったものの、発現開始の順番
と染色体上の並びは一致しており、時間的な
コリニアリティーは保たれていることが分
かった。従って、クラスターと発現パターン
のコリニアリティーについて、「Hox/ParaHox
遺伝子クラスターの主な保存要因は、時間的
コリニアリティーの制御機構である」という、



 

 

これまで言われていた仮説（引用文献）を支
持する興味深い結果となった。今後は、クラ
スター構造の保存機構やコリニアリティー
の背景にある分子機構等について、脊索動物
よりさらに遡った詳細な研究が望まれる。そ
して本研究により、特にギボシムシ類がその
有用なモデルである事が示された。	
	
(2)ニッポンウミシダ（O.	japonicus）にお
ける成果：O.	japonicas のゲノム DNA から、
縮重プライマーを用いた PCR により Gsx,	
Xlox,	Cdx の３つの ParaHox 遺伝子を同定し、
RACE 法を用いて CDS 配列を決定した。これら
の遺伝子について、PCR による BAC ライブラ
リーのスクリーニングを行い、3つの ParaHox
遺伝子を含むクローンを同定した。クラスタ
ー構造の詳細を解析するため、同定された
BAC クローンについて、IonPGM 次世代シーク
エンサーによる全長解読を試みた。しかし、
多くの繰り返し配列が含まれることが分か
り、Gap-filling 作業を集中的に行ったが、
クラスター構造を知る情報は得られなかっ
た。そこで、illumina	Miseq にてメイトペア
ーによる再解読を行った。その結果、数カ所
の Gap は残ったものの、各遺伝子のエクソ
ン・イントロン構造、転写方向、クラスター
の規模などの詳細が明らかとなった。既に知
られている同じ棘皮動物に属するヒトデ類
や上記の半索動物ギボシムシ類と比較して、
興味深い知見が得られた。	
	 発現パターンに関しては、２細胞期から卵
割期、胞胚期、原腸胚期、ドリオラリア幼生
までの各発生段階の胚の mRNA から調整した
cDNA を鋳型に、RT-PCR 法による発現解析を
行なった。各遺伝子の発現開始時期について
得られた結果と、上記のクラスター構造の解
析 結 果 と 合 わ せ て 検 討 し た と こ ろ 、
「Hox/ParaHox 遺伝子クラスターの主な保存
要因は、時間的コリニアリティーの制御機構
である」という従来の仮説（引用文献）を検
証するために極めて重要な知見が得られた。
また、後期原腸胚期から初期ドリオラリア幼
生を用いた WISH による解析では、各遺伝子
の発現領域について、他の動物群で知られて
いるものとの共通性が見出されたが、詳細は
現在検討中である。また、定量 PCR による、
各遺伝子のより詳細な発現パターンと、WISH
によるふ化前の胚と変態後の発現領域に関
しても現在解析中である。	
	
	 全体を通して、本研究で対象とした半索動
物ギボシムシ類と棘皮動物ウミシダ類では、
新口動物および脊索動物へ至る体制構築機
構の基本的プログラムが保存されているこ
とが示唆された。今後これらの生物をモデル
として、脊椎動物の基本体制の進化とそのメ
カニズムに関して多くの知見が蓄積されて
いくことが望まれる。	
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