


はしがき

本報告書は、平成 12年度から平成 14年度の 3年間にわたって行われた基盤

研究 (A)(2) rホヤ腔における脊索形成の遺伝子カスケードJの成果をまとめ
たものである。

まず初めに、本研究は研究代表者・佐藤矩行の単独の研究である。しかし実

際には、佐藤ゆたか(京都大・院・理・助手)、今井 薫(現、学振PD)、高橋

弘樹(現、国立岡崎研究機構・基生研・助手)、堀田耕司(現、学振PD)、平山

和子(教務補佐員)、 MikeLevine (カリフオルニア大学ノ〈ークレイ校)を初め

として、当研究室のスタッフおよび大学院生たちの協力がなくてはなしえなか

ったものであり、ここに深く感謝したい。

脊索動物は、ホヤなどの尾索動物、ナメクジウオの頭索動物、そして我々ヒ

トを含む脊椎動物からなる。また、脊索動物は、約 5.5億年以上前に、新日

動物(練皮動物+半索動物+脊索動物)の共通祖先から、脊索・背側神経管・

鯨裂といった全く新しい形質を組織化しながら進化してきたと考えられている。

脊索は、脊索動物という動物群の名前がそこから由来するように、脊索動物を

特徴づける最も重要な形質の一つで、ある。個体発生学的観点に立てば脊索は中

軸中怪葉と呼ばれる。自身は内陸葉からの誘導によって形成され、その後その

背側に中枢神経系を誘導し、さらに側方の中脹葉などに働いて体の中軸となる。

脊索はまた、原腸形成または原条形成において著しい集中と伸長(コンパージ

エント・エクステンション)を行い、脊索動物の形態形成運動に重要な役割を

果たす。一方、進化機能形態学的観点に立てば、脊索は著しく空胞化した細胞

が互いに密な結合をつくって構成する弾力のある支持器官である。その表面は

結合組織性の脊索鞘によって取り囲まれ、この支持器官の存在により幼生の尾

の筋肉の屈曲が支えられていると考えられる。

本研究では、ホヤ怪における脊索形成の遺伝子カスケードの全貌を明らかに

することを目標として研究を行った。これまでに、脊索形成が異常となるゼブ

ラフイツシュの突然変異体が幾っか解析され脊索形成が幾つかの素過程から成

ることがわかっているが、脊索そのものの形成の分子メカニズムについてはま

だ不明な点が多い。 1990年にマウスの突然変異体Brachyury(短尾)の原因遺

伝子がクロ}ニングされ、その後、この遺伝子は T-boxとよばれる新規の DNA結

合ドメインを含む転写因子をコードすることがわかった。ホヤのオタマジャク

シ幼生の発生に伴って尾の中央に正確に 40個の細胞からなる脊索が形成され、
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その細胞系譜は完全に明らかにされている。我々がホヤ Brachyury遺伝子を単

離しその発現パターンを調べてみると、この遺伝子は予定脊索細胞で、のみ発現

し、そのタイミングは脊索細胞の発生運命の限定のタイミングと一致すること

がわかった。さらにこの遺伝子を異所的に発現させてみると、予定内股葉細胞

などが脊索細胞に変化する。したがって、少なくともホヤ Brachyury遺伝子は

脊索形成のマスター遺伝子として働くと考えられる。そこで、後述するように、

ホヤ Brachyury(Ci -Bra)の下流で働く遺伝子の cDNAクローンの単離を試みた

ところ、 Ci-Braによって活性化する約 500個の遺伝子の cDNAクローンの単離

に成功した。そしてこれら全遺伝子の発現パターンを調べた結果、その中の 40

個が脊索に特異的または優先的に発現する遺伝子のものであることをつきとめ

た。

本研究の目的は、こうした研究のバックグラウンドのもとで、 Brachyuryを

中心にしてホヤ脊索形成の全貌を明らかにすることである。そのために

(1) Ci-Braの上流遺伝子カスケード、すなわち受精卵から始まってどのような

分子メカニズムによって Ci-Braの活性がもたらされるのかについて、また (2)

Ci-Braの下流遺伝子カスケード、すなわち Ci-Braによってどのような遺伝子

が活性化されて実際の脊索形成に至るかを中心に研究した。そして、「研究の

成果Jで示すように、それなりの成果が得られたものと確信している。

現代発生生物学の最も重要な研究課題の一つは、発生遺伝子のネットワーク

システムを理解することである。多くの発生遺伝子が発生遺伝学的解析から明

らかにされてきたこともあって、マスター遺伝子(たとえばホメオボックス遺

伝子)の下流で働き、実際に構造をっくり出すにいたる遺伝子カスケードがブ

ラック・ボックスのままになっている場合が多い。本研究はホヤ Brachyuryの

下流で働く多くの脊索特異的遺伝子を得て「器官形成における遺伝子カスケー

ドJの解明という点でブレークスルーとなりうる研究でもある。また「発生と

進化jの分子メカニズムに関する研究が活発化している。本研究の成果は、脊

索という新口動物を特徴づける形質がどのように生まれたのかを、それを作り

出した遺伝子Brachyuryをもとに理解することにつながった。したがって、本

研究はこの分野の研究としての独創性の高いものでもある。

そしてこうした研究成果の全体像を、 NatureReviews， Genetics 4: 285-295 

(2003)で公表できたことは、望外の喜びである。
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研究成果

「はしがきJで述べたように、脊索は脊索動物を特徴づける最も重要な形質

である。脊椎動物の発生においては、脊索は内脹葉からの誘導によって形成さ

れ、その後その背側に中枢神経系を誘導し、さらに側方の中路葉などに働いて

体の中軸となる。脊索はまた、原腸形成または原条形成において著しい集中と

伸長(コンパージェント・エクステンション)を行い、脊索動物の形態形成運

動に重要な役割を果たす。

ホヤの発生にともなってオタマジャクシ幼生の尾部に正確に 40個の細胞か

らなる脊索が形成され、その系譜は完全に記載されている。前方の 32個は 8

細胞腔の A4.1割球対に由来し (A系統)、後方の 8個は 8締胞怪の B4.1割球対

に由来する (B系統)。本研究では主として A系統について述べるが、 A系統で

は64細胞期の A7.3およびA7.7ペアで脊索細胞への発生運命の限定がおこり、

後に 4回の分裂を経て 32偶の脊索細胞ができる。またこれまでのマボヤを使

った研究から、 32細胞期におこる内経葉からの誘導により 64細胞期に脊索細

胞の発生運命の決定がおこると考えられている。

1927年にマウスの尾が短くなる突然変異体ブラキュウリー [Brachyury(Bra) 

またはTJが報告された。そしてその後 60年以上を経た 1990年にその原因遺

伝子が単離された。 Braはマウス腔の脊索を中心とする内中膝葉で発現し、ホ

モ変異体は脊索を初めとした内中怪葉形成が不完全で、致死になる(ヘテロ変異

体では生まれた仔の尾が短くなる Brachyuryは短尾を意味する)。その後、こ

の遺伝子がTードメインと呼ばれる新規のDNA結合ドメインをもっ転写因子を

コードすること、哨乳類を中心として 20以上の遺伝子からなる T-ボックス遺

伝子ファミリーを形成し、発生のさまざまな過程で働いていることなどがわか

ってきている。 Braは次のような理由からホヤ脊索形成の最重要発生遺伝子と

考えられる。 (1)ホヤの Braは64細胞期から脊索細胞でのみ発現し、その発現

のタイミングは予定脊索割球の発生運命の限定のタイミングと一致する。(2)Bra 

の機能を阻害すると脊索細胞の分化がおこらなくなる(予定脊索細胞はその発

生運命を内脹葉細胞に変える)0 (3) Braを予定内陸葉細胞などで異所的に発現

させると予定内腔葉細胞などは脊索細胞に分化する。

したがって、本研究では、カタユウレイボヤの Brachyury(Ci-Brα)の発現に

杢る Ci-Bra上流遺伝子カスケードと、 Ci-Brαの働きによって脊索が形成される

Ci-Bra下流遺伝子カスケードを研究した。

(1) Ci-Bra上流遺伝子カスケードの解析

(a)ホヤ粧の内陸葉分化におけるιカテニンの役割: 先行研究によって脊
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索の分化には内脹葉からの誘導が必須であり、そのシグナル分子として FGFが

示唆されていた。したがって、 64細胞期における Ci-Bra発現に至るまでの遺

伝子的カスケードを内服葉分化との関連において明らかにする必要がある。。ー

カテニンはWntシグナル伝達系でTcfと協同して標的遺伝子の転写を制御する

役割を担い、最近さまざまな動物で、初期怪の軸形成に8四カテニンが重要な役
割を担っていることが示されている。 Imaiet al. (Development 127， 3009-3020， 

2000)は、ユウレイボヤ (Cionasavignyi)およびカタユウレイボヤ (C.intestinalis) 

のιカテニン遺伝子を単離し、その機能を研究した結果、 (1)母性的に供給さ
れたιカテニンは未受精卵の細胞質に存在するが、受精とともに植物極とくに
予定内眠薬細胞の核に移行する (2)ふカテニンの核移行を阻害すると内経

葉の分化がおこらず、多くの怪細胞はその発生運命を表皮に変える。その結果、

脊索細胞の分化はおこらなし、 (3)ルカテニンを過剰発現させ、核移行を内

陸葉細胞以外でもおこさせると、多くの怪細胞はその発生運命を内怪葉に変え

る。この時、予定脊索細胞もその発生運命を内陸葉に変える。したがって脊索

細胞の分化はおこらない、ことを示した。この結果は、ホヤ腔の内経葉細胞分

化はιカテニンによってもたらされ、この正常な内脹葉締胞分化が脊索の分化
に必須であることを示している。

(b)ιカテニン標的遺伝子の解析: 上に述べたιカテニンの役割から、
Ci-Brα上流遺伝子カスケードの研究は、 ιヵテニンの核移行がどのように Ci“
Braの活性化に結びつくかを明らかにすることになる。そこで、 Satouet al. 

(Development 128， 3559-3570， 2001)および Imai(Differentiation 71， 346-360， 2003) 

は、。国カテニン機能阻害経と過剰発現腔の mRNAをサブトラクションするこ

とによって、ふカテニン標的遺伝子の単離を試みた。その結果、Lhx3，FoxA， FoxD， 

ZicL， FGF9/16/20などがその標的遺伝子として得られた。このうち Lhx3は32

細胞期から内怪葉で発現し、その機能を阻害すると内脹葉分化がおこらないこ

とから、内怪葉分化に必須なものと考えられる。

FGF9/16/20は 16および32締胞期の内膝葉で発現するが この遺伝子の機能

を阻害すると間充織細胞の分化がおこらないことから、 FGF9/16/20は間充織の

分化誘導に働いていると考えられる。 FGF9/16/20の脊索分化誘導についてはま

だ今後の研究課題である。

(c) FoxD遺伝子およびZicL遺伝子と Ci-Bra活性化: 脊索細胞分化と関連

して興味深いのはFoxD遺伝子である。この遺伝子は、 16および 32締胞脹の

内陸葉細胞で一過的に発現する。 FoxD遺伝子の 5'発現調節領域にTcf結合配

列が存在し、ここに変異を加えると発現が認められなくなることから、 FoxD

は8ーカテニンの直接の標的遺伝子と考えられる。おもしろいことに、この遺

伝子の機能を阻害しでも内腔葉の分化はおこる。しかし脊索細胞の分化がおこ

。。



らなくなる。したがって、 FoxDは内脹葉細胞の脊索分化誘導にもっぱら働く

遺伝子と考えられる。さらにZicL遺伝子は 32細胞期の予定脊索細胞/神経索

細胞で発現するが、 FoxDの機能阻害実験などから、直接的標的遺伝子かどう

かは不明としても、 FoxDの下流遺伝子であることは確かで、あり、またZicLの

機能を阻害すると Ci-Braの発現がおこらなくなる。したがって、本研究によっ

て、。ーカテニン→FoxD→ZicL(およびeFGF)→Braという主たる転写因子カ

スケードが明らかになった。

(2) Ci-Bra下流遺伝子カスケード

(a) Ci-Bra下流標的遺伝子の単離: 先行研究で、我々は、 Ci-Braの下流で脊

索特異的に働く遺伝子の cDNAクローンの単離を試みた。ホヤのforkhead遺伝

子は主として内怪葉と脊索で発現する。この遺伝子のブρロモーターを利用して

Ci-Braを内経葉で強制的かっ異所的に発現させることができる。エレクトロポ

レーション法によって得られた大量の Ci-Bra強制発現怪と正常怪mRNAの

cDNAをサブトラクションすることによって、約 900個の Ci-Bra強制発現経特

異的 cDNAクローンの単離に成功した (Takahashiet al.， Genes & Dev. 13， 1519-

1523， 1999)0 EST解析によって重複を除き、 ドットブロット解析によりこれら

の遺伝子が本当に Ci-Braによって活性化されるか否かを確かめた結果、約 500

クローンが残った。そしてこれら 500クローンの発現ノミターンをホーノレマウン

トinsituハイブリダイゼーションによって調べた結果、その中の 40個が脊索

に特異的または優先的に発現する遺伝子のものであることをつきとめた。

(b) Ci-Bra下流遺伝子の同定: これらの Ci-Brα下流遺伝子のうち 20個の

cDNAの全塩基配列を決定した結果、これらの脊索特異的遺伝子がコードする

タンパク質の中に、 LIMonl y protein (転写因子のコブアクターとして機能する

可能性をもっ分子)、 collagenα1 (脊索革自の形成に関わると思われる分子)、

fibroblast-type tropomyosin、LAR-transmembranetyrosine phosphatase (ショウジョ

ウバエのモーターアクソン・ガイダンスに必須の分子)、 cdc45， 

ezrin/radixin/moesin (ERM) (細胞外シグ、ナノレによる細胞の変形に関与する細胞骨

格分子ファミリー)など、細胞接着・細胞分裂・細胞の変形などに関与する分

子が存在することを明らかにした (Hottaet al.， Develop. Biol.， 224， 69由80，2000)0 

現在、残りのすべての cDNAクローンの全塩基配列の決定を行いつつあり、こ

れら脊索特異的遺伝子のレパートリーを明らかにすることによって、脊索が分

子的・構造的・機能的にどのような器官であるのかを明らかにしたいと考えて

いる。

これまでの研究から、 Brachyuryタンパク質の認識配列として、 ACCTAGGT

というコア配列を含むTTTCACACCTAGGTGTGAAAパリンドロームが明らか
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にされている。また最近の研究で、コア配列の半分でも Brachyuryタンパク質

の認識配列として機能することが報告されている。本研究と平行しつつ、我々

は日米の研究グ、ノレーブρと共同でカタユウレイボヤのゲノムの解読を進め、 2002

年末にドラフト・ゲノムの解読に成功した (Science298， 2157同2167，2002)0 そ

れにより、上記 20遺伝子の上流配列情報を得ることができた。そこでこれら

の配列に留意しつつこれら 20遺伝子の発現調節領域を調べてみると、ほとん

どの遺伝子の発現調節領域にBrachyuryタンパク質認識配列を認めることがで

きた。したがって、これらの Ci-Bra下流遺伝子の多くは、直接的標的遺伝子と

考えられる。

(c) Ci-Bra下流遺伝子の機能: 上に述べたように、これまでの研究から、

Ci幽Brα下流遺伝子として、脊索細胞の形の変化に関わる遺伝子(例えばCi幽PKl

やCi“ERM)、代謝に関わる遺伝子(例えばCi-PTPや Ci-ASAT)、細胞周期に関

わる遺伝子 (Ci-cdc45)などが明らかになっている。これらの遺伝子の機能を

そルブオリノを使って確かめてみると、多くの遺伝子の機能限害は脊索細胞の

集中・伸長運動の阻害をもたらし、尾部の正常な形成がおこらなくなる。これ

らの事実は、 Braは脊索細胞に形態形成運動能を付加することによって、脊索

特異的な器官形態の具現化に関与していると考えられる。

要約すると、ホヤでの脊索という構造は、まず母性のs-カテニンに始まる
転写および細胞間シグナノレの発生遺伝子カスケードによって脊索形成の鍵とな

るTーボックス遺伝子Braが活性化され、次にBraの働きによって主として形態

形成運動に関わる多くの遺伝子が活性化されることによって形成される。本研

究は、これらの遺伝子カスケードのほぼ全貌を明らかにしたものといえる。
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