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脊椎骨進化に関わるゲノム上の遺伝子進化の解明

●和田　洋

京都大学大学院理学研究科附属瀬戸臨海実験所

〈研究の目的と進め方〉
脊椎動物の最も特徴的な形質は、その名の由来の通り

脊椎骨である。脊椎骨の形成には、Pax-1/9が硬節の分化
に、scleraxisやSox9が軟骨細胞の分化に、CBFA1が骨細
胞の分化にそれぞれ必須の役割を担っている。ホヤと脊
椎動物の祖先でPax1/9は鰓裂でのみ機能していたが、脊
椎動物で新たに硬節での発現・機能を獲得したことがす
でに明らかになっている。そこで、ホヤと脊椎動物の
Pax1/9の転写制御機構の比較から、硬節での発現の進化
をエンハンサーのゲノム上での分子進化と結びつけるこ
とを目指す。さらにscleraxis、Sox9やCBFA1に関してホ
ヤでの発現・機能と、脊椎骨形成の分化カスケードに取
り込まれていった分子進化的な過程を明らかにする。

〈2002 年度の研究の当初計画〉
1) 既に500bp程度に絞り込まれていたカタユウイレイボ

ヤホヤの鰓裂での発現に関わるシス領域から、シスエ
レメントを同定する。

2) メダカを用いて硬節と鰓裂での発現に関わるシスエレ
メントを同定する。

3) ホヤのCBFA1, scleraxis, Sox9、コラーゲン、アグレカ
ンについて発現を調べ、分子系統学的にオーソロジー
を判定する。

〈2002 年度の成果〉
1) 上記の500bpのシス領域についてディリーション解析

から、４つのシスエレメントを同定した。そのうち、
比較的活性の強い（欠失させると活性の減衰の大きい）
二つのエレメントは、近縁種のユウレイボヤのシス領
域と塩基配列に類似性が検出された。その類似性をも
とにシスエレメントに変異を導入して活性を調べたと
ころ、いずれもGTCAAAのコア配列を含む領域が活性
を担っていることが明らかになった。ただし、このコ
ア配列を二つつないだものでは活性が検出されなかっ
た。また、コア配列からのトランスの因子の推定はで
きていない。

2) これまでに調べたメダカPax1の上流3kbまでには鰓裂
や硬節での発現に関わるシスの活性は検出できていな
い。メダカのさらに上流の領域の解析はBACクローン
を単離して進めている。メダカと比較的近縁であるフ
グの公開されたゲノム情報をもとに、上流約７kbの領
域を単離してメダカで活性を調べたところ、鰓裂での
発現に関わるシス活性が認められた。この中に硬節で
の発現に関わる活性があるかどうかは現在検討中であ
る（いくつかの個体でシグナルが見られるが、導入遺
伝子のモザイク性が高く実験例を増やさないと判断が
難しい）。

3) カタユウレイボヤのCBFA1は幼若個体の血球細胞の
一部で、scleraxisは幼生の筋肉細胞で、Sox9は幼若個
体の入水口とおそらく肝膵臓と判断される細胞で発現

していた。また、軟骨や硬骨の基質であるフィブリル
コラーゲンの相同遺伝子は幼生の間充織や筋肉など
で、幼若個体では囲鰓腔上皮で発現していることが明
らかになり、これらの遺伝子は一つの細胞の分化に関
連して機能しているわけではないかもしれない。ただ
し、被嚢細胞についてはin situ hybridizationによって
発現を調べることができないので、RT-PCRなどによ
って調べる必要がある。現在これらの遺伝子について
はナメクジウオやヤツメウナギからも単離し、発現を
解析している。アグレカンはLINKドメインを介して
ヒアルロン酸と結合して軟骨特有の物性を生み出して
いる。ホヤのゲノムからヒアルロン酸合成酵素を見つ
けることはできなかったが、LINKドメインと相同性
のある分子を見つけることができた。ナメクジウオか
らもLINKドメインをもつ遺伝子が単離できているの
で、これらの発現・機能、生化学的な特性を解析して
いく中で軟骨の物性が遺伝子進化とどう関連しながら
進化してきたかを解析していく。

〈国内外の成果の位置づけ〉
遺伝子発現の進化をシスエレメントの進化と結びつけ

る研究は、近縁種についていくつか報告されつつあるが、
脊椎骨の進化という大進化と結びつけられた例はない。
また、軟骨特有の物性の進化に迫れる糸口を見つけられ
たことは、脊椎骨進化の理解に大きく貢献できる可能性
がある。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
メダカでのシスエレメントの解析が、上流をさかのぼ

って単離するステップや導入遺伝子のモザイク性という
技術的な問題で思うように進んでいない。

〈今後の課題〉
メダカでのシスエレメントの解析を進める。
LINKドメイン遺伝子の生化学的な機能解析の方法の確

立。


