
− 28−

計画研究：2005 ～ 2009 年度

脊椎動物起源の研究
●佐藤矩行 1) 9)　　◆窪川かおる 2)　　◆西駕秀俊 3)　　◆和田洋 4)　　◆藤原滋樹 5)　　◆日下部岳広 6)

◆田川訓史 7)　　 ◆久保田　洋 1)　　◆真壁和裕 8)

1) 京都大学大学院理学研究科　2) 東京大学海洋研究所　3) 首都大学東京大学院理工学研究科　4) 筑波大学大学院生命環境科学研究科
5) 高知大学教育研究部自然科学系　6) 甲南大学理工学部生物学科　7) 広島大学大学院理学研究科　8) 徳島大学総合科学部
9) 沖縄科学技術研究基盤整備機構

 ＜研究の目的と進め方＞
本研究の目的は脊椎動物の進化に至る道筋をゲノム科学的に解

明することである。脊椎動物はホヤなどの尾索類やナメクジウオ
の頭索類とともに脊索動物門を形成する。これら 3 群は脊索・背
側神経管・鰓裂など多くの形質を共有し、約 5.5 億年以上昔に共
通の祖先から進化してきたものと考えられている。我々は 2002
年に国立遺伝学研究所やアメリカ DOE（JGI）との共同研究で尾
索類カタユウレイボヤ (Ciona intestinalis) のドラフトゲノムを解
読した。そして脊椎動物ゲノムや無脊椎動物ゲノムと比較を行
い、脊椎骨および神経冠の発達、染色体レベルでの遺伝子の増幅、
獲得免疫系、ステロイドホルモン系、長距離の神経伝達系、情緒
発現系などの諸生命現象に関わる遺伝子機能の獲得が、脊椎動物
の起源と進化に深く関与していることを示した。

本研究においては脊索動物門のもう１つのグループである頭索
類ナメクジウオのゲノムの解読を進める。同時にすでに解読され
たカタユウレイボヤのドラフトゲノムを染色体にマップしてでき
るだけ完全なものに近づける。そして脊椎動物を加えた 3 群のゲ
ノム比較から、脊椎動物の基本体制の確立に関係したと思われる
遺伝子群を徹底的に解析する。さらに、脊椎動物起源に関与した
と思われるゲノムの構造的変化を網羅的に解析する。また、脊索
動物は半索動物（ギボシムシ）や棘皮動物（ウニなど）と共に新
口動物群を形成する。従ってより広く脊索動物ひいては脊椎動物
の進化をゲノム科学的に理解するために、半索動物ギボシムシの
ゲノム解読も視野に入れつつ研究を進める。

＜研究開始時の研究計画＞
(1) ナメクジウオ・ドラフトゲノムの解読：フロリダナメクジウ
オ（Branchiostoma floridae）のゲノムサイズは約500 Mbpと見積も
られている。支援班、JGIおよびカリフォルニア大学の協力を得
て、ホールゲノムショットガン法、BACエンドシーケンシング、
EST解析などをもとに、この動物のドラフトゲノムを解読する。
そして比較ゲノム科学的に脊索動物の進化および脊椎動物の起源
を解析する。
(2) カタユウレイボヤゲノムの完全解読にむけて：カタユウレイ
ボヤのドラフトゲノム（真生クロマチン領域120 Mb）を、BAC
エンドシーケンシングやBACクローンのFISH法などを駆使し
て、n=14の染色体へのマッピングをする。そして得られた情報を
もとに染色体レベルでの遺伝子発現カスケードを解析する。
(3) 脊椎動物の基本体制の確立に関係する遺伝子群の網羅的解
析：ナメクジウオやホヤのゲノムの中から、神経管・脊索・脊
椎・顎など脊椎動物の基本体制の確立に関係する遺伝子群の発現
特異性と遺伝子機能をゲノム科学的に解析する。また、性ステロ
イドなどを中心に内分泌器官の進化にともなう遺伝子の変化を追
跡する。
(4) ギボシムシ・ドラフトゲノムの解読に向けた研究の展開：ギ
ボシムシのゲノム解読に向け、EST解析などを進める。

＜研究期間の成果＞
(1) フロリダナメクジウオ・ドラフトゲノムの解読：

2005 年にフロリダナメクジウオゲノムの解読にむけて日米の
共同研究を開始し、ホールゲノムショットガン法によるゲノム塩
基配列決定（11 ×）、EST 解析（約 30 万）、BAC エンドシーケ
ンス決定（10 ×）を行った。そして、それらをもとにこの動物の
ドラフトゲノムを解読し、2008 年に論文の公表に結びつけた（成
果公表リスト 28）。その結果、この動物のゲノムサイズは約
520Mb で、そこに約 21,900 のタンパク質をコードする遺伝子が
存在することが明らかになった。そしてナメクジウオ、ホヤ、ウ
ニ、脊椎動物とのゲノム比較から、次のようなことが明らかになっ
た。
(a)これまでにゲノムが解読された動物を対象に、1,035の遺伝子
がコードするタンパク質の比較をもとに分子系統学的解析を行っ
た。その結果、最近になって指摘されている脊索動物門内の系統
関係、すなわち脊索動物の中では頭索類が最初に分岐し、次に尾
索類と脊椎動物が進化したという構図を強く支持するものとなっ
た。その結果をふまえると、脊索動物の進化については、図1に
示すように、(ｲ)自由遊泳性の祖先からまず頭索類が起源し、(ﾛ)脊
椎動物は頭索類様祖先から頭部、顎部、四肢などを発達させるこ
とによって直接的に進化したと推論でき、(ﾊ)尾索類は頭索類的祖
先から濾過摂食に適応すべく独特の進化を遂げた、と考えられ
る。これは、これまで長い間議論されてきた脊索動物の起源と進
化についてのほぼ最終的な結論が得られたことになる。これらを
もとに脊索動物の起源と進化を説明するaboral-dorsalization仮説
を提唱した（成果公表リスト19、28）。

(b) 次に、ナメクジウオゲノムを脊椎動物ゲノムと比較解析した
結果、驚くべきことに、ナメクジウオとヒトとの間に非常に高い
レベルでマクロシンテニーが保存されていることが分かった。そ
してそれをもとに、17のリンケージ・グループからなる脊索動物
の基本的染色体構成を描くことができ、さらにそこからヒト染色
体に至った変化を推論することができた（図2）。しかしこの動
物の実際の染色体数はn=19であり、現在FISH法によるBACク
ローンの染色体マップを進めている。そして、17の連鎖群を19の
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連鎖群に改変した後で、この19本の基本的組成をヒトの染色体な
どと比較することによって脊椎動物の進化における染色体の変化
を追跡する予定である。
(c) さらに、両者のシンテニー・ブロックの比較から、脊椎動物
ゲノムが2回の大規模な重複を起こしたことを支持する結果が得
られた（図2）。すなわち、これまで、個々の遺伝子レベルで指
摘されてきた脊椎動物進化の際の2回の遺伝子重複仮説（2R仮
説）をゲノムワイドで証明できる。

(2) カタユウレイボヤゲノムの染色体マッピング：
カタユウレイボヤのドラフトゲノム解読後、この動物ゲノム内

には 669 個の転写因子遺伝子が存在することを明らかにし、その
中で 390 個をホヤの体制の構築に関わるコアな転写因子としてま
た転写因子および 119 個の主要シグナル分子をコードする遺伝子
のほぼすべてを BAC エンドシーケンシングや FISH 法などを駆
使して n=14 の染色体にマップすることができた（成果公表リス
ト 64）。

次に、初期胚体制の構築に 76 の転写因子 / シグナル分子遺伝
子が関わっていることを明らかにし、それらの遺伝子 1 つ 1 つに
ついてその機能を阻害することにより、他の遺伝子にどのような
影響を及ぼすかを調べた。その結果、これら 76 の遺伝子は、約
3,000 の要素からなるネットワークを構築しつつ働いていること
を明らかにした。そしてさらに、これらのネットワークの染色体
レベルでの相関性を明らかにした（図 3；成果公表リスト 29）。
これらの成果は、今後脊索動物の基本体制の構築メカニズムをゲ
ノムレベルで研究する上での基礎を築くものである。

(3) 脊椎動物の基本体制の確立に関係する遺伝子群の網羅的機能
解析：

この項目については主として以下のことが明らかになった。
(a) ドメインシャッフリングによる新規遺伝子の創成と脊椎動物
の起源：後口動物の進化の過程で、ドメインシャッフリングによ
る遺伝子の創成がどのような頻度で起こっているか、そして新し
く生まれた遺伝子がどのように表現型の進化に寄与しているかに
ついて調べた。そして、１つの遺伝子モデルにコードされている

ドメインの組み合わせが、どのような動物種で共有されているか
リストアップして、系統樹に沿って、ドメインシャッフリングの
イベントをマップした（図4；成果公表リスト1）。その結果、脊
椎動物で獲得されたものの中には、軟骨の基質となったアグレカ
ンや、タイトジャンクションの制御を行っているoccludin、聴覚
に関わるtectorinやcochlinが含まれており、ドメインシャッフリ
ングによる遺伝子の創成が表現型の進化に寄与している可能性が
明らかになった。また、脊索動物の祖先で獲得された遺伝子に
は、脊索の進化に関わっていた可能性を示唆するものも含まれて
いた。

次に、脊椎動物の軟骨の進化に関連して、ナメクジウオの外鬚
の再生過程についても解析を行った。ナメクジウオの外鬚は、人
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為的に切除すると 1‒2 日で傷はふさがり、1 週間以内に軟骨様組
織の形成を伴いながら再生することを明らかにした。この軟骨様
組織の分化の系を用いて、脊椎動物の軟骨形成の遺伝子ネット
ワークの起源をナメクジウオに求めて、遺伝子発現の解析を行
い、軟骨と硬骨の形成ネットワークのひな形が外鬚の軟骨様組織
の形成に機能していることを明らかにした。

(b) Hox およびホメオボックス遺伝子の解析
まず、ナメクジウオ Branchiostoma floridae の全ホメオボックス

遺伝子のアノテーションを行って 133 個のホメオボックス遺伝子
を同定した（成果公表リスト 30）。因みに脊椎動物では、235 個
である。これは主として脊椎動物に至る過程で起きたとされる遺
伝子重複による。脊椎動物のホメオボックス遺伝子の多くはナメ
クジウオでもみられるが、起原の古いホメオボックス遺伝子のい
くつかが脊椎動物で失われたこと、逆にいくつかのホメオボック
ス遺伝子が脊椎動物で新規に生じたことが分かった。脊椎動物の
進化過程で起こった事象の一端が明らかになった。

次に、カタユウレイボヤの Hox 遺伝子 9 個の内、オタマジャク
シ幼生までの発生で発現が WISH により確認された 7 個の遺伝子
すべてについて、MO による機能阻害実験を行って機能を推定し
た。その結果、2 個の遺伝子は、尾の先端部の形態、一部神経細
胞の分化に関わることを見出した。しかし、残りのものについて
は、調べた限りでは特段の機能は見出せなかった。幼生期までの
発生に限っては、Hox 遺伝子の機能は限定的だと思われる。ホヤ
のボディプランは変態後に最終的に確立されることから、変態後
の機能が想定される。事実、変態後の幼若体消化管においては、
脊椎動物と極めて類似した後方 Hox 遺伝子群の発現パターンがみ
られた。また最近では Hox1 の機能が、幼生期後期以降に出水口
原基の形成に機能を持つことが明らかになりつつある。消化管の
発生における機能については、形態形成とともに、現在研究中で
ある。

また、ギボシムシの Hox 遺伝子、ParaHox 遺伝子：Ptychodera 
flava のゲノム中に存在すると考えられる 12 個の Hox 遺伝子およ
び 3 個の ParaHox 遺伝子を１～３個含むクローンを複数単離し
た。この結果から予想されるギボシムシの Hox 遺伝子クラスター
は、ナメクジウオのもの（約 250 kb）と同程度の大きさと予想さ
れる。また３個の ParaHox 遺伝子は 1 個の BAC クローンに含ま
れることから、ゲノム上でクラスターを作って存在していること
が考えられる。また、国産のシモダギボシムシ Balanoglossus 
simodensis についてもゲノム PCR によって 12 個の Hox 遺伝子、
3 個の ParaHox 遺伝子の断片を全て単離した。両種についての解
析から、これまで存在が不明だった Hox8 は、ギボシムシに存在
することが確認された。脊索動物の起原生物は、10 個を超える
メンバーからなる Hox 遺伝子クラスターを持っていたと考えられ
る。

(c)レチノイン酸関連遺伝子の機能解析
脊索動物に特有な背側神経管の前後軸に沿った部域化や，咽頭

鰓裂のパターン形成，神経堤細胞の分化などには，レチノイン酸
が必要である。脊索動物以外の動物においては，レチノイン酸は
胚発生にほとんど関与していない。そこで，レチノイン酸を胚発
生に使う仕組みを獲得したことが，脊索動物の進化において重要
なイベントであったと予想される。しかしながら，ホヤに近縁な
オタマボヤのゲノムには，レチノイン酸の合成酵素（Raldh2），
分解酵素（Cyp26）および受容体（RAR）の遺伝子が存在しない。
そのため，ホヤ類においては，レチノイン酸は発生に必須ではな
いという主張も見受けられる。そこで、本研究では，オリゴヌク

レオチドマイクロアレイを利用して，レチノイン酸の標的遺伝子
を多数同定した。中でも Hox1 遺伝子は，レチノイン酸に強く応
答する。私たちは，この遺伝子の表皮エンハンサー中にレチノイ
ン酸受容体（RAR）の結合配列が存在し，この配列を破壊すると
表皮における転写活性化もレチノイン酸への応答性もなくなるこ
とを突き止めた。実際，Raldh2 や RAR に対するモルフォリノオ
リゴを注入したり，レチノイン酸合成阻害剤で胚を処理したりす
れば，Hox1 の発現がなくなることもわかった。これらのことか
ら，ホヤ胚においては，レチノイン酸が Hox1 の正常な発現に必
要であることがわかった（成果公表リスト 13）。

一方，Raldh2 や RAR をコードする遺伝子の転写調節について
も研究を行った。RAR の背側正中線表皮特異的エンハンサーは，
Sox と Msx の協働によって活性化することがわかった。脊椎動物
の神経堤細胞においては，SoxE と Msx1/2 が上位の転写調節因
子として機能しており，レチノイン酸が神経堤細胞の分化に必要
なこともわかっている。ホヤにおいては，背側表皮の細胞とは別
に移動性の細胞が発見され，そちらが神経堤細胞の起源ではない
かという説も出されているが，私たちの得た結果からは，ホヤの
背側正中線表皮が神経堤細胞の起源であることが示唆された。

また、カタユウレイボヤにおいては，遺伝子の機能阻害実験に
はモルフォリノオリゴの顕微注入という方法が頻繁に用いられて
いる。しかし顕微注入には熟練の技術が必要であり，また処理で
きる胚の数も少なくなる。そこで，ゲノム規模の簡便な機能阻害
実験法を確立するために RNAi 法の応用を試みた。私たちは，カ
タユウレイボヤのゲノム中に U6 snRNA 遺伝子を同定し，このプ
ロモーター領域を用いて短鎖ヘアピン型 RNA（shRNA）を発現
する実験系を作出した。私たちは，この方法でチロシナーゼ遺伝
子のノックダウンを行い，眼点と平衡器のメラニン沈着を阻害す
ることに成功した（成果公表リスト 21）。

(d) 感覚器・神経系の解析
視覚の重要な生理過程である視覚サイクルに関わる遺伝子群を

脊椎動物、ホヤ、ナメクジウオの間で比較し、ホヤはアミノ酸配
列レベルでも組織・細胞レベルでも脊椎動物により近いシステム
をもつことを明らかにした。また脊椎動物に特有の細胞機能特異
化における新規遺伝子獲得の重要性を示した。

次にホヤ感覚器・神経系の発生と生理の解析から脊椎動物の感
覚器神経系の起源を探った。特に、視覚系とグルタミン酸作動性
神経系についてその全体像を明らかにした。聴覚・機械受容系に
ついてはゲノムワイドな遺伝子探索と培養細胞を用いた遺伝子機
能解析を行った。聴覚に関わる分子 prestin のホモログの解析か
らは、脊索の形態形成に関する新しい知見も得た。視覚と嗅覚の
中心的な役割を担う CNG チャネルの分子進化と機能を解析し
た。脊索動物の祖先がもっていたCNGチャネルは嗅覚型であり、
脊椎動物の進化の過程で視細胞に特化した構造と機能をもつ
CNG チャネル遺伝子が獲得されたことを明らかにした。また脊
椎動物の神経系のパターン形成に重要な役割をもつヘッジホッグ
シグナル伝達系に関わる主要分子のホモログの発現をホヤ幼生で
明らかにし、ヘッジホッグシグナルのホヤ発生における役割およ
びヘッジホッグの役割に関する知見を得た。ホヤ幼生におけるの
視覚の重要な生理過程である視覚サイクルに関わる遺伝子群を脊
椎動物、ホヤ、ナメクジウオの間で比較し、ホヤはアミノ酸配列
レベルでも組織・細胞レベルでも脊椎動物により近いシステムを
もつことを明らかにした。また脊椎動物に特有の細胞機能特異化
における新規遺伝子獲得の重要性を示した（図 5；成果公表リス
ト 3）。さらに、視覚系の遺伝子研究からはヒト遺伝病に関連する
知見も得られた。
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ゲノム配列の種間比較により、ニューロン特異的調節配列を同
定し、一部は論文で報告した。ニューロン特異的遺伝子の調節領
域に結合する転写因子を推定し、ノックダウン実験によりその役
割を証明した。ホヤ転写調節データベースを構築・公開した（東
大・中井研との共同）。

(e) ナメクジウオの内分泌関連遺伝子の探索
ナメクジウオのゲノム解読に伴い、内分泌機構のホルモンとそ

の受容体の探索を行った。脊椎動物の内分泌関連物質と比較する
と、脊椎動物に固有な内分泌器官である視床下部、下垂体、甲状
腺、副腎などで合成・分泌されているホルモンおよびその受容体
はほとんど存在せず、脊椎動物に進化する直前に内分泌機構は大
きく変化したと考えられる。

また、性ステロイド代謝経路の進化についても解析した。脊椎
動物の性ステロイド代謝経路はコレステロールから始まり、テス
トステロンとエストラジオールに代謝される。脊椎動物以外で
は、ナメクジウオがこの性ステロイド代謝経路をもつ唯一の動物
であることを明らかにした（成果公表リスト 31）。さらに、エス
トラジオールを含むグループであるエストロゲンがナメクジウオ
の主要なステロイドの一つであること、原始的な脊椎動物である
両生類や魚類で利用されている性ステロイドがナメクジウオでは
主要なステロイドであることなど、系統進化に伴う性ステロイド
代謝の変化を明らかにした。一方、性ステロイド受容体も、その
特異性と機能がナメクジウオから脊椎動物に至る過程で変化し、
ホルモンと受容体の共進化がみられることが示唆された。

さらに、脳―下垂体系内分泌機構の進化について解析し、脊椎
動物の脳―下垂体系の内分泌機能と関係する遺伝子をナメクジウ
オから単離し、それらの構造とナメクジウオでの局在を明らかに
した。調べた遺伝子のすべてが神経索の前部あるいは先端部に発
現していた。この結果は、脊椎動物の脳―下垂体系の機能はナメ
クジウオの神経索前部の神経内分泌細胞に集中していることを示
唆する。今後は、脊椎動物の内分泌系の進化を明らかにするため
に、神経内分泌細胞の機能の同定と、細胞間の相互作用の解析が
課題となる。

(4) ギボシムシ・ドラフトゲノムの解読：ギボシムシのゲノム解
読に向け、EST解析などを進めている。ハワイ産ヒメギボシムシ
Ptychodera flava胚の4ステージおよび変態期の幼生のEST解析を
行い、総数58,133のESTを決定した。ユニークとされた遺伝子数
は21,053であった。これらクローンの個々の遺伝子に関する詳細

な解析は今後に残されている。また、成体組織より吻・襟部、
鰓、肝領域のcDNAライブラリー作成を行い、現在さらなるEST
解析を進めている。また、ホールゲノムショットガン法により、
2×のゲノム配列を決定した。

＜国内外での成果の位置づけ＞
本計画研究の多くは、この分野の国内外の第一線級の研究者と

の共同研究ベースで進められている。したがってその研究成果は
すべて世界をリードするものである。特に、ナメクジウオのゲノ
ム解読によってもたらされた脊索動物の進化と脊椎動物の起源に
関する進化シナリオは、これまで長く続いた議論に決着をつける
成果として、国内外から大きな評価を得た。またこの成果には、
脊椎動物の進化いたるゲノムレベルでの２回の遺伝子重複をほぼ
証明する内容も含まれ、この点でも大きな反響をよんだ。さらに、
ホヤに初期発生おける遺伝子ネットワークの解析は、ゲノムワイ
ドな解析としては初めてのものであり、内外で大きな話題となっ
たのみならず、今後の研究方向を示すものとして評価されている。

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞
ゲノム科学研究における一つの問題点は、その成果を論文とし

てまとめあげる難しさにある。しかし、2008 年にナメクジウオ・
ゲノムの解読論文を取り纏めることができた。さらにギボシムシ
のゲノム解読に取り組んでいるが、2009 年までには完了できな
かったので、引き続き取り組んでいきたい。

＜今後の課題、展望＞
この５年間にナメクジウオのゲノム解読を行い、2002 年に公

表したホヤゲノムと共に、脊索動物２群のゲノムを解読し公表す
ることができた。これらのデータは、脊索動物進化および脊椎動
物起源のこれからの研究の基礎データとして広く利用されるもの
と思われる。現在進行中のギボシムゲノムが解読されれば、これ
らの問題解析のためのさらなる貢献になるものと思われる。
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