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略語表  

Bra1  : Brachyury1 

Bra2  : Brachyury2 

BfBra1  : Branchiostoma floridae Brachyury1 

BfBra2  : Branchiostoma floridae Brachyury2 

CiBra  : Ciona intestinalis Brachyury 

CMFSW : Calcium-Magnesium Free Sea Water 

HCR        : Highly Conserved Region 

LacZ        : β-galactosidase 

MOPS  : 3-(N-morpholino)propanesulfonic acid 

NLS        : Nuclear Localization Signal 

PBS         : Phosphate Buffered Salts  

PBS-T       : PBS+Tween20 

UCR         : Upper Conserved Region 

X-Gal        : 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside 
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1. 序論 

 

1-1. 左右相称動物のボディプラン研究史 

動物界の各分類群は、それぞれの分類群を特徴づける諸構造、ボディプランを

持つ。まず動物界は、器官構造を持たない海綿動物と、筋、神経などの器官系を

持つ真正後生動物に分類することができる。さらに、真正後生動物は二胚葉性の

腔腸動物と、三胚葉性からなる体と明瞭な前後軸、それに伴う中枢神経系や管状

の消化器官を進化させた左右相称動物に分類される(Telford et al, 2015)。左右

相称動物は、古くから互いの類似性を指摘され、18 世紀には既に脊椎動物と節

足動物、環形動物の間で形態学的な比較が行われていた(Sedgwick, 1884)。20 世

紀後半に分子生物学が導入されて以降、ホメオティック遺伝子による前後軸決

定機構に端を発する遺伝子レベルでの類似性も注目され、発生遺伝学的な視点

から進化を解明しようとする進化発生学(Evo-Devo)分野の研究が急速に進展し

た(De Robertis, 2008)。また、各種発生遺伝子の配列や発現様式および機能が詳

細に調べられたことで、発生を制御する遺伝的機構には左右相称動物間で類似

性が存在することも明らかになった(Shubin et al., 2009)。 

 

 



2 

 

1-2. 脊索動物の特異的ボディプラン 

このように、左右相称動物のボディプランの類似性が体系的に説明できるよ

うになってきた一方で、未だに説明が困難な問題も存在する。例えば、脊索動物

固有の器官である脊索は、脊索動物門以外のどの動物にも類似した器官が見ら

れない。また、中枢神経系が背側に存在することは背腹軸の反転で説明できるも

のの(De Robertis and Sasai, 1996)、なぜ管状の神経管を形成するようになった

かは説明できていない。また、体の両側に整然と並ぶ中胚葉原基（体節）も、他

の動物群には見られない特徴である（図 1）。 

 

1-3. 脊索動物の系統的位置 

20 世紀後半以降、分子系統学が発展したことにより、形態的類似性に依らな

い客観的な系統分類が可能になった。その結果、左右相称動物の系統は冠輪動物、

脱皮動物、後口動物の大分類に分けられた。脊索動物はこのうち後口動物に含ま

れ、姉妹群に、棘皮動物と半索動物を合わせた水腔動物とよばれるグループを持

つ(Telford et al., 2015)（図 2）。後口動物という分類は、それより以前から提唱

されていた分類群であり、体の器官を作る最初の形態形成運動である原腸陥入

が、肛門付近から行われるという特徴によって定義されていた(Huxley, 1875)。

最近では、背腹軸形成に Nodal 因子が関わるなどの分子発生学的な類似性も知
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られるようになった(Lapraz et al., 2015)が、やはりこの水腔動物も脊索や神経

管を持たない上に、体節も持たない(Sabrina et al., 2013, Gonzalez et al., 2018, 

Lacalli, 1996, Kevin et al., 2000)。そのため、脊索動物固有のボディプランの成

立過程を知るためには、脊索動物固有の発生メカニズムを知ることが鍵となる。 

 

1-4. 動物界および脊索動物門における Brachyury 遺伝子の保存性とその機能 

Brachyury はネズミの短尾突然変異(T)から見つかった遺伝子である(Chesley, 

1935)。この遺伝子は、最初は劣性変異体として記載され、ヘテロ接合体では尾

が短くなることから見つかった。ホモ接合体は胎児期に体幹部中胚葉の形成不

全をきたし、胚性致死となる(Bernhard, 1995)。これらの表現型は、ゼブラフィ

ッシュの Brachyury ホモログである notail と、Brachyury の二重変異体でも確

認されている(Martin et al., 2008)。脊椎動物における Brachyury の発現パター

ンとしては、まず原口や原条で発現し、その後体幹部後方の未分化な体幹前駆体

での発現が維持される。また脊索では、原腸胚期に原腸の背側で発現が開始され、

脊索として分化した後も長期間発現を続ける(Latinkic et al., 1997)。尾索動物に

おいては、Brachyury は原口全体での発現は見られないが、脊索を形成する細胞

系譜で発現が見られる（図 3）。尾索動物においてこの発現をアンチセンスモル

フォリノヌクレオチド(MO)を用いてノックダウンすると、脊索は正しく形成さ
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れない(Satou, et al., 2001)。その一方、mRNA のインジェクションによって過剰

発現させると、異所的に脊索が形成される(Takahashi et al., 1999a)。これらの事

実から、Brachyury は脊索の分化・維持に特に重要な遺伝子であると考えられる。 

一方で Brachyury は脊索動物のみならず動物界に広く保存された遺伝子であ

り、その共通した役割は原腸陥入における細胞運動と胚葉分化である(Gross, et 

al., 2001, Singer et al., 1996, Yasuoka et al., 2016)。これらの発現と機能は脊索動

物における原口でのものと同様であると思われるが(Satoh et al., 2000, Yamada 

et al., 2010)、脊索での発現は当然ながら脊索動物にしか見られない。このため、

脊索動物では、胚葉分化に機能していた Brachyury が何らかの理由で機能変化

を起こし、それが脊索という新規形質を獲得する鍵となった可能性がある。 

 

1-5. エンハンサーと遺伝子発現の進化 

ジャコブとモノーが大腸菌における Lac オペロンを発見して以降(Jacob & 

Monod, 1961)、遺伝子発現を制御するゲノム領域であるエンハンサーが、生物

機能において重要な役割を果たしているという考えが広まった。このアイディ

アはやがて多細胞生物の発生といった高次生命現象にもあてはめられ、動物の

発生過程で機能するエンハンサーを探索する研究が進んだ。その結果、様々な動

物から、多くのエンハンサーが発見された(Irimia et al., 2012)。また、エンハン
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サーが遺伝子のコーディング領域と比較して単純な配列であることや、一つの

遺伝子に対して多数のエンハンサーが存在することなどから、コーディング領

域よりもエンハンサーの進化が動物の進化に重要な役割を果たしたと考えられ

るようになった(Averof et al., 1996)。Brachyury 発現の進化においても、脊索で

の発現を誘導する新たなエンハンサーの獲得が起こったと考えられる。すなわ

ち、脊索動物の祖先の段階では、原口周辺での Brachyury 発現を誘導する一次

的なエンハンサーのみが存在していたところに、新たに原腸背側で発現を誘導

する二次的なエンハンサーが獲得され、それが脊索の進化の鍵となったと理解

されている。 

 

1-6. エンハンサー研究の概略と Brachyury エンハンサーにおける現在の知見 

エンハンサーの機能を探るうえで、レポーターアッセイは有効な研究手法で

ある。これは、基本プロモーター (basal promoter)を含む遺伝子の上流領域に、

GFP や LacZ といった発現場所の特定が容易なレポーター遺伝子を繋ぎ、上流

領域のエンハンサー活性を調べるというものである。基本プロモーターを介し

て繋ぐことにより、イントロンや下流領域のエンハンサー活性を調べることも

できる。この手法は、ゲノム上のエンハンサーの所在や機能を調べるために用い

ることができる(Kvon, 2015)。 
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これまで、脊索動物の Brachyury エンハンサーの研究は、ゼブラフィッシュ、

アフリカツメガエル、マボヤ、カタユウレイボヤで行われてきた。マボヤやカタ

ユウレイボヤといった尾索動物では、上流領域に脊索での発現を誘導するエン

ハンサーが存在する。尾索動物の脊索は、背側原口に存在する細胞に由来するの

で、Brachyury の発現は特定の細胞系譜にしか見られないが、この発現を誘導す

るエンハンサーは Brachyury 遺伝子の上流領域に存在する(Corbo et al., 1997, 

Matsumoto et al., 2007)。脊椎動物ではより複雑な制御を受けており、アフリカ

ツメガエルの Brachyury の上流 2.1 kbp は発生初期には原口全体での発現を誘

導するが、原腸陥入が開始すると、脊索以外の原腸腹側での発現を制御するよう

になる(Latinkic et al., 1997, Lerchner et al., 2000)。この発現の変化がなぜ起こ

るかは分かっていないが、この領域には初期に原口周辺で発現を制御するエン

ハンサーと、より後期に原口腹側での発現を制御するエンハンサーの二つが存

在する可能性もある。また、ゼブラフィッシュでは、上流領域に二種類のエンハ

ンサーが存在し、それぞれ原口腹側と原口背側での発現を制御していることが

わかっている(Harvey et al., 2010)。この原口腹側は、将来側方中胚葉（体節＋側

板）に発生する部位であり、原口腹側は脊索に発生する部位である（図 4）。こ

れらのことから、脊椎動物の Brachyury エンハンサーは、少なくとも原口、側方

中胚葉、脊索の発現を制御する三種類が存在するものと考えられる。 



7 

 

それでは、このエンハンサーの組み合わせは脊椎動物固有のものなのだろう

か、それとも脊索動物の祖先の段階で既にあったものなのだろうか？脊椎動物

のエンハンサーセットを祖先的であると仮定した場合、先述した様な一次的エ

ンハンサー+二次的エンハンサーに基づくモデルのみでは脊索動物の進化を説

明しきれず、脊索動物の進化過程はもう少し複雑なものであった可能性が出て

くる。それを調べるためには、Olfactores（脊椎動物＋尾索動物）の姉妹群にあ

たる基部的脊索動物であるナメクジウオのエンハンサー構造の所見が必要とな

る。しかしながら、ナメクジウオの Brachyury エンハンサーの構造は今のとこ

ろ知られていない。 

 

1-7. 脊索動物門におけるナメクジウオの系統的位置 

脊索動物門には三つの亜門が存在する、すなわち、頭索動物亜門、尾索動物亜

門、脊椎動物亜門である。系統関係で言えば、まず頭索動物が最初に分岐し、そ

の後、尾索動物と脊椎動物が分岐したことが分子系統学の研究から示唆されて

いる（Putnam et al., 2008）。すなわち、頭索動物亜門に属するナメクジウオの仲

間が脊索動物の中で最初に分岐したということになる。ナメクジウオの形態的

特徴としては、終生筋肉の特徴を併せ持つ脊索が残存すること(Annona et al., 

2015)と、吻端から尾端まで筋節が連続して並ぶことが挙げられる。これらの特
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徴は、カサイミラスやピカイアといったカンブリア紀の化石種からも窺える

(Morris et al., 2012)。ただし、より厳密にいえば、尾索動物との共有派生形質で

ある囲鰓腔を失っていることや、咽頭領域が前方に限局していること、そして鰓

孔に付属器官を有していること、さらに頭部感覚器官らしき触覚を持っている

ことから、これらの化石種は既に脊椎動物の前段階に達していると思われる。こ

のことは、現生のナメクジウオ類は、この群がほかの脊索動物から分岐した当時

の姿を現在も留めていることを示唆する。 

ナメクジウオ類はフロリダナメクジウオ(Branchiostoma floridae)と、その同

属他種である Branchiostoma belcheri のゲノムが解読されており（Putnam et al., 

2008）、両種ともゲノム上に向き合って並んだ二つの Brachyury 遺伝子を持つこ

とが分かっている(Inoue et al., 2017)（図 5）。以下、この二つの遺伝子を Bra1, 

Bra2 と表記し、特に B. floridae のものは BfBra1, BfBra2 と表記する。これらの

Brachyury 遺伝子は、脊椎動物同様、まず原口周辺で発現が見られるが、その後、

原腸背側に発現領域が拡大し、この部分から脊索と体節が形成される。発生が進

むと、Brachyury 発現は脊索と後方の体幹前駆体（または尾芽）に限局されるが、

体幹前駆体から形成されて間もない体節も Brachyury を発現する(Holland et al., 

1995, Terazawa et al., 1997)。ナメクジウオは側板中胚葉を持たないが、脊椎動

物において側板から発生する臓側中胚葉も体節から発生するため、このナメク
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ジウオの体節での発現は脊椎動物における体節＋側板中胚葉の発現に相当する

と思われる(Mansfield et al., 2015)。ただし、BfBra1 と BfBra2 はコーディング

配列の相同性が非常に高いため、in situ hybridization からは発現箇所の違いは

分かっていない(Holland et al., 1995)。 

 

1-8. 結果の概要 

本研究では、ナメクジウオゲノムに存在する二つの Brachyury 遺伝子のエン

ハンサー機能解析を行った。まず B. floridae の二つの Brachyury 遺伝子の周辺

配列を比較したところ、上流に保存性の高いピークがみられる領域が見つかっ

た。 

次に、B. floridae と B. belcheri の Brachyury 周辺配列において種間比較を行

ったところ、コーディング領域のみならず、両遺伝子の上流、イントロン、下流

の各領域に保存された配列が多数存在することがわかった。 

これらの結果をもとに、ナメクジウオ胚を用いて Brachyury 周辺領域の

LacZ レポーターアッセイを行ったところ、脊索や体節での LacZ 発現が観察さ

れたが、異所的な発現も多く観察され、結果を正確に解釈することが困難であ

った。そこで、LacZ を発現させるホスト側の系として、カタユウレイボヤ胚

を使用することにした。カタユウレイボヤ胚は、ナメクジウオと比較して、レ



10 

 

ポーターアッセイにおいて異所的な発現が少なく、また胚構造が単純であるた

め、発現する細胞の特定が容易であった。そこで、カタユウレイボヤ胚で同様

の解析を行ったところ、両遺伝子の上流領域は筋肉、下流領域では脊索での発

現を誘導した。興味深いことに、イントロン領域では、両遺伝子の発現に差異

が見られた。BfBra1 のイントロンが脊索での発現を誘導したのに対し、

BfBra2 のイントロンは原口での発現を誘導した。この結果から、ナメクジウオ

においても、原口、側方中胚葉、脊索の三種類の Brachyury エンハンサーが存

在することが示唆された。また、BfBra1 と BfBra2 では発現領域の分化が起こ

っており、BfBra2 の発現がより祖先的な姿を留めているのに対し、BfBra1 は

より脊索での発現に特化した機能分化を起こしている可能性が示唆された。 
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2. Bra1 と Bra2 の類似性及びナメクジウオ系統におけ

る保存性 

 

2-1. 緒言 

Brachyury は T-box ファミリーに属する転写因子である。転写因子全般に共

通する基本的な構造としては、DNA 配列を認識して相互作用を行う DNA 結合

ドメインと、転写装置を誘引するアクチベータードメインからなる(Latchman, 

1997)。T-box ファミリーに属する遺伝子では、T-box ドメインを DNA 結合ド

メインとして持つ(Val, et al., 2002)。ナメクジウオ Brachyury においては、翻訳

開始部位から約 50 アミノ酸残基あたりから、300 アミノ酸ほどの T-box ドメイ

ンが存在する。フロリダナメクジウオの二つの Brachyury 遺伝子は互いによく

似た配列を持っており、配列がどの程度類似しているのか定量的に調べた。その

後、二つの遺伝子の周辺のノンコーディング配列の類似性を調べることにより、

上流領域に強く保存された配列が存在することが明らかになった。また、フロリ

ダナメクジウオと同属の Branchiostoma belcheri のゲノム配列と比較すること

により、両遺伝子の周辺に多くのエンハンサー領域が存在することが示唆され

た。 
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2-2. 材料と方法 

コーディング領域およびゲノムの配列 

フロリダナメクジウオのゲノム配列は、Branchiostoma_floridae_v2.assembly

の Scaffold 65 を用いた。コーディング領域 (CDS)は、このゲノム領域上にアノ

テ ー ト さ れ て い た も の を 用 い た 。 Branchiostoma belcheri の ゲ ノ ム は 、

Branchiostoma.belcheri_HapV2(v7h2) (Shengfeng et al., 2014)の Scaffold45 を

用いた。 

配列比較プログラム 

 コーディング領域及び上流配列のヌクレオチドの比較は、ApE プログラムを

用いた。タンパク質のアミノ酸配列の比較には、Clustal W を用いた。また、

BfBra1 と BfBra2 周 辺 の ゲ ノ ム 領 域 比 較 に は VISTA プ ロ グ ラ ム

( http://genome.lbl.gov/vista/mvista/submit.shtml )を用いた。 

 

2-3. 結果 

BfBra1 と BfBra2 の配列比較 

フロリダナメクジウオの BfBra1 および BfBra2 の互いの保存性を調べるため、

まずコーディング領域の配列比較を行った。その結果、ヌクレオチドで 90%近

http://genome.lbl.gov/vista/mvista/submit.shtml
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い配列の類似性が見られた。アミノ酸配列では、450 近くあるアミノ酸の 92%

が一致している。この差異のおよそ半数近くは N 末端に集中しており、この領

域を除けば 95%の一致となる（図 6,7）。この非常に高い相同性は、この遺伝子

がナメクジウオの系統で比較的最近になってから分岐したことを示唆するもの

である。これは、井上らの解析 (Inoue, et al., 2017)からも支持されている。配

列をさらに詳しく比較してみると、ヌクレオチド、アミノ酸共に T-box ドメイ

ンとアクチベータードメインの境界付近に最も多くの変異が蓄積していた。ヌ

クレオチドにおいては、エクソン 4 に T-box ドメインとアクチベータードメイ

ンの境界が存在するが、その周囲のエクソン 3, 4, 5 に点変異や欠失が多くみら

れ、この領域ではヌクレオチドで 34% (204 bp 中 69bp)、アミノ酸で 17% (87 

aa 中 15 aa)に及ぶ相違が見られた。特に T-box ドメインの外側に位置するエク

ソン 5 で変異が多く、ヌクレオチドでは 59bp 中 23bp (39%)、アミノ酸では 18

残基中 7 残基 (39%)の変異が見られた。一方、T-box 内部のエクソン３では、

144 bp 中 33 bp (23%)、アミノ酸では 48 残基中 7 残基 (15%)と比較的少なか

った。ドメイン境界部での変異率が高い反面、高変異部位以降のアクチベーター

ドメインではヌクレオチド、アミノ酸共に変異は少なく、3’ 端付近を除けばヌ

クレオチドでも 550 bp 中 3 か所しか変異が存在せず、この領域はアミノ酸レベ

ルで 100%一致する（図 7）。 
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以上から、二つの Brachyury 遺伝子はドメイン境界部に多くの差異が存在す

ることがわかった。これは、ドメイン境界部が機能的に重要ではない単なる“繋

ぎ目”としての役割しか持たないため、変異が蓄積しやすいためであると考えら

れる。 

BfBra1 と BfBra2 周辺のノンコーディング領域の比較 

フロリダナメクジウオの BfBra1 と BfBra2 において、ノンコーディング配列

も含めたゲノム周辺の領域を、VISTA プログラムを用いて比較した（図 8A）。

この図では、横軸がゲノム領域、縦軸が配列の保存性の強さを表す。この解析か

ら、二つの遺伝子のすぐ上流に強く保存された配列が存在することがわかった

（図 8A）。この配列は、両遺伝子の翻訳開始部位から 500 bp ほど上流から始ま

る、600 bp ほどの長さの配列であり、ノンコーディング配列であるにも関わら

ず 97%もの配列の一致が見られる。以降この配列を HCR (Highly Conserved 

Region)と呼ぶ。HCR の塩基配列から転写調節因子が結合しそうな配列を探索

したところ、Snail や MyoD の結合領域を含む E-box や、T-box ドメインの予測

結合配列が見つかった（図 9）。E-box ドメインを含む E-box ファミリー遺伝子

は、筋組織の発生に関わるとされており(Perry, 2000)、アフリカツメガエルでは

側方中胚葉での発現が見られる。また、T-box ファミリーの Tbx6 が体節で発現

することが知られている。これらのことから、HCR と側方中胚葉での発現との
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関連が考えられる。また、両遺伝子のより上流（BfBra1 の上流 3kbp、BfBra2 の

上流 4.5 kbp）にも 200 bp ほどの保存された配列が見られる（図 8A）。こちら

も 97% と 高 い 一 致 率 を 示 し て い る (194/200) 。 こ の 配 列 を UCR (Upper 

Conserved Region)と呼ぶことにする。 

種間比較 

最後に、フロリダナメクジウオと同属の近縁種である B. belcheri の Brachyury

周辺配列と比較した（図 8B）。B. belcheri にもフロリダナメクジウオと同様に二

つの Brachyury 遺伝子が存在し、この二つの遺伝子の分岐は両種の分岐に先立

っていることが示されている(Inoue et al., 2017)。VISTA プログラムによって二

種の Brachyury 周辺配列を比較したところ、BfBra1 と BfBra2 を比較した時よ

り多数の保存配列が見つかった。フロリダナメクジウオの BfBra1 と BfBra2 の

上流にある保存領域は、B. belcheri にも存在していた。しかし、両種の比較から

は、上流のみならず、イントロン領域や下流領域にも保存配列が見つかっており、

遺伝子周辺のあらゆる領域にエンハンサーが存在している可能性を示唆してい

る。また、イントロン領域の保存性は、Bra1 より Bra2 の方が高度であった。こ

のことから、Bra1 と比較して Bra2 のエンハンサーの機能の方がより保存性が

高い可能性がある。 
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2-4. 考察 

 BfBra1 と BfBra2 は、コーディング領域においては高い保存性を持つことが

明らかになった。一方で周辺配列はコーディング領域と比べると保存性が低か

った。これは、コーディング配列は適応的に重要であるため、自然淘汰によって

配列が保存され続けたためと考えられる。一方でノンコーディング領域はそれ

ほど重要ではなかったため、変異が蓄積したと考えられる。しかしながら、

BfBra1 と BfBra2 の上流からは高度に保存された領域も見つかった。このこと

から、BfBra1 と BfBra2 は一部に共通した転写調節機構を共有しており、それ

がこれらの遺伝子が機能する上で重要であることを示唆する。 

 フロリダナメクジウオと Branchiostoma belcheri の種間ゲノム配列比較から

は、BfBra1 と BfBra2 の周辺配列比較で見られたものより多くの保存配列が見

つかった。このことから、ナメクジウオの二つの Brachyury 遺伝子は、互いに異

なるエンハンサーを多く持つことが示唆される。 
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3. ナメクジウオ胚における Brachyury 上流領域の 

転写調節機能 

 

3-1. 緒言 

前章の配列比較で明らかになった予測エンハンサー配列の転写調節機能を調

べるため、フロリダナメクジウオ胚を用いて LacZ レポーターアッセイを行っ

た。その際、LacZ レポータープラスミドとして pPD1.27 (Fire et al., 1990)を

用いた。このプラスミドがコードする LacZ タンパク質には核移行シグナルが

付加されており、LacZ を発現している細胞を個別に見分けることができる。

なおこのプラスミドは、改変を加えない場合、ナメクジウオでは LacZ 発現を

誘導しないことが示されている (Yu et al., 2004)。この pPD1.27 に、二つある

Brachyury 遺伝子のそれぞれの上流領域 5～6 kbp を組み込み、インジェクショ

ンによる遺伝子導入後に発生させた個体を固定したあと、β-ガラクシドピラノ

ース (X-Gal)を用いて染色することにより、LacZ 発現の所在を調べることに

した。 

ナメクジウオは、海中の浮遊藻類を餌とするため、人工環境下での飼育維持が

難しい(Bertrand et al., 2011)。また、胚へのコンストラクトの導入は通常顕微注

入によって行われるが、ナメクジウオの卵は壊れやすいため、顕微注入も困難で
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ある。そこで、フロリダナメクジウオの飼育系を維持しており、実際に顕微注入

実験を行っている、中国の厦門大学の李光先生の研究室を訪問し、実験を行った。 

実験の結果、ナメクジウオの両遺伝子の上流領域は脊索や体節、体幹前駆体

（尾芽）での LacZ 発現を誘導することがわかった。しかし、ナメクジウオのレ

ポーターアッセイ系は、表皮や神経管、消化器系といった本来 Brachyury が発

現しない領域における異所的な発現が多く、またスポット状の発現となるため、

改善の余地があることが明らかになった。 

 

3-2. 材料と方法 

コンストラクト作製 

 LacZ 発現プラスミド pPD1.27 に BfBra1 BfBra2 の上流領域を繋いだコンス

トラクトを作製した。クローニングの際は in fusion(TaKaRa)と下記のプライマ

ー（7. 付録、プライマー表）を用い、翻訳開始コドン(ATG)より上流を LacZ コ

ーディング配列に繋いだ(図 10)。 

マイクロインジェクション 

厦門大学で繁殖されているフロリダナメクジウオを用いた。20%グリセロー

ルと 5 mg/ml のテキサスレッドを DNA 溶液に加えたものをマイクロインジェ

クション溶液とし、DNA の終濃度が 800 ng/µl となるよう調整した。シャーレ
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に 0.25 mg/ml のポリリジン溶液でコートしたスライドガラスを静置し、その上

に海水と未受精卵を乗せて実体顕微鏡下でインジェクションを行った。インジ

ェクション後すぐに精子懸濁液で媒性した後、飼育海水を入れ替えて 26~28℃

で発生させた。 

固定と発色 

目的の発生ステージに達した個体を、1 ml のウェルに集め、500µl の 1%グル

タルアルデヒド海水で 30 分固定した。その後 500µl の PBS-T で 10 分ずつ 4 回

洗い、PBS-T を完全に取り除いてから 500µl の染色液()を入れて 37 ℃で一晩

発色させた。染色後は PBS-T で 10 分ずつ 3 回洗った後、4%パラホルムアルデ

ヒドを含んだ MOPS バッファーで 40 分固定した。その後一度 PBS-T で洗っ

た後、染色液中で 4℃で保存した。 

 

3-3. 結果 

発現様態 

前述の通り、ナメクジウオの LacZ レポーターの発現は異所的なものが多い。

しかし、胚を様々な角度から観察することにより、脊索や体節などでシグナルを

発現した個体を見つけることができたため、その数を数えた（図 11）。BfBra2 上

流 5.7 kbp のコンストラクトを注入した個体群から、脊索、体節、尾芽での発現



20 

 

が見られた個体を例示する（図 11B）。 

BfBra2 上流領域 

BfBra2 上流コンストラクトを注入したナメクジウオ胚では、中期神経胚の段

階で、脊索および体節、体軸前駆体の領域で LacZ シグナルが見られた。その中

では体節での発現が最も多く、脊索での発現が最も少なかった。体節でシグナル

を発現した個体数は脊索の場合よりも三倍多かった。一方で in situ hybridization

による観察からは Brachyury 発現が見られなかった、内胚葉や表皮といった組

織での異所的な LacZ 発現も多く見られた。（図 11B, C） 

BfBra1 上流領域 

BfBra2 と同様に 800ng/µl で BfBra1 上流コンストラクトの発現パターンも調

べた。BfBra1 上流の発現パターンは BfBra2 上流と概ね同様であったが、異所

的な発現がわずかに多い、脊索での発現が少ないという傾向が見られた（図

11C）。 

 

3-4. 考察 

ナメクジウオでのレポーターアッセイによって、二つの Brachyury 遺伝子の

上流に同様の発現誘導能力があることが示された。このことは、二遺伝子間で保

存されたエンハンサー構造が存在することや、両遺伝子とも周辺領域が種を超
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えて保存されていることと相まって、両遺伝子とも偽遺伝子化せずに機能を保

っている可能性を示唆している。また、ナメクジウオ Brachyury 上流領域は、脊

索、側方中胚葉、原口（体軸幹細胞）の三領域での発現を誘導することが示唆さ

れた。この結果からは、これらの発現が単一のエンハンサーによるものなのか、

それともこのコンストラクトには複数のエンハンサーが含まれているのかは明

らかでない。また、フロリダナメクジウオと B. belcheri の配列比較から、下流

領域やイントロン領域にもエンハンサーが存在する可能性がある。しかし、ナメ

クジウオのレポーターアッセイ系は異所的な発現が多く、脊索などの本来

Brachyury が発現する場所であっても、正確なシグナルであるか不明瞭である。

尾索動物胚では異所的な発現は少ないため、この現象はナメクジウオに特異的

なものであると考えられる(Takahashi et al., 1999b)。そのため、さらなる実験の

前に、実験系の改善が必要であった。 
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4. カ タ ユ ウ レ イ ボ ヤ 胚 に お け る ナ メ ク ジ ウ オ

Brachyury エンハンサーの転写調節機能 

 

4-1. 緒言 

ナメクジウオのレポーターアッセイ系における問題点を改善するため、ホス

トの系としてナメクジウオの代わりにカタユウレイボヤ(Ciona intestinalis 

(Type A) )胚を用いることにした。カタユウレイボヤ胚は脊索動物のボディプラ

ンを単純化した構造を持ち、ナメクジウオ胚との比較が可能である（図 12）。カ

タユウレイボヤ胚は DNA をエレクトロポレーション法によって導入すること

で、一度に多量の遺伝子導入個体を得ることができる。また、胚における細胞数

が少なく、またナメクジウオと比較して異所的な発現は少ないため、発現箇所の

解析が容易である。加えて、異所的な発現が少ないという利点もある。 

 

4-2. 材料と方法 

カタユウレイボヤの入手 

実験に用いたカタユウレイボヤは、蒲郡で採集したものと、NBRP カタユウ

レイボヤプロジェクトにおいて、舞鶴もしくは三崎で養殖され、提供されたもの

を使用した。 
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コンストラクト作製 

 前章と同様の方法でコンストラクトを作製した。pPD1.27 プラスミドは、改

変を加えなければ、カタユウレイボヤでも特異的な LacZ 発現を誘導しないこと

が示されている(Takahashi, et al., 1999b)。下流領域やイントロン領域において

は、ナメクジウオ Brachyury 由来の基本プロモーターが含まれていないため、

カタユウレイボヤ Brachyury (CiBra)の基本プロモーターを含んだ LacZ コンス

トラクトを使用した。この領域のみではカタユウレイボヤ胚では LacZ 発現は見

られない(Corbo et al., 1997)。なお、このコンストラクトから作られる LacZ タ

ンパク質は核移行シグナルを持たない（図 14）。また、CiBra 基本プロモーター

には、間充織での異所的な発現を誘導する傾向が見られるため (Corbo et al., 

1997)、これらのコンストラクトから得られた LacZ 発現のうち、間充織で見ら

れたものは異所的な発現とみなした。 

コリオン処理と人工授精 

成体のカタユウレイボヤから精子と卵を混ざらないようにそれぞれ剖出し、

別々のシャーレに集めた。カタユウレイボヤは雌雄同体であり、自家不和合性を

持つが、十分な卵を得るには複数個体から卵を集める必要があるため、精子の混

入による予期しない受精に注意しながら集めた。その後、卵を遠沈管に集め、コ

リオン剥液でコリオンが剥けるまで 18~20℃で処理した（5~15 分）。剥液は卵
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本体にもダメージを与えるため、最長で 15 分の処理とした。その後、遠沈管中

で海水によって 3~5 回洗浄した後、精子懸濁液を加えて受精させた。 

エレクトロポレーション 

エレクトロポレーションを行う際は、海水は電気伝導率が高すぎるため、浸透圧

を維持したまま塩濃度を下げるため、マンニトール海水を使用した。受精卵をマ

ンニトール海水で一回洗浄した後、4 mm 幅のエレクトロポレーション用キュベ

ットに卵懸濁マンニトール海水 300 µl+420 µl マンニトール海水+1 µg/µl DNA 

80 µl の割合で入れ、エレクトロポレーション装置(GENE PULSER II (BIO 

RAD))にセットし、50 V, 225 µF の電流をかけた。その後、懸濁液ごと海水を張

ったシャーレに入れ、18 ℃で飼育した。 

固定、発色 

目的のステージまで発生させた胚は 1%グルタルアルデヒド in CMFSW（カ

ルシウム、マグネシウムフリー海水）で固定し、200 µl の PBS-T で 2 回洗った。

その後 200µl の染色液で一回洗い、200 µl の発色液で 37 ℃ 30 分~24 時間発色

させた。発色させた標本は染色液で二回洗い、染色液中で 4℃で保存した。 
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4-3. 結果 

上流領域 

カタユウレイボヤでナメクジウオ BfBra1 -3 kbp と BfBra2 -2k bp によるレポ

ーターLacZ の発現を観察したところ、どちらも筋肉での発現が見られた（図 13B, 

C）。BfBra2 の上流 2 kbp では頭頚部の間充織でも LacZ 発現が見られた。BfBra2 

-2 kbp では尾部の先端の筋肉にも発現が見られたのに対し、BfBra1 -3kbp では

見らなかった。これは、ホヤにおける筋肉細胞の系譜である B 系統と A 系統お

よび b 系統の差異を反映していると思われる(Hudson & Yasuo, 2008)。また、

この二つの領域は HCR を含んでいるが、この領域を含まない BfBra1 -0.5 kbp

では筋肉での発現が見られなかったため、この領域に筋肉での発現を誘導する

機能があると思われる（図 13D）。さらに上流を含むより長い配列では、筋肉で

の発現に変化はなかった。しかし、BfBra2 上流領域では、UCR 配列を含まない

ものでは間充織での LacZ 発現が見られるが、UCR 配列を含むものではこの発

現が消失する様子が見られた。また、BfBra1 上流領域においても、UCR 近傍の

配列を削ると間充織での LacZ 発現が見られるようになる（図 13D）。これらの

ことから、UCR 配列には何らかのリプレッサー機能があることが考えられる。 

下流領域 

ホヤの実験においては、二つの遺伝子の下流領域におけるエンハンサー活性



26 

 

も調べた。この領域は、フロリダナメクジウオと B. belcheri との配列比較から、

エンハンサーの存在が示唆されている。BfBra1 と BfBra2 の下流 3 kbp を CiBra 

基本プロモーターに繋いだコンストラクトは、どちらもカタユウレイボヤにお

いて神経胚期以降で脊索での発現を誘導した（図 15）。 

イントロン領域 

下流領域同様、イントロン領域も CiBra 基本プロモーターを利用することで、

カタユウレイボヤにおけるレポーターアッセイを行った。この領域は、上流、下

流と異なり、二つの遺伝子の間で LacZ 発現に明瞭な差が見られた。BfBra1 の

イントロン領域においては、イントロン 5, 6 は特異的な発現を誘導しなかった

が、イントロン 1, 2, 3, 4 は神経胚期以降に脊索での発現を誘導した（図 16A）。

これに対し、BfBra2 ではすべてのイントロンが脊索と筋肉の両方での発現を誘

導しており、この活性は特にイントロン 3, 4, 5 で強かった（図 16B）。尾索動物

の脊索と筋肉は共に原口周辺領域から発生する組織であるため、これらの領域

はより早い発生ステージにおいても発現誘導活性を持っているのではないかと

考え、原腸胚期において BfBra2 のイントロン領域の転写調節機能を観察した。

その結果、イントロン 3, 5 は原腸胚期においても原口を取り囲む領域で LacZ 発

現を誘導することがわかった。この発現はナメクジウオにおける初期の原口周

辺での発現を反映していると考えられる（図 17）。 
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結果のまとめ 

ナメクジウオの Brachyury の周辺領域は、カタユウレイボヤの胚ではどちら

の遺伝子でも上流は筋肉、下流は脊索で発現を誘導するが、イントロン領域の転

写調節機能には両遺伝子間で差異があり、BfBra1 のイントロン領域は脊索での

発現を誘導するのに対して、BfBra2 のイントロン領域は原口での発現を誘導し

た（図 18）。 

 

4-4. 考察 

ホヤの胚は脊索動物のボディプランを単純化したものと考えられ、脊索や側

方中胚葉（筋肉）といったナメクジウオと類似した構造を持つ。一方で、尾索動

物にはナメクジウオに存在する体節構造や、体節や脊索を生み出す体幹前駆体

が存在しない上に、肛後尾も持たない(Conklin, 1905, Hotta et al, 2007)。従っ

て、体幹部と尾部の境界が明瞭でない。また、ナメクジウオの体節は前方のおお

よそ 3 体節と、それ以降の体節は分化メカニズムが異なることがわかっている

(Bertrand et al., 2011)。そのため、ホヤでの実験結果をナメクジウオに当て嵌め

て解釈するためには、これらの組織間の対応関係を考慮する必要がある。加えて、

ナメクジウオの脊索は、尾索動物や脊椎動物と異なって筋組織としての特徴も

有しており(Suzuki et al., 2000)、転写調節機構が尾索動物と異なっている可能性
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もある。 

ナメクジウオの前後の体節の違いについては、その境界部がどこにあるかと

いう問題もある。形態形成運動においては、8 体節前後で腸体腔式から裂体腔式

に変化するとされる一方で、形成されるタイミングにおいては、前方の 3 体節

程度（前方体節）が一斉に形成されたあと、それ以降の体節（後方体節）は体幹

前駆体から順次形成されるという様式を取る(Beaster-Jones et al., 2008)。そし

て、この時間的境界線は、FGF 依存性/非依存性という分化メカニズムの境界に

も対応する(Bertrand et al., 2011b)。この形態形成過程と分化メカニズムのずれ

を明確に説明することは難しいが、原腸が十分大きい前方と、原腸が細長くなっ

た後方では形態形成方式が異なって見える可能性がある。また、脊椎動物とナメ

クジウオでは、尾部体節もそれ以前の体節とは異なる分化メカニズムを持つと

される(Bertrand et al., 2011a, Row, et al., 2016, Goto et al., 2017)。 

側方中胚葉の対応関係の解釈に関しては、ナメクジウオの前方体節が脊椎動

物の頭部中胚葉に相当するという仮説がある(Onai et al., 2015)。脊椎動物の頭

部に相当する部分が尾索動物のどこにあたるかは難しい問題であるが、一つの

解釈として尾索動物幼生の所謂「頭部」が相当するとも考えられる。尾索動物頭

部は前後軸で脳胞と同じレベルで存在している点で脊椎動物頭部と類似してい

る。また、ホヤの筋肉は、ナメクジウオや脊椎動物の未分節中胚葉と同様、Tbx6
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や Mox を発現する(Belgacem et al., 2011, Minguillon et al., 2002, Takatori et al., 

2004, Imai et al., 2006)。これらの遺伝子発現は、脊椎動物頭部やナメクジウオ

の前方体節には見られないものである。この解釈に基づけば、ナメクジウオの前

方体節はカタユウレイボヤ幼生における頭部間充織に相当すると考えられる。

カタユウレイボヤのこの領域は、筋肉での発現を制御する BfBra1 および BfBra2

の上流領域によって LacZ 発現が誘導されたが、UCR 領域によって発現は抑制

されることが確認されている。ナメクジウオでは、前方、後方の体節で共に上流

領域によって Brachyury 発現が制御されるが、後方体節では一部のエンハンサ

ー機能が抑制されているのかもしれない。 

頭索動物や脊椎動物では、肛門の後方まで体幹部の形成が続き、尾部を形成す

る。脊椎動物においては、前方の体幹にある体節が発生過程の早い段階で内胚葉

や脊索と分岐するのに対し、尾部の体節は体幹部の体節が形成された後、尾芽間

充織から形成される。この尾芽間充織は尾芽の上皮組織から脱上皮化運動によ

って間充織化し、その後神経管と分岐するため、体幹部から遅れて分化すること

になる(Row, et al., 2016, Goto et al., 2017)。ホヤの筋肉では、B 系統筋肉と呼ば

れる筋肉が、母性因子によって 64 細胞期までには分化運命が決定するのに対し、

b 系統筋肉や A 系統筋肉の分化は神経胚期を待たねばならない(Hudson and 

Yasuo, 2008)。また、これらの筋細胞は上皮や神経管に細胞系譜が近いことから
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も、この筋肉の分化過程は脊椎動物の尾部体節によく似ているといえる。このこ

とは、ホヤの後方筋肉での LacZ 発現は、ナメクジウオの尾部体節での Brachyury

発現を模していることを示唆する。この解釈に従えば、ナメクジウオの尾部での

Brachyury 発現は BfBra2 によるものであると考えられる。 

両遺伝子の上流領域がホヤでは筋肉のみで発現を示したのに対し、ナメクジ

ウオでは同じ領域が脊索や体幹前駆体での発現を示した。体幹前駆体は体節の

前駆体でもあり、ナメクジウオでは Brachyury が未分節中胚葉で発現すること

と整合性がある。一方で、ホヤでは脊索での発現を示さなかったこの領域がナメ

クジウオの脊索で発現を示したのは、ナメクジウオの脊索が筋組織としての特

徴を持っていることと関連している可能性が考えられる。 
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5. 総括 

 

5-1. フロリダナメクジウオ Brachyury のエンハンサー構成 

本研究から、フロリダナメクジウオ Brachyury のエンハンサー構造が見えて

きた。二つの Brachyury 遺伝子の上流領域は、カタユウレイボヤにおいて、筋肉

での発現を誘導した。ただし、尾芽に相当すると思われる a 系統および B 系統

の筋肉は BfBra2 上流でのみ発現がみられた。下流領域は両遺伝子において、と

もに脊索での発現を誘導した。これらの二領域では発現が類似していたのに対

し、イントロン領域では 2 遺伝子間で大きく異なり、BfBra1 では脊索での発現

を誘導したのに対し、BfBra2 では原口での発現を誘導した。ホヤで見られた発

現部位は、筋肉を体節と解釈した場合、ナメクジウオのほぼすべての Brachyury

発現領域を模していると考えられる。 

以上の結果から、BfBra2 のエンハンサーのみでナメクジウオの Brachyury 発

現領域のほぼ全域を誘導できることがわかる（図 18A）。このことから、BfBra2

が祖先的な Brachyury 遺伝子であり、BfBra1 は遺伝子倍化後に何らかの機能分

化を起こしている可能性が示唆される。特に BfBra2 で原口での発現を誘導して

いたイントロン領域が BfBra1 では脊索での発現を誘導する機能に変化していた

が、これは Bra1 における二次的な進化であると考えることができる（図 18B）。 
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5-2. 脊索動物の Brachyury エンハンサーの進化 

本研究から、ナメクジウオ Brachyury の発現は、原口、脊索、側方中胚葉でそ

れぞれ異なるエンハンサーによって制御されていることが示唆された。また、尾

芽領域の側方中胚葉では、より前方のものとは異なる機構によって制御されて

いる可能性が示唆された。以上の結果は、脊索における Brachyury 発現が、原口

での発現が変化したものではなく、新たな発現領域が獲得されたか、原口以外の

独立した発現領域が変化したものである可能性を示している。また、同じ中胚葉

とされる領域の中でも、側方中胚葉は脊索とは異なる制御を受けるようである。

これは、脊椎動物において脊索と側方中胚葉での発現を制御するエンハンサー

が異なっていることと一致する。従って、脊椎動物において脊索と側方中胚葉の

Brachyury エンハンサーが異なっていることは、ナメクジウオとの共有派生形質

であると思われる。また、ナメクジウオからも原口での発現のみを独立に誘導す

るエンハンサーが見つかったが、このことは、脊椎動物とナメクジウオは、

Brachyury 発現を制御するために基本的に同様のエンハンサーセットを持つこ

とを示唆する。 

その一方で、ゼブラフィッシュでは脊索と側方中胚葉での発現を誘導するエ

ンハンサーがどちらも上流領域に存在したのに対して、ナメクジウオでは側方

中胚葉が上流領域、脊索が下流領域と、それぞれ異なる領域に存在した。また、
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アフリカツメガエルでは原口での発現を誘導するエンハンサーが上流領域に存

在したのに対し、ナメクジウオではこのエンハンサーはイントロン領域に存在

した。尾索動物においても、脊索での発現を誘導するエンハンサーは上流にある。

このように、各動物群において Brachyury の発現領域は類似しているが、その

エンハンサーの位置は大きく異なっている(Satoh et al., 2012)。 

このことから、脊索動物の Brachyury エンハンサーは、一見機能が似ている

ように見ても、独自に進化しているのかもしれない。今回の研究からも、ナメク

ジウオの BfBra1 イントロンは、BfBra2 と分岐する前は原口での発現を制御し

ていたが、遺伝子倍化後に脊索での発現を制御するように変化したことが示唆

されている。一方で、上流領域が側方中胚葉で発現を制御する点は脊椎動物と頭

索動物で類似していた。この点においては頭索動物と脊椎動物で共通したエン

ハンサーを用いている可能性もある。 

いずれにせよ、脊椎動物や尾索動物では、イントロンや下流領域のエンハンサ

ー活性に関する情報が不足しており、ナメクジウオとの比較のためには、さらな

る研究が必要となる。また、脊索動物以外の動物、例えば脊索動物の姉妹群にあ

たる半索動物や棘皮動物では Brachyury エンハンサーの構造や機能は全く知ら

れていない。これらの動物でも、原口以外に口器外胚葉や口器内胚葉で

Brachyury が発現している(Rottinger et al, 2012)。今後これらの発現と脊索動物
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の各 Brachyury 発現制御機構の比較検討も重要となるであろう。 
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7. 付録 

7-1. プライマー表 

上流領域 

Product Name Primer Name Sequence (5’→3’) 

pPD1,27_LacZ vector  

pPD1.27 + BfBra-3kbp 

pPD1.27_F ATGACTGCTCCAAAGAAGAAG 

pPD1.27_R TGAGCTCGGTACCCGGGGATC 

BfBra1 -3kbp Bra1_-3k_F CGGGTACCGAGCTCACTATGTACTACTATCATCGTCAG 

BfBra1 -0.5, -1, -2, -3kbp Bra1_upstream_R CTTTGGAGCAGTCATCTCGTTGTTGACGCTGGTCT 

BfBra1 -2kbp Bra1_-2k_F CGGGTACCGAGCTCACTGTAAGACATCCAGGATAACTTG 

BfBra1 -1kbp Bra1_-1k_F CGGGTACCGAGCTCAACTTCAGCTGATTATCCGGCACTT 

BfBra2 -2kbp Bra2_-2k_F CGGGTACCGAGCTCACTGGTAGTACATGAAATCAAGGAG 

BfBra2 -1kbp Bra2_-1k_F CGGGTACCGAGCTCATGCGCAATAAAGACCACAATAGCG 

BfBra1 -3kbp ~ -5.5kbp Bra1_-5.5kbp_F CGGGTACCGAGCTCATGTTTACAAACTGCTAGTCAATAA 

BfBra1 -3kbp ~ -5.5kbp Bra1_-3kbp_R TTTCTCGGATATCTGACGATGATA 

pPD1.27 + BfBra-3kbp Bra1_-3k_vectF CAGATATCCGAGAAAGGTATATAG 

BfBra1 -0.5kbp Bra1_HCRdeletion_F 
CGGGTACCGAGCTCAACAGAAAATTTCATTACATTATTTATAA

CAGTTACAGCTTCTT 

BfBra2 -5.7kbp Bra2 _-5.7kbp_F CGGGTACCGAGCTCAATGTGGAATGTCGGGCGATAGATT 

BfBra2 -1, -2, -5.7kbp Bra2_upstream_R CTTTGGAGCAGTCATGGTGCACGGTACGGCTGAAGTATC 
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下流及びイントロン領域 

Product Name Primer Name Sequence (5’→3’) 

pSP1.72 CiBra basal 
promoter >LacZ vector 

CiBra_promotor_F GGAGCTCCACCGCGGCTGTATAAACTTGCACCCGAGTGT 

pSP1.72_R TGAGCTCGGTACCCGCTTCAGCTGCTCGAGTTCTATAGT 

BfBra2 downstream 
Bra2_downstream_F CGGGTACCGAGCTCACCATGACCATGCCGTCCATGTAAA 

Bra2_downstream_R CCGCGGTGGAGCTCCTCACCAATGGTTTCCTGACAAGTT 

BfBra1 downstream 
Bra1_downstream_F CGGGTACCGAGCTCAGAACGAGGTCAAACAAACGTCAAT 

Bra1_downstream_R CCGCGGTGGAGCTCCCCTATGACTCCACCATCGCTCTAA 

BfBra1, Bra2 intron1 
Common_intron1_F CGGGTACCGAGCTCAGACCGAGCGGGACCTGAA 

Common_intron1_R CCGCGGTGGAGCTCCACCTTCAGCACGGGGAACAT 

BfBra1, Bra2 intron2 Common_intron2_F CGGGTACCGAGCTCACAAGGTCAAACTCACCAACAAACT 

BfBra1 intron2 Bra1_intron2_R CCGCGGTGGAGCTCCGCTGACCATGCGCTGGTTAT 

BfBra2 intron2 Bra2_intron2_R CCGCGGTGGAGCTCCTGTGCAGGCTGTTCAGCATTATCT 

BfBra1 intron3 
Bra1_intron3_F CGGGTACCGAGCTCAGCAGTTACGGCGTACCAGAATGAA 

Bra1_intron3_R CCGCGGTGGAGCTCCGAAAGCCTTGGCGAAAGGGTTATA 

BfBra2 intron3 
Bra2_intron3_F CGGGTACCGAGCTCACACATTCGCCGAGACACAGTTCAT 

Bra2_intron3_R CCGCGGTGGAGCTCCAACGGGTTGTGCTTGATCTTCAAA 

BfBra1 intron4 
Bra1_intron4_F CGGGTACCGAGCTCATAACCCTTTCGCCAAGGCTTTCTT 

Bra1_intron4_R CCGCGGTGGAGCTCCTCCATTCCGTCCTTCCCATCACTT 

BfBra2 intron4 
Bra2_intron4_F CGGGTACCGAGCTCAAAAGCCTTCCTTGACGCTAAAGAA 

Bra2-intron4_R CCGCGGTGGAGCTCCGCGAACGGGTTGTGCTTGAT 

BfBra1 intron5 Bra1_intron5_F CGGGTACCGAGCTCAGGAAGATTTGCAAGATCAACCACAAT    

BfBra2 intron5 Bra2_intron5_F CGGGTACCGAGCTCAGAGTGGACATGACGACTTGACTGA 

BfBra1, Bra2 intron5 Common_intron5_R CCGCGGTGGAGCTCCGGGCAGATGGGGCCTGTA 

BfBra1, Bra2 intron6 Common_intron6_F CGGGTACCGAGCTCACCGCACCCGTACCAGAGA 

BfBra1 intron6 Bra1_intron6_R CCGCGGTGGAGCTCCCATGGCTGACATGGACAGCATGTT 

BfBra2 intron6 Bra2_intron6_R CCGCGGTGGAGCTCCCATGGCTGACATGGACAGCATGTT 
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7-2. データ集計 

 

ナメクジウオでの実験結果 

図 10C 

 No signal somite notochord tailbud ectopic 

100 ng/µl 68 26 8 9 14 

500 ng/µl 97 15 30 0 53 

1000 ng/µl 60 30 9 16 50 

 

図 11A 

 No signal somite notochord Tailbud ectopic 

Early Neurula 20 30 17 15 6 

Mid Neurula 60 30 9 16 50 

Late Neurula 50 27 24 5 50 

 

図 11B 

 No signal somite notochord Tailbud Ectopic 

 42 20 1 11 63 
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カタユウレイボヤでの実験結果 

 

 Muscle  No signal 

BfBra1 -3kbp 8h 139 160 

BfBra1 -3kbp 12h 78 203 

BfBra2 -2kbp 8h 205 223 

BfBra2 -2kbp 12h 130 232 

 

 No signal Notochord  

BfBra1 +3kbp 7h 39 24 

BfBra1 +3kbp 11h 30 34 

BfBra2 +3kbp 7h 91 9 

BfBra2 +3kbp 11h 82 18 

 

7h No signal Notochord  Muscle  Noto + Mus Ectopic 

BfBra1 intron1 9 7 0 0 1 

BfBra1 intron2 29 35 1 2 2 

BfBra1 intron3 150 53 0 1 0 

BfBra1 intron4 25 24 0 2 1 

BfBra1 intron5 140 0 0 2 1 

BfBra1 intron6 86 0 0 0 0 

 

11h No signal Notochord  Muscle  Noto + Mus Ectopic 

BfBra1 intron1 35 41 6 5 3 

BfBra1 intron2 74 72 2 5 8 

BfBra1 intron3 19 24 5 4 4 

BfBra1 intron4 29 46 0 0 3 

BfBra1 intron5 46 6 1 3 2 

BfBra1 intron6 38 2 4 1 2 
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7h Notochord  Muscle   Both   No signal 

BfBra2 intron1 29 91 32 32 

BfBra2 intron2 30 13 46 39 

BfBra2 intron3 0 89 28 0 

BfBra2 intron4 1 70 134 1 

BfBra2 intron5 0 154 15 0 

BfBra2 intron6 2 210 19 37 

 

11h Notochord  Muscle   Both   No signal 

BfBra2 intron1 17 65 24 53 

BfBra2 intron2 15 34 15 66 

BfBra2 intron3 0 107 0 0 

BfBra2 intron4 46 22 48 15 

BfBra2 intron5 24 52 15 35 

BfBra2 intron6 17 241 19 107 
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図 1 脊索動物のボディプランの模式図 

A, 背側、B, 左側、C, 断面図。 
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図 2 後口動物の系統樹 
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図 3 脊索動物の Brachyury 発現 

(A)：脊索動物各門の Brachyury 発現の模式図。原口周辺での発現は、将来脊索になる

二次的な発現と、原口周辺の一時的な発現に分かれる。 (B)：頭索動物と脊椎動物、およ

び尾索動物の Brachyury 発現の模式図。尾索動物では一次的な発現は見られない。 
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図 4 脊索動物各種のエンハンサー構成 

尾索動物では上流に脊索での Brachyury 発現を誘導するエンハンサーが見られるが

(A)(B)、アフリカツメガエルでは原口周辺での発現を制御するエンハンサーが存在し

(C)、ゼブラフィッシュでは脊索と側方中胚葉での Brachyury エンハンサーは分かれてい

る(C)(D)。 
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図 5 フロリダナメクジウオの Brachyury 遺伝子構造 

二つの Brachyury 遺伝子 BfBra1 と BfBra2 が 8kbp ほどの間隔を挟んで向かいあって存

在している。 
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図 6 二つの Brachyury 遺伝子の配列比較 

 フロリダナメクジウオの二つの Brachyury 遺伝子（BfBra1 と BfBra2）のアミノ酸配列

比較。この二つの遺伝子のアミノ酸配列は 92%一致している。茶色の部分が T-box ドメイ

ンを示す。 
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図 7 二つの Brachyury 遺伝子の配列比較 

 BfBra1 と BfBra2 の塩基配列比較。90%の一致が見られた。赤色がミスマッチ配列を示

す。イントロンごとに色分けして示してあり、各イントロンの境界部は矢頭で示した。 
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図 8 VISTA による配列比較 

B. floridae の二つの Brachyury 遺伝子周辺領域の比較(A)と B. floridae と B. belcheri の

同じ領域の比較(B)。横軸はゲノム領域を現し、縦のピークが近傍領域の相同性を現す。

二種間では広範に亘って保存された領域が見られるが、2 遺伝子間では上流領域に保存さ

れた領域（HCR と UCR）が見られるのみである。青がコーディング領域、空色が UTR

領域、赤色が非転写領域を現す。 
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図 9 B. floridae における BfBra1 と BfBra2 の上流保存領域(HCR)の結合タンパク質の予測 

BfBra1 と BfBra2 の上流領域の保存された領域(HCR)の配列比較。ミスマッチ配列は赤

色で示した。また、保存された領域から見つかった転写調節因子の予測結合配列を四角で

囲い、それぞれに結合すると予測される因子を下部に示した。 
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図 10 上流 LacZ レポーターコンストラクトの概略図 

pPD1.27 を骨格として、BfBra1 と BfBra2 の上流領域を LacZ 遺伝子に繋いだコンスト

ラクトを作製した。このコンストラクトの LacZ は核以降シグナルを有している。また、上

流領域は翻訳開始点までを含んでおり、BfBra1 もしくは BfBra2 の 5’UTR 領域及び基本プ

ロモーターを含んでいると考えられる。 
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図 11 ナメクジウオ胚構造の模式図および発現例 

ナメクジウオの神経胚では、脊索の両脇に体節が並んでおり、後方には尾芽領域が存在

する(A)。BfBra2 上流領域を含んだ LacZ コンストラクトを注入した胚は、スポット状の

シグナルを発現した。黒い矢印が signal、白い矢印が異所的な発現を示す(B)。BfBra1 と 

BfBra2 はいずれも体節、脊索、尾芽での発現を示したが、異所的な発現も多く見られた

(C)。 mN: 中期神経胚期 (mid Neurula)。 
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図 12 カタユウレイボヤ胚の模式図 

青色が脊索細胞、オレンジ色が筋肉細胞を示す。 
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図 13 カタユウレイボヤを用いたナメクジウオ Brachyury エンハンサーの機能解析 

ゲノム上における HCR の位置とコンストラクトの構成(A)。二つのナメクジウオ

Brachyury 遺伝子では、上流領域はともに筋肉での発現を誘導したが(B, C)、BfBra2 上流

領域が尾部先端の筋肉で LacZ 発現を誘導したのに対して、BfBra1 上流領域は尾部先端部

での発現は誘導しなかった(C)。より長い領域や短い領域でも同様の実験を行った(D)。 
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図 14 CiBra 基本プロモーターを用いた LacZ コンストラクトの概略 

下流領域とイントロン領域の発現制御機能を調べるために作成したコンストラクト。基

本プロモーターとして、CiBra 基本プロモーター（CiBra の翻訳開始部位から 74 bp 上流

まで）を LacZ の翻訳開始点に繋いだものを用いた。 
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図 15 カタユウレイボヤにおける Brachyury 下流領域のエンハンサー活性 

CiBra 基本プロモーターを用いて、カタユウレイボヤにおける BfBra1 と BfBRa2 の下流

領域の転写調節機能を調べた (A)。BfBra1, BfBra2 とも下流領域は脊索での発現を誘導し

た(B)。 
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図 16 BfBra1 と BfBra2 のイントロン領域における転写調節活性 

CiBra 基本プロモーターを用いて、BfBra1 と BfBra2 の転写調節活性を調べた。BfBra1

では、イントロン 1、2、3、4 の領域は脊索での LacZ 発現を誘導したが、イントロン 5、

6 ではそのような活性は見られなかった(A)。一方 BfBra2 からは脊索と筋肉の両方で転写

を誘導する領域が見つかった。イントロン 4 は脊索と筋肉の両方に強い転写誘導活性があ

ったが、イントロン 3 と 5 では筋肉で比較的強い発現を示した。イントロン 1, 2, 5 でも転

写誘導活性が見られたが、比較的弱いシグナルであった(B)。 
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図 17 原腸胚期に原口周辺での発現を示した領域 

BfBra2 のイントロン 3 と 5 は発生初期に原口周辺で顕著な LacZ 発現を誘導した。 
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図 18 カタユウレイボヤの実験から得られたナメクジウオ Brachyury の 

エンハンサーモデル 

本実験から、ナメクジウオには一時的と二次的の発現を制御するエンハンサー以外にも、

より初期で原口周辺の発現を制御するエンハンサーが存在する可能性が示唆された(A)。ま

た、本研究から考えられる倍化過程の一仮説を示した(B)。 

 




