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2．脊索動物と節足動物の共通祖先を理解する 

         小田広樹（主任研究員）、秋山-小田康子（派遣研究員）、 
          岩﨑佐和（奨励研究員）、野田彰子（研究補助員）、 

          西口茂孝（大阪大学大学院生） 

 

2−1 オオヒメグモの胚発生を支配する分子メカニズムの解明 

はじめに 

 多細胞動物は形態や発生様式に基づいて「門」と呼ばれる高次分類群（例えば、ヒトを含む

脊索動物門や昆虫を含む節足動物門）に区分されている。それぞれの動物門の動物は機能性の

高い、安定した形態的特徴を持っており、例えば、節足動物は節くれ立った外骨格を共通して

持つ。ところが、たとえ似たような形態であっても、卵の形や、発生過程の細胞の振る舞い、

細胞の系譜、遺伝情報の使われ方などを見ると、種によって様々に異なる過程を経てその形態

的特徴が形作られていることが分かる1),2),3)。このことは、形態形成を制御する遺伝的システ

ムが進化の過程で変化しやすいことを意味しており、選ばれた少数種の比較解析だけでは、動

物進化の過程を復元することが難しいことを示している。 

 本研究は、節足動物門をひとつの高次分類群のモデルとして、この困難を克服することを目

指している。そのために２つの方向性を持つ。ひとつは、ゲノムを土台とした解析により、節

足動物の祖先的状態を探究すること。“祖先的”とは、太古の昔から変化を受けていない状態の

ことであり、研究が進んでいる脊索動物門との比較を取り入れて、変化を受けていない形態形

成のメカニズムを見出す努力を行う。もうひとつは、数理を土台とした解析により、形態形成

システムの進化の可能性を探究すること。定量的データの取得を可能にする枠組みを構築して、

コンピュータ上での進化実験に結びつける努力を行う。私たちは、この二つの方向性を両立さ

せる実験材料として、オオヒメグモのモデル生物化を進めてきた。本年度、国際的な研究者の

協力関係のもとに行ったオオヒメグモのゲノム配列の解読を論文として報告することができた

4)。オオヒメグモを用いてゲノムを土台とした解析ができる環境が整った。 

 動物胚には、細胞外に分泌されるシグナル分子を介して、広い均一な細胞場にパターンを作

り出す仕組みがある。そのような仕組みを担うシグナル分子のひとつとして、ヘッジホッグシ

グナルが知られているが、このシグナルはとりわけ脊椎動物で解析が進んできた。その大きな

理由のひとつに、脊椎動物における四肢パターン形成や神経管パターン形成のような、ヘッジ

ホッグシグナルが大きな役割を果たす魅力的なパターン形成現象が無脊椎動物モデルにほとん

ど見当たらなかったことが挙げられる。しかし、私たちはこれまでのオオヒメグモの研究で、

ヘッジホッグシグナルがクモの初期胚の体軸形成及びその後の体節形成に極めて重要な役割を

果たしていることを明らかにしており5),6)、オオヒメグモの実験研究には、ヘッジホッグシグ

ナルを介したパターン形成システムが、節足動物と脊椎動物の共通祖先でどのようなメカニズ
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ムを持ち、どのような役割を果たしていたかを議論することのできる貴重な機会があると言え

る。 

 オオヒメグモの胚発生において、ヘッジホッグシグナルの有無は胚盤の半径に沿った方向（胚

の前後に対応）のパターンに決定的な影響をもたらす5)。私たちは昨年度までに、オオヒメグ

モのゲノム情報を活用して、ヘッジホッグシグナルに支配される遺伝子の解析及び、ヘッジホ

ッグシグナルを介したパターン形成に影響を及ぼす可能性のある遺伝子の解析を行ってきた。

本年度その２つの解析を押し進めた。それにより、胚盤パターンがどのように次の発生段階の

体節パターンに結びつくかと、胚盤パターンに影響を与える初期の因子が明らかになってきた。

また、私たちのオオヒメグモの研究の第二の方向性を推進するために、固定胚の染色から得た

以前の定量データの再解析を行い、分裂と振動からなる周期的パターン形成動態を定量的に特

徴付けた。以下に、本年度のこれらの進捗状況を報告する。 

 

結果と考察 

（１）クモ初期胚のパターン形成に関与するヘッジホッグシグナル支配下遺伝子のゲノムワイ

ドな探索 

 オオヒメグモ初期胚ではヘッジホッグシグナルが直交する２つの体軸の形成と前後軸に沿っ

たパターンの形成を制御する 5)。昨年度までに parental RNA interference (pRNAi)と RNA 

sequencing (RNAseq)を組み合わせた方法を用いてヘッジホッグシグナルにより制御を受ける

遺伝子をゲノムワイドに探索し、この探索により同定した遺伝子の１つ msh が体節ごとの繰り

返しパターンの形成に関わることを示唆するデータを得た。本年度は msh 遺伝子を研究の中心

に据え、ヘッジホッグシグナルの制御により胚盤に生じる同心円状の前後パターンがどのよう

に繰り返しパターンへと発展するかを解析した。 

 msh 遺伝子はヘッジホッグシグナルにより発現

抑制を受ける遺伝子であり、ヘッジホッグが発現

する胚盤の周縁（将来の頭部）から最も遠い胚盤

の中心領域（将来の尾部）で発現を開始する。msh

の発現を、時間を追って解析したところ、発現は

胚盤の半分以上の領域に広がる大きな波のように

挙動することを発見した(図１)。胚盤の中心から

msh の発現領域が拡大するのに続いて、発現領域

の中心に msh ネガティブな領域が現れ拡大する。

胚盤から胚帯への形態変化が起こると、msh の発

現領域は形成されつつある胚帯の中間領域に位置

するようになり、さらに 3 本のストライプに分裂

した。これは３つの胸部体節 L2, L3, L4 に相当す

る。これまでの細胞標識の実験で、発生初期に胚

盤の上皮細胞シートの中心領域に存在していた細胞は位置を大きく変えることはなく、胚帯へ

の変換後も尾部領域にとどまることが分かっている。つまり msh の発現は形態形成する上皮シ

ート上で、胚盤中心領域に存在する細胞から隣の細胞へと波のように伝播し、胸部体節を形成

する細胞領域まで広がり分裂することが分かった。発現が同様に波のような挙動を示す遺伝子

が複数みつかったが、おもしろいことに胚盤期の発現領域の広がり具合と、どの胸部体節に発

 

図１．msh 遺伝子(緑)の発現変化 
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現が落ち着くかが対応しているようであった。 

 胚盤の中心に由来する将来の尾部に相当する領域、尾葉では、後体部の体節形成に関わる遺

伝子発現の波があることを、別に行っている解析で示してきた（下記(3)参照）。このとき尾葉

の各細胞では遺伝子発現が振動していることになる。ヘッジホッグや msh 遺伝子自身も尾葉で

波の発現を示す。この波は、上記の胸部体節を形成する大きな第１の波に引き続いて起こる。

尾葉で波の発現を示す既知の遺伝子や、msh pRNAi と RNA seq の組み合せ実験により新たに同

定した遺伝子は、重なり合いながら異なる位相で発現した。msh に対する pRNAi や embryonic 

RNAi を行うと、胚盤の中心に由来する細胞で胸部の第１の波として振る舞うべき遺伝子発現が

その場で継続し、次に発現すべき遺伝子の発現も起こらない、つまり、後部体節の形成に関わ

る波の開始が妨げられた。この結果から、msh はそれ自身の発現も波としての振る舞いを示し

ながら他の遺伝子の発現を正または負に制御し、体節形成に関わる遺伝子発現波の形成と動態

を制御する役割をもつと考えられた。 

 msh pRNAi により胚盤の中心で発現し続ける遺伝子にヘッジホッグシグナルの転写因子であ

るCiが含まれている。また尾葉でのmshとヘッジホッグの発現の波は相補的なパターンを示す。

さらに、頭部体節形成のヘッジホッグのストライプの分裂時にも、msh の発現は分裂に先立っ

てヘッジホッグのストライプの中央部に検出され、ヘッジホッグの発現を負に制御することが

分かってきた。分子ネットワークの中で msh はヘッジホッグシグナルと密接な関係があり、こ

の関係性が胚盤の同心円状のパターンから体節パターンへの発展に重要な役割を果たしている

と考えられた。 

 

（２）胚盤形成期胚におけるパターン形成遺伝子のゲノムワイドなスクリーニング 

 オオヒメグモ胚盤形成期（発生ステージ 3, st3) のパターン形成に関わる遺伝子を明らかに

するため、このステージの胚の領域特異的に発現する遺伝子を網羅的に探索し、機能解析を行

った。前年度までに、胚盤の前後軸に沿ったパターン形成異常による表現型を示す 3 遺伝子 

g26874 (Gata 様遺伝子),g4238 (Ets 様遺伝子), g7720 (Snap 様遺伝子)を同定した。本年度は

これらのうち in situ ハイブリダイゼーション(以下 in situ) により st3 において明確な領

域特異的発現パターンを示した g26874 ,g4238 につ

いて詳細な発現時期の特定及び機能解析を進めた。 

 

図２. pRNAi により影響を受ける遺伝

子. A.g26874(Gata) B.g4238 (Ets) の

結果 
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 g26874 (Gata 様遺伝子)は Gata ファミリ

ーに属することから、転写因子として下流

の多くの遺伝子に影響を及ぼしていること

が考えられた。そこで g26874 の RNAi によ

って発現パターンが変化する遺伝子を

RNAseq の手法を用いて網羅的に調べた。 

RNAi 注射前のコントロールと RNAi 注射後

約 20 日の表現型を示す胚について、それぞ

れ st2, 3, 5 を採取し、ライブラリを作製、

Miseq シーケンシングを行い、発現変動遺

伝子を検出した。その結果、st2 では 16 遺

伝子、st3 では 224 遺伝子、st5 では 1036

遺伝子が影響を受けることが明らかになっ

た。st2 で影響を受ける遺伝子の多くは母

性遺伝子、st3 で影響を受ける遺伝子の多

くは胚性遺伝子であった。RNAseq の結果及び in situ の結果から、Gata は hh, Delta, fkh, Notch

等の主要なシグナル因子、転写因子に影響を及ぼしていることが分かった(図 2A)。 

 g4238 (Ets 様遺伝子)の RNAi 胚では hh, otd の異所的発現を示す個体や Delta の発現パター

ンに大きく影響のある個体が観察されたことから（図 2B)、g4238 が hh の発現を局所的に抑制

している可能性が考えられた。現在、異所的発現の時期や発現領域を詳細に特定するための解

析を行っている。 

 さらに、g26874, g4238 の領域特異的な偏りがいつから生じているのかを明らかにするため、

発生 st2 から 3 にかけての in situ を行った(図３)。その結果、g26874 mRNA は胚の形態的な

非対称が生じるより前に既に偏りを持っ

て発現していることが分かった。この結

果はオオヒメグモ胚のごく初期に分子的

な偏りが存在していることを示唆してお

り、非昆虫の節足動物では未だ報告され

ていない新しい知見である。一方、g4238

では形態的な非対称が生じる時点では既

に偏って発現していることが示されてい

る。発生ごく初期(st1-2)のオオヒメグモ

胚は固定が難しく、また分子的な非対称

が生じている位置を正確に評価する指標

が知られていない。今後、初期胚の固定

条件と発現領域の評価方法を再検討して

いく予定である。 

 

（３）オオヒメグモ胚における周期的パ

ターン形成動態の定量解析 

 オオヒメグモ胚の表面に露出する上皮

 

図４．パター形成動態の定量解析 

 

図３．形態的な非対称が生じるより前に g26874

の分子的な偏りが存在する． 
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細胞のシートでは軸形成と軸伸長に伴って、体節形成に関連した、空間周期性のある縞パター

ンが形成される。私たちはこれまでに、胚の予定頭部領域と予定後体部領域でヘッジホッグ遺

伝子の発現が時間的反復性のある、異なる動態を示すことを明らかにしてきた。その動態は予

定頭部領域では分裂であり、予定後部領域では振動である。本年度、この動態を定量的に特徴

付けるために、2013 年度の報告書に報告した兄弟胚の染色から得たデータセットを定量解析し

た。胚領域の前後軸方向と背腹軸方向の長さの比（LAP/LPp）の対数で定義される、軸成長の度

合いを反映した S インデックス(図４）と胚の固定した時間（T）が線形関係（S=0.257T-2.94、

R2=0.93）を示したことを利用して、それぞれのパターン形成周期を見積もった。予定頭部領域

において、ヘッジホッグの発現ピークの中心位置をプロットし、分裂で分離し、広がるピーク

間の距離を線形外挿して２回の分裂の開始点を推定し、その差から１回目の分裂の周期が約

4.9 時間（1.27/0.257）であると見積もられた（図４）。一方、予定後体部領域では、ヘッジホ

ッグの発現が変化する後端部を貫くように設定した直線に沿って、各胚で正規化されたヘッジ

ホッグのシグナル強度を抽出し、スムージングによってシグナルの強弱変化を見積もった。そ

の結果、S が-0.85、0.52、1.80 のポイントでシグナルの極小点が検出され、それらの差から

O1 のストライプを生む発現振動周期が約 5.3 時間、O2 のストライプを生む発現周期が約 5.0

時間であると見積もられた（図４）。非常に粗い推定ではあるものの、共通のデータセットで異

なるパターン形成動態が同等の周期をもっていることが示されたことは今後のモデリング解析

にとって貴重な情報となるであろう。 

 

おわりに 

 本年度の研究により、クモ胚の体軸に沿ったパターン形成にヘッジホッグシグナルがどのよ

うに関わっているのかが、体軸の最初の極性が現れるところから空間的反復性が築かれるとこ

ろまでの過程をカバーする形で見えてきた。個々の細胞が追跡可能な、シンプルな細胞場でヘ

ッジホッグシグナルを介したパターン形成が進行することはオオヒメグモ胚の最大の特徴であ

り、脊椎動物のパターン形成システムとの比較を容易にする。クモ胚にパターン形成システム

の祖先性を見出すことができるかは全く確約されたことではないが、本年度の研究成果を元に、

冒頭で述べた２つの研究の方向性を今後も推進したいと考えている。 

 

 

2−2 カドヘリンの構造と機能の解析 

はじめに 

 多細胞動物は、細胞と細胞を連結する微細構造（ジャンクションと呼ぶ）を持ち、ジャンク

ションを巧みに操ることによって体の形を作り上げる。ジャンクションには微細形態と機能に

よって何種類かのタイプが知られており、その中でもアドヘレンスジャンクションは多細胞動

物で最も広い系統分布を示すジャンクションで、形態形成に最も密接に関わっていることが知

られている 7), 8)。アドヘレンスジャンクションの主要な接着分子はクラシカルカドヘリンであ

る。クラシカルカドヘリンは、異なる細胞で発現する同種の分子が互いに認識し、結合するこ

とによって、細胞の自己組織化に関わる。組織では、各細胞内で作用する張力がカドヘリンを

介して細胞間で伝達され、その力学的相互作用によって形態形成運動が駆動されると考えられ

ている 9),10)。 
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 クラシカルカドヘリンは共通の構造要素を持つものの、その細胞外領域において、多細胞動

物の系統間で大きな多様性が存在する 8),11)。細胞外カドヘリンドメイン（EC）と呼ばれる繰り

返し構造はナメクジウオでの例外を除いて、すべてのクラシカルカドヘリンで共通して見られ

るが、その EC ドメインの数はカドヘリンのタイプによって異なる。脊椎動物のタイプⅠとタイ

プⅡカドヘリンは５個の EC を持ち、昆虫類や鰓脚類の上皮組織で働くタイプⅣa カドヘリンは

7 個の EC、軟甲類で見つかったタイプⅣb カドヘリンは 9 個の EC、節足動物を含め他の左右相

称動物に広く分布するタイプⅢカドヘリンは 17 個の EC を持つ。EC の数だけでなく、膜貫通領

域（TM）に近い細胞外領域のドメイン構成にも多様性がある。タイプⅠ/Ⅱでは５番目の EC（EC5）

が直接 TM に接続しているが、タイプⅣa/Ⅳb とタイプⅢではシステインに富む EGF 様のドメイ

ン（CE）やラミニン様のドメイン（LG）が EC と TM の間に介在する。タイプⅣとタイプⅢの間

でも CE と LG の数に違いがある。 

 それではクラシカルカドヘリンの細胞外領域の多様性はどのように進化してきたのか？ 私

たちの研究は、この問題を説明するひとつの法則性を見出してきた。その法則性とは、それぞ

れの動物系統においてより進化したカドヘリン分子が短縮化した状態にあること、つまり、左

右相称動物の間では分子長の長いタイプⅢカドヘリンが祖先型であり、その分子長の長い状態

からドメインの欠失によって、脊椎動物のタイプⅠ/Ⅱや昆虫類/甲殻類のタイプⅣa/Ⅳb が進

化してきたことである。本年度論文発表した節足動物を中心としたゲノム解析では、最初の節

足動物が誕生して以降にタイプⅢカドヘリンから段階的な欠失を経てタイプⅣb、そしてタイプ

Ⅳa のカドヘリンが進化したことが示唆された 12)。私たちはこの分子進化の傾向を、系統学の

枠を超えて、物理学的観点から掘り下げて探究することで動物の多様化の根底にある進化原理

を解明できるのではないかと考えている。 

 私たちはこれまでに、原子間力顕微鏡（AFM）を用いてショウジョウバエのタイプⅣa カドヘ

リン（DE カドヘリン）の EC 領域の分子形態を明らかにし、折れ曲がった球状形態をとる EC1-EC4

領域にホモフィリック結合の特異性を決める因子が存在することを見出した 13)。この研究成果

から AFM による分子形態観察が無脊椎動物クラシカルカドヘリンの構造/機能解析に有用であ

ることが示された。そこで私たちは、この観察手法を DE カドヘリン細胞外領域全体及びタイプ

Ⅲカドヘリン（DN カドヘリン）の細胞外領域に適用し、節足動物カドヘリンの構造進化の研究

を押し進めた。加えて新たに、マイクロビーズを用いた無細胞系でカドヘリンの細胞外領域の

結合活性を解析する手法を確立した。さらに、AFM を用いて生体内のアドヘレンスジャンクシ

ョンで働くカドヘリン分子の構造を観察する方法も試みた。以上、本年度の研究の進展を以下

に報告する。 

 

結果と考察 

（１）マイクロビーズを用いた集合実験による

カドヘリン接着活性の検出 

 無脊椎動物のカドヘリンの細胞外領域の活性

を解析する方法を新たに確立するために、マイ

クロ磁性ビーズを用いた集合実験を試みた。ま

ず、DE カドヘリンと DN カドヘリンの細胞外領

域全体を GFP/V5 タグ/His タグに融合させたタ

ンパク質（DEEXfull-EGFP)を培養細胞（S2 細胞）
 

図５．マイクロビーズによる集合実験 
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に発現させ、培養液に分泌させた。そして、その培養上清を抗 His タグ磁性ビーズ（直径 1.5

μm）と混ぜてガラス皿に移し、細胞による集合実験と同じように水平旋回を施した。その結果、

どちらのカドヘリンが入ったガラス皿においても肉眼で確認できるほどの大きさのビーズの集

合塊が形成された（図５上段）。興味深いことに、得られた集合塊の形態に DE カドヘリンと DN

カドヘリンで違いが見られた。前者は樹状に広がった塊となったが、後者は比較的表面が滑ら

かで、コンパクトな塊となった。その違いは走査電子顕微鏡による観察でも確認できた（図５

下段）。この実験ではカドヘリン分子の濃度を揃えることができていないために、ビーズ集合塊

の形態的な違いが DE カドヘリンと DN カドヘリンの働き方の違いを反映しているのかはまだは

っきりしていない。それでも、市販の磁性ビーズを活用した無細胞系でカドヘリンの集合活性

を検出できたことは今後の解析手法の開発に役立つ成果である。 

 

（２）DN カドヘリンの接着活性に必要な細胞外領域の特定 

 DN カドヘリンの細胞外領域の中で細胞接着に必要な部分を調査するために、DN カドヘリンの

細胞外領域に欠失をもつ分子を作製し、上述のビーズ集合実験を行った。その結果、N 末端側

から EC13 までを持つ分子でも弱い集合活性を示すものの、強い集合活性には N 末端側から LG1

までの領域を持っていることが必要であることが分かった。このことは、DN カドヘリンでは膜

貫通領域側の EC ドメイン以外の領域も機能的に接着に関わっていることを示唆する一方、DE

カドヘリンには存在しない最も膜近傍の細胞外ドメインは接着に必ずしも必要でないことを示

唆した。この結果は、祖先型のタイプⅢカドヘリンから昆虫類と甲殻類の系統で進化したタイ

プⅣカドヘリンがなぜ接着機能を失わずに進化できたのかを理解するための助けとなるかもし

れない。 

 

（３）DE カドヘリンと DN カドヘリンの分子形態の観察 

 DE カドヘリンの細胞外領域の全体の形態を調べるために、DE カドヘリンの細胞外領域全体を

GFP につなげたコンストラクト DEEXfull-GFP を作製し、タンパク質を精製して AFM で観察した。

大きな球状の領域と長く伸びたひも状の領域が確認されたが、得られた分子画像のどの領域が

DE カドヘリンのどの領域に対応するかを判別することはできていない。 

 同様に、DN カドヘリンの細胞外領域の N 末端側から１６個の EC をもつコンストラクト

（DNEC16）と１３個の EC をもつコンストラクト（DNEC13）を作製し、精製して AFM での観察を

行った。その結果、屈曲のあるひも状の形態が観察された。DNEC16 は少なくとも４カ所の屈曲

があり、DNEC13 ではそのうちの一カ所が欠けていることを示唆するかもしれない分子画像が得

られた。しかし、現在までの観察結果だけでははっきりとした結論を導くことは難しく、今後

さらに別の欠失をもつコンストラクトを観察することで、分子形態と一次構造の対応関係を慎

重に調べていく必要がある。 

 

（４）昆虫のアドヘレンスジャンクション様構造の AFM 観察 

 生体内のアドヘレンスジャンクションでタイプⅣカドヘリンがどのような構造をして機能し

ているかを直接観察するために、九州大学の市川らによって最近報告された甲虫ゴミムシダマ

シ脚関節の弾性器官にあるアドヘレンスジャンクション様構造 14)を、名古屋大学の臼倉らが最

近報告した凍結切片作製法（徳安法）と AFM を組み合わせた方法 15)で観察を試みた。その結果、

ジャンクションの密集したターゲット領域の切片を作ることができ、市川らが記載したジャン
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クション構造も AFM で確認することができた。ジャンクション部分の、向き合う細胞膜の間の

分子形態を明らかにすることがこの観察の目的であるが、まだ十分に精度の高い観察とはなっ

ていないので今後技術的改善を図りたい。 

 

おわりに 

 本年度、無脊椎動物のカドヘリンの構造/機能解析にマイクロビーズが利用可能であることが

見出されたことは大きな進展であった。無細胞系での解析手法の開発が今後の重要な課題とな

ると考えている。細胞外領域の構造の違いによるカドヘリンの物性の違いを見出すことができ

るようになることが次の技術開発の重要なポイントであり、そのような物性の違いがアドヘレ

ンスジャンクションの機能や動態とどのように関連しているのかを理解することで、動物の形

態進化に対する理解が促進されると考えている。 
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