〈タイトル〉魚の鰭条と四足動物の指は共通の細胞系譜および発生の機構により形成される
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〈要 約〉

　デボン紀の地層から出土する魚類および肉鰭類の化石記録は鰭が徐々に手足に進化するようすを示すが，発見される化石は不連続であるため，魚の鰭と四足動物の手足の構造を形態学的に対応づけることはきわめてむずかしい．また，化石として発見される種はすでに絶滅しているため，分子生物学によるアプローチも簡単ではない．これらの理由により，四足動物のもつ指の起源はつねに論争の的であった．指・手首は起源となる構造が魚の鰭には存在せず四足動物が進化の過程において新たに獲得したものであるとする説，また，鰭の基部にある小さな骨が指・手首に進化したという説もあった．マウスにおいては四肢の発生の機構は遺伝子レベルで比較的よく調べられているが，魚の鰭ではその発生の機構および細胞系譜に不明な点が多く，鰭と四肢を分子レベルで比較するのもむずかしい．そこで，筆者らは，四肢の発生に必須なHox遺伝子を利用したゼブラフィッシュにおける細胞系譜の追跡，および，Hox遺伝子を欠損したゼブラフィッシュの作製により，魚の鰭とマウスの指・手首との対応関係をさぐった．マウスにおいてはHoxA13遺伝子を発現する細胞系譜を追跡すると最終的に指・手首になることが知られていたが，ゼブラフィッシュにおいて同じく後期型のHox遺伝子の発現を制御するエンハンサーにより標識された細胞は鰭条を形成することがわかった．さらに，Hox13遺伝子を欠損したマウスにおいては指・手首は発生しないことが知られていたが，Hox13遺伝子を欠損したゼブラフィッシュにおいては鰭条の長さが大きく減少し軟骨内性骨の数が増加した．これらのことにより，魚の鰭条および四足動物の指・手首は後期型のHox遺伝子の発現により標識される細胞により形成されること，また，魚の鰭条および四足動物の指・手首の発生にはHox13遺伝子が必須であることが明らかにされた．そして，これらの結果から，魚の鰭条がその分化運命を変えて四足動物の指・手首へと進化したことが示唆された．
はじめに

　指・手首は四足動物が陸上で繁栄するのにきわめて重要な役割をはたしてきた．しかしながら，魚類が上陸をとげる過程において，鰭のどこが進化して，また，どのような分子機構により指・手首が獲得されたのかについてはよくわかっていない．解剖学的には，四足動物の手足は体幹から先端にむかって上腕，前腕，指・手首と，すべて軟骨内性骨からなる．一方，魚の鰭は根元に軟骨内性骨からなる射出骨をもつが，そのさきには皮骨である長い鰭条をもつ（図1）．軟骨内性骨と皮骨の大きな違いは，構造だけでなくその発生にもある．軟骨内性骨の発生においては軟骨が形成されたのち硬骨へと置き換えられるが，皮骨は軟骨の形成を介さずに直接的に骨が発生する．
　デボン紀に鰭が手足に進化した過程を順番に観察すると，ユーステノプテロン，ティクターリク，アカントステガと陸生動物に近づくにつれて徐々に鰭条が短くなり，それにつれ軟骨内性骨が遠位の方向へと伸びることにより，四足動物の四肢が獲得されたようにみえる（図1）．では，このような進化はどのような機構により起こったのであろうか．軟骨内性骨と皮骨は発生の様式が違うことから鰭条の減少と軟骨内性骨の増加は互いに独立に変化したという考え方，また，鰭条と軟骨内性骨の割合は発生の過程において拮抗するというクロックモデルも有名であった1)．
　四足動物の四肢の発生機構の理解はマウスを用いて急速に進んでいる．四肢の発生においておのおのの骨の形態および位置を制御する遺伝子として，HoxA遺伝子クラスターおよびHoxD遺伝子クラスターがあげられる．マウスにおいてHox遺伝子クラスターはHox1遺伝子からHox13遺伝子までがゲノムにタンデムにならんでおり，その発現の制御機構についても興味深い．Hox遺伝子の肢芽における発現パターンは大きく分けて初期型と後期型の2つがある．初期の発現においては，Hox遺伝子クラスターの3’側にある複数のエンハンサーが発現を制御する．このとき，3’側に位置するHox遺伝子（Hox1遺伝子の側）が肢芽の後方から前側までもっともひろく発現し，5’側に位置するHox遺伝子（Hox13遺伝子の側）がもっともせまく後方に限局して発現することにより，全体として入れ子状の発現を示す2)．しかし，後期の発現においてはこの入れ子状の発現パターンは逆になり，5’側に位置するHox遺伝子がもっともひろく発現する．後期型のHox遺伝子の発現は指・手首の発生に重要な役割をはたし，なかでもHox13遺伝子がもっともひろく，将来の指になる部分の全体に発現する．Hox13遺伝子を欠損したマウスにおいては指・手首が消失し3)，Hox11遺伝子を欠損したマウスにおいては橈骨および尺骨が消失する2)．このように，Hox遺伝子の発現パターンおよびその機能からHox遺伝子は四肢の発生においてきわめて重要であることが理解され，また，Hox遺伝子は解剖学的な構造のマーカーとしても利用される．
　Hox遺伝子の発現パターンをマウスの肢芽と魚の鰭とで比較することにより四肢の進化の機構をさぐろうとするアプローチは，これまでにもいくつかあった．しかしながら，鰭の発生の機構についての知見はまだ少なく4-6)，マウスと単純に比較するのはむずかしい状況であった．現在まで，指・手首の発生に必須である5’側に位置するHox遺伝子の発現パターンが，モデル生物であるゼブラフィッシュだけでなく非モデル生物を含む複数の種の魚において調べられてきた7-9)．その結果，魚の鰭にも初期型および後期型のHox遺伝子の発現が存在することが徐々に明らかにされた．つまり，指・手首の発生に必要である後期型のHox遺伝子の発現は，四足動物の進化の過程において獲得されたものではなく，祖先型である魚がすでにもっていたことが示されている．
　そこで，筆者らは，マウスにおいて指・手首の発生に必須であるHox13遺伝子に着目し，指・手首の進化的な起源をゼブラフィッシュにおいて遺伝子組換え技術を用いて明らかにすることにした．
1．魚のHox13遺伝子は発生の過程の鰭原基において発現する

　魚におけるHox13遺伝子の発現パターンをゼブラフィッシュにおいて詳細に解析した．硬骨魚類には特異的に遺伝子の重複が起こったため，HoxA遺伝子クラスターとしてHoxAa遺伝子クラスターおよびHoxAb遺伝子クラスター，HoxD遺伝子クラスターとしてHoxDa遺伝子クラスターおよびHoxDb遺伝子クラスターの，あわせて4つをもつ．ゼブラフィッシュはHoxDb遺伝子クラスターを進化の過程において失ったと考えられ，Hox13遺伝子としてHoxa13a遺伝子，Hoxa13b遺伝子，Hoxd13a遺伝子の3つがゲノムに存在する．これら3つの遺伝子の発現パターンを経時的に調べたところ，受精後48時間では，Hoxa13a遺伝子およびHoxa13b遺伝子は鰭原基の遠位側において，Hoxd13a遺伝子は鰭原基の後方側において，その発現が観察された．しかし，受精後72～96時間になると，Hoxa13a遺伝子の発現は将来の鰭の皮骨に発生するひれ膜の近位側において観察され，Hoxd13a遺伝子の発現は鰭原基とともにひれ膜の近位側においてもみられるようになった．受精後120時間あたりからすべてのHox13遺伝子の発現は徐々に消失した．
2．後期型のHox遺伝子の発現により標識された細胞は鰭条になる

　Hox13遺伝子の発現は受精後120時間あたりから消失したが，これらの細胞は最終的に鰭のどの部位の発生に寄与するのだろうか．マウスにおいては，後期型の発現を示すHoxA13遺伝子にCre遺伝子をノックインして細胞系譜を追跡すると，最終的に指・手首の発生に寄与することが明らかにされていた10)．そこで，ゼブラフィッシュを用いて同様に細胞系譜を追跡した．HoxAa遺伝子クラスターから数百kbp離れたところにある，後期型のHox遺伝子の発現を制御するエンハンサーのひとつであるe16を，原始的な硬骨魚であるガーからクローニングし11)，e16によりCre遺伝子が発現するトランスジェニックゼブラフィッシュを作製した．また，通常はGFPが発現しすべての細胞が緑色に光るが，Creの活性をもつ細胞においてはGFPに代わりRFPが発現し赤色に標識されるゼブラフィッシュを利用した12)．これら2つのトランスジェニックゼブラフィッシュを交配させ，RFPの蛍光により標識された細胞の動きを追跡したところ，受精後48時間において遠位側にフィロポディア様の突起を伸ばし積極的に移動しているようすが観察された．そののち，6日，さらに，20日と時間がたつにつれ，RFPの蛍光を示す細胞は鰭原基から鰭条へと移動し，生後3か月では鰭条においてRFPの蛍光が観察された．後期型のHox遺伝子の発現により標識された細胞が，マウスにおいては指・手首の発生に寄与すること，魚においては鰭条の発生に寄与したことから，構造的かつ発生的に異なる2つの組織にはなんらかの関連のある可能性が高いと考えられた．
3．Hox13遺伝子を欠損したゼブラフィッシュは鰭条が消失し軟骨内性骨の数が増加する

　より直接的な実験により指・手首と鰭条との関係をさぐることにした．Hox13遺伝子はマウスにおいて指・手首の発生に必須であることが知られている3)．HoxA13遺伝子およびHoxD13遺伝子を欠損したマウスは指・手首が発生しない．そこで魚のHox13ファミリー遺伝子であるHoxa13a遺伝子，Hoxa13b遺伝子，Hoxd13a遺伝子を欠損したゼブラフィッシュを作製し表現型を解析した．CRISPR-Cas9系によるゲノム編集技術を使用することにより，3つのHox13遺伝子それぞれを単独で欠損したゼブラフィッシュを作製した．これらのゼブラフィッシュにとくにきわだった表現型は観察されず，骨格のCTスキャニングとコンピューター解析の系を確立して鰭の全体像，また，鰭の根元にある軟骨内性骨の形態を詳細に観察したが，やはり野生型との大きな違いは観察されなかった．そこで，Hoxa13a遺伝子およびHoxa13b遺伝子をホモで欠損したゼブラフィッシュの成体において表現型を観察したところ，胸鰭，腹鰭，背びれ，尻びれの鰭条の長さが大きく減少し，外見からは，尾びれのほか，ほとんど鰭はないようにみえた．骨格のCTスキャニングにより詳細に解析したところ，鰭条が短くなったのとは反対に，鰭の根元の軟骨内性骨の数が増加していた．
おわりに
　ゼブラフィッシュにおける後期型のHox遺伝子の発現を示す細胞系譜の追跡，および，Hox13遺伝子を欠損したゼブラフィッシュの解析より，鰭条と指・手首は同じく後期型のHox遺伝子の発現をへた細胞からなり，さらに，鰭条および指・手首はHox13遺伝子により発生が制御されることがわかった．鰭条と指・手首は骨の発生の仕方および構造が違うにもかかわらず，細胞系譜および発生の機構が共通していたのである．さらに，Hox13遺伝子を欠損したゼブラフィッシュにおいて鰭条が短くなると同時に軟骨内性骨の数が増加したことから，進化の過程において鰭条の骨が徐々に軟骨内性骨へと転換した可能性が示唆された（図2）．
　今回の解析において，皮骨が軟骨内性骨へと徐々に進化した可能性が示されたが，どのようにして2つの細胞運命に転換が起こるのかについてはまったく不明である．今後は，この機構の分子レベルでの解析が期待される．また最近，別の研究グループにより，発生の過程において体節に由来する細胞が鰭へと侵入することにより，軟骨内性骨を形成するプログラムと皮骨を形成するプログラムとが切り替えられることが報告された13)．筆者らの結果とあわせて，その詳細な機構の解明が期待される．
　今回の解析においては，最新の遺伝子組換え技術および高出力のCTスキャニングを使用することにより，化石の記録にしか残っていない鰭から手足への進化の機構が解明された．技術の進歩を追い風に，“実験古生物学”は新しい局面に入りつつある．
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〈図説明〉
図1　魚の胸鰭が四足動物の手に進化したようす
四足動物は上腕，前腕，指・手首をもつが，それらに対応する構造をゼブラフィッシュなど硬骨魚類においてみつけるのはむずかしい．

図2　マウスおよびゼブラフィッシュにおける細胞系譜の追跡およびHox13遺伝子の欠損による表現型
マウスにおいては，HoxA13遺伝子座にCre遺伝子をノックインして細胞系譜を追跡すると指・手首になり，HoxA13遺伝子およびHoxD13遺伝子を欠損すると指・手首が発生しない．ゼブラフィッシュにおいては，後期型のHox遺伝子の発現を示す細胞は鰭条になり，Hox13遺伝子を欠損すると鰭条の長さが大きく減少し遠位射出骨の数が増加する．
