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研究成果の概要（和文）：海洋で優占する動物プランクトンであるカイアシ類を対象に、飢餓と休眠という生理
状態を対象に、分子生物学的手法（RNA-seq)を用いて、マーカー遺伝子を探索した。飢餓に関しては、
NADH-dehydrogenaseとvitellogenin 2が、それぞれ、飢餓に対して安定して高発現および低発現し、マーカー遺
伝子として実用可能となった。休眠に関しては、脂質代謝、」炭水化物代謝に関する遺伝子が低発現した。酸素
運搬タンパクと考えられるヘモエリスリンは、休眠個体で高発現していたが、この遺伝子はドメインを3つ持つ
構造で、昆虫で報告されている貯蔵性タンパクと強い類似性が認められた。

研究成果の概要（英文）：Molecular markers of starvation and dormancy were investigated in planktonic
 copepods by RNA-seq. For starvation, copepods showed up-regulation in NADH-dehydrogenase, and 
down-regulation in vitellogenin 2, which were suggested to be good indicators of starvation in the 
field. On the other hand, dormant copepods showed down-regulation of lipid synthesis and 
carbohydrates related enzymes, while up-regulation in hemerythrin, which is commonly recognized as 
oxygen transport protein. However, this protein contains three hemerythrin domains, which is similar
 to dormancy-related protein in insects.

研究分野： 生物海洋学

キーワード： 動物プランクトン　生物海洋学　飢餓　休眠　遺伝子マーカー

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
プランクトンは、外見では、その生理状態が分からず、培養を伴う生理活性の測定などを行う必要があり、変動
の激しい海洋環境における生理状態の把握はできなかった。本研究で開発された、遺伝子マーカーを使うことに
よって、培養を伴わず、飢餓の有無や程度、休眠のステージ分けができるようなったことで、プランクトンの生
態研究に大きな進展が見込まれる。また、休眠においては脂質の蓄積は報告されていたが、窒素を含む化合物で
の蓄積物質は報告がなく、新規発見となった。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
海洋の漂泳生態系における餌料環境は，動物プランクトンにとって変動が著しく，時空間的

に不均一で，希薄である．そのような環境において，動物プランクトンは生残と繁殖に関わる
様々な生理状態を示す．たとえば餌環境変動に伴う代表的な生理応答として飢餓と休眠がある
が，飢餓や休眠という生理状態を外観から判断することはできず，飼育を伴う測定によっても
卵生産速度や消化酵素活性，タンパク質合成活性の低下等，あくまで低代謝状態を示す間接的
な情報が得られるのみであった．また，多くの生物で休眠メカニズムは未だ解明されておらず，
カイアシ類での判定は栄養物質の蓄積，生理活性および刺激応答の低下などに基づく間接的な
推定にとどまっており，生理状態を直接的に判定可能な手法の開発が必要であった． 
このような状況の中で，外見では判断できない生理状態を，分子生物学的な手法により明ら

かにすることが試みられている．近年，シークエンサーの飛躍的機能向上とモデル生物を中心
としたデータベースの充実により，カイアシ類のような非モデル生物においても，遺伝子の発
現解析を試みる例が報告されている． 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，海洋で優占する動物プランクトンであるカイアシ類を用いた飢餓実験およ

び季節的採集を行い，対象区と実験区から m-RNA を抽出し，逆転写により cDNA を得て．超
並列シークエンサーにより塩基配列を決定し発現遺伝子の組成を得る．さらに，飢餓や休眠に
より有意に発現変動した遺伝子を選別する．次に選別された遺伝子群を対象として，再度飢餓
実験や季節的採集試料の再分析（r-PCR）を行い，対象遺伝子発現の時間変化を明らかにする
とともに，飢餓や休眠以外の要因，すなわち不適水温などの環境要因や日周性を精査し，飢餓
や休眠の指標となる遺伝子を絞り込む．最後に，選別された遺伝子群を用いたｒ-PCR 法でフ
ィールド採集試料を対象として飢餓や休眠と環境因子との関係を解析し，海洋漂泳生態系生物
にとっての餌環境を明らかにすることにある． 
 
３．研究の方法 
飢餓を対象とした実験では西部北太平洋温帯域の陸棚域で優占し高次捕食者の重要餌料であ

るカイアシ類 Calanus sinicus を対象生物とし，摂餌区と絶食区を設けた飼育実験を行い，次
世代シーケンサーを用いた網羅的な発現変動遺伝子解析（RNA-Seq）を行ない，飢餓に関する
マーカー遺伝子を探索することを目的とした．動物プランクトン試料および表層海水を静岡県
御前崎沖にて採集し，採集された試料から C. sinicus 雌成体を選別し実験を行なった．摂餌区
には表層海水を濾した残渣  （粒子サイズが＞20 µm）を餌料として与え，絶食区には餌料を
加えなかった．24時間の飼育後，飼育個体から total RNA を抽出し mRNA を精製後，断片化
および逆転写反応により cDNA を得た．次世代シーケンサーHiSeq 4000 により断片化された
配列（リード）を獲得し，de novo アセンブラ Trinity を使用してトランスクリプトーム配列の
構築を行なった．リードを構築された配列に対してマッピングし，各遺伝子の発現量を取得し
た．摂餌区と絶食区で発現量を比較し，発現変動遺伝子を特定した．遺伝子データベース上か
ら本解析で得られた発現変動遺伝子と相同性の認められる配列情報を検索し，機能の推定を行
なった．さらに飢餓とその度合いを判定可能なマーカー遺伝子としての評価を行なった．飢餓
とその度合いを判定するマーカー遺伝子としては，餌料が充足した個体でその発現量は安定し，
かつ絶食期間や餌料濃度の違いに対して一貫した増減傾向を示すことが望ましい．本研究では，
様々な絶食期間あるいは餌料濃度で飼育した C. sinicus 雌成体の発現変動遺伝子の発現量変化
を qRT-PCR 法により測定し，マーカー遺伝子としての評価を行なった．飼育には摂餌区と絶
食区を設け，摂餌区には培養した緑藻類 Tetraselmis sp.を餌料として細胞濃度が飽食濃度
（8,000 cells mL−1）となるように加え，絶食区では無給餌で飼育を行なった．摂餌区と絶食区
でそれぞれ 3，6，12，24，72 時間の飼育を行なった．また，異なる餌料濃度（0–8,000 cells mL−1）
でそれぞれ 48 時間の飼育を行なった．さらに，飼育期間中は 24 時間毎に産卵数を計数し，卵
生産速度を求めた． 
 休眠を対象とした実験には，親潮域において動物プランクトン試料を層別に採集し季節的な
休眠する成長段階個体（N. cristatus と N. plumchrus のコペポダイト 5期，N. flemingeri の
雌成体）を選別し，液体窒素で固定した．上記飢餓を対象とした実験と同じ方法で，種別にト
ランスクリプトーム配列の構築し，発現量の取得を行なった．表層（0–200 m）から採集された
個体を活動個体，深層（500–2,000 m）から採集された個体を休眠個体とし，活動個体と休眠
個体で発現量が異なる遺伝子を特定した．発現変動遺伝子を 3種間で比較し，共通する発現変
動遺伝子の中から休眠を特徴づける遺伝子の探索を行なった． 
 
４．研究成果 
4.1．飢餓に対する応答 

De novo アセンブリの結果，タンパク質をコードすると予想されるトランスクリプト 84,095
配列が構築された．アセンブリの信頼性の指標となる BUSCO 解析の結果，真核生物に共通す
る遺伝子 303 配列のうち，完全長の 281 配列（92.8%）と断片化された 14 配列（4.6%）が見
つかり，8 配列（2.6%）を欠いた．また，BLASTx による相同性検索の結果，本研究で構築さ
れた 84,095 配列のうち 53,387 配列（63.5%）で NCBI の nr データベース中の配列と相同性



が認められた．相同性が認められた配列のうち，カイアシ類 Eurytemora affinis 由来の 33,528
配列（62.8%）が最も多く，次いでシロアリ類 Cryptotermes secundus 由来の 518 配列（0.6%）
が多かった．発現変動遺伝子解析の結果，摂餌区と絶食区で 16 配列の発現量が有意に異なっ
た．発現変動遺伝子 16 配列のうち，11 配列は絶食区で発現量が高く，5 配列は低かった．絶
食区で高発現した 11 配列のうち 6 配列で相同な配列情報が得られ，低発現した 5 配列のうち 3
配列で相同な配列情報がデータベース上から得られた．相同な配列の機能から，発現変動遺伝
子の機能を推定した．発現変動遺伝子をその機能から大別すると，NADH-dehydrogenase（ND）
と cytochrome c oxidase（COX），short-chain dehydrogenase（SD）の 3 遺伝子はエネルギ
ー代謝に，xylosyltransferase は多糖の代謝に，ATP-dependent RNA helicase（DHX）と small 
ubiquitin-related modifier（SUMO）の 2 遺伝子は他のタンパク質の機能とその合成活性の調
節に，vitellogenin 1（VTG1）と vitellogenin 2（VTG2）は卵生産に，singed wings 2（SW2）
は体成長に関連すると考えられた．発現量変化と飢餓応答との直接的な関連が不明な遺伝子も
あるが，飢餓状態のカイアシ類はエネルギーおよび物質の消費が著しい卵生産と体成長に関連
する遺伝子の発現量を低下させ，一方で，最低限の生理維持に必要なエネルギー産生のために
エネルギー代謝関連遺伝子の発現量を増加させることが示唆された．本研究における 24 時間
の絶食は飢餓の条件としては十分であるが，スナップショットであるがために，飢餓における
経時的なシーケンスに関連した遺伝
子を特定することはできない．本研究
で得られた発現変動遺伝子は飢餓に
関連する遺伝子のほんの一部にすぎ
ず，今後様々な飢餓条件における遺伝
子発現解析を行うことで，飢餓におけ
る一連の生理的な応答の解明が可能
であると考えられる．さらに，
qRT-PCR による測定の結果，実験期
間中の ND と VTG2 は摂餌区におい
て安定した発現量を示した．一方，絶
食区では時間経過に伴って ND 発現
量は増加し，VTG2 発現量は低下した．
摂餌区と絶食区で飼育期間毎に発現
量を比較すると，ND と VTG2 はいず
れも 6 時間以降のすべての期間で有
意差が認められた．さらに，餌料濃度
の減少とともに ND 発現量は増加し，
VTG2 発現量は低下する傾向があっ
た．以上のことから，ND および VTG2
発現量変化は，時間的および量的な飢
えの度合いを反映する可能性が示唆
された．残りの 7 遺伝子（COX，SD，
XYLT，VTG1，SW2，DHX，SUMO）
は摂餌区における安定性を欠くか絶
食期間および餌料濃度の変化に対し
て一貫した増減傾向を示さず，飢餓の
マーカー遺伝子としての信頼性にお
いて ND と VTG2 に劣ることが示さ
れた．卵生産速度は，絶食 48 時間以降に有意に低下し，餌料濃度の減少とともに低下する傾
向を示した．本研究で得られたマーカー遺伝子によって，長年議論のあった動物プランクトン
の飢餓について，その有無や時空間的な分布が明らかにされると考えられる． 
 
4.2．休眠に関連する遺伝子発現 
亜寒帯太平洋に生息し，季節的鉛直移動を行い，深層で休眠することが知られている
Neocalanus 属カイアシ類 3 種（N. flemingeri, N. plumchrus, N. cristatus)を季節的採集試料
から，春季の表層で成長している個体と，秋季に深層（500-1000m）で休眠している個体の遺
伝子発現差解析を行なった．各種で３000-4500 配列が発現変動遺伝子として同定され，3 種に
おいて共通する発現変動遺伝子は 824 配列であった．炭水化物代謝および脂質代謝に関連する
遺伝子群の全般は休眠個体において発現量が低下しており，休眠時における低代謝状態を反映
していると考えられた．またストレス関連遺伝子は，活動個体で高発現する遺伝子と休眠個体
で高発現する遺伝子があり，活動個体と休眠個体で異なったストレス応答を示していることが
示唆された．さらに，酸素運搬タンパク質であるヘムエリスリンの発現量は休眠個体において
高かった．しかし，通常，酸素運搬タンパク質の配列中にはドメインはひとつであり，本研究
で構築されたヘムエリスリン配列には 3 つのヘムエリスリンドメインが含まれた．このドメイ
ン配列は，昆虫における休眠時貯蔵タンパク質 diapause associated protein と類似しており，
カイアシ類においてこれまで報告されていない休眠時貯蔵タンパク質の存在が示された． 
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