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研究成果の概要（和文）：ヒラメ・カレイ類は変態期に眼の移動と左右非対称な色素胞分化により劇的に体制を
変化させる。本研究では、次世代シーケンサーを用いた遺伝子発現プロファイル解析により、変態初期の眼上棒
状軟骨周辺の微細組織サンプルと、変態後期着底後仔魚の皮膚および筋肉サンプルの2サンプルについて、有眼
側と無眼側で発現強度が異なる遺伝子を網羅的に単離した。RT-PCRおよびin situ hybridizationにより、右側
特異的な眼上棒状軟骨の退縮に関与する可能性がある遺伝子と、有眼側特異的な色素胞分化に関与する可能性が
ある遺伝子を解析した。

研究成果の概要（英文）：Flounder transform their body plan during metamorphosis; right eye migrates 
to the other side and pigment cells differentiate only in the ocular side. Gene expression profile 
were compared between ocular and blind side in tissues around supra orbital bar at early metamorphic
 stage and skin and muscle tissue at later metamorphic stage in order to isolate genes expressed 
asymmetrically between ocular and blind side. Candidate genes were further analyzed by in situ 
hybridization and suggested that genes might be involved in right side specific degeneration of 
supra orbital bar and genes that genes might be involved in ocular side specific pigment cell 
differentiation.

研究分野： マリンゲノミクス
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１．研究開始当初の背景 
	 ヒラメやカレイなど異体類は、まず左右対
称な仔魚として発生したのち、変態期に左右
非対称な体制に移行する。変態期には、ヒラ
メでは右眼が左側に移動し、有眼側のみで色
素胞が分化する。異体類の変態は甲状腺ホル
モンを中心とした内分泌シグナルによって
制御されているが、変態期のダイナミックな
形態形成運動が制御されるメカニズムはよ
く分かっていない。ヒラメやマツカワなど、
異体類には水産上重要な魚種が含まれ、増養
殖の対象となっているが人工飼育下では変
態異常や体色異常が発生して問題となって
いる。変態の分子基盤を明らかにすることは、
基礎生物学的に興味深いだけでなく、水産増
養殖の高効率化につながる可能性が期待さ
れる。 
 
２．研究の目的 
	 このような背景のもと、異常発生のメカニ
ズムを解明し、異常発生の低減策の開発に結
びつけるために、変態の分子メカニズムを理
解することが重要であると考えられた。変態
のトリガーとして知られる甲状腺ホルモン
は、体内を循環する内分泌シグナルであり、
それ自体に左右差はない。結果として左右非
対称な形態形成運動が起こるシステムを解
明するために、左右で発現が異なる遺伝子の
単離を試みた。これまでに、ハイブリダイゼ
ーションに基づいて発現の異なる遺伝子を
単離するサプレッシブサブトラクション法
を用いて発現が異なる遺伝子の単離を試み
たが偽陽性が多く、有効なアプローチではな
かった。 
	 技術革新により、遺伝子発現プロファイル
を網羅的に比較することが可能になったた
め、ヒラメを用いて、有眼側と無眼側で発現
強度の異なる遺伝子の単離を試みた。バイオ
インフォマティクスに基づく、いわゆるドラ
イなデータであるが、RT-PCR や in situ 
hybridization などウェットな実験によって
検証し、有眼側と無眼側で発現が異なる遺伝
子を網羅的に単離した。 
 
３．研究の方法 
	 次世代シーケンサーによる遺伝子発現プ
ロファイルの解析には、以下の２サンプルを
使用した。１）変態初期の頭部微細組織、眼
上棒状軟骨周辺の右側と左側、２）変態後期、
着底後で体色の左右差が見られるステージ
の皮膚および筋肉組織の有眼側と無眼側。次
世代シーケンス解析によって得られたドラ
イデータは、 RT-PCR および in situ 
hybridization などのウェットな実験により
検証した。de novo assembleにより得られた
コンティグ配列をもとにプライマーを設計
した。RNA-seq解析に使用した RNAから作
成した cDNA を鋳型として RT-PCR により
候補遺伝子をクローニングし、DIG 標識
RNAを作成して in situ hybridizationのプ

ローブとした。RNA-seq解析に使用したステ
ージのヒラメサンプルをブアン固定し、パラ
フィン包埋して 8 µmの切片を作成した。in 
situ hybridization でシグナルが検出できな
かった遺伝子については、より高感度な
RT-PCRにより発現の左右差を検討した。 
	
４．研究成果	
（１）先述のサンプル１について、左右差が
見られたのは全て、右側で発現が強い遺伝子
だった。この組織では、いったん左右対称に
形成された眼上棒状軟骨が右側のみで退縮
する。今回の結果は、右側特異的な退縮を実
現する分子との関連が想像された。	

	 左右差が見られたトップ４の遺伝子につ
いてクローニングし、in	situ	hybridization
により検証したが、右側特異的な発現が検出
できたのは１遺伝子のみであった。	

	 RT-PCR により検討したところ、調べた４遺
伝子すべてについて、右側で強い発現が確認
された。	

	 これらについては、さらに詳細に機能解析
をするため、実験モデル魚類を用いた解析に
着手した。オーソログを単離し、whole-mount	
in	situ	hybridization により発生過程にお
ける発現パターンの解析を行った。	
	



（２）サンプル２について：ここでは有眼側
特異的な色素胞の分化を規定する分子メカ
ニズムを明らかにするため、有眼側で強い発
現が見られた遺伝子に着目して解析した。こ
れまでに色素胞分化に関与することが知ら
れ て い る 遺 伝 子 、 tyrosinase	 (tyr) 、
tyrosinase-related	protein	1a	(tyrp1a)、
solute	 carrier	 family	 24,	 member	 5	
(slc24a5)、GTP	cyclohydrolase	2	(gch2)や、
purine	 nucleoside	 phosphorylase	 4a	
(pnp4a)が含まれた。これらの遺伝子は in	
situ	hybridizationにより有眼側特異的に発
現することが確認された。	
	 これまでに機能解析が行われていない幾
つかの遺伝子に着目し、詳細に解析をするこ
ととした。RT-PCR によりクローニングし、in	
situ	hybridizationにより発現を解析したと
ころ、有眼側特異的に色素胞またはその前駆
体と思われる細胞で発現が観察された。続い
て、機能解析を行うため、実験モデル生物を
用いた解析を行っている。ゼブラフィッシュ
およびメダカのオーソログを単離して色素
胞における発現を調べたところ、ある遺伝子
について、ゼブラフィッシュでは発現が見ら
れなかったこと、メダカでは色素胞前駆体に
おいて発現が見られたことから、その後の解
析はメダカを用いて行うこととした。既知の
色素胞分化マーカーとの発現パターンの比
較により、これらの遺伝子は白色素胞および
黄色素胞の系譜で機能することが示唆され
た。今後はゲノム編集により突然変異体を作
成し、色素胞分化における機能を解明したい
と考えている。	
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