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研究成果の概要（和文）：環境のストレスを緩衝し、生物の発生を一定に保つしくみ（発生緩衝）は、半世紀以
上前から想定されてきたが、その分子メカニズムの全貌は明らかになっていない。本研究では、まず、カタユウ
レイボヤの姉妹種を用いて温度ストレス影響を及ぼす発生経路の同定を行った。この結果、2000以上の遺伝子モ
デルが熱ストレスによる影響を受けることが示唆された。さらに、魚類の発生における小胞体シャペロンdnajc3
遺伝子の探索及び機能解析を行った結果、dnajc3遺伝子は魚類で倍加しているが、このうちdnajc3aのみが発生
緩衝に関与し、脊索動物で共通して、温度環境への適応に関係していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Organismal development is robust, being buffered impact of environmental 
stress. Molecular basis of such buffering mechanism has not entirely uncovered. I investigated which
 developmental processes are affected by temperature stress using the tunicate Ciona intestinalis 
species complex, and whether role of dnajc3, an endoplasmic reticulum associated chaperone, in 
developmental buffering is conserved amongst chordates. As a result, I discovered that over 2000 
gene models are affected by heat shock. Moreover, dnajc3 is duplicated in teleost fish lineages, but
 only dnajc3a is involved in developmental buffering. My study also indicated that dnajc3a controls 
thermal adaptation in chordates. 

研究分野： 環境発生進化学
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１．研究開始当初の背景 
 生物の発生は固定されたプロセスであり、
環境の影響（ストレス）やゲノムの変異から
緩衝されている。この緩衝作用（発生緩衝）
は、生物の種の維持と進化という両面の重要
な鍵であるが、その分子メカニズムはまた明
らかにされていない。 
申請者はこれまで、脊椎動物に最も近い無

脊椎動物の一種であるホヤのうち、ごく最近
異なった温度環境に適応・分岐したカタユウ
レイボヤの２種をストレス応答について比
較することで、小胞体シャペロン分子が発生
中の温度ストレスを緩衝していることを明
らかにした。 
 
 
２．研究の目的 
（１）温度ストレスが影響する発生プロセス
を明らかにする。 
（２）魚類で小胞体シャペロンの機能解析を
行い、小胞体シャペロンの発生緩衝における
役割が脊索動物全般に保存されているかど
うか検証する。 
 
 
３．研究の方法 
（１）カタユウレイボヤにおける発生関連遺
伝子の温度ストレス応答 
 英国プリマスで、カタユウレイボヤ タイ
プ A 及びタイプ B を採集し、ハイブリッドを
形成し、17℃ 8h 飼育した。27℃で１時間の
ヒートショックを行った後、胚を回収し、
RNALater (Ambion)に固定した。固定サンプル
から RNA を抽出し、cDNA を合成して qPCR
を行った。また、抽出した RNA を用いて次
世代シークエンサー illumina HiSeq による
RNASeq 解析を行った。得られたデータは、
Trinity による de novo assembly および発現量
解析を行い、得られた発現量について
BioConductor による統計解析を行った。 
 
 
（２）ニジマスゲノムにおける小胞体シャペ
ロンの同定 
 ゲ ノ ム 情 報 は 、
http://www.genoscope.cns.fr/trout/を利用した。
ゼブラフィッシュ及びヒトの dnajc3 の配列
を用い、BLASTN 検索によりにじますゲノム
から該当する配列を取り出した。 
 
（３）ニジマスでのモルフォリノ・ノックダ
ウン実験を用いた小胞体シャペロンの機能
解析 
 ニジマスは、英国・Dorset にある Houghton 
Spring Fish farmから購入し、未受精卵、筋肉、
脳、肝臓、心臓の４つの組織から、RNA およ
びゲノムのサンプルを固定した。サンプルか
ら RNA およびゲノムを抽出し、RNA から
cDNA を作成した。ゲノム情報から検索され
取り出された配列（dnj1-dnj4）をもとに、

プライマーを作成し、cDNA を鋳型とする
PCR 反応により、該当する dnajc3 ホモログの
検索を行った。得られた配列について、
MEGA6 により系統解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
（１）カタユウレイボヤにおける発生関連遺
伝子の温度ストレス応答 
 まず、カタユウレイボヤの神経胚期から初
期尾芽胚に至る過程でヒートショックした
サンプルで、神経形成及び神経冠形成に関係
する２０個の遺伝子について、qPCR を行っ
た。この結果、神経冠形成に関係する twist-c, 
ZicL, id の３遺伝子で、温度に対する反応が観
察された。そこで whole mount in situ 
hybridization 法でこれらの遺伝子の発現パタ
ーンを解析したところ、ZicL でのみ、発現の
空間的パターンにバリエーションが観察さ
れた。これらの結果をまとめ、投稿したとこ
ろ、発生遺伝子の一部に環境による影響が観
察されたとしても、ネットワーク内で緩衝影
響が緩衝されるのではないか、という指摘が
あった。この点を解決するためには、ゲノム
ワイドで発現解析を行い、環境ストレスによ
る影響をネットワークレベルで解析する必
要がある。さらに、タイプ A 及びタイプ B の
カタユウレイボヤを比較してきたが、これら
の姉妹種で様々な生物学的要素に微妙な差
が生じているのではないかという指摘もあ
った。 
これらの問題を解決するため、発生緩衝度

合いが異なるが遺伝型を等しくするハイブ
リッド間で遺伝子発現をゲノムワイドで比
較することにした。これまでの研究から、タ
イプAの卵を用いたハイブリッドはタイプA
の野生型と同程度の発生緩衝を示し、タイプ
B の卵を用いたハイブリッドはタイプ B の野
生型と同程度の発生緩衝となることがわか
っている。その結果、およそ 2000 遺伝子モ
デルで、これらの２集団での遺伝子発現レベ
ルにおける差が観察された。現在これらの遺
伝子モデルから発生関連遺伝子を抽出し、
qPCR 法を用いた確認作業を行っているとこ
ろである。 
 
（２）ニジマスゲノムにおける dnajc3 遺伝子
の同定 
ニジマスのゲノムはフランスのチームに

よって解読されているが、小胞体シャペロン
dnajc3 のホモログに関しては遺伝子の登録が
これまでされていなかった。このためまず、
ゲノム情報から BLASTN 検索によって
dnajc3 遺伝子を同定する作業を行った。 
 この結果、これまで他の魚類（ゼブラフィ
ッシュやメダカ）では dnajc3 のホモログとし
て dnajc3a および dnajc3bの 2遺伝子のみが知
られていたが、ニジマスでは 4 つの異なるホ
モログ（dnj1-dnj4）が予測された。 
 しかし、予測されたホモログの配列をもと



にプライマーを作成し、ニジマス cDNA から
PCR 法により増幅し、クローニングを行った
ところ、想定外の 2 つの相同配列しか得られ
なかった。系統解析を行ったところ、そのう
ちひとつは dnajc3a に、もう片方は dnajc3b
に相同な遺伝子であることが明らかになっ
た。これらの結果は、発表されているゲノム
アセンブリが不完全であることを示唆する。 
 
（３）魚類における小胞体シャペロンの発現 
 魚類におけるdnajc3aおよびdnajc3bの機能
解析を調べるため、ゼブラフィッシュでモル
フォリノ(MO)を用いたノックダウン解析を
行った。この結果、dnajc3a は 28 度と 32 度
の両方で発生に大きく影響を与えた（P <  
0.0015）ものの、dnajc3b ではほとんど影響が
見られなかった(P = 0.16)。また、dnajc3a お
よび dnajc3b の発現量を、ゼブラフィッシュ
から卵、受精卵、及び胚を採集し、qPCR 法
により解析した。その結果、dnajc3a ではゼ
ブラフィッシュのひとつの卵もしくは胚に
つき 0.0005～0.001ng の発現量が見られたの
に対し、dnajc3b では 0.0001ng 以下と、非常
に低いレベルでの発現しか確認されなかっ
た。これらのことから、本研究では、dnajc3a
ホモログのみに着目することにした。 
 

図１ ゼブラフィッシュにおける dnajc3a MO
を用いたノックダウン実験. A コントロール
MO による表現型. B コントロール MO をイ
ンジェクションした個体. GFP を付加してい
ない MO のため、蛍光顕微鏡でも光らない. C 
dnajc3a MO (GFP)をインジェクションした胚. 

MO ノックダウンされた個体（GFP の蛍光が
光っている）で形態にバリエーションが現れ
ていることがわかる. Scale bar: 100um. 
 
 
（４）異なった環境に適応した魚類での小胞
体シャペロンの発現比較及び機能解析 
（１）で推定されたニジマスの dnajc3a 配

列を利用し、MO を作成して MO ノックダウ
ンによる機能解析を行った。MO による影響
を適切に検証するための温度条件を設定す
るため、まず、ニジマスの受精卵を 18℃及び
20℃で飼育した。その結果、20℃では、イン
ジェクションを行わない正常胚でも死滅す
ることがわかった。そこで、コントロールの
胚で正常発生が起こるぎりぎりの温度とし
て 18℃を選び、MO をインジェクションした
胚を 12℃及び 18℃で飼育した。その結果、
12℃で飼育した胚では正常な発生が見られ
た(n=1)ものの、18℃で飼育した胚は尾が折れ
曲がる異常が観察された（n=1）。今後インジ
ェクションする数を増やし、得られた結果を
統計的に検証する必要がある。 

 
図２ 英国におけるニジマスのインジェクシ
ョン実験の様子. 中央の２つの水槽(12℃と
18℃)に各実験区画の胚を飼育し、経過観察を
続けた。 

 
 
さらに、ゼブラフィッシュのほかに、メダ

カおよび英国で採集したニジマスの卵から
mRNA を抽出し、dnajc3a の発現量を比較し
たところ、ニジマスではメダカやゼブラフィ
ッシュに比べ、発現が 10 分の 1 以下と、大
変低いことがわかった（P < 0.0001）。ゼブラ
フィッシュやメダカは、温暖な環境に適応し、
30℃前後で正常発生するのに対し、ニジマス
は 18℃以上になると正常発生しない。これら
のことから、dnajc3a の発現量が、温度環境
に対する適応をコントロールしていること
が示唆される。 
 
 以上の研究成果から、魚類で倍加した小胞
体シャペロン dnajc3 のうち、dnajc3a は発生
を緩衝する作用があること、また魚類でも、
dnajc3a の発現量が温度環境への適応と関連
していることが示唆された。今後、カタユウ



レイボヤと魚類の両方で、発生におけるどの
ようなネットワークが熱ストレスによる影
響を受けるかについて明らかにし、dnajc3a
によってどのような発生経路が熱ストレス
から緩衝されているかについて明らかにし
ていきたい。 
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