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研究成果の概要（和文）：ミナミメダカには、アミノ酸配列がよく似るが至適塩濃度が異なる2種類の孵化酵素
HCEが存在する。胚は淡水と海水で孵化できることから、多様な孵化環境に適応していると考えられる。両者で
アミノ酸変異が見られる部位に一方を基に他方のアミノ酸残基に置き換えた変異HCEタンパク質を作製した。そ
の結果、複数のアミノ酸残基の変異によって至適塩濃度の違いが生じていることが示唆された。さらに、メダカ
属の5魚種のHCE遺伝子のクラスター構造を決定し、各魚種のHCEの至適塩濃度を調べた。その結果、3か所のアミ
ノ酸残基が至適塩濃度の違いに大きく寄与している可能性が高いことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Embryos are surrounded by egg envelope to protect from physical stress, and 
then, secrete hatching enzymes HCE and LCE to dissolve the envelope at hatching. In medaka, two 
isoforms of HCE having high sequence similarity show different optimum salinities for egg envelope 
digestion. In this study, we tried to figure out the amino acid residues responsible for the 
different optimal salinity between the two isoforms. We constructed various kinds of mutant 
recombinant HCEs, and determined their optimal salinity. As the results, we found that the change of
 optimal salinity was caused by several amino acid residues. We further determined nucleotide 
sequence of the HCE cluster of 5 fishes from genus Oryzias. Then, the optimal salinity of HCE of 
each species was examined from their recombinant HCEs. Based on these data, three amino acid 
residues were suggested to be most important for different optimal salinity of HCE. 

研究分野： 進化生物学

キーワード： hatching enzyme　egg envelope
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の特色は、第一に、タンパク質レベルの実験を通して適応進化を論じる点である。本研究は、多重コピー
遺伝子の活性の多様性と適応進化との関係について考察するもので、これによって進化生物学の分野に重要な知
見を提供できると確信する。第二に、DNAレベルとタンパク質レベルの実証可能な実験系を導入して、マクロな
多様化のメカニズムの解明にアプローチしている点である。タンパク質の機能を実際に観察しながら、具体的に
どの部位のどのアミノ酸変異が環境への適応や生物の多様化に関わっているのかを詳細に解析しようとする点
も、本研究の重要な特色である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
進化研究において最近では、遺伝情報である DNA 上に残された過去の痕跡を分析することに
より、進化過程を解析しようとするアプローチがとられることも多い。しかし DNA 配列の変
化やそれによってもたらされたタンパク質配列の変化が、必ずしもすべてが機能の変化（ひい
ては生物の多様性）をもたらすとは限らないので、生物の進化を明らかにするためにはタンパ
ク質の機能の変化を確実に押さえる必要がある。進化過程で生物が新しい機能を獲得する要因
の 1 つとして、多重遺伝子族の形成が提唱されている。本研究の目的は、多重コピー遺伝子間
の機能の違いが様々な環境への変化に対応する能力をもたらし、それが結果的に生物の適応進
化をもたらしているという仮説について、実験に基づく検証を試みることである。 
 
２．研究の目的 
本研究では、実験系として卵膜—孵化酵素系を取り上げる。正真骨魚類には 2 種類の孵化酵素
（HCE と LCE）があり、両者の共同作用により卵膜を可溶化して孵化することが知られてい
る（Kawaguchi et al., 2010a）。HCE は多重コピー遺伝子として、LCE は単一コピー遺伝子と
してゲノム上に存在する（Kawaguchi et al., 2010b）。私はマミチョグの孵化酵素の精製を行
い、多重コピー遺伝子である HCE 間には 1 カ所のアミノ酸置換しかないにもかかわらず、機
能に違いがあることを見出した（Kawaguchi et al., 2013）。すなわち、36 番目のアミノ酸残基
がグリシンのものは淡水で高い活性を示し、アルギニンのものは塩水で高い活性を示した。マ
ミチョグの HCE と類似した部位に同様の変異がミナミメダカの HCE にもみられることが知
られている（Yasumasu et al., 1992）。私は、ミナミメダカ Oryzias latipes の HCE の至適塩
濃度を調べ、一方は淡水で高い活性を示し（淡水型）、他方は淡水では活性が低いが塩水で高い
活性を示すことを見出した（塩水型）。主に淡水域に生息しているミナミメダカが、淡水型だけ
でなく塩水型の HCE を持っていることが観察されたのである。実際、ミナミメダカは淡水だ
けでなく汽水や塩田にも分布することが知られている。これらの結果から、多重コピー遺伝子
の存在がメダカ類の生息域の拡大の一因と考えられる。そこで本研究では、至適塩濃度の違い
をもたらす原因アミノ酸変異を同定することを目指す。さらに、メダカ属各魚種の HCE の配
列を決定し、それぞれの至適塩濃度を明らかにする。これらの結果を通して、メダカ属魚類が
孵化環境にどのように適応しているのかを考察する。 
 
３．研究の方法 
ミナミメダカの淡水型と塩水型 HCE の配列をそれぞれ部分的に入れ替えた様々な変異組換え
HCE を作製し、淡水型と塩水型それぞれの活性をもたらすアミノ酸残基の同定する。メダカ属
魚類（ルソンメダカ、セレベスメダカ、インドメダカ、ハブスメダカ、ジャワメダカ）の BAC
ライブラリーから HCE 遺伝子のスクリーニングを行い、HCE 遺伝子のクラスター構造を明らか
にする。各魚種の HCE の組換えタンパク質を作製し、0～0.75 M NaCl 存在下での卵膜分解活性
を調べ、至適塩濃度を明らかにする。アミノ酸配列と活性とを比較し、至適塩濃度の違いをも
たらすアミノ酸残基の考察を行う。 
 
４．研究成果 
ミナミメダカがもつ 2種類の HCE アイソザイムの至適塩濃度の違いをもたらすアミノ酸残基

を同定するために、両者でアミノ酸変異が見られる部位に一方を基に他方のアミノ酸残基に置
き換えた変異 HCE タンパク質を作製した。両者の間には 9ケ所のアミノ酸変異が見られ、アミ
ノ酸の性質が大きく変わる部位（例えば一方が極性のないグリシンなのに対し、他方が塩基性
のアルギニン）を置き換えた種々の変異組換え HCE を作製した。その結果、淡水型の HCE から
塩水型の HCE への変異は 2ヶ所のアミノ酸残基の変異によってもたらされることが分かった。
ところが、同じ領域を塩水型 HCE から淡水型 HCE のアミノ酸残基に変異させても至適塩濃度に
違いがもたらされなかった。 
塩水型 HCE を基に部分的に淡水型 HCE のアミノ酸変異を導入する方法では原因アミノ酸変異

を同定することが困難と判断し、淡水型 HCE を基に徐々に塩水型 HCE のアミノ酸変異を導入し
ていき、淡水型の活性が維持されるか否かを調べることにした。まず、淡水型 HCE の立体構造
モデルを作製し、立体構造上変異サイトが近接してる２ヶ所のみを塩水型 HCE のアミノ酸残基
に変異させた。合計 5種類（このうち 1つは 1ヶ所の変異のみ）の変異 HCE を作製すると、こ
のうちの 4 つが塩水型 HCE の活性を示すようになった。つまり、９ヵ所中２ヵ所は淡水型 HCE
の活性に寄与しないが、残る７ヶ所の変異のうち、2 つずつの変異を導入しているため、４～
７ヵ所の変異が淡水型 HCE の活性に重要である可能性がある。そこで、淡水型 HCE の活性に寄
与しない２ヵ所の変異に加えて 1ヵ所ずつ塩水型 HCE の変異を導入した合計 7種類の変異組換
え HCE を作製した。しかしながら、すべてが淡水型 HCE の活性を示した。このことは、すべて
の変異が単独では至適塩濃度の違いをもたらさず、複数のアミノ酸残基が合わさって至適塩濃
度の違いをもたらしていることを示している。 
上述の実験方法では、至適塩濃度の違いをもたらす原因アミノ酸残基の同定は困難であった。

そこで、メダカ属間で HCE の配列を同定し、各魚種の HCE の至適塩濃度を調べ、両者を比較す
ることで、淡水型 HCE に共通するアミノ酸残基あるいは塩水型 HCE に共通するアミノ酸残基が
同定できれば、それが至適塩濃度の違いに重要な領域であると推察することが可能である。そ



のために、種々のメダカ属魚種の HCE 遺伝子を探査することにした。メダカ属各魚種は、いず
れも HCE 遺伝子が多重コピー遺伝子として存在する。そこで、ルソンメダカ、セレベスメダカ、
インドメダカ、ハブスメダカ、ジャワメダカの BAC ライブラリーから HCE 遺伝子のスクリーニ
ングを行い、それぞれ 3、8、3、1、7クローンを同定した。これらの BAC クローンの全長配列
の決定を行い、スクリーニングを行った 5種すべての HCE クラスターの配列を得ることができ
た。 
メダカ属は大きく 3つの系統に分けられている。それらはラティペスグループ、セレベスグ

ループ、ジャワグループである。このうちジャワグループには、今回クラスター構造を明らか
にしたインドメダカ、ハブスメダカ、ジャワメダカの 3種が含まれる。この 3魚種のクラスタ
ー構造は転写方向を含めてよく保存されていた。また、ラティペスグループにはルソンメダカ
と全ゲノム配列が決定されているミナミメダカが属しており、両魚種間でクラスター構造は類
似していたが、ジャワグループの構造とは異なっていた。セレベスグループからはセレベスメ
ダカ 1種のみしか解析できていないが、他の 2グループの構造とは異なっていた。これらの結
果から、グループ内ではクラスター構造が保存されているもののグループ間では保存されてい
ないことが示唆された。これらの組換えタンパク質を作製し、至適塩濃度を調べ、各魚種の HCE
のアミノ酸配列を比較し、淡水型の活性を示すアミノ酸残基と塩水型の活性を示すアミノ酸残
基の特徴を調べてみると、3 か所のアミノ酸残基が淡水型の活性を示すものの間もしくは塩水
型の活性を示すものの間で保存されていた。これらの結果から、この 3か所のアミノ酸残基が
至適塩濃度の違いに大きく寄与している可能性が高いと考えている。 
 興味深いことに、ラティペスグループのみで HCE 様遺伝子である AHCE 遺伝子が HCE 遺伝子ク
ラスター内に見つかった。ミナミメダカのゲノムには 1個の AHCE 遺伝子と 1個の AHCE 偽遺伝
子があった。ミナミメダカの AHCE の組換えタンパク質を作製して卵膜分解活性を調べてみたと
ころ卵膜分解活性が低かった。一方、ルソンメダカでは 2個の AHCE 遺伝子が見つかるが、HCE
は 1 個のみがゲノム上にあり、3 つの HCE 遺伝子が偽遺伝子化していることが分かった。これ
らの結果から、ルソンメダカでは偽遺伝子化した HCE の代用として機能している可能性もある
と考えている。 
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