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研究成果の概要（和文）：サンゴの石灰化関連遺伝子に対するアンチセンスモルフォリノオリゴ（MO）を
Acropora tenuis受精卵に顕微注入し、MO注入胚をポリプへと変態させてカルシウム骨格イメージングによって
観察したが、石灰化に異常は見られなかった。一方、水温やpHを調整して、受精卵からの初期発生や幼生からの
変態・石灰化に対する影響を検討したところ、サンゴ胚は低温（21℃以下）には弱い一方、高温（31℃）や低pH
には耐久性があり、正常に発生して骨格を形成した。さらに幼生からポリプへの変態後の時間経過に応じたトラ
ンスクリプトーム解析を行った結果、既知の遺伝子と同様に発現変動する石灰化関連遺伝子を同定した。

研究成果の概要（英文）：To investigate functions of coral calcification-related genes, antisense 
morpholino oligos for gene knockdown ware microinjected to Acropora tenuis fertilized eggs. However,
 no phenotypes regarding the calcification process were observed in morphants. In addition, to 
examine temperature and pH sensitivity of coral embryos, A. tenuis and A. sp.1 embryos were 
developed and metamorphosed in different conditions. The results showed that A. tenuis embryos 
cannot survive after 3 hours incubation at 16°C or 21°C, and that A. tenuis and A. sp.1 embryos 
and larvae are tolerant to high temperature (~31°C) and low pH (pH7.15). Furthermore, transcriptome
 analyses using early polyps of A. tenuis and A. sp.1 were performed. New candidate genes that 
regulate coral calcification would be identified by clustering analysis.

研究分野： 進化発生学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の環境変動実験の結果、地球温暖化や海洋酸性化といった現代人類が直面している地球環境問題に対し
て、少なくともA. tenuisは正常に胚発生・着底して石灰化を始められるだけの頑健性を備えていることが示唆
された。また、5-6月に産卵する通常のミドリイシと異なり、8-9月に産卵するAcropora sp.1のトランスクリプ
トーム解析を行ったことで、種を超えて保存された生命現象の解明や、産卵時期の変更に関わった遺伝子の同定
など、今後のサンゴ研究に向けたデータ基盤が構築された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

サンゴ礁は全海洋面積の１％未満であるにも関
わらず、全海洋生物種の約２５％が生息してい
ると考えられ、地球上の生物多様性を維持する
非常に重要な生態系である（Knowlton et al., 

2010, Life in the World's Oceans: pp65–78）。
このサンゴ礁を形成するのが刺胞動物に属する
造礁サンゴであり、群体内の炭酸カルシウム骨
格によって巨大な構造物を創出する。炭酸カル
シウム骨格の形成（＝石灰化）は、一つの小さ
なポリプから始まる。図１に示したように、一
匹の自由遊泳幼生（プラヌラ幼生）が着底して
ポリプへと変態したのち、底部から徐々に骨格
が成長していく（Reyes-Bermudez et al., 

2009, BMC Evol. Biol. 9:178）。しかし、この
過程がどのような分子メカニズムで進行してい
るのかは、未だに不明な点が多い。また、サン
ゴの石灰化過程が海洋環境変動に対してどの程
度頑強で、どういった分子がそのストレス応答
に関わっているのかというのも解決すべき大き
な課題である。 

先行研究（Takeuchi et al., 2016, PLoS One 
11: e0156424）によって、造礁サンゴの最優
先種であるミドリイシ（Acropora 属）の骨格
に含まれるタンパク質が網羅的に同定された。
その中でも、分泌性システインリッチタンパク質（Galaxin）は、ミドリイシ初期発生の骨格
形成領域に発現することが示されている（Reyes-Bermudez et al., 2009, 既出）。また、分泌
性酸性タンパク質（SAP および SAARP）については、同様の酸性タンパク質（CARP）が別
の造礁サンゴ（ハナヤサイサンゴ）の初期胚の骨格形成領域に発現することが報告されている
（Mass et al., 2016, Proc Royal Soc B 283:1829）。したがって、Galaxin, SAP, SAARP は、
ミドリイシ初期ポリプの骨格形成部位において細胞外に分泌され、カルシウムを結晶化させる
役割を担うと考えられるが、実験的な証明はまだなされていない。 

また近年、メダカ耳石欠失変異体（ha）の研究から、ポリケチド合成酵素（PKS）がメダ
カの耳石形成および、ウニ幼生の骨格形成に必須の役割を持つことが示された（Hojo et al., 

2015, Zool. Lett. 1: 3）。これは、PKS の石灰化に関わる機能が進化的によく保存されている
ことを示唆している。さらに、刺胞動物の中でカルシウム骨格を持たないイソギンチャクとヒ
ドラが PKS 遺伝子を欠失している一方、ミドリイシは PKS 遺伝子を保持していることも同
時に報告された。サンゴ以外の刺胞動物ではクラゲ類が PKS 遺伝子を保持しており、ロパリ
ウムと呼ばれる感覚器官で PKS を強く発現している。この感覚器官には平衡石と呼ばれる硫
酸カルシウム結晶が作られるため、PKS と石灰化の関連性が想定される（Khalturin et al., 

未発表データ）。PKS はミドリイシ骨格プロテオーム（Takeuchi et al., 既出）には含まれて
いなかったが、メダカではごく少量の発現で石灰化の開始に大きく寄与することが示されてい
るため、ミドリイシでも同様に石灰化の制御に関わっている可能性が高く、その機能解析は動
物進化を考えるうえでも大変意義深い。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、上に挙げた石灰化関連遺伝子が、実際に造礁サンゴの初期石灰化過程に必須
な役割を持っているのかを検討し、石灰化の分子メカニズムの一端を明らかにすることである。
加えて、海洋酸性化や海水温上昇といった環境変動に対する応答に、それぞれの石灰化関連遺
伝子がどう関係しているのかを明らかにし、研究のさらなる発展を目指す。また、産卵時期の
異なる複数種のミドリイシを実験に用いることで、種を越えて保存された石灰化機構を解明す
る。 

 

３．研究の方法 

(1) 顕微注入実験による遺伝子機能解析 

本研究では、ウスエダミドリイシ（A. tenuis）の受精卵を用いて、申請者が独自開発した顕
微注入法（Yasuoka et al., 2016, Curr. Biol. 26: 2885-2892）による遺伝子機能阻害実験を試
みた。石灰化関連遺伝子候補（Galaxin1, Galaxin2, Galaxin-like1, Galaxin-like2, PKS）の
アンチセンスモルフォリノオリゴを顕微注入し、これらの遺伝子のノックダウンがサンゴ初期

図１：ミドリイシ初期ポリプの石灰化過程
（Reyes-Bermudez et al., 2009より） 



ポリプの石灰化過程にどのような影響を与えるのかを検討した。A. tenuis の受精卵の入手及
び顕微注入実験は、沖縄科学技術大学院大学マリンゲノミックスユニットの佐藤矩行教授、座
安由奈博士、竹内猛博士、西辻光希博士、および東京大学大気海洋研究所の新里宙也准教授の
協力のもと行った。 

 
(2) Acropora sp.1胚を用いた実験 
ミドリイシの産卵は一種につき年一回、5~6 月に産卵するものが多い（A. tenuis、A. 
digitifera など）。そこで、琉球大学熱帯生物圏研究センター瀬底研究施設の守田昌哉准教授、
北之坊誠也博士および沖縄科学技術大学院大学マリンゲノミックスユニットの座安由奈博士の
協力のもと、8~9 月に産卵する A. sp.1（A. digitifera に非常に近縁な未記載種）の受精卵を
入手し、実験機会を増やすことを検討した。 

 
(3) 初期石灰化過程のライブイメージング観察 

受精後５日以上経過したプラヌラ幼生を含む海水をガラスボトムディッシュに移し、40 μM 

HYM-248 ペプチドを含む等量の海水と混ぜ、変態を誘導した。変態誘導後 3 時間程度で着底
を確認したのち、Calcein を含む海水を加えてカルシウム骨格を染色し（Calcein 終濃度＝20 

μM）、骨格が形成される過程を蛍光顕微鏡（KEYENCE BZ-X810）でライブイメージング観
察した（参考：Ohno et al., 2017, Biochem. Biophys. Rep. 9:289-294）。 

 
(4) 環境変動実験 

サンゴ幼生を飼育する海水の pH や温度を変更して実験を行い、環境変動に対してサンゴの初
期発生や石灰化がどのような影響を受けるのかを検討した。 

 
(5)トランスクリプトーム解析 

プラヌラ幼生からポリプへの変態後の遺伝子発現変動を調べるため、A. tenuis 及び A. sp.1
のプラヌラ幼生およびポリプ（変態後 1 時間、6 時間、1 日、3 日、7 日）を回収し、RNA-

seq 解析を行った。また、ゲノム情報がない A. sp.1 のデータベース作成のため、初期胚のサ
ンプル（eggs, 16 hpf, 32 hpf, 56 hpf, 80 hpf）も回収し、RNA-seq 解析を行った。 

ライブラリは MGIEasy RNA Directional Library Prep Kit V1.0 で作成し、MGI 社の
DNBSEQ-G400 でシークエンスした（A. tenuis のポリプと A. sp.1 の初期胚は SR50, A. sp.1
のポリプは PE100）。各サンプルのシークエンスリードは cutadapt（Martin, 2011, 

EMBnet.journal 17: 10-12）でアダプター配列を除去したのち、A. tenuis ゲノム（v1.0）お
よび A. digitifera ゲノム（v2.0）（Shinzato et al., 2021, Mol. Biol. Evol. 38:16-30）に STAR

（Dobin et al., 2013, Bioinformatics, 29: 15-21）でマッピングし、RSEM（Li and Dewey, 

2011, BMC Bioinformatics 12: 323）で発現量（Transcripts per million: TPM）を計算した。
各遺伝子の発現量を log2(TPM+1) に変換し、iDEP（Ge et al., 2018, BMC Bioinformatics 

19: 534）を用いて PCA 解析やクラスタリング解析（k-means 法）を行った。 

 
４．研究成果 
(1) 顕微注入実験による遺伝子機能解析 

2018 年度は研究代表者が 5月に所属研究機関を変更したため、A. tenuis の受精卵を用いた実
験は断念した。８月には A. sp.1 の受精卵を用いて顕微注入実験を行ったが、MO 注入胚、無
注入胚いずれも正常に発生せず死んでしまった。顕微注入実験を行った部屋とは別の実験室で
受精させていた胚は正常に発生していたので、実験環境が発生に影響した可能性が高い。おそ
らく、顕微注入実験を行った部屋の室温が約 18 度、通常の実験室の室温が約 25 度だったの
で、卵割期の温度が A. sp.1 胚の発生に重要であると考えられる。これまで 5-6 月に産卵する
ミドリイシサンゴの受精卵を用いて顕微注入実験を行っていた際は、このような問題は起きな
かったので、産卵時期によってミドリイシサンゴ胚発生の温度感受性が異なる可能性が考えら
れる。 

2019 年度は 6 月に沖縄を訪問し、A. tenuis の受精卵に PKS, Galaxin1, Galaxin2, 

Galaxin-like1, Galaxin-like2 に対するアンチセンスモルフォリノオリゴを顕微注入し、初期
石灰化過程におけるこれらの遺伝子のノックダウンを試みた（図２）。モルフォリノオリゴ注
入後約 2 週間のプラヌラ幼生を変態させ、変態誘導後 1 日目および 2 日目でカルシウム骨格
を蛍光観察したが、コントロール胚と
機能阻害胚の間で顕著な差は見られな
かった。変態後 15 日目にポリプの軟組
織を洗い流し、骨格標本として観察し
たが、そこでも大きな差は見られなか
った。この結果からは上記遺伝子の石
灰化における役割を見出すことはでき
なかったが、顕微注入から時間が経過
してモルフォリノオリゴの効果が消失
している可能性も考えられるので、今

図２：Acropora tenuis 受精卵への顕微注入実験 

（左：明視野、右：注入した MO の緑色蛍光） 



後はゲノム編集による遺伝子機能解析が必要となる。 

2020 年度以降は新型コロナウイルス感染拡大のため、沖縄を訪問してのサンゴ胚を用いた
実験は行わなかった。 

 

(2) 環境変動実験 

サンゴ初期胚発生過程の温度感受性を調べるため、A. tenuis 胚を受精後 16℃、21℃、26℃、
31℃でインキュベートした。親個体の組み合わせを 3 種類用意して実験を行った結果、受精
後 3 時間 16℃もしくは 21℃でインキュベートしただけで、胚発生に異常をきたすことが明ら
かとなった。一方、26℃および 31℃でインキュベートした場合は特に問題なく発生した。こ
れらの結果から、顕微注入実験も低温で行うべきではないことが判明した。さらに初期石灰化
過程の温度感受性を調べたところ、23℃、26℃、29℃、32℃のどの温度でもポリプは問題な
く石灰化を開始した。 

海水の pH が低いとカルシウムイオンの結晶化が阻害される可能性があるため、海水の pH

を 7.15 と 7.8 に調整して比較したところ、どちらの条件でも問題なく石灰化が進行していた。 

これらの結果は、地球温暖化や海洋酸性化といった現代人類が直面している地球環境問題に
対して、少なくとも A. tenuis は正常に胚発生・着底して石灰化を始められるだけの頑健性を
備えているということを示唆している。 

 

(3) ポリプ骨格観察方法の改良 

ガラスベースの 24-well plate の各 well に、プラヌラ幼生 1 匹を 25 

uL の海水とともに入れ、そこに 25 μL の 40 μM HYM248 入り海

水を加えて変態を誘導することで、効率よくガラス面にポリプを着

底させることに成功した。着底 3 時間後にカルセイン入り海水を加

えて 1mL とし、石灰化の過程を蛍光顕微鏡で観察したところ、効

率よく写真撮影ができた（図３）。全ての well で同一条件のもと、

着底・石灰化させることができる上、well の番号で個体識別も容易

にできるので、従来の 35 mm ガラスベースディッシュを使う方法

よりも定量的な比較解析に適した手法が開発できた。 

 

(4) PKS遺伝子のクローニング 

A. tenuis の PKS 遺伝子（約 10kb）を初期ポリプ cDNA からクローニングした。ゲノムから

予測された遺伝子モデルの通り、脊椎動物 PKS 遺伝子と相同性のあるドメインが見つかった。 

 

(5) トランスクリプトーム解析 

A. tenuis および A. sp.1 の RNA-seq データをそれぞれ A. tenuis および A. digitifera のゲノ

ムにマッピングした結果、どちらも高いユニークマップ率だった（A. tenuis: 82.63-87.47%, 

A. sp.1: 78.30-88.16%）。また、それぞれ逆のゲノムにマッピングした場合にユニークマップ

率が著しく低下したので（A. tenuis: 49.93-53.69%, A. sp.1: 43.30-59.55%）、これらの結果は

A. sp.1 が A. digitifera の亜種のような存在であることを示唆している。 

トランスクリプトームデータを PCA 解析およびクラスタリング解析した結果、変態後 1 時

間ではまだプラヌラ幼生と類似した遺伝子発現プロファイルをもつものの、６時間後にはポリ

プ独自の遺伝子発現プロファイルをもつようになることが明らかとなった（図４）。石灰化関

連遺伝子の発現変動を調べると、Galaxin1,2,3, Galaxin-like1, SAARP2 の発現が変態１日後

か ら 強 ま る 一 方 、 Galaxin-

like2,3, SAARP1, SAP1 は 3 日

後以降に顕著な上昇が見られ、

SAARP3 は６時間後から強い発

現が検出された。これらの傾向

は A. tenuis と A. sp.1 の間で共

通しており、分泌性システイン

リッチタンパク質や分泌性酸性

タンパク質が Acropora 属に共通

してポリプの初期石灰化に働い

ていることを示唆している。一

方、PKS は A. sp.1 および既報

の A. digitifera トランスクリプ

トームではポリプにおいて発現

上昇するものの、A. tenuis では

大きな上昇はなかった。 図４： A. tenuisトランスクリプトームの PCA 解析 

図３：変態 2 日後の
サンゴポリプ骨格 



発現プロファイルに基づく遺伝子クラスタリング解析の結果（図５）、変態１日後から顕著

な発現上昇がみられる遺伝子群（Cluster1）に、他のサンゴで骨格タンパク質として知られる

α 炭酸脱水酵素が A. tenuis と A. sp.1 に共通して含まれていた。今後のさらなる解析から、

新たな石灰化関連遺伝子の同定が期待される。 

 
図５：サンゴ初期ポリプのトランスクリプトーム解析 

(A) A. tenuis プラヌラ幼生およびポリプ（変態後 1 時間、6 時間、1 日、3 日、7 日）の

RNA-seq データ（n=2）をクラスタリングした結果（k=20）を相対遺伝子発現量に基づ

くヒートマップで示した。本研究で解析対象としている石灰化関連遺伝子を右に付記した。 

(B) A. sp.1 プラヌラ幼生およびポリプ（変態後 1 時間、6 時間、1 日、3 日、7 日）の RNA-

seq データ（n=1）をクラスタリングした結果（k=20）を(A)と同様に示した。 
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