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研究成果の概要（和文）：本研究は種苗生産の高効率化のために魚類変態過程の基礎的知見を集

積することを目的とし、モデル生物であるメダカを用いて分子発生遺伝学的な研究を行った。

生体内の甲状腺ホルモンレベルを生きたままモニターするための GFP トランスジェニック系

統の作出を行った。またメダカをモデルとして魚類の変態過程を解析するにあたり、甲状腺分

化や甲状腺ホルモンシグナルに関与する約２０の遺伝子についてメダカ胚における発現プロフ

ァイルを解析した。 

 
研究成果の概要（英文）：This study aimed to accumulate the basic scientific knowledge on 

the metamorphosis in fish to help establishing more efficient production of the flounder 

aquaculture which has a huge economical impact in Japan. I conducted molecular and 

developmental genetic studies using medaka as a model. GFP transgenic lines were 

generated in order to monitor in vivo thyroid hormone level in a live fish. In another 

approach to establish medaka as a model system for studying metamorphosis, 

approximately 20 candidate marker genes that are implicated in thyroid grand 

development and/or thyroid hormone signaling were cloned and their embryonic expression 

patterns were examined. 
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１．研究開始当初の背景 

ヒラメ・カレイ類（異体類）では、変態
期に左右非対称な色素細胞の分化と眼の移
動が起こり、左右対称な仔魚から左右非対称

な成体へと移行する。我が国では異体類は重
要な商業対象魚であるが、人工飼育下で色素
異常や眼位の異常が起こることが問題とな
っている。変態に関連した異常は異体類に限
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らず、骨奇形などを含めて養殖魚全般にあて
はまる大きな問題の一つである。種苗生産現
場の努力により、異常個体の出現率は改善し
ているものの、依然として根本的な解決には
至っていない。 

これまでに魚類の変態に関する研究が異
体類を中心に活発に行われ、甲状腺ホルモン
の制御によって変態が誘導されること、コル
チゾルやレチノイン酸、プロラクチンなどが
変態に影響を与えることが明らかにされて
きた。変態の内分泌学的な理解は深まってい
るが、変態期の組織変化の発生学的な知見は
限られている。 

研究代表者はこれまでメダカやゼブラフ
ィッシュを研究対象として、遺伝子の過剰発
現やトランスジェニックなどの発生工学手
法を用いて魚類の発生過程における遺伝子
機能の解析を行ってきた。メダカでは変態に
関する研究はほとんど行われていないが、世
代時間が短いため遺伝学的な解析が可能で
あり、ゲノム情報や突然変異体が整備されて
いるなどの利点がある。異体類を中心とした
これまでの魚類変態機構の研究に、小型魚類
の実験モデルとしての扱いやすさと発生工
学手法を取り入れることにより、異体類では
容易ではなかった遺伝学的および実験発生
学的側面から変態を研究することを着想し
た。 

 

 

２．研究の目的 

本研究は実験モデル生物であるメダカを
用いて、魚類における変態の分子基盤につい
て基礎的知見を集積することを目的とし、将
来的にヒラメやホシガレイなどの水産重要
魚種の種苗生産現場に還元することを見据
えて実験を行った。 

 

 

３．研究の方法 

（１）メダカ変態関連マーカーの解析 

 メダカをモデルとして魚類の変態過程を
解析するにあたり、メダカの変態に関する基
礎的な知見の集積を行った。甲状腺分化を制
御する因子、および甲状腺ホルモンの産生や
シグナル伝達に関与する遺伝子を中心に約
２０の分子マーカーについてメダカホモロ
グをクローニングし、メダカ胚および稚魚に
おける発現の解析を行った。対象とした遺伝
子は dio1, dio2, dio3a, dio3b, hhex, 
nkx2.1a, nkx2.1b, pax2a, pax2b, 
thyroglobulin（tg）, thyroid hormone 
receptor alpha a (thraa), thrab, thrb, 
thyroid stimulating hormone (tsh)である。
これらについて Digoxigenin (DIG)で標識し
たプローブを作製し、whole mount in situ 
hybridization法により発現パターンを解析

した。また抗チロキシン抗体を用いて whole 
mount immunohistochemistryを行い、チロキ
シンの発現を解析した。 
 
（２）生体内の甲状腺ホルモンレベルを生き
たままモニターするための GFP トランスジ
ェニック系統の作出 
 生体内の甲状腺ホルモンレベルを生きた
ままモニターする系を確立するために、甲状
腺ホルモンの代謝に関わる Deiodinase (Dio)
遺伝子に着目し、この遺伝子のプロモーター
で緑色蛍光タンパク質 GFPを発現させるトラ
ンスジェニック系統の作出を行った。メダカ
では、真骨魚類の共通の祖先で起こったゲノ
ム倍加により四肢動物の Dio3に対するオー
ソログが２つ存在する（dio3aと dio3b）。本
研究では、両者について、ゲノムが公開され
ているメダカ、ゼブラフィッシュ、トゲウオ、
トラフグ、ミドリフグからゲノム情報を抽出
し、進化的フットプリント解析を行って重要
な制御領域の候補を探索し、これらをクロー
ニングして GFPおよび mCherryをレポーター
としたトランスジェニック用コンストラク
トを作製した。これらはマイクロインジェク
ションにより、１細胞期のメダカ卵に導入し
た。 
 

 
４．研究成果 
 魚類の変態機構を理解するための研究モ
デルとして、メダカに着目して研究を行った。 
（１）甲状腺の正常発生 
 甲状腺ホルモンを産生する甲状腺の分化
に関与する遺伝子の発現を指標としてメダ
カ胚における甲状腺の発生を観察した。甲状
腺ホルモンの前駆体である tg 遺伝子の発現
は st27 から甲状腺特異的に観察され、甲状
腺の発生に伴って特異的な発現パターンを
示した。発現は少なくとも孵化期（st39）ま
で観察された。 

 
メダカ胚における tg の発現。頭部腹側
像。咽頭部に甲状腺原基が観察された。 

 
抗チロキシン抗体による免疫染色では、st39
から甲状腺濾胞内においてシグナルが検出



 

 

された。Pax2は甲状腺の分化を制御すること
が知られているが、魚類には pax2a と pax2b
が存在し、メダカでは pax2a の発現が st23
から st30 にかけて観察された。一方 pax2b
は甲状腺では発現しておらず、メダカでは
Pax2の甲状腺分化に関する機能はpax2aに分
配されていることが示唆された。 
 
（２）dio3a_gfp および dio3b_gfp トランス
ジェニック系統の作出 
生体内の甲状腺ホルモンレベルを生きたま
まモニターできるトランスジェニック系統
として、dio3a および dio3b 遺伝子の制御領
域でコントロールされる GFPトランスジェニ
ック系統を作出した。比較ゲノム解析のデー
タを参考にして、遺伝子のプロモーター領域
のクローニングを行った。メダカよりもゲノ
ムサイズが小さいトラフグのゲノムを使用
し、１０番染色体の dio3aについて、260 bp
の短いプロモーターと約 3 kb の長いプロモ
ーターを、１６番染色体の dio3b について、
470 bp と約 2.3 kb のプロモーターをクロー
ニングした。I-SceIメガヌクレアーゼベクタ
ーにサブクローニングし、１細胞期のメダカ
卵に遺伝子導入した。F０世代の成長を待っ
て、次世代への伝達を確認し、トランスジェ
ニック系統として樹立したい。 
 
メダカをモデル生物としてより使いやすく
するための基礎的知見が集積された。今後、
TILLING 法によるノックアウトにより、甲状
腺ホルモンを産生できないメダカ突然変異
体を利用して、変態における甲状腺ホルモン
の機能をより詳細に解析する予定である。 
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