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研究成果の概要（和文）：DNAのメチル化は遺伝子の発現を制御する重要な機構である一方、餌環境やストレスにより
そのパターンが変化する。変化したパターンは遺伝することから塩基配列の変化を伴わない新たな育種手法としての可
能性が考えられる。体長の大小に関連する遺伝子として成長ホルモン遺伝子、インシュリン様成長因子をクローニング
し、発現制御領域のメチル化パターンの系統間、個体間の比較を行ったが体長の大小との関連は観察されなかった。ま
た、非致死高水温処理が高温耐性を増大させることが明らかとなり、その効果が16日間持続することも明らかとなった
。また、グッピーにおいて行動の差異を定量化する手法の開発を行った。

研究成果の概要（英文）：DNA methylation is one of the most important mechanisms for the control of gene ex
pression. This pattern is changed by environment, such as stress and food, and changed pattern is transfer
red to next generation. Therefore, the control of methylation pattern is expected as new breeding method w
hich is not accompanied by change of DNA sequence. In this project, the correlation between methylation pa
tterns and several traits, such as growth, thermal tolerance and behavior, were examined in the guppy. In 
the case of Growth hormone gene, the methylation pattern of 5' upstream region were compared, however, cle
ar correlation was not observed between methylation pattern and body size. In the case of thermal toleranc
e and behavior, correlations were not observed. On the other hand, non-lethal heat treatment leads thermal
 tolerance at lethal temperature was decided. It is promising as the new method to produce thermal toleran
t individual.  The method to measure the behavior was constructed.
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１．研究開始当初の背景 
DNA メチル化等のエピジェネティックな遺伝

子の発現制御機構はさまざまな生物で調べ

られ、遺伝子発現の制御機構において重要な

役割を担っていることが明らかにされつつ

ある。塩基配列が同じ個体でもエピジェネテ

ィックな機構の違いにより遺伝子発現が異

なり、異なった表現型として観察されること

が報告されている。この転写・翻訳を制御す

るDNAメチル化をはじめとするエピジェネテ

ィックな調節機構は選抜による近交度の上

昇に伴う繁殖力や環境適応能力の低下に関

与している可能性が指摘されている。これま

で選抜に対する選抜反応は遺伝率や育種価

など塩基配列の違いに基づく遺伝的多型を

統計遺伝学的に解析し、予想してきた。エピ

ジェネティックな影響はこのような理論に

対して新たな形質の評価法と改良法を提案

する必要性を示している。本課題は魚類の育

種改良とエピジェネティックスとの関係を

明らかにし、育種改良にかかわる分子メカニ

ズムの新たな可能性を明らかにしようとす

るものである。 

 
２．研究の目的 
  DNA メチル化等のエピジェネティック

な遺伝子の発現制御機構は多くの生物で調

べられ、遺伝子発現の制御機構において重要

な役割を担っていることが明らかにされつ

つある。家畜では選抜等の集団への人為操作

がゲノム中のメチル化パターン等のエピジ

ェネティックな制御に影響を及ぼし、さらに

その結果が環境適応能力などの形質に影響

を及ぼしている可能性が指摘されている。魚

類は卵生(卵胎生)であるが、卵黄は雌親由来

であり、雌親への餌料やストレスが影響する

可能性が考えられる。魚類におけるゲノム中

のメチル化パターンに関する研究は少なく、

人為選択に伴う変化を調べた例は無い。 

 現在、水産資源において持続的、安定的な

利用の観点から、養殖による生産の重要性が

高まりつつある。本課題はゲノム中のメチル

化パターンと形質との関係を明らかにし、さ

らにメチル化パターンの変化を誘導するこ

とによる新たな育種手法の開発を検討する

ことを目的とした。 
  
３．研究の方法 
 実験魚であるグッピーを用いて以下の解

析を行った。 

(1) 特定の遺伝子(Hsp-70、GH)においてプ

ロモーター領域や遺伝子領域におけるメチ

ル化パターンを明らかにし、体長との関連

を明らかにする。 

(2)高温耐性における Hsp70 遺伝子の発現

量と高温耐性との関係、及びメチル化パタ

ーンとの関連を調べる。 

(3)行動の系統差、個体差を明らかにする手

法を開発し、メチル化との関連を調べる。 
 
４．研究成果 
 
(1)成長関連遺伝子の解析 

 成長ホルモン(GH)遺伝子とインシュリン

様成長因子 I(Igf-I)のクローニングを行い、系

統間比較を行った。 

 GHの系統間比較では両遺伝子ともに F系

統と S 系統間で配列変異が観察された。

IGH-I遺伝子もF系統とS系統においてクロ

ーニングされ、系統間比較を行ったが、個体

差は観察されたものの系統差に由来する差

異は観察されなかった。GHと IGF-Iがクロ

ーニングされたことから、今後遺伝子領域で

のメチル化パターンの比較が可能となった。 

 さらに成長関連ホルモン関連遺伝子とし

て成長ホルモン(GH)とインシュリン様成長

因子Ⅰ(IGF-I)を選定し、イントロン領域を含

む全転写領域について塩基配列を決定し成

長の異なるグッピーに系統間で配列および

メチル化パターンの比較を行った。比較に用

いたのは本研究室でクローズドコロニーと

して継代飼育されている大型のF系統と小型

の S系統である。GHは 612bp、204個のア



ミノ酸からなる翻訳領域が得られた。これら

は 6個のエクソンと 5個のイントロンから構

成されていた。グッピーにおける GH遺伝子

と IGF-I 遺伝子の構造は図の通りである。

IGF-I遺伝子の第 2イントロンは長いことか

ら全塩基配列の決定はできなかった。翻訳領

域内に系統間での差異は検出されなかった

が、上流領域とイントロン内に変異が観察さ

れた。 

 

  図 グッピーGH遺伝子の構造 

 

 
  図 グッピーIGF-I遺伝子の構造 

 

上流領域の変異と体長との間には弱い関連

が見られ、系統間の体長差に対する寄与率は

約 30%であった。 

 

 
図 グッピーGHホルモン遺伝子上流領域の

配列と変異 

 

また、上流領域においてメチル化パターンの

比較を行ったが系統差に起因する差異は検

出できなかった。IGF-Iでは 558bp、186ア

ミノ酸からなる翻訳領域が得られた。これら

は 5個のエクソンと 4個のイントロンから構

成されていた。上流領域とイントロンに変異 

 

表 グッピー成長ホルモン遺伝子における

塩基配列の個体変異 

 
が観察されたが、系統差に起因する変異は観

察されなかった。また、上流領域のメチル化

パターンの系統間比較を行ったが、差異は観

察されなかった。 

 

表 グッピー成長ホルモン遺伝子における

塩基配列の変異ごとの体長比較 

 

(2)高温耐性関連遺伝子の解析 

 非致死高温処理による高温耐性の変化と

では、まず、S系統とWs系統においてHsp70

遺伝子の発現量の比較を行った。S 系統は高

温に比較的強く、Ws系統は弱い系統である。

コントロール、水温 37℃到達時、37℃2時間

処理を比較すると高温に強い S 系統の方が

Hsp70 遺伝子の発現量増加が緩やかである

ことがわかった。2 時間後の発現量に系統差

は観察されず、発現量の多寡が大勢に影響し

ているわけではなかった。 

 非致死高温処理による前処理が高温耐性

へ及ぼす影響について調べた。実験には Ws

系統を用いた。非致死高水温である 35℃でグ



ッピーを 2 時間処理すると致死水温である

37℃での生存時間が未処理の平均 2時間が 6

時間から 10時間と 3倍から 5倍に増加した。 

 

 
この高温耐性の増加は処理後 16 日間維持さ

れて、16日経過した後でもコントロールと比

べ 2 倍近い生存時間を示していた。HSP70

タンパクの発現量を同時期に測定し、比較し

たところ、HSP70 タンパク量は非致死高温

処理後 6時間後にはコントロールと同程度に

低下していた。このことは HSP70 タンパク

が 16 日後まで体内に蓄積されることにより

高温耐性が維持されているわけではないこ

とを示している。遺伝子レベルでの発現量変

化も同様に処理後に低下することがわかっ

ている。 

 
 この手法で高温耐性が獲得できるのであ

れば、あらかじめ非致死水温での高水温処理

を行うことにより夏季の高水温による斃死

を予防できる可能性がある。メチル化パター

ンとの関連は不明であるが、今後メカニズム

の解明が必要である。 

(3)行動解析手法の確立  

 魚類養殖では、親魚に野生個体が持つ「性

格」が強く反映されていると考えられ、再生

産や継代飼育を行う際には障害となる可能

性がある。このような個体の性格の遺伝的要

因の解明は効率的生産を行う上で重要であ

る。魚類のモデル生物であるグッピーを用い

て、系統間における行動の差異を、因子分析

を用い定量的に解析する方法を確立した。 

 以下の 9項目の測定を行った。1)水槽の上

半分にいた時間、2)水槽の前半分にいた時間、

3)水槽を上下移動した回数、4)水槽を前後移

動した回数、5)水槽中での静止時間、6)異物

を投入した時異物へ接近するまでの時間、7)

異物をつつく回数、8)水槽から取り出したと

きにはねる回数、9)水槽へ戻したときに自立

遊泳を開始するまでの時間、である。 

 

図 グッピーの行動観察装置 

 

 因子分析により二つの因子が抽出された。

第一因子は活発性の因子と解釈した。また、

第二因子は好奇心の因子と解釈した。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 第一因子の主要成分 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 第二因子の主要成分 



 

内での上下回数や水槽の前半分にいた時間

が高い因子負荷量を示したことから、好奇心

の因子と解釈した。 

 これら二つの因子についてF系統とS系統

において各個体の因子負荷量を求め二次元

にプロットしたところ、系統間で明確な差異

が観察された。F系統は好奇心が強く活発な

傾向を示し、S 系統は警戒心が強く不活発で

ある傾向を示した。 

 

 

図 グッピーの性格に関連した因子得点の

分布 

 

 行動の差異を定量化する手法が確立でき

たことにより、今後行動の際とメチル化パタ

ーンの差異との関連を明らかにして行くこ

とが可能となった。 
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