
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６２１

若手研究(B)

2014～2012

進化過程における新規な組織器官の形成メカニズム：魚類育児嚢の進化

Mechanism of formation of brood pouch during the evolution of seahorses

００６１２０９５研究者番号：

川口　眞理（Kawaguchi, Mari）

上智大学・理工学部・助教

研究期間：

２４７７０２３１

平成 年 月 日現在２７   ４ ２９

円     3,600,000

研究成果の概要（和文）：タツノオトシゴ類の育児嚢が進化過程でなぜ・どのようにして形成されたのかを明らかにす
ることを目的として、育児嚢で特異的に発現している遺伝子の解析及び育児嚢の形態観察を行った。その結果、卵を保
有前は発現していないが、卵を保有中の育児嚢で発現している遺伝子「子育て遺伝子」が約100個見出された。これら
の遺伝子のクローン化及び発現領域の解析を進めた。これらの遺伝子をマーカーとすることで、今後は育児嚢がタツノ
オトシゴの発生過程で、さらには、その進化過程でどのように形成されていくのかを調べることが可能となる。本研究
により、魚類の育児嚢の進化過程を明らかにするための基盤を作ることができた。

研究成果の概要（英文）：Molecular analysis of the genes specifically expressed in brood pouch and 
morphological analysis of the pouch were performed in the present study to understand how and why the 
brood pouch was formed during the evolution of seahorses. Expression levels of the genes in brood pouch 
were compared between brooding males and non-brooding males. As the results, 100 genes were found as 
up-regulated genes in brooding males. Their full-length sequences were determined, and their 
localizations were analyzed by in situ hybridization or by immunohistochemistry. These genes can be used 
for marker for formation of the brood pouch, by analyzing localization of the genes during the 
development of the brood pouch. The present study provides back ground to study evolutionary pathway of 
the formation of brood pouch in seahorses.

研究分野：進化生物学
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１．研究開始当初の背景 
本研究で着目したのがタツノオトシゴ類
の「保育」器官である。タツノオトシゴは、
オスが腹部に育児嚢と呼ばれる袋状の器官
を持ち、メスが育児嚢内に卵を産み、オスが
精子を放出して受精させる。受精した卵はオ
スの育児嚢内で胎盤様構造（placenta-like 
structure）と呼ばれる組織に包み込まれてい
る（Stölting and Anthony, 2007）。オスは稚魚
になるまで保護し、その後「出産」すること
が知られている（Foster and Vincent, 2004）。
育児嚢はタツノオトシゴ類に特異的に見ら
れる器官である。その形態学的な研究はいく
つか行われているが、分子レベルでの研究は
あまり進んでいない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、オスが抱卵中の育児嚢で特異
的に発現している遺伝子のクローン化とそ
の機能解析を行うことで、タツノオトシゴ類
の保育の分子メカニズムを明らかにするこ
とを目的とし、以下の 3点に着目した。 

 
(1) 保育に関わる遺伝子の同定 
卵は育児嚢内で蜂の巣構造になった組織
（胎盤様構造）に包み込まれるようにして保
育されている（Carcupino et al., 2002）。蜂の巣
構造はどのようなタンパク質で構成されて
いるのだろうか？また、オスの育児嚢内にあ
る未受精卵は吸収され、受精卵の生存率を高
めている可能性も示唆されている（Ahnesjö, 
1996）。これらのことから、育児嚢の表面に
は卵表面、つまり卵膜を認識・結合するタン
パク質（接着タンパク質）が存在すると考え
られる。 

 
(2) 遺伝子の多様性進化 
育児嚢の形態をさらにヨウジウオの近縁
種に広げてみると、系統ごとに多種多様な構
造をしている（Wilson et al., 2001）。タツノオ
トシゴやヨウジウオでは育児嚢はよく発達
し、袋状の形態をしている。他方、その近縁
種では育児嚢は未発達で袋状の構造物はな
く、尾の近くの表皮上に卵をのせるだけでの
種もいる。相同遺伝子が進化過程でどのよう
に変化し、このような形態の多様性をもたら
しているのかを明らかにする。 
 
３．研究の方法 

(1) 育児嚢で特異的に発現する遺伝子の
網羅的解析 
育児嚢が未発達のオス、成熟し求愛行動は
しているが卵をまだ保育していないオス、お
よび、卵を保育しているオスの合計 3種類の
発達段階のタツノオトシゴの育児嚢から
RNAを抽出した。各段階のオスの育児嚢で発
現している遺伝子を次世代シーケンサー
（Illumina社 Genome Analyzer）を用いて網羅
的に解析を行った。卵保育期で発現している
全遺伝子から、育児嚢が未発達の時期もしく

は成熟してはいるが卵を保有前の育児嚢で
も共通に発現している遺伝子を除くことに
より、卵保育中の胎盤様構造特異的な遺伝子
を同定した。 
 

(2) 育児嚢特異的なタンパク質の機能解
析 
次世代シーケンサーで同定した配列は遺
伝子の部分配列である。そこで cDNAの全長
配列を得るために RACE PCRを行った。この
うちパトリスタシン遺伝子、コラーゲン様遺
伝子、C型レクチン遺伝子について全長のク
ローン化し、それぞれの抗体を作成し、その
局在を免疫組織染色法により調べた。 

 
(3) 相同遺伝子の進化 
① パトリスタシン遺伝子の進化 
パトリスタシンはアスタシンプロテアー
ゼファミリーに属している。アスタシンプロ
テアーゼファミリーには、パトリスタシンの
他に、魚類では孵化酵素、ネフロシン、
C6AST2 などが知られている。そこでこれら
の遺伝子をタツノオトシゴからクローン化
した。また、ゲノムデータベースを利用して
パトリスタシン相同遺伝子を他の魚類から
探査し、これらの配列を用いて系統解析を行
い、パトリスタシン遺伝子の進化過程を考察
した。 

 
② コラーゲン様遺伝子の進化 
タツノオトシゴからゲノムDNAを抽出し、
その配列を次世代シーケンサーを用いて決
定し、タツノオトシゴのゲノムデータベース
を作成した。このデータベースを用いて、既
知の 28 個のコラーゲン遺伝子の相同遺伝子
の探査を行った。これらの配列を用いて系統
解析を行うことにより、タツノオトシゴの育
児嚢特異的なコラーゲン遺伝子の進化過程
を考察した。 

 
(4) 育児嚢の形態学的な観察 
オスは育児嚢内で卵を胎盤様構造に包み
込むようにして保護している。では、胎盤様
構造はオスがメスから卵を受け取る前から
発達しているのだろうか？そこで、本研究で
は、胎盤様構造の発達段階を追って育児嚢の
形態学的な観察を行った。種々の発達段階の
胎盤様構造を持つオスや卵を飼育中のオス
の育児嚢の形態を、組織切片を作成しながら
HE染色により継時的に観察した。 

 
４．研究成果 

(1) 育児嚢で特異的に発現する遺伝子の
網羅的解析とその発現解析 
卵を保有中の育児嚢で発現が強まる遺伝
子が 100個見つかった。これらの発現領域を
RT-PCR 法で調べ、他の臓器では発現せず、
育児嚢特異的に発現している遺伝子 18 個に
焦点を当て、全長のクローン化を進めた。そ
の結果、パトリスタシン遺伝子、コラーゲン



様遺伝子、キチナーゼ様遺伝子の全長のクロ
ーン化に成功した。パトリスタシンとコラー
ゲン様タンパク質の抗体を作成して局在を
調べた結果、どちらも卵を保育中の育児嚢の
上皮層に特異的に局在していることが示唆
された。コラーゲン様タンパク質については
解析を進めているが、まだ明確な結果を得ら
れていない。 

 
(2) アスタシンプロテアーゼファミリー
遺伝子の進化 
パトリスタシンは魚類に特有のシステイ
ンを 6つ持つアスタシンファミリープロテア
ーゼ（C6AST）に属している。タツノオトシ
ゴからパトリスタシンの他に3種類のC6AST
遺伝子、孵化酵素 HCE 遺伝子・ネフロシン
遺伝子・C6AST2 遺伝子をクローン化した。
in situハイブリダイゼーション法でそれぞれ
の発現局在を調べた結果、HCE遺伝子は胚で、
ネフロシンは腎臓で、C6AST2 遺伝子は腸間
膜で発現してることが分かった。これらの発
現局在は、メダカなど他の魚類で知られてい
る相同遺伝子の発現局在と一致していた。 
パトリスタシン遺伝子は育児嚢で発現し
ているが、プラティーやティラピアのゲノム
データベースを探査するとその相同遺伝子
が見つかった。プラティーには 6つのパトリ
スタシン相同遺伝子があり、その全長をクロ
ーン化して発現解析を行った。その結果、顎
や鰓など様々な臓器で発現していた。この結
果は、鰓などで機能していたパトリスタシン
遺伝子は、タツノオトシゴ類の進化過程で育
児嚢を獲得したのに伴い、発現領域が変化し
たことを示唆している。 
一方、孵化酵素は孵化時に卵膜を分解する
酵素である。タツノオトシゴが属する正真骨
魚類では HCEと LCEの 2種類の孵化酵素に
よって卵膜が分解される。しかしながら、タ
ツノオトシゴからは HCE 遺伝子のみしかク
ローン化できなかった。本研究で作製したタ
ツノオトシゴのゲノムデータベースを探査
したところ、LCE遺伝子の断片配列は見つか
ったが、全長は見つからず、LCE遺伝子が偽
遺伝子化していることが分かった。タツノオ
トシゴの卵膜を電子顕微鏡で観察してみる
と、厚さが薄かった。そのため、LCEが機能
しなくても卵膜を分解して孵化できるのか
もしれない。 

 
(3) コラーゲン様遺伝子の進化 
上述した育児嚢特異的なコラーゲン様遺
伝子の進化過程を考察するために、タツノオ
トシゴのゲノムデータベースを利用してコ
ラーゲン遺伝子を探査し、系統解析を行った。
その結果、育児嚢特異的なコラーゲン様遺伝
子はコラーゲン 15もしくは 18のコラーゲン
ドメインが重複して生じたことが示唆され、
育児嚢で特異的に機能するようになったと
考えられる。 

 

(4) 育児嚢の形態学的な観察 
育児嚢の連続切片を作製し、HE染色を行
った結果、育児嚢は嚢内腔側から順に、育児
嚢の上皮、胎盤様構造、筋肉層、真皮層から
なっていた。 
育児嚢の形成過程を育児嚢の発達段階ご
とに観察するために、育児嚢のマーカー遺伝
子の探査を行った。その候補遺伝子として、
卵保育中に発現が強まる遺伝子ではないが、
種々の発達段階を通じて発現が強く、かつ、
他の臓器では発現しない育児嚢特異的な遺
伝子としてC型レクチン遺伝子が見つかった。
そこで、その組換えタンパク質を作製して抗
原とすることで、抗体を作製して局在を調べ
た結果、育児嚢内の上皮に局在していた。そ
こで、C型レクチンを育児嚢のマーカーとし
て育児嚢の発達段階ごとに育児嚢の連続切
片を作成し、タツノオトシゴの成長過程でど
のように育児嚢が形成されていくのかを調
べた結果、上皮層が陥入して育児嚢が形成さ
れていく過程を明らかにすることができた。 

 
本研究成果はタツノオトシゴの育児嚢の
形成や保育時に働く遺伝子の一部を明らか
にするものである。本研究で明らかにできた
これらの遺伝子をマーカーに用いることで、
近縁種間での比較を通してタツノオトシゴ
類の進化過程でどのように育児嚢が形成さ
れてきたのかを明らかにできる。本研究によ
り、育児嚢の進化を明らかにしていくための
基礎的な知見を提供できた。 
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