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研究成果の概要（和文）：　室内実験による受精掛け合わせ実験により、異なる個体間の受精率が、精子濃度によって
異なるかどうかについて調べた。その結果、精子濃度が高いほど受精率が低くなるのに対し、別の個体では同一の卵に
対して全く逆の傾向を示した。受精に最適な精子濃度が個体ごとに異なることがわかった。
　一方、オニヒトデにおいて精子が卵を認識する受精遺伝子Bindinの配列を決定した。オニヒトデのBindin遺伝子は、
個体ごとに異なるリピート配列を含み、配列自体にもアミノ酸の置換をともなう変異が個体間で起こっていた。
　オニヒトデには大量発生時に有利な遺伝子を持つ個体と低密度時に有利な遺伝子を持つ個体がいることが示唆された
。

研究成果の概要（英文）： Fertilization experiments were carried out in order to examine varietibity of 
fertilization success rate depending on different male and different sperm concentration in Okinawa and 
Miyazaki. While sperm of 4 males showed higher fertilization success rate at higher sperm concentration, 
other 2 males showed the opposit trend, implying that best sperm concentration for high fertilization 
success rate is different depending on individuals.
 On the other hand, we identified bindin gene sequence of Acanthaster planci which is the egg recognized 
protein on sperm. Bindin gene included repetitive regions whose longths are different depending on 
individuals. Besides, those regions have much more nonsynonymous substitutions than other genomic 
regions.
These data implied some male have genotypes that have advantage in fertilization under outbreak condition 
while the others have genotypes that have advantage under low population density.

研究分野： 海洋分子生態学
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１．研究開始当初の背景 

サンゴ礁生態系は生物多様性が非常に高く、

世界人口の 2 割の食糧を供給する重要な沿岸

生態系である。近年、サンゴを食べるオニヒ

トデが特に西太平洋において頻繁に大量発

生（1500 個体/km2 以上）し、サンゴ礁生態

系における最大の脅威となっている。オニヒ

トデの大量発生を効果的に駆除するには、早

期モニタリングが重要とされる。しかし、現

状では大量発生の原因が不明であるため予

察が不可能である。オニヒトデは通常は低密

度で生息するが、何十年かに一度、通常の 1

万倍以上の個体数になる１次大量発生を起

こす。その後、大量の幼生が海流にのって他

海域に伝播する 2 次大量発生が起こる。すで

に、オニヒトデの高度多型遺伝子マーカーに

より、インド洋・太平洋広域における 2 次大

量発生の範囲は同定されている［Yasuda et al. 

2009］。したがって本研究では、まだ不明点

が多い１次大量発生の機構を解明する。オニ

ヒトデはもともと産卵数が多いため、何らか

の形で受精率が高く、かつ幼生の生存率が高

いと大量発生がおこると考えられている 

[Birkeland & Lucas 1990]。近年、栄養塩濃度

の上昇により幼生生残率が 8 倍以上となるこ

とが示された。しかし時に 100 万倍以上に増

える大量発生現象までは説明できない。1 次

大量発生が起きるためには、栄養塩濃度の上

昇による幼生生残率上昇に加え、非大量発生

時のオニヒトデが大量の幼生を生産するこ

とが必須 [Babcok 1994]だが、野外における

オニヒトデの受精成功率に関する知見はほ

とんどない。 

近年、オニヒトデと類似した繁殖生態をもち

大量発生を繰り返すウニに関して、精子上に

ある卵を認識する受精関連遺伝子のひとつ

バインディンのアミノ酸配列が異なること

で、精子の受精効率が劇的に変化することが

分かり、受精効率の高い受精関連遺伝子の存

在がウニの大量発生メカニズムの一因であ

るが示された[Levitan et al. 2012]。すなわち、

集団密度の低い時に、受精効率の高い遺伝子

を持つ個体の割合が多いと、集団における受

精率が高まり、次世代において大量発生が起

こりやすいというものである。受精関連遺伝

子の集団遺伝構造に関する知見はオニヒト

デのみならず、ヒトデ類においてもこれまで

全くない。だが、同じ棘皮動物であるオニヒ

トデに関してもウニと同様に、受精関連遺伝

子のアミノ酸配列の違いで生じる受精効率

の違いが大量発生機構に関わっている可能

性が高い。 

 

２．研究の目的 

本研究では、サンゴ礁保全にむけたオニヒト

デ大量発生の予察ができるようになること

を最終目的とする。具体的には、集団におけ

る受精関連遺伝子型と大量発生の関連性を

解明するべく、そこで本研究では以下の 2 点

を明らかにすることを目的とした。 

１）受精関連遺伝子の網羅的同定：次世代シ

ークエンサーを用いて精巣及び卵巣、受精卵

の cDNA ライブラリーを網羅解析し、オニヒ

トデのバインディンを含む受精関連遺伝子

を網羅解析する。 

2）室内実験による受精遺伝子と受精効率・

１次大量発生の関係解明：異なる受精関連遺

伝子配列(アミノ酸配列)と受精効率との関係

を室内受精実験および野外の非大量発生集

団と大量発生集団の遺伝子型を比較するこ

とで明らかにする。 

３． 研究の方法 

1) オニヒトデの受精遺伝子バインディンの

同定 

産卵期のオニヒトデの卵巣及び受精卵から、

受精関連遺伝子の cDNAライブラリーを作成

した。 

沖縄のオニヒトデは水温 28 度以上になると

産卵ピークに達することを踏まえ、７月に沖

縄本島から近い瀬底島から雄のオニヒトデ



を採集した。生殖巣を切り出して 1－メチル

アデニンを加え減数分裂を開始させ、精子を

回収した。組織からトータルRNAを抽出し、

そこからさらに mRNA を抽出してテンプレ

ート RNA を調整した。 

抽出したトータル RNA は Roshe454 用に GS 

FLX＋ラピッドライブラリ調整を行い、

Roche454 で４０万リード分の配列を決定し、

de novo アセンブルを行った。ウニとヒトデで

既存配列のある Bindin に関しては、de novo

アセンブルした配列に対して in house BLAST

検索を行い、バインディン全長配列を同定し

た。その他の受精関連遺伝子に関しては、

GenBank でアミノ酸相同配列検索を行い、他

生物の受精関連遺伝子との類似性から遺伝

子を同定した。またそれぞれの受精関連遺伝

子配列上にプライマーを設計し、ゲノム DNA

から各遺伝子を簡易増幅できる遺伝子マー

カーを開発した。 

２）室内実験による受精率の検証 

成熟したオニヒトデを、沖縄県恩納村で 2015

年 7 月 6 日に（雄 6 個体、雌 4 個体）、宮崎

県大島では 2015 年 8 月 10 日に（雄 12 個体、

雌 2 個体）をそれぞれ大量発生している集団

から採集した。受精実験では、精巣・卵巣を

解剖によって取り出し、受精可能になるよう

1-メチルアデニンによって処理した。その後、

精子は濃度を約 1.0×108 個/ml から段階的に

10 倍ずつ 4 段階まで希釈し、卵を入れた容器

に添加した。精子濃度は血球計算版を用いて

カウントを行い、正確な濃度を算出した。1

個体の雌に対し、3 個体の雄を別々のウェル

内で受精させた。繰り返し実験として、卵濃

度を変えた実験をそれぞれ 2 回行った。各精

子濃度において、受精直後 2 時間以内に受精

膜が形成されていた卵の割合（＝受精率）お

よび 24 時間後に正常発生が進み、元気に泳

いでいる幼生の割合（＝正常発生率）を実体

顕微鏡で観察した。なお卵濃度は受精率に影

響しないとの報告があったため、本研究では

精子濃度のみを変えて受精率の変化を調べ

た。 

 

４．研究成果 

１） オニヒトデの受精遺伝子バインデ

ィンの同定 

トランスクリプトームにより得られたデー

タにより Bindin のメイン領域の構造を同定

することに成功した（図 1）。オニヒトデの

Bindin は 3 つのエクソンと 2 つのイントロン

から構成されており、第 2 エクソン内にはリ

ピート構造を有していた。このことは Pisaster

属のヒトデで報告のあった Bindin の構造に

類似していた。Bindin 領域の全長は構造的な

要因により多少の個体差はあるが約 5,500bp

であり、第 1 エクソンは約 180bp、第 1 イン

トロンは 760bp、第 2 エクソンは約 3700bp、

第 2 イントロンは 640bp、第 3 エクソンは

190bp であった。 

 

領域 Bindin
ミトコンドリア
D-loop

解析個体数 22 38
遺伝的多様性 ハプロタイプの多様性(h) 0.918 0.853

塩基の多様性(π) 0.015 0.014  

図 1 Bindin のメイン領域の構造と Bindin の

遺伝的多様性 

 

Bindin 領域の遺伝的多様性を調べたところ、

特にリピート領域を含む領域で多くのアミ

ノ酸の置換を伴う変異が個体間に起きてい

た。Binidin 領域は、変異速度の速い中立遺伝

子であるミトコンドリア遺伝子と比較して

もより大きな多型性を持っていた（図 1）。こ

のことから、Bindin は受精において同種を識

別するために重要な遺伝子であるにも関わ

らず、種内に大きな多型性を持つことが明ら

かとなった。この事実は個体群動態と受精遺

伝子に関連があることが知られるウニと類

似している。 



 

２） 室内実験による受精率の検証 

Bindin 配列の個体内における多型性を踏まえ、

実際に個体間において受精率の違いがある

かどうかを調べるために受精実験を行った。 

沖縄で採集した雄 6 個体のうち、3～4 時間後

に受精率を測定した結果、全ての個体におい

て受精率の差は見られなかった。しかし、19

時間後に正常発生率を観察下結果、雄の 2 個

体では精子濃度が低くなるにしたがって正

常発生率が高くなり、残り 4 個体は精子濃度

が高いほど正常発生率が高くなる傾向にあ

った。 

受精率が高かったにも関わらず、正常発生率

が低下していた原因は多精受精などによる

奇形が原因と考えられた。 
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図２ 異なる精子濃度において２個体の

オスを受精させた時の受精成功率 

♂1（上）は精子濃度が低いほど受精率が高

く（沖縄の 2 個体の雄が示した傾向） 

♂2（下）は精子濃度が高いほど受精率が高

い（沖縄の 4 個体の雄が示した傾向） 

 

一方、宮崎で採集した雄個体によって得た

受精卵は、翌日にすべて死亡してしまった

ため正常発生率は確認できなかったが、受

精率のカウントはすることが出来た。宮崎

で採集した雄 12 個体のうち、8 個体におい

て精子濃度が高いほど受精率が高くなる傾

向を持つ個体が見つかった。 

また、沖縄で採集した個体について、雌 1

個体と複数の雄個体との受精率の比較を行

った結果、異なる雄との組み合わせにおい

て受精率が異なった傾向を示した。 

宮崎において、翌日死亡してしまった理由

については、飼育温度が低く幼生の発生・

生存に適さなかったことによるものと考え

られた。 

本研究の結果により、精子濃度が高いとき

（大量発生時になりやすいと考えられる）

に優位になる精子をもつ雄個体と、精子濃

度が低いとき（平常時に起こりやすいと考

えられる）に優位になる精子をもつ雄個体

とが存在することが示唆された。さらに、

雌 1 個体と複数の雄個体とのそれぞれの受

精率の比較したところ、組み合わせによっ

ても受精率が異なり、受精相性が存在する

ことが示唆された。 
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