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研究成果の概要（和文）：ヒラメ･カレイ類の左右非対称性の制御機構と脊椎骨発生機構を解析した．内臓と間脳の非
対称性を制御するNodal経路がヒラメ･カレイ類の左右非対称制御を制御することが証明された．左ヒラメと右カレイを
振り分ける発生機構にNodal経路に加え手綱核および視神経束交叉が関与していることが示された．
　体色の左右差は、背鰭基部に分布する色素前駆細胞が筋間膜を通って左右両側の皮膚に遊走する間に、有眼側でのみ
色素芽細胞に分化することで形成される．レチノイン酸への暴露は、無眼側の色素前駆細胞も色素芽細胞に分化誘導し
、無眼側黒化を起こすことが分かった．またレチノイン酸による脊椎骨機構の発生機序が解明された．

研究成果の概要（英文）：We investigated the developmental mechanism that controls external asymmetry of fl
atfish (eye location and skin pigmentation). It was demonstrated that the Nodal signaling pathway (NSP), w
hich is known to control the sidedness of internal organs and neural circuit of habenulae, fixes the eye-s
idedness by controlling the forebrain asymmetry formation. The dextral and sinistral flatfishes are segreg
ated by the opposite asymmetry formation at the habenulae and optic chiasma under the control of the NSP.
    It was found that the precursors of adult-type melanophores that locate at the base of dorsal fin migr
ate in the myoseptum toward both left and right lateral sides. The asymmetry of skin pigmentation is estab
lished by the maturation of precursors to chromatoblasts during the migration in the myoseptum of the ocul
ar side. Exposure to retinoic acid (RA) induces maturation of the precursors also in the ocular side, resu
lting in the coloration of blind side skin. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) ヒラメ・カレイ類（異体類）の最大の特徴は、
片側眼球の移動から始まり、有眼側の色素形成に
よって完成する体全体の左右非対称性形成である．
私達のこれまでの研究により、眼の非対称性につ
いては、内臓の左右非対称性を調節するNodal 経
路が眼位を一定方向に調節していること、ヒラメ
とカレイで左右逆の眼が移動するのは、視神経交
叉が両者で左右逆に固定されていることが要因で
あることを示唆していた．ただし実験的に Nodal
経路を完全に遮断する方法がなかったために、
Nodal 経路と眼位制御との関係について決定的な
証拠は得られていなかった． 
 
(2) 体色の非対称性形成については、私達のこれ
までの研究により、変態期に有眼側に出現する成
体型黒色素胞は、変態前の仔魚では背ビレ基部の
骨格筋の背側に無色透明な前駆細胞の状態で存在
することが明らかにされていた．しかし、前駆細
胞の骨格筋上での分布密度には左右差がなく、ど
のようにして体色の左右差が発生するかは、不明
のまま残されていた． 
 
(3) ヒラメ・カレイ類の種苗生産全般での解決す
べき問題として、無眼側の黒化などの体色異常、
またカレイ類で高率に発生する眼位逆位があげら
れる．左右非対称性の制御機構の分子基盤の解明、
および異常の発生機序の究明は、形態異常の防御
策の開発に通じることから、産業的にも期待され
ていた．また硬骨魚類の脊椎骨については、発生
機構そのものに不明な点が多く残されており、こ
の点も解析が望まれていた． 
 
(4) 海産魚類種苗生産全般で問題となっている形
態異常に、脊椎骨の奇形がある．これまで栄養学
的な研究が進められ、飼料中のビタミンA過剰が
脊椎骨融合を起こすことが明らかにされていたが、
異常の発生機序は不明で、その解明が望まれてい
た． 
 
２．研究の目的 
(1) 申請課題では、異体類の非対称性形成メカニ
ズムの全貌を解明するとともに、非対称性形成と
変態ホルモンとの関係、レチノイン酸（活性型ビ
タミン A）が組織分化におよぼす影響を発生学的
な視点から解析することにより、異体類の非対称
性形成を総合的に理解することを目指した．  
 
(2）得られた基礎的な研究成果を基に、種苗性を
低下させる外的要因とその因果関係を解明するこ
とを目的とすること、また異体類をモデルとして
種苗性を発生生物学的に解析することを目指した． 
 
(3) 眼位の制御機構については、最近Nodal 経路
の特異的な抑制剤として SB431542 が発見された
ので、この試薬を使ってヒラメ胚でNodal 経路の
入力を抑制し、眼位への影響を解析することとし
た．また左ヒラメに右カレイと言われるように、
ヒラメ･カレイ類には眼位が逆の種が存在する．ど
のようにして右眼位の種と左眼位の種が誕生した

のか、進化的側面から検討することを試みた． 
 
(4) 体色の左右差形成については、色素前駆細胞
の背ビレ基部から皮膚への移動パターンと色素細
胞への分化する場所を解析することにより、体色
左右性の発生機構の解明に迫ることを目的とした． 
 
(5) 脊椎骨異常の発生機序を検討することを目的
として、強い催奇形が知られているレチノイン酸
を使って、脊椎骨の異常を実験的に誘導し、どの
ような過程で脊椎骨の形成異常が発生するかを調
べた．また、近年、実用的となった次世代シーク
エンス解析を使って、脊椎骨の遺伝子発現プロフ
ァイルを明らかにすることも試みた． 
 
３．研究の方法 
(1) Nodal経路と眼位との関連を実証するために、
受精後20時間のヒラメ胚をSB431542と10時間イ
ンキュベートした後、正常海水で変態終了まで発
生した。この間、孵化直後と変態期初期にノダル
経路の leftyと pitx2の発現、変態期に眼位と腸
の捻転方向の異常の出現を観察した。 
(2）色素胞の分化段階をここでは、黒色素と黄色
素形成に機能する酵素遺伝子gch2（マーカー遺伝
子）を発現していない幹細胞様の段階を「色素前
駆細胞」、マーカー遺伝子の発現を始めたものを色
素芽細胞、色素形成を始めたものを色素細胞と呼
ぶ．色素前駆細胞の背鰭基部から体表への遊走を
生体用蛍光色素DiI で標識することにより追跡し
た．体色の左右差形成の実験では、in situ ハイ
ブリダイゼーション法で、gch2 を可視化すること
により、色素芽細胞を可視化した．  
(3) 脊椎骨異常の解析では、変態終了期ヒラメ稚
魚を10-7 Mレチノイン酸と3日間浸漬し、その後

3 ヶ月間飼育
して、脊椎骨
への影響を調
べた． 
(4) 次世代シ
ーケンサーに
よるトランス
クリプトーム
解析では、受
精後約 100 日
のヒラメの脊
椎骨から RNA
を精製して
cDNA ライブラ
リーを調整し、
HiSeq2000 を
使用して配列
解析を行った． 
 

４．研究成果 
(1) Nodal経路が眼位を制御することの証明 
化合物SB431542は、Nodalと受容体との結合を

特異的に抑制することが報告されている．ヒラメ
胚では、Nodalシグナルは、受精後20時間でクッ
パー胞の制御により左側板中胚葉と間脳上部左側
に入力される．この時期のヒラメ胚をSB431542と



10時間インキュベートすることにより、期待通り
にノダル経路の胚左側への入力を完全に抑制する
ことができた（図1上）．ノダル経路の入力抑制に
より、内臓は捻転方向の制御を完全に失い、逆位
と左右差のないイソメリズムを合計約50％発症し
た．処理した仔魚を変態まで飼育すると、眼位逆
位が約40％の高率で発生し、ダル経路が眼位の固
定に機能することが証明された（図1下）．  
 Nodal 経路のメンバーは胚期に左手綱核に入

力されたのち、左右制御の実行因子であるpix2 の
み変態期に再び高発現する．胚期の一過的な
SB431542 処理により、胚期のみならず変態期の
pix2 の発現も完全に抑制された（図 2）．変態期
に左右どちらの眼が移動するか変態期に決定され
ることが既に分かっているので、ノダル経路の
pix2 が変態期に左手綱核で再発現し、眼位を制御
するものと考えられた． 

眼の移動は、手綱核と視神経交叉を通る間脳前
方部で左右への捻れが発生し、それにより終脳が
左に傾くと右眼が移動し、右に傾くと左眼が移動
することが分かった．魚類では左眼から来る視神
経束が右脳に、右眼から来る視神経束が左脳に投
射する完全交叉であるため、交叉部に非対称性が
存在する．左右どちらの眼由来の視神経束が背側
を通るかは、魚類一般では50:50 で個体間でにラ
ンダムであるが、ヒラメ･カレイ類ではヒラメなど
左眼位の種では右眼由来の視神経束が背側を通り、
ホシガレイなど右眼位のカレイ類では左眼由来の
視神経束が背側を通る（図3）．魚類では視神経束
は間脳前方下部に直接接している．そのために、
接する視神経束の捻れの影響により、もともと間
脳前方下部にはヒラメとカレイで左右逆の非対称
が形成されていることになる（図４上）．ヒラメ･
カレイ類では pix2 が手綱核で再発現したあと、
右の手綱核が大きく成長し、左右の核で形態的左

右差が発生し、眼位逆位の個体ではこの左右差が
逆転していた．変態期後これまでの成果を総合す
ると、pix2 の制御により手綱核が一定方向の非対

称性を形成する性質があり、一定方向の手綱核の
非対称性形成と間脳前方下部の非対称性が協調す
ると、視神経交叉の捻れを解放する向きに終脳が
非対称性を形成し、左ヒラメと右カレイに分かれ
ることが示唆される（図4）． 
 
(2）ヒラメ･カレイ類の左右非対称性の進化 
 異体類の最も古い祖先種の化石では、眼の位置
は右型と左型が半々で出現し、現存の異体類で最
も原始的なボウズガレイ（Psettodes erumei）で
も単一種内で右型と左型が混在する．従って、ヒ
ラメ･カレイ類が最初に誕生した時点では、左右ど
ちらの眼が移動するのかはランダムで、その後に
右型の種と左型の種に分かれたものと考えられる．
どのようにして右型と左型の種に進化したかとい
う問題に迫るために、ボウズガレイとその次に原
始的なカレイ（Brachypleura novae; 和名はない）
の2種をボルネオ島で採取し、これら原始的異体
類における視交叉と眼位との関係を解析した． 
ボウズガレイの視神経束の交叉の順は個体間で

完全にランダムで、しかも右眼由来の視神経束が
背側を通るタイプでも右眼位と左眼位の個体が存
在し、逆も同じであった（図3）．一方、B. novae 
では、より進化したホシガレイと同じく眼位は右
型に完全に固定され、視神経束の交叉も、ホシガ
レイと同じく、左眼由来の視神経束が背側を通っ
ていた．  
 従来のゼブラフィッシュを使った研究成果によ
り、pix2 を含めNodal経路の発現は、胚発生で内
蔵と間脳上部の神経回路の左右差を決定したあと、
発現が停止するものと考えられていた。今回、ヒ
ラメ･カレイ類以外でpix2 の発現を解析したとこ
ろ、調べたトラフグ、カンパチ、メダカのいずれ
でも変態期仔魚の左手綱核に pix2 の発現が検出
された．従って、仔魚発生における pix2 の発現
維持は、異体類に固有な発生の調節機構というこ
とではなく、魚類に普遍的なシステムであると考



えられる．手綱核は脊椎動物共通に形態的左右非
対称性を示すことから考えると、後期発生（魚類
や両生類では変態）でおこる手綱核の形態的非対
称性形成の左右差制御のために pix2 の発現が維
持されている可能性が予想される． 
以上の結果から、ヒラメ･カレイ類の左右性は、

次のような順で進化したと推定した．①脳と顔面
の対称性を損なうような変異が発生し、片側の眼
が移動する異体類が初めて進化した．誕生した時
点では、どちらの眼が移動するかはランダムで、
視神経束交叉の左右性も一般魚類と同じでランダ
ムで、両者の間には直接的な関係はなかった．②
眼位がランダムな現存種はボウズガレイだけであ
ることから推定すると、眼位がランダムな祖先種
が進化してまもなく、視神経束の交叉の順（左右
どちらの眼球由来の視神経束が背側を通るか）を
種内で一定に固定する新しい発生システムが進化
し、このとき交叉の仕方は2通りに固定された．
③このシステムの進化により、既存の pix2 によ
る手綱核の左右差制御システムが眼位の制御にも
利用され、視神経交叉の順に基づいて左ヒラメと
右カレイが振り分けられるように進化した．なお、
視神経束の交叉は、自然発生した逆位およびNodal
抑制剤による逆位でも逆にはなった個体は見つか
らないことから、Nodal 経路以外の未知の左右制
御システムで調節されていることが考えられる． 
 

(3) 種苗生産で起こる眼位逆位の発生機序 
ホシガレイの種苗生産で起こる眼位逆位の場合、

胚期の pix2 発現が 100%正常に起こるものの、
60％あまりの仔魚で変態期の発現が抑制され、そ
れらの仔魚で移動する眼がランダムとなり、半数
の仔魚に眼位逆位が発生する．pix2 の転写調節領
域にはコルチゾル受容体のコンセンサス配列が存
在することを見いだしていたが、今回、実際にコ
ルチゾル浸漬により仔魚内の pix2 発現が上昇す
ることが明らかになり、コルチゾルが変態期pix2 
再発現を調節していることが示唆された． 種苗生
産では、何らかの環境要因が原因で変態期にコル
チゾル体内含量が増加せずに、pix2 発現が抑制さ
れて眼位逆位が発生している可能性が考えられる．
コルチゾル体内含量を正常に増加させる飼育条件
を検討することにより、眼位異常を低減できる可
能性が考えられ、実証実験が望まれる． 
 

(4) 体色の左右差形成機構 
仔魚の背鰭基部に分布する色素前駆細胞集団を

DiI で蛍光標識して遊走経路を観察した結果、前
駆細胞は背鰭基部から左右両方の皮膚に向かって
筋間膜内を遊走し、移動の間に有眼側でのみgch2 
を発現して色素芽細胞に分化することが明らかに
なった（図5上）．色素前駆細胞が遊走する時期の
仔魚をレチノイン酸とインキュベートすると、無
眼側の色素前駆細胞も gch2 を発現して色素芽細
胞に分化し、そのまま発生すると無眼側の体色が
有眼側と同じに着色した（図5下）．また仔魚の無

眼側皮膚を剥離して通常の条件で培養してもgch2 
陽性の色素芽細胞は出現しないが、レチノイン酸
存在下で培養すると有眼側と同程度の密度にgch2 
陽性の色素芽細胞が出現した． 
これらの結果から、背鰭基部に分布する色素前

駆細胞が筋間膜を通って左右体側に皮膚に移動す
る間に、有眼側でのみ色素芽細胞への分化が起こ
ることにより、体色の左右差が発生することが示
された．色素分化を制御するシグナル因子は不明
でるが、分化の促進因子が有眼側半身で、あるい
は抑制因子が無眼側半身で分泌されていることが
推定される．現在、シグナル因子の同定を試みて
いる．また今回、無眼側の皮膚にも色素前駆細胞
が遊走していること、さらにそれら細胞はレチノ
イン酸に反応して色素芽細胞から色素胞に分化す
ることも明らかになった．これらの結果から、種
苗生産で起こる無眼側黒化の発生機序について、
飼料中ビタミンA の過剰により無眼側の色素前駆
細胞が色素胞に分化することが原因だと推定され
た． 
 

(5) 脊椎骨融合の発生機序の解明 
本研究により、硬骨魚類では脊索が最初に分節

を形成して機能的に椎間板に相当する関節組織を
形成すること、椎体は硬節細胞から分化した骨芽
細胞により脊索の窪んだ部位に膜性骨化で形成さ
れ、最終的には脊索を分断することで完成するこ
とが分かった（図6）．このような脊椎骨の発生機
構は、四肢動物では体節内に分化した硬節から椎
体と椎間板が軟骨として分節的に発生するのと著
しく異なっている．そのため四肢動物で得られて
いる脊椎骨異常の発生機序に関する知見は、硬骨
魚類には当てはまらないことが多いと考えられる．  



ヒラメでは脊索の分節形成と椎体の骨化が変態
期に起こり、この時期にレチノイン酸に3日間浸
漬すると、分節途中の脊索が萎縮し、萎縮した部
分では隣り合う椎体が融合して、さらに骨化が進
むと椎体融合となって顕在化することが明らかに
なった（図7）．過去の研究により、飼料中ビタミ
ンA 過剰が脊椎骨融合を起こすことが知られてい
たが、今回の研究により初めて脊椎骨融合の発症
機序が明らかになり、防御法の開発に貢献できる
ものと考えている． 

次世代シーケンサーを使ってヒラメ脊椎骨のト
ランスクリプトーム解析を行った結果、ゼブラフ
ィッシュを使った研究では胚発生後に発現が停止
すると考えられていた転写因子 no tail (ntl)や
シグナル因子sonic hedgehog (shh)等の遺伝子が、
成体の脊椎骨でも発現していることが明らかにな
った．組織レベルでの発現解析により、shh とno 
tail 遺伝子ともに脊索細胞で発現していること
が分かった（図8）．哺乳類では、脊索は脊椎骨形
成過程で退化して痕跡程度の組織として残るだけ
であるが、硬骨魚類では終生にわたって脊椎骨の
関節として機能し、脊索細胞も基質分泌等で機能
し続けていることが考えられる．shh は代表的な
レチノイン酸応答遺伝子であり、レチノイン酸に

よる脊椎骨異常の発生がshh を介している可能性
が考えられた．これらの知見は、仔魚用配合飼料
の適正化に貢献できるものと考えている． 
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