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研究成果の概要（和文）：ヒラメ・カレイ類は魚類一般と同じく胚発生で外見的に左右対称に発生した後、変態
期に片側の眼球が体の反対側に移動し、続いて有眼側皮膚に色素胞が分化することにより体全体が左右非対称を
形成する。増養殖用人工種苗では、体色異常（無眼側黒化、有眼側白化）が多発するために、その発生機序の解
明が望まれている。本研究では、体色の左右差形成の制御システム、および体色異常の発生機序を解明した。

研究成果の概要（英文）：Flounder larvae are externally symmetric commonly to general fishes, but 
they transform to left-right (L-R) asymmetric body by migrating one eye to the other side of body 
and then differentiating chromatophores at ocular side skin. In the hatcheries for aquaculture, 
since abnormal pigmentation, including pigmentation of ocular side and pseudo-albinism of blind 
side, often appears, elucidation of the mechanism to induce abnormal pigmentation is required. This 
research revealed cellular and molecular systems that control L-R asymmetric skin color development 
in flounder, and also abnormal pigmentation

研究分野： 水産学
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１．研究開始当初の背景 
ヒラメ・カレイ類は魚類一般と同じく胚発

生で外見的に左右対称に発生した後、変態期
に片側の眼球が体の反対側に移動し、続いて
有眼側皮膚に色素胞が分化することにより
体全体が左右非対称を形成する。増養殖用人
工種苗では、体色の左右差形成の異常による
異常（無眼側黒化、有眼側白化）が多発する
ため、その発生機序の解明が望まれている。 
申請者らは、これまでに脊椎動物共通に内

蔵の左右差を制御するノダル経路が、ヒラ
メ・カレイ類の眼位制御にも関与すること、
種苗で発生する眼位逆位はノダル経路発現
の乱れにより発生することを明らかにした。
一方、体色の左右差形成の制御システムは不
明のままであり、そのため体色異常の発生機
序も理解されていない状況であった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ヒラメ・カレイ類の体色を仔
魚型の左右対称から非対称に切り替える発
生制御の分子ネットワークを究明すること
を第一の目的とした。 
さらに、ヒラメ・カレイ類種苗生産で起こ
る無眼側黒化および有眼側白化の発生機序
を分子レベルで理解し、体色異常の防御技術
の開発に結びつけることを目的とした。 
これら目的の達成のために、以下の 4 つの
項目について検討を行った。 
 
（1）体色の左右差形成と無眼側完全黒化 
 色素幹細胞から色素芽細胞を経て色素胞
に至る分化のどの段階で左右差が発生する
かを検討するために、幹細胞の移動経路およ
び色素芽細胞への分化について主に左右差
に着目して解析した。 
 ビタミン A（VA）の活性体であるレチノイ
ン酸（RA）が無眼側黒化を誘起することが知
られているので、RA が体色の左右差形成に関
与している可能性を検討した。 
 
（2）RNA-Seq による白化関連遺伝子の探索 
種苗生産では仔魚の餌として通常ユタ産

アルテミアが与えられているが、ブラジル産
アルテミアをヒラメ仔魚に与えると，全個体
で有眼側白化が発生することが分かってい
る。白化は，変態初期の F期だけの給餌でも
発生することから，この時期に変態期でおこ
る色素胞形成にとって重要な発生現象が起
こっていることが推定される。この時期にブ
ラジル産アルテミアを投与して次世代シー
ケンス解析を行えば，色素胞分化あるいは体
色の左右差形成の上流にある遺伝子を同定
できる可能性があると考え，ブラジル産およ
びユタ産アルテミアを F期仔魚に給餌し、次
世代シーケンサーによるRNA-Seq解析で両実
験区仔魚における遺伝子発現プロファイル
を比較した。 
 
（3）変態後に起こる着色型黒化 

種苗生産では、無眼側の着色型黒化（図 1）
がほぼ 100％の稚魚に発生するが、その発生
機序は不明である。黒化の防御技術開発に向
けて、種苗生産で起こる着色型黒化が変態期
の左右差形成の異常に起因するかどうか、ま
た着色を起こる色素胞の起源を検討するこ
とを目的とした。 

 
（4）魚類における概日リズムの調整機構 
種苗生産では日照時間は種苗の生残や成

長に深く関わり、ヒラメ種苗では 24 時間照
明が体色異常を発生することが知られてい
るが、光と生残・発生との関係は不明な点が
多い。本研究では、体色形成に加えて、ヒラ
メ胚と仔魚を使って概日リズムの発生につ
いても検討することも目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）体色の左右差形成と無眼側完全黒化 
背鰭基部に分布する色素幹細胞をDiIで蛍

光標識し、皮膚への遊走経路を観察した。ま
た gch2 をマーカー遺伝子に用いた in situ 
hybridization（ISH）法により、遊走過程に
起こる幹細胞から色素前駆細胞の分化の様
子を観察した。 
変態期仔魚を RA に曝露し無眼側体色への

影響を解析した。また培養実験により無眼側
皮膚への RA の作用を解析した。 
 
（2）RNA-Seq による白化関連遺伝子の探索 
変態F期ヒラメ仔魚にブラジル産およびユ

タ産アルテミアを５日間給餌後、それぞれの
実験区で仔魚 5匹からまとめて RNAを抽出し、
Illumina HiSeq2000 で RNA-Seq 解析（100 bp
ペアエンド）を行った。得られた配列データ
を遺伝学研究所のパイプラインでアセンブ
ルし、実験区間で発現の異なる遺伝子をスク
リーニングした。候補遺伝子の発現が BA 給
餌により影響を受けるかどうか RT-PCR によ
り検証し、さらにISHで組織発現を解析した。 
 
（3）変態後に起こる着色型黒化 
天然で変態を経て着底したヌマガレイ稚

魚を仙台湾で採取し、水槽内飼育して無眼側
皮膚に黒化が起こるかどうかを観察した。 
黒化が始まった体長約6㎝のヒラメをブア

ン固定後、ISH により色素前駆細胞の分布を
観察した。 
 
（4）魚類における概日リズムの調整機構 
ISH により、時計遺伝子 per2の脳内発現を

観察した。 
in vivo 実験では、ヒラメ仔魚を LD（12：

12h）、LL（24：0h）、DD（0：24h）で飼育し、



尾鰭を採取してqPCR法で時計遺伝子（per2、
per1、cry1）の発現を解析した。in vitro 実
験では、尾鰭を LD 条件下で培養し、時計遺
伝子の発現を解析した。同様の光条件で、in 
vivo および in vitro で、デキサメタゾン（DEX, 
コルチゾルのアゴニスト）を添加し、遺伝子
発現におよぼす影響を解析した。 
 
４．研究成果 
（1）体色の左右差形成と無眼側完全黒化 
DiI を使った細胞トレース実験により、色

素幹細胞は仔魚期には背鰭基部に分布し、そ
れらは変態期に左右皮膚に遊走することが
明らかになった。また培養実験では、変態期
仔魚の有眼側と無眼側の皮膚を RA 存在・非
存在下で培養し、RA 非存在下では無眼側皮膚
片に色素前駆細胞は出現しないが、RA 存在下
では 24時間培養するだけで gch2陽性の色素
前駆細胞が大量に出現することが分かった。 
一方、変態期には、RA 分解酵素である

cyp26b1 が有眼側皮膚よりも無眼側皮膚で高
発現することが明らかになった。 

以上の結果から、RA が色素幹細胞から色素
芽細胞へ分化促進因子であること、また色素
幹細の皮膚への遊走には左右差がなく、体色
の左右差は、無眼側皮膚で RA 分解酵素が強
発現するとで、色素幹細胞から色素前駆細胞
への分化が誘導されることで発生するもの
と結論された（図 2）。このようにヒラメ・カ
レイ類の体色左右差形成にレチノイン酸シ
グナル系が機能していることが始めて明ら
かになった。 

変態期仔魚を RA に曝露すると、無眼側に
移動した色素幹細胞も RA の刺激を受け、色
素細胞に分化することになり、この場合、無
眼側皮膚全体が黒化して、完全黒化が発生す
ることが明らかになった。種苗生産で発生す
る黒化のうち、変態直後に既に検出できるも
のは、RA あるいはその前駆体である VA 過剰

によって発生することが考えられた。 
 
（2）RNA-Seq による白化関連遺伝子の探索 
RNA-Seq 解析により、ブラジル産アルテミ

アの給餌により発現量が有意に低下する遺
伝子として21遺伝子がスクリーニングされ，
そのうちの 6 遺伝子(wsb1, lasp1, bhmt1, 
hce1, mct1, neb )が RT-PCR のレベルでも差
が確認できた。 
6 遺伝子について、ISH 解析により F 期仔

魚で組織発現を検討した。bhmt1 と neb は主
に骨格筋などの横紋筋で発現し、lasp1 は消
化管を覆う平滑筋や動脈球の筋肉で発現し
ていた。wsb1 は脳や脊髄、ccdc39 は嗅神経
で発現が認められた。これら遺伝子は、色素
幹細胞の維持や分化に機能する重要な初期
応答遺伝子であることが考えられる。特に、
bhmt1 は葉酸の代謝に関わり、ヒトでは遺伝
子機能の抑制がメラニン欠損を起こすこと
が報告されており、ヒラメでも色素形成に機
能し、有眼側白化に関わっている可能性が高
いと考えられる。 
 
（3）変態後に起こる着色型黒化 
天然で変態着底したヌマガレイ稚魚も水

槽飼育すると、図 1に示したような着色型黒
化黒化が発生した。従って、着色型黒化は、
変態期に発生する左右差形成の異常に起因
するのではなく、ヒラメ・カレイ類の無眼側
皮膚には何らかの刺激により黒色素胞を分
化する性質があるものと考えられた。 
ホシガレイの放流では、パンチングで筋肉

に穴をあけ修復した無眼側皮膚に出現する
色素がマーカーとして標識に利用されてい
る。この現象を利用して、着色型黒を起こす
色素胞の発生学的な由来を検討した。筋肉に
穴をあけると 2日後には表皮が再生され、左
右の表皮の間には結合組織が形成された（図
4）。再生された表皮には色素芽細胞のマーカ
ー遺伝子である gch2 を発現する細胞が有眼
側だけでなく無眼側の皮膚でも検出され、再
生に伴って無眼側でも新しく色素形成が始
まることが示唆された。再生部に出現する
gch2陽性細胞は、粘液を覆う構造を呈した。 
マウスでは座骨神経を切断すると軸索を



覆うシュワン細胞が一部脱分化して、色素細
胞に分化することが知られている。また粘液
細胞には粘液分泌を制御するために神経が
接続している。これらのことを総合すると、
無眼側皮膚に着色型黒化を生じる色素胞は、
粘液細胞に接する神経軸索のシュワン細胞
に由来する可能性が考えられた。 
 
（4）魚類における概日リズムの調整機構 
哺乳類では、視交叉上核が唯一の中枢時計

として機能し、末梢の時計遺伝子の発現リズ
ムをオシレートしているのに対し、モデル生
物である小型淡水魚のゼブラフィッシュで
は、視交叉上核に中枢時計は見いだされてい
ない。最初に視交叉上核の中枢時計としての
機能が脊椎動物に共通であるかを検討する
ために、海産大型魚類であるヒラメとカンパ
チで時計遺伝子 per2の脳内発現を観察した。
両種ともに視交叉上核が昼 ON/夜 OFF の per2
発現リズムを示すことが示された。12 時間明
期：12 時間暗期（LD）から LL に移しても視
交叉上核（SCN）は発現リズムを維持するこ
とが明らかになり、ヒラメでは SCN が概日リ
ズムを発信する中枢時計として機能するこ
とが示された。従って、視交叉上核の中枢時
計としての機能は、脊椎動物に共通であり、
ゼブラフィッシュではそれが退化している
ことが考えられた。 
尾鰭は 12 時間明期：12 時間暗期（LD）だ

けでなく LLと DDでも時計遺伝子の発現に日
周リズムを示したが、培養下では発現リズム
と光同応答性が喪失した。しかし培地に DEX
を加えると時計遺伝子の発現が正に誘導さ
れた。DEX 添加は in vivo においても時計遺
伝子の発現を誘導した。従って、ヒラメでは
体内時計の制御には階層性があり、コルチゾ
ルが中枢時計のリズムを末梢に伝達するシ
グナルである可能性が推定された。 
胚を LL、DD で飼育すると、SCN の概日リズ

ム形成が抑制され、明暗の刺激が SCN の概日
リズム形成に必須であることが示された。 
末梢組織に、光受容タンパク質である

melanopsin が発現していることを観察した。
melanopsin が末梢のリズム形成に関与し、ま
たその発現が無眼側の部分黒化と関係する
可能性が推定された。 
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