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研究成果の概要（和文）：ワカレオタマボヤ Oikopleura dioicaは、10時間という器官形成の早さ、約3000個と少ない
細胞数などユニークな特性を備える。発生生物学の新しいモデル動物として位置づけ、遺伝学技術の導入と発生現象の
調査を進めた。2年の研究期間内に、(1) 卵と幼生における全mRNA配列の決定、(2) 二本鎖DNAを介する遺伝子の機能阻
害現象の発見、(3) 電子顕微鏡による成体の形態情報の取得、(4) 表皮細胞のパターン形成や、体の左右性に関連した
細胞系譜の非対称性の解析、(5) 胚の組織染色を効率的に行う方法の開発、(6) ゲノム配列の取得および発生時系列を
カバーした全転写産物量の決定を進めた。

研究成果の概要（英文）：The apppendicularian, Oikopleura dioica, is a planktonic tunicate with a chordate 
body plan. It is proposed as a simplest model chromate because of its transparency, small cell number, 
simple body organization, and rapid development. This study aimed to develop genetic approaches and study 
developmental phenomena of O. dioica. Several major progresses are made during the 2 years for research 
period: (1) RNA-seq and de novo assemble of mRNAs in eggs and larvae were carried out; (2) A new gene 
knockdown phenomena induced by double-stranded DNA was found and reported as DNAi; (3) A morphological 
atlas of adults based on scanning electron microscopic observation was generated; (4) Trunk epidermis 
patterning and assynmetries of cell lineage of adult body were described with the aid of live imaging 
techniques; (5) A easy-to-use protocol to detect mRNAs in embryos was developed; and (6) Genome and 
developmental transcriptome databases are under constructions.

研究分野：発生生物学、発生遺伝学

キーワード： オタマボヤ　脊索動物　胚発生　器官形成　ゲノム　トランスクリプトーム　細胞系譜　ライブイメー
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１．研究開始当初の背景 
  ワカレオタマボヤ Oikopleura dioicaは、脊
索動物門尾索動物亜門オタマボヤ綱に属す
る海洋性プランクトンである。私たちヒトと
共通な脊索動物型の体制を持ちながら、世代
時間が 5 日と短く、体の細胞数が 3000 個程
度と少ない。受精から孵化までが 3時間、器
官形成の完了まで 10 時間と、発生がきわめ
て早い。受精から孵化前までの細胞系譜が解
明されており、胚発生に細胞レベルの個体差
がない。またゲノム配列や、遺伝子発現のデ
ータベースが利用できる。これらの特性をも
ちいれば、脊索動物の胚発生や器官形成を、
(1) 細胞の系譜・位置・個数などを網羅して
とらえ、(2) その制御遺伝子の働きと結びつ
けて精密に理解できると期待される。代表者
は 2012 年よりオタマボヤの研究を開始し、
ライブイメージング法や、遺伝子機能のノッ
クダウン法を開発してきた。 

	
  
２．研究の目的 
	
 本研究では、オタマボヤをもちいて、線虫
のように「単純な体の実験動物の利点」をも
つ脊索動物をつくり、発生学を含む基礎生物
学全般にかかわる新しい研究領域を開拓し
ていくことを目標とした。 
	
 開始当初は、1) トランスジェニック個体の
作成、2) 発生の制御遺伝子の特定、3) 未踏
の発生現象の実体解明の 3点を目的としたが、
これ以外にも幅広い進展がみられた。ここで
は、以下について述べる。 
 
(1) 二本鎖 DNA がトリガーとなる遺伝子機
能のノックダウン現象の発見 
(2) 表皮細胞のパターン形成や、体の左右性
に関連した細胞系譜の非対称性の理解 
(3) 電子顕微鏡による成体の形態情報の取得 
(4) 胚の in situ hybridization を効率的に行う
方法の開発 
(5) 卵と幼生のトランスクリプトーム解析 
(6) 日本産オタマボヤのゲノム配列の決定と
発生時系列 RNA-seq解析 
 
３．研究の方法 
	
 ワカレオタマボヤは、兵庫県赤穂市の沿岸
で採取したものを研究室で 3年以上にわたり
大規模に累代飼育しており、安定して材料を

供給できる環境が整っている。また、mRNA
や DNA を卵巣に注入し、生まれてくる多数
の卵や胚に取り込ませる技術を保持してい
る。これらを活用して、以下を進めた。 
 
(1) 「外来遺伝子をゲノムに導入する方法  
(トランスジェネシス)」や「変異体の作成方
法(ミュータジェネシス)」の開発に取り組ん
だ。これらは近縁種であるホヤで確立されて
いるが、オタマボヤではその開発が長年上手
く行かず停滞している。ここでは、トランス
ポゾンやゲノム編集技術 (TALEN)を検討し
た。トランスポゾンをもちいて、筋肉アクチ
ン遺伝子のプロモーターの制御下で EGFPを
発現する DNA 配列をゲノムに挿入すること
を試みた。また、遺伝子のノックインを試す
第一段階として、脊索形成のキー転写因子で
ある Brachury(Bra)を標的にした TALENを作
成した。これを mRNA 注入により発現させ、
Bra プロモーターの下流に EGFP をつないだ
トランスジーンを導入することを試みた。 
(2) 表皮細胞のパターン形成を調べるため、 
核や細胞膜を蛍光マーカータンパク質で標
識し、蛍光顕微鏡下でタイムラプス追跡した。
さらに、体の左右性を調べるため、可変色蛍
光タンパク質の nls-Kaede を発現させた 2 細
胞胚の片方の割球に紫外光を当て、赤く標識
する方法を確立した。標識しない割球の子孫
細胞は緑の蛍光のみとなる。器官形成が完了
する 10 時間後まで育て、デコンボリューシ
ョン型の蛍光顕微鏡 (デルタビジョン) をも
ちいて Zスタック画像を取得した。 
(3) 発生や生理機能を調べる基盤情報として、
走査型電子顕微鏡(SEM)により成体の内部・
外部の構造を調べた。2%グルタールアルデヒ
ドと 1%パラホルムアルデヒドで固定後、試
料を切断、または臨界点乾燥後に両面テープ
で表面をはがして内部を観察した。 
(4) 胚 の whole-mount in situ hybridization	
 
(WISH) を検討した。胚のWISHを行うには、
卵膜の除去が重要になる。しかしオタマボヤ
は生きたまま卵膜を除くと容易に形が崩れ
るか発生異常になる。従来は、固定をした後
に手作業で卵膜を取り除くのが一般的だが、
熟練と労力を要する作業で、大量の試料を用
意しにくい。生きた胚をプロテアーゼ処理し
て卵膜をプローブが通過できるようにすれ
ば、この問題を解決できるかもしれないと考
えた。32細胞胚には将来脊索となる割球が 2
つあり、Bra が発現することが知られている
ので、この遺伝子を標的にして検討した。 
(5) オタマボヤの未受精卵と受精後 8 時間幼
生で RNA-seqを行った。de novo assembleに
より転写産物の配列を決定した (バイオイン
フォマティクス解析は Kai Wang博士による)。 
(6)日本産オタマボヤのゲノム配列および、発
生段階をカバーしたトランスクリプトーム
情報の取得に取り組んだ。オタマボヤは非常
に小さく、解析には大量の個体が必要になる。
アリル間のバリエーションの影響を減らす

図 1 ワカレオタマボヤの生活環 



 

 

ため、一ペアの親由来の子孫を３回近親交配
した集団を広げ、ここから試料採取に取り組
んだ。精巣およそ 300尾分から pair endライ
ブラリと mate pair ライブラリをつくり、
illuimuna HiSeq4000によるシーケンス解析を
行った(シーケンスは BGI Japanに受託)。同時
に、メスの卵巣を 150 個体分集めた pair end
ライブラリも解析した。ワカレオタマボヤは
XY 型の性決定をすることが分かっているの
で、オスとメスの配列を比較することで、常
染色体と Y染色体を識別することを試みた。	
 	
 	
 	
 	
 	
  
	
 さらに 2015 年度の新学術領域「ゲノム支
援」のサポートを受け、以下 2つの解析を進
めた: 1) ゲノム配列のアセンブルを促進する
ため、PacBioによるロングリード配列の取得
を進めた。約 150尾分の精巣から 15ug、かつ
平均長 50kbのゲノム DNAを取得した（ライ
ブラリ作成・シーケンスは、遺伝研の豊田敦
准教授との共同研究）。2) 発生段階をカバー
したトランスクリプトーム情報の取得を行
った。未受精卵から幼若体まで 13 ステージ
分の total RNAを集めた。同様にして、近縁
種のマボヤでも 12 ステージ分のサンプルを
集めた。リード配列のマッピングや定量解析
のため、strand-oriented ライブラリを作成し
たBiological replicateは3とし、合計79試料(上
記と異なる試料を４点含む)を解析に供した。
（ライブラリ作成・シーケンスは、東大の鈴
木穣教授との共同研究）。 
	
 
４．研究成果	
 
(1) 遺伝子導入法の開発と、DNAiの発見 
	
 7 種類のトランスポゾンをテストしたとこ
ろ、Tol2、TcBuster、PiggyBacの 3つは、mRNA
注入により転移酵素が翻訳され、核に局在す
ることが分かった。これらをもちいて、筋肉
アクチンプロモーター :蛍光タンパク質の
DNA(図 2A)の導入を試みた。一部の F1世代
のゲノム DNAを抽出してゲノム PCRを行っ
たところ、一部の子孫ではトランスジーンに
対応するサイズの PCR 産物が検出されてお
り、導入 DNA がゲノムに挿入された可能性
が出て来た(図 2B)。しかし、筋肉が光る F1
世代は得られなかった。 

	
 次に、TALENをテストした。Bra遺伝子を
標的にした TALENを作成し、mRNAを注入
したが、当該遺伝子のノックダウンでみられ
る脊索形成の異常はみられなかった。注入し
た mRNA の翻訳が起きていない可能性を考
慮し、N末を Flagタグで標識して、Flagの抗
体染色を行った結果、核にわずかなシグナル

が検出された。しかし、標的配列の切断を引
き起こすのに十分量のタンパク質が翻訳さ
れたのかは疑問が残るので、遺伝子配列の切
断にこの方法が適切かはさらに検討が必要
である。今後は、CRISPR/Cas9システムも導
入し、また、mRNAではなく、精製したタン
パク質を注入するなどの改善を計る。 
	
 上記の取り組みから、オタマボヤに特有の
問題が 2つ見えてきた。一つは、顕微注入し
た mRNA が翻訳されない場合が多いことで
ある。すなわち、特定の mRNAの翻訳を妨げ
る機構が存在すると考えられる。事実、上記
の 7種類の転移酵素 mRNAは、カタユウレイ
ボヤ胚に注入すると、すべて翻訳された。も
う一つの問題は、外来の DNA コンストラク
トの発現効率が悪く、注入胚の数%のみしか
光らないことである。以上から、オタマボヤ
は他のモデル動物と比べ、外来遺伝子への抑
制反応が強いことはほぼ確実であり、外来
DNA をゲノムに挿入できても発現しない可
能性が高い。この抑制反応の実体は謎だが、
トランスジェニック個体の作成には避けて
通れない問題であり、今後も検討を進めたい。 
	
 この取り組みの副産物として、新しい遺伝
子の発現抑制現象を発見し、DNAi と名付け
た。Bra 遺伝子をコードするリニアな二本鎖
DNAを注入したところ、RNAiと酷似した脊
索の形成不全が生じた。この効果は配列特異
的で、他の遺伝子の PCR産物を注入した胚で
は脳や内胚葉の形成不全を確認した。また、
この作用は mRNA分解のみならず、転写抑制
も介する可能性が示唆された(Omotezako et 
al., 2015、報道関連情報を参考)。PCR産物の
注入のみで遺伝子をノックダウンできるの
で、発生にかかわる遺伝子を安価かつ容易に
スクリーニングできるようになった。すでに
母性 mRNAのスクリーニングを行い、いくつ
かの発生関連遺伝子の特定に成功している 
(表迫ら、投稿準備中)。また現在、この DNAi
の作動機序の解析を進めている。当初と異な
る展開となったが、「発生遺伝学的なアプロ
ーチを行う」という目的に見合った成果が得
られ、オタマボヤの実験動物としての有用性
を向上させることができたと考えている。	
 
	
 
(2) 表皮細胞のパターン形成や、体の左右性
に関連した細胞系譜の非対称性の理解 
	
 オタマボヤの表皮は一層の細胞よりなり、
領域ごとに特有かつ個体差のない配列パタ
ーンをもつ。核や細胞膜のライブイメージン
グによりこのパターン形成を記載した。その
結果、1) 領域ごとに細胞の形、分裂方向や分
裂を終える時期が異なること、2) 特定の細胞
が移動してロゼッタ状の領域をつくること、
3)背中側に正中線の細胞が一列あることと、
その系譜、4) 腹側に幹細胞様に活発に分裂す
る細胞があること、5) 2細胞胚の両割球の子
孫細胞の境界と、正中線の境界が一致しない
ことなどが分かった(岸ら、投稿準備中)。	
 

図 2 (A) 筋肉アクチンプロモーターによる、筋肉で 
 の蛍光タンパク質の発現。(B) F1 個体でのゲノム 
 PCR。矢印がレポーター遺伝子の予想サイズ。 



 

 

	
 また、左右非対称性の形成にアプローチす
るため、2 細胞胚の片側の割球を Kaede で赤
く標識し、幼若体の子孫細胞の分布を調べた
(図 3)。その結果、筋肉、脊索、表皮、内柱、
oral glandなど、左右対称な形をもつ器官のほ
ぼ全てが、系譜レベルの由来が非対称なこと
が明らかになった。最も顕著な例は内柱で、
大型の細胞層がすべて左割球由来だった。左
右対称な器官の全細胞が、2 細胞胚の片方の
割球のみに由来する例はおそらく初めてあ

る。他にも、2
細胞胚の左右
割球の活動レ
ベルでの違い
などの予想外
の知見を見出
している。こ
れらを統合す
ることで、既
知のどの脊索
動物のものと
も異なる、左
右非対称性の
新しい形成概
念を打ち出せ
るものと期待
している。	
 

 
 
(3) 走査型電子顕微鏡による成体の観察 
	
 走査型電子顕微鏡(SEM)により、成体のほ
ぼすべての組織や器官の観察に成功した。試
料の調整法を工夫し、表皮、咽頭部、内柱、
消化器系、心臓、脳と標的器官、尾の内部、
生殖巣などを観察した。過去の形態学的知見
の確認に留まらず、「卵形成初期の卵巣では
表層部から膜が高密度かつ鉛直方向に陥入
すること」などの新知見も得られた。以上の
ように、3D形態を網羅した SEM画像集アト
ラスをつくり、発生学・生理学を進める基盤
情報を構築した (小沼ら、投稿中)。 
 
(4) 胚のホールマウント in situ hybridization
を効率的に行う方法の開発 
	
 胚を 0.05%アクチナーゼ液で処理すると、
ホールマウント in situ hybridization (WISH) 
が可能になることを見出した。処理胚を固定
後、Bra mRNAのWISHを行った結果、脊索
運命をもつ数個の割球が染まった。他方、未
処理の胚は染まらなかった。処理時間を検討
したところ、20℃で 2分が効果的なことが分
かった。オタマボヤの初期胚の細胞周期は
5-10分と短いが、任意のステージの胚を得る
のには有効である。以上より、オタマボヤの
胚のもろさ、卵膜除去の煩雑さを克服する方
法を確立した(小沼ら、投稿準備中)。この方
法は現実上 2つのメリットがある。すなわち、
1) WISHにはある程度の数の胚が必要だが、
手間が圧倒的に減ること、2) 残った卵膜が
「緩衝剤」となり、操作時の物理的衝撃で胚

が壊れるリスクが下がることである。今後は、
多数の (数 10-100種類の) 遺伝子の発現解析
も現実的なものになったといえる。 
 
(5) 卵と幼生における全 mRNA配列の決定 
	
 日本産オタマボヤの未受精卵と幼生(受精
後 8 時間)をもちいて RNA-seq を行い、それ
ぞれ 4Gb ほどのクリーンリードをもちいて、
Trinityによる de novo assembleを行った。主
な結果は 3つである。1) 86, 898種類の転写産
物の配列 (N50=1,806 ヌクレオチド) が得ら
れた。Oikobase上には、タンパク質をコード
すると予想される 16,423 遺伝子が存在する
が、そのうち 95%の mRNA 配列を回収でき
た。さらに、これまで予想されていなかった
175遺伝子を同定した。2) 日本産とノルウェ
ー産ではエクソン領域の同種内多型が予想
外に多く、アミノ酸は平均 94%、塩基配列は
平均 91%の保存性であった。おそらく、これ
がゲノムブラウザーへのマップ率が低かっ
た理由と考えられる。3)スプライシングリー
ダー  (SL) 配列をもつ転写産物は、母性
mRNA に多いことが分かった。以上の
RNA-seqの結果をもとに、オタマボヤの Blast
サーバーを構築した (Wang et al., 2015)。 
 
(6) ゲノム配列の決定と時系列 RNA-seq解析 
	
 ゲノムシーケンスについては、Illumina に
よる PE ライブラリーのシーケンスを終え、
40Gb 分以上(オタマボヤのゲノムサイズの
400 倍以上) のクリーンリードを得て、アセ
ンブルを終えた段階である。PacBioII による
ロングリード配列についても、平均長 40Kb
以上の高品質のゲノム DNA を取得し、その
シーケンスが進行中である。これらが揃いし
だい、ゲノムアセンブルを行う。また、Y染
色体の情報を得るため、PEライブラリーはオ
スだけでなく、メスからも作成した。期待ど
おり、メスから得られたリード配列がマップ
されない、すなわち Y染色体由来と思われる
スカフォールド配列が多数見つかった。この
ように、配列決定がすすんで来たので、今後
は遺伝子予測や多型解析を行い、ゲノム情報
の構築を完了したい。	
 
	
 (5)の RNA-seq を端緒とし、発生段階の 14
ステージ(未受精卵から幼若体)をカバーした
トランスクリプトーム解析を進めた。ここで
は、リード数の定量解析を行うため、
biological replicateは 3として、合計 43サンプ
ルを集めた。オタマボヤの胚一つあたりの
total RNA は 1ng 以下と少ないので試料の採
取に苦労したが、ほぼ 4ヶ月をかけて採取を
終え、ライブラリー作成に足りる品質の total 
RNAを精製した。ゲノム支援のサポートのも
と、 polyA 配列をもつ RNA の精製、
strand-oriented ライブラリーの作成を終えた。
リードサイズ 100 bp にてシーケンスを完了
し、ライブラリーあたり 0.8Gb以上の配列デ
ータを取得した。現在、その解析とデータベ
ース化に着手している。 

図 3 結果の一例。標識割
球の子孫細胞の核が赤
くみえる。 



 

 

	
 
	
 以上のように、当初の期待以上の進展が得
られた。「オタマボヤの生物学的な特性を活
かし、発生学や生物学の新領域を開拓する」
ことを念頭に、今後もさらに研究を進めたい。	
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