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研究成果の概要（和文）：水産養殖の中でも、種苗生産過程において、仔魚のへい死が問題となることが多い。
発生初期の魚類体内では様々な代謝が起こっていることが想定されるが、今日まで詳細な研究報告は非常に限ら
れている。本研究では、成体の肝臓で発現する様々な転写調節因子に着目し、発生初期のゼブラフィッシュにお
いて遺伝子の発現解析を行った。その結果、いくつかの転写調節因子の発現が見られ、さらに低酸素、低温、低
pHなどの環境ストレスに応答し発現を変動させるものも存在した。このことより、発生初期の魚類（胚～仔魚）
において、体内の代謝を環境ストレスに応じて変動させる能力があることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In the processes of aquaculture, seedling production often faces mass 
mortality of developing fish. Although developing fish should metabolize various nutrients, limited 
knowledge is available regarding this topic. We focused on transcription factors normally found in 
adult livers and assessed their expression in developing zebrafish. Some of the transcription factor
 genes were expressed in zebrafish embryos, and their expression levels were changed in response to 
stressors, such as low oxygen, low temperature, low pH. These results suggest that developing fish 
embryos and larvae have abilities to adjust their metabolism to cope with external stresses.

研究分野： 魚類生理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
近年、特にマグロやウナギなどの水産資源

の減少が問題となっている。水産養殖の中で
も、親魚から人工的に受精卵を得て稚魚を育
てる種苗生産、およびこのようにして得られ
た人工種苗を利用した完全養殖は、今後の持
続可能な水産業の鍵となり得る。しかし、魚
類では、受精卵が発生・孵化し、餌を食べ始
めるまでの初期段階に大量にへい死（減耗）
しやすく、種苗生産の現場で問題視されてい
る。減耗の要因として、発生初期に仔魚の栄
養源となる卵黄の質(卵質)が挙げられる。そ
のため、この問題に対する打開策の一つとし
て、今日まで卵質の向上を目指した様々な研
究が行われてきている。その一方で、実際に
仔魚がどのように卵黄を利用しているかに
ついては、実は不明な点が非常に多い。魚類
では、卵黄の吸収は専ら卵黄多核層 (yolk 
syncytial layer; YSL)と呼ばれる、ひとつな
ぎの多核の細胞層によって行われる。YSL の
構造や形成過程はこれまでに発生生物学の
分野により詳細に報告されているものの、そ
の生理学的役割については不明な点が多い。
このような背景のもと、我々は、YSL の機能
や生理的役割について明らかにし、魚類発生
初期の栄養代謝を理解することを通して、種
苗生産の過程で問題となる卵質の向上や、新
たな養殖技術の開発に資することを目指し
ている。 
まず、YSL における卵黄の吸収と代謝の基

盤となる分子機構に着目した。ゼブラフィッ
シュ胚での代謝関連遺伝子の中から、任意に
選択した 76 遺伝子の発現動態を調べ、発現
部位を解析した結果、多くの代謝関連遺伝子
が YSL に発現することが明らかとなった（図
1）。このことは、YSL は卵黄物質の輸送のみ
ならず、それらの積極的な代謝を行っている
ことを示唆している。また、YSL に発現する
遺伝子の発現パターンは遺伝子ごとに異な
り、それらは外環境の温度や pH によって変
動することが明らかとなった。 
図 1.ゼブラフィッシュ YSL に発現する代謝

関連酵素遺伝子。各パネルは別々の遺伝子の
発現シグナル（青紫色）を示す。矢尻は YSL
にみられる遺伝子発現。 
 
 

２．研究の目的 
 我々ヒトの体内では、肝臓が代謝の主要な
役割を担っているが、その内容はより高次に
位置する転写調節因子（図 2）やホルモンな
どにより調節されている。魚類の胚では、前
述の結果から、YSL が積極的に卵黄の栄養を
代謝しており、更に外環境の変化などに応じ
てその速度や性質を変化させていることが
考えられた。そこで、本研究では魚類 YSL
で起こる代謝、およびその外環境の変化への
応答は、こうした転写調節因子やホルモンの
影響を受けるのか否かを明らかにすること
を目的とした。言い換えれば、YSL は卵黄の
栄養を吸収するための単なる通過点ではな
く、成体における肝臓のように、状況に応じ
て必要な栄養成分を作り出すための装置と
して働いている、という可能性を検討するも
のである。 

 
図 2. SLC2A2（グルコース輸送体）遺伝子の
5’側近傍に存在する調節領域。ヒト、マウス、
ラットの肝臓において、HNF1A や FOXA2、
PPARG などの転写調節因子が、HRE、PPRE、
C/EBPRE などの部位に結合し、SLC2A2 遺
伝子の発現を調節する。 
Bae et al. Transcriptional regulation of 
glucose sensors in pancreatic -cells and 
liver: an update. Sensors 10: 5031-5053, 
2010. 
 
３．研究の方法 
(1) 本研究では、魚類の発生のモデル生物と
して知られるゼブラフィッシュを用いた。ま
ず、成体の肝臓で発現することが知られる転
写調節因子 12 種を選定し、逆転写―PCR 法
によりゼブラフィッシュ胚における遺伝子
発現を検討した。発現が見られた遺伝子群に
対し、in situ hybridization 法を用いてその
発現部位を特定した。また、リアルタイム
PCR 法により、発生過程における遺伝子発現
レベルの詳細な変化を検討した。ここまでの
結果で、YSL での代謝を調節しうる転写因子
の遺伝子群を絞り込んだ。次に、低酸素、低
温、低 pH の環境ストレスにゼブラフィッシ
ュ胚を曝露し、これに応答して上記遺伝子群



の発現が変化するか否かを検討した。 
(2) YSL に発現し、更に低酸素ストレスに
応答する遺伝子が明らかになったため、この
遺伝子の機能解析を試みた。遺伝子特異的な
モルフォリノオリゴ（MO）を作製し、遺伝
子ノックダウン法を行った。ここで、スプラ
イシング阻害型の MO がうまく作用しなか
ったため、翻訳阻害型の MO を使う必要が生
じた。そのため、Rapid Amplification of 
cDNA Ends (RACE)法により非翻訳領域の
クローニングを行った。 
(3) 転写調節因子の機能解析が難航したた
め、新たに内分泌因子（ホルモン）もターゲ
ットに、実験を開始した。代謝を調節するこ
とが知られるホルモンの阻害剤をゼブラフ
ィッシュ胚に曝露した後、いくつかの代謝関
連遺伝子群の発現量を調べた。 
 
４．研究成果 
(1) 12 種類の転写調節因子に関して、ゼブ
ラフィッシュ胚の遺伝子発現を検討した結
果、11 種類の遺伝子の発現が確認された。こ
れらは、受精 6 時間後と 12-24 時間後に発現
量が大きいものに大別された。 In situ 
hybridization 法によりそれらの発現部位を
調べたところ、YSL に発現するものが 8 種類
あった。更に、低酸素、低温、低 pH 処理の
影響を調べた結果、6 種類の遺伝子が低酸素
または低 pH 刺激に応答して発現変動を示し
た（図 3）。これらの遺伝子は環境刺激の種類
により異なる挙動を示したことから、各刺激
に応答し、異なる役割を果たすと考えられた。 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
図 3. ゼブラフィッシュ胚に確認された転写
調節因子の遺伝子発現。(上)YSL に見られた
遺伝子発現シグナル。(下)受精後、それぞれ
の時間で低酸素処理を受けた胚(赤)は、対照
(灰色)に比べて遺伝子発現が上昇していた。 
 
(2) YSL に発現がみられ、且つその発現量
が環境変化によって変動する遺伝子をター
ゲットとして、遺伝子ノックダウンを用いた
機能解析を試みた。しかし前述したように、

スプライシング阻害型の MO を使用した実
験が難航した。この代替策として、翻訳阻害
型の MO を使用する可能性が考えられた。目
的の遺伝子は 5'UTR の情報がゲノムデータ
ベース上に登録されておらず、これを明らか
にする必要がある。そのため、RACE 法によ
る解析を行った。その結果、5’UTR において
271 塩基、3'UTR において 683 塩基の配列が
新たに明らかとなった。今後はこの配列情報
を利用して、新たに MO を設計しノックダウ
ンによる機能解析を行う予定である。 
(3) 転写調節因子に着目した実験に並行し
て、内分泌因子にも焦点を当て、YSL におけ
る代謝調節の可能性を検討した。成体におい
て代謝を調節することが知られるホルモン
について、この受容体～細胞内シグナル伝達
を阻害する物質をゼブラフィッシュ胚に作
用させた後、代謝関連遺伝子の発現を検討し
た。その結果、受精 24 時間後の胚において
代謝関連遺伝子の発現が上昇する傾向が見
られた。このことから、多くの組織が未発達
である胚において、YSL でおこる代謝がホル
モンによる調節を受けている可能性が考え
られる。現在、上記阻害剤の投与後に起こる
代謝中間産物の解析や、ゼブラフィッシュ胚
にこのホルモンを人為的に過剰発現させる
ための系を立ち上げており、ゼブラフィッシ
ュ YSL における代謝におよぼす内分泌因子
の役割について、より詳細に検討している。 
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