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研究成果の概要（和文）：カタユウレイボヤの姉妹種を用いた異なる発生緩衝度合いを示すハイブリッドでの遺
伝子発現比較からは、100を超える遺伝子において、発生緩衝との関連が示唆された。これらの遺伝子はシャペ
ロンばかりでなく、様々な機能を持つ遺伝子にまたがっており、特に代謝や細胞内プロセスに関係する遺伝子が
多くみられた。これらの遺伝子の発現におけるインバランス解析を行うことにより、約40%の遺伝子で母親由来
のゲノムによる発現であることが示唆された。また、小胞体関連シャペロンについては、線虫での機能スクリー
ニングを行い、ほとんどの小胞体関連シャペロンが発生緩衝にかかわることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：　This project aims to investigate the molecular basis of developmental 
buffering by comparing two types of cross hybridization of sibling species in Ciona intestinalis 
adapted to different seawater temperatures. By comparing transcriptomes of heat treated early 
tailbud embryos, dozens of genes were inferred to be involved in developmental buffering (here we 
entitled ‘developmental buffering genes’ (DBG)). We undertook imbalance analysis in which we 
identified SNP origin in each transcript. We found that nearly 40% of DBGs showing imbalance in 
expression. We also conducted comparisons of egg transcriptomes and epigenome sequencing (ATAC-Seq) 
from heat treated early tailbud embryos. Nearly half of the DBGs showing imbalance are expressed 
differently between type A and type B eggs. We also conducted functional screening of 12 DnaJ genes 
in C. elegans using RNAi. We found that most of the ER-associated DnaJ chaperones are involved in 
developmental buffering.  

研究分野： 環境発生進化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
生物の発生は、遺伝子型や環境の影響を緩衝し、一定に保たれている。このため、遺伝型から発生を予測するこ
とが現在でも困難である。例えば、ゲノム中に病気の原因となる遺伝子を持っていたとしても、その病気を発症
するとは限らない。どのような場合に発症するのか、そのしくみが理解されれば、大病を未然に防いだり、地球
環境の変動下でどのような病気が起こるかを予測したり、もしくは環境の変動による生物の進化を予測すること
も可能になるだろう。本研究は、ゲノムレベルで発生緩衝に関する分子を明らかにした。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 生物の発生は、環境の影響やゲノムの変異の影響を緩衝し、一定に保たれている。このような
作用を発生緩衝とよぶ。半世紀以上も前、Conrad Hal Waddington が提唱[1]して以来、理論研
究は盛んに行われてきたが、実際の分子レベルの現象としての知見が乏しい。20 年前、Suzan 
Lindquist らが、熱によって発現が上昇するシャペロン分子の一種、Hsp90 との関連を発表[2]し
て以来、Hsp90 があたかも発生緩衝の Master regulatory gene であるかのように、発生生物学者
や生態学者から扱われてきた。しかし代表研究者は、異なる温度環境に適応したカタユウレイボ
ヤ姉妹種の比較研究から、Hsp40 に含まれる複数のシャペロン分子も発生緩衝の役割を果たし
ていることを明らかにした[3]。本研究では、シャペロン以外にも発生緩衝に関係している分子
を探索するため、カタユウレイボヤのハイブリッドの比較研究を行った。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、まず、タイプ A およびタイプ B の両方のゲノムを持つにもかかわらず、卵の違
いによって異なる発生緩衝を示すハイブリッド集団を比較することにより、発生緩衝分子を網
羅的に探索する。また、発生緩衝が母性効果を示す仕組みを明らかにするため、ハイブリッドの
トランスクリプトームについて SNPs 解析を行うことにより、発生緩衝の母性効果におけるエ
ピジェネティックな制御の可能性を模索する。 
 
 
３．研究の方法 
（１）カタユウレイボヤの姉妹種におけるハイブリッド胚の RNA-Seq 解析 

発生緩衝を制御する母性因子は、発生中の胚でも発現量が異なるために、発生中の胚の発生緩
衝が母性遺伝すると考えられる。発生中の胚で母性由来の発現量を示す分子を特定するため、タ
イプ A の卵を使ったハイブリッドと、タイプ B の卵を用いたハイブリッドとの間でトランスク
リプトームを比較した。胚のサンプルは、タイプ A およびタイプ B の両種が同所的に棲息して
いる英国南西部のプリマス（英国海洋生物学研究所）にて両種を採集し、ハイブリッドを作成し
た。脊椎動物も含む脊索動物の特徴が現れはじめる尾芽胚の時期に、自然界での海水温度（約
17℃）と熱ストレスを加えた条件下（27℃ 1 時間）の区画に分け、それぞれのハイブリッドを
保存した。日本に持ち帰り、遺伝型を確認したのち、コントロールでの正常発生率が 70%以上
のサンプルについて RNA-Seq 解析を行い、Bioconductor[4]を用いた統計解析により、発生緩衝
度合いと有意な相関性が見られる発現量を示す遺伝子のリスト１を作成した。 

 
（２）母性発現を示す遺伝子の探索 

リスト１にあがった分子について、それぞれのハイブリッドで母性由来の発現を示す遺伝子
を特定するため、RNA-Seq データにおける多型解析を行った。本研究では、すでに発表されて
いるパイプライン Allele Workbench[5]を使って SNP の認識やゲノムのマスクを行ったが、SNPs
の数をまとめた bed ファイルを作成後は、カタユウレイボヤのゲノムでの解析に適合させるた
めに python スクリプトを作成し、タイプ A 由来のゲノムからの発現とタイプ B ゲノム由来の
発現の比をヒートマップにまとめた。母性由来の発現量と父性由来の発現量をまとめ、統計的に
母性由来の発現量に有意な差が見られる遺伝子を特定し、リスト２を作成した。 
 

 
 



（３）動物界における保存性の確認 
発生緩衝との関係が示唆され

た小胞体関連シャペロンについ
て、線虫で seam cell を GFP で
標識したトランスジェニック系
統を用いて機能解析を行った。
Seam cell は、L4 ステージで 16
個現れることが知られている。
発生緩衝は、発生における形態
のばらつきを抑える効果として
定義されるため、遺伝子の機能
阻害（RNAi）を行った際、形態
のばらつきが大きくなった場合
発生緩衝に関係していることが
示される（Fig. 2）。 
 
 
４．研究成果 
◎発生緩衝分子の網羅的同定 
 タイプ A 由来の卵とタイプ B 由来の精子を受精して作成したハイブリッド(AB)と、その逆の
組み合わせで作成したハイブリッド(BA)を各 3 バッチずつ作成し、illumina によるトランスク
リプトーム解析を行った。得られたシーケンスデータは bwa mem[6]によってカタユウレイボヤ
タイプ A ゲノム（HT ゲノム）にマップし、featureCount[7]で各リード数を算出した。正規化
したリード数をもとに、edgeR[4]で解析した結果、852 遺伝子モデルで、母親が異なるハイブリ
ッド間で発現量における有意な差が示された（FDR <0.05）。さらに、各バッチの一部をヒート
ショック後通常の温度で飼育した場合の孵化後の正常発生率（発生緩衝度合い）と、各遺伝子の
発現量との相関を調べたところ、852 遺伝子モデルのうち、約 130 遺伝子モデルが有意な相関
（P <0.05）を示した。カタユウレイボヤの遺伝子モデルは、GO が割り当てられていないもの
が多いが、Ensemble の遺伝子モデルに置き換えて GO を調べたところ、代謝や細胞プロセスに
関わる遺伝子が大半を占めていた。本研究の成果について、2019 年４月にスペインで開催され
た MBO Workshop 「Protein Quality Control: From Mechanism to Disease」、および 2019 年７
月に英国マンチェスターで開催された国際学会 SMBE で研究成果の発表を行った。 
 
 
◎母親由来ゲノムからの発現の同定 
 発生緩衝における母性効果のしくみを探るため、カタユウレイボヤハイブリッドのトランス
クリプトームデータについて、SNP 解析を行った。全 SNPs におけるレファレンス(タイプ A)
と同じ場合のカウントの割合について、「個々の遺伝子の発現が、母方由来のゲノムもしくは父
方由来のゲノムからランダムに起こっている」ことを帰無仮説として線形モデルを作成した結
果、スクリプトームのうち、約 2000 遺伝子モデルが母方もしくは父方に偏った発現を示すこと
が明らかになった。これらのうち、発生緩衝遺伝子としてリストされた 129 の遺伝子のうち、約
40%の遺伝子が母方もしくは父方に偏った発現を示していることが明らかになった。 
  

以上の結果から、発生緩衝遺伝子の発現に観察された偏りが、未受精卵にすでに含まれている
母性 RNA の供給量における制御であるのか、それとも胚性発現のエピジェネティックな制御に
よるものであるかを検証する必要がある。そこでまず、タイプ A の未受精卵およびタイプ B の
未受精卵のトランスクリプトームを比較した。得られたデータはトランスクリプトームデータ
と同様に解析し、edgeR による発現量の差を検定した。未受精卵で異なる遺伝型間で差が見られ
る遺伝子のうち、発生緩衝分子でインバランスが確認された遺伝子は約 20 遺伝子にとどまった。
つまり、残りの約 25 遺伝子は、胚性発現における何らかの母性制御によってインバランスを生
じていることになる。 
 

そこで、胚性発現におけるエピジェネティックな制御について検証するため、トランスクリプ
トームデータを取ったサンプルと同様に、ヒートショックをかけた後の胚で、クロマチン構造を
調べる ATAC-Seq を行った。得られたシーケンスデータについてトランスクリプトームデータ
と同様の解析を行った。この結果、ATAC-Seq で父性もしくは母性ゲノムのどちらかのみから
の発現を示す遺伝子に、本研究で同定された発生緩衝分子は含まれていなかった。これらの結果
から、インバランスを示す発生緩衝分子のうち、母性効果を示すものの半分以上は、タイプ A ゲ
ノムとタイプ B ゲノムにおける胚性発現制御における違いによるものであると考えられる。ま
た、同定された発生緩衝分子の全体を考えると、半分以上はインバランスを示していないことか
ら、エピジェネティクスでも母性 RNA でもない、胚性発現における制御の重要性が示された。 
 
 



◎ 線虫での機能解析 
 線虫では、小胞体関連シャペロンを含む 12 個の DnaJ シャペロンの発生緩衝における役割に
ついて、RNAi による機能解析を行った。この結果、温度ストレス下でのみ発生緩衝に関係して
いる分子のほか、通常の発生温度下で発生緩衝に関わっている分子、また、温度と無関係に発生
緩衝に関わっている分子や、通常発生のばらつきを増している遺伝子（ノックダウンすることに
より、発生におけるばらつきが小さくなる）遺伝子など、様々な機能に分かれ、スクリーニング
を行ったほとんどの DnaJ が何らかの発生緩衝に関わっていることが明らかになった（Fig.3）。
本研究成果は国際学術雑誌[8]に発表され、2018 年夏にアイルランドで開催された国際学会
Euro-Evo-Devo では、この研究成果の発表が口頭発表に選ばれた。 
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