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研究成果の概要（和文）：月齢同調産卵魚は月の満ち欠けに応じた月光照射時間の周期的変化を情報源に月齢を
認知すると考えられる。本研究は、異なる月齢で月齢同調産卵を行うマハタ属の近縁2種に着目し、両魚種の全
ゲノム配列の比較と時計関連遺伝子の発現変化に月光が与える影響の比較から、月齢同調産卵が異なるタイミン
グで起きる原理の理解を目指した。本研究では、ヤイトハタおよびカンモンハタ両種のドラフトゲノム構築で
き、今後の研究にも有効な情報基盤の整備を行うことができた。また、Cry遺伝子発現に着目した発現解析によ
って、新月に応答した下垂体におけるCry2の発現上昇が月齢同調産卵にとって重要なシグナルとなる可能性が示
唆された。

研究成果の概要（英文）：It is assumed that lunar-synchronous spawner fish recognize their spawning 
lunar phase by detecting cyclic changes in intensity and duration of moon light irradiation. This 
study investigate two grouper species which have different spawning lunar phase and ask how they 
decide their spawning lunar phase. We succeeded to reconstruct draft genome of new moon spawner, 
Malabar grouper, and full moon spawner, Honeycomb grouoper by hubrid assemble method which uses 
Illiumina short reads and ONT minion long reads. Based on their genome sequence, several Cry genes 
were identified. Cry mRNA expression analysis rebealed that Cry2 expression in the pituitary is 
suggested to be a possible internal mediator of moon light stimuli. 

研究分野：魚類生理学

キーワード： 月齢同調産卵　月周性　時計遺伝子　ハタ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
種苗生産の現場では、水温や日長といった主に温帯域の魚が繁殖の同期に利用する環境要因を人為的に操作する
ことで親魚の性成熟を制御し、種苗を得るタイミングの調整が行われている。ハタ類やアイゴ類といった熱帯域
に起源を持ち、産業的価値の高い月齢同調産卵魚類の種苗生産は自然の月齢周期に従うか、化学物質に頼らざる
を得ない。本研究において構築したドラフトゲノムは今後の月齢同調産卵魚類全般の産卵制御機構研究に加え、
種苗生産技術開発の道を拓く基盤情報を提供するものである。

※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 
熱帯域を中心に温帯域まで南北に広く分布するハタ類やアイゴ類といった海産魚類は、それ
ぞれの生息域の環境に適応した繁殖活動を行っている。この結果、同種であっても棲息地域によ
って異なる繁殖期を持つ。その一方で、こうした魚類の産卵周期には地理的な差が無く、種ごと
に、ある特定の月齢において月1回の産卵を同調的に行う(月齢同調産卵) (Ikegami et al., 2014; 
2015; Takemura et al., 2015)。月齢同調産卵魚類は、月の公転によって地球上で生じる環境変
動を情報源として特定の月齢において同調的な産卵を行
うと考えられるが、その詳細な生理機構についてはいま
だ不明な点が多い。当研究グループは月の満ち欠けによ
って生じる「月光の照射時間と光強度の周期的変化(図
1)」が月齢同調産卵を制御する主要な環境因子と考え、
魚が月光情報を体内へ取り込む仕組みの解明に取り組ん
できた。熱帯から亜熱帯域に分布し、産卵期の間、上弦の
月に一斉産卵することが知られているゴマアイゴを用い
た研究では以下の成果を得た。 
(1)ゴマアイゴは微弱な夜間光である月光の有無を検出する高感度の光感受能を有し、その情報
をメラトニンの分泌量や時計関連遺伝子の発現変化といった内的因子に変換してい 
る。(Sugama et al., 2008, Kashiwagi et al., 2013; Park et al., 2014) 
(2)時計関連遺伝子の一つである Cryptochrome3(Cry3)の間脳域における発現量は、1 ヶ月周期
の月周変動を示し、ゴマアイゴの体内で月齢状態を表現する因子となることが考えられた。
(Fikushiro et al., 2012) 
(3)間脳域における Cry3 発現の月周変動は、満月周辺の月光刺激によって 1 回限りの変動が生
み出されている一過性のものであると考えられた。こうした Cry3 の一過性月周発現変動によ
って、ゴマアイゴの間脳域には満月周辺から翌月の上弦の月までの時間を 1 回だけ計測可能な
砂時計型タイマーが形成されていることが考えられた。(Toda et al., 2014; Takeuchi et al., 2018) 
種苗生産の現場では、水温や日長といった主に温帯域の魚が繁殖の同期に利用する環境要因
を人為的に操作することで親魚の性成熟を制御し、種苗を得るタイミングの調整が行われてい
る。その一方で、日本近海の海水温は地球温暖化に伴って上昇を続け、熱帯性魚類の分布も北進
していることから、日本の水産業において月齢同調産卵を行うことが多い熱帯性魚類の水産的
な重要度は今後高まっていくことが予想される。ハタ類やアイゴ類といった熱帯域に起源を持
ち、産業的価値の高い月齢同調産卵魚類の種苗生産は自然の月齢周期に従うか、化学物質に頼ら
ざるを得ないことから、月齢同調産卵魚全般の産卵制御機構の解明は重要な課題となっている。 

 
２．研究の目的 
月齢同調産卵魚は種ごとに固有の産卵月齢を有するが、ゴマアイゴと異なる月齢で産卵する
魚類においてもゴマアイゴ同様に砂時計型タイマーにより産卵月齢を認知するモデルが適応可
能か調べられていない。また、近縁種間において産卵月齢の違いが生み出される仕組みも未だ不
明である。本研究では、異なる月齢で産卵する近縁 2種として、新月で一斉産卵するヤイトハタ
(Epinephelus malabaricus)および、満月で一斉産卵するカンモンハタ(E. merra)のマハタ属 2
種に着目し、時計関連遺伝子の発現変化に月光が与える影響の種間比較から、砂時計型タイマー
を用いた産卵月齢認知モデルの一般性について検証する。さらに、両魚種のゲノム配列の比較か
ら、月齢認知に関わる時間計測機構の普遍性と多様性を調べることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) ① 新月産卵魚ヤイトハタおよび満月産卵魚カンモンハタの全ゲノムシーケンス 
沖縄県栽培漁業センターより提供を受けたヤイトハタ稚魚 1 匹および沖縄県瀬底島周辺にお
いて捕獲したカンモンハタ 1 匹より脳および肝臓を摘出し、それぞれから MagAttract HMW 
DNA Kit(Qiagen)を用いて高分子ゲノム DNA を抽出した。これらの一部を約 500bp に断片化
し Illumina Hiseqを用いた 150bpペアエンドショートリードシーケンスを行った。得られたリ
ードは FastP(Chen et al., 2018)もしくは Trimmomatic(Bolger et al., 2014)によるリードク
リーニングを行った後、kmergenie(Chikhi and Medvedev, 2013)を用いた全ゲノムサイズの推
定を行い、Platanus(Kajitani et al., 2014)を用いたアセンブルを行った。続いて、ショートリー
ドシーケンスに用いた DNAと同じ DNAを用いて Oxford Nanopore Minionによるロングリー
ドシーケンスを行った。得られたリードは porechop(https://github.com/rrwick/Porechop)によ
るクリーニングの後に FMLRC(Wang et al., 2018)によってショートリードシーケンスを用いた
シーケンスエラー修正を行い、Canu(Koren et al., 2017)を用いてアセンブルを行った。得られ
たショートリードアセンブリとロングリードアセンブリを DBG2OLC(Ye et al., 2016)と
quickmerge(Mahul et al., 2016)に供することでハイブリッドアッセンブリを作成した。さらに、
NCBI Genome database に登録済みのハタ科魚類 4 種の全ゲノム配列を参照配列とした
Medusa(Bosi et al., 2015)による scaffoldingを行うことで、本研究対象のハタ科 2魚種のドラ
フトゲノムを構築した。これらのドラフトゲノムは BUSCO(Seppey et al., 2019)および
gVolante(Nishimura et al., 2017)を用いての完成度を評価した。 

 



②新月および満月産卵魚の時計関連遺伝子に着目したゲノム配列比較 
ヤイトハタおよびカンモンハタのドラフトゲノムを用いて Blast データベースを作成し、硬
骨魚類の時計関連遺伝子配列をクエリに両者のゲノムにコードされる時計関連遺伝子配列を取
得した。それらの配列から推定されるアミノ酸配列と脊椎動物の時計関連タンパク質配列を用
いて分子系統樹を作成し、両者のゲノムにコードされる時計関連遺伝子の同定を行った。その後、 
時計関連遺伝子の翻訳開始点から上流 5kb の転写調節領域における転写制御配列(E/E’box、D-
box、RRE)の探索と 2魚種間の比較を行った。 
(2)①ヤイトハタにおける Cry発現解析 
ヤイトハタのゲノム配列情報を基に Cry cDNA 部分配列のクローニングを行った。得られた
配列情報を基に qPCRプライマーを設計し、ヤイトハタの中枢および末梢組織における Cry発
現分布を調べた。また、最も日長が長くなる 5月から 6月にかけて新月、上弦の月、満月、下弦
の月の 4 月齢における間脳および下垂体の Cry発現日内変動をそれぞれ調べ、月齢間の発現パ
ターンの違いを比較した。その後、月齢に応じた変化が認められた Cry2の間脳および下垂体に
おける発現局在を In situ hybridizationによって調べた。また、間脳および下垂体に加え、終脳
における Cry 発現の月光応答性を調べるため、満月時における月光を月の出と同時に遮断した
際の Cry発現量の日内変動パターンを調べた。 
②新月および満月産卵魚の時計遺伝子発現比較 
カンモンハタにおいてもヤイトハタ同様に日長増大期の自然光周期下において異なる月齢で
の Cry mRNA発現の変動性を調べた。さらに、本研究対象魚種のヤイトハタおよびカンモンハ
タを実験暗室内において外界とおなじ光周期条件下で 1 ヶ月馴致飼育を行い、その後、魚を実
験群と対照群の 2 群に分け、実験群には月光に近い波長スペクトルを示す微弱な人工月光ライ
トを暗期に照射する条件下で 1ヶ月の継続した飼育を行い、飼育開始 1 カ月後から 1週間おき
に両者の脳内における Cry発現の月周発現プロファイルを比較することを試みた。 
４．研究成果 
(1) ① 新月産卵魚ヤイトハタおよび満月産卵魚カンモンハタの全ゲノムシーケンス 

Illumina Hiseq によるヤイトハタおよびカンモンハタゲノム DNA のショートリードシーケ
ンスにおいて、リードクリーニング後、ともにペアエンド相塩基数約 100Gb の配列情報が取得で
きた。これらのリードを Kmergenieに供することで得られた推定ゲノムサイズはヤイトハタが
約 1.03Gb、カンモンハタが約 0.89Gb であった。Oxford Nanopore Minionによるロングリード
シーケンスでは両者ともに約 5Gbの配列情報を得た。Platanusおよび canuによるショートお
よびロングリードそれぞれのアセンブルに加え、DBG2OLC と quickmerge を用いたハイブリ
ッドアッセンブルの結果、ヤイトハタでは 8977本の contig(相塩基数約 1.25Gb、N50=631205)、
カンモンハタにおいては5299本の contig(相塩基数約0.92Gb、N50=714998)のDe novo genome 
assemblyが得られた。さらに、データベースに登録済みのハタ科魚類ゲノムシーケンスを参照
配列とした Medusa による Scaffolding の結果、最終的にヤイトハタにおいて 2735scaffold 
(N50=1463806)、カンモンハタにおいて 1588scaffold(N50=1668259)のドラフトゲノムを得る
ことができた(表 1)。本シーケンスではロングリードにおいて低カバレッジであったものの、
BuSCOおよび gVolateを用いた完成度の評価においても良好な結果が得られたことから(図 2)、
本研究で行ったアセンブル手法は低コ
ストでドラフトゲノムを作成できる非
常に有効な手法であるとかんがえられ、
得られたドラフトゲノムは今後行われ
る遺伝子解析において重要な情報基盤
になりうることが期待される。 
②新月および満月産卵魚の時計関連遺伝子に着目したゲノム配列比較 
 ヤイトハタおよびカンモンハタのドラフトゲノムから時計関連遺伝子の探索を行った結果、
Cryptochromeにおいては 4 種の Cry遺伝子領域を特定できた(図 3)。これらのうち、Cry2に
おいて翻訳開始点から上流 5kb における時計遺伝子発現制御配列(E-Box, DBox)出現頻度に 2

種間で違いが認められ、ヤイトハタ Cry2 上流配列



では認められなかった E-Boxがカンモンハタ Cry2では 2 つ出現した。本結果はハタ 2種間に
おける Cry2発現制御において、E-Boxに結合すると考えられる時計遺伝子産物のフィードバッ
クの受け方が異なることを示唆する。 
 
(2)①ヤイトハタにおける Cry発現解析 
ヤイトハタにおける Cry mRNA 組織発現分布を
調べた結果、いずれの Cryにおいても中枢神経
系で有意に高く発現することがわかった(図
4)。これらの間脳および下垂体における日周変
動性および月周変動性を調べた結果、Cry種に
おいて異なるパターンの日周変動を示す一方、
Cry2 mRNA が新月時に夕方に訪れる発現ピーク
が有意に高くなることが分かった(図 5)。満月
から上弦の月に至るまでの 4つの月齢における
日の出後 6時間後(ZT6)の間脳および下垂体に
おける Cry発現量を調べた結果においても、新
月時におけるCry2 mRNAの顕著な発現上昇が
観察された(図 6)。 

間脳および下垂体における Cry2 発現局在を In situ hybridization によって組織学的に調べた
結果、下垂体において強く発現していることが明らかとなったことから(図 7)、下垂体および間
脳における Cry2 の月光応答性について月光遮断条件下における発現プロファイルの取得から
より詳細に検討した結果、下垂体においては調べた Cry いずれにおいても月光遮断条件下で発
現が上昇することが明らかとなった(図 8)。これらの結果、月光情報は下垂体に伝えられ、生殖
軸の制御を下垂体で行っていることが推察された。 

 
 
②新月および満月産卵魚の時計遺伝子発現比較 
自然光周期下で飼育したヤイトハタの間脳および下垂体における Cry mRNA発現を新月、上
弦の月、満月、下弦の月の 4月相で調べた結果、Cry2 mRNA発現が新月において有意に上昇し
たことから、カンモンハタにおいても同様に間脳および下垂体における Cry2 mRNA 発現を調
べた結果、ヤイトハタと同様のパターンを示した。その一方で、ドラフトゲノム配列から Cry2
上流配列を調べた結果、両者の E-box 出現頻度が異なっていたことから、転写制御フィードバッ
クに 2 種間での違いがあることが推測された。今後これらの上流配列を用いた Luciferase 
reporter assay によって時計関連五タンパク質と転写制御の相互作用を調べていくことで、さ
らに月光応答性に関連した転写制御機構と産卵月齢を生み出す原理に対する理解が深まること
が期待される。また、産卵月齢の違いを生み出す月光情報の利用法の差異について検討するため、
人為光周期下において人工月光ライトを暗期に照射した際の、両者の間脳域における Cry 発現



の月周発現プロファイル比較することを試みたが、実験途中で魚が死亡し、これらの結果を 2種
間で比較に至らなかった。今後、本課題を解明するためには人為光周期下における長期飼育を可
能にすることが必須であり、飼育条件の最適化を検討する必要があると考えられる。 
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