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研究成果の概要（和文）：異体類は、変態期に片方の眼が体の反対側に移動し、眼のある側に色

素を形成することにより、体の左右非対称性を形成する。また左ヒラメと右カレイと言われる

ように、ヒラメとカレイ類では非対称性が左右逆である。本課題では、異体類の非対称性を制

御する発生システムを研究し、以下の結果を得た。前脳が捻れを発生することにより顔面が非

対称に変形し、それに伴って眼が移動する。内臓の左右非対称性を制御するノダル経路の最終

的な左右決定実行遺伝子（pitx2）が、間脳上部左側で発現し非対称性を制御する。発現に異常

が起こると、どちらの眼が移動するかランダムとなり、一部稚魚で正常と眼位が逆転する。左

ヒラメと右カレイに分かれるのは、胚発生で視交叉の順がヒラメとカレイで左右逆に固定され

ていることが原因だと考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）：Flounder larvae transform from symmetric to asymmetry shape by 
moving one eye at metamorphosis. Final shape is divided to sinistral species (e.g. 
Paralichthys olivaceus) and dextral species (e.g. Varasper veriegatus). We have elucidated 
the developmental control system of eye-sidedness of flounders. Eye migration proceeds in 
coordination with dynamic asymmetric formation of forebrain and cranium. Final L-R 
determinant gene, pitx2, of the Nodal pathway, known to control the laterality of internal 
organs, is expressed in the left side of dorsal diencephalon in flounders to lateralize the 
eye-sidedness. When pitx2 expression is suppressed, which eye migrates is randomized, 
resulting in reversal of eye-sidedness in part of larvae. The mechanism that divides 
flounders to sinistral and dextral species has close relation with the fact that the laterality 
of the optic chiasma is fixed in opposite direction between two species. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 異体類（ヒラメ・カレイ類）は両眼が体
の片側に配置し、さらに眼の配置する体側
（有眼側）が褐色、眼の配置しない体側（無
眼側）が白色を呈することにより、体全体が
左右非対称性を示す。これほど極端に外見的
な左右非対称性を示す動物は、異体類以外に
ない。また左ヒラメと右カレイと言われるよ
うに、ヒラメの仲間では眼が体の左側にある
のに対し、カレイの仲間では右側にあり、ヒ
ラメとカレイ類では体の非対称性が左右逆
である。異体類の非対称性は一般にもよく知
られた現象であるが、その発生機構は謎のま
ま残されていた。 
(2) 異体類でも仔魚は外見的に左右対称で、
特に他の魚種と変わった様子は見られない。
変態期（仔魚から稚魚への移行期）になると、
片方の眼が移動し始め反対顔面に到達して
眼の配置（眼位）が左右非対称になり、次に
有眼側が褐色に着色して体全体が左右非対
称性になることが知られていた。 
(3) 異体類の増養殖の種苗生産では、眼の配
置が左右逆になる眼位異常（右ヒラメ・左カ
レイ）、あるいは無眼側が着色する黒化、有
眼側に色素が形成されない白化などの左右
性に関する発生異常が多発する。特にホシガ
レイなどカレイ類では、眼位異常の発生率が
30%程度と極めて高く、その発生機構の解明
と防除策の確立が望まれている。 
(4) ヒトを含め全ての脊椎動物の心臓と腸
は左右非対称である。これらの非対称性が胚
発生で各器官原基の左側に発現するノダル
経路（シグナル因子の nodal と lefty、左右決
定実行因子として働く転写因子 pitx2 で構成
されるシグナル伝達系）で制御されているこ
とが明らかにされていた。 
(5) ゼブラフィッシュでは、心臓や腸だけで
なく、間脳上部（松果体・副松果体、左右一
対の手綱核）の非対称性がノダル経路で制御
されていることが証明されていた。すなわち
胚期にノダル経路が間脳上部左側でも発現
し、発現した左半分が副松果体と左手綱核を
形成し、発現しない右半分の細胞が松果体と
右手綱核を形成する。この時、ノダル経路に
より手綱核に機能的左右差が発生する。 
(6) ノダル経路の胚左側への入力は、体節期
に尾端に一過的に出現するクッパー胞の繊
毛運動により制御されていることがゼブラ
フィッシュで明らかにされていた。クッパー
胞に異常が発生すると、ノダル経路の発現が
胚の左、右、あるいは両側とランダムとなり、
それに伴って内臓や間脳上部の非対称性が
左右ランダムになる。 

(7) 雌性発生によるヒラメのクローン家系
の作出事業において、20%の高率（正常では
1%未満）に眼位逆位を発生する系統が作出さ
れていた。本研究に着手する以前に、私達は、
このクローン家系では胚ノダル経路がラン
ダム化していることを発見し、ノダル経路が
異体類の眼位制御にも関与していることを
報告していた。ただし内臓と眼の逆位は独立
に発生したことから、内臓と眼の非対称性は
リンクしていないと考えられ、ノダル経路が
どのようにして異体類の非対称性形成に関
わるのかは不明のまま残されていた。 
(8) 異体類の色素形成に関しては、胚型色素
胞（大型で胚期に発生する）と成体型色素胞
（小型で変態期に発生する）の２種類が存在
し、成体型色素胞が有眼側だけに分化するこ
とで体色に左右差が生じることが分かって
いた。成体型色素胞は、仔魚期には無色透明
な幹細胞あるいは前駆細胞として体のどこ
かに分布すると推定されていたが、分布場所
は不明であった。 
(9) 種苗生産では飼餌料成分や長日飼育に
より有眼側の白化が起こる。特にブラジル産
のアルテミアを給餌すると 100%の稚魚に有
眼側の白化が発生することが分かっていた。
しかし色素形成異常が発生するメカニズム
自体は不明のまま課題として残されていた。 
 
２．研究の目的 
(1) 異体類の左右非対称性形成は、生物学的
に非常に興味深い現象であると同時に、種苗
生産の効率化を図るうえでも重要な現象で
ある。我が国では、古くからヒラメの種苗生
産が行われ、カレイ類でもホシガレイやマツ
カワなどが現在水産増養殖の重要対象種と
なっている。このように多様な異体類サンプ
ルが入手可能な国は日本だけであり、異体類
研究は日本発の発生研究として注目される。
本研究では、異体類の非対称性形成のメカニ
ズムを世界に先駆けて解明することを第一
の目的とした。 
(2) 内臓と間脳上部の非対称性を制御する
ノダル経路が、異体類の眼位の制御にも関与
していることを報告していたので、本研究で
は、眼位制御におけるノダル経路の役割を解
明することを重点課題とした。 
(3) 体色の左右非対称性の発生機構の解明、
色素異常の防御策の開発のためには、変態期
に有眼側に出現する成体型色素胞の分化機
構を理解する必要がある。色素研究について
は、成体型色素胞の前駆細胞が仔魚の何処に
分布しているのかを解明することを第一の
目的とした。 



(4) 種苗生産で起こる色素異常は日照条件
（長日飼育）が一因であると考えられている
が、因果関係は不明である。長日飼育が色素
異常を発生するメカニズムを解明するため
に、光が成体型色の分化と色素関連ホルモン
の脳内分泌系に及ぼす影響を検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒラメとホシガレイを受精卵から左右
非対称性形成が完了する変態後期まで飼育
し、その間定期的に固定し、眼位異常と色素
異常の発生率、およびノダル経路と色素関連
遺伝子の発現解析に供した。常法通りの飼育
条件のほか、一部の実験ではブラジル産アル
テミアの給餌、24 時間照明飼育を行った。 
(2) 遺伝子発現の解析には、主に whole 
mount in situ ハイブリダイゼーション
（WISH）法を用い、詳細な細胞レベルでの
発現は切片 in situ ハイブリダイゼーション
（SISH）により観察した。 
(3) 脳内で細胞分裂中の神経前駆細胞は、増
殖細胞核抗原（PCNA）に対する特異抗体を
用いた免疫組織化学により検出した。 
(4) 色素分化の細胞トレース実験では、成体
型色素前駆細胞と思われる細胞を赤色蛍光
色素（DiI）で標識し、処理した仔魚を水槽
内で飼育し、蛍光観察により DiI 標識細胞が
成体型色素胞に分化するか追跡した。 
 
４．研究成果 
(1) ノダル経路の発現と内臓、眼の非対称性
形成とのタイミングを比較した結果、ノダル
経路の左特異的発現は孵化前に一過的に発
生し、内臓の非対称性形成はその直後から始
まった。一方、眼の移動は胚ノダル経路の発
現から 2週間以上遅れて始まることが分かっ
た。また眼位異常を高率（30%）に発生した
ホシガレイ種苗ロットでも、胚期のノダル経
路は 100%の個体で正常に内臓と間脳上部左
側に発現していることが分かった。この結果
は、ノダル経路が正常に胚左側に発現しても、
変態期に形成される眼の非対称性は逆転し
うることを示す。これらの結果から、異体類
の非対称性は胚期ノダル経路で直接決定さ
れているのではないと分かった。 
(2) 従来の WISH 法では、胚の遺伝子発現
は可視化できるが、プローブの浸透性の問題
から孵化以降の仔魚の発現解析は無理だと
考えられていた。実験条件を検討した結果、
変態期仔魚でも良好に深部の遺伝子発現を
検出できるプロトコルを作ることができた。
この方法で変態期仔魚におけるノダル経路
の発現を解析したところ、シグナル因子の
nodal と lefty は胚発生以降発現しないが、左
右決定実行因子 pitx2 が間脳上部で再発現す
ることを発見した（図 1A）。SISH 法で脳内
における pitx2 の発現部位を調べたところ、

左右一対の手綱核のうち左手綱核の内側部
で pitx2 が発現することが分かった（図 1B）。
さらに感度を上げた WISH 法により、ヒラメ
では胚発生後も pitx2 発現が手綱核で微弱に
維持され、それが変態前期に強発現すること
が分かった。これらの結果から、胚期に pitx2
を発現した細胞が発現のポテンシャルを維
持し、変態前期に再発現するものと推定され
た。従来、ノダル経路の発現は胚期に一度起
こるだけだと考えられており、私達の発見は
左右非対称性形成におけるノダル経路の新

(3) ヒラメとホシガレイ仔魚にお

しい役割を示唆するものである。 

ける非対

再発現する pitx2が眼位制御

称性形成を解析した結果、変態前期に眼球移
動と関連した非対称性形成として、最初に終
脳から間脳の捻れが始まり、まもなく左右の
眼上棒状軟骨（尾骨と耳胞軟骨を連絡する棒
状の軟骨で、左右それぞれの眼球背側に形成
される）のうちヒラメでは右棒状軟骨、ホシ
ガレイでは左棒状軟骨が消失し始めること
が分かった（図 2）。この時期の仔魚を止水に
靜置すると、まだ眼の移動が始まっていない
のにも関わらず、将来の有眼側を上にして水
槽の底に横臥したことから、前脳が非対称性
形成を始めるのに伴って、眼球移動が始まる
前に既に行動の非対称性が発生しているこ
とが分かった。軟骨の消失に続いて、消失軟
骨と同側の眼が移動し始めた。このように異
体類の眼球移動は、脳と頭蓋骨の非対称性形
成に伴って進行する極めてダイナミックな
頭部左右非対称性形成の一部であることが
分かった。pitx2 の再発現は、これらの非対
称性形成に先立って起こることから、変態前
期に再発現する pitx2 が異体類に固有な体の
左右非対称性形成に関わっている可能性が
推定された。 

(4) 変態前期に



に実際に関わっているかどうかを調べるた
めに、眼位異常がほとんど発生しないヒラメ
と高率に発生するホシガレイとの間で、pitx2
の再発現率と眼位異常発生率を比較した。ヒ
ラメでは、100%の仔魚で pitx2 の再発現が起
こり、全個体が正常眼位に発生したのに対し、
ホシガレイでは再発現が起こる仔魚は 40%
と低率で、眼位逆位が 20%、左右相称（眼球
移動が起こらない／両眼球が移動する）が合
わせて 20%発生した。このように pitx2 が再
発現しないと眼位異常が発生する とから、
ノダル経路のうち最終的な左右決定因子で
ある pitx2 が変態期に間脳上部で再発現し、
眼位制御に機能することが示唆された（図 3）。
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(5)  胚期と変態期に起こる pitx2 発現の関
係を調べるために、胚ノダル 路の入力を阻
害することが知られているウアバインで胚
を短時間処理し、胚 pitx2 発現率、内臓の左
右性異常、変態期 pitx2 再発現率および眼位
異常の発生率を調べた。ウアバイン処理によ
り、pitx2 発現が起こらない胚が出現し、心
臓の捻転方向の異常が発生した。処理した個
体を変態まで飼育したところ、変態前期に
pitx2 再発現が起こらない個体が高率に出現

、さらに変態後には眼位逆位が発生した。
これらの結果から、胚期に pitx2 を発現した
細胞が、変態前期に pitx2 を再発現し、前脳
の非対称性形成から眼位決定を制御するこ
とが裏付けられた。 
(6) 左手綱核で再発現し
に眼位を制御するかと言う問題に迫るため
に、pitx2 再発現後に起こる脳の非対称性形
成の様子を調べた。ヒラメ、ホシガレイの手
綱核とも変態前期には形態的には左右対称
であるが、変態後には右手綱核が容量で約
30%左手綱核よりも大きく成長していること
が分かった。手綱核は脊椎動物共通に、機能
的にも形態的にも左右非対称であることが
知られている。ゼブラフィッシュの研究によ
り、手綱核の機能的非対称性は胚間脳上部で

らかにされているが、機能的非対称性の発生
機構は不明であった。私達の結果から、少な
くとも異体類では手綱核の形態的非対称性
は、変態期に発生することが分かった。興味
深いことに、眼位正常と逆位個体で手綱核の
容量を比較すると、眼位逆位個体では左手綱
核が大きく、正常に対して左右差が逆転して
いることが分かった。これらの結果から、変
態前期に手綱核の形態的非対称性が発生し、
その左右差は左手綱核で再発現する pitx2 に
より制御されていると考えら得る。さらにこ
の pitx2 を介した手綱核の一定方向の非対称
性制御形成が、異体類に固有な前脳の非対称
性の左右方向を制御し、眼位のコントローラ
ーとして機能することが推定された。 
(7) 変態期に起こる pitx2再発現の誘導調節
機構を調べることを目的として、ヒラメ
シガレイを含む 7 種類の異体類について
pitx2 の左特異的発現調節エレメント（LSE）
の塩基配列を解読した。調べた全ての異体類

LSE には、Nodal 応答配列の直近に核受
容体応答コア配列（AGGTCA）が存在し、そ
れを含む 23 塩基の配列はグルココルチコイ
ド受容体（GR）と 9-cis レチノイン酸受容体
（RXR）の 2 量体の結合配列であることが分
かった。ゲルシフトアッセイにより、この配
列に GR と RXR が実際に結合することが確
認された。これらの結果ら、変態を調節する
ホルモンのうち GR と RXR が変態期 pitx2
再発現に関与している可能性が示唆された。 
(8) ボウズガレイは現存の異体類で最も原
始的な種で、その眼位は個体により右と左に
半々に分かれる。また最近、異体類の祖先の
化石が発見され、右眼位と左眼位の個体が混
在したことが報告された。従って、異体類の
眼の非対称性は最初左右ランダムに発生し、
その後非対称性を一方向に制御する発生シ
ステムが進化したものと解釈できる（図 4）。 

これまでの私達の結果から、左手綱核で再
発現する pitx2 が非対称性制御の発生システ

で中心的な役割を果たすことが示された
が、眼の配置にランダムな非対称性をもたら
した最初の進化（即ち脳に非対称性をもたら
した進化）はノダル経路とは無関係だと考え



られる。また pitx2 の再発現はヒラメでもカ
レイでも間脳上部の左側で起こることで共
通していることから、左ヒラメと右カレイを
振り分けるシステムもノダル経路とは別に
存在することが予想された。 
(9) 次に異体類の前脳の非対称性が何故発
生するのか、と言う問題を検討した。脳に非
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対称性が発生する時には神経前駆細胞の増
殖領域が左右非対称となると予想し、変態期
仔魚の脳内の細胞増殖域を観察した。魚類の
視交叉は完全交叉であるため、魚類一般に視
交叉に接する間脳下部にはもともと視交叉
の捻れに伴うわずかな非対称性が存在する
ことが分かった。異体類では、この捻れを拡
大するようにして間脳全体から終脳にかけ
て捻れを発生することが明らかになった。し
かもヒラメ類では右眼由来の視神経束が左
眼由来の視神経束の前を通るように固定さ
れ、カレイ類では交叉の順が逆に固定されて
いるため、ヒラメ
とカレイでは胚発
生で既に脳の非対
称性が左右逆にセ
ットされているこ
とが分かった（図
５）。おそらく
pitx2 による方向
の制御機構が働
、視交叉のトポ

ロジーに従ってヒ
ラメの前脳は左、
カレイの前脳は右
方向に捻れを起こ
し、それぞれ右眼、
左眼が移動すると
考えられる。 
(10) 成体型色素胞
視化することを

前駆細胞を ISH法で可

で胚型色素前駆細胞のマーカーとして使わ
れている遺伝子からヒラメ成体型色素前駆
細胞を可視化する遺伝子をスクリーニング
した。その結果、GTP-cyclohydroxylase 1 
（gch1）が成体型色素前駆細胞のマーカー遺
伝子として有効であることが分かった。gch1
陽性細胞は、変態前期に仔魚の背鰭基部に一
過的に出現した（図 6A-B）。仔魚の鰭基部の
細胞を DiI で標識してその後の挙動を追跡し
たところ、DiI で標識された細胞が有眼側の
皮膚で成体型色素胞に分化していることが
観察された（図 6C-D）。従って、成体型色素
胞は仔魚期には背鰭基部に幹細胞の状態で
維持されており、変態前期に色素前駆細胞に
分化して、体表に分散し、変態後に黒色素胞
に成熟すると考えられた。ただし前駆細胞は
左右の皮膚に移動するため、最終的に黒色素
胞を左右非対称に成熟させるメカニズムは
今後の課題として残された。 

から色素前駆細胞への分化が抑

(11) ブラジル産アルテミアを投与すると
gch21 性細胞が出現しないことから、幹細胞

が発生することが分かった。一方、24 時間照
で発生する白化の場合、色素前駆細胞の分

化は正常であったことら、細胞の分散か色素
胞への成熟が抑制されるものと予想された。
光と色素発生を結びつける脳内分泌につい
て手がかり得るために、ドーパミン合成系の
チロシン水酸化酵素（TH）とメラニン刺激
ホルモン前駆体（POMC）の脳内発現を解析
した。24 時間照明により視索前野の TH 発現
が上昇し、下垂体での POMC 発現が抑制さ
れる傾向が観察され、光と色素胞発生の間に
は TH- POMC 系が介在している可能性が伺
われた。今後は、TH- POMC 経路を中心に
して色素発生に関連した脳内分泌のメカニ
ズムを解析する計画である。 
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