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研究成果の概要（和文）：日長の変化に応じて生物が生理機能や行動を変化させる現象は光周性と呼ばれてい
る。この光周性の分子機構を明らかにすることを目的として、脳の時系列試料を用いた網羅的な遺伝子発現解析
を実施したところ、明瞭な日長応答性を示す機能未知遺伝子（以降、遺伝子X）を新たに発見した。組織学的解
析やシングルセル解析を実施したところ、遺伝子Xはよく知られているホルモン産生細胞とは異なる下垂体細胞
で特異的に発現していることが明らかとなった。また、ゲノム編集技術を用いてノックアウトメダカを作出し、
RNA-seq解析を実施したところ、433個の遺伝子が遺伝子Xによって制御されていることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The phenomenon in which organisms change their physiological functions and 
behavior in response to changes in day length is known as photoperiodism. To elucidate the molecular
 mechanism of photoperiodism, we performed a comprehensive gene expression analysis using time 
series of brain samples and discovered a new gene of unknown function (hereafter referred to as "
gene X") that exhibits a distinct photoperiod response. Histological and single-cell analyses 
revealed that gene X is specifically expressed in pituitary cells, which are distinct from the 
well-known hormone-producing cells. In addition, knockout medaka were generated using genome editing
 technology and RNA-seq analysis revealed that 433 genes are regulated by gene X.

研究分野： 動物生理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
光周性は、脊椎動物に限らず、昆虫や植物においても観察され、繁殖や渡り、開花など様々な生命現象において
観察される。これらの事実は、光周性が進化上重要な性質であることを強く示唆しているが、光周性の分子機構
は完全には明らかとなっていない。本研究では、先行研究において見出した機能未知な遺伝子に着目し、その解
析を進めることで、遺伝子Xの特徴を明らかにすることができた。遺伝子Xは多くの脊椎動物で保存されているに
も関わらず、その機能が明らかとなっていないため、今後、これらの知見をもとに研究を進めることで、遺伝子
Xの機能の解明、さらには動物の季節適応機構の理解がさらに深まることが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 四季のある地域に生息する多くの動物は日長を季節の指標として季節の変化を読み取り、そ
の季節に合わせた最適な生理機能や行動をとるよう進化してきた。この性質は光周性と呼ばれ
ており、光周性を示す生命現象も多様である。近年の研究から季節繁殖の分子機構は理解が進ん
できたものの、その他の光周性を示す生理機能や行動の分子基盤は明らかとなっていない。我々
はメダカをモデルとして脊椎動物の光周性の研究をしている中で、日長応答性を示す機能未知
遺伝子（以降、遺伝子 X）を新たに発見した。遺伝子 X は、長日条件特異的に朝と夕方の 2 回
ピークを示す 2 峰性の発現プロファイルを示し、14 時間以上の明期で 2 峰性の発現プロファイ
ルが誘導されることが明らかとなっていた。つまり、遺伝子 X の発現制御には日長測時機構が
存在することが示唆されている。また、脊椎動物に広く保存されており、いずれの動物において
も機能が明らかとなっていなかった。 
 
２．研究の目的 
 このような背景の中で、遺伝子Xの機能やその発現制御機構を明らかにすることができれば、
動物の季節適応機構の理解を前進できると着想した。そこで、本研究では分子生物学的手法を駆
使することで遺伝子 X の機能やその発現制御機構を明らかにし、光周性の分子基盤や動物の季
節適応機構を理解することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）ゲノム編集技術を用いた遺伝子 X の機能解析 
 CRISPR/Cas9 システムを用いて遺伝子 Xノックアウト（KO）メダカを作製した。遺伝子 Xの領
域を挟むように 2 つの gRNA を設計し、1 細胞期胚に gRNA と Cas9 をマイクロインジョクション
した。得られた G0個体は野生型（WT）と掛け合わせ、F1個体を得た。遺伝子 Xの遺伝子領域が欠
失した個体を PCR により判定し、同一の欠失を有する F1個体同士を掛け合わせた。得られた F2

個体は genotyping により、WT と KO を区別した。 
 ゲノム編集により作出した遺伝子 X KO メダカを用いて網羅的な遺伝子発現解析を実施した。
短日条件もしくは長日条件にて飼育した WT あるいは KO メダカの視床下部および下垂体を採材
し、その試料を用いた RNA-seq 解析を実施した。 
 
（2）下垂体を用いたシングルセルマルチオーム解析 
 先行研究において、遺伝子 Xの発現部位を in situ hybridization により検討したところ、
下垂体の一部の細胞で発現していることが明らかとなった。一方、どの細胞で発現しているか明
らかではなかった。そこで、遺伝子 Xが発現している細胞の特定と、長日条件で見られる 2峰性
の発現プロファイルの発現制御機構を明らかにすることを目的として、同一の細胞から遺伝子
発現情報（scRNA-seq）とクロマチン構造情報（scATAC-seq）が取得できるシングルセルマルチ
オーム解析を実施した。なお、本データは、2022 年度の「先端ゲノム支援」による支援により取
得した。 
 
４．研究成果 
（1）遺伝子 X は、日長によって発現が大きく変わることから、まず日長によって制御されてい
る遺伝子を抽出した。短日条件と長日条件で飼育された野生型の RNA-seq データの解析を実施
したところ、98 個の遺伝子が日長によって制御されていることが明らかとなった。次に、短日
条件あるいは長日条件で飼育した野生型と KO の間で遺伝子発現解析を実施したところ、短日条
件では 207 個の遺伝子が、長日条件では 262 個の遺伝子が WT と KO の間で発現が有意に変化し
ていることが明らかとなった。そこで、これら 3つの遺伝子リストを用いて共通項を抽出したと
ころ、13 個の遺伝子が日長によって発現が変動し、遺伝子 X によって制御されていることが明
らかとなった。今後は、RNA-seq 解析によって明らかとなった情報をもとに表現型解析を進めて
いく予定である。 
 
（2）長日条件で飼育したメダカの下垂体を用いてシングルセルマルチオーム解析を実施したと
ころ、7,868 個の細胞の遺伝子発現情報、クロマチン構造情報を取得することができた。各細胞
のトランスクリプトームの情報を元にクラスタリングした結果、18 個の細胞集団を同定するこ
とができた。次に、マーカー遺伝子の情報をもとに各細胞集団を同定した。その結果、FSH 産生
細胞や LH 産生細胞、甲状腺刺激ホルモン産生細胞、プロラクチン産生細胞、コルチコトロピン
産生細胞、成長ホルモン産生細胞、ソマトラクチン産生細胞など下垂体のホルモン産生細胞を同
定することができた。次に、遺伝子 Xが発現している細胞を検討したところ、上記のホルモン産
生細胞とは異なる細胞集団で特異的に発現していることが明らかとなった。また、遺伝子 X+細
胞集団は、光受容タンパクであるオプシンも発現していることが明らかとなったため、この細胞
集団は光を直接感知できる可能性が示唆された。次に、同データを用いて遺伝子 Xの発現制御機



構を明らかにすることを目的として、scRNA-seq データと scATAC-seq データの統合的な解析が
可能な SCENIC+を用いた解析を実施した。その結果、遺伝子 Xの発現制御に重要と考えられるシ
ス制御配列や転写因子をいくつか同定することに成功した。現在、これらの転写因子のプロモー
ター解析の準備を進めている。 
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