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研究成果の概要（和文）： 

 

ミオシン重鎖(MYH)は筋運動に必須のタンパク質であるが、四足類や真骨魚類だけでなく、無

顎類のヤツメウナギも MYH 遺伝子(MYH)がクラスターを形成していることを明らかにした。また、

ヤツメウナギ MYH のプロモータ領域はゼブラフィッシュ胚体速筋での発現を正しく誘導するこ

とが明らかとなった。これらのことから、脊椎動物のごく初期の進化段階において、MYH クラ

スターが既に出現しており、かつ、基本的な筋発生の転写調節機構は確立していたことが示唆

された。 

 

研究成果の概要（英文）： 

 

Myosin heavh chain (MYH) is essential protein for a wide range of motile processes in 

eukaryotic cells and fast skeletal MYH genes (MYHs) formed clusters in mammals and 

teleosts.   In the present study, we found that the fast skeletal MYHs formed a cluster 

also in the lamprey, agnathan vertebrate.   Moreover, in vivo promoter assay demonstrated 

that lamprey fast skeletal MYH promoters could drive reporter gene to express in the fast 

skeletal muscle in zebrafish embryo.   These results suggest that in the early 

vertebrates, fast skeletal MYHs had already formed clusters and the basic mechanism for 

transcriptional control of skeletal muscle development had been determined. 
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１．研究開始当初の背景 

 

 ヒトおよびマウスなどの哺乳類では 6種類

の速筋型ミオシン重鎖遺伝子 (MYH)がゲノ

ム上の 1 箇所でクラスターを形成し、各 MYH

の発現は時間的、空間的に制御されているこ

とが報告されているが、魚類における知見は

少なかった。そこで公開されているトラフグ

のゲノム情報を利用して、真骨魚類の MYH、

とくに筋肉の主要可食部を占める速筋の MYH

を解析した。その結果、哺乳類 MYH クラスタ

ーに対応する領域はトラフグにおいて 2箇所

に倍化しているが、それぞれの領域には 1 種

類の MYH しか存在しないことがわかった。ト

ラフグにはこれらの 2箇所の遺伝子座以外に、

更に 3箇所において MYH が存在し、それぞれ

の領域で独自のクラスターを形成していた。

また、これらのクラスターはトラフグだけで

なく、ゼブラフィッシュやメダカにも存在し

ており、すべての真骨魚類に共通することが

示唆された。 

ところで、真骨魚類の祖先である条鰭類は

四足動物の祖先である肉鰭類と 4.5億年前に、

トラフグとゼブラフィッシュの共通祖先は

3.2 億年前にそれぞれ分岐したとされている。

また、脊椎動物祖先で全ゲノム重複が 2回起

き、ゲノム全体が 4 倍になったという 2R 仮

説が提唱されたが、近年の研究ではさらに真

骨魚類特異的な全ゲノム重複が 3.5億年前か

ら 3.2 億年前に起きたことが強く示唆されて

いる。これらのことから、1) ゼブラフィッ

シュとトラフグの祖先が分岐前の真骨魚類

形成の初期段階において、MYH クラスターは

既に形成、もしくは形成途上であったこと、

2) 真骨魚類の全ゲノム重複が MYH の増大に

寄与していたことが示唆される。しかしなが

ら、上記 1) および 2) に対する明確な証拠

は現在まで得られておらず、魚類の MYH の多

様性を理解するためには、さらに詳細な解析

が必要である。そこで申請者は、真骨魚類お

よび四足類を含めた硬骨魚類の共通祖先と

5.6 億年前に分岐した無顎類ヤツメウナギに

注目し、MYH の構成を調べた。その結果、驚

くべきことに、ヤツメウナギにおいても速筋

タイプ MYHがクラスターを形成していること

を予備的に明らかにした。同クラスターには

少なくとも 3 種類の MYH が存在しているが、

これら遺伝子が時空的な発現制御を受けて

いるかどうかは不明である。 

 

２．研究の目的 

 

(1） 無顎類のクラスターを含めたミオシン

重鎖遺伝子構成を明らかにする 

 真骨魚類および四足類を含めた硬骨魚類

の共通祖先と 5.6億年前に分岐した無顎類に

おける速筋型 MYH の構成を明らかにし、脊椎

動物の速筋型 MYHが現在の構成に至るまでの

過程を推定する。また、無顎類ではゲノム重

複が１回しか起きていないことが明らかに

されているが、無顎類の MYH 構成を調べ、全

ゲノム重複が MYHの多様化に与えた影響を推

定する。無顎類のウミヤツメ (Petromyzon 

marinus)のゲノム情報は既に公開されてい

るため、データベースを用いて MYH の構成を

網羅的に解析する。 

 

(2) 無顎類ミオシン重鎖遺伝子の転写調節

機構を明らかにする 

 脊椎動物の中でも進化系統的に大きく離

れている無顎類の MYHプロモータが真骨魚類

でどのように働くのか、ゼブラフィッシュを

使用したトランスジェニック技術により解

析し、無顎類 MYH の転写調節機構を解明する。

本研究の成果は脊椎動物に共通する筋発生

機構の解明の一助となることが予想される。

また、分子系統解析ではヤツメウナギの速筋

型 MYH の真骨魚類におけるオルソログを同定

することはできていないが、ゼブラフィッシ

ュ転写制御系におけるヤツメウナギ MYH の

個々のプロモータの挙動を調べ、様々なゼブ

ラフィッシュ MYHの発現部位と比較すること

により、間接的にオルソログを同定する。 

 

３．研究の方法 

 

(1） 無顎類のクラスターを含めたミオシン

重鎖遺伝子構成を明らかにする 

ウミヤツメ Petromyzon marinus ゲノムデー

タベースおよび既報のカワヤツメ

Lethenteron japonicum MYH1 および MYH2 の

cDNA 配列を参考に設計したプライマーを使

用し、カワヤツメのゲノム DNA を鋳型にロン

グ PCR を行った。次に、得られた PCR 産物の

ショットガンライブラリーを構築し、ランダ

ムにクローンを採取して塩基配列を決定し、



Phred/Phrap/Consed システムを用いてアセ

ンブリングを行った。 

 

(2) 無顎類ミオシン重鎖遺伝子の転写調節

機構を明らかにする 

 カワヤツメのミオシン重鎖遺伝子の上流

約 5kb を組み込んだ GFP もしくは RFP コンス

トラクトをゼブラフィッシュ受精卵に顕微

注入し、蛍光タンパク質の発現を蛍光実体顕

微鏡で観察した。発現が確認された一部の個

体については、抗 GFP もしくは抗 RFP 抗体お

よび抗遅筋抗体を用いて 2重染色し、共焦点

レーザー顕微鏡を用いてより詳細な観察を

行った。この他、トランスジェニック系統の

確立を目指し、蛍光タンパク質の発現が強い

個体を選抜し飼育を継続した。 

 

４．研究成果 

 

(1） ヤツメウナギミオシン重鎖遺伝子クラ

スターの解析 

 ウミヤツメゲノムデータベースを用いた

解析およびカワヤツメのゲノム解析により、

ヤツメウナギ類は MYH2-MYH3-MYH1 の順で同

一方向に 3種類のミオシン重鎖遺伝子がクラ

スターを形成していることがわかった (図

1)。また、同 MYH クラスターは約 120kb であ

ると概算され、対象領域は 11 断片の PCR 産

物でカバーすることができた。次に、各 PCR

産物につきショットガンライブラリーを作

製し、合計約 2300 クローンを解析したとこ

ろ、MYH2 上流から MYH1 の第 3エクソンまで、

約 87kbの塩基配列を決定することができた。

これまで報告されている真骨魚類の速筋型

MYH の大きさが約 12kb 程度であるのに対し、

MYH2 および MYH3 はそれぞれ約 27kb および

36kb であった。さらに、各 MYH のエクソン-

イントロン構造を調べたところ、四足類およ

び真骨魚類のそれに一致した。したがって、

速筋型 MYHの遺伝子構造は初期の脊椎動物が

出現した段階において、既に定まっていたこ

とが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

(2） ヤツメウナギミオシン重鎖プロモータ

の解析 

 

 ウミヤツメゲノムデータより得られた塩

基配列を参考にしてプライマーを設計し、カ

ワヤツメのゲノム DNA を鋳型に 3種類のミオ

シン重鎖遺伝子、MYH1、MYH2 および MYH3 の

上流約 5kb を PCR 法にて増幅し、GFP もしく

は RFP ベクターに挿入した。これらベクター

をゼブラフィッシュ受精卵に顕微注入し、蛍

光タンパク質の発現を観察したところ、MYH1

および MYH2 上流域を挿入したコンストラク

トはゼブラフィッシュ筋肉における発現が

みられたが、MYH3 のコンストラクトでは発現

がみられなかった (図 2)。MYH1 および MYH2

はカワヤツメ胚体期における発現が確認さ

れているが、MYH3 の発現は確認されていない

ため、MYH3 のプロモータはゼブラフィッシュ

においても胚体期では発現を誘導しないこ

とが示唆された。また、蛍光タンパク質の発

現が確認されたゼブラフィッシュ胚を固定

し、遅筋線維を特異的に認識するモノクロー

ナル抗体を用いて免疫染色を行ったところ、

蛍光タンパク質の発現部位は速筋に限定し

ていた。真骨魚類および四足類を含めた硬骨

魚類の共通祖先と 5.6億年前に分岐したとさ

れる無顎類ヤツメウナギの速筋型 MYHプロモ

ータが真骨魚類のゼブラフィッシュで正し

く認識されていることから、速筋型 MYH の転

写調節機構の一部は両者の共通祖先が分岐

する以前に確立されていたことが示唆され

た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図1. ヤツメウナギに存在する速筋型MYHクラスター 

図2. ヤツメウナギ速筋型MYHプロモータのゼブラフ
ィッシュでの挙動 
レポーター遺伝子として GFP (A)および RFP (B)を用
いた。MYH1 および MYH2 はレポーター遺伝子の発現を
誘導したが、MYH3 は誘導しなかった。C. B の横断面。
表層遅筋線維(一部を白矢印で示す)を免疫染色し、
RFP(一部を黒矢印で示す)が速筋のみで発現している
ことを確認した。D. 無顎類であるヤツメウナギの速
筋型 MYH プロモータがゼブラフィッシュ顎の筋肉で
のレポーター遺伝子の発現を誘導した (矢じり)。 
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