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研究成果の概要（和文）：ミジンコ類は、古くから生態学の研究に用いられてきたが、遺伝学的、分子生物学的、発生
学的な研究は、他のモデル生物に比べようやく基盤が整備されつつあるという状況にある。本研究では日長条件という
単一のバロメーターを調節することにより、ほぼ100%雄が出るミジンコの系統を見いだした。さらにマイクロインジェ
クション法によるトランスジェニック動物個体の作出を試みた。現在のところ、一過的な遺伝子発現は認められたもの
の、次世代にトランスジーンが伝達されることは確認できていない。しかしながら、効率よくミジンコをin vitroでの
発生させる方法も見出し、モデル生物としてのミジンコの基盤を確立することができた。

研究成果の概要（英文）：The ubiquitous, freshwater microcrustacean Daphnia has been analyzed as a model an
imal for monitoring ecosystem integrity. Daphnia are capable of either clonal or sexual reproduction, maki
ng them ideally suited for genetic research, but the establishment of in vitro development of the embryos 
and gene modification techniques has not been established. We investigate a condition for natural male pro
duction and found the Daphnia strain whose sex is solely regulated by day length. In addition, we establis
hed an optimal condition for microinjections and the following in vitro development of the embryos. The cu
rrent research is preliminary but our findings provide useful knowledge for further study for genetic stud
y for Daphnids.
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１．研究開始当初の背景 
 湖沼生態系の中核を担う構成員であるミ
ジンコ（Daphnia pulex）は、環境に応じて
様々な表現型を作りだし、その複雑な生活環
は、古くから生態学や進化学の分野で研究の
対象とされてきた。近年では、環境の変化に
対し敏感に応答する特徴を生かして湖沼環
境や水質汚染の環境指標生物としても用い
られており、生態系の保全など、様々な分野
で利用されている。さらに、甲殻類で初めて
全ゲノムが解読され、ゲノム研究の情報基盤
が整いつつあるほか、申請者は RNAi 手法も
開発し、ミジンコは進化-発生-生態学の分野
を縦断する新しいモデル生物となりうるこ
とで注目されている。一方で、実験手法・技
術の面で、まだ克服しなければならない課題
も多い。例えばトランスジェニック動物につ
いては、マイクロインジェクション法による
作出の報告はあるが、遺伝子の導入頻度は低
く、実用化のためには多くの点で改善が必要
である。さらに、ミジンコの系統保存には絶
え間なく継代飼育を行うよりほかなく、モデ
ル生物としての基盤整備には安定的な系統
の長期保存技術が必須な状況である。 
 
２．研究の目的 
 ミジンコは通常雌が雌を産む単為生殖に
より繁殖するが、環境条件が悪化すると雄を
産出し有性生殖を行う。研究代表者らはこれ
までに、幼若ホルモン類似体によって環境非
依存的にミジンコの雄産生が誘導されるこ
と、幼若ホルモン感受による雄への発生運命
決定が産卵前の母親卵巣内で起きているこ
と 、及 び雄 胚特 異的 に発 現す る Dsx
（doublesex）が雄形質の発現に重要である
ことを明らかにした。さらに我々は、ミジン
コの性決定遺伝子カスケードを完全に明ら
かにしようと生殖細胞に注目して研究を推
進しているが、母親卵巣内において性決定プ
ロセスの進行している生殖細胞のみを取り
出して解析に用いることは技術的に困難で
あり、そもそもミジンコの卵巣内で生殖細胞
がどのような振る舞いをしているかについ
てさえよくわかっていない。そこで本研究で
は、ミジンコの生殖細胞の「環境要因から性
が決まるまでの一連の遺伝子カスケード」を
明らかにするために、生殖細胞特異的ラベル
化トランスジェニックミジンコの作出と、単
為生殖卵の凍結保存法を確立し、進化-発生-
生態学の分野の新しいモデル生物としての
基盤を整備することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 ミジンコは通常雌が雌を産む単為生殖に
より繁殖するが、環境条件が悪化すると雄を
産出し有性生殖を行う。この環境に依存した

雄産出の過程では、環境シグナルの下流で内
分泌系や性分化に関わる因子が働くことが
予想されている。本研究ではそのような環境
条件を厳密にコントロールするために、人工
気象器を用いてミジンコを飼育し、えさは一
日一回クロレラを与えた。遺伝子機能解析実
験のためのミジンコ初期胚は、排卵直後の 2
週齢成虫から採取し、実験に供した。 
 
４．研究成果 
 幼若ホルモンを曝露されたミジンコは環
境非依存的に雄の産生が誘導されることか
ら、環境悪化のシグナルを感受したミジンコ
では体内の幼若ホルモン濃度が上昇してい
ることが予想される。ミジンコは環境ストレ
スを単為生殖メスに与えることで、一定の割
合でオスを産むことが知られている。しかし
ながら研究室内で、環境パラメーター変化に
よって安定的に性比をコントロールするこ
とは難しい。トランスジェニック解析を今後
進めていくためには、産まれてくる仔虫の性
比をコントロールし、雄と雌を交配させ、有
性生殖によって子孫を得ることが不可欠で
ある。われわれはミジンコのある地理系統が
単一パラメーター変化により安定的に雄を
産み出す条件を見出すことに成功した。すな
わち、長日条件(明 14 時間：暗 10 時間)で産
まれてくる仔虫はほぼ 100%メス、短日条件
(明 10 時間：暗 14 時間)ではオスとなる系統
を見いだし、以下の実験はこの系統を用いて
解析を行った。 
 次にトランスジェニック個体の作出を試
みた。マイクロインジェクションを始めるに
先立ち、シャーレ中で効率よく卵を発生させ
る条件を検討した。その結果、60mM のスク
ロースを含んだ M4 培地中で、なおかつ 2%
アガロース上でハンドリングしたミジンコ
胚が最も効率よく発生することが分かった。
次にこのミジンコ系統から、EF-1a 遺伝子の
ゲノム DNA を単離し、その遺伝子本体を蛍
光タンパク質に置換したコンストラクトを
作製した。マイクロインジェクションによる
トランスジェニックミジンコ作出を行い、1
世代目では蛍光シグナルがモザイク状に観
察されたが、生殖細胞系列に伝わっておらず、
ライン化には至らなかった。 
 さらに、この条件下で飼育したミジンコか
ら RNA を抽出し、雄を産むミジンコおよび
雌を産むミジンコの網羅的遺伝子解析のた
め、RNA-seq 法による解析を行った。すでに
そのシークエンスのランは終えており、現在
解析を進めている。雌雄それぞれの誘導条件
下における網羅的な遺伝子発現解析から幼
若ホルモンの動態制御に関わる因子が同定
されるものと期待される。 
 また、ミジンコの系統保存には絶え間なく



継代飼育を行うよりほかなく、モデル生物と
しての基盤整備には安定的な系統の長期保
存技術が必須であることから、本研究では、
ミジンコの単為発生卵の凍結方法について
も検討を行った。胚を育房に抱えた親個体ま
たは単離胚を用いて、産卵直後、産卵後 24
時間、産卵後 48 時間の各ステージの胚につ
いて、グリセロール耐性が低く、すべての処
理条件において生存率を検討したところ、48
時間胚において、グリセロール耐性がもっと
も大きく、生存率が 80％を超えた。しかしな
がら、この条件で凍結融解を行ったミジンコ
は産卵せず、凍結および融解の条件をさらに
検討する必要がある。 
 本研究では以上にまとめたように、遺伝的
な交配実験系の開発について解析を行った。
ミジンコは、自然環境条件により、単為生殖
と有性生殖を使い分ける。日長条件を調節す
ることにより、産まれてくる仔虫の性を高精
度で制御できる系統を見出した。さらにマイ
クロインジェクション法によるトランスジ
ェニック個体の作出を試みた。現在のところ、
インジェクション直後に一過的な遺伝子
(EGFP)発現が認められたものの、次世代に
トランスジーンが伝達されることは確認で
きていない。また、我々は TALEN により遺
伝子編集法を検討し、ライン化を試みている。
これらは、今後遺伝子改変ミジンコ作出する
ための基礎的な知見として応用可能である。 
 結果的に本研究期間中には、生殖細胞系列
に外来遺伝子をもつトランスジェニック個
体の作出には至らなかった。しかし本研究を
通じて得られた知見、及び開発した遺伝子操
作技術全般により、生態系で重要な位置を占
めるミジンコと、その生息環境の相互作用を
分子レベルで理解するための「環境応答のゲ
ノミクス研究における新規モデル生物」とし
ての基盤を作るという目標は達せられたと
思われる。今後、ミジンコの生殖戦略転換と
いう非常にユニークな現象から、性という種
の繁栄を左右する重要な性質が、いかにして
環境シグナルの下流で制御されているかと
いう発生生物学的な知見はもとより、生物全
般に見られる多様な性決定様式がどのよう
に進化してきたかについても新たな示唆が
得られると期待される。 
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