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研究成果の概要（和文）：ヒラメの変態は左右非対称な眼の移動と色素胞分化を伴う興味深い現象であり、水産増養殖
の高効率化の観点からも重要なプロセスである。変態は甲状腺ホルモンにより制御されているが、その分子基盤は不明
な点が多い。本研究では次世代シーケンサーにより遺伝子発現プロファイルを解析し、有眼側と無眼側で発現強度の異
なる遺伝子を網羅的に同定した。有眼側で強い遺伝子を32、無眼側について7つの遺伝子が得られた。現在、in situ h
ybridizationにより組織発現を解析し、実際に左右非対称に発現している遺伝子のスクリーニングを進めている。今後
は甲状腺ホルモンとの相関についても明らかにしたい。

研究成果の概要（英文）：Flounder transform their body plan during metamorphosis and turn into asymmetric 
body form with two eyes on left side and ocular-side pigmentation. Metamorphosis is triggered by thyroid 
hormone signal, however, little is known about molecular basis of the metamorphic morphogenesis. Here, we 
compared gene expression profile between ocular and blind side by RNA-seq analysis using next generation 
sequencer, which identified 32 ocular side dominant genes and 7 blind side dominant genes. These 
candidates are now under screening by in situ hybridization to confirm left-right biased gene expression. 
So far, most of them showed biased gene expression as expected, which include known pigmentation genes 
such as gch2.

研究分野：マリンゲノミクス
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１．研究開始当初の背景 
 一般に脊椎動物の外部形態は左右対称で
あるが、ヒラメやカレイなどの異体類では両
眼が体の片側にあり、体色も有眼側と無眼側
で異なるなど、成体で顕著な左右非対称性を
示すことが特徴的である。さらに異体類が興
味深いのは、仔魚期には一般的な魚類と同様
にいったん左右対称に成長し、変態によって
形態を劇的に変化させることである。左右に
１つずつ形成された眼は変態期に移動して
片側に配置し、色素細胞は有眼側と無眼側で
分化パターンが異なる。このように異体類は
生物学的に大変興味深い特徴を備えている
ことに加えて、ヒラメやホシガレイのように
市場価値の高い魚種が多く含まれており、水
産増養殖の観点からも重要である。近年では
Nature 誌に異体類の進化起源に関する論文
（Friedman, 2008）が掲載され世界的に注目が
高まっている。 
 ヒラメ・カレイ類は大型になるため、一般
的な実験室で飼育して胚を得ることはほぼ
不可能であるが、日本では種苗生産・放流事
業が行われていることから、変態前のサンプ
ルを入手することができる。このような世界
的にも稀な恵まれた環境をいかして、異体類
の変態に関する研究分野では日本が常に世
界をリードしてきた。ダイナミックな形態の
再編を伴う変態の制御機構を研究し、甲状腺
ホルモンを中心とした内分泌シグナルによ
って制御されていることを示したのも日本
のグループである（Inui and Miwa, 1985）。こ
れらの研究によって、異体類の変態に関する
最大の疑問は解明されたが、一方で新たな疑
問が生まれた。すなわち、ホルモンは体内を
循環するため、体中に同様に伝達されるが、
異体類の変態は顕著に左右比対称であるこ
とから、左右対称な甲状腺ホルモンのシグナ
ルによってどのようにして非対称性が生ま
れるのか？という疑問である。本研究では、
変態過程の左右非対称な形態形成の分子制
御メカニズムを明らかにするために、遺伝子
発現の違いという観点から研究を行うこと
とした。 
 
２．研究の目的 
 ヒラメ変態過程において、有眼側と無眼側
で異なる発現を示す遺伝子を網羅的に単離
し、非対称に発現する遺伝子群を明らかにす
ることを目的とした。 
（１）変態後サンプルの発現強度比較 
 まず有眼側と無眼側で色素細胞の分化に
明瞭な違いが見られる変態後のステージに
おいて、有眼側と無眼側の皮膚および筋肉組
織から RNA を抽出し、発現強度の比較を行
うこととした（実験１）。これらの組織は実
験に必要な RNA の抽出が容易であり、研究
の第一段階として適している。色素細胞の構
成が顕著に異なることから、色素細胞分化や
皮膚組織を構成する遺伝子が単離されるこ
とが予想された。 

 
（２）変態初期の発現強度比較 
 次に、変態初期の非対称性を検出するため
に、眼球移動前の仔魚の眼球周辺の微細組織
から RNA を抽出し、発現強度を比較するこ
ととした（実験２）。摘出する組織が小さい
ためRNA抽出と増幅に注意が必要であった。
実験１では、甲状腺ホルモンに直接制御され
る遺伝子だけでなく、下流因子を含んで多く
の遺伝子が単離されると考えられる。一方、
実験２では左右の組織に違いが少ないこと
から、単離される遺伝子は少数である可能性
があるが、甲状腺ホルモンによって直接的に
制御されている遺伝子が含まれることが期
待される。 
 
３．研究の方法 
 組織間の発現強度を比較する実験手法と
して、当初はサブトラクション法による実験
を計画していたが、理化学研究所オミックス
センターの東北復興支援プロジェクトによ
り、次世代シーケンサーによる RNA seq解析
を実施する機会を得た。当初の計画よりも網
羅的であり、発現強度を数値化して定量的に
評価することができた。 
 発現強度の比較を行った組織は、計画して
いた通り、（１）変態後の有眼側と無眼側サ
ンプルと（２）変態初期の眼上棒状軟骨周辺
の微細組織である。 
 
４．研究成果 
 次世代シーケンサーHiSeq2000 によるトラ
ンスクリプトーム解析により、ヒラメ変態期
前後における遺伝子発現プロファイルを定
量的に比較することができた。また、非モデ
ル生物であるヒラメを用いた次世代シーケ
ンス解析はチャレンジングな課題であるが、
同復興支援プロジェクトによりサポートさ
れた CLC Genomics Workbenchを用いること
により解析の面でも困難を克服することが
できた。 
 
（１）次世代シーケンス解析と de novo 
assemble 



 HiSeq2000による RNA seq解析により、100 
bpペアエンドの 4億 2千万リードの情報を得
ることができた。データ解析には CLC 
Genomics Workbenchを使用した。各種トリミ
ングなど前処理の後、ワードサイズなどの条
件を検討して de novo assembleを行った。ヒ
ラメでは参照ゲノム配列が無いが、アッセン
ブルしたコンティグに対してリードをマッ
ピングして遺伝子発現強度の比較を行った。
006w30のアッセンブルでは、N50が 1,996 bp、
最長コンティグは 64,157 bp、平均コンティグ
長は 958 bpの 74,398のコンティグが得られ
た。 
 
（２）左右で発現強度の異なる遺伝子の同定 
 それぞれの組織のデュプリケートを考慮
して統計解析を行い、Baggerley’s test で
P-valueが 0.01以下であり、かつ発現強度が 3 
RPKM以上でWeighted proportions fold change
で 10 倍以上の差を示すコンティグを抽出し
た。有眼側で強いコンティグは 32、無眼側に
ついては 7のコンティグが得られた。特に有
眼側の遺伝子については、tyrosinase-related 
protein 1a (tyrp1a)や、GTP cyclohydrolase 2 
(gch2)など、これまでに色素細胞分化に関与
することが知られている遺伝子が多く含ま
れ、全体の 2/3 をしめた。これらは、黒色素
胞、黄色素胞、白色素胞および虹色素胞の分
化に重要な遺伝子がそれぞれ含まれていた。 
 
（３）in situ hybridizationによる発現解析 
 次世代シーケンス解析により同定された
遺伝子は、クローニングして in situ 
hybridization を行い、実際に変態期のヒラメ
組織において左右非対称に発現しているか
どうか検証した。ケラチンでは有眼側と無眼
側の表皮で発現し、有眼側の方が強い傾向が
見られた。また上述した gch2などを含む複数
の色素細胞分化関連遺伝子は有眼側のみで
発現が観察された。皮下の分化した色素細胞
のほか、色素細胞の前駆細胞や神経堤細胞と
思われる筋間を移動中の細胞で発現が観察
されるケースもあった。典型的な発現パター
ンを示した pnp4a の例を示した。 
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