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研究成果の概要（和文）：生物の性決定の方法は、性染色体により性が決まる遺伝性決定と環境により決まる環境性決
定に大きく分類される。以前に我々は、ミジンコを用いて世界で初めて環境性決定に必須の性決定遺伝子を同定した。
興味深いことにこの遺伝子は、遺伝性決定を行う動物と同じ性決定遺伝子であることを発見し、性決定の普遍性を見い
だした。本研究では、環境依存的に活性化されるミジンコの性決定遺伝子を制御する因子を明らかにすることを目的と
した。RNA-Seq 法による網羅的な遺伝子発現解析、また他の生物の性決定遺伝子の相同遺伝子の解析を行い、候補制御
因子を複数見いだすことに成功した。

研究成果の概要（英文）：Sex-determining systems can be broadly divided into two categories: genetic and 
environmental. We previously identified a gene that regulates environmental sex determination in Daphnia. 
Interestingly this gene was homologous to doublesex genes that are regulators of genetic sex 
determination, suggesting that there is a previously unidentified link between genetic and environmental 
sex determination. In this study, we aimed to find factors that control doublesex gene expression of 
Daphnia. RNA-seq analysis and comparative studies of the genes involved in sex determination enabled us 
to find candidates of regulators of doublesex gene.

研究分野：環境分子生物学
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図 1	
 幼若ホルモン	
 (JH)	
 による性決定の臨界期（−9	
 〜	
 
−8 時間）とオス特異的に	
 Dsx	
 が発現する時期（＋4	
 時
間以降）との関係（排卵のタイミングを 0時間とした）	
 

１．研究開始当初の背景 
	
 生物の根幹的な基本システムである性決
定の様式は、遺伝性決定と環境性決定に大き
く分類される。我々は最近ミジンコの環境性
決定の制御に、他の動物の遺伝性決定を制御
する転写因子	
 DSX	
 のオーソログが機能して
いることを発見し、遺伝子レベルでの性決定
の普遍性を見いだした。また、環境の悪化を
感知した個体が体内の幼若ホルモン
（Juvenile	
 hormone:	
 JH）のレベルを上昇さ
せ	
 Dsx	
 遺伝子の発現を誘導していることを
示唆する結果も得た。	
 
	
 図 1 に、JH	
 作用と	
 Dsx	
 発現の時間的関係
をまとめた。一般的なホルモン応答遺伝子と
は異なり、Dsx	
 の JH 応答は遅い。そこで、
本研究では、環境性決定機構を明らかにする
ために、幼若ホルモン作用と	
 Dsx	
 発現の間
のミッシングリンクを解明するという着想
に至った。	
 

２．研究の目的 
	
 ミジンコの環境性決定において、幼若ホル
モン（JH）によるダブルセックス遺伝子の制
御機構を明らかにし、環境性決定メカニズム
を解明する。Dsx	
 の	
 JH	
 に対する応答は遅い
ことから、Dsx 遺伝子が	
 JH の直接のターゲ
ットではなく、JH に直接制御される別の遺伝
子があるのではないかと仮説を立て、Dsx	
 を
制御する候補遺伝子を明らかにすることを
目的とした。また並行して、遺伝子機能解析
法の基盤技術であるゲノム編集技術を開発
することも目的とする。	
 

 
３．研究の方法 
(1)	
 Ftz-f1	
 オーソログの解析	
 
	
 オーファン核内受容体である Ftz-f1	
 は、
遺伝性決定を行う生物で性決定、性分化で機
能することが知られている。また、近年にな
って、幼若ホルモン(JH)のシグナル伝達にお
いて、JH 受容体	
 MET	
 と相互作用することで	
 
MET	
 の標的遺伝子の発現を制御することが
ショウジョウバエを用いた実験で発見され
た。これらの知見から、ミジンコの性決定に
おいても	
 Ftz-f1	
 が機能していると仮説を
立て、オオミジンコの Ftz-f1	
 のクローニン
グ、性決定時期における	
 JH	
 応答性の解析、
RNAi	
 を用いた機能解析を行った。	
 
	
 
(2)	
 性決定時期の卵巣及び胚の	
 RNA-Seq	
 解
析	
 
	
 ミジンコの性決定時期に	
 JH	
 に応答する
遺伝子を網羅的に明らかにするために	
 
RNA-Seq	
 により	
 JH	
 曝露から	
 Dsx	
 発現に至

るまでの性決定期における	
 JH	
 応答遺伝子
の探索を、「ゲノム支援」活動による支援を
受け行った。	
 
	
 性決定の臨界期である産卵の	
 8	
 〜	
 9	
 時
間前の卵形成中のオオミジンコ親個体に	
 JH	
 
アナログであるフェノキシカルブを曝露し
た。曝露前の卵巣、曝露後 3時間の卵巣、曝
露後 8時時間の産卵直後の卵、曝露後	
 14	
 時
間の胚をサンプリングし、これらのサンプル
から	
 total	
 RNA	
 を調製した。	
 「ゲノム支援」
を担当する東京大学の菅野・鈴木研究室シー
ケンスチームに依頼し、total	
 RNA	
 から	
 
Ribozero	
 Kit	
 により	
 rRNA	
 の除去、鋳型調
製を行った。そして、Illumina	
 Hiseq2500	
 に
て	
 single	
 end	
 36	
 bp	
 でシーケンスを行った。	
 
	
 
(3)	
 ゲノム編集技術の開発	
 
	
 標的遺伝子を切断できる人工ヌクレアー
ゼ	
 TALEN	
 を用いたゲノム編集技術を開発し
た。オオミジンコの眼の形成に必須である	
 
eyeless	
 遺伝子、オオミジンコの形質転換体
が有する	
 dsRed2	
 遺伝子を標的とし、TALEN	
 
mRNA	
 を産卵直後の卵にインジェクションし、
表現型及び遺伝子型を解析した。さらに、標
的配列に	
 67	
 bp	
 の	
 DNA	
 フラグメントを相同
組換えにより挿入する技術の開発も行った。
eyeless	
 遺伝子座に両アレル変異を有する
変異体を利用し、片方のアレルに存在する	
 1	
 
bp	
 欠失によるフレームシフトをフラグメン
トの挿入により復帰させる実験をデザイン
し、相同組換えの頻度を解析した。	
 
	
 一方で、ポリシストロニックな発現を可能
にする	
 2A	
 ペプチドがオオミジンコで機能
するか否かについて、膜挿入型	
 mCherry	
 と
核移行型	
 GFP	
 を	
 2A	
 ペプチドで連結したキ
メラ遺伝子を利用して解析した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 Ftz-f1	
 オーソログの解析	
 
	
 degenerate	
 primer	
 を利用した	
 Ftz-f1	
 断
片のクローニングと	
 5’RACE、3’RACE	
 実験
により、オオミジンコ	
 Ftz-f1	
 cDNA	
 全長の
塩基配列を決定した。その結果、ショウジョ
ウバエと同様に、オオミジンコは	
 N	
 末端の
アミノ酸配列が異なる	
 2	
 種類の Ftz-f1 スプ
ライシングバリアントを発現していること
を見出した。	
 
	
 これらのバリアントそれぞれに特異的な
プライマーを設計し性決定期の卵、胚での遺
伝子発現を解析した。両バリアント共にオス
で高発現することが判明し、Ftz-f1	
 が性決
定に機能することが示唆された。そこで、
Ftz-f1	
 の機能を明らかにするために、ヒス
トン H2B 融合型	
 GFP	
 を発現し胚発生過程を
可視化できる形質転換体を用いて	
 Ftz-F1	
 
の	
 RNAi	
 を行った。siRNA	
 を産卵直後の卵に
注入したところ、雌雄ともに嚢胚期から発生
に異常が生じ、胚性致死になった。	
 
	
 
(2)	
 性決定時期の卵巣及び胚の	
 RNA-Seq	
 解



 

 

析	
 
	
 シーケンスにより、全てのサンプルで	
 
1000	
 万以上のリード数を得た。続いて、基
礎生物学研究所情報解析室の内山グループ
との共同研究により、RNA-Seq	
 データの解析
を行った。近年解読されたオオミジンコ Xinb	
 
系統のリファレンスゲノムへの TopHat	
 によ
るマッピング、Cufflinks	
 及び	
 Cuffmerge	
 
によるトランスクリプトのアセンブル、
Cuffquant	
 及び	
 Cuffdiff	
 による遺伝子発
現解析、CummeRund	
 によりデータの可視化を
行った。その結果、2 倍以上有意に発現が上
昇、減少した遺伝子をそれぞれ、曝露後 3時
間で	
 2967	
 個、86	
 個、曝露後	
 8	
 時間で	
 206	
 
個、72	
 個、曝露後	
 14	
 時間で	
 182	
 個、196	
 個
見出した。以前に定量	
 PCR	
 解析を行った Dsx	
 
等の遺伝子の発現パターンと本解析結果が
一致していることが確認できた。また、性決
定期に	
 JH	
 に応答して発現が変動している
遺伝子を見出すことにも成功した。	
 
	
 
(3)	
 ゲノム編集技術の開発	
 
	
 第一に、TALEN	
 がミジンコゲノムを切断し
塩基の挿入/欠失を引き起こすことができる
か調べた。形質転換体が有する dsRed2 遺伝
子を標的遺伝子として Homodimeric	
 TALEN ペ
アを構築し、これらの	
 mRNA	
 を産卵直後の卵
に注入した。しかしながら、Homodimeric	
 
TALENペアのFokIドメインがオオミジンコ胚
に対して毒性を持っていることを示唆する
結果を得た。そこで、次に Heterodimeric	
 と
なる TALEN ペアを、標的遺伝子 dsred2 と
eyeless に対して作製し、それぞれの	
 mRNA	
 
のインジェクションを行った。その結果、外
来遺伝子 dsRed2 と内在性遺伝子 eyeless の
どちらに関しても、G1 において変異体を得る
ことができた。この結果は、オオミジンコ胚
において、TALEN が標的配列に変異を導入し
たこと、かつその変異導入は生殖系列でも起
こっており、次世代にも伝達可能であること
を意味している。	
 
	
 第二に、TALEN を用いた相同組換えによる
外来遺伝子導入	
 (HR ノックイン)	
 がミジン
コに応用可能か調べた。67	
 bp の外来 DNA 配
列を eyeless	
 遺伝子座の 1 塩基欠損部位に
HR ノックインで組み込み、復帰変異体を得る
ことを目指した。そのために、TALEN	
 mRNA と
外来 DNA 配列を含むドナーDNA を胚に共注入
したところ、約 2%	
 の効率で期待通りに外来
DNA 配列が組み込まれ、正常な複眼をもつ復
帰変異体を樹立できた。このとき、ドナーDNA
として plasmid	
 DNA、ssODN	
 (single	
 strand	
 
oligo	
 DNA)	
 のどちらを用いても HR ノックイ
ンを達成することができた。以上の結果から、
TALENを用いたHRノックイン技術をミジンコ
で確立することができた。	
 
	
 第三に、ミジンコ体内での 2A	
 ペプチドの
機能を調べるために、昆虫のウィルス	
 
Thosea	
 asigna	
 由来の T2A ペプチドの上流に
GFP、下流にｍCherry を連結したレポーター

遺伝子を卵にインジェクションした。その結
果、蛍光顕微鏡により緑色と赤色の蛍光を確
認することができた。現在ウェスタンブロッ
ト解析により、2A	
 ペプチドにより	
 mCherry	
 
と	
 GFP	
 が切断されているかを解析している。	
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