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研究成果の概要（和文）：　我々はマサバおよびゴマサバを飼育する中で、高水温期の細菌感染症による斃死率が各魚
種で異なることを見出した。本研究では、マサバーゴマサバ表皮における種間で比較が可能なトランスクリプトーム解
析の基盤構築を試みた。３ヶ月齢マサバおよびゴマサバの表皮サンプルをRNA-seqに供し、71,072のマサバコンティグ
、52,530のゴマサバコンティグを取得した。さらに、両種のコンティグ配列をreciprocal best matchに供し、両種オ
ーソログとして13,875コンティグを得た。このリストを用いて遺伝子発現解析を行い、両種間で発現量に差のあった遺
伝子リストには免疫関連のパスウェイ等が確認された。

研究成果の概要（英文）： We found that chub mackerel (Scomber japonicas) shows higher mortality in the 
high water temperature periods comparison with closely related species, blue mackerel (S. australasicus). 
In the present study, we performed that transcriptome analysis to understand such a disease resistance 
traits showing in blue mackerel with NGS technology. As the results of RNA-seq and subsequent de novo 
assembly, 1,072 contigs for chub mackerel and 52,530 contigs for blue mackerel. We further conducted 
reciprocal best match to estimate orthologs between two species and 13,875 contigs were obtained. Using 
this orthologs list of two Scomber species, we found expression levels of several immune related genes 
were siginificantly different. Theses genes are mostly related to acute immune reaction and inflammation.

研究分野：魚類病態生理

キーワード： 耐病性　サバ類養殖　RNA-seq　トランスクリプトーム解析
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１．研究開始当初の背景 
	
 近年、魚介類の養殖は世界中で行われてお
り、生産量も年々増加している。これに伴い
種々の感染症が多発し、その経済的損失が甚
大であることから水産養殖における最重要
課題となっている。魚病対策として抗生物質
やワクチンの投与が挙げられるが、ワクチン
の開発には膨大な時間や著しい労力が必要
であり、対象となる魚種が限定されることも
問題となる。我が国の養殖業態は、ノルウェ
ーにおけるアトランティックサーモン養殖
の様に、一魚種が養殖生産の大部分を占める
ものではなく様々な魚種が養殖対象となる
ため、ワクチンでの対応にも限界がある。こ
のため、新たな養殖対象種や新しい魚病の発
生などにも対応可能で、より広範な魚種に適
応できる新しい魚病防除技術の開発が求め
られている。 
 
２．研究の目的 
	
 マサバ（Scomber japonicus）は水産上重
要魚種であるが、高水温期にレンサ球菌症を
多発することが、その養殖を困難にしている。
本研究室では、マサバおよび、その近縁種で
あるゴマサバ（S. australasicus）の飼育実験
を行う過程で、ゴマサバおよびマサバーゴマ
サバ雑種が高水温期においても細菌感染症
を発症せず、その斃死率がマサバと比較して
著しく低いことを見出した（図１）。そこで、
サバ科サバ属に属し、雑種の作出が可能なほ
ど近縁であるマサバとゴマサバの種間に存
在する抗病性の差を規定する分子基盤を明
らかにすることは、広く海産養殖対象魚種に
応用可能な魚病防除技術への知見となると
考えた。 

	
 近年、ヒトやマウスに加え、様々な動物種
におけるゲノム情報や遺伝子発現情報が蓄
積されたことにより、モデル動物でその機能
が明らかとなっている遺伝子の情報を非モ
デル動物に対応させることが可能になりつ
つある。網羅的な遺伝子発現情報によるパス
ウェイ解析は、個々の遺伝子の機能がほとん
ど未知であるサバの様な非モデル動物にお
いても、一連の遺伝子群の発現を指標に種々
のシグナル伝達経路の動態を調べることが
可能な手法である。 
	
 そこで、本研究では、次世代シークエンシ
ング技術用いてマサバおよびゴマサバを対
象とした網羅的な遺伝子発現解析を実施す
る。さらに既知の分子情報をもとに、パスウ

ェイ解析等を行うことで、マサバーゴマサバ
間で抗病性に差が生じる分子基盤の解明を
目的とした。 
 
３．研究の方法 
	
 サバ類は通常、水槽内飼育下での自然産卵
を行わないが、生殖腺刺激ホルモン放出ホル
モン投与による人為催熟技術が確立されて
いる。我々はこの技術を応用することで、マ
サバおよびゴマサバ種苗の生産に成功して
おり、長期間にわたり飼育実験に用いる供試
魚の安定供給が可能である。また、比較的小
型である１m3水槽を飼育実験に用いることで、
様々な飼育条件下におけるマサバおよびゴ
マサバの飼育実験を並行して同時に行うこ
とが可能となっている。さらに、当研究室で
は、自然海水を加温および冷却することが可
能な調温設備を複数有しており、様々な水温
条件下において飼育実験を実施可能な体制
が整備されている。マサバおよびゴマサバで
は、図１で示したように高水温期における細
菌感染症による斃死率が著しく異なる。これ
らの条件を人為的に作り出し、それぞれの条
件下での感染症に対する防除効果について
共通の分子機構が存在するかどうかを確か
める。具体的には東京海洋大学館山ステーシ
ョンにおいて生産した３ヶ月齢のマサバお
よびゴマサバ（平均体長 13.0	
 cm、平均体重
20.0	
 g）を供試魚として、飼育水温を 20oC 以
下に維持する低水温維持区および、飼育水温
28oCまで段階的に上昇させる水温上昇区を設
け飼育実験を行った。試験開始直後および１
ヶ月後（低水温維持区および水温上昇区）に
おける両種の表皮より total	
 RNA を抽出•精
製し RNA-seq に供した。各サンプルから
Illumina社 HiSeq2000により100塩基ペアエ
ンドの配列情報を取得し、Trinity による de	
 
novo	
 assembly および TransDecoder によるコ
ーディング領域を有する転写産物の抽出を
行った。そして、得られた両種のコンティグ
配列を blast プログラムによる reciprocal	
 
best	
 match に供し、両種間で対応するオーソ
ログ遺伝子の推定を試みた。さらに、このオ
ーソログ遺伝子をヒトとマウスのデータベ
ースに対し Blast プログラムで相同性検索を
おこない、ヒト、マウスの遺伝子に対応づけ
られている kegg パスウェイの情報をアノテ
ーションした。	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 マサバおよびゴマサバ表皮の転写産物に
おける RNA-seq を実施し、50M リード/個体、
両種３個体ずつの計 150M リードを得た。
Trinity による de	
 novo	
 assembly および
TransDecoder によるコーディング領域を有
しかつ各種データベースに登録済みの既知
の分子と相同性のあるをトランスクリプト
を抽出したところ、71,072 のマサバコンティ
グ、52,530 のゴマサバコンティグを取得した。	
 	
 

図１. 水温上昇期におけるマサバ、ゴマサバおよび雑種の生残率 



	
 さらに、異種間で比較可能なコンティグリ
ストを構築するために、遺伝子の重複を除い
たうえ、マサバおよびゴマサバの各コンティ
グを 1対 1でオーソログとして対応させる必
要がある。そこで、得られたコンティグリス
トからマサバ、ゴマサバおよびクロマグロ
（クロマグロゲノム情報から推定された遺
伝子リストを用いた。）間のオーソログ遺伝
子を reciprocal	
 best	
 match 法により抽出し
た。その結果、マサバおよびゴマサバ間で推
定されたオーソログとして 13,875 コンティ
グ、マサバとマグロ間のオーソログとして
748 コンティグ、ゴマサバとマグロ間のオー
ソログとして 1,652 コンティグが得られた
（図２）。	
 

	
 さらに、この両種コンティグをヒト、マウ
スのデータベースに対し相同性検索をおこ
なった結果、約 9割の遺伝子に相同性があっ
た。また、これらオーソログ遺伝子 kegg パ
スウェイと対応させたところ、両種とも約 1
万の kegg パスウェイの情報を付与すること
が可能であった。	
 
	
 次に、このアノテーションが完了したコン
ティグリストを用いて遺伝子発現解析を実
施したところ、図３に示したような遺伝子に
おいて、その発現量に有意な差があった。特
に高水温期に高い斃死率を示すマサバにお
いて、ケモカインレセプターやヘプサイディ
ンといった、早期の免疫応答に関する分子が

こう発現していることが明らかとなった。	
 

	
 さらに本研究では、マサバおよびゴマサバ
において、それぞれの種におけるコンティグ
リスト作成している。この発現解析において
は、両種のコンティグリストをそれぞれリフ
ァレンスとしてマッピングに用いているた

め、図３に示したように、遺伝子発現解析の
結果、マサバコンティグのみ、あるいはゴマ
サバコンティグのみにリストされている遺
伝子がその発現量に有意な差があるものと
してリストアップされた。このことから、両
種のリファレンスをそれぞれ使用すること
により、片方種のコンティグリストのみをリ
ファレンスとして使用する際には得られな
い情報を得られることが明らかとなった。	
 
	
 さらに、マサバ、ゴマサバ間で発現量に差
のあった遺伝子を kegg パスウェイに対応さ
せたところ、免疫関連の kegg パスウェイが
いくつか確認された。今後は、マサバおよび
ゴマサバを用いた水温別の飼育試験を行い、
本研究で作成した種間統一リファレンス配
列を利用して、トランスクリプトーム解析を
行い、高水温期の斃死率の種間差を規定する
分子機構を解明することを目指している。	
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図２. マサバ、ゴマサバおよびマグロ間の推定オーソログ数 

図３.マサバあるいはゴマサバにおいて高発現している遺伝子のリスト 
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