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研究成果の概要（和文）：本研究では、小型のヒラメ・カレイ類であるササウシノシタにおいて周年採卵技術を
確立し、胚のトランスクリプトーム情報を整備し、マイクロインジェクション技術を開発し、ササウシノシタを
ヒラメ・カレイ類のモデル実験動物として用いていく基盤を整えた。最後に、ササウシノシタにおいてゲノム編
集による左右性関連遺伝子の機能解析を試みた。

研究成果の概要（英文）：Bamboo sole has the potential to be a good model organism for understanding 
the developmental biology of flatfishes in general. I developed the method to get fertilized eggs 
all year round under laboratory conditions, collected the transcriptome information of embryo, and 
developed microinjection system in Bamboo sole. Finally, I tried genome editing of the genes that 
are thought to be related to formation of left-right axis in other organisms to elucidate the 
functions in Bamboo sole.

研究分野： 増養殖学
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１．研究開始当初の背景 
 
 ヒラメ・カレイ類の最大の特徴は、変態時

の片側眼球の移動であり、それに伴う有眼側

での色素分化によって完成する体全体の左

右非対称性形成である。またこの体の左右非

対称形成は、最大の特徴である一方で、種苗

生産現場では最大の解決すべき問題も生じ

させる。つまり異体類の種苗生産現場では、

白化や黒化などの色素異常、眼が全く移動し

ないもしくは移動が途中で停止する、あるい

は本来とは逆の方向に眼が移動する眼位異

常など、体の左右非対称性形成に関連した形

態異常が高頻度で発生することが問題とな

っている。 

 研究代表者らはこれまで、主にヒラメ、ホ

シガレイでの研究により、ヒトやマウスの内

臓 の 左 右 非 対 称 性 を 決 定 す る

nodal-lefty-pitx2 経路が異体類でも存在す

ること、左右どちらの眼が移動するかは、脳

で発生する非対称形成の向きで決まること、

驚くことに通常変態期に内臓の左右性決定

遺伝子であるpitx2が間脳で再発現すること

などを明らかにしてきた。 

 しかしながら、現在のところ主に使用して

いるヒラメは卵膜が非常に固くマイクロイ

ンジェクション法による遺伝子の機能解析

ができていない。また、仮にマイクロインジ

ェクション法でゲノム編集が可能となって

も雌の成熟まで 3年かかること、産卵期間が

春季に限られていること、成魚が大型であり

成熟、採卵、飼育に巨大な施設と膨大なコス

トが必要であることなど、ヒラメは実験魚と

しては致命的な欠点が多く、研究を効率的に

進めることができていない。 

 そこで研究代表者は世代交代が早く、かつ

小型の異体類であるササウシノシタをモデ

ル生物として研究を行い、その結果を水産重

要魚種であるヒラメ、ホシガレイ、ヌマガレ

イ等に応用することが効率的であり、かつ現

実的であると着想した。ササウシノシタはカ

レイ目ササウシノシタ科ササウシノシタ属

に属する小型（成熟最小サイズは体長約 7cm）

の異体類であり、天然個体の耳石と体長の関

係から 1年で成熟すると推定されていた。 

 
２．研究の目的 
 
 本研究では、ササウシノシタをモデル生物

として確立するための基盤技術の整備を行

うとともに、左右非対称性形成機構の解明を

試みる。研究期間内には以下のことを明らか

にすることを目的とした。 

（１）周年採卵技術を確立し、1 年中実験可

能な状況をつくる。 

（２）ゲノム・cDNA 情報を整備し、左右性形

成に関与する遺伝子群を解析する。 

（３）単離した遺伝子の機能解析をするため

のマイクロインジェクション法を確立し、ゲ

ノム編集技術CRISPR-Cas9システムを用いて

左右非対称性形成に関与する遺伝子の機能

解析を試みる。 

 
３．研究の方法 
 
（１）人為的な低水温刺激と短日化により、

通常は産卵しない冬に産卵可能かを調べた。

２ヶ月間低温、短日処理を行った後、長日化

および高温条件への移行を開始し１月から

の採卵を試みた。コントロール区は、自然日

長、自然水温の条件で飼育を行った。次に、

ササウシノシタの成熟の開始に低水温また

は短日のどちらが必要かあるいは両方が必

要かを検討することを目的に実験を行った。

コントロール群では周年自然水温自然日長

で採卵を行った。試験区１では、夏期に 2ヶ

月の低水温処理のみ、試験区２では夏期に 2

ヶ月の短日処理のみ、試験区３では２ヶ月の

低水温と短日両方の処理を行った。その後す

べての試験区で１２月から徐々に長日、高温

の環境条件に移行し、産卵を試みた。 

（２）ゲノム・cDNA 情報を整備するため、内

臓部位を取り除いたササウシノシタ稚魚を



用いてゲノム DNA を精製し、ササウシノシタ

体節期胚から RNA を抽出した。精製したゲノ

ム DNA から 800bp のライブラリーを作成し

Illumina HiSeq2000 を用いてシーケンスを行

った。アセンブルには DISCOVER, Velvet, 

ABYSS を用いて検討した。精製した RNA は

Illumina HiSeq2000 を用いて PE100bp で

RNA-seq 解析を行った。アセンブルには

Trinity を用いた。 

（３）ササウシノシタにおいて機能解析のた

めのマイクロインジェクションを可能にす

るため、受精卵の固定法、インジェクション

用針の最適化、受精卵のリンガー液の最適化

の 検 討 を 行 っ た 。 ゲ ノ ム 編 集 技 術

CRISPR-Cas9 システムを用いて左右非対称

性形成に関与する遺伝子、特に southpaw, 

lefty,pitx2 の遺伝子機能欠損ササウシノ

シタの作製を試みた。 

 
 
４．研究成果 
 

（１）短日・低水温処理を行った試験区にお

いてのみ通常産卵が見られない１月からの

採卵が観察された。また低水温のみ、短日の

み、低水温・短日の影響について検討したと

ころ、全水槽で産卵が確認されたものの、低

水温・短日処理を行った区で最も産卵量が多

く、続いて、低水温処理のみを行った区、続

いて短日処理のみを行った区、そして無処理

区の順となった。このことからササウシノシ

タでは短日および低温両要因とも成熟を促

す要因であること、短日よりも低温がより成

熟を促すこと、そして短日と低温は相加的に

成熟に影響を及ぼすことが示唆された。以上

より、低温・短日処理をすることで、ササウ

シノシタで最も効率的に周年受精卵を得る

ことが事実上可能になったと考えられた。 

 

（２）ゲノムシーケンスの結果、約 75Gb の

ゲノム情報を得ることができた。これは全ゲ

ノム量の 150×分の量に相当すると考えられ

る。しかしながらデータ量が膨大で単一のラ

イブラリーのみの情報のため、もっとも成績

の良かったABYSSを用いたアセンブルで最大

で N50 は約 200nt しか得られなかった。一方

で 20kb 以上のコンティグも多数得ることが

でき、一定量ではあるが使用できるゲノム情

報を得ることができた。トランスクリプトー

ム解析の結果、53660 配列、平均 1659nt の情

報を得ることができ、これらの情報からヒラ

メの左右形成に関与することがわかってい

る southpaw, lefty,pitx2 の配列を単離した。

またその他に同様に左右性成形に関与する

ことが知られている polycystic kidney 

disease 2(pkd2)も単離することができた。

ササウシノシタ胚からクローニングした

southpaw, lefty, pitx2 遺伝子のホールマウ

ント in situ法での発現解析を行い、他魚種

で報告されている部位で同様の発現が確認

でき、ササウシノシタにおいてもこれらの遺

伝子が左右性形成に関与していることが示

唆された。 

 

（３）受精卵の固定はピペットマンの 200ul

のチップの先をカットして吸引して固定す

る方法が効率よくインジェクションできる

こと、インジェクション用の針はナリシゲ製

プラーPC-10 の Heater level 80 重り 250ｇ

の設定で作成した針が、もっとも卵の生残率

がよいことがわかった。またリンガー液につ

いて、アルブミンやポリエチレングルコール

添加の生残率向上への影響は見られなかっ

た。GFP の mRNA をインジェクトした個体は正

常に発生孵化し、摂餌行動を示したことから、

マイクロインジェクション法は開発できた

と考えられた。次にササウシノシタ southpaw、

pkd2、lefty, pitx2 について crisper/cas9

のガイド RNA を作成し、ササウシノシタの

1cell~2cells のステージで Cas9 発現ベクタ

ーと共にインジェクションを行った。しかし



ながら現在のところ遺伝子の機能欠損した

個体は見つかっておらず、さらなる条件の検

討が必要であると考えられた。 
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