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要  旨 
 
 
 一つの個体を構成する同じゲノム情報をもつ細胞が、異なる個性を獲得する過程で中心

的な役割を果たすのは、細胞によって特異的な遺伝子群を発現するメカニズムである。多く

の生物のゲノム DNA 配列が解明された現在においても、細胞によって異なる遺伝情報が読

み出されるメカニズムは、依然として大きな謎である。近年、遺伝子制御研究のモデル生物

として注目され、研究が盛んになってきた生物として、脊椎動物と同じ脊索動物門に属する

海産動物のホヤがある。ホヤのオタマジャクシ幼生は、約 3000 と少数の細胞からなるにも

関わらず、脊椎動物と共通のボディープランをもっている。胚発生が体外で進行し、胚が透

明ですべての細胞を顕微鏡下で観察することが可能で、個体レベルの遺伝子機能操作も容

易である。さらにゲノムサイズが小さく、シス調節配列の発見や解析が容易であるという利

点もある。ホヤはモデル脊索動物としてさまざまな利点があるが、その一方で、特殊化する

方向へ進化してきた生物であり、脊椎動物とのさまざまな相違点も存在する。ホヤと同様な

研究モデルとしての利点をもちながら、脊椎動物に特有の性質も備えたシンプルなモデルと

して注目されているのが、ゼブラフィッシュやメダカなどの小型魚類である。とくにメダカは、

ゲノムサイズがゼブラフィッシュの半分であり、シス調節領域のゲノムレベルおよび個体レベ

ルの解析に優れた特徴を備えている。 

 本研究では、メダカを個体レベルで細胞特異的な遺伝子発現制御機構を解析するための

モデル脊椎動物ととらえ、メダカを用いて新奇現象あるいはあらたに発見された分子の普遍

性を明らかにすることを目指した。まず、ホヤを用いて発見された、細胞特異的な転写制御

が関わる２つの現象について、その普遍性をメダカを用いて調べた。一つは、生殖腺刺激ホ

ルモン放出ホルモン（GnRH）の非生殖現象における新奇役割の可能性である。もう一つの

現象は、ホヤ胚を用いて見いだされた背腹軸に沿った遺伝子発現制御と遺伝子配置および

クロマチンレベルの遺伝子発現制御機構である。メダカを用いて、細胞特異的なシス調節領

域を同定し、個体レベルでその活性を解析することにより、ホヤでみいだされたこれらの新

奇現象が、脊椎動物にもあてはまる普遍的なものであることを示した。さらに、脊椎動物に

特異的な細胞の個性化を伴う現象として、網膜における視細胞の多様性形成機構に注目し、

メダカを用いた解析を行った。網膜視細胞の個性化に関わる分子機構として、錐体オプシン

遺伝子とシス制御領域を共有する２つの microRNA を発見し、転写後調節と転写制御が共

役することによる、視細胞の個性化に関わる新しい調節メカニズムを提唱した。 
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第１章 
 
総合緒言 

 
 １個の細胞である受精卵が分裂を繰り返し、多細胞体を構築する過程で、細胞が

時間とともに性質を変化させ、適材適所に異なる性質を獲得する細胞の個性化は、

多細胞生物の発生が成立するための中心的な現象の一つである。一つの個体を構

成する同じゲノム情報をもつ細胞が、異なる個性を獲得する過程で中心的な役割を

果たすのは、細胞によって特異的な遺伝子群を発現するメカニズムである(Howard 

and Davidson, 2004)。多くの生物のゲノム DNA 配列が解明された現在においても、

細胞によって異なる遺伝情報が読み出されるメカニズムは、依然として大きな謎であ

る。この大きな理由として、遺伝情報の発現を制御する DNA 配列（シス調節配列）

は、配列情報のみからは発見することが難しいことがあげられる。ヒトゲノムの約

98％はタンパク質をコードしない配列であり、そこには機能性 RNA をコードする遺伝

子やシス調節配列など、本質的に重要な機能性配列が多数存在している（Birney et 

al., 2007）。このような配列を発見し理解することは、ゲノム配列決定後の最重要課

題の一つであり、米国を中心とした ENCODE 計画の目標でもある（Birney et al., 
2007）。ENCODE 計画によって、多くの情報が蓄積されている一方で、依然としてヒ

トゲノムの個々の遺伝子の発現制御機構の理解はきわめて断片的な段階に留まっ

ている。最近のエピジェネティクス研究の進展により、細胞による遺伝子活性の差異

の形成には、クロマチンレベルの制御が重要な役割を担っていることが明らかにな

ってきた（Nozaki et al., 2011）。遺伝子発現のエピジェネティックな制御機構は研究

が盛んな分野であるが、現時点では、やはり細胞の個性化の統合的な理解にはほ

ど遠い段階であり、多くの課題が山積している。 

 シス調節 DNA を明らかにするための強力な手段の一つは、比較ゲノム解析、すな

わち種間でのゲノム配列の比較解析である。多くの生物種のゲノム解読が進んでき

た結果、近縁なあるいは進化的に離れた系統関係にある種間でタンパク質非コード

配列を比較することにより、シス調節配列や機能性非コード RNA 配列を推測するこ

とが可能になってきた（Frazer et al., 2004; Janssen and Giegerich, 2014）。比較

ゲノム解析によって、ひとたび機能性非コード配列の候補をみいだすことができた場

合、次に必要なのは、これらの配列の機能を明らかにするための実験系である。特

に発生過程で重要な機能をもつ配列の機能解析には、個体レベルでの実験系が必
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須である。マウスをはじめとする哺乳類モデルは、トランスジェニック技術や遺伝子ノ

ックアウトなどの技術開発が進み個体レベルの解析が可能であるが、細胞分化や器

官形成の過程が母親の子宮内で進行すること、ゲノムサイズが大きく、潜在的に機

能性配列が埋もれていると考えられる非コード配列の割合が大きいこと、発生の完

了に比較的長い時間を要すること、多数個体の飼育には大きなスペースと費用が必

要であることなど、さまざまな制約がある。 

 近年、遺伝子制御研究のモデル生物として注目され、研究が盛んになってきた生

物として、脊椎動物と同じ脊索動物門に属する海産動物のホヤがある(Satoh, 1994, 
2013)。ホヤの受精卵は、受精後１日以内にオタマジャクシ幼生へと発生する。ホヤ

のオタマジャクシ幼生は、約 3000 と少数の細胞からなるにも関わらず、脊椎動物と

共通のボディープランをもっている。また、ホヤは人工受精が容易で、胚発生は親の

体外で進行し、胚が透明であるため、すべての細胞を顕微鏡下で観察することが可

能で、個体レベルの遺伝子機能操作も容易である。さらにホヤのゲノムサイズはヒト

やマウスの約 1/20 であり、非コード配列が少ないため、シス調節配列や非コード機

能性 RNA の発見が容易であるという利点もある（Dehal et al., 2002; Kusakabe, 

2005; Satoh, 2013）。 
 ホヤはモデル脊索動物として上記のような利点があるが、その一方で、特殊化す

る方向へ進化してきた生物であり、脊椎動物とのさまざまな相違点も存在する。たと

えば、胚発生の非常に早い時期で各割球の発生運命が決定されること、ごく単純な

脳や感覚器官しかもたないため、脊椎動物に特有の高度な視覚や脳機能のモデル

にはなりえないこと、などである。ホヤと同様な研究モデルとしての利点をもちながら、

脊椎動物に特有の性質も備えたシンプルなモデルとして注目されているのが、ゼブ

ラフィッシュやメダカなどの小型魚類である。とくにメダカは、ゲノムサイズがゼブラフ

ィッシュの半分であり、シス調節領域のゲノムレベルおよび個体レベルの解析に優

れた特徴を備えている（Kasahara et al., 2007）。 
 本研究では、メダカを個体レベルで細胞特異的な遺伝子発現制御機構を解析する

ためのモデル脊椎動物ととらえ、メダカを用いて新奇現象あるいはあらたに発見され

た分子の普遍性を明らかにすることを目指した。まず、ホヤを用いて発見された、細

胞特異的な転写制御が関わる２つの新奇現象について、その普遍性をメダカを用い

て調べた。一つは、生殖腺刺激ホルモン放出ホルモンの非生殖現象における新奇

役割の可能性である（第２章; 副論文３ Kusakabe et al., 2012）。もう一つの現象

は、ホヤ胚を用いて見いだされた背腹軸に沿った遺伝子発現制御と遺伝子配置お
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よびクロマチンレベルの遺伝子発現制御機構である（第３章; 副論文２ Imai et al., 
2012）。メダカを用いて、細胞特異的な遺伝子発現に必要なシス制御領域を同定し、

個体レベルでその活性を解析することにより、ホヤでみいだされた新奇現象が、脊

椎動物にもあてはまる普遍的なものであることを示した。 
 さらに、脊椎動物に特異的で、かつ普遍的な細胞の個性化を伴う現象として、網膜

における視細胞の多様性形成機構に注目した。網膜視細胞に特異的な遺伝子発現

に関わる遺伝子制御機構を明らかにするためのモデルとしてメダカを用いた（第４

章; 副論文１ Daido et al., 2014）。網膜視細胞の個性化に関わる分子機構として、

錐体オプシン遺伝子とシス制御領域を共有する２つの microRNA を発見し、転写後

調節と転写制御が共役することによる、視細胞個性化に関わる新しい調節メカニズ

ムを提唱した。 
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第２章 
 
ホヤで発見された新奇現象の脊椎動物への展開  (I) —非生殖性 GnRH シス

テムの進化的保存性— 
 
 

2-1. 序論 
 
 生殖腺刺激ホルモン放出ホルモン（GnRH）は脊椎動物で生殖機能のコントロール

において中心的役割を果たす。脊椎動物において、3 つの主要な GnRH システムが

みいだされている。従来からよく知られている下垂体刺激 GnRH（GnRH1）システム

と 2 つの視床下部外の GnRH（GnRH2 と GnRH3）システムである（Yamamoto, 

2003; Okubo and Nagahama, 2008; Oka, 2009; Kanda et al., 2010）。視床下部

で産生される GnRH1 は下垂体から生殖腺刺激ホルモンの放出を促進することによ

って生殖の内分泌システムを制御する。また、GnRH2 と GnRH3 を産生する細胞の

細胞体はそれぞれ中脳と終神経に局在する。下垂体刺激性と視床下部外のどちら

にしても、GnRH システムのほとんどの機能は生殖腺の発生、生殖腺の機能、そし

て 生 殖 行 動 と い っ た 生 殖 活 動 の 制 御 に 関 連 付 け ら れ て き た （ Okubo and 

Nagahama, 2008; Oka, 2009）。中枢神経系での GnRH 受容体の広範囲にわたる

分布（Dolan et al., 2003; Chen and Fernald, 2006; Flanagan et al., 2007; 
Albertson et al., 2008）と脳での広い領域への GnRH 神経の投射（Oka 2009; 

Yamamoto et al., 1995）から、GnRH が生殖活動の制御以外の役割をもつことが

示唆される。さらに、初期胚における GnRH の存在と GnRH 活性の実験的操作で得

られた表現型から、脊椎動物胚での GnRH の発生における役割が示唆されている

（Sherwood and Wu, 2005; Wu et al., 2006; Abraham et al., 2008; Kanaho et al., 
2009; Ramakrishnan et al., 2010）。しかしながら GnRH の生殖における役割と比

べると、GnRH の非生殖性の役割はよくわかっていない。 

 尾索類は脊椎動物の姉妹群である（Delsuc et al., 2006; Putnam et al., 2008）。

固着性の尾索類であるホヤにおいても、GnRH は生殖の制御に関与することが示

唆されている（Ohkuma et al., 2000; Terakado, 2001）。解剖学的な構造と生殖様

式の単純さにもかかわらず、ホヤ類の GnRH とその受容体はきわめて多様であり、

6 つの GnRH ペプチドと 4 つの受容体がカタユウレイボヤのゲノム上にコードされて
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いる（Adams et al., 2003; Kusakabe et al., 2003; Tello et al., 2005）。このような

GnRH システムの分子的複雑性から、ホヤにおいても GnRH が非生殖性の役割を

もつ可能性が考えられる。GnRH の非生殖的役割はユウレイボヤの胚と幼生での

GnRH がコードされた転写産物の存在によって示唆されている（Adams et al., 
2003）。また、ホヤ成体の感覚神経細胞における GnRH 様の免疫反応も、ホヤにお

ける非生殖的役割を示唆する（Mackie and Wyeth, 2000; Mackie and Singla, 

2004）。 
 ホヤ類の GnRH の役割と局在は、脊索動物の標準ボディープランを大きく改変し

た形態を示す成体の尾索類で主に研究されており、脊索動物とよく保存されたボデ

ィープランを示すホヤ幼生での GnRH システムはほとんど知られていなかった。著

者の所属研究室では、最近、カタユウレイボヤ（Ciona intestinalis）幼生において

GnRH 遺伝子（Ci-gnrh2）が体の前後軸に沿って中枢神経系で顕著な発現を示すこ

とが明らかにされた（図 2-1A, B; Kusakabe et al., 2012）。同様に、GnRH 受容体遺

伝子（gnrhr 遺伝子）が中枢神経系に沿ったファイロティピック（脊索動物門に特徴的）

な軸構造（脊索、筋肉、および正中感覚神経系）に特異的に発現することが示された

（図 2-1C, D）。生殖に関係のない発生段階である幼生期における GnRH と GnRH
受容体の顕著な遺伝子発現は、ホヤ幼生において、GnRH が生殖とは関わりのな

い新奇な役割をもつことを示唆する。 

 ホヤ幼生において Ci-gnrh2 遺伝子が発現する中枢神経系の部位は、脊椎動物の

後脳および脊髄に相同と考えられている（Kusakabe et al., 2012）。著者が知る限り、

これまで脊椎動物の後脳と脊髄では GnRH 産生細胞は報告されていない。本研究

では GnRH とその受容体が同定され、解析が進んでいること（Okubo et al., 2000; 
Okubo et al., 2001）、プロモータートランスジェニック実験による生きた個体への遺

伝子導入と導入遺伝子の発現の観察が容易であること（Kusakabe et al., 1999; 

Kusakabe and Suzuki, 2000）から、脊椎動物モデルとしてメダカを採用した。メダカ

GnRH 遺伝子の転写制御領域の同定と機能解析を通して、脊椎動物においてもホ

ヤ幼生と類似の非生殖性の GnRH の発現が存在するのか検証した。その結果、こ

れまで知られていなかった脊椎動物の後脳と脊髄における GnRH 産生細胞の局在

を示す証拠をみいだした。本研究の知見は GnRH システムが脊索動物特異的な特

徴に深く関連し、尾索動物と脊椎動物間で非生殖性 GnRH システムが進化的に保

存されていることを示唆している。 
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2-2 材料と方法 
 
2-2-1 実験動物の飼育と胚試料の調製 
 メダカ Oryzias latipes（ヒメダカ）の成魚は、室内水槽において、人工的な生殖条件

下（暗期 9 h 45 min, 明期 14 h 15 min の 24 時間サイクル; 水温 28°C）で飼育を

行った。餌として人工飼料おとひめ B2（日清丸紅飼料（株））を与えた。朝（暗期から

明期への移行時）に自然産卵された受精卵を集め、0.6 ppm メチレンブルーを含ん

だ脱イオン水中、28℃で発生させた。適当な発生段階において、ナショナルバイオリ

ソースプロジェクト（NBRP Medaka; http://www.shigen.nig.ac.jp/medaka/）より提

供されたメダカ孵化酵素（Yamagami, 1979）を用いて卵殻（コリオン）を消化し、裸

胚を得た。 
 

2-2-2 比較ゲノムとバイオインフォマティクス 
 メダカ、トラフグ Takifugu rubripes、イトヨ Gasterosteus aculeatus およびゼブラフ

ィッシュ Danio rerio のゲノム配列は Ensembl（http://www.ensembl.org/index.html）

から入手した。DNA 配列のアライメントと比較には VISTA ツール（Frazer et al., 
2004; http://genome.lbl.gov/vista/index.shtml）を使用した（パラメーターは、50 bp 
window、50% indentity threshold）。比較した領域は、メダカ gnrh2 遺伝子座

Chr.5:16,156,463-16,161,955 、 ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ gnrh2 遺 伝 子 座

Chr.21:14,022,338-14,024,403 、 イ ト ヨ gnrh2 遺 伝 子 座 groupXVII: 
8,626,987-8,632,735、トラフグ gnrh2 遺伝子座 Scaffold_116: 254,015-258,718

である。 
 
2-2-3 GnRH 遺伝子のシス調節領域を用いた GFP による細胞標識 

 Ensembl ゲノムデータベースから入手したメダカ gnrh2 遺伝子の 5’近傍配列を用

いて、一組の遺伝子特異的プライマーを設計した。設計した遺伝子特異的プライマ

ー の 塩 基 配 列 は 、 5’-GACTGTCGACATCAGGCTTGCTTTGTTG-3’ お よ び

5’-GACTGGATCCCGAGACATTACCTAAAACC-3’であった。メダカのゲノム DNA
は 1 匹の Hd-rR 近交系から抽出されたもの（Kusakabe and Suzuki, 2000）を用い

た。上記の遺伝子特異的オリゴヌクレオチドプライマーと耐熱性 DNA ポリメラーゼ

（PrimeStar HS DNA polymerase、TAKARA Bio, Japan）を用いて、gnrh2 遺伝子

の上流領域を含む DNA 断片を増幅した。増幅された 5 kb の上流領域を
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pBluescript-EGFP ベクター（Yoshida et al., 2004）の SalI/BamHI サイトに挿入した。

完成したプラスミド DNA（gnrh2::gfp）の顕微注入法によるメダカ胚への導入は、

Kusakabe et al.（1999）の方法に従った。 

 
2-2-4 gnrh2::gfp トランスジェニック系統の作出  
 メダカ gnrh2 遺伝子の上流 5 kb の制御領域を単離し GFP レポーター遺伝子に連

結した DNA コンストラクト gnrh2::gfp（上述）を 20 ng/µl の濃度の溶液に調製し、メ

ダカの 2 細胞期の両割球に顕微注入を行った。DNA を注入した胚は滅菌水で洗浄

後、28℃でインキュベートした。胚の段階で GFP の発現が強い個体を選抜し、およ

そ 30 個体を成魚まで飼育し、得られた F1 個体の中から GFP 陽性のものを選別し

た。蛍光実体顕微鏡（MF165FC; Leica Microsystems, Wetzlar, Germany）を用い

て蛍光を観察した。 

 
2-2-5 メダカ胚における蛍光免疫染色 
  DNA コンストラクト gnrh2::gfp を注入した胚を 28℃でインキュベートした。上述の

方法で卵殻を除いた胚を 4%パラホルムアルデヒド/PBS 中、4℃で一晩かけて固定

した。数回の 1% Triton X-100 を含む PBS（T-PBS）での洗浄と 1 回の滅菌水での

洗浄後、胚は−20℃の冷アセトン中で 20 分間の透徹を行い、滅菌水と T-PBS で再

度洗浄した。その後、胚は段階的に濃度をあげたメタノール（50%、70%、100%）に

よる脱水を 4℃で行い、−20℃メタノール中で一晩保存した。メタノールを除去し水に

戻した後、1% DMSO を含む T-PBS で洗浄し、10%ヤギ血清と 1% DMSO を含む

T-PBS 中、4℃で一晩かけてブロッキングを行った。つぎに、抗 GFP ウサギポリクロ

ーナル抗体（A11122、Invitorgen）がブロッキング溶液に 1/1000 溶けている溶液で

4℃, 9 時間インキュベートし、1% DMSO を含む T-PBS で一晩洗浄した後、

Alexa-488 標識された抗ウサギ IgG 抗体（Molecular Probes, Eugene, OR）溶液で

4℃、9 時間インキュベートした。1% DMSO を含む T-PBS で何回かすすいだ後、

80%グリセロールにマウントし、共焦点レーザー顕微鏡（FV1000, Olympus）を用い

て観察した。 
 
2-2-6 RT-PCR 解析 
 メダカ成魚の前脳、中脳、後脳、および脊髄から ISOGEN（ニッポンジーン社）を使

って全 RNA を単離した。つぎに、SuperScript III First Strand Synthesis System 
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for RT-PCR（Invitrogen）の oligo(dT)を使用した標準的プロトコルに従って、1 µg の

全 RNA を鋳型に用いて、一本鎖 cDNA を合成した。これを鋳型として遺伝子特異的

プライマー対を用いた PCR を行い、gnrh1、gnrh2、gnrh3 もしくはコントロールとして

の細胞内アクチン遺伝子 OlCA1 の cDNA 断片を増幅した。使用したプライマーの配

列は以下の通りであった。 

 gnrh1： 5’-ACTTATGAACTGAAGCTCTGTGT-3’ 

 5’-TTACACTCCCAAGAAGCCC-3’ 

 gnrh2： 5’-ACCACTCAGACTAAGGTAATGTC-3’ 

 5’-CAAGGCATCCAGAACAATATTTCT- 3’ 

 gnrh3： 5’-GAAAACACAGAGTTCTAATGGACG-3’ 

 5’-GAGCCATCATTAATTAGATTGTATTGTC-3’ 

 OlCA1：5’-GACCCAGATCATGTTTGAGACT-3’ 

 5’-GACTCCATACCAAGGAAGGAA-3’ 

1.0 µl の cDNA を鋳型とし、25 pmol の各プライマー、そして 1.25 U の Taq DNA ポ

リメラーゼ（Ex Taq、タカラバイオ）を使用して、98℃、2分の変性の後、98℃ 10秒、

55℃ 30 秒、72℃ 1 分の反応を 35 サイクル行い、そして 72℃ 7 分の最終伸長を

行った。混入したゲノムDNAからPCR増幅の可能性を排除するためのコントロール

実験として、逆転写しないまま35サイクルのPCR増幅を行った。PCR産物は1.5 %
のアガロースゲルで分離し、臭化エチジウム染色を行った。 
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2-3 結果 
 

2-3-1 メダカ gnrh2 遺伝子の上流領域の比較ゲノム解析および機能解析 
  メダカでは 3 つの遺伝子（gnrh1、gnrh2、gnrh3）に GnRH がコードされている

（Okubo et al., 2000）。また、本研究では以下の 2 つの理由から gnrh2 遺伝子に注

目した。一つの理由は、胚での発現がgnrh1遺伝子とgnrh3遺伝子については報告

されている（Okubo et al., 2006）が、gnrh2 遺伝子では報告されていないことである。

もう一つの理由は、メダカ gnrh2 遺伝子がコードしているニワトリ型 GnRH-II は効率

的にカタユウレイボヤの GnRH 受容体を活性化できること（Tello et al., 2005）であ

る。 
 比較ゲノムツール VISTA を用いて、メダカの gnrh2 遺伝子の 5’近傍配列をトラフ

グ、イトヨ、ゼブラフィッシュの gnrh2 遺伝子のものと比較した。その結果、上流 5 kb
付近に高度に保存された領域が見つかったので、この領域を含む上流 5 kb をクロ

ーニングし、GFP レポーター遺伝子に連結した DNA コンストラクト（gnrh2::gfp）を作

製した（図 2-2A）。顕微注入法により、この DNA コンストラクトをメダカ胚に導入し、3
日胚まで育てたところ、後脳と脊髄といった中枢神経系での GFP の発現が確認され

た（図 2-2B）。後脳では毛様体脊髄路ニューロンと考えられる細胞の細胞体と軸索

が GFP によって標識された（図 2-2C）。脊髄では、最低でも 2 タイプのニューロンが

標識された。1 つのタイプは一次軸索が最初腹側に伸長し、脊髄の腹側で頭側に曲

がり、最終的に同じ側の脊髄の腹側表層部を前方に伸びる（図 2-2D）。このタイプの

ニューロンの形態は V1 抑制型介在ニューロンにきわめて似ている（Higashijima et 
al., 2004; Li et al., 2004; Gosgnach et al., 2006）。もう一つのタイプの標識された

ニューロンは腹側正中線を横切って反対側へと軸索を伸長する交連ニューロンであ

る（図 2-2E）。GFP 陽性ニューロンのうちほとんどが前者であり、前後軸に沿った脊

髄全体を通して分布していた。 

 

2-3-2 メダカ gnrh2::gfp トランスジェニック系統 

 作製した gnrh2::gfp DNA コンストラクトをメダカ胚に顕微注入し、GFP の発現が強

い個体を選抜して飼育したところ、F1 世代の中から gnrh2::gfp のトランスジェニック

系統を得ることができた。このトランスジェニック系統は前脳、中脳、後脳、脊髄、お

よび網膜での GFP の発現が確認された（図 2-3A）。また脊髄では GFP 陽性神経細
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胞の細胞体が中枢神経系の前後軸に沿って左右対称に並んでいることがわかった

（図 2-3B）。 
 
2-3-3 RT-PCR を用いたメダカ GnRH 遺伝子の発現解析 

 メダカの成魚から脳と脊髄を取り出し、全 RNA を抽出した（図 2-4A, B）。gnrh1、

gnrh2、gnrh3、および内部コントロールとして細胞質アクチン遺伝子 OlCA1 に特異

的なプライマーを用いて、抽出された全 RNA 中の各遺伝子の転写産物を RT-PCR
解析によって検出した（図 2-4C）。gnrh2 の転写産物は中脳、後脳、脊髄で検出され

たのに対し、gnrh1 と gnrh3 の転写産物は前脳と中脳でのみ検出され、後脳および

脊髄では検出されなかった。これらの結果は特定のGnRH遺伝子（gnrh2）を発現す

る細胞が脊椎動物の後脳と脊髄に存在することを示唆する。 

 

2-3-4 RT-PCR を用いたメダカ GnRH 受容体遺伝子の発現解析 

 メダカ GnRH 遺伝子の RT-PCR による発現解析と同様に gnrh-r1、-r2、-r3、内部

コントロールとしての OlCA1、そしてサンプリング時に混入した骨格筋の影響を考え

るために骨格筋特異的アクチン遺伝子 OlMA1 に対する特異的なプライマーを用い

て、RT-PCR を行った（図 2-5）。その結果、gnrh-r1 は中脳、後脳および脊髄で、

gnrh-r2 は中脳、後脳、脊髄、眼で、gnrh-r3 は前脳、中脳、後脳、脊髄、および眼で

cDNA断片の増幅が検出された。これらの結果はGnRH発現細胞があると考えられ

る領域とその周辺部に GnRH 受容体を発現する細胞が存在することを示唆する。 
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2-4 考察 
 

2-4-1 ホヤ類における非生殖性 GnRH システム 
 これまでに調べられたほとんどの動物種において、2 つかそれ以上の GnRH ペプ

チドと GnRH 受容体が報告されている（Okubo et al., 2003; Millar et al., 2004; 

Fernald, 2009）。これらのなかで、尾索類であるカタユウレイボヤは GnRH リガンド

と受容体の多様性において特に特徴的である。著者の所属研究室における研究で

は、これらのペプチドおよび受容体をコードしている遺伝子がカタユウレイボヤ幼生

で顕著な発現することを示した。これらの遺伝子の発現パターンは互いに明確に異

なっており、この特異な発現は尾索類の GnRH システムのいっそうの複雑さを示唆

するものである。 

 カタユレイボヤの幼生は非生殖性の分散段階であり、生殖腺は変態後のもっと遅

い時期に生じる（Okada and Yamamoto, 1999; Chiba et al., 2004）。変態過程に

おいて、神経系の大規模な編成が行われ（Horie et al., 2011）、神経索、筋肉、脊索、

そして尾部上皮神経を含む尾部も退化する（Cloney, 1982; Nakayama-Ishimura et 
al., 2009）。神経系と幼生尾部組織での GnRH と GnRHR の顕著な発現は GnRH
が生殖には直接関係のない生物的プロセスを制御することを強く示唆する。どのよう

な生物学的プロセスを制御するのだろうか。自発運動と遊泳行動の調節はその候補

の一つである。光と重力という 2 つのタイプの環境シグナルが幼生の遊泳運動を制

御する（Inada et al., 2003; Tsuda et al., 2003; Kusakabe and Tsuda, 2007; 

Horie et al., 2008）。光と重力はそれぞれ脳胞内にある眼点と平衡器で感知され、

感覚入力は脳胞後部と運動神経節に作用して尾部での筋収縮を制御する（Nishino 
et al., 2010; Horie et al., 2010）。受容体遺伝子が脳胞、運動神経節、および筋細

胞で発現し、リガンド遺伝子が脳胞、運動神経節、および神経索で発現することから、

GnRH シグナル伝達は感覚、神経伝達、そして筋肉の機能を制御している可能性が

ある。 

 ホヤ幼生における GnRH の役割のもう一つの可能性は変態の制御である。変態

の開始は付着突起の基質への固着によって引き金がひかれる（Cloney et al., 
1982; Nakayama-Ishimura et al., 2009; Eri et al., 1999）。付着突起によって感じら

れた固着刺激は体幹部と尾部組織での変態イベントを引き起こすために中枢神経

系へと伝達されると考えられる。カタユウレイボヤ幼生の付着突起を除去したとき、

尾部の縮小といった主な変態イベントが抑制され、遊泳可能な尾部が維持される
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（Nakayama-Ishimura et al., 2009）。Ci-gnrh1 は変態シグナルを感じることが可能

な付着突起神経に発現し、一方で Ci-gnrh2 は尾部に変態シグナルを伝達すると考

えられる脳胞、運動神経節、神経索を含む中枢神経系で発現する。一方、GnRH 受

容体遺伝子は付着突起、脳胞、筋肉、脊索、尾部上皮といった変態シグナルの標的

候補部位で発現する。 

 

2-4-2 脊索動物における非生殖性 GnRH システムの進化的保存性 
 本研究では、メダカ gnrh2 遺伝子のシス調節 DNA がメダカ胚の後脳と脊椎のニュ

ーロンで特異的に転写するようにはたらくことを見いだした。gnrh2::egfp のメダカ胚

での発現パターンは、ホヤ幼生での Ci-gnrh2 遺伝子の発現パターンとよく似ている。

後脳と脊髄における内在性の gnrh2 遺伝子の発現は RT-PCR によって確認するこ

とができた。後脳では、gnrh2::egfp は脊髄の自発的運動をコントロールする神経回

路の毛様体脊髄路ニューロンで発現する（van Mier and ten Donkelaar, 1989; 
Grillner et al., 1998; Soffe et al., 2009）。脊髄では、少なくとも 2 つの異なるタイプ

のニューロン（交連神経の介在ニューロンと同側性の介在ニューロン）で

gnrh2::egfp が発現する。交連神経の介在ニューロンは、遊泳や歩行といった規則

正しい繰り返し運動を生じさせる神経回路である中枢パターン発生器（central 

pattern generator; CPG）の一部として脊髄の左右間での相互協調を行っている

（Soffe et al., 1984; Dale, 1985; Buchanan, 1999; Quinlan et al., 2007）。

gnrh2::egfp が発現し、同じ側に投射する介在ニューロンは V1 脊髄ニューロンに形

態的に似ている。V1 介在ニューロンはモーターニューロンを神経支配し、かつ自発

的 CPG において重要な役割を果たす抑制性ニューロンである（Higashijima et al., 
2004; Li et al., 2004; Gosgnach et al., 2006）。このように、GnRH シグナルは脊椎

動物において規則正しい繰り返し運動を生じさせる神経回路の機能もしくは発生を

制御しているかもしれない。 

 ホヤ幼生では、GnRH 遺伝子が発現する運動神経節と尾部神経索に存在する

CPG が提唱されている（Nishino et al., 2010; Horie et al., 2010）。尾索類の運動神

経節/神経索と脊椎動物の後脳/脊髄の間での相同性が、保存された転写因子とシ

グナル分子の発現と機能から示唆されている（Imai et al., 2002; Dufour et al., 

2006; Ikuta and Saiga, 2007; Stolfi and Levine, 2011）。これらの知見と本研究で

得られた結果から、脊索動物における非生殖性の胚/幼生 GnRH システムが進化的

にかなり古い起源を有すると考えられる。
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2-5 図と表 
 

 

 
図 2-1 カタユウレイボヤ幼生における Ci-gnrh2 遺伝子と Ci-GnRHR2 遺伝子

の発現 
 （A, B）Ci-gnrh2遺伝子は脳胞、運動神経節、そして体幹側から尾部末端までの神

経索全体で顕著な発現を見せる。（C, D）Ci-GnRHR2 遺伝子は付着突起、脳胞、運

動神経節、尾部の表皮神経、そして筋肉で発現する。（A, C）のスケールバーは 100 
µm を、（B, D）のスケールバーは 50 µm を示す。nc: 神経索、oc: 眼点、ot: 平衡器、

pb: 脳胞後部、mg: 運動神経節、mu: 筋肉細胞 
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図 2-2 メダカ gnrh2 遺伝子の上流領域を用いたレポーター遺伝子コンストラ

クトの作製と GFP の発現 
 （A）VISTA によって、メダカ gnrh2 遺伝子とその 5’近傍配列をフグ、イトヨ、ゼブラ

フィッシュの gnrh2 遺伝子とその 5’近傍配列を比較した。比較の結果、遺伝子の上

流 5kb の付近に種間で高度に保存された領域が見つかった。この領域を含むように
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上流 5kb をクローニングし、GFP レポーター遺伝子に連結した DNA コンストラクトを

作製した。（B-E）メダカの gnrh2 遺伝子のシス調節領域の制御下に置いた GFP を

用いた後脳と脊髄の細胞の可視化。すべて受精後３日の胚を示している。（B）GFP

シグナルは中枢神経系特異的にみられ、後脳と脊髄で特に明らかであった。（C）毛

様体脊髄路神経（矢印）と脊髄に伸びているそれらの軸索（矢じり）で GFP シグナル

がみられる胚の一例。（D）GFP で標識された脊髄の介在神経細胞は最初に腹側に

伸び、脊髄の腹側部を前方へと曲がる軸索をもつ。（E）GFP で標識された繊維が正

中線をまたいで走る様子から、いくつかの交連神経でも GFP が発現することが示唆

される。（A-D）のスケールバーは 200 µm を示す。
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図 2-3 gnrh2::gfp トランスジェニック系統における GFP の空間的発現 
 （A）５日胚のgnrh2::gfpトランスジェニック胚を抗GFP抗体を用いた蛍光免疫染色

によって染色したもの。前脳、中脳、後脳、脊髄、網膜で GFP の発現がみられた。

（B）（A）の個体の脊髄の一部を拡大したもの。左右対象な GFP 陽性細胞の細胞体

と腹側に伸ばした軸索がみられる。 
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図 2-4 メダカ成魚中枢神経系における GnRH 遺伝子の発現 
 メダカ成魚の脳、脊髄といった中枢神経系から全 RNA を回収し（A, B）、GnRH 遺

伝子の発現を RT-PCR によって確認した（C）。gnrh1 の転写産物は前脳と中脳で、

gnrh2 の転写産物は中脳、後脳、脊髄で、gnrh3 の転写産物は前脳と中脳で発現す

る。RT+と RT-はそれぞれ逆転写酵素存在下および非存在下の PCR 増幅を表す。

RT-PCR の内部コントロールとして細胞質アクチン遺伝子 OlCA1 を用いた。fb: 前

脳、mb: 中脳、hb: 後脳、sc: 脊髄 
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図 2-5 メダカ成魚における GnRH 受容体遺伝子の発現 
 中枢神経系を中心に、その周辺組織から total RNA を回収し、GnRHR 遺伝子の

発現を RT-PCR によって確認した。GnRHR1 の転写産物は中脳、後脳、脊髄で、

GnRHR2 の転写産物は中脳、後脳、脊髄、筋肉、眼で、GnRHR3 の転写産物は前

脳、中脳、後脳、脊髄、眼で検出された。また、RT+と RT-はそれぞれ逆転写酵素存

在下および非存在下の PCR 増幅を表す。RT-PCR の内部コントロールとして細胞

内アクチン遺伝子 OlCA1 を用いた。 
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第３章 
 
ホヤで発見された新奇現象の脊椎動物への展開  (II) —初期胚における背腹

境界形成機構の分子機構— 
 

 

3-1 序論 
 
 動物の初期発生において背腹軸の決定は非常に重要な過程である。ここで決定さ

れた背腹軸を元に、後の胚発生が進む。動物胚の背腹軸決定には骨形成タンパク

質（Bone morphogenetic protein; BMP）シグナルが大きな役割をはたしている。

BMP シグナルは腹側を誘導し、背側では BMP シグナルは阻害される。ほかの

BMP リガンドとは異なり、抗背側形成タンパク質（antidorsalizing morphogenetic 
protein; Admp）は背側で発現するが、腹側に輸送されて、腹側の運命決定を行う

（Reversade and De Robertis, 2005）。ツメガエル、ゼブラフィッシュ、プラナリアを

含む多くの動物で、背腹軸の特異化は Bmp4/Bmp7 と Admp の空間的に対立した

発現に依存する（Dosch et al., 2000; Reversade and De Robertis, 2005; Joubin 
and Stern 1999; Lele et al., 2001; Willot et al., 2002; Dickmeis et al., 2001; 

Gaviño and Reddien, 2011）。脊椎動物とともに脊索動物に分類されるホヤ（カタユ

ウレイボヤ）の胚には中内胚葉の形成と神経組織の誘導を行う脊椎動物のオーガ

ナイザーに相当する構造を欠いているのだが（Lemaire et al., 2008）、Admp が幼

生の尾部外胚葉において背腹軸の特異化に対する重要な役割を果たす（Imai et al., 
2006; Pasini et al., 2006）。さらに、尾芽胚での体幹表皮の背腹軸に沿った Admp、

Bmp2/4、そして BMP のアンタゴニストをコードする Chordin の発現パターンには脊

椎動物の原腸胚におけるこれらの分子の発現パターンと類似性がみられる（Imai et 
al., 2004）。 
 カタユウレイボヤでも、他の動物と同様に Admp は背側で発現する。最近、京都大

学の今井薫博士と佐藤ゆたか博士は、Admp の新規アンタゴニストとして Pinhead
を同定した（Imai et al., 2012）。カタユウレイボヤ Pinhead 遺伝子は尾芽胚の腹側

で、Admp 遺伝子と相補的な発現パターンを示す（図 3-1A, B）。アンチセンスモルフ

ォリノオリゴヌクレオチド（MO）を用いて遺伝子の機能を阻害したところ、Admp 遺伝

子および Bmp2/4 遺伝子の機能を阻害した胚では腹側の領域の形成が阻害された
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のに対し，Pinhead 遺伝子の機能を阻害した胚では腹側の領域が拡大した。このこ

とから、Admp 遺伝子と Bmp2/4 遺伝子は腹側の形成に対し正の制御を行い、

Pinhead 遺伝子は負の制御を行なっていると考えられた。興味深いことに、ホヤゲノ

ムにおいて、Pinhead 遺伝子は Admp 遺伝子と同一染色体上で並んで存在し、この

遺伝子配置は、カエルやゼブラフィッシュなどの脊椎動物、ウニ、そして昆虫でも保

存されている（図 3-2）。また、Pinhead 遺伝子と Admp 遺伝子が発現する際には共

通のエンハンサーである”G エンハンサー”を中心にクロマチン構造が大きく変化し、

一方の遺伝子が転写活性化されているときはもう一方が転写抑制されるという転写

制御機構が明らかとなった（Imai et al., 2012）。 

 Pinhead 遺伝子と Admp 遺伝子が染色体 DNA 上で隣接する遺伝子配置は、種を

超えて保存されていることから、ホヤで明らかにされたクロマチンレベルの制御機構

が、脊椎動物をはじめとする幅広い動物でも保存されていると思われた。本研究で

は、このことを実験的に確かめるために、メダカを用いた実験を行った。 
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3-2 材料と方法 
 

3-2-1 実験動物の飼育と胚試料の調製 
 メダカ Oryzias latipes（ヒメダカ）の成魚は、室内水槽において、人工的な生殖条件

下（暗期 9 h 45 min, 明期 14 h 15 min の 24 時間サイクル; 水温 28°C）で飼育を

行った。餌として人工飼料おとひめ B2（日清丸紅飼料（株））を与えた。朝（暗期から

明期への移行時）に自然産卵された受精卵を集め、0.6 ppm メチレンブルーを含ん

だ脱イオン水中、28℃で発生させた。発生段階は Iwamatsu（1994）に従った。 
 
3-2-2 メダカ Pinhead 遺伝子および Admp 遺伝子の上流領域の単離と機能

解析 
 Ensembl ゲノムデータベースから入手したメダカ Pinhead 遺伝子および Admp 遺

伝子の 5’近傍配列を用いて、それぞれの領域に特異的なプライマーを設計した。設

計した遺伝子特異的プライマーの塩基配列は以下の通りであった。 
 Pinhead： 5’-CAGCGACATGCAGCAAGGA-3’ 
   5’-CCATGACTTTTGGCTGAAGGCTTC-3’ 

 Admp：   5’-TAGGACAGCGCCCTCTGCT-3’ 
   5’-CATCTGTGCGCTTGGAGGAGCA-3’ 
これらのプライマーを用いて、メダカゲノム DNA から上流領域を含むゲノム DNA 断

片を増幅し、それぞれ mCherry と EGFP レポーター遺伝子に連結した。メダカのゲノ

ム DNA は 1 匹の Hd-rR 近交系から抽出されたもの（Kusakabe and Suzuki, 2000）

を用いた。得られた DNA コンストラクトは 20 ng/µl の濃度に調製し、メダカの 2 細胞

期胚の両割球の細胞質に注入した。注入された胚は滅菌水で洗ったのち、28℃でイ

ンキュベートした。DNA コンストラクトを顕微注入したメダカ胚は、ステージ 15 と 2 日

胚の両方で蛍光の観察を行った。蛍光観察には蛍光実体顕微鏡（MF165FC; Leica 

Microsystems, Wetzlar, Germany）を用いた。 
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3-3 結果 
 
3-3-1 ステージ 15（St. 15）メダカ胚でのレポーター遺伝子の発現 

 カタユウレイボヤで行われたのと同様に、Pinhead 遺伝子と Admp 遺伝子転写制

御領域を用いたレポーター遺伝子の発現解析を行った。DNA コンストラクトを導入し

たメダカ胚を St. 15 まで育て、レポーター遺伝子の蛍光観察を行った。

pinhead>mCherry-ADMP>EGFP 導入胚では、mCherry が胚盾付近とその周辺部

位で、EGFP が胚盾で発現した（図 3-3A-D）。pinhead>mCherry 導入胚では、

mCherry が胚盾の周辺部位で発現した（図 3-3E-G）。さらに Admp>EGFP 導入胚

では、EGFP が胚盾領域を中心に発現した（図 3-3H-J）。しかしながら、メダカ胚にお

いて Pinhead が背側、Admp が腹側という背腹軸に沿った遺伝子発現が行われて

いるか、確認することができなかった。 

 
3-3-2 メダカ２日胚でのレポーター遺伝子の発現 
 DNA コンストラクトを導入した St. 15 のメダカ胚では、レポーター遺伝子の発現と

背腹軸との関連が不明瞭であったので、さらに胚発生を進めて観察を行った。DNA
コンストラクトを導入したメダカ胚を 2 日胚まで育てて、レポーター遺伝子の発現を蛍

光によって観察した。その結果、pinhead>mCherry-ADMP>EGFP 導入胚では、頭

部から尾部にかけての中軸組織で EGFP の発現がみられ、中軸組織の外側（中軸

組織周縁部と卵黄上皮）で mCherry の発現がみられた。（図 3-4A-D）。レポーター

遺伝子がこの発現パターンを示したのは、29 個体中 17 個体（58 %）であった。周辺

組織での GFP の発現は、ごく少数の胚でのみ観察された（7%）。一方、

pinhead>mCheery 導入胚では中軸組織の外側で mCherry の発現がみられた（図

3-4E-G）。さらに ADMP>EGFP 導入胚では中軸組織だけでなく、卵黄上皮でも

EGFP の発現がみられた（図 3-4H-J）。EGFP がこの発現パターンを示したのは 47
個体中 20 個体（42 %）であった。これらの結果より、脊椎動物のモデル動物である

メダカでもホヤと同様、Admp が背側で、Pinhead が腹側で発現し、両遺伝子の 5’

近傍配列間の相互作用によって、2 つの遺伝子の相補的な発現パターンが制御さ

れていることが予測された（図 3-5）。 
 



25 

3-4 考察 
  
3-4-1 Pinhead 遺伝子の進化的保存性 
 BMP リガンドとアンタゴニストはシステインノットとよばれるドメインを共通にもつこ

とがわかっている。この構造をもつ様々な因子が調べられた結果、アフリカツメガエ

ルの Pinhead 遺伝子ホモログはシステインノット構造を３つもっており、しかもゲノム

上では Admp 遺伝子と隣接していることが明らかとなった（Imai et al., 2004）。この

特徴的な遺伝子配置は、魚類、両生類、ホヤ、棘皮動物といった後口動物の間で保

存されているだけでなく、前口動物である節足動物（昆虫）でも保存されている。この

ことは、後口動物と前口動物の共通祖先において、すでにこの遺伝子配置が成立し

ていたことを強く示唆している。また同時に、遺伝子配置の高い保存性は、両遺伝子

が染色体上近傍で連鎖するということの背後には、機能的な重要性があることを示

唆している。 
 このようなきわめて高い進化的保存性を示す一方、羊膜類すなわち哺乳類、鳥類、

爬虫類からは Pinhead 遺伝子は見つかっていない。羊膜類に共通する特有の発生

様式の進化と Pinhead 遺伝子の喪失の間には、何らかの関わりがあると考えられ

る。 
 

3-4-2 Pinhead 遺伝子の機能 
 ホヤ胚において、Pinhead の表皮の発現は神経胚期までに前方部に広がることで

腹側全体に広がる。尾芽胚では、腹側表皮の発現は体幹領域に限定され、さらに腹

側内胚葉にも発現する。Pinhead の発現は Bmp2/4 の発現と重なるが、側方部の表

皮と腹側内胚葉にみられる Admp の発現とは重ならない（Imai et al., 2004）。 
 Pinhead、Admp、もしくは Bmp2/4 に対するアンチセンスモルフォリノオリゴ（MO）

を受精卵に顕微注入し、尾芽胚でのそれらの影響が調べられた。体幹部の腹側内

胚葉の指標となる NK4 の発現は Admp モルファントにおいて抑制された。また側方

部の表皮領域の指標となる FoxB の発現は腹側領域に広がった。Bmp2/4 モルファ

ントでは、NK4 の発現は減少する、一方で FoxB の発現の特徴的な変化はみられな

かった。Pinhead モルファントでは、NK4 の発現は側方部領域に広がり、そして

FoxB の発現は減少した。このように、BMP シグナルは腹側運命決定のために必要

で、体幹部表皮での Pinhead 遺伝子によってネガティブ制御される。 
 Admp の発現は Bmp2/4 モルファントでは普通に見えるが、Pinhead モルファント
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では発現領域が狭まる。Bmp2/4 の発現は Admp モルファントで抑制され、Pinhead

モルファントでは広がる。そして Pinhead の発現は Admp と Bmp2/4 モルファントの

両方で抑制される。このようにこれら 3 つの遺伝子間には複雑な相互関係がある。 

 そして、それぞれ FLAG 標識と Myc 標識された Pinhead と Admp を表皮全体で

過剰発現させたのち、標識に対する抗体を用いて免疫沈降を行った結果、Pinhead
とAdmpが直接的に相互作用していることが明らかとなり、Admpに拮抗的に働いて

BMP シグナルを阻害すると考えられた。 
 
3-4-3 Pinhead 遺伝子と Admp 遺伝子の発現制御機構 
 今井と佐藤は、Pinhead 遺伝子の上流領域から Admp 遺伝子の 3’末端までをクロ

ーニングし、それぞれの遺伝子を RFP/GFP に乗せ替えた DNA コンストラクトを作製

し、ホヤ胚に導入することで Pinhead 遺伝子と Admp 遺伝子の発現部位におけるレ

ポーター遺伝子の発現を確認した（Imai et al., 2012）。このコンストラクトとは対照的

に、Admp 遺伝子上流配列のみでは、側方部と異所的な腹側領域でのレポーター発

現がみられた（Imai et al., 2012）。また、Pinhead 遺伝子と Admp 遺伝子の遺伝子

間領域には両者の転写を活性化する領域（G エンハンサー）と Admp 遺伝子の転写

を活性化する 3 つの E-box を含む領域（A エンハンサー）が存在することが示された

（Imai et al., 2012）。そして Pinhead 遺伝子の上流配列には、Pinhead 遺伝子の転

写を活性化する Smad 結合配列（SBE）を含む領域（P エンハンサー）が存在する。

この P エンハンサーは腹側での Admp の発現を直接的に阻止しない代わりに、

Pinhead 遺伝子の転写が Admp の転写を妨害することが明らかとなった（Imai et al., 

2012）。 
 より詳細な転写活性制御を調べるために、Pinhead 遺伝子と Admp 遺伝子それぞ

れが転写される際のクロマチン構造を 3C（chromosome conformation capture）法

を用いて解析された（Imai et al., 2012）。その結果 Pinhead 遺伝子が転写活性化さ

れるとき、P エンハンサーと G エンハンサーが相互作用することで G エンハンサーに

A エンハンサーが相互作用できなくなることで Admp 遺伝子の転写が阻害されるさ

れることが示唆された。反対に、Admp 遺伝子が転写活性化されるときは G エンハ

ンサーと A エンハンサーが相互作用することで P エンハンサーG エンハンサーと相

互作用できなくなり、Pinhead 遺伝子の転写が阻害されることが示唆された。 

 本研究により、この転写制御の様式はメダカでも保存されていることが明らかにな

った。mCherry と GFP をそれぞれメダカの Pinhead と Admp の上流配列の制御下
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においた DNA コンストラクトは、メダカ 2 日胚の大半において、軸性組織と周辺組織

で GFP と RFP の重ならない発現を引き起こし、GFP の発現は軸性組織に限定され

ていた。一方、Admp の上流領域を単独で GFP レポーターに連結したコンストラクト

では、軸性組織と周辺組織の両方で GFP の発現が引き起こされた。つまり、

Pinhead の上流配列を欠くコンストラクトでは、Admp の制御領域によるレポーター

の発現が異所的にみられるようになった。このことから、ホヤでみいだされたクロマ

チンレベルの相互作用による、Pinhead と Admp の相補的な発現パターンの制御が、

脊椎動物においても同様に存在すると考えられる。 
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3-5 図と表 
 

 
 
図 3-1 ホヤ尾芽胚での Admp 遺伝子と Pinhead 遺伝子の空間的な発現 
 （A, B）ホヤの Admp 遺伝子と Pinhead 遺伝子発現をホールマウント in situ ハイ

ブリダイゼーション法によって尾芽胚期で検出した（共同研究者の今井博士らによる

データ；Imai et al., 2012）。（A）Admp 遺伝子発現は背側と側方部表皮でみられる

（矢印）。（B）Pinhead 遺伝子の発現は尾芽胚において腹側表皮（矢印）と腹側内胚

葉（矢じり）にみられる。これらの遺伝子発現は重なることはない。 
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図 3-2 Pinhead 遺伝子と Admp 遺伝子の進化的保存性 
 Pinhead 遺伝子と Admp 遺伝子の進化的保存性の模式図（今井薫博士らによる

解説 http://first.lifesciencedb.jp/archives/5697#i-2 の図 1a をもとに作成）。冠輪動

物および哺乳類を除くさまざまな系統の後口動物のゲノム上で Admp 遺伝子が同定

された。Admp 遺伝子はミジンコ、キョウソヤドリバチ、ミツバチなどの脱皮動物（旧

口動物の一群）のゲノム上にも存在する。Pinhead 遺伝子はミジンコ、ミツバチ、ウ

ニ、ナメクジウオ、フグ、ゼブラフィッシュ、ツメガエルのゲノム上で見つかった。

Pinhead 遺伝子が見つかったすべての種のゲノムで、Pinhead は Admp 遺伝子が

転写される向きと同じ向きをむいて、Admp の上流部に存在する。 
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図 3-3 各 DNA コンストラクトを導入したメダカ胚（St. 15）でのレポーター遺伝

子発現 
 （A-D）Pinhead 遺伝子の上流制御領域と Admp 遺伝子の上流制御領域をクロー

ニングし、それぞれ mCherry と GFP に連結した DNA コンストラクトを作製し、メダカ

胚に顕微注入した。pinhead>mCherry-ADMP>EGFP の顕微注入した St. 15 の胚

での mCherry の発現（B, 矢じり）と GFP の発現（C, 矢じり）。（E）pihead>mCherry
を顕微注入した St. 15 胚での mCherry の発現（矢じり）。（H）ADMP>EGFP を顕微

注入した St. 15 胚での GFP の発現（I, 矢じり）。（B-D, F-G, I-J）の矢印は胚盾を指

している。（D, G, J）は各 DNA コンストラクト導入胚の透過像。（B）のスケールバー

は 200 µm を示す。 
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図 3-4 各 DNA コンストラクトを導入したメダカ胚（2dpf）でのレポーター遺伝

子発現 
 （A-D）pinhead>mCherry-ADMP>EGFP の顕微注入したメダカの 2 日目胚での

mCherry の発現（B, 矢じり）と GFP の発現（C, 矢じり）。（E-G）pihead>mCherry を

顕微注入したメダカの 2 日目胚での mCherry の発現（矢じり）。（H-J）ADMP>EGFP
を顕微注入したメダカの 2 日目胚での本来よりも広がった GFP の発現（矢じり）。（D, 

G, J）は各 DNA コンストラクト導入胚の透過像。（A）のスケールバーは 200 µm を示

す。 
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図 3-5 予測される Pinhead/Admp 遺伝子の発現調節機構 
 （A, B）ゲノム上にタンデムに並んでいる Pinhead 遺伝子と Admp 遺伝子の転写の

活性化における、それぞれの遺伝子の近傍配列の相互作用の模式図（Imai et al., 

2012 の Fig. 4B を改変）。Pinhead 遺伝子と Admp 遺伝子の間には両遺伝子に共

通のエンハンサー（E）が存在する。（A）Pinhead 遺伝子が転写されているときには、

共通のエンハンサーが Pinhead 遺伝子の上流領域と相互作用しているために、

Admp 遺伝子の発現に必要なエンハンサーが作用できない。（B）Admp 遺伝子が転

写されているときには、共通のエンハンサーが Admp 遺伝子の上流領域と相互作用

し、Pinhead 遺伝子の上流とは相互作用できなくなる。 
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第４章 
 
視細胞特異的 microRNA の発現制御と機能の解析 
 

4-1 序論 
 

 脊椎動物の網膜視細胞は、桿体細胞と錐体細胞とよばれる２種類に大別でき、そ

れぞれ異なるタイプのオプシンを使っている（Nathans, 1987; Palczewski, 2012; 

Kefalov, 2012）。錐体細胞は光波長感受性と形態をもとにしていくつかのサブタイプ

にさらに分けることができる。光波長感受性の違いは主にオプシンサブタイプの発現

に起因する（Bowmaker, 2008; Allison et al., 2010）。 

 転写因子とシス制御 DNA の特異的な相互作用を介した転写調節は視細胞の発

生を調節するための中心的なメカニズムである（Swaroop et al., 2010; Forrest and 
Swaroop, 2012）。Otx クラスのホメオドメイン転写因子である Otx2 と Crx は視細胞

前駆体細胞で発現し、それらの発現は桿体細胞と錐体細胞の分化に必要である

（Chen et al., 1997; Freund et al., 1997; Furukawa et al., 1997; Nishida et al., 
2003)。Maf ファミリーの転写因子である Nrl とオーファン核受容体 Nr2e3 は桿体細

胞の特異性と分化に必要である（Mears et al., 2001; Cheng et al., 2004; Chen et 

al., 2005; Akimoto et al., 2006; McIlvin et al., 2007; Oh et al., 2007）。 

 錐体細胞サブタイプの発生も特異的転写因子によって制御されていることが知ら

れている。たとえば、哺乳類において甲状腺ホルモン受容体 TRβ2 とその他の核受

容体 RXRγ、RORα、RORβが錐体細胞の特異性を制御しており（Ng et al., 
2001; Roberts et al., 2005; Roberts et al., 2006; Srinivas et al., 2006; Applebury 
et al., 2007; Lu et al., 2009; Glaschke et al., 2011）、T-box 転写因子 Tbx2b はゼ

ブラフィッシュにおいて桿体細胞への発生運命を抑制することによって UV 感受性錐

体細胞への発生運命を促進する（Alvarez-Delfin et al., 2009）。最近の研究は sine 

oculis 相同遺伝子である Six7 もゼブラフィッシュの視細胞サブタイプ発生の制御に

おいて重要な役割を果たすことを示唆している（Alvarez-Delfin, 2011; Saade et al., 
2013）。 しかしながら、桿体と錐体の差異を生じるメカニズムと比べ、錐体サブタイ

プ特異性を制御する機構の理解は進んでおらず、とくに、哺乳類よりも多様な錐体

視細胞をもつ哺乳類以外の脊椎動物では、まったく解明されていないといっても過

言ではない。 
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 最近の研究により、microRNA（miRNA）の転写後調節が網膜を含む様々な組織

の細胞の発生と機能を制御することが示されてきた（Ambros, 2004; Bartel, 2004; 
Bartel, 2009; Sundermeier and Palczewski, 2012）。網膜の発生と機能における

miRNA の重要性が、成熟 miRNA が必要な RNase III エンドヌクレアーゼである

dicer の条件的不活化により示されている（Damiani et al., 2008; Georgi and Reh, 
2010; Pinter and Hindges, 2010; Davis et al., 2011)。哺乳類の網膜では、miRNA

クラスターである miR-183/96/182 が視細胞で発現し、視細胞の通常の分化や機能

に必要である(Xu et al., 2007; Zhu et al., 2011; Lumayag et al., 2013)。しかしなが

ら、これまで miRNA が視細胞サブタイプの制御に関わるかどうかについては知られ

ていなかった。 

 本研究では、オプシン遺伝子座近くに存在し、視細胞サブタイプ特異性に関与する

可能性のある 2 つの miRNA（miR-726 と miR-729）について報告する。miR-726 と

miR-729 をコードしている遺伝子は、様々な硬骨魚類のゲノム上で、赤感受性オプ

シン遺伝子 LWS-A と UV 感受性オプシン遺伝子 SWS1 の上流領域にそれぞれ位

置している。これらの miRNA-錐体オプシン遺伝子対の発現パターンとシス制御領

域の機能に基づき、転写と転写後調節間での連携を通して視細胞サブタイプ特異性

を制御する新奇メカニズムを提唱する。 
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4-2 材料と方法 
 

4-2-1 実験動物の飼育と胚試料の調製 
  メダカ Oryzias latipes（ヒメダカ）の成魚は、室内水槽において、人工的な生殖条

件下（暗期 10 時間, 明期 14 時間の 24 時間サイクル; 水温 28°C）で飼育を行った。

餌としてアルテミアのノープリウス幼生（ミヤコ化学（株））と人工飼料おとひめ B2（日

清丸紅飼料（株））を与えた。朝（暗期から明期への移行時）に自然産卵された受精

卵を集め、0.6 ppm メチレンブルーを含んだ脱イオン水中、28℃で発生させた。適当

な発生段階において、ナショナルバイオリソースプロジェクト（NBRP Medaka; 
http://www.shigen.nig.ac.jp/medaka/）より提供されたメダカ孵化酵素（Yamagami, 

1979）を用いて卵殻（コリオン）を消化し、裸胚を得た。 
 
5-2-2 比較ゲノムとバイオインフォマティクス 
 メダカ、イトヨ、トラフグ、ミドリフグ Tetraodon nigroviridis、ゼブラフィッシュ、ネッタ

イツメガエル Xenopus tropicalis、アルールトカゲ Anolis carolinensis のゲノム配列

は Ensembl から入手した。DNA 配列のアライメントと比較には VISTA ツール

（Frazer et al., 2004; http://genome.lbl.gov/vista/index.shtml）を使用した（パラメ

ーターは、50 bp window、50% indentity threshold）。比較した領域は、メダカ

miR-726/LWS 遺伝子座 Chr. 5: 27,010,969-27,017,65、ゼブラフィッシュ

miR-726/LWS 遺伝子座 Chr. 11: 26,409,202-26,414,002、イトヨ miR-726/LWS
遺伝子座 groupXVII: 10,624,091-10,629,945、トラフグ miR-726/LWS 遺伝子座 
Scaffold_79: 746,356-750,681、ミドリフグ miR-726/LWS 遺伝子座 Chr. 11: 

10,120,886-10,124,588、ネッタイツメガエル miR-726/LWS 遺伝子座 Scaffold 
GL172911.1: 207,521-219,737、アノールトカゲ miR-726/LWS 遺伝子座 Chr. 2: 
88,641,952-88,669,311、メダカ miR-729/SWS1 遺伝子座 scaffold1021: 

44,173-47,630、ゼブラフィッシュ miR-729/SWS1 遺伝子座 Chr. 4: 
12,641,956-12,649,372、イトヨ miR-729/SWS1 遺伝子座 Scaffold_90: 
456,569-463,114 である。 

 保存された非コード領域内の予測される転写因子結合部位は JASPER CORE デ

ータベース（http://jaspar.genereg.net/; Mathelier et al., 2014）内のマトリックスモ

デルを用いてゲノム配列をスキャンすることによって予測した。検索に用いた相対プ

ロファイルスコア閾値は 80 パーセントであった。ClustalW プログラム（Thopson et 
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al., 1994）を用いて、保存された非コード配列を含むゲノム配列のアライメントを作成

し、予測された転写因子結合配列の進化的保存性解析に用いた。 
 TargetScanFish（Release 6.2; http://www.targetscan.org/fish_62）でアノテート

されたゼブラフィッシュUTR（Lewis et al., 2005; Ulitsky et al., 2012）を検索すること

によりゼブラフィッシュにおける miRNA の標的候補を予測した。 
 

5-2-3 in situ ハイブリダイゼーションのためのプローブの作製 
 ISOGEN（Nippon Gene Co., Ltd., Tokyo, Japan）を使って 3 個体のメダカ成魚の

眼から全 RNA を単離した。全 RNA 1 µg を鋳型とし、Superscript™ III First Strand 

Synthesis System for RT-PCR （Invitrogen Corp., Carlsbad, CA）およびオリゴ

（ dT ） プ ラ イ マ ー を 用 い て 一 本 鎖 cDNA を 合 成 し た 。 pri-ola-miR-726 、

pri-ola-miR-729、LWS-A、SWS1、RH2-A、RH2-B、RH2-C、およびロドプシンの部

分的な cDNA は Taq DNA ポリメラーゼ（Ex Taq; TAKARA Bio, Otsu, Japan）と遺

伝子特異的プライマーを用いた PCR によって一本鎖 cDNA から増幅し、TA クロー

ニング法（Marchuk et al., 1991）によって pBluescript II SK(+)ベクターの EcoRV 部

位にクローニングした。メダカの LWS-A、SWS1、RH2-A、RH2-B、RH2-C、ロドプシ

ン遺伝子に対するプライマーは過去に報告されたヌクレオチド配列をベースに設計

した（Hisatomi et al., 1997; Matsumoto et al., 2006; NCBI accession numbers 

AB223051, AB223053, AB223054, AB223055, AB223058, AB001606）。プライ

マーのヌクレオチド配列は LWS-A が 5’-AGTGGAAGCGATGACCCT-3’ 
 5’-CGTGCATTATGATACATTCCCTCT-3’、 

SWS1 が 5’-CCGTCCTCTCCTTTGAGAGATAC-3’ 
 5’-TCCATCTTCTTTCCGAAAACCATC-3’、 
RH2-A が 5’-GCTCAACAGTAACTCTGCTTGG-3’ 

 5’-CCAAGACCGTCAACAAGGAAAC-3’、 
RH2-B が 5’-GGATCCTCCGCTTCAAGAGA-3’ 
 5’-GAAGTATGCCGATGGAATTCCTTAG-3’、 

RH2-C が 5’-GCATCAGCTGAAGCTCCA-3’ 
 5’-GTTCCCACATGCATTTCTGTG-3’、 
ロドプシンが 5’-TTATGTCCCTATGGTGAACAC-3’  

 5’-AGCAGCCTCCTTGACA-3’、 
pri-ola-miR-726 が 5’-GTACCTTTGCTGTTTTGCTT-3’ 
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 5’-CTGACTCATGCAAACAAAAATG-3’、  
pri-ola-miR-729 は 5’-AGTCTGGGCTGCAGT-3’ 
 5’-ATGTAACCCGTTCATGGTT-3’ であった。 

増幅した pri-ola-mIR-726、pri-ola-miR-729、LWS-A、SWS1、RH2-A、RH2-B、

RH2-C、およびロドプシン遺伝子の cDNA 断片のサイズはそれぞれ 693bp、514bp、

604bp、595bp、1267bp、1274bp、1337bp、676bp である。cDNA フラグメントを含

むプラスミドクローンを制限酵素によって切断し、これを鋳型に用いて DIG もしくは

Fluorescein labeling Mix（Roche Diagnostics, Tokyo, Japan）を用いて、DIG 標識

RNA プローブ（pri-ola-miR-726、pri-ola-miR-729 そしてロドプシン）もしくは FITC 標

識 RNA プローブ（LWS-A、SWS1、RH2-A、RH2-B、RH2-C そしてロドプシン）を合

成した。 
 

4-2-4 二重蛍光 in situ ハイブリダイゼーション 
 メ ダ カ 成 魚 を 解 剖 し 、 頭 部 を 4% パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を 含 む PBT
（0.1%Tween-20 を含む PBS）中で 4℃、20 時間（一晩）かけて固定した。固定され

た組織は 3 回 PBT で洗浄した後、段階的にエタノール濃度を上げたエタノール/PBT
およびエタノールによる洗浄で脱水を行った（25%、50%、75%、100%）。キシレンに

よって試料を透徹した後、65℃のパラフィン（Paraffin Wax II60; Sakura Finetek 

Japan Co., Ltd., Tokyo, Japan）に包埋した。ミクロトーム（RM2125; Leica 
Biosystems, Nussloch, Germany）を用いて、試料を含んだパラフィンブロックから

10 µm の厚さの切片を作製した。切片は伸展器（HI1220; Leica Biosystems）上で

接着性のスライドガラス（MAS coated glass slide; Matsunami Glass Ind., Ltd., 
Osaka, Japan）にマウントした。キシレンによる脱パラフィンと段階的に薄めたアルコ

ールによる再水和後、切片を PBS により洗浄し、2 µg/ml Proteinase K を含む PBS

中、室温で 5 分間、部分的な消化を行った。PBS で洗浄後、切片は 4%パラホルム

アルデヒドを含む  PBS 中、室温で 10 分間、後固定し、その後 PBS で洗浄した。つ

ぎに、0.25%無水酢酸を含む 0.1M トリエタノールアミン（pH 8.0）中で 20 分間、ア

セチル化し、再度洗浄した。その後、切片を 63℃でハイブリダイゼーションバッファー

と共にインキュベートした。ハイブリダイゼーションバッファーに終濃度5 ng/µlのDIG
標識プローブと FITC 標識 RNA プローブを加え、68℃で 10 分間、変性した後、切片

に加えた。ハイブリダイゼーションは 63℃で 16 時間行った。ハイブリダイゼーション

バッファーの組成は、50% ホルムアミド、5×SSC（0.15M NaCl, 0.0015M Na3 クエ
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ン酸, pH 7.0）、50 µg/ml yeast tRNA、50 µg/ml ヘパリン、 0.1% Tween-20 であ

る。 
 ハイブリダイゼーションを行った切片は、4×SSC 中で短時間洗浄した後、50% ホ

ルムアミド/2×SSC で 63℃ 1 時間、0.2×SSC で 63℃ 2 時間の洗浄を行った後、

PBS 中で室温 5 分間洗浄した。次に切片を 0.5% ブロッキング溶液（Roche 
Diagnostics）in PBS 中で室温, 30 分でブロッキングした後、同じブロッキング溶液に

ペルオキシダーゼ標識された抗 DIG 抗体（1:1000, 11207733910; Roche 
Diagnostics）を加え、室温で 2 時間インキュベートした。5 分間×4 回の PBS での洗

浄後、切片は 0.0015% 過酸化水素が含まれる増幅バッファー（Invitrogen）に

TSA-Alexa488（T20912; Invitorogen）を加えた溶液中で 4℃、16 時間反応させた。

次に1.5%過酸化水素中で30分間処理することによってペルオキシダーゼを不活化

した。FITC 標識プローブはペルオキシダーゼ標識された抗 FITC 抗体（1:200, 

NF7100001EA; Perkin Elmer）溶液で室温で 2 時間インキュベートした後、そして

室温 30 分間（ロドプシンの場合）もしくは 3 時間（その他のプローブの場合）の

TSA-Alexa594 溶液で反応させることで検出した。切片は 2% DABCO in 80% グリ

セロール-PBS を用いて、スライドグラス上にマウントし、レーザー走査型共焦点顕微

鏡（FV1200; Olympus, Tokyo, Japan）を用いて蛍光像を得た。 
 

4-2-5 蛍光レポーターコンストラクト 
 二重レポータプラスミドである pBluescript-mCherry-EGFP は以下のように構成さ

れている：mCherry（Dr. R. Tsien, University of California San Diego, CA 提供）の

コーディング配列は pBluescript-EGFP の EGFP コーディング配列と置換され、その

後 pEGFP-1（clontech, Mountain View, CA）由来の EGFP をコードする配列と

SV40 poly(A)を含む DNA 断片を EcoRI/SalI サイトをつかって mCherry とは逆向き

に挿入した。メダカのゲノム DNA は以前記述された Hd-rR 近交系の 1 個体から抽

出されたもの（Kusakabe and Suzuki, 2000）を用いた。ola-miR-726とLWS-A（Chr. 
5: 27,011,474-27,015,548）と ola-miR-729 と SWS1（scaffold1021: 
46,113-47,306）の遺伝子間領域は耐熱性の DNA ポリメラーゼ（PrimeStar HS 

DNA polymerase, Takara Bio, Japan）と遺伝子特異的オリゴプライマー対による

PCR でゲノム DNA から増幅した：ola-miR-726 と LWS-A の遺伝子間領域が 5’

-GTCAGGATCCTCACTCAGAAGAAGGGGT-3’と 5’

-ACTGGTCGACGTGATCGCACAAGG-3’、ola-miR-729 と SWS1 の遺伝子間
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領域が 5’-CGATGGATCCTCTGGTTCTGGTCCTG-3’と 5’

-ACGTGTCGACGTGAAGCTGAGCTCTG-3’（プライマーの下線部は制限酵素認

識サイトを示す）。増幅された遺伝子間領域は pBluescript-mCherry-EGFP の

SalI/BamHI サイトに挿入した。 

 遺伝子間領域に部分的な欠失を施したレポーターコンストラクトは以下のように作

製した：全長のオリジナルプラスミドから削りたい領域以外を除いた部分を正確性の

高いDNAポリメラーゼ（PrimeStar HS DNA polymerase; Takara Bio）とプラマー対

(ΔLWS-CNR-A: 5’-CGTATCTAGATCAAAACTGTGCAAGGAATC-3’ 
5’-GCTATCTAGAGTCAGGTCGGTGTCTTG-3、 

ΔLWS-CNR-B: 5’-CGATTCTAGAACAGGCATGTTTTGG-3’ 

5’-CGTATCTAGATGCTAATGCTACATGTCCTT-3’、 

ΔLWS-CNR-C: 5’-CGATTCTAGACGGATTTTTAGCCTGGAG-3’ 

5’-CGTATCTAGAGATTTCCACAGAGACGGG-3’、 

ΔLWS-CNR-B+C: 5’-CGATTCTAGACGGATTTTTAGCCTGGAG-3’ 

5’-CGTATCTAGATGCTAATGCTACATGTCCTT-3’、 

LWS-CNR-A: 5’-CGATTCTAGACGGATTTTTAGCCTGGAG-3’ 

5’-CGTATCTAGATTCCTTGCACAGTTTTG-3’、 

ΔSWS1-CNR-α: 5’-GCTATCTAGACAGTTTGGGTTCTGGTCT-3’ 

5’-GCATTCTAGAGCTCTGCTCCCAACAG-3’、 

ΔSWS1-CNR-β: 5’-GCTATCTAGATTAGACAAAGCCGTAAGCT-3’ 

5’-CGTATCTAGAACCAGGACCTTCTCATAA-3’、 

SWS1-CNR-α: 5’-GCTATCTAGATTAGACAAAGCCGTAAGCT-3’ 

5’-GCATTCTAGACCAGAACCCAAACTG-3’)を用いて増幅し、XbaI（認識サイト

はプライマー配列上に下線部で示した）によって切断した後自己結合させた。 

 

4-2-6 レポーターDNA コンストラクトの顕微注入とレポータータンパク質の蛍

光免疫検出 
 環状プラスミド DNA コンストラクトは顕微注入法によってメダカ胚に以前記述され

た方法（Kusakabe et al., 1999）で導入した。注入された胚は 28℃でインキュベート

し、蛍光実体顕微鏡（MF165FC; Leica Microsystems, Wetzlar, Germany）を用い

て蛍光の観察を行った。胚は第２章で述べた方法で卵殻を除いた後、4%パラホル

ムアルデヒド/PBS で 4℃、一晩かけて固定した。固定した胚は、数回の 1% Triton 
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X-100 を含む PBS（T-PBS）と 1 回の滅菌水での洗浄後、−20℃の冷アセトン中で

20 分間透徹処理し、次に滅菌水と T-PBS で再度洗浄した。その後胚は段階的に濃

度を上げたメタノール（50%、70%、100%）によって 4℃で脱水した後、−20℃メタノ

ール中で一晩保存した。再び水に戻した後、胚は 1% DMSO を含む 1% T-PBS で

洗浄し、10%ヤギ血清および 1% DMSO を含む T-PBS で 4℃、一晩かけてブロッキ

ングを行った。次に胚を抗 GFP ウサギポリクローナル抗体（A11122; Invitorgen）と

抗 RFP ラットモノクローナル抗体（5F8; ChromoTek gmbH, Martinsried, Germany）

がブロッキング溶液に各1/1000溶けている溶液で4℃、9時間インキュベートし、1% 
DMSO を含む T-PBS で一晩洗浄した後、Alexa-488 標識された抗ウサギ IgG と

Alexa-594 標識された抗ラット IgG 抗体（Molecular Probes, Eugene, OR）溶液で

4℃、9 時間インキュベートした。1% DMSO を含む T-PBS で数回すすいだ後、80%
グリセロールでスライドガラス上にマウントし、共焦点顕微鏡（FV1000, Olympus）を

用いて観察した。 
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4-3 結果 
 

4-3-1 硬骨魚類、両生類、爬虫類の錐体オプシン遺伝子の 5’近傍領域に

miRNA をコードする配列が保存されている。 
 メダカの錐体オプシン遺伝子座に保存された非コード配列を研究する過程で、

miRNA と推測される配列をコードする 2 つの保存性の高い配列を発見した。これら

のうち 1 つは赤色光感受性オプシン遺伝子 LWS-A（Matsumoto et al., 2006; 

Ensembl ID ENSORLG00000014088）の 4 kb 上流の逆鎖にコードされている（図

4-1A）。予測された成熟 miRNA 配列はゼブラフィッシュの miRNA、dre-miR-726 と

同配列であることから、メダカの miRNA を ola-miR-726（Kloosterman et al., 2006）

と名付けた（図 4-1C）。miR-726 がコードされた配列は、硬骨魚類だけでなく、両生

類と爬虫類でも LWS-A 相同遺伝子の上流領域に高度に保存されている（図 4-1A, 
B）。この領域の miR-726 との同一性および進化的保存性は、O’Quin ら（2011）も指

摘している。 
 もう一つの予測された miRNA（Ensenbl ID ENSORLG00000021049）は UV 感受

性オプシン遺伝子である SWS1（Matsumoto et al., 2006）の 1.2 kb 上流にコードさ

れる。この miRNA もオプシン遺伝子とは逆鎖にコードされる（図 4-2）。予測された成

熟 miRNA の配列は、ゼブラフィッシュの miR-729 の SEED 配列（成熟 miRNA の 2
番目から 8 番目にかけての塩基配列）に似ていることから、Li ら（2010）によって

ola-miR-729 と名付けられた。miR-729 は硬骨魚類ゲノムに保存されている（図

4-2A,B）。 
 

4-3-2 錐体視細胞サブタイプ特異的に対をなす miRNA とオプシン遺伝子が

共発現する 
 ola-miR-726とola-miR-729の一次転写産物（pri-ola-miR-726とpri-ola-miR-729）

の空間的な発現パターンを、それぞれが対をなすオプシン遺伝子の発現パターンと

二重蛍光 in situ ハイブリダイゼーションによって比較した。pri-ola-miR-726 と

pri-ola-miR-729 のシグナルは視細胞の核が存在する外顆粒層（Outer Nuclear 

Layer; ONL）に特異的にみられた（図 4-3）。pri-ola-miR-726 の局在は LWS-A 陽性

細胞の内節直下の核に検出され（図 4-3A）、一方で pri-ola-miR-729 の局在は

SWS1 陽性細胞の核で検出された（図 4-3B）。対照的に、pri-ola-miR-726 の局在

は SWS1 陽性細胞（図 4-3C）や緑感受性オプシン遺伝子（RH2）陽性細胞（図 4-3E）
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とは一致しなかった。同様に、pri-ola-miR-729 の局在は LWS-A 陽性細胞（図 4-3D）

や RH2 陽性細胞（図 4-3F）とは一致しなかった。桿体細胞核は ONL 内側領域に局

在し、pri-ola-miR-726やpri-ola-miR-729の局在とは重ならなかった（図4-3G, H）。

pri-ola-miR-726 と pri-ola-miR-729 のシグナルはほとんどの場合、異なる核にみら

れた（図 4-3I）。今回の解析では、錐体視細胞の外節で一様な蛍光がみられたが、

同様の蛍光はセンスプローブを用いた切片でもみることができ、miRNA 一次転写産

物の検出のために感度を増強したためのバックグラウンドである（図 4-3J）。これら

の結果は ola-miR-726 と ola-miR-729 がそれぞれ赤色光感受性オプシン遺伝子

LWS-A と UV 感受性オプシン遺伝子 SWS1 と共発現することを一貫して示唆してい

る。 
 
4-3-3 対をなす miRNA 遺伝子とオプシン遺伝子が共有する遺伝子間領域が

同一視細胞での双方向的な転写を引き起こす 
 miRNA/オプシン遺伝子対の進化的な保存性および共発現は、遺伝子間領域に存

在する共通のシス調節配列によって共発現が調節されていることを示唆する。この

仮説を検証し、miRNA/オプシン遺伝子対の共発現に関わる分子メカニズムを明ら

かにすることを目的として、ola-miR-726 と LWS-A、ola-miR-729 と SWS1 間の遺

伝子間配列をクローニングし、遺伝子間配列の miRNA 遺伝子側には赤色蛍光タン

パク質（mCherry）をオプシン遺伝子側には緑色蛍光タンパク質（EGFP）を連結した

（図 4-4A, 図 4-5A）。これらの二重レポーターコンストラクトを顕微注入法によってメ

ダカ受精卵に導入し、導入胚網膜でのレポーターの発現を調べた。どちらのコンスト

ラクトを導入した胚においても、受精後 8 日の視細胞で mCherry と EGFP の発現が

特異的に観察された。これらの胚では、mCherry のシグナルが EGFP のシグナルに

重なることがしばしば観察された（図 4-4B-G, 図 4-5B-G）。これらの結果は

ola-miR-726 と ola-miR-729 が網膜の桿体細胞ではなく錐体細胞で発現することを

示唆する。また、遺伝子間領域は miRNA/オプシン遺伝子対の同一視細胞で双方

向的な転写を再現するのに十分であることが示された。これらの結果からも、対をな

す miRNA とオプシン遺伝子が特異的な錐体サブタイプで共発現することが支持さ

れる。 
 

4-3-4 miRNA/オプシン遺伝子対の共発現は共通のシス調節領域によって制

御されている 
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 miRNA とオプシン遺伝子の発現に必要なシス調節配列の候補をさらにしぼるため

に、シス調節配列の候補として、保存された非コード配列に注目した。miR-726 と

LWS-A の遺伝子間領域では、基本プロモーターに加えて 3 箇所の保存された非コ

ード領域（conserved non-coding regions; CNRs）があり、それぞれ LWS-CNR-A、

-B、-C と名付けた（図 4-6A）。同様に miRNA-729 と SWS1 間の 2 つの CNRs をそ

れぞれ SWS1-CNR-α、-βと名付けた（図 4-7A）。 

 図 4-6B に示すように CNRs を含む miR-726/LWS-A 遺伝子間領域を組み込んだ

野生型の二重レポーターコンストラクトから CNR を除去したプラスミドコンストラクト

を作製した。これらのコンストラクトを注入された卵から発生した胚の視細胞におけ

る各レポーターの発現を調べた。LWS-CNR-A を除去すると、mCherry の発現が完

全に消滅し、EGFP の発現もかなり減少する（図 4-8A-C）。一方、LWS-CNR-B また

は LWS-CNR-C を除去した場合には、レポーターの発現に変化はみられなかった。

つぎに、LWS-CNR-A が miR-726 と LWS-A 両方の転写活性化に十分であるかを

調べた。LWS-CNR-A のみを miR-726 と LWS-A の基本プロモーターに連結したコ

ンストラクトをメダカ胚に注入したところ、EGFP と mCherry の発現が視細胞でみら

れた（図 4-6B の ”CNR-A”コンストラクト、図 4-8D-F）。これらの結果から、

LWS-CNR-A は視細胞において miR-726 と LWS-A 両方のエンハンサーとしてはた

らくと考えられる。 

 miR-729 と SWS1 の遺伝子間領域にある CNRs の役割も二重レポーターコンスト

ラクトシリーズをメダカ胚に導入することで調べた（図 4-7B）。SWS1-CNR-αの除去

は大幅に mCherry と EGFP の発現を減少させ（図 4-9A-C）、一方で SWS1-CNR-

βの除去はレポーターの発現に影響しなかった（図 4-7B、図 4-9D-F）。このように、

SWS1-CNR-αと基本プロモーターの組み合わせは miR-729 と SWS1 の両方の転

写活性化に十分のようである。これらの結果は、対をなす miRNA とオプシン遺伝子

の転写が共通シス調節配列によって調節されていることを示唆している（図 4-10A, 
B）。 
 LWS-CNR-A あるいは SWS1-CNR-αと相互作用する転写因子を、コンピュータ

ーを用いて転写因子の結合可能配列を検索することによって予測した（図 4-6C、図

4-7C）。メダカの LWS-CNR-A には 3 カ所の視細胞特異的転写因子 Crx（Chen et 
al., 1997; Freund et al., 1997; Furukawa et al., 1997）の結合可能配列が存在す

る。これらの Crx 部位はホメオドメイン認識配列（Levine and Hoey, 1988; Hayashi 
and Scott, 1990）のコア・モチーフである ATTA 配列を含んでいる。さらに 2 つの
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ATTA 配列も硬骨魚類の LWS-CNR-A 領域に高く保存されている（図 4-6C）。

LWS-CNR-A にみられるその他の結合可能部位として、視細胞発生に関わることが

知られている核受容体ファミリータンパク質である Nr2e3 と RXR の結合配列が含ま

れていた（Chen et al., 2005; Swaroop et al., 2010）。これらの配列は硬骨魚類間

であまり保存されていない。 
 メダカの SWS1-CNR-αは 2 つの Crx 結合可能部位を含んでいる（図 4-7C）。こ

れらの Crx 部位はメダカとイトヨの間で高度に保存されている。また、Hox、Fox、

POU、bZip、核受容体ファミリータンパク質といった様々な転写因子の結合候補配

列が存在し、これらのうちいくつかはとてもよく保存されている（図 4-7C）。もう一つの

興味深い配列は桿体細胞の分化を制御する STAT3（Rhee et al., 2004; Ozawa et 
al., 2004; Zhang et al., 2004）の結合可能部位である。STAT 部位はメダカの

LWS-A にもみられる（図 4-6C）。 

 
4-3-5 miRNA 標的候補には視細胞発生制御に関わる転写因子が含まれる 
 現時点では、メダカにおける 3’非翻訳領域（UTR）の情報はゼブラフィッシュのもの

と 比 べ て 大 幅 に 限 ら れ て い る 。 た と え ば 、 UTR デ ー タ ベ ー ス UTRdb
（http://utrdb.ba.itb.cnr.it/; Grillo et al., 2010）にエントリーされている 3’UTR の数は、

ゼブラフィッシュの18,233に対し、メダカは358である。そこで、アノテートされたゼブ

ラフィッシュ UTR（Ulitsky et al., 2012）の中から、TargetScan システム（Lewis et al., 
2005）を用いて、miR-726 と miR-729 の標的と予測される遺伝子を探した。合計

2,986個と2,157個の遺伝子がそれぞれmiR-726とmiR-729の標的と予測された。

少なくとも視細胞サブタイプの発生に関わる４つの転写因子（Nrl、甲状腺ホルモン受

容体β、Six7、RORβ）は dre-miR-726 の標的の可能性がある（図 4-11A, B）。

dre-miR-729 の標的候補には視細胞発生に重要な役割をする 3 つのホメオドメイン

タンパク質（Six7、Crx、Otx2）が含まれている（図 4-12A, B）。これらの標的候補をメ

ダカとゼブラフィッシュで比較し、メダカ Six7 の 3’UTR が ola-miR-729 の標的配列を

含んでいることを見つけた（図 4-12C, D）。 
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4-4 考察 
 

4-4-1 miR-726 と miR-729 の錐体サブタイプ特異的発現と推定される役割 
 本研究で示された結果は、miR-726 と miR-729 がそれぞれ赤色感受性錐体と UV

光感受性錐体細胞に特異的に発現することを示唆する。ゼブラフィッシュによる以前

の研究で、miR-726 と miR-729 はノーザンブロット解析によって眼で検出されている

（Kloosterman et al., 2006）。しかし LNA プローブを用いた in situ ハイブリダイゼー

ションでは miR-726 と miR-729 のシグナルは検出されていなかった（Kloosterman 
et al., 2006）。本研究においても、LNA プローブ用いて成熟 ola-miR-726 と

ola-miR-729 を検出することができなかったので、RNA プローブを用いて miRNA の

一次転写産物の発現を検出した。我々が知る限りでは、これらの miRNA について

他の種で発現パターンは報告されていない。miRNA の視細胞サブタイプ特異的な

発現についても以前に報告されていない。このように、本研究は視細胞サブタイプ特

異的に発現する miRNA の証拠を初めて示すものである。 
 miR-726 と miR-729 の視細胞サブタイプ特異的な発現は、網膜での視細胞サブタ

イプの制御といった役割をはたすことを示唆する。これらの miRNA は特定の錐体サ

ブタイプで本来発現すべきでない遺伝子の発現を転写後抑制しているかもしれない。

たとえば、長波長感受性錐体細胞で発現する miR-726 が短波長感受性錐体細胞

や中波長感受性錐体細胞、もしくは桿体視細胞への分化をうながす転写因子を抑

制するかもしれない。視細胞の異なるサブタイプは光感受性細胞としての共通の特

徴を共有し、共通の前駆細胞から発生するので、異なる視細胞サブタイプが発現す

る遺伝子群は一部重複している。たとえば、錐体の異なるサブタイプは光伝達タン

パク質の同じアイソフォームを使用している（Hisatomi et al., 2002; Larhammar et 
al., 2009）。miRNA による転写後抑制メカニズムは視細胞サブタイプ間での明瞭な

区別を確実にするのに役立つだろう。 

 本研究のイン・シリコ解析によって、視細胞発生の制御に関わるいくつかの転写因

子が miR-726 と miR-729 の標的候補であることを明らかにした。miR-726 の標的

候補の 1 つは桿体細胞特異性と発生を促進する Maf ファミリーbZip 転写因子の Nrl

である（Mears et al., 2001; McIlvain and Knox, 2007; Oh et al., 2007）。Nrl ノック

アウトマウスの網膜では、桿体細胞は機能的な錐体細胞へと変化する。（Mears et 
al., 2001; Daniele et al., 2005; Akimoto et al., 2006）。逆に、Nrl の異所的発現は

錐体前駆細胞を機能的な桿体細胞へと変化させることができる（Oh et al., 2007）。
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もう１つ別の miR-726 の標的候補は前駆体に桿体細胞の特徴を与える Nrl と同様

の転写経路ではたらく RORβである（Jia et al., 2009）。このように miR-726 の機能

の一つは Nrl と RORβの下方制御によって桿体細胞形質を抑制することであるかも

しれない。miR-729 の標的候補は 2 つの Otx ファミリーメンバー（Otx2 と Crx）を含

んでいる。これらの転写因子の機能は桿体と錐体細胞両方の発生に必要なもので

ある（Chen et al., 1997; Freund et al., 1997; Furukawa et al., 1997; Nishida et al., 

2003）。哺乳類網膜において、6 つのキー転写因子（Otx2, Crx, RORβ, Nrl, Nr2e3
そして甲状腺ホルモン受容体β2）の協調的かつ正確にバランスのとれた作用は、

網膜前駆体細胞の桿体もしくは錐体視細胞運命への拘束に重要であることが提唱

されている（Swaroop et al., 2010）。これらの因子のうち５つで miR-726 と miR-729
の標的候補が見つかっていることから、これらの miRNA はキー転写因子の特異的

サブセットの差次的な下方制御を通して視細胞サブタイプの発生を制御しているか

もしれない。 
 sine oculis ホモログ（Six7）は miR-726 と miR-729 両方の標的候補と予測されて

いる。ゼブラフィッシュとメダカ間での miR-729 の標的配列の保存性は予測の有効

性を支持する。しかしながら視細胞発生における Six7 の役割はほとんど分かってい

ないことから、これらの miRNA による Six7 抑制の役割を推測することは現在のとこ

ろ難しい。 

 上記で議論した miR-726 と miR-729 の予測標的は視細胞の発生を制御する因子

であり、miRNA/錐体オプシン遺伝子対の保存されたシス調節領域（LWS-CNR-A と

SWS1-CNR-α）にそれらの転写因子の結合候補配列が見つかった。たとえば、Crx

と Otx2 は miR-729 の標的候補であると同時に、SWS1-CNR-αは Crx/Otx の高度

に保存された結合配列を含んでいる。したがって、miR-726 と miR-729 は視細胞運

命決定を調節するための負のフィードバックループを構成している可能性がある。 

 
5-4-2 miRNA/オプシン遺伝子対の進化的保存性 
 miR-726/LWS 遺伝子対は硬骨魚類、両生類、爬虫類で保存されている。この保

存性は、祖先型の miR-726/LWS 遺伝子対が硬骨魚類と四足動物の共通祖先で存

在したことを示す。この遺伝子対の進化的保存性はmiR-726の機能的重要性とゲノ

ム構造の重要性も示唆する。興味深いことに、miR-726 は鳥と哺乳類のゲノムでは

見つかっておらず、miR-726 が鳥と哺乳類の系統で独立に失われたこと示唆してい

る。LWS オプシンは最もよく保存された錐体オプシンサブクラスであり、有顎脊椎動
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物のすべての綱および無顎類に存在する（Davies et al., 2012）。したがって、

miR-726/LWS 遺伝子対は脊椎動物の進化過程において特定の細胞タイプに密接

に関連する miRNA の獲得メカニズムとその役割、そして消失の研究に対してユニー

クなモデルを提供する。 
 メダカゲノムでは、LWS-Aの上流に青色光感受性オプシン遺伝子SWS2-Aと紫光

感受性オプシン遺伝子 SWS2-B が存在し、LWS-A の下流にもうひとつの赤色光感

受性オプシン遺伝子 LWS-B が存在して、4 つのオプシン遺伝子がタンデムなクラス

ターを形成している（Matsumoto et al., 2006）。ola-miR-726 遺伝子は SWS2-B と

LWS-A の間に位置し、最近、他の研究グループによって領域 I（Watson et al., 

2010）もしくは CNE 7a（O’Qui et al., 2011）と名付けられた高度に保存された遺伝

子間領域と一致する。SWS2 と LWS オプシン遺伝子が同一染色体上で近接して存

在するという関係性は進化的に保存されている（Wakefield et al., 2008; Watson et 

al., 2010）。本研究では、SWS2 遺伝子の発現を in situ ハイブリダイゼーションによ

って検出することができなかったので、SWS2 遺伝子と ola-miR-726 遺伝子の発現

を直接的に比較できなかった。メダカ網膜での錐体サブタイプの規則的に配置され

たモザイクパターンから判断して、ola-miR-726 遺伝子はおそらく SWS2-A 遺伝子

や SWS2-B 遺伝子とは共発現しない。一方で、LWS-A と LWS-B の配列がほとんど

同じであり、かつそれらは同じ錐体サブタイプで発現するとみられるため、

ola-miR-726 遺伝子が LWS-B 遺伝子と共発現する可能性は除外することができな

い（Matsumoto et al., 2006）。 
 SWS1 サブクラスの視物質オプシンは無顎類からヒトまでの幅広い脊椎動物にま

たがってよく保存されている（Davies et al., 2012）。それにもかかわらず、

miR-729/SWS1 遺 伝 子 対 は 硬 骨 魚 類 で し か 見 つ か っ て い な い 。 一 方 で 、

miR-729/SWS1 遺伝子対は硬骨魚類間で高度に保存されている。この状況は

miR-729 が短波長感受性錐体細胞の発生もしくは機能に関わる重要な硬骨魚類特

異的役割を果たすことを示唆する。初期の硬骨魚類の祖先は進化的新規性として

miR-729 を獲得したのかもしれない。しかしながら、多種多様な脊椎動物種にまた

がったゲノム配列の現時点での不十分さを考慮すると、miR-729/SWS1 遺伝子対

が硬骨魚類以外の種に存在する可能性も否定できない。 
 

4-4-3 LWS-CNR-A および SWS1-CNR-αと相互作用する転写因子 
 ゼブラフィッシュでは、LWS-CNR-A に相当する遺伝子間領域は 2 つのタンデムに
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並んだ LWS 遺伝子（LWS-1 と LWS-2）の共通制御領域（LWS-activating region; 
LAR）として同定されている（Tsujimura et al., 2010）。２つの Otx 認識配列

（A/GGATTA）と Otx 結合類似配列（TGATTA）がゼブラフィッシュの LAR には存在

する。２つの Otx 認識部位は本研究で同定した、保存された Crx 部位と一致する。

LWS-CNR-A と一致する領域は領域 II、もしくは CNE 7b として、硬骨魚類の LWS
遺伝子座についての最近の比較ゲノム研究によって同定されたものである（Watson 

et al., 2010; O’Quin et al., 2011）。これらの研究では、保存された Crx 結合部位に

加え、別の高度に保存された配列が核受容体ファミリー因子の結合候補サイトとし

て同定されている（HRE 図 4-6C; Watson et la., 2010; O’Quin et al., 2011）。

Nr2e3、TRβ2、RXRγ、RORαそして RORβを含む多様な核受容体ファミリータ

ンパク質が視細胞発生制御に関わることが知られており、これらのうち、いくつかの

タンパク質はこの高度に保存された配列と相互作用する可能性がある。 

 
4-4-4 転写調節と転写後調節を共役させる装置としての mRNA-miRNA 対の

双方向的なシス調節領域 
 本研究により、錐体オプシンをコードする遺伝子と miRNA 前駆体をコードする遺伝

子が頭と頭を向かいあわせるように逆向きに配置されていることが示された。このタ

イプの双方向的な遺伝子配置は、ハエ（Logna et al., 1989; Horfmann et al., 1991; 

Herr and Harris, 2004）、ホヤ（Kusakabe et al., 1995）、哺乳類（Burdbelo et al., 
1988; Adachi and Lieber, 2002; Trinklein et al., 2004）を含むさまざまな後生動物

で、対をなした遺伝子の協調的な制御と関連づけられている。ヒトでは、遺伝子間領

域が 1000 bp に満たない長さで、相互に逆方向に転写される遺伝子対がゲノム中

の遺伝子の 10%以上を占めている（Trinklein et al., 2004）。これらのヒト遺伝子対

の大半はハウスキーピングタンパク質をコードしており、それらの短い遺伝子間領域

が双方向的なプロモーターであると考えられている（Adachi and Lieber, 2002; 
Trinklein et al., 2004 ） 。 そ れ に 比 べ て 、 miR-726/LWS-A 遺 伝 子 対 と

miR-729/SWS1 遺伝子対の遺伝子間領域はそれぞれ 3.9kb と 1.1kb と相対的に長

く、対をなす錐体オプシン遺伝子は高度な組織特異性がある。本研究のシス調節解

析から、対をなす miRNA 遺伝子とオプシン遺伝子は各々のコア・プロモーターをも

つが、遺伝子間領域に共通のエンハンサーをもつことが示唆された。このように

miRNA/オプシン遺伝子対のような双方向的遺伝子構造は機能上、重要な意味をも

つと考えられる。また、これらの遺伝子対は、上記のヒトで多く見いだされているよう
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な遺伝子対とは別の双方向的に転写される遺伝子対のクラスをなすものと考えられ

る。 
 miRNA 遺伝子とタンパク質をコードした遺伝子対の双方向的な転写の例はヒトで

もひとつ報告されている。miR-34b/c と B 細胞転位遺伝子 4（BTG4）が双方向的プ

ロモーターから転写される例である（Toyota et al., 2008）。miR-34b/c と BTG4 の両

者はがん抑制因子であると考えられ、したがって、それらの協調的な制御は適応的

であるといえる。miRNA/タンパク質コード遺伝子対の双方向的な転写は、細胞タイ

プの特異化やガン抑制といった特定の生物学的経路で以前から存在している転写

機構を利用することによって、転写後制御メカニズムを効率的に追加するために、進

化してきたのかもしれない。しかしながら、現在、このタイプの遺伝子対がどれくらい

独特もしくは広凡なのか明らかではない。他の多くの生物種ゲノムからの体系的で

ゲノムワイドなデータ収集により、双方向的なmiRNA/タンパク質コーディング遺伝子

対の例がさらに明らかになるものと考えられる。 
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4-5 図と表 
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図 4-1  LWS-A の 上 流 領 域 に あ る 高 度 に 保 存 さ れ た 非 コ ー ド 配 列 は

microRNA（miRNA）をコードする 
 （A）硬骨魚類、両生類、そして爬虫類間で、VISTA（Frazer et al., 2004）を用いた

LWS-A の遺伝子座のゲノム配列比較によって、高度に保存された非コード領域（緑

色のボックス）が明らかになった。括弧内の数字は予測される miRNA の 3’末端から

それぞれの生物種のオプシンのコーディング配列の開始コドンまでの距離（bp）を示

す。（B）この領域の塩基配列のアライメント。高度に保存された塩基をアスタリスクで、

推定上の成熟 miRNA 配列は赤色で示す。（C）予測されたメダカの miRNA 配列は

ゼブラフィッシュの miRNA、dre-miR-726 と同一のものである（Kloosterman et al., 

2006）。成熟 miRNA の 5’端から 2〜8 番目の seed とよばれる配列は青色で示した。

（D）RNAshapes（Steffen et al., 2006）を用いて予測したpre-ola-miR-726のステム

ループ構造。 
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図 4-2 SWS1 の上流領域にある高度に保存された非コード領域は miRNA を

コードする 
 （A）硬骨魚類間での VISTA を用いた SWS1 の遺伝子座のゲノム配列比較によっ

て、高度に保存された非コード領域（緑色のボックス）を明らかにした。括弧内の数

字は予測される miRNA の 3’末端からそれぞれの種のオプシンのコーディング配列

のスタートコドンまでの距離（bp）を示す。（B）高度に保存された領域の塩基配列の

アライメント。3 種間で同じ塩基をもつ部位はアスタリスクで、予測された成熟 miRNA
配列は赤色で示した。（C）予測されたメダカの miRNA 配列はゼブラフィッシュの

miRNA、dre-miR-729 に似ており（Kloosterman et al., 2006）、seed 配列は完全一

致している。成熟 miRNA の 5’端から 2〜8 番目の seed 配列は青色で示した。（D）

RNAshapes を用いて予測した pre-ola-miR-729 のステムループ構造。 
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図 5-3 ola-miR-726 と ola-miR-729 の一次転写産物（pri-ola-miR-726 と

pri-ola-miR-729）の錐体サブタイプ特異的な発現 
 pri-ola-miR-726 の局在（A, C, E, G）と pri-ola-miR-729 の局在（B, D, F, H）を、

生後 3 ヶ月の成魚で赤色感受性オプシン（LWS-A）の mRNA（A, D）、UV 感受性オ

プシン（SWS1）の mRNA（B, C）、緑色感受性オプシン（RH2）の mRNA（E, F）、桿

体細胞特異的ロドプシンの mRNA（G, H）との二重蛍光 in situ ハイブリダイゼーショ

ン法によって比較した。（A, B）miRNA 一次転写産物のシグナル（緑）は錐体オプシ

ンのシグナル（マゼンタ）の真下にそれぞれ局在する。いくつかの典型的な部分は矢

印で示した。（C, E）pri-ola-miR-726 のシグナル（緑、矢印）は UV 感受性と緑色感

受性錐体細胞シグナルの真下には局在しない。（D, F）pri-ola-miR-729 のシグナル

（緑色、矢印）は赤色感受性と緑色感受性の錐体オプシンシグナルの真下には局在

しない。（G, H）ロドプシン mRNA の局在（マゼンタ）に囲まれた桿体細胞核は ONL

（外顆粒層）の内側に存在し、miRNA 一次転写産物との局在（緑）とは重ならない。

（I）pri-ola-miR-726（マゼンタ、矢じり）と pri-ola-miR-729（緑、矢印）の局在を二重

蛍光 in situ ハイブリダイゼーション法によって比較した。（J）SWS1（マゼンタ）と

pri-ola-miR-729（緑）のセンスプローブを用いたコントロールである。核はすべての

切片において DAPI で染色されている。錐体視細胞の外節は、miRNA 一次転写産

物の検出のために感度を増強したために、バックグラウンドとしての蛍光を示す。こ

のバックグラウンドはセンスプローブを用いた切片でも見ることができる（J）。スケー

ルバー = 20 µm（A-I）もしくは 30 µm（J）。 
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図 4-4 同一視細胞での、ola-miR-726 と LWS-A の遺伝子間領域からの双方

向的な転写 
 （A）二重レポーターコンストラクト（ola-miR-726 と LWS-A をそれぞれ mCherry と

EGFP に置き換えた mCherry<ola-miR-726_LWS-A>EGFP）を示した模式図。括

弧内の数字は、レポーター遺伝子に連結した上流領域の末端の、LWS-A の転写開

始点に対する位置を示している。（B-D）mCherry<ola-miR-726_LWS-A>EGFP を

顕微注入した 8 日胚の網膜視細胞での mCherry（マゼンタ、B と D）と EGFP（緑色、

C と D）の共局在（矢印）。スケールバー = 100 µm。（E-G）B-D の点線をつけた領

域の高倍率像。スケールバー = 50 µm。 
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図 4-5 同一視細胞での、ola-miR-729 と SWS1 の遺伝子間領域からの双方

向的な転写 
 （A）二重レポーターコンストラクト（ola-miR-729 と SWS1 をそれぞれ mCherry と

EGFP に置き換えた mCherry<ola-miR-729_SWS1>EGFP）を示した模式図。括弧

内の数字は、レポーター遺伝子に連結した上流領域の末端の SWS1 の転写開始点

に対する位置を示している。（B-D）mCherry<ola-miR-729_SWS1>EGFP を顕微

注入した 8 日胚の網膜視細胞での mCherry（マゼンタ、B と D）と EGFP（緑色、C と

D）の共局在（矢印）。スケールバー = 100 µm。（E-G）B-D の点線をつけた領域の

高倍率像。スケールバー = 50 µm。 
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図 4-6 ola-miR-726/LWS-A 遺伝子対の双方向的な視細胞特異的転写にお

ける保存された非コード領域（CNR）の機能 
 （A）メダカ、イトヨ、そしてフグ間での遺伝子間領域の配列保存性を示す VISTA プ

ロファイル。３つの CNR をそれぞれ LWS-CNR-A、-B、-C と名付けた。これらの

CNR に加えて、ola-miR-726 と LWS-A の基本プロモーター領域も保存されている。

矢印はola-miR-726/LWS-A遺伝子の転写方向を示す。（B）二重レポーターコンスト

ラクトの構造と８日胚の視細胞でのそれらの発現頻度。野生型もしくは変異を導入し

た遺伝子間領域を mCherry と EGFP レポーター遺伝子に連結した（左）。マゼンタと

緑色のボックスはそれぞれ mCherry と EGFP のコーディング配列を示し、青色のボ

ックスは CNR を示している。それぞれのコンストラクトのレポーター発現をともなった

胚の頻度を百分率で右に示した。「co-epxression」の列は EGFP と mCherry が同

一視細胞でみられた胚の割合を示す。括弧内の数字はそれぞれのコンストラクトを

導入した胚の個体数を示す。（C）5 種の硬骨魚類の CNR-A 領域の塩基配列のアラ

イメント。JASPAR core database（Mathelier et al., 2014）を用いて予測されたメダ

カ CNR-A 内の推定上の転写因子結合部位の位置と方向を点線矢印で示した。黄

色のボックスは推定上のホメオドメインタンパク質のコア配列（ATTA）（Levine and 
Honey, 1988; Hayashi and Scott, 1990）を示す。線で囲んだ配列は先行研究

（Watson et al., 2010; O’Quin et al., 2011）でホルモン応答配列（HRE）として同定

された高度保存配列である。５種間で一致した塩基をアスタリスクで示した。 
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図 4-7 ola-miR-729/SWS1 遺伝子対の双方向的な視細胞特異転写における

CNR の機能 
 （A）メダカ、イトヨ、フグ間での遺伝子間領域の配列保存性を示す VISTA プロファ

イル。2 つの CNR をそれぞれ SWS1-CNR-αと SWS1-CNR-βと名付けた。これら

の CNR に加えて、ola-miR-729 と SWS1 の基本プロモーター領域も保存されてい

る。矢印は ola-miR-729/SWS1 遺伝子の転写方向を示す。（B）二重レポーターコン

ストラクトの構造（左）と８日胚の視細胞でのそれらの発現頻度（右）。野生型および

変異を導入した遺伝子間領域を mCherry と EGFP レポーター遺伝子に連結した

（左）。マゼンタと緑色のボックスはそれぞれ mCherry と EGFP のコーディング配列

を示し、青色のボックスは CNR を示している。それぞれのコンストラクトのレポーター

発現をともなった胚の頻度を百分率で右に示した。「co-epxression」の列は EGFP
と mCherry が同一視細胞でみられた胚の割合を示す。括弧内の数字はそれぞれの

コンストラクトを導入した胚の個体数を示す。（C）３種の硬骨魚類の CNR-α領域の

塩基配列のアライメント。JASPAR core database（Mathelier et al., 2014）を用いて

予測されたメダカ CNR-α内の推定上の転写因子結合部位の位置と方向が点線矢

印で示されている。黄色のボックスは推定上のホメオドメインタンパク質のコア配列

（ATTA）（Levine and Honey, 1988; Hayashi and Scott, 1990）を示す。3 種間で一

致した塩基の部位をアスタリスクで示した。 
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図 4-8 図 5-6B に示した二重レポーターコンストラクトの 8 日胚における蛍光

レポーター発現の例  
 （A-C）レポーターコンストラクト“ΔCNR-A”を顕微注入した8日胚。LWS-CNR-Aの

欠損は mCherry の発現を完全に消滅させる（B）一方で、EGFP の発現は同じ胚の

視細胞で観察される（A）。（D-F）LWS-CNR-A のみを ola-miR-726 と LWS-A の基

本プロモーターに結合したレポーターコンストラクト“CNR-A”を顕微注入した 8 日胚。

EGFP（D）と mCherry（E）の発現は同一視細胞で観察された。 
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図 4-9 図 5-7B に示した二重レポーターコンストラクトの 8 日胚の蛍光レポー

ター発現の例 
 （A-C）レポーターコンストラクト“ΔCNR-α”を顕微注入した 8 日胚。SWS1-CNR-
αの欠損は mCherry の発現を完全に消滅させる（B）一方で、EGFP 発現は同じ胚

の視細胞で観察される（A）。（D-F）SWS1-CNR-αのみを ola-miR-729 と SWS1 の

基本プロモーターに結合したレポーターコンストラクト“CNR-α”を顕微注入した 8 日

胚。EGFP（D）と mCherry（E）の発現は同一視細胞で観察された。 
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図 4-10 miRNA/オプシン遺伝子対の転写制御。 
 miRNA/オプシン遺伝子対の共発現は、両遺伝が共有する上流遺伝子間領域に

存在する共通のシス調節配列によって制御される。（A）ola-miR-726 と LWS-A の転

写は LWS-CNR-A によって赤色感受性錐体細胞で活性化される、（B）ola-miR-729

と SWS1 の転写は SWS1-CNR-αによって UV 感受性錐体細胞で活性化される。 
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図 4-11 TargetScanFish release 6.2 に よ る 、 ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ に お け る

miR-726 の標的候補の予測 
 （A）視細胞発生の制御に関わる転写因子をコードする dre-miR-726 標的候補のリ

スト。（B）予測された 3’ UTR 内の標的領域（上）と miRNA（下）の組み合わせ。成熟

miRNA の 2-8 もしくは 2-7 番目の塩基と完全な一致を示している”A（アデニン）”に続

く標的部位を赤で示す。標的と対をなす塩基をもつ成熟 miRNA の seed 配列を緑で

示す。 
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図 4-12 TargetScanFish release 6.2 に よ る 、 ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ に お け る

miR-729 の標的候補の予測 
 （A）視細胞発生の制御に関わる転写因子をコードする dre-miR-729 標的候補のリ

スト。（B）予測された 3’ UTR 内の標的領域（上）と miRNA（下）の組み合わせ。（C）

メダカ six7 mRNA の 3’UTR の ola-miR-729 の推定上の標的部位。（D）メダカとゼ

ブラフィッシュ間での Six7 の 3’UTR の部分的なアライメントは推定上の miR-729 標

的部位の保存性を示している。A-C で、成熟 miRNA の 2-8 もしくは 2-7 番目の塩基

と完全な一致を示している“A（アデニン）”に続く標的部位を赤で示す。標的と対をな

す塩基をもつ成熟 miRNA の seed 配列を緑で示す。 
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第５章  
 
総合考察 
 

 本研究では、個体レベルで細胞特異的な遺伝子発現制御機構を解析するための

モデル脊椎動物としてメダカを用いることによって、いくつかの新奇現象や分子機構

の普遍性を明らかにすることに成功した。第２章と第３章では、ホヤで発見された新

奇な現象がメダカを用いて、脊椎動物にもみられる現象であるかどうかを検証した。

得られた結果は、これらの新奇現象に類似の現象が脊椎動物においても存在する

ことを示している。さらに第４章では、メダカを用いて発見した新しい細胞特異性制御

機構が、ひろくさまざまな脊椎動物にあてはまる普遍的な機構である可能性を示し

た。以下に本研究の３つの主要テーマについて、再度、総合的に考察し、モデル脊

椎動物としてのメダカを用いた研究の意義について議論する。 
 第２章では、メダカの後脳および脊髄に GnRH 遺伝子を発現すると考えられる細

胞群をみいだした（Kusakabe et al., 2012）。これらの組織では本研究以前には、ど

の脊椎動物においても GnRH 産生細胞は報告されていなかった。従来、GnRH の

はたらきはもっぱら生殖と関連づけられてきた。視床下部ニューロンが産生し、下垂

体のゴナドトロピン放出を調節する視索前野 GnRH 系以外に、２つの視床下部外

GnRH 系（終神経 GnRH 系、中脳 GnRH 系）が知られている。これらの視床下部外

GnRH は神経活動の修飾因子として感覚や行動の制御に関わると考えられている

が、やはり何らかの形で生殖活動と関連づけて解釈されている（Yamamoto, 2003; 
Okubo and Nagahama, 2008; Oka, 2009; Kanda et al., 2010）。本研究では、当

初から生殖制御にとらわれない解析を行い、これまで知られていない新奇な GnRH

系の可能性を提示することができたといえる。本研究で得られたメダカの新奇

GnRH 系と、ホヤ幼生の GnRH 系の間には高い類似性がみられる。（１）後脳（≒運

動神経節）から脊髄（≒神経索）の全長にわたる GnRH 遺伝子の発現、（２）後脳か

ら脊髄に軸索を伸ばす GnRH 遺伝子を発現する介在神経細胞、（３）沿軸筋での受

容体の発現などである。相同な組織での酷似したパターンは、本研究でみいだした

新奇 GnRH 系が、進化の過程で高度に保存されており、普遍的で重要なものである

ことを示唆している。メダカは生殖生物学の研究材料として以前から盛んに研究に

用いられており、GnRH およびその受容体についても豊富な知見が蓄積されていた

（Okubo et al., 2000; Okubo et al., 2001）。このようなメダカの利点と、遺伝子制御
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研究に適したメダカの特徴を組み合わせたことによって得られた成果といえる。 
 第３章では、胚の背腹軸に沿った Pinhead 遺伝子と Admp 遺伝子の相補的な発

現パターンの形成機構が脊椎動物とホヤで共通であることを、メダカを用いて明らか

にした（Imai et al., 2012）。背側に限定した Admp 遺伝子の発現が背腹パターン形

成に重要であることは、アフリカツメガエルを用いた研究などにより知られていた

（Reversade and De Robertis, 2005; Gaviño and Reddien, 2011）が、その発現パ

ターンを生み出す機構はまったく不明であった。本研究は、ゲノムがコンパクトでシス

制御領域の機能解析が迅速に行えるという、ホヤとメダカに共通の利点を生かして、

パターン形成の普遍的な分子機構の一端を明らかにした研究といえる。脊椎動物に

おいてもクロマチンレベルの相互作用や転写因子群を明らかにすることによって、分

子機構がどこまで生物間で共通であるか、その普遍性がどの程度なのかを明らか

にすることが今後の課題である。 

 第４章では、脊椎動物で高度に発達した視覚、とくに色覚を担う細胞の多様性に焦

点をあて、miRNA が錐体サブタイプの特異性を制御しているという新しい分子

機構を提唱した（Daido et al., 2014）。網膜錐体細胞の多様性は色覚の基盤であ

り、その正確な制御は、ヒトを含む多くの動物の生理・生態・行動にとって非

常に重要である。錐体サブタイプの制御は、マウスを用いて、転写制御と転写

因子の修飾および甲状腺ホルモン作用による制御機構が示されている（Onishi 

et al., 2010）。しかし、錐体を２種類しかもたず色覚に乏しいマウスを用いた研
究が主であり、個々の錐体サブタイプに特異的な形態と生理機能がどのように

制御されているか、という重要問題は未解明である。メダカやゼブラフィッシ

ュの網膜では波長感受性と形態が異なる 4種類の錐体が規則正しく整列してお
り、遺伝学的解析や遺伝子機能の個体操作、および発生過程の観察が容易であ

ることから、錐体サブタイプの決定および分化のメカニズム研究に格好のモデ

ルといえる（Allison et al., 2010）。今後、次に述べるような、メダカの利点を
さらに生かした解析を進めることにより、脊椎動物に普遍的な視細胞の多様性

が生み出されるメカニズムを明らかにできることが期待される。 

 脊椎動物のモデル動物であるメダカは胚が透明で、発生段階における観察が容易

である。本研究で行ったように、初期胚に顕微注入法によって容易に外来遺伝子を

導入し、発現させることが可能である（Kusakabe et al., 1999）。また、メダカは脊椎

動物のモデル動物としてよく利用されるマウスやゼブラフィッシュと比べて、遺伝子

数はあまり変わらないが、ゲノムサイズが小さい（Kasahara et a l., 2007）。したがっ
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て、他の多くのモデル脊椎動物よりも遺伝子間距離が短く、遺伝子転写調節配列の

解析に適していると考えられる。その一方で、ボディプランはマウスやヒトと基本的に

同じで、組織形成過程で関わってくる遺伝子も共通のものが多い（Oliver et al., 

1995; Carl et al, 2002）。さらに哺乳類とは違い、毎日のように採卵が可能であり、

同タイミングで受精した卵の胚発生が同調的に進むことから、安定的な胚発生過程

の研究が行える。これらの特徴から、メダカは遺伝子の転写調節機構から組織形成

過程の機構を解析する上で有用なモデル動物であるといえる。 
 これまでマウスにおいて相同遺伝子組換えによってゲノム編集が施された ES 細

胞を用いることで、標的遺伝子ノックアウト個体の作出とその遺伝子の機能を調べる

ことが行われてきたが（Bernstein and Breitman, 1989）、その他のモデル動物でゲ

ノム編集操作を行うことは容易ではなかった。近年 ZFN（zinc-finger nuclease）、

TALEN（transcription activator-like effector nuclease）、CRISPR/Cas9といった人

工ヌクレアーゼを用いることで様々な生物種でのゲノム編集が可能になってきた

（Carroll, 2011; Joung and Sander, 2013; Le Cong et al., 2013; Terns and Terns, 
2014）。これらの人工ヌクレアーゼの中でも第２世代、第３世代に位置付けられる

TALEN と CRISPR/Cas9 がメダカに適用され、容易かつ効率的なゲノム編集が可

能となった（Ansai et al., 2013; Ansai and Kinoshita, 2014）。これらの新たな技術

を用いることで、本研究で見いだした新奇現象の背後にある詳細な分子機構を明ら

かにできることが期待される。 
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