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マボヤ卵内遺伝情報の網羅的解析による比較ゲノムのための物理遺
伝地図の作成
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〈研究の目的と進め方〉
脊索動物門においては脊椎動物への進化の過程で二度

のゲノム全体の重複（ 2 -rounds of whole genome
duplication）を起こしたと考えられているのに対し、ホ
ヤのゲノムはこの重複を起こしていないため、脊索動物
型のゲノムの基本セットであると推定される。一方で、
ホヤは一世紀以上に渡って発生生物学の格好の材料とし
てさまざまな研究がされており、特に卵への遺伝子の導
入による機能解析の容易さとも相俟って、脊椎動物型ゲ
ノムの機能研究の優れたモデル生物であると考えられる。

一般に卵の細胞質に存在する母性因子が後の胚発生過
程のさまざまな局面で重要な役割をすることが知られて
いるが、ショウジョウバエなどに比べて脊索動物の母性
因子の機能は必ずしも充分に理解されているとは言い難
い。動物系統学的に同門の最下位に位置するホヤの卵は、
初期胚の細胞の多くが自律的に分化する能力を持ち、古
くからモザイク卵として知られている。最近の研究によ
って、卵には筋肉／表皮／内胚葉などの分化の決定因子、
胚の前後軸形成や原腸陥入に関わる因子などが局在する
ことが明らかにされるなど、発生過程の多くを卵内の母
性因子に依存する。そこで、本研究では実験発生学的知
見の最も多いマボヤを材料に、卵内母性cDNAライブラ
リーからランダムに選んだ数万のcDNAクローンの両末
端の塩基配列を決定しつつ、同時にそれらの遺伝子の初
期発生過程での時間空間的な発現パターンのカタログ化
を行って、ゲノム遺伝子の初期発生過程における発現の
網羅的解析を行うことをひとつの柱とする。さらに、局
在するRNAに対するモルフォリノオリゴを卵に顕微注入
することによって、局在RNAの機能阻害を行い、卵内の
局在して蓄えられるRNAの機能を探る。その一方で、3D
プール化したマボヤゲノムBACライブラリーを作製し、
そこに上記研究で調べられた既知遺伝子をマッピングし
ていくことによって、マボヤゲノム全体を俯瞰し、計画
研究のカタユウレイボヤのゲノム構造や発現パターンと
の比較を可能にすることを目的とする。

以上のような研究から、初期発生過程を規定する卵内
遺伝情報を解明しながら、近縁種における遺伝子の配
列・発現・ゲノム情報などを比較することを通じて、最
終的には脊索動物型のゲノムの理解につなげたい。

〈研究開始時の研究計画〉
マボヤ受精卵にはゲノムの総遺伝子の約半数が発現さ

れていると推測されている。ホヤのゲノムサイズは
200Mb弱であり、そこに含まれる遺伝子数は1万6千程度
であると推定されているため、卵内には1万弱の遺伝子が
蓄えられていると考えられる。そこで、マボヤ受精卵か
らcDNAライブラリーを作製し、数万のcDNAクローンか
らなるアレイドライブラリーからランダムに選んだ
cDNAクローンの両側の塩基配列を順次決定する。オー
トシークエンサーを用いて、各cDNAの両端約500bpずつ
の塩基配列を決定し、約8,000種類の塩基配列を決定する。
これまでの準備状況と総括班による支援を考えると、ほ

ぼすべてを網羅できると思われる。
次に、上記で配列が決定されたcDNAのうち、約3,000

遺伝子の発現の解析をする予定である。我々が独自に開
発している多検体同時処理可能なホールマウント in situ
ハイブリダイゼーション（WISH）法を駆使して精力的
に各遺伝子の初期発生過程での時間空間的な発現プロフ
ァイルを収集する。

さらに、上記の研究の成果として得られた、卵内での
顕著な局在が見いだされたRNAについて、順次モルフォ
リノオリゴの卵内への顕微注入による機能解析を進める。

一方で、マボヤ単個体から高分子量の精子DNAを調製
し、単個体ゲノムに由来する質の良いBACライブラリー
を構築する。作製されたライブライーをアレイ化かつ／
または3Dプール化を行う。ここに、得られた数千の遺伝
子配列から、ユニーク性が高いことが期待される非コー
ド領域に対する断片をプローブに用いて、順次アレイド
BACライブラリーの高密度レプリカフィルターに対する
ハイブリダイゼーションを行う。また、同領域に対する
PCRプライマーを合成して3Dプール化したライブラリー
DNAミックスを用いたPCRスクリーンを行う。このよう
な方法によって、BACライブラリーの1クローンあたり
平均5つの遺伝子が乗ることが予想されるため、5ゲノム
イクイバレント以上のライブラリーを用いることで、グ
ループ化された遺伝子におけるクローンの重なりを解析
することによって、おおよそのゲノムマッピングができ
ると考えられる。ホヤのゲノムサイズから計算すると、
約1万クローンで1ゲノムイクイバレントとなるため、通
常のアレイドライブラリーでは5ゲノムイクイバレント以
上のカバレージになると期待されるため、これは達成可
能だと思われる。さらに、上記の方法で確定しなかった
領域については、BACライブラリーのインサート末端か
ら作製したオリゴプローブを用いたハイブリダイゼーシ
ョンなどによって整列化を進めるほか、最終段階ではそ
れまでに埋めきれなかったギャップをBACクローンの中
～大量塩基配列決定によって埋めることができると思っ
ている。

以上のようにして得られたマボヤのゲノムの構造・配
列・発現に関する情報を、計画研究で行われるカタユウ
レイボヤのゲノム構造や発現パターンなどと比較する。

〈研究期間の成果〉
1）累計約3万クローンを超えるcDNAの両側塩基配列を

決定し、クラスタリングの結果、8千以上の遺伝子を
数えた。これでほぼすべての母性遺伝子を集め、卵内
遺伝情報の網羅的な記述というプロジェクトの一次目
標が完了した。さらに、これらのデータを利用できる
よう、またインフォマティクスを駆使して解析できる
よ う 、 デ ー タ ベ ー ス の 拡 大 と 充 実 を 図 っ た 。

（0111131502、0111131506、0111131506、0303241029、
0303241121、0303241057、）

2) 発現パターンの解析についても、独自の多検体同時処
理可能なWISH法を駆使して、当初の目標を大きく上
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回る約4,000クローンについて初期発生過程における発
現プロファイルを収集した。その結果として、胚前方
に隔離されるRNA、主に表皮に分化する動物半球に隔
離されていくRNA、動物半球でも前側の細胞だけに局
在するRNA、筋肉や前後軸の形成に関する決定因子の
ある胚の後極に局在する多数のRNA、逆に後極を含む
植物極側後方の細胞以外の細胞に受け継がれていく
RNAなどがそれぞれ多数あることが見出された。

（0111131444、0111131454、0303241036、0303241041、
0303241048、0404061816、0404071030、0404071034、
0404071046）

3) 受精卵の植物半球後方（後極）に局在するRNAが多
数見い出されたことから、重点的にこれらのRNAの機
能を解析するために、これらのRNAに対するモルフォ
リノオリゴによる機能阻害を行った。その結果、いく
つかのRNAには阻害効果が見られなかったものの、他
の複数のRNAの局在に影響が見られたものや特定の細
胞タイプの分化に影響が見られたものなどが観察さ
れ、局在RNAの機能の一部が明らかになった。

4) マボヤ単個体に由来する精子DNAからアレイ化BAC
ライブラリーを構築した。得られたBACライブラリー
は、当初想定していた5ゲノムイクイバレントを上回
る20ゲノムイクイバレントをカバーするものであっ
た。さらにこれを３Ｄプール化し、研究計画に述べた
ようにPCRによるマッピングを行って、部分的に成果
を得た。特にHoxクラスターのマッピングにおいて、
これまで報告のあったHox遺伝子が同じ染色体の近傍
には並んでいないことが示唆された。

5) 当初の研究計画に加えて新たに、母性RNAの制御下
に発動される遺伝子プロファイルを解析する目的で、
卵割期胚・原腸胚および神経胚のESTプロジェクトを
立ち上げた。どのcDNAライブラリーもアレイ化し、
約1万クローンについて両末端の塩基配列決定を行っ
た。これによって、遺伝子ネットワークへの理解を広
げると同時に、未回収のゲノム遺伝子をカバーするこ
とでマッピングにも利用できる体制ができてきた。

〈国内外での成果の位置づけ〉
ゲノムの機能解析はさまざまな生物を用いて幅広く行

われることが知見を集めるために有効であるが、脊索動
物のゲノムの機能解析はその技術的困難さからあまり進
んでいなかった。機能解析を行うための胚操作が容易で
あるというホヤの特長を生かして脊索動物型ゲノムの機
能解析を行う本研究は、ゲノム解析の中でも極めて重要
な位置を占めると考えられており、その成果は広く世界
に利用されている。また、ホヤの研究はマボヤを中心に
日本が世界をリードしてきており、マボヤのゲノム解析
は、知見が豊富に蓄積されているという歴史的な意味か
らも、日米欧のカタユウレイボヤのゲノムシークエンシ
ングプロジェクトを補完するという意味においても世界
的な意義があり、各国の研究者個人から我々の提供する
データベースへの直接的なアクセスもさることながら、
米国やフランスの研究機関から彼らが構築したデータベ
ースへのリンクやデータ共有、さらには一部のデータを
使った共同研究の提案などにもつながってきている。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
受精卵ESTの塩基配列収集に関しては、当初の目標以

上の成果が得られた。達成できなかった点としては、ク
ラスタリングその他に付随するインフォマティクス上の
問題でいくつか課題が残った。その理由としては、個別

の配列データの精度評価がうまくできなかったことや利
用するプログラムやそもそも研究グループ内のスキルが
幾分不足していたことなどが挙げられる。

発現解析に関しても、集めた発現プロファイルの数で
は当初の目標を上回ったものの、その後の個別解析から
は精度や解像度において必ずしも全面的な信頼がおけな
いという指摘があがっている。これは、予想以上に個々
の遺伝子によってWISH法による染色にかかる時間が異
なったこと、多くの遺伝子でシグナルとノイズ（バック
グラウンド）の比が小さかったことなどが挙げられる。
また、写真による画像データが立体的な胚の発現を記録
するのに直ちには適さないことに加えて、画像データの
データベース化に際して「発現を人間が読みとる」作業
にエキスパートによるマンパワーが予想以上に要したこ
とも原因としてあると思われる。

局在RNAの機能を解析するためのモルフォリノオリゴ
による機能阻害実験は、事前にある程度予想された通り、
完全長cDNAを得る段階での困難があった。また、モル
フォリノオリゴの設計などのせいか、効果の見られない
場合も多く、モルフォリノオリゴの価格も高いことなど
から、資金的な問題や研究者側のマンパワーの問題に大
きな課題を感じた。

BACライブラリーの構築とそのアレイ化／3D化は、遺
伝学研究所の協力もあってうまくいった。しかし、それ
を利用したEST情報に基づく3Dプールへの遺伝子の貼付
けの歩留まりが予想を下回った。これはEST情報が予想
以上に潜在的誤りをもっていること（PCRのシグナルが
検出されない）と、3Dプール化する際のプールサイズが
若干大きすぎたきらいがあること（単一プールに複数の
BACクローン由来のバンドが出現する）のふたつが原因
だろうと考えられた。

卵割期胚・原腸胚および神経胚のEST解析は、一部に
うまく塩基配列が決定できずに情報量が見込みよりも少
なかったところもあったが、概ね順調にいった。達成で
きなかった点としては、受精卵ESTのために構築した既
存のマボヤESTデータベースの拡充に間に合わず、これ
らのデータが搭載されることであり、これはひとえに研
究グループのインフォマティクス能力の問題だと思われ
る。

〈今後の課題〉
1) 受精卵のみならず発生過程で発現しはじめる遺伝子群

など、さらに可能な限り多数の遺伝子について、詳細
な発現プロファイルを収集し、機能予測と比較ゲノム
の手がかりとする。

2) 卵内での顕著な局在が見いだされたRNAについて、さ
らに順次モルフォリノによる機能解析を進める。

3) 3Dプール化BACライブラリーを用いて、これまでの研
究で得られたcDNA配列に基づくPCR法による物理マ
ッピングを精力的に行う。
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