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計画研究：2005 ～ 2009 年度

メダカゲノム情報にもとづく脊椎動物染色体再編の比較ゲノム解
析
●堀 寛 1), 4) 　◆三谷 啓志 2) 　 ◆清水 厚志 3) 　 ◆金森 章 1)

1) 名古屋大学・大学院理学研究科 2) 東京大学・大学院新領域創成科学研究科 3) 慶應大学・医学部 4) 名古屋大学遺伝子実験施設

  ＜研究の目的と進め方＞
線虫やショウジョウバエ、マウスやヒトなど、巨大なゲノムサ

イズをもつモデル動物のゲノムの解読が終了し、そこで開発され
た方法を用いれば、どのような生物のゲノム解読も、今では概要
配列レベルであれば可能である。そこで進化的に重要な位置をし
める生物について、このゲノム解読を推進し、その情報をもとに、
これらの生物のゲノム比較をすれば、これまで多様に見えた生物
界全体が新たな視点から統合再編され、進化にともなうゲノム内
の重要情報の変遷を明らかにすることができるだろう。なかでも
脊椎動物の比較ゲノムは脊椎動物特有の器官形成や高次現象を理
解し、ヒトそのものの理解を可能にする重要な基盤をはたすと期
待されている。

メダカ（Oryzias latipes）は古典的な遺伝地図や分子マーカーに
よる遺伝地図作成、それを基にしたゲノムの物理地図の作成の積
み重ねが行われており，本研究課題では、先の特定研究（ゲノム
C）で明らかにされたメダカ WGS (whole genome shotgun 
sequencing) による全ゲノム概要配列の情報を基盤に、魚類を中心
にした比較ゲノム解析を行う。これによって脊椎動物遺伝子の構
造と機能の共通性、普遍性を明らかにすることを目的とした（堀，
金森）。

佐々木と清水は、ヒトゲノムプロジェクトにおいて BAC クロー
ンを遺伝子地図上に整列した後、一つ一つのクローン配列を決定
していく Clone by Clone (CBC) 法によるヒト 21 番、22 番、8 番
染色体の解読に貢献し、その過程においてゲノム内の遺伝子同定
および解析システムを構築した。そこで、これらの CBC 法によ
るメダカゲノムシーケンシングをここでも計画した。染色体１本
１本を完全解読することにより、詳細な染色体再編のメカニズム
の解明が可能となると考え、メダカゲノム情報をヒトやマウスの
ゲノムと比較し、染色体の進化にともなうゲノム内重要情報の変
遷を検討することとした。

三谷とそのグループは、種内変異の分子メカニズム解明をめざ
して、メダカとヒトのゲノム比較を以下のような方法で進めるこ
とを計画した。ヒトを含む 15 種を越える脊椎動物において全ゲ
ノム配列ドラフトがデータベース上で全て（もしくは一部）公開
され、利用可能となっている。さらに 2005 年、ヒト Haplotype 
Mapping Project （HapMap プロジェクト）の Phase 1 が完了し、
全ゲノム中で１千万を超える一塩基置換（SNP）マーカーが開発
されそのデータベースが整備された。これらのSNPマーカーは、
ヒトの疾患関連遺伝子の同定や、薬剤感受性検査によるテイラー
メード医療の開発などへ利用可能である。こうしたゲノム医学的
展開は、分子生物学の立場から言えば、ヒトの種内変異を分子レ
ベルで明らかにする試みに相違ない。しかし、ボディープランな
ど、生命の大枠を決定する分子メカニズムを調べるためのモデル
生物は既に存在するものの、種内変異といった地域集団差（さら
には個体差）を分析するためのモデル生物は脊椎および無脊椎動
物において未だ確立されていない。種内変異の分子メカニズム解
明を進めるにあたり、適した生物種の条件は、１）野生種の採取

が比較的容易であり、２）飼育のノウハウおよびインフラが研究
機関に整っていて、３）全ゲノム配列が決定されている、の３点
である。メダカはこれら３つの条件を全て満たした理想的な生物
種と考えられる。

メダカは日本およびその周辺国に分布する広温域性の魚類であ
り、南北に延び連なる日本列島に生息する各地の野生集団は、大
きく異なる温度条件下に曝されている。国内の野生集団は大きく
2 つの地域集団、北および南日本集団に分けられ、先の研究によ
りこれら 2 集団の温度適応能は細胞レベルで異なることが示唆さ
れている。また、これら 2 集団由来近交系を対象としたゲノム解
析の結果、種内変異が非常に大きいことが明らかにされた。そこ
で本研究では、各地から分離したメダカ野性集団の多型性と環境
適応との関連を明らかにすることを目的とした。ミトコンドリア
ゲノムを各地の集団間で比較し、地理的分布との関連を検討し
た。また、ヒト HapMap プロジェクトなどで明らかにされてきた
『地理的集団間で遺伝的に大きな差違が観察される遺伝子（高い
Fst 値を示す SNPs を含む遺伝子）』に着目し、これらのメダカ
orthologue における多型解析を行う。これによりメダカ野生種内
で検出された多型の機能的意義と環境適応との関係を解析する。

＜研究開始時の研究計画＞
堀、金森はメダカの BAC ライブラリーやフグ、ゼブラフィッ

シュ、マウス，ヒトのゲノム情報を利用することで、形態形成の
マスター遺伝子である hox 遺伝子群に着目し、その遺伝子構造を
明らかにし、発現パターンの比較を行い、hox 遺伝子群にみられ
る大規模な遺伝子重複、とりわけ、脊椎動物が陸上化するにあたっ
て重要な役割を担う四肢の形成に関与する AbdB 遺伝子群に注目
して解析することとした。また性分化に関与する遺伝子の同定と
その発現を性分化発生過程で追う事を計画した。

また三谷らは古典的な遺伝地図や分子マーカーによる遺伝地図
作成、それを基にしたゲノムの物理地図の作成の積み重ねをもと
に、メダカのアルビノ IV 型の原因遺伝子が MATP であることを
同定したが (Fukamachi et al. (2001), Nature Genet.,28 :381-
385)、その原因遺伝子が真の責任遺伝子であるか否か、そのレス
キュー実験を計画した。また遺伝的に種内多型に富む野生集団を
利用できるメダカの利点を用いて、ミトコンドリアゲノムの種内
多型と遺伝子群の環境適応的動態の解析を以下のように計画し
た。

　［１］ メダカ野生集団のミトコンドリア多型性を明らかに
し、地理的分布との関連を解析する。また野生メダカ地域集団内
および間の遺伝的多様性を塩基配列データから集団遺伝学的に比
較する。

　［２］ ヒトで高い Fst 値を示すアミノ酸置換を起こす SNPs
を含む遺伝子のうち既に得られているメダカ DNA 配列（27 地域
集団・29 検体・12 遺伝子座位・32 増幅断片）の集団遺伝学およ
び分子進化学的解析手法を用い、調べた遺伝子に正の自然選択が
働いてきたか検証する
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佐々木と清水は、ここで、先行の特定研究で三谷らとともに報
告したメダカ cDNA ライブラリーを用いて作成した EST マー
カーにより、メダカ染色体連鎖群 22 番（LG22）が比較的遺伝子
密度が高く、染色体サイズも小さいと考えられたため、これを最
初の配列決定の対象とした。

＜研究期間の成果＞
１）hox  遺伝子群にみられる遺伝子重複の意義（堀，金森）

我々ヒトやマウスは A,B, C, D  の 4 本の hox 遺伝子クラスター
を持ち、これによって初期発生のプランが決定される。しかしメ
ダカやフグ，ゼブラフィッシュなど硬骨魚類内の条鰭類では、そ
の hox 遺伝子は、下図のように７つのクラスターを形成し、重複
し倍加している。哺乳類では hoxA クラスターは１つしか存在し
ていないが、メダカでは hoxAa と hoxAb にクラスター重複がみら
れる。ゲノム進化の原動力であるゲノム重複の意義を調べるに
は、この hox の系は典型的な良いモデル系であろう（図１）。

哺乳類の hoxA クラスターの AbdB family に属する hox9 ~ hox13 
の遺伝子群は四肢形成のマスター遺伝子である。マウスやニワト
リの系でよく研究され、四肢の原基で筋肉組織と間充組織で両者
を区別することなく発現していることが知られている。これに対
してメダカにおいて、これらメダカの AbdB  family genes は、
hoxAa  cluster と hoxAb cluster では大きくその発現が相違してい
た。これらは肢芽ではその筋肉組織と間充組織との間に別々に分
化して発現した。つまり哺乳類や鳥類よりも、より分化（進化）
した発現様式をしめしていた (Takamatsu et al. 2007)。この遺伝
子重複により条鰭類魚類において hox  cluster 単位のより複雑な
遺伝子支配が可能となったことを示している（図２）。

２）メダカの性分化支配遺伝子（堀，金森）
さらに堀、金森は性分化に関与する遺伝子の同定とその発現を

性分化発生過程で追う事を計画し、とりわけメダカ生殖腺の初期
発生で最も早く発現される転写因子の一つである fig-alpha に注
目した。この fig-alpha が卵細胞成熟に必須の zpc 4 や zpb の発現
を支配している事や、減数分裂を支配する遺伝子 scp3 の発現と
同調していることを明らかにした。さらに fig-alpha 遺伝子の発現
を支配しているシス配列部分を同定する目的で、代表的な脊椎動
物のゲノム比較を行った。フグ、カエル、マウス、ヒトでは fig-
alpha 翻訳領域は保存されているが、保存度の高いシス配列は検
出されなかった。配列の相似度はなかったが、この遺伝子のフグ
fig-alpha の５ ‘領域をもつ GFP でその活性をしらべた結果、メダ
カ卵内でもフグ配列は正常に機能することが判明し、配列の相似
性によらない転写活性領域の共通性が示唆された。

３）メダカのゲノム重複の特徴（堀，金森）
フグとの比較でゲノムサイズの変化がどのような原因かを推定

することが可能となった。フグゲノムはその全長が約 400 Mb, メ
ダカゲノムは 800 Mb で、両者は約二倍の差が存在する。LG21
のメダカ染色体のうち約 10 Mb について両者を詳しく比較した
結果、それに対応するフグゲノムは約５Mb と半分のサイズであ
るにも関わらず、存在する遺伝子数は変わらなかった。遺伝子以
外の部分がその長さを減少しており、しかもその相違は全長に平
均していた。これは両者の差が短い多数の indel の挿入，欠失の
ためである。これらを明かにして報告した　（Imai et al. 2007）.

４）メダカの新規アルビノ遺伝子（三谷）
三谷らはメダカのアルビノ IV 型原因遺伝子 MATP について、

その原因遺伝子が真の責任遺伝子であるか否か、レスキュー実験
で検証した。当初、MATP と呼ばれていた遺伝子は今日、solute 
carrier family 45 member 2 (slc45a2) と呼ばれている。この slc45a2 
cDNA　と５ ‘上流領域からなるトランスジェニック遺伝子を構
築し、これをアルビノメダカに注入することで機能回復すること
に成功した。さらにこの５’ 上流領域の部分のどの領域が眼球色
素細胞特異的な発現を支配し、皮膚の色素細胞ではどの領域が重
要であるか、発現の支配領域を同定することに成功した。

５）メダカの遺伝的地域分化（三谷）
また三谷らはメダカ種内地域集団由来の代表的系統と近縁種に

ついて、まず、遺伝的に異なる日本国内外の 8 野生集団および 4
近交系、計 12 個体の mtDNA 全長塩基配列を決定し、詳細に配
列比較した。その結果、東韓集団由来近交系 HSOK の mtDNA は
偽遺伝子を含み、その遺伝子配置はその他 11 個体のものと異な
ることが明らかとなった。これは同集団で起こった当該遺伝子領
域び縦列重複に由来するものと考えられた。また、mtDNA の複
製およびコード遺伝子の転写に関与する mtDNA 制御領域におい
て、11 塩基を単位とする機能未知の反復配列が存在することが
明らかとなり、その反復数は各野生集団間で異なっていた。

そこで、各集団採取地の各種気象データの最近 32 年間の平均
と上記反復配列数との相関を網羅的に調べたところ、北日本集団
では低温への適応の指標である平均最低気温、年間最低気温およ
び平均気温が 0℃以下の年間日数等、および季節的温度変化への
適応の指標である年間最低最高気温の差と明確な相関がみられ
た。南日本集団では急激な温度変化への適応の指標である年間降
水量および降水量が 30 mm 以上の年間日数等と相関がみられた。
興味深いことに、高温への適応の指標である平均最高気温、年間
最高気温および最高気温が 30℃以上の年間日数等の気象データ
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とは相関がみられなかった。次に、北および南日本集団からそれ
ぞれ 2 集団、計 4 つの野生集団の成体各 4 個体を 5℃および 25℃
で 3 週間飼育後、背側骨格筋を採取した。mtDNA にコードされ
る NADH dehydrogenase 1 (ND1)、cytochrome oxidase I (COI) および
ATPase 6（ATP6）遺伝子を対象に低温移行に伴う相対 mtDNA お
よび mRNA 蓄積量の変化を定量的 PCR 解析により調べた。その
結果、上記 3 遺伝子ともに相対 mtDNA 量はどの野生集団でも飼
育温度による変化を示さなかったが、相対 mRNA 蓄積量は、各
遺伝子において温度による変化量に野生集団間でバラつきがみら
れ、そのうち COI 遺伝子の値は反復配列数と相関する傾向を示し
た。地理的に隔離されたメダカ野生集団が特有の遺伝的形質を保
有し、特に mtDNA 制御領域内の反復配列がこれらメダカの生息
温度環境への適応と関連することが示唆された。

Katsumura et al. (2009) では、野生メダカ地域集団内および間
の遺伝的多様性を塩基配列データから算出し、メダカの多型スク
リーニングにおいて、deme-based sampling（生殖単位にもとづく
試料抽出）法より grid-based sampling（地域代表を仮定する試料
抽出）法のほうが、より多くのバリエーションを得るには効率が
よいことを明らかにした。同時に、grid-based sampling 法では
singleton を over estimate することもデータは示しており、自然
選択の検出では deme-based sampling 法も同時に行う必要が示唆
された。

また、Matsumoto et al. (2009) では、メダカの grid-based 
sampling 法により、ヒト（アフリカ人、ヨーロッパ人、東アジア
人）で高度に遺伝的地域集団分化（高い Fst 値）を示す SNPs を
含む遺伝子（30 座位以上）の中、データベース内で遺伝子のア
ノテーションが明確で、メダカゲノム中の相同遺伝子と
orthologue 対応関係が明らかなターゲット 12 遺伝子座位（32 プ
ライマーペアー増幅断片）について、高 Fst-SNP を含むエキソ
ン周辺領域を増幅するプライマーを設計し、メダカ 27 地域集団
（北日本４集団、西韓国２集団、中国１集団、東韓国２集団、南
日本 15 集団、外国メダカ３種）29 検体で PCR 直接塩基配列決
定を行った。その結果、ヒト集団で高い地域分化が明らかになっ
ている多型が、メダカ集団でも高い地域分化をしているケースが
THEA と RTTN の 2 座位存在することを明らかにした。これは、
ヒトで正の自然選択を受けてきた可能性のある遺伝子が、メダカ
でも平行的に正の自然選択を受けてきた可能性を示しており、脊
椎動物に共通した環境適応と関係していた可能性のある遺伝子の
発見につながると思われる。

６）メダカ染色体LG22の解読（佐々木、清水）
LG22 にマップされた 55 個の EST マーカーを用いて、メダカ

BAC ライブラリーからデジタルスクリーニング法により BAC ク
ローンを選別した。得られたBACの末端シーケンシングを行い、
STS マーカーとすることで隣接するクローンを選別し、LG22 を
ほぼカバーする BAC コンティグマップを作成した。得られた
BAC を複数選択し、Fluonecsence In Situ Hybridization（FISH）
法により、LG22 であると確認できた BAC をアンカーにして 127
個の BAC ショットガンクローンを作成し、常法により BAC ク
ローン毎に配列決定を行った。

最終的に 18,803,338 bp（18.8 Mb）の連続配列を決定し、633
個のタンパクコード遺伝子を同定した。633 個の遺伝子のうち、
95% はヒトにその相同遺伝子が存在し、これによりヒトのゲノム
配列と染色体レベルで比較することも可能となり、脊椎動物にお
ける染色体の再編を明らかとした。

メダカゲノムの全長は約 800 Mb、 フグゲノムは約 400 Mb であ
り、両者には約二倍の差が存在する。そこで、メダカゲノムの 0.1%

にあたる 800 kb をフグゲノムと比較したところ、当該領域には
同数のタンパクコード遺伝子が存在するにも関わらず、対応する
フグゲノムのサイズは 400kb であり、明らかに異なっていた。さ
らに詳細なアライメントを行ったところ、フグゲノムとメダカゲ
ノムのゲノムサイズの相違は、フグゲノムに反復配列が顕著にす
くないという点だけでなく、互いに相同性を持たない広範な非遺
伝子領域でメダカに挿入あるいはフグに欠失が生じていることが
判明した。

７）NCRの同定と機能解析（佐々木、清水）
完成したメダカ LG22 のアノテーションデータを用いてヒトゲ

ノムとの比較を行ったところ、多数の Conserved Gene Cluster 
(CGC: 遺伝子の順番及び方向を完全に保っているクラスター ) が
観察された。そこで、ゲノム解読時に構築したメダカ LG22 
Ensembl データベースから CGC 領域を抽出し、新たにメダカ
LG22 CGC データベースを構築した。次に、CGC に含まれるメ
ダカ遺伝子のヒトオルソログ対応表を作成し、対応するヒト遺伝
子のゲノム配列データ及び遺伝子位置情報データを Ensembl 
ver.48 から抽出するプログラムを作成した。メダカ CGC とヒト
CGC 間の配列比較を行い、脊椎動物間で高度に保存されている
non-coding conserved region （NCR） を抽出した。抽出には
BLASTZ を用いたが、BLASTZ の結果は、表として出力される
ことや遺伝子領域と非遺伝子領域を区別する事はできない。そこ
で、遺伝子情報を追加した結果を容易に判断するために、
BLASTZ の結果を図示するプログラム BLAST-dotter K を開発
した。

解析の結果から LG22 に４転写因子が近接して存在する CGC
が存在したため、この領域をモデルとした。機能解析の方法とし
ては NCR のエンハンサー／サイレンサー活性あるいはゲノム構
造保持への役割を検討するため、当該領域に結合するタンパク質
の同定を試みた。同領域の NCR をビオチン化プライマーで PCR 
法を用いて増幅し、相互作用タンパク質同定のため HeLa 細胞抽
出液を PCR 増幅ゲノム断片に加えた。ストレプトアビジンビー
ズを用いて DNA をトラップし、SDS 電気泳動及び銀染色を用い
て解析した結果、NCR に相互作用すると考えられるタンパク質
のバンドが多数検出された。

８）NCRのトランスジェニックによるエンハンサー機能活性の検
討（清水）

遺伝子領域周辺に存在し、高度に保存された NCR は遺伝子発
現制御機能があると推定される。そこで、エンハンサー活性機能
を測定するため、GFP 上流に NCR を挿入した発現コンストラク
トを構築し、トランスジェニックメダカを作製することで測定を
試みた。まず、前項と同様に４転写因子が近接して存在する
CGC から抽出した NCR を gateway エントリーベクターに挿入し
た。続いて合成最小プロモーターを持つ GFP 上流に組み込んだ
ところ蛍光は全く確認できなかった。そこで、c-fos 最小プロモー
ター、tk 最小プロモーターを検討したところ、tk 最小プロモーター
のみで蛍光が観察された。さらに導入されたNCRのエンハンサー
活性を定量的に測定するため、同一発現コンストラクト上に２つ
の発現ユニットをもつ共発現コンストラクトを構築した。これに
より、マーカーとなる蛍光（RFP）を指標にエンハンサー活性
（GFP）の定量を行うことが可能となった。

＜国内外での成果の位置づけ＞
メダカの WGS genome の発表（Kasahara M et al., Nature 447, 

714 (2007)）以来、メダカを使用した遺伝解析が格段に容易になっ
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ている。その影響か、メダカの発生学にはたす役割は上昇してお
り、我々の研究課題である hox cluster gene に限っても米国内の
研究グループがその重複と関連して、鰓弓部の発生での発現解析
のためにプローブの譲渡依頼等がある。成果の公表については、
国際誌への投稿、NBRB 主催のメダカ国際学会、小型魚類研究会
等で発表した。

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞
環境適応に関わりが示唆された遺伝子の同定に時間がかかった

ために近交系統を遺伝的背景にもつコンジェニック系統の作製に
時間的に着手できなかった。現在低温耐性の系統間の差異を解析
している（三谷）。

21 年度に計画した NCR 結合タンパク質の同定は分担者である
佐々木の異動により、達成が困難であると思われたため計画を中
断した（佐々木，清水）。

メダカの８００Mb 程度の巨大なゲノムを決定することは容易
な作業ではない。今日、多数の生物でゲノム配列が決まったと喧
伝されてはいるが、その実態はほとんどが概要配列であり、
WGS のデータのみのデータが登録されているのが現状である。
これのみでも非常に有用ではあるが、変異をおこし、表現形をス
クリーニングし、その責任遺伝子を同定するという遺伝学の常道
を用いるには、WGS だけでは十分とは言えず、モデル生物とし
て十分役割を果たせるまでにはいたっていない。この点、古典遺
伝学の確固たる基盤があるメダカにおいて、WGS が完成し、さ
らに LG22 についてその完全配列が完成したことは、今後のゲノ
ムサイエンスに新しい方式を示した点で意義が大きい。まず
WGS が存在し、そのデータを遺憾なく利用できる状況は、今後
は従来よりも格段、容易に BAC のコンティグ地図を完成させる
ことが可能となったと言える。このモデル系をメダカが完成した
ということは、ゲノム解読の効率化の道を一つ新たに示したと言
える（佐々木，清水）。

＜今後の課題、展望＞
上記コンジェニック系統を作成し、遺伝子の機能解析を行う。

また、Tilling 法によりノックアウト系統を作製して表現系を解析
する必要がある。集団間のアミノ酸非同義が活性に及ぼす影響を
解析する。現在、南日本集団と北日本集団の F1 作製の際、雌雄
を入れ替えることで核ゲノムが同様でミトコンドリアゲノムの異
なる個体を得た。これらの低温耐性を解析している。

これまでの南北日本集団由来の 2 種類近交系統のゲノム多型
データに加えて、ボトルネック効果を排除するために次世代シー
ケンサーを用いた 10 系統ほどの野性系統のトランスクリプトー
ム解析を行う。これにより、アミノ酸非同義置換をさらに網羅的
にスクリーニングできる。またストレスに応答する遺伝子を
RNA シーケンスにより系統間で比較することによりメダカの環
境適応に係わる遺伝子を同定することが期待される。

メダカドラフトゲノム配列（WGS）の解読発表から２年が経っ
た。先行したドラフト配列のデータ公開からゲノム解読発表当初
にかけてモデル生物として国内外から着目されてきたが、ギャッ
プが多く、ドラフトゲノムの精度は現時点でも連鎖解析後の変異
同定に必ずしも十分では無い。すでにヒトモデルとして高い地位
を占めているマウス、脊椎動物モデルとして特に米国にて研究者
が多いゼブラフィッシュと比べても、miRNA や cDNA の登録が
少ない、組み換え生物作成技法の選択肢が少ない、ゲノム基盤の
整備が足りないという問題がある。このため、メダカの利点であ
るゲノムサイズの有用性や近交系、ENU 変異体ライブラリーの
存在が十分に有効活用はされていない。

全長 cDNA は NBRP の成瀬らによって登録が進み、次世代シー
ケンサーによる miRNA のシーケンシングなども国内研究者に
よって進められているが、基盤となる HdrR のゲノムはドラフト
のまま進められていない。我々が本研究課題で達成した BAC を
基礎としたゲノムシーケンシングは完成度の高いゲノムには最適
かつ唯一の方法であるが、大量安価にシーケンスデータを排出す
る次世代シーケンサーが主流の今日ではコスト、作業量／期間、
人員等の点から今後メダカ全ゲノムに CBC 法を適用することは
事実上極めて困難である。また、LG22のCBCデータとWGSデー
タの統合も果たされていない。しかし、現在台頭してきている次
世代シーケンサーを用いた新規解析手法はすべからく正確なリ
ファレンス配列の存在を前提としており、モデル生物としてメダ
カの今後の発展のためには完成度の高いリファレンスゲノム配列
は必須である。

今後においても応用課題ばかりを追求するのではなく、ゲノム
配列の整備という基礎にも重点を於いた研究を進める必要がある
と考える。
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