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公募研究：比較ゲノム

メダカ近縁種の BACライブラリー作成とメダカゲノム情報によ
る物理地図作成
●成瀬 清 1)　◆酒泉 満 2)

1) 基礎生物学研究所バイオリソース研究室　　2) 新潟大学自然科学系

＜研究の目的と進め方＞
メダカ近縁種のBACライブラリーを構築する（平成 19 年度は

インドメダカとハブスメダカを中心に研究をおこなう）ととも
に、特定領域研究「統合ゲノム」を中心に解析されてきたメダカ
ゲノム情報を利用することで、近縁種の特定領域を構成する
BAC クローンを迅速に同定し、それらのクローンをもちいて
DNAフィンガープリント法により近縁種同祖領域の物理地図を
作成する方法を開発する。この方法が確立すれば魚類でみられる
高いシンテニーの保存性を利用し、他の多くの魚類でもBAC物
理地図が作成できると考えられる。これによって必ずしも十分な
ゲノム情報や遺伝子地図がない魚類でもかなり大きな領域の塩基
配列レベルの解析が可能となると期待できる。
＜ 2007 年度の研究の当初計画＞
BACライブラリー作成では、ルソンメダカに引き続き、本年

度は、昨年度完成したインドメダカ整列化BACライブラリーを
もちいて 3D PCRスクリーニング系の樹立をおこなう。またハブ
スメダカ（インドメダカと同じジャワメダカグループに属するが
ZZ-ZW型の性決定システムをもつ）のBACライブラリー及び
フォスミドライブラリーを作成する。
近縁種での性染色体遺伝子地図作成では、メダカ近縁種のさら

に詳細な性染色体地図の作成をおこなう。性染色体が同定できた
7種（ルソンメダカを除く）についてはさらに多くの個体を遺伝
子タイピングすることで、性決定遺伝子が存在する領域を絞り込
む作業をおこなう。
ゲノムDNAライブラリーが完成した近縁種（ルソンメダカと

インドメダカ）ではクローンの単離とDNAフィンガープリント
による物理地図の作成及びミニマムタイリングパスを構成する
BACクローンの選択をおこない、塩基配列を決定するクローン
を選択するとともに、塩基配列の決定をおこなう。
サザン法による重複遺伝子の探索ではメダカ性決定遺伝子DMY

で見られたように、重複遺伝子が転移することで、新規の性決定
遺伝子が誕生するという可能性を考えて、近縁種をもちいてその
性決定領域に由来するゲノム断片をプローブとして、サザンハイ
ブリダイゼーションによって、挿入配列の有無を解析する。
＜ 2007 年度の成果＞
インドメダカBACライブラリー作成
インドメダカでは性転換雌 (XY) と正常雄 (XY) を交配させるこ
とによってXX胚、XY胚、YY胚を得ることが出来た。それぞ
れの 1個体から由来する 16 種の培養細胞系を独立に樹立した。
それぞれの培養細胞からゲノムDNAを抽出して遺伝子タイピン
グをおこないXX胚YY胚に由来する培養細胞系を4系統（XX,YY
を 2 系統ずつ）樹立した。支援班の協力によって、XX培養細胞
とYY培養細胞からそれぞれ独立にBACライブラリーを作成し
た。それぞれIMBX及びIMBYライブラリーと名付け、384プレー
ト 96 枚に整列化させるとともに、それぞれのライブラリーを 3D
化することでPCRによるクローン同定システムを構築した。こ
れらのBACライブラリーは現在　基礎生物学研究所及び新潟大
学で保存されている。
ルソンメダカXX個体由来のBACライブラリーとYY個体由

来のFosmid ライブラリーをもちいたルソンメダカ性決定領域の
物理地図作成とショットガンシークエンス
平成 18 年度に作成したルソンメダカX染色体を含むLMBラ
イブラリーをもちいて、X染色体側の性決定領域を完全にカバー
する 4つのクローンを同定したが、4クローン全てについてショッ
トガン法により塩基配列を決定することができた。その領域に含

まれる遺伝子は基本的にメダカ相同染色体領域に含まれる遺伝子
と同様であった（イントロン及び遺伝子間領域ではルソンメダカ
特異的あるいはメダカ特異的配列もかなり存在する）。平成 18 年
度に作成したYY個体に由来するFosmidライブラリーをスクリー
ニングするためにX染色体相同領域の塩基配列をもとにプライ
マーを約 40kbp ごとに作成し、YY個体由来のゲノムDNAをも
ちいてPCRをおこなった。その結果、全てのプライマーで相同
領域を増やすことができた。このことはルソンメダカではメダカ
で見られたような転座による大きな遺伝子断片の挿入は考えにく
いことを示唆している。次にルソンメダカ YY個体に由来する
Fosmid ライブラリーをPCR増幅したDNA断片をプローブとし
て、Y染色体上の性決定領域を含むクローンをスクリーニングし
た。その結果ルソンメダカ性決定領域をFosmid クローンにより
完全にカバーすることができた。これによりルソンメダカ性決定
領域のX染色体とY染色体それぞれをカバーする物理地図を作
成することができた。現在はY染色体領域をカバーするFosmid
クローンの塩基配列をショットガンシークエンス法によって決定
している。またY染色体に由来するFosmid クローンをもちいて
トランスジェニックを作成することで性転換をおこすクローンの
同定をおこなっている。
インドメダカ性決定領域の詳細な連鎖地図作成
昨年度はインドメダカ性決定領域を 7マーカーで 1.4M bp の範

囲に絞り込むことができたが、個体数とマーカー数を増やすこと
で今年度はさらに約 300 K bp の領域に性決定領域を絞り込むこ
とができた。十分に狭い範囲に性決定領域を絞り込むことができ
たことにより、マップされたマーカーをプローブとしてPCR法
により当該領域全体をカバーする物理地図作成をおこなうことが
できるようになった。
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インドメダBACライブラリーをもちいた物理地図の作成
インドメダカ性決定領域の最近傍領域にマップされた 4つの連

鎖マーカーをもちいて、今年度作成した IMBYライブラリーをま
ずスクリーニングした。その結果 3. 種の BACクローンと 2種の
Fosmid クローンによって当該領域の物理地図を作成することが
出来た。現在はクローンを支援班に送ることでショットガンシー
クエンスによる塩基配列決定をおこなっている。
ハブスメダカ性決定システムと分化した性染色体の同定
ハブスメダカ性連鎖マーカーをもちいて以前作成したハブスメ

ダカ／ジャワメダカ F1 個体から作成した Fosmid ライブラリー
より性に連鎖するクローンを単離した。単離したクローンをプ
ローブとして染色体FISHをおこなうことでハブスメダカ性染色
体を同定した。ハブスメダカはZZ-ZW型の性決定システムをも
つことが性転換体の交配と性連鎖マーカーの単離で明らかとなっ
ているがFISH 法によってZとW染色体をそれぞれ同定したと
ころ、2種の染色体を形態的に区別することができた。W染色体
はDAPI で濃染される部分をもち、Z染色体よりも大きいことが
明らかとなった。この結果はメダカ属では、性染色体の形態レバ
ルでの分化に関する初めての報告である。
＜国内外での成果の位置づけ＞
メダカゲノム配列の決定は特定領域研究「統合ゲノム」を中心

におこなわれてきた。2007 年 6 月にはゲノム解析の結果を
Nature 誌に発表することができた。このメダカゲノム解析と詳細
な遺伝子地図の作成によって、メダカはすでにゼブラフィッシュ
とならぶ基軸モデル動物となったと言えよう。ゲノムワイドな突
然変異体の誘発実験もおこなわれ今後、続々とメダカをもちいた
新規遺伝子機能の同定が進むと考えられる。実験動物としてのメ
ダカを考えると、その特徴として近縁種の系統関係と種分化に関
する研究が古くからおこなわれてきたことがあげられる。これら
の研究を通して、メダカの姉妹系統のみならず、10 種をこえる
近縁種が国内に集められてきた。これらの種は、近年のメダカゲ
ノム情報の蓄積に伴い、性決定領域や海水適応など生命システム
の変化（進化）がどのようなメカニズムに担われているのかを、
具体的な塩基配列情報の変化として同定するための、重要な材料
となりつつある。
近縁種ゲノムリソースとしての BAC ライブラリーの作成で

は、2005 年に支援班の協力によってルソンメダカBACライブラ
リー（LMBライブラリー）を完成させることができた。また本
年度はインドメダカBACライブラリー 2種も作成することがで
きた。メダカBACライブラリーを加えると系統が異なる近縁種
3種で BACライブラリーを作成することができたことになる。
メダカでは興味ある遺伝子を含むクローンをウエッブ上で同定す
ることができる。またルソンメダカとインドメダカでは 3次元
PCRスーパープールによるクローンの単離システムを作成する
こともできた。これらのリソースをもちいてルソンメダカではX
染色体とY染色体それぞれから性決定領域を完全にカバーするク
ローンを同定し、X染色体側ではその領域の塩基配列を決定する
ことができた。またYY個体から作成した fosmid ライブラリー
からもY染色体性決定領域をカバーする物理地図を作成すること
ができた。　インドメダカでもY染色体上の性決定領域を完全に
カバーする物理地図を作成することができた。このように今回作
成したメダカ近縁種BACライブラリーは、進化にともなう形質
進化をになうゲノム上の配列を同定する重要なリソースとなると
考えられる。またメダカ性決定システムと性染色体の解析からメ
ダカ属には様々な程度の性染色体進化を示す種が含まれることが
明らかとなってきた。今後これらの種を用いた研究から性染色体
進化の初期過程に関する興味深い知見が得られると期待できる。
＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞
ハブスメダカではZZ個体に由来するFosmid ライブラリーを

作成することはできたがW染色体を含むライブラリーをまだ構
築できていない。これはハブスメダカでは性転換がおこらないた
めにWW個体を作成することが困難なためである。さらにBAC
ライブラリーについてはいまだ作成することができない。今後は
紫外線照射精子を用いて半数体胚を作成し、1個体ごとに半数体
胚由来の培養細胞系を樹立することでZ及びW染色体を区別し
てライブライー作成を作成する必要がある。ハブスメダカではZ
及びW染色体が形態的に異なるために性決定遺伝子近傍での組
換えが抑制される傾向にある。このため、性決定領域を遺伝的に
絞り込むことが難しいと考えられる。どのようにして性決定遺伝
子の候補を絞り込むかについて再度考える必要がある。本年度予
定していたゲノムサザン法による挿入配列の有無を確認する実験
はルソンメダカ、インドメダカの 2種とも物理地図のサイズがX
とY染色体ともにほとんど同じであったのでおこなわなかった。
＜今後の課題＞
インドメダカ、ルソンメダカに続きハブスメダカ及びジャワメ
ダカのBACライブラリー作成を計画している。ハブスメダカと
ジャワメダカはメダカ属内でこの 2種のみがZZ/ZW性決定シス
テムをもつ。またこれら 2種の外群であるインドメダカがXX/
XY型の性決定システムをもつことを考えるとXX/XYから ZZ/
ZW型へのシステム変化がハブスメダカとジャワメダカの共通祖
先で起こったことが考えられる。これらのシステム変化を担う領
域を何らかの方法で明らかにする必要がある。ハブスメダカの性
決定領域はメダカではほぼ 3M bp 程度に当たることから、網羅的
にその領域に含まれるクローンを単離するシステムを考える必要
がある。
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