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 現在、メダカやゼブラフィッシュのような小型魚類は生物学のさまざまな分野でモデル

動物として広く使われている。両種のドラフトゲノム配列は UT ゲノムブラウザや Ensembl ゲノ

ムブラウザ上にも公開され、すでに多くの研究者に利用されている。人為的な突然変異体誘発実

験も行われ、ともに 1,000 種類を超える突然変異体が収集され、原因遺伝子の同定が精力的にお

こなわれている。 

（１）EST 解析によるメダカゲノムリソースの作成 

 しかし私がこの研究を開始した 2000 年当時、メダカで利用可能なゲノム資源は Hd-rR

および Cab 系統の BAC ライブラリー、ゲノム全体をカバーする連鎖地図及び千件ほどの EST 配

列だけであった。我々の研究室でもメダカを脊椎動物のモデルとして、初期発生に異常を示す突

然変異体のスクリーニングを開始していた。しかし、ゲノムリソースが不足していたため突然変

異体の表現型解析やポジショナルクローニングを行うことはかなり困難をともなう作業であった。

このような現状を打開するため、私はまずメダカゲノムリソースの整備を行うことが重要である

と考えた。EST 解析は大量かつ高速にゲノム情報を収集することができる方法として知られてい

る。そこで私は初期発生と器官形成にターゲットを定めて EST 解析をおこなった。まず異なる 3

つの発生ステージ（ステージ 23（体節形成期）、ステージ 35（器官形成期）およびステージ 40



（稚魚期））の胚より 5 種類の cDNA ライブラリーを作製した。それぞれのライブラリーから１

万クローン以上をランダムに選び、両端の塩基配列を決定した。その結果合計で 132,082 クロー

ンの塩基配列を決定した。3’末端配列の相同性を用いて分類を行ったところ、12,429 の異なった

塩基配列をもつクラスターに分かれた。脊椎動物の遺伝子数は 20,000-30,000 と考えられるため、

いまだ飽和には達していないと考えられるが、少なくとも初期胚で発現する遺伝子の多くは網羅

されており、現在でも多くの発生異常変異体の解析に有効なリソースを提供している。次に今回

得られた大量の EST 配列を利用して、同時に多くの遺伝子の発現を解析できるマイクロアレイを

作製した。8,092 クラスターの 3’末端配列中から 60 塩基の領域を選択し、DNA を人工合成後ス

ライドグラス上にスポットした。EST 解析に用いた胚と同じステージに由来する RNA を用いて

発現量を解析したところ、同一クラスター内に含まれるクローン数とマイクロアレイによる発現

量は高い相関を示した。このことから、このマイクロアレイは有効に機能することが示された。

また、発生とともにその発現が変動することが分かっている I-FABP 遺伝子の発現量を調べたと

ころ、その変化を定量することができた。このマイクロアレイは、現在では遺伝子発現変化を調

べる様々な研究に応用されている。 

（２）メダカ及びその近縁種のゲノム情報の収集 

 私がおこなった EST 解析の後、2002 年からメダカゲノムプロジェクトが開始され、私

も主要なメンバーとして参加した。この研究では南日本集団由来の近交系である Hd-rR 系統のゲ

ノム DNA を用いて配列決定が行われた。Hd-rR 系統が選ばれた理由は、近交系であるため系統

内の多型性がないこと、主な突然変異体スクリーニングプロジェクトで南日本集団由来の系統を

用いていたことがあげられる。このプロジェクトでは、地域集団間の多型を調べ、その情報から

高密度連鎖地図をつくることを目的として、北日本集団由来の近交系である HNI 系統の塩基配列

決定も行った。メダカの南日本集団と北日本集団間は 2-3%の多型があることがすでに知られてい

たことから、両者を比較することで全ゲノム領域において多数の多型が見つかることが予想され

た。実際に解析の結果、1,600 万の SNPs と 280 万の挿入／欠失の多型を見つけることができた。

この SNPs 情報を用いて全ゲノム領域をカバーする 2,500 以上の DNA マーカーをもつ高密度遺

伝地図を作成し、ゲノムアセンブラーが生成した塩基配列 scaffold をこの連鎖地図上にならべる

ことでドラフトレベルのゲノム解析を完了することができた（論文改訂中）。 

 私は、このようにして大量に得られた Hd-rR（南日本集団）と HNI（北日本集団）のゲ

ノム情報を用いることで、メダカ系統内の多様性をさらに知ることができるのではないかと考え

た。これまでのメダカ種内の系統関係はアロザイム、ミトコンドリア DNA 等を用いて解析され



てきた。その結果、メダカ自然集団は 4 つの地域集団（北日本集団、南日本集団、東韓集団、中

国―西韓集団）に分けられることが知られていた。ゲノム解析によって南日本集団由来の Hd-rR

と北日本集団由来の HNI 間のゲノム配列には平均 3.4%の相違があることは分かったが、その他

の集団間の比較は行われていなかった。そこで、私はメダカのもつ24対の染色体から4ヶ所ずつ、

合計 96 の領域を増幅することができるプライマーを用いて、各地域集団由来のゲノム DNA を鋳

型として PCR を行い、ダイレクトシーケンス法でそれらの塩基配列を決定した。最終的に、4 つ

の地域集団に属する 12 系統から 47 組の配列（１系統あたり約 20k bp の塩基配列をゲノムより

サンプリング）を決定することができた。これらの配列を多重整列したところ 948 の SNP サイ

トを同定した。このデータを用いて近隣結合法により系統樹を作成したところ大きく 4 つの集団

にわかれた。各集団の単系統性は高いブートストラップ値（100%）によって支持された。今回の

解析で認められた４つの単系統集団はミトコンドリア DNA の塩基配列に基づいて分類された南

日本集団、北日本集団、中国―西韓集団及び東韓集団と完全に一致した。多型サイトの分布を調

べたところ集団内多型が小さいのは北日本集団と東韓集団であった。中国―西韓集団と南日本集

団は比較的大きな遺伝的多様性をもっていた。核遺伝子とミトコンドリア遺伝子それぞれから得

られた系統樹は概ね同一の樹型を示したが、中国―西韓集団内の樹型だけは異なっていた。ミト

コンドリアでは Kunming 系統が最初に分岐しているのに対し、核遺伝子では Taiwan 系統が最

初に分岐していた。この結果はKunming系統でのミトコンドリア移入の可能性を示唆している。

これは系統解析にミトコンドリアとともに核遺伝子を用いることの重要性を示した一例でもある。 

 メダカのモデル動物としての優位性は、飼育しやすい、毎日採卵可能、胚が透明、短い

世代時間、トランスジェニック技術が確立している、ゲノム配列が決定されているなどであろう。

しかし、このような特徴は他のモデル動物にもあてはまる。ではメダカがマウスやゼブラフィッ

シュなどの他のモデル動物と大きく異なる点はなんであろうか。私はメダカの自然集団がもつ大

きな遺伝的多様性（メダカはいままで知られている脊椎動物では最大の種内変異をもつ）と近縁

種が存在し、系統保存されていることであると考える。メダカとその近縁種はダツ目メダカ科

（Adrianichthyidae）に含まれるが、いままでに 4 属 26 種が記載されている。これらの系統関

係は、核型、アロザイムおよびミトコンドリア塩基配列によって解析されてきた。最新の研究で

は、メダカとその近縁種は 3 つのグループ（latipes, javanicus および celebensis グループ）に分

けられることが示されている。これら 3 グループ内の単系統性は高いブートストラップ値

（97-100%）によって支持されている。しかし、これら３つのグループ間の系統関係はいまだ十

分には分かっていない。私は、今回設計したプライマーをメダカ近縁種に応用することによって、



メダカ近縁種のゲノム情報を収集するとともに、その塩基配列から 3 者の系統関係を明らかにす

ることを試みた。それぞれの種から抽出したゲノム DNA を鋳型として種内変異の解析に用いた

プライマーによってそれぞれの種から相同な領域を増幅した。その後ダイレクトシーケンス法に

よって増幅した DNA 断片の塩基配列を決定した。得られた配列からエキソン領域を特定し、配

列を結合して系統解析を行った。しかし、これら 3 グループ間の系統関係はいままでの報告と同

程度の精度であった。その理由は、系統解析に十分量の相同なエキソン領域の塩基配列を、外群

にもちいたミドリフグのゲノム情報から同定することが困難であったためである。しかし、核遺

伝子配列を用いて得られた系統関係は、これまでの解析と矛盾する部分がないことから特定の系

統間での大規模なミトコンドリア遺伝子移入などの現象は起こっていないと考えられる。今回の

解析では、メダカを外群として、スラベシ島内に生息するメダカ近縁種（celebensis グループに

属する）の系統関係も解析した。celebensis グループ内の系統関係はグループ内の遺伝的分化が

乏しいために十分な解像度が得られていなかった。私は約13ｋbpの塩基配列を用いて、celebensis

グループ内の系統解析をおこなった。X. oophorus と X. sarasinorum は形態的に類似しているた

め、同じ属に分類されている。しかし、私の解析から X. oophorus と X. sarasinorum は単系統で

はないことがあきらかとなった。この結果は両者で共通にみられる「孵化まで卵を腹部で保育す

る」という生殖様式は沖合を生息域として、回遊するという生態に適応したことによる収斂の結

果であることが示唆された。今回の解析から３つのグループを区別することができる分子的な共

有派生形質（特定のグループがのみがもつ欠失／挿入）を多数同定することもできた。このこと

は塩基配列の類似性だけではなく、塩基の挿入／欠失という現象から見た場合にも 3 つのグル

ープが単系統性を示すことを示唆している。興味深いことに 6 ヶ所の独立な欠失が javanicus と

celebensis グループで共有されていた。この結果といままでに報告されている系統関係とを考え

合わせると javanicus グループと celebensis グループが共通祖先をもつことを示唆しているのか

もしれない。 

 一連の研究によって私は EST を中心としてメダカゲノムリソースを整備することがで

きた。またメダカゲノムから特定領域を増幅できるプライマーを用いて、南北日本集団のみでは

なく、東韓集団、中国―西韓集団を含むメダカ全体の遺伝的多様性の概要を示すことができた。

またメダカ近縁種を特徴づける分子的な共有派生形質を多く見つけるとともに、いままで明らか

でなかった celebensis グループ内の新たな系統関係を示すことができた。これらの情報はメダカ

とその近縁種をともにもちいたモデル動物の確立に貢献すると考えている。 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


