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要　旨

　異体類の種苗生産過程で今なお大きな問題で

ある体色異常の発生機構を解明し，その防止策

を探るためには，まず異体類特異的な左右非対

称な体色パターンの形成機構を明らかにする必

要がある。異体類の体色パターンは変態後半

期以降に出現する成体型色素細胞の分布様式に

よって決定されていることから，変態期におけ

る成体型色素細胞前駆細胞の動態を明らかにす

ることが左右非対称な体色発現機構の解明の第

一歩になると考えられる。

　本研究では，まず第1章で，ヒラメを材料とし

て，発生過程における色素細胞系列のマーカー

遺伝子の発現解析と蛍光標識による前駆細胞の

追跡によって，仔魚期の成体型色素細胞前駆細

胞の動態を検討した。その結果，変態後の成体

型色素細胞の分布は左右非対称であるにもかか

わらず，仔魚期の前駆細胞の分布および動態は，

左右対称性を示すことがわかった。すなわち，

前駆細胞は主に背鰭基部および臀鰭基部領域に

左右対称に局在しており，この部位から体側部

に向けて左右対称に移動していくことが明らか

となった。さらに，変態完了後，鰭基部から体側

部に移動した蛍光標識細胞が，有眼側(左体側 )

では，成体型黒色素胞，虹色素胞に分化し，無眼

側（右体側）では，虹色素胞に分化することが明

らかになった。

　そこで，第 2章では，哺乳類で色素細胞の分

化を誘導することが知られており異体類では

stage E-F に大量に分泌されるコルチゾルを変

態期のホシガレイに投与することにより，前駆

細胞の分化運命に左右非対称性が生じる時期を

明らかにすることを試みた。コルチゾル投与実

験の結果，変態期に高濃度コルチゾルを投与す

ることによって，本来，虹色素胞だけが分化する

無眼側においても成体型黒色素胞や黄色素胞の

分化が誘導され，有眼側と同様な複雑な紋様を

形成し両面有色となった。さらに，このような，

無眼側における成体型黒色素胞や黄色素胞の

分化誘導は，stage E-F にコルチゾルを投与し

た場合にのみ見られ，stage G 以降の投与では

このような効果は認められなかった。さらに，

stage E-Fのコルチゾルの投与により，黒色素胞

およびその前駆細胞特異的に発現するメラニン

形成酵素遺伝子dct の強い発現が誘導されるこ

とも確認できた。これらの結果は，stage E-F

までは左右両体側の前駆細胞はともに，成体型

黒色素胞，虹色素胞，黄色素胞にも分化すること

ができ，左右対称性を維持しているが，stage G

にはすでに左右両体側に分布する前駆細胞が無

眼側においてこれら色素細胞に分化できない非

対称性が生じていることを強く示唆した。さら

に，コルチゾルの分泌が増大する stage E-F に

コルチゾルを投与することで，成体型黒色素胞

と黄色素胞の分化を誘導したことから，内因性

のコルチゾルが変態期における成体型黒色素胞

と黄色素胞の分化に関与している可能性をも強

く示唆した。同時に，コルチゾルの投与によっ

て両面有色個体の出現が増大したことから，変

態期のストレスが体色異常発生の要因となりう

る可能性も示唆された。
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序　　論

　異体類の多くは重要な水産資源であり，養殖

や栽培漁業の対象種として種苗生産技術の開

発が進められてきた（有瀧，1995）。すでにヒ

ラメや一部のカレイ類では種苗量産技術が確

立されているが，種苗生産過程で生じる体色異

常はいまも大きな問題であり，その発生機構

についての知見は未だに限られている（Bloker 
and Hill,2000; 青 海，2003；Hamre et al., 2007; 
Burton, 2010）。異体類の体色異常の発生機構を

明らかにし，その発生を防ぐためには，脊椎動物

の中でも極めて特殊で異体類に特有な左右非対

称な体色パターンの形成機構を明らかにするこ

とが必要である。本研究では，異体類の左右非

対称な体色パターン形成機構の一端を明らかに

することを目的とした。

　背腹軸に沿った色彩の極性は，脊椎動物全般

に共通する最も基本的な体色パターンである。

一般に，黒色素胞の発現は背側皮膚でのみおこ

り，腹側では黒色素胞が発現しないか，発現し

ても微弱であることが多い。このため，背側の

体色は濃い色彩となり，腹側は淡いまたは白い

色彩を示す。また，この背腹軸に沿った体色パ

ターンは左右相称である(Ohsugi and Ide, 1983; 
Fukuzawa et al., 1995; Candille et al., 2004)。　

　しかし，異体類は，このような背腹軸に沿った

体色パターンを形成せず，変態後には，その体色

パターンは明瞭な左右非対称性を示すようにな

る。眼は二つとも左右のどちらかの体側に位置

し，有眼側の体色は濃く，無眼側の体色は青白い

(Seikai et al., 1987; Matsumoto and Seikai, 1992; 
Seikai, 1992)。このような左右非対称な体制と

体色パターンは，進化の過程で背腹軸から左右

軸への体軸の転換が起こった可能性を想起させ

る。

　硬骨魚類を含む変温脊椎動物の体色は，神経

冠細胞由来の複数種の色素細胞，黒色素胞，黄色

素胞，虹色素胞，白色素胞等の空間的配置によっ

て決定されている(Bagnara, 1998; Parichy et al., 
2006)。異体類においても，その体色パターン

は，これらの色素細胞によって形成されている。

さらに，これまでの研究で，ヒラメ Paralichthys.
olivaceus やイシガレイ Kareius bicoloratus では，

形態的に異なる二つのタイプの黒色素胞が発

生ステージの異なるタイミングで出現すること

が明らかにされている(Seikai et al.,1987, 1993; 
Matsumoto and Seikai, 1992)。一方は，ふ化前後

に左右対称にまばらに出現する大型の幼生型

黒色素胞で，他方は，変態の完了に伴って有眼

側のみに大量に出現する成体型黒色素胞であ

る。成体型黒色素胞は変態期の間未分化な前

駆細胞，メラノブラストとして存在していると

考えられている(Seikai et al., 1987; Matsumoto 
and Seikai, 1992)が，その分布，動態は明らかと

なっていない。異体類に特異的な左右非対称

な体色パターンは，おもに，この成体型黒色素

胞の有眼側に限定された出現によって規定さ

れている (Seikai et al., 1987, 1993; Matsumoto 
and Seikai, 1992; Hamre et al., 2007)。黄色素

胞は，仔魚期には左右対称に分布しているが，変

態に伴って有眼側でのみ顕著に出現が増大し，

これも左右非対称な体色パターンの形成に寄与

す る (Matsumoto and Seikai, 1992;Nakamura et 
al., 2010)。虹色素胞は変態の完了期に左右の

両体側に出現するが，その分布は左右の体側で

異なっており，有眼側では，多数の虹色素胞が集

まった斑紋を多数形成するのに対し無眼側では

分散して分布する。虹色素胞の分布パターンも

また，異体類特異的な体色パターンに寄与して

いる(Seikai et al., 1987; Matsumoto and Seikai, 
1992)。

　色素パターン形成のモデル生物であるゼブラ

フィッシュ Danio rerio においても，仔魚型の色

素細胞と変態後に出現する成体型色素細胞の存

在が知られている（Parichy et al., 2000a; 2000b）。

そして，その研究の過程で色素細胞系列のマー

カー遺伝子を発現する成体型色素細胞の前駆
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細胞の動態が詳細に検討されてきた (Parichy 
et al., 1999, 2000a,b, 2003, 2006; Rawls et al., 
2001; Parichy and Turner, 2003a,b; Quigley et al., 
2004, 2005; Budi et al., 2008)。前駆細胞の動態，

すなわち前駆細胞の時間的空間的な分布パター

ンの分析は，成体型の体色パターンの形成機構

を明らかにするために極めて重要である。異体

類の左右非対称な体色パターン形成機構解明の

ためにも，このアプローチは極めて重要である

が，異体類においては，Watanabe(2008) による

報告を除いて，そのような研究はほとんどない。

　飼育条件下の異体類は，仔魚期の体色パター

ンの形成過程の異常により，しばしば有眼側白

化や両面有色のような体色異常を生じる (Seikai 
et al., 1987; Matsumoto and Seikai, 1992; Seikai 
et al., 1993; Miwa and Yamano, 1999; Venizelos 
and Benetti, 1999; Bolker and Hill, 2000; 青海，

2003; Hamre et al., 2007; Burton, 2010; Yamada 
et al., 2010) 。有眼側白化は，有眼側が全体的ま

たは部分的に無眼側のような白い配色となって

しまう現象であり，その部分では成体型黒色素

胞が欠落している。両面有色は，無眼側が全体

的または部分的に有眼側と同様の配色となる現

象で，その部分では，通常分化するはずの無い成

体型黒色素胞が大量に分化している。

　Burton (2010)や彼が引用する文献の中で，仔

魚期のストレスが体色異常の原因となりうる

ことが指摘されている。筆者らも，多くのこれ

までのホシガレイ Verasper variegatus の種苗生

産の経験から，体色異常の出現は，変態期の飼育

環境下のストレス，たとえば水質，餌の品質，過

密や病気等，と関係があるという印象を受けて

いた。魚類においてはコルチゾルレベルの上昇

が主要なストレスに対する内分泌学的反応であ

るので (Barton, 2002)，ストレスによるコルチ

ゾルの分泌亢進が体色異常の出現に関与する

可能性がある。また，コルチゾルは，ストレスに

対する反応としてではなく，変態期には一過性

に体内レベルが上昇する(de Jesus et al., 1991; 

Yamano et al., 1991; Prez et al., 1999; Hotta et 
al., 2001; King, 2006)。このことは，コルチゾル

が魚の変態期の発生過程に何らかの影響を及

ぼしていることを示唆する。さらに，哺乳類で

はグルココルチコイドが黒色素胞（melanocyte）

の分化を促進したり，黒色素芽細胞の増殖を阻

害したりすることが知られている (Ito et al., 
1991; Hirobe, 1996; Oskina et al., 2010)。これら

の知見は変態期に体内レベルが上昇するコルチ

ゾルが異体類の体色パターン形成に関与してい

る可能性を示唆する。しかし，今までのところ，

変態過程，特に体色パターン形成に関するコル

チゾルの影響に関する信頼にたる情報は無い。

　本研究では，第 1 章において，ヒラメを材料と

して，まず仔魚型色素細胞および成体型色素細

胞の出現動態の詳細な記載を行う。続いて，異

体類特異的な左右非対称な体色パターンの形成

機構解明にとってもっとも基礎的な知見である

成体型色素細胞前駆細胞の動態を色素細胞系列

のマーカー遺伝子の発現解析と蛍光色素標識に

よる前駆細胞の追跡によって明らかにすること

を試みた。さらに，変態後，蛍光標識前駆細胞の

細胞運命を確認した。第 1 章では，成体型色素

細胞の前駆細胞が鰭基部から左右対称に体側部

へ供給されていることが明らかになったので，

第 2 章では，ホシガレイを材料として，コルチゾ

ルの投与実験により，コルチゾルが異体類の成

体型色素細胞の分化に及ぼす影響を明らかにす

るとともに，左右対称に供給された前駆細胞の

分化運命に左右非対称性が生じる時期を明らか

にすることを試みた。最後に第 3 章では，第 1

章と 2 章で得られた結果および既往の知見を総

合し異体類の体色パターン形成機構にについて

検討を加える。
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第１章ヒラメの色素細胞および成体型色素細胞

前駆細胞の動態

1-1 はじめに

　本章では，まずヒラメの仔魚期から変態完了

後の稚魚までの色素細胞の出現動態を詳細に

記載し，次に色素細胞系列のマーカー遺伝子で

ある colony-stimulating factor 1 receptor (csf1r), 
dopachrome tautomerase (dct) および kit の仔

魚期から変態完了期までの空間的な発現パター

ンを検討することにより，この間の成体型色

素細胞の前駆細胞の分布を明らかにした。ゼ

ブラフィッシュ D. rerio では csf1r は黄色素胞

系列の前駆細胞と仔魚型黒色素胞（embryonic 
melanophore：Parichy et al., 2000b）の前駆細胞

で発現することが知られており (Parichy et al., 
2000b; Parichy and Turner, 2003a)，さらに，kit
非依存型の成体型黒色素胞の前駆細胞の発生に

必要であることが明らかとなっている (Parichy 
et al., 2000b; Parichy and Turner, 2003a)。dct は
メラニン形成酵素の一つであり黒色素胞系列の

後期マーカーとして使われている (Kelsh et al., 
2000)。kit はチロシンキナーゼ型の受容体でメ

ラノフォアとその前駆細胞で発現する (Parichy 
et al., 1999; Parichy and Turner, 2003b)。
　ヒラメにおける上記色素細胞系列のマーカー

遺伝子の発現解析の結果，これらの遺伝子が，仔

魚期の間，将来成体型色素細胞が大量に出現す

る有眼側（左体側）の体側部にではなく，主に胴

部の背側と腹側の縁辺部，すなわち，背鰭基部と

臀鰭基部にそった領域に左右対称に，強く発現

することが明らかとなった。そこで，次に仔魚

期から変態完了期までの間に，成体型色素細胞

の前駆細胞が背鰭および臀鰭基部から体側部に

供給されている可能性を検討するために，仔魚

期の発生ステージごと（stage C, D, E, F, G, H）

（南 ,1982）に背鰭および臀鰭基部領域に分布す

る細胞に蛍光色素CellTracker CM-DiI (Molecular 
Probes), SP-DiO (Molecular Probes)を注入する

ことにより蛍光標識をおこない，その移動と細

胞運命を追跡した。

1-2 材料と方法 

1-2-1 供試魚および飼育条件

　ヒラメParalichthys olivaceus の受精卵を民間の

種苗生産機関から購入し，ふ化した仔魚を実験

に使用した。受精卵および仔魚は水温 18-20℃
で飼育をおこない，仔魚にはワムシとアルテミ

アのノープリウス幼生を成長に合わせて給餌し

た。仔魚および稚魚は，南（1982）に従って発生

ステージの分類を行った（Fig. 1）。
1-2-2 色素細胞系列関連遺伝子の抽出と PCR,

クローニングおよび配列解析

　stage E か ら stage G の ヒ ラ メ 仔 魚 か ら

ISOGEN (NIPPON GENE) をもちいて全 RNA
を抽出し，これを鋳型として ReverTra Ace 
-α -® (TOYOBO) を用いた逆転写反応によ

り cDNA を合成した。全 RNA の抽出および

cDNA の合成方法はともに付属のマニュアル

に従った。次に，ヒラメの色素細胞系列の関連

遺 伝 子 colony-stimulating factor 1 receptor (csf1r), 
dopachrome tautomerase (dct) および kit 増幅のた

めのプライマーを設計した。プライマーは，複

数の脊椎動物間でよく保存された領域をもとに

設計した；csf1r(forward: 
aacaactacaccttcatcgaccc; reverse: 
ggttccagcacacatcttcatgatc),dct(forward: 
cgctcttctctatcagcgagag; reverse: 
gtagacgggcattgcctttgac), kit(forward: 
tgatagccacgcagcactggg; reverse: 
ccacaaagatggggtcattggc)。そして，ヒラメ仔魚から

得られた cDNA を鋳型として PCR を行い，ヒラ

メ csf1r, dct および kit の部分配列を増幅した

（94℃ 2 分 , 98℃ 10 秒 , 50-53℃ 30 秒 , 72℃ 2
分 , 45 サイクル）。PCR 反応は Takara Ex TaqTM

 

Hot Start Version (Takara) を用い，反応液の組

成は付属のマニュアルにしたがった。PCR 反応

で得られた cDNA は，QIAEX II Gel Extraction 
Kit(Qiagen)を用いて精製した後，QIAGEN PCR 
Cloningplus

 Kit(Qiagen) を用いてクローニングを

おこなった。これらの操作は付属のマニュアル

に従った。シークエンスは BigDye -terminator 
sequencing chemistry(Applied Biosystems)
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および ABI377 automated sequencers(Applied 
Biosystems) を用いて付属のマニュアルにし

たがっておこなった。得られた塩基配列情報

は，NCBI blast を使用して，既知の csf1r, dct 
および kit 遺伝子の配列と相同性検索をおこ

なった。本研究で得られた塩基配列は以下の

とおり DNA Data Bank of Japan に登録した。

csf1r (714bp, accession numbers: AB546838), dct 
(709bp, accession numbers: AB546840), kit (697bp, 
accession numbers: AB546839) 
1-2-3 色素細胞系列マーカー遺伝子の発現解析

（in situ hybridization）

　仔魚期の発生過程における色素細胞の前駆

細胞の挙動を検討するために，色素細胞系列の

マーカー遺伝子の発現パターンを whole mount 
in situ hybridization 法によって追跡した。whole 
mount in situ hybridization は，既述 (Parichy et 
al., 2000b; Budi et al., 2008) の方法に従った

が，若干の改変を加えた。具体的には，ハイブリ

ダイゼーション時間を長く取り（72 時間）ハイ

ブリダイゼーション温度も高く設定した（55 ～

60℃）。 DIG ラベル RNA プローブ(csf1r, dct と 

kit)は，Ampliscribe T7 High Yield Transcription 
kit (Epicentre Technologies) を用いて，付属のマ

ニュアルに従って作成した。

　Parichy et al. (2000b) に従い，ハイブリ時の試

薬の浸透を促すため，それぞれの発生ステージ

の仔魚は最水和の前に両刃カミソリで横方向

に切断し数 mm のスライスを作成した。in situ 
hybridization のために，2 日おきにサンプリング

を行い，4% パラフォルムアルデヒドで固定し

た。

1-2-4 DiI および DiO の顕微注入による前駆

細胞の追跡

　CM-DiI (Molecular Probes) は，2.5mg/ml の

エタノール溶液を作成しこれをストック溶液

とし，仔魚に顕微注射する直前に，さらに 0.3M
サッカロースで希釈し最終濃度 0.25mg/ml とな

るように調整した(Sakaguchi et al., 2006)。SP-
DiO (Molecular Probes)は，はじめ 1.0mg/ml のエ

タノール溶液を作成し，さらに 0.3M サッカロー

スで最終濃度 0.1mg/ml となるように調整した。

そして，stage C から stage H までの各ステージ

の仔魚 (Fig.1,10,11,12,13) の背鰭基部および臀

鰭基部に，これら CM-DiI および SP-DiO 溶液を

顕微注射してこの領域に分布する細胞に蛍光標

識を施し，標識細胞の移動および細胞運命を追

跡した。顕微注射直後に胴部筋節および鰭先端

部に蛍光色素が漏れ出した仔魚は取り除き，実

験に使用しなかった。CM-DiI および SP-DiO 標

識個体の一部を，顕微注射後 2 ～ 7 日後に 4%
パラフォルムアルデヒド（pH7.2）で固定し蛍光

標識細胞の移動の観察に使用した。残りの標識

個体は変態完了まで飼育を継続した後 4% パラ

フォルムアルデヒド（pH7.2）で固定し，標識細胞

の細胞運命の確認をおこなうために使用した。

固定サンプルは，ホールマウント蛍光顕微鏡観

察および凍結切片作製まで，4% パラフォルム

アルデヒド中 4℃で保存した。

1-2-5 凍結組織切片の作成

　ホールマウント in situ hybridization をおこ

なった (csf1r, dct および kit)仔魚は，凍結切片

作成のために，4％パラフォルムアルデヒドで

再固定をおこなった。この再固定サンプルと4％
パラフォルムアルデヒドで固定した DiI およ

び DiO 標識仔魚および稚魚サンプルは，10%，

20%，30% のスクロースで置換後 OCT コンパ

ウンド（Sakura Finetek Japan）で包埋した。次

に 8 - 12μm の横断凍結切片を Microm 505E 
cryostat（Zeiss）を使用して作成した。

1-2-6 画像解析

　ホールマウント標本は，蛍光双眼実態顕微鏡

Leica MZ16F （Leica）で観察し，オリンパス DP71
デジタルカメラ（オリンパス）を用いて画像撮影

をおこなった。凍結切片は Zeiss Axiophot 蛍光

顕微鏡（Zeiss）で観察し，オリンパス DP71 デジタ

ルカメラ（オリンパス）を用いて撮影をおこなっ

た。撮影画像は，Adobe Photoshop software を
用いて最適化をおこなった。さらに，DiI およ

び DiO 標識細胞の撮影画像は，蛍光イメージと

明視野イメージの合成画像を作成した。
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1-3 結果  

1-3-1 ヒラメの色素細胞の出現動態

　ヒラメの体色パターン形成機構を理解するた

めの最初のステップとして，本種の色素細胞の

出現過程を再検討した。ヒラメ仔魚期の発生

ステージは形態学的な基準（南，1982）に基づい

て， stage AからstageＩまでに区分した（Fig.1）。 

受精 48 時間後に，はじめて 2 種類の樹枝状の色

素細胞の出現を確認した。これら 2 種類の細胞

は共に体節と卵黄上に左右対称に分布してい

た。透過光による顕微鏡観察では，一方は茶褐

色から黒色，もう一方は黄色がかった茶色であ

り（Fig.1a）識別は容易ではなかった。しかし反

射光による観察により，前者がメラニン色素を

持つ黒色素胞で，後者が白い反射光を発する白

色素胞であることが明らかであった (Fig.2a）。
また，前者の黒色素胞は出現タイミングと 50μ
m を超える細胞サイズから仔魚型黒色素胞であ

ると結論した(Fig.2a）。ふ化直後の仔魚では（Fig. 
1b），仔魚型黒色素胞と白色素胞はさらに樹枝状

の突起を発達させた (Fig.2b)。これらの細胞は

胴部，卵黄，背鰭及び臀鰭上に左右対称に分布し

た。ふ化後 2 日目の開口期仔魚（Fig.1c）では，白

色素胞と仔魚型黒色素胞はさらに樹枝状の形

状を発達させ（Fig.2c）ながら背鰭及び臀鰭基部

に直線上に分布し，2 本の前後方向のストライ

プを形成した（Fig.2d）。ふ化後 8 日目の stage A
（Figs.1d, 2e-f）になって初めて，胴部と背鰭・臀

鰭上に黄色素胞が出現した。黄色素胞は透過光

顕微鏡観察では黄色い色素が観察され，また，白

色素胞とことなり反射光下でも反射的な色調

を示さなかった。stageA には，白色素胞は背鰭

および臀鰭縁辺部にそって高密度に分布した

(Fig.2f ) 。stage B（ふ化後 10 日目, Fig.1e, 2g-h）
には，黄色素胞はさらに発達した (Fig.2g) 。こ

の stage B には，背鰭基部および臀鰭基部上，脊

髄と脊索の接線上にあわせて 3 本の前後方向の

色素細胞（仔魚型黒色素胞と白色素胞）によって

形成されるストライプが観察された（Fig.2h, 赤
矢じり）。これらのストライプは，変態が完了す

る stage I まで確認できた（Fig.1l）。stage D（ふ

化後 18 日目，Fig.1g）以降には，白色素胞は，よ

く発達した伸張鰭条上に高密度で分布するよう

になった（Fig.1g-j, 矢印）。stage E（ふ化後 20
日目，Fig.1h）には，上記のストライプ上に，仔魚

型黒色素胞と白色素胞に加えて黄色素胞が分

布するようになった（Fig.3a）。右眼が左体側（将

来の有眼側）にむかって移動を開始する stage G
（Fig.1j）には，黄色素胞は左右の両体側でより発

達した（Fig.3b）。さらに，stage G の後半には小

さな反射性のある虹色素胞が左右の両体側に出

現し，同時に白色素胞は減少した（Fig.3c）。虹色

素胞と白色素胞はともに反射性物質を含んでい

るが，細胞のサイズと形態が異なっている。白

色素胞は虹色素胞に比較して極めて大きく，よ

く発達した樹枝状の形状をしている。一方虹色

素胞は点状の形状を示す（Fig.3a,c）。stage H の

後期（Fig.1k）には，白色素胞は背鰭基部および臀

鰭基部以外から消失した（Figs.3d-e）。その後，

多くの虹色素胞が出現し，有眼側（左体側）の背

鰭および臀鰭上と体側部において複数のクラス

ターを形成した（Fig.3d-e）。このころ，無眼側（右

体側）の虹色素胞はまばらに分布し，クラスター

を形成することはなかった。stage I（Fig.1l）には，

有眼側上では小型の成体型黒色素胞が大量に

出現した(Fig.3f-g)が無眼側には出現しなかっ

た (Fig.3h)。成体型黒色素胞は，その細胞のサ

イズから明瞭に仔魚型黒色素胞と識別できた。

stage I 以降，変態を完了した稚魚において，虹

色素胞は有眼側全体でクラスターを形成した。

このころ，虹色素胞は無眼側全体にも大量に分

布するようになるが，クラスターを形成するこ

とはなく一様な分布を示した (Fig.3h)。stage I
以降，黄色素胞は，有眼側でさらによく発達し

たのと対照的に，無眼側では減少し最終的に消

失した (Fig.3f-h)。有眼側では，変態後，成体型

色素細胞，虹色素胞，黄色素胞と少数の仔魚型

黒色素胞が構成的に配置されることで複雑な

体色パターンを形成した。一方無眼側では，一

様に分布した多数のイリドフォアとまばらな

仔魚型黒色素胞が単調な青白い体色パターン

を形成した。 
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　本章においてヒラメの胚期後期から変態完了

までの体色パターン形成過程を詳細に観察し

た。得られた結果は，以下のように要約できる。

すなわち，白色素胞と仔魚型黒色素胞が左右対

称にふ化直前の受精後48時間で出現し，その後，

この 2 種類の色素細胞はさらに樹枝状に発達す

る。しかし，白色素胞は変態期の後期には減少

し消失した。黄色素胞は，仔魚型黒色素胞，白色

素胞より遅れて，ふ化後 8 日目の stage A に始

めて左右対称に出現した。その後，仔魚型黒色

素胞，白色素胞，黄色素胞が背鰭基部上と臀鰭基

部上，および脊髄と脊索の接線上に前後方向の

3 本のストライプを形成した。このストライプ

は変態の完了まで観察することができた。黄色

素胞は，有眼側ではよく発達するのに対して，変

態完了後無眼側からは消失した。虹色素胞は，

stage G の後期に左右対称に出現したが，その後

左右非対称な分布を示すようになり，有眼側で

はクラスターを形成して斑紋上の白斑を形成す

るのに対し，無眼側では，一様に分布することに

より全体として青白い単調な体色を形成した。

成体型黒色素胞は，他の色素細胞に比較して，最

も遅れて stage I になって始めて有眼側にだけ出

現し，黄色素胞，虹色素胞とともに有眼側の複雑

な体色パターンを形成した。 

1-3-2 ヒラメ仔魚期の色素細胞系列マーカー遺

伝子のin situ hybridizationによる発現解析

 変態後期から変態完了期になってはじめて出

現する成体型色素胞の起源を明らかにするた

めに，色素細胞系列のマーカー遺伝子，csf1r, 
dct, kit の仔魚期における発現パターンを in situ 
hybridization により検討し成体型色素細胞の前

駆細胞の分布動態を明らかにした。 

1-3-2-1　ヒラメ仔魚期におけるcsf1r 遺伝子

の発現 

　ヒラメでは，csf1r は仔魚期を通じて強く発現

していた(stage B から stage Hまで; Fig.4,7) が，

特に背鰭基部および臀鰭基部領域で主に強く発

現していた (Fig.4b-c,7) 。また，この領域の csf1r 
発現細胞は，stage B から stage G まで(Fig.4b-c,7) 
の間，左右対称に分布していた。 

　 Stage H の後期，背鰭基部および臀鰭発現にお

ける csf1r の発現は左右非対称性を示し，右体側

（無眼側で）での発現は相対的に弱かった (Fig. 
7h) 。また，csf1r は，背鰭と臀鰭上(Fig.4f–i) お
よび体側部 (Fig.4j-m) の体表でも発現が認め

られたが，体側部での発現レベルは，stage H
の後期(Fig.4i)をのぞく仔魚期の間中，鰭基部

(Figs.4b-c,7)や鰭上(Fig.4f–i)に比較して弱かった

(Fig.4j-m)。加えて，csf1r は，背鰭と臀鰭の縁

辺部でも強く発現(Fig.4f-g) していたが，この領

域は白色素胞が高密度で分布している領域と一

致した(Figs.1f–j,2f,3a)。また，背鰭，臀鰭上およ

び体側部においても，stage B から stage G まで

の csf1r 発現細胞の分布は左右対称であったが，

stage H の後期には csf1r の発現パターンは左右

非対称性を示し，特に左体側（有眼側）の腹部で高

度に発現した(Fig.4l)。csf1r は成熟した仔魚型

黒色素胞上でもある程度の発現が認められたが

(Fig.4f,i)，主要な発現細胞はメラニンを形成して

いない細胞であった(Fig.4b–m)。

1-3-2-2　ヒラメ仔魚期におけるdct 遺伝子の

発現

　ヒラメにおいて，dct は主にメラニンを生

成している黒色素胞上での発現が目立ったが

(Fig.5) ，メラニンを形成していない細胞上でも

発現が認められた（Fig.5c,g）。発現細胞の分布は

stage G まで左右対称であった(Fig. 8) 。また dct 
の発現は csf1r の発現に比較すると相対的に弱

い傾向が見られたが，stage Bから stage G まで

は，背鰭基部および臀鰭基部にそって csf1r 同様

の強い発現が認められた (Figs.5b–c,8) 。stage H
には，鰭基部での dct の発現は検出できなかっ

た。しかし，この時期，背鰭，臀鰭上および体側

部上の成熟した仔魚型黒色素胞上で，弱い dct の
発現を確認することができた(Fig.5d,e,i) 。 

1-3-2-3　ヒラメ仔魚期における kit 遺伝子の発

現

　csf1r，dct と同様に，kit も stage B，stage C，
stage D，および stage Gに背鰭基部および臀鰭

基部上で左右対称な強い発現が認められた 

(Fig.9)。また，kit は鰭上および体側部上でも
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発現していたが，これらの領域における発現は，

csf1r，dct よりも弱いものであった。これらの

発現細胞以外にも，多くの小さな kit 発現細胞が

胴部の表皮内に見つかった(Fig.6i-j,9e)。成熟し

た色素細胞や csf1r，dct を発現する色素細胞前

駆細胞はすべて表皮と体節の境界領域に分布し

ていたことから(Fig.7,8)，表皮内に分布するkit 
発現細胞（Fig.9e）は色素細胞系列の細胞ではな

いのかもしれない。また，これら表皮内のkit 発
現細胞のサイズが csf1r，dct を発現する色素細
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胞前駆細胞に比較して著しく小さいことも表皮

内のkit 発現細胞が色素細胞前駆細胞ではないこ

とを示唆する。stage H になると，鰭基部および

鰭上の発現は検出できなかったが，同じ時期の

csf1r と同様に有眼側の腹部で強い発現が見られ

た (Fig.6k)。この時期，無眼側での発現は認め

られなかった(Fig.6l) 。 

　以上の発現解析の結果から，3 つの色素細胞

系列のマーカー遺伝子 csf1r，dct および kit は，

いずれも仔魚期には長期にわたって主に背鰭基
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部および臀鰭基部で発現することが明らかと

なった。このことは，これらのマーカー遺伝子

を発現する未分化な色素細胞前駆細胞がおもに

背鰭基部および臀鰭基部に局在していることを

示唆した。

.
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1-3-3 ヒラメ成体型色素細胞前駆細胞の動態と

その細胞運命

　筆者は，色素細胞系列のマーカー遺伝子の発

現パターンから，未分化な色素細胞の前駆細胞

は主に背鰭基部および臀鰭基部に局在してお

り，変態期にこの領域から前駆細胞が体側部に

供給され，変態期後期になって体側部で成熟し

た色素細胞に分化するのではないかという仮説

を設定した。そして，この仮説を検証するため

に，背鰭基部および臀鰭基部領域に分布する細

胞を蛍光色素 CM-DiI および SP-DiO で蛍光標

識し，蛍光標識細胞の移動とその細胞運命を追

跡した。なお，CM-DiI および SP-DiO の顕微

注入による蛍光標識は，stage C､stage D，stage E，
stage F，stage G，stage H の各ステージごとに

実施した。 

1-3-3-1 背鰭基部および臀鰭基部から体側部へ

の蛍光標識細胞の移動 

　stage C に蛍光標識をおこなってから 2 日後

に，背鰭基部および臀鰭基部から体側部と背鰭

と臀鰭の先端に向かって移動した標識細胞が多

数観察された (Fig.10c-f )。さらに，これらの細

胞の移動は，将来有眼側となる左体側に移動す

るだけではなく，将来無眼側となる右体側にも

移動した。すなわち，この細胞の移動は左右対

称なものであった(Fig.10c-f )。さらに，stage D，

E，F, G，H の各ステージに背鰭基部と臀鰭基

部の細胞に蛍光標識した場合に，標識後 4 日か

ら 7 日後には同様の細胞の移動が観察された

(Fig.11-13; Table1)。また，標識個体の横断切片の

観察から(Fig.14) ，鰭基部から体側部への細胞

の移動経路が，表皮と筋節との間に沿った側方

経路だけでなく，正中線に沿った中央部経路も

あることが観察された。 

　標識の 2 ～ 7 日後に体側部や鰭先端方向への

移動が確認された細胞の大部分は色素を産生し

ていない細胞であったが，一部の移動細胞は色

素を有する仔魚型の色素細胞であった。すなわ

ち，分化した仔魚型黒色素胞，黄色素胞も鰭基部

領域から体側部と鰭先端部に向かって左右対称

に移動することが分かった(Fig.15)。
　また，上記の細胞の移動と逆方向の細胞移動

の可能性を検討するため，背鰭の先端部に DiI
を注入し先端部の細胞に標識を行い移動の有

無を確認した。しかしながら，鰭先端部から体

側中央部方向の移動は認められなかった（Fig. 
16）。 

　以上の結果から，仔魚期の stage C から stage 
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H の間に，多数の細胞が背鰭基部および臀鰭基

部領域から左右の両体側と鰭先端部に向かって

移動していくことが明らかとなった。さらに，

移動元である背鰭基部および臀鰭基部は csf1r, 
dct および kit がもっとも強く発現していた領

域であった。これとは逆に，鰭の先端部から胴

の中央部方向への細胞の移動は確認できなかっ

た。すなわち，この細胞の移動は特異的な方向

性を持ったものであることが示唆された。 

1-3-3-2 仔魚期の各ステージに鰭基部から体側

部へ移動した細胞の細胞運命 

　次に，鰭基部領域から体側部へと移動した細

胞の細胞運命を明らかにするために，stage C，D，

E，F，G，H の各ステージに DiI または DiO を

背鰭基部および臀鰭基部に顕微注入したヒラメ

仔魚を変態完了まで継続して飼育した。 

　Stage C に DiI を注入された仔魚では，変態完

了後，DiI 5 で標識された成体型黒色素胞 (Fig. 
17b)，仔魚型黒色素胞，黄色素胞が有眼側の背鰭

および臀鰭基部から離れた胴部で確認された

(Table 2)。また無眼側の胴部では DiI 標識され

た仔魚型黒色素胞，黄色素胞が観察された(Table 
2)。stage D に DiI を注入された変態後の稚魚で

は，有眼側の胴部で DiI 標識された成体型黒色素

胞が観察され，無眼側の胴部では標識仔魚型黒

色素胞が観察された(Table 2)。stage E，stage F，
stage G に DiI または DiO を注入された変態後の

稚魚では，有眼側の胴部で標識された成体型黒

色素胞(Fig.17a,c,d)，仔魚型黒色素胞(Fig.17a,e)，
黄色素胞(Fig.17a,f)，虹色素胞(Fig.17a) が観察

された。また，無眼側の胴部では，仔魚型黒色素

胞(Fig.18a,b,d)，黄色素胞 (Fig.18a,c)，そして虹

色素胞が観察された(Table 2)。stage H に DiI ま
たは DiO を注入された変態後の稚魚では，有眼
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側の胴部に成体型黒色素胞，仔魚型黒色素胞そ

して虹色素胞(Fig.17g)が，無眼側の胴部では仔

魚型黒色素胞，黄色素胞，虹色素胞(Fig.18e)が観

察された(Table2)。さらに，各ステージに DiI ま
たは DiO を注入された変態後の稚魚では，標識

された成体型色素細胞が背鰭と臀鰭の先端方向

にも移動していることを確認した。また，変態後

のすべての稚魚で移動した色素を持たない標識

細胞が確認された(Table 2)。
　ここまでに述べた様に，鰭基部から有眼側の

体側部へ移動した DiI または DiO 標識細胞は，

変態完了後，成体型黒色素胞，虹色素胞に分化

していることが確認され

た。さらに，変態後に，体

側部へ移動した標識仔魚

型黒色素胞，黄色素胞も

観察されたが，仔魚型黒

色素胞はふ化直前から分

化しており，黄色素胞は

変態期にすでに分化して

いるものもあるので，こ

れらの標識細胞が移動後

（変態後）に分化したのか，

あるいは標識されたとき

にすでに分化していて，

その分化した細胞が移動

したのかは不明である。

　以上の結果から，stage 
C から stage H に背鰭基

部および臀鰭基部に局在

していた未分化な色素細

胞の前駆細胞が，変態後

の体側部の成体型色素細

胞の起源となっているこ

とが明らかとなった。

1-4　考　察

　異体類の左右非対称な

体色パターンの形成機構

を明らかにするための第

一歩として，筆者は，成体

型色素細胞とその前駆細胞の動態を明らかにす

ることを試みた。まず，胚期の後期から変態完

了までの期間の色素細胞の出現を観察した。次

に，仔魚期の各ステージ（stage B から stage H）

における色素細胞の前駆細胞の分布を，色素細

胞系列のマーカー遺伝子である csf1r, dct, kit 
(Parichy et al., 1999, 2000b;Kelsh et al., 2000; 
Parichy and Turner, 2003b）の時間的空間的発現

パターンを分析することにより検討した。さら

に，これら色素細胞の前駆細胞を CM-DiI およ

び SP-DiO で蛍光標識することで追跡し，その細

胞運命を明らかにすることを試みた。その結果，
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仔魚期を通じて色素細胞の前駆細胞は背鰭基部

と臀鰭基部に沿った領域に主に局在しているこ

とが明らかとなった。また，仔魚期にこれらの

前駆細胞が継続的に体側部と鰭先端部に向けて

左右対称に移動していくことがわかった。さら

に，変態期の終期ごろから，これらの移動した前

駆細胞が成体の体色パターンを形成する成体型

色素細胞に分化することがわかった。 

1-4-1 仔魚期における色素細胞前駆細胞の局在

　これまでに，ゼブラフィッシュ Danio rerio の
成体型体色パターンの形成機構を明らかにする

ことを目的として多くの研究がおこなわれてき

た。これらの，研究では，体色パターンの形成期

（pigment pattern metamorphosis）の色素細胞系列

前駆細胞や冠細胞の分布パターンが観察されて

いる。変態期のゼブラフィッシュでは色素細胞

前駆細胞は主に胴部に分布しており，さらに，変

態後の黒色のストライプ（melanophore stripe）予

定領域では黒色素胞（metamorphic melanophore）
の前駆細胞が， 白色ストライプ（inter(light) 
stripe）予定領域では虹色素胞の前駆細胞が局在

していた (Parichy et al., 2000a, 2000b, 2003; 
Parichy and Turner, 2003a; Quigley et al., 2004)。
すなわち，ごく最近まで，ゼブラフィッシュで

は，変態期の色素細胞前駆細胞は，それらが将来

成熟した色素細胞として出現し種特異的な体色

パターンを形成する領域付近に分布していると

捉えられていた。ゼブラフィッシュの前駆細胞

の動態については近年新たな知見が得られてい

るので，それについては第３章で触れる。

　ヒラメでは，このようなゼブラフィッシュの

報告とは対照的に，stage B から stage H にか

けての変態期に色素細胞系列のマーカー遺伝子 

(csf1r, dct および kit)は，鰭や体側部にもある

程度の発現は認められたが，おもに背鰭基部と

臀鰭基部にそって左右対称に発現しており，こ

の領域に前駆細胞が局在していることが明らか

となった (Fig.4-9)。この結果は，次の 2 つの点

で注目すべき結果である。すなわち，まず，ヒラ

メでは変態後成体型色素細胞が大量に発現する

体側部にではなく，鰭基部すなわち，胴の縁辺部

に前駆細胞が局在していたこと，さらに，異体類

では変態後に左右非対称な成体型色素細胞が出

現するにもかかわらず，鰭基部における前駆細

胞の局在は左右対称であったという点である。

　ヒラメの dct, kit はメラニンを形成している

黒色素胞上でも発現していたことから考える

と，dct, kit 発現細胞は，黒色素胞系列の細胞で

あると容易に推察することができる。 一方，ヒ

ラメ csf1r は，おもに，メラニンを形成していな

い細胞で発現していた。それ故，csf1r 発現細

胞が，どの色素細胞系列の前駆細胞であるのか

明確ではない。csf1r は黄色素胞細胞系列で発現

することがよく知られているが，ゼブラフィッ

シュでは，csf1r が黄色素胞の細胞系列だけでな

く，より未分化な分化多能性を有する色素細胞

前駆細胞で発現することも報告されている。さ

らに，csf1r は，ゼブラフィッシュの kit- 非依存

的な late metamorphic melanophore( 変態期以降

に出現する kit の発現を伴わない成体型黒色素

胞 )の分化にとって必要であることも報告され

ている(Parichy et al., 2000b; Parichy and Turner, 
2003a)。このことから，ヒラメにおいても csf1r 
が分化多能性を有した状態の色素細胞前駆細胞

で発現し，そのうちの一部が黄色素胞や成体型

黒色素胞に分化するという可能性が考えられ

る。

　これとは別に，ゼブラフィッシュの csf1r はマ

クロファージや破骨細胞系列の細胞でも発現

することが知られている (Parichy et al., 2000b; 
Walters et al., 2009)。しかし，背鰭基部と臀鰭基

部に沿った領域や鰭上，体側部の表皮と体節筋

の間に発現するヒラメ csf1r の発現パターンは，

dct, kit と非常に類似した発現パターンを示して

おり，マクロファージ等の発現パターンとは異

なるので，この領域における csf1r の発現細胞は

色素細胞の前駆細胞であると考えられる。 

　また，ゼブラフィッシュでは，白色素胞は分化

しないが，ヒラメでは，白色素胞はふ化直前の後

期胚から仔魚期を通じて多数観察される。特に

背鰭基部および臀鰭基部に沿った領域と背鰭

と臀鰭の縁辺部に多く(Fig.2f,3a) ，伸張鰭条上
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にはさらに高密度で分布する (Fig.1g–j 矢印 )。

csf1r が，これらの領域で強く発現 (Fig. 4f-g; 伸
長鰭条上の発現データは示していない )するこ

とから考えて，csf1r は，白色素胞の系列細胞で

も発現している可能性が示唆される。

1-4-2 ヒラメの成体型色素細胞の鰭基部からの

供給

　変態期には色素細胞の前駆細胞が鰭基部に

沿った領域に主に局在していることから，仔魚

期の間に未分化な色素細胞の前駆細胞が背鰭基

部および臀鰭基部から体側部へと移動し，それ

が変態期後期以降に成体型色素細胞に分化する

という仮説を設定した。この仮説を検証するた

めに，筆者は，この領域に分布する細胞に CM-
DiI と SP-DiO により蛍光標識を行い，その移動

と細胞運命を追跡した。 

　その結果，stage C から stage H のすべての発

生ステージに，背鰭基部および臀鰭基部から体

側部と鰭先端に向かう標識細胞の移動が観察さ

れた(Fig.10-14; Table 1)。しかも，変態後の成体

型色素細胞の分布は左右非対称なものであるに

もかかわらず，これら標識細胞の移動は，左右対

称なものであった(Figs.10-13; Table 1)。さらに，

変態完了後には，これらの鰭基部から移動して

いった標識細胞が，鰭基部から遠く離れた体側

部や鰭先端部で複数種の成体型色素細胞に分化

していることが確認された。そして，有眼側で

は，標識細胞は成体型黒色素胞と虹色素胞に分

化し，無眼側では虹色素胞に分化した(Fig.17-18; 
Table 2) ことが確認された。蛍光標識された仔

魚型黒色素胞と黄色素胞も，変態後に左右の両

体側で観察されたが（Fig.15），これらの色素細胞

は仔魚期にすでに分化しており，また，変態期中

の移動も確認されている。特に仔魚型黒色素胞

の変態後の分化は報告されていないので，移動

が確認された仔魚型黒色素胞については，仔魚

期にすでに分化していたものが鰭基部から体側

部に移動したことが明らかである。おそらく，

背鰭基部および臀鰭基部のストライプを構成し

ていた仔魚型黒色素胞の一部が移動したものだ

と考えられる。一方，黄色素胞については，黒色

素胞と同様に，サイズと出現時期が異なる仔魚

型黄色素胞と成体型黄色素胞の二つのタイプの

黄色素胞の存在が報告されている (Haga et al., 
2005; Nakamura et al., 2010)。このことから考

えて，変態後に観察された体側部および鰭先端

部の蛍光標識黄色素胞には，仔魚期に標識され

た仔魚型黄色素胞が体側部および鰭先端部へ移

動した場合と，標識された前駆細胞が体側部へ

移動してそれが変態後に成体型黄色素胞に分化

した場合の二通りの可能性があり，おそらく，本

研究では両方の現象が起こっていたと考えられ

る。

　成体型色素細胞の前駆細胞と仔魚型色素細胞

は背鰭基部および臀鰭基部から左右の体側部と

背鰭および臀鰭に移動した。しかしながら，そ

の逆の鰭先端から鰭基部や体側部への移動は認

められなかった（Fig.16）ことは，色素細胞とその

前駆細胞の移動は，ランダムなものではなく，鰭

基部から体側部および鰭先端部に向かう二つの

特異的な方向性を有していることが強く示唆さ

れた。 

　さらに鰭基部から胴の中央部に向かう細胞の

移動経路は，表皮と筋節の間に沿った側方経路

だけではなく，正中線に沿った中央経路がある

ことが観察された (Fig.14) が，中央経路に沿っ

て移動した細胞が変態後に色素細胞に分化する

のかどうかは不明である。 

　以上のことから，仔魚期の間，継続的に未分化

な色素細胞の前駆細胞が背鰭基部および臀鰭基

部から体側部と鰭先端方向に向けて左右対称に

供給され，それが変態期の後半以降に左右非対

称に成体型色素細胞に分化すること，さらに，前

駆細胞だけでなく，すでに分化した仔魚型色素

細胞も背鰭および臀鰭基部から体側部と鰭に供

給されることが明らかとなった。 
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1-4-3 異体類特異的な左右非対称な体色パター

ンの決定要因

　本章において，成体型色素細胞の前駆細胞が

背鰭基部および臀鰭基部から体側部に左右対称

に供給されることを示した。しかし，このよう

な左右対称な前駆細胞の供給にもかかわらず，

成体型色素細胞は，変態期後期以降，左右非対称

に出現し，その結果左右非対称な体色パターン

が形成された。ここで，鰭基部では 3 種類の色

素細胞系列マーカー遺伝子が左右対称に発現し

ており，そこから左右対称な細胞の移動が観察

されたことから，左右の体側部には同じ前駆細

胞が供給されていることが予想される。このこ

とは，おそらく左右に移動した前駆細胞集団間

で，各色素細胞への分化能については差がない

ことを強く示唆する。しかも，変態後有眼側で

は成体型黒色素胞，虹色素胞そして成体型黄色

素胞に分化したことから，これらの前駆細胞は

分化多能性を有していたか，あるいは，成体型黒

色素胞，成体型黄色素胞，虹色素胞のぞれぞれに

分化するように分化運命が限定された前駆細胞

のすべての種類が供給されたと仮定される。こ

のように同じ前駆細胞が供給されていると仮定

できるにもかかわらず，左右の体側間で分化し

てくる色素細胞の種類が異なるということは，

前駆細胞が供給されていった先，すなわち左右

の両体側の組織環境が異なり，この組織環境が

前駆細胞に左右非対称に働きかけた結果，左右

で異なる色素細胞が分化してきたのではないか

と考えられる。しかも，左右で異なる色素細胞

が分化したとしても，実は，有眼側では，成体型

黒色素胞，虹色素胞，成体型黄色素胞が分化し，

無眼側では虹色素胞しか分化してこないことか

ら，無眼側でより前駆細胞の分化多能性を制限

するような組織環境あるいは分化運命を制限す

るような組織環境になっていることが予想され

る。異体類においては，体色の左右非対称性が

現れるより前に体制の左右非対称性が形成され

ており，先行して形成された組織環境の左右非

対称性が，成体型色素細胞の分化を左右非対称

なものにさせている高い可能性が考えられる。 

　第 2 章では，哺乳類で色素細胞の分化を誘導

することが知られており異体類では stage E-F
に大量に分泌されることが知られているコルチ

ゾルを，変態期のホシガレイに投与することに

より，コルチゾルが成体型色素細胞の分化に及

ぼす影響について検討した。さらに，このコル

チゾルの投与実験によって，左右の両体側に供

給された前駆細胞の分化運命または分化能が等

価なものであるのかを検討し，分化運命に左右

非対称性が生じる時期についても検討する。さ

らに，変態期に大量に分泌されることが明らか

になっているが，異体類の変態期におけるその

機能についてはほとんど知見のないコルチゾル

が異体類の体色パターン形成に及ぼす影響につ

いても検討する。
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第 2章　ホシガレイの体色異常発現に及ぼすコ

ルチゾルの影響

2-1 はじめに 

　第１章の結果から，ヒラメでは，仔魚期に背鰭

基部および臀鰭基部から体側部に左右対称に供

給された前駆細胞が変態完了に伴って左右非対

称に成体型色素細胞に分化することが明らかと

なった（Yamada et al., 2010)。しかし，左右の両

体側に供給された色素前駆細胞の分化運命が，

体側部に供給された時点で本当に同等なもので

あったのか，すなわち将来の無眼側に供給され

た前駆細胞も将来の有眼側に供給された前駆細

胞も同様に成体型黒色素胞あるいは成体型黄色

素胞に分化する能力を有していたのか，あるい

は，体側部への供給時にすでに分化運命がある

程度の限定を受けていたのかは明らかではな

い。また，体側部への供給時に左右の両体側で

分化運命に差が生じていないならば，いつ分化

運命に差が生じるのか。これらの問題は，異体

類の左右非対称な体色パターンの形成機構の解

明にとって極めて重要な課題である。

　異体類を含む硬骨魚類では変態期に体内のコ

ルチゾルレベルが上昇することが知られてお

り，コルチゾルが魚の変態期の発生過程に何ら

かの影響を及ぼしていることが強く示唆され

る。さらに，哺乳類ではグルココルチコイドが

メラニン形成を刺激したり阻害したりするこ

とが報告されていることから (Ito et al., 1991; 
Hirobe, 1996; Oskina et al., 2010)，変態期に体内

レベルが上昇するコルチゾルが異体類の体色パ

ターン形成に関与している可能性も想定され

る。魚類の変態過程を制御する主要なホルモン

である甲状腺ホルモン(Inui et al., 1995)は，変

態期の後半に，コルチゾルのピークに続いて体

内濃度がピークに達する (de Jesus et al., 1991; 
Hotta et al., 2001)。ヒラメ仔魚では甲状腺ホル

モンの伸長鰭条の吸収に対する効果をコルチゾ

ルが増強することが知られているので，甲状腺

ホルモンとコルチゾルの変態過程に対する相乗

作用も可能性がある。興味深いことに，甲状腺

ホルモンの過剰な投与は，投与のタイミングに

依存して異体類の体色異常を誘導する (Yoo et 
al., 2000; Tagawa and Aritaki, 2005)。しかし，こ

れまでに異体類のみならず硬骨魚類の体色パ

ターン形成におよぼすコルチゾルの影響に関す

る信頼出来る情報は無い。

　本章では，色素細胞の分化，体色パターン形成

に影響する可能性が考えられるコルチゾルをホ

シガレイ Verasper variegatus に投与し，コルチ

ゾルの体色パターン形成に対する影響を検討し

た。その結果，コルチゾルが成体型色素細胞の

分化を誘導することが明らかとなったので，次

に，ホシガレイの変態期の各ステージにコルチ

ゾルを投与することにより，コルチゾルが成体

型色素細胞の分化を誘導する変態ステージの特

定を試み，これによって，各変態ステージにおけ

る左右両体側に分布する色素細胞前駆細胞の分

化能を検討した。本来，コルチゾルの投与実験

は，第 1 章と同様にヒラメで行う予定であった

が，コルチゾルの投与は，ヒラメの生残に影響し

てしまい，精度の高いデータが得られなかった。

このため，ホシガレイを実験材料として用いた。

2-2 材料と方法

2-2-1 供試魚および飼育条件

　ヒト絨毛性腺刺激 ホルモン（帝国臓器）を投

与し，排卵誘導を行ったホシガレイ天然親魚を

用いて，人工授精により受精卵を得た。受精卵

はふ化まで 14℃で管理し，その後変態の完了ま

で約 14℃で飼育を行った。飼育実験には，100

リットルポリカーボネイト水槽を用い，シオミ

ズツボワムシ，アルテミアノープリウス幼生お

よび市販配合飼料を成長に合わせて餌料として

与えた。飼育水には濃縮酸素の通気を行い，溶

存酸素濃度 8-9mg/L を維持した。そして，1 日

当たり 100% の換水率となるように注水を行っ

た。仔魚および稚魚は，有瀧(2001)にしたがっ

て発生ステージの分類を行った（Fig.19）。
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2-2-2 コルチゾルの投与

2-2-2-1 実験１　

ホシガレイの色素細胞分化に対するコルチゾル

の影響を検討するために，stage E から stage G

の終了までの期間（ふ化後 25 日～ 50 日），異な

る濃度のコルチゾルを飼育水に添加し浸漬を

行った。各試験区 2 水槽を用いた実験を 2 回繰

り返した。各水槽への仔魚の収容尾数は 2,000

尾とした。各試験区のコルチゾルの浸漬濃度

は，1μg/ml, 10μg/ml および対照区の 0μg/
ml とした。 コルチゾルはあらかじめエタノー

ル中に 4mg/ml（コルチゾル 1μg/ml 投与区）お

よび 40mg/ml（コルチゾル 10μg/ml 投与区）の

濃度になるように溶解し，ストック溶液を作成

した。これら各ストック溶液 25ml を 100l 水槽

に添加することによって各試験区の浸漬濃度と

なるようにした。コルチゾル投与区の水槽中の

エタノール濃度は 0.25% となるので，対照区に

も 25ml のエタノールを投与した。そして，こ

れらの浸漬濃度が投与実験期間中一定となるよ

うにした。すなわち，投与 1 日目には，飼育水槽

に必要量のコルチゾル溶液（溶媒エタノール）を

直接投与し，同時にそれぞれの飼育水層に 100l

の予備水槽を設け，この水槽にも同様にコルチ

ゾルを投与した。そして，予備水槽から飼育水

槽へ定量ポンプを用いて 100l/24 時間の注水速

度で新鮮な浸漬液が補充されるようにし，これ

を実験期間中繰り返した。コルチゾルの投与

終了後も変態完了まで仔魚を継続飼育し，変態

を完了した稚魚をふ化後 72 日目に全数取り上

げた。実験期間中，10 日おきに仔魚のサンプ

リングを行い，4% パラフォルムアルデヒドで

固定し，ホシガレイメラニン形成酵素の一つで

あり黒色素胞系列の後期マーカーとして使用

される dopachrome tautomerase (dct) の in situ 
hybridization による発現解析に用いた。 

2-2-2-2 実験２

ホシガレイの色素細胞分化に対するコルチゾル

の影響が発生ステージに依存的なものであるか

どうかを検討するために，実験 2 では，異なる発

生ステージのホシガレイ仔魚に対して 10μg /ml 
濃度でコルチゾルの浸漬を行った。試験区は，

stage D 投与区（ふ化後 17 ～ 26 日），stage E-F

投与区（26～40日），stage G投与区（40～50日），

stage H 投与区（50 ～ 60 日）とした。各試験区に

対し，コルチゾル投与期間中に同量の溶媒エタ

ノールを添加する対照区を設けた。 コルチゾ

ルと溶媒の濃度は実験１と同じ方法で浸漬実験

期間中一定となるようにした。仔魚はコルチゾ

ル浸漬終了後も飼育を継続し，変態を完了した

ふ化後 72 日目に取り上げた。 
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2-2-3 色素細胞分化および体色パターンの評価

　取り上げた稚魚は，以下のとおり，体色異常

の分類をおこない，その出現頻度を求めた。両

面有色：成体型黒色素胞が無眼側全体または

その一部に発達したもの。有眼側白化：成体

型黒色素胞が有眼側全体またはその一部から

欠落したもの。さらに，各水槽につき 50 個体

ずつ有眼側と無眼側をデジタルカメラキャノ

ン EOS kiss(canon)で撮影し，その画像データか

ら pigment index(Yoo et al, 2000) を計算した。

Pigment index は，頭部を除く体側部全面積に対

する成体型黒色素胞が発達した面積の割合を示

し，成体型色素細胞の発達の程度を表す。

2-2-4 PCR，クローニングおよびシークエンス 

　ホシガレイ全 RNA は，stage E から stage G

の仔魚から ISOGEN(NIPPON GENE) を用い

て付属マニュアルに従って抽出した。続いて

抽出全 RNA を ReverTra Ace - α - (TOYOBO)

を用いて付属のマニュアルに従い，逆転写反応

を行い cDNA を合成した。得られた cDNA は，

PCR のための鋳型として用いた。 ホシガレイ

dopachrome tautomerase (dct)部分配列増幅のた

めのプライマーは，他の硬骨魚類の dct 塩基配

列情報 (Kelsh et al, 2000; Yamada et al, 2010)
をもとに設計した(forward: cgctcttctctatcagcgagag; 
reverse: gtagacgggcattgcctttgac)。PCR に よ り 得

られた cDNA は，1 章に示した方法で，精製ク

ローニングおよびシークエンスを行った。それ

から，得られた塩基配列情報は，NCBI blast を
使用して，既知の dct 遺伝子の配列と相同性検

索をおこなった。本研究で得られた塩基配列は

以下のとおり DNA Data Bank of Japan に登録

した。Verasper variegatus dct (558 bp, accession 
number: AB631044).

2-2-5 In situ hybridization

　変態期の成体型黒色素胞前駆細胞（メラノブ

ラスト）の分布を検討するために，黒色素胞細

胞系列のマーカー遺伝子 dct の発現パターン

をホールマウント in situ hybridization 法 (Budi 
et al, 2008; Parichy et al, 2000;　Yamada et al, 

2010) を用いて解析した。 In situ hybridization 
は，実験１で得られた仔魚サンプルに対して行

い，方法は本研究 1 章に従った。凍結切片作成

の方法も 1 章に従った。 

2-2-6 統計解析

　統計解析には Statview 5.2 software (SAS Institute 
Inc.) を用いた。実験 1 では，両面有色あるいは

有眼側白化の出現頻度については各コルチゾ

ル浸漬群と対照区の間でχ2
検定を行った。ま

た，pigment index については分散分析(ANOVA)
を 適 用 し た あ と で，Tukey-Kramer's multiple 
comparison を行った。実験 2 では，各ステージに

おける対照区とコルチゾル投与区との比較を行

うためにスチューデントの t 検定を用いた。 

2-3 結　果

2-3-1 実験１：成体型色素細胞の発生に対する

コルチゾルの影響

　実験 1 では，stage E から stage G までコル

チゾルを継続的に投与し，コルチゾルがホシガ

レイの体色に影響を及ぼしうるかを検討した。

Fig.20 は両面有色個体の出現率（左パネル）と

有眼側白化の出現率（右パネル）を示している。

Fig.20 に示すとおり両面有色の出現率は対照区

が 50.4%（Trial 1）と 44.6%(Trial 2)であったの

が，10 μ g/ml コルチゾル投与区では，97.4%（Trial 
1）と 96.3%(Trial 2) に顕著に増大した。一方，

1 μ g/ml cortisol の投与によっては，両面有色の

出現率に影響を及ぼさなかった：両面有色の出

現率 51.1% (Trial 1)および 49.9% (Trial 2)。
また，コルチゾルの 10 μg /ml と 1μg /ml の投

与は，ともに有眼側白化の出現率に影響を及ぼ

さなかった。

　Fig.21 は，実験 1 における無眼側（左パネル）と

有眼側（右パネル）の pigment index を示す。ピ

グメントインデックスは，左右の両体側それぞ

れについて，成体型黒色素胞の発達の程度を連

続変数として表現したものである。無眼側のピ

グメントインデックスは，対照区では6.0% (Trial 
1), 7.4% (Trial 2)であったのに対し，10μg/ml
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のコルチゾルの投与により 71.7%(Trial 1) と

66.1%(Trial 2) に増加した。1μg /ml のコルチ

ゾル投与は，無眼側のピグメントインデックス

に影響を及ぼさなかった。これに対して，有眼

側のピグメントインデックスは 10μg /ml 投与

区，1μg /ml 投与区，対照区間で統計的な差は

認められず，どの区のピグメントインデックス

も 90% 以上と非常に高かった。 

　Fig.22 は，正常な稚魚の有眼側 (左パネル ) 

と無眼側（中央パネル）および両面有色個体の無

眼側（右パネル）の写真である。正常魚の無眼側

では，仔魚型黒色素胞と虹色素胞だけが分布す

るのに対して，両面有色個体の無眼側において

は成体型色素胞，仔魚型色素胞，虹色素胞，黄色

素胞が正常魚の有眼側と同様に分布していた。 

　これらの結果は，10μg /ml のコルチゾルの

投与は，無眼側における成体型色素細胞の発生

を誘導することを示している。 
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2-3-2 実験 2：変態ステージ依存的なコルチゾ

ルの効果

　実験 2 では，コルチゾルがホシガレイの成体

型色素細胞の分化に影響を及ぼす発生ステージ

を特定するために，stage D，stage E－F，stage G， 

stage H の各ステージに 10μg /ml のコルチゾル

の投与を行った。 

　Fig.23 に示すように，stage E-F にコルチゾル

の投与を行った場合に，対照区と比較して著し

く無眼側のピグメントインデックスが増大し

た。対照区のピグメントインデックスが 21.8%

なのに対し，stage E-F コルチゾル投与区では

53.9% であった。stage G と stage H におけるコ

ルチゾルの投与では，無眼側のピグメントイン

デックスを増加させることはなかった。しかし

ながら，stage D におけるコルチゾルの投与は，

顕著に無眼側のピグメントインデックスを減少

させ，対照区のピグメントインデックスが 6.9%

であったのに対して，stage D 投与区では，1.7%

であった。 

　stage E-F，stage G，stage H いずれのステージ

におけるコルチゾルの投与も，有眼側のピグメン

トインデックスには影響を与えなかった。そし

て，対照区とすべての投与区において，有眼側の
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ピグメントインデックスは100%に近い値であっ

た。しかしながら，stage D における投与は，有

眼側のピグメントインデックスを低下させ，対照

区が94.5%であったのに対して80.1%となった。 

すなわち，成体型色素細胞の発生に対するコルチ

ゾル投与の影響は変態期の発生ステージに依存
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して現れることがあきらかになった。

2-3-3 変態過程における黒色胞前駆細胞の分布

　変態後に成体型黒色素胞に分化する黒色素芽

細胞の分布を検討するために，stage D，stage 
E，stage G，stage Ｈのホシガレイ仔魚に対し

て dopachrome tautomerase (dct)の発現パターン

を調べた。その結果，正常な変態を終えた稚魚

では，成体型色素細胞は左右非対称に分布する

のにもかかわらず，対照区の仔魚では，stage D

と stage E に dct 陽性メラノブラストが胴部，

背鰭および臀鰭上，背鰭基部および臀鰭基部に

沿った領域に左右対称に分布していた (Fig.24)。
stage E から stage G に 10μg /ml の cortisol を投

与された仔魚は，対照区の仔魚に対して，stage 
E における dct の発現はあきらかに増強してい

た (Fig.24)。

2-4 　考　察

　実験 1 では，高濃度（10μg /ml）のコルチゾル

の投与は，両面有色個体の出現を誘導した。こ

の結果は 10μg /ml のコルチゾルの投与が，無

眼側における成体型色素細胞の分化を高い再現

性を持って誘導したことを示している (Fig.20-
22)。レチノイン酸もヒラメの変態過程で両面

有色を誘導することが知られている (Miwa and 
Yamano, 1999)。レチノイン酸の投与では，無眼

側ばかりでなく有眼側においても，成体型色素

細胞の発生を刺激し，有眼側白化の出現を抑制

した(Miwa and Yamano, 1999)。しかし，本章

における実験 1 において，高濃度のコルチゾル

の投与は，有眼側白化の出現に影響を及ぼさな

かった。これは，Miwa and Yamano(1999)では，

対照区において有眼側白化が高頻度で出現して

おり，レチノイン酸が成体型黒色素胞の分化を

誘導することにより有眼側白化を抑制したのに

対し，本研究では対照区においてもほとんど有

眼側白化が出現していなかったことから，有眼

側におけるコルチゾルによる成体型黒色素胞の

分化誘導効果が見えにくくなっていたものと考

えられる(Fig.20-21)。 

　Fig.22 に示したように，コルチゾルの投与に

よって誘導された有色領域全体に，成体型黒色

素胞だけでなく黄色素胞や虹色素胞もよく発達

し，複雑にこれらが配置されていた。この結果

は，本来有眼側でのみ分化するはずの成体型黒

色素胞と成体型黄色素胞の無眼側における分化

を変態期に投与された高濃度コルチゾルが誘導

したことを示している。 

　in situ hybridization によるホシガレイ dct の
発現解析の結果，対照区においても，stage D と

stage E に左右対称に dct 発現細胞が分布して

いた(Fig.24)ことから，将来の無眼側（左体側）

も仔魚期のこのステージには成体型黒色素胞に

分化しうる前駆細胞が存在していることが強く

示唆された。このような，異体類の色素細胞の

前駆細胞の左右対称な分布は，ホシガレイに特

異的なことではなく，1 章のヒラメの結果とよ

く一致している (Yamada et al., 2010)。正常な

変態過程においては，左右対称に分布する前駆

細胞が，無眼側においてのみ，選択的にアポトー

シス等によって排除されてしまうか，あるいは

選択的に成体型黒色素胞や成体型黄色素胞への

分化を阻害されるのかもしれないことが報告

されている(Seikai et al., 1987; Matsumoto and 
Seikai, 1992; Venizelos and Benetti, 1999; Yamada 
et al., 2010) 。
　実験 2 では，コルチゾルの両面有色誘導効果，

すなわち無眼側に分布する前駆細胞を成体型黒

色素胞と成体型黄色素胞に分化させる効果は，

投与の発生ステージに依存し，stage E-F 特異的

であることが明かとなった(Fig.23) 。さらに，

stage G 以降のコルチゾルの投与では，無眼側に

成体型黒色素胞や成体型黄色素胞の分化が誘導

されなかった。stage E-F におけるコルチゾルの

投与によって無眼側にも成体型黒色素胞と成体

型黄色素胞が分化誘導されたことから，この時

期までは左右両体側に存在する色素細胞前駆細

胞の分化能，分化運命は同等であることがわか

る。対照的に stage G 以降のコルチゾル投与に

よっては，成体型黒色素胞も成体型黄色素胞も無
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眼側で分化誘導されることがなかったことから，

この時期には，左右体側に分布する前駆細胞の細

胞運命，分化能はすでに，左右対称性を失ってい

ることが強く示唆される。また，stage E からの

高濃度コルチゾルの投与により，stage E 仔魚の

左右両体側における dct の発現が増強した(Fig. 
24c,e,e’)ことは，このステージにおけるコルチ

ゾルが左右体側に分布する前駆細胞に直接作用

して，その生残や，増殖，成体型色素細胞への分化

に関与している可能性をも示唆する。

　ホシガレイにおいては，コルチゾルの体内濃

度は変態期に増加し，ふ化後 30 日（stage E-F）ご
ろにピークに達する (Hotta et al., 2001)。内因

性のコルチゾルレベルがピークを示す時期と外

因性のコルチゾルが成体型色素細胞の分化を誘

導する時期の一致（stage E-F）は，コルチゾルが，

正常な異体類特異的な体色パターン形成過程に

関与する可能性を示唆する。対照的に，stage D

におけるコルチゾルの投与は，有眼側と無眼側

双方で有色領域を減少させた。このことは，高

濃度のコルチゾルは，stage D には特異的に成

体型色素細胞の発生を抑制する効果を持って

いることを示唆する。哺乳類では，メラノサイ

トの発生，分化，メラニン形成に対してグルココ

ルチコイドが阻害的に働いたり，誘導的に働い

たり，相反する影響を示すことが報告されてお

り(Ito et al., 1991; Hirobe, 1996; Oskina et al., 
2010)，本研究で得られた結果と一致している。

　たとえば，マウスでは，コルチゾルは，表皮メ

ラノブラストの増殖を抑制するが，同時にメラ

ノブラストからメラノサイトへの分化を促進す

ることが報告されている (Hirobe, 1996)。家畜

化されたグレイラットでは，妊娠 12-14 日にお

けるストレスと合成グルココルチコイド，デキ

サメサゾンの投与によって，メラノブラストの

移動と発生がおくれ，結果として腹側の体色形

成が阻害されることが報告されている (Oskina 
et al., 2010)。すなわち，これらの研究は，グル

ココルチコイドの投与は，投与のタイミングに

よっては，メラノサイトの発生を阻害あるいは

誘導したりしうることを示している。本章の実

験 2 の結果は，成体型色素細胞の発生を誘導す

るか阻害するかというコルチゾルの効果の方向

性は，哺乳類の場合と同様に，コルチゾルの投与

タイミングによって決定されているのかもしれ

ない。異体類でも Hirobe (1996）が報告したよう

なコルチゾルの効果があると考えると，異体類

のメラノブラストまたは色素細胞の前駆細胞が

主に stage E の始まりより前に増殖し stage E よ

りもあとには増殖できないと仮定すれば，stage 
D の外因性のコルチゾルはメラノブラストの増

殖を阻害し，結果として変態後の稚魚の体色形

成エリアの減少につながるかもしれない。また，

この仮定のもとでは，stage E の外因性コルチ

ゾルは stage E までに十分増殖した前駆細胞の

成熟色素細胞への分化を誘導し，結果として変

態後の稚魚の体色形成領域の増大をもたらす可

能性も考えられる。 

　コルチゾルと色素細胞の発生との関係は，甲

状腺ホルモン，チロキシンを介した間接的なも

のである可能性も考えられうる。なぜなら，コ

ルチゾルと甲状腺ホルモンレベルは共に変態

過程の近接した時期に増大し (de Jesus et al., 
1991; Hotta et al., 2001)，また，コルチゾルが，

甲状腺ホルモンの変態促進効果を増強するこ

とが報告されているからである(de Jesus et al., 
1990)。さらにチロキシンの投与は，異体類の体

色異常を誘導することが報告されており，(Yoo 
et al., 2000; Tagawa and Aritaki, 2005)甲状腺ホ

ルモンのこの効果をコルチゾルが増強する可能

性も想定されうる。しかし，stage E-F におけ

るチロキシンの投与は，ヒラメとホシガレイの

有眼側白化の出現率を増加させる (Yoo et al., 
2000; Tagawa and Aritaki, 2005) ことから考え

ると，コルチゾルとチロキシンは成体型色素細

胞の発生に対して相反する効果を示すものと考

えられる。それゆえ，コルチゾルが無眼側の成

体型色素細胞を発達させ両面有色を誘導させる

機能は，甲状腺ホルモンの機能とは独立してい

る可能性が高いと考えられる。 
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第3章 総 合 考 察

　本研究第 1 章において，変態期にヒラメの背

鰭基部および臀鰭基部に成体型色素細胞の前駆

細胞が局在しており，これらの部位から左右対

称に体側部に前駆細胞が供給されることが明ら

かとなった。この成体型色素細胞の前駆細胞の

局在とそこからの体側部に向けた前駆細胞の左

右対称な供給は，硬骨魚類全体を通じて，本研究

において初めて発見されたことである。ゼブラ

フィッシュでは，異体類の研究に先行して変態

期の色素細胞の分化および体色パターンの形成

機構に関する研究が精力的におこなわれてき

た。しかし，その中では，未分化な成体型色素細

胞の前駆細胞は，将来体色パターンを形成する

領域付近でプレパターンを形成しているものと

考えられていた。そして，前駆細胞がプレパター

ンを形成している領域付近で成体型色素細胞に

分化し，その分化した色素細胞の相互干渉等に

よって体色パターンが形成されると報告されて

いる(Parichy et al., 2000b; Parichy and Turner, 
2003aParichy et al., 2000b)。しかし，第 1 章で

示した様にヒラメにおける前駆細胞の鰭基部へ

の局在およびその後の体側部への移動が報告さ

れたことで（Yamada et al., 2010），ゼブラフィッ

シュにおいても前駆細胞の所在について再検討

がおこなわれた。その結果，ゼブラフィッシュ

においても，変態期に背鰭基部および臀鰭基部

から体側部に向かって成体型色素細胞の前駆細

胞が供給されることが明らかとなった（Buddi et 
al., 2011)。このように，異体類における新知見

が，モデル生物であるゼブラフィッシュにおけ

る新知見発見の端緒となった例はまれであり，

本研究が脊椎動物の一般の体色パターン形成機

構の解明に対して「変態期に成体型色素細胞前

駆細胞が鰭基部から体側部に供給される」とい

う非常に重要なコンセプトを提供したというこ

とができる。したがって，変態期におけるヒラ

メの成体型色素細胞前駆細胞の局在とその体側

部への移動という現象の発見は，異体類の体色

パターン形成機構の解明のための新知見を与え

るにとどまらず，硬骨魚類あるいはより広く下

等脊椎動物全般の体色パターン形成機構の解明

に影響を与える可能性がある。

　Buddi et al. (2011) は，ゼブラフィッシュでは，鰭

基部から体側部に供給された前駆細胞は，変態期

の間は成体型黒色素胞にも虹色素胞にも分化す

ることができる両能性を維持している可能性を

示唆している。1 章で明らかにしたように，ヒラ

メでは，分化多能性を有する未分化な色素細胞の

前駆細胞でも発現することが知られている csf1r

が，前駆細胞の供給もとである鰭基部領域で，

dct, kit よりも強く長期間にわたって発現してお

り，さらに csf1r は主にメラニンを形成していな

い細胞で発現していた。このことから，Buddi et 
al.(2011)がゼブラフィッシュで示唆したように，

ヒラメにおいても鰭基部から体側部に供給され

た前駆細胞は少なくともある時点までは分化多

能性を有していたものである可能性が極めて高

い。さらに，第 1 章で示したように，変態期の背鰭

基部および臀鰭基部には左右対称に csf1r , dct , kit

を発現する前駆細胞が分布しており，これらが左

右対称に体側部に供給されることから，おそら

く，左右に供給された前駆細胞の色素細胞への分

化能は左右体側で同等なはずである。

　さらに，ゼブラフィッシュでは (Parichy et 
al.,2000; Parichy and Turner,2003; Nakamasu et 
al.2009; Buddi et al.,2011），成体型黄色素胞が成

体型黒色素胞の生存を促進することが報告さ

れている。ヒラメ，ホシガレイにおいては成体

型黄色素胞が分化するのは有眼側だけなので

（Nakamura et al.,2010; Yamada et al.,2010; Seikai 
et al.,2010），このことが，無眼側には虹色素胞だ

けが分化し，有眼側には虹色素胞だけでなく成

体型黒色素胞も分化してくることと関係してい

るのかもしれない。

　第2章では，ホシガレイを題材として，変態期，

特に stage E-F に一過性に体内濃度が上昇する

コルチゾルの色素細胞の分化に対する影響を検

討した。その結果，外因性の高濃度のコルチゾ
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ルは，無眼側においても成体型黒色素胞および

黄色素胞の分化を誘導し，両面有色を引き起こ

した。さらに，この外因性のコルチゾルは，内因

性のコルチゾル濃度が上昇する stage E-F に投

与された場合に無眼側でも成体型黒色素胞と成

体型黄色素胞の分化を誘導した。一方，stage G

以降に投与された場合には，無眼側において成

体型黒色素胞と成体型黄色素胞の分化は誘導さ

れなかった。ホシガレイにおいてもヒラメと同

様に，仔魚期の間に，成体型色素細胞の前駆細胞

が鰭基部から体側部に供給されていると考えら

れ，第 2 章の結果は，stage E － F までは，両体

側に供給されたそれぞれの前駆細胞の集団は，

同等な分化運命を有している，すなわち同等の

分化多能性を有しているか，あるいは，ある程度

分化運命が限定されているにしても，左右両体

側に同等な前駆細胞のセットが供給されている

ことを強く示唆する。そして，stage G 以降に

は前駆細胞の分化運命が左右非対称に決定され

てしまうか，あるいは左右で異なる方向に限定

されてしまっており，有眼側では成体型黒色素

胞，成体型黄色素胞，虹色素胞に分化できるのに

対して，無眼側では前駆細胞は虹色素胞にしか

分化できなくなっていると考えられる。このこ

とが，変態後の左右非対称な成体型色素細胞の

分化，すなわち左右非対称な体色パターンの形

成に関与していると考えられる。

　本研究では，stage G には左右両体側の前駆

細胞の分化運命あるいは分化能に左右非対称性

を生じさせ，無眼側の前駆細胞の分化運命を虹

色素胞に限定する要因を明らかにすることは

できなかった。この要因について，筆者は，前駆

細胞が供給される体側部の組織環境に左右差が

生じ，これが前駆細胞の分化運命に左右非対称

性を生じさせているというモデルを想定してい

る。異体類の変態過程では，目の位置をはじめ

とする体制にも著しい左右非対称性が生じ，そ

の後に体色パターンの左右非対称性が顕在化す

る。本研究では，stage E-F ステージまでは前駆

細胞の多分化能あるいは左右の前駆細胞の同等

な分化運命が維持されており（この間にもある

程度は，左右非対称性が形成されつつあるかも

しれないが），stage G には分化能に左右非対称

性が生じていることが示されたが，この stage G

には目の移動が開始しており，体制の左右非対

称性がすでに顕在化していることから，すでに

左右の組織環境にも非対称性が生じていること

が予想される。

　異体類の体制における左右不相称性の出現

は，左右軸から背腹軸への体軸の転換が生じた

かの様な大きな体制転換である。そして脊椎

動物一般に共通する背腹軸にそった色彩の極性

－すなわち，背側が色素細胞にとみ複雑な模様

や暗い色調をなすのに対して，腹側には虹色素

胞だけが分化し，白っぽい明るい色調となる体

色パターン－にかわって，異体類では左右軸に

そった色彩の極性を形成しており，通常の脊椎

動物における腹側と異体類の無眼側，異体類以

外の背側と異体類の有眼側が体色パターンの点

から共通しているように見える。このことか

ら，脊椎動物一般の腹側を白くする要因が異体

類の無眼側で，脊椎動物一般の背側を濃い色彩

にしている要因が異体類の有眼側で働いてい

る可能性があると考えられる。筆者は，この仮

説的な組織環境の左右非対称性として，色素細

胞前駆細胞の生残，増殖，分化に関与することが

知られている Wnt，Bmp や Noggin のような分

泌タンパク質の発現および分布に左右非対称性

が生じているのではないかと考えている。実際

に，異体類以外の脊椎動物では，背腹軸にそって

これらの分泌タンパクに濃度勾配が生じ，それ

によって背腹の体色パターンが決定されてい

るという報告がある(Dorsky et al., 1998, 2000; 
Jin et al., 2001; Lewis et al., 2004; Raible and 
Ragland, 2005; Hamre et al., 2007; Hess et al., 
2008; Yamaguchi et al., 2008)。また，サンショウ

ウオの胚では，黒色素胞が分化してこない腹側

で BMP-4 が発現することが知られているが，背

側に BMP-4 をしみこませたビーズを埋め込むこ

とによって，背側の黒色素胞の分化が抑制され
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ることが報告されている（Hamre et al., 2007）。
　さらに Wnt, Bmp, Noggin 等の分泌タンパク

質は，初期胚の背腹軸の決定に関与することが

よく知られており (Smith et al., 1993; Graff et 
al., 1994; Maeno et al., 1994; Suzuki et al., 1994; 
Funayama et al., 1995; He et al., 1995; Schneider 
et al., 1996; Sokol, 1996; Sumoy et al., 1999; Cho 
et al., 2006) ，異体類における体軸の転換という

視点からも，これら分泌タンパクの左右非対称

な分布を想定することは非常に興味深い。

　本研究第２章において，コルチゾルが異体類

の成体型色素細胞の分化を誘導することを報告

したが，色素細胞の増殖・分化に対してコルチ

ゾルが影響を及ぼすことが哺乳類においても

報告されている(Ito et al., 1991; Hirobe, 1996; 
Oskina et al., 2010)。しかし，その作用機序はほ

とんど，明らかになっていない。コルチゾルが

色素細胞の前駆細胞が位置する組織環境に影響

して前駆細胞の分化に影響を及ぼすという可能

性も否定できない。背腹軸の決定に関与し，色

素細胞の分化にも影響する wnt3 については，コ

ルチゾルの影響をうけてその分泌量が増大する

とする報告（Guan et al., 2004）があるが，これは

上記の可能性を支持するのかもしれない。

　以上のことを総合して，筆者は現在異体類の

左右非対称な体色発現機構について以下のよう

に整理した（Fig. 25）。①異体類の体色パターン

を形成する成体型色素細胞は，仔魚期に鰭基部

から体側部に向かって供給される。②体側部

に供給される前駆細胞は，少なくとも stage E-F

までは分化能の点で左右の体側間で違いがな

い。すなわち，無眼側においても有眼側と同等

に成体型黒色素胞や成体型黄色素胞に分化する

能力が維持されている③ stage G には左右の体

側に分布する前駆細胞の分化運命に非対称性が

生じ，無眼側の前駆細胞の細胞運命は虹色素胞

に限定される。④前駆細胞の分化運命の左右非

対称性，すなわち左右非対称な色素細胞への分

化は，左右両体側の組織環境の違いに依存して

いる。⑤左右の組織環境の差は，色素細胞の増

殖 ･分化に関与することが知られている Wnt,　
Noggin, Bmp 等の分泌タンパク質の発現動態と

関係しているかもしれない。⑥また，左右の組

織環境の差を生じさせる引き金としてコルチゾ

ルが関与する可能性が考えられる。

　上記の①②③については本研究で明らかと

なった。④⑤の仮説の仮説を検証するためには，

まず，Wnt 等の分泌タンパクの発現動態を左右

の両体側で分析する必要がある。さらに，これ

らの分泌タンパク質を左右のそれぞれの体側に

さまざまな組み合わせで投与し，色素細胞の分

化がどのように影響を受けるのか解析すること

が必要となる。⑥の仮説を検討するためには，

コルチゾル投与実験とそのときの Wnt 等の分泌

タンパクの発現解析が必要となるだろう。

　このような研究は，異体類の体色発現機構の

解明に必要なだけでなく，その他の硬骨魚類，あ

るいは両生類における背腹軸に沿った体色パ

ターンの形成機構の解明にも資するものと期待

される。

　最後に，2 章においてコルチゾルの投与によ

り両面有色が誘導されたことは，種苗生産現場

において大きな意味を持つ。仔魚期の飼育環

境下では，高密度や不適切な水温など様々なス

トレス状態に仔魚がおかれている可能性が高

い。そして多様なストレッサーが成体や稚魚

だけでなく変態期の仔魚の体内コルチゾルレ

ベルを上昇させることが知られている (Barton, 
2002; Jentoft et al., 2002; King, 2006; Alsop and 
Vijayan, 2008) ので， 飼育環境下におけるさま

ざまなストレスが，コルチゾルの効果によって，

両面有色のような体色異常を引き起こす可能性

が考えられる。また本研究で示されたように 

stage D におけるコルチゾルの上昇は有眼側白

化を誘導する可能性もある。今後，飼育環境下

におけるストレス状態と，そのときのコルチゾ

ルの動態，そしてこれらと体色異常の出現頻度

との関係について詳細に検討することで，種苗

生産現場における体色異常発生の軽減を図るこ

とができるようになるものと考えられる。
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[ 学 会 誌 等 へ の 発 表 論 文 ]

桑 原 浩 一

傷のあるスルメイカをねり製品に利用するための技術開発

　傷のあるスルメイカ肉をねり製品の原料として有効利用するため，有機酸塩がイカ肉の

加熱ゲル形成能に及ぼす影響を調べた。ここで用いたすべての有機酸塩は，NaClと同様に

イカ肉の筋原線維タンパク質を溶解した。すべての有機酸塩は，イカ肉ミオシンの分解を

抑制し，中でも，クエン酸Naの抑制効果が最も高かった。NaClによるイカ肉筋原線維の溶

解は，自己消化を促進するが，クエン酸Naの場合，溶解しても自己消化を促進しなかっ

た。有機酸塩はイカ肉加熱ゲルの破断応力を増大し，クエン酸Naが最も優れた効果を示し

た。従って，イカ肉から加熱ゲルを調製するために，クエン酸Naは最も適した有機酸塩で

あると判断した。

冷 凍　　87（1022），817 - 820（2012）
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冷 凍　　87（1022），817 - 820（2012）

活アオリイカ輸送にむけた取り組み

岡本昭・山本純弘（長崎水試）・大脇博樹（長崎工技セ）

　活アオリイカを効率的に輸送する技術開発に取り組んだ。輸送中の活イカの

主な斃死原因はイカが排泄するアンモニアであった。このため，海水の電気分

解を利用したアンモニアを分解する海水浄化装置を作製した。本装置を備え

た200L及び500L水槽を用いて長崎県から東京都築地市場へ向けて活イカの大量

輸送を試みた。市場到着時の水槽中のアンモニア量は7.4ppm以下に抑制され，

供試イカ全数が活力の高い状態で生残した。本装置を備えた輸送システムは，

海水の浄化効果が認められ，活イカ輸送に活用できることを確認した。

高圧ガス　vol.50(5)335-339（2013）
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○中田久（長崎水試）・宇治督（水研セ増養殖研）・濱﨑将臣・築山陽介・

宮木廉夫（長崎水試）・阪倉良孝（長大院水環）

【目的】クエの人工種苗においては，たびたび形態異常（前彎症）が高率に

出現することから，全国の種苗生産機関では大きな問題となっている。本研

究では，クエ種苗生産における飼育水面の油膜除去と仔魚の鰾の開腔（以下

開鰾）率および前彎症出現率との関係を調査し，発生原因の究明を行った。

【方法】試験区は，種苗生産時に飼育水面の油膜を除去する油膜除去区と油

膜形成区とした。油膜除去区（100kl水槽 4面、1kl水槽 8面）では，オーバ

ーフロー方式により油膜の除去を徹底した。一方，油膜形成区（100kl水槽 1

面、1kl 水槽 4 面）では，油膜を除去しない飼育とした。調査内容は次の①

～③とした。①開鰾時期：5～30日齢では，5日毎に仔魚を光学顕微鏡下で押

しつぶし，鰾内の空気の有無により開鰾を確認した。35～60日齢では，軟Ｘ

線写真により開鰾を確認した。また，鰾の形成過程の組織学的な観察も行っ

た。②油膜除去と開鰾との関係：15 および 30 日齢において，各試験区の開

鰾率を調査した。③開鰾と前彎症との関係：90および 170日齢において，軟

Ｘ線写真により開鰾個体，未開鰾個体における前彎症の出現率を調査した。

【結果】①開鰾時期：開鰾は 10日齢より見られ，開鰾率は 10～15日齢に上

昇し，20 日齢には 70％以上となった。②油膜除去と開鰾との関係：15 日齢

での開鰾率は，油膜除去区で 40～50％，油膜形成区で 0％，また，30日齢で

は 80％と 5～10％であった。③開鰾と前彎症との関係：90日齢での前彎症出

現率は、開鰾個体で 2％，未開鰾個体で60％，また，170日齢では 10％と 68％

であった。以上の結果から，種苗生産時に飼育水面の油膜除去を徹底するこ

とでクエ仔魚の開鰾率は向上し，前彎症の出現を低減できることが明らかと

なった。

2012年度日本水産学会春季大会 講演要旨集

クエ種苗生産時の飼育水面油膜除去による鰾の開腔率
および前彎症出現率の改善
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2012年度日本水産学会春季大会 講演要旨集

クエ種苗生産時の飼育水面油膜除去による鰾の開腔率
および前彎症出現率の改善

○松倉一樹（長崎水試）・飯野翔太・芳賀穣（東京海洋大）・

Serge Corneillie・船木緑（ALLTECH JAPAN）・

中尾貴尋（中部飼料）・佐藤秀一（東京海洋大）

【目的】近年，魚粉の需給動向が逼迫し，低魚粉飼料の開発が望まれてい

る。飼料中の魚粉量を大幅に削減した場合，飼育成績が劣る事例も報告さ

れており，低魚粉飼料の高性能化が求められている。そこで本研究では、

低魚粉飼料の高性能化に向けた知見を得ることを目的として，低・無魚粉

飼料が魚の飼育成績や魚体成分に及ぼす影響および麹菌発酵物（以下麹と

する）の添加効果について，マダイを対象に検討した。

【方法】魚粉 0％，魚粉 0％＋麹，魚粉 20％，魚粉 20％＋麹，魚粉 50％の

計 5 区を設定し，試験用EP 飼料を作製した。魚粉 0％および魚粉 20％の飼

料には，魚粉代替原料としてコーングルテンミール，大豆油粕，濃縮大豆

タンパク質，オキアミミールを配合し，合成タウリン等も適宜添加した。

この試験用 EP 飼料を、マダイ 1 才魚（329 g）に 16 週間飽食量給餌した。

飼育期間中，4 週毎に全個体の体重を測定した。試験終了後，各区から 5

尾ずつ採取し，魚体の一般成分および血液性状の分析に供した。

【結果】各区の終了時体重は，魚粉 0％＋麹区：687 g，魚粉20％区：681 g，

魚粉 20％＋麹区：666 g，魚 50％区：652 g，魚粉 0％区：651 g の順とな

り，魚粉 0％＋麹区が魚粉 0％区に比べて有意に重かった。日間給餌率は，

魚粉 50％～20％飼料区：1.1％，魚粉0％＋麹区：1.0％，魚粉0％区：0.9％

を示した。魚体の一般成分および血液性状は、各区間で顕著な差が見られ

なかった。

以上の結果から，今回の試験では飼料中の魚粉を 0 ％まで削減しても，

魚粉 50％飼料に比べて飼育成績の低下や魚体成分の異常は見られなかっ

た。また，魚粉 0 ％飼料については，麹を添加すると摂餌性が良くなり，

その結果として成長も促進されることが示唆された。

2013 年度日本水産学会春季大会 講演要旨集

低・無魚粉飼料によるマダイの飼育と
麹菌発酵物の添加効果

─ 100 ─

長崎県水産試験場研究報告　第39号　2013年

─ 101 ─

学会誌等への発表論文



長崎県水産試験場研究報告　第39号

平成25年10月31日発行

　　　　発 行 所　  長 崎 県 総 合 水 産 試 験 場
　　　　　 〒852-2213 長崎市多以良町1551- 4
　　　　　 TEL 095-850-6293
発 行 者　  藤　井    明　彦
印 刷 所　  （有）ハマデ印刷
　　　　　 TEL 095-848-1028




