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緒 言

多くの生物でその生息は種特有な地域に限定 される。 これ らには、地理的条

件や気候などのほか、食性などの二次的なものも含めて環境温度の影響が非常

に大きい。恒温動物である哺乳類や鳥類は比較的広範囲の緯度で生息可能であ

るが、その他多 くの生物は変温動物で、環境温度に依存 して生息 しなければな

らない。生体内の化学反応の多 くが温度依存性を示すため、変温動物では生体

内代謝や運動能力は環境温度によって大きな影響を受けると考えられ、これを

反映して変温動物の生息可能域は限られる。魚類が生息する水界は空気と比べ

て比熱および粘性が大きく、魚類は地上で生息する生物と比べてその温度の影

響をより強 く受けるものと考えられ る。そのため魚類は、この特殊な環境に う

まく適応する機構を進化の過程で獲得 してきたと予想 される。

このような魚類の温度適応機構の解明を目指 して、これまでに環境水温の変

化に伴 う酸素消費量、酵素活性、タンパ ク質合成、脂質成分の変化な どが検討

され て き た 。 一 例 と して 、 極 地 域 に 生 息 す る 魚 類 に み られ るanti-freeze protein

がある。南極海や北極海では0℃ を下回るような極端な温度環境下でも生命活動

を維持 しな くてはならない。本タンパ ク質には4種 のタイ プが存在 し、極 地に

生 息 す る多 数 の魚 類 で合 成 され る(Harding et aL.,2003)。 これ らは氷 と結 合 して

その成長 を阻害することにより、体液に耐凍性を与える。

一方、温帯域では季節的に水温が大きく変化 し、その温度変化が大きなス ト

レス となる。このような地域に生息す る広温域性魚類は、0℃近 くか ら30℃ 以上

とい う幅広 い温度域 に対応 しなくてはならない。そのため、これ ら広温域性魚

類 は 、 特 別 な温 度 適 応 機 構 を有 す る こ とに な る。 例 え ば、Cossins and Prosser

(1978)は キ ンギ ョCarassius auratus脳 組 織 中 の シナ プ トゾー ム膜 で低 温 馴 化 に

伴い不飽和脂肪酸の占める割合が高くなることを報告 してお り、これは低温に

おける生体膜の流動性の保持に役立つ と考えられている。

このように、魚類は季節的に変化する水温に応 じて体成分を変化させ、それ

そ れ の 温 度 にお け る生 存 能 力 を獲 得 して い る と考 え られ る(Hazel and Prosser,
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1974)。 これ は 温 度 馴 化(temperature acclimation)と 呼 ば れ 、 古 く よ り多 くの 研

究者の興味を引いてきたが、近年の分子生物学の発展は、本機構の分子 レベル

での解明へ と導 きつつある。なかでも、代表的な広温域性魚類であるコイ

Cyprinus carPioや キ ン ギ ョは実 験 室 内 で温 度 馴 化 過 程 を再 現 で き る こ と もあ り、

有用な実験動物 として詳 しく解析 されてきた。例えば、コイでは馴化温度に依

存 して発現量が変化す るミオシン重鎖アイソフォームの存在が示 されている

(Hwang et al.,1990,1991;Guo et al.,1994;Chaen et al.,1996;Hirayama and Watabe,

1997;Nakaya et al.,1997;Watabe et al.,1998;Kakinuma et al.,1998,2000)。 こ れ ら は

10℃ 型 、中間型お よび30℃ 型 の3種 類 の成体速筋型 ミオ シン重鎖アイ ソフォー

ム とよ ばれ る が 、 それ ぞれ の熱 安 定性 お よび ア ク チ ン活 性 化Mg2+-ATPase活 性

が明確 に異なる。 このように して、コイは環境温度の変化に対応 して ミオシン

重鎖アイ ソフォームの組成を最 も適 したものに変化 させ、遊泳能力を一定に保

つ 。

また、ミ トコン ドリアATP合 成酵素 も温度馴化機構 と密接 に関連することが

最 近 の研 究 か ら 明 ら か に され て い る(Kikuchi et al.,1999;Itoi et al.,2003)。 す な

わち、コイのミ トコン ドリアATP合 成酵素の発 現量は高温馴化魚 に比べて低温

馴化魚において高 く、加えてその単位 タンパ ク質重量あたりの酵素活性 も低温

馴化魚で高い。これは低温環境下でのエネルギー産生能力の低下に対する補償

機構 と考えられる。

魚類の温度適応関連タンパ ク質の探索を行 うにあた り、本研究ではその対象

を メ ダカOryzias latipesと した。 メ ダ カ は卵 生 の 淡 水魚 で 、 日本 を含 む ア ジア東

部地域に生息する広温域性小型魚類であ り、0℃か ら40℃ 近 くとい う幅広い温度

域 で生息す ることが可能である。また本種は、魚類で最も多 くの近交系が存在

す ることでも知 られる。ここで近交系とは20世 代以上兄妹 間で交配 を繰 り返 し

た ものを指 し、遺伝的に均一であると考えられる。それ らの例 としては、北 日

本集団HNI近 交 系、南 日本集 団AA2近 交系 、お よび南 日本集団 由来性染色体上

色 素 変 異 系 統 で あ るHdrRな どが 知 られ る(Hyodo-Taguchi and Egami,1985)。 こ

れ らの系統および自然発生突然変異体は、東京大学大学院新領域創成科学研究
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科、新潟大学理学部、放射線医学総合研究所および名古屋大学生物分子応答研

究 セ ン ター な どにお い て保 存 され てい る(若 松 ・尾 里,1998)。 突然 変 異 系統 の

蓄 積 はゼ ブ ラ フ ィ ッシ ュDanio rerioな どの他 の モデ ル 生 物 で も多 い が 、 これ ら

は ほ とん ど誘 発 突 然 変 異 で あ る(Driever et al.,1996)。 メ ダ カ の 自然 突 然 変 異 系

統の蓄積はその点でユニークである。自然突然変異はさまざまに組み合わされ、

コンジェニック系統に発展するな ど、より高度の研究に用いられ る系統に作出

され て き た(Wakamatsu et al.,2001)。 トラ ンス ポ ゾ ン も 自然 突 然 変異 の利 点 を巧

み に利 用 して発 見 され た もの で あ る(Koga,2002)。

魚類の温度適応機構の解明に有効な方法の一つとして、近縁種や地域集団を

比 較 す る 方 法 が あ る(Oleksiak et al.,2002,2005;Slechtova et al.,2004)。Oleksiak et

al.(2002)は フ ン ド ゥル ス 科 の マ ミチ ョ グFundulus heteloclitusを 対 象 にcDNA

マイクロア レイを用いた実験で、アメリカMaine州 に生息す る北方集団 と

Georgia州 に生息す る南方集団 間の遺伝子発現に有意な相違があることを明らか

に し、それぞれの地域集団が異なる環境下へ適応 をしていることを示唆 した。

一方
、メダカでも遺伝的に離れた4つ の地域集 団が存在す る。 これ らは韓国東

南部に生息す る東韓集団、中国 と韓国西部に生息する中国-西韓集 団、 日本海 に

面した東 日本に生息する北日本集団、および太平洋に面 した東 日本とそれ以西

に 生 息 す る 南 日本 集 団 か ら な り(Sakaizumi et al.,1983;Sakaizumi,1986;Sakaizumi

and Jeon,1987)、 これ ら地域 集 団 の 地 理 的 多様 性 は核 ゲ ノム に コー ドされ る ア ロ

ザ イ ム に よっ て示 され て い る。Naruse et al.(2000)は 北 日本 お よび 南 日本 由来

の近交系間で高い多型の存在を明 らかに した。

ところで、魚類培養細胞は個体が生息している温度域で生育が可能である

(Bols et al.,1992)。 冷 水 魚 の ニ ジ マ スOncorhynchus mykiss生 殖 腺 に 由 来 す る

RTG-2細 胞 は26℃ を越 え る温 度 域 で は増 殖 で きな い が(Mosser et aL,1986)、 広

温域性魚類であるキンギ ョ尾鰭由来培養細胞は37℃ で も増殖可能で ある(Shima

et al.,1980;Kondo and Watabe,2004)。 上 記 の マ ミチ ョグ を 対 象 と したOleksiak et 

al.(2002)の 報告 と合わせ、培養細胞が成育できる温度域は異なる魚種間のみ

な らず、同種の異なる地域集団間で異なっていることが期待 される。
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これまでに、メダカは手軽で便利な実験動物 として、生物学の多くの分野で

用い られてきた。近年においては、一定の条件下で毎 日産卵 し、飼育面積を取

らない、世代交代が早い、などの利点から、 トランスジェニ ック技術などの遺

伝子工学的アプローチにより遺伝子の詳細な機能解析を行う対象、すなわちモ

デル生物 として認められてきた。また、すでにモデル生物 としての地位 を確立

した 、 同 じ小 型 魚 類 ゼ ブ ラ フ ィ ッシ ュ で ゲ ノムサ イ ズが1,700Mbで あ る の に比

べて、メダカは800Mbと 、ゲ ノム学お よび遺伝子 工学的研究における有用性が

見 直 さ れ て き て い る(Wittbrodt et al.,2002;Shima and Mitani,2004)。 と く に 最 近 、

expressed sequence tag (EST)解 析 や そ れ を 用 い た 連 鎖 地 図 の 作 成 、 さ ら に は ゲ

ノム解 析 が進 行 中 で あ り、 こ こ2006年1月 に3度 目のバ ー ジ ョンア ップ が行 わ

れ る予定である。

遺 伝 子 発 現 を網 羅 的 に解 析 す る方 法 と して 、Schena et al.(1995)に よ りマ イ

クロア レイ技術が報告 された。本法はスポッ ト型ア レイ、またはcDNAマ イ ク

ロア レイ と呼ばれ、ノザ ンプ ロッ トで用いられるプローブに相当するDNA断 片

をス ライ ドガ ラス上 にス ポ ッ トして固定 し、RNAを 鋳型 に蛍光標識cDNAを 作

製 し、同様 に別 の蛍光物質で標識 された対照群由来のcDNAと ともにハ イブ リ

ダイゼー シ ョンす ることにより、実験群 と対照群のmRNA蓄 積量 を比較す るも

のであ る。実際 、1枚 のス ライ ドグラス上には数 千のcDNAを 固定す ることがで

き、何千 とい う遺伝子の発現量の変化を同時にモニタリングすることが可能 と

な っ た。 マ イ ク ロア レイ 技術 に は ス ポ ッ ト型 マ イ ク ロア レイ と、 半導 体 チ ップ

作製の技術 を応用 したオ リゴヌクレオチ ドア レイ と呼ばれ るものがある。後者

は数十塩基がスライ ドグラス上に固定 されてお り、配列特異性が高く、発現解

析 の ほ か1塩 基 多 型(single nucleotide polymorphisms, SNP)の 包 括 的 な 検 出 な ど

に も用 い られ て い る(Wirtenberger et al.,2005)。 一 方 、cDNAマ イ ク ロ ア レイ で

は各スポッ トに含まれ る塩基配列は数百か ら数千塩基であ り、SNPの 影響 は小

さい。また2つ の異 なる試料 か ら得 られ たRNAを1枚 の共通 のマイ ク ロア レイ

に同時 にハイブ リダイズできることから、片方の試料が内部対照 とな り、蛍光

強度の倍率変化や差 として表 され る。
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本研究では上述 したようなメダカのゲノム情報や遺伝的特性に着 目するとと

もに、最先端のcDNAマ イ クロア レイ技術 を取 り入れ て、温度適応に関する研

究を行った。

第1章 では、北 日本集 団 メダカ 由来細胞4株 、南 日本集 団メダカ由来4株 、

東韓集 団メダカ 由来OLSOK-e7株 、 さらに対照 として東 南アジアに生息するセ

レベスメダカ Oryzias celebensis 由来CE-1株 の線維 芽細胞 を実験 に供 した。北 日

本および東韓集団由来各細胞株は、33℃か ら15℃ へ移行 した後11日 目で温度移

行前 の2倍 以上の細胞 数 を示 した。 南 日本集団由来各細胞株お よびセ レベスメ

ダカ由来CE-1株 では この温度で、細胞数は一定 もしくは逆に減少傾向にあった。

一方、33℃ か ら4℃ へ 温度移行 した ところ、北 日本集団由来3株 お よび東韓集団

由来OLSOK-e7株 では細胞数 はほ とん ど変化 しなかったが、その他の細胞株は

減少傾向を示 した。とくに、セ レベスメダカ由来CE-1株 は3日 後 にはほ とん ど

全て の細胞 が死滅 した。

次に、温度依存的な発現変動が示唆 されている既報の102遺 伝子 の配列 をメ

ダカESTデ ー タベ ー スか ら抽 出 し、25℃ で7日 間培養 した北 日本集 団 由来

OLHNI-1株 を 対象 に reverse transcription (RT)-PCR に供 して、33℃ で同 日数培

養 した ものの遺伝子発 現 と比較 した。その結果、heat shock protein (HSP) 47遺

伝子 (HSP47) は33℃ の 方 で 、 inhibitor of nuclear factor-κB α遺伝 子(1κBα)お

よび Rab family protein lc 遺 伝 子(Rab-1c)を 含 む12遺 伝 子 は25℃ の方 でmRNA

蓄積量が高かった。さらに、RT-PCRに よ り温度依 存的な発 現が明瞭 に示 された

IκBαお よびRab-1c両 遺伝 子 につ き、北 日本 、南 日本 お よび東 韓 集 団 由来 細 胞 の

それぞれ OLHNI-1、OLHdrR-e3お よ びOLSOK-e7株 を15℃ で7日 間 培 養 し て 定

量 的 リアル タイ ムPCRに 供 し、33℃ で 同 日数 培 養 した もの と比 較 した 。そ の 結

果 、OLHNI-1お よびOLSOK-e7株 の15℃ に お け る1κBα のmRNA蓄 積 量 は33℃

で の 蓄 積 量 に比 べ て それ ぞれ5お よび2倍 と有 意 に 高 か っ た。 ま た 、Rab-1cの

mRNA蓄 積 量 はOLHNI-1お よびOLSOK-e7株 で33℃ に比 べ て15℃ で それ ぞ れ

2お よび3倍 と有 意 に 高 か っ た。一 方 、OLHdrR-e3株 の これ ら2遺 伝 子 のmRNA

蓄 積 量 は 、15℃ お よび33℃ で 有 意 な 差 は み られ な か っ た。 以 上 の結 果 か ら、 異
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なる集団由来の細胞において、い くつかの遺伝子でmRNA蓄 積量が異な る温度

依存性 を示す ことが明らかになった。

第2章 で は 、 メ ダ カESTラ イ ブ ラ リー を利 用 したcDNAマ イ ク ロ ア レイ の 作

製 条 件 を検 討 した。 まず 、北 日本 集 団HNI近 交 系 の尾 鰭 由来OLHNI-1株 、そ の

UV照 射 お よびγ線 照射 細 胞 、 さ らに は 同系 統 の 卵 巣 お よび肝 臓 か ら構 築 した各

cDNAラ イ ブ ラ リー に つ い て のESTデ ー タベ ー ス か ら個 々 の ク ラス ター に含 ま

れ る代 表 的 な ク ロー ン を選 別 し、計3,549ク ロー ン をin silicoで 選 択 した 。次 に、

各 ク ロー ン につ き汎 用 プ ライ マ ー を用 い たPCRで 挿 入 配 列 を増 幅 し、 そ の 一 部

につき異なる3種 類 のDNA溶 解液 をそれぞれ用いてDNA混 合液 を調製 した。

これ らDNA混 合液 を、コー トしてい る化 学物質の異なる4タ イ プの スライ ドグ

ラスに供 し、DNAの 固定方法 を検討 した。その結果 、DMSO対 応高密度化ア ミ

ノ基 導入 スライ ドグラスお よび50% (v/v)DMSOを 加 えたDNA溶 解溶液がス

ポ ッ トの形 状お よび大 きさともに最適であった。 この条件下で各クローンを対

象に、1枚 の スライ ドグラス上 にPCR産 物 を2ス ポ ッ トずつ 、またネガテ ィブ

コン トロール として用いる人工DNAの スポ ッ トを含む 、計7,680ス ポ ッ トか ら

な るcDNAマ イ クロア レイを作製 した。

第3章 で は作 製 したcDNAマ イ ク ロア レイ を用 い てloop designに 従 って 温度

依 存 的 な 遺 伝 子 発 現 を調 べ た。 まず 、25℃ で1ヶ 月 以 上 継 代 した 北 日本集 団 由

来OLHNI-el株 を33℃ また は15℃ へ 移 行 し、0、1、3、12時 間 、お よび1、3、7

日 目に全RNAを 抽 出 した。次 い で 、各 処 理 時 間 の細 胞 由来 の 全RNAを 鋳型 に、

ア ミノア リル 法 に よ りCy3ま た はCy5で 標 識 したcDNAプ ロー ブ を調製 した。

異 な る蛍 光 物 質 で標 識 した2つ の処 理 時 間 由来 のcDNAプ ロー ブ を混 合 し、 前

節 で 作 製 したcDNAマ イ ク ロア レイ に対 してハ イ ブ リダイ ゼ ー シ ョン後 、 マ イ

クロアレイスキャナーによ り蛍光画像を取 り込み、専用 ソフ トウェアによる画

像 解 析 に供 した。 各 ア レイ にお け る蛍 光 強 度 比 を 中央値 で標 準化 し、

Kruskal-Wallis analysis of variance (ANOVA) による統計解析を行ったところ、全

3,549ク ロー ン 中 、33℃ 培 養 細 胞 で153ク ロー ン、15℃ 培 養 細 胞 で348ク ロー ン

が い ず れ か の処 理 時 間 の 間 で有 意 差(P<0.05)を 示 した。これ らの ク ロー ンで は、
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33℃ 移行3時 間 目にmRNA蓄 積 量が大 きく増 大または減少 した。興味深いこと

にその増大お よび減少傾向は移行3日 目に逆転 し、 さらに7日 目では3時 間 目

と同様 の傾 向に復 元 した。 一方、15℃ 移行1時 間 目に多 くの クロー ンでmRNA

蓄積量 が減少 し、3時 間 目では逆に増大す る傾 向を示 した。その後、各クローン

のmRNA蓄 積量 は経 時的に増 大または減少 した。このように、15℃ お よび33℃

へ温度移行 した ときの細胞の転写応答が大きく異なることが示 された。

次 に 、25℃ で1ヶ 月 以 上 継 代 した南 日本 集 団 由来OLHdrR-e3株 に つ き15℃ へ

移 行 後0、3、12時 間 、 お よび1、3日 目に細 胞 を採 取 し、 上 記 の 北 日本 集 団 由

来OLHNI-el株 と同様 の 方 法 で解 析試 料 を調製 した。両 株 で細 胞 増 殖 能 に差 の み

られ た15℃ で 遺 伝 子 発 現 プ ロフ ァイ ル を比 較 した とこ ろ、15℃ 移 行 後3日 目で

127ク ロー ンのmRNA蓄 積 量 が 両株 間 で有 意 に異 な っ た(P<0.05)。 す なわ ち、

gelsolin (GSN)、myosin light polypeptide kinase isofbrm 6 (MYLK)、ribosomal protein

L22 (RPL22)お よびtudor domain containing 7 (TDRD7)を コー ドす る ク ロー ン

のmRNA蓄 積 量 はOLHNI-e1株 で温 度 移 行3時 間 目か ら増 大 ま た は維 持 傾 向 に

あ っ た が 、OLHdrR-e3株 で は逆 に 著 しく減 少 した。 これ らの ク ロー ン は細 胞 増

殖 、 シ グナ ル 伝 達 、タ ンパ ク質合 成 お よび転 写 に 関 わ る遺 伝 子 で 、OLHNI-e1お

よびOLHdrR-e3株 間 で15℃ にお け る代 謝 応 答 が大 き く異 な る こ とが 明 らか とな

った 。 さ らに 、GSNを 含 む 複 数 の細 胞 外 局 在 成 分 のmRNA蓄 積 量 が15℃ 処 理

OLHdrR-e3株 で 減 少 して お り、本 細 胞 株 の15℃ で の細 胞 増 殖 能 の低 下 との関 連

が示 され た。

最後に第4章 で以上の結果 を総括 し、将来の研究の展望について考察 した。

なお、本研究で得 られた成果は以下の通 り公表済みである。

1. Hiravama M, Mitani H, Watabe S (2005) Temperature-dependent growth rates and

gene expression patterns of various medaka Oryzias latipes cell lines derived from

different populations. J Comp Physiol 176B; in press
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略 語

本論文では以下の略語を用いた。

ALAD: δ-aminolevulinic acid dehydratase

ANOVA: analysis of variance

ATP: adenosine 5'-triphosphate

ATPase: adenosine 5'-triphosphatase

BAC: bacterial artificial chromosome

BLAST: basic local alignment search tool

bp: base pair

C3: complement component 3

cDNA: complementary deoxyribonucleic acid

CKII: casein kinase II

COL2Al: collagen type II alpha 1

COP9: constitutive photomorphogenic 9

CSNK2A1: casein kinase 2 alpha 1

CYTL1: cytokine-like 1

DCN: decorin

dCTP: deoxycytidine 5'-triphosphate

DEPC: diethylpyrocarbonate

DMSO: dimethyl sulfoxide

DNA: deoxyribonucleic acid

DNase: deoxyribonuclease

dNTP: deoxyribonucleotide 5'-triphosphate

DTT: dithiothreitol

EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid

EEF1A1: eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1

EEF2: eukaryotic translation elongation factor 2

EF-lα: elongation factor-1α

EIF3S2: eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 2 beta
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EST: expressed sequence tag

FSTL1: follistatin-like 1

GO: Gene Ontology

GRPg4: glucose-regulated protein 94

GSN: gelsolin

H2AFV: H2A histone family member V

H2AFX: H2A histone family member X

HEPES: 2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethanesulfonic acid

HMGB1: high mobility group box 1

HSP: heat shock protein

IκB: inhibitor of NFκB

ID1: inhibitor of DNA binding 1

ID3: inhibitor of DNA binding 3

kbp: kilo bp

KRT19: keratin 19

LB: Luria-Bertani

LDHB: lactate dehydrogenase B

Mb: mega base

mRNA: messenger RNA

MYLK: myosin light polypeptide kinase

ND1: NADH dehydrogenase subunit 1

NFκB: nuclear factor-κB

NHS: N-hydroxysuccinimide

PA2G4: proliferation-associated 2G4

PABPC1: poly(A) binding protein, cytoplasmic 1

PBS: phosphate-buffered saline

PCR: polymerase chain reaction

PMT: photomultiplier tube

PRDX1: peroxiredoxin 1

RELB: avian reticuloendotheliosis viral (v-rel) oncogene related B

RNA: ribonucleic acid
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RPL22: ribosomal protein L22

RT-PCR: reverse transcription-PCR

SDHD: succinate dehydrogenase complex subunit D

SDS: sodium dodecyl sulfate

SNP: single nucleotide polymorphism

SSC: standard saline citrate

TIM10: translocase of inner mitochondrial membrane 10

TDRD3: tudor domain containing 3

TDRD7: tudor domain containing 7

TGF: transforming growth factor

TNF: tumor necrosis factor

UBE2A: ubiquitin-conjugating enzyme E2A

UBE2D2: ubiquitin-conjugating enzyme E2D2

UPS: ubiquitin-proteasome system

WGS: whole genome shotgun

ZA20D2: zinc finger A20 domain containing 2

ZNF91: zinc finger protein 91

ZNF207: zinc finger protein 207
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第1章 メダカ各地域集団由来培養細胞の温度依存的な増殖曲線と遺伝子発現

環境温度は多くの生物の分布を規定する主要な環境要因の1つ である。季節

的な水温の変化は数週間あるいは数ヶ月に渡って続 き、その補償のために水温

に晒 される変温動物の生体内では代謝の再編成が行われ る。 しか しながらこの

馴化機構は明らかにされていない部分が多い。

一 方
、 メ ダ カ に は ゲ ノ ム レベ ル の デ ー タベ ー スMBase

(http://mbase.bioweb.ne.jp/～dclust/medaka _top.html)が あ り 、 こ れ はESTデ ー タ

ベ ー ス のMEBase 、 連 鎖 地 図 デ ー タ ベ ー ス のMedaka Linkage Map Database

(MLBase)お よ びbacterial artificial chromosome(BAC)ク ロ ー ン デ ー タ ベ ー ス

のMedaka BAC Database (MBBase)の3つ のデ ー タベ ー ス か らな る。ESTは 、

ゲ ノ ム解 読 に役 立 っ だ け で な く、 ヒ ト(Miller et al.,1999)、 マ ウス(Marra et al.,

1999)お よび コイ(Gracy et al.,2004)で な され て い る よ うに網 羅 的 な遺 伝 子 発

現 研 究 を行 う際 に 大 きな ツー ル とな る。 メ ダカ に は100,000を 超 え るESTク ロ

ー ン が単 離 され て お り
、 これ らは数 種 の成 体組 織 、胚 体 お よび培 養 細 胞 か ら単

離 され 、約23,000の ク ラス ター を構 成 して い る(Kimura et al.,2004;Mitani et al.,

2004)。 ま た 、Mitani et al.(2004)に よ るMBaseの 解 析 に よっ て 、各種 の培 養 細

胞 株 が様 々 なmRNAを 発 現 して お り、多様 性 の 大 きいcDNAラ イ ブ ラ リー作 製

の た め の 良好 な材 料 で 、UVや γ線 照 射 な どの物 理 的 ス トレス へ 晒 され た 際 に も

遺 伝 子 発 現 が変 化 す る こ とが 明 らか に され た。 した が って 、 メダ カ培 養 細 胞 を

用 い て温 度 依 存 的 な遺 伝 子 発 現 を調 べ る こ とに よ り、 多 くの 温度 適 応 関連 遺 伝

子 が ス ク リー ニ ン グで き る と期 待 され る。

本章における目的は、培養細胞が成育できる温度域が地域集団間で異なって

い る か ど うか 、 ま た これ らの 多 様性 が 何 らか の 遺伝 子 の発 現パ タ ー ンに反 映 さ

れ て い る か ど うか を確 か め る こ とで あ る。 そ こで 、 異 な る温度 環 境 下 に生 息 す

る地 域 集 団 由来 近 交 系 メ ダカ 培 養 細 胞 を樹 立 し、様 々 な 温度 で増 殖 曲線 を比 較

した。次 に 、既 報 の論 文(Ju et al.,2002;Oleksiak et al.,2002;Itoi et al.,2003;Sasaki

et al.,2003;Kondo and Watabe,2004;Maleketal.,2004)を 参 考 にMBase上 のEST
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データベースか ら温度適応関連候補遺伝子を選出し、北 日本集団メダカ由来培

養細胞株における培養温度依存的な転写 レベルの変化をRT-PCRに よ り調べ た。

さ らに、RT-PCRに よ り確認 され た培養 温度依存 的に発現変動する遺伝子か ら

IκBα、Rab-1cを 選 び 、 これ らの 発 現 パ ター ン を異 な る3地 域 集 団 由来 の細 胞 を

対象 に調べた。

13



第1節 メダカ各地域集団由来培養細胞の温度依存的な増殖曲線

Bols et al.(1992)は 、 ニ ジマ ス生 殖 腺 由来 培養 細胞RTG-2は 個 体 が 生 息 して

いる温度域 とほぼ等 しい、あるいは多少それ よりも高低温域で増殖できること

を示 した。すなわち、RTG-2細 胞の生存お よび増殖 可能 温度域 はそれぞれ0-

28℃ お よび5-26℃ で 、最 適 増 殖 温 度 は20℃ で あ る こ とを明 らか に した。一 方 、

ニ ジマ ス 個 体 の生 残 お よび成 長 可能 温度 域 は それ ぞれ-0 .7-26℃ お よび8-22℃

で 、 最 適 成 長 温 度 は17-19℃ で あ る。 一 方 、温 帯域 に 生息 す る キ ン ギ ョは0℃

付近から40℃ 近くの温度域で生息する広温域性魚類で、その尾鰭から樹立され

た 培 養 細 胞 は37℃ で も増 殖 可 能 で あ る(Shima et al.,1980;Kondo and Watabe,

2004)。 ま た 、Laman et al.(1984)は 、サ ケ科 魚 類 の異 な る組 織 や器 官 、胚 体 か

ら樹立した細胞にっき、増殖可能温度域が細胞種にかかわらずほぼ同様である

ことを示 した。 このように、魚類培養細胞はその種の生息す る温度域に依存 し

て増殖可能温度域が決定されていると考えられ る。 日本国内に生息するメダカ

も広温域性魚類で、0℃ か ら40℃ 近 くの温度域 で生存 が可能 であ り、また、熱帯

域に生息する近縁種セ レベスメダカの生存可能温度域は10℃ 以上か ら40℃ 近 く

で あ る(岩 松 ・半谷,1989)。 興 味深 い こ とに 、 メ ダ カお よび セ レベ ス メ ダカ と

も高温側の生存可能温度は変わらないにもかかわらず、低温側の生存可能温度

は大きく異なっている。 これはメダカが温帯域に生息域を拡大する上で獲得 し

てきた耐性能であると考えられ るが、Oryzias属 の地理的変遷 については未 だ明

らか で な い。

メダカはアロザイム解析により北 日本、南 日本、東韓および中国-西韓集 団の

4集 団 に 分 け られ る こ と が 明 らか に され た(Sakaizumi et al.,1983;Sakaizumi,

1986;Sakaizumi and Jeon,1987)。 これ ら4集 団 は 地 理 的 に 大 き く離 れ て お り、 そ

れらが生息する温度環境も異なる。本節では各地域に生息するメダカの細胞は

固有の増殖温度領域を示す と予想 し、北 日本、南 日本お よび東韓集団、および

セ レベスメダカ由来培養細胞 を対象に、種々の温度における増殖曲線を調べて

比 較 した 。
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方 法

細胞培養

OL32株 は南 日本 集 団 由来 近 交 系 メダ カHB32の 尾 鰭 か ら(Komura et al.,1988)、

CE-1株 は メ ダカ の 近 縁 種 で あ り熱 帯 地 域 に生 息 す るセ レベ ス メダ カOryzias

celebensisの 胚 体 か ら樹 立 され た(Arai et al.,1994)。

北 日本 集 団 由来 近 交 系 メ ダカKaga、 南 日本 集 団 由来 近 交 系 メ ダカCABお よび

HdrR、 お よび東 韓 集 団 由来 近 交 系 メ ダカSOKの 胚 体 は 受精 後5日 間 、27℃ で発

生 させ た。27℃ で飼 育 したCAB系 統 お よび 北 日本 集 団 由来 近 交 系 メ ダカHNI

の成 体 は1ppmの メ チ レン ブル ー で1晩 消毒 後 、氷 冷 麻 酔 して 尾鰭 を一部 切 除

した。 胚 体 と鰭 はDakin's solution(58mM NaOCl,6mM HCl,93mM NaHCO3)

の入 っ た プ レー トで10秒 間 処 理 して 殺 菌 し、phosphate-buffered saline(PBS)を

入 れ た プ レー トに移 して 洗 浄 した 。洗 浄 操 作 を さ らに2回 繰 り返 し、10mM 2-[4-

(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethanesulfbnic acid(HEPES)、20%(v/v)fetal

bovine serum(Nippon Bio-Supply Center,Tokyo,Japan)お よび50μg/mlス トレプ

トマ イ シ ン を含 むL-15培 地(Irvine,CA,USA)中 に移 した。 鰭 は そ の ま ま、 胚

体 は卵 殻 と卵 黄 を 除 去 して 同培 地 を含 む プ レー トに移 した後 、滅 菌 した カ ミ ソ

リで十 分 に裁 断 した。 そ の 後 、 新 鮮 な培 地 を加 えて33℃ で培 養 し、実 験 に供 す

る ま で3ヶ 月 以 上継 代 した。各 細 胞株 はTable 1-1に 示 す よ うに 由来す る生 物 種 、

系 統 、組 織 お よび 作 製 した 順 番 を も とに命名 した。 全 て の細 胞 株 は線 維 芽 細 胞

様 の形 態 を示 した 。

細胞増殖率の測定

細 胞 株 は10cm2プ レー トに 分 取 し、24時 間 、33℃ 、L-15培 地 中 で培 養 し、 プ

レー ト底 面 へ接 着 させ た。 各 細 胞 株 はそ の 後 、 そ れ ぞ れ の 温度 に設 定 した恒 温

槽 に移 した。 実験 開 始 時 の 細 胞 数 は、20℃ お よび25℃ 実験 群 のOLHNI-2、

OLCAB-2お よびOLSOK-e7株 につ い て は1.0×105個 、4℃ 、10℃ お よび15℃ 実

験 群 のOLHNI-1、OLHNI-2、OLKaga-e2、OLCAB-2、OLCAB-e1、OLCAB-e3、
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OLHdrR-e3、OLSOK-e7お よびCE-1株 につ い て は2.0×105個 、35℃ 実 験 群 の

OLHNI-1お よびOL32株 も2.0×105個 と した 。OLHNI-e1株 につ い て は15℃ お よ

び4℃ のみ 細 胞 数 を計 測 し、そ の 初 期 細 胞数 は2.0×105個 と した。プ レー ト当 た

りの細 胞 数 は 各 測 定 温 度 お よび 測 定 時 点 につ き3プ レー トを測 定 した。 実験 開

始4日 お よび7日 後 に新 鮮 な培 地 と交 換 した 。

細胞形態の観察

上 記 、15℃ 、10℃ お よ び4℃ で 培 養 したOLHNI-1、OLHNI-2 、OLKaga-e2、

OLCAB-2、OLCAB-e1、OLCAB-e3、OLHdrR-e3、OLSOK-e7お よ びCE-1株 に つ

き 、Olympus DP50(Olympus,Tokyo,Japan)で 細 胞 の 形 態 を観 察 した 。

結 果

異なる地域集団由来メダカ培養細胞の温度依存的な増殖

異なる地域集団に由来する培養細胞の温度感受性の違いについて、各細胞を

異なる温度で培養 し、その成長速度 を細胞数を測定す ることによって調べた。

北 日本 集 団 由来OLHNI-2株 、南 日本 集 団 由来OLCAB-2株 お よび 東 韓 集 団 由

来OLSOK-e7株 を20、25お よび33℃ で9日 間培 養 した と ころ 、OLHNI-2株 の

33℃ 培 養 区で 他 の2株 に比 べ て7日 後 の 細胞 数 がや や 多 い傾 向 に あ っ た(Fig .1-1)。

なお 、OLCAB-2株 は20、25お よび33℃ とも7日 目以 降 は増 殖 せ ず 、OLSOK-e7

株 も33℃ で は4日 目以 降 、25℃ で は6日 目以 降 の増 殖 はみ られ な か った。

低 温 側 で の培 養 に つ い て は 、北 日本 集 団 由来OLHNI-1、OLHNI-2、OLHNI-e1

お よびOLKaga-e2、 お よび 東 韓 集 団 由来OLSOK-e7の4株 は15℃ で11日 間培 養

した 結 果 、細 胞 数 が2倍 以 上 に増 えた。 一 方 、 南 日本 集 団 由来OLCAB-2 、

OLCAB-e1、OLCAB-e3お よびOLHdrR-e3株 、お よび セ レベ ス メ ダカ 由来CE-1

株 は 増 殖 しな か っ た(Fig.1-2)。 実 際 、OLCAB-e3お よびCE-1株 の11日 目の細

胞 数 は実 験 開 始 時 よ りも減 少 して い た。 一 方 、4℃ 培 養 区 に お い て 、OLHNI-2 、
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OLHNI-el、OLKaga-e2お よびOLSOK-e7株 は細胞数 をほぼ維持 していたが、そ

の他の細胞は全て減少する傾 向にあった。 とくに、CE-1株 は4℃ で3日 目には

す でにほ とん ど全ての細胞が死滅 していた。

高温側での培養 においては、北 日本および南 日本集団由来細胞それぞれ

OLHNI-1お よびOL32株 を35℃ で培養 した ところ、OLHNI-1株 は温度移行2日

目か ら細胞数 が減少 した(Fig.1-3)。 一方、OL32株 は温度移行2日 目まで33℃

に比べ35℃ で細胞 数が多か った。それ以後 は33℃ 培養 に比べて細胞数 が少 なか

ったが、少な くとも測定期間の9日 間は生存で きるこ とが示 され た。

細胞形態

低温培養下において細胞数の計測 とともに細胞の形態変化 を観察 した結果、

15℃ 以 下の温度で は各細胞 の形態が変化 し、低温ほど細胞が小さかった(Fig.

1-4)。 とくにOLHNI-1株 は25℃ 以下で凝集 がみ られ(図 示せず)、15℃ 以下で

著 しい凝集 がみ られ た(Fig.14A)。CE-1株 は4℃ では3日 目で全ての細胞 が小

さく凝 集 していた。地域集団に特徴的な細胞形態の差はみ られなかった。
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第2節 メダカ各地域集団由来培養細胞における温度適応関連候補遺伝子の

発現

これまでの研究により温度依存的な発現を示す遺伝子が複数得 られている。

例 えばItoi et al.(2003)に よ り、ミ トコン ドリア関連 タンパク質遺伝子が低温馴

化 したコイにおいて発現量を増大 させ ることが示 されている。また、培養細胞

レベルでは Kondo and Watabe(2004) により、培養温度 を上昇させたときにtype

I collagenお よびHSP70遺 伝 子 の 発 現 が増 大す る こ とが 示 され て い る。 さ らに 、

酵母 Saccharomyces cerevisiae (Sasaki et al., 2003) の ほか 、ゼ ブ ラ フ ィ ッシ ュ

(Malek et al., 2004)や マ ミチ ョグ(Oleksiak et al., 2002)な どの他魚種 において

マイ クロア レイによる解析がなされている。

本節では異なる集団間の温度耐性能の差異が遺伝的に決定 されているか どう

かを調べた。すなわち、温度依存的な発現が示 されている遺伝子を既報の論文

を参考にメダカESTデ ー タベ ースか ら選 出 し、まず15℃ にお いて細胞増殖のみ

られ た北 日本集団由来OLHNI-1株 を対象 に、選 出 した遺伝子 の温度依存的な発

現をRT-PCRで 調べ た。さらに、RT-PCRで 変化 のみ られ た遺伝子の一部 につき、

定量性の高い リアルタイムPCRに よ り北 日本、南 日本お よび東韓集団由来の培

養細胞それぞれOLHNI-1、OLHdrR-e3お よびOLSOK-e7株 にお ける遺伝子発 現

を調 べた。

方 法

温度適応関連候補遺伝子の選出

まず、温度によって発現量が変化する候補遺伝子をMEBase

(http://mbase.bioweb.ne.jp/～dclust/medaka _top.html) を対象に検索 した。その際、

温度適応に関連する遺伝子を取 り扱った酵母S. cerevisiae (Sasaki et al., 2003)、

チ ャネ ル キ ャ ッ トフ ィ ッシ ュktalurus punctatus (Ju et al., 2002) 、 コ イ(Itoi et al.,
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2003)、 キ ン ギ ョ(Kondo and Watabe,2004)、 ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ(Malek et al.,

2004)お よ び マ ミチ ョ グ(Oleksiak et al.,2002)の デ ー タ を 参 照 し た 。 選 択 した

遺 伝 子 をPCRで 増 幅す る際 に 用 い るプ ライ マ ー対 はPrimer3 program(Rozenand

Skaletsky, 2000)に よ り設 計 してSupplementary Table1-1に 示 した 。

試料

75cm2プ レー ト中、L-15倍 地 で 培 養 した 北 日本 集 団 由来OLHNI-1株 の 細胞 が

底面に一様 に増殖 しコンフルエン トとなった後、25℃ へ温度移行 または33℃ で

培養 を続 けた。温度移行1日 目お よび4日 目に培地 を新鮮 な もの と交換 した。温

度 移 行7日 目にISOGEN system(NIPPON GENE,Tokyo,Japan)を 用 い て 全RNAを

抽出 した。すなわち、細胞が成育 しているプ レー トか ら培地を除去後、75cm2

プ レー トに7mlのISOGENを 加 え、 ス ク レイ パ ー で 細 胞 をプ レー ト底 面 よ り剥 離

後 、15mlチ ュー ブ に移 した。全 て の 細 胞 の抽 出条 件 を揃 え る た め 、一 度 、-80℃

で保存 した。保存後の各試料は1週 間以 内に随時融解 後、1.4mlの ク ロロホル ム

を加 えて15秒 間 激 し く攪 拝 し、室 温 で3分 間放 置 した 。 そ の 後 、10,000xg、4℃

で15分 間遠 心分離 し、得 られた上清 に3.5mlの イ ソプ ロパ ノール を加 えて軽 く混

和 し、-20℃ で1晩 放 置 した 。 そ の後 、10,000xg、4℃ で10分 間遠 心 分 離 して 上清

を 除 い た 。沈 殿 は70%(v/v)エ タ ノ ー ル で 洗 浄 した 後 、100μ1のdiethylpyrocarbonate

(DEPC)処 理滅 菌水 に溶解 した。抽 出 した全RNA1μlに つ き分光光度計 を用い

て260nmの 吸光度 か ら濃度 を算定 した。また全RNAlμ1を 電気泳動 に供 して

RNAが 分解 されていない こ とを確 認 し、残 りを使用まで-80℃ で保存 した。

1st strand cDNAの 合 成

抽 出 した 全RNAを 鋳 型 にReverTra Ace-α-(R) system(TOYOBO,Tokyo,Japan)

を 用 い てlst strand cDNAを 合 成 した 。 す な わ ち 、 全RNA1μgに5xRT bufeer 4

μ1、dNTP mixture 2 nmol、RNase Inhibitor 10U、Oligo(dT)20 10pmolお よ びReverTra

Ace 1 μlを 加 えて20μ1と し42℃ で20分 間 、逆 転 写 し、99℃ で5分 間熱 変 性 後 、

氷冷 して反応 を終了 した。実験の再現性 を確認するため、以上の実験を2度 繰
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り返 した。

RT-PCR

滅 菌 水 で100倍 に 希 釈 し たlst strand cDNA 1μlを 鋳 型 と して 、10x PCR buffer

(500mMKC1、15mM MgC12お よ び0.01%ゼ ラ チ ン を 含 む100mM Tris-HC1、

pH8.3)、4pmol forwardプ ラ イ マ ー 、4pmol reverseプ ラ イ マ ー 、4nmol dNTPお

よ び0.25 U Ex Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ(TaKaRa,Otsu,Japan)を 含 む 溶 液 に 滅 菌

水を加 えて反応液量を20μ1と した。用 いた遺伝子特異的 なプ ライマー対は

Supplementary Table 1-1に 示 す 。反 応 は94℃ で3分 間 加 熱 後 、94℃ で30秒 、60℃

で30秒 、72℃ で1分 のサ イ クル を30サ イ クル 行 い 、 最 後 に72℃ で5分 間伸 長

反 応 を 行 っ た 。 メ ダ カ β-actin(DDBJ/EMBL/GenBankデ ー タ ベ ー スaccession

number S74868)お よ びelongation factor-1α(EF-1α)(ABO20734)を コ ー ドす る

各遺伝子をRT-PCRの 内部標 準 と して用いた。得 られ た増幅産物は1%ア ガロー

ス電気泳動 によ り分離後 、エチジウムブロマイ ド染色により検出した。染色強

度 の 測 定 と 定 量 はElectrophoresis documentation and analysis system 120(Eastman

Kodak,CT,USA)を 用 い た 。

定量的 リアル タイムPCR

上 記RT-PCRで 用 い た試 料 を鋳 型 に、1κ8α(AU241833)、Rab-1c(MEBase

OLd57.04g)お よ びEF-1α を 対 象 に 、SYBR(R) Premix Ex Taq(TaKaRa)お よ びSmart

Cycler(R) II system(Cepheid,CA,USA)を 用 い て 定 量 的 リ ア ル タ イ ムPCRを 行 っ

た 。 す な わ ち2xSYBR(R) Premix Ex TaqTM buffer 12.5 μl、5 pmol fbrwardプ ラ イ マ

一
、5pmol reverseプ ラ イ マ ー 、 適 宜 希 釈 した1st strand cDNA 2μlを 合 わ せ 、 全

量25μlと な る よ うに滅 菌 水 を加 えた。検 量線 作成 の た め 、鋳 型DNAを10、100、

1,000お よ び10,000倍 と段 階 希 釈 した も の を 作 製 し、Smart Cycler(R)II systemで

95℃10秒 で初 期 変 性後 、95℃5秒 、60℃20秒 の サ イ クル を45サ イ クル 行 っ た。

各 遺 伝 子 を増 幅す る際 に用 い た プ ライ マ ー 対 はSupplementary Table 1-1に 示 す 。

PCR終 了後 、増幅 曲線 と融解 曲線 を調 べつつ、各遺伝子の検量線から定量解析
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を行った。各遺伝子のmRNA蓄 積量 はEF-1α の数値 をも とに標 準化 し、相対量

で 示 した 。

各地域集団由来培養細胞における遺伝子発現

北 日本 集 団 由来OLHNI-1、 東 韓 集 団 由来OLSOK-e7お よび 南 日本集 団 由来

OLHdrR-e3株 は75cm2プ レー トに て33℃ で培 養 後 、 コ ン フル エ ン トとな った 後

に15℃ へ 温 度 移 行 、 ま た は33℃ で継 続 して培 養 した。 培 地 の 交換 、全RNAの

抽 出お よび1st strand cDNAの 合 成 は前 述 の方 法 で行 った 。 さ らに、 各 細胞 株 に

つ き 、前 項 の よ うに1κBα 、Rab-1cお よび.EF-1α を対 象 に定 量 的 リアル タイ ムPCR

を行 っ た。 これ らの 実 験 は3回 繰 り返 して 再 現 性 を確 か め た。

統計処理

15℃ 培 養 区お よび33℃ 培 養 区 間 の統 計 処 理 に はStudent's t-testを 適 用 した 。

結 果

異なる温度における温度適応候補遺伝子の発現パターン

種 々の生物種における温度適応に関す る既知遺伝子を参照 して、MEBaseか ら

メダカ の温度適応候補遺伝子 を探索 した。その結果、102個 の候補遺伝子が抽 出

され た。 これ らに加 えてハウスキー ピング遺伝子であるβ-actinおよびEF-1α を

内部標準 と して用いた。選 出 された遺伝子の発現パターンを調べるため、北 日

本集団由来OLHNI-1株 を対象 に、 コンフルエ ン トに達 した細胞を増殖す ること

が前節により確認 されている25℃ お よび33℃ で7日 間培養 してRT-PCRを 行 っ

た(Fig.1-5)。 同様 の実験 を2回 繰 り返 し、結果の再現 性を確認 した。

Supplementary Table 1-2に は 、RT-PCRに よ って 転 写 産物 が確 認 され た69遺 伝 子

と、Hirayama et al.(2004)に よ りメ ダ カ の肝 臓 で の発 現 が 明 らか に され て い る2

つ の 高 温 馴 化 関連 タ ンパ ク質 遺 伝 子 、mWap65-1お よびmWap65-2の 結 果 を示 し

た。エ チ ジ ウムブ ロマ イ ド染 色 像 をデ ン シ トメー タ で定 量 した とこ ろ、2回 の繰
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り返 し実 験 と も に33℃ に 比 べ て25℃ のmRNA蓄 積 量 が1.25倍 以 上 高 か っ た 遺

伝 子 が12個 み られ た(Fig.1-5, Supplementary Table 1-2)。 これ ら の 遺 伝 子 は 、poly

(A) binding protein cytoplasmic l (PABPCl)、lactate dehydrogenase B (LDHB)、

NADH dehydrogenase subunit l (ND1)、IκBα 、translocase of inner mitochondrial

membrane 10 (TIM10)、Rab-1c、spermidine synthase、constitutive photomorphogenic

9 (COP9) signalosome、 δ-aminolevulinic acid dehydratase (ALAD)、tumor rejection

antigen gp96(ま た はglucose-regulated protein 94, GRP94)、succinate dehydrogenase

complex subunit D (SDHD)お よ び α-F1-ATPaseを コ ー ド し て い た 。 こ れ と は 対 照、

的 に 、HSP47のmRNA蓄 積 量 は33℃ に 比 べ て25℃ で 少 な か っ た 。 β-actinお よ

びEF-1α のmRNA蓄 積 量 は2回 の 実 験 と も25℃ と33℃ で 差 は み ら れ ず 、 一 方 、

mWap65-1お よ びmWap65-2の 増 幅 産 物 は 認 め ら れ な か っ た 。

異 な る地域 集 団 由来 培 養 細 胞 にお け るIκBα お よびRab-1c mRNA蓄 積 量 の変 化

前 項 のRT-PCRに 供 した 温 度 適 応 に 関連 す る13遺 伝 子 全 て に つ い て 、RT-PCR

の プ ライ マー 対 を 用 い てSYBR Premix Ex Taq (TaKaRa)お よびSmart Cycler(R)II

system (Cepheid)に よ る定 量 的 リア ル タイ ムPCR解 析 を試 み た 。各 遺 伝 子 の プ

ライ マ ー 対 の増 幅効 率 を調 べ た 結 果 、IκBαお よびRab-1cを 対象 とす る もの が本

解 析 に適 す る こ とが 明 らか とな った た め、 これ ら2遺 伝 子 を以後 の 実験 に供 し

た。Fig.1-6に 示 す よ うに 、北 日本 集 団 由来OLHNI-1株 の試 料1(Fig.1-5)に お

い て 、IκBαお よびRab-1cの 転 写 産 物 量 は33℃ に比 べ て25℃ でそ れ ぞ れ 約4倍

お よび3倍 高 か った 。一 方 、試 料2のIκBα お よびRab-1cの 転 写 産物 量 は それ ぞ

れ7.5倍 お よび2倍 高 か った(図 示 せ ず)。 これ らの 結果 はRT-PCRの 結果 を支

持 した。

前 述 の よ うに 、 北 日本 お よび 東 韓 集 団 由来 の そ れ ぞ れOLHNI-1お よび

OLSOK-e7株 は15℃ で 増 殖 可 能 で あ っ た が 、南 日本 集 団 由来OLHdrR-e3株 は 同

温 度 で細 胞 数 を維 持 す る傾 向 に留 ま った(Fig.1-2)。 これ らの 異 な る地域 集 団 由

来 細 胞 株 間 の増 殖 率 の 相 違 が 、 温 度 適 応 関連 遺 伝 子 の 転 写 産物 量 の増 減 に 関連

す る か ど うか を調 べ るた め、IκBαお よびRab-1cのmRNA蓄 積 量 を定 量 的 リアル
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タイ ムPCRに よ り調 べ た(Fig.1-7)。OLHNI-1お よびOLSOK-e7株 のIκBαmRNA

蓄積 量 は33℃ に比 べ て15℃ で それ ぞれ5倍 お よび2倍 高 く、Rab-1cに つ い て は

それ ぞ れ2倍 お よび3倍 で あ っ た。 一 方 、OLHdrR-e3株 のIκBα お よびRab-1c

mRNA蓄 積 量 は15℃ お よび33℃ 培 養 区 間で 有 意 な 差 は み られ な か っ た。
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第3節 考 察

以上のように、メダカ培養細胞は、それ らが由来する地域集団に固有の増殖

可能温度範囲を有することが示 された。南 日本集団由来OL32株 は35℃ で増殖

でき るが、北 日本集 団 由来OLHNI-1株 は同温度 では細胞数が減少 した。本研究

では低温側に焦点を絞ったため、高温側における細胞数の計測は少ない細胞株

数のみとなって しまった。

Arai et al.(1994)は 高 温 耐 性 能 が異 な る南 日本 集 団 由来OL32株 お よび セ レベ

スメダカ由来CE-1株 を用 い、 これ らの細胞株 の高温耐性能の違いにHSPsが 関

わ ることを示唆 してい る。本研究で差のみ られたOLHNI-1お よびOL32株 にお

いて も同様 にHSPsが 関わ ってい る可能性が ある。 しか しなが ら、メダカおよび

近縁種の生存可能な最高温度は温帯、熱帯に生息する種によらず41℃ か ら42℃

であ る(岩 松 ・半谷,1989)。 一方 、生存可能 な最低温度 は熱帯に生息するセ レ

ベスメダカでは10℃ 付近 、温帯 に生息す るメダカ各地域集団は0℃ 付近 と大 き

な差 がみ られ、 これ ら最低生息温度の違いは遺伝的に決定 されていることが異

種交雑により示 されている(岩 松 ・半谷,1989)。

メダカ属 の地 域拡散 につい ての研究は報告 されてお らず推測の域を出ないが、

両種間の低温側の生息可能温度の相違は、メダカが進化の過程で低温への適応

能力を獲得 してきたことを示唆する。 したがって、本研究では異なるメダカ地

域集団由来培養細胞の増殖率の違いが低温側で検出できると予測 し、より多く

の細胞株の増殖率を15℃ 以 下の低温 で比較 した。北 日本および東韓集団由来の

全ての細胞株は15℃ で増殖 可能 であったが、南 日本集団由来の各細胞株では

15℃ で ほ とん ど増殖 がみ られ なかった。細胞増殖の温度依存性の相違はそれ ら

が由来する個体の生息温度環境を反映 しているものと予想 される(Arai et al.,

1994)。

北 日本 集 団 のHNIお よびKaga近 交 系 はそ れ ぞ れ 新 潟 県 新 潟 市(Hyodo-Taguchi

and Egami, 1985)お よび石 川 県加 賀 市(Shima et al., 1985)で 採 取 され た個 体 よ

り樹 立 され た 。東 韓 集 団 のSOK近 交 系 は韓 国 のKangwon道Sockcho由 来 メ ダカ
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か ら樹 立 さ れ た(Hyodo-Taguchi, unpublished)。 南 日本 集 団 のCABお よびHdrR

系統 の 正確 な 由来 地 域 は 明 らか で ない が 、Takehana et al.(2003)に よる アイ ソ

ザイム解析のデータを参照すると、HdrR系 統 の起源 は神 奈川 県小 田原 市付近で

あると推測される。興味深いことに、これ らの地域の気候は異なる。気象庁の

デ ー タベ ー ス(http://www.jma.go.jp/JMA _HP/jma/index.html)お よ び 韓 国 気 象 庁

の デ ー タベ ー ス(http://www.kma.go.kr/index.jsp)か ら上 記 の 各 地 域 に つ い て 気 温

を調べた。その際、加賀市のデータが存在 しなかったため、最も近い都市であ

る小松のものを代用 した。1年 で最 も気温 が低い月で ある1月 の過 去5年 間の平

均 気 温 は新 潟 、小 松 、Sockchoお よび 小 田原 で それ ぞれ3℃ 、3℃ 、0℃ お よび6℃

で あ っ た。 さ らに 、 上 記4都 市 の うち 、デ ー タが 得 られ な か っ たSockcho以 外

の3都 市について、各年 の最 も寒い月である1月 の1日 当た りの平均 、最低お

よび最 高気 温を比較 した。その結果、小田原に比べて新潟および小松の1月 に

お け る最 高 お よび 平 均 気 温 は全 て の 年 で有 意 に低 い(P<0.005)(Supplementary

Fig.1-1)。 な お 、Caissie et al.(2001)は 確 率 論 的 モ デ ル を 用 い て 気 温 デ ー タ の み

から小 さな小川における1日 あた りの最高水温 を予測 でき ることを報告 してい

る。 ま たLangan et al.(2001)は ス コ ッ トラ ン ドの 小川 の 水 温 が気 温 と強 く相 関

していることを示 している。メダカは浅い水域に生息することから気温 と水温

が強く相関すると仮定すると、メダカ培養細胞間の温度依存的増殖特性の相違

は細胞が由来 した集団の生息温度の違いに起因することが示唆 される。

前 述 の よ うに 、Bols et al.(1992)は 魚 類 培 養 細 胞 は 由来 す る個 体 の 生 息温 度

域で増殖が可能であると報告 している。ニジマス生殖腺 由来RTG-2細 胞 は28℃

で は生 存 で きな い が(Mosser et al.,1986)、 キ ンギ ョ尾 鰭 由来 培 養 細 胞 は37℃ で

も増 殖 可 能 で あ る(Shima et al.,1980;Kondo and Watabe,2004)。 した が っ て 、 異

なるメダカ地域集団由来培養細胞の増殖可能温度の違いは、遺伝的な差による

もの と考 え られ る。

MEBaseか ら選 出 した メダ カ102温 度 適 応 候 補 遺 伝 子 の うち 、25℃ と33℃ で

培養 した北 日本集団由来OLHNI-1株 で13遺 伝 子の発 現パ ター ンが異 なる こと

がRT-PCRに よ り示 され た(Fig.1-5)。 こ れ ら に は 、 分 子 シ ャ ペ ロ ン のHSP47

25



(Hirayoshi et al.,1991)お よ びgp96(Zheng et al.,2001)、 タ ン パ ク 質 翻 訳 に 関 与

す るPABPC1(Adam et al.,1986;Sachs et al.,1986)、 同 分 解 に 関 与 す るCOP9(Sun

et al.,2002)、 核 酸 の 安 定 化 に 関 わ るspermidine synthase(Hashimoto et al.,1998)、

ミ ト コ ン ド リ ア 構 成 成 分 のSDHD(Hirawake et al.,1999)、ND1(Gadaleta et al.,

1988)、 α-F1-ATPase(Senior,1988)お よ びTIM10(Sirrenberg et al.,1998)、 ヘ ム

代 謝 のALAD(Jaffe,2000)、 糖 代 謝 のLDHB(Place and Powers,1979)、 細 胞 内

輸 送 のRab-1c(Allan et al.,2000)お よ び 免 疫 系 のIκBα(Baeuerle and Henkel,1994)

が含 まれ た。免 疫 系 と温 度 適 応 との 関連 は以 前 か ら指 摘 され て お り(Kikuchi et al.,

1995;Anderson and Srivastava,1999;Magnadottir et al.,1999)、 鉄 代 謝 と 温 度 適 応 の

関 連 に つ い て の 報 告 も複 数 あ る(Kikuchi et al.,1995;Yamashita et al.,1996;

Hirayama et al.,2004)。

温度馴化に際して、変温動物は生理機能を維持するため細胞膜の生化学的改

変 を 行 う(Hazel,1995)。Rabタ ン パ ク 質 は エ ン ドサ イ トー シ ス 、 エ ン ドソー ム

融合、エクソサイ トーシス、および細胞内輸送など様々な細胞内反応を制御す

るGタ ン パ ク 質 のl種 で あ る(Zerial and McBride,2001;Seachrist and Ferguson,

2003)。 そ の 中、Rab-1は 小 胞 体 と ゴル ジ体 間 の細 胞 内物 質 輸 送 を制御 す る(Allan

et al.,2000)。Rab-1cは 、Rabフ ァ ミ リー の1つ で 、 そ のmRNA蓄 積 量 はFig.1-7

に示す ように北 日本および東韓集団由来のそれぞれOLHNI-1お よびOLSOK-e7

株 では33℃ 培養 区 に比べ て15℃ 培養 区で大 きか った。一方 、南 日本集団由来

OLHdrR-e3株 で は 両 温 度 間で 差 はみ られ なか った 。OLHNI-1お よびOLSOK-e7

株 は15℃ で増 殖 可能 で 、OLHdrR-e3株 は 同温 度 で 増 殖 で きな か った。 した が っ

て、Rab-1cタ ンパ ク質は この温度 で細胞 内輸 送の促進に重要であることが示唆

され る。

NFκBは 様 々な刺激 に対す る炎症反応 において、中心的役割 を担 う最 も重要な

転 写 因 子 の1つ で あ る(Baeuerle and Henkel,1994)。NFκBは ま た 、細 胞 接 着(May

and Ghosh,1998)、 細 胞 成 長(Chen et al.,2001)お よ び ア ポ トー シ ス(Ghosh et al.,

1998)に 関 わ る遺 伝 子 の誘 導 を も制御 す る。NFκBは 通 常 、IκBαを含 むinhibitor of

nuclear factor κB(IκB)タ ンパ ク質 フ ァ ミ リー に結 合 して 細 胞 質 内 に 存在 して い
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る(May and Ghosh, 1998)。IκBがIкB kinase(IKK)に よ り リン酸 化 され てユ ビ

キ チ ン が付 加 し、 プ ロテ ア ソー ム を介 した 分解 が行 われ る と、遊 離 したNFκB

が核 に移 行 し、tumor necrosis factor(TNF)α な どの 関連 遺 伝 子 の 発 現調 節 を行

う(Rothwarf and Karin, 1999)。 さ らに 、 患者 や 実験 対 象 の哺 乳 類 の 体 温 を低 く

維 持 す る疾 病 、す な わ ち低 体 温症 で はIκBα の リン酸 化 や この反 応 を触 媒 す る

IKKの リン酸 化 が抑 制 され 、NFκBのDNAへ の結 合 お よびTNFα な どを転 写す

る活 性 が減 少 す る(Han et al., 2003)。 本 研 究 で はRab-1cの 場 合 と同様 に、 北 日

本 お よび東 韓 集 団 由来 の そ れ ぞ れOLHNI-1お よびOLSOK-e7株 で は15℃ でIκBα

mRNA蓄 積 量 が増 大 した。

な お 、前 述 の よ うにIκBαが リン酸 化 後 に分 解 され る とNFκBが 核 内 へ移 行 し、

特 定 の 遺伝 子 の 転 写 を活 性 化 す る が 、 そ の被 調 節 遺 伝 子 と してIκBα も含 まれ 、

負 の ブ イー ドバ ック機 構 が成 り立 っ て い る(Ghosh et al., 1998)。IκBα の 転 写 産

物 量 の 増 大 はNFκBの 転 写 活 性 の増 大 を意 味 し、 そ れ に伴 って 細胞 接 着 因子 や

増殖 に 関 わ る遺 伝 子 の転 写 が行 われ る。 前述 の よ うに北 日本 お よび 東 韓集 団 由

来 の そ れ ぞ れOLHNI-1お よびOLSOK-e7株 で は15℃ で顕 著 な細 胞 数 の増 大 が み

られ 、 これ らの代 謝 機構 が 十分 に行 わ れ て い る こ とが示 唆 され る。 一 方 、 南 日

本 集 団 由来OLHdrR-e3株 で は15℃ でNFκBが 活 性 化 され て お らず 、 この温 度 で

増 殖 で き な い の か も知 れ な い。
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第2章ESTラ イブ ラ リー を用 いた メダカcDNAマ イ クロア レイの構 築

メ ダ カ で はMitani et al.(2004)に よ りESTラ イ ブ ラ リー が構 築 され 、 また そ

のデ ー タベ ー ス が 存在 す る。ESTラ イ ブ ラ リー お よび デ ー タベ ー ス は、 メ ダカ

のcDNAマ イ ク ロ ア レイ を構 築 す るに あ た り、非 常 に有 用 な ツー ル で あ る。 こ

こでESTデ ー タベ ー ス が構 築 され る元 とな ったESTラ イ ブ ラ リー は 、1)北 日

本 集 団 由来 近 交 系HNIの 雌 雄 成 体 の全 組 織 由来RNAか ら作 製 したOLaラ イ ブ

ラ リー 、2)同 培 養 細 胞OLHNI-1株 由来RNAか ら作製 したOLbラ イ ブ ラ リー 、

3)UV照 射OLHNI-1株 由来RNAか ら作 製 したOLcラ イ ブ ラ リー 、4)HNI系

統 の 卵 巣 由来RNAか ら作製 したOLdラ イ ブ ラ リー 、5)HNI系 統 の雌 雄 成 体 の

肝 臓 由来RNAか ら作 製 したOLeラ イ ブ ラ リー 、6)γ線 照射OLHNI-1株 由来RNA

か ら作 製 したOLfラ イ ブ ラ リー 、7)南 日本 集 団(岡 山県 野 生 集 団)眼 由来RNA

か ら作 製 したSNK01ラ イ ブ ラ リー 、8)南 日本 集 団 由来 近 交 系HdrRの ス テー ジ

20-25胚 体 由来RNAか ら作 製 したMF01SSAラ イ ブ ラ リー 、お よび9)南 日本 集

団 由来 系 統CABの ス テ ー ジ24胚 体 由来RNAか ら作 製 したCABラ イ ブ ラ リー 、

か らな る。 作 製 され たESTラ イ ブ ラ リー は96穴 プ レー トで-80℃ 保 存 され て い

る。 なお 、そ の ラ イ ブ ラ リー とプ レー ト内 の位 置 か ら ク ロー ン名 が決 定 され て

お り、例 えばOLaラ イ ブ ラ リー の96穴 プ レー ト1枚 目の2列c行 に位 置 す る ク

ロー ン はOLa01.02cと 名 付 け られ て い る。1つ の ク ロー ンにつ き1つ のcDNAが

コー ドされ るが 、EST解 析 で は発 現 して い る遺 伝 子 を無 作 為 に選 出 して ク ロー

ン化 して い る こ とか ら、 遺 伝 子 の発 現 量(mRNA蓄 積 量)依 存 的 に数 が決 定 さ

れ て い る。 つ ま り発 現 量 の多 い 遺 伝 子 の配 列 を コー ドす る ク ロー ンが 同一 ライ

ブ ラ リー 中 に多 数 存 在 す る こ とに な る。 効 率 よ く多 数 のcDNAに つ い て発 現解

析 を行 うに は 、 これ に起 因す る同一 配 列 の重 複 を除 か な けれ ばな らな い。 そ こ

で 、本 章 第1節 で はESTデ ー タベ ー ス 上 で 同 一配 列 を有 す る ク ロー ン か らク ラ

ス ター を作製 した デ ー タOLesta110309asmを 基 に、各 ク ラ ス ター につ き1ク ロー

ンず つ 選 出 して 、 同一 配 列 の重 複 選 択 を最 小 限 に抑 え た。 また 第2節 で は 、 多

くの 遺 伝 子 につ い て再 現 よい結 果 を得 るた め に 、 ス ライ ドグ ラ ス上 にプ ロー ブ
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を固定化する条件を検討 した。
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第1節ESTデ ー タベー ス を利 用 したcDNAク ロー ンの選 出

Mitani et al. (2004) により構築 されたメダカESTラ イブ ラ リーは、東京大学

大学院新領域創成科学研究科および東京大学大学院理学系研究科で保存されて

いる。本節では東京大学大学院新領域創成科学研究科に保存 してあるOLa、OLb、

OLc、OLd、OLeお よびOLfラ イ ブ ラ リー の利 用 を検 討 した。各 ライ ブ ラ リー に

つ き 、 そ れ ぞ れ1,668、2,202、2,272、3,453、1,261お よ び1,663ク ロ ー ン の 末 端

配 列 がESTデ ー タベ ー ス に 登録 され て い る。 しか しな が ら、 これ らのcDNAラ

イブラリーには遺伝子の重複がみ られ る。また、cDNAマ イ ク ロア レイ の1枚 の

ス ライ ドグラス に固定化 できる遺伝子の数には限 りがある。効率的な解析 を行

うた め 、ESTデ ー タベ ー ス の ス ク リー ニ ン グで 、 同 じ配 列 を もつcDNAク ロー

ン に よ り作 製 され た クラ ス タ ー1つ につ き1ク ロー ンず つ 選 出す る方 法 を試 み た 。

また 、近 年 、遺 伝 子 の機 能 解 析 や 発 現 解 析 にGene Ontology(GO)が 用 い られ

て い る(Gracey et al., 2004)。GOと は 、生 物 種 に よっ て記 載 様 式 の異 な る遺 伝 子

情報を共通の概念で整理 したものである (The Gene Ontology Consortium, 2000)

(the Gene Ontology Database: http://www.geneOntology.org/) 。GOは 共通概 念 を構

造 化 し た 部 分 のontologyと 各 生 物 種 の 遺 伝 子 部 分 のannotationか ら な り 、

OntologyとannotationはGO identifier (GO-ID)で 相 互 に リン ク して い る 。GOの

ontology部 分 はmolecular function、biological processお よびcellular componentの

3つ の 成 分 か ら な り、そ れ ぞ れ 単 独 分 子 の 作 用 で あ る機 能 、複 数 分 子 の 作 用 で あ

る機 能 、 お よ び 細 胞 で の 遺 伝 子 産 物 の 局 在 に つ い て 示 す 。 な お 、GOのontology

部 分 はGO-IDの 階 層 構 造 で 示 す こ と が で き 、 概 念 を 表 すGO term(以 下GO項

目)と と も に 表 され る こ とが 多 い 。 例 え ば ラ ッ トRuttus norvegicusのeukaryotic

translation elongation factor l alpha l遺 伝 子(EEFlAl)はGO:0003677、GO:0005853

お よびGO:0016564をIDに も ち 、これ ら3つ のGO-IDは そ れ ぞ れGO項 目DNA

binding、eukaryotic translation elongation factor l complex、 お よ びtranscription

repressor activityに 対 応 す る。 こ の う ちGO:0003677 (DNA binding)お よ び

GO:0016564 (transcriptional repressor activity)はmolecular fUnctionに 含 ま れ 、

30



GO:0005853(eukaryotic translation elongation factor 1 complex) は cellular component

に含 まれ る。 さ らに、 GO:0003677(DNA binding) は 、 GO:0003674

(molecular _function)、GO:0005488 (binding)お よびGO:0003676 (nucleic acid

binding)の 階層 構 造 で 表 され る。各GO-IDの 階層 構 造 の大 き さは様 々で あ るが 、

本 研 究 で は 広 範 な視 点 で の解 析 を行 うた め 、高 次 の階 層 のGO項 目に含 まれ る

ク ロー ンの数 を調 べ 、 そ の ク ロー ン数 に各 ライ ブ ラ リー 間 で 差 が あ るか ど うか

を調 べ た。

方 法

ESTク ロー ンの確認

まず、各 ライ ブラ リーより無作為にクローンを選出し、そのライブラリーの

内容をPCR増 幅産物 の電気泳動像 に よ り判 断 した。なお、PCR、 増 幅産物 の電

気泳動お よび染 色は第1章 第2節 と同様の方法で行 った。 ただ し、PCRの プ ラ

イマー は、pME13sを ベ クター とす る北 日本集 団由来近交系HNIの 雌雄成体 の全

組織 由来RNAか ら作製 したOLaラ イ ブラ リーでは pME18s 5'primer

(5'-CTTCTGCTCTAAAAGCTGCG-3') および pME18s 3'adaptor primer

(5'-AACAAGGCCGACTCGACTCGATCC-3') を用 い た。 また 、 pBluescript SK+

をベクターとす る同近交系か ら樹立 した培養細胞OLHNI-1株 お よびγ線照射

OLHNI-1株 由来RNAか らそれぞれ作製 したOLbお よびOLfラ イブ ラ リーでは

SK primer (5'-CGCTCTAGAACTAGTGGATCC-3') お よ びT7 primer

(5'-GTAATACGACTCACTATAGGGC-3') を用 い た 。 さ らに、pUC118を ベ クタ

ー とす るUV照 射OLHNI -1株 、HNI系 統の卵巣お よび肝臓 由来RNAか らそれ

そ れ 作製 したOLc、OLdお よびOLeラ イ ブ ラ リー につ い て は Best M13 primer s20

(5'-CGACGTTGTAAAACGACGGCCAGT-3') および Best M13 primer RV-P

(5'-GGAAACAGCTATGACCATGATTAC-3') を用 い た 。
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ESTク ロー ンの 選 出

cDNAマ イ ク ロ ア レイ を作 製 す る際 に用 い るcDNAク ロー ン は、 各ESTラ イ

ブ ラ リー の デ ー タベ ー ス を含 むMEBaseを 対 象 にin silicoス ク リー ニ ン グ した。

ま ず 、 メ ダカESTデ ー タベ ー ス 中、 東 京 大 学 大 学 院新 領 域 創 成 科 学 研 究 科 に保

存 され て い るOLbラ イ ブ ラ リー の ク ラス ター 検 索 を行 い 、各 ク ラス ター の 中 で、

最 長 配 列 を選 択 した。順 次 、OLc、OLd、OLeお よびOLfラ イ ブ ラ リー につ い て

も同様 にcDNAク ロー ン を選 択 した。

さ らに 、 上記 のESTラ イ ブ ラ リー か ら選 択 したcDNAク ロー ン を各70μl LB

培 地 を含 む96穴 プ レー トに植 え継 ぎ、37℃ で1晩 イ ン キ ュベ ー トした 。さ らに、

20%(v/v)グ リセ ロール を含 むLB培 地 を等 量 、 各 ウェル に添 加 しcDNAマ イ

ク ロア レイ 用 メ ダ カEST(MEST)ラ イ ブ ラ リー を作 製 した。MESTラ イ ブ ラ リ

ー は使 用 ま で-80℃ で保 存 した。

メダカゲノムデータベースを利用 した相同遺伝子の検索

メダカESTデ ー タベー ス上 で塩基配列 のみ が登録 されてお り、相同遺伝子が

同定されていないものについて、whole genome shotgun (WGS) メダカゲノムデ

ー タ ベ ー ス (http://dolphin.lab.nig.ac.jp/medaka/) か ら相同領域を検索 し、その中、

E valueがe-10以 下 で最 小値 を示 すscaffoldを 選 抜 した 。 この 配 列 に つ き、

GENSCAN(http://genes.mit.edu/GENSCAN.html)に よ る遺 伝 子 コー ド領 域 の予 測

を行 い 、得 られ た相 同領 域 の 演繹 ア ミノ酸配 列 をBLAST searchに 付 した。 ア ミ

ノ酸 同一 率 が30%以 上 の 配 列 を選 抜 し、そ の 中で 、GOデ ー タが記 載 され て い る

ヒ ト、マ ウス お よび ラ ッ ト由来 の配 列 が含 まれ た場 合 はそ の い ず れ か の 配列 を 、

ま た 、 これ ら3生 物 種 の もの が含 まれ な い場 合 は 、 ア ミノ酸 同一 率 が 最 も高 い

生物 種 の もの を相 同遺 伝 子 と した。

Gene Ontology項 目に よ る選 出 ク ロー ンの機 能 分 類

相 同遺 伝 子 が 明 らか な ク ロー ン につ き、GenBankか ら各 ク ロー ンのGO-IDを

検 索 して 、選 出 した ク ロー ン を各 ライ ブ ラ リー ご とにGO項 目で 分類 した。
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結 果

ライ ブ ラ リー のcDNAク ロー ン解 析

各 ライ ブ ラ リー に つ きPCRに よる挿 入 配 列 の 増 幅 を試 み た。そ の結 果 、Fig.2-1

の よ うに 、OLaラ イ ブ ラ リー で はい くつ か の ク ロー ンで複 数 の増 幅 産 物 がみ ら

れ た。 そ の他 の 各 ライ ブ ラ リー につ い て も同様 に 一部 の ク ロー ン で複 数 の増 幅

産 物 がみ られ た が 、OLaラ イ ブ ラ リー と比 べ て そ の頻 度 は少 な か っ た。

in silicoス ク リー ニ ン グ

上 記 の よ うにOLaラ イ ブ ラ リー で は い くつ か の ク ロー ン で複 数 のPCR産 物 が

検 出 され た た め 、 以 後 のESTク ロー ン の選 出 はOLb、OLc、OLd、OLeお よび

OLfラ イ ブ ラ リー に 限 って 行 った。方 法 に記 載 した方 法 で1ク ラス ター につ き1

ク ロー ンず つ 選 択 し、OLb、OLc、OLd、OLeお よびOLfラ イ ブ ラ リー か らそれ

ぞ れ 、1,233、268、1,549、325お よび174ク ロー ン 、計3,549ク ロー ンが選 出 さ

れ た(Table 2-1)。MESTラ イ ブ ラ リー は合 計 で96穴 プ レー ト37枚 分 とな っ た。

-80℃ 保 存ESTラ イ ブ ラ リー か らク ロー ン をLB培 地 に植 え継 い で1晩 培 養 した

際 、 ク ロー ンの増 殖 が み られ ない もの もい くつ か み られ 、 これ らに つ い て は以

後 の解 析 で 区別 した 。

Gene Ontology項 目に よる機 能 分 類

選 出 した 各 ラ イ ブ ラ リー 由 来 の ク ロー ン の うち 、ESTラ イ ブ ラ リー 上 で 相 同

遺 伝 子 が 示 さ れ て い る も の に つ い て そ のGO項 目 に よ る 機 能 分 類 に 供 した と こ

ろ 、 い く つ か のGO項 目 で ラ イ ブ ラ リー に よ り含 ま れ る ク ロ ー ン の 割 合 が 異 な

っ て い た(Supplementary Table 2-1)。 す な わ ち 、 メ ダ カ 成 魚 の 肝 臓 由 来OLeラ イ

ブ ラ リー に はGO項 目 のmolecular functionに 属 す るtranscription regulator activity

に 関 与 す る ク ロ ー ン が 、 ま た 、 γ線 照 射OLHNI-1株 由 来OLfラ イ ブ ラ リー に は

molecular functionに 属 す るenzyme regulator activityに 関 与 す る ク ロ ー ン が 含 ま れ

て い な か っ た 。 さ ら に 、GO項 目のcellular componentに 属 す るextracellularの ク
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ロ ー ン 数 はOLeお よびOLfラ イ ブ ラ リー で 多 く、cellular componentの ク ロ ー ン

数 に 対 す るextracellularの ク ロー ン 数 の 割 合 を み た と こ ろ 、OLb、OLc、Oldお よ

びOLfラ イ ブ ラ リー で は そ れ ぞ れ0.08、0.06、0.06お よび0.17で あ っ た が 、OLe

ラ イ ブ ラ リー で は0.32と 高 か っ た 。
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第2節 メダカcDNAマ イ クロア レイの構築

cDNAマ イ クロア レイ実験 ではまず、 目的の生体組織か ら抽出した全RNAま

た はmRNAを 対象 に蛍光標識 したcDNAを 合成す る。この標 識 されたcDNA試

料プ ロー ブを、ESTラ イブ ラ リーか らの1本 鎖cDNAが 固定 され たス ライ ドグ

ラス に対 してハイブ リダイズす る。サザンブロッ トや ノザンブロッ トのような

一般的なハイブ リダイゼーシ ョンと同様に、試料プローブは相補的なプローブ

とのみ反応す る。固定プローブと試料ブローブのハイブ リダイゼーションには

通常数時間以上を要す る。その後、ハイブ リダイズ していない試料プローブを

洗い流 し、マイ クロア レイスライ ドグラスをレーザー光に当て、レーザー共焦

点顕微鏡を改良 したスキャナーにより、スライ ドグラス上のそれぞれの特異的

cDNAに 対応 したスポ ッ トの蛍光強度 をスキャン画像として記録す る。

スポッティング法によるDNAの 固定は、ス ライ ドグラス基板表面のプラス電

荷 とDNAが 持つ マイナス電荷 との間のイオ ン結合 を通 じて行 う。この方法では、

ハイブ リダイゼーシ ョン時に試料プローブが非特異的に基板表面のプラス電荷

によって吸着 して蛍光像のバ ックグラン ドが高くな り、微弱な試料プローブ と

固定プローブの反応によって得 られる蛍光が検出できなくなる恐れがある。そ

のため、いくつかの化学的コーティングがなされたスライ ドグラスが市販 され

てお り、 目的に応 じて蛍光およびバ ックグラウン ドの強度がふ さわしいものを

選択できる。

本節では前節で選出したESTク ロー ンのPCR増 幅 を行 い、この増幅産物 を対

象 にマイクロア レイ作製に用いるスライ ドグラスおよびDNA溶 解液 の検討 を行

った。

方 法

PCRお よび増 幅産物 の精製

選択 したESTク ロー ンにつ き、前節 と同様 の方法でPCRを 行い挿入cDNA断
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片 を増 幅 した。さ らに 、PCR産 物 か ら MontageTM PCR96 clean-up kit (Millipore, MA,

USA)を 用 いて夾雑物 を除いた。操作は付属の説明書に従って行った。

cDNAマ イ クロア レイ に用い るス ライ ドグラスお よびDNA溶 解液 の検討

cDNAマ イ クロア レイ を作製す るに当た り、PCR産 物 と混合す るDNA溶 解液

お よびDNAを 固定す るスライ ドグラスを検討 した。すなわち、スライ ドグラス

としてMATSUNAMI社 (Osaka, Japan) 製 のAPSコ ー ト、 poly-L-lysineコ ー ト 、

高 密 度 化 ア ミノ基 導 入 、 お よびDMSO対 応 高密 度 化 ア ミ ノ基 導 入 の計4タ イ プ

を供 試 した。 さ らに 、 ス ライ ドグ ラ ス にDNAを 固 定 す る際 の溶 解 液 と して 、

MATSUNAMI社 製Spotting Solution、50% DMSO、 お よびSpotting Solutionと50%

DMSOを1:1に 混 合 した 溶 液 を検 討 した。 滅 菌 水 で 平 均100 pmol/μlと な る よ う

調 製 した精 製PCR産 物 の 一 部(Supplementary Table 2-2)に 等 量 の い ずれ か の

DNA溶 解 液 を加 えて 混 合 した 後 、Affimetrix 417 Arrayer (Affimetrix, CA, USA)

を用 い て 各 ス ライ ドグ ラス に 固定 プ ロー ブ とな るPCR産 物 をス ポ ッ トした。

cDNAマ イ ク ロア レイ ス ライ ドグ ラス の前 処 理

ス ポ ッ ト後 の ス ライ ドグ ラ ス は80℃ で1時 間処 理 した 後 、60mJのUVを 照射

した。 次 に 、3.2gの 無 水 コハ ク酸 を200mlの1-methyl-2-pyrrolidinoneに 溶解 し

た液 に22mlの1.0 M Na-borate溶 液 を使 用 直前 に加 え て ス ライ ドグ ラ ス を浸 し、

3分 間 に1回 、3度 上 下 に揺 動 させ な が ら20分 間処 理 した 。 次 に超 純水 に浸 し

10回 揺 動 す る操 作 を3回 繰 り返 した。さ らに 、95℃ 以 上 の超 純 水 に2分 間 浸 し、

4℃ の100%エ タ ノー ル に1分 間浸 して脱 水 した。 処 理 した ス ライ ドグ ラス は 暗

所 に て 乾燥 し、 乾 燥機 内で 使 用 ま で遮 光 して 保 存 した 。

メ ダ カcDNAマ イ ク ロ ア レイ の構 築

上記 予備 実 験 に よ り選 択 され た ス ライ ドグ ラ スお よびDNA溶 解 液 を用 い 、メ

ダ カ 各 ク ロー ンのPCR産 物 を2ヶ 所 ず つ 、Affimetrix 417 Arrayer (Affimetrix)

を 用 い て1枚 の ス ライ ドグ ラ ス上 に ス ポ ッ トした。 さ らに、 内部標 準 と して段
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階 希 釈 し たESTク ロ ー ンOLe06.11c由 来EF-1αcDNAお よ び ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト

ロ ー ル と し てLucidea TM Universal ScoreCard TM (Amersham Biosciences , NJ, USA)

の 人 工DNAを ス ポ ッ トし 、計7,680ス ポ ッ トを 含 むcDNAマ イ ク ロ ア レイ を 作

製 した 。

蛍光標識cDNAプ ロー ブの作製

北 日本集 団 由来OLHNI-1株 を33℃ で培 養 し、コン フル エ ン ト状 態 の 細胞 か ら

第1章 第2節 と同様 に全RNAを 抽 出 し、た だ し最 終溶 解 量 は20μlと した。Cy3

お よびCy5標 識cDNAの 作 製 は 、上 記 の全RNAを 鋳 型 にCyScribe first-strand

cDNA labelling kit (Amersham Biosciences)を 用 い 、 付 属 の説 明書 に従 っ て行 っ

た。す な わ ち 、全RNA 15μgに キ ッ ト付 属 のrandom nonamer 1μlお よびanchored

oligo(dT)を3μl加 え 、全 量 を11μlと して 静 か に混合 した。70℃ 、5分 間イ ン キ

ュベ ー トした 後 、室 温 で10分 放 置 しプ ライ マ ー をmRNAに ア ニ ール させ た。そ

の後 、キ ッ ト付 属5 x CyScribe buffer 4μl、0.1M dithiothreitol (DTT)2μl、nucleotide

mix 1μl、CyDye標 識dCTP 1μlお よびCyScribe reverse transcriptase 1μlを 加 え 、

20μlと した 。 ピペ ッテ ィ ン グ で静 か に混 合 した後 、42℃ で イ ン キ ュベ ー トし、

90分 後 に2.5M NaOH 2μlを 加 え た。 さ らに、 攪 拌 後 、37℃ 、15分 間 イ ンキ ュ

ベ ー トして 逆 転 写 反応 を停 止 した 後 、2M HEPES 10μlで 中和 してCyDye標 識

cDNAを 作 製 した 。 ま た 、蛍 光 標 識cDNAプ ロー ブ の作 製 に は蛍 光 強 度 を増 大

させ るた め に 、 上 記 キ ッ トとは別 途 、CyScribe post-labelling kit (Amersham

Bioscience)も 用 い た。 ま た 、 この と き、25℃ で継 代 培 養 した北 日本 集 団 由来

OLHNI-el株 か ら抽 出 した 全RNAを 鋳 型 に用 い た 。こ の場 合 、CyDye標 識dCTP

の代 わ りに ア ミノア リル 標 識dUTP 1μlを 用 い て逆 転 写 した。2M HEPESに よ る

中和 操 作 の 後 、3μlの3M sodium acetateお よび105μlの100%エ タ ノー ル を加 え

た。 十 分 混 合 した 後 、-80℃ で30分 間放 置 し、13,000xg、30分 間遠 心分 離 に付

した。 遠 心 後 の 上 清 を除 去 し、70%エ タ ノー ル を加 えた 。 再度13,000xgで15

分 間 の遠 心 分 離 後 の 上 清 を除 去 し、室 温 で軽 く乾 燥 させ た 後 、40μlの0.1M

sodium bicarbonate buffer (pH9.0)に 再 懸 濁 した。 さ らに キ ッ ト付 属 のCyDye
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N－hydroxysuccinimide (NHS) ester粉 末 を加 え 、 よ く混 合 後 、2時 間 暗所 で保 持

した。 そ の後 、15μlの4M hydroxylamineを 加 え、 懸 濁 後 さ らに15分 間反 応 さ

せ た。CyDye標 識 したcDNAはGFX purification kit(Amersham Biosciences)を

用 い て 付 属 の説 明書 に従 っ て精 製 し、 異 な るCyDyeで 蛍 光標 識 した試 料 プ ロー

ブ を混 合 して遠 心乾 燥 機 に て 乾燥 した。

ハイブ リダイゼーシ ョン

蛍 光 標 識 した試 料 プ ロー ブ を6μlの 滅 菌 水 にて 再懸 濁後 、96℃ で2分 間熱 変

性 させ 、氷 冷 後100μg/μlのpoly(A)80を1.5μl添 加 し、75℃ で45分 間 イ ンキ ュ

ベ ー トした。さ らに キ ッ ト付 属 の ハ イ ブ リダイ ゼ ー シ ョン溶 液 を7.5μlお よび ホ

ル ム ア ミ ドを15μl加 え、 先 に 作製 したcDNAマ イ ク ロア レイ に 添加 して65℃

で18時 間ハ イ ブ リダ イ ズ した。

洗 浄 は まず 、0.2% (w/v) sodium dodecyl sulfate (SDS)を 含 む2 x standard saline

citrate (SSC)(33.3mM NaC1を 含 む33.3mM sodium citrate)溶 液 中 にマ イ ク ロア

レイ ス ライ ドグ ラス を浸 してカ バ ー グ ラ ス を除 去 し、 同組 成 の溶 液 を用 いて 、1

分 間 毎 に3回 上 下 に揺 動 させ なが ら室 温 で3分 間洗 浄 す る操 作 を3回 繰 り返 し

た。次 に 、0.2%SDSを 含 む0.2 x SSC溶 液 を用 い て 、前 述 の操 作 を繰 り返 した 。

さ らに 、60℃ の 同溶 液 で2分 間 毎 に3回 上 下 させ な が ら10分 間洗 浄 す る操 作 を

2回 繰 り返 した 。次 に 、室 温 で 同溶 液 で1分 間 毎 に3回 上 下揺 動 す る洗 浄 を3分

間 ず つ2回 行 い 、0.2 x SSC溶 液 で10回 揺 動 して洗 浄 す る操 作 を3回 繰 り返 した。

最 後 に、100%エ タ ノー ル で20回 揺 動 す る洗 浄 を2回 繰 り返 した。洗 浄 した ス ラ

イ ドグ ラ ス は800xgで3分 間遠 心 して 乾燥 した。

ScanArray 4000に よ る蛍 光 像 の 取 り込 み

洗 浄 後 の ス ライ ドグ ラス に つ き、ScanArray 4000(GSI Lumonics, MA, USA)

を用 い 、レー ザー 強度 を100%と し、蛍 光 強度 が 測 定 可 能 な 上 限値 を越 え な い よ

う光 電 子 増 倍 管photomultiplier tube (PMT)の 増 幅 率 を 自動 調節 して蛍 光 像 を取

り込 ん だ。
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QuantArrayに よ る蛍 光 強度 の 取 得

ScanArray4000で 取 り込 ん だ 蛍 光 像 をデ ー タ取得 プ ロ グ ラム で あ る

QuantArray(GSI Lumonics)に 供 してCy3お よびCy5の 蛍 光 強度 を ヒス トグ ラ

ム方 式 で 取得 した。 す なわ ち 、各 ス ポ ッ トに対 応 す る解 析 エ リア 内 の蛍 光 強 度

を そ の 中 で最 も強 い 蛍 光 強 度 を100と した ヒス トグ ラム で表 わ し、そ の80-95%

お よび5-20%の 値 をそ れ ぞ れ ス ポ ッ ト蛍 光 強 度 お よびバ ッ ク グ ラ ウン ドと し、

前 者 か ら後 者 の値 を減 算 して 当該 蛍 光 強 度 と した。 ま た 、各 ス ポ ッ トの強 さを

目視 観 察 し、本 来 の 蛍 光 とは 異 な る蛍 光 が み られ た場 合 、以 下 の解 析 か ら除 去

した。 両CyDyeの 蛍 光 強 度 はscatter plotで 比 較 した。

結 果

スライ ドグラスおよびDNA溶 解液の検討

cDNAマ イ ク ロア レイ 作製 時 の ス ライ ドグ ラス お よびDNA溶 解 液 の検 討 に は

固定 す る プ ロー ブ と して メ ダカESTラ イ ブ ラ リー か らPCRで 増 幅 した48個 の

cDNA断 片 を用 い た(Supplementary Table 2-2)。 一 方 、試 料 プ ロー ブ に は33℃ で

培 養 した 北 日本 集 団 由来OLHNI-1株 の 細胞 か ら調 製 した蛍 光 標 識cDNAを 用 い

た。MATSUNAMI社 製Spotting Solution、50%DMSO、 お よびSpotting Solution

と50%DMSOを1:1に 混 合 した 溶 液 をDNA溶 液 と して 、APSコ ー ト、

poly-L-lysineコ ー ト、高 密 度 化 ア ミノ基 導 入 、お よびDMSO対 応 高 密 度 化 ア ミ

ノ基 導 入 の4種 の ス ライ ドグ ラ ス に供 して ハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョン を行 い 蛍 光

像 を調 べ た。 そ の結 果 はFig.2-2に 示 され る よ うに 、Apsコ ー トス ライ ドグラ ス

で は蛍 光 が認 め られ な か った 。次 に、蛍 光 が認 め られ た ス ライ ドグ ラス につ き 、

上 記3種 のDNA溶 液 の ス ポ ッ ト群 の形 状 を比 べ た とこ ろ、DMSO対 応 高密 度 化

ア ミ ノ基 導 入 ス ライ ドグ ラス お よび50%DMSOのDNA溶 解 液 を用 い た 場合 の

組 み 合 わせ で 蛍 光像 が 最 も面 積 が広 く、均 一 で あ る こ とが 示 され た(Fig.2-2)。

した が っ て 、 以 下 のcDNAマ イ ク ロア レイ の構 築 は、 この組 み 合 わせ で行 うこ
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と と した 。

Scatter plotに よ るCyDye間 の 蛍 光 強 度 の比 較

ESTラ イ ブ ラ リー か ら得 た48プ ロー ブ に 対す る蛍 光 強 度 を、同一 の試 料cDNA

につ きCy3お よびCy5で 蛍 光標 識 した と きの蛍 光 強度 の 関係 をscatter plotに よ

り比 較 した。 そ の 結 果 、 全 て の プ ロー ブ でCy3お よびCy5蛍 光 プ ロー ブ の 蛍 光

強度 は ほ ぼ1:1と な り(Fig.2-3)、 試 料 内mRNAの 存 在 比 を よ く反 映 す る こ とが

明 らか とな った 。

cDNAマ イ ク ロア レイ の構築 とその確 認

メ ダ カEST各 ク ロー ンの プ ロー ブ につ き2ス ポ ッ トず つ 、 ま た 内部 標 準 お よ

びネ ガ テ ィブ コ ン トロー ル を加 え て7,680ス ポ ッ トを含 むcDNAマ イ ク ロア レイ

を構 築 し、 北 日本 集 団OLHNI-el株 の細 胞 か ら調 製 したCy3蛍 光 プ ロー ブ をハ

イ ブ リダイ ゼ ー シ ョン させ た とき の蛍 光 像 をFig.2-4に 示 す。ア レイ ブ ロ ックが

8個 み られ るが 、7,680ス ポ ッ トは8個 の ブ ロ ック に分布 す る。 ス ポ ッ トに用 い

たAffimetrix 417 Arrayer (Affimetrix)は4つ の ピン でDNAを スポ ッ トす る こ と

か ら、4ブ ロ ックが1つ のDNAセ ッ トに な る(Supplementary Fig.2-2)。 各 ス ポ

ッ トはFig.2-4Bに 示 され るよ うに均一 な蛍光強度 がみ られた。各ブロックの中

央4箇 所 に位 置す る未反応 の領域 は市販のネガティブコン トロールが位置 し、

その右側に段階希釈 した内部標準EF-1α の蛍光反応 がみ られ た。 また、各ブロ

ックの上部および右下部に位置す る、北 日本集団由来OLHNI-1株 由来RNAか

ら構築 され たOLb、OLcお よびOLfラ イブ ラ リー の クロー ンを含むス ポッ トで

強い蛍光がみ られるものが多かった(Supplementary Fig.2-2)。 一方 、それ 以外

の部分 に位 置す る、北 日本集団HNI近 交系 の卵巣お よび肝臓 由来RNAか ら構 築

され たそれ ぞれOLdお よびOLeラ イブ ラ リー のク ロー ンを含むスポ ットでは蛍

光が弱いものが多かった。 さらに、上側4ブ ロック と下側4ブ ロ ックに含 まれ

る同 じクロー ン由来のスポッ トでも蛍光強度の強弱がみ られ、 とくに上下方向

の中央部に位置するスポッ ト、お よび左右方向の末端部分に位置するスポッ ト
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でその差が顕著にみ られ、スライ ドグラス上のスポッ ト位置によって蛍光強度

が異なることが明らかとなった。
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第3節 考 察

本 章 にお い て は 、 メダ カEST各 ライ ブ ラ リー を用 い 、 一 枚 の ス ライ ドグ ラス

上 に7,680ス ポ ッ トを含 むcDNAマ イ ク ロ ア レイ を構 築 した。各 ク ロー ンに つ き 、

ESTラ イ ブ ラ リー 上 で相 同遺 伝 子 が示 され て い る もの をGO項 目分 類 の 検 索 に

供 した と ころ 、 い くつ か のGO項 目で ライ ブ ラ リー に よ って 含 ま れ る ク ロー ン

の割 合 が異 な って い た(Supplementary Table2-1)。 これ は組 織 や 細胞 の 状態 に よ

っ てmRNAの 組 成 が 異 な り、 これ が ライ ブ ラ リー を反 映 して い る こ とを示 唆 す

る。実 際 、HNI近 交 系 の 肝臓 由来RNAか ら構 築 され たOLeラ イ ブ ラ リー でcellular

componentに 属 す るextracellularの ク ロー ン数 が 多 か った が 、肝 臓 で 特 異 的 に発

現 す るhemopexin遺 伝 子(Hirayama et al,2004)な どの 分 泌性 の タ ンパ ク質 を コ

ー ドす る もの が 多 い た めで あ る と予 想 され る
。 なお 、 本研 究 にお い て はESTラ

イ ブ ラ リー の 各 ク ラ ス ター に含 まれ る最 長 配 列 を意 図 的 に選 出 して い る こ とか

ら、 そ の影 響 も考 え られ る。

Fig.2-2に 示す よ うに、プ ローブ をスライ ドグラス上に固定する方法として、

DMSO対 応 高密度 化ア ミノ基導入 スライ ドグラスおよび50%DMSOをDNA溶

解液 に用い る組み合 わせ でスポ ッ トの最適の形状お よび大きさが得 られた。

DMSO対 応 高密 度化ア ミノ基導入 スライ ドグラスは、APSコ ー トやpoly-L-lysine

コー トの スライ ドグ ラス と比較 して正の電荷が強い。プローブDNAの スライ ド

グラス上へ の結合 が増す が、同時に試料プローブの非特異的なスライ ドグラス

への結合 も増え、バ ックグラウン ドの蛍光強度が強くなる傾向があることが製

造元MATSUNAMI社 か ら指摘 され ている。本研 究では無水 コハ ク酸溶液の使用

および適切な洗浄操作により、バックグラウン ドの蛍光強度は低 く抑えられ、

プローブ特異的な強い蛍光強度が得 られた。そこで、本スライ ドグラスを用い

てCy3お よびCy5標 識試 料プ ローブ を反応 させて蛍光強度 をscatter plotに よ り

比較 した。 その結果 、蛍 光が得 られた全ての固定プローブのCy3お よびCy5の

蛍光強度比 はほぼ1:1と な り、試料mRNAの 濃度 をよ く反映す ることが示 され、

本実験の再現性が高いことが明 らか となった。
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Fig.2-4に お い て 、8個 の ブ ロ ッ クの いず れ にお い て も上 部 に位 置 す るプ ロー

ブ由来の蛍光強度が強かったが、これはライブラリーの内容が関係 しているも

のと考えられ る。すなわち、強い蛍光がみ られた各ブロック上部および右下部

の プ ロー ブ は 、試 料 プ ロー ブ で 用 い た 北 日本 集 団 由 来OLHNI-e1株 と同 じHNI

近 交 系 由来OLHNI-1株 か ら構 築 され たOLb、OLcお よびOLfラ イ ブ ラ リー 由来

の固定プローブであった。一方、北 日本集団由来HNI近 交 系成魚 の卵巣お よび

肝臓 か ら構築 されたそれぞれOLdお よびOLeラ イブ ラ リー由来 の固定 プ ローブ

で はシグナルが得 られないものが多 く、これ らは由来す る組織に特異的な遺伝

子 を コー ドして い る と考 え られ る。 ま た 、 同 じプ ロー ブ で も、蛍 光 強 度 で 強 弱

がみ られたが、スライ ドグラス上の位置の影響や、ハイブ リダイゼーション時

のDNA溶 液 の浸透 状況 に由来す るこ とな どが考えられる。本研究ではこれを考

慮 し、第3章 に お け る解 析 で は 、 同一 プ ロー ブの2つ の ス ポ ッ トの 中 、片 方 の

蛍光のみでも解析 に供 した。
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第3章 cDNAマ イクロアレイを用いた温度適応関連遺伝子の網羅的探索

1990年 代後 半にマイ クロア レイ技術が開発されて以来、何千とい う遺伝子の

発 現 量 の変 化 を同 時 にモ ニ タ リン グす る こ とが 可 能 とな り、酵 母S.cerevisiaeや

ヒ トをは じめ、様々な生物種における多様な遺伝子発現解析が行われている

(DeRisi et al., 1997;Perou et al., 1999)。 マ イ ク ロ ア レイ を 用 い た 初 期 解 析 の ほ と

んどは、遺伝子発現の変化量に閾値を設定 して、ある一定の変化量以上の遺伝

子を対象 とする解析方法が とられていた。 しかしなが ら、生体内の生理作用は

全て発現量が大きく変化する遺伝子に依存して行われているわけではない。実

際 、Oleksiak et al. (2005)は マ ミチ ョグの 心 筋 の代 謝 活 性 は発 現 量 が 大 き く変 わ

る遺伝子ではなく、む しろ微妙に変化する遺伝子に依存している可能性を示し

て い る 。

cDNAマ イ ク ロア レイは各cDNAに 相補的 なmRNAの 蓄積量 を網羅的 に解析

す る方法 である。 ここで、mRNAに 関す る実験で は以下 の注意が必要である。

すなわち、mRNAは 不安定な分子で、安定 した細胞状態でも、各mRNAに 特異

的な速度で分解 され る。mRNAが 転写 され てか ら分解 され るまでの寿命は、転

写の速度、転写後の安定性などが関係 して非常に複雑である。mRNA蓄 積 量は

新た に転写 され るmRNA量 で維持 され る。cDNAマ イク ロア レイ で得 られ る遺

伝子発現データは、各mRNA蓄 積 量のあ る時点 にお ける他 の試料中の蓄積量 と

の相対値 として得 られる。mRNA蓄 積 量はそのまま翻訳量 に比例す るとは限 ら

ない。細胞の機能の大部分をタンパク質が担っているが、タンパ ク質の寿命は

mRNAの それ と同様 に さま ざまで ある。 したがって、mRNA蓄 積 量は、翻訳 さ

れ るタ ンパ ク質の濃度 と対応 していない場合がある。これ らの点を考慮 し、

cDNAマ イ ク ロア レイ に よ り得 られ た膨大なデータを解析する必要がある。

さらに、cDNAマ イ クロア レイ の結果 を考 える際 に、偽陽性または偽陰性の遺

伝子を考慮する必要がある。偽陽性の遺伝子とは実際の遺伝子発現では変化が

ないのにもかかわ らず、データ解析において有意 と判定 される遺伝子を指す

(Kohane et al., 2004)。 一 方 、 偽 陰性 の 遺伝 子 とは そ の逆 の結 果 を示 す 遺 伝 子 で
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あ る 。

近年、マイクロア レイを用いた魚類温度適応に関す る報告がみ られる。Gracey

 et al.(2004)は 広 温域性魚類 の コイ を対象 に低 温馴化に伴 う各組織の遺伝子発

現をcDNAマ イ クロア レイに よ り調べた。 その結果、各組織に共通 して低温で

mRNA蓄 積 量が増大す る遺伝子 がみ られた。また、組織特異的な発現パターン

を示す遺伝子が多く観察され、低温馴化に伴って生体内で遺伝子発現の大規模

な改変が行われていることが示された。本章では、メダカの細胞 レベルでの温

度依存的な応答を明らかにするため、北 日本および南 日本集団由来のそれぞれ

OLHNI-elお よびOLHdrR-e3株 につ き、培養温度の変化 に伴 う経時的なmRNA

蓄積量 の変化 を網羅 的に解析 した。
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第1節 北 日本集団由来培養細胞を対象とした温度移行に伴 う経時的な遺伝子

発現プロファイルの作成

cDNA マイクロアレイ実験の多くは対照群に対 して実験群を比較する

reference design が用い られ る。本法は対照群のcDNAを 常に同 じ蛍光色素 で標

識 し、実験群のcDNAを も う1つ の蛍光色 素で標識 して両者 の間でハイブ リダ

イゼーションを行 う。 しか しながら、ある片方の蛍光標識物質で蛍光強度が高

く出る塩基配列が知 られてお り (Kerr and Churchill, 2001)、 こ の 場 合 、 偽 陽 性 の

結 果 とな る。さ らに、re色rence designで は 全 て の ア レイ で対 照 群 を設 定 す る こ と

とな り、 実 験 群 の情 報 以 上 に対 照群 の情 報 が収 集 され て しま うとい った 無駄 が

生 ず る。 本 研 究 で はデ ー タの信 頼 性 の 向上 お よび コス ト削減 の た めloop design

を採 用 した(Kerr and Churchill,2001;Kerr,2003)。 本 法 は 実験 群 と対 照群 を比 較

す る の で は な く、 実 験群 問 で 比 較 す る方 法 で 、 実験 群 の情 報 量 を得 る の に必 要

なマ イ ク ロア レイ ス ライ ドグ ラ スの 枚 数 はreference designと 比 べ て 半分 で済 む。

ま た 、loop designは 実 験 群 間 で 偏 りな く比 較 す る こ とで 、ス ライ ドグ ラス 、蛍 光

色 素 、 ス ポ ッ ト、試 料 プ ロー ブ 間 の差 が考 慮 され 、 再 現 性の 高 い解 析 結 果 が得

られ る(Kerr and Churchill,2001)。 一 方 、reference designで は試 料数 に よ らず 、

実験 群 と対 照 群 を直 接 比 較 す るの に 対 し、loop designで は 間接 的 に比 較 しな けれ

ば な らな い 実 験 群 が試 料 数 に 比例 して 多 く生 じる。loop designを 用 い た 比 較 で は、

実験 群 数 は10群 未 満 が推 奨 され る(Kerr and Churchill,2001)。

前 章 で 示 した よ うに 、メダ カ 各OLラ イ ブ ラ リー か ら選 出 した全 て の ク ロー ン

に つ き、GO項 目で機 能 分 類 した と ころ 、ライ ブ ラ リー 間 で ク ロー ンの割 合 に差

の あ るGO項 目が み られ た(Supplementary Table 2-1)。 また 、ハ イ ブ リダ イゼ ー

シ ョン の結 果 で は 、 ライ ブ ラ リー 間で 蛍 光 が 得 られ た 固 定 プ ロー ブ種 に差 が認

め られ た(Fig.2-4)。 した が っ て 、以 下 の実 験 で はス ポ ッ トした 固 定 プ ロー ブ全

体 で は な く、蛍 光 が 得 られ た 固定 プ ロー ブ につ い て の み 比 較解 析 した。

第1章 で は27℃ で 飼 育 した各 メ ダ カ か ら尾 鰭 また は胚 体 を採 取 し、33℃ で培

養 して 細 胞株 を樹 立 した こ とで 、 この温 度 を基 本 に細 胞 を種 々の 温 度 へ移 行 さ
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せて実験を行った。なお、この温度は培養細胞の増殖に最適であることが示 さ

れ て い る(Arai et al., 1994)。 しか しな が ら、経 験 的 に33℃ で は メダ カ個 体 を 正

常な健康状態に長期間維持す ることは難 しい とされている。 したがって、本研

究の成果を将来的にメダカ個体へ応用することを考慮 し、メダカ個体の最適飼

育温度付近である25℃ にて培養 細胞 を継 代 し、この温度か ら高温側の33℃ また

は低温側 の15℃ への移行 実験 を行い、遺伝子発 現プロファイルを比較 した。な

お 、第1章 第1節 に示 した よ うに 、北 日本集 団 由来OLHNI-1株 で は25℃ で も細

胞の凝集のためにコンフルエン ト状態には達せず、15℃ 以下の培養 では細胞 の

凝 集 が著 しか った(Fig.1-4A)。 そ こで本 章 で は 、15℃ で顕 著 な増 殖 が み られ 、

OLHNI-1株 と同 じ北 日本 集 団HNI近 交 系 由来 細胞 で あ り、OLHdrR-e3株 と同様

に胚 体 か ら樹 立 され たOLHNI-el株 を試 料 と した 。

方 法

細胞の温度移行実験

細胞増殖率の測定に当たっては、北 日本集団由来OLHNI-el株 を25℃ か ら15℃

へ 温度移 行 して経時的 に細胞数 を計測 した。すなわち、1ヶ 月以上25℃ で継代

したOLHNI-el株 を2.0×105個 ず つ10cm2プ レー トに 分 取 し、24時 間25℃ で 培

養 してプ レー ト底面へ接着 させた。 このプレー トを15℃ の恒温槽 に移 した。細

胞 数 の 測 定 は第1章 第1節 と同様 に して行 っ た。 なお 、 経 時 的 にOlympus DP50

(Olympus)で 細 胞 形 態 を観 察 した。

次 に、試 料 プ ロー ブ用 の細 胞 の調 製 に 当 た っ て は 、OLHNI-el株 を25℃ 、75cm2

プ レー トで 培 養 して コ ンフル エ ン ト状 態 に した。Fig.3-1Aに 示 す よ うに この細

胞 を33℃ お よび15℃ に移 行 後1、3、12時 間 、1、3お よび7日 目に、25℃ で は

12時 間 、1、3、7日 目に第1章 第2節 と同様 の 方 法 で 全RNAを 抽 出 した。また 、

実験開始時の細胞からも同様 に全RNAを 抽 出 した。
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蛍光標識試料プローブの作製お よびハイブ リダイゼーシ ョン

CyDye標 識 試 料 プ ロ ー ブ の 作 製 に はCyScribe post-labelling kit (Amersham

Bioscience)を 用 い 、第2章 第2節 と同様 の方 法 に よ り行 っ た。 ハ イ ブ リダイ ゼ

ー シ ョ ン は
、Fig.3-1Bお よ びCで 示 す よ う に 、loop designに 従 っ てCy3お よび

Cy5蛍 光色 素で標識 した各実験群 由来 の試料プローブを混合 して行った。ハイブ

リダイゼーションおよびマイクロアレイスライ ドの洗浄は第2章 第2節 と同様

に して行 っ た 。

データの取得および解析

洗浄 後 の ス ライ ドグ ラ ス か らScanArray 4000 (GSI Lumonics)を 用 い て第2章

第2節 と同様 の方法 で蛍光像 を取 り込んだ。なお、PMT増 幅率 を自動調節 で蛍

光像 を取 り込んだ ものを蛍光像(1)と した。また、蛍光強度 の低 い遺伝子をも

解析できるよ う、同一スライ ドグラスにつきPMT増 幅率 を 自動調節時 よ り20%

高 く設 定 して取 り込 んだ ものを蛍光像(2)と した。

次 に 、scanArray4000で 取 り込 ん だ 蛍 光 像(1)お よび(2)を 、QuantArrayに

供 してCy3お よびCy5両Dyeの 蛍 光強度 をヒス トグラム方式 で取得 した。また、

各スポ ッ トの蛍光の強 さお よび形状 を目視観察 し、均一な蛍光がスポッ ト領域

の半分以上み られないスポッ トおよび周辺に非特異的な蛍光がみ られたスポッ

トは、以下の解析から除いた。

各 ス ラ イ ドグ ラ ス に つ き 、 蛍 光 像(2)中 、LucideaTM Universal ScoreCardTM

(Amersham Biosciences)の ネ ガ テ ィ ブ コ ン トロー ル の ス ポ ッ トの 中 、Cy3お よ

びCy5の 蛍光強度 の最 も高いスポ ッ トの値 をそれぞれ2倍 して各CyDyeの 閾値

とした。 両Dyeに 由来す る蛍 光強度 がいずれ も閾値 より低いプローブは以下の

解析から除いた。解析可能な種々のプローブにつき、Cy3お よびCy5の 蛍 光強

度 の比 を計算 し、その 中央値で各プローブの値 を補正 した。なお、蛍光像(2)

は蛍光強度が測定可能な上限に達し、試料プローブ中の濃度差を反映していな

いスポッ トが数%程 度含 まれ る。そ こで蛍光像(2)で 蛍光強度 が上 限値 に達 し

てい るスポ ッ トについては蛍光像(1)で の値 を代用 した。
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統計解析

解析により得 られた各cDNAマ イ クロア レイのデータは、温度移行実験開始

時の25℃ 、0時 間の細胞 の各遺伝 子のmRNA蓄 積量 を1と す る相対値 を算 出 し

そ のlog2値 で表 した。1枚 のマイ クロア レイア レイス ライ ドグラスには各プロー

ブにつき2つ スポ ッ トされ てい るが、両スポ ットのいずれ も解析可能であった

場合は平均値を、また片方のみ解析可能であった場合はその値を採用 した。Loop

designに 基づ き、1つの試 料細胞 区につ き4ア レイのデータ を得 た(Fig.3-1B,C)。

各温度 で、異 な る培養 時間の細胞 のmRNA蓄 積量 を、全培養時間 を通 して統計

解析するときはKruskal-Wallis ANOVAを 、 また2つ の培養 時間の細胞 で比較 を

す る ときはMann-Whitney testを用 いた。 さらに、同 じ細胞株で異なる培養温度

の細胞間でmRNA蓄 積量 を比較す る場合 、お よび異 なる細胞株で同じ培養温度

の細胞間で比較す る場合 も同様の方法で解析 した。

GO項 目による分類

第2章 第2節 と同様 に、ESTデ ー タベ ー ス上 で相 同遺 伝 子 が 同定 され て い る

ク ロー ンに つ き、GenBankデ ー タベ ー ス か ら各 ク ロー ンが 属 す るGO項 目を取

得 し、 それ らの 分 類 を行 った 。

各 実験 群 につ き、 解 析 可 能 で あ っ た ク ロー ン数(Gall)に 対 す る特 定 のGO項

目に 属 す る ク ロー ン数(T)の 比 を算 出 し、この 比 が 、統 計解 析 に よ り有 意 差(P

<0.05)の み られ た ク ロー ン数(gall)に対 す る特 定 のGO項 目に属 す る ク ロー ン数

(t)の 比 と同 じと仮 定 し、各GO項 目に含 まれ るクロー ン数 の期待値Etを 次式

で求めた。

(1)

例 え ば、 解 析 可 能 で あ っ た ク ロー ン数 が1,000あ り(Gall)、そ の 中、 いず れ か の

GO項 目に属 す る ク ロー ン数 が600で(Tall)、 特 定 のGO項 目に属 す る ク ロー ンが

300(T)と す る。 温 度 移 行 実験 後 、統 計 的 に有 意 にmRNA蓄 積 量 が変 化 してい
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た ク ロー ン数 が500(gall)で あ った 場 合 、そ の 中 のい ず れ か のGO項 目に属 す る

と期 待 され る ク ロー ン数 は300(Etall)、 特 定 のGO項 目に属 す る と期 待 され る ク

ロー ン数 は150(Et)と な る。 こ こで 、実 際 の観 測 値 は期 待 値 とは異 な る場 合 が

ほ とん どで 、 特 定 のGO項 目に 属 す る ク ロー ンが 、有 意 差 のみ られ た ク ロー ン

の 中で 有 意 に多 いか 否 か をχ2検定 に よ り調 べ る こ とに な る。 す な わ ち、有 意 差

の み られ た ク ロー ン の 中 、 いず れ か のGO項 目に 属す る ク ロー ン数 の観 測 値tall

と期 待値Etallと の 割 合 と、 特 定 のGO項 目に含 まれ る観 測 値tと 期 待 値Etと の

割 合 が 等 しい との帰 無 仮 説 を 立 て てχ2検 定す る。 なお 、 本 手 法 で は 自由度 が1

の た めYatesの 補 正 を適 用 し、 以 下 の 式 で 求 め た。

(2)

χ2adjの値 か らχ2分布表 に基づ いてP値 を求 め、帰無仮説 が棄却 され た場合、そ

のGO項 目の遺伝子発現が有意 に温度変化の影響を受けているもの と判定す る。

ただ し、χ2検定で有意差がみ られた もの の期待値Etが2に 満 たないGO項 目は

Wickens (1989)の 報告 に従 い信頼 性が低 い もの と判断 した。

結 果

北 日本集団由来OLHNI-e1株 を25℃ か ら15℃ へ温度移行 した ときの細胞数お よ

び形態の変化

25℃ で継 代 したOLHNI-e1株 を15℃ へ 温 度 移 行 後 、経 時的 に細 胞 数 を計 測 し

た とこ ろ、11日 目に細 胞 数 は2倍 以上 に増 大 し(Fig.3-2)、 第1章 第1節 で 示 し

た33℃ で 継 代 した細 胞 と同様 の傾 向(Fig.1-2)を 示 した。 また 、そ の ときの 細

胞 形 態 を観 察 した と こ ろ、 細 胞 は プ レー ト底 面 に偏 りな く分 布 してお り、14日

目に コン フル エ ン トに 達 して い た(Fig.3-3A)。
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蛍光強度を取り込んだ遺伝子の解析

本研究では、プローブの一部は蛍光像のスポッ ト形状やスポッ ト周辺のバ ッ

クグラウン ドの高 さなどから解析に供 さなかった。また、蛍光強度が得 られた

プローブで も、片方のCyDye標 識 では十分 な蛍光 強度 が観察 されているのにも

かかわ らず、もう一方のCyDye標 識 で は十分に得 られ ていない ものも多数み ら

れた。ここで、補正前の各CyDye蛍 光 強度 と補正後 のCy3/Cy5標 識蛍光強度比

との 関係 をFig.3-4に 示す。両Dyeの 蛍光強度 とも閾値以 下であったプローブは

Cy3/Cy5蛍 光強度比が1:1よ り大 きく離れてい るのがみ られ た。一方、片方の

CyDye蛍 光 強度 のみが閾値 以下で あったプローブは、両CyDyeの 蛍光 強度 が と

もに閾値以上 であったプローブと同様にCy3/Cy5の 蛍光強度比 が1:1に 近 かった。

したが って、両CyDyeの 蛍光強度が ともに閾値 以下であったものは解析から除

外 した。

北 日本集団由来OLHNI-e1株 の15、25お よび33℃ にお け る遺伝 子発 現プ ロフ

ァイル とGOに よる機 能分類

種 々の温度 で培養 した細胞の各cDNAク ロー ンのmRNA蓄 積量 の経時的変化

をFig.3-5～3-10に 、 ま た 、mRNA蓄 積 量 が い ず れ か の 培 養 時 間 の 間 で 有 意 差

の み られ た ク ロー ン の 数 とGO項 目 をTable3-1お よ びSupplementary Table3-1、

3-2お よ び3-3に 示 す 。

まず、継代培養温度である25℃ では、実験1日 目に採取 した全RNAか ら調製

したcDNAプ ロー ブ の 蛍 光 取 り込 み 量 が 非 常 に少 な か っ た た め 、本 試 料 を実 験

デ ザ イ ン か ら除外 し(Fig.3-1B)、 温 度 移 行 前 お よび 移 行 後12時 間 、3お よび7

日 目の試 料 を解 析 した(Fig.3-5,3-6)。 いず れ か の培 養 時 間で 統 計解 析 に よ り

P<0.05で 有 意 差 の み られ た ク ロー ン数 は 、解 析 可 能 で あ った1,353ク ロー ン の う

ち263ク ロー ンで あ っ た(Supplementary Table3-1)。 これ ら有 意 差 のみ られ た ク

ロー ン の 中 に 、12時 間 後 に 多 くの ク ロー ン でmRNA蓄 積 量 の増 減 が み られ た 。

そ の後 、3お よび7日 目で はmRNA蓄 積 量 の差 がみ られ る ものの 、3日 目の傾 向

が7日 目で も維 持 され た。ANOVAで 有 意 差 の み られ た ク ロー ンの数 が期 待 値 に
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比 べ て 有 意 に 多 い とχ2検 定 に よ り判 定 され たGO項 目は 、molecular functionに 属

す るcatalytic activity、 cellular componentに 属 す るextracellularお よ びbiological

processに 属 す るdevelopmentで あ り、developmentに 属 す る も の の 中 で も と く に

morphogenesisで 多 か っ た(Table3-1,Supplementaly Table3-1)。 ま た 、biological

processのcellular processに 属 す るcell communicationで 、7日 目 に お け るmRNA

蓄 積 量 がlog2ratio<-0.5と 減 少 した ク ロ ー ン が 多 か っ た 。一 方 、い ず れ か の 培 養

時 間 の 問 で 有 意 差 の 認 め られ た ク ロ ー ン の 中 、molecular functionに 属 す る

structural molecular activity、 と く にstructural constituent of ribosomeに 関 与 す る ク

ロ ー ン 数 は 期 待 値 と比 べ て 有 意 に 少 な か っ た 。

次 に 、25℃ か ら15℃ に 移 行 後 、1、3、12時 間 、1、3お よ び7日 目の 細 胞 に つ

い て は(Fig.3-7,3-8)、 解 析 可 能 で あ っ た ク ロー ン 数 は1,244で 、 そ の 中 、348

ク ロ ー ン で 統 計 解 析 に よ りP<0.05で 有 意 差 が み られ た(Supplementary Table 3-2)。

こ れ ら有 意 差 の み られ た ク ロ ー ン で は 移 行1時 間 目に 複 数 の 遺 伝 子 でmRNA蓄

積 量 の 著 し い 減 少 を 示 した 。 減 少 の み られ た ク ロ ー ン は そ の 後mRNA蓄 積 量 を

増 大 させ る 傾 向 を 示 した 。 ま た 、 多 く の ク ロ ー ン で3日 お よび7日 目 に か け て

mRNA蓄 積 量 が 増 大 ま た は 減 少 し て い た 。 これ ら の 有 意 差 の み られ た ク ロ ー ン

は25℃ 培 養 で 解 析 した ク ロ ー ン の 場 合 と同 様 、 様 々 なGO項 目に 属 して い た が

(Table 3-1,Supplementary Table 3-2)、 χ2検 定 に よ りmolecular functionお よ び

biological processに 属 す る 多 数 のGO項 目の ク ロ ー ン数 が 有 意 に 多 か っ た 。7日

目 に お け るmRNA蓄 積 量 がlog2 ratio<-0.5と 減 少 し た ク ロ ー ン 中 、molecular

functionのbindingに 属 す るnucleotid ebinding、 同catalytic activityに 属 す る

hydrolase activityの も の が 多 く み られ た 。 ま た 、25℃ 培 養 の 場 合 と 同 様 、7日 目

でmRNA蓄 積 量 がlog2 ratio>0.5と 増 大 し た ク ロー ン と し てdevelopmentに 属 す

るmorphogenesisに 関 与 す る も の が 多 く、 ま た15℃ で はcellular componentに 属

す るextracellularに 関 与 す る も の も 多 く み られ た 。

次 に、33℃ で移 行1、3、12時 間 、1、3お よび7日 目の培 養 細 胞 を解 析 した(Fig.

3-9,3-10)。 そ の 結 果 、解 析 可 能 で あ っ た ク ロー ン数 は1,100で 、そ の 中 、P<0.05

で 有 意 差 がみ られ た もの ク ロー ンは153で あ っ た。 これ らは3時 間後 にmRNA
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蓄 積 量 が 大 き く増 大 また は 減 少 した 。 興 味 深 い こ とに そ の増 大 お よび 減 少 傾 向

は移 行3日 目に 逆 転 し、 さ らに7日 目で は3時 間 目 と同様 の傾 向 に復 元 した。

これ らの ク ロー ンは15お よび25℃ 培 養 細 胞 の場 合 と同様 、様 々 なGO項 目に属

して い た が(Supplementary Table 3-3)、X2検 定 で有 意 に異 な る と判 定 され たGO

項 目はmolecular functionに 属 す るhydrolase activityの み で 、7日 目にmRNA蓄 積

量 がlog2 ratio>0.5と 増 大 した ク ロー ンが 多 か った。

北 日本集団由来OLHNI-e1株 の25℃ お よび15℃ 培養細胞 のmRNA蓄 積量 の比較

OLHNI-e1株 の25℃ お よ び15℃ 培 養 細 胞 で 比 較 した と こ ろ 、 両 培 養 群 で 解 析

可 能 で あ っ た1,209ク ロ ー ン の 中 、 統 計 解 析 に よ り7日 目のmRNA蓄 積 量 が

P<0.05で 有 意 に 変 化 して い た も の は159ク ロー ン で あ っ た(Supplementary Table

3-4)。 これ ら は7日 目のmRNA蓄 積 量 が25℃ と15℃ で 逆 転 して い る も の が 多 く

み られ た(Fig.3-11,3-12)。Table 3-1お よ びSupplementary Table 3-4に 示 すGO

項 目の 分 類 に つ い て は 、molecular functionのcatalytic activityに 属 す るligase

activity、 同enzyme regulator activityな ど の 酵 素 活 性 に 関 わ る ク ロ ー ン の 数 で 、25

お よ び15℃ 培 養 細 胞 間 で 差 が み られ た 。ま た 、molecular functionに 属 す るbinding、

と く にnucleotide bindingに 関 与 す る ク ロ ー ン 、お よびbiological processに 属 す る

cellular processお よ びphysiological process、 と く にmetabolismに 関 与 す る ク ロ ー

ン が15℃ 培 養 細 胞 の7日 目 のmRNA蓄 積 量 がlog2 ratio<-0.5と 減 少 した も の と

して25℃ 培 養 細 胞 に 比 べ て 多 くみ られ た 。 ま た 、molecular functionに 属 す る

transporter activityお よ びstmctural molecule activityに 関 わ る ク ロ ー ン に つ い て は 、

15℃ お よ び25℃ 培 養 間 で 差 が み られ た も の は 少 な か っ た 。 な お 、 こ れ らの ク ロ

ー ン の 中
、15℃ 培 養 細 胞 の7日 目のmRNA蓄 積 量 が25℃ 培 養 細 胞 の 同 日数 後 の

mRNA蓄 積 量 に 比 べ て 有 意 に 多 い ま た は 少 な い 遺 伝 子 の 詳 細 を そ れ ぞ れTable

3-2お よ び3-3に 示 す 。15℃ 培 養 細 胞 でmRNA蓄 積 量 が 多 か っ た ク ロー ン に は

collagen type II alpha 1(COL2A1)やkeratin 19(KRT19)な ど の 構 造 タ ン パ ク 質

を コ ー ドす る 遺 伝 子 の ほ か 、inhibitor of DNA binding 3(ID3)やhigh mobility group

box 1(HMGB1)遺 伝 子 な ど の 転 写 調 節 に 関 わ る も の が み られ た 。さ ら に 、1κBα(ま
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た はNFKBIA)お よ びNFkB/Relフ ァ ミ リー で あ るavian reticuloendotheliosis viral

(v-rel)oncogene related B遺 伝 子(RELB)のmRNA蓄 積 量 も15℃ 培 養 細 胞 で 多

く、 興 味 深 い こ と に これ ら の2遺 伝 子 のmRNA蓄 積 量 パ タ ー ン は よ く類 似 して

い た(Fig.3-13)。 ま た 、15℃ で 少 な か っ た ク ロ ー ン に はH2A histone family member

V (H2AFV)お よ びX(H2AFX)、proliferation-associated 2G4(PA2G4)遺 伝 子

な どDNA複 製 や 細 胞 増 殖 に 関 与 す る も の が み られ た 。

54



第2節 北日本および南日本集団由来培養細胞における温度依存的な遺伝子発

現の比較

魚 類 の温 度 適 応 機構 の解 明 に 有 効 な 方 法 の一 つ と して 、近 縁 種 や 地 域 集 団 間

を比 較 す る方 法 が あ げ られ る(Oleksiak et al.,2002,2005;Slechtova et al.,2004)。

Oleksiak et al.(2002)は マ ミチ ョグ を対象 にcDNAマ イ ク ロア レイ を用 い て ア メ

リカMaine州 に生 息 す る北 方 集 団個 体 とア メ リカGeorgia州 に 生息 す る南 方 集 団

個 体 間 の遺 伝 子 発 現 を比 較 した。 この 結 果 、20℃ で6ヶ 月以 上飼 育 した とき の

発 現 に有 意 差 が み られ た 遺伝 子 が 複 数 あ る こ とを示 した。さ らにGeorgia州 に生

息 域 を もつ マ ミチ ョグ近縁 種F.grandis個 体 の先 述 の 遺伝 子 発 現 が マ ミチ ョグ南

方 集 団個 体 の もの と一 致す る こ とを示 した 。 この よ うに 、異 な る環 境 下へ の遺

伝 子 レベ ル で の適 応 が種 を越 えて み られ る こ とが示 唆 され て い る。

Supplementary Fig.1-1に 示 した よ うにメダカで も生息温度環境の異なる地域

集団が存在す る。さらに、各地域集団由来の近交系が作出されていることから、

個体間の遺伝的多様性に起因する差を最小にすることができ、効果的に温度適

応関連遺伝子の探索および解析が可能であると期待 され る。

本 研 究 で は 細胞 レベ ル で解 析 を行 って きた。 第1章 第1節 にお い て 、北 日本

集 団 由来OLHNI-e1株 お よび南 日本 集 団 由来OLHdrR-e3株 を33℃ か ら15℃ へ 温

度 移 行 した と こ ろ、OLHNI-e1株 は11日 目の細 胞 数 は温 度 移 行 前 の2倍 以 上 と

な っ た。 一 方 、OLHdrR-e3株 で は 顕 著 な増 殖 は み られ な か っ た。 本 節 で は25℃

で継 代 培 養 した 両株 を15℃ へ 温 度 移 行 して 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァイ ル を比 較 した。

前 節 でOLHNI-e1株 を25℃ か ら15℃ へ 温 度移 行 した ときで も33℃ か ら15℃ へ 温

度 移 行 した と き と同様 に移 行 後11日 目にお い て実 験 開始 時 と比 べ て2倍 以上 の

細 胞 数 を示 した。OLHdrR-e3株 に つ い て もまず 、25℃ か ら15℃ へ 移 行 した とき

の細 胞 数 の計 測 を行 った。 さ らに 、同株 にっ き 、前 節 のOLHNI-e1株 の場 合 と同

様 のcDNAマ イ ク ロ ア レイ 実 験 に供 し、OLHNI-e1株 の 結 果 と比較 した。
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方 法

細 胞 の 温度 移 行 実 験

南 日本 集 団 由来OLHdrR-e3株 を25℃ か ら15℃ へ 温度 移 行 し、前 節 のOLHNI-e1

株 と同様 の方 法 で経 時 的 に 細 胞 数 の計 測 お よび 細胞 形 態 の観 察 を行 っ た。

25℃ お よび15℃ で培 養 したOLHdrR-e3株 に つ き 、第2章 第3節 の 方 法 に従 い 、

25℃ 培 養 細 胞 に つ い て は 実 験 開 始 後0、12時 間 、1、3お よび7日 目、 ま た15℃

培 養 細 胞 につ い て は 温度 移 行 後3、12時 間、1、3お よび7日 目に細 胞 を採 取 し

て 全RNAを 抽 出 した(Fig.3-14A)。 全RNAを 対 象 と した培 養 細 胞 の比 較 に は

loop designを 用 い た(Fig.3-14B,C)。

cDNAマ イ クロア レイ解 析

蛍光標識試料 プ ローブの作製、ハイブ リダイゼーシ ョン、蛍光像の取 り込み、

蛍光強度の取得、データ解析などは第2章 第2節 と同様 の方法で行 った。

結 果

南 日本集 団由来OLHdrR-e3株 を25℃ か ら15℃ へ温度移行 した ときの細胞数 お

よび細胞形態の変化

25℃ で継 代 したOLHdrR-e3株 を15℃ へ 温 度 移 行 後 、経 時 的 に細 胞 数 を計 測 し

た と こ ろ、 第1章 第1節 で の33℃ か らの移 行 実 験 と同様 に顕 著 な 増殖 は み られ

ず(Fig.3-2)、 北 日本 集 団 由来OLHNI-e1株 の 場 合 と異 な った。 ま た 、細 胞 形 態

を観 察 した とこ ろ、OLHdrR-e3株 で は細 胞 が プ レー ト底 面 に お い て 局所 的 に分

布 し、細胞 が 低密 度 とな っ て い る領 域 が多 くみ られ 、OLHNI-e1の 場 合 とは大 き

く異 な る こ とが 明 らか とな っ た(Fig.3-3B)。

OLHdrR-e3株 の25℃ に お け る遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァイ ル

OLHdrR-e3株 の25℃ 培 養 細 胞 につ い て のmRNA蓄 積 量 の経 時 的変 化 をFig.
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3-15お よび3-16に 示 す 。 ま た 、25℃ 培 養 細 胞 につ き 、 いず れ か の培 養 時 間 の 細

胞 間 で有 意 差 が み られ た ク ロー ン数 とGO項 目をTable 3-4お よびSupplementary

Table 3-5に 示 す 。

12時 間後 に採 取 した試 料 の 全RNAか ら調 製 したcDNAプ ロー ブ の蛍 光 取 り

込 み 量 が 非 常 に少 な か っ た た め 、本 試 料 を実 験 デ ザ イ ンか ら除 い た(Fig.3-14B)。

0お よび1、3お よび7日 の い ず れ か の 培養 時 間 で 統 計解 析 に よ りP<0.05で 有 意

差 のみ られ た ク ロー ン数 は 、解 析 可 能 で あ った1,296ク ロー ンの 中205ク ロー ン

で あ っ た(Supplementary Table 3-5)。 これ ら有 意 差 の み られ た ク ロー ン のmRNA

蓄 積 量 は培 養 中 、徐 々 に増 大 ま た は 減 少 し(Fig.3-15,3-16)、 増 減 が み られ た前

節 の北 日本 集 団 由来OLHNI-e1株 の 場 合 とは異 な っ た。 これ らの ク ロー ン は

Supplementary Table 3-5に 示 す よ うに様 々 なGO項 目に属 した。

χ2検 定 に よ り、molecular functionのcatalytic activityに 属 す るoxidoreductase

activityお よびcellular componentに 属 す るextracellularに つ き7日 目 にmRNA蓄

積 量 がlog2 ratio>0.5と 増 大 す る ク ロー ン数 が 期 待 値 よ り も 有 意 に 多 い こ と が わ

か っ た 。ま たmolecular functionのbindingに 属 す るnucleotide bindingの ク ロ ー ン

数 が7日 目のmRNA蓄 積 量 がlog2 ratio<-0.5と 減 少 す る も の と し て 期 待 値 よ り

も有 意 に 多 か っ た 。 ま た 、OLHNI-e1株 の 場 合 と 同 様 、molecular functionに 属 す

るstructural molecule activity、 と く にstructural constituent of ribosomeの ク ロ ー ン

数 は 変 化 して い る も の が 有 意 に 少 な か っ た 。

OLHdrR-e3株 の15℃ にお け る遺 伝 子 発 現 プ ロフ ァイル

15℃ 処 理 細 胞 につ い て 、温 度 移 行7日 目に採 取 したRNAか ら調 製 したcDNA

プ ロー ブ の 蛍 光 取 り込 み 量 が非 常 に少 な か っ た た め 、本 試 料 を実 験 デ ザ イ ンか

ら除 い た(Fig.3-14C)。 温 度 移 行0、3、12時 間、1お よび3日 目の 各培 養 時 間

の 細 胞 のmRNA蓄 積 量 を比 較 した と ころ 、解 析 可 能 で あ った ク ロー ン数 は1,118

で 、 そ の 中 、統 計 解 析 に よ りP<0.05で 有意 差 が み られ た もの が277で あ った

(Supplementary Table 3-6)。 これ ら有 意 差 の み られ た ク ロー ンの 多 くは15℃ 移 行

3日 目にmRNA蓄 積 量 を大 き く増 大 ま た は減 少 させ た(Fig.3-17,3-18)。
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こ れ らの ク ロー ン は25℃ 培 養 の 場 合 と 同 様 に 、 様 々 なGO項 目 に 属 し て い た

が(Table 3-4,Supplementary Table 3-6)、 χ2検 定 に よ り、biological processの

physiological processに 属 す るresponse to stimulusに 関 与 す る 多 く の ク ロ ー ン が

15℃ で 発 現 変 動 し て お り、cellular componentに 属 す るextracellularと 同 様 に 、 と

く に3日 目 のmRNA蓄 積 量 がlog2 ratio<-0.5に 減 少 す る ク ロ ー ン の 数 が 期 待 値

よ り も 有 意 に 多 か っ た 。

北 日本集団由来OLHNI-e1株 お よび南 日本集 団 由来OLHdrR-e3株 の15℃ にお

ける遺伝 子発 現 プ ロファイル の比較

北 日本 集 団 由来OLHNI-e1株 お よび 南 日本 集 団 由来OLHdrR-e3株 の15℃ 培 養

細 胞 のmRNA蓄 積 量 の経 時 的変 化 を比 較 してFig.3-19に 示 した 。上 記 の培 養 細

胞 間 でmRNA蓄 積 量 が いず れ か の培 養 時 間 で有 意 差 のみ られ た ク ロー ン数 と

GO項 目をTable 3-4お よびSupplementary Table 3-7に 示 す 。こ こで は 、OLHdrR-e3

株 の15℃ 培 養 細 胞 の培 養 期 間 に 合 わせ て 、3、12時 間 、1お よび3日 目の結 果 を

比 較 した。 そ の結 果 、解 析 可 能 で あ った ク ロー ン数 は952で 、 そ の 中 、統 計 解

析 で3日 目のmRNA蓄 積 量 がOLHNI-e1株 お よびOLHdrR-e3株 間 で有 意 に異 な

って い た もの(P<0.05)は127ク ロー ンで あ っ た(Supplementary Table 3-7)。 こ

れ ら有 意 差 の み られ た ク ロー ンで は、OLHNI-e1株 に比 べ てOLHdrR-e3株 で3

時 間 目か ら減 少 して い る もの が 多 くみ られ 、3日 目で は と くに顕 著 で あ っ た。3

日 目にお い てOLHdrR-3株 でmRNA蓄 積 量 が増 大 し、OLHNI-e1株 で減 少 傾 向 に

あ る もの もみ られ た が 、OLHNI-e1株 で の減 少 は全 て2倍 以 内 に抑 え られ て い た

(Fig.3-19)。

これ ら 温 度 移 行3日 目 のmRNA蓄 積 量 に つ い て 両 株 間 で 有 意 差 の み られ た ク

ロー ン はTable 3-4お よ びSupplementary Table 3-7に 示 す よ うに 様 々 なGO項 目に

属 した が 、 χ2検 定 に よ り期 待 値 と比 べ て ク ロ ー ン数 が 有 意 に 多 い と判 定 され た

GO項 目は 、molecular functionのbindingに 属 す るnucleotide bindingで 、 ま た 、

同bindingに 属 す るmetal ion bindingの ク ロー ン 数 はOLHdrR-e3株 で3日 目 の

mRNA蓄 積 量 がlog2 ratio<-0.5と 減 少 す る も の が 多 か っ た 。 さ ら に 、molecular
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functionのtransporter activityに 属 す るelectron transporter activityの ク ロ ー ン が 有

意 に 期 待 値 よ り多 く み られ た 。 一 方 、molecular functionのstructural molecule

activityに 属 す るstructural constituent of ribosomeで はOLHNI-e1株 お よ び

OLHdrR-e3株 で差 がみ られ た の は解 析 可能 の65ク ロー ン の 中 、1ク ロー ンの み

で あ っ た。

15℃ 培 養OLHNI-e1株 の3日 目のmRNA蓄 積 量 が 同 温度 、 同培 養 期 間 の

OLHdrR-e3株 に比 べ て 有 意 に増 大 ま た は減 少 してい る遺伝 子 の詳 細 を、Table3-5

お よび3-6に 示 す 。ま た 、これ らの 階層 型 ク ラス タ リン グ解 析 の結 果 をFig.3-20

に 示 す 。OLHNI-e1株 でmRNA蓄 積 量 が 多 か った もの には 、 タ ンパ ク質 合 成 に

関 わ るribosomal protein L22(RPL22)、eukaryotic translation elongation factor 2

(EEF2)、eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 2 beta(EIF3S2)を コ ー ド

す る ク ロー ン がみ られ た。 ま た 、 シ グナ ル伝 達 に 関 わ るzinc finger A20 domain

containing 2(ZA20D2)お よ びmyosin light polypeptide kinase(MYLK)、 転 写 調

節 に 関 わ るzinc finger protein 91(ZNF91)お よ び207(ZNF207)、tudor domain

containing 3(TDRD3)お よび7(TDRD7)を コ ー ドす る ク ロー ン はOLHNI-e1

株 でOLHdrR-e3株 よ りmRNA蓄 積 量 が 多 か っ た。 これ らの ク ロー ンで は 、

OLHNI-e1株 で3日 間の培養 中、mRNA蓄 積量 が増大 または一定の傾 向を示 した

が 、OLHdrR-e3株 で は 減 少 して い た(Fig3-20,Table3-5)。 逆 に 、OLHdrR-e3株

で のmRNA蓄 積 量 が 大 き い 遺 伝 子 と して 、inhibitor of DNA binding 1(ID1)お よ

び3(ID3)な どの負 の転写調節 に関わ るものや、タンパク質分解に関与する

ubiquitin-conjugating enzyme E2A(UBE2A)お よびE2D2(UBE2D2)を コー ドす

る ク ロー ン が み られ た(Fig.3-20,Table3-6)。OLHdrR-e3株 はOLHNI-e1株 に 比

べ15℃ では増殖 がみ られなか ったが、予想 と反 して細胞増殖調節に関与する

peroxiredoxin 1(PRDX1)やcasein kinase 2 alpha 1(CSNK2A1)のmRNA蓄 積 量

はOLHNI-e1株 で は3日 目に は減 少 し、OLHdrR-e3株 で は変 化 しな か っ た(Fig.

3-20,Table3-6)。
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第3節 考 察

北 日本 集 団 由来OLHNI-e1株 で は25℃ 培 養 細 胞 の 中 、1日 目の試 料 につ き 、ま

た南 日本集団由来OLHdrR-e3株 では25℃ 培養細胞 の12時 間 目お よび15℃ 培養

細胞 の7日 目の試料 につ き、蛍光標 識cDNAプ ローブ を適 切に作製 で きなかっ

た。すなわち、これ らを試料プローブにハイブ リダイゼーシ ョンを行い蛍光像

を取 り込んだところ、蛍光強度が低 く、実験群間で強度差が著 しく大きかった

ため、データの信頼性を考慮 し以後の解析に供 さなかった。蛍光強度の低 さは

調製 した全RNAに 起因す るもの と考 え られ る。なお、25℃ 培養細胞 は、温度変

化 させて いない対照群であったことか ら、実験開始1日 目の試料 中のmRNA蓄

積 量 に大 きな変動 はない もの と仮 定 して、この実験群を除きloop designを 組 み

直 して 解 析 した。 なお 、OLHNI-e1株 の15℃ お よび25℃ 培 養 細 胞 、OLHdrR-e3

株の25℃ 培養細胞 では、3日 目と7日 目のmRNA蓄 積量が 同 じ傾 向を示す クロ

ー ン が 多 く(Fig
.3-5,3-7,3-15)、15℃ 培 養 細 胞 に つ い て3日 目ま で の 結 果 で 両 株

の比較を行 うことが可能 と考えられた。

メダカ33℃ 培養細胞 でみ られ た遺伝 子発 現の大きな増大や減少については、

実 験 操 作 の影 響 に よ る こ と も考 え られ る(Fig.3-9,3-10)。 実 験 に用 い た 全RNA

を変性アガ ロースゲルで電気泳動後、エチジウムブロマイ ド染色 して比較 した

結果、いずれの試料についても大きな差はみ られなかった(図 示せず)。Skrypina

et al.(2003)は マ イ ク ロ ア レイ に 用 い る 全RNAは 、28S/18SrRNAが2.0以 上 で

あ る こ とを推 奨 して い る。 実 験 で用 い た全RNAの28S/18SrRNAは 泳 動 像 か ら

判 断 して 十 分2.0以 上 あ る と思 わ れ た 。一 方 、Dumur et al.(2004)は28S/18SrRNA

の比にかかわ らず、全RNA中 のrRNAの 割合が30%以 上であれ ば逆転写後 の

cDNAサ イ ズ の 中央 値 が2.0kbと 、 分析 に十 分 なRNAで あ る と述 べ て い る。 こ

れ は 逆 に 、28S/18SrRNAが 十 分 高 くて も全RNAに 対す るrRNAの 割 合 が30%

以 下 で あ れ ば問 題 とな る こ とを示 唆 して い る。Dumor et al.(2004)は 全RNAの

性 状 をAgilent 2100 Bioanalyzer(Agilent,CA,USA)に よ り詳 細 に 調 べ て い る。

今後の実験ではRNAの 性状 をさ らに詳 細に検討 す る必要があると思われる。
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と こ ろで 、25℃ で培 養 した 北 日本集 団 由来OLHNI-e1株 の 遺伝 子発 現 パ ター ン

を調 べ た と こ ろ、Supplementary Table3-1に 示 す よ うに解 析 可 能 で あ った1,353

ク ロー ンの 中、19%の263ク ロー ン のmRNA蓄 積 量 で いず れ か の培 養 時 間 の 間

で有 意 に 異 な って い た 。 これ らの ク ロー ン は と くに3日 目 と7日 目で似 た増 減

傾 向 を示 し、 温 度 変 化 が な くて もmRNA蓄 積 量 を増 減 させ て い る こ とを示 唆 し

た(Fig.3-15, 3-16)。

本研究では遺伝子のGO項 目に注 目した。25℃ で継代培養 した北 日本集 団 由

来OLHNI-e1株 を15℃ へ移行 した とき、いずれかの培養時間の間で有意な変化

がみ られたクローンについてGO項 目に よる分類 を行 った。その結果、Table3-1

お よびSupplementary Table3-2に 示す よ うに多 くのGO項 目で、観 測 された クロ

ー ン数 と期待 されるクローン数が有意に異なっていた。一方、同細胞株を33℃

へ移行 また はそ のまま25℃ で培養 した ときには観測値が期待値 と有意に異なる

GO項 目はほ とん どなかった。 これ は、15℃ へ温度移行 した ときに、特定の機能

に関わる遺伝子群が特異的に発現量を変化 させていることを示す。

北 日本 集 団 由来OLHNI-e1株 につ い て 、25℃ お よび15℃ 培 養 細胞 を比 較 した

と こ ろ、7日 目にお い て 、Fig.3-12やTable3-2お よび3-3に 示 す よ うに159ク ロ

ー ンが 両 温 度 間 で 有 意 に異 な っ て い た
。 この 中 、転 写 お よび 酵 素 の活 性 化 に 関

わ る多 くの ク ロー ン が変 化 してお り、 と くに代 謝 に 関 わ る ク ロー ンが15℃ で有

意 に 減 少 して い た(Table3-1,Supplementary Table3-4)。 した が って 、これ らの ク

ロー ンが 関係 す る機能 の調 節 が15℃ へ の適 応 に重 要 で あ る こ とが わ か る。

南 日本 集 団 由来OLHdrR-e3株 を、25℃ か ら15℃ へ 温 度 移 行 した とき に、い ず

れ か の 培 養 時 間 の 間 で有 意 にmRNA蓄 積 量 の変 化 が み られ た ク ロー ンをGO項

目に よ り分 類 した。そ の結 果 、OLHNI-e1株 とは異 な りχ2検 定 に よ り有 意 に異 な

る と判 定 され たGO項 目の 数 は著 し く少 なか った(Table3-4,Supplementary Table

3-6)。 した が っ て 、OLHdrR-e3株 で は特 定 の 遺 伝 子群 の み が特 異 的 に変 化 して い

る こ とは な く、15℃ へ の適 応 が行 わ れ て い な い 可能 性 が考 え られ た 。 本株 で は

15℃ 培 養 で 、 細 胞 内 の タ ンパ ク質 分解 に 関連 す るubiquitin-proteasose system

(UPS)の 成 分 のmRNA蓄 積 量 が上 昇 して い た。 したが って 、15℃ で は新 生 タ
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ンパク質が本来の立体構造にまで至らず、折 りたたみできなかったタンパク質、

変性 したタンパク質が多く存在 していることを示唆 している(pickart,2004)。

OLHNI-e1株 の25お よび15℃ 培 養 細 胞 間 でmRNA蓄 積 量 が有 意 に異 な っ てい

た ク ロー ン の うち 、GO項 目のmolecular functionのstructural molecule activityに

属 す るstructural constituent of ribosomeに 含 まれ て い る もの が 期 待値 と比 べ て有

意 に少 なか っ た(Table3-1)。 加 え て 、北 日本 お よび 南 日本 集 団 由来 の2細 胞 株

間 で 変 化 のみ られ た ク ロー ン につ い て も、 同GO項 目に含 まれ る数 が期 待 値 よ

りも有 意 に少 な か っ た(Table3-4)。 した が っ て 、これ らの 温度 お よび集 団 間 で 、

リボ ソー ム を介 した タ ンパ ク質合 成機 構 に大 きな変 化 は な い もの と思 われ る。

一 方
、 リボ ソー ム の構 成 成 分 を コー ドす るRPL22は 、15℃ 培 養OLHNI-e1お よ

びOLHdrR-e3株 間 で そ のmRNA蓄 積 量 が 大 き く変 化 して い た(Table3-5)。 こ

こで 、 シ ョ ウジ ョウバ エDrosophila melanogasterで は 、広 い基 質 特 異性 を有 し、

細 胞 増 殖 、成 長 お よび 代 謝 な どに 関 わ るcasein kinase II(CKII)とRPL22が 相 互

作 用 す る こ とがtwo-hybrid screeningに よ り明 らか に され て い る(Zhao et al.,

2002)。 リボ ソー ム の構 成 成 分 と して の 本 分 子 の働 き とは別 の機 能 がOLHNI-e1

株 の 温 度 適 応 能 に 関 わ っ て い る可 能性 も考 え られ る。

北 日本 集 団 由来OLHNI-e1お よび 南 日本 集 団 由来OLHdrR-e3両 株 にお い て 、

25℃ か ら15℃ へ 温 度 移 行 後 に 細 胞 数 を計 測 し、 細胞 形 態 の観 察 を行 っ た。 そ の

結 果 、 第1章 の33℃ か ら15℃ へ 温 度 移 行 後 の 場合 と同様 に 、OLHNI-e1株 で は

11日 目で 実 験 開始 時 の2倍 の細 胞 数 を示 した。 一 方 、OLHdrR-e3株 で は顕 著 な

細 胞 増 殖 は み られ ず 、 プ レー ト底 面 に局 所 的 に分布 す る こ とが示 され た(Fig.

3-3B)。Zayas and Schwarz(1992)は 、 トリ腱 由来 初 代 培 養株 につ き、 プ レー ト

底 面 上 の細 胞 密 度 と細胞 増 殖 の 関係 につ い て調 べ 、 そ の変 化 が細 胞 間 の シ グナ

ル 伝 達 に 関係 す る こ と を示 唆 して い る。興 味 深 い こ とに 、メ ダ カ 両細 胞 株 を25℃

か ら15℃ へ 移 行 した と こ ろ、OLHNI-e1で は 細 胞 外 に局在 す るタ ンパ ク質 を コー

ドす る ク ロー ン の 多 くのmRNA蓄 積 量 は7日 目に増 大 傾 向 に あ った が(Table3-1,

Supplementary Table3-2)、 逆 にOLHdrR-e3株 で は3日 目で減 少 して い た(Table3-4,

Supplementary Table3-6)。 ま た 、3日 目でmRNA蓄 積 量 が 両株 間 で 有 意 に異 な り、
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OLHdrR-e3株 で 減 少 して い た4つ の細 胞 外 局 在 タ ンパ ク質 を コー ドす る遺伝 子

の発 現 プ ロ フ ァイ ル をFig.3-21に 示 した。 これ らは免 疫 に 関 わ るcomplement

component3(C3)、 細 胞 増 殖 に 関 わ るdecorin(DCN)お よびgelsolin(GSN)お よ

び シ グ ナル 伝 達 に 関 わ るfollistatin-like 1(FSTL1)で あ り、これ らのmRNA蓄 積

量 はOLHNI-el株 で は一 定 の傾 向が み られ た が 、OLHdrR-e3株 で はGSNは 温 度

移 行3時 間 目か ら減 少 して お り、 そ の ほか の ク ロー ンのmRNA蓄 積 量 も3日 目

で顕 著 に減 少 して い た。興 味 深 い こ とに 、DCNは 細 胞 の会 合 に 関与 し(Reed and

Iozzo,2003)、 ま たGSNは 過 剰 発 現 に よ り細胞 樹 状 突 起 が発 達す る こ とが知 られ

(Furnish et al.2001)、 さ らに 、FSTL1はtransforming growth factor(TGF)β を介

した 細 胞 間 の シ グナル 伝 達 に 関 わ る(Thompson et al.,2005)。 した が っ て 、15℃

で の 細 胞 間 の情 報 伝 達 はOLHNI-el株 で は 正 常 に働 くが 、OLHdrR-e3株 で は そ

の 作 用 が弱 く、細 胞 増 殖 が抑 制 され て い る こ とが示 唆 され る。 ま た 、OLHNI-el

株 で は転 写 活 性 に 関 与す る タ ンパ ク質 を コー ドす る複 数 の ク ロー ン のmRNA蓄

積 量 が増 大 して い る こ とか ら、 上 記 の細 胞 間 シ グナ ル伝 達 に 関 わ る遺 伝 子 の発

現 量 は これ らの転 写 因 子 に よ り調 節 され て い る可能 性 が考 え られ た。
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第4章 総合的考察

水生生物の環境水温の変動に対す る生体内反応は、温度変化直後か ら数 日間

で起こる適応、数週間を要す る温度馴化、お よび遺伝的形質の獲得による適応

の3つ に分 ける ことができる(Hazel and Prosser,1974)。 多 くの魚種 は生息可能

な環境水 温か らはずれ ると、摂餌能や運動能の低下、生体内成分の機能低下な

どが生 じ、生存することが困難 となる。また、この生息可能温度域は細胞 レベ

ルで決定 されていることが示 されている(Mosser et al.,1986;Bols et al.,1992;

Arai et al.,1994)。 日本 に生息す るメダカ は北 日本および南 日本集団ともに水温

が0℃ 付近 になる よ うな場合 で も生存することが可能である。本研究では、温度

管理が容易で、細胞数の変化 を指標 に温度適応能 をみることができる培養細胞

を 用 い た(Arai et al.,1994)。

本 研 究 でcDNAマ イ ク ロ ア レイ の作 製 に供 した ク ロー ンは 、厳 密 に は無 作 為

に選 出 した もの で は な い。 メ ダカ の 全 ゲ ノ ム に存在 す る遺 伝 子 数 を 、他 生 物 種

の もの と同様 、約20,000-25,000遺 伝 子 と仮 定 す る と(International Human Genome

Sequencing Consortium,2004)、 今 回調 べ た遺 伝 子 数 は全 体 のお よそ15%と な る。

これ らの遺 伝 子 はEST解 析 に よ り得 られ た もの で、 発 現 量 が 比 較 的 多 い遺 伝 子

群 と予 想 され る。 こ こで 、 温度 依 存 的 な遺伝 子 発 現 を直接 制 御 す る もの は転 写

因子 で あ る と考 え られ る。Table 3-2、3-3、3-5お よび3-6に 示 す よ うに、IDI、ID3、

ZNF91、ZNF207、TDRD3お よびTDRD7な どの転 写 因子 を コー ドす る遺 伝 子 が

培 養 温 度 の変 化 に よ ってmRNA蓄 積 量 を変化 させ て い た。 興 味深 い こ とに、 北

日本 集 団 由来OLHNI-el株 の15℃ 培 養 でmRNA蓄 積 量 が 増 大 して い た 転 写 因子

の1つHMGBlは 、脊 椎 動 物 間 で 相 同性 の 高 い タ ンパ ク質 で あ る(Wolffe,1999;

Thomas and Travers,2001)。 この タ ンパ ク質 は ク ロマ チ ン中 、配 列 非 特 異 的 で は

あ るが構 造 特 異 的 にDNAに 結 合 し、他 の転 写 因子 と共 役 して 転 写 を活性 化 す る

(Hamada and Bustin,1985;Stros,2001;Thomas and Travers,2001)。 ま た 、 本遺 伝

子 は ア フ リカ の 小 型 魚 類Austrofundulus limnaeusで も温 度 依 存 的 な発 現 変 動 を示

す こ と が 報 告 され て い る(Pobrabsky and Somero,2004)。
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ま た 、 本 研 究 で は1κBα やREZBな どNFκBシ グ ナ ル 伝 達 経 路 に 関 わ る複 数 の

遺 伝 子 が 温 度 適 応 関 連 遺 伝 子 と し て ス ク リー ニ ン グ され た 。NFκBカ ス ケ ー ドは

細 胞 の 増 殖 や 接 着 の ほ か 、免 疫 系 との 関 連 が 深 い(Ghosh et al.,1998)。FSTL1が

関 わ るTGFβ も免 疫 系 で 重 要 な 働 き を 行 う(Letterio and Roverts,1998)。 温 度 適 応

に は 免 疫 系 に 関 わ る 成 分 が 深 く 関 与 す る こ とが 考 え られ る(Kikuchi et al.,1995;

Anderson and Srivastava,1999; Magnadottir et al.,1999; Hirayama et al.,2004)。 な お 、

cytokine-like 1遺 伝 子(CYTL1)、ZA20D2お よびMYLKな どの各 種 シ グナ ル伝 達

経 路 に 関 わ る遺伝 子 も北 日本 集 団OLHNI-e1株15℃ 培養 細 胞 で有 意 にmRNA蓄

積 量 を増 大 して い る こ とか ら(Table 3-2,3-5)、 個 体 レベ ル で示 唆 され る よ うに

(Gracey et al.,2004)、 細 胞 レベ ル の温 度 適 応 で も これ らの シ グナ ル 伝 達 経 路 を

介 して 大規 模 な 生 体 内の 再 編 が 行 われ る こ とが示 され た。

Table 3-2お よび3-3に 示 した よ うに 、温 度 依 存 的 な発 現 を示 した 遺伝 子 に は

MEBase上 で ア ノテ ー トされ て い な い ク ロー ン が多 くみ られ た。第2章 で は ア ノ

テ ー トされ て い な い 配 列 を メ ダカ ゲ ノ ムデ ー タベ ー ス検 索 に供 した と ころ 、約7

割 の ク ロー ンで 相 同遺 伝 子 をア ノテ ー トす る こ とが で きた。 今 後 、2006年1月

に更 新 され るメ ダ カ ゲ ノ ムデ ー タベ ー ス を利 用 す る こ とに よ り、 よ り効 率 的 に

アノテー トす ることが可能であると思われる。 さらに、温度依存的な発現変動

を示 した遺伝子につき、ゲノムデータベースより発現調節領域を抽出 して比較

することにより、特異的な転写因子結合配列などを検出することができると期

待 され る。

魚 類 に お い て は 、そ の進 化 過 程 で硬 骨魚 類 に 分 岐後 、大 規 模 な遺伝 子 重複(ゲ

ノム倍 化)が 起 き た と考 え られ て い る(Taylor et al.,2001)。 ゲ ノム レベ ル で の重

複 は 、Hoxク ラス ター の例 が 典 型 的 で あ る。Hoxは 体 軸 形 成 に重 要 な遺伝 子 で

ク ラ ス タ ー状 に 存在 し、 ま た そ の領 域 が よ く保 存 され て い る(Prince,2002)、 哺

乳 類 のHox遺 伝 子 ク ラス ター が4個 で あ るの に対 して魚 類 で は8個 存 在 す る

(Amores et al.,2004)。 ま た 、 魚 類 が 哺 乳 類 よ り も 多 くの パ ラ ロ ガ ス 遺 伝 子 を 含

む 事 実 も 、魚 類 に お け る ゲ ノ ム倍 化 の 根 拠 とな っ て い る(黒 澤 ・堀 、2000;Taylor

 et al.,2001;池 田 ・渡 部 、2004)。 こ こ で 、cDNAマ イ ク ロ ア レイ は そ の 性 質 上 、
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配 列 の類 似 性 が 高 い ア イ ソフ ォー ム 遺 伝 子 を検 出 す る恐れ が あ る。 コイ にお い

て は馴 化 温 度 に依 存 して10℃ 型 、 中 間型 お よび30℃ 型 の3種 類 の成 体 速 筋 型 ミ

オ シ ン重 鎖 ア イ ソ フォ ー ム の発 現 量 を変 化 させ て お り、 これ らの塩 基 同一 率 は

著 し く高 い(Hwang et al., 1990,1991; Watabeetal., 1998; Guoetal., 1994; Chaen et

al., 1996; Hirayama and Watabe, 1997)。 メ ダ カ にお い て も ミオ シ ン重鎖 ア イ ソ フォ

ー ム遺 伝 子 の発 現 量 が 温 度 依 存 的 に変 化 して い る こ とが示 され て い る(梁 春 実
、

2005)。 さ らに 、 同一 遺 伝 子 の選 択 的 ス プ ライ シ ン グに よっ て 生ず る遺 伝 子 群 に

つ い て も考 慮 す る必 要 が あ る。

第1章 第2節 のRT-PCRに よ り得 られ た温 度 適 応 関連 遺伝 子 の うち 、LDHB、

PABPC1、TIM10、Rab-1cお よびIκBα が 第3章cDNAマ イ ク ロア レイ実 験 で解 析

可 能 の ク ロー ン と して 得 られ た。 こ の うち、IκBαはOLHNI-el株 にお いて25℃

か ら15℃ へ 温 度 移 行 した 際 にmRNA蓄 積 量 が有 意 に増 大 して い た(Fig.3-13)。

一 方
、そ の ほ か の 遺 伝 子 は15℃ でmRNA蓄 積 量 が増 大す る傾 向 を示 す もの もあ

った が 、有 意 差 はみ られ な か った(図 示 せ ず)。 これ ら実験 結果 の違 い は 、RT-PCR

実 験 お よびcDNAマ イ ク ロ ア レイ実 験 で用 い た試 料 の培 養 温 度 設 定 の相 違 に 由

来すると考えられ る。さらに、Larkin et al. (2005)は 、発現解析手法 に よって異

な るプ ローブまたはプライマーの配列が解析結果に影響することを報告 してい

る。すなわち、前述のようにcDNAマ イクロア レイ実験 ではアイ ソフォーム遺

伝子のプローブへの非特異的結合の影響が考えられ る。 これ らの問題を克服す

るためには、スプライシングされるエキソンに特異的な配列をもつオ リゴヌク

レオチ ドをプローブとしたマイクロアレイを用いるか、または個々の遺伝子に

特異的なプライマーを用いた定量的 リアルタイムPCRな どによる確認 を行 う必

要が ある。

そのほか、マイクロアレイ実験で得 られた遺伝子発現量の変化につき、生物

学的な影響を確認する方法 として、外来遺伝子の導入によるin vivoの 実験が考

え られ る。本研 究 での細胞を用いた実験ではloop designを 採用す るな ど有意性

の検 定 には十分に考慮 したが、個体 レベルの検討は行っていない。

北 日本および南 日本集団由来のそれぞれOLHNI-elお よびOLHdrR-e3株 の
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15℃ 培養 での細 胞増殖 能、プ レー ト底面の細胞局在、および細胞外局在タンパ

ク質遺伝子の発現量の相違か ら、同温度での北 日本および南 日本集団由来培養

細胞株間の温度適応能の相違がこれ らの細胞外成分を介 した細胞間シグナル伝

達に由来す ると考えられた。今回得 られた遺伝子発現の相違が地域集団別に固

定 されているのか、あるいは系統や細胞株のみに限定されるのかを明らかにす

ることが今後の課題である。

以上、本研究では、北 日本、南 日本および東韓集団近交系メダカ、および近

縁種のセ レベスメダカ由来の培養細胞につき、温度依存的な増殖能を調べるこ

とにより、温度適応能がメダカ地域集団間で異なることを細胞 レベルで示 した。

この成果をもとに、北 日本お よび南 日本集団由来の各1株 の遺伝子発現 プロフ

ァイル をcDNAマ イ ク ロア レイに よ り比較 した。すなわち、温度移行 した細胞

を移行前の温度で培養 した細胞 と遺伝子発現を比較す ることにより、温度依存

的な発現変動 を示す遺伝子を検出す ることができた。 さらには、転写因子をは

じめ、様々な機能に関わる遺伝子が両株間で有意に発現量の差を示す ことを明

らかに した。 とくに、細胞外局在タンパク質が15℃ 培養OLHNI-el株 にお ける

増殖能 に深 く関与 してい ることが示唆 された。このように、cDNAマ イク ロア レ

イ を用 いた網羅 的な遺伝子発現解析が温度適応関連遺伝子のスクリーニングに

非常に強力なツール となることが明らかとなった。本研究によって得 られた結

果は、狭い温度域でのみ生息可能な有用魚種にっき、幅広い温度域への成長お

よび適応す る能力を付加できる可能性があり、水産増養殖業へ貢献することも

期待 され る。
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