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〈要 約〉

　非常に有用なモデル生物として古くから用いられているアフリカツメガエルは，異種交配および全ゲノム重複により，ひとつの生物のなかに異なる2種類のゲノムをもつ異質4倍体と考えられていた．そのため，全ゲノム配列の解読は非常に困難とあきらめられており，主要なモデル生物のなかで唯一，全ゲノム配列が明らかにされていなかった．筆者らは，アフリカツメガエルの全ゲノム配列の解読に挑み，6年をかけてついにその構造を明らかにした．その結果，アフリカツメガエルは約1800万年前に2つの祖先種の異種交配により誕生した異質4倍体種であり，祖先種からうけついだ2つのサブゲノムは，それらのあいだで相互転座など構造異常の起こることなく，それぞれ9本の染色体のセットに分かれて保持されていることが明らかにされた．さらに，一方のサブゲノムにおいては多くの重複遺伝子の欠失，発現量の低下，高頻度な染色体の再配列がみられたことから，サブゲノムごとに独自に進化したことが明らかにされた．
はじめに

　今日，多くの生物種において全ゲノム配列が明らかにされており，得られたゲノム情報を用いた比較ゲノム解析や遺伝子の網羅的な機能解析などにより多くの知見がもたらされている．これまで，脊椎動物の全ゲノム配列は，最初にヒトにおいて明らかにされたのち，マウス，ニワトリ，ゼブラフィッシュ，メダカなど世界的に多くの研究者に用いられている主要なモデル生物を中心として明らかにされてきた．アフリカツメガエル（Xenopus laevis）は，1950年代から現在にいたるまで，発生学，細胞生物学，生化学などにおいて有用なモデル生物として多くの研究者に利用されてきた（図1）．しかしながら，研究の歴史が古い主要なモデル生物としては唯一，全ゲノム配列が明らかにされていなかった．
　多くの生物種は父方および母方からそれぞれうけついだ2つの同一のゲノムをもつ2倍体であるが，アフリカツメガエルは2つの2倍体の祖先種の異種交配および全ゲノム重複により生じた，異なる2つのサブゲノムをもつ異質4倍体種と考えられていた1)．この異種交配を起こした2倍体の祖先種はすでに絶滅しているので，アフリカツメガエルのゲノムの比較の対象としては，約4800万年前に分岐した近縁種である2倍体のネッタイツメガエルがある（図1）．2010年，両生類としてはじめてネッタイツメガエルの全ゲノム配列が明らかにされたが2)，異質4倍体のアフリカツメガエルは相同性の高い2つの祖先種に由来するサブゲノムをもつことから，全ゲノム配列の解読は困難と考えられていた．しかし，この研究において，日本および米国を中心とするアフリカツメガエル全ゲノム解読プロジェクトの国際コンソーシアムは，異なる2つの祖先種に由来する同祖染色体および2つの祖先種のオーソログに由来する同祖遺伝子を識別して全ゲノム配列を解読することにより，複雑な異質4倍数体のゲノムの構造を明らかにした．さらに，祖先種に由来する2つのサブゲノムの同定により，倍数体の動物種においてはじめてサブゲノムごとの進化の過程の一端が解明された．
1．異質4倍体であるアフリカツメガエルの全ゲノム解読および染色体へのマッピング

　アフリカツメガエル全ゲノム解読プロジェクトは，2009年に日本および米国において独立にたちあがったが，2012年，国際コンソーシアムとして共同することで合意した．それを可能にしたのは，日本が独自に作出したアフリカツメガエル唯一の近交系であるJ系統を両方のチームで用いていたことである．J系統はゲノム配列に個体差がないため，2つの祖先種に由来するサブゲノムの配列の違いをうかびあがらせることが可能である．米国チームは，J系統の個体のゲノムDNAを用いてショットガンシークエンスを行い，その配列をつなぎあわせてアセンブル配列を得た．ついで，メイトペアシークエンスを行い，その配列をもとにアセンブル配列をつなぎスカフォールド配列を構築した．しかし，これだけではよく似た2つのサブゲノムに由来するアセンブル配列やスカフォールド配列が正しく結合しているかどうかは不確実である．日本チームは，BAC（bacterial artificial chromosome，細菌人工染色体）クローンライブラリーを作製し，その末端配列を決定してスカフォールド配列にマッピングした．ついで，マッピングされたBACクローンをプローブとして蛍光in situハイブリダイゼーション法を用いて染色体にマッピングし，アフリカツメガエルの18対すべての染色体を識別しながら，スカフォールド配列にマッピングされたBACクローンをそれぞれの染色体のアンカーマーカーとして設定した．最終的には，798個のBACクローンからなる染色体地図が作成された．一方，米国チームも，Hi-C法3) やChicago法4) により染色体のレベルでアセンブリーを進め，BACクローンの蛍光in situハイブリダイゼーション法の結果と照合しながら，染色体にアンカーされていないスカフォールド配列も含め，ほとんどの配列を染色体ごとのひとつづきの配列としてつないだ．
　しかし，配列の自動アセンブリーには限界があり，たとえば，遺伝子が直列に重複したところなどはスカフォールド配列がとぎれたり1個に縮重していたりした．そのような箇所では，それをまたぐようなBACクローンを選別しその全塩基配列を決定した．その結果，Hox遺伝子クラスター，嗅覚受容体遺伝子クラスター，nodal5遺伝子クラスター，nodal3遺伝子クラスター，vg1遺伝子クラスターなどの配列が決定された．とくに，vg1遺伝子はクラスターを形成することがはじめて示され，その結果，これまでvg1遺伝子のバリアントと考えられていたvg1(S20) 遺伝子とvg1(P20) 遺伝子はひとつのクラスターのなかの別々の遺伝子であることが判明した．これらの配列も含めて，18本の染色体ごとの配列はver. 9.1として公開された（Xenbase，および，http://xenopus.lab.nig.ac.jp/cgi-bin/gb2/gbrowse/xl_v9_1m_p/）．
　今回の解析をもとに，これまで不統一であったアフリカツメガエルの染色体の番号が新たに設定しなおされた5)．つまり，ネッタイツメガエルの染色体（XTRと表記）のXTR1からXTR10と，アフリカツメガエルの9対の同祖染色体における遺伝子連鎖群の保存性6) をもとに，アフリカツメガエルの染色体（XLAと表記）の番号をふりなおし，かつ，同祖染色体のあいだの長さの違いをもとに長い方をL，短い方をSと表記して，結果として，XLA1L，XLA1S，XLA2L，XLA2S，… と命名した．ただし，ネッタイツメガエルのXTR9およびXTR10と相同な染色体はアフリカツメガエルにおいて融合していたことから，XLA9_10LおよびXLA9_10S（あるいは，XLA9LおよびXLA9S）とした．XLA9_10の融合領域は，ネッタイツメガエルのXTR9およびXTR10の末端の領域の配列との詳細な比較により，XLA9_10LおよびXLA9_10Sに存在する4つの遺伝子を含む領域にまでせばめられた．これらの遺伝子はネッタイツメガエルのXTR9あるいはXTR10には含まれていなかったため，蛍光in situハイブリダイゼーション法により，実際にXTR9およびXTR10の末端の領域に存在することを示し融合領域を同定した．XLA9_10LとXLA9_10Sの融合領域は同一であったことから，融合が起こったのはネッタイツメガエルから分岐したあとで，かつ，アフリカツメガエルの2つの2倍体の祖先種が種分化するまえであると考えられた（図2）．
　ゲノムの配列をもとにしたタンパク質をコードする遺伝子モデルの作成および遺伝子のアノテーションは，米国チームにより自動化ツールを用いて行われた．しかし，自動化ツールにより作成された遺伝子モデルにおいては，しばしば，エクソン-イントロン構造にまちがいが含まれたり，遺伝子名の付与が適切でなかったりする場合がある．そこで，日本チームにより，シグナル伝達，転写制御，細胞周期，主要組織適合性複合体などに関連する遺伝子を中心に検定を行った．エクソン-イントロンが本来の位置に設定されていなかったものをリストアップし，それが修正されるよう自動化ツールの条件を設定しなおし，かつ，この作業を何度もくり返すことにより正確さを向上させた．それと並行して，遺伝子のアノテーションの検定も行い，987個の遺伝子について検定し修正すべきものは修正した．これらの結果を反映させて，遺伝子アノテーションver. 1.8として，ゲノム配列とともに公開した．
2．祖先種に由来するサブゲノムの同定

　アフリカツメガエルのもつ18対の染色体がLとSの9対の同祖染色体となることはすでに述べた5)．しかし，祖先種に由来する2つのサブゲノムが同祖染色体のあいだでどのように分布しているのか，また，同祖染色体のあいだで組換えが起こっているのかどうかは不明であった．そこで，注目したのがトランスポゾンである．もし，2種の祖先種がそれぞれの種に特異的なトランスポゾンをもつのであれば，異質4倍体化したアフリカツメガエルにおいてそのトランスポゾンの配列がそれぞれのサブゲノムの全域に保持されているはずである．そこで，すでに不活性化して“化石化”しているトランスポゾンに注目し，同祖染色体のあいだに不均等に分布しているものはないか探索した．その結果，3種類の化石化DNAトランスポゾンとしてXl-TpL_harb，Xl-TpS_harb，Xl-TpS_Marが見い出された．そのうちの1つXl-TpL_harbは染色体Lのセットに特異的に分布していた一方，ほかの2つXl-TpS_harbおよびXl-TpS_Marは染色体Sのセットに特異的に分布していた．つまり，アフリカツメガエルの染色体Lと染色体Sのセットはサブゲノムに対応していることが明らかにされた．そこで，染色体Lと染色体Sに対応させてサブゲノムLとサブゲノムSと命名し，それらの起源となる絶滅した祖先種もLとSとした．また，それらのサブゲノムに属する同祖遺伝子は遺伝子名のあとに“.L”あるいは“.S”を付加して表記することにした．倍数体の動物種におけるサブゲノムの同定ははじめてのことであった．これにより，染色体Lと染色体Sに存在する遺伝子を調べることにより，異質倍数体化したのちのサブゲノムLとサブゲノムSの進化を解析することが可能になった．
3．サブゲノムLとサブゲノムSの進化

　アフリカツメガエルにおいてサブゲノムのあいだの比較が可能になったことから，近縁種のネッタイツメガエルとアフリカツメガエルの2つのサブゲノムにおいて詳細な比較解析を行った．その結果，アフリカツメガエルの染色体のセットLはネッタイツメガエルの染色体とシンテニーや染色体の形態が非常に類似していたが，染色体のセットSは染色体のセットLと比べ染色体の長さが短く，染色体のレベルでの構造変化が多く生じていた．2倍体のネッタイツメガエルの遺伝子数は約21,000個であるが，アフリカツメガエルの遺伝子数はその約2倍の45,099個であった．これらのうち，嗅覚受容体遺伝子ファミリーのように多コピーで存在している遺伝子などを除いた24,419個の遺伝子のうち，異質倍数化により重複した2コピーが保存されている遺伝子は全体の56％である8806ペア（17,612遺伝子）であり，1コピーが欠失した遺伝子は6807遺伝子であった．そこで，染色体のセットごとの遺伝子の保存性について調べた結果，異質倍数化したのちサブゲノムLでは8.3％の遺伝子が消失していたのに対し，サブゲノムSでは31.5％の遺伝子が消失していた．
　さらに，遺伝子の発現パターンや発現量についても比較した．14の異なる段階の卵母細胞あるいは発生段階の胚および14の異なる成体の組織を用いたRNA-Seq法により，大量のcDNAの配列情報を得た．これらをゲノム配列にマップして遺伝子の発現情報を得た．その結果，卵母細胞から母性-胚性転移期の胚にかけてはサブゲノムLの遺伝子の発現量がサブゲノムSの遺伝子より平均で12％高かったのに対し，母性-胚性転移期よりのちの胚および成体組織においてはサブゲノムLの遺伝子の発現量はサブゲノムSの遺伝子より25％高いことが明らかにされた．これらの結果から，アフリカツメガエルにおいては，1800万年前に祖先種Lと祖先種Sの種間交配およびゲノム重複による異質倍数化が起こり，そののち，サブゲノムLでは祖先種Lのゲノムをほぼそのまま残してきたのに対し，サブゲノムSでは多くの遺伝子の消失，偽遺伝子化，高頻度な染色体の再配列，そして，多くの遺伝子の発現量の低下が発生過程の胚および成体において起こったことが明らかにされた（図2）．トウモロコシや出芽酵母の異質倍数体種においては，一方のサブゲノムの染色体領域の一部において多くの重複遺伝子の消失が起こっていると報告されている7,8)．しかしながら，アフリカツメガエルはこれらとは異なり，サブゲノムSの全域において遺伝子の消失や染色体の再配列が生じていた．
おわりに

　全ゲノム重複は生物の進化の過程においてしばしば起こる現象と考えられており，そのひとつの例が，約5億年前の古生代カンブリア紀に脊椎動物が出現する過程で起こったとされる2回の全ゲノム重複である9)．全ゲノム重複により遺伝子の数を格段に増加させ，一部の重複遺伝子の機能の分担や新たな機能の獲得が脊椎動物の誕生とそののちの多様化および繁栄をもたらした要因であったと考えられている10)．また，真骨魚類の祖先種において約3億年前に独自に全ゲノム重複が起こり，さらに，最近，全ゲノム配列が明らかにされたニジマスにおいては約1億年前にもう1回の全ゲノム重複が起こっている11)．しかしながら，これらの全ゲノム重複からはいずれも1億年以上が経過しているため，祖先種に由来するサブゲノムを明らかにすることができず，サブゲノムごとの進化の過程を推測するのは困難であった．この研究においては，約1800万年前という比較的最近に全ゲノム重複の起こったアフリカツメガエルの全ゲノム配列を解読することにより，異質倍数体の動物種においてはじめてサブゲノムを識別することに成功し，それをもとに，全ゲノム重複ののちのサブゲノムの進化がはじめて明らかにされた．さらに，アフリカツメガエルと同じツメガエル属には，さらに1回あるいは2回の全ゲノム重複が想定される種が存在する12)．これらの倍数体のツメガエルにおいてゲノムの構造を明らかにしアフリカツメガエルとの比較解析を行うことは，約5億年前に起こったとされる脊椎動物の共通祖先で生じた2回の全ゲノム重複や，そののち，真骨魚類に起こった全ゲノム重複が，のちの進化にどのようなインパクトをあたえたかを読み解く鍵，すなわち，ロゼッタストーンになるものと期待される．
　この研究の成果はNature誌に掲載されただけでなく，このプロジェクトの日本チームにより8報のcompanion paperがDevelopmental Biology誌に掲載された13-20)．
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〈図説明〉

図1　アフリカツメガエルとネッタイツメガエル

異質4倍体のゲノムをもつアフリカツメガエル（右）は18対の染色体をもち，2倍体のゲノムをもつネッタイツメガエル（左）は10対の染色体をもつ．この2種は，両生類無尾目（カエル目）ツメガエル属に属する．ネッタイツメガエルはツメガエル属において2倍体のゲノムをもつ唯一の現存種である．
広島大学大学院理学研究科 高橋 秀治 博士 提供．
図2　アフリカツメガエルにおけるサブゲノムの進化の過程

4800万年前にツメガエルの共通祖先から分岐したアフリカツメガエルの祖先において，ネッタイツメガエルの染色体XTR9およびXTR10と相同な染色体が融合し染色体の数が減少した．そののち，3400万年前に祖先種LおよびSが誕生し，1800万年前にこれら2種の種間交配および全ゲノム重複により異質4倍体化した．倍数化ののち，祖先種Sに由来するサブゲノムSのほうでより多くの遺伝子の消失や染色体の再配列が生じ，現存種のアフリカツメガエルとなった．
