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DespiteaninteleStOflongstandingmtheonguandevolutionofveltebrates,leCentCOnhibut10nOfstudieson
lancelets(amphoxus),cephalochol･dates,tDthis丘eldisnotmuch.Oneofthemajol･1℃aSOnSforthisisdilBcultiesin
applyingeEectiveTnOleculal･teClmquestDthisammal.Toestabhshabaseofeasy-useoflanceletmaterials,weale
improvingaLaboratolγCultureSystemOfLanceletsandhaveobtainedsu缶cientspawnsforsⅨyeaIS.Wealso
peLformedst∝kingwithabout14,000younglanceletSatthenativehabitatin theAriakeSea,Japan,with
embryosObtained且つmtheculturesystem,weSl.Sttl.anSformedepidermalcellsoflateneurulaewithEGFP
expressionvectoISbyelectlbpOl･ationmethcd.OurcultuleSystemlSleleaslnglanceletstucuesfromcorutramt.

｢ナメクジウオ｣という名称は頭ii,‡動物亜門全体を指

したり,それよりも下位の分類群を指したりする.E]本
近海に生息するナメクジウオ頻は2属3柿とされていた

が,20041T=･にクジラの死体に生息する新種AsJm7mebon
idemmが発見されて (NistAn wa,2004),現在では3

属4種類とされる.これらすべてのナメクシウオ類が,

一般には ｢ナメクシウオ｣と呼ばれる.ただし,特徴的

な種については,カタナメクシウオ Ep如 'chdZyS

maladi'vensLSやオナガナメクシウオ AsJmmebron

lua7yanum,ゲイコツナメクシウオ AsJmmebon
Lhrenlm の和名が使われることがある.発生学や耶別学

で使われてきた種は,BmnchiaStOmaJ,武の1種であるが,
日本に生息するこの種は以前B.bekheǹとされていた.

しかし,中田の履門 (Ⅹ血nen)に生息する個体群が,檀
レベルで異なる2群からなっていることが明らかにされ

(Xuetal"2005),それらはB.belchez7'とB.ノ如om'cLIn7

に分類された切Iangetal.,2006).El本に生息する個体

はZhangetal.(2006)によると,B･JbponL'cumになる･
日本のBJ即ChT'cLSわma属はそれまで,B.bekhen'に分
類されていたことから,この種に対してヒガシナメクジ

ウオの和名を与えたが (安井 ･窪川,2005),B.belchen'
と種レベルで異なることになれば,適切な和名がなくな

ることになる.

ナメクジウオ類は長い間,脊椎動物の起源解明に

とって重要な動物として研究が進められてきた. し

かし,ゲノム解説によって得られる膨大な十-Frir取から

系統推定を行うゲノム系統学 (phylogenomics)で再
検討された結果,ナメクジウオ甥は形態学的に推定

された脊椎動物の姉妹群から外され,脊索動物の中

では衆 も分岐が深いと考えられるようになった

(Putnametal"2008;Dunnetal.,2008;Phllippe
etal,2011).この結果が正 しいとすると,Ga工･Stang
(1928)が提唱 した固着動物が幼形成熟をして,遊泳

型の脊椎動物の祖先形をもたらしたとする仮説は否

定されそうである.節約的に考えると,ナメクジウ

オ畑と脊椎動物が示す遊泳型の形態は祖先形質にな

る.つまり,脊索動物の殺後の共通祖先は移動に適

した体つきをしていたと考えられる.ところが軸索

動物に目を転ずると,このグループのすべての種は

幼生期に左側に口がr姫旧 して,その口は変悪期に正

中の器官である綾ELi(,二なる. また,生殖腺 は

BllanChlasbma属では左右に発達するが,他の2属では
右側にしか発達しない.ミトコンドリアゲノムの系寿鋤牢

柿では,右側にだけ生殖腺ができる特徴が頭索動物内で

の祖先形質であることが支持さjtることから(Konetal.,

2007),ナメクシウオ頬の最後の共通祖先に刑臣動物型の
遊泳型を期待するのは難しい.脊索動物の進化史推定は

ゲノム系qL学 (Delsuceta1.,2006;Putnametal.,2008;

Pll山ppeetalリ2011)と比較分子発生学 (e.gリYuetaL

2007;OnaietaL2010;安井･銃 2004),古生物学 (e.gリ
Chenetal.,1999;Shuetal"2003;MauattandChen,
2003)の主要な3分野の発展を受けて理解は深まったが,

問題の解決以上に新たな問題が出現している状況である.

この研究に大きな障害となっている問題の 1つが,ナ

メクジウオ類の研究材料である.これまでのほとんどの

研究は,自然個体群から得られる材料に依存していた.

ナメクジウオ頬の代用になる動物が存在 しないことから,

現在要求されている精密な研究をナメクジウオ類で進め

る以外に方法はない.それはナメクジウオを実験動物化

することである.

ナメクジウオをただ飼うことはそれほど難しいことで

はない.月に 1回程度天然海水を入れ替えることができ

れば,餌無しで,生息地の砂を入れた水槽で半年から 1
年は飼うことができる.しかし,実験動物として飼うこ

と,しかも,そこから発生学的研究材料を得るとなると

簡単ではない.実験室で発生学的材料を得る試みは1990

代に入って,中国青島の個体群 (Wuetal.,1994)とアメ
リカフロリダ州の個体群 (HollandandHouand,1993)

で進められ,それ以降の研究材料のほとんどはこれら2

群が利用されてきた.しかし,双方とも毎年産卵期に性
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Fig.1.CultureandspawningrecoL･dsofthesystem.Blackarrowsanddarkyellowarrowheadsdenote

BeldcollectlOnandspawning,respectively.ColorlinesindicatecultureofpL･Ogeny.BL･eeding

seasonmightstarteal･uel･thanthefil･StSpawnandGnishlaterthanthelastspawninthe丘guL･e
eVeIYyear･

成熟個体を自然個体群から採集して,一時的に実験室で

飼うことにより受精卵を得る方法を探っており,研究環

境としては極めて脆弱な状況にあった.

著者は実験室個体群の確立による研究環境の向上をめ

ざし,2005年から日本産ナメクジウオの大量飼育を開始

した (1血suietalリ2007).やや先行 して,中問屋門

(Zbngetal.,2007)と フラ ンス Banyls-surMel･

(Fuenteseta1.,2004)でそれぞれ,B.bekJZen',B.
JbpomrcumとニシナメクジウオB.bnceoJatumの飼育が
闘始されている.前者では初めて実験室第2世代を得る

ことができ,後者では温度刺激による放卯誘発に成功し

ている.ただし,後者の放卵誘発については,ニシナメ

クジウオだけに有効であることが判明し,他の種に普及

しなかった.また,環近は内陸部での飼育も試みられる

ようになり,ニシナメクジウオを対象にした人工海水飼

育下での産卵に成功している (meodosiouetal.,2011).

このように,現在,世界各国でナメクジウオ頬の安定し

た飼育法の開発に努力しており,脊索動物の中で古くか

ら注目されたにもかかわらず (Kowalevsky,1867),新し

い研究技術増人の難しさが妨げになって,最後に残され

たナメクジウオ類の研究基盤の故習が徐々に進んでいる_

本稿では,著者が進めている日本産ナメクジウオの飼育

について報告する.

飼育法の改善

現在使用しているゼブラフィッシュ飼育装置を応用し

た飼育装置~F(HydenseSystemARA72,Aqua,Tokyo)

での飼育 ･繁殖状況をFig.1に示す.2010年を除き,毎

年6月に産卵前の自然個体群(熊本県上天卓市の有明海,
2011年は長崎県島原市を追加)から200-500匹ほど採集

して飼育肝に加えた.基本的な飼育法についてはすでに

報告しているが (Ul･ataet止,2007;Yasuietal,,2007),

その後,幾つかの点で改良を施した 餌は単細胞性珪藻

Cnae血肥 ngCaJclb7anSとC.i,Q.aciEsの混合液を与えて
いたが,a bqaCi血単独で問題ないことが分かり,2009
年からCgコ･aCiLigだけの給餌に切り替えている.また,
当初観察の便宜と省力化の目的で砂を入れない水槽で銅
育していたが,水槽の汚れと夏の高温期に感染症が頻発

することから,産卵期 (6月-8月)以外は水槽に2-3cm

の深さで3.5mmメッシュの師にかけた生息地の砂を入

れている.これにより,繁殖期を終えた9月から,翌年
の繁殖の準備を行う6月までの間のほぼ中間に1度だけ

の清掃で済む.また,感染症や原因不明の翻r･iカモ減り,

生存率を大きく改善することができた.飼育下で生まれ

た個体群については,砂のない45cmガラス水槽 (クリ

アステイングレー CS･104,Nisso,JaparJで飼い続ける

と生存率が悪く(数%程度),生存個体も口部や脊索湾曲の



異常が目立つことから,体長が約 1cm に逐した時点で

(11月から12月),成体と同じ飼育装置に移して飼育を行

っている.これにより,生存率は数十%にまで改善され
ている.

生まれた個体の飼育は,受精後24時間から36時間で

授粕川容器 (500ml丸形プラスナノク容器)から,エアレ
ーションを施し,膿過海水で満たした45cmガラス水槽
に移して,,1経年を毎日1回行い,週に1回の水替えと清

掃を行う(YasuietaL,2(氾7).飼育室は空調によって室

温をほぼ24oCに維持する.水替えは1cm径ほどのシリ

コンチューブでサイフオン式に行い,ナメクジウオと水

の分経は50岬 1ナイロンメッシュを通す.メッシュには
ナメクシウオとともに,餌と糞などが磯るので,それを

実体顕微錦下で選り分ける必要がある,これらの作業に

は車間とわずかの熟練が要求されるので.体長が1cmに

透した時点で成体の飼育装位に移すことで,労力が大き

く軽減できる.ナメクジウオを砂の中から選別するには,

適度の海水が入っている小型水槽を揺すって鵜拝し,海

水とともにナメクシウオをメノシュで漉すことを数回繰

り返すので,ナメクジウオが帰まないように,小さな個

体用の砂は2.5mmメッシュで締ったものを使う.使用

する砂は飼育水槽の洗浄時および飼育終了時に水道水で

良く洗ったあと,天日で十分に乾燥させて再使用または

保存する.

これまでの飼育結果

2006年以降,飼育装置を熊本大学沿岸域環境科学教育

研究センター合津マリンステーションに移設した 2010

年を除きすべての年で,自然個体群から採集した性成熟

個体と飼育下で性成熟した個体ともに.飼育装置内で放

卵 ･放柏が行われ,十分な次世代を得ることができた.

飼育下での繁殖期は年ごとに若干の違いがあるが,ほぼ6

月下旬から8月下旬の2ケ月強である.これは生息地で

の繁殖期間Iにくらへて長い.放卵 ･放棺は21:00ころか

ら開始され,翌日の1:00ころまで続く.しかし,生殖腺

を失う個体は繁殖期間*,配偶子もしくは接合子を採集

した個体以上に多くなることから,上記の時間以外にも

放精 ･放卵が起きているものと思われる.

最初のラボコロニー第 1世代は,飼育装置導入前の

2005年に得られ,2007年にそれらの個体が第2世代を

産んだが,産卵の発見が遅れ,水lf;r悪化のため親仔とも

に絶滅した.その衡 ラホコロニー第 1世代を毎年得る

ことができ,2008年には20(泊年に産まれた個体が第2

世代を産み,それら両個体群は現在も維持している.2011

年には2008年に産まれたラボコロニー第2世代から,

数回の放卵 ･放梢で世界で初めての第3世代を得たが,

短期間の飼育で絶滅した qig.2).絶滅の原因は不明であ
る.

生まれた個体が生夕朗泉を持ち始めるのは.体長が約25

mmになってからで Nasuietal.,2007),その時期が生
殖腺発達開始時期である10月から11月に同期しない場

令,その生殖腺は最初の産卵期では使われない可能性が

ある.現在の飼育条件下では,生まれた仔が殻初の配偶

子放出をするまでに23ケ月を要する.飼育下で生まれた

Fig.2.ThirdgenerationofthelaboratoL･yCOlony

bredinthesystemin2011,Unfortunately,
theysul･vivedforlessthanamonth.

個体は,自然個体群にくらべて毎年繁殖け掴畠が早いよう

で,繁殖用の初期に配偶子放出が集中する傾和 二ある.

配偶子放出は飼育海水温が約 23oC以上になると認めら

れることから,繁殖時期を調節するには室温調節によっ

て,海水温を20oC以下にすることが有効かも知れない.

また,自然照明下では繁殖活動が深夜になることから,

人間の活動周期にそぐわない.そのため,1日の明暗を

逆転させて放卵 ･放梢を日中に持ってくる工夫もなされ

ている(Yu,私信).

配偶子もしくは受精卵の採集

基本的に雌雄を別々の水槽で維持 しているので,

精子と卵を別々に得ることになる.しかし,生摘腺

の特徴をもとにして完壁に性別判断をするのは困難

であり,雌雄が混じる場合がある.また,新しく産

まれたノ｣､さな個体は卵数が少なく,発生学的研究に

は不向きであり,放卯･放精がより確実に出現する雌

雄混在で飼育する場合が多い.これらの場合は,放

卵確認時はほぼすべての場合で受精しているので,

受精卵を採集することになる.

放卵の確認と卵の採集を容易にするため,繁殖期

には砂を除去する,また,給餌は通常,給水を止め

る 17:00ころに行うが,配偶子採集期には 15:00こ

ろに早め,18:00ころに卵密度を高めるために,普段

約2.5Lほど入っている水槽の海水を水深2cm程度

になるまで排水 し,エアレーションを外す.配偶子

放出の確認は20:00から1時間ごとに24:00まで,

もしくは 1:00まで行う.放精もしくは放卵が確認さ

れた水槽は,1･2mm メッシュを通して,ナメクジウ

オと硝子もしくは卵を含む海水とを分維する.ナメ

クジウオは水槽に戻し,2cmはどの海水を張って次

の放卵 ･放精を待つ.ナメクジウオの卵は直径

120･140ト皿 ほどであるが,受精膜が大きく膨らみ卵径
の約 3倍になるので,分雑には比較的大きなメッシュを

便う.配偶子放出の確認を終了した時点で,各水槽を海

水で満たし,エアレーションをセットして,作業を終了



する.

渡した卵を含む海水は,直ちに実イ2相朽微鏡下で受精の

有無を確認する.すでに受柄している場合は,受精卵が

容器底に沈んだ時点で,50rnlシリンジで海水を吸引し

て可能な限り多くの海水を捨て,漣過海水に置換する.

兼愛糟卵の場合は,得られた相子を含む海水を適免注入

して授精を行う.発生学的実験を行う場合は目的に応 じ

て,大量の同期した肱を得るか,授精時IuJをずらして目
的のステ-ジを数回連続的に得られるようにする.大11'i

の415cm程度のメスから得られる一月射子は10,000個体

前後であり(Wuetal_,1994),約300mlの通過海水で満

たされた容器で,3日程度問題なく飼うことができる.

繁殖を巨l的にした飼育では,雌雄混在で飼う方が効率

的である.月封土できるだけ早く成体から分雑した方が良

いが,観察開始以前や作饗終了後に繁殖が行われる場合

があるので,軒抽脚 二は飼育水槽の給水を開始する前に,

各水槽から海水のサンプルを探り,顕微鏡下で雌の有無

を確認した方が良い.醇化まで12時間かかるので,それ

以前は砂の表而もしくは容器の底面で見つかり,醇化後
は海水中を繊毛で遊泳する.

生息地への放流

托々は飼育個体を熊本県天草市の有明海で採集してい

るが,近年この海域での生息個体の減少が目立つ.以前

は 1回の トレッチングで100-200 個体を採集することか

できたが,それが数十から数個体に減少している.実験

室での飼育条件がほぼ確立したことにより,2008年には

大是のラボコロニー第 1世代を得ることかできた.その

うち,約半数の14,000固体ほどを,ほとんどの個体が体
長1cm を越えた時点で,もとの生息地に放流することに

した.水槽で育ったナメクジウオは砂を入れてもすぐに

は砂に潜り込めないので,放流 1週間ほど前に飼育水槽

に砂を入れて,ナメクジウオが砂の中に潜伏するように

Fig.3.Stockinglnthenativehabitat
wlLh younglanceletSbl･ed in
captlVlty.Animals in plastic

bottleswel･ebroughtontothe
seabottom byscubadivingln
winLel･.

慣らした.放流は2008年の12月1日に水深約20mの

地点で行った.ナメクジウオを含む砂を海水とともにlL

のプラスチックサンプルビンに入れて密閉し,スクーパ

ダイビングにより海底までサンプルビンを運び,生息地

と同質の砂の表層間近で,サンプルビンの蓋を開けて放

流した.放流作業は水中カメラによるムービーと写真に

よって記録した qlg.3).当初の予定では,定期的に定点
探炎をして DNAマーカーによる個体確認で着底の評価

を行うことを計画したが,実行していない.現在維持し

ている 3,000ー4,000個体規模の飼育個体群からは,研究
材料以外に10万個体以上の仔世代を得ることができる.

幼生飼育用の水槽を十分用意でき,その世話をする専門

の人月が確保できれば,かなりの個体数を毎年放流する

ことが可能である.

ナメクジウオ助の分子発生学.的研究が,他の脊索

動物であるホヤ欄や脊椎動物の研究から大きく遅h

た主要な原因の 1つは,遺伝子の機能解析実験が極

めて制限 されていたことである.これまで遺伝子発

現阻書実験として,モルフォリーノ(Mol一)holinoア
ンチセンスオリゴヌクレオチ ド)を注入 した未受精卵

を授精 させて.その個体の発現形質を見る研究が報

告 されている (Onaietalリ2010).未受柵卵への核酸

注入には,機材が怒った実験室が要求され.しかも,

注入卵 を大量に得ることは不可能である.また,症

入が成功 しても精子が確保できない場合は,その注

入卵は無駄になる.精子の受精能は数時間程度であ

る.精子の凍結保存技術が報告 されているが (Xuet

a1,,2009;Theodosiouetal.,2011),まだ十分な検証
がなされていない.

我々は2011年にエレク トロボレーター (NEPA21,

NepaGene,Japan)を用いて,強制発現ベクター

Table1.SettinどOfDulsesinelectroDOl･ationandtL･anSformationefficienc

Thnsferpulse
Voltage(Ⅵ Durat10Ⅰ)(ms∝)
8 10

1010 1010
8 108 10

Poringpulse
SampleNo.Voltage(Ⅴ) Duration(mSeC)
1 30 2.5
2 20 2.5
3 10 2.5
4 50 0.5
5 75 0.5

TranfoL･mationratio(%ofindivs)
100100100100100



Fig.4.Larva expressing EGFP induced by
electroporation.

pCS2+eGFPの導入実験を行った.pCS2はサイトメ
ガロウイルスのプロモタ-であるsCMVIE94とサ

ルウイルスのポリ A サイ トが組み込まれており,

様々な動物細胞で発現することが確かめられている

ベクターである.導入ステージは受精後 22時間幼生

(初期ナイフ型ステージ)で,2mmギャップキュベッ

トを使い.10-20個体ほどの幼生を含む200LJの海

水に 1LLg/LLlのプラスミドベクタ-告 loLLl混ぜ,
Tablelの条件でパルスをかけた.実験個体は海水で

11日間飼育し,その後蛍光顕微鏡下で牛体を観察し

た.試みたすべての条件で,EGFPの発現が表皮細

胞で認められた (Fig.4),
ナメクシウオ頬に対するエレクトロボレータ一に

よる核酸の導入は,本実験が最初の例であり,今後

様々な発生ステージの細胞への導入の手がかりにな

る.エレクトロボレークーによる核酸の導入は,他

の方法にくらべて極めて簡便であることから,遺伝

子発現阻害や強制発現による迫伝子の機能解析,さ

らにはDNA組換え体コロニーの胤発など,これまで

ナメクジウオ研究の足柚になっていた制限が取り払

われ,今後,急速な研究の発展が期待される.

今後の課題

これまでの 6年間の実績で,天然海水による飼育
条件はほほ確立したと考える.しかし, ナメクジウ

オが実験動物として一般化するには,まだ塩つかの

課題が残されている.一つは 繁姫期間をさらに長

くすることと,放卵･放精メカニズムの解明である.

実験動物に使われる主要な海産無脊椎動物はすべて

配偶子放出技術が開発されている.ナメクジウオで

も数多くの試みがなされたが,ニシナメクジウオに

対する温度刺激 (Fuenteseta1.,2004)とフロリダナ
メクジウオE Doz･Idaeに対する電気刺激 (Holland

andYu,2004)以外に,これまで成功 した例がない.
電気刺激の結果は自然産卵とどれだけの違いがある

のか分からないような効果である.今後,卵母細胞

の成熟メカニズムと配偶子放出のメカニズムを解明

して,欲しいときに受精卵を得ることができるよう

にすることが求められる.また,熱帯域に生息する

ナメクジウオ類は生殖腺成熟が早いことと (Stokes,

1996),生殖腺の成熟には餌と飼育温度が束要である
ことがこれまでの飼育経験から示唆される.したが

って,飼育環境を調整することにより,繁地期間を

伸ばすことは可能であると考える.

もう一つの課題は,飼育施設の設置場所に関する

ものである.現在の飼育装置は天然海水を無制限に

使用できる条件が必須である.この条件を満たす施

設は.臨海実験所や水産実験所を有する大学か,水

産試験場や水族館等に限られる.また,DNA組換え

体の作製や維持がこれから一般化することを考える

と,自然界との隔離の問題で,海岸地域での個体群

維持はリスクが大きくなる.多くの研究施設が内陸

部にあることも考膚すると,海水の再利用や人工海

水の利用による飼育が要求される.フランスではす

でに,内陸部であるパリ近郊とリヨンで人工海水に

よる飼育が行われ.温度刺激による配偶子放出がメ

スで 80%,オスで 70%の高率で認められるという,

良好な結果を得ている (TheodosiouetalH2011).
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