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研究成果の概要（和文）：同一のゲノム情報をもつにも関わらず、環境に応じて表現型を変化させる現象は表現
型可塑性と呼ばれる。北海道に生息する有尾両生類であるエゾサンショウウオ（Hynobius retardatus）の幼生
は、被食者・捕食者の存在や個体群密度に応じて、明瞭な表現型可塑性を示す。本申請課題では、本種を対象と
して次の研究を遂行した。①表現型変化を引き起こす内分泌系反応を明らかにするために、脳下垂体を用いたト
ランスクリプトーム解析を行い、発現が変化するホルモン遺伝子を同定した。②可塑的表現型進化のプロセスを
明らかにするためにRAD-seq解析をおこない、SNPを同定し、それを元に本種の進化史を推定した。

研究成果の概要（英文）：Amphibians display flexible phenotypes depending on environmental 
conditions. Larvae of the Hokkaido salamander, Hynobius retardatus, exhibit two distinct morphs, "
attack morphs" and "defense morphs", as an inducible phenotypic response to prey and predators, 
respectively. The presence of their prey, induces a broad-headed attack morph. The presence of 
predator induces a defense morph, characterized by enlarged external gills and a high tail. In this 
study, two researches were carried out. 1) I conducted transcriptome analysis using pituitary glands
 to understand endocrine mechanisms of phenotypic plasticity, and identified differentially 
expressed hormonal genes. 2) To understand the evolution of phenotypic plasticity, RAD-sequencing 
was conducted. I genotyped several thousands of SNPs and inferred evolution of focal species.

研究分野： 進化生態発生学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
表現型可塑性の研究は、至近要因を探る分子発生学的な研究と、究極要因を明らかにするための生態学的な研究
が先行しており、遺伝的背景は御座なりにされてきた。生態系においては地域集団間で多様な可塑性を保持する
生物がいる一方、その進化を探るのは技術的に難しかったからである。本研究の最大の特色は表現型可塑性とい
う現象について、先行研究とは異なる学際的なアプローチにより、分子機構と進化過程を同時に明らかにした点
である。これによって、今後、原因遺伝子の機能解析が可能となり、可塑性がどのように生態系や発生過程に影
響を及ぼしているか調べることができる。したがって、本研究は大きなインパクトをもつと言える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
生物は変化する環境のなかで異なる表現型を示すことがある。異なった表現型が単一の遺伝

子型から生じる現象は表現型可塑性と呼ばれ、環境における適応を考える上で極めて重要であ
る。北海道に生息するエゾサンショウウオ（Hynobius retardatus）は、可塑性によって生じ
る幼生の形態多型について様々な研究がなされている。被食者であるオタマジャクシ存在下で
は、捕食に有利な頭部が発達した攻撃型となる。一方、捕食者であるヤゴの存在下では、外敵
の攻撃から身を守るため、外鰓が発達し尾高や体色の変化が生じ、防御型となる。エゾサンシ
ョウウオの形態とその可塑性は、地域集団間で違いがあると考えられているが、形態の可塑性
の全容はもとより、その遺伝・分子発生学的基盤についてはまったく不明であった。申請者は、
地域集団間の可塑性比較研究のためのマーカー開発、可塑性による発現形態の比較とトランス
クリプトーム解析による研究を遂行してきた。 
 
○トランスクリプトーム解析 
本研究では、エゾサンショウウオ幼生が示す防御型・攻撃型の２つの表現型を誘導し、遺伝

子発現の変化を比較することでそれぞれの表現型可塑性の分子機構にどのような違いと共通性
があるかを明らかにした。操作飼育実験により得られた RNA を用いて発現解析をおこない、
有意に発現量が変化していた遺伝子を DEG（Differentially Expressed Gene）として定義し、
解析した。結果、以下の 2 点が明らかになった。1) 防御型における DEG 数は、攻撃型におけ
る DEG 数より、約５倍多かった。攻撃型では頭部の形態のみが変化するのに対して、防御型
では尻尾・外鰓など様々な形態変化が起こる。従って、この DEG 数の違いは、形態変化の度
合いを反映しているのではないかと考えられる。2) 脳においては活性酸素関連の機能を持つ遺
伝子は、攻撃型・防御型でともに発現が上昇していた。生物が代謝量を上昇させるとき、多く
のエネルギーを作り出すために酸素の消費量が上昇する。可塑性が発現する際には、形態を改
変するためにより多くのエネルギーを作り出す必要があり、そのために酸素の消費に必要な活
性酸素関連遺伝子の発現が上昇したと推察される。 
 
○地域集団の形態・遺伝的比較 
地域集団間の表現型変異の一端として可塑性変異、それを生じさせる遺伝的変異、それらの

結びつきから理解できる形態可塑性の進化過程を調べるための準備を進めている。mtDNA の
haplotype による生息範囲全域の集団構造推定を試みた先行研究を参考に、北海道内の５地域
（函館・野幌・襟裳・北見・天塩）でサンプリングし、地域集団の遺伝的背景を比較するため
に 12 座位のマイクロサテライトマーカーの開発をおこなった 
 
２．研究の目的 
これまでの研究で、形態変化時の遺伝子発現の変化パターンが明確化され、また地域集団の

遺伝的違いを比較する基盤が構築された。しかし、実際に可塑性を引き起こす原因となる遺伝
子の地域間の変化や変異については何も分かっていない。さらには、どのようにして本種が表
現型可塑性を手に入れ、進化したかについても不明である。本研究ではこれらの謎に挑戦する
ために、従来の分野に縛られず、内分泌学的・分子発生学的・ゲノム進化学的解析を統合的に
活用することで、本種の表現型可塑性の分子基盤とその進化過程の解明を目指す。特に近年、
発達著しい次世代シークエンサーを用いた大規模配列解析を活用した２つのアプローチを用い
る。まず、脳下垂体におけるトランスクリプトーム解析や生化学的実験をおこない、この表現
型可塑性を誘導する内分泌系の変化を明らかにし、可塑性を引き起こす遺伝子を特定するため
の糸口とする（研究 1）。さらに地域集団間の遺伝的組成を比較することで表現型の多様性と、
その一端を担う可塑性の多様性が、種内でどのようにゲノムに反映されているかを明らかにす
る（研究２）。これらの研究を統合的に理解することで、本種における表現型とその可塑性の進
化、ひいては脊椎動物の表現型進化がどのように起こるかを推察する。 
 
３．研究の方法 
本研究では、まず、脳下垂体におけるトランスクリプトーム解析や生化学的実験を活用する

ことで、この表現型可塑性を誘導する内分泌系の変化を明らかにし、至近要因を解明するため
の糸口とする（研究１）。さらに異なる環境への応答を示す地域集団間の遺伝的組成を比較する
ことで表現型可塑性の多様性が種内でどのようにゲノムに反映されているかを明らかにする
（研究２）。これらの研究を統合的に理解することで、本種における表現型可塑性の進化、ひい
ては脊椎動物の表現型進化がどのように起こるかを推察する。 
 
①脳下垂体からのトランスクリプトーム解析による可塑性の内分泌機構の解明 
可塑性を引き起こす内分泌系の変化を明らかにするために、内分泌制御の中枢である脳下垂

体のトランスクリプトームによる網羅的遺伝子発現解析をおこなう。先行研究から特にホルモ
ン関連の遺伝子は、両生類の表現型可塑性への関与が示唆されている。また、無尾両生類の防
御型はストレスホルモンの投与で誘導されることが示されている。しかし、これまで申請者が
おこなったトランスクリプトーム解析では、このようなホルモン関連遺伝子はほとんど検出さ
れなかった。これは、扱った組織が大きいことが一因であると考えられる。よって、本研究で



は脊椎動物のホルモン分泌の中枢である脳下垂体に組織を絞って、遺伝子の発現を調べる。 
 
②RAD-seq による地域集団間での可塑性の進化過程の推定 
エゾサンショウウオの可塑性の進化過程を明らかにするため、マイクロサテライトマーカー

と RAD(Restriction-site-Associated DNA)-seq による大規模な集団多型解析を行う。従来、非モデ
ル生物の遺伝多型解析は数遺伝子座に限定されていたが、塩基配列解読技術の発達により、
RAD-seq のようなゲノムワイドでの遺伝多型解析が可能となった。エゾサンショウウオの可塑
的変化は、地域集団によって異なる。しかし、この多様性がどのようにして獲得され，進化し
てきたかは未だ不明な点が多い。その過程を明らかにするために、まず開発済みのマイクロサ
テライトマーカーを利用して集団間の系統関係を明らかにし、さらに RAD-seq 解析によって得
られた情報を活用して、ゲノム上で自然選択が起こっている領域を同定する。本研究では，先
行研究でのミトコンドリア DNA 多型の分布を考慮し、北海道内の５つの地域で偏りなく卵の
採集をおこなう。これらの地域集団の遺伝的背景を比較することで，表現型可塑性の進化過程
に迫る。エゾサンショウウオゲノムは非常に大きく，ゲノムサイズは二倍体で約 15.80 Gbp (2n 
= 40) と予想されている。このゲノムサイズに関する問題を回避するため、通常の RAD-seq で
はなく、特異性の高い ddRAD-seq 法を用いる。断片化される箇所が減少することで、ゲノムサ
イズが大きくてもそれぞれの座位について十分なカバレージが確保できる。マイクロサテライ
トの多型データにさらに RAD-seq 解析の結果を加えることで解析の解像度はより鮮明になり、
それに伴い、新たな研究が展開されることが期待される。 
 
４．研究成果 
①本研究では、エゾサンショウウオにおける表現型可塑性の分子機構を明らかにするために、
脊椎動物の内分泌系の中枢であり、種々のホルモンの分泌を制御している脳下垂体に注目し、
その遺伝子発現の変化を明らかにするためにトランスクリプトーム解析をおこなった。野外で
採集した卵から孵化した幼生を捕食者存在下・被食者存在下、及びそれぞれのコントロールの
4 つの条件で飼育し、その遺伝子発現を比較した。解析の結果、可塑性間で異なる発現変動を
示す 4 つのペプチドホルモン (PTH2, CALCA, PRL1, GH) と１つの神経ペプチド (NPB) が、可
塑性を引き起こす分子の候補として同定された。また、分子系統解析の結果、PRL1 と CALCA
は、それぞれ両生類の祖先系統と有尾両生類の祖先系統で遺伝子重複を起こしていることがわ
かった。これらの結果より、同定された内分泌関連因子は可塑性の分子機構と進化において重
要な役割を担う可能性が示唆された。 
 
②本研究では、エゾサンショウウオにおける表現型可塑性の進化機構の一端を明らかにするた
めに、各地域集団のリアクションノームの測定と RAD-seq による集団遺伝解析をおこなった。
北海道内の５つの地域（襟裳、野幌、函館、天塩、北見）で卵の採集をおこない、同一の条件
で攻撃型可塑性の形態変化を誘導した。形態測定の結果、集団に応じて、可塑的変化能力は異
なることがあきらかになった。また、RAD-seq を用いて各集団 20 個体（計 100 個体）の遺伝
的多型を検出した。検出された 547 座位の遺伝的多型マーカーを用いて、遺伝構造を推定した
ところ、それぞれの地域集団で明瞭な集団構造が観察されたが、遺伝的距離は地理的な距離と
は相関せず、野幌・天塩集団、次いで襟裳・北見集団が近縁であることが示唆された。これら
の結果より、可塑性の能力と遺伝的な近縁性は相関せず、可塑性はそれぞれの集団で独自に進
化したことが示唆された。 
 
さらに今後の遺伝子の機能検証研究の布石として、有尾両生類のモデル生物であるイベリアト
ゲイモリ（Pleurodeles waltl）の遺伝子データベースを整備した。 
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