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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、短期間で過酷な寒冷地にも侵入したアメリカザリガニの高い環境適
応能力の遺伝的基盤を明らかにすることである。アメリカザリガニの低温適応に関わる遺伝子座を推定するた
め、札幌、青森、鎌倉から採取したアメリカザリガニのゲノムDNAを用いてゲノムリシークエンスを実施した。
その結果、札幌集団において頻度の高いアリルの近隣に低温応答する遺伝子を複数見出した。このうちRho 
GTPase regulating proteinをコードする遺伝子が、低温条件下の札幌集団で急激に発現量が上昇していた。こ
れらの結果は、本遺伝子が関わる分子経路が札幌集団の低温への適応に寄与している可能性を示唆している。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to understand the genetic basis of the high 
environmental adaptability of Procambarus clarkii, which has been invaded to cold regions in a short
 period of time. Genome resequencing was conducted using genomic DNA of P. clarkii collected from 
Sapporo, Aomori, and Kamakura to estimate the loci involved in low temperature adaptation of the 
crayfish. As a result, we found several genes that respond to low temperature neighboring alleles 
that are highly frequent in a genome of the Sapporo population. Among these genes, the gene encoding
 Rho GTPase regulating protein showed a rapid increase in expression in the Sapporo population under
 low temperature conditions. These results suggest that a molecular pathway involving this gene may 
contribute to the adaptation of the Sapporo population to low temperatures.

研究分野：進化ゲノミクス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究ではアメリカザリガニの低温適応に関わる複数の遺伝子候補を見出した。温度への適応は他の外来種の侵
入・分布拡大メカニズムと共通する可能性が高く、外来種全体の侵入メカニズムの理解に繋がると期待できる。
注目度の高い外来種の侵略性に関わるメカニズムの解明に取り組んだ本研究の社会的な意義は大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
北米原産のアメリカザリガニ(Procambarus clarkii)は世界的な侵略的外来種であり、アメリカ
大陸のみならず、アジア、ヨーロッパ、アフリカにおいても爆発的に生息範囲を広げている。日
本では 1927 年に、わずか 20 個体のアメリカザリガニが神奈川県鎌倉郡岩瀬の蛙養殖場に餌と
して輸入された。そこから逃げ出した個体が野外で繁殖するようになり、1950 年代までに全国
に分布を拡大したことが分かっている。アメリカザリガニが世界各地で独立に何度も侵入・定着
に成功している背景には、日本へ侵入したケースのように少数個体から新規環境に適応して分
布拡大できる遺伝的基盤が存在するためだと考えられる。 
 申請者らは、近年、寒冷地に侵出したアメリカザリガニの適応進化に着目した。本種は寒冷な
北海道に定着することができなかったが、2000 年以降になると札幌の河川で定着が確認される
ようになった。申請者はこれまでに、寒冷な札幌に生息するアメリカザリガニの低温適応の可能
性を調査するため、仙台市と札幌市でアメリカザリガニを採取して飼育し、F1 世代の個体を用
いて低温環境下(1℃)における生存時間分析を実施した。その結果、札幌集団の個体は仙台集団
の個体よりも有意に低温条件下の生存時間が長いことが分かった。また、低温環境に応答する遺
伝子の集団間の相違を調査するため、札幌と仙台と集団のそれぞれの個体から 1℃環境下に暴露
前、暴露後 7日目の RNA を抽出し、遺伝子発現解析(RNA-seq)により低温に応答する遺伝子の相
違を調査した。その結果、札幌の個体では低温に応答する発現変動遺伝子がわずか 41 であった
のに対し、仙台の個体では 1000 以上が検出された。このことは、仙台集団の個体と比較して札
幌集団の個体は低温暴露によるストレスの程度が小さく、札幌集団が低温環境に適応進化した
可能性を示唆している。申請者らは、こうした集団間の温度応答のことなる遺伝子の中に、低温
適応に関わる遺伝子が存在するのではと考えた。 
 
 
２．研究の目的 
短期間で過酷な寒冷地に侵入したアメリカザリガニの高い環境適応能力の遺伝的基盤を明らか
にするため、国内集団の個体を用いた遺伝子発現解析を行い、低温に応答する遺伝子の相違を検
出する。また、各集団のゲノムリシークエンスデータを用いて、寒冷地集団で特異的に自然選択
の働いた領域を推定する。さらに、札幌集団(寒帯)と沖縄集団(亜熱帯)の個体を交配させて F2 雑
種を作出し、QTL 解析による低温耐性責任遺伝子を推定する。こうして得られた候補遺伝子の
機能を調査し、本種の低温適応の分子メカニズムを明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
(1)QTL-seq による低温適応に関わるゲノム領域の推定 
 QTL-seq は、次世代シークエンサーを用いて量的遺伝子座位(QTL)を迅速に同定する手法
である。低温耐性に関わる遺伝子領域を同定するため、低温適応集団(札幌)と低温非適応集
団(沖縄)からアメリカザリガニのサンプリングを行った。飼育施設内において、札幌集団の
個体と沖縄集団の個体を掛け合わせて、F1 雑種を作出した。さらに、F1 雑種 (札幌 x 沖縄) 
を掛け合わせて F2 雑種を得た。こうして F1 雑種の掛け合わせで得られた F2 個体を低温
1℃環境下に暴露して低温に対する耐性が弱いグループ(早期に死亡した 25 個体)、および、
低温に対する耐性が強いグループ(長期間にわたり生存した 25 個体)のそれぞれからゲノム
DNA を抽出して QTL-seq を実施する予定であった。しかしならが、低温耐性実験において
全ての F2 個体が長期間生存できず 3 日以内に死亡したため、計画していた QTL-seq を実施
することができなかった。 
 
(2)低温適応に関わる自然選択の検出 
各集団の遺伝的多様性調査、及び、寒冷地集団特異的に自然選択を受けたゲノム領域を検出する
ため、各集団のゲノムリシークエンスを実施する。リファレンスとなるアメリカザリガニの全ゲ
ノム配列 (ゲノムサイズ 2.6Gb)は決定済である(牧野ら 未発表)。札幌集団、青森集団、鎌倉集
団の 8個体からゲノム DNA を抽出し、等量の DNA をプールして 150bp paired-end ライブラリを
作成した。DNA の配列には次世代シークエンサーIllumina Hiseq シリーズを用いて、各集団のゲ
ノムカバレッジが 10x となるよう配列決定を行った。DNA 配列決定後、BWA を用いて short read
をリファレンスとなるゲノム配列へのマッピングし、samtools、bcftools で多型座位(SNPs)を
検出した。各集団の SNPs を用いて遺伝的多様性の指標となる FST を計算し、PBS を推定した。
こうして得られた PBS を解析し、札幌で特異的にアリル頻度の高い領域を探索した。 
 
 
４．研究成果 



 

 

(1)QTL-seq による低温適応に関わるゲノム領域の推定 
アメリカザリガニの低温応答に関わるゲノム領域の絞り込みのため QTL-seq を計画した。
低温適応集団(札幌)と低温非適応集団(沖縄)を掛け合わせて F1 雑種を作出し、その F1 雑種 
を掛け合わせて F2 雑種を得た。１℃低温条件下に暴露した全ての F2 個体が 3 日以内に死
亡した。温度に対する応答が異なる 2 集団を交配することで、多様な感受性を示す F2 が得
られると期待したが、札幌集団で観察されたような強い低温耐性を示す個体が得られなか
った。低温への適応に関わる遺伝子が複数存在しており、強い低温耐性を示す遺伝子型の組
み合わせが本実験では得られなかった可能性がある。 
 
(2)低温適応に関わる自然選択の検出 
アメリカザリガニの低温適応に関わる遺伝子座を推定するため、札幌、青森、鎌倉から採取した
アメリカザリガニのゲノム DNA を 8 個体ずつをプールして次世代シークエンサーでリシークエ
ンスを実施した。得られた SNP データを用いて PBS(population branch statistics)を計算し、
札幌集団に特異的な遺伝子座の絞り込みを実施した。また、札幌集団と仙台集団の低温条件下で
実施した RNA-seq 解析の結果と比較を行なった。PBS0.5 以上であった 29 万座位中トップ 10 に
入る SNP の近隣に、札幌集団で特異的に低温応答する遺伝子(PROCLA012775)が存在することを
見出した。 

図 1. 札幌(屯田川)集団特異的にアリル頻度の高いゲノム領域 
 
本遺伝子は 1℃という低温 1週間の条件下において、仙台集団よりも札幌集団において統計的に

有意に発現量が高かった。さらに低温条件下 1 ヶ月後において札幌集団で急激に発現量が上昇

することが明らかとなった(図 2)。本遺伝子は、Rho GTPase regulating protein をコードして

いるため、本遺伝子が制御すると考えられる 2つの Rho GTPase パラログの発現パターンを調査

したところ、いずれも札幌集団特異的に低温に応答して発現量が上昇し、Rho GTPase regulating 

protein と似た発現パターンを示した。 

 
図 2.Rho GTPase regulating protein(PROCLA012775)の低温条件下における遺伝子発現変化 



 

 

 
 Rho GTPase は、細胞骨格の制御に関わる遺伝子である。Rho GTPase を制御する Rho GTPase 

regulating protein と温度適応との関連はこれまで報告されていないが、上述の結果は、本遺

伝子群が関わる分子経路が札幌集団の低温への適応に寄与している可能性を示唆している。 
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