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研究成果の概要（和文）：本研究において私はシクリッド V1R2 遺伝子において、大きく配列の

異なる２つのアリル型を見出し、それらが東アフリカ産シクリッドの進化過程において、長期

にわたって多型を維持してきたことを示した。また、これらの異なる２つのアリル型は、今か

らおよそ９００万年前に強い正の淘汰圧を受けて分岐したことを進化統計学的な解析によって

明らかにした。つまり、機能的な多型がシクリッド集団で維持されてきたことになり、これが

東アフリカ三大湖における急速な多様化を可能にしたと予想される。 
 
研究成果の概要（英文）：I found a long standing polymorphism on protein encoding gene of 
haplochromines that may, in general, contribute to faster and dynamic diversification. 
In V1R2 receptor gene, two highly divergent allele groups, which were estimated to have 
diverged about 9 MYBP under the force of positive selection, are observed as polymorphism 
in Lake Victoria cichlids. In addition to V1R2 gene, functionally distinct polymorphisms 
on ecologically important genes and QTLs were likely to be existed in ancestral 
populations. Lineage sorting of such polymorphisms may have enabled the extremely rapid 
radiations and parallel evolutions of haplochromines. 
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１． 研究開始当初の背景 
シクリッドにおいては、体表が多様であるこ
とから、婚姻色が種の認知や維持に重要であ
ることが予想され、視覚研究が主導的におこ
なわれてきており、実際、視覚を介した配偶
者選択が行われていることを示唆する行動
学的な実験や、視覚受容体遺伝子が光環境に
適応して種毎に変化していることなどを明

らかにした研究も報告されている。その状況
の中で、嗅覚に関してはあまり研究が進んで
いない。しかしながら、水中で生活する魚類
においては、化学物質を用いた嗅覚コミュニ
ケーションは非常に有効な手段であること
から、シクリッドにおいても何らかの重要な
機能を果たしていると考えられる様になっ
てきた。つまり、ウナギやサケにおいてよく
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知られた母川回帰現象で代表されるような、
鋭敏な嗅覚がシクリッドにも備わっており、
それらが多様化に寄与しているのではない
かと予想している。その状況の中で、いくつ
かのモデル魚種（ゼブラフィッシュ、トゲウ
オ、メダカ、フグ、ミドリフグなど）におい
てゲノム計画が進み、嗅覚受容体遺伝子群の
全貌も明らかになってきたために、実際に
DNA レベルで嗅覚研究を進められる状態とな
った。魚類嗅覚受容体には V1R 型、V2R 型、
Taar型、OR型が存在することが分っており、
V2R 型はアミノ酸、Taar 型は Trace Amine、
OR 型はペプチドなどを受容すると予想され
ている。その中で、私は V1R型受容体に着目
した。魚類 V1R型受容体は哺乳類における揮
発性フェロモン受容体のホモログである。魚
類においては、水中で不揮発性の化学物質を
受容するはずである。そのリガンドは現在の
ところ明らかにされていないが、近年におけ
るいくつかの論文中で、V1R 受容体のリガン
ドはおそらく生殖行動を誘発するホルモナ
ルフェロモンなのではないかと予想されて
いる。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、東アフリカ産シクリッドに
おいて生殖行動を引き起こす化学物質（フェ
ロモン）とその受容体遺伝子を単離すること
であり、最終的にはそれが種の分化や多様化
に関わっているか否かを明らかにすること
である。近年の研究でシクリッドの成熟雌尿
中に含まれる成分が、雄の攻撃性や雌追尾行
動を誘発することが示されており、これはシ
クリッドにおいてもホルモナルフェロモン
が存在する可能性を示唆している。そこで私
はホルモナルフェロモンを受容する可能性
が高いと予想されている V1R型受容体に着目
し、その進化を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
V1R型受容体遺伝子は、2007年の時点で計 6
コピー存在することがわかった。そこで、本
研究では、V1R1～V1R6遺伝子それぞれを、ビ
クトリア湖産シクリッドであるの BACライブ
ラリーをスクリーニングして単離し、その配
列に基づいて種間比較・進化解析をおこなっ
た。進化解析には、MEGA, DNASP, TCS, PAUP, 
Phyml, Modeltest, Genetyx, MCMCcoalを用
いた。また、特に着目している遺伝子 V1R1, 
V1R2に関しては、シクリッド嗅上皮における
in situ ハイブリダイゼーションによる発現
の確認や、遺伝子数の確認のためのサザンハ
イブリダイゼーションもおこなった。In situ
やサザンハイブリダイゼーションのプロー
ブのラベリングには、Roche社のラベリング
ミックスを使用した。本研究の実験に使用し
たビクトリア湖産シクリッドは 2004～2007

年の間、計 4回に渡るビクトリア湖遠征によ
って収集してきたものである。それら以外の
シクリッドはペットショップで流通してい
るもの、もしくは共同研究によって提供され
たものを使用した。各筋肉組織、もしくはヒ
レ組織は 100％エタノール内に保存し、必要
に応じて適時 QIAGEN社の DNeasy tissue kit
を用いて DNA抽出をおこない、実験に使用し
た。 
 
４．研究成果 
私はシクリッドにおいて性行動を誘発する
ホルモナルフェロモンの受容を担うことが
予想されている V1R受容体遺伝子群について、
それらが進化にどのように寄与してかを明
らかにすべく研究を進めてきた。本年度にお
いては、6 コピー存在することが知られてい
る V1R1から V1R6までの中でも特に、V1R2ア
リルにおいて、ビクトリア湖産シクリッド内
にて極めて配列の異なるアリルを発見した。
ビクトリア湖産シクリッドは、今からおよそ
14000 年程度に放散した進化的には非常に新
しいグループであることから、そのグループ
内において遺伝的にかけ離れたアリルが存
在することは、V1R2遺伝子座において何らか
の特別な自然選択が働くか、もしくは祖先集
団が特別な構造を作っていたことが示唆さ
れる。そこで、ビクトリア湖だけでなく、マ
ラウィ、タンガニィカ湖のシクリッドも解析
に加えたところ、興味深いことに、この大き
く異なる 2 グループに分かれる V1R2 アリル
は、東アフリカ三大湖全てで共有されている
ことが分った。つまり、このアリルの起源は
もっとも古い放散イベントである 900万年よ
りもさらに古いことが予想された。そこで、
V1R2 のアリルの Gene genealogy を詳細に解
析し、これらの分岐年代を推定するとともに、
各分岐における祖先配列の推定をおこなっ
た。その結果、今から 1000 万年ほど前に分
岐したアリルであることが分り、さらには、
祖先的アリルから派生的なアリルができる
際に、非同義置換が１４サイトであるのに対
し、同義置換が１サイトにとどまり、ωは 5.8
にもなることが分った。さらに PAML による
two ratio test を用いて、V1R2 における派
生型アリルができる際に、正の淘汰圧が働い
たこと（この枝においてω値が 1を超えるこ
と）を進化統計学的に明らかにすることに成
功した。また、正の淘汰によってできた新し
いアリルと、既存の古いアリルが 1000 万年
の間、維持されてきたこともわかった。つま
り機能的に異なるアリルがシクリッドの祖
先集団中に長期間維持されてきたことにな
る。この原因を探るために、我々はビクトリ
ア湖、マラウィ湖、タンガニィカ湖に生息す
るシクリッドの中立領域の 28 遺伝子座の配
列を決定し、最尤法とベイズ法を用いてシク



リッドの分岐に伴う集団サイズの推定をお
こなった。その結果、各湖の祖先となる集団
の有効集団サイズが 100万を超え、非常に大
きかったことが予想された。また、その大き
な祖先集団はいくつかの小集団に分かれて
いた可能性も示唆された。つまり、1000万年
前に正の淘汰によって生じた機能的に異な
るアリルが、非常に大きな祖先集団において
どちらか一方に固定することなく長期間維
持され、それらが各湖に分配されたことで現
在の三大湖産シクリッドにおいて高い V1R2
の多様性が保持されているといえる。祖先集
団中において多様性が維持される機構とし
ては、大きな集団中に存在するそれぞれの小
集団中に異なるアリルが固定し、湖に流入し
た小集団間で交雑を起こしながら放散した
ことがもっとも大きな要因となったのでは
な い か と 考 え て い る 。 こ の よ う な
Metapopulationにおいては、通常よりも古い
アリルが集団中に維持される傾向にあるこ
とが過去の理論的な研究によっても予想さ
れてきていた。 

本研究で我々は、V1R2 だけでなく、V1R1
においても、Tropheini 族のシクリッドの祖
先集団において、非常に強い正の淘汰が働い
たことも明らかにすることに成功した（ω値
は無限大で、PAMLによる統計学的なテストで
も支持された）。おそらく、今回着目した
V1R1,2遺伝子には、機能的に異なるアリルを
もつ集団が分かれるような分断選択が働い
たのではないかと予想される。今後の研究で
は、その機能的差異や分断選択が働いたか否
かについて研究を進めることで、シクリッド
における嗅覚を解した種もしくは集団分化
のメカニズムを明らかにすることができる
かも知れない。 
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