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研究成果の概要（和文）：コイ科の小型魚類であるヤリタナゴとアブラボテは生殖隔離が不完全であり、野外で
雑種が頻繁に観察される。2種の種分化の機構を明らかにするため、系統解析および遺伝的解析を行った。
RNA-Seqによる系統解析の結果、複数の遺伝子が過去の種間交雑の影響を受けていることが示唆された。SNPマー
カーによる雑種判別から、地域集団ごとに種間交雑の生じる頻度が異なることがわかった。また人工授精により
2種間のF2雑種を作成した。現在これらのF2をもとに連鎖地図の作成を進めている。

研究成果の概要（英文）：Reproductive isolation of two closely related bitterlings Tanakia lanceolata
 and T. limbata, small cyprinid fishes, is known to be incomplete and their hybrids are frequently 
observed in the wild. To understand the speciation mechanisms of these fishes, phylogenetic and 
evolutionary analyses were carried out. Phylogenetic analysis by RNA-Seq data suggested that many 
genes were affected by past hybridization events in these species. Hybrid discrimination analysis 
using divergent genetic markers showed that frequency of hybridization is highly different among 
regional populations. F2 hybrids of T. lanceolata and T. limbata have been generated by artificial 
fertilization. Construction of a linkage map in these F2 hybrids is now in progress.

研究分野： 進化生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 すべての生物種は、単一の共通祖先が種分
岐を繰り返すことで生じてきたため、生物進
化を考える上で、種分化メカニズムの解明は
きわめて重要である。 
 異所的種分化において、交配前隔離の進化
に自然選択がどの程度寄与しているのか、ま
たどのような形質の変異が、生殖隔離の進化
を促すのかといった問題は、様々な近縁種の
系を用いて研究が進められているものの、ま
だ明確な結論は出されていない。そこで本研
究では、西日本に同所的に広く分布するコイ
科の淡水魚であるヤリタナゴ Tanakia 
lanceolata とアブラボテ T. limbata の 2 種を対
象にして、交配前隔離の進化におけるこれら
の問題にアプローチしたいと考え、研究を開
始した。本研究の材料であるヤリタナゴとア
ブラボテは、種分化の研究を進める上で、以
下のような興味深い特徴を備えている。 
・ヤリタナゴ−アブラボテ間に生殖隔離は存
在するが、不完全である 
 基本的に 2 種は自然界では別種として存
続しており、生殖隔離が成立していると考
えられる。しかし人工的に交雑すると生殖
能力のある F1, F2 雑種を得ることが可能で
ある (Kawamura and Hosoya 2000)。 

・2種は形態的・遺伝的に大きく異なる 
 形態的特徴は、体色や体型など 2 種間で
明確に違いがある。またミトコンドリア
DNA 解析から、2 種間の分岐年代は 1,000
万年前後と推定されている (Hashiguchi et 
al. 2006)。 

・2種は野外でしばしば交雑する 
 形態的・遺伝的な違いの大きさにも関わ
らず、2 種の交雑個体は場所によってはかな
り高頻度で（> 10%）見つかる(Hashiguchi et 
al. 2006)。2 種は繁殖基質の二枚貝を共有し
ており(Kitamura 2007)、またタナゴ類におい
ては、二枚貝を介した多様なオスの繁殖戦
略が見られることから(Kanoh 1996)、タナゴ
類の生殖隔離には貝産卵が関係する可能性
が高く、その点でも興味深い。 

 ヤリタナゴとアブラボテの間に見られる
これらの性質は、2 種が種分化の途上にある
ことを示唆しており、2 種は生殖隔離の進化
を研究する上で良いモデル系となることが
期待される。しかし、研究開始時点において、
これら 2 種の自然集団における種間交雑の遺
伝的実態は不明であった。また、2 種は非モ
デル生物であり、連鎖地図やドラフトゲノム
など、遺伝学的研究を行う上での基盤をまず
は確立する必要があった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ヤリタナゴとアブラボテの交
配前隔離の進化における自然選択の役割を、
遺伝子レベルで解明することを目的に、以下
の 2 点について研究を行った。 
(1) 2 種間の交配前隔離に関係する可能性が
ある種差の遺伝的基盤の特定 

 2 種の交雑実験に基づく遺伝学的な解析
（QTL マッピングおよび遺伝子発現解析）を
行い、繁殖や食性などに関わる形質の種差に
関わる遺伝的変異の同定を目指す。 
(2) 野外集団で2種間に生殖隔離が成立する
条件の解明 

 複数の生息場所で 2 種の交雑が起こる頻度
を、遺伝マーカーを用いて推定し、雑種ので
きやすさと相関を示す環境的・生物的要因を
特定する。 
 
３．研究の方法 
(1)-1. ヤリタナゴ−アブラボテの人工授精 
 2013 年から 2016 年にかけて、2 種の繁殖
期である 4-6 月に福岡県柳川市の調査地で採
集したヤリタナゴ、アブラボテを用いて人工
授精を行った。同種間及び異種間（雌雄逆の
2 通り）について、3-7 組で人工授精を行い、
孵化率・浮上までの生存率を測定した。 
(1)-2. ヤリタナゴ−アブラボテ種間交雑第
２世代（F2）の作成 
 ヤリタナゴ（メス）とアブラボテ（オス）
を人工授精して作成した F1 雑種（福岡県柳
川市由来, 2013, 2014 年）の雌雄複数個体で人
工授精を行い、F2 雑種を作成した。 
(1)-3. RAD-Seq による連鎖解析用 SNPマーカ
ーの作成 
 2014 年度に作成した F2 雑種 88 個体及び親
種各 1個体、F1雑種 6個体について、RAD-Seq 
(Baird et al. 2008)により連鎖解析用の SNP マ
ーカーの作成を試みた。 
(1)-4. ヤリタナゴ・アブラボテ地域個体間
の分子系統解析 
 2種が同所的に生息する西日本の4河川（福
岡、島根、愛媛、京都）で採集したヤリタナ
ゴ・アブラボテ各 1 個体の脳から RNA を抽
出し、Illumina MiSeq を用いて RNA-Seq を行
った。また、別属のタナゴ類 4 種も、外群と
して使用した。 
(2)-1. SNP マーカーを用いたヤリタナゴ・ア
ブラボテ野外集団における交雑頻度の解析 
 RNA-Seqデータをもとに作成した 6個の種
判別 SNP マーカーを用いて、西日本の 11 河
川におけるヤリタナゴ・アブラボテの交雑頻
度の推定及び交雑個体の雑種判別を行った。 
(2)-2. アブラボテのドラフトゲノム解読 
 2015 年に福岡県柳川市で採集したアブラ
ボテのオス 1 個体について、ドラフトゲノム
配列の解読を試みた。配列決定は HiSeq X Ten 
(125 bp paired end, データ量は約 100 Gb)で行
い、得られたデータをもとに Platanus (Kajitani 
et al. 2014)で de novo assemble 及び scaffolding, 
gap closing を行った。 
 
４．研究成果 
(1)-1. ヤリタナゴ−アブラボテの人工授精 
 2014-2016 年に福岡県柳川市の水路で採集
したヤリタナゴ、アブラボテについて、種内
及び種間で人工授精を行い、孵化率及び仔魚
の浮上までの生存率を測定した。その結果、



ヤリタナゴと比較してアブラボテの孵化・生
存率が低いこと、2 種間の雑種では雌雄どち
らの組み合わせでも、孵化・生存率はそれら
の中間となることが明らかになった（図 1）。

また、ヤリタナゴ（メス）とアブラボテ（オ
ス）に由来する F1 雑種同士の交配において
得られた F2 の受精卵・仔魚では、孵化率
92.2%, 受精後 19日目の生存率 56.5%であり、
F1 の孵化率・生存率とほぼ同等であった。 
(1)-2. ヤリタナゴ−アブラボテ F2 の作出 
 2013 年 4 月に採集したヤリタナゴ（メス）
とアブラボテ（オス）の人工授精で作出した
F1 雑種 11 個体をもとに、F2 雑種 88 個体を
得た(2014-F2）。また、2014 年 4 月に採集し
たヤリタナゴ（メス）とアブラボテ（オス）
の F1 雑種をもとに、F2 雑種 77 個体を得た
（2015-F2）。いずれの家系についても、鰭か
らゲノム DNA を抽出し、また各個体はホル
マリンで固定後、70%エタノールの液浸標本
として保存している。 
(1)-3. RAD-Seq 
 連鎖地図作成及び QTL マッピングに用い
る多型（SNP + INDEL）マーカーを得るため、
2014-F2 の 88 個体及び柳川のヤリタナゴ・ア
ブラボテ各 1 個体、F1 雑種 6 個体の計 96 個
体について、RAD-Seq を実施した。各個体は
2 通りのアダプター配列（24 x 4 = 96 通り）
で区別した。制限酵素には SbfI を使用し、作
成したRADライブラリを Illumina HiSeq 2500
の 50 bp single end で配列を決定した。
STACKS  
(http://catchenlab.life.illinois.edu/stacks/)を用い
て個体毎のデータを分離したところ、個体あ
たりのリード数は 16.4-78.2 万程度（平均：
498,194）であった。この結果をもとにアブラ
ボテのドラフトゲノム配列（後述）をリファ
レンスにして、88 個体すべての F2 個体に共
有される多型を探索したところ、そのような
多型は全く得られなかった。そこで、リード
数が少ない個体（< 300,000）のデータを除い
た 81 個体で再度解析を行ったが、それでも
全個体に共有される多型はわずか 4 個であっ
た。このように F2 個体間に共有される多型

が非常に少なかった 1 つの原因として、2 種
の遺伝的差異が大きいために、制限酵素の認
識サイトに頻繁に変異が生じてしまってい
ることが推察される。しかし今回の解析にお
いて、親種のヤリタナゴ・アブラボテ各 1 個
体の間には十分な数の（ 5,060, SNPs + 
INDELs）多型が見つかったことから、上記の
可能性は低いと考えられる。別の要因として、
単に個体あたりのリード数が少ない可能性
もある。今後はさらに多くのリードを読んで
解析に加えることで、得られる多型の数が改
善する可能性を探る予定である。また、多型
を抽出する際のデータ解析の手法も最適化
する必要があると考えている。 
(1)-4. ヤリタナゴ・アブラボテ地域個体間
の分子系統解析 
 RNA-Seq により得られた 6,832 の contig 
（合計 6,411,313 bp）を用いて分子系統解析
を行い、ヤリタナゴ・アブラボテそれぞれの
地域個体間の分岐を明らかにした（図 2）。ま
た、contig ごとで系統樹を作成し、2 種の種
間交雑の影響を受けた可能性の高い遺伝子
を特定した。その中には、いくつかの異なる
peptidylprolyl isomerase 遺伝子や、複数のプロ
テアソームサブユニット遺伝子などが含ま
れていた。 

(2)-1. SNP マーカーを用いた 2種の野外集団
における交雑頻度の解析 
 解析結果の一部を図 3（次頁）に示す。ヤ
リタナゴ・アブラボテの 2 種では、地域集団
ごとに交雑頻度が大きく異なっていた。九州
の集団では比較的高い頻度で交雑が確認さ
れた一方で、岡山や京都の集団では交雑は確
認されなかった。また形態的に判別される自
然雑種個体では、その多くが F1 雑種であっ
た。交雑の痕跡がみられる個体では、形態的
にはアブラボテの個体がヤリタナゴの遺伝
子型を示すケースが多く、このことは野外集
団において F1 雑種はアブラボテと戻し交配
をする、つまりアブラボテの繁殖集団に吸収
されることを示唆していると考えられた。今
後は RAD-Seq などでマーカー数を増やし、種
間交雑の実態のさらなる解明を目指す。 

 
図 1. ヤリタナゴ、アブラボテ及び種間雑種（ヤリタナ
ゴ♀×アブラボテ♂及びアブラボテ♀×ヤリタナゴ
♂）の孵化率、生存率 

 
図 2. ヤリタナゴ、アブラボテ地域個体間の系統樹  



(2)-2. アブラボテのドラフトゲノム解読 
 得られたアブラボテのドラフトゲノム配
列についてアセンブルを行ったところ、全塩
基数は約 677 Mb, scaffold の数は 57,975, N50
は 30,005 bp であった。ドラフトゲノム解析
については、現在まだソフトウェアの条件を
検討中であり、今後さらに解析を進める予定
である。 
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図 3. ヤリタナゴ-アブラボテの同所的な 4 地域集団に
おける種間交雑の状態。横軸は「アブラボテ型」SNP 
allele の個数（0-12）、縦軸は個体数を示す。グラフの
色は、mtDNA の haplotype がどちらの種由来かを示す。 



〔図書〕（計１件） 
1. Yasuyuki Hashiguchi. 2016. Chapter 4: The 

origin and evolution of the trace 
amine-associated receptor family in vertebrates. 
In "Trace amines and neurological 
disorders: potential mechanisms and risk 
factors (T. Farooqui and AA Farooqui eds.)" , 
45-62. Elsevier, Academic Press. 

 
〔その他〕 
ホームページ：http://hashiyuki.hatenablog.com 
社会活動： 
1. 高槻中学・高等学校 進路講演会「遺伝子
から探る魚類の進化」2016.11.26 

2. 第 84 回中崎北天満サイエンスカフェ「フ
グはなぜ毒を持つのか？〜身近な魚から考
える生物進化〜」. 2015. 5.17．中崎北天満
商工倶楽部・北天満ユニオン連携事業． 

 
６．研究組織 
(1) 研究代表者 
  橋口 康之（HASHIGUCHI, Yasuyuki） 

大阪医科大学・医学部・講師 
 研究者番号：70436517 

 
(2) 研究分担者 
該当なし 
 
(3) 連携研究者 
該当なし 
 


