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研究成果の概要（和文）：北海道の固有種であるエゾサンショウウオ(Hynobius retardatus)の幼生は、捕食者生物、
餌生物、同種幼生の存在に呼応して生態学的機能を有する表現型可塑性を示す。そのため、進化生態学、発生生物学を
融合する研究の優れたモデル生物である。
本研究では、エゾサンショウウオ幼生が捕食者生物存在下、餌生物存在下で可塑的に発現される形態変化について、幾
何学的形態解析法を用いて定量的に明らかにし、その分子発生学的メカニズムを調べる出発点として形態変化と関連す
るゲノム情報の探索を行った。さらに、生息域全域を網羅する５地域集団間で、表現型可塑性に伴う形態変化の反応規
範と、遺伝マーカーの変異を調べた。

研究成果の概要（英文）：The Hokkaido salamander (Hynobius retardatus) is an endemic species inhabiting in 
Hokkaido Japan. Larvae of the Hokkaido salamander exhibit phenotypic plasticity that associate with 
defense against predators, offense to prey and conspecific larvae. The larval phenotypic plasticity is an 
eligible phenomenon for the integrative study of evolutionary ecology and molecular developmental 
biology.
 In this project, I tried to investigate, (1) morphological changes associated with the phenotypic 
plasticity by geometric morphometric analysis, (2) the genomic information about the morphological 
changes with the phenotypic plasticity by a RNAseq analysis, and (3) variations of morphology and 
morphological changes (developmental reaction norm) and microsatellite polymorphism among five local 
populations in the whole distribution area of the endemic species.

研究分野：進化行動生態学

キーワード： エゾサンショウウオ　表現型可塑性　トランスクリプトーム解析　表現型多形

  ２版
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１．研究開始当初の背景 
補食—被食は生物間の最も重要な相互作用で

ある。進化的には個体の表現型を作り出す強

い選択圧であり、生態的には個体群の数の変

動や、生物群集の種の構成や安定性に関係す

る。たいていの動物は、捕食者による攻撃の

危険や餌を利用する機会に、行動や生理状態

が何らかのかたちで臨機応変に反応する能

力を有するが、形態を可塑的、臨機応変に対

応させる能力は有していない。そのため、捕

食危機や餌を得る状況で、防御や攻撃の機能

を有する形態が可塑的に発現する生物につ

いては、その生態、進化の背景や、発現のメ

カニズムの探求に興味が注がれる。ある種の

ミジンコ、淡水魚、繊毛虫、節足動物(フジツ

ボ)、両生類でそうした形態の可塑性が知られ

ており、生態学的研究が行われ、その進化の

メカニズムについての推論がなされてきた。

しかしながら、形態発現を駆動させる内分泌、

組織の応答メカニズムや、とり分け、それら

の仕組みを裏打ちする遺伝情報の構成につ

いての研究は、これまで全くの手づかずの状

況にあった。近年、次世代シーケンサーをはじ

めとした様々な解析技術の革新に伴い、進化生

態学的研究で手詰まりとなっていた状況を打開

できるようになってきた。 

 エ ゾ サ ン シ ョ ウ ウ オ (Hynobius 

retardatus)は、北海道に分布棲息する固有種

で、孵化直後からの発生成長期間に幼生は、

捕食者生物、餌生物、同種幼生の存在に呼応

して生態学的機能を有する表現型可塑性を

示す。捕食者であるトンボのヤゴが存在する

棲息環境では、尾鰭が顕著に高さを増した形

となる。そうした尾鰭の形によって、遊泳力

が増して捕食者から逃れる機能が増すと考

えられている。エゾアカガエル  (Rana 

pirica)のオタマジャクシが存在するとそれ

を餌として成長する。その際、オタマジャク

シを丸呑みするのに適正した大顎となる。確

立した形態は、観察者が視覚よって主観的に

見極めることができる。 

 形態変化は、組織、器官の位置ごとの発達

の違いや、新たな組織の形成や、既存組織の

退化などによって幾何学的には不均一な変

化であり、その様相を定量的に把握すること

は難しいため、適当な部位の長さの比などの

簡易的な方法によってとらえられている。エ

ゾサンショウウオの尾鰭や頭部の形態変化

の評価も、長さと幅の比によるものであった。

しかし、発生過程や形態誘導の刺激—応答を

調べる場合、長さ比によって形変化を弁別す

ることは困難である。 
 
２．研究の目的 
本研究プロジェクトでは、エゾサンショウウ

オ幼生の表現型可塑性について、(1) 形態変

化の反応規範(Reaction Norm)を定量的に捉

える. (2) 形態発現の関連遺伝子をスクリー

ニングする. (3) 形態とその反応規範の地域

変異と系統地理的関係を明らかにすること

を目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 同種個体の高密度環境で生じる形態可塑

性の反応規範を対象として、生じる形態変化

を 幾 何 学 的 形 態 解 析 法 (Geometric 

Morphometrics, GM)によって定量的に分析

した。10個の水槽を用い、各水槽に孵化直後

の幼生を 30個体入れ、12日間飼育し、その

間に起こった共食いの件数を記録した。生き

残った個体をデジタルカメラにより写真撮

影した。個体の像に形を捉えるためのマーク

を付し (図

1)、形と大

きさを GM

によって解

析し、各水

槽中の集団

における形

態の分化と

共食いの関



係を調べた。 

(2) 多様な環境状況、生活ステージで飼育し

た幼生から RNA を抽出し、次世代シーケン

サーにより cDNAライブラリーを作成し、捕

食者生物(ヤゴ)存在下、餌生物(オタマジャク

シ)存在下で形態発現した幼生の遺伝子の発

現量を調べるための RNAseqを行い、組織部

位ごとに、それぞれの形態発現の関連遺伝子

のスクリーニングを行った。 

(3) 生息域全域を網羅する５地域から卵塊を

採集し(図 2)、孵化幼生を餌生物であるオタ

マジャクシを利用できる環境で飼育した。発

生成長に伴い生じる形態変化を GM 解析法

によって分析した。また、５地域集団につい

て利用可能なマイクロサテライト多型マー

カーの探索を行い、それらを用いて地域集団

間の系統関係を調べた。 

 
４．研究成果 

(1) 共食いが起こった集団の個体の形態を、

単独で生育した個体の形態と比較した。図 3

の左図の横軸は個体のサイズ変数、縦軸は形

態解析によって得られた形の要約変数であ

る。図 3の右図は、単独飼育した個体の形(孤

独型)を基準として、共食い環境での２型化に

おける共食型と非共食型の個体の形の変化

を示したものである。２型化では、共食型が

大顎化により形態を変化させ大型化するば

かりでなく、非共食型は、孤独型と体サイズ

が同じでも異なる形となっていることが分

かった。 

 集団中

の共食い

件数と２

型分化の

程度に関

連がある

かを調べ

た。図 4

中の小グ

ラフの横軸は体サイズ変数、縦軸は形の要約

変数である。小グラフは、左上隅から右へ、

共食い件数が少なかった水槽から多かった

水槽の順に並べてある。左上隅の小グラフは

単独飼育の孤独型の様子である。共食い件数

が多いほど、集団の形とサイズの２型化が進

行することが示された。 

 非共食型

と孤独型に

ついて、共

食型個体と

１対１にし

て生存能力

を測ったと

ころ、非共

食型は生存

能力が高いことが分かった(図 5)。 

(2) 尾鰭、外鰓、脳、脳以外の頭部の各組織

部位毎、環境ごとに、遺伝子の発現量を調べ

た。例えば、外部環境に対する周辺組織の応

答を制御する脳において、対象区(コントロー

ル)環境に比して、捕食者生物存在環境、餌生

物存在環境で特異的に発現量が変化した遺

伝子(Differentially Expressed Genes, DEG)

は、それぞれ、605、103 だった。そのうち

39のDEGsは、２つの環境で共通していた。



そのうち 29遺伝子は発現量が増加、8遺伝子

は抑制、2 遺伝子は変動的なパターンを示し

た。 

 脳以外の周辺組織における餌生物存在環

境でのDEGsの数の関係は図6の通りとなっ

た。周辺組織において、共通に変化した 14

の DEGsが検出された(図 6)。Gene ontology 

analysisによると、それらは形態形成や異化

作用に関連する遺伝子だった。 

 捕食者存在下の DEGsの数は、餌生物存在

下のおおよそ 5倍だった。他の両生類でも知

られている誘導防御形態と同様、エゾサンシ

ョウウオ幼生の防御形態の誘導も、攻撃形態

の誘導に比して迅速なため、素早く多くの組

織改編が実行され、関与する遺伝子数が多い

のだと推察される。捕食者存在下では、スト

レスホルモンのシグナル応答に関連した遺

伝子の増加が見られたことは、特筆すべき知

見だった。 

(3) エゾサンショウウオ幼生の孵化時の形態

と、環境条件に呼応する形態変化の反応規範

は、北海道の生息域全域からの 5地域におい

て変異を示した(図 7)。図７の縦軸は形の要

約変数である。軸の上ほど大顎的な形である

ことを示している。 

 ５地域とも、オタマジャクシを餌とすると

コントロール(アカムシ食)に比べ、大顎形態

となることは共通している。孵化直後(5日齢)

の形と、それを起点とする 14 日齢の 2 つの

発生形態への反応規範は多様だった。函館集

団、襟裳集団は孵化直後から大顎傾向で、オ

タマジャクシ食でさらに大顎化した。14日齢

において、函館集団ではコントロールでは大

顎性は減退するが、襟裳集団では大顎性は促

進された。現時点で、これら形態と反応規範

の変異性の進化的発達を直接探ることはで

きない。 

 これら５地域集団の遺伝的関係と地誌的

考察を行うため、マイクロサテライトマーカ

ーを用いて系統関係の解析を行った。５地域

集団に対して 12 の多形マーカーが利用可能

であった。5地域集団、合計 103個体につい

てマーカー配列を調べた。座位当たり平均

8.667 個の対立遺伝子が存在した。集団間の

遺伝距離は、Nei’s DAで 0.613から 1.166だ

った。Nei’s DAに基づく系統樹は図 8の通り

である。 

 地域集団

を幾つのま

とまりと見

るべきか、

集団構造解

析を行った。

その結果、5

地域集団は

そ れ ぞ れ

別々の遺伝

子集団とみ



なすことが倹約的に適切であることが分か

った(図9でK = 5で最も集団間で色の混合が

少ない)。さらに K = 2でも、上位のまとまり

として、襟裳＋野幌＋函館と天塩＋北見で集

団を比較的うまくまとめて分けられた(図 9

参照)。 

 Coalescent理論から、有効集団サイズと集

団間の移住率を推定した。図 10 で丸の大き

さが有効集団サイズを相対的に表している。

天塩集団から野幌集団へ極めて大きな遺伝

子流入があったことが推定された(図中の単

位Mは、移出入効果を突然変異率で規格化し

たものである)。 

 むすび – エゾサンショウウオ幼生が、捕

食者生物による危機や餌生物の利用機会に、

表現型可塑性の能力によってどのように形

態を応答させるかを定量的に把握した。新た

なゲノム解析技術により、形態発現を制御し

ている責任遺伝子のスクリーニングを行っ

た。表現型可塑性の地域変異とその系統地理

関係について明らかにした。 

 本研究から以下のような、数々の科学的に

重要な発展的課題が提出される。形態変化を

引き起こす体外からのシグナル(化学シグナ

ル、物理シグナル)は何か。シグナルの受容と

情報伝達のメカニズムは何か。形態を作り出

す組織構造はどう変化するのか。こうした形

態可塑性の仕組みが遺伝子にどうコードさ

れているのか。どのような進化ダイナミクス

によってこの仕組みができたのか。 

 バイオインフォマティクスを始めとする

基盤的生物学を活用し、進化生態学と分子発

生学を統合したさらなる研究展開が必要で

ある。 
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