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研究成果の概要（和文）：　本研究では「性選択を介した交尾器形態の進化による種分化」のシナリオを検証するため
に，オオオサムシ亜属を研究対象とし，交尾器形態への性選択の検証と，交尾器形態の種間差をもたらす遺伝子に関す
る研究を行った．種内で交尾器の機能部分に大きいサイズ変異を示す２集団を用いた交尾実験では，精子競争に関して
も雌雄交尾器サイズのマッチングに選択がかかることが分かり，交尾器の長大化に関しては性的対立もしくは異種との
繁殖干渉を考慮する必要が示唆された．交尾器形態が大きく異なる姉妹種のトランスクリプトーム比較においては，発
現量が種間で異なる遺伝子の中には交尾器形態の種間差に関する有力な候補遺伝子は見出されなかった．

研究成果の概要（英文）： This study aimed to reveal sexual selection for exaggerated genital morphology an
d genes related to species-specific genital morphology in the ground beetle group Ohomopterus, which exhib
ited a marked interspecific divergence in shape and size in male and female genitalia. In an experiment to
 study selection on genital size using within-species variations, matching in genital sizes between the se
xes was favored for sperm competition, and it was suggested that sexual conflict or reproductive interfere
nce with another species needs to be considered for an explanation of exaggeration of genital morphology. 
In a comparison of transcriptomes between two sister species with marked differences in genital morphology
, some genes with differential expressions between the species were found, but these were unlikely to be t
he genes affecting species-specific genital morphology.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 性選択は生物の形質多様化に大きく影響
を及ぼしていると一般的に考えられている
が，生物の種分化において，性選択が直接的
な役割を果たしているかについては異論が
ある．これまでの研究代表者らの研究で，節
足動物の集団間の交尾器形態の多様化が，機
械的生殖隔離をもたらし，種分化を引き起こ
す原因となることが示唆されてきた（Sota & 
Kubota 1998; Nagata et al. 2008; Sota & Nagata 
2008; Sota & Tanabe 2010）．体内受精を行う動
物にみられる交尾器の多様化は，性選択を主
要因として起こると考えられ，近年それを検
証した研究も多い．一方，性選択が繁殖にか
かわるさまざまな形態・行動・生理的形質の
多様化に影響していることは広く認識され
ているが，「種分化において性選択が主導的
な役割を果たしているか」については，懐疑
的な見解が多い（Ritchie 2007 Annu. Rev. Ecol. 
Syst.）．すなわち，生殖隔離に関係する形質
分化は，多くの場合，生態的分化を通して分
化し，付随する性選択によって生殖隔離が成
立すると考えられている．しかし，交尾器の
多様化は通常，生態適応に付随したものでは
ない．したがって交尾器多様化による種分化
は，「性選択が直接種分化につながる例」と
考えられる． 
 交尾器形態の進化をもたらす選択と遺伝
的基盤を明らかにすることは，性選択と種分
化の直接的関係を実証する上で重要である．
しかしながら，内部形態である交尾器にかか
る選択を直接測定することは困難である．ま
た交尾器形態の遺伝的基盤に関する研究は
少なく，種間差をもたらす遺伝子についての
決定的な知見はまったくない． 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では，著しい交尾器の多様性を示す
オサムシ属オオオサムシ亜属 Carabus 
(Ohomopterus)を対象として，交尾器形態への
性選択を検証し，さらにその部分の進化をも
たらす遺伝子の候補を明らかにして，その遺
伝子への選択が種分化につながってきたこ
とを実証することを目的とする．本研究では
この亜属の中でもっとも顕著な交尾器の多
様性がみられるイワワキ—アオオサムシ種群
に焦点をあてる（図１）．この種群は近畿・
東海・中部を中心に分布し，一部の種を除い
て，側所的分布を示しており，交尾器の多様
化は集団ごとに独自に起こったと考えられ
る． 
この亜属の交尾器の特徴として，雄の内袋に
キチン化した交尾片があり，雌の膣の底部に

は膣盲囊という袋状の部分がある．交尾片は
膣盲囊に挿入され，この状態で精包が適切な
位置に形成される．交尾片・膣盲嚢の形態適
合は授精成功に関わり，集団間では相関した
変異を示す．これは雌雄間の共進化を示唆し
ている．しかし，交尾片・膣盲囊間の適合に
関する安定化選択があるとしても，交尾片・
膣盲嚢の伸長あるいは拡幅，という進化傾向
をもたらした方向性選択が存在するはずで
ある．これについては明らかになっていない．
さらに，これらの進化的変化には，限られた
遺伝子座における変異が影響していると推
測される．姉妹種で交尾器が大きく異なるイ
ワワキオサムシとマヤサンオサムシの種間
交雑を用いた量的遺伝解析と QTL マッピン
グによって，少数の大きい効果をもつ遺伝子
が，交尾片・膣盲嚢の種間差に関係している
ことが推定されている (Sasabe et al. 2007, 
2010)．しかし，実際にどのような遺伝子が関
与しているかは全く分かっていない． 
 
本研究では，「性選択を介した交尾器形態の
進化による種分化」のシナリオを検証するた
めに，交尾器形態への性選択の検証と，交尾
器形態の種間差をもたらす遺伝子の特定と
いう２点に絞って，研究を行う．本亜属に特
異的な交尾器形態の機能を解明した上で，形
態に働く選択について実験的に検証する．さ
らに，次世代シーケンサーを利用して，交尾
器形成に関与する発現遺伝子を種間で比較
し，交尾器形態の種間差に関わる遺伝子を明
らかにする． 
 遺伝子を特定できた場合，その遺伝子の効
果を検証し，さらに遺伝子配列の種間・亜種
間比較によって，交尾器形態遺伝子での進化
によって種分化が起きたことを検証する研
究へと展開する． 
 
 
３．研究の方法 
 
3-1．交尾器進化に関わる選択圧 
 
 オオオサムシ亜属のオスの交尾片とメス
の膣盲嚢の長さは相関して進化し，極端に長
くなっている種がいる．雌雄の交尾器部分の
長大化に関わる選択を探求するために，マヤ
サンオサムシ Carabus maiyasanusの種内個体
群間（亜種間）の変異を用いた実験を行った． 
 マヤサンオサムシ原名亜種（ C. m. 
maiyasanus; 京都市産）とシガラキ亜種（C. m. 
shigaraki; 滋賀県阿星山産）は，平均体長に
は差がないが，交尾片および膣盲嚢の平均長
には 12％程度の差がある．個体変異の幅は亜
種間で重なっており，２つの個体群を合わせ
て１回交尾および精子競争が生じる２回交
尾の実験を行い，オスの繁殖成功（授精成功）
に交尾器形態がどう影響するかを検討した． 
 １回交尾実験は，亜種内ペアと亜種間ペア



で合計 59 ペア行い，交尾終了後にメスの膣
内の精包形成を確認した．２回交尾実験では，
最初に亜種内のペアに交尾をさせ，続いて同
亜種の別のオスもしくは異亜種のオスと交
尾をさせ，終了後にメスの膣内にある精包
（１個または２個）の位置を確認し，それぞ
れの精包の射精オスを精包から採取した DNA
のマイクロサテライトで同定した． 
 
3-2. 交尾器形態変異から見た選択の形 
 
 オオオサムシ亜属の多様な交尾器形態を
もたらした淘汰の形と種間差を，集団内変異
から明らかにするために，イワワキオサムシ
（鈴鹿市産），マヤサンオサムシ（神戸市産），
ドウキョウオサムシ（大阪府金剛山産）を用
いて，雌雄交尾器形態と外部形態の集団内変
異を定量した． 
 測定部位は，雄交尾器における交尾片長，
交尾片幅，陰茎長，陰茎先端長，雌交尾器に
おける交尾嚢長，膣盲嚢長，膣盲嚢幅とした．
加えて，比較のために右後脛節長と触角第 5
節長，体サイズの指標として前胸背板長と幅，
上翅長を測定した．測定個体数は雌雄各 30
個体とした． 
 測定誤差を見積もるために，各部位を 5回
ずつ測定し，分散分析によって個体間変異と
測定誤差を分離した．体サイズ変異に対する
相対的な変異量を推定するため，各部位のア
ロメトリー値（体サイズに対する直線回帰の
傾き）を求めた．さらに，測定部ごとの絶対
的な変異量を見積もるため，変動係数を求め
た． 
 
3-3．交尾器形態の種間差に関わる遺伝子 
 
 オオオサムシ亜属の姉妹種間の顕著な交
尾器形態差に関連する遺伝子を推定するた
めに，大阪府金剛山に生息するイワワキオサ
ムシとドウキョウオサムシを対象として，終
令幼虫・蛹の腹部のトランスクリプトーム解
析を行った． 
 飼育によって得られた３齢幼虫（前蛹．性
別不明）の腹部末端，蛹（性別）の交尾器部
分を RNAlater で固定し，RNeasy Mini Kit 
(QIAGEN)を用いて RNAを抽出した．さらに
Oligotex-dT30 Super mRNA Purification Kit 
(TAKARA)を用いて mRNA を精製し，この
mRNA から cDNA ライブラリーを作成して，
Roche GS FLX Titaniumシーケンサーでシー
ケンスを行った． 
 得られたシーケンスデータを TGICL 
(Pertea et al. 2003)を用いてアセンブルし，さ
らに２種間で同じ遺伝子の配列に由来する
コンティグをクラスタリングした．こうして
得られたクラスターについて，既知の昆虫遺
伝子と比較してアノテーションを行った． 
 種間の遺伝子配列を比較するとともに，蛹
の交尾器部分で発現する遺伝子の発現量比
較を行った．また，ショウジョウバエ類で交

尾器形態の種間差に関わることが示唆され
ている遺伝子についてその相同遺伝子を探
索した． 
 
3-4．オオオサムシ亜属の系統進化からみた
交尾器進化 
 
 オオオサムシ亜属の種の系統関係を詳細
に解明し，交尾器形態の進化過程を明確にす
るために，制限サイト関連 DNA シーケンス
(restriction site associated DNA sequence; RAD 
sequence)のデータを取得し，最尤法による系
統解析を行った．亜属内の全種 31 個体，外
群のタイリクオオオサムシ亜属のタイリク
オオオサムシ Isiocarabus fiduciariusの 1個体
からゲノム DNAを抽出し，制限酵素 PstI に
よって断片化した．RADシーケンスライブラ
リーを Etter et al. (2011)に従って作成し，イル
ミナ HiSeq2000シーケンサーでシーケンスデ
ータを取得した． 
 得られたシーケンスを，プログラム pyRAD
（Eaton 2013）を用いてオーソロガスなロー
カスに分類し，系統解析用のシーケンスデー
タマトリクスを作成した．系統解析は最尤法
で行い，プログラム RAxML (Stamakis 2014)
を用いて，100 回のラピッドブートストラッ
プ解析および系統樹推定を行った． 
  
 
４．研究成果 
 
3-1．交尾器進化に関わる選択圧 
 
 １回交尾においては，交尾器形態はオスの
授精成功（精包形成）に影響しなかった．交
尾片の長さに関わらず，ほとんどのオスが授
精に成功した．ただし，交尾時間は，陰茎が
長いオスほど短い傾向があった．２回交尾実
験においては，２番目のオスが１番目のオス
の精包をはがし，自分の精包を膣奥部に射精
できた場合を「精包置換」とみなした．精包
置換なしに精包を形成した場合は，精包置換
とともに「授精」とした．２番目のオスの「授
精」，「精包置換」は，交尾片が短く，膣盲嚢
が長いとき，すなわち交尾片と膣盲嚢の差が
小さいときに成功しやすかった．このことは，
精子競争においても，雌雄の交尾器形態のマ
ッチングがオスに有利に働くことを示唆し
ている．それと同時に，長い交尾片の進化は
精子競争では単純に説明できないことを意
味する． 
 
3-2. 交尾器形態変異から見た選択の形 
 
 各部位の測定誤差はおおむね 5%以下であ
り，厳密な測定ができていることが確認でき
た．アロメトリー値における 3種に共通の傾
向として，陰茎長のアロメトリー値は 1より
小さく，相対的に小さな変異を持つこと；雌
交尾器の各部位の値は1と有意に変わらない



か，しばしば 1より大きな値をとること；外
部の付属肢の値は1と有意に変わらないこと
が見いだされた．また，陰茎先端長や交尾片
長と幅については，直線回帰が有意にならず，
アロメトリー値を求めることができなかっ
た． 
 変動係数を部位間で比較したところ，雄交
尾器部位の変異は，ほぼ全ての場合で体サイ
ズの変異よりも小さいことが明らかとなり，
Eberhard et al. (1998)による one size fits all仮
説（平均的な雌に対応することが雄の交尾成
功を高めるため，雄交尾器には安定化淘汰が
はたらく）を支持する結果を得た．しかし，
対応する雌交尾器の変異は雄交尾器よりも
大きく，しばしば外部形態の変異よりも大き
かった．これは，雄は平均的な雌に対応する
ように進化するが，雌は雄に対応せず，むし
ろ雄の操作を回避することで繁殖成功を高
めうるという，性的対立仮説(Gavrilets 2000)
を支持する結果であると考えられた．このよ
うな傾向は 3種に共通して見られ，顕著な種
間の違いは見られなかった． 
 
3-3．交尾器形態の種間差に関わる遺伝子 
 
 454 パイロシーケンシングによって合計約
160 万の良質なリードを得た．これをアセン
ブルして，約 176000 のユニークシーケンス
とし，2 種のデータを統合して，12662 の遺
伝子クラスターを推定した．このクラスター
データーを nr などの mRNA配列のデータベ
ースと比較して，アノテーションを行った．
性別が分かっている蛹期について，性ごとに
発現比較を行い，種間で有意に発現量の異な
る遺伝子を，雄では４，雌では５見いだした．
しかし，この中には交尾器の発生に関与する
と推測される遺伝子は含まれていなかった．
また，タンパク質を指定する配列を，種間で
比較し，非同義置換／同義置換比（dn/ds）が
１より大きい 14 個見いだした．そのうち４
つだけが既知のタンパク質に該当したが，そ
れらはシグナル伝達に関わるタンパク質を
含んでいた．また，ショウジョウバエ類で，
雄交尾器形態の種間差に関与すると推定さ
れている交尾器形成関係の遺伝子９つにつ
いて，オオオサムシ亜属のオーソログを探索
し，雌雄の蛹におけるその発現量を比較した．
しかし種間で発現量の頃なるものは見出せ
なかった．この実験では，交尾器形態の種間
差に関わる遺伝子の有力候補を見つけるこ
とはできなかったが，多数の遺伝子配列を得
ることができ，将来の遺伝子発現比較に有用
な，基礎データを構築できた． 
 
3-4．オオオサムシ亜属の系統進化からみた
交尾器進化 
 
 合計１億 4200万の RADシーケンスリード
が得られ，そのうち精度の高い１億 2300 万
を解析に利用した．個体あたりのリード数は

97万から 9400万，カバレッジは 8.7から 141
と変異があった．オーソロガスシーケンスの
判定閾値Wclustを 50％から 95％まで変化させ，
各シーケンスの個体のカバレッジの閾値
Mintaxaを４から 28 まで変化させて，合計 42
のデータマトリクスを作成した．最尤法によ
る系統樹では，クロオサムシ種群とイワワ
キ・アオオサムシ種群の単系統性が一貫して
支持されたが，ダイセンオサムシ，ヒメオサ
ムシ，ヤコンオサムシ，シコクオサムシ，オ
オオサムシの５種（Sota and Nagata 2008のダ
イセンオサムシ種群）については，単系統に
なる場合と多系統もしくは側系統になる場
合があった．しかし単系統になる場合はWclust

を低く設定し，種間変異の大きいオーソロガ
スなシーケンスが別のものと判定される可
能性を低くした場合であることから，ダイセ
ンオサムシ種群が単系統であることがもっ
ともらしい．交尾器の多様性が顕著なイワワ
キ・アオオサムシ種群の内部では，東（アオ
オサムシ，シズオカオサムシ，カケガワオサ
ムシ，ミカワオサムシ）と西（イワワキオサ
ムシ，マヤサンオサムシ，ドウキョウオサム
シ）の分化が明確であり，また東の中では４
種がそれぞれ単系統となった．しかし，西の
イワワキオサムシ，マヤサンオサムシは互い
に単系統にはならなかった．地理的に近い別
種個体が系統的に近い傾向があることから，
種間交雑による遺伝子浸透が系統樹に影響
していることが示唆された．全体としては核
遺伝子に基づく従来の系統進化仮説(Sota and 
Nagata 2008)が支持され，細部が明らかになっ
た．交尾器の進化に関しては，イワワキ・ア
オオサムシ種群の内部で，長短の交尾片・膣
盲嚢の進化が繰り返し起こったことが示唆
された． 
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