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研究成果の概要（和文）：タンガニイカ湖に生息するカワスズメ科魚類（以下シクリッド）は多様な生殖行動を示す。
この多様な生殖行動に付随して、受精様式も変化した。この受精様式に適応するように精液に含まれる精しょうタンパ
ク質SPP120は進化した。本課題において、受精行動を３つのタイプ(基質受精、口内受精、貯蓄受精)にクラス分けし、
それぞれの受精様式におけるSPP120のコドンサイトでの正の選択の違い、SPP120の糖鎖の付加、SPP120の機能解析を行
った結果、SPP120は精子の運動抑制および凝集化に寄与し糖鎖付加が起きていることが判明した。これは口内受精行動
の出現に相関しているため、この様式に適した形質であると言える。

研究成果の概要（英文）：Tanganyikan cichlids show variety rich reproductive behavior and also distinctive 
fertilization manners. Those fertilization manners were categorized into 3 types, oral fertilization, 
substrate fertilization, and stocked-sperm fertilization. Among those manners, only oral fertilization 
manner favors aggregation and immobilization of sperm. The seminal plasma protein 120 named SPP120 is 
suggested to function as a immobilization and aggregation of sperm. In this project, I investigated the 
relationship between fertilization manners and evolution of SPP120 in terms of molecular sequence 
evolution and glycosylation. The expressed SPP120 immobilized sperm motility and aggregated sperm. 
Furthermore, glycosylation enhanced aggregation of sperm via increase in viscosity of semen and PGLS 
analyses suggested the evolutionary correlation with oral fertilization manner. Those results indicated 
that SPP120 evolved in response to the changes in fertilization manners.

研究分野：生殖生物学
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１．研究開始当初の背景 
カワスズメ科魚類は硬骨魚類の中でも種集
が非常に多く、多様な形態そして生殖行動を
示すことが知られている。中でもアフリカ３
大湖のタンガニイカ湖には、およそ２５０種
もの種が生息しており、多様な生殖行動を示
す。この生殖行動を大まかに分類すると、１）
口内保育、２）基質保護に分けられる。口内
保育とは口内にて卵からハッチした幼魚に
なるまで保護するものである。それに対して、

基質保護
とは、岩
や巻貝等
の内部に
卵を産み
つけて保
護するも
のである。
この２つ
の保護を
行う種の
なかでも
口内保育
を示す種
は、保護
法は同じ
でも精子
と卵の受
け渡し方
に違いあ
る。この
受け渡し
方を分類
すると a)
口内受精  
(図 a)、b）
貯蓄型受
精  (図

b)、そして
c）岩の上で
受精させる
基質受精に
分けられる。
なかでも口
内受精行動
はオスが精
液を直接メ
スの口内へ
受け渡す。
メスは精液
を受け取っ
た後卵を放
出し口の中
へ運び、受
精が起こる。
従って、精
液はメスの
口内へ長く
留まるほど
受精成功は

高まると考えられる。それに対して、他の受
精方法は卵に直接精液をかける、もしくは、
産卵床に精液をあらかじめ放出し、貯蓄され
た精子を用いて受精していると考えられる。
以上３つの方法の違いは、口内受精行動では
精液の粘度は高い方がより受精成功が高ま
り、それ以外では精液は素早く拡散したほう
が受精成功は高まると考えられる点である。 
  この受精方法の違いによって受精成功
に関与する精液の性質も異なることが推察
される。この違いを産み出すタンパク質とし
て精しょうタンパク質SPP120が考えられる。
この SPP120は糖タンパク質であり、３つの
ドメインからなることが知られており、精子
の運動抑制に関与しうる可能性を言及され
ていた。またこのタンパク質はシクリッドに
特異的に存在しているタンパク質であり進
化速度の速い遺伝子でもある。このタンパク
質の進化と生殖行動の関係性は研究が全く
なされていなかった。 
 
２．研究の目的 
精液に含まれる精しょうタンパク質は、受精
成功に関与すると推察されている。なかでも
カワスズメ科魚類（以下シクリッド）に含ま
れる精しょう糖タンパク質は、シクリッドに
特徴的な口内受精行動に適応するように、精
液を凝集化し、精子の運動を抑制すると考え
られている。さらに、この遺伝子は非常に進
化率が高い事も知られており、配偶行動の変
化に伴う受精様式の変化が特定のコドンの
正の選択と関連している事も申請者の研究
により明らかになりつつある。しかしながら、
この変異がどのような機能変化を生み出す
のかまでは検証されていない。本研究では、
配偶行動の変化に伴う受精様式の変化が関
連した正の選択が、どのような機能変異をも
たらすのかを検証する事を目的とする。 
 
３．研究の方法 
本研究課題では、野外での行動観察による
行動の変化の詳細な記載と、その行動の多
様化に伴って起きた変異がどのような機能
変化を生み出したか、以下の方法で行う。
１）野外での産卵行動の観察、２）現地で
のサンプルの採集、3)発現ベクターを用い
た SPP120の機能解析（pGEX, pCOldベ
クター使用）、４）糖鎖付加の有無（レクチ
ンブロット）、5)糖鎖付加と口内受精行動の
進化的な相関関係解析（BayesTraits使用）
を行い、行動と配偶子の進化の関係性を検
討した。 
 
４．研究成果 
野外での行動観察の結果、口内保育魚の受精
様式は３タイプに分けられることが判明し
た。なかでも、産卵床(Bower)を作る種では、
精液を産卵前に射出し、産卵床の中に貯蓄さ
れた精子を利用していることが判明した
（Morita et al., 2014）。また、口内受精行



動を示す種ではオスが直接メスの口内へ受
精させているようであった。これらの種の精
液の粘度を調べた結果、口内受精行動を示す
種では精液の粘度が高く、それに対して、基
質受精および貯蓄型の受精を行う種では精
液は希釈後素早く拡散した(図 C)。この粘度

と SPP120 の関係を調べた所、粘度の高い精
液では SPP120 に糖鎖付加がなされており、
粘度の低い精液では糖鎖の付加がなされて
いなかった。この糖鎖付加と粘度の関係性を
確認するために、口内受精を行うティラピア
の精しょうを PeptidaseF で糖鎖を除く処理
を行った所、精液の粘度が著しく減少した。

精しょうに含まれるタンパク質で糖鎖が付
加されているものは SPP120 だけであること
から、糖鎖付加と精液の粘度は深く関係して
いることが判明した。そこで、SPP120 の糖鎖
付加の有無を４３種のタンガニイカ湖産シ
クリッドで調べた結果、口内受精を示す種で
のみ糖鎖付加が見られたが、それ以外の種で
は糖鎖付加が見られなかった。口内受精行動
と糖鎖付加の進化的関係性を phylogenetic 
generalized least square 解析(PGLS 解析)
を Rの Caper パッケージで調べた。その結果、
口内受精行動と糖鎖付加は正の相関
(P,0.001)を示し、λの値が 1 であることか
ら、口内受精が固定化したトロフェイニー族
で固定化したものと推察された。 
 SPP120 の機能を、発現タンパク質を用いて
検討した。SPP120 の断片をそれぞれ調べた所、
N 末端は精子の運動抑制を行う機能を担って
おり、vWD ドメインと C8 ドメインは SPP120
のポリマー化に関係していることが判明し
た。また、far-western 解析により SPP120 と
精子が相互作用することも判明した。SPP120
の分子進化を PAML の Codeml で調べた所、正
の選択を受けているコドンサイトがN末端に
多く見られること、貯蓄型受精の種で特異的
に見られる正の選択を受けたサイトがN末端
と vWD ドメインであることが判明した。これ
らの箇所が SPP120 の機能に重要あると推察
された。実際、vWD ドメインに点変異を加え
ると、精子の運動抑制に変化は見られなかっ

たが、精子の凝集が見られなくなった。これ
は、vWD ドメインが SPP120 のポリマー化に関
与することから、このコドンサイトに変異を
加えることで SPP120 がポリマー化せず、精
子の運動抑制をした後、精子と相互作用した
SPP120 がポリマー化していないために精子
が凝集しないためであると推察された。 
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