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研究成果の概要（和文）：配偶者選好性の種特異性は、生物多様性の維持や促進に大きな役割を果たしている。
しかしどのような神経回路の変化が、このような配偶者選択性の進化や分化を実現するのかは全くわかっていな
かった。申請者はこの謎を解明するために、ショウジョウバエのフェロモン選好性と求愛選好性に着目し、その
種間差をもたらす神経回路の違いを探索した。本研究の結果、フェロモン選好性や求愛歌選好性に関与すると考
えられる神経回路の違いを見出すことが出来た。この結果は、動物行動学において大きな謎であった同種に対す
る配偶者選好性がいかにして獲得されるのかという問いに対して、単一ニューロンレベルで応える大きな成果で
あった。

研究成果の概要（英文）：Species-specific mating preference plays important role for the generation 
and maintenance of biodiversity. However, what kind of change in neural circuits causes the 
evolution of the preference is largely unknown. To solve this question, I searched the difference of
 neural circuit causing the species difference of pheromone and song preference in Drosophila. As a 
result, I found several differences in the neural circuits, which might be involved in the species 
difference of these preferences. These findings may provide clues to understand how the mating 
preference to conspecific individuals has been acquired during evolutionary process.

研究分野： 行動遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
 生物多様性が生まれ、維持される過程には
行動の進化的変化が常に重要な役割を果た
している。しかし、行動を支配する神経回路
の複雑さ故に、「どのような神経回路の変化
が行動進化をもたらすのか」はほとんどわか
っていなかった。同種と異種を識別し、同種
と選択的に交配する配偶者選好性は、生殖隔
離や性選択を介して、生物多様性の維持・促
進に特に大きな役割を果たしている。この配
偶者選好性の性質は、末梢から中枢までの神
経回路から成る種間認識システムにコード
されている。当然ながらこのシステムは種ご
とに異なる。特に種分化直後には、劇的な配
偶者選好性の分化をもたらすような神経回
路の改変が起こり、同種を好み、異種を嫌う
種特異的な配偶者選好性が獲得されること
で、生殖隔離や形質分化が促進される。しか
し、具体的にどのような神経回路の変化が、
配偶者選好性の進化や分化を実現するのか
は、申請者が研究を始めるまで全くわかって
いなかった。 
 申請者はこの課題に取り組むモデルとし
て、キイロショウジョウバエ（以下キイロ）
とその姉妹種オナジショウジョウバエ（以下
オナジ）に着目した。キイロショウジョウバ
エはいち早く全ゲノム解読が完了したモデ
ル生物で、脳内のさまざまなニューロン群を
標識・操作する膨大な遺伝学的ツールが開発
されている。これらのツールは、種間認識シ
ステムの進化をもたらす神経回路の変化を
特定のニューロン郡の機能や性質に落とし
込むのに必要不可欠である。また、オナジは
約540万年前にキイロと分岐した姉妹種であ
る。分子遺伝学的ツールの開発はほとんど進
んでいないものの、キイロと同様に全ゲノム
解読が完了しており、飼育や遺伝子導入が比
較的容易である。そこで申請者は、これら二
種の配偶者選好に関与する神経回路を網羅
的に比較することで、種間認識システムの進
化の実体を解き明かす計画を立てた。 
  配偶者選好にはさまざまなモダリティ
の情報処理が関与する。本研究では、キイロ
とオナジにおける配偶者選好性の種間差を
もたらす神経基盤を解き明かすために、両種
の生殖隔離に寄与するとされる（１）体表フ
ェロモンに対する選好性と（２）求愛歌に対
する選好性を司る神経回路を対象に解析を
行った。 
 
（１）フェロモン選好性に関しては、特にキ
イ ロ 雌 に 特 異 的 な 体 表 フ ェ ロ モ ン
7,11-heptacosadiene (7,11-HD)に対する選
好性に着目した。キイロ雄の求愛は 7,11-HD
によって促進されるが、オナジ雄の求愛は
7,11-HD によって強く抑制される（Billeter  
et al. 2009）。オナジ雌は、7,11-HD 合成酵素
遺伝子の制御領域の変異によって、7,11-HD
合成能力を失っていることが既にわかって
いる(Shirangi et al. 2009)。つまり、オナジ

は二次的に性フェロモン 7,11-HD を失い、同
時に 7,11-HD に対する負の選好性を獲得し
たと考えられる。このことから、オナジにお
いて、祖先種が持っていた 7,11-HD を情報処
理する神経回路が変化し、7,11-HD 選好性が
正から負に逆転したと考えられる。しかしど
のような神経回路の変化がこのような選好
性の劇的な逆転をもたらすのかは全く未知
であった。これまでの研究で、キイロでは脚
に存在する味覚受容ニューロン（ppk25 ニュ
ーロン）が 7,11-HD を受容し、求愛活性を上
昇させることが知られていた（Lu et al. 2012, 
Thistle et al. 2012, Lu et al. 2014）。このこ
とから申請者は、7,11-HD 選好性の種間差は
これら 7,11-HD 受容ニューロン群とその下
流の神経回路の種間差に起因するのではな
いかと考え、この神経回路を構成するニュー
ロン群の形態や機能を種間比較しようと考
えた。しかし、先述の通り、オナジではキイ
ロで開発されているようなさまざまなニュ
ーロン群を標識する系統は存在しない。そこ
で、本研究ではまずオナジと同様に 7,11-HD
に対して負の選好性を示す雑種をオナジの
モデルとして用いて、7,11-HD 選好性の逆転
をもたらす神経回路の種間差を特定しよう
とした。  
 
（２）求愛歌選好性に関しては、パルス歌の
パルス間隔に着目した。キイロとオナジの求
愛歌はよく似ており、ともにパルス歌とサイ
ン歌から成る。キイロの近縁種では古くから
パルス歌のパルス間隔が種間で多様である
ことが知られており（ Bennet-Clark & 
Ewing 1969）、またそれぞれ同種の求愛歌に
最もよく応答することがわかっていた
（Ritchie et al. 1999）。しかし、この同種の
求愛歌に対する選好性が、パルス間隔に対す
る選好性によるものなのか、あるいは他のパ
ラメータによるものなのかを明確に示した
例はなかった。このため、本研究ではまずキ
イロとその近縁種において、パルス間隔選好
性が種ごとに異なることを、行動実験を用い
て確かめた。また、パルス間隔選好性を効率
よく定量解析するための、単一個体を用いた
行動解析法の確立も目指した。続いて、パル
ス間隔選好性の種間差をもたらす神経回路
の違いを特定するために、音情報の入口であ
る聴覚一次ニューロンを含むジョンストン
器官（JO）ニューロンの形態や細胞数をキイ
ロとその近縁３種間で比較した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、キイロとオナジにおける（１）
体表フェロモン選好性と（２）求愛歌選好性
の種間差をもたらす神経回路の変化を解き
明かすことを大きな目的とし、以下の個別の
目的を設定した。 
（１）２種の雑種をオナジのモデルとして用
い、キイロ雌フェロモン 7,11-HD の情報処理
を行う神経回路の“種間”差を同定する。 



（２）パルス歌のパルス間隔に対する選好性
が種間で異なることを確かめ、また聴覚一次
ニューロンの形態や数の種間差を見出す。 
 
３．研究の方法 
（１）フェロモン選好性 
 ほぼすべての実験において、実験対象のニ
ューロン群にエフェクター（蛍光色素/神経毒
/Ca2+インディケーターなど）を発現させるキ
イロ系統を、野生型キイロあるいは野生型オ
ナジと掛け合わせ、得られた雄をそれぞれキ
イロ、雑種として比較した。 
 キイロで 7,11-HD を受容し求愛活性を上
昇させることが知られている ppk25 ニュー
ロンが、２種の 7.11-HD 選好性の違いに寄与
している可能性を検証するため、ppk25 ニュ
ーロンに神経毒素（テトロドトキシン）を発
現させたキイロや雑種のキイロ雌に対する
求愛活性を定量した。また、キイロにおいて
7,11-HD を情報処理する神経回路を構成す
るニューロン群の形態や細胞数を比較する
ために、これらのニューロン群を蛍光タンパ
ク質 GFP で標識し、脳、胸腹部神経節、脚
を抗体染色し、共焦点顕微鏡で観察した。
ppk25 ニューロンの活動性を比較するため
に、細胞内のカルシウム濃度依存的に蛍光タ
ンパク質を発現させるCaLexAシステムを用
いた（Masuyama et al. 2012）。さらに、
7,11-HD を構成するニューロン群の機能を
比較するために、光遺伝学の手法を用いた
（Inagaki et al. 2014）。各ニューロンに光受
容性イオンチャネルを発現させ、光を当てて
各ニューロンの神経活動を促進させ、求愛行
動に対する影響を観察した。また、GRASP
法（Feinberg et al. 2008）を用いてこれらの
ニューロン群の神経接続を比較した。 
 本研究で存在が示唆されたオナジや雑種
に存在する未知の 7,11-HD 受容性求愛抑制
ニューロン（後述）を同定するために、脚に
発現するさまざまな味覚受容ニューロン群
に神経毒を発現させ、キイロ雌に対する求愛
活性を観察した。また、これらのニューロン
群に蛍光タンパク質を発現させ、細胞数や投
射パターンを比較した。 
 
（２）求愛歌選好性 
 キイロと近縁３種におけるパルス歌のパ
ルス間隔選好性を定量的に比較するために、
チェーン行動（パルス歌によりオス同士が求
愛し追いかけ合う行動）を観察した（Eberl et 
al. 1997, Yoon et al. 2013）。パルス間隔35ms, 
55ms, 95ms の人工パルス歌を雄６匹に与え、
ChaIN ソフトウェア（Yoon et al. 2013）に
よってチェーン行動頻度を、Ctrax ソフトウ
ェア（Branson et al. 2009）によって運動活
性を定量した。また、解析の効率性を上げる
ために、単一個体を用いた解析も行った。雄
１匹にパルス歌を与え、ChaIN ソフトウェア
を用いて運動活性を定量した。 
 JO ニューロンの細胞数を４種で比較する

ために、抗 ELAV 抗体を用いて触角第２節内
のニューロンの核を標識し、EVEA ソフトウ
ェアを用いて数を計測した。聴覚一次ニュー
ロンの蛍光トレーサーを用い、JO ニューロ
ンの投射部位を標識し、共焦点顕微鏡で観察
した。 
 
４．研究成果 
（１）フェロモン選好性 
①オナジや雑種の求愛活性は 7,11-HD によ
って抑制される。この抑制効果は前脚を切除
することによって失われることが、先行研究
によりわかっていた（Fan et al. 2013）。これ
は、オナジや雑種の前脚に、7,11-HD を受容
し、求愛を抑制する味覚ニューロン（以下
7,11-HD 受容性求愛抑制ニューロンと呼ぶ）
が存在することを示唆している。キイロでは
既に 7,11-HD を受容し、求愛を促進する味覚
ニューロンとして ppk25 ニューロンが知ら
れていた（当初は ppk23 ニューロン； Lu et 
al. 2012, Thistle et al. 2012, Lu et al. 2014）。
そこで申請者はまず、この ppk25 ニューロン
が 7,11-HD 受容性求愛抑制ニューロンの実
体であるという作業仮説を立て、ppk25 ニュ
ーロンに神経毒を発現させた雑種を用いて
これを検証した。これらの雑種のキイロ雌
（7,11-HD をもつ）に対する求愛活性を観察
したところ、予想に反し、ppk25 ニューロン
の抑制した場合でも、キイロ雌に対する求愛
は上昇しなかった。この結果により、雑種に
存在する 7,11-HD 受容性求愛抑制ニューロ
ンは ppk25 ニューロンとは別に存在する未
知の味覚ニューロンであることがわかった。 
 
②この未知の 7,11-HD 受容性求愛抑制ニュ
ーロンを同定するため、脚に存在する味覚ニ
ューロン群に神経毒を発現させた系統を用
いて、スクリーニングを行った。その結果、
ある特定の味覚ニューロン群（以下 GrX ニュ
ーロンと呼ぶ）に神経毒を発現させたときに、
キイロ雌に対する雑種の求愛活性が劇的に
上昇した。この GrX ニューロンは雑種やオナ
ジにおいてキイロ雌の 7,11-HD を受容し求
愛を抑制するニューロンである可能性が極
めて高い。今後 GrX ニューロンの性質や機能
が、キイロとオナジでどのように異なるのか
を明らかにすることで、7,11-HD 選好性の進
化的逆転がどのような神経機構で起こった
のかを明らかにすることができる。 
 
③本研究開始後、Clowney らや Kallman ら
によって、キイロにおいて ppk25 ニューロン
から求愛コマンド様 P1 ニューロンまでの神
経回路（ppk25-P1 経路）が報告された
（Clowney et al. 2015, Kallman et al. 
2015）。これらの神経回路はキイロにおいて
7,11-HD が求愛を促進するのに機能してい
る。キイロとオナジの共通祖先においてもこ
のような神経回路はおそらく存在していた
と考えられるが、7,11-HD に対する負の選好



性を獲得したオナジにおいて、この “祖先的”
な神経回路にどのような変化が起こったの
だろうか？これを明らかにするために、キイ
ロと雑種において、この ppk25-P1 経路を構
成するニューロン群の形態や性質、機能を比
較した。各ニューロン群に GFP を発現させ
て細胞数や投射パターンを比較したが、それ
ぞれキイロと雑種において明確な違いを見
出すことはできなかった。次に、ppk25 ニュ
ーロンの感受性をキイロと雑種で比較する
ため、神経活動依存的に GFP が蓄積する
CaLexA システムを用いて、キイロ雌存在下
における ppk25 ニューロンの活動量を定量
した。その結果、キイロにおいては高い GFP
蓄積量が観察された一方で、雑種の蓄積量は
低かった。このことは、ppk25 ニューロンの
7,11-HD 感受性が雑種において低下してい
る可能性を示唆している。さらに ppk25-P1
経路の各ニューロン群の機能を比較するた
め、光遺伝学を用いて各ニューロン活動を活
性化させ、求愛行動に対する影響を観察した。
その結果、求愛コマンド様 P1 ニューロンを
始めとするニューロン群の機能は、キイロと
雑種で違いが検出されなかった一方で、
ppk25 ニューロンを含む味覚ニューロン群
の機能は逆転していることが分かった。
GRASP 法を用いて、これらのニューロン群
と下流ニューロンの神経接続を観察すると、
雑種においてその接続が喪失していた。これ
らの結果は、雑種やオナジにおける 7,11-HD
に対する負の選好性の背景には、②で明らか
になった 7,11-HD 受容性求愛抑制ニューロ
ンだけではなく、祖先的な ppk25-P1 経路に
おける ppk25 ニューロンの 7,11-HD 感受性
の低下や下流ニューロンへの接続の喪失が
存在していることが示唆される。 
 
（２）求愛歌選好性 
①キイロと近縁３種のパルス間隔選好性を
定量的に比較するため、パルス間隔 35, 55, 
95ms の人工パルス歌に対する応答行動を、
チェーン行動を指標に定量した。その結果、
キイロはパルス間隔 35ms のパルス歌に対し
て有意に高い応答性を示した一方で、他の 3
種はチェーン行動を示さなかった。いくつか
の種においてパルス歌の開始と同時に運動
活性が上昇していたことから、パルス音開始
前後 10秒間の運動活性を定量した。すると、
セーシェルショウジョウバエとモーリシャ
スショウジョウバエにおいて、同種の求愛歌
に近いパルス間隔のパルス歌において有意
に高い応答を観察することができた。また、
オナジにおいては、音開始前後では行動応答
が検出できなかったが、音開始６分後におい
て同種の求愛歌に近いパルス間隔に有意に
高い行動応答が観察できた。これらのことか
ら、キイロとその近縁３種のパルス間隔選好
性が種間で異なることを初めて定量的に示
した。また、パルス間隔選好性をより効率的
に定量解析するために、単一個体にパルス歌

を与え、運動活性の上昇を定量する新たな行
動解析法（Single Male Auditory Response 
Test; SMART）を確立した。 
 
②パルス間隔選好性の種間差をもたらす神
経基盤を明らかにするために、音情報の入口
となる聴覚一次ニューロンを含む JO ニュー
ロンに着目し、キイロと近縁３種においてそ
の形態と細胞数を比較した。神経トレーサー
を用いて、JO ニューロンの投射パターンを
比較すると、キイロにおいて知られている領
域 A〜E（Kamikouchi et al. 2006）が近縁３
種においても保存されていることがわかっ
た。一方 JO ニューロン数を比較すると、キ
イロでは 482±6個なのに対し、オナジで 435
±8 個、セーシェルで 457±7 個、モーリシ
ャスで 454±6 個と、オナジ種群において
10%ほどニューロン数が少ないことが明らか
になった。このことは、オナジ種群において
は、JO ニューロンによって情報処理される
音や重力に対する情報の解像度がキイロよ
りも低下していることを示唆している。 
 
以上の研究により、キイロとその近縁種のフ
ェロモン選好性や求愛歌選好性の種間差の
基盤となる神経回路の違いが世界で初めて
明らかとなった。これは、動物行動学におい
て大きな謎であった同種に対する配偶者選
好性がいかにして獲得されるのかという問
に関して、単一ニューロンレベルで応えるイ
ンパクトのある結果であった。 
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