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研究成果の概要（和文）：生殖的隔離の神経基盤を解明する目的で、ハゼ目小型魚類のヨシノボリに注目した。
ヨシノボリの雄は、視覚情報だけで雌の種を識別し、求愛と威嚇の行動を正しく選択できた。神経活動マーカー
であるc-fosの発現を指標に、行動に伴い活動した脳領域を観察した結果、求愛では終脳腹側野腹側部や視索前
域が、威嚇では下垂体中葉が特異的に活動しており、脳の出力となる領域での活動の違いが確認された。ヨシノ
ボリの終脳には、視覚中枢の構造として知られる終脳背側野外側部の複雑化や、他の魚種に見られない線条体様
の構造が見いだされた。今後、これらの脳領域が、識別に伴う行動選択の中枢として機能しているか、解析を進
めていく予定である。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the neural mechanism of reproductive isolation, we cast a 
spotlight on a Gobiida small fish, freshwater goby. Male gobies could discriminate females just with
 visual perception, and choose their reaction correctly between courtship and threatening behaviors.
 Expression patterns of c-fos, a marker for neural activity, revealed that the courtship behavior 
activated the ventral part of ventral telencephalon and the preoptic area, while the threatening 
induced the activity of the intermediate pituitary, suggesting that several brain regions related to
 the behavioral output show different responses between two behaviors. The telencephalon of 
freshwater goby exhibits some remarkable features; a complicated structure of the lateral part of 
dorsal telencephalon, the visual center of teleosts, and a striatum-like ventral telencephalic 
component. In future, we will examine whether these characteristic brain regions work as the center 
for behavioral selection.

研究分野：比較神経解剖学、行動生態学
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１．研究開始当初の背景 
 地理的に隔絶していないにも関わらず、
雌雄が交配しないために種分化が成立する
現象を生殖前隔離という。生殖前隔離は種
分化をもたらす主要素の一つだが、その成
立メカニズムを動物の行動を司る神経回路
の観点から明らかにした研究はこれまでに
ない。一般に、フェロモンや求愛歌、求愛
ダンスなど、求愛要素の知覚が交配の成立
に重要なことが知られている。特に弱電流
で会話するアロワナ目のモルミルスは、種
に特有の電気信号を用いて相手を識別して
おり、脳の発達に伴い微細な電気信号の違
いを知覚できるようになったことで、種が
多様化したと考えられている (Carlson et al, 
2011, Science 332)。以上より、求愛要素の
知覚・判断を司る脳の処理過程が変容し、
相手に応じた行動選択が変化すると生殖前
隔離が起こると考えられる。すなわち、行
動生態学的に生殖前隔離の成立が証明され
た野生動物を用い、同種と別種に対峙した
際の脳の神経回路の活動の違いを比較する
ことで、生殖前隔離の神経基盤の解明に迫
れるのではないかと考えられる。 
 ハゼ目に属する小型魚類のヨシノボリで
は生殖前隔離が成立しており、雄は同種に
求愛する一方、別種を威嚇する (Kawanabe 
& Mizuno, 1989)。そのため、近縁種が同所
的に生息していても、遺伝的な独自性を維
持している (Mizuno et al, 1979, Jap. J. Ecol. 
29; Yamasaki et al, 2015, Mol. Phyl. Evol. 90)。
ところが、単一種だけが生息していた地域
に移入種が混入した場合、容易に交雑が起
こった (Mukai et al, 2012, Bull. Biogeogr. 
Soc. Japan 67)。このことから、ヨシノボリ
は種分化の途上にあり、生殖前隔離だけで
種の独自性を維持していることが推測され
るため、生殖前隔離の神経基盤を解析する
上で最適なモデルになる。これまでに、ヨ
シノボリの雄に水槽内で巣を作らせ、雌を
提示することで求愛あるいは威嚇の行動を
惹起できることを確認している。また、こ
れらの行動に伴い活動した脳領域を、神経
活動依存的に発現する c-fos の発現履歴に
基づいて観察する系を確立した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、生殖前隔離を制御する神経
基盤の理解を目指し、ヨシノボリをモデル
として以下の四点の解明を目的とした。 
(1) ヨシノボリの雌が、雄に求愛される条
件とはどのようなものか？ 
(2) ヨシノボリの雄は、どのような感覚情
報に基づいて雌を識別するのか？ 
(3) ヨシノボリをはじめとするハゼ目の脳
の構造は、他の魚種とどこが異なるのか？ 
(4) 同種に求愛している場合と別種を威嚇
している場合で、c-fosの発現を指標とした
雄の脳の活動領域は、どう異なるのか？ 
 

３．研究の方法 
 上記四つの目的を達成するため、それぞ
れ以下の実験を行った。 
(1) 水温を調節できる水槽を設置し、夏の
水温を 19℃、冬の水温を 10℃、繁殖期の
16℃と設定して経時的に水温を変化させた。
各時期の雌を撮影すると同時に、営巣する
雄に提示し、その経時的な反応を観察した。 
(2) 視覚以外の感覚情報を排除して雌を雄
に提示するため、雄が営巣する水槽とは個
別の小さな水槽に雌を入れて雄に提示し、
雄の反応を観察した。 
(3) ヨシノボリの脳切片を作成し、Nissl染
色および HuC/HuD に対する免疫染色を用
いて細胞構築を観察した。また、次世代シ
ークエンサーを用いたトランスクリプトー
ム解析によって、ヨシノボリの神経伝達関
連因子や神経ペプチド、脳の構築に関わる
転写因子の配列を同定し、これらの遺伝子
の分布パターンを in situハイブリダイゼー
ションによって同定した。さらに、Tyrosine 
hydroxylase および Substance-P に対する免
疫染色を行い、神経伝導路を観察した。 
(4) 雄が営巣する水槽とは個別の小さな水
槽に雌を入れて雄に提示し、雄の反応を惹
起した。反応開始から 30分後に雄を麻酔下
で断頭し、摘出した脳を新鮮凍結した。脳
切片を作成して c-fosに対する in situハイブ
リダイゼーションを行い、卵成熟した同種
の雌に求愛していた場合と別種の雌あるい
は未成熟な同種の雌に威嚇していた場合の
c-fosの分布パターンの違いを比較した。ま
た、求愛特異的に活動した脳領域に対応す
る分布パターンを示す脳内因子を探索した。 
 
４．研究成果 
 各目的に対する結果は以下の通り。 
(1) 夏の水温（19℃）から冬の水温（10℃）
の期間、カワヨシノボリの雌の体色は地味
で目立たなかったが、繁殖期の水温（16℃）
では斑点の色素が凝縮して濃くなり、バッ
クグラウンドの体色が明るくなった。また、
腹部が大きく膨らんで黄色味がかり、産卵
口が突出した他、頬に黒いラインの模様が
顕れた。これらがカワヨシノボリの雌の婚
姻色と考えられる（図 1）。婚姻色の出てい
ない雌は同種の雄にも威嚇されたが、婚姻
色を示す雌は同種の雄に求愛された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) カワヨシノボリの雄は、別の水槽に入
れて提示された同種の雌に対し、典型的な
求愛行動（体色が黒くなる、口を震わせて
水底を素早く這う動き、尾鰭を高く掲げて

 



振りながら巣に誘う動き）を示した。一方、
同条件で提示された別種の雌に対し、典型
的な威嚇行動（背鰭を立てて口を大きく開
く、体当たりしようとする）を示した。以
上の事から、嗅覚や聴覚の情報がなくても、
視覚情報だけで雄は雌の種を識別し、適切
な行動を選択できることがわかった（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) ヨシノボリの終脳を観察した結果、以
下の三点が他の魚種と大きく異なっている
ことがわかった。① 他の魚種で視覚情報の
中枢として知られる終脳背側野外側部（Dl）
が複雑化しており、特に尾側に顕れるDl4-7
は、細胞が密に並んだ板状構造で仕切られ
ている。各 Dl領域は神経伝達関連因子や転
写因子の分布パターンによって明確に区別
でき、特に Dl6 には、Dl4 を介して上行す
る Substance-P陽性線維（図 3, 緑）が大量
に終末している。② 終脳腹側野と連続した
細胞集団が終脳全体に広く分布し、特に中
心部（Vc1）が終脳背側野中心部（Dc）に
大きく食い込んでいる。Vc1 は GAD65, 
protachykinin, PENK-A陽性を示すことから、
哺乳類の線条体に相当する構造であると考
えられる（図 3, 青）。③ 終脳背側野背側部
大細胞領域（Ddmg）の中に vGluT2a 陽性を
示す小型細胞集団がクラスター状に分布し
ている。これらの細胞集団は吻側にも分布
を広げ、Vc1の腹外側に接置する（図 3, 赤）。
これらの結果については現在、The Journal 
of Comparative Neurologyに投稿中である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) 求愛でも威嚇でも、視覚伝導路である
中脳視蓋とDlに c-fosの発現が確認された。

同種に求愛している雄では、終脳腹側野腹
側部（Vv）や視索前域の吻側部に特異的な
活動が確認されたのに対し、別種に威嚇し
ている雄では、下垂体中葉で活動が観察さ
れた（図 4上）。求愛特異的に活動が確認さ
れた視索前域の吻側部は、エストロゲン受
容体（ER）陽性を示した（図 4下）。ま
た、同種の雌でも未成熟な雌に威嚇してい
る雄では、別種に威嚇している時と同じ
c-fosの分布パターンが見られた（図 4上）。
以上よりカワヨシノボリの雄は、自分の縄
張りに侵入した他個体に対し、基本的には
威嚇して追い払うが、同種で卵熟した雌の
時には神経回路のスイッチが切り替わり、
求愛行動が惹起されることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 以上のように、ヨシノボリの雄が視覚情報
に基づいて雌の種を識別し、求愛と威嚇で異
なる神経回路を使い分けることで、行動選択
を実行していることが示唆された。しかし今
回、神経活動の違いが見いだされた脳領域は
主に行動の実行に関わる出力の領域であり、
識別に伴い神経回路の切り替えを行う脳領
域はまだ明らかになっていない。終脳に見い
だされたいくつかの特徴的な構造が、これら
の行動選択の中枢として機能している可能
性がある。そこで今後は、これらの脳領域に
注目し、解析を進めていく予定である。 
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