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研究成果の概要（和文）：フェロモンと受容体はその分子適合性を保ちつつ変化する必要があるが、この共進化
のメカニズムはよく分かっていない。そこで本研究では分裂酵母S. pombeとS. octosporusの間で、フェロモン
と受容体遺伝子をスワップさせることにより、フェロモンと受容体間の特異性を検証した。その結果、M型フェ
ロモンと受容体遺伝子は近縁種間で交換することはできないが、P型フェロモンと受容体遺伝子は交換できるこ
とが分かった。このことから、分裂酵母の2つのフェロモン/受容体の分子適合性には非対称性があることが示唆
された。本結果は「フェロモンと受容体の新しい組み合わせが生まれる仕組み」を知る手がかりになるだろう。

研究成果の概要（英文）：Most organisms have the ability to recognize individuals of the same 
species. In ascomycete fungi, mating between cells of opposite mating-type depends on the molecular 
recognition of two peptidyl mating pheromones by their receptors. However, very few studies have 
focused on the stringency of pheromone receptors. The fission yeast Schizosaccharomyces pombe has 
two mating types (sexes), Plus (P) and Minus (M). Here I investigated the stringency of the two 
receptors, Mam2 and Map3, for their respective pheromones, P-factor and M-factor, in fission yeast. 
I switched GPCRs between S. pombe and the closely related species S. octosporus, which showed that 
SoMam2 is partially functional in S. pombe, whereas SoMap3 is not interchangeable. Thus, the 
differences in these two receptors might reflect the significantly distinct stringency/flexibility 
of their respective pheromone/receptor systems, maybe allowing ascomycete fungi to generate novel 
prezygotic barriers within a population.

研究分野： 遺伝学、進化学

キーワード： 分裂酵母　フェロモン　分子適合性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
フェロモン認識機構はその厳密なイメージとは裏腹に「遊び・曖昧さ」も残されており、これが進化の原動力に
なっていると考えられている。本研究では、分裂酵母の2つのフェロモンと受容体に着目し、近縁種の遺伝子と
交換することで、一方のフェロモン認識は厳密だが、もう一方は柔軟に機能するというデータを得た。そのよう
な非対称な仕組みがフェロモンと受容体の組み合わせの変化を可能にするのかもしれない。生物のフェロモン認
識機構は種の維持にとって重要な「厳密な部分」と変化に柔軟に対応できる「曖昧な部分」を両方備え持ってい
るようであり、本研究の成果はフェロモンの変化のメカニズムの手がかりを与えることが期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 

新しい種ができる原因の一つに「生殖隔離」が存在する。昆虫・両生類から酵母のような微生
物まで、多くの生物では体外に性フェロモンを分泌して、異性と交配している。フェロモンとそ
の受容体間の分子適合性は、種ごとに厳密に保たれており、フェロモンの構造がひとたび変わる
と、受容体とは結合できずに異性との交配が妨げられる結果になる。そのため、フェロモンとそ
の受容体間の「分子適合性」の変化が、生殖隔離の原因になるという仮説が議論されてきた 

(Smadja et al., Heredity, 2008 他)。しかし、これを実験的に直接証明することは難しく、これ
まで明確な結論が出ていなかった。 

申請者はこれまで、単細胞のモデル微生物である分裂酵母 Schizosaccharomyces pombe を使
って、この仮説を実験室で証明することに成功した。S. pombe には 2 つの交配型 (Plus・Minus

型) があり、フェロモンを使って異性細胞間で交配して子孫を作る。そこで酵母の交配に注目し、
フェロモンを人為的に変化させる (第 1 段階) → 変異型フェロモンを認識できる受容体を得る 

(第 2 段階) を経て、新しい生殖群を創ることに成功した。実際、変異型間でも野生型間とほぼ
同程度で交配が起こったが、変異型と野生型の間では、遺伝子の交換は 1 千万匹に 1 つという
頻度でしか起こらないことを確かめた。こうして、申請者はフェロモンとその受容体間の分子適
合性の変化が生殖隔離を引き起こすことを、酵母を使って初めて実験的に示した (Seike et al., 

Genetics, 2012; PNAS, 2015)。 

このように、フェロモンとその受容体間の分子適合性が変化すると、従来の集団から生殖隔離
された新しい集団が生じることが分かった。しかし、フェロモン及び受容体の単独の変化は、交
配能力の低下を引き起こすはずである。そのため、フェロモンと受容体はその分子適合性を保ち
つつ共に変化する必要があるが、この共進化の仕組みはよく分かっていない。 

 

 

２．研究の目的 

 

本研究の目的は、分裂酵母 S. pombe を使って、フェロモン (鍵)と受容体 (鍵穴)の新しい組
み合わせが生まれる分子的な仕組み (=共進化)を実験的に理解することである。本研究では
DNA 組換え反応により、1 細胞内でフェロモンと受容体の 2 つの遺伝子を連結させて、次世代
シーケンサーで一斉に組み合わせを解析する手法を開発する。これにより、あらゆる組み合わせ
の中から、適合するものだけをハイスループットに定量できる。こうして遺伝学の得意な酵母の
利点を生かし、次世代シーケンシング技術と合わせることにより、フェロモンとその受容体間の
分子適合性 (鍵と鍵穴)が変化する仕組みを検証する。また近縁種 S. octosporus のフェロモンと
受容体遺伝子をそれぞれ S. pombe のものとスワップさせることにより、フェロモンと受容体間
の認識レベルの違いを検証する。以上のことから、フェロモンと受容体が共進化する仕組みの解
明を目指す。 

 

 

３．研究の方法 

 
1. 次世代シーケンサーによるフェロモンと受容体間の分子適合性の一斉定量 

M 型フェロモン受容体遺伝子、および P 型フェロモン受容体遺伝子をそれぞれプラスミドに
導入する。これらを鋳型として、各遺伝子に変異導入キットを用いてランダムに変異を導入する 

(数変異/遺伝子)。得られたプラスミドライブラリーを M 型細胞もしくは P 型細胞に導入して、
それぞれの大規模な変異細胞集団を得る。これを使って、フェロモンと受容体間の分子適合性を
検証する。酵母の交配には、フェロモンと受容体間の特異的な認識が必須なため、交配した二倍
体細胞が持つフェロモンと受容体の組み合わせは必ず適合するペアである。そこでまず、ライブ
ラリーを導入した変異 M 型・P 型集団を一斉に混合し、交配した二倍体細胞だけを選択する。
次に組換え酵素 Cre を発現させ、細胞内でプラスミドを融合する (loxP, loxP-2272 は同じ配列
を認識して特異的に組換える)。酵母からプラスミドを回収し、特異的なプライマーを使って 2

つの遺伝子が連結された PCR産物を得る。最後に、次世代シーケンサーによる一斉定量により、
フェロモンと受容体間の組み合わせとその頻度を網羅的に定量する。シーケンスデータを解析
し「どのような組み合わせが存在するか」を調べる。また、定量値を分布化し「組み合わせの多
様度」といった視点から M 型と P 型で鍵と鍵穴の特異性が異なるかを検証する。 

 

2. フェロモンと受容体遺伝子のスワッピングによる認識レベルの検証 

  S. octosporus からM 型フェロモン遺伝子 (Somfm1+), 受容体遺伝子 (Somap3+), P 型フェロ
モン遺伝子 (Somap2+), 受容体遺伝子 (Somam2+)をそれぞれクローニングし、S. pombe の遺



 

 

伝子とスワップさせることにより、遺伝子を入れ替える。形質転換した S. pombe 株が交配でき
るかを調べることにより、フェロモンと受容体の分子適合性を調べる。また受容体間の各ドメイ
ンをさらに分割して交換し、フェロモンの認識に重要な領域を特定し、P 型・M 型フェロモンの
認識レベルを検証する。 

  

 
４．研究成果 
 

1) フェロモンと受容体間の分子適合性を一斉に定量できる解析法の開発を目指した。まずフ
ェロモン受容体遺伝子 (map3+, mam2+)をプラスミドにクローニングし、このプラスミドを鋳型
として TaKaRa の Random mutagenesis kit を使って、遺伝子全長にランダムに変異導入を行
った。さらに loxP, lox2272 および 15 bp からなる DNA バーコードを挿入し、プラスミドライ
ブラリーを作製した。これを受容体遺伝子を欠失したヘテロタリック一倍体細胞に、プラスミド
ライブラリーを導入し、交配により生じた二倍体細胞を異なる薬剤耐性遺伝子 (G418 と Nat)を
選択マーカーとして選別した。二倍体細胞内で Cre-loxP を β-エストラジオール誘導下で発現さ
せると、確かに二種類のプラスミドが融合し、2 つの遺伝子が連結した PCR 産物が得られるこ
とを確認した。 

そこでまずこれらのプラスミドライブラリーを酵母細胞に導入して、1,000 個程度のランダム
な変異受容体を発現する細胞集団を作製した。続いて、この細胞集団を交配を誘導する培養環境
下で継代培養し、有性生殖をした細胞 (つまり、フェロモンを認識できる受容体を発現する細胞)

を濃縮した。最終的に得られた細胞集団からプラスミドを回収し、DNA バーコード部分の種類
と数をイルミナシーケンサーMiSeq で解析した。変異受容体と DNA バーコードを含む PCR 断
片をナノポアシーケンサーminION で解析することにより、受容体の変異とバーコードの種類
の対応づけを行い、バーコードを解析することで変異が分かるようにした。現在は解析中である
が、酵母の遺伝学を駆使した実験系を使うことで、フェロモン受容体の「変異への許容性の違い」
が議論できると期待している。 

 

2) 分裂酵母 S. pombe と S. octosporus の間で、フェロモンと受容体遺伝子をスワップさせる
ことにより、フェロモンと受容体間の特異性を検証した。その結果、M 型フェロモンと受容体
遺伝子は近縁種間で交換することはできないが、P 型フェロモンと受容体遺伝子は交換しても機
能することが分かった。さらなる遺伝子解析により、M 型フェロモン受容体の 6 番目の膜貫通
領域が特異性に大きな影響を与えていることを見出した (Seike et al., bioRxiv, 2020)。 

 

本研究を通じて、分裂酵母の 2 つのフェロモン/受容体の分子適合性には非対称性があること
が示唆された。こうして S. pombe のフェロモン認識における「厳密性」と「柔軟性」を生み出
す分子的な仕組みの理解が分かりつつある。この一連の解析を基にさらなる研究を行うことに
より、フェロモンと受容体がその分子適合性を保ちつつも多様性を作る分子メカニズムについ
て、重要な手がかりが得られると期待している。 
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