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研究成果の概要（和文）：本研究では、ビクトリア湖産シクリッドに注目した種分化・種形成に関わる遺伝領域の探索
、および哺乳類の脳などの特異的な形態獲得に関与したシス制御配列の進化機構の研究をおこなった。シクリッドに関
しては、性決定機構や嗅覚受容体遺伝子の多様化、光受容体遺伝子と体色の間の相関関係を明らかにし、また異種間交
雑種を用いた連鎖群解析により性決定候補領域の特定に成功した。哺乳類に関しては、間脳や脳梁などの形態形成に関
与するAmnSINE1由来エンハンサーに関して、その分子メカニズムと獲得過程を明らかにすることができた。本研究で明
らかになった生物進化の分子機構は、多くの生物種において普遍的なものであると考えられる。

研究成果の概要（英文）：We investigated the genetic mechanism of speciation by focusing on the Lake Victor
ia cichlid species and that of the evolution of mammalian morphological characteristics. We found, 1) the 
unique sex determination system caused by the B chromosome, 2) highly dimorphic allelic diversity of phero
mone receptor genes, and 3) the clear correlation between nuptial colors and visual sensitivities tuned by
 opsins. In addition, by constructing a genetic linkage map, we identified the putative sex determination 
region in the autosome of the Lake Victoria cichlids. For mammalian evolution, we identified several AmnSI
NE1-derived distal enhancers for developmental genes expressed in mammalian diencephalon and callosal proj
ection neurons. We revealed the detailed molecular function and evolutionary process of the enhancers. Our
 findings concerning the molecular mechanisms of speciation and large-scale morphological evolution are ex
pected to be applicable in broad animals in general.
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１．研究開始当初の背景 
 
生物多様性は種の分化と形成により生み
出され獲得されると考えられ、その重要性は
多くの研究者に古くから認識されてきた。
「新種の出現」がどのような過程を経て起こ
るのかを解明するためには、（1）自然選択に
よる種分化、および（2）大規模な形態的特
徴の獲得の分子機構といった２点を明らか
にすることが必要である。しかしこれまでは
化石を含めた形態や生態学的なデータと数
理モデルを利用した研究が多く、実際の証明
は難しいと考えられて来た。そうした状況下
で、本研究グループでは（1）東アフリカの
ビクトリア湖産シクリッドに着目した種分
化の DNA レベルでのメカニズム解明、およ
び（2）哺乳類に特徴的な形態形成の分子機
構の解明を目指して研究を進めてきた。 
（1）ビクトリア湖は、その成立年代が

14,000年程前と極めて最近であるため、この
湖に生息する500種にもおよぶと考えられて
いる固有のシクリッドは極めて短期間に爆
発的な種分化と多様化を起こしてきたと予
想されている。実際に、ビクトリア湖のシク
リッドでは中立的な変異の多くが種内ばか
りでなく種間においても固定されていない
ことが明らかになっている。よって、シクリ
ッドゲノムにおいて種に特異的に固定した
変異を見出せば、それが種の分化と形成に関
与した可能性が高いと考えられる。つまり、
シクリッドは種の分化と形成に関与した遺
伝子を探索するのに適した生物である。我々
はこれまでの研究の過程で、顎・歯の形態の
多様化、体表模様の多様化、そして特に視覚
の適応と種分化に関して DNA レベルでのメ
カニズムを明らかにしてきた。 
（2）各生物群に特徴的な形態形質の新規
獲得、例えば哺乳類における脳構造の複雑化
や二次口蓋の獲得などは、従来の進化学者に
よって「大進化」と呼ばれてきた現象である。
この分子メカニズムを解明することは新た
な分類群の出現機構の謎を解く上で極めて
重要な課題であるにもかかわらず、従来は具
体的アプローチが非常に困難であるとされ
てきた。しかし近年のゲノム解析に基づいた
哺乳類特異的な非コード保存領域の解析、お
よび哺乳類の遺伝子発現調節エレメントの
機能解明といった２つの観点を結びつける
ことにより、新規形態獲得の分子メカニズム
解明に向けた研究が可能になった。我々の先
行研究では、哺乳類特異的に保存された
SINEと呼ばれる反復配列が 120以上存在し、
その一部が哺乳類の脳においてエンハンサ
ー機能を持つことを発見してきた。これによ
り、哺乳類特異的な保存配列の探索、そのエ
ンハンサー機能と対象遺伝子の同定、および
その発現がもたらす発生学的な機能解析を
結び付けることで、脳を代表例として哺乳類
特異的な形態進化の解明に向けた研究手法
を確立してきた。 

 
２．研究の目的 
 
それまでの研究背景を踏まえ、本研究課題
では「新種の出現」の分子機構を明らかにす
ることを目的とした。これは種の分化と形成
の分子機構、および新規形態獲得の遺伝的メ
カニズムといった 2つの問題に対して、それ
ぞれ（1）東アフリカのビクトリア湖産シク
リッド、および（2）哺乳類の脳に代表され
る組織特異的エンハンサーの獲得を題材と
してアプローチするものである。 
（1）我々がこれまで明らかにしてきた視
覚の適応が引き起こす種分化の機構は、シク
リッドの多様性獲得の重要な要因であると
考えられるが、シクリッドの多様性は視覚の
適応と生殖的隔離のみでは説明できないこ
とも多い。例えばシクリッドの非常に多様化
した顎と歯の形態、および適応した視覚に光
の情報を送るオスの体色の多様化は、適応や
生殖的隔離に関連があると考えられ、種の分
化と形成の重要な要因の１つである。また生
殖的隔離に嗅覚が関わっているとの報告も
されており、嗅覚遺伝子の多様化も種分化に
関わっている可能性がある。さらに染色体の
進化も生殖的隔離を引き起こすため、種分化
に関わった可能性が考えられている。よって
本研究では、視覚に加えて嗅覚や染色体、そ
して顎部形態など様々な形質を包含的に取
扱い、その種分化への関与を探ることを大き
な目的とした。 
（2）哺乳類特有の形態形質として、脳構
造の複雑化や二次口蓋の獲得などが挙げら
れる。これらの獲得に至る要因として、哺乳
類の祖先で既存の形態形成遺伝子の発現パ
ターンが改変されたことが重要であると考
えられている。近年は様々な哺乳類のゲノム
解読が進行中であり、網羅的なシス制御配列
の解析が可能であることから、哺乳類特異的
なシス制御配列の機能解明を目的とした。特
に、これまで AmnSINE1と呼ばれる転移因
子に由来するエンハンサーを複数発見して
おり、例えば間脳における Fgf8 遺伝子のエ
ンハンサー、および終脳における Satb2のエ
ンハンサーなどを発見している。これらの詳
細な機能解析を進めるとともに、新規の
AmnSINE1 由来エンハンサーを探索するこ
とによって哺乳類特有の形態進化の過程で
獲得された発現制御システムを明らかにす
ることが可能となる。 
 
 
３．研究の方法 
 
（1）研究に用いたビクトリア湖産シクリ
ッドのサンプルは、これまで（2004年～2008
年）の遠征調査において収集してきた数千個
体分のシクリッド筋肉もしくは鰭組織から
抽出した DNA を用いた。また、生体につい
てもビクトリア湖産由来の野生個体を当研



究室の水槽で飼育したもの（常時千匹程度を
飼育管理している）を使用した。DNA 配列
の決定については、小規模のものは研究室内
に設置されている ABI3130 を用い、次世代
シーケンサーを用いた大規模なものについ
ては必要に応じて企業（BGI, TaKaRa）へ外
注した。その他、研究の過程でおこなった
PCR、クローニング、FISH、集団遺伝解析
については一般的な方法を用いた。 
（2）哺乳類に関しては、主にトランスジ
ェニックマウスを用いたエンハンサー解析、
およびエンハンサーのノックアウトマウス
の解析をおこなってきた。既に発見されてい
た AmnSINE1 由来のエンハンサー配列と
LacZ レポーター遺伝子を導入したトランス
ジェニックマウスを確立した。さらに LacZ
のアッセイ系を利用し、マウスを用いた新規
エンハンサーの探索もおこなった。エンハン
サー活性と遺伝子発現解析には、マウスの胚
を用いた in situ hybridizationおよび組織免
疫染色をおこなった。またノックアウトマウ
スの解析にも in situ hybridizationと組織切
片染色をおこなった。 
 
４．研究成果 
 
（１）シクリッドの種形成研究の成果 
 
① B 染色体による性決定の発見 
ビクトリア湖産シクリッドの染色体（核
型）の多様化と進化を調べ、ビクトリア湖産
シクリッドは 22 対の常染色体に加えて、2個
の余剰なB染色体が多型状態で存在すること
が明らかとなった（図１、Yoshida et al. 2011 
PLoS Genet.）。この B染色体に関する詳細な
解析によって、マタンビ島付近に生息するシ
クリッド Lithochromis rubripinnis の集団
において、この B染色体を持つ個体が雌にな
る現象を見出した（図２）。B染色体が性決定
に関わる可能性は昆虫などで議論されてき
たが、これが脊椎動物においても起きている
可能性を示唆した点で非常に大きな発見と
なった。 

 
さらに、この B染色体に相当する BAC クロ
ーン配列を網羅的に決定したところ、内部に
は多くの反復配列（SINE, LINE など）が存在
することが明らかとなり、これは B染色体が
利己的な挙動を示すこれまでの知見と一致
した。さらに興味深いことに、この B染色体

には、多くの反復配列に加えて偽遺伝子化し
ていない遺伝子もいくつか発見されたこと
から（図３）、B染色体上の遺伝子の一部は実

際の生体内で機
能している可能
性を強く示唆す
る結果が得られ
た。これはこの
中の遺伝子が性
決定において何
らかの機能を果
たしている可能
性を示唆するも
のである。 

 
②嗅覚受容体 V2R 遺伝子領域の全貌解明 
魚類は水に溶解した主にアミノ酸などを
嗅覚を用いて感知することで餌の探索をお
こなっている。したがって、食性についても
大きく多様化を遂げているシクリッドにつ
いて、食餌に必須である嗅覚受容を調べるこ
とは重要なことと考えられる。そこで我々は
アミノ酸受容体をコードするV2R遺伝子群に
着目し、ビクトリア湖産シクリッド
Haplochromis chilotes についてその遺伝子
クラスター領域のDNA配列の決定をおこなっ
た結果、V2R 遺伝子クラスターは全長約 1Mbp
の領域に存在することが明らかとなった（図
4., Nikaido et al. 2013 Genome Biol. Evol.）。
またV2R遺伝子をコードする領域を詳細に調
べたところ、H. chilotes の V2R 遺伝子数は
61 にも及び、一般のモデル魚種と比較しても、
最もその数が多いことが判明した（図 5）。こ
れはシクリッドにおける嗅覚の重要性を示
唆しており、シクリッドが視覚のみに大きく
依存しているという定説を覆す発見であっ
た。さらに、V2R 遺伝子の進化パターンの解
析から、この遺伝子数の増加はより多くの種
類のアミノ酸とその関連代謝物の受容を可

能にしている
ことが示唆さ
れたことから、
シクリッドの
嗅覚受容体遺
伝子の多様化
が食性の多様
化にもつなが
っていると予
想された。 
 

③ 嗅覚受容体 V1R 遺伝子の多様化 
魚類嗅覚には食餌におけるアミノ酸受容
をおこなう V2R 系と、生殖に関わるフェロモ



ン受容をおこなうと予想されるV1R系が存在
する。我々は直接的に種の分化に関わる可能
性の高いV1R遺伝子についても大規模な種間
比較解析をおこなった。まず魚類では 6コピ
ー存在するV1R遺伝子の全てをビクトリア湖
産シクリッドにおいて単離し、それらが嗅覚
上皮で発現していることを明らかにした（図
6., Ota et al. 2012 GENE）。さらに、その
うち 4つの V1R 遺伝子について、東アフリカ
産シクリッドの進化の過程で急激に非同義
置換が蓄積した事を明らかにした（図 7., 
Nikaido et al. 2014 Genome Biol. Evol.）。
これは、フェロモン受容が種間で大きく変化
させるような進化圧が働いたと考えられ、種
の分化への関与を強く示唆している。また、
V1R1 や V1R2 遺伝子については、数百万年前
に誕生した二つの対立遺伝子座が、長い期間
多型状態で維持されていることが明らかと
なった。我々は東アフリカ産シクリッドのゲ
ノム中には古くからの祖先多型が多く存在
し、それらが各湖における適応放散時にリク
ルートされる形で、急速な形態進化を引き起
こすゲノム基
盤となったの
ではないかと
考えており、
これについて
はさらなる研
究を進める予
定である。 

 
④ 視覚の適応と婚姻色との相関性 
これまでの感覚主導の種分化に関する研
究では、岩場などの立体的な生息環境におい
て、その光環境が段階的に異なる種において
視覚の適応が起き、その次に婚姻色の進化が
起きることで種の分化が起きるというモデ
ルを提唱してきたが、実際のビクトリア湖で
の環境では、砂泥地のようなほぼ均一な環境
においても同所的に存在する複数の種が存
在する。この場合はすでに分化した複数の種
が再度同一の環境に生息するようになった
際でも、交雑がおこらなくなった、つまり種
の維持が達成されていることになる。この種
の維持にどのような機構が働いているのか
を調べるために、ビクトリア湖のスペック湾
最深部付近のムワブルグに生息する6種につ
いて、その婚姻色と視覚関連遺伝子オプシン
のアリル型およびその吸収波長との相関性
を調べた。その結果、まず同所的に存在して

いる 6種のシクリッドは、そのオプシン遺伝
子 LWS と RH1 について、それぞれ吸収波長が
異なり種に特異的なアリルを保持している
ことが明らかとなった（図 8., Miyagi et al. 
2012 Mol. Biol. Evol.）。また、各種シクリ
ッドにおける婚姻色の主波長を野生個体写
真の画像解析から求めたところ（図９）、そ
れらがLWSの吸収波長と相関があることが明
らかとなった。以上から同所的に生息するシ
クリッドが種特異的な光感受性をもち、婚姻
色もその光感受性に対応して種間で分化し
ていることを明らかにすることができた。こ
れらは種多様性の維持に関わっていると考
えられ、本研究における重要な知見となった。 
以上、本研究ではビクトリア湖産シクリッ
ドの進化学的な利点を活かし、種分化を達成
するメカニズムとして視覚のみならず嗅
覚・染色体など多面的に捉えながら研究を進
めてきた。そして、DNA レベルで種分化につ
ながる様々な現象を明らかにすることが可
能となり、これは今後のさらなる研究の進展
につながるものと考えている。 

 
（２）哺乳類の進化研究の成果 
 
① AmnSINE1 の進化学的解析 
本研究の先行研究では AmnSINE1 に由来す
る保存領域を 100 ヶ所以上発見していたが、
さらに鳥類・爬虫類ゲノムを加えたゲノム解
析をおこなった。その結果、AmnSINE1 の位置
は遺伝子近傍に偏っていること、また鳥類ゲ
ノムにおいて多くのコピー数が見られるこ
とを発見した。また AmnSINE1 由来保存領域
のうち 90％が哺乳類の出現以降で保存され
るようになったこと、そして AmnSINE1 配列
の Deu-domain が特に保存される傾向にある
ことを明らかにした（図 10、Hirakawa et al. 
2009 GENE）。このことは、AmnSINE1 によるエ
ンハンサー機能獲得の多くが哺乳類の祖先

で起こったこと
を意味しており、
SINE と哺乳類進
化の関連性を解
明する好材料と
なること示すも
のであった。 
 

② Fgf8 エンハンサーの解析 
 



網羅的なエンハンサー探索から発見され
た AS071 と呼ばれる AmnSINE1 由来のエンハ
ンサーに関し、その詳細な機能解析をおこな
ってきた。この配列はマウス発生過程の間脳
背側、間脳側面、視床下部においてエンハン
サー活性を示すことを明らかにし、Fgf8 の発
現もそれと一致することを明らかにした（図
11、Nakanishi et al. 2012 PLoS ONE）。こ
のことから、哺乳類の間脳における強い Fgf8
の発現にはAS071エンハンサーが関与するこ
とが示唆された。また AS071 エンハンサーは
少なくとも 3領域に分割され、それらがエン
ハンサーのコア配列、および間脳背側・間脳
側面・視床下部におけるエ
ンハンサー活性の範囲決
定に寄与することを明ら
かにした（図 12）。1 つの
エンハンサーの中に、コア
に加えてエンハンサー活
性部位の決定に関わる配
列が複数存在することを
示したのは本研究が初で
ある。こうして哺乳類の脳
進化における
SINE の寄与を詳
細に明らかにす
ることができ、
非常に価値の高
い成果となった。 
 
③ Satb2 エンハンサーの解析 
AmnSINE1に由来するエンハンサーの1つと
して、大脳新皮質で活性を持つ AS021 配列の
解析をおこなってきた。こ
の配列はマウスの胎生後
期には大脳新皮質の V-VI
層、特に脳梁投射ニューロ
ンにおいて Satb2 のエン
ハンサーとして機能する
ことを明らかにした（図
13-14 、 Tashiro et al. 
2011 PLoS ONE）。さらに本
研究では、このエンハンサ
ーの結合因子も同定した。 
Satb2、およびその結合因
子はいずれも脳梁形成に
必須であることから、
AmnSINE1 が哺乳類の祖先
でエンハンサー活性を獲
得 し た こ と に よ っ て
Satb2 の新たな発現制御
機構をもたらし、それが真
獣類の脳梁の獲得に寄与
したと考えられる。 
このように、本研究では AmnSINE1 を基盤
としたシス制御配列の獲得機構と、それがも
たらした哺乳類特有の形態進化との関連性
を明らかにすることができた。本研究で確立
された実験系を今後応用することで、哺乳類
の新規形態の獲得機構の一般性を解明する

ことに大きく貢献できると期待される。 
 
（３）総括 
以上のように、本研究課題では種形成の過
程では染色体レベルで種ごとに多様化して
おり、さらに嗅覚や視覚に代表される感覚器
官で発現する遺伝子配列とその機能の多様
化メカニズムを明らかにすることができた。
さらに大規模な形態進化を遂げる際は、一般
に単一遺伝子の変化のみでは説明が困難で
ある場合が多く、本研究で示されたようにエ
ンハンサーなどのシス制御配列を複数獲得
することが重要である。このように本研究で
は、生物進化に関与する遺伝的要因は多面的
であり、進化の各ステップにおいて重要な要
因がそれぞれ異なることを明らかにした。こ
うした発見は生物進化学を統合的に理解す
る上で重要な成果であったと言える。 
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