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研究成果の概要（和文）：生殖的隔離は種分化を引き起こす重要な素過程の一つであるが、その成立メカニズムは明ら
かになっていない。生殖的隔離の神経基盤を解明するため、ヨシノボリの雄が同種の雌に求愛、あるいは別種の雌を排
他する際に活動する脳領域を、最初期遺伝子c-fosの発現パターンを指標に同定した。その結果、視覚情報の処理過程
や全身性の反応を制御する下垂体・視床下部の活動に違いが見られた。このことから、ヨシノボリの雄は雌を視覚刺激
で識別しており、視覚情報の一次入力領域である視蓋が行動選択における判断の中枢として働くことが考えられる。

研究成果の概要（英文）：Reproductive isolation is the elementary process to cause the speciation. However,
 its forming mechanism is unclear. To elucidate the neural basis of reproductive isolation, we applied the
 freshwater goby. We detected the expression pattern of c-fos in the brain of male goby, and identified th
e brain region activated during the courtship behavior for conspecific female or the exclusive behavior ag
ainst xenogeneic female. Then the difference of neural activity between courtship and exclusive behavior w
as observed in the neural circuit relating to the visual process, and the pituitary and hypothalamus regul
ating the systemic reaction. Taken together, it is suggested that the male goby discriminates females depe
nding on the visual perception, and the tectum, the primary input area of vision, is the decision center o
f behavioral selection.
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１．研究開始当初の背景 
 生殖的隔離は種分化を引き起こす一要因
であり、生物多様性を生み出す重要な素過程
の一つである。しかしながら、生殖的隔離の
成立に至るプロセスについては未だ明らか
になっていない。これまでに昆虫での研究か
ら、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であるこ
とが示されている (Yamamoto & Koganezawa, 
2013, Nat. Rev. Neurosci. 14)。また、弱電流で
会話するアロワナ目のモルミルスは、種に特
有の電流パターンを知覚して相手を識別し
ており、電流知覚に関わる中脳領域の拡大が
種の多様化を促したことが示唆されている 
(Carlson et al, 2011, Science 332)。しかし、感
覚情報の知覚・統合から生殖的隔離の実行に
至る神経回路の全容とその構築過程を解明
する試みは、これまでなされてこなかった。 
 ハゼ科に属するヨシノボリは、河川内で同
所的に生息する近縁種間でも生殖前隔離が
成立している  (Kawanabe & Mizuno, 1989, 
“Freshwater fishes of Japan”)。水槽内でのお見
合い実験から、ヨシノボリの雄は知覚に基づ
いて雌の種を識別し、同種に求愛、別種は排
他することで、生殖的隔離を維持しているこ
とが明らかになっている。このことから、生
殖的隔離の神経基盤を解明する上で、ヨシノ
ボリは最適なモデルになり得ると着想した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、最初期遺伝子 c-fosの発現を指
標として、ヨシノボリの雄が同種の雌に求
愛・別種を拒絶する際に活動した脳領域をそ
れぞれ同定する。また、ヨシノボリの受精卵
を人工的に孵卵して経時的に神経発生過程
を観察する。以上の解析から、ヨシノボリの
雄が知覚に基づいて雌の種を識別し、求愛と
排他の行動選択を実行する際に活動する神
経回路とその構築過程の解明を目指すこと
が、本研究の目的である (図 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
３．研究の方法 
(1) ゼブラフィッシュとメダカの c-fos遺伝子
の比較から共通配列のプライマーを作成し、

ヨシノボリの c-fos ホモログを増幅してクロ
ーニングした。得られた c-fosプローブの有用
性を確認するため、ヨシノボリを 25 mMペン
チレンテトラゾール (PTZ) で 30分間処理し
て強制的に神経活動を惹起し、 in situ 
hybridizationにて確認した。 
 
(2) 繁殖期の 6 月に、河川で捕獲したヨシノ
ボリを 60 cm水槽で飼育・馴致した。婚姻色
が鮮やかな雄を 30 cm水槽内で個飼いにして
巣材の下に巣を作らせた。雄の準備が整った
水槽に同種および別種の雌を投入し、求愛あ
るいは排他行動開始から 30 分後、雄を捕獲
して脳をサンプリングし、c-fosの遺伝子発現
パターンを求愛と排他時で比較した。 
 
(3) ヨシノボリの受精卵を人工的に孵卵し、
抗アセチル化チューブリン抗体を用いたホ
ールマウント免疫染色により神経回路の形
成過程を経時的に観察した。また、孵化した
仔魚を飼育し、成魚まで生育可能かどうかを
調べた。 
 
(4) 非モデル動物で神経科学的解析を進める
ための基盤情報を整備するため、ヨシノボリ
の脳アトラスの作成を進めると共に、次世代
シークエンサーを用いて神経ペプチドや神
経伝達関連遺伝子など脳内因子の遺伝子配
列の同定を進めた。 
 
４．研究成果 
(1) ヨシノボリの c-fosホモログを用いて、ヨ
シノボリの脳に対する in situ hybridizationを
行った。未処理の脳では c-fosの発現はほとん
ど検出されないのに対し、PTZ処理した脳で
は脳全体で発現が検出でき、神経活動の指標
として有用であることが確認できた (図 2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 同種の雌に求愛した際と別種の雌を排他
した際で c-fos の発現パターンを比較した結
果、大きく二つの点で相違が確認された (図
3)。まず、最初に網膜からの視覚情報が届く
視蓋での神経活動は求愛と排他の両方で確
認されたが、視蓋から終脳への視覚情報の中
継核である視床前核では求愛行動の場合し
か活動は検出でず、視覚の情報処理が求愛と
排他では異なることが示唆された。また、下

 

 



垂体前葉や乳頭体での神経活動も、求愛行動
の際に特に強く観察された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) ヨシノボリの胚発生を追って神経回路の
形成過程を観察した結果、内側縦束や後交連
など中枢神経系の初期神経回路は受精後 4日
目までにその枠組みが完成し、視蓋への神経
投射は受精後 5日目以降に進むことがわかっ
た (図 4)。また、受精卵から孵化した仔魚を
ブラインシュリンプおよび人工飼料で飼育
し、約 1 年半で体長 4 cmを超える成魚まで
生育させることに成功した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) ヨシノボリの脳を 30 mの厚さでスライ
スし、連続切片にて脳の組織構造の観察を行
った。現在、名古屋大学 生命農学研究科の
山本 直之 教授の協力を仰ぎつつ、同じハゼ
科のマハゼの脳切片との比較によってヨシ
ノボリ脳の各神経核の同定を進めている。ま
た、ヨシノボリ脳から抽出した RNA を用い
てMiSeq次世代シークエンサーによるトラン
スクリプトーム解析を行った。現在、CLC 
Genomic Workbenchを用いて、遺伝子配列の
解析を進めている。 
 
(5) まとめ (図 5) ：c-fosの発現パターンの解
析から、ヨシノボリの雄が同種に求愛、ある
いは別種を排他する際には、視覚路の情報処
理過程に違いがあることが明らかになった。

ヨシノボリの雄は雌の視認に伴い行動を開
始する事から、視覚刺激が行動選択の開始シ
グナルであると考えられ、中脳視蓋が種の判
別と行動選択の中枢であると考えられる。発
生過程において視蓋の神経回路を観察する
ことができたことから、今後、その構築過程
の解明を進めていく予定である。 
 また、下垂体や視床下部でも求愛と排他で
神経活動の違いが観察された。求愛の際には
雄の体色が黒く変色することから、下垂体前
葉での神経活動はメラニン細胞刺激ホルモ
ンの分泌によるものが含まれると考えられ
る。今後、トランスクリプトーム解析の結果
から各種神経ペプチドや神経伝達関連遺伝
子のプローブを作成し、c-fosとの二重染色を
行うことで、求愛と排他の行動に伴って活動
する神経細胞がどのような神経回路に属す
る素子なのかを解明していく予定である。 
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