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研究成果の概要（和文）：本研究は、『遺伝要因』を父・母由来別のゲノム情報として分別し、生育過程における『環
境要因』を介して学習行動において脳部位特異的にいかに表象されているかを遺伝子発現レベルで明らかにすることを
目指し研究を進めてきた。この目的のために、種特異的な囀りパターンを学習によって獲得する鳴禽類ソングバードの
異種間ハイブリッド個体を用い、音声発声学習過程における発声行動表現型と脳内遺伝子発現に着目した研究を進めた
。その結果、種特異的SNPsを同定し、脳内で種特異的な発現制御を受ける遺伝子群を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Both nature and nurture influence the learning process. Birdsong is a learned 
vocal behavior that is regulated by species-specific genetic constraints and individual hearing 
experience. However, how and when genetic and environmental instructions contribute to modulate vocal 
learning is not well known. In this study, we developed hybrid songbirds, whose parental species sing 
different species-specific songs. The hybrid songbirds showed the full-spectrum of variability of song 
features of parental species. Based on this behavioral data, we further performed next-generation 
sequence (RNA-seq) from two brain areas related to regulation of song patterns. Then, we found 
species-specific SNPS and genes which were differently regulated in the brain areas between two parental 
species and hybrids. We are further working on the studying the allelic imbalance of the 
species-specifically regulated genes.

研究分野： 行動神経生物学
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１．研究開始当初の背景 
ヒトを含めた多くの動物種が個体発達過程
で獲得する行動や認知能力の多くが父と母
から受け継ぐ「遺伝要因」とその個体が生育
する「環境要因」の両方からの影響を受容し
ている。しかし、「遺伝要因」に関しては、
父・母由来の両方のゲノムアレルから常に 1:1
比で読み出さえているのではなく、臓器特異
的に、また発達段階特異的に、多くのアレル
で父方・母方からの読み出しの比率が異なる
ことが明らかになってきた。対立遺伝子不均
衡 (Allelic imbalance)と呼ばれる現象である。
しかし、「対立遺伝子不均衡による遺伝子発
現制御によって個体発達過程での行動表現
型の学習がいかに影響を受けるのか?」、また
逆に「生育環境要因によっていかに対立遺伝
子不均衡が影響を受け、遺伝子発現制御に関
わっているのか?」等、「父・母」由来を考慮
にいれた「遺伝要因」と「環境要因」との相
互関係を検証した研究は国内外共にほとん
どなされていなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究は、『遺伝要因』を父・母由来別の

ゲノム情報として分別し、それが生育過程に
おける『環境要因』を介して獲得される行動
において、脳部位特異的な遺伝子発現制御に
いかに関わっているのかを明らかにするこ
とを目的とした。そのために、種特異的な囀
りパターンを学習する鳴禽類ソングバード
の交雑種ハイブリッド個体を用い、音声発声
学習過程における発声行動表現型（音声発達
変化・学習戦略・固定化した発声パターン等）
の形成に着目した。これと同時に、発声学習
に重要な神経回路である皮質-基底核-視床ル
ープ回路を構成する脳部位に発現している
遺伝子群を種特異的一塩基多型 (SNP)を用
い、父母アレルのどちらに由来するかゲノム
ワイドに測定することを試みた。これにより、
行動パターンの学習獲得に「父方」と「母方」
由来の遺伝要因の読み出しの『質 (父母アレ
ルからの発現比) 』と『量 (アレル発現総
量) 』が脳部位特異的に、かつ個体発達過程
でいかに制御されているのか実験的検証を
試みた。 
 
３．研究の方法 
種特異的な囀りパターンを学習によって

獲得する鳴禽類ソングバード 2 種との異種間
交配によって得られるハイブリッド個体を
動物モデルとして用い、歌パターンの学習環
境をコントロールした。これをもとに獲得さ
れる発声行動表現型(音声発達変化・固定化し
た発声パターン等)を記録・解析した。同時に、
種特異的 SNP を利用し、発声学習・生成に関
係する歌神経核に発現する遺伝子群が父・母
アレルのどちらに由来するかゲノムワイド
に測定すべく、次世代シークエンス解析を行
った。これらの実験により、生育環境に応答
して、「父方」と「母方」由来の遺伝要因の

読み出しの『質 (父母アレルからの発現比) 』
と『量 (アレル発現総量) 』が脳部位特異的
にいかに制御されているのか明らかにする
実験を行った。 
 
４．研究成果 
(1) ハイブリッド・ソングバード歌運動制御
神経核 HVC・RA からの RNA 抽出・cDNA
増幅 
音声発声学習・生成のために機能特化した神
経回路ソングシステムにおいて発現制御を
うける遺伝子群を RNA-seq によって網羅的
にかつ、定量的に同定することを目指した。
脳サプリングに使用した個体は、発声学習環
境をコントロールした上で、表出される発声
行動表現型(音声発達変化・学習戦略・固定化
した発声パターン等)の解析を施行した。その
後、発声学習・生成に重要な神経核である
HVC, RA 部位においてレーザー・マイクロダ
イセクション法によりサンプリングした微
小脳部位からの RNA 抽出を行い増幅を行っ
た。微量 RNA からの増幅には、Quartz-seq 法
を用い、非常に高品質な cDNA の増幅を確認
できた[図 1]。この実験手法の確立により、微
小脳部位から安価に大量のサンプリングが
可能となった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 次世代シークエンス技術によるハイブリ
ッド個体脳内の遺伝子発現情報の収集 
脳で発現している全トランスクリプト―

ム情報をレファレンス配列として用いるた
めに、親種ソングバード２種各 5 個体分の全
脳 RNA を個体別にアダプターを付加し、
Hiseq2500、1 レーン分(計 2 レーン)の 100bp 
pair-end RNA-seq を実施した。その結果、個
体 あ た り 平 均 リ ー ド 数 で 71,680,526 
reads(min:64,787,626 ~ max:93,969,226)の情報
を得た。 
さらに、 脳部位特異的遺伝子発現情報を

得るため、親種２種と雄・雌ペアを入れ替え
た２タイプのハイブリッド個体(各 4 個体分)
から上記で述べたレーザー・マイクロダイセ
クション法によりサンプリングした HVC、

図1: 歌神経核RAにおけるレーザー・マイクロダイ
セクションとQuartz-seqによって増幅されたCDNA
のサイズ分布の実例 



RA 部位でそれぞれ 1 レーン分(計 2 レーン)
の RNA-seq を実施した。その結果、各個体の
脳部位ごとに平均リード数：102,012,395 
reads(min:45,311,458 ~ max:274,719,866) 
の情報を得た。この次世代シークエンスには、
文部科学省科学研究費新学術領域研究「ゲノ
ム支援」からの支援をいただいた。 
 
(3) 脳内発現遺伝子群の種特異的 SNPs の抽
出 
脳内発現遺伝子群の種特異的 SNPs の抽出

のため、得られた RNA-seq 情報を用い、瀬々
潤博士（産総研）との共同研究によって以下
のシークエンス解析を進めた。まず脳内発現
遺伝子群の種特異的 SNPs の同定を施行した。
親種２種（5個体分）の全脳 mRNA のRNA-seq
情報と、現在公開されている zebra finch 
genome 情報から、当研究室で使用しているソ
ングバード２種の種特異的 SNP 情報を反映
した pseudo genome 配列を新たに構築するこ
とができた。以下に、種特異的 SNP の解析結
果の一例を示す[図 2]。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4)種特異的 SNPs 情報を用いたハイブリッド
個体の脳内発現遺伝子群の Allelic imbalance
比率解析 
上記の種特異的 SNP 情報を用いて、瀬々研

究室で開発された Homeoroq 解析によってハ
イブリッド各個体の HVC・RA 脳領域におい
て発現が確認された遺伝子群の Allelic 
imbalance 比率の詳細を現在解析中である。 
特に、発声運動制御脳部位における種特異

的な遺伝子発現制御を受ける遺伝子群から
解析を進めており、神経核 HVC, RA におい
て、ハイブリッド個体の親種 2 種間で、種特
異的な遺伝子発現量の違いを示す遺伝子群
を同定できている。[図 3]。 
現在、HVC 領域で 652 遺伝子、RA 領域で

955 遺伝子を RNA-seq による発現解析から親
種２種で発現制御差を示す遺伝子候補とし
て抽出した[図 4]。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図3: 種特異的発現制御を受ける遺伝子の例 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4: 歌運動制御領域で種特異的発現制御をうけ
る遺伝子群の親種２種とハイブリッド個体での発
現情報 
 
現在、上記の候補遺伝子群における実際の脳
内での発現量の違いを検証するために in-situ 
hybridization を実施している。 
また、ハイブリッド個体の脳内発現遺伝子

群の Allelic imbalance 比率解析からは当初の
予測と合致するような脳部位特異的、また遺
伝子座特異的な Allelic imbalance を示す例が
同定されはじめている[図 5]。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5: 図 2 で示した GRIK1 アレル上の SNP におけ
る脳内 allelic imbalance 発現の例を示す。ハイブリ
ッド個体（ZO, OZ 共に）神経核 HVC ではアレル
バイアスが見られないが、 RA では親種 ZF への
バイアスが見られた。 
 
以上の解析を今後さらに進め、ハイブリッ

ド個体が獲得した発声行動表現型と相関を
示す種特異的遺伝子群の探索を進める。 
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