
－ 103－

計画研究分担：2000～2004年度

発生システムの多様化と進化の研究

◆岡田典弘　

東京工業大学・大学院生命理工学研究科

〈研究の目的と進め方〉
東アフリカ大地溝帯に位置する三大湖、ヴィクトリア

湖・マラウィ湖・タンガニィカ湖にはそれぞれの湖に固
有なシクリッド（カワスズメ科に属する魚類）が数百種
も生息していることが知られ、その形態的・生態的な多
様性は多くの生物学者から注目を浴びている。その多様
性獲得の進化的道筋を分子レベルで明らかにすることは、
まぎれもなく、我々ヒトを含めた地球上の生物群が如何
にして現在の繁栄を築きあげてきたかという大きな疑問
を謎解く一助となることは間違いないだろう。それら東
アフリカ三大湖の中でも特にヴィクトリア湖は、一万数
千年前に湖が完全に枯渇し、その後周辺河川から少数の
シクリッドが流入、その子孫が現在の７００種にものぼ
る種多様性を誇るグループにまで爆発的な放散を遂げた
と考えられている。つまり、ヴィクトリア湖に生息する
シクリッドの莫大なる種多様性は、わずか一万数千年の
間に獲得されたことになるのである。分子進化生物学的
なスケールで考えると一万年と言うのは極めて短い期間
であり、その短い間で蓄積されるDNAの変異は極めて少
ないと予想される。したがってヴィクトリア湖産シクリ
ッドのお互いのゲノム構造はほぼ均一だと考えられる。
にもかかわらず、実際には形態的・生態的に非常に多様
化したシクリッドが７００種も存在するという事実が認
められているのである。つまり、ほぼ均一なゲノムでは
あるが、それぞれの種間に内在する極めて少数のDNAの
違いによってお互いの種が形成され、その状態が維持さ
れているということになる。ということは、それぞれの
シクリッド種内では固定し種間では違いのあるDNAレベ
ルでの差を見出すことができれば、それがダイレクトに
種形成や種レベルにおける形態的な違いへと還元できる
のである。これが我々の研究室が世界的にもオリジナリ
ティを発揮することのできる中心的な戦略でもあり、
我々の研究は主にこのアイディアを中心に計画を立てら
れている。また研究室からヴィクトリア湖へ長期の調査
隊を派遣し、その生態学的な観察やDNA実験に用いる膨
大な量のサンプルを収集している。

我々がシクリッド研究をする上で注目すべき点は、湖
の多様な環境に適応するための形態形質、もしくは種多
様性を獲得・維持するための遺伝的機構などが挙げられ
る。以下に我々が重点をおく遺伝子群を列挙すると１．
同種における相互認知、様々な水環境への適応に必須な
オプシン遺伝子群　２．多様な資源を有効に活用するた
めに必須な採餌器官「顎」の形態形成遺伝子　３．種の
分化・多様化の源ともいえる性選択に必須な体色模様に
関連した遺伝子群、となっている。また我々はヴィクト
リア湖産シクリッドの一種Paralabidochiromis chilotesの
BACライブラリーの構築にも成功しており、候補遺伝子
の単離をしたり、機能解析をする際にこのライブラリー
を使用する流れをとっている。

ヴィクトリア湖産シクリッドは世界的にもまだ研究が
十分に進んでおらず、種の定義や生態的情報に乏しいの
が現状である。それに対し、タンガニィカ湖・マラウイ

湖のシクリッドは種の定義や生態的情報が豊富であり、
主軸となるヴィクトリア湖産シクリッド研究の重要な基
盤となりうることが予想される。よって我々はヴィクト
リア湖産シクリッドの進化的な比較対象として、さらに
は研究基盤として、タンガニィカ湖およびマラウイ湖の
シクリッドをもその研究対象として、研究を進めている。
以上の流れをもち、最終的には生態的・形態的多様化の
分子メカニズムの解明を目指す。

〈研究開始時の研究計画〉
研究開発時の計画として、我々は前項にある通り、大

きく３つの枠にあてはまる標的遺伝子群を順次単離、比
較解析していくことを基本的なスタンスとした。

標的遺伝子は、１．オプシン遺伝子群であるRH1、
LWS ２．形態形成遺伝子であるBMP2、 BMP4、Dlx1、
Dlx 2、Pax9、Otx1、Otx2、GDF5 ３．体表模様決定遺
伝子と考えられるhagoromo、tyrosinase、endothelin
receptor b1、mitf、Aim1である。研究が進展していくに
あたり、１のオプシン関連遺伝子群に関しては、さらに
SWS1、SWS2、RH2Aなども解析対象として付け加えら
れ、さらには配列比較だけでなくタンパク機能解析まで
進められてくこととなった。

また候補遺伝子を絞っていく方法に加えて、DNAチッ
プを用いた網羅的な発現解析をもおこない、ヴィクトリ
ア湖シクリッドの種間の差を産み出していると考えられ
るような遺伝子の探索をおこなうこととした。

さらには候補遺伝子の単離やその後の機能解析、さらに
は大規模なゲノム構造の探索に不可欠なBACライブラリー
を、ヴィクトリア湖産シクリッドの一種Paralabidochiromis
chilotesに関して構築することとした。

〈研究期間の成果〉
視覚関連遺伝子の多様化とシクリッドの多様化
RH1遺伝子

シクリッドは、様々な光環境に適応している。シクリ
ッドの種の多様化、環境適応に関与した遺伝子を明らか
にするため、視覚に関する遺伝子群に着目した。

視覚に関する遺伝子として、まずオプシン蛋白質の１
種で、桿体視細胞で発現し、薄明視に関係しているＲＨ
１蛋白質遺伝子について、湖のシクリッドとその祖先系
統にあたる河川のシクリッド合わせて数十種から配列を
決定し、解析を行った。その結果、湖の系統において優
位にアミノ酸の進化速度が上がっていることが明らかと
なった。次にこれら進化速度の上昇の原因を調べるため、
同義置換率と非同義置換率を用いてこれらの遺伝子が進
化してきた過程を解析した。湖の系統において、ＲＨ１
が正の選択（同義置換率〈非同義置換率）を受けて進化
し、シクリッドの種形成において重要な働きをしてきた
ことが明らかとなった。またこれらの遺伝子では、湖に
生息しているシクリッドの進化の過程で、視物質の波長
感受性の変化に関わると予想されるアミノ酸部位におい
て繰り返し置換が起こっており、これは光環境への適応
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の際にアミノ酸置換が収斂的に起こったためと考えられ
た。例えば、湖の深部に生息する数種で、吸収波長が短
波長側に変化すると報告があるアミノ酸残基の置換が独
立にそれぞれ起こっており、光環境が短波長側である深
い水深の環境への適応により、このアミノ酸置換が起き
たと考えられた(6)。
続いてシクリッドの多様化とシクリッドの視覚機能の多
様化との関係を解明するため、ＲＨ１蛋白質遺伝子の比
較解析をおこなった。まず、シクリッド５６種、２３３
個体からＲＨ１の配列を決定し、アミノ酸配列を比較し
た。また、アミノ酸配列の違いと波長感受性の関係を探
るため、この中から典型的な配列を示す２８種類のＲＨ
１蛋白質を培養細胞系により発現し、レチナールと再構
成することによりロドプシンの波長感受性をもとめた。
(ＲＨ１蛋白質とレチナールの結合により生成する視物質
はロドプシンと呼ばれる。)
その結果、これらのロドプシンの最大吸収波長は、４８
４±１nmから５０５±１nm間に分布していることがわ
かった。これまでの様々な脊椎動物のロドプシンの波長
感受性の比較から、多くのロドプシンは５００nm前後に
最大吸収波長を持つことが明らかにされている。２８種
類中８種類のロドプシンは、５００nmより１０nm以上
短波長側に最大吸収波長がシフトしていた。波長感受性
の短波長シフトの原因となっているアミノ酸残基を決定
するため、アミノ酸残基を変異させたロドプシン変異体
を構築し、その波長感受性を測定した。その結果、２９
２番目のアミノ酸残基の置換により、実際に１０nm以上
ロドプシンの吸収波長帯がシフトすることが明らかとな
った。２９２番目のアミノ酸残基の重要性は、このアミ
ノ酸残基が種内において固定していることからも伺えた。
短波長シフトが観察されたロドプシンをもつ種は、カワ
スズメ科魚類の中でも比較的、湖の深層に生息している

（図1）。今回観察されたロドプシンの短波長シフトは、表
層とは異なる湖の深層の光環境への適応であると考えら
れた。すなわち、深層では光量は深度と共に減少するが、
短波長の光の減衰は他の波長に比べると少ないため、こ
のような環境に適応したロドプシンが光を受容するとい
う視細胞の機能面からは有利であると推定された。また、
カワスズメ科魚類の系統関係から、このアミノ酸置換は
進化の過程において繰り返し起こっていることがわかっ
た。すなわち、カワスズメ科魚類の湖の深層への適応は、
平行進化の結果起こったことが本研究から明らかとなっ
た(図2、30)

図１　最大吸収波長の分布

図２　カワスズメ科RH1遺伝子の系統樹と平行進化

ロドプシンの機能は連続する２つの側面に分けること
ができる。すなわちロドプシンの機能とはまず、１）光
受容、外界からの光を高感度で受容し、次に２）光情報
伝達、受容した光を効率よくＧｔに伝えることである。
光情報伝達過程における種間の違いを調べるため、タン
ガニイカ湖の浅瀬に生息しているAltolamprologus calvus
と、マラウイ湖の深場に生息しているDiplotaxodon
macropsの２種間でロドプシンのMeta‐II中間体の生成
速度・崩壊速度を比較した。視物質の光反応過程の比較
解析は、光照射後のスペクトルの経時変化を分光光度計
で測定することでおこなった。

光情報伝達過程の比較をするために以下の解析をおこ
なった。Meta‐Ⅱの生成過程を比較するために、0－1秒
までの380ｎｍにおける吸光度の変化を時間でプロットし
た。吸光度は、ロドプシンの反応量で標準化した。A.
calvus、D. macropsともにこの変化は２つの成分に分け
られ、その早いほうの成分はMeta‐IaからMeta‐Ⅰbへ
の変化、遅いほうの成分はMeta‐ⅠbからMeta‐Ⅱへの
変化であると考えられた。２種間の時定数を比較すると、
A. calvusはMeta‐IaからMeta‐Ⅰbへの変化が40ミリ秒、
Meta‐ⅠbからMeta‐Ⅱへの変化が250ミリ秒であり、
D. macropsはMeta‐IaからMeta‐Ⅰbへの変化が４ミリ
秒、Meta‐ⅠbからMeta‐Ⅱへの変化が60ミリ秒となっ
た。吸光光度計の解像度が9.7ミリ秒であることを考える
と、４ミリ秒という値は短すぎると考えられたため、D.
macropsはMeta‐IaからMeta‐Ⅰbへの変化は10ミリ秒
以下とした。以上の結果から、Meta‐ⅠからMeta‐Ⅱへ
の過程は２種間で大きく異なると考えられた。また、1秒
以降の380ｎｍにおける吸光度の経時変化に２種間で大き
な違いが見られないことから、Meta‐ⅠとMeta‐Ⅱの平
衡状態、Meta‐Ⅱの崩壊過程については、２種間でほぼ
変わらないと考えられた。

シクリッド２種間の中間体の解析から、Meta‐Ⅱの生
成速度においてD. macropsのロドプシンはA. calvusのロ
ドプシンより速いことが示唆された。Meta‐Ⅱの生成速
度は、視覚機能にどのような影響を与えるのか。桿体細
胞の光応答の開始時における、活性化効率がその下流の
細胞の光応答に重要であることを示唆している。本研究
で見られたD. macropsのロドプシンがA. calvusのロドプ
シンよりもMeta‐Ⅱの生成が速いという結果は、D.
macropsのロドプシンが光の少ないこの深層の光環境で
効率よく光情報を増幅することを意味すると考えること
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ができる。
シクリッドのロドプシンにおける中間体の性質の違い

に関係しているアミノ酸残基として、83番目のアミノ酸
残基に注目した。D. macropsのロドプシンの83番目のア
ミノ酸残基はアスパラギン、A. calvusのロドプシンの83

番目のアミノ酸残基はアスパラギン酸である。この２種
のMeta‐Ⅱ生成速度の差に関与しているアミノ酸として
83番目のアミノ酸残基は、シクリッドで独立に起こって
いることや、過去の研究結果から有力な候補であると考
えられた。点変異を導入した解析によって、実際にどの
アミノ酸残基が関わっているか解明されると期待される。
このアミノ酸置換は、異なる湖において独立に起こって
いる。これら平行進化の発見から、シクリッドの多様化
においては、少数の適応的なアミノ酸置換が繰り返し起
こってきたことが考えられた。

錐体視物質のオプシン蛋白質遺伝子
ヴ ィ ク ト リ ア 湖 に 生 息 し て い る シ ク リ ッ ド 、

Paralabidochiromis chilotesにおいて、錐体細胞で発現し
ているSWS1（UV感受性）、SWS2A（青感受性）、SWS2B

（青緑感受性）、RH2A・（緑感受性）、RH2A・（緑感受
性）、RH2B（緑感受性）、LWS（赤感受性）、桿体細胞で
発現しているRH1の８つのオプシン蛋白質遺伝子の配列
を決定した。次に、SWS2A、SWS2B、RH2A・、RH1蛋
白質を、哺乳類の培養細胞系により発現し、11‐シス‐
レチナールと再構成することにより視物質を再生させ、
波長感受性を測定した。結果、SWS2A、SWS2B、
RH2A・、RH1の視物質の波長感受性は、それぞれ454ｎ
ｍ、421ｎｍ、522ｎｍ、501ｎｍとなった。測定した結果
を、これまでに報告されているマラウイ湖に生息してい
る３種のシクリッドにおける視物質の波長感受性と比較
した。マラウイ湖におけるそれぞれの遺伝子に由来する
視物質の最大吸収波長は、本研究で明らかとなった
Paralabidochiromis chilotesにおける相同遺伝子に由来す
る視物質の最大吸収波長とほぼ一致した。

脊椎動物の錐体細胞、桿体細胞に存在するオプシン蛋
白質について、アミノ酸配列に従って系統的に解析する
と、大きく分けて次の５つのグループに分けられる：L

（LWS/MWS）、S（SWS1）、M1（SWS2）、M2（RH2）、
ロドプシン（Rh、RH1）。それらの分類は、波長感受性
とほぼ相関している。ロドプシンは、錐体視物質のひと
つM2（RH2）グループから進化したと考えられる。これ
らの遺伝子は、遺伝子重複と分化によりさらに多様性を
増している。例えば、ゼブラフィッシュでは、L（LWS）
が２遺伝子座、M2（RH2）が４遺伝子座存在し、それぞ
れ 波 長 感 受 性 が 異 な る 。 ま た 、 哺 乳 類 で は L

（LWS/MWS）、S（SWS1）の２種類の錐体視物質遺伝子
とRH1の１種類の桿体視物質遺伝子を持つが、霊長類に
おいてL（LWS）が重複し、３種類の錐体視物質遺伝子
を持つようになったことが報告されている。ヒトにおい
ては、L（LWS/MWS）が560nm、530nmに最大吸収波長
を持つ２種類、S（SWS1）が440nmに最大吸収波長を持
つ１種類存在している。カメレオンは、桿体を持ってお
らず、L（LWS）、S（SWS1）、M1（SWS2）、M2（RH2）、
RH1を持ち、アフリカツメガエルは、L（LWS）、S

（SWS1）を持つことが知られている。
オプシン蛋白質は、このように機能分化と重複を繰り

返して機能を進化させてきたと考えられるが、シクリッ
ドにおいては、遺伝子構成、波長感受性に関しては種間
で大きく異ならないことがわかった。マラウイ湖のシク
リッドにおいて、色覚における視覚の種間での多様化に

関しては、オプシン蛋白質そのものの機能ではなく、オ
プシン蛋白質の発現が種間で異なることによって色覚が
調節されている可能性が示唆されている。本研究から、
ヴィクトリア湖のシクリッドに関しても同様の波長感受
性調節機構が考えられた。シクリッドにおける色覚の多
様化を研究するに当たって今後は、オプシン蛋白質の発
現機能の解明、オプシン蛋白質の上流配列の比較をおこ
ない、これらオプシン蛋白質の発現様式を個体の発生段
階、種間で比較解析をおこなうことが重要であると考え
られた。

LWS遺伝子
光受容体のタンパク質成分であるオプシンの長波長領

域に吸収帯をもつLWSがシクリッドの多様化にどのよう
に関与してきたかを調べるために、ヴィクトリア湖、及
びマラウイ湖のシクリッドからLWS遺伝子の配列の解析
を行った。また短波長領域に吸収帯をもつSWS２B遺伝
子も同様に配列の解析を行った。

ヴィクトリア湖より58個体、マラウイ湖より40個体の
LWS遺伝子の膜貫通領域の配列を決定した。その結果、
ヴィクトリア湖では非常に多様化していたにもかかわら
ず、より古いマラウイ湖ではほとんど多様化していなか
った。ビクトリア湖より得られた14のアリルの間には25

の塩基置換が見られ、この中でアミノ酸置換を伴う非同
義置換は19であった。次にこれらのアリルが種特異的に
適応的に進化してきたかを調べるためにLWS遺伝子のエ
キソン４の配列を184個体について決定した。その結果、
これらのアリルは種、もしくは地域集団ごとに適応的に
アミノ酸が置換していた。LWS遺伝子のアミノ酸置換は
次の６つの理由より強い正の選択を受けてきたと考えら
れた。１、遺伝子の多様化はLWSにのみ見られる。SWS
２Bではヴィクトリア湖の種において配列は同一であっ
た。２、マラウイ湖産の種ではLWS遺伝子の多様化が見
られなかった。これは光環境の違いによると考えられる。
３、配列の多様化はエキソンだけで見られた。約800bp
のLWS遺伝子イントロン１を40個体より決定したが配列
はほぼ同一であった。４、多くの塩基置換が非同義置換
であった。５、少なくとも６つのアミノ酸置換が吸収波
長の変化に影響を及ぼすと考えられる。６、アリルの系
統樹を作成することによりアミノ酸置換が繰り返し起き
てきたと考えられ、また収斂進化も起きている。

LWS遺伝子が強い正の選択を受けて種、もしくは地域
集団ごとに適応的に進化してきたことより、この遺伝子
がシクリッドの多様化に強く関与してきたことが明らか
となった(3)。

LWS遺伝子がどのように種の分化、形成へ関与してき
たかを明らかにするため、ヴィクトリア湖のシクリッド
の近縁種で異なる透明度に生息する集団を用い解析を行
った。また透明度の影響を比較するため、生息水深の異
なる種を解析に用いた。始めに解析に用いた全個体より
LWS遺伝子の膜貫通領域をコードする配列を決定した。
その結果、生息水深が比較的深く、透明度が光環境に影
響を及ぼす種の集団間でLWS遺伝子の配列が異なってお
り、透明度の高い集団と低い集団が遺伝的に大きく分化
していることが明らかになった。しかし、生息水深が浅
い、もしくは岩の割れ目に生息し光環境が透明度の影響
をあまり受けない種ではLWS遺伝子の配列に集団間の分
化は見られなかった。この結果からLWS遺伝子の集団間
の分化は光環境への適応のために起こったこと示唆され
た（図3）。
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図３　LWSアリルの集団間の分化

次にLWS遺伝子の集団間の分化がどのような分子レベ
ルでの機構で起きたのかを調べるために、LWS遺伝子の
上流配列及び下流配列を光環境の異なる集団の個体から
決定した。決定した配列について集団遺伝学的な解析を
行った結果、LWS遺伝子の領域だけが集団間で分化して
おり周辺領域では分化が見られないことが明らかになっ
た。この結果からLWS遺伝子に分断選択圧が働き集団の
分化が起こったことが明らかになった。また同種で生息
光環境が異なる集団間ではLWS遺伝子の分化が見られた
が、異種であっても生息光環境が類似している集団間で
はLWS遺伝子の分化が見られなかった。この結果から
LWS遺伝子の集団間の分化は光環境への適応のために起
こったこと示唆された。

次に透明度の高い集団と低い集団からのLWS遺伝子の
配列の機能的な差異を明らかにするために、それぞれの
配列からタンパク質を発現させ視物質を再構築し吸収波
長の測定を行った。その結果、透明度の低い集団の配列
由来の視物質で吸収波長が長波長側にシフトしているこ
とが明らかになった（図4）。ヴィクトリア湖の低い透明
度では長波長の光の成分が多くなることが報告されてお
り、本研究で観察された長波長シフトは光環境への適応
のためであると考えられる。また、本研究では透明度の
低い集団では赤やオレンジの婚姻色を呈するオスの頻度
が高くなることが明らかになった。これは透明度の低い、
長波長の光の成分が多い環境で効率よく光を反射するた
めであると考えられ、LWS遺伝子の分化とともに性選択
による生殖的隔離に重要な役割を果たしていると考えら
れる。

これらのことを総合して、LWS遺伝子の多様化と分化
はヴィクトリア湖のシクリッドの適応と種分化に重要な
役割を持ち、その多様化に寄与して来たと考えられた。

図４　LWSの機能の多様化

形態形成関連遺伝子の多様化とシクリッドの多様化
近年、モデル生物を用いて様々な分子発生学的な研究

が進められ、個体発生に関与する遺伝子群の動態が明ら

かにされつつある。これらの知見の中から特にゼブラフ
ィッシュおよびマウスによる研究から脊椎動物の頭部形
成・歯形成等で関与が示されている遺伝子に注目した。
シクリッドの形態の多様化と形態形成遺伝子の多様化に
関連が深いと予想されるDlx1, Dlx2, Pax9, Otx1, Otx2,
Bmp2, Bmp4の相同遺伝子を単離し、アミノ酸配列の進
化の解析を行った。

BMP4遺伝子
その結果、Pax9, Otx1, Otx2ではアミノ酸配列がシクリ

ッドの種間で極めてよく保存されていた。他方でBmpの
グループ、特にBmp4ではアミノ酸置換が観察された。
そこでアフリカ産シクリッドの多くの種を解析に加え
Bmp4の進化的解析を行った。解析に用いたシクリッド
の種を短期間に形態の多様化を起こした湖産のシクリッ
ドのグループと分岐してから長い時間を経ているがほと
んど形態の多様化を起こしていない河川産のシクリッド
のグループに分けた。Bmp4の配列から同義置換率(Ds)
と非同義置換率(Dn) を求めアミノ酸の進化速度の指標と
してDn/Dsの値を用いた。その結果、湖産の種のグルー
プのDn/Dsの値が河川産のグループの値より５倍以上大
きく、Bmp4のアミノ酸が急速に形態の多様化を起こし
たシクリッドの系統で多様化していることが明らかにな
った。アミノ酸の進化速度が湖産のシクリッドで上がっ
ていたことによりBmp4が湖産のシクリッドの形態の多
様化に関与してきたことが示唆された。次にアミノ酸配
列の多様化がBmp4のドメイン特異的であるか調べるた
めにBmp4のドメインの構造を予測し、機能ドメインと
プロドメインに分けて解析を行った。その結果、アミノ
酸の多様化はプロドメインに集中していた。プロドメイ
ンは機能ドメインの働きの制御に重要な働きをしている
ことが知られており、プロドメインのアミノ酸が多様化
していることは、この系統のシクリッドの形態の多様化
に関連していることが予想される(7)。

GDF5遺伝子
またTGF-β superfamilyに属する遺伝子であるGDF5遺

伝子は、マウスでは四肢が短くなる原因遺伝子として知
られている。具体的には軟骨の分化や関節の形成に関与
する軟骨分化と関節形成に関与すると考えられている。

そこで、シクリッドより単離したGDF５遺伝子の配列
比較解析をおこなった。その結果、GDF５遺伝子が魚類
進化にともなって機能的に進化してきた事実が明らかに
なった。成熟GDF5タンパクのアミノ酸配列は、四足動
物では比較的保存性が高いのに対し、魚類の進化過程で
多様化が著しい分類群（新真骨類-コイやサケのグループ
を除くほとんどの硬骨魚）において、タンパクの拡散性
に関わると推定されているN末領域に著しい配列の伸長
と置換が確認された。

新真骨魚類においては咽頭骨格の関節が機能的に進化
したと考えられている。また一方で関節が形態形成にお
いてシグナルセンターとして機能しているのではないか
という仮説がある。これらを踏まえ、魚類進化の過程で
は咽頭骨格の関節において発現するGDF5タンパクの拡
散性の変化が多様な形態を生み出したと推測される。こ
の仮説を検証するための実験系を構築中である。

顎部形態形成遺伝子の網羅的な解析
シクリッドの頭部・顎部形態の多様化に関わる遺伝子

の単離と解析のために、頭部・顎部形態の異なるシクリ
ッド種間でDNAchipを用いた遺伝子発現の比較をおこな
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った。当研究室のシクリッドESTより約1,800クローンを
用いたDNAchipを作成し、頭部・顎部形態の異なる2種、
Haplochromis parvidens とHaplochromis sp. “red tail
sheller” の稚魚顎部における遺伝子発現を比較した。そ
の結果、3つのクローンについて種間で発現に差が見られ
た。そのうちの一つは、アスタシンファミリー遺伝子に
相同性が見られ、この遺伝子、新規メタロプロテアーゼ
cimp1について詳細に解析した。in situ hybridization の結
果、cimp1は顎部と鰓で発現していた。シクリッド種間
で塩基配列に違いは見られなかったが、qPCRの結果、そ
の発現は種間で量・時期が異なっていた（図5）。アスタ
シンファミリー遺伝子に相同性があることから、CIMP1
は細胞外マトリックス(ECM)を分解し、ECMの再構築に
関与している可能性が予想されている。ECMの再構築は
組織の形態形成に非常に重要な役割を果たしており、
cimp1もシクリッド頭部においてその発現量・時期を変
化させることにより、頭部形態の多様化に関与している
可能性が示唆された(kijimoto et al. 2005)。

図５　種間で異なるステージごとの遺伝子発現の変化

さらに我々はEST約6,400クローンを用いてDNAchipを
改良し、同様に顎部形態の異なるシクリッド2種間で遺伝
子発現の比較をおこなった。比較にはH. chilotes とH. sp.

“rockkribensis”を用いた。その結果、シクリッド種間で
発現の異なる遺伝子に、形態形成異常を症状にもつヒト
遺伝病関連遺伝子と相同性のある遺伝子(ci-magp4)が得
られた。ci-magp4 は顎部・鰓・ひれの付根で発現してお
り、顎部における遺伝子発現は、種間で量・時期に差が
見られた。この遺伝子はECMの構成要素の一つと考えら
れており、関連の報告されているヒト遺伝病の形態形成
異常の症状と考え合わせると、シクリッドにおいても種
間の顎部における遺伝子発現の差がシクリッド顎部形態
の多様化に関与している可能性が考えられる（ref 36. 図
6, 7）。

図６　DNAチップを用いた顎部発現遺伝子の解析

図７　magp4遺伝子の顎部における発現

骨形成・顎部多様化に関する研究
DNAチップを用いた顎骨骨化過程における網羅的遺伝子
発現解析

ヴィクトリア湖産シクリッドHaplochromis parvidens
の個体発生における顎部形成・成熟の過程の顎部での遺
伝子発現システムを見出すために、以下のように網羅的
に解析した。

まず、標準的な飼育下でのHaplochromis parvidensの
個体発生を観察したところ、受精後約４日で孵化し、受
精後12日目付近まで卵黄による栄養で一定の成長がみら
れた。この過程で顎部領域が形成され、受精後12日目付
近から顎骨の骨化が開始し顎骨が機能するようになり、
さらに約４ヶ月後に性成熟により種を特徴づける形態が
形成されていくと考えている。そこで、まず卵黄がなく
なり顎骨の開始が認められた受精後12日目を基準として
その後16日目、30日目を、さらに顎骨の骨化が開始する
前の8日目を加え、計4点をサンプリングポイントとした。

次に、それぞれのサンプリングポイントにおける稚魚
のwhole bodyを、顎弓由来の顎部・顎弓を除いた舌弓鰓
弓由来の内臓頭蓋である舌鰓部・眼や脳を含む神経頭蓋
である上頭部・内臓を除去した体幹部という４つの部位
に区分けし、それぞれよりtotal RNAを精製し、cDNAプ
ローブを作成した。シクリッド稚魚の顎部領域から得ら
れた約6,000ESTクローンがのったDNAチップを用いて、
アゴとその他の部位による、すなわち顎部vs舌鰓部・顎
部vs上頭部・顎部vs体幹部という組み合わせの競合的な
ハイブリダイセーションをおこなうことにより、スポッ
トされている遺伝子の発現量の相対比を検出した。

各サンプリングポイントにおいてそれぞれ競合的ハイ
ブリダイゼーションをおこなうことにより、DNAチップ
の各スポットについて計12回分の相対的な発現比データ
が得られ、この発現比データのパターンに基づきクラス
タリング解析をおこなった。

クラスタリング解析によって、以下２つのことが明ら
かになった。一つは顎部領域において膜性骨骨化過程に
相対的に強く発現する既知遺伝子は約200種類であるこ
と。もう一つは発現比パターンが似ているものは同じ発
現調節機構によって調節され、顎部形態の形成・成熟に
対して遺伝子群として機能していることが示唆されるこ
と。種間でこの発現比パターンが異なるようなデータも
得られており、遺伝子発現システムの多様化が、形態の
多様化をうみだしていることを支持する結果を得られた。

ナイルティラピアを用いた顎骨形成過程の記述および組
織学的解析

平成16年度より繁殖性の高いシクリッドであるナイル
ティラピアOreochromis niloticusを用い、膜性骨の形成
を中心として顎部骨格形成過程を解析することにした。
まず、シクリッドの分子発生学的な情報の収集さらに種
間比較による進化発生学的な解析をおこなう上で必要と
なる発生ステージを記載した。シクリッドの頭蓋顔面形
成、とりわけ顎部骨格の分化形成は受精後30日までに進
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行する。実際に受精後30日までにたいていの頭蓋骨の骨
化が確認される。そこで、Oreochromis niloticus (ON)を
用いて受精後30日目までを32ステージに分類した。これ
をもとに、ヴィクトリア湖産のHaplochromis 属について
も発生ステージを分類した。O r e o c h r om i s属と
Haplochromis属の両者は、ともに口内保育種であり、今
回記載した発生ステージを用いて進化発生学的な比較解
析が可能となった。

次に顎骨形成過程の組織学的解析をおこなった。発生
ステージに従ってOreochromis niloticus における軟骨形
成および骨形成を確認した。ONSt.17で顎部領域の軟骨
の凝集・分化が開始し、ONSt.18でその近傍において類
骨Osteoidと呼ばれる基質が将来膜性骨が形成される部位
に沈着し、その後ONSt.25において顎骨の骨化が開始す
ることが明らかになった。

以上の結果は、今後の進化発生学的解析の重要な基盤
となるものである。

体表模様関連遺伝子の多様化とシクリッドの多様化
hagoromo遺伝子

シクリッドで最も多様化している形態の一つに体表模
様がある。シクリッドではまだ体表模様関係の遺伝子は
単離されていないが、ゼブラフィッシュでは多くの体表
模様変異体と幾つかの原因遺伝子が報告されている。そ
のうちの一つhagoromo遺伝子はゼブラフィッシュの体表
パターン変異体から単離され、この変異体は色素細胞に
は異常を起こさず成体の体表パターンのみがみだれる。
そこでhagoromo遺伝子をシクリッドから単離し、体表模
様の進化との関連を明らかにすることを試みた。

解析に用いたシクリッドの種は短期間に種分化を起こ
した湖産のシクリッドのグループと、分岐してから長い
時間を経ているがほとんど種分化を起こしていない河川
産のシクリッドのグループに分けた。これらのシクリッ
ドの種からhagoromoタンパクが他のタンパクと相互作用
すると予想されるWD40 repeatドメイン配列を決定し
た。得られた配列から同義置換率(Ds)と非同義置換率
(Dn) を求めアミノ酸の進化速度の指標としてDn/Dsの価
を用いた。その結果、湖産の種のグループのDn/Dsの価
が河川産のグループの価より二倍以上大きく、hagoromo
のアミノ酸が急速に種分化を起こしたシクリッドの系統
で多様化していることが明らかになった。湖産のシクリ
ッドは河川産のシクリッドに比べ体表模様が多様化して
おり、このことが性選択による急速な種分化と関係して
いると考えられている。アミノ酸の進化速度が湖産のシ
クリッドで上がっていたことによりhagoromo遺伝子が湖
産のシクリッド体表模様の多様化に関係してきたことが
示唆された(9)。

また、ゼブラフィッシュとは異なりシクリッドでは
hagoromo遺伝子に選択的スプライシングが見られ、合計
9種類のcDNAが単離された。それぞれのmRNAの転写量
は大きく異なることはなく、上皮組織の色素細胞の局在
する部位で発現が見られた。次に9種類のmRNAの発現を
三大湖及び河川産15種のシクリッドで調べた。その結果、
種分化の頻度が高い系統ほど多くの種類のmRNAを発現
していることが明らかとなった。これらのことより種分
化の頻度の高い系統ではhagoromo遺伝子の選択的スプラ
イシングのメカニズムを複雑化させ、体表模様の多様化
を生み出しているのではないかと考えられた(12)。

その他体表模様関連遺伝子
体表模様の多様化のメカニズムのさらなる解明へ向け

てhagoro遺伝子に加えてtyrosinase, endothelin receptor
b1, mitf, Aim1などこれまで他の小型魚類で体表模様形成
に関与することが報告されている遺伝子を単離しアミノ
酸の進化速度の解析を行った。アミノ酸の進化速度の指
標として、同義置換率(Ds)と非同義置換率(Dn) を求め
Dn/Dsの価を用いた。

その結果、tyrosinase, endothelin receptor b1, Aim1では
シクリッドの体表模様の異なる種間で非常によく保存さ
れていた。これに対し、mitfにおいて体表模様が多様化
している系統でmitfのアミノ酸の進化速度が上昇してい
ることが見られ、体表模様の多様化にmitfが関与してい
ることが示唆された。またこれまで哺乳類や魚類では知
られていないシクリッド特異的な選択的スプライシング
が見られ、そのmRNAからDNA結合能の異なるmitfアイ
ソフォームが産生されることが予想された。次にmitfの
進化とシクリッドの婚姻色の多様化を調べるために、婚
姻色を呈する系統とない系統間でmitfの比較を行った。
その結果、mitfは婚姻色の多様化には関わっていないこ
とが推定された(21)。

シクリッドの生態的多様化と生体防御の多様化
lysozymeはファージから脊椎動物まで自然界に広く分

布する酵素で、細菌の細胞壁を分解する溶菌活性を持つ。
魚類においては腎臓、肝臓、脾臓、皮膚、粘液、腸、卵
巣、卵などに存在している事が報告されており、細菌な
どの感染に対する生体防御として重要な役割を果たして
いる。

既に当研究室の予備的な実験によりシクリッドのc-
type lysozyme遺伝子が遺伝子重複を複数回起こしながら
多様化してきた事が示唆されており、本研究では解析に
用いる種、個体を増やすことでより詳細な解析を行い、
その進化の過程での適応的な役割を明らかにすることを
目的とした。

その結果、この遺伝子のコピー数が従来予測されてい
た数よりも多い事が明らかになった。また、この遺伝子
群には数多くのアミノ酸置換が蓄積しており、正の選択
圧を受けている事が予想された。そこで選択圧解析を行
った結果、この遺伝子群に対してアミノ酸を変えるよう
な正の選択が働いてきた事が明らかになり、遺伝子重複
に伴いタンパク質の性質を変えている事が予想された。
これらの事より、シクリッドの多様化の過程でこの遺伝
子が適応的に進化し多様化してきたことが考えられる。

また本研究では大腸菌の発現系を用いたc - t y p e
lysozymeリコンビナントタンパク質の強制発現に成功し
た。タンパク質は大腸菌内で不溶化し、活性がある状態
のリコンビナントを得る事はできなかったが、今後、こ
のタンパク質の可溶化に成功すれば、配列ごとにその至
的条件や基質特異性を測定する事ができるようになり、
シクリッドの多様化の過程におけるc-type lysozyme遺伝
子重複の生体的意味やアミノ酸置換が蓄積してきた理由
が明らかになると考えられる。

シクリッドの集団遺伝学的なレベルでの多様性
シクリッドの形態的、生態的多様性の遺伝的背景を明

らかにするために、アフリカ産シクリッドの系統解析を
行った。始めにSINEの挿入を指標とし東アフリカの三大
湖、西アフリカ、及びアフリカに広く分布するシクリッ
ドを用いて行った。

その結果、東アフリカに生息する千種ものシクリッド
が単系統群を形成することが７遺伝子座により支持され
た。この単系統群の外群はTilapia属とSteatocranus属であ
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ることも明らかとなったが、この三者の関係は遺伝子座
ごとに異なっていた。この理由として祖先種が遺伝的多
型を保持した状態で急速に種分化を起こしたことが考え
られる(13)。

次に三大湖とその周辺湖沼のシクリッドを用い同様の
解析を行った。その結果、東アフリカ産シクリッドが、
タンガニイカ湖に生息するグループ、Astatoreochromis
のグループ、マラウイ湖のグループ、ヴィクトリア湖、
エドワード湖、ジョージ湖、アルバート湖、ルクワ湖、
及び東アフリカ河川のグループに分かれた。この４番目
のグループの種では、どの種でもSINEの挿入が多型であ
り、また同じ種内多型が他の種でも保持されていた。こ
のSINE挿入多型の頻度や配列情報より、ヴィクトリア湖
のシクリッドの祖先集団及び、その集団サイズが明らか
となった(25)。

〈国内外での成果の位置づけ〉
生物多様性は研究者ばかりでなく、一般の人々にも幅

広く興味を持たれる分野である。しかし、本研究が始ま
る以前は進化や生物多様性の研究は理論的、数学的なも
のが多く、また分子レベルの研究の研究であってもミト
コンドリアや核DNAを用いた系統関係の解析が主であっ
た。そして実際にどのような遺伝子が働き、種の多様性
を生み出しているかを明らかにすることは望まれていた
が、その研究方法がない状況であった。

本研究はこのような状況を変えた研究であり、国内外
で高い評価を受けてきた。特にLWS遺伝子の研究に関し
ては、この研究が新たな試みであったため開始当時より
注目され、最初の国際学会での発表をScience誌にも紹介
された(Science 294:2282)。また、論文が掲載されると国
内外の進化の研究者に反響を呼び、間もなくしてこの論
文についての総説が掲載された(Heredity, 90:116-117)。
そして外国の研究グループも同様な研究を行い始めた

（Carleton et al. Mol. Eco. 14, 4341）。
hagoromo遺伝子の研究に関しても、国内外で注目され、

当研究室の寺井らによる学会発表において学会賞を受賞
した（第二回　日本進化学会）。また論文発表後、サンゴ
礁魚類の仲間のアイゴ科魚類で同様の研究が始まり、現
在共同研究を行っている。

これらの研究によって、シクリッドを種の多様化の研
究に用いることの有用性を提示してきた。そのため、シ
クリッドを進化の研究のモデル生物として紹介した総説
も数多く引用されている（Nature Review, 5:1-11）。

我々の研究系が国内外から高い評価を受けている特色
として、主に以下の２点が挙げられる。第一に、当研究
室が独自にヴィクトリア湖に調査隊を長期間派遣し、カ
ワスズメ科魚類の採集および生態調査をおこなっている。
その結果、様々な生態的ニッチェをもつカワスズメ科魚
類の中から、注目する特徴を持つカワスズメ科魚類を、
世界的にみても最も豊富な種数、個体数をもって解析す
ることが可能となっている。

第二に、視細胞の中では桿体、視物質の中ではウシロ
ドプシンの研究がGPCR全体を見渡しても研究がよく進
んでいるが、錐体の視物質分子やその発現機構について
は試料の入手しにくさもあって比較的研究が進んでいな
い点である。共同研究をおこなっている研究室において
は、ロドプシンに加えて様々なオプシン類の分光学的、
生化学的、分子生物学的研究を行っているが、その中で
多種多様なカワスズメ科魚類の桿体・錐体視物質を解析
し、カワスズメ科魚類視物質間、または他の視物質との
比較解析を行うことにより、視物質やGPCRの機能や進

化について新たな知見が得られると期待された。実際、
今までは吸収波長測定にとどまっていた解析が、視物質
の光反応速度やＧ蛋白質との相互作用などの機能的側面
に発展することにより、視覚機能を波長・速度両面から
推定することができた。

これまで視覚とシクリッド種分化の関係は取りざたさ
れてきたが、その解析はDNAレベルにとどまっていたが、
本研究においては蛋白質レベルでのより詳細解析ができ
たことが高い評価につながったと考えられる。

シクリッドの形態進化と発生に関する評価
形態的多様化が著しいシクリッドを用いた進化発生学

的解析は世界で主に３つのグループによって始まったば
かりである。なかでもアメリカのTom Kocherらのグルー
プがマラウィ湖のシクリッドを用いたQTL解析をもとに
精力的に研究されている。

魚類のみらなず脊椎動物における形態進化および多様
化を考える上で非常に注目を集めている。本研究室の藤
村らの研究にて「シクリッドGDF5遺伝子の進化」とい
うタイトルで2003年８月日本進化学会福岡大会において
ポスター発表をおこない、大会最優秀ポスター賞を受賞
したことからも注目されていることがわかる。「魚類の進
化史上大きな革新の一つとなった顎の形態形成に対して、
遺伝子のレベルからアプローチし、GDF５遺伝子の３'末
端に見られる固有の配列の分布が、新真骨と一致してい
ることを見出した。魚類において、形態形成と進化を結
びつける大きなきっかけとなる画期的な研究である。」と
いう評価を受け、さらには基礎生物学研究所上野直人教
授により雑誌「実験医学」(2005 Vol.23 No.1 p85)に「ア
ミノ酸置換と形態進化をつなぐ興味深い事実」として紹
介していただいた経緯がある。

またkijimoto et al. 2005 およびKobayashi et al. 2006の2

報は、シクリッドを用いた超近縁種間のDNAchipを用い
た遺伝子発現比較の初めての研究成果であり、DNAchip
を用いて、効果的に種間で発現量の異なる遺伝子を検出
することに成功し、今後のシクリッド発現解析の足がか
りとなる研究である。超近縁種シクリッド種間における
DNAchipの有用性を示したとともに、シクリッド種間の
遺伝子発現解析を進める手法を確立したことが評価され
ての出版となったと考えている。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
シクリッド視覚機構の多様化と進化に関する研究に関して
錐体視物質の波長感受性測定上の困難

錐体視物質の解析については、色覚の多様化の分子機
能解明のため、それぞれの遺伝子ごとの波長感受性の解
析を試みてきた。まずLWS遺伝子に関して言及すると、
これまでの研究ではLWS遺伝子の吸収波長はあまり測定
された経緯がなく、特に魚類は測定された例がなかった。
そのため、タンパク質の発現の系を構築するための発現
ベクターや培養細胞の選択から始め条件を検討する必要
があった。次に問題であったのが実験を行う「光」であ
った。通常、光受容体の実験は暗室内で長波長領域の光
の元で実験を行うが、シクリッドLWSの場合、長波長領
域に吸収を持つため、それが不可能であった。そのため
赤外線発光ダイオードを光源として用い、赤外線はヒト
には見えないため赤外線暗視カメラを用いて実験を行っ
た。LWS光受容体は不安定であるため、微小な吸収でも
正確に測定できる方法を構築することも困難であった。
最終的にLWS遺伝子の最大吸収波長の測定は可能となっ
たが、現在でも最も困難な実験の一つである。
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またロドプシンと比較すると錐体視物質の中でも特に
SWS1、LWSについてはその蛋白質が不安定であり、実
験的解析が困難であることが判明した。つまりロドプシ
ンは、発現から凍結融解をおこなっても測定は可能であ
ったのに対し、SWS１、LWSについては発現から測定ま
での間に凍結融解をおこなったことで、波長感受性を測
定できなくなった可能性が大きいのである。

光情報伝達に関わる実験上の困難
シクリッドの視覚機能多様化の分子機構解明を目的に、

シクリッドのオプシン蛋白質８種類の機能について総合
的な解析を試みた。中でも波長感受性に関わる重要なア
ミノ酸残基の同定に続く解析として、「光情報伝達」にお
ける重要なアミノ酸残基の同定を試み、その候補として
Meta-II中間体の動態の違いに関わると考えられる83番目
のアミノ酸残基に注目した。現在までは２種間での比較
のみであり、この解析に用いる種数を増加させる、また、
83番目のアミノ酸部位に変異を導入したロドプシンを作
成し解析する必要があると考えられた。しかし、これら
実験的解析には大量の蛋白質が必要であることや、配列
によって蛋白質の発現量が異なること、さらには変異導
入によって発現量が減少するなどの困難があった。

視覚多様化における配列や構造以外での因子の可能性
あるシクリッドの種間では、使用しているオプシン蛋

白質の組み合わせを変えることによって、種間での色覚
が異なっているとの報告がある。錐体視物質の波長感受
性を測定した後には、それぞれのオプシン蛋白質の発現
量の違い、網膜上における発現パターンの違いなどの解
析をおこないたいとも考えているが、これらの解析には、
シクリッドの生体が大量に手に入る環境を整えることが
不可欠であり、さらには困難な問題となるだろう。

同所的種分化機構の研究に関して
本研究で明らかにできなかったことに同所的種分化の

遺伝的メカニズムがある。同所的種分化は理論的には起
こるであろうことが提唱されており、一つの湖で爆発的
に種分化を起こしてきたヴィクトリア湖のシクリッドで、
この問題が明らかにされることが期待されていた。これ
までの本研究でLWS遺伝子が生息環境への適応に関与し
て集団が分化したことが明らかになった。しかし、用い
たサンプルが異所的に生息する集団であったため、同所
的な集団の分化については検証することができなかった。
また、本研究で明らかにできなかったこととして系統関
係の推定も挙げられる。種の多様性の研究をするにあた
り種が生じてきた道筋、つまり種の系統関係が明らかで
あると研究が容易になる。しかし、ヴィクトリア湖のシ
クリッドでは中立的な変異が種内で固定していないため
通常のミトコンドリアや核DNAを用いた系統解析法を用
いることができなかった。また、中立的変異の集団内で
の頻度を用いて集団間の系統関係を明らかにすることも
試みたが、頻度の差が大きくなく系統関係を推定するに
は至らなかった。

チップによる網羅的解析後の機能解析における困難
今回、DNAchipにより検出されたシクリッド2種間で

発現の異なる遺伝子は、それぞれ機能未知の遺伝子であ
った。そのため、これらの遺伝子の発現差がシクリッド
の形態の多様化に直接的にどのような影響を与えている
のか詳細に予想することは困難であった。また、シクリ
ッドはいわゆるモデル生物ではないため、そのゲノム情

報も不足しており、これらの遺伝子の機能解析をシクリ
ッドでおこなっていくことはかなりの困難が考えられる。
現在、シクリッド河川種であるOreochromis Nioticus に
おいてゲノム計画が進行しており、解読が待たれる。
また、種間で発現差のあった遺伝子について、シクリッ
ド形態の多様化に関与していることを直接示すためには
発生学的解析が必要になってくる。しかし、現在シクリ
ッドにおいては発生学的解析の基盤が希薄である。その
ため、これらの遺伝子について発生学的手法による解析
が困難であった。現在、当研究室でO. Niloticus を用いて
シクリッド発生情報の基盤整理がおこなわれており、こ
れらの研究は今後の課題となる。

シクリッド研究全般における困難
シクリッドの分子発生学的情報の不十分さ

シクリッドの遺伝子を多数単離されてきているものの、
発現解析および機能解析は現在までに多くはおこなわれ
ていないのが現状である。

発現解析に関してはこれまで正確な発生段階の記述が
おこなわれてきていなかったのが主因であると考えられ
る。我々が記述した発生段階をもとに今後は情報が整理
されるものと考えられる。

機能解析に関しては順遺伝学がおこなわれてきていな
い現在、逆遺伝学的手法の確立が急務であると考えられ
る。繁殖が容易なナイルティラピアをもとに今後実験系
の確立を目指す予定である。

シクリッドゲノム情報の取得が容易ではないこと
シクリッドのゲノム計画が進展しておらず、またゼブ

ラフィッシュやフグのゲノム配列をそのまま使えるほど
近縁ではないため、多くの遺伝子のシス調節領域を用い
て比較ゲノム解析をおこなうことが容易ではない。魚類
のゲノム情報を駆使し、効率よく発現調節領域を解析す
ることが今後の課題である。

〈今後の課題〉
同所的種分化による多様化のメカニズム解明を目指して

今後の課題としてヴィクトリア湖での種の多様性を明
らかにするためには、同所的種分化が実際に起きたかど
うかを明らかにする必要がある。そのためには、同所的
に生息する種を研究対象にする必要がある。そこで一つ
の採集地点より、生態的に異なる種を複数用い研究を行
うことによりこの問題を明らかにできると考えている。
この研究を行うなめには、始めに一つの採集地点より生
態的に異なる種を複数用いLWS遺伝子の解析を行う。こ
の場合、なるべく生態、形態、特にオスの婚姻色の異な
る種を選択して以後の研究に用いる。種間でLWS遺伝子
の配列に分化が見られる場合、その分化が選択圧を受け
て起こったかを選択圧解析により明らかにする。次に配
列の分化と機能的関連を明らかにするために、それら配
列よりタンパク質を発現させ視物質を再構築し機能を解
析する。機能解析の後に視物質の機能と生態との関連を
調べる。最後に視物質と性選択の関連を調べ、生殖的隔
離への関与を明らかにする。このためにはオスの婚姻色
の反射光とメスの光受容体の吸収波長を想定し、その関
連を明らかにする必要がある。これらの研究により、同
所的に生息する種の視覚の分化を通した生殖的隔離、つ
まり同所的種分化が明らかにされると予想され、種の多
様化のメカニズムに分子レベルで迫ることができると考
えている。
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ビクトリア湖シクリッドの系統推定は可能か？
次の課題として系統関係の推定が挙げられる。種の多

様性の研究をするには種の系統関係を明らかにする必要
がある。ヴィクトリア湖のシクリッドでは中立的な変異
が種内で固定していないため、これまで行われてきた系
統関係推定法とは異なる方法を用いる必要がある。その
ためには中立的変異ではあるが、種の分化とともの急速
に集団内に固定してきた変異を用いなければならない。
選択を受けて種内に急速に固定してきた遺伝子の周辺領
域の変異は先に述べたような挙動で進化すると考えられ
るので、選択を受けた機能遺伝子の周辺領域を解析に用
いることで種間の系統関係を推定できるのではないかと
考えている。

ヴィクトリア湖シクリッドのオプシン蛋白の解析へ
これまでは、LWSを除くオプシンタンパクに関しては

主にタンガニィカ湖シクリッドを中心として解析を行っ
てきたが、今後は、ヴィクトリア湖に生息するカワスズ
メ科魚類まで幅を広げて詳細に解析することにより、光
受容体蛋白質の機能の解析、機能的に重要なアミノ酸残
基の同定をおこなう。実験としては、SWS１、RH2A、
RH2B、LWSの蛋白質の発現、それぞれの視物質の波長
感受性測定をおこなう。ロドプシンについて様々な種で
発現を行い、Meta-II中間体の発現をおこなう。ヴィクト
リア湖のカワスズメ科魚類においては、まず、生息環境
の違いによる光受容体蛋白質の波長感受性の違いが予想
される。ヴィクトリア湖は、非常に濁っており、湖の場
所によって、水の色、透明度が異なることが知られてい
る。これら水質の違いに相応したオプシン蛋白質の性質
の変化を種間、同種別地域の集団間で比較解析する。ま
た、ヴィクトリア湖のカワスズメ科魚類においては、婚
姻色が顕著に現れることで知られ、メスがオスの体色を
認識することによる生殖的隔離の可能性が示唆されてお
り、婚姻色の違いが種の多様性を生み出した要因の一つ
であると考えられている。しかし、実際に、婚姻色の違
いと分子的な要因を関連付けた報告はされていない。本
研究において、婚姻色の異なる種間、似た婚姻色を提示
する種間においてその体色を認識する色覚がどのように
変化しているのか調べ、ゲノム情報の変化による色覚の
変化と生殖的隔離の関係性を明らかにすることが出来る
と考えられる。

Meta II中間体は、三量体Ｇ蛋白質トランスデューシン
を活性化する中間体である。トランスデューシンがホス
ホジエステラーゼを活性化することで細胞に過分極応答
が起こり、光の情報が電気信号となって伝わる。活性化
状態のMeta IIの生成速度・崩壊速度の違いが、光に対す
る反応の速度・感度に重要である。つまり、Meta II中間
体が安定であれば、活性化できるトランスデューシンの
量が多くなり、信号の増幅能力が高く、光の感度が高く
なる。逆に、Meta II中間体の崩壊速度が速い場合、活性
化できるトランスデューシンの量が少なくなり、信号の
増幅能力が低く光の感度が低くなる。夜行性の動物には
桿体が多く、昼行性の動物には錐体が多いことが知られ
ている。本研究においては、これら光に対する感度の違
いを、昼行性、夜行性のカワスズメ科魚類種間で比較し、
異なっているのか調べる。また、この性質の相違に関連
したアミノ酸残基を同定する。ロドプシンの光活性化中
間体の研究は、様々なGPCRの活性化機構に結びつくと
考えられることから、カワスズメ科魚類の視物質の詳細
な機能解析により、GPCRの信号伝達機構に重要なアミ
ノ酸残基の特定、信号伝達機構の解明にも結びつくと考

えられる。
光受容体の機能の違いが実際に視覚機能の違いに影響

を与えているのか解析するため、ＭＳＰなどを用いて視
細胞の波長感受性を測定する、また、電気生理学的な手
法を用いて、細胞の光応答性を確かめるなどの実験をお
こなう。また、光受容体蛋白質そのものの性質に加え、
種間での光受容体蛋白質遺伝子の構成、視物質の発現様
式、つまり、遺伝子の数や発現している視物質の種類、
量、網膜上での配置などを種間で比較する。カワスズメ
科魚類には今のところ７種類の錐体視物質の光受容体蛋
白質遺伝子を持つと報告されている。これらの中からい
くつか選択されて使われており、発生の段階によって使
い分けているという報告もある。これら、光受容体蛋白
質の発現様式を個体の発生段階、種間で比較解析をおこ
なう。具体的には、ヴィクトリア湖に生息しているカワ
スズメ科魚類において、光受容体タンパク質の発現の種
類、発現量をリアルタイムPCRを用いて調べる、網膜上
の錐体細胞の並び、錐体細胞桿体細胞の割合、分布をin
situ hybridization、抗体染色を用いてｍRNAレベル、蛋
白質レベルで調べ比較解析する。

調節領域の比較解析
これまでに我々はDNAchipを用いて、シクリッド超近

縁種間で発現の異なる遺伝子を効率よく検出することに
成功した。発現の異なるこれらの遺伝子についてはタン
パクコード領域だけでなく、プロモーターやエンハンサ
ー領域の解析が必要と考えられる。今後はDNAchipによ
り検出された、シクリッド種間で遺伝子発現の異なる遺
伝子について、上流配列の取得とその比較をおこなって
い く 。 当 研 究 室 は ヴ ィ ク ト リ ア 湖 産 シ ク リ ッ ド
Haplochromis chilotes のBAC library を所有しているの
で、これを用いて上流配列の取得することができこの領
域の解析も比較的容易におこなうことが可能である。

また、シクリッドは超近縁種のため種間でほぼ同一の
ゲノム構造をしていると考えられる。そのため、種内で
固定している変異が存在すれば、その遺伝子が種特異的
形態・生態に関与している可能性が高い。一方で、種
間・種内で多くの多型が保持されており、個体比較では
多型を検出してしまう可能性が考えられる。そこで、複
数個体における解析が必要となってくるが、当研究室は
ヴィクトリア湖で現地サンプルの収集をおこなっており、
各種の野生固体を複数入手可能である。これらを用いて
少数固体でおこなった解析において種間で見られた変異
が種内で固定しているかの確認をおこなっていく。

今回種間で発現差の見られた遺伝子について、その遺
伝子がシクリッドの形態の多様化に関与しているかを調
べるため、遺伝子導入実験など発生学的手法による解析
をおこなうことが有効であると考える。しかしシクリッ
ドはいわゆるモデル生物ではないため、発生学的研究の
基盤が乏しくノックアウトやノックダウンは難しい。そ
こで、H. chilotesのBACライブラリーを利用し、H.
chilotesの目的遺伝子を含むBACクローンを他の種へイン
ジェクションすることを試み、表現形の変化を調べる。
現在、基盤整理が進んでおり、今後発生学的手法による
詳細な解析をおこなうことが可能となると考える。

骨形成・顎部の多様化に研究に関するこれから
１．遺伝子発現解析　現在までにDNAチップを用いた顎
骨骨化過程における網羅的遺伝子発現解析によって、膜
性骨骨化過程に関連する約200個の候補遺伝子を絞り込ん
でいる。これらの遺伝子発現を組織レベルで詳細に解析
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する必要があり、それらをマーカー遺伝子として定義す
る。
２．発生分化モデルの構築　ナイルティラピアを用いた
詳細な顎骨形成過程の記述をもとに、顎骨の発生分化モ
デルを構築する。
３．候補遺伝子の比較ゲノム解析　問題点として指摘し
たように多くの遺伝子のシス調節領域を用いて比較ゲノ
ム解析をおこなうことが容易ではないため、組織レベル
での遺伝子発現解析によって得られた情報をもとに候補
遺伝子を選択し、発現調節領域の配列解析をおこなう。
そのさい、魚類のゲノム情報をレファレンスとして、保
存性の高い調節領域を検出する。またDNAチップを用い
た顎骨骨化過程における網羅的遺伝子発現のクラスタリ
ング解析を見直すことによって、包括的な発現調節機構
の推定をおこなう。
４．遺伝子機能解析　遺伝学的手法を確立することによ
り、発生分化モデルにおける各遺伝子の顎骨骨化過程に
おける役割を解明するために機能解析をおこなう。これ
らを順次おこなうことにより、シクリッドの顎部形態多
様化に関する分子的基盤を明らかにするという目的を達
成できるものと思われる。
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