
論文内容 の要 旨

論文題目 E v ol u ti o n a ry c h a r a ct e ri z ati o n o f g e n e s e n c o di n g g l u e
-lik e p r ot ein s pig gi n i n

g a s t e r o st ei d 丘s h e s

(トゲウオ科魚類にお ける樹状タン パク質 sp ig gi n 遺伝子 の進化学的解析)

氏名 川原 玲香

トゲウオ 科魚類は繁殖期に雄が 営巣行動を行うという興味深 い特徴を示し､ こ の分類群を含むト

ゲウオ亜 目魚類 には営巣を行う種 ､ 行わない種 ､ あるいはホヤ に産む種など多様な繁殖様式をも
つ 種が存在する｡ そのうち営巣を行う種 の雄は 自らが分泌する糊状の物質を用 い て ､ 水草などの

巣材 を装着する｡ 近縁種間に多様な繁殖様式がみられるこの 分類群 は ､ 繁殖行動という高次の形

質がどの ように進化してきたか考えるの に適した対象で あり､ 営巣行動と密接 に関連した糊状物質

である s pig g in は進化 の
"

k ey c h ar a ct e r
"

とみ なすことが できる可能性がある｡

営巣に用 いられるこの 糊状物質は繁殖期に雄 の 腎臓 で産 生され ､
泌尿生殖孔から分泌される｡

こ のように体外に分泌される糊状物質

は他 の脊椎動物 ではほとん ど報告され

て いない
｡
この糊状物質をコ ー

ドする

遺伝 子は い つ ､
ど のようにして糊状 の

性質と繁殖期特異的大量発現という新

たな機能と発現機構を獲得したの か ､

そ の進化 の様子 は分子進化学の研究

対象として興味深い ｡

本研究では ､
まず基礎的な情報とし

て
､ 営巣行動に関連する形質を種間で

比 較し､ 進化を議論する基盤として重

要である種 間の 系統関係をミトコ ンドリ

アゲノム全塩基配列デ
ー

タに基づ いて

解析した｡ そ の 上で ､ 営巣の 際に用 い

る糊状物質を コ ー ドする遺伝 子 sp ig gi n

に つ い て
､
トゲウオ科魚類のイトヨを対

象 に進化学的な解析を行 っ た ｡

図 1 トゲウオ亜 目魚類の 巣作り行動と営巣形態からみ た巣の

進化｡ 赤川(2 0 0 3) より改変｡ A : 雌は海草の分岐点に産卵｡ B :オ

ス が糸状の糊状物質を分泌 ､ 巣状 の構築物を作る｡ C :産卵基

質としてホヤを用 い る｡ D : 糸 状 ､ 粘液状の 糊状物質を用いる｡

E :粘幸夜状の糊状物質のみ を用 いるo F :植物上 ではなく水底を

掘 っ て巣を つ くる｡



1 . 営巣行動 に関連した形質の 比較

トゲウオ 科魚類の 多様な繁殖様式は

古くから生物学的に興味を持たれる対

象であり､ その 繁殖様式を他 の行動形

式と併せ て種間で 比較し､ そ の 情報 に

基づ い て系統関係を推察した報告も多

い( 図 1) ｡ しかし､ 生態学的な情報 に比
べ

､ 営巣 に用 いられる糊状物質に関連

する形質につ い ての 報告 は少ない
｡
そ

こでまず ､ 糊状物質を産生する腎臓の

形態学的 ･ 組織学的観察による比較を

行っ た ｡ そ の結果
､ 粘液状の糊状物質

を分泌する種では繁殖期雄の 腎臓上皮

に共通した変化が みられ
､
糊状物質を

産生 ､ 分泌するため の分化が細胞に起

こ っ て いると考えられた ｡
一 方

､
糸状の

糊状物質を分泌する種や営巣を行わな

い 種で はそのような変化はみられなか っ

た｡ 以上 の観察 により多様な繁殖様式

を示す分類群にお い て形態 ､ 組織学的

な面からの基礎 的知見が得られた｡

2 . ミトコ ンドリア全ゲノム配列を用い たト

ゲウオ 目魚類の 系統関係 の推定

研究対象とする生物種間の 系統関係

は
､ 進化学的研究の基礎としてなくて は

ならない情報であり､ 営巣行動に 関連す

る遺伝子の進化を考える上で ､ 中立遺

伝子 マ ー カ ー

を用 いたトゲウオ 亜目魚

類 の系統関係の解明が必 要不可欠 で

ある｡ トゲウオ 目魚類は進化研究のため

の基礎となる系統関係の 解明が いまだ

なされ ておらず ､
一方でトゲウオ科魚類

に関しては形態 ･ 行動形質を基にした系
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図 2 ミトコ ンドリアゲノム全塩基配列に基づくトゲウオ目 (影

を つ けた部分) を含む魚類の系統関係｡ インドストム ス科

( G a s te r o st eif o r m e s - 1) ､ ヨウジウオ亜目( G a st e r o s t eif o r m e s
- 2) ､

トゲウオ亜目( G a s te r o st eif o r m e s 1 3) o

統 関係が 多く報告され て いるが矛盾点

を含ん でおり､ いずれ にしても分子デ ー タを基 にした系統関係はほとん ど報告されて いない ｡

そ こで
､
トゲウオ亜 目に加 えてヨウジウオ亜 目を含むトゲウオ 目魚類を用い ､ ミトコ ンドリアゲノム

全塩基配列に基づく系統解析を行 っ た｡ 解析に は新たに決定したトゲウオ 亜 目魚類 6 種を含め 8 0

種 の配列デ ー

タを用 いた｡ そ の結果 ､
トゲウオ 目に含まれるトゲウオ亜 目 ､

ヨウジウオ亜 目 ､
お よび

ヨウジウオ亜 目に含まれるとされ てい たインドストム ス科はそれぞれ別 の 系統であることが示された

( 図 2) ｡

特 にトゲウオ科内の 系統関係 に注目すると､ 海産種で原始的な形質を示すとみられて いた

Sp i n a ch i a が ､ 営巣行動や婚姻色などの 点から最も派生的とみられて いたイトヨ属 ( G a st e r o st e u s)と

単系統群を形成するなど､ これまで 主に形態 ･ 行動形質に基 づ い て構築された系統樹とは異なる､



新しい 系統関係 が示された｡

本研究 によっ て分子デ ー タ

に基 づ いたトゲウオ 目魚類

の 系統類縁関係が初めて

明らかになった ｡ こ の結果

は本分類群を用い た今後の

進化学的研究に重要な情

報を提供するもの である｡

3 . トゲウオ にお ける複数の

s pig g i n 遺伝 子の 同定

糊状物質s pig g in をコ
ー

ド

する遺伝子の 進化的背景を

探るため ､
トゲウオ科魚類の

中でも特 にイトヨに着目して ､

s pig g i n 遺伝子ファミリ
ー を

同定した ｡ 過去 の研 究で は ､

こ の糊状物質は単一 の遺伝

子から転写された複数の転

写産物からなるタンパ ク質

であると報告され てきたが ､

一 方で
､ 複数の遺伝子から

なるという矛盾した報告も存

在するため ､ 本研究で は 日

本産の 太平洋型イトヨの

c D N A を用 い R A C E 法を用

いて遺伝子 を同定した ｡
そ

の結果 ､ 複数の コ ピ
ー

から

なる遺伝子ファミリ
ー を形成
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図3 sp i g g i n とそ の相同配列の保存的領域を用 いた系統解析結果｡ sp ig gi n

は M u ci n と共 通 の遺伝子 ファミリ
ー

を形成することが示 唆される｡ M u c 1 9( クレ

ー ド B) に最も近縁であると考えられる｡ s p ig g i n は ホ モ ロ グ配列とともに単系

統群を形成し( クレ
ー

ドA) ､ sp ig gi n 祖先配列が魚類の 共通祖先で1 つ 存在し

て いたことが示唆される｡

そ の 内部の 関係は ､ 種の 系統関係をほぼ反映して いるが ､
イトヨの 一

部の 配

列とトミヨ の 全て の配列 が単系統群を形成しており､ イトヨとトミヨ の 共通祖先

で この遺伝子が重複して いること､ 種分化後もイトヨ ､ トミヨそ れぞれ の系統で

重複が起こ っ て い ることも示唆される｡

して いることが 明らか になっ

た ｡ イトヨの ほか にトミヨでも複数の sp ig gi n 遺伝子 が同定され ており､ さらに魚類 3 種で公 開され て

い るゲノム デ
ー

タ ベ
ー

ス に対して相同性検索を行っ たところ､ ゼブラフィッシ ュ ､ トラフグ､
ミドリフグ

の 3 種 でそれぞれひとつ ず つ ホモ ロ グが 同定された｡.
一

方他 の脊椎動物では 同定されなか っ た｡

これらの配列を用 い て ､ 相同性検索の 結果得られた類似配列とともに系統解析を行っ た結果 ､

sp ig g in は魚類 の共通祖先から単
一 遺伝子として存在してい る魚類特異的な遺伝子であること､ そ

の 後トゲウオ類の 系統で少なくともイトヨとトミヨの 分岐前に重複が起こ っ て いること､ 加えてイトヨとト

ミヨが分岐した後にそれぞ れの 種でさらに重複が起こっ て いることが 明らか にな っ た( 図 3) ｡ s pig g in

祖先遺伝子 の重複後 にお そらくそ の
一 方 で糊状物質として の新たな機能が獲符され ､

それらがさ

らに重複して数を増したと考えられる｡ イトヨ
･

トミヨの 共通祖先で の遺伝子重複 ･ その後 の新機能獲

得と､ こ の 2 種 で営巣行動が進化したこととの 間には因果関係があるの かもしれない ｡

一 方で
､ 営

巣行動を行わない ゼブラフィッ シ ュ やトラフグ ､
ミドリフグの ゲノム 上 でこの s pig g in 配列が保存され

て いることは
､
それぞれ の種 でこの遺伝子が何らかの機能を保持して いる可能性を示唆する｡ イトヨ

やトミヨにもこの祖先的な機能を保 っ たままの配列が s pig g i n とは別に存在して いるの であろう｡



4 ｡ sp ig gi n 遺伝子 の分子進化学的解析

以上の 実験から､ 少なくともイトヨとトミヨには s p ig gi n 遺伝子が複数存在することが 明らかになっ

たが
､
ゲノミックサザン ハ イプリダイゼ

-

シ ョ ン の 結果からさらに多くの 遺伝子が存在して いそうであ

ることが示唆された｡ そこで ､ 新たにプライマ
ー を設計し網羅的なクロ

ー ニ ングを行 っ た｡ そ の 結果 ､

多数の c D N A が得られ ､
sp ig gi n 遺伝子 が少なくとも 1 9 の 遺伝子からなる大きな遺伝子ファミリ

ー を

形成 して いることが 明らか にな っ た｡ これだけの 遺伝子重複が起こっ て いることは ､ 繁殖期特異的

に大量に必要とされる糊状物質の 効率的な発現に適応した進化である可能性が考えられるが ､
こ

の遺伝子重複が 多様性を生み 出す方向 - 自然選択を受けた結果である可能性もある｡ そこでこの

ような自然選択を受けている可能性に つ いて調 べ るため ､ 配列間で の塩基置換頻度を調 べ ､
アミノ

酸 の変異を起こす非 同義置換とアミノ酸 の変異を伴わない 同義置換 の割合を比較した｡ 得られた

c D N A は系統解析の結果 ､ 大きく2 つ の グル
ー

プ に分かれることが 明らか になり､ グル
ー

プごとに

非 同義置換/ 同義置換の 値を調 べ たところ ､
そ のうちの

一 方のグル ー

プ で非同義置換の 値が 同義

置換の 値を上回り､ 正 の選択が起こ っ て いると予測できるサイトの存在が明らかになっ た ｡
この こと

は ､
sp ig g in 遺伝子ファミリ

ー がそ の産物を多様化するような自然選択を受けている可能性を示唆

する｡

また ､
sp ig g in と類似 の配列を用いた系統解析により､ sp ig gi n と進化的に近縁な遺伝子を調

べ た ｡

sp ig g in とその 類似配列 には v o n W ill e b r a n d fa ct o r ( V W F) D
-d o m ai n というドメイン構造が共通に存

在していることが 明らか になっ たため ､ 配列からこのドメイン の領 域を抽出し､ 系統解析を行 っ た｡

そ の結果 ､
s pig g in から抽出したドメイン の進化パ タ

ー ンは M u ci n と共通であり､ そ の 中でも特に

M u ci n 1 9 と進化的に近縁 であることが示唆された｡ M u cin 1 9 はヒトと マウスで既に同定され ている遺

伝子 であり､ ゲノムデ ー タ ベ ー ス の 情報から､ ゼブラフィッ シ ュ ､ ミドリフグの sp ig gi n 祖先遺伝子との

シンテ ニ
ー

が確認された ｡

5 . 結論

本研究 により､ トゲウオ科魚類でみられる営巣行動 に関連した糊状物質s pig gi n 遺伝子ファミリ
ー

の 全貌がイトヨを用い た研究により明らかになっ た ｡ また ､ トゲウオ目魚類 にお ける種間の 系統関係

も明らかになっ た ｡ こ の系統樹上 で sp ig g i n 遺伝子の進化を考察すると､ こ の遺伝子 はトゲウオ科魚

類の成 立時にすで に重複して いると考えられ ､
遺伝子重複と営巣行動との進化との 間にはなんら

かの 因果 関係 が存在してい る可能性がある｡ この ことは s pig gi n 遺伝子が営巣行動進化の
"

k e y

ch a r a ct e r
"

としてその 分子基盤 の解明に役 立 つ 可能性を示唆する. 今後他のトゲウオ科魚類 でこの

遺伝子 の進化学的解析を進 め ､ 営巣行動 に関連する形質と比 較することで ､ さらにその 関連性が

明らか になることが期待される｡




