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    学位論文題名

Developmental Regulation and Underlying Molecular

  IVIechanisms of the PredatorーInduced Polyphenism

    in the Water Flea Daphnia pulex

    （ ミ ジ ン コ に お け る 捕 食 者 に 誘 導 さ れ る

    表 現 型 多 型 の 発 生 制 御 と そ の 分 子 機 構 ）

学位論文内容の要旨

  生物は環境シグナルを受容して生理条件を変化させ、発生プ口セスを改変することにより表現型を可塑的に

変化させている。環境に応じて表現型が不連続に変化する現象は、表現型多型t．polyphemsm̈ として知られ

ており、変動する環境条件下で生物が適応度を上げる上で重要な役割を果たす。また、表現型の可塑性は生物

多様性を生む重要な進化的要因として考えられ、近年そのメカニズムの解明が行われ始めている。

  湖沼で多く見られる枝角類ミジンコ属凪印轟ぬぬは表現型多型を示す代表的な動物であり、捕食者の存庄下

で防御形態を可塑的に構築し被食を回避している。ミジンコDp心ぱは，捕食者であるフサカ幼虫

CゐaめD恥sp．の匂い物質（カイ口モン）にさらされると，単為生殖により生じる次世代個体の後頭部に

neckteem（ネックテイース）と呼ばれる突起を形成する。本研究では、表現型可塑陸の発生メカニズムを明ら

かにするため、捕食者に対して顕著な表現型多型を示すロp心どを用いて、その防御形態形成を中心とした

ミジンコの表現型多型の発生制御とその分子機構について解析を行った。

    CHAPI'ER1

    Elaborate developmental regulations of the predator-induced polyphenism泣the waterflea

    Dapb血puた醤

    【胚・後胚発生過程における防御形態形成】第1章では、ミジンコの表現型多型における分子機構解明の基

盤とするため、胚発生・後胚発生過程における防御形態形成と感受時期について調べた。ロpuぬの防御形

態形成については、ネックテイースが1齢に形成されることは既に知られていたが、胚発生期における形成過

程については未だ報告されていない。そのため、走査電子顕微鏡や共焦点顕微鏡を用いた観察により、防御形

態形成に先立って起こる組織改変の過程を詳細に整理した。観察の結果、．まず胚期のstage4で後頭部上皮組

織カ朔巴厚し、ネックテイースの土台となるクレストが出来始めることが明らかとなった。この肥厚は孵化後、

後発生期の1齢で最大になった。また1齢でネックティースが形成され始め、成長とともにネックテイースの

本数が増加し、およそ3ー4齢で最大となった。加えて、尾刺も伸長することが明らかになった。上皮組織の

厚さは2齢以降で減少し始め、5齢になるとネックティースも消失した。

  【カイロモン感受期と防御形態形成・維持】胚発生期にカイ口モンを感受しネックテイースを形成すること
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がこれまでに知られていたが、後胚発生期にもネックテイースの形成・維持のためにカイロモン曝露が必要か

どうかについて検討するため、曝露時期および湖間と防御形態形成との関係についても詳細に調べた。これに

より、胚の時期の曝露がネックティース形成に必須であることが示された。さらに、1齢以降もカイ口モンを

感受し、その曝露期間の長さによってネックテイースの本数を変化させることが分かった。これにより、カイ

口モン曝露は後胚発生期にもネックテイースの形成・維持に必要であることが明らかになった。

【カイ口モン応答様式とトレードオフ】カイ口モンに対する応答J陸は防御形態形成のみに現れるわけではない。

これまで、カイ口モンの曝露によって仔虫の体長や抱卵数に影響を与えることカi知られており、カイ口モン曝

露を受けた母親から仔虫への間接的な影響が推測されていた。しかしこれまで正確にこの母性効果にっいて調

べた報告例はない。本研究では、卵に直接カイ口モンを曝露する「直接曝露」、母親に曝露することで卵に間

接的にカイ口モンを曝露する「間接曝露」という異なる処理を行った。これにより、発生ステージによるカイ

口モン応答の違いを比較し、表現型改変に関する母‘陸効果の影響の評価することに初めて成功した。母性効果

を排除した直接曝露の場合、防御形態は形成されるが、ネックテイース形成のコストとして体サイズカ滅少す

ることが示された。‐方、間接曝露処理の場合、同様にネックティースは形成されたが、抱卵数は減少し、逆

に仔虫サイズは増加した。これは、カイ口モンを感受した親が、防御形態を持ったより大きな仔虫を少なく産

むという、より適応的な繁殖戦略へ転換したためであると考えられる。Dapむ幽はカイ口モンの存在下で、

卵や胚の時期から成熟するまでは、成長速度とトレードオフを行って防御形態を形成し、成熟後は仔虫の数や

大きさを変化させていた。このようにして、Zゐpゐぬ嵒は生活史全体を通して表現型を可塑的に改変している

ことカぢ云された。

    CHAPl'ER2

    Screening ofe觸 啣ressed血瑚） ansetothepredaぬka面mones血thewaぬ nea功p繊pぬ

  第1章で明らかにした形態変化過程の観察結果に基づぃて、第2章では防御形態形成に関わる発生・生理機

構の解明を目的として分子生物学的な解析を行った。第1章の結果から、1齢のカイ口モン曝露個体はカイ口

モン感受と形態形成を同時に行っていることが示唆されたため，この個体をコント口ール1齢個体と比較する

ことで、防御形態形成に関わる遺伝子の探索を行った。条件特異的な遺伝子発現の差を検出するD丗むent尚

Display法により、カイ口モン曝露個体に特異的な候補遺伝子を複数得ることに成功した。さらにReal．恥me

定量PCRによって、カイ口モン処理で発現が上昇する13個の遺伝子と、発現が減少する1個の遺伝子が同

定された。デ一夕ベース上の類似配列から機能を推定したところ、これらの候補遺伝子はそ捫そ抑、酵素活性

を示すものが3遺伝子、シグナル伝達関連因子が2遺伝子、核酸結合夕ンバク、細胞代謝に関わる因子、酵素

活性制御因子、イオントランスポーター、細胞分化に関わる因子が各1遺伝子ずっ、機能が未知のタンバクが

4遺伝子（その中の2遺伝子はストレス応答性であるとされる）であることが分かった。これらは細胞増殖や

代謝・転写調節・受容などに関わると考えられる。また、得られた14の遺伝子は、コント口ールとカイ口モ

ン処理で発現量にかなり大きな差が認められた。同じ発生ステージである1齢個体であるにもかかわらず、カ

イ口モン処理の有無で発現量にこれだけ差がある遺伝子が存在していることは、非常に興味深い。

本研究によって、ロpu轟潸の防御形態形成過程には精巧な制御機構カ靖耐ることが示唆された。また、

防御形態を形成する個体に特異的に発現するいくつかの遺伝子を得ることができた。これらの遺伝子のうち、

細胞増殖に関わる遺伝子などは、上皮組織肥厚やネックティースの形成・尾刺の伸張・体サイズの変化などの

形態変化とそれらの制御機構に関わることが推測される。また、代謝関連の遺伝子は、これまでに報告のある



摂食速度や行動・生活史の変化と関連しているかもしれない。本研究で得られた結果をもとに、分子機構を中

心としたミジンコの表現型可塑亅陸のヌカニズムの解明が進展することが今後期待される。
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    学位論文題名
Developmental Regulation and Underlying Molecular
  IvIechanisms of the Predator―Induced Polyphenism
    in the Water Flea Daph7zをpulex

（ミジンコにおける捕食者に誘導される

表現型多型の発生制御とその分子機構）

  ミジンコは，環境に応じて表現型を不連続に変化させ、予測不可能な状況の変化にも順応

可能である、表現型多型“polyphenism”という性質を示す代表的な生物である。可塑性は新

奇形質の進化に重要な要因であり多様性を生む原動カになりうると言われ注目されているが、

発生制御メカニズムは明らかにされていなかった。枝角類ミジンコ属Dap轟ぬ幽も表現型多

型を示し、捕食者の存在下で防御形態を可塑的に構築し被食を回避している。ミジンコロp

こぬxは、捕食者であるフサカ幼虫蝕a〇施n靦spの匂い物質（カイ口モン）にさらされると、

次世代個体は後頭部に突起neckteethを形成する。本研究では、ロpむ潸の防御形態形成

を中心とした表現型の可塑性の発生制御機構を解明することを目的とした。本研究によって

ミジンコの捕食者に誘導される表現型多型について、その詳細な防御形態の形成過程とカイ

口モン感受と応答様式、それらの制御に関連があると推測される遺伝子が明らかにされた。

  第1章では、ろ恒pゐぬ幽の防御形態が形成される時期とその過程を明らかにするため、胚

発生および後胚発生における形態や、生活史の変化過程が、走査電子顕微鏡や共焦点顕微鏡

などを用いて詳細に整理された。また、形態変化だけでなく、カイ口モン受容時期について

も観察された。発生過程を通じ、カイ口モンを受容して、防御形態だけでなく生活史や卵形

成様式などを可塑的に変化させていることが明らかとなった。

  ネックティースが1齢に形成されることは既に知られていたが、胚発生期における形成過程

に関する先行研究はない。本研究では防御形態形成に先立って起こる組織改変の過程が詳細

に整理された。また、胚発生期にカイ□モンを感受しネックティースを形成することはこれ

までに知られていた。これに加えて本研究では、後胚発生期にもカイ□モン曝露が必要かど
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うかついて、曝露時期および期間と防御形態形成との関係についても詳細に調べられていた。

これにより、カイ口モン曝露は後胚発生期にもネックティースの形成・維持に必要であるこ

とが明らかになった。

  また、これまでカイ口モンの曝露によって仔虫の体長や抱卵数に影響を与えることが知ら

れており、カイ口モン曝露を受けた母親から仔虫への間接的な影響が推測されていた。しか

しこれまで正確にこの母‘陸効果について調べた報告例はなかった。本研究では、卵に直接カ

イ□モンを曝露する処理、母親に曝露することで卵に間接的にカイ□モンを曝露する処理と

いう異なる2種類の処理が行われた。これにより、本研究によって、発生ステージによるカイ

口モン応答の違いを比較し、表現型改変に関する母陸効果の影響が評価された。Dap轟ぬ凾は

カイ□モンの存在下で、卵や胚の時期から成熟するまでは、成長速度とトレードオフを行っ

て防御形態を形成し、成熟後は仔虫の数や大きさを変化させていた。このようにして、A耡

nぬは生活史全 体を通して表現型を可塑的に改変していることが示された。

  第2章では、第1章で決定した形態変化過程の観察に基づいて、カイ□モン曝露個体で特

異的に発現している遺伝子をDi艶renbalDisplay法によって同定し、捕食者の感受と形態形

成に関わると考えられる遺伝子候補を探索していた。Real・恥me定量P（沢により、13の遺

伝子がカイ口モン処理で発現量上昇し，1つの遺伝子が発現低下することが確認された。これ

らは、代謝や転写調節、受容や細胞増殖などに関る遺伝子と相同であることが示唆された。

本研究によって、ロp出xの防御形態形成過程には精巧な制御機構が存在することが

示唆された。また、防御形態を形成する個体に特異的に発現するいくっかの遺伝子が

得られた。これらの遺伝子のうち、細胞増殖に関わる遺伝子などは、上皮組織肥厚や

ネックティースの形成・尾刺の伸張・体サイズの変化などの形態変化とそれらの制御

機構に関わることが推測された。また、代謝関連の遺伝子は、これまでに報告されて

い た 摂 食 速 度 や 行 動 ・ 生 活 史 の 変 化 と 関 連 し て い る 可 能 性 が あ る 。

  これまで、誘導防御に関する生態学的な研究は多くあったが、分子発生学的な研究

はほとんどなかった。本研究で初めて、ミジンコの表現型多型の発生制御様式が整理

され明らかになり、それに関わる候補遺伝子が得られた。本研究の結果をもとに、分

子機構を中心としたミジンコの表現型可塑性のメカニズムの解明が進展することが期

待される。

  審査委員一同は，これらの成果を高く評価し，また研究者として誠実かつ熱心であり，大

学院博士課程における研鑽や修得単位などもあわせ，申請者が博士（環境科学）の学位を受

けるのに充分な資格を有するものと判定した。


