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研究成果の概要（和文）：蝶や蛾の翅の多様な模様は、種を越えて保存された基本プログラム（Nymphalid 
ground plan; NGP）をもとに進化してきたことが、表現型レベルの研究により示唆されている。しかしながら、
その遺伝的・分子発生的な基盤は未解明である。本研究課題では模様形成の分子発生メカニズムを調べるための
基本ツールの開発とそれらツールを利用した分子発生メカニズムの調査に取り組んだ。本研究の結果、NGPの形
態学的基礎付けがなされ、また体色形成にかかわるシス制御領域を特定した。また、コノハチョウを含む複数種
の比較トランスクリプトーム解析、翅模様を鮮明にもつカイコ系統でのゲノム編集技術を確立した。

研究成果の概要（英文）：Nymphalid ground plan (NGP) is a fundamental building logic in extraordinary
 diversity of butterfly and moth wing patterns. Previous studies revealed several phenotypic aspects
 of the NGP in divergence of lepidopteran insects. However, the molecular mechanisms of the NGP 
remains poorly understood. Here I investigated technical development of fundamental tools for 
studying molecular mechanisms and the application of them to examine developmental mechanisms of 
color and pattern formations. As a result, I explicitly conducted a morphological foundation of the 
NGP, and identified several cis-regulatory modules of a certain pigmentation gene. In addition, we 
established experimental systems of comparative transcriptomics among imaginal discs of several 
moths and butterflies, and a genome editing method in a wing-pattern strain of Bombyx mori.

研究分野： 進化発生学
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１．研究開始当初の背景 
蝶や蛾の翅の多様な模様は、グラウンドプラ
ン（Nymphalid ground plan; NGP）とよば
れる基本発生プログラムにしたがっている
と提案されてきた（Nijhout, 1991）。実際に
申請者は、NGP の性質を利用することで、
枯葉に擬態した蝶（コノハチョウ；Kallima 
inachus）の模様が、葉っぱに似てもにつか
ない模様から進化してきたプロセスを世界
で初めて解明した（Suzuki et al., 2014）。し
かし、この研究では NGP を表現型レベル（比
較形態学）でのみ解析し、その分子発生的な
基盤については未解明のままであった。 
 
NGP は５つの Symmetry Systems と２つの
要素（DS, EyeSpots）からなる。このうち、
EyeSpots については分子発生メカニズムの
研 究 が よ く 進 ん で い る （ Beldade & 
Brakefield 2002 ； Monteiro, 2015 ）。
EyeSpots は無視できない要素ではあるが、
枯葉などの自然物擬態に主として貢献して
いない。自然物擬態に特に重要なのは
Symmetry Systems である。しかし、この
Symmetry Systems の分子発生メカニズム
については、わずか２つの論文報告しかなか
った（Martin & Reed, 2010; Martin & Reed, 
2014）。 
 
２．研究の目的 
NGP の分子発生メカニズムを明らかにする
ためには、ゲノム解読・ゲノム編集・簡便に
飼育できる実験系が必要であるが、蝶や蛾の
モデル動物たるカイコ蛾（Bombyx mori）は
うってつけである。カイコ蛾の翅模様はNGP
にしたがっているため、その模様形成メカニ
ズムを調べることは NGP による基本発生プ
ログラムの遺伝的基盤の解明につながる。 
 
そこで、本研究課題では第一ステップとして
カイコ蛾の翅模様形成の分子発生メカニズ
ムを調べるための基本ツールの開発とそれ
らツールを利用した分子発生メカニズムの
調査に取り組んだ。また、第二ステップとし
て他の蛾や蝶の翅模様形成との比較分子発
生学的なアプローチにより翅模様形成に共
通する遺伝子群を探った。 
 
３．研究の方法 
(1)形態学的な解析 
形態学において一般的に利用されているレ
マネ規準を利用した。既に Suzuki et al. 
(2014)にて、枯葉に擬態した蝶（コノハチョ
ウ）の斑紋解析に利用したものである。 
(2)RNA-seq 
各発生ステージは、一眼レフによるインター
バル撮影により幼虫ワンダリング期、蛹化期
を正確に計測し同定した。翅原基は ISOGEN
に溶解しディープフリーザーにて保存した。
シークエンスは、Nova-seq6000 を利用し、ペ
アエンド 100 塩基、1 サンプルあたり 3Gb を

読んだ。 
(3)in situ ハイブリダイゼーション 
rpl, wntA 遺伝子の DIG 標識 RNA プローブを
合成し利用した。in situ ハイブリダイゼー
ションの方法は、Martin & Reed (2010)、Sato 
et al. (1999)を参考に行った。論文を参考
に翅原基の組織固定の PFA 濃度（4%、9%）や、
固定時間、固定温度等を振って条件検討をし
た。 
(4)ゲノム編集 
カイコ模様系統は休眠系統であるため、
injection 後に孵化させるためには、休眠打
破をする必要がある。Injection による卵へ
のダメージと休眠打破のダメージとを両立
させる条件検討を詰めた。TALENは、Takasu et 
al. (2013)を参考におこなった。Golden Gate 
TALEN assembly 法により作成した w-1プロー
ブを利用した。 
(5)カイコ遺伝子組換え 
カイコの遺伝子組換え技術は、Tamura et al. 
(2000)を参考に行った。エンハンサー解析の
ための緑色蛍光タンパク質レポータープラ
スミドは、Tsubota, Uchino, Suzuki et al. 
(2014)で開発したものを利用した。 
 
４．研究成果 
(1)グラウンドプランの形態学的基礎付け・
一般的拡張への準備 
蝶・蛾の翅模様のグラウンドプランは、脊椎
動物と同様の形態学的な枠組みで理解でき
ると考えられるが、その基礎付けはあいまい
なままで明示的に定式化されていなかった。
そこで、経験則的に利用されてきた蝶蛾のグ
ラウンドプランの同定手続きが、一般的なレ
マネ規準と論理的に一致することを指摘し、
概念・手順として整備し論文として発表した。
また、グラウンドプランを一般概念へと拡張
した多要素系の概念を提案し論文として発
表した。 
 
(2)蝶・蛾の翅原基で共通して発現している
遺伝子群のトランスクリプトーム解析 
グラウンドプランの形成に関わる遺伝子群
は、複数の蝶や蛾の翅原基で同じ発生ステー
ジに共通して発現していると推察される。こ
の遺伝子群を探索・同定するために、５種の
蝶（コノハチョウ、カバタテハ）や蛾（カイ
コ、クワコ、エリサン）の RNA-seq を行った。
発生ステージは、５齢幼虫期と蛹期を対象と
した。カイコについて各発生ステージの遺伝
子発現を比較し、統計的に有意に異なる発現
をしめす遺伝子群を検出した。また、他の蝶
や蛾については、研究が十分に進んでいる鱗
翅目昆虫のデータを参照してアノテーショ
ンを進めている。今後、遺伝子発現の種間比
較を行い、共通して発現している遺伝子群を
絞り込む。 
 
(3)蝶・蛾の翅原基での遺伝子発現 
翅原基での遺伝子発現を調べるために、カイ



コの５齢幼虫期の翅原基について in situハ
イブリダイゼーション（ISH）の立ち上げに
取り組んだ。まずポジコンとして rpl3 遺伝
子を用いて実験に取り組み、発現をしめすシ
グナルを得た。次に、先行研究によりグラウ
ンドプランの中央相称系と外縁紋に関与す
るとされるモルフォゲン遺伝子（wntA）につ
いても ISH に取り組んだが、良好なシグナル
を得られなかった。今後、条件検討を改めて
行う。 
 
(4)ゲノム編集による機能解析手法の確立 
遺伝子機能を調べるために、鮮明な翅模様を
もつカイコ系統でのゲノム編集技術の構築
に取り組んだ。通常の組換え実験で利用され
ているカイコは翅の模様を欠失している系
統であり、本研究には利用できない。NBRP で
維持されている系統より翅模様が鮮明なも
のを選び、injection のための条件検討を行
った。最適条件下で眼の黒色形成遺伝子であ
る w-1の欠失を TALEN により行った結果、w-1
遺伝子を欠失させ白眼の模様系統を作出す
ることに成功した。翅模様カイコ系統でのゲ
ノム編集を構築できたので、今後は模様形成
遺 伝 子 群 の 欠 失 等 に よ り 機 能 解 析
（loss-of-function）を進める。また、翅模
様カイコでの白眼系統の確立により、カイコ
遺伝子組換え技術を利用することで遺伝子
強発現（gain-of-function）実験ができるよ
うなった。 
 
(5)カイコ遺伝子組換え技術による遺伝子制
御解析系の構築 
遺伝子制御を調べるために、カイコでのエン
ハンサー解析実験に取組んだ。これまで蝶や
蛾を使った研究で、遺伝子から遠位のシス制
御が遺伝子組換え体の作成によって検証さ
れた例はない。対象とする遺伝子は、ショウ
ジョウバエでよく研究の進んでいる体色形
成遺伝子を対象とした（まだ論文投稿中のた
め詳細は伏せる）。当該遺伝子の５’領域と
イントロン領域あわせて 22 kb を調べ、組織
特異的に遺伝子発現を誘導する３つのシス
制御エレメントの同定・単離に成功した。本
内容について、論文を投稿中である。 
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