
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成２３年 ５月 １日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）：開花、サンゴの配偶子放出、昆虫の交尾など生殖を行う時刻や季節が

決まっている生物は多い。１つの集団内に生息する個体どうしでも、おたがいが生殖するタイ

ミングがずれると交配が妨げられ生殖的な隔離が生じる。このような時間的生殖隔離に関与す

ると考えられる生態分子遺伝基盤を解明した。具体的には交尾時刻が 5 時間異なるミバエの集

団間で体内時計を支配する遺伝子を調べた結果、クリプトクローム遺伝子のアミノ酸置換サイ

トに変異が生じていた。 

 
研究成果の概要（英文）：Timing of reproduction including flowering, spawning, or mating of 

many organisms has restricted time-zone during a successive organism action, for example, 

particular seconds, hours, days, seasons or years. We cloned the clock gene period from 
two strains of melon fly, in one individuals mate early in the day, whilst in the other 
individuals mate later. The deduced amino acid sequences of PERIOD proteins for 
these two strains were reported to be identical. We cloned another clock gene 
cryptochrome (cry) from the two strains, and found two stable amino acid substitutions 
in the strains. The results suggest the influence on allochronic reproductive isolation of 
clock gene. 
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ぼす影響は、今後の生態学において解明す

べき重要課題である。近年、生活史フェノ

ロジーのシフトが、生活史を支配する遺伝

子の多面発現を介して交尾のタイミングを

変え、結果的に生殖隔離を導くという種分

化メカニズムが植物と動物において議論さ

れている。 

（２）発育タイマーと概日時計を多面

的に支配する遺伝子は、繁殖タイミング

の変化を介して生殖隔離の進化を引き起

こしうる。発育速度などの生活史タイミ

ングを支配する発育タイマーは、野外に

おいて常に自然選択にさらされている。

たとえば、ある昆虫が新しい寄主植物上

で生活し始めると（＝寄主転換）、発育

期間が延長したり、逆に短い発育期間が

有利になったりするだろう。発育タイマ

ーを支配する遺伝子が交尾リズムに多面

的に影響するなら、寄主転換した個体群

の交尾リズムは元の個体群のものとは異

なるだろう。交尾リズムに大きな差が生

じれば２つの個体群間では交配が成り立

たない。かくして生殖隔離の進化が生じ

る。それによって生殖隔離を引き起こす

多面発現効果を持つ原因遺伝子の探索が

大事である。 

 
２．研究の目的 

（１）一日のうちに交尾する時刻が５時

間以上も異なり、その結果、たがいに交

配上の隔離が生じているウリミバエの２

つの集団を時間的な生殖隔離のモデルと

して、体内時計を支配している遺伝子の

どれが交尾時刻の違いと関連するのか調

べる。 

（２）体内時計を支配する遺伝子は、近

年急速にその分子メカニズムが解明され

つつあり、それらは、分類群によってあ

る程度変異が認められるものの、ほ乳類

からハエまで動物ではほぼ似通った分子

システムで体内時計を駆動していること

がわかってきた。したがって、ハエで解

明した時計のシステムは、ほ乳類にも適

用できる可能性がある。本研究では、キ

イロショウジョウバエですでに解明され

ている時計遺伝子について、ウリミバエ

でのホモログを明らかにし、交尾時刻の

違いに関与する時計遺伝子の徹底的なス

クリーニングを行う。まず基本的な時計

遺伝子であるピリオドを調べ、次にピリ

オド遺伝子のフィードバックループに関

与する時計遺伝子について交尾時刻の異

なる２つの集団間でアミノ酸置換が生じ

ていないか調べる。 

（３）とくにウリミバエでは、発育期間

が短くなる方向に人為的に選抜されたシ

ョート系統と、発育期間が長くなる方向

に人為的に選抜されたロング系統の複数

の繰り返し集団において、いずれも発育

期間の長短と、一日のうちに成虫が交尾

する時刻の早遅が高い相関関係にある。

そこで、線虫において発育タイマーを支

配するとされている時計遺伝子ダブルタ

イムに焦点をあて、アミノ酸置換を調べ

る。 

（４）ウリミバエ以外にも、生物の繁殖

のタイミングの違いがもたらす生態学的

な影響について、いくつかの昆虫をモデ

ルとして研究解析を行う。 

 

３．研究の方法 

（１）冷凍保存したウリミバエのサンプ

ルから頭部を切断し、mDNA を抽出して、

キイロショウジョウバエとのホモログを

利用して、ウリミバエの時計遺伝子の配

列を解析した。 

（２）交尾時刻の異なるウリミバエの２



 

 

つの集団について、上記（１）で解明し

た配列にアミノ酸置換を生じさせる塩基

配列の存在の有無について、スクリーニ

ングを行った。 

（３）集団間でアミノ酸配列に置換が見

られた場合には、キイロショウジョウバ

エの組み替えに有効な GAL４システム

を用いて、リズムをノックダウンしたキ

イロショウジョウバエの系統に人為的に

その塩基配列を導入し、ウリミバエで発

現していた特有のリズムが、導入したキ

イロショウジョウバエで復元されるかア

クトグラフを用いて調べた。 

（４）あるいは、沖縄県で飼育されてい

る交尾時刻にバリエーションを持つウリ

ミバエの複数の系統について、その塩基

置換サイトの SNIP 解析を行って集団レ

ベルでの交尾開始時刻、発育期間、体内

時計の自由進行周期の解析を行い時計遺

伝子の交尾時刻への関与について調べる。 

（５）繁殖のタイミングに関連する昆虫

類の配偶行動について、配偶季節のタイ

ミング、交尾のタイミング、交尾前性選

択のタイミング、射精のタイミングなど

の生物学的事象について精査した。 

 
４．研究成果 

（１）交尾する時刻（繁殖のタイミング）

が大幅にずれたため生殖隔離の認められ

るウリミバエのショート系統（S）とロン

グ系統（L）について時計遺伝子の塩基配

列を比較した。まずピリオド遺伝子につ

いて比較したが、２つのウリミバエ集団

でピリオド遺伝子にアミノ酸配列の違い

は見られなかった。 

（２）次に線虫では発育タイマーとして

機能する時計遺伝子、ダブルタイムにつ

いて調べたところ、特定の領域にアミノ

酸置換を生じさせる塩基配列が見つかっ

た。そこでリズムを欠損させたキイロシ

ョウジョウバエにウリミバエ時計遺伝子

を導入し、ウリミバエのダブルタイムを

持つキイロショウジョウバエの概日リズ

ムを作成し解析したが、概日リズムの変

化が認められなかった。このことから、

ウリミバエの繁殖のタイミングを左右す

る時計遺伝子がダブルタイム遺伝子では

ないことが示唆された。 

（３）その他の時計遺伝子、クライ、サ

イクル、シャギー等を解析した。その中

で光入力系に関与するクリプトクローム

遺伝子（cry）においてウリミバエの2集

団間でアミノ酸置換が見いだされた。す

なわちcry遺伝子では2個のアミノ酸置換

（285番目がSではArg、LではLys、502番

目がSではLys、LではAsn）がコード領域

内に見られた。この2サイトについて、交

尾時刻にバリエーションの見られるたく

さんのウリミバエ集団を用いて、SNIP解

析を行い、ミバエ飼育集団のアミノ酸置

換率を推定した結果、cry遺伝子502番目

アミノ酸がLysに置換した集団は、Asnで

ある集団に比べ概日周期長と発育期間が

長く、交尾時刻が遅いことが明らかとな

った。また表現型変異が中間に位置する

集団では、この2サイトはヘテロであり、

交配隔離への関与が強く示唆された。 

（４）不妊化したウリミバエのS系統とL

系統を岡山大に空輸し、cry遺伝子の脳内

発現量の定量的PCR解析を行った。その結

果、cry遺伝子の脳内発現周期はS系統とL

系統で有意に異なった。この結果は、cry

遺伝子がウリミバエの繁殖タイミングに

関与することを示唆する。 

（５）そのほか別の時計遺伝子（cyc；

cycle）についてもcDNAの全長のクローニ

ングを行った。その結果、S系統の５’側



 

 

の５クローン中４クローンにおいて、533

番目と534番目の塩基の間に65の塩基挿

入箇所が見られた。この変異は別の時計

遺伝子clockとの二量体結合に関与する

PAS領域も含んでいる。よって、これらの

アミノ酸が翻訳されないとタンパク質が

正常に機能せず、ウリミバエの繁殖タイ

ミングに影響を与える可能性も示唆され

た。 

（６）ウリミバエ以外の昆虫についても、

繁殖のタイミングに関連した生物リズム

と行動生態学的な事象に関連する現象つ

いて解析を行った。 
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