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研究成果の概要（和文）：チョウの翅の色模様形成過程が正常に進行するためには、蛹の翅組織はクチクラに接
触していなければならないことがわかった。形成体からのモルフォゲン分子が周辺の細胞に作用するにはクチク
ラとの接触が必要なのである。クチクラの主成分であるキチンの細胞内動態を観察したところ、最初にキチン構
造体が核付近に形成され、そこから上皮表層および深層へと延長されていくと思われる。表層へと延びた構造体
は鱗粉の前駆体であると推測される。一方、抗体等の蛋白質を直接翅組織の細胞へと導入する方法を開発した。
この方法により、ゲノム編集等に頼ることなく、色模様形成に寄与する蛋白質の機能を生体内かつリアルタイム
で阻害することができた。

研究成果の概要（英文）：This study discovered that the pupal wing tissue must have a physical 
contact with cuticle for normal color pattern development in butterflies. Such a contact is required
 for morphogenic molecules from organizers to act on surrounding cells. Because chitin is the major 
component of cuticle, its dynamics in cells were observed. chitin objects were produced near nuclei,
 from which the chitin objects appear to be extended to the surface and depth of the epithelial 
sheet. The objects extending to the surface may be scale precursors. On the other hand, this study 
established a method for directly delivering proteins such as antibodies to cells of the epithelial 
sheet. This method enabled researchers to inhibit protein functions for color pattern formation in 
vivo in real-time without using a genome editing method.

研究分野： 分子生理学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生物の発生を考えるうえで、形成体とモルフォゲンの機能は最重要であるが、まだ解明されていない部分が多く
残されている。本研究は、チョウの翅の色模様形成過程を対象にして、形成体とモルフォゲンの機能をリアルタ
イムイメージングを駆使して捉えようとする研究である。チョウの翅という実験系の利点を活かすことで得られ
た形成体とモルフォゲンに関する知見は、チョウに留まることなく、動物全体に一般化できると思われるため、
本研究の学術的な意義は大きい。また、蛋白質導入方法も、さまざまな実験系に適用することができると思わ
れ、汎用性が高い技術である。蛋白質導入法は投薬技術と直結しているため、今後さらに注目されると思われ
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
チョウの翅の色模様は蛹化直後の蛹の翅組織で決定される。チョウの翅の色模様形成につい

ての研究は、蛹の翅組織における形態形成遺伝子の発現パターン解析が長らく主流であったが、
近年はゲノム解析および CRISPR/Cas9 を用いた遺伝子編集による機能解析が主流となってき
た。遺伝子編集されたチョウの個体では翅がモザイク状になるが、特定の色模様要素が消失する
などの変化が見られ、Wnt や Distal-less といった遺伝子の関与は確実なものとなった。しかし
ながら、実際に翅組織がどのように変化して最終的に色模様が決定されるのか、実際の翅の発生
過程をリアルタイムで観察する研究はほとんどなされてこなかった。つまり、遺伝子という出発
点と成虫の翅の色模様という最終点のみを対応させ、その間はブラックボックスとして扱われ
てきたのである。 
 確かに、翅組織は蛹の殻の中に閉じ込められているため、詳細に観察することは難しいと思わ
れてきた。本研究室では独自に「めくりあげ手術」を発明した。蛹の翅組織を蛹化直後にめくり
あげることによって、内部の様子を観察することができるようになった。この方法と共焦点顕微
鏡を用いることで、インビボでのリアルタイムイメージングが可能となったのである。その結果、
形成体（オーガナイザー）細胞の直接観察、上皮シートにおけるサイトニーム様構造の発見、色
模様の上書き現象の発見などが相次いだ。しかしながら、これらの結果は必ずしも満足できるも
のではない。形成体細胞は周囲よりも厚いクチクラに覆われているため、全貌を捉えることが難
しい。上記研究ではタテハチョウ科のチョウ（アオタテハモドキ）を主に用いていたため、顕微
鏡の視野に翅全体が入らないため、全体像を把握しにくいという欠点もあった。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の目的は、翅組織の組織・細胞・オルガネラ・分子レベルの動態を記述し、翅形成・色
模様形成過程の全貌を知ることである。本研究では、小型のシジミチョウ科のチョウであるヤマ
トシジミを用いた。これは、小型であるために翅全体を顕微鏡の視野に収めることができること
や飼育が容易であることなどの利点があるためである。ただし、タテハチョウ科のチョウについ
ても、色模様の多様性の高さや大型の眼状紋の存在など、別の利点も多いため、両者を併用する
ことで翅形成・色模様形成のシステム構成的な理解を目指した。 
 
３．研究の方法 
 
チョウの幼虫を飼育し、蛹化直後の個体に、めくりあげ手術を行った。翅組織の細胞に直接蛍

光試薬を透過させて染色した。蛋白質導入についても基本的に同様の手術を行い、抗体と導入試
薬との混合物を翅組織に透過させた。その後、翅組織は薄いガラス板の表面に生きたまま固定し、
共焦点顕微鏡を使用してインビボでのリアルタイム観察を行った。また、翅全体での色模様形成
メカニズムを探るため、多様な種について翅の色模様の比較分析を行った。 
 
４．研究成果 
 
ヤマトシジミの翅の辺縁部の発生過程について、長時間(100 時間程度)のタイムラプス撮影を

行い、その全体像を記録することに成功した。これは蛹化直後から、鱗粉が形成される時期まで
に相当する。鱗粉が形成されたあとは色素合成に時間がかかるが、長くても蛹化後 1日程度で細
胞分化の位置情報はすでに獲得されているものと考えられているため、本質的な細胞動態はす
べて記録できたことになる。その結果、蛹の翅組織の一部が陥入することで成虫の翅の境界線が
形成されることが明確に記録された。蛹の翅組織の辺縁部で成虫の翅の外側に位置する部分は
アポトーシスで除去されると考えられており、これはしばしば「クッキーカッター・メカニズム」
と呼ばれている。本研究の結果では、確かに陥入によって蛹の翅組織が切り取られると解釈でき
る結果が得られたが、切り取られた翅組織が引き続き陥入部位に移動していく様子が観察され
たため、クッキーカッターのようなシンプルな比喩はあまり適切ではないと考えている。また、
蛹の翅の最辺縁部位には、これまで記載されたことがない特殊な細胞が発見されたため、これら
の細胞が蛹の翅組織の維持に何らかの役割を果たしていると考えられる。残念ながら、本結果に
は膨大な画像データが伴うため、未だにデータ整理に時間を要しており、未発表のままである。 
翅細胞の形態変化と物理的な歪みおよび張力との関係については、当初の予想とは裏腹に初

期の翅組織においては、細胞形態に方向性がないことがわかり、研究計画の一部変更に迫られた。
一方、翅組織の眼状紋の焦点細胞（形成体）から発せられるモルフォゲンの性質を理解するため
に、翅組織に接触させる材質を変える実験を行った。これは、クチクラのどのような性質にモル
フォゲンを伝達させる要因があるのかを調べるための実験である。その実験はかなりの成功を
収め、クチクラでなくても疎水性が高くない材質であれば問題なくモルフォゲンを伝達させら



れることがわかった。いずれにしても、蛹の翅組織は何かに接触していなければモルフォゲンを
伝達させることができないのである。これは当初の予想通り、モルフォゲンの伝達に力学的な要
因が働いていることを示唆すると考えてもよいであろう。この研究は速やかに公開することが
できた（引用文献①）。さらに、色模様修飾を誘導する薬剤はクチクラの主成分であるキチンに
作用していることを突き止めた。これは 1998 年にタングステン酸が色模様修飾を誘導すること
が知られてから 20 年以上も謎となっていたが、今回、そのメカニズムの概要が解き明かされた
ことになる。本件についてもすでに論文として公開している（引用文献②）。 
 クチクラの重要性が浮き彫りになってきたため、クチクラの主成分であるキチンを FB28 と呼
ばれる蛍光色素で染色し、蛹の翅組織を詳細に観察した。すると、初期には核付近にオタマジャ
クシ様の構造体が発見された。その後、おそらくこの構造体から表層部に向かってキチン構造体
が延長されるようであった。おそらくこれが鱗粉前駆体であると思われる。他方、深層部に向か
ってかなり細長いキチン構造体が延びていることがわかった。この機能については不明である
が、鱗粉前駆体を物理的に支えるものである可能性もある。この研究はすでに発表済である（引
用文献③）。 
当初予定していたサイトニーム関連の解析についても、他の解析に時間を取られたため十分

に解析できなかったが、関連して、カルシウムイメージングについては詳細な解析を行うことが
できた。特に本研究では翅組織の物理的損傷に対する細胞の挙動とカルシウムの反応を詳細に
記録した。損傷部位には大きなカルシウムシグナルが発せられ、ヘモリンフの細胞が最初に移動
してくる様子を動画で捉えることができた。その後、上皮細胞自体も損傷部位を覆うようになり、
最終的には損傷部位が修復される。カルシウムシグナルを阻害剤で一時的に阻害しても修復過
程は影響を受けないようであるが、おそらく、阻害剤の効果が一時的であるため、カルシウム阻
害による修復への影響はわかりにくいだけなのだろうと考えている。残念ながら、カルシウムイ
メージングについても、現時点では未発表であるが、これから論文化していく予定である。 
抗体導入実験については当初の予定していた L17E と呼ばれる試薬では抗体はほとんど導入で

きないことがわかったが、続けて使用した ProteoCarry と呼ばれる試薬では問題なく抗体が上
皮細胞に導入されることがわかった。そこで、チョウの翅の色模様形成において重要な役割を果
たしていると言われている Distal-less および wingless に対する抗体を作成し、翅組織への導
入を試みた。どちらとも有意に眼状紋が縮小することがわかったが、wingless については正常
な色模様と大きく変わるところがなかったため、この結果はさらなる検討を要する。一方、
Distal-less については独特の色模様変化が見られたため、抗体による機能阻害が成功している
ものと考えられる。この研究について前半はすでに公開済である（引用文献④）。後半について
は、さらなる検討が必要である。 
そのほか、あくまで付随的な研究ではあるが、多様な種の翅の色模様について、タテハチョウ

基本プランや色模様ルールに照らし合わせながら比較分析を行った。タテハチョウ基本プラン
は対称システムの集合体として成り立っているが、これまでに見落とされていたディスカル・ス
ポットを詳細に検討し、ディスカル対称システムとすることで、タテハチョウ基本プランを改訂
することができた。色模様の形成過程の詳細はわからないものの、色模様要素の配置は自己相似
あるいはフラクタル構造になっていることを示した。これらの成果はすでに公表済である（引用
文献⑤⑥）。 
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