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研究成果の概要（和文）：動物は種によって独特の行動を示す。本研究では、求愛行動様式に歴然たる相違のあるショ
ウジョウバエ２種、Drosophila melanosgaterとD. subobscuraに着目して、なぜ行動の違いが生まれるのかを解明した
。あらゆる行動は、特定のニューロンが決まった順序で活動することによって生み出される。研究の結果、fruitless
という遺伝子のスイッチがどのニューロンでオンになるかが変わることによって、種ごとの行動の違いが生まれる可能
性が示された。

研究成果の概要（英文）：Why does every animal species exhibit a behavioral pattern that is distinctly 
different from that of other species? In this study, we address this question by a comparative approach 
in two fruit fly species, Drosophila melanogaster and D. subobscura. We focus on a courtship behavior 
element unique to D. subobscura, the extrusion of proboscis by a male directed to the female face 
(licking-like action). We hypothesized that a new behavioral element will be added to the courtship 
ritual when a new cellular member is recruited to the circuit by mutations. We revealed that genetic 
transfer of a regulatory region of the courtship master regulator gene fruitless from subobscura to 
melanogaster partly conferred the ability to execute the licking-like action on the melanogaster host, 
when the transferred sequence was used to activate the neurons. It remains unknown which neurons are 
critically involved in producing the subobscura-type licking-like action in the melanogaster host.

研究分野： 行動遺伝学
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１．研究開始当初の背景 

遺伝学の優れたモデル生物であるキイロシ
ョウジョウバエ（Drosophila melanogaster）
では、脳の性差を決定する二つの遺伝子、
fruitless (fru), doublesex を発現する一連の
ニューロンの網羅的同定を突破口として、雄
の求愛行動を作り出す上で鍵となる幾つか
のニューロン群が特定された。さらに、求愛
行動を正に負に制御する感覚刺激の入力経
路や、求愛の運動出力の生成に関与する可能
性のあるニューロン群についても一部が特
定された。しかし、Drosophila 属であっても
melanogaster 以外の非モデル種では、求愛
行動を生み出すニューロン群の特定はおろ
か、変異誘発や形質転換といった遺伝的操作
は実質上一切不可能であり、行動の種差を生
み出す遺伝子・細胞機構の解明は不可能とい
っても過言ではない状況にあった。 

 

２．研究の目的 

異なる種の動物は、なぜ違った行動を示すの
か、その秘密を、脳と遺伝子のレベルから解
き明かすのが、本研究の目的である。検証す
べき仮説は以下の通りである。新種の形成に
呼応して雄の求愛行動回路形成のマスター
レギュレーター、fru 遺伝子の発現制御領域
に変異が生じ、その結果、新種では元の種と
は一部異なるニューロンに fru が発現するこ
ととなって、求愛行動回路に新たな要素が付
加されたため、行動に新奇の成分が生じた。
この仮説に沿って以下の点を解明する。fru
遺伝子の発現調節領域に行動の種特異性を
担う配列が存在するか。それが存在するのな
らば、その配列によって求愛行動回路に組み
込まれる fru 発現ニューロンはどのように変
化するのか。さらに、種によって差のあるそ
れらの fru 発現ニューロンは、実際に種特異
的な行動要素の生成に寄与しているのか。 

 

３．研究の方法 

(1)fru 遺伝子の発現調節領域に行動の種差
を規定する配列が存在すると仮定すると、そ
の配列に GAL4 を接続したミニジーンを構築
してれぽーたー発現解析やニューロン強制
活性化を行うことにより、fru 発現ニューロ
ンの種差、行動に果たすその役割を解明でき
る。そこで、求愛行動が顕著に異なるショウ
ジョウバエの２種から fru発現調節領域を得
て、GAL4 に繋いだ。使用した２種は、D. 
melanogaster（上述）と D. subobscura であ
る。このミニジーンをそれぞれ、mel fru-GAL4、
sub fru-GAL4と呼ぶ。両者を D. melanogaster
のゲノムの同一部位（AttP2）に pｈiC31 イ
ンテグラーゼにより挿入し、形質転換体を作
出した。これらの GAL4 系統を UAS-mCD8::GFP
と掛け合わせてどのニューロンに発現が誘
導されるのかを比較した。また、UAS-dTrpA1
とも掛け合わせ、高温条件にハエを置くこと
でそれを発現しているニューロンを強制的
に興奮させ、惹起される行動を比較した。さ

ら に 、 MARCM （ Mosaic Analysis with a 
Repressible Cell Marker）と呼ばれるクロ
ーン解析法を用いて GAL4 を発現する細胞を
少数に限定し、ニューロンの全形を標識して
同定を試みるとともに、それらの行動惹起能
の評価を試みた。 
(2)上記の一連の研究は、subobscura の遺伝
子配列を melanogaster に持ち込んでニュー
ロンの操作を行うという異所的実験である。
subobscura そのものの中で当該配列がどの
ニューロンに fru発現を引き起こすのか、そ
れらのニューロンが subobscura 個体で活性
化されるとどのような行動が起こるのかに
ついては、subobscura そのものを使った実験
でのみ調べることが出来る。そのためには
suoboscura での変異誘発、遺伝子導入が必要
であるが、従来、いずれも不可能視されてい
た。我々は CRISPR/Cas9 法を適用して、この
課題の解決をも目指した。 
 
４．研究成果 
(1)subobscura の求愛行動は独特であり、中
でも雄が雌に口移して食べたものを与える
Nuptial gift は Drosophila の他種には見ら
れない行動である。Nuptial gift を与える以
外の求愛場面でも suoboscura の雄は高頻度
に口吻を突き出す行動をとる。melanogaster
の求愛行動では、雄が雌の交尾器を舐める
licking が口吻の伸展という点でこれに似る
が、発生頻度ははるかに低い。この他、中脚

をゆっくりと前後に動かす手招き行動や求
愛のクライマックスで両翅を左右真一文字
に開く行動など、いずれもこの種に特徴的な
行動である。こうした subobscura に特徴的
な行動を melanogaster に移植する実験を試
みた。 
 subobscuraの fru遺伝子発現調節領域の最
大 31kb の 断 片 に GAL4 を 接 続 し 、
melanogaster に導入後、UAS-dTrpA1 発現を
その GAL4で駆動、温度を 30˚C 程度に上げる
ことによって sub fru-GAL4 発現ニューロン
を強制的に活性化した。すると、subobscura
の求愛要素に類似した行動が引き起こされ、
特に口吻の伸展は非常に高頻度に生起した。
しかし、melanogaster が元々持っている類似
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の行動要素と、subobscura から移植された行
動要素を区別することは、非常に難しい。 
我々は sub fru-GAL4 に使用した fru 発現制
御領域と相同と考えられる melanogaster の
fru 発現制御領域を用いて同様の実験を行っ
た。すると、この時には口吻の伸展はほとん
ど全く生じなかった。この結果は、 sub 
fru-GAL4 によって誘導される licking が
melanogasterの本来有する motor actに属す
る lickingではなく、subobscura 固有の神経
経路の出力として生じる lickingであること
を強く示唆している。 

 Cande et al (2014)は melanogaster の fru
変異体に他種の fru座の全長を Bac clone で
導入し、雄の求愛行動を救済した上で、その
行動様式（求愛歌）が fru座を提供した種の
パターンであるのか、melanogasterのパター
ンであるのかを、詳細な定量的解析によって
検討した。その結果、全ての種の組み合わせ
に於いて、救済された求愛歌は melanogaster
本来のパターンであり、fru 座のドナーの種
のパターンとなった事例はないと報告した。
この Cande et al. (2014)の結果から、我々
の実験で種を越えた行動様式の移植ができ
る可能性は低いと推察していたが、意外にも
当初の期待に沿った結果が得られた。我々の
実験と Candeらの実験の間には大きな操作上
の差がある。Cande らは fru 変異救済後の雄
に雌を対面させ、その結果生ずる行動を解析
した。これに対して我々は、遺伝子導入後の
単独雄を用いて dTrpA1 によるニューロン強
制活性化を行い、生起する行動を解析した。
他種から導入されたニューロンとその回路
が、通常の感覚入力路を介しては活性化され
得ないならば、たとえそのニューロンや回路
が melanogasterに移植されていたとしても、
起動することはないであろう。たとえば、ホ
ストの感覚入力路と他種から導入された中
枢ニューロンとの接続に不具合がある場合
である。あるいは GAL4 タンパク質でなく
Fruitless タンパク質が生成される Cande ら

の設定では malanogaster の回路が修復され
るに過ぎない（たとえば transvection によ
り）、といったことが想定される。我々はこ
の成功に基づき、MARCM 法を用いて種間移入
し た 細 胞 の 一 部 の み を 活 性 化 し て 、
subobscura型 lickingを引き起こすニューロ
ンの同定を開始している。 
(2)subobscuraから melanogasterに fru調節
配列を導入してニューロンの強制活性化を
行うアプローチに加え、subobscura そのもの
を用いてニューロンを操作し行動中枢を同
定するため、この種で遺伝的ツールキットを
作成する試みを開始し、CRISPR/Cas9 法によ
り可視変異体の w-と y-の作出に成功した。更
に piggyBac ベクターによる y-の救済、また
phiC31 インテグラーゼによるゲノムへの遺
伝子導入サイト、AttP の埋設にも成功した。 
引用文献 
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