
様式Ｆ-１９	
 
	
 

	
 

科学研究費助成事業（学術研究助成基金助成金）研究成果報告書	
 

	
 
平成２５年	
 ６月	
 ５日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	
 

研究成果の概要（和文）：本研究では、明瞭な性的二型を示すファイルキクイムシ（Xyleborus	
 

pfeili）などの Xyleborini 族キクイムシを主たる材料に、鞘翅目昆虫のキクイムシ亜科内で独

立に 1回進化した半数-倍数性による性決定機構を分子レベルで解明することに挑んだ。数種の

キクイムシから tarnsformer-2 や doublesex などの性決定遺伝子を単離し、larval	
 RNAi 法を

用いた遺伝子機能解析法をキクイムシにおいて確立した。	
 

	
 
研究成果の概要（英文）：In	
 the	
 tribe	
 Xyleborini,	
 all	
 species	
 are	
 haplodiploid.	
 The	
 origin	
 
of	
 this	
 sex	
 determination	
 mechanism	
 was	
 occurred	
 once	
 in	
 the	
 lineage	
 of	
 Scolytinae.	
 To	
 
understand	
 the	
 molecular	
 mechanisms	
 of	
 haplo-diploidy	
 in	
 coleopteran	
 insects,	
 we	
 cloned	
 
sex	
 determination	
 genes	
 from	
 several	
 scolytine	
 beetles	
 and	
 established	
 larval	
 RNAi	
 method	
 
for	
 these	
 beetles.	
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研究分野：農学 
科研費の分科・細目：農学・応用昆虫学 
キーワード：性決定・半数－倍数性・キクイムシ 
 
１．研究開始当初の背景	
 
（１）半数－倍数性による性決定は、膜翅目
昆虫の性決定様式としてよく知られている
が、昆虫類の中では独立に 7回、全動物では
17 回進化したことが示されている（Mable	
 et	
 
al.,	
 1998）。半数－倍数性による性決定に関
与する分子レベルの研究は、主にセイヨウミ
ツバチを用いて行われてきた（Hasselmann	
 et	
 
al.,	
 2008）。一方、本研究で扱うキクイムシ
では、完全な産雄性単為生殖であることが明
らかにされているものの（Kirkendall,	
 1993）、
そのメカニズムについては全く不明である。	
 
	
 
（２）半数-倍数性の代表種であるミツバチ

の 性 は 、 単 一 の complementary	
 sex	
 
determination	
 (CSD)	
 遺伝子座の 19 の複対
立遺伝子によって性が決定される。従って、
CSD は同系交配（兄弟姉妹間の交配）の頻度
が低いミツバチなどによく当てはまるが、同
系交配の頻度が高い寄生蜂の一種キョウソ
ヤドリコバチなどでは CSD が存在しない
（Beukeboom	
 and	
 Zande,	
 2010）。キョウソヤ
ドリコバチの性決定メカニズムも不明であ
り、ミツバチにおいて原因遺伝子が同定され
た CSD の根本的なメカニズムについては依然
不明のままである。Xyleborini 族キクイムシ
は、飛翔不能な雄の移動が困難であるため坑
道内で確実に同系交配する（交尾した雌は新
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たな産卵場所を求めて飛翔移動する）。従っ
て、ファイルキクイムシにも CSD は適応でき
ないと考えられ、一般的な半数－倍数性の性
決定メカニズムは、ミツバチとは異なる新し
い原理によってもたらされるものと予想さ
れる。	
 
	
 
（３）昆虫の性決定機構は、同属別種間です
ら最上位の要因は異なる場合があるほど極
めて多様性に富む（Sánchez,	
 2008）。しかし
な が ら 、 キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ
（Drosophila	
 melanogaster）で詳細に解明
された性決定遺伝子カスケード（後述の図）
の中で、性決定の最下流において性分化形質
を支配する doublesex（dsx）は広い昆虫目に
わたって保存され、dsx の雌雄で異なるスプ
ライシングを制御する上位の transformerは
雌への性を決定する機能が双翅目と膜翅目
において保存されている（Verhulst	
 et	
 al.,	
 
2010）。これに対し、鞘翅目昆虫では、一般
に性決定要因すら不明であり分子メカニズ
ムに関する研究は皆無である。	
 
	
 
（４）Xyleborini 族キクイムシは、未交尾の
雌が産む卵はすべて雄になる点、性的二型形
質が明瞭である点から性決定研究の格好の
材料と考えられる。さらに、世代期間が約一
ヶ月と短く、交配が容易であり産卵数も比較
的多いことは、研究材料として有利な条件と
なる。この様な魅力的な研究材料であるにも
かかわらず実験に用いられてこなかった唯
一の理由は、飼育の困難さにあった。研究分
担者は世界で初めて本研究材料の人工飼育
法を確立した（Mizuno	
 and	
 Kajimura,	
 2002；
Mizuno	
 and	
 Kajimura	
 2009）ことにより、本
研究の実施が可能となった。	
 
	
 
（５）分子機構の解明には遺伝子機能解析が
必要不可欠である。研究代表者がこれまでに
ナミテントウを用いて確立した larval	
 RNAi
法（Niimi	
 et	
 al.,	
 2005）は、後胚発生期に
おける遺伝子機能解析に極めて有効であり、
これまで遺伝子機能解析手段のなかった非
モデル昆虫研究の飛躍的な発展につながる
ことが大いに期待されている。最近、研究代
表者は、多様な系統の各種鞘翅目昆虫におい
て larval	
 RNAi 法が遺伝子機能解析に有効で
あることを実証した。従って、本研究で扱う
キクイムシにおいてもこの方法が有効であ
り、これまで行われることのなかった斬新な
切り口からの研究展開が可能になった。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
	
 本研究では、明瞭な性的二型を示すファイ
ルキクイムシ（Xyleborus	
 pfeili）などの
Xyleborini 族キクイムシを材料に、鞘翅目昆
虫のキクイムシ亜科内で独立に 1回進化した

半数-倍数性による性決定機構を分子レベル
で解明することに挑んだ。	
 
	
 研究代表者が鞘翅目昆虫において確立し
た遺伝子機能解析法、さらに研究分担者らが
新規に開発したキクイムシの人工飼育法や
FISH 法などの染色体観察技術を背景に、
Xyleborini 族などのキクイムシの半数－倍数
性による性決定の分子メカニズム、並びに性
決定様式の異なる近縁種間との比較解析を
通してその進化プロセスの解明に挑戦した。	
 
	
 
３．研究の方法	
 
（１）供試昆虫	
 
	
 ①	
 ユズリハノキクイムシ	
 
	
 	
 	
 (Xyleborus	
 volvulus)	
 
	
 ②	
 ファイルキクイムシ	
 
	
 	
 （Xyleborus	
 pfeili）	
 
	
 ③	
 クリノミキクイムシ	
 	
 
	
 	
 	
 (Coccotrypes	
 cardamomi)	
 
	
 
（２）キクイムシの性決定遺伝子のクローニ
ング	
 
	
 各種キクイムシから全 RNA を抽出し、ファ
ーストストランド cDNA を合成し、RT-PCR 法
により目的とする遺伝子の部分配列を得た。
さらに、RACE 法を行い全長 cDNA のクローニ
ングを試みた。	
 
	
 
（３）キクイムシにおける larval	
 RNAi 法を
用いた性決定遺伝子の機能解析	
 
	
 ①	
 二本鎖 RNA の合成	
 
	
 RT-PCR 法にて得られた各種 cDNA がサブク
ローニングされたプラスミド DNA をテンプレ
ートに用い、MEGAscriptTM	
 T7	
 Kit	
 (Ambion)	
 を
用いて、キットのプロトコルに従い二本鎖
RNA を合成した。	
 
	
 	
 ②	
 マイクロインジェクション	
 
	
 インジェクター	
 (FemtoJet;	
 Eppendolf)	
 
を用いて、１個体あたり 0.01~0.08	
 μgの
二本鎖 RNA を各種キクイムシの雌の終齢幼虫、
または蛹にマイクロインジェクションを行
った。なお、コントロールには egfp	
 の二本
鎖 RNA を使用した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
（１）キクイムシの性決定遺伝子のクローニ
ング	
 
	
 キイロショウジョウバエで明らかにされ
た性決定カスケード（図）の遺伝子のなかで、
双翅目昆虫や膜翅目昆虫で機能が保存され
た transformer（ tra）と tarnsformer-2
（tra-2）、さらに鱗翅目昆虫を含む広範な昆
虫種で保存された doublesex（dsx）のクロー
ニングを Xyleborini 族などのキクイムシ数
種から試みた。tra は昆虫種間での相同性が
極めて低いため、RT-PCR 法でのクローニング
は困難が予想されたが、これまでに数種の双



翅目昆虫およびミツバチからクローニング
された tra相同遺伝子およびコクヌストモド
キのゲノム情報から見出した tra相同遺伝子
間でわずかに保存されたアミノ酸配列に基
づき、可能な限り複数のプライマーを設計し、
クローニングを試みた。予測通り、この方法
ではクローニングはできなかったため、キク
イムシ以外の数種の鞘翅目昆虫を用いて同
様にクローニングを試みた。様々な試行錯誤
を行った結果、幸いにもナミテントウから
tra 相同遺伝子のクローニングに成功した。
また、tra-2 についてはユズリハノキクイム
シから相同遺伝子の部分配列をクローニン
グした。さらに、dsx についてはユズリハノ
キクイムシ、ファイルキクイムシおよびクリ
ノミキクイムシから相同遺伝子の部分配列
をクローニングした。得られた塩基配列から
推定されるアミノ酸配列を、数種昆虫間で比
較した。その結果、今回クローニングしたユ
ズリハノキクイムシ、ファイルキクイムシお
よびクリノミキクイムシのcDNAは dsx、tra-2
両方の遺伝子で他昆虫と高い相同性を示し
た。したがって、本研究でクローニングした
cDNA はユズリハノキクイムシの dsx、tra-2、
ファイルキクイムシおよびクリノミキクイ
ムシの dsxであると判断した。	
 
	
 部分配列をクローニングした性的二型形
成を司る性決定遺伝子 dsx について cDNA の
構造上の特徴から Tra と Tra-2 による dsx遺
伝子の選択的スプライシングによる調節メ
カニズムに関するヒントを得るため、ファイ
ルキクイムシの dsx の全長 cDNA のクローニ
ングを試みた。この結果、大変興味深いこと
にファイルキクイムシの dsx	
 cDNA には雌雄
共通領域においても複数のスプライシング
バリアントが存在することが判明した。さら
に、ファイルキクイムシの雌では、雌型 dsx	
 
cDNAから少なくとも3種類の異なるタンパク
質が発現する可能性が示された。以上の結果

より、ファイルキクイムシの dsx 遺伝子は、
これまでに報告されている昆虫種の dsx遺伝
子にはない特徴を備えていることが判明し
た。すなわち、Tra と Tra-2 タンパク質によ
る選択的スプライシングの調節メカニズム
の点においてこれまでの報告にない興味深
いメカニズムが存在する可能性が示唆され
た。	
 
	
 
（２）キクイムシにおける larval	
 RNAi 法を
用いた性決定遺伝子の機能解析	
 
	
 本研究によりクローニングした各種 cDNA
の遺伝子機能解析を行うために、各種キクイ
ムシの終齢幼虫、または蛹に RT-PCR 法でク
ローニングした領域に基づき作製した二本
鎖 RNA をインジェクションした。また、コン
トロールとして egfp の二本鎖 RNA をインジ
ェクションした。その結果、いずれのキクイ
ムシにおいても全ての遺伝子の二本鎖 RNA の
インジェクション後すぐに致死となった。こ
の結果は、コントロールの egfpの二本鎖 RNA
をインジェクションした個体においても致
死となったことから、性決定遺伝子の機能阻
害によってもたらされた効果ではなく、キク
イムシの幼虫や蛹はインジェクションによ
るダメージによる影響が大きいことが原因
であると考えられた。	
 
	
 そこで、本実験遂行に適した飼育条件の検
討を行うと共に、何度も試行錯誤を行ってイ
ンジェクション法を改良することにより、羽
化率が 100％近く得られる条件を見出すこと
に成功した。現在、本研究により確立したイ
ンジェクション法を用いることにより、キク
イムシの性決定遺伝子の機能解析を進めて
いる。今後、これら性決定遺伝子の機能を解
明することにより、半数－倍数性による性決
定メカニズムの解明が大きく進展すること
が期待される。	
 
	
 
（３）配偶子形成過程の染色体観察	
 
	
 異なる性決定様式のキクイムシ間での配
偶子形成過程の染色体観察を行うための予
備実験として、既に染色体観察法の確立した
数種の鱗翅目昆虫を用いて条件検討を行っ
た。本成果をキクイムシに応用することによ
り、異なる性決定様式を示すキクイムシ間
での相違点を明らかする予定である。	
 
	
 さらに、性決定遺伝子の RNAi によって完
全に性転換が生じた場合、染色体構成が半
数あるいは倍数であるかを配偶子形成過程
で FISH 法により染色体を観察することに
より、染色体構成にかかわらず性転換が生
じたことを証明する。	
 
	
 
５．主な発表論文等	
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図	
 性決定遺伝子カスケード 
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