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研究成果の概要（和文）：ショウジョウバエの体細胞の性分化はfruitless (fru)とdoublesex (dsx)と呼ばれる二つの
性決定因子により制御されている。近年の研究により求愛行動の実現には性決定因子であるこれらの遺伝子を発現する
神経回路が重要である事が分かってきた。雄が雌に対して示す求愛では、羽展開・振動による求愛歌生成が最も特徴的
な行動要素である。本研究ではfru/dsx発現ニューロンの活動の人為的操作技術とモザイク法を組み合わせることによ
り、特徴的な音響パターンをもつ求愛歌がどのニューロンによって生み出されているのかを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：The sexual differentiation of somatic cells in Drosophila is controlled by the 
terminal genes in the sex determination hierarchy; fruitless (fru) and doublesex (dsx). Recent studies 
revealed that neurons expressing these genes play central role in the courtship behavior. The courtship 
song produced by a male fly is one of the hallmarks of courtship of Drosophila. To reveal the neural 
basis for courtship song production, I performed behavioral experiments by using the technique to 
manipulate neural activity of fru/dsx-expressing neurons. In this study, I identified 4 types of 
dsx-expressing neurons controlling proper courtship song production.

研究分野：神経行動学

キーワード： ショウジョウバエ　求愛行動　fruitless　doublesex
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１．研究開始当初の背景	
 
	
 ショウジョウバエの求愛行動では転写制
御因子をコードする fruitless (fru)遺伝子の
機能が決定的な役割を果たしている。Fru蛋
白質は雄のニューロンにのみ発現し、下流の
遺伝子群を制御することにより細胞数や神
経突起パターンなどにおける性差を生み出
している（Kimura et al., 2005）。fruは約 2％
のニューロンにしか発現しないにも関わら
ず、全ての fru発現ニューロンのシナプス伝
達を阻害すると求愛行動は完全に抑制され
ることから、fru 発現神経回路が求愛行動の
実行時に必須な機能を担っていることはわ
かっていた。しかし、約 50 種に分類される
各々の fru発現ニューロン群が求愛行動時に
どのような機能分担を行っているのかは未
解明であった。 
	
 我々は fru発現ニューロンに注目した求愛
行動の神経機構に関する研究を行ってきた
（Kimura et al., 2008; Koganezawa et al., 
2010, Kohatsu and Koganezawa et al., 
2011）。特に、温度感受性チャンネルである
dTrpA1 を雄の fru 発現ニューロンに異所的
に発現し、高温条件下で当該ニューロンを人
為的に興奮させたところ、ターゲットとなる
雌が存在しない条件でも雄型の求愛行動が
解発できることを示した研究は極めて重要
である（Kohastu and Koganezawa et al., 
2011）。同研究では、モザイク法を用いて
dTrpA1 の異所発現を限局する実験により、
P1 および P2b と名付けた 2 種類の fru 発現
ニューロン群の強制的活性化より求愛行動
が解発出来ることを明らかとした。さらに
Ca2+イメージング法を用いることによりこ
れらの神経細胞が実際の求愛行動時に興奮
することも示した。この研究は求愛行動を解
発する「司令ニューロン」を同定した画期的
なものであった。しかしながら、脳内に約
2,000 個存在する fru 発現ニューロン群がど
のような機能的回路を構成することにより、
複雑な運動パターンを持つ求愛行動を実現
しているのかについては依然明らかでは無
かった。 
 
 
 
２．研究の目的	
 
	
 ショウジョウバエの求愛行動は定型的な
運動パターンから構成されている。中でも雄
が羽を振動させることによって生ずる求愛
歌は、その音響パターンが雌が同種雄を識別
する際に決定的な役割を果たしている点で
最も重要な行動要素であるといえる。キイロ
ショウジョウバエの求愛歌は sine song と
pulse songと呼ばれる 2種の歌から構成され
ている（図 1）。一方、fru発現神経回路を強
制的に興奮させることにより解発される求
愛歌は、本来の歌の時間パターンを再現でき
る（ Clyne and Miesenböck, 2008; von 
Philipsborn et al., 2011）。このことは fru発

現神経回路が求愛歌生成を制御しているこ
とを強く示唆している。 
	
 本研究は、分子遺伝学的な手法が駆使でき
るキイロショウジョウバエを用いて、求愛時
に特徴的な運動パターンである求愛歌生成
に焦点を絞り、その秩序だった運動を生み出
すニューロンの同定とその機能的特性を明
らかとすることを目的とした。 
 

図 1	
 求愛歌の音響パターン	
 
	
 キイロショウジョウバエの雄は片方の羽
を開いて振動させることにより求愛歌を奏
でる。マイクロホンで記録された求愛歌のオ
シログラムを右に示す。求愛歌は sine song
とpulse songと呼ばれる2種類の音響パター
ンから構成されている。 
 
 
 
３．研究の方法	
 
	
 実験にはキイロショウジョウバエ
(Drosophila melanogaster)を用いた。ニュー
ロンの興奮性を一過的に操作するために温
度感受性陽イオンチャンネル dTrpA1の異所
的発現を利用した。成虫になるまでの発育時
期における dTrpA1による不必要なニューロ
ンの活性化を抑えるために、実験個体は 19℃
で飼育した。実験個体は羽化後に 1匹ずつ隔
離し 19℃で 4~14日間継続飼育した上で行動
実験に用いた。求愛歌の記録には、床面にマ
イクロホンを設置した温度制御可能な金属
製チェンバーを用いた。ニューロンの強制活
性化実験では、まず dTrpA1 が開口しない
20℃での行動を記録した上で、27~35℃にチ
ェンバーの温度を上昇させ dTrpA1によるニ
ューロンの人為的活性化によって誘起され
る行動を記録した。 
	
 ニューロン活動を人為的に操作する神経
回路として、「fru発現ニューロン群」および
fru と並ぶショウジョウバエの性決定因子で
ある doublesex（dsx）遺伝子を発現する「dsx
発現発現ニューロン群」を対象とした。
dTrpA1の異所発現には Gal4/UASシステム
を利用した。少数のニューロンのみに
dTrpA1 を発現させその機能を探る実験では、
MARCM 法 （ Mosaic Analysis with a 
Repressible Cell Marker）、Gal80 による
Gal4 機能阻害を利用した発現領域制限、さ
ら に FLP/FRT シ ス テ ム を 用 い た
intersection 法などを用いた。ニューロンの
人為的活性化により誘起された求愛歌のパ
ターンを解析することにより、どの神経細胞
が求愛歌のどの要素の制御に関わるのかを
解析した。 

 
 

 

sine	
   	
   song pulse	
   	
   song 

♂ 

♀ 



４．研究成果	
 
 
（１）全ての fru発現ニューロンを強制的に
興奮させることによって求愛行動が解発で
きることから、まず fru発現神経回路につい
ての機能的モザイク実験を行った。さらに以
前の研究（Kimura et al., 2008; Kohatsu and 
Koganezawa et al., 2011）から、求愛行動を
解発する fru 発現神経細胞の一部は fru と並
ぶショウジョウバエの性決定因子である dsx
遺伝子を共発現することが明らかとされて
いることから、dsx 発現神経回路にも注目し
て実験を行った。温度感受性チャンネル
dTrpA1を fruもしくは dsx発現ニューロンに
異所発現し、高温条件下でこれらのニューロ
ン群を強制活性化することによって、pulse
と sineから構成される正常な音響パターンを
持つ求愛歌が生成されることが明らかとな
った（図 2）。fru 発現ニューロンの強制活性
化 で 用 い た 個 体 の 遺 伝 子 型 は w; 
UAS-dTrpA1/+; fruNP21-Gal4/+であり、dsx発現ニ
ューロンの強制活性化で用いた個体の遺伝
子型は w; UAS-dTrpA1/+; dsxGal4/+である。こ
の結果により、正常な求愛歌の生成には fru
や dsx を発現する神経回路が重要な役割を果
たしていることが明らかとなった。dsx 発現
ニューロンの数は fru 発現ニューロンの約
1/10 であり、その多くは fru を共発現してい
る。さらに誘導された求愛歌は dsx 発現ニュ
ーロンを強制活性化した時の方がより正常
な音響パターンであったことから、求愛歌の
生成には dsx 発現ニューロンが中核的である
ことが示唆された。 
 

図 2	
 全 dsx 発現ニューロンを強制活性化し
た際に誘起される行動	
 
	
 dsx 発現ニューロンの活性化によりターゲ
ットとなる雌がいない条件でも片翅展開が
誘起され（左図）、sine songと pulse songから
構成される正常な求愛歌が生成された（右
図）。 
 
 
（２）胸部分節化に関わる teashirt（tsh）遺
伝子を利用して、脳もしくは胸部神経節のみ
の fru発現神経細胞を dTrpA1により強制活性
化する実験を行った。まず胸部のみに Gal80 
を発現する tsh-Gal80 を利用することにより
脳の fru 発現ニューロンのみの強制活性化を
行った。実験に用いた個体の遺伝子型は w; 
UAS-dTrpA1/tsh-Gal80; fruNP21-Gal4/+である。脳
の fru 発現ニューロンのみの強制活性化によ
り、片翅展開が観察され pulse songが誘導で
きることが明らかとなった。しかしながらこ
の条件では明確な sine song は生成されなか
った。次に胸部の fru 発現ニューロンのみの

強制活性化のために最近開発された
intersection 法を用いて実験を行った。胸部に
のみ Gal4 を発現する tsh-Gal4、fru 遺伝子座
に FLP 遺伝子がノックインされた fruFLPおよ
び UAS配列と dTrpA1遺伝子配列の間に FLP
の標的である FRT 配列で転写 stop 配列を挟
んだトランスジーン（UAS>stop>dTrpA1）、以
上三つの要素を持つ個体（遺伝子型は w; 
UAS>stop>dTrpA1/tsh-Gal4; fruFLP/+）では胸部
の fru発現ニューロンでのみ dTrpA1が異所発
現する。この個体を用いて高温条件下で胸部
の fru 発現ニューロンのみを強制活性化した
ところ、生成される音響パターンは求愛歌と
は全く異なり、翅展開についても両翅展開と
なることが明らかとなった。以上の結果より、
pulse と sine から構成される片翅展開に伴う
正常な求愛歌生成は、胸部の運動パターン生
成回路の強制活性化のみで生成できるので
はなく、脳に由来するコマンド信号との相互
作用により生み出されている可能性が示唆
された。 
 
 
（３）求愛歌生成において中核的な役割を果
たしていることが示唆された dsx 発現ニュー
ロンのうち、どのニューロン群が求愛歌の音
響パターン形成に重要であるのかを解析す
るために、MARCM法を用いた機能的モザイ
ク解析を行った。使用した個体の遺伝子型は
y hs-Flp; FRTG13 UAS-mCD8::GFP/FRTG13 
tubP-Gal80; dsxGal4/UAS-dTrpA1 である。この
遺伝子型の個体の発生初期に熱ショックを 1
時間与える事によりFRT配列を認識するFLP
タンパク質を発現し、FLPによる染色体組換
えを誘導することで、一部の dsx 発現ニュー
ロンのみに dTrpA1 を異所発現したモザイク
個体を作出できる。GFPをレポーターとして
発現したモザイク個体の解剖学的解析より、
dsx 発現ニューロンは脳内で 8 グループ、胸
部神経節内で少なくとも 3グループに分類で
きることが明らかとなった。 
	
 dTrpA1を少数の dsx発現ニューロンに異所
発現させたモザイク個体の行動解析から、脳
内の pC1, pC2l、胸腹部神経節内の TN1, prA
と名付けられた dsx 発現ニューロン群をそれ
ぞれ単独で強制活性化することにより、羽振
動による音響生成がなされることが明らか
となった。興味深いことに、上記ニューロン
群を強制活性化した際に生成される音響パ
ターンはそれぞれのニューロン群で異なっ
ていた。例えば脳内 pC1ニューロン群の強制
活性化は pulse songを誘起するが、sine song
は生成できない。pC2lニューロンの強制活性
化は sine と pulseの両方の歌要素を生成でき
る。胸部神経節に存在する TN1ニューロンの
強制活性化では、連続した sine songのみが生
成され、明確な pulse songは誘導されなかっ
た。例として pC1 もしくは TN1 ニューロン
を強制活性化した際に記録された音響パタ
ーンを図 3に示す。正常な求愛歌は pulse song

 



と sine songから構成されており、上述した脳
内および胸部神経節内の dsx 発現ニューロン
群が協調して働くことにより正常な求愛歌
が生成されることが示唆された。 

 
図 3	
 特定の dsx 発現ニューロンを強制活性
化した際に誘起される音響パターン	
 
上段：脳内の pC1ニューロン（左図）の強制
活性化は pulse songのみを誘起する。 
下段：胸部神経節内の TN1ニューロン（左図）
の強制活性化では、連続した sine songのみが
生成される。 
 
 
（４）強制活性化により sine songと pulse song
から構成される正常に近い求愛歌を生成で
きたのは、dsx発現 pC2lニューロンであった。
このことから pC2l ニューロンが求愛歌生成
に最も重要であると考えられた。そこで、pC2l
の機能についてさらに解析を行った。通常の
求愛歌生成時には片翅のみが使用される。し
かしながら TN1 ニューロンのような胸部神
経節内に存在する求愛歌制御用ニューロン
の強制活性化では、多くの場合両翅が展開さ
れる。このことは脳からの下行性シグナルが
片翅展開の実現に重要である事を示唆して
いる。興味深いことに pC2lの強制活性化では
求愛歌生成時に細胞体とは反対側の羽が優
先的に使用されることが分かった。一方、羽
展開を伴う音響生成の可能な脳内 dsx 発現ニ
ューロンである pC1の強制活性化ではこのよ
うな羽使用の偏りは観察されない。このこと
は pC2l が通常の求愛行動での片翅展開の制
御に寄与する事を示唆している。羽展開の側
方性には脳内の側抑制的な神経回路が機能
している可能性がある。さらに GABA合成酵
素であるGad1のノックダウン実験を通して、
片翅展開には GABA作動性 fru発現ニューロ
ンの一つである mAL が関与している可能性
が明らかとなった。	
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