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研究成果の概要（和文）：特定の配列を染色体に視覚化するFISH法によりカイコ染色体突然変異に関する研究を
行った。オオシモフリエダシャクの工業暗化に関わる遺伝子との対応が疑われるu41系統に逆位を発見した。逆
位部位を2つのBAC配列に絞り込んだ。染色体相互転座系統r52の相互転座領域に214 bpの欠失を発見した他、逆
位と重複の可能性が強く示唆された。ヨーロッパアワノメイガに関して利用フェロモンが異なる2系統（Z系統と
E系統）では、染色体逆異が染色体乗り換えの抑制要因とは言えないと結論した。

研究成果の概要（英文）：By means of gene/sequence visualizing FISH technique, we addressed to 
identify the genes/sequences that is responsible for mutant phenotypes and/or aberrant chromosomes 
in the silkworm. The black moth mutant (strain u41) has been considered to corresponding to the 
phenotype of industrial melanism (carbonaria) in peppered moth. We found the corresponding 
chromosome carries inversion and mapped the region into bridged BAC clones. A homeotic mutant 
silkworm, r52, has reciprocal translocation. We detected 214 bp deletion and other inversions and 
duplication in the target chromosome sites. Two races, Z and E, has been known in European corn 
borer which are attracted to different sex pheromones. Linkage analyses have strongly suggested 
suppression of crossing over within the sex chromosome. Our FISH results no large inversion occurred
 in the respective region of the Z chromosome.

研究分野： 昆虫細胞遺伝学

キーワード： FISH　カイコ　染色体変異　BAC　工業暗化　性フェロモン

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
カイコをはじめとするチョウ目昆虫の染色体は、切断が起きても分裂サイクルから排除されないため、我々ヒト
に比べて放射線に対して格段に強い。その要因の詳細を知ることには重要性がある。ところが、チョウ目昆虫の
染色体に起こった変異について分子レベルでの研究は乏しい。そこで我々は、見た目と染色体に突然変異を起こ
したカイコ系統の染色体部位特定を行い、変異部分の配列特定を試みた。その結果、工業暗化の原因と目される
遺伝子をカイコで研究する方向性を得るとともに2つの染色体が相互に入れ替わった部位に関する知見が得られ
た。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
突然変異形質の原因遺伝子は、一般的にはマップベースクローニングにより同定される。

つまり、変異体と正常体の交配による組み換え個体の配列をゲノム情報に照会し、責任領
域を絞り込む。責任領域に含まれる遺伝子について変異体と正常体での相違を特定して候
補遺伝子と同定する。候補遺伝子の導入やノックアウト個体を作製し、形質が復元するか
確認を行う(例えば Ito et al 2008 PNAS)ことで、原因遺伝子を解明する。しかしながら、別々
の染色体の複数箇所に 2 本鎖切断が起こり、お互いに乗り換わった「相互転座」に伴う突
然変異個体では、組み換え個体の割合は極端に低くなる。また、同一の染色内の 2 カ所で
2 本鎖切断が起こり、元とは逆の向きに融合が起こった「逆位」に伴う突然変異個体では、
逆位領域の組み換え個体が得られない。従って、組み換え個体を利用した絞り込み精度は、
極端に下がる。故に、染色体異常を伴う突然変異形質の原因遺伝子をマップベースクロー
ニングによって解明することは、ほとんど不可能である。 
同一種内でおこる染色体リアレンジメントは、近傍での交叉を抑制するので、特定の遺

伝子型の組み合わせが固定されやすくなり、古くから種分化や適応の大きなドライビング
フォースと考えられている(Sturtevant 1917 PNAS)。一方、適応的でない突然変異は個体群
から消失する。幸いにもカイコでは、こうした変異が人の手によって選抜・保存されてい
る。しかも、目に見える突然変異形質がより選抜されやすいため、クラシカルな交配実験
により、変異の起こった染色体が区別できる系統まで樹立されている。BAC-FISH（バク
テリア人工染色体を用いた Fluorescence in situ hybridization）技術を用いると、染色体組み
換えに依存することなく、特定の配列の位置関係を視覚的に直接顕微鏡下で観察できる。
しかも、突然変異個体自身の染色体上の FISH シ
グナルをもとに原因遺伝子の責任領域を絞り込む
ことができる。故に、マップベースクローニング
が不可能な、染色体異常を伴う突然変異形質の原
因遺伝子を解明できると考えられる。つまり、正
常染色体では 1 カ所に 2 つのドットシグナルが認
められる BAC が相互転座部分を含んでいれば（ブ
リッジ BAC）、転座染色体では異なる 2 染色体に

シグナルが認められるはずである（図 1 左）。こ
の方法により、原因部分は、単一 BAC がカバ
ーする領域に絞り込める。逆位におけるブリッ
ジ BAC シグナルは、染色体逆位において同一
染色体に 2 カ所に検出されると想定される（図
1 右）。これにより、組み換え価非依存的に原因
遺伝子領域を絞り込めると想定された。 
 
２．研究の目的 

 
九州大学が保存するカイコ染色体相互転座系統の形質突然変異（r52 の二星紋: EDS）は、

第 6 染色体に座乗する。申請者等は、これまでの研究で、相互転座が確実であることと、
第 6 染色体の HOX遺伝子群領域を含むことを明らかにした。本研究では、ブリッジ BAC
を同定し（図 1 左）、原因となる領域のカイコ p50T ゲノム配列(Scaffold Build2)中のギャッ
プを埋めて、転座箇所を絞り込む。 
カイコ第 17 染色体に位置する黒蛾（Black moth: Bm）突然変異座はオオシモフリエダシ

ャクにおける工業暗化の原因遺伝子座として名づけられた carbonaria 変異の原因遺伝子と
相同であると推測される。この突然変異の責任領域を FISH により絞り込み（図 1 右）、原
因遺伝子を特定する。 
害虫種のヨーロッパアワノメイガについては、Z 系統由来 BAC を用いた FISH を行い、

染色体上の逆位の決定的証拠を示す。併せて、逆位の範囲を特定するとともに、どちらの
系統で逆位が生じたのかを明らかにする。これらの研究によりカイコで開発される技術が、
原因遺伝子の特定と染色体変異に起因する種分化や適応研究へと発展できる。トウモロコ
シの大害虫として知られるヨーロッパアワノメイガは、種内に 2 種類の性フェロモンを利
用する 2 系統が知られている。Z 系統と E 系統と呼ばれ、それぞれの雌は酢酸塩化合物の
シス異性体(Z11-14:OAc)とトランス異性体(E11-14:OAc)の比率が 97:3 と 1:99 の配合の性フ

図 1  染 色 体 異 常 の 原 因 部 分 を 絞 り 込 む
BAC-FISH のイメージ。（左）転座部位をブリッジ
する BAC シグナルは、正常染色体では一カ所、
2 つの転座染色体でそれぞれ 1 カ所ずつ認めら
れる。 
（右）逆位部分をブリッジする BAC シグナルは正
常染色体では一カ所、逆位染色体では、同一染
色体の 2 カ所に認められる。 



ェロモンを利用することで、同系統雄との交配を確実にしている(Lassance et al 2010 Nature)。
種分化するためは、遺伝子浮動が絶たれることと、雌のフェロモン変更と雄の受容遺伝子
突然変異が同時におこる必要がある。しかし、これらのメカニズムについては未解明であ
る。嗅覚受容体遺伝子群を含む部位が Z と E 系統で逆位を生じており、組み換えが阻止さ
れることで遺伝子浮動が絶たれる可能性を強く示唆する論文が発表された(Wadsworth & 
Dopman 2015 Heredity)。この推定が事実ならば、チョウ目昆虫では初の染色体逆位を伴う
種分化関連遺伝子変異となる。本研究では、推測にとどまる逆位を染色体上の FISH シグ
ナルにより直接証明し、近縁種のゲノム配列や FISH 比較を行う事で、逆位を起こした系
統の進化由来を明らかする。 
 
３．研究の方法 
 
カイコ黒蛾系統を使用した逆位に伴う Black moth 遺伝子を含むと考えられる逆位の範囲

を特定するために、BAC-FISH を行い、逆位範囲を特定する（図 1 参照）。また、この間の
BAC コンティグを作製し、ブリッジバックを特定する。また、オオシモフリエダシャク工
業暗化の原因と推定される cortex のカイコオルソログを特定し、翅原基伸長期と色素着色
期の mRNA 発言を調査する。 

r52 系統は、九州大学に系統保存されている。幼虫の形質マーカにより、正常染色体ホ
モと正常と異常染色体がヘテロの個体が識別できる。異常染色体ホモの個体は胚致死とな
るため、ヘテロ継代されている。先行研究から双方の突然変異は、HOX遺伝子クラスター
Abd-Aから Abd-B に原因領域があると予測される。この領域に作製済みの BAC コンティグ
情報（Yasukochi et al 2004）をもとに、BAC-FISH により可視化することで 2 つの相互転座
染色体をブリッジする BAC（図 1 参照）を特定できる。これまでに絞り込んだ領域の BAC
に対応するカイコゲノム配列には、いずれもギャップが存在するため、シークエンスによ
りギャップを塞ぐ。ホモ致死となる突然変異胚子は孵化する 2 日程度前まで発育するので、
ホモ個体の胚子の対象領域をゲノム PCR スクリーニングして、正常では増幅されない断片
を検出することにより転座配列を特定する。使用する系統はナショナルバイオリソースプ
ロジェクト（NBRP）（カイコ）を通じて購入し、飼育して用いる。 
ヨーロッパアワノメイガ E 系統の逆位は、現在までにマッピングしている Z 系統の BAC 

code が 32P24 と 44E03（Yasukochi et al 2011）の外側に存在すると考えられる。この部位の
外側を中心に逆位の両端をブリッジする BAC を FISH により特定する（図 1 参照）。 

 
４．研究成果 
 
カイコの黒蛾系統No937と黒蛾に類似する形質をもつ u48系統で行った細胞遺伝学的な

検討の結果、前者では No908 と u41 同様の部位に逆位が認められた。一方、u48 系統は逆
位が認められなかった（図 2）。このことから、従来の推定通り、u48 は黒蛾遺伝子とは異
なる遺伝子座がこの突然変異の原因であると確定した。 

u41 系統を中心とした逆位の配列の絞り込み、逆位をブリッジする BAC を特定した。逆
位は、第 17 染色体の末端までは及んでいなかった。末端側の逆位点は、5H6D でブリッジ
され 40Kb まで絞り込めた（図 3）。内部側は、9D4G でブリッジされ（図 3）、53Kb まで絞
り込み、さらに逆位点に 4Kb 程度と迫った可能性がある。 

図 2 カイコ Chr17 への BAC-FISH マッピング。黒蛾系
統 No908、u41 ならびに No937 のマッピング順序は、
正常系統 p50 と異なり、逆位が存在する。一方、u48
は、正常と同じマッピング順であった。 

図 3 u41 黒蛾系統の逆位点の検出。Chr17 の末端側
0.64Mb 付近を含む 5D6H ならびに約 2.7Mb 付近を含む
9D4G は u41 で 2 ヶ所にシグナルが認められ、逆移転を含
む（図 1 参照）。 



 オオシモフリエダシャクで工業暗化の原因と推定された cortex のカイコオルソログの
mRNA 発現を u41（黒蛾）、p50（正常）ならびに F1（黒蛾）で比較したところ、翅原基形
成期には、正常系統で発現量が増加した。この結果は、オオシモフリエダシャクにおける
発表データの逆のパターンである。黒色化が開始される眼点着色初期には、u41 個体での
mRNA 発現が高い傾向が認められたものの、F1 個体では正常よりも低くなった。明らかな
着色が認められる着色開始後 2.5 日以降、羽化前日の 4 日までは u41 と F1 の mRNA 発現が
p50 よりも高く推移したが、cortex が着色を誘導する要因であると結論することは困難であ
った。 
相互転座をもつカイコ系統 r52 において、ブリッジシグナルが認められる BAC クローン

を特定し、このクローンと contigを形成するBACの配列決定を行った。その結果、Kaikobase
では未知となっていた第 6 染色体の配列が特定でき、この部位を含めて、原因となってい
る配列候補が絞り込まれた。相
互転座に関して、FISH 解析から
特定できた第 6 染色体相互転座
部位をブリッジする BAC クロ
ーン配列情報をもとに r52 系統
の相互転座染色体ホモ個体（胚
致死）と正常染色体を少なくと
も1組もつ個体との比較PCRス
クリーニングを行い原因配列部
位の絞り込みを行った。ターゲ
ット領域に 214bp の欠失が発見
されたほか、逆位と重複の可能性が強く示唆された（図 4）。相互転座部位は、欠失領域付
近であると考えられるものの、これら領域に構造遺伝子は存在しなかった。そこで、長鎖
配列の決定が可能な PacBio などの次世代シークエンサーによる長鎖の配列決定を行った。
配列は良好に得られており、今後 in silico 解析を行うことで、これまでのデータと併せて
結論を得たい。 
 ヨーロッパアワノメイガに関して Z 染色体上の
カイコ遺伝子オルソログを持つ BAC をプローブ
として FISH マッピングを行い、カイコゲノム情
報との対応関係を明確にした。また、ヨーロッパ
で利用するフェロモンの相違がはっきりとしてい
る 2 つの系統（Z 系統と E 系統）についてこれら
を比較したところ、逆位が認められなかった（図
5）。これらのことから、本種の雌フェロモン比率
の変化に応じた雄の受容変化は、染色体レベルで
の変異ではないと結論した。 
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