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研究成果の概要（和文）：本研究は、ebony遺伝子というメラニン生合成系酵素をコードする遺

伝子の５´領域の変異がその遺伝子の発現量を変化させることによってショウジョウバエの交

配相手選好性に直接関与しているかどうかを明らかにするという内容である。ebony遺伝子は、

神経系でも発現しており、自然集団内のebony遺伝子５´領域の変異は、表皮細胞での発現量及

び脳での発現量を変化させていることが明らかとなった。脳での発現量の変異は交尾行動に影響

することも明らかとなり、ebony 遺伝子５´領域の変異が行動の違いと結びついていることを示

唆する成果が得られた。 
 
研究成果の概要（英文）：The goal of this project is to study the association between mate 
preference and polymorphism in the 5´ cis-regulatory region of the ebony gene in 
Drosophila.  The gene codes for an enzyme in the melanin synthesis pathway and is also 
known to function in the nervous system.  Natural variation in the 5´ cis-regulatory 
region was shown to be responsible for the expression level variation in epidermis as 
well as that in brain.  The expression level variation in brain was shown to influence 
the mating behavior.  Therefore, the results indicated that the variation in 5´ 
cis-regulatory region affects mate preference in this species. 
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１． 研究開始当初の背景 
 

多くの生物のゲノムが解読されている

が、それは、種という単位をもとにその生

物の特徴を規定するゲノム塩基配列の情

報を蓄積しようとしているプロセスであ

る。その単位となる種がどのような遺伝的

変化によって他の種と異なる特徴を有す

るにいたったかという種分化の問題は、モ

デル生物の近縁種ゲノムの解読が進む中、



進化遺伝学的観点から見て優先されるべ

き課題である。 

本研究では、キイロショウジョウバエ特

有の GAL4-UAS システムを用いて下記の実

験を進める計画である。まず、複数の組織

特異的に GAL4 の発現を誘導するドライバ

を用いた、RNAi knockdown 実験で ebony 遺
伝子の交配様式への影響を直接的に調べ

る実験を行う。 

 近年、キイロショウジョウバエの近縁種間
で生殖的隔離を起こす遺伝子が複数明らか
となってきた（Ting et al. 1998; Barbash et 
al. 2003; Presgraves et al. 2003; Masly et 
al. 2006）。しかし種間の比較では、種分化
の初期に起こった変化と種が確立したその
後に起こった変化とを分離することができ
ないという難点がある。 

 
（3）ebony 遺伝子の上流解析 

どのコントロール領域の変異が交尾行

動に影響を与えるのかを明らかにするた

め、ebony 遺伝子５´発現制御領域を明ら

かにするためのコンストラクトを作成し、

トランスジェニックによる上流解析を進

める。 

そこで、本申請者は現在種内に存在する交
配相手選好性の違いに関与するという示唆
が得られている ebony 遺伝子に着目し、この
遺伝子と行動の関係を詳細に分析すること
によって種分化初期の段階で起こりうる集
団間の生殖的隔離機構の解明につながると
考え、本申請課題中のシステムを用いて解析
を推し進めるという着想に至った。 

 
４．研究成果 

  
２．研究の目的 （1）ebony 発現組織の同定 
本研究に先立ち、申請者は ebony 遺伝子の

発現量の違いがキイロショウジョウバエに
おける胸部三叉色素沈着パターンの種内多
型の原因となっていることを明らかにした
（Takahashi et al. 2007）。また、このよう
な集団内多型が観察される西表の集団につ
いてこの遺伝子領域の塩基配列を比較した
結果、遺伝子上流領域の一部と表現型変異の
間に強い相関が見られること、またこの集団
における塩基配列多型のパターンより、この
多型が非ランダムな同類交配に関与してい
ることを示唆するデータを得ている。 

 ebony 遺伝子の発現組織について、特に下
記二つの組織での発現を確認し、それらにお
ける発現量の集団内変異について調べた。 
 
① 表皮組織 
色素の沈着が見られる胸部や腹部の表皮

細胞で ebonyが発現していることは知られて
いる。これらの組織での発現量の集団内変異
は、体色の濃淡と関連していることが明らか
と な っ て お り (Takahashi et al. 2007; 
Rebeiz et al. 2009)、日本国内で採集した
西表及び勝沼集団についても発現量変異と
体色の間で相関関係が観察されることも明
らかとなった。下記、西表集団からのサンプ
ル個体について行った定量 PCRの結果を示す
（図 1）。 

よって本研究課題においては、この結果を
受けて、ebony 遺伝子の５´領域の変異が交
配相手選好性に直接関与しているかどうか、
またそれはどのような組織の発現を通して
起こっているのかを実験的に明らかにする
ことを目的として研究を推進した。 

 

 
３．研究の方法 
ebony 遺伝子の５´領域の変異が交配様

式に直接関与しているかどうか、またそれ

はどのような組織の発現を通して起こっ

ているのかを明らかにするため下記の実

験的方法を用いた。 
 
（1）ebony 発現組織の同定 

どの組織での ebony の発現が非ランダ

ム交配に関わっているのか絞り込むため、

抗体染色などの情報のもとに遺伝子の発

現組織及び発現パターンを明らかにする。

また、定量 PCR やパイロシークエンス法な

どを利用して、自然集団内で発現量の変異

があるかどうかについても調べる。 

 

（2）RNAi knockdown 実験 



 
② 脳 
 Wisconsin 大学の S. Carroll 教授から分譲
してもらった Ebonyの抗体を用いて研究代表
者の所属研究機関に所属する来栖光彦助教
及び鈴木えみ子准教授の協力を得て、脳の抗
体染色を行った。その結果、グリア細胞と考
えられる組織での発現が確認された（図 2）。
これは、Suh and Jackson (2007)の報告とも
一致する。 

また、勝沼集団からの複数系統からのサン
プルを解析したところ、胸部での発現量と同
様、集団内で脳での発現量の変異も見られる
ことが確認できた。 
 更に、パイロシークエンス法により、ヘテ
ロの状態で対立遺伝子特異的な定量を行う
ことができる。この方法を利用して、トラン
スの環境が同じであると仮定できるＦ1 の状
態で、対立遺伝子の定量化を行った。この結
果、勝沼自然集団でサンプルした対立遺伝子
間で、発現量に変異があることが明らかとな
った。これは、シス発現制御領域の違いによ
る発現量の変異のみを抽出する方法である
ことから、５´発現制御領域の集団内変異が、
脳での ebony の発現量の変異を生み出して
いることが明らかとなった。 
 

（2）RNAi knockdown 実験 

 下記二つの組織で特異的に ebony をノ

ックダウンするため、組織特異的な Gal4

ドライバを選定した。そのようなドライバ

系統を同所属研究機関の上田龍教授から

分 譲 し て も ら っ た RNAi 系 統

（UAS-ebony-IR）とかけあわせ、そこで生

じる Gal4-UAS システムによるノックダウ

ン個体について、交尾相手の選好性の違い

や非ランダム交配が見られるかを野生型

との比較により調べた。  
 
① 表皮組織 
 表皮細胞での発現を制御するドライバと
しては、下記（3）で詳細に示すとおり、本
研究により明らかとなった e_ECR0.9 という
ebony 上流に存在する 900bp のエンハンサ
ー領域を Gal4 につないだものを用いた。 
 これらと野生型の交配パターンを雌雄３
個体ずつ入れた交配バイアルから最初に交

配したペアを取り出すという実験を n=50 行
ったところ、雌雄の交配相手選好性に非ラン
ダムなパターンは認められなかった。 
 
② 脳 
 上記（1）②により、脳内グリアでの発現
が見られたため、グリア細胞特異的なドライ
バである repo-Gal4 系統を用いて実験を行
った。 
 ebony のグリア細胞での発現には日周期
があることが知られている（Suh and Jackson 
2007）ため、朝（ZT0）及び夜(ZT14)２回の
時間帯で、交配実験を行った。その結果、ま
だ完全なデータではないが、朝の時間帯に比
べ、夜の時間帯の方が、ノックダウン雄の交
尾成功率が高い傾向が見られた。よって、グ
リア細胞での発現量の変異は、時間帯別の交
配パターンに違いをもたらし、交尾のタイミ
ングなどの違いから非ランダムな交配パタ
ーンを生むという可能性が示唆された。 
 
（3）ebony 遺伝子の上流解析 
 これまでの ebony 遺伝子５´発現制御領
域の DNA 塩基配列の解析により、900bp の有
力なエンハンサー候補領域 e_ECR0.9 が同定
されていたため、これについて下図のような
コンストラクトを作成し、遺伝子組み換え体
を作成した（図 3）。 
 

 このような e_ECR0.9-GAL4 系統を UAS-GFP
系統にかけ合わせることで、遺伝子発現パタ
ーンのレポータアッセイを行った。その結果、
胸部表皮組織の中で色素が沈着する三叉パ
ターンでの強い発現が見られた（図 4Ａ）。ま
た、腹部の表皮組織でも発現が確認された
（図 4Ｂ）。この腹部での発現については、
Rebeiz et al. (2009)が、全く同じ領域内の
コアエンサー約 500bp について、表皮細胞で
のエンハンサー活性があることを研究代表
者らより先に報告してしまったが、本研究に
よる実験が他のラボでも再現性があったこ
とが示された。 



また、この領域が、脳での発現をも誘発す
るのではないかと当初期待していたが、同所
属研究機関の来栖光彦助教及び鈴木えみ子
准

め
虫の表皮組織特異的ドライバとして、上記

 

ターンを生
み

ミングなどの違
い

に交配パターンに影響を与える
こ

程度交配パターンに影響が

ていると考えられるかなど考察していく

表論文等 
研究代表者、研究分担者及び連携研究者に

出
必要がある。 
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教授の協力によって脳では全くシグナル
が見えないことが明らかとなった。 

このドライバは、幼虫期のトラキアの一部
で発言が誘導される他、成虫での他の組織で
は強い発現の誘導が確認されなかったた 、
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