
京都大学・理学研究科・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４３０１

挑戦的研究（開拓）

2022～2019

周期ゼミの羽化年決定機構と周期分化のゲノム基盤

The mechanism of life-cycle control and the genomic basis of life-cycle 
divergence in periodical cicadas

００１９２６２５研究者番号：

曽田　貞滋（Sota, Teiji）

研究期間：

１９Ｈ０５５５０・２０Ｋ２０４６１

年 月 日現在  ５   ６ ２６

円    19,800,000

研究成果の概要（和文）：Magicicada属の周期ゼミは13年・17年の幼虫期を持ち、個体間で同調して周期的に発
生する。その生活史制御に関する4年時計に基づく仮説を検証するために、コホート年数11年から16年の17年ゼ
ミ幼虫の齢構成、体重、変態の指標となる眼色、年齢・眼色による遺伝子発現の変化を調査した。また、幼虫期
の長さ（=周期）の遺伝的基盤と各種群における周期分化歴史的過程を解明するために、17年ゼミM. cassiniの
ゲノムを参照ゲノムとして周期ゼミ3種群7種のゲノムをリシーケンスしてSNPを抽出し、幼虫期の長さの違いに
関係する遺伝子の推定、系統解析、デモグラフィー推定を行なった。

研究成果の概要（英文）：Periodical cicadas (Magicicada) have synchronized 13- or 17-year life 
cycles. To explore the mechanism of life-cycle control based on the 4-year clock hypothesis, we 
investigated nymphal populations of 17-year cicadas from 11th to 16th year of cohort age for instar 
composition, body weight, eye color (an indicator of mergence timing), gene expression changes with 
age and eye color differences. We also studied the genetic basis of the difference in the nymphal 
period and historical process of divergence into 13- and 17-year life cycles using single-nucleotide
 polymorphisms (SNPs) obtained genome re-sequencing data.

研究分野： 進化生態学

キーワード： 生活史進化　周期生物　周期ゼミ　生活史制御　全ゲノム解析　臨界体重　生物時計　遺伝子発現
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研究成果の学術的意義や社会的意義
周期ゼミやタケに見られる2年を超える年数での周期的生活史がどのように制御されているかは生物学上の大き
な疑問である。本研究は4年を測る体内時計を仮定して13年・17年の生活史が制御される仮説を検証したもの
で、いくつかの状況証拠を得ており、難問解明への手がかりをもたらした点で意義がある。また、予定された年
に起こる周期ゼミの大発生は米国のみならず世界のマスメディアに取り上げられてひろく一般の関心を集めてお
り、その仕組みを解明して一般社会に紹介することは意義がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
 生活史の多様性は，生物多様性を
支える最も主要な要素である．しかし
可塑性に富む生活史進化の遺伝的基
盤を解明することは困難であり，ゲノ
ム解析を基軸とした現代の進化生物
学・進化生態学にとって挑戦的な課題
である． 
 北米の周期ゼミ（Magicicada 属）は
３種群７種を含み，昆虫で最長の幼虫
期を持つ．１カ所では１つの年級群
（ブルード）だけが存在して，南部で
は 13 年，北部では 17 年ごとに成虫
が発生する（図１）．13 年ゼミと 17 年ゼミの分布域は百年以上にわたり安定している．同時発
生するブルードには通常３種群からの３種が含まれている．周期ゼミの進化史においては，その
共通祖先で２つの発生周期に分化する共通の遺伝的基盤が進化したと推測される．しかし２つ
の周期（幼虫期の長さ）の制御機構は全く分かっていない． 

これまでの研究から，13 年ゼミの幼虫発育成長速
度が 17 年ゼミより平均的には速いと推定されている
[文献 1,2]．しかし，個体間のバラツキは非常に大き
く[文献 1,3]，13 年ゼミ・17 年ゼミとも，予定年よ
り４年早く，または遅く羽化するはぐれ者が存在す
る[文献 4]．これは平均より早く（遅く）臨界体重[文
献 5]に達した個体が，予定された羽化年より早く（遅
く）羽化したものと考えられる．13 年と 17 年の差は
4 年で，13 と 17 のいずれも 4 の倍数に１を加えた数
である[文献 6]．これらのことを合わせて考えると，
幼虫は４年単位で時間をカウントし，４年ごとに変
態するかどうかを決めている可能性が高い．  

生物が１年を越える年数をカウントすることは１
回繁殖のタケや，数年周期で開花する多年生植物で
も示唆されており，タケでは 15 年単位でカウントと
しているという仮説がある[文献 5]．セミ類では，4
年，8 年ごとに発生する別の周期ゼミの存在が北イン
ドとフィジーから知られており，４年単位の時間カ
ウントが仮説は荒唐無稽とも限らない．昆虫の変態
タイミングが幼虫の体重によって制御されており，
また変態ホルモンの応答は特定の関門時間帯でのみ
起こることが完全変態のタバコスズメガで示されて
いる[文献 5]．これに相当する仕組みが周期ゼミにも
存在し，発育成長速度が遺伝的に決まっているとす
れば，特定の年数に変態タイミングを合わせること
は可能である． 

以上の考察から，本研究では次のような周期ゼミ
の生活史制御仮説を提唱した（文献 9 参照）．（１）幼
虫は４年周期の時計を持ち，生息地点の気候条件に
特異的な臨界体重を持つ．体サイズが臨界値を超え
た個体は４年ごとの羽化関門のいずれかで変態準備
を整え翌年に羽化する．４年ごとの羽化関門の存在
により，幼虫間での発育のバラツキにも関わらず羽
化の同調が可能になる．（２）13 年周期と 17 年周期
の違いは，発育成長速度の遺伝的な差異による（図
2）．幼虫発育には個体間変異が生じるが，４年ごとの
羽化関門により，12 年目秋または 16 年目秋までにプ
ールされた臨界体重を超えた個体が，翌年（13 年目，17 年目）一斉に羽化する（図 2，3）．同
じコホートの幼虫間の発育状態のバラツキが大きい場合，早く臨界体重に到達した 17 年ゼミの
幼虫が，１つ前の羽化関門を通過して 13 年目に羽化する現象が生じうる（図 3）．これにより４
年早く羽化するはぐれ者の存在が説明できる． 
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２．研究の目的 

 
本研究の目的は上記の生活史制御仮説を検証することである．周期ゼミの幼虫期は長く，飼

育・交配実験は困難なため，野生の幼虫個体群の調査とゲノム比較による仮説検証を試みる．上
記の生活史制御仮説に基づいて，成虫変態への臨界体重が周期ゼミの終齢（5 齢）幼虫に存在し，
4 年ゲート年に相当する年（12 年め，16 年め，等）にそれを超えた個体が越冬前に赤眼に変わ
っているかを確認する．また赤眼の個体は変態へ向けた遺伝子発現を示すことを白眼幼虫との
トランスクリプトーム比較で確認する．さらに，同一種群の 13 年ゼミと 17 年ゼミのゲノム比
較により，生活史制御仮説で想定される，成長発育速度の違いに関連した遺伝子（ゲノム領域）
における変異を検出する． 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）臨界体重・４年毎羽化関門仮説の検証 

終齢（５齢）幼虫は羽化７～11 ヶ月前に白眼から赤眼になることが知られており，眼色が変
態準備完了の指標になる．終齢幼虫に変態の臨界体重が存在し，４年単位の年数カウントに基づ
いて４の倍数年に成虫への変態準備が行われるとすると，赤眼で体重が一定値（臨界体重と解釈
される）を越えた個体が４の倍数年に現れ，その間の年には体重が一定値を越えていても白眼の
ままであると予想される．また，赤眼個体は変態ホルモン関連遺伝子等の発現が見られるが，白
眼個体は体重に関わらず変態ホルモン関連遺伝子等の発現は見られないと予想される． 

 2019 年から４年間に，米国東部地域において 17 年ゼミのブルード IX, X, XIII, XIV および
13 年ゼミのブルード XXII を調査した．17 年ゼミについては，幼虫年齢（実際にはコホートの
年齢）11～16 年（羽化予定年の６年前～１年前）の 17 年ゼミ幼虫を秋（10～11 月）に掘り出
し，体サイズ（体重，各部の長さ）を測定，眼の色を記録，RNAlater により組織を固定し，RNA， 
DNA を抽出した．種特異的な COI 配列をプローブとした定量 PCR により種を同定した上で，
代表サンプル（各コホートの異なる年齢・眼色の個体 2 雄 2 雌ずつ）につき，RNAseq を行っ
た．得られたデータにおいて幼虫の年齢と体重・眼の色・遺伝子発現の関係を調べた．  
 
（２）発育成長速度差をもたらすゲノム配列変異・遺伝子領域の探索 

発生周期以外には形態・行動差がほとんどない種群内（Decim，Cassini，Decula 種群）の 17
年ゼミと 13 年ゼミ２種の間でゲノムワイド関連解析を行い，周期間で分化している領域・遺伝
子・配列変異を検出する．本研究では Cassini 種群の 17 年ゼミ M. cassini の全ゲノム配列を参
照ゲノム配列とした．ゲノムシーケンス，アセンブル，遺伝子予測によるアノテーションは，先
進ゲノム支援により行われた．3 種群 7 種 60 個体について，ゲノムの約 15 倍のカバレッジのリ
シーケンスを行い，上記の M. cassini ゲノムを参照配列として，SNP データを取得し各種群内の
周期，ブルードのゲノムの分化，デモグラフィーについて分析した．さらに，種群内の 13 年ゼ
ミ・17 年ゼミの分化についてゲノムワイド関連解析 GWAS を行ない，周期分化の責任ゲノム領
域を探索した．  
 
 
４．研究成果 
 
（１）幼虫の発育成長と遺伝子発現 

2019 年から 2022 年 10〜11 月に，米国バージニア州，ウエストバージニア州，オハイオ州，
イリノイ州において，Brood IX, X, XIII, XIV, XXII の幼虫の発掘調査を行なった．17 年ゼミのブ
ルードについては，得られた幼虫は主に M. cassini で， M. septendecim は少数であった．また M. 



septendecula は 2 ヶ所でわずかな個体が得られただけだった．羽化予定年（17 年め）の前の 11 年
めから 16 年めの幼虫集団では，M. cassini，M. septendecula とも終齢（5 齢）が殆どを占めてい
た．羽化予定年前年（16 年め）には，殆どすべての終齢が赤眼となっていたが，羽化予定年の 4
年前（13 年め）の前年（12 年め）にも，M. cassini では 10〜16%の個体が赤眼となっており，ま
た，M. septendecim でも 5〜6%の個体が赤眼となっていた．11，13，14，15 年めでは，赤眼個体
はごく稀であった．幼虫体重には性差があり，雌は雄より平均体重が重い．性別にみると，12 年
めに比較的多くの赤眼が出現した M. cassini では（Bemis Woods の Brood XIII，Batavia の Brood 
XIV），出現した赤眼の個体は同じコホートの全 5 齢幼虫の中で上位の体重を持っており，白眼
より平均体重が重かった．  

5 齢幼虫の頭部組織から抽出した RNA をシーケンスして遺伝子発現を調べたところ，白眼と
赤眼の幼虫の間で，M. cassini では 3154 個，M. septendecim では 1657 個の発現変動遺伝子が見出
された．発現変動パタンによって遺伝子をクラスタリングした結果，M. cassini では 6 個，M. 
septendecim では 5 個のクラスターに分けられた．両種で発現が赤眼でアップしている遺伝子は
814 個（アノテーションされている遺伝子 696 個），ダウンしている遺伝子は 157 個（アノテー
ションされている遺伝子 132 個）みられた．発現量が赤眼でアップしている遺伝子は，Signaling 
receptor/response to stimulus, cuticle development/pigmentation に関わる遺伝子などがエンリッチさ
れていた．Signaling receptor/response to stimulus に関わる発現変動遺伝子としては，例えば，arrestin 
1，rhodopsin 3 があげられる．一方，発現がダウンしていた遺伝子は，muscle development の遺
伝子などがエンリッチされていた．赤眼個体が変態に向かう生理状態にあるかを見るために，
broad，E93 の発現量をみると，M. cassini では両遺伝子とも赤眼で高発現していた．broad は幼虫
形質の維持，E93 は変態を促進するといわれている．M. septendecim では発現傾向は同じだが，
有意差はなかった．これらの結果は，越冬前の赤眼幼虫は，変態に備えた外界刺激への応答など
の準備をしているものの，変態過程には入っていないものと考えられた． 
これらの結果は，4 の倍数年に臨界体重を超えたかによって，変態への移行をチェックするゲ

ートがあり，超えていた個体は白眼から赤眼に変わって変態準備状態となるという，4 年時計・
4 年ゲート仮説と整合性があると考えられた． 
 

（２）全ゲノム解析 

アセンブルされた 17 年ゼミ M. cassini のメスのゲノムサイズは 6006 Mb で，BUSCO スコアは
complete, 95.1%（single 92.8%；2.3% duplicated），fragmented, 3.7%，missing, 1.2%であった．ゲノ
ムアノテーションの結果，20910 個のタンパクコード遺伝子が予測された． 

3 種群 7 種 60 個体について，ゲノムの約 15 倍のカバレッジのリシーケンスを行い，上記の M. 
cassini ゲノムを参照配列として，SNP データを取得した．PCA 解析の結果，3 つの種群間では大
きな遺伝的分化があるが，種群内の 13 年ゼミ 17 年ゼミの分化は相対的に非常に小さいことが
確認された．60 個体全部について欠落のない SNP のみを集めたデータを用いて最尤法による系
統解析を行なった結果，種群内の 13 年ゼミ 17 年ゼミの分岐回数は限られていることが判明し
た．Cassini 種群では 1 回，Decim 種群では 2 回（M. tredecim と Neosep グループ[M. septendecim+M. 
neotredecim]の分岐および M. septendecim と M. neotredecim の分岐），Decula 種群では 2 回（M. 
septendecula の一部と M. tredecula の分岐および M. tredecula から M. septendecula の一部への分
岐）．SMC++によるデモグラフィー推定の結果，各種群での周期分化は約 9 万年前から 2 万年前
までの最終氷期を含む期間に起こっており，有効集団サイズの減少の後に周期分化が起こって
その後集団サイズが上昇するパターンが見られた．幼虫期の長さ（13 年，17 年）に関するゲノ
ムワイド連関解析 GWAS を行い，有意な SNP を検出した．ここではその詳細については省略す
る． 
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