
	 

様式Ｃ‐１９	 

	 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）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、擬態斑紋形成過程を総合的に理解するため、パターニン

グ遺伝子・エフェクター遺伝子・色素の着色の各ステップについて、擬態斑紋を示す分類レベ

ルの異なる各種昆虫を用いて解析した。その結果、ミュラー型擬態を示すテントウムシ科内に

おいて、色素およびパターニング遺伝子のレベルにおいて保存性が高くないことが判明した。

一方、ベーツ型擬態を示すテントウノミハムシでは、全てのレベルにおいてテントウムシとは

異なっていた。 
 
研究成果の概要（英文）：Vivid	 wing	 color	 patterns	 of	 ladybirds	 function	 as	 warning	 against	 
predators	 to	 appeal	 distaste.	 Thus,	 ladybird	 beetles	 are	 mimicked	 by	 various	 insect	 
species.	 To	 understand	 the	 mimetic	 color	 pattern	 formation,	 we	 analyzed	 pigments,	 
effector	 genes	 and	 patterning	 genes	 for	 wing	 color	 pattern	 formation	 in	 several	 ladybird	 
species	 and	 Argopistes	 coccinelliformis �.	 Our	 results	 suggest	 that	 although	 wing	 color	 
patterns	 for	 mimicry	 are	 very	 similar,	 these	 steps	 are	 diverged	 among	 insect	 we	 examined.	 
�	 
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１．研究開始当初の背景	 
	 
（１）擬態現象は多くの生物種において観察
されるが、系統的に遠い関係にあるにも関わ
らず、類似した擬態斑紋が形成されるメカニ
ズムは依然として謎のままである。この分子
メカニズムを解明するため、擬態を示すチョ
ウを実験材料に用いて研究が行われてきた。	 
	 

（ ２ ） 最 近 、 ミ ュ ラ ー 型 擬 態 を 示 す
Heliconius 属のチョウの擬態斑紋に関与す
る遺伝子を同定するため、DNA 連鎖地図、EST
データベース、BAC コンティグの作製が外国
の研究グループにより進められている。交配
実験から、多様な斑紋パターンは少数の遺伝
子座によって制御されること、さらにその遺
伝子座はいくつかの種では同様のゲノム領
域に存在することが明らかにされた（Joron	 
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et	 al.,	 2006）。また、ベーツ型擬態が観察
されるオスジロアゲハでは、擬態斑紋は雌に
特異的であり、擬態を示す翅全体のパターン
は 1 つの遺伝子座により決定され、少なくと
も 11 種類の対立遺伝子による斑紋多型が存
在することが明らかにされている（Nijhout,	 
2003）。しかしながら、その遺伝子の実体は
不明である。	 
	 
（３）斑紋形成に関してこれまでに明らかに
された遺伝子群は、眼状紋など翅の部分的な
パターンの形成に関与するもののみであり
（Monteiro,	 2006）、上記のように擬態斑紋
を形成する翅全体のグローバルなパターン
を決定する遺伝子に関しては全く不明であ
る。	 
	 	 
（４）本申請代表者は、パターニング遺伝子
として、ナミテントウを用いて翅全体のパタ
ーンを指定する転写因子をコードする斑紋
プレパターン遺伝子の同定に世界で初めて
成功した。また、エフェクター遺伝子として、
他のテントウムシとは異なる種特異的な
RNAi 効果がもたらされた斑紋形成の鍵とな
るメラニン合成酵素遺伝子をニジュウヤホ
シテントウおよびヘリグロテントウノミハ
ムシにおいて、それぞれ同定した。	 
	 
（５）本研究では、分子レベルでの解析に必
要不可欠な形質転換体（Kuwayama	 et	 al.,	 
2006）や larval	 RNAi 法（幼虫体への二本鎖
RNA の注射による RNAi 法）を用いた遺伝子機
能解析系を既に確立している（Niimi	 et	 al.,	 
2005）。申請者がこれまでに確立したトラン
スジェニック・ナミテントウを用いた遺伝子
機能解析系は、非モデル昆虫の分野において
世界をリードしている（Hara	 et	 al.,	 2008,	 
2009）。チョウでは困難な遺伝子機能解析ツ
ールが整っているのは、本研究の有利な点で
ある。	 
	 
２．研究の目的	 
	 本研究は、申請代表者が世界に先駆けてナ
ミテントウにおいて同定した翅全体の斑紋
パターンを指定する転写因子をコードする
遺伝子（斑紋プレパターン遺伝子）、斑紋プ
レパターンに従って発現するメラニン形成
過程に関与する酵素遺伝子群、および色素の
着色に着目し、テントウムシに関連した擬態
斑紋が形成されるメカニズムを解明するこ
とを目的とする。テントウムシに関連した擬
態斑紋をもつ異なる分類レベルの各種昆虫
を用い、斑紋形成過程の比較解析を徹底的に
行うことにより、擬態斑紋がもたらされた分
子基盤の共通性・多様性を解明する。さらに、
テントウムシ科の分子系統の解析を行い擬
態斑紋の進化プロセスを考察することを目

指す。	 
	 
３．研究の方法	 
（１）供試昆虫	 
・ウンモンテントウ	 	 
	 (Anatis	 halonis)	 	 
・カメノコテントウ	 	 
	 (Aiolocaria	 hexaspilota)	 	 
・キイロテントウ	 	 
	 (Illeis	 koebelei)	 
・ダンダラテントウ	 	 
	 (Menochilus	 sexmaculatus)	 
・ナナホシテントウ	 	 
	 (Coccinella	 septempunctata)	 
・ナミテントウ	 	 
	 (Harmonia	 axyridis)	 
・フタモンテントウ	 
	 （Adalia	 bipunctata）	 
・ニジュウヤホシテントウ	 	 
	 (Henosepilachna	 vigintioctopunctata)	 
・ヒメカメノコテントウ	 	 
	 (Propylea	 japonica)	 
・ムーアシロホシテントウ	 	 
	 (Calvia	 muiri)	 	 
・ヘリグロテントウノミハムシ	 
	 （Argopistes	 coccinelliformis）	 
	 
（２）遺伝子クローニング	 
	 各種テントウムシおよびヘリグロテント
ウノミハムシの前翅原基から全 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、全長 cDNA	 を決定する際には RACE
法を用いてクローニングを行った。	 
	 
（３）larval	 RNAi 法	 
	 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インジェクション	 
	 インジェクター	 (FemtoJet;	 Eppendolf)	 
を用いて、二本鎖 RNA を各種昆虫の終齢幼虫
にインジェクションした。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	 
	 本研究では、擬態斑紋形成過程を総合的に
理解するため、パターニング遺伝子・エフェ
クター遺伝子・色素の着色の各ステップにお
いて、擬態斑紋を示す分類レベルの異なる各
種昆虫を用いて解析した（図）。	 
	 
（１）斑紋色素の解析	 
①	 各種テントウムシの斑紋色素	 



	 テントウムシの鞘翅は、斑紋のパターンの
みならず斑紋を構成する色彩においても多
様性に富んでいる。多くのテントウムシは、
ナミテントウのように警告色として機能す
る赤色と黒色からなる目立つ斑紋を持つ。こ
のようなテントウムシの色彩は、いかに進化
してきたのであろうか?そこで、テントウム
シ鞘翅斑紋の色素分析を行った。これまでに、
ナミテントウの鞘翅の黒色色素はメラニン、
赤色色素はカロテノイドであることが判明
している。そこで、各種テントウムシについ
ても色素の分析を行った。まず黒色色素の分
析では、テントウムシの蛹期の翅原基におい
て メ ラ ニ ン 合 成 過 程 で 作 用 す る
Phenoloxidase(PO)の活性染色を行った。そ
の結果、実験したすべての種で鞘翅斑紋の黒
色領域に一致した PO活性が見られた。次に、
鞘翅斑紋の黒色色素以外の色素分析を行っ
た。鞘翅のヘキサン抽出、アンモニア抽出、
塩酸/メタノール抽出および TLC 分析の結果、
カロテノイド系色素、プテリジン系色素およ
びオモクローム系色素を持つ種が存在する
ことが示唆された。さらに、28SrDNA に基づ
きテントウムシの系統樹を作成し、テントウ
ムシの系統発生における斑紋色素の獲得に
ついて考察した。	 
	 
②	 カメノコテントウの赤色色素	 
	 斑紋色素の同定を行う過程において、カメ
ノコテントウの赤色色素に関する予想外の
成果として、休眠覚醒と関連した長期低温処
理により着色に変化が生じることを発見し
た。この赤色色素の変化は、長期低温処理中
であるため、ほとんど摂食が認められない状
態で生じた変化であり、食餌に含まれる色素
あるいはその前駆体に由来する可能性は低
く、テントウムシ体内で生じた何らかの変化
によってもたらされた可能性が推察された。
また、色素分析の結果、この赤色色素の変化
にはプテリジン系色素が関わることが示唆
された。成虫休眠するテントウムシにおいて
鞘翅斑紋色素の変化に関する報告はこれま
でになく、今回発見した現象は大変興味深い

ものである。	 
	 
（２）エフェクター遺伝子の解析	 
①	 ヘリグロテントウノミハムシのメラニン
合成酵素遺伝子群	 
	 ヘリグロテントウノミハムシを用いた解
析により、メラニン生合成に関与する酵素遺
伝子において、赤色斑紋の形成に必須の役割
を果たす遺伝子を同定した。	 
	 
②	 ムーアシロホシテントウの white遺伝子	 
	 ナミテントウと同じテントウムシ族に属
するムーアシロホシテントウ（Calvia	 muiri）
は、赤色と黒色の斑紋に類似したパターンで	 
あるにも関わらず茶色と白色の異なる色彩
からなる斑紋を持つ。茶色と白色の斑紋は、
赤色と黒色の斑紋からいかに進化してきた
のであろうか？この進化のメカニズムを調
べるために、白色色素の着色メカニズムを理
解するため、プテリジンや尿酸などの表皮細
胞への取り込みに関与する ABC トランスポー
ターをコードする white（w）に着目した。ABC
トランスポーターは、微生物からヒトに至る
まで幅広い種で保存されている膜貫通型の
タンパク質である。昆虫において、w がコー
ドする ABC トランスポーターは、他の ABC ト
ランスポーターと二量体を形成して、色素前
駆体の膜輸送に関与することが知られてい
る。まず、ナミテントウを用いた次世代シー
ケンス解析に基づくデータベースから得た
配列情報を利用して w（Ha-w）	 cDNA をクロ
ーニングした。続いて、Ha-w	 の larval	 RNAi
法を行ったところ、複眼の着色が阻害された。
従って、今回クローニングした遺伝子はナミ
テントウの wであると判断した。次に、Ha-w
の配列情報を利用してムーアシロホシテン
トウから w（Cm-w）cDNA をクローニングし、
larval	 RNAi 法により Cm-wの遺伝子機能解析
を行ったところ、複眼の着色への影響は観察
されたが、鞘翅の白色斑紋には影響が認めら
れなかった。そこで、ムーアシロホシテント
ウから wに系統的に近い新規 ABC トランスポ
ーターを３つクローニングした。現在、
larval	 RNAi 法を用い、これら遺伝子の機能
解析を進めている。	 
	 
③	 フタモンテントウのメラニン合成酵素遺
伝子群	 
	 ナミテントウから得られた知見を参考に、
斑紋形成に関与する複数の遺伝子をクロー
ニングした。次に、これら遺伝子について
larval	 RNAi 法を用いて機能解析を行ったと
ころ、ナミテントウとは異なる興味深い結果
が得られた。	 
	 
（３）パターニング遺伝子の解析	 
①	 ナミテントウの斑紋プレパターン遺伝子	 	 	 	 

図．斑紋形成過程 



	 トランスジェニック・ナミテントウを用い
た斑紋形成遺伝子群のレポーターアッセイ
を行うため、ナミテントウの紅型および斑型
から斑紋プレパターン遺伝子のプロモータ
ー上流域をクローニングした。現在、トラン
スジェニック・ナミテントウを用いた解析を
進めている。	 
	 
②	 ヒメカメノコテントウにおける斑紋プレ
パターン遺伝子	 
	 ヒメカメノコテントウにおいて、斑紋特異
的な発現パターンを示す遺伝子の探索を行
った。その候補として、キイロショウジョウ
バエで明らかにされた転写因子やシグナリ
ング分子などのパターン形成遺伝子群に着
目し、ヒメカメノコテントウの蛹期の鞘翅原
基より 18 種類の遺伝子を新たにクローニン
グした。その結果、今回クローニングしたす
べての遺伝子は、相同検索の結果いずれも目
的とする遺伝子と高い相同性が認められ、目
的の遺伝子がクローニングされたことが確
認された。次に、今回クローニングした遺伝
子の配列にもとづき二本鎖 RNA を合成し、
larval	 RNAi 法を用いた遺伝子機能解析を行
った。その結果、翅形成に影響を与えた遺伝
子は 13 種類、鞘翅斑紋に顕著な影響を与え
た遺伝子は 2 種類認められた。今回ヒメカメ
ノコテントウからクローニングしたパター
ン形成遺伝子の相同遺伝子は、翅のパターン
形成そのものだけでなく、鞘翅斑紋形成にも
影響を与える機能をもつことは大変興味深
い。さらに、ナミテントウと比較検討したと
ころ、斑紋のパターニングレベルにおいて、
近縁種であっても必ずしも保存性が高くな
いことが判明した。	 
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