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研究成果の概要（和文）：　本研究は、62年間に渡って暗闇で継代されたショウジョウバエ系統（暗黒バエ）を
用いて、環境適応の分子メカニズムを明らかにすることを目的とした。
　暗黒バエのゲノム多型（SNP）を同定するために、次世代シーケンサーを用いて全ゲノム配列を決定し、約22
万のSNPを同定した。暗闇適応に関わるSNPを同定するために、暗黒バエと野生型ハエを混合した集団を明所と暗
所で継代した。SNPを指標とした集団ゲノムの解析から、暗所で選択されるゲノム領域を絞り込み、暗闇適応に
関わる候補として84遺伝子を同定した。暗黒バエのSNPを野生型ハエに導入するために、ゲノム編集技術を用い
て遺伝子ノックイン法の確立を目指した。

研究成果の概要（英文）：  Organisms are remarkably adapted to diverse environments, but molecular 
mechanism underlying environmental adaptation still remains elusive. To address this issue, we 
utilize a unique Drosophila line, "Dark-fly", which has been maintained for 62 years in a constant 
dark condition.
  We determined whole genome sequence of Dark-fly using next-generation sequencer and identified 
approximately 220,000 single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the Dark-fly genome. To identify 
SNPs associated with dark-adaptation, we reared mixed populations of Dark-fly and the wild type fly 
in light and dark conditions. Our analyses of population genome detected environment-dependent 
selections of the Dark-fly genome. We consequently listed 84 candidate genes potentially involved in
 the adaptation of Dark-fly. We currently aim to clarify the roles of Dark-fly's SNPs in 
environmental adaptation using genome editing technology. 

研究分野： ゲノム科学

キーワード： 環境適応　ショウジョウバエ　ゲノム　トランスクリプトーム
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１．研究開始当初の背景 
 生物は地球上の様々な環境に適応し進化
してきた。近年のゲノム科学の進歩によって
様々な生物種のゲノム配列が決定されてい
るが、ゲノムと環境適応を結びつけた例は少
なく、環境適応の分子メカニズムは未だ多く
の謎が残されている（Barrett, 2011, Nat Rev 
Genet 12, 767）。本来、生物は環境の変化に
対して、柔軟に形質を変化させる可塑性をも
つとともに、変化に左右されない頑強性も備
えている。この可塑性と頑強性のバランスが、
環境適応のために重要であり、生物進化の原
動力になっていると考えられているが、その
メカニズムはよくわかっていない。 
 京都大学動物学教室において、ショウジョ
ウバエ（Drosophila melanogaster）が 62 年
間 1500 世代に渡って暗闇で継代されてきた
（Mori, 1986, Zool Sci 3, 945, Fuse, 2014, 
"Evolution in the Dark", Springer）。この
「暗黒バエ」は形態的に大きな異常がないが、
明所よりも暗所で繁殖率が高く、野生型ハエ
との競合条件においても暗闇で優位に子孫
を残すことがわかった。この結果は、暗黒バ
エが暗闇に適応していることを示唆してい
る。暗黒バエの適応形質の分子基盤を探るた
めに、私達は、次世代シーケンサーを用いて、
暗黒バエの全ゲノム配列を決定した。野生型
ハエのゲノムとの比較から、暗黒バエのゲノ
ムに約 22 万の 1塩基多型（SNP）を同定した
（Izutsu, 2012, Plos One 7, e33288）。し
かし、この段階では、実際にどの SNP（どの
遺伝子）が暗闇適応に関わるのか、明らかで
はない。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、暗黒バエの暗闇適応に関わる遺
伝子を同定し、環境適応の分子メカニズムを
明らかにすることを目的とする。そのために、
（１）網羅的な解析から適応遺伝子を絞り込
む、（２）特定の遺伝子に注目して適応的役
割を調べる、という２つのアプローチを並行
して進めた。 
 
３．研究の方法 
（１）暗黒バエの全ゲノム解析で同定した約
22 万の SNP のうち、実際にどの SNP が暗闇適
応に関与するのか明らかではない。暗闇適応
に関与するSNPをゲノムワイドに同定するた
めに、環境によるSNPの再選択実験を行った。
すなわち、暗黒バエと野生型ハエを混合した
大規模集団（約 1000 匹）を通常の１２時間
周期の明暗条件（LD 条件）と恒常的な暗条件
（DD 条件）で継代した。継代を繰り返す中で、
暗闇適応に関与する SNP は、DD 条件で飼育し
た集団で頻度が上昇することが予想される
（Fig. 1）。22 世代目と 49 世代目の集団から
ゲノム DNA を抽出し、次世代シーケンサーを
用いて集団ゲノムの解析を行った。暗黒バエ
SNP の集団内頻度を計算し、暗闇環境で特異
的に選択されるゲノム領域を探索した。 

 もう１つの網羅的アプローチとして、トラ
ンスクリプトーム解析を行った。生物は環境
に応答して遺伝子発現を可塑的に変化させ
るが、特定の環境に適応した生物では、この
可塑性が失われている可能性がある。また逆
に、環境変化に左右されない頑強な遺伝子発
現が適応生物では変動している可能性もあ
る。遺伝子発現の環境変化を調べることで、
暗黒バエの環境適応のメカニズムに迫ろう
とした。具体的には、暗黒バエと野生型ハエ
を LD 条件と DD 条件で飼育し、RNA-Seq によ
るトランスクリプトーム解析を行った。 
（２）特定の遺伝子に注目して、その適応的
な役割を調べる実験も行った。暗黒バエのゲ
ノムには、28遺伝子に終止コドンを挿入する
ナンセンス変異がある。ナンセンス変異は蛋
白質の機能に重大な影響を与えるので、これ
らの変異が暗黒バエの形質に関連している
可能性がある。私達は、そのうちの１つ、機
能未知のロドプシン（Rh7）遺伝子に注目し
た。ロドプシンは光を受容する G蛋白質共役
型レセプターであり、ショウジョウバエは７
つのロドプシン遺伝子をもつ。そのうち Rh1
から Rh6については機能が詳しく調べられて
いる（Wernet, 2004, Trends Cell Biol 14, 
576）が、７番目のロドプシン Rh7 の機能は
不明であった。暗黒バエのナンセンス変異は
Rh7 の C 末端領域にあり、結果として暗黒バ
エでは 21 アミノ酸、短い蛋白質が合成され
ている（Izutsu, 2012, Plos One 7, e33288）。
Rh7 遺伝子の本来の機能と、暗黒バエの変異
の役割を明らかにすることを目指した。 
 近年のゲノム編集技術の進歩により、特定
の遺伝子のノックアウト（KO）系統を効率良
く 作 製 す る こ と が 可 能 と な っ た 。
CRISPR/Cas9 のシステムを用いて、Rh7 遺伝
子の KO 系統の作製を試みた。また、暗黒バ
エの変異を野生型ハエに導入するために、さ
らには暗黒バエの変異を野生型ハエの配列
に置換するために、遺伝子のノックイン（KI）
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Fig. 1  SNP の再選択実験のモデル図 

暗黒バエと野生型ハエの混合集団を DDと LD 条件で

継代した。集団ゲノムの中で、暗黒バエの SNP（黒丸）

と野生型ハエの SNP（白丸）は混ざり合い、暗闇適応

に関与する SNP は、DD 条件の集団で優位になること

が予想される。 



系統の作製法を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）暗黒バエと野生型ハエの混合集団を LD
条件または DD 条件で継代し、22 世代と 49 世
代目の集団のゲノム DNA を解析した。暗黒バ
エの SNP は、継代を繰り返す中で頻度が漸進
的に変化した。ゲノム全体の SNP 頻度の特徴
を多変量解析によって調べたところ、同じ環
境（LD または DD 条件）で飼育したレプリカ
集団間と比較して、異なる環境（LD vs DD）
で飼育した集団間では相違性が高く、世代を
経るに従って相違性が高くなることがわか
った。この結果は、暗黒バエの SNP の頻度は
ゲノム全体で見るとランダムな変化よりも
環境依存的な変化が多いことを示し、当初の
目的の環境によるSNPの再選択ができている
ことが示唆された。個々の SNP について頻度
の時系列変化を解析したところ、DD 条件の集
団で優位になる約 6000 の SNP を同定し、こ
れらの SNP が３つの選択パターン（DD で正の
選択、LD で負の選択、その両方）に分離する
ことを見いだした（Fig. 2）。このことは、
暗黒バエに少なくとも３つの適応形質があ
ることを示唆している。さらに、統計学的手
法を用いて、暗闇で選択されるゲノム領域を
全ゲノムの約 0.3％の領域に絞り込んだ。こ
の領域には 84 遺伝子が含まれており、これ
らを暗闇適応に関わる候補遺伝子として同
定した。この中には、嗅覚や神経ペプチドの
シグナルに関与する遺伝子や概日リズムで
制御される遺伝子が複数含まれていた。今後、
個々の遺伝子の機能と適応的な役割を調べ
る必要がある。これらの結果は、論文３に発
表し、概要を総説１に紹介した。 

 暗黒バエの遺伝子発現を調べるために、ト
ランスクリプトーム解析を行った。明暗の LD
条件と暗闇の DD 条件を比較すると、野生型
ハエでは約 100 遺伝子の発現が変動したが、
暗黒バエでは変動しなかった。これらの遺伝
子の多くは概日リズムで制御され、様々な生
理機能に関わる遺伝子であった。このことか
ら、暗黒バエでは、明暗周期で変動する遺伝
子発現制御が失われていることが示唆され、
概日リズムで制御される様々な生理機能が
変化している可能性が示唆された。これらの
結果をまとめた論文を現在、準備中である。 
（２）暗黒バエのゲノム変異を野生型ハエに
導 入 す る た め に 、 ゲ ノ ム 編 集 技 術
（CRISPR/Cas9 システム）を用いた遺伝子 KO
法と KI 法の確立を目指した。in vitro 合成
した Cas9 mRNA とガイド RNA を胚にインジェ
クションすることで、目的の遺伝子を効率良
く KO できる方法を確立した。注目している
Rh7 遺伝子について、KO系統を作製すること
ができた。さらに、KI 系統の作製のために条
件検討を行っている。最近、ガイド RNA が認
識する配列に変異を入れたssDNAを用いた２
段階の KI を行うことで、培養細胞で目的の
変異を効率良く KI できる方法が報告された
（Paquet, 2016, Nature 533, 125)。今後、
この方法をショウジョウバエに応用し、ゲノ
ム配列を任意の配列に置換できる KI 法の確
立を目指す（Fig. 3）。 

 最近、ショウジョウバエの Rh7 遺伝子が脳
で発現し、概日リズムを制御することが報告
された(Ni, 2017, Nature 545, 340)。暗黒
バエの行動の概日リズムは過去に調べられ
ており、LD から DD 条件に移行してもリズム
が維持されることが示されている（Imafuku, 
2011, Zool Sci 28, 195）。しかし、概日リ
ズムは行動だけではなく、様々な生理機能を
制御するので、今後、暗黒バエの生理機能を
詳細に解析する必要がある。さらに、Rh7 遺
伝子の KOや KI 系統に関しても、概日リズム
を調べ、暗黒バエの暗闇適応への関与を検証
する。 
 

 

Fig. 2  LD/DD 条件における暗黒バエ SNP の頻度変化 

（左）49 世代目の集団内の暗黒バエ SNP（各点）の頻

度を LD/DD 条件で比較した。DD条件で優位になる SNP

は、３つのタイプ（赤、緑、青）に分類された。（右）

各タイプの SNP の頻度の時系列変化。タイプ１は DD

で正の選択、タイプ３は LD で負の選択、タイプ２は

その両方の選択が働いている。 

 
Fig. 3  ゲノム編集による SNP の役割の検証 

暗黒バエ SNP（黒丸）を導入した野生型ハエ（左）、

SNP を野生型（白丸）へ置換した暗黒バエ（右）のノ

ックイン系統を作製し、その表現型を調べることで、

SNP の役割を検証する 
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