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研究成果の概要（和文）：本研究ではミズタマショウジョウバエの翅の模様形成に関わるすべての主要な遺伝子
を同定し、遺伝子機能を解析して、模様形成機構を理解することを目指した。蛹期の翅を切り取ってトランスク
リプトーム解析を行い、着色が生じる領域で発現が高く（または低く）、かつwinglessの制御下にある遺伝子群
を同定することができた。それらのうちいくつかについて、ゲノム編集により着色に関する機能の解析を行なっ
た。またGAL4/UASシステムによる遺伝子機能の解析法の開発を行なった。着色を制御する遺伝子制御ネットワー
クを明らかにするため、種特異的なwingless遺伝子の発現を制御するエンハンサーの機能を解析した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to identify all the major genes involved in wing 
pigmentation pattern formation in Drosophila guttifera and analyze gene function to understand the 
mechanism of pattern formation. By performing transcriptome analysis of small regions from the pupal
 wings, we were able to identify a group of genes whose expression was high (or low) in the regions 
where pigmentation occurs and which are under the control of wingless gene. We analyzed the 
functions of some of these genes in relation to pigmentation by genome editing. We also developed a 
method to analyze gene functions using the GAL4/UAS system. To clarify the gene regulatory network 
that controls pigmentation, we analyzed the function of enhancers that regulate the species-specific
 expression of wingless gene.

研究分野：進化発生生物学

キーワード： 進化　発生　ショウジョウバエ　模様　着色　cis制御領域

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
模様の形成機構の研究は、それ自体のみならず、組織のパターニングの原理や、表現型進化の理解に大きく貢献
してきた。本研究の成果は、模様がどのように形成されるかを、ある一種の生物においてより正確に理解する試
みである。さらに、模様がない近縁種と比べて、どのような遺伝的な変化が模様の進化を引き起こすのかを明ら
かにした。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
模様の形成機構の研究は、それ自体のみならず、組織のパターニングの原理や、表現型進化の理
解に大きく貢献してきた。代表者はミズタマショウジョウバエを用いて、そのユニークな模様形
質と実験的操作性の高さを生かし、模様の形成機構と新しい形質の進化に関する研究を展開し
てきた。より詳しい研究の背景は、以下の総説を参照されたい。福冨・越川（2018）、古関・越
川（2022）、柄澤・越川（2022）、および Koshikawa（2020）。 
 
２．研究の目的 
ミズタマショウジョウバエの模様形成の仕組みを、関与する遺伝子をすべて網羅する形で、それ
らの機能を含めて理解する。そして、種間比較によりキイロショウジョウバエと何がどのように
異なるのか（進化してきたのか）を明らかにする。これまでにミズタマショウジョウバエで模様
形成の鍵となる遺伝子が複数（上流の wingless と、下流の yellow など）明らかになっている。
winglessとは脊椎動物のWnt-1のホモログであり、パターニングや細胞分化を制御する分泌性シ
グナル伝達因子をコードする遺伝子である。yellow は昆虫のメラニン合成を担う遺伝子として
知られている。網羅的アプローチと個別的なアプローチを組み合わせ、これら以外の模様形成に
必要な遺伝子のネットワークを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) トランスクリプトーム解析による、模様形成に関わる遺伝子の同定: 
 ミズタマショウジョウバエ（Drosophila guttifera）は、ショウジョウバエ亜属の quinariaグルー
プに属する（または近縁の）北米に分布する種である。近交系（A5）は、カリフォルニア大学サ
ンディエゴ校のショウジョウバエストックセンターから入手した野生型（15130-1971.10）を 10
回連続兄弟姉妹交配して作出した。トランスクリプトーム解析には、ミズタマショウジョウバエ
の 2 系統（トランスジェニック系統 No.1 および No.2）を使用した。トランスジェニック系統
No.1は、EGFPを yellow遺伝子のエンハンサーと連結したトランスジェニックラ系統 を A5系
統と 5回連続戻し交配することにより確立した。トランスジェニック系統 No.2は、トランスジ
ェニック系統 No.1に UAS-wg系統を 2回連続戻し交配することにより樹立した。ハエは標準的
なコーンミール/砂糖/酵母/寒天の餌で 25℃で飼育した。 
 ゲノム配列は近交系（A5）を対象に、ナショナルバイオリソースプロジェクトにおいて近藤
周博士らにより決定されたものを使用した。アセンブリ配列は 767 個のスキャフォールドを持
ち、合計 168 .4 Mb、スキャフォールド N50長 1.8 Mbである。遺伝子予測は Augustusを用いて
実施した。 
 蛹期の後半の P12(i)または P12(ii)ステージの蛹を、2回連続のトランスクリプトーム解析に使
用した。これらのステージは、yellow遺伝子の発現と色素沈着のプロセスが始まった直後のステ
ージである。最初の実験では、yellowエンハンサーに接続された EGFPを持つトランスジェニッ
クライン No.1 の個体を使用した。実体顕微鏡下で、翅の第三縦脈上の鐘状感覚子周辺の EGFP
陽性領域、第三縦脈の先端の EGFP陽性領域、第三縦脈上の EGFP陰性領域を外科用ナイフを用
いて分離した。2 回目の実験では、トランスジェニック系統 No.1 および No.2 の個体において、
同じ場所の EGFP陽性領域と EGFP陰性領域を解剖した。解剖した組織から、RNeasy Micro Kit
（Qiagen）を用いて RNA を抽出した。RNA 抽出には、1 つのレプリケートに対して 20 の解剖
組織を使用した。各領域について 5つの生物学的レプリケートを準備した（合計：20×5＝100組
織）。RNA シーケンス用のライブラリは、基礎生物学研究所の重信秀治博士らの指導のもと、
Quartz-Seqのプロトコルに従って構築した。このプロトコルは、2つの PCR工程を含む。1回目
の PCRでは 21サイクル、2回目の PCRでは 8サイクルを実施した。RNAシーケンスは、NextSeq 
550を用いて行った。 
 配列決定されたトランスクリプトームは、hisat2を用いてミズタマショウジョウバエのゲノム
にマッピングされた。トランスクリプトームアセンブリは stringtieで実施した。DEGは edgerで
同定した。発現に差があった遺伝子は、Ensemblから取得したキイロショウジョウバエのタンパ
ク質データベースに対して blastx検索した。各遺伝子のトップヒットの結果を、遺伝子アノテー
ションの結果とし、davidを用いて濃縮解析を行った。アノテーションできなかった遺伝子は、
blast2goで再解析を行った。 
 
(2) エンハンサーの進化： 
 wgの種特異的な発現パターンをもたらした新規獲得配列は、発現制御に必要な配列の中に含
まれているはずであると考えた。ミズタマショウジョウバエにおいて横脈と縦脈末端での発現
を駆動するシス制御領域である gutCVT-core と、それに対応していて横脈での発現を駆動する
melCV-coreには、完全に一致する配列（配列比較解析のソフトウェアである GenePaletteの機能
におけるアンカーポイント、14-43 bp）がいくつかあり、これらのシス制御領域をアンカーポイ
ントで囲まれた 5つの領域に分割した（領域１、２、３、４、５と命名した）。次に、これらの
領域の一つまたはいくつかを欠いたシス調節配列を、EGFPレポーター遺伝子の隣にクローニン



グした。これらのコンストラクトをキイロショウジョウバエのゲノムの特定の部位に組み込む
ことで、蛹化した翅の発達における制御機能を調べた。シス調節領域の機能調節に最も重要な配
列は転写因子の結合部位であることから、蛹の翅で発現する転写因子に注目した。その一つであ
る Mothers against Decapentaplegic (Mad) は Decapentaplegic シグナルの読み出しに必要な転写因
子で、リン酸化された Mad (pMad) は同じく転写因子である Medea と複合体を形成して特定の
配列に結合し標的遺伝子発現を活性化する。蛹の翅における pMad の局在は、gutCVT-core によ
って駆動されるパターンと似ている。そこで私たちは Mad が gutCVT-core に結合する転写因子
であると仮定し、Mad の候補結合部位である SMAD コンセンサス (GCCGNCGC)をシス制御領
域で探索した。 
 次に gutCVT-core または melCV-core を鋳型として、PCR により制御機能を調べるためのシス
制御配列を増幅した。一部の領域を欠いた配列を合成するために、分割された領域の境界の配列
に基づくプライマーを用いて PCR を行った。キメラ配列を得るために、gutCVT-core または
melCV-core のそれぞれの領域の DNA 断片を作成し、オーバーラップエクステンション PCR に
より結合させた。推定結合部位をノックアウトした配列を得るために、まず、ノックアウトする
配列の前後 10塩基程度の配列を含むプライマーを用い、推定結合部位をランダムな配列に変更
して PCRを実施した。これらをオーバーラップエクステンション PCRで結合させた。増幅され
た配列を、5'末端を EGFP 配列に近い方向に向けて S3aG ベクターに挿入し、その構築物を、
PhiC31インテグラーゼによる遺伝子導入システムを用いてキイロショウジョウバエの VK00006
系統へ導入した。蛹期における EGFPレポーターの発現を BX60顕微鏡を用いて観察した。 
 
４．研究成果 
(1) トランスクリプトーム解析による、模様形成に関わる遺伝子の同定: 
 蛹期の翅を切り取ってトランスクリプトーム解析を行なった。将来着色ができる部位（エリア
1 と 2）、ほとんど着色しない部位(エリア 3)の比較と、wingless 遺伝子の異所的発現を起こした
部位（異所的な着色ができる）と、同じ場所で異所的発言を起こさなかった部位である。これら
の組み合わせにより、着色が生じる場所で発現が高く（または低く）、かつ winglessの異所的な
発現により発現上昇する（あるいは低下する）遺伝子を見つけることができる。 
 エリア 1とエリア 3の遺伝子発現を比較したところ、2333個の遺伝子の発現が異なっていた。
そのうち、エリア 1ではエリア 3と比較して 1390遺伝子が高く発現、943遺伝子が低く発現し
ていた。エリア 2とエリア 3では、合計 2582個の遺伝子が異なって発現していた。そのうち、
エリア 2とエリア 3では、1593遺伝子が高く発現、989遺伝子が低く発現していた。これらのデ
ータを統合すると、エリア 3と比べた際に、エリア 1とエリア 2で同じ傾向を示す遺伝子は 1035
個となった。このうち、615遺伝子はエリア 1とエリア 2の両方で発現が高く、420遺伝子はエ
リア 1とエリア 2で発現が低かった。 
 さらに、これらの関連遺伝子のうち 151個が、翅の色素形成を引き起こす遺伝子であるwingless
によって正または負に制御されていることを明らかにした。この 151 個の遺伝子には、神経発
生、Wntシグナル、Dppシグナル、メラニン色素形成のエフェクター（酵素など）の遺伝子が含
まれていた。他のショウジョウバエで知られている色素パターン形成を制御する制御遺伝子は、
いずれも含まれていなかった。この結果は、ミズタマショウジョウバエの着色パターンは、1つ
の大きな遺伝子回路の採用ではなく、複数の遺伝子制御ネットワーク、シグナル伝達経路、エフ
ェクター遺伝子が多段階的に協調することによって出現した可能性を示唆している。 
 次に winglessの制御下にある遺伝子を特定するために、winglessを異所的に発現させたときに
発現上昇または発現低下する遺伝子を同定した。エリア 1 およびエリア 2 で共通して発現が高
かった 615個の遺伝子のうち、78 個の遺伝子が winglessの異所性発現により発現上昇した。エ
リア 1 とエリア 2 で共通して発現が低下する 420 個の遺伝子では、wingless の異所的発現は 73
個の遺伝子の発現を低下させた。合計で、着色に関連する 151の遺伝子が wingless遺伝子によっ
て調節された。これらの 151 遺伝子をキイロショウジョウバエのタンパク質データベースと照
合したところ、131 遺伝子がアノテーションされていた。これらの 131 個の遺伝子について、
davidを用いた解析を行った結果、14個の機能注釈クラスターが得られ、そのうち 6個が有意で
あった。最も有意なクラスターには、Gene Ontology (GO) の用語である「Glycoprotein」、「Plasma 
membrane」、「Disulfide bond」、「Signal peptide」、「Receptor」が含まれていた。「クチクラ色素沈着」
「メラニン生合成過程」などの GO用語は、3番目の有意なクラスターに含まれた。アノテーシ
ョンができなかった 20個の遺伝子は、blast2goで再解析した。4つの遺伝子はアノテーションさ
れ、残りの 16遺伝子はデータベース内のどの遺伝子とも一致しなかった。 
 色素パターンを制御する制御ネットワークを理解するためには、転写因子やシグナル伝達経
路に関与する遺伝子などの制御遺伝子が重要である。8 つの転写因子が色素沈着に関連し、
winglessによって制御されていた。Zinc finger protein interacting with CP190 (ZIPIC)、Zinc finger 
protein 28-like、E(spl)m3-HLH, E(spl)m5-HLH, E(spl)m7-HLH, lethal (3) malignant brain tumor (l(3)mbt) 
といった Enhancer of Split複合体遺伝子は、将来着色が起こる領域と winglessによって発現が増
加した。Mothers against dpp（Mad）とMediator complex subunit 18（MED18）は、色素沈着部お
よび winglessによって発現が抑制された。2つのシグナルリガンド、デルタ（Dl）とWnt oncogene 
analog 4（DWnt4、ヒトWNT9A/Bのオルソログ）は、将来着色が起こる領域と winglessの異所
的発現領域で発現が高かった。シグナルリガンドの受容体としては、将来着色が起こる領域と



winglessの異所的発現領域で、saxophone（sax）が発現が高く、frizzled 2（fz2）が発現が低かっ
た。 
 winglessの異所性発現により色素沈着が誘導されるが、誘導された色素沈着の強度は、天然の
模様の色素沈着よりも弱い。エリア 1とエリア 2に共通して 537個の遺伝子の発現が高く、347
個の遺伝子が低かったが、これらは winglessには制御されていないようだった。したがって、こ
れらの遺伝子は色素を作るのに必須ではなく、補助的な役割を持つか、あるいは色素形成とは無
関係だが色素形成領域に特有の構造的な役割を持つ可能性がある。 
 色素沈着部において winglessによって制御される 12個の制御遺伝子（転写因子の遺伝子、シ
グナル伝達因子の遺伝子）を同定した。そのうち、4遺伝子（Dl, E(spl)m3-HLH, E(spl)m5-HLH, 
E(spl)m7-HLH ）は GOタームの神経発生遺伝子に属した。エリア 2（縦脈末端）には神経由来
の組織が存在しないため、これらの遺伝子はエリア 2 に唯一存在する細胞種である表皮細胞で
発現していると考えられた。Wnt シグナル遺伝子 fz2 と DWnt4 は将来着色ができる部位および
winglessの異所的発現領域において発現量に違いを示した。ミズタマショウジョウバエの将来着
色ができる部位における fz2の発現低下は、キイロショウジョウバエの翅原基で知られているよ
うに、Winglessタンパク質の適切な勾配を達成するのに貢献しているのかもしれない。DWnt4は
ミズタマショウジョウバエの翅の Wingless 発現領域周辺に発現しており、色素パターン形成に
関与している可能性が示唆された。 
 ミズタマショウジョウバエの翅の色素パターン形成には、wingless以外の転写因子の遺伝子や
シグナル伝達因子の遺伝子が必要であることが、先行研究で示唆されている。今回同定された遺
伝子に、winglessの下流で yellowの発現を制御している遺伝子が含まれている可能性がある。 
 新規形質の進化において、大規模な遺伝子回路がコオプション（転用）されるのか、それとも
多くの遺伝子が個別にコオプションされて回路を形成するのかについては、現在も議論が続い
ている。私たちの知る限り、他のショウジョウバエの種では、winglessによって主に制御される
色素沈着パターンの機能的証拠はない。したがって、ミズタマショウジョウバエにおける進化的
に新しい着色パターンの出現を説明するには、大規模遺伝子回路がコ・オプションされたという
モデルは妥当ではないように思われる。以上の結果は、Fukutomi et al. 2021に詳しく報告されて
いる。 
 ここまでの結果より、着色が生じる領域で発現が高く（または低く）、かつ winglessの制御下
にある遺伝子群を同定することができた。それらのうちいくつかについて、ゲノム編集により着
色に関する機能の解析を行なった。また GAL4/UAS システムによる遺伝子機能の解析法の開発
を行なった。 
 
(2) エンハンサーの進化： 
 wingless のシス制御領域である gutCVT-core は蛹翅の横脈と縦脈の先端でレポーター EGFP 
の発現を促進したが、領域 1 を欠く gut2-5 は翅の静脈全体で発現を促進した。領域 1 と 2 の
両方を欠く gut3-5 は発現促進しない。領域 5 を欠く gut1-4 は、横脈と静脈の先端で EGFP を
発現させ、これは完全な gutCVT-core による発現と非常に似ている。領域 4 と 5 を欠く gut1-
3 は、横脈でのみ発現させ、蛍光は弱いがこの EGFP 発現パターンは melCV-core による発現
と似ている。これらの結果から、領域 4は発現の活性化に重要な役割を持ち、領域 5は必要ない
ことがわかった。さらに、領域 1、4、5を欠く gut2-3は、発現を促進しなかった。この結果は、
領域 1 が横脈での発現を活性化する役割を持つことを示す。同様に、melCV-core の対応する領
域の制御機能を調べるために、領域 5を欠く mel1-4と、領域 1と 5を欠く mel2-4を調べた。完
全な melCV-coreと同様に、mel1-4は横脈での発現を活性化した。したがって、melCV-coreの領
域 5も不要であった。一方、mel2-4は発現を活性化することができなかった。このように、領域
1 は melCV-core の発現駆動に重要な役割を果たす一方、領域 2-4 だけでは横脈での発現を活性
化できないことが示された。 
 領域 1 の抑制機能がミズタマショウジョウバエに至る系統で新たに獲得されたものであるか
どうかを調べるため、gutCVT-coreの領域 1を melCV-coreの対応する配列に置き換えたキメラ配
列である mel1gut2-5 の抑制機能を調べた。mel1gut2-5 は gutCVT-core が示す蛍光パターンと同
様、静脈先端を除く縦脈での発現が抑制されていた。このように、キイロショウジョウバエの相
同配列も領域 1の抑制機能を有していることがわかった。また、先の実験では領域 3の必要性が
確認できなかったため、領域 3 を melCV-core の対応する配列に置き換えたキメラ配列である
mel3gut1-2+4についても機能を検証した。このシス制御配列も gutCVT-coreと同様の制御機能を
持ち、それによって EGFPが横脈と縦脈の先端で発現した。この結果は、領域 3の変化が、新た
な発現パターンをもたらしたシス制御進化において、重要な役割を果たさなかったことを示し
ている。 
 gutCVT-coreでは SMADコンセンサスに類似した配列（GCCGNCGCまたはその 1bp変化、以
下、簡単のため SMADコンセンサスと呼ぶ）が領域 1に 2つ、領域 3にひとつ、領域 4に重な
るように 4つある。これらの推定結合部位が発現調節に必要であるかどうかを調べるため、これ
らの配列をノックアウトし、その調節機能を調べた。gut1-4の結果から予想されるように、BMP-
AE KO は gutCVT-core と非常によく似た制御機能を有していた。一方、SMAD コンセンサスを
すべて欠損した gutSMAD bs KOは、横脈や縦脈末端での発現を活性化しなかった。このことか
ら、発現の活性化には SMADのコンセンサスが必須であることが示された。複数の SMADコン



センサスのうち、どのコンセンサスが発現活性化に必要かを明らかにするため、発現促進に関与
しうる領域 3および 4の SMADコンセンサスをそれぞれ野生型の配列に戻し、その制御機能を
検証した。領域 3の SMADコンセンサスのみを戻した gutSMAD bs3 Recは、発現促進機能を取
り戻し、横脈や縦脈末端で EGFP発現が駆動した。一方、領域 4の SMADコンセンサスのみを
戻した gutSMAD bs4 Recは発現を活性化できなかった。このように、gutCVT-coreの発現制御に
必要な SMADコンセンサスは、領域 3のものだけであることがわかった。 
 melCV-core では SMAD コンセンサスに非常に類似した 2つの配列が存在した。一つは領域 2
にあり（GACGACGC）、もう一つは領域 3にあり、gutCVT-coreの配列（GCAGACGC）と完全に
同じであった。melCV-coreにおいて SMADコンセンサスが必須であるかどうかを調べるため、
これらの配列をノックアウトした。その結果 EGFP 発現が消失したことから、SMAD コンセン
サスが melCV-core の発現活性化に必要であることが示された。以上の結果より、ミズタマショ
ウジョウバエの祖先において獲得された縦脈末端での wingless の発現を駆動するエンハンサー
活性は、既存の SMAD コンセンサスと新しく獲得された配列の組み合わせによって生じたこと
が示された。この研究の詳細は Karasawa et al (2023)に詳しく報告されている。 
 
(3) また、模様の位置を決める winglessが蛹の翅のどの細胞において発現しているかは重要な問
題であるが、これまで巨視的レベル（翅全体の写真においてどの辺りの位置にあるか、成虫にお
いてどの組織になりそうか）でしか捉えられていなかった。そもそも蛹の翅にはどのような細胞
タイプが存在しているかも含め探究していく必要がある。その端緒として、第三縦脈上の着色が
できる場所の中心にある鐘状感覚子において、蛹期のソケット細胞とドーム細胞において
wingless遺伝子が発現していることを確認した（Koseki et al. 2021）。 
 
(4) この一連の研究では、ミズタマショウジョウバエの水玉模様ができる位置において高く発現
し、かつ着色の場所を決める wingless遺伝子によって制御されている遺伝子が多く同定され、ま
た wingless が種特異的な発現を獲得するに至った仕組みの一端を明らかにすることができた。
またミズタマショウジョウバエにおけるゲノム編集法の開発により、これらの遺伝子の機能を
解析する道筋がひらけた。 
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