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研究成果の概要（和文）： 
	
 研究代表者は、昆虫の背部平板状構造物である翅を発生させるために必須の３つの遺伝子
が、ミジンコを始めとした鰓脚亜綱甲殻類の背部平板状構造物である背甲においても必須であ
ることを見出し、この分子機構が甲殻類と昆虫類の共通祖先に既に存在していたことを明らか
にした。また各種マーカー遺伝子の発現を昆虫と甲殻類で詳細に比較することによって、同じ
分子機構を使いながら、昆虫の翅と甲殻類の背甲は全く独立に進化してきたことを示した。	
 
	
 
研究成果の概要（英文）： 
	
 In this study, I revealed that three essential genes for insect wing development also play 
inevitable roles in crustacean carapace development, suggesting that this molecular 
mechanism existed in the last common ancestor of insects and crustaceans. By detailed 
comparisons of various marker gene expressions, I suggested that this molecular 
mechanism for dorsal flat outgrowth was co-opted during arthropod evolution and that 
crustacean carapaces and insect wings have evolved independently.  
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１．研究開始当初の背景	
 
（１）昆虫類は地球上に生息する全生物の 70%
以上を占めるが、その繁栄の裏には「翅の進化」
があったことは言うまでもない。翅の形態的起
源に関しては古くから多くの議論がなされ、本
研究の開始当初までに１）昆虫の祖先の脚に存
在していた鰓が背部に移動して翅に進化した、
２）背部の上皮上に新奇の構造として翅が進化
した、という二つの説が主に提唱されていたが、

どちらの説がより正しいのか結論は出ていなか
った。	
 
	
 
（２）同時期までに昆虫の二つの翅パターン化
遺伝子（nubbinおよび apterous）が、甲殻類生
物の発生過程において、脚の鰓（副肢）部分で
発現していることが報告され、昆虫の祖先の脚
に存在していた鰓が背部に移動して翅に進化し
たという説が主流になりつつあったが、昆虫の
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翅パターン化遺伝子のいくつかが甲殻類生物の
鰓で発現している事を理由に「鰓が翅の起源で
ある」と断定するのは余りにも早急であると思
われた。	
 
	
 
（３）そこで研究代表者は、昆虫と甲殻類の共
通祖先型の形質を進化的に保持している事が期
待される鰓脚亜綱甲殻類生物から、昆虫類の翅
のマスター遺伝子と考えられている転写補助因
子の vestigial	
 (vg)	
 と転写因子 scalloped	
 
(sd)	
 の相同遺伝子をクローン化し、その胚発生
過程における発現パターンや遺伝子の機能を解
析する必要があるとの考えに至った。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
	
 上記した背景を踏まえ、本研究課題では、昆
虫類の翅と鰓脚亜綱甲殻類の背甲の進化的関係
の解明を最終目標に、ミジンコ vgおよび sdの
発現部位、タンパク質の機能、更には遺伝子発
現制御の分子機構を中心に、詳細に解析するこ
とを目的とした。	
 
	
 
３．研究の方法	
 
（１）鰓脚亜綱甲殻類（ミジンコ、ブラインシ
ュリンプ、カブトエビ）および軟甲綱甲殻類（ヨ
コエビ、ザリガニ）からの vgおよび sd遺伝子
の単離と、遺伝子およびタンパク質レベルでの
発現部位の同定。	
 
	
 
（２）ミジンコの各種背甲形成関連マーカー遺
伝子の単離と発現部位の同定。多重免疫染色、
二重in	
 situ	
 hybridization による発現部位の
１細胞レベルでの解析。	
 
	
 
（３）RNAi 法によるミジンコ vg、sd、および各
種背甲形成関連マーカー遺伝子の機能解析。
RNAi 胚において発現が変化する背甲形成関連
遺伝子の探索。	
 
	
 
（４）ミジンコ vgおよび sd遺伝子発現調節エ
レメントの探索。	
 
	
 
（５）ミジンコVGおよびSDタンパク質の生化
学的解析。	
 
	
 
（６）ミジンコ形質転換系開発の試みと各種遺
伝子の過剰発現による機能解析	
 
	
 
４．研究成果	
 
（１）ミジンコ vg	
 および	
 sd	
 cDNA をクローン
化し、mRNA およびタンパク質レベルでの発現パ
ターンを解析したところ、これら２つの遺伝子
は背甲が形成され始める胚発生過程の中期から
背甲の周縁部で強く共発現していたが、胸脚の
鰓部分における発現は発生を通じて全く見られ
なかった。ミジンコなど鰓脚亜綱甲殻類の背甲
は２つの細胞層が伸長した薄膜状の構造物であ

るが、このような形態の背甲はカンブリア紀初
期には既に存在していたことが化石記録からも
明らかである。また先述した昆虫の二つの翅パ
ターン化遺伝子である nubbin および apterous
は、ミジンコの発生過程においても、脚の鰓（副
肢）部分で強く発現していたが、背甲形成時に
おける発現は、２種類あるミジンコ apterous
遺伝子の１つが発生後期になってから一時的に
発現する以外は全く観察されなかった。これら
の事実は、有翅昆虫が進化するデボン紀初期か
ら少なくとも１億５千万年前には、節足動物の
背部側に薄膜上の構造物を形成する為に必要な
分子機構が既に存在していたこと、即ち必ずし
も脚の鰓部分が背中側に移動して翅に進化する
必要はなかったことを強く示唆する。	
 
	
 
（２）また長年の論争にも拘らず、鰓脚亜綱甲
殻類の背甲がどの体節由来の構造物なのかはこ
れまで明らかになっていなかった。本研究にお
いて、腹側では第１および第２小顎体節で発現
している Hox タンパク質である Sex	
 combs	
 
reduced	
 (Scr)	
 のみが特異的に背甲全体で発現
しており、近接する領域で発現する Deformed
やAntennapediaなどその他のHoxタンパク質は
背甲形成に関与していないことを明らかにした。
即ちミジンコなど鰓脚亜綱甲殻類の背甲は第１
および第２小顎体節由来である決定的な証拠を
遺伝子発現のレベルで初めて示したことになる。	
 
	
 
（３）ミジンコVGおよびSDタンパク質の生化
学的性質を解析するために、両組み換えタンパ
ク質を大腸菌で発現させた。両者とも菌体内で
多量の封入体を形成してしまったために、生化
学的な解析にまでは至らなかった。	
 
	
 
（４）ミジンコの背甲形成関連遺伝子群 vg,	
 sd,	
 
およびwgの２本鎖RNAを初期胚内にマイクロイ
ンジェクションし、RNA 干渉法によりそれらの
遺伝子機能を抑制した場合に背甲形成にどのよ
うな影響があるのかを解析した。vg	
 RNAi 胚は
初期ステージで発生が停止してしまったが、sd	
 
および	
 wg	
 RNAi 胚では、後期ステージまでその
発生が進んだ。これらの遺伝子のRNAi 胚では、
背甲部の周縁領域がほとんど伸長しておらず、
不完全な背甲しか形成されなかった。またcDNA
の重ならない、異なった領域から合成した二本
鎖RNA を用いて同様に解析したところ、同じよ
うな表現形の胚が得られた。これらの結果から、
ショウジョウバエの翅の周縁部伸長に必須なこ
れらの遺伝子が、ミジンコ背甲の発生において
も、同じように周縁部の伸長に必須の役割を果
たしていることを明らかにした。	
 
	
 
（５）ミジンコ wg	
 RNAi 胚における SD および
VGの発現を２重免疫染色法により解析した。そ
の結果、強い表現形を示すwg	
 RNAi 胚において
もSD およびVG の背甲の縁における発現は正常



であった。ショウジョウバエ翅においては、SD
およびVG 発現の開始と維持はWG の制御下にあ
ることが知られているが、ミジンコのVGおよび
SDの発現の開始と維持は、ショウジョウバエと
異なり、WGの制御下にないことを明らかにした。	
 
	
 
（６）ショウジョウバエで良く知られている vg
遺伝子の２つのエンハンサー（boundary	
 
enhancer および Quadrant	
 enhancer）と相同性
の高い配列を、ミジンコおよびオオミジンコ vg
遺伝子周辺の配列内で探索したが、両ゲノム中
には類似配列は存在しなかった。	
 
	
 
（７）各種背甲形成関連マーカー遺伝子の解析
により、背甲の周縁部の前部（表面）側におい
てvg	
 および	
 sd	
 とwingless	
 (wg)が共発現して
いること、および隣接する背甲周縁部の後部（裏
面）側における engrailed	
 (en)との排他的に発
現していることを明らかにした。ショウジョウ
バエを始めとした昆虫の翅の周縁部が背腹軸境
界に沿って形成されるが、ミジンコ背甲の周縁
部はこれらとは異なり、前後軸の境界に沿って
形成される（即ち体軸に対する方向が90度ずれ
ていることになる)。以上の結果をまとめると、
ショウジョウバエの翅形成とミジンコの背形成
にはVG,	
 SD,	
 WGが関与する同じ遺伝子モジュー
ルが使用されているが、両器官には進化的な相
同性がない事が強く示唆された。	
 
	
 
（８）ミジンコ以外の甲殻類生物からの「背甲
形成関連遺伝子の単離とその発現部位の同定」
に関しては、以下に生物ごとに述べる。	
 
①ブラインシュリンプはミジンコと同じ鰓脚亜
綱に属するが、背甲を持たないため“無甲目“に
分類されている。また化石記録上、同目は進化
の過程で背甲を失った可能性がある。ブライン
シュリンプから sd遺伝子を単離し、ミジンコと
同様にin	
 situ	
 hybridization でそのmRNA の
発現領域を解析したところ、胸部付属肢の腹側
などで特異的な発現が観察されたが、背側体躯
部における発現は全く見られなかった。また同
タンパク質の発現を解析するために特異抗体を
作製した。またブラインシュリンプの Scrおよ
び wg遺伝子の一部をPCRにより増幅した。	
 
②カブトエビもミジンコと同じ鰓脚亜綱に属す
るが、ミジンコとは異なり平板に近い背甲を持
つ。またカブトエビのwg遺伝子が背甲の周縁で
発現していることは既に他のグループから報告
されている。本研究ではカブトエビの完全長 sd
および Scr遺伝子を単離した。	
 
③ザリガニは甲殻類の中ではミジンコなどとは
遠縁な軟甲綱に属する。『背甲』を持つが、この
『背甲』が鰓脚亜綱甲殻類の『背甲』と相同器
官かどうかは結論が出ていない。本研究ではザ
リガニ sd遺伝子の一部を増幅した。	
 
④ヨコエビはザリガニと同じ軟甲綱に属してお
り、背甲は持たない。PCRで単離した sd遺伝子

の 一 部 を プ ロ ー ブ に し て in	
 situ	
 
hybridizationでmRNAの発現部位を解析したと
ころ、背板、底節板、および一部の胸脚に形成
される平板構造の周縁部で発現していた。この
結果は、背部側に薄膜上の構造物を形成する為
に必要な VG/SD/WG が関連する分子機構を使っ
て、どのような構造を作り上げるかは甲殻類内
でも様々であったことを示唆する。	
 
	
 
（９）ミジンコの形質転換法の確立を試みるた
めに、形質転換のためのベクターを PiggyBac
トランスポゾンを用いて作製した。この形質転
換ベクターをミジンコ胚にマイクロインジェク
ションし、ミジンコの形質転換法の確立を試み
たが、残念ながら目的の形質転換体は得られな
かった。	
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