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研究成果の概要（和文）：本研究は、近年、分布を熱帯から温帯に急速に広げたアカショウジョウバエについて、低温
環境への進化的適応の分子機構を明らかにすることを目的とした。温帯産と熱帯産の系統の間で低温耐性を比較したと
ころ、平均して温帯産の低温耐性は熱帯産よりも高く、その大きな要因として低温順化の効果が高いことが分かった。
そこで、アカショウジョウバエで低温順化によって発現量が変化する遺伝子を調べ、その発現量の変化をキイロショウ
ジョウバエで遺伝子操作技術を用いて再現したところ、いくつかの遺伝子の発現量の変化が実際に低温耐性を向上させ
ることが分かった。

研究成果の概要（英文）：This study was aimed at clarifying molecular mechanisms of evolutionary adaptation
 to low temperature environment, using a fruit fly species (Drosophila albomicans) which has rapidly expan
ded their geographic distribution from the tropics to temperate zones during a recent few decades. It was 
shown that a cold tolerance of temperate zone strains was higher than that of tropical strains and that th
e effect of cold acclimation was an important factor. We then found the genes whose expression level was l
argely changed during the cold acclimation. Finally, using gene manipulation techniques in Drosophila mela
nogaster, we simulated the gene expression changes observed during the cold acclimation in Drosophila albo
micans and showed that the changes in expression level of some of the genes were responsible for the impro
vement of cold tolerance.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 従来、生物進化の研究は、もっぱら進化
の産物である現存生物種の比較から過去の
進化過程を推定する方法が用いられ、一部の
微生物を用いる以外、繰り返し再現可能な実
験的手法が適用できないことが大きな弱点
であった。長い時間をかけてできあがった現
存生物種の進化過程を、実験室内で繰り返し
再現することは原理的に不可能だからであ
る。しかし、オオシモフリエダシャク蛾の工
業暗化のように、まさに進化の途上にある現
象であれば、短時間におこる一局面を実験的
に繰り返し再現できる可能性もある。 
 
(2) アカショウジョウバエ(Drosophila 
albomicans) は、1981 年までの調査では、
タイ、ビルマ、台湾、沖縄など東南アジアの
熱帯・亜熱帯域にのみ分布していた。しかし、
1980 年代後半になると関西地方で生息が確
認され、現在では関東甲信越の広い範囲で生
息が確認されている。すなわち、近年、分布
を熱帯・亜熱帯から温帯に急速に拡大してき
た。一方その間、アカショウジョウバエが属
するテングショウジョウバエ亜群の他種の
分布は変わっていない。つまり、アカショウ
ジョウバエの分布拡大は、地球環境の変化に
よるものではなく、アカショウジョウバエ固
有の理由によると予想される。そこで予備実
験として、いくつかの地域に由来するアカシ
ョウジョウバエ系統について、1℃における
生存時間を測定した結果、日本産、台湾産の
系統は東南アジア産の系統に比べ統計的に
有意に長い生存時間を示した。すなわち、ア
カショウジョウバエの温帯への分布拡大に
は、低温耐性の向上がともなっていることが
示唆された。 
 
２．研究の目的 
(1)予備実験によって得られたアカショウジ
ョウバエの低温耐性向上と地理的分布拡大
の関係を検証するため、様々な地点で採集さ
れたアカショウジョウバエ系統について、低
温耐性を測定する。 
 
(2)アカショウジョウバエの低温耐性向上の
要因を明らかにするため、低温順化の効果、
および低温耐性と代謝量との関連を調べる。 
 
(3)低温耐性を司る遺伝子を同定するため、
低温順化によって発現量が変化する遺伝子
を、トランスクリプトーム解析によって網羅
的に探索する。 
 
(4)(3)で見つけた低温耐性の候補遺伝子に
ついて集団内変異の解析を行い、日本への分
布拡大に伴って正の自然選択を受けたかど
うかを検討する。 
 
(5)モデル実験生物としてのキイロショウジ
ョウバエの利点を生かし、(3)で見つけた低

温耐性の候補遺伝子を、キイロショウジョウ
バエで強制発現またはノックダウンするこ
とによって低温順化に伴う遺伝子発現の変
化を人工的に再現し、低温耐性向上の分子機
構を実験的に検証する。 
 
３．研究の方法 
(1)東南アジア、中国、台湾、日本の合計 23
地点で採集されたアカショウジョウバエ
（Drosophila albomicans）29 系統およびテ
ングショウジョウバエ亜群に属する近縁種 6
種の合計 31 系統について、1℃に 6、8、10、
12、14、16、18、20、22、24、36 または 48
時間置いた後、生存個体を計測し、50%の個
体が死亡する温度（LT50）を推定し、低温耐
性の指標とした。 
 
(2)低温順化による低温耐性向上の効果を測
定するため、卵から 25℃で飼育した成虫を
20℃に数日間置いて順化させた後、1℃での
LT50 を測定し、順化しない場合と比較した。
低温順化の効果をより詳細に調べるため、卵
から 25℃で飼育した成虫を 20℃に置き、再
度 25℃に置いた場合、また、20℃で飼育した
成虫を 25℃に置いた場合、さらにそれを再度
20℃に置いた場合についても、低温耐性
（LT50）を測定した。 
 一方、低温耐性と代謝量の関係を調べるた
め、低温順化した場合としない場合について、
成虫個体の 1℃における呼吸量を測定し、低
温順化による呼吸量の変化と低温耐性の変
化との関連を調べた。 
 
(3)低温順化による低温耐性向上の分子機構
を明らかにするため、低温順化によって発現
量が変化する遺伝子の探索を行った。低温順
化した成虫 20 個体、低温順化していない成
虫 20 個体、それぞれから mRNA を精製、cDNA
ライブラリーを作成し、Illumina DNA シーケ
ンサーを用いて試料ごとに 3000 万リード以
上の配列を決定し、RNA-seq 法によって遺伝
子発現量を網羅的に測定した。 
 
(4)RNA-seq 法により得られた、低温順化によ
って発現量が大きく変わる遺伝子の中、特に
代謝に関わると考えられる遺伝子（Lip3、
Pepck）、およびをキイロショウジョウバエで
低温耐性に関わるとことが知られている
desat2に関して、集団内の変異を調べた。具
体的には、分布拡大前に熱帯で採集された集
団、分布拡大時に日本で採集された集団およ
び最近日本で採集した集団の 3集団間で、塩
基多様度（π)、純塩基置換率（dA）および分
子系統樹の樹形パターンの比較を行った。 
 
(5) RNA-seq 法により得られた、低温順化に
よって発現量が大きく変わる遺伝子の中、キ
イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の Gal4/UAS 、
Gal4/RNAi 系統が存在する遺伝子について、
それらの系統を用いて強制発現またはノッ



クダウンした後、低温耐性を測定し、候補遺
伝子の発現の変化が実際に低温耐性に及ぼ
す効果を検証した。 
 
４．研究成果 
(1)アカショウジョウバエが分布を熱帯から
温帯に広げてきた要因として、低温耐性の向
上が背景にあったと考えられる。この仮説を
検証するため、熱帯、温帯それぞれで採集さ
れたアカショウジョウバエおよび、アカショ
ウジョウバエが属するテングショウジョウ
バエ亜群の近縁種について、1℃に 16 時間置
いた後の生存率を測定した。 
 その結果、温帯産アカショウジョウバエの
低温耐性は熱帯産アカショウジョウバエよ
りも統計学的に有意に高く、また、アカショ
ウジョウバエの低温耐性は、熱帯・亜熱帯に
のみ生息する近縁種よりも高いことが分か
った（図１）。このことは、アカショウジョ
ウバエの熱帯から温帯への分布拡大には、本
種の低温耐性の向上がともなったことを示
唆する。 
 一方、地域集団間、種間の差よりも大きな
低温耐性の差が、低温順化した場合としない
場合の間で観察された。いずれの地域集団、
種においても、低温耐性は低温順化によって
大きく向上することが分かった（図１）。す
なわち、低温耐性は低温順化に大きく依存す
ることが明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１．1℃で 16 時間置いた後の生存率 
 
(2)低温順化が低温耐性に及ぼす影響をより
詳細に調べるため、(1)で順化の効果が最も
大きかった系統について、いろいろな温度変
化を経験させた成虫の低温耐性を測定した。 
 その結果、25℃で卵から成虫まで飼育し、
20℃で低温順化した場合、低温耐性（LT50）
は高くなるが、その後、数日間 25℃に置くと、
低温順化の効果はほぼ消失することが分か
った。一方、20℃で卵から成虫まで飼育した
場合、低温耐性は高いが、数日間 25℃に置く
ことによって 25℃で飼育した場合と同程度
の耐性に低下し、その後 20℃で低温順化する
と、順化の効果によって低温耐性は向上する
ことが分かった（図２）。この結果から、数
日間の中に温度変化に応答して低温耐性が
変化することが分かり、遺伝子発現の調節が

その背景にあることが推測された。 

図２．各温度変化を経験した成虫の 1℃で 50%の
確率で生き残る時間（LT50） 

 
 一方、アカショウジョウバエの 12 地域系
統について、系統ごとに 1℃における低温耐
性（LT50）および呼吸量（酸素消費量）を、
低温順化した場合としない場合について測
定し、その差を取って低温耐性と呼吸量の関
係を調べたところ、両者の間には強い正の相
関がみられた（図３）。すなわち、低温順化
によっておこる低温耐性の向上と呼吸量の
増加の背景には、共通の分子機構があること
が示唆された。 
 

図３．アカショウジョウバエ 12 系統における低温
順化による低温耐性の変化と呼吸量の変化 

 
(3)低温順化による低温耐性の向上を司る分
機構を解明するため、低温順化した場合とし
ない場合について、RNA-seq 法を用いてトラ
ンスクリプトーム解析を行い、低温順化によ
って発現量が大きく変化する遺伝子を探索
した。その結果、Lip3、Pepck、CG12374、Prx、
LysD、CG1887、Sdr などの遺伝子の発現量が
大きく上昇、CG14153、Lsp2、tim、CG16762
などの遺伝子の発現量の低下が著しいこと
が分かった。 
 
(4)(3)で得られた低温耐性を司る候補遺伝
子の中、Lip3、Pepck について、集団遺伝学



的方法によって、自然選択が働いた可能性を
検証した。同時に、キイロショウジョウバエ
で低温耐性に関わるとことが知られている
desat2、比較対象として順化によって発現量
があまり変化しなかった und、RnrS、Gpdh、
RpL4、GstS1についても同様の解析を行った。 
 その結果、Pepck において、特定の対立遺
伝子が温帯に高頻度で存在するパターンが
観察され、自然選択が働いた可能性が示唆さ
れた。しかし、タンパク質コード領域におけ
るアミノ酸配列を比較した結果、機能に関係
すると考えられるアミノ酸置換は観察され
なかった。そこで、上流約 1.6kb の塩基配列
を比較した結果、開始コドンから上流約
800bp 付近、および第 2 エクソン開始直前の
イントロン内に、1980年代の温帯集団と2011
年の温帯集団の間で相同性が高い一方、それ
らと熱帯集団の間では大きく分化している
領域が検出された（図４）。この領域におけ
る配列の差が遺伝子発現量の調節に関わっ
ている可能性が考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5) 
 
図４．Pepck 5'-UTR、第１、第２エクソンにおけ

る配列の集団間分化（dA）。紫：温帯集団
（1980 年代）－熱帯集団間、黄：温帯集団
（2011 年）－熱帯集団間、緑：温帯集団
（1980 年代）－温帯集団（2011 年）間 

 
(5)(3)で得られた低温耐性を司る候補遺伝
子の中、RT-qPCR 法によって発現量の有意な
変化が確認され、キイロショウジョウバエで
対応する UAS 系統が存在し、なおかつ Gal4
による遺伝子発現の誘発が実際に確認でき
たものは、発現量が上昇した候補遺伝子で 6
遺伝子、低下した候補遺伝子で 1遺伝子のみ
だった。発現量が上昇した候補遺伝子につい
て は 、 キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ で
Actin-Gal4/UAS-候補遺伝子のヘテロ接合体
を作製して候補遺伝子を強制発現し、発現量
が 低 下 し た 遺 伝 子 に つ い て は
Actin-Gal4/UAS-候補遺伝子-RNAi のヘテロ
接合体を作製して候補遺伝子をノックダウ
ンし、低温耐性および呼吸量を測定した。 
 その結果、Sdr を強制発現した場合、およ
び CG14153をノックダウンした場合に低温耐
性が有意に向上することが分かった（図５）。
一方、いずれの遺伝子の発現を変化させた場
合も、呼吸量の変化は見られなかった。また、
キイロショウジョウバエにおいても低温順
化によって低温耐性は向上したが、Sdr、
CG14153 いずれの遺伝子も発現量は変化しな

かった。この結果は、少なくとも Sdr、CG14153
の両遺伝子は、アカショウジョウバエにおけ
る低温順化による低温耐性の向上に関わる
ことを示唆するが、同時に、低温耐性の向上
に呼吸量の増加は必ずしも必須ではないこ
と、アカショウジョウバエとキイロショウジ
ョウバエで、低温耐性向上のメカニズムには
異なる遺伝子が関与していることを示唆す
る。 

図５． Gal4/UAS、Gal4/RNAi系統における1℃
24 時間後の生存率 
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