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緒言 

 

 個体の性別が決まることを「性決定」とよび、性決定おいて支配的な役割をもつ遺伝子を

「性決定のマスター遺伝子」とよぶ。哺乳類の性決定のマスター遺伝子として、Sry（Sex 

determining region Y）が知られている。Sry は Y 染色体上に座上し、Sry 遺伝子の有無によ

ってオスかメスかが決まる（Kashimada and Koopman, 2010）。昆虫の性決定のマスター遺伝

子として最初に同定されたのはキイロショウジョウバエ の Sex-lethal（Sxl）である。Sxl はスプ

ライシング因子をコードしており、下流の標的遺伝子のスプライシングを制御することで個体

の性をメスへと決定付ける（Bridges, 1921）。Sxl の発現は X 染色体の数と常染色体のセット

の数の比（X:A 比）が 1.0 以上のとき ON になり、SXL タンパク質が tra のメス型のスプライ

シングを誘導し、機能をもつ TRA が産生される（Inoue et al,. 1990）。TRA は dsx のメス型ス

プライシングを誘導し、DSX のメス型アイソフォームである DSXF を生産する（McKeown et 

al., 1988）。DSXF は下流の遺伝子の転写を制御することで体細胞の性をメスへと分化させ

る（Jursnich and Burtis, 1993）。一方オスでは X:A 比が 0.5 となるため Sxl の発現が起こら

ず、機能を持つ TRA が産生されない。TRA 非存在下において dsx は基底状態のスプライ

シングを受け、その結果 DSX のオス型アイソフォームである DSXM が生産される。 

 哺乳類にも Sxl のホモログが存在するが、この遺伝子を性決定に用いているのはショウジョ

ウバエ 属に属する双翅目昆虫だけである。同じ双翅目昆虫であるネッタイシマカでは擬 Y

染色体領域をもつ個体がオスとなるが、この領域に座乗する遺伝子として Nix が同定されて

いる（Hall et al., 2015）。Nix はキイロショウジョウバエ   の transformer-2 を起源とする遺伝

子であり、オスを決めるマスター遺伝子として働く（Hall et al., 2015）。鱗翅目昆虫であるカイ

コの場合、W 染色体をもつ個体がメスへと分化する。W 染色体に座乗する遺伝子として同

定された Feminizer（Fem）は piRNA を産生して下流のオス分化遺伝子の発現を抑制し、個
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体の性をメスにするマスター遺伝子として働く（Kiuchi et al., 2014）。Fem はユニークな遺伝

子であり、現在までのところ、Fem のホモログはカイコの祖先種といわれるクワコにしか見つ

かっていない（Kiuchi et al., 2014）。このように、性決定機構や性決定の司令塔となる性決定

のマスター遺伝子は種によって大きく異なり、多様性に富んでいるという点で特徴的であると

いえる。 

 なかでも膜翅目昆虫は性染色体をもたず、性決定に性染色体が関わらないという点で興

味深い。では、膜翅目昆虫の性はどのようにして決まるのだろうか。膜翅目昆虫の場合、未

受精卵である半数体がオスに、受精卵である二倍体がメスになるが、低い確率で二倍体の

オスも生まれることが知られていた（Whiting, 1943）。 

膜翅目の性決定機構は現在 2 つのモデルが提唱されている。1 つは相補的性決定モデ

ル（complementary sex determination: CSD）である（Whiting, 1943）。このモデルはある一遺

伝子座に位置する複対立遺伝子がヘテロ接合であればメスに分化し、ホモあるいはヘミ接

合であればオスに分化するというものである。例えば性決定遺伝子座の複対立遺伝子の種

類を a、b、c とし、ab の対立遺伝子を持つメスと c の対立遺伝子を持つオスが存在した場

合、この雌雄を掛け合わせることで、受精卵からは ac または bc という対立遺伝子を持つ二

倍体が出現する。この二倍体は対立遺伝子がヘテロ接合であるためメスに分化する。未受

精卵からは b または a という対立遺伝子を持つ半数体が出現する。この半数体は対立遺伝

子がヘミであるためオスに分化する。この bc という対立遺伝子を持つメスと、b という対立遺

伝子を持つオスを掛け合わせることで、受精卵からは bc または bb という対立遺伝子を持つ

二倍体が出現する。bc の二倍体は対立遺伝子がヘテロ接合であるためメスに分化するが、

bb の二倍体は対立遺伝子がホモ接合となるためオスに分化する。未受精卵からは b または

c という対立遺伝子を持つ半数体が出現し、対立遺伝子がヘミであるためオスに分化する。

この様に低い確率で受精卵から二倍体オスが出現することはこの相補的性決定モデルによ

り説明することができる(図 0-1A)。 
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 相補性性決定モデルが正しいことは、交配実験を行うことで検証されてきた。たとえば本研

究で用いたカブラハバチ（Athalia rosae）では、兄妹交配によって二倍体のオスが生まれる

組み合わせが存在し、この組み合わせでは二倍体のオスと二倍体のメスの比率が 1:1 とな

ることが確認されている（Naito and Suzuki, 1991）。また二倍体のオスを兄妹交配に用いると

三倍体の雌雄が生まれることからも、相補モデルと矛盾しない。これまでにカブラハバチを

始め、セイヨウミツバチ、セイヨウオオマルハナバチ、アルゼンチンアリなど様々な膜翅目に

おいてこのモデルが証明されており、兄妹交配による二倍体のオスの出現頻度から対立遺

伝子の数が推定され、カブラハバチでは約 50（Naito and Suzuki, 1991）、セイヨウミツバチで

は 121(Zareba et al., 1977)、セイヨウオオマルハナバチでは 46 (Duchateau et al., 1994)、ア

ルゼンチンアリでは 86 (Ross et al., 1993)種類ほど存在すると見積もられている。 

 もう 1 つの支持されているモデルとして、ゲノムインプリンティングモデル（genomic 

imprinting sex determination: GISD）が挙げられる（図 0-1B）。ゲノムインプリンティングモデ

ルでは、性決定遺伝子座が受けるゲノムインプリンティングが父親由来か母親由来かによっ

て異なると仮定し、どちらの親からゲノムを受け継ぐかによって性が決定するというものである

(Poirie et al., 1993)。例えばメスに分化するためには性決定遺伝子の発現を上昇させる必要

があるが、母親由来の性決定遺伝子座はゲノムインプリンティングにより発現が抑制されて

おり、父親由来の性決定遺伝子座にはゲノムインプリンティングによりその発現を上昇させる

機能を持つと仮定する。この場合、未受精卵では母親由来の性決定遺伝子座しか持たない

ため個体は全てオスに分化するが、受精卵では父親と母親両方の性決定遺伝子座を持

ち、父親由来のゲノムインプリンティングにより性決定遺伝子の発現が上昇することでメスに

分化すると考えられる。 

 キョウソヤドリコバチでは受精卵において Nvtra の発現が上昇することでメス分化が誘導さ

れることが確認されている(Verhulst et al., 2010)。Nvtra の発現を抑制することで受精卵であ

ってもオスに分化する(Verhulst et al., 2010)。これは Nvtra の発現を上昇させる因子である
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womanizer(wom)がゲノムインプリンティングにより制御されており、母親由来の wom はその

機能がゲノムインプリンティングにより抑制されているが、父親由来の wom は機能を持つか

らであると考えられる。 

その後の研究により、胚発生初期の受精卵において高く発現する遺伝子であり、かつその

遺伝子は SNP解析により父親由来であることが確認され、これがゲノムインプリンティングモ

デルの原因遺伝子である wom と結論づけられた。しかしながらゲノムインプリンティングモ

デルは、先で示した相補的性決定モデルで見られる父親由来のゲノムを受け継いだ受精卵

から生まれる二倍体のオスを説明できないため、キョウソヤドリコバチが属するコバチ上科の

種に特異的である可能性が高い。 

 膜翅目昆虫の性決定モデルはいずれも交配実験により検証が行われてきたが、その分子

機構については全く理解が進んでいない状況であった。しかし、セイヨウミツバチを用いた

研究により、2003年ついに相補性性決定モデルの責任遺伝子の正体が明らかにされ、

complementary sex determiner (csd)と名付けられた(Beye et al., 2003)。 

上述した相補的性決定機構のモデルと同様に、csd にはいくつもの対立遺伝子が存在し、メ

スではヘテロ接合であり、オスではホモあるいはヘミ接合であることが確認されている(図 0-

2)。csd の発現には雌雄差は見られず、また性特異的なアイソフォームも存在しない。CSD

タンパク質はアルギニンとセリンを豊富に含む領域と末尾にあるプロリンを豊富に含む領域

の間に対立遺伝子ごとに異なるアミノ酸配列を示す超可変領域が存在し、この超可変領域

のアミノ酸配列の違いが対立遺伝子を形成していると考えられる。またこの超可変領域には

フレームシフトを生じる様な変異は見られない(図 0-3)。 

 CSD タンパク質に見られるアルギニンとセリンを豊富に含む領域やプロリンを豊富に含む

領域は、他の昆虫において mRNA のスプライシングに関わる TRA タンパク質と高い相同

性を示すため、CSD タンパク質も mRNA のスプライシングに関わる機能を持つことが考えら

れている。 
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 また Beye らは RNAi法を用いて csd の機能解析を行い、csd がメス分化に関わることを明

らかにしている。csd の対立遺伝子間において保存されている共通領域を標的とした

dsRNA を、メスへと分化する csd の遺伝子座がヘテロ接合である受精卵に注入することで、

本来メスになる個体がオスに分化する。一方でオスに分化する csd の遺伝子座がホモ接合

である受精卵に dsRNA を注入しても変わらずオスに分化する。この実験により csd はヘテ

ロ接合の時にのみ機能を持ち、メス分化を誘導するが、ホモ接合では機能を持たないため

オスへと分化することが示唆された。なぜ csd がヘテロ接合のときのみ機能を発揮するの

か、その詳細な分子機構については明らかにされていない。その後の研究により、csd 遺伝

子座のすぐ近傍に csd と高い相同性を示す feminizer（fem）遺伝子が見つかった。興味深い

ことに、fem はキイロショウジョウバエ の tra と相同性を示し、雌雄で異なるスプライスバリア

ントを生じる（Hasselmann et al., 2008）（図 0-4）。この fem の機能を RNA干渉法により阻害

すると、csd をノックダウンした場合と同様に本来メスになる個体がオスに分化する。csd をノ

ックダウンすると、fem のスプライシングバリアントがオス化したことから、fem は csd の下流で

働き、fem のメス型スプライシングには csd が必要であることが示唆された。現在では fem が

tra のオルソログであり、csd は fem の遺伝子重複によって生じたパラログであることがわかっ

ている（Hasselmann et al., 2008）。FEM タンパク質はスプライシング因子であり、ミツバチの

dsx オルソログである Amdsx のメス型スプライシングを誘導する（Bownes, 1992）。FEM が存

在しない場合、Ardsx はオス型のスプライシングを受ける。メス型 Amdsx とオス型 Amdsx から

翻訳されたタンパク質はそれぞれ、メス分化とオス分化を引き起こすことがわかっている

（Bownes, 1992）（図 0-5）。 

 このように相補モデルは分子機構においてもその正当性が証明されている。しかしゲノム

インプリンティングモデルであるキョウソヤドリコバチを含むコバチ上科の仲間では csd が発

見されておらず、一概に膜翅目の性は相補モデルにより決まる、とは断言できない。 
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 完全変態昆虫の系統樹を見ると、膜翅目は basal lineage に位置することから、完全変態

昆虫の祖先種と近しい形質を持っていると考えられる。本研究で用いたカブラハバチ

(Athalia rosae)は、膜翅目の中でもより原始的な広腰亜目に属し、ミツバチやスズメバチなど

の細腰亜目が出現する 1500万年以上前からこの地球上に生息していたと推測されている

（図 0-6）。従って、この種の性決定遺伝子を明らかにすることは、完全変態昆虫の性決定遺

伝子の起源を類推する手がかりを得るうえで鍵となると考えられる。上述したようにカブラハ

バチもミツバチ同様、相補性性決定機構により性が決まることが交配実験により確認されて

いる（Naito and Suzuki, 1991）が、その原因遺伝子はおろか、性決定や性分化に関わる遺

伝子は何一つ同定されていない。2014年にカブラハバチの全ゲノム情報が公開されたこと

を踏まえ、私は、カブラハバチの性決定に関与する遺伝子の同定を行い、その性決定カス

ケードの作成を本研究の目的とした。 
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図 0-1 膜翅目昆虫の性決定モデル  
A）相補モデル。単一遺伝子座に位置する複対立遺伝子を示す。a、b、c はそれぞれ性決

定遺伝子座の対立遺伝子の種類を示す。（B）インプリンティングモデル。n は核相を示す。

P、M はそれぞれ、配偶子の父性インプリンティング、母性インプリンティングを示す。 
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図 0-2 Csd、Fem、Tra タンパク質のドメイン構造 
超可変領域を緑、RS リッチドメインを赤、P リッチドメインを青、TRA タンパク質においてキ

イロショウジョウバエ を除く全ての生物種において保存されている TRA-CAM ドメインを黄

色で示した。 
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図 0-3 セイヨウミツバチの Csd のアミノ酸配列 
アミノ酸配列が完全一致する領域を黄色で示した。 
超可変領域を緑、RS リッチドメインを赤、P リッチドメインを青の直線で示した。便宜上 Csd
のアレルの種類を a, b, c, d で示した。 
Csd のアミノ酸配列は CSD a：AAQ67418.1 CSD b：ABV56215.1 CSD c：
AAQ57657.1 CSD d：DAA06292.1 を参考とした。 
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図 0-4 Amfem の構造と性特異的なスプライシングバリアント 
雌雄共通のエクソンを白、雄特異的なエクソンを灰色で示した。雌は雄特異的なエキソンを

スキップすることで機能的な FEM タンパク質を翻訳するが、雄は途中でストップコドンが存

在し、機能的な FEM タンパク質が産生されない。 
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図 0-5 セイヨウミツバチの性決定カスケード  
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雌では csd をヘテロ接合でもつことにより活性型 Csd となり、下流の標的遺伝子である fem

の雌型スプライシングを誘導し、機能をもつ FEM が作られる。Fem は Tra-2 を介して

Amdsx に結合することにより雌型スプライシングが誘導され、Amdsx の雌型アイソフォーム

が作られ個体は雌となる。雄では csd が働かないため機能をもつ Fem が生産されず、

Amdsx の雄型スプライシングが誘導される。その結果作られる Amdsx の雄型アイソフォー

ムにより雄分化が誘導される。 

 

 

 

 

図 0-6 完全変態昆虫の系統樹 
Misof (2014) より引用改変。赤線はカブラハバチが属するクレード、青線はセイヨウミツバ

チが属するクレードを指す。 
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第一章 

カブラハバチにおけるミツバチの性決定遺伝子 

ホモログの探索 
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序論 

 

膜翅目昆虫は性染色体を持たず、未受精卵である半数体がオスに、受精卵である倍数体

がメスになるが、低い確率で倍数体のオスも生まれることが知られていた（Whiting 1943）。近

年セイヨウミツバチを用いた研究により、膜翅目昆虫は、ある一遺伝子座に位置する複対立

遺伝子がヘテロ接合であればメスになり、ホモあるいはヘミ接合であればオスになる相補的

性決定機構により性が決まることが明らかになり、その原因遺伝子である complementary sex 

determiner （csd）がセイヨウミツバチから単離された（Beye et al., 2003）。csd はこれまでに

11 種の膜翅目のゲノムにおいて見つかっており（Schmieder et al., 2011）、多くの膜翅目の

性は csd により決まると予想されている。カブラハバチも交配実験により相補的性決定機構

をもつことが確認されている（Naito and Suzuki, 1991）が、性決定に関わる遺伝子はひとつも

同定されていない。セイヨウミツバチでは CSD がヘテロ二量体を形成することで機能を持

ち、性決定カスケードの下流に位置する tra（セイヨウミツバチ では Amfem と表記）のメス型

スプライシングを誘導する。Amfem は Amtra-2 と結合し Amdsx のエクソンに存在する結合配

列を認識しメス型スプライシングを誘導する。 

完全変態昆虫の系統樹を見ると、膜翅目は basal lineage に属することから、完全変態昆虫

の祖先種と近しい形質をもっていると考えられる。本研究で用いたカブラハバチは膜翅目の

なかでもより原始的な広腰亜目に属する。従って、カブラハバチの性決定遺伝子を明らかに

することは、完全変態昆虫の性決定遺伝子の起源や性分化の祖先的状況を類推する手が

かりを得るうえで鍵となると考えられる。そこで私は、カブラハバチの性決定に関与する遺伝

子の同定を行った。 
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材料及び方法 

 

昆虫 

 本研究で用いたカブラハバチ（Athalia rosae）は、野生型の形質をもつ個体の他、劣性白

眼 cec系統（ホモ接合体の成虫複眼が白眼となる）（図 1-1A）、不完全優性黄色脂肪体 yfb

系統（成虫の脂肪体が黄色を帯びる不完全優性形質をもつ）（図 1-1B）であり、いずれも国

立研究開発法人農業・食品生産技術総合研究機構、畠山正統上級研究員より分与された

ものである。上述の不完全優性遺伝形質の表現型に基づき、個体が受精卵由来であるか

未受精卵由来であるかを見分けた。カブラハバチの飼育は 25±2℃、16時間明期－8時間

暗期の条件下のインキュベーター内で行った。発生中の卵は湿度が十分に足りたプラスチ

ックの容器内に保存し、幼虫の飼育には葉大根（サカタのタネ）を使用した。葉大根の栽培

は水耕栽培キット Green Farm を用い、濃縮液用肥料である大塚ハウス 1号、2号混合比

1:1 の混合液を 200 倍希釈し使用した。 

 

RNA の抽出 

カブラハバチからの total RNA の抽出は ISOGEN （ニッポン・ジーン）を用い、鈴木らの方

法に従って行った（Suzuki et al., 2012）。ホモジナイズする際は Homogenization Pestle（フナ

コシ）を使用した。産卵直後卵から孵化 2日後の幼虫までの個体は、鈴木らの方法に改変

を加え、total RNA をイソプロパノール沈殿する際にグリコーゲン（20mg/mL, 和光純薬）を

各サンプルに付き 1μl加えた。 

 

RT-PCR 
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逆転写反応による cDNA 合成には PrimeScript 1st strand cDNA Synthesis Kit（タカラバイ

オ）を使用した。実験の手順は添付マニュアルの方法に従った。逆転写反応の鋳型には、

1µg の total RNA もしくは、卵 1粒から抽出した全量の total RNA を使用した。逆転写反応

の際にはキットに添付されていた random 6 mer プライマーを使用した。PCR反応は

EmeraldAmp PCR Master Mix（タカラバイオ）を使用し、添付マニュアルの指示に従って行

った。得られた反応産物は EtdBrd（0.5µg/mL）を含む 2%アガロースゲルを用いた電気泳動

により分離し, 電気泳動像は E-Shot（ATTO）を用いて Luminance が 16383 以下になるよう

に撮影した。使用したプライマーと PCR の条件は表 1 に示した。 

 

系統樹の作製 

Ardsx と Artra-2 および既知の doublesex と transformer-2 の系統樹作成には Clustal X 

2.0.11（http://www.softpedia.com/get/Science-CAD/Clustal-X.shtml）を用いて、以下の設定

(pairwise alignment parameters: gap opening penalty 17.00, gap extension penalty 0.2, 

identity protein weight matrix; multiple alignment parameters: gap opening penalty 17.00, 

gap extension penalty 0.2, delay divergent cutoff 30%, identity protein weight matrix) で行っ

た。配列間の距離は p-distance を用いて MEGA version 4.0 を使用して計算した。 

p-distance と近隣結合法を用いてブートストラップ値 1000 で比較系統樹を作成した。 
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結果 

 

カブラハバチゲノムにおけるミツバチの性決定遺伝子のホモログの探索 

 性決定遺伝子について理解が進んでいるセイヨウミツバチの性決定カスケードを構成する

csd, feminizer (fem), Apis mellifera transformer-2（Amtra-2）, Apis mellifera doublesex

（Amdsx）のアミノ酸配列を query にカブラハバチの genemodel（予測遺伝子）に対して

NCBI の提供する相同性検索プログラム tblastn を用いた相同性検索を行い、E 値が e-10

以下である遺伝子をカブラハバチにおけるホモログとみなした。その結果、csd と fem に有

意な相同性を示す遺伝子はみつからなかった。fem は tra のオルソログであると言われて

おり、csd は fem のパラログであることがわかっている（Hasselmann et al., 2008）。TRA タ

ンパク質はキイロショウジョウバエ を除く全ての生物種において保存されている TRA-

CAM ドメインをもつ（Pane et al., 2002）。FEM の TRA-CAM ドメイン内の中でも最も保存さ

れている 18 アミノ酸配列（LKRRTGEGSKPIFEREEI）を query として再度 tblastn サーチを

行ったが、この場合も有意な相同性を示す genemodel を見つけることはできなかった。一

方、Amdsx のメス型アイソフォーム及びオス型アイソフォームどちらのアミノ酸配列を query

にした場合も、ほぼ同じ tblastn の検索結果を得ることができた（図 1-2A,B）。どちらの場合

も「Athalia rosae protein doublesex (LOC105689658), transcript variant X2, mRNA, 

Accession number XM_012406840.1」がトップヒットを示し、その E value は 2e-62 以下であ

り, total score は 207 以上、query cover は 86%以上と非常に高い値を示した。２番目と３番

目にヒットしてきた genemode も上記と同一の遺伝子由来の異なるアイソフォームであった。

この相同性検索で見出されたカブラハバチの genemodel は「doublesex」と定義されている

ことからも、カブラハバチの dsx ホモログである可能性が極めて高いといえる。そこでこの

遺伝子を Athalia rosae doublesex（Ardsx）と名付けた。 
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 また Amtra-2 のアミノ酸配列を query にした場合「Athalia rosae protein transformer-2 

(LOC105686732), transcript variant X4, mRNA, Accession number XM_012401832」がトッ

プヒットを示し、その E value は 2e-107 以下であり, total score は 269 以上、query cover は

89%以上と非常に高い値を示した(図 1-3) 。２番目と３番目と４番目にヒットしてきた

genemode も上記と同一の遺伝子由来の異なるアイソフォームであった。この相同性検索で

見出されたカブラハバチの genemodel は「transformer-2」と定義されていることからも、カブ

ラハバチの tra-2 ホモログである可能性が極めて高いといえる。そこでこの遺伝子を

Athalia rosae transformer-2（Artra-2）と名付けた。	

 

Ardsx と Artra-2 の系統樹による解析 

 今回同定した ArDSX と ArTRA-2 のアミノ酸配列が、他の昆虫の DSX と TRA-2 との間

に類似性を持つかを明らかにするために、ArDSX がコードする全長アミノ酸配列と、双翅

目・甲虫目・鱗翅目・膜翅目など 13 種類の完全変態昆虫から同定された既知のメス型 DSX

タンパク質のアミノ酸配列及び、ArTRA-2 がコードする全長アミノ酸配列と、哺乳類・鳥類・

爬虫類・両生類・魚類・半索動物・刺皮動物・鰓脚目・膜翅目・甲虫目・双翅目から同定され

た既知の TRA-2 タンパク質のアミノ酸配列を用いて系統樹を作成した。DSX は外群とし

て、昆虫の姉妹群である甲殻類オオミジンコの dmagDSXαを用いた。その結果、DSX オル

ソログは主に４つのクレード、すなわち双翅目、鞘翅目、鱗翅目、膜翅目に分類された（図 1-

4）。作成された系統樹のトポロジーは、昆虫の分類学上の関係を概ね反映していた。

ArDSX は同じ膜翅目昆虫であるセイヨウミツバチの AmDSX と同じクレードに属していた。

以上の結果から、ArDSX はセイヨウミツバチの AmDSX と最も近い関係にあることが明らか

となった。TRA-2 オロソログも同様に哺乳類・鳥類・爬虫類・両生類・魚類・半索動物・刺皮

動物・鰓脚目・膜翅目・甲虫目・双翅目がそれぞれのクレードを形成した（図 1-5）。こちらも

作成された系統樹のトポロジーは、生物の分類学上の関係を概ね反映していた。ArTRA-2
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は同じ膜翅目昆虫であるセイヨウミツバチの AmTRA-2 と同じクレードに属していた。以上の

結果から、ArTRA-2 はセイヨウミツバチの AmTRA-2 と最も近い関係にあることが明らかとな

った。 
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考察 

 

カブラハバチの性決定遺伝子の特定 

 csd と fem はセイヨウミツバチだけではなく、同じハナバチ上科であるアリの仲間やマルハ

ナバチや、一部の寄生蜂類など多くの膜翅目で発見されている（Jia et al., 2016）。これらの

種類では fem の重複により csd が誕生し、csd と fem はパラログの関係にあることが知られて

いる（Hasselmann, 2008）。したがって、今回の相同性検索において、カブラハバチのゲノム

上にセイヨウミツバチの csd と fem に相同性をもつ遺伝子がどちらもみつからなかったという

結果は妥当であると考えられる。 

セイヨウミツバチにおいて同定されている fem は多くの昆虫で同定されている tra のオロソ

ログであり、現在ゲノムが解読されている昆虫の中では tra を持つ種が多く知られているが、

tra を持たない種もその分類上の位置に関係なく混在して存在している（Geuverink and 

Beukeboom, 2014）。これら tra を持たない昆虫は、以前は tra を持っていたが、本来 tra が

持つ機能を他の遺伝子が担う様になるなどして、後から tra を失ったと考えられる。膜翅目

に限定して注目すると、セイヨウミツバチやセイヨウオオマルハナバチなど膜翅目の中でも派

生的な種が属する細腰亜目では tra が見つかっているが（Hassekman, 2008）、カブラハバ

チが属する原始的なグループである広腰亜目では現在 tra が見つかっている種は存在して

いない（Oeyan, et al., 2020）。このことから、祖先的な膜翅目も他の昆虫と同様に tra を持っ

ていたが、細腰亜目と広腰亜目に分岐したのちに、広腰亜目では tra を失ったと考えられ

る。 

 上述の通りカブラハバチには tra が存在しなかったが、tra と結合して dsx のスプライシン

グを制御すると言われている tra-2 は見つけることができた。tra-2 は哺乳類から昆虫まで幅
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広い生物種で保存されており、キイロショウジョウバエやセイヨウミツバチでは dsx のメス型ス

プライシングに必要であることが知られている(Nissen et al., 2012; Hoshijima et al., 1991）。し

かし全ての昆虫において dsx の性特異的なスプライシングに tra-2 が関わるわけではない。

カイコでも同様に tra-2（Bmtra-2）が見つかっており、キイロショウジョウバエ の dsx ミニ遺伝

子を導入したカイコ培養細胞を用いた RNAi実験の結果から、Bmtra-2 はキイロショウジョウ

バエ の dsx のメス型スプライシングを誘導する働きを持つことが明らかとなっている（Suzuki 

et al,. 2012）。しかし、カイコにおいて Bmtra-2 をノックダウンしても Bmdsx のメス型スプライシ

ングは誘導されない（Suzuki et al,. 2012）。これらの事実は、Bmtra-2 はキイロショウジョウバ

エ の dsx のメス型スプライシングを誘導できるにもかかわらず、Bmdsx のメス型スプライシン

グには関与しないことを示している。カイコには tra が存在せず、また Bmdsx の pre-mRNA

上には TRA/TRA-2 結合配列が存在しないことが知られている（Suzuki et al,. 2001）。

TRA/TRA-2 によらない dsx の性特異的なスプライシング制御が行われている前例があるこ

とから、カブラハバチでは tra は存在しないが tra-2 が存在したことは不思議ではない。 

dsx は多くの昆虫で見つかっており、雌雄で異なるスプライシングを受け、メスではメス型

dsx が、オスではオス型 dsx が生産され、それぞれメス分化・オス分化を誘導している。カブ

ラハバチも同様に dsx が同定されたことから、Ardsx は性分化に必要な機能を持つと考えら

れる。 

これらのことから、カブラハバチはセイヨウミツバチと同じ性決定様式である相補的性決定

機構をもつものの、そこに関わる性決定遺伝子群はミツバチのそれらとは共通する部分と、

全く異なる部分があることが強く示唆された。 
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図 1-1 カブラハバチ劣性白眼 cec系統と不完全優性黄色脂肪体 yfb系統  
（A）cec 遺伝子をホモ接合体でもつ成虫は白い複眼を持つ。左が野生型雄で右が cec雄 
（B）蛹化直後の野生型と yfb 遺伝子を持つ蛹。左が 2 倍体雄で右が 2 倍体雌を示す。野

生型（＋/＋）の蛹は青味がかった色をしている。yfb 遺伝子をホモ接合体でもつ個体

（yfb/yfb）の蛹は全身が黄色味を帯びる。yfb 遺伝子をヘテロ接合体でもつ個体（＋/yfb）の

蛹はその中間色である緑色を示す。 
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図 1-2 カブラハバチの genemodel に対して AmDsx のアミノ酸配列を query に用いた

tblastn の検索結果 
（A）Amdsx雌型アイソフォームを用いた検索結果。（B）Amdsx雄型アイソフォームを用い

た検索結果。 
tblastn の結果得られた Graphic summary において直線で表されたそれぞれの mRNA の

accession number と hit score および E value を示した  
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図 1-3 カブラハバチの genemodel に対して AmTRA-2 のアミノ酸配列を query に用い

た tblastn の検索結果 
tblastn の結果得られた Graphic summary において直線で表されたそれぞれの mRNA の

accession number と hit score および E value を示した  
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図 1-4 完全変態昆虫における DSX の系統樹 
DSXF タンパク質のアミノ酸配列を用いて系統樹を作成した。カブラハバチが属する膜翅目

を赤枠で囲った。カブラハバチ（Athalia rosae）を赤文字で示した。 
系統樹作製には以下の DSX の完全長アミノ酸配列を用いた。 
Daphnia magna DSX beta  BAJ78308 Nasonia vitripennis DSXF NP_001155990 

Apis mellifera DSXF1 ABW99105 Bombyx mori BmDSXF NP_001036871 

Antheraea assama DSXF ADL40852 Ostrinia scapulalis DSXF BAJ25852 

Onthophagus taurus DSXF1  AEX92939 Gnatocerus cornutus DSXF BAW32685 

Tribolium castaneum DSXF AFQ62106 Megaselia scalaris DSXF AAK38831 
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Musuca domestica DSXF AAR23812 Bactrocera tryoni DSXF AAB99948 Ceratitis 

capitata DSXF AAN63598 Drosophila melanogaster DSXF NP_001287220 

 

 

 

図 1-5 TRA-2 の系統樹 
TRA-2 タンパク質のアミノ酸配列を用いて系統樹を作成した。カブラハバチが属する膜翅

目を赤枠で囲った。カブラハバチ（Athalia rosae）を赤文字で示した。 
系統樹作製には以下の TRA-2 の完全長アミノ酸配列を用いた。 
Homo sapiens NP_001230808.1  Mus musculus NP_001334138.1  Pseudoces 

humilis XP_005529582.1  Gallus gallus XP_015132297.1  Alligator 

mississippiensis XP_019345401.1 
Anolis carolinensis XP_008104612.1  Xenopus tropicalis 
XP_012825765.1   Latimeria chalumnae XP_005997166  Takifugu rubripes 

XP_029685594.1  Xenopus laevis NP_001080216.1  Saccoglossus 

kowalevskii  XP_006814075.1  Strongylocentrotus Purpuratus XP_030846241.1  

Daphnia magna KHJ36916.1  Nasonia vitripennis ATD84850.1  Athalia rosae 
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XP_012257257.1  Apis mellifera AFJ15566.1  Tribolium castaneum KYB25516.1  

Musca domestica AAW34233.1 Lucilia cuprina  ACS34688.1  Bactrocera oleae 

XP_014085273.1 Ceratitis capitata  NP_001266337.1  Anastrepha sororcula 

CBJ17287  Drosophila erecta XP_015012383.1  Drosophila sechellia 

XP_002033866.1  Drosiphila melanogaster NP_995835.1 
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第二章 

カブラハバチ doublesex（Ardsx）の機能解析 
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序論 

 

キイロショウジョウバエ の性決定カスケードの最上流遺伝子である Sxl は、常染色体のセッ

ト数と性染色体の数の比により発現が制御される（Bridges, 1921）。SXL はその下流に位置

する transformer（tra）の pre-mRNA に結合し、メス特有のスプライシングを引き起こす

（Inoue et al., 1990）。オスでは機能的な TRA タンパク質は作られず、メスでのみ機能的な

TRA タンパク質が作られる。TRA タンパク質も SXL と同様にその下流に位置する

doublesex（dsx）の pre-mRNA に結合し、メス特有のスプライシングを誘導することによってメ

ス型 DSX タンパク質（DSXF）が作られる(McKeown et al., 1988; Nagoshi et al., 1988, 

1990)。DSXF は転写因子として働き、メスをメスたらしめる遺伝子の発現を制御しメス分化を

誘導する（Inoue et al., 1992）。一方オスでは SXL タンパク質が作られず、その下流の TRA

タンパク質も作られない。その結果デフォルトの状態ではオス特有のスプライシングが誘導さ

れオス型 DSX タンパク質（DSXM）が作られる（Hoshijima et al., 1991）。DSXM も転写因子

として働き、メス分化に必要な遺伝子の発現を抑制したり、オスをオスたらしめる遺伝子の発

現を制御しオス分化を誘導する（Raymond et al., 1998）。 dsx のメス特異的エキソンの塩基

配列の中には TRA/TRA-2 が dsx に結合するために必要なシスエレメントが存在し、TRA

非存在下では dsx のメス特異的エキソンはスプライシングにより除外されてしまうため、TRA

がないと dsx はメス型のスプライシングを受けることができない（Hoshijima et al., 1991）。

TRA オロソログである FEM を持つセイヨウミツバチでも同様に FEM/TRA-2 による dsx の性

特異的なスプライシング制御が行われていることが確認されている（Nissen et al., 2012）。 

 第 1章で行った研究の結果、カブラハバチゲノムには tra の膜翅目オルソログである fem

が存在しないことが明らかとなった。このことから、キイロショウジョウバエ やセイヨウミツバチ
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とは異なる機構により dsx の性特異的なスプライシングが制御されていると考えられる。カブ

ラハバチの性決定カスケードを構成する遺伝子の同定を行う初めの足がかりとして、昆虫で

広く保存されている性分化に関わる遺伝子である dsx に着目しその機能解析を行った。 
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材料及び方法 

 

昆虫 

本研究で用いたカブラハバチ（Athalia rosae）は、野生型の形質をもつ個体の他、劣性白眼

cec系統（ホモ接合体の成虫複眼が白眼となる）（図 1-1A）、不完全優性黄色脂肪体 yfb系

統（成虫の脂肪体が黄色を帯びる不完全優性形質をもつ）（図 1-1B）であり、いずれも国立

研究開発法人農業・食品生産技術総合研究機構、畠山正統上級研究員より分与されたも

のである。詳細は第一章の材料と方法の項目を参照。 

 

近親交配による 2 倍体オスの作出 

2 倍体のオスを得るために、上記の yfb 遺伝子をホモ接合体（yfb /yfb）で持つ 2 倍体のメス

と野生型の半数体のオス（＋）を交配させた。生まれてきた 2 倍体のメス（＋ /yfb）と半数体

のオス（＋または yfb）をさらに交配させた。この様な近親交配を繰り返し行い、得られた yfb

遺伝子のヘテロ接合体（＋ /yfb）のオスを 2 倍体のオスとした（図 2-1）。 

 

RNA の抽出 

カブラハバチからの total RNA の抽出は ISOGEN （ニッポン・ジーン）を用い、鈴木らの方

法に従って行った（Suzuki et al., 2012）。ホモジナイズする際は Homogenization Pestle（フナ

コシ）を使用した。産卵直後卵から孵化 2日後の幼虫までの個体は、鈴木らの方法に改変

を加え、total RNA をイソプロパノール沈殿する際にグリコーゲン（20mg/mL, 和光純薬）を

各サンプルに付き 1μl加えた。 
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RT-PCR 

逆転写反応による cDNA 合成には PrimeScript 1st strand cDNA Synthesis Kit（タカラバイ

オ）を使用した。実験の手順は添付マニュアルの方法に従った。逆転写反応の鋳型には、

1µg の total RNA もしくは、卵 1粒から抽出した全量の total RNA を使用した。逆転写反応

の際にはキットに添付されていた random 6 mer プライマーを使用した。PCR反応は

EmeraldAmp PCR Master Mix（タカラバイオ）を使用し、添付マニュアルの指示に従って行

った。得られた反応産物は EtdBrd（0.5µg/mL）を含む 2%アガロースゲルを用いた電気泳動

により分離し, 電気泳動像は E-Shot（ATTO）を用いて Luminance が 16383 以下になるよう

に撮影した。使用したプライマーは表 2-1 に示した。 

 

定量的 PCR 

定量的 PCR による遺伝子発現量の定量は、鈴木ら（2012）の方法に従って行った（Suzuki 

et al., 2012）。内部標準として供試した EF-1 alpha 遺伝子の増幅に用いたプライマーは、国

立研究開発法人農業・食品生産技術総合研究機構、畠山正統上級研究員より分与された

ものを使用した。使用したプライマーの条件は表 2-2 に示した。 

 

RACE（rapid amplification of cDNA ends）法 

RACE法の鋳型に用いた poly(A)＋RNA は、雌雄の蛹から FastTrack MAG mRNA 

Isolation Kits（Life technology）を用い、添付マニュアルの指示に従って抽出した。5’RACE

並びに 3’RACE は Gene Racer kit （Invitrogen）を用い、実験の操作は添付マニュアルに従

った。cDNA増幅のための PCR には LA-Taq（タカラバイオ）を用い、94℃2 分、94℃30秒

72℃2 分×5サイクル、94℃30秒 70℃2 分×5サイクル、94℃30秒 68℃30秒 72℃2 分×

25サイクル、72℃10 分の条件にて増幅反応を行った。その後、nested PCR を 94℃2 分、
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94℃30秒 65℃30秒 68℃2 分×25サイクル、68℃10 分の条件で行った。使用したプライマ

ーの条件は表 2-3 に示した。 

 

dsRNA の合成 

カブラハバチの dsx(Ardsx)の DNA断片を、5’側に T7 プロモーターの配列が付加された

プライマーと KOD-Plus (東洋紡) を用い、94℃3 分、98℃10秒 50℃30秒 68℃30秒×30

サイクル、68℃5 分の条件にて増幅反応を行い、得られた PCR 産物を EtdBrd（0.5µg/mL）

を含む 1%アガロースゲルにて電気泳動した。目的の PCR 産物を含むゲル部分を切り出

し、Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega)を 使用し、キットに添付のマニュア

ルに従って精製した。その後、AmpliScribeTM T7 High Yield Transcription Kit(Epicentre)を

用い、添付マニュアルの指示に従って in vitro 転写を行った。in vitro 転写産物はフェノー

ルクロロホルム抽出による除タンパク質処理を施し、mini Quick Spin RNA Columns(Roche)

を用いて精製した後、エタノール沈殿を行い、得られた沈殿物を水に溶かした。その後、合

成された RNA をアニーリングさせるため、沸騰水に浸して熱変性を加えた後、室温になるま

でゆっくりと冷却し、これを dsRNA溶液とした。使用したプライマーの条件は表 2-4 に示し

た。 

 

RNA干渉（RNAi） 

Ardsx ターゲットとした dsRNA を、最終濃度 100ng/μl または 1000ng/μl の濃度に調製し、

30 分間氷冷麻酔処理を施したワンンダリング状態の終齢幼虫に 1 個体あたり 3μl ずつ注射

した。3μl 以上の dsRNA をインジェクションすると、dsRNA の濃度や種類に関係なく幼虫が

蛹化する以前に死亡、または蛹化直後に死亡することが確認されたので、dsRNA のインジ

ェクション量は 3μl を限界量とした。コントロール用の dsRNA には同濃度に調製した EGFP

を標的とする断片を用いた。dsRNA は、終齢幼虫前胸部気門上にある窪み、または蛹期メ
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スの第 6腹節と第 7腹節の間にガラス製のキャピラリーを 1cm程度刺し、体液中に注入し

た。その他の部位にインジェクションを行うと羽化せず死ぬ個体や羽化不全を引き起こす個

体が多く見られたため当該部位であれば重要な器官を損傷する可能性が低いと考えたから

である。注入後一時間乾燥したシャーレの中で保存し、幼虫の注射痕から注入した dsRNA

や体液が漏れていないのを確認したのちに、4枚重ねたキムワイプ（日本製紙クレシア）上

に置き、蛹化させた。ガラス製のキャピラリーは Disposable micro-pipette (Microcaps 25 µl, 

Drummond Scientific Company, Broomall, PA, USA)を用い、これをプラー(SUTTER 

INSTRUMENT P-97/IVF)にセットし、熱変性後引き延ばしたものを用いた。dsRNA を注入

するために、上述のキャピラリーをシリコン製のチューブを介してツベルクリンシリンジ（テル

モ）の先端に取り付けた手製の注射装置を使用した。 

 Ardsx の時期特異的な機能解析を行うために 3 種類の RNAi 方法を用いた。まず、胚発

生初期において knockdown（KD）を行うためにペアレンタル RNAi を行った（ペアレンタル

RNAi,図 2-2A）。ペアレンタル RNAi とは観察対象とする世代の 1 つ前の世代である蛹期

のメスに dsRNA のインジェクションを行い、卵形成時に dsRNA を卵に取り込ませることで、

胚発生初期から標的の遺伝子の KD を行う手法である（Yoshiyama et al., 1998）。次に生殖

器原器や外部形態の活発な性分化が行われる終齢幼虫から蛹期における Ardsx の発現を

抑制するため、終齢幼虫に Ardsx の dsRNA のインジェクションを行った（終齢 RNAi,図 2-

2B）。最後に Ardsx の発現を全発生ステージで KD するために、ペアレンタル RNAi を行っ

た個体に対して Ardsx を標的とする dsRNA を 3齢幼虫と終齢幼虫において追加でインジ

ェクションを行った（完全 RNAi,図 2-2C）。 

 

外部生殖器と内部生殖器の観察 

外部生殖器のクチクラ標本を製作する際、試料の解剖は 70%エタノールの中で行った。余

分な器官を除去し、外部生殖器部分の成形が完了したら 100％エタノールに浸して脱水し、
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カナダバルサムとサリチル酸メチルの混合液に浸し、クチクラ以外の組織を除去した。カバ

ーガラスを被せ、60℃で 24時間保温し、実体顕微鏡（OLYMPUS SZX７）による観察を行っ

た。画像の取り込みは、実体顕微鏡に CCD カメラ（OLYMPUS DP7）を装着し、専用のソフ

トウエア cellSens standard（OLYMPUS）を用いて行った。成虫の内部生殖器については、羽

化直後の成虫を 1×PBS中にて解剖、摘出したものを用い、上述と同様の方法で観察及び

画像の取り込みを行った。 

 

交尾行動の解析 

交尾行動の観察には、羽化 5日後の処女メスと、終齢幼虫にて dsRNA の注射を行った羽

化 5日後のオスを供試した。交尾観察前日の正午から観察直前までクサギ（Clerodendrum 

trichotomum）を与え、交尾行動を活性化させた。カブラハバチの成虫メスは羽化直後から

産卵可能な成熟卵をもたず、卵の成熟には羽化後 5日から 1週間程度の期間が必要であ

る。また羽化直後の成虫オスの精子は精巣に溜まっており、貯精嚢まで精子が移動するの

に 5日から 1週間程度の期間が必要である。これらにより雌雄ともに交尾に最適な時期が

羽化後 5日と考えられため、この時期の成虫を用いて観察を行なった。カブラハバチはクサ

ギ（Clerodendrum trichotomum）の葉の毛状突起を摂食し、オスは交尾行動への活性化、

メスは成熟卵が増加することが知られている（Shimokawa, 2013）。通常交尾はオス主体で行

われ、オスが脚を伸ばしてメスを探す様な体勢をとる。その際、近くにメスが通りかかるとオス

はメスに飛びつき、メスの背後からオスが自身の腹部を屈曲させ、交尾を試みる。交尾が成

功すると雌雄は互いの腹部先端同士で接合し、背を向けあった状態となる。2〜3 分経過す

るとオスがメスの方を向き腹部同士の接合が離れ、交尾が終了する。交尾行動を解析する

にあたり、交尾観察前日の正午から観察直前までの 24時間クサギを与え、交尾行動を十

分に活性化させた。行動観察の際には、一つのバイアル（Sample Vialds SP-50A 35mm×

75mm 50ml）に雌雄１個体ずつ入れ、iPhone を使って 15 分間撮影を行った。交尾行動の
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指標として、Courtship index：15 分間のうち求愛行動を示していた割合。Copulation 

latency：オスがメスに対して初めて交尾行動を示すまでの時間。Mating success：交尾成功

率の 3 つを観察した。 

 

Ardsx 完全 RNAi 個体の雌雄判別方法 

 近親交配系統を用いることで受精卵から発生する二倍体の個体の性比は雌雄が 1：1 とな

る。しかし Ardsx完全 RNAi を行うと、遺伝的にオスであっても完全にオスからメスへの性転

換が引き起こされるため、羽化個体は見かけ上全てメスとなる。しかし、Ardsx ノックダウン処

理個体であっても、羽化 3週間以上生育させることで dsRNA の効果が消え、本来の性に

因んだ Ardsx の発現が見られることを確認している（図 2-3）。そこで、本研究では、Ardsx ノ

ックダウン処理個体の遺伝学的な性を判別するため、上述した RT-PCR法により Ardsx の

発現パターンを調べ、ArdsxF を発現する個体をメス、ArdsxM を発現する個体を雄と判定し

た。 
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結果 

 

Ardsx の遺伝子構造の決定 

 上述の相同性検索の結果得られた「Athalia rosae protein doublesex (LOC105689658), 

transcript variant X2, mRNA, Accession number XM_012406840.1」の塩基配列に基づいて

プライマーを設計し、雌雄の蛹全身から調製した cDNA を鋳型に RT-PCR を行い、この遺

伝子が実際にカブラハバチの生体内において発現しているか否かを確認した。その結果、

どのプライマーを用いた場合においても、増幅産物の長さがオスとメスで異なることがわかっ

た（図 2-4）。そこでこれらの増幅産物をクローニングし、塩基配列を決定した結果、メスで発

現が確認された cDNA は、オスで発現が確認された cDNA のうち途中 119bp を欠いている

ことが明らかとなった（図 2-5）。この結果から、Ardsx が雌雄で異なるスプライシングを受ける

ことが示唆された。 

 Ardsx が実際に発現していることが確認されたため、RACE法を用いて、全長 cDNA 配列

を決定することにした。RACE に用いた鋳型 cDNA は雌雄それぞれの蛹全身から精製した

poly(A)+RNA より合成した。その結果、XM_012406840.1 に登録されている cDNA 配列の

5’末端のさらに上流を含む以下の 7 種類の断片を得ることができた（図 2-6A）。便宜上、増

幅されたエクソンの長さが 680bp のものを①（図 2-7）、835bp を②（図 2-8）、712bp を③（図

2-9）、1685bp を④（図 2-10）、517bp を⑤（図 2-11）、1317bp を⑥（図 2-12）、137bp を⑦（図

2-13）とし、得られた 5’RACE 産物とゲノム配列を比較することにより、Ardsx の遺伝子領域

の構造を明らかにした。これら 5’末端側で同定された 7 種類の 5’RACE断片のうち、どれ

がメジャーなものであるか確認を行うため、それぞれの 5’RACE断片に対応するプライマー
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を設計し、RT-PCR による発現解析を行った。その結果、②、⑤、⑦の 3 種類で発現が確認

され、それぞれ雌雄差はみられなかった（図 2-6B）。 

 3’RACE の結果、XM_012406840.1 に登録されている cDNA 配列と一致した 502bp の断

片が増幅された。この塩基配列には poly(A)付加シグナル AATAAA がみられ、その 45bp

下流に polyA が付加していた（図 2-14）。オス由来の cDNA を用いた 3’RACE でも全く同

じ塩基配列を取得することができた。 

 以上の結果から得られた cDNA の塩基配列を、カブラハバチゲノム配列と比較することに

よって明らかとなった Ardsx の遺伝子構造を図 2-15 に示す。 5’RACE の結果から、Ardsx

には転写開始部位の異なる３つのアイソフォームが存在することがわかった。アイソフォーム

1 は最も上流に存在する転写開始部位から転写が起こり、アイソフォーム 2 はその下流の転

写開始部位から転写が始まる。アイソフォーム 3 はエクソン 3 の途中に転写開始部位が存

在する。 また、Ardsx には雌雄で異なるアイソフォームも存在する可能性が示唆された。性

差を示す領域は、エクソン 5 の領域内に存在し、オスでみられたアイソフォームではエクソン

5 の途中で stop コドンを含むのに対し、この stop コドンを含む 119bp の領域がメス型ではイ

ントロンとしてスキップされるため、これらのアイソフォームがコードするアミノ酸配列は C末

端側で異なることがわかった。 

 

Ardsx の発現解析 

 上述の解析により、Ardsx のエクソン５は雌雄で異なるスプライシングを受けることが明らか

となった。そこで、この領域を挟み込むプライマーを設計し、それらを用いた発現解析を行う

ことにした（図 2-16A）。産下卵由来の個体 (通常はメスに分化)と、卵巣卵の解剖により単為

発生処理を施した個体（オスに分化）において、産卵直後（解剖直後）から 1時間ごとのサン

プリングを 24時間後まで行い、胚発生初期における詳細な発現解析を行った。さらに産卵

直後（解剖直後）から孵化まで 24時間ごとに 5回、孵化直後から終齢幼虫まで 24時間ごと
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にオスで 7回、メスはオスよりも幼虫の齢数が 1 つ多く幼虫期間が 1日長いので 8回、蛹と

成虫で各 1回ずつ、オスで合計 14回、メスで合計 15回経時的にサンプリングを行い、全

身から抽出した RNA を基に鋳型 cDNA を合成し RT-PCR を行った。その結果、Ardsx は

産卵直後（解剖直後）には発現しておらず、産卵 (解剖) から 17時間後から雌雄どちらの

卵においても 269bp の増幅産物と 150bp の増幅産物両方の発現が確認され、オスでは

269bp の増幅産物が解剖 24時間後から成虫まで一貫して継続的にみられた（図 2-16B）。

一方、メスでは孵化 4日目までは 150bp の増幅産物とオスでもみられた 269bp の増幅産物

の両方が検出されたが、孵化 4日以後になると 269bp の増幅産物は次第に消失し、150bp

の DNA の増幅が強く検出された。これらの増幅産物をクローニングし、塩基配列を決定し

た結果、269bp の DNA は RACE の結果からオス型と予想されたアイソフォームの塩基配列

と一致し、150bp の DNA はメス型と予想されたアイソフォームの塩基配列に相当することが

わかった。以上の結果から、オス型アイソフォームはオスで一貫して発現しているものの、メ

スでも孵化 4日目までは発現がみられることがわかった。これに対し、メス型の発現は性決

定時期を除けばメス特異的であることが明らかになった。 

 次に Ardsx の発現量の経時的推移を調べるため、上述のサンプルを用いて qRT-PCR に

より Ardsx の発現量を定量した。PCR には全てのアイソフォームの共通領域に設計したプラ

イマーを用いた（図 2-17A）。その結果、Ardsx の発現量には性差がなく、孵化 6日後以降

の雌雄で共に高く発現していることが明らかになった(図 2-17B) 

 

Ardsx を標的としたペアレンタル RNAi が性分化に及ぼす影響 

 dsx は昆虫から甲殻類に至る幅広い動物種において保存されており、性分化に関わること

でよく知られる。そこで dsRNA を用いたノックダウン（KD）が生殖器の性分化に及ぼす影響

について調べることにした。 
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Ardsx の性分化における機能を正確に理解するためには Ardsx の発現を時期特異的に

KD していく必要がある。まず Ardsx の発現が始まる胚発生初期における Ardsx の機能を明

らかにするために、ペアレンタル RNAi を行った。 

 ペアレンタル RNAi を行った個体における孵化 2日目の幼虫における Ardsx の発現量を

qRT-PCR により定量した結果、コントロール（EGFP dsRNA を同様の手法により注射した個

体）に比べ 1/2程度まで有意に低下することがわかった(図 2-18）。これらペアレンタル

RNAi 個体について、羽化直後の成虫の腹部を背中側から展開し、クチクラ標本を作成して

外部生殖器の形態的観察を行った結果、コントロールの雌雄は野生型のオスおよびメスで

観察される様な正常な外部生殖器を有していた（図 2-19A,C）。また同様に内部生殖器につ

いても観察を行った結果、コントロールの雌雄は野生型のオスとメスで観察される様な正常

な内部生殖器を有していることがわかった（図 2-19E,F）。 

 Ardsxペアレンタル RNAi メスでは外部生殖器と内部生殖器のいずれにおいても影響が

見られず、コントロールメスと同じ表現型を示したが（図 2-19D,G）、Ardsxペアレンタル

RNAi オスでは外部生殖器である把握器と内部生殖器のいずれも消失することが明らかとな

った（図 2-19B）。これらの結果により胚発生初期における Ardsx の発現はオスの外部生殖

器と内部生殖器の分化に必須であることが明らかとなった。 

 

Ardsx を標的とした終齢 RNAi が性分化に及ぼす影響 

次に生殖器や外部形態の活発な性分化が行われる終齢幼虫から蛹期における Ardsx の

発現を抑制するため、終齢幼虫に Ardsx の dsRNA のインジェクションを行った。注射部位

としては、幼虫の前胸部気門上を選んだ。終齢幼虫の頭部は膨張していて体腔部分に余裕

があり、注射針によって中腸などの重要な器官を損傷する可能性が低いと考えたからであ

る。dsRNA のターゲット領域や濃度と量はペアレンタル RNAi の時と同じ条件とした。 
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Ardsx dsRNA を注射した個体の注射後 24時間における Ardsx の発現量を qRT-PCR に

より定量した結果、コントロール（EGFP dsRNA を同様の手法により注射した個体）に比べ

1/4程度まで有意に低下することがわかった（図 2-20）。 

 これら終齢 RNAi 個体についても同様にクチクラ標本を作成し、外部生殖器の観察を行っ

た結果、コントロールの雌雄は野生型のオスおよびメスで観察される様な正常な外部生殖器

を有していた。また同様に内部生殖器についても観察を行った結果、コントロールの雌雄は

野生型のオスおよびメスで観察される様な正常な内部生殖器を有していた。（図 2-

21A,C,E,G） 

Ardsx終齢 RNAi メスでは外部生殖器と内部生殖器のいずれにおいても影響が見られ

ず、コントロールメスと同じ表現型を示した（図 2-21D,H）が、Ardsx終齢 RNAi オスの外部生

殖器にはメス特有の器官である産卵管とそれを覆う鞘状の構造が見られた。メスの産卵管は

ノコギリ状の刃が左右で 2枚ずつ対合し、合計 4枚の刃から構成される（図 2-21C）。これに

対し、Ardsx終齢 RNAi オスの外部生殖器にみられた産卵管の刃は左右で 1枚ずつであ

り、不完全な状態であった（図 2-21B）。またオスの外部生殖器に特徴的な把握器（図 2-

19A）と似た構造をもつ器官が、Ardsx終齢 RNAi オスの不完全な産卵管の下に確認された

（図 2-21B）。 

 内部生殖器に関しても観察を行ったところ、コントロールオスと比べ Ardsx終齢 RNAi オス

は精巣が顕著に萎縮していることが明らかとなった（図 2-21F）。そこで精子について位相差

顕微鏡を用いて観察した結果、コントロールと比較してわずかに少ないが精子自体は形成

されていることが明らかとなった（図 2-22）。また、コントロールオスにおいても見られたよう

に、オスの貯精嚢は本来細く螺旋状の構造をもつ（図 2-21E）が、Ardsx終齢 RNAi オスの

貯精嚢は細くならず、螺旋の構造ももたず、太いままであった（図 2-21F）。 

 

Ardsx を標的とした完全 RNAi が性分化に及ぼす影響 
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 次に Ardsx の発現を全発生ステージで KD するために、ペアレンタル RNAi を行った個

体に対して Ardsx を標的とする dsRNA を 3齢幼虫と終齢幼虫において追加でインジェクシ

ョンした。この処理により Ardsx の発現は胚発生期だけではなく幼虫期や蛹期においても抑

制されると期待される。 

 その結果、メスの性分化に異常はみられなかったが、オスの外部生殖器は終齢幼虫にお

けるノックダウンの時よりもさらに強くオスからメスへの性転換を示し、産卵管とそれを覆う鞘

状の構造などのメス特有の器官が形成された（図 2-23B）。これら完全 RNAi オスは精巣を

発達させず、見かけ上成熟した卵を持つ卵巣を形成することが明らかとなった（図 2-23E）。

カブラハバチは成熟卵を賦活化処理する（卵を低調液に浸漬する）ことで胚発生を誘導する

ことができる（Sawa and Oishi 1989）。この場合成熟卵は未受精であるため全てオスへと分化

する。この完全 RNAi オスが形成した卵の発生能を確認するため、成熟卵に賦活化処理を

施したが孵化個体は得られなかった。 

通常膜翅目のオスは半数体であるため、減数分裂を伴わずに精子形成を行う（Hoage et 

al., 1968; Sekine et al., 2014）。一方 2 倍体であるメスは減数分裂を経て卵形成を行う。今回

完全 RNAi を行ったオスは半数体であったため、メスへの性転換が起きても減数分裂が正

常には進まず、それが原因で完全 RNAi オスの産生した卵は正常に発生しなかった可能性

が考えられる。上記の仮説が正しいかどうかを検証するために、 近親交配を繰り返すことに

より 2 倍体オスを作出し（図 2-1）、同様に完全 RNAi処理を行った。その結果、完全 RNAi 

2 倍体オスの外部生殖器は完全に性転換を起こし、メス特有の器官である産卵管やそれを

覆う鞘状の構造が完全に形成された（図 2-24B）。また本来精巣になる生殖巣は卵巣へと分

化した（図 2-24E）。この卵巣が形成した卵は、コントロールのメスと比較すると造卵数は少な

いが（図 2-25A）、賦活化処理によってコントロールのメスとほぼ同等の発生率を示した（図

2-25B）。これらの結果から、2 倍体であることが正常な卵形成にとって重要であることが明ら

かとなった。 
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Ardsx のノックダウンがオスの交尾行動に及ぼす影響 

 上述の外部生殖器と内部生殖器に形態変化を示したオスの交尾行動についての解析を

行った。交尾行動の観察には、羽化 5日後の処女メスと、ペアレンタル RNAi のみを行った

半数体オス、完全 RNAi を行った半数体オス、完全 RNAi を行った 2 倍体オス、コントロー

ルとして EGFP を標的とした dsRNA をインジェクションしたオス、それぞれ羽化 5日後のも

のを供試した。 

Ardsx の KD が性行動に及ぼす影響を明らかにするために、Ardsx の KD を行ったオスが

野生型のメスに対して交尾行動を示すか確認を行なった。ペアレンタル RNAi、完全 RNAi

のどの条件のオスであってもメスに対して交尾行動を示し、最初に交尾行動を示すまでの時

間（copulation latency）に有意差は見られなかった（図 2-26A）。しかし、ペアにしてから最初

の 15 分間のうち求愛行動を提示していた時間の割合（courtship index）は ArdsxKD オスの

メス化の度合いによって徐々に減少することが明らかとなった（図 2-26B）。これらの結果によ

り、Ardsx の KD はオスの交尾行動に影響を与えないが、その活性を有意に低下させること

が明らかとなった。これら ArdsxKD オスは全て交尾に成功しなかった（図 2-26C）。これは

Ardsx のノックダウンにより外部生殖器の性転換が引き起こされたため、メスとの交接が物理

的に不可能であったからであると考えられる。 

次に、Ardsx の KD を行ったオスがメスとしての性行動を示すかを明らかにするために、

Ardsx のノックダウンを行ったオスに対して野生型のオスが交尾行動を示すか確認を行なっ

た。その結果、野生型のオスは Ardsx完全 RNAi 2 倍体オスに対してのみ交尾行動を示す

ことが明らかとなり（図 2-27A, B）、交尾にも成功した（図 2-27C）。そればかりでなく、この

Ardsx完全 RNAi 2 倍体オスは野生型のメスと同様に産卵管を葉の縁に差し込んで葉の中

に産卵を行った（図 2-28A,B）。この卵からは雌雄の正常な孵化個体が得られた（図 2-

28C）。メスは受精卵からのみ発生する。すなわち Ardsx完全 RNAi 2 倍体オスは交尾によ
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って野生型のオスから精子を受け取ることに成功し、野生型のメスと同様にその精子を使っ

て卵を受精させることができたことを意味している。 

以上の結果から、Ardsx はカブラハバチのオス分化にとって必須の機能をもち、その機能

抑制は 2 倍体オスにおいてオスからメスへの完全な性転換をもたらすこと、また Ardsx はカ

ブラハバチのメス分化に不要であることの 2 点が明らかとなった。 
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考察 

 

カブラハバチの dsx オルソログ Ardsx の特徴 

 今回我々が同定した Ardsx は他の多くの昆虫で同定されている dsx 同様に、雌雄で異な

るスプライシングを受けており、雌雄で異なるアミノ酸配列をコードする転写産物を生じてい

た。また基本的にはメスではメス型が、オスではオス型が全てのステージで発現している点も

他の昆虫と同じであった。しかし雌雄で異なるスプライシングを受けるものの、そのスプライシ

ングパターンは他の昆虫の dsx とは大きく異なっていた。キイロショウジョウバエ の dsx は 6

つのエクソンから構成され、メス型 dsx は stop コドンを含むエクソン 4 を含むため、1 から 4

までの 4 つのエクソンから構成されるのに対し、オス型 dsx は stop コドンを含むエクソン 4 が

スキップされ、メスでは転写されない 5番目と 6番目のエクソンの転写を行うため、エクソン 4

を含まない 5 つのエクソンから構成される（図 2-29A）。セイヨウミツバチの dsx でも同様に

stop コドンを含むエクソンがオスではスキップされる（図 2-29B）。カイコの dsx は 6 つのエク

ソンから構成され、メス型 dsx は 1 から 6 まで全てのエクソンから構成されるのに対し、オス

型 dsx はエクソン 3 と 4 がスキップされ、4 つのエクソンから構成される（図 2-29C）。一方カ

ブラハバチのオス型 dsx はエクソン 5 の途中で stop コドンを含むのに対し、メス型 dsx では

エクソン 5 は転写されるがその途中にある stop コドンを含む 119bp の領域がスキップされる

ため、C末端側が雌雄で異なるアミノ酸配列をコードする（図 2-29D）。このように他の昆虫で

は対象となるエクソン全てがスキップされるのに対し、カブラハバチでは対象のエクソンの途

中のみスキップされるという特徴を持つ。また他の昆虫ではオスにおいて stop コドンを含む

エクソンのスキップが見られるのに対し、カブラハバチではメスにおいて stop コドンを含むエ

クソンの部分的なスキップが見られる。セイヨウミツバチの dsx の性特異的スプライシング制
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御因子である fem がカブラハバチゲノムには見つからなかったことを合わせて考えると、

Ardsx の性特異的スプライシング制御機構はセイヨウミツバチや他の昆虫とは異なる可能性

が高いと考えられる。 

  

Ardsx の発現パターンについて 

 胚発生初期の Ardsx の発現パターンを調べた結果、産卵（もしくは賦活後)17時間の時点

では雌雄どちらの胚においてもオス型メス型両方の発現がみられたが、24時間後には

Ardsx の発現パターンに性的二型が現れ始め、オス胚ではオス型 Ardsx（ArdsxM）の発現

のみが見られるようになった（図 2-16B）。このことから、カブラハバチの性決定は産卵後(賦

活後)17時間から 24時間の間に起こると推察される。 

 メスでは孵化後 4日目まで ArdsxM の発現が確認された（図 2-16B）。何故メスであるにも

関わらず、ArdsxM の発現がこの時点まで確認されたのか。おそらくカブラハバチにおける

dsx の default の splicing はオス型であるため、特別な因子が存在せずとも起きてしまいや

すいのではないかと考えられる。一方、メス型は特別な因子の存在がない限り起こらないた

め、オスではメス型スプライシングが全く起こらず、結果的にオス型 Ardsx の発現だけが見ら

れるようになるのかも知れない。 

 Ardsxの発現量を定量した結果、孵化 6日目以降の雌雄で高い発現を示すことが明らか

となった（図 2-17）。この時期以降、蛹化を経て、成虫の器官が形成されるため、Ardsx の発

現の上昇に伴い性分化が行われていると考えられる。 

 

ペアレンタル RNAi による内部生殖器と把握器の喪失について 

 何故 Ardsx のペアレンタル RNAi オスは性転換ではなく内部生殖器と把握器の喪失が見

られたのか（図 2-19）。これは Ardsx の発現と生育時期に関係があると考えられる。ペアレン

タル RNAi の場合、内部生殖器の性決定時期に Ardsx の発現が見られないため、内部生
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殖器はメスに分化しようとする。その後ダイナミックに性分化がおこなわれる終齢幼虫から蛹

期には Ardsx の発現が回復しており、初期の段階で決まった性にしたがって分化ができな

かったため、内部生殖器はそのまま消失したのではないかと考えられる（図 2-30）。 

 一方、メスにおいては Ardsx をノックダウンしても外部生殖器に変化は認められず、いずれ

の個体も正常に交尾、産卵し、次世代を得ることができた。このことは、Ardsx がカブラハバ

チのメスの性分化に関与しないことを示している。ヒトやアフリカツメガエルでは発生学的な

特徴から、メスがデフォルトの性であると考えられており（Moore et al., 2003; 回渕, 伊藤 

2014）、カブラハバチの性も発生学的にはメスがデフォルトであるのかも知れない。 

 

終齢 RNAi による外部生殖器と内部生殖器の変化 

 何故外部生殖器はメス化したが内部生殖器はメス化しなかったのか（図 2-21）。こちらもペ

アレンタル RNAi の結果と同様に Ardsx の発現と生育時期に関係があると考えられる。終齢

RNAi の場合、ダイナミックに性分化がおこなわれる終齢幼虫から蛹期には Ardsx の発現が

抑制されているため外部生殖器におけるオスからメスへの性転換を誘導するのには十分で

はあるけれども、内部生殖器の性決定がおこる胚発生初期では Ardsx が発現しているた

め、内部生殖器の性転換は起こらなかったと考えられる（図 2-31）。 

Ardsx の終齢 RNAi オスは、把握器と似た構造をもつ器官が、ほぼ完全に産卵管と化した

器官の下に確認された。この ArdsxKD オスの把握器を由来とすると考えられる器官の先端

は、ノコギリ状の構造がみられたことから、本来ならこの不完全な把握器から１対の産卵管が

形成され、外側の 1 対の産卵管と合わさることで 4枚の刃からなる完全な産卵管を形成す

ると考えられる（図 2-21B）。 

 一方、外胚葉由来の産卵管や鞘状の構造物はほぼ完全にメス化したことから、これらのメ

ス特有の器官の分化には Ardsx が不要であると考えられる。これらのことから、オス型 Ardsx

が、産卵管の形成に必要だと言われる Abd-B の働きを抑制し、産卵管がオスで形成される
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のを抑制している可能性がある。Ardsx KD オスでは、オス型 Ardsx による抑制が解除される

ため、産卵管や鞘状の構造などメス特有の器官に分化したのかも知れない。 

 

完全 RNAi による外部生殖器と内部生殖器の変化 

 Ardsx完全 RNAi 二倍体オスは、完全に性転換を示し正常な発生能を有する卵を形成す

ることが明らかとなった（図 2-28C）。キイロショウジョウバエ では生殖細胞の性分化は生殖

細胞特有の性決定カスケードにより制御されている。メスの生殖細胞（XX）では周囲の体細

胞の性がオスであっても卵形成が起こる。DSX は卵形成には必要ではない。Ardsx の KD

により正常な卵形成が引き起こされたことから、カブラハバチの卵形成も DSX が必要ではな

いという点ではキイロショウジョウバエ と類似している。しかしキイロショウジョウバエ とは異

なり、カブラハバチでは生殖細胞の遺伝的性別がオスであっても正常に卵形成が引き起こ

された。カブラハバチの生殖細胞における性分化は、体細胞と同様に制御されている可能

性が考えられる。これはカブラハバチが性染色体を持たないことと関係しているのかもしれな

い。この仮説を検証するためには今後性染色体を持たない昆虫の生殖細胞の性分化に関

する研究が必要であると考えられる。 

 

Ardsx のノックダウンが性行動に及ぼす影響について 

 Ardsx完全 RNAi 二倍体オスは、オスからの交尾を受け入れ産卵するなどメスとしての行

動を示すことが明らかとなった（図 2-27）。これらの結果は外部生殖器や内部生殖器の形成

と同様に Ardsx がメスの性特異的な行動を制御する中枢神経系の分化には不要であること

を強く支持するものである。ArdsxM を野生型のオスで発現させると、メス特有の中枢神経系

の発達が抑制されると考えられる。 

 Ardsx の KD を行ったオスはほぼ完全に性転換を引き起こしているのもかかわらずオスとし

ての性行動を示した（図 2-26）。キイロショウジョウバエ ではオスの性行動を制御する中枢
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神経系の発達には fruitless（fru）の発現が極めて重要な役割を持つことが知られている

（Ryner et at., 1996; Heinrichs et al., 1998）。オス特異的な fru を欠失させると、オスの求愛

行動及び性指向性の欠陥を引き起こす（Ryner et at., 1996; Ito et al., 2000; Anand et al., 

2001; Lee and Hall 2001; Lee et al., 2001; Demir and Dickson 2005）。近年はイエバエ・ガン

ビエハマダラカ・ネッタイシマカ・キョウソヤドリコバチ・サバクトビバッタ・チャバネゴキブリな

ど、キイロショウジョウバエ 以外の昆虫でも Fru タンパク質の役割が保存されていることが報

告されている（Meier et al., 2013; Salvemini et al., 2013; Gailey et al., 2006; Bertossa et al., 

2009; Boerjan et al., 2011; Clynen et al., 2011）。カブラハバチも genemodel により「fluitless」

と定義されている遺伝子を持ち、fru ホモログとして働いている可能性が考えられる（図 2-

32A）。RT-PCR の結果、この fru ホモログは成体の頭部で発現していることが明らかとなっ

た（図 2-32B）。これらの知見を合わせると、カブラハバチのオスの中枢神経系の分化には

dsx ではなく fru が必須の役割を果たしていると考えられる。 

 しかし Ardsx KD オスの Courtship index は野生型のオスよりも有意に低かった（図 2-

26B）。これはキイロショウジョウバエ の dsx変異体に見られる求愛行動の低下を彷彿とさせ

る（Rideout et al., 2007; Villella et al., 1996）。キイロショウジョウバエ において DSX の特異

的なアイソフォーム（DSXM）はオスの求愛行動のほとんどの局面では必要ではないが、オ

スの求愛歌には必要である（Rideout et al., 2007; Villella et al., 1996）。DSXM はオスの経

験に依存する求愛行動の獲得に必要かつ十分である（Pan and Baker 2014）。オス特異的な

中枢神経系の正常な発達には FruM と DSXM のどちらも必要であることが知られている

（Rideout et al., 2007）。また DSXM と FruM は腹部神経節のオス特異的なニューロンの分

化にも作用している（Billeter et al., 2006）。キイロショウジョウバエ の dsx と同様に Ardsx は

カブラハバチのオスの求愛行動に必要かつ十分であると考えられる。 
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カブラハバチの性分化に倍数性が及ぼす影響について 

 Ardsx完全 RNAi 二倍体オスの外部生殖器および内部生殖器はオスからメスへの完全な

性転換を示し、野生型のオスと交尾を行った（図 2-27C）。対照的に、Ardsx完全 RNAi 半

数体オスの外部生殖器および内部生殖器は完全とはいかないまでもオスからメスへ性転換

を示したが、野生型のオスとは交尾を行わなかった（図 2-27C）。これらの結果は二倍体であ

ることが、正常な外部生殖器と内部生殖器を形成するために不可欠なだけではなく、正常な

メスとしての行動を行うためにも必要であることを示唆している。何故二倍体であるということ

がオスからメスへの完全な性転換に必要なのか。これはキョウソヤドリコバチに見られる性決

定様式で説明できるかもしれない。 

 膜翅目に属するキョウソヤドリコバチもオスが半数体でありメスが二倍体という見かけ上は

半数倍数性による性決定様式を採用しているが、実際にはゲノムインプリンティングにより性

決定が行われ、ミツバチなどが性決定遺伝子として利用している csd 遺伝子座は持たないこ

とが知られている(Beukeboom et al., 2007)。キョウソヤドリコバチではメス分化に必要な因子

である Nasonia vitripennis transformer（Nvtra）は母方のゲノムと父方のゲノムもどちらも存在

しないと発現しない（Verhulst et al., 2010）。母方ゲノムのみ持つ未受精卵では母方由来の

Nvtra の転写活性因子が母方のインプリンティングにより不活性化されるため、Nvtra の転写

が起こらずオスに分化する。カブラハバチではメス分化に重要である遺伝子の発現がゲノム

インプリンティングにより制御され、母方ゲノムと父方ゲノムの両方を持つ個体でのみ正常な

メスとして発生できるのではないかと考えられる。 
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図 2-1 不完全優性黄色脂肪体系統を用いた 2 倍体オスの作出とその判別方法 
左上の写真は各遺伝子型の蛹を示す。不完全優性黄色脂肪体 yfb 遺伝子をホモで持つ

個体（yfb /yfb）は脂肪体の色が黄色、ヘテロで持つ個体（＋ /yfb）は緑色、野生型個体（＋ 
/＋）は青色を呈する（第一章の材料と方法参照）。 
脂肪体の色に基づき、参照することにより、雄が受精卵由来（すなわち 2 倍体）であるか、未

受精卵由来（すなわち半数体）であるかを識別することができる。RNAi に供試した２倍体オ

スを赤枠で囲んだ。 
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図 2-2 3 種類の RNAi 方法 
（A）ペアレンタル RNAi：胚発生初期から幼虫中期まで標的とする遺伝子の KD を行うこと

ができる。（B）終齢 RNAi：終齢幼虫から成虫期まで標的とする遺伝子の KD を行うことがで

きる。（C）完全 RNAi：胚発生初期から成虫まで標的とする遺伝子の KD を行うことができ

る。グラデーションは遺伝子の KD されている期間を示す。注射器のイラストは、dsRNA をイ

ンジェクションした時期を示す。 
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図 2-3 Ardsx の発現による Ardsx KD 個体の雌雄判別方法 
（A）Ardsx メス型（ArdsxF）及びオス型アイソフォーム（ArdsxＭ）の構造。エクソン 3 の途中か

ら表示。ボックスはエクソンを示す。直線はイントロンを示す。黒のボックスは ORF、白のボッ

クスは UTR を示す。矢印はプライマーの位置を示す。 
（B）A に示したプライマーを用いた Ardsx KD 個体の RT-PCR の結果。ArdsxF の増幅が

見られた 1, 2, 3, 4, 5, 8, 9番を遺伝的なメス、ArdsxＭの増幅が見られた 6, 7, 10, 11, 12
番が遺伝的なオスであるとした。ArdsxＭ (269bp)と ArdsxF（150bp）に相当する増幅産物の

位置を電気泳動像の右側に矢印で示した。 
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図 2-4 Ardsx の発現確認 
Athalia rosae protein doublesex (LOC105689658), transcript variant X2, mRNA, 
Accession number XM_012406840.1 の塩基配列情報からプライマー（forward primer, 
dsx1; reverse primer dsx2及び dsx7）を作成し、蛹期における Ardsx の発現を RT-PCR
により調べた。転写産物の長さは左からそれぞれ dsx1 と dsx2 を用いたオスで 1144bp、メ

スで 1025bp。dsx1 と dsx7 を用いたオスで 1137bp、メスで 1018bp を示した。 
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図 2-5 Ardsx のクローニングにより得られた塩基配列 
メスで発現が確認された cDNA は、オスで発現が確認された cDNA のうち 119bp を欠いて

いることが確認され、Ardsx は雌雄で異なるスプライシングを受けることが示唆された。黒の

ハイライトは雌雄で同じ配列を示す。欠失部分は—で示した。 
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図 2-6 Ardsx 5’RACE により得られた遺伝子の構造と発現解析 
（A）5’RACE により得られた DNA断片をカブラハバチのゲノム配列と比較し、エクソンイン

トロン構造を明らかにした。エクソンをボックスで、イントロンを直線で示す。黒のボックスは

ORF、白のボックスは UTR を示す。ボックスの中の数字は塩基配列の長さを示す。矢印は

B に示した RT-PCR で用いたプライマーの位置を示す。 
（B）A で得られた遺伝子構造をもとに 7 種類のプライマーを設計し、雌雄の蛹由来の

cDNA を鋳型として用いた RT-PCR によりどの 5'RACE 産物が発現しているか確認を行な

った。 
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図 2-7 5’RACE によって得られた増幅産物①の塩基配列 
雌雄の蛹から調整した cDNA を鋳型に用いて増幅された 5’RACE 産物①の塩基配列。塩

基配列の上には、5’RACE 産物の塩基配列とカブラハバチゲノム配列を比較した結果明ら

かとなったエクソンイントロン構造を示す。エクソンをボックスで、イントロンを直線で示す。黒

のボックスは ORF、白のボックスは UTR を示す。ボックスの中の数字は塩基配列の長さを

示す。 
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図 2-8 5’RACE によって得られた増幅産物②の塩基配列 
雌雄の蛹から調整した cDNA を鋳型に用いて増幅された 5’RACE 産物②の塩基配列。塩

基配列の上には、5’RACE 産物の塩基配列とカブラハバチゲノム配列を比較した結果明ら

かとなったエクソンイントロン構造を示す。エクソンをボックスで、イントロンを直線で示す。黒

のボックスは ORF、白のボックスは UTR を示す。ボックスの中の数字は塩基配列の長さを

示す。 
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図 2-9 5’RACE によって得られた増幅産物③の塩基配列 
雌雄の蛹から調整した cDNA を鋳型に用いて増幅された 5’RACE 産物③の塩基配列。塩

基配列の上には、5’RACE 産物の塩基配列とカブラハバチゲノム配列を比較した結果明ら

かとなったエクソンイントロン構造を示す。エクソンをボックスで、イントロンを直線で示す。黒

のボックスは ORF、白のボックスは UTR を示す。ボックスの中の数字は塩基配列の長さを

示す。 
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図 2-10 5’RACE によって得られた増幅産物④の塩基配列 
雌雄の蛹から調整した cDNA を鋳型に用いて増幅された 5’RACE 産物④の塩基配列。塩

基配列の上には、5’RACE 産物の塩基配列とカブラハバチゲノム配列を比較した結果明ら

かとなったエクソンイントロン構造を示す。エクソンをボックスで、イントロンを直線で示す。黒

のボックスは ORF、白のボックスは UTR を示す。ボックスの中の数字は塩基配列の長さを

示す。 
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図 2-11 5’RACE によって得られた増幅産物⑤の塩基配列 
雌雄の蛹から調整した cDNA を鋳型に用いて増幅された 5’RACE 産物⑤の塩基配列。塩

基配列の上には、5’RACE 産物の塩基配列とカブラハバチゲノム配列を比較した結果明ら

かとなったエクソンイントロン構造を示す。エクソンをボックスで、イントロンを直線で示す。黒

のボックスは ORF、白のボックスは UTR を示す。ボックスの中の数字は塩基配列の長さを

示す。 
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図 2-12 5’RACE によって得られた増幅産物⑥の塩基配列 
雌雄の蛹から調整した cDNA を鋳型に用いて増幅された 5’RACE 産物⑥の塩基配列。塩

基配列の上には、5’RACE 産物の塩基配列とカブラハバチゲノム配列を比較した結果明ら

かとなったエクソンイントロン構造を示す。エクソンをボックスで、イントロンを直線で示す。黒

のボックスは ORF、白のボックスは UTR を示す。ボックスの中の数字は塩基配列の長さを

示す。 
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図 2-13 5’RACE によって得られた増幅産物⑦の塩基配列 
雌雄の蛹から調整した cDNA を鋳型に用いて増幅された 5’RACE 産物⑦の塩基配列。 
⑦はデータベースに登録されている dsx の 5‘末端側の塩基配列と一致していた。塩基配

列の上には、5’RACE 産物の塩基配列とカブラハバチゲノム配列を比較した結果明らかと

なったエクソンイントロン構造を示す。黒のボックスは ORF、白のボックスは UTR を示す。ボ

ックスの中の数字は塩基配列の長さを示す。 
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図 2-14 3’RACE によって得られた増幅産物の塩基配列 
メスの蛹から調整した cDNA を鋳型に用いて増幅された 3’RACE 産物の塩基配列。

XM_012406840.1 に登録されている cDNA 配列と一致した 502bp の断片が増幅された。

この塩基配列には poly(A)付加シグナル AATAAA がみられ、その 45bp 下流に polyA が

付加していた。メスの ORF に相当する配列を赤文字で、poly(A)付加シグナルを水色文字

で示した。オス由来の cDNA を用いた 3’RACE でも全く同じ塩基配列であった。 

 

 

 

 



66 
 

 

 

 

図 2-15 Ardsx の遺伝子構造 
Ardsx メス型およびオス型アイソフォームのエクソンイントロン構造。雌雄共に 5’末端側の転

写開始部位の異なる 3 つのアイソフォームが存在した。エクソンをボックスで、イントロンを直

線で示す。ボックスの上に示した数字はエクソン番号。黒のボックスは ORF、白のボックスは

UTR を示す。ボックスの中の数字は塩基配列の長さを示す。矢尻は FEM/TRA-2 binding 
consensus（UGAAGAUU）と一致した塩基配列の位置を示す。 
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図 2-16 成長に伴う Ardsx の発現パターンの変化 
（A）Ardsx メス型（ArdsxF）およびオス型アイソフォーム（ArdsxM）の構造。エクソン 3 の途中

から表示。ボックスはエクソンを示す。直線はスプライシングを示す。黒のボックスは ORF、

白のボックスは UTR を示す。矢印はプライマーの位置を示す。（B）A に示したプライマーを

用いた RT-PCR の結果。左のパネルの電気泳動像の上に示した数字は産下後、もしくは

卵巣卵の賦活化処理後の経過時間を示した。右のパネルのそれぞれの電気泳動像の上に

示した数字は、産下後（メス）、もしくは卵巣卵の賦活化処理後（オス）の経過日数（胚 0〜4）

および孵化後の経過日数（オス幼虫：0〜6、メス幼虫：0〜7）を示す。ArdsxM (269bp)と
ArdsxF（150bp）に相当する増幅産物の位置をそれぞれの電気泳動像の右側に矢印で示し

た。 
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図 2-17 Ardsx の発現量の推移とその雌雄差 
（A）Ardsx メス型（ArdsxF）およびオス型アイソフォーム（ArdsxM）の構造。エクソン 3 の途中

から表示。ボックスはエクソン、直線はイントロンを示す。黒のボックスは ORF、白のボックス

は UTR を示す。黒の矢印は qRT-PCR で用いたプライマーの位置を示す。（B）A に示した

プライマーを用いた qRT-PCR の結果。グラフの縦軸は内部標準に用いた EF-1αの

mRNA量に対する相対値を示している。グラフの横軸に示した数字は、産下後（メス）、もし

くは卵巣卵の賦活化処理後（オス）の経過日数（胚 0〜4）および孵化後の経過日数（オス幼

虫：0〜6、メス幼虫：0〜7）を示す。 
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図 2-18 Ardsx ペアレンタル RNAi のノックダウン効率の確認 
グラフの縦軸は内部標準に用いた EF-1αの mRNA量に対する相対値を示している。 
control として EGFP dsRNA を注射した個体を用いた。n は調査個体数を示す。 
* student t-test で control と比較して有意差あり（p<0.05）。エラーバーは標準偏差を示す 
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図 2-19 Ardsx ペアレンタル RNAi 個体の外部生殖器と内部生殖器の観察 
（A〜D）成虫の外部生殖器についてクチクラ標本を作成し実体顕微鏡で撮影を行った。 
（E〜G）成虫の内部生殖器について解剖により摘出し実体顕微鏡で撮影を行った。 
（A, E）control オス（B）Ardsx RNAi オス（C, F）control メス（D, G）Ardsx RNAi メス。 
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図 2-20 Ardsx 終齢 RNAi のノックダウン効率の確認 
グラフの縦軸は内部標準に用いた EF-1αの mRNA量に対する相対値を示している。 
control として EGFP dsRNA を注射した個体を用いた。n は調査個体数を示す。 
* student t-test で control と比較して有意差あり（p<0.05）。エラーバーは標準偏差を示

す。 
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図 2-21 Ardsx 終齢 RNAi 個体の外部生殖器と内部生殖器の観察 
（A〜D）成虫の外部生殖器についてクチクラ標本を作成し実体顕微鏡で撮影を行った。 
（E〜H）成虫の内部生殖器について解剖により摘出し実体顕微鏡で撮影を行った。 
（A, E）control オス（B, F）Ardsx RNAi オス（C, G）control メス（D, H）Ardsx RNAi メス。 
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図 2-22 Ardsx 終齢 RNAi オスの精子の観察 
Ardsx終齢 RNAi により内部生殖器が萎縮した個体の精巣を摘出し、精巣内に精子が存

在するか実体顕微鏡で観察を行った。 
（A）control オスの精子束 （B）Ardsx KD オスの精子束 
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図 2-23 Ardsx 完全 RNAi 個体の外部生殖器と卵巣の観察 
（A〜C）成虫の外部生殖器についてクチクラ標本を作成し実体顕微鏡で撮影を行った。 
（D〜F）成虫の卵巣について解剖により摘出し実体顕微鏡で撮影を行った。 
（A, D）control オス（B, E）Ardsx RNAi オス（C, F）Ardsx RNAi メス。 
 

 

 

 

 

 

 



75 
 

 

 

 

図 2-24 近親交配によって得られた２倍体オスを用いた Ardsx 完全 RNAi 個体の外部生

殖器と卵巣の観察 
（A〜C）成虫の外部生殖器についてクチクラ標本を作成し実体顕微鏡で撮影を行った。 
（D〜F）成虫の卵巣について解剖により摘出し実体顕微鏡で撮影を行った。 
（A, D）control オス（B, E）Ardsx RNAi 2 倍体オス（C, F）Ardsx RNAi メス。 
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図 2-25 Ardsx 完全 RNAi 二倍体オスが産生した卵の造卵数と孵化率 
白色は EGFP RNAi メス 黒色は Ardsx完全 RNAi 二倍体オスから得られた卵について

示す 
(A) control メスと Ardsx 完全 RNAi 二倍体オスから得られた卵の平均数。 
(B) control メスと Ardsx 完全 RNAi 二倍体オスが産生した卵巣卵の単為発生処理によっ

て得られた孵化個体数の割合を孵化率として示した。 
*** student t-test で control と比較して有意差あり（p<0.01）。 
エラーバーは標準偏差を示す。 
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図 2-26 Ardsx KD オスのオスとしての性行動 
Ardsx KD オスが野生型の処女メスに対して交尾行動を行うかを評価するために同じ容器

に 1 個体ずつ入れ観察を行った（第二章 材料と方法参照）。 
(A) Copulation latency：オスがメスに対して初めて交尾行動を示すまでの時間。(B) 
Courtship index：ペアにした後の最初 15 分間のうち求愛行動を示していた時間の割合。

(C) Mating success：交尾成功率。 
＊ ダネット検定で control と比較して有意差あり（p<0.05）。エラーバーは標準偏差を示

す。 
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図 2-27 Ardsx KD オスのメスとしての性行動 
野生型のオスが Ardsx KD オス対して交尾行動を行うかを評価するために同じ容器に 1 個

体ずつ入れ観察を行った。 
(A) Copulation latency：オスがメスに対して初めて交尾行動を示すまでの時間。(B) 
Courtship index：ペアにした後の最初 15 分間のうち求愛行動を示していた時間の割合。

(C) Mating success：交尾成功率。エラーバーは標準偏差を示す。 
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図 2-28 Ardsx 完全 RNAi 二倍体オスが産卵した卵について 
(A) Ardsx 完全 RNAi 二倍体オスの産卵痕 (B) 野生型メスの産卵痕。図中矢印はハダイ

コンの葉内に産卵された卵を示す。 
(C) Ardsx 完全 RNAi 二倍体オスが産んだ卵から孵化した個体の雌雄の数。成虫になった

時点でカウントした。エラーバーは標準偏差を示す。 
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図 2-29 4 種類の完全変態昆虫における dsx の性特異的スプライシングパターン 
ボックスはエクソン、逆 V字型の直線はスプライシングを示す。黒のボックスは ORF、白のボ

ックスは UTR を示す。 
（A）キイロショウジョウバエ 、（B）セイヨウミツバチ、（C）カイコ、（D）カブラハバチの dsx につ

いて示す。 
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図 2-30 ペアレンタル RNAi による Ardsx の KD時期が性分化に及ぼす影響 
今回の研究により予想される組織の性決定が起こる時期と性分化が起こる時期を矢印で示

す。赤色は発生過程における Ardsx が KD されている時期を示す。 
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図 2-31 終齢 RNAi による Ardsx の KD時期が性分化に及ぼす影響 
今回の研究により予想される組織の性決定が起こる時期と性分化が起こる時期を矢印で示

す。赤色は発生過程における Ardsx が KD されている時期を示す。 
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図 2-32 カブラハバチにおける fruitless ホモログの発現解析 
(A)カブラハバチゲノムから同定された fruitless ホモログ（Arfru と命名）のスプライシングバリ

アントの構造。 
これらの転写物は、"Athalia rosa sex determination protein fruitless "と定義された予測

遺伝子 LOC105688642 に由来する。 
各バリアントの mRNA の配列は、XM_012405117.2 (variant X1), XM_012405117.8.2 
(variant X2), XM_012405126.2 (variant X9), XM_012405121.2 (variant X4), 
XM_012405128.2 (variant X10), XM_012405120.2 (variant X3), XM_020853877.1 
(variant X5), XM_012405124.2 (variant X7), XM_012405123.2 (variant X8), and 
XM_012405122.2 (variant X6) を参考とした。 
黒のボックスは ORF、白のボックスは UTR を示す。矢印は B の RT-PCR に用いたプライ

マーの位置を示す。 
(B) 羽化 1週間後の成虫の頭部における Arfru の発現パターンを RT-PCR により調べた

結果。雌雄それぞれ 4匹を RT-PCR に供試した。 
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表2-1　RT-PCRに用いたプライマーの配列

target gene primers sequence(5'→3')

ArdsxFMF1 AAAGATGCACAAGCCGATTTG

ArdsxFMR1 GGCTGATGAACAAGGCTCATC

Ardsx1 CATAATGGATCAAAACGACAAC

Ardsx2 GACGTGATTATCCCGATAAAT

Ardsx7 TTATCCCGATAAATCGTATAAATCTTC

Fru X1 F GAGACGCAAACCAGTGCAAG

Fru X1 R TGCTGGCGATACGCATTAGA

Fru X2 F CCCAACCCTACATCACACCC

Fru X2 R TGCCTCTGCCCCTCTCATTA

Fru X3 F CCCAACCCTACATCACACCC

Fru X3 R GCTTGCACCTGTGAAGGTTG

Fru X4 F CCCAACCCTACATCACACCC

Fru X4 R CCTACATCCGATACCGGCAC

Fru X5 F GTTTGCGAAAGGGCCCATAG

Fru X5 R CTTGCACTGGTTTGCGTCTC

Fru X6 F CAACGTGTTCAGTGTCACCT

Fru X6 R CTGCGCTAAACTATGGGCCT

Fru X7 F AAGGGTTGCTTGTATCCGCA

Fru X7 R TCTCTGACTCAGGGGATGGG

Fru X8 F AGAGATTGTGGAGGTTGGGAC

Fru X8 R TTTGCAATGCTTCCGCAGTC

Fru X9 F CCCAACCCTACATCACACCC

Fru X9 R GTGCAGGACTGCTCAAGGAT

Fru X10 F TGAGCTCAAGCATTGGAGGA

Fru X10 R TGTTAAGCTGAGCGCTACGA

ArEF1-LP CTTCACTCTTGGTGTCAAGCAGCTC

ArEF1-RP ACATCCTGAAGAGGAAGACGGAGAG

Ardsx

Arfru

elongation factor 1α

表2-2　RT-qPCRに用いたプライマーの配列

target gene primers sequence(5'→3')

Ardsx Real Time F1 GCGGGTCAAATGGATTCCAAC

Ardsx Real Time R1 GCCCTTCTGAGTGCAGTTTGC

ArEF1-LP CTTCACTCTTGGTGTCAAGCAGCTC

ArEF1-RP ACATCCTGAAGAGGAAGACGGAGAG

Ardsx

elongation factor 1α
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表2-3　RACEに用いたプライマーの配列

target gene primers sequence(5'→3')

ArdsxRACEF1 ACTGCAACTGCTATTCGCCGTATCG

ArdsxRACER1 CCGAACGTGGGTCCACCTGTTCTTC

ArdsxRACEF2 CGCAGTGATATGTGCAGCAGAATCG

ArdsxRACER2 GCAGTTTGCAGCGCCATAACTCTTTG

ArdsxRACEF3 GCGCCATTTTGGCCTGTCGATAATAC

ArdsxRACER3 CAACGCGCACAATTCGGTGGTGTAC

Ardsx4-2F1 CGTCGCGCGTTTTCAAAAGAC

Ardsx3-2F1 GCTGTGTGGTCGTCGTTCAAG

Ardsx3-3F1 ACACTCTGCCGCATGCATTTC

Ardsx3-1F1 GAGTTACCGACTGCATGGAAG

Ardsx4-1F1 AGTTTGATACGGCTACCGTTC

Ardsx3-5F1 TTGGTGGCAATTGACTGAAAG

Ardsx3-6F1 CGCGCATCGGAGGTTCGCAAC

Ardsx

表2-4　dsRNA合成に用いたプライマーの配列

target gene primers sequence(5'→3')

CCGGATCCTAATACGACTCACTATA

GGGCGGAAGAACAGGTGGACCCAC

CCGGATCCTAATACGACTCACTATA

GGGCGCAATTCGTCGAGATGCTTC

CCGGATCCTAATACGACTCACTATAG

GGCGCTGACTTCACTGCTGCAGCGC

ArdsxdsRNAR1

ArdsxdsRNAF2

Ardsx

ArdsxdsRNAF1
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第三章 

カブラハバチ transformer-2（Artra-2）の機能解析 
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本章は東京大学が認める「やむを得ない事由」にある「博士論文の全部または一部が、単

行本もしくは雑誌掲載等の形で刊行される予定」に該当するため、インターネットでの公表を

することができません。 
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第四章 

カブラハバチにおける性決定マスター遺伝子の探索 
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本章は東京大学が認める「やむを得ない事由」にある「博士論文の全部または一部が、単行

本もしくは雑誌掲載等の形で刊行される予定」に該当するため、インターネットでの公表をす

ることができません 
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総合考察 
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