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序論 Introduction  

地球上の生物は生き残るために様々な生存戦略を編み出してきた。中でも、昆虫は自然

界における食物連鎖の下位に位置し、絶えず捕食者に狙われ、攻撃を受けている。絶え間

ない捕食圧の環境下を生き抜くために、昆虫は様々な防衛手段を取得・発達させてきた。

例えば、翅や皮膚に特徴的な紋様（目玉模様等）を生じさせ、捕食者の眼をそらせること

で攻撃を回避する（Janzen et al., 2010）、体内で毒素を生産・蓄積することで捕食対象と

ならないようにする（Wray et al., 1983; Nishida and Fukami, 1989）、などが知られる。

このような防衛手段の中でも、モデルに似せることで捕食者などをだます「擬態」は、紋

様形態・模倣様式において非常に多様性に富んでおり、進化生物学、生態学、動物行動学

など様々な分野で古くから着目されてきた（Darwin, 1872）。昆虫における擬態様式では枯

葉や枝など周囲の環境に似せて形質を変化させることで捕食者をだます「隠蔽型擬態」が

良く知られるが、系統的に離れた種に似せることで捕食者を欺く擬態も存在する。典型的

な例として、無毒（つまりまずくない）な種が、系統的に離れた有毒種あるいは味が悪い

モデル種に紋様・形態などが似ることによって、捕食者からの捕食を免れる現象であるベ

イツ型擬態が知られる（Bates, 1862）。有毒種は派手な色彩を示すなど捕食者の眼につくよ

うな警戒色を示し（Mallet and Joron, 1999）、捕食者に自身が危険であることを認識させ、

それを避けるように学習させる効果があると考えられている。ベイツ型擬態は、有毒種と

同じ生息域に属する無毒種が捕食圧にさらされた結果、有毒種を模倣するものが選択され

て生じた擬態であると考えられる。ベイツ型擬態は昆虫だけでなく、両生類・魚類・爬虫

類など広範な生物種に認められ、またモデル種と擬態種が明瞭であり、紋様や形態をよく

似せることから研究者のみならず多くの人の目を引いてきた。アゲハチョウには様々なベ

イツ型擬態が見られるが、メスのみ擬態する種が多く見られるという特徴がある（Fig. 1）

（Brower, 1962; Turner 1978; Kunte, 2009）。例としては、アフリカに生息するオスジロ

アゲハ（Papilio dardanus） が知られる。オスジロアゲハはシロモンマダラ（Amauris 
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niavius：有毒種または鳥が嫌うまずい味がする種）に対して擬態していると考えられてい

るが、一部のメスに擬態するタイプ（擬態型）が出現し、その中には少なくとも 6 種類の

多型が存在しており、それぞれが別のマダラチョウに擬態していることが観察されている

（Ford, 1936 ; Timmermans et al., 2014）。また、北米に生息するアオジャコウアゲハ

（Battus philenor）はウマノスズクサという毒草を幼虫期の食草とすることで体内に毒素

を蓄積している有毒種である。このチョウにベイツ型の擬態をするチョウとしては、クス

ノキアゲハ（Papilio troilus）とトラフアゲハ（Papilio glaucus）が知られている（Brower, 

1958; Scriber et al., 1996）。クスノキアゲハは雌雄ともにアオジャコウアゲハに似た翅紋様

を示す擬態型となるが、トラフアゲハではメスにおいてのみ、オスと同様の翅紋様を示す

擬態しないメス（非擬態型）とアオジャコウアゲハに似た翅紋様を示す擬態型メスとの種

内多型が現れる。アゲハチョウ族（Papilionini）には、キアゲハ（Papilio machaon）やナ

ミアゲハ（Papilio xuthus）など擬態をしない種も存在するが、メスに擬態型と非擬態型の

種内多型が存在する種は、性にリンクして擬態形質が見られることなどから、その分子機

構と進化的なプロセスについてダーウィンの時代から興味を持たれてきた。これまで行動

学や生態学の分野でメス限定ベイツ型擬態は研究されてきたが（Uesugi, 1996, 上杉 

1999;Ohsaki, 2005; 大崎 2009; Sekimura et al., 2014; Kitamura and Imafuku, 2015）、

「なぜメスのみが擬態できるのか」、「擬態型と非擬態型の違いは何か」といった疑問の背

景にある分子機構はほとんど不明だった。そこで本研究ではメスに擬態型と非擬態型の種

内多型が存在する種として知られるシロオビアゲハ（Papilio polytes）、およびナガサキア

ゲハ（Papilio memnon）の二種のアゲハチョウに着目し、研究することとした。 

シロオビアゲハは東南アジアの熱帯地域から南アジアにかけて広く分布し、日本では沖

縄など南西諸島に生息するチョウである。シロオビアゲハは有毒なチョウであるベニモン

アゲハ（Pachliopta aristolochiae）にベイツ型擬態をすることでよく知られる（Euw et al., 

1968; Uesugi, 1996）（Fig. 2）。シロオビアゲハでは一部のメス（擬態型）だけが、ベニモ
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ンアゲハに似て中心部分に白色紋様を生じ、辺縁部に多数の赤色スポット紋様を示す。一

方、オスと擬態しないメス（非擬態型）は後翅に白い帯状の紋様を示す。従って、メスに

おいてのみ非擬態型および擬態型の種内多型が存在するベイツ型擬態である。シロオビア

ゲハの擬態型とベニモンアゲハの翅紋様は似通っているが系統的には離れており

（Condamine et al., 2012）、系統的に離れた種間の紋様の類似性がどのように獲得されて

きたのかは興味深い（Fig. 3）。シロオビアゲハは比較的飼育が容易であり、ミカン類を用

いて研究室でも累代飼育することが可能であるため、実験に使用しやすい。シロオビアゲ

ハのベイツ型擬態に関しては、いくつか興味深い事実が報告されている。八重山諸島の個

体群変動調査によると、ベニモンアゲハの生息する島では擬態型メスと非擬態型メスの寿

命は同じだが、ベニモンアゲハの生息しない島では非擬態型メスに比べて擬態型メスの寿

命が短いと報告されている（Uesugi, 1991）。この結果は温室での飼育個体でも同様の傾向

が見られており（擬態型メスの方が生理的な寿命が短い）、またオスと比べた場合、非擬態

型メスはオスよりも寿命が長いが、擬態型メスはオスと同等の寿命であると報告されてい

る（Ohsaki, 2005）。更に、南西諸島にベニモンアゲハが分布し始めたのは最近（1960 年

代とされる）とのことだが、ベニモンアゲハが同所的に生息し、数が増えると、擬態型メ

スが新たに出現しはじめ、数が増える（モデルとなる毒蝶の数に対応する）ことが知られ

る（上杉 1999）。配偶行動においては、オスは非擬態型メスを好むが、メスはオスを選ば

ない（人為的に作製した紋様個体とも交尾する）ことが報告されている（大崎  2009; 

Sekimura et al., 2014）。更に行動観察の結果から、シロオビアゲハ擬態型メスはベニモン

アゲハの飛び方を似せていると報告されている（Kitamura and Imafuku, 2015）。さらに、

シロオビアゲハの擬態型では紋様のプレパターンおよび色素合成系の両方が変化している

ことが近年明らかとなった（Nishikawa et al., 2013）。このように、シロオビアゲハにおい

てベイツ型擬態が生殖行動や行動擬態にも関与しているなど、複雑で高度な適応形質が明

らかになりつつあるが、その実体については全く不明である。 
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シロオビアゲハに近縁な種であるナガサキアゲハは、東インドから台湾・日本までの東

南アジア全域に広く分布しており、シロオビアゲハと同様にメスに擬態型・非擬態型の二

型が存在する（Fig. 4）（Clarke et al., 1968; Yagi et al., 1999; Zakharov et al., 2004）。ま

た、日本では擬態型メスの報告例は九州・沖縄でのごく少数に限られており、非擬態型メ

スのみ生息するとされている（Clarke et al., 1968; 福田 二町, 1985）。オスは翅全体が黒

色の鱗粉に覆われているが、メスでは後翅中央部に白色紋様を生じ、その辺縁部に赤色紋

様を示す。さらに、擬態型のメスではオス及び非擬態型メスにはない尾状突起を生じ、ま

た腹部の側面を橙色に着色することで、系統的に離れたオオベニモンアゲハ

（Atrophaneura polyeuctes）などのベニモンアゲハ属（Pachliopta）・ジャコウアゲハ属

（Atrophaneura）に擬態していると言われている（白水, 1966; Clarke et al., 1968; Clarke 

and Sheppard, 1971; Condamine et al., 2012）（Fig. 3）。 

遺伝学的な背景として、いずれのアゲハでも擬態型の表現型は1遺伝子座（各々H、A locus）

で制御されており（Fryer, 1914; Clarke et al., 1968; Clarke and Sheppard, 1972）、擬態

型 （H/A） が非擬態型（h/a）に対して優性であることが知られている（Clarke and 

Sheppard, 1972; Wallece, 1865）。ナガサキアゲハにおける擬態の遺伝子座名についてはこ

れまでの論文では明記されていないため、当論文ではシロオビアゲハの H 遺伝子座と区別

する目的で以降 A 遺伝子座と命名し使用している。興味深い点として、両種のオスは遺伝

型に関わらず擬態しない。また、翅紋様だけでなく、尾状突起などの翅の形状や飛翔行動

など複数の形質が擬態の影響を受けていることである。複数の適応形質を制御する仮説と

して、複数の遺伝子が染色体の一部として挙動を共にする「超遺伝子（supergene）」によ

り制御されるという仮説が古くから提唱されている（Darlington and Mather, 1949; 

Clarke and Sheppard, 1960）。Supergene 仮説は鳥の羽毛多型や魚の隠蔽紋様多型、植物

の長短花柱多型など様々な種での多型の制御機構として報告されており（Schwander et al., 

2014）、更には、オスジロアゲハ（Nijhout, 2003; Timmermans et al., 2014）のベイツ型
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擬態、ドクチョウのミュラー型擬態（Joron et al., 2011）などチョウの翅紋様において

supergene の関与が示されている。アゲハ二種のベイツ型擬態においても supergene によ

り制御されると提唱されており（Clarke et al., 1968; Clarke and Sheppard, 1972）、古く

からその原因遺伝子が何であるかに興味がもたれてきたが、その実体は不明のままだった。

従って、アゲハ二種に関してベイツ型擬態の分子的実体が明らかにできれば、supergene

のような進化上の大きなコンセプトに肉薄できる可能性がある。アゲハ二種のベイツ型擬

態において特筆すべき点は、同種・同性内に二型を生じることである。このことは、分子

遺伝学的なアプローチや、最新のゲノム科学の手法を動員し、擬態型と非擬態型のゲノム

構造比較により有用な情報が得られることを意味し、メス限定ベイツ型擬態の分子メカニ

ズムに迫れる可能性がある。また、近縁な二種の原因領域を比較することで、ベイツ型擬

態の進化プロセスが明らかになると期待された。 

このような研究背景のもと、2012 年より本研究室が中心となり次世代シーケンサーを用

いたシロオビアゲハ・ナガサキアゲハ・ナミアゲハ（Papilio xuthus）の de novo でのゲ

ノム解析が行われてきた。その結果、現時点で極めて精度の高いゲノム配列が得られてお

り（Nishikawa et al., 2015）、本研究に活用できることが期待された。また、鱗翅目全体を

見てみても、カイコ（Bombix mori）（The International Silkworm Genome Consortium, 

2008）、オオカバマダラ（Danaus plexippus）（Zhan et al., 2011）など他の鱗翅目昆虫の

ゲノム情報を利用できる環境がある程度整っており、鱗翅目昆虫の進化の過程において、

原因遺伝子座内でどのようなゲノムの変化が起きているのかを調べることも容易であると

考えられた。 

そこで本研究では、まず全ゲノム構造解析（東京工業大学・伊藤武彦らとの共同研究）、

連鎖解析を介して両アゲハ種の擬態の原因遺伝子座を解明し、そこに含まれる遺伝子の構

造と発現、擬態型と非擬態型に対応した構造の多型性を解明した。これを基に supergene

の実体とメス限定ベイツ型擬態の進化プロセスを論じる（1 章）。 
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次に、H 遺伝子座に含まれる doublesex（dsx）がメス限定ベイツ型擬態を中心的に制御

していると考え、シロオビアゲハを用いた dsx アイソフォームの機能解析、dsx の標的遺伝

子の探索と機能解析から、dsx が擬態紋様形成においてどのような役割を果たしているかを

明らかにした（2 章 1 節）。これまでの生態学・行動学の分野での実験結果から、複合的な

擬態形質の存在が指摘されてきており、また、擬態型メスの寿命へ影響があるとの報告か

ら H を持つことでの擬態型メスの成育への不利益が予想された。そこで最後に、シロオビ

アゲハを用いて遺伝子型（HH、Hh、hh）ごとに雌雄で掛け合わせを行い、蝶区ごとに、

産卵数・孵化率・5 齢幼虫までの生存率を算定して、雌雄の遺伝子型ごとの成虫・幼虫への

影響を調べ、H がもたらす成育への影響を明らかにした。また、人為的な HH 個体作製過

程において発見した興味深い現象（Hh 個体との紋様の差異および室内・野外集団での HH

メス個体の出現頻度）について、これまでの結果を踏まえて考察し、論じた（2 章 2 節）。 
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Figure 1.  アゲハチョウ族におけるベイツ型擬態 アゲハチョウ族における系統関係を示した図

であり、アゲハチョウ族にはメスのみ擬態する種（赤枠）が多く見られるという特徴がある。その中

で、メスに擬態する擬態型と擬態しない非擬態型がいる種であり、系統的に近縁なシロオビアゲ

ハとナガサキアゲハに着目した。Kunte et al., 2009より改変。 
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Figure 2.  シロオビアゲハとベニモンアゲハの成虫の翅紋様（a）シロオビアゲハのオス（b）シロ

オビアゲハ非擬態型のメス（c）シロオビアゲハ擬態型のメス（d）ベニモンアゲハを表している。 
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Figure 3.  アゲハチョウ族とジャコウアゲハ族の系統関係 アゲハチョウ上科における

系統関係を示した図である。ベイツ型擬態を示す種であるシロオビアゲハおよびナガサキ

アゲハはアゲハチョウ族に、モデル種であるベニモンアゲハおよびオオベニモンアゲハは

ジャコウアゲハ族に属しており、系統的に離れている。Condamine et al., 2012 より改変

（License number: 4275071301760）。 
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Figure 4.  ナガサキアゲハとオオベニモンアゲハの成虫の翅紋様（a）ナガサキアゲハのオス（b）

ナガサキアゲハ非擬態型のメス（c）ナガサキアゲハ擬態型のメス（d）オオベニモンアゲハを表し

ている。写真は京都大学 理学研究科 生物科学専攻 動物学教室 自然史学講座の小俣慎也

氏より提供して頂いたものである。 
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材料と方法 Materials & Methods 

 

実験材料 

シロオビアゲハ（Papilio polytes）は蝶館カビラ（沖縄、日本）から成虫を購入し、採卵

後、塁代飼育したものを用いた。シロオビアゲハの幼虫は餌としてナツミカン（ミカン科）

Citrus natsudaidai（Rutaceae）の生葉もしくは人工飼料を与え、25℃長日条件（16 時間

明期、8 時間暗期）で飼育した。成虫は市販のカルピスウォーターを給仕し、15℃下で飼育

した。ナガサキアゲハ（Papilio memnon）は共同研究として京都大学 理学研究科 生物

科学専攻 曽田貞滋教授らよりサンプルを提供して頂いた。ナガサキアゲハの成虫は台湾

の 9 都市（苗栗（Miaoli）、新竹（Hsinchu）、台北（Taipei）、宜蘭（Yilan）、花蓮（Hualien）、

屏東（Pingtung）、高雄（Gaoxiong）、嘉義（Jiayi）、台中（Taichung））から集められた

ものを使用した。ナガサキアゲハの幼虫は餌としてグレープフルーツ（ミカン科）Citrus 

paradisi（Rutaceae）の生葉を与え、25℃長日条件（14 時間明期、10 時間暗期）で飼育し

たものを使用した。調査と回収の許可は台湾の地方自治体より得ており、蝶類の輸入・飼

育は、農林水産省の植物防疫所の許可を得て行われた。 

 

人工飼料作製 

 人工飼料はナツミカンの葉粉末とインセクタ F-Ⅱ（日本農産工業、神奈川）を混合して

作製している。ナツミカンの葉は東京大学大学院農学生命科学研究科、嶋田透教授のご協

力の下、東京大学農学部弥生キャンパス内にある無農薬栽培下のナツミカンの木より採集

したものを使用した。採集した葉の汚れを手作業で洗浄した後、ハサミを用いて細かく裁

断し、一昼夜乾燥させることで葉の表面の水気を飛ばした。次に葉を完全に乾燥させるた

め、シリカゲルの顆粒（青色、球場大粒、ナカライテスク、京都）と刻んだ葉をビニール

袋に入れ、4℃下で静置し、吸湿させた。吸湿能力が低下したシリカゲルは赤色に変化する
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ため、赤色になったシリカゲルを交換することで常に吸湿される条件を保った。完全に乾

燥した葉は磁器製ボールミルポット（アズワン、大阪）にアルミナボール（大、中、小、

アズワン、大阪）ととも

に入れ、ボールミルで 2

日間回転させることで葉

を粉砕し、粉末状にした。

人工飼料の組成を Table にまとめた。尚、幼虫の齢によって異なる配合のものを作製し、

与えている。 

 

シーケンス解析用ゲノム Polymerase Chain Reaction  (PCR) 反応 

9.5 μl の PCR 反応溶液（10 × PCR Buffer: 1 μl, 0.2 mM dNTP mix: 0.8 μl, 10 mM 

5’-primer: 0.5 μl, 10 mM 3’-primer: 0.5 μl, 0.25 U Extaq DNA polymerase（TaKaRa、日

本）: 0.05 μl）に対して、0.5 μl のゲノム DNA（1 ng / μl～100 μg / μl）をテンプレートと

して用いた。PCR 反応のアニーリング温度はプライマーセットの低い方の melting 

temperature （Tm 値）に合わせ、伸長時間は 1 kb / 1 分として設定した。サイクルは 30-35

サイクル反応を、サーマルサイクラーDICE（TaKaRa、神奈川）で行った。各反応液から

等量（2 μl）を 1％アガロースゲル電気泳動で分離後、エチジウムブロマイド染色すること

で可視化し、PCR 反応によるバンド長の確認を行った。 

 

シーケンス解析 

 BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit（Applied Biosystems（ABI）、 

米国） を使用し、ABI3130 ジェネティックアナライザー（Applied Biosystems）および 

ABI3500 ジェネティックアナライザー（ABI、米国）を用いて塩基配列決定を行った。得

られた配列データの解析には、Vector NTI Contig Express（InforMax）を用いて解析した。 

幼虫　齢期 1-2齢 3-5齢

容量 10シャーレ分 10シャーレ分

夏ミカン粉末　（g） 8 4

インセクタF-Ⅱ　（g） 8 12

DDW (ml) 56 56

10％ホルマリン(μl) 1440 1440

クロラムフェニコール （g） 0.2 0.2
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ゲノム DNA の抽出 

あらかじめ液体窒素で冷やしておいた乳鉢の中に個体を入れ、乳棒を用いて粉状になる

までよくすりつぶした。次に乳鉢と一緒に冷やしておいた薬さじを用いて、1.5 ml のサン

プルチューブに粉末状のサンプルを移し、重量をはかった。DNA 抽出バッファー（150 mM 

NaCl, 10 mM Tris - HCl pH 8.0, 10 mM EDTA, 0.1 %  SDS, 100 µg / ml Proteinase K 

（MERCK）をサンプル量の 10-20 倍加え、55℃下で 4 時間～一晩置き、10,000 × rpm、5

分間、4℃で遠心分離し、上清を新しい 1.5 ml チューブに移した。等量の Tris 飽和フェノ

ール （pH 8.5） を加え、2 時間～一晩、Mini Disk Rotor BC-710 I（BIO CRAFT、東京）

を用いてゆっくりと反転・撹拌させた（フェノール抽出）。15,000 rpm 、15 分間、4℃で

遠心分離し、上層を新しい 1.5 ml チューブに移し、等量の phenol chloroform isoamyl 

alcohol（phenol : chloroform : isoamyl alcohol = 25 : 24 : 1）を加え、20-40 分間、Mini Disk 

Rotor を用いて反転させながら攪拌した（フェノール/クロロホルム抽出）。15,000 rpm、

15 分間、4℃で遠心分離し、上層を新しい 1.5 ml チューブに移した。上層と等量のイソプ

ロパノールを加え攪拌した後、室温で 10 分間静置し、15,000 rpm、5 分、室温で遠心分離

した（イソプロパノール沈殿）。上清を除き、沈殿物を 70 %エタノールで洗浄後、乾燥させ、

300-600 μl の TE buffer（10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0）に溶かし、4℃で保存

した（エタノール沈殿）。最後に、RNase を終濃度 40 µg / ml となるように加え、37℃下で

1 時間処理した後、フェノール/クロロホルム抽出、イソプロパノール沈殿、エタノール沈

殿を行い、DNA を再度精製した。 

 

SNP マーカーの作製と SNPs 解析 

ゲノム情報を基に SNP マーカーを候補領域内に 20 種類設計した。SNP マーカーの作製

に使用した遺伝子は、Papiliobase のトランスクリプトームとの双方向の BLAST 検索によ

って互いに最も相同性の高い遺伝子同士としてヒットすることを確認している。作製した
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SNP マーカーを使用し、石垣島由来の非擬態型メス 28 匹、擬態型メス 26 匹のゲノムを用

いて PCR を行った。PCR 産物は PCR ダイレクトシーケンス法によって個体ごとに配列解

析を行い、個体間の SNPs の同定に使用した。個体間の SNPs は、シーケンス解析の波形

を肉眼で確認し、波形の重なりからホモ・ヘテロを区別し、ゲノム上の位置、塩基を記録

した。各 SNP の種類と頻度の累計結果より、非擬態型メスの SNP の多様性と擬態型メス

での SNP の多様性とを比べて統計的に等しいかどうかをカイ二乗検定で検証した。最終的

に本研究で使用した SNP を含むプライマーセットは Table. 4 にまとめた。 

 

RNA-seq データのゲノムへのマッピング 

RNA-seqデータは本研究室に所属する西川博士によるRNA-seq解析により得られたシロ

オビアゲハショートリードデータ（Table. 2）を利用した。ゲノム配列は本研究室が中心と

なって行われているアゲハゲノムプロジェクトより得られたシロオビアゲハ擬態型メスお

よび非擬態型メスドラフトゲノム情報を利用した。マッピングはTophat 2.06(Kim et al., 

2013; http://tophat.cbcb.umd.edu/)を用い、研究室内の共通パソコンLinuxサーバー 

hcps01上でマッピングを行うとともに、Cufflinks Ver. 2.1.1（Trapnell et al., 2010; 

http://cufflinks.cbcb.umd.edu/）を用いてsplice junctionの位置の推定、および転写産物構

造の予測を行った（Trapnell et al., 2012）。 

TophatではRNA-seq のデータはイルミナ社によるリードデータを使用した。

--solexa-qualsというパラメーターで、形式をsolexa-qualsに指定した。-o $desktopパラメ

ーターを使用し、出力ディレクトリをデスクトップ上に指定した。$bowtie-indexには、予

測遺伝子セットから予めbowtie-buildコマンドで作成したbowtieインデック名を記述し、

$fq_R_1、$fq_R_2は、それぞれフォワード、リバースリードを収めたfastqファイル名を指

定した。 

コマンドライン：tophat --solexa-quals -o $desktop $bowtie-index $fq-R_1.fq $fq-R_2.fq 
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出力されたファイル（accepted_hits.bam）を cufflinks のパラメーターとして与えた。ま

た、-o $desktop パラメーターを使用し、出力ディレクトリをデスクトップ上に指定した。 

コマンドライン：cufflinks -o $desktop $accepted_hits.bam 

Tophat から出力されたファイルは samtools（http://samtools.sourceforge.net/）という変

換ソフトを用いて以下のコマンドで BAM ファイルをソート（accepted_hits_sorted.bam）

した。 

コマンドライン：samtools sort $ accepted_hits.bam $ accepted_hits_sorted 

インデックスファイルを作成し（accepted_hits_sorted.bam.bai.）、Integrative Genomics 

Viewer（IGV）2.2.1（http://www.broadinstitute.org/igv/）で可視化した。 

コマンドライン：samtools index $accepted_hits_sorted.bam 

 

RNA-seq データの遺伝子へのマッピング 

RNA-seq データは前述した西川博士による RNA-seq 解析により得られたシロオビアゲ

ハショートリードデータ（Table. 2）を利用した。ゲノム配列は前述した転写産物の構造予

測から得られたシロオビアゲハ擬態型メスおよび非擬態型メスでの予測遺伝子セットを使

用 し た 。 マ ッ ピ ン グ は Bowtie Ver. 2.1.0(Langmead et al., 2009; 

http://bowtie-bio.sourceforge.net/index.shtml)というマッピングソフトを用い、研究室内

の共通パソコンLinuxサーバーhcps01上でマッピングおよびショートリード数のカウント

を行った。ショートリードは paired-end sequence より得られたリードデータを使用し、最

初の 32 bp をマッピングに用いて、2 塩基以内のミスマッチングを許容する条件で以下のよ

うにして行った。また、擬態型メスおよび非擬態型メスでの予測遺伝子セット間で共通す

るショートリードについては 50%の確率でランダムにマッピングされるように設定した。

$bowtie-index には、予測遺伝子セットから予め bowtie-build コマンドで作成した bowtie

インデック名を記述し、$fq_F、$fq_R は、それぞれフォワード、リバースリードを収めた



 

16 

 

fastq ファイルを指定した。 

コマンドライン：bowtie -l 32 -n 2 $bowtie-index -1 $fq_F -2 $fq_R > output.txt 

 出力されたテキストファイル (output.txt) は、3 列目に記載されるヒットした遺伝子名

の情報から遺伝子名ごとの重複回数をカウントすることで、マップされたカウント数を得

ることができる。そこで、以下のコマンドを実行し、遺伝子名とカウント数の 2 列からな

る出力ファイル (count.txt) を得た。 

コマンドライン：more output.txt | awk -F "¥t" '{print $3}' | sort | uniq -c | awk '{print 

$2"¥t"$1}'> count.txt 

Join というコマンドを使用し、出力ファイル (count.txt) を予測遺伝子セットから遺伝子

名だけを抽出したファイル (genelist.txt) に結合し、count.txt に含まれない遺伝子名には、

カウント数 0 を記述するようにした (final.txt)。 

コマンドライン：join -1 1 -2 1 -a 1 -a 1 genelist.txt count.txt | awk '{print $1"¥t"$2+0}' > 

final.txt 

得られたカウントデータ (final.txt) は MS-Excel で整形し、サンプル間の発現量比較を行

うため、カウントデータを転写産物の長さと総リード数で割って正規化した値、

FPKM(Fragments Per Kilobase of exon Model per million mapped fragments : 1 kbp の

長さの遺伝子が 1 M fragment（ペアエンドで読んだときの 2つのReadを 1組とした単位）

あたり何カウントされたか) の算出を行った。 

 

 

 

 

RNA 抽出 

解剖台（パラフィンをシャーレに固めて作成したもの）を使用し、実体顕微鏡下で個体
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の解剖を行った。摘出したサンプルは phosphate-bufferd saline（PBS）で洗浄後、1.5 ml 

のサンプルチューブに移し、500 μl の TRI reagent（Sigma、米国）中でホモジナイズした。

次に 80 μl のクロロホルムを加え、voltex-2（Scientific Industries、米国）を用いてよく

混合し、15,000 rpm 、4℃、10 分間の遠心分離にかけた。上清を別のチューブに回収後、

上清と等量のイソプロパノールを加えよく混合し、10 分室温で静置した。静置した後、

15,000 rpm、10 分間遠心分離にかけた。上清を取り除いた後、500 μl の 80%エタノールを

加え、15,000 rpm、5 分間遠心分離にかけた。上清を捨てた後、5 μl の Nuclease free 水に

溶解した。Nuclease free 水に溶解した RNA は分光光度計 NanoDrop D-1000（Thermo 

Scientific、神奈川）を用いて濃度を計測し、2×ホルムアミド Dye を用いたアガロースゲ

ル電気泳動により分解していないか確認した。 

 

DNaseⅠ処理 

まず抽出した RNA に対し DNaseⅠ処理を行い、DNA を分解した。DNaseⅠ処理は 5 μl

の系（DNaseⅠ reaction Buffer（20 mM Tris-HCl（pH 8.4）, 2 mM MgCl2, 50 mM KCl） 

1.5 μl, Nuclease free water 2.6 μl, RNase Inhibitor 0.4 μl, DNaseⅠ（5U/μl）0.5μl 

（TaKaRa、神奈川）に 100 ng/μl の RNA を 2 μl 加え、37℃、15 分間反応させた。反応

液に 1 μl の 10 mM EDTA を加え、65℃、10 分間で失活させた。 

 

cDNA 合成 

DNaseⅠ 反応液を鋳型として Verso cDNA synthesis kit（Thermo Fisher Scientific、

神奈川）を用いて cDNA 合成を行った。42℃、30 分逆転写反応を行い、95℃ 2 分で失活

させた後、終濃度 500 ng/μl となるよう DDW で希釈し、テンプレートとして使用した。 

 

定量的 RT-PCR（qRT-PCR） 
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上述の方法に従い、サンプル組織から cDNA を調製し、これをテンプレートに用いた。

定量的 RT-PCR は StepOneTM Real-Time PCR System（ABI、米国）を使用し、添付の

解析ソフト StepOneTM Software v2.1 を用いて、相対標準曲線法で解析を行った。PCR

反応は Power SYBR Green PCR Master Mix （ABI、米国）を使用し、95℃ 、15 秒、 60℃、

1 分間を 40 サイクルの条件で行った。内部標準としてシロオビアゲハおよびナガサキアゲ

ハ Ribosomal protein L3（RpL3）を用いた。定量的 RT-PCR に用いたプライマーにおいて、

複数のエキソンにより構成される遺伝子の場合はイントロンをまたぐ二つのエキソン領域

内に設計して使用した。定量的RT-PCRに用いたプライマーはTable. 4にまとめて示した。

発現量の違いはそれぞれの領域および個体ごとに t 検定を行うことで、有意差の有無の確認

を行った。測定した数値に関しては全て Supplementary Tables として記載した。 

 

In vivo electroporation 法を用いた翅での RNA interference（RNAi）による機

能解析 

インジェクションする siRNA は、siRNA 設計支援ソフト siDirect version 2.0

（http://sidirect2.rnai.jp/）を用いて設計した（Ui-Tei et al., 2004; Yamaguchi et al., 2011）。

目的の遺伝子の ORF 領域の配列を PapilioBase およびナガサキアゲハドラフトゲノム情報

より取得後、配列情報をもとに siDirect で候補となる配列を検索した。オフターゲット効

果を少なくするために、PapilioBase の BLAST 検索機能を利用し、設計した配列のターゲ

ット遺伝子への特異性を調べ、特異性の高いものを候補配列より選択した。siRNA の合成

は、株式会社ファスマックに依頼した。作製した siRNA の詳細は Table. 4 にまとめて記載

した。siRNA は、500 µM になるように Annealing Buffer （100 mM CH3COOK, 2 mM 

Mg(CH3COO)2, 30 mM HEPES-KOH pH 7.4）で溶解し、これをさらに 250 µM に希釈し

てインジェクションに用いた。インジェクションにはマイクロインジェクターFemtoJet

（Eppendorf）を使用し、インジェクション用のガラス針は、芯入りガラス管 （NARISHIGE、
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G-1）を、プーラー（NARISHIGE、PP-830）を用いて加工し、作製したものを使用した。

上記の siRNA をガラス針に充填し、ガラス針を実体顕微鏡下にセットしたマイクロマニピ

ュレーターM401（SURUGASEIKI）にセット後、蛹の後翅辺縁部より翅脈に沿って 1 µl

注入した。インジェクション後、エレクトロポレーター（Ando and Fujiwara, 2013）を用

いて電気刺激をかけ、siRNA を導入した（5 square pulses of 15 V, 280 ms width）。その

際、緩衝液として後翅と電極の間には 1％Phosphate buffered saline (PBS)）のゲルおよび

PBS の水滴を置いた。詳細な方法は Figure 28 に示した（Fujiwara and Nishikawa, 2016）。

機能解析を行ったすべての個体の写真は Supplementary Figures としてまとめて記載した。 

 

シロオビアゲハ後翅における dsx-H ノックダウン時に発現が変動する遺伝子の

網羅的探索 

実験手法としては以下の解析手順で行った（Fig. 36）。まず in vivo electropolation 法を

用いてシロオビアゲハ蛹化直後（P0）個体の後翅に dsx-H を標的とする siRNA を導入す

ることで、ノックダウン解析を行った。このとき、siRNA は水溶液中ではマイナスに電離

しているので、プラス極側に誘引されると考えられる。その為、後翅のプラスに帯電した

PBS 領域にモザイク状に siRNA が導入されていると考えられた。そこでデジタルカメラ

AxiCam（Carl Zeiss、ドイツ）を用いて後翅での PBS 滴下領域を撮影し、sidsx-H 導入領

域を把握した。蛹化直後から 1 日目-3 日目（P1-3）に、撮影した画像を基に後翅での PBS

滴下領域をサンプリングし、RNA を上述の方法で抽出・精製した。翅脈の位置から sidsx-H

未処理翅でも同様の位置を特定できるため、sidsx-H 未処理翅でも同様に PBS 滴下領域を

サンプリングし、RNA を上述の方法で抽出・精製した。次に、精製した RNA から cDNA

を調整し、定量的RT-PCRを行うことで、sidsx-H未処理翅に比べて sidsx-H処理翅でdsx-H

発現量が低下するサンプルを選出し、RNA-seq 解析用のサンプルとした（P1-3 で各 n=1

個体）。RNA-seq 解析には BGI JAPAN 株式会社の受託解析を利用した。シーケンスは
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Illumina HiSeq 2500 のプラットフォームを用い、paired-end: 100 bp でシーケンスした。

得られたリードデータを解析ソフト Bowtie2（Langmead and Salzberg, 2012）を用いて

Ppolytes.v1.0.0.transcriptome（Nishikawa et al., 2015）にマッピングした。解析ソフト

DESeq（Anders and Huber, 2010）を用いてマッピングの状況から遺伝子発現量を比較す

ることで、dsx-H の制御下で発現変動する遺伝子を得た。各遺伝子発現量を FPKM 値とし

て算出後、sidsx-H 未処理翅と sidsx-H 処理翅間で P 値が 0.05 以下となる遺伝子を優位に

発現変動する遺伝子として選別した。sidsx-H 導入により発現量が低下した遺伝子は Table 

8 に、発現量が上昇した遺伝子は数が多いため更に上位 100 遺伝子に絞り、Table 9 にリス

ト化した。 

 

系統樹の作成 

Nach-like の塩基配列は生物種ごとに以下のデータベースから取得した : カイコ

（Bombyx mori）（KAIKObase: http://sgp.dna.affrc.go.jp/KAIKObase/）、オオカバマダラ

（Danaus plexippus）（Monarchbase: http://monarchbase.umassmed.edu）、ヤママユガ

（Manduca sexta）（Manduca Base:  http://agripestbase.org/manduca/）、ヘリコニウス

（ Heliconius melpomene ） （ Butterfly Genome Database: 

http://www.butterflygenome.org）、シロオビアゲハ（Papilio polytes）およびナミアゲハ

（Papilio xuthus）（PapilioBase: http://papilio.bio.titech.ac.jp/）、  キアゲハ（Papilio 

machaon）およびトラフアゲハ（Papilio glaucus）（RefSeq database: http://lepbase.org）。

また、ショウジョウバエにおいて Nach のホモログとして知られる pickpocket（ppk）1-6

の塩基配列は FlyBase（http://flybase.org）より取得した。Clustal_W（Thompson et al., 

1997）を使用して配列同士のアライメントを行った。系統樹は MEGA5 プログラム 

（Tamura, et al., 2011）を利用し、GTR+G モデル（a gamma model for rate heterogeneity）、

最尤法で作成した。系統関係の信頼性はブートストラップ値（1000 回試行）で判断した。 
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遺伝型の決定（ジェノタイピング） 

シロオビアゲハのドラフトゲノム情報より dsx の exon1-2 間の inrton に存在する

Insertion / deletion（InDel）を挟むようにプライマーを設計することで、増幅したバンド

長から H、h を判断できるプライマーを作製した（Table. 4）。次に、クルードサンプル（血

液や細胞培養液などゲノム以外の不純物を多く含むサンプル）からのPCR増幅法に着目し、

終齢幼虫（5 齢幼虫）の体液および成虫脚の粗抽出液からの PCR 増幅による Genotyping

法を確立した（Fig. 42）。この手法では PCR のテンプレートとして有頭シガ昆虫針 00 号（最

上質ステンレス製）（志賀昆虫普及社、東京）を用いて腹脚の付け根より体液を 1 µl 回収後、

ヘパリンで傷口を塞ぐことにより、幼虫は生存可能な状態で飼育を継続できる。PCR 反応

は、KOD FX Neo（TOYOBO、大阪）を用いて各 10 µl のスケールで行った。9 μl の PCR

反応溶液（2 × KOD FX Neo Buffer: 5 μl, 2 mM dNTP mix: 2 μl, 10 mM 5’-primer: 0.15 μl, 

10 mM 3’-primer: 0.15 μl, 1 U KOD FX Neo DNA polymeras: 0.2 μl）に対して、1 μl のア

ゲハ体液をテンプレートとして用いた。PCR 反応のアニーリング温度はプライマーセット

の低い方の melting temperature（Tm 値）に合わせ、伸長時間は 1 kb / 1 分として設定し

た。サイクルは 30-35 サイクル反応を、サーマルサイクラーDICE（TaKaRa、神奈川）で

行った。各反応液から等量（2 μl）を 1-3％アガロースゲル電気泳動で分離後、エチヂウム

ブロマイド染色することで可視化し、PCR 反応によるバンド長の確認を行った。PCR 産物

の増幅バンドの形成パターンにより、遺伝子型（HH / Hh / hh）を判断した。シロオビア

ゲハにおいて、H を持つ場合、primer 8-3 なら 192 bp のバンドが、primer 8-5 なら 714 bp

のバンドが生じる。一方、h を持つ場合、primer 8-3 なら 162 bp のバンドが、primer 8-5

なら 910 bp のバンドが生じる。ホモ個体（HH / hh）ならば単一のバンドが生じ、ヘテロ

個体（Hh）ならば二種類のバンドが検出されることで区別した。尚、ナガサキアゲハにお

いては、サンプル提供元である京都大学 理学研究科 生物科学専攻 曽田貞滋教授らに

よるジェノタイピング解析が行われており（Komata et al., 2016）、そちらの結果を使用し
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ている。 

 

Image J を用いた後翅での紋様領域の定量化 

 成虫メス（HH: n=8, Hh: n=6, hh: n=5）およびオス（HH: n=3, Hh: n=4, hh: n=4）の

後翅を羽化後 1 日目に翅の付け根から切除し、デジタルマイクロスコープ VH-5500SP1344

（キーエンス、大阪）を用いて個体ごとに後翅全体を撮影した。撮影した画像を解析ソフ

ト Image J（Schneider et al., 2012）に取り込み、後翅全面積における擬態型メス後翅の紋

様領域（赤色・白色・黒色）の割合および非擬態型メス及びオス後翅の紋様領域（白色・

黒色）の割合を算出した。まず、Image J の写真の輝度から翅紋様の中で規定した色（今回

は赤を規定）部分のみを認識させ、認識された領域の面積を算出した。次に、写真を白黒

（8 bit image）に変換することで、白色領域と黒色領域のみ（赤色領域は黒色領域に変換

される）にし、白色領域および黒色領域の面積を算出した。算出した面積より、赤色領域

の面積および白色領域の面積を翅全体の面積で割った値を、後翅における赤色領域の面積

の割合および後翅における白色領域の面積の割合とした。また、面積の違いはそれぞれの

領域および個体ごとに t 検定を行うことで、有意差の有無の確認を行った。 

 

シロオビアゲハにおける遺伝子型ごとの蝶区による飼育実験 

上述のジェノタイピング解析により遺伝子型の判明した幼虫区から飼育した各遺伝子型

（HH、Hh、hh）の雌雄の成虫を用意し、ハンドペアリング法（チョウにおける人為的な

交配手法）によりすべての組み合わせの 9 蝶区（HH♂×HH♀、HH♂×Hh♀、HH♂×

hh♀、Hh♂×HH♀、Hh♂×Hh♀、Hh♂×hh♀、hh♂×HH♀、hh♂×Hh♀、hh♂×

hh♀）を作製した。まず、夏ミカン（ミカン科）Citrus unshiu（Rutaceae）の苗木を使用

して、25℃下で作製した蝶区ごとにメス個体から卵を採卵し、総産卵数をプロットした。

産卵後のメス個体は上述の飼育方法の通り、カルピスウォーターを給仕し、15℃下で飼育
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し、死亡するまで採卵し続けた。通常シロオビアゲハの卵は 2-3 日で孵化するため、7 日経

過後に孵化していなかったものを未発生卵とみなし、作製した蝶区ごとに未発生卵数と 1

齢幼虫の個体数をプロットした。次に、シロオビアゲハ幼虫の各齢（1-5 齢）は 25℃飼育

下において約 1 週間で切り替わるため、約 1 週間ごとに各齢（1-5 齢）の生存個体および死

亡個体数をプロットした。幼虫個体は全て人工飼料を与え、25℃長日条件（16 時間明期、

8 時間暗期）で飼育した。終齢幼虫（5 齢幼虫）2 日目よりジェノタイピング解析が行える

ため、上述のジェノタイピング解析により各蝶区の生存幼虫の遺伝子型を判別し、プロッ

トした。最後に、蛹期において将来の生殖器構造が形成される蛹下腹部での雌雄判別がで

きるため、蛹期での雌雄判別をし、プロットした。その後、羽化した成虫の雌雄を目視で

確認し、プロットと一致していることを確認した。以上の飼育実験は、飼育個体数の関係

で二回（1 回目:2016/0712 から約二か月間、2 回目:2017/0621 から約二か月間）に分けて

行った。またプロットした数値は Table 10 にまとめた。各蝶区でまとめたプロットデータ

から産卵数（総産卵数）・孵化率（（総産卵数－未発生卵数）/ 総産卵数）×100）・各齢の生

存率（各齢の生存個体数 / （総産卵数－未発生卵数）×100）を算出した。雌雄における遺

伝子型の各値への影響を確認するために、統計ソフト StatView 5（Apple、米国）を用い

て二元配置分散分析を行った。独立変数（影響を与える因子）に雌雄の遺伝子型を指定し、

従属変数（影響を受ける現象）に産卵数・孵化率・5 齢までの生存数を指定し、統計にかけ

た。また、Bonferroni による多重比較法によって産卵数・孵化率・5 齢までの生存数にお

ける蝶区ごとの有意差の有無を確認した。 
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１．アゲハチョウ二種におけるメス限定ベイツ型擬態の原因領域の解明 

背景 

シロオビアゲハおよびナガサキアゲハの擬態型の表現型は常染色体上の 1 遺伝子座（そ

れぞれ H locus / A locus）のメンデル遺伝に従い（Fryer, 1914; Clarke and Sheppard, 1968, 

1972）、擬態型（H / A）が非擬態型（h / a）に対し優性であることが遺伝学的にわかって

いる（Clarke and Sheppard, 1972; Wallace, 1865）。しかし、両遺伝子座がどの染色体上

に位置し、またその内部にどのような遺伝子が存在しているのかについては明らかとなっ

てはいなかった。 

先行研究として、共同研究者の名古屋大学名誉教授 堀寛博士はシロオビアゲハ（Papilio 

polytes）オス個体及びオナシシロオビアゲハ（Papilio alphenor :フィリピンに生息するシ

ロオビアゲハの亜種）擬態型メス個体の掛け合わせによる F1 交雑個体を用い、Amplified 

Fragment Length Polymorphism（AFLP）を利用した連鎖解析を行うことにより、H 遺

伝子座の絞り込みを試みた。その結果、擬態の表現型と完全にリンクする AFLP マーカー

が同定された（Fig. 5）。本研究に先立ち、ナミアゲハは松戸市内で採取された終齢幼虫（野

外個体）を使用し、シロオビアゲハは四世代近親交配個体の終齢幼虫（室内継代個体・遺

伝子型不明）を使用し、国立遺伝学研究所およびかずさ DNA 研究所と共同してゲノム解読

が行われた。シーケンスは Illumina HiSeq 2000 および HiSeq 2500 のプラットフォームを

用い、paired-end sequence: 300 bp、500 bp、800 bp の条件で行われ、得られたアゲハ 2

種のゲノムリードを基に、共同研究者である東京工業大学大学院 生命情報専攻 梶谷博

士により、Platanus assembler（Version 1.2.4）（Kajitani et al., 2014）を使用してアゲハ

2 種のドラフトゲノムが構築された（Table 1）。同定された遺伝子マーカーの連鎖群と、本

研究室のシロオビアゲハゲノム解読により得られたドラフトゲノムの情報とを比較すると、

堀博士の同定した部位はシロオビアゲハ第 25 番染色体上の 800 kbp に相当する領域であ

ることが判明した（Fig. 5）。次に、野外集団から採取した個体のゲノムを使ってさらに責
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任領域を絞り込めないかと考えた。 

 野外での個体間の一塩基多型（Single nucleotide polymorphism: SNP）の多様性を利用

したゲノム上の責任領域の特定はいくつかの成功例が報告されている。例えば、トゲウオ

（Gasterosteus aculeatus）が淡水または海水へ適応するのに関与した 84 のゲノム領域を、 

21 の野外個体のゲノム解読から特定した例（Jones et al., 2012）や、ヌマタドクチョウ

（Heliconius numata）の翅紋様の地域多型の原因領域をゲノム配列の比較から同定した例

が報告されている（Joron et al., 2011）。本研究室には、沖縄本島や石垣島の各地で採取し

た数十個体のシロオビアゲハ擬態型メスおよび非擬態型メスのゲノムが保存されており、

シロオビアゲハの擬態形質において同様の解析方法を利用できる可能性がある。そこで、

本研究では、メスのみを解析対象とし、擬態型の表現型を持つ個体群 （Hh、または、HH） 

と、擬態型の表現型を持たない個体群 （hh） とで、ゲノム上の複数の場所での SNP の多

様性 （出現する塩基の種類と頻度）を比較し、両者の間に差があるゲノム領域を探索する

ことにした。もし、調べているゲノム領域が擬態の形質を出現させることと無関係ならば、

個体間の SNP の多様性が検出されたとしても、擬態型−非擬態型の間に特別な偏りは見ら

れないと考えられる。一方、擬態の形質を出現させる H 遺伝子座に近いゲノム領域の場合

は、擬態型の個体群において個体間の SNP の多様性が少なくなることが期待される。その

ため、非擬態型メスおよび擬態型メス間での SNP の多様性を比較して有意に偏りがあるゲ

ノム領域を原因遺伝子の候補領域として同定していくことにした。 

 

結果 

シロオビアゲハにおけるベイツ型擬態の原因領域の同定 

ゲノム情報を基に SNP マーカーを候補領域内に 20 種類設計し、野外の非擬態型メス 28

匹、擬態型メス 26 匹のゲノムを用いて配列解析を行い、個体間の SNPs を同定した（Table 

2）。個体間の各 SNP の種類と頻度の累計結果より、非擬態型メスの SNP の多様性と擬態
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型メスでの SNP の多様性とを比べて統計的に等しいかどうかをカイ二乗検定で検証し、P

値を算出した。得られた P 値の対数の逆数を縦軸（値が大きいほど擬態型の表現型と連鎖

していることを示す）に、横軸をゲノム上でのマーカーの位置としてプロットすることで

SNP の多様性と表現型の連関を調べた。その結果、doublesex (dsx）内部に作製した 3 種

類の SNP マーカー（8 カ所の SNP を検出）において、非擬態型メスおよび擬態型メス間

での SNP の多様性に有意に偏りが生じた。このことから擬態の原因領域である H 遺伝子座

が dsx の近傍約 200kb にあると同定した（Fig. 6）。 

一方、共同研究者である東京工業大学大学院 生命情報専攻 伊東武彦教授らによるシ

ロオビアゲハ全ゲノム解析の結果、興味深いことが発見された。ほとんどのゲノム領域では

父方、母方由来の相同染色体は相同な配列で構成されていたが、100kb 以上にわたって相同性

の低い（90%以下）領域（以下 highly diversified region, HDR）が 15 箇所見つかった（Fig. 

7）。そのうち 14 箇所は性染色体である ZW 染色体上にマップされたが、1 箇所は連鎖解析

と同じ第 25 染色体の dsx 近傍領域（以下 dsxHDR）に由来することが判明した。このこと

から、H 遺伝子座は dsxHDR と一致しており、また dsxHDR には相同性の低い 2 種類の

配列が存在していることが分かった。全く独立に行った、連鎖解析の結果（dsx の近傍に原

因がある）とゲノム解読の結果（dsx の近傍に他には見られない配列が大きく異なる 2 種類

の配列がある）が極めてよく一致しているから、この dsxHDR 自体がベイツ型擬態の原因

を生み出している可能性が考えられた。また、dsx は広範な生物種で保存されている性分

化に関与する転写因子として知られていることから（Nagoshi et al., 1988）、メス特異的

な擬態への関与が強く示唆された。 

 

ナガサキアゲハにおけるベイツ型擬態の原因領域の同定 

単行本または雑誌掲載等の形で刊行される予定のためインターネット公表できません。 
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RNA-seq ショートリードのマッピング解析による H、h 配列の同定 

これまでの結果からアゲハチョウ二種の擬態の原因領域が共に dsxHDR に存在している

ことが分かったが、dsxHDR における相同性の低い 2 種類の配列とは何を意味するのだろ

うか？この疑問に答えるために、まずシロオビアゲハにおいて dsxHDR 近傍のゲノム構造

を詳細に解析したところ、配列の異なる 2 種類の scaffold（scaffold 651,938）が存在した。

シロオビアゲハのゲノム解読では、研究室内で 5 世代継代飼育したメス幼虫 1 匹のゲノム

を使用して行った（幼虫時には擬態型か非擬態型かは判別できなかった）。ゲノムを読んだ

シロオビアゲハメス個体の遺伝子型が Hh であったと仮定すると、この配列の異なる 2 種

類の scaffold はそれぞれ H および h に対応している可能性が強く示唆された。そこで次に

この 2 種類の scaffold の構造を精査し、 scaffold の由来を明らかにしようと考えた。当研

究室の西川博士が中心となり RNA-seq 解析が進められ、シロオビアゲハにおける様々な時

期における翅由来の mRNA のショートリードが利用できる状況にある（Table. 3）。RNA - 

seq のショートリードは 2 本の染色体に由来する。そのため、遺伝子型が Hh となる擬態

型メスのショートリードは H, h 由来の 2 種類から構成されると考えられ、遺伝子型が 

hh のみである非擬態型メスのショートリードは h 由来の 1 種類のみと考えられる。もし 2

種類の scaffold のうちの片方が H に対応しているのならば、H を持つ擬態型メス由来のシ

ョートリードではマップされ、非擬態型メス由来のショートリードはマップされないはず

であり、マップの仕方に違いが表れると考えられる。このアイデアが正しければ、より明

確に 2 種類の scaffold の由来を把握することができ、かつ、この領域の特異性の証明にな

ると考え、ショートリードのマッピング解析を行うこととした。 

解析ソフト Tophat（Kim et al., 2013）を使用して、まずは非擬態型メス（hh）由来のシ

ョートリードを scaffold 651、scaffold938 配列のそれぞれにマップした。その結果、片方

の scaffold 651 だけにマップされた（Fig. 9a, b）。同様に擬態型メス（Hh）由来の ショー

トリードを scaffold 651、938 にマップしたところ、scaffold 651、938 両方にマップされ
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た（Fig. 9c, d）。この結果は、scaffold 651 は非擬態型 h に対応し、scaffold 938 は擬態型

H に対応していると考えられた。そこで、前者を dsxHDR-h、後者を dsxHDR-H と呼ぶこ

とにした（Fig. 9e）。 

 

単行本または雑誌掲載等の形で刊行される予定のためインターネット公表できません。 

 

アゲハチョウ二種におけるベイツ型擬態原因領域の構造の比較 

前述の結果から、dsxHDR には相同性の低い 2 種類の配列が存在し、擬態型の配列

dsxHDR-H, dsxHDR-A が擬態型表現型を生じさせていることを示唆した。アゲハ二種の擬

態原因領域でどのようにして 2 種類の配列が生じ、維持されているのだろうか？この疑問

に答えるために、まずシロオビアゲハの H と h の dsxHDR 領域の両端を同定することにし

た。シロオビアゲハの H と h の dsxHDR 領域に関して解析ソフト VISTA を用いて比較解

析したところ、シロオビアゲハの dsxHDR の長さは約 130 kbp で、その中に完全長の dsx

遺伝子が含まれていた。興味深いことに、dsx 遺伝子の方向性は H と h で異なっており、

配列比較から両 dsxHDR はその末端で染色体逆位を起こしていた（Fig. 10a）。石垣島、沖

縄本島の南西諸島系統、ラオスの複数地域の個体を用いたゲノム PCR で両 dsxHDR 末端

配列を確認したが、地域に関係なく相同性の低下する位置は一致しており、地域によらず

全ての個体で H と h 間で染色体逆位が生じていると考えられた（Fig. 11）。逆位のため、H

と h 間の配列相同性は、dsxHDR 内部では極めて低いが、外側ではほぼ 100%だった。し

かし、同じ向きで比較しても H と h 間の dsxHDR 内部の相同性は低かった（Fig. 10b）。

これらの結果から、配列の相同性が低くなる点を Breakpoint と定めた（Fig. 11）。染色体

逆位はその領域での相同組換えを抑制すると考えられている（Hoffmann et al., 2004）。従

ってこの結果は、染色体逆位が起こった後 H と h に多数の突然変異が蓄積し、組換え抑制

により変異が固定して両者の構造と機能が分化したと推測された。シロオビアゲハとナミ
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アゲハは約 4000 万年前に種分化したと報告されている（Zakharov et al., 2004）。このこ

とから、ナミアゲハにおける dsxHDR 相同配列と dsxHDR-h とを配列比較し、dsxHDR-H

と dsxHDR-hとの相同性を比較することで種の分岐年代から逆位が生じた年代をある程度

予測できるのではないかと考えた。そこでナミアゲハとの配列の相同性を比較・確認した

ところ、ナミアゲハとの相同性はシロオビアゲハの擬態型と非擬態型間の配列相同性と同

程度低かった（Fig. 10c）。このことから、両種の分岐年代（約 4000 万年前）に近い時期に

逆位が起こった可能性が考えられた。 

単行本または雑誌掲載等の形で刊行される予定のためインターネット公表できません。 

 

ベイツ型擬態原因領域内に存在する遺伝子の構造と発現解析 

単行本または雑誌掲載等の形で刊行される予定のためインターネット公表できません。 

当研究室ではシロオビアゲハにおける様々な時期における翅由来のmRNAのショートリ

ードが利用できる状況にある（Table. 3）。そこで、dsxHDR を構成する 4 遺伝子について、

擬態型メス（終齢幼虫 wandering 期および P2 期、各 3 個体、遺伝子型：Hh）およびオス

（終齢幼虫 wandering 期および P2 期、各 1 個体、遺伝子型：Hh）のショートリードを利

用し、解析ソフト Bowtie（Langmead et al., 2009）を用いて発現量を計測し、雌雄での発

現に差が見られるか否かを確認することにした（Fig. 22）。Nach-like に関しては、ショー

トリードがマッピングされなかったことから、時期によらず翅での発現は雌雄ともに見ら

れないと判断した。dsx では dsx-H、dsx-h 共にオスではほとんど発現しておらず、擬態型

メスで高い発現が見られた。これらの結果は qRT-PCR の結果と一致している。U3X、UXT

はオスに比べて擬態型メスで発現が高い傾向が見られた。また、時期による影響を見ると、

dsx、U3X は P2 期に発現量が高い傾向が見られ、UXT は wandering 期に高い傾向が見ら

れた。以上の結果から、両種のベイツ型擬態の原因領域には複数の遺伝子が存在しており、

擬態型の遺伝子は擬態型メスで高い発現を示すことが明らかとなった。更にオス 1 個体（終
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齢幼虫 wandering 期、遺伝子型：Hh）由来の 6 組織（精巣、翅原基、脂肪体、頭、中腸、

皮膚）におけるショートリードも利用可能であったため、各組織の発現について調査した

（Fig. 23）。4 遺伝子のオスの組織ごとの発現量の比較から、dsx、Nach-like は擬態型、非

擬態型共に精巣で発現が高く、他組織では発現が低い傾向が見られた。U3X の発現は翅で

の発現が一番高く、頭と中腸の順に発現が見られた。UXT は精巣での発現が一番高く、翅

以外の組織でもまんべんなく発現していた。このことから、Nach-like、UXT、U3X は翅以

外の組織で発現が見られるため、翅紋様以外の擬態形質にも関与している可能性が考えら

れた。最後に、シロオビアゲハで見られた組織特異的な発現が他の鱗翅目昆虫でも見られ

るか否かを調査した。調査するにあたり、鱗翅目昆虫の中で最も研究がなされているカイ

コに着目し、DNA Data Bank of Japan（DDBJ）Sequence Read Archive（DRA）並びに

SilkBase（URL: http://silkbase.ab.a.u-tokyo.ac.jp/cgi-bin/index.cgi）を利用した。初期胚

および 5 齢幼虫の 6 組織（脳、内部生殖巣、脂肪体、中腸、皮膚、絹糸線（中部・後部））

についての発現は SilkBase を用いて HDR 上での被覆率（どれだけショートリードが張り

付いたかの尺度）で示した（Fig. 24）。また、翅での発現量に関しては、DDBJ の DRA よ

り、①4 齢前翅（DRA Accession ID: SRR2156424）、②4 齢後翅（DRA Accession ID: 

SRR2156423）、③5 齢 6 日目・前蛹・蛹化直後の翅の混合サンプル（DRA Accession ID: 

SRR1535663）の3種類を取得し、解析ソフトBowtieを用いて発現量を計測した（Fig. 25）。

4 遺伝子のうち、U3X は H にのみ見られる転写産物であり、カイコには存在しなかった。

残りの 3 遺伝子についてカイコでの発現を調べると、dsx は初期胚、内部生殖巣、5 齢-前

蛹までの翅で非擬態型メスと同等の発現が見られた。UXT は脂肪体、絹糸線（中部）、4 齢

翅以外の組織で発現が見られ、Nach-like は初期胚、内部生殖巣で発現していた。以上の結

果から、シロオビアゲハ擬態型メスにおける翅での dsx-H、U3X の高発現はカイコには見

られず、擬態型メス特異的であることが分かった。UXT に関しては 5 齢-前蛹までの翅でシ

ロオビアゲハ擬態型メスの翅と同等の FPKM 値を示しているが、時期の異なる 3 個体を混
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合しているためにこのような値になったと考えられ、1 個体でのサンプルによる更なる精査

が必要と考えた。Nach-like はカイコ、シロオビアゲハ共に生殖巣での発現が見られ、また

擬態型と非擬態型に関係なく生殖巣で発現が見られることから、鱗翅目における生殖巣の

機能に関与している可能性が考えられた。 

 

考察 

単行本または雑誌掲載等の形で刊行される予定のためインターネット公表できません。 
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Table 1 本研究室で解読されたアゲハゲノムの詳細 

単行本または雑誌掲載等の形で刊行される予定のためインターネット公表できません。 
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Table 2 SNPsを用いた領域の絞り込みの詳細 
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Table 3 本研究で用いた RNA-seq リードデータの詳細 
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Table 4 本研究で用いたプライマーおよび siRNAの詳細 

単行本または雑誌掲載等の形で刊行される予定のためインターネット公表できません。 
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Table 5 ナガサキアゲハゲノム PCRによる逆位構造の有無の調査結果-1 

単行本または雑誌掲載等の形で刊行される予定のためインターネット公表できません。 
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Table 6 ナガサキアゲハゲノム PCRによる逆位構造の有無の調査結果-2 

単行本または雑誌掲載等の形で刊行される予定のためインターネット公表できません。 
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Table 7  ナガサキアゲハにおける Breakpoint 近傍のインサート配列の詳細 

単行本または雑誌掲載等の形で刊行される予定のためインターネット公表できません。 
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Figure 5.  連鎖解析による H遺伝子座の絞り込み 先行研究として、共同研究者の名古屋大

学名誉教授 堀寛博士によりシロオビアゲハ（Papilio polytes）オス個体及びオナシシロオビアゲ

ハ（Papilio alphenor :フィリピンに生息するシロオビアゲハの亜種）擬態型メス個体の掛け合わせ

による F1 交雑個体が作製され、Amplified Fragment Length Polymorphism（AFLP）を利用し

た連鎖解析による H遺伝子座の絞り込みが行われた。その結果、擬態の表現型と完全にリンク

する AFLPマーカーが同定された。この結果を踏まえ、同定された遺伝子マーカーの連鎖群を基

に、本研究室のシロオビアゲハのドラフトゲノムの情報（Table 1）を用いることで、シロオビアゲハ

第 25 番染色体上の 800 kbpに相当する領域であることを確かめた。Nishikawa et al., 2015 よ

り改変。 
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Figure 6.  シロオビアゲハにおける SNPを用いた Association解析による原因領域の同定 

シロオビアゲハの連鎖解析で用いた遺伝子マーカーの位置（黒点）と表現型と塩基の多様性との

相関(-log(P value)）を示している。非擬態型メス（遺伝子型:hh）28匹、擬態型メス（遺伝子型:Hh, 

HH） 26匹を用いて連鎖解析を行った。同定された原因領域内で dsx近傍の SNPsマーカーが

擬態型表現型と連関している（赤点:8カ所（左から 3カ所、4カ所、1カ所、一部の点が重なってい

る）ことから、擬態の原因領域であるH遺伝子座がdsxの近傍約200kbにあると同定した。SNPs

の詳細は Table 2にまとめて記載している。 
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Figure 7.  シロオビアゲハ・ゲノムに見つかった highly diversified region (HDR) 

 共同研究者である東京工業大学大学院 生命情報専攻 伊東武彦教授らによるシロオビアゲ

ハ全ゲノム解析の結果、ほとんどのゲノム領域では相同染色体は相同な配列で構成されていた

が、100kb以上にわたって相同性の低い（90%以下）領域（以下 highly diversified region, HDR）

が 15箇所見つかった（赤箱）。そのうち 14箇所は性染色体である ZW 染色体上にマップされた

が、1箇所は連鎖解析と同じ第 25染色体のdsx近傍領域（以下dsxHDR）に由来することが判明

した。この結果は、共同研究者である梶谷博士によるものである。 
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Figure 8. 単行本または雑誌掲載等の形で刊行される予定のためインターネット公表でき

ません。 
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(f) 単行本または雑誌掲載等の形で刊行される予定のためインターネット公表できません。 

 

Figure 9.  RNA-seq ショートリードのマッピング解析による H、h配列の同定 シロオビアゲハ

dsxHDR 近傍のゲノム構造を詳細に解析したところ、配列の異なる 2 種類の scaffold（scaffold 

651,938）が存在した。ゲノムを読んだシロオビアゲハメス個体の遺伝子型が Hh であったと仮定

すると、この配列の異なる 2種類の scaffold はそれぞれ Hおよび hに対応している可能性が強

く示唆された。解析ソフト Tophat（Kim et al., 2013）を使用して、まずは非擬態型メス（hh）由来の

ショートリードを scaffold 651（a）、scaffold938（b）配列にマップした。その結果、片方の scaffold 

651 だけにマップされた（a、b、マップされたリードは灰色で表示）。同様に擬態型メス（Hh）由来の 

ショートリードを scaffold 651、938 にマップしたところ、scaffold 651、938両方にマップされた（c、

d、マップされたリードは灰色で表示）。この結果は、scaffold 651は非擬態型hに対応し、scaffold 

938 は擬態型 H に対応していると考えられ、前者を dsxHDR-h、後者を dsxHDR-H とした（e）。

単行本または雑誌掲載等の形で刊行される予定のためインターネット公表できません。 
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Figure 10.  単行本または雑誌掲載等の形で刊行される予定のためインターネット公表で

きません。 
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Figure 11.  シロオビアゲハゲノムシーケンス解析による地域間での逆位構造の有無の調査 

石垣島、沖縄本島の南西諸島群並び沖縄と約 2700km離れたラオスの個体のゲノムを用いて

dsxHDRの Breakpoint周辺配列をシーケンス解析し、比較した。縦黒点線は Breakpointを、赤

字は SNPの位置を、＊は H と h間で相同な配列をそれぞれ示している。その結果、地域に関係

なく相同性の低下する位置は一致しており、地域によらず逆位が生じているためと考えられた。 
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Figure 12.  単行本または雑誌掲載等の形で刊行される予定のためインターネット公表で

きません。 
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Figure 13. 単行本または雑誌掲載等の形で刊行される予定のためインターネット公表でき

ません。 
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Figure 14.   単行本または雑誌掲載等の形で刊行される予定のためインターネット公表で

きません。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

50 

 

Figure 15.   単行本または雑誌掲載等の形で刊行される予定のためインターネット公表で

きません。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

51 

 

Figure 16.   単行本または雑誌掲載等の形で刊行される予定のためインターネット公表で

きません。 
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Figure 17. 単行本または雑誌掲載等の形で刊行される予定のためインターネット公表でき

ません。 
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Figure 18.   単行本または雑誌掲載等の形で刊行される予定のためインターネット公表で

きません。 
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Figure 19.   単行本または雑誌掲載等の形で刊行される予定のためインターネット公表で

きません。 
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Figure 20.   単行本または雑誌掲載等の形で刊行される予定のためインターネット公表で

きません。 
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Figure 21.   単行本または雑誌掲載等の形で刊行される予定のためインターネット公表で

きません。 
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Figure 22.  シロオビアゲハ雌雄の RNA-seq リードを用いた dsx, UXT, U3X, Nach-likeの発

現解析 擬態型メス（Hh：赤色 Box）及びオス（Hh ：黒色 Box ）後翅由来の RNA-seq リードを用

いて FPKM値を算出し、比較した。W、P2はそれぞれワンダリング期、蛹化 2日後を示している。

擬態型メスの後翅においてオスに比べて、dsx, UXT, U3Xは高発現していることが分かった。 

ND: Not detected。 
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Figure 23.  シロオビアゲハ雄複数組織由来の RNA-seq リードを用いた dsx, UXT, U3X, 

Nach-likeの発現解析 ワンダリング期のオス（Hh ：黒色 Box ）複数組織由来の RNA-seq リー

ドを用いて FPKM値を算出し、比較した。T、W、Fa、H、M、Epはそれぞれ精巣、翅原基、脂肪体、

頭、中腸、上皮を示している。dsxは精巣以外での発現量は低いことが分かった。UXT、U3Xは

複数の組織での発現が見られたが、Nach-likeは精巣でのみ発現していた。 ND: Not detected。 
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Figure 24.  カイコ複数組織での dsxHDR周辺遺伝子の発現解析 SilkBase（URL: 

http://silkbase.ab.a.u-tokyo.ac.jp/cgi-bin/index.cgi）を利用し、初期胚および 5齢幼虫の 6組織

（脳、内部生殖巣、脂肪体、中腸、皮膚、絹糸線（中部・後部））についての発現を HDR上での被

覆率（どれだけショートリードが張り付いたかの尺度）で示した。縦軸は被覆率を示し、リードが張

り付く領域は赤色で示している。また、上部に模式的な遺伝子配置を示している。 
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Figure 25.  カイコ翅由来の RNA-seq リードを用いた dsx, UXT, Nach-likeの発現解析 ①4

齢前翅（DRA Accession ID: SRR2156424） 、②4齢後翅（DRA Accession ID: SRR2156423） 、③5齢

6日目・前蛹・蛹化直後の翅の混合サンプル（DRA Accession ID: SRR1535663）の 3種類の

RNA-seq リードを用いて FPKM値を算出し、比較した。すべて n = 1。 ND: Not detected。 
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Figure 26.   単行本または雑誌掲載等の形で刊行される予定のためインターネット公表で

きません。 
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Figure 27. 単行本または雑誌掲載等の形で刊行される予定のためインターネット公表でき

ません。 
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2. シロオビアゲハにおけるメス限定ベイツ型擬態への H allele がもたらす影響 

2-1. シロオビアゲハにおける Dsx を介した擬態紋様形成の制御機構 

単行本または雑誌掲載等の形で刊行される予定のためインターネット公表できません。 
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2-2. シロオビアゲハにおける H allele がもたらす成育への影響 

単行本または雑誌掲載等の形で刊行される予定のためインターネット公表できません。 
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総合考察 

単行本または雑誌掲載等の形で刊行される予定のためインターネット公表できません。 
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