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第Ⅰ章 緒言 

 

種数という観点で最も繁栄している真核生物は節足動物である。その割合は、地球上の

全種数の約 78.5%に相当し、このうちの 80%が昆虫綱で、種数は 100万種を超える（Zhang 

2013）。昆虫綱がこれほどまでに多様性に富んだ分類群になりえたのは、分散移動能力とし

ての翅の獲得、発達段階ごとに大きく形態を変化することができる変態の獲得が大きいと

推測される。実際、有翅昆虫類は昆虫綱のうち 99%に相当し、完全変態昆虫の分類群が約

80%を占める（Zhang 2013）。このような多様性に富んだ昆虫綱の起源、高次系統関係、進

化を解明するために、1K Insect Transcriptome Evolution（1KITE） Consortiumが 100種を超

える昆虫種の約 1,500 遺伝子の配列比較を行った（Misof et al 2014）。その結果、昆虫の起源

は、4 億 8,000 万年前の内顎目からの分化に遡り、陸生植物の起源である 5 億 1,000 万年前

にきわめて近いことが明らかとされた。有翅昆虫類は、4億年以上前に分化しており、最も

早く陸上生物において翅を獲得したと推測される。また、完全変態昆虫の起源は、約 3 億

5,000万年前と推定された。 

完全変態昆虫の一種である毛翅目昆虫（Trichoptera）と鱗翅目昆虫（Lepidoptera）は、約

2 億年前に共通祖先から分岐したと推定され、形態、生態的に多くの類似点を有する。毛翅

目昆虫は 49科、約 14,500種で構成される水生昆虫で、その種数は、昆虫綱において 7番目

に大きい。鱗翅目昆虫は陸生昆虫で、種数は約 17万種で構成される昆虫綱において第 2位

の種数を誇る分類群である。姉妹系統関係にある両者は、染色体の特徴に共通性がある。

染色体構造においては、分散動原体型染色体構造（Suomalainen 1969）を共有する。大部分

の昆虫種における染色体構造は、細胞分裂時に紡錘糸が付着する部位である動原体が集中

することから、単動原体型と呼ばれる。これに対し、分散動原体型では分裂時における紡

錘糸接合部位が染色体上に散在し、動原体の集中性を欠き、染色体の切断などで断片染色

体が発生しても、理論上全ての染色体が遺伝可能とされている。また、WZ/ZZもしくは Z/ZZ

などの雌ヘテロ型の性決定システムを共有している。大部分の昆虫種は、雄ヘテロ型の性

染色体システムを持ち、全ての種において雌ヘテロ型であるグループは、毛翅目昆虫と鱗

翅目昆虫からなる飾翅上目（Amphiesmenoptera）のみである（Blackmon and Demuth 2015）。

鱗翅目昆虫は、Tischeriidae（ムモンハモグリガ科）を除く祖先的な monotrisya（単門亜目）

では、W 染色体を持たない ZO 型の性染色体システムしか確認されていない。これに対し

て進化的な ditrysia（二門亜目）においては、W 染色体が獲得され、WZ型、Wや Zが複数

存在する WnZn 型、さらには W 染色体を二次的に欠落したと推測される ZO 型の性染色体

システムが認められる（Marec and Novák 1998; Traut et al 2007; Marec et al 2010; Sahara et al 

2012; Šíchová et al 2015; 2016）。他方、毛翅目昆虫の性染色体構成は、種数が限定的であるが、

解析されたすべての種で ZO 型のみが認められる（Traut and Marec 1996; Marec and Novák 

1998; Lukhtanov 2000）。 

毛翅目昆虫は、シマトビケラ亜目（Annulipalpia）、エグリトビケラ亜目（Integiripalpia）、
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ナガレトビケラ亜目（Spicipalpia）の 3亜目に分類され、エグリトビケラ亜目のエグリトビ

ケラ科（Limnephilidae）の一種において、染色体数が雄 2n=40、雌 2n=39であることが最初

に報告された（Klingstedt 1931）。その後、まとまった種数の染色体数カウント情報から、科

を代表する染色体数（基本数）が推測された（Kiauta 1971）。造網型の巣を形成するシマト

ビケラ亜目のシマトビケラ科（Hydropsychidae）が n=15、イワトビケラ科（Polycentropodidae）

とヒゲナガカワトビケラ科（Stenopsychidae）が共に n=13である。ナガレトビケラ亜目のナ

ガレトビケラ科（Rhyacophilidae）は n=23、ヒメトビケラ科（Hydroptilidae）が n=14と科ご

とに染色体数が大きく異なる。エグリトビケラ亜目のエグリトビケラ科においては、17 種

の染色体数がカウントされ、染色体数は n=6-30 と多様な染色体数が確認されたが、その内

10 種が n=30であったことから、この染色体数が基本数とされている。その他の科において

はニンギョウトビケラ科（Goeridae）、トビケラ科（Phryganeidae）、ホソバトビケラ科

（Molannidae）、ヒゲナガトビケラ科（Leptoceridae）においてそれぞれ、n=22、28、27およ

び 25と比較的大きい染色体数が確認されることから、エグリトビケラ亜目は、毛翅目昆虫

内において比較的染色体数が多い分類群といえる。一方、鱗翅目昆虫の染色体数は、約 1,000

種の中で、n=29-31 の種が半数以上であり、n=31の種が全体の 25 %程度であったことから、

この数が基本数と推測された（Robinson 1971）。さらなる解析の結果、この基本数が支持さ

れている（Ahola et al 2014; Yasukochi et al 2016）。 

毛翅目昆虫と鱗翅目昆虫における染色体研究は、染色体数のカウント実験がほとんどで

あった。これは、単動原体型染色体に観察される一次狭窄が認められず、分裂期中期にお

いて染色体が高度に凝集し、サイズに差異の無い球体に近い形状を取るなどの形態的特徴、

分染法などを適応できないことなどが大きな原因であった。毛翅目昆虫はもとより、モデ

ル鱗翅目昆虫のカイコ（Bombyx mori）ですら、長年、全染色体を同定（カリオタイピング）

することができなかった。近年のカイコにおける分子遺伝学的な研究は、randomly amplified 

polymorphic DNA（RAPD）（Yasukochi 1998）、simple sequence repeat（SSR）（Miao et al 2005）

による分子連関地図の作成ならびに大腸菌に 100 Kb 程度の DNA 断片を組み込んだプラス

ミドを形質転換させ安定的にクローンニングすることができる bacterial artificial 

chromosome（BAC）ライブラリーの作製（Wu et al 1999）などが行われた。また、鱗翅目昆

虫において最も初期にドラフトゲノム （Mita et al 2004; Xia et al 2004）が公表された。さら

には、BACの末端配列から作製された single nucleotide polymorphism（SNP）（Yamamoto et al 

2008）による分子連関地図や Full-length cDNA 情報（Suetugu et al 2013）が KAIKObase

（http://sgp.dna.affrc.go.jp/KAIKObase/）に統合され、鱗翅目昆虫においてゲノム情報が

最も充実している（The International Silkworm Genome Consortium 2008）。最近、絹を生産す

るもしくは繭を形成する鱗翅目昆虫のゲノムデータベースである SilkBase

（http://silkbase.ab.a.u-tokyo.ac.jp/cgi-bin/index.cgi/）も整備され、カイコゲノム情報の

アップデートデータとともに近縁種間におけるゲノム比較が可能となった。 

染色体の研究手法として、DNA 断片を蛍光色素で標識したプローブを染色体上に直接ハ
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イブリダイズさせ、目的とする DNA配列の場所を特定する Fluorescence in situ hybridization

（FISH）法が 1980年代初頭に開発された（Langer-Safer et al 1982）。カイコにおいても 1990

年代に可能となった（Okazaki et al 1993; Banno et al 1997）FISH 法がさらに発展し、BACを

プローブとして用いる FISH（BAC-FISH）法の成功に至った（Sahara et al 2003）。この

BAC-FISH 法を基盤技術とした染色体マッピングによって、鱗翅目昆虫初となるカリオタイ

プがカイコにおいて成し遂げられた（Yoshido et al 2005）。さらに、カイコ BAC ライブラリ

ーとゲノム情報との対応付けがなされたことで（Yasukochi et al 2006）、より詳細なゲノム情

報と染色体の対応関係が解き明かされた。 

カイコにおいて開発された細胞遺伝学的な手法は、他の鱗翅目昆虫に対して適用され、

進化的なスズメガ科のタバコスズメガ（Manduca sexta）（Yasukouchi et al 2009）、ヤガ科のオ

オタバコガ（Helicoverpa armigera）（Sahara et al 2013）、メイガ科のヨーロッパアワノメイガ

（Ostrinia nubilalis）（Yasukochi et al 2016）、さらには、祖先的なコナガ科のコナガ（Plutella 

xylostella）（加藤 2013）とカイコの比較解析へと伸展した。また、40 Kb 程度の DNA 断片

を組み込んだプラスミドを形質転換させ、安定的にクローンニングすることができる fosmid

をプローブとした FISH マッピングが、ヤママユガ科のエリサン（Samia cynthia ricini）

（Yoshido et al 2011b）、ヤガ科のヨトウガ（Mamestra brassicae）（Sahara et al 2013）におい

て達成された。 

鱗翅目昆虫における染色体構造と性染色体システムの進化の解明は、姉妹系統関係にあ

る毛翅目昆虫の染色体研究の発展なくしては達成し得ない。しかしながら、現状、毛翅目

昆虫においては、染色体同定もカリオタイピングも行われてない。また、分子遺伝学的研

究も極めて乏しく、毛翅目昆虫のゲノム情報は、lepbase（http://lepbase.org/）に 2 種の登録

があるのみである。これらゲノム情報は、Scaffoldサイズが著しく小さく、連関地図にも染

色体にも対応づけられていないため鱗翅目昆虫とのゲノム比較は不可能である。そこで筆

者は、毛翅目昆虫において細胞遺伝学的な研究方法を確立し、鱗翅目昆虫と毛翅目昆虫の

分化と染色体進化ならびに鱗翅目昆虫における W 染色体獲得とその機能を明らかにする研

究基盤の形成を目的として本研究を行った。 

本研究の第Ⅱ章において、日本において広く分布する普通種で、大型かつ種同定が最も

容易な種の一つである、シマトビケラ亜目のヒゲナガカワトビケラ（Stenopsyche marmorata）

を対象として、毛翅目昆虫で初となる BACライブラリーの構築を行った。また、BACクロ

ーンを特徴付ける遺伝子同定のために cDNA ライブラリーを作製し配列決定を行った。決

定された配列よりカイコオルソログを同定して、それらをもつ BAC を 81 クローン選抜し

た。第Ⅲ章においては、ヒゲナガカワトビケラ幼虫と蛹より染色体標本を作製し、同定し

た BAC をプローブとした毛翅目昆虫で初となる FISH に成功した。さらに、鱗翅目昆虫に

おけるリプロービング手法（Shibata et al 2009）をヒゲナガカワトビケラに応用して、各染

色体に特異的なシグナルを示す BAC を選抜した。これら BAC プローブにより毛翅目昆虫

で初めてカリオタイピングを達成した。さらに、ヒゲナガカワトビケラ染色体へのカイコ
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オルソログを含む BAC-FISHマッピングにより鱗翅目昆虫との染色体対応関係を解析した。

また、ヒゲナガカワトビケラの同属別種であるチャバネヒゲナガカワトビケラ（S. sauteri）

に対する、ヒゲナガカワトビケラ BAC プローブを用いた FISH に成功した。このクロスハ

イブリダイゼーション法による、FISH マッピング結果をヒゲナガカワトビケラの結果と比

較した。さらに、第Ⅳ章では、種間変異についてヒゲナガカワトビケラ種内での比較を行

った。その結果、地理的変異ならびに同一集団内における染色体変異を発見した。第Ⅴ章

では、エグリトビケラ亜目のホタルトビケラ（Nothopsyche ruficollis）の BAC ライブラリー

を構築した。本種では、RNA-seq 情報によるカイコオルソログ特定を行うことで、従来を

大きく上回るオルソログ候補を得る方法を確立した。本種の染色体に対して、ヒゲナガカ

ワトビケラで同一染色体にマップされた遺伝子のオルソログを持つホタルトビケラ BACと

カイコでの同一染色体オルソログを持つホタルトビケラ BACを用いた BAC-FISHマッピン

グを行った。以上の研究成果をもとに、第Ⅵ章において本研究の毛翅目昆虫の系統や分類

における細胞遺伝学研究の貢献、飾翅上目における染色体進化研究や W 染色体の由来や獲

得メカニズムに関して総合考察を行った。 
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第Ⅱ章 ヒゲナガカワトビケラの BACライブラリーと cDNA ライブラリー構築 

 

序論 

 

日本の毛翅目昆虫は、29科 111属 556種が記録され（http://tobikera.eco.coocan.jp）、さ

らなる種数の増加が見込まれている。その中で、代表的な普通種の 1 種であるヒゲナガカ

ワトビケラ（Stenopsyche marmorata）は、河川水辺の国勢調査によって日本全国の主要河川

で生息が確認され（http://mizukoku.nilim.go.jp/ksnkankyo/index.html）、系統関係におけ

る再整理がなされている（Saito et al 2018）。本種は、河川における底層動物群の優占種とな

ることが多く、サイズも最大級であり、幼虫での種同定が可能である（津田・赤木 1962）。

普通種における遺伝学的研究基盤を整備することは、毛翅目昆虫における科学研究全般に

大きく寄与すると考えられる。この章では、ヒゲナガカワトビケラを用いて、第 1 節にお

いて、特定のゲノム領域を安定してクローニングできる BAC ライブラリーの構築、第 2節

において、網羅的な遺伝子配列の獲得のために cDNA ライブラリーの構築を行った。また、

第 3 節において、カイコ単一遺伝子のヒゲナガカワトビケラオルソログを特定するととも

にそれらを含む BAC クローンの選抜を行った。 

 

第 1節 BACライブラリーの構築 

 

ヒゲナガカワトビケラにおけるゲノム情報は存在しないため、新規にゲノム情報基盤を

構築する必要がある。本節では、特定のゲノム断片を安定してクローニングできる BACラ

イブラリー構築を目論んだ。 

 

材料および方法 

 

1．供試昆虫 

 本研究に用いたヒゲナガカワトビケラは 2013 年 5～6 月に盛岡市上ノ橋付近の中津川に

て幼虫と蛹を採集した。幼虫は終齢幼虫を使用し、体長は 40 mm程度であった。上記採集

地には、形態が類似したチャバネヒゲナガカワトビケラ（S. sauteri）も生息しているため、

津田・赤木（1962）に従い、分類指標である幼虫前肢基節の突起を確認し、基部側が長く、

額頭楯正中線に沿った細長い斑紋がある個体をヒゲナガカワトビケラとした。 

 

2．HMW DNAの単離 

 ヒゲナガカワトビケラの幼虫 1 個体もしくは蛹 3 個体を用いて行った。氷上に設置した

乳鉢を液体窒素で十分に予冷し、液体窒素下で砕いて白い粉末状になるまで乳棒で磨砕し

た。磨砕した試料は氷冷した NI buffer（Table 1）が 50 ml入ったビーカーに懸濁し、15分間
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室温で放置した。氷冷した NI bufferを 100 ml加え、よく懸濁した後、0.1 M EDTA（pH 8.0）

に浸して、オートクレーブした MIRACLOTH（Millipore）を用いてろ過した。懸濁液を 3

本の 50 mlチューブに分注し、遠心した（600×g, 10 min, 4°C）。デカントで上清を除き、チ

ューブ一本につき NI buffer 10 mlで再懸濁して一本にまとめた。再度遠心（600×g, 10 min, 

4°C）を行い、デカントで上清を除き、沈殿の量に応じて NI bufferを加え、先切りチップを

用いてピペティングにて再懸濁した。45°C のウォーターバスで 1~2 分インキュベートし、

45°C に保温しておいた 1.5% low melting point agarose（Table 2）を懸濁液と等量加え、ウォ

ーターバス内で先切りチップでよく混合した。これをプラグモールド（Bio-Rad）に流し込

み、ラップで包んで氷上で 30 分放置して、プラグを固めた。50 ml チューブ内で高分子核

DNA 抽出用 Lysis buffer stock（Table 3）30 mlと Proteinase K（20 mg/ml）150 µlを混合して

Lysis bufferを作製し、ゲルプラグを押し出すように入れ、50°C で 24時間、酵素処理を行っ

た。この処理中に数回軽く転倒混合を行った。新しい Lysis buffer 30 ml（150 µl Protenase K (20 

mg/ml) 含有）にプラグを移し、再び 50°Cで 24時間放置した。Lysis bufferを捨て、TE50 （10 

mM Tris (pH 8.0), 50 mM EDTA (pH 8.0)）を 30 ml加え、4°C で 2時間静置する処理を 5回繰

り返すことで、プラグの置換を行った。 5 回目の TE50 を捨てたら 0.1 M PMSF

（phenylmethylsulfonyl fluoride, 329-98-6, 和光純薬）含有 100% EtOHを 600 µl加え、50°C の

ウォーターバスで 2時間インキュベートして Proteinase Kを失活させた。処理後に液を捨て、

再度 TE50 を加えて 4°Cで 2時間静置する処理を計 5回繰り返し、使用するまで 4°Cで保存

した。 

 

3．完全消化実験 

（A）TE置換 

 15 mlチューブ 2本（完全消化用と無処理用）に TE（10 mM Tris (pH 8.0), 5 mM EDTA (pH 

8.0)）を 10 ml ずつ分注し、滅菌シャーレ内にプラグを 1 つ取り出し、表面を TE でリンス

したものを、2等分して各チューブに入れ、4°C で 1.5時間放置した。TE を取り変えて、再

度 4°Cでさらに 1.5時間放置した。また、これらの操作中に各 2~3回ほど転倒混合を行った。 

  

（B）HindIIIによる制限酵素処理  

 1.5 mlチューブに滅菌水 200 µl、10×M buffer（TaKaRa）30 µl、0.1% BSA（TaKaRa）30 µl、

HindIII（15 U/µl, TaKaRa）2 µlを加え、氷上でピペティングした。滅菌スパチュラで完全消

化用のプラグをチューブの中に入れ、タッピングで軽く混ぜてフラッシュし、37°C で 20時

間以上酵素処理を行った。酵素処理中に適時タッピングによる撹拌を行った。 

 

（C）パルスフィールドゲル電気泳動 

 λ-HindIII（3403, TaKaRa）と λ-ladder（N0341, New England BioLabs）をマーカーにして、

CHEF-MAPPER（Bio-Rad）によるパルスフィールドゲル電気泳動を行った。泳動条件は、
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14°C、5.1 V/cm、30 sec→50 sec、24 hr、linear、120°Angleとし、1% Pulse Field Certified Agarose 

（1620137, Bio-Rad）を用いて 0.5×TBE 中で行った。泳動終了後、エチジウムブロマイド

で 30分染色し、1時間放置して染色液を浸透させ、UV照射下で写真撮影を行った。 

 

4．部分消化の条件検討 

（A）TE置換 

 15 mlチューブ 1本（部分消化用）に TEを 10 ml用意して、滅菌シャーレ内にプラグを 2

個取り出し、滅菌済みスパチュラのヘラ部分で格子状に 12等分（3×4）した。もう片方は

2 等分し、半分を 6等分（3×2）にし、TEで表面をリンスした後、15 mlチューブに移した。

半分にしたプラグの残りは、取り出した TE50 に戻して保存した。合計 18 断片のプラグを

チューブに入れ、4°C で 2 時間静置した。TE を取り変えてチューブを寝かせて 4°C で再度

2 時間放置した。これらの操作中に各 2~3 回ほど転倒混合を行い、再度 TE を取り変えて、

4°C で over nightの処理を行った。  

 

（B）HindIIIによる制限酵素処理（部分消化） 

 1.2×M buffer with BSA （Table 4）を溶媒に、9段階の濃度（0, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128 U/ml）

の HindIII反応液を 1.5 mlチューブに 62.5 µlずつ作製した。TE 置換した 18個の 1/12プラ

グを滅菌シャーレに取り出し、チューブ毎のプラグ片の大きさに差がないように 2 個ずつ

入れ、フラッシュを行い、ゲル片を溶媒に落とした。4°Cで 5時間放置し、プラグに制限酵

素を浸透させた。1 M MgCl2を各 0.75 µl加え、氷上で 1時間放置して、プラグに浸透させ

た。37°C で 15分間制限酵素処理を行い、終わり次第すぐに氷上に移して 0.5 M EDTA（pH 

8.0）を 375 µlずつ加えて酵素反応を止めた。 

 

（C）パルスフィールドゲル電気泳動 

 泳動ゲルの wellにプラグを 2個ずつ、左から右に HindIII処理濃度が濃くなるように、各

プラグを滅菌スパチュラとチップで差し込んだ。また、プラグが穴から出ないように、1% 

low melting Agarose（Sea Plaque GTG, Lonza）にて穴を埋めた。パルスフィールドゲル電気

泳動とその泳動条件は完全消化と同様とした。24時間後、エチジウムブロマイドで 30分染

色し、1時間放置して染色液を浸透させた。その後、UV 照射下で写真を撮影し、97~145.5 Kb

の領域に DNA スメアが集中する条件を決定した。 

 

5．本番消化（ゲルからの核酸抽出） 

（A）TE置換 

 15 mlチューブ 1本に TE を 10 ml用意してから、滅菌シャーレ内にプラグを 3.5個取り出

し、全てのプラグを滅菌ブレードで格子状に 12 等分（3×4）した。合計 42 断片のプラグ

を TE でリンスした後、チューブに入れ、部分消化条件検討時と同様に TE 置換を行った。 
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（B）HindIIIによる制限酵素処理（部分消化） 

 1.2×M buffer with BSA を溶媒に、条件検討で決定した最適濃度条件とその前後の 4段階

の HindIII濃度の酵素反応液を 1.5 mlチューブ 21本に 62.5 µlずつ作製し、そのうちの 1本

は未消化用とした。TE 置換した 42 個の 1/12 プラグを滅菌シャーレに取り出し、チューブ

1本につきプラグ片を 2個ずつ入れ、フラッシュでゲル片を溶液中に沈め、タッピングした。

4°C で 5 時間放置して、プラグに酵素反応液を浸透させた。1 M MgCl2を各 0.75 µl加え、氷

上で 1時間放置してプラグに浸透させた。37°Cで 15分間制限酵素処理を行い、終わり次第、

氷上に移して 0.5 M EDTA（pH8.0）を 375 µlずつ加えて反応を止めた。 

 

（C）パルスフィールドゲル電気泳動 

 泳動ゲルにプラグを約 10個ずつ 4レーン、左から右に処理濃度が濃くなるように各プラ

グを空気が入らないように詰め込んだ。別のレーンに未消化の 1/12 プラグを 2 個挿入し、

プラグを入れた穴と空の穴を、1 % low melting Agarose（Sea Plaque GTG, Lonza）で埋め、

λ-HindIII （TaKaRa）と λ-ladder （New England BioLabs）をマーカーにして CHEF-MAPPER

（Bio-Rad）によりパルスフィールドゲル電気泳動を行った。泳動は 2段階に分けて行った。

第 1段階は、14°C、6 V/cm、90 sec一定、4 hr、linear、120°Angleの条件で、1 % low melting 

Agarose（Sea Plaque GTG, Lonza）を 0.5×TBE 中で泳動した。泳動終了後すぐに、第 2段階

の 14°C、6 V/cm、6 sec 一定、12 hr、linear、120°Angleの条件で合計 16時間泳動を行った。 

 

6．ゲノム断片のゲル抽出 

 電気泳動後のアガロースゲルにラップをかけ、酵素処理を行ったプラグを挿入した 4 レ

ーンを切り抜き、残りの部分をエチジウムブロマイドで 30 分染色し、1 時間放置して染色

液を浸透させた。その後、UV照射下で写真を撮影し 97~145.5 Kbに相当する部分を定規で

確認した。先に切り抜いたゲル断片より 97~145.5 Kbに対応する部分を 5 mmずつ 2つの分

画に分けて切り出し、各分画を 2 mm角に刻んで 15 mlチューブにそれぞれ入れた。それぞ

れの分画は、分画 1（97~125 Kb）、分画 2（125~145.5 Kb）とした。それぞれのゲル断片の

重さを測定した後、氷冷した Agarase I buffer（Table 5）を 12 mlずつ加えてゲル片を混ぜ、

4°C で 30分静置して置換した。その後、Agarase I bufferを交換し、再度 4°C で 30分静置し

た。これらの処理中に 2 回程度転倒混合した。その後、分画毎にラップの上にゲル片を広

げ、きれいなキムワイプで余分な bufferを全て吸い取り、各分画名をラベルした新しい 15 ml

チューブにそれぞれゲル片を入れた。70°C のウォーターバスで 15分間温めて完全に溶解さ

せ、チューブを 40°Cのウォーターバスに移し、ゲル 1 gあたり 10 U/µlの β-Agarase I（M0392S, 

New England BioLabs）を 1 µlそれぞれ加えた。チップの先で混ぜるように穏やかによく混

合し、40°C 2時間の酵素処理によりアガロースを分解した。処理中は 30分ごとにタッピン

グで優しく混合し、酵素が底に沈殿しないようにした。その後、氷上に 10分間静置し、先
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切りチップでそれぞれの分画名をラベルした新しい 1.5 ml チューブにゲルを吸い込まない

ように全量を移した。遠心（13,000 rpm, 5 min, 4°C）により溶け残ったゲルを沈殿させ、得

られた上清を 45°C の Heating plate（HP-4530, アズワン）に敷いた清潔なラップの上に先切

りチップでアプライし、もとのゲル 1 gあたり 10 U/µlの β-Agarase I （New England BioLabs）

を追加で 0.5 µl加えた。チップの先で混ぜるように穏やかによく混合し、そのままカバーを

して、液量が 1/5程度になるまで濃縮した。STE buffer（Table 6）に浮かべたセルロースフ

ィルター（VSWP02500, Millipore）上に溶液を移し、1時間透析を行った。最終的に液量が

50~100 µl 程度になるまで濃縮と透析を繰り返し、1.5 ml チューブに移して Quantus 

FLUOROMETER（Promega）により DNA 量を測定した後、4°C で保存した。 

 

7．ベクタープラスミドの調整 

 HindIII による部分消化したヒゲナガカワトビケラのゲノム DNA を挿入するベクタープ

ラスミドには、pBeloBAC11（Kim et al 1996 に従い作製）を用いた。プラスミドの抽出は、

QIAGEN Plasmid Midi Kit（12245, QIAGEN K.K.）を用いて行った。抽出は、QIAGENのプ

ロトコールに従って以下のとおり行った。200 mlのバッフル付き三角フラスコにて LB 液体

培地 50 mlあるいは 100 ml にて pBeloBAC11 を含んだ菌体を 37°C、14~18時間振盪培養し

た。菌体を遠心分離（6,000 rpm, 10 min, 4°C）にて集菌し、菌体を 4 mlのRNase A入りP1 buffer

（50 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA, 100 µg/ml RNase A (pH 8.0)）に懸濁し、4 mlの P2 buffer（200 

mM NaOH, 1% SDS）を加え 5~7 回転倒撹拌し、溶液が十分に混合されているのを確認し、

4 mlの P3 buffer（3 M 酢酸カリウム (pH 5.5)）を加えて、溶液が透明に変化するまで 5~7 回

強く転倒撹拌し、遠心分離（15,000 rpm, 30min, 4°C）後、上清を回収した。4 mlの QBT buffer

（Table 7）で平衡化した QIAGEN-tip100 カラムに、QIAfilter-Cartridge を用いて濾過した上

清を通した。10 mlの QC buffer（Table 8）でカラムを 2 回洗浄後、68°Cに温めた QF buffer

（Table 9）1 mlを 5回通して DNA を溶出した。溶出した DNA 溶液に 0.1倍量の 3 M酢酸

ナトリウムと 0.7倍量のイソプロパノールを加え、よく混合した上で遠心（15,000 rpm, 30 min, 

4°C）を行い、上清を捨てた。70% EtOHを 5 ml加えリンスして遠心（15,000 rpm, 15 min, 4°C）

後、上清を捨て、ペレットを乾燥させ、400 µlのTEを加えた。Bio Shaker BR-23FH （TAITEC）

により 37°C で 2 時間振盪もしくは 4°C でペレットが TE に溶解するように傾け 12 時間以

上静置して溶解させ、DNA 溶液を 1.5 mlチューブに移し、0.1倍量の 3 M酢酸ナトリウム

と 2.5倍量の 100% EtOH を加え、遠心（15,000 rpm, 10 min, 4°C）を行った。上清を除去後、

70 % EtOH を 1 ml加えリンス後、遠心（15,000 rpm, 10 min, 4°C）を行った。上清を除去し

た後、ペレットを風乾させ、ペレットの量に合わせて 20~120 µl の TE に溶解して Quantus 

FLUOROMETER（Promega）により DNA 量を測定した。 

ベクターとして利用するためにプラスミドDNA 1 µgをTable 10に記載した条件でHindIII

処理を 37°C で 5時間行い、TE を 150 µl加えてトータル 300 µlとした。等量のイソアミル

アルコール入りフェノールクロロホルム（TE 飽和フェノール：クロロホルム：イソアミル
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アルコール＝25：24：1）を加えてよく転倒混合し、遠心（12,000 rpm, 5 min, RT）後、上清

を新しいチューブに移した。そこに、等量のイソアミルアルコール入りクロロホルム（ク

ロロホルム：イソアミルアルコール＝24：1）を加えてよく転倒混合し、遠心（12,000 rpm, 5 

min, RT）の後、上清を新しいチューブに移した。共沈剤としてグリコーゲン水溶液（20 mg/ml）

（M8K2290, 半井化学薬品）を 1 µl加え、3 M酢酸ナトリウム 30 µlを加えて軽く混合した。

100% EtOHを 750 µl加えてよく転倒混合し、冷凍庫で over night処理した。翌日、遠心（15,000 

rpm, 20 min, 4°C）後に上清を捨て、800 µlの 70% EtOH でリンスして再度遠心（15,000 rpm, 

20 min, 4°C）し、上清を捨て、15 分風乾して EtOH を完全に取り除き、最終的にベクター

DNA を 10 µlの TE に溶解した。 

 セルフライゲーションを防ぐために、ベクターDNA 溶液に Calf intestine Alkaline 

Phosphatase （CIAP）（2250A, TaKaRa）を用いた酵素処理を 37°Cで 30分間行った（Table 11）。

処理後すぐに、0.8% Agarose ゲルを用いて 50 Vで電気泳動を行った。エチジウムブロマイ

ドで 15 分間染色、UV 照射下で写真撮影を行い、制限酵素処理と切り出し範囲の確認を行

った。ゲル抽出はWizard® SV Gel and PCR Clean-Up System（Promega）を用いて行った。バ

ンドが確認できた領域をメスで切り出し、細かく刻んで 1.5 ml チューブに入れて重量を測

定し、アガロースゲル 10 mg につき 10 µl の Membrane Binding Solution（4.5 M guanidine 

isothiocyanate, 0.5 M potassium acetate (pH5.0)）を加えてタッピングを行い、62°C で 10分間

インキュベートすることで完全に溶解した。溶液を Collection Tubeに SV Column を差し込

んだものに移し、室温で 1分インキュベート後、遠心（15,000 rpm, 1 min, RT）した。Collection 

Tubeの液を捨て、Membrane Wash Solution （80% EtOH, 10 mM potassium acetate (pH 5.0), 16.7 

µM EDTA (pH 8.0)）700 µlを SV Column に入れて遠心（15,000 rpm, 1 min, RT）、液を捨て

Membrane Wash Solution 500 µlを SV Column に入れて遠心（15,000 rpm, 5 min, RT）してカラ

ムを洗浄した。最終的にカラムを 1.5 mlチューブに移し、22 µlの Nuclease-Free Waterを SV 

Column に入れて 1分間インキュベートし、遠心（15,000 rpm, 1 min, RT）によりベクターDNA

を溶出した。ベクターDNA 溶液は使用するまで-20°C で冷凍保存した。 

 

8．ライゲーション 

 ベクターとインサート DNA のモル比が 10：1となるように、全量 50 µl の系で 1.5 mlチ

ューブに T4 ligase（Promega, 3 U/µl）1 µlとその buffer 5 µl、ベクター（pBeloBAC11）、イン

サート DNAを上記のモル比になるように先切りチップを用いて混合し、4°Cで 20時間イン

キュベートした。ライゲーション液は滅菌シャーレで 0.5×TE に浮かべたセルロースフィル

ター（VSWP02500, Millipore）上で 2時間透析を行い、最終的に 30~40 µlとなった溶液を 4°C

で保存した。 

 

9．エレクトロポレーションによる大腸菌形質転換 

 ライゲーション液 1 µl または 2 µl に対してコンピテントセル（ElectroMAX DH10B Cells, 
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Invitrogen）を 18 µl 混合し、4°C に冷やしたキュベット（Gene Pulser Cuvette 0.1 cm electrode, 

BIO-RAD）に入れ、GENE PULSER Ⅱ（BIO-RAD）を用いて 3条件で 1.5 または 1.25 KV、

25 µF、100 Ωの条件でエレクトロポレーションした（A: 分画 1, 1.5 KV, 25 µF, 100 Ω; B: 分

画 1, 1.25 KV, 25 µF, 100 Ω; C: 分画 2, 1.25 KV, 25 µF, 100 Ω）。エレクトロポレーション後す

ぐに SOC 培地（Table 12）を 1 ml優しく加え、ゆっくりとピペッティングし、各懸濁液を

1.5 mlチューブに移し、Bio Shaker BR-23FH （TAITEC）にて 37°C で 1 時間振盪培養後、

遠心（5,000 rpm, 5 min, RT）して菌体を沈めた。上清をデカントで捨てて 100 µl程度とし、

ゆっくりとピペッティング撹拌の後、100 µl の X-Gal（9031, 和光純薬）と 50 µl の IPTG

（9030, 和光純薬）が塗布された、クロラムフェニコール（12.5 µg/ml）入りの LB 寒天培地 

（Table 13）に滅菌したコンラージ棒で塗布した。その後、37°C のインキュベーターで約

24 時間培養し、青白コロニーを確認して、パラフィルムを巻いてグリセロールストックに

使用するまで 4°Cで保存した。 

 

10．BACライブラリーと BAC-DNAプールの作製 

 クロラムフェニコール（10 µg/ml）入りのグリセロールストック用 LB 液体培地（8 %グ

リセロール含有）（Table 14）を 384 wellプレート全ての wellに 50 µl分注し、滅菌した爪楊

枝でシャーレからシングルコロニーをつつき、各 well に 1 コロニーずつ植菌した。全ての

wellに植菌したら、37°Cで over night培養した。培養後、BAC DNAプールを作製するため

に、コピープレートを 2枚作製し、1枚を恒久保存プレート、1枚を X プール、コピー元の

プレートを Y プール作製用とした。各プレートは、使用するまで-80°C で保存した。DNA

プールは、各軸の wellから 5µlずつ菌体が十分に培養された LB を集菌し、16または 24 well

に相当する BAC が含まれている混合液を作製した。この混合液を LB でスケールアップし

て、BAC-DNA抽出を行うことで、各軸の BAC-DNA プールを作製した。 

 

11．BACライブラリーの評価 

 クリーンベンチ内で 50 ml チューブに LB 液体培地を 50 ml、クロラムフェニコール（25 

mg/ml）を 25 μl 入れてよく振り混ぜ、3 mlずつ 16 本の試験管に分注した。爪楊枝を用い

て形質転換体の菌をかきとり、試験管内の LB 液体培地に植菌した。これを 16 サンプル分

繰り返し、37℃で 16 時間振盪培養した。培養後 1.5 ml チューブに菌液を 1.5 ml移して遠

心（5,000 rpm, 5 min, RT）した。上を捨て、残りの菌液を試験管から 1.5 mlチューブに移し、

再び遠心（5,000 rpm, 5 min, RT）して集菌した。遠心後、上清を捨て、1.5ml チューブに残

った LB 培地を完全に除いてからリゾチーム TEG（0.5 % Lysozyme, 25 mM Tris (pH8.0), 10 

mM EDTA (pH8.0), 50 mM glucose）を 100 μlずつ加えて先切りチップで菌を撹拌し、室温に

5 分間、その後氷上に 5分間置いた。NaOH/SDS（0.2 N NaOH, 1 % SDS）を 200 μlずつ加え

て穏やかに転倒混和し、氷上に 5分間置いた。5分後 3 M酢酸ナトリウムを 133 μl加えてタ

ッピングにより混ぜ、氷上に 15分間置いた後、遠心した（13,000 rpm, 10 min, 4°C）。遠心後、
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上澄みを新しい 1.5 ml チューブに移し、室温に戻したイソプロパノールを等量加えて転倒

混和して、室温で 15 分間放置した後、遠心（13,000 rpm, 20 min, 4°C）した。上清を捨て、

70% EtOHを500 μl ずつ加えてチューブの内壁と沈殿をよく洗い遠心（13,000 rpm, 2min, 4°C）

した。上清を完全に除いて TE を 50 μlずつ加え、時々タッピングしながら 65℃のドライバ

スに 5 分間置いて沈殿を溶かした。その後、RNase A（10 mg/ml）を 1 μl ずつ加えて軽く

混ぜ、37℃のウォーターバスで 30 分間インキュベートした。TE を 150 μl 加えてイソアミ

ルアルコール入りフェノールクロロホルム（TE 飽和フェノール：クロロホルム：イソアミ

ルアルコール＝25：24：1）を等量ずつ加えて激しく混和し、遠心（15,000 rpm, 5 min, RT）

した。上層のみを新しい 1.5 ml チューブに移し、10分の 1量の 4 M酢酸アンモニウムと 2.5

倍量の氷冷した 100% EtOHを加えてタッピングにより混ぜ、-30℃の冷凍庫に 20 分間置き、

遠心（13,000 rpm, 20 min, 4°C）した。上清を捨て、70% EtOH を 500 μlずつ加えてチューブ

の内壁と沈殿をよく洗い、遠心（13,000 rpm, 5 min, 4°C）した。上清をよく除いてから沈殿

を風乾させ、沈殿が透明になったら 1×TE を 20 μlずつ加え、時々タッピングしながら 65℃

のドライバスに 5分間置いて沈殿を溶かし、フラッシュしてから新しい 1.5 mlチューブに 5 

µl分注し、滅菌水を 11.8 μl、10×NE buffer 3（NEW ENGLAND BioLabs）を 2 μl、100×BSA

（NEW ENGLAND BioLabs）を 0.2 μl、NotⅠ（NEW ENGLAND BioLabs）を 1 μl入れて、

37℃のウォーターバスで 5 時間酵素反応を行った。反応液に 10×loading buffer（TaKaRa）

を 2 μlを加え、1 % PFC Agarose gelにアプライし、パルスフィールドゲル電気泳動を行った。

泳動条件は、5~400 kb を分画するような Autoalgorithmモードを用い、マーカーや染色撮影

については、HindⅢの完全消化時と同じように行った。泳動終了後、エチジウムブロマイ

ドで 30分染色し、1 時間放置して染色液を浸透させた。その後、UV照射下で写真を撮影し

その後 UV照射下で写真を撮影した。各 BACのインサートサイズの計算は各マーカーを基

準とした片対数グラフで行った。 
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Table 1 Composition of Nuclei Isolation buffer (NI buffer) 

NI buffer stock   

1 M Tris (pH 9.5)  (和光純薬 207-06275) 10 ml 

0.5 M EDTA (pH 8.0) (DOJINDO 345-01865)  40 ml 

1 M KCl  (和光純薬 163-03545) 80 ml 

Sucrose  (和光純薬 196-00015) 171.15 g 

  
adjust the volume to 1 L with distilled 

water 

NI buffer   

NI buffer stock 50 ml 

1 M Spermidine  (和光純薬 191-13831) 200 μl 

1 M Spermine  (和光純薬 198-09811) 50 μl 

2-mercapto ethanol  (SIGMA M-7154) 50 μl 

 

Table 2 Composition of 1.5% low melting point agarose 

1 M Tris (pH 9.5)  (和光純薬 207-06275) 12 μl 

0.5 M EDTA (pH 8.0)  (DOJINDO 345-01865) 24 μl 

distilled water 1164 μl 

InCert Agarose (FMC) (Lonza 50121) 18 mg 

 

Table 3 Composition of Lysis buffer stock for HMW-DNA 

Sarkocyl (IBI 06535) 5 g 

0.5 M EDTA (pH 8.0)  (DOJINDO 345-01865) 200 ml 

  
adjust the volume to 1 L with distilled 

water 

 

Table 4 Composition of 1.2×M buffer with BSA 

1 M Tris (pH 7.5)  (和光純薬 207-06275) 60 μl 

1 M DTT  (Roche 604927) 6 μl 

5 M NaCl  (和光純薬 191-01665) 60 μl 

0.1% BSA  (TaKaRa 1600) 600 μl 

  
adjust the volume to 5 ml with distilled 

water 
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Table 5 Composition of Agarase I buffer 

1 M Tris (pH 7.5) (和光純薬 207-06275) 0.5 ml 

0.5 M EDTA (pH 8.0) (DOJINDO 345-01865) 0.5 ml 

5 M NaCl (和光純薬 191-01665) 1 ml 

  
adjust the volume to 50 ml with 

distilled water 

 

Table 6 Composition of STE buffer 

1 M Tris (pH 8.0)  (和光純薬 207-06275) 3 ml 

0.5 M EDTA (pH 8.0)  (DOJINDO 345-01865) 0.6 ml 

5 M NaCl  (和光純薬 191-01665) 6 ml 

  
adjust the volume to 300 ml with 

distilled water 

 

Table 7 Composition of QBT buffer (equilibration buffer) 

NaCl (和光純薬 191-01665) 43.83 g 

MOPS (DOJINDO 341-08241) 10.46 g 

distilled water 800 ml 

 adjust the pH to 7.0 with NaOH 

isopropanol (和光純薬 166-04836) 150 ml 

10 % Triton X-100 solution (v/v) 

(Alfa Aesar A16046) 

15 ml 

adjust the volume to 1 L with distilled water 

 

Table 8 Composition of QC buffer (washing buffer) 

NaCl  (和光純薬 191-01665) 58.44 g 

MOPS  (DOJINDO 341-08241) 10.46 g 

distilled water 800 ml 

 adjust the pH to 7.0 with NaOH 

Isopropanol  (和光純薬 166-04836) 150 ml 

adjust the volume to 1 L with distilled water 
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Table 9 Composition of QF buffer (elution buffer) 

NaCl (和光純薬 191-01665) 73.05 g 

Tris base (和光純薬 207-06275) 6.06 g 

distilled water 800 ml 

adjust the pH to 8.5 with NaOH 

isopropanol  (和光純薬 166-04836) 150 ml 

adjust the volume to 1 L with distilled water 

 

Table 10 HindIII digestion mix for vector plasmid 

Vector plasmid (pBeloBAC11) DNA 1 μg 

10×M buffer  (TaKaRa 1060A) 15 μl 

HindIII (15 U/µl)  (TaKaRa 1060A) 2 μl 

  
adjust the volume to 150 μl with distilled water 

Digestion by 37°C for 5h 

 

Table 11 5 'end dephosphorylation by CIAP 

Vector DNA  1 μg 

1 M Tris (pH 8.0) (和光純薬 207-06275) 2.5 μl 

CIAP (30 U/µl) (TaKaRa 2250A) 1 μl 

  
adjust the volume to 50 μl with distilled water 

Processed by 37°C for 30 min 

 

Table12 Composition of SOB and SOC medium 

SOB 
 

Bacto tryptone (BD 211705) 2 g 

Bacto yeast extraxt (BD 212750) 0.5 g 

NaCl (和光純薬 191-01665) 0.05 g 

1 M KCl (和光純薬 163-03545) 0.25 ml 

adjust the volume to 100 ml with distilled water 

SOC   

SOB 1 ml 

1 M Glucose  (和光純薬 049-31165) 20 μl 

1 M MgCl2  (和光純薬 135-00165) 10 μl 

1 M MgSO4  (関東化学 58042-17) 10 μl 

 
prepare right before use it 
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Table 13 Composition of LB agar plate (including chloramphenicol solution) 

Bacto tryptone (BD 211705) 2 g 

Bacto yeast extract (BD 212750) 1 g 

NaCl (和光純薬 191-01665) 2 g 

Agar (和光純薬 010-15815) 3 g 

adjust the volume to 200 ml with distilled water and autoclave 

add 125 µl of chloramphenicol solution (20 mg/ml) below at 60°C and dispense to 20 dishes. 

after fixed, keep at 4°C until use 

 

Table 14 Composition of LB medium (including chloramphenicol solution) 

Bacto tryptone (BD 211705)  10 g 

Bacto yeast extract (BD 212750) 5 g 

NaCl (和光純薬 191-01665) 10 g 

adjust the volume to 1 L with distilled water and autoclave 

add 0.5 ml of chloramphenicol solution (20 mg/ml) below at 60°C and keep at 4°C 

until use (for Glycerol stock: add 80 ml Glycerol) 
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結果 

 

 ヒゲナガカワトビケラの HMW DNAの単離は、幼虫を用いて行った場合、作製したプラ

グは上層に非常に細かい茶色の粒が存在し、下層に茶色の塊が沈殿した。このプラグの質

と量の確認で、上層には DNAがほとんど含まれていないことが判明したため、下層を用い

て完全消化実験を行ったが、十分な消化が行われていなかった。したがって、ヒゲナガカ

ワトビケラ幼虫における BAC作製は断念し、蛹を用いて BAC作製を行った。 

 蛹を用いたプラグにおいて上記のような問題はなく、DNA抽出と精製、pBeloBAC11と

のライゲーションに成功した。エレクトロポレーション条件の違いによる平均インサート

サイズを計測するために、各条件から 32クローンの BAC-DNAを抽出し、インサートサイ

ズを測定した。条件 A では、3つが複数のクローンから抽出された DNAである可能性が疑

われたため、これらの結果を除外し、29 クローンにおける平均インサートサイズを測定し

た。平均インサートサイズは、条件 Aが 67.42 Kb、Bが 71.54 Kb、Cが 55.66 Kbで各条

件から獲得されたクローン数は 27,664、5,522、9,279であった（Figure 1, Table 15）。獲

得した合計 42,465のヒゲナガカワトビケラ BAC はクローンのうち、32,256クローンをス

トックし、約 2.1 Gbに相当するヒゲナガカワトビケラBACライブラリーを構築した（Table 

15）。 

 

考察 

 

 本節の研究において、毛翅目昆虫で初となる BACライブラリーの構築に成功した。蛹に

おいてHMW DNA抽出が成功した要因としては、幼虫と比べて柔らかく、脂肪体が多いた

め、昆虫体の磨砕がしっかりと行える点と、幼虫と異なり腸の内容物がないことが推測さ

れる（Wu et al 2009）。また、使用する個体数を 1個体から 3個体に変更し、より多くの

HMW DNAを抽出したことも重要であったかもしれない。 

 分画 1よりも大きな DNA断片を含むはずの分画 2を用いた条件 Cの方が、A、Bよりも

平均インサートサイズが小さかった（Figure 1, Table 15）。これは、HMW DNA の単離に

おいて、他の生物と比較して固形物である茶色い粒が多く残っていたことが原因であると

推測される。DNA だけが単離されている場合、プラグに色がつくことはないため、HMW 

DNAに多くの夾雑物が含まれていた可能性が高い。これが、制限酵素処理や電気泳動にお

いて均一な反応を阻害したため、分画 2の DNA 領域には、物理的な切断末端をもつ DNA

が多く、コンカタマーなどの形で滞在した推定サイズよりも短い両末端が制限処理された

断片が含まれ、平均インサートサイズの低下を招いたと推測できる。 

 作製した BACライブラリーの総インサートサイズ約 2.1 Gbは、lepbaseに登録されてい

る毛翅目昆虫種 Limnephilus lunatus のゲノムサイズと比較して約 1.62 ゲノム分に、

Glyphotaelius pellucidus との比較では、約 3.37 ゲノムに相当した。また、モデル鱗翅目
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昆虫カイコ（Bombyx mori）との比較においては、約 4.36ゲノムに相当するため、ヒゲナ

ガカワトビケラのほぼ全ゲノム相当をもつ BAC ライブラリーを構築できたと結論した。作

製した BACライブラリーから抽出した、任意の BAC-DNAを用いた BAC-FISHを行った

ところ、特異的と考えられるシグナルが認められた（data not shown）ため、染色体同定

の第一歩が達成できたと考えられる。 
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Table 15 Basic information about the Stenopsyche marmorata BAC library 

experimental condition white colonies average insert size (Kb) 

A 27,664  67.42 

B 5,522  71.54 

C 9,279  55.66 

total 42,465  
65.38 

stocked  32,256  
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第 2節 cDNA ライブラリーの構築と BACセレクション 

 

 ヒゲナガカワトビケラにおける遺伝子情報は、ミトコンドリア遺伝子の配列情報と、silk 

proteinに関与する遺伝子情報がいくつか登録される（Ohkawa et al 2013; Bai et al 2015）に留

まり、gene model の構築や EST ライブラリーなどは存在しなかった。そこで、本研究では

ヒゲナガカワトビケラの網羅的な遺伝子配列を獲得するために、cDNAライブラリーを構築

した。獲得した cDNA 配列とカイコ単一遺伝子の対応付けを行い、ヒゲナガカワトビケラ

オルソログを特定した。さらに、第 1節で構築した BAC ライブラリーから、これらオルソ

ログを有する BACクローンの選抜を行った。 

 

材料および方法 

 

1．供試昆虫 

 2007年 7月 25日札幌市南区豊滝の盤の沢川にて採集した成虫のヒゲナガカワトビケラ雄

個体の全体を用いた。 

 

2．Total RNA 抽出 

 抽出は、TRIzol regent（Invitrogen）のプロトコールに従って行った。10 ml のガラステフ

ロンホモジナイザーを用いて、TRIzol regent 5 ml 内で虫体組織をホモジナイズし、TRIzol 

regent 1 mlに対し、0.2 ml のクロロホルムを加え、ボルテックスにて攪拌後、常温で 5分静

置した。遠心分離（13,000 rpm, 15 min, 4°C）後、上層を新しい 1.5 mlチューブに移し、TRIzol 

regent 1 mlに対し 0.5 mlのイソプロパノール（Wako）を加え、よく攪拌後、10分間静置し

た。遠心（13,000 rpm, 15 min, 4°C）後、上清を除去した。80% EtOHを 1 ml加え、遠心（13,000 

rpm, 5 min, 4°C）し、RNA 沈殿物を風乾後、適量の RNase Free蒸留水に溶解した。 

 

3．DNaseⅠ処理 

 抽出した Total RNA は DNase Ⅰ（TaKaRa）により DNase 処理を行った。反応溶液は Table 

16 の組成で行い、37°C で 30分処理した後に、80°C、2分で酵素を失活させ、0.1倍量の 3 M

酢酸ナトリウムと 2.5 倍量の 100% EtOH を加え、遠心（15,000 rpm,15 min, 4°C）、上清を除

去後、70% EtOHを加え、遠心（15,000 rpm, 5 min, 4°C）した。RNA沈殿物を風乾後、適量

の RNase Free蒸留水に溶解した。 

 

4．mRNA精製 

 Total RNA から mRNAの精製は、FastTrack MAG mRNA Isolation Kits （Invitrogen）のプ

ロトコールに従って行った。FastTrack MAG Beadsをよく混ぜ、1.5 mlチューブに 1本あた

り 2．の RNA溶解液を 50 µl移し、1.5 mlチューブを magnetic particle separator（MPS）に設
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置した後、数分静置した。上清を除去後、Wash Buffer W7 をチューブ 1 本当たり 200 µl加

え、MPSから 1.5 mlチューブを外し、ビーズをピペッティングにより懸濁した。再度、1.5 

mlチューブをMPSに設置した後、数分静置し、上清を除去した。Wash Buffer W7 をチュー

ブ 1本当たり 200 µl加え、MPSから 1.5 mlチューブを外し、ビーズをピペッティングによ

り懸濁した。MPSに 1.5 mlチューブを設置し、数分静置した後、上清を取り除いた。1.5 ml

チューブ1本あたり、Total RNA 200 µl（約30~50 µg）と65~70°Cに温めておいたBinding buffer 

B6を 200 µl加えた。MPSから 1.5 mlチューブを外し、ビーズをピペッティングにより、懸

濁した後、65~70°C で 5 分インキュベーションした後、ロータを用いて常温で 10 分転倒攪

拌した。1.5 mlチューブをMPS に設置した後、数分静置した。上清を除去し、Wash Buffer W7

をチューブ 1本当たり 200 µl加え、MPS から 1.5 mlチューブを外し、ビーズをピペッティ

ングにより懸濁することで、ビーズの洗浄を行った。MPSに 1.5 mlチューブを設置し、数

分静置した後、上清を除去した。1.5 mlチューブに 1本あたり 20 µlの RNase free蒸留水を

加え、MPSから 1.5 mlチューブを外し、ビーズをピペッティングにより懸濁した後、37°C

で 5分インキュベーションした。MPSに 1.5 mlチューブを設置し数分静置した後、上清を

新しいチューブに回収した。再度、1.5 mlチューブに 1本あたり 20 µlの RNase free蒸留水

を加え、MPS から 1.5 mlチューブを外し、ビーズをピペッティングにより懸濁した後、37°C

で 5 分インキュベーションした。MPS にエッペンチューブを設置し数分静置した後、上清

を新しいチューブに回収した。回収した 2 つの溶液を合わせて mRNA サンプルとして、濃

度測定を行い、EtOH沈殿によって濃縮を行った。 

 

5．cDNAライブラリーの作製 

 cDNAライブラリーの作製は、CloneMiner II cDNA Library Construction Kit（Invitrogen）に

従って行った。 

（A）First strand合成反応 

 精製した mRNAを DEPC treated waterで濃度 200 ng/µlになるように調整し、mRNA 10 µl

に 1 µlの Biotin attB2 Oligo (dt) primerを加え、反応液を 70°C、 7分ヒートショックした後、

15分から 30分かけて 45°Cにした。45°C にした反応液に 5× Fist strand Buffer 4 µl、0.1 M DTT 

2 µl、10 mM（each）dNTPs 1 µlの混合溶液を加え、45°C で 2分静置した。2 µl の SuperScript 

III RT（200 U/µl）を迅速に反応液に加え、ピペッティングにより緩やかに混ぜ、45°C 20 分、

50°C 20 分、55°C 20 分の条件で反応を行った。 

（B）Second Stand合成反応 

合成反応は Table 17の組成で 16°C、2時間反応させた。反応液に T4 DNA Polymerase 2 µl

を加え、16°Cで 5分反応させ、0.5 M EDTA（pH8.0）10 µlを加えて反応を止めた。イソア

ミルアルコール入りフェノールクロロホルム（TE 飽和フェノール：クロロホルム：イソア

ミルアルコール＝25：24：1）を 160 µl加えて攪拌し、遠心（15,000 rpm, 5 min, RT）した。

上清を新しい 1.5 ml チューブに移し、等量のイソアミルアルコール入りクロロホルム（ク
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ロロホルム：イソアミルアルコール＝24：1）を加え、撹拌後遠心（15,000 rpm, 5 min, RT）、

上清を新しい 1.5 mlチューブに移して、Glycogen（20 µg/µl）1 µl、3 M酢酸ナトリウム 16 µl、

100 % EtOHを 400 µl加え、遠心（15,000 rpm, 20 min, 4°C）した。上清を除去後、70 % EtOH

を 150 µl加え、遠心（15,000 rpm, 5 min, 4°C）した。室温で 10分程度風乾した後、DEPC-treated 

waterを 22 µl加え、cDNA を溶解した。 

 

（C）attB Adapterのライゲーション 

（B）で合成した cDNAに、5× Adapter Buffer 10 µl、attB1 Adapter（1 µg/µl）4 µl、0.1 M DTT 

8 µl、T4 DNA Ligase (1 U/µl) 6 µlを加え、よく混合した後、16°C で 16~24時間反応させ、70°C

で 10分のヒートショックで酵素反応を止めた。 

 

（D）カラムクロマトグラフィーによる cDNAサイズフラクション 

cDNA size fractionation columns に TEN buffer（10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 0.1 M EDTA, 25 mM 

NaCl）を 3.2 ml加えて、洗浄することにより最適化を行い、（C）の反応液 50 µlに 100 µl

の TEN buffer を加え、しっかりと混合した。そのサンプルを最適化したカラムに加え、液

体が落ちるまで静置し、さらに 100 µlの TEN bufferを加え、静置した。新しいチューブを

カラムの下に設置し、240 µlの TEN bufferを加え、カラムを通った液体（cDNA）を回収し

た。回収した液体に Glycogen（20 µg/µl）1 µl、 3 M酢酸ナトリウム 25 µl、100% EtOH を

690 µl加え、遠心（15,000 rpm, 20 min, 4°C）し、上清を除去後、70 % EtOHを 150 µl加え、

遠心（15,000 rpm, 5 min, 4°C）した。室温で 10分程度風乾した後、TE buffer（10 mM Tris-HCl 

(pH 8.0), 1 mM EDTA）を 5 µl加え、cDNA（attB flanked cDNA）を溶解した。 

 

（E）BP recombination 反応 

（D）で作製した attB flanked cDNA 5 µlに pDONR
TM

 222（150 ng/µl）を 2 µl、BP Clonase
TM

 

II enzyme mix を 3 µl加え、25°C で 16~20時間反応を行った。2 µlの proteinase K（20 mg/ml）

を加えた。37°C で 15分反応させた後、75°C で 10分のヒートショックを行うことで反応を

止めた。反応液に、Glycogen（20 µg/µl）1 µl、3 M NaOAc 10 µl、100% EtOHを 300 µl加え、

遠心（15,000 rpm, 20 min, 4°C）した。上清を除去後、70% EtOHを 150 µl加え、遠心（15,000 

rpm, 5 min, 4°C）し、室温で 10分程度風乾した後、TE bufferを 9 µl加え、cDNA を溶解し

た。 

 

（F）ElectroMax
TM

 DH10B
TMへの Transformation 

（E）で調整した cDNA 1.5 µlに 50 µl ElectroMax
TM

 DH10B
TM を加え、ピペッティングで

よく混合した。上記の大腸菌と cDNA を氷上で冷やしたエレクトロポレーションの 0.1 cm

キュベット（BioRad）に静かに注入し、反応液を 2.5 KV、200 Ω、25 µFの条件でエレクト

ロポレーションした。1 mlの SOC mediumを反応液が入ったキュベットにいれ、ピペット
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で試験管に移した。37°Cで 1時間培養し、培養液に同量の sterile freezing media（60% SOC 

medium: 40% glycerol）を加え、グリセロールストックにした。50 µg/ml kanamycin 含有の

LB プレートに、上記グリセロールストック適量をプレーティングし、37°Cで一晩培養した。 

 

（G）cDNAの配列決定 

 （E）で作製した形質転換体をまいたプレートからコロニーをつつき、50 µg/ml kanamycin

含有の LB 培地で培養し、先述した方法（第Ⅱ章第 1 節 11．BAC ライブラリーの評価）と

同様に DNAを抽出した。抽出した DNA は ABI 3730xl DNA Analyzer（Applied Biosystems）

で配列を決定した。 

 

6．カイコ単一遺伝子のヒゲナガカワトビケラオルソログ特定 

獲得したヒゲナガカワトビケラの配列データをクエリーにして、カイコのゲノムデータ

ベ ー ス で あ る KAIKObase （ http://sgp.dna.affrc.go.jp/KAIKObase ） お よ び Silkbase

（http://silkbase.ab.a.u-tokyo.ac.jp/cgi-bin/index.cgi）に対してtBLASTxによる検索を行うこと

で、カイコ単一遺伝子に対応するヒゲナガカワトビケラオルソログの特定を行った。 

 

7．BAC セレクション 

 特定したオルソログの配列データを元に、プライマーを設計し、作製済みの BAC DNAプ

ール（プレートプール, Xプール, Y プール）に対して PCRセレクションを行った。特定し

た BAC は、クロラムフェニコール含有 LB プレート（Table 13）に菌体をまき、シングルコ

ロニーセレクションを行い、陽性反応があったものを該当 BACとした。 

 

8．セレクション BACのインサートサイズ 

 標的オルソログを含んでいる BAC から無作為抽出による、インサートサイズの測定を行

い、BAC ライブラリーの平均インサートサイズと相違がないか確認した。インサートサイ

ズの測定は、第Ⅱ章第 1節の 11．BAC ライブラリーの評価と同様に行った。 
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Table 16 Composition of DNase Ⅰ mixture 

10× DNase I buffer 

RNase Inhibitor  

DNase I 

sample total RNA  

5 µl 

0.5 µl 

2 µl 

42.5 µl 

Total volume 50 µl 

 

Table 17 Composition of second strand synthesis reaction 

DEPC-treated water 91 µl 

5× Second Strand Buffer  30 µl 

10 mM (each) dNTPs 3 µl 

E. coli DNA Ligase (10 U/µl) 1 µl 

E. coli DNA Polymerase I (10 U/µl) 4 µl 

E. coli RNase H (2 U/µl) 1 µl 

First strand product 20 µl 
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結果 

 

 784クローンから抽出したプラスミドをサンガーシーケンスした結果、598のヒゲナガカ

ワトビケラの遺伝子配列を獲得した（DDBJ acc＃ HX994512-HX995014, LC381309-LC3813

87, LC384837-LC384852）（Table 18）。tBLASTx検索の結果、カイコ単一遺伝子との対応関

係が推測されるヒゲナガカワトビケラオルソログを 222個獲得した。136 セットのプライマ

ーを設計し、PCRセレクションに使用し、79プライマーセットで BAC クローンを選抜した

（Table 19）。今回獲得された BACは、81クローンで 79個のオルソログを含み、鱗翅目昆

虫の基盤染色体（n=31）を網羅した（Table 18）。このうち、46クローンにおける平均イン

サートサイズは 82.06 Kb で、最少は 22.5 Kb、最大は 184 Kb であった。 

 

考察 

 

 本節の研究において、毛翅目昆虫における初の cDNA ライブラリー構築に成功した。獲

得したヒゲナガカワトビケラ cDNA 配列は、カイコのゲノムデータベースとの比較が円滑

に行われたことと、獲得されたオルソログ数から、十分な品質であったと結論付けた。染

色体同定とそれに引き続き鱗翅目昆虫との網羅的な染色体比較を行うために、鱗翅目昆虫

の基盤染色体数（n=31）に対応するヒゲナガカワトビケラオルソログを含む BAC の獲得に

成功した。鱗翅目昆虫における各染色体に対応するオルソログを獲得できたため、本研究

では、更なる選抜を行わなかったが、100以上のオルソログをさらに選抜する準備は行った。 

選抜した BACの平均インサートサイズは、平均 82.06 Kbで、選抜を行わず平均インサー

トサイズを求めた BACライブラリーの平均サイズよりも、16.68 Kbも大きかった。これは、

インサートサイズが大きいものほどオルソログを含む可能性が高くなり、オルソログを含

んでいないインサートサイズが小さいものが除外されるためだと推測される。実際、オル

ソログを含んでいる BACの最小値は 22.5 Kbに対して、ライブラリーでは 8 Kb であった。 

本節において獲得した BAC を用いることで、BAC-FISH マッピングによる毛翅目昆虫の

染色体カリオタイピング、姉妹系統間における染色体比較が可能となることから、毛翅目

昆虫における染色体研究の基盤形成がなされたと言える。 
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第Ⅲ章 ヒゲナガカワトビケラの BAC-FISH マッピング 

 

序論 

 

 分散動原体型染色体構造を有している生物（Melters et al 2012）の中で初となるカリオタ

イピングはカイコ（Bombyx mori）において達成された（Yoshido et al 2005）。これは、鱗翅

目昆虫に適用された BAC-FISH 法の成果であり、その後の研究進展は、異種間における染

色体比較（Yoshido et al 2011b; Yasukochi et al 2016）、近縁種間におけるクロスハイブリダイ

ゼーションを用いた染色体比較（Yasukochi et al 2009; Sahara et al 2013）、性染色体進化解析

（Nguyen et al 2013; Yoshido et al 2013; 2016; Šíchová et al 2015; 2016）、染色体異常の同定（Ito 

et al 2016）、機能遺伝子のマッピング（Yasukochi et al 2004; 2011; 2018; Yoshido et al 2011a）

および共生微生物との共進化解析（Kageyama et al 2017）など多岐にわたる。鱗翅目昆虫に

おける FISH 法を毛翅目昆虫にも適用することで、毛翅目昆虫における染色体研究を分子細

胞遺伝学的な解析が可能なレベルに押し上げ、姉妹系統間の染色体進化解明に寄与するこ

とを目論んだ。この章では、第Ⅱ章において獲得した BACを用いて、ヒゲナガカワトビケ

ラにおける BAC-FISH を確立するとともに遺伝子マッピングを行った。第 1 節において、

ヒゲナガカワトビケラにおけるカリオタイピングを行い、第 2節で、BAC-FISH マッピング

によるヒゲナガカワトビケラとモデル鱗翅目昆虫カイコとの染色体比較を行なった。第 3

節は、ヒゲナガカワトビケラの同属別種であるチャバネヒゲナガカワトビケラを対象に、

クロスハイブリダイゼーションを用いた BAC-FISH マッピングを行い、2 種間の染色体比較

を行った。 

 

第 1節 染色体カリオタイピング 

 

多動原体型染色体を持つ生物のカリオタイピングは、FISH 法を用いて鱗翅目昆虫のみに

留まっている。これまでにカリオタイピングが達成された種も、カイコ（B. mori）、タバコ

スズメガ（Manduca sexta）、エリサン（Samia cynthia ricini）の 3種のみである。本研究では、

多動原体型染色体を持つ生物グループで第 2 となり、毛翅目昆虫では初となるカリオタイ

ピングに挑戦した。 

 

材料および方法 

 

1．供試昆虫 

 本節の研究に用いたヒゲナガカワトビケラ（Stenopsyche marmorata）は、2012 年 6 月 11

日に盛岡市玉山区栗木田官代沢、2013 年 5~6 月に盛岡市上ノ橋付近の中津川にて採集した

幼虫と蛹である。 
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2．染色体標本作製 

 雄は化蛹直後の体色が薄い青緑色の個体、雌は終齢幼虫が蛹になる直前の体長が短縮化

して各体節が太く、やや緑色化している時期の個体をそれぞれ選択して染色体標本を作製

した。スジコナマダラメイガ（Ephestia kuehniella）生理食塩水（Table 20）中において体腔

中より精巣または卵巣を抽出し、低調液（75 mM KCl）中で１時間低調処理を行い、カルノ

ア液（エタノール：クロロホルム：酢酸＝6：3：1）にて 10 分間固定した。固定した細胞

は、Traut（1976）に準じ、60%酢酸中で溶解させながら 45°C の HOT PLATE HP-4530 

（12401-001, AS ONE）上に置いたスライドガラス（1-6724-01 5116 ホワイト, アズワン株式

会社）に拡げ、風乾して染色体標本を作製した。なお、スライドガラスは前処理として 1% 

HCl/100% EtOH 溶液に常温で 30 分以上処理した後、キムワイプで拭きとり HOT PLATE 

HP-4530上で乾燥させて用いた。作製した染色体標本は、位相差顕微鏡（OLYMPUS BX51, 

OLYMPUS）下で染色体標本を観察することで評価を行った。最後に 70%、80%ならびに

100 %のアルコールシリーズにて洗浄、風乾した後、-20°C にて使用時まで保管した。染色

体標本作製に使用後の個体は、-80°C に冷凍保存した。 

 

3．ゲノム抽出、精製ならびにコンペティター作製 

ゲノム DNA（gDNA）抽出には、上記冷凍個体を用いた。乳鉢と乳棒を用いてヒゲナガ

カワトビケラの幼虫または蛹を液体窒素中にて粉砕し、1 g 当たり 20 ml の Lysis Buffer 

（Table 21）に溶解し、20 mg/mlの Proteinase K （160-14001, 和光純薬）を最終濃度 100 µg/ml

になるように加え、HYBRIDIZATON INCUBATOR HB-80（TAITEC）の中に設置した mini

チューブローテーター（FISHER SCIENTIFIC）を用いて 37°C で over nightの撹拌を行った。

Lysis Bufferと同量の TE飽和フェノールを加えHYBRIDIZATON INCUBATOR HB-80の中に

設置した miniチューブローテーターを用いて 25°Cで 10分撹拌後、遠心分離（8,000 rpm, 10 

min, RT）し、上清を回収した。分離層にタンパク質の層が多く見られるときは再度 TE飽和

フェノール処理を繰り返した。上清と同量のイソアミルアルコール入りフェノールクロロ

ホルム（TE 飽和フェノール：クロロホルム：イソアミルアルコール＝25：24：1）を加え、

同様に 25°C で 10分撹拌した後、遠心分離（8,000 rpm, 10 min, RT）し、上清を回収した。

TE 飽和フェノール処理時と同様に分離層にタンパク質の層が多い場合は、処理を繰り返し

た。上清と同量のイソアミルアルコール入りクロロホルム（クロロホルム：イソアミルア

ルコール＝24：1）を加え、25°C で 10分撹拌した後、遠心（8,000 rpm, 10 min, RT）し、上

清を回収した。回収した上清に 1/10倍量の 3 M酢酸ナトリウム、0.7倍量のイソプロパノー

ルを加え、転倒撹拌後、遠心分離（14,000 rpm, 30 min, 7°C）を行った。上清をデカントによ

って除去し、70 % EtOH を加え遠心（14,000 rpm, 15 min, 7°C）によりペレットをリンスした。

風乾後、TEを加えて 30分撹拌し、TE の 1/1000量の 10 mg/ml RNase（R5503, Sigma-Aldrich, 

20 分間煮沸処理済み）を加えて、37°C で 2時間静置した後に、Proteinase K（20 mg/ml）を
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同量加え、50°C で 2時間静置した。TE と同量の TE 飽和フェノールを加え、HYBRIDIZATON 

INCUBATOR HB-80の中に設置した miniチューブローテーターを用いて 25°C で 10分撹拌

した後、遠心分離（8,000 rpm, 10 min, RT）し、上清を回収した。上清と同量のイソアミル

アルコール入りフェノールクロロホルム（TE 飽和フェノール：クロロホルム：イソアミル

アルコール＝25：24：1）を加え、同様に 25°C で 10分撹拌した後、遠心分離（8,000 rpm, 10 

min, RT）し、上清を回収した。上清と同量のイソアミルアルコール入りクロロホルム（ク

ロロホルム：イソアミルアルコール＝24：1）を加え、25°C で 10分撹拌した後、遠心（8,000 

rpm, 10 min, RT）し、上清を回収した。回収した上清に 1/10倍量の 3M NaOAc、2.5倍量の

100%EtOH を加え、転倒混合後、遠心（14,000 rpm, 15 min, 7°C）した。上清をデカントで除

去し、DNAペレットを 70 % EtOH にてリンスして、さらに遠心（14,000 rpm, 10 min, 7°C）

を行った。70 % EtOH を完全に除去し、風乾したペレットの大きさに合わせて TEを加え、

冷蔵庫で over night静置して完全に溶解させた。溶解後、Quantus FLUOROMETER（Promega）

により DNA 量と濃度を測定した後、使用まで-20°C にて保存した。また、後述する FISH

のコンペティターとして用いるために、一部の gDNA を超音波破砕装置 VP-15S（TAITEC）

を Duty cyecle 50 %, Tune 4.5 にセットして、3秒間破砕後、1分間氷で冷やした。これを 5

セット行うことで gDNA を破砕した。また、十分に破砕されているかを確認するために、

λ-HindⅢdigestをマーカーとして用いて、1%アガロースゲル電気泳動後、エチジウムブロマ

イドに 20分間浸透し、UV 照射下で写真を撮影することで、gDNAが 1 Kb 程度に破砕され

ていることを確認した。 

 

4．BAC-DNAの抽出と精製 

 第Ⅱ章において選抜した BAC をクロラムフェニコール添加 LB 培地（Table 13）2 mlに植

菌し、Bio Shaker BR-23FH（TAITEC）を用いて 37°C で 2~3 時間振盪培養後、200 mlバッフ

ル付き三角フラスコにて 100 mlにスケールアップし、Bio Shaker BR-23FH を用いて、37°C

で 14~16 時間、再度振盪培養を行った。また、グリセロールストックがあるものに対して

は、200 mlバッフル付き三角フラスコにクロラムフェニコール添加 LB 培地 100 mlにグリ

セロールストックを 30 µl加えた後、37°C で 14~16 時間 Bio Shaker BR-23FH を用いて振盪

培養を行った。LB 培地が白濁し、十分に菌体が増えているのを確認後、遠心分離（6,000 rpm, 

10 min, 4°C）で集菌し、QIAGEN Plasmid Midi Kit（12245, QIAGEN K.K.）または Genopure 

Plasmid Midi kit（03 143 414 001, Roche）のプロトコールに従い BAC-DNAの抽出と精製し

た。また、一部をグリセロールストックとするため、1 mlの 8 %グリセロール含有クロラム

フェニコール（20 µg/ml）添加 LB 培地に植菌し、over night培養後、-20°C にて保存した。 

QIAGEN Plasmid Midi Kit を用いた場合は、第Ⅱ章 1節の 7．ベクタープラスミドの調整

にて記述したとおり行った。 

Genopure Plasmid Midi kitを用いた場合には、5 mlの RNaseA（120 µg/ml）含有 Suspension 

Bufferに集菌した菌を完全に懸濁し、5 mlの Lysis Bufferを加え 5~7回強く転倒撹拌後、5 ml
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の Neutralization Bufferを加え 5~7回転倒撹拌し、遠心分離（10,000 rpm, 30 min, 4°C）後、

上清を回収した。この上清は、2.5 mlの Equilibration Bufferで平衡化した NucleoBond AX 100 

Columnsに通した。通した上清を集め、同じ NucleoBond AX 100 Columns に再び上清を通し

た。4 mlの Wash Bufferをカラムに 3回通し洗浄後、50°Cに温めた Elution Bufferを 2.5 ml

×2回カラムに通して DNA を溶出した。溶出した DNA 溶液に 0.7倍量のイソプロパノール

を加え、遠心分離（10,000 rpm, 30min, 7°C）を行い、上清を捨て、70% EtOHを 5 ml加えリ

ンスして遠心分離（10,000 rpm, 15 min, 7°C）後、上清を捨て、ペレットを乾燥させ、完全に

EtOH を除去した後に 400 µlの TEを加え Bio Shaker BR-23FH を用いて、37°C で 2時間振盪

または、冷蔵庫（4°C）でペレットが TE に溶解するように傾け静置して over night溶解させ

た。この DNA 溶液を 1.5 mlチューブに移し、0.1倍量の 3 M酢酸ナトリウムと 2.5倍量の

100% EtOHを加え、遠心（14,000 rpm, 10 min, 7°C）を行った。上清を除去後、70 % EtOH

を 1 ml加えリンス後、遠心分離（14,000 rpm, 10 min, 7°C）を行い、上清を除去した後、ペ

レットを風乾させ、完全に EtOH を除去した後に 30~50 µl の TE に溶解して Quantus 

FLUOROMETER により DNA 量と濃度を測定した後、プローブ作製に用い、残りは使用す

るまで-20°C で保存した。 

 

5．ラベリング 

 Nick Translation Kit（32-801300, Abbott）のプロトコールに従ってラベリングした。Kitを

使用しない場合には、E. coil DNA polymerase I（5 U/μl, 2130A, TaKaRa）と RNase free 

Recombinant DNase I（5 U/μl, 2270A, TaKaRa）を用いて Enzyme Mix を自作してラベリング

を行った。標識は Orange-dUTP（02N33-050, Abbott）, Green-dUTP（02N32-050, Abbott）, 

Red-dUTP（02N34-050, Abbott）および Cy5-dUTP（PA55022, GE-healthcare）を用いたダイレ

クトラベルで行った。これら dUTP は 10×dNTP mix（Table 22）に調整して用いた。 

 

（A）Nick Translation Kit（32-801300, Abbott） 

 BAC-DNA 500 ngあたり反応液量は 25 μl（Table 23）でラベリングを行った。10×dNTP Mix

は high（Table 22）を使用した。反応液を調整した後、サーマルサイクラー（PCR Thermal Cycler 

Dice, TaKaRaもしくは PCR System 9700, GeneAmp®）を用いて 15°C で 5 時間反応後、10 分

間 70°C 処理して反応を停止させた。 

 

（B）自作 Enzyme Mix 

 RNase free Recombinant DNase I（5 U/µl, 2130A, TaKaRa）を DNase I dilution buffer（Table 24）

を氷上で穏やかに混合し、DNase I を 0.1 倍に希釈する。希釈済み DNase I と E. coil DNA 

polymerase I（5 U/µl, 2270A, TaKaRa）を氷上で Enzyme Mix buffer（Table 25）と穏やかに 5~10

回ピペッティング混合し、Enzyme Mix とした（Table 26）。これらは使用時まで-20°C で保

管した。BAC-DNA 500 ng あたり、25 µlの反応液量（Table 27）でラベリングを行った。10

34



×dNTP Mixは normal（Table 22）を使用した。反応液を調整した後、サーマルサイクラー

（PCR Thermal Cycler Dice もしくは TaKaRa; PCR System 9700, GeneAmp®）を用いて 15°C

で 5時間反応後、10 分間 70°C 処理して反応を停止させた。 

 

6．FISH 

（A）プレパラートの処理と染色体の変性 

-20°C に保存された染色体標本（プレパラート）を 70%、80%、100% EtOHにそれぞれ 30

秒通して完全に風乾させた。その後、Denature buffer（Table 27）200 μlをアプライし、24×

50 mm のカバーガラス（24501, MATSUNAMI）を被せて 72°C の Heating plate（HP-4530 ア

ズワン）上で 3分 30 秒染色体を変性させた。反応終了後、速やかにカバーガラスをスナッ

プにてはずし、コプリンジャーに入れた-20°C の 70% EtOH に浸けて急冷し、常温の 80%、

100% EtOH にそれぞれ 30秒ずつ通して完全に風乾した。 

 

（B）プローブ DNAの変性 

スライド 1 枚につき、ダイレクトラベルしたプローブ DNA は各 250 ng ずつ用いた。コ

ンペティターとして超音波破砕した各昆虫体のゲノム DNA 2~10 μg と 25 μg 

Deoxyribonucleic acid, single stranded, from salmon testes（D9156-1ML, SIGMA-ALDRICH）を

混合し、全体溶液量の 0.1倍量の 3 M酢酸ナトリウムを加えて混合した。2.5倍量の 100 % 

EtOH を加え、遠心（15,000 rpm, 20min, 4°C）にてエタノール沈殿を行い、上清を除去した。

ペレットに 70% EtOHを 200 μl加えリンスして、遠心（14,000 rpm, 10 min, 4°C）後、上清を

除去した。ペレットを 37°C にて 5 分間風乾した。5 μl のホルムアミド（F7503, 

SIGMA-ALDRICH）を加え、室温で 30分間Micro Mixer E-36（TAITEC）を用いて振盪懸濁

した。ペレットの溶解を確認後、5 μlの 20% dextran sulfate（SIGMA-ALDRICH）を加え、

30 分間Micro Mixer E-36（TAITEC）を用いて振盪混合した。このプローブ溶液を 90°C で 5

分間処理して熱変性させ、5 分間以上氷中にて急冷した。プローブ溶液は使用前に遠心

（14,000 rpm, 2 min, 4°C）し、沈殿を除いて以下の通り使用した。 

 

（C）Hybridization 

変性させたプレパラートに上記プローブ溶液をアプライし、24×32 mm のカバーガラス

を被せた。カバーガラスの周囲をペーパーボンド（KOKUYO）で固定し、2×SSC もしくは

滅菌水で湿度を保った密閉容器に入れ、37°C で 72 時間程度ハイブリダイズを行った。2×

SSCは 20×SSCを滅菌水で希釈して調整した（Table 29）。 

 

（D）Post hybridization washとプレパラートのカウンター染色 

ハイブリダイズしたプレパレーションから、ペーパーボンドをはがしてカバーガラスを

はずし、常温の 1% Triton-X/0.1×SSC溶液にて数分間洗浄後、ウォーターバスで 62°C に温
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めた 1% Triton-X/0.1×SSC 溶液で 5分間処理した。その後、常温の 2×SSC溶液に数分通し

た後、20 μlの DAPI含有 Anti-fade（Table 30）をスライドにアプライした。24×32mmのカ

バーガラスを被せて余分な液体を押しだした後、透明なマニキュアでカバーガラスを固定

した。 

 

（E）リプローブ 

同一のスライドに再度 FISH を行うリプローブは、Shibata et al（2009）の鱗翅目昆虫にお

けるリプローブ法を改変して行った。2×SSCに数分間通してカバーガラスのマニキュアと

カバーガラスをはがした後、4%パラホルムアルデヒドで 10分間ポストフィックスを行った。

その後、上記（A）～（D）と同様の処理を行った。また、リプローブ 3回目以降あるいは、

染まりの悪いプレパラートに関しては、2×SSC に数分間通してマニキュアとカバーガラス

をはがした後、70°C のリプローブ液（1 % TritonX-100/0.1×SSC/50% formamide）で 10分間

処理し、滅菌水でリンス後、4%パラホルムアルデヒドで 10分間ポストフィックスを行った。

2×SSCで リンスを行った後、（A）～（D）と同様の処理を行った。 

 

（F）顕鏡と画像解析 

FISH を行ったプレパラートは、蛍光顕微鏡 DM6000B（Leica）を用いてフィルターセッ

ト A4（DAPI 用）、N3（Orange-dUTP 用）、L5（Green-dUTP 用）、SP2（Red-dUTP 用）、Y5

（Cy5-dUTP 用）にて特異蛍光を検出し観察した。画像は、白黒 CCDカメラ（DFC350 FX, 

Leica）と RS Image（LAS AF ver.1.8.0）により、DAPI蛍光、Cy5 蛍光、Orange 蛍光、Green

蛍光、Red蛍光をそれぞれデジタル化して保存した。保存した画像は、Adobe photoshop CS6

により画像解析を行った。Red 蛍光と Orange 蛍光の波長が近いため、本研究の一部の画像

では Redのシグナルが Orangeにリークしている場合があった。 
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Table 20 Composition of Ephestia kuehniella Ringer solution 

 

Table 21 Composition of Lysis buffer 

1 M Tris-HCl (pH 8.0) 1 ml 

0.5 M EDTA (pH 8.0) 2 ml 

10 % SDS 5 ml 

 adjust the volume to 50 ml with distilled water 

 

Table 22 Composition of dNTP Mix  

10×dNTP Mix for labelling (high) 

2.5 mM dATP 5 µl 

2.5 mM dCTP 5 µl 

2.5 mM dGTP 5 µl 

2.5 mM dTTP 1.8 µl 

fluorochrome-dUTP 8 µl 

adjust the volume to 50 µl with distilled water 

10×dNTP Mix for labelling (normal) 

2.5 mM dATP 5 µl 

2.5 mM dCTP 5 µl 

2.5 mM dGTP 5 µl  

2.5 mM dTTP 3.4 µl 

fluorochrome-dUTP 4 µl 

adjust the volume to 50 µl with distilled water 

 

  

NaCl  (和光純薬 191-01665) 9 g 

KCl  (和光純薬 163-03545)                                     0.42 g 

NaHCO3  (和光純薬 031-00435) 0.2 g 

CaCl2・2H20  (和光純薬 031-00435) 0.33 g 

Sterilized miliQ water                     1 L 
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Table 23 Composition of labeling reaction mix for Nick Translation Kit (Abbott) 

Direct labeling (Abbott) 

Template DNA 500 ng 

10×dNTP Mix (high)* 2.5 µl 

10×Nick Translation buffer 2.5 µl 

Enzyme Mix 5 µl 

adjust the volume to 25 μl with distilled water 

*see Table 22 

 

Table 24 Composition of DNase I dilution buffer 

1 M Tris (pH7.5)  (和光純薬 207-06275) 2 ml 

5 M NaCl  (和光純薬 191-01665) 1 ml 

10 mM CaCl2  (和光純薬 031-00435) 1 ml 

Glycerol  (和光純薬 075-00616) 50 ml 

adjust the volume to 100 ml with distilled water 

 

Table 25 Composition of Enzyme Mix buffer 

Glycerol  (和光純薬 075-00616) 5 ml 

1 M Tris (pH 7.5)  (和光純薬 207-06275) 500 µl 

1 M MgCl2  (和光純薬 135-00165) 100 µl 

1 mM DTT  (Roche 604927) 1 ml 

BSA (5 mg/ml)  (TaKaRa 1600) 1 ml 

Distilled water 280 µl 

 

Table 26 Composition of Enzyme Mix 

DNase I (0.5 U/µl)  (TaKaRa 2270A) 1.2 µl 

DNA polymerase I (5 U/µl) (TaKaRa 2130A) 20 µl 

Enzyme Mix buffer (Table 24) 78.8 µl 
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Table 27 Composition of labeling reaction for own dispensed enzyme mix 

Direct labeling (self-supplied) 

Template DNA 500 ng 

dNTP mix* 2.5 µl 

10×Nick Translation buffer 2.5 µl 

Enzyme Mix (Table 25) 2.5 µl 

adjust the volume to 25 µl with distilled water 

*see Table 22 

 

Table 28 Composition of denature buffer 

Formamide  (和光純薬 068-00426) 140 µl 

20×SSC (Table 28) 20 µl 

Distilled water 40 µl 

 

Table 29 Composition of 20×SSC (pH7.0) 

NaCl  (和光純薬 191-01665) 175.3 g 

sodium citrate  (和光純薬 191-01785) 88.2 g 

 adjust the volume to 1 L with distilled water 

 

Table 30 Composition of Anti-fade with DAPI 

DABCO  (SIGMA D2522-25G) 0.233 g 

1 M Tris (pH 8.0)  (和光純薬 207-06275) 200 µl 

D.W. 800 µl 

DAPI (1 mg/ml)  (SIGMA D9542) 10 µl 

Glycerol  (和光純薬 075-00616) 9 ml 
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結果 

 

 作製した染色体標本には、卵原細胞ならびに精原細胞の有糸分裂中期像が観察された。

ヒゲナガカワトビケラにおける雌の体細胞染色体数は 2n=25、雄の体細胞染色体数は 2n=26

であった（Figure 2）。ヒゲナガカワトビケラ雌の減数分裂前期パキテン期の染色体を観察し

た結果、他の多動原体型染色体構造を有する種と同様に染色体を区別できるような形態的

な差は乏しかった。しかしながら、他の ZO 染色体システムを持つ種と同様、Z染色体と特

定できる univalentが観察された（data not shown, Figure 4d参照）。 

カイコ同一染色体座乗の遺伝子に対応するヒゲナガカワトビケラオルソログを持つ

BAC-FISH マッピングを行ったところ、カイコとヒゲナガカワトビケラ間には、鱗翅目昆虫

間のような染色体対応関係が存在しないことが示唆された（data not shown）。そこで、カイ

コで開発されたリプローブ法（Shibata et al 2009）を適応して、ヒゲナガカワトビケラ雌の

同一パキテン核に合計 8回の FISH を繰り返した（Figure 3a-h）。その結果、Z染色体と 1つ

の常染色体対を除いた 11 対の常染色体にそれぞれシグナルが認められる BAC を特定した

（Table 31, Figure 3i）。性染色体を形態的な特徴で識別できる雌の染色体標本に対して、そ

れらの BAC プローブシグナルをアンカーとして仮のカリオタイピングを行った上で、新た

に BAC-FISH を行い、未同定常染色体と Zにマップされる BACを特定し、これらから選抜

した 16 BAC（Table 32）を用いて 3回 FISH を繰り返した（Figure 4a-c）。これらの画像を統

合して、毛翅目昆虫初のカリオタイピングが完成した（Figure 4d） 

 

考察 

 

 ヒゲナガカワトビケラの体細胞染色体数は、雌で 2n=25 雄で 2n=26 であり、雌の染色体

数が 1本少ないというこれまで研究された毛翅目昆虫（Makino and Kichijo 1934; Marec and 

Novák 1998; Lukhtanov 2000）と同様であった。これは、毛翅目昆虫の性染色体システムが

Z0/ZZ（雌/雄）であるとの結論（Traut and Marec 1996）と齟齬のない結果である。さらに、

雌減数分裂前期のパキテン核において、1つの univalentが認められたこと（Figure 4d）から

も雌 ZO 性染色体構成が支持された。 

本研究では目論み通り、鱗翅目昆虫の BAC-FISH 法を毛翅目昆虫のパキテン核に適用で

きた。ほとんどの鱗翅目昆虫において認められるような染色体の対応関係（Yasukochi et al 

2006; 2009; 2016; Pringle et al 2007; Van't Hof et al 2008; 2013; Beldade et al 2009; Yoshido et al 

2011b; Baxter et al 2011; Heliconius Genome Consortium 2012; Sahara et al 2013; You et al 2013）

があれば、第Ⅱ章第 2節で選抜したカイコオルソログがカイコと同様にマッピングできた。

しかしながら、従来使用してきた in silicoマッピングに準じた染色体の同定は不可能であっ

た。そのため、本研究では、新たなカリオタイピング手順として、 多数回に亘るリプロー

ビングを目指して、Shibata et al (2009)の方法の改良を行った。その結果、これまでカイコ以
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外ではタバコスズメガ（Yasukochi et al 2009）でそれぞれ 1回ずつの成功に留まっていたリ

プローブ回数を 7回まで可能とした（Figure 3）。こうした技術的イノベーションにより、本

研究においてヒゲナガカワトビケラの全染染色体に特定できたアンカーBAC（Table 32）を

プローブとして、3 回の FISH を繰り返すことで、毛翅目昆虫において初のカリオタイピン

グに成功した（Figure 4）。 

これにより、カリオタイプを行った上でカイコオルソログをもつ BAC をプローブとした

FISH によるチョウ目昆虫とヒゲナガカワトビケラの染色体比較マッピング研究（本章第 2

節）へと進展できる。ヒゲナガカワトビケラは鱗翅目昆虫に比べ、リプローブを行える回

数が多く、染色体数も比較的少ないことから最初の比較ゲノムマッピングに最適な種の一

つである。 
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Table 31 Stenopsyche marmorata  BACs were used for Figure 3

DDBJ accession BAC code
Bombyx mori

Linkage group

Bombyx mori  gene

code
labeled dye

LC381317 56I20 4 AY769270 Orange

LC381338 58F07 11 AF325211 Red

LC381316 65C08 4 NM_001134255.1 Cy5

LC381336 74D17 11(29) AK384105 Green

LC381347 61M07 15 AY769275 Red

LC381343 62E07 13 AK386724 Orange

LC381350 68N10 15 BGIBMGA003396 Green

LC381333 38D13 10 NM_001043764.1 Cy5

LC381313 65J17 3 BGIBMGA009007 Red

LC381312 81A19 3 DQ311399 Green

LC381325 07N23 8 NM_001046942.1 Red

- 37A15 24 AF513368 Orange

LC381375 56D05 24 DQ443196 Green

LC381326 56L04 8 AK386306 Cy5

LC381366 40N14 23 AK378894 Orange

LC381362 40P12 22 AY297158 Green

LC381369 46J08 23 DQ443272 Red

LC381364 66C17 22 BMgn004711 Cy5

LC381311 05J09 2 unidentified Orange

LC381310 57M19 Z NM_001043382.1 Green

LC381368 51H17 23 AK383230 Cy5

LC381361 65E17 21 AK385011 Red

LC381370 65M05 23(30) AK382720 Orange

LC381371 76D08 23(30) NM_001171915.1 Green

LC381358 11J14 19 NM_001170394.1 Cy5
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Table 32 Stenopsyche marmorata  BACs were used for Figure 4

Stenopsyche

marmorate

chromosome

DDBJ

accession
BAC code

Bombyx mori

Linkage group

Bombyx mori

gene code
labeled dye

6 - 37A15 24 AF513368 Orange

12 LC381366 40N14 23 AK378894 Orange

2 LC381369 46J08 23 DQ443272 Orange

1 LC381327 53G06 8 AK382309 Green

2 LC381375 56D05 24 DQ443196 Green

10 LC381347 61M07 15 AY769275 Red

9 LC381316 65C08 4 AB451529 Cy5

6 LC381336 74D17 11 AK384105 Orange

8 LC381362 40P12 22 AY297158 Green

11 LC381317 56I20 4 AY769270 Orange

4 LC381338 58F07 11 AF325211 Red

3 LC381343 62E07 13 AK386724 Orange

7 LC381364 66C17 22 BMgn004711 Cy5

3 LC381312 81A19 3 DQ311399 Orange

5 LC381385 38D20 5 AK381997 Orange

Z LC381309 64C13 Z AK379027 Cy5

Used BACs for

the third FISH

Used BACs for

the second FISH

Used BACs for

the first FISH
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第 2節 BAC-FISH マッピング 

 

本章の第 1 節において、ヒゲナガカワトビケラのカリオタイピングに成功した。その研

究過程で、鱗翅目昆虫種間に認められるようなゲノムワイドな染色体対応関係が、鱗翅目

昆虫とヒゲナガカワトビケラ間には存在しない可能性が示唆された。しかしながら、特定

の染色体間や染色体の一部の対応関係（いわゆるマイクロシンテニー）が認められる可能

性は大いにある。そこで、本節において第Ⅱ章でセレクションしたすべての BAC を FISH

マッピングすることで、鱗翅目昆虫との網羅的な染色体比較を行った。 

 

材料と方法 

  

1．カリオタイピング済み染色体標本の作製 

第 1節で特定した、各染色体にシグナルを示す BAC を用いて、ヒゲナガカワトビケラの

カリオタイピングを行った。FISH は第 1節で示した方法と同様に行った。 

 

2．リプローブによる新規 BAC のマッピング 

 カリオタイピングされた染色体標本に、マップされる染色体が不明な BAC プローブを用

いたリプロービングを行うことで、セレクションした全 BAC のマップされる染色体を特定

した。 

 

3．BAC-FISH マッピング 

 同一の染色体にマップされる BAC を用いて、FISHマッピングを行うことで、マップされ

る染色体座上位置の特定を行った。また、同一染色体に 5 BAC プローブ以上がマップされ

る場合は、リプロービングを行い、全 BACの染色体座上位置関係を特定した。 

 

4．画像解析 

 同一染色体に 5 BAC プローブ以上マップされたものは、同色によるシグナルの誤認識を

防ぐために、用いた標識 dUTP（赤、黄、緑、マゼンタ）とは異なる疑似カラーを用いた（Adobe 

phtoshop CS6）。使用した疑似カラーは、シアン、イエローオレンジ（明）、RGBブルー、パ

ステルマゼンタ、イエローグリーン（明）、マゼンタレッド（明）である。 
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結果 

 

 選抜された 81 BAC クローンに加えて、カイコ Z遺伝子オルソログを含む 6 BACsを特定

した（Table 33）。これらのうち、同一のオルソログを含む他の BACが存在した 63I06と 43L09

を除く、85 BAC クローンを用いて FISH マッピングを行った。41E21 と 43G12 は、2 つの

染色体にシグナルが認められた（data not shown）。また、44L05は、特定の染色体にシグナ

ルを示さず、すべての染色体に散在するシグナルが認められた（data not shown）。これらの

3 BACsは、特異的なシグナル位置を特定できないため、解析から除外した。その他、76 BAC

プローブは特定の染色体に特異的なシグナルを示した。よって、82 BACsによる FISH マッ

ピング結果から、鱗翅目昆虫との染色体対応関係を比較した（Figure 5, Table 33）。使用した

プローブには、カイコ第六染色体の遺伝子オルソログを含む BAC が含まれない。カイコ第

二、第十四、第十六、第二十および第二十六染色体の遺伝子オルソログを含む BAC は各 1 

BAC であった。カイコ遺伝子オルソログの座乗染色体を鱗翅目昆虫染色体の基本数である

n=31 に当てはめて考えると、さらに、鱗翅目昆虫の第十一染色体の遺伝子オルソログを持

つ BAC も 1つしかないことになる。 

 BAC-FISH マッピングにより、カイコとの染色体対応関係が示唆された領域は、ヒゲナガ

カワトビケラ第 1染色体（Chr1）の 07N23（赤）と 53G06（緑）のシグナル間（Figure 5: Chr1）

とカイコ第八染色体の 7.0 Mbと 10.02 Mb、第 2染色体（Chr2）の 70B18（パステルマゼン

タ）と 26D04（シアン）のシグナル間（Figure 5: Chr2）とカイコ第七染色体 7.58 Mb と 9.18 

Mb、第 3染色体（Chr3）の 64F12（マゼンタ）と 62E07（緑）のシグナル間（Figure 5: Chr3）

とカイコ第十三染色体の 0.96 Mb と 1.82 Mb ならびに第 5染色体（Chr5）の 63E05（赤）と

56C04（緑）のシグナル間（Figure 5: Chr5）とカイコ第十三染色体の 5.35Mbと 10.92Mbの

領域であった。ただし、ヒゲナガカワトビケラ Chr5の近接する領域は、約 5.58 Mbのスパ

ンが物理的に存在し得ないことから、対応関係は存在しないと結論付けた。 

 カイコ性染色体（Z染色体）に座乗する遺伝子オルソログをもつ 8 BACsをプローブとし

た FISH の結果、7 プローブは、ヒゲナガカワトビケラ Z 染色体にマップされた。カイコ Z

染色体の約 8.04 Mb に位置する IDGF のオルソログを含む 57M19は、ヒゲナガカワトビケ

ラの第 9染色体にマッピングされた（Figure 5: Chr9, 緑シグナル）。 

上記の染色体以外に、カイコ第九、第十一、第十五、第十七、第十九、第二十一、第二

十二、第二十三および第二十五染色体の遺伝子オルソログを含む複数 BACプローブが、ヒ

ゲナガカワトビケラの同一染色体にマップされた（Figure 5）。しかしながら、連続したオル

ソログを含む BACの一部が異なる染色体にマップされるものや、異なる染色体に対応する

オルソログを持つ BACがシグナル間にマッピングされたため（Table 33参照）、コリニアリ

ティーの存在は否定された。 
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考察 

  

 本研究では、これまでの成果に基づき毛翅目昆虫と鱗翅目昆虫における初の染色体比較

が達成された（Figure 5）。カイコ第十三染色体の 2遺伝子オルソログは、シンテニーブロッ

クとしてヒゲナガカワトビケラ Chr3 にマップされたが、シンテニーブロックとは考えられ

ない形での 2オルソログが Chr5にマップされた。また、カイコ第八および第七の別の遺伝

子オルソログに対応するヒゲナガ BAC プローブ（56L04、66H01 および 38L02）も Chr10、

Chr6および Chr1にマップされた（Figure 5）。つまり、いくらかの領域にはカイコとヒゲナ

ガカワトビケラ間に対応するブロックが存在するものの染色体全体に対応関係が認められ

る常染色体は無いと結論できる。一方、カイコ Z 染色体の遺伝子オルソログに対応する 8

つの BAC プローブは、1 つを除きすべてヒゲナガカワトビケラ Z 染色体にマップされた

（Figure 5: Z, Table 33）。Fraïsse et al（2017）によって、3種の鱗翅目昆虫（Cameraria ohridella、 

Nemophora degeerella、Triodia sylvina）におけるゲノムシーケンス比較が行われ、雌雄間の

シーケンス深度から Z 染色体座上遺伝子が推測されている。解析された種で最も祖先的な

T. sylvinaとカイコとの比較で、カイコ Z染色体に座上する遺伝子の約 72 %（93/129）が T. 

sylvineの Z染色体に座上し、残りの 28 %（36/129）は常染色体に対応すると推測されてい

る。また、T. sylvineにおいて Z染色体に座上すると推測された遺伝子のうち、約 64 %（93/138）

がカイコの Z染色体に対応し、残り 36 %（45/138）は常染色体に対応する遺伝子とされた。

本研究の解析では、カイコの Z染色体に座上している遺伝子のうち約 12.5 %（1/8）がヒゲ

ナガカワトビケラの常染色体に対応し、ヒゲナガカワトビケラの Z 染色体に座上している

オルソログは 100 %（7/7）カイコの Z染色体に対応した（Figure 5）。より祖先的なヒゲナ

ガカワトビケラの方が、T. sylvina よりもマクロなカイコ Z 染色体との対応関係が示された

ことになるが、解析遺伝子数に差があり、更なる検証が必要である。 

本節の研究からヒゲナガカワトビケラと鱗翅目昆虫種には、鱗翅目昆虫種間で認められ

るゲノムワイドな染色体対応関係は存在しないことが明確になった。しかし、カイコの第

六染色体に座乗する遺伝子オルソログに関しては、全くマップしていないか、単独に留ま

っているため、さらなる詳細を追求するならば追加の研究が必要である。また、マイクロ

シンテニックな領域については、DNA 配列を比較検証することで詳細を明らかにする必要

がある。 
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第 3節 チャバネヒゲナガカワトビケラへのクロスハイブリダイゼーションマッピング 

 

ヒゲナガカワトビケラ（Stenopsyche marmorata）の同属別種であるチャバネヒゲナガカワ

トビケラ（S. sauteri）は、北海道を除く日本全国に分布し、ヒゲナガカワトビケラと同所的

に生息していることが多い種である（http://mizukoku.nilim.go.jp/ksnkankyo/index.html）。2 種

間の形態的特徴は類似しているが、幼虫期は前肢基節にある突起の基部側の長短ならびに

額頭楯正中線に沿った細長い斑紋の有無で種同定が可能である（津田・赤木 1962）。また、

蛹と成虫に関しては距式で区別することができる（野崎 1986）。 

鱗翅目昆虫 BAC プローブを用いたクロスハイブリダイゼーションは、近縁種において可

能である（Yasukochi et al 2009; 2016）。毛翅目昆虫の近縁種間において、同一の BACプロー

ブを使用することができれば、複数種の解析が単一の BACライブラリーで可能となり、染

色体進化に対する研究に寄与する。本節では、チャバネヒゲナガカワトビケラ染色体に対

して、ヒゲナガカワトビケラ BACプローブのクロスハイブリダイゼーションが可能である

ことを示すとともに、2種間の染色体比較を行った。 

 

材料および方法 

 

1．供試昆虫 

 本節に用いたチャバネヒゲナガカワトビケラは 2013 年 5～6 月と 2015 年 5～7 月に盛岡

市上ノ橋付近の中津川付近にて、ヒゲナガカワトビケラとともに採集された個体を用いた。

幼虫は、津田・赤木（1962）に従い、前肢基節にある突起が基部側の方が短く、額頭楯正

中線に沿った細長い斑紋が無い個体をチャバネヒゲナガカワトビケラとした。蛹と成虫に

関しては野崎（1986）に従って、前肢の距式が 0-4-4の個体をチャバネヒゲナガカワトビケ

ラ雌、2-4-4の個体を同雄とした。 

 

2．染色体標本作製 

 チャバネヒゲナガカワトビケラにおける染色体標本作製の適時は、雄が終齢幼虫か蛹に

なる直前の体長が短縮化して各体節が太くなった個体、雌が終齢幼虫の短縮化する直前の

個体であった。作製方法は、本章の第 1節 2．染色体標本作製に記載した方法と同様である。 

 

3．クロスハイブリダイゼーションマッピング  

FISH にはヒゲナガカワトビケラの BACプローブを用いて、同種もしくはチャバネヒゲナ

ガカワトビケラの gDNAから作製したコンペティターを用いた。その他の手順は、本章第 1

節に記載した方法を用いた。 
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結果 

 

 チャバネヒゲナガカワトビケラの染色体標本に対して試行した、ヒゲナガカワトビケラ

の BAC-DNAがクロスハイブリダイゼーションすることが確認された（data not shown）。ヒ

ゲナガカワトビケラとチャバネヒゲナガカワトビケラ間の染色体対応関係を明らかとする

ために、58 BAC プローブ（Table 34）を用いたクロスハイブリダイゼーションマッピング

を行った。ヒゲナガカワトビケラで同一染色体にマップされる BACプローブは、チャバネ

ヒゲナガカワトビケラでも同一染色体にシグナルが認められた（Figure 6）。しかしながら、

第 1染色体と Z染色体にマップされた BACプローブの順序と染色体位置が両者で異なる場

合が認められた。第 1染色体に関しては、ヒゲナガカワトビケラは 38L02（黄）、38D13（マ

ゼンタ）、07N23（赤）、53G06（緑）の順序にマップされている（Figure 5: Chr1）のに対し、

チャバネヒゲナガカワトビケラは 38D13（マゼンタ）、38L02（黄）、53G06（緑）、07N23（赤）

の順序でマップされた（Figure 6: Chr1）。これは、染色体の上半部と下半部がそれぞれの順

序が逆転した関係にある。ヒゲナガカワトビケラ Z染色体には、38B18（赤）、65L07（シア

ン）、64C13（緑）、59P21（イエローオレンジ）、38O03（マゼンタ）、55F13（黄）の順序で

マップされた（Figure 5: Z Chr）が、チャバネヒゲナガカワトビケラでは、38B18（赤）と

65L07（シアン）の間に 55F13（黄）がマップされ、38O03（マゼンタ）と 59P21（イエロー

オレンジ）の順序が反対にマップされた（Figure 6: Z Chr）。 

 

考察 

 

 ヒゲナガカワトビケラの BACプローブを用いたチャバネヒゲナガカワトビケラのクロス

ハイブリダイゼーションマッピングより、鱗翅目昆虫において確認される近縁種間のクロ

スハイブリダイゼーションを用いた FISH マッピング、特に同属別種間に関しては、毛翅目

昆虫でも可能であることが示された。日本にはヒゲナガカワトビケラとチャバネヒゲナガ

カワトビケラ以外に、シロアシヒゲナガカワトビケラ（S. pallens）とオキナワヒゲナガカワ

トビケラ（S. shimidi）の 2種が生息し、また、アジアに生息する S. formosana、S. tienmushanensis、

S. laminata、S. simillis、S. himarayama、S. bergeriの 6種はチャバネヒゲナガカワトビケラよ

りヒゲナガカワトビケラに近縁だと推測されている（Saito et al 2018）。チャバネヒゲナガカ

ワトビケラは、日本に生息するヒゲナガカワトビケラ属の種の中で、ヒゲナガカワトビケ

ラと最も遠縁関係にある種とされる（Saito et al 2018）。本研究結果と系統関係を考慮すると、

ヒゲナガカワトビケラ BAC プローブを用いることで、Stenopsyche 属すべての種に対して、

同様のクロスバイブリダイゼーションマッピングを行い、染色体比較することで、近縁種

間における染色体進化と種形成の関係性が解明されるかもしれない。 

クロスハイブリダイゼーションマッピングより、両種の染色体にはコリニアリティーが

認められた（Figure 6）。また、11 対の常染色体間にはリアレンジメントも確認されず、シ
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ンテニーが認められた。一方、第 1 染色体間および Z 染色体間には、オルソログ配置に相

違があった。鱗翅目昆虫間におけるオルソログマッピングの結果、Z染色体間にはリアレン

ジメントが比較的多く確認される（Yasukochi et al 2009; Sahara et al 2013; Van’t Hof et al 2013）。

これらの結果は、別属の種間比較結果である。本研究では、同属別種間のオルソログ配置

変異が検出されており、毛翅目昆虫では、鱗翅目昆虫に比べ染色体変異が起きやすい可能

性は否定できない。特に、性染色体は常染色体に比べ、突然変異の蓄積率が理論上高くな

るため、他の染色体と比べ変異が多いと推測されている（Miyata et al 1987; Ellegren and 

Fridolfsson 1997）。植物の Helianthus の一種においては、染色体逆位が種形成に関与したと

考えられており（Barb et al 2014）、本研究の 2種間においても Z染色体の変異が種分化に関

与している可能性がある。 

一方、常染色体である第 1 染色体間のリアレンジメントは、鱗翅目昆虫種の比較で認め

られるように例外的なのか否かについては、より詳細な検討が必要と考えられる。こうし

た常染色体の変化が、染色体進化や種形成においてどのような役割を持っているかは、座

上遺伝子の解析や変異領域の特定が求められ、さらなる分子遺伝学的解析と生態学的な解

析に必要である。また、同種別個体間での染色体比較結果を踏まえた更なる解析の必要も

ある。 
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BAC code
S. marmorata

chromorome

Signal order on S.

marmorata  chromosome

S. sauteri

chromosome

Signal order on S.

sauteri  chromosome

labeled

dye*

pseudo-

color**

38L02 1 1 1 2 O Y
38D13 1 2 1 1 C5 M
07N23 1 4 1 4 R R
53G06 1 5 1 3 G G
76D08 2 1 2 1 O G
52E13 2 2 2 2 G M
26D04 2 3 2 3 C5 C
63P18 2 4 2 4 O B
70B18 2 5 2 5 G PM
46J08 2 6 2 6 R O
77M23 2 7 2 7 R YO
56D05 2 8 2 8 C5 R
81A19 3 1 3 1 G Y
64F12 3 2 3 2 R M
62E07 3 3 3 3 C5 G
60F18 3 4 3 4 O R
65M23 4 3 4 1 G G
83B02 4 5 4 2 C5 C
58F07 4 7 4 3 R R
66P21 4 8 4 4 O YO
38D20 5 1 5 1 G C
56C04 5 2 5 2 G G
44C17 5 4 5 3 C5 Y
75K23 5 5 5 4 C5 M
43I22 6 1 6 1 G G
81H06 6 3 6 2 R Y
05J09 6 4 6 3 O C
66H01 6 5 6 4 C5 B
43H13 7 1 7 1 O M
66C17 7 2 7 2 G R
83B04 7 3 7 3 C5 G
65A23 8 2 8 1 C5 MR
65A08 8 3 8 2 O R
68N10 8 4 8 3 G YO
74D11 8 7 8 4 R YG
57M19 9 1 9 1 O G
65E17 9 2 9 2 R Y
70H22 9 3 9 3 C5 M
65C08 9 4 9 4 G C
43O23 9 5 9 5 C5 R
75J17 10 1 10 1 G C
63I03 10 2 10 2 O Y

65M05 10 3 10 3 G G
61M07 10 4 10 4 R R
64P23 10 5 10 5 O YO
56L04 10 6 10 6 C5 M
65J17 11 1 11 1 O R
56I20 11 2 11 2 G Y
40N14 12 1 12 1 R Y
60G04 12 2 12 2 C5 M
47J20 12 5 12 3 G YO
40B04 12 9 12 4 O R
38B18 Z 1 Z 1 O R
65L07 Z 2 Z 3 G C
64C13 Z 3 Z 4 O G
59P21 Z 4 Z 6 C5 YO
38O03 Z 5 Z 5 C5 M
55F13 Z 6 Z 2 G Y

* O＝Orange-dUTP, G=Grean-dUTP, C5=Cy5-dUTP, R=Red-dUTP,
** Y=yellow, M=Magenta ,C=Cyan, B=Blue, YO=Yellow Orange, PM=Pastel Magenta
      MR=Magenta Red, YG=Yellow Grean 

Table 34 S. marmorata BACs were used for Cross-hybridization mapping of Stenopsyche sauteri

56



57



第Ⅳ章 ヒゲナガカワトビケラにおける個体間の染色体変異解析 

 

 ヒゲナガカワトビケラは、遡上飛行する特性（西村 1987）から、ダム上下間における遺

伝的分化の評価として利用されている（渡辺・大村 2005）。また、DNA 多型マーカーを用

いた集団間変異の研究でも、その遺伝的多様性が確認されている（渡辺ら 2009; Yaegashi et 

al 2014）。鱗翅目昆虫においては、同一種内において地理的隔離で染色体変異が確認されて

おり、地域ごとに異なる染色体構成を有する種が存在する（Yoshido et al 2011a; 20011b; 2013）。

種内における行動や形態の違いと染色体変異の関係性は紐づけられ（Wellenreuther and 

Bernatchez 2018）、集団内には多くの染色体変異が存在すると推測される。特に、水生昆虫

は、陸上生活をする昆虫と異なり、生息域を大きく変えることができないため、環境変化

に適応するには、遺伝的多様性を高く維持する必要があると推測される。ところが、水生

昆虫、特に毛翅目昆虫において染色体変異の検証を行おうとした場合、染色体の同定が行

われていなかったという問題があった。 

本研究によって確立した BAC-FISH 法によって、こうした問題が払拭され、同一集団内

の複数個体から作製した染色体標本を用いた解析を行うことが可能となった。ヒゲナガカ

ワトビケラ（Stenopsyche marmorata）とチャバネヒゲナガカワトビケラ（S. sauteri）の染色

体比較より、染色体リアレンジメントが推測された第 1 染色体を対象に、ヒゲナガカワト

ビケラに対して、BAC-FISH 法による毛翅目昆虫初の染色体変異解析を行った。本章におい

ては、同種内における染色体変異について検証をおこなった。第 1 節では、チャバネヒゲ

ナガカワトビケラとの間に変異が認められた第 1 染色体を対象とした。第 2 節では、それ

以外の常染色体に対して検証を行った。 

 

第 1節 第 1染色体における染色体変異解析 

 

 これまでの研究成果として毛翅目昆虫における BAC-FISH 法が確立したため、染色体同

定と染色体比較が可能となった。本節では、前章第 3 節において近縁種間の染色体リアレ

ンジメントの検出されたうち第 1 染色体を対象に、ヒゲナガカワトビケラ個体群間と同一

集団内の比較を行った。 

 

材料および方法 

 

1．供試昆虫 

 本節の研究に用いたヒゲナガカワトビケラ（S. marmorata）は、2008年 6月に札幌市南区

豊滝の盤の沢川および 2013年 5~6月に盛岡市上ノ橋付近の中津川で採集した幼虫と蛹であ

る。 
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2．ヒゲナガカワトビケラ第 1染色体の染色体変異解析 

 ヒゲナガカワトビケラの第 1染色体にシグナルを示す 4 BAC プローブを同一集団内の複

数個体に対して BAC-FISH マッピングした。BAC-FISH は、第Ⅲ章第 1 節 4～6．に記述し

た方法に従った。 

 

結果 

 

 盛岡市中津川で 2013 年 5 月 17 日に採集した 9個体と、2013 年 6 月 4 日に採集した 2個

体の計 11個体によるマッピングパターンの比較より、第 1染色体には 2つの染色体パター

ンが確認された（Figure 7, Table 35）。7個体は、第Ⅲ章第 2節 Figure 5の Chr1と同一なマッ

ピングパターンで、38L02（黄）、38D13（マゼンタ）、07N23（赤）、53G06（緑）の順にマ

ップされた。38D13 と 07N23 の中間あたりは強く DAPI 染色されたヘテロクロマチン部位

を伴う nucleolar organizer region（NOR）が確認された。相同染色体間でも同一のシグナルパ

ターン（aa）と表記されるこれらを A パターンとした（Figure 7: A Pattern (aa)）。4個体は、

07N23（赤）と 53G06（緑）のシグナルがそれぞれの相同染色体間で異なる（ba）ヘテロ対

と認識され、これらを Bパターン（Figure 7: B Pattern (ba)）とした。 

札幌市盤の沢川にて採集した 3個体のうち、2個体は Aパターンを示した（Table 35）。1

個体は、38L02（黄）と 38D13（マゼンタ）のシグナルがそれぞれの相同染色体間で異なる

（ca）ヘテロ対と認識され、これを Cパターンとした（Figure 7: C Pattern (ca), Table 35）。 

 

考察 

 

 ヒゲナガカワトビケラ第 1 染色体には、札幌と盛岡の個体群間で同一パターンの染色体

対（A パターン）を共有した他に、それぞれ異なる逆位の生じた染色体が認められた（Figure 

7, Table 35）。姉妹系統関係にある鱗翅目昆虫の同種内における染色体逆位の事例として、シ

ロオビアゲハ（Papilio polytes）の雌ベイツ型擬態の有無（Nishikawa et al 2015）、ヨーロッ

パアワノメイガ（Ostrinia nubilalis）の生殖隔離（Kozak et al 2017）など重要な多様性をもた

らす例が知られる。また、鳥類の一種であるエリマキシギ（Calidris pugnax）は、染色体逆

位が、形態と生殖行動に大きな変化をもたすことが発見されている（Lamichhaney et al 2016; 

Küpper et al 2016）。 

ヒゲナガカワトビケラにおいて、通常とは異なる形態や行動が認められた報告はないた

め、本種においては生殖隔離や形態などの著しい変化には関係のない逆位である可能性も

否定はできない。また、ba や ca といったヘテロな形でのみ検出されたことから、bb や cc

ホモの適応度が極めて低い可能性もある。B や C パターンの染色体は、ヒゲナガカワトビ

ケラ集団からは排除されつつあるのかも知れない。では、何故、いまだ検出されるのか？

チャバネヒゲナガカワトビケラと配置がやや類似する C パターンは両者の種分化と何らか
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の関連性があるのかも知れない。ヒゲナガカワトビケラの第 1 染色体に座上している遺伝

子の機能推定や、変異領域付近の遺伝子の解析、ヒゲナガカワトビケラのフィールド観察

などさらなる研究蓄積により、こうした疑問の解決の突破口が見つかることを期待する。 
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Table 35 Mapping patterns of Stenopsyche marmorata chromosome 1

individual

number
collecting date sex* collecting site mapping pattern

19 2013.5.17 F Nakatsugawa, Morioka, Iwate, Japan B (ba)

20 2013.5.18 F Nakatsugawa, Morioka, Iwate, Japan A(aa)

21 2013.5.19 F Nakatsugawa, Morioka, Iwate, Japan B (ba)

23 2013.5.20 F Nakatsugawa, Morioka, Iwate, Japan A (aa)

24 2013.5.21 F Nakatsugawa, Morioka, Iwate, Japan A (aa)

25 2013.5.22 F Nakatsugawa, Morioka, Iwate, Japan A (aa)

26 2013.5.23 M Nakatsugawa, Morioka, Iwate, Japan B (ba)

27 2013.5.24 M Nakatsugawa, Morioka, Iwate, Japan A (aa)

28 2013.5.25 F Nakatsugawa, Morioka, Iwate, Japan A (aa)

29 2013.4.6 F Nakatsugawa, Morioka, Iwate, Japan B (ba)

30 2013.4.7 F Nakatsugawa, Morioka, Iwate, Japan A (aa)

9 2008.6.12 F Ban-no-sawagawa, Sapporo, Hokkaido, Japan A (aa)

14or15 2008.6.13 F Ban-no-sawagawa, Sapporo, Hokkaido, Japan A (aa)

18 2008.6.14 F Ban-no-sawagawa, Sapporo, Hokkaido, Japan C (ca)

* F: female, M: male
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第 2節 第 12染色体における染色体変異解析 

 

 第 1節においてヒゲナガカワトビケラの第 1 染色体には、2種類の逆位が確認された。他

の染色体にも同様な染色体の多様性が存在する可能性があるため、第 1 染色体と同様に

BAC-FISH 法による解析を行った。また、同属別種のチャバネヒゲナガカワトビケラにおい

ても、同様に検証した。 

 

材料および方法 

 

1．供試昆虫 

本節の研究に用いたヒゲナガカワトビケラ（S. marmorata）は、2008年 6月に札幌市南区

豊滝の盤の沢川ならびに 2013年 5~6月に盛岡市上ノ橋付近の中津川にて採集した幼虫と蛹

である。チャバネヒゲナガカワトビケラ（S. sauteri）は 2013年 5～6月と 2015年 5～7月に

盛岡市上ノ橋付近の中津川付近にて採集した幼虫を用いた。 

 

2．BAC-FISH によるヒゲナガカワトビケラ染色体変異解析 

 ヒゲナガカワトビケラの各染色体に、シグナルを示す 4 BAC プローブを複数個体に対し

て FISH マッピングした。BAC-FISH は、第Ⅲ章第 1節 4～6．に記述した方法に従った。ヒ

ゲナガカワトビケラ第 11 染色体は、シグナルを示す BAC プローブが 2 つしかないため、

本解析からは除外した。なお、染色体の多型が認められた第 12染色体の解析には、6 BAC

プローブとリプローブ法（第 III章第 1節）を使用した。 

 

3．チャバネヒゲナガカワトビケラにおける染色体変異解析 

 染色体の多様性が確認されたヒゲナガカワトビケラ第 1と第 12染色体に対応するチャバ

ネヒゲナガカワトビケラの染色体を解析対象とした。解析方法は、前述した BAC-FISH に

よるヒゲナガカワトビケラ染色体変異解析手法に準じて行った。つまり、第 III章第 3節の

チャバネヒゲナガカワトビケラへのクロスハイブリダイゼーションマッピング方法が用い

られた。 

 

結果 

 

 各染色体で盛岡市中津川にて採集したヒゲナガカワトビケラ 4 個体以上のマッピングパ

ターンの比較より、第 12染色体のみマッピングパターンに多様性が確認され、合計 8個体

の解析から 3つのマッピングパターンが認められた（Figure 8, Table 36）。詳細な染色体比較

を行うため 2 BACsを追加して、合計 6 BACプローブによるマッピング比較を行った。そ

の結果、1個体は第Ⅲ章第 2節 Figure 5の Chr12 と同一なマッピングパターンである、40N14
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（黄）、60G04（マゼンタ）、37E10（緑）、40C02（シアン）、51H09（青）、70E02（イエロー

グリーン）の順にマップされた。相同染色体間でも同一のシグナルパターン（xx）で表記

されるこれらを X パターン（Figure 8: X Pattern (xx)）とした。5個体には、40N14（黄）と

60G04（マゼンタ）および 38I12（パステルマゼンタ）から 40C02（シアン）のマップ位置

が逆転している逆位（yy）を持つ Y パターン（Figure 8: Y Pattern (yy)）が認められた。残り

の 2個体は、x染色体と y染色体がヘテロとなった Zパターン（Figure 8: Z Pattern (xy)）を

持っていた（Table 35）。札幌市盤の沢川にて採集した 3個体の解析では、3個体すべてが X

パターンであった（Figure 8: X Pattern (xx) , Table 36）。 

チャバネヒゲナガカワトビケラの第 1染色体は 3個体、第 12染色体は 5個体解析したが、

それぞれの染色体マッピング結果に多様性は認められなかった。 

 

考察 

 

ヒゲナガカワトビケラは、第 12染色体にも染色体変異が確認され、札幌と盛岡の個体群

間で同一のパターンの染色体対（X パターン）と盛岡個体群にしか認められない、Y と Z

パターンが認められた（Figure 8, Table 36）。第 1節で解析した第 1染色体と異なり、第 12

染色体は異なるパターンと相同なマッピングパターンになるには、最低でも 2 回の染色体

逆位が必要である。また、2種類の染色体は、いずれもホモ型対（Xと Y パターン）が存在

した。札幌個体群の解析個体数が 3 個体と少ないが、盛岡個体群で 8 個体中 1 個体しか確

認されない X パターンの個体しか確認されないことは、札幌個体群には y タイプ染色体が

存在していない可能性がある。また、現在の生息環境において y タイプ染色体がヘテロと

なる Zパターンを持ったとしても適応的でないのかも知れない。前者が正しいとすると、y

タイプ染色体は盛岡個体群のみに出現した可能性があり、このタイプの染色体をもつ個体

の適応度が高い可能性がある。 

リプローブを用いた本研究では、染色体多様性が認められた第 1と第 12染色体を個体内

で比較する事が可能である（Tables 35, 36）。第 1染色体がヘテロ対となったケースは限られ

たため、盛岡個体群の aタイプ対ホモ（A パターン）について第 12染色体のパターンを調

査した。その結果、X～Z全てのパターンが存在した。つまり、双方の染色体パターンに同

時に影響するような環境要因は考えられなかった。 

セイヨウミツバチ（Apis mellifera）において、高地と低地において特定の染色体変異パタ

ーンが蓄積する報告（Wallberg et al 2017）がある。ヒゲナガカワトビケラにおいても、上流

から下流まで広く個体群を解析することや、盛岡と札幌間にさらなる個体群を加えた多地

域で採集した個体の解析を行うことで、環境と染色体多様性の関係性を解析できる可能性

がある。 

 ヒゲナガカワトビケラの第 2～第10各染色体には、多様性が認められなかったことから、

少なくとも第 1、第 12 染色体は変異性に富む染色体であると言える。ヒゲナガカワトビケ
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ラ属の各種においてこれらの第 1と第 12染色体に対応する染色体のマッピングパターンの

みが変化しているならば、種形成において重要な染色体であると仮説することができた。

しかしながら、チャバネヒゲナガカワトビケラの解析により、この仮説は棄却された。よ

って、ヒゲナガカワトビケラのみに確認される染色体の特徴である可能性を考慮しなけれ

ばいけない。ヒゲナガカワトビケラは、約 200万年前にシロアシヒゲナガカワトビケラ（S. 

pallens）との共通祖先から、チャバネヒゲナガカワトビケラは約 700万年以上前に S. bergeri

との共通祖先から分岐したと推定されている（Saito et al 2018）。それぞれの、近縁種の第 1

と第 12染色体マッピング結果を得ることができれば、この可能性を検討できる。 
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Table 36 Mapping patterns of Stenopsyche marmorata  chromosome 12

individual

number
collecting date sex* collecting site mapping pattern

21 17.5.2013 F Nakatsugawa, Morioka, Iwate, Japan X (xx)

24 17.5.2013 F Nakatsugawa, Morioka, Iwate, Japan Y (yy)

25 21.5.2013 F Nakatsugawa, Morioka, Iwate, Japan Y (yy)

26 21.5.2013 F Nakatsugawa, Morioka, Iwate, Japan Y (yy)

27 21.5.2013 M Nakatsugawa, Morioka, Iwate, Japan Z (xy)

28 21.5.2013 M Nakatsugawa, Morioka, Iwate, Japan Z (xy)

30 4.6.2013 F Nakatsugawa, Morioka, Iwate, Japan Y (yy)

16 14.6.2008 M Ban-no-sawagawa, Sapporo, Hokkaido, Japan X (xx)

17 14.6.2008 M Ban-no-sawagawa, Sapporo, Hokkaido, Japan X (xx)

18 14.6.2008 F Ban-no-sawagawa, Sapporo, Hokkaido, Japan X (xx)

* F: female, M: male  
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第Ⅴ章 ホタルトビケラの BAC-FISH 法の確立 

 

序論 

 

 毛翅目昆虫はシマトビケラ亜目（Annulipalpia）、エグリトビケラ亜目（Integiripalpia）、ナ

ガレトビケラ亜目（Spicipalpia）の 3亜目に分類されているが、ナガレトビケラ亜目は、側

系統であることが疑われている（Kjer et al 2016）。第Ⅱ章から第Ⅳ章までは、主にシマトビ

ケラ亜目に属するヒゲナガカワトビケラ（Stenopsyche marmorata）とチャバネヒゲナガカワ

トビケラ（S. sauteri）を対象として染色体解析を行った。毛翅目昆虫の染色体進化と系統進

化を理解するには、別亜目に属する種の解析も必須である。よって、本章では、毛翅目昆

虫染色体研究をより発展させるべく、トビケラ類において最も進化的な種のひとつと考え

られるエグリトビケラ亜目ホタルトビケラ（Nothopsyche ruficollis）を対象とした BAC-FISH

マッピング研究を目論んだ。 

ホタルトビケラは、日本全国に広く分布し（Nozaki 2002）、継代飼育も可能な種である（野

崎・島田 1996）。本種は、終齢幼虫になると陸上夏眠をする特性を持つ（野崎・小林 1987）。

成虫以外も陸生の生活環を有する特徴は、ホタルトビケラ属において広く認められており

（Hayashi et al 2008）、進化的なグループと考えられる一因である。ホタルトビケラにおける

遺伝学的研究基盤を整備することは、単純な解析種数の増加による毛翅目昆虫の染色体科

学研究への寄与だけでなく、水生から陸生環境への進化を議論するうえで有用な知見とな

り得る。 

本章では、ホタルトビケラを用いて、第 1 節において、BAC ライブラリーの構築、第 2

節では、RNA-seqによる Total RNA解析を用いた BAC セレクション、第 3節で、ホタルト

ビケラ BAC-FISH の確立と一部ヒゲナガカワトビケラオルソログならびにカイコ（Bombyx 

mori）オルソログのマッピング比較を行った。 

 

第 1節 ホタルトビケラ BACライブラリーの構築 

 

 ヒゲナガカワトビケラの BAC プローブを用いた FISH において、クロスハイブリダイゼ

ーションは認められず、このライブラリーをホタルトビケラの解析に流用することはでき

ない。よって、本節では、エグリトビケラ科のホタルトビケラ BACライブラリーの構築を

目指した。 

 

材料および方法 

 

BACライブラリーの構築は、第Ⅱ章第 1節のヒゲナガカワトビケラ BAC ライブラリー構

築と同様に行った。下記に変更点を記載する。 
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1．供試昆虫 

 本研究に用いたホタルトビケラは、倉西良一博士が 2017年 6月に千葉県君津市豊英（N: 

35°10’9.24; E: 140°0’26.58）にて採集した個体を分譲頂き、岩手大学農学部応用昆虫学研究

室内において、ポリスチレン容器にて飼育した個体を用いた。飼育は、野崎・島田（1996）

に従った。 

 

2．HMW DNAの単離 

 ホタルトビケラの蛹 20個体（0.76 g）を用いて、ヒゲナガカワトビケラの BACライブラ

リー作製と同様に HMW DNA の単離を行った。 

 

3．完全消化実験～8．ライゲーション 

変更点なく、ヒゲナガカワトビケラでの方法を踏襲した。 

 

9．エレクトロポレーションによる大腸菌形質転換 

 使用するライゲーション液を 1～4 µl に増加させ、コンピテントセルを E. coli DH5α 

Electro-Cells（TaKaRa）に変更した。エレクトロポレーションは、1.25 または 1.5 KV、25 µF、

100 Ωの条件で分画 1、2ともにエレクトロポレーションし、合計 4条件で行った（A: 分画

1, 1.25 KV, 25 µF, 100 Ω; B: 分画 1, 1.5 KV, 25 µF, 10 0Ω; C: 分画 2, 1.25 KV, 25 µF, 100 Ω; D: 

分画 2, 1.5 KV, 25 µF, 100 Ω）。 

 

10．BACライブラリーと BAC-DNAプールの作製 

 本ライブラリーでは、384 wellプレートに 1コロニーずつ植菌したライブラリーと 4コロ

ニーずつ植菌したライブラリーを作製した。 

  

11．BACライブラリーの評価 

 BAC-DNA の抽出は、QIAGEN Plasmid Midi Kit（12245, QIAGEN K.K.）を用いて行った。

抽出方法は、第Ⅱ章第 1節7．ベクタープラスミドの調整にて記述した内容と同様に行った。 

 

結果 

 

 エレクトロポレーション条件と分画間の違いによるライブラリーの出来を比較するため、

各条件から 4クローンの BAC-DNAを抽出し、インサートサイズを測定した。条件 A、B は

各 1 クローンのバンドが不鮮明であっため解析から除外した。条件 C の 1 クローンは Not

Ⅰ消化が不十分な可能性があるため除外した。条件 D では、1クローンがインサートを含ん

でいないクローンの可能性があるため除外した。よって、各 3 となった BAC-DNA の平均
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インサートサイズは、条件 A が 48.67 Kb、B が 73.0 Kb、C が 35.5 Kb、Dが 78.33 Kbであ

った（Figure 9, Table 37）。分画間での比較結果は、1（A+B）が 60.83 Kb、2（C+D）が 56.91 

Kbで、1.5 KV 条件でのエレクトロポレーション（B, D）は、得られたクローン数が多かっ

た（Table 37）。1.5 KV 条件のクローンでは、インサートサイズも大きいと推測された（Table 

37）ため、この比較実験の後、1.25 KV でのエレクトロポレーションは中止し、1.5 KVのみ

でエレクトロポレーションを行った。また、分画 2 は分画 1 よりも倍近いクローン数が得

られ、平均インサートサイズの差異も小さいため、分画 2 を用いたライゲーション液を中

心にエレクトロポレーションに使用した。分画 1から得られたクローンは、14,592、分画 2

は 30,720 であった。これらにより、平均インサートサイズ 57.97 Kb、総インサートサイズ

約 2.4 Gbに相当するホタルトビケラ BAC ライブラリーが構築できた（Table 37）。内容とし

ては、1 well当たり 1クローンのライブラリーは 30枚、4クローンのライブラリーが 20枚

の 384 wellプレートから構成される。 

 

考察 

  

 本節の研究において、毛翅目昆虫で 2例目の BAC ライブラリーを構築できた。ヒゲナガ

カワトビケラと同様に、より大きな DNA断片を含むと推測される分画 2 を用いて作製され

たライブラリーの平均インサートサイズが分画 1 から作製されたライブラリーのインサー

トサイズより小さくなった（Table 37）。しかも、両分画の推定サイズよりも平均インサート

サイズが大きく低下していた。これは、ヒゲナガカワトビケラと同様、大きなサイズの gDNA

断片は完全な HindII消化末端を持たなかったことが原因と考えられる。さらに、HMW DNA

の抽出に際し、使用した個体数がヒゲナガカワトビケラは、蛹 3 個体、ホタルトビケラは

蛹 20 個体と約 7 倍の個体から抽出していることも原因かもしれない。ホタルトビケラは、

ヒゲナガカワトビケラよりも小型であり、必要な gDNA 量を確保するためには、個体数を

増やす以外の方法は考えられないものの、個体数の増加は、HMW DNA を抽出できる均質

な細胞以外のキチン質タンパクなどいわゆる夾雑物が増え、HMW DNA の純度を下げてし

まうと考えられる。 

 作製した BAC ライブラリーの総インサートサイズ約 2.4 Gb は、 lepbase

（http://lepbase.org/）に登録されている毛翅目昆虫種の中で最大のゲノムサイズを誇る

Limnephilus lunatusの約 1.84ゲノム分に相当した。これによりホタルトビケラのほぼ全ゲノ

ムに相当する BACライブラリーを構築できたと推定できる。しかしながら、ホタルトビケ

ラが同一科に属する L. lunatusと同等もしくはそれ以上のゲノムサイズを持つ可能性を考慮

すると、今後の研究を進める上で必要となる BAC選抜が律速段階となりかねない。よって、

1 wellに 4クローンの植菌を行うことで、384 wellプレートストックの圧縮と作業の効率化

を行った。単純に 4 プレートのストックを作製する作業が 1 プレート相当になるため、作

業効率は大幅に改善すると期待される。一方で、実際の作業での、well間のクローンコンタ
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ミが避けられない。また、シングルコロニーセレクションに煩雑さが生じる問題がある。

しかしながら、これら問題点を考慮してもなお、BAC セレクションもセレクションするプ

レート数の大幅減少は、同一 PCR 回数における陽性プレート取得確率の向上をもたらすと

考えられる。 
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Table 37 Information of the Nothopsyche ruficollis  BAC libraries

fraction
experimental

condition

average insert

size (Kb)

fraction dependent

average insert

size (Kb)

stocked

colonies

A 48.67

B 73.0

C 35.5

D 78.33

total 57.97 45,312

1 60.83 14,592

2 56.91 30,720
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第 2節 ホタルトビケラ BACセレクション 

 

 ホタルトビケラ（Nothopsyche ruficollis）の遺伝子情報は、18S ribosomal RNA とミトコン

ド リ ア 遺 伝 子 が National Center for Biotechnology Information （ NCBI ）

（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/）に登録されているのみであった。そこで、ホタルトビケ

ラにおいて網羅的な遺伝子配列を獲得するために、RNA-seq 解析を行った。獲得した配列

に対し、第Ⅱ章第 2 節にて決定したヒゲナガカワトビケラ遺伝子もしくはカイコ遺伝子を

クエリーとしてそれぞれのオルソログを特定した。その配列情報から設計したプライマー

を用いて、第 1節で構築したホタルトビケラBACライブラリーから、標的の配列を持つBAC

の PCR選抜を行った。 

 

材料および方法 

 

1．供試昆虫 

本研究には、第 1 節同様、倉西良一博士から分譲頂いたホタルトビケラの蛹 1 個体を用

いた。飼育は、第 1節に記述した通りに行った。 

 

2．Total RNA 抽出 

 Total RNAの抽出は、NucleoSpin® RNA（TaKaRa）を用いてプロトコールに従って行った。

2 等分した虫体それぞれを 1.5 mlチューブに入れ、200 µlの Buffer RA1 を加えてホモジナイ

ズした。その溶液に 150 µlの Buffer RA1 と 3.5 µlの 2‐メルカプトエタノールを加え攪拌し

た。コレクションチューブにセットした NucleoSpin® Filterに全量移し、遠心した（11,000×g, 

1 min, RT）。溶液を完全に通過させた後、NucleoSpin® Filterを捨て、コレクションチューブ

に 350 µlの 70 % EtOH を加え、数回ピペッティングを行った。コレクションチューブにセ

ットした NucleoSpin® RNA Column に全量を移し、遠心した（11,000×g, 30 sec, RT）。350 µl

の Membrane Desalting Bufferを NucleoSpin® RNA Column に加え、遠心した（11,000×g, 1 min, 

RT）。10 μlのReconstituted rDNaseと 90 μlのReaction Buffer for rDNaseを混合し、NucleoSpin® 

RNA Column に 95 µlアプライし、15分間室温で酵素処理を行った。その後、200 μlの Buffer 

RAW2を NucleoSpin® RNA Column にアプライし、遠心した（11,000×g, 1 min, RT）。600 μl

の Buffer RA3 をアプライし、遠心を行った（11,000×g, 30 sec, RT）。再度、250 µlの Buffer RA3

をアプライし、遠心した（11,000×g, 2 min, RT）。新しいコレクションチューブに NucleoSpin® 

RNA Columnをセットし、60 µlのRNase free滅菌水をアプライし、遠心（11,000×g, 1 min, RT）

によって、RNA の溶出を行った。抽出した RNAは NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer

（Thermo Fisher Scientific）にて濃度測定を行った。 

 

3．RNA-seq解析 
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 抽出した RNA は、北海道システム・サイエンス株式会社に依頼して、Illumina HiSeq に

よる次世代シーケンス解析と Trinity による de novoアセンブルを行った。 

 

4．ホタルトビケラアセンブルデータのアノテーション 

 Trinityにより de novo アセンブルした配列データに対して、第Ⅱ章第 2 節で得られたヒゲ

ナガカワトビケラ cDNA配列をクエリーとした tBLASTx 検索を行った。これによりヒゲナ

ガカワトビケラ遺伝子と一対一対応するホタルトビケラ配列を特定した。同様に、カイコ

の遺伝子配列情報をクエリーとした tBLASTx 検索で、カイコ遺伝子に対応するホタルトビ

ケラ配列を特定した。 

 

5．ホタルトビケラの BAC セレクション 

 4．にて特定したホタルトビケラ配列を lepbase（http://lepbase.org/）に登録のある毛翅

目昆虫の Limnephilus lunatusおよび Glyphotaelius pellucidusのゲノムデータに BLASTn検索

を行って、ホタルトビケライントロン領域を推定した。推定同一エキソン内に設計したプ

ライマーを用いて PCR 選抜を行った。選抜方法は、第Ⅱ章第 2節に記載した通りである。 

 

結果 

  

北海道システム・サイエンス株式会社の RNA-seq は、約 4.65 Gb のシーケンス長から構

成され、65,354（平均コンティグ長 957 bp）のコンティグに de novoアセンブルされた（Table 

38）。tBLASTx 検索の結果、ヒゲナガカワトビケラ遺伝子オルソログを持つ 67 コンティグ

（Table 39）とカイコ遺伝子オルソログを含む 1,162 コンティグを特定した（data not shown）。

さらに、ヒゲナガカワトビケラの第 4 染色体に座上する LC381358、LC381335 および

LC381337（BAC コード 11J14、43G07 および 65M23, 第Ⅲ章 Figure 5: Chr 4参照）のホタル

トビケラオルソログを含む BAC を選抜した（Table 40）。また、カイコ第 19 染色体の約 10.45 

Mbと約11.33 Mb（Silkbase基準）に座上する2遺伝子（BGIBMGA004001とBGIBMGA003972）

それぞれのオルソログを含む 2 BACsを選抜した（Table 41）。 

 

考察 

 

 ヒゲナガカワトビケラで行った cDNA ライブラリー構築とそのシークエンシングによる

遺伝子配列情報の取得方法（第Ⅱ章第 2 節）から、本研究の RNA-seq に変更した結果、ヒ

ゲナガカワトビケラの cDNAライブラリーの約 100倍以上の配列情報を得ることができた。

カイコ遺伝子のホタルトビケラオルソログも約 5 倍に相当するオルソログを特定した。オ

ルソログ数の拡大に伴い、最も少ない常染色体でも 14のカイコオルソログとの比較が可能

となった。仮に、第 1節にて構築したホタルトビケラ BACライブラリーのゲノムカバー率
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が 0.5だった場合でも、これまで比較されてきた鱗翅目昆虫で使用されたオルソログ数には

十分にそれらを含む BACクローンを選抜できる計算となる。よって、ゲノムサイズが不明

な非モデル生物においては、RNA-seq 解析による大規模な遺伝子配列獲得は、ゲノム比較

マッピングにとって非常に有効的な手法であると言える。 

 本節の BACセレクションは、各 wellに 4クローンずつ植菌したプレートから優先的にセ

レクションを行った。これは、1クローンずつ植菌したプレートよりも、4クローンのプレ

ートの方が単純に 4倍の確率で陽性クローンを含んでいる可能性があるためである。また、

シングルコロニーセレクションの煩雑さが懸念されたが、8クローン程度のセレクションで

目的 BACを選抜できた。単一クローンを 1ウェルにストックした場合にも、確認のためシ

ングルコロニーセレクションを行ってきた手間を考えると、問題となるほどの労力追加に

はあたらない。複数の BAC クローンを 1ウェルにストックする煩雑さにより、重複ストッ

クがある程度発生した。しかしながら、この発生を考慮してもなお、複数ストックに優位

性があると結論できる。 
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Table 38 Trinity-assembled summary of RNA-seq data in Nothopsyche ruficollis

Number of

Contigs

Total

Length

(bases)

Average

Length

(bases)

Max

Length

(bases)

N50

Length

(bases)

% of

Mapped

Reads

65,354 62,525,349 957 27,659 1,845 91.23

Stenopsyche

marmorata

chromosome

1

1

1

1

2

2

2

2

2

2

2

2

3

3

3

3

3

3

3

4

4

4

4

4

4

4

4

5

5

5

5

5

6

6

6

6

6

6

7

7

75K23

05J09

43I22

66H01

74D17

79N22

81H06

66C17

83B04

58F07

65M23

66P21

71L17

83B02

38D20

44C17

56C04

63E05

60F18

62E07

64F12

67M12

70F06

81A19

11J14

43G07

44J07

70E02

26D04

46J08

52E13

63P18

70B18

76D08

77M23

40C01

Table 39 Nothopsyche ruficollis Trinity data and its Stenopsyche marmorata  ortholgs, the

ortholog-containing BACs and the mapped chromosomes

trinity numeber in Nothopsyche

ruficollis  RNA-seq data

Genbank ID of the

Stenopsyche marmorata

orhtolog

LC381325

Stenopsyche marmorata

BAC that the orthologs

carried

07N23

38D13

38L02

53G06

LC381333

LC381324

TRINITY_DN16173_c0_g1_i1

TRINITY_DN12467_c0_g1_i1

TRINITY_DN17022_c0_g1_i1

TRINITY_DN4578_c0_g1_i1

TRINITY_DN18760_c6_g2_i2

TRINITY_DN17482_c0_g1_i3

TRINITY_DN11243_c0_g1_i1

TRINITY_DN13327_c0_g1_i1

TRINITY_DN14902_c0_g1_i1

TRINITY_DN18087_c0_g1_i12

TRINITY_DN16530_c0_g1_i1

TRINITY_DN11140_c0_g1_i1

TRINITY_DN12644_c0_g1_i3

TRINITY_DN22381_c0_g1_i1

TRINITY_DN18060_c5_g1_i1

TRINITY_DN11710_c0_g1_i2

TRINITY_DN17740_c9_g1_i1

TRINITY_DN18137_c6_g7_i1

TRINITY_DN17647_c0_g3_i3

TRINITY_DN13829_c0_g1_i2

TRINITY_DN16203_c0_g1_i1

TRINITY_DN18294_c4_g8_i1

TRINITY_DN13592_c0_g1_i2

TRINITY_DN15316_c0_g1_i1

TRINITY_DN15050_c0_g1_i3

TRINITY_DN15619_c0_g1_i1

TRINITY_DN16748_c0_g1_i1

TRINITY_DN10339_c0_g1_i1

TRINITY_DN13220_c0_g1_i1

TRINITY_DN13584_c0_g1_i1

TRINITY_DN18234_c1_g1_i24

TRINITY_DN18039_c5_g2_i3

TRINITY_DN17492_c11_g1_i3

TRINITY_DN17061_c0_g1_i1

TRINITY_DN16663_c0_g1_i3

TRINITY_DN17614_c8_g1_i4

TRINITY_DN17719_c8_g1_i1

LC381327

LC381387

LC381323

LC381369

LC381354

LC381320

TRINITY_DN15094_c0_g1_i1

TRINITY_DN18253_c0_g1_i1

TRINITY_DN17420_c0_g1_i1

LC381342

LC381353

LC381374

LC381312

LC381358

LC381335

LC381322

LC381371

LC381372

LC381383

LC381352

LC381343

LC381385

LC381356

LC381345

LC381344

LC381359

LC381311

LC381357

LC381338

LC381337

LC381332

LC381373

LC381334

LC381367

LC381330

LC381329

LC381336

LC381376

LC381331

LC381364
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8

8

8

8

8

8

9

9

9

9

9

10

10

10

10

10

11

11

12

12

12

12

12

12

Z

Z

Z

*: no record deposited

38I12

40B04

40C02

40N14

47J20

60G04

61M24

64C13

65L07

67D07

70H22

56L04

61M07

63I03

65M05

75J17

56I20

65J17

40P12

51I20

52H05

52M10

68G24

78B16

43O23

57M19

65E17

TRINITY_DN26499_c0_g1_i1

TRINITY_DN12344_c0_g1_i1

TRINITY_DN18396_c3_g5_i1

TRINITY_DN14672_c0_g1_i1

TRINITY_DN18213_c0_g2_i5

TRINITY_DN18213_c0_g2_i1

TRINITY_DN18196_c0_g1_i2

TRINITY_DN12789_c0_g1_i2

TRINITY_DN17929_c1_g2_i3

TRINITY_DN13550_c0_g1_i1

TRINITY_DN17228_c0_g2_i1

TRINITY_DN17528_c0_g1_i1
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第 3節 ホタルトビケラ BAC-FISH マッピング 

 

 ホタルトビケラにおいては、染色体カウント実験も行われておらず、細胞遺伝学的な研

究は白紙の状態である。本節では、ホタルトビケラ（Nothopsyche ruficollis）の染色体標本

作製技術を確立し、本章第 2 節にて選抜した BAC をプローブとして用いた FISH 法を行う

ことを目論んだ。また、ヒゲナガカワトビケラ（Stenopsyche marmorata）やカイコ遺伝子オ

ルソログに対応するホタルトビケラオルソログを含む BACを特定しており、これらを用い

た BAC-FISH マッピングから、ヒゲナガカワトビケラおよびカイコとの染色体比較研究の

細胞遺伝学的基盤の構築を目指した。 

 

材料および方法 

 

1．供試昆虫 

本研究には、第 1 節同様、倉西良一博士から分譲頂いたホタルトビケラの個体を用い、

飼育は、第 1節に記述した通りに行った。 

 

2．染色体標本作製 

 雌雄共に終齢幼虫（5 齢）から蛹の個体を用いて、減数第一分裂前期パキテン期の染色体

標本の作製に適切なステージを検証した。作製方法は、第Ⅲ章第 1 節に記載した、染色体

標本作製方法に準じて行った。 

 

3．BAC-FISH 解析 

 BAC-FISH は第Ⅲ章第 1 節で確立した方法に準じて行った。コンペティターには、ホタル

トビケラのソニケート gDNA を用い、ホタルトビケラ染色体標本に対して同種の BAC-DNA

をプローブとして行った。また、リプローブも同様の手順で行った。 

 

結果 

 

 ホタルトビケラのパキテン期の染色体標本を雄から作製するには、夏眠前の陸上への移

動が確認される時期の個体が適切であった。雌の染色体標本は、夏眠前後のいずれの時期

の個体でも作製が可能であった。作製した雌染色体標本には、卵原細胞の有糸分裂中期像

が認められ、ホタルトビケラ雌の体細胞染色体数は、2n=55（Figure 10）とカウントされた。

雌減数分裂前期パキテン期の染色体を観察したところ、他の多動原体型染色体構造を有す

る種と同様に、染色体を区別、カリオタイピングできるような形態的な差は乏しかった。

また、ヒゲナガカワトビケラと同様に雌減数分裂前期のパキテン核で Z 染色体と推定され

る univalentが 1つ観察された（data not shown）。多くの場合、セルフシナプシス状の形態を
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とった。 

 ヒゲナガカワトビケラの第 4染色体にマップされる 3 BAC（11J14, 43G07, 65M23）に含

まれる遺伝子オルソログを持つホタルトビケラ BAC（33I21, 47D06, 47M18）が選抜されて

いる（本章第 2節Table 40）。これらから抽出したBAC-DNAをプローブとした FISHを行い、

ホタルトビケラでの BAC-FISH に成功した（Figure 11a）。マッピングの結果、ホタルトビケ

ラの異なる 33I21（緑）、47D06（マゼンタ）ならびに 47M18（黄）（Table 41）それぞれのプ

ローブ特異的シグナルは、別々の 3染色体上に認められた（Figure 11a）。そこで、カイコ第

19染色体の約 10.45 Mbと約 11.33 Mb（Silkbase基準）に座上する 2遺伝子（BGIBMGA004001

と BGIBMGA003972）それぞれのオルソログを含む 2 BACs（本章第 2節 Table 40）を同一

染色体標本にリプローブした。その結果、31E02プローブシグナル（黄）は、すべての染色

体に散在した（Figure 11b, Table 41）。一方、39E22プローブシグナル（赤）は、33I21（緑）

シグナルをもつ染色体に認められた（Figure 11c, Table 41）。 

 

考察 

 

 ホタルトビケラ雌の体細胞染色体数は、2n=55（Figure 10）と奇数を示した。雌における

奇数染色体数は、これまで研究された毛翅目昆虫（Klingstedt 1931; Makino and Kichijo 1934; 

Marec and Novák 1998; Lukuhtanov 2000）ならびに本研究の第 III章第 1節のヒゲナガカワト

ビケラでの結果と同様であることから Z0/ZZ（雌/雄）の性染色体システムが推測される。

しかしながら、雌雄共に奇数の染色体数をもつ生物も発見されている（Kobayashi et al 2008）

ことから、確証を得るためにも雄の染色体数を明確にする必要がある。さらに、Z染色体に

シグナルを示す BAC を獲得することで、雌雄の性染色体構成を確定できる。 

 エグリトビケラ科において染色体数の基本数は n=30 とされ、カウントされた種で n=28

の種は報告例がない（Kiauta 1971）。鱗翅目昆虫においては、基本数 n=31 から染色体融合に

より染色体数が減少して、n=28となった事例が報告（Yoshido et al 2011b; Nguyen et al 2013; 

Ahola et al 2014; Yasukochi et al 2016）されている。ホタルトビケラにおいても祖先種におけ

る同様な染色体融合で n=28の染色体数が構成されている可能性がある。 

 本研究で、ホタルトビケラにおける BAC-FISH ならびにリプロービングテクニックが実

行できた（Figure 11）。ヒゲナガカワトビケラと同様に行えた（本研究第 III章）ことから、

毛翅目昆虫において広く適応できると考えられる。BAC-FISH とリプロービングテクニック

を用いた、ホタルトビケラとヒゲナガカワトビケラの染色体比較を行った結果（Figure 11a, 

Table 41）、染色体のコリニアリティーは認められなかった。一方、カイコ Chr19の約 1.5Mb

間に座乗する遺伝子のオルソログをもつ BACプローブがホタルトビケラでも同一染色体上

にマップされた（Figure 11c, Table 41）。ごく限られた情報ではあるが、ホタルトビケラは、

鱗翅目昆虫種と類似した染色体対応関係を有する可能性が示唆された。この示唆の真偽を

明らかにするために、さらなる BACセレクションと FISH マッピングが必要である。なお、
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カイコ Chr19で上記 2遺伝子の近傍に位置する遺伝子を含む BACプローブのシグナルが染

色体全体に認められた（Figure 11b）ことは非常に残念である。これは、鱗翅目昆虫種にお

ける BAC-FISH にも時々認められ、使用した BAC-DNA 配列に、高コピー数のリピート配

列が含まることが原因と考えられる。 

日本のホタルトビケラ属は 7種確認されており（Nozaki 2002）、幼虫は完全陸生種、半陸

生種、水生種が混在している（Hayashi et al 2008）。ホタルトビケラ属においてもヒゲナガカ

ワトビケラ科と同様なクロスハイブリダイゼーションマッピングを行うことで、生活環の

変化と染色体との関係についてを解析できる可能性がある。 
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第Ⅵ章 総合考察 

 

 生物の全ゲノム配列を短時間でシーケンス可能となった現代では、個体間のゲノム配列

から変異領域を容易に特定することが可能となり、集団内における変異の維持に、染色体

の逆位が重要な役割を担っていることが示唆されている（Wellenreuther and Bernatchez 2018）。

染色体研究の手法も、染色体のカウント、分染法による染色パターンの比較から、FISH に

よる染色体の任意領域を蛍光し、直接視覚認識する技術が誕生した。このような技術を用

いた鱗翅目昆虫の染色体研究で、性染色体と薬剤抵抗性に関与する遺伝子を有する常染色

体の融合が急速な抵抗性の拡大に関与することや（Nguyen et al 2013）、近縁種間の染色体構

造の進化（Yoshido et al 2011a; b; Šíchová et al 2015; 2016; Zrzavá et al 2018）が明らかとされて

いる。生物の進化とゲノムを構成する染色体には密接なつながりがあり、多様な分類群の

染色体研究が生物の進化にかかわる多くの研究に寄与すると考えられる。 

 本研究では、鱗翅目昆虫と共通祖先を有する毛翅目昆虫の細胞遺伝学の研究基盤構築を

目指し、ヒゲナガカワトビケラ（Stenopsyche marmorata）とホタルトビケラ（Nothopsyche 

ruficollis）の BACライブラリーの構築、遺伝子配列情報の獲得を行い、BAC-FISH 法による

染色体比較を行った。細胞遺伝学的研究基盤が構築されている鱗翅目昆虫と異なり、毛翅

目昆虫には十分な研究基盤は存在しないため、新規に研究基盤を構築する必要があった。

他の昆虫同様、毛翅目昆虫の多くは、成虫の形態により分類される。ところが、成虫と幼

虫の対応付けは必ずしも行われておらず、多くの種では、幼虫における同定が困難である。

本研究で最初に対象としたヒゲナガカワトビケラは、幼虫、蛹、成虫のいずれのステージ

においても種の同定方法が確立している（津田・赤木 1962, 野崎 1986）。また、日本全国

に広く分布し、水質階級の指標生物として利用されるほど認知されている昆虫である（環

境省 2017）。河川における個体数と底層生物におけるサイズも最大級のため、河川におけ

る優占種となることが多く、このような特徴から最も研究されている毛翅目昆虫の一種で

あり、細胞遺伝学研究の基盤構築に最も適する種のひとつであると考えられた。ホタルト

ビケラは、日本において 2 種しか確認されていない継代飼育できる毛翅目昆虫のひとつで

ある（野崎・島田 1996）。継代飼育可能なもう 1種のコガタシマトビケラ（Cheumatopsyche 

brevilineata）（農業環境技術研究所 2008）と比べ、個体サイズが大きく、ヒゲナガカワトビ

ケラとコガタシマトビケラが属するシマトビケラ亜目（Annulipalpia）とは異なるエグリト

ビケラ亜目（Integripalpia）に属する。複数の分類群に属する毛翅目昆虫の研究基盤を構築

することは、後述する毛翅目昆虫の系統関係や毛翅目昆虫と鱗翅目昆虫との染色体進化を

議論するうえで必要であると考え研究対象種とした。 

毛翅目昆虫と鱗翅目昆虫は、形態的な差に乏しく、分染法も適応できない分散動原体型

染色体構造のため（Suomalainen 1969; Marec and Novak 1998）、長年染色体研究が停滞してい

た。しかしながら、鱗翅目昆虫において BAC や fosmidを用いた FISH 解析によって、染色

体研究が大きく前進した。FISH 法の適用でモデル鱗翅目昆虫カイコ（Bombyx mori）におい
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て初のカリオタイピングが達成され（Yoshido et al 2005）、カイコの単一遺伝子に対応する鱗

翅目昆虫各種のオルソログ座上位置の比較から、鱗翅目昆虫間の染色体対応関係が明らか

とされた（Yasukouchi et al 2009; Sahara et al 2013; Yasukochi et al 2016）。さらに、カイコの染

色体数 n=28 から大規模な染色体数の変化が生じているヤママユガ科のエリサン（Samia 

cynthia ricini）n=14における染色体の対応関係は、単純な染色体の融合/切断で説明すること

ができることが示された（Yoshido et al 2011a; b）。これらの研究結果より、染色体数の増減

を伴う変異が生じても、鱗翅目昆虫種間のマクロな染色体対応関係は失われないというコ

ンセンサスが得られつつある。こうした染色体対応関係が共通祖先を有している毛翅目昆

虫にも認められるならば、分散動原体型染色体構造の染色体進化理論と大きく異なる、強

固な染色体座上遺伝子の維持機構が想定される。また、染色体の対応関係がなければ、進

化理論に沿った系統間や種間における染色体進化と種形成について議論することができる

と考えられる。よって、細胞遺伝学の研究基盤を構築し、BAC-FISH による染色体比較解析

を行った。その結果、本研究の第Ⅱ章と第Ⅴ章で達成されたヒゲナガカワトビケラおよび

ホタルトビケラ BAC ライブラリー構築は、世界初となった。さらに、これら BAC をプロ

ーブとした FISH（BAC-FISH）の適用（第Ⅲ章ならびに第Ⅴ章）も、毛翅目昆虫で初めて可

能とした。 

 第Ⅲ章の BAC-FISH マッピングの結果より、ヒゲナガカワトビケラと鱗翅目昆虫間には

常染色体の対応関係は確認されなかった（Figures 3, 4, 5, Tables 31, 32, 33）。ヒゲナガカワト

ビケラの染色体数 n=13 は、鱗翅目昆虫の基本数 n=31 の半分以下であるが、鱗翅目昆虫間

では染色体数の増減は、染色体対応関係崩壊に必ずしも関与しない（Yoshido et al 2011a; b）。

ただし一般的には、染色体の再構成には染色体数の変化も伴う。ヒゲナガカワトビケラが

鱗翅目昆虫種の染色体とはゲノムワイドに対応関係がない理由を議論するうえで、鱗翅目

昆虫の系統学的にチョウと呼ばれているグループ（アゲハチョウ上科（Papilionoidea）+ セ

セリチョウ上科（Hesperiidae））の例外的な染色体対応関係を考える必要がある。チョウに

は染色体数 n=5~226 の種が含まれており（De Prins and Saitoh 2003; Brown et al 2004; 

Lukhtanov 2015）、他の上科に属する種に比べて大規模な染色体変異が生じていることが示

唆される。シロチョウ科のオオモンシロチョウ（Pieris brassicae）とモンシロチョウ（Pieris 

rapae）に対して行われた BAC-FISH マッピング結果では、性染色体を除いて他の鱗翅目昆

虫種との染色体対応関係が失われている可能性が強く示唆されている（内藤 2009; 福田 

2014; 大野 2017）が、一部の領域において、カイコとの対応関係が示唆されており、いわ

ゆるマイクロシンテニーが存在する可能性がある。また、染色体数が n=15（オオモンシロ

チョウ）と n=25（モンシロチョウ）と大きく異なるこの 2 種間において、染色体の対応関

係は単純な付着と切断で説明することができる。一方、染色体数 n=31のモンキチョウ（Colias 

erate）においてはカイコとの染色体コリニアリティーが示唆されており、大規模な染色体

の増減が起きている系統のみが染色体の対応関係を失ったと推測されている（大野 2017）。

ヒゲナガカワトビケラが属しているシマトビケラ亜目に確認されている染色体数は、
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n=13~15 とチョウのような染色体の多様性は確認されない（Kiauta 1971）。また、近縁種で

あるチャバネヒゲナガカワトビケラ（S. sauteri）との染色体対応関係が認められる（Figure 6）

ことからも、シマトビケラ亜目の種がチョウのような大規模な染色体リアレンジメントが

生じている分類群ではないと推測される。したがって、ヒゲナガカワトビケラと鱗翅目昆

虫種との染色体対応関係の崩壊は、シマトビケラ亜目内で生じた変化ではない可能性が考

えられる。毛翅目昆虫の系統関係は、不明な点が残るもののシマトビケラ亜目がもっとも

祖先的でエグリトビケラ亜目が最も進化的と考えられている（Ross 1967; Kjer et al 2016）。

鱗翅目昆虫との分岐は約 2億年前（Misof et al 2014）であると推定されており、染色体リア

レンジメントの少ない系統群も存在する可能性はある。これらの検証にはまず、エグリト

ビケラ亜目の種における鱗翅目昆虫種との染色体比較マッピングおよびヒゲナガカワトビ

ケラ科と異なる科に属する種の染色体比較研究が必要である。因みに、モンシロチョウで

認められた染色体リアレンジメント（大野 2017）とヒゲナガカワトビケラの染色体には、

ゲノムワイドな対応関係は認められなかった（data not shown）。 

 ヒゲナガカワトビケラと鱗翅目昆虫との常染色体における対応関係の崩壊は明らとなっ

たが、性染色体である Z染色体にはコリニアリティーが認められた（Figure 5: Z Chr）。毛翅

目昆虫と鱗翅目昆虫は、WZ/ZZ もしくは Z0/ZZ（雌/雄）といった昆虫においてはマイナー

なグループに属する雌ヘテロ型性染色体システムを共有している（Marec and Novák 1998）。

鱗翅目昆虫の性染色体研究において、進化的な鱗翅目昆虫が獲得している雌特異的な性染

色体 W の起源が常染色体由来（A 説）であるか、B 染色体と言われるゲノムに必須ではな

い染色体もしくはゲノムに必須ではない配列由来（B 説）かが議論されている（Traut and 

Marec 1996; Lukuhtanov 2000）。Fraïsse et al（2017）は、3種の鱗翅目昆虫（Cameraria ohridella、

Nemophora degeerella、Triodia sylvina）のゲノム比較を行った。その結果、進化的な鱗翅目

昆虫の Z 染色体座上遺伝子数に祖先的な種からの大幅な増加が確認されなかったため、彼

らは B 説を支持した。Dalíková et al（2017）は、qPCRによる Z染色体座上遺伝子の比較か

ら、A 説と B 説いずれでも説明可能であるとした。前者の研究では、対象としたカイコ Z

遺伝子オルソログの Z 染色体座上を直接確認しておらず、また、追加的に行われたトビケ

ラ種（Limnephilus lunatus）のデータは雌のみである（Fraïsse et al 2017）。本研究では、カイ

コ Z染色体の約 8.04 Mb（Silkbase基準）に座上する IDGF のヒゲナガカワトビケラオルソ

ログを含む BAC は、常染色体にマップされており（Figure 4: Chr 9）、進化的な鱗翅目昆虫

の Z 染色体に座上する遺伝子の一部がヒゲナガカワトビケラでは常染色体に座上すること

が明らかとなった。これは、Z染色体の特定の領域が常染色体由来である可能性を残すデー

タと考えられる。したがって、鱗翅目昆虫における W染色体の起源を B説とするには更な

る検証が必要であり、ヒゲナガカワトビケラでのカイコ Z 遺伝子オルソログの更なる特定

とそれらを含む BAC 選抜ならびに FISH マッピングに期待がもたれる。 

第Ⅳ章で行われたヒゲナガカワトビケラにおける個体間染色体変異の解析より、ヒゲナ

ガカワトビケラの第 1、第 12染色体に多様性が示された（Figures 7, 8, Tables 35, 36）。ヒゲ
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ナガカワトビケラはマイクロサテライトマーカーによる研究で、個体群間における遺伝的

多様性が確認され（Yaegashi et al 2014）、cytochrome c oxidase subunit Iおよび elongation factor 

-1α の配列データを元にした系統遺伝学解析で、高地に生息するヒゲナガカワトビケラは、

別クレードに位置することが示されている（Saito et al 2018）。さらに、ヒゲナガカワトビケ

ラ雌の遡上飛行は、ダムなどの物理障壁によって、境界の上下で遺伝的構造が明確に分か

れる可能性が示されている（林・谷田 2008）。したがって、下流の川幅が大きい河川では

遺伝的多様性が保たれ、上流から下流への遺伝的移動は、雨やダムの放水などで河川の水

量の増加で一定数が移動可能であるが、下流から上流への移動は物理障壁によって拡散の

程度が低いため、上下流間の距離が大きくなるほど個体群間の遺伝的変異が大きくなるは

ずである。遺伝的変異とその維持機構には染色体逆位が大きな役割を担っていると推測さ

れ（Wellenreuther and Bernatchez 2018）、分散能力の低い水生昆虫の一種であるヒゲナガカワ

トビケラの個体群間で染色体逆位が認められたことは、染色体逆位と環境適応、種形成に

おける研究対象として非常に適していると言える。採集地と解析個体数の拡大から、更な

る検証が求められる。 

第Ⅴ章で行われたホタルトビケラにおける BAC-FISH は、マッピングしたオルソログ数

が少なく、更なる検証が必要であるが、ヒゲナガカワトビケラとの染色体対応関係が認め

られなかった。この結果は、毛翅目昆虫の系統発生を考える上で、染色体比較が有効な解

析であることを示唆している。系統関係がはっきりとしないナガレトビケラ亜目がシマト

ビケラ亜目もしくはエグリトビケラ亜目と染色体対応関係が認められれば、どちらかの側

系統説（Frania and Wiggins 1997; Kjer et al 2016）が支持されるだろう。どちらとも認められ

なければ単系統説を支持することができる。これらの仮説を検証するためには、さらなる

毛翅目昆虫における染色体比較解析が必要である。一方、1 染色体に関してではあったが、

ホタルトビケラと鱗翅目昆虫との染色体対応関係が示唆された（Figure 11c）。これは、鱗翅

目昆虫と毛翅目昆虫の共通祖先が分岐したとされる約 2 億年以上前から、特定の分類群に

属する毛翅目昆虫の染色体座上遺伝子の構成が大きく変化していない可能性を残し、シマ

トビケラ亜目はエグリトビケラ亜目との共通祖先で大規模な染色体リアレンジメントが起

きた種から、形成された系統であるとの仮説も成り立つ。しかしながら、蓋然性をもって

議論するためには、さらなるホタルトビケラの BAC-FISH 解析の進展が待たれる。 

 毛翅目昆虫におけるゲノムデータは、lepbase（http://lepbase.org/）という鱗翅目昆虫の

ゲノムデータベースに 2種（Limnephilus lunatusと Glyphotaelius pellucidus）が登録されてい

る。ところが、これらのシークエンス深度もアセンブル長も低く、鱗翅目昆虫と比較する

ゲノム比較に十分なデータとは言えない。しかしごく最近、Luo et al（2018）によって発表

されたヒゲナガカワトビケラ科 S. tienmushanensisのゲノムデータは、Scaffold N50 が 1,297 

Kb とゲノム比較可能な規模のデータである。また、この種はチャバネヒゲナガカワトビケ

ラ（S. sauteri）よりもヒゲナガカワトビケラに系統学上近縁な種である（Saito et al 2018）。

本研究の第Ⅲ章の結果より、ヒゲナガカワトビケラとチャバネヒゲナガカワトビケラ間に
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染色体対応関係が認められる（Figure 6）ことから、S. tienmushanensisにも対応関係が認め

られると推測される。本研究で解析に用いたヒゲナガカワトビケラ cDNA 配列データに S. 

tienmushanensisのコンティグデータをアノテーションすることで、ヒゲナガカワトビケラの

マップした BAC 付近の配列を推測することが可能である。Luo et al（2018）は、RNAseqデ

ータも公開しているので、本研究の第Ⅴ章で用いた、カイコオルソログ特定法を使用した

解析から、ヒゲナガカワトビケラにおけるカイコ Zオルソログを含む BACの特定につなが

る実験が想定できる。さらに、ヒゲナガカワトビケラとチャバネヒゲナガカワトビケラ間

の FISH マッピングに差異のあった領域に存在する遺伝子や、ヒゲナガカワトビケラの同一

個体群において染色体変異が確認された領域に対応する候補遺伝子を特定できる可能性が

拡がった。また、染色体標本が入手できれば、ヒゲナガカワトビケラ BACプローブを用い

たクロスハイブリダイゼーションによるマッピング解析も可能と考えられる。 

 以上より、本研究では、毛翅目昆虫における細胞遺伝学の研究基盤を構築することに成

功し、BAC-FISH 解析に基づく染色体研究は、毛翅目昆虫の系統進化や種形成、環境適応の

解析に寄与する可能性が示された。これら染色体研究とゲノム解読・解析技術を組み合わ

せることで、毛翅目昆虫を用いた分子細胞遺伝学の研究の基盤形成に本研究が大きく寄与

したと確信する。 
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第Ⅶ章 摘要 

 

毛翅目昆虫は、約 14,500 種で構成される完全変態昆虫の 1 種であり、シマトビケラ亜目

（Annulipalpia）、ナガレトビケラ亜目（Spicipalpia）、エグリトビケラ亜目（Integripalpia）の

3 亜目に大別される。約 2億年前に共通祖先から分岐した蛾と蝶で構成される鱗翅目昆虫と

姉妹系統にある。毛翅目昆虫の染色体研究はこれまで、染色体数のカウント実験に留まっ

ていた。本研究では、染色体研究を鱗翅目昆虫と同様のレベルとし、姉妹系統間の染色体

進化の解明を行うための分子細胞遺伝学的研究の基盤形成を目論んだ。 

本研究の第Ⅱ章では、シマトビケラ亜目のヒゲナガカワトビケラ（Stenopsyche marmorata）

において、雌雄の生殖細胞より作製した染色体標本の観察を行い、染色体数は 2n=25/26（♀

/♂）と特定した。また、毛翅目昆虫で初となる BAC ライブラリーを構築した。本ライブラ

リーは、平均インサート長 65.38 Kb のゲノム DNA を持つ 32,256 クローンで構成される。

構築したライブラリーより抽出した BAC-DNA をプローブとして、毛翅目昆虫で初めての

BAC-FISH に成功した。さらに、cDNA ライブラリーの構築とクローンの配列決定を行い、

カイコ遺伝子と同一の進化的な由来をもつオルソログを特定した。 

第Ⅲ章では、特異的な配列をもとに設計したプライマー（STS primer: single tagged sequence 

primer）を用いて、これらオルソログを含む 81 BACsの選抜に成功した。これらの BACプ

ローブを用いて、毛翅目昆虫初となるカリオタイピングに成功した。また、BAC-FISH マッ

ピング結果より、鱗翅目昆虫とヒゲナガカワトビケラ間には、鱗翅目昆虫間のような染色

体の対応関係は存在せず、大規模な染色体リアレンジメントが起こったことを明らかにし

た。また、同属別種のチャバネヒゲナガカワトビケラ（S. sauteri）においても、ヒゲナガカ

ワトビケラ BAC を用いた FISH マッピングが可能であることを示した。 

第Ⅳ章では、クロスハイブリダイゼーション BAC-FISH マッピング比較により、2種間に

は、染色体の対応関係と大部分の遺伝子配置の保存性が認められた。この研究において遺

伝子配置の変化が確認された染色体に対応する、ヒゲナガカワトビケラ染色体について詳

細な調査を行った。その結果、個体間においても多様性が存在することを発見した。また、

逆位を持つ染色体とのヘテロ染色体対も発見された。遺伝子配置の相違が種分化のみなら

ず、環境適応に関与する可能性が考えられる。 

第Ⅴ章において、エグリトビケラ亜目ホタルトビケラ（Nothopsyche ruficollis）の BACラ

イブラリーを構築した。このライブラリーは、平均インサート長 57.98 Kb のゲノム DNA を

持つ 42,240 クローンから構成される。蛹より抽出した Total RNA を用いてトランスクリプ

トトーム（RNA-seq）解析を行うことで、発現が認められる遺伝子配列を決定した。RNA-seq

データをクエリーにして、カイコゲノム情報への tBLASTx 検索を行い、カイコオルソログ

候補とした。これらの配列からプライマーを作製し、カイコオルソログを含む BACを選抜

した。さらに、上記の FISH に使用したヒゲナガカワトビケラ BAC の持つ遺伝子に対応す

る、ホタルトビケラオルソログ 67個を特定した。雌の染色体数が 2n=55と推測されるホタ
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ルトビケラに、ヒゲナガカワトビケラの第 4 染色体にマップされた遺伝子オルソログを含

む 3 BACプローブを用いて FISH マッピングを行った。その結果、2種間には染色体の対応

関係は確認されなかった。さらに、カイコ第 19 染色体の約 1.5 Mb内にマップされる遺伝子

のホタルトビケラオルソログを含む 2 BAC プローブによるマッピングの結果、ホタルトビ

ケラの 1染色体の両端部位にマップが確認された。 
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