
 

 

 

シロチョウ科における 

染色体進化の細胞遺伝学的解析 

 

 

 

岩手大学大学院 

連合農学研究科 

大野 瑞紀 

 



シロチョウ科における染色体進化の細胞遺伝学的解析 

 

第Ⅰ章 緒言 1 

 

第Ⅱ章 オオモンシロチョウ染色体マッピングデータの再解析 5 

 序論 5 

第１節 カイコ labial の発現解析 6 

 第２節 オオモンシロチョウにおける labial 遺伝子マッピング 25 

 第３節 オオモンシロチョウの BAC-FISH 遺伝子マッピング比較 41 

 第４節 シロチョウ 2 種ゲノムデータとの比較 65 

 

第Ⅲ章 モンキチョウ BAC ライブラリーの構築と BAC 選抜 83 

 序論 83 

 第１節 BAC ライブラリーの構築 83 

 第２節 RNA-seq 98 

 第３節 カイコ遺伝子配列を query としたモンキチョウのカイコオルソログ抽出 103 

 第４節 カイコオルソログを含む BAC の選抜 107 

  

第Ⅳ章 Bombyx mori tool for ortholog picking (BmTOP)を用いたカイコ単一遺伝子    

オルソログの特定 

 序論 111 

 第１節 BmTOP の開発 111 

 第２節 BmTOP を用いたモンキチョウトランスクリプトームデータの解析 116 

 第３節 BmTOP により抽出したカイコオルソログを含む BAC の選抜 128 

 

第Ⅴ章 モンキチョウ BAC-FISH マッピングと種間比較 136 

 序論 136 

 第１節 モンキチョウ遺伝子マッピングならびにカイコオルソログとの配置比較 136 

 第 2 節 シロチョウ科昆虫との比較 145 

第 3 節 モンキチョウ染色体の進化予測 155 

第 4 節 モンキチョウ第 29 染色体のインバージョン 165 

 

第Ⅵ章 総合考察 170 

 

第Ⅶ章 摘要 175 

 

第Ⅷ章 参考文献 178 

111 



謝辞 

 

 本研究を遂行するにあたり、私の奔放さや至らなさに挫けず辛抱強くご指導いただき、さ

らに本論文のご校閲もお受けいただきました岩手大学農学部応用昆虫学研究室教授 佐原 

健博士に、心よりの感謝を申し上げます。 

 また、本論文のご校閲とご助言を賜りました岩手大学農学部動物生殖工学研究室教授 澤

井 健博士、弘前大学農学生命科学部昆虫生理学研究室准教授 金児 雄博士、山形大学農学

部動物生態学研究室准教授 佐藤 智博士に御礼申し上げます。 

 本研究の基盤に位置するモンキチョウ BACライブラリーの作製にあたり、ご指導を賜り

ました大阪教育大学植物分子遺伝学研究室教授 鈴木 剛博士に感謝を申し上げます。BAC

セレクションをはじめとして、多くの研究でご指導とご協力を賜りました国立研究開発法

人農業・食品産業技術総合研究機構昆虫ゲノム研究ユニット 安河内 祐二博士に深謝いた

します。また、オオモンシロチョウの配列データ解析にご助力いただきました同研究ユニッ

トの上樂 明也博士に御礼申し上げます。 

カイコ labial の発現解析ならびに配列全長の特定にあたり、数々のご指導ご鞭撻を賜り

ました国立研究開発法人農業・食品産業技術総合研究機構新特性シルク開発ユニットユニ

ット長 冨田 秀一郎様に感謝を申し上げます。同ユニットの行弘 研司博士、河本 夏雄様に

も改めて御礼申し上げます。 

BmTOPの開発にあたり、New Bombyx mori gene models (2017)の情報を快くご提供い

ただきました東京大学大学院農学生命科学研究科学術支援専門職員 川本 宗孝博士に御礼

申し上げます。専門外であった情報分野の知識について知恵をお貸しいただきましたアメ

リエフ株式会社ライフサイエンス部門・ゲノム医療部門 木本 直樹様に改めてお礼申し上

げます。エレクトロポレーションの機材を使用させていただきました岩手大学農学部植物

育種学研究室教授 高畑 義人博士、同研究室准教授 畠山 勝徳博士に感謝いたします。 

研究について私の多くの疑問の相談に乗っていただきましたチェコ科学アカデミー生物

研究センター 吉戸 敦生博士に御礼申し上げます。モンキチョウ BACライブラリーの作製

に特に尽力してくれた由利 昂大君、佐藤 穣君、佐々木 達史君、嵯峨 新樹さんにも、ここ

で改めて感謝を申し上げます。日々研究生活を共にした、安 嬰博士、研究室の皆様、なら

びに卒業生の皆様に、改めて感謝いたします。 

特に研究室に所属してから 6 年半、先輩として研究生活における面倒をずっと見てくだ

さいました藤本 章晃博士には特別に感謝を申し上げます。 

最後に、長きにわたり私生活を支え、私に多額の出資をしてくださった両親と家族に、惜

しみない感謝を申し上げます。9年間の大学生活で、私生活を支えるだけでなくデータ解析

まで一緒にやってくださいました、妻である大野 美咲に心よりの感謝を贈ります。 

 

2020年 3月 5日 大野 瑞紀 



第Ⅰ章 緒言 

 

 真核生物における遺伝情報は、DNA に記録され、二本鎖 DNA が巻き付いたヌクレオソ

ームを基本単位とするクロマチンを細胞核内に保有する。細胞分裂時に半保存的に複製さ

れた二本鎖 DNA は、さらに高次構造をとる染色体という構成単位にまとめられ、娘細胞に

均等に分配される。1900 年代にメンデルの法則が再発見され遺伝子の概念が受け入れられ

ると、DNAが遺伝子本体であると明らかにされた(Avery et al., 1944; Hershey and Chase, 1952)。

バッタで提唱された染色体説(Sutton, 1902; 1903)は、ショウジョウバエを用いた実証がなさ

れた(Morgan, 1922)。染色体にはセントロメア領域が存在し、動原体に紡錘糸が付着して、

染色体を両極に移動させて核分裂を生じる。染色体は、動原体が局在する集中動原体型染色

体と、動原体が染色体全体に散在する分散動原体型染色体に分類される。分散動原体型染色

体は、1935 年にカメムシ目昆虫で初めて発見(Schrader, 1935)されて以来、昆虫綱 472 種、植

物 228 種、クモ綱 50 種、線虫 18 種で報告されている(Melters et al., 2012)。これら分散動原

体型染色体が確認された種を系統別に見ると、植物か動物かに関わらず様々なクレードで

独立に生じており、進化の過程で動原体型は頻繁に切り替わっている。例えば、カヤツリグ

サ科の植物は分散動原体型染色体をもつが、同科のホタルイ属(Scirpus)では集中動原体をも

つと報告されている(Nijalingappa, 1974)。分散動原体型染色体をもつ種を含むクレード数も

種数も昆虫に多い(Melters et al., 2012)。Misof et al. (2014)の高次分類に従うと、昆虫綱 9 目

に分散動原体型染色体を持つ種が認められ、そのうち最多種数を誇るのがチョウ目昆虫で

ある。 

 チョウ目昆虫は、昆虫綱で 2 番目の種数を持ち、動物界における全種数の約 10％を占め

る(Zhang, 2013)。現生の地球で最も繁栄しているグループの一つに挙げられるチョウ目昆虫

は、トビケラ目昆虫を除く他の昆虫とは異なる雌へテロ型(WZ/ZZ あるいは Z0/ZZ)の性染色

体システムを持つ。チョウ目昆虫の染色体研究は、Carnoy (1895)のヒトリガ(Arctia caja)の顕

微鏡観察に始まり、減数分裂中期の染色体像のカウント実験が 20 世紀初頭、盛んに行われ

た(cf. Doncaster, 1914)。これらの功績の多くは Robinson (1971)にまとめられており、約 1,000

種の記載から、チョウ目昆虫の染色体数は n=31 の種が 1/4 程度を占め、半数以上が n=29-

31 であるとわかった。このことから、チョウ目昆虫の典型的な染色体数は n=31 とされてい

る。カウント実験とは対照的に、チョウ目昆虫染色体の同定法は長い間確立されないままで

あった。一般的に集中動原体型の染色体は、体細胞中期における染色体の長さや動原体の位

置、分染法などの核型分析による染色体同定が可能である。一方、チョウ目昆虫の染色体は、

分散動原体型染色体に特徴的な、体細胞分裂中期に一次狭窄がなく、丸く凝集した形態をも

つうえに、数も n=31 が基本数と多く、核型分析は困難を極めた。そのため、Kawazoé の一

連の研究(Kawazoé, 1987a; b; c; d; 1991a; b; 1992)や Traut (1976)の研究により、ごく限られた

染色体が識別されるにとどまっていた。分散動原体型染色体の奇妙な特徴は、分子生物学が
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発展する今世紀に至るまで、チョウ目昆虫の染色体研究における大きな障壁として立ちふ

さがることとなった。 

 チョウ目昆虫の染色体研究のブレイクスルーは、BAC-FISH (bacterial artificial chromosome-

fluorescence in situ hybridization)によるモデルチョウ目昆虫カイコの正確な染色体カリオタ

イピングであった(Yoshido et al., 2005)。当時のカイコ研究は、詳細な分子連関解析(Yasukochi 

et al., 1998)や BAC ライブラリー(Wu et al., 1999)の構築など、分子遺伝学の研究基盤が整っ

てきていた。Yoshido et al. (2005)は、PCR による BAC スクリーニングで分子連関地図に対

応づけた、62 BAC-DNA をプローブに用いた FISH により全染色体の同定を実現した。一方

で、ゲノムの解読も進んでおり、2004 年に日中双方からカイコドラフトゲノム情報が公表

された(Mita et al., 2004; Xia et al., 2004)。カイコゲノム情報が公開されたことにより、オル

ソログ配列の情報をカイコ染色体上の配置と比較することが容易になった。これに伴い

2000 年代以降、カイコとの染色体比較研究結果が多数報告された(Pringle et al., 2007; Beldade 

et al., 2009; Yasukochi et al., 2009; Baxter et al., 2011; Yoshido et al., 2011b; The Heliconius genome 

consortium, 2012; Sahara et al., 2013; Van’t Hof et al., 2013; You et al., 2013; Ahola et al., 2014; 

Yasukochi et al., 2016; Wan et al., 2019)。なお、これらカイコゲノム情報は、2008 年にバージ

ョンアップ(The International Silkworm Genome Consortium 2008)が行われ、本年、さらに高品

質なアップグレード情報が公表された(Kawamoto et al., 2019; Lu et al., 2019)。 

分散動原体型染色体の特徴として、染色体の切断や融合、大規模な転座が生じても問題な

く染色体分配が行われることから、染色体構成の急激な変化による進化の可能性が指摘さ

れてきた(Bureš et al., 2013)。分散動原体型染色体をもつ植物の Luzula elegans では、X 線照

射で染色体の大規模なリアレンジメントを誘発した報告があり、この仮説はもっともらし

いと考えられた(Jankowska et al., 2015)。しかしながら、チョウ目昆虫ではシロチョウ科の種

を除き、これまで調べられた全ての種において、染色体上の遺伝子配置に対応関係が確認さ

れた(Pringle et al., 2007; Beldade et al., 2009; Yasukochi et al., 2009; Baxter et al., 2011; Yoshido et 

al., 2011b; The Heliconius genome consortium, 2012; Sahara et al., 2013; Van’t Hof et al., 2013; You 

et al., 2013; Ahola et al., 2014; Yasukochi et al., 2016; Wan et al., 2019)。また、染色体間のオルソ

ログ転移リアレンジメントは、種間で非常に少ない。例えば、コベニモンドクチョウとカイ

コの間では、約 6%程度観察される(The Heliconius genome consortium, 2012)。この報告は、染

色体の切断や融合を許容する分散動原体型染色体の染色体進化理論と大きく異なる。つま

り、チョウ目昆虫では、染色体座乗遺伝子配置の保持機構が想定される。一方、シロチョウ

科オオモンシロチョウ(Pieris brassicae)の染色体比較 FISH マッピングは、本種と他のカイコ

型染色体をもつ多くのチョウ目昆虫種との間にコリニアリティーが存在しないことを示唆

した(内藤, 2009; 福田, 2014; 大野, 2017)。さらにモンシロチョウ(P. rapae)とエゾスジグロシ

ロチョウ(P. napi)のゲノムシークエンスデータより、これら Pieris 属の染色体構成は、カイ

コと大きく異なる一方で、同属間では対応関係があることが示された(Nallu et al., 2018; Hill 

et al., 2019)。したがって、これら Pieris 属の共通祖先においては、Bureš et al. (2013)の仮説
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通り、染色体構成の急激な変化による進化が生じた可能性が推測された。 

 生物の進化には、小進化と大進化の区別がなされる。種内で認められる塩基置換とそれに

伴うアミノ酸置換などの小進化は、輪状種の形成に関わる(Moritz et al., 1992)。しかしなが

ら、小進化の蓄積が種分化など大進化につながるか否かには議論がある。一方、大規模なア

ミノ酸置換や遺伝子配置の変化を伴う染色体変異は、種分化と密接な関わりがある。日本海

と太平洋のイトヨ(Gasterosteus aculeatus)は、性染色体へ第 9 染色体が融合してネオ Y 染色

体になることで生殖隔離を引き起こし、種分化の引き金になったことが報告されている

(Kitano et al., 2009; Yoshida et al., 2014)。日本海のイトヨは、ニホンイトヨ(Gasterosteus 

nipponicus)として近年新たに新種記載された(Higuchi et al., 2014)。東アフリカのセイヨウミ

ツバチは、山地の熱帯雨林に生息する Apis mellifera monticola と、サバンナなどの低地に生

息する A. m. scutellate (アフリカミツバチ)の亜種が生息するが、シークエンス解析よりこれ

ら 2 種は第 7 染色体と第 9 染色体に部分的に多型が蓄積した領域が存在することから、染

色体の逆位が疑われる(Wallberg et al., 2017)。すなわち、これら亜種間の形態や分布の違いは

染色体変異に起因した可能性がある。また、チョウ目昆虫のシロチョウ科の Leptidea 属は、

種によって性染色体の構成が大きく異なることが確認されている(Šíchová et al., 2015; 2016)。

これらの染色体変異は、連続的変化した分布を持つ可能性がある。 

多くの種が所属するチョウ目昆虫における種分化は、大きな染色体変異を伴っていない

ため、シロチョウ科における大規模な染色体リアレンジメントが、種分化に影響を与えたか

否かは興味深い。同一染色体上に配置されることに意義があるとされる遺伝子群として、

Hox (homeobox)遺伝子群が挙げられる。Hox 遺伝子は、左右対称な生物の体節決定に働く遺

伝子のマスター因子の総称であり、動物界全体で広く保存されている。例えば、節足動物の

Hox 遺伝子 labial にあたるニワトリの gHoxb-1 を、キイロショウジョウバエの labial ノック

アウト系統にトランスジェニックした場合、最長で 2 齢まで成長した報告がある(Lutz et al., 

1995)。ヒト(Homo sapiens)とキイロショウジョウバエ(Drosophila melanogaster)の間でも、染

色体上の遺伝子配置から遺伝子機能との空間的共線性まで高い保存性が確認されており、

進化的な生物では常染色体上にクラスタリングされている(Lemons and McGinnis, 2006)。例

外的に、キイロショウジョウバエでは Hox 遺伝子群は、同一染色体上で ANT-C と BX-C の

2 つのクラスターに 10 Mb 程度の距離で分かれている(Duncan, 1987; Kaufman et al., 1990)。

さらに同じDrosophila属のD. repletaならびにD. buzzatiiでは、labialがHox遺伝子Abdominal-

B の隣に転座している(Negre et al., 2003; 2005)。また、棘皮動物門のウニ、扁形動物門のマ

ンソン住血吸虫、日本住血吸虫、脊索動物門のホヤ等では Hox 遺伝子の大規模な再編が生

じており、これら生物の風変わりな形態との関係性が疑われている(Ikuta et al., 2004; Pierce 

et al., 2005; Cameron et al., 2006; Gu et al., 2012)。カイコの Hox 遺伝子群は、全て第 6 染色体

上に座乗するが、labial だけは他の Hox 遺伝子群と約 10 Mb ほど離れた位置に座乗する 

(Yasukochi et al., 2004)。チョウ目昆虫において他の昆虫種同様、labial が胚発生時に発現し、

体節決定に関わっているのかどうかは不明であった。本研究の第Ⅱ章では、カイコの卵を
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WISH (whole-mount in situ hybridization)することで、チョウ目昆虫で labial が他昆虫種同様

に胚発生ステージに間挿節で発現していることを初めて明らかにした。さらに、オオモンシ

ロチョウの BAC-FISH マッピングより、labial が他の Hox 遺伝子群と別染色体に転座してい

ることを示した。Hox 遺伝子群が複数の染色体にまたがって座乗する報告は、節足動物では

初となる。 

シロチョウ科は、コバネシロチョウ亜科、マルバネシロチョウ亜科、モンキチョウ亜科、

シロチョウ亜科の 4つに分類され、Pieris属はシロチョウ亜科に属する(Wahlberg et al., 2014)。

シロチョウ亜科は、種数の観点からシロチョウ科において最も繁栄したグループであり、

n=26-104 の多様な染色体数をもつ(Robinson, 1971; Lukhtanov, 1991; Saura et al., 2013)。マル

バネシロチョウ亜科は、1 属 5 種のみで構成され染色体情報は不明である (Mitter et al., 2011)。

モンキチョウ亜科は、ホシボシキチョウ(Eurema brigitta, n=12)の 1 種を除き(de Lesse and 

Cnndamin, 1962; de Lesse, 1968)、全てが進化的なチョウ目昆虫の典型染色体数である n=31 前

後の染色体数を持つ(Robinson, 1971; Lukhtanov, 1991; Saura et al., 2013)。モンキチョウ亜科の

昆虫がカイコとの染色体コリニアリティーを維持していた場合、シロチョウ科における染

色体構造変化の起源とその影響について議論することができる。そこで本研究の第Ⅲ章か

ら第Ⅳ章にかけて、モンキチョウ亜科の普通種であり、典型染色体数である n=31 の染色体

数をもつモンキチョウ(Colias erate)を対象に、染色体比較研究の基盤を構築した。近年、次

世代シークエンサーの普及にしたがって、配列情報の解析方法も多岐にわたるようになっ

た。オルソログ検出ツールはこれまでにいくつか報告があるが(Ebersberger et al., 2009; Emms 

and Kelly, 2015; Cosentino and Iwasaki, 2018)、チョウ目昆虫オルソログ選抜に最適化されたア

プリケーションツールは存在しなかった。第Ⅳ章では、カイコ単一遺伝子オルソログの選抜

に特化したアプリケーションツールを独自に開発し、モンキチョウ BAC のスクリーニング

に利用した。第Ⅴ章では、BAC-FISH によるモンキチョウ染色体マッピングを行い、カイコ

との染色体対応関係を明確に示した。モンキチョウとカイコとの間にオルソログ配置に逆

転が認められた 9 染色体について、ナミアゲハチョウ(Papilio xuthus)との比較解析を追加で

行い、染色体進化の過程を考察した。さらに、モンキチョウ第 29 染色体の逆位についても

報告した。以上の研究成果をもとに、第Ⅵ章においてシロチョウ科の染色体進化とその起源

について総合考察を行った。 
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第Ⅱ章 オオモンシロチョウ染色体マッピングデータの再解析 

 

序論 

 

 チョウ目昆虫の遺伝子配置は、これまでの染色体比較研究より、特に二門亜目に属する種

において広く保存されていると考えられている(Pringle et al., 2007; Beldade et al., 2009; 

Yasukochi et al., 2009; Baxter et al., 2011; Yoshido et al., 2011b; The Heliconius genome consortium, 

2012; Sahara et al., 2013; Van’t Hof et al., 2013; You et al., 2013; Ahola et al., 2014; Yasukochi et al., 

2016; Wan et al., 2019)。しかしながら、シロチョウ科のオオモンシロチョウ(Pieris brassicae)

において、染色体の構成がモデルチョウ目昆虫のカイコと大きく異なる可能性が示唆され

(内藤, 2009; 大野, 2017)、モンシロチョウ(P. rapae)とエゾスジグロシロチョウ(P. napi)のゲノ

ムシークエンスデータから確実性が高まった(Nallu et al., 2018; Hill et al., 2019)。ブロック単

位の染色体リアレンジメントが多数生じたことと種分化に関連性が深いと考えると、染色

体リアレンジメントがもたらした遺伝子発現や形質への影響は非常に重要であろう。祖先

種において同一染色体上に座乗していた遺伝子群が、オオモンシロチョウで別染色体に分

かれていたら、その遺伝子群の発現が形質や機能にどのような変化をもたらすのかは興味

深い。 

 同一染色体上に配置されることに意義があるとされる遺伝子群として、Hox (homeobox)遺

伝子群が挙げられる。Hox 遺伝子は、ホメオボックス遺伝子ファミリーに属する、左右対称

な生物の体節決定に働く遺伝子のマスター因子の総称である。Hox 遺伝子は、動物界全体で

広く保存されており、ヒトとショウジョウバエの間でも保存性が高く、進化的な生物では常

染色体上にクラスタリングされている(Lemons and McGinnis, 2006)。節足動物の Hoxクラス

ターは主に 10種の遺伝子が、脊椎動物ではそこから fushi-tarazu (ftz)を除いた 9 種の遺伝子

が同順序でクラスターを形成している(Di et al., 2015)。Hox遺伝子の特徴として、前後軸に

沿った胚発生における遺伝子の発現位置が、染色体上の遺伝子順序に従う(Wolpert, 2011; 

Pascual-Anaya et al., 2018)ため、Hox 遺伝子は、遺伝子の空間的配置と発現パターンに相互関

係がある例として信じられている。 

 カイコの染色体では、これら Hox 遺伝子群が全て第 6 染色体上に座乗することが確認さ

れている(Yasukochi et al., 2004)。興味深いことに、Hox 遺伝子群に属する labial は、他の Hox

遺伝子群と約 10 Mb ほど離れた位置に座乗する。カイコを含むチョウ目昆虫では、labialの

発現のみならず、塩基配列の全長が明らかになっていなかった。オオモンシロチョウにおけ

る、labial とその他の Hox 遺伝子の座乗もこれまで明らかにされていなかった。 

 ゲノム配列解析が行われたシロチョウ亜科 2 種の染色体数は、双方とも n=25 である。一

方、我々が進めてきたオオモンシロチョウの染色体数は、n=15 と大きく異なる(Robinson, 

1971)。また、モンシロチョウのゲノムデータは、染色体レベルアセンブルができていると
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は言い難く、オオモンシロチョウを含めた 3種間での染色体比較は、シロチョウ亜科におけ

る染色体進化を知る上で重要な情報となる。さらに、シロチョウ科内での比較にも活用でき

るため、本研究において果たす役割も大きい。 

そこで本章第 1 節では、チョウ目昆虫の labial が発現しているかどうかを確認するため

に、カイコで配列の決定と発現解析を行った。第 2 節では、オオモンシロチョウ染色体に

Hox遺伝子を BAC (bacterial artificial chromosome)-FISH (fluorescence in situ hybridization)マッ

ピングすることで、Hox 遺伝子の座乗する染色体を調べた。第 3 節では、先行研究のオオモ

ンシロチョウ FISH マッピング結果を精査し、再マッピングを行った。今後、Hox遺伝子群

のように同一染色体上に座乗することが重要である遺伝子が提唱された場合、マッピング

結果が正確であることは、誤ったデータによるミスを防ぎ、仮説の検証に役立つだろう。第

4 節では、最近報告された 2 種のシロチョウ科昆虫のゲノムアセンブリデータを、本研究結

果と比較して染色体進化を考察した。 

 

 

第１節 カイコ labial の発現解析 

 

 チョウ目昆虫では、カイコ E 偽対立遺伝子群と隣接する Nc 遺伝子座の研究から、幼虫の

形態形成に関与する遺伝子クラスターの存在が示唆されてきた(市川, 1954)。市川の報告通

りほとんどの Hox遺伝子はクラスターとして第 6連関群（第 6染色体）に存在したが、labial

だけは同一染色体上にありながら、他の Hox 遺伝子群とは離れた位置に座乗することが、

BAC-FISH により後に確認された(Yasukochi et al., 2004)。さらに New Bombyx mori gene models 

(2017) (http://silkbase.ab.a.u-tokyo.ac.jp/cgi-bin/index.cgi)より、labial も部分配列のみではある

が、その座乗位置の詳細な情報が確認された(Kawamoto et al., 2019)。データベース上では、

第 6 染色体の 15,669,173-15,669,663 bp に labialの GeneModel (KWMTBOMO03695)が座乗し

ており、その他の Hox 遺伝子は、同染色体上の約 5.06-6,58 Mb にわたりクラスターを形成

している(Kawamoto et al., 2019)。コベニモンドクチョウおよびアトグロヒョウモンモドキで

もカイコ同様に、labial が他 Hox クラスターと同一染色体にありながら、染色体上の座乗位

置が大きく離れていることが、ドラフトゲノム解析によって示されている(The Heliconius 

genome consortium, 2012; Ahola et al., 2014)。これらの結果より、チョウ目昆虫の labialにつ

いて、染色体上の座乗位置の観点から、Hox遺伝子としての胚発生時期の発現や機能の変化

が疑われた。 

 カイコ labialは細胞遺伝学的に大変興味深い遺伝子であるが、その発現はおろか塩基配列

の全長すらわかっていなかった。先行研究より、チョウ目昆虫の Hox遺伝子の発現解析は、

Dfd, Antp, Ubx, abd-A, Abd-B について whole-mount in situ hybridization (WISH)により行われて

いる(間瀬ら, 1994; Warren et al., 1994; Suzuki and Palopoli, 2001; Parthasarathy and Gopinathan, 

2005; Tomita and Kikuchi, 2009; Masumoto et al., 2009)。本節では、これら先行研究の Hox遺
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伝子の発現時期や実験手法を参考に、カイコ labial の CDS 全長の解明ならびに発現解析を

行った。 

 

 

材料および方法 

 

1. 供試昆虫 

 カイコ品種は、p50 系統を National Bioresource Project カイコを通じて、九州大学大学院農

学研究院遺伝資源開発研究センターより分譲を受け使用した。農研機構にて使用したカイ

コ p50系統は、生物機能利用研究部門 冨田秀一郎ユニット長に分譲していただいた。どち

らも全齢人工飼料育(Silk Mate 2M, 日本農産工業株式会社, 横浜)して用いた。実験に使用し

たカイコ卵は、45.5°C に保温した比重 1.075の塩酸溶液にて 5 分間の即時浸酸処理により休

眠打破して使用した。蚕の飼育は、室温 25°C、明期 12 時間、暗期 12 時間の恒温飼育室に

て行った。 

 

2. RT-PCR による部分カイコ labial mRNA の検出 

RNAlater (AM7020, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, US)で保存した即時浸酸後 1日

半-3 日のカイコ卵から、TRIzol (Thermo Fisher Scientific)のプロトコルに従って、total RNA を

抽出した。つまり、粉砕試料 100 mgあたり TRIzol 1 ml を混合し、10 分室温で静置した後、

等量の TRIzol と全体の 1/10 量のクロロホルムを加えて混合、15,000 rpm 15 分間、室温で遠

心した。上清を別のチューブに移し、イソプロパノール沈殿を行った。70%エタノールでリ

ンスし、RNase free の滅菌水に溶かした。DNase I (2270A, TaKaRa, 草津)処理を 37°C で 30

分行い、80°C で 5分酵素の不活化を行った。エタノール沈殿を行い、RNase free の滅菌水に

溶かした。 

PrimeScript™ RT reagent Kit (Perfect Real Time) (RR037A, TaKaRa)により上記 total RNA を

テンプレートに cDNA を合成  (Table 2.1)。この cDNA をテンプレートにして、

KWMTBOMO03695 より設計した、F2 と R1 プライマー(Table 2.2)を用いた PCR により、

labial の部分配列を増幅した(Table 2.3)。PCR の条件は、94°C を 5 分処理後、94°C を 30秒、

55°C を 30秒、72°C を 1分の処理を 40サイクル行い、72°C を 7 分の処理で終結させた。ア

ガロースゲル電気泳動により PCR 産物の増幅サイズを確かめ、カイコ labial の発現ステー

ジを調査した。ポジティブコントロールには、カイコ labial 領域を含む BAC である、9J8B

をテンプレートにした PCR 産物を用いた。 

 

3. カイコ labial部分配列のクローニング 

 Kawamoto et al. (2019)が公開したカイコ labial 配列情報 KWMTBOMO03695 は、307 bpの

部分配列情報である。これに対し、NCBIに登録された XM_012696992.2 (PRJNA205630)は、
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1,186 bpと長いものの、KWMTBOMO03695 よりもさらに 5’末端側の配列のプライマーを設

計してR1との組合せで PCRを行ったところ、増副産物が認められなかった(data not shown)。

試行錯誤の結果、3’末端側の 7 bp から 26 bp までの配列からデザインした R4 (Table 2.2)と

F2 のプライマーペアでは、設計通りの増副産物が得られた。この増副産物をアガロース電

気で移動し、増幅バンドを含む約 300 bp 付近のゲルを抽出した。Wizard® Genomic DNA 

Purification Kit (A1120, Promega, Madison, WI, US)マニュアルに従いゲルからの DNA 断片の

抽出を行った。TA クローニングは、抽出した PCR 産物を pGEM®-T Easy Vector Systems 

(A1360, Promega)と T4 DNA ligase (M180A, Promega)を用いて(Table 2.4)、16°C で 30-60分間

ライゲーションを行った。4 µl の ligation mixとコンピテントセル 40 µlをプラスティックチ

ューブ内にて混合し、氷上で 30 分インキュベートした。コンピテントセルは、液体窒素中

に保存した DH5α を使用した。42°C ウォーターバスで 45 秒インキュベートし、すぐに氷上

へ移すことでヒートショックによる形質転換を行った。2 分後に SOC (Table 2.5)を 400 µl加

え、37°C で 1時間振とう培養した。X-Gal (9031, 富士フイルム和光純薬, 大阪) 50 μl を塗布

したアンピシリン(50 µg/ml)入りの LB 寒天培地(Table 2.6)に滅菌したコンラージ棒で塗布し

た。培養は、37°C のインキュベーターで約 15 時間行った。シングル白コロニーを 10%グリ

セロールならびにアンピシリン(50 µg/ml)入り LB 液体培地で培養後-20°C に保存し、必要に

応じて使用した。 

 

4. mRNA の抽出 

 RACE (rapid amplification of cDNA ends)のテンプレートとして、QuickPrep Micro mRNA 

Purification Kit (27925501, GE Healthcare, Chicago, Il, US)のプロトコルに従って RNase freeの

環境で mRNA を抽出した。抽出するカイコ卵のステージは、RT-PCR 結果を参考に、即時浸

酸 2～4 日後とした。mRNA を抽出した方法は以下の通りである。カイコ卵を 1.5 ml チュー

ブの 100 µlのラインまで加え、37°C に温めた extraction buffer 0.6 ml 中でホモジナイズし、

卵殻を取り除いた。Dounce Tissue Grinder (357538, WHEATON, Millville, NJ, US)に移し、loose 

10-20 回、tight 10 回で粉砕した。1.2 ml の elution buffer を加えて混ぜ、16,000× g で 1分遠

心し上清を除去した。スラリーを均一にした oligo(dT)-cellulose を 16,000× g で 1 分遠心し、

上清をサンプルのチューブに加えて沈殿と 3 分間転倒混合した。16,000× g で 10 秒遠心し、

上清を捨てた。1 ml の high salt buffer にタッピングで再懸濁し、16,000× g で 10秒遠心し、

上清を捨てる処理を 5 回繰り返した。1 ml の low salt bufferにタッピングで再懸濁し、16,000× 

g で 10 秒遠心し、上清を捨てる処理を 2回繰り返した。0.3 ml の low salt buffer にタッピン

グで再懸濁し、MicroSpin Column に入れ、16,000× g で 10秒遠心後、液を捨てた。0.5 ml の

low salt buffer をカラムに加え、16,000× g で 10 秒遠心後、液を捨てる処理を 3 回繰り返し

た。カラムを RNA-free チューブに移し、65°C の elution buffer を 0.2 ml 加えて 1 分待ち

16,000× g で 10秒遠心する処理を 2回繰り返した。サンプル 400 µl あたりグリコーゲン 10 

µl と K acetate solution を 40 µl を加え、軽く混合した。-20°C の 100%エタノールを 1 ml 加
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え、-20°C で 30 分以上インキュベートし、4°C で 5 分間 16,000× g で遠心し、上清を捨て

た。70%エタノールを加えて、すぐに使わない場合はそのまま-80°C でストックした。使用

時には 70%エタノールを完全に取り除き、適量の DEPC-treated water (36415-54, nacalai tesque, 

京都)に溶解して使用した。 

 

5. RACE 法によるカイコ labial の配列全長の決定 

 RACE には SMARTer® RACE cDNA Amplification Kit (634914, Clontech (Takara Bio US), 

Mountain View, CA, US)を用いて SMART(Switching Mechanism At 5’end of RNA Template)にて

行った。5’-RACE 用チューブには mRNA と 5’-CDS primer を加えて 3.75 µlに、3’-RACE 用

チューブには mRNA と 3’-CDS primer を加えて滅菌水で 4.75 µl にメスアップした。双方と

も 72°C で 3 分、42°C で 2 分処理し、14,000× g で 10 秒間遠心した。5’-RACE 用 mix のみ、

SMARTer IIA oligo を 1 µl 加えた。これら 5’-RACE と 3’-RACE 用 Mixそれぞれに各種試薬

(Table 2.7)を加え、合計 10 µl とした。42°C で 90 分間、逆転写反応を行い、10 分の 72°C 処

理により酵素を失活させた。Tricine-EDTA buffer 200 µl で希釈し、-20°C で次の処理まで保

存した。PCR には BD Advantage™ 2 PCR Kit (639207, BD, Franklin Lakes, NJ, US)を用いた。

PCR 1 サンプルにつき 41.5 µl の Master mix を用意した(Table 2.8)。プライマーは、カイコ

labial の予測部分配列(XM_012696992.2)より設計した Gene-specific primers (GSP)と、キット

に付属する Universal Primer Mix (UPM)を用いた(Table 2.9)。RACE-PCR は Table 2.10のよう

に試薬を調整し、タッチダウン PCR の設定で PCR 反応を進めた。プロトコルは、94°C で

30 秒と 72°C で 3 分の処理を 5サイクル、94°C 30秒と 70°C 30 秒と 72°C 3分の処理を 5サ

イクル。94°C 30秒と 68°C 30 秒と 72°C 3分の処理を 20サイクル行った。PCR 産物を電気

泳動でバンドを確かめ、Wizard® Genomic DNA Purification Kit (A1120, Promega)のマニュア

ルに従いゲルからのDNA抽出を行った。抽出した PCR産物の pGEM®-T Easy Vector Systems 

(A1360, Promega)のクローニングは、本節材料および方法 3.と同様に行った。コロニーの生

えたシャーレは 4°C に保存した。プラスミド DNA 抽出は、白色のシングルコロニーをアン

ピシリン(50 µg/ml)入りの LB 液体培地で一晩培養し、Automatic DNA Isolation System (PI-50, 

KURABO, 大阪)により自動で行った。 

 インサート DNA の配列決定は、ABI 3730xl DNA Analyzer (Applied Bio-systems, Waltham, 

MA, US)により、サンガーシークエンシングした。サンプルの調整は、BigDye™ Terminator 

v3.1 Cycle Sequencing Kit (4337454, Thermo Fisher Scientific)を用い(Table 2.11)、96°C で 1分処

理後、96°C 10秒、50°C 5秒、60°C 4 分の 35サイクル PCR により増幅した各サンプルに 10 

µl ずつ滅菌水を加えて配列決定した。 

 

6. カイコ卵の解剖 

 解剖皿は、SYLGARDTM 184 Silicone Elastomer Kit (98-0898, Dow, Midland, MI, US)で作製し

た。高見・北沢 (1960)を参考に発生ステージを推定し、ステージ 16-22 (丁Ａ期-反転完了期)
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のカイコ卵をスライドガラス上に接着剤(アロンアルファ, KONISHI, 大阪)で固定した。顕

微鏡下にスライドガラスを固定し、上から 1× PBS を乗せた。メスでカイコ卵の背側(反転完

了期は腹側)から切開し、胚を取り出して 1× PBS で満たした解剖皿にキュベットで移動し

た。解剖皿上で卵黄を除去して、胚のステージごとに 4%パラホルムアルデヒド PBS 溶液に

入れて 4°C で 1 日固定した。1× PBS で 2回リンス後、1× PBS 溶液で稀釈した 50%メタノー

ルに入れて、-20°C でストックした。 

 

7. mRNA の in vitro transcription 

 プラスミド DNA 抽出は、labial 部分配列をクローニングした大腸菌（3.参照）をアンピシ

リン(50 µg/ml)入りの LB 液体培地で一晩培養し、Automatic DNA Isolation System (PI-50, 

KURABO)により自動で行った。in vitro transcriptionは、上記プラスミド DNA をテンプレー

トとして、MAXIscript® SP6/T7 Transcription Kit (AM1320, Ambion, Austin, TX, US)のプロトコ

ルに従って、センス鎖とアンチセンス鎖毎に行った。それぞれ MAXIscript reaction Mix を調

整し(Table 2.12)、37°C で 60-120 分静置にて反応させた。この反応には DIG RNA labeling Mix 

(11277073910, Roche, Basel, Switzerland)を使用しため、転写産物の UTP を DIG でラベルし

た。2 U/µl DNaseを 1 µl 加えて、さらに 37°C で 15 分インキュベートした。0.5 M EDTA を

1 µl 加えて、RNA 用 sephadex G25 ゲル担体で TE バッファーを溶媒にゲル濾過を行った。

精製された RNA プローブ溶液は、使用まで-80°C で保存した。 

 

8. whole-mount in situ hybridization (WISH) 

 1× PBS 溶液で稀釈した 50%メタノールにストックしていたカイコ胚を 24 ウェルプレー

ト(68405033, IWAKI, 榛原郡吉田町)に入れたPBSTw (1×PBS, 0.1% Tween20)で 稀釈した25%

メタノールに移し、10 分以上シーソーで振盪してメタノールを混合した。この混合液をピ

ペットマンで捨て、PBSTw を加えて 10 分間以上、シーソー振盪して胚を洗浄した。これを

もう一度繰り返した後、液を捨て、Proteinase K (1 µg/ml) in PBSTw を加えて 1～2分酵素処

理した。処理液を捨て、PBSTw 中に 2 mg/ml に稀釈した Glycin を加えて 5 分間振盪し、

proteinase K を不活化した。不活化液を捨て、Parafix solution (1× PBS, 4%パラホルムアルデ

ヒド, 4%スクロース, pH 7.4)を加えて 20 分間振盪固定した。固定液を捨て、PBSTw を加え

て 10 分間以上のシーソー振盪による胚洗浄を 2 回行った。洗浄液を捨て、50% 

prehybridization buffer (Table 2.13)を加えて 3分振盪した。液を捨て、室温の prehybridization 

buffer (Table 2.14)を加えて 10分間振盪後、液を捨てて 65°C に温めた prehybridization buffer

を加えて、温度を維持しながら 60分間振盪してプレハイブリダイゼーションを行った。こ

の処理液を捨て、65°C に温めた hybridization buffer with probe (Table 2.15)を加えて、温度を

維持しながら 1晩振盪してハイブリダイゼーションを行った。 

 1 晩ハイブリダイゼーション処理したサンプルの液を捨て、65°C に温めた hybridization 

buffer (Table 2.16)を加えて 20 分間 65°C で振盪し、プローブ洗浄を 2 度行った。洗浄液を捨
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て、Buffer #1 (50% Formamide, 0.1% Tween20, 0.1% CHAPS, 4×SSC in distilled water)、Buffer #2 

(50% Formamide, 0.1% Tween20, 0.1% CHAPS, 2×SSC in distilled water)、Buffer #3 (50% 

Formamide, 0.1% Tween20, 0.1% CHAPS, 1×SSC in distilled water)、Buffer #4 (50% Formamide, 

0.1% Tween20, 0.1% CHAPS, 0.2×SSC in distilled water)の順に 4 溶液、それぞれ 65°C、15 分

処理し、塩濃度を段階的に下げた。Buffer #4 溶液を PBSTw に置き換えて 10 分間以上シー

ソー振盪して胚のホルムアミド濃度を下げた。この処理液を捨て、PBSTw 稀釈 RNaseA (20 

µg/ml)で 30 分振盪し、遊離 RNA を分解した。RNaseA 溶液を PBSTw に置換し、10 分間以

上シーソー振盪して胚を洗浄した。洗浄液を捨て、PBSTw 稀釈した 1% Blocking Reagent 

(11096176001, Roche)を加えて 60 分振盪によるブロッキングを施した。ブロッキング液を捨

て、Antibody solution (Table 2.17)を加えて 4°C で 1晩振盪し、DIG の抗体(anti-digoxigenin-AP 

Fab Fragments)を結合させた。ここで加える Antibody solution は、事前に 50%メタノール in 

1nPBS 溶液で固定した別のカイコ胚を、Antibody solution 2 ml ごとに 5-6 個加えて１時間以

上 4°C で放置することで、非特異的に結合する余計な抗体を除去したものを使用した。 

 サンプルの液を捨て、PBSTw を加え 20 分以上振盪する操作を 4回行い、胚を洗った。液

を捨て、AP detection buffer (100mM NaCl, 50mM MgCl, 100mM TrisHCl (pH 9.5))による 5 分処

理を 2度行った。その後、以下の処理を遮光条件で行った。AP detection buffe を捨て、10 ml

の AP detection bufferに NBT/BCIP Ready-to-Use Tablet (11697471001, Roche)1 錠を溶解した染

色液を適量加えた。カイコ胚が十分に染まるまで静置し、PBSTw を等量加え 10分間以上シ

ーソー振盪により胚を脱色した。PBSTw を交換して脱色を 2度繰り返し、PBSTw を適量入

れた新しい細胞培養 24 ウェルプレートにセルセイバーチップで染色胚を移して顕微鏡下で

観察した。染色後のカイコ胚は、1× PBS で 50%稀釈したグリセロール溶液中で 4°C に保存

した。 
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Table 2.1 Composition of first-strand cDNA amplification mix for RT-PCR reaction 

5× PrimeScript Buffer (for Real Time) 2 µl 

PrimeScript RT Enzyme Mix I 0.5 µl 

Oligo dT Primer (50µM) 0.5 µl 

total RNA <500 ng 

adjust the volume to 10 µl with distilled water 

above reagents contain in PrimeScript™ RT reagent Kit (TaKaRa, RR037A) 

 

Table 2.2 Primers used for in vitro transcription 

Bmlab_F2 TGGCCAATCCCTTACTCAACC 

Bmlab_R1 CTGGACTCCCGGCTGTTTTC 

Bmlab_R4 AGATGCGATTTCGGACCACA 

 

Table 2.3 Setting up the PCR reactions 

10× Ex Taq Buffer (20mM) (TaKaRa, RR001A) 1 µl 

dNTP Mixture (2.5mM each) (TaKaRa, RR001A) 0.8 µl 

Forward primer (5µM) 1 µl 

Reverse primer (5µM) 1 µl 

TaKaRa Ex Taq (5 U/µl) (TaKaRa, RR001A) 0.05 µl 

cDNA (Table 2.1) 0.5 µl 

adjust the volume to 10 µl with distilled water 

 

Table 2.4 Composition of ligation mix 

PCR product 3.2 µl 

pGEM vector (20 ng/µl) 0.8 µl 

2× Reaction Buffer 5 µl 

T4 DNA ligase (Promega M1801) 1 µl 
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Table 2.5 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 

KCl  (和光純薬 163-03545) 0.02 g 

adjust the volume to 100 ml with distilled water 

SOC   

SOB 1,000 μl 

1M Glucose  (和光純薬 049-31165) 2 μl 

1M MgCl2  (和光純薬 135-00165) 1 μl 

1M MgSO4  (関東化学 58042-17) 1 μl 

 prepare right before use it 

 

Table 2.6 Composition of LB agar plate (including ampicillin 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 0.2 ml of ampicillin solution (50 mg/ml) below at 60°C and dispense to 10 dishes. 

after fixed, keep at 4°C until using 

 

Table 2.7 Composition of first-strand cDNA amplification mix for RACE reaction 

5× First-strand buffer 2 µl 

DTT (20mM) 1 µl 

dNTP (10mM) 1 µl 

RNase Inhibitor (40 U/µl) 0.25 µl 

SMARTScribe Reverse Transcriptome (100 U/µl) 1 µl 

above reagents contain in SMARTer® RACE cDNA Amplification Kit (Clontech 634914) 

5'- or 3'-RACE Mix 4.75 µl 
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Table 2.8 Composition of RACE-PCR master mix 

10× Advantage 2 PCR buffer 5 µl 

50× dNTP Mix (10µM) 1 µl 

50× Advantage 2 Polymerase Mix 1 µl 

  adjust the volume to 40 µl with distilled water 

above reagents contain in BD Advantage™ 2 PCR Kit (BD 639207) 

 

Table 2.9 Primers used for RACE-PCR 

Universal Primer Mix (UPM) (SMARTer® RACE cDNA Amplification Kit, 634914, Clontech) 

Long Primer TAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 

Short Primer CTAATACGACTCACTATAGGGC 

Gene-Specific Primers (GSP) 

GSP1 CGGGCGCTACTATCAGCCCCTCCTTGAT 

GSP2 AAGGCGTCCTGGGCAGTCCACAAGAC 

 

Table 2.10 Setting up the 5’- and 3’-RACE PCR reactions 

5'-RACE         

  Sample UPM only* GSP1 only* GSP only** 

5’-RACE-Ready cDNA 2.5 µl 2.5 µl 2.5 µl 2.5 µl 

10×UPM (634914, Clontech) 5 µl 5 µl - - 

GSP1 (10µM) (Table 2.6) 1 µl - 1 µl 1 µl 

GSP2 (10µM) (Table 2.6) - - - 1 µl 

Master Mix (Table 2.5) 41.5 µl 41.5 µl 41.5 µl 41.5 µl 

adjust the volume to 50 µl with distilled water 

3'-RACE         

  Sample UPM only* GSP2 only* GSP only** 

3’-RACE-Ready cDNA 2.5 µl 2.5 µl 2.5 µl 2.5 µl 

10×UPM (634914, Clontech) 5 µl 5 µl - - 

GSP1 (10µM) (Table 2.6) - - - 1 µl 

GSP2 (10µM) (Table 2.6) 1 µl - 1 µl 1 µl 

Master Mix (Table 2.5) 41.5 µl 41.5 µl 41.5 µl 41.5 µl 

adjust the volume to 50 µl with distilled water 

*negative controls     

**positive control     
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Table 2.11 Setting up sanger sequence by ABI 3730xl DNA analyzer 

BigDye™ Terminator 3.1 Ready Reaction Mix 

(4337454, Thermo Fisher Scientific) 
2 µl 

M13F or M13R primer (3.2µM) 1 µl 

Template 120-150 ng 

 adjust the volume to 10 µl with distilled water 

 

Table 2.12 Composition of MAXIscript reaction mix 

10× transcription buffer (Ambion, AM1320) 2 µl 

T7 or SP6 RNA polymerase Mix (Ambion, AM1320) 2 µl 

DIG RNA labeling Mix (10mM NTP+ DIG UTP) (Roche, 11277073910) 2 µl 

DNA template 10 µl 

adjust the volume to 20 µl with distilled water 

 

Table 2.13 Composition of 50% prehybridization buffer 

prehybridization buffer (Table 2.14) 500 µl 

PBSTw (1×PBS, 0.1% Tween20) 500 µl 

 

Table 2.14 Composition of prehybridization buffer 

Formamide (nacalai tesque, 16228-05) 50 ml 

20×SSC (nacalai tesque, 32146-91) 25 ml 

10% Tween20 (nacalai tesque, 23926-35) 1 ml 

CHAPS (nacalai tesque, 07957-51) 100 mg 

Heparin Sodium (nacalai tesque, 17513-96) 5 mg 

DNA, MB-grade from fish sperm (10 mg/ml) (Roche, 11467140001) 5 ml 

Blocking Regeant (Roche, 11096176001) 2 g 

0.5M EDTA (pH 8.0) (nacalai tesque, 14347-21) 1 ml 

adjust the volume to 95 ml with distilled water 

 

Table 2.15 Composition of hybridization buffer with probe 

DNA, MB-grade from fish sperm (10 mg/ml) (Roche, 11467140001) 5 µl 

RNA probe 1.25 µl 

adjust the volume to 25 µl with distilled water 

(pH 7.4) incubate in 100°C (3 min) and ice chill rapidly 

prehybridization buffer (Table 2.14) 475 µl 
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Table 2.16 Composition of hybridization buffer 

DNA, MB-grade from fish sperm (10 mg/ml) (Roche, 11467140001) 5 µl 

prehybridization buffer (Table 2.14) 475 µl 

adjust the volume to 500 µl with distilled water 

 

Table 2.17 Composition of Antibody solution 

  dilution rate 

  ×300 ×1,000 

Anti-DIG AP Fab fragment (150 U/200 µl) (Roche, 11093274910) 6.7 µl 2 µl 

10% Blocking reagent (Roche, 11096176001) 100 µl 100 µl 

PBSTw (1×PBS, 0.1% Tween20) 1.9 ml 1.9 ml 
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結果 

 

 RT-PCR より、labialは即時浸酸後 2 日目、2.5 日ならびに 3日目のカイコ卵で発現してい

るが、1.5 日の卵では発現が無かった(Fig. 2.1)。後述した RACE 用に作製した即時浸酸後 4

日卵の total RNA から逆転写された cDNA を用いて PCR をしたところ、3 日目卵の結果と

同様の増幅バンドが得られたため(data not shown)、RACE には即時浸酸後 2日目と 3 日目な

らびに 4 日目のカイコ卵から作製した cDNA を使用した。 

TAクローニングした 5’-RACEと 3’-RACE の増副産物を各 7プラスミドずつサンガーシ

ーケンスしたところ、GSP1プライマーの 822 bp上流から始まる ATGがイニシエーション

コドンであった。また、3’RACEでは、GSP2プライマーの 599 bp先からポリ A配列が認め

られた(Fig. 2.2)。5’-ならびに 3’-RACEクローンには、ポリ A配列周辺を除いて、それぞれ

21ならびに 4個の配列相違があった(data not shown)。一塩基多型(SNPs)の可能性も排除でき

ないが、PCR増幅時の塩基取り込み間違いの可能性が高い。また、5’RACEクローンの 7塩

基目から 20塩基目までが抜けたプラスミドが 1つあった(data not shown)。Indelの可能性も

捨てきれないが、これも同様に PCR増幅時の間違いと考える方が自然である。これらの結

果から、カイコ labial遺伝子は、全長は 1.7 kb強であり、blastn解析から、783 bpの前後で

2 つエキソンに分かれることが予測された。エキソン間には、カイコの Assembled genome 上

で約 48 kb の比較的大きいイントロンが認められた。なお、2つのエキソンは、New Bombyx 

mori gene models (2017)のそれぞれ KWMTBOMO03695 と隣接する KWMTBOMO03696 を内

包した。 

WISH によりカイコ胚発生においける labial 発現場所の解析を行った結果、ステージ 18

において、アンチセンス鎖をプローブとした場合のみ、間挿節(intercalary segment)に明瞭な

特異的なシグナルが検出された(Fig. 2.3)。同様にステージ 16-20において、WISH シグナル

を間挿節で検出した(Fig. 2.4)。ステージ 20 の胚子では、labial の発現は間挿節だけでなく、

上唇原基 (labrum rudiment)、原頭葉 (procephalic lobes)の下部両端、尾脚原基 (anal proleg 

rudiment)にもシグナルが認められた(Fig. 2.5)。 
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ATGGGGAGTGTTCGTCGGTGCGGCTGACGTGCGGGCGTGCAATCGATAACCCGCGCC

GCTGAGCTAGCCCGCTCCGCAACCAAACGCACCTACATCCGGGACGTAGTGATGTGC

GCGATGTAAACGTATTGTCGCTATCGATAGACGCGGTGATCGTGACAAACATGATGACT

ATGGACGTCGGGATGTACAACAACCAACAGAACGGGTACGGAGGCGCCGAGTACTATC

AGCAGGGGACCGGGTACCAGCCGCCTTACGAGGGCTACCACGAGGGATACTACGAGC

CGACGACGCACTACTACGAGCCTTTACTGCCCGGGCAGGCGGCCCACGACCACCCCC

CCGCGCCGGTCATAAGCACAGACACGGGACTCTGTTACACGAATTTGGATTACGGTGA

CCTGCAGCCAAATTACCCTTTACACGCCTTACCGCAGCATCCGATTGAGCCGTTCAAG

CACCGGGATGAGGTCCCGAGACCGGAGGAGATGCACTTACACGAGCACAAGCTCGAC

AACCACTACTTGGAGACGAAATACAACATGCATTTCGTTGATGAGTCCTCCATGCAGTA

CAACCACTCCGGGTCCCCGCTCTCCTGCGCTGAGTTTGAGCACTACCAGCCCAAAGA

GGAGTACGGAGGACTGAGGGAGGGATTCCCTCGTGAAGGAGAGACGATGTCGCATCT

TATCCCGAGCGGTCACCAATCCCACCCCTCTCACGCCACTGTGCCGACCTACAAATGG

ATGCAAGTCAAGAGAAACGTACCCAAACCAACCGCACCGAAGCTGATGATACCACCAG

CAGAATTCGTCAGTCAAGGCGTCCTGGGCAGTCCACAAGACGGAATGCGCACACCAA

CGGGCCCCCAAATGATGGCCAATCCCTTACTCAACCTGAACAACACCGGGCGGACTA

ACTTCACCAACAAACAGCTCACTGAATTGGAAAAAGAATTCCACTTCAACAAATACTTGA

CCAGAGCGAGGAGGATAGAAATAGCCTCAGCGTTACAACTCAACGAGACGCAAGTTAA

AATATGGTTTCAGAACAGAAGGATGAAGCAGAAGAAACGGATCAAGGAGGGGCTGATA

GTAGCGCCCGAGGCCGCCCCGACCACGTCAACCCAAACAAGTGTGGGATCTAATGAA

AACAGCCGGGAGTCCAGTTAAGTGTATTGTGGTCCGAAATCGCATCTATACAGACGAT

TGAATTAAATTATAATAAAACATTGTTTTTTTATGAGTGAGGACGTACAGCTTGTTCATGTT

CATGCGATAGTCATTCAACAACAGTGAGCCGAGTCGGTGTCATTTTAGTTTTAATGTTTC

GTAGTCGTTTTTGTAAGTTTAAGTTTAACTTTGAACGAAAAATGCGCTAGATAAATGTACC

TATAGTGTATTTATTTTATTAAAATCAACTATCGTTATTGCACTCTCTGAGAAATTTCAGAT

GCGAGAGTTAATCGTGTACAAACTTTAGTTATGTAGCGTTGTAAATTATGTACCTATGTAT

TTCCCCGTAAAGAGATTATGCGTGACGGATAAGAAGTGAATAAGCTATTAGTTAAGTGCA

GCAAGAAGCAAGCTGCTTCTCGAACATAAAGCAGTATTCTGTCCTACAGCCGGATTAGC

ATTGACTTTAACATTGCCAAGAAGAGTGCCATCAGGCATGCGGCCACAGAACTCCTCTT

TCCGTCTACAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 

 

Figure 2.2 A full-length cDNA sequence of Bombyx mori labial gene. Sequences with blue back color 

indicate a B. mori GeneModel, KWMTBOMO03695. Underlined bold sequences indicate primer 

region described in Table 2.2. Bold sequences with yellow back color indicate primers for RACE 

(Table 2.4).  
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考察 

 

 WISH に用いるカイコ胚はステージ 17-20が適しており、これまで発現が研究に用いられ

た Hox 遺伝子は全て、この時期に発現が確認されている(Tomita and Kikuchi, 2009)。カイコ

において、このステージは即時浸酸後 40 時間～3日にあたる(北沢・高見, 1963)。RT-PCR な

らびに WISH による発現解析より、labial がステージ 17-20 に発現が認められた(Figs. 2.1, 

2.3-2.5)。また、即時浸酸後 4 日目胚の RT-PCR でも 3 日目同様にバンドが得られたことか

ら(data not shown)、labialの発現は少なくとも即時浸酸後 4 日目(ステージ 21 前後)まで維持

される可能性も考えられる。 

 カイコ labial の染色体上の座乗位置は、他 Hox 遺伝子群と遠い上、並び順が逆であるこ

とが確認されている(Yasukochi et al., 2004)。本研究では、細胞遺伝学的な変化にかかわらず

labial が胚発生時の発現を維持していることが確認された(Figs. 2.3, 2.4)。昆虫を含む節足動

物の labial は間挿節で発現し、胚発生を担うことが確認されている(Hughes and Kaufman, 

2002a)。カイコでも同様に、間挿節での発現がステージ 16～20 で恒常的に確認されたこと

から、labial はカイコでも体節決定遺伝子として機能していることが強く示唆された。本研

究結果と似た例として、Drosophila repleta ならびに D. buzzatii では labial が Abd-B の隣に転

座しており、一方で胚発生時期の発現は維持していることが確認されている(Negre et al., 

2003; 2005)。ハエ目は、チョウ目とトビケラ目を合わせたカザリバネ上目の姉妹クレードに

あたるため、少なくともこれら 3 目で、labialの染色体上の座乗位置が働きに関与しない可

能性がある。  

 本研究では、ステージ 20 において間挿節の他にも原頭葉(lateral procephalic lobes)の下部

両端で遺伝子発現を検出した(Fig. 2.5, black arrow heads)。WISH による labial の発現解析よ

り、Tribolium 属の遅いステージの胚では原頭葉の下部両端にシグナルが生じることが報告

されている(Posnien and Bucher, 2010)。Tribolium 属の labial ノックダウンにより、間挿節と

頭部側面が部分的に欠失することが確認されている。以上を考慮すると、チョウ目昆虫の

labial にも Tribolium 属同様の間挿節と頭部側面での働きがある可能性がある。 

ステージ 20 において、上唇原基(labrum rudiment)の遺伝子発現も検出した(Fig. 2.5, black 

arrows)。胚発生時の頭部形成の仮説として、間挿節から上唇が形成されるモデルが提唱され

ている(Haas et al., 2001)。しかし、Droshophila 属や Tribolium 属の発現解析では、上唇原基

に発現は存在しなかった(Hughes and Kaufman, 2002b; Posnien and Bucher, 2010)。さらに

Tribolium 属の機能解析では、labial ノックダウン個体で上唇原基に影響がないことが示され

ている(Posnien and Bucher, 2010)。昆虫の頭部形成の fate mapが発表され、必ずしも上唇は

間挿節のみで形成されるわけではないとの提唱もある(Posnien et al., 2010)。これらの報告よ

り仮説は否定された。しかし、多足類 Lithobius atkinsoni では labial の上唇原基における発

現が確認されており(Hughes and Kaufman, 2002b)、本研究のカイコの発現結果と一致する。

したがって、これらのグループごとに labial の機能が変わっている可能性は捨てきれない。 
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 カイコ胚のステージ 20において興味深いポイントが、尾部原基(anal proleg rudiment)にお

ける labialの発現である(Fig. 2.5, dark red arrow heads)。これまでの節足動物 labial の発現解

析において、前後軸の posterior 側の末端に発現が観測された例はない。最近の研究で、Hox

遺伝子が体節形成だけにとどまらず、複数の機能を持つ例が報告されている。例えば、カイ

コの Antenapediaは中部絹糸腺において sericin-1遺伝子発現の活性化に働くことが示された

(Kimoto et al., 2014; Tsubota et al., 2016)。さらに、エンマコガネの前胸の角が、翅を形成する

Hox遺伝子である Sex combs reduced (Scr)の制御を受けることが実証された(Hu et al., 2019)。

本研究で検出されたカイコ labial の尾部原基における発現も、他の昆虫には無い特殊な役割

を持っているのかもしれない。 

本研究では、labialの塩基配列全長をチョウ目昆虫で初めて報告した。RACE により獲得

された配列情報は、KWMTBOMO03695 と KWMTBOMO03696 を内包していた。これらは

GeneModelでは２つに分かれているが、本研究より、1つの遺伝子である可能性がかなりの

確度をもって示めされた。本解析結果は、チョウ目昆虫の labial のさらなる役割を解析する

際の遺伝子基盤として役立つだろう。 

本研究の手法では、反転期(ステージ 21)以降の胚で非特異的なシグナルが多数表れるた

め、検出が困難であった。また、ステージ 15 以前は解剖が困難かつシグナルの検出も困難

であった。今後ステージ 16-20 以外の胚の解析を行う場合、labial タンパクの抗体の作製な

どでブレイクスルーを図る必要があるだろう。 

本研究でカイコが labial の胚発生時期における Hox 遺伝子様の発現を維持していること

が明らかとなった。しかしながら、その機能解析には至っていない。筆者はカイコ labialの

RNAiによるノックダウン実験を試みたが、dsRNA インジェクション卵が胚発生できずにほ

ぼ全て死滅してしまうことから、結果を得ることができなかった(data not shown)。labial発

現領域に注目した機能解析については、今後の課題としたい。 
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第 2 節 オオモンシロチョウにおける labial 遺伝子マッピング 

 

Hox遺伝子群は、染色体上の遺伝子配置が節足動物から哺乳類まで広く共通し、クラスタ

リングされている例が多数報告されている(cf. Lemons and McGinnis, 2006; Wolpert, 2011; Di 

et al., 2015; Pascual-Anaya et al., 2018など)。また、ほとんどの種で染色体上の遺伝子配置と

胚での発現パターンに空間的共線性が確認される一方で、棘皮動物門のウニ、扁形動物門の

マンソン住血吸虫、日本住血吸虫、脊索動物門のホヤ等では Hox 遺伝子の大規模な再編が

生じており、これらの生物が特異な形態をもつ要因であると考えられている(Ikuta et al., 

2004; Pierce et al., 2005; Cameron et al., 2006; Gu et al., 2012)。 

BAC-FISH マッピングによる先行研究より、オオモンシロチョウとモンシロチョウがカイ

コと大きく異なる染色体構造を持つことが示唆された(内藤, 2009; 福田, 2014; 大野, 2017)。

labialを除いたカイコの Hox遺伝子は、第 6染色体に約 1.5 Mbのクラスターを形成するが、

これは他昆虫種よりも広い(Pace et al., 2016)。加えて labial は、そこからさらに 10 Mb弱も

の距離がある。このことから、染色体構造がカイコと大きく異なるオオモンシロチョウでは、

Hox 遺伝子群が同一染色体上に座乗する理由がない場合、いずれかの Hox 遺伝子が別染色

体に転座している可能性が考えられた。 

本節では、オオモンシロチョウの Hox 遺伝子を内包する BAC を新規にセレクションし、

BAC-FISH マッピングをすることで、Hox遺伝子である labial, pb, abdA について、染色体上

の座乗位置を特定した。 

 

 

材料および方法 

 

1. 供試昆虫 

本研究に用いたオオモンシロチョウ(Pieris brassicae)は、2007年に北海道大学にて卵塊あ

るいは初齢幼虫を採集し、飼育した個体を用いた。食草にはキャベツ(Brassica oleracea var. 

capitata)およびブロッコリー(B. oleracea var. italica)を用いた。 

 

2. 染色体標本作製 

シロチョウ科昆虫は、染色体標本の作製方法と作製時期がほぼ共通している。雄は終齢 2

日目が、雌は糸座を形成して体を固定し、胴回りに糸を掛けた蛹化直前の時期が最適である

ため、その前後の時期を選択して用いた。スジコナマダラメイガ(Eqhestia kuehniella)生理食

塩水(Table 2.18)中において、各昆虫体腔内より精巣または卵巣を摘出し、低張液(75 mM KCl)

中で、精巣は 20 分強、卵巣は 20 分弱それぞれ低張処理を行った。次にカルノア液(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。生殖巣を摘出した個体は、-20°C

で冷凍保存した。固定した細胞は、Traut (1976)の方法を改変して 60%酢酸中で溶解させな
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がら 42°C の Heating plate (HP-4530, アズワン, 大阪)上に置いたスライドガラス(1-6724-01, 

武藤化学, 東京)に広げ、風乾法により染色体標本を作製した。スライドガラス一枚につき、

精巣の場合は精包 2 つずつ、卵巣の場合は卵管 4 本ずつを標本作製に用いた。スライドガ

ラスは前処理として 100% EtOH に HCl を 1%した溶液に常温で 30分以上浸け置き、キムワ

イプで水滴を拭き取り、乾燥させた。染色体標本は 70%、80%、100%エタノールの順に洗

浄を行い、風乾後に-20°C にて使用まで保管した。 

 

3. ゲノム DNA 抽出および精製とコンペティター作製 

ゲノム DNA の抽出は、Blin and Stafford (1976)に準じて、蛹もしくは終齢幼虫を用いて行

った。昆虫体の磨砕は、滅菌済の乳棒と乳鉢、あるいはビーズクラッシャーµT-12 (TAITEC, 

越谷)と YTZ®ボール Φ1.5 (ニッカトー, 堺)を用いて行った。昆虫体 1 g あたり 10-20 ml の

Lysis buffer (Table 2.19)に溶解し、20 mg/mlの Proteinase K (39450-01-6, 富士フイルム和光純

薬)を終濃度 200 μg/ml となるよう加えた。それを 37°C の HYBRIDIZATION INCUBATER 

HB-80 (TAITEC)に入れた mini チューブローテーター(Fisher Scientific)にて一晩撹拌した。 

ゲノムの精製は、フェノールクロロホルム抽出法により行った。つまり、Lysis bufferと等

量の TE 飽和フェノールを加えて室温で 30 分間転倒混合後、室温で遠心(5000 rpm, 15 min)

し、上清を新しいチューブに回収した。上清と等量の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)を加えて室温で 15 分間転倒混

合し、混合液を室温で遠心(5,000 rpm, 15 min)した後、上清を新しいチューブに回収した。上

清と等量のイソアミルアルコール入りクロロホルムを加えて、室温で 15 分間転倒混合し、

混合液を室温で遠心(5,000 rpm, 15 min)した後、上清を新しいチューブに回収した。0.1倍量

の 3 M酢酸ナトリウムを加え、撹拌した。0.7倍量のイソプロパノールを加えて転倒混合後、

遠心(14,000 rpm, 10 min, 4°C)により沈殿を得た。上清を除去し、70%エタノールを加えてリ

ンスを行った。エタノールを完全に除去した genomic DNA (gDNA)を 1× TE に溶解した。10 

mg/ml の RNase A (R5503, SIGMA)を終濃度 10 μg/ml となるように加え転倒混合し、37°C イ

ンキュベーターで 2時間放置した。さらに Proteinase K (39450-01-6, 富士フイルム和光純薬)

を終濃度 200 μg/ml となるよう加え、37°C インキュベーターで 2 時間放置した。その後、

上記のフェノール、フェノールクロロホルム、イソアミルアルコール入りクロロホルムの処

理をもう一度行った。処理を終えたサンプルに 0.1 倍量の 3 M酢酸ナトリウムを加え、撹拌

した。100%エタノールを 2.5 倍量加えて転倒混合後、遠心(14,000 rpm, 10 min, 4°C)により沈

殿を得た。上清を除去し、70%エタノールを加えてリンスを行った。エタノールを完全に除

去した gDNA を任意の分量の 1×TE に溶解 し、-20°C で冷凍保存した。 

コンペティターは、上記により抽出した gDNA を超音波破砕装置 VP-15S (TAITEC)によ

りソニケートして作製した。Duty cycle 60%, Tune 5.0 にセットし、2～3 秒間破砕後、1分氷

冷した。これを 2～3 セット行い、DNA 断片が 500 bp - 1 kb 程度になるように調整した。コ

ンペティターのサイズ評価は、電気泳動によって行った。調整したコンペティターは-20°C
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で冷凍保存した。 

 

4. プライマーの設計 

カイコHox遺伝子オルソログをもったオオモンシロチョウBACをスクリーニングするた

めに、Single-tagged site (STS)プライマーを設計した。設計に用いた遺伝子は labial (lab)、

proboscipedia (pb)、abdominal-A (abdA)の 3 つである。Old gene models (2008)の当該遺伝子配

列を、Lepbase v1 のエゾスジグロシロチョウ (Pieris napi)の CDS データに tblastx 検索を行

い、オルソログを決定した。得られたカイコとエゾスジグロシロチョウの配列データを DNA 

Data Bank of Japan (DDBJ)の ClusterW (http://clustalw.ddbj.nig.ac.jp/)で比較し、2 種間で保存性

の高い 20 塩基前後のプライマー候補配列を複数ピックアップした。  得られた配列を

KAIKObase (http://sgp.dna.affrc.go.jp/KAIKObase/)および Lepbase (http://lepbase.org/)による

blastn 検索および NCBIの Primer BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)によ

る検索を行い、特異的な配列であると認められたものをプライマーとして用いた。 

 

5. サンガーシークエンシング 

PCR 産物をWizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega)によりゲル抽出を行って

調整した。PCR に用いたプライマーと DNA (100 ng)を調整し、 ABI PRISM 3500 Genetic 

Analyzer により配列決定した。得られた .abi ファイルはフリーソフト Chromas 

(http://technelysium.com.au/wp/chromas/)を用いて解析を行った。結果から、KAIKObase によ

る BLAST 解析によりカイコ Hox 遺伝子オルソログであることを確認した。さらに NCBI の

ORF finder (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/)を用いて、これら PCR 産物がいずれかの読

み枠において正常に翻訳されるかどうかを確かめた。 

 

6. BAC スクリーニング 

オオモンシロチョウ BAC のスクリーニングは、内藤 (2009)にて作製済の BAC-DNA プー

ル(プレートプール、xプール、yプール)を用いて、Yasukochi (2002)と Yoshido et al. (2014)に

準じた 2 段階スクリーニングで行った。実際のスクリーニングは農研機構 安河内祐二博士

に依頼した。 

 

7. BAC-DNA の抽出・精製 

目的の BAC クローンを 10 μg/ml クロラムフェニコール入り LB 培地(Table 2.20) 2 ml に

植菌し、Bio Shaker BR-23FH (TAITEC)を用いて 37°C で 2-5 時間振盪培養後、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 にスケールアップし、37°C

で 14~18 時間振盪培養を行った。菌体を遠心分離 (6,000 rpm, 10 min, 4°C)することで集菌

し、QIAGEN Plasmid Midi Kit (12245, QIAGEN K.K., 東京)のプロトコルを一部改変し BAC-

DNA を抽出・精製した。 
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菌体を 4 ml の RNaseA 入り P1 buffer (50 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA, 100 µg/ml RNaseA (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た。4 ml の P3 buffer (3M 酢酸カリウム(pH 5.5)) 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。遠心機は H9-R 

(KOKUSAN)を使用した。4 ml の QBT buffer (Table 2.21)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 2.22)で

カラムを 2 回洗浄後、68°C に温めた QF buffer (Table 2.23) 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 3M酢酸ナトリウムと 0.7 倍量のイソプロパノール

を加え、混合した上で遠心(10,000 rpm, 30 min, 4°C)を行い、上清を捨てた。70%エタノール

を 5 ml 加えリンスして遠心(10,000 rpm, 15 min, 4°C)後、上清を完全に取り除き、400 µl の

TE に溶解させた。この DNA 溶液を 1.5 ml エッペンドルフチューブに移し、0.1 倍量の 3M

酢酸ナトリウムと 2.5 倍量の 100%エタノール を加え、4°C で 10 分間、14,000 rpm で遠心

を行った。上清を除去後、70%エタノールを 1 ml 加えリンス後、4°C で 2分間、14,000 rpm

で遠心を行った。上清を完全に取り除き、 20-120 μl の TE に溶解して Quantus 

FLUOROMETER (Promega)により DNA 量を測定した後、プローブ作製に用いた。BAC-DNA

サンプルは、使用するまで-20°C で保存した。 

 

8. Nick Translation による DNA のダイレクト標識 

プローブとする BAC-DNA を、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、Table 2.24に示したように調整して用いた。 

Enzyme Mix の自作は、以下の通り行った。RNase free Recombinant DNase I (5 U/µl, 2130A, 

TaKaRa)を DNase I dilution buffer (Table 2.25)に氷上で穏やかに混合し、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 2.26)と穏やかに 5-10 回ピペッティング混合し、Enzyme Mixとした(Table 2.27)。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 2.28)

でラベリングを行った。dNTP は normal (Table 2.24)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。 

 

9. FISH (fluorescence in situ hybridization) 

1) 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%エタノールにそれぞれ

30 秒通して完全に風乾させた。Denature buffer (Table 2.29) 200 µl をアプライし、24 プライ 
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mm のカバーガラス(24501, MATSUNAMI, 岸和田)を被せて 72°C の Heating plate (HP-4530,  

アズワン)上で 3.5 分間、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はず

し、コプリンジャーに入れた-20°C の 70%エタノールに浸けて急冷した。常温の 80%、100% 

EtOH に 30 秒ずつ通して完全に風乾した。 

 

2) 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, St. Louis, MI,US)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%エ

タノールを加え、遠心(14,000 rpm, 10 min, 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%エタノールを 200 µl 加えリンスして、遠心(14,000 rpm, 10 min, 4°C)後、上清

を完全に除去した。5 µlのホルムアミド(F7503, SIGMA-ALDRICH)を加え、Micro Mixer E-36 

(TAITEC)を用いて室温で振盪懸濁した。ペレットの溶解を確認後、5 µl の 20% dextran sulfate 

(SIGMA-ALDRICH)を加え、Micro Mixer E-36 (TAITEC)を用いて室温で振盪混合した。この

プローブ溶液を 90°C で 5分間処理して熱変性させ、氷中にて急冷した。 

 

3) Hybridization 

変性させたプレパラートにプローブ溶液 10 µl をアプライし、24×50 mm のカバーガラス

(C024321, MATSUNAMI)を被せた。カバーガラスの周囲をペーパーボンド(KOKUYO, 大阪)

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 2.30)。 

 

4) 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、1 µg/ml の DAPI 含有 Anti-fade (Table 2.31)をスライドにアプライした。24×32 mmのカ

バーガラスを被せてキムタオルを被せて強く押すことで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。 

 

5) リプローブ 

リプローブは Shibata et al. (2009)のチョウ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、プレパラ

ートの処理と染色体の変性を、上記の通りに行った。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
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ラスをはがした後、70°C のリプローブ液(1% TritonX-100/0.1×SSC)で 3-10 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。その後

2×SSCで リンスを行った後、プレパラートの処理と染色体の変性を、上記の通りに行った。 

 

6) 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, Wetzlar, Germany)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 N3 フィルターで通過することで Orange にリークしている場合があっ

た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

30



Table 2.18 Composition of Ephestia kuehniella ringer solution 

 

Table 2.19 Composition of lysis buffer 

 

Table 2.20 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 1,000 ml with distilled water and autoclave 

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

 (for Glycerol stock: add 80 ml Glycerol) 

 

Table 2.21 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 

 

 

 

 

 

 

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 

distilled water                      1 L 

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

0.5M EDTA (pH 8.0) (DOJINDO 345-01865) 2 ml 

10%SDS (和光純薬 199-07141) 5 ml 

 adjust the volume to 50 ml with distilled water 
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Table 2.22 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 

 

Table 2.23 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 2.24 Composition of dNTP Mix  

10×dNTP Mix for labelling (normal) 

2.5mM dATP 50 µl 

2.5mM dCTP 50 µl 

2.5mM dGTP 50 µl 

2.5mM dTTP 34 µl 

fluorochrome-dUTP 40 µl 

adjust the volume to 500 µl with distilled water 

 

Table 2.25 Composition of DNase I dilution buffer 

1.0M Tris (pH 7.5) (和光純薬 207-06275) 2 ml 

5.0M NaCl (和光純薬 191-01665) 1 ml 

10mM 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 
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Table 2.26 Composition of Enzyme Mix buffer 

Glycerol (和光純薬 075-00616) 5 ml 

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

1M MgCl2 (和光純薬 135-00165) 100 µl 

1mM DTT (Roche 604927) 1 ml 

BSA (5.0 mg/ml) (TaKaRa 1600) 1 ml 

Distilled water 280 µl 

 

Table 2.27 Composition of Enzyme Mix 

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

DNA polymerase I (5.0 U/µl) (TaKaRa 2130A) 20 µl 

Enzyme Mix buffer (Table 2.26) 78.8 µl 

 

Table 2.28 Composition of labeling reaction for own dispensed enzyme mix 

Direct labeling (self-supplied) 

Template DNA 500 ng 

dNTP mix (Table 2.24) 2.5 µl 

10×Nick Translation buffer 2.5 µl 

Enzyme Mix (Table 2.27) 2.5 µl 

adjust the volume to 25 µl with distilled water 

 

Table 2.29 Composition of denature buffer 

folmamide (和光純薬 068-00426) 140 µl 

20×SSC (Table 2.30) 20 µl 

distilled water 40 µl 

 

Table 2.30 Composition of 20×SSC (pH 7.0) 

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 1,000 ml with distilled water 
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Table 2.31 Composition of Anti-fade with DAPI 

DABCO (SIGMA D2522-25G) 0.233 g 

1M Tris (pH8.0) (和光純薬 207-06275) 200 µl 

distilled water 800 µl 

DAPI (1.0 mg/ml) (SIGMA D9542) 10 µl 

Glycerol (和光純薬 075-00616) 9 ml 
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結果 

 

スクリーニングに用いたオオモンシロチョウ labial, pb, abdA のプライマーは、エゾスジ

グロシロチョウ(Lerpbase v1)とカイコ(KAIKObase)の配列情報より保存性の高い配列を選び

設計した(Table 2.32)。PCR 産物のシークエンスにより、カイコの各遺伝子のオルソログが間

違いなく増幅されていることを確認した(Fig. 2.6)。BAC スクリーニングの結果、labial を含

む BAC として 23O16 と 08L14、pb を持つ 08N03、abdA を持つ 05M20が選抜された。これ

らを用いた BAC-FISH マッピングをオオモンシロチョウ染色体に行った結果、08N03 (pb)と

05M20 (abdA)は同一染色体上の近傍に、labial を含む 2 BACs は別染色体の中央寄りにシグ

ナルが認められた(Fig. 2.7)。先行研究(内藤, 2009)で得られた BAC マーカーを用いて、本節

で得られた BAC の座乗染色体を確認した所、08N03 と 05M20 がオオモンシロチョウ第 4染

色体、23O16と 08L14 が第 9 染色体に座乗することが確認された(Fig. 2.8)。 

 

 

考察 

 

本節では、Hox 遺伝子を含むオオモンシロチョウ 4 BACs を用いた BAC-FISH により、そ

れらの染色体座乗位置を明らかにした(Figs. 2.7, 2.8)。labial を除いた Hox クラスターの最も

端に座乗する pb と、反対側の端から 2 番目に座乗する abdA を含む BAC シグナルが近傍に

認められた(Fig. 2.7)ことから、オオモンシロチョウでも Hox クラスターに大きな変化は生

じていないことが示唆された。一方で、オオモンシロチョウ labial を含む 2 BACsは別染色

体上に座乗していた。このような例は、扁形動物門のマンソン住血吸虫、日本住血吸虫、脊

索動物門のホヤ等で確認されている(Ikuta et al., 2004; Pierce et al., 2005; Gu et al., 2012)。ま

た、同じ節足動物のウミグモの一種(Nymphon gracile)では、Hox 遺伝子が複数消失している

例が報告されているが(Manuel et al., 2006)、節足動物において Hox遺伝子群が部分的に別染

色体に転座している例は、本研究が初の報告となる。近年、エゾスジグロシロチョウの染色

体レベルのゲノム情報が公開された(Hill et al., 2019)。labial, pb, abdA についてエゾスジグロ

シロチョウのゲノム情報を調べると、エゾスジグロシロチョウでも同様に labial のみが別の

染色体にマップされ、本研究結果の信憑性を裏付ける。 

キイロショウジョウバエでは、Hox 遺伝子群は Antennapedia complex (ANT-C)と bithorax 

complex (BX-C)の 2つに分かれ、間に約 10 Mbの距離がある(Pace et al., 2016)。キイロショ

ウジョウバエは ANT-C の Antennapedia と BX-C の abdA と AbdB が、核内で Polycomb group 

proteins により共局在されることにより、不必要な時期における発現を抑制されているとい

う報告がある(Bantignie et al., 2011)。カイコならびにオオモンシロチョウの labial について

も、同様に核内で他の Hox 遺伝子との共局在が確認できるかもしれない。 

第 1 節の実験結果より、チョウ目昆虫でも labial の発現が維持されていることが示唆され
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たが、別染色体に転座しているオオモンシロチョウでもそれが維持されているかどうかは

疑問が残る。先行研究より、モンシロチョウの胚発生のステージは詳細に記録されているた

め(田中, 1968)、WISH の手法を確立できれば、カイコ同様に発現解析を進められるだろう。 
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>partial sequence of Pieris brassicae labial 

GTGTACTTCNGGANCNACTATTANACCTTCTTTNATCCGTTTCTNTTGTTTCATTCGTCG

ATTTTGAANCCAGATCTNGACTTGCGTCTCATTCAATTGCAGAGCGGATGCTATTTCTAT

CCTTCTCGCCCGTGTGAGGTATTTGTTGAAGTGGAATTCCTTTTCCAGTTCTGTAAGCT

GTTTGTTGGNGAAGNTAGTTCTGCCAGTGGTGTTCNAATTGAGGATGGTGNTNAGNAA

NTGATTGANNAAGGNTNNNAGNGTCNCCCCG 

 

>partial sequence of Pieris brassicae proboscipedia 

TGGGCTGANTGGCATGGCGGGCCTGACAGATGGTGGAAAGTTTTCATCTGTGAACCT

GACACCATCATCAACACCCGGCACACCGTCTAGTATGCATCAAAGTCCCCTTGGACAC

TATCCAAGACCTTCGCCACCAAACGTTCCACCCGGACCTCCTCACCAATCGGTTCCAA

ATGCTCTTCCACCCTACGTAATCAGAGGCAATGCACCTCCAGGCCAGTTTCTACCACAT

CCTGATTTCNNNATGGACA 

 

>partial sequence of Pieris brassicae abdominal-A 

CCTTATTCACTTTGAGGATATCTCCGCCCTTGTCGATGGGCATTTTCATGGGATCGTGAT

GGTGTGTCACGTGGTGACCGTGGTGCTGACTCTCCAACTTGGCCTGTTTCTCTTGCTG

TTGCTGTTTCATCCTATCCTGCTCCTCTCGTTCTCTGCGAGCCTGCTCGTTTATTTCTTT

CACCGCTCTCAATTCTTTCTTTAGTTTCATTCGTCGATTCTGAAACCATATTTTTATTTGC

CTCTCTGTGAGG 

 

Figure 2.6 PCR amplified sequence data in Pieris brassicae.  
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Table 2.32 Pieris brassicae STS primers of Hox genes 

gene 

name 

STS primer size 

(bp) Forward Reverse 

lab CGGCTGTTTTCATTAGAGCC CTGATGATACCTCCGGCGGA 365 

pb TCTCTGGACGCCGTTGGTTG GTCCATACGGAAATCAGGATG 297 

abdA AGTATCAGTCAGGATTTGCTA GCACACGCGCTCTGCCTCAC 311 

Underlined nucleotides are different from those of Bombyx mori.  
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第 3 節 オオモンシロチョウの BAC-FISH マッピング比較 

 

 オオモンシロチョウ(Pieris brassicae) (n=15)の BAC-FISH マッピング結果は、シロチョウ

科の染色体比較による細胞遺伝学的な進化研究を、種数を増やして多岐にわたるクレード

で進めていく上で、比較対照として重要な位置を占める。オオモンシロチョウの染色体研究

は、私たちの研究室で続けられているが(内藤, 2009; 福田, 2014; 大野, 2017)、先行研究の染

色体マッピングに一部不正確もしくは間違いが認められ、再精査が必要であると判明した。 

エゾスジグロシロチョウ(P. napi)とモンシロチョウ(P. rapae)の Pieris 属 2 種は、ともに染

色体数 n=25 をもつ。両種は、ゲノム配列解析が行われており(Nallu et al., 2018; Hill et al., 

2019)、両者は染色体対応関係の存在が示唆されている(Hill et al., 2019)。また、オオモンシ

ロチョウとモンシロチョウの2種はBAC-FISH解析が行われている(内藤, 2009; 大野, 2017)。

オオモンシロチョウは染色体数 n=15 であり、長い 10 染色体はモンシロチョウの 2 本ずつ

合計 20 染色体と対応すること、性染色体を含む短い 5 染色体はモンシロチョウの 1 本ずつ

合計 5染色体と対応することが、FISH 結果より示唆されている。 

本節では、先行研究でスクリーニングされた BAC-DNA をプローブとして、改めてオオ

モンシロチョウ染色体の BAC-FISH マッピングを行った。加えて、それらオオモンシロチ

ョウプローブをモンシロチョウ染色体にクロスハイブリダイゼーションし、オオモンシロ

チョウ染色体との比較をおこなった。本研究の再精査により、内藤 (2009)ならびに大野 

(2017)の結果のうち、モンシロチョウ染色体のオオモンシロチョウ染色体との対応関係が部

分的に不明あるいは不正確であると判明した。そこでオオモンシロチョウ染色体がモンシ

ロチョウならびにエゾスジグロシロチョウ染色体と融合・切断の関係にあるとの推定(内藤, 

2009)とエゾスジグロシロチョウゲノムデータ blast 解析サイト(http://blast.lepbase.org/)を利

用して、対応関係が未特定の染色体に座乗する BAC を新規に特定した。 

 

 

材料および方法 

 

1. 供試昆虫 

 本研究に用いたオオモンシロチョウ(Pieris brassicae)は、2007年と 2016 年に北海道大学に

て卵塊あるいは初齢幼虫を採集し、飼育した個体を用いた。モンシロチョウ(Pieris rapae)は、

2007年と 2015年に北海道大学と岩手大学でそれぞれ採集、飼育した個体を用いた。双方の

種とも、食草にはキャベツ(Brassica oleracea var. capitata)およびブロッコリー(B. oleracea var. 

italica)を用いた。 

 

2. 染色体標本作製  

どちらの種についても、第 II 章第 2 節に記載した方法に従い、染色体標本を作製した。 
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3. ゲノム DNA 抽出、精製ならびにコンペティター作製 

 どちらの種についても、第 II 章第 2節に記載した方法に従い、ゲノム DNA 抽出、精製な

らびにコンペティター作製を行った。 

 

4. オオモンシロチョウ BAC ライブラリー 

 第 II 章第 2節に記載したオオモンシロチョウ BAC ライブラリーを使用した。 

 

5. セレクション済みの BAC クローンの再選抜 

 内藤 (2009)の先行研究により、47オオモンシロチョウ BAC クローンが DOP-PCR スクリ

ーニングされている。PCR 産物の配列データをクエリーにしたカイコ New Bombyx mori gene 

models (2017)に対する tblastxによる再解析ならびに先行研究の FISHマッピング画像の再解

析により利用可能と判断した 35 BAC クローンを本研究では用いた(Table 2.33)。これには、

pierisin を含む 09I07 も含まれる。また、FISH マッピング結果をベースにした BAC セレク

ション法(福田, 2014; 大野, 2017)により選抜されている 40 BACクローンも用いた(Table 2.34

参照)。NOR 領域にペインティングシグナルを生じる 01A06 (福田, 2014)も使用した。これ

ら Table 2.33, 2.34にまとめられた全ての BAC ならびに 01A06は、Ohno et al. (2020a)に論文

として公表済みである。さらに内在する遺伝子配列は不明なものの、オオモンシロチョウと

第 1 と第 10 染色体にマップされる 02G02と 01D07 も使用した。 

 

6. BAC-DNA の抽出・精製 

第 II 章第 2 節に記載した方法に従い、BAC-DNA の抽出・精製を行った。 

 

7. Nick Translation による DNA のダイレクト標識 

第 II 章第 2 節に記載の自作 Nick translation enzyme mix と方法に従って、BAC-DNA のラ

ベリングを行い、FISH プローブを作製した。 

 

8. FISH (fluorescence in situ hybridization)  

 第 II 章第 2節に記述した方法に従って行った。プローブとして用いた BAC クローンと標

識に用いた dyeは、Table 2.35と Table 2.36に示した。Table 2.35には後述する 04I10, 17C23, 

16B01, 08K20, 04I09, 17D07, 13B05, 04B14の 8 BAC プローブ情報も含まれる。 

 オオモンシロチョウの染色体番号は大野 (2017)に従った。モンシロチョウの染色体番号

は Hill et al. (2019)のエゾスジグロシロチョウの Scaffold Chromosome numberを参考に、改め

てナンバリングした。 

 

9. 新規プライマーの設計 

 モンシロチョウの染色体マッピングに使われた BAC について、それぞれに含まれる配列
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をエゾスジグロシロチョウ(P. napi)のゲノムデータ (Hill et al., 2019)と比較し、エゾスジグロ

シロチョウオルソログを特定した。それら遺伝子の座乗染色体から推定される上記 81 BAC

クローン（Tables 2.33, 2.34）の未対応染色体を調べた。その結果、エゾスジグロシロチョウ

Chr15 (Pn Chr15)と Pn Chr25 上の遺伝子オルソログを含むオオモンシロチョウ BAC クロー

ンが選抜されていなかった。さらに、マッピング結果の再精査を行う上で Pn Chr3, 6, 13, 22

の BAC クローンの選抜が必要となった。そこで、これら 6染色体より Gene model を任意に

選択し、SilkBase (http://silkbase.ab.a.u-tokyo.ac.jp/cgi-bin/index.cgi)で tblastx 検索を行うことで

オルソログを決定した。Primer BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)により

20 塩基前後のプライマー候補配列を複数ピックアップした。さらに Lepbase 

(http://lepbase.org/)のシロチョウ科昆虫 2種(モンシロチョウ、ワタリオオキチョウ)に対して

blastn 検索を行い、特に保存性の高かったプライマーを各染色体から 2 ペアずつ計 19 プラ

イマーペアを設計した(Table 2.37)。シロチョウ科 3種の間でプライマーの設計位置に一塩基

多型があった場合(Table 2.37 の赤字の塩基配列)、モンシロチョウの塩基配列に従って設計

した。モンシロチョウのプライマーの設計位置に N が存在した場合、エゾスジグロシロチ

ョウの配列に従った(Table 2.37の青字の塩基配列)。 

 

10. BAC スクリーニング 

 内藤 (2009)が作製したオオモンシロチョウ BAC-DNA プール(プレート、x ならびに y プ

ール)を用いて、Yasukochi (2002)と Yoshido et al. (2014)に準じた 3 段階スクリーニングで行

った。はじめにプレートプールの PCR を行い、想定長のバンドが得られるプレート候補を

絞った。次に x プール 16 行と y プール 24 列それぞれの PCR を行い、該当する BAC クロ

ーンを特定した。PCR のポジティブコントロールとしてオオモンシロチョウ gDNA をテン

プレートに用い、増幅産物のサイズ比較を行った。最後に、クロラムフェニコール (10 µg/ml) 

入り LB 寒天培地に展開したシングルコロニーに対してコロニーPCR を行い、目的の配列

を含むシングル BAC クローンを得た。PCR 条件は、94°C 5 分、次に 94°C 30 秒、55°C 30

秒、72°C 1 分を 40 サイクル、最後に 72°C 5分として行った。PCR 溶液組成は、Table 2.38

に記述した。ここで選抜された 11 BACsから、FISH により単一シグナルを示した 8 BAC ク

ローンを BAC-FISH プローブとしてマッピングに用いた(Table 39, ラベリングについては

Table 35 参照)。 

 

11. モンシロチョウ第 13、第 15 染色体を標識するマーカーの選抜 

オオモンシロチョウ第 1 染色体と第 10 染色体の標識として 03I04 と 27B21 クローンの

FISH を行ったオオモンシロチョウ染色体標本を用いて、座乗染色体および内部配列の未解

析の BAC-DNA のリプローブ FISH を行った。それぞれの染色体上にシングルシグナルが得

られた BAC-DNA について、モンシロチョウ第 10 染色体(03I04)と第 16 染色体(27B21)を標

識したモンシロチョウ染色体へのリプローブ FISH を行った。標識された染色体と別染色体
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にシングルシグナルが得られたものを、それぞれモンシロチョウ第 13 ならびに第 15 染色

体のマーカーとした。これら 02G02 と 01D07も BAC-FISH プローブとして用いた(ラベリン

グについては Table 35 参照)。 

 

12. リプローブ FISH 

 第 II 章第 2 節材料および方法の 9. 5)に記載の方法を用いて、上記のリプローブ FISH を

行った。 
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Table 2.33 Accession number, Bombyx mori orthologous gene ID and its chromosomal localities in selected Pieris brassicae  BAC clones

GeneID: BMgn Location (bp) GeneID: KWMTBOMO Location (bp)

26C08 apterous Z 002127 3,494,076..3,509,710 00112 3,557,391..3,583,260

28G13 heparanase-like Z 000620 6,445,220..6,447,057 00186 5,963,213..5,965,045

02A12 kettin Z 000622 6,513,219..6,533,895 00190 6,026,373..6,126,632

27J24 Ftz-f1 Z 000716 11,668,015..11,753,033 00379 11,253,049..11,269,571

35P07 period Z 000485 12,956,618..13,004,501 00426 12,478,149..12,525,867

28B22 invected 2 009643 7,906,255..8,000,280 00936 6,796,671..6,813,722

19J07 dopa decarboxylase 4 015002 12,515,221..12,534,917 02052 11,088,955..11,095,686

33M14 Ras1 6 006257 15,827,185..15,829,388 03639 14,084,835..14,085,614

05K04 kinease-like 7 008726 14,943,270..14,947,140 04175 12,891,332..12,900,916

06M01 heat shock cognate protein 9 002381 17,631,867..17,634,517 05355 15,413,065..15,416,485

02B20 laccase 2 10 006744 4,778,344..4,841,719 05553 5,001,072..5,005,732

33P19 NADPH cytochrome P450 reductase 10 006836 8,644,971..8,675,152 05674 7,829,094..7,858,347

07O07 ribosomal protein S15A 10 006867 9,615,964..9,619,175 05723 8,805,486..8,808,995

03J08 topoisomerase II 11(29) 011615 8,587,969..8,605,185 06463 7,807,281..7,822,277

33E20 Dmc1 11(29) 011811 11,626,450..11,635,244 06575 10,821,577..10,827,641

07L23 saposin-related 12 010419 4,985,860..5,008,980 07114 4,811,656..4,853,351

35P21 ribosomal protein L31 13 000959 9,474,492..9,476,209 07888 9,182,960..9,184,684

33E04 ribosomal protein L21 13 001106 16,214,478..16,216,997 08100 15,952,645..15,955,376

02L08 heat shock 70 kD protein cognate 15 007950 1,589,150..1,592,670 08642 1,519,699..1,522,872

34B07 nuclear reeptor GRF 15 007887 5,024,493..5,056,048 08778 5,035,387..5,035,928

33C09 ribosomal protein P0 15 003309 16,146,287..16,149,987 09300 15,448,144..15,451,870

35F09 ribosomal protein P40 17 007311 5,809,790..5,813,508 10248 5,809,820..5,813,560

27B21 elongation factor 1 alpha-like 18 008302 12,665,771..12,671,134 11083 12,385,248..12,390,846

19P22 translation elongation factor 2 19 004165 12,802,449..12,812,041 11731 12,844,940..12,854,223

29A13 ribosomal protein S20 20 009130 13,287,099..13,290,395 12287 11,518,093..11,521,394

14E22 ribosomal protein S17 21 001483 6,328,718..6,330,761 12460 4,417,937..4,418,422

19C02 ribosomal protein S15 21 001471 6,718,157..6,721,856 12483 4,792,546..4,796,242

35O12 ribosomal protein L37 22 000395 8,726,863..8,728,404 13074 7,963,772..7,965,583

04C04 inhibitor of apoptosis protein 23 011524 9,458,048..9,460,531 13749 8,300,555..8,307,800

03I04
activator of 90 kDa heat shock protein

ATPase homolog 1
23 011297 15,051,524..15,055,267 13922 13,682,392..13,686,507

34C07 coatomer subunit gamma 23(30) 011180 20,849,206..20,851,428 14157 19,481,013..19,485,149

29H01 ADP/ATP translocase 24 003829 15,066,749..15,069,434 14732 13,846,478..13,847,851

35L09 silk gland factor-1 25 005101 12,671,875..12,674,954 15391 11,258,153..11,259,291

05P24 90-kDa heat shock protein 27 004612 12,582,179..12,584,732 16087 8,749,005..8,751,393

09I07 pierisin N** N N N N

*: Number in parentheses indicate corresponded to chromosome numbers of Lepidopteran species that karyotype numbers are n = 31 (see Sahara et al., 2013)

**: no data 

P. brassicae

BAC code
gene definition

B. mori

chromosome*

KAIKObase SilkBase
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Chr BAC code FISH (Fig. 2.9) probe dye (pseudocolor) Chr Gene ID: KWMTBOMO Location (bp)

1 03I04 Cy5
a
 (magenta) 23 13922 13,682,392..13,686,507

1 13976 15,192,807..15,213,521 

1 13979 15,239,176..15,243,776 

1 13980 15,246,357..15,255,411 

1 13982 15,276,387..15,306,538 

1 13983 15,310,847..15,320,653 

1 13985 15,333,101..15,339,266 

1 13984 15,329,627..15,332,429 

1 13988 15,357,360..15,361,916 

1 01A15 R
a
 (red) 24 14371 3,781,636..3,810,416 

1 02B20 G
a
 (green) 10 05553 5,001,072..5,005,732 

1 02G02* Cy5 (cyan) NA NA

1 04I10 O (red orange) 25 14969 1,212,284..1,214,211 

2 10894 6,172,692..6,176,570 

2 10893 6,163,461..6,171,371 

2 08497 10,842,395..10,863,463 

2 08495 10,823,826..10,832,583 

2 08493 10,814,104..10,815,444 

2 08492 10,805,114..10,813,085 

2 08489 10,748,516..10,763,293 

2 08488 10,741,414..10,742,178 

2 08487 10,732,384..10,733,484 

2 08469 10,446,237..10,469,501 

2 08468 10,360,747..10,363,468 

2 02L08 Cy5 (cyan) 15 08642 1,519,699..1,522,872 

2 15469 60,746..121,647 

2 15468 46,566..54,385 

2 15467 41,456..45,483 

2 15618 4,301,832..4,302,758 

2 06M01 R (red) 9 05355 15,413,065..15,416,485 

3 06871 18,057,736..18,059,752 

3 06872 18,067,334..18,071,815 

3 06873 18,137,675..18,155,032 

3 06874 18,193,293..18,194,797 

3 06879 18,220,913..18,222,502 

3 06878 18,212,037..18,219,742 

3 04678 12,019,635..12,024,648 

3 04679 12,028,182..12,037,598 

3 04680 12,047,756..12,051,268 

3 04681 12,052,169..12,073,632 

3 04684 12,116,109..12,126,797 

3 01A01 Cy5 (magenta) 16 09977 13,822,922..14,001,590 

3 09597 5,033,119..5,058,605 

3 09598 5,060,089..5,061,045 

3 09599 5,064,617..5,093,858 

3 09599 5,064,617..5,093,858 

3 09600 5,093,989..5,096,129 

3 09601 5,102,493..5,139,158 

3 17 10333 7,804,077..7,807,342 

3 05K04 O (cyan) 7 04175 12,891,332..12,900,916 

4 10595 14,942,388..14,949,536 

4 10596 14,962,917..14,966,610 

4 10597 14,967,958..14,970,966 

4 33E20 O
a
 (magenta red) 11 06575 10,821,577..10,827,641 

26

17R
a
 (red orange)01A23

Table 2.35 Pieris brassicae  BACs used for BAC-FISH mapping, information of labeled dyes and corresponded Bombyx mori orthologs

Pieris brassicae Bombyx mori

01D13 O
a
 (yellow) 23

01D06 G (green)

11G
a
 (yellow)01D05

8R (red)01E05

16

01C11 O
a
 (yellow) 14

01A22 G (green)

18O (magenta)01C04
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4 06018 16,165,305..16,211,701 

4 06017 16,156,622..16,158,275 

4 06016 16,136,242..16,146,913 

4 06061 17,269,425..17,271,564 

4 06064 17,280,526..17,295,364 

4 06069 17,542,269..17,545,084 

4 06070 17,560,443..17,561,914 

4 20 11788 29,988..53,425 

4 12 07093 4,051,424..4,075,154 

4 8 04234 560,192..568,295 

4 07206 7,859,647..7,888,937 

4 06983 1,088,492..1,089,456 

4 06985 1,093,902..1,096,653 

4 06986 1,098,900..1,105,221 

4 07226 8,607,286..8,615,203 

4 07227 8,618,637..8,619,615 

4 07225 8,599,188..8,603,125 

4 07228 8,626,426..8,636,125 

4 07229 8,640,029..8,643,015 

4 07222 8,517,532..8,543,915 

4 07220 8,461,891..8,510,955 

4 07218 8,435,906..8,449,220 

4 09324 16,028,085..16,050,079 

4 09325 16,054,216..16,062,324 

4 33C09 Cy5
a
 (cyan) 15 09300 15,448,144..15,451,870 

4 01773 4,391,139..4,405,848 

4 01774 4,411,879..4,421,881 

4 01776 4,433,259..4,440,042 

5 01E03 O (red orange) 9 04957 2,950,633..2,958,383 

5 33P19 G (cyan) 10 05674 7,829,094..7,858,347 

5 05689 8,236,968..8,245,001 

5 05688 8,219,772..8,233,639 

5 05687 8,203,985..8,215,001 

5 05684 8,180,632..8,182,302 

5 05681 8,131,052..8,162,543 

5 07O07 G
a
 (green) 10 05723 8,805,486..8,808,995 

5 05P24 R (red) 27 16087 8,749,005..8,751,393 

5 16075 8,225,243..8,227,194 

5 16074 8,211,385..8,222,684 

5 16073 8,203,398..8,208,504 

6 15921 2,162,668..2,165,898 

6 15920 2,154,179..2,158,438 

6 15918 2,049,824..2,122,249 

6 15913 1,958,710..2,006,176 

6 15912 1,913,314..1,956,039 

6 03J08 O
b
 (yellow orange) 11 06463 7,807,281..7,822,277 

6 01A16 G (green) 11 06397 6,342,531..6,357,766 

6 01C17 O
a
 (yellow) 11 06316 4,651,873..4,679,517 

6 06349 5,158,097..5,165,319 

6 06345 5,088,005..5,094,936 

6 06346 5,096,237..5,101,647 

6 06342 5,066,035..5,069,756 

6 06341 5,057,397..5,065,155 

6 06340 5,051,007..5,054,727 

6 06337 5,024,457..5,033,032 

6 17C23 R
a
 (red) 11 06217 2,572,043..2,622,340

6 16B01 R (yellow green) 11 06291 4,132,261..4,139,282

6 08K20 Cy5
a
 (magenta) 13 07945 10,802,055..10,820,292

6 35P21 Cy5 (pastel magenta) 13 07888 9,182,960..9,184,684 

11G
a
 (cyan)01A21

27O (RGB blue)01D15

10

G
a
 (RGB blue)01D23

10G (green)01C22

10Cy5
a
 (magenta)01D11

27O
a
 (yellow)01C10

15Cy5 (magenta)01D19

4Cy5
c
 (pastel magenta)01B05

12R (red)01D18

12O
b
 (yellow green)01D10
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7 34B07 G
a
 (RGB blue) 15 08778 5,035,387..5,035,928 

7 35O12 O
a
 (magenta) 22 13074 7,963,772..7,965,583 

7 12436 3,355,051..3,370,448 

7 12647 10,205,265..10,207,697 

7 12650 10,272,295..10,273,447 

7 12649 10,247,605..10,262,372 

7 19C02 O
b
 (pastel magenta) 21 12483 4,792,546..4,796,242 

7 14E22 R
a
 (cyan) 21 12460 4,417,937..4,418,422 

7 09I07** G
b 

(yellow green) NA NA

7 29A13 O (red orange) 20 12287 11,518,093..11,521,394 

7 12215 9,591,701..9,647,969 

7 12222 9,952,657..9,981,698 

7 12242 10,307,845..10,318,059 

7 12241 10,299,210..10,306,897 

7 12238 10,259,060..10,260,924 

7 12237 10,242,200..10,257,759 

8 04I09 Cy5 (magenta) 23 13721 7,649,545..7,656,599 

8 04C04 R (red) 23 13749 8,300,555..8,307,800 

8 09747 8,666,965..8,691,260 

8 09746 8,662,279..8,663,640 

8 09745 8,656,211..8,661,083 

8 09744 8,644,982..8,650,300 

8 09742 8,615,176..8,618,090 

8 09741 8,565,641..8,566,629 

8 11427 5,402,574..5,404,083 

8 11432 5,429,687..5,433,833 

8 11428 5,404,812..5,414,573 

8 11430 5,416,514..5,428,715 

8 11436 5,601,908..5,665,423 

8 11277 2,369,163..2,372,735 

8 11279 2,385,936..2,387,350 

8 11281 2,394,923..2,396,045 

8 11280 2,389,546..2,397,656 

8 11282 2,399,516..2,404,075 

8 11283 2,405,346..2,408,387 

8 17D07 O
b
 (pastel magenta) 3 01129 2,872,917..2,877,800 

8 13B05 G
b
 (yellow green) 3 01131 2,890,414..2,897,786 

9 33E04 R
b　(red orange) 13 08100 15,952,645..15,955,376 

9 33M14 G
a
 (green) 6 03639 14,084,835..14,085,614 

9 10189 4,152,113..4,167,820 

9 10191 4,176,423..4,181,295 

9 10193 4,190,709..4,198,932 

9 10194 4,202,103..4,220,193 

9 10195 4,228,247..4,262,522 

9 19J07 O
a
 (yellow) 4 02052 11,088,955..11,095,686 

10 04B14 G (cyan) 20 11985 4,776,159..4,780,188 

10 01D07* O (red orange) NA NA

10 27B21 O
a
 (yellow) 18 11083 12,385,248..12,390,846 

10 01A03 Cy5
a
 (magenta) 18 11164 15,295,883..15,327,483 

10 03445 8,055,253..8,059,240 

10 03450 8,055,253..8,059,240 

10 03452 8,194,763..8,196,872 

11 35L09 O
c
 (magenta) 25 15391 11,258,153..11,259,291 

11 15330 9,305,494..9,320,085 

11 15329 9,260,077..9,297,025 

11 15328 9,243,096..9,257,580 

11 15327 9,237,395..9,239,315 

11 19P22 O
b
 (yellow) 19 11731 12,844,940..12,854,223 

12 34C07 Cy5
a
 (cyan) 23 14157 19,481,013..19,485,149 

6G
a
 (green)01A24

25G
c
 (green)01D21

01D16 G
b
 (cyan) 17

16O
a
 (yellow)01A12

01D22 Cy5
a
 (cyan) 19

01B07 G
a
 (green) 19

21G (green)01A20

20Cy5 (yellow)01C12
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12 14186 20,038,114..20,045,281 

12 14185 20,013,142..20,034,309 

12 14187 20,048,689..20,055,191 

12 14191 20,124,862..20,170,359 

12 14195 20,245,122..20,250,340 

12 07L23 O
a
 (red) 12 07114 4,811,656..4,853,351 

12 35F09 G (green) 17 10248 5,809,820..5,813,560 

13 14629 11,534,989..11,573,403 

13 14608 11,160,016..11,182,643 

13 29H01 Cy5 (magenta) 24 14732 13,846,478..13,847,851 

13 14835 16,036,988..16,045,926 

13 14762 14,578,409..14,587,566 

13 14836 16,092,241..16,096,056 

13 01A06*** O (yellow) (11) NA NA

14 08945 8,595,854..8,599,467 

14 09135 11,917,641..11,919,370 

14 09136 11,919,925..11,935,650 

14 09137 11,943,171..11,948,730 

Z 28B22 G (yellow green) 2 00936 6,796,671..6,813,722 

Z 35P07 O (pastel magenta) 1 00426 12,478,149..12,525,867 

Z 27J24 R (red orange) 1 00379 11,253,049..11,269,571 

Z 00542 16,045,600..16,061,069 

Z 00543 16,069,510..16,077,745 

Z 00545 16,116,700..16,127,502 

Z 00546 16,131,316..16,169,849 

Z 00548 16,223,310..16,295,639 

Z 00094 2,688,957..2,728,729 

Z 00096 2,765,638..2,766,766 

Z 00091 2,591,994..2,658,046 

Z 00092 2,659,409..2,665,996 

Z 26C08 Cy5
a
 (cyan) 1 00112 3,557,391..3,583,260 

Z 00147 4,670,556..4,680,073 

Z 00145 4,651,174..4,663,666 

Z 00140 4,397,239..4,402,554 

Z 00139 4,345,659..4,360,131 

Z 00135 4,282,059..4,285,192 

Z 00131 4,193,229..4,197,405 

Z 00130 4,159,099..4,192,173

Z 28G13 R
b
 (red) 1 00186 5,963,213..5,965,045

Z 02A12 O
a
 (yelloow) 1 00190 6,026,373..6,126,632

BACs with underline were applied to Next Gene sequencing.

*: unknown insert sequences

**: pierisin

***: contains ribosomal genes and corresponds to NOR

a: reprobed FISH

b: twice reprobed FISH

c: 3 times reprobed FISH

1Cy5 (magenta)01D04

1Cy5
b
 (RGB blue)01D20

1G
a
 (green)01C16

15R
c
 (red)01B11

24R (red)01C24

24G (green)01D09

23O (yellow)01E08
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Chr BAC code FISH probe dye (pseudocolor) Chr FISH probe dye (pseudocolor)

1 03I04 Cy5
a
 (red) 10 R (red)

1 02B20 G
a
 (green) 13 G (green)

1 02G02* Cy5 (magenta) 13 Cy5 (magenta)

1 04I10 O (yellow) 13 O (yellow)

2 01C04 O (yellow) 6 O (yellow)

2 01C11 O
a
 (green) 6 G (green)

2 02L08 Cy5 (magenta) 4 Cy5 (magenta)

2 01A22 G (green) 4 O (yellow)

2 06M01 R (red) 4 G (green)

3 01E05 R (magenta) 18 Cy5 (magenta)

3 05K04 O (yellow) 12 O (yellow)

4 01A23 R
a
 (green) 9 G (green)

4 33E20 O
a
 (red) 9 R (red)

4 33C09 Cy5
a
 (magenta) 14 Cy5 (magenta)

4 01B05 Cy5
c
 (yellow) 14 O (yellow)

5 33P19 G (magenta) 8 Cy5 (magenta)

5 07O07 G
a
 (red) 8 R (red)

5 05P24 R (yellow) 21 O (yellow)

6 01D15 O (RGB blue) 11 Cy5 (RGB blue)

6 03J08 O
b
 (green) 11 G (green)

6 01C17 O
a
 (yellow) 25 G

a
 (yellow)

6 01A21 G
a
 (cyan) 25 Cy5

a
 (cyan)

6 17C23 R
a
 (red) 25 O (red)

6 16B01 R (yellow green) 25 G (yellow green)

6 08K20 Cy5
a
 (magenta) 25 O

a
 (magenta)

6 35P21 Cy5 (pastel magenta) 25 Cy5 (pastel magenta)

7 35O12 O
a
 (green) 7 G (green)

7 14E22 R
a
 (magenta) 5 Cy5 (magenta)

7 09I07** G
b 

(red) 5 R
 
(red)

7 29A13 O (yellow) 5 O (yellow)

8 04C04 R (red) 3 O
a
 (red)

8 01D22 Cy5
a
 (cyan) 3 Cy5

a
 (cyan)

8 17D07 O
b
 (pastel magenta) 22 O (pastel magenta)

8 13B05 G
b
 (yellow green) 22 G (yellow green)

9 33E04 R
b　(magenta) 17 Cy5 (magenta)

9 33M14 G
a
 (green) 17 G (green)

9 01D16 G
b
 (cyan) 17 O (cyan)

9 19J07 O
a
 (yellow) 20 Cy5 (yellow)

10 04B14 G (cyan) 15 G (cyan)

10 01D07* O (yellow) 15 O (yellow)

10 27B21 O
a
 (green) 16 G (green)

10 01A03 Cy5
a
 (magenta) 16 Cy5 (magenta)

11 35L09 O
c
 (magenta) 2 G (magenta)

11 01D21 G
c
 (green) 2 Cy5 (green)

11 19P22 O
b
 (yellow) 2 O (yellow)

12 34C07 Cy5
a
 (yellow) 12 O (yellow)

12 07L23 O
a
 (green) 12 G (green)

12 35F09 G (magenta) 12 Cy5 (magenta)

13 29H01 Cy5 (magenta) 23 O (magenta)

13 01D09 G (green) 23 G (green)

14 01B11 R
c
 (red) 24 R (red)

Z 28B22 G (yellow) Z O (yellow)

Z 35P07 O (green) Z G (green)

Z 27J24 R (magenta) Z Cy5 (magenta)

Z 28G13 R
b
 (red) Z R (red)

*: unknown insert sequences

**: pierisin

a: reprobed FISH

b: 2nd reprobed FISH

c: 3rd reprobed FISH

Pieris brassicae Pieris rapae

Table 2.36 Pieris brassicae  BAC probe information used for BAC-FISH (Fig. 2.10) comparison

between P.brassicae  and P. rapae
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Table 2.38 PCR reaction mix for BAC selection 

10× Standard Taq Reaction Buffer 1 μl 

dNTPs (2.5mM) (GeneACT, Inc NT050) 0.8 µl 

10 µM Forward Primer 0.5 µl 

10 µM Reverse Primer 0.5 µl 

Taq DNA Polymerase (NEB M0273E) 0.05 µl 

Template DNA variable 

 adjust the volume to 10 µl with distilled water 
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結果 

 

 BAC-FISH マッピングにより、85 BAC プローブ(Tables 2.35)をオオモンシロチョウ染色体

上にマッピングできた(Fig. 2.9)。このデータと Table 2.33, 2.34 ならびに 2.39 にまとめられ

たオオモンシロチョウとカイコの染色体上におけるオルソログの配置を比較すると、座乗

順は大きく異なった。一方、両種の Z 染色体同士と、オオモンシロチョウ第 13 染色体(Pb 

Chr13)とカイコ第 24 染色体(Bm Chr24)の間に、対応関係が認められた。ただし例外として、

Bm Chr2に座乗する invected のオルソログが、オオモンシロチョウ染色体では性染色体の端

に座乗し、また、Bm Chr11 に座乗する NOR は Pb Chr13に座乗する。つまり、他の常染色

体においては、部分的な対応領域はあるものの、ほとんどのオルソログの座乗染色体は異な

り、両者の染色体対応はごく僅かな領域の細切れであった。 

オオモンシロチョウ BAC プローブは、モンシロチョウ染色体にクロスハイブリダイゼー

ションするため、上記 85 BAC クローンのうち 54 BAC-DNA と pierisin を含む 09I07 をプロ

ーブとしてモンシロチョウ染色体に FISH マッピングした(Fig. 2.10, Table 2.36)。当初、モン

シロチョウ第 13, 15 ならびに 25 染色体に座乗する BAC が存在しないと判明した。これら

の染色体を同属別種のエゾスジグロシロチョウの配列情報(Hill et al., 2019)と照らし合わせ

た結果、P. napi Scaffold Chromosome 13 (Pn Chr13), Chr15 および 25 に対応するモンシロチョ

ウ染色体に BAC-FISH マッピングできていなかった。そこで、これら 3 染色体に座乗する

Gene Model の配列データを任意に選択し、ゲノムが公開されているシロチョウ科昆虫 3 種

の配列情報を元にプライマーを設計し(Table 2.37)、5 BAC クローンを選抜した(Table 2.39)。

そのうち、Pn Chr13 に対応する 04I10 ならびに Pn Chr15に対応する 04B14 について、マー

カーとして選抜した 02G02 と 01D07 とともに FISH をした結果、想定通りそれぞれモンシ

ロチョウ第 13 染色体と第 15 染色体にマッピングされた(Fig. 2.10)。さらに再精査の結果、

内藤 (2009)ではモンシロチョウ第 10 染色体にマップされていた 02B20 が、正しくは第 13

染色体にマップされることを確認した。一方で Pn Chr25に対応する 3 BACs (17C23, 16B01, 

08K20)は、Pn Chr22 に対応する 2 BACs (01C17, 01A21)と共にモンシロチョウ第 25 染色体

に座乗することが確認された(Figs. 2.9, 2.10)。そこで Pn Chr22と Pieris 属 2種の染色体をよ

り網羅的に対応付けするために、上記と同様の手順でプライマーを追加で設計し、Pn Chr22

に対応する 2 BAC クローン(17D07, 13B05)を新たにスクリーニングした(Table 2.39)。FISH

の結果、これらはオオモンシロチョウ第 8 染色体ならびにモンシロチョウ第 22染色体に座

乗した。また、マッピング結果の再精査のために、Pn Chr3に対応する 04I09 をスクリーニ

ングした。これは想定通りオオモンシロチョウ第 8 染色体ならびにモンシロチョウ第 3 染

色体にマッピングされた(Figs. 2.9, 2.10)。 

 

 

 

61



F
ig

u
re

 2
.9

 B
A

C
-F

IS
H

 m
ap

p
in

g
 i

n
 P

ie
ri

s 
b

ra
ss

ic
a

e
ch

ro
m

o
so

m
es

. 
E

ig
h

ty
-o

n
e 

B
A

C
s 

in
cl

u
d

in
g
 o

rt
h

o
lo

g
s 

o
f 

B
o
m

b
yx

 m
o

ri
 g

en
es

 a
n

d
 2

 B
A

C
s 

in
cl

u
d

in
g
 p

ie
ri

si
n

o
r 

rD
N

A
 s

eq
u

en
ce

s 
m

ap
p

ed
 o

n
 P

. 

b
ra

ss
ic

a
e

p
ac

h
y
te

n
e

ch
ro

m
o

so
m

es
 (

n
=

1
5

).
 W

e 
h

av
e 

n
o

t 
d

et
er

m
in

e
th

e 
ca

rr
y
in

g
 s

eq
u

en
ce

 i
n

 t
h

e 
2

 a
st

er
is

k
ed

 B
A

C
s 

(0
2

G
0

2
 a

n
d

 0
1

D
0

7
).

 I
n

d
iv

id
u

al
 i

m
ag

es
 o

f 
ch

ro
m

o
so

m
e 

b
iv

al
en

ts
 w

er
e 

o
b

ta
in

ed
 f

ro
m

 d
if

fe
re

n
t 

p
ac

h
y
te

n
e

n
u

cl
ei

, 
th

er
ef

o
re

 r
el

at
iv

e 
ch

ro
m

o
so

m
e 

le
n

g
th

s 
w

er
e 

d
if

fe
re

n
t.

 B
A

C
 c

o
d

es
 (

se
e 

T
ab

le
s 

2
.3

4
, 
2

.3
5

) 
w

er
e 

sh
o

w
n

 i
n

 r
ig

h
t 

o
f 

th
e 

p
ic

tu
re

s.

62



F
ig

u
re

 2
.1

0
 B

A
C

-F
IS

H
 m

ap
p

in
g
 c

o
m

p
ar

is
o

n
 b

et
w

ee
n

 i
n

 P
ie

ri
s

b
ra

ss
ic

a
e

ch
ro

m
o

so
m

es
 (

P
b

C
h

r)
an

d
P

ie
ri

s
ra

p
a

e
ch

ro
m

o
so

m
es

 (
P

r
C

h
r)

. 
T

h
ir

ty
-s

ix
 B

A
C

s 
in

cl
u

d
in

g
 o

rt
h

o
lo

g
s

o
f 

B
o

m
b

yx
m

o
ri

g
en

es
, 

2
 m

ar
k
er

 B
A

C
s 

(0
2

G
2

0
*
 a

n
d

 0
1

D
0

7
*
) 

an
d

 0
9

I0
7

 i
n

cl
u

d
in

g
 p

ie
ri

si
n

m
ap

p
ed

 o
n

 P
. 
b

ra
ss

ic
a

e
(n

=
1

5
) 

an
d

 P
. 
ra

p
a

e
(n

=
2

5
) 

p
ac

h
y
te

n
e

ch
ro

m
o

so
m

es
 e

x
ep

t
fo

r 
P

r

C
h

r1
5

 (
N

D
).

 I
n

d
iv

id
u

al
 i

m
ag

es
 o

f 
ch

ro
m

o
so

m
e 

b
iv

al
en

ts
 w

er
e 

o
b

ta
in

ed
 f

ro
m

 d
if

fe
re

n
t 

p
ac

h
y
te

n
e

n
u

cl
ei

, 
th

er
ef

o
re

 r
el

at
iv

e 
ch

ro
m

o
so

m
e 

le
n

g
th

s 
w

er
e 

d
if

fe
re

n
t.

 B
A

C
 c

o
d

es
 w

er
e 

sh
o

w
 i

n
 r

ig
h

t 
o

f 
th

e 
P

r
C

h
r

p
ic

tu
re

s.
 *

: 
n

o
 c

ar
ry

in
g
 s

eq
u

en
ce

 d
et

er
m

in
ed

; 
 N

D
: 
n

o
 

co
rr

es
p

o
n

d
in

g
 c

h
ro

m
o

so
m

e 
d

et
ec

te
d

.

63



考察 

 

 本節では、先行研究の結果を精査することで、オオモンシロチョウ染色体が従来のカイコ

型の染色体構成から大きく変化している研究結果をより確かなものとした(Tables 2.33, 2.34, 

Fig. 2.9)。この結果は、最近発表されたエゾスジグロシロチョウの報告と一致する(Hill et al., 

2019)。本研究では、クロスハイブリダイゼーションによるモンシロチョウ染色体との細胞

遺伝学的な比較解析により、モンシロチョウ全染色体を誤りの無い BACクローンで標識し、

オオモンシロチョウと対応づけることができた(Table 2.36, Fig. 2.10)。この結果は、オオモン

シロチョウとモンシロチョウ染色体が対応関係を持つこと、ひいては、エゾスジグロシロチ

ョウとも対応関係があることを示す。最新の分子系統解析(Okamura et al., 2019)を参照する

と、オオモンシロチョウ染色体は、モンシロチョウとエゾスジグロシロチョウとの共通祖先

種における融合によって生じたと推測できる。本節の結果は、今後のシロチョウ科の染色体

進化研究において重要な基盤知識となるだろう。 

 本研究では、Pieris 属の遺伝子配置に保存性がある仮説を利用して、未標識のモンシロチ

ョウ第 13ならびに 15 染色体を検出する新規 BAC クローンを特定した(Table 3.39)。染色体

上の座乗位置のみが決定している 2 BAC クローンをアンカーとして用いることで、新規

BACs が座乗しているモンシロチョウ染色体を速やかに特定することができた(Fig. 2.10)。

一方で、モンシロチョウ第 25 染色体を特定するために Pieris napi Scaffold Chromosome 25 

(Pn Chr25)に座乗する遺伝子を含む 17C23, 16B01, 08K20をモンシロチョウ染色体に FISHし

た結果、予想に反して Pn Chr22 に座乗する遺伝子を含む 01C17, 01A21 と同じ第 25 染色体

に座乗した(Fig. 2.10)。そこで Pn Chr22より追加でプライマーを設計し、2 BAC クローンを

FISH したところ、これらはモンシロチョウ第 22染色体に座乗した(Fig. 2.10)。この結果は、

上記のオオモンシロチョウ染色体がモンシロチョウとエゾスジグロシロチョウとの共通祖

先種における 10 回の染色体融合によって生じた仮説に反する。エゾスジグロシロチョウゲ

ノムのミスアセンブリや、転座している遺伝子を偶然選んでしまった可能性も捨てきれな

いことから、エゾスジグロシロチョウゲノム情報との詳細な比較や、さらなる FISH 解析が

喫緊の課題となる。 
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第４節 シロチョウ 2 種ゲノムデータとの比較 

 

 第 3節では、オオモンシロチョウ染色体の FISH マッピング結果を再精査し、カイコとの

比較を行った。また、オオモンシロチョウとモンシロチョウの染色体は、前者の長い 10染

色体のそれぞれにモンシロチョウの 2 染色体ずつが対応することを示した(Fig. 2.10)。最近

の研究で、オオモンシロチョウと同属別種の近縁種であるモンシロチョウ(Pieris rapae, 

n=25)とエゾスジグロシロチョウ(Pieris napi, n=25)のゲノムデータが公開された(Shen et al., 

2016; Nallu et al., 2018; Hill et al., 2019)。オオモンシロチョウ染色体は、Pieris属で唯一 n=15

であり、染色体数の変化に伴う染色体構成の変化は、進化の観点から興味深い題材である。

そこで本節では、オオモンシロチョウのマッピングに用いた BAC の内部配列とこれらゲノ

ムデータの公開された 2種との配列情報を比較することで、Pieris 属内での遺伝子配置の保

存性について議論する。 

 さらに第 3 節において、Pn Chr22に座乗する遺伝子を含む 01C17, 01A21 が、Pn Chr25 に

座乗する遺伝子を含む BAC と共に、モンシロチョウ第 25 染色体に座乗することが確認さ

れた。本節ではこれらの BAC をエゾスジグロシロチョウならびにその近縁種に FISH する

ことで、改めてエゾスジグロシロチョウの遺伝子配置を確認した。 

 

 

材料および方法 

 

1. 供試昆虫 

 本研究に用いたオオモンシロチョウ(Pieris brassicae)ならびにモンシロチョウ(P. rapae)は、

第 II 章第 3 節に記載した通りである。エゾスジグロシロチョウ(P. napi)は、2010年 5月にチ

ェコ共和国 České Budějovice にて岩手大学 佐原健博士が染色体標本を作製したものを使用

した。また、2009 年 8 月に北海道札幌市で佐原健博士が染色体標本を作製した P. napi-like 

species (※)も同様に使用した。 

（※）最近の研究で、北海道産のエゾスジグロシロチョウがヨーロッパの集団と別種である

説が提唱されている(Tadokoro 2015; 小田, 2016; 2018)。しかしながら、その種名や分類につ

いては現在議論が行われている最中であることから、本論文では Pieris napi-like と記載し

た。 

 

2. 40 BAC クローンのシークエンス 

FISH マッピング結果をベースにした BAC セレクション法(福田, 2014; 大野, 2017)により

選抜されている 40 BAC クローン(Table 2.34 参照)は、以下の方法でシークエンス済である。 

すべての BAC clone を混ぜた 1つの HiSeq用シークエンスライブラリを作成し、Illumina 

HiSeq 2000 sequencing system (101 bp paired-end)によるシークエングを Eurofins Genomics 
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(Tokyo, Japan)に委託して行なった。Raw read data を Trimmomatic 0.32 (Bolger et al., 2014)で

クリーニングした。BWA 0.6.1-r104 (Li and Durbin, 2009)で pCC1BAC vector (GenBank: 

EU140750)にマッピングを行い、マップされたものを除去した。それを SOAPdenovo2 2.04 

(Luo et al., 2012)で k-mer size 87 bp で de novo assemble を行った。ここまでの解析は、農研機

構 上樂明也博士に依頼した。生成したコンティグ配列と各 BAC clone の対応は、BAC-end 

sequence data もしくは de novo assembleした配列データより設計したプライマーペアを用い

て、PCR にて特定した。この手順は農研機構 安河内祐二博士に依頼した。 

 

3. BAC クローン内部配列の BLAST 解析 

 80 BACs (Tables 2.33, 2.34 参照)の内部配列に含まれるオオモンシロチョウ CDS 情報をク

エリーに、Lepbase (http://lepbase.org/)のシロチョウ科昆虫 2 種(エゾスジグロシロチョウ、モ

ンシロチョウ)に対して blastn 検索を行った。 

 

4. エゾスジグロシロチョウ染色体の FISH (fluorescence in situ hybridization)  

 第 II 章第 2節に記述した方法に従って行った。プローブとして用いた BAC クローンと標

識に用いた dyeは、Table 2.40 に示した。 

 

5. リプローブ FISH 

 第 II 章第 2節材料および方法の 9. 5)に記載の方法を用いてリプローブ FISH を行った。 
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http://lepbase.org/


P. bressicae

BAC code
FISH probe dye (pseudocolor)

P. napi Scaffold

Chromosome / modScaffold

P. napi  Chromosome

(FISH)

01C17 O (yellow) 22 25

01A21 G (cyan) 22 25

17C23 G
a
 (red) 25 25

16B01 Cy5 (yellow green) 25 25

08K20 Cy5
a
 (magenta) 25 25

35P21 O
a
 (pastel magenta) 40_1 25

a: reprobed FISH

Table 2.40 Pieris brassicae  BAC probe information used for BAC-FISH (Fig. 2.12) in P. napi and P.

napi -like species
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結果 

 

 オオモンシロチョウの内部配列に含まれる CDS をエゾスジグロシロチョウならびにモン

シロチョウオルソログ(Gene ID)に対応づけた。それぞれの情報に加えてカイコのオルソロ

グ情報を Table 2.41 にまとめた。さらに、オオモンシロチョウの BAC-FISH マッピング結果

(Fig. 2.9)を、エゾスジグロシロチョウのゲノムデータに対応づけた図を作成した(Fig. 2.11)。

エゾスジグロシロチョウの Scaffold chromosome 25本のうち、22本について、オオモンシロ

チョウ染色体と 2 BACs 以上で対応づけられた(Fig. 2.11)。残りの 3 本には、それぞれ 1 BACs

ずつが対応づけられた。これらの結果より、エゾスジグロシロチョウ染色体は、カイコ染色

体との対応関係も遺伝子配置の保存性もなかった一方で、シロチョウ科 3 種では遺伝子配

置まで広く保存されていることが確認された。 

 第 3 節でモンシロチョウ第 25 染色体に座乗した、Pn Chr22, 25 ならびに Pn modScaffold 

40_1に座乗する遺伝子のオルソログを含む BAC クローンを、実際のエゾスジグロシロチョ

ウ染色体に FISH マッピングした(Fig. 2.12)。01C17, 01A21 を含む全ての BAC クローンが Pn 

Chr25に単一シグナルを示し、ゲノムアセンブリ情報とは異なる結果となった。このゲノム

情報とは異なる遺伝子配置は、北海道産の P. napi-like spices についても同様であった(Fig. 

2.12)。 

 

 

考察 

 

ゲノム解析情報の比較からエゾスジグロシロチョウとモンシロチョウの 2 種間では、染

色体間にコリニアリティーが確認されている(Nallu et al., 2018; Hill et al., 2019)。本節では、

FISH マッピング結果との比較により、オオモンシロチョウ染色体がエゾスジグロシロチョ

ウならびにモンシロチョウと同様の遺伝子配置を持つことが確認された(Table 2.41, Fig. 

2.11)。特にエゾスジグロシロチョウとの比較では、25 本全ての染色体をマッピングデータ

と対応づけることができた。これらの結果より、オオモンシロチョウ染色体は、それらの共

通祖先種の単純な切断あるいは融合により成立したと推測される。これら 3 種の分子系統

関係を種の系統関係に置き換えることができれば、共通祖先種から最初にエゾスジグロシ

ロチョウが分化し、その後オオモンシロチョウとモンシロチョウの種分化が起こった推定

される(Okamura et al., 2019)。したがって前項の考察通り、オオモンシロチョウ染色体は、2

染色体が融合した 10 組の染色体変異によって n=15が成立した可能性が高い。 

しかしながら、詳細にオルソログの座乗関係を調査すると、いくつかの例外が染色体マッ

ピング結果から確認された(Fig. 2.11)。エゾスジグロシロチョウ第 22 染色体(Pn Chr22)に座

乗する遺伝子のオルソログを持つ 4 オオモンシロチョウ BAC クローンのうち、17D07 と

13B05 がオオモンシロチョウ第 8 染色体(Pb Chr8)に座乗する一方で、01C17 と 01A21は Pb 
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Chr6に座乗した。モンシロチョウのゲノム情報でも、これら 4 BACs のうち 01C17 と 01A21

は ScG6Pog_4、17D07 が ScG6Pog_87、13B05が ScG6Pog_346にそれぞれ別々に対応してい

る(Table 2.41)。さらに FISH マッピングより 17D07 と 13B05がモンシロチョウ第 22 染色体

(Pr Chr22)に座乗する一方で、01C17 と 01A21は Pr Chr25に座乗したことから、エゾスジグ

ロシロチョウ染色体特異的なリアレンジメント、あるいはアセンブリミスが疑われた(Fig. 

2.10)。そこで、エゾスジグロシロチョウ染色体にオオモンシロチョウ BAC の FISH マッピ

ングを行ったところ、01C17 と 01A21はゲノムデータ上での遺伝子配置と異なり、Pn Chr25

に対応する BAC と共にマップされた(Fig. 2.12)。したがって、01C17と 01A21 の対応する領

域が、Hill et al. (2019)のエゾスジグロシロチョウゲノムのアセンブリミスである可能性が高

い。エゾスジグロシロチョウでは、この他にも、35P21 のもつオルソログが modScaffold 40_1

に座乗しており、染色体上にマッピングできていなかった。本研究の FISH 結果より、

modScaffold 40_1の少なくとも 35P21 のもつオルソログ周辺について、Pn Chr25 にマップさ

れることが明らかとなった(Fig. 2.12)。これら Pn Chr25に座乗した 6 BAC クローン(01C17, 

01A21, 17C23, 16B01, 08K20, 35P21)は、オオモンシロチョウ、モンシロチョウおよび Pn-like 

species でも同様の配置になったことから、Pieris 属においてこれらの座乗遺伝子オルソログ

配置が保存されていることが示唆された(Fig. 2.12)。 

オオモンシロチョウ Z 染色体に座乗する 35P07 の内部配列は、Pn Chr23 の遺伝子オルソ

ログであった。一方、モンシロチョウオルソログは、ゲノムデータと FISH マッピングどち

ら結果においても Z 染色体上に座乗していた(Table 2.41, Fig. 2.10)。したがって、エゾスジ

グロシロチョウ特異的なリアレンジメントがあったのかもしくは、Hill et al. (2019)のアセン

ブリミスが疑われる。エゾスジグロシロチョウでは、この他にも、28G13 と 02A12 のもつ

オルソログが modScaffold 95_1 に座乗しており、染色体上にマッピングできていなかった

が、モンシロチョウでは全て ScG6Pog_27に座乗していたことから、シロチョウ科 3種では

invected を含む Z 染色体の座乗遺伝子オルソログ間に配置保存性が示唆された。 

01A01_A (Pb Chr3, Fig. 2.11)は、エゾスジグロシロチョウトランスクリプトームデータに

対する blastn 解析では、No hit であった。しかし、エゾスジグロシロチョウのゲノムアセン

ブリデータに blastnを行うと、Pn Chr12 上の配列に hit する。BAC シグナルが Pb Chr3 上で

隣接する 01D06の CDS はすべて、オオモンシロチョウ scaffold 95のオルソログであること

から、双方のオルソログは、Pn Chr12に座乗すると推察された。 

先行研究より、オオモンシロチョウ第 1-10 染色体は、モンシロチョウ 2 本ずつの染色体

が、それぞれ 1 本に融合した形となっていると示唆されてきた。この仮説を元に考えると、

Pn Chr22 はオオモンシロチョウ第 8 染色体(Pb Chr8)の下部分に対応することに齟齬はない

(Fig. 2.11)。実際に、Pb Chr8 に座乗する 17D07 ならびに 13B05に含まれる遺伝子のオルソ

ログは、Pn Chr22 の約 2.2-3.2 Mb に座乗している。一方で、アセンブリミスが示唆された

01C17 と 01A21に含まれる遺伝子のオルソログは Pn Chr22 の約 4.6~5.1 Mbに座乗し、それ

より下流については対応付けができていない(Fig. 2.11, Table 2.41)。Pn Chr22 がオオモンシ
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ロチョウ第 8 染色体およびモンシロチョウ第 22染色体と対応することは、それぞれの染色

体における 17D07 と 13B05 の座乗位置から蓋然性が高いが、マッピングしていない領域が

予想外の位置に対応する可能性も留意すべきだろう。BAC が 1つしか獲得できなかった Pn 

Chr15, 20, 24 も含め、今後 BAC-FISH マーカーを増やすことで対応関係の解明を目指した

い。さらに、これら 3 種の染色体の向きや、種間での逆転を観察するためには、各染色体に

3 カ所のマーカーが必要であることから、今後ゲノムデータを利用したさらなるマーカーの

拡充が求められるかもしれない。 

 配列決定した 40 BAC クローンのうち、34 BAC クローンが 2 つ以上の CDS を含んでいた

(Table 2.41)。それらのカイコ遺伝子オルソログを確認すると、そのうち 27 BACクローンは、

全てのカイコオルソログが 1 Mb以内に座乗していた。残りの 7 BACクローンのうち、01A20, 

01A22, 01B11, 01D09 ならびに 01D18の 5つが、カイコでは 1 Mb 以上の遺伝子間距離があ

るオルソログを一緒に含んでいた(Table 2.42)。一方、シロチョウ科 2 種ではこれらの CDS

のオルソログは、エゾスジグロシロチョウで最大 80.1 kb、モンシロチョウで最大 23.9 kb 以

内に座乗していた(Table 2.42)。オオモンシロチョウで隣接しているこれらの CDS のオルソ

ログは、シロチョウ科 2種でも最大 3 つの Gene Model を挟んで隣接していた。対照的に、

カイコではこれら CDS のオルソログ間に最少で 72の Gene Model が存在した(Table 2.42)。 

 残る 2 BAC クローン(01D06, 01D23)のうち 01D06 の CDS のカイコオルソログは、異なる

染色体上に分かれて座乗した(Table 2.42)。エゾスジグロシロチョウとモンシロチョウでは、

すべてのオルソログが Pn Chr12 と ScG6Pog_95 にそれぞれ座乗しており、シロチョウ科 3

種で共通する染色体配置であると推測できる。01D23 に含まれる CDS (01D23_A ~ H)のカイ

コオルソログは、Bm Chr10, 20, 12 および 8 に座乗する。エゾスジグロシロチョウでは

01D23_A～D が Chr 9 に、01D23_E～H が modScaffold 90_1 に座乗、モンシロチョウでも、

01D23_A～D が ScG6Pog_60 に、01D23_E～H が ScG6Pog_38 に座乗した(Table 2.42)。これ

らの結果から、少なくとも 01D23_E～H までは、シロチョウ科 3 種で保存されていること

が確認された。一方、エゾスジグロシロチョウとモンシロチョウでは 01D23_A～D は別染

色体に座乗する可能性がある。興味深いことに、オオモンシロチョウ染色体で 01D23 に隣

接する 01D18 に含まれる CDS のオルソログは、エゾスジグロシロチョウでは Pn Chr14に、

モンシロチョウでは ScG6Pog_38 に座乗する(Pb Chr4, Fig. 2.11, Table 2.42)。01D23_E から H

がモンシロチョウにおいて ScG6Pog_38 に対応することから、01D23_E から H に対応する

エゾスジグロシロチョウ modScaffold 90_1 は、Pn Chr14 にマップされる可能性が推測され

る。01D23 は、Pb Chr4 の中央に座乗し、01D23_A から D は Pn Chr9の染色体末端にオルソ

ログが存在する(Fig. 2.11)。これらの結果は、01D23 がオオモンシロチョウで融合した染色

体領域であることを強く示唆する。01D23 BAC-DNA プローブの FISH シグナルが Pr Chr7

と 8ならびにPn Chr9と 14の染色他末端に認められる可能性について検証する必要がある。 

 Pb Chr3 にマップされた 01E05 (Fig. 2.11)について、01E05_A ~ E のオルソログがエゾスジ

グロシロチョウにおいて Pn Chr18 に座乗する一方で、01E05_F のオルソログは Pn Chr4 に
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所属した(Table 2.41)。モンシロチョウでは、No hitであった 01E05_C を除いて、全てのオル

ソログが同一 scaffold に座乗していた。よって、01E05_F オルソログの Pn Chr4に所属は、

エゾスジグロシロチョウ特異的な転座か、もしくはアセンブリミスであると考えられる。Pb 

Chr7 にマップされた 01C12 (Fig. 2.11)の CDS オルソログについて、モンシロチョウでは複

数の小さな scaffold に分散して対応したが、エゾスジグロシロチョウでは 01C12_C を除い

て全て Pn Chr5に対応していた。エゾスジグロチョウの modScaffold 437_1 は、Pn Chr4 に内

包され、モンシロチョウの対応 scaffoldsはひとつにアセンブルできるのかも知れない。 

 本研究でオオモンシロチョウ染色体に FISH マッピングを行わなかった BAC についても

同様に、シロチョウ科 2種との対応関係を確認した。これらについてもマッピングを進める

ことが最善ではあるが、対応するエゾスジグロシロチョウの染色体番号から推測すると、既

に十分量のマッピングがされている部分に座乗することが予測されるため、重要度は低い

(Table 2.41)。しかし前述のように、オオモンシロチョウ BAC と FISH マッピングやクロス

ハイブリダイゼーションマッピングを介してエゾスジグロシロチョウとオオモンシロチョ

ウゲノムデータのさらなる連結に寄与するならばマッピングを行ってもよい。 

本研究で行った BAC の内部配列間の比較では、カイコオルソログ間にもオオモンシロチ

ョウとのマイクロシンテニックな関係は認められた。これらの結果は、Hill et al. (2019)の主

張する、シンテニックブロック単位での大きなリアレンジメントがシロチョウとカイコの

間に認められるとの結果を支持する。今後、BAC-FISH マッピングによるマクロな比較と、

BAC の内部配列を利用したミクロな比較の双方から、n=25 のシロチョウ類からの n=15 の

オオモンシロチョウの染色体進化の詳細を検討したい。また、多くのチョウ目昆虫の染色体

構成を代表するカイコ型染色体とは異なる「シロチョウ型」の染色体構成が現れた起源なら

びにその影響について注目していきたい。いずれもアブラナ科作物の重要害虫であるシロ

チョウ科 3 種に、害虫化をもたらした特異的な遺伝子や遺伝子配置の変更があったのか注

目に値する。 
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第Ⅲ章 モンキチョウ BACライブラリーの構築と BAC選抜 

 

序論 

 

 第Ⅱ章において、シロチョウ亜科 Pieris 属 3 種は、カイコと異なる遺伝子配置をもつこと

が確認された。また、最近の研究からシロチョウ亜科特異的な染色体の再構成が示唆されて

いるが(Hill et al., 2019)、その変異の起源と影響は不明である。染色体の大規模な構成変化の

起源を知ることは、それに伴う形態学的、行動学的な変化とあわせて考察するためにも重要

である。姉妹系統のモンキチョウ亜科の代表的な染色体数 n=31 は、進化的なチョウ目昆虫

の典型染色体数であり、遺伝子配置がチョウ目昆虫全体で広く保存されていることが示唆

されている(Yasukochi et al., 2016)。つまり、モンキチョウ亜科の染色体研究は、シロチョウ

科の染色体進化を知る上で重要な立ち位置を占めると考えられる。 

 網羅的な染色体解析には BAC-FISH が有効な方法であるが、BAC-FISH マッピングには

BAC ライブラリーと全染色体を網羅する塩基配列情報が必須である。しかしながら、モン

キチョウ亜科において BAC ライブラリーの構築された種は存在せず、BAC ライブラリーの

スクリーニングに使用可能なレベルの塩基配列情報は、アメリカ固有種のワタリオオキチ

ョウ(Phoebis sennae)の 1 種のみであった。モンキチョウ亜科の種数は、Colias 属と Eurema

属に多く、シロチョウ科内での比較研究にはこれらの中から普通種を用いて行うことがよ

り望ましいと考えられた。 

そこで、本章の第 1 節において、モンキチョウ亜科モンキチョウ(Colias erate, n=31)の BAC

ライブラリー構築を行った。第 2 節において、RNA-sequencing (RNA-seq)による網羅的な

coding sequences (CDS)の配列決定を行った。これは、BAC スクリーニングに用いる配列情

報の獲得法としては初の試みとなる。第 3節では、代表的なカイコ遺伝子群のモンキチョウ

オルソログを BLAST 解析により特定した。第 4節で、前節で得られた情報に基づき設計し

た single tagged site (STS)プライマーを用いて、それらオルソログを含む 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 

 

 モンキチョウにおけるゲノム情報は存在しないため、染色体比較のために新規にゲノム

情報基盤を構築する必要がある。本節では、主に Suzuki et al. (1997; 2012)、Fujimoto et al. 

(2018)ならびに Okumura et al. (2019)を参考に、手順を一部改変して、特定のゲノム断片を安

定してクローニングした BAC ライブラリー構築に取り組んだ。 
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材料および方法 

 

1. 供試昆虫 

本節のモンキチョウ(Corias erate)は、2015 年に川原果樹園(岩手県盛岡市, 39.726192, 

141.155853)にて雌成虫を複数採集し、採卵させて得た幼虫を飼育して使用した。食草にはシ

ロツメクサ(Trifolium repens)およびアカツメクサ(T. pratense)を用いた。 

 

2. 高分子核 DNA の調整 

 高分子核 DNA (HMW-DNA)試料は、モンキチョウ雄蛹 3 個体(約 750 mg)を用いて調整し

た。氷上に設置した乳鉢を液体窒素で予冷し、試料に液体窒素を加えながら乳棒で磨砕した。

十分に磨砕した試料を氷冷 NI buffer (Table 3.1)が 50 ml 入ったビーカーに移し、スパチュラ

で懸濁して 15 分間室温で放置した。その後、NI buffer を 100 ml 追加しよく懸濁した。0.1 

M EDTA (pH 8.0)に浸してオートクレーブを行った MIRACLOTH (Millipore, Burlington, MA, 

US)を新しいビーカーに被せ輪ゴムで固定した。この器具を用い試料懸濁液を濾過後、3 本

の 50 mlチューブに分注した。遠心(600 × g, 10 min, 4℃)したチューブの上清をデカントで除

き、チューブ 1本につき NI buffer 10 ml で再懸濁して 30 ml 溶液を 1 チューブにまとめた。

再度遠心(600 × g, 10 min, 4℃)を行い、デカントで上清を除き、沈殿に 1 mlの NI buffer を加

え、先切りチップを用いたピペティングにて再懸濁した。45℃のウォーターバス内で 1~2分

インキュベートし、45℃に保温しておいた 1.5% low melting point agarose (50121, Lonza, Basel, 

Switzerland, Table 3.2 参照)を懸濁液と等量の 1 ml 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 Laboratories Inc. Hercules, CA, US)に流し込み、

ラップで包んでから氷上で 30分放置してプラグをゲル化させた。50 mlチューブ内で HMW-

DNA 抽出用 Lysis buffer stock (Table 3.3) 30 mlと 20 mg/ml Proteinase K (39450-01-6, 富士フイ

ルム和光純薬, 大阪) 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

入れた、50℃で 24時間静置した。この酵素処理中は、数時間おきに軽く転倒混合した。新

しい Lysis buffer (30 ml Lysis buffer stock for HMW-DNA + 150 µl Protenase K (20 mg/ml))にとり

かえて、再び 50℃で 24時間放置した。Lysis buffer を捨て、TE50 (0.01M Tris (pH 8.0), 0.05M 

EDTA (pH 8.0))を加え、4℃で 2時間プラグをリンスした。この操作を計 5回繰り返し、5回

目の TE50 を捨てたら 0.002 M PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride, 329-98-6, 富士フイルム

和光純薬)含有 TE50 を加え、50℃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℃で 2 時間プラグをリンスした。

この操作を計 5回繰り返し、最終的に TE50 内のプラグを冷蔵庫に保存した。 

 

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 control 用)に TE を 10 ml ずつ用意してから、TE を 10 
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ml 入れた滅菌シャーレ内にプラグを 1 つ取り出し、滅菌済みスパチュラのヘラ部分で二

等分して各チューブに入れ、チューブを寝かせて 4℃に 1.5 時間放置した。TE を取り変え

てチューブを寝かせて 4℃でさらに 1.5時間放置した。これらの操作中に各 2~3 回ほど転

倒混合した。 

  

(B) HindIIIによる制限酵素処理 (完全消化) 

  1.5 mlチューブに滅菌水 200 µl, 100 µl、0.1% BSA (TaKaRa) 30 µl、 15 U/µl HindIII (TaKaRa

バイオ, 草津) 2 µl 加え、氷上でピペティング混合した。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℃で 20 時間イ

ンキュベートした。完全消化処理中に、適宜タッピング混合した。 

 

 (C) パルスフィールドゲル電気泳動 

  0.5× TBEに溶解した 1% Pulse Field Certified Agarose (1620137, Bio-Rad)を専用の型に流

し込み、泳動ゲルを作製した。3 L の 0.5× TBEを満たした泳動層に泳動ゲルを設置し、本

体とポンプとクーラーの電源を入れて泳動に備えた。 

完全消化用と control 用のプラグを泳動ゲルの well にそれぞれ差し込み、λ-HindIII マー

カー(3403, TaKaRa)と λ-ladder (170-3635, New England BioLabs, Ipswich, MA, US)マーカー

とともに CHEF-MAPPER (Bio-Rad)によりパルスフィールドゲル電気泳動(PFGE)を行った。

プラグを入れた穴と空の穴は、ボイル溶解して 45℃に保っておいた穴埋め用 1%アガロー

スゲル(Sea Plaque GTG, 50111, Lonza)で埋めた。泳動条件は、14℃、5.1 V/cm、30 sec→50 

sec、24 h、linear、120°Angl とした。24時間泳動後、エチジウムブロマイドで 30 分染色

し、ラップに包み 1 時間放置して染色液を浸透させた。その後 UV 照射下で写真撮影を行

った。 

 

4. 部分消化の条件検討 (HindIII 濃度の決定) 

 (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、TE を 10 ml 入れた滅菌シャ

ーレ内にプラグを 2個取り出し、片方は滅菌済みスパチュラのヘラ部分で格子状に 12等

分した。もう片方は二等分し、半分を 6等分、もう半分は次回用に新しい TE50 に入れて

保存した。合計 18 断片のプラグをチューブに入れ、チューブを寝かせて 4℃で 2 時間置

いた。TE を取り変えてチューブを寝かせて 4℃でもう 2 時間放置した。これらの操作中

に各 2~3 回ほど転倒混合した。再度 TE を取り変えてチューブを寝かせ、4℃で 1 晩放置

した。  

 

 (B) HindIII による制限酵素処理 (部分消化) 

  1.2× M buffer with BSA (Table 3.3)を溶媒に、9 段階の濃度(0, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128 U/ml)
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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 1 本につきプラグ片を 2 個ずつ入れ(最大と最

小のプラグをセットで入れていく)、フラッシュの後、タッピングした。4℃で 5 時間放置

し、プラグに酵素液を浸透させた。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℃で 10 分間インキュベートして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 ずつ加えて反応を止めた。 

 

 (C) パルスフィールドゲル電気泳動(PFGE) 

  0.5× TBE で溶解した 1% Pulse Field Certified Agarose を専用の型に流し込み、泳動ゲル

を作製した。3 L の 0.5× TBE を入れた泳動層に静置し、本体とポンプとクーラーの電源

を入れて泳動に備えた。 

泳動ゲルの well にプラグを 2 個ずつ、それぞれ奥まで滅菌スパチュラとチップで差し

込んだ。Well の左から右に HindIII 処理濃度の濃いプラグを挿入した。PFGE 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、ラップで

くるみ 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、100-140 

kb の領域に制限酵素処理された DNA が集中する条件を決定した。 

 

5. 部分消化 (ゲルからの核酸抽出) 

 (A) TE 置換 

  15 ml チューブ 1 本(部分消化本番用)に TE を 10 ml 用意してから、TE を 10 ml 入れた

滅菌シャーレ内にプラグを 3 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

分した。合計 36 断片のプラグをチューブに入れ、部分消化条件検討時と同様に TE 置換

を行った。 

 

 (B) HindIII による制限酵素処理 (部分消化) 

  条件検討に用いたのと同じ 1.2× M buffer with BSA (Table 3.3)を溶媒に、4 段階の HindIII

濃度の酵素液を 1.5 ml チューブ 18 本に 62.5 µl ずつ作製した。HindⅢ処理によるモンキ

チョウ HMW-DNA の完全消化の確認および部分消化の条件検討の結果、本研究では、2, 

4, 8, 16 U/µl で 10 分間消化する 4 段階の条件を選択して処理した。TE 置換した 36 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(最

大と最小のプラグをセットで入れていく)、フラッシュの後、タッピングした。4℃で 5時

間放置して、プラグに酵素液を浸透させた。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℃で 10 分間インキュベートして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 ずつ加えて反応を止めた。 
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 (C) パルスフィールドゲル電気泳動(PFGE) 

  0.5× TBE 溶解した 1% Sea Plaque GTG アガロースゲルを専用の型で固め、泳動ゲルを

作製した。3 L の 0.5× TBE とゲルを泳動層設置し、本体とポンプとクーラーの電源を入

れて泳動に備えた。 

泳動ゲルにプラグを 9 もしくは 8 個ずつ 4 レーン、それぞれ奥まで滅菌スパチュラと

チップでギュウギュウに詰め込んだ。条件検討時と同様、左から右に処理濃度の濃いプラ

グを挿入した。別のレーンに消化の成功確認用に 1 プラグ挿入し、プラグを入れた穴と空

の穴は、溶解して 45℃に保っておいた穴埋め用 1% Sea Plaque GTG アガロースゲルで埋

めた。λ-HindIII マーカーと λ-ladder マーカー(N0341S, New England BioLabs)を加え、CHEF-

MAPPER により PFGE を行った。泳動条件は、二段階に分けて行った。第一段階は 14℃、

6 V/cm、90 sec一定、4 h、linear、120°Angleの条件で行い、泳動終了後すぐに第二段階

の 14℃、6 V/cm、6 sec 一定、12 h、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 

 電気泳動後の低融点アガロースゲルにラップをかけ、プラグを挿入した 4 レーンをメス

で切り抜いた。残りのマーカー部分をエチジウムブロマイドで 30 分染色し、UV 照射下で

写真を撮影して 100-140 kb に相当する部分を定規で確認した。λ- ladderマーカーを指標に

して 100-120 kb に相当する領域を分画 1、120-140 kb に相当する領域を分画 2 と定義してそ

れぞれ切り出した。各分画を 2 mm 角に刻んで 15 ml チューブ 2本に別々に入れた。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 3.5)を 12 ml ずつ加えて

ゲル片を混合し、4℃で 30 分静置して置換した。その後、Agarase I buffer を交換し、再度 4℃

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 を全て吸い取った。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、70℃のウォーターバスで 15 分間温めて

完全に溶解させた。その後、チューブを 40℃のウォーターバスに移し、ゲル 1 g あたり 10 

U の β-Agarase I (M0392S, New England BioLabs)をそれぞれ加えた。ピペッティングせず、チ

ップの先で混ぜるように穏やかによく混合し、40℃ 2 時間のインキュベートによりアガロ

ースを分解した。処理中は 30分ごとに優しくタッピング混合した。その後、氷上で 10分間

静置し、先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 チューブに移した。

遠心(13,000 rpm, 5 min, 4℃)により溶け残ったゲルを沈殿させた。得られた上清を 45℃の

Heating plate (HP-4530, アズワン, 大阪)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 5 U の β-Agarase I (New England BioLabs)を追加で加えた。この

際ピペッティングは行わず、チップの先で混ぜるように穏やかによく混合した。落下する埃

などを避けるためカバーをして、1時間前後溶液を 1/5 程度まで蒸発、濃縮した。次に、STE 

buffer (Table 3.6)に浮かべたセルロースフィルター(VSWP02500, Millipore)上で 1 時間透析を
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行った。これらの作業は、全て先切りチップで穏やかに行った。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(2~3回)、1.5 ml チューブに移して 4℃で保存した。 

 

7. ベクタープラスミドの調整 

 HindIII 部分消化したモンキチョウのゲノム DNA を挿入するベクタープラスミドには、

pBeloBAC11 (Kim et al., 1996)を用いた。本研究では、当該ベクターをトランスフェクトした

大腸菌グリセロールストックを鈴木剛博士(大阪教育大学教授)より分譲していただき、以下

の処理を行いライゲーションに用いた。QIAGEN midi kit (12145, Qiagen, Venlo, Netherlands)

を用いたプラスミド DNA の単離を行い、プラスミド DNA 1 µg を 37℃で 5 時間 HindIII 処

理した(Table 3.7)。処理後、TE 150 µl を加えてトータル 300 µl とし、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)し、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)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(M8K2290, ナカライテスク, 京

都)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% エタノールを 750 

µl 加えてよく転倒混合し、冷蔵庫に 1 晩放置した。翌日、遠心(15,000 rpm, 20 min, 4℃)後に

上清を捨て、800 µlの 70% エタノールでリンスして再度遠心(15,000 rpm, 20 min, 4℃)し、

上清を捨て、15 min風乾してエタノールを完全に取り除いた。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の処理として 5'突出末端の脱リン酸化を行った。ベク

ターDNA 溶液に Calf Intestine Alkaline Phosphatase (CIAP) (2250A, TaKaRa)を用いた CIAP 処

理を 37℃ウォーターバスで 30分間行った(Table 3.8)。処理後すぐに、0.8% Agarose ゲルを用

いて 50 V でゆっくりアガロースゲル電気泳動を行った。エチジウムブロマイドで 15 分間

染色、UV 照射下で写真撮影した。UV 照射は DNA にダメージを与えるため、照射後すぐに

写真を撮影し、できるだけ UV 照射時間を最小限に留めた。ゲル抽出は Wizard® SV Gel and 

PCR Clean-Up System (Promega, Madison, WI, US)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った。アガロースゲル

10 mg につき 10 µl の Membrane Binding Solution (4.5M guanidine isothiocyanate, 0.5M potassium 

acetate (pH 5.0))を加えてタッピングを行い、62℃で 10分間インキュベートした。処理中に

4 回程度タッピングにより液体を混合してゲル片を完全に溶かした。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, 10mM 

potassium acetate (pH 5.0), 16.7µM EDTA (pH 8.0)) 700 µlを SV Column に入れて遠心(15,000 

rpm, 1 min, RT)した。チューブに回収された液を捨て、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 
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ml チューブに移し、20 µl の Nuclease-Free Water を SV Columnに入れて 1 分間インキュベー

ト、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-20℃

で冷凍保存した。 

 

8. ライゲーション 

 通常は、ベクターとインサート DNA のモル比が 10：1 となるように、先切りチップを用

いて 3 U/µl T4 ligase (Promega)を含む全量 50 µl の反応液を 0.2 ml チューブ内にて混合する。

しかし、モンキチョウ HMW-DNA 濃度は、分画 1が 0.6 ng/µl、分画 2が 0.3~1.0 ng/µl 程度

と想定よりも薄かった。このため、ベクター：インサート DNA＝30：1 というベクター過多

のモル比で調整した(Table 3.9)。モル比計算は、ベクターを 7 kb、インサート DNA を 70 kb

と仮定して行った。反応液は、サーマルサイクラー(PCR Thermal Cycler Dice, TaKaRa もしく

は PCR System 9700, GeneAmp®, Applied Biosystems, Waltham, MA, US)を用い、4℃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, Merck KGaA, Darmstadt, Germany)上で 2 時間透析を行った。最終的

に 30-40 µl となった溶液を 4℃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 

 氷冷したキュベット(BM ディスポキュベット電極 Bio-Rad用 1 mm, BM165-2089, BM機

器, 東京)を、金属部分を触らないように開けておいた。コンピテントセル(HST08 Premium 

Electro-Cells, TaKaRa)を氷上で溶かし、1.5 ml チューブに入れたライゲーション液 1 µl に 18 

µl 加えて優しくピペッティングで混合した。キュベットの奥の狭くなっているところに、

両側の金属部と接するように混合液をアプライした。キュベットを GENE PULSER Xcell 

(Bio-Rad)にセットし、1.5 KV or 1.25 KV、25 µF、100 Ω の条件でエレクトロポレーションを

行った。パルスの発生終了後、すぐに SOC 培地(Table 3.10)を 1 ml 優しく加え、ゆっくりと

2 回程度ピペッティングした。各懸濁液を 15 ml チューブに移し、Bio Shaker BR-23FH 

(TAITEC, 越谷)にて 37℃で 1 時間振盪培養後、遠心(5,000 rpm, 5 min, RT)して菌体を沈殿さ

せた。上清をデカントで捨てて 50-100 µl程度とし、ゆっくりとピペッティング撹拌の後、

X-Gal (9031, 富士フイルム和光純薬) 100 µl と IPTG (9030, 富士フイルム和光純薬) 50 µl を

塗布したクロラムフェニコール(12.5 µg/ml)入りの LB 寒天培地 (Table 3.11)に滅菌したコン

ラージ棒で塗布した。その後、37℃のインキュベーターで約 20時間培養した。コロニーの

生えたシャーレはパラフィルムを巻いてストックまで 4℃で保存した。 

 

10. BAC ライブラリーと BAC-DNA プールの作製 

 長期保存用 BAC ライブラリーと BAC スクリーニングに用いる BAC-DNA pool は

Yasukochi (2002)に従って作製した。384 well の一時保存プレートに、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 3.12)を
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8 連ピペットマンで 50 µlずつ全ての well に分注した。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、一時保存プレートに 1 コロニーずつ植菌した。全ての well に植菌

したら、37℃で 1 晩培養した。これを yプール作製用プレートとし、40 枚作製して、-20℃

に一時保存した。 

 アルミホイルをプレートに押し付けて Well の跡をつけ、一時保存プレートと同程度の大

きさに切って 70%エタノールと UV で消毒したスチロール板(Seria にて購入)に貼り付けた。

その跡を目印にして、空の一時保存プレートを下敷きに、スチロール板に 384 本の爪楊枝を

刺した。それを裏返して 70%エタノールで消毒し、鋭角側の先端を UV 照射して一晩滅菌

した（コピーツール）。滅菌した y プール作製用プレートにコピーツールを突き刺し、スト

ック用 LB培地を分注した 384 wellの恒久保存プレートにコンタミしないようゆっくり移し

た。全ての先端が液面の中まで到達したことを確認し、一枚の一時保存プレートに爪楊枝を

ゆっくり移した。同様に確認後、ゆっくり抜いて 70% エタノールで消毒し、爪楊枝はオー

トクレーブして再利用した。コピーした各プレートは 37℃で 1晩培養した。どちらも計 40

枚のコピーを、恒久保存プレートはそのまま-80℃冷凍庫で保存し、もう一枚の一時保存プ

レートは、x プール作製用プレートとして-20℃で一時保存した。 

 上記の yプール作製用プレートから、8 連ピペットマンを用いて、列ごとに培養液を 5 µl

ずつ計 80 µl 集めた。同様に、xプール作製用プレートからも行ごとに培養液を 5 µlずつ計

120 µl 集めた。それらの DNA を列・行ごとにミニプレップ法で抽出し、x と y BAC-DNA プ

ールを作製した。さらにそれぞれプレートごとにまとめたプレートDNAプールも作製した。 

 

11. BAC ライブラリーの評価 

 モンキチョウ BAC より QIAGEN Plasmid Midi Kit (12245, QIAGEN)で各 BAC-DNA 抽出

後、NotI (1600, TaKaRa)を用いて 37℃で 5 時間以上消化した(Table 3.13)。BAC-DNA の抽出

法は、第Ⅰ章第 2節の材料および方法に記述したプロトコルに従った。処理した各 DNA は

PFGE によりインサートの評価を行った。 

0.5× TBE 溶解した Pulse Field Certified Agarose (Bio-Rad)を専用の型で固め、泳動ゲルを作

製した。3 L の 0.5× TBEとゲルを設置し、本体とポンプとクーラーの電源を入れた。消化済

みの各 BAC-DNA を λ-HindIII マーカー(TaKaRa)と λ-ladder マーカー(New England BioLabs)

とともに CHEF-MAPPER (Bio-Rad)により電気泳動した。泳動条件は、Auto algorism の 5-400 

kb に設定し、14℃で泳動した。15時間 16 分後、エチジウムブロマイドで 30 分染色し、ラ

ップでくるみ 1時間放置して浸透させた。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 3.1 Composition of Nuclei Isolation buffer (NI buffer) 

NI buffer stock   

1M Tris (pH9.5) (和光純薬 207-06275) 40 ml 

1M KCl  (和光純薬 163.03545) 80 ml 

Sucrose  (和光純薬 196-00015) 171.15 g 

  adjust the volume to 1,000 ml with distilled water 

NI buffer   

NI buffer stock 50 ml 

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

1M Spermine  (和光純薬 198-09811) 50 μl 

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

 

Table 3.2 Composition of 1.5% low melting point agarose 

1M Tris (pH9.5) (和光純薬 207-06275) 12 μl 

0.5M EDTA (pH8.0) (DOJINDO 345-01865) 24 μl 

distilled water 1,164 μl 

InCert Agarose (FMC) (Lonza 50121) 18 mg 

 

Table 3.3 Composition of Lysis buffer stock for HMW-DNA 

Sarkocyl  (IBI 06535) 5 g 

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

  adjust the volume to 1,000 ml with distilled water 

 

Table 3.4 Composition of 1.2× M buffer with BSA 

1M Tris (pH7.5) (和光純薬 207-06275) 60 μl 

1M DTT  (Roche 604927) 6 μl 

5M 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 

 

Table 3.5 Composition of Agarase I buffer 

1M Tris (pH 8.0) (和光純薬 207-06275) 0.5 ml 

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

5M NaCl  (和光純薬 191-01665) 1 ml 

  adjust the volume to 50 ml with distilled water 
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Table 3.6 Composition of STE buffer 

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

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

5M NaCl  (和光純薬 191-01665) 6 ml 

  adjust the volume to 300 ml with distilled water 

 

Table 3.7 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 5 h 

 

Table 3.8 CIAP 5 'end dephosphorylation  

Vector DNA (~1 µg) 10 μl 

1M 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. 

 

Table 3.9 Ligation mix used for Colias erate BAC construction 

vector (processed) (ca. 24 ng/μl) 1 μl 

insert DNA (ca. 0.5 ng/μl) 16 μl 

10×Ligation buffer  (Promega M1801) 5 μl 

T4 Ligase (3 U/µl) (Promega M1801) 1 μl 

  
adjust the volume to 50 μl with distilled water 

Ligated by 14°C for 20 h 
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Table3.10 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 

KCl  (和光純薬 163.03545) 0.02 g 

adjust the volume to 100 ml with distilled water 

SOC   

SOB 1,000 μl 

1M Glucose  (和光純薬 049-31165) 20 μl 

1M MgCl2  (和光純薬 135-00165) 10 μl 

1M MgSO4  (関東化学 58042-17) 10 μl 

 prepare right before use it 

 

Table 3.11 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 0.1 ml of chloramphenicol solution (20 mg/ml) below at 60°C and dispense to 20 dishes. 

after fixed, keep at 4°C until using 

 

Table 3.12 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 1,000 ml with distilled water and autoclave 

add 0.1 ml of chloramphenicol solution (20 mg/ml) below at 60°C and keep at 4 until use. 

(for Glycerol stock: add 80 ml Glycerol) 
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Table 3.13 Composition of restriction enzyme Not I 

Not I (10 U/μl) 1 μl 

10×H Buffer  (TaKaRa 1600) 2 μl 

0.1% BSA  (TaKaRa 1600) 2 μl 

0.1% Triton X-100  (TaKaRa 1600) 2 μl 

BAC DNA 200 ng 

adjust the volume to 20 μl with distilled water 

incubate at 37°C over night 
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結果 

 

本研究では、PFGE ゲルから切り出した分画別に 2種類のモンキチョウ BAC ライブラリ

ーを作製した。泳動ゲル上で 100-120 kb の部分(分画 1)より抽出した HMW-DNA により 01-

22 番プレートを、120-140 kb の部分(分画 2)より抽出した HMW-DNA により 23-40 番プレー

トを作製した。エレクトロポレーションを計 66 回行い、BAC を植菌した LB シャーレを分

画 1 で 33 枚分、分画 2 で 31 枚分得た。青白コロニーの比率より算出されたライゲーショ

ン効率は、分画 1 では約 68.6％、分画 2 では約 71.9％であった(Table 3.14)。計算上、エレク

トロポレーション 1 回につき分画 1 で約 367、分画 2 で約 226 の BAC クローンが得られ

た。合計 40 プレートをモンキチョウ BAC ライブラリーとしてストックした。PCR スクリ

ーニング用としてプレート DNA プール、xならびに y DNA プールを作製した。 

分画 1由来の 16 BACs (01A01~01P01)、分画 2由来の 16 BACs (23A01~23P01)の平均イン

サートサイズはそれぞれ 75.4 kb と 90.3 kb であった (Figure 3.1, Table 3.14)。さらに、各 16 

BACs のインサートサイズ合計が分画 1 で 1,206.7 kb、分画 2 で 1,444.9 kb であることと、

インサート DNA 内の NotI サイト合計が分画 1 で 10 コ、分画 2 で 26コであったことから、

モンキチョウの GCGGCCGC 配列出現頻度は、それぞれ、平均 120.7 kbと 55.6 kb (合計の平

均は 73.7 kb)につき 1 回と推定された。 

 

 

考察 

 

本節では、モンキチョウ亜科で初となる BAC ライブラリーの構築に成功した。作製した

BAC ライブラリーの総インサートサイズは約 1.26 Gb であり、モデルチョウ目昆虫のカイ

コのゲノムサイズである 460.3 Mb (Kawamoto et al., 2019)と比較すると、約 2.74 ゲノム分相

当となった。さらにより近縁な種では、モンキチョウと同じシロチョウ科モンキチョウ亜科

に属するワタリオオキチョウのゲノムサイズは 345 Mb 前後と報告されていることから

(Cong et al., 2016)、本 BAC ライブラリーは約 3.66ゲノム分をカバーすると推測される。こ

れらの結果より、本節でゲノム全体をほぼ網羅するライブラリーを構築できたと結論した。 

 本ライブラリー作製時のライゲーション効率は約 70% (Table 3.14)であり、効率が悪かっ

た。その原因としては、HMW-DNA の抽出濃度が薄かったことに起因する、約 30: 1 という

ベクター過多のライゲーションによる影響であると考えられる。作製した BAC ライブラリ

ーから抽出した、任意の BAC-DNA を用いてトライアルの 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）。本節では、BAC-FISH によるシ

ロチョウ亜科の種間における染色体比較を行う上で、基盤となるライブラリーが完成した

と評価できる。 
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Figure 3.1 Examination of insert size by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) in Colias erate 

BAC library constructed from fraction 1 (A) and fraction 2 (B). Molecular size markers (kb) were      

appeared in both sides. The pBeloBAC11 BAC vector (7.507 kb) was detected in all lanes 

(arrowheads). 

A 

B 
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Table 3.14 Basic information of Colias erate BAC library constructed in the present study 

fraction 
colonies 

average insert size (kb)* average number of NotI site 
white blue 

1 12,103 5,544 75.4 0.625 

2 7,020 2,745 90.3 1.625 

* see Figure 1 for the details 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

97



第 2 節 RNA-seq 

 

チョウ目昆虫の BAC-FISH による染色体比較の先行研究では、公開されたゲノムデータ

や独自に cDNA ライブラリーから獲得した EST 配列データを参照して BAC スクリーニン

グ用の STS プライマー設計を行っていた(Sahara et al., 2013; Yasukochi et al., 2016; Fujimoto et 

al., 2018)。Next-generation sequencing (NGS)が普及する以前に用いられてきた cDNA 配列決

定法は、BAC ライブラリーの他にライブラリーをつくる必要があり、時間も費用も嵩むば

かりか煩雑でもあった。NGS による RNA-seqは、非モデル昆虫からも大量のトランスクリ

プトームデータを効率的に取得することができる有効な方法である。これにより、事前に研

究対象の配列情報を得るステップが大きく省力化され、これまでより短期間で BAC スクリ

ーニングを終えることができると考えられる。よって、本節では、BAC スクリーニングに

用いる塩基配列の新たな獲得手法として、RNA-seq を行った。さらに Raw data では CDS 情

報として十分に活用できないため、獲得した配列情報の de novo assemble 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モンキチョウ(Colias erate)は、2017 年に岩手大学構内にて黄色翅の雌

成虫を採集した個体から得られた集団である。RNA 抽出には、蛹化 4 日目の雌雄 1 個体ず

つを RNA Later (AM7020, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, US)で処理、-20℃で保存し

たサンプルを使用した。本サンプルは 2017 年 6 月 12 日に保存開始し、同年 8 月 31 日に

RNA 抽出した。食草にはシロツメクサ(Trifolium repens)およびアカツメクサ(T. pratense)を用

いた。子供集団雌の翅色比率は白:黄=11：9であった。 

 

2. Total RNA 抽出 

Total RNA の抽出は NucleoSpin® RNA (MACHEREY-NAGEL, Düren, Germany)のプロトコ

ルに従って行った。下記に簡単に手順を記述する。ガラス製ホモジナイザーに昆虫体 1 個体

に RA1を 1 ml 加えて、粉砕した。440 µlの RA1 を追加し、RP1 を 14 µl 加えた。4 つのカ

ラムに移し、13,000 rpm にて 2 分間、室温で遠心した。カラムを通過した液に各 350 µl の

70% エタノールを加えてピペッティングした。次のカラムに溶液を移し、13,000 rpm にて 1

分間、室温で遠心（以降の遠心はいずれも室温）した。350 µl の MDB をカラムに入れて、

13,000 rpm で 2 分間遠心した。rDNase 80 µl と rDNase Buffer 720 µl の混合溶液をカラムにア

プライして 15分間インキュベートした。RA2 を 200 µl 加えて 13,000 rpm にて 1 分間遠心し

た。落下した溶液を捨て、RA3 を 600 µl カラムに加えて 13,000 rpmにて 1分間遠心した。

落下溶液を捨て、再び RA3 を 250 µl カラムに加えて 13,000 rpm にて 2分間遠心した。さら
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に 13,000 rpm で 2 分間遠心し、カラム内の溶液を完全に取り除いた。RNase-free チューブに

カラムを移して、RNase-free waterを 60 µl アプライし、1分間インキュベートした。13,000 

rpm で 1 分間遠心し、RNA 溶液を回収した。また、別法として、第Ⅱ章第 1 節と同様に、

TRIzol (Thermo Fisher Scientific)によりプロトコルに従って total RNA を抽出したものを比較

対照として用意した。 

 

3. Quality Check 

抽出した total RNA のクオリティを確認するために、DynaMarker® RNA High for Easy 

Electrophoresis (DM170, BioDynamics Laboratory Inc., 東京)を利用して非変性ゲル電気泳動し

た。その方法を以下に要約する。RNA loading buffer AG+ 19 µl と 37% formamide sd. 1 µl を

混合した。これを 3 µl 用いて、RNA サンプル 0.05 -15 µg と混合し、合計 5 µl とした。75℃

で 3 分処理し、氷上で急冷することで RNA を変性させた。1.5% Agaroseゲルを用いてアガ

ロースゲル電気泳動を行い、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

し、クオリティーチェックを行った。 

さらに、NanoDrop (Thermo Scientific)と Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa 

Clara, CA, US)による RNA サンプルの品質チェックを、北海道システムサイエンス株式会社

に委託して行った。Bioanalyzer による解析では、RNA の客観的な分解度評価を行うために、

RNA を分解度で分類する評価基準である RNA Integrity Number (RIN)を使用した。 

 

4. RNA-seqと de novo assemble 

 モンキチョウ雌雄 1 個体ずつの全身から抽出した混合 RNA 溶液を 1 サンプルとして、

Hiseq 2500 (Illumina, San Diego, CA, US)を用いて 1 lane, PE-101 bp, 4 Gbスケールのシークエ

ンスを行った。Cutadapt v1.1 (https://cutadapt.readthedocs.io/en/stable/)と Trimmomatic v0.32 

(http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic)を利用し、raw dataのクリーニングを行った。

Trinity v2.4.0を用いた de novo assembleによりアセンブリデータ(contig)を獲得した。以上は、

北海道システムサイエンス株式会社に委託して行った。 

 

 

結果 

 

 RNA 抽出は、NucleoSpin® RNA と TRIzol を用いて別々に 2 回行った。品質検査の結果、

TRIzolで抽出した total RNA サンプルは分解が進んでいたため、前者のカラム抽出したサン

プルを RNA-seqに使用した。品質検査結果の詳細は、以下に記述する。 

抽出した total RNA の品質ならびに分解度評価は 3 つの手法で行った。はじめに、

DynaMarker® RNA High for Easy Electrophoresis 非変性ゲルによる泳動結果より、18S+28S 

rDNA の分解度を視覚的に確認した(Fig. 3.2A)。雌雄どちらの抽出サンプルにも 2 kb程度で
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強いバンドが検出されたが、TRIzolで抽出したサンプルでは、18S+28S rDNA のバンド以外

にラダー状の薄いバンドが生じていた。次に、分光光度計による測定より、RNA 抽出試薬

やタンパク質のコンタミを、A260/A280 比と A260/A230 比から解析した(Table 3.15)。抽出

法にかかわらず、分光光度計による確認では十分な品質が確認できた。最後に Bioanalyzer

による測定を行い、rDNA 比と RNA Integrity Number (RIN)の測定から客観的な分解度評価を

行った(Fig. 3.2B, C)。どちらの抽出方法でも、波形のピークが 2 kbases 弱で確認されたが、

ピークの値に約 4 倍の差があった(Fig. 3.2)。TRIzol抽出サンプルでは、ピーク以外にも断片

化された RNA が検出されており、電気泳動の結果と一致していた。また、Bioanalyzer で確

認された 100 bases 程度の波形のピークも、泳動結果から確認された(Fig.3.2B, アスタリス

ク)。カラムで抽出したサンプルでは、2 kbases程度に波形のピークは集中しており、泳動結

果でも rDNA 以外のバンドはほぼ確認できなかった。これらの結果より、カラムで抽出した

total RNA は RNA-seq に十分な品質であることが確認された。 

モンキチョウ RNA-seq から得られた Raw data は、4,053 Mbases、リード数は、40,123,928

リードであった(Table 3.16)。de novo assemble の結果、N50が 1,357 base の 64,764 contigs が

得られた(Table 3.17)。 

 

 

考察 

 

 本研究で獲得したトランスクリプトームデータは 64,764 contigs であり、N50 は 1,357 bp

である。先行研究で網羅的な FISH マッピングが行われた Heliothis virescensでは 5,415 ESTs 

(Shelby and Popham, 2009)、Mamestra brassicae では 1,286 ESTs (Kamimura et al., 2012)の配列

情報で BAC ならびに fosmid クローンのスクリーニングが行われていた(Sahara et al., 2013)。

RNA-seqで得られた配列情報量はこれらを遥かに上回り、PCRスクリーニングに用いる STS

プライマーの設計に十二分量を満たしていると考えられる。 

 RNA-seq はステージ別の発現量解析によく用いられ、本研究のように配列情報のライブ

ラリーとして用いる場合は少ない。RNA-seq は次世代シークエンサーを利用した実験とし

ては安価で、CDS 情報を比較的短時間で大量に得ることができる。本節の目的である、STS

プライマー設計のための遺伝子情報の取得という観点であれば、1レーンの解析で十分であ

ることからも、本分野での RNA-seq技術の利用は有効である。 
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Figure 3.2 Quality check of Colias erate total RNA. (A) RNA electrocataphoresis by 

DynaMarker®RNA High for Easy Electrophoresis kit (1.5% non-denaturing agarose gel, 0.5× TAE). 

Lane 1 shows total RNA isolated using TRIzol. Lane 2 shows total RNA isolated using NucleoSpin® 

RNA column. Fragmentation RNA check of by Agilent 2100 Bioanalyzer of TRIzol (B) and 

NucleoSpin® RNA column (C). An asterisks in (B) indicates peak of RNA digestion (ca. 100 base). 
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Table 3.15 Quality check results of total RNA in Colias erate 

Isolation 

method 

Nanodrop   Bioanalyzer 

A260/A280 A260/A230   28S/18S RIN 

(1) 
2.12 2.24   0.00  4.2 

2.09 2.18   0.00  4.8 

(2) 
2.20  2.22   0.06  6.7 

1.49  1.47    0.05  7 

Isolation method are (1) TRIzol or (2) NucleoSpin® RNA. 

 

 

Table 3.16 Sequence raw lead data summary of RNA-seq data in Colias erate 

Total length (Mbases) Number of Reads % of >= Q30 Bases Mean Quality Score 

4,053  40,123,928  95.72  36.77  

 

 

Table 3.17 Trinity-assembled summary of RNA-seq data in Colias erate 

Number of 

Contigs 

Total 

Length 

(bases) 

Average 

Length 

(bases) 

Max 

Length 

(bases) 

N50 

Length 

(bases) 

% of 

Mapped 

Reads 

64,764  53,424,823  824.9  23,639  1,357  94.87  
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第 3 節 カイコ遺伝子配列を query としたモンキチョウのカイコオルソログ抽出 

 

 染色体対応関係を種間比較する場合、どの解析手法においてもオルソログ遺伝子の配置

を比較するのがセオリーである。特に、EST 配列をもとに BAC のスクリーニングを行う方

法では通常、tblastx 解析などによりカイコ単一遺伝子のオルソログを特定する(Yasukochi et 

al., 2016; Fujimoto et al., 2018)。そこで本節では、先行研究に従い BLAST 解析を活用してカ

イコ遺伝子とのオルソログの特定を試みた。 

BAC スクリーニングに用いる STS プライマーは、増幅産物の配列長が確実かつ特異的で

ないと、誤った BAC を選抜する要因となりかねない。RNA-seq結果のみからプライマーの

設計を行った場合、想定していないイントロンや遺伝子間領域を挟んでしまい、想定したサ

イズのバンドが検出できない場合がある。したがって、プライマー設計に先んじてスプライ

シングサイトを予測した方が良い。本研究では、公開されているモンキチョウと同亜科の

Phoebis sennaeのゲノム情報(Cong et al., 2016)との比較から、モンキチョウで想定されるエ

キソン－イントロン構造を予測した。その上で、予測されたモンキチョウ単一エキソンから、

STS プライマーを設計した。 

 

 

材料および方法 

 

1. モンキチョウ contig におけるカイコオルソログの検出 

de novo assembleしたモンキチョウトランスクリプトーム配列に対して、カイコ 242 遺伝

子を query として、blast+v2.2.31 (NCBI)による tblastx 解析を行った。オルソログが推定でき

た contigについて、score と e-valueの値、contig の長さやプライマー設計の難易度、カイコ

染色体上での座乗位置などの観点から、BAC スクリーニングに利用する contigs を任意に選

択した。選択した contig をクエリーとし、カイコに tblastx 解析を行うことで、カイコ染色

体上の一カ所に座乗するオルソログであることを確認した。 

 

2. STS プライマー設計 

 選択したモンキチョウのカイコオルソログ遺伝子配列をクエリーに、Lepbase v4 

(http://lepbase.org/)の Phoebis sennae scaffold v1.1 に blastn 解析を行うことでスプライシング

サイトの予測を行った。単一エキソンをクエリーに、 Primer BLAST (NCBI, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)を実行し、プライマーを設計した。設計したプ

ライマーがターゲット遺伝子領域のみを増幅するように、モンキチョウトランスクリプト

ームデータに blastn を blastn-short オプションで実行し、その結果が予測通りである場合、

STS プライマー合成へと進んだ。 
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結果 

 

モンキチョウトランスクリプトームデータに対して、カイコの代表的な 242 遺伝子を

query とし、tblastx 解析を行った結果、181 contigs がオルソログ候補として検出された。こ

のモンキチョウ 181 contigs について、遺伝子の長さやプライマー設計の難易度、カイコ染

色体上での座乗位置などの観点からプライマー設計を行う contig を選択し、クエリーとし

てNew Bombyx mori gene models (2017) (Kawamoto et al., 2019)に対する tblastx解析を行った。

2 度の tblastx解析を通じて、モンキチョウ contig に 117 カイコ遺伝子オルソログが特定され

た。これらのモンキチョウ遺伝子について、モンキチョウのエキソン領域を Phoebis sennae

ゲノム情報との比較によって予測し、STS プライマーを 117 ペア設計できた(Table 3.18)。 

 

 

考察 

 

カイコ 242遺伝子の解析により、181 contigs をカイコオルソログ候補として検出し、BAC

スクリーニングに用いるカイコ遺伝子オルソログを 117 選択した(Table 3.18)。本節の研究結

果より、カイコ全染色体に対応するモンキチョウ contigs を選択できたものの、染色体全体

を網羅しているとは言いがたい。この問題はクエリーとする遺伝子数を増やせば解決でき

るが、本節の方法では手間がかかりすぎるため、より効率的な選抜方法が求められる。 

117 contig がカイコ遺伝子と 1 対 1 の対応関係であった一方で、モンキチョウ contig の

TRINITY_DN19960_c0_g1_i1 と TRINITY_DN22710_c0_g1_i1 は、カイコゲノム上でそれぞ

れ 2 つずつの近傍遺伝子に対応していた。これらはいずれもモンキチョウ 1 contigがカイコ

では 2つに分割した形をとっていた。TRINITY_DN19960_c0_g1_i1 は、876 bp を境目に、前

半がカイコ KWMTBOMO00859 と、後半が KWMTBOMO00857 と高いホモロジーを示す。

カイコではどちらも distal-less とアノテーションされている。TRINITY_DN22710_c0_g1_i1

は、1,185-1,195 bpを境目に、前半がカイコKWMTBOMO15584と、後半がKWMTBOMO15583

と高いホモロジーを示す。カイコではどちらも coatomer_protein_complex_subunit_alpha 

(CPCSa)とアノテーションされている。これら 2 つの contigが 2 つのカイコ遺伝子とホモロ

ジーが高い理由として、いくつかの仮説が立てられる。まず 1つには、モンキチョウ contig

あるいはカイコ GeneModel のアセンブリミスが考えられる。2つ目として、モンキチョウの

1 遺伝子が、カイコでは 2遺伝子に分割して別々に機能している可能性である。いずれにし

ろ、本研究ではカイコ染色体の一カ所に contig と対応する遺伝子が座乗していれば比較解

析が可能であることから、これら 2 contig がカイコで 2 遺伝子ずつと対応していたとして

も、BAC スクリーニングおよび FISH マッピングには影響が少ないと考えられるため、STS

プライマーの設計に利用した。 
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Table 3.18 Colias erate  STS primer pairs used for BAC selection

Colias erate  Transcriptome ID Forward primer Reverse primer Size (bp) Gene definision*

TRINITY_DN15848_c0_g1_i2 AACGGTTGCTCCGTCAACAT AAGCAGGGACCTGTCAGATG 102 tan_protein

TRINITY_DN23054_c3_g1_i3 GCTGGACGAACCCACTAACC GTCTAAAGTCGTGGCTGACC 107 ATP-binding_cassette_sub-family_F_member_2

TRINITY_DN22414_c0_g1_i1 CTGCTTGTGGGCCCTGATAC ACCCACCAATCTGGCAATGG 437 heparanase-like_protein

TRINITY_DN21355_c0_g1_i12 GCACAGTCTCGTCAACCTCA CATGTTGTCCCTCCACGAGT 207 kettin_protein

TRINITY_DN15542_c0_g1_i1 GAGAACCTGGACGTAGACCG TCAGCATCACCTCCAACAGAC 107 imaginal_disk_growth_factor

TRINITY_DN17488_c0_g1_i1 TTCTGCTGATGTAGCGCAGG CCTCCAACGAGGAACCCATC 111 triosephosphate_isomerase

TRINITY_DN21427_c1_g11_i1 AAATGGCAGACTCGAAGCGA TTGGGCCTGTGTTTCGTCAG 125 proton-coupled_folate_transporter

TRINITY_DN24057_c0_g1_i1 GCACCAGACTGCGATCGTT GTAGTACTGGCGCGGGAAG 196 Y-box_protein

TRINITY_DN12322_c0_g1_i1 CAGCACCATCCGTCTCATCA TAGTGTTGTTGGCCTCCTGC 170 insulin-like_growth_factor_2_mRNA-binding_protein_1

TRINITY_DN18559_c0_g1_i3 TAAGACATGCAGCGAACGGT TTTGAGCGTGGTACTCCACC 181 period

TRINITY_DN15847_c0_g1_i1 CACAAAGAACCCGCAGCTCA TAGAACGCAAGGGCAGAAGA 150 6-phosphogluconate_dehydrogenase

TRINITY_DN17302_c0_g1_i1 AAGTGGATCGCCAAGCTCAA CATCTTCCTCGCGACATTGC 248 SNF4/AMP-activated_protein_kinase_gamma_subunit

TRINITY_DN13328_c0_g1_i1 GAGTGAACGTCGCTGGTGTA TGGGTGTACACTGTTTGCGT 209 lactate_dehydrogenase

TRINITY_DN33948_c0_g1_i1 CACCAATGGCACCAAGATCG CGTCGATTTGTCTTGTGGCG 274 potassium_voltage-gated_channel_protein_Shaker1

TRINITY_DN16891_c0_g1_i1 CCTCTCATACGGTTCGGAGC CTTCCTGAACACGACTCCCC 175 phenylalanine_hydroxylase

TRINITY_DN16711_c0_g1_i1 ACGACCGATGGCTGAATGTT TGCGCCCTTTGATACCATGT 661 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA_reductase_precursor

TRINITY_DN19960_c0_g1_i1 TAACCAGCGAGCATCGGAAA TCATCTTTAGGCGGACTGGC 466 homeotic_protein_distal-less

TRINITY_DN20784_c0_g4_i4 GTCACCGGAAGAGTCCGAAG CAGGCACATCCTTCTTGCCT 158 homeobox_protein_invected

TRINITY_DN16853_c0_g1_i1 CAACCGTCTGATCCACGCTA CCGTCCTTCTTAGTGAGCCG 171 40S_ribosomal_protein_S21

TRINITY_DN15621_c0_g1_i1 TTGTCGCTATCAACGACCCC ATGGGACCTTCAGCTGCTTC 721 glyceraldehyde-3-phosphate_dehydrogenase

TRINITY_DN13605_c0_g1_i1 GGCATGATCCCCCACAAGAC TACTTGCGGCCAGGCTTTA 149 ribosomal_protein_L13A

TRINITY_DN21284_c0_g1_i1 GAGGCTACCTGCTTCCACAG TCCTTTCGGCATAACGCTCA 188 protein_msta

TRINITY_DN22462_c1_g6_i2 GCTGCGAAGGATGTAAAGGC GGTAGCGGCAGAACTGACA 126 protein_ultraspiracle_homolog

TRINITY_DN8970_c0_g1_i1 GAGTTGGGTCGCAAGTCCA GATGCTCTCGGGCCCATTT 184 ribosomal_protein_L3

TRINITY_DN15837_c0_g1_i1 TGCTGCATACGCTGGATCG GCCGCAAAAGCGCTTCATT 458 aromatic-L-amino-acid_decarboxylase

TRINITY_DN25947_c0_g1_i1 TTCAGGCCCAAGTTTGCCA CAGCTCCGACAAGGGTGTT 178 H+_transporting_ATP_synthase_subunit_g

TRINITY_DN25298_c0_g1_i1 TCTCGTCATCAAGAAGCCCG GTGGCATACGTGCATTAGCTG 128 ribosomal_protein_L19

TRINITY_DN4939_c0_g1_i1 TCAACCAGCCAGAAGACACC GTAAATCCACGACCAGCACG 150 ribosomal_protein_L13

TRINITY_DN11316_c1_g1_i1 GATGGACAACCTCGCAGTCA CCAGTAATTCCCGCCTCTGT 304 Protein_naked_cuticle-like

TRINITY_DN17435_c0_g1_i1 GCCAGACCGATGATGTGACT CCTAGCCTCCTGGCTTTGTC 227 ribosomal_protein_L15

TRINITY_DN14534_c0_g1_i1 GCAGGGAACGAGAGGAACAA TTGAGAATATCGCCGGAGCC 148 abdominal-A_transcript_variant_E

TRINITY_DN17328_c0_g1_i1 AGATCGGGTGAGCATGGTTG AACATTTACGCAGGGAGCCA 142 ras_protein

TRINITY_DN1862_c0_g1_i1 CTCCAGCGGACTTCGTGAAC GAAGTTGGTTCTGCCGGTGT 125 homeobox_protein_Hox-A1-like,_partial

TRINITY_DN20345_c1_g2_i1 CCAGAAACCGACTGGACCAA TCCAGAACGTGGTGGAGGTA 261 chitinase_precursor

TRINITY_DN21661_c1_g2_i4 AGAGTCGGACCTTAAGGGGG TCAGTTCCCCATTGGCCTTC 159 Annexin_IX

TRINITY_DN22244_c0_g1_i1 AACGAACCACCTGGAACACC CGATGGACTCCGCGACATAC 328 DE-cadherin

TRINITY_DN22022_c0_g1_i1 AGTCGCTCGCACACAGTATT CGAGAGTCAACAGCGACTGA 202 kinesin-like_protein_KLP2

TRINITY_DN20848_c0_g1_i1 CCTAAGTATCGCGGCAGCAG GACGCAAAGAAGCCCACATC 153 translocation_protein_SEC62

TRINITY_DN16570_c0_g1_i1 TATGGATGTCGCCGCATCTG ATGCAGACCAATCGTCCTGG 185 enolase

TRINITY_DN22530_c0_g1_i1 GGGCCGGAGAAGAAGATCAC CGGATAGCTCTGGAAGCCTG 132 Ubiquitin_carboxyl-terminal_hydrolase_5

TRINITY_DN20602_c0_g1_i8 CTCGCGCGGTTTCTGTTTTG TGTGATCGAGAAGTCCACCC 118 transformer_2

TRINITY_DN14447_c0_g1_i1 GCACCCGCAGAACTCAAAAG GTTCTCGTTGCGCTTTCCTG 108 ribosomal_protein_L24

TRINITY_DN11011_c0_g1_i1 TCAGGCTAAATCATGGCCCC CATCACGGTCAGCCTTGACT 214 40S_ribosomal_protein_S14

TRINITY_DN21478_c0_g3_i1 TTGTTGTGCGTCAACCTCCT TTTACGGGTTGGACGGGTTC 367 laccase_2A

TRINITY_DN21058_c0_g1_i1 GACTGGTGCAGACCTAGACG AGTTCACGTAGGATGTGCGT 156 NADPH_cytochrome_P450_reductase

TRINITY_DN668_c0_g1_i1 ACAATGCCGAAAAACGAGGC CCAAACTGTCGAGAGGGCAA 253 ribosomal_protein_S15A

TRINITY_DN21968_c0_g2_i1 CGCGGCATTAAAAGCAGGTT AACTGCTTGCTGTCGGTGTA 655 CAD_protein

TRINITY_DN22486_c1_g1_i1 GTCGGCGACTTAGGGAACAT ATCTGGGTGGTCAGTTCTGC 159 diapause_bioclock_protein

TRINITY_DN19583_c1_g1_i12 GATGCGGCAAGTGTTCAACG TCGTCACTAACAGACACCCG 153 mitochondrial_glutamate_carrier

TRINITY_DN19687_c0_g1_i1 CAGTAGCCCGACCTCTTGTG GTACGGCTGTCTGGCATTCT 155 ribosomal_protein_L4

TRINITY_DN21468_c0_g1_i1 AACCGAGTCGGCGAAACATA CCTCAGAAGCACCGCTACAA 306 CDKAL1-like_protein

TRINITY_DN22917_c0_g1_i1 GTGTCCGGACTCAGTGTCG TTCCATGTGGCTCGTCAGC 603 DNA_topoisomerase_2

TRINITY_DN22578_c3_g2_i1 AATCAGGCGGCGAAGGTAAA CCTGCACTAACAGTTGCGTC 171 Dmc1_homolog

TRINITY_DN25589_c0_g1_i1 AAACTATTGGCGGCTCCTCA CCTTCCGCACTGTATGTGCT 159 cysteine_sulfinic_acid_decarboxylase

TRINITY_DN20175_c0_g1_i1 CCTGGCCAACCACCACTATT CTTCGCAGTTCCCATCTTGC 105
bifunctional_ATP-dependent_dihydroxyacetone_kinase

/FAD-AMP_lyase_(cyclizing)-like,_partial

TRINITY_DN22998_c2_g1_i1 GCATCAGGTGCTGTTTTCGG TTAGCAGCCAGTTGAGCCTG 437 cytosolic_malate_dehydrogenase

TRINITY_DN22909_c0_g1_i1 CTCGACGGTCTATGCAACCA TAGGCAGCATCGGTTTCCTC 259 saposin-like_protein

TRINITY_DN18740_c0_g1_i1 CTACCAACGAGTGCAAAGCG TTCGGCGTCAAATCTCTCCC 206 heat_shock_protein_hsp21.4

TRINITY_DN12981_c0_g1_i1 TGGCCAAACCAAAAGGAGAGA TCTCACTCCCTTAGACCACAGA 224 ribosomal_protein_L31

TRINITY_DN20581_c0_g1_i4 ACAAATTCGCCAAGCTCCAA TTGTCTTCTTCTTCAAGGGTGA 100 troponin_I_transcript_variant_C

TRINITY_DN21622_c0_g2_i2 TATACCACGGAAAGACCGGC CTGGCTTTTCGCTTCCGTTC 276 ribosomal_protein_L21

TRINITY_DN18554_c0_g1_i1 AAGACATAGGGCAGGATGGC GAGCATCCGCTGTGCATCTA 101 tryptophan_2,3-dioxygenase

TRINITY_DN11613_c0_g1_i1 CGGAGTGACGATGTTGGGT GCTTGCCCTCAAAGTTCGC 428 facilitated_trehalose_transporter_Tret1-2_homolog

TRINITY_DN21589_c0_g1_i1 AAGCCAAACAGCCCAACTCT TTACGACCGAAACCCGCTAC 151 ribosomal_protein_S23

TRINITY_DN17905_c0_g1_i1 CAGCGTTCTCCAAGGTGGTT TTCTGCGCTATCTCCCTAGC 154 ribosomal_protein_L7A

TRINITY_DN20993_c0_g1_i2 CGACCCAATGGAGAGGAGC CACAGCCACCATCCGCTAC 543 nuclear_receptor_GRF

TRINITY_DN32203_c0_g1_i1 CATGAAGCAATCCGTGCCG AAGCTTCTGCCTGAGCCTG 169 ribosomal_protein_L5

TRINITY_DN14712_c0_g1_i1 TCACAAACGCTTCCGCAAAG GCAACACGTTCCAGCTCATC 429 ribosomal_protein_S5

TRINITY_DN14597_c0_g1_i3 GAATGCTGATGAGCTCGCAC TGGGGTGGTCCCATAGTTGA 120 ribosomal_protein_L10A

TRINITY_DN18822_c0_g1_i1 GACAATGTGGGCTCCACCC ACATTGCCCTTGATGTGGGG 161 ribosomal_protein_P0

TRINITY_DN16302_c0_g1_i2 ACAAGATCAAAACGCACCGC AGGTCCAGTAACCAGGAGCA 170 ribosomal_protein_L6

TRINITY_DN19539_c0_g1_i2 CCGGCGACGACATTAAGGAA CCGCGGCGATCCATTATTCT 146 sex-lethal

TRINITY_DN22872_c1_g1_i6 TGCCGATGATGGATGGCTTT CCGGCCTTATGTTGTGCGTA 125 NIPSNAP_protein

TRINITY_DN14917_c0_g1_i2 CTAGACCGTGCCTTCGGTG GTCCAGTATGCTGTCCGCAG 111 protein_cortex-like,_partial

TRINITY_DN15384_c0_g1_i1 GTTGCCACAATGGCAGTAGC GGGCGATGACAACGTGATTG 259 ribosomal_protein_L22

TRINITY_DN15295_c0_g1_i1 TGGTTTGCGATGTCCTCCAC TGCGGCACCTACTTTGGATT 317 ribosomal_protein_S24

TRINITY_DN22023_c0_g1_i1 GTCAACCGGCAACCACAAAA GATCGGGCTTTTCATTCGCC 564 symplekin

TRINITY_DN19846_c0_g1_i1 GACTGTCCCCACCCAAAGTT GTCTGGGTGTGTAGAGGCTATC 135 arylalkylamine_N-acetyltransferase

TRINITY_DN20930_c0_g1_i1 CTTCAAGCGGTGCTACTCCA GAGAGCTCCTCGGGGTACTT 120 elongation_factor_1_gamma

TRINITY_DN21876_c0_g1_i1 CAGAGTCCGTCCGACATGAG CTGGGTGTCGTCGATCGTTT 423 uncharacterized_protein_LOC106139612

TRINITY_DN18840_c0_g1_i1 AACATCCCTTGGATCCTGGT CCTCCAAACAGCCTTTGGTTC 128 probable_RNA-binding_protein_CG14230

TRINITY_DN21391_c0_g1_i1 AGGTAACTGGCGAAAACCCC AGTTTGGGCACATCCCATCA 173 vasa-like_protein

TRINITY_DN22835_c3_g1_i5 AAGAACGCCAACTTCTGGGT ATCAGCTTGCTTGCTCAGGT 222 dihydropteridine_reductase

TRINITY_DN21869_c0_g1_i1 TGACGACTTCAAGACCCGTG GCGCACTCCTCTCAAGTTCT 229 translation_elongation_factor_2

TRINITY_DN21139_c0_g1_i1 CAAATAAACGCGCAGTCTGG TACAGTTCTCCACAGCGTCC 115 P-element_somatic_inhibitor

TRINITY_DN20190_c0_g1_i1 GTCGTGTATCCGCAGAGGAC CTCTTCGAAATGCCAAGCCG 158 eukaryotic_translation_initiation_factor_2_alpha_subunit

TRINITY_DN7351_c0_g1_i1 ATCACAACGCGCAAAACTCC CAACTTCAACACCAGGCTCG 151 ribosomal_protein_S20

TRINITY_DN11216_c0_g1_i2 TAAAGCACCTCCAAGTGGGC AGTATCTGGCCAGGTTTCCG 150 sorbitol_dehydrogenase
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TRINITY_DN1170_c0_g1_i1 TGAGGCGTCTCAGACATTCC GTTGAGGGTTGCGTCAGTT 199 40S_ribosomal_protein_S17

TRINITY_DN22094_c0_g1_i1 ATTTGTATGGGCTTCGGGCA ATAAGTAGCCGCGAGAGTCG 160 furin-like_convetase

TRINITY_DN20798_c0_g1_i1 AGGATGCGAGGTTCTATGCC TCTCTCCGTGCATGTCCTTG 168 calreticulin

TRINITY_DN2621_c0_g1_i1 GGGAACGTCAAGCTTCGGTA ACGTAATTTAGCGGCTGGGT 127 ribosomal_protein_L37

TRINITY_DN20952_c0_g1_i1 CTTGGGTGCGTGTCCTACG TAGAGAGCAGCAAACGCTGG 163 polypyrimidine_tract-binding_protein_2

TRINITY_DN20453_c0_g1_i2 CTCGTTGTGGAGTACCGCAT AGGCACAACGGTACGGAATA 110 proliferating_cell_nuclear_antigen

TRINITY_DN17108_c0_g1_i1 CGAGTTCGGAGACAACACCA TCACTGCTGGCCTCAATGTT 132 superoxide_dismutase_[Cu-Zn]

TRINITY_DN18633_c0_g1_i1 ATCTCGGTCGTGGGGATGA ACAAGCCACTACGTGACCG 689 inhibitor_of_apoptosis_protein

TRINITY_DN20855_c0_g2_i1 AACGTCGGAAGGGACGAAAT CCAGGCACCAACTCCCTAAA 395 activator_of_90_kDa_heat_shock_protein_ATPase_homolog_1

TRINITY_DN20215_c0_g1_i4 GCAGAACCTCATCGACTGCT ATACGGGTAGGTCCTCTCGG 124 fibroinase_precursor

TRINITY_DN20032_c0_g1_i1 ATGCGTCATCCGCCATAAC TGGTGCTGGAGAAGCATCC 317 wee1-like_protein_kinase

TRINITY_DN16975_c0_g1_i1 GACGTTGCCAACTCTGAGC ACCTTCCTGATGCACACGTC 122 40S_ribosomal_protein_S3a

TRINITY_DN22224_c0_g1_i1 TGGTAGAAGCGCAATCGGAC TAGCGTTCTTCCAGTGGCTG 177 puff-specific_protein_Bx42

TRINITY_DN22515_c1_g1_i1 CCCGCTAAAATGAAAGTGGTCG TGATTTAGCTTCGAGCGCCT 117 heterogeneous_nuclear_ribonucleoprotein_U-like_protein_2

TRINITY_DN19739_c1_g1_i1 GCAAAACCACGTACGAGGAGA ACTGATCGTACTCAGCGTTCC 123 actin-depolymerizing_factor_1

TRINITY_DN21161_c0_g2_i1 GGGACAACGTGATCTCGCC ACGTCGATGCCAAGGAGTTT 108 ferritin_precursor

TRINITY_DN18963_c0_g1_i1 ATCGTCGACGCCTTCATCC TCATCATGCGCCTACGGAC 559 ADP/ATP_translocase

TRINITY_DN14011_c0_g1_i1 GAAGCCCTCCTCTGCCTTG GAAGTCCTGCCGTCTCCAG 512 putative_phosphatidylethanolamine-binding_protein

TRINITY_DN22301_c1_g4_i1 CTCTCGGCATCAACTCCACA TGGCCGGCTCCTTTGTATT 586 juvenile_hormone_esterase_1_precursor

TRINITY_DN16504_c0_g1_i2 TGTTGTTCGACAAACCCACG CAAGGGAGCCTCGAACCTTT 108 ribosomal_protein_S25

TRINITY_DN20249_c0_g1_i1 TGCGTCTCGGAGAATGGAAT TTAGCGCTATGTCGTGTTGC 150 BzArgOEtase_precursor

TRINITY_DN17742_c0_g2_i1 CTTACCGCCGCTCCTACAC CGTGGGAGTGATCCCGTTT 414 silk_gland_factor_1

TRINITY_DN20457_c0_g1_i1 CGCGAACCGACCACTTCATA AGCTCACCTCTCTCGGATGT 151 protein_star

TRINITY_DN18556_c0_g1_i1 GCGCAGACAGAGAGATCCAA TGGGCAGCGGTATCTCAATC 171 26S_proteasome_regulatory_ATPase_subunit_10B

TRINITY_DN22710_c0_g1_i1 CTACTTCACGCACTGCAAGC AAACTTGGCACAACTTGCCC 344 coatomer_protein_complex_subunit_alpha

TRINITY_DN20865_c0_g1_i1 TCCGCAAGAAGCTCGGATAC CATACCGCACGCTAGACACT 113 nuclear_orphan_receptor

TRINITY_DN17436_c0_g1_i1 GTGAAGGACTCCCCCAAGTG GGAATCTTCACTATCCTCTGGCA 92 6-phosphogluconolactonase

TRINITY_DN15492_c0_g1_i2 GAGGCGATCGAAGGCACATA ACATCTCTGAAGCAAGGCGA 215 ribosomal_protein_S11

TRINITY_DN19794_c0_g1_i1 TTAGGGGCCACCGGGAATA AACTGTGCCAGACTCCGTG 870 serpin_5

*Identified by desConecter.py
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第４節 カイコオルソログを含む BAC の選抜 

 

 これまでの結果より、部分的ではあるが、カイコ遺伝子オルソログとなるモンキチョウ

contigs の特定ができた。本節では、第 3 節で設計した STS プライマーを用いて、第 1 節で

作製した BAC ライブラリーから目的の BAC クローンを PCR スクリーニングした。 

 

 

材料および方法 

 

BAC スクリーニング 

 モンキチョウ BAC のスクリーニングは、第 1 節で作製済の BAC-DNA プール(プレート

プール、xプール、y プール)を用いて、Yasukochi (2002)と Yoshido et al. (2014)に準じた 2段

階スクリーニングで行った。PCR のポジティブコントロールとしてモンキチョウ gDNA を

テンプレートに用いたことを除いて、第 II章第 3節のオオモンシロチョウ BAC スクリーニ

ングの手順と同様に行った。 

 

 

結果 

 

117セットのプライマーペアを PCR セレクションに使用し、78プライマーセットで BAC

クローンを選抜した  (Table 3.19)。今回獲得された BACs のうち、 37B07 が

TRINITY_DN18840_c0_g1_i1と TRINITY_DN21391_c0_g1_i1の 2 contigsを含んでいたため、

77 クローンで 78 カイコ遺伝子オルソログを含んでいた。選抜した 77 BAC クローンを、

カイコのゲノム情報(Kawamoto et al., 2019)を参考に in silico でマッピングすると、これらは

チョウ目昆虫の基本染色体(n=31)を網羅した(Fig. 3.3)。カイコ第 15 染色体に対応する BAC

が 6 つで一番多く、第 4, 7, 8, 14, 16, 27染色体に対応する BAC が 1 つのみであった。 

 

 

考察 

  

 本節では、カイコ遺伝子オルソログを含んだ 77 BAC クローン(78 オルソログ)をスクリー

ニングできた。本章に似た方法で BAC をスクリーニングした藤本 (2019)では、ヒゲナガカ

ワトビケラ(n=13)において 81 BAC クローン(79 オルソログ)を選抜しており、BLAST 解析に

頼った従来の BAC スクリーニングの流れとしては、一般的な数の BAC が特定できたと考

えられる。しかし、n=31 のチョウ目昆虫染色体のマッピングでは、Heliothis virescens では

160 BACsをスクリーニングして FISHの単一シグナルを得られたものが 140 BACs 、Ostrinia 
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nubilalis では 163 BACs をスクリーニングして単一シグナルを得られたものが 112 BACs で

あった(Sahara et al., 2013; Yasukochi et al., 2011; 2016)。したがって、n=31 のチョウ目昆虫の

FISH マッピングに必要なクローン数としては本節の研究結果だけでは不足していると考え

られ、効率的な追加取得は、次章への課題となった。 

BAC-FISH マッピングによる染色体比較では、1 染色体あたり 4 BACs 以上を偏り無くマ

ップすることで、染色体の向きならびに遺伝子配置に異同が検証可能となる。本節の in silico 

mapping 結果より、FISH のシグナルが全て単一で予想通りに得られたと仮定すると、この

要件が満たされるのは、第 6, 15, 18, 25 染色体ならびに性染色体(Z 染色体)に限られる(Fig. 

3.3)。第 13染色体も 4 BACs をスクリーニングできたが、カイコの染色体末端から約 9.3 Mb

までの領域が未対応であることから、他の 1-3 BACs しか獲得できていない染色体同様に追

加の BAC 獲得が必要であろう。モンキチョウ染色体がカイコ染色体(n=28)よりも 3 染色体

多いことを考慮すると、カイコ染色体がそれぞれ 2 つの染色体に対応(Ahola et al., 2014; 

Yasukochi et al., 2016)する、第 11, 23, 24 染色体については、より多くの BAC 選抜が求めら

れる。とはいえ、本節の結果は、モンキチョウの染色体マッピングを進めるにあたり、一里

塚を形成したといえる。 
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Table 3.19 Characteristics of the selected Colias erate  BAC clones and Bombyx mori  orthologs carried by them

BAC code Transcriptome ID Chr
GeneID:

KWMTBOMO
Location (bp)

28D01 TRINITY_DN15848_c0_g1_i2 1 00019 511106..545938 tan_protein O

27C22 TRINITY_DN22414_c0_g1_i1 1 00186 5963213..5965045 heparanase-like_protein O

15C05 TRINITY_DN21355_c0_g1_i12 1 00190 6026373..6126632 kettin_protein X

26C17 TRINITY_DN13328_c0_g1_i1 1 00545 16116700..16127502 lactate_dehydrogenase O

27J05 TRINITY_DN33948_c0_g1_i1 1 00614 19129809..19138152 potassium_voltage-gated_channel_protein_Shaker1 X

20B19 TRINITY_DN19960_c0_g1_i1 2
00857

00859

4588760..4601918

4690761..4744558
homeotic_protein_distal-less X

35B07 TRINITY_DN20784_c0_g4_i4 2 00935 6722944..6724052 homeobox_protein_invected X

27F21 TRINITY_DN16853_c0_g1_i1 2 00974 7694888..7697085 40S_ribosomal_protein_S21 X

39N23 TRINITY_DN15621_c0_g1_i1 3 01182 4011450..4013566 glyceraldehyde-3-phosphate_dehydrogenase X

39E21 TRINITY_DN13605_c0_g1_i1 3 01273 7216359..7219180 ribosomal_protein_L13A X

38D16 TRINITY_DN8970_c0_g1_i1 4 02006 9808363..9812757 ribosomal_protein_L3 X

26G07 TRINITY_DN25947_c0_g1_i1 5 02431 1835714..1836427 H+_transporting_ATP_synthase_subunit_g X

29E22 TRINITY_DN25298_c0_g1_i1 5 02477 2951013..2954098 ribosomal_protein_L19 X

34A20 TRINITY_DN11316_c1_g1_i1 5 02779 10696330..10703821 Protein_naked_cuticle-like X

38B12 TRINITY_DN17435_c0_g1_i1 6 03314 4152757..4154920 ribosomal_protein_L15 X

04L13 TRINITY_DN14534_c0_g1_i1 6 03376 6294376..6295195 abdominal-A_transcript_variant_E X

22J18 TRINITY_DN17328_c0_g1_i1 6 03639 14084835..14085614 ras_protein X

34D02 TRINITY_DN1862_c0_g1_i1 6 03695 15669173..15669663 homeobox_protein_Hox-A1-like,_partial X

25G13 TRINITY_DN22022_c0_g1_i1 7 04175 12891332..12900916 kinesin-like_protein_KLP2 X

29M17 TRINITY_DN22530_c0_g1_i1 8 04710 13064220..13085098 Ubiquitin_carboxyl-terminal_hydrolase_5 O

27P12 TRINITY_DN14447_c0_g1_i1 9 05068 7038548..7041535 ribosomal_protein_L24 X

39F22 TRINITY_DN11011_c0_g1_i1 9 05280 12650808..12652283 40S_ribosomal_protein_S14 X

22I15 TRINITY_DN21478_c0_g3_i1 10 05553 5001072..5005732 laccase_2A X

31L11 TRINITY_DN668_c0_g1_i1 10 05723 8805486..8808995 ribosomal_protein_S15A X

37D11 TRINITY_DN22486_c1_g1_i1 10 05948 15258949..15270380 diapause_bioclock_protein X

16J10 TRINITY_DN19583_c1_g1_i12 11 06171 1872326..1879300 mitochondrial_glutamate_carrier X

12G13 TRINITY_DN19687_c0_g1_i1 11 06229 2982595..2993346 ribosomal_protein_L4 X

14L02 TRINITY_DN21468_c0_g1_i1 11 06399 6371456..6378130 CDKAL1-like_protein X

14L15 TRINITY_DN22917_c0_g1_i1 11 06463 7807281..7822277 DNA_topoisomerase_2 O

34B21 TRINITY_DN25589_c0_g1_i1 11 06855 17663541..17671896 cysteine_sulfinic_acid_decarboxylase X

10M24 TRINITY_DN20175_c0_g1_i1 12 07015 1863526..1877123
bifunctional_ATP-dependent_dihydroxyacetone_kinase

/FAD-AMP_lyase_(cyclizing)-like,_partial
X

27I08 TRINITY_DN22998_c2_g1_i1 12 07103 4641811..4643381 cytosolic_malate_dehydrogenase O

28N11 TRINITY_DN22909_c0_g1_i1 12 07114 4811656..4853351 saposin-like_protein O

21J15 TRINITY_DN18740_c0_g1_i1 13 07857 8519268..8525983 heat_shock_protein_hsp21.4 X

26K14 TRINITY_DN12981_c0_g1_i1 13 07888 9182960..9184684 ribosomal_protein_L31 X

30I10 TRINITY_DN20581_c0_g1_i4 13 08034 13284150..13300880 troponin_I_transcript_variant_C X

34B02 TRINITY_DN21622_c0_g2_i2 13 08100 15952645..15955376 ribosomal_protein_L21 X

15L16 TRINITY_DN11613_c0_g1_i1 14 08545 12618603..12626924 facilitated_trehalose_transporter_Tret1-2_homolog X

06A01 TRINITY_DN21589_c0_g1_i1 15 08666 1795667..1798974 ribosomal_protein_S23 O

14M02 TRINITY_DN17905_c0_g1_i1 15 08699 2869116..2873720 ribosomal_protein_L7A O

02G24 TRINITY_DN20993_c0_g1_i2 15 08777 5004821..5016658 nuclear_receptor_GRF X

09P05 TRINITY_DN32203_c0_g1_i1 15 08797 5475794..5480567 ribosomal_protein_L5 O

14F14 TRINITY_DN14712_c0_g1_i1 15 08894 7610130..7610942 ribosomal_protein_S5 O

25K20 TRINITY_DN14597_c0_g1_i3 15 09232 13692373..13694677 ribosomal_protein_L10A O

32O24 TRINITY_DN16302_c0_g1_i2 16 09442 1283499..1288160 ribosomal_protein_L6 X

02G01 TRINITY_DN15384_c0_g1_i1 17 10509 13024737..13027506 ribosomal_protein_L22 X

35N03 TRINITY_DN15295_c0_g1_i1 17 10591 14887827..14888632 ribosomal_protein_S24 X

07D14 TRINITY_DN22023_c0_g1_i1 18 10761 2566411..2579429 symplekin O

23F16 TRINITY_DN19846_c0_g1_i1 18 11038 10670414..10689604 arylalkylamine_N-acetyltransferase X

30I15 TRINITY_DN20930_c0_g1_i1 18 11083 12385248..12390846 elongation_factor_1_gamma O

25M04 TRINITY_DN21876_c0_g1_i1 18 11107 13049594..13052475 uncharacterized_protein_LOC106139612 X

TRINITY_DN18840_c0_g1_i1 19 11556 7995011..8011304 probable_RNA-binding_protein_CG14230 X

TRINITY_DN21391_c0_g1_i1 19 11560 8046954..8056914 vasa-like_protein X

39N13 TRINITY_DN22835_c3_g1_i5 19 11662 10941913..10942952 dihydropteridine_reductase O

30E11 TRINITY_DN20190_c0_g1_i1 20 12057 6512174..6516599 eukaryotic_translation_initiation_factor_2_alpha_subunit O

34B23 TRINITY_DN7351_c0_g1_i1 20 12287 11518093..11521394 ribosomal_protein_S20 X

36J15 TRINITY_DN11216_c0_g1_i2 21 12375 1695127..1699208 sorbitol_dehydrogenase X

28E04 TRINITY_DN1170_c0_g1_i1 21 12460 4417937..4418422 40S_ribosomal_protein_S17 X

34I09 TRINITY_DN20798_c0_g1_i1 22 12902 3849823..3854601 calreticulin X

16E02 TRINITY_DN20952_c0_g1_i1 22 13267 11940653..12001369 polypyrimidine_tract-binding_protein_2 X

39H08 TRINITY_DN17108_c0_g1_i1 23 13530 784310..788037 superoxide_dismutase_[Cu-Zn] X

33B18 TRINITY_DN20855_c0_g2_i1 23 13922 13682392..13686507 activator_of_90_kDa_heat_shock_protein_ATPase_homolog_1 O

27D08 TRINITY_DN20215_c0_g1_i4 23 13997 15654322..15664685 fibroinase_precursor X

28L16 TRINITY_DN20032_c0_g1_i1 23 14019 16058041..16068078 wee1-like_protein_kinase X

19C15 TRINITY_DN16975_c0_g1_i1 23 14169 19689420..19694897 40S_ribosomal_protein_S3a X

09C22 TRINITY_DN19739_c1_g1_i1 24 14440 6450638..6490222 actin-depolymerizing_factor_1 O

30P01 TRINITY_DN21161_c0_g2_i1 24 14600 11078134..11091510 ferritin_precursor X

30K07 TRINITY_DN18963_c0_g1_i1 24 14732 13846478..13847851 ADP/ATP_translocase X

39O21 TRINITY_DN14011_c0_g1_i1 24 14774 14898028..14899436 putative_phosphatidylethanolamine-binding_protein O

24B04 TRINITY_DN22301_c1_g4_i1 25 14919 430284..446812 juvenile_hormone_esterase_1_precursor X

06A03 TRINITY_DN16504_c0_g1_i2 25 15114 5419305..5421593 ribosomal_protein_S25 X

21O23 TRINITY_DN20249_c0_g1_i1 25 15224 7119011..7129623 BzArgOEtase_precursor X

36E24 TRINITY_DN17742_c0_g2_i1 25 15391 11258153..11259291 silk_gland_factor_1 X

36I01 TRINITY_DN20457_c0_g1_i1 26 15486 500159..505900 protein_star X

32F13 TRINITY_DN22710_c0_g1_i1 26
15583

15584

3384172..3400184

3401434..3409134
coatomer_protein_complex_subunit_alpha X

19O14 TRINITY_DN20865_c0_g1_i1 27 15866 337342..347825 nuclear_orphan_receptor X

21D15 TRINITY_DN17436_c0_g1_i1 28 16211 1884395..1886383 6-phosphogluconolactonase O

29E23 TRINITY_DN15492_c0_g1_i2 28 16357 6717554..6722641 ribosomal_protein_S11 X

*Identified by desConecter.py

**detected by BmTOP

37B07

Colias erate Bombyx mori

Gene definision* BmTOP**
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第Ⅳ章 Bombyx mori tool for ortholog picking (BmTOP)を用いた 

カイコ単一遺伝子オルソログの特定 

 

序論 

 

Fluorescence in situ hybridization (FISH)マッピングによる染色体比較に用いるゲノムライブ

ラリー(BAC or fosmid)のスクリーニングには、全染色体を網羅するカイコ単一遺伝子オルソ

ログ情報が必要である(Yasukochi et al., 2009）。近年の次世代シークエンス技術の発達により、

大量の遺伝子情報の取得は、以前に比べ格段に容易になった。第Ⅲ章では RNA-seq により

取得した大量の遺伝子情報から、BLAST 解析で一つずつオルソログを特定したが、これは

効率的な手法とは言いがたく、遺伝子オルソログを特定するビックデータの効率的な情報

処理技術が必要となった。 

オルソログの特定を行うツールとして、HaMStR や OrthoFinder、SonicParanoid などが公

開されている(Ebersberger et al., 2009; Emms and Kelly, 2015; Cosentino and Iwasaki, 2018)。こ

れらのツールは、主により多数のオルソログを特定することに重きを置いている。一方

BAC/fosmid-FISH mapping では、比較する種間で特に保存性が高く、似た配列情報を他に持

たないオルソログの特定が求められる。この要求を満たすことで、BAC スクリーニングに

おける誤った BAC クローン選抜の可能性と、選抜した BAC プローブによる FISH 結果でマ

ルチシグナルとなる可能性を極小化できる。そこで本章では、この要求に応えうる新規アプ

リケーションツールを開発とその実践利用を目論んだ。 

本章では、第 1 節でアセンブルされた RNA-seq データからカイコ単一遺伝子オルソログ

を効率的に選抜するアプリケーションツールである BmTOP の開発研究について記述する。

第 2 節では、BmTOP を用いて、モンキチョウ(Colias erate)のトランスクリプトームデータ

から、カイコ単一遺伝子オルソログの特定を行った。第 3 節では、新規に特定したオルソロ

グ情報をもとに、モンキチョウ BAC のスクリーニングを行った。 

 

 

第１節 BmTOP の開発 

 

 BAC スクリーニングを進めるにあたり、Trinity にて assemble された RNA-seq データをよ

り効率的に解析する必要があった。しかしながら、既存ツールのアルゴリズムは、似たモチ

ーフや配列を多数持っていてもオルソログとして検出できるよう工夫されており、本研究

の趣旨に合わなかった。本研究で求められる、配列の特異性の高いオルソログを検出するた

めに、本節の研究において新たなカイコ単一遺伝子オルソログ検出ツールである Bombyx 

mori tool for ortholog picking (BmTOP)を開発した。さらに、第 2 節以降の解析のためのオプ
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ション機能として、アノテーション情報を付与する KWMT_desConecter.py、別々のツールに

よって検出されたオルソログリストを比較し共通項を選択する ListCompariser.py を開発し

た。これらは BmTOP でオルソログとして検出したカイコ遺伝子の染色体座乗位置を可視化

させる gene_plotter.R とともに、BmTOP 実行中のメニュー画面から選択ができるように実

装した。 

 

 

材料および方法 

 

1. 開発言語と環境 

 BmTOP の開発には C と Python 3 のプログラム言語ならびにシェルスクリプト(bash)のス

クリプトを使用した。開発環境は、富士通のノート PC LIFEBOOK SH54/K (OS: BioLinux)な

らびに LIFEBOOK WS1/C2 (OS: windows10)を使用した。 

 

2. BmTOP の実行に必要なデータセット 

 BmTOP の実行に必要なカイコの Nucleotide sequences ならびに GFF3 ファイルは、東京大

学大学院農学生命科学研究科の川本宗孝博士より許諾を戴き使用した。現在は、SilkBase ホ

ームページ(http://silkbase.ab.a.u-tokyo.ac.jp/cgi-bin/index.cgi)の New Bombyx mori gene models 

(2017)よりダウンロードが可能である。 

 

 

結果 

 

 本研究では、対象とする種の RNA-seq アセンブルデータとカイコの New Bombyx mori gene 

models (2017) (Kawamoto et al., 2019)を利用して、カイコ単一遺伝子オルソログを検出するア

プリケーションである Bombyx mori Tool for ortholog pick-upper (BmTOP)を開発した(Ohno et 

al., 2020b; https://github.com/mzkohno/BmTOP)。本ツールは、6つのステップからなる(Fig. 4.1)。

1) BLAST 解析による相同性検索：相同性の検定には blast+v2.2.31 (NCBI)を用いた。アセン

ブルデータ  (contigs)をクエリーに、Bombyx mori gene model (2017) (http://silkbase.ab.a.u-

tokyo.ac.jp/cgi-bin/index.cgi/)に対して tblastx 解析を行い、1e-10 以下を抽出した(Threshold 1, 

default) Hit Table を作成した。ここでは、threshold を指定することで、e-value が一定値より

大きい結果をノイズとして除去した。2) プロセシング：BLAST 結果の Hit Table にカイコの

情報を追加して、Top Hit results を抽出・リスト化した。3) マルチコピー遺伝子の除去：Hit 

Table の Top Hit Gene model ID が、リスト内に複数認められた場合、ID をリストから除外す

る。これにより、ホモログが複数存在する contigs を除去した。4) 高ホモロジー遺伝子の選

択：score が 100 より小さい、あるいは e-value が 1e-80より大きいものを除外した(Threshold 
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2, default)。5) 全てのホモログ配列を含む遺伝子の除去：Top Hit した遺伝子の e-value を

Second Hit の e-value で除した値が 1e-80以上であった場合(Threshold 3, default)、除外した。

ただし、Top Hit の e-value が 0 の場合、Second Hit が 1e-50以上の遺伝子を採用した。6) カ

イコ非単一遺伝子の除外：New Bombyx mori gene models (2017)の Nucleotide sequences をクエ

リーにして、本ステップを除いた BmTOP を実行した。結果として、理論上カイコ単一遺伝

子のみが検出できるので、ここまでの解析結果と比較して、カイコで単一遺伝子と判断でき

なかったオルソログは除外する。なお、Threshold の設定は全て、デフォルトから変更でき、

16 条件を一括処理することも可能である(Threshold 2 の e-value の上限を 1e-20、1e-40、1e-60も

しくは 1e-80、Threshold 3 の値を 1e-20、1e-40、1e-60もしくは 1e-80として、他はデフォルトの

値を利用して一括処理できる)。 

 次節以降の解析のために、オプション機能と して 2 つのモジュール

(https://github.com/mzkohno/BmTOP/tree/master/BmTOP/BmTOP_ver1.0/programs_KWMTBOM

O)を追加開発した。KWMT desConecter.py は、SilkBase にアップロードされているアノテー

ションデータ（GFF3 file）を BmTOP の解析結果に付与できる。ListCompariser.py は、別々

のツールによって検出されたオルソログリストを比較し、両方がもつ遺伝子といずれか一

方がもつ遺伝子をそれぞれリスト化できる。さらに、Bioconductor の karyoploteR 

(http://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/karyoploteR.html) を利用して作成された

gene_plotter.R (https://github.com/nkimoto/gene_plotter)は、カイコ染色体ごとの推定塩基配列長

(Kawamoto et al., 2019)を利用して、BmTOP でオルソログとして検出したカイコ遺伝子の染

色体座乗位置を可視化できる。これらを BmTOP 実行中のメニュー画面から選択できるよう

下位モジュールとして実装した。 

 

 

考察 

 

チョウ目昆虫の BAC-FISH マッピングによる染色体比較研究には、全染色体に網羅的な

カイコ単一遺伝子オルソログマーカーが必要である(Yasukochi et al., 2009）。BAC スクリー

ニングに用いるプライマーは、ターゲットのみをピックアップできるものが求められるた

め、ゲノム全体で似たようなモチーフが特に少ないオルソログを利用することが理想的で

ある。BmTOP は、モンキチョウの BAC-FISH マッピングを進める上でこれらのニーズに応

える。カイコ単一遺伝子オルソログは、チョウ目昆虫の染色体比較に必ず用いられるだけで

なく、トビケラ目昆虫の染色体比較にも用いられる(Fujiimoto et al., 2018)。カイコ単一遺伝

子オルソログを任意の Thresholds でリスト化できる BmTOP は、今後チョウ目昆虫のみなら

ずトビケラ目昆虫におけるゲノム比較研究の一助となるだろう。さらに、参照する gene 

model の nucleotide sequence と gff3 ファイルを仕様変更することで、本アプリケーションの

6 ステップによる選抜様式は、別の生物でも利用可能である。カイコ同様あるいはカイコ以
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上に整備されたゲノムデータさえあれば、生物種にこだわらない解析が本ツールの修正に

より実現できる。 

BmTOP は、全てのオルソログを特定することではなく、「配列保存性と特異性の高い単一

遺伝子オルソログを染色体上で網羅的に獲得すること」を目的に設計されている。いくつか

のオルソログ解析ソフトが公表されている(Ebersberger et al., 2009; Emms and Kelly, 2015; 

Cosentino and Iwasaki, 2018)が、上記特徴は、本アプリケーション独特のものであると考えら

れる。本研究では、特に BAC スクリーニングへの活用に最適な特徴をもつアプリケーショ

ンツールを開発したが、研究内容に合わせた解析ツールを開発することは、ビックデータの

解析には有効であろう。 
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第 2 節 BmTOP を用いたモンキチョウトランスクリプトームデータの解析 

 

 第 1 節では、BAC スクリーニングに用いるオルソログ検出に特化した BmTOP を新規に

開発した。第 2 節では、実際にこのアプリケーションツールを利用して、モンキチョウトラ

ンスクリプトームデータの解析を行う。また、検出されたオルソログを他ツールによる解析

結果との比較、ならびに in silico mapping を行い、BmTOP の実用性を評価した。 

 

 

材料および方法 

 

1. モンキチョウトランスクリプトームデータ 

 第 3 章第 2 節で獲得した、モンキチョウのアセンブリ済 RNA-seq データを用いた。 

 

2. BmTOP により決定されたカイコ単一遺伝子オルソログの評価 

BmTOP が設計どおりオルソログを特定できているのかを確認するために、SonicParanoid 

(Cosentino and Iwasaki, 2018, http://iwasakilab.bs.s.u-tokyo.ac.jp/sonicparanoid/)によるカイコ遺

伝子オルソログ候補の選抜を Run mode を fast して実行した。SonicParanoid 解析用アミノ酸

配 列 は 、 上 記 RNA-seq デ ー タ か ら EMBOSS getorf 

(http://emboss.sourceforge.net/apps/cvs/emboss/apps/getorf.html)を用いて予測した。解析結果の

比較には、BmTOP の遺伝子リスト間を比較するオプションモジュール ListCompariser.py (本

章第 1 節参照)を用いた(6: ListCompariser)。解析結果のうち何割が節足動物全体で保存され

ているオルソログであるかを確かめるために、Misof et al. (2014)で系統樹作成に利用された

オルソログ遺伝子群との比較も行った。 

 

 

結果 

 

モンキチョウ RNA-seq から得られた 64,764 contigs を BmTOP で解析した結果、1,978 

contigs をカイコ単一遺伝子オルソログとして検出した。第 1 節に示したとおり、BmTOP は

6 つのステップでオルソログ候補を絞り込んでいる(Fig. 4.1)。モンキチョウトランスクリプ

トームデータのデフォルトセッティングによる解析では、最初の 2ステップで 17,448 contigs

まで絞り込まれた後、ステップ 3 で 13,624 contigs、ステップ 4 で 1,527 contigs、ステップ 5

で 206 contigs、ステップ 6 で 113 contigs が候補から除外された。本解析より、各カイコ染色

体に 18 (Chr27)から 129 (Chr11) 遺伝子のオルソログを獲得できた(Fig. 4.2)。デフォルトの

セッティングに加えて、異なる 15 条件で解析を行った(Threshold 1: 1e-10; Threshold 2: score 

100, e-value 1e-20, 1e-40, 1e-60, and 1e-80; Threshold 3: 1e-20, 1e-40, 1e-60, and 1e-80) 結果、Threshold 
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の条件をデフォルト設定から緩めるほどに、検出できる候補数は多くなった(Table 4.1)。 

選抜されたオルソログのカイコ染色体上の座乗位置を可視化するために、gene_plotter.R 

(https://github.com/nkimoto/gene_plotter)を実行した。本スクリプト実行のために、Kawamoto et 

al. (2019)の Table 2 を参考に、カイコ染色体の塩基配列長を列記したテキストファイル

Length_Silkbase.Sheet1.tsv (https://github.com/mzkohno/BmTOP/tree/master/BmTOP/BmTOP_ 

ver1.0/workspace)を作成した。本スクリプトは Length_Silkbase.Sheet1.tsv を参照してカイコ

染色体の模式図を作成し、BmTOP により選抜したオルソログに対応するカイコ遺伝子リス

トを in silico マップした(Fig. 4.3)。染色体上における分布を網羅的に可視化するために、500 

kb ごとの分布をグラフ化した(Fig. 4.4)。遺伝子の存在しない最大距離は、染色体末端から

2,414,428 bp (KWMTBOMO09323 から Chr15 末端まで, Fig. 4.4, gray arrow)であり、遺伝子間

が最も離れていた距離は、 2,290,031 bp であった (Chr6 の KWMTBOMO03496 と

KWMTBOMO03557 の間, Fig. 4.4, black arrow)。 

 本アプリケーションツールがカイコ遺伝子オルソログを正しく選抜できているかを確か

めるために、他のオルソログ解析ツールとの比較を行った。比較するオルソログ検出用解析

ツールには、SonicParanoid を用いた。解析結果の比較は、ListCompariser.py (本章第 1 節参

照)で行った。SonicParanoid でモンキチョウオルソログとして検出された 10,121 カイコ遺伝

子と共通する BmTOP 選抜遺伝子は、1,790 (デフォルト選抜の 90.5%, 1,978 遺伝子中 1,790)

であった(Fig. 4.5A)。また、BmTOP に設定される 16 条件のうち最も緩い解析(Thresholds 2

および 3 がともに e-value 1e-20)結果(Table 4.1)でも、ほぼ同程度の遺伝子が重複していた

(89.6%, 2,738 遺伝子中 2,453)。 

 節足動物全体で広く保存された遺伝子オルソログを用いた全ての昆虫を網羅する系統樹

作成が行われている(Misof et al., 2014)。BmTOP によって検出されたカイコとモンキチョウ

2 種間の遺伝子オルソログのうち、どの程度が節足動物全体で保存されているオルソログリ

ストとの共通性を同様に調査した結果、デフォルトの設定で 24.8%が共通であった(490 / 

1,978, Fig. 4.5B)。Table 4.1 の 16 条件のうち最も緩い解析結果では、20.5%が共通であった

(561 / 2,738)。 

 

 

考察 

 

モンキチョウと同じシロチョウ科モンキチョウ亜科に属するワタリオオキチョウのゲノ

ムサイズは 345 Mb 前後(Cong et al., 2016)、2 つの研究(Shen et al., 2016; Nallu et al., 2018)から

シロチョウ亜科モンシロチョウのゲノムサイズは、それぞれ 246 と 272 Mb、エゾスジグロ

シロチョウは 299 Mb (Hill et al., 2019)と推定されている。カイコのゲノムサイズは、460.3 

Mb (Kawamoto et al., 2019)と推定され、シロチョウ科数種のゲノムサイズは、カイコの 53-

75%程度と計算される。本研究で得られたモンキチョウのカイコオルソログは、カイコ染色
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体をほぼカバーした(Figs. 4.3, 4.4)ため、ゲノムサイズがオオワタリキチョウと同程度だと仮

定すると、モンキチョウ(n=31)の FISH マッピングには十分な数であると考えられる。 

BmTOP の解析結果より得られたオルソログ数は、染色体の配列長に必ずしも依存しなか

った(Fig. 4.2)。例えば、カイコ第 15 染色体と第 22 染色体は、配列長がそれぞれ 18,440,292 

bp と 18,482,526 bp とほぼ一致し、推定遺伝子数はそれぞれ 804 と 676 の約 1.19 倍にもかか

わらず、本研究で取得したオルソログ数はそれぞれ 124 と 70 の約 1.77 倍の差があった。こ

のように染色体ごとに検出されたオルソログ数が長さに比例しないケースは、同じチョウ

目昆虫の祖先的なグループであるコウモリガや、複数のトビケラ目昆虫の RNA-seq data に

おける解析でも検出されている(data not shown)。本アプリケーションの検出方法に偏りが全

くないことは否定できないものの、チョウ目昆虫もトビケラ目昆虫も、染色体ごとの単一遺

伝子率が異なる可能性が考えられる。 

BmTOP は「hit table において top hit と同じカイコ Gene Model があった場合に、ステップ

3 の処理で top hit を除外する」という、オーバーラップを全て除く厳しい処理を設定してい

る。本研究においてステップ 3 でオルソログ候補が 17,448contigs から 13,624 contigs 除外さ

れて、3,824 contigs にまで減少したことからも、これが BmTOP において最もクリティカル

に影響しているステップであることが示唆される。SonicParanoid で検出したオルソログの

うち、BmTOP で検出されたのは 19.5% (1,978 / 10,121)のみであったが(Fig. 4.5A)、これはス

テップ 3 の厳しい処理により、SonicParanoid より選ばれる遺伝子数が減少した結果である

と考えられる。また、ステップ 4 の選抜でさらに相同性の高い遺伝子が選ばれている。Misof 

et al. (2014)と共通していたものが 24.8% (490 / 1,978)であった事実からも BmTOP がこれら

のステップで厳しいスクリーニングを行っていることが示唆される(Fig. 4.5B)。我々の研究

目的は、全てのオルソログを特定することではなく、カイコ同一染色体上にバランス良く配

置する、配列保存性と特異性の高い単一遺伝子オルソログを網羅的に獲得することである

ため、本アプリケーションツールはその目的に適している。 

本アプリケーションは、似たようなモチーフやリピート配列をもつ遺伝子群を検出でき

ない。例えば Hox 遺伝子は、Mesobuthus martensii などのサソリ類(Di et al., 2015)を除き、単

一遺伝子として節足動物において広く保存される。しかしながら、各遺伝子が 180 bp のホ

メオボックスをもつため、本アプリケーションでは、検出できなかった。Hox cluster が座上

するカイコ第 6 染色体のオルソログ検出数は、配列長や推定遺伝子数に比べて相対的に少

ない(Fig. 4.2)。BmTOP では、ホモロジーが高くなる要因である類似ドメインなどを持たな

いカイコ遺伝子オルソログを選抜する設計となっており、スクリーニングで誤ったオルソ

ログを検出する可能性を抑えている。ホメオボックスのような一般的なモチーフを持つ遺

伝子群のオルソログ検出は、これら一般モチーフのリストを利用した例外処理などによっ

て実現するかもしれないが、我々の研究目的を考慮すると、当該機能の必要性は低かったた

め実装しなかった。 

BmTOP は、アセンブリされた RNA-seq data を処理するように設計されているが、gene 
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model や cDNA、ならびに EST 配列をクエリーに解析することも可能である。したがって、

配列情報が公開されている種のデータを利用して、カイコとの相同性の高い単一遺伝子検

索が可能である。しかしながら、本アプリケーションの特性上、クエリーのデータ量が少な

いほどその遺伝子の単一性を担保できなくなるため(ステップ 3)、これらをクエリーに用い

る際は、ゲノム全体を網羅していることが望ましい。 

 本節では、モンキチョウのトランスクリプトームデータを利用した、BAC スクリーニン

グに用いるカイコ単一遺伝子オルソログの抽出に成功した。同様の解析をコウモリガなら

びにトビケラ目昆虫 3 種でも行ったが、同様にカイコ全染色体に網羅的に、オルソログ同士

以外に類似配列を含まないカイコ単一遺伝子オルソログを検出することに成功している

(data not shown)。BmTOP の実用性が評価できたため、本アプリケーションツールが

BAC/fosmid FISH による研究に大きく寄与すると考えられる。 
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C
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Figure 4.4 Chromosomal distribution of Bombyx mori genes mapped in silico for which the Colias erate

orthologs were identified using BmTOP analysis with the default setting. The number of genes shown was 

counted at every 500 kb window. Bars below each graph represent the B. mori chromosome length (Mb). Black 

arrow indicates the region of the largest distance with no gene between two genes in a chromosome. Gray arrow 

indicates the region of longest distance with no genes from a chromosome end.
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第 3 節 BmTOP により抽出したカイコオルソログを含むモンキチョウ BAC の選抜 

 

第 2 節では、BmTOP により、モンキチョウトランスクリプトームデータからカイコ単一

遺伝子オルソログを特定した。第Ⅲ章第 4 節で特定した BAC クローンは全染色体を網羅し

ておらず、BAC-FISH 解析には絶対数も不足している。前節で十分な候補遺伝子配列が特定

できたので、第Ⅲ章第 1 節で構築したモンキチョウ BAC ライブラリーから、カイコ単一遺

伝子オルソログを有する BAC クローンの追加選抜を行うこととした。 

BAC-FISH マッピングにより染色体上の遺伝子配置解析を行う場合、染色体の先端と末端

の方向を明確にした遺伝子配置決定には、各染色体に 4 BAC クローン以上のマッピングが

必要である。モンキチョウの染色体数n=31は、チョウ目昆虫の基本染色体数である(Robinson, 

1971)。染色体数 n=28 のカイコと n=31 のヨーロッパアワノメイガ(Ostrinia nubilalis)もしく

はアトグロヒョウモンモドキ(Melitaea cinxia)それぞれとの染色体比較研究から、カイコ第

11、23および 24染色体は、New Bombyx mori gene models (2017)のそれぞれ 5,115,356-5,202,437 

bp, 15,803,731-15,892,909 bp および 8,560,283-11,867,249 bp の領域で n=31 の種のそれぞれ 2

つの染色体末端に対応することが示唆される(Ahola et al., 2014; Yasukochi et al., 2016)。つま

り、カイコ第 11、23 および 24 染色体は、チョウ目昆虫で基本数(n=31)をもつ種のそれぞれ

２染色体に対応する。仮にモンキチョウがカイコとの間に染色体上の遺伝子配置保存性が

あった場合、モンキチョウでもそれぞれ 2 本の染色体がカイコ第 11、23 および 24 染色体

に対応すると推測される。この仮説を元に、モンキチョウ n=31 の染色体に各 4 BACs 以上

をマッピングできるように、追加分の STS プライマーの設計と BAC スクリーニングを行っ

た。 

 

 

材料および方法 

 

1. カイコ単一遺伝子オルソログの選択 

 BmTOP で検出したカイコ単一遺伝子オルソログを含むモンキチョウ 1,978 contigs から、

カイコ染色体上での座乗位置 (Fig. 4.3)を考慮して contig 選択を行った。また、

KWMT_desConecter.py を実行し、アノテーション情報により遺伝子機能が推定可能な(少な

くとも uncharacterized 以外の)遺伝子を優先的に選択した。 

 

2. STS プライマー設計 

 Lepbase (http://lepbase.org/)でモンキチョウ contigs をクエリーにワタリオオキチョウの

scaffold に blastn 解析を行い、CDS を推測した。イントロンを挟まないと推定されたエキソ

ン の う ち 適 切 な 1 ORF の 配 列 を ク エ リ ー と し て 、 Primer BLAST 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi)を用いてSTSプライマーを設計した。 
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3. BAC スクリーニング 

 第Ⅲ章第 4 節と同様に行うとともに既知の結果とあわせて、カイコ染色体 1 本につき 4 

BAC クローン以上を獲得できるまでスクリーニングを続けた。カイコ第 11、23 ならびに 24

染色体は、前述した n=31 のチョウ目昆虫種の先行研究(Ahola et al., 2014; Yasukochi et al., 

2016)データを参照して、それぞれにモンキチョウ第 11 と 29、第 23 と 30 ならびに第 24 と

31 染色体の対応関係を仮定して、同様に 1 染色体当たり 4 BAC クローン以上を獲得できる

までスクリーニングを続けた。 

 

 

結果 

 

本節では新たに 160 プライマーペアを設計した(Table 4.2)。PCR による BAC スクリーニ

ングの結果、110 BAC クローンを新たに獲得できた(Table 4.3)。第Ⅲ章第 4 節で得られた 77 

BAC クローンと合わせると、選抜された BAC クローンは 187 となった(Fig. 4.6A)。 

 なお、第Ⅲ章第 4 節で選抜されたモンキチョウ 78 遺伝子(77 BACs) (Table 3.3)のうち、

BmTOP で検出された 1,978 contigs に含まれたのは、20 contigs (20 BACs)であった(Fig. 4.6B, 

Table 3.3)。 

 

 

考察 

 

 本節では、合成した 160 プライマーペアを用いて 110 BAC クローンを特定し(68.75%)、

第Ⅲ章第4節では117プライマーペアから78オルソログを含む77 BACsを特定した(66.67%)。

ライブラリースクリーニングに用いた合計 277 プライマーペアうち、プライマーの問題で

PCR に使用できなかったものが 52 ペアあった。実際に PCR 選抜に使用した 225 プライマ

ーペアのうち、ライブラリー中に当たりの BAC が存在せず、選抜できなかったものは 36 ペ

アであった。人為的ミスで誤った BAC を拾ったものが 1 つあった。つまり、約 84%が本ラ

イブラリーからの BAC 選抜率であった。ゲノムサイズの 2～4 倍程度をカバーするという

第Ⅲ章第 1 節の想定からは、予想外であった。その要因としては、モンキチョウゲノムサイ

ズが想定の 4 倍程度やインサートサイズ予測に使用した BAC クローンに大きな偏りがある

などのやや荒唐無稽な推測も棄却はできない。しかしながら、本 BAC ライブラリー構築に

使用した HindIII サイトの分布がゲノム内に一様ではないか、サイト数が不十分か、その双

方であるとの想定の確度が高い。本研究の目的はモンキチョウ染色体の網羅的な解析であ

るため、1 割強のプライマーペアがスクリーニングできなかったとしても、影響はない。今

後、1 つの酵素サイトのみで構築した BAC ライブラリーで十分な BAC 選抜が不可能な場合

には、ライブラリーのボリュームを増やすよりも、使用する制限酵素サイトを追加すべきで
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あろう。一方で、第Ⅲ章第 4 節と本節の BAC 選抜結果を合計すると、187 BAC クローンが

スクリーニングできた(Fig. 4.6A)。Yasukochi et al. (2010)において、モンキチョウと同じく

n=31 のチョウ目昆虫 3 種で、比較ゲノム研究のために n=31 のチョウ目昆虫種の BAC が選

抜されている(Heliothis virescens 188 BACs, Ostrinia nubilalis 163 BACs, Plutella xylostella 108 

BACs)。これらを用いた BAC-FISH マッピング研究が十分な成果を上げていること (Sahara 

et al., 2013; Yasukochi et al., 2016, 加藤, 2013) からも、本研究で得られた 187 BACs は、モン

キチョウのマッピングに十分な量であるといえる。 

本研究で獲得した 188 カイコ単一遺伝子オルソログ(187 BACs)のうち、BmTOP で検出で

きたものは 120 contigs であった(Fig. 4.6B)。残る 68 遺伝子にも、BmTOP の解析結果中に近

傍と想定される contig がある。つまり、BmTOP で抽出した遺伝子は、モンキチョウの全染

色体に広くカイコ単一遺伝子オルソログを含む BAC クローンを獲得できるポテンシャル

(Figures 4.2, 4.4)があり、今後チョウ目昆虫の染色体比較研究を行う際には、BmTOP の解析

結果をベースに Hox 遺伝子や一部の短い Ribosomal protein などの BmTOP のアルゴリズム

の性質上除外されてしまうオルソログを第Ⅲ章と同様の BLAST 解析で検出し、追加する方

式が良法であろう。 
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Table 4.2 Colias erate  STS primer pairs designed by Bombyx mori  orthologs detected by BmTOP

Colias erate  Transcriptome ID Forward primer Reverse primer Size (bp) Gene definision*

TRINITY_DN22318_c0_g1_i1 GCGACATGGTCCTCGTACTT TGTAAGATTGTGGCTGCCGT 266 peroxisomal_membrane_protein_PEX16

TRINITY_DN16203_c0_g1_i1 CGTAGCTGCTATGCTTCCGA CGAAGAGCCCACAGTGCTAA 156 quinone_oxidoreductase

TRINITY_DN12693_c0_g1_i1 GGGTGGTGTTGACAATTTGGG CCATTGCTGAAGCCAGTCCT 112 LETM1_domain-containing_protein_1

TRINITY_DN22346_c0_g1_i1 CGAAAGACTATGTGCGTCTGC AGCCTGCCTCTTCATGATGGT 107 probable_nucleolar_GTP-binding_protein_1

TRINITY_DN20426_c0_g1_i1 	TTTGCGAGCGCCTCATACAC 	CTGGGTCCACTTCATGCGAT 102 pyruvate_dehydrogenase_kinase

TRINITY_DN22238_c0_g1_i20 GGTCACAACGCAACCTACCA ATAATCACAGCCTCGTGCCC 200 acetylglucosaminyltransferase

TRINITY_DN22627_c0_g1_i1 TACGCCCGATGATTCGGAAG	 GACGGCGCCATTACATTTCC 288 general_vesicular_transport_factor_p115

TRINITY_DN19662_c0_g1_i1 AGGTAGGCAAGGTTGGTGTG TTCCATGAGAGCTGGTGACG 100 inositol-3-phosphate_synthase

TRINITY_DN17778_c0_g1_i3 CGCCGTGGTCTAACACCTAT ATAGACAGAGCTGACGCCAC 143 F-actin_capping_protein_beta_subunit

TRINITY_DN18281_c0_g1_i2 GGACTCATACCTGTCGGTGC CGGTGGTATTCCCAGTGCTT 110 lethal(3)neo18

TRINITY_DN19274_c0_g1_i1 TCGATGTGCCAAGAGACGAA TCTACCGGGAACATCAGGCT 290 thioredoxin_domain-containing_protein_15

TRINITY_DN20123_c0_g1_i1 TCGAATATACCTGGCAGCGG TGCACACTATCACTAGGCCG 231 prolactin_regulatory_binding-element_protein

TRINITY_DN19985_c0_g1_i2 CTTTTTGCACATGGACGCGA ACGACCACCGAGCTTCAAAA 169 methyltransferase-like_protein_13

TRINITY_DN21533_c1_g2_i3 ACATAGCGTGTCGGCAAGAA ACAATATCGAGTTCCCCGGC 241 transcription_initiation_factor_IIB

TRINITY_DN13712_c0_g1_i1 TTGATCTGCGCACACTAGCA CAACACTGCGTCTGACTCCA 198 cyclin-Y-like_protein_1

TRINITY_DN19615_c0_g1_i1 TGACAGAACGTGGGTGAAGG TGGGTGCATTGCTAAACTCG 128 nucleolar_protein_10

TRINITY_DN18486_c0_g1_i1 GTGCGTCTAGAGAAGCATCCA TGTGCAATCTAAGCCTCCAGA 108 asparagine_synthetase_domain-containing_protein_CG17486

TRINITY_DN19348_c0_g1_i1 TGGAGGCAGTCAATTGGAGG CACCCCGGCACCCTTATATC 216 group_XV_phospholipase_A2-like

TRINITY_DN11784_c0_g1_i1 CGCTACGGAGTGTAAACGGT TTGCCTTGACCCGAGCATAA 131 leucine_carboxyl_methyltransferase_1

TRINITY_DN18490_c0_g1_i1 TTGGACAAGGGCTATTCGGG TTGGGTGGCAACCTTAGCAA 496 GPI_transamidase_component_PIG-T

TRINITY_DN20142_c0_g1_i1 ATACTGACGCTTGCCTCACA AAGCCAAGGGTTCTGATGCC 457 lipoyltransferase_1,_mitochondrial

TRINITY_DN20401_c0_g4_i1 TGCAACAGATGGAGTTTTGGA CTCCTCGTAGTTGGCTAAGCA 100 1,2-dihydroxy-3-keto-5-methylthiopentene_dioxygenase-like

TRINITY_DN19404_c0_g1_i2 CTGTTCAACATCATGCGCGA AGGTCGCACCACTTCCAGAT 131 SPARC_precursor

TRINITY_DN21915_c0_g1_i2 GATGTTCATAGACCGGCCCC GCCGATAGAACTGGTCCTGG 104 putative_F-box_only_protein_9

TRINITY_DN15399_c0_g1_i1 CGCTCGTACAGGTCGAGAAA AACACAACGAGATGGGTCCG 145 pre-mRNA-splicing_factor_18

TRINITY_DN11402_c0_g1_i1 TTCCTGTACAACGCGGACAC CGTGTCCTCCATGCTCTTGT 120 arfaptin-2

TRINITY_DN20222_c0_g1_i1 TGAAGTACAGCGCGAAGGAG CTTGATCAGCTTGCACTCCC 143 alpha-soluble_NSF_attachment_protein

TRINITY_DN15713_c0_g1_i1 AAGGTTTAAAGCGGCTTGCG AACGGTCCTCTGGCGAATTT 150 alpha-1,3/1,6-mannosyltransferase_ALG2

TRINITY_DN19863_c0_g1_i2 GTTGGTTCGCTCCAAACTGG TGCCGACTGCTTATAACCCT 114 ras_association_domain-containing_protein_8

TRINITY_DN20599_c0_g1_i2 CGGAAGCGCTAGATCTCGTT CGACCCACTGGACTTTTGGA 231 another_transcription_unit_protein

TRINITY_DN21922_c0_g3_i1 CCGGAATGCATCAGAGTGTT CATCCGTAACGGCATTAGGC 130 tRNA_pseudouridine_synthase_A,_mitochondrial

TRINITY_DN16119_c0_g1_i1 CCGGTATATTTGGGCCACGA AGATGCCAGCGGAGATGATG 350 mRNA-decapping_enzyme_1A

TRINITY_DN17848_c0_g1_i1 CTCTCGAACCCAAGCGTACA CTCGATGGCCCGTTGAATCT 99 peroxisomal_membrane_anchor_protein

TRINITY_DN21397_c0_g2_i2 CAAGAGATCGCATCGGAGCA GGTCACCGGGCGTTATAGAT 245 loquacious

TRINITY_DN18710_c0_g1_i1 GAGGCTTACAAAGCCAGCAC TCAAGGGAAACCTGCTCCAA 576 trafficking_protein_particle_complex_subunit_13-like

TRINITY_DN21488_c0_g1_i1 CAGCAGCTGCATCACTTGGA TGCACCAGCCTTGATATGCT 107 26S_proteasome_non-ATPase_regulatory_subunit_2

TRINITY_DN20766_c0_g1_i1 CAGAAGGTGCACAATGCGAC TTCTCCAGATGCGATCCACG 123 CCR4-NOT_transcription_complex_subunit_3

TRINITY_DN17823_c0_g1_i1 TACAGCACATCCGCAACAGT CGTTGACAACAAGACCTGCG 360 eukaryotic_translation_initiation_factor_6

TRINITY_DN21221_c0_g1_i1 CGTTCCGCGATTTGGCATAC CTGGCACTGTGACGACTGAT 123 sphingosine-1-phosphate_lyase

TRINITY_DN19797_c0_g1_i1 TGACGTGTGACAGGACACTG CGGCGTGTTTTTGCACTGTT	 140 myc_box-dependent-interacting_protein_1

TRINITY_DN12035_c0_g1_i1 TTCTGGGACTTGGTGTCAGC AAGTGCGGCTTGAAAACTCG 207 PCI_domain-containing_protein_2_homolog

TRINITY_DN17909_c0_g1_i1 GCGAAAACACGAAGACGAGG AATCGGCCGAGGAATGGTTT 121 acidic_leucine-rich_nuclear_phosphoprotein_32_family_member_A

TRINITY_DN19445_c0_g1_i1 GTTGCTCCCAACACAGCAAG TTCCACCCATCTTCCACACC 246 methylthioribose-1-phosphate_isomerase

TRINITY_DN19835_c0_g2_i1 ATTGTGCGAACTGCCTGGAA GGACAGGGTATGGAAGCAGC	 104 dynactin_subunit_4

TRINITY_DN18049_c0_g1_i1 CGACAAGTACCTGGAGCAGAT CTCGACGGAGATGAGGTGGT 124 brahma-associated_protein_of_60_kDa

TRINITY_DN20055_c0_g1_i1 CCCGGCGTCTGAAGATAGAC TGATGCACCACCGGCTAAAT 334 protein_tiptop-like

TRINITY_DN21871_c0_g1_i1 TGGAGTGGTCAGTGGTATGT TGCACCAACACCCATTTGAA 147 tetratricopeptide_repeat_protein_27

TRINITY_DN18143_c0_g1_i1 GCCTCCTCAAAGAGTTCAAGG TCAGCACAGATTGCTCTCCC 108 Vesicle_transport_protein_SEC20

TRINITY_DN19199_c0_g1_i2 ATCAACGCATGTCCCAACCT GAGAACCTCGCCGTCTTCAA 122 ran_GTPase-activating_protein_1

TRINITY_DN19312_c0_g1_i1 ACACGGGTGGAAGAAGCATT GCGGGTTTTCTTCCGTCAAC 187 protein_HGH1_homolog

TRINITY_DN19118_c0_g1_i1 TCCATACTGGGCATCTTGGC CCAGCGCCGTCTTTTGATTC	 101 probable_galactose-1-phosphate_uridylyltransferase

TRINITY_DN18304_c0_g1_i1 GCTAGCAAAACGCTTCACCC ACACACATCCATCGCCAAGT 112 4-hydroxybenzoate_polyprenyltransferase,_mitochondrial

TRINITY_DN16311_c0_g1_i1 CAGGCGCGAATCTATACGGA AGGAGGTCGCATTAGCCAAC 111 hypothetical_protein_KGM_15116_[Danaus_plexippus]

TRINITY_DN18911_c0_g1_i1 CCGGTGACATTCCAAAGGAG TCCTTACAGCATCCACCTCAC 114 coiled-coil_domain-containing_protein_93

TRINITY_DN22575_c1_g2_i1 TGCGAGTGGAGATGAGGAGA AGCCAGTGCTATGCGTTCTT 187 phosducin-like_protein

TRINITY_DN16197_c0_g2_i1 TTTCAGAACACAAAGCGCGG GTTTCTGGTTGAACGTGCGG 110 kelch-like_protein_2

TRINITY_DN17028_c0_g1_i1 CCACCGCAGCTCTAGTATGG CCAAGCACTGAGAGACAGCA 143 transmembrane_protein_147

TRINITY_DN21301_c0_g1_i1 ATCAAGCCTCTACTGAGCCC CACTCGGTGGAAGGGATTCG 312 Bm8_interacting_protein_precursor

TRINITY_DN12489_c0_g1_i1 TGCCATTGCAAACCCAACAA TCACCATGTGTGCTAGCTGT	 138 syntaxin_5A

TRINITY_DN15497_c0_g1_i1 ATTTCGCGACATCGGCCATA AGGCCATGGCTTTCTTCCTC 287 39S_ribosomal_protein_L4,_mitochondrial

TRINITY_DN18061_c0_g1_i1 ACAATCCGGGTGTAGCACAT TCACCAGCTTGCTCAACAGA 108 etoposide-induced_protein_2.4_homolog

TRINITY_DN15531_c0_g1_i1 GGACAACAGTGCAAGTTCGG CCGCAAGTTCTCTGTGAGGT 257 DNA_replication_complex_GINS_protein_PSF1-like

TRINITY_DN20048_c0_g1_i2 TTCTCGACGAGTGCCACAAA AGCGCCAAGCAATAAACAGC 132 ribosomal_RNA-processing_protein_8

TRINITY_DN12383_c0_g1_i1 AACTTCCCGCAAATGGCGTT CTTGTTCCAGCTCTGGCTCC 121 protein_MAK16_homolog_A

TRINITY_DN18299_c0_g1_i1 AAGCCATACCGCGCTTACTT ATTGCGGCTGAACCCTTTCT 131
NADH_dehydrogenase_[ubiquinone]_1_alpha_subcomplex_subunit_9,

_mitochondrial

TRINITY_DN15351_c0_g1_i1 AGAAGATGATGTGCCACCCG TCCTCTGCAGTTTAGCAGGC 293 aly_protein

TRINITY_DN22248_c0_g1_i1 TGCAACCAACAAAACGCCAT CCCCTGCCCTATACGAGGAT 141 lipoyl_synthase,_mitochondrial

TRINITY_DN19106_c0_g1_i1 TCTTCGGCTACACGCTGATG CTGCCGAGCACACCAAAGTA 130 RING_finger_protein_121

TRINITY_DN19338_c0_g1_i1 GATAATCCTGGACGACGCGG ACTTGAAGGAGACCTTGCCC 185 glucosamine-6-phosphate_isomerase

TRINITY_DN20054_c0_g1_i1 CTGATGTGCTTCTGCCACAC CTATGAGCGTCCACTTGGCT 85 NEDD4_family-interacting_protein_2

TRINITY_DN20683_c0_g1_i1 TCCTGACGGAGCACGATTTG CCGAGACCGTTTGGAATCCT 146 RNA_polymerase_II-associated_factor_1_homolog

TRINITY_DN16660_c0_g1_i1 GGCCCGCCCTTCTATCTATG CCAAGCCCATCTTTTGCGTT 324
NADH_dehydrogenase_[ubiquinone]_complex_I﹐

_assembly_factor_7_homolog

TRINITY_DN16146_c0_g1_i1 AACCGCAACAGCAGTAGCTT GTACTGGAGAAGACGGGGCT 97 ribosomal_protein_S16

TRINITY_DN19737_c0_g1_i1 ATAGGCACTTGGACTTGCCC GATCCCGTTGATCCGGTCTC 134 Protein_mab-21

TRINITY_DN17206_c0_g1_i1 TTGGGCACCGGTAACAACAA ACAAGACCTCTGCCTTTCCG 110 thioredoxin-like_protein_4A

TRINITY_DN16255_c0_g1_i1 	ATACGGGGAGGCCTACAAGA TGGTTGTAGGTACTGCGCTC 106 probable_tRNA_pseudouridine_synthase_2

TRINITY_DN21517_c1_g1_i1 TTTAAGCCCACACCCACTCC CGACGAACTTTACTTGACCGC 89 beta-catenin-like_protein_1

TRINITY_DN19368_c0_g1_i3 CGAGACAGTAGCCGACAAGT TTAGTTCCTGGTGTGGGTGC 111 2-methoxy-6-polyprenyl-1,4-benzoquinol_methylase,_mitochondrial

TRINITY_DN22363_c0_g1_i1 GAAGACACCAGTGGCCAAGA ACAGCTTCAAGAGAGCAGCA 107 eukaryotic_translation_initiation_factor_3_subunit_A

TRINITY_DN8108_c0_g1_i1 ACGGTGCACTAGTTTCACAA TGCAGTCTCCCTCATCTCCA 158 trafficking_protein_particle_complex_subunit_3

TRINITY_DN17958_c0_g1_i1 TTCCCATGGCTTGCAAGAGT CTGCCCTTTACTTCCTTGCC 125 polymerase_delta-interacting_protein_2

TRINITY_DN13041_c0_g1_i1 AACCAGGAGGCCCACAAAAA GGAAGCAAAACACACCGCTT 126 SH2B_adapter_protein_1

TRINITY_DN18446_c0_g1_i1 GTGCACGCGAGTCAAAAACA CTGATGTGCTTCCTTCCGGT 123 BRCA1-associated_protein

TRINITY_DN22153_c0_g1_i2 GGGGACATCATCACGCAGAA CGCATTGATCTTGAAGCCGA 108 protein_singed

TRINITY_DN20090_c0_g1_i1 CCAGACCCGGCATTCTACAG AGTACGTCTGTTCCGGCTTG 133 glutaminyl-peptide_cyclotransferase-like

TRINITY_DN20248_c0_g2_i1 CATTCACTGCCCGGCCTTAT GTCAACAGCAATGGCGGAAC 380 transmembrane_protein_104_homolog

TRINITY_DN20990_c0_g1_i1 GAGCCGATACGGTTTGTTGC AAACGGCTGATAGGGCATGT 102 eukaryotic_translation_initiation_factor_3_subunit_D

TRINITY_DN8767_c0_g1_i1 AAATGGTTCAAGGCGGTGGT ACCATGTTACCGGTGCATCT 93 NADH_dehydrogenase_[ubiquinone]_1_beta_subcomplex_subunit_10

TRINITY_DN12696_c0_g1_i1 CCGAAAAACGTGTCGCCATC CGCCTTTGATCCCTTCCCTC 106
evolutionarily_conserved_signaling_intermediate_in_Toll_pathway,

_mitochondrial

TRINITY_DN13206_c0_g1_i1 TGGACAAGTGACCATTCGCA CGTGTGAGCCTTCGTATTGC 171 apyrase

TRINITY_DN11563_c0_g1_i1 TGTTCCGGGTGTTTGTCTGT GCGCAGTGGTGTAGACAGTA 92 eukaryotic_translation_initiation_factor_3_subunit_F

TRINITY_DN16075_c0_g1_i1 AATGGGGAGCAAGCACTAGG GCTTGCTCAAACAGGACCTT 131 REST_corepressor

TRINITY_DN11479_c0_g1_i1 CCTAGGACACCTGCAATGCT TGTGGGTCTGGTAGAGGTGG 89 transcription_initiation_factor_TFIID_subunit_8

TRINITY_DN20497_c0_g1_i1 GGCACAAAATCGTGTAGCGG TTGCTCCAATGCTAGCGGAT 103 26S_proteasome_non-ATPase_regulatory_subunit_8
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TRINITY_DN20131_c0_g1_i2 TATCGCTGAGCTAAAGGCGG CTCCAGCTCGTCGCATCTTT 142 myosin-7B

TRINITY_DN21693_c0_g1_i1 GAAGCGTAGGCAAGAAACGC CATTCGGCACAACCTCCCTA 201 protein_KRI1_homolog

TRINITY_DN20197_c0_g1_i2 TCACCAAGCAGTTCTGTGGA TCGAGAGCTTGAGCAAGGAG 158 polynucleotide_5'-hydroxyl-kinase_NOL9

TRINITY_DN20045_c0_g1_i1 TCCTATCGTGGCCTGTCTCA ATGGGGAAGTAGGGCAAAGC 114 protein_VAC14_homolog

TRINITY_DN22217_c0_g1_i2 GACGCGGAAGAGAAACCAGA CGACGCTCACTTCCTCCAAT 118 glycosylphosphatidylinositol_anchor_attachment_1_protein

TRINITY_DN20786_c0_g1_i1 GCGTACATAGCTCAAGCGGA TAGATTGTGCGCGTTGTTGC 264 E3_ubiquitin-protein_ligase_MYLIP

TRINITY_DN21431_c0_g1_i2 GACCCAGGTGGGGATCGTAA GTTCTTGCCTTCTTGCCACG 150 protein_CASC3

TRINITY_DN20302_c0_g1_i1 TTTTCACGTAACAAGTGCCTAAA TGACTTCCACACTCTGGCTG 123 partitioning_defective_protein_6

TRINITY_DN22362_c0_g1_i1 CCGATGGTGGAACCTCAACA TCCACCGTTCTCATCAACGC 110 protein_CIP2A_homolog

TRINITY_DN18984_c0_g1_i1 AGCCCGCACCATTCGATTAT CAACAAATGAGCCACCGCAT 377
NADH_dehydrogenase_[ubiquinone]_1_alpha_subcomplex_subunit_10﹐

_mitochondrial

TRINITY_DN21712_c0_g1_i2 ATGGGCAGACTGAAGGAAGC TTAGCGCCTCCACGACATTT 205 trafficking_protein_particle_complex_subunit_12

TRINITY_DN23087_c5_g1_i1 GAACCCACGCTCCAGTCTAC GGGCCAATGTTTCGTCCAAC 148 conserved_oligomeric_Golgi_complex_subunit_1

TRINITY_DN18943_c0_g1_i1 TGGCTTCTTAGTCAGGCCAA TAAGGCCTTGCACTTTTCCG 238 28S_ribosomal_protein_S30,_mitochondrial

TRINITY_DN18862_c0_g1_i1 ACCCGCATACTTCATGGCTT TGCGTGGCTTTCTCTAGTCT 386 ubiquilin_1﹐ 2

TRINITY_DN20773_c0_g1_i3 TAGCAGCTGGTTACGCACTT ACTCTCCGATAGACGGGTCA 105 fructose-1﹐ 6-bisphosphatase

TRINITY_DN21491_c0_g1_i1 CAACCGGGACAAAACGTGAC TGCGGTGGTAGACCTGGATA 356 mucin-6-like

TRINITY_DN14939_c0_g1_i1 CGATCAAATCGACACAGGCG TCTGCGGTAGTTCCAAACGA 242 putative_Syntaxin-18

TRINITY_DN19289_c0_g1_i1 CGTCGCAACCTCACTATGGA CACCGTCTGCGCCATTTTTA 123 DDB1-_and_CUL4-associated_factor_12

TRINITY_DN16913_c0_g1_i1 TTTGCAAACATGCCCACGTC GGCATCCATCTTGCCACTGA 238 nucleoporin_NUP53

TRINITY_DN21461_c0_g1_i1 GTGACGACAGAGCAAGCAAG CCGGCCGATTGCTTTAGAAC 141 calcium_homeostasis_endoplasmic_reticulum_protein

TRINITY_DN8409_c0_g1_i1 ACCGGAGAAACAGGTGAACG ATTGCGAGCCTTCCGTACTT 216 39S_ribosomal_protein_L47,_mitochondrial

TRINITY_DN19928_c0_g1_i1 ACCTGCGGATGAAGATTGGG TCAAAATCACTCGCACTCGC 294 eIF2B-gamma_protein

TRINITY_DN13389_c0_g1_i2 GAAAACATGGGTGCCACTTT TGGAAATCCATCAAGTTTCCTGA 81 U2_small_nuclear_ribonucleoprotein_A'

TRINITY_DN16088_c0_g1_i1 ATGTAAGCGAGTGCCTGGAA AGGTCAAACGCCATGGTATC 479 E3_ubiquitin-protein_ligase_NRDP1_(RING finger protein 41)

TRINITY_DN19844_c0_g1_i1 CACTCGCTATGCGTGGAAAG TTTGCCTCCTCCTCAGTACC 109 signal_recognition_particle_subunit_SRP72

TRINITY_DN23035_c6_g1_i1 TGCGCCTAAAGCATGGATGT GCACTTCATTTCCGGTGAGC 146 40S_ribosomal_protein_S4

TRINITY_DN14806_c0_g1_i1 CCGTCTGACCAGTGTTACGA TGGCGACTTCTTCGGTTGTA 114 serum_response_factor_homolog

TRINITY_DN16834_c0_g1_i1 AATGCCGAGTCATCGTTCCC CTCGACCGTTGCAATGAGCA 122 SET_and_MYND_domain-containing_protein_5

TRINITY_DN19940_c0_g1_i1 TACTGTGCGGCTGTGATAGG ATGGCTGATGGGAGTTACGG 126 coproporphirynogen_oxidase

TRINITY_DN21234_c0_g1_i1 GGCATTTAACCGCACATCGT CGAGTGCCTTCATCACCAGT 107 26S_proteasome_non-ATPase_regulatory_subunit_13

TRINITY_DN21980_c0_g1_i1 TGAACGGGATTTGTGTTCGT TTCGCATATCCCACACGCAT 206 Sugar_phosphate_exchanger_2

TRINITY_DN20575_c0_g1_i3 GTTCCCGCGACGTTTCAAAT TCAGTGACACTTCCCCGCTA 97 NADH_dehydrogenase_[ubiquinone]_1_alpha_subcomplex_assembly_factor_5

TRINITY_DN20592_c0_g1_i1 CAAACAGCTGAAAAGCCCCC TGCGTTTGAAACCGTTACGTC 183 fasciclin-3

TRINITY_DN21259_c0_g1_i1 ACACCAATGACGTACCACCA CTGACAAACGTCCCCGTTCT 101 GTP_cyclohydrolase_I_isoform_B

TRINITY_DN20703_c0_g1_i1 CGGTCTCGTCTGAGAAGCTG AGCTCGGCGACAAAAATTCG 337 putative_histidine_triad_protein_member

TRINITY_DN17804_c0_g1_i1 CAGTCACGCAATCAGACGTT GTCTCGCTCCCACACTGTTC 117 Golgi_pH_regulator

TRINITY_DN19679_c0_g1_i1 ACGAAATCATGGACGGTGCT AGGGTGAGGATTTGCCAGTG 266 vacuolar_protein_sorting-associated_protein_26B-like

TRINITY_DN21316_c0_g1_i1 GGCGCGATGGATAGTCGTAA CGACTCCGTACCAAATCCCC 142 tubulin-specific_chaperone_E

TRINITY_DN20424_c0_g1_i1 AAGGGCGAACAACAAAACGG ATGTACAACACCGCTCCTCG 192 WD_repeat-containing_protein_43

TRINITY_DN22769_c0_g1_i2 GGAGTGCTCGGAATGACACT TTGACATAGCCCACGCAGTT 133 lactoylglutathione_lyase

TRINITY_DN21374_c2_g1_i1 TGCATCCCACATGCTTAGGG GATCGAACCGGACGGGATAC 146 eukaryotic_peptide_chain_release_factor_subunit_1

TRINITY_DN1341_c0_g1_i1 ACAATGTCCGCGAACTGGAG CTCTACGATGGTCTTGCGGT 101 ribosomal_protein_L32

TRINITY_DN22174_c0_g1_i1 TTACAGCTCGAAGGTGCGTT AAGCTCTCAATGGACTGCCC 98 conserved_oligomeric_Golgi_complex_subunit_7

TRINITY_DN21385_c2_g1_i1 ACGAACCGGGTTTGGATGAA  GTTCCGCTTCCACCAGATCA 372 UDP-glucose_6-dehydrogenase

TRINITY_DN19596_c0_g1_i1 AGGTCGCTGAAGGACTTTCC CTCCAAGCAGGCCTCTACAC 156 bromodomain_adjacent_to_zinc_finger_domain_protein_1A

TRINITY_DN18467_c0_g1_i1 ACCACTACTCTAGCGACGGT GGCCTCTGTCAATCCTGGAC 105 insecticyanin-A-like

TRINITY_DN18437_c0_g1_i1 AGTGGATTCCTTGTTCGGCG AGCCGTCGTTCAACATCACT 175 WD_repeat-containing_protein_92

TRINITY_DN18308_c0_g1_i1 CACGCAGTTGTGCTTATGGG TCAGCTCTGCGTGTTTGTGA 179 WD_repeat-containing_protein_20

TRINITY_DN20417_c0_g2_i1 GGTAGACGCGGTCATACGAG TCCATATTCCACGAGGGCAC 258 methionine--tRNA_ligase,_mitochondrial

TRINITY_DN23065_c2_g1_i1 AGACGATTTCGGCTTCGACA GGATGGTCGTGTAAGGGCAT 159 2-aminoethanethiol_dioxygenase

TRINITY_DN19413_c0_g1_i1 GCTCAAATGCGTCAAAGGCT GCCAATCTAAACGTAGCGGC 147 protein_C12orf4_homolog

TRINITY_DN21652_c0_g2_i1 TCTACGCATCACTCATCGGT ACCAAAAATGAACCCCGAGT 89 alpha-sarcoglycan

TRINITY_DN19365_c0_g1_i1 GGCCCTGATGCCTTTCGTTA TTGGTATGCCGTTCCTCCTC 120 nuclear_factor_1_B-type

TRINITY_DN21932_c0_g1_i1 CACCGCATTACCCCATGGAC  GGACTTGATCACACGTCGGT 375 vrille

TRINITY_DN22760_c0_g1_i2 ATCAAGCAAGTGGGTCGCAA TTCGAGCTCAAAGTGGGTGT 114 dihydropyrimidinase

TRINITY_DN22830_c0_g2_i1 CTCGCCGAGTTGATTTGCTT AATCACAGCTCCGTTCACCG 134 plastin-2

TRINITY_DN23094_c0_g1_i1 CCTATAGGTGCAGCGCAAGT CGACCCACAGAAGGCTCAAA 136 calsyntenin-1

TRINITY_DN22337_c0_g1_i1 TCGTACAAGCACACTGGCAA GCGGCTCCTGATGTTCTGTA 144 protein-methionine_sulfoxide_oxidase_mical3a

TRINITY_DN22747_c0_g1_i1 ACCCATAACCAACCTCAGCG TAGACGATGACGTACCCGGA 244 flocculation_protein_FLO11

TRINITY_DN19697_c0_g1_i1 CCCGCAAGAAGTTCCGTTTT TCTCCAACAGGCTCAACGAA 109 probable_39S_ribosomal_protein_L24,_mitochondrial

TRINITY_DN20501_c0_g1_i1 AGCATCGGCCATAGAGATGT AGACTGCCAAAAATGGCTGA 288 exuperantia

TRINITY_DN16858_c0_g1_i1 GTGCGGCCATGAACCAAATA GCCCTCCAACGGAATTCACTA 117 heme_oxygenase

TRINITY_DN20213_c0_g1_i1 CGGGAGTTCGTCGTCAAGAA CTGTGCTTTGTAGGGCAGGA 109 uncharacterized_protein_LOC106132000_[Amyelois_transitella]

TRINITY_DN3119_c0_g1_i1 AAACAACTCCGCACCACAAT GACACTTTAGCCATGCCGGT 116 checkpoint_protein_HUS1

TRINITY_DN18660_c0_g1_i1 ACCAACCAGCCAAAACTCCA ATGTGCGGCGTTATAGAGGG 281 RNA-binding_protein_5-A-like

TRINITY_DN20639_c0_g1_i4 ATATCTGGTGTGACGTGCGG CACGCTTGTGCCTTCACTTC 236 nicotinamide_riboside_kinase_1

*Identified by desConecter.py
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Table4.3 Characteristics of the selected Colias erate  BAC clones and Bombyx mori  orthologs carried by them

BAC code Transcriptome ID Chr
GeneID:

KWMTBOMO
Location (bp)

37G02 TRINITY_DN16203_c0_g1_i1 1 00065 1983567..1991877 quinone_oxidoreductase

37B13 TRINITY_DN22346_c0_g1_i1 2 00687 520856..532998 probable_nucleolar_GTP-binding_protein_1

30F20 TRINITY_DN20426_c0_g1_i1 2 00723 1509657..1530205 pyruvate_dehydrogenase_kinase

21P08 TRINITY_DN22238_c0_g1_i20 2 00788 2983846..2999164 acetylglucosaminyltransferase

36O19 TRINITY_DN22627_c0_g1_i1 3 01072 1641006..1649875 general_vesicular_transport_factor_p115

28E03 TRINITY_DN18281_c0_g1_i2 3 01420 10498906..10500769 lethal(3)neo18

21J17 TRINITY_DN19985_c0_g1_i2 4 01684 1543403..1556541 methyltransferase-like_protein_13

38K01 TRINITY_DN21533_c1_g2_i3 4 01748 3588411..3592983 transcription_initiation_factor_IIB

29C05 TRINITY_DN13712_c0_g1_i1 4 01841 6040392..6041725 cyclin-Y-like_protein_1

19M07 TRINITY_DN19348_c0_g1_i1 4 02302 17248818..17255314 group_XV_phospholipase_A2-like

40P07 TRINITY_DN11784_c0_g1_i1 5 02357 119956..122303 leucine_carboxyl_methyltransferase_1

36M07 TRINITY_DN18490_c0_g1_i1 5 02633 7602678..7604763 GPI_transamidase_component_PIG-T

40C19 TRINITY_DN20142_c0_g1_i1 5 02906 13651631..13655196 lipoyltransferase_1,_mitochondrial

39G18 TRINITY_DN20401_c0_g4_i1 5 03093 17864200..17867603 1,2-dihydroxy-3-keto-5-methylthiopentene_dioxygenase-like

36F20 TRINITY_DN19404_c0_g1_i2 6 03172 765333..784414 SPARC_precursor

37I11 TRINITY_DN15399_c0_g1_i1 6 03496 9677421..9681619 pre-mRNA-splicing_factor_18

38J22 TRINITY_DN20222_c0_g1_i1 7 03780 1580618..1590032 alpha-soluble_NSF_attachment_protein

37E22 TRINITY_DN15713_c0_g1_i1 7 03874 5386819..5388412 alpha-1,3/1,6-mannosyltransferase_ALG2

27D11 TRINITY_DN19863_c0_g1_i2 7 03913 6472785..6479954 ras_association_domain-containing_protein_8

29L22 TRINITY_DN20599_c0_g1_i2 7 04033 9407163..9416680 another_transcription_unit_protein

28E20 TRINITY_DN21922_c0_g3_i1 7 04129 11917795..11925039 tRNA_pseudouridine_synthase_A,_mitochondrial

33A13 TRINITY_DN16119_c0_g1_i1 8 04297 2036970..2038515 mRNA-decapping_enzyme_1A

24C10 TRINITY_DN17848_c0_g1_i1 8 04313 2922806..2936344 peroxisomal_membrane_anchor_protein

27O13 TRINITY_DN21397_c0_g2_i2 8 04413 6361945..6367183 loquacious

25N11 TRINITY_DN18710_c0_g1_i1 8 04540 9407607..9409190 trafficking_protein_particle_complex_subunit_13-like

18B19 TRINITY_DN21488_c0_g1_i1 8 04610 10651485..10662826 26S_proteasome_non-ATPase_regulatory_subunit_2

33A06 TRINITY_DN17823_c0_g1_i1 8 04821 15870509..15871371 eukaryotic_translation_initiation_factor_6

37A15 TRINITY_DN21221_c0_g1_i1 9 04881 782876..794891 sphingosine-1-phosphate_lyase

40N06 TRINITY_DN19797_c0_g1_i1 9 04937 1984226..2047584 myc_box-dependent-interacting_protein_1

31O01 TRINITY_DN12035_c0_g1_i1 9 04975 3917868..3920229 PCI_domain-containing_protein_2_homolog

33H24 TRINITY_DN17909_c0_g1_i1 9 05149 9037428..9043622 acidic_leucine-rich_nuclear_phosphoprotein_32_family_member_A

28I22 TRINITY_DN19445_c0_g1_i1 9 05229 11560271..11564281 methylthioribose-1-phosphate_isomerase

28A14 TRINITY_DN18049_c0_g1_i1 10 05395 86362..88245 brahma-associated_protein_of_60_kDa

40D21 TRINITY_DN20055_c0_g1_i1 10 05407 1002046..1006626 protein_tiptop-like

25L16 TRINITY_DN18143_c0_g1_i1 10 05885 13452642..13456095 Vesicle_transport_protein_SEC20

29A10 TRINITY_DN19312_c0_g1_i1 11 06140 1001255..1002661 protein_HGH1_homolog

24A03 TRINITY_DN19118_c0_g1_i1 11 06289 4036925..4042060 probable_galactose-1-phosphate_uridylyltransferase

31I02 TRINITY_DN18304_c0_g1_i1 11 06327 4834117..4840872 4-hydroxybenzoate_polyprenyltransferase,_mitochondrial

37E06 TRINITY_DN16311_c0_g1_i1 11 06364 5777011..5781021 hypothetical_protein_KGM_15116_[Danaus_plexippus]

16M14 TRINITY_DN22575_c1_g2_i1 11 06786 14875972..14876882 phosducin-like_protein

40F05 TRINITY_DN12489_c0_g1_i1 12 07329 10678162..10682341 syntaxin_5A

39F06 TRINITY_DN18061_c0_g1_i1 12 07488 14267919..14275312 etoposide-induced_protein_2.4_homolog

25E15 TRINITY_DN15531_c0_g1_i1 12 07537 17113224..17115176 DNA_replication_complex_GINS_protein_PSF1-like

34A02 TRINITY_DN20048_c0_g1_i2 13 07586 932592..936515 ribosomal_RNA-processing_protein_8

26C08 TRINITY_DN15351_c0_g1_i1 13 07961 11221764..11223909 aly_protein

26A05 TRINITY_DN22248_c0_g1_i1 13 08127 17116622..17124160 lipoyl_synthase,_mitochondrial

29J22 TRINITY_DN19106_c0_g1_i1 14 08167 334020..339621 RING_finger_protein_121

37P11 TRINITY_DN20054_c0_g1_i1 14 08245 2580481..2588853 NEDD4_family-interacting_protein_2

27C08 TRINITY_DN16660_c0_g1_i1 14 08369 6948814..6952996
NADH_dehydrogenase_[ubiquinone]_complex_I﹐

_assembly_factor_7_homolog

26P08 TRINITY_DN16146_c0_g1_i1 14 08440 9191382..9195678 ribosomal_protein_S16

33E13 TRINITY_DN19737_c0_g1_i1 14 08549 12674603..12676140 Protein_mab-21

19D09 TRINITY_DN16255_c0_g1_i1 15 08591 523008..525314 probable_tRNA_pseudouridine_synthase_2

21G07 TRINITY_DN21517_c1_g1_i1 15 09068 10803295..10810907 beta-catenin-like_protein_1

37J22 TRINITY_DN19368_c0_g1_i3 16 09389 339327..344326 2-methoxy-6-polyprenyl-1,4-benzoquinol_methylase,_mitochondrial

25L15 TRINITY_DN22363_c0_g1_i1 16 09542 3576807..3596290 eukaryotic_translation_initiation_factor_3_subunit_A

35M15 TRINITY_DN17958_c0_g1_i1 16 09818 9797599..9811630 polymerase_delta-interacting_protein_2

26E12 TRINITY_DN13041_c0_g1_i1 16 09899 11489848..11501943 SH2B_adapter_protein_1

38A13 TRINITY_DN18446_c0_g1_i1 16 09982 14085622..14102297 BRCA1-associated_protein

11D18 TRINITY_DN22153_c0_g1_i2 17 10023 533189..588099 protein_singed

26A07 TRINITY_DN20090_c0_g1_i1 17 10112 2357015..2380005 glutaminyl-peptide_cyclotransferase-like

23G06 TRINITY_DN12696_c0_g1_i1 17 10370 8883405..8885988
evolutionarily_conserved_signaling_intermediate_in_Toll_pathway,

_mitochondrial

23D23 TRINITY_DN16075_c0_g1_i1 18 10848 5355190..5359927 REST_corepressor

40L04 TRINITY_DN20497_c0_g1_i1 18 11161 15208615..15211682 26S_proteasome_non-ATPase_regulatory_subunit_8

35E11 TRINITY_DN20131_c0_g1_i2 19 11178 90227..118355 myosin-7B

34F10 TRINITY_DN20197_c0_g1_i2 19 11352 3954174..3965631 polynucleotide_5'-hydroxyl-kinase_NOL9

09G05 TRINITY_DN20045_c0_g1_i1 19 11774 14477971..14485469 protein_VAC14_homolog

12F07 TRINITY_DN22217_c0_g1_i2 20 11791 110263..116395 glycosylphosphatidylinositol_anchor_attachment_1_protein

35K04 TRINITY_DN21431_c0_g1_i2 20 11857 2165156..2189882 protein_CASC3

32K21 TRINITY_DN22362_c0_g1_i1 20 11956 4033320..4055916 protein_CIP2A_homolog

35L18 TRINITY_DN18984_c0_g1_i1 20 12166 8636299..8640956
NADH_dehydrogenase_[ubiquinone]_1_alpha_subcomplex_subunit_10﹐

_mitochondrial

37E17 TRINITY_DN21712_c0_g1_i2 20 12239 10275951..10287669 trafficking_protein_particle_complex_subunit_12

22D15 TRINITY_DN18862_c0_g1_i1 21 12611 9244330..9253384 ubiquilin_1﹐ 2

26C01 TRINITY_DN21491_c0_g1_i1 21 12679 11467213..11475843 mucin-6-like

04L02 TRINITY_DN14939_c0_g1_i1 21 12736 13552485..13554189 putative_Syntaxin-18

27K06 TRINITY_DN19289_c0_g1_i1 21 12776 14220215..14227163 DDB1-_and_CUL4-associated_factor_12

Colias erate

Gene definision*

Bombyx mori
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27M16 TRINITY_DN16913_c0_g1_i1 22 12862 2357572..2359336 nucleoporin_NUP53

39B19 TRINITY_DN21461_c0_g1_i1 22 12966 5815065..5823002 calcium_homeostasis_endoplasmic_reticulum_protein

30B02 TRINITY_DN13389_c0_g1_i2 22 13201 10075437..10079107 U2_small_nuclear_ribonucleoprotein_A'

28J11 TRINITY_DN19844_c0_g1_i1 22 13370 15337807..15347838 signal_recognition_particle_subunit_SRP72

27E23 TRINITY_DN23035_c6_g1_i1 22 13455 17431561..17436755 40S_ribosomal_protein_S4

40E18 TRINITY_DN16834_c0_g1_i1 23 13646 4091949..4096153 SET_and_MYND_domain-containing_protein_5

32G10 TRINITY_DN19940_c0_g1_i1 23 13991 15390684..15396826 coproporphirynogen_oxidase

36J12 TRINITY_DN21234_c0_g1_i1 23 14041 16522999..16528552 26S_proteasome_non-ATPase_regulatory_subunit_13

40N21 TRINITY_DN21980_c0_g1_i1 23 14055 16988713..17002782 Sugar_phosphate_exchanger_2

33B22 TRINITY_DN20575_c0_g1_i3 23 14128 18470642..18475309 NADH_dehydrogenase_[ubiquinone]_1_alpha_subcomplex_assembly_factor_5

31O22 TRINITY_DN20592_c0_g1_i1 23 14238 21175584..21260272 fasciclin-3

37M03 TRINITY_DN21259_c0_g1_i1 24 14318 1792152..1820360 GTP_cyclohydrolase_I_isoform_B

28C14 TRINITY_DN21316_c0_g1_i1 24 14470 7356049..7371754 tubulin-specific_chaperone_E

19N07 TRINITY_DN20424_c0_g1_i1 24 14477 7537479..7548883 WD_repeat-containing_protein_43

31G17 TRINITY_DN22769_c0_g1_i2 24 14500 8445099..8449796 lactoylglutathione_lyase

11K18 TRINITY_DN21374_c2_g1_i1 24 14530 9646466..9669005 eukaryotic_peptide_chain_release_factor_subunit_1

05G11 TRINITY_DN1341_c0_g1_i1 24 14639 11749700..11752688 ribosomal_protein_L32

35J24 TRINITY_DN22174_c0_g1_i1 24 14825 15853147..15873798 conserved_oligomeric_Golgi_complex_subunit_7

30G20 TRINITY_DN21385_c2_g1_i1 24 14868 16737260..16738695 UDP-glucose_6-dehydrogenase

38A07 TRINITY_DN19596_c0_g1_i1 25 14955 1081163..1086279 bromodomain_adjacent_to_zinc_finger_domain_protein_1A

31E10 TRINITY_DN18308_c0_g1_i1 25 15426 12868870..12873676 WD_repeat-containing_protein_20

37K08 TRINITY_DN20417_c0_g2_i1 26 15525 1825356..1836590 methionine--tRNA_ligase,_mitochondrial

31E04 TRINITY_DN23065_c2_g1_i1 26 15630 4720765..4721882 2-aminoethanethiol_dioxygenase

35F11 TRINITY_DN19413_c0_g1_i1 26 15716 7214820..7222661 protein_C12orf4_homolog

12C05 TRINITY_DN21652_c0_g2_i1 26 15787 10131261..10141030 alpha-sarcoglycan

28P11 TRINITY_DN19365_c0_g1_i1 27 15864 253631..265641 nuclear_factor_1_B-type

39J21 TRINITY_DN21932_c0_g1_i1 27 15943 3373021..3382150 vrille

31A08 TRINITY_DN22830_c0_g2_i1 27 16000 5723527..5775746 plastin-2

17P13 TRINITY_DN22337_c0_g1_i1 27 16064 7923629..7962674 protein-methionine_sulfoxide_oxidase_mical3a

30B05 TRINITY_DN22747_c0_g1_i1 28 16166 371406..377097 flocculation_protein_FLO11

32C11 TRINITY_DN19697_c0_g1_i1 28 16195 1118477..1120706 probable_39S_ribosomal_protein_L24,_mitochondrial

18E08 TRINITY_DN20501_c0_g1_i1 28 16261 3220258..3231743 exuperantia

33P10 TRINITY_DN20213_c0_g1_i1 28 16378 7537217..7561545 uncharacterized_protein_LOC106132000_[Amyelois_transitella]

27E19 TRINITY_DN3119_c0_g1_i1 28 16432 9691338..9695544 checkpoint_protein_HUS1

30C23 TRINITY_DN18660_c0_g1_i1 28 16454 10385335..10390457 RNA-binding_protein_5-A-like

*Identified by desConecter.py
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第Ⅴ章 モンキチョウ BAC-FISHマッピングと種間比較 

 

 チョウ目昆虫では、カイコのゲノム情報が最も早く公開された(Mita et al., 2004; Xia et al., 

2004)。その後も現在に至るまでバージョンアップが繰り返され(International Silkworm 

Genome Consortium, 2008; Lu et al., 2019; Kawamoto et al., 2019)、カイコはモデルチョウ目昆

虫の位置を占めるに至っている。チョウ目昆虫における染色体比較研究は、カイコゲノム情

報を基準データとして、対象種との遺伝子オルソログ配置比較により行われてきた(Pringle 

et al., 2007; Beldade et al., 2009; Yasukochi et al., 2009; Baxter et al., 2011; Yoshido et al., 2011b; 

The Heliconbius genome consortium, 2012; Sahara et al., 2013; Van’t Hof et al., 2013; You et al., 

2013; Ahola et al., 2014; Yasukochi et al., 2016; Wan et al., 2019)。その結果、シロチョウ科を除

いて、研究対象とした全ての種で染色体コリニアリティーが確認された。染色体比較研究の

手法として、分子連関解析や次世代シークエンサーによる染色体レベルのゲノムアセンブ

リなどが挙げられるが、中でも BAC-FISH マッピングは、対象種間の網羅的な遺伝子配置

比較を行う場合に効果的な手法である。 

 第Ⅱ章に記述した通り、シロチョウ亜科 3 種は、カイコ型の染色体タイプとは異なる独自

の染色体構成を保っている。しかし、シロチョウ型の独自の染色体の進化要因も分岐も未解

明である。そこで我々は、モンキチョウ亜科の染色体比較研究により、シロチョウ科におけ

る染色体進化に迫ることを着想した(第Ⅲ章参照）。この着想を具現化するため、第Ⅲ章なら

びに第Ⅳ章において、カイコ遺伝子オルソログを内部配列に含むモンキチョウ 187 BAC ク

ローンを獲得した。前章までの研究により準備が整ったため本章では、モンキチョウ染色体

の BAC-FISH マッピングによる比較研究を行った。 

 第 1 節では、モンキチョウ全染色体の BAC-FISH マッピングを行い、カイコ染色体との

遺伝子配置を比較した。第 2 節では、シロチョウ亜科の 2 種（エゾスジグロシロチョウとモ

ンシロチョウ）と、モンキチョウ亜科のワタリオオキチョウのゲノムデータを利用して、モ

ンキチョウとの遺伝子配置の比較を行った。さらに、第 2 章 3～4 節で再精査を行ったオオ

モンシロチョウ染色体のマッピング結果もふまえて考察を深めた。第 3 節では、モンキチョ

ウとカイコ染色体間に逆転が認められたモンキチョウ第 9 染色体(Ce Chr9)について、ナミ

アゲハのゲノムデータを参照してその進化推定を行った。第 4 節では、モンキチョウ第 29

染色体(Ce Chr29)に認められた逆位について報告する。 

 

 

第１節 モンキチョウ遺伝子マッピングならびにカイコオルソログとの配置比較 

 

 第Ⅲ章において、リストアップされたカイコ単一遺伝子の配列情報を用いてモンキチョ

ウオルソログを特定した。さらに、第Ⅳ章では、新規開発した BmTOP (Bombyx mori tool for 

136



ortholog picking)を用いたモンキチョウのカイコ単一遺伝子オルソログを追加特定した。こ

れらの配列情報から、STS プライマーを設計し両章において、カイコ遺伝子オルソログを含

む合計 187 BAC クローンを特定した。本節では、オオモンシロチョウ染色体の網羅的なマ

ッピングを行った。さらに獲得したマッピングデータについて、カイコとの遺伝子配置の比

較を行った。 

 

 

材料および方法 

 

1. 供試昆虫 

 本研究のモンキチョウ(Colias erate)は、2015 年に川原果樹園(岩手県盛岡市)、2016 年と

2017 年には岩手大学にて雌成虫を採集し、強制採卵法で獲得した子供集団を飼育して使用

した。食草には、シロツメクサ(Trifolium repens)およびアカツメクサ(T. pratense)を用いた。 

 

2. 染色体標本作製  

第 II 章第 2 節に記載した方法に従い、染色体標本を作製した。 

 

3. ゲノム DNA 抽出、精製ならびにコンペティター作製 

 第 II 章第 2 節に記載した方法に従い、ゲノム DNA 抽出、精製ならびにコンペティター作

製を行った。 

 

4. モンキチョウ BAC ライブラリー 

 第Ⅲ章第 1 節で作製したモンキチョウ BAC ライブラリーを使用した。 

 

5. モンキチョウ BAC クローン 

 第Ⅲ章ならびに第Ⅳ章で選抜したカイコ単一遺伝子オルソログを含むモンキチョウ BAC

を使用した(Tables 3.20, 4.3)。 

 

6. BAC-DNA の抽出・精製 

 目的の BAC クローンを第Ⅱ章第 2 節に記載した方法に従い、10 μg/ml クロラムフェニコ

ール入り LB 培地(Table 2.20) 3 ml で 12~18 時間振盪培養後、菌体を遠心分離 (6,000×g, 10 

min, 4°C)にて集菌した。QIAGEN Plasmid Midi Kit (12245, QIAGEN K.K.)のプロトコルを簡略

化し、カラムを使用せずに BAC-DNA を抽出・精製した。つまり、菌体を 250 µl の RNaseA

入り P1 buffer (50mM Tris-HCl, 10mM EDTA, 100 µg/ml RNaseA (pH 8.0))に懸濁し、250 µl の

P2 buffer (200mM 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

を確認した。250 µl の P3 buffer (3M 酢酸カリウム(pH 5.5)) を加え 5~7 回転倒撹拌し、遠心
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分離(10,000 rpm, 30 min, 4°C)後、上清を回収した。0.1 倍量の 3M 酢酸ナトリウムと 0.7 倍

量のイソプロパノールを加え、混合した上で遠心(10,000 rpm, 30 min, 4°C)を行い、上清を捨

てた。70%エタノールを 500 µl 加えリンスして遠心(10,000 rpm, 15 min, 4°C)後、上清を完全

に取り除き、50 µl 程度の TE に溶解させた。 

 

7. Nick Translation による DNA のダイレクト標識 

第 II 章第 2 節に記載の自作 Nick translation enzyme mix を使用する方法に従って、BAC-

DNA のラベリングを行い、FISH プローブを作製した。 

 

8. FISH (fluorescence in situ hybridization)  

 第 II 章第 2 節に記述した方法に従った。プローブとして用いた BAC-DNA と標識に用い

た dye は、Table 5.1 に示した。 

 

 

結果 

 

 第Ⅲ章ならびに第Ⅳ章で獲得した 187 BAC クローンのうち、166 BAC-DNA プローブをモ

ンキチョウ染色体にマッピングできた(Fig. 5.1, Table 5.1)。マップできなかった 21 BAC-DNA

プローブは、複数の染色体もしくは全ての染色体にシグナルが認められた(Fig. 5.2)。これら

21 BAC にはリピート配列が含まれたため、マルチシグナルが認められたと考えられる。166

マップデータとカイコゲノム情報との比較を行った結果(Table 5.1)、モンキチョウ染色体は、

カイコ染色体とのコリニアリティーが認められ、染色体間のリアレンジメントをしている

BAC は確認されなかった。 

カイコの 25 染色体がそれぞれモンキチョウ染色体に 1 本ずつ対応していた一方で、カイ

コ第 11、23、24 染色体は、それぞれモンキチョウ染色体 2 本ずつに対応していた。この結

果と過去の染色体番号対応を参照し、モンキチョウの染色体番号を Fig. 5.1 のように決定し

た。 

本研究でカイコとモンキチョウ染色体間のリアレンジメントは検出されなかったが、対

応関係の逆転は、Z、Ce Chr9, 14, 17, 18, 20, 24, 28 ならびに 30 の計 9 染色体に認められた

(Fig. 5.1)。また、第 19 染色体にも、対応関係の逆転を示唆する部分を認めた。 
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Figure 5.2 BAC-FISH multi-signals by 31I02 BAC probe in Colias erate pachytene complement 

stained with DAPI (gray). Three BAC probes 24A03 (green) and 29A10 (yellow) were detected single 

signals in C. erate chromosome 11 whereas 31I02 (magenta) were detected multi-signals. A white bar 

indicates 10 μm. 

140



Chr BAC code FISH probe dye (pseudocolor) Chr Gene ID: KWMTBOMO Location (bp)

1 28D01 O (yellow) 1 00019 511,106..545,938

1 37G02 Cy5 (magenta) 1 00065 1,983,567..1,991,877

1 15C05 O (red orange) 1 00190 6,026,373..6,126,632

1 26C17 G (green) 1 00545 16,116,700..16,127,502

1 27J05 Cy5
a
 (red) 1 00614 19,129,809..19,138,152

2 37B13 O (yellow) 2 00687 520,856..532,998

2 21P08 Cy5
a
 (magenta) 2 00788 2,983,846..2,999,164

2 20B19 O
a
 (red) 2

00857

00859

4,588,760..4,601,918

4,690,761..4,744,558

2 35B07 G (green) 2 00935 6,722,944..6,724,052

2 27F21 G
a
 (cyan) 2 00974 7,694,888..7,697,085

3 36O19 O (yellow) 3 01072 1,641,006..1,649,875

3 39N23 G
a
 (green) 3 01182 4,011,450..4,013,566

3 39E21 Cy5 (magenta) 3 01273 7,216,359..7,219,180

3 28E03 O
a
 (red) 3 01420 10,498,906..10,500,769

4 21J17 Cy5 (magenta) 4 01684 1,543,403..1,556,541

4 38K01 Cy5
a
 (red) 4 01748 3,588,411..3,592,983

4 29C05 O
a
 (yellow) 4 01841 6,040,392..6,041,725

4 38D16 G (green) 4 02006 9,808,363..9,812,757

4 19M07 G
a
 (cyan) 4 02302 17,248,818..17,255,314

5 40P07 Cy5 (magenta) 5 02357 119,956..122,303

5 26G07 O
a
 (red orange) 5 02431 1,835,714..1,836,427

5 29E22 Cy5
b
 (cyan) 5 02477 2,951,013..2,954,098

5 36M07 G
b
 (red) 5 02633 7,602,678..7,604,763

5 40C19 G (green) 5 02906 13,651,631..13,655,196

5 39G18 O (yellow) 5 03093 17,864,200..17,867,603

6 36F20 O
b
 (yellow) 6 03172 765,333..784,414

6 04L13 G (green) 6 03376 6,294,376..6,295,195

6 22J18 O (red) 6 03639 14,084,835..14,085,614

6 34D02 O
a
 (magenta) 6 03695 15,669,173..15,669,663

7 37E22 Cy5 (red) 7 03874 5,386,819..5,388,412

7 29L22 G
a
 (green) 7 04033 9,407,163..9,416,680

7 28E20 Cy5
a
 (magenta) 7 04129 11,917,795..11,925,039

7 25G13 O (yellow) 7 04175 12,891,332..12,900,916

8 33A13 O (green) 8 04297 2,036,970..2,038,515

8 24C10 G
a
 (pastel magenta) 8 04313 2,922,806..2,936,344

8 27O13 Cy5
a
 (red orange) 8 04413 6,361,945..6,367,183

8 25N11 G (cyan) 8 04540 9,407,607..9,409,190

8 18B19 R (red) 8 04610 10,651,485..10,662,826

8 29M17 O
a
 (yellow) 8 04710 13,064,220..13,085,098

8 33A06 Cy5 (magenta) 8 04821 15,870,509..15,871,371

9 37A15 O
a
 (red orange) 9 04881 782,876..794,891

9 40N06 O (yellow) 9 04937 1,984,226..2,047,584

9 31O01 G
a
 (cyan) 9 04975 3,917,868..3,920,229

9 27P12 R
a
 (red) 9 05068 7,038,548..7,041,535

9 33H24 G (green) 9 05149 9,037,428..9,043,622

9 28I22 Cy5 (yellow green) 9 05229 11,560,271..11,564,281

9 39F22 Cy5
a
 (magenta) 9 05280 12,650,808..12,652,283

10 28A14 Cy5 (magenta) 10 05395 86,362..88,245

10 40D21 Oa (cyan) 10 05407 1,002,046..1,006,626

10 22I15 Ga (red) 10 05553 5,001,072..5,005,732

10 31L11 O (yellow) 10 05723 8,805,486..8,808,995

10 25L16 G (green) 10 05885 13,452,642..13,456,095

11 29A10 O (yellow) 11 06140 1,001,255..1,002,661

11 12G13 O
a
 (magenta) 11 06229 2,982,595..2,993,346

11 24A03 G (green) 11 06289 4,036,925..4,042,060

29 37E06 Cy5 (magenta) 11 06364 5,777,011..5,781,021

29 14L02 G (green) 11 06399 6,371,456..6,378,130

29 14L15 O (yellow) 11 06463 7,807,281..7,822,277

29 16M14 G
a
 (red) 11 06786 14,875,972..14,876,882

29 34B21 O
a
 (cyan) 11 06855 17,663,541..17,671,896

Table 5.1 Colias erate  BACs, labeled dyes and corresponded Bombyx mori  orthologues used for the FISH mapping.

Colias erate Bombyx mori
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12 10M24 Cy5 (magenta) 12 07015 1,863,526..1,877,123

12 27I08 O
a
 (cyan) 12 07103 4,641,811..4,643,381

12 28N11 G
a
 (red orange) 12 07114 4,811,656..4,853,351

12 40F05 O (yellow) 12 07329 10,678,162..10,682,341

12 39F06 R (red) 12 07488 14,267,919..14,275,312

12 25E15 G (green) 12 07537 17,113,224..17,115,176

13 34A02 G (cyan) 13 07586 932,592..936,515

13 21J15 O
a
 (yellow) 13 07857 8,519,268..8,525,983

13 26K14 G
a
 (green) 13 07888 9,182,960..9,184,684

13 34B02 Cy5 (magenta) 13 08100 15,952,645..15,955,376

14 29J22 O (yellow) 14 08167 334,020..339,621

14 37P11 G (green) 14 08245 2,580,481..2,588,853

14 27C08 R (red) 14 08369 6,948,814..6,952,996

14 26P08 Cy5 (magenta) 14 08440 9,191,382..9,195,678

14 15L16 O
a
 (red orange) 14 08545 12,618,603..12,626,924

14 33E13 G
a
 (cyan) 14 08549 12,674,603..12,676,140

15 19D09 O
b
 (yellow) 15 08591 523,008..525,314

15 06A01 G
a
 (cyan) 15 08666 1,795,667..1,798,974

15 14M02 O (red orange) 15 08699 2,869,116..2,873,720

15 02G24 O
a
 (red) 15 08777 5,004,821..5,016,658

15 09P05 G (green) 15 08797 5,475,794..5,480,567

15 14F14 Cy5 (magenta) 15 08894 7,610,130..7,610,942

16 37J22 O (yellow) 16 09389 339,327..344,326

16 32O24 G
a
 (red orange) 16 09442 1,283,499..1,288,160

16 25L15 O
a
 (pastel magenta) 16 09542 3,576,807..3,596,290

16 35M15 Cy5
a
 (cyan) 16 09818 9,797,599..9,811,630

16 26E12 Cy5 (magenta) 16 09899 11,489,848..11,501,943

16 38A13 G (green) 16 09982 14,085,622..14,102,297

17 11D18 Cy5
a
 (red) 17 10023 533,189..588,099

17 26A07 G (green) 17 10112 2,357,015..2,380,005

17 23G06 G
a
 (cyan) 17 10370 8,883,405..8,885,988

17 02G01 O
a
 (yellow) 17 10509 13,024,737..13,027,506

17 35N03 Cy5 (magenta) 17 10591 14,887,827..14,888,632

18 07D14 G (green) 18 10761 2,566,411..2,579,429

18 23D23 Cy5
a
 (red) 18 10848 5,355,190..5,359,927

18 23F16 Cy5 (magenta) 18 11038 10,670,414..10,689,604

18 30I15 O
a
 (yellow) 18 11083 12,385,248..12,390,846

18 25M04 G
a
 (pastel magenta) 18 11107 13,049,594..13,052,475

18 40L04 O (cyan) 18 11161 15,208,615..15,211,682

19 35E11 G
a
 (green) 19 11178 90,227..118,355

19 34F10 Cy5
a
 (magenta) 19 11352 3,954,174..3,965,631

19 37B07 Cy5 (cyan) 19
11556

11560

7,995,011..8,011,304

8,046,954..8,056,914

19 39N13 O (yellow) 19 11662 10,941,913..10,942,952

19 09G05 G (red) 19 11774 14,477,971..14,485,469

20 12F07 G (green) 20 11791 110,263..116,395

20 35K04 R (red) 20 11857 2,165,156..2,189,882

20 32K21 Cy5 (magenta) 20 11956 4,033,320..4,055,916

20 30E11 O
a
 (cyan) 20 12057 6,512,174..6,516,599

20 35L18 Cy5
a
 (pastel magenta) 20 12166 8,636,299..8,640,956

20 37E17 O (yellow) 20 12239 10,275,951..10,287,669

21 36J15 O
a
 (yellow) 21 12375 1,695,127..1,699,208

21 28E04 G
a
 (green) 21 12460 4,417,937..4,418,422

21 26C01 Cy5 (cyan) 21 12679 11,467,213..11,475,843

21 04L02 G (red) 21 12736 13,552,485..13,554,189

21 27K06 Cy5
a
 (magenta) 21 12776 14,220,215..14,227,163

22 27M16 O
a
 (yellow) 22 12862 2,357,572..2,359,336

22 34I09 G
a
 (cyan) 22 12902 3,849,823..3,854,601

22 39B19 Cy5 (magenta) 22 12966 5,815,065..5,823,002

22 30B02 R (red) 22 13201 10,075,437..10,079,107

22 16E02 Cy5
a
 (pastel magenta) 22 13267 11,940,653..12,001,369

22 28J11 O
a
 (red orange) 22 13370 15,337,807..15,347,838

22 27E23 G (green) 22 13455 17,431,561..17,436,755
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23 39H08 Cy5 (magenta) 23 13530 784,310..788,037

23 40E18 G
a
 (green) 23 13646 4,091,949..4,096,153

23 33B18 O
a
 (yellow) 23 13922 13,682,392..13,686,507

23 32G10 O (red) 23 13991 15,390,684..15,396,826

23 27D08 G (cyan) 23 13997 15,654,322..15,664,685

30 28L16 O
a
 (red orange) 23 14019 16,058,041..16,068,078

30 36J12 G (green) 23 14041 16,522,999..16,528,552

30 40N21 Cy5 (magenta) 23 14055 16,988,713..17,002,782

30 33B22 R (red) 23 14128 18,470,642..18,475,309

30 19C15 G
a
 (cyan) 23 14169 19,689,420..19,694,897

30 31O22 O (yellow) 23 14238 21,175,584..21,260,272

31 37M03 O (yellow) 24 14318 1,792,152..1,820,360

31 09C22 R (red) 24 14440 6,450,638..6,490,222

31 28C14 Cy5 (magenta) 24 14470 7,356,049..7,371,754

31 19N07 G (green) 24 14477 7,537,479..7,548,883

31 31G17 G
a
 (cyan) 24 14500 8,445,099..8,449,796

24 11K18 O
a
 (red) 24 14530 9,646,466..9,669,005

24 30K07 O (yellow) 24 14732 13,846,478..13,847,851

24 39O21 Cy5 (magenta) 24 14774 14,898,028..14,899,436

24 35J24 Cy5
a
 (cyan) 24 14825 15,853,147..15,873,798

24 30G20 G (green) 24 14868 16,737,260..16,738,695

25 38A07 Cy5 (magenta) 25 14955 1,081,163..1,086,279

25 06A03 G
a
 (red) 25 15114 5,419,305..5,421,593

25 21O23 Cy5
a
 (yellow) 25 15224 7,119,011..7,129,623

25 36E24 O
a
 (cyan) 25 15391 11,258,153..11,259,291

25 31E10 G (green) 25 15426 12,868,870..12,873,676

26 36I01 O
a
 (red) 26 15486 500,159..505,900

26 32F13 G
a
 (green) 26

15583

15584

3,384,172..3,400,184

3,401,434..3,409,134

26 31E04 Cy5
a
 (cyan) 26 15630 4,720,765..4,721,882

26 35F11 Cy5 (magenta) 26 15716 7,214,820..7,222,661

26 12C05 O (yellow) 26 15787 10,131,261..10,141,030

27 28P11 O (yellow) 27 15864 253,631..265,641

27 19O14 G (green) 27 15866 337,342..347,825

27 39J21 Oa (cyan) 27 15943 3,373,021..3,382,150

27 31A08 R (red) 27 16000 5,723,527..5,775,746

27 17P13 Cy5 (magenta) 27 16064 7,923,629..7,962,674

28 30B05 G (red orange) 28 16166 371,406..377,097

28 32C11 O
a
 (yellow) 28 16195 1,118,477..1,120,706

28 21D15 G
a
 (green) 28 16211 1,884,395..1,886,383

28 18E08 R (cyan) 28 16261 3,220,258..3,231,743

28 29E23 Cy5
a
 (magenta) 28 16357 6,717,554..6,722,641

28 33P10 R
a
 (red) 28 16378 7,537,217..7,561,545

28 27E19 Cy5 (pastel magent) 28 16432 9,691,338..9,695,544

28 30C23 O (RGB blue) 28 16454 10,385,335..10,390,457

a: reprobed FISH

b: 2nd reprobed FISH
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考察 

 

 本節では、モンキチョウ BAC-FISH マッピングにより、カイコ染色体との間にコリニア

リティーがあることを明らかにした。染色体の方向や遺伝子配置の保存性を正確に比較す

るには、染色体 1 本につき最低 4 BACs 以上が座乗する必要がある。本節の研究では、31 染

色体中短い第 11 染色体を除いたモンキチョウ 30 染色体について 4 BAC クローン以上を用

いたマップ情報を提示できた。 

本研究で確認されたモンキチョウ染色体のカイコとの対応関係は、染色体数 n=31 のチョ

ウ目昆虫 4 種とカイコ染色体の対応関係の解析結果(Sahara et al., 2013; Ahola et al., 2014; 

Yasukochi et al., 2016)と一致した。このうち、ヨーロッパアワノメイガとアトグロヒョウモ

ンモドキどちらも共通してカイコ第 11 染色体の 5,115,356-5,202,437 bp、カイコ第 23 染色体

の 15,803,731-15,892,909 bp、カイコ第 24 染色体の 8,560,283-11,867,249 bp で対応する 2 染色

体が分かれている(Ahola et al., 2014; Yasukochi et al., 2016)。モンキチョウ染色体は、少なく

ともカイコ第 11 染色体の 4,042,060-5,777,011 bp、カイコ第 23 染色体の 15,664,685-

16,058,041bp、カイコ第 24 染色体の 8,449,796-9,646,466 bp の間で対応する染色体が分かれ

ていた(Table 5.1, Fig. 5.1)。これらの結果より、モンキチョウ染色体は、チョウ目昆虫の中で

広く保存された n=31 のカイコタイプの染色体構成を維持していることが確認された。 

カイコとモンキチョウ染色体間の染色体を異とするリアレンジメントは検出されなかっ

た一方で、同一染色体内部での逆転は、10 染色体で確認もしくは推測された(Fig. 5.1)。これ

らのうち 4 染色体は少なくとも 1 回、Ce Chr24 と 28 は少なくとも 2 回、Z 染色体は最低 3

回の逆転が、カイコと共通祖先の分岐後に生じたと推定される。さらに、Ce Chr9 は、カイ

コ第 9 染色体を基準として、最低 5 回の逆転が考えられた。カイコとコリニアリティーな

らびに遺伝子配置の保存性が確認されたコベニモンドクチョウでも、カイコとの間に染色

体の逆転は複数カ所確認されている(The Heliconius Genome Consortium, 2012)。シロチョウ亜

科の種を除いて、チョウ目昆虫では染色体コリニアリティーは認められるが、同一染色体内

の配置の逆転は比較的頻繁に発生しているのかもしれない。 
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第 2 節 シロチョウ科昆虫との比較 

 

 第 1 節では、モンキチョウの染色体マッピングにより、カイコとの染色体コリニアリティ

ーの存在を明らかにした。そこで本節では、より近縁なシロチョウ科モンキチョウ亜科に属

するワタリオオキチョウ(Cong et al., 2016)と、シロチョウ科シロチョウ亜科に属するエゾス

ジグロシロチョウ(Hill et al., 2019)ならびにモンシロチョウのゲノム情報(Nallu et al., 2018) 

を用いた、モンキチョウ染色体マッピング結果との比較を行った。 

 

 

材料および方法 

 

シロチョウ科 3 種のゲノムデータとの比較解析 

 BAC-FISH マッピングで単一シグナルが得られた BAC クローンの内部配列に含まれるモ

ンキチョウトランスクリプトームデータをクエリーに、Lepbase (http://lepbase.org/)のシロチ

ョウ科昆虫 3 種(ワタリオオキチョウ、エゾスジグロシロチョウ、モンシロチョウ)に対して

tblastx 検索を行った。 

 

 

結果 

 

モンキチョウの近縁種 3 種に対して、BAC-FISH マッピングに使用した BAC に含まれる

遺伝子についてオルソログを特定し、Table 5.2 にまとめた。モンキチョウ染色体の BAC-

FISH マッピング結果と比較した結果、モンキチョウ染色体 1 本あたり平均 2.26 のエゾスジ

グロシロチョウの scaffold が対応していた(Table 5.2)。モンシロチョウは、平均 3.06 scaffolds

が対応した。ワタリオオキチョウのオルソログは、scaffold サイズの N50 length が約 257 kb

で、染色体レベルの比較を行うには小さかったため、同一 scaffold にほとんど座乗しなかっ

た。2 つ以上の遺伝子が座乗していたのは、37G02 と 26C17 (Z), 25N11 と 18B19 (Ce Chr8), 

15L16 と 33E13 (Ce Chr14), 02G24 と 09P05 (Ce Chr15), 35M15 と 26E12 (Ce Chr16)ならびに

37B07 (Ce Chr19) に含まれる配列オルソログが座乗する、 scaffold802_cov111 、

scaffold624_cov106、scaffold212_cov99、scaffold1095_cov104、scaffold4411_cov99 ならびに

scaffold198_cov97 の 6 つのみであり、ゲノムレベルでの比較は不可能であった。 
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考察 

 

 シロチョウ科の種でゲノム情報が公開されているのはワタリオオキチョウ、エゾスジグ

ロシロチョウならびにモンシロチョウの 3 種である(http://lepbase.org/)。中でもエゾスジグロ

シロチョウは、染色体レベルの scaffold アセンブリが行われており、染色体レベルでの比較

も可能である。ゆえにモンシロチョウのゲノム情報よりもデータ精度が高いと考えられた

ため、この結果をもとに議論する。BAC シグナルが染色体上で近傍に座乗したオルソログ

間にはマイクロシンテニックな領域が認められたが、離れた位置に座乗するオルソログで

は、モンキチョウとエゾスジグロシロチョウで互いに異なる染色体に座乗している場合が

ほとんどであった(Table 5.2)。これは、シロチョウ亜科の種においてブロック単位の染色体

リアレンジメントが生じたとの報告と一致する(大野, 2017; Hill et al., 2019)。この結果より、

シロチョウとモンキチョウ亜科で染色体上の遺伝子配置が大きく変化していることが決定

的となった。 

 BAC-FISH マッピングにより明らかとなったモンキチョウ Z 染色体の遺伝子配置は、モ

ンシロチョウのゲノム情報と比較すると全て scaffold ScG6Pog27 と対応しており、遺伝子配

置も 1 カ所の逆転のみが検出されるに留まった(Fig. 5.3)。エゾスジグロシロチョウのゲノム

情報と比較すると、全て Z 染色体(Pn Chr1)もしくは染色体情報にアセンブリされていない

scaffold と対応した(Fig. 5.3)。一方で、モンキチョウ第 2 染色体の 35B07 と 27F21 の内部配

列のエゾスジグロシロチョウならびにモンシロチョウオルソログについても、それぞれ Z

染色体に対応する scaffold に座乗していた(Fig. 5.3)。35B07 の内部配列に含まれる invected

は、オオモンシロチョウでも性染色体に FISH マッピングされているため、カイコタイプの

第 2 染色体の一部末端部に対応する染色体は、シロチョウでは Z に対応することがゲノム

情報だけでなく実験的にも示されている(Fig. 2.10)。さらに、27F21 の内部配列に含まれる

RpS21 と invected の間には、モンシロチョウの scaffold ScG6Pog27 において、モンキチョウ

15C05 の内部配列に含まれる kettin が座乗していた(Fig. 5.3)。エゾスジグロシロチョウのゲ

ノム情報では kettin は染色体にマップできていなかった。kettin はチョウ目昆虫で広く Z 染

色体に座乗することが知られており、Z 染色体のマーカーとしても使われる(Kageyama et al., 

2017)。このことから、モンキチョウの染色体が祖先的な配置であるとすると、モンシロチ

ョウの染色体は第 2 染色体の一部が性染色体に融合し、一部逆転するリアレンジメントを

生じたと考えるのが自然である。予想外に、エゾスジグロシロチョウのアセンブリデータで

は 3 オルソログ遺伝子が染色体にマップできていなかったものの、モンシロチョウ染色体

との間で 2 回の逆転が生じていることがゲノム情報間の比較により示唆された(Fig. 5.3)。こ

れらはアセンブリミスの可能性も考えられるが、エゾスジグロシロチョウ特異的な逆転で

ある可能性もある。 

ワタリオオキチョウは、モンキチョウと最も近縁種であるため、遺伝子配置の保存性の検

出に期待が持たれた。しかしながら、N50 length が約 257 kb しかないことが災いし、オルソ
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ログが同一 scaffold にほとんど座乗しなかった(Table 5.2)。解析に用いた遺伝子のオルソロ

グが 2 つ座乗した scaffold は 6 つのみであったが、そのうち scaffold624_cov106 に乗る 2 つ

の遺伝子 pse624.13 と pse624.66 のエゾスジグロシロチョウオルソログは、別染色体に座乗

していた(Pn Chr12, Pn Chr18)。なお、それぞれのモンシロチョウオルソログをもつ 25N11 と

18B19 は Ce Chr8 に近接して BAC シグナルが認められた(Fig. 5.1)。つまりこれら 2 オルソ

ログは、モンキチョウ亜科の種とシロチョウ亜科種で異なる染色体に座乗すると推測され

た。これら 2 遺伝子は、カイコでは KWMTBOMO04540 と KWMTBOMO04610 に対応して

おり、どちらも第 8 染色体に座乗する(Table 4.3)。遺伝子間の距離もワタリオオキチョウで

約 0.7 Mb、カイコで約 1.2 Mb と保存性が高いことから、この 2 BAC クローン間の領域は

Pieris 属の共通祖先において染色体分断が生じた部位である可能性が示唆された。 

第 II 章において、オオモンシロチョウ染色体の BAC-FISH マッピングによるエゾスジグ

ロシロチョウの遺伝子配置の比較を行ったが、本節のモンキチョウ BAC-FISH での比較は

それと大きく異なる結果となった。モンキチョウは、同じシロチョウ科の Pieris 属の種とは

異なり、カイコタイプの染色体構成を持つ。つまり、第Ⅱ章で記述した Pieris タイプの染色

体構成は、シロチョウ科内の種分化にパラレルな現象であると言える。本研究結果と分子系

統樹(Wahlberg et al., 2014)を照らし合わせた結果、シロチョウ亜科(Pierinae)の分岐、シロチ

ョウ族(Pierini)の分岐、シロチョウ亜族(Pierina) +ミヤマシロチョウ亜族(Aporiina)とトガリシ

ロチョウ亜族(Appiadina)の分岐、シロチョウ亜族とミヤマシロチョウ亜族の分岐のいずれか

で染色体の大規模な構成変化が生じた可能性が高い(Fig. 5.4, arrowheads)。したがって、これ

らの分岐で分化した各姉妹クレードの種における解析を行うことで、染色体構成変化の起

源がほぼ確実になるだろう。 
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Figure 5.3 Comparison of orthologs between Z and chromosome 2 of Colias erate (Ce Z, Ce Chr2), 

Pieris rapae and Pieris napi. These orthologs mapped on one scaffold ScG6Pog_27 in P. rapae (Pr 

ScG6Pog_27), whereas chromosome 1 and two modscaffolds in P. napi (Pn Chr1, Pn modscaf17_1 

and Pn modscaf95_1). Scale bar on the right-side is for P. napi and P. rapae scaffold length. 
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Dismorphiinae1

Pseudopontiinae1

Coliadinae1

Pierinae1

Figure 5.4 Schematic representation of the modified phylogeny of Pieridae after Wablberg et al. (2014). 

Colialinae and  Pierina (written in Bold/underlined) were described in Wablberg et al. (2014). Arrowheads show 

candidate clades where the drastic chromosome rearrangements occurred. 1: Subfamily 2: Tribe 3: Subtribe

Elodinini2

Leptosiaini2

Nepheroniini2

Teracolini2

Anthocharidini2

Appiadina3

Pierina3

Aporiina3
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第 3 節 モンキチョウ染色体の進化予測 

 

 本章第 1 節の BAC-FISH マッピング結果より、モンキチョウゲノムは、カイコとの間に

染色体対応関係と多くの遺伝子配置の保存性が認められるカイコタイプの構成を持つこと

が明らかになった。一方、対応する 9 染色体においてモンキチョウとカイコ染色体との間に

遺伝子順序の逆転が認められた(Fig. 5.1)。これらの逆転がどのクレードで生じたのか推定す

るためには、両者の分子系統にもとづく比較が必要となる。モンキチョウは、アゲハチョウ

上科に属しており、最近の分子系統解析から、アゲハチョウ上科は最初にアゲハチョウ科が

分化し、シャクガモドキ科とセセリチョウ科が分化した後にシロチョウ科が分化したとさ

れている(Heikkilä et al., 2012; Espeland et al., 2018; ButterflyNet https://www.butterflynet.org/ )。

アゲハチョウ科は、数種でゲノム解析が行われており、いずれもカイコタイプの染色体構成

を持つと予測される。ナミアゲハ(Papilio xuthus, n=30)は、アゲハチョウ上科で最も祖先的な

クレードに属する。そのゲノムデータは、N50 lengthが約 6.2 Mbの長さがあり(Li et al., 2015)、

部分的には染色体対応関係の解析に利用できる。つまり、モンキチョウとナミアゲハのオル

ソログについて、BAC-FISH マッピング結果とナミアゲハの scaffold data を比較解析するこ

とで、カイコとモンキチョウの染色体変化の進化的な推定が可能であると考えられた。 

 本節では、対応するカイコとナミアゲハ染色体間で遺伝子配置の変化が認められた 9 染

色体について、ナミアゲハ遺伝子オルソログの配置を scaffold data 上で特定し、3 種間のオ

ルソログ配置を比較した。なお、本研究では、カイコとモンキチョウならびにナミアゲハの

共通祖先は、カイコと同一の遺伝子配置であると仮定して、アゲハチョウ上科における遺伝

子配置の逆転について議論した。 

 

 

材料および方法 

 

ナミアゲハのゲノムデータとの比較解析 

 BAC-FISH マッピングで単一領域にダブルドットシグナルが得られた BAC クローン(Fig. 

5.1)の内部配列モンキチョウトランスクリプトームデータ(Table 5.2)をクエリーに、Lepbase 

(http://lepbase.org/)の Papilio xuthus Pxut 1.0 に対して tblastx 検索を行った。 

 

 

結果 

 

 遺伝子順序の対応関係の逆転がカイコとの間で確認されたモンキチョウの 9 染色体につ

いて、BAC-FISH マッピングに使用した BAC に含まれる遺伝子(Trinity Transcriptome ID)と

ナミアゲハ(GeneID: PxuthusGene)ならびにカイコオルソログ(GeneID: KWMTBOMO)を Table 
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5.3 にまとめた。それらの gene models が座乗するナミアゲハ scaffolds とカイコ染色体を模

式化し、モンキチョウ染色体 BAC-FISH マッピング結果との対応関係をナミアゲハ染色体

とモンキチョウ染色体のシンテニー領域が最大となるよう Fig. 5.5 に図示した。その結果、

カイコ－ナミアゲハ－モンキチョウの染色体対応関係は、1)ナミアゲハとモンキチョウにシ

ンテニー（オルソログの配置が全て一致）が認められるタイプに属するモンキチョウ染色体

Z, 14, 17, 18 および 28、2)カイコとナミアゲハにシンテニーが認められるモンキチョウ染色

体 24、ならびに 3)カイコとナミアゲハ、ナミアゲハとモンキチョウのいずれにもオルソロ

グ配置の逆転が認められるモンキチョウ染色体 9, 20 および 30 に分類された。Fig. 5.5 に従

って対応を以下に記述する。1)のグループのうち、モンキチョウ第 14 染色体(Ce Chr14)は、

ナミアゲハ scaffold 2456 (Px scaf2456)に全てのモンキチョウ遺伝子が対応した。Ce Z、Ce 

Chr17 ならびに Ce Chr18 に座乗する遺伝子のナミアゲハオルソログはそれぞれ、Px scaf524

と 3684、Px scaf2452 と 3049、Px scaf2445 と 3684 にマップされた。Ce Chr28 に座乗する遺

伝子のナミアゲハオルソログは、Px scaf3077、3377 と 5167 にマップされた。2)の Ce Chr24

に座乗する遺伝子のカイコオルソログは、Px scaff2283 と 3377 にシンテニックにマップさ

れ、30K07 の持つオルソログと 11K08 に含まれるオルソログ間ならびに 35J24 に含まれる

オルソログと 39O21 が持つ TRINITY_DN14011_c0_g1_i1 オルソログ(Table 4.3 参照)の間で

モンキチョウでは座乗に逆転が生じていた。3)にグルーピングされた Ce Chr30 は、Px 

scaf1453 に対応し、カイコとモンキチョウで同一順に座乗する 19C15 と 31O22 にあるオル

ソログ (Table 4.3 参照)のマッピングがナミアゲハでは逆順となっていた。また、28L16 の持

つオルソログ(Table 4.3 参照)の座乗は、3 者で異なった。Ce Chr9 と Ce Chr20 には、Px scaf3284

と 4636ならびにPx scaf3263と 5265が対応した。それぞれのオルソログのマッピング順は、

3 者で大きく異なった。 

 な お 、 35J24 (Ce Chr24) の 持 つ 遺 伝 子 TRINITY_DN22174_c0_g1_i1 

(conserved_oligomeric_Golgi_complex_subunit_7) と 27E19 (Ce Chr28) の 持 つ 遺 伝 子

TRINITY_DN3119_c0_g1_i1 (checkpoint_protein_HUS1) (Table 4.3)のナミアゲハオルソログ

PxuthusGene0008654 と 0008696 は、いずれも Px scaf3377 にアセンブルされる(Fig. 5.5; Table 

5.3)。アセンブルミスの可能性は排除できないが、ナミアゲハとモンキチョウの共通祖先種

での部分転移を伴う染色体リアレンジメントの可能性がある。 

 

 

考察 

 

 本研究では、カイコとの間に逆転が確認されたモンキチョウ染色体について、アゲハチョ

ウ上科の祖先的なクレードに分布するナミアゲハのゲノム情報との比較を行った(Fig. 5.5)。

その結果、3 グループに分類された。それぞれを図解すると、1)ナミアゲハとモンキチョウ

の分岐においてのみ共通祖先との間に染色体の逆転が生じた(Fig. 5.6)、2)カイコとアゲハチ
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ョウ上科の分岐においてのみ共通祖先との間に染色体の逆転が生じた(Fig. 5.7)ならびに 3)

カイコとアゲハチョウ上科の分岐ならびにナミアゲハとモンキチョウの分岐の双方におい

て共通祖先との間に染色体の逆転が生じた(Fig. 5.8)となる。gene models が座乗するナミア

ゲハ scaffolds の向きを逆転して考えると、より多くのリアレンジメントが推測されるケー

スもあるが、本研究では、染色体進化を最節約的に考える一般的にコンセンサスが得られて

いる方法論を採用した。こうして、9 染色体におけるカイコ－ナミアゲハ－モンキチョウの

染色体進化を 3)に分類された Ce Chr9 を例としてエゾスジグロシロチョウ染色体も考慮し

た考察を行った(Figs. 5.9, 5.10)。Ce Chr9 に対応するカイコとナミアゲハ染色体の共通祖先

で、proximal end 側の染色短末端近傍内部で逆位が起こり、カイコ Chr9 とナミアゲハ Chr9

へと分岐した(Fig. 5.9, 1st inv)。Ce Chr9 でマッピングされたオルソログ 7 個をカイコに 1～

7 として配置して考察を行うと、ナミアゲハでは、逆転部が 2-1-3 の順となる(Fig. 5.10, Px 

Chr9)。それぞれナミアゲハとシロチョウ科クレードとの分岐に際し、共通祖先で distal end

側内部に 2 箇所の逆位が生じ(Fig. 5.9, 2nd inv)、2-1-3-5-4-7-6 のオルソログ配置をもつシロ

チョウ科の共通祖先種型 Chr9 となる。これがモンキチョウに至るクレードでは、その祖先

種で 2-1 の間と 4-7 の間ならびに 3-5 の間に生じた二重鎖切断により 2 ヶ所の逆位が生ずる

(Fig. 5.9, 3rd inv)と Ce Chr へと変化する(Figs. 5.10, Ce Chr9)。他方、3 と 5 の間に二重鎖切断

が生じ、2-1-3 を含む染色体断片と 5-4-7-6 の染色体断片が別染色体断片へそれぞれ転座し

た子孫が、エゾスジグロシロチョウ Pn Chr8 と Pn Chr4 に相当する(Fig. 5.10)。シロチョウ亜

科の染色体構成は、カイコ型のモンキチョウ染色体とは大きく異なり、染色体によってはさ

らなるリアレンジメントが認められる(第Ⅱ章第 3 節参照)。 

 35J24 (Ce Chr24, Fig. 5.5)の内部配列のオルソログは、ナミアゲハにおいて Px scaf3377 に

座乗するが、Px scaf3377 には Ce Chr28 の 27E19 の内部配列のオルソログも座乗する。Px 

scaf3377 にマッピングされた遺伝子のオルソログを、カイコとナミアゲハゲノムデータなら

びにモンキチョウトランスクリプトームデータと比較することで、ミスアセンブルと共通

祖先での転座のいずれの蓋然性が高いのかについて検証できる可能性があり、今後の課題

としたい。また、エゾスジグロシロチョウやモンシロチョウとの比較も行ってみたい。 

本節ではチョウ目昆虫複数種のオルソログ配置の比較を行い、カイコからモンキチョウ

に至るまでの染色体進化の推定を行った。ナミアゲハ scaffold は N50 が約 6.2 Mb あり、相

当長くアセンブルされているが、それでも比較対象とした 9 染色体部位の 7 つのモンキチ

ョウ染色体について、対応するオルソログが 2 scaffolds 以上に分かれた(Fig. 5.5)。アゲハチ

ョウ上科の解析種数を増やすことやナミアゲハのリシークエンスが、本研究で遺伝子配置

の比較が困難であった部分のさらなる検証を行うための方策である。しかしながら、バイオ

インフォマティックスによるアセンブルには一定のミスが生ずる。よって、バイオインフォ

マティックスによるアセンブルに加えて、FISH などによる物理的な染色体アセンブル

(Session et al., 2016)を加味して今後ゲノムデータを再整備し、アセンブルミスやノイズを極

小化することが望まれる。 
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Table5.3 Colias erate coding sequence (CDS) contained in the BACs and their orthologous GeneIDs in Papilio xuthus  and B. mori

BAC code Chr Transcriptome ID scaffold
GeneID:

PxuthusGene
Location Chr

GeneID:

KWMTBOMO
Location (bp)

15C05 Z TRINITY_DN21355_c0_g1_i12 524 0012492 2,665,008..2,692,108 1 00190 6026373..6126632

37G02 Z TRINITY_DN16203_c0_g1_i1 524 0012600 5,080,891..5,088,971 1 00065 1983567..1991877

26C17 Z TRINITY_DN13328_c0_g1_i1 3684 0009501 122,148..130,649 1 00545 16116700..16127502

28D01 Z TRINITY_DN15848_c0_g1_i2 3684 0009504 203,137..222,224 1 00019 511106..545938

27J05 Z TRINITY_DN33948_c0_g1_i1 3684 0009559 1,887,973..2,057,690 1 00614 19129809..19138152

40N06 9 TRINITY_DN19797_c0_g1_i1 4636 0011459 433,238..467,532 9 04937 1984226..2047584

27P12 9 TRINITY_DN14447_c0_g1_i1 3284 0008270 4,788,316..4,790,014 9 05068 7038548..7041535

33H24 9 TRINITY_DN17909_c0_g1_i1 3284 0008208 3,678,674..3,686,109 9 05149 9037428..9043622

37A15 9 TRINITY_DN21221_c0_g1_i1 4636 0011489 1,070,327..1,079,323 9 04881 782876..794891

31O01 9 TRINITY_DN12035_c0_g1_i1 4636 0011521 1,671,492..1,673,398 9 04975 3917868..3920229

39F22 9 TRINITY_DN11011_c0_g1_i1 3284 0008103 1,732,647..1,735,826 9 05280 12650808..12652283

28I22 9 TRINITY_DN19445_c0_g1_i1 3284 0008141 2,387,400..2,390,357 9 05229 11560271..11564281

29J22 14 TRINITY_DN19106_c0_g1_i1 2456 0004351 329,117..336,728 14 08167 334020..339621

27C08 14 TRINITY_DN16660_c0_g1_i1 2456 0004375 1,019,061..1,049,281 14 08369 6948814..6952996

37P11 14 TRINITY_DN20054_c0_g1_i1 2456 0004487 4,082,785..4,086,695 14 08245 2580481..2588853

26P08 14 TRINITY_DN16146_c0_g1_i1 2456 0004499 4,241,747..4,244,713 14 08440 9191382..9195678

15L16 14 TRINITY_DN11613_c0_g1_i1 2456 0004566 5,814,535..5,819,663 14 08545 12618603..12626924

33E13 14 TRINITY_DN19737_c0_g1_i1 2456 0004567 5,835,980..5,837,538 14 08549 12674603..12676140

11D18 17 TRINITY_DN22153_c0_g1_i2 3049 0005833 5,875,663..5,889,975 17 10023 533189..588099

26A07 17 TRINITY_DN20090_c0_g1_i1 3049 0005778 5,028,602..5,035,779 17 10112 2357015..2380005

23G06 17 TRINITY_DN12696_c0_g1_i1 3049 0005590 1,940,989..1,944,638 17 10370 8883405..8885988

35N03 17 TRINITY_DN15295_c0_g1_i1 2452 0004258 8,678,839..8,679,823 17 10591 14887827..14888632

02G01 17 TRINITY_DN15384_c0_g1_i1 2452 0004219 7,949,958..7,950,896 17 10509 13024737..13027506

07D14 18 TRINITY_DN22023_c0_g1_i1 3684 0009707 4,653,382..4,662,581 18 10761 2566411..2579429

23D23 18 TRINITY_DN16075_c0_g1_i1 3684 0009639 3,244,482..3,251,185 18 10848 5355190..5359927

23F16 18 TRINITY_DN19846_c0_g1_i1 2445 0003633 2,339,418..2,364,585 18 11038 10670414..10689604

40L04 18 TRINITY_DN20497_c0_g1_i1 4161 0010389 1,281..2,737 18 11161 15208615..15211682

25M04 18 TRINITY_DN21876_c0_g1_i1 2445 0003574 360,970..364,203 18 11107 13049594..13052475

30I15 18 TRINITY_DN20930_c0_g1_i1 2445 0003554 81,964..86,161 18 11083 12385248..12390846

12F07 20 TRINITY_DN22217_c0_g1_i2 5265 0012797 1,755,059..1,768,357 20 11791 110263..116395

35K04 20 TRINITY_DN21431_c0_g1_i2 5265 0012775 1,184,241..1,207,335 20 11857 2165156..2189882

37E17 20 TRINITY_DN21712_c0_g1_i2 3263 0007958 5,391,071..5,395,876 20 12239 10275951..10287669

35L18 20 TRINITY_DN18984_c0_g1_i1 5265 0012912 3,506,574..3,588,940 20 12166 8636299..8640956

30E11 20 TRINITY_DN20190_c0_g1_i1 5265 0012856 2,541,912..2,545,045 20 12057 6512174..6516599

32K21 20 TRINITY_DN22362_c0_g1_i1 5265 0012746 374,992..382,310 20 11956 4033320..4055916

30K07 24 TRINITY_DN18963_c0_g1_i1 2283 0002831 1,564,381..1,565,283 24 14732 13846478..13847851

11K18 24 TRINITY_DN21374_c2_g1_i1 3377 0008654 1,010,129..1,025,565 24 14530 9646466..9669005

35J24 24 TRINITY_DN22174_c0_g1_i1 2283 0002761 557,068..588,102 24 14825 15853147..15873798

39O21 24 TRINITY_DN14011_c0_g1_i1 2283 0002776 734,989..736,212 24 14774 14898028..14899436

30G20 24 TRINITY_DN21385_c2_g1_i1 2283 0002730 230,003..242,998 24 14868 16737260..16738695

30B05 28 TRINITY_DN22747_c0_g1_i1 5167 0012132 195,821..204,703 28 16166 371406..377097

32C11 28 TRINITY_DN19697_c0_g1_i1 5167 0012158 604,383..611,813 28 16195 1118477..1120706

21D15 28 TRINITY_DN17436_c0_g1_i1 5167 0012173 987,966..991,390 28 16211 1884395..1886383

27E19 28 TRINITY_DN3119_c0_g1_i1 3377 0008696 1,826,550..1,830,211 28 16432 9691338..9695544

18E08 28 TRINITY_DN20501_c0_g1_i1 3077 0005950 1,680,675..1,689,617 28 16261 3220258..3231743

33P10 28 TRINITY_DN20213_c0_g1_i1 3077 0006023 3,528,859..3,620,107 28 16378 7537217..7561545

29E23 28 TRINITY_DN15492_c0_g1_i2 3077 0006039 4,063,454..4,066,870 28 16357 6717554..6722641

30C23 28 TRINITY_DN18660_c0_g1_i1 3077 0006064 4,488,928..4,491,485 28 16454 10385335..10390457

33B22 30 TRINITY_DN20575_c0_g1_i3 1453 0001153 6,582,491..6,584,464 23 14128 18470642..18475309

40N21 30 TRINITY_DN21980_c0_g1_i1 1453 0001098 5,648,993..5,658,441 23 14055 16988713..17002782

36J12 30 TRINITY_DN21234_c0_g1_i1 1453 0001093 5,489,578..5,494,187 23 14041 16522999..16528552

28L16 30 TRINITY_DN20032_c0_g1_i1 1453 0001111 5,909,411..5,917,105 23 14019 16058041..16068078

19C15 30 TRINITY_DN16975_c0_g1_i1 1453 0001021 4,222,740..4,225,603 23 14169 19689420..19694897

31O22 30 TRINITY_DN20592_c0_g1_i1 1453 0001066 4,960,401..5,125,586 23 14238 21175584..21260272

Colias erate Bombyx moriPapilio xuthus (Pxut)
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第 4 節 モンキチョウ第 29 染色体のインバージョン 

 

 同一種内における染色体逆位は、形態や生殖行動に大きな変化をもたらす事例がこれま

で複数報告されている。例えばチョウ目昆虫では、シロオビアゲハ(Papilio polytes)の雌ベイ

ツ型の擬態は、第 25 染色体にある H 遺伝子座の逆位によって制御されている(Nishikawa et 

al., 2015)。ヨーロッパアワノメイガ(Ostrinia nubilalis)のフェロモン型による生殖隔離にも、

染色体逆位が影響している(Kozak et al., 2017)。鳥類のエリマキシギでは、染色体逆位のパタ

ーンによって、形態と生殖行動の戦略が大きく代わる例が報告されている(Küpper et al., 

2016; Lamichhaney et al., 2016)。逆位領域では相同組み換えが抑制されるため、これらの種内

変異は有害でなければ維持され続ける。染色体逆位による変化は、種内での多型に始まり、

最終的に種分化につながると考えられている(Wellemremther and Bernathez, 2018)。 

本研究では、第 1 節のモンキチョウの BAC-FISH マッピングの過程で、第 29 染色体の数

Mb に渡る領域に染色体逆位を検出したので報告する。 

 

 

材料および方法 

 

1. 供試昆虫 

 本節の研究に用いたモンキチョウ(Colias erate)は、2015 年春に川原果樹園(岩手県盛岡市)、

2016 年の初夏と秋ならびに 2017 年春に岩手大学にて雌成虫を採集し、強制採卵法で獲得し

た子供集団を飼育して使用した。2015 年は、白い翅の雌個体(Alba)を、2016 年以降は黄色い

翅の雌個体(orange)を採卵に使用した。食草には、シロツメクサ(Trifolium repens)およびアカ

ツメクサ(T. pratense)を用いた。 

 

2. 染色体標本作製  

第 II 章第 2 節に記載した方法に従い、染色体標本を作製した。 

 

3. ゲノム DNA 抽出、精製ならびにコンペティター作製 

 第 II 章第 2 節に記載した方法に従い、ゲノム DNA 抽出、精製ならびにコンペティター作

製を行った。 

 

4. モンキチョウ BAC ライブラリー 

 第Ⅲ章第 1 節で作製したモンキチョウ BAC ライブラリーを使用した。 

 

5. モンキチョウ BAC クローン 

 第 29 染色体に座乗する 5 BAC クローン(37E06, 14L02, 14L15, 16M14 ならびに 34B21)を
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使用した。 

 

6. BAC-DNA の抽出・精製 

 第Ⅴ章第 1 節に記載した方法に従い、目的の BAC クローンからプラスミド DNA を抽出・

精製した。 

 

7. Nick Translation による DNA のダイレクト標識 

第 II 章第 2 節に記載の自作 Nick translation enzyme mix を使用する方法に従って、BAC-

DNA のラベリングを行い、FISH プローブを作製した。 

 

8. FISH (fluorescence in situ hybridization)  

 第 II 章第 2 節に記述した方法に従った。プローブには 37E06, 14L02, 14L15, 16M14 ならび

に 34B21 の BAC-DNA を、Table 5.1 と同様にラベルして用いた。本節では、2015 年 5 月 25

日、2016 年 7 月 8 日、2016 年 11 月 5 日、2017 年 6 月 13 日に作製した染色体標本を 1 枚ず

つ使用した。各染色体標本の情報は Table 5.4 に記載する。 

 

 

結果 

 

 川原果樹園で採集した Alba 個体の子供集団の雄から、2015 年 5 月 25 日に作製した染色

体標本では、Ce Chr29 pachytene bivalent マップされる 14L15 シグナル(yellow)位置が

chromatid 毎に異なる逆位が検出された(Fig. 5.11B)。本研究で得られた第 29 染色体に座乗す

る残り 4 BAC の FISH シグナルは、Fig 5.1 と同様で、逆位領域に含まれていたのは 14L15

のみであった(Fig. 5.11)。FISH マッピングに使用した Ce Chr29 (2016 年 7 月に標本作製)で

は、14L15 のシグナルもその他の 4 プローブシグナルも、それぞれの chromatid の同位置に

マップされた(Fig. 5.1)。岩手大学で採集した orange 個体の F1 集団から、2016 年 7 月 8 日

(雄)、2016 年 11 月 5 日(雌)、2017 年 6 月 13 日(雌)に作製した染色体標本についても同様の

BAC-FISH を行ったが、これらの染色体から逆位領域は見つけられなかった(Fig. 5.12)。 

 

 

考察 

 

 採集時期、雌雄、成虫体色の異なる個体から作製した Ce Chr29 に対して BAC-FISH を行

ったところ 2015 年 5 月に川原果樹園で採集した雄のみにおいて、二価染色体対の一方が逆

位した例を発見した(Fig. 5.11A)。染色体対においてヘテロな形で検出される逆位は、チョウ

目の姉妹系統であるトビケラ目昆虫のヒゲナガカワトビケラでも報告されている (藤本, 
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2019)。現状は、分散動原体型染色体をもつ両者で発見されたとの関連や盛岡という同一地

域での発見の共通性と逆位の維持の関連性については全く不明である。 

モンキチョウの染色体逆位が関連する形質候補に、雌成虫の翅色の多型があげられる。モ

ンキチョウを含むモンキチョウ亜科の昆虫には、雌の翅色に多型が存在し、白いものを Alba、

黄色いものを orange と呼ぶ(Watt et al., 1973)。原因遺伝子は明らかにされていないが、1 遺

伝子座に座乗し、Alba が顕性形質であり、常染色体上でメンデル遺伝に従うことが確認さ

れている(Gerould, 1923; Komai and Ae, 1953)。Alba 多型の表現形質が見られるのは雌のみで

あり、モンキチョウ亜科の特に Colias 属の所属するクレードに Alba 多型をもつ種が多数確

認されている(Limeri and Morehouse, 2016)。Woronik and Wheat (2017)は、モンキチョウと同

族別種の Colias croceus を用いて、Alba 型の雌成虫と orange 型の雌成虫を 21 ずつ、ならび

にそれらの雌親個体(Alba)をまとめて次世代シークエンスを行った。この研究では、SNPs 量

を Alba と orange で比較し、特に第 15 染色体の~3.6 Mb に SNPs が多いことから、周辺領域

の逆位を示唆している。本研究において、第 15 染色体の対応する領域の BAC が獲得でき

ているため、Alba と orange それぞれの雌個体に BAC-FISH を行うことで、視覚的にこの領

域をマッピングできる(Table 5.1)。しかし、染色体標本の作成時期が終齢幼虫であるため、

Alba と orange を判別した標本への FISH はできない。そこで、2017 年 6 月に orange の雌親

から獲得した染色体標本作成用の F1 集団の一部を、無作為に抽出して羽化まで育成し、翅

色ごとに個体数をカウントした結果、雄 : Alba (雌) : orange (雌)が 25:11:9 の比率で発生し

た。したがって、2017 年に作製した染色体標本は Alba 型と orange 型が半々程度となると考

えられた。これまでに、2017 年 6 月に作製した 2 標本に対して、第 15 染色体の~3.6 Mb に

座乗する 14M02、その外側に座乗する 09P05 と 14F14 の 3 BAC クローンを FISH マッピン

グしたが、逆位は確認できていない(data not shown)。シークエンス解析により逆位が示唆さ

れても、物理マッピングで検出できない変異もある(Kost et al., 2016)。しかしながら、検討

する標本数を増やしての検討は必須であり、本研究で確認された第 29 染色体の逆位の検証

と合わせて早急に取り組むつもりである。 

 本節では、モンキチョウで新たに発見された同種内の逆位について報告したが、シーズン

ごとに 1 枚ずつの染色体標本にしか FISH できていない点が問題である。また、本研究で検

出された逆位はヘテロであることから、逆位をホモで持っている個体もいる可能性がある。

本節のテーマはまだまだ萌芽段階であるが、実際の形態や生殖行動との関連を見いだすこ

とができれば、非常に興味深いトピックとなる可能性も秘めている。 
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Figure 5.11 Chromosomal inversion in Colias erate chromosome 29 (Ce Chr29). Gray bars show 

diagram of pachytene chromosome bivalents. Double color dots show BAC-FISH signals. (A) typical 

bivalent chromosome. This picture was also used in Fig. 5.2. (B) inversion detected in one chromatid 

of a Ce Chr29 bivalent. 

 

 

 

 

Figure 5.12 A Ce Chr29 bivalent (Fig. 5.11B) and 2 other Ce Chr29 from independent preparations. 

Date below the bivalents show when chromosome specimens were prepared. 
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Table 5.4 Information of Colias erate individuals used for chromosome preparation to detect the 

inversion in Chr29. 

date*   2015.5.25 2016.7.8 2016.11.5 2017.6.13 

sex  male male female female 

sampling site  
Kawahara 

orchard 
IWATE Univ. IWATE Univ. IWATE Univ. 

Wing color of 

mother 

 Alba orange orange orange 

chromosome  inversion** normal normal normal 

*date of chromosome specimens prepared 

**inversion in one chromatid of a bivalent (see Fig. 5.11) 
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第Ⅵ章 総合考察 

 

ゲノムデータベース情報と FISH マッピング結果から、シロチョウ 3 種の labial は、すべ

てほかの Hox 遺伝子群とは別染色体に転座していることが確認された(Figs. 2.7, 2.8)。チョ

ウ目昆虫には、染色体数がカイコの 2 倍を超える種が、いくつかのクレードで報告されてい

る(Robinson, 1971)。特に、シジミチョウ科には n=100 を超える種が複数存在しており

(Robinson, 1971)、Polyommatus atlanticus は、動物界最多の n=217-223 (de Lesse, 1970)および

n=224-226 の個体が報告されている(Lukhtanov, 2015)。これらのゲノムサイズがカイコと同

程度と仮定すると、labial が他の Hox 遺伝子群と異なる染色体に座乗している可能性が高

い。今後の研究で、シロチョウ科以外の種で labial の転移リアレンジメントを確認すること

ができれば、チョウ目昆虫の Hox 遺伝子群の配置は、空間共線性を維持していない可能性

が高まる。最も実験が行いやすいカイコにおいて、二重鎖切断により実験的に labial 座上部

位を他の Hox 遺伝子群が座乗する第 6 染色体から分断させた個体の胚発生を観察すること

で、空間共線性の喪失の有無を証明できる可能性もある。キイロショウジョウバエでは、Hox

遺伝子群は同一染色体上で ANT-C と BX-C の 2 つのクラスターに分かれている(Duncan et 

al., 1987; Kaufman et al., 1990)。これら 2 つの Hox 遺伝子クラスターは、細胞内で局所的に

集まって予定された体節以外での発現を抑制する (Lanzuolo et al., 2007, Bantignies et al., 

2011)。オオモンシロチョウのように Hox 遺伝子が別染色体に座乗する場合でも、同様の発

現抑制機構が存在するのか非常に興味深い。 

 第Ⅱ章第 3 節の研究では、オオモンシロチョウ BAC-FISH マッピングの再評価と対応付

けを行った(Figs. 2.9, 2.10, Tables 2.36, 2.37)。その結果、これらシロチョウに共通する染色体

構造は、シロチョウ科が他のアゲハチョウ上科と分化した後に、大規模な染色体リアレンジ

メントのイベントを経て成立したものと考えられる。オオモンシロチョウの染色体数は

n=15 であり、n=25 程度の種で構成されるシロチョウ族(Pierini)においては異端であること

から、同族別種間の染色体比較を議論する上でオオモンシロチョウのデータは重要である。

本研究では、エゾスジグロシロチョウのゲノムデータを、マッピング結果を再評価したオオ

モンシロチョウにマップすることで、2 種間の網羅的な比較を試みた。第Ⅱ章第 4 節の研究

における 73 BAC クローンの FISH マッピングと比較解析により、Pieris 属 3 種がカイコと

大きく異なる染色体構造を共通して持っていることが確認された(Figs. 2.10, 2.11, Tables 2.41, 

2.42)。これらの結果を最新の分子系統解析(Okamura et al., 2019)を参考にして考察すると、

オオモンシロチョウ n=15 の染色体は、Pieris 属の共通祖先のもつ n=25 の単純な染色体の融

合により生じたと推測される。ヤママユガ科のエリサン(Samia cynthia)の染色体 n=14 は、カ

イコの染色体数 n=28 から大きく染色体数が減少しているが、全て単純な染色体の切断と融

合により説明できる(Yoshido et al., 2011a; b)。オオモンシロチョウとエゾスジグロシロチョ

ウの染色体の対応関係は、カイコとエリサンの関係に近いといえる。したがって、Pieris 属
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3 種の属するクレードは、大きな染色体の再構成イベントを経た後に、共通祖先において染

色体融合が 10 組生じた結果、オオモンシロチョウの n=15 が形成されたと推測できる。 

染色体の大規模な再構成が、シロチョウに与えた変化の関連性を調査することは興味深

い。シロチョウ科における蛹形態は、シロチョウ亜科(Pierini)の種では、腹側の平らな部分

が大きく、頭部に棘のような突起があり、胸部の背側に顕著な隆起が認められるのに対して、

それ以外の種では、なめらかで腹側が細く、頭部も先細い鋭い形である (Braby et al., 2006)。

食草について、シロチョウ亜科の種はアブラナ科を利用するが、それ以外の種は、マメ科植

物を利用する (Wheat et al., 2007)。すなわち、アブラナ科の生体防御機構であるミロシナー

ゼ-グルコシノレートシステムをシロチョウ亜科の種は克服している。こうしたシロチョウ

亜科の種の特異性に関わる遺伝子について解明が進めば、大規模な染色体リアレンジメン

トとの関連性の理解につながる。シロチョウ科の種は、細胞のアポトーシスを誘導する

Pierisin というタンパク質を産生する (Matsumoto et al., 2008)。Pierisin タンパク質は、染色

体の 1 カ所に集中して座乗する pierisin 遺伝子のパラログによって転写翻訳され、寄生蜂に

対する生体防御の働きを持つことが示唆されている(Shen et al., 2016)。pierisin はシロチョウ

族で突然現れた遺伝子であり、大規模な染色体リアレンジメントに合わせた配列情報の変

化が、その誘発に関わった可能性も捨てきれない。 

第Ⅲ章では、モンキチョウ亜科で初となる BAC ライブラリーの構築を行った。第Ⅲ章と

第Ⅳ章を通じて、次世代シークエンスにより獲得した配列データを BAC のスクリーニング

に利用し、最終的に 187 BACs のスクリーニングに成功した(Table 3.20, 4.3)。特に第Ⅳ章で

は、カイコ単一遺伝子オルソログの選抜に自作のアプリケーションツールを開発して取り

組んだ(Ohno et al., 2020b)。本ツールは、トランスクリプトームデータをクエリーとして、カ

イコ単一遺伝子オルソログを選抜する。ゆえに、カイコを基準にした染色体研究、特にチョ

ウ目昆虫ならびにトビケラ目昆虫の染色体比較研究を進める上で活躍が期待される。近年

はゲノムシークエンス技術の進歩がめざましく、比較的安価にゲノムの解読もできるよう

になってきている。今後は、BAC-FISH マッピングについても、次世代シークエンサーを利

用した効率化が重要となる。本研究のトランスクリプトームデータの BAC スクリーニング

への活用は、その答えの 1 つである。FISH マッピングは、次世代シークエンスにより得ら

れた scaffold をさらに連結できる(Session et al., 2016)。長い配列データの scaffolding 手法で

ある Chicago and HiRise methods (Putnam et al., 2016)よりも確実であり、分子連関地図を利用

する方法(The Heliconius genome consortium, 2012; Ahola et al., 2014)のように系統を安定飼育

する必要も無い。したがって、バックグラウンド統一のための兄妹交配による子孫の取得や

そもそも飼育が困難な生物への活用が期待される。  

第Ⅴ章のモンキチョウ BAC-FISH マッピングの結果より、モンキチョウは Pieris 属 3 種

の染色体とオルソログ配置が大きく異なっていた一方で、カイコとの間で染色体の網羅的

な対応関係が確認された(Fig. 5.1, Tables 5.1, 5.2)。マッピングしたモンキチョウ 166 BAC プ

ローブは、カイコとの間で染色体間の転座が検出されなかったことから、モンキチョウ染色
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体は、カイコ型染色体タイプのなかでもカイコとの間に高い染色体コリニアリティーを持

つと言える。モンキチョウ labial は、Hox 遺伝子の abdA と同じ第 6 染色体に座乗した (Fig. 

5.1)ので、Pieris 属の種における labial の発現ならびに機能と比較することで、さらに labial

のリアレンジメント転移の影響の有無を知ることができるかもしれない。モンキチョウ亜

科では、キタキチョウ(Eurema mandarina)で kettin cDNA fragments と雌 gDNA をプローブに

した FISH により、Z ならびに W 染色体の識別は行われているが(Kageyama et al., 2017)、

BAC-FISH を行った例、全染色体が同定された例は本研究が初となる。 

シロチョウ科が含まれるアゲハチョウ上科では、アゲハチョウ科が最も祖先的なクレー

ドとされている(Li et al., 2015; Cong et al., 2016)。カイコとの遺伝子配置が逆転もしくは逆転

が予測されるモンキチョウ染色体は 10 本認められた(Fig. 5.1)。このうち、逆転のあった 9

染色体のうち、5 染色体はモンキチョウとナミアゲハとの間にシンテニーが示唆された(Fig. 

5.5)。つまり、この 5 染色体は、カイコとナミアゲハの共通祖先種において、逆位が生じた

と考えらえる。一方で、カイコとナミアゲハの間でシンテニーが示唆されたのは第 14 染色

体のみであった。したがって、モンキチョウが特に染色体の逆転が多いわけではなく、カイ

コが祖先的なチョウ目の染色体構造を持つと仮定すると、アゲハチョウ上科に分化した時

点でカイコとの染色体の逆転が複数生じ、変異が累積してきたものと考えられる。3 染色体

については、カイコとナミアゲハ、ナミアゲハとモンキチョウのいずれにもオルソログ配置

の逆転が認められた(Fig. 5.5)。そのうち Ce Chr9 について、本解析結果より染色体進化を最

節約的に推測することができた(Figs. 5.9, 5.10)。このように、近年のゲノム情報とマッピン

グ結果の拡充により、染色体進化の過程がより高解像度で推測できるようになってきた。将

来的に、例えばシロチョウ科で、各クレードの染色体進化の遍歴をまとめて図示することが

できれば、表現形質をはじめとした他の研究結果との対応付けによる議論ができるだろう。 

本研究成果より、モンキチョウではカイコと染色体の対応関係があり、Pieris 属 3 種はこ

れら Pieris 属のみで共通した染色体の対応関係を保っていることが確認された(Figs. 2.9, 

2.10, 2.11, 5.1, Tables 2.41, 2.42, 5.1, 5.2)。シロチョウ科の分子系統樹は、Braby et al. (2006)で

始めて体系化され、Wahlberg et al. (2014)で改訂された(略図を Fig. 5.4 に記載)。本研究結果

と分子系統樹を照らし合わせると、少なくともモンキチョウ亜科とシロチョウ亜科が分化

するまでは、シロチョウ科でもカイコとの染色体の対応関係は維持されていたと考えられ

る。したがって、Pieris 属の染色体の大規模な構成変化は、シロチョウ亜科(Pierinae）の分

岐、シロチョウ族(Pierini)の分岐、シロチョウ亜族(Pierina) +ミヤマシロチョウ亜族(Aporiina)

とトガリシロチョウ亜族(Appiadina)の分岐、シロチョウ亜族とミヤマシロチョウ亜族の分岐

のいずれかに対応して生じた可能性がある(Fig. 5.4, arrowheads)。なお、シロチョウ科のコバ

ネシロチョウ亜科に属する Leptidea 属は、同種内ですら多様な染色体数をもち、性染色体構

成も種によって大きく異なる(Lukhtanov et al., 2011, Šíchová et al., 2015; 2016)。Pieris 属の種

と Leptidea 属種の染色体構成を明らかにできればさらなる推定が可能となるだろう。シロ

チョウ亜族 3 種では、カイコタイプとは異なる染色体構成が維持されている(Pieris タイプ
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染色体)ので、今後、最も近縁なミヤマシロチョウのゲノム解析や FISH など物理マッピング

解析が望まれる。日本国内で入手の可能性のある種としては、ミヤマシロチョウ(Aporia 

hippia)、エゾシロチョウ(A. crataegi)、ウスムラサキシロチョウ(Cepora nandina)、タイワンス

ジグロチョウ(C. nerissa)もしくはマダラシロチョウ(Prioneris thestylis)が挙げられる。エゾシ

ロチョウでの染色体標本作製は非常に困難(私信)であることから、FISH マッピングには残

り 4 種を対象とするのが妥当かもしれない。 

さらなる展開としては、シロチョウ亜科全てのクレードについて、染色体の対応関係を検

証することが求められるだろう。全てのクレードの網羅的な染色体マッピングを行うには、

多大な労力が必要となる。そこで、モンキチョウ亜科では隣接しているが、Pieris 属では隣

接していないオルソログの配置について検証することで、染色体構成の推定の可能性を探

った。本研究結果より、隣接して座乗するモンキチョウ BAC の 25N11 と 18B19 の内部配列

に含まれる遺伝子のオルソログは、ワタリオオキチョウでは同一の scaffold に座乗する一方

で、Pieris 属 2 種では別の染色体ならびに scaffold に座乗していた(Table 5.2)。推定法の 1 つ

として、ワタリオオキチョウ(Cong et al., 2016)に匹敵する程度のクオリティの次世代シーク

エンスならびにアセンブリーを各クレードの代表種で行い、上記のようなワタリオオキチ

ョウでは隣接するが、Pieris 属では別染色体に座上する領域を比較検討し、カイコタイプも

しくは Pieris タイプのいずれのタイプの染色体構成を持つか判定する方法が考えられる。さ

らに簡易的な方法としては、ワタリオオキチョウでは数 kb 程度の距離に座乗するがエゾス

ジグロシロチョウでは別染色体に座乗する 2 遺伝子を検索し、遺伝子間領域をまたぐ DOP

を設計して、PCR により染色体構成を推測する方法も考えられる。一例として、ワタリオオ

キチョウの遺伝子である pse363.7 と pse363.8 は約 6.4 kb の距離に隣接して座乗しているこ

とを確認しており、これらはエゾスジグロシロチョウでは別々の染色体(PnChr4 と PnChr13)

に分かれて座乗することがわかっている。このような場所をターゲットに実験を進めるこ

とも可能かもしれない。 

逆位はヘテロな 2 価染色体対間での乗り換えを抑制するので、変異が蓄積し、種内での多

型を誘発することで最終的に種分化につながる可能性があると考えられる(Wellenreuther 

and Bernatchez, 2018)。体色の違うナナフシ目昆虫の一種(Timema cristinae)のモルフならびに

形態や生息域の違うアフリカのセイヨウミツバチの亜種間でも、染色体の逆位が疑われる

領域が見つかっている(Lindtke et al., 2017; Wallberg et al., 2017)。植物のセイタカミゾホオズ

キ(Mimulus guttatus)はアメリカの東海岸に広く分布しているが、一カ所の大きな染色体の逆

位によって一年性か多年性かが変化し、それぞれの土地に適応的な特徴となっている

(Lowry and Willis, 2010; Oneal et al., 2014; Twyford and Friedman, 2015)。また動物では、同種

内の変異ではあるが、エリマキシギのモルフは 1 カ所の染色体逆位に制御され、染色体の構

造の違いで形態や行動が変わる(Küpper et al., 2016; Lamichhaney et al., 2016)。モンキチョウ

の染色体マッピングを進める中で、2015 年 5 月に川原果樹園で採集した雌の F1 個体から、

第 29 染色体において、二価染色体対の一方が数 Mb に渡り逆位した例を発見した (Fig. 5.11)。
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一方で、岩手大学で 2016 年と 2017 年に採集した雌の F1 個体では逆位は確認できていない

(Fig. 5.11, 5.12)。果樹園という環境から、この逆位が殺虫剤抵抗性に関わる可能性などもあ

る。一方で、モンキチョウには、雌成虫にのみ Alba と orange の成虫体色多型が存在する

(Watt et al., 1973)。モンキチョウと同属別種の Colias croceus について、第 15 染色体の~3.6 

Mb が多型間の SNP が特に多いことより、Alba と orange 多型間でこの領域の逆位が示唆さ

れている(Woronik and Wheat, 2017)。シロオビアゲハのベイツ型擬態(Nishikawa et al., 2015)で

は、doublesex (dsx)を含む~130 kb の常染色体逆位が擬態を制御していることが示されている

ことからも、逆位が翅色に影響するシナリオは蓋然性が高いように思える。しかし本研究で

は、未だ第 15 染色体では逆位が確認できていない。サンプル数が絶対的に足りないためま

だ明確なことはいえないが、この領域には FISH で確認できるような逆位はないかもしれな

い。さらに、Woronik and Wheat (2017)の研究では第 29 染色体(カイコ第 11 染色体に対応)に

は SNP が 1 つもなかった。これらの逆位ならびに逆位が示唆される領域について、本研究

はまだ萌芽段階であるため、今後のサンプル数を増やした解析結果に期待が持たれる。 

本研究では、シロチョウ科昆虫の BAC-FISH マッピングと染色体比較研究によって、シ

ロチョウ科の種における染色体進化の一端を明らかにすることができた。モンキチョウな

らびに Pieris 属の染色体構成が明確に異なると明らかになったことにより、詳細な解明を進

めるうえでのシロチョウ亜科のターゲットやその手法の理論基盤が整った。特に、本研究で

開発したカイコの単一オルソログを選抜するツールである BmTOP は、チョウ目昆虫の物理

マッピングによる染色体進化研究の大きな戦力なることが期待される。 
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第Ⅶ章 摘要 

 

 真核生物の二本鎖 DNA は、高次構造を形成して染色体とよばれる構成単位をとる。染色

体の構造は、動原体の局在する集中動原体型と散在する分散動原体型の 2 種類に大別でき

る。チョウ目昆虫は、分散動原体型染色体をもつ生物の中で最も種数が多いグループで、南

極大陸を除いた全世界に分布している。分散動原体型染色体の特徴として、体細胞分裂中期

に一次狭窄がなく丸く凝集した形態をもつことから、長い間核型分析が困難であった。 

 21 世紀に入ってから、カイコ(Bombyx mori)の BAC (bacterial artificial chromosome)-FISH 

(fluorescence in situ hybridization)法による染色体マッピングを皮切りに、チョウ目昆虫の染

色体研究は飛躍的な成果をあげてきた。モデルチョウ目昆虫のカイコとのオルソログ配置

の比較は、1) BAC-FISH、2) fosmid-FISH、3)分子連関解析もしくは 4)ゲノムの染色体レベル

の次世代シークエンス解析の各手法により行われている。それらの結果から、染色体の対応

関係と遺伝子配置の保存性は、チョウ目昆虫全体に及ぶことが強く示唆された。つまり、チ

ョウ目昆虫の多くは、種分化に大きな染色体変異を伴わないと考えられる。一方、シロチョ

ウ科 Pieris 属の種では、カイコと大きく異なる染色体構成をもつ例外が最近確認された。本

研究は、こうした例外で生じた染色体進化について調査するため、シロチョウ科複数種の染

色体マッピングと比較解析を行った。また、Hox 遺伝子群の座乗位置などの解析を行い、染

色体リアレンジメントと Pieris 属の種における進化の関連性を議論した。 

 本研究の第Ⅱ章では、Pieris 属の種に生じた遺伝子配置の大規模な変化による影響が、胚

発生に生じたか否かを調べる基盤形成のために、染色体上の遺伝子配置に意義があるとさ

れる Hox 遺伝子群について解析を行った。カイコ labial 遺伝子は、他の Hox 遺伝子群と同

一染色体に座乗するものの、他の Hox 遺伝子群とは約 10 Mb の距離があることから、Pieris

属では labial が転座している可能性がある。しかし、その発現はシロチョウ科の種でもモデ

ルチョウ目昆虫のカイコですらも解析されていなかった。そこで、WISH (whole-mount in situ 

hybridization)を用いたカイコ胚発生における labial の発現解析を行い、チョウ目昆虫で初め

て labial の発現時期と発現位置を明らかにした。カイコでの labial mRNA の発現は、少なく

とも胚発生 Stage16～20 において他の昆虫と同様、間挿節特異的な発現が検出された。これ

により、チョウ目昆虫の labial が胚発生時の Hox 遺伝子としての発現を維持していると考

えられた。さらに、オオモンシロチョウ(Pieris brassicae) Hox 遺伝子の labial, proboscipedia, 

abdominal-A を内部配列に含む BAC を選抜、BAC-FISH マッピングすることで、labial がオ

オモンシロチョウでは、他の Hox 遺伝子群と別染色体に座乗することを特定した。したが

って、Pieris 属では labial が大きな染色体の再構成に合わせて座乗する染色体を転移したが、

機能は維持している可能性が示唆された。また、先行研究のオオモンシロチョウ染色体の

BAC-FISH マッピング結果に一部不正確な部分が見受けられたため、本研究において結果を

再精査し、カイコとの染色体比較を行った。その結果、カイコ遺伝子オルソログを含む 81 
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BAC-DNA プローブをオオモンシロチョウ染色体にマッピングできた。さらに、オオモンシ

ロチョウにマップされたBACが持つ遺伝子とエゾスジグロシロチョウ(Pieris napi)とモンシ

ロチョウ(P. rapae)オルソログの遺伝子座乗に関してそれぞれのゲノム情報をもとに比較を

行った。その結果、Pieris 属 3 種間では、染色体の対応関係ならびに遺伝子配置の保存性が

あると判断された。 

 シロチョウ科は、4 つの亜科に分類され、Pieris 属はシロチョウ亜科に属する。シロチョ

ウ亜科の姉妹系統であるモンキチョウ亜科は、進化的なチョウ目昆虫の典型染色体数であ

る n=31 前後の染色体数を持つことから、カイコとの染色体の対応関係が疑われた。そこで

モンキチョウ亜科の普通種であるモンキチョウ(Colias erate)を染色体比較研究の対象とし

て、BAC-FISH マッピング研究に必要な基盤構築を行った。高分子核 DNA をモンキチョウ

雄蛹 3 個体より抽出し、モンキチョウの BAC ライブラリーを、切り出したゲノム断片のサ

イズ別に 2 種類作製した。これらゲノム DNA 断片を用いて、平均インサート長が 75.4 kb

と 90.3 kb の BAC ライブラリーを構築した。それぞれのライブラリーは、8,832 ならびに

6,528 BAC クローンから成る。次に、雌雄 1 個体ずつの蛹より抽出した Total RNA を用いた

RNA-seq によるトランスクリプトーム情報を獲得した。任意のカイコ遺伝子をクエリーに

して tblastx 検索を行うことで遺伝子オルソログを特定した。この配列情報に基づき、Single 

tagged sequence (STS) primer を 117 ペア作製し、モンキチョウ BAC ライブラリーの PCR ス

クリーニングにより 77 BAC クローンを獲得した。さらに、より効率的に BAC スクリーニ

ングに適したカイコ単一遺伝子オルソログを特定するアプリケーションツール (Bombyx 

mori Tool for Orthologs Picking: BmTOP) を新規に開発した。BmTOP により、カイコ単一遺

伝子のオルソログとしてモンキチョウ 1,978 contigs を特定した。この情報に基づき STS 

primer を新たに 160 ペア作製し、モンキチョウ BAC ライブラリーの PCR スクリーニングに

より 110 BAC クローンを追加獲得した。 

 本研究で特定されたカイコ遺伝子オルソログを内部配列に含む合計 187 BAC-DNA をプ

ローブに、モンキチョウ染色体に FISH マッピングした。単一領域にダブルドットシグナル

が得られた 166 BAC-DNA プローブのマッピング結果より、モンキチョウとカイコとの染色

体コリニアリティーが明らかとなった。つまり、モンキチョウのオルソログ配置は、Pieris

属の種とは異なることが示された。モンキチョウ染色体へのカイコオルソログマッピング

結果より、カイコと染色体の逆転が 9 染色体で確認されるとともに 1 染色体で示唆された。

前者の 9 染色体にコリニアリティーをもつアゲハチョウ上科のナミアゲハ(Papilio xuthus)染

色体のゲノムデータを加味して、3 者のオルソログ配置の比較解析を行った。その結果、5

染色体ついて、モンキチョウとナミアゲハとの対応染色体間にシンテニーが示唆された。カ

イコとナミアゲハで配置の逆転がある第 9 染色体は、カイコとナミアゲハの共通祖先で 1

回、ナミアゲハとモンキチョウの共通祖先で 2 回の逆位による、段階的な染色体進化が生じ

た可能性が示唆された。なお、2015 年 5 月に作製した染色体標本特異的に、モンキチョウ

第 29 染色体に同種内での染色体逆位が観察された。 
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これらの研究成果より、Pieris 属ではカイコと大きく異なる染色体構成を共有しており、

その起源はシロチョウ亜科内のいずれかの分岐群で生じたことが確実となった。染色体進

化と種分化の関係を明確にするために、今後の展開として、シロチョウ亜科全てのクレード

について、染色体の対応関係を検証することが求められる。 
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