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Summary 

1.緒 自

家蚕は絹を生産するための家畜昆虫としてわが国

の近代以後の経済発展を支えてきた。この間，生産

の安定と向上をもたらすこととなった雑種強勢を利

用した一代雑種導入の検討聞を他の農作物に先駆

けて行うなど，育種を目的とした研究が数多く行わ

れた。さらに，家蚕では黄血遺伝子によるメンデル

遺伝の再発見85)を行うといった遺伝的研究が進み，

多数の遺伝子突然変異系統が育成され，実験動物と

しての地位も確立された。また，個体サイズは適当

な大きさであり昆虫ホルモンの解析10)など生理化

学的研究や，染色体の同定26)など細胞遺伝学的研究

も進展した。絹の構成タンパク質であるフィフ。ロイ

ンの遺伝子同定・構造解析71)など，近年のバイオテ

クノロジーの発展にも寄与してきた。

植物の倍数体は細胞サイズが大型化することによ

り，果実や種子ならびに個体全体の大型化を引き起

こすことから，多くの作物における育種方法の一つ

に挙げられている。また，誘起法も簡単なことから

染色体の倍増と形態学的ならびに生理学的な変化に

ついての研究が広く行われてきた。一方，動物にお
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いては人為的な誘起法の開発はカエ/レ51)，サンショ

ウウオ九イモリ 8)およびコイ 54)などと少なし大量

の倍数体誘起は非常に困難でトあった。これらの動物

倍数体では，染色体の分離異常などのために継代飼

育も困難でbあることから，ごく限られた研究しか行

われていない。

しかしながら家蚕は様々な物理的，化学的刺
激3山，11日1，1同6，25，44，5叩 7，7凡7

びに 8倍体が誘起可能で，倍数体研究に最も適した

昆虫であり，最も研究された動物種である。特に，

滝沢・玉沢73)による低温処理法は産下卵への 1回の

処理によって約 1: 1の雌雄 4倍体を大量に誘起で

きることから倍数体の性状を調査するのに最も適し

た方法である。

家蚕卵に対する低温処理においては，倍数体だけ

でなくモザイク個体が同時に誘起可能である 7九卵

色突然変異を用いてモザイクの由来細胞が雄核，雌

核ならびに受精核のいずれであるかを判別するとと

もに，それぞれの倍数性を細胞遺伝学的に調査した

一連の研究から KAWAMURA仏 45)は， t昆数体におい

て細胞の倍数性と性染色体の不均衡が与える個体へ

の悪影響を指摘している。また， AST AUROV4
)は単

為発生により誘起した倍数体や非還元型単為発生 2

倍体個体の性状調査から，倍数性の研究は発展性に

富んでおり正常な発生のみならずガン化した細胞に

見られる異常発生の調査にも有効となることを言及

している。

本研究においては，家蚕倍数体について性染色体

構成の違いにより号|き起こされる形態的ならびに細

胞遺伝的変化を調査した。第III章では次世代の性染

色体の分離からみた配偶子形成と性染色体の対合を

調査するとともに限性品種を用いた細胞学的観察に

より性染色体対合における選択性を検討した。第W

章では性染色体構成の異なる 2種類の 3倍体を用い

てW 染色体上に卵サイズを決定する遺伝子の存在

を明らかにするとともに，その遺伝子発現機構の一

端を示した。第V章においては，卵サイズ決定遺伝

子に続いて第 2の数量因子を Z染色体土に発見し，

両者の関係について調査した。第VI章では 4倍体の

継代飼育を妨げる最大要因である 4倍体雄の不妊性

に関する検討を行い，妊性の獲得に成功した。この

4倍体雄と 4倍体雌の交配によって得た F14倍体の

性状を性染色体構成ごとに調査し，数量遺伝子の発

現に関する確証を得た。これらの実験結果をもとに

第四章において，家蚕倍数体を用いた性染色体構成

と倍数体蚕の諸性状について総合的な考察を行っ

ナこ。

11.研究史

家蚕の性決定様式は雄が ZZ，雌がzwの雌ヘテ

ロ型であることは， d油遺伝子 (od)を用いた交配

実験より明らかにされた7九さらに田中77)は，雄の

頻度が雌に比べて非常に低い系統において，性染色

体の不分離が起こることにより次代に zo型雄が出

現する可能性を予測し， W 染色体が存在しない場合

にも雄が生ずることを指摘した。以来，性決定を支

配している遺伝子の遺伝学的解析には性染色体の突

然変異系統が着目され，自然突然変異として発見さ

れた W 染色体への染色体転座系統(限性系統)79)の

利用により， W染色体上に雌を決定する遺伝子

(Fem)の存在が明らかにされた。その後，放射線

を利用した人為的限性系統作出と染色体切断により

FemはW 染色体の前端部に位置することが明らか

にされた81，82)が，雌遺伝子の発現に関する詳細な研

究はなされていなし〉。ごく最近発見された間性蚕18)

を用いた遺伝的ならびに雌決定遺伝子解析が期待さ

れる。

家蚕倍数体は田中・川口78)の遠心処理法よって最

初に誘起された後，次々に誘起方法が提案された。

橋本11)により高温処理法が確立された他，コルヒチ

ン処理lヘ低温接触IU7)，温湯処理3)ならびに炭酸ガ

ス処理84)等の方法が開発された。これらの方法で誘

起された倍数体はいずれも非還元型雌であったが，

4倍体雌と 2倍体雄の次代 3倍体の性比より， W 染

色体はその数によるものではなく， W 染色体の存在

そのものが雌を決定することが推測され1九田島80)

によって誘起された限性系統の倍数体が全て雌であ

ることで実証された。また，4{倍音体雌の配偶子形成に

おける性染色体対合については 2つの説が提日唱目さ

れl山ヘ激しい議論が交わされた 12ト一14ム4，2叫 2訂7，31，6

のの適当なマ一カ一遺伝子が用いられなかつたこと

とじ，誘起した倍数体の性染色体構成を確実に判別す

る方法が確立されていなかつたことから未解決のま

ま残された。しかし近年， KA W AMURA 46)により，

この議論の解決に必須である倍数体の性染色体構成

判別法が開発され，解決への糸口が見出された。

遠心処理，高温処理，コルヒチン処理，低温接触，

温湯処理ならびに炭酸ガス処理などによる方法で得
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られた家蚕倍数体は， 3倍体のなかに一部 4倍体が

存在するが，この 4倍体は雌個体のみであり， 4倍体

雄は 6倍体雌の誘起により 2倍体雄との次代蚕とし

て初めて獲得された28-30)。その後， ASTAUROV3)は

温湯処理した個体の中に 6倍体と 3倍体の混数体雌

を発見し， 2倍体雄との交配で 4倍体雄を得た。こう

して，得られた 4倍体雄を含めた家蚕倍数体の特徴

について形態学的，遺伝学的および細胞学的研究が

進められ，倍数体細胞が大型であるにも関わらず 1

個体の大きさは 2倍体と相違のないことが示され

た。その他の特徴としては 3倍体雄の不妊性と雌の

不正形卵産生が認められ， 3倍性の判定と確認にこ

れらの特徴が用いられてきた。 4倍体の特徴として

雌は正常な妊性を有する大型卵を産下することと，

雄のみが極度に妊性が低いことが明らかにされ

た問。しかし， 4倍体の効果的な誘起法が開発されて

いなかったことに加え，繭質の飛躍的な向上が認め

られないこと捌から経済的価値が失わたため，家蚕

倍数体研究は衰退の兆しが見られるようになった。

家蚕4倍体が効率的に誘起可能である方法とし

て，低温処理法73)が，広く知られるようになったの

は，誘起法の詳細を記載した KAW AMURA 43)の研究

以降であった。低温処理では， 6倍体と 8倍体の作出

も可能であり，この方法を利用して細胞遺伝学的な

研究が進展した叫。特に， 4倍体雌雄染色体の対合行

動は電子顕微鏡により詳細に観察された凪6九また，

4倍体と 6倍体精母細胞第一分裂の観察からは，染

色体の特異的異常分裂が認められている 48)。形態学

的見地からは， 4倍体成虫の複眼や卵殻網目状構造

の大型化が確認されている向。

家蚕の性は W染色体が 1本以上存在することに

より雌が決定されることから，性染色体構成を考慮、

した細胞遺伝学的研究が必要でドある。しかしながら，

これまでに行なわれたのは， KA W AMURA 46)の研究

のみに限られていることから，倍数体雌の形態的特

徴についての再検討が必要である。また，不妊であ

る4倍体雄の妊性獲得方法の確立と不妊性の要因追

求は，動物倍数体の幅広い研究に欠かせないもので

あると思われる。さらに，昆虫の精子形成の解析に

とっても重要である倍数体蚕の精子形成の研究は，

形態的異常に関する KATSUNO and TAMAZ 

AWA22
)の研究と 3倍体雄にごくわずか妊性のある

ケースを認めた虞}1117
)の報告があるだけで依然不

明の点が多く残されている。

III.家蚕4倍体雌における性染色体対合の選択性

A.次世代3倍体蚕を用いた配偶子形成の解析

a.序論

家蚕の性は W 染色体上に座位する雌決定遺伝子

(Fem)により決定され， W染色体が 1本でも存在

する個体は雌となる肌問。人為的に誘起した家蚕 4

倍体には性染色体構成がZWWW，ZZWWおよび

ZZZWという 3種類の雌の存在が考えられるが，現

在までに作出されているわは ZZWWとZZZWの

性染色体を有する個体である。 ZZWW雌 4倍体蚕

に2倍体の雄を交配して 3倍体蚕を作出し，雌雄の

分離比から配偶子に関する検討がなされた。その結

果， 4倍体雌の配偶子は ZZ，ZWならびに WWが形

成される 25) とする説と， Z， ZWおよびZWWが形

成されるとする 11，80)2つの説が提出された。

本実験では，低温処理によって誘起した 4倍体雌

に様々な伴性劣性遺伝子を有する 2倍体雄を交配し

て得られた 3倍体の表現形質と性の分離より， 4倍

体雌において形成される配偶子の性染色体構成を明

らかにすることを目的とした。

b.材料と方法

1) 4倍体の誘起:re9 (黒縞，赤卵 :ρS/〆，re/ re) 

の雌に Tw1(姫蚕，第 2白卵 :ρ/p，w-2/w-2) 

の雄を 260C下にて 4~6 時間交配し，暗所で産卵台

紙上に産卵させた。産卵台紙は 30分間毎に交換し

て， 1枚の産卵台紙への産卵時間を 30分以内に制限

した。産卵の終了から 2時間後(何9卵H齢 120分から 1日50

分)の F
1卵を l叩OOCの低温で 2μ4時間処理した75，7川刈7刊問6叫)

その後， -10
o
Cの冷凍庫から取り出し， 26

0

C下で 20

時開催青させた後，即時浸酸処理を施し休眠を打破

した。再び 26
0

Cにて約 2日開催青を続け，策液膜細

胞が着色した時点で卵色が黒で祭液膜細胞核が大型

の卵を 4倍体 (rw4n) として選抜した4九

2) 3倍体の誘起:低温処理によって誘起した

rw4n雌にいづれも伴性劣性遺伝子を持つ sd(伴性

赤蟻・ d油，姫蚕 :5ch Od/5Ch od，ρ/ρ)， 006 (d 

油，姫蚕 :od/od，ρ/ρ)， No(伴性油，姫蚕・黄血:

05/05，ρY/ρY)および Eq(長節，姫蚕，赤卵，か

すり e/e，ρ/ρ， re/re， q/q)の4系統の雄を交配

して得られた 3倍体を各々RWs3n，RWod3n， 

RWN03nならびに RWeq3nとした。

3)倍数性の確認:rw4n雌に伴性劣性遺伝子を

持つ 4系統の 2倍体雄を交配して得た個体の 3倍性
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は，第一精母細胞の染色体数 (3n=84)で確認した。

すなわち， RWs3n， RWod3n， RWNo3nならびに

RWeq3nの各 6蛾区の総てについて，無作為に抽出

した 5 齢 48~72 時間の精巣をカ Jレノア液 (MA; メ

タノール 3:酢酸 1)で固定し， TAKAGf2
)の方法に

従って染色体標本を作製した。

4)伴性劣性形質個体の判別と雌雄鑑別:RWs3n 

では KAW AMURA 46) Vこ従って伴性赤蟻形質を鮮化

直前に区別し， RWod3nでは鮮化後3日目に d池形

質個体を判別した。 RWNo3nならびに RWeq3nで

は， 5齢 24時間に伴性油ならびに長節個体を判別し

た。また，雌雄鑑別はいずれの蛾区についても 5齢

起蚕で行った。

C.結果

4倍体と 2倍体の交配によって得られた個体の第

一精母細胞の染色体には l価染色体 (unival巴nt)，2 

価染色体 (bivalent)ならびに 3価染色体(trivalent) 

の混在が観察された(図 1)。これらの対合染色体を

それぞれ 1本， 2本，および3本として換算した 1細

胞あたりの染色体数は 84であった。家蚕の染色体数

はn=28であることから，これら供試個体の倍数牲

が3倍性であると確認された。

4種類の 3倍体について，その表現形質の分離を

調査した。 RWs3nには伴性赤蟻個体と黒蟻(正常)

個体が存在し，前者は全て雌であったのに対し，後

建議

わ

U 

図 3倍体雄の第 1精母細胞の染色体

Fig. 1 Chromosomes of th巴 primaryspermatocyte 
of a triploid male 
u: univalent， b: bivalent， t: trival巴nt，
Bar: 10μm 

者には雌と雄が混在した。 RWod3nには d油個体と

正常個体が， RWNo3nには伴性油個体と正常個体

が，そして RWeq3nには長節個体と正常個体がそれ

ぞれ分離し，いずれの正常個体にも雌雄が存在した

のに対して， f半性劣性形質個体は全て雌であった。

これらの結果より，伴性劣性形質個体の性染色体構

成は ZWW，正常個体雌が ZZWおよび雄が ZZZで

あると考えられる(図 2)。

4種類の 3倍体それぞれ6蛾区について 5齢にお

ける性染色体別の個体数を調査した結果を表 lに示

した。自然解化できなかった偶体については，卵殻

を剥くことにより人為的に勝化させ飼育した。人為

併化区の 5齢到達率は非常に低く， RWod3n， 

RWNo3nならびに RWeq3nのZWW個体は存在

しなかったが， RWs3nのZWW個体はいずれも人

為鮮化区に現れた。また，いずれの毘においても

ZWWの割合は非常に低く1.31%(RWs3n)， 

1.58% (RWod3n)， 1.64% (RWNo3n)ならびに

1. 32 % (RWeq3n)であった。

d.考察

家蚕 4倍体雌は様々な物理的，化学的な処理に

よって誘起することができ，遠心法ならびに高温処

理法によって誘起した 4倍体雌 (ZZWW)の配偶子

形成についての検討は過去に行われている。即ち，

川口25) は遠心法によって誘起した 4倍体雌

(ZZWW) に2傍体雄を交配して得られた 3倍体の

雌雄分離比が 5: 1になるとして， 4倍体雌の配偶子

はZZ，ZWおよびWWの3穏類が形成されると推

測した。一方，高視処理によって橋本'2)はd油遺伝

z+z+ww x zrec zrec 

(female) (male) 

zrec z+z十 zrecz+w zrec WW  

Normal 

(male) 

Normal 

(female) 

receSSlve 

(female) 

図2 形賓と性によって判定した 3倍体の性染色体ム構成

Fig. 2 Sex chromosome constitution r巴vealedby 
morphological character and their s巴xof F， 
triploids 
rec: s巴x-Iinkedrecessive gene， +: allelic 
dominant g巴ne
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表 l 性染色体構成によって判別された 3倍体子孫の個体数

Table 1. Th巴 numberof triploid 0百springdiscriminated by sex chromosome constitution 

Batch name 
N Number of N umber of 5th instar larvae Percentage of Percentage of 

hatched larvae zzz ZZW ZWW fertilized eggs hatched eggs 

R羽Ts3n(sp*) 6 1907 277 1224 。 96.65 94.26 
RWs3n(peel**) 65 29 3 20 
RWod3n(sp) 6 1691 261 1174 23 95.53 93.34 
RW od3n (pee]) 46 。 7 。
RWNo3n(sp) 6 2109 321 1399 29 97.60 95.46 
RWN o3n (pee]) 36 4 2 。
R羽Teq3n(sp) 6 2060 328 1363 22 97.80 95.97 
RWeq3n (pee]) 36 17 14 。

spontaneously hatched 
本*・ hatchedby pe巴lingchorion 

子 (od) をヘテロに持つ 4倍体雌 (ZOdZ十WW)を の誘起法の相違が原因となっている可能性がある。

誘起し，この雌に 2倍体の d油蚕雄を交配すること この相違については，卵母細胞性染色体の対合につ

によって 3倍体を得た。この 3倍体蚕の性比は雌: いての検討を進めて行くことでその原因の解明がな

雄=5:1となったものの表現形質の分離比は，雄に されると考えられる。

ついても雌についても d油蚕:正常蚕=1:1を示 伴性劣性遺伝子をマーカーとしてその性染色体構

した。この結果より橋本12)は， 4倍体雌の配偶子は 成が判定された ZWW雌の割合は 4種類のいづれ

Z， ZWおよびZWWの3種類が形成されると推測 の区においても1.5%前後であり(表1)，他の 2種

した。さらに，田島80)は限性セーブノレ・形蚕で伴性 類の 3倍体 (ZZZとZZW) に比較して非常に少な

油遺伝子 (os) とod遺伝子を持つ 4倍体雌 (ZOSZOd かった。 RWs3n区の ZWW個体は鮮化直前に伴性

W向 +PWtSa+P)を誘発し，この雌に伴性油蚕雄 (ZOS 赤蟻として判定されるために，鮮化時に個体の割合

ZOS) もしくは d油蚕雄 (ZOdZOd) を交配して得た 3 が調査できる。その結果，解化時における割合が

倍体の形質分離より， 4倍体雌には Zもしくは 1.60%， 5齢期における割合が1.31%とほとんど変

ZWWといった W 染色体の不分離によって形成さ わりなかった。 RWs3n区の受精率と鮮化率が非常

れる配偶子が存在すると結論し，橋本12)の仮説を支 に高いこと(表 1)から， ZWW雌は本来少ないと考

持した。 えられる。この原因については性染色体の非ランダ

本実験で試みた，低温処理により誘起した家蚕 4 ムな対合の可能性が考えられ，この点についての検

倍体雌 (Z+Z+WW)に伴性赤蟻 (sch)， d油 (od)， 討が必要であるo

伴性油 (os)および長節 (e)遺伝子を持つ 2倍体雄 また，伴性赤蟻形質を有する ZWW個体のみが白

を交配して 3倍体を作成したところ，いずれの 3倍 然鮮化できなかった。しかし，人為的に卵殻を剥く

体子孫にも伴性劣性個体と正常個体が出現し，正常 ことにより正常な生育が可能で、あった(表1)。この

個体には，雄と雌が混在した。さらに精母細胞にお 結果より，伴性赤蟻遺伝子の発現が家蚕の1際化抑制

いて染色体数が 84であると確認されたことは，これ に関係することが示唆され，伴性赤蟻形質と倍数体

ら3倍体雄が両親から染色体構成に過不足のない配 個体の膨化に関してさらに検討が必要であると考え

偶子を受け取ったことを意味する。父親由来の配偶 られた。

子の性染色体は Zであるから， 3倍体子孫に ZZZ， B.次世代3倍体査を用いた性染色体対合の解析

ZZWならびに ZWW個体が存在したこと(図 2) a.序 論

は， 4倍体雌の形成した配偶子がZZ，ZWおよび 家蚕染色体の動原体は染色体全体に散在した分散

WWであったと結論出来る。この結果は，川口25)を 型である。このため，相同染色体が 4対存在する 4倍

支持するもので，橋本12)ならびに田島80) とは異なっ 体雄の減数分裂では， 2価染色体のみならず 4価染

ていた。 4倍体雌において形成される配偶子の性染 色体が形成される 48，66)。しかし， 4倍体雌の染色体対

色体構成についての考え方の相違は，これら 4倍体 合では， 2価染色体のみが 56対形成される50.65)こと
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から，性染色体対は 1つの第 l卵母細胞あたり Z-Z

とW- Wもしくは Z-WとZ-Wのいづれかの 2

種類が存在する。これら性染色体対は両極へと移動

し，引き続いて行われる減数第 2分裂の結果， ZZ， 

ZWおよびWW型のいづれかの配偶子が形成され

ると考えられる。すなわち，配偶子の分離比より 4倍

体雌の減数分裂における性染色体の対合割合が算出

可能でトある。

本実験においては本章 A-bと同様の方法で3倍

体を得て，その性染色体構成ごとの個体数から， 4倍

体雌の形成した配偶子の数を求め，それの分離比に

より性染色体対合の解析を行い，その結果より，性

染色体の対合がランダムに行われているか否かを明

らかにすることを目的とした。

b.材料と方法

1) 供試家蚕系統:4倍体誘起用の母体には， re9 

(黒縞，赤卵 :ρS/ρS，re/re)， Eq(姫蚕，赤卵，か

すり :ρ/ρ，re/re， q/q) および大造(形蚕:

十P/十P)，限性蚕品種の ZWII(限性非 d油・形蚕:

T(Z:W: 2)十。ベiV+ヘ od/od，ρ/ρ)，Cre (限性

セーブノレ・形蚕，赤卵:T(W: 2)ρsa+P，ρ/ρ， 

re/re)， Ze (限性虎蚕:T(W : 3) Ze，ρ/ρ)および

Sy (限性黄繭 :T(W:2)Y，ρ十 Y/ρ+Y)を，雄蚕

には Tw1(姫蚕，第 2白卵 :ρ/ρ，w-2/w-2)を

用いた。また， 3倍体を得るために誘起された 4倍

体雌との交配には伴性赤蟻系統の sd(伴性赤蟻・ d

油，姫蚕:sch od / sch od，ρ/ρ)を用いた。

表2 性染色体構成により判別された 3倍体の個体数

2)倍数体の誘起:上記の供試蚕を用いて本章 A-

bと同様，低温処理によって 4倍体を誘起した。誘起

した 4倍体はそれぞれrw4n(re9 x Tw1)， Et4n 

(Eq x Tw1)， Dt4n (大造 xTwl)， ZWt4n (ZWII 

x Twl)， Ct4n (Cre x Twl)， Zt4n (Ze x Tw1) 

および Syt4n(Sy x Twl) とした。正常 3系統な

らびに限性 4系統の 4倍体雌に sd雄を交配して得

た 3倍体は rws3n，Ets3n， Dts3n， ZWts3n， Cts3n， 

Zts3nならびに Syts3nとした。

3)次代 3倍体個体の性染色体判別:3種類の正

常系統の判別は， KA W AMURA 46)に従い， ZWWを

伴性赤蟻形質により判定し， 5齢起蚕で正常形質の

雌を ZZW，雄を ZZZと判定した (cf 図2)。限性系

統 4種類において ZWW個体は，同様にして判別し

た後， 3齢 2日目にそれぞれの限性形質である非油

蚕・形蚕 (ZWts3n)，セーブル斑紋 (Cts3n)，虎蚕

(Zts3n) ，黄血 (Syts3n)形質個体を ZZW，正常形

質を ZZZ雄とした。 3種類の性染色体構成を持つ 3

倍体個体の雄性配偶子は Zであるから， 4倍体雌由

来の配偶子は WW，ZWそして ZZである。

C.結果

7種類の 4倍体雌に sd雄を交配して得た 3倍体

の性染色体ごとの個体数を表 2に示した。 3種類の

正常系統(rws3n，Ets3n， Dts3n)において ZWW個

体はそれぞれ 2.26%，1.81%， 1.59%と非常に少な

かったものの，限性系統ではさらに少なく ZWts3n

で 0.32%，Cts3nで 0.97%，Zts3nで 0.16%，Syts3n 

Table 2. Number of triploid individuals discriminated by sex chromosome constitution 

Group Numb巴rof individuals fertility survival sex ratio 
(N) ZZZ ZZW ZWW (%) rate (%) ♀/♂ 

rws3n 
(6) 

261 1197 33 95.61 83.22 4.71 

Ets3n 
(3) 

83 470 10 96.98 56.47 5.78 

Dts3n 

(6) 
327 1565 30 96.41 83.42 4.88 

ZWts3n 

(9) 
92 3602 9 90.69 93.13 39.25 

Cts3n 
(5) 

13 1539 15 97.10 9l.64 119.54 

Zts3n 

(5) 
144 1136 2 93.52 93.44 7.90 

Syts3n 
157 4431 。 98.08 94.68 28.22 

(14) 
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表3 4倍体卵母細胞における性染色体対合の推計値と配偶子の分離比

Table 3. The ratio of gam巴tesand calculated pairing ratio of sex chromosomes in tetraploid oocytes 

Group 
Ratio of gametes (ZW・(ZZ+WW)) Calculated pairing typ巴

Theoretical 

random* 2: 1 

rws3n 

Ets3n 

Dts3n 

ZWts3n 

Cts3n 

Zts3n 

Syts3n 

* The values of random pairing 

については全く存在しないなど，両者に違いが認め

られた。また，雌雄の割合(♀/♂)は正常系統3種

類においては 4.7l~5. 78とほぼ同様であるのに対

して，限性 4系統では 7.90 (Zts3n)， 28.22 

(Syts3n)，39.25 (ZWts3n) さらに 119.54(Cts3n) 

とぱらつきが非常に大きかった(表 3)。

4倍体雌の減数分裂時における性染色体対合は

Z-Zとw-wもしくは Z-wとZ-wの組み合

わせで lつの第 1卵母細胞中に存在すると考えられ

る。前者から形成される配偶子は全て zwであり，

後者から形成されるそれは ZZ: ZW : WW  = 1 : 

2 : 1と考えられることから (Zw十ZW): (ZZ十

ww) = 1 : [ZZW / (ZZZ十ZWW)一1J/2の数式を

用いて性染色体対合の割合を算出した。その結果，

いずれの 4倍体においてもランダムな対合が行われ

た場合の値 ((Zw十ZW): (ZZ十ww)二 2: 1) よ

りも Z染色体同士ならびにW染色体同士の間での

対合割合が高くなった。その傾向は，限性系統の 4倍

体でさらに顕著であったが，限性品種間でのばらつ

きも非常に大きかった。

d.考察

本章 Aの実験により低温処理で誘起した 4倍体

雌蚕の配偶子は ZZ，ZWならびに wwであること

が明らかとなっている。次代 3倍体個体における父

親由来の配偶子の数は必ずZであるから性染色体

構成から Zを除いたものが母親 4倍体由来の配偶

子である。本実験において 7品種の雌に Tw1雄を

交配して得られた 4倍体雌の形成した ww配偶子

の数は品種間差が認められたものの非常に少なかっ

た(表 2)0ZWW個体は勝化直前に伴性赤蟻形質に

よって判別されるものであれ受精率がいずれの区

Observed (ZW+Z羽T): (ZZ斗WW)

2: 1 

4.01 : 1 1 : 1. 52 

5.05 : 1 1 : 2.03 

4.38: 1 1 : 1.69 

35.66: 1 1 : 17.33 

54.96: 1 1 : 26.98 

7.78: 1 1 : 3.39 

28.22 : 1 1: 13.64 

においても 95%前後と非常に高かったことから，

ww配偶子が特異的に不受精卵や発育異常卵とな

るのではなく本質的に，形成されにくいと考えられ

る。また，限性品種である Cts3n，ZWts3n， Syts3n 

区では雄の割合がそれそれ 0.84%，2.26%ならびに

3.54%と非常に小さかった(表 2)。この 3区の生存

率は 91.10%，93.13%ならびに 94.68%と高いこと

から，雄だけが特異的に死亡すると仮定しでもまだ

性染色体対合がランダムに行われた場合の雄の割合

(16.67%) よりも明らかに低くくなっていた。

これらの事実から， 4倍体雌の減数分裂において

性染色体対合が非ランダムである可能性が考えられ

たため，配偶子の分離比から， Z-wとZ-wの対

合形式を持つ卵母細胞と Z-Zとw-wを持つ卵

母細胞の割合を算出した。表 3に示したように性染

色体がランダムに対合した場合には (Z-w+Z←

w)と(Z-Z十w-w)の卵母細胞の割合は 2: 1と

なるが，本実験の 7区全てが明らかに異なった値を

示した。すなわち， Z染色体は Z染色体， w染色体

はW 染色体と選択的に対合することが明らかに

なった。家蚕雌における減数分裂はザイゴテン期に

核エンベロープに付着した染色体の両端が対合を開

始する問。限性系統の 4倍体雌において正常系統よ

りも ZとZ，W とW の染色体対合の選択性が高

まったのは， w染色体の末端部位に常染色体の転座

部分を有するために 2つの W染色体同士の対合認

識がそれを持たないものよりも高くなるためである

と考えられる。

本実験において性染色対合の選択性が限性系統で

は最も低い Zt4nで約 6.5倍，最も選択的な Ct4nで

は53倍と大きな差異が認められた。第2染色体の断
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片が転座した 3系統の転座染色体の長さは ZWII，
Cr巴そして Syの順であると考えられる 58，8O，83)O

ZWII系統のW染色体は後端の一部が相互転座に

よって Z染色体断片に置き換わっている 83)ために

Z染色体とのアフィニティーもあると考えられる。

その結果，対合に関する選択性の高さは Cr巴， ZWII
そして Syの順になった(表 3)と推測できる。転座

染色体断片の由来が同じである場合には性染色体対

合の選択性の強さは基本的には転座染色体断片の長

さに依存すると考えられるものの， Z染色体と W 染

色体の対合に関するアフィニティーについて Z染

色体の由来を変化させて検討する必要がある。また，

正常系統において性染色体対合がランダムに起こら

ない要因についてもさらに検討が必要であると考え

られた。

c.ほまれ系統を用いた品種内および異品種聞の性

染色体対合の解析

a.序 論

本章 Bの実験において雌雄で異なる品種を用い，

低温処理により誘起した倍化型4倍体雌 (ZZWW)

の性染色体対合は， ZとZ，W とW 同士の間で選択

的に行われ，その選択性は限性系統においてより顕

著であった。本実験においては誘起した 4倍体の両

親が異なる品種である場合と同じ品種である場合に

ついて雌の性染色体対合の選択性の相違を検討し

Tこ。

b.材料と方法

1)供試家蚕:限性蚕品種のほまれ(限性形蚕 :T
(W: 2)+ヘρ/ρ)，Tw1 (姫蚕，第 2白卵 :ρ/ρ，

w-2/w-2) ならびに伴性赤蟻系統の sd(伴性赤

蟻・ d油，姫蚕:sch od/ sch od，ρ/ρ)を用いた。

2)倍数体の誘起:4倍体の誘起には，ほまれ xほ

まれ(Homotype) ならびにほまれ x Tw1 (Heter-

otype)用いて低温処理を行った(本章 A-b)o誘起

した 2種類の 4倍体はそれぞれ sd雄と交配し

HHs3nならびに Hws3nの3倍体を得た。

3)次代 3倍体個体の性染色体判別:性染色体構

成の判定は本章 B-bの限性系統において行われた

のと同様に ZWWは伴性赤蟻形質により， 4齢 1日

目に限性形質である形蚕斑紋を持つ個体を ZZW，
姫蚕を ZZZ雄と判定した。

4)性染色体対合比の算出:性染色体の対合割合

である (ZW+ ZW) : (ZZ+ WW)は，本章 B-cに

従い性染色体構成の異なる個体の分離比から 1: 

[ZZW/(ZZZ十ZWW)-lJ/2として算出した。

c.結果

誘起した 2種類の 4倍体の受精率，勝化率はいず

れも平均 95%以上であったが，産卵数は Homotype

(HHs3n)で平均 231.4個に対して Heterotype

(Hws3n)で 374.4個と大きく異なった。表4なら

びに表5にみられるように，いずれのタイプにおい

ても雄の割合はランダムな分離によって得られる割

合 (16.6%)よりも低く，特に， Heterotypeでは極

端に低い値となった。また， ZWW雌は双方のタイ

プともに Oから数個体しか出現せずWW配偶子が

卵前核となりにくいことが明らかであった。

性染色体の対合 ((ZW+ZW): (ZZ十WW))比

はHomotypeで 1:2.60となりランダムな対合

(2: 1)の約 5倍の選択性を示した。 Heterotypeで

は 1: 7.82であり， Homotypeのさらに約 3倍も Z

染色体同士ならびに W 染色体同士での対合が高い

割合で、選択的に行われた。

4.考察

限性系統を用い誘起した倍化型 4倍体雌の性染色

体対合がZ染色体の違いによりどの様に変化する

のかを明らかにするため，様々な限性系統を用いて

同品種内ならびに異品種聞における 4倍体の誘起を

試みたところ限性形蚕の「ほまれj系統においての

み次世代 3倍体を得ることが出来た。 Homotypeに

おいては死亡率がやや高かったため対合割合にばら

表4 性染色体構成によって判別したホモタイプほまれ

4倍体雌と 5ch2倍体雄の交配由来の 3倍体個体

数

Table 4. The number of triploid individuals from 

the cross between homotype HOMARE4n 

females and 5ch2n males discriminated by 
sex chromosome constitution 

No. zzz zzw zww Male (%)士SE

19 131 3 12.42 
2 22 157 I 12.22 
3 12 89 11.76 

4 12 85 2 12.12 
5 13 98 。 11.71 
6 13 147 3 7.98 
7 27 166 。 13.99 
8 26 166 。 13.54 

9 24 133 15.19 

10 19 130 1 12.67 
11 24 90 2 20.69 

Total 211 1392 14 13 .12:t0 .89 
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表 5 性染色体構成によって判別したヘテロタイプ

(ほまれxTwl) 4倍体雌と sch2倍体雄の交配

由来の 3倍体個体数

Table 5. The number of triploid individuals from 

the cross between heterotype (HOMARE 

x Tw1)4n females and sch2n males di-

scriminated by sex chromosome constitu-
tion 

No. zzz zzw zww Male (%) :tSE 

1 30 403 3 6.88 
2 19 412 1 4.40 
3 17 417 6 3.86 
4 16 329 4.62 
5 15 298 1 4.78 
6 18 290 。 5.84 
7 8 141 。 5.37 
8 10 151 3 6.10 
9 11 205 3 5.02 
10 15 315 1 4.53 

一一・・・ーーーーーー・ーー・-ーーーー 一一----------一一一ーーーーーー晶一一一一ー------------
Total 159 2961 19 5.07士0.27

つきが認められたものの，平均対合比は (ZW+

ZW) : (ZZ十WW)二 1:2.60となり，ランダムな対

合が行われた場合の理論値 (2: 1)に近い値となる

のに対し， Heterotypeでは 1: 7.82と大きく異なっ

た。

これらの結果より，ほまれの Z染色体と Twlの

Z染色体には，ほまれのw染色体との対合認識につ

いて違いがあると考えられる。しかしながら， 2倍体

雌については同一品種内ならびに，異品種聞いずれ

の交配においても雌雄は 1: 1に分離することから，

ZとW 間で対合しうることが明らかである。系統維

持の過程で同一品種内の ZとW染色体の対合は幾

度となく行われ，双方の染色体認識に関する部位の

相向性が増加した結果，同一品種内交配によって誘

起された 4倍体雌の性染色体対合がランダムな値に

近づいたと考えられる。

D.限性系統の卵母細胞染色体における非相称な染

色体対の観察

a.序論

鱗麹目昆虫の染色体はそのサイズが小さいこと

と，狭窄等の形態的特徴が少ないこと，さらに，分

染法が確立していないことなどから染色体の同定が

なされていない。家蚕の染色体数は n=28と確定し

ているものの，各々の染色体は未同定であることか

ら性染色体対を観察することは非常に困難で、ある。

家蚕には人為的もしくは自然突然変異として W

染色体上に他の染色体の一部が転座した限性系統が

数種類存在する。KAW AMURA and NIIN049
)は限性

黄繭系統を用いて卵母細胞の染色体を観察したとこ

ろ， 28対の 2価染色体中に正常系統には認められな

い非相称な染色体対を発見し，これが常染色体の転

座により W 染色体が長くなったために生じた性染

色体対であることを示した。

限性系統の転座染色体部位は各系統により長さが

違うと考えられている。本実験では，様々な限性系

統の性染色体対を判別できるかどうかを調査すると

ともに非相称な性染色体対の形態と本章 Bにおい

て明らかになった限性系統 4倍体雌の対合選択性と

の関係について考察した。

b.材料と方法

1)供試家蚕:本実験の 4倍体誘起用の雌には

ZWII(限性非d油性・形蚕 :T(Z:W:2)十 O<iV{十P，

od/od，ρ/ρ)， Cre (限性セーブル・形蚕，赤卵 :T

(W: 2)ρSa+
P ρ/ρ， re/re) ，ほまれ(限性形蚕:

T(W: 2)十ヘ ρ/ρ) お よ び Sy (限性黄繭:

T(W: 2) Y， p+Y/ρ十Y)を，雄には Twl(姫蚕，

第 2白卵 :ρ/ρ，w-2/w-2) を用いた。また，対

照区として正常系統の re9(黒縞，赤卵 :ρS/ρ

re/re)雌と Twl雄の交雑個体を用いた。

2)卵母細胞染色体標本の作製:それぞれの雌個

体を通常の飼育を行い， 5齢 72時間もしくは 96時

間に卵巣を MA液(メタノール:酢酸=3:1)で固

定し， -20oCに保存した。染色体標本は TAKAGI72
)

の方法に従って作成した。

C.結果

正常系統として用いた rw(re9x Twl)雌個体の

卵母細胞染色体 28対は全て相称であったのに対し

て，限性系統には非相称の染色体対が 1つ存在した

(図 3)。また， 4つの限性品種に見られる非相称の

染色体対の形態は，1.染色体の末端部近くにループ

構造をとる場合， 2.染色体の末端にループ構造をと

る場合， 3.染色体の中央部付近にループ構造をとる

場合の 3タイプに大別された(図 4)。

d.考察

正常系統に認められない非相称の染色体対が4穏

類の限性系統雌個体に観察された(図 3) ことから，

この染色体対の短い部分がZ染色体，ループ構造を

形成する長い染色体がW 染色体であると考えら

れ，限性系統の卵母細胞では性染色体対が同定でき

ることが明らかとなった。

本研究で用いた限性系統はいずれも第2染色体の
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一部がW染色体へ転座しことにより生じたもの 色体対の構造と性染色体のアフィニティーとの関係

で， ZWII系統のみさらに Z染色体の一部がw染色 は薄いと考えられる。しかし，第 2染色体の転座が

体へ転座している。ほまれと Syにおける転座部位 2回続けて起こったために 2種類の第2染色体が

は， W染色体の末端部58，80)であり， Cr巴では W染色 W に付加している Cr巴80) と第 2とZ染色体の 2種

体の末端部に転座が起こった後，さらにその末端に 類の染色体がW染色体に転座している ZWII系統

引き続き転座が起こっており 8ヘZWIIでは第2とZ において対合選択性が高いことは，転底染色体断片

染色体がそれぞれの末端に転座した聞ことが遺伝 の長さや種類がアフィニティーに影響を及ぼしてい

的な調査により明らかにされている(図 4)。本研究 る可能性を現している。

で明らかになった ZW染色体対のループ構造はほ E.限性黄繭系統 (Sy)を用いた品種内および異品

とんどタイプ1.もしくはタイプ2.であるが， ZWII 種聞の性染色体対合の細胞学的解析

系統のみが他のものと非常に異なったタイプ 3. の a.序 論

形態をとった。このことは転座部位の違いによると 本章 Bならびに Cにおいて配偶子の分離から推

考えられる。 定された 4倍体雌の性染色体対合の選択性を細胞学

本章 Bならびに Cの結果より， 4種類の限性系統 的に明らかにすることを毘的として実験を進めた。

4倍体雌蚕における Twl由来の Z染色体に対する 本章 Dにおいて限性系統の卵母細胞染色体で

W染色体の対合割合は Cre<ZWII<Sy<ほまれの ZW染色体対が同定できることが明らかとなった

頗である。用いた 4倍体雌は倍化型 4倍体であるか が， 4倍体雌の性染色体対は ZW+ZWの他に ZZ+

ら2本の W染色体は同一である。 ZWIIを除く 3穣 WWが存在する。本実験では 4種類の限性系統の中

のZW対はいずれも形態的に近いにも関わらず でその形態が安定し，十分な標本がとれた Sy系統

Cr巴の選択的対合割合は非常に高いことから，性染 を用い，低温処理によって誘起した同品種内交配型

9 15 

19 23 28 

図3 限性系統における長さのI1債に並べたパキテン期の 28染色体対
Fig. 3 28 pachytene bivalents of an oocyte in sex-limited strain arranged in order of length 
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図4 正常系統と限性系統における z-w染色体の対合パターン

Fig. 4 Patterns of synapsis of Z-W bivalents in control and four kinds of sex-limited strains 
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ならびに異品種間交配型から得た倍化型4倍体にみ

られる性染色体の対合割合を調査した。

b.材料と方法

1)供試家蚕ならびに倍数体の誘起:同品種内交

配型は Sy(限性黄繭:T(W: 2)Y，ρ+Y Iρ+Y)相

互を，異品種間交配型には Sy雌に re9(黒縞，赤卵:

ρSIρ S re/ re)雄をそれぞれ交配し，常法41，73)に

従って倍化型 4倍体 (Sy4nならびに Syr4n)を誘起

した。

2)卵母細胞染色体標本の作製:5齢 96時間に達

した雌個体の卵巣を用いて， TAKAGI72
)の方法に

従って標本作製を行った。

c.結果

Sy4nならびに Syr4n双方の 4倍体卵母細胞には

56染色体対の中に非相称な染色体対を 2対含むも

の(図 5)と全てが相称の染色体対であるもの(図 6)

が観察された。染色体対をその長さと形態により 2

対ずつ並べたところ，前者においては ZW対と考え

られる非相称な染色体対は 17，18番目から 21，22番

目の範囲に入った(図 5)。一方，後者の全てが相称

な細胞では 1本だけ非常に長い染色体対が存在し，

20番前後に他の染色体対とは形状の異なった染色

体対が 1対認められた。これらは，前者がWW対合

子で，後者が ZZ対合子であると考えられた。

56染色体対全てを判別できた卵母細胞において 2

組の ZW対が認められたものと ZZならびに WW

対が観察されたものの割合をみると(表 6)，ZW十

ZWに対する ZZ十WW対合型の卵母細胞は Sy4n

において約1.62倍， Syr4nにおいて 8倍であり，い

ずれも相同染色体である Z同士， W 同士の対合が選

択的に高い値となっていた。

d.考察

低温処理によって誘起した倍化型 4倍体雌の細胞

には父親由来の Z染色体と母親由来の W 染色体が

それぞれ 2本づっ含まれている。 Sy系統の W 染色

体は第2染色体由来の起点 (2-0.0)から少なくと

もi-lem(黄体色抑制:2-29.5)座までを含む長い

断片が転座しており 5ヘZW染色体対が同定されて

いる 49)。本実験では Sy系統の 4倍体ならびに Sy雌

とre9雄の交雑型の 4倍体を誘起し， ZとZ，W と

W といった性染色体の選択的な対合が行われてい

るのかどうかを細胞学的に証明することを目指し

7こ。

倍化型 4倍体には ZW対を 2対有する卵母細胞

表6 4倍体(ZZWW)卵母細胞におげる性染色体対合

の割合

Table 6. Pairing ratio of sex chromosomes 
(ZZWW) in tetraploid oocytes 

Random 
Sy4n 

Syr4n 

Pairing type ((ZW十ZW)・(ZZ+WW))

Theoretical 

2 : 1 

Observed 

21 : 34 
2 : 16 

と， ZZならびに WW対を有する細胞が観察され

た。その割合は Sy4nにおいて (ZW+ZW): (ZZ+ 

WW) = 2. 1 : 3.4であったのに対して， Syr4nでは

1 : 8とZZとWW対が約 4.9倍も選択的に形成さ

れていた(表 6)0 この結果は，ほまれ系統を用いた

配偶子形成割合から推定された結果と一致してお

り， Z染色体の由来が異品種であった場合に W染色

体との対合に関するアフィニティーは低下すること

が細胞学的にも証明された。

WEITH and TRAVT88
)はEphestia kuehniella 

(スジコナマダラメイガ)の W 染色体突然変異系

統の電子顕微鏡観察を行い， W染色体同士もしくは

転座W 染色体断片と W 染色体が決して対合しな

いことを明らかにした。このことから，この種の性

染色体対合アフィニティーは W 同士に比べZとW

で非常に強力であると結論した。一方， HULTEN 

and PEARSON'9)は，ヒトの Xyy患者の精母細胞

においてダイアキネシスが yyのみで起こり X染

色体は必ず 1価染色体として存在することを観察し

た。両者の相違点は前者のW 染色体は異質染色質

である 87)のに対して，ヒト Y染色体には SRY遺伝

子が座乗している 56)ことである。家蚕においては，

W 染色体上に雌決定遺伝子 (Fem)聞と卵サイズ決

定遺伝子(Esd)46)の存在が明らかにされている。家

蚕の性染色体対合は相同染色体同士で、高いアフィニ

ティーをもつことから性染色体上のアクティブな遺

伝子と性染色体対合のアフィニティーとの聞にはな

んらかの関連があると思われる。

家蚕における ZとW 染色体対合に関するアブイ

ニティーが系統維持による両者の対合の結果，増加

することが推測されるものの，対合といった両性生

殖生物の基本的なメカニズムを理解するためにはさ

らに，性染色体上の遺伝子解析などを通じてアフイ

ニテイ」を決定する要因を明らかにする必要があ

る。そのためには，家蚕倍数体が一つの有効な材料
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Fig. 5 Pachyt巴nechromosomes in an oocyte of Syr 4n. 
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Arrows in the oocyte show the asymm巴tricZ-W bival巴nts，which are number 21 and 22 in the 56 
bivalents. This oocyte is ZW十 ZWtype. Bars: 10μm 
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Fig. 6 Pachytene chromosomes in an oocyte of Sy 4n. 
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An arrow in the oocyte shows the unusually long W-W bivalent (number 1). Z-Z bivalent may 
be one of the chromosomes ranging 21 to 23. This oocyte is ZZ + WW  type. Bars: 10μm 
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になり得ると考えられる。

IV.3倍体蚕における卵サイズの決定機構ならぴ

に大卵 (Ge)系統における卵サイズと卵数の

関係解析

A.2種類の 3倍体雌における卵サイズの比較

a.序 論

家蚕の倍数体は様々な物理的，化学的刺激によつ

て誘起される川，1日同叩6仏口，25叩，刷刷8制叫4叫)0。これらの刺激により誘起

された 4倍体雌は大型卵を産下することと，その次

世代 3倍体雌は異常形卵を産下することが知られて

おり，これらの特徴はそれぞれ 4倍性， 3倍性の確認

に用いられてきた。 KAW AMURA 46)は4倍体雌と伴

性赤蟻 (sch)系統の雄との交配によって得られた 3

倍体で黒蟻と赤蟻という 2つの表現形質により 2種

類の雌の性染色体構成 (ZSChZ+WとZSChWW)が判

別できることを利用して， ZWW雌は大型卵を産下

することを明らかにした。この結果より， W 染色体

上には数量因子の卵サイズ決定遺伝子 (Esd)が存在

し，卵の大きさを制御していると推測した。

本研究では，sch系統の他に伴性劣性遺伝子をも

っ3種類の系統を用いて， 2種類の 3倍体雌 (ZZW

とZWW)の卵サイズの違いは Z染色体上の特定の

遺伝子発現の影響によるものかあるいは性染色体構

成の違いによるものなのかを調査した。

b.材料と方法

供試家蚕ならびに倍数体の誘起:第III章 A-bと

同様に re9(黒縞，赤卵 :ρS/戸，re/re)の雌と Twl

(姫蚕，第2白卵 :ρ/ρ，w-2/ω 2)の雄との F1
個体を用いて 4倍体雌を誘起し，この 4倍体雌に sd

(伴性赤蟻・ d油，姫蚕 :sch od/sch od，ρ/ρ)， 

006 (d油，姫蚕:od/od，ρ/ρ)， No (伴性油，姫

蚕・黄血 :os/os， pY/ρY)およびEq(長節，姫蚕，

赤卵，かすり :e/ e，ρ/ρ， re/re， q/q)の4系統の

2倍体雄を交配して 3倍体 (RWs3n，RWod3n， 

RWN03nならびに R羽Teq3n)を得た。また，それぞ

れの 3倍体の性染色体構成も第III章 A-cと同様に

識別した。

C.結果

4種類の 3倍体にはそれぞれの優性形質を発現し

たZZW雌と伴性劣性形質の ZWW雌が出現した。

これらの雌に re9雄を交配し，産卵させたところ

ZZW雌は異常形卵や未成熟小型卵を混在するもの

の2倍体雌の産下卵とほぼ同等の大きさの卵を産下

した。これに対して ZWWでは異常な形態の卵はほ

とんど認められず，大きさは ZZWの卵より大型で

あった(図 7)。

d.考察

家蚕の性決定様式は W染色体上の強力な雌決定

遺伝子 (Fem)に支配されている叫ために，倍数体

では W 染色体が 1本でも存在する個体は全て雌で

ある。 3倍体の雌には 2種類の性染色体構成が存在

し，倍化型 4倍体雌 (ZZWW)に伴性赤蟻系統雄を

交配することで簡単に識別される 4ヘ
本実験において d油，伴性油ならびに長節形質と

して判別された ZWW雌の産下卵は ZZWの産下

卵よりいずれも大型であり， f半性赤蟻形質を発現し

たZWW雌の卵と同様の大きさであった(図7)。ま

た， 4種類の伴性劣性系統はいずれもその由来が異

なっていることから，伴性赤蟻形質を有する個体が

大型卵を産下するのではなく， ZWWという性染色

体構成を持つ 3倍体雌が大型の卵を産下することが

確認された。様々な刺激によって誘起された家蚕 4

倍体雌の卵が大型化する要因は FANKHAUSER7
)の

説に基づく核一細胞質比によって説明されてきた

が，同じ 3倍性の個体で卵サイズが大きく異なる

ことから，家蚕における卵サイズ決定は

KA W AMURA 46)によって提唱された W 染色体上の

数量因子 (Esd)に制御されると考えられるo

B.卵巣移植による卵サイズ決定遺伝子の発現機構

の解析

a.序論

家蚕の卵サイズは W 染色体上の数量因子である

卵サイズ決定遺伝子 (Esd)によって決定されるた

め，同じ 3倍体でも 2本の W 染色体を持つ ZWW

雌の卵は 1本の W を持つ ZZW雌が産生する卵よ

りも大型である 46)。本実験では，この遺伝子の働きが

卵巣外の環境要因に影響されるのかどうかを明らか

にするために， ZWW 性染色体構成をもっ卵巣を

ZZW個体へ移植を行い，造成された卵のサイズを

解析した。

また，家蚕には 3倍体 ZWW雌と同様の大型卵を

産下する大卵系統があり， Z染色体上に座位する大

卵遺伝子 (Ge)により発現されていることが知られ

ている九この遺伝子は Esdを含む W 染色体の一部

がZに転座して現れた自然突然変異であると考え

られている 47) ことから，Ge系統と正常卵系統聞で

相互卵巣移植を行い，Esdの遺伝子発現がZ染色体
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への転座により変化するのかどうかを調査した。

b.材料と方法

1)供試家蚕:本実験には re9(黒縞，赤卵 :ρS/ρ

re/re)， Twl(姫蚕，第 2白卵 :ρ/ρ，ω-2/w-2)，

sd (伴性赤蟻・ d油，姫蚕:sch od/ sch od，ρ/ρ) 

ならびに Ge(大卵，形蚕，かすり，こぶ :Ge/Ge， 

十ρ/十P，q/q， K/K) を用いた。

a 

図7 3倍体j維が度下した卵

2) 3倍体の誘起:第III意 A-bと同様に re9雌と

Twl雄の F，卵を低温処理によって誘起した 4倍体

雌に sd雄を交配して 3倍体(RWs3n)を得た。また，

それぞれの 3倍体の性染色体構成も第III章 A-cと

同様に伴性赤蟻個体を ZWW，正常形質雌を ZZW

として識別した。

3)卵巣移植の手順:5齢 72時間にジエチルエー

b 

Fig. 7 The巴ggsdeposited by triploid fe111al巴S

丘 RWs3n (ZZW)， b: RWs3n (ZWW)， c: RWN03n 
(ZZW)， d: RWN 0311 (ZWW)， e: RWeq311 (ZZW)， f: 
RWeq (ZWW)， g: RWod (ZZW)， h: RWod (ZWW) ， 
Bars: 1111111 
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テノレで麻酔を施した幼虫から卵巣を片側摘出し，

70%エタノールで傷口を消毒・止血してから給桑し

た。その後，飼育を続け，化踊 1B自に吐糸期にあ

る別の個体の卵巣を移植した。

4)卵重の測定:成虫の各卵巣ごとに全ての卵を

摘出し余分な水分を十分取り去った後，Digibalance 

1003 (SHIMADZU)およびDigiprinter DP60D 

(SHIMADZU) を用いて卵霊を測定した。

5)卵面積の測定:切り取った卵の最大平面断面

写真を Ganriki画像解析システム (TEKMATE

Inc)を用いて測定した。実際値への変換は同様に測

定した 1111111方眼の面積から算出した。

C.結果

1) 3倍体雌間における卵巣移植

無処理区の 3倍体雌卵は本章 Aで述べたのと陪

様， ZZW 雌では異常形卵を混在する普通サイズで

あったのに対し， ZWW雌では大型卵であった(図

8 a，図 8b)oZWW卵巣を ZZWの踊に移植したと

ころ宿主の卵巣には正常サイズの卵が形成され，移

植卵巣には大型卵が形成された(図 8c，陸 8d)。

対照区ならびに移植実験区の I卵巣に形成された

図8 3倍体卵巣に形成された卵

卵数，卵の水平最大断面積ならびに l卵の平均卵重

を表7に示した。対照区において ZWW卵は面積，

卵重ともに ZZW卵よりも有意に大型であったが，

形成卵数は明らかに少なかった。また，計測した形

質に関して同じグループ聞の左右卵巣に有意な差は

認められなかった。移植実験区では宿主卵巣，移植

卵巣ともに形成された卵数はそれぞれの無処理区よ

りも減少したが，街主の ZZW卵巣には正常サイズ，

移植卵巣の ZWWには大型卵が形成され，それぞれ

のコントロールと面積，卵重ともに有意差は認めら

れなかった。

2)大卵突然変異系統と正常系統閣での卵巣移植

正常系統倒体 (rw;re9 x TwI)に大卵突然変異

個体 (TG;Tw1 x Ge)の卵巣を移植したところ間

一個体内の宿主卵巣には正常卵，移植卵巣には大卵

が形成された(図 9a，図 9b，図 9c)。宿主個体を

TGとし rw卵巣を移植した場合には， TG僧体内の

宿主卵巣には大型卵が形成され，移植卵巣に正常卵

が形成された(図 9d，図 9e，図 9f)。

無処理区の卵数，卵面積ならびに卵重を表 8に示

した。 rwとTG双方の宿主卵巣に形成された卵の

Fig. 8 The eggs produced in the triploid ovaries 
a: ControI ZZW， b: ControI ZWW， c: Host ZZW， d: Donor ZWW 
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表7 3倍体における 1卵巣あたりの卵数、卵の平均水平最大断面積ならびに卵重

Table 7. Egg number in an ovary， the mean value of the area of maximum horizontal optical section of 

eggs and the weight of an individual巴ggin the triploids 

RWs 3n 
Egg numb巴r

Average Max. Min. 

Control 
ZZW(Rホ) 136.3 136.3 152 104 

ZZW(L**) 124.7 124.7 170 99 

ZWW(R) 74.5 74.5 90 59 

ZWW(L) 68 68 80 56 

Transplant 

Host(ZZW) 68.5 68.5 

Donor(ZWW) 16.5 16.5 

* : right ovary at dorsal view 

H ・leftovary at dorsal view 

120 

32 

数，面積および卵重は無処理区のそれと有意な差は

認められなかった。移植卵巣には本来形成されるべ

き卵面積，卵重よりもやや下回る卵が形成されたが，

宿主卵とは有意に差が認められた。また，移植卵巣

に形成された卵数は無処理区よりも明らかに減少し

Tこo

d.考 察

倍数体蚕を用いた遺伝的研究により家蚕の性決定

はW 染色体を持った個体が雌となり W 染色体が

存在しない個体が雄となる l山 )0 TAZIMA聞は X線

照射により転座染色体断片の付加された W 染色体

を切断し，家蚕の性決定は W 染色体の前端部に位

置する雌決定遺伝子 (Fem)に支配されることを明

らかにした。つまり，家蚕3倍体雌には ZZWならび

にZWWの性染色体構成を持った 2種類が存在す

る。

9 

7 

Size(mm2
) ::tSE Weight(mg/巴gg)

1. 020::t0. 011 0.55 

1.027土0.010 0.53 

1.508土0.010 0.95 

1.482::t0.010 0.97 

0.996士0.017 0.56 

1.554::t0.019 1.03 

本章Aで明らかになったように 3倍体雌では， Z 

染色体や常染色体の由来に関わらず， ZWW個体は

ZZW個体よりも有意にサイズの大きい卵を形成

し，これは W 染色体に存在する数量因子の卵サイ

ズ決定遺伝子 (Esd)の数によるものであると考えら

れる 46)。本来大型卵を形成しない個体内において

Esd遺伝子が，数量因子として発現するのかどうか

を明らかにするために ZWW卵巣の ZZW個体へ

の移植実験を行った。 ZZW個体に移植された

ZWW卵巣には大型卵が形成され，宿主卵巣卵に変

化がなかったことから，家蚕における卵サイズ決定

は卵巣以外で発現している様々な遺伝子の影響を受

けることなく，卵母細胞の Esd遺伝子が数量因子と

して発現することによって決定されると考えられる。

黄血遺伝子 (Y) を含む長い第 2染色体断片を人

為的に W 染色体へ転座させて造られた限性黄繭系

表 8 2倍体における 1卵巣あたりの卵数、卵の平均水平最大断面積ならびに卵重

Table 8. Egg number in an ovary， the m巴anvalue of the area of maximum horizontal optical s巴ctionof 

eggs and the weight of an individual egg in the diploids 

RWs 3n 
Egg number 

Size(mm') ::tSE Weight (mg/ egg) 
Average Max Min. 

Control 
TG(R*) 152.8 162 136 1.503土0.007 0.93 
TG(L**) 172 192 130 1.488土0.006 0.93 
rw(R) 280.6 296 271 1.072土0.003 0.55 
rw(L) 269.4 306 253 1.064土0.003 0.55 

Transplant 
Host(TG) 186 254 131 1.519土0.007 0.98 
Donor(rw) 97.8 194 17 0.970土0.006 0.49 
Host(rw) 283.3 294 277 1.114土0.004 0.49 
Donor(TG) 74.3 82 65 1.444土0.009 0.89 

¥right ovary at dorsal view 
left ovary at dorsal view 
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統52)のzw対は，卵母細胞において他の染色体と区

別できる叫。大卵系統の Z染色体が正常系統より長

いことから KAWAi'v1URA47
)は，Ge突然変異2)が

Esdを含む W 染色体断片の Zへの転座によって起

こったことを明らかにした。 zww倒体は非常に形

成されにくく，個体数が少ない附ことから，本研究

において 3倍体の卵巣移植は zwwに限られた。そ

こで Ge系統と正常系統を用いて相互に卵巣移植を

行い，Esd遺伝子を 2つ持つ個体内における正常卵

巣の卵形成を調査するとともに， z染色体へ転座し

たEsdがW 染色体上の遺伝子と同様に働くかどう

かを調査した。

TGを宿主として rw卵巣を移植すると宿主卵巣

には大型卵，移植卵巣には正常卵が形成され，宿主

TG2n卵巣を移植された rw2n由来の 2種類の卵巣 (a-c)
rw2n卵巣を移植された TG2n由来の 2種類の卵巣 (a-c)

Fig. 9 Two kinds of ovaries fr0111 an rw2n f巴l11aler巴ceiveda TG2n ovary (a-c) 
Two kinds of ova引r匂sf台rom泊1a てTG2nf免巳l11aler巴C巴IV巴dan rw2n ova訂ry(ωd一fο) 

1-1: Hos託t，D: Donolに「口， Bars: 1111111 1 n 



74 北海道大学農学部邦文紀要第 21巻第I号

と移植系統を逆にした場合には宿主卵巣に正常卵，

移植卵巣に大型卵が形成された(図的。最小有意差

検定を行ったところ移植卵巣卵の面積はそれぞれの

コントロールと差が認められなかった。この結果か

ら，Esdの数量因子としての働きは卵巣以外の体内

の遺伝背景から影響を受けないこと，ならびに Z染

色体に転座した EsdはW 染色体上の遺伝子と同様

に発現していることが明らかにされた。また，卵が

小型化する第 2小形卵系統 (sm-2)6)と正常卵系統

を用いた交互卵巣移植実験37)でも，移植卵巣に形成

される卵も宿主卵も本来の卵サイズであったことか

ら，卵サイズに関連する遺伝子は Esdに限らず卵巣

以外の遺伝的背景に影響されないと考えられる。

W 染色体上に存在すると考えられる Esd遺伝子

は性決定以外の W 染色体の役割を解明する上で重

要なマーカーとなりうる。 ZWW雌は Esd遺伝子を

解析する上で適した材料であるが，多くの個体を一

度に得ることが困難である。そのため，この遺伝子

の働きを調査するには同一遺伝子を持つと考えられ

るGe系統を用いるべきである。踊に対する 20

Hydroxyecdysoneの50μg以上の投与が正常卵系

統を大卵系統と同様の大型卵にすること，ならびに

その投与時期により大型化する卵の部位が異なるこ

とが明らかにされている 32)。また， 20-Hydroxyecdy-

soneの大量投与は Ge系統にも同様の効果をあら

わし，卵をさらに大型化した3九これらの結果は，卵

巣内に存在するエクダイステロイドホノレモンと

Esd遺伝子が何らかの関係を持つ可能性を示唆し

ており ，Esdの発現を調査する土で重要な知見であ

る。これらの事柄をさらに明らかにするためにも，

EsdのDNAレベルでの同定が必要である。第III章

Dで明らかにされたように， ZW対は限性系統を用

いることにより同定できることから，今後， DNAレ

ベノレでの Esd遺伝子の発現機構を明らかにする必

要があると考えられる。

v.卵殻紋様の大きさを決定する遺伝子

A.様々な倍数体雌が産生する卵における卵殻紋様

サイズの比較

a.序論

家蚕の卵形質突然変異には卵サイズが変化する大

卵 (Ge)，小形卵 (sm)，第2小形卵 (sm-2)，安委小

卵 (emi)ならびに白妙卵 (vit)，卵形態に変異が生

じた腎臓形卵 (ki)，紡錘形卵(ゆ)ならびに長形卵

(elJぅ)が発見されている 2ム9.39，40)。また，卵殻の表面

は部位によって異なる特異的な構造を持つことが走

査型電子顕微鏡観察等から明らかにされた山州。そ

れらの特異構造はクワコ (Bombyxmandarina)に

も認められ，各部位聞における家蚕との比較が行わ

れている 36，5九特異構造の比較は様々な突然変異品

種間でも行われ，特に卵側面部の網目状構造域網目

1つの面積(以下単に網目面積)やその網目の中の小

痛の数などの変化が指摘されている民間。

家蚕倍数体は様々な誘起方法が開発されており，

低温処理では雌雄両性の倍化型倍数体を簡単に誘起

できる7九低温処理によって誘起された 4倍体なら

びにその次代 3倍体卵殻表面構造は部位特異性を保

持しており形態的特徴は 2倍体と変化ないが，前極

中央部の精孔を中心とした花弁状紋構造のサイズ，

卵側面部の網目構造域の網目面積と小癌数は，倍数

体において増大する凡2九しかしながら，これらの研

究では倍数体の性染色体構成は全く考慮されていな

かっ7こ。

第III章で明らかにしたように低温処理によって誘

起された 4倍体雌に伴性劣性形質を持つ 2倍体雄を

交配して得られた次代 3倍体の 2種類の雌の性染色

体構成は伴性劣性形質個体では ZWW，正常形質個

体では ZZWと判別できる。本実験においてはこれ

ら2種類の 3倍体雌の卵殻側面部の網目面積とその

中の小癒数について 2倍体と比較した。さらに低温

処理によって誘起した 4倍体 (ZZWW)とその次代

4倍体 (ZZWWとZZZW)についても網目面積と小

暦数の調査を行った。

b.材料と方法

1)供試家蚕:本実験には re9(黒縞，赤卵 :ρS/pS，

re/re)， Tw1(姫蚕，第 2白卵 :ρ/ρ，w-2/w-2) 

ならびに sd(伴性赤蟻・d油，姫蚕 :sch od/ sch od， 

ρ/討を用いた。

2)倍数体の誘起:re9雌と Tw1雄の F，卵 (rw)

から第III章 A-bと同様に低温処理によって 4倍体

を誘起した (rw4n)0 rw4n雌に sd雄を交配して得た

3倍体 (rws3n)の性染色体構成は伴性赤蟻形質を

ZWW，正常形質雌を ZZWと識別した。 4倍体雄は

本来不妊であるが，偶然に妊性のある雄が出現した

ことから 4倍体雌雄の交配 (ZZWWx ZZZZ)によ

る次代4倍体(RW4n)を作出した。 RW4n雌の 2種

類の雌の性染色体構成 (ZZZWとZZWW，図 10a) 

はそれぞれの個体に sd雄を交配し次代 3倍体の形
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質と性比によって確認した。つまり， ZZZW雌の鮮 照として 2倍体には rw2nを用いた。

化時体色は全て黒となり性比は 1: 1であるのに対 3)卵殻側面部網目状構造域の網目面積の測定:

して ZZWW雌は伴性赤蟻が混在するとともに性比 各グループから 5個体の雌について 5卵ずつ網目面

は雌:雄=5:1となる(図lOb，図 10c)。また，対 積を測定した。卵殻側面部を走査型電子顕微鏡

a 

zzzz zzzw zzww 

b. z+z+z+w X zsch zsch 

Z+Z+zsch zschZ+W 

Black Black 

l 

c. z+z+ww X zsch zsch 

(JEOL， ]SM -SMならびに HITACHI， S-2100 

A)で写真撮影し， 1つの網目部分を l卵につき 10

ピースずつ Ganriki画像解析システム (TEK.

MATE Inc)を用いて測定した。同様に測定された

lmm方眼紙をスタン夕、ードとして卵と網目面積の

実際値を算出した。それらの値と小癌数も合わせ

SAS (SAS Institute Inc) によって統計処理して

有意差の検定を行った。

C.結果

それぞれ異なる性染色体構成を持つ 2倍体， 3倍

体および4倍体雌が産生した卵の卵殻側面部の走査

型電子顕微鏡写真を図 11に示した。いず、れのグルー

プにも内部が凹状になった網目構造が観察された

が，網目面積は rws3n(ZWW)を除いて 2倍体より

も倍数体の方が大きかった。rws3n(ZWW) の網目

面積は 2倍体と同様であった(図 11a，図 11b) 0 2 

種類の 3倍体雌 (ZZWとZWW)において網目面積

は異なる大きさであった(図 11c，図 11d)。また，

2種類の 4倍体雌 (ZZZWとZZWW)においても面

積は異なっていた(図 11e，図 11f)。
Z +Z+zsch zschZ+W 

zschww 性染色体構成と網目面積および小癌数の関係を調
Black Black chocolate 

5 few 

図10 両親とその子孫、の性染色体構成

Fig. 10 Sex chromosome constitution of parents 
and offspring 

The body color of the newly hatched lar 

vae and the segregation ratio are given 

underneath. 

a. rw4n x rw4n， b. RW 4n (ZZZW) x sd， c 

RW4n (ZZWW) x sd 

表 9 卵殻網目の平均面積と平均小癌数

査するためにそれぞれの平均数とその分散を Z染

色体の数に応じて 3つのタイプに分類してあらわし

た(表9)。タイプ 1はZ染色体を 1本持つ rw2n

(ZW) とrws3n(ZWW) ，タイプ2はZ染 色 体2

本の rws3n (ZZW)， rw4n (ZZWW) および

RW  4n (ZZWW)，さらにタイプ3はZ染色体3本

の RW4n(ZZZW) である。面積と小癌数の平均値

はタイプ内で有意な差がなくタイプ聞で差が認めら

Table 9. The mean value of the area and the numb巴rof knobs in polygonal patterns 

Ar巴a(μm2
) 士SD Number of knobs 土SD

Type 1 
rw2n(ZW) 1921 342 5.47 1. 75 

rws3n(ZWW) 2134 277 3.98 1.54 

Type 2 
rws3n(ZZW) 2999 458 16.52 4.46 
rw4n(ZZWW) 3272 576 16.44 4.41 
RW4n(ZZWW) 3468 563 14.46 4.24 

Type 3 
RW4n(ZZZW) 4241 890 21.35 8.17 
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図11 卵殻に認められた終日構造部位
Fig. 11 The pO!ygol1a! patt巴rnsof chorion 

a: rw2n (ZW)， b: rws3n (ZWW)， c: rws3n (ZZW)， d: rw4n (ZZWW)， 
e: RW 411 (ZZWW)， f: RW 411 (ZZZW)， Bar: 30μ111 
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図12 網目面積と小潟数の間に認められる直線回帰J

Fig. 12 Th巴 regr巴ssion!ine for the area and th巴

nUl11ber of knobs， r= 0.93 
口:rw2n (ZW)， 0: rw4n (ZZWW)， + 
RW 4n (ZZWW)，ム RW4n(ZZZW) 

れた。網目面積については，タイプ Iに対してタイ

プ2で1.7倍，タイプ3で2倍といずれもタイプ 1

よりも大きかった。小癌数についてもタイプ1が最

も少なく，タイプ1に対してタイプ2では 3倍，タ

イプ 3では 4倍の値であった。面積についても小癒

数でもタイプ3>タイプ2>タイプ lの順序であっ

た。

商積と小癌数の関係については，図 12Vこ示したよ

うに正の比例関係が認められた。 2倍体の面積と小

癌数については限られた部分に位置したのに対し

て，倍数体の分散度は高く， RW  4n (ZZZW)で特に

顕著で、あった。

d.考察

家蚕卵殻では前極部に位置する精孔を中心とした

花弁状紋構造，腹側・背側ならび、に後極周辺の小癒

構造および側面部の網目状構造と部位によって様々

な特異構造が存在する~この特異構造は卵殻形成

期の糖、胞皮膜組織の局所的特奥性によりコリオンタ

ンパク質の堆積過程が異なるために生ずると推測さ
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れている印刷。家蚕とクワコならびにその Fl個体に

おいて行われた構造の比較により卵側面部の網目状

構造域の網目面積はクワゴと Fl個体で家蚕より有

意に小さかった3へまた，家蚕突然変異系統の大卵系

(Ge)や第 2小卵系 (sm一2の)と正常卵系統との網

目面積の比較においても突然変異系統で面積のi滅威少
が認認、められている托3州9町)

家蚕は低温処理，温湯処理等によって非常に簡単

に倍数体が誘起される。卵殻特異構造の家蚕倍数体

における比較は大村・片岡59)によって初めて行わ

れ，側面部網目状構造域の網目面積が 2倍体よりも

3倍体および 4倍体で増大することを報告してい

る。また， 2倍体ならびに 4倍体漉胞細胞の大きさと

それぞれの網目の形と大きさが一致したことから家

蚕卵殻表面の網目面積は源胞細胞の大きさに応じた

刻印であると結論した。しかしながらこれらの倍数

体雌は性染色体構成に関する配慮と解析が全くなさ

れていなかった。

本実験においては低温処理で倍化型 4倍体

(rw4n; ZZWW)を誘起し，その次代 3倍体の性染

色体構成を伴性赤蟻遺伝子による標識によって判別

した (rws3n;ZZWとZWW)。また，偶然に受精能

力を獲得した 4倍体雄と 4倍体雌との交配による次

代 4倍体(RW4n)を得て，その性染色体構成(ZZZW

とZZWW) を子孫の性比と形質分離によって判定

した(図 10)。これらの倍数体と 2倍体(rw2n;ZW) 

の合計6種類の倍数性と性染色体構成の異なる雌が

産生した卵の卵殻側面部の網目構造域の網目面積と

小癌数を比較した。図 11にみられるように，大部分

の倍数体蚕の卵殻の網目面積は 2倍体よりも大型で

あったが， 3倍体の rws3n(ZWW) の網目面積は 2

倍体 rw2n(ZW) と類似した大きさであった。この

事実は 3倍牲が必ずしも網目面積を増大するもので

はないことを意味している。 F検定による有意差検

定を行ったところ， 2種類の 3倍体間 (ZZWと

ZWW)ならびに次代 4倍体問 (ZZZWとZZWW)

には有意差が認められた(表 9)ことからも倍数性の

増加による細胞の大型化が網目面積の増大を引き起

こすものではないことが明らかになった。

Z 染色体数に応じてタイプを 1~3 に分類して網

目面積と小癒数を比較し，それぞれのタイプ内の F

検定を行ったところ有意差は認められなかった。遺

伝的背景と倍数性の異なる個体の卵の網目面積がZ

染色体数の増加に従って増大した(図l3)ことから，

z zz zzz 
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図 13 Z染色体数と卵殻網目サイズ (μm2
) の関係

Fig. 13 The relation of the number of Z with th巴

size of polygonal patterns (μm2
) 

The number of the 日guregives the aver. 

age number of the knobs 

網目面積は Z染色体上に存在する数量因子によっ

て支配されていると考えられる。この遺伝子は W

染色体に存在する卵サイズ決定遺伝子46)に続いて

発見された家蚕における第2の数量遺伝子であり，

卵殻網目サイズ決定遺伝子 (Polygonal pattern 

size determining gene; Pgd) と命名する。

網目面積と小腐数との聞には比例関係が存在する

ものの，網目が大型化することによってその内部の

小癌数が増加したのか，小癌数が増加することが網

目面積を増加させるのか明らかではない。漉胞細胞

形状の異常や漉胞皮膜組織のコリオン分泌異常が卵

殻側面部の構造を変化させる 38，60) ことから Pgd遺

伝子の発現と猿胞細胞内でのコリオン分泌に関わる

遺伝子の関係を明らかにする必要がある。

第 2染色体の長い断片がW 染色体に転座した限

性黄繭系統を用いて， KA W AMURA and NIIN049
)は

卵母細胞染色体の中で Z-W対を同定したが， Z染

色体単独での同定には至っていない。本実験により

明らかにされた卵殻側面部の網目構造域の網目面積

測定は，倍数体雌蚕において Z染色体の数を知る現

在唯一の方法である。

B.卵サイズ決定遺伝子 (Esd)と卵殻網目サイズ決

定遺伝子 (Pgd)の関係

a.序論

家蚕倍数体における細胞の大きさは 2倍体よりも

大きくなる一方，組織全体の細胞数が減少する 2九4

倍体雌において卵サイズが2倍体よりも大型化する

のは， F ANKHAUSER and GRIFFITHS8
)により提唱

された核細胞質比に従い，染色体の倍化が卵母細

胞の大型化に起因すると考えられてきた。また，卵

殻表面の網目状構造域の網目面積が2倍体よりも 4
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倍体で大型化することも，コリオンタンパク質を分

泌する漉胞細胞のサイズ増加に伴うものであると推

測されてきた5九

家蚕 3倍体の雌には性染色体構成の異なる 2種類

が存在し， zzw雌は 2倍体と同サイズの卵を産下

するのに対して zww雌は大型卵を形成すること

が第W章 Aの実験より明らかにされ， W染色体上

には KAWAMURA州によって提唱された数量因子

である卵サイズ決定遺伝子 (Esd;Egg size deter. 

mining gene)の存在が確認された。さらに，本章 A

の実験から卵殻側面部の網目面積を決定する第二の

数量遺伝子(Pgd)がZ染色体上に発見された。これ

らの遺伝子の存在は，家蚕における数量形質が核

細胞質比に起因して増加するとした従来の説を否

定するものである。

家蚕卵を大型化する遺伝子として最初に発見され

たのは， z染色体に座上する Ge遺伝子であり九こ

の系統は 4倍体と同様の大型卵を産下する。

KAWAMURA47
)は Ge系統の Z染色体が正常系統

よりも長いことから，Ge突然変異は Esd遺伝子を

含む W 染色体断片の Z染色体への転座であり，本

来は同一遺伝子である万能性を示唆した。第N章 B

の結果より ，Esd遺伝子はその座乗染色体が変化し

でも本来の占座染色体である W 染色体にある時と

同様に卵巣外の体内環境に影響されずに発現すると

考えられた。

本実験においては家蚕卵形質に関わる 2つの数量

因子である W 染色体上に存在する Esd遺伝子と Z

染色体上に座位する Pgd遺伝子の発現における相

互の関係を知るために正常系統ならびに Ge系統の

倍数体を用いて卵サイズと卵殻の網目サイズの調査

を行った。

b.材料と方法

1)供試家蚕:本実験には re9(黒縞，赤卵 :ρs/が，

re/ re)， Tw1 (姫蚕，第 2白卵 :ρ/ρ，w-2/ω-2) 

ならびに Ge(大卵，形蚕，かすり，こぶ:Ge/Ge， 

十P/+ヘq/q，K/K) を用いた。

2) 4倍体の誘起:re9雌 xTw1雄および Tw1

雌 xGe雄の産下卵を第III章 A-bと同様に低温処

理して 4倍体を誘起した (rw4nおよび TG4n)。

3)卵サイズならびに卵殻側面部網目サイズの測

定:卵サイズは水平最大断面積を第N章 B-bと同

様に Ganriki画像解析システム (TEKMATE lnc) 

を用いて測定した。網目構造部分のサイズは隔離帯

を含まない内部の小癌部分面積を Ganriki画像解

析システム (TEKMATE lnc)により測定した。そ

れぞれの実際値は 1mm方眼紙を同様に計測したス

タンダードをもとに算出した。

c.結果

re9♀x Tw1♂ (rw)お よ び Tw1♀xG巴♂

(TG)の 2倍体と 4倍体の合計4種類の産下卵を

図 14に示した。卵サイズは同一品種内では 4倍体が

2倍体より大きし倍数性が同じであれば TG系統

が rw系統を上回った(表 10)0卵サイズの順序は

TG4n>TG2nミrw4n>rw2nとなり rw4nとTG2n

の問には有意差は認められなかった。

4種類の卵の網目状構造域の網目サイズには差が

あったものの形状は同様の多角形を示した(図 15)。

網目面積は卵サイズに関わりなく双方の系統ともに

4倍体が 2倍体よりも約 2.8倍大型であった(表

10)。同一倍数性個体聞においては， TG系統でrw

系統よりもやや小型であったものの双方の網目面積

に有意差は認められなかった。

d.考察

Ge遺伝子は Esd遺伝子を含む W 染色体断片の

Z染色体への転座によって生じたことから同一遺伝

子であると考えられる 4九正常卵系統 (rw)ならび

に大卵系統 (TG)の2倍体と 4倍体について卵サイ

ズを調査したところ TG4n>TG2n詮rw4n>rw2n

であった(図 14)ことから，Esd遺伝子数の増加が

卵サイズの大型化を引き起こすことは明白である

(表 10)。

卵殻表面の網目状構造域の 1つの網目面積は系統

間での比較において有意差はなかったものの TG

はrwよりも小型であった。網目の構造は家蚕品種

により多様性が認められる 70)ことや，網目面積には

品種間差が認められた聞ことから本実験の差は，使

用した品種の差に起因するものであると考えられ

る。品種内の倍数性による比較では，網目面積は Z

染色体上の Pgd遺伝子数が 2倍になることにより，

双方の 4倍体ともに 2倍体の約 2.8倍大型化した

(表 10)。

2つの Esd遺伝子を持つグループに属した rw4n

とTG4nの卵サイズは 1.5mm2前後で統計的有意

差は認められなかった。しかしながら Pgd遺伝子に

支配される卵殻表面の網目面積は rw4nにおいて

TG2nよりも有意に大型であった。つまり，卵サイズ

と網目サイズは無関係であり，卵形質を支配する数
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量庖子である Esd遺伝子と Pgd遺伝子は互いに独 第III章Dで明らかにしたように家蚕限性系統の卵

立して発現していると考えられる。 母細胞染色体において性染色体対は非相称な形態を

KAWAGUCHI et al.33
)は家蚕rt涌に 20-hydroxyec- 示し，他の染色体対と区別することが可能で、あるo

dysoneを50μg以上投与することによって卵管内 数量因子の働きを理解するためにはその遺伝子の同

の位置特異的に卵サイズが大型化し，卵殻網白面積 定が必須であるが，家蚕の性染色体を直接マイクロ

とその中の小癒数も増加すること，さらに，Ge系統 マニュピレーターによってかきとり， PCR法で増幅

に同様の投与を行っても卵サイズ，網目前積および することにより Esdならびに Pgdの単離ができる

小癌数の増加が認められることをみいだした刊。卵 と考えられる。本実験で明らかとなったように， 2つ

サイズを決定する Esdと卵殻網目面積を決定する の数量因子は独立して発現することから，今後，そ

Pgdの2つの数量遺伝子が独立に発現することを れぞれの遺伝子発現についても追求が可能でトあると

考慮すると 20-hydroxyecdysoneはこれらの遺伝 考えられる。

子発現を強める働きを持ち，大量投与が卵面積と網 生物には様々な数量因子が存在し，正常な形質発

白面積両方の増大を導いたと考えられる。 現のみならず癌化や異常発生などに関与すると推測

家蚕において明らかにされた 2つの数量因子は卵 される。家蚕は多数の突然変異が系統維持されてい

形質に関する遺伝子であり，性染色体上に座乗する。 ることと倍数体が非常に簡単に誘起できることから

図 14 TGおよびrw系統の 2倍体と 4倍体の産下卵
Fig. 14 Eggs laid by diploid and tetraploid females of TG and rw 

a: n九r211，b ・n九r411，C: TG211， d・TG411，Bars: 1mm 

表10 正常系統と Ge系統の卵サイズおよび卵殻網目サイズ

Table 10. Egg size and polygol1al pattern size in normal and Ge strains 

Number of Number of A verage size of 
士SD

Av巴rag巴 SlZ巴 of
Esd genes Pgd g巴l1es 巴ggs(mm2

) polygonal patterns(μm2
) 

rw2n(ZW) 1 l 1.01 0.05 326.1 
rw411(ZZWW) 2 2 1.41 0.07 933.3 
TG211(ZW) 2 1 1.58 0.08 256.3 

TG4n (ZZWW) 4 2 1. 75 0.09 734.1 

士SD

87 
236 
75 
144 
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図 15 卵殻の網目構造部位

Fig. 15 Polygonal patterns of chorion 
a: rw2n (ZW)， b: rw4n (ZZWW)， c: TG2n (ZW) ， d: TG4n (ZZWW)， 
Bars: lmm 

動物の数量因子の検索に有用な実験材料であると考

えられる。

VI. 4倍体雄蚕における人為的処理による妊性獲得

A.アラタ体摘出，高温一多混処理および絶食処理

による 4侍体雄蚕の受精率の向上

a.序論

動物の 4倍体は植物に比べて非常に稀であるが，

その原因をlVIuLLER55)は性染色体の分化が進んで

いるためであると指摘している。動物倍数性の研究

は，誘起が非常に困難であることと間性倍数性が非

常に少ないために植物における倍数性の研究よりも

はるかに遅れ，限られたものになっている。その中

で，家蚕は 1930年頃から倍数体誘起実験が行われ，

高温，遠心，コルヒチンならびに CO2ガス処理など

様々な誘起法が試みられてきたが11，即日ぺこれら

の方法で誘起できたのは非還元型の雌のみであっ

た。

家蚕4倍体雄が得られたのは遠心処理よって誘起

された 6倍体雌もしくは温湯処理によって作成され

た6倍体と 3倍体の混数体に 2倍体雄を交配した子

孫においてであった30，31)が，いずれも個体数はごく

限られていた。こうして得た 4倍体雄を用いて

ASTAUROV4
)は4倍体相互交配による Fl4倍体の

作成を試みたが，際化率が非常に低かった。低温処

理法は最も効率よく雌雄両方の 4倍体を誘起でき

る73) ものの，低温処理によって得られる 4倍体では

雌に正常な受精能が認められる一方，雄は極度に妊

性が低い。

動物の倍数体穫の出現(倍数性進化)を妨げる一

因として挙げられる不妊性の機構を家蚕 4倍体雄を

用いて明らかにする研究の一環として， 4倍体雄 5

齢期の様々なステージにおいて片側アラタ体除去，

高温多湿処理ならびに絶食処理を施し受精率の向

上を試みた。

b.材料と方法

1)供試家蚕:本実験には re9(黒縞，赤卵 :ρs/戸，

re/ re)， Tw1 (姫蚕，第 2白卵 :ρ/ρ，ω 2/w-2) 

ならびに Cre(限性セーブ/レ・形主主，赤卵 :T(W:

2)ρ5叶 ρ/ρ，re/re) を用いた。

2) 4倍体の誘起:r巴9雌 xTw1雄の産下卵を第

III章 A-bと同様に低温処理して 4倍体を誘起した

(rw4n) 0 

3) アラタ体除去手術:低温処理によって誘起し
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た rw4n雄の 5齢 6，24， 48， 72および 96時間に黄

色刷の方法に従って片側アラタ体を除去した。手術

個体は 15
0

Cに24時間保護した後，再び桑を与え飼

育を続けた。

4)高温一多湿処理:5齢 6，24， 48および 72時間

の各ステージの rw4n雄個体に桑を与えた状態で，

湿度を十分に保ったプラスティック箱に入れて密閉

状態にして 380Cで 24時間処理した刷。その後は，通

常通り飼育を続けた。

5)絶食処理:5齢の様々なステージ(0， 24， 48， 

54， 60， 72および 96時間)の 4倍体雄個体をそれぞ

れ 48時間絶食させた。絶食時は桑を与えなかった以

外，通常の飼育環境となんら変化を加えなかった。

6)処理した個体の倍数性の確認と受精率:片側

アラタ体摘出，高温一多湿処理あるいは絶食処理が

施された個体を赤卵系統の Creもしくは re9雌と

交配し，卵色が黒卵:赤卵=1:1に分離した個体は

2倍体として排除し，危険率 1%のど検定で 5:1 

として採択された個体を 4倍体と判定するとともに

受精率を調査した。

C.結果

x2検定の結果，次代 3倍体の卵色分離比は黒卵:

赤卵=5:1であり，いずれの個体も 4倍体であるこ

とが証明されたアラタ体片側除去もしくは高温 多

湿処理を施された 4倍体雄個体と無処理区の受精率

をみると(表 11)，アラタ体除去手術において 5齢 24

時間を除いた全ての区で受精率の向上が認められ

た。また，高温一多湿処理においては 5齢 72時間の

処理区を除き受精率が向上した。無処理区に対して

有意な向上が認められたのは 5齢 48時間ならびに

96時間におけるアラタ体片側除去区に限られた(表

11)。

5齢期に絶食刺激を与えた雄個体の 4倍性の確認

と受精率調査のために Cre雌と交配を行った結果，

2倍体雄は黒卵:赤卵=1:1の分離比が， 4倍体雄

は絶食開始時期により様々な受精率が認められた

(図 16)。絶食開始が 72時間グループの一部と 96

時間グループの大部分の個体は絶食期間中に吐糸を

開始したが，その他の実験区では 48時間の絶食期間

中に上族した個体は認められなかった。x2検定によ

り4倍性が認定された雄の受精率を 3シーズンにわ

たり行った実験区ごとに表 12に示した。いずれの絶

食区においても無処理に対して受精率の向上が認め

られた。処理開始が遅くなるに従って受精率は増加

し， 1993年夏世代では 48時間，秋世代では 72時間

さらに 1994年夏世代では 54時聞がピークとなった

が，さらに遅い時聞からの絶食ではその効果が減少

した。

d.考察

低温処理によって誘起した 4倍体の雌は正常な妊

性を有するのに対して雄では極度に妊性が低い。し

かしながら偶然妊性を有する個体が出現するケース

があり，それらを用いて 4倍体雄の受精に関する研

究が行われてきた2九本実験においては家蚕4倍体

雄の不妊機構の解明の第一歩として 5齢幼虫の様々

な時期に片側アラタ体除去，高温多湿処理および

絶食処理を行って受精率の向上を試みた。

片側アラタ体除去ならびに高温多湿処理ではほ

表11 片側アラタ体摘出および高温 多湿処理を施された誘起4倍体雄の受精率

Table 11. Fertility of induced tetraploid males applied allatectomy or temperature-moisture treatment 

Treatment 
Hours after 

4th ecdysis 
2
 X

 
本木*

 o
 

-
1
 

4
t
 a

 
r
 

No. of No. of eggs 

male moths black red unfertilized 

Fertility 

(%) 

B/r 
:tSE 

Control 77 980 166 16777 6.39 l.31 5.90 3.93 
ー-ーーーーー-ーー一 一ー」ーーーーーーー ー ー -ーーーーーー一一・ーーーーーーーーーーーーーーーー-- -ーーーーー-ーーーーー- ーーーーー-ーーーーー -ーーーーーーー「一---ーーーーーーーーーーーー

-1 CA* 6h 3 79 13 1034 8.17 2.68 6.08 0.43 
TM彬* 3 53 10 894 6.58 2.07 5.30 0.03 

ー-ーーーーー-ーーーーーーー-ーーーーーーーーーーーーーーー-ー『ーーーーーーーーー一一一ーーーーーーーー -ーーーーーー-ーーーーーー}ーーーーー-ーーーーーーーーーーーーー 『ーー--ーーーーーー占ーーーー

1 CA 24h 6 66 17 1630 4.85 4.99 3.88 0.87 
TM 7 332 64 2244 15.00 4.47 5.19 0.07 

1 CA 48h 20 1052 223 5221 19.63 l.38 4.72 0.62 
TM 9 208 46 2163 10.51 3.86 4.52 0.38 

-1 CA 72h 5 154 36 1594 10.65 4.54 4.28 0.72 
TM 3 23 5 1234 2.22 0.62 4.60 0.03 

1 CA96h  10 743 147 2225 28.57 9.49 5.05 0.01 

本巴xcisionof one corpus allatum 
村 temperature-moisturetreatment 

村 th巴 ratioof black eggs to red eggs 
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図 16 赤卵系統 (Cr巴)と庚し交配で示された 2倍体ならびに 4倍体雄の受精率

Fig. 16 Fertility shown by the eggs of red strain (Cr巴) back-cross巴dwith diploid and tetraploid males. 
a: The eggs of a Cre mother crossed with a diploid mal巴.Fertility is 99.3% and the ratio of black 
to red (b: r) is 329・333ニ 1:1. 01. b: Th巴 eggsof a Cre mother crossed with a tetraploid mal巴

Whit巴 eggsare unf巴rtilized. Ferti1ity is 1.3% and b: r is 6・1. c and d: The eggs of Cre 
females cross巴dwith tetraploid males which rec巴lV巴da starvation stimulus. Fertility is 49.5% and 
90.9%， respectively. b: r is 292: 54 = 5.4: 1 for c， and 558・ 119= 4.7: 1 for d 

表12 絶食処理における Cre♀Xrw4n♂の平均受精率と卵色分離比

Table 12. A verage f巴rtilityand egg color segr巴gationratio in starve-shock exp巴nm巴nts，Cr巴♀ Xrw4n♂ 

Season Group* No. of males No. of eggs Fertility (%)土SE b/r・** x2 

1993 Control 36 13，833 5.19土1.90 5.71 1.16 
Summer Oh 23 7，757 6.18::t 3.78 5.47 0.51 

24h 18 7，317 12. 85::t4. 42 4.91 0.04 
48h 16 5，501 24.63土5.98 5.02 0.00 
72h 20 8，714 18.27土3.41 4.77 0.51 

ーーーーーーー--ーーーーーーーーー 回 目 峠------ーーーーーーーーーーーーーーーーーー 相向田ーーーーーーーーーーーーーーーーー同 回目ーーーーーーーーーーーー----

1993 Control 21 10，055 1.18土0.81 4.17 0.61 

Fall Oh 19 9，948 1.71土0.59 5.30 0.08 
24h 10 4，320 9.33土2.92 5.72 0.92 
48h 15 6，964 19.73土6.99 4.70 0.75 
72h 20 10，926 30.48士5.78 5.00 0.00 
96h 18 9，324 6.63::t2.33 5.37 0.42 

Diploid 10 6，834 97.67土0.56 1.01 0.13 
ーーーーーーーーーーーーーーー担問 目ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー----刊 - -ーーーーーーーーーーーーーーーーー-- 告制』ーーーーーーーーーーーーーーー肩関 姐 ー ー ー ー ー ー ー ー ー

1994 Control 30 12，088 5.68土1.48 5.48 0.76 
Summer Oh 16 5，320 13. 9l::t3 .16 4.78 0.21 

48h 20 8，116 28.91土4.75 4.87 0.25 
54h 48 20.289 39.42士3.41 5.08 0.26 
60h 56 23，038 25.12土2.81 4.85 0.80 

Start of starvation 

Egg color segregation ratio of black eggs to r巴deggs 
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とんどの実験区において受精率の向上が認められた

ものの，無処理区に対して有意な増加が認められた

のはアラタ体摘出を 5齢 48時間ならびに 96時間で

行ったグループであった(表11)。一方， 5齢 72時

間における高温一多湿処理では受精率の有意な減少

が認められた。また，無処理区にも 6.34%の受精率

が認められたことを考慮すると， 5齢期における片

側アラタ体摘出と高温一多湿処理は 4倍体雄の妊性

を獲得するための二次的な要因にすぎないと考えら

れた。

アラタ体摘出実験においては止血のために手術

後， 15
0Cに24時間静置した後，桑を与えたのに対し

て高温ー多湿処理においてはこの様な絶食の期間が

なかった。このことが，受精率の差として現れた可

能性が考えられたので， 4倍体雄蚕 5齢期の様々な

ステージにおいて絶食処理を施した。 3シーズンに

わたる実験の結果， 5齢 O時間および 1993年夏の 24

時聞からの絶食では，無処理と比較した場合に受精

率の向上が認められたものの有意差はなかった。そ

れ以降からの絶食開始区においては有意に受精率が

増加した(表 12)。この結果より， 5齢期における絶

食処理は， 4倍体雄の人為的妊性獲得に有効な方法

であることが明らかになった。

絶食刺激による 4倍体雄の受精率の向上がピーク

を迎える処理開始時聞は，実験シーズンにより異

なったものの放物線をたどって推移する傾向は一致

した(表 12)。それぞれのピークは 1993年夏におい

て5齢 48時間， 1993年秋では 72時間および 1994

年夏では 54時間であった。このような相違は，各

シーズンにおける 5齢期の長さの違いに原因がある

と考えられた。つまり， 1993年は夏の異常低温が桑

質の低下を招いたため，この年の秋の 5齢期は正常

表13 5齢起蚕から羽化までの平均日数

よりも 1日長い 6日間であり， 1994年は夏の異常高

温が 5齢期を半日短縮した。その結果，表 13に示す

ように無処理区における 5齢起蚕から羽化までの期

間は， 1993年秋ではその年の夏よりも約 2日長し

これに反して 1994年夏には約 2日短縮した。これら

の結果より，絶食刺激は 5齢期の限られた時期に特

に効果があると考えられる。 3シーズンにわたる実

験での 5齢期間のばらつきを通常期間である 5日聞

に修正して絶食開始時間ごとの受精率をプロットし

たところ，図 17にあらわされるように 5齢 60時聞

からの絶食刺激が最も効果的であることが明らかに

なった。

家蚕の減数分裂においては交叉とキアズマ形成は

雄にのみ起こる。家蚕4倍体雌の減数分裂において

分裂前期の初期には，多価染色体対の形成が観察さ

れるが，徐々に 2価染色体に変化し，第一分裂中期

には全ての染色体が 2価染色体となり，正常な分離

を行う 67)。一方， 4倍体雄では 4価染色体が 2価染色

体へと完全に分離しないため第一分裂中期に多くの

4価染色体が観察される刷。 RASMUSSEN刷は，この

4価染色体の分離異常が精母細胞の染色体の不均衡

を生み， 4倍体雄の不妊の原因になると推測した。

KING and AKAI53
)の電子顕微鏡観察により家蚕

2倍体の減数分裂は 5齢脱皮直後に開始されること

が明らかにされている。中垣・川村(私信)は，家

蚕雄の減数分裂をフローサイトメーターを用いて調

査し， 2倍体において 5齢 6時間に精細胞 (n)が観

察され始めるのに対して， 4倍体雄では 5齢 60時聞

に精細胞 (2n)が形成され始めることを認めている。

4倍体蚕精母細胞における分裂の生体観察では，第

一分裂中期から終期までの分裂時聞が 2倍体の約 2

倍である 48) ことから，精細胞形成の遅れは分裂速度

Table 13. Average days from 4th molting to adult emergence 

Start of 
1993 Summer 1993 Fal¥ 1994 Summer 

starvation No. of Av巴rage No. of Average No. of Average 
individuals (days) individuals (days) individuals (days) 

Oh 23 19.65 19 21.00 16 18.19 

24h 18 19.61 10 2l.90 

48h 15 19.13 15 20.93 20 15.65 

54h 48 15.94 

60h 56 16目25

72h 20 17.60 20 20.30 

96h 18 19.56 

Control 36 18.06 21 19.86 30 16.13 



84 北海道大学農学部邦文紀要第21巻第1号

{も:~ • 1993 Summer 

30 01993 Fall 

。1994Summer

20 ト

10 ト 。
o 20 40 60 80 

(h) Start of starvation (hours after 4th ecdysis) 
図17 絶食開始ごとに示された平均受精率の推移

Fig. 17 Aver且gefertility plotted for the start of starvation 

The fertility curve obtained in the thre巴 seasonswere put together by adjusting the 

length of the 5th instar to 5 days (l20h) ， which is the normal for weather. 

の違いによって引き起こされると推測される。 4倍

体において正常な精子形成が何故，妨げられるのか

は依然として明らかではないが，本実験において 5

齢 60時間から始まる 48時間絶食が最も効果的に受

精能力を回復させたことと，精細胞の形成が 5齢 60

時聞から観察され始めることとの時間的な一致は非

常に興味深い。

家蚕においては 4齢から 5齢への脱皮のために約

48時間の準備期間 (4眠)が必要であり，この間は

絶食状態にある。家蚕雄における正常な減数分裂お

よび精子形成には絶食が必要な刺激である可能性が

ある。正常な精子形成を理解する一助として家蚕 4

倍体を用いた生物検定系として，本実験で確立した

絶食処理は今後，有効な方法と考えられる。

B.絶食処理時間と受精率の関係

a.序論

4倍体雄に対するアラタ体摘出，高温多湿処理

および絶食処理実験の結果より妊性獲得に最も有効

なのは絶食処理であることが明らかになった。家蚕

は動物において非常に稀な 4倍体を簡単に誘起でき

る種であることから，動物では何故，倍数性進化が

おこりにくいのかといった問題に取り組むには好適

な実験材料であると考えられる。 4倍体雌雄の相互

交配による子孫を得てそれらの性状を調査するため

には 4倍体雄の妊性獲得法の効率化が必要でトある。

また，本章 Aにおいて指摘された，家蚕精子形成と

4眠における絶食状態との関係を調査する必要があ

る。これらを明らかにすることを目的として絶食開

始時期を 5齢 60時間に囲定して絶食期間と受精率

向上との関連について調査を行った。

b.材料と方法

1)供試家蚕:本実験には re9(黒縞，赤卵:pS/が，

re/ re)， Twl(姫蚕，第 2白卵 :ρ/ρ，w-2/w-2) 

ならびに Cre(限性セーブ、ル・形蚕，赤卵 :T(羽T: 

2)ρSa+p
， p/p， re/re)を用いた。

2) 4倍体の誘起:re9雌 xTw1雄の産下卵を第

III章 A-bと同様に低温処理して 4倍体を誘起した

(rw4n)。

3)絶食処理 :5齢 60時間の 4倍体雄個体に対し

様々な長さ (O=Control，1， 3， 6， 12， 24， 30， 33， 

36， 39， 42， 45， 48， 51， 54， 60， 72時間)の絶食

処理を行った。

4)処理した個体の倍数性の確認と受精率:絶食

処理された 4倍体雄を赤卵系統の Cre雌と交配し，

卵色が黒卵:赤卵=1:1に分離した個体は 2倍体

として排除し，危険率 1%のど検定で 5: 1として

採択された個体を 4倍体と判定するとともに受精率

を調査した。また，処理区ごとの生存率と 5齢期間

ならびに吐糸から羽化までの期間の調査も行った。

C.結果

家蚕4倍体に対して 5齢 60時間を開始点とし， 1 

時聞から 72時間までの絶食処理を 4シーズンにわ

たって行った。検定交雑とど検定によって 4倍性

の確認された絶食個体の受精率を表 14に示した。絶
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表14 様々な長さの絶食刺激を与えた 4倍体雄の受精率

Table 14. Fertility of t巴traploidmale silkworms subjected to various lengths of starve shock 

Group* No. of males No.of巴ggs B/r字本 F巴rtility(%) 士SE

Control 83 32，789 4.84 7.22 1.18 

lh 39 20，747 4.78 4.63 1.40 

3h 18 10，336 4.94 3.73 1.87 

6h 37 20，297 4.50 5.34 2.52 

12h 41 21. 570 5.14 11.27 2.37 

24h 43 22，246 4.91 14.96 2.47 

30h 24 5，57l 5.11 28.94 4.48 

33h 10 1，457 5.20 19.56 3.92 

36h 41 18，947 4.74 13.70 2.91 

39h 34 12，758 4.66 13.61 2.99 

42h 37 l3，649 4.61 13.56 2.34 

45h 16 7，775 5.07 10目 15 2.92 

48h 66 28，867 4.88 30.39 3.43 

51h 25 8，302 4.79 36.85 5.03 

54h 24 6，113 4.95 25.31 4.25 

60h 10 6，142 4.94 28.23 7.31 

72h 37 20，485 4.79 25.52 4.57 

groups classified by length of starvation 

日 ratioof black eggs to red eggs 

食期聞が 6時間以下の処理区では無処理区よりも受 内)において高かったものの，処理時間の長さに必

精率が低下したものの， 12時間以上の処理区ではい ずしも影響されず， 33時間処理区で 25%，60時間処

ずれも受精率の向上が認められた。最も受精率の向 理区で 43.48%と非常に低い値となった(表 15)。ま

上した処理区は 51時間処理で，受精率はこの処理区 た，処理時間と 5齢期間および羽化までの期間との

と30時間処理区を 2つのピークとし， 45時間処理 関係については(表 16)，処理期間と成育期間の延長

区を極小とする放物線状に推移した。 表16 4倍体雄における絶食処理区と対照区の成長に要

処理個体の生存率は処理時間の短い区 (24時間以 した時間の比較

Table 16. The comparison of time difference 

表15 絶食処理した 4倍体雄の生存率 between control and starved males in 

Table 15. Survival rate of starved t巴traploidmales the tetraploid males 

Experimental Number of individuals Number of Survival rate Experimental 5th instar Spinning to adult Oh of 5th instar 

groups for starvation surVIvor (%) group (h) (h) to adult(h) 

Control 102 83 81.37 Control 

lh 52 39 75.00 lh 0.00 1.41 1.41 

3h 20 18 90.00 3h 0.00 4.08 4.08 

6h 49 37 75.51 6h 0.00 -9.25 -9.25 

12h 48 37 77 .08 12h 12.69 -6.21 6.48 

24h 52 43 82.69 24h 14.00 -0.59 l3.41 

30h 33 24 72.73 30h 8.04 -0.55 7.49 

33h 40 10 25.00 33h 8.04 6.52 14.56 

36h 81 41 50.62 36h 1.87 3.87 5.74 

39h 58 34 58.62 39h 0.45 -7.88 7.43 

42h 55 37 67.27 42h 1.00 19.93 18.93 

45h 17 16 94.12 45h 0.20 19.74 19.54 

48h 108 65 60.19 48h 3.11 10.17 l3.28 

51h 40 25 62.50 51h 3.24 32.92 36.16 

54h 40 24 60.00 54h 8.04 18.79 26.83 

60h 23 10 43.48 60h 13.92 -3.44 10.48 

72h 51 37 72.55 72h 14.63 11.05 3.58 
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が一致したのは 1時間処理区の吐糸から羽化までの とが明らかになった。また， 30時間処理区にも 20%

期間と 12時間処理区の 5齢期間のみであり，絶食処 以上の受精率の向上が認められ生存率は 72.73%と

理は必ずしも成育期間の延長を引き起こすものでは 高い値であったことから，絶食時間の短縮と生存率

なかった。逆に，吐糸期から羽化までの期間は，無 の観点から 30時間の絶食処理も妊性向上のための

処理区に比べて短縮する傾向が認められた。 有効な方法であると結論できる。

d.考 察 先に述べたように 4倍体雄では精細胞形成が 2倍

家蚕は倍数体誘起が最も容易な昆虫であり，動物 体よりも 54時間遅れること(中垣・川村，私信)な

の倍数体研究に適した材料と言える。本章Aで明ら らびに 1回の分裂に要する時聞が長い4B) ことが判

かになったように絶食処理が 4倍体雄の妊性獲得に 明している。絶食により 5齢期聞が延長し，このこ

対する有効性が認められ，動物倍数体研究の材料と とが時間的制約を緩めて減数分裂を終了する精母細

して注目される。倍数性進化が動物においてはほと 胞の数を増加させ，その結果妊性向上をもたらす可

んどみられない理由を解明するための材料として利 能性が考えられる。このため，絶食時間と 5齢およ

用するには本実験材料の家蚕4倍体雄は好適であ ぴ羽化までの期間延長について調査したところ，妊

る。本実験では絶食開始時間を 5齢 60時間に固定 性の向上に成長期間の延長が反映されていなかった

い絶食時間の長さと受精率の関係を調査した。(表 16)02倍体における家蚕の精子形成は 4眠期の

本実験は 4シーズンにわたり行われた絶食処理の 直後に集中して短期間に行われること B3)ならびに

結果をまとめたもの(表 14)であることから，各蚕 絶食による受精率の向上には時間の長さに応じて 2

期における無処理区の受精率を差しヲ|いた値が受精 つのピーク (30および 51時間)が存在していたこと

率向上に与える絶食処理の効果であると考えられ (図 18)を考慮すると，家蚕における正常な精子形

る。図 18に絶食期間の受精率に及ぽす効果とそれぞ 成には絶食により消長が制御される物質の関与が示

れの実験区における生存率をあらわした。受精率が 唆される。

最も高かったのは 51時間処理区であり，その前後の この仮説を検討するために，妊性のほとんどない

処理区でも 20%以上の受精率向上が認められた。 4倍体雄を用いた生物検定系の確立と体液ならびに

48~54 時間処理区の生存率は 60%以上であったこ 精巣中の低分子から高分子までの幅広い物質につい

とから， 4倍体雄の妊性獲得のためには 5齢 60時間 ての分離と同定を現在進めている。

から 51時間前後の絶食処理が最も効果的であるこ C. 4倍体相互交配により得られた F，4倍体蚕の性
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状

a.序論

本章Aの実験により低温処理誘起した 4倍体雄

の妊性獲得には片側アラタ体除去，高温一多湿処理

ならびに絶食処理が有効で、あったことから， 4倍体

相互交配による F，4倍体個体を得て，その性状につ

いて調査を行った。片側アラタ体除去および高温

多湿処理によって得られた妊性のある 4倍体雄と

4倍体雌由来の次代 4倍体では膨化率，5齢起蚕にお

ける性比および生存率を雌の性染色体構成に着目し

て調査した。 F，4倍体個体の性染色体構成を判別し

て詳細な性状調査を行うために，低温処理によって

誘起した伴性赤蟻系統の 4倍体雄に絶食刺激を施し

て妊性を獲得させた。こうして得られた伴性赤蟻系

統 4倍体雄と 4倍体雌を交配することで伴性赤蟻個

体を ZZWW雌，黒蟻個体のうち雌個体を ZZZW，

雄個体を ZZZZと，それぞれの性染色体構成を識別

することができる。これら F，4倍体の性染色体構成

別の生存率を様々な成長段階において調査するとと

もに， 2種類の雌については，第W章ならびに第V章

で明らかにした家蚕に存在する 2種類の数量遺伝子

(EsdとPgd)の支配する表現形質である卵サイズ

と卵殻表面の網目面積について調査を行った。

b.材料と方法

1)供試家蚕:本実験には re9(黒縞，赤卵 :ρS/pS，

re/re) ， Twl(姫蚕，第2白卵 :ρ/ρ，w-2/ω一2)，

sd (伴性赤蟻・ d油，姫蚕:sch od/ sch od，ρ/ρ)， 

rs (伴性赤蟻，形蚕，赤卵:sch/sch， +ρ/+ρ， 

re/ re) ならびに Cre(限性セーフ、ル・形蚕，赤卵:

T(W: 2)ρSa十七戸/p，re/re) を用いた。

2) 4倍体の誘起:re9雌 x Tw1雄および rs雌 x

sd雄の産下卵を第III章 A-bと同様に低温処理して

4倍体を誘起した (rw4nおよび rssd4n)。

3) 4倍体雄の妊性獲得と F，4倍体の作成:本章

A と同様に rw4n雄に片側アラタ体除去もしくは高

温多湿処理を施し， 4倍性の確認を Cre雌との検

定交雑によって行った。 rw4n雌と 4倍性が確認さ

れた rw4n雄との交配によって F，4倍体を得た

(RW4n)。また，絶食処理を施した rssd4n雄も同様

に倍数性を確認した後， rw4n雌と交配して F，4倍

体を得た (RWRS4n)。

4)卵サイズならびに網目面積の測定:卵サイズ

は水平最大断面積を第N章 B-bと同様に走査電子

顕微鏡 (HITACHI， S-2100 A)で写真撮影した後，

ATTO画像解析システム (AE-6910および Densto

graph)を用いて測定した。網目構造域の網目サイズ

は隔離帯の中心線で分断された面積36)をATTO画

像解析システムにより測定した。それぞれの実際値

は同様に計測した 1mm方眼紙をスタンダードとし

て算出した。

C.結果

1) RW4nの性状

アラタ体片側摘出ならびに高温一多湿処理によっ

て誘導した妊性を有する 4倍体雄 39頭を少なくと

も2回以上，別々の rw4n雌と交配し 88交配区を得

て， F，4倍体雌の性状を調査した。表 17に示したよ

うに， 8，115の受精卵から 3，796個体が鮮化したが，

鮮化率は最大 79.1%から最小 24.6%までの幅があ

り，平均 46.78%であった。 5齢起蚕における雌雄の

比は平均値で雌:雄=1.32:1であったが，解化率

ごとに分離飼育した 13区については瞬化率の高い

区ほど雌の割合が高く，理論分離比(雌:雄=5:1)

表17 2倍体、 3倍体ならびに F，4倍体の鮮化率、生存率および性比

Table 17. Hatchability， survival rate and sex ratio in diploids， triploids and F， tetraploids 

Group Number Number of Number 01 Average Number of larvae after 4th moulting Survival rate Sex ratio 

(Hatchability) 01 batch fertilized eggs hatched larvae hatchability lemales males till 4th moulting (干/♂)

F， Tetraploid 1 
3 303 188 62.05 98 23 64.36 4.26 

(60%<) 

F， Tetraploid 2 
7 892 361 40.47 144 67 58.45 2.15 

(35%-60%) 

F， Tetraploid 3 
3 513 133 25.93 35 47 61.65 0.74 

(35%>) 

F， Tetraploid 
88 8，115 3，796 46.78 1，319 996 60.99 1.32 

(total) 

Diploid (2n x 2n) 1 335 303 90.45 133 125 85.15 1.06 

Triploid(4n x 2n) 26 1214 980 80.72 791 142 95.20 5.57 
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表18 F，4倍体雌の生存個体数

Table 18. Number of survivors in the F， tetraploid femal巴s

Group 

(Hatchability) 

F， Tetraploid 1 

(60%<) 

F， T巴traploid2 

(35%-60%) 

F， T巴traploid3 

(35%>) 

F， Tetraploid 
(total) 

Number of 

batch 

Number of 

5th instar females 

Number of 

spinning larvae 

892 

Number of Number of 

pupae adults 

78 52 19 3 98 

69 58 18 7 144 

29 15 7 3 35 

429 160 88 1，213 

表19 F，4倍体雌と re9雄との次代 3倍体の性比

Table 19. Sex ratio of triploid progeny from the cross between F， t巴traploidfemales and diploid re9 males 

Batch No. 
Number of individuals 

Females Males 
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4 

に近づいた。また，勝化個体の 5齢到達率は鮮化率

に関係なく平均値 (60.99%)に近似していた。 5齢

に到達した 1，213の雌の吐糸期到達個体は

892 (73.54%)，化踊個体は 429(35.37%)ならびに

羽化個体は 160(13.19%) であった(表 18)。

低温処理によって誘起された 4倍体雌 (ZZWW)

と雄 (ZZZZ)の交配から得られた F，4倍体雌の性染

色体構成は ZZZWもしくは ZZWWである。 4倍体

雌に 2倍体雄を交配して得られる次代 3倍体の性比

が雌:雄=5:1ならばZZWWであり， 1 : 1ならば

ZZZWと母親 4倍体の性染色体構成が判定できる

ので，羽化した F，4倍体雌個体に re9雄を交配して

得られた次代 3倍体の性比を調査した。 160個体の

雌成虫のうち正常な産卵を行ったのは 41個体にす

ぎず，残りの雌個体は卵が全くないか， もしくは数

卵しか形成しなかった。性比を 5:1と1: 1に分類

してど検定により確認した結果は， ZZZW個体が

10に対し ZZWW個体が 31であった(表 19)。

2) RWRS4nの性状

RW4nでは 3，796の鮮化個体を得たものの， F，4 

倍体雌に存在する 2種類の性染色体構成の判別は

41個体に限られたため，伴性赤蟻 (sc!z)系統4倍体

(rssd4n) を誘起し，絶食処理法で妊性を獲得させ

た。 rw4n雌に rssd4n雄を交配して得られた F，4倍
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図 19 Fl4倍体の性染色体と鮮化直後の幼虫体色

Fig. 19 Sex chromosome constitution and color of 

newly hatched larvae of Fl tetraploid 

体 (RWRS4n)において伴性赤蟻個体は ZZWW雌，

黒蟻個体雌は ZZZWならびに雄は ZZZZと判別さ

れた(図 19)。

RWRS4nの瞬化率は 92.69%と高く， ~醇化個体の

5齢到達率は 88.55%，吐糸個体の割合は 33.59%，

化踊率は 15.27%および羽化率は 12.72%であった

(表 20)05齢起蚕から成虫にいたるまでの生存率を

性染色体構成ごとに調査したところ，吐糸期までの

5齢期間中ならびに化踊直前に死亡した ZZZW雌

の割合が非常に高かった。高死亡率が認められた 5

齢期から吐糸までは約 7日聞を要するため，どの時

期での死亡率が高いかを詳細に調査したところ，

ZZZW雌の死亡は吐糸前日から吐糸日にかけて極

めて高くなっていた(図 20)0ZZZZ雄の羽化率は

45.21%で特に死亡率の高い時期はなかったが，化蛸

直前に死亡する個体が目立つた(表 20)0ZZWWは

5齢起蚕から吐糸までに死亡した個体はなく，羽化

率は 57.14%であった(表 20)。

Fl 4倍体に存在する 2種類の雌 (ZZZWと

ZZWW)および対照区として 2倍体 (rwrs2n:ZW) 

雌が産生した卵と卵殻表面の網目状構造域(図 21)

について，それぞれの卵サイズと網目面積を計測し

表20 RWRS4nのFl4倍体個体における生存率

Table 20. Survival rate in Fl tetraploids of 

RWRS4n 

Black Chocolate Dead Survival rate(%) 

Hatched 384 31 92.69 

zzzz zzzw zzww 
5th-Oday 73 268 82.08 

(100%) (100%) (100%) 

Spinning 62 63 37.93 
(84.93%) (23.51 %) (100%) 

Pupae 39 15 17.24 
(53.42%) (5.60%) (85.71%) 

Adults 33 13 14.37 
(45.21%) (4.85%) (57.14%) 

Percentage in parenth巴sesindicates survival rate. 

た(表 21)。卵サイズは ZW= ZZZW < ZZWWの順

となり W 染色体の数が多いほど卵サイズが大型化

した。網目面積は ZW< ZZWW < ZZZWであり Z

染色体の数に応じて面積の増加が認められた。

d.考察

家蚕4倍体雄は本来受精能力が非常に低い。この

ため， 4倍体雄と 4倍体雌の交配による Fl4倍体の

作出は非常に困難であり，勝化率や精子形成などの

ごく限られた範囲での性状調査が行われているにす

ぎなかった4.2九本実験においては，本章Aで確立し

たアラタ体摘出，高温一多湿処理および絶食処理に

より誘起した妊性を有する 4倍体雄と 4倍体雌を交

配して Fl4倍体を得て， ~際化率，生存率，羽化率お

よび 2種類の性染色体構成の異なる雌 (ZZZWと

ZZWW) が産生した卵の形質について調査を行っ

た。

RW4nの鮮化率は対照区の 2倍体 (2nx 2n)や3

倍体 (4n雌 x2n雄)と比較して非常に低く， 5齢起

蚕における雌雄の比も理論値(雌:雄二5: 1)と大

表21 RWRS4nとrwrs2nにおける卵サイズと卵殻表面網目サイズ

Table 21. Siz巴 ofeggs and polygonal patterns in RWRS4n and rwrs2n 

Moth No.S h Number of Number of Egg sizE SE Polygonal pattern size 
士SEex cnromosome 土

(μm2
) (Tetraploids) ~~.. ~... ~...~~~...~ Esd genes Pgd genes (mm2) 

ZZWW 2 2 1. 53 0.036 1728.68 22.739 

2 1.43 0.017 1651. 97 22.636 

3 1.36 0.072 1822.63 26.383 

4 1.55 0.027 1828.40 28.260 
一一一・ー“・ーー--------一一 一一一一干一一一一-------------ー“晶圃』 一一一一一宇一 一一一一一一ー一一

5 ZZZW 1 3 0.99 0.019 2969.45 103.114 

6 1.08 0.015 2834.61 88.866 

7 1.18 0.014 2803.91 88.049 

8 1.03 0.017 2313.03 27.345 

Diploid ZW 1 1 1.04 0.01l 1049.20 9.692 
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図 20 F，4倍体における 5齢期間中の生存倒体数

Fig. 20 Survivors of F， tetraploids during th巴 5thinstar 
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e 

図21 rwrs2n (aとb)，RWRS4n (ZZZW) (cとd)および RWRS4n(ZZWW) (巴と f)の卵と卵殻の網目部位

Fig. 21 Eggs and polygonal patterns of rwrs2n (a and b)， RWRS4n (ZZZW) (c and d) and RWRS4n 
(ZZWW) (e and f) 
Bars of a， c and e are 1m111， b， d and f are 50μm 
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きく異なる値(l.32:1)であった(表17)。勝化E容

に応じて 3つのグループ(1; 60%以上，2;35-60%， 

3; 35%未満)に区分して飼育したところ， 5齢到達

率はいずれのグループとも 60%前後であったのに

対して，勝化率の割合が高いクゃループほど雌の割合

が高くなり理論値に近づいたo これらのことから，

鮮化率の低下は雌の低勝化率に起因することが明ら

かとなった。また， 5齢以降の雌の生存率を調査した

結果，羽化率は 13.19%，正常な産卵を行ったのは 41

個体 (3.38%) と非常に少なく(表 18，表 19)，F， 

4倍体雌は生存が困難であると考えられた。

次代 3倍体の性比より， RW4n雌の性染色体構成

別の生存個体の比は ZZZW: ZZWW == 10 : 31と

ZZZW雌の死亡率が高いことが示唆された。しかし

ながら， RW4nの生存率が極端に低かったことか

ら，より正確な性染色体構成ごとの生存率の確認を

行うために，絶食処理により妊性を獲得した伴性赤

蟻系統 4倍体雄と， rw4n雌とを交配させて F，4倍

体 (RWRS4n) を得た。 RWRS4nの鮮化個体は

ZZWW雌が伴性赤蟻として判別され，黒蟻のうち

雌は ZZZW，雄は ZZZZであった(図 19)0RWRS4n 

の鮮化率は 92.69%，勝化個体の 5齢到達率も

88.55% (表20) と2倍体個体の場合(表17)と変

わりなかったが， 5齢起蚕以降には死亡率が急速に

高くなり，羽化率は 12.72%とRW4nと同様の値に

なった。 3種類の F，4倍体の中で ZZZW雌は特に

死亡率が高かったこと，ならびに RW4nにおいて産

卵個体に ZZZW雌が少なかったことから， F，4倍

体では ZZZW雌の死亡率が特に高いことが判明し

た。

表 20に示したように RWRS4nにおける受精卵

全体に占める ZZWW雌の割合は鮮化時で 2.14%

であり， 5齢雌での占有率も 2.54%と4倍体雌に 2

倍体雄を交配して得られた ZWW雌の割合46.68)に

極めて近い値であった。 RW4nにおいてこの値から

算出される ZZWW雌の個体数は， 5齢起蚕時に

30.88であり，ほぽ全ての個体が羽化し，産卵したと

考えられる。このことから， RW4nでの低解化率は

ZZZW雌の鮮化率が低いことに原因があることが

示唆された。

RWRS4nにおける ZZZZ雄と ZZWW雌は 50%

前後の羽化率であること， ZZZW雌の死亡率の極め

て高い時期は吐糸開始時期と化踊直前(図 20，表 20)

であること， RW4nにおいては勝化ならびに羽化直

前であったことを合わせて考えると， F，4倍体では

ZZZW雌が特異的に死亡率が高く，その死亡時期は

勝化，吐糸，化踊および羽化期といった形態的なら

びに体内環境の生理的変化が極めて大きい時期と一

致する o

家蚕の精母細胞の第一分裂終期において 2倍体で

は観察されない染色体ブリッジが 6倍体で 3本， 4 

倍体で2本観察されることから，特定の染色体にブ

リッジが形成されると考えられる 48)0 4倍体雄に形

成される特定染色体のブリッジが常染色体由来であ

れば，遺伝的背景が均一である本実験の F，4nの死

亡率は性染色体構成ごとに変化するとは考えらない

ことから，この染色体ブリッジは Z染色体である可

能性が非常に大きい。

KA W AMURA 45)は低温処理によって誘起した混

数体モザイク蚕において 3倍性の細胞との混数体で

は佐子の形態異常が非常に高かった原因を性染色体

の不均衡にあると推測している。染色体ブリッジが

Z染色体であると仮定すると，いずれの個体にも異

常な Z染色体が存在しているにも関わらず， ZZZW 

雌の死亡率が突出して高いことは，性染色体構成の

不均衡に由来すると考えられる。性染色体の均衡性

は鮮化，吐糸，化煽および羽化といった大きな生理

変化に重要な役割を果たす遺伝子の発現に関与する

ことも考えられる。

第W章ならびに第V章で明らかにしたように，家

蚕には卵サイズを決定する Esdと卵殻網目構造域

のIつの網目面積を決定する Pgd，2つの数量遺伝

子が存在し，それぞれの遺伝子は独立して発現して

いる。第V章では 4倍体についての検討が行われな

かったため，本章において得られた RWRS4nのF，

4倍体を用いて 2つの数量因子の存在の確認と発現

の独立性を検証した。

卵サイズは ZZZWでは ZWとほぽ同じサイズで

あったのに対して ZZWWではl.4からl.5倍大型

卵であった。卵殻網目面積は Z染色体の数に応じて

大型化した。これらのことから， W 染色体上に Esd

が， Z染色体上に Pgdが存在し，それぞれ数量遺伝

子として独立に発現することが確かめられた。また，

ZZZW雌の網目面積にはグループ内で有意に小さ

い値を示す個体が存在したことから(表 24)，Z染色

体の一部欠失の可能性が考えられる。これは父親 4

倍体の染色体ブリッジがZ染色体であり，精母細胞

のZ染色体が一部失われた可能性が考えられる。
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動物における倍数性の少なさの要因は高度に分化

した性染色体にあると MULLER55
)は指摘している。

家蚕 4倍体は動物の倍数性進化の起こらない要因を

探るモデルとして最適であるのみならず，性染色体

の役割がZ染色体と W 染色体の構成や両者のバラ

ンスにより変化するのかどうかの研究を含めて，正

常な発生と癌化などの異常な発生の機構を解明する

ためのモデルとしての役割を担うことも可能である

と考えられる。

VII総合考察

低温処理によって誘起された家蚕4倍体は，他の

動物倍数体と同様，幼虫ならびに成虫ともに外見的

特徴からは 2倍体と区別することが不可能で、ある。

本実験においては， 4倍体の特徴である雄の不妊性

と性染色体構成を異にする雌の産下卵サイズの大型

化の解析，ならび、に配偶子への性染色体の分配およ

びそれぞれから生ず、る倍数体の諸形質について解明

することを目的とした。

家蚕 4倍体雌 (ZZWW)の配偶子形成には，均等

な分配が行われて ZZ，ZWおよびWW配偶子が形

成されるとした説25) と不均一な分配の結果 Z，ZW 

ならびに ZWW配偶子が形成される 11) という 2つ

の説があった。本研究において，低温処理によって

誘起した 4倍体雌に 4種類の伴性劣性遺伝子 (05，

5ch， e， od)をそれぞれ持った 2倍体雄を交配して

得られた 3倍体(次代 3倍体)には，正常形質の雌

雄の他に伴性劣性形質を持つ雌がごく少数存在する

ことから， ZZWW雌からは ZZ，ZWおよびWW配

偶子が形成されるものの WW配偶子は選択的に少

なくなることが明らかになった。さらに，この要因

を調査するために，正常系統 3品種と限性系統 4品

種の合計 7品種の 4倍体雌を誘起して，形成された

配偶子割合を調査したところ，双方の系統ともに性

染色体対合において， Z同士， W 同士での対合がZ

とW で対合するよりも選択的に多いという結果が

得られた。その選択性は限性系統で特に著しく，転

座染色体の長さに依存することが推測された。家蚕

雌における減数分裂は，ザイゴテン期に核エンベ

ロープに付着した染色体の両端が対合を開始する 65)

ことを考慮すると，対合の選択性は染色体両末端の

アフィニティーに依存する可能性が考えられる。

限性系統での配偶子形成から予想される性染色体

対合が，品種の違いによって変化があるのか否かに

ついて，限性形蚕系統の「ほまれjを用いて同品種

内交配由来の 4倍体雌 (Homotype)と「ほまれ」雌

とTw1雄との品種間交配由来の 4倍体雌 (Hetero-

type)の配偶子の形成割合を調査した結果，どちら

のタイプにも性染色体対合の選択性は認められたも

のの， Heterotypeにおいて顕著であった。 2倍体の

性比は必ず，雌:雄=1:1であることから「ほまれ」

が系統維持されている聞は ZとW の間で対合が行

われていると考えられる。これらのことから， Zと

W 染色体対合の認識に関わる部位の相向性は，対合

が行われることによって増加して行く可能性が考え

られた。

4f音体雌の配偶子形成から予想される性染色体対

合の選択性を実証するために，限性系統 4品種につ

いて性染色体の同定を試みたところ，いずれの卵母

細胞染色体にも I対の不相称な染色体対が観察され

た。このうち，遺伝解析が進んで、おり 58)不相称な染

色体対が ZW対であると証明されている 49)限性黄

繭系統 (Sy) を用いて， Homotyp巴と Heterotype

4倍体雌の性染色体対合を観察した。 Homotypeに

おける性染色体対合は (ZW+ ZW) : (ZZ十WW)=

2.1: 3.4であった。一方， Heterotypeでは 1: 8で

あり， Iほまれ」を用いた配偶子形成割合から算出さ

れた結果と同様であり， Heterotypeで性染色体対合

の選択性増加が起こることが細胞学的にも証明され

た。

WEITH and TRAUT88
)はW 染色体転座系統の

Ephestia kuehniella (スジコナマダラメイガ)を用い

て性染色体の対合を調査し， W染色体同士での対合

が認められなかったことから，この種の性染色体対

合においては， ZとW の聞に強力なアフィニティー

が存在すると結論した。これに対して， HULTEN 

and PEARSONI9
)はヒトの Xyy患者精母細胞にお

ける対合は yyのみに限られ， Xは必ず 1価染色体

として存在することを明らかにした。両者の相違点

は，前者の W 染色体が異質染色質である 87)のに対

して，ヒト Y染色体には SRY遺伝子が座位してい

る聞ことである。家蚕W 染色体にも雌決定遺伝子

(Fem)と卵サイズ決定遺伝子 (Esd)が存在するこ

とを考えると，性染色体上にアクティブな遺伝子が

存在することと性染色体対合におけるアフィニ

ティーには何らかの関係があることが示唆される。

家蚕4倍体が大型卵を産下することは以前から良

く知られており，倍数体の識別にも利用されてきた
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が，その要因については， F ANKHAUSER and 

GRIFFITHS8
) により示された，核一細胞質比により

説明されていた。ところが， KA W AMURA 46)は，家

蚕卵サイズの大型化は W 染色体上の数量因子であ

る卵サイズ決定遺伝子 (Esd)に支配されると提唱し

た。 Esd遺伝子の存在を確認するために， 2種類の 3

倍体雌 (ZZWとZWW)の卵サイズを 4系統につい

て調査した結果，いずれも ZWWは大型卵を産下し

たことから Esdの存在が明らかとなった。次に，こ

の遺伝子の発現を卵巣移植によって調査するため

に， 3倍体において ZWW卵巣を ZZW個体へ移植

する実験を行った。また， 2倍体を用いて Esd遺伝

子の Z染色体への転座突然変異である Ge系統47)

と正常卵系統との相互卵巣移植を行った。その結果，

すべての移植卵巣に，本来の卵サイズと同じ大きさ

の卵が形成されたことから，Esd遺伝子は卵巣以外

の体内環境に影響されることなく発現するととも

に， Z染色体に転座した Esd遺伝子においても W

染色体上に座位するときと同様に働くと考えられ

た。 20-Hydroxyecdysoneの大量投与は，時期特異

的に卵サイズを大型化させることが明らかにされて

いる問。また，Ge系統に対する投与も同様の効果を

あらわすことから，Esdの発現をさらに追求するた

めにはエクジステロイドホルモンとの関連を zn

vitroで調査する必要がある oZW対は唯一，他の染

色体対と区別できることから，マイクロマニュピ

レーターやレーザーピンセットを用いた染色体かき

とり等による Esd遺伝子のクローニングが緊急の

課題である。

家蚕卵殻表面に存在する様々な紋様の中で，側面

部に認められる網目状構造域の 1つの網目面積を性

染色体構成の異なる倍数体間で比較した。網目面積

にはその倍数性に関わらず， ZW(2n) =ZWW(3n) 

<ZZW(3n) =ZZWW(4n) <ZZZW(4n)の関係が存

在したことから Z染色体上に網目サイズを決定す

る数量遺伝子の存在が明らかになり，この遺伝子を

卵殻網目サイズ決定遺伝子 (Pgd;Polygonal pat 

tern size determining gene)と命名した。この遺伝

子は，Esdに引き続いて発見された 2番目の数量遺

伝子であることから，大卵系統 (TG) と正常系統

(rw)の4倍体ならびに 2倍体の卵サイズと網目面

積を調査し両者の関係について検討を行った。卵サ

イズについては rw2n<rw4n二 TG2n<TG4nの関

係が認められ，Esd遺伝子の増加に伴って卵サイズ

も増加した。また，卵殻網目面積は rw2n二 TG2nく

rw4n二 TG4nのように Z染色体の数と網目面積と

の聞に正の比例関係が認められた。また， 4倍体雌と

4倍体雄との交配によって得られた F14倍体の

ZZWWとZZZWの卵サイズと網目面積の比較で

は， ZW=ZZZW<ZZWW (卵サイズ)， ZW< 

ZZWW<ZZZW (網目面積)の関係が認められた。

これらのことから，EsdとPgdはそれぞれ独立して

働くことが明らかとなった。前述の 20-Hydroxyec-

dysoneの大量投与は，卵サイズとともに網目面積の

増大も誘導する 3九 2つの数量遺伝子が独立して発

現することを考慮すると， 20-Hydroxyecdysoneは

数量因子の発現を促進している可能性が考えられ

る。

倍数体の性染色体のみに着目した研究においてで

すら， 2種類の異なる数量遺伝子が発見されたこと

から，生物には様々な未知の数量遺伝子が存在する

ことも考えられる。これらの遺伝子は正常な発生過

程や形質発現のみならず癌化や異常発生に関与する

ことが推測される。家蚕は，多数の突然変異が系統

維持されているとともに倍数体が簡単に誘起できる

ことから，数量因子解明に適した材料であり，異常

分裂などのメカニズム解明にも寄与できる実験用動

物であると考えられる。

家蚕 4倍体雄の最大の特徴である不妊性の機構解

明の一端として，アラタ体片側除去，高温多湿処

理および絶食処理による受精能力獲得を目指した。

5齢期の様々な時期における 3種類の処理を行った

結果，それぞれ時期特異的に 4倍体雄の妊性獲得に

有効であることが明らかとなった。特に，絶食処理

は5齢 60時間の幼虫に対する 30時間もしくは 51

時間前後の処理で最も効果的に受精能力を獲得させ

ることができた。

家蚕 2倍体雄の減数分裂は 5齢脱皮直後から開始

されることが知られている 53)。中垣・川村(私信)は，

家蚕の減数分裂をフローサイトメーターにより調査

し， 2倍体において 5齢 6時間に観察される精細胞

(n)は， 4倍体雄で 5齢 6時間には全く観察されず，

54時間後の 5齢 60時間になって初めて精細胞 (2n)

カ宝できることをみいだした。

家蚕においては 4齢から 5齢への脱皮のために約

2日間の準備期間 (4眠)が必要であり，この聞は絶

食状態にある。家蚕 4倍体雄に対して最も効率的に

妊性を獲得させることができた絶食処理開始が 5齢
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60時間であったことと，精細胞 (2n)が形成され始

める時期が一致することは非常に興味深い。また，

絶食時聞を変化させた実験から 30時間と 51時間に

2つのピークが認められたことは，絶食により消長

が制御される生体成分の存在を予想させる。

人為的に妊性を獲得させた 4倍体雄と 4倍体雌と

を交配して， F14倍体を得た。性染色体構成別に行

われた生存率の調査より， ZZZW雌は ZZZZ雄や

ZZWW雌と比較して，極めて死亡率が高いことが

明らかとなった。死亡時期は， g際化，吐糸，化踊お

よび羽化といった形態的ならびに体内環境の生理的

変化が大きい時期と一致することから，性染色体構

成とこれらの時期に行われる遺伝子発現には関係が

あることが推測される。

家蚕精母細胞の第一分裂終期において 2倍体では

観察されない染色体ブリッジが 6倍体で 3本， 4倍

体で 2本形成される 48}。これらは特定染色体である

と考えられているが，遺伝的背景が同質である F14

倍体において ZZZW雌のみの死亡率が高いのは， 4 

倍体に形成される染色体ブリッジがZである可能

性を強く示唆するものである。 KAW AMURA 45}は低

温処理によって誘起した混数倍数体モザイクにおい

て3倍体細胞との混数体では佐子の形態異常が多

かった原因を性染色体の不均衡に求めている。染色

体ブリッジがZであると仮定すると，性染色体構成

の不均衡は傷ついた Z染色体の働きを回復させる

ことができないのかも知れない。

家蚕においては， 350以上の様々な突然変異系統

が存在する。正常な遺伝子の作用機構を知るための

手段の lつとして突然変異の利用が挙げられる。倍

数体の作成は 2倍体を知るための比較材料として極

めて有効である。例えば， 2f音体では当然のこととし

て受けとめられている正常な精子形成は， 4倍体の

異常の要因を調査することで，そのキーとなる現象

的一致が見い出せた。今後は，これらの現象をいか

にして分子レベルにおいて捉えることができるかと

いった点が大きな課題となる。家蚕倍数体の解析で

明らかにされた染色体ならびに細胞遺伝学的現象を

分子レベルで証明することが生命現象を解き明かす

上で最も重要な点の一つであろう。

t商 要

低温処理によって誘起した 4倍体雌 (ZZWW)に

伴性劣性遺伝子を持つ 4種類の 2倍体雄を交配して

得た 3倍体には ZZZ雄ならびに ZZWとZWWの

2種類の'性染色体構成を持った雌が存在した。伴性

劣性形質により判別が可能で、あった ZWWについ

ては 1蛾区内の個体数が非常に少なくl.5%前後に

とどまった。

3種類の性染色体構成の 3倍体は 2倍体雄から必

ず Z配偶子を受け取っているので， 4倍体雌の配偶

子は ZZ，ZWおよびWWが形成されたと考えられ

る。 3種類の正常系統および4種類の限性系統 4倍

体雌に伴性赤蟻を交配して得られた， 3倍体の性染

色体構成の分離比から， 4倍体雌における性染色体

の対合割合を算出した。その結果，いずれの場合に

もZとZおよびW とW の聞での対合割合がZと

W 間での割合よりも多く，ランダムな対合は行われ

ていなかった。性染色体の対合選択性は正常系統よ

りも限性系統において著しく，転座染色体の長さと

の関係が示唆された。

限性系統の「ほまれ」を用いた実験において，低

温処理によって誘起された 4倍体雌 (ZZWW)の性

染色体対合選択性は，同品種内交配由来の 4倍体

(Homotype) よりも異品種間交配由来の 4倍体

(Heterotype)において顕著でトあった。この事実を

細胞学的に確認するために，限性黄繭系統 (Sy)に

おける卵母細胞中で観察される性染色体対の割合

((ZZ+WW) : (ZW十ZW)) を調査したところ，

Homotypeで 2.1: 3.4であったのに対して，

Heterotyp巴では 1:8と約 4.9倍もの選択性の増加

が認められた。

低温処理によって誘起された 4倍体雌に 2倍体雄

を交配して得られた次代 3倍体子孫の卵サイズを調

査したところ， ZZW雌では異常形卵を混在する正

常サイズ卵を産下したのに対して ZWW雌では大

型卵が形成されたことから， W染色体上に卵サイズ

を決定する遺伝子 (Esd:Egg size determining 

gene)が存在することを確認した。 Esd遺伝子の発

現を調査するために ZWW卵巣を ZZW個体に移

植すると同時に Esd遺伝子と同ーの遺伝子を持っ

と考えられる Ge系統と正常系統聞における相互の

卵巣移植を行った。その結果，移植卵巣には本来と

同じサイズの卵が形成され，Esd遺伝子は体内環境

に影響されることなく発現することが明らかとなっ

た。

家蚕の卵殻表面に認められる網目状構造域の lつ

の網目面積を様々な性染色体構成を有する 4倍体，
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3倍体について 2倍体との比較を行った。網目面積は

倍数性に関わらずZW(2n)=ZWW(3n) <ZZW(3n) 

=ZZWW(4n) <ZZZW(4n)の順であったことから，

Z染色体上に Esdに続く 2番目の数量因子の存在

を提唱し，卵殻網目サイズ決定遺伝子 (Pgd:

Polygonal pattern size determining gene) と命名

した。この遺伝子と Esdとの発現に関する関係を調

査するために Ge系統 (TG) と正常系統 (rw)の倍

数体を誘起し，卵サイズと網目面積を比較したとこ

ろ，前者には rw2n< rw4n = TG2n < TG4nの関係

が，後者には rw2n=TG2nくrw4n=TG4nの関係が

存在したことから，Esd遺伝子と Pgd遺伝子はそれ

ぞれ独立して発現していることが明らかになった。

さらに， 2種類の性染色体構成を持つ 4倍体雌

(ZZZWとZZWW) における同様の調査において

も，卵サイズには ZW二 ZZZW<ZZWW，網目サイ

ズには ZW<ZZWW <ZZZWの関係が存在したこ

とからも，両者の独立性が確認された。

家蚕4倍体雄 (ZZZZ)の不妊性の要因を調査する

目的で， 4倍体雄の妊性獲得法を検討した結果， 5齢

期におけるアラタ体片側除去，高温一多湿処理およ

び絶食処理が有効であることが示された。特に， 5齢

期の絶食処理が効果的であったことから， 4倍体雄

の妊性獲得に関する絶食処理の最適条件を調査し

て， 5齢 60時聞からの 30時間ならびに 51時間前後

の絶食処理が適当であることが明らかとなった。家

蚕 4倍体雄の不妊は有核精子の形成異常に起因する

が， 4眠と精母細胞の減数分裂時期がずれることが

その原因となることが示唆された。

5齢期におげるアラタ体片側除去，高温←多湿処

理および絶食処理を施して，妊↑生を獲得させた 4倍

体雄と低温処理によって誘起した 4倍体雌との交配

によって， F14倍体が得られた。 F14倍体の生存率

を性染色体構成ごとに調査したところ， ZZZZ雄と

ZZWW雌に比べて ZZZW雌が著しく高い死亡率

を示した。 ZZZW雌の死亡率は，卵手化，吐糸，化踊

および羽化時期に著しく上昇することから，体内環

境の変化に関与する遺伝子の発現は性染色体構成の

バランスと何らかの関連があることが示唆された。
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Summary 

In the silkworm， the triploid progeny from cros-

ses of tetraploid females induced by low-tempera-

tur巴 treatmentand diploid males carrying the sex-

linked recessive genes consisted of 3 types， ZZZ， 

ZZW and ZWW. The percentage of the ZWW 

females discriminated by sex-linked recessive 

phenotypes was only 1.5 in a batch. Three kinds of 

gametes， ZZ， ZW and WW， were considered to be 

produced in tetraploid females as a Z gamete was 

always transmitted from diploid males. The ratio of 

3 types of triploids revealed that the sex chromo苧

some pairing of Z with Z and W with W (ZZ十

WW) was more preferential than that of Z with W 

(ZW + ZW). The pairing preference that occurred in 

the tetraploids from 4 strains harboring sex-limited 

marker genes was much higher than that in the 

tetraploids from 3 normal strains. Furthermore， 

within the tetraploids from sex-limited strains， the 

length of the translocated autosomes appeared to be 

factors causing the pairing preference 

By using the sex-limit巴d“Homar巴"strain， the 

ratio of paring patterns ZZ十WWor ZW +ZW， was 

calculated both in Homotype (intra-strain mating) 

and Heterotype (inter-strain mating). In th巴 tetra.

ploid oocytes of sex-limited yellow cocoon strain 

(Sy)， the pairing patterns were cytologically obser-

ved in Sy4n (Homotype) and Syr4n (Heterotype) 

and the ratios of 2 pairing patterns were calculated. 

Th巴S巴 2experiments revealed that the sex chromo-

somes in Heterotyp巴 tetraploidspaired in preference 

between the same kinds at 5 times those in 



佐原:低温処理により誘起した家蚕倍数体の遺伝学的および形態学的性状に関する研究 99 

Homotypes. TG4n for polygonal pattern size. The expression of 

Deposition of large eggs by ZWW triploid the Esd and that of the Pgd appeared to be in-

females was confirmed in 4 strains. The results d巴pendentof each other. This was confirmed in 2 

showed the presence of a quantitative gene (Egg kinds of F1 tetraploid females (ZZZW and ZZWW). 

size determining gene; Esd) on the W chromosome. In the silkworm， tetraploid males are by nature 

Ovary transplantation between ZWW3n and ZZW3n sterile. Experiments such as excision of a corpus 

females， as well as between diploids with or with- allatum， high temperature-moisture treatment and 

out a giant egg gene (Ge)， which is identical with starvation were conduct巴din tetraploid males dur-

the Esd gene， was carried out in ord巴rto analyze ing the 5th larval instar. These stimuli were 

the effects of environmental factors on egg produc- e任ectivein producing fertil巴 tetraploidmales. Star-

tion. Both donor and host ovaries produced eggs of vation for 30 or 51 h of tetraploid males at 60 h of 

original size. This indicated that environmental fac- the 5th larval instar was found to be most e妊ective.

tors had no effect on gene expression. Start of meiosis in the 5th instar larvae was 

The order in size of polygonal patt巴rnswas as delayed 60 h in tetraploid males. It is noteworthy 

follows， ZW(2n) =ZWW(3n) <ZZW(3n)二 ZZWW that onset time of meiosis coincided with the most 

(4n) <ZZZW (4n). Size increase did not depend on effective stage to induce fertile tetraploid males. 

ploidy but on the number of Z chromosomes. This The F1 tetraploids were produced by crossing 

fact lead to the conclusion that the polygonal pat- tetraploid females and artificially induced fertil巴

tern size determining gene (Pgd) was present on 巴traploidmales. As to sex chromosome constitu-

the Z chromosome. The Pgd gene on the Z was the tion in the F1 tetraploids， ZZZZ males and 2 types 

second quantitative gene discovered in the silk- of females， ZZZW and ZZWW， were expected. The 

worm. The measurement of egg size and polygonal ZZZW females showed quite high mortality at hat-

pattern size in Ge strain (TG) and normal strain ching， spinning， pupation and adult emergence. An 

(rw) were summarized as follows: rw2n <rw4n= even sex chromosome balance may be necessary for 

TG2nくTG4nfor egg size and rw2n=TG2n<rw4n= successful morphogenesis. 


