
Ⅰ. はじめに

田村俊樹博士によって、piggyBacを用いたカ
イコの生殖細胞系列への外来遺伝子の導入法が
確立してから、すでに15年が経とうとしてい
る1)。この間、カイコの遺伝子組換え技術は、新
規な絹糸の生産や、医薬などの有用物質生産へ
応用される方向だけでなく、基礎生物学的な研
究にも大きな貢献をしてきた。本稿では、カイ
コの突然変異の原因遺伝子の解明への遺伝子組

み換え技術の寄与と、その解明によって開拓さ
れた新たな研究領域について述べたい。

Ⅱ. ゲノム研究の展開と遺伝子組換え技術

1990年代の後半から2000年前後にかけて、多
くのモデル生物のゲノム解析が急速に進展した。
DNAシークエンサーの能力が向上して効率的に
配列決定が進むようになったことと、いわゆる
全ゲノムショットガン法が普及して、シークエ
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ンサーから得られる塩基配列を計算機上で自動
的につなぎあわせる作業（アセンブリー）が高
速化したことが背景にある。線虫C. elegansの全
ゲノムが1999年、キイロショウジョウバエの全
ゲノムが2000年に解読され、2001年には、つい
にヒトゲノムの概要配列が公表されるに至った。
カイコのゲノムについても、1990年代後半から
解読が始まり、2004年には最初の概要配列が三
田和英博士を中心とする研究グループによって
公表された。追って解読を進めた中国の研究グ
ループともデータの交換を進め、両国の合同チ
ームによって、2008年に精密なカイコゲノム配
列が公表された2)。
一方で、カイコゲノムへ外来の遺伝子を導入
する技術についても、1980年代から研究が進め
られてきたが、最終的にイラクサキンウワバ由
来の転移因子piggyBacをベクターに利用し、か
つオワンクラゲの緑色蛍光タンパク質をマーカ
ーに使うことで、田村俊樹博士らによって遺伝
子組換え技術が確立したのが、2000年であった
1)。遺伝子組換え技術は、ゲノム研究、とくに
遺伝子機能の解明にとって、不可欠な技術であ
る。カイコのゲノムDNAはn＝28の染色体を合
わせて約5×108塩基対のサイズがあり、そこに
は約17,000のタンパク質コード遺伝子の存在が
予測されている。これら遺伝子の機能は、たと
えばショウジョウバエの遺伝子との配列上の相
同性などによって、機能の推定はできるかもし
れない。しかし、カイコの個体において、当該
遺伝子が果たす役割は、遺伝子の過剰発現・異
所的発現や、ノックアウト・ノックダウンをし
て、その結果現れる表現型を観察してはじめて
明らかになる。これらの遺伝子操作は、いずれ
も遺伝子組換え技術を用いてはじめて可能にな
るものである。それらの意味で、ゲノム解析と
遺伝子組換え技術は、カイコの基礎研究におい
て、車の両輪のように不可分、不可欠のテクノ
ロジーである。
実際に、ゲノム研究や遺伝子機能研究で、ど
のように遺伝子組換え技術が活用されてきたか、
私自身が関わった研究を中心にして、実例をい
くつか紹介したい。

Ⅲ. 油蚕遺伝子の研究における

遺伝子組換え技術の利用と展開

カイコには、遺伝子記号の割り当てられてい
るものだけで、約590の突然変異体が発見されて
いる。カイコの変異体は、卵、幼虫、蛹・繭、
成虫の４段階のすべてにわたっているが、数で
は幼虫の変異体が多い。幼虫形質で最も多いの
が、皮膚の斑紋や色の変異であり、中でも、本
来白色であるべき幼虫の皮膚が透明に変わって
いる「油蚕」の形質を示す変異体が、30以上も
知られている。これほど多くの遺伝子がほぼ同
一の形質を支配する例は、カイコでは他になく、
特異なものである。
カイコ幼虫の真皮細胞の細胞質には、尿酸が
結晶化し、「尿酸顆粒」を形成している。カイ
コでは、主として脂肪体において、窒素の最終
代謝産物として、キサンチンから尿酸が合成さ
れ、その一部はマルピーギ管から排泄される。
一方、脂肪体で合成された尿酸の一部は、血液
を介して真皮細胞に運ばれ、細胞質に取り込ま
れて尿酸顆粒を形成する。油蚕変異体は、尿酸
の合成、輸送、または顆粒形成のいずれかに異
常があるために、尿酸顆粒を形成することがで
きない。変異体のひとつ「d油」（od）は、尿酸
顆粒の形成過程に異常がある変異体であり、皮
膚が高度に透明になる。odは形質判別が容易で
ある上にＺ染色体に座乗するため、Ｚ染色体の
マーカーとして、あるいは伴性遺伝子のマッピ
ングのために活用されてきた。
Fujiiら（2008）は、od変異体の原因遺伝子が、
哺乳類の細胞におけるリソソーム関連オルガネ
ラ（Lysosome-related organelles）の形成に使わ
れるタンパク質複合体BLOC-1のサブユニットの
一つであるBLOS2に相同なタンパク質をコード
しているとする証拠を示した3)。たしかに、その
BmBLOS2遺伝子は機能を欠損しているが、し
かし、それだけではこれが原因遺伝子であると
はいえない。そのため、Fujiiらの次報（2010）
では、トランスジェニック技術を用いて
BmBLOS2遺伝子をカイコの生殖系列へ導入し、
実際にod変異体の油蚕形質をレスキュー（回復）
させることができることを証明した4)。すなわ
ち、転写因子GAL4の応答配列であるUASをプ
ロモーターとし、そこにBmBLOS2遺伝子を連
結したベクターをpiggyBac法により、カイコへ
導入した。このトランスジェニック系統と、真
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皮での強い発現があることが知られているアク
チン3遺伝子（A3）のプロモーターにGAL4を連
結したドライバー系統（農業生物資源研究所に
より開発）の交配し、その一代雑種（F1）を得
た。このF1の雌にod/od雄個体を交配し、次代で
A3-GAL4/+; UAS-BmBLOS2/+; od/Wの雌個体を
選抜した。
その結果、DsRedをマーカーとして検出され

るA3-GAL4遺伝子と、EGFPをマーカーとして
検出されるUAS-BmBLOS2遺伝子を同時に有す
る個体では、それが雌個体（od/W）であって
も、斑（まだら）状に白い皮膚が現れ、odの形
質がレスキューされることが判明した（図１）。
このトランスジェニック実験によって、
BmBLOS2遺伝子の機能欠損がod形質の原因であ
ることが、最終的に証明された4)。
このあと、od変異体とBmBLOS2遺伝子は、遺
伝子ノックアウト実験のモデルとして活用され
るようになった。すなわち、od遺伝子座がZ染
色体上に占座していることから、もしも
BmBLOS2遺伝子のノックアウトに成功すれば、
すぐ次代において、機能欠損型のBmBLOS2遺

伝子の機能を容易に検出できると期待されたの
である。実際に、ジンクフィンガーヌクレアー
ゼ（ZFN）を用いてカイコ初期胚への微量注射
によって、カイコBmBLOS2遺伝子のノックア
ウト個体が作出され、当代（G0）において油蚕
のモザイク形質が現れるとともに、次代（G1）
においてodと同一の表現型である完全な油蚕が
得られている5)。
また、transcription activator-like effector nuclease

（TALEN）を用いた遺伝子ノックアウトの作出
にも、まず、最初にBmBLOS2遺伝子が用いら
れた。ZFNの場合と同様に、注射当代において
油蚕のモザイク個体が得られ、次代には容易に
odの表現型（油蚕）を持つ個体が現れることが
分かった6)。さらに、clustered regularly interspaced
palindromic repeats/CRISPR-associated（CRISPR/Cas）
システムも、カイコで有効に機能することが、
BmBLOS2遺伝子を対象にした実験で確かめられ
た7)。ZFN、TALEN、およびCRISPR/Casがカイ
コで利用できることは、今後、カイコが、いわ
ゆるゲノム編集技術を駆使して遺伝子機能、遺
伝子ネットワークを解析することのできる優れ
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図１ BmBLOS2遺伝子の強制発現によるd油（od）形質の部分的なレスキュー．酵母の転写因子GAL4に応
答するシス配列UASに、BmBLOS2遺伝子をつないだコンストラクトをpiggyBacベクターによりカイコ
に導入し、od遺伝子の背景の中でGAL4を用いてBmBLOS2を強制発現させた。下段にあるように、od
の形質である透明な皮膚のなかに部分的に白い正常な皮膚が現れ、レスキューに成功していることが
分かる。（藤井ら、原図）



たモデルシステムとなる可能性を示している。
また、これらゲノム編集技術は、有用な形質を
もつカイコを開発する上でも、きわめて強力な
道具になってゆくと予想される7)。

Ⅳ. 眼色・卵色の研究における

遺伝子組換え技術の利用と展開

カイコの眼色と卵色は、主としてオモクロー
ム系の色素によって作られている。眼色と卵色
には、多様な遺伝的変異があり、古くから遺伝
学的研究が蓄積されてきた。近年、ゲノム情報
を用いたポジショナルクローニングや候補遺伝
子の解析から、変異形質の遺伝子が次々と明ら
かになっている。また、胚期に性が判別できる
限性黒卵や、遺伝子組換えカイコの原系統とし
て利用される第１白卵のように、実用上の有用
形質となっているものも少なくない。第１白卵
（w-1）の原因遺伝子がキヌレニン酸化酵素遺伝
子（BmKMO）であること、第２白卵（w-2）と
第３白卵の原因遺伝子がBm-w-2とBmwh3と名付
けられたABCトランスポーターをコードする遺
伝子であることが、いずれもトランスジェニッ
ク実験によって証明された8), 9), 10)。これらの遺伝
子は、形質の判別が容易であるばかりでなく、
当代の卵色すなわち胚子期から早くも見分けら
れることから、組換えの際の形質転換マーカー
として有用であると考えられる。実際にこれら
の遺伝子をマーカーとして利用するための研究
も行われている。
白卵遺伝子のうち、w-1はオモクロームの合

成に関わる酵素（BmKMO）をコードしている
が、w-2とw-3は、互いに構造の似たABCトラン
スポーターをコードしている。w-2とw-3は、そ
れぞれショウジョウバエのscarlet遺伝子（st）と
white遺伝子（w）のオーソログであり、ショウ
ジョウバエでも、それらの遺伝子は複眼の色素
顆粒へのオモクローム前駆体の取り込みを支配
している。カイコでもw-2とw-3は卵の漿膜細胞
や複眼の色素顆粒へのオモクローム前駆体の取
り込みに必要であると考えられ、ショウジョウ
バエとカイコで機能がよく保存されている9), 11)。
ABCトランスポーターは、大きなファミリーで
あるが、whiteサブファミリーに属するトランス
ポーターは、ショウジョウバエではwhite、

scarlet、brownの３つだけである。カイコでは、
Bmwh3とBm-w-2以外の遺伝子が２つあり、ショ
ウジョウバエよりも複雑である12)。これら機能
未知の遺伝子の解析には、やはり遺伝子組換え
技術が役に立つと思われる。

Ⅴ. ウイルス抵抗性遺伝子の研究における

遺伝子組換え技術の利用と展開

カイコに感染するウイルスには多様なものが
あるが、顕著な病徴を示すウイルスは、核多角
体病ウイルス、細胞質多核体病ウイルス、濃核
病ウイルス１型、同２型、伝染性軟化病ウイル
ス、の５種類である。いずれのウイルスでも宿
主であるカイコの側の感受性には、品種間差異
があることが知られており、それは遺伝子の作
用による。特に品種間でのウイルス感受性に大
きな変異が認められるのは、濃核病ウイルス１
型（BmDNV - 1）と濃核病ウイルス２型
（BmDNV-2）である。これらのウイルスはパル
ボウイルス科に属する１本鎖DNAウイルスであ
り、いずれもカイコ幼虫中腸の円筒細胞の核内
で増殖する特徴をもつ。BmDNV-1に対するカイ
コの感受性は、nsd-1（第21染色体）とNid（第
17染色体）の２遺伝子座に支配されるのに対し、
BmDNV-2に対する感受性は、nsd-2（第17染色
体）とnsd-Z（第15染色体）に支配されることが
知られている。Itoら（2008）は、ポジショナル
クローニング法でnsd-2遺伝子座を単離すること
に成功し、これがアミノ酸トランスポーター様
の膜タンパク質をコードすることを明らかにし
た12)。実際に、原因遺伝子の野生型の対立遺伝
子を、piggyBacベクターを用いてnsd-2/nsd-2の
非感受性個体に導入した結果、幼虫の中腸が、
本来は感染しないはずのBmDNV-2ウイルスに感
染することが判明し、ポジショナルクローニン
グで見いだした候補遺伝子が確かに原因遺伝子
であることを証明した。昆虫のみならず、動植
物でもウイルス抵抗性の原因が単一遺伝子で決
定される例は珍しく、まして遺伝子が単離、特
定された例はほとんどない。ゲノム情報を利用
したポジショナルクローニングと、遺伝子組換
え技術を用いた遺伝子の機能証明を組み合わせ
ることで目的が達成されたモデルケースである
といえる。
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Ⅵ. 眠性変異体の研究における

遺伝子組換え技術の利用と展開

典型的なカイコ幼虫は４回の脱皮を経て最終
齢となり、吐糸、営繭して蛹に変態する。しか
し、品種や系統によっては、脱皮回数が４回で
なく、２回、３回、５回、６回と変異すること
が知られている。また、同一の品種でも、温度
や日長、餌条件などの影響で、脱皮回数が変化
することがある。養蚕では脱皮期を「眠」と呼
ぶので、幼虫の脱皮回数を「眠性」と称する。
上記の眠性変異体のうち、２眠の形質を支配す
る遺伝子modについて、遺伝子組換え技術を用
いた解析が行われているので紹介する。modホ
モ接合個体は、３齢または４齢が最終齢となり、
決して５齢になることなく蛹化する。Daimonら
（2012）は、ゲノム情報を用いたポジショナル
クローニングで、modの原因遺伝子を特定する
ことに成功した13)。modがコードするタンパク質
は、チトクロームP450ファミリーのメンバーで
あるCYP15C1をコードしていた。in vitroの実験
の結果から、CYP15C1はファルネセン酸をエポ
キシ化する酵素であり、幼虫のアラタ体におい
て幼若ホルモンが合成される際の重要な段階を
触媒するものであることが明らかになった。
piggyBacベクターによって、このCYP15C1遺伝
子をmod/modへ導入したところ、幼虫が４眠蚕
となり、５齢まで成長してから蛹化した。この
実験では、CYP15C1遺伝子をアラタ体で発現さ
せるために、特殊なドライバー系統が用いられ
た。すならち、アラタ体で酵母の転写因子
GAL4を発現するような系統を用い、CYP15C1
遺伝子の上流にGAL4に応答するシス配列であ
るUASをつないだ系統との間で、交配を行った。
その結果、CYP15C1遺伝子が本来の正常なカイ
コと同様にアラタ体で特異的に発現し、modの
形質をレスキューすることができたのである13)。
ショウジョウバエや他のモデル昆虫では、脱
皮回数の変異は、あまり存在せず、眠性はカイ
コ特有の形質であるといえる。何齢が最終齢に
なるか、言い換えれば変態のタイミングがいつ
になるか、どのような機構で決まっているのだ
ろうか。この問題は、昆虫生理学で古くから研
究されてきているが、未だに解決していない。

眠性遺伝子の解明は、昆虫の変態機構を知る上
で重要な手がかりを与えてくれる。たとえば、
modのケースでは、実はmod/mod個体では幼若
ホルモンがほとんど合成されておらず、これら
個体では一生幼若ホルモン無しで成長、生殖を
することが分かった。従来、幼若ホルモンは脱
皮ホルモン（エクジステロイド）と同じぐらい
重要なホルモンであると考えられ、幼虫の間は
その存在が必須なのであろうと考えられてきた。
しかし、実際には幼若ホルモンが欠乏しても胚
発生から幼虫の間の発生は、ほとんど問題なく
進んでいたのである。もちろん、脱皮の回数が
省略されてしまって矮小な個体になるわけであ
るが、一定量の幼若ホルモンが発生や生存に必
須ではないことは新発見である。そのような重
要な発見が、ゲノム情報と遺伝子組換え技術の
両者を活用することによってもたらされた。

Ⅶ. おわりに

カイコは、すでにゲノムの塩基配列が高精度
で解読されており、また、長い遺伝学の歴史の
なかで多くの突然変異体が発見され、モデル生
物としての地位を築いている。同じ昆虫のキイ
ロショウジョウバエに比べると、得られている
変異体の形質に特徴があり、本稿で述べたよう
な眠性や耐病性のようなカイコ特有の形質もあ
る。一方で、中国で約6000年、日本で約2000年
の養蚕の歴史があり、今もなおカイコは重要な
農業生物、経済昆虫でもある。本稿で述べたと
おり、遺伝子の塩基配列と形質をつなぐには、
遺伝子組換え技術やゲノム編集技術は不可欠の
手法である。
表１に、今までにカイコでポジショナルクロ
ーニングなどの方法で単離された形質遺伝子を
リストアップしてみた。そのうち、トランスジ
ェニック技術によって遺伝子機能が検証された
ものは、必ずしも多くない。しかし、今後の遺
伝子研究ではトランスジェニック技術のみなら
ず、TALENやCRISPRなどを用いたゲノム編集
が当たり前のように使われることになるだろう
と想像される。また、これらの技術を用いれば、
従来のように変異体が得られていなくても、遺
伝子と形質の関係を解明できるようになるので、
研究戦略を大きく変えることになるだろう。カ
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遺伝子 染色体      形質 原著論文   遺伝子組換え
  による証明

os      1 伴性油 Kiuchi et al. (2011) Insect Biochem Mol Biol. 

sch      1 伴性赤蟻 Liu et al. (2010) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 

od      1 d油 Fujii et al. (2008) Insect Biochem. Mol. Biol. ◯
Md      1 飛翔筋不全 Fujii et al. (2007) Genetica 

Vg      1 痕跡翅 Fujii et al. (2008) Insect Biochem. Mol. Biol. 

spli      1 エスプリ Fujii et al. (2011) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 

Y      2 黄血 Tsuchida et al. (2007) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 

lem      3 黄体色 Meng et al. (2009) J. Biol. Chem. 

L      4 褐円 Yamaguchi et al. (2013) Nat Commun. 

al      5 アルビノ Fujii et al. (2013) Insect Biochem. Mol. Biol. 

ok      5 金鵄竜油 Wang et al. (2013) Insect Biochem. Mol. Biol. 

re      5 赤卵 Osanai-Futahashi et al. (2013) J. Biol. Chem. ◯
E      6 過剰肢 Ueno et al. (1992) Development 

Nc      6 無半月紋 Nagata et al. (1996) Genes Cells 

Gb      7 緑繭-b Daimon et al. (2010) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 

fl     10 無翅 Sato et al. (2008) Genetics 

w-1     10 第１白卵 Quan et al. (2007) Insect Sci. ◯
w-2     10 第２白卵 Tatematsu et al. (2012) Genes Cells ◯

Abraham et al. (2000) Mol Gen Genet

w-3     10 第３白卵 Kobayashi et al. (2010) J. Insect Biotech. Sericol. ◯
mod     11 ２眠 Daimon et al. (2012) PLoS Genet. ◯
C     12 外層黄繭 Sakudoh et al. (2013) J.Lipid Res. ◯
oq     12 q油 Komoto (2002) Insect Biochem. Mol. Biol. 

ch     13 赤蟻 Futahashi et al. (2008) Genetics 

oa     14 青熟油 Fujii et al. (2013) Genetica 

cts     16 頬尾斑 Ito et al. (2012) Genome 

  スクラーゼ
  アイソザイム
Suc-1     17 ワクジー油 Daimon et al. (2008) J. Biol. Chem. 

ow     17 褐頭尾斑 Ito et al. (2009) Insect Biochem. Mol. Biol. 

bts     17 濃核病２型 Ito et al. (2010) J. Biol. Chem. 

nsd-2     17 非罹患性 Ito et al. (2008) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. ◯
nm-g     17 光沢不眠蚕 Niwa et al. (2010) Development 

mln     18 暗化型 Dai et al. (2010) J. Biol. Chem. 

vit     20 白妙卵 Lin et al. (2013) J. Biol. Chem. 

ov     20 ヴァル斑油 Wang et al. (2013) Genome 

rb     21 赤血 Meng et al. (2008) Genes Cells 

sku     21 臭蚕 Urano et al. (2010) FEBS J. 

so     26 煤蚕 Futahashi et al. (2008) Genetics 

  ジアロアス
og      9 コリ油 Komoto et al. (2003) Insect Biochem. Mol. Biol. 　

表１ カイコのゲノム情報からポジショナルクローニングまたは候補遺伝子のクローニングを経て単
離された変異体の原因遺伝子（主要なもの）



イコの研究の歴史のなかで積み重ねられた知識
と、新たな技術が融合し、カイコの新しい生物
学を開拓するとともに、その基礎研究の成果が、
カイコを用いた有用物質生産や、新たな繊維・
新素材の開発などの応用研究につながることを
願っている。
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