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研究成果の概要（和文）：エクダイソンパルスで誘導されるクチクラ蛋白質遺伝子上流域を

クローニングし応答配列を明らかにした。また、遺伝子銃によるカイコの翅原基、翅組織

への遺伝子の導入法を開発した。エクダイソンに直接誘導される遺伝子のプロモーター解

析を行い、BRC-Z2、EcRE を始めて明らかにした．クチクラタンパク質遺伝子及び転写

因子の組織発現特異性を調べ、皮膚の真皮細胞での発現には転写因子で発現特異性がある

ことを明らかにした．  
 
研究成果の概要（英文）：We isolated upstream region of cuticle protein genes BMWCP2 
and BMWCP5 and clarified the ecdysone responsive sequence. We constructed the 
method of the introduction of DNA into wing discs and wing tissues by a gene gun. We 
clarified that BR-C Z2, which is an early ecdysone responsive gene, bound and 
activated the promoter activity the BMWCP10. We found EcRE upstream of 
BMWCP10 and showed the binding of EcR to EcRE by a gel electrophoresis mobility 
sift assay and a reporter assay. We found that the different transcription factors were 
expressed in different region of the epidermis.  
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１．研究開始当初の背景 
   カイコの遺伝情報についてはカイコの

EST のデータベース構築により多くの遺伝子の

解析が可能になり、カイコのゲノム情報に関し

ては、かなりのものが得られるようになって

きており、遺伝子の調節領域を含む配列のク

ローニングもかなりのものについて可能にな

ってきている。クチクラタンパク質遺伝子は
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いくつかの種でゲノム構造が調べられており、

遺伝子の重複が認められている（Synder et 

al.,1982; Charles et al., 1997; Rondot et al., 

1998）。さらに、近年数種の昆虫でゲノム配列が

明らかになってきたことにより、遺伝子の上流

域の解析も可能となってきており、遺伝子発現

調節領域の解析も始まってきている（Lemoine 

et al., 2004）。 

 クチクラタンパク質遺伝子は mRNA の発現量が

多く、ホルモン応答性が顕著で、ホルモンによ

る発現調節機構を調べるには非常に優れた材料

であると考えられる。 

 
  
２．研究の目的 

  エクダイソン応答性の異なるクチクラ蛋白

質遺伝子のうちエクダイソンパルスで誘導され

る遺伝子の上流域をクローニングし、翅原基の

培養系を用いてプロモーターアッセイの系を確

立し、エクダイソンパルスに応答する配列を確

認する。 

 翅原基の培養系を用いて、３種のエクダイソ

ン応答配列について明らかにする。並行して、

発現時期を決定するシスエレメント、トランス

因子を追跡する。 

 プロモーターアッセイは培養細胞を用いて行

われているが、器官レベルになると、適用する

系の確立が難しく、現在までにそれほど行われ

ていない。本研究ではプロモーターアッセイの

系を確立し、今後様々な遺伝子の調節領域への

応用を目指す。 

 
３．研究の方法 

 クチクラタンパク質遺伝子とその発現に関与

する転写因子の関係を明らかにするために、多

くのクチクラタンパク質遺伝子及び数種の転写

因子の発現をリアルタイムPCR法で解析した。 

 遺伝子銃によるカイコの翅原基、翅組織への

遺伝子の導入法を、器官の時期、培養条件につ

いて検討し、様々な条件で可能になるように行

った。５齢４日目と吐糸後２日目の器官を取り

出して遺伝子銃で金粒子の付着した目的の配

列を含んだプラスミドDNAの器官への導入を行

った。 

 異なる発現様式を見せるクチクラタンパ

ク質遺伝子の上流配列を調べ、エクダイソ

ン応答性転写因子の結合部位と結合因子の

追跡を行った。 

  

４．研究成果 
 

（１）遺伝子銃によるカイコの翅原基、翅組

織への遺伝子の導入法を確立し、レポーター

プラスミドの上流にクチクラタンパク質遺伝

子の上流の遺伝子調節領域を挿入し、レポー

ターアッセイにより、プロモーター活性を検

定するシステムを構築した。 

 このシステムと、ゲルシフトアッセイを組

み合わせて、クチクラタンパク質遺伝子のプ

ロモーターの解析を行った。 

（２）ゲノム情報をもとに、蛹化時に発現す

るタイプのクチクラタンパク質遺伝子の上流

の遺伝子調節領域のプロモーター解析を行い、

BMWCP2 及び BMWCP5 のプロモーターがβ

FTZ-F1 が遺伝子上流に結合することで活性

化することを明らかにし、クチクラタンパク

質遺伝子がβFTZ-F1 のターゲットであるこ

とを証明するとともに、エクダイソンシグナ

リングがクチクラタンパク質遺伝子の発現を

調節していることを明らかにできた。 

（３）BMWCP5 では、βFTZ-F1 とともに、BR−

C もプロモーター活性を高める作用があるこ

とを確認できた。 

（４）エクダイソンに直接誘導される

BMWCP10 では遺伝子発現調節領域にエクダイ

ソンレセプターが結合できる配列 EcRE が存

在し、実際にレセプターが結合し遺伝子のプ

ロモーターの活性化に働いていることを確か

められた。 



（５）胸部の皮膚では転写因子βFTZ-F1 と上流

にβFTZ-F1 の結合部位を持つ BMWCP9 が発現す

るのに対し、腹部の皮膚では転写因子 E75 と上

流にE75の結合部位を持つBMWCP4が発現するこ

とを明らかにした。 

（６）頭部では BR-C Z2 が主に働いてその結合

部位を有するクチクラタンパク質遺伝子だけが

発現することを明らかにした。 

（７）１２種のソフトクチクラタンパク質の発

現解析を行い、５齢初期に発現するもの、蛹化

前に発現するもの、エクダイソンの上昇期に発

現するもの等異なる発現時期を有することを明

らかにし、これらがエクダイソン応答性につい

ても異なる応答を行うことを突き止めた。 
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