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研究成果の概要（和文）： 
 効果的な昆虫の遺伝子機能解析に必要となる、遺伝子の時空間的な制御を可能にするシステ
ムの開発とプロモーターの探索を行った。カイコでは部位特異的組換えが機能し、クローン解
析やプロモーター探索に有効であることを示した。さらに、人工ヌクレアーゼによるゲノム編
集の可能性も見出した。また、バキュロウイルスの初期遺伝子プロモーターは、程度の差はあ
るものの昆虫目を超えて機能し、汎用できる可能性を示した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  Systems to efficiently analyze gene function in insects were developed. Site-specific 
recombination works in silkworm and the system was found to be applicable for the clonal 
analysis and enhancer trapping. Gene editing utilizing artificial nucleases becomes 
possible. A promoter of baculovirus promoted expression of transgenes in some species 
belonging to different orders suggesting its utility across the insects. 
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１．研究開始当初の背景  
 昆虫における遺伝子組換え技術は、近年飛

躍的に進展し、ハエ目、ハチ目、チョウ目、

コウチュウ目の２０種以上で成功例が報告

されている。また最近のゲノム解析による遺

伝子情報の蓄積とクローニング技術の向上

から、目的遺伝子の単離が容易になり、モデ

ル昆虫ではない種（非モデル昆虫）でも遺伝

子機能の解析が進められるようになった。遺

伝子機能解析のためには、導入遺伝子の発現

を時期、空間特異的に制御できることが求め

られる。ゲノム解析が進んでいるキイロショ

ウジョウバエでは、時期・空間特異的な発現

プロモーターと二元的な発現調節システム

（Gal4/UAS 系）を駆使して、導入遺伝子発

現を制御するシステムが確立され（McGuire 
et al., 2004）、発現様式の明確な Gal4 （ア

クティベーター）系統が多数作出・維持され
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ている。 
 一方、非モデル昆虫ではこのようなシステ

ムは整っておらず、異種のプロモーターは機

能しないことが多いため、遺伝子機能解析の

ためには、各昆虫種において発現様式の明ら

かなプロモーターの探索が急務となってい

る。本研究代表者と分担者の一部は、遺伝子

組換えが可能なカイコ、カブラハバチ、ナミ

テントウで、二元的な発現調節システム

（Gal4/UAS 系、Tet-Off 系）の効果実証を

行ない、piggyBac トランスポゾンベクター

の再転移と二元的な発現調節システムを利

用したエンハンサートラップ法の開発を進

めている（竹田, 2006）。しかしながら従来の

方法は、世代時間が短く大量に飼育できるキ

イロショウジョウバエのような種以外では、

効率的、現実的な方法とはいえない。 
 一方、遺伝子組換え昆虫で最も汎用されて

いるプロモーターは 3xP3 で、これは種を越

えて安定した発現が証明されている人工プ

ロモーターである（Berghammer et al., 
1999）。昆虫ゲノム情報から、発現様式のわ

かった遺伝子およびその相同遺伝子の上流

配列から候補プロモーター領域を推測する

ことは難しいことではなくなってきている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、遺伝子組換え技術が確立され
ている昆虫目（ハエ目、チョウ目、ハチ目、
コウチュウ目）を代表する非モデル昆虫を用
いて、（１）部位特異的組換えの基盤構築、
（２）部位特異的組換えと二元発現調節シス
テムを組合わせた新しいエンハンサートラ
ップ法の開発、（３）昆虫ゲノム情報を利用
した in silico でプロモーターの探索と、その
発現制御機能の検証を行い、これらのシステ
ムが非モデル昆虫にとって効率的で汎用性
の高いことを実証する。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、遺伝子組換え技術が確立され
ている非モデル昆虫の代表として、カイコ
（チョウ目）、カブラハバチ（ハチ目）、およ
びナミテントウ（コウチュウ目）を用いる。
まず、部位特異的組換えの条件設定を行なう。
つぎに、従来の二元的な発現調節システム
（Gal4/UAS系、Tet-Off 系）を利用し、部位
特異的組換えを誘発するバクテリオファー
ジ P1 由来の Cre-loxP 系、および酵母２µ
プラスミド由来の FLP-FRT 系を組合わせて
エンハンサートラップ法を改良する。人工プ
ロモーターの構築は、胚発生初期、性特異的、
あるいは組織特異的に発現する遺伝子を選

び、昆虫ゲノムデータベースからこれらの相
同遺伝子の上流配列を比較し、モチーフ検索
等により候補プロモーター領域を抽出する。
さらに、候補プロモーターを導入した遺伝子
組換え系統を作出し、その発現制御様式を検
証する。 
 
４．研究成果 
 2009 年度は、Gal4/UAS 系と FLP-FRT 系を
組み合わせた汎用的なクローン解析の系を
カイコで構築した。細胞質アクチン A3 遺伝
子のプロモーターの下流に FRT で挟まれた
GFP遺伝子、さらに下流に Gal4遺伝子の結合
したものを挿入した piggyBac ベクター
（pBac[A3-GFP(FRT)Gal4]）を作製した。こ
れにより、通常は全身で GFP を発現し、組換
え酵素 FLPの作用により体細胞の一部で GAL4
を発現する実験系を構築することができる。 
 カブラハバチでは、効果的エンハンサート
ラップを行なうための、piggyBac 転移酵素遺
伝子をゲノム中で安定に保持し、転移酵素を
構成的に産出する系統を確立した。これによ
り、部位特異的組換え用のターゲット遺伝子
を、交配により任意のゲノム領域に転移させ
ることができる。 
 ナミテントウでは、汎用性のある高い発現
を示すプロモーターの候補として、バキュロ
ウイルスの初期遺伝子 immediate early 1 
(ie1)プロモーターに着目した。その有効性
を検証するため、ショウジョウバエおよびカ
イコにおける形質転換体を用いた BmNPVie1
プロモーターのレポーターアッセイを詳細
に行った。その結果、胚、幼虫、蛹を通した
全身での発現および幼虫における前胸腺、腸
での発現が両昆虫間で保存されていること
が明らかとなった。したがって、BmNPVie1プ
ロモーターが様々な昆虫において高い発現
を誘導する汎用性プロモーターとして有効
であることが示唆された。 
 
 2010年度は、部位特異的組換えの条件設定、
改良エンハンサートラップ用のベクター構
築、各種ベクターを導入した遺伝子組換え系
統の作出、プロモーター探索を進めた。カイ
コでは、Gal4/UAS系と FLP-FRT系を組み合わ
せた汎用的な解析系を構築するために、
pBac[A3-GFP(FRT)Gal4]ベクタープラスミド
をカイコ卵に注入し、遺伝子組換えカイコ系
統を 4系統作製した。各系統において、1～4
コピーのベクターの挿入が認められ、幼虫脂
肪体での EGFP の発現が強く認められた。ま
た、共同研究によってカイコでホーミングヌ
クレアーゼが機能することを初めて示した。
さらに、FRTおよび attP配列を組み込んだ改
良エンハンサートラップ用のベクター構築
を行った。その他、チョウ目昆虫ゲノムを比
較し、論文を発表した。 



 カブラハバチでは、piggyBac転移酵素を産
生する系統とテトラサイクリントランスア
クティベーターと EGFP のキメラタンパク質
を産出する系統を交配してエンハンサート
ラップを試みた。 
 ナミテントウでは、汎用性のある熱ショッ
ク誘導性プロモーターの候補として、キイロ
ショウジョウバエの heat shock protein 
70(hsp70)プロモーターに着目した。その有
効性を検証するため、形質転換ナミテントウ
を作出し、蛹期において発現解析を詳細に行
った。その結果、hsp70プロモーター活性は、
25℃において検出されるものの 40℃付近で
最も高い活性を示すこと、熱ショック時間に
応じて増加すること、熱ショック後速やかに
減少すること、組織特異性を有しないことが
明らかとなった。 
 
 2011年度は、前年度に引き続き、部位特異
的組換えの条件設定、改良エンハンサートラ
ップ用のベクター構築、ベクターを導入した
遺伝子組換え系統の作出、プロモーター探索
等を行なった。カイコでは、部位特異的遺伝
子導入系を組み込んだ改良エンハンサート
ラップベクターの構築と組換え体作出を開
始した。また、pBac[A3-GFP(FRT)Gal4]を導
入したカイコ系統について、様々な組織での
クローン解析に用いることができるように、
piggyBac 転移酵素を発現する系統と交配し
て挿入配列を転移させ、脂肪体以外に皮膚や
筋肉など、異なる組織で GFP の発現が観察さ
れる系統を樹立した。 
 カブラハバチでは、piggyBac 転移因子と
tTAと EGFPのキメラタンパク質を産出する系
統を交配してエンハンサートラップを継続
し、さらに、リポフェクション法によって、
汎用性のある高い発現を示すプロモーター
の候補を見出した。 
 ナミテントウでは、ナミテントウの
cytoplasmic actin 遺伝子のプロモーターの
有効性を Tet-Offシステムを利用して検証す
るためのベクターを作製した。 
 プロモーター探索では、幅広い昆虫種で利
用可能と思われるプロモーターと新規マー
カー遺伝子の候補を用いたベクターを構築
した。このベクターをカイコに導入し、この
システムがワークすることがわかった。そこ
で次に、このベクターが昆虫各種でワークす
るかを検証するために、キイロショウジョウ
バエ、カブラハバチ、ナミテントウ各種にお
いて遺伝子組換え個体の作出を開始した。ま
た、別のプロモーターの改良のために、これ
まで活性が低かったプロモーター候補配列
を３回繰り返すことによって活性増強が可
能かを検証するためのベクターを構築した。 
 
 2012年度は、各昆虫種において、部位特異

的組換えの条件設定、改良エンハンサートラ
ップ用のベクター構築および組換え系統の
作出、プロモーター探索等を行な った。  カ
イコでは、インテグラーゼの標的配列を導入
した改良エンハンサートラップ系統の開発
を行い、エンハンサーを検出している系統 
が得られた。FLP-FRT 系を利用したクローン
解析実験系では、組換え酵素 FLPの発現を誘
導する熱ショックの条件と体細胞クローン
のパターンとの関係を各種組織について明
らかにして有効性を示し（図１、２）、論文
発表を行った。   
 

 

図１. 汎用的なクローン解析系構築のため
の piggyBac ベクター 
 

 

図２. 組換え酵素 FLPによって FRTに挟まれ
た GFP がフリップアウトし、DsRed を発現す
るようになった細胞 
 
 カブラハバチでは、tTAと EGFPのキメラタ
ンパク質を産出するような系統を用いたエ
ンハンサートラップを実施し、再転移により
致死となる場合は見られたが、明らかな表現



型としてエンハンサーを検出できるまでに
は至らなかった。 
 ナミテントウでは、cytoplasmic actin 遺
伝子のプロモーターの有効性を検証したと
ころ、ショウジョウバエにおいて有効である
ことが示唆された。 
 人工プロモーターの開発にむけては、ie1
プロモーター等およびカイコの体表黒色を
薄くする BmaaNAT 遺伝子を用いて、カイコ、
カブラハバチ、テントウムシ、キイロショウ
ジョウバエで機能するかを検証したところ、
カブラハバチ以外の昆虫種の黒色色素を薄
くできた。カブラハバチでは ie1プロモータ
ーによる発現誘導のみ確認できた。また、プ
ロモーター領域の迅速な特定のために、バキ
ュロウイルス系よりも扱いやすいと思われ
るエレクトロポレーションを利用した一過
性の遺伝子導入発現系の開発に着手し、カイ
コではこの方法が有効であることを示唆し
た。 
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