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研究成果の概要（和文）：死蟻蚕変異体においては、ゲノム編集によるノックアウト個体と変異体との相補性検
定により原因遺伝子を特定した。成虫短命変異体においては、体内のグリセロール量が変異体でのみ急速に減少
していることを突き止め、エネルギー代謝異常が表現型に関わっている可能性を見出した。BmNRF6遺伝子群の解
析においては、18種類すべてのBmNRF6における組織別 (脳、神経、絹糸腺、精巣、卵巣、脂肪体、マルピギー
管、前腸、中腸、後腸)の遺伝子の発現パターンを調査し、遺伝子ごとに発現組織さらには発現量が異なること
を突き止めた。また、4種類のBmNRF6においてはゲノム編集によるノックアウト個体の作出に成功した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to identify the function of BmNRF6 gene family 
responsible for the larval lethal and short life span of imago. In the l-nl gene responsible for 
lethality immediately after hatching, we have successfully isolated the causative gene throughout 
genome editing approach and allelic test between knockout individuals and mutants. In the sli gene 
responsible for short life span of imago, we found that the amount of glycerol in the moth body 
decreased rapidly only in the mutant, suggesting that the phenotype of short life span of imago may 
be related to abnormal energy metabolism. In the BmNRF6 gene family, we analyzed tissue-specific 
gene expression patterns in the brain, nervus system, silkgland, testis, ovary, fat body, malpighian
 tubules, foregut, midgut, and hindgut, in all 18 BmNRF6 gene, and found that each gene is expressed
 differently in each tissue and even in different amounts. In addition, we have successfully 
generated four types of BmNRF6 knockout lines.

研究分野：昆虫遺伝学

キーワード： カイコ　致死　寿命　突然変異　ゲノム編集
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々はカイコのゲノム上に18種類のBmNRF6遺伝子が存在することを明らかにし、そのうちの2つがカイコの幼虫
致死と成虫寿命に関わることを見出した。NRF6遺伝子は他生物種においてその機能がほとんど明らかになってい
ない。そのため、本研究で得られる成果はカイコのみならず昆虫の新たな生理機能の探索につながると考えられ
る。また本研究は、カイコを従来の養蚕業上重要な昆虫として位置づけるのではなく、作物の害虫であるチョウ
目昆虫として考えることで、致死や短命という表現型をペストコントロールに展開することも目的としている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
チョウ目昆虫のモデル生物とし

て位置づけられているカイコで
は、今日までに、発育・成長、形
態形成、生理形質、行動、さらに
は罹病性などに特徴がある数百の
突然変異体が発見・作出されてい
る。これらは長い養蚕の歴史の中
で選抜された有用な遺伝資源であ
ると言える。申請者はこれまで、
これらの突然変異体の中でもカイ
コの致死および寿命に関係するも
のに着目し、その原因遺伝子の探
索を進めてきた  (基盤研究  (C) 
H30-32, 研究代表: 伊藤克彦 (本
課題申請者))。研究対象として解析
を進めた「死蟻蚕」突然変異体は、
原因遺伝子 (l-nl)をホモで持つと
孵化後 1〜2時間で突然死する (図
1A)。また、「成虫短命」と呼ばれる
突然変異体は原因遺伝子 (sli)をホ
モで持つと、その名の通り成虫寿命が短くなる (図 1B)。申請者はこれらの突然変異の原因遺伝
子の単離を進め、両突然変異体の有力な候補遺伝子が、ともに Nose resistant to fluoxetine protein 
6 (以下、NRF6)と呼ばれるタンパク質をコードしていることを突き止めた。 
また、カイコのゲノム上に存在する NRF6遺

伝子を調査したところ、興味深いことに申請
者が明らかにした 2 つの NRF6 遺伝子の他に
さらに 16 個、計 18 種類もの遺伝子が存在す
ることが明らかになった (図 2)。NRF6遺伝子
が数多く存在すること、そして、少なくともそ
の中の 2 つが致死および寿命に関わっている
ことから、NRF6遺伝子はカイコの生育におい
て重要な機能を有することが予想された。さ
らに、NRF6をコードする遺伝子に関する先行
研究を調査したところ、ショウジョウバエで
は成虫寿命や消化機能および雌の不妊などに 
(Blumenthal, 2008)、線虫においては鼻における
薬剤応答や卵での卵黄顆粒の輸送などに関わ
っていることがすでに報告されていた (Choy 
et al., 2006; Watts and Browse, 2006)。このこと
からも、NRF6 遺伝子は節足動物や線形動物
の生育に重要であると考えられた。しかしな
がら NRF6 遺伝子については、これら以外に
詳細な報告例はなく、機能に関してはほとん
どわかっていなかった。 
 
２．研究の目的 
申請者はこれまでに、「幼虫の孵化直後の致死」および「成虫の寿命」に関わる 2つの変異体
の解析を進め、これらの表現型が BmNRF6 遺伝子ファミリーに所属する遺伝子によって制御さ
れていることを発見した。NRF6遺伝子は線虫とショウジョウバエで薬剤応答や成虫寿命等に関
わることが報告されているが、これら以外には詳細な報告はなされていない。またカイコのゲノ
ム上には、18種類の BmNRF6遺伝子が存在するが、それらの機能も未知である。そこで本申請
課題では、BmNRF6遺伝子ファミリーのカイコの生理機能への影響を調べることで、チョウ目昆
虫の生存にとっての NRF6遺伝子の役割を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究では、以下に示す 3つの課題に取り組んだ。 

① 死蟻蚕 (l-nl)の機能解析 
本課題では、死蟻蚕変異体の「幼虫の孵化直後の致死」という表現型が、どのような生理現象
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の異常により生じているのかを明らかにすることを目的とした。先行研究により、申請者は、l-
nl が脂肪体で高発現している膜タンパク質をコードしていることを突き止めている。昆虫の脂
肪体は、エネルギーの貯蔵や供給に関わる重要な組織であることから、死蟻蚕の原因は、脂肪体
におけるエネルギー代謝異常により生命活動を維持できなくなり致死 (飢餓)しているという仮
説を立てた。そこで本課題では、死蟻蚕の表現型解析として、エネルギー代謝関連物質の比較定
量を行った。具体的には、カイコ虫体内のグリセロール量とトリグリセリド量を測定し、標準系
統と変異系統とで比較した。 
加えて本課題では、l-nl遺伝子産物が生体内でどのような役割を担っているのかを予測するた
め、より詳細な発現組織の特定を行った。死蟻蚕の表現型は、孵化直後の致死である。そのため、
本膜タンパク質を特異的に認識する抗体を作製し、その抗体と孵化直後の幼虫のパラフィン切
片を用いた免疫染色により、詳細な局在解析を行った。 
② 成虫短命 (sli)の機能解析 
本課題では、CRISPR/Cas9 システムを用いたゲノム編集により、sli 候補遺伝子が本当に成虫
短命変異体の表現型に関わっているのかを証明することを目的とした。申請者はこれまでの解
析で、sli のゲノム上の候補領域をカイコ 25 番染色体上の 0.3 Mb 内に特定し、その中で一つの
有力な候補遺伝子を単離している。この候補遺伝子は NRF6タンパク質をコードしており、標準
系統と成虫短命系統間において翻訳されるアミノ酸配列に顕著な違いが存在することがわかっ
ている。そこで、この遺伝子が sli遺伝子本体であることを確かめるために、sli候補遺伝子のノ
ックアウト系統を作出し、その表現型を調査した。 
また、標準系統と成虫短命系統間での表現型の比較解析を実施することで、何が原因で成虫寿
命が短くなっているのかを考察した。具体的には、成虫期の体重の変化や体内水分量の推移を調
査し、比較した。加えて、カイコ成虫は餌等を摂取することはないため、成虫短命の表現型も死
蟻蚕と同様にエネルギー代謝に関わっている可能性を考えた。そこで、死蟻蚕の課題で確立した
虫体内におけるエネルギー代謝関連物質の測定手法を用いて、標準系統および成虫短命系統間
での比較定量を行った。 
③ BmNRF6遺伝子ファミリーの網羅的な機能解析 
本課題では、BmNRF6遺伝子ファミリーの機能を予測するために、各遺伝子の発現パターンを
調査した。具体的には、ファミリー内の 18種類全ての BmNRF6遺伝子について、それぞれの発
現時期 (いつ)および発現組織 (どこで)を RT-PCRにより明らかにした。 
また、CRISPR/Cas9システムを用いたゲノム編集により、BmNRF6遺伝子ファミリーがどのよ

うな表現型に関与するのかについても調査した。ファミリー内の 18種類全ての BmNRF6遺伝子
のゲノム編集系統の作出は系統の飼育および維持で多大な労力を要すると考え、まずは、線虫、
l-nl、sli のクレードに所属する BmNRF6-9、-11、-13 と、ショウジョウバエのオーソログに当た
る BmNRF6-16 (図 2)について解析を進め、それぞれの表現型と機能を考察した。 
 
４．研究成果 
① 死蟻蚕 (l-nl)の機能解析 
死蟻蚕変異体においては、ゲノム編集ならびにノックアウト個体と変異体との相補性検定に
より原因遺伝子を特定した。また、l-nlがコードする膜タンパク質を特異的に認識するペプチド
抗体を作製し、組織切片の免疫染色を実施したが、タンパク質の局在は確認されなかった。この
理由としては、使用した抗体がペプチド抗体のためエピトープの長さや特異性に問題があった
可能性が考えられる。そのため、今後は精製タンパク質を用いた新たな抗体を作製する必要があ
ると考えられた。また、エネルギー代謝関連物質としてグリセロールとトリグリセリドに着目し、
虫体内におけるこれらの定量法の確立を行った。その結果、使用する抽出試薬や抽出法を検討す
ることで、アッセイ系の構築に成功した。 
② 成虫短命 (sli)の機能解析 
成虫短命変異体においては、ゲノム編集による候補遺伝子の特定には至らなかった。それゆえ、
今後は本実験を完結する必要がある。一方、成虫短命突然変異体と正常個体の表現型の比較解析
を行い、変異体では成虫期に急激な体重の減少が認められ、死に至っていることを明らかにした。
加えて加湿乾燥式水分計を用いた解析により、この体重の減少は体内における水分量の減少に
よるものではないことも明らかにした。また、エネルギー代謝異常により短命になっているとい
う仮説を立て、変異体と正常個体間のエネルギー代謝関連物質 (トリグリセリド量およびグリセ
ロール量)の比較定量を実施した結果、トリグリセリド量については変異体と正常個体間で差は
なかったものの、グリセロール量については、変異体で急速に減少していることが明らかになっ
た。このことから、エネルギー代謝異常が成虫短命という表現型に関わっている可能性が示唆さ
れた。 
③ BmNRF6遺伝子ファミリーの網羅的な機能解析 

BmNRF6 遺伝子群の解析においては、18 種類すべての BmNRF6 における組織別 (脳、神経、
絹糸腺、精巣、卵巣、脂肪体、マルピギー管、前腸、中腸、後腸)の遺伝子の発現パターンを調査
し、遺伝子によって発現の有無や発現組織さらには発現量が様々であることを突き止めた。また、
4種類の BmNRF6においてゲノム編集によるノックアウト個体の作出にも成功した。今後は、こ
れらの表現型解析を進めていく予定である。 
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