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研究成果の概要（和文）：本研究では、遺伝子解析において、最も有効な手段の一つである遺伝子機能阻害法として、
昆虫細胞における効率的なRNAi誘導システムの確立を目的に、dsRNAの取り込みを向上させる膜タンパク質の導入と昆
虫細胞内のdsRNA応答機構の解析を行った。その結果、線虫由来の膜タンパク質Sid-1が最も有効であることを明らかに
し、同遺伝子を導入した種々のカイコ培養細胞を樹立した。また、カイコRNAi関連因子の同定と機能解析を行い、各因
子の機能と各因子間の相互作用を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In order to establish efficient RNA interference induction system in insect cells,
 we introduced several membrane proteins, which have the ability to uptake dsRNA into the cells. Also the 
cellular responses against dsRNA uptake were analyzed using silkworm cells. As a result, we found that C. 
elegans Sid-1 membrane protein possessed an ability to uptake dsRNA efficiently. Using this protein, sever
al transgenic insect cell lines were successfully established. Furthermore, almost all RNAi related compon
ents of silkworm were isolated and characterized.
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１．研究開始当初の背景 
 RNA interference (RNAi)は標的遺伝子の
mRNAに対するdsRNAを細胞内に導入すること
で簡便に遺伝子ノックダウン個体を作製する
ことができる手法で、近年、様々な生物種に
おいて、その有効性が注目を集めている。ヒ
トやマウスなどの哺乳類細胞などでは、長鎖
dsRNA の導入によりRNAiを誘導することはで
きないが、短いsiRNAを導入することで配列非
特異的な反応を抑え、標的遺伝子のみを発現
抑制できる。哺乳類細胞において長鎖dsRNA
を導入することができない大きな理由は、
dsRNAに応答する機構が複数存在し、長鎖
dsRNAを細胞に導入した際には、RNAi経路以外
の２経路、PKR経路とRNaseL経路が主として活
性化され、配列非特異的な遺伝子発現抑制（主
に翻訳レベル）が起こり細胞は死に至るため
である。ところが、昆虫では、長鎖dsRNAの導
入によっても配列特異的なRNAiが誘導される
場合があり、必ずしもPKR経路とRNaseL経路が
活性化されるわけではない。このことはカイ
コを含む昆虫細胞において、網羅的かつ効率
的なRNAiによる遺伝子機能解析システムが構
築できる可能性があることを示しているが、
ショウジョウバエを除く昆虫細胞における
dsRNA応答の分子機構は明らかになっていな
い。 
 
２．研究の目的 
 遺伝子解析において、当該遺伝子の機能を
阻害し、その表現型を解析することは最も有
効な手段の一つである。RNAiは、従来の遺伝
子ノックアウト個体作製法に比べて、導入遺
伝子が相同組換えより染色体へ挿入されるこ
とに依存しないため、高等真核生物のように
相同組換え頻度が低い生物においては特に有
用な方法である。しかし、いくつかの成功例
はあるものの、哺乳類や昆虫も含めて、個体
レベルでの効率的なRNAi法は確立されている
とはいい難い。甲虫類などでは、長鎖dsRNA
の導入により効率的に標的遺伝子特異的な全
身性RNAiが誘導されることが知られているが、
カイコなどの鱗翅目昆虫では、各組織におけ
るdsRNAの取り込みが悪く、長鎖dsRNAの大量
投与のみでは、効率的に全身性RNAiを引き起
こすことはできない。そのため、この問題を
解決するには、大きく分けて２つの方法が考
えられる。１つは、各組織におけるdsRNAの取
り込みを向上させる方法、もう一つは、昆虫
細胞内のdsRNA応答機構を解明することによ
り、取込まれたdsRNAがsiRNAへとプロセスさ
れRISC複合体へ取り込まれる各過程の効率を
向上させる方法である。このように、本研究
の目的は、dsRNA応答の分子基盤を理解するこ
とを通じて、多くの農業害虫を含む鱗翅目で
の効率的なRNAi誘導法の確立を目指すもので
ある。 
 
３．研究の方法 

 線虫や甲虫の一種であるコクヌストモドキ
は、全身性RNAiが容易に誘導可能であること
が知られている。コクヌストモドキについて
は、dsRNAを取込む膜タンパク質は同定されて
いないが、線虫ではSid-1, 2と呼ばれる膜タ
ンパク質がdsRNAの積極的な取り込みを担っ
ていると考えられている。そこで、これらの
因子のカイコ培養細胞への導入によるdsRNA
取込み効率の向上、内在性の膜通過、輸送タ
ンパク質を利用した組織へのdsRNA導入機能
を有する新規機能ペプチドの合成とdsRNAデ
リバリー効率の向上を試みた。 
 本来、RNAiはRNAウイルスなどの外来dsRNA
に対する生体防御の一経路であると考えられ
ており、細胞にはRNAi以外にもdsRNAに対する
防御経路が存在する。哺乳類細胞ではdsRNA
応答経路としてdsRNA-dependent Protein 
Kinase K (PKR)による翻訳抑制経路とRNaseL
によるdsRNA分解経路が知られており、まだ未
知の応答経路が存在する可能性もある。昆虫
細胞においてはこれらdsRNA応答反応につい
ての知見がなく、細胞内で起こる反応を理解
しないままに、個々の標的遺伝子に対する
dsRNAを導入し遺伝子ノックダウンを試みて
いる。そこで昆虫細胞におけるsiRNAを含む
small RNA関連遺伝子の同定と機能解析を行
い、外来dsRNAの導入により誘導される細胞内
の現象を解析した。 
 
４．研究成果 
 まず、dsRNA の取り込みを促進する因子の
探索については、線虫由来の膜タンパク質
Sid-1〜7 遺伝子について、形質転換カイコ培
養細胞を作製し、取り込み効率を測定したと
ころ、Sid-2〜7 遺伝子の導入は、促進効果が
認められなかった。一方、sid-1 を導入につ
いては、樹立した多数のカイコ培養細胞の内、
BmN4細胞のみがほぼ100%の導入効率を示し、
非常に低濃度のdsRNAを培地中に添加するだ
けで、RNAi が誘導できることを示した。また、
カイコ以外のヨトウガ Sf9 細胞についても
Soaking RNAi 誘導が可能な細胞を樹立した。
さらに、BmN4 sid-1 細胞が dsRNAのみならず、
dsDNA を取込む能力があることを発見した。
カイコ組織へのdsRNAの取り込みを促進でき
る新規機能ペプチドの合成については、カイ
コ脂肪体において生合成され、体液をへて卵
巣に取込まれる 30kDa タンパク質と RNA結合
能を持つλN タンパク質の融合タンパク質を
作製・大腸菌発現系を用いて精製した。精製
した融合タンパク質は、RNA 結合能を有して
いた。また、融合タンパク質とλN タンパク
質結合配列を持つルシフェラーゼ mRNA を結
合させた上で、カイコ幼虫に注射したところ、
卵巣においてルシフェラーゼ活性が検出さ
れた。次いで、同システムにより、内在性遺
伝子(カイコ第三白卵遺伝子)を標的とした
dsRNA を導入し、RNAi 誘導実験を行ったが、
表現型(白卵の産下)は観察されなかった。カ
イコ細胞においてdsRNAの取り込みを促進す



るコクヌストモドキ遺伝子の探索について
は、現在まで、カイコ培養細胞において dsRNA
の取り込みを促進する遺伝子は得られてい
ない。 
 まず、カイコRNAi関連因子の機能解析を行
うために、カイコ培養細胞内で長鎖dsRNAより
siRNAを合成する酵素であるDicerおよび、
AGO2、R2D2、TudorSN、LoqsなどのRISCを形成
する遺伝子群をクローニングし、各因子間の
相互作用解析、遺伝子ノックダウンによる機
能解析を行った。その結果、Ago2-DIcer-2お
よびAgo2 -R2D2は主に細胞質で相互作用する
ことが明らかとなり、Ago2-Loqsに関しては同
様に細胞質で相互作用していたが、顆粒状の
構造を形成していることが明らかになった。
特に、TudorSN、LoqsについてはRNAi誘導には
必須の因子でないことも明らかになった。   
 カイコ培養細胞内でsiRNA,miRNA経路に関
与する遺伝子群の内、RISC因子でありながら
RNAi誘導には必須の因子でないことを明らか
にしたTudor-SNについては、その未知機能を
推定するために、局在解析、相互作用解析を
行った。その結果、同タンパク質がeIF4E、Tia1、
Ago1、Ago2と共に熱誘導により速やかにスト
レス顆粒を形成すること、Tia1、Ago1、Ago2
はTudor-SNのストレス顆粒局在に必要であり、
そのシグナルはSN2領域が担っていることを
明らかにした。さらに、カイコAgo1が脱キャ
ップ酵素Dcp2とともにP-bodyに局在し、miRNA
依存的にmRNAの翻訳抑制を行っていること、
F522とF557は、翻訳抑制とP-bodyへの局在に
必要であることを示した。一方、Loqs はDcr2
とD2様顆粒へ共局在し、Ago1、Ago2と相互作
用するが、R2D2は、D2様顆粒へ共局在せず、
Ago2とのみ相互作用することを示した。これ
は、ショウジョウバエとは異なる結果であっ
た。 
 最後に、カイコ培養細胞において、BmAgo1
と BmAgo2 のノックダウン時に共通して転写
量が変化する遺伝子として、macula-like 
latent virus (BmMLV)、Synaptic ras gtpase 
activating protein 、 Bm8 interacting 
protein を同定した。この中でも、BmMLV は
培養細胞に持続感染しているRNAウイルスで、
未処理区おいても比較的強い転写が認めら
れたが、アルゴノートタンパク質をノックダ
ウンすると顕著な転写の増加が認められた。
その他の RNAi 関連遺伝子についてもノック
ダウンの影響を解析したところ、アルゴノー
トタンパク質と同様に Dcr1、Dcr2 ノックダ
ウンでは強い BmMLV 転写促進が観察された。
また、Loqs、 Drosha、Pahsa、R2D2 について
も、転写促進が観察された。 
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