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研究成果の概要（和文）：カイコガ上科では、イチジク属食などの原始食性からクワ食が進化してきた。クワは高濃度
の糖類似アルカロイドを含有しており、カイコや近縁種は何らかの方法で毒性を克服してきた。カイコのクワ選好性の
機構解明のため、広食性変異体spliを解析したところ、それらの原因が、POUホメオドメインを持つ転写因子の遺伝子
にあることを解明した。これら変異体では嗅覚受容体などの遺伝子発現が大きく変化しており、それが食性変異の原因
と予想された。一方、アルカロイドが標的とするスクラーゼのうち主要なものは、カイコでのみ抵抗性が見られた。ゲ
ノム・トランスクリプトームの解析の結果から、標的酵素が量的・質的に進化したと推定された。

研究成果の概要（英文）：The larval food habits of bombycoid silkmoths have been presumably evolved from 
Ficus feeding to Morus (mulberry) one. The latex of mulberry contains sugar-mimic alkaloidal toxins, and 
the mulberry feeders (Bombyx etc.) must overcome the toxicity. The polyphagous mutants, Bt and spli were 
analyzed to understand the genetic basis of mulberry feeding in Bombyx. We found that a transcription 
factor gene (Bmacj6) was defective in the mutants. The expression of the genes encoding olfactory 
receptors and so on was over- or mis-expressed in sensory organs of the mutants. On the other hand, we 
found that the major sucrases were enzymatically more tolerant to the mulberry alkaloids in Bombyx than 
in non-mulberry bombycoids. The results of RNA-seq, genome sequencing, and genome editing suggested that 
the sucrases and other enzymes influenced by the sugar-mimic alkaloids have evolved quantitatively and 
qualitatively so that the mulberry-feeding species have overcome the toxicity.

研究分野：昆虫遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
 生物の進化は、しばしば飛躍的である。爬虫
類から鳥類への進化に伴う翼の獲得や、キリン
の首が長くなる適応など、枚挙にいとまがない。
飛躍的進化には複数の遺伝子が同時に進化す
る必要がある。新学術領域研究「複合適応形質
進化の遺伝子基盤解明」は、種々の生物群の
適応進化において、複数の遺伝子が同時に進
化したと考えられる形質（複合適応形質）に注目
し、その形質進化の機構を遺伝子・ゲノムレベル
で解明することを目指してきた。本計画研究「カ
イコとその近縁種における寄主植物選択機構の
進化」では、カイコおよび近縁種（カイコガ科、カ
イコガ上科）の種間のゲノム比較や変異系統の
解析を通して、カイコガ科における食性進化、と
くに寄主としてのクワへの適応の機構を明らかに
しようとした。 
 
２．研究の目的 
 カイコはクワ属植物のみを餌とするが、近縁の
イチジクカサンなどはガジュマルなどイチジク属
の葉を食餌としている。クワは乳液中に糖類似ア
ルカロイドを含み、多くの昆虫に毒性を示す。カ
イコとその近縁種の体系的な比較トランスクリプト
ーム解析を行い、クワの毒素へ耐性の進化機構
を解明する。また、カイコには多くの食性変異体
が存在し、クワ以外の植物でも摂食する。これら
変異体の原因遺伝子を解析して、食性を支える
遺伝子システムを解明するとともに、クワ食への
進化の機構を探る。 
 
３．研究の方法 
(1) カイコのいくつかの食性変異体を用いて、食
性形質を支配する遺伝子のポジショナルクロー
ニングを行った。すなわち、食性異常（広食性）
系統と正常（クワ単食性）系統とを交雑し、BC1
世代の数百個体を用いて、染色体上の DNA マ
ーカーと食性形質の連鎖を明らかにすることに
より、原因遺伝子を染色体上で絞り込んだ。 
(2) ゲノムレベルで食性を支配する遺伝子を解
明するため、当初配列情報が得られていなかっ
たイチジクカサン（Trilocha varians；食草はクワ
科イチジク属）およびエリサン（Samia cynthia 
ricini；食草はトウダイグサ科ヒマなど）の全ゲノム
配列を次世代シークエンサーによって解読し、
de novoでアセンブルした。 
(3) カイコ初期胚において、TALEN および
CRISPR/Cas9 システムを用いて、遺伝子をノック
アウトし、形質を観察した。 
(4) 感覚器官や消化器官のトランスクリプトーム
を解明するため、次世代シークエンサーを用い
て種々の RNA-seq解析を実施した。 
 
４．研究成果 
(1) カイコの広食性変異体の原因遺伝子の単離
とトランスクリプトーム解析 
 カイコではクワ以外の餌を摂食する広食性変
異体が分離されている。本研究では、先行研究
で独立に得られていた spli (soft and pliable)と Bt 

(Beet feeder)が、互いに複対立遺伝子であること
を明らかにし、これらの原因遺伝子が、転写因
子をコードする Bmacj6 であることを解明した。
BmAcj6 タンパク質は、POU-ホメオドメインを持
つ DNA 結合タンパク質であると推定され、ショウ
ジョウバエの化学感覚の変異体acj6変異体の原
因遺伝子がコードする Acj6 のオーソログであっ
た。spli /Bt 変異体の感覚器官である成虫触角、
幼虫触角、幼虫小顋のそれぞれについて、
Illumina の次世代シークエンサーによる
RNA-Seq を実施し、正常蚕と変異体の間でトラ
ンスクリプトームを比較したところ、変異体ではフ
ェロモン受容体などの嗅覚受容体の遺伝子を中
心にして、多くの遺伝子で発現量が変化してい
た。これらの変化によって、味覚や嗅覚が異常
になり、広食性が発現するものと推定された。 
 他の広食性変異体である Np、Np-A4、pph の
それぞれに関しても、候補遺伝子を絞りこみ、機
能解析を実施したが、原因遺伝子を確定される
には至らなかった。 
 
(2) カイコ近縁種における中腸の二糖分解酵素
の糖類似アルカロイド抵抗性 
 カイコガ科に属するクワ食昆虫のうち 4 種（カイ
コ、クワコ、ウスバクワコ、クワノメイガ）と、非クワ
食の4種（カイコガ科のイチジクカサンとテンオビ
シロカサン、ヤママユガ科のエリサンとサクサン）
の幼虫中腸を対象にして、 Illumina による
RNA-Seq 解析を行った。各昆虫種のコンティグ
配列を相互に対応付けし、アノテーションしてリ
ストを作成した。このリストから、クワ食昆虫が非ク
ワ食の昆虫よりも多く発現する遺伝子を抽出した
結果、糖類似アルカロイド抵抗性スクラーゼをコ
ー ド す る β -fructofuranosidase （ Suc1 ） や
Maltase-1（Mal1）など二糖分解酵素遺伝子が含
まれていた。そこで、以下に説明するように、こ
れら遺伝子がクワ食への適応に関与しているか
どうか検証した。 
 Mal1 については、カイコ BmMal1、イチジクカ
サン TvMal1、エリサン ScrMal1 のそれぞれを、
バキュロウイルスAcMNPVを用いて発現させた。
精製した各酵素の活性活性を測定し基質特異
性を調べるとともに、糖類似アルカロイド DNJ
（ 1-deoxynojirimycin ） お よ び D-AB1
（ 1,4-dideoxy-1,4-imino-D-arabinitol ） に よ る
50%阻害濃度（IC50）を３つの酵素の間で比較し
た。３つの酵素はいずれもマルトースとスクロー
スの両者を基質とすることが分かった。また、
BmMal1 は TvMal1 や ScrMal1よりも２〜３倍、糖
類似アルカロイドに高い抵抗性を示しており、ク
ワ食性とアルカロイド抵抗性に関連があることは
分かった。 
 BmMal1 がアルカロイドに抵抗性を示す機構を、
アミノ酸残基レベルで明らかにしようとした。
BmMal1 と TvMal1 のキメラタンパク質を作製し、
その性状解析を行い、抵抗性に関わるアミノ酸
配列を絞り込んだ。種々のキメラを比較した結果、
D-AB1 に対する抵抗性には N 末端から 198 番
目までのアミノ酸残基の寄与が大きく、DNJ に対
する抵抗性には199番目から 290番目までの残



基の寄与が大きいことが判明した。 
 もう１つの主要なスクラーゼである Sucrose 
hydrolasse（遺伝子名Suh）についても調べた。カ
イコ BmSUH、イチジクカサン TvSUH、エリサン
ScSUHのそれぞれを、バキュロウイルスを用いて
大量発現させた。得られた組換えタンパク質の
基質特異性を調べた結果、いずれも、配列上は
α-glucosidase であるにもかかわらず、スクロー
ス特異的な加水分解活性を示し、マルトースを
ほとんど分解しなかった。また、BmSUH は、
TvSUH や ScSUH に比べて糖類似アルカロイド
への抵抗性が強いことが判明した。上記の Mal1
と同様に、Suh もクワのアルカロイドへ適応して進
化してきたと想像される。 
 これら二糖分解酵素遺伝子の機能を知る目的
で、それぞれの遺伝子をノックアウト（KO）する実
験を行った。TALEN によって BmSuc1 にフレー
ムシフト変異を導入した KO カイコ個体を作出し
た。しかし、意外なことに、BmSuc1 KO個体は桑
葉育において生存や成長に影響は無く、繁殖も
可能であった。また、人工飼料に糖類似アルカ
ロイドを添加した場合においても、正常蚕と同様
の成長であった。一方、KO 個体は、5 齢幼虫の
中腸の可溶性画分におけるスクラーゼ活性が、
正常蚕の半分ほどに低下していた。また DNJ や
D-AB1 に対するスクラーゼ活性の抵抗性も、顕
著に減少していた。 
 アルカロイド抵抗性には、Suc1 以外の酵素が
関与していると考えられたので、次に BmMal1 遺
伝子を CRISPR/Cas9 を用いて KO し、BmSuc1
とBmMal1を同時に欠損した個体を作出した。予
想に反し、このダブルKO個体も、桑葉育で正常
個体と同様に成長した。ダブル KO 個体の中腸
可溶性画分のスクラーゼ活性は、ゼロに近い値
を示したことから、可溶性スクラーゼは成長に必
須ではないことが判明した。 
 以上より、可溶性スクラーゼ活性よりも膜結合
型スクラーゼがクワへの適応に重要である可能
性が考えられるため、膜結合型スクラーゼをコー
ドする BmSuh への変異導入を行った 。
CRISPR/Cas9 で BmSuh をノックアウトしたカイコ
を作出したところ、桑葉で飼育した場合に明瞭
な成長遅延が認められた。BmSuh がクワ食への
適応に必要であることが示された。 
(2) カイコ近縁種における絹糸腺の酵素とクワ食
の関連性 
 カイコが吐く糸にはスクラーゼ活性があり、絹
糸腺の機能が食性に関連する可能性がある。カ
イコガ科の昆虫では、Suc1 遺伝子が中腸だけで
なく絹糸腺においても発現が多い。絹糸腺は、
本来、繭を作るために発達した器官であるが、カ
イコガ科昆虫は幼虫期においても頻繁に葉面に
吐糸するため、絹糸腺が消化に関しても貢献し
ている可能性がある。そこで、上記と同じ 8 種の
昆虫で、前部糸腺・中部糸腺の遺伝子発現を
RNA-Seq で比較した。その結果、種特異的な発
現パターンが明らかになった。 
(3) イチジクカサンとエリサンのゲノムの解読と、
カイコとの比較 
 以上のような量的、質的なクワ食への適応の機

構を明らかにするには、カイコに近縁の非クワ食
種であるイチジクカサンのゲノム情報を解読し、
カイコのゲノムと比較することが有効である。
Illumina のリードをアセンブルした結果、Scaffold
の N50 が 2.8 Mb、Contig の N50 が 17.1 kb とな
り、良好なゲノム配列が得られた。また、エリサン
の全ゲノムの解析も、同様の結果となった。今後、
これらのゲノムをカイコと比較することで、遺伝子
発現パターンの種間差異や、アルカロイドへの
抵抗性の進化の機構を解明するための手掛かり
が得られると期待される。 
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