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研究成果の概要（和文）：カイコの卵が休眠するか否かは母親が育った環境により決定されるが，その詳細な分
子機構は不明である．私たちはこの分子機構の解明の鍵となるいくつかの遺伝子を同定しており，本研究ではこ
れら遺伝子をもとにその全容を明らかにしようとした．鍵となるある遺伝子と同じシステムに関わるいくつかの
遺伝子をゲノム編集技術により網羅的に機能破壊した．すると，これら遺伝子を失ったカイコでは，休眠するは
ずの卵が休眠しなかった．この結果は，このシステムが休眠を誘導するために必要なことを示す．また本研究で
は，卵が休眠に入るときに機能するいくつかの鍵遺伝子を機能破壊し，その際に発現が変化する遺伝子群を俯瞰
することに成功した．

研究成果の概要（英文）：Embryonic diapause in the silkworm, Bombyx mori, is regulated by temperature
 and photoperiodic conditions during the preceding generation, but the molecular mechanism is not 
fully elucidated. The goal of this study is to get the whole picture of the embryonic diapause 
regulation. We have identified a gene that is key to understand the molecular mechanism. The 
silkmoths which lost the key gene produce non-diapause eggs under diapause-inducing conditions. The 
key gene controls a system together with several genes. In this study, CRISPR/Cas9-mediated gene 
editing was performed in these several genes. Most of the knockout silkmoths as well as the key gene
 knockout laid non-diapause eggs under diapause-inducing conditions, indicating that the system 
itself regulates the embryonic diapause. Furthermore, transcriptome analyses identified a group of 
genes whose expression was altered when a few diapause-inducing genes were disrupted by the gene 
editing.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
休眠は昆虫の優れた環境適応能力の一つである．昆虫は外部環境を読み取ることで適切なタイミングに休眠を誘
導し，不適な環境を凌ぐ．カイコは休眠ホルモンの発見をはじめ，休眠のメカニズムが最もよく研究されてきた
昆虫の一つである．しかし，胚子期あるいは幼虫期に受容した温度や日長条件に応じて次世代の卵の休眠性が決
定されることはわかっているが，その分子メカニズムは不明である．本研究では，休眠制御に関わるシステムお
よび卵において休眠を誘導する遺伝子に制御される遺伝子群を明らかにすることに成功した．これらの知見はカ
イコの休眠を自在に操る技術や休眠撹乱を利用した害虫防除システムの開発につながると期待される．

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
昆虫は全動物種の 7 割以上を占めると言われるほど地球上で最も繁栄した動物の一群である．

昆虫の繁栄を支えるのはその環境適応能力であり，翅の獲得，完全変態化と並び，環境依存的な

休眠発現機構の獲得は進化的にみても重要なイベントであった．休眠は耐寒性や耐乾性が高ま

るものの，発育，発生，活動が停止状態に陥ることから発現時期を間違えると非適応的な形質で

ある．そのため昆虫は，環境シグナルを正確に読み取り，適切な時期に休眠を発現するシステム

を備えている．しかし，そのシステムの分子機構，すなわち休眠制御カスケードの全容は明らか

ではない． 

研究が進展しない要因の一つに，あらゆる実験手法が可能なキイロショウジョウバエにおい

ては，環境に応じたはっきりとした休眠性が見られず，研究材料として適さないことがあげられ

る．一方，同じ双翅目昆虫で研究が進んでいる蚊においては，近年，生殖休眠制御のカスケード

が次第に明らかにされつつある．蚊では卵巣発育を促す幼若ホルモンの分泌に転写因子である

FOXO（forkhead transcription factor）が関与することがわかっており（Sim and Denlinger, 2008, 

PNAS），FOXO が結合する配列を探すことで，下流のカスケードを解き明かそうとする試みがさ

れている（Sim et al., 2015, PNAS）．また，半翅目昆虫のホソヘリカメムシでは時計遺伝子が生殖

休眠の制御に関わることがわかっているが，その下流のカスケードは不明である（Ikeno et al., 

2010, BMC Biol.）．蚊とカメムシに共通するのは，RNAi による遺伝子の機能抑制が効果的であ

る点である．そのため，候補遺伝子の働きを抑制することで，休眠に関与するか否かを実験的に

証明できることが研究の進展につながった． 

胚子期に休眠するカイコは休眠ホルモンが同定されるなど，最も休眠の研究が進んだ昆虫で

あった．Lm（伴性晩成）や V（化性）など，休眠性に関与する遺伝子の座位もわかっている．し

かし，休眠性は量的形質でありファインマッピングが難しいこと，また鱗翅目昆虫は胚子期を除

いて RNAi が効きにくいことから，これら遺伝子の分子実体が同定されることはなかった． 

カイコの胚休眠は胚子期の温度と日長，幼虫期の日長や栄養条件により制御される．最近，

TRPA1 が胚子期において温度を感知する受容体として機能することが報告された（Sato et al., 

2014, PNAS）．一方，私たちは日長による休眠制御に関わる遺伝子 Lm のコンジェニックライン

を作出することで，ついに Lm の同定に成功した（投稿準備中）．Lm はその存在がはじめて報告

されてから 90 年間謎につつまれていた遺伝子である．私たちは，ゲノム編集を用いることで Lm

遺伝子ノックアウト（KO）カイコを作出し，休眠性への関与をダイレクトに証明した．また，

胚子期における休眠誘導に関与すると考えられる遺伝子 pnd および pnd-2 の分子実体が同定さ

れている（城所ら，第 82 会蚕糸学会）．これらがコードするタンパク質の具体的な機能は明らか

ではないが，私たちは pnd と pnd-2 遺伝子の KO カイコを作出し，休眠誘導への関与の証明に成

功している（未発表）．これら遺伝子は，胚休眠制御カスケードの全容を明らかにするための重

要なピースとなりうる． 
 
２．研究の目的 
私たちの先行研究からも明白だが，ゲノム編集技術は休眠制御機構を解明する上でも威力を

発揮するはずである．さまざまな昆虫において，休眠への関与が報告された遺伝子や機能的にみ

て休眠に関与すると予想される遺伝子を破壊し，休眠性が変化するか否かを確認するような研

究は世界的にも進められていくだろう．しかし，そのようなアプローチを取る限り，休眠制御機

構のピースは飛び飛びに埋められていくことしか期待できない．本研究では現状あるピース（Lm，

pnd 等）をもとに，ゲノム編集や RNA-seq，ChIP-seq などの手法を最大限に活用したアプローチ

をとることで，胚休眠制御カスケードの全容を明らかにする． 



 
３．研究の方法 
(1) Lm 制御下にある遺伝子の同定 

私たちが同定に成功した Lm 遺伝子は転写因子をコードしている. そこで，Lm 制御下にある遺

伝子を同定するために，CETCh-seq（Savic et al., 2015, Genome Res.）により Lm 結合領域を探索

する．ゲノム編集技術である CRISPR/Cas9 システムを用いて Lm 遺伝子の下流に 3×FLAG タグ

を導入したノックイン（KI）カイコを作出する．KI カイコから組織を回収し，抗 FLAG 抗体を

用いて ChIP-seq を行う．  

(2) Lm 発現部位におけるトランスクリプトーム解析 

CRISPR/Cas9 システムを用いて，Lm 遺伝子の下流に EGFP を導入した Lm-EGFP 系統を作出す

る．また，Lm 遺伝子を EGFP に置換した Lm KO-EGFP 系統を作出する．作出した KI カイコの

脳を解剖により取り出し，凍結切片を作製する．レーザーマイクロダイセクションにより EGFP

の蛍光部位を切り出す（Cao et al., 2014, Genetics.）．組織片から RNA を抽出し，RNA-seq を行う

ことで Lm 発現部位におけるトランスクリプトーム情報を得る． 

(3) 新規の休眠制御遺伝子の同定 

全ゲノム解析にも用いられた標準系統 p50T を用いて作出された Lm KO 系統は非休眠性を示し

たが，休眠性が強い系統である C108T の雌との交配で得た F1 は Z 染色体が父蛾である Lm KO

系統と同一にも関わらず休眠性を示した（カイコの性染色体構成は ZW 型）．この結果は，Z 染

色体に座乗する Lm の効果を打ち消す新規休眠制御遺伝子（Lm-2 と名付ける）が C108T の常染

色体上に存在することを示す．そこで，ポジショナルクローニングにより Lm-2 を同定する． 

(4) 胚子の休眠誘導に関与する遺伝子の同定 

カイコの休眠卵は着色する一方，非休眠卵は着色しない．そのため，卵は着色するものの非休眠

となる変異体 pnd および pnd-2 の原因遺伝子は休眠誘導に関与すると考えられている．カイコ

p50T 系統とその系統をもとに作出した pnd KO 系統および pnd-2 KO 系統の胚子を用いて経時的

な RNA-seq を行い，両遺伝子の制御下にある遺伝子を同定する．同定された遺伝子を胚子期

RNAi 法により KD し，休眠制御への関与を証明する． 

(5) 休眠カスケードの種間比較 

家畜化や進化の過程において休眠制御カスケードがどのように変遷してきたかを調べるために，

カイコで明らかとなった胚休眠制御カスケードを野生種のクワコ（胚休眠）や比較的近縁なヤマ

マユガ科シンジュサン（蛹休眠）と比較する．RNA-seq によるトランスクリプトームの比較と制

御遺伝子の RNAi，ゲノム編集による機能解析を行う． 

 

４．研究成果 

(1) Lm 制御下にある遺伝子の同定 

生体組織を用いて ChIP-seq を行うために，CRISPR/Cas9 システムを用いて，解析しようとする

Lm 遺伝子の下流に 3×FLAG タグを導入した KI カイコを作出しようとした．さまざまな条件検

討を行ったが，これを達成するに至らなかった．そのうち，下記に記す成果により，休眠制御に

必要なのは Lm タンパク質の転写因子としての機能ではなく，Lm が関与するシステム自体であ

ることがわかり，研究の方針を変更した．しかし，カイコにおける CETCh-seq の確立は今後の

研究においても重要なため，そして Lm 結合部位を特定すること自体にも意義があるため，今後

も KI カイコの作出と ChIP-seq には取り組んでいく予定である． 

(2) Lm 発現部位におけるトランスクリプトーム解析 



(1)と同様，EGFP KI カイコの作出に至らなかった．上記の理由から本研究では方針を変更した

が，Lm の ChIP-seq のデータを発現遺伝子のデータと合わせて考察するために，今後も KI 系統

の作出を進める予定である． 

(3) 新規の休眠制御遺伝子の同定 

p50T 系統をもとに作出した Lm KO 系統の雌に， C108T 系統の雌と Lm KO 系統の雄を交配して

作出した F1 の雄を交配することで BC1 を得た．しかし，BC1 の雌が産んだ卵の休眠性を調査し

たところ，形質が分離しなかった．そこで，再び F1 の休眠性を調査したところ，高温で卵を保

持した場合にはすべての卵が休眠卵となるが，低温で保持した場合にはすべての卵が非休眠卵

になることがわかり，Lm KO の影響よりも温度の影響を強く受けることが判明した．おそらく，

C108T 系統の常染色体上にある温度受容に関与する遺伝子の影響を強く受けていると推測され

る．そこで方針を変更し，Lm と同じシステムにある他の遺伝子を KO し，逆遺伝学的に休眠性

に関与する新規遺伝子を同定しようと試みた．その結果，同システムに関わる遺伝子の KO は，

Lm KO と同様に非休眠化を促すことがわかり，Lm の転写因子としての機能が重要なわけではな

く，むしろ Lm が関与するシステムそのものが休眠を誘導していることが示唆された． 

(4) 胚子の休眠誘導に関与する遺伝子の同定 

pnd および pnd-2 KO 系統に加え，対照として Lm KO 系統（非休眠）と p50T 系統（休眠）の胚

子を用いて経時的な RNA-seq を行い，発現変動遺伝子を同定した．これら遺伝子は pnd および 

pnd-2 の下流で働く遺伝子である可能性が高い．さらに休眠誘導に関与する遺伝子を絞り込むた

めに，卵の着色は不十分で非休眠となりかつ発生途中で致死する変異体 l-n の原因遺伝子を同定

し，KO 系統を作出した．また，経時的な RNA-seq を行うことで発現変動遺伝子を同定した．今

後，これらトランスクリプトーム解析により絞り込まれた胚子の休眠誘導に関与する遺伝子の

候補を胚子期 RNAi 法により KD する，あるいは候補遺伝子の KO 系統を作出することで，その

機能を証明する予定である． 

(5) 休眠カスケードの種間比較 

野生種のクワコにおいて Lm 遺伝子の KO を行おうとしたが，卵への注射により孵化率が大きく

低下し，変異導入個体を得ることができなかった．カイコと同様の手法で容易に KO 系統を作出

できると考えていたが，条件検討が必要であることがわかった．一方，ヤママユガ科であるシン

ジュサンの蛹休眠を制御する遺伝子を同定するために，シンジュサンに非休眠性であるエリサ

ンの戻し交配を繰り返すことで作出した休眠エリサンの全ゲノムリシークエンスを行った．絞

り込んだ責任領域には Lm 相同遺伝子は存在しないことから，カイコとは異なる休眠制御機構を

備えていると考えられる．責任領域内にある遺伝子の配列比較の結果，蛹休眠制御遺伝子の有力

な候補が得られており，今後ゲノム編集による機能解析を行う予定である． 
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