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研究成果の概要： 
チョウ目(鱗翅目)昆虫での RNA 干渉(RNAi)法の確立を目指し、カイコガ純系系統 P50 を用いて

RNAi 効果の検証を行った。その結果、性フェロモン産生器官であるフェロモン腺で発現する遺

伝子に対して、RNAi は効果的に作用することが確認できた。カイコガ性フェロモン(ボンビコ

ール)産生メカニズムに関与する機能分子の機能解析に RNAi を利用した結果、lipase、

Perilipin、FATP を含む新規 8 遺伝子がボンビコール産生に関与することが示された。 
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1. 研究開始当初の背景 

 RNA 干 渉 (RNAi) は 、 細 胞 に 二 本 鎖

RNA(dsRNA)を導入した場合、相同配列をもつ

遺伝子の発現抑制が生じる現象であり、哺乳

類だけでなく、単細胞菌類、線虫、植物など

広範囲にわたる生物種において普遍的に保

存されているシステムである。RNAi は煩雑な

操作が必要なく、標的遺伝子の塩基配列さえ

分かれば dsRNA が合成でき、それを細胞へ導

入することにより狙った遺伝子の働きだけ

を抑制し、その遺伝子の機能解析を行うこと

ができる。現在、生命科学分野の研究におい

ては一般的手法になりつつあり、病気に関連

する遺伝子を発現抑制すれば治療につなが

ると期待されている。また 2006 年のノーベ

ル医学生理学賞のテーマであり、非常に注目

されている分野の 1つである。 

 昆虫においても、キイロショウジョウバエ

(ハエ目)、コクヌストモドキ(コウチュウ目)

ではその手法が確立されており、RNAi を用い

た機能抑制により表現形の違いが観察でき

る。さらに近年バッタ目、ゴキブリ目などに

おいても広くその効果が実証され、発生、分
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化のメカニズム解明に利用されている。しか

しながら現在まで、チョウ目(鱗翅目)昆虫で

はその成功例がほとんど報告されていなか

った。 

 

2. 研究の目的 

 脱皮、変態、さらには休眠といった昆虫特

有の生理現象、それを制御するホルモンの解

明には、多種のチョウ目昆虫が利用されてお

り、そこから生理学的、生化学的、分子生物

学的な知見が数多く得られている。その中で

も特に、蚕糸業が盛んであった日本では古く

からカイコガが用いられており、その知見や

実験技法の蓄積から昆虫生理学においては

モデル生物としての地位を確立している。ま

た近年はカイコガゲノムプロジェクトによ

り、その遺伝子情報が豊富に蓄積されており、

カ イ コ ガ 遺 伝 子 情 報 デ ー タ ベ ー ス

(KAIKObase、 Silkbase、カイコガ完全長

cDNAEST データベースなど)から目的遺伝子

の塩基配列を簡単に知ることができる。この

ように多種、多様なツールが揃っているカイ

コガへの RNAi の導入方法の確立は急務であ

る。カイコガへの RNAi 法の確立、さらには

チョウ目昆虫全般への応用を目的とし研究

を進めた。 

(1) カイコガ純系系統 P50 のフェロモン腺で

は RNAi が効果的に作用することが分かって

おり、それを利用して 5種類のフェロモン腺

特異的遺伝子(pgACBP, mgACBP, Bmpgdesat1, 

pgFAR, PBANR)がボンビコール産生に関与す

ることを我々は実証している(Ohnishi et 

al.,2006)。そこでボンビコール産生メカニ

ズムに関与する新規機能分子を探索するた

めに、RNAi をスクリーニング方法として利用

し、ボンビコール産生メカニズムの解明を進

めた。 

(2) カイコガには多種多様な系統が存在し、

研究室によって使用する系統は異なるのが

現状である。系統依存的に、大きさ、形など

表現形は様々であることから、あらゆる遺伝

子において系統間で塩基配列の差違がある

と予想される。そこで、我々が既に純系系統

P50 のフェロモン腺において、その効果が実

証済みである 5種のフェロモン腺特異的遺伝

子 (pgACBP, mgACBP, Bmpgdesat1, pgFAR, 

PBANR)を交雑系統(秋光×竜白)から獲得を

試みた。各遺伝子の塩基配列決定後、交雑系

統の塩基配列を基に作成した合成 dsRNA が同

系統の標的遺伝子に作用するか否か、さらに

は P50、交雑系統間で標的遺伝子が相互応答

するのかを確認し、塩基配列の違いが系統特

異的な RNAi 効果の違いに繋がるのか検討し

た。 

 

3. 研究の方法 

 RNAi の誘導には 2 つの方法がある。1つは

合成 dsRNA を用いた導入、もう 1つは発現プ

ラスミドを用いる導入方法である。それぞれ

に利点があり、合成 dsRNA を用いる導入方法

は、標的遺伝子の塩基配列が既知であれば

PCR、RNA 合成酵素の組み合わせにより簡単に

dsRNA が作成でき、その効果も短期間で確認

できるが一過性のサイレンシングである。一

方、発現プラスミドを用いた導入方法では、

プラスミドの構築に時間が掛かるが、継続的

なサイレンシングが可能である。今回は、カ

イコガ純系系統 P50 において、組織、発生段

階、遺伝子の種類による違いでの RNAi 効果

の確認が目的であるため、多検体の dsRNA の

合成、導入が容易かつ短期間で結果が得られ

る合成 dsRNA を用いた RNAi 導入法を選択し

た。 

(1) カイコガ遺伝子情報データベースにお

いて、フェロモン腺での発現が他組織の発現

よりも高いと予想されるクローンを選択し、



 

 

様々なカイコガ成虫の組織(フェロモン腺、

脳、飛翔筋、卵、マルピーギ管、脂肪体、中

腸)から調製した total RNA を用いて RT-PCR

を行い、実際にフェロモン腺での発現量が他

組織よりも高い、及びフェロモン腺で特異的

に発現する 25 クローンに絞った。25 クロー

ンについてそれぞれ dsRNA 注射による RNAi

で発現抑制することにより、ボンビコール産

生量に注目した。ボンビコール産生量が顕著

に減少したクローンについてはさらに機能

解析を行った。 

(2) フェロモン腺で特異的に発現する遺伝

子の中でも特に RNAi 効果が顕著に観察でき

た Bmpgdesat1、pgFAR を交雑系統(秋光×竜

白)から獲得し全長塩基配列を決定し、P50 の

塩基配列と比較した。各遺伝子の塩基配列決

定後、交雑系統の塩基配列を基に作成した合

成 dsRNA が交雑系統の標的遺伝子に作用する

か否か、さらには P50、交雑系統の標的遺伝

子が異系統間で相互応答するのかを確認し、

塩基配列の違いが系統特異的な RNAi 効果の

差に繋がるのか検討した。 

 

4. 研究成果 

(1) カイコガフェロモン腺で発現する遺伝

子に対して RNAi 法は有効に利用でき、これ

までにカイコガ性フェロモン(ボンビコー

ル ) 産 生 に 関 与 す る 不 飽 和 化 酵 素

(Bmpgdesat1)、還元酵素(pgFAR)などについ

て我々は機能解析を行ってきた。カイコガ性

フェロモンであるボンビコールは神経ホル

モン PBAN によってその産生が調節されてい

る。フェロモン腺細胞内で de novoに生合成

されたボンビコール前駆体は、フェロモン腺

細胞内の脂肪滴にトリアシルグリセロール

の形で蓄積され、PBAN のシグナルによりボン

ビコールの産生、体外への放出が開始する。

今回ボンビコール産生に関与する新規機能

分子の探索に RNAi をスクリーニング方法と

して用いた結果、lipase (Bmlipase3)、

perilipin (Bmperilipin) 、 fatty acid 

transport protein (BmFATP)を含む 8 遺伝子

をそれぞれ発現抑制することによりボンビ

コール産生量の顕著な減少が確認できた。以

上のことから、これら 8遺伝子はボンビコー

ル産生メカニズムへの関与が示される。さら

に Bmlipase3、Bmperilipin、BmFATP につい

ては、RNAi による発現抑制からその機能解析

を行った。その結果、Bmlipase3 は PBAN シグ

ナルによる脂肪滴内 TG からボンビコール前

駆体の切り出しに、Bmperilipin は脂肪滴膜

上に局在し自身のリン酸化を介した産生メ

カニズムの調節に、BmFATP は細胞外脂肪酸の

フェロモン腺細胞内への取り込み、さらに脂

肪酸のアシル CoA への変換に作用し、ボンビ

コール前駆体の貯蔵体である脂肪滴の形成

を促進することにより、ボンビコール産生メ

カニズムに関与することが示唆された。以上

の結果から、少なくともフェロモン腺で発現

する遺伝子に関しては、RNAi が有効に利用で

きることが示された。 

(2) P50 のフェロモン腺を用いた RNAi で効果

的に機能抑制できた 5種のフェロモン腺特異

的遺伝子から最も顕著にボンビコール産生

を抑制する Bmpgdesat1、pgFARについて交雑

系統(秋光×竜白)からクローニングし、塩基

配列を決定した。 P50 、交雑系統間で

Bmpgdesat1 は 95.7%、pgFAR では 98.7%の塩

基配列の相同性を示し、アミノ酸配列ではそ

れぞれ 90.1%、97.7%の相同性を示した。さら

に P50 の塩基配列を基に合成した dsRNA の注

射は交雑系統では、標的遺伝子の発現抑制を

しなかった。さらに交雑系統の塩基配列を基

に合成した dsRNA の注射も P50 の標的遺伝子

の発現抑制をしなかった。以上の結果から、

同種のタンパク質をコードする遺伝子でも



 

 

カイコガの系統間で塩基配列が多少相違し

ており、この塩基配列の違いが RNAi 効果に

大きく影響すると予想される。カイコガゲノ

ム情報は、主にカイコガ純系系統 P50 から作

成されているので、P50 を使用することによ

りカイコガでの RNAi 法が効果的に確立でき

る可能性が示唆された。 
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