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研究成果の概要（和文）：microRNAがカイコの性分化制御に関与することを検証するため,  性決定時期に発現
するmiRNAを網羅的に探索した結果, miR-2733i-3pが性決定時期において最も発現量が高いことが判明した. 
miR-2733i-3pをノックダウンすると、性決定遺伝子Bmdsxの発現量が減少することを突き止めた. in silico解析
によりmiR-2733i-3pはBmdsxを標的とすると予測されたため、miR-2733i-3p標的部位のバリデーションを解析を
行ったところ、miR-2733i-3pはBmdsx mRNAの3’UTRに存在する標的配列を介して翻訳抑制を引き起こすことが判
明した。

研究成果の概要（英文）：To investigate whether microRNAs (miRNAs) are involved in sexual development
 of the silkworm Bombyx mori, we performed genome wide analysis for miRNAs that are highly expressed
 in the sex determination stage. The analysis identified that miR-2733i-3p is specifically expressed
 at the sex determination stage. Knockdown of miR-2733i-3p resulted in lower expression of the 
sex-determining gene Bmdsx in embryonic stage. in silico analysis predicted that Bmdsx is a possible
 target of miR-2733i-3p. Our validation analysis with reporter assays demonstrated that miR-2733i-3p
 binds to a target sequence in the Bmdsx 3’UTR and repress its translation. These results suggest 
that miR-2733i-3p may regulate sexual development of the silkworm by regulating the expression of 
Bmdsx.

研究分野：分子昆虫学

キーワード： 性決定　性分化　microRNA　doublesex　カイコ
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 全ゲノムシーケンスの結果、タンパク質
をコードする領域は全ゲノムの数％を占め
るに過ぎないことがわかり、その後の大規
模トランスクリプトーム解析によって膨大
な数の非コード RNA（non-coding RNA：
ncRNA）の存在が明るみになった。ncRNA
のうち「機能性 RNA」として最も脚光を浴
びているのが microRNA(miRNA)である。
miRNA は約 20 塩基の単鎖 RNA からな
る小分子であり、特定の mRNAの 3’UTR
配列に結合し、その分解や翻訳抑制を引き
起こすことによって遺伝子の発現を抑制す
ることが知られている。近年、miRNAが発
生・分化・細胞増殖・アポトーシス・記憶
や学習など、実に様々なプロセスに関与す
るとの報告が相次いでいる。しかも miRNA
の多くは生物種間において広く保存されて
いることから、miRNAは複雑な生命現象の
謎をひも解く新たな鍵分子としても注目を
集めている。miRNAに着目することによっ
て、遺伝子発現の制御因子としてタンパク
質に焦点を当ててきた従来のアプローチだ
けでは解明できなかった多くの遺伝子発現
制御機構の理解にも新たなブレイクスルー
がもたらされると期待できる。 
 我々は、次世代シーケンサーを利用した
RNA-seqデータに基づく大規模トランスク
リプトーム比較解析を雌雄間で実施し、性
決定が起こるステージのカイコ雌胚子にお
いて高発現する RNAを探索した（Sakai et 
al, 論文投稿中）。その結果、カイコ及びそ
の近縁種の W 染色体に座乗する遺伝子に
よってコードされる ncRNA を複数見出す
ことに成功した。その結果、カイコ及びそ
の近縁種の W 染色体に座乗する遺伝子に
よってコードされる ncRNA を複数見出す
ことに成功した。しかも、このうちの１つ
FET-W1（Female Expressed Transcript from W 
chromosome 1）をノックダウンすると、雌
において性決定遺伝子Bmdsxの雄型のスプ
ライシングが起こることを発見した。詳細
な塩基配列解析と RNA 二次構造の予測か
ら、FET-W1は let-7 miRNAの seed配列と
酷似した塩基配列をもつmiRNA（W-specific 
let-7 like：Wlet-7-l）をコードする可能性が
高いことが判明した。また、miRNA RT-PCR
の結果は、Wlet-7-l が雌特異的に発現して
いることを示唆していた。さらに興味深い
ことに、Bmdsx の雄特異的スプライシング制御
因子である BmIMPのmRNAの 3’UTRに、こ
のmiRNAの seed配列と完全な相補鎖を形成
する塩基配列が見出された。この発見は、ヒト
及びショウジョウバエの IMP が、その 3’UTR
上に存在する let-7 標的配列を介して let-7 
miRNA による発現抑制を受けるという事実を
想起させる。我々は最近、BmIMPが性決定の
メモリーデバイスとしての機能をもつことを発
見した（Suzuki et al., 2015）。昆虫の性は、メ
モリーデバイス遺伝子の ON/OFF によって制

御されると考えられている（Saccone et al., 
1998）ことから、W 染色体上の miRNA が
BmIMPの発現制御に関わることをほのめかす
これらの発見は、極めて理に叶っているといえ
る。 
 以上の新発見に基づき、我々は FET-W1 が
コードする新規 miRNA Wlet-7-lがカイコの性
決定のマスタースイッチとして機能するとのユ
ニークな仮説を立て、それを立証するために
本研究課題を着想するに至った。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、我々が独自に発見した
Wlet-7-l miRNAが性決定のマスタースイッ
チとしての役割をもつことを調べることを
最初の目的とする。このために W-let7-l 
miRNAの seed領域を標的とする LNAオリ
ゴマーを用いた機能阻害実験を行い、性転
換などの表現型が生じるか否かを確認する。
次に、W-let7-l miRNAの seed配列に相補的
な塩基配列をその 3’ UTR上にもつ BmIMP 
mRNAの分解や翻訳阻害がW-let7-l miRNA
によって引き起こされることを確認する。
また、Wlet-7-l miRNAの標的バリデーショ
ンを目的として、BmIMP の野生型 3’UTR
もしくは W-let7-l の標的部位に変異を導入
した 3’UTR 配列をレポーター遺伝子下流
に組込み、レポーター活性の変化を調べる。
更に W-let7-l miRNA の標的となる mRNA
を同定するため、Targetscan を用いた in 
silicoでの標的mRNAの予測を行うと共に、
miRNA-mRNA ペアリング解析を行うこと
によって生化学的に標的 mRNA の同定を
試みる。こうして同定された mRNAをコー
ドする個々の遺伝子をCRISPR/Cas9システ
ム利用したジーンターゲティングにより破
壊し、性徴や妊性に及ぼす影響を観察する
ことによって、当該遺伝子が実際に性決定
や性分化に関与するか否かを評価する。こ
れらの作業を体系的に反復することにより、
カ イ コ の 性 決 定 制 御 に 関 わ る
miRNA-mRNA ネットワークの全体像を明
らかにすることを最終的な目的とする。 
 
３．研究の方法 
 W染色体上の遺伝子 FET-W1がコードする
W-let7-l miRNA が性決定のマスタースイッチ
と機能することを確認するため、LNA オリゴマ
ーを用いた機能阻害実験を行う。次に
Wlet-7-l miRNA seed配列に相補的な塩基配
列をその 3’ UTR上にもつ BmIMP mRNAに
着目し、その分解や翻訳阻害が W-let7-l 
miRNAによって引き起こされることを確認する
と共に、レポーターアッセイを用いた W-let7-l 
miRNA 標的配列のバリデーションを行う。更
に in silicoでの標的 mRNAの予測を行うと共
に、miRNA-mRNA ペアリング解析を行うこと
によって標的 mRNA の同定を試みる。同定さ
れた個々の遺伝子が性決定・性分化・妊性な
どに関わるか否かを機能阻害及び機能喪失



実験により評価する。このようにして、カイコの
性決定制御に関わる miRNA-mRNA ネットワ
ークの全体像を明らかにすると共に、同様の
miRNA-mRNA ネットワークが他の鱗翅目昆
虫の性決定制御や共生細菌による宿主の性
転換を説明し得るか検証を行う。 
 
４．研究成果 
(1) カイコの性決定の記憶素子 Imp は let-7 
miRNA の標的ではないことを明らかにした 
 Imp は、ヒトやショウジョウバエにおい
て let-7 による発現抑制を受ける。一方、
我々はカイコの Impの3’UTRに let-7の seed
配列と相補鎖を成す配列を見出している。
Impはカイコの dsx（Bmdsx）の性特異的ス
プライシングを雌型から雄型にシフトする
ために必要な因子であり、雄分化に関与す
るとされている。また、Imp は自動制御機
構を通して雄において自己の発現を維持し
続ける性決定の記憶素子として機能するこ
ともわかっている（Suzuki et al., MOD, 
2015）。我々は、miRNA がカイコの性決定
に関わる可能性を検証するため、カイコに
おける let-7と Impとの関連性について調べ
ることにした。当研究室において継代して
いる雄胚子由来 NIAS-Bm-M1 と卵巣由来
BmN 細胞における let-7 の発現について調
べ た と こ ろ 、 注 目 す べ き こ と に
NIAS-Bm-M1 細胞には mature form が存在
せず、BmN細胞にのみ let-7 mature miRNA
が発現することが判明した。この発見によ
り、これらの培養細胞は let-7の機能を解析
する上で優れたアッセイ系として利用でき
ることがわかった。しかも、anti-let7 LNA
をトランスフェクションするだけ簡便且つ
完全に let-7 の発現を抑制できることも判
明した。そこでこの培養細胞と LNA を用
いたノックダウンを併用した let-7 アッセ
イ系を構築することにより、let-7と IMPタ
ンパク質の発現量、及びそれ以外のカイコ
の性決定に関わる遺伝子（Fem、Masc、
Bmdsx）の発現量についての関連性につい
て調べたところ、IMPタンパク質の発現量
に変動は見られず、その他の性決定遺伝子
の発現量も変化しないことが判明した。以
上の結果から、Imp は let-7 miRNA の標的
では無く、また、カイコの性決定遺伝子は 
let-7 miRNA の制御を受けないことが明ら
かとなった（松野ら、第 37回日本分子生物
学会年会; 松野ら、第１回蚕糸・昆虫機能
利用関東地区学術講演会）。 
（2）FET-W1 はカイコの雌決定のマスター
遺伝子 Fem であることを明らかにした 
 本研究課題を申請した時点で、我々はW
染色体に座乗する ncRNA をコードする遺
伝子 FET-W1（Female Expressed Transcript 
from W chromosome 1）をノックダウンする
と、雌において性決定遺伝子 Bmdsxの雄型
のスプライシングが起こることを発見して
いた（酒井、平成 26年度蚕糸・昆虫機能利

用学術講演会）。そこでこの遺伝子がカイ
コの性決定カスケードに占める位置と役割
を明らかにするため、FET-W1 のノックダ
ウンが他の性決定遺伝子の発現に及ぼす影
響を調べることにした。その結果、FET-W1
のノックダウン雄において雄型 Impの発現
量が有意に減少することが判明した。さら
に FET-W1 のノックダウン雄では雌型
Bmdsxの発現がみられることもわかった。
以上の結果から、FET-W1 は性決定カスケ
ードの最上流に位置することが予想された
（Sakai et al., MOD, 2015）。 
 時を同じくして東京大学農学部の勝間ら
の研究グループが Hikaru とよばれる W 染
色体特異的遺伝子を同定しており、Hikaru
と FET-W1 は全く同一の遺伝子であるこ
とが明らかとなった。その後の共同研究に
より、この遺伝子がカイコの雌決定の最上
流遺伝子として古くから予測されてきた
Fem そのものであることが判明した
（Kiuchi et al., Nature, 2014; Sakai et al., The 
Seventh International Symposium on 
Molecular Insect Science; 酒井ら、第 37回日
本分子生物学会年会）。 
（3）Masc は雄分化にとって重要な機能を
もつことを明らかにした 
 Kiuchiら（2014）により、Femの下流の
標的としてMascが同定された。Mascは雄
型 Bmdsxの発現に必要であることから、雄
分化に関わる機能をもつと予想されていた
が、この点について不明のままであった。      
 そこで Femの制御を免れるMasc-Rの発
現を人為的に制御することが可能な遺伝子
組換え体がどのような異常を示すか調べる
ことにした。その結果、Masc-R をもつほ
とんどの雌において卵巣に異常が見られる
こと、卵巣に含まれる卵の数も顕著に少な
いことが確認された。そこでこれらの雌に
おける性分化遺伝子 Bmdsx の発現を確認
したところ、雌であるにも関わらず雄型
Bmdsx の発現がみられることが判明した。
さらに雌の体液において特徴的にみられる
タンパク質であるビテロジェニンの量を調
べたところ、Masc-R をもつ雌の体液には
ビテロジェニンがほとんどみられないこと
が明らかとなった。また、異常を示した卵
巣を組織学的・解剖学的に調査した結果、
異常卵巣の中に精巣に酷似した組織の形成
がみられることを突き止めた。この精巣様
組織では、精巣特異的な遺伝子の発現がみ
られたばかりでなく、多数の精子の形成も
みられることがわかった。さらに外部生殖
器や腹部の特徴についても雄化の傾向がみ
られた。これらのことから、Masc は体や
組織を形づくる体細胞と精子や卵のもとと
なる生殖細胞のいずれにおいても雄化を引
き起こす機能をもつことが明らかとなった。
本研究は、鱗翅目昆虫の雄化に関わる遺伝
子の機能を解明した世界で初めての報告で
ある（Sakai et al., PLOS Genet., 2016; 酒



井ら、第 38回日本分子生物学会年会; 酒井
ら、第 85回蚕糸・昆虫機能利用学術講演会）。 
 MascはZnフィンガータンパク質に属す
るタンパク質をコードすることがわかって
いる。同様のタンパク質をコードする遺伝
子は多くの生物のゲノムに見出されており、
そのいくつかについては詳細な機能解析が
なされていますが、雄化を引き起こす機能
をもつことが示された例はこれまでにひと
つ存在しない。カイコに近縁のいくつかの
蛾類昆虫でも Masc が雄化に関わることを
示唆する報告があることから、Masc は蛾
類昆虫が進化する過程で雄化を引き起こす
機能を獲得した蛾類昆虫にユニークな性決
定遺伝子であると考えられる。 
（4）性分化遺伝子 Bmdsx の制御に関わる
miRNA を発見した 
 本研究の本来の目的である、性分化制御
に関わる miRNA を同定するため、カイコ
の性決定時期における small RNAシーケン
スを実施し、性決定時期において特異的に
高発現するmiRNAを同定することにした。
そもそも miRNAがカイコの性決定遺伝子の
発現パターンや発現量の制御に関与するか
どうかを検証するため,  miRNAによる翻訳抑
制に必須の因子である Ago1 のノックダウンを
行い, miRNA 経路を遮断した場合に性決定
遺伝子の発現量に変化がみられるか調査し
た. その結果, Bmdsx の発現量が雌雄どちら
においても著しく減少することが判明したこと
から, miRNA が Bmdsxの発現量の維持に関
わることが強く示唆された. そこで, Bmdsx の
発現量の制御に関わる miRNA を同定するた
め, 性決定時期に発現する miRNA を網羅的
に同定した後, 発現量に性差のある miRNA
を探索した. その結果, 雌で高い発現を示す
miRNA を 282 個 , 雄で高い発現を示す
miRNA を 330 個同定することができた. それ
ぞれ上位 50 個の miRNA について RT-PCR
及び qRT-PCRを行い, 胚発生時期における
発現パターンと発現量の推移について詳細
に調べた. その結果, miR-2733i-3pのみが性
決定時期の雄において最も発現量が高いこと
が判明した. そこで miR-2733i-3p をノックダ
ウンした卵における性決定遺伝子の発現量を
調べたところ、Bmdsx の発現量は雌雄どちら
において も減少す る こ と が判明 し た . 
miR-2733i-3p の標的遺伝子を推定するため, 
in silico解析を行った結果, 1851遺伝子が標
的として予測された. これらを予測信頼度の
高い順に並べたところ , 転写因子としては
Bmdsx が最高位であることが判明した.レ
ポーターアッセイによる miR-2733i-3p 標
的部位のバリデーションを行った結果、
miR-2733i-3pは Bmdsx mRNAの 3’UTR
の 509～531nt に存在する標的配列を介し
て翻訳抑制を引き起こすことが判明した。
以上の結果、最も有力な miR-2733i-3p の
標的遺伝子は, Bmdsxであると結論づけた
（松野ら、第１回蚕糸・昆虫機能利用関東

地区学術講演会; 松野ら、第 38回日本分子
生物学会年会）. 
 胚子期における miR2733 のノックダウ
ンが性分化に及ぼす影響について調べるこ
とにした。カイコの受精卵にanti-miR2733 
LNAを注射したところ、孵化個体が得られ
ず胚致死することが判明した。そこで胚子
期における性分化に及ぼす影響に焦点を絞
った解析を行うことにした。胚子期におけ
る性的二型については知見がなかったため、
胚子の切片標本をステージ毎に作製し、雌
雄で比較した結果、催青 II期（孵化１日前）
のステージにおいて生殖巣の大きさや生殖
細胞の数に有意な雌雄差を認めることがで
きた（Sakai et al., JIBS, 2016; 酒井ら、
第１回蚕糸・昆虫機能利用関東地区学術講
演会; 酒井ら、第 86 回蚕糸・昆虫機能利用
学術講演会）。anti-miR2733 LNAを注射
した胚子はこのステージまで発生する前に
致死に至ったため、miR2733が性分化に及
ぼす影響について明らかにすることはでき
なかった。 
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