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研究成果の概要： 
 転移因子（トランスポゾン）ベクターを利用したトランスジェニック（遺伝子組換え）技術

が確立されている、ハチ目、チョウ目、コウチュウ目およびハエ目の昆虫を用い、キイロショ

ウジョウバエのようなモデル生物でない一般の昆虫種（非モデル昆虫）に応用できる遺伝子解

析システムの開発を行なった。テトラサイクリン耐性オペロンを利用した遺伝子発現制御シス

テム（Tet-Off 系）とトランスポゾン挿入を利用したエンハンサートラップ法について、種を

越えて適用できる可能性を見出した。 
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１．研究開始当初の背景 
 研究開始時点で、トランスジェニック技術
が確立されていた昆虫は、双翅目を除けば、
ハチ目１種、チョウ目２種、コウチュウ目２
種であった。国内では、本研究課題に参画す
る研究者のグループによって、ハチ目、チョ
ウ目、およびコウチュウ目の昆虫で、トラン
スジェニック技術が確立されていた。 
 トランスジェニック技術を利用した遺伝
子機能解析のアイディア自体はすでに提唱
されていたものであるが、システマティック

に遺伝子機能解析ができる昆虫は、モデル昆
虫のキイロショウジョウバエに限られてい
るような状況であった。 
 昆虫における遺伝子機能解析では、目的遺
伝子の導入および、導入遺伝子の発現制御が
必要不可欠である。また、非モデル昆虫では、
発現様式の明らかな遺伝子プロモーターや
機能遺伝子の網羅的探索のために、エンハン
サートラップ法や突然変異誘発法の開発も
求められていた。 
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２．研究の目的 
 トランスポゾンベクターを利用したトラ
ンスジェニック技術が確立されている昆虫
を用い、導入した遺伝子の発現制御が容易に
でき、昆虫目を越えて非モデル昆虫にも応用
可能な、以下のような遺伝子解析システムを
開発することが目的である。 
⑴テトラサイクリン耐性オペロンを利用し
た遺伝子発現制御システム 

⑵トランスポゾン挿入を利用したエンハン
サートラップ 

⑶トランスポゾン転移を利用した突然変異
誘発 

 
３．研究の方法 
 以下のようなトランスジェニック系統を
カブラハバチ（ハチ目）、カイコ（チョウ目）、
およびナミテントウ（コウチュウ目）のそれ
ぞれの種で作出して解析した。系統作出に用
いたベクターについては、キイロショウジョ
ウバエで動作確認を行なった。 
⑴遺伝子発現制御（Tet-Off）システム 
 動作既知のプロモーターの調節下で tTA 
遺伝子を発現するアクチベーター系統と、
TRE によって標的遺伝子の発現が調節され
るエフェクター系統を作出した。標的遺伝子
には緑色蛍光蛋白質（EGFP）遺伝子を用い
た。これらを交配して、標的遺伝子の発現誘
導を表現型と PCR 法によって調べた。さらに、
テトラサイクリン投与による負の制御の可
否、投与至適条件を設定した。 
⑵エンハンサートラップ 
 構成的に piggyBac 転移酵素を産出するジ
ャンプスターター系統と、基礎プロモーター
で制御されたレポーター蛍光蛋白質遺伝子
をもち、エンハンサー近傍に挿入されるとレ
ポーター蛍光蛋白質遺伝子の発現が検出で
きるミューテーター系統を作出した。これら
を交配し、レポーター蛍光蛋白質の発現時期
や発現場所について表現型をもとに調べた。 
⑶突然変異誘発 
 エンハンサートラップのために作出した
ジャンプスターター系統と、すでに piggyBac
由来ベクターを使って作出された系統をミ
ューテーター系統として用い、これらを交配
して子孫の表現型を調べ、突然変異誘発の可
否を検証した。 
 
４．研究成果 
⑴遺伝子発現制御（Tet-Off）システム 
 まず、キイロショウジョウバエで正常に作
動することを確認した、熱ショック蛋白質遺
伝子（hsp70）プロモーターで tTA 遺伝子の発
現を制御できるベクターと、TRE 制御下で標
的 EGFP 遺伝子を発現するベクターを用いて、
カブラハバチ、カイコ、ナミテントウのそれ
ぞれの種で、アクチベーター系統とエフェク

ター系統を確立した。 
 カブラハバチでは、これらの系統の交配に
より tTA、TRE-EGFP の両方の遺伝子を持つ
胚でのみ EGFP 遺伝子が発現し、その蛍光が
検出された（図１）。また、交配前に一方の
系統の♀親に、テトラサイクリンを 100μ
g/ml の濃度で経口投与することにより、そ
の子孫の胚で EGFP 遺伝子の発現を完全に抑
制できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    図１ カブラハバチにおける Tet-Off 
 
 カイコでは、tTA、TRE-EGFP の両方を持
つ個体では、胚、幼虫では熱ショックによる
tTA 遺伝子の発現誘導により EGFP の蛍光が
検出された（図２）。また、テトラサイクリ
ンあるいはドキシサイクリンを、10μg/g の
濃度で人工飼料へ混合して投与すると、幼虫
での EGFP 遺伝子発現が抑制された。これら
の効果は濃度依存的で、投与による生存・生
殖に影響はない。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    図２ カイコにおける Tet-Off 
 
 カブラハバチ、カイコのいずれにおいても、
用いたキイロショウジョウバエの hsp70 プ
ロモーターは、構成的に tTAの発現を誘導し、
このプロモーターは異種では熱ショックに
よる厳密な発現制御ができないことがわか
った。 
 ナミテントウでは、アクチベーター系統と
エフェクター系統を確立し、交配によって 
tTA、TRE-EGFP の両方を持つ個体を作出で
きたが、残念ながら、tTA による EGFP 遺伝
子の発現誘導はみられなかった。エフェクタ
ー系統の TRE-EGFP 遺伝子の挿入位置によ
る位置効果の可能性等が考えられるが、いま
のところ原因は不明である。 
 
⑵エンハンサートラップ 
 カイコでは、piggyBac と異なる Minos トラ



 

 

ンスポゾンベクターを利用し、転移能はもた
ず、構成的に piggyBac 転移酵素を産出するジ
ャンプスターター系統と、actin3 遺伝子のプ
ロモーターで制御された Gal4 遺伝子
（A3-Gal4）をもつミューテーター系統を作
出した。これらを交配すると 10-40%の子孫で
A3-Gal4 が再転移したエンハンサートラップ
ラインが得られた。この系統を、UAS 下流に
EGFP 遺伝子をもつレポーター系統と交配す
ると様々な EGFP の発現様式を示す系統が得
られ（図３）、トランスポゾン挿入を利用し
たエンハンサートラップが機能することが
わかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図３ カイコでのエンハンサートラップ 
 
 カブラハバチでは、piggyBac 転移酵素遺伝
子をゲノム内に不動化したジャンプスター
ター系統と、piggyBac の逆位末端反復配列
（ITR）の間に基礎プロモーターの下流に
EGFP 遺伝子をもつ、再転移可能なレポータ
ー系統を作出した。これらの系統を交配して
その子孫を調べたが、残念ながらこれまでに、
発現様式を特定できる系統の作出には至っ
ていない。 
 今回試みたエンハンサートラップでは、多
数の系統を作出して飼育する必要が生じる。
カイコのシステムでは、Gal4/UAS 系を利用し
ているため、トラップの成否の判断にはエン
ハンサートラップラインをレポーター系統
と交配しなければならない。また、カブラハ
バチのシステムでは、エンハンサーの近傍に
レポーター遺伝子が挿入されるだけなので、
以後の実験には直接使用できない。そこでこ
れらの解決策として、レポーター系統として
も、トラップされたエンハンサー制御による
アクチベーター系統としても利用できる融
合蛋白質を開発した。tTA 遺伝子の中央部に
EGFP 遺伝子を結合して発現させると、融合
蛋白質（tTA::EGFP）は、EGFP の蛍光を発し、
TRE 下流に結合したレポーター遺伝子の発
現を誘導できた。さらに、tTA の活性は、テ
トラサイクリン（1μg/ml）、あるいはドキシ
サンクリン（0.1μg/ml）の投与により阻害され
ることが判明した。キイロショウジョウバエ
での動作確認を行なったところであり、カブ
ラハバチおよびカイコへの導入には至って
いない。 
 ナミテントウでは、ジャンプスターター系

統とレポーター系統を確立したが、エンハン
サートラップの可否についてはいまのとこ
ろ確認できていない。一方、昆虫種間で汎用
性の高い強力な発現誘導プロモーターの候
補として、ナミテントウ cytoplasmic actin 遺
伝子のプロモーター上流域をクローニング
し、その有効性はキイロショウジョウバエを
用いて確認した。 
 
⑶突然変異誘発 
 カブラハバチ、カイコ、ナミテントウのい
ずれの種でも、エンハンサートラップに用い
たジャンプスターター系統と、ミューテータ
ー／レポーター系統を交配することにより、
突然変異を誘発可能である。しかしながら現
在のところ、表現型として現れる突然変異の
単離、固定には至っていない。大規模な交配
実験が必要だと考えられる。 
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