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研究成果の概要（和文）：ヤママユガ科のクスサンとエリサンには、カイコに存在するフィブロインL鎖やフィ
ブロヘキサメリンというシルク遺伝子が存在しないことがわかった。また、カイコと比べるとエリサンで発現が
共通しているシルク関連遺伝子および異なる遺伝子が多数存在することを見出した。クスサンのシルクは、ヤマ
マユガ科の中でもフィブロインH鎖のアミノ酸配列における繰り返し特徴配列の規則性が極めて高いため、これ
をモデルシルクとし、力学応答挙動の一部である破断伸度と特徴配列中のアミノ酸配列との相関関係を導くX線
散乱解析手法を確立した。本手法は、ヤママユガ科シルクの力学応答挙動を一次構造情報から予測可能とする初
めての手法となった。

研究成果の概要（英文）：We found that the two saturniid moths (Saturnia japonica and Samia ricini) 
lack the major silk genes, fibroin l-chain and fibrohexamerin, present in the domesticated silkworm,
 Bombyx mori. We also found that there are a number of silk-related genes are differentially or 
commonly expressed in S. ricini compared to B. mori. Since the silk of S. japonica has an extremely 
high regularity of repetitive sequences in the amino acid sequence of the fibroin H-chain among 
saturniid moths, we used this silk as a model silk and established an X-ray scattering analysis 
method to derive a correlation between the elongation at break, which is a part of mechanical 
response behavior, and the amino acid sequence in the feature sequence. This is the first method to 
predict the mechanical response behavior of silk from primary structural information.

研究分野： 昆虫生物学

キーワード： シルク　フィブロイン　クスサン　カイコ　X線散乱解析　階層構造　一次構造　力学物性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
シルクの構造・物性の多様性を理解するため、ヤママユガ科のクスサンやエリサンのシルク遺伝子を調べたとこ
ろ、カイコとはシルク遺伝子の種類が異なることを示した。また、クスサンのシルクをモデルシルクとし、シル
クの特徴的なアミノ酸配列（一次構造）と力学応答挙動の一部である破断伸度との相関関係を導くX線散乱解析
手法を確立した。本手法は、ヤママユガ科シルクの力学応答挙動を一次構造情報から予測可能とする初めての手
法であり、将来的には、ヤママユガ科シルクのゲノム編集によりシルクの力学応答挙動を任意にデザインするこ
とを可能にする基盤技術となった。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) チョウ目昆虫の最大の特徴は、構造や物性面で多彩な性質を持つ「繭」を作ることである。
繭は蛹の時期に外敵から身を守る役割があり、繭の性質の違いは生存戦略の違いを反映してい
るものと考えられる。したがって、繭の多様性を産み出すメカニズムを明らかにすることは、昆
虫の環境適応と、素材としてのシルクを理解する上できわめて重要である。 
 
(2) 繭の多様性を考える上で、繭の構成要素である絹糸（シルク）の性質（とくに繭の強度に影
響を与える力学物性）の理解が重要となる。しかし、シルクの力学物性が多様であることは広く
認識されているものの、その多様性を与える分子基盤、すなわち、シルクタンパク質の種類やア
ミノ酸配列など「タンパク一次構造」と力学物性との因果関係はほとんど明らかにされていない。
シルクの一次構造と力学物性との因果関係を理解するためには、一次構造と力学物性とを繋ぐ
「繊維階層構造」の概念がとくに重要となる。シルクタンパクは、結晶部と非晶部から成る複雑
な階層構造をつくり、これが力学物性に直接関係する構造となる。したがって、シルクの多様性
を与える分子基盤を理解するためには、一次構造－階層構造－力学物性の三者の関係を明らか
にする必要がある。 
 
(3) チョウ目昆虫シルクの構造、物性研究では、カイコガ科と、チョウ目の中でも特に多様なシ
ルクを作る「野蚕」と呼ばれるヤママユガ科の研究が活発に行われているが、研究分担者の吉岡
は、これらのシルクがいずれも、結晶部と非晶部の周期構造から成る類似の階層構造を形成する
ことを明らかにしてきた（文献①）。一方、研究代表者の瀬筒、分担者の坪田、横井らは、これ
らシルクのフィブロイン H 鎖のアミノ酸配列に特徴的相違が存在することを明らかにしてきた
（文献②）。 
 
(4) 上述したように、チョウ目昆虫は多様なシルクを作るものの、多様性を産み出す分子基盤に
ついては不明な点が多い。これまで、様々なシルクについて、タンパク一次構造の解析、繊維階
層構造の解析、力学物性の解析は個別に行われ、三者間の因果関係は、考察の域に止まっていた。
しかし、近年のゲノム編集技術の急速な進歩にともない、標的とする遺伝子を自在に改変し、遺
伝子機能解析を行うことが可能になってきた。同時に、次世代シーケンス技術の発展により、ロ
ングリードを利用したゲノム解読や大規模 RNA 解析を低コストで行うことも可能になってき
た。これらの技術を効果的に用いることで、これまで推察、あるいは仮説で止まっていた「シル
クの一次構造－階層構造－力学物性の三者間の因果関係に関する考察」に対し、ゲノム編集シル
クを用いた検証実験が可能となり、本研究目的である、シルクの多様性と、その創出に関わる遺
伝子の機能および配列（すなわち、一次構造）との関係を明らかにできるとの着想に至った。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究の目的は、シルクの多様性を与える分子基盤を解明することである。シルクのタンパ
ク分子の種類やアミノ酸配列の違いが、繊維階層構造の形成にどの様に寄与し、結果として力学
物性に影響を与えているのか？を明らかにすることが課題となる。目的達成に向け上述の学術
的「問い」に答える必要があるが、我々はその答えとして（次項（2）に示す）「実験事実に基づ
くある仮説」を有している。本研究ではこの仮説を検証するために、一次構造と力学物性とがい
ずれも特徴的かつ顕著に異なる「カイコとエリサンシルクの一次構造」をゲノム編集により目的
に応じ様々に改変することで、繊維階層構造（およびその形成機構）ならびに力学物性への一次
構造の影響を明らかにする。シルクの構造・物性研究を目的とするゲノム編集技術の応用は、応
募者らのグループ以外では世界的に例がなく（文献③）、学術的独自性と創造性を兼ね備えた挑
戦と言える。 
 
(2) シルクの主タンパク質（フィブロイン H 鎖（H-Fib））は、分子鎖の中で結晶化に寄与し得
るアミノ酸配列領域（結晶領域）と寄与し得ない領域（非晶領域）とが繰り返した構造をとって
いる。このため階層構造形成には、結晶化領域同士が位置を揃えて集合・凝集する必要があり、
「位置を揃えるための何らかの凝集力」が存在するはずである。吉岡らは、ヤママユガ科の H-
Fib に共通的に認められるポリアラニン配列がα-ヘリックスを形成し、それらが自己組織化的
に「六方細密充填」状に凝集することで位置を揃え、吐糸時の延伸による効率的な-シート結晶
構造への転移が生じることを明らかにした。すなわち、ヘリックス同士の疎水-疎水相互作用が、
「位置揃えの凝集力」の役割を果たすことを結論した。では、ポリアラニン領域を持たないカイ
コガ科シルクは何を凝集力とするのか？上述の学術的「問い」に答えるためには、カイコガ科シ
ルクの「位置揃えの凝集力」を明らかにする必要がある。 
 
(3) カイコガ科シルクは、H-Fib/フィブロイン L 鎖（L-Fib）/フィブロヘキサメリン（Fhx）の
3 種類のタンパク質の複合体で形成されており、1 本の Fhx が 6 本の H-Fib（各 H-Fib には 1
本の L-Fib が SS 結合を介して結合）を疎水性相互作用により「六方細密充填様」に束ねた構造



であることが知られている（文献④）。この複合体形成は、絹糸腺の細胞から H-Fib を正常に分
泌するために必要と言われているが、同時に、階層構造形成における「位置揃えの凝集力」とし
ての役割りを果たすものと推察される。すなわち、「ヤママユガ科シルクにおいて H-Fib のポリ
アラニン配列が担う「位置揃えの凝集力」を、カイコガ科シルクでは Fhx（あるいは、L-Fib と
Fhx）が担っている」との仮説が成り立つ。この仮説を検証するため、カイコとエリサンをモデ
ル試料とし、構造形成にのための凝集力に寄与すると考えられる因子のゲノム編集による改変
を「戦略」とすることで、階層構造形成ならびに力学物性への一次構造の寄与を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) ヤママユガ科シルクに l-fib と fhx 遺伝子が存在しないことの確認 
 ヤママユガ科シルクに L-Fib と Fhx がないことを明らかにするため、ヤママユガ科の昆虫（エ
リサン、テンサン、クスサン、シンジュサン等）の絹糸腺から抽出したゲノム DNA を用い、全ゲ
ノム解読および絹糸腺トランスクリプトーム解析を行った。アセンブルしたゲノム配列をカイ
コと比較し、l-fib と fhx 遺伝子の存在の有無を明らかにすることとした。また、最新のショー
トリードシーケンサーから出力されるデータ量（例：Illumina Novaseq 6000 では 45Gb 程度）
であれば、低レベルで発現する遺伝子も十分に検出することができるため、絹糸腺のトランスク
リプトーム解析からも、l-fib と fhx 遺伝子の発現の有無を確かめた。同時に、カイコの高精度
ゲノムアセンブリを行い、比較に用いるレファレンスとして用いた。 
 
(2) l-fib および fhx 遺伝子ノックアウトカイコ作出とそのシルクへの影響解析、アラニン配列
のノックアウトエリサンの作出とそのシルクへの影響解析 
 ノックアウトカイコについては、カイコのゲノム編集技術は既に確立されており、標的遺伝子
を効率よくノックアウトするシステムが構築されている。fhx 遺伝子や、l-fib 遺伝子のプロモ
ーター領域をターゲットにしたノックアウトカイコを、TALEN または CRISPR/Cas9 を用いて作出
する。各々より得られる L-Fib および Fhx ノックアウトカイコシルクの階層構造およびその形
成機構、ならびに力学物性を解析し、L-Fib と Fhx の構造・物性への影響を明らかにする。 
 ノックアウトエリサンについては、これまでに安定的作出法は確立されていないが、H-Fib の
ポリアラニン配列をノックアウトしたエリサンの作出を目指す。具体的には、1分子の H-Fib 中
に 90 箇所以上存在するポリアラニン配列のうち、標的特異性が担保される部位を見出し TALEN
の設計を行う。将来的にはノックアウトによるシルクの構造および物性への影響を明らかにす
ることを目指す。 
 
(3) シルクの構造解析 
 ヤママユガ科のクスサンの幼虫を野外で採集し飼育することに成功したため、クスサンのシ
ルクの構造解析を行った。クスサンのシルクは、ヤママユガ科の中でも H-Fib のアミノ酸配列に
おける繰り返し特徴配列の規則性が極めて高いため、クスサンのシルクをモデルシルクとし、力
学応答挙動の一部である破断伸度と特徴配列中のアミノ酸配列との相関関係を導く X 線散乱解
析手法を確立した。クスサン繭糸の階層構造情報に基づき、クスサン繭糸の力学引張挙動におけ
る応力ひずみ挙動と最大破断伸度をアミノ酸配列(一次構造)より予測した。 
 
４．研究成果 
(1) ヤママユガ科のクスサンのゲノムシーケンス解析と RNAseq 
 ヤママユガ科のクスサンの幼虫を野外で採集することができたため、飼育体制を構築しなが
ら、終齢幼虫から複数の組織をサンプリングし、ゲノム DNA と RNA の抽出を試みるとともに、繭
糸の構造解析を行った。クスサンのゲノム DNA 抽出及び RNA 抽出を試みたが、ゲノム DNA 抽出
において、体液成分等の影響で DNA 抽出効率が低く、工夫が必要であった。しかしながら、ゲノ
ム DNA 及び RNA を抽出してゲノムシーケンス解析を行うことができ、RNAseq も進めた。 
 ゲノムシーケンス解析では、ゲノムアセンブルのため、PacBioSequelii を使用して、平均リ
ード長 19kb、合計 138Gb のロングリードシーケンスデータを取得した。また、配列のポリッシ
ング用に、同一の DNA サンプルを用いて IlluminaNovaseq6000 により 51.9Gb のショートリード
シーケンスデータを取得した。ショートリードシーケンスデータから推測されたゲノムサイズ
は 537.5Mb だった。wtdbg2 によるアセンブリ、purge_haplotigs による一倍体アセンブリ化によ
って、最終的に N50=4.8Mb、最大コンティグ長 19.6Mb、ゲノムサイズ 574Mb のゲノムアセンブリ
を構築した。エリサン(458Mb)、ヤママユガ(656Mb)、サクサン(720Mb)からしても妥当なサイズ
であった。 
 RNA-seq 解析では、IlluminaNovaseq6000 を使用して、クスサンの異なる 9組織(前部/中部/後
部絹糸腺、唾液腺、中腸、脂肪体、マルピーギ管、精巣、卵巣)×3反復、計 27 サンプルの RNA-
seq を行った。その結果、l-fib および fhx 遺伝子が存在しないことがわかった。 
 



 
図１ クスサンのゲノムシーケンス解析結果 

 
(2) ヤママユガ科のエリサンのゲノムシーケンス解析と RNAseq 
 公開されているエリサンのゲノムアセンブリデータおよび自ら取得した RNAseq データを用い
て、絹糸腺のトランスクリプトーム解析を行い、エリサンシルク遺伝子座のゲノム構造がユニー
クであることや、カイコとエリサンで発現が共通している遺伝子および異なる遺伝子が多数存
在することを見出した。エリサンには主要なシルク遺伝子は存在するものの、l-fib および fhx
遺伝子は存在しないことがわかった。エリサンやクスサンにおける本知見は、シルクの多様性を
担う分子基盤を理解する上での重要な足掛かりとなるものである。 

 

図２ エリサン（Sr）とカイコ（Bm）の絹糸腺（前部絹糸腺 ASG、中部絹糸腺 MSG、後部絹糸腺

PSG）で発現している遺伝子群 

 
(3) カイコガ科のカイコの高精度ゲノムシーケンス解析 
 リファレンスとなるカイコの高精度ゲノムアセンブリ等も行なった。シーケンス解析法やデ
ータは他昆虫にも利用した。さらに、クスサンやエリサン等の野蚕のゲノムのリファレンスとな
るカイコ(日 01 という実用品種)の高精度ゲノムを構築することに成功し、論文発表を行なった。 
 
(4) ノックアウトカイコ・エリサンの作出の検討 



 l-fibおよびfhx遺伝子ノックアウトカイコおよびH-Fibのポリアラニン配列をノックアウト
したエリサンの作出の検討を進めた。実験昆虫の飼育体制の構築やゲノム編集は一般に簡単で
はなく、実験昆虫の飼育や採卵は失敗を伴うが、人工気象器等の導入により、カイコやヤママユ
ガ科の飼育条件をコントロールし、実験昆虫等を適切に飼育・採卵できる目処をつけた。エリサ
ンのノックアウトは未だに難しい状況であるが、fhx 遺伝子のノックアウトカイコはすでに作出
されて系統の利用が可能であり、カイコにおいては H-Fib へのノックイン手法が現在確立され
つつあるため、将来的には実現できる見込みとなった。 
 
(5) クスサンのシルクの構造解析 
 クスサン繭糸の X線構造解析を行った。広角 X 線回折(WAXD)解析より、ポリアラニン型のβシ
ート結晶構造であることを明らかにした。小角 X線散乱(SAXS)解析より、7.3nm の長周期構造(繊
維の長さ方向に沿った結晶相と非晶相の繰り返し周期構造)の存在を明らかにした（図３）。結晶
相と非晶相の二相電子密度分布を仮定した自己相関関数解析より、長周期を結晶相と非晶相の
各層厚の寄与(4.2nm および 3.1nm)に分離することに成功した。h-Fib アミノ酸配列中の繰り返
し特徴配列の内、ポリアラニン領域が結晶相を、非ポリアラニン領域が非晶相を形成しているこ
とを明らかにし、タンパクの一次構造(アミノ酸配列)と繊維の結晶/非晶周期構造とを定量的に
結び付ける階層構造モデルを構築できた。  
 クスサン繭糸の階層構造情報に基づき、クスサン繭糸の力学引張挙動における応力ひずみ挙
動と最大破断伸度をアミノ酸配列(一次構造)より予測した。クスサン繭糸の力学引張試験を実
施し、一次構造から予測した挙動と比較した。その結果、応力ひずみ挙動ならびに破断伸度が、
構造モデルから予測される挙動と良い一致を示すことを確認した。このことは、「一次構造-階層
構造-力学物性の三者の関係解明」において、階層構造を解析することで、一次構造から力学挙
動を、あるいは力学挙動から一次構造を予測可能であることを示す結果であり、研究目的である
「シルクの構造・物性の多様性を担う分子基盤の解明」の一部を担う成果である。 
 このように、クスサンのシルクは、ヤママユガ科の中でも H-Fib のアミノ酸配列における繰り
返し特徴配列の規則性が極めて高いため、クスサンのシルクをモデルシルクとし、力学応答挙動
の一部である破断伸度と特徴配列中のアミノ酸配列との相関関係を導く X 線散乱解析手法を確
立した。本手法は、ヤママユガ科シルクの力学応答挙動を一次構造情報から予測可能とする初め
ての手法であり、将来的には、ヤママユガ科シルクのゲノム編集によりシルクの力学応答挙動を
任意にデザインすることを可能にする基盤技術となった。 

 
図３ クスサンのシルクの構造解析 
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