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研究成果の概要（和文）：カイコは野生クワコと交配可能であり、人工的に雑種を作ることは可能だが自然界でこの2
種の雑種系統は生き残れないと考えられている。本研究では雑種個体の簡便判定法の確立を目指し、ゲノム中の転移因
子に注目した。まず、カイコ、クワコのゲノム上の同位置に挿入されている数種類の転移因子の挿入順位とその年代を
、両種のこの領域の塩基配列データを用いて推定できた。次にゲノム上の上述の位置で特徴的な構造を持つユニット（
カイコのみで転移因子の3重構造）の交配雑種次世代以降での動向、昆虫のrRNA遺伝子中に配列特異的に挿入されてい
る転移因子R2Bmのゲノム中での動向を追跡することが雑種判定に有効であることを示唆した。

研究成果の概要（英文）： As domesticated silkworms (Bombyx mori) are capable of mating with wild 
silkworms (Bombyx mandarina), it is possible to create artificial hybrids, but these two species of 
hybrid systems in nature are not considered to be capable of surviving. In this study, we aimed to 
establish a simple judgment method of hybrid individuals by focusing on the transposable elements in the 
genomes. First, we succeeded in to estimate the insertion order and the age of several kinds of 
transposable elements that were inserted into the same position on the genomes of the B. mori and B. 
mandarina, by using the nucleotide sequence data of both species in this region. Next, we suggested that 
it was effective in hybrid determination to trace the unit(tripartite structure of transposable elements 
found only in silkworms) of the interbreeding and the generations thereafter at the above-mentioned 
position, the rR2Bm profiles that were inserted in a sequence-specific manner into the rRNA genes in 
mandarina.

研究分野： 進化生物学、応用昆虫科学
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１． 研究開始当初の背景 

近年、環境変動による生態系の変化等によ
り、多くの地域で外来生物の移入問題が深刻
になっており、移入した生物種の同定、本来
生息していた生物との雑種の有無の判別方法
の確立は重要な課題である。移入種を判別す
る手段としてはミトコンドリア DNAの配列
比較や DNAバーコーディング比較法が主流
であり、他に簡便な手法は殆ど開発されてい
ない。 

研究代表者は先行研究において、種を 

超えて水平伝播したと考えられている DNA

型転移因子 MLE(mariner-like element)に注目
して研究をしてきた。 MLE はカイコゲノム
では 6タイプ（Bmmar1～Bmmar6）が報告さ
れている。その中の Bmmar2 に分類されるタ
イプで、セクロピア蚕（Hyalophora 

cecropia）の全長 MLE（引用文献 1.）の末端
逆位繰り返し配列(Inverted Terminal Repeat)を
プライマーとしてピックアップされる
MLE：CIM（Cecropia-Inverted-Mariner）はカ
イコゲノム中（常染色体上）に 19コピー
（座位）存在する。この CIM のカイコの系
統間、生息場所の異なるクワコの集団間にお
ける配列、コピー数、CIM 周辺領域を含めた
ゲノム構造の比較から、これらの領域が集団
間で顕著な多型を示し、そのことが集団を特
徴づける一つのマーカーとして使える可能性
をつかんだ（引用文献 2.） 。 

またカイコでは、CIMの挿入された 19 座
位のうち 6番染色体上の 1座位には CIM に
さらに他の転移因子 3 種類が挿入されている
ユニット（BmTNML 座位と代表者が命名：
文献 3.）が存在する。同じ座位はクワコでも
存在するが、今のところクワコのこの座位に
カイコのような転移因子の 3 重構造は存在し
ないと思われる。そこでカイコ、クワコ数集
団のゲノム配列を用いて、BmTNML 座位へ
の CIM、その他の転移因子の挿入年代、挿入
順位の算出を研究分担者の間野との共同研究
とともに行った。その結果、以下のことを明
らかにした。1) CIM とホストゲノムの置換
速度はほぼ同じで、転移因子をイベントの時
刻の推定として使えること、2) CIMはクワ
コとカイコが共通祖先から分岐する前にゲノ
ムに転入した。3) クワコとカイコの共通祖
先からの分岐年代は既報とほぼ同じ算定値で
約 700万年前となった。4) BmTNML 座位上
の CIM にレトロトランスポゾン L1Bmが挿
入された後、カイコの系統のみで更にレトロ
トランスポゾン BMC1 が挿入された。5) 一
方、一部のクワコ集団でのみ、BmTNML 座
位の 3’側に DNA型トランスポゾン BmamaT1

が挿入された。6) そのクワコ集団中の更に

一部の集団の BmTNML 座位から BmamaT1 が
脱落した。7) クワコの多様性は有効集団サ
イズにして 500 万-1000万年前に共通祖先で
確立された。8) カイコの多様性は有効集団
サイズにして 15万-30 万年前に共通祖先で確
立され家畜化されたのはクワコのごく一部だ
が数匹ではなさそうであることが示唆され
た。以上の結果は、本研究課題を開始した初
年度にほぼ論文を完成させ研究期間中に投稿
し、2013 年に発表された。そこで次に、カ
イコ、クワコゲノムの BmTNML 座位以外の
座位への CIM の挿入年代の推定により、両
種の祖先ゲノムに CIMが一斉に挿入された
かどうかを確認する必要があると考えた。ま
た上述から 6番染色体上の BmTNML ユニッ
トがカイコとクワコを識別する有用なマーカ
ーである可能性が浮上したためこのユニット
の雑種個体判定用マーカーとして開発を目指
した。 

一方、rRNA遺伝子クラスター中の
28SrRNA遺伝子にターゲット配列特異的に
挿入されているレトロトランスポゾン R1, R2

の挿入状況、5’欠失パターン、コピー数など
が、ショウジョウバエの集団間で異なること
が示されていること（引用文献 4.）から、カ
イコとクワコ、あるいは異なる地域に生息す
るクワコの集団間でこれらの間に差異がある
可能性が想定された。 

以上から、昆虫の染色体上の特定座位の転
移因子の動向を指標として異種や移入集団の
判別をする本計画の提案に至った。 

 

２. 研究の目的 

(1) BmTNML 座位以外の 18座位への CIM の
挿入年代を推定し、CIM 同じ時期に 

に一斉にカイコとクワコの共通祖先のゲノム
に挿入されたのかを検証する。 

(2) カイコとクワコの交雑次世代以降の 

ゲノムにおける BmTNML の動向（受け継がれ
ている方）を追跡し、雑種判定に有効である
かを検証する。 

(3) カイコ第 11 番染色体上の 28SrRNA遺 

伝子クラスターに配列特異的に挿入されてい
る non-LTR 型レトロトランスポゾン R1Bm, 

RBm2 について、特徴的な 5' 側の欠失が、カ
イコの系統、クワコの集団によってどの程度
差異があるか、また、どの領域の欠失が顕著
かを検出するとともに、ゲノム中（28SrRNA

遺伝子クラスター内）のコピー数の算定を行
う。またクラスター外に存在する R1, R2 も含
め、それらが挿入されやすいホットスポット
を探索し、その染色体構造を予測する。 

(4) カイコ、クワコ、インドクワコの EST 

データを用いて、rDNA遺伝子クラスター上、



およびそれ以外のゲノム上に挿入されている
R1, R2 部分配列の転写配列の解析を進める。 
(5) インドクワコ（B. huttoni）のゲノム DNA 

を用い、MLE のゲノム上での分布の概要と、
カイコ -クワコで顕著な構造の相違がある
BmTNML 座位のような転移因子入れ子ユニッ
トを探索する。また、R1, R2 の個体中ゲノム
（28SrRNA遺伝子内外）での分布やコピー数
をカイコ、クワコと比較する。 

 

3. 研究の方法 

(1) CIM の挿入年代の推定 

CIM が単独で挿入されている座位（9 番と
11 番染色体）に挿入された CIM およびその周
辺のホストゲノム配列を用いて、コアレセン
トモデルに基づくベイズ推定により、CIM 挿
入年代と算定した。 

(2) BmTNML 座位の雑種次世代以降の動向 

カイコ♀と交配前に BmTNML 座位が存在し
ないことを確認したクワコ♂（あるいは逆の
掛け合わせ）の F1 において、BmTNML 座位
が確実にヘテロに受け継がれているかどうか
を確認する。また F2 以降における BmTNML

座位の動向も調査し、雑種での転移因子マー
カーの動向が理論上の数値と一致するか交配
実験後の調査により検証した。 

(3) R2Bm 因子の集団間比較 

 R2Bm（カイコの R2 因子）の隣接する 5' 側
28rRNA 遺伝子内の領域に 32P でラベルした
プライマー と、R2 因子内の 3' 側にプライマ
ーをいくつか設計し PCR を行い、ポリアクリ
ルアミドゲルで電気泳動した。この方法で、
non-LTR 型レトロトランスポゾン特徴的な 5' 

側の欠失を検出し、同時に本方法とともにサ
ザンブロット法も併用し、rRNA  遺伝子クラ
スター中の R2Bm のコピー数を同定した。 

(4) カイコゲノムにおける rDNA配列の断 

片の存在を検出するため、ゲノムのコンティ
グとEST、さらに同族鱗翅類の rDNA配列を、
BLAST 解析を基に収集し、それらを CAP3 

Sequence Assembly Program を用いてアライメ
ントさせ、rDNA遺伝子、R1 および R2の全長
の転写単位の配列を決定した。次にゲノム領
域オーソログから、インドクワコ、クワコ、カ
イコの低カバレッジゲノム配列からの R1, R2

配列を持つ contig までの配列を抽出し、同時
にアッセンブルゲノム内の R1, R2 及び rDNA

配列全てに応じる非コード RNA の再構築を
行った。 

(5) インドクワコについての解析 

ゲノム DNAを用い、CIM（Bmmar2 タ 

イプ）の探索と MLE の全容および、R1, R2 の
分布の把握を行う。 

 

４. 研究成果 

(1) BmTNML 座位以外の 9,11 染色体上の 2 つ
の座位への CIM の挿入年代推定の結果から、
CIM はカイコと共通祖先のゲノムへほぼ同時
に挿入された可能性が高いことが示唆された
が、全ての座位を解析してはいないので、今
後、他の座位についての解析を進めたい。 

(2) カイコとクワコを交配させた次世代（どち
らが♂でも♀でも、またクワコの生息場所に拘
わらず）においては、カイコ型とクワコ型の
ヘテロの個体が出現し、それぞれの配列は、
カイコ、クワコ双方の BmTNML 領域のもので
あった。また、F1 以降の後代 においても（人
工交配）、カイコ型は維持されることが示唆さ
れた。これらから、日本クワコおいて、
BmTNML 座位の有無を調査することは、クワ
コにカイコ系統が混入したかどうかを確認で
きる簡便なスクリーニング法として有効であ
ることが示唆され、ミトコンドリアの情報を
加味すれば、集団の由来も同時に推定するこ
とが可能であると考えられた。 

(3)  R2Bm のプロファイルに関してカイコと
クワコで比較したところ、R2 は カイコの約 2

倍のコピー数（200ユニット中の約 40コピー）
存在し、更に 5’欠失現象が多く見られること
から、特定のクワコ集団のゲノムにおいて R2

が動いている、あるいは過去に活発に動いた
可能性が、また交雑個体での R2mの 5’欠失プ
ロファイルは、クワコ親子個体（集団）のゲノ
ム中での R2BM の分布に依存し変動すること
が示唆された。 

(4) カイコでは rDNA 領域の GC 含量は他の
ゲノム領域よりも高い中、R1,R2因子の部分配
列挿入周辺領域は更に高いGC含量値を示し、
全長挿入周辺領域配列の GC 含量はそれらよ
りも更に高かった。また、rDNA領域以外に挿
入されている R1, R2 部分配列が挿入された領
域のGC含有は rDNA中に挿入された全長 R1, 

R2 挿入領域とほぼ同じく非常に高く、遺伝子
に隣接した領域や、遺伝子融合箇所に挿入さ
れていた。従ってこれらの領域が転写に影響
を及ぼすクロマチンに局所構造変化をもたら
す二次構造の形成に関与している可能性が考
えられた。また、rDNA および R1, R2 の転写
産物の長さに応じて複数の領域が非コード
RNAの結合領域として同定され、また少数が
複数の 非コード RNA の特異的な標的となっ
ていたことから、これらの上流または下流の
遺伝子制御における R1, R2 部分配列が機能的
な役割を果たしている可能性が考えられた。
さらにクワコおよび インドクワコのゲノム
上で R1,R2 挿入のないゲノム領域はすべて、
カイコでは非コード RNA の標的であった。 

(5) インドクワコのゲノムDNAの入手に困難



を極めたため、あまり進められなかったが
CIM はカイコの Bmmar2 に相当することが予
測された。しかし他のBmmarに関してカイコ、
クワコの MLE と強い相関を持つ結果を得る
ことはできなかった。今後は、現在中国の西
南大学に籍を置いている三田の協力を得なが
らインドクワコゲノムの情報を入手しながら
進めていきたい。 

 

上記の研究成果に加え、本研究テーマの一つ
である MLE に関しての解析を進めていく過
程で、他の昆虫種の MLEに関するデータ、活
性型 MLEである mos1 を用いた実験からのデ
ータ、またクワコの集団解析でミトコンドリ
アCO1領域を用いた解析データを得ることが
できたので、協力研究者とともに学術発表を
行った。 
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