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研究成果の概要（和文）：RNAi効果を向上させることを目的として、SID-1を恒常的に発現するカイコを作出し、dsRNA
によるノックダウン効果を検証した。Gal4/UASシステムによってSID-1を発現する遺伝子組換えカイコを作出した。こ
のカイコを用いた皮膚の尿酸蓄積に関与するBmwh3遺伝子に対するRNAi実験から、より長いdsRNAは効果が高いことが明
らかとなった。POUM2、Varp、BLOS2、og、Bmok、XDH2などのRNAi実験を行ったが、顕著な効果は見られなかった。アポ
トーシスに関わるiap遺伝子に対するRNAiでは、SID-1発現カイコのみに高いRNAi効果があることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：To enhance RNAi efficiency in silkworm, we generated the transgenic silkworm 
expressing SID-1 and tested RNAi efficiency. The silkworm expresses SID-1 under the Gal4/UAS system 
constantly. In the experiment of Bmwh3-RNAi, it was known that longer dsRNA was effective in gene 
knockdown. Obvious phenomena were observed in RNAi experiments of POUM2, Varp, BLOS2, og, Bmok, and XDH2. 
The iap-dsRNA induced high knockdown in SID-1-expressing silkworm.

研究分野： 分子生物学

キーワード： カイコ　RNAi　SID-1
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１．研究開始当初の背景 
 RNAi（RNAi 干渉）は、二本鎖 RNA
（dsRNA）によって配列特異的に mRNA が
分解され、その結果、遺伝子発現が抑制され
る現象である。現在、RNAi は、遺伝子発現
抑制法のツールとして確立されており、多く
の生物において用いられている。昆虫種にお
いては、ハエ目昆虫のキイロショウジョウバ
エ Drosophila melanogaster では、RNAi に
関わる多数の遺伝子が単離されており、
RNAi メカニズムの解析が飛躍的に進んでい
る。また、遺伝子組換えによる RNAi 系統が
体系的に作出されており、現在、遺伝子組換
えハエの RNAi 系統数は１万を越える。コウ
チュウ目昆虫のコクヌストモドキ Tribolium 
casteniumでは、全身性RNAiの効率が高く、
発生時期を問わず dsRNA の注入によって
RNAi を誘導させることが可能である。チョ
ウ目昆虫のカイコBombyx moriにおいては、
dsRNA の注入による RNAi 効果が低いと言
われている。 
 2004 年、ホールゲノムショットガンによ
ってチョウ目昆虫のカイコ Bombyx mori
のゲノムの一部の塩基配列が解読され、
2008 年には、さらなる解析によって全ゲノ
ム情報が明らかとなった。応募者らのグル
ープは、その情報を解析し、RNAi メカニ
ズムに必須な遺伝子を多数同定し、カイコ
において RNAi に必須な RISC などの機能
因子が備わっていることを明らかにしてい
る。 
 カイコにおいて、初期胚や蛹初期におけ
る dsRNA の注入による RNAi の成功例は
いくつか報告されている（Quan et al., 
2003; Ohnishi et al., 2009）。しかしながら、
細胞性胚盤葉期以降から幼虫期における
RNAi の成功例はほとんどない。初期胚の
多核性胚盤葉期では、細胞膜が形成されて
おらず、蛹初期では、細胞形成の未熟な組
織が存在するという特徴がある。一方、細
胞性胚盤葉期以降から幼虫期には、成熟し
た細胞が形成されている。これらのことか
ら、細胞性胚盤葉期以降から幼虫期におい
て、dsRNA の移動が細胞膜によって遮断さ
れるために、細胞内へ dsRNA が輸送され
ず、RNAi が引き起こされないことが考え
られる。 
 これらのことから、応募者は、RNAi には
細胞内へ dsRNA を輸送させることが重要だ
と考えた。線虫 Caenorhabditis elegans にお
いて、全身性 RNAi の機能を欠損した変異体
の研究から同定された sid-1 遺伝子は、
dsRNA を輸送するチャネルをコードしてい
る。応募者らのグループは、カイコの培養細
胞における高発現システム（Kobayashi et al., 
2011）を用いて sid-1 遺伝子を発現させるこ
とにより、細胞内への dsRNA の取り込みが
向上し、それに伴い、RNAi 効果が高くなる
ことを見いだしている。この結果を in vivo
へ応用するために、本研究では、sid-1 遺伝

子を発現する遺伝子組換えカイコを作出し、
高いRNAi効果を示すカイコ系統を選抜する。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、高い RNAi 効果を示すカイコ
系統を作出することを目的とする。RNAi は、
遺伝子発現抑制法のツールの１つとして、多
くの昆虫種において用いられている。しかし、
カイコでは、RNAi が遺伝子発現抑制法のツ
ールとして確立されているとは言いがたい。
遺伝子組換え技術によって、カイコゲノムに
dsRNAの取り込みに関与するsid-1遺伝子を
組み込み、sid-1 を発現する遺伝子組換えカ
イコを作出する。このカイコを用いて、形態
形成やホルモン合成、あるいは体色に関わる
遺伝子をターゲットとした網羅的なRNAiを
試み、RNAi 効果を検討する。 
 
３．研究の方法 
 １年目は、GAL4-UAS システムに基づい
た発現ベクターを改良し、sid-1 を発現する
組換え用ベクターを作製する。作製した組換
え用ベクターを用いて、sid-1 発現カイコを
作出する。２年目は、幼虫の体色に関わる遺
伝子をターゲットにしたRNAiを行う。RNAi
効果が認められた遺伝子に絞り、RNAi の実
験条件を検討する。３年目は、形態形成や成
長ホルモンに関わる遺伝子群をターゲット
にした RNAi を行い、成功例と失敗例の情報
を解析する。 
 
４．研究成果 
 SID-1を恒常的に発現する細胞株における
RNAi効果を調べるために、アポトーシス誘導
を抑制するタンパク質inhibitor of apoptosi 
s protein (IAP)の発現抑制を試みた。iap遺
伝子の2番目のエクソン上の0.9kbのDNA領域
をPCRにより増幅しクローニングした。その後、
iapに対するdsRNAを作製し、細胞培養液中に
dsRNA濃度が1μg/mlになるように添加した。
通常の細胞(control cells)では、細胞の形
態に変化は見られないが、SID-1恒常発現株
(SID-1-expressing cells)では、細胞が凝集
したり、細胞形状を維持できなくなった。カ
イコ由来のアクチンプロモーターとNPV由来
のie1プロモーターを組み合わせることによ
り、従来のアクチンプロモーターの100 倍程
度高い活性を持つ人工プロモーターを作製し
た。このプロモーターによりSID-1を発現す
るプラスミドを作製した。GAL4-UASシステム
の一体化ベクターによるSID-1発現プラスミ
ドを作製した。コドンの最適化により塩基配
列を変換したsid-1遺伝子を作製した。これ
らのベクターを用いて、SID-1を発現する組換
えカイコを作出した。 

  A3プロモーター制御下でGal4を発現す
るカイコとUAS下流にSID-1を持つカイコを
交配し、Gal4/UASバイナリー発現システムに
よりSID-1を発現するカイコを系統化した。



この2齢幼虫にdsRNAを注入する実験を行っ
た。真皮細胞における尿酸顆粒の蓄積に関わ
る遺伝子Bmwh3、Varp、BLOS2、og、Bmok、
XDH2に対するdsRNAを作製し、500 ng相当
のdsRNA溶液をそれぞれ注入した。これらの
遺伝子は油蚕の原因遺伝子として知られる。
このうち、Bmwh3-dsRNA (2.3 kb)を注入し
て２日後のカイコの皮膚の一部が油蚕の表現
型になった。この表現は5齢まで継続した。
RT-PCRによってmRNAの発現量を調べたと
ころ、顕著なBmwh3の発現抑制が観察された。
Varp、BLOS2、og、Bmok、XDH2に対する
RNAiでは油蚕は現れなかった。 

  dsRNA の長さを検討した。2.3 kb と
0.14kb の Bmwh3-dsRNA、それと siRNA を
作製した。500 ng 相当の dsRNA あるいは
siRNA 溶液をそれぞれ 10 頭の 2 齢幼虫に注
入した。2.3 kb の Bmwh3-dsRNA では、8
頭 の 油 蚕 が 出 現 し た 。 0.14 kb の
Bmwh3-dsRNA では、4 頭の油蚕が出現した。
siRNA では油蚕は出現しなかった。 
 dsRNA の注入量を検討した。2.3 kb の
Bmwh3-dsRNA を 500ng、50ng、5g になる
ようにそれぞれ 10 頭の２齢カイコに注入し
た。500ng では 8 頭、50ng では 9 頭、5ng
では 6 頭の油蚕が出現した。 
  カイコの幼虫期におけるIAPノックダウ
ン実験を行った。1μg の IAP-dsRNA を SID-1
発現カイコ２齢幼虫に注入したところ、２日
後には１０頭中８頭が死亡した。SID-1 を発
現しないコントロールの幼虫にIAP-dsRNAを
注入した場合は、１０頭中１頭のみ死亡した。
IAP-dsRNA を注入しないコントロールの幼虫
では、死亡する個体は現れなかった。アポト
ーシスに関連すると考えられている IAP2 に
対するノックダウン実験を行った。しかしな
がら、IAP2-dsRNA を作製し、1μg 相当を２
齢幼虫に注入した。SID-1 発現カイコにおい
ても死亡する個体は現れなかった。SID-1 を
発現するカイコ培養細胞において IAP2 ノッ
クダウン実験を行った。IAP2-dsRNA を培地に
添加し、細胞の状態を観察したが、特に変化
は見られなかった。 
POUM2 は幼虫から蛹への変態に関わる遺伝子
である。POUM2 の RNAi は蛹化を阻害させるこ
とが証明されている(Deng, 2012)。SID-1 発
現カイコにおいてPOUM2-dsRNAによって蛹化
阻害が引き起こされるかどうか調べた。５齢
７ 日 の 幼 虫 に １ 頭 あ た り 10 μ g の
POUM2-dsRNA を注入した。しかしながら、
dsRNA を注入した１０頭のうち９頭は、正常
に蛹になった。非組換えの Daizo 系統を用い
て同様に実験を行ったが、１０頭中９頭は正
常に蛹になった。 
 カイコ幼虫において協力な発現活性を持つ
hsp70プロモーターを利用してSID-1を恒常的
に発現させるプラスミドを作製した。このプ
ラスミドをカイコのゲノムDNA中に組込む実

験を数回行ったが、現時点では組換え体は得
られていない。 
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