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研究成果の概要（和文）：5種類に分類されるカイコの血球のうち、小球細胞はその役割や由来が全くわかっていない
。私たちは小球細胞を欠くカイコの突然変異体の原因遺伝子を突き止めることでその謎に迫ろうとした。
遺伝学的な方法を用いることで原因遺伝子の候補を絞り込むことに成功した。さらに、ある候補遺伝子の配列内部に突
然変異体に特徴的な欠失を発見した。また、カイコにおいてターゲット遺伝子に人為的に変異を導入する手法を開発し
た。今後はその手法を用いて候補遺伝子の機能を破壊し、突然変異体の原因遺伝子であることを証明する。また、人為
的に小球細胞を失わせたカイコを作ることで、その役割や由来を明らかにすることができる。

研究成果の概要（英文）：Hemocytes of the silkworm, Bombyx mori, are classified into five subsets. It is 
believed that those functions are basically involved in immune system. However, the function and the 
origin of spherulocytes are completely unknown. To solve these mysteries, we use the silkworm mutant 
which lack spherulocyte.
We narrowed the responsible gene for the spherulocyte-lacking mutant by genetic strategy. A deletion in a 
candidate gene was identified in the mutant strain. We also developed the genetic engineering methods to 
introduce the mutation in a target gene. The function of the candidate gene in spherulocyte 
differentiation will be elucidated by the developed method. Furthermore, the artificial 
spherulocyte-lacking silkworm can reveal the function and origin of spherulocyte.

研究分野：昆虫分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
昆虫の血球は一般には原白血球、プラズマ細
胞、顆粒細胞、エノシトイド、そして小球細
胞（図 1）の 5種類に分類される（Gupta, 1979, 
Insect Hemocytes）。基本的には体内に侵入
する異物などに対しての生体防御と傷の治
癒に関与している（Wago, 1991, Immunology 
of Insects and Other Arthropods、Lavine & 
Strand, 2002, Insect Biochem Mol Biol）。
また近年では、各血球の分化系譜も次第に明
らかにされつつある（Nakahara et al., 2010, 
PLoS One）。しかしながら小球細胞に関して
は、その機能および分化系譜は推測こそされ
ているものの未知であり（Yamashita & 
Iwabuchi, 2001, J Insect Physiol）、それ
を保有しない種も存在することから存在意
義が全く謎である。カイコでは小球細胞を欠
く突然変異体が存在し、かつその原因遺伝子
が劣性に働くものと優性に働くものと独立
に 2 つあることが報告されている（入戸野, 
1960, 蚕試報）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     図 1. 小球細胞 
 
２．研究の目的 
小球細胞欠如突然変異体の原因遺伝子を同
定することで小球細胞の分化系譜を明らか
にする。また、遺伝子工学的に小球細胞を欠
く系統を作ることで、その機能に迫る。 
 
３．研究の方法（図 2） 
（1）劣性小球細胞欠如突然変異体（spr）と
優性小球細胞欠如突然変異体（Sph）の候補
遺伝子をポジショナルクローニングにより
絞り込む。 
 
（2）血球培養系（Nakahara et al., 2010, 
PLoS One）を利用して候補遺伝子を細胞内に
導入し、突然変異体の血球を小球細胞に分化
させる。 
 
（3）embryonic RNAi 法（Yamaguchi et al., 
2011, PLoS One）を用いて、候補遺伝子のノ
ックダウンを行い、小球細胞への分化が抑制
されることを確認する。 
 
（4）培養系や siRNA での機能証明が困難な
場合には、候補遺伝子を導入したバキュロウ

イルス AcMNPV を個体に注射し、感染させる
ことで分化を誘導する（Katsuma et al., 2008, 
Virus Res）。 
 
（5）Transcription Activator-Like Effect- 
or Nuclease（TALEN）を用いて突然変異体の
原因遺伝子を欠失させたノックアウトカイ
コを作出し（Takasu et al., 2013, PLoS One）、
小球細胞の有無で個体にどのような影響が
生じるかを調べる。とくに基本的な血球の機
能とされている免疫応答に違いがあるか、古
くから指摘されている計量形質（幼虫経過日
数および繭重量）に差が生じるかを調査する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. 本研究のスキーム図 
 
４．研究成果 
（1）遺伝学的な手法を用いて劣性小球細胞
欠如突然変異体（spr）の原因遺伝子の同定
を試みた。平成 25 年度に行った九大 t90 系
統（spr, w-3ol）と東大 C108T 系統（+spr、+w-3）
のBC1個体を用いたポジショナルクローニン
グにより spr の候補遺伝子を 10 番染色体の
約 260 kb の領域に含まれる 7 個の予測遺伝
子に絞り込んだ。平成 26 年度はさらに絞り
込みを進め、最終的に 2個の予測遺伝子に絞
り込むことができた。そのうちの１つの遺伝
子は機能既知の遺伝子であり、候補から除外
することができたため、もう１つの遺伝子が
原因遺伝子であると予想し配列解析を行っ
た。その結果、突然変異体では遺伝子配列内
に欠失が存在することが判明し、完全な形の
タンパク質が翻訳されていない可能性が示
唆された。また、その欠失はゲノム上の欠失
に由来することが確かめられた。以上の結果
から、この遺伝子の欠失が小球細胞を欠く原
因である可能性が高い。現在、RACE 法を用い
ることで原因遺伝子の全長配列を決定し、数
系統間で配列を比較している。 
 
（2）優性小球細胞欠如突然変異体（Sph）の
同定も平行して行った。九大 n15 系統（Sph）
と東大 C108T 系統（+Sph）の BC1 個体を用いて
Sph のポジショナルクローニングを行い、候
補遺伝子が存在する Scaffold を特定するこ
とができた。しかし、その後予想に反し PCR
多型マーカーを構築することに困難を要し
たため、それ以上の絞り込みを行うことがで
きなかった。今後は SNP マーカーを用いる等
の対策を行う必要がある。 



（3）当初は血球培養系での細胞内遺伝子導
入を行う予定であったが、より生体内の環境
が反映される生体内遺伝子導入を試すこと
にした。欠失が確認された原因遺伝子の機能
的な証明を行うために、in vivo trans- 
fection 法（Kamimura et al., 2012, J Biol 
Chem）により原因遺伝子を変異系統に一過的
に導入し、小球細胞が生じるかどうかを調べ
た。結果として小球細胞様の血球を確認する
ことができたが、完全な復帰までには至らな
かったため実験系の再検討が必要である。 
 
（4）embryonic RNAi 法やバキュロウイルス
による強制発現系よりも原因遺伝子の直接
的な機能証明が可能な遺伝子ノックアウト
を優先して行うことにした。当初は TALEN を
用いて原因遺伝子のノックアウトを行う予
定であったが、手順が簡便な clustered 
regularly interspaced short palindromic 
repeats / CRISPR associated proteins
（CRISPR/Cas9）システムを早期に構築でき
たため（図 3）、こちらの手法を用いることに
した（Daimon et al., 2014, Dev Growth 
Differ）。本手法の確立は今までショウジョ
ウバエ以外では困難とされてきたジーンタ
ーゲティングを簡便に実現できる点で昆虫
科学会に大きなインパクトを与えうる。本研
究での利用はもちろん、様々な研究分野に波
及していくことが期待できる技術である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 3. 遺伝子ノックアウトシステムの確立 
 
しかし残念なことに、通常ノックアウトカイ
コの樹立に用いる非休眠系統はそもそも小
球細胞が存在しないことが判明し、原因遺伝
子をノックアウトしても表現型を確認する
ことができないことがわかった。一方、標準
型として用いているC108T系統は基本的に休
眠卵を産下するため、ノックアウトカイコの
作出に必須な卵への核酸注入に適さないと
いった問題があった。この問題を解決するた
めに、休眠に関与する遺伝子を siRNA でノッ
クダウンする（Yamaguchi et al., 2011, PLoS 
One）ことで休眠を打破しつつ CRISPR RNA や
ガイド RNA を注入する方法を考案した。今後
は、考案した方法でノックアウトカイコを樹
立し、原因遺伝子の機能を証明することと、
樹立したノックアウトカイコを用いて小球

細胞の機能と分化系譜を明らかにしたいと
考えている。 
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