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研究成果の概要（和文）：　オモクローム色素は、様々な昆虫で赤・紫・茶などの体色を生み出し、複眼の遮蔽
色素としても広く分布している、昆虫の主要な色素である。本研究では、オモクローム色素の生合成経路の後半
のブラックボックスの解明のため、カイコの卵色変異体を解析した。その結果、淡赤眼白卵変異体peについては
原因遺伝子cardinalの同定に成功し、色素の解析から、cardinal遺伝子はこれまでの想定以上に多様な種類のオ
モクローム色素の合成に関与していることが示された。褐卵変異体b-2(第二褐卵)、b-4(第四褐卵)、b-t(辻田褐
卵)については、ゲノム上の責任領域を絞り込み、b-4とb-tについては新たな形質を見出した。

研究成果の概要（英文）：Ommochromes are major group of insect pigments which contribute to red, 
purple, brown body coloration and also known as screening pigments of ommatidia. However, molecular 
mechanisms of the synthesis of these pigments have not been fully understood. We found that Bombyx 
mori cardinal gene encoding a haem peroxidase was responsible for the pink-eyed white egg mutation, 
pe. Eggs and eyes of pe mutant have a very small amount of pigments, due to defect in converting the
 precursor 3-hydroxykynurenine into various ommochrome pigments, suggesting the function of cardinal
 as a key synthesis enzyme for multiple ommochrome pigments. We also conducted linkage analyses for 
three egg color mutants; brown egg 2 (b-2), brown egg 4 (b-4), and maternal brown of tsujita (b-t) 
by ddRADseq, and found novel characteristics for b-4 and b-t mutants.

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 
オモクローム系色素は、ほとんどの昆虫の
赤、茶、紫の体色に関わっており、擬態や婚
姻色、さらには眼の遮蔽色素など多彩な生物
機能に関与している。オモクローム系色素の
合成や輸送に関わる遺伝子は主にショウジ
ョウバエの複眼の色の変異体を用いて研究
が進められてきたが、合成経路の後半に関わ
る遺伝子はほとんど同定されていなかった。
その一因が、ショウジョウバエの複眼に存在
するオモクローム色素の構成が他の昆虫よ
りも単純で、ショウジョウバエの複眼に存在
しない色素が他の昆虫で利用されているこ
とにあることが考えられた。例えば、カイコ
の卵色眼色変異体「赤卵 (red egg, re)」の原
因遺伝子は、ショウジョウバエには存在しな
い新規なトランスポーター遺伝子で、ショウ
ジョウバエ以外のほぼすべての昆虫に存在
するオモクローム系の紫色の色素オミンの
合成に必須であることが研究代表者の二橋
ら に よ り 明 ら か に な っ て い た
（Osanai-Futahashi et al., 2012 JBC）。カ
イコでは、re変異体のように、オモクローム
系色素の合成の後半に関わると考えられる
変異体が複数存在する。そのため、これらの
未解明のカイコの卵色変異体の原因遺伝子
の解明により、昆虫の主要な色素であるオモ
クロームの生合成経路後半のブラックボッ
クスを明らかにできることが期待された。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、昆虫の３大色素の１つで
あり、体色や紋様に大きく寄与するオモクロ
ーム系色素の合成について新たなパラダイ
ムを構築するため、原因遺伝子が未解明のカ
イコの卵色変異体のうち、オモクローム色素
の合成経路の後半に異常があると予想され
る、b-2 (brown egg 2 、第二褐卵), b-4 
(brown egg 4、第四褐卵 ), b-t (maternal 
brown of tsujita、辻田褐卵), l-br (lethal 
brown), pe (pink-eyed white egg、淡赤眼白
卵)の原因遺伝子の同定を目指す。また、明ら
かにした原因遺伝子について、コクヌストモ
ドキなどほかの昆虫を用いたホモログの解
析を行うことにより、オモクローム合成経路
の昆虫種間の相違について洞察を得る。 
 
３．研究の方法 
カイコの卵色変異体 b-2, b-4, b-tについて
は、古典的な連鎖地図があるのみであった。
そこで、ゲノム上の責任領域を絞り込むため、
次世代シーケンサーを利用した ddRADseq
法により、連鎖解析を行った。また、ゲノム
の責任領域内から候補遺伝子を絞り込むた
めに pe, b-2, b-4, b-tについて、着色時期の卵
および5齢幼虫の卵巣でRNAseq解析を行っ
た。RNAseqデータを参考に、peと、本研究
によりゲノムの責任領域を 715 kb に絞り込
むことが出来た b-4については、責任領域内
の候補遺伝子についてTALENによる遺伝子

ノックアウト解析を行った。pe については、
TALEN によるノックアウト解析で変異体の
表現型が再現された遺伝子について、コクヌ
ストモドキでオーソログ遺伝子のRNAiによ
るノックダウン実験を行った。また、野生型、
pe変異体、ノックアウト個体の複眼の色素組
成を解析し、比較するために、薄層クロマト
グラフィーと LC-MS解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）カイコ淡赤眼白卵(pe)変異体の原因遺
伝子の同定： 
連鎖解析により、pe の責任領域は 5番染色
体の 257 kb に絞り込まれていたが、遺伝子
機能解析を行う候補遺伝子を絞り込むため
に、野生型系統で卵が着色するステージにお
いて、野生型(p50T, C108)と pe(e20 系統)を
用いて、RNAseq 解析を行った。その結果、連
鎖解析の絞り込み領域内に pe 特異的なアミ
ノ酸置換を持つ遺伝子(Bm-cardinal)の存在
が判明した。そこで、この Bm-cardinal につ
いて、embryonic RNAi によるノックダウン実
験および産下 4-8時間後の卵への TALEN mRNA
の注入によるノックアウト実験を行ったと
ころ、pe と同様の卵色・眼色が再現された。
成虫複眼における局所的 RNAi 実験でも pe変
異体の複眼色が再現された（図 1）。さらに、
遺伝学的解析や、幼虫皮膚における局所的な
RNAi でも、pe 変異体もしくは Bm-cardinal
の抑制で黒縞系統の幼虫の赤い斑紋が生じ
なくなることが明らかとなった。最終的には、
Bm-cardinalのノックアウト個体と既存のpe
変異体との相補性試験により、Bm-cardinal
が peの原因遺伝子であることが証明された。 
これまで cardinal 遺伝子は、キイロショウ
ジョウバエの変異体の表現型から3ヒドロキ
シキヌレニンからキサントマチンの合成で
働く酵素であると考えられてきたが、キサン
トマチンの他にオミンなど複数のオモクロ
ーム色素が含まれるカイコの複眼や卵にお
いて、変異体や Bm-cardinal のノックアウト
個体において、全般的に色素合成が抑制され
ることから、cardinal がキサントマチン以外
の多様な色素の合成に関わっていることが
示唆された。 
 
 
 
 
 
 
図 1 TALEN による Bm-cardinal 遺伝子のノッ
クアウト処理を行った G0 世代のカイコ。
Bm-cardinal がホモ接合型でノックアウトさ
れた細胞が赤くなっている。 
 
（２）甲虫コクヌストモドキにおける pe 遺
伝子オーソログの機能の解明： 
昆虫全般における cardinal 遺伝子の機能
を調べるために、甲虫コクヌストモドキにお



いてオーソログ遺伝子の RNAi によるノック
ダウン実験を行ったところ、野生型では複眼
が黒く着色している蛹 4日目において、RNAi
個体では複眼は着色していなかった。また、
羽化直後の RNAi 個体は、複眼の色が大変薄
いが、1 日後には羽化直後のカイコと同様に
複眼が赤くなった。このことから、cardinal
遺伝子は、コクヌストモドキにおいてもカイ
コと同様に複眼のオモクローム色素合成に
必要であり、機能抑制により複眼が赤くなる
ことが判明した。また、コクヌストモドキで
は成虫の複眼色素の合成がカイコよりも羽
化のタイミングに近いこと、Tc-cardinal 
RNAi 個体では羽化後自然酸化により少量の
色素が合成されている可能性が示唆された。 
 
（３）野生型カイコと pe の複眼色素成分の
解析： 
野生型と pe の複眼色素組成の解明と比較
のため、複眼色素抽出物の薄層クロマトグラ
フィーおよび LC-MS 解析を行った。peではオ
ミン様物質、キサントマチン、脱炭酸型キサ
ントマチン等、色素全般が著しく減少してい
ることが判明し、cardinal 遺伝子はキイロシ
ョウジョウバエの変異体から想定された以
上に多くの種類の色素の合成に関与してい
ることが裏付けられた。以上の一連の成果に
ついては 2017 年の Heredity 誌で報告すると
もに、総説や招待講演等で紹介した。 
 
（４）b-2 (brown egg 2 、第二褐卵), b-4 
(brown egg 4、第四褐卵 ), b-t (maternal 
brown of tsujita、辻田褐卵 )変異体の
ddRADseq を用いたゲノム上の責任領域の
絞り込み： 

3 種類の独立な褐卵変異体 b-2(第二褐卵)、
b-4(第四褐卵)、b-t(辻田褐卵)のゲノム上の責
任領域を絞り込むために、交配により BF1
（戻し交配第一世代）個体を作出し、各 96
個体のゲノムを用いて、次世代シーケンサー
を利用した連鎖解析 ddRAD-seq を行った。
その結果、b-2は 6番染色体の約 1.7 Mb, b-4
は 20番染色体の 715 kb、b-tは 13番染色体
の2.5 Mbに責任領域が絞り込まれた。また、
着色時期の卵と卵巣について RNAseq によ
るトランスクリプトーム解析を行った。 

b-4、b-tについては、ddRAD-seqの絞り込
み領域内に検出された変異体特異的な非同
義置換を持つ遺伝子のうち、3 つの遺伝子に
ついてTALENによる遺伝子ノックアウト個
体の作出を行ったが、変異体と同じ表現型は
得られなかったので、原因遺伝子は他に存在
することが示唆された。 
一方で、b-4 変異体の特徴の確認のため、
表現型の観察と色素の解析を行ったところ、
予想外に、データベースの情報とは異なり複
眼では野生型との間で色および色素に差を
見出すことはできなかったが、神経節におい
ては、顕著に着色が抑制され、色素量も少な
いという特徴があることが判明した。b-t に

ついても神経節の色が野生型よりも薄く、複
眼抽出物の吸光スペクトルが野生型よりも
低いという結果が得られた。 
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