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SANSHI-KONCHU BIOTEC 

トランスクリプ卜ーム解析による
カイコのゲノム機能の解明

嶋田透
(東京大学大学院農学生命科学研究科)
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トした。乙の時代には，実際は「物理地図」の構築は無

理であり，私は RAPD(Random 全mplified~olymorph ic 

DNA)による連鎖地図の作成などの基礎研究を行って

いた。1996年からは戦略的基礎研究推進事業 (C悶 ST)

による「昆虫ウイルスと宿主との分子応答機構とその応

用Jの中でカイコの大規模な ESTデータベースおよび

全ゲノムをカバーする BACライブラリーが初めて構築

される。このプロジェクトのリーダーであった前田進博

士(理研)に率いられて 三田和英博士(当時は放医研，

のち生物研へ移る)と私は転写産物の網羅的解析すなわ

ちトランスクリプトーム解析に関する共同研究を始め

た。
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とは， ~xpressed ~equence Iagsの略であり，

cDNAライブラリーから多数のクローンを無作為に拾っ

て，末端塩基配列を大量に解読したものを指す。ESTは，

細胞や組織のトランスク リフトームを， 最も単純かつ具

体的に記述するととのできる手法である。カイコは複雑

な器官の分化する動物であり，雌雄異体でもあり，かつ

変態によって大きく体制を変化させる。したがって， ト

ランスクリプトームは組織 ・器官，雌雄，そして発育段

階によってきわめて多様であると想像される。そのため，

1999年開始の文科省/未来開拓学術研究「毘虫の性決

定の遺伝子ネッ トワークJ(代表 :嶋田)および2000年

開始の生研機構基礎研究「カイコの遺伝子機能解析シス

テムの構築J(代表 :生物研田村俊樹博士)では，異な

る組織，異なる発育段階から多くの cDNAライブラリー

を新規に作成し， EST解析に供した。また，同時に

cDNAをスライドグラスに多数張り付け，いわゆる

cDNAマイクロアレイを作成した。複数の ESTデータ

セットの聞での比較，およびマイクロアレイを用いた解

析は，ゲノムレベルでの トランスクリプトームの比較を

可能にした。

2003年度からは，さらに農水省委託金による「毘虫

テクノロジー」研究プロジェクト (2007年から「アグ

リゲノムJ)，および文科省科研費特定領域研究「統合ゲ

ノムJ(2005年から 「比較ゲノムJ)でカイコゲノム解

“EST" 

カイコの遺伝学は，外山亀太郎博士によってメンデル

の法則の成立が動物で初めて確かめられてから(Toyama，

1906) ，すでに 100年を超える歴史を作ってきた。この

聞に数百の突然変異が発見され それらは連関関係およ

び組換え価に基づいて 28の連関群に配置されている(伴

野， 2005)。一方で，Watson and Crick (1953)による

DNAの二重らせん構造の発見以降の分子生物学の興隆

期には，真核生物の遺伝子のクローニングとしては最も

早い成功例の一つである，鈴木義昭博士らによるフィブ

ロイン遺伝子の単離 (Ohshimaand Suzuki， 1978)をはじ

め，富野士良博士らによる体液タンパク質遺伝子に関す

る研究 (Sakuraiet al.， 1988など)や山下興亜博士らによ

る休眠ホルモン遺伝子の単離 (Satoet al.， 1993)など，

日本人がカイコを用いて世界の分子遺伝学をリードする

成果を挙げてきた。

従来，個別の遺伝子を対象にしてきた分子生物学は，

1990年代に入ると全ゲノムを網羅的に解読するととを

めざすゲノム研究にシフトしてゆく。当初は微生物から

始まった全ゲノム解析は，人々の予想よりも早く多細胞

の動植物に拡がり，1998年に線虫仁 elegans(c. elegans 

Sequencing Consortium， 1998)， 1999年にはキイロショウ

ジョウパエ (Adams.et al.， 1999)の全ゲノムの塩基配列

が公表されるに至った。これらの動きのなかで，わが国

では 1990年前後からカイコのゲノム解析の機運が高

まっていった。

遺伝学からゲノム解析へ

カイコのゲノム解析とトランスクリプ卜ーム

解析

2. 

カイコのゲノム解析は， 1991年に始まった「家蚕ゲ

ノム DNAの物理地図作成に関する基礎研究J(科研費

総合研究A，代表者:藤井博九大助教授)で正式にスター
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析が支援されるようになり，その中で私たちはトランス

クリプトーム解析をさらに深めることができた。この時

期の後半になると，生物研や関係者の努力が実って臼本

と中国の共河研究が実現し，カイコゲノムの高精度塩基

配列が得られるようになった CInternationalSilkworm 

Genome Consortium， 2008)。そのゲノム』情報に助けられ

て， トランスクリプトームの研究は飛躍的に発展し，

SAGE解析による組織特異的遺伝子の探索や，突然変異

と遺伝子の対応付けなどが進展した。

私の研究は，これらの流れに後押しされた。以下に，

その結果の代表的なものをいくつか紹介する。

3. ESTデータベースを用いたカイコ固有の遺

伝子の発見

種々の生物で ESTデータベースが構築されている。

カイコの ESTデータは“SilkBase"(http://www.ab.a. 

u-tokyo.ac.jp/siIkbase/) として世界へ公開するとともに，

Mita et al. (2000)の論文としても公表した。この時点で，

すでに l万種類以上の EST配列が得られていた。在、は，

この ESTデータベースと，解読されつつあったゲノム

の壇基配列を参照しながら，カイコの遺伝子塩基配列を

他の動物，すなわちショウジョウパエ，ハマダラカ，線

虫，ヒトなどのゲノム情報と照合し，カイコのみが所有

する遺伝子を探索した。

私が「カイコ回有の遺伝子」に関心を持っていた理由

は，カイコが示す特異的な現象，たとえば佐休眠，桑葉

のみの単食性，絹糸の生産などが，カイコ固有の遺伝子

に支配されるのかどうか，という疑問を持っていたから

である。種特有の機能は，必ずしも種特異的な遺伝子に

よって支配されなくてもよく，たとえば、遺伝子発現の調

節機構を少し変えることで遺伍子ネットワークを組換え

れば，実現できる可能性がある。しかし，結論を先に

えば，カイコには実際に国有の遺伝子が多く存在し，少

なくともその一部はカイコ特異的な機能に関係してい

る。

カイコの遺伝子のなかで， 1也の動物に相向性を示さな

いものとして，私が最初に注目したのがBmChi-hである。

BmChi-h は麹原基の ESTの中から発見され， cDNA全長

の配列は Serratiaなどの細菌のキチナーゼ遺{云子に高い

相向性を示した。この遺伝子BmChiみについては，大

学院生で、あった浜田晃太郎および大門高明らによって詳

しく研究され，これが病原細菌や共生細菌の遺伝子では

なく，カイコの第 7染色体に実在することが明らかに

なった。 BmChi-hのmRNAは脱皮期の真皮に特異的に

発現しており，パキュロウイルスで発現させた組換えタ

ンパク質は，エクソ型のキチナーゼとしての基質特異性

老示した。さらに紹換えタンパク質を用いて抗体を作成

し，幼虫期のタンパク質の局在を調べたところ，眠期の

新旧2層のクチクラの聞にたまる脱皮液に存在すること

が明らかになった。これらの事実から， BmCHI-hタン

パク質の機能は，脱皮期のクチクラ更新時のキチン分解

であろうと推察された。

中腸の EST~こ発見した新規遺伝子 BmSucl も，動物

の既知遺伝子に相同性を示さず，遠くはなれた生物であ

るBacillus属など細菌の βフルクトフラノシダーゼ遺

伝子に高い相向性を示した。動物の消化管のショ糖分解

酵素は通常αーグルコシダーゼであり，その活性は桑に

含まれる DNJなどのアルカロイドで強く阻害される。

ところが，大門博士や大学院生の田口知宏らが調べた結

果，BmSuclのコードするショ糖分解酵素は DNJで阻害

表1 細菌からの水平転移で獲得してきたと推定されるカイコの遺伝子。

遺伝子名
最も相同な遺伝子を

コードするタンパク質の機能(推定)
持つ生物

BmChi-h chitinase Serratia marcescens 

lans 

lans 

lωIS 

lans 

escens 

escens 

ln口sa

lnosa 

IS 
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ESTの存在する
その相向性

カイコの品目織

O.E + 00 趨原基/中腸

4.E - 79 

2.E 84 

5.E 85 

2.E 84 

3.E 75 

5.E 78 

l.E 133 

7.E -137 

5.E -101 



されなかった。したがって カイコはBmSuclを利用し

てDNJの毒性老克服しているのであろうと推察された

(Daimon巴tal.， 2008)。

さらに，マルビーギ管の ESTから見いだした遺伝子

Bm砂nuは，Alkaliphilusなど細菌のキヌレニナーゼ遺伝

子に高い棺向性を示した。 cDNAの配列とゲノムt情報を

照合した結果，BmKynuは幼虫体色が赤くなる突然変異

「赤血J(，・b)の原因遺伝子であることが示唆された。私

たちの研究室のポスドクで、あった孟艶博士が実験した結

果，実際に rb系統のBm骨nuはアミノ酸残基が l個変

異しており，それが顔困でコードするキヌレニナーゼの

酵素活性がほとんど喪失していることが分かった (Meng

巴tal.， 2009)。したがって，Bm吟nuはカイコが正常な体

色を保つために必要な遺伝子であると考察される。

これらの通り，カイコゲノムには進化の過程で真正細

図1.上にいる体色の赤い個体が赤血 (rblrb)の幼虫(生物
研 771系統)。

下は正常な幼虫(東大p50T系統)。赤血変異の原因は，キヌ
レニナーゼ、のアミノ酸残基が l倒置換しているために起きる
活性喪失である。キヌレニナーゼ、遺伝子は，昆虫ではカイコ
にしか見いだされておらず，その構造からみて，鱗麹釘毘虫
が細菌から獲得したものであると推定される (Menget al.， 
2009)。
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図2.カイコの4齢幼虫から蝿化脱皮にかけての麹原基における遺伝子発現のマイク口アレイによる解析。
遺{云子発現の変動パターンをクラスタリングし，ここでは主要な6つのクラスターを示す。血中エクジステロイド濃度のピーク
はW2(吐糸2日)と W3(間 3日)の間にある。エクジステロイド濃度の上昇に最も早く反応するのがクラスタークラスタ-B
の遺伝子であり，クチクラ分解に関与するキチナーゼ、やカルボキシペプチダーゼなどの遺伝子を含む。一方，クチクラタンパク
質遺伝子やクチクラのメラニン化を支配するyellow相関遺伝子などはクラスターDに含まれる。 Ote巴tal. (2004)より。
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蘭から獲得したと推定される遺伝子が存在しており，こ

れらはカイコ特異的な機能の実現に貢献している可能性

が高い。このように紬韻からの水平転移で獲得されたと

想像される遺伝子は，イ自にもある。表 lには，その可能

性が高いと私が考えている遺伝子をリストアップした。

4. cDNAマイクロアレイ， SAGE法などを用い

た遺伝子発現の体系的解析

ESTデータベースは，遺イ云子発現すなわち mRNA

を網羅的に比較する毘的にも有用である。たとえば，微

生物感染と非感染の個体における ESTを比較すること

によって，生体防翻系の遺イ云子を体系的に探索すること

ができる。しかし，ゲノムの解説が進んできたカイコの

トランスクリブトームを把擢するには，手間や経費がか

かる ESTよりも， cDNAマイクロアレイや SAGE法の

ほうが低コストで効率的である。

cDNAマイクロアレイは，多数の cDNAをスライドグ

ラス上に高密度にスポットしたものであり，種々の組織

のRNAと反応させることで，遺伝子発現在網羅的に分

析するために用いられる。私たちは，カイコで初めて

cDNAマイクロアレイを作製した。大学院生だ、った大手

学は，それを用いて変態期の趨原基における mRNA

の変動すなわち遺伝子発現プロフィールを解析した。そ

の結果，図 lに示すように，遺伝子発現プロフィールが

6通りの典型的なパターンを示す場合が多いことが分

かった。すなわち，エクジステロイド濃度上昇時にはタ

ンパク質分解酵素遺結子など 59の遺{云子が，濃度ピー

ク後にはクチクラ合成や色素合成に関わる遺伝子など

147の遺伝子が，それぞれ誘導されていた COteet a1.， 

2004)。それらの遺伝子の大半は未解析の遺伝子であり，

本研究によって初めて変態期における特徴的発現が明ら

かになった。

また， SAGE法 CSerialAnalysis of Gene Expression)は，

cDNAの一部の 10数場基のみを取り出して多数連結し

てライブラリー化し，その塩基記列を決定して計数する

ことにより，効薬よく mRNAを定量する方法である。

ゲノム解析が行われている生物であれば遺伝子との対応

付けは容易であり，マイクロアレイのように相同遺伝子

の識別の臨難がなく，絶対的な定量が可能である。大学

院生で、あった船隈俊介は東大医学系研究科の橋本真一博

士らの指導により， SAGE法を用いて卵巣小管先端に存

夜する分化初期 CStagel・3)の卵室における遺伝子発現

を解析した。その結果，この時期には機能未知の非コー

ドRNAが最も多量に発現していることが明らかになっ

た。この RNAは腔子にも存在するが，他の組織には存
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表2 カイコ嫡期の卵巣小管先婦に存在する Stage1の卵胞
から得た RNAのSAGE解析。

SAGEタグ菌己ヂIj

GCTGGCAGAGTCGCGA 

CAGATCTGCTGTCAGG 

TCCGCATCCTGGCAGG 

ATCTGAGTTCAAACCG 

GGCτTCGGTCTCTTTG 

CGCGCGAAGCGTTTAT 

GGCAGGTGATCTACAC 

GTGGTCTTGTGCACGG 

GCGGTGATGGAGGACC 

TCACGTCCACAGGCAG 

TTGCCGTGGGACCAGC 

ATGGCGAGTGTGτTTC 

TCTTGTCTCTGAGCTC 

AGGTGATGCTAAACAT 

GCAACTCTGGCAGTGT 

CTTTCGTCGCτGGTAT 

GCCCCTCGTTTTGAAA 

GATGTTAAGTGCCCTG 

GCATCTACCCTCTGCG 

ACGCTTACGAACTGCG 

GACTCCGCTGAAGGCG 

CCTTTTGCACGGTACG 

GACCTCTCGACGCTTG 

TCGTCTCCCTGCCACA 

CCTGTACAGAAACAAA 

GATCτTGTAAAGACAG 

GACTGTCCTGτACAGG 

CTTAAATGAGCGTCTG 

GTGTCTCτTCGAAGAA 

CCAACCAAGATCCTGC 

GTTACATATCGCGTCA 

TCAAGCACTCCAAGTG 

CCCGCTGAGTTTCTTG 

GGCTTTGGTCTCTTCG 

ACATCATCGAAGTAGA 

GTGTCAACCAGTTGAA 

アノーテーション

EST 

Multi hit 

Multi hit 

Multi hit 

Multi hit 

Nohit 

Ribosomal protein S25 

Multi hit 

Ribosomal prot巴inS27A 

Ribosomal prot巴inS26 

Multi hit 

Ribosomal protein P1 

CG15697 

Multihit 

Multi hit 

No hit 

No hit 

CG10423 

Ribosomal protein S3A 

Ribosomal pr・ot巴inL22

Multi hit 

Ribosomal protein Ll4 

Qm 
CG3203 

恥1ultihit 

Multi hit 

Multi hit 

Nohit 

Multi hit 

出現
頻度

2.8% 

1.0% 

0.7% 

0.6% 

0.6% 

0.6% 

0.6% 

0.4% 

0.4% 

0.4% 

0.4% 

0.4% 

0.4% 

0.4% 

0.3% 

0.3% 

0.3% 

0.3% 

0.3% 

0.3% 

0.3% 

0.3% 

0.3% 

0.3% 

0.3% 

0.3% 

0.3% 

0.3% 

0.3% 

Ribosomal protein S20 0.3% 

lethal (2) ess巴ntialfor life 0.3% 

Multi hit 0.3% 

Nohit 0.3% 

Ribosomal protein PO 0.3% 

Ribosomal protein S17 0.3% 

Ribosomal protein Ll5 0.3% 

CAAAAGAAACTTAAAA Multi hit 0.3% 

GGTACACTCAAGAAGG Multi hit 0.3% 

TCCGτACATTTGTCGC No hit 0.3% 

CGGAAAATACTACAGA Ribosomal protein L30 0.2% 

GAGTACAτCCACAGGA Ribosomal protein Ll9 0.2% 

ATGGCCGCACCATCCG Ribosomal protein S4 0.2% 

GGCGACGGTAACCACT Multi hit 0.2% 

GGTACGAAATGGAAGG CG8415 0.2% 

ACCAACAGATTGTTGG CG3751 0.2% 

CCGCGTGAAATCAAAG 孔1ultihit 

GAGACAACTCGCGGCT No hit 

TGTAATGTTTAATTTT No hit 

0.2% 

0.2% 

0.2% 

TCGAATCCTAGGCAGT Ribosomal protein S18 0.2% 

CCAGAATTTTGATCCG No hit 0.2% 

表2. Stage1のSAGEタグ 122060本における出現頻度の高
いものから 50種類宅Eリストアップした。頻度の最も高い
(2.8%)タグは，機能不明の非コード RNAに相当する。 Fun-
aguma et al. (2007)より。
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在しない。また，特に早い段階の Stagelで ATP合成酵

素遺伝子など 277個の遺伝子の発現が多いことも分かっ

た。これらは Stagelで起こる現象すなわち卵母細胞と

栄養細胞の分化に関与している可能性がある CFunaguma

et al.， 2007)。表 2に， Stagelの SAGE解析で得られたタ

グを，頻度の多い順に l位から 50位まで示しておく。

これらの情報は，今後卵母細胞の分化機構を解明するた

めに役立つと思われる。

以上のように，私たちの研究は， トランスク リプトー

ム解析を通して，カイコ特異的な遺伝子の存在や，毘虫

に特徴的な生命現象における遺伝子発現を明らかにし

た。今後は，ゲノム情報や変異体などの資源をさらに高

度に活用し，カイコのさまざまな生物機能を支配する分

子機構を解明するとともにその機構を操作・利用して，

最終目的である蚕糸業および毘虫バイオテクノロジーの

技術開発へ展開してゆかなければならない。
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