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 緒言  

 

多くの動物で、大きな配偶子を形成する「雌」と、運動性の高い小さな配偶子を形

成する「雄」の 2 つの性をもつが、個体の性を決定するメカニズム（性決定様式）は

動物種によって大きく異なり、遺伝的に決まる場合や個体の環境要因によって決まる

場合が知られている（Bachtrog et al., 2014, 図 0-1）。個体の環境要因で性が決まる動

物には、胚子期の保護温度によって性決定が行われる複数種の爬虫類（Crain and 

Guillette, 1998）や餌不足、短日などの外部環境の良し悪しで雌雄を産み分けるオオミ

ジンコ（Kato et al., 2011）などが報告されている。遺伝的要因によって性が決まる動

物においても、その性決定様式は多岐にわたる。例えば、我々が属する哺乳類の大部

分では性染色体構成が XX だと雌に分化し、XY だと雄に分化する（図 0-1）。哺乳類

では Y 染色体上に座上する Sry（Sex-determining region Y）遺伝子が、性決定に関わる

遺伝子のカスケード（性決定カスケード）の最上流遺伝子（性決定マスター遺伝子）

として働き、雄分化を誘導する（Kashimada and Koopman, 2010）。同様に、性染色体

構成が XX の場合は雌に分化し、XY の場合は雄に分化するキイロショウジョウバエ

では、X 染色体と常染色体のセットの数の比によって性決定が行われる（Bridges, 

1921）。正確には X 染色体上の遺伝子由来の翻訳産物である SisA、Scute、Unpaired、

Runt といったタンパク質（XSE タンパク質: X-linked Signal Element proteins）の総量

が適切な量に達することで、性決定マスター遺伝子である Sex-lethal (Sxl) の初期プロ

モーター（Sxl-pe: Sxl establishment promoter）が活性化されることで雌決定がなされる

（Erickson and Cline 1993；Erickson and Quintero, 2007）。一方、性染色体構成が ZW の

個体は雌に分化し、ZZ の個体は雄に分化する種では、アフリカツメガエルにおいて

W 染色体に座上する DM-W が雌分化を誘導することが報告されている（Yoshimoto et 

al., 2008）。ZW/ZZ 型の性決定を行う代表的な生物として鳥類や鱗翅目昆虫の大部分

が含まれるが（図 0-1）、これらの生物種では性決定マスター遺伝子が同定されてい

ない。 

性決定様式は多岐にわたる一方、DM ドメインと呼ばれる DNA 結合ドメインをも

つ Doublesex and Mab-3 Related Transcription factor (DMRT) ファミリーに属する転写

因子が、無脊椎動物から脊椎動物に至る多くの多細胞生物の性決定に関与することが

知られている（Raymond et al., 1999）。DMRT の頭文字「D」は、キイロショウジョウ

バエにおいて最初に同定された性分化遺伝子 doublesex（dsx）の名称に由来する。dsx

はこれまで調べられてきたほとんどの昆虫において、雌雄で異なる選択的スプライシ
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ングを受けることで雄型と雌型の DSX タンパク質を生じるという点で一致している

（Bopp et al., 2014）。DSX の働きはキイロショウジョウバエにおいてもっとも研究さ

れており、雄型 DSX の働きは雌分化に関わる遺伝子の発現を抑制し、雄分化に必要

な遺伝子の発現を誘導するのに対して、雌型 DSX はこの逆の作用を示す（Bownes et 

al., 1988；Inoue et al., 1992；Jursnich and Burtis, 1993）。dsx は双翅目、鱗翅目、膜翅目、

甲虫目などの様々な昆虫で同定されており、実際に性分化に関与することが知られて

いる（Suzuki et al., 2003, 2005; Hediger et al., 2004; Shukla and Nagaraju, 2010; Shukla and 

Palli, 2012）。 

昆虫の性決定カスケードについては、キイロショウジョウバエを用いた研究により

詳細が報告されている（図 0-2）。キイロショウジョウバエの雌では、X 染色体に座位

する XSE タンパク質（X-linked Signal Element proteins）の総量が適切な量に達するこ

とで、Sxl-pe が活性化され、その結果転写された mRNA から機能のある SXL タンパ

ク質が作られる（Cline, 1993; Erickson and Cline, 1993; Barbash and Cline, 1995; 

Wrischnik, 2003）。SXL タンパク質は下流の遺伝子である transformer (tra)の pre-mRNA

に結合し、雌特異的なスプライシングを引き起こすことによって、雌でのみ機能のあ

る TRA タンパク質が産生されるように制御する（Inoue et al., 1990）。この TRA は、

雌雄両方で発現する TRA-2 （Transformer-2)とよばれるスプライシング因子と複合体

を形成し、dsx の第 4 番エクソンに存在するスプライシングのエンハンサーエレメン

ト（dsx repeat element: dsxRE）に結合することで dsx の雌型スプライシングを誘導し、

その結果生じる mRNA から雌型 DSX タンパク質が翻訳される（McKeown et al., 1988; 

Nagoshi et al., 1988, 1990）。これに対して雄では、機能をもつ SXL タンパク質が生産

されないため、機能をもつ TRA タンパク質もつくられない。TRA 非存在下では、dsx

の雄特異的スプライシングが引き起こされるため、雄型 DSX が生産される（Hoshijima 

et al., 1991）。同様に、tra による dsx の制御機構は複数の双翅目、膜翅目、甲虫目に

おいて報告されており、イエバエ（Hediger et al., 2010）、チチュウカイミバエ（Pane et 

al., 2002）、ヒツジキンバエ（Concha and Scott, 2009）、キョウソヤドリコバチ（Verhulst 

et al., 2010）、ミカンコミバエ（Liu et al., 2015）、そしてコクヌスドモドキ（Shukla and 

Palli, 2012）において、RNAi 法によって tra をノックダウンすると、雌における dsx

の雌型スプライシングが消失し、雄型スプライシングが起こることによって雄型 dsx

が発現し、雄化が進行する。それゆえ tra による dsx のスプライシング制御は、昆虫

において広く保存されていると考えられていた。しかし、近年様々な昆虫の全ゲノム

解読が進むにつれて、tra をもたない昆虫も多数存在することが明らかとなっている。

カイコ（Mita et al., 2004）、オオカバマダラ、メルポメネドクチョウ（Geuverink and 
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Beukeboom, 2014）といった鱗翅目昆虫では、解析されたすべての種において tra が存

在しないことがわかっている。さらに、膜翅目のカブラハバチ（峰ら 2016）、双翅目

のハマダラカ、ガンビエハマダラカ、ネッタイシマカ、ネッタイイエカといったカ下

目や、甲虫目のアメリカマツノキクイムシ（Geuverink and Beukeboom, 2014）も tra を

もたないことがわかっている。 

tra をもたない昆虫において、最も性決定機構の研究が進んでいる種としてカイコ

があげられる。カイコの性決定カスケードの最下流で働く遺伝子は Bmdsx である。

Bmdsx には TRA-TRA2 の結合に必要な dsxRE が存在しない（Suzuki et al., 2001）。さ

らに、カイコにおける tra-2 のオーソログをノックダウンしたとしても、Bmdsx の性

特異的なスプライシングに何も影響しないことが報告されている（Suzuki et al., 2012）。

Bmdsx は基底状態で雌型のスプライシングを受け（Suzuki et al., 2001）、雄型のスプラ

イシングには BmPSI (Bombyx homolog of P-element somatic inhibitor) と、あらゆる組織

で雄特異的に発現する ImpM (male-specific isoform of the Bombyx homolog of insulin-like 

growth factor II mRNA-binding protein) が関与する（Suzuki et al., 2010）。これらのタン

パク質は複合体を形成し、Bmdsx の雌特異的エクソンに存在する CE1 と呼ばれるシ

スエレメントに結合し、雄において雌型スプライシングが起こるのを抑制する。これ

らのことから、カイコの性決定カスケードはこれまで昆虫で報告されている tra を用

いた性決定機構とは全く異なるものだと考えられる。 

カイコの性は、性染色体構成が ZWであると雌に ZZであると雄になること（Tanaka, 

1916）から、W 染色体には優性の雌決定遺伝子 Fem (Feminizer) が存在すると考えら

れている（橋本, 1933; Doira, 1978）。しかしこの Fem は、半世紀以上前からその存在

が想定されているものの、本研究開始時点で同定には至っておらず、どのように性決

定に関与するのかまったく不明であった。カイコの常染色体並びに Z 染色体の塩基

配列は、雄ゲノムを対象としたホールゲノムショットガン解析によって明らかにされ

ている（Mita et al., 2004; Xia et al., 2004）。しかし、カイコの W 染色体は、非常に多

くの転移因子と繰り返し配列からなる（Abe et al., 2005, 2010）ため、アセンブル作業

が困難であり、未だにその全塩基配列は明らかとなっていない。仮に W 染色体の全

塩基配列が明らかとなったとしても、W 染色体と Z 染色体では組換えが起こらない

ことから、Fem が座位する場所を絞り込むことができず、したがってポジショナルク

ローニングなどの手法によって Femを単離することができない。これらのことから、

Fem を同定することは困難を極めると予想される。 

それではこの Fem を同定するためにはどうすればよいだろうか。私は雌雄のトラ

ンスクリプトームを比較することによって Fem を同定することができないかと考え



  General Introduction 

5 

 

た。それではどのステージの雌雄を比較するのが最も適切だろうか。性決定カスケー

ドの最上流に位置する遺伝子は、性決定がなされる発生段階において一過的に発現す

る例が報告されている（図 0-3）。例えば、哺乳類の性決定マスター遺伝子である Sry

の発現は時期特異的に制御されており、マウスにおいてその発現期間は胎生 10.5 日

から 12.5 日の間に限られる（Kashimada and Koopman, 2010）。キイロショウジョウバ

エの性決定マスター遺伝子 Sxl についてみてみると、発生開始後 3～4 時間の雌の胚

子で Sxl-pe が特異的に発現し、発生開始後 4～5 時間にはその発現が減少する (Salz et 

al., 1989)。アフリカツメガエルの性決定マスター遺伝子 DM-W の場合、生殖巣に形態

的な雌雄差が生まれる前のステージである st. 48 ~ st. 50（幼生の時期に相当する）に

一過的に発現することが知られている (Yoshimoto et al., 2008, 2011) 。同様に、カイ

コの性決定のマスター遺伝子も性決定が起こる時期に一過的に発現する可能性があ

る。 

そこで本研究では、Fem を同定することを目的として、カイコの性決定が起こる時

期における雌雄のトランスクリプトームを比較し、雌特異的に発現する遺伝子を探索

することにした。ところが、カイコでは性決定がいつ起こるのかがわかっておらず、

本研究はまずこの点について明らかにすることから始めることにした。このために注

目した遺伝子が、カイコの性分化に関連する Bmdsx と、Bmdsx の雄型スプライシング

を誘導し、あらゆる組織で雄特異的に発現することが知られる ImpMである（図 0-4）。

これらの遺伝子の胚発生初期における発現パターンを追跡し、カイコの性分化が起こ

る時期を特定することにした。 

本論文では、第一章でカイコの性決定時期の特定について記載し、第二章で性決定

時期における雌雄のトランスクリプトーム解析の結果同定された Femについて述べ、

第三章では、Fem とその標的遺伝子である Masculinizer（Masc）遺伝子（Kiuchi et al., 

2014）及び Bmdsx の雄型スプライシングに関わる ImpMとの遺伝的相互関係を調べる

ことでカイコの性決定カスケードを明らかにした。最後の章では、Masc を過剰発現

する遺伝子組換えカイコを解析することで明らかとなった Masc の機能について紹介

する。 
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図 0-1. 多様な動物の性決定機構  

脊椎動物のうち哺乳類、鳥類、魚類、両生類において、また無脊椎動物のうちダニ目、

双翅目、鱗翅目において採用されている性決定様式の内訳を円グラフで示した。グラフ

に挙げた性決定様式については、図中のボックス内に示した。Hermaphroditism は、雌

雄同体の他、成育のステージに伴い性が変わるような性決定様式を示す。性的二型をも

たず単為発生のみで次世代を残す種も存在するが、そのような種は除外して円グラフを

作成した。円グラフは、Tree of sex: a database of sexual systems 

(http://dx.doi.org/10.5061/dryad.v1908) に公開されているデータベースを用いて作成し

た。 
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図 0-2. キイロショウジョウバエの性決定カスケード  

（a）キイロショウジョウバエの性決定にかかわる遺伝子のスプライシングパターン。ボ

ックスはエキソンを示す。上側に雄型もしくは雌雄共通型のスプライシングパターンを、

下側に雌型のスプライシングパターンを示す。矢印で終止コドンの位置を示した。Sxl-pe

は胚発生初期の雌でのみ発現する。（b）キイロショウジョウバエの性決定カスケード。

キイロショウジョウバエでは、XX が雌に XY が雄に分化する。XSE の発現量は、X 染色

体を 2 本もつ雌において、X 染色体を１本しかもたない雄に比べ 2 倍高く発現する。こ

れが引き金となって、Sxl-pe の発現が誘導され成熟型の SXL タンパク質が生産される。 

Sxl-pm は雌雄両方で発現するが、成熟型の SXL タンパク質が生産されている雌でのみ終

止コドンを含むエクソン 3 がスキップされるため、再び成熟型の SXL タンパク質が生産

される。SXL は tra の pre-mRNA に結合し、終止コドンを含むエクソン 2 をスキップさ

せることで機能をもつ TRA タンパク質が雌でのみ作られる。TRA タンパク質はスプライ

シング因子として働き、雌雄両方で発現する TRA-2 と複合体を形成することで、dsx の

雌型スプライシングを誘導し、その結果産生された雌型 DSX が雌分化を誘導する。雄で

は機能をもつ TRA が生産されないため、dsx は基底状態のスプライシングである雄型の

スプライシングをうけ、その結果産生された雄型 DSX が雄分化を誘導する。 
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図 0-3. 性決定のマスター遺伝子の発生ステージと発現レベルのイメージ図   

性決定カスケードの最上流に位置する遺伝子（性決定のマスター遺伝子）は、性決定が

なされる発生段階において一過的に発現する例が知られている。具体例として、マウス

とキイロショウジョウバエの性決定遺伝子について模式的に示した。マウスでは性決定

のマスター遺伝子である Sry が E10.5 から E12.5 日の間に一過的に発現し、この発現が

下流の遺伝子である Sox9 の発現を誘導する（Kashimada and Koopman, 2010）。SOX9

タンパク質は転写因子として働き、自身のプロモーター領域に結合することで自身の発

現レベルを安定化させる。キイロショウジョウバエでは、性決定のマスター遺伝子 Sxl

の early promoter から転写されたアイソフォーム（Sxl-pe）が 12 から 14 回目の核分裂

時に発現する（Barbash and Cline, 1995）。Sxl-pe から翻訳された SXL タンパク質は機

能をもつ成熟型のタンパク質となる。その後、 Sxl-pe の発現が低下し、Sxl の

maintenance promoter から転写されたアイソフォーム（Sxl-pm）が発現する。Sxl-pm が

がコードする ORF には、途中に stop コドンが含まれるため、機能をもつ SXL タンパク

質が作られない。しかし、Sxl-pe 由来の SXL タンパク質が存在する場合、雌型スプライ

シングが誘導され、stop コドンを含むエキソンが除去されるため、機能をもつ成熟型の

SXL が作られる。こうして産生された SXL は引き続き自身の pre-mRNA のスプライシン

グに作用し、SXL の産生を維持する（Bell et al., 1991; Nagengast et al., 2003）。 
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図 0-4. Bmdsx 並びに Imp の構造  

（a）Bmdsx の構造。雄型 Bmdsx (BmdsxM) はエクソン 1、2、5 からなり、雌型 Bmdsx

のうち BmdsxF1 はエクソン 1、2、3、4、5 から構成される。一方 BmdsxF2 は、エクソ

ン 3 の 15pb 下流に存在するスプライスドナー部位においてスプライシングが起こると

いう点が BmdsxF1 とは異なる（Shukla et al., 2011）。赤色の矢印は、プライマーの位置

を示す。これらのプライマーを用いることで雄型 Bmdsx、雌型 Bmdsx の両方を同時に

検出できる（FDSX-F2/FDSX-R4）。（b）Imp の遺伝子構造。 ImpMは、エクソン 8 が選

択されることによって生じ、エクソン 8 内に存在する AAUAAA シグナルの下流に polyA

が付加される。一方 Impcはエクソン７と 8 の間に存在する AAGAAA シグナルの下流に

polyA が付加される。赤色の矢印は、 ImpMを特異的に検出できるプライマーの位置を示

す(BmIMPF1/BmIMPR1）。
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序論 

 

性決定のマスター遺伝子は、性が決まる発生段階において一過的に発現する場合が報

告されている。例えば、ほ乳類の性決定マスター遺伝子である Sry の発現時期は、マウ

スの場合胎生 10.5 日から 12.5 日の間に限られる（Kashimada and Koopman, 2010）。キイ

ロショウジョウバエでは、発生開始後 3～4 時間の雌の胚子で Sxl が特異的に発現し、発

生開始後 4～5 時間にはその発現が減少する（Salz et al., 1989）。アフリカツメガエルの性

決定マスター遺伝子 DM-W は、生殖巣に形態的な雌雄差が生まれる前のステージである

st. 48~st. 50（幼生の時期に相当する）に一過的に発現する（Yoshimoto et al., 2008, 2011）。

同様に、カイコの性決定のマスター遺伝子も性決定が起こる時期に一過的に発現する可

能性がある。そこで本研究では、まずカイコにおいて性決定が起こる時期を特定するこ

とにした。このために注目した遺伝子が、カイコの性分化に関連する Bmdsx と、Bmdsx

の雄型スプライシングを誘導し、あらゆる組織で雄特異的に発現することが知られてい

る ImpMである。Bmdsx は産下後 4 日目の発生初期卵においてすでに雌型、雄型の発現パ

ターンに分かれている（Suzuki et al., 2012）ことから、カイコの性決定は少なくとも産下

後 4 日目以前の胚発生初期に行われると予想される。そこで本研究では、胚発生初期に

おける Bmdsx、ImpMの発現パターンを指標にカイコの性分化が起こる時期を追跡するこ

とによって、性決定がなされる時期を特定することにした。 

カイコの性決定時期を特定する上で、胚発生初期における雌雄鑑別が不可欠となって

くる。この点について、カイコでは W 染色体特異的 DNA マーカーを用いたゲノム PCR

法による雌雄鑑別法が確立されており（Abe et al., 2005）、この手法を産下卵の雌雄鑑別

に用いた報告例もある（Fujii et al., 2006）。しかし、我々の先行研究によって 30％以上の

カイコの発生初期卵には、胚子を構成する細胞の他、W 染色体をもつ極体核を由来とす

る漿液膜細胞や卵黄細胞が含まれていることが示されており、産下後 4 日目以前の卵で

は上述の PCR による診断法では正確な雌雄鑑別が困難であることがわかっている（Sakai 

et al., 2013, 図 1-1 及び図 1-2）。そこで本研究では、W 染色体と連鎖する形質マーカーに

よる雌雄鑑別法を新たに確立し、この手法に基づいて雌雄鑑別を行ったカイコ発生初期

卵を解析に用いることにした。 
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材料・方法 

 

供試蚕 

カイコの飼育は 25±2℃、16 時間明期－8 時間暗期の条件下の部屋で行った。発生

中の卵は湿度が十分に足りたプラスチックの容器に保存し、幼虫の飼育には人工飼料

（日本農産工製シルクメイト）を使用した。 

 実験には非休眠系統である pnd-w1 系統（独立行政法人理化学研究所、本賢一専任

研究員より分与）、及びこの pnd-w1 系統と限性黒色蚕黒卵系統である 2pB 系統（国

立大学法人東京農工大蚕学研究室、横山岳准教授より分与）を用いて交配を繰り返す

ことによって、当研究室で系統樹立した S-1 系統を用いた（図 1-3）。この S-1 系統は

色素合成に関わる遺伝子が座乗する第五染色体がW染色体に転座した系統（Tanaka et 

al., 2000）に由来し、ZW（雌）卵では漿液膜細胞において色素合成が行われるため卵

の着色が起こり黒卵（黒色）に、ZZ（雄）卵では色素合成が行われないため卵は未

着色（白卵）となる。 

 

RNA の抽出 

カイコ卵からの total RNA 抽出は ISOGEN（ニッポン・ジーン）を使用し、鈴木ら

（2012）の方法にしたがって行った（Suzuki et al., 2012）。 

 

RT-PCR 

逆転写反応による cDNA 合成は、PrimeScript II 1st strand cDNA Synthesis Kit（タカ

ラバイオ）を用い、添付マニュアルの手順にしたがって行った。逆転写反応の鋳型に

は、1 µg の total RNA もしくは、卵 1 粒から抽出した全量の total RNA を使用し、逆

転写反応の際には上述の cDNA Synthesis Kitに添付されている random hexamerをプラ

イマーとして使用した。PCR 反応は EmeraldAmp PCR Master Mix（タカラバイオ）を

使用し、添付マニュアルの指示にしたがって行った。使用したプライマーの塩基配列

と PCRの条件は表 1に示した。得られた反応産物はエチジウムブロマイド（0.5µg/mL）

を含む 1%アガロースゲルを用いた電気泳動により分離し , 電気泳動像は E-Shot

（ATTO）を用いて撮影した。 
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結果 

 

カイコにおける性決定時期の特定 

カイコの性決定が起こる時期を特定するため、発生初期卵における Bmdsx 並びに ImpM

の発現パターンを経時的に追跡することにした。まず、卵巣卵、及び産下後 12、24、48、

120 時間の卵 1 粒ずつから total RNA を抽出し、RT-PCR によってこれらの遺伝子の発現

解析を行った。我々の先行研究により、30％以上の卵において、極体を由来とする多数

の細胞が形成されているため、産下後 96 時間以前の発生初期卵ではゲノム PCR 法を用

いた正確な雌雄鑑別が困難であることが明らかとなっている。そこで、本研究では雌雄

鑑別を行なわずに、各時間において採取した 9 粒の卵を RT-PCR 解析に供試し、Bmdsx

と ImpMの発現パターンの経時的変化を追跡することにした。 

 その結果を図 1-4 に示す。卵巣卵、並びに産下後 12 時間の卵ではすべての個体におい

て、雌型 Bmdsx（BmdsxF1、BmdsxF2）のみが発現していた（図 1-4b, c）。産下後 24 時間

の卵ではすべての個体で雌型 Bmdsx、雄型 Bmdsx（BmdsxM）両方の発現と ImpMの発現

がみられた（図 1-4d）。その後、産下 48 時間以降の卵では雌型 Bmdsx が発現した個体と

雄型 Bmdsx、ImpMが発現した個体とに分かれた（図 1-4e, f）。 

 以上の結果から、産下後 24 時間までは個体間の Bmdsx 並びに ImpMの発現に関して雌

雄差は見られないことが予想された。一方、産下後 48 時間では雌型 Bmdsx のみが発現す

る個体と雄型 Bmdsx 及び ImpMが発現する個体とに分かれた。これは前者のグループが雌

であり、後者のグループが雄であると考えるのが最も妥当である。したがって、カイコ

の性決定は産下後 24 時間から 48 時間の間に起こると考えられる。産下後 24 時間の胚子

の発生ステージはだるま形期にあたり、さじ形期を経て 48 時間にへら形期となる（図

1-4g）。よってカイコの性決定はだるま形期から、へら形期の間に行われると推察するこ

とができる。 

 

限性黒卵系統を用いた性決定時期の特定 

上述までの実験により、カイコの性決定は卵の産下後 24 時間から 48 時間の間に起こ

ると推察することができた。しかし、性決定が起こる時期をより正確に特定するために

は、この時期における卵の性を確実に識別することが不可欠である。産下後 24 時間から

48 時間の間はゲノム PCR による雌雄鑑別が困難なステージである（図 1-2c）。そこで簡

便かつ正確に雌雄の判別が可能なカイコ系統である限性黒卵着色非休眠卵系統「S-1」を

作出し（図 1-3）、この系統を用いた雌雄鑑別法の開発を試みた。保護温度 25℃の条件下
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において、産下後 27 時間の時点で着色を開始する卵をわずかながら認めることができた

（図 1-5a）。これらの卵がその後の発生に伴って正常に着色することを確認するため、同

程度の着色を示した卵を産下後 29 時間の時点で 30 粒選択し、産下後 96 時間における卵

色を観察した結果、全ての卵が正常に着色することがわかった。以上の結果は、早けれ

ば産下後 27〜29 時間の時点で、卵色を指標にして雌個体の選抜が可能であることを示し

ている。しかし、この時期の卵の中には着色が未だ始まっていない ZW 卵も含まれてい

たため、この時期の未着色卵のすべてを ZZ 卵とみなすことはできない。一方、産下後 32

時間の卵の着色具合を観察したところ、全く着色をしていない卵と、着色開始間もない

卵とが 1:1 に分離した蛾区（1 組の雌雄の交配により産下された卵塊）が得られた（図

1-5c）。この比率はカイコの性比と一致することから、これらの蛾区のうち未着色の卵は

ZZ 個体であるとみなすことができる。以上の結果より、S-1 系統の産下卵を用いれば、

卵色を指標とすることによって ZW（雌）卵を産下後 27 時間の時点で、一方 ZZ（雄）卵

を産下後 32 時間の時点で取得することが可能であることが明らかとなった。 

 この S-1 系統を用いて、各時間の雌の卵 10 粒、雄の卵 10 粒から total RNA を抽出し、

図 1-4 と同様の RT-PCR 解析を行った。その結果を図 1-6 に示す。雌では調査したすべて

のステージにおいて雌型 Bmdsx が発現しており、産下後 27 時間、29 時間では雄型 Bmdsx

と ImpMの発現も見られた（図 1-6, lane 1, 2）。これらの雌における雄型 Bmdsx と ImpMの

発現レベルは、産下後 32 時間で劇的に減少することがわかった（図 1-6, lane 3）。これに

対して、雄では調査したすべてのステージにおいて雄型 Bmdsx と ImpMが発現していた

（図 1-6, lane 6, 7, 8）。以上の実験結果と図 1-4 に示された実験結果を総合すると、産下

後 24 時間の時点では Bmdsx と ImpM の発現パターンに雌雄差は見られず、卵の性に無関

係な発現パターンが見られるが、産下後 29 時間以後になると、雌では雄型 Bmdsx と ImpM 

の発現レベルが急激に減少し始め、産下後 32 時間の時点では Bmdsx と ImpMは卵固有の

性に一致した発現パターンを示すようになるといえる。このことから、カイコの性決定

は産下後 29 時間から 32 時間の間に行われることが強く示唆された。産下後 29 時間の胚

子の発生ステージはだるま形期にあたり、32 時間の胚子はさじ形期にあたる（図 1-4g）。

よって、カイコにおいて性決定はさじ形期の初期に起こると推察される。 
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考察 

 

本章では、カイコの性決定時期を明らかにする目的で、Bmdsx 並びに様々な組織で雄

特異的に発現する ImpMの発現パターンの変化を継時的に調べた。カイコの卵巣卵では雌

型 Bmdsx のみが発現していた（図 1-4b）ことから、産下卵の中には母親由来の雌型 Bmdsx

が含まれていると考えられる。母親由来の dsx の存在については、双翅目のガンビエハ

マダラカ（Krzywinska et al., 2016）や、甲殻類のオオミジンコ（Nong et al., 2016）で報告

されている。オオミジンコでは、この母親由来の dsx が存在しないとは胚致死すること

から、dsx が初期発生に重要な役割をもつと考えられている（Nong et al., 2016）。性分化

に関わる dsx が、カイコにおいても卵巣卵に含まれることから、この母親由来の dsx はカ

イコにおいても初期発生に重要なのかもしれない。産下後 12 時間の卵でも同様に雌型

Bmdsx が検出された（図 1-4c）。産下後 24 時間の卵では、すべての個体で雌型 Bmdsx、

雄型 Bmdsx 並びに ImpM が発現していた（図 1-4d）。このことは、胚発生初期の雌個体に

おいても雄型 Bmdsx と ImpM が発現することを示唆している。したがって、この時期の

卵は性が未分化な状態にあり、このために遺伝的に雌であったとしても雄型の遺伝子発

現が起こると考えることができる。これら雄型の遺伝子発現は、産下後 32 時間以降、雌

で発現が見られなくなった（図 1-6, lane 3）。このことから、雌では雌決定遺伝子 Fem が

発現することによって雄型 Bmdsx、ImpMを含む雄型の遺伝子発現が抑制を受け、その結

果雌への分化が決定付けられると予想できる（図 1-7）。性決定最上流遺伝子が下流の遺

伝子の働きを抑制、もしくは阻害するという性決定機構のモデルは、ネッタイシマカや

チチュウカイミバエ、昆虫以外では両生類のアフリカツメガエルや植物のマメガキなど

でも報告されている。ネッタイシマカでは、スプライシング因子である tra-2 と起源を同

じくする Nix が性決定マスター遺伝子として働き、この Nix が雌で tra-2 の働きを阻害す

ることで、雄分化を誘導すると考えらえている（Adelman and Tu, 2016）。チチュウカイミ

バエでは Y 染色体上の性決定のマスター遺伝子 M が母性由来の tra の働きを阻害するこ

とにより、雄分化が誘導されると考えられている（Pane et al., 2002; Shukla and Palli, 2012）。

アフリカツメガエルの性決定のマスター遺伝子である DM-W は雄分化を誘導する転写因

子 DMRT-1 ドミナントネガティブとして働き、DMRT-1 のターゲット配列に競合的に結合

することで雄分化を抑制し、結果として雌分化を促進する（Yoshimoto and Ito, 2011）。ま

た、マメガキでは Y 染色体特異的な small RNA が、常染色体上から転写される雌化因子

を分解することで性決定が行われる（Akagi et al., 2014）。カイコにおいてもこれらの生物

と同じように性決定マスター遺伝子である Fem が、下流の遺伝子の働きを阻害すること
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で性決定が行われているのかもしれない。 

雌型 Bmdsx は産下直後の卵においては雌雄に関わらず発現がみられるものの、性決定

後は雌ではそのまま発現が維持され、雄では発現が消失するという発現パターンを示し

た（図 1-4b, c, d）。産下直後卵から性決定時期までの雌型 Bmdsx mRNA は母親由来であ

り、それは発生初期において重要な役割をもつために安定的に保護されているのかもし

れない。おそらく雄でも雌でも雄型 Bmdsx の発現が始まる時期が zygotic な Bmdsx の発現

開始時期に相当し、この頃には母親由来の雌型 Bmdsx mRNA の分解が始まり、性決定時

期を過ぎる頃には母親由来の雌型 Bmdsx mRNA は完全に分解されるのだろう（図 1-7）。

雌では母親由来の雌型 Bmdsx mRNA が zygotic な雌型 Bmdsx mRNA と置き換わり、雄で

は母親由来の雌型 Bmdsx mRNA が分解され、zygotic な雄型 Bmdsx に置き換わると考察し

た。 
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図 1-1. カイコの発生初期卵には極体核由来の細胞が含まれることがある  

（a）カイコ発生初期卵の模式図。カイコ発生初期卵には、胚子を構成する細胞以外に、

卵黄細胞や漿液膜細胞が含まれる。（b）極体核由来の細胞が卵黄細胞や漿液膜細胞へと

分化する場合がある。卵母細胞から減数分裂によって、卵核と 3 つの極体核が形成され

る。卵核は精核と融合して接合核を形成し、胚子、卵黄細胞、漿液膜細胞へと分化する。

これに対して、極体核は融合し（佐藤 1926）、胚子以外の細胞へと分化する場合が報告

されている（Sakai et al., 2013）。3 つの極体核のうち少なくとも 2 つの極体核の中に、

W 染色体が含まれている。このため胚子の遺伝子型が ZZ であったとしても、カイコ卵

中に W 染色体をもつ細胞が含まれることとなる。減数分裂のモデルは前還元型で図示し

た。 
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（Sakai et al., 2013 を改変） 

 

 

図 1-2. カイコの発生初期卵ではW染色体マーカーを用いたゲノムPCRによる正確な雌

雄鑑別を行うことができない  

（a）カイコ 2pB 系統の産下卵。限性黒卵系統である 2pB 系統は正常着色卵（黒卵）が

雌に、未着色卵（白卵）が雄となる（Sakai et al., 2013）。(b) 2pB 系統の融合染色体と第

五染色体。2pB 系統の W 染色体（赤線）には、第二染色体の一部（緑線）と第五染色体

（青線）が融合している。雌では劣勢白卵遺伝子（pe）がヘテロ（+pe/pe）となるため

黒卵となり、雄ではホモ（pe/pe）となるため白卵となる。(c) 2pB 系統を用いて卵色に

よって雌雄鑑別をした卵についてカイコ W 染色体特異的マーカーである Rikishi（Abe et 

al., 2005）を用いたゲノム PCR を行った。その結果、雄のいくつかの個体おいて W 染

色体特異的マーカーの増幅が確認された（Lane 3, 5, 6, 7, 8, 10, 11）。実験に供試した卵

は、休眠している休眠卵を用いた。この時期の胚子は、非休眠卵の胚子の産下後 3~4 日

目のステージに相当する。PCR の増幅コントロールとして GAPDH を用いた。 
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図 1-3. S-1 系統の特徴  

（a）S-1 系統の融合染色体と第五染色体。S-1 系統の W 染色体（赤線）には、第二染色

体の一部（緑線）と第五染色体（青線）が融合している。雌では劣勢淡赤眼白卵遺伝子

（pe）がヘテロ（+pe/pe）となり、雄ではホモ（pe/pe）となる。（b）S-1 系統の雌の成

虫眼色。S-1 系統の雌では、遺伝子型が pe/+となるため、雌の眼色は正常型（黒色）と

なる。（c）S-1 系統の雄では、遺伝子型が pe/pe となるため雄の眼色は淡赤眼となる。

（d）S-1 系統の卵。黒い卵は雌（黒矢印）、白い卵は雄（黄色矢印）である。S-1 系統

は、pnd（着色非休眠卵）遺伝子をホモで持つため、通常は着色が起こらない非休眠卵で

あっても正常な着色が起こるが、雄個体は pe 遺伝子をホモでもつため着色がほとんど起

こらない。（e）S-1 系統の幼虫。S-1 系統の W 染色体と融合した第二染色体の一部には

pB（黒色蚕）遺伝子が転座しているため、雌は黒色に、雄は正常体色となる。 
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（Sakai et al., 2014 を改変） 

 

図 1-4. 胚発生に伴う Bmdsx 及び ImpMの発現パターンの変化 

（a）Bmdsx 及び ImpMのスプライシングパターンの模式図。（b）~（f）の RT－PCR で

用いたプライマーを赤矢印で示した。卵巣卵（b）、産下後 12 時間（c）、産下後 24 時間

（d）、産下後 48 時間（e）、産下後 120 時間（f）の卵 9 粒における Bmdsx 及び ImpMの

発現パターンを RT-PCR により調べた。内部標準として GAPDH を RT-PCR により増幅

した。電気泳動写真の左に示した矢印は BmdsxF1、BmdsxF2 並びに BmdsxM のサイズ

を表している。（g）高見, 北沢（1960）、高見（1969）、Sakaguchi（1978a）の文献

を参考に、カイコの発生段階と各段階における胚子を模式的に示した。カイコの胚子の

部分を黒く塗りつぶした。 
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（Sakai et al., 2014 を改変） 

 

図 1-5. 限性黒卵系統 S-1 における卵の着色  

限性黒卵系統 S-1 の受精卵は、その性染色体構成が ZW である場合黒く着色した卵（黒

卵）となり、ZZ の場合は着色が起こらず未着色卵（白卵）となる。したがって卵色によ

って雌雄鑑別が可能である。（a）産下後 27 時間の S-1 系統の卵。左の卵はこの時点で

着色の開始が認められた卵、右の卵はこの時点で着色の開始が認められなかった卵であ

る。（b）（a）で示した卵を産下 96 時間後に観察した。その結果、左の卵の完全な着色が

確認された。（c）産下後 32 時間の S-1 系統の卵。着色が始まった卵（黒矢印）、未着色

の卵（白矢印）が 1:1 の割合で出現した。  

 

 

  



   Chapter 1. Tables and Figures  

 

22 

 

 

（Sakai et al., 2014 を改変） 

 

 

図 1-6. 限性黒卵系統を用いた雌雄鑑別により得られた雌雄の卵における Bmdsx 及び

ImpMの発現パターンの変化  

限性黒卵系統を用いて雌雄鑑別を行い、雌雄それぞれの卵における Bmdsx、ImpMの発現

パターンを図 1-4 に示した方法と同様の RT-PCR により調べた。図に示した左矢印は、

BmdsxF1、BmdsxF2 並びに BmdsxM のサイズを示している。内部標準として GAPDH

を同様の RT-PCR により増幅した。 
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図 1-7. 雌雄の卵の産下後経過時間に伴う Bmdsx と ImpMの発現レベルの変動について

示した模式図 

胚発生初期の雌では雄型Bmdsxと ImpMが一旦発現し、やがてそれらの発現が消失する。

このことから、Fem の働きによって間接的もしくは直接的に雄型 Bmdsx、ImpMを含む

雄型の遺伝子発現が抑制を受け、その結果雌への分化が決定付けられると予想される。

これに対して、雄では Fem が発現しないため雄型 Bmdsx と ImpMの抑制が起こらず、そ

の結果雄へと分化する。雌型 Bmdsx は、産下直後の卵においては雌雄に関わらず発現が

みられるものの、性決定後は雌ではそのまま発現が維持され、雄では発現が消失すると

いう発現パターンを示す。雌では母親由来の雌型 Bmdsx mRNA が zygotic な雌型 Bmdsx 

mRNA と置き換わり、雄では母親由来の雌型 Bmdsx mRNA が分解され zygotic な雄型

Bmdsx に置き換わる。 
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緒言 

 

カイコの性は、性染色体構成が ZW であると雌に、ZZ であると雄になること（Tanaka, 

1916）から、W 染色体には優性の雌決定遺伝子 Fem（Feminizer）が存在すると考えられ

ている（橋本, 1933; Doira, 1978）。しかしこの Fem は、半世紀以上前からその存在が想定

されているものの、本研究開始時点で同定には至っておらず、どのように性決定に関与

するのかまったく不明である。Fem が座上するカイコの W 染色体は、非常に多くの転移

因子と繰り返し配列からなる（Abe et al., 2005, 2010）ため、アセンブル作業が困難であ

り、未だにその全塩基配列は明らかとなっていない。仮に W 染色体の全塩基配列が明ら

かとなったとしても、W 染色体と Z 染色体では組換えが起こらないことから、Fem が座

位する場所を絞り込むことができず、したがってポジショナルクローニングなどの手法

によって Fem を単離することができない。これらのことから、Fem を同定することは困

難を極めると予想される 

そこで、本研究では、レファレンス配列が不要な de novo トランスクリプトーム解析

を行った。通常の RNA シークエンスでは既知のゲノム配列（レファレンス配列）に、次

世代シークエンサーによって解読された断片配列であるリードをマッピングしていくこ

とで遺伝子の発現量を測定する。これに対して de novo トランスクリプトーム解析は、次

世代シークエンサーでよまれたリードを、解析プログラムでアセンブルすることで推定

遺伝子（unigene）を作成し、この unigene に対してリードをマッピングすることで遺伝

子の発現を測定する方法である。この de novo トランスクリプトーム解析を行えばレフ

ァレンス配列が存在しない W 染色体上の遺伝子であっても検出することが可能である。 

一方、カイコの常染色体並びに Z 染色体の塩基配列は、雄ゲノムを対象としたホール

ゲノムショットガンシークエンス解析によって明らかとなっている（Mita et al., 2004; Xia 

et al., 2004）。このことから、de novo トランスクリプトーム解析の結果雌特異的な発現が

確認された unigene から、常染色体、Z 染色体の遺伝子を除くことで W 染色体に座乗す

る遺伝子を見つけ出すことができると考えた。また、カイコでは性決定が行われる胚発

生初期において高効率かつ再現性の高いノックダウンを達成できる（Yamaguchi et al., 

2011; Suzuki et al., 2012）ことから、同定された W 染色体特異的遺伝子に対して機能解析

を行うことで、Fem の有力候補遺伝子の絞り込みを行うことができる。本章では、以上

のアプローチをとることで同定されたW染色体特異的遺伝子の性質や機能について調べ、

最終的に Fem の同定に至った経緯について説明する。 
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材料・方法 

 

供試蚕 

カイコの飼育は 25±2℃、16 時間明期－8 時間暗期の条件下の部屋で行った。発生

中の卵は湿度が十分に足りたプラスチックの容器内に保存し、幼虫の飼育には人工飼

料（日本農産工製シルクメイト）を使用した。実験には、前章で使用した S-1 系統（図

1-3）と S-2 系統（図 2-1）を用いた。S-2 系統は S-1 系統と同様、色素合成に関わる

遺伝子が座乗する第五染色体と W 染色体が融合した系統（Tanaka et al., 2000）に由

来し、ZW（雌）卵では漿液膜細胞において正常な色素合成が行われるために卵の着

色が起こり黒色（黒卵）に、ZZ（雄）卵では色素合成が途中で止まるため卵は赤色

（赤卵）となる（図 2-1d 赤矢印, 黒矢印）。一方、未受精卵や発生初期で死亡した卵

では着色が起こらないため（図 2-1d 黄色矢印）、発生初期において容易かつ正確な雌

雄鑑別ができるだけでなく、卵色によって正常な発生が起こらなかった個体を解析の

対象から除外することができる。 

 

ゲノム PCR 

W 染色体に座上する遺伝子の候補として選び出された unigene に対して、カイコ日

本種の小石丸と日本一、中国種の緋紅と支 108 号、欧州種の伊黄繭とセグザード、日

本産のクワコ（国立大学法人東京農工大蚕学研究室、横山岳准教授より分与）に対し

てゲノム PCR を行った。カイコの複数の系統並びにクワコのゲノム DNA は、BD tract 

Genomic DNA Isolation Kit（Maxim Biotech）を用いて 5 齢 3 日目の幼虫から摘出した

絹糸腺より精製した。実験の手順は添付マニュアルの指示にしたがった。PCR 反応

は EmeraldAmp PCR Master Mix（タカラバイオ）を使用し、添付マニュアルの指示に

したがって行った。使用したプライマーの塩基配列と PCR の条件は表 2-1 に示した。 

 

RNA の抽出 

カイコ卵からの total RNA 抽出は、ISOGEN（ニッポン・ジーン）を使用し、鈴木

ら（2012）の方法にしたがって行った（Suzuki et al., 2012)。 

 

RT-PCR 

逆転写反応による cDNA 合成は、PrimeScript II 1st strand cDNA Synthesis Kit（タカ

ラバイオ）を用い、添付マニュアルの手順にしたがって行った。逆転写反応の鋳型に
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は、1 µg の total RNA もしくは、卵 1 粒から抽出した全量の total RNA を使用し、逆

転写反応の際には上述の cDNA Synthesis Kitに添付されている random hexamerをプラ

イマーとして使用した。Unigene20348 並びに Unigene20468 の転写産物の向きを調べ

る際には、表 2-1 に記した 20348F1、20348R1、20468F1、20468R1 プライマーを、そ

れぞれ逆転写反応に用いた。PCR反応はEmeraldAmp PCR Master Mix（タカラバイオ）

を使用し、添付マニュアルの指示にしたがって行った。使用したプライマーの塩基配

列と PCR の条件は表 2-1 に示した。得られた反応産物はエチジウムブロマイド

（0.5µg/mL）を含む 1%アガロースゲルを用いた電気泳動により分離し、電気泳動像

は E-Shot（ATTO）を用いて撮影した。 

 

リアルタイム PCR 

 リアルタイム PCR による遺伝子発現量の定量は、Suzuki ら（2012）の方法にした

がった (Suzuki et al., 2012)。PCR 反応に用いたプライマーの塩基配列は表 2-2 に示し

た。内部標準として用いた EF2（Elongation factor 2）遺伝子の増幅には、Koike ら（2003）

の用いたプライマーを使用した（Koike et al., 2003)。 

 

de novo トランスクリプトーム解析 

S-1 系統を用いて卵色によって雌雄鑑別された産下後 32 時間の雌の卵 40 粒、雄の

卵 40 粒それぞれから上述に示した方法により total RNA を抽出し、混在するゲノム

DNA を除去するために TURBO DNase（Life technology）を用い、添付マニュアルの

指示にしたがって DNase I 処理を行った。その後、Beijing Genomics Institute の提供す

る「de novo トランスクリプトーム解析」受託サービスに供試した。Oligo（dT）を有

する磁気ビーズを使用して mRNA を単離したのち、mRNA を鋳型として cDNA を合

成した。その後、アダプターを付加し PCR による増幅を行ったのち、次世代シーク

エンサー（HiSeq2000, Illumina）を用いてシークエンスを行った。本研究で使用され

た次世代シークエンサーは、1 サンプル当たり約 300bp×5000 万リードのデータを得

ることができる。雌雄の遺伝子発現差異解析についても、同社の提供するバイオイン

フォマティクス解析サービスを利用した。同社が提供するプログラムによって、アダ

プターの配列を除去し、クオリティーが低いと判断された約 8.5%のリードを解析対

象から除外した後、解析プログラム Trinity による de novo アセンブリを行った。 

 

シークエンス 

PCR によって得られた増幅産物は電気泳動により分離した後、Wizard SV Gel and 
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PCR Clean-Up System（Promega）を用いて添付マニュアルの指示にしたがってゲル抽

出を行い、pGEM-T Easy vector（Promega）の TA クローニングサイトに挿入した。得

られたプラスミド DNA を E. coli DH5α Competent Cells（タカラバイオ）にトランス

フォーメーション後、陽性コロニーを振とう培養により少量培養し、AccuPrep Plasmid 

Mini Extraction Kit（Bioneer）を用い、添付マニュアルの指示にしたがってプラスミ

ド DNA を精製した。その後、オペロンバイオテクノロジー株式会社の提供する受託

DNA シーケンスサービスを利用してシークエンスを行った。 

 

LNA-DNA ギャップマーの合成 

FET-W に対して 2 種類の LNA（Locked nucleic acid）-DNA ギャップマーを設計した

（表 2-3）。ギャップマーの合成は、株式会社ジーンデザインの提供する受託合成サ

ービスを利用した。negative control は、Probst ら (Probst et al., 2010) と同じ配列から

なるコントロール LNA-DNA ギャップマーを用いた。 

 

カイコ卵へのインジェクション 

カイコ卵へのインジェクションの方法とその後の卵の回収は、鈴木ら（2012）の方

法にしたがった（Suzuki et al., 2012）。50 µM の LNA-DNA ギャップマーをインジェク

ションした。 

 

組織切片の観察  

切片の作製、染色は株式会社新組織科学研究所に委託した。卵から切り出した胚子

並びに幼虫を 10%ホルマリン（Wako）で固定しパラフィンで包理処理をした後、切

片を作製した。ホルマリン液によって固定されたカイコ胚子を自動包埋装置

（Tissue-Tek Vip5Jr, サクラファインテックジャパン株式会社）を使用して、脱水・

透徹・パラフィン浸透の操作の後、包埋センター（サクラファインテックジャパン株

式会社）上で手作業により包埋した。作製したパラフィンブロックから滑走式ミクロ

トームを用いて、厚さ 3～4 μm の切片を作製し、スライドグラスに貼付しヘマトキシ

リン・エオシン染色標本を作製し光学顕微鏡観察（BX51, Olympus）を用い観察した。

撮影には写真撮影装置（DP73, Olympus）を用いた。 

 

組織切片の免疫染色 

組織切片の免疫染色は株式会社新組織科学研究所に委託した。作製した切片を脱パ

ラフィン化し、蒸留水で洗浄した後、10 mM クエン酸緩衝液 [pH6.0] で 95℃、20
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分間加熱することで抗原賦活化を行った。室温で 20 分間放冷した後、PBS [pH 7.4]

で洗浄し、3% 過酸化水素水中で室温 5 分間静置した。PBS [pH 7.4]で 5 分間×3 回洗

浄した後、 一次抗体を室温で 50 分間処理した。一次抗体には、1/100 希釈した抗カ

イコ VASA 抗体（Thomas Jefferson 大学 桐野陽平氏より分与）を使用した。PBS [pH 

7.4]で 5 分間×3 回洗浄した後、二次抗体を室温で 30 分間処理した。二次抗体にはヒ

ストファイン シンプルステインラット MAX-PO（MULTI）（ニチレイバイオサイエ

ンス）を使用した。PBS [pH 7.4]で 5 分間×3 回洗浄した後, ジアミノベンジジン

（3,3’-Diaminobenzidine, tetrahydrochloride；DAB）で 10 分間発色させた. 蒸留水で 10

分間洗浄した後, マイヤーのヘマトキシリン液で 1 分間核染色を行った. 蒸留水で洗

浄し色出しを行った後, 脱水, 透徹, 封入を行った。観察には、光学顕微鏡観察（BX51, 

Olympus）を用い、撮影には写真撮影装置（DP73, Olympus）を用いた。 

 

1 齢幼虫の生殖巣の観察 

1 齢幼虫の生殖巣は 2 μM Calcein-AM（Promo Kine）によって蛍光染色した後、観

察を行った。Calcein -AM は細胞浸透性色素であり、非蛍光の Calcein -AM は、細胞

内エステラーゼによって緑色蛍光を放つ Calcein へと分解されるため、細胞が蛍光染

色される。腹側を切開したカイコを、2 μM Calcein-AM に 10 分間浸漬したのち、PBS

で組織表面を洗浄後、実体顕微鏡（SZX7, Olympus）並びに、蛍光照明（U-HGLGPS, 

Olympus）または、位相差顕微鏡（IX70, Olympus）を用い観察した。撮影には写真撮

影装置（DP73, Olympus）を用いた。生殖巣の断面積の測定は、画像解析ソフト cellSens 

（Olympus）を用いた。 
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結果 

 

W 染色体特異的遺伝子のスクリーニング 

第一章の研究により、胚発生初期には雌個体においても雄型 Bmdsx 並びに ImpMが発

現し、この発現はやがて減少することが明らかとなった。この雌個体における雄型 Bmdsx 

と ImpMの発現の減少は産下後 29 時間から 32 時間までの間に起こった。このことからカ

イコにおける性決定は産下後 29 時間から 32 時間の間に起こると考察できる。そこでこ

のステージにあたる雌雄のトランスクリプトームの比較を行った。カイコでは W 染色体

の塩基配列が未知であるため、レファレンスシークエンスが不要な de novo トランスク

リプトーム解析を行った。 

産下後 32時間に相当するS-1系統の卵について卵色による雌雄鑑別を行ったのち、total 

RNA を精製し de novo トランスクリプトーム解析に供試した。次世代シーケンサーから

得られた RNA-seq データに対して、解析プログラム Trinity による de novo アセンブリを

行ったところ、54,438 個の unigene が得られた。次に、雌で雄より 8 倍以上高い FPKM

値（Fragments Per Kilobase per Million reads）を示した unigene を“雌特異的”と定義し、ス

クリーニングを行なったところ、149 個が雌特異的な unigene として同定された。これら

のすべてについてカイコの雄ゲノムシーケンスが登録されているゲノムブラウザ

KAIKOBASE（http://sgp.dna.affrc.go.jp/KAIKObase/）を対象とする blastn サーチを行い、

最長の Hit Length（Hit Rate）が 100 base 以下となる unigene を“常染色体もしくは Z 染色

体上にコードされていない”として定義し、そのような unigene を W 染色体上に存在する

遺伝子の候補として選び出した。その結果選定された 10 種類の unigene それぞれについ

て、カイコの複数の系統及びカイコの野生種であるクワコ（日本産）のゲノム DNA を鋳

型に用いたゲノム PCR を行い、W 染色体に特異的に座乗する unigene か否かを確認した

（図 2-2）。その結果、以下に述べるように 2 つの unigene（Unigene20348 と Unigene20468）

がカイコ並びにクワコの W 染色体上の遺伝子であることを示唆する結果が得られた (図

2-2i, 2-2j)。すなわち Unigene20348 については、調査したすべてのカイコの系統とクワコ

の雌でのみ明瞭な増幅産物が確認された（図 2-2i）。Unigene20468 については、すべての

カイコの系統で雌特異的な増幅産物が得られ、クワコにおいてもわずかではあるが雌で

特異的な増幅が見られた（図 2-2j）。以上の結果から Unigene20348 と Unigene20468 は、

カイコの複数の系統並びにクワコで保存されているW染色体特異的遺伝子に由来する転

写産物であることがわかった。 
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Unigene 20348 と Unigene20468 の構造 

de novo アセンブリの結果得られた W 染色体特異的転写産物である Unigene 20348 と

Unigene20468 の実際の遺伝子構造について解析を行った。まず Unigene20348 と

Unigene20468 の転写方向を特定するため、産下後 32 時間の雌雄の卵から total RNA を抽

出し、DNaseⅠ処理によりゲノムDNAを除去後、互いに向きの異なるプライマー（図 2-3a, 

20348F と 20348R; 図 2-4a, 20468F と 20468R）を用いて逆転写反応を行い、その結果得ら

れた cDNAを鋳型にPCRを行った。その結果、Unigene20348についてはプライマー20348R

を、Unigene20468 についてはプライマー20468R を用いて逆転写反応を行った場合におい

て明瞭な増幅産物が得られたことから（図 2-3b, 2-4b）、Unigene20348 と Unigene20468 の

転写産物の向きは図 2-3a、2-4aに示した通りであることが確認できた。次にUnigene 20348

と Unigene20468 それぞれの機能を類推する目的で、de novo トランスクリプトーム解析

でアセンブルされた塩基配列を query 配列として、相同性検索プログラム blastn、blastx

及び tblastx（http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）を用いて NCBI に登録されているデー

タベースを対象とした相同性検索を行った。その結果、Unigene20348 は卵巣で発現が確

認されている 7 種類の piRNA（PIWI-interacting RNA）と完全に一致する塩基配列をコー

ドすることがわかった（図 2-3a）。一方、Unigene20468 と有意な相同性を示すものは見当

たらなかった（図 2-4a）。続いて open reading frame（ORF）を予測したところ、Unigene20348

は最長で 87base、Unigene20468 は最長で 159base の ORF をコードすると予測された。 

Unigene20348 と Unigene20468 の発現パターンを RT-PCR により調べた（図 2-5）。産下

直後、産下後 48 時間、産下後 96 時間の卵、孵化直後の 1 齢幼虫、5 齢 3 日目の幼虫から

total RNA を抽出し、DNase I 処理によりゲノム DNA を除去後、逆転写反応を行った。5

齢 3 日目の幼虫の解析には、カイコの代表的な幼虫組織である脂肪体を供試した。脂肪

体は哺乳動物の肝臓に相当する器官であり、雌雄に共通して存在する器官であるが、雌

の脂肪体では卵黄の原料となるタンパク質の生合成が活発にみられるなど、生理機能に

雌雄差がある（Sakurai et al., 1988; Yano et al., 1994）。Unigene20348 と Unigene20468 の発

現を調べた結果、産下後 48 時間、96 時間で最も強く発現しており、これら 2 つの unigene

の発現パターンは酷似していた（図 2-5, lane 2 と 3）。発現パターンが酷似していたこと

から、Unigene20348 と Unigene20468 が同一の遺伝子から転写されている可能性を考え、

産下後 48 時間の雌卵から total RNA を抽出し、DNase I 処理によりゲノム DNA を除去後

逆転写反応を行い、プライマー20348F と 20468R の組み合わせで PCR を行ったところ、

約 1.2kbp のサイズの増幅産物が得られた（図 2-6a）。この増幅産物が、コンタミネーショ

ンしたゲノム DNA 由来である可能性を排除するため、逆転写反応を行っていない total 

RNA を鋳型に PCR を行ったところ、増幅産物は得られなかった（図 2-6b）。したがって、
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プライマー20348Fと 20468Rの組み合わせで得られた増幅産物は mRNA 由来であると判

断できる。また Unigene20348 を増幅した場合、複数の DNA バンドが得られた (図 2-6a, 

lane 2) ことから図 2-6c の緑色のボックスで図示したように、Unigene20348 は繰り返し配

列である可能性が考えられる。図 2-6a のレーン 4 で示した増幅産物が非特異的な増幅産

物ではないことを調べるため、増幅産物をクローニングし、その塩基配列を確認したと

ころ、実際に Unigene20348 の配列と Unigene20468 の塩基配列を含むことがわかった（図 

2-7）。以上の結果から Unigene20348 と Unigene20468 が実際は同一の遺伝子から転写され

た転写産物であることが明らかとなった。そこで、これら 2 つの unigene をコードする遺

伝子を FET-W (Female Expressed Transcript-W-chromosome )と名付けた。 

 

ノックダウンによる FET-W の機能解析 

FET-W が、Fem として機能するか否かを検討するため、FET-W のノックダウンが性分

化に及ぼす影響を調べることにした。上述したように FET-W がコードする予測 ORF の

長さは比較的短いこと、また多数の piRNA 配列と完全一致する塩基配列を含むことから

non-cording-RNA として機能している可能性を考慮する必要があった。そこで、mRNA ば

かりでなく non-cording-RNA についても効果的にノックダウンすることが知られる

Locked nucleic acid（LNA）- DNA ギャップマーをノックダウン（Probst et al., 2010; Mayer 

et al., 2006; 図 2-8）実験に供試した。 

性決定は胚発生初期に起こること、並びにカイコでは胚発生初期において高効率かつ

再現性の高いノックダウンを達成できる（Yamaguchi et al., 2011; Suzuki et al., 2012）こと

から、胚子を解析の対象として実験を行った。カイコ S-2 系統の産下 8 時間以内の卵に、

FET-W の塩基配列の一部に相補的な 2 種類の LNA-DNA ギャップマー（FET-W gap1 と 

FET-W gap2, 図 2-9a）を顕微注入した。S-2 系統は S-1 系統と同様、色素合成に関わる遺

伝子が座乗する第 5 染色体と W 染色体が融合した系統（Tanaka et al., 2000）に由来し、

ZW（雌）卵では漿液膜細胞において正常な色素合成が行われるために卵の着色が起こり

黒色（黒卵）に、ZZ（雄）卵では色素合成が途中の段階で止まるため卵は赤色（赤卵）

となる（図 2-1d）。一方、未受精卵や発生初期で死亡した卵では着色が起こらないため、

発生初期において容易かつ正確な雌雄鑑別ができるだけでなく、卵色によって正常な発

生が起こらなかった個体を解析の対象から除外することができる。 

性決定が行われ、Bmdsx の発現に完全な性的二型が認められるステージである産下後 4

日目の卵を、卵色を指標として雌と雄に選別した。quantitative real-time polymerase chain 

reaction（qRT-PCR）により FET-W mRNA 量を定量した結果、FET-W gap1、FET-W gap2

いずれを顕微注入した場合においても有意にFET-W mRNAの発現レベルが減少していた
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（図 2-9b）。特に、FET-W gap1 を顕微注入した実験群において、コントロールに比べて

FET-W mRNA の発現レベルが 15%以下まで低下した。 

次に FET-W のノックダウンの影響が、性決定に関わる Bmdsx と ImpMの発現に影響を

及ぼすか調査した。コントロール用の LNA-DNA ギャップマーを注射した場合、雌では

雌型、雄では雄型の Bmdsx の発現がみられた（図 2-10, lane 1 と 4）。ところが FET-W gap1 

もしくは FET-W gap2 を顕微注入した場合、雄個体では雄型 Bmdsx の発現が認められた

のに対して(図 2-10a, lane 5 と 6)、雌では雌型に加え、さらに雄型 Bmdsx の発現が検出さ

れた (図 2-10a, lane 2 と 3)。これらの結果を定量的に評価するため、雌型、雄型 Bmdsx

の DNA バンドのシグナル強度を画像解析ソフト Image J により測定したところ、コント

ロール雌では雄型 Bmdsx のシグナルが見られなかったのに対して、FET-W をノックダウ

ンした雌個体では雄型 Bmdsx のシグナルの割合が雌型、雄型両方の Bmdsx のシグナルの

合計に対して 60%以上となっていた（図 2-10b）。以上の結果を裏付けるかのように、

FET-W gap1 を顕微注入した雌では、Bmdsx の雄型スプライシングに関わるとされる ImpM

の明瞭な発現が認められた（図 2-10a, lane 2）。qRT-PCR によって ImpM の発現レベルを

定量したところ、コントロール雌個体と比較して FET-W gap1 では 75 倍、FET-W gap2 で

は 30 倍高い発現がみられた（図 2-10c）。FET-W のノックダウンを行ったところ、雌にお

いて BmdsxM 、ImpMの発現が誘導されたことから、FET-W は BmdsxM 、ImpMの発現を

抑制する機能をもつことが示唆された。この FET-W の機能は、第一章で予想された Fem

の機能と一致することから、FET-W は Fem の有力な候補であるといえる。 

 

胚子期及び 1 齢幼虫の卵巣と精巣の雌雄差 

次に FET-W の発現レベルを 15％以下まで抑え、Bmdsx、ImpMの発現に大きく影響

を与えた FET-W gap1 を用いて、FET-W のノックダウンが確認された胚子のステージ

における性分化への影響を調査することを試みた。しかし、胚子におけるカイコの性

的二型形質に関する知見は非常に少なく、それらが記載された時期も古い（Miya, 

1958; Takeuchi, 1969）ことから、まず本研究においてカイコの胚子の生殖巣で性的二

型の形質を認めることができるのか調査を行った。 

生殖巣の位置を確認するため、限性黒卵系統 S-2 系統を用いて卵色による雌雄鑑別

を行い、孵化後 2 日目幼虫の組織切片を作成し観察を行った。カイコでは第 5 腹節の

背側に生殖巣が形成されることが知られている（Omura, 1936; Takeuchi, 1969）。雌雄

それぞれの組織切片において、生殖巣だと考えられる組織が、第 5 腹節の背側に観察

された（図 2-11a, b）。この観察された組織が生殖巣であることを明確にするため、

anti-Bombyx mori vasa-like protein (BmVLG) 抗体を用いた免疫染色を行った。Vasa は
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哺乳類からショウジョウバエにいたる多くの生物種において生殖細胞で特異的に働

くことが知られている（Raz, 2000）。カイコにおいても Vasa は、Bombyx mori vasa-like 

gene (Bmvlg) として同定されており Bmvlg は生殖細胞特異的に発現することが報告

されている（Nakao, 1999; Nakao et al., 2006）。抗 BmVLG 抗体による免疫染色を行っ

たところ、第 5 腹節の背側に観察された組織に BmVLG の局在が観察された（図 2-11c, 

d）。したがって、これら第 5 腹節の背側に観察された組織が生殖巣であることが明確

となった。生殖巣内に形成される生殖細胞は、組織切片で円形の細胞として観察され

ることがわかった（図 2-11e, f）。これらの生殖細胞は卵巣小胞（図 2-11e）または精

巣小胞（図 2-11f）内に囲まれていた。 

生殖巣が確認されたので、限性黒卵系統 S-2 系統を用いて卵色による雌雄鑑別を行

い、孵化後 2 日目、催青 II 期（孵化 1 日前に相当するステージ）、点青 II 期（孵化 3

日前に相当するステージ）における切片標本を作製し、卵巣および精巣を観察した（図

2-12）。孵化後 2 日目の卵巣（図 2-12a）では明瞭な 4 つの卵巣小胞が観察されたのに

対して、催青 II 期（図 2-12b）、点青 II 期（図 2-12c）の卵巣では、卵巣小胞が明瞭に

区別できなかった。同様の観察を雄で行ったところ、孵化後 2 日目の精巣（図 2-12d）

では明瞭な 4 つの精巣小胞が観察された。また、催青 II 期（図 2-12e）、点青 II 期（図

2-11f）の精巣では精巣小胞間の被膜の発達が不十分であるものの、明確に 4 つの小

胞を観察することができた。次に、卵巣と精巣の断面積の大きさを測定し比較した。

孵化 1 日目の幼虫の組織切片の精巣の断面積は 6647±1060 μm2（平均±標準偏差, 調査

個体数 5 個体） となり、卵巣の断面積は 4354±288 µm2（平均±標準偏差, 調査個体

数 3 個体）となった。この断面積を比較したところ、卵巣に比べて精巣の方が有意に

大きいことが明らかとなった（Welch's t test, P<0.05）。卵巣と精巣の大きさに有意差

はあるものの、卵巣、精巣どちらにも 4 つの小胞が形成されるなど形態的な特徴が酷

似しており、組織切片を用いた観察ではこれら 2 つを明確に区別する特徴を見出すこ

とができなかった。 

次に生体解剖を行い卵巣と精巣を観察した。生体解剖による生殖巣の観察は技術的

な問題から、孵化後 2 日目以降の幼虫でしか行うことができなかった。1 齢幼虫の生

殖巣は透明なので、視認しやすくするため Calcein-AM を用いた蛍光染色を行った。

卵巣では、卵巣と外部生殖器をつなぐ管である紐体が体軸に対して外側の位置に接続

していた（図 2-13a）。この卵巣を取り出し、位相差顕微鏡を用いて観察したところ、

基底膜の中に 4 つの卵巣小胞が見られた（図 2-13b, c）。次に精巣を観察したところ、

紐体が体軸に対して内側の部位に接続していた（図 2-13d）。精巣を取り出し、位相

差顕微鏡を用いて観察したところ、基底膜の中に 4つの精巣小胞が見られた（図 2-13e, 



  Chapter 2. Results 

36 

 

f）。卵巣と精巣のいずれについても、4 つの小胞が形成されていることが明らかとな

った。これら 2 つの器官の明瞭な差として、卵巣では紐体が体軸に対して外側の位置

に接続する一方、精巣では紐体が体軸に対して内側の部位に接続するという違いがあ

ることがわかった（図 2-13a, d）。 

 

FET-W のノックダウンが卵巣へ及ぼす影響 

生体解剖を行い卵巣と精巣を比較すると、紐体の接続位置が異なるという形態的な

違いが観察されることがわかったので、この点に着目し FET-W のノックダウンが卵

巣の形態に及ぼす影響について調査を試みた。S-2 系統の産下卵に LNA-DNA ギャッ

プマーを顕微注入した場合、コントロールでも孵化個体が得られない場合があった。

そこで、一般的にインジェクションに用いられているカイコである N4 系統を実験に

用いることにした。コントロールギャップマーを顕微注入した場合、19.1%の卵から

孵化個体が得られたのに対し、FET gap1 を顕微注入した場合においてもほぼ同等の

割合（12.4%）で孵化個体を得ることができた（3 回行った実験の平均値を孵化率と

して求めた）。siRNA をインジェクションした場合に比べ孵化卵の割合は少ないもの

の、孵化個体が得られることがわかったのでこの N4 系統を用いて解析を行うことと

した。孵化以降のステージであればゲノム PCR による正確な雌雄鑑別を行うことが

できる（Sakai et al., 2013）ため、ゲノム PCR によって FET-W 遺伝子の有無を調べ、

雌雄を判定した。すなわち FET-W 遺伝子をもつ個体は雌、もたない個体は雄と判定

した。 

 FET gap1 を用いたノックダウンを行い、孵化後 3 日目の幼虫の卵巣を観察した（図

2-14）。FET gap1 を顕微注入した N4 系統の卵から孵化した雌 16 個体の卵巣を観察し

たところ、2 個体において卵巣小胞の数が少なくなるという形態異常が観察された 

(図 2-14b)。コントロールギャップマーを顕微注入した卵から孵化した雌 15 個体につ

いて同様の観察を行ったが、上述のような形態異常は観察されなかった。 

次に、よりステージが進んだ 5 齢幼虫における卵巣の観察を行った。コントロール

ギャップマーの顕微注入により得られた 19頭の孵化個体のうち 17個体が 5齢幼虫ま

で成育し、この時点で雌個体は 7 個体であった。これに対して FET gap1 を顕微注入

した卵から孵化した 45 個体を飼育したところ、22 個体が 5 齢幼虫まで成育し、この

うち雌個体は 5 個体であった。これらの 5 齢幼虫について、コントロールギャップマ

ーを顕微注入した個体と、FET gap1 を顕微注入した個体を比較したが、性的二型形

質やその他の形質において形態的な差は観察されなかった。FET gap1 を顕微注入し

た 5 齢幼虫の雌個体の割合は、期待値（50%）に比べ 23%と低かったことから、成長
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中にノックダウン効率が高かった雌個体が優先的に致死したため、形態的には正常な

個体だけが生存した可能性が考えられる。 
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考察 

 

本章ではカイコ性決定マスター遺伝子「Fem」の同定を試みた。第一章で特定された性

決定時期における雌雄の遺伝子発現を de novo トランスクリプトーム解析によって比較

し、カイコとその近縁種であるクワコの W 染色体特異的な遺伝子をスクリーニングする

ことで最終的に FET-W のみが候補遺伝子として同定された。本研究では、スクリーニン

グの過程で「常染色体もしくは Z 染色体上にコードされていない」遺伝子を解析の対象

から除外した。そのため、仮に常染色体の遺伝子と Fem の遺伝子構造が近似していた場

合、解析の対象として除外される危険性がある。実際、カイコの W 染色体の遺伝子とし

て、Z1 と Z20 とよばれる遺伝子が存在する（Ajimura et al., 2006）。これらの遺伝子は zinc 

finger protein をコードしており、常染色体にも相同遺伝子が複数存在することが知られて

いる（Gopinath et al.,2016）。しかし、今回のスクリーニングではこれらの遺伝子を W 染

色体特異的な遺伝子として同定することはできなかった。おそらく、Z1 と Z20 は W 染

色体の遺伝子ではあっても、常染色体にも多数の相同遺伝子が存在するため、本研究で

採用したスクリーニング法では解析の対象から除外されてしまったと考えられる。同様

の理由で、本研究で行ったスクリーニングでは W 染色体の全ての遺伝子を捉えきれてい

ない可能性を排除することはできない。しかし、FET-W の機能解析の結果は、あらゆる

点で FET-W が Fem としての機能を備えた遺伝子であることを強く示唆している。 

その後の調査で、本研究によって同定された FET-W は、東京大学農学部勝間准教授ら

が同時期に Fem の候補として同定した遺伝子（HIKARU）と同一のものであることがわ

かった。勝間らは、本研究と同様のアプローチにより Bmdsx の発現パターンを指標にカ

イコの性決定時期を予想し、産下後 15、18、21、24 時間のカイコの雌雄の卵のトランス

クリプトームを比較することによって HIKARU を Fem の候補遺伝子として同定し、この

遺伝子に piRNA（PIWI-interacting RNA）がコードされていることを見出した（勝間ら 

2014; 古賀ら 2014; Kiuchi et al.,2014）。piRNA は小分子 RNA の一種で、PIWI（P-element 

induced wimpy testis）タンパク質と複合体を形成し、主に生殖巣でトランスポゾンの発現

を抑制する働きがある（Malone and Hannon, 2009）。勝間らの研究グループは、卵巣や卵

巣起源の培養細胞で特異的に発現する W 染色体由来の piRNA を多数見つけており

（Kawaoka et al., 2011）、KG 系統とよばれる突然変異系統においてまれに出現する部分的

に雄化した雌では、これらの piRNA の発現量が有意に減少していることが報告されてい

る。これらのことから、彼らは W 特異的 piRNA がカイコの雌化にとって重要な役割を

もつとの仮説を立てていた（Hara et al., 2012）。そこで勝間らの研究グループは、上述の

HIKARU 遺伝子にコードされている piRNA こそがカイコの雌化に必要であると予想し、
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アンチセンス RNA を用いたノックダウンによりこの piRNA の機能解析を行った。その

結果、この piRNA をノックダウンすると Bmdsx の雄型アイソフォームが雌個体において

発現することが明らかとなった（勝間ら 2014; 木内ら 2014; Kiuchi et al., 2014）。この結

果は、本研究において FET-W をノックダウンした際にみられた結果と全く同じである。

ただし、上述の piRNA の機能阻害が生殖巣の分化に及ぼす影響については確認されてい

ない。 

以上、FET-W が W 染色体特異的遺伝子であること（図 2-2i, j）、FET-W をノックダウ

ンすると雌において雄型 Bmdsx と ImpMが誘導され（図 2-10）、卵巣の形態異常（図 2-14）

を引き起こすこと、別の研究グループによって同時期に同定された FET-W と同一の遺伝

子 HIKARU から供給される雌特異的 piRNA を特異的に阻害することで、雌において雄型

Bmdsx を誘導する（勝間ら 2014; Kiuchi et al.,2014）ことを総合すると、FET-W は優性雌

決定遺伝子 Fem の実体であるとみなすことができる。 
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図 2-1. S-2 系統の特徴  

（a）S-2 系統の融合染色体と第五染色体。S-2 系統の W 染色体（赤線）には、第二染色

体の一部（緑線）と第五染色体（青線）が融合している。雌では劣勢赤眼赤卵遺伝子（re）

がヘテロ（ +re/re ）となり、雄ではホモ（re/re）となる。（b）S-2 系統の雌の成虫眼色。

S-2 系統の雌では、遺伝子型が re/+となるため雌の眼色は正常型（黒色）となる。（c） 

S-2 系統の雄では、遺伝子型が re/re となるため雄の眼色は赤眼となる。（d）S-2 系統の

卵。黒い卵は雌（黒矢印）、赤い卵は雄（赤矢印）である。S-2 系統の雄は re 遺伝子を

ホモでもつため赤卵となる。この系統では未受精卵や発生が停止した卵は未着色卵（黄

色矢印）として識別できる。（e）S-2 系統の幼虫。S-2 系統の W 染色体には、pB（黒色

蚕）遺伝子を含む第二染色体領域が転座しているため雌幼虫は黒色に、雄幼虫は正常体

色となる。 
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図 2-2. W染色体に座乗する遺伝子の候補として選び出された 10個の unigeneに関して

カイコの複数の系統とクワコ由来のゲノム DNA を鋳型に用いたゲノム PCR の結果 

（a）ゲノム PCR に供試したカイコの複数の系統と日本産のクワコ。（b）カイコ W 染色

体特異的 DNA マーカーである Rikishi（Abe et al., 2005）と PCR の増幅コントロールと

して用いたGAPDHのゲノムPCRの結果。PCR産物はエチジウムブロマイド（1 μg/mL）

を含む 1.0%アガロースゲル電気泳動により分離した。（c）電気泳動の際に使用した DNA

サイズマーカーの各バンドのサイズ。（d～m）W 染色体に座乗する遺伝子の候補として

選び出された 10 個の unigene に関してゲノム PCR を行った。各 unigene の増幅に用い

たプライマーの配列は表2-1に示した。電気泳動写真の左側に示したDNAサイズは、PCR

反応によって増幅された各 unigene の予想サイズを示している。アガロースゲルの左右

両端のレーンに（c）に示した DNA サイズマーカーを泳動した。各 PCR 産物はエチジウ

ムブロマイド（1μg/mL）を含む 1.0%アガロースゲル電気泳動により分離した。 
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図 2-3. Unigene20348 の構造と転写方向の確認 

（a）Unigene20348 の構造。黒色のボックスは、de novo トランスクリプトーム解析で

示された転写産物を、白色のボックスは予想される最大の ORF を示す。矢印はプライマ

ー20348F と 20348R の位置を示す。緑色の線は相同性を示した piRNA を示す。（b）

Unigene20348 の転写産物の向きを確認するため、産下後 32 時間の雌の卵から total RNA

を抽出し、（a）に示した 20348R 並びに 20348F を用いた逆転写により得られた cDNA

を鋳型に PCR を行った。逆転写反応を行っていない total RNA を鋳型に PCR を行った

ものを RT-とした。20348R を用いて逆転写を行った場合に増幅産物が得られたことから、

Unigene20348 の転写産物の向きは（a）で示した通りとなる。 
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図 2-4. Unigene20468 の構造と転写方向の確認 

（a）Unigene20468 の構造。黒色のボックスは、de novo トランスクリプトーム解析で

示された転写産物を、白色のボックスは予想される最大の ORF を示す。矢印はプライマ

ー20468F と 20468R の位置を示す。（b）Unigene20468 の転写産物の向きを確認するた

め、産下後 32時間の雌の卵から total RNAを抽出し、（a）に示した 20468R並びに 20468F

を用いた逆転写により得られた cDNA を鋳型に PCR を行った。逆転写反応を行っていな

い total RNA を鋳型に PCR を行ったものを RT-とした。20468R を用いて逆転写を行っ

た場合に増幅産物が得られたことから、Unigene20468 の転写産物の向きは（a）で示し

た通りとなる。 
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図 2-5. Unigene20348, Unigene20468 の発現パターン 

（a）産下後 0 時間、産下後 48 時間、産下後 96 時間、1 齢幼虫、5 齢幼虫の脂肪体にお

ける Unigene20348, Unigene20468 の発現パターンを RT-PCR によって調べた。産下後

0 時間は、産下後 30 分以内の卵を 10 粒混合したのち抽出した total RNA を逆転写反応

に用いた。産下後 48 時間、96 時間は、産下後それぞれの時間に関して、S-2 系統を用

いて卵色による雌雄鑑別を行い、10 粒混合して抽出した total RNA を逆転写反応に用い

た。1 齢幼虫は産下後 96 時間の時点で卵色によって雌雄鑑別した卵を孵化後間もなく回

収し、5 頭混合して抽出した total RNA を逆転写反応に用いた。5 齢 3 日目（脂肪体）は、

5齢 3日目幼虫の雌個体 1頭から摘出した脂肪体から抽出した total RNAを逆転写反応に

用いた。プライマーと PCR の条件は表 2-1 に示した。 
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図 2-6. Unigene20348 と Unigene20468 の関係 

（a）産下後 48 時間の雌由来の cDNA を鋳型に（c）で図示したプライマーを用いて PCR

を行った。Unigene20348 の増幅には 20348F と 20348R を用い、Unigene20468 の増幅

には 20468F と 20468R を用いた。また、20348F と 20468R を用いて PCR を行ったと

ころ lane 4 で示したように、増幅産物が得られた。（b）産下後 48 時間の雌から調製し

た cDNA を鋳型に 20348F、20468R を用いて PCR を行った。逆転写反応を行っていな

い total RNA を鋳型に PCR を行ったものを RT-とした。（c）RT-PCR の結果から予想さ

れた Unigene20348 と Unigene20468 の塩基配列を含む遺伝子の構造。Unigene20348

の塩基配列を緑のボックスで、Unigene20468 の塩基配列を水色のボックスで示した。 
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図 2-7. 20348F と 20468R を用いて得られた増幅産物の塩基配列  

産下後 48 時間の雌から調製した cDNA を鋳型に 20348F、20468R を用いて増幅された

転写産物の塩基配列。Unigene20348 に相当する配列を緑文字で、Unigene20468 に相当

する配列を水色文字で示した。 
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図 2-8. LNA-DNAギャップマーの構造とそれを用いたノックダウンの原理 

（a）Locked Nucleic Acid（LNA）の構造。LNA はリボース環の 2‘位の酸素原子と、4’

位の炭素原子がメチレン架橋されている。（b）LNA-DNA ギャップマーを用いたノックダ

ウンの原理。本実験で用いた LNA-DNA ギャップマーの長さは 18 塩基であり、10 塩基

の DNA が左右両端それぞれ 4 塩基の LNA によって挟まれた構造をもつ。LNA は RNA

に対して高い結合親和性をもつため、 LNA-DNA ギャップマーが、相補的な塩基配列を

もつ標的 RNA に結合する。DNA−RNA ハイブリット鎖は、内在性の RNaseH によって

認識され、RNA 鎖が切断を受けた後、分解される。 
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（Sakai et al., 2015 を改変） 

 

 

図 2-9. LNA-DNAギャップマーを用いた FET-W のノックダウン  

（a）FET-W を標的とする 2 種類の LNA-DNA gapmer、FET-W gap1、FET-W gap2 を設

計した。Unigene20348 の塩基配列を緑色、Unigene20348 の塩基配列を水色のボックス

で示した。それぞれのキャップマーの位置を青の直線で示した。（b）LNA-DNA ギャップ

マーを注射した雌の卵における FET-W の mRNA 量を qRT-PCR により定量した結果。* 

student t-test で control と比較して有意差あり（p<0.05）。エラーバーは標準偏差を示す。 
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（Sakai et al., 2015 を改変） 

 

図 2-10. FET-W のノックダウンが Bmdsx と ImpMの性特異的発現に及ぼす影響 

（a）LNA-DNA ギャップマーを顕微注入した卵における Bmdsx、ImpMの発現を RT-PCR

によって調べた。内部標準として GAPDH を同一の手法により増幅した。電気泳動写真

の左に示した赤矢印は雌型 Bmdsx（BmdsxF1 並びに BmdsxF2）、青矢印は雄型 Bmdsx

（BmdsxM）のサイズを表している。(b) 雄型 Bmdsx の定量解析。RT-PCR の結果、電

気泳動像において得られた雄型 Bmdsx（BmdsxM）、雌型 Bmdsx（BmdsxF1、BmdsxF2）

に相当する DNA バンドのシグナル強度を、Image J によって定量し、雄型 Bmdsx のシ

グナル強度を、雌型 Bmdsx と雄型 Bmdsx のシグナル強度の合計値で割った値をグラフ

で示した。n は調査したサンプル数を示す。(c) ImpMの発現レベルを qRT-PCR によって

定量した。* student t-test で control と比較して有意差あり（p<0.05）。エラーバーは標

準偏差を示す。 
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（Sakai et al., 2016a を改変） 

 

図 2-11. 組織切片による生殖巣の観察 

（a, b）孵化 1 日目 1 齢幼虫の組織切片をヘマトキシンリン・エオシン染色によって観

察した。生殖巣だと考えられた組織を黒四角で囲んだ。（a）雌。（b）雄。（c, d）生殖巣

だと考えられた組織を抗 BmVLG 抗体によって免疫染色し観察した。茶色く染色された

部分が BmVLG の局在を示す。（c）卵巣。（d）精巣。（e）（c）の黒四角で囲んだ部分を

拡大した。（f）（d）の黒四角で囲んだ部分を拡大した。  
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（Sakai et al., 2016a を改変） 

 

図 2-12. 1 齢幼虫、催青 II 期胚子、点青 II 期胚子の生殖巣の組織切片 

（a）孵化 1 日目 1 齢幼虫の卵巣。（b）催青 II 期（孵化 1 日前に相当するステージ）の

卵巣。（c）点青 II 期（孵化 3 日前に相当するステージ）胚子の卵巣。（d）孵化 1 日目 1

齢幼虫の精巣。（e）催青 II 期（孵化 1 日前に相当するステージ）の精巣。（f）点青 II

期（孵化 3 日前に相当するステージ）胚子の精巣。卵巣小胞、精巣小胞の大まかな位置

を波括弧で示した。 
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（Sakai et al., 2016a を改変） 

 

図 2-13. 1 齢幼虫の生殖巣 

（a）孵化 2 日目 1 齢幼虫の卵巣。紐体の接続位置を赤矢印で示した。（b）孵化 2 日目 

1 齢幼虫の卵巣を位相差顕微鏡によって観察した。（c）（b）で観察された卵巣の模式

図。（d）孵化 2 日目 1 齢幼虫の精巣。紐体の接続位置を赤矢印で示した。（e）孵化 2

日目 1 齢幼虫の精巣を位相差顕微鏡によって観察した。（f）（e）で観察された精巣の

模式図。 
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図 2-14. FET-W ノックダウンが卵巣の形態に及ぼす影響 

（a）コントロール LNA-DNA ギャップマーを注射した卵から孵化した 1 齢幼虫雌の卵巣。

（b）FET gap1 を注射した卵から孵化した 1 齢幼虫雌の卵巣。（c）FET gap1 を注射し

た卵から孵化した 1 齢幼虫雄の精巣。左の写真において観察された生殖巣を右の写真に

おいて点線で図示した。  
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序論 

 

前章において同定された Fem の分子機構の詳細な解析は勝間らのグループによっ

て行われた。勝間らが明らかにした Fem の機能について図 3-1、3-2 で示す。カイコ

の W 染色体には、12 種類の W 染色体特異的 PCR マーカーがマップされているが、

阿部らは X 線照射により W 染色体切断を誘発し、12 種類の W 染色体特異的 PCR マ

ーカーのうち、1 個のマーカー（Rikishi マーカー）だけをもつ断片化した W 染色体

保有系統を作出した（Abe et al., 2008）。この系統では正常な雌が生まれることから、

断片化した W 染色体の中にカイコの雌決定領域が存在することが明らかとなった

（Abe et al., 2008）。Fem はマルチコピー遺伝子で 30~50 コピ―の遺伝子がタンデムに

並んだ状態で W 染色体の雌決定領域に存在する。Fem から転写された Fem mRNA は

small RNA の一種である piRNA の前駆体として働き、PIWI タンパク質の一種である

Siwi と複合体を形成し Fem-piRNA となる。この Fem-piRNA は Z 染色体上の新規遺

伝子 Masc（Masculinizer）由来の mRNA を分解する（Kiuchi et al., 2014）。Masc をノ

ックダウンすると雄で Bmdsx の雌型スプライシングが誘導されることから、Masc は

カイコの雄化に関わることが予想されている。しかし、Masc がどのように Bmdsx の

雄型スプライシングを誘導しているのかは明らかとされていない。Bmdsx の雄型のス

プライシングには雌雄両方で発現している BmPSI と、雄特異的に発現する ImpMが関

与することが明らかとなっている（Suzuki et al., 2010）。これらのタンパク質は複合体

を形成し、Bmdsx の第 4 エクソンの 5' 端から 15〜34nt の領域に存在する CE1 と呼

ばれるシスエレメントに結合し、雄において雌型スプライシングを抑制する。以上の

ことから、Masc が ImpMの雄特異的な発現を引き起こし、それによって Bmdsx の雄型

のスプライシングが誘導されるのではないかと考えた。そこで本章では Fem、Masc、

ImpM の関係を明らかにするため、個々の遺伝子の発現解析を行うと共に、それぞれ

の遺伝子のノックダウンが他の遺伝子の発現パターンに及ぼす影響を調べることに

した。 
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材料・方法 

 

供試蚕 

カイコの飼育は 25±2℃、16 時間明期－8 時間暗期の条件下の部屋で行った。発生中の

卵は湿度が十分に足りたプラスチックの容器内に保存し、幼虫の飼育には人工飼料（日

本農産工製シルクメイト）を使用した。実験には、前章で使用した S-2 系統（図 2-1）を

用いた。 

 

RNA の抽出 

カイコ卵からの RNA 抽出は、ISOGEN（ニッポン・ジーン）を使用し, 鈴木ら（2012）

の方法にしたがって行った (Suzuki et al., 2012)。 

 

RT-PCR 

逆転写反応による cDNA 合成には PrimeScript II 1st strand cDNA Synthesis Kit（タカラバ

イオ）を用い添付マニュアルの手順にしたがった。逆転写反応の鋳型には、1 µg の total 

RNAもしくは、卵 1粒から抽出した全量の total RNAを使用し、逆転写反応の際には cDNA 

Synthesis Kit に添付されている random hexamer プライマーを使用した。PCR 反応は

EmeraldAmp PCR Master Mix（タカラバイオ）を使用し、添付マニュアルにしたがった。

使用したプライマーの配列と PCR の条件は表 3-1 に示した。得られた反応産物はエチジ

ウム（0.5µg/mL）を含む 1%アガロースゲルを用いた電気泳動により分離し, 電気泳動像

は E-Shot（ATTO）を用いて撮影した。 

 

リアルタイム PCR 

リアルタイム PCR による遺伝子発現量の定量は、Suzuki ら（2012）の方法にしたがっ

た（Suzuki et al., 2012）。PCR 反応に用いたプライマーの塩基配列は表 3-2 に示した。内

部標準に用いた EF2 遺伝子の増幅には、Koike ら（2003）の用いたプライマーを使用し

た（Koike et al., 2003）。 

 

卵へのインジェクション 

インジェクションの方法と卵の回収は、鈴木ら（2012）の方法にしたがった（Suzuki et 

al., 2012）。LNA-DNA ギャップマーを用いた Fem（FET-W）のノックダウンは第二章と同

様の方法で行った。siRNA による Masc のノックダウンは、木内ら（Kiuchi et al., 2014）
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で用いられた 2 種類の siRNA を用いた。siRNA の negative control は、Silencer negative 

control #1 siRNA（Ambion）を用いた。50 µM の siRNA をインジェクションした。 
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結果 

 

性決定時期における Fem、Masc、ImpMの遺伝子発現パターン 

 Fem、Masc の遺伝的相互関係についての理解を深める目的で、第一章で性決定時

期と予想された胚発生初期におけるこれらの遺伝子の発現動態を qRT-PCR によって

詳しく調べることにした。その結果、Fem は雌で産下後 12 時間の分割期以降に発現

レベルが上昇し、産下後 36 時間のへら形期で発現がピークに達することがわかった

（図 3-3a 赤線）。一方、Masc は雌において産下後 24 時間まで発現するものの、Fem

の発現上昇とともに急激に減少した（図 3-3a 青線）。雄における Masc の発現は、産

下後 24 時間以降、雌で観測されたような急激な減少を示すことはなく、Bmdsx の発

現が雄型に安定した産下後 36 時間以降においても雌に比べ約 5~6 倍高い値で持続的

に発現していた（図 3-3b 青線）。ImpMは、産下後 24 時間あたりまで雌雄両方で同程

度の低いレベルの発現を示したが、雌ではその後発現しなくなり（図 3-3a 紫線）、雄

では急激に上昇した（図 3-3b 紫線）。産下後 36 時間には ImpMの発現量は雄において

ピークに達し、同時期の雌に比べ約 45 倍高い発現量を示した。産下後 24 時間から

32 時間の間に Masc、ImpM、Bmdsx の発現パターンが雌雄に分かれた。この時間の実

際の発生ステージを確認するため胚子を卵から生体解剖しステージングを行った（図

3-4）ところ、産下後 24 時間から 32 時間はだるま形期からへら形期に相当した。こ

のステージは胚帯形成後から体節の形成が始まる前に対応する。よって、カイコの性

決定は胚帯形成後から体節形成前までの間に行われると予想される。 

 

Fem のノックダウンが Masc の発現に及ぼす影響 

木内らの報告によって Fem から供給される Fem-piRNA が Masc mRNA を標的にし

ていることが明らかとなっている（Kiuchi et al., 2014）が、Fem 自体のノックダウン

が Masc の発現量に影響を与えるのかという点については確認されていなかった。そ

こで、第二章で用いた FET-W gap1, FET-W gap2 の LNA-DNA ギャップマーを顕微注

入した雌卵における Masc の発現を qRT-PCR によって定量した。その結果、コントロ

ールギャップマーを顕微注入した雌個体と比較して、FET-W gap1、FET-W gap2 を顕

微注入した雌個体において、Masc の発現レベルが有意に増加した（図 3-5）。特に

FET-W gap1 を顕微注入した雌では、Masc の発現がコントロールに比べて約 2.5 倍高

い値を示した。この結果は、木内らが行った Fem-piRNA 機能阻害実験の結果とほぼ

一致する（Kiuch et al., 2014）。以上のように、Fem（FET-W） のノックダウンにより

Masc の発現レベルが上昇したことから、Fem は Masc の発現を抑制する機能をもつ
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と考えられる。また、Fem 自体をノックダウンした場合に得られた結果と、Fem-piRNA

をノックダウンした先行研究の結果が一致したことから、Fem-piRNA の供給源は確

かに Fem 遺伝子であることが明らかとなった。 

 

Masc のノックダウンが ImpMの発現に及ぼす影響 

第二章で述べたように、Fem（FET-W）のノックダウンが雌における ImpMの発現を誘

導した（図 2-10c）ことから、Fem は直接もしくは間接的に ImpMの発現を抑制すること

が明らかとなった。Fem-piRNA は Masc mRNA を直接分解していることから、この Masc

が ImpMの上流の制御因子として働き、ImpMの発現を誘導しているのではないかと考えた。

木内らの報告によって Masc を siRNA でノックダウンすると雄において雌型 Bmdsx が誘

導されることが示されている（Kiuchi et al., 2014）。しかし、木内らの実験では Masc の

ノックダウンが ImpMの発現に及ぼすの影響については調べられていない。そこで木内ら 

(Kiuchi et al., 2014, 図 3-6a) と同様の方法で Masc のノックダウンを行い、ImpMの発現に

及ぼす影響を調査した。 Masc を標的とした siRNA を顕微注入した胚子について Bmdsx

と ImpM の発現をRT-PCRによって調べた（図 3-6b）。Masc siRNA1 もしくはMasc siRNA2

を顕微注入した雌の胚子において、Bmdsx の発現パターンにコントロールとの差異はみ

られなかった (図 3-6b, lanes 2 と 3)。一方雄の胚子では、コントロールでは雄型 Bmdsx の

みが検出されるのに対して、Masc siRNA1 もしくは Masc siRNA2 を顕微注入した雄胚子

では雌型 Bmdsx が検出された（図 3-6b, lanes 5 と 6）。この結果を定量的に評価するため、

雌型、雄型 Bmdsx に相当する DNA バンドのシグナル強度を画像解析ソフト Image J によ

り測定したところ、コントロール雄では雌型 Bmdsx のシグナルがみられなかったのに対

して、Masc をノックダウンした雄個体では雌型 Bmdsx のシグナルの割合が雌型、雄型両

方の Bmdsx のシグナルの合計に対して 80%以上となっていた（図 3-6c）。以上の結果か

ら、木内らが報告したように（Kiuchi et al., 2014）、本研究でも Masc のノックダウンは

雄における雌型 Bmdsx の発現を誘導することが確認できた。次に ImpMの発現を調査した

ところ、Masc siRNA2 を顕微注入した雄個体において、RT-PCR では検出できないほど

ImpMの発現が減少することがわかった（図 3-6b, lane 6）。この結果を定量的に評価する

ため、qRT-PCR によって ImpMの発現量を定量したところ、Masc siRNA1 もしくは Masc 

siRNA2 を顕微注入した実験区では、コントロールと比較して有意に ImpMの発現が減少

していた（図 3-6d）。特に Masc siRNA2 を注射した雄における ImpMの発現量は、コン

トロール雄における発現レベルに対して 5%以下まで減少していた（図 3-6d）。Masc 

をノックダウンすると ImpMの発現が減少したことから、Masc は ImpMの発現を誘導する

と考えられる。  
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考察 

 

昆虫の性決定は胚発生のごく初期に行われる  

本研究によって、カイコでは胚帯形成後から体節が出現する前の段階においてに性

決定が行われることがわかった。キイロショウジョウバエでは、発生開始後 3～4 時

間の雌の胚子で性決定マスター遺伝子である Sxl が特異的に発現し、発生開始後 4～5

時間にはその発現が減少する（Salz et al., 1989）。この産下後 3~4 時間は、胚帯が伸長

し、体節が分化し始めるステージにあたる。よって、ショウジョウバエの性決定が行

われるステージと、カイコの性決定がなされるステージは発生学的にほぼ同時期であ

り、これらの種は、胚発生のごく初期に性決定が行われているといえる。同様に、ガ

ンビアハマダラカは、胞胚葉形成期前で zygotic な遺伝子発現が始まり、これとほぼ

同時期にあたる胚発生初期の産下後 2~6時間の間に雄決定遺伝子である Yobが発現し、

dsx の発現パターンに性的二型が現れるようになる（Krzywinska et al.,2016）。このよ

うに昆虫では、器官形成前の胚発生のごく初期に性決定が行われると考察できる。昆

虫以外の動物における性決定は、器官形成後の生殖巣の性分化が始まる時期におこる。

たとえば哺乳類のマウスでは、生殖巣の雌雄分化が始まる直前の胎生 10.5 日から 12.5

日に雄決定遺伝子 SRY が生殖巣で高発現する（Kashimada and Koopman, 2010）。また、

アフリカツメガエルの性決定マスター遺伝子である DM-W は、生殖巣の雌雄分化が

始まる前のステージである st. 48~st. 50 に生殖巣で高発現する（Yoshimoto et al., 2008, 

2011）。よってこれらの動物では、生殖巣の性分化が始まる時期に性決定遺伝子が発

現するといえる。これに対して、昆虫では、器官形成すら始まっていない胚発生初期で

性決定が行われる。マウスやアフリカツメガエルは、生殖腺から分泌される性ホルモン

によって性分化が進行するため、生殖腺の分化時期に性決定遺伝子の発現が生殖巣で起

こることは理に叶っているといえる。これに対して、昆虫は性ホルモンをもたず、細胞

自律的な性決定機構によって性が決まるといわれている。細胞自律的な性決定を行うこ

とと、胚発生のごく初期に性決定が起こることとの間には何らかの関係があるのかもし

れない。昆虫以外では、鳥類において細胞自律的な性決定が起こり得ることが報告され

ている（Zhao et al.,2010）。鳥類のニワトリは性ホルモンをもち、雄性ホルモンのアンド

ロゲンを雌性ホルモンのエストロゲンに変換する酵素であるアロマターゼを阻害すると

雌から雄へ性転換が引き起こされ（Elbrecht and Smith 1992）、逆にアロマターゼ遺伝子

を過剰発現すると雄から雌への性転換が引き起こされる（Lambeth et al., 2013）。このこ

とから鳥類では性ホルモンによる性分化が引き起こされると考えられているが、一方で
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自然界において雌雄モザイクの個体がしばしばみられることも知られていた。この点に

関して、Zhao らがニワトリにおいて昆虫と同様の雌雄型の性モザイクが生じることを明

らかにした（Zhao et al.,2010）ことをきっかけに、性ホルモンをもつ生物種でも細胞自律

的な性決定が起こり得ると考えられるようになった。この鳥類の性決定機構の詳細はい

まだ明らかとされていないが、性決定が胚発生のごく初期に行われるは昆虫に限ったこ

となのなのか、それとも細胞自律的な性決定を行う種に特異的なものなのかという点を

明らかにするためにも、今後鳥類において性決定機構の解明がなされることを期待して

やまない。 

 

本研究により予想されるカイコの性決定カスケード 

 本研究と現在までの報告を総括することで考えられるカイコ性決定カスケードの

モデルを図3-7において紹介する。雌では雌特異的な染色体であるW染色体上からFem

が転写される。Femはsmall RNAであるpiRNAを介してZ染色体上から転写されるMasc

を分解する。性決定カスケード最下流に位置するBmdsxは、スプライシング因子が存

在しない定常状態の時、雌型スプライシングが誘導されることが知られており

（Suzuki et al., 2001）、雌において雌型Bmdsxが誘導される。雌型Bmdsxの発現はカイ

コの体細胞の雌分化を誘導する。雄の場合、Z染色体から転写されるMascはFemによ

る分解を受けない。さらに雄ではZ染色体が2本なので、もともとMascの転写量が雌

に比べて2倍になることが予想される。次に、Mascは下流の遺伝子であるImpM の発

現を直接もしくは間接的に誘導する。ImpMの発現は、Bmdsxの雄型スプライシングを

誘導し、体細胞の雄分化を誘導する（Suzuki et al., 2008, 2010）。以上のことからカイ

コではFemが発現することよってMascが分解されると雌に分化し、Fem非存在下では

Mascが機能し、下流のImpMが発現することで雄分化が進行すると考えられる。 
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図 3-1．Fem と Masc の機能 

W 染色体から転写される Fem mRNA は、small RNA の一種である piRNA の前駆体とし

て働き、編集を受け Fem-piRNA となる。この Fem-piRNA は、Z 染色体から転写される

Masc mRNA を分解する。この piRNA による Masc の分解機構は図 3-2 で示す。一方、

雄では Masc mRNA が Fem による分解を受けない。また雄では、Z 染色体が 2 本存在す

るため、Masc の転写量は雌に比べて 2 倍高くなる。Masc はタンパク質へと翻訳され、

Bmdsx の雄型スプライシングの誘導と、Z 染色体上の遺伝子発現量を抑制することによ

って遺伝子量補正機構を制御するという 2 つの機能をもつ。 
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図 3-2．Fem による Masc の分解機構モデル 

①W 染色体から転写された Fem mRNA は、母親由来の Masc-piRNA によって分解を受

ける。②Fem の分解産物が、PIWI タンパク質である Siwi に取り込まれ、Fem-piRNA と

なる。③Fem-piRNA は Masc mRNA を分解する。④Masc の分解産物が PIWI タンパク

質である Ago3 に取り込まれ、Masc-piRNA となる。⑤Fem mRNA は、Masc-piRNA に

よって分解を受ける。⑥Fem の分解産物が、再び Siwi に取り込まれ Fem-piRNA となる。

この piRNA の増幅経路はピンポンサイクルと呼ばれている。 
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図 3-3. 胚発生の進行に伴う Fem、Masc、ImpM、Bmdsx の遺伝子発現の変化  

限性黒卵系統である S-2 系統を用いて、産下後 12 時間、20 時間、24 時間、28 時間、

32 時間、36 時間、44 時間における Fem、Masc、ImpMの発現量を qRT-PCR によって

定量し、折れ線グラフで図示した。また、Bmdsx の産下後 12 時間、16 時間、20 時間、
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24 時間、28 時間、32 時間、36 時間、40 時間、44 時間の発現パターンを RT-PCR によ

り調べ、電気泳動写真で示した。電気泳動写真の左に示した赤矢印は雌型 Bmdsx

（BmdsxF1、BmdsxF2）、青矢印は雄型 Bmdsx（BmdsxM）のサイズを表している。産

下後の経過時間に伴う発生ステージの変化については、図 3-4 で示した生体解剖の結果

高見, 北沢（1960）、高見（1969）、Sakaguchi（1978a）の文献を参考にして予想し

た。雌雄の判定については、産下後 36 時間までは Fem の発現の有無を RT-PCR により

確認し、Fem が高発現した卵を雌、発現していない卵を雄とした。産下後 36 時間以降

は、卵色による雌雄鑑別を行った。（a）雌。（b）雄。 
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図 3-4. 胚子のステージング 

図 3-3 の解析に用いた S-2 系統の胚子の発生のステージを確認するため生体解剖を行っ

た。卵殻や漿液膜を切除したのち、生細胞を特異的に染色することができる Calcein-AM

蛍光染色試薬によって染色し、実体顕微鏡下で胚子を観察した。（a）産下後 21 時間の

胚子。だるま形期と判断した。（b）産下後 32 時間の胚子。へら形期であると判断した。

（c）産下後 44 時間の胚子。臨界期であると判断した。 
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（Sakai et al., 2015 を改変） 

 

図 3-5. LNA-DNA ギャップマーを用いた Fem（FET-W）のノックダウンが Masc の発現

量に及ぼす影響 

図 2-9 で示した Fem（FET-W）を標的とする 2 種類の LNA-DNA gapmer、FET gap1、

FET gap2 を注射した雌の卵における Masc の mRNA 量を qRT-PCR により定量した結

果。* student t-test で control と比較して有意差あり（p<0.05）。エラーバーは標準偏差

を示す。 
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（Sakai et al., 2015 を改変） 

 

図 3-6. Masc のノックダウンが Bmdsx と ImpMの性特異的発現に及ぼす影響 

（a）Masc mRNA の構造と実験に用いた siRNA の位置。白色のボックスはタンパク質の

コード領域を示す。黄色のボックスはジンクフィンガ―ドメイン（ZF）、赤色のボック

スはFem-piRNAの標的配列を示す。実験に用いた 2種類の siRNA（siRNA、Masc siRNA1、

Masc siRNA）を青色の直線で示した。（b）siRNA を顕微注入した卵における Bmdsx、



  Chapter 3. Tables and Figures 

73 

 

ImpMの発現を RT-PCR によって調べた。内部標準として GAPDH を同一の手法により増

幅した。電気泳動写真の左に示した赤矢印は雌型 Bmdsx（BmdsxF1 並びに BmdsxF2）、

青矢印は雄型 Bmdsx（BmdsxM）のサイズを表している。（c）siRNA 注射雄卵におけ

る雌型 Bmdsx の定量解析。RT-PCR の結果、電気泳動像において得られた雌型 Bmdsx

（BmdsxF1、BmdsxF2）、雄型 Bmdsx（BmdsxM）各々に相当する DNA バンドのシグ

ナル強度を Image J によって定量し、雌型 Bmdsx のシグナル強度を、雌型 Bmdsx と雄

型 Bmdsx のシグナル強度の合計値で割った値を算出し、グラフで示した。n は調査した

サンプル数を示す。（d）siRNA 注射雄卵における ImpMの発現レベルを qRT-PCR によ

って定量した。* student t-test で control と比較して有意差あり（p<0.05）。エラーバー

は標準偏差を示す。 
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（Sakai et al., 2015 を改変） 

 

 

図 3-7. 本研究により予想されるカイコの性決定カスケード 

雌では W 染色体上から Fem が転写される。Fem は Masc mRNA の分解を引き起こし、

Masc の発現を抑制する。性決定カスケード最下流に位置する Bmdsx は、基底状態では

雌型のスプライシングを受ける。このため雌では雌型 Bmdsx の発現が誘導される。雌型

Bmdsx の発現はカイコの体細胞の雌分化を誘導する。雄の場合、Masc は Fem による分

解を受けない。Masc は下流の遺伝子である ImpMの発現を直接もしくは間接的に誘導す

る。ImpMによって、Bmdsx の雄型スプライシングが誘導される。雄型 Bmdsx の発現は

カイコの体細胞の雄分化を誘導する。 
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序論 

 

 性決定最上流遺伝子 Fem の標的遺伝子として Masc が同定されている。現在までの研

究で、siRNAによるMascのノックダウンを行うと雄で、ImpMの発現が抑制され雌型Bmdsx

が誘導されることがわかっている（Kiuchi et al., 2014; Sakai et al., 2016b）。さらに、木内

らは Masc のノックダウンによって、遺伝子量補正の破綻が原因だと考えられる雄特異的

な致死が引き起こされることを明らかにしている（Kiuchi et al., 2014）。カイコの雌と雄

には数多くの生理学的、形態学的な違いがある。例えば、卵黄タンパク質の前駆体であ

るビテロジェニンは雌の脂肪体で特異的に合成され（Mine at al., 1983）、生殖巣は雌で

は卵巣に分化し卵を形成するのに対して雄では精巣に分化し精子を形成し（高見 1969）、

カイコ成虫の雌は第 7 腹節までしか形成されないのに対して雄では第 8 腹節が形成され

る（Sakaguchi, 1978b）。このようにカイコの雌と雄には様々な違いがあるにも関わらず、

現在までの研究では Masc が Bmdsx や ImpMといった性決定に関わる遺伝子の発現に影響

を及ぼすことしか明らかとされていない。第三章で示したように Masc が雄における性決

定カスケードの最上流に位置するならば、Masc の過剰発現は通常雌に分化する ZW 個体

において雄特有の表現型をもたらすはずである。この点について遺伝子組み換え系統を

用いた解析が、国立研究開発法人農業・食品産業技術総合研究機構（農研機構）の炭谷

らによって行われている（Sakai et al., 2016b）。炭谷らは、GAL4 転写活性化因子の認識

配列である UAS（upstream activator sequence）の 下流に、Fem-piRNA耐性型 Masc（Masc-R）

をもつ遺伝子組換えカイコ系統 Sumi 13-1系統、Sumi 13-3系統を作出している（図 4-1 a）。

Masc-R は、Masc 内の Fem-piRNA 標的配列に塩基置換が施されているため、Fem-piRNA

による分解を受けないことがわかっている（Kiuchi et al., 2014）。また、この Masc-R mRNA

から翻訳されるタンパク質は Masc と同じアミノ産配列となるよう工夫されているため、

Fem-piRNA 標的配列の塩基置換が Masc タンパク質の機能に影響を及ぼさない（Kiuchi et 

al., 2014）。この Masc-R をもつ Sumi 13-1 系統もしくは Sumi 13-3 系統を全身性のドライ

バー系統である Bombyx mori Actin3（A3）- GAL4 系統と交配させると、幼虫期における

雌特異的な致死が引き起こされる（図 4-1 b, c）。図 3-1 で示したように、Masc はカイコ

における Bmdsx の雄型スプライシングの誘導だけでなく、Z 染色体上の遺伝子の発現量

を抑制することで Z 染色体の遺伝子発現量を雌雄間で補正する遺伝子量補正機構にも関

わる。このため Masc をノックダウンすると、遺伝子量補正の破綻が原因だと考えられる

雄特異的致死が引き起こされる（Kiuchi et al., 2014）。上述の全身性 GAL4 ドライバーを

用いた Masc-R の過剰発現により雌特異的致死が起きたのも、本来なら雌で発現しないは

ずの Masc が発現したことで、雌において不要な遺伝子量補正が起きたことに起因すると
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考察されている。 

 GAL4-UAS を利用した Masc-R の過剰発現は雌特異的致死を引き起こすため、この方法

では Masc の性決定における機能を解析できない。この問題を解決するため、UAS-Masc-R

組換え遺伝子をもつ系統のうち Sumi13-3 系統に着目した。Sumi13-3 は、GAL4 系統と交

配していない場合でも、ドライバー非依存的に弱く Masc-R が発現することがわかってい

る（図 4-1b lane5 と 6）。そこで本章では、Sumi13-3 系統におけるドライバー非依存的な

Masc-R の発現が、性分化にどのような影響を及ぼすかを詳細に解析することにより、

Masc の性決定における機能を明らかにしようと試みた。 
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材料・方法 

 

供試蚕 

カイコの人工飼料育は 25±2℃、16時間明期－8時間暗期の条件下の部屋で行った。

発生中の卵は湿度が十分に足りたプラスチックの容器内に保存し、幼虫の飼育には人

工飼料（日本農産工製シルクメイト）を使用した。カイコの桑養育は、国立研究開発

法人農業・食品産業技術総合研究機構（農研機構）に依頼し、25℃、16 時間明期－8

時間暗期の条件下の部屋で飼育を行った。実験には、UAS-Masc-R 組換え遺伝子（図

4-1a）をもつ Sumi13-3 系統、限性 DsRed 系統である Suzu19-1（図 4-2）を用いた。 

 

ゲノム PCR 

 カイコのゲノム DNA は、SimplePrep reagent for DNA（タカラバイオ）を用いて成

虫の脚より精製した。実験の手順は添付マニュアルの指示にしたがった。PCR 反応

は EmeraldAmp PCR Master Mix（タカラバイオ）を使用し、添付マニュアルにしたが

った。使用したプライマーの配列と PCR の条件は表 4-1 に示した。 

 

RNA の抽出 

カイコ卵からの RNA 抽出は、ISOGEN（ニッポン・ジーン）を使用し、鈴木ら（2012）

の方法にしたがった（Suzuki et al., 2012）。 

 

RT-PCR 

逆転写反応による cDNA 合成には PrimeScript II 1st strand cDNA Synthesis Kit（タカ

ラバイオ）を用い添付マニュアルの手順にしたがった。逆転写反応の鋳型には、1 µg

の total RNA もしくは、卵 1 粒から抽出した全量の total RNA を使用し、逆転写反応

の際には cDNA Synthesis Kit に添付されている random hexamer プライマーを使用し

た。PCR 反応は EmeraldAmp PCR Master Mix（タカラバイオ）を使用し、添付マニュ

アルにしたがった。使用したプライマーの配列と PCR の条件は表 4-1 に示した。得

られた反応産物はエチジウム（0.5 µg/mL）を含む 1%アガロースゲルを用いた電気泳

動により分離し, 電気泳動像は E-Shot（ATTO）を用いて撮影した。 

 

リアルタイム PCR 

リアルタイム PCR による遺伝子発現量の定量は, Suzuki ら（2012）の方法にしたが
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った（Suzuki et al., 2012）。PCR 反応に用いたプライマーの塩基配列は表 4-2 に示した。

内部標準に用いた EF2 遺伝子の増幅には、Koike ら（2003）の用いたプライマーを使

用した（Koike et al., 2003）。 

 

SDS-PAGE 

 SDS-PAGE によるカイコ蛹の体液の分析は、Mine らの方法にしたがった (Mine et 

al., 1983)。カイコ蛹化後 3 時間以内の体液 1 μL を 95℃ 2 分間 SDS サンプルバファ

ーで処理した。処理した試料を 10％SDS-ポリアクリルアミドゲル上での電気泳動に

より分離し Quick-CBB PLUS（Wako）で染色した。 

 

内部形態、外部形態の観察 

内部形態、外部形態の観察は、実体顕微鏡（SZX7, Olympus）または、位相差顕微

鏡（IX70, Olympus）を用い観察した。撮影には写真撮影装置（DP73, Olympus）、ま

たは、デジタルカメラ（LUMIX DMC-FT5, Panasonic）を用いた。 

 

精子束の観察 

 精子束に対して位相差顕微鏡（IX70, Olympus）による観察もしくは、

4′,6-diamidino-2-phenylindole（DAPI, DOJINDO LABORATORIE）3.3 μg/ml を含む

Vectashield (Vector Laboratories)を用いてプレパラートに封入し共焦点レーザー顕微鏡

（LSM5 EXCITER, Carl Zeiss）による観察を行った。 
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結果 

 

遺伝子組換え系統 Sumi13-3 の特徴 

遺伝子組換え系統 Sumi13-3 の雌を Masc の機能解析に用いることができるか調査する

ため、1）組換え遺伝子の挿入により挿入部位周囲の遺伝子が破壊されていないか、2）

実際に Masc-R 遺伝子が発現しているのか、3）致死せず成虫まで成育できるのか、以上

の 3 点について調べた。まず、性染色体構成による正確な雌雄鑑別を可能にするため、

限性 DsRed 系統である Suzu19-1 と Sumi13-3 を交配させた。Suzu19-1 系統は、W 染色体

に DsRed 組換え遺伝子が挿入されている。この系統の DsRed 遺伝子の発現は 3×P3 プロ

モーターによって制御されているため、幼虫の単眼もしくは成虫の複眼において発現す

る DsRed をマーカーとして雌を特定することができる（図 4-2）。 

そこで、Suzu19-1 系統の雌を Sumi13-3 の Masc-R 組換え遺伝子をヘテロで保持する雄

と交配させ、次世代を得ることにした。Masc-R 組換え遺伝子には、3×P3 プロモーター

による発現制御を受ける EGFP マーカーが組込まれている（図 4-1a）。このため、この交

配で得られる次世代には、DsRed、EGFP の両方が発現し、故に Masc-R をヘテロでもつ

雌（Masc-R/+ 雌）、DsRed のみが発現し、故に Masc-R をもたない雌（+/+ 雌）、EGFP の

みが発現し、故に Masc-R をヘテロでもつ雄（Masc-R/+ 雄）、そしてマーカー遺伝子の発

現がみられない、すなわち組換え遺伝子をもたない雄（+/+ 雄）の 4 種類の遺伝子型を

もつ個体が含まれる。本研究では、Masc-R/+ 雌の妊性が低かったことが原因で 

Masc-R/Masc-Rの雌個体を得ることが困難であったことから、ほとんどの解析にMasc-R/+ 

雌を用いた。 

Sumi13-3 系統では組換え遺伝子が第 9 番染色体に挿入されている（図 4-3a）。組換え遺

伝子が挿入された位置から上流、下流それぞれ 100kbp 以内のゲノム領域には

Bmgn012517、Bmgn012518、Bmgn015522 の 3 つ予測遺伝子が存在した。これらの遺伝子

の発現が、組換え遺伝子の挿入によって影響を受けていないか調べるため qRT-PCR を行

った。+/+と Masc-R/+で、これら 3 つの遺伝子の発現に有意な差異は得られなかった（図

4-3b）。このことから、遺伝子挿入による遺伝子の破壊は起きていないと考えた。 

次に、実際に Masc-R 遺伝子が発現しているか調査するため、5 齢 3 日目の幼虫の組織

における Masc-R の発現を RT-PCR によって調べた。その結果、+/+ 雌では発現していな

い Masc-R 遺伝子が、脂肪体、絹糸腺、生殖巣、マルピーギ管といった様々な組織で発現

していることがわかった（図 4-4a）。Masc と Masc-R 遺伝子の発現量を同時に検出できる

プライマーを用いて、1 齢幼虫における Masc と Masc-R の発現量の合計値を qRT-PCR に
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よって調査した。Masc-R/+ 雌において、コントロールとして用いた+/+ 雌に比べて Masc

と Masc-R の mRNA 量の合計が約 1.5 倍の値を示した（図 4-4b）。この値は雄の Masc の

発現量の約 70%に相当した（図 4-4b）。 

A3-GAL4 でドライブした Masc-R の発現が雌特異的致死を引き起こすことから、

Masc-R/+ 雌の成育に異常が認められるか調査した。まず、Masc-R/+ 雌個体が正常に孵

化できるのか調査するため、+/+ 雌と Masc-R/+ 雄を交配させ、得られた同一蛾区内から

孵化してきた 1 齢幼虫の雌の遺伝子型を調査した。メンデルの法則にしたがって正常に

孵化した場合、雌のうち 50%の個体は Masc-R/+になることが予想される。しかし、孵化

した雌個体にしめる Masc-R/+個体の割合は 25%以下となった（図 4-5a）。このことから、

Masc-R/+ 雌の孵化率は+/+ 雌に比べて低いと考えられる。次に、幼虫期から成虫までの

Masc-R/+ 雌の生存率を調査したところ、Masc-R/+ 雌の生存率は 90%と高い値を示すこ

とがわかった。したがって、孵化した Masc-R/+ 雌は幼虫期から成虫にかけて正常に成育

するといえる（図 4-5b）。 

以上の結果から、Sumi13-3 系統が保有する組換え遺伝子は、その挿入部位周辺の予想

遺伝子を破壊していないこと、Masc-R があらゆる組織で発現すること、Masc-R 雌は孵化

後成虫まで正常に成育することが確認できたため、Sumi13-3 系統を今後の解析に用いる

ことにした。 

 

Masc-R/+ 雌における性決定遺伝子の発現 

カイコの卵巣由来の培養細胞である BmN4 細胞で Masc-R を過剰発現すると、雄型

Bmdsx と ImpMの発現が誘導されることがわかっている（Katsuma et al., 2015）。同様の現

象が Masc-R/+ 雌においてみられるのか確かめるため、Masc-R/+ 雌における ImpM の発

現と Bmdsx のスプライシングパターンを RT-PCR によって調査した。1 齢 1 日目の幼虫全

身から調製した cDNA を鋳型に用いた RT-PCR の結果、Masc-R/+ 雌において雄型 Bmdsx

と ImpMの発現が確認された（図 4-6a, lane2）。Bmdsx のスプライシングの変化について定

量的に評価するため、雌型、雄型 Bmdsx それぞれに相当する DNA バンドのシグナル強

度を画像解析ソフト Image J により測定したところ、+/+ 雌では雄型 Bmdsx のシグナルが

みられなかったのに対して、Masc-R/+ 雌では雄型 Bmdsx のシグナルの割合が雌型、雄型

両方の Bmdsxのシグナルの合計に対して約 18%となっていた（図 4-6b）。次に qRT-PCR に

よって ImpMの発現量を定量したところ、Masc-R/+ 雌では、+/+ 雌と比較して 28 倍高く

発現していた（図 4-6c）。これらの結果から、Masc-R の発現は雌において ImpM並びに雄

型 Bmdsx の発現を誘導することがわかった。 
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Masc-R/+雌の脂肪体におけるビテロジェニンの合成 

次に、Masc-Rの発現がビテロジェニンの合成に及ぼす影響を調査する目的で、Masc-R/+ 

雌の脂肪体について調査した。ビテロジェニンは、昆虫の卵黄タンパク質の主要成分で

あるビテリンの前駆体である。カイコのビテロジェニンは、蛹化前後の雌の脂肪体で大

量に合成される（Mine at al., 1983; Yano et al., 1994）。RT-PCR による調査の結果、Masc-R/+

雌の脂肪体において、ImpM と雄型 Bmdsx の発現が確認された（図 4-7, lane 2）。次に、

Masc-R の発現が、脂肪体におけるカイコビテロジェニン遺伝子（BmVg）の発現に及ぼ

す影響について調べるため、BmVg の発現量を qRT-PCR によって定量した。その結果、

Masc-R/+ 雌の脂肪体における BmVg の発現量は+/+の雌と比較して 100 分の 1 以下にま

で低下していた（図 4-8a）。脂肪体で合成されたビテロジェニンタンパク質（BmVg）は、

蛹化前後に体液中へ放出される（Mine at al., 1983; Yano et al.,1994）。Masc-R/+ 雌の体液中

に分泌された BmVg の存在量を調べるため、SDS-PAGE による解析を行った。BmVg は、

同一の遺伝子から約 203 kDa の BmVg heavy chain（BmVg-h）と、約 42KDa の BmVg light 

chain（BmVg-l）が作られる（Yano et al., 1994）。SDS-PAGE による解析の結果、BmVg-h

に対応すると考えられるタンパク質が+/+ 雌の体液中に特異的に検出された（図 4-8b, 

lane 1）。これに対して、Masc-R/+の雌では BmVg-h に対応するタンパク質は検出されな

かった（図 4-8b, lane 2）。また、BmVg-l も Masc-R/+ 雌の体液中にはほとんどみられな

かった（図 4-8b, lane 2）。SDS-PAGE によって得られた Masc-R/+ 雌の体液のバンドパタ

ーンは、雄で見られたパターンと酷似していた（図 4-8b, lane 2 と 3）。以上の結果から、

Masc-R の発現が、雌の脂肪体におけるビテロジェニンの合成を阻害したと考えられる。 

 

Masc-R/+雌の卵巣にみられた形態異常 

雌における Masc-R の発現が卵巣の分化に及ぼす影響を調査するため、実体顕微鏡を用

いて卵巣を観察することにした（図 4-9）。Masc-R/+ 雌の 3齢期の卵巣を観察したところ、

図 4-9b に示す形態異常が観察された。+/+ 雌の卵巣では、卵巣小管がチューブ状に伸長

していた（図 4-9a）のに対して、Masc-R/+ 雌の卵巣小管は+/+ 雌のそれと比べて短く、

また小管の先端には肥大化した組織が形成されていた（図 4-9b）。RT-PCR の結果から、

Masc-R/+ 雌の卵巣において Masc-R の発現が確認され、これに伴い雄型 Bmdsx 並びに

ImpMが明瞭に発現していた（図 4-10, lane2）。次に 5 齢幼虫の卵巣を観察したところ、+/+ 

雌の 5 齢幼虫の卵巣では卵巣小管がさらに伸長していた（図 4-9c, d）。これに対して、

Masc-R/+ 雌の卵巣では、卵巣小管の伸長がみられず、その代わりに先端部が肥大化して

いた（図 4-9e, f）。この肥大化した組織内には複数の小胞が含まれていた（図 4-9g）。こ

れらの小胞は。精巣内で精原細胞を取り囲むシストと呼ばれる組織と形態的特徴が酷似
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していた（図 4-9h, i）。  

Masc-R/+の卵巣で観察された異常な組織が、卵巣の精巣化に起因するものであること

を確かめるために、精巣マーカーである B. mori homolog of radial spoke head protein 1 gene 

（BmR1）の発現（Xu et al., 2015）を調べることにした（図 4-11）。Xu ら（2015）が報告

したプライマーでは BmR1 の増幅が得られなかったので、表 4-1 で示したプライマーを用

いて RT-PCR を行った結果、約 850 bp の位置に BmR1 由来だと考えらえる増幅産物が+/+ 

雄及び Masc-R/+ 雄の精巣において検出された（図 4-11b, lane 3 と 4）。この BmR1 は、+/+ 

雌の卵巣では検出されなかった（図 4-11b, lane 1）ことから、BmR1 は Xu ら（2015）の

報告通り精巣特異的に発現することが確認された。続く RT-PCR の結果から、BmR1 は精

巣だけでなく Masc-R/+の卵巣においても発現していることがわかった（図 4-11b, lane 2）。

BmR1 が発現する部位を明らかにするため、Masc-R/+ 卵巣の肥大化した組織とそれ以外

の部分とを切り分け（図 4-11a）、上述と同様の RT-PCR により発現解析を行った。その

結果、他の組織と比較してBmR1の発現は肥大化した組織で高いことがわかった（図 4-11b, 

lane 5 と 6）。これらの結果から、Masc-R の発現は卵巣の部分的な精巣化を引き起こし、

その結果卵巣の形態に異常が生じたと考えられる。 

 

Masc-R の発現は卵巣における精子束の形成を促進した 

Masc-R の発現によって卵巣が精巣化しているのならば、精子形成が起きている可能性

がある。この点について詳細に解析するため、よりステージが進んだ蛹期において、

Masc-R/+ 雌にみられた上述の精巣類似組織を観察した。蛹化後 3 日目の+/+ 雌の卵巣で

は卵巣小管のさらなる伸長が観察され、卵巣小管内部には複数の卵原基が形成されてい

た（図 4-12a）。Masc-R/+ 雌の卵巣小管は、+/+ 雌の卵巣小管と比較して短かった（図 4-12b）。

図 4-9f で観察された精巣類似の組織は、依然として卵巣小管先端部に観察され、さらに

肥大化していた（図 4-12b, 点線内）。この Masc-R/+ 雌において形成された精巣類似の組

織について位相差顕微鏡を用いて調査した。その結果、この精巣類似の組織内には形態

的特徴が精子束によく似た組織が多数みられた（図 4-12d）。これらの精子束に似た組織

について DAPI による核染色を行ったところ、核が散在するもの（図 4-13a）と核が中心

部に局在するもの（図 4-13b）とが観察された。カイコの精巣では、直接受精に関与する

有核精子束（図 4-13c）と、有核精子の受精を補助する無核精子束（図 4-13d）の 2 種類

の精子束が形成されることが知られている（山舗, 鴻上 2012）。図 4-13a に示した組織の

核は散在するものの、組織の先端部に多くの核が局在しており、比較的有核精子束に似

ているようにみえた。一方、図 4-13b で示した組織は、染色のパターンから無核精子束

だと考えられる。このことから、Masc-R/+ 雌では、ほぼ完全な無核精子束が形成される
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と考えられる。以上の結果から、卵巣における Masc-R の発現は、精子束の形成を誘導す

るものの、完全な有核精子束の形成にはいたらないことが明らかとなった。 

 

Masc-R の発現が雌の外部形態に及ぼす影響 

Masc-R/+ 雌の外部形態について調査したところ、+/+ 雌個体との形態的な差は観察さ

れなかった。外部形態の雄化を引き起こすには Masc-R の発現量が足りなかった可能性が

あると考え、Masc-R/Masc-R の雌個体について観察を行うことを試みた。人工飼料で育て

た場合、Masc-R/+ 雌から産下卵が得られなかったので、桑養育によって育てられた

Masc-R/+ 雌と Masc-R/+ 雄とを交配させて得られた F1 世代の個体について観察を行っ

た。その結果、+/+ 雌ではみられることのない、尾部が黒色化する雌個体が出現した（図

4-14a, b）。これらの個体の遺伝子型を判定するために、組換え遺伝子が挿入されている近

傍のゲノム配列（TG－）を増幅するプライマーと、ゲノムの一部と組換え遺伝子が含ま

れる配列（TG＋）を増幅するプライマーを設計し、ゲノム PCR によって遺伝子型を判定

した（図 4-14c）。この PCR を行うと、遺伝子型が+/+の場合は TG－のバンドのみが増幅

され（図 4-14d, lane 1）、Masc-R/+ の場合は TG－、TG+両方のバンドが増幅され（図 4-14d, 

lane 2）、Masc-R/Masc-R の場合は TG+のバンドのみが増幅される。上述の尾部が黒色化

した個体の遺伝子型をこのゲノム PCR によって調査したところ、すべての個体が

Masc-R/Masc-R であることがわかった（図 4-14d, lane 3~19）。 

次にカイコの成虫腹部の観察を行った（図 4-15a）。カイコの成虫の腹節の数には雌雄

差があり、雌では第 7 腹節（A7）までしか形成されないのに対して、雄では雄特異的な

第 8 腹節（A8）が形成される（図 4-15b, c）。Masc-R/Masc-R 雌の成虫体節について調査

したところ、雄特異的腹節である第 8 腹節（A8）が形成されていた（図 4-15d, e）。次に

外部生殖器の観察を行った（図 4-16）。Masc-R/Masc-R 雌において、外部生殖器を観察す

るとフェロモン腺の周囲がメラニン化しており（図 4-16c）、フェロモン腺上部に雄の外

部生殖器でみられる構造物と類似の構造体が形成されていた（図 4-16d）。以上のことか

ら、Masc-R/Masc-R 雌の成虫の外部形態において雄化が引き起こされることがわかった。 

 

Masc-R の発現が卵形成に及ぼす影響 

Masc-R/+ 雌における卵形成について調査した。人工飼料で育てた Masc-R/+ 雌の成虫

18 個体から産下された卵は、合計で 17 粒となり、平均産下卵数は 0.94 粒となった。こ

れに対して同一飼育環境で育てた+/+ 雌の平均産下卵数は 268.25 粒であった。このこと

から、Masc-R/+ 雌では、著しく卵形成が阻害されていることがわかった。 

カイコでは成育環境によって産下卵数が増減することがあるので、よりカイコの成育



   Chapter 4. Results 

 

86 

 

に適した桑養育を行い同様の解析を行った。その結果、Masc-R/+ 雌の平均産下卵数は

57.0 粒であるのに対して、+/+ 雌では 483.8 粒であった（図 4-17a）。産下卵数の減少の原

因が、卵形成の異常によるものか、もしくは卵は正常に造られているものの産卵できな

いことによるものかを明らかにするため、Masc-R/+ 雌の造卵数について調べた。

Masc-R/+ 雌の造卵数（卵巣内の残存卵数と産下卵数との合計）を調べたところ、65.35

粒となり、残存卵数を合計しても+/+ 雌の産下卵数を大きく下回ったことから、Masc-R/+

では、卵形成が阻害されていることがわかった（図 4-17a）。これらの Masc-R/+ 雌の卵巣

小管は、+/+ 雌と比較して著しく短かった（図 4-17b, c）。また、蛹期において精子束の

形成がみられた精巣様組織が、成虫においても卵巣小管先端部に観察された（図 4-17d）。

卵巣小管の長さを定量的に測定したところ、Masc-R/+ 雌の卵巣小管は+/+ 雌と比較して

約 6 分の 1 の長さしかなかった（図 4-17e）。Masc-R/+ 雌が産下した卵の孵化率を調査し

たところ、正常に孵化することがわかった（図 4-17 f）。これらのことから、Masc-R の発

現は卵形成に深刻な影響を引き起こすが、形成された卵は正常な受精能力をもつことが

明らかとなった。 
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考察 

 

Sumi13-3 系統の特徴 

Sumi13-3 系統の Masc-R/+ 雌において、BmVg タンパク質の合成がほぼ完全に阻害さ

れ（図 4-8b）、卵巣に形態異常が引き起こされ（図 4-9b, f）、精巣様組織が形成された（図 

4-9g）。また蛹期の精巣様組織の中には複数の精子束の形成が確認された（図 4-12d）。 さ

らに Masc-R/Masc-R 雌では、第 8 腹節の形成（図 4-15d, e）や外部形態の雄化が観察され

た（図 4-16d）。これらの結果から、Masc-R の発現が雌から雄への部分的な性転換を引き

起こすと考えらえられる。UAS-Masc-R 組換え系統と全身性の GAL4 ドライバー系統とを

交配させた場合、幼虫期における雌特異的致死が引き起こされる（Sakai et al., 2016b）が、

本研究で用いた、Masc-R 組換え遺伝子が GAL4 非依存的に発現する Sumi13-3 では、

Masc-R の発現量がすべての雌個体を致死させるには不十分であり、部分的な雄化を引き

起こすには十分であったと考えられる。 

 

Masc-R の過剰発現は、雌特異的致死を引き起こす 

Masc ノックダウン実験の結果、遺伝子量補正の破綻による致死は胚子期にもたらされ

ることがわかっている（Kiuchi et al., 2014）。Sumi13-3 の雌において Masc-R/+の孵化個体

が減少する（図 4-5a）という結果は胚子期に致死が起こることを意味しており、致死が

引き起こされるステージは以前の報告と一致する。上述したように、UAS-Masc-R 組換え

系統と全身性の GAL4 ドライバー系統とを交配させると、5 齢幼虫までにすべての雌個

体が致死することがわかっている（Sakai et al., 2016b）。これに対して、本研究で用いた

Sumi13-3 の Masc-R/+ 雌は、成虫まで生存する個体も得られるため、この系統では Masc-R

の発現量がすべての雌個体を致死させるためには不十分であったと考えられる。これら

の結果は、致死の程度に違いがあるものの、雌で Masc-R が高発現すると雌特異的致死が

引き起こされるという点で一致している。Masc タンパク質は Z 染色体上の複数の遺伝子

を抑制することで、Z 染色体の遺伝子発現量を雌雄間で補正する遺伝子量補正機構に関

わっている（Kiuchi et al., 2014）。遺伝子量補正機構の破綻が死につながるという報告は、

マウス、線虫およびキイロショウジョウバエといった複数の種でなされている（Belote 

and Lucchesi, 1980; Plenefisch et al., 1989; Takagi and Abe,1990）ことから、Masc-R の過剰

発現が引き起こす雌特異的致死の原因は、おそらく雌（ZW）個体の Z 染色体上の遺伝子

の発現量の低下によるものではないかと考えられる。具体的に、Z 染色体上のどの遺伝

子の発現量の低下が致死を引き起こしたのかは不明であるが、例えば、ショウジョウバ
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エのエクダイソン合成に関わる酵素の転写活性化に必要な FTZ-F1（Parvy et al., 2005）は、

カイコの Z 染色体上に座上し、Masc のノックダウンによって発現量が上がることが報告

されている（松島ら 2016）。Masc-R の過剰発現によって、Z 染色体に座上する FTZ-F1

のような遺伝子の発現量が減少したために正常な発生や成育が阻害され、致死が引き起

こされたのではないかと考察した。Masc-R の発現による遺伝子量補正機構の破綻がどの

ように雌致死につながるのか、今後より詳細な研究が必要とされる。 

  

Masc-R は ImpMの発現を誘導する 

Sumi13-3のMasc-R/+ 雌では遺伝的には雌個体であるのにも関わらず ImpMの発現がみ

られた（図 4-6a lane 2, 図 4-7 lane 2, 図 4-10 lane 2）。この結果は、BmN4 細胞における

Masc-R の過剰発現が ImpMの発現をもたらすという先の報告と一致している（Katsuma et 

al., 2015）。これらの結果から、Masc が上流の遺伝子として働き、ImpMの発現を制御する

ことがより明確となった。しかし、Masc がどのような分子メカニズムを介して Imp の雄

特異的スプライシングを制御しているのかは依然として不明である。Masc は、CCCH 型

ジンクフィンガータンパク質をコードする（Kiuchi et al., 2014）。CCCH 型ジンクフィン

ガータンパク質は、DNA だけでなく RNA にも直接結合する（Gao et al.,2002; Wang et al., 

2008）ことから、Masc が Imp の pre-mRNA に結合して直接スプライシングを制御してい

るのかもしれない。Masc がどのように ImpM の発現を制御するのか、その分子メカニズ

ムを明らかにすることは今後の課題であるといえる 

 

Masc-R の発現は、雌の脂肪体におけるビテロジェニンの合成を抑制する 

    ビテロジェニンの前駆体は、蛹化前後で雌の脂肪体で合成される（Mine at al., 1983; 

Yano et al., 1994）。カイコでは、雌の脂肪体におけるビテロジェニンの合成が Bmdsx によ

り直接制御されることが以下の様々な報告によって明らかにされている。例えば、ゲル

シフトアッセイの結果から、BmDSX タンパク質が、ビテロジェニン転写開始点の上流

95nt −89nt の位置に存在するシスエレメント（ACATTGT）に結合することがわかってい

る（Suzuki et al., 2003）。雌型 Bmdsx の雄における異所的発現が、雄の脂肪体における BmVg 

の発現を誘導する一方、雄型 Bmdsx を雌で発現させると脂肪体における BmVg の発現は

抑制される（Suzuki et al., 2003, 2005）。TALEN（transcription activator-like effector nuclease）

を利用して作製された雌型 Bmdsx のノックアウト雌では、BmVg の発現レベルがコント

ロールと比較して約 25%まで低下する（Xu et al., 2014）。本研究で観察された Masc-R/+ 雌

の脂肪体では雌型 Bmdsx が発現していた（図 4-7）にも関わらず、BmVg の発現レベルが

+/+と比較して 1%以下まで減少しており（図 4-8a）、雌型 Bmdsx のノックアウト個体を用
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いたXuら（2014）の実験と比較して、より顕著にBmVgの発現レベルが低下した。Masc-R/+ 

雌の脂肪体では雄型 Bmdsx の発現がみられた（図 4-7）ことから、Masc-R/+ 雌における

劇的な BmVg の減少は、おそらく Masc-R の発現によって誘導された雄型 BmDSX による

BmVg の発現抑制によるところが大きいのではないかと考察した。 

 

Masc-R の発現は、雌において外部形態の雄化を誘導する 

Masc-R/Masc-R 雌で外部生殖器に部分的な雄化が観察された（図 4-16d）。この結果は、

雄型 BmDSX を過剰発現する遺伝子組換えカイコ雌においてみられた外部生殖器の部分

的な雄化と酷似している（Suzuki et al., 2005）。キイロショウジョウバエでは雌の外部生

殖器は幼虫の第 8 腹節から形成されるのに対して、雄の外部生殖器は幼虫の第 9 腹節か

ら形成される（Freeland and Kuhn, 1996 ; Casares et al., 1997）。この雌雄の違いは、dsx の

スプライシングの違いによって生じることが知られている。すなわち、雌では雌型 dsx

が Wg（Wingless）シグナルを活性化し、Dpp（Decapentaplegic）シグナルを抑制すること

で第 8 腹節が外部生殖器に、第 9 腹節が附属腺へと分化する。これに対して、雄では雄

型 dsx が Wg シグナルを抑制し、Dpp シグナルを活性化させることで第 8 腹節が背板に、

第 9 腹節が外部生殖器へと分化する（Vincent et al., 2001）。カイコの場合、成虫雌の腹節

の数は 7 つである（図 4-15b）。従って、カイコの雌の外部生殖器にみられる背板と側唇

（図 4-16a）は、それぞれ第 8 腹節、第 9 腹節に由来すると考えられる。Masc-R/Masc-R

の雌では、側唇の上部に付随するかたちで雄の外部生殖器に類似した構造が形成されて

いた（図 4-16d）。このことから、雄の外部生殖器は第 9 腹節から形成されると考えるこ

とができる。ショウジョウバエの雄の外部生殖器も第 9 腹節に由来する。おそらく

Masc-R/Masc-R の雌では、雄型 Bmdsx の発現が誘導されたことによって、Wg シグナルが

抑制され、Dpp シグナルが活性化した結果、第 9 腹節から雄の外部生殖器の類似構造が

形成されたのかもしれない。Wg シグナルや Dpp シグナルがカイコの外部生殖器の形成

に関与するかどうか、今後の研究により明らかにする必要がある。 

また Masc-R/Masc-R の雌では、雄特異的な腹節である第 8 腹節が形成された（図 4-15 d, 

e）。キイロショウジョウバエの成虫腹節における性的二型は、dsx と Abdominal-B（Abd-B）

の発現の組合せによって制御されており、雄型 dsx と Abd-B が共局在することで雌に比

べて雄の腹節の数が少なくなることがわかっている（Duncan, 1996; Williams et al., 2008）。

カイコでも腹節で Abd-B が発現することから（Duan et al., 2014）、Masc-R/Masc-R 雌にお

いて誘導された雄型 Bmdsx と腹節で発現する Abd-B との相互作用によって、雄特異的な

第 8 腹節が形成されたと推察できる。 
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Masc-R の発現によりみられた雌から雄への性転換は不完全である 

Masc-R/+ 雌では、部分的な雌から雄への性転換はみられたものの、完全な雌から雄へ

の性転換は引き起こされなかった。Masc-R/+ 雌では雄型 Bmdsx だけでなく雌型 Bmdsx

も発現した（図 4-6a lane 2, 図 4-7 lane 2, 図 4-10 lane 2）。これは、Masc-R/+ 雌における

Masc-R の発現量が不十分であったか、もしくは Masc-R の発現部位や発現時期が内在性

の Masc のそれらとは異なっていたことに起因すると考えられる。雌型 BmDSX と雄型

BmDSX の両方が存在する場合、標的配列に対して互いに競合することが報告されている

（Suzuki et al., 2003）。Masc-R の発現が内在性の Masc の発現を反映していないため、雌

型 Bmdsxと雄型 Bmdsxの両方の発現が誘導され、雄型 BmDSXによる雄化と雌型 BmDSX

による雌化機能の競合の結果、Masc-R/+ 雌では不完全な性転換が引き起こされたのでは

ないかと考察した。 

また、W 染色体に Fem 以外の遺伝子が座乗し、その遺伝子が雄化を抑制している可能

性も考えられる。カイコでは、雌決定に必要最小限の W 染色体領域だけをもつ系統が阿

部らによって樹立されている（Abe et al., 2008）。この系統と Sumi13-3 を交配させ、雌か

ら雄への完全な性転換が引き起こされるかどうかを調べることによって、上述の仮説の

妥当性について評価できるかもしれない。 

Masc-R を全身で過剰発現させると個体の致死を招く（図 4-1c）ため、組織特異的なプ

ロモーターによってドライブされる GAL4 系統を開発し、これを用いて組織特異的に

Masc-R を過剰発現させることで、組織ごとで完全な性転換が引き起こされるのかを調べ

ることで Masc の発現が雄化にとって必要十分であるのかを明らかにすることができる

だろう。 

 

Masc-R の発現は精子形成を誘導した 

 Masc-R/+ 雌では驚くことに精子束を含む部分的に精巣化した異常な卵巣が形成され

た（図 4-12b, d）。過去の研究において、TALEN（transcription activator-like effector nuclease） 

を利用して Bmdsx の雌特異的なエクソンに変異を導入し、雌型 Bmdsx だけを破壊したノ

ックアウト個体が作成されている（Xu et al., 2015, 2016; Sakai et al., 2016b）。これらの 5

齢雌幼虫においても、本研究によって観察された精巣類似の組織が卵巣先端部に観察さ

れている。このことは、雌型 Bmdsx の機能が失われるだけで卵巣の精巣化が引き起こさ

れることを示唆している。キイロショウジョウバエでは、雌型 DSX タンパク質が、雄分

化に対して抑制的に働くことが知られている（Waterbury et al., 1999）。これらの事実から、

雌型 BmDSX の機能が失われると、雄分化を抑制することができなくなり、その結果、

精巣類似の組織が形成される可能性が考えられる。Masc-R/+ 雌の卵巣では、Bmdsx のス
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プライシングが雌型から雄型へとシフトしていた（図 4-10）。もしかすると Masc-R/+ 雌

では雄型 BmDSX の発現レベルが増加し、それに伴って雌型 BmDSX の発現レベルが減

少したため、このことがきっかけとなって精巣類似の組織が形成されたのかもしれない。 

一方で、雌における精巣類似の組織の形成には雄型 BmDSX の発現が重要であるとの

見方もできる。たとえば、上述した TALEN を用いたノックアウト個体（Xu et al., 2015, 

2016; Sakai et al., 2016b）では、雌特異的なエクソンが欠損した変異型 BmDSX が雄型

BmDSX として機能した可能性が考えられる。Bmdsx は Dmrt-1 ファミリーに属し、この

Dmrt-1 は複数の動物で雄分化に関わることが知られている（Raymond et al., 1999）。昆

虫では、雄で雄型 dsx によって雄分化だけが引き起こされるだけではなく、雌で雌型 dsx

が誘導され雌分化を誘導する（Bopp et al., 2014）。この昆虫でみられる雌型 dsx による制

御が、新規に獲得された制御機構であると仮定すると、dsx のデフォルトの機能は雄分化

を誘導することであると考えられる。もしかすると、雌型 BmDSX の雌特異的領域を欠

損することで、デフォルトである雄分化の機能が発揮され、その結果 TALEN による雌型

Bmdsx ノックアウト個体において精巣類似の組織が形成されたのかもしれない。精巣類

似の組織の形成に、雄型 Bmdsx もしくは雌特異的領域が欠損した雌型 Bmdsx の発現が必

要であるのかは、Bmdsx の様々な変異体を作出し、その表現型を解析することができれ

ば明らかとなるだろう。 

雌型 Bmdsx の雌特異的エクソンの破壊は雌における精巣様組織の形成をもたらす（Xu 

et al., 2015, 2016; Sakai et al., 2016b）が、これらの精巣様組織が成熟精子を含むかどうか

は依然として報告がない。キイロショウジョウバエでは、dsx の発現が生殖細胞の雄化、

雌化に必要ではない（Marsh and Wieschaus, 1978; Schupbach, 1982）。同様に、Bmdsx も生

殖細胞の性分化に必ずしも必要でない可能性が考えられる。その場合、Masc-R が Bmdsx

を介さずに ZW の性染色体構成をもつ生殖細胞の雄化を誘導したのかもしれない。 

本研究によって、Masc-R の発現により ZW 生殖細胞から精子束の分化誘導が起こるこ

とがわかった。しかし、Masc-R/+ 雌で観察された精子束には、完全に成熟した有核精子

束がみられなかったこと（図 4-13a）から、完全な精子形成を誘導するには、Masc-R 単

独での発現では不十分であると考えられる。カイコの W 染色体からは Fem-piRNA 以外

の piRNA が転写されていることが知られており（Kawaoka et al., 2011）、もしかするとそ

れらが成熟精子への分化を阻害するのかもしれない。 

 

鱗翅目昆虫における Masc の働き 

Masc ホモログは複数の鱗翅目において同定されており、カイコと同じ Bombycidae 

family に属するイチジクカサン（Trilocha varians）の Masc ホモログ（TvMasc）について
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は、既に解析が行われている（Lee et al.,2015）。TvMasc を RNAi でノックダウンすると、

イチジクカサンの dsx ホモログのスプライシングパターンは雄型から雌型へとシフトす

ることがわかっている。さらに、BmN4 細胞において TvMasc cDNA を過剰発現すると、

雄型 Bmdsx および ImpM の発現が誘導されることも確認されている。これらの結果は、

Bombycidae の性決定経路において、Masc の機能が進化的に保存されていることを示唆し

ている。Masc は CCCH 型ジンクフィンガータンパク質をコードする（Kiuchi et al., 2014）

が、Bmdsx の性特異的スプライシングの制御にはこのジンクフィンガードメインは必要

ではなく、C 末端側に位置する鱗翅目で保存性の高い 2 つのシステイン残基が重要であ

ることがわかっている（Katsuma et al., 2015）。しかし、Masc タンパク質がどのような分

子メカニズムを介して下流の遺伝子を制御しているのか、という点については依然とし

て謎である。鱗翅目昆虫における遺伝子補正と性決定の分子カニズムを探るために、こ

の Masc タンパク質の直接の標的を同定することが今後の課題である。 
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図 4-1. GAL4-UAS システムを用いた Masc-R の過剰発現は雌特異的致死を引き起こす 

（a）piggyBac ベクター pBacMCS [UAS-Masc-R, 3×P3-EGFP]の構造（Sakai and 

Sumitani et al., 2016b, Fig. 1 より一部改変して抜粋）。白色のボックスは Masc の ORF

（open reading frame）、緑色のボックスは、3×P3 プロモーターによって発現制御され

る EGFP を示す。赤矢印は Masc-R の検出に用いたプライマーの位置を示す。青色のボ

ックスは Fem-piRNA の標的配列が存在する位置を示す。Masc-R は Fem-piRNA 標的配

列内の赤字で示した塩基に塩基置換が施されているため、Fem-piRNA の分解を受けない。

（b）RT-PCR による Masc-R の発現解析（Sakai and Sumitani et al., 2016b, Fig. 2 より

一部改変して抜粋）。Lane1~2, 全身性のドライバーである BmActin3 (A3)-GAL4 組換え

遺伝子をもつ系統（A3-Gal4 系統）由来の個体。Lane 3~6, UAS-Masc-R 組換え遺伝子を

もつ系統由来の個体。Lane 7~10, A3-Gal4 と Sumi13-1 もしくは Sumi13-3 の交配によ

って得られた A3-Gal4 と Masc-R 両方の組換え遺伝子をもつ個体。RT-PCR のコントロ

ールとして ribosomal protein S3 （rpS3）が用いられている。（c）A3-GAL4 と Masc-R

両方の組換え遺伝子をもつ集団（A3-Gal4；UAS-Masc-R）の 5 齢幼虫期における雌雄の

割合（Sakai and Sumitani et al., 2016b, Table 1 より一部改変して抜粋）。コントロール

として、A3-Gal4 系統の集団が用いられている。 
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図 4-2. 限性 DsRed 系統、Suzu19-1 における DsRed マーカーの発現  

Suzu19-1 は、3×P3 プロモーターによって制御される DsRed 遺伝子を、雌特異的染色体

である W 染色体にもつ。（a, b）Suzu19-1 の雌の幼虫頭部。（a）明視野。（b）蛍光像。

（c, d）Suzu19-1 の雄の幼虫頭部。（c） 明視野。（d）蛍光像。（e, f）Suzu19-1 の雌

の成虫。（e）明視野。（f）蛍光像。白矢印で幼虫の単眼の位置を示した。 
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図 4-3. Sumi13-3 における Masc-R 組換え遺伝子挿入部位と近傍の遺伝子の発現 

（a）Sumi13-3におけるMasc-R組換え遺伝子挿入部位（Sakai and Sumitani et al., 2016b, 

Fig. 1 より一部改変して抜粋）。染色体 DNA を黒線で示した。染色体 DNA 上の青矢印

は組換え遺伝子の挿入部位を示す。カイコゲノムブラウザ KAIKOBASE に登録されてい

る予想遺伝子を緑色（Bmgn012517）、紫色（Bmgn012518）、灰色（Bmgn015522）

のボックスで示した。（b）孵化後1日目の1齢幼虫におけるBmgn012517、Bmgn012518、

Bmgn015522 の遺伝子発現量を qRT-PCR によって定量した。Masc-R/+（Masc-R をヘ

テロでもつSumi13-3）; +/+（Sumi13-3 の同一蛾区内のMasc-Rをもたない雌）。qRT-PCR

の内部標準として EF2 を用い、EF2 の発現量を 1 として比較したときの各遺伝子の発現

量を縦軸に示した。エラーバーは標準偏差を示す。 
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（Sakai et al., 2016b を改変） 

 

図 4-4. Sumi13-3 雌における Masc-R 遺伝子の発現量  

（a）Sumi13-3 系統の 5 齢 3 日目幼虫の複数の組織における Masc-R の発現を RT-PCR

により調査した。Masc-R/+(Masc-R をヘテロでもつ Sumi13-3); +/+(Sumi13-3 の同一

蛾区内の Masc-R をもたない雌)。fb, 脂肪体。sg, 絹糸腺。g, 生殖巣。mv, マルピーギ

管。（b）1 齢 1 日目幼虫の Masc と Masc-R を合わせた発現量を qRT-PCR によって調べ

た。EF2 を内部標準として用いた。* Welch’s t-test で+/+ 雌と比較して有意差あり

（p<0.05）。エラーバーは標準偏差を示す。 
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図 4-5. Sumi13-3 の生存率 

（a）Suzu19-1 雌（+/+）×Sumi13-3 雄（Masc-R/+）の交配によって得られた 1 蛾区内

から孵化した孵化後 2 日目の 1 齢幼虫を雌雄に分けた後、各遺伝子型（+/+, Masc-R/+）

の個体の割合を調査した。4 蛾区について調査し、それぞれの遺伝子型の割合の平均値

を棒グラフで示した。孵化した個体の遺伝子型は、雌雄の判断を DsRed マーカーの有無

で、Masc- R 遺伝子の有無を EGFP マーカーによって判断した。（b）Sumi13-3 の孵化

以降の生存率。 Suzu19-1 雌×Sumi13-3 雄の交配によって得られた各遺伝子型（+/+ 雌, 

Masc-R/+ 雌, +/+ 雄, Masc-R/+ 雄）をもつ個体をそれぞれについて 50 匹ずつ飼育し、

成虫まで生存した個体の割合を棒グラフで示した。+/+を白、Masc-R/+を緑の棒グラフで

示した。  
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（Sakai et al., 2016b を改変） 

 

図 4-6. 1 齢 1 日目の Masc-R/+ 雌における性決定遺伝子の発現 

（a）Masc-R/+ 雌における Masc-R、Bmdsx、ImpM の発現を RT-PCR によって調べた。

内部標準として GAPDH を同一の手法により増幅した。電気泳動写真の左に示した赤矢

印は雌型 Bmdsx（BmdsxF1 並びに BmdsxF2）、青矢印は雄型 Bmdsx（BmdsxM）のサ

イズを表している。（b）Masc-R/+ 雌における雄型 Bmdsx の定量解析。RT-PCR の結

果、電気泳動像において得られた雄型 Bmdsx（BmdsxM）、雌型 Bmdsx（BmdsxF1、

BmdsxF2）それぞれに相当する DNA バンドのシグナル強度を Image J によって定量し、

雄型 Bmdsx のシグナル強度を、雌型 Bmdsx と雄型 Bmdsx のシグナル強度の合計値で割

った値を算出し、グラフで示した。n は調査したサンプル数を示す。* Mann-Whitney U test

で+/+ 雌と比較して p<0.05 で有意差あり。エラーバーは標準偏差を示す。（c）ImpM

の発現量を qRT-PCR によって定量した。* student t-test で+/+ 雌と比較して p<0.05 で

有意差あり。エラーバーは標準偏差を示す。 

  



   Chapter 4. Tables and Figures  

 

99 

 

 

 

 

（Sakai et al., 2016b を改変） 

 

図 4-7. 蛹化直後の脂肪体における Masc-R、Bmdsx、ImpMの発現 

蛹化後 3 時間以内の蛹の脂肪体から調製した cDNA を鋳型に RT-PCR を行い、Masc-R、

Bmdsx 、ImpMの発現を調べた。 内部標準としてGAPDHを同一の手法により増幅した。

電気泳動写真の左に示した赤矢印は雌型 Bmdsx（BmdsxF1 並びに BmdsxF2）、青矢印

は雄型 Bmdsx（BmdsxM）のサイズを表している。 

 

  



   Chapter 4. Tables and Figures  

 

100 

 

 

 

 

 

 

 

 

（Sakai et al., 2016b を改変） 

 

図 4-8. Sumi13-3 の脂肪体におけるビテロジェニン合成 

（a）蛹化後 3 時間以内の蛹の脂肪体における BmVg の発現レベルを qRT-PCR によって

定量した。* Welch’s t-test で+/+ 雌と比較して有意差あり。エラーバーは標準偏差を示

す。（b）蛹後 3 時間以内の蛹の体液中に含まれるタンパク質を SDS-PAGE によって調べ

た。分子量から BmVg heavy chain（Vg-h）並びに BmVg light chain（Vg-l）だと考えら

れるタンパク質を矢印で示した。  
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（Sakai et al., 2016b を改変） 

 

図 4-9. Masc-R/+ 雌で観察された卵巣の形態異常 

（a）3 齢 0 日目の+/+ 雌の卵巣。（b）3 齢 0 日目 Masc-R/+ 雌の卵巣。（a’, b’）（a）（b）

で示した卵巣の基底膜を実線で、卵巣小管を点線で囲んだ。（c）5 齢 0 日目における+/+ 

雌の卵巣。（d）（c）で示した卵巣の基底膜を取り除いた。（e）5 齢 0 日目における Masc-R/+ 

雌の卵巣。（f）（e）で示した卵巣の基底膜を取り除いた。（g）（f）において白ボックスで

示した部分を拡大した。（h）5 齢 0 日目における+/+ 雄の精巣。（i）（h）において白ボッ

クスで示した部分を拡大した。 
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（Sakai et al., 2016b を改変） 

 

図 4-10. 卵巣における Masc-R、Bmdsx、ImpMの発現 

3 齢の卵巣における Masc-R、Bmdsx、ImpMの発現を RT-PCR によって調べた。内部標

準として GAPDH を同一の手法により増幅した。電気泳動写真の左に示した赤矢印は雌

型 Bmdsx（BmdsxF1 並びに BmdsxF2）、青矢印は雄型 Bmdsx（BmdsxM）のサイズを

表している。 
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（Sakai et al., 2016b を改変） 

 

図 4-11. Masc-R/+ 雌にみられた精巣類似組織における BmR1 の発現 

（a）5 齢 0 日目における Masc-R/+ 雌の卵巣を点線部で切り取り、卵巣小管（ovl）と精

巣類似組織（tl）とに分け、（b）で示した RT-PCR に供試した。（b）卵巣、精巣、及

び（a）で示した卵巣小管（ovl）と精巣類似組織（tl）における BmR1 遺伝子と Bmdsx の

発現をRT-PCRによって調べた。内部標準としてGAPDHを同一の手法により増幅した。

電気泳動写真の左に示した赤矢印は雌型 Bmdsx（BmdsxF1 並びに BmdsxF2）、青矢印

は雄型 Bmdsx（BmdsxM）のサイズを表している。 
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（Sakai et al., 2016b を改変） 

 

図 4-12. 精巣類似組織内にみられた精子束 

（a）蛹化 0 日目の+/+ 雌蛹における卵巣。ov, 卵巣小管。（b）蛹化 0 日目の Masc-R/+ 雌

蛹における卵巣。精巣類似組織を点線で囲んだ。ov, 卵巣小管。（c）蛹化 0 日目の+/+ 雄

蛹における精巣。（d）（b）で示した精巣類似組織において観察された精子束。位相差顕

微鏡によって観察した。（e）+/+ 雄の精巣内で観察された精子束。 
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図 4-13. Masc-R/+ 雌にみられた精子束 

精子束を DAPI により染色し、共焦点顕微鏡によって観察した。（a）（b）Masc-R/+ 雌に

みられた精子束。（c, d）+/+ 雄の精巣内にみられた精子束。（c）有核精子束。（d）無核

精子束。 
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（Sakai et al., 2016b を改変） 

 

図 4-14. 尾部が黒色化した雌個体の遺伝子型（Masc-R ホモ・ヘテロ）の判定 

（a）+/+ 雌の尾部。（b）Masc-R をもつ雌においてみられた黒色化した尾部。黒色化し

た部位を赤点線で囲んだ。（c）遺伝子型（Masc-R ホモ・ヘテロ）の判定に用いたプラ

イマーの位置。プライマーの位置を赤い矢印で示した。黒線が染色体 DNA を表し、黒線

上の青い矢印は、Masc-R 組換え遺伝子の挿入部位を示す。（d）（c）で示したプライマ

ーを用いてゲノム PCR を行った。PCR 産物を 1％アガロースゲル電気泳動で分離した。

上のパネル（TG-）は、Masc-R 組換え遺伝子の挿入部位に隣接するゲノム領域に設計し

たSumi13-3FおよびSumi13-3Rを用いて、ゲノムPCRを行ったときの増幅産物を示す。 

下のパネル（TG +）は、Masc-R 組換え遺伝子内と、挿入部位に隣接するゲノム領域に

設計した Sumi13-3F および ks129 を用いた PCR 増幅産物を示す。+/+は、Masc-R 組換

え遺伝子をもたない雌由来のゲノムDNAを PCRの鋳型に用いた。Masc-R /+ はMasc-R

をもヘテロにもつことが遺伝学的に明らかとされた雌由来のゲノムを PCR の鋳型に用

いた。尾部の黒色化が観察された雌 17 個体を実験に供試した。 
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（Sakai et al., 2016b を改変） 

 

図 4-15. Masc-R/Masc-R の成虫腹部の観察 

（a）カイコの成虫を上から撮影した写真。観察した腹部を黄色の点線で示した。（b）

+/+ 雌の成虫腹部。（c） +/+ 雄の成虫腹部。（d）（e）Masc-R/Masc-R 雌の成虫腹部。

赤の点線で各腹節の境界を示した。A1~A8, 第 1 腹節～第 8 腹節。腹節を観察しやすく

するため鱗毛と成虫翅を除去した。 
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（Sakai et al., 2016b を改変） 

 

図 4-16. カイコ成虫の外部生殖器 

（a）+/+ 雌の外部生殖器。（b）+/+ 雄の外部生殖器。（c）Masc-R/Masc-R 雌の外部生

殖器。（d）（c）において四角で囲んだ領域を拡大したもの。雄の外部生殖器と類似の構

造を赤点線で囲んだ。dp, 背板。g, 側唇。vc, 腹面キチン板。*, 黒色化したキチン質の

組織。 
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（Sakai et al., 2016b を改変） 

図 4-17. Masc-R の発現が卵形成へ及ぼす影響 

（a）産下卵数およびの卵巣内に残存する成熟卵数の平均値。 n は調査個体数。エラー

バーは標準偏差を示す。* Welch’s t-test で+/+ 雌の産下卵数と比較し有意差あり。（b）

+/+ 成虫雌の内部生殖器。（c）Masc-R/+ 成虫雌の内部生殖器。（d）（c）において四

角で囲んだ部分を拡大して撮影。（e）平均卵巣小管長。1 個体において 8 本ある卵巣小

管の長さを測定し、その平均値を調べた。 n は調査個体数。エラーバーは標準偏差を示

す。* Welch’s t-test で+/+雌と比較し有意差あり。（f）産卵した雌の割合と産下卵の孵化

率。1 粒以上産卵した雌個体を“産卵した雌“として判定した。産下卵の孵化率の平均

は、産卵が認められた蛾区（1組の雌雄の交配により産下された卵塊）の孵化率を調査し、

平均値±標準偏差で示した。 
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総合考察 

 

本研究では、第一章でカイコの性決定時期がへら形期であることを明らかにし、第

二章でへら形期の雌雄の遺伝子発現を比較することで Fem を同定した。また、第三

章では Fem とその直接の標的遺伝子である Masc（Kiuchi et al., 2014）、Bmdsx の雄型

スプライシングに必要な ImpM（Suzuki et al., 2010）との関係を調べることでカイコの

性決定カスケードのモデルを提唱することができた。第四章では Masc-R の過剰発現

系統を用いた解析から、Masc がカイコの生殖細胞や体細胞における雄分化にとって

極めて重要な働きをもつことを明らかにした。Masc がカイコの雄化にとって重要な

遺伝子であることから、Masc の発現を直接抑制し、W 染色体に座上する Fem は、か

つて橋本が 1933 年に報告した優性の雌決定遺伝子（橋本 1933）の実体であるといえ

る。 

カイコの性決定マスター遺伝子であるFemは、piRNAの前駆体として働きMascを分

解する（Kiuchi et al., 2014）。Mascのホモログは複数の鱗翅目において同定されており、

少なくともカイコが属するBombycidae familyの性決定において、Mascの機能が進化的

に保存されていることが示唆されている（Lee et al., 2015）。Mascがほかの鱗翅目で同

定されているのに対して、Femはカイコとクワコにしか存在しない（Kiuchi et al., 

2014）。このことからFemは種間で保存性が低い遺伝子と考えられ、これは「性決定

カスケードは上流ほど変化しやすい」というWilkinsの仮説に一致している（Wilkins, 

1995）。Wilkinsは、性決定マスター遺伝子が座位する染色体領域は相同染色体との組

換えが起こらなくなるため、その結果機能を失いやすい状態となり、新しい遺伝子に

性決定機能をとって変わられることを予想している。この予想に一致して、これまで

に同定された性決定マスター遺伝子は多様性に富む。たとえば哺乳類の雄決定遺伝子

SryはHMG（High Mobility Group）ボックスをもつ転写因子ファミリーに属するタン

パク質であり（Kashimada and Koopman, 2010）、トラフグの雄決定遺伝子Amhr 2 

(anti-Müllerian hormone receptor type II) はホルモン受容体（Kamiya et al., 2012）の一

種である。一方、キイロショウジョウバエの雌決定遺伝子Sxlはスプライシング因子

（Salz and Erickson, 2010）であり、マメガキの雄決定遺伝子OGIはsiRNAの前駆体

（Akagi et al., 2014）として働く。 

 このように性決定遺伝子が多種多様であることから、新規の性決定遺伝子の獲得は

頻繁に起こることが考えられる。実際、オカダンゴムシでは、ゲノム中に共生細菌の

一種であるボルバキアのゲノムの一部が水平伝播することで新たな性決定遺伝子を
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獲得している集団が存在する（Leclercq et al., 2016）。この集団は同種内の一部にすぎ

ないことからこの新規性決定機構の獲得はつい最近起きたと考えられている。また、

哺乳類ではほとんどの哺乳類がY染色体上のSry遺伝子を性決定マスター遺伝子とし

て利用しているが、アマミトゲネズミとトクノシマトゲネズミはY染色体もSryももた

ない（Otake and Kuriwa, 2016）。Y染色体とSryの喪失は、近縁種であるオキナワトゲ

ネズミ（XX/XY型の性決定を行う）から上記2種が分岐した250~270万年前以後に起き

たと推定されている。トクノシマトゲネズミは、Sryの代替遺伝子として

CBX2(chromobox homolog 2)を性決定遺伝子として利用しているのではないかと予想され

ている（Kuroiwa et al., 2011）。マウスにおいてCBX2をノックアウトすると、XY個体に

卵巣と雌型外部生殖器が形成される（Katoh-Fukui et al., 1998）。またヒトの場合、CBX2

に突然変異をもつ男性はY染色体をもつにも関わらず外部生殖器が女性化する

（Biason-Lauber et al., 2009）。これらの報告から、CBX2がSryの代替遺伝子として機能す

る可能性は十分に考えられるが、CBX2がトクノシマトゲネズミにおいてSryの代替遺伝

子として機能するかどうか、今のところ確証は得られていない。カイコではpiRNAによ

って性決定が行われるが、piRNAは主に動物の生殖細胞におけるトランスポゾンを分

解する働きをもつ。このpiRNA は、piRNA前駆体をコードするゲノム領域（piRNA

クラスター）から転写されるRNAがPiwiタンパク質に取り込まれることによって産出

される（Girard et al., 2006, Brennecke et al., 2007）。カイコのW染色体はpiRNAの供給

源となっていることから（Kawaoka et al., 2011）、おそらくW染色体上のpiRNAクラス

ター配列の中に、Mascを標的とする塩基配列が偶発的に獲得されたか、あるいはMasc

遺伝子内にpiRNAの標的となる塩基配列が偶発的に生じた結果、piRNAによる性決定

というユニークな制御機構が進化したと考えられる。現時点では、Femはカイコの祖

先種であるクワコにしかみつかっていない（Kiuchi et al., 2014）。他の鱗翅目昆虫のW

染色体の塩基配列が決定されれば、Femをもつ種とそうでない種が明らかとなり、そ

れによりFemがいつごろ出現したのか、よりはっきりとしたことがわかるであろう。 

性決定カスケードの上流の遺伝子が変化しやすいのであれば、過去に用いられてい

た性決定遺伝子の痕跡がゲノム上に存在するはずである。カイコには、Masc 以外に

も CCCH type Zinc-finger protein の Znf（Z-linked CCCH type zinc finger）遺伝子がゲノ

ム上に複数存在し、そのうちの一つの Znf -2 は dsx の性特異的スプライシングを制御

する機能をもつ（Gopinath et al., 2016）。さらに、それらのうちの一つの Z1 と名付け

られた遺伝子は、カイコ W 染色体上に存在する（Ajimura et al., 2006; Gopinath et al., 

2016）。これらの遺伝子が、カイコの性決定に関与しているのかは不明であるものの、

Fem-Masc の従属関係が支配的ではなかった時代において、性決定に支配的な役割を



   General Discussion  

113 

 

もっていたのかもしれない。これらの遺伝子がまだカイコで性決定や性分化に関わっ

ているのか、それとも偽遺伝子として存在しているだけなのか、RNAi やノックアウ

トなどの機能解析によって明らかとなるだろう。 

Wilkinsの仮説では、性決定マスター遺伝子が変化しやすいのに対して、性決定カス

ケード下流の遺伝子は保存されていることが述べられている（Wilkins, 1995）。これは、

下流の遺伝子は正常な性分化をもたらす上で発生学上重要であることから、通常の形

態形成遺伝子のように種間で保存されることによる。実際、これまで調べられてきた

ほとんどの昆虫では、dsxが性決定カスケードの最下流で働く遺伝子として機能する

ことがわかっている（Saccone et al., 2002; Bopp et al., 2014）。それでは、性決定マスタ

ー遺伝子とdsxとを結ぶ、カスケードの中間をなす遺伝子は種間で保存されているの

だろうか。ショウジョウバエではtraがカスケードの中間を占める遺伝子として働くが、

その後、ショウジョウバエ以外の双翅目昆虫や鞘翅目昆虫、膜翅目昆虫においてtra

オルソログの同定が相次いだことから、dsxの上流で働く遺伝子は保存されていると

の考え方が支配的であった（Saccone et al., 2002; Bopp et al., 2014）。しかし、昆虫5000

種類の全ゲノム配列の決定を目指したi5k計画が進むにつれ、ゲノム中にtraオルソロ

グをもたない種も少なからず存在することが明らかになるにつれ、traを介さない性決

定カスケードの存在が予想されるようになった（Geuverink and Beukeboom, 2014）。こ

れまで全ゲノム配列が公開されているカイコを含む3種の鱗翅目昆虫のいずれにおい

てもtraは見つかっていないが、本研究によってdsxのスプライシング制御にtraを用い

ない昆虫性決定カスケードを初めて具体的に示すことができたといえる（図 5-1）。 

TRA、TRA-2の働きによってdsxの性特異的スプライシングを行う種では、dsxのス

プライシングが基底状態では雄型となりTRA、TRA-2といったスプライシング因子が

存在して初めて雌型となる（Hoshijima et al., 1991; Saccone et al., 2002; Bopp et al., 

2014）。このことから、昆虫の性は雄がデフォルトであると言われていた。しかし、

カイコではBmdsxが基底状態で雌型のスプライシングを受ける（Suzuki et al., 2001）

ことから、カイコの性は雌がデフォルトであるといえる。第四章で、Masc-Rを過剰発

現させることで、雌において雄化を誘導できたことから、カイコでは雌がデフォルト

の性であり、Mascという特別な因子の発現によって雄分化が誘導されるとみなすこと

ができる。自然界には、単為発生などの手段を通じて雌だけで繁殖を行う生物種が多

数存在する（Kirkendall and Normark, 2003; Neaves and Baumann, 2011）。カイコも、未受

精卵に温湯処理などの物理的刺激を加えるだけで簡単に単為発生を誘発することが

できる（Sakaguchi, 1978a）。このことは雌がデフォルトの性である方が種の繁殖にと

って有利であることを示唆している。ヒトでは将来卵管や子宮、膣など雌の内部生殖
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器に分化するミュラー管と、精巣上体管、精管、精嚢、射精管に分化するウォルフ管が

一旦は男性、女性両方の胎児に形成されるが、男性ホルモンや抗ミュラー管ホルモン

が正常に作用しない場合、胎児は遺伝学的には男性であっても見かけ上正常な女性へ

と成長する（Moore and Persaud, 2003）。このことは、ヒトの個体発生がデフォルトで

は雌になるようプログラムされていることを示唆している。また、ZW型の性決定を

行うアフリカツメガエルでも形態的な特徴から、発生学的には雌がデフォルトである

と考えられている（回渕, 伊藤 2014）。進化学的に雌が先に存在したのか、それとも

雄が先に存在したのかという議論については、同型配偶子形成を行うクラミドモナス

と、その近縁種で異型配偶子形成を行うPleodorina starriiとを比較した研究によって

雌がデフォルトの性であり、進化の過程で雄分化遺伝子PlestMIDを獲得することによ

って雄が出現したとの報告がなされている（Nozaki et al., 2006）。以上の事実から、カ

イコでは雌がデフォルトであるとの見方は進化的にも発生学的にも理に叶っている

といえる。 

Masc は雄化遺伝子であるものの、雌でも雄の 1/4 程度のレベルで低く発現してい

る（図 3-3）。また、Masc-R/＋雌は様々な雄化の兆候を示したものの、Masc-R/＋雌に

おける Masc の発現量は、+/+雌と比較して 1.5 倍程度高いだけであった（図 4-4b）。

これらのことから、Masc は遺伝子発現量の微妙な違いにより表現型に差が現れると

考えられる。カイコと同様に ZW、ZZ の性決定様式をとるニワトリでは、精巣分化

に関わる DMRT-1 遺伝子が Z 染色体に座乗し、雌（ZW）に比べて雄（ZZ）で Z の本

数に応じて DMRT-1 が 2 倍高く発現することが、雄決定に重要であると考えられてい

る（Smith et al., 2009）。鱗翅目の近縁種のトビケラ目と、鱗翅目の中でも祖先的な種

では Z0 が雌、ZZ が雄となる（佐原ら 2015）。これらの種では W 染色体が存在しな

いことから、Z 染色体上に座上している遺伝子の 2 倍の発現量が雄決定にかかわるこ

とが予想される。カイコでは、Fem による Masc の分解が行われるが、Fem による

Masc の分解が行われない他の鱗翅目昆虫では、Masc もしくは Masc と似たような雄

化遺伝子が Z 染色体に座乗しており、この遺伝子の発現量が雌に比べ雄で 2 倍以上

高いことが雄決定の要因として働くのかも知れない。これに対し、カイコやクワコは

Fem をもち、それが雌決定のマスター遺伝子として働く。前述したとおり、Fem は複

数のコピーが存在する（Kiuchi et al., 2014）。おそらくこれらの種では Fem を獲得し

たのち、何らかのメカニズムによってそのコピー数が増え、次第に Masc を分解する

能力が向上した結果、Fem が雌決定にとって支配的な遺伝子となったと考えられる

（図 5-2）。また、Z0 が雌に分化する鱗翅目の祖先的な種とは異なり、カイコでは Z0

が著しく虚弱ではあるものの雄に分化することが知れている（田中 1939）。このこと
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から、カイコでは Z 染色体上に、遺伝子型が Z0 となってなっても雄決定を誘導する

ことができる強力な雄決定遺伝子が存在すると考えられ、本研究で雌における

Masc-R の発現が様々な雄化を引きおこしたことから、この強力な雄決定遺伝子は

Masc であると予想できる。雌が Fem による Masc の抑制機能を獲得し、雌で Masc

がほとんど機能しなくなったため、Masc がより強力な雄化機能を獲得できるように

なった結果雄決定に支配的な遺伝子となったと考えられる。 

W染色体上の雌決定遺伝子は、カイコの Fem以外ではアフリカツメガエルの DM-W

のみが報告されている。DM-W は、精巣分化にかかわる DMRT-1 遺伝子の働きを抑制

することで雌決定を誘導すると考えられている（伊藤 2009）。DM-W は雄化遺伝子の

働きを抑制すること、Fem も雄化遺伝子である Masc を抑制することから、W 染色体

上の雌決定遺伝子は雄化遺伝子の働きを抑制することで性決定を行う、という共通点

をもつのかもしれない。今後、新しく W 染色体上の雌決定遺伝子が同定されること

によって、そのような共通点がみられるか明らかとなるだろう。 
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図 5-1. セイヨウミツバチ、コクヌストモドキ、カイコ、ネッタイシマカ、キイロショ

ウジョウバエの性決定カスケード  

セイヨウミツバチは、2 倍体（2n）が雌、半数体（n）が雄となる。正確には tra と相同

性を示す Csd（Complementary sex determiner）遺伝子がヘテロ接合（CsdA/CsdB）だと

雌に、ヘミ接合（CsdA）だと雄に分化する。CsdA/CsdB の場合、その下流の遺伝子であ

る Fem は雌特異的スプライシングを受け、その結果機能をもつ FEM タンパク質が産生

される。FEM はスプライシング因子として働き、dsx の雌型スプライシングを誘導する。

セイヨウミツバチの Fem は tra のオルソログでありカイコの”Fem”とは異なる。コクヌ

ストモドキは XX が雌に、XY が雄に分化するが、性決定マスター遺伝子は同定されてい

ない。コクヌストモドキの雌型 dsx のスプライシングは tra によって誘導される。カイコ

は ZW が雌に、ZZ が雄に分化する。雌では W 染色体から転写される Fem が Masc を分

解する。雄では、Masc が Fem による分解を受けず、下流の遺伝子である ImpMの発現を

誘導する。ImpMは dsx の雄型スプライシングに関与し、dsx の雄型アイソフォームの発

現を誘導する。ネッタイシマカでは XX が雌に、XY が雄に分化する。Y 染色体に座上す

る Nix によって雄決定がなされるが、その直接の標的となる下流遺伝子についてはわか



   General Discussion  

117 

 

っていない。キイロショウジョウバエでは、XX が雌に、XY が雄に分化する。X 染色体

上の複数の遺伝子（X-signal elements; XSE）の発現量が十分量に達した場合（すなわち

X 染色体の数が 2 本のとき）Sxl の発現が誘導される。SLX タンパク質は雌において tra

の発現を誘導する。TRA タンパク質はスプライシング因子として働き、dsx の雌型スプ

ライシングを誘導することで dsx の雌型アイソフォームを産生する。セイヨウミツバチ、

コクヌストモドキ、キイロショウジョウバエでは tra が同定されており、tra が機能する

と雌型 dsx の発現が誘導され、雌分化が起こる。tra が存在しないときは雄型 dsx の発現

が誘導され、雄分化が起こる。カイコやネッタイシマカは tra をもたない。カイコでは、

ImpMが発現する場合は雄型の dsx の発現が誘導され、雄分化が起こるが、ImpMが存在し

ない場合、dsx は基底状態のスプライシングを受け、その結果雌型 dsx アイソフォーム

が生産され、雌分化が起こる。ネッタイシマカでは、どのように dsx の性特異的スプラ

イシングが制御されているのか現時点では不明である。 
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図 5-2. カイコの雌決定遺伝子獲得までのモデル図 
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