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第三章 BmGC-Iの解析 

緒言 

	 第一章と第二章で述べた通り、カイコのかすり変異体の原因は、受容体型グアニル酸ス

クラーゼ遺伝子の異常であることが明らかになった。昆虫は複数の受容体型グアニル酸シ

クラーゼをもち、キイロショウジョウバエでは少なくとも7つの遺伝子、カイコでは8つ

の遺伝子が、それぞれのゲノム上に存在している。これら遺伝子の多くは種間で保存され

ており、それらが重要な働きをしていることが予想されるが、昆虫の受容体型グアニル酸

シクラーゼの機能に関する情報は少ない。もっともよく特徴づけられているのはショウジ

ョウバエのGyc76Cであり、この遺伝子はsemaphorin-1a-plexin Aを介した軸索誘導 (Ayoob 

et al., 2004; Chak and Kolodkin, 2014)や筋肉の発生 (Parel et al., 2012)、唾腺の発生 (Patel and 

Myat, 2013)、マルピーギ管における免疫応答やストレス応答 (Overend et al., 2012)、翅の横

脈形成 (Schleede and Blair, 2015)など多様な現象へ関与することが知られている。また、ミ

カンコミバエ (Bactrocera dorsalis)の BdmGC-1 は、インカ細胞において羽化ホルモン

(Eclosion horomone, EH)の受容体として機能し、Ecdysis triggering hormone (ETH)の放出に関

与すること示されている (Chang et al., 2009)。カイコのBmN細胞においては、ion transport 

peptide (ITP)や ITP-like (ITPL)の受容体を介して、BmGyc76CのcGMP産生が活性化される

ことが示唆されている (Nagai et al., 2014)。また、タバコスズメガManduca sextaの触角に

おいて、受容体型グアニル酸シクラーゼのcGMP産生能がフェロモン受容によって活性化

されること (Stengl, 2010)、ならびに内因性のcGMPの増加によりフェロモンの感受性が変

化することが報告されている (Flecke et al., 2006)。これらは受容体型グアニル酸シクラーゼ
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が、昆虫の様々な生理現象で重要な働きをしていることを示している。一方、第一章と二

章により、BmGC-Iがqの原因遺伝子であることが明らかになったが、BmGC-Iがどのよう

にして qの形質に影響しているかは未解明である。そこで第三章では、BmGC-Iの機能解

明のためにいくつかの解析を行った。 
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方法 

Total RNAの抽出および逆転写反応 

逆転写反応のために、中腸、卵巣、精巣、絹糸腺、マルピーギ管、脳、脂肪体、各組織と

2齢2日目から5齢0日目までの各ステージの皮膚からTotal RNAの抽出を行った。方法

は第一章と同様に行った。 

 

定量的RT-PCR 

mRNAの発現量を測定するために、KAPA SYBR® FAST qPCR kit (Kapa Biosystems, Boston, 

MA, USA) とABI StepOneTM Plus Real-Time PCR System (Applied Biosystems)を用いて、定

量的 RT-PCR を行った。定量的 RT-PCR に使用したプライマーは Table 4 に示した。各

mRNAの発現量はribosomal protein 49 (rp49)により、正規化を行った。それぞれの発現量

は比較Ct法により計算をした。 

 

RT-PCR 

RT-PCR はTaKaRa Ex Taqを使って行った。RT-PCRは以下の条件で行った。変性を94˚C

で2分間した後、94˚Cで30秒、アニーリングを58˚Cで30秒、伸長を72˚Cで1分という

プロセスを30-40サイクル行った。RT-PCRに用いたプライマーはTable 5に示した。 

 

in vivoエレクトロポレーション 

in vivoエレクトロポレーションはAndo and Fujiwara (2013)の報告を参考にして行った。ト
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ランスポゼース piggyBacの認識配列をもち、カイコの構成的プロモーターであるBombyx 

Actin 3 (BmA3)プロモーター下にレポーター遺伝子である緑色蛍光タンパク質 enhanced 

green fluorescent protein (EGFP)および赤色蛍光タンパク質 (DsRed2)の遺伝子をもった

pPIG-A3GFP::A3DsRedベクターは東京大学 山口淳一博士のご好意によりいただいた。ま

た、BmA3プロモーター下でpiggyBacを発現させるpHA3PIGベクターは農業生物資源研

究所 瀬筒秀樹博士によりいただいた。BmGC-I 遺伝子を組込んだコンストラクトの構築

の た め に 、 BmGC-I_F2+BamHI 

(5’-ACTAATTCAAGGATCCATCAGATAAAATGTTAGTGGAGATCGTGC-3’) と

BmGC-I_R2+NotI 

(5’-TCTAGAGTCGCGGCCGCTTACACTATAGAATCATTAGGT-3’)プライマーにより、

PCR を行って BmGC-I の翻訳領域の増幅を行った。PCR は PrimeSTAR®Max DNA 

Polymerase (TaKaRa)を用いて、変性を98˚Cで10秒、アニーリングを55˚Cで5秒、伸

長を 72˚C で 4 分間のプロセスを 35 サイクルする反応条件で行った。

pPIG-A3GFP::A3DsRedはBamHI (NEB)とNotI (NEB)で切断し線形化を行った。増幅した

PCR 産物は In-Fusion® HD Cloning Kit (Clontech)を用いて、切断した

pPIG-A3GFP::A3DsRedに組込んだ。BmGC-I断片はDsRed2と置換する形でベクターに組

み込んだ。作成したコンストラクトは pPIG-A3BmGC-I::A3GFP と名付けた。

pPIG-A3BmGC-I::A3GFPとpHA3PIGはインジェクションバッファーに溶解し、 それぞれ

500 ng/µlになるように混合させた。この混合液2 µlを2齢2日目の幼虫の体液にインジェ

クションした。エレクトロポレーションにはNEPA21エレクトロポレーター (Nepa Gene 
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Co., Ltd. Chiba, Japan)を用いた。エレクトロポレーションの際には、電極と幼虫の皮膚の間

にはリン酸バッファーの液滴をたらして、電気刺激が間接的に幼虫の皮膚に適用できるよ

うにした。エレクトロポレーションの条件は電圧を30Vにし、１回あたりの時間を380ミ

リ秒にしたパルスを5回適用した。 
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結果 

	 q系統ではメラニン、プテリジン、オモクローム色素合成に関わる遺伝子の発現が変動

していることが先行研究により報告されている (Kato et al., 2006; Nie et al., 2014)。BmGC-I

が色素合成遺伝子に影響を与えているのかどうかを評価するために、BmGC-IKOカイコに

おいて色素合成遺伝子の発現を調べた (Fig. 10)。発現量を調べる対象とした遺伝子には、

Nie et al. (2014)の報告に基づいて、メラニン、プテリジン、オモクローム、各色素合成経路

などに関わる遺伝子また幼若ホルモン代謝に関わる遺伝子で特に発現の上昇が大きかっ

たものを選んだ。Nie et al. (2014)と同様に、色素合成が活発になる4眠期の皮膚で発現量の

測定を行った。その結果、BmGC-IKOカイコでメラニン (yellow-h2 と yellow-f4-2)、プテリ

ジン (GTP cyclohydrolase Ia)合成に関わる遺伝子の有意な発現の上昇が確認できた (それ

ぞれ 3.5 と 2.4、1.7 倍上昇)。一方で、オモクローム合成に関わる遺伝子 (kynurenine 

formamidaseとBm-cardinal)では有意な発現量の増加は確認できなかった。ただ、オモクロ

ームに関しては前駆体の 3-ヒドロキシキヌレニンの輸送に関わると考えられるw-3の 9.2

倍の発現の上昇が確認できた。また、幼若ホルモン代謝に関わると考えられる

BGIBMGA010392も正常系統に比べて約 3.3倍に上昇していることが確認できた。これら

の結果はBmGC-Iが少なくともいくつかの色素合成遺伝子の発現に影響を与えることを示

していた。また、BmGC-I は幼若ホルモン代謝などの色素合成以外の代謝経路に関わる遺

伝子の発現にも影響を与えていることを示唆していた。 

	 色素合成は幼虫の脱皮のたびに必要になり、特に脱皮期にかけて ebony、yellow のよう

な色素合成遺伝子の発現が上昇することが報告されている (Futahashi et al., 2008)。BmGC-I
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はこれと一致するように、脱皮期において、いくつかの色素合成に関わる遺伝子の発現に

影響を示していた。一方で、qの形質は 3齢から初めて観察できるようになり、5齢 0日

で最も明瞭になる。そこで、次に、発育段階におけるBmGC-Iの発現が色素合成遺伝子の

発現パターンやqの表現型のパターンと関連しているのかどうかを調べることにした。そ

のために、定量RT-PCRにより正常系統の皮膚におけるBmGC-Iの発現を継時的に調べた 

(Fig. 11)。BmGC-Iの発現は2齢2日から4齢１日までは一定の発現を示した。大きなピー

クは4齢2日に検出でき、その発現量は2齢2日に比べ約７倍に上昇していた。その後5

齢になるまで、2-3倍の発現上昇が検出できた。4齢2日から5齢までの発現はqの形質が

5齢 0日でもっとも明瞭に観察できるという事実とよく一致しており、これらの結果は 4

齢中期からのBmGC-Iの発現が色素合成の制御に関連しているかもしれないことを示唆し

ていた。一方で、BmGC-I の発現は脱皮期ごとの色素合成の上昇パターンとは一致してな

いこともわかった。 

	 次に、正常系統の皮膚で発現のピークが観察できた4齢2日で、BmGC-I遺伝子の組織

分布を、脳、中腸、卵巣、精巣、絹糸腺、脂肪体、マルピーグ管と皮膚において調べた。

Fig. 12に示したように、BmGC-I遺伝子は様々な組織において発現が確認できた。脳、中

腸、皮膚で強い発現が、卵巣と絹糸腺で中程度の発現が、精巣とマルピーギ管では弱い発

現が検出できた。一方で、脂肪体ではBmGC-Iの発現が検出できなかった。これらの結果

は様々な組織においてBmGC-Iが機能している可能性を示していた。しかしながら、現在

までに、q変異体で皮膚以外の組織に可視形質を生じるとの報告はなされていない。 

	 組織別の発現の結果はまた、BmGC-I の変異による色彩パターンの異常が皮膚以外の他
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の組織に由来する可能性を示していた。そこで、BmGC-I の皮膚における働きを調べるた

めに、in vivoエレクトロポレーションによってq系統の皮膚にBmGC-I遺伝子を導入し、

色彩パターンへの影響を観察した。そのために構成的発現を示すカイコのActin 3 (A3)プロ

モーターの下流にBmGC-Iを導入したプラスミドを構築した (Fig. 13A)。これを2齢2日

のq系統の幼虫にインジェクションを行い、エレクトロポレーションによって皮膚へと導

入させた。その際、インジェクションする部位は腹部の第2体節を選んだ。この部位では

q 特有の黒色の斑紋が現れるので、BmGC-I の強制発現の影響が観察しやすいと考えられ

た。構築したプラスミドには緑色蛍光タンパク質をコードするEGFP遺伝子をレポーター

として導入してあるので、遺伝子導入ができた細胞は蛍光を示すことで識別できる (Fig. 

13B, left panel)。丸で示したように、遺伝子導入できた左の半月紋の近くで黒色のパターン

が消失していることが確認できた (Fig. 13B, center and right panels)。この結果は皮膚におけ

るBmGC-Iの発現が、正常な色彩パターンの表出に必要であることを示していた。 

	 BmGC-Iのようなグアニル酸シクラーゼは一般的にcGMP産生能がその機能に関与して

いる。その際、、cGMPはcGMP依存プロテインキナーゼ (PKGあるいはcGKとも呼ばれ

る)を介して機能する。つまり、PKGは BmGC-Iのエフェクターの候補となりうる。そこ

で、正常系統の皮膚におけるカイコの PKG 遺伝子の発現を調べることにした。まず、カ

イコのゲノムに存在する PKG遺伝子を調べるために、キイロショウジョウバエの 3つの

PKG遺伝子 (forging、pkg21D、CG4839)のアミノ酸配列をそれぞれクエリーに使い、カイ

コゲノムに対してprotein BLASTを行った。その結果、カイコゲノムは2つのPKG遺伝子、

BGIBMGA006881とBGIBMGA008856をもつことがわかった。そこで、BmGC-Iの高い発
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現が検出された4齢2日の皮膚および脳で、2つのPKG遺伝子の発現を調べた。その結果

はFig. 14に示したように、皮膚においてはBGIBMGA008856のみが発現していることがわ

かった。この遺伝子の産物がBmGC-Iのエフェクターである可能性がある。 
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考察 

	 BmGC-Iによるq形質の制御機構を明らかにするために、BmGC-Iの機能を推定するため

の実験をいくつか行った。BmGC-IKOカイコの皮膚で、色素合成に関わる複数の遺伝子の

発現が上昇していたことは、過去の q 変異体における遺伝子発現の解析結果 (Kato et al., 

2006; Nie et al., 2014)とも一致しており、BmGC-Iが色素合成遺伝子に影響を与えていること

が確認された。一方で、必ずしも、q系統で発現量が多い、あるいは少ない遺伝子のすべ

てが、BmGC-I の影響によるものではないこともわかった。オモクローム合成に関わる

kynurenie formamidase は q 系統では 5 倍以上の発現上昇が報告されていたが (Nie et al., 

2014)、BmGC-IKO カイコでは有意な発現変動が検出できなかった。また、JH acid 

methyltransferase (JHAMT)と相同性の高い遺伝子をコードし、JH代謝に関わると考えられ

るBGIBMGA010392はq系統では64倍以上の発現上昇を示していたが、BmGC-IKOカイコ

では 3倍程度の上昇であった。qの形質が遺伝的バックグラウンドにより影響を受けるこ

とは、第二章でも述べたが、q 系統と BmGC-IKO系統の間の遺伝子の発現量の違いも、バ

ックグラウンドの違いを反映しているのかもしれない。BmGC-I の遺伝子発現における真

の影響を評価するには BmGC-IKOカイコを使ったトランスクリプトーム解析が必要である

と考えられる。 

	 一方で、BmGC-Iの組織別発現解析の結果からは、BmGC-Iが皮膚以外の他の組織におい

ても機能していることが示された。しかしながら、これまでq系統の形質は皮膚での色彩

パターンの異常のみが報告されている。組織分布と観察される形質の矛盾への説明として

は、2つの可能性が考えられる。1つは他のグアニル酸シクラーゼが、BmGC-Iの機能を補
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っている可能性である。カイコゲノムには少なくとも8つの受容体型グアニル酸シクラー

ゼが存在している。それらが冗長性をもち、皮膚以外の組織ではBmGC-Iに異常があって

もcGMP生産を補うことができるため、表現型が観察されないのかもしれない。2つ目は、

BmGC-I の異常により、実際には各組織で影響が出ているが、生育などの可視的形質には

影響しないことが考えられる。qの形質は皮膚の色彩パターンの異常が目立つ一方で、他

の組織の形質は詳細に調べられていない。ショウジョウバエのGyc76Cは様々な組織で異

なる影響を及ぼすことが知られており、また、下流で働く分子も組織によって異なってい

る (Ayoob et al., 2004; Overend et al., 2012; Patel et al., 2012; Patel and Myat, 2013; Schleede and 

Blair, 2015)。同様に、BmGC-Iも組織ごとに異なる影響を及ぼしているのかもしれない。こ

れらの可能性を検証し、BmGC-I の影響を評価するには、今後、様々な組織における詳細

な観察と分析が必要である。 

	 BmGC-Iの発現が様々な組織で見られる一方で、in vivoエレクトロポレーションによる

BmGC-Iの強制発現は、正常な色彩パターンには皮膚での BmGC-Iの発現が必要であるこ

とを示していた。つまり、qの皮膚における色彩パターンの異常では、他の組織からの影

響は少ないと考えられた。この結果はまた、BmGC-I が細胞自律的に機能していることも

示唆している。なぜなら、Fig. 13Bに示したように、BmGC-Iの強制発現による形質の復帰

は、遺伝子が導入された体の左半分でのみ観察できた。おそらく、BmGC-I は発現してい

る細胞あるいはごく近接した細胞においてのみ、cGMPシグナル伝達経路を介した影響を

及ぼすのだろう。 

	 PKG 遺伝子の発現解析は皮膚における BmGC-I の cGMP シグナル伝達が、
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BGIBMGA008856のコードするキナーゼを介して行われている可能性を示している。キイ

ロショウジョウバエでは 3 つの PKG (Foraging、Pkg21D、CG4839)のうち、 Foraging と

Pkg21D に関しては組織依存的に Gyc76C の cGMP シグナル伝達経路に関与すること	 

(Overend et al., 2012; Patel et al., 2012; Patel and Myat, 2013; Schleede and Blair, 2015)、また、

Foragingは行動制御に関わること (Kalderon and Rubin, 1989; Osborne et al., 1997)が知られて

いるが、BGIBMGA008856のオーソログと考えられるCG4839については、機能がほとん

どわかっていない。Foragingに関しては転写因子である FoxOをリン酸化しうることがが

わかっているので (Kanao et al., 2012)、BGIBMGA008856も特定の転写因子のリン酸化を介

して、色素関連の遺伝子の発現に影響を及ぼしているのかもしれない。 
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Fig. 10 BmGC-Iノックアウトによる遺伝子発現プロファイルへの影響。 

皮膚におけるそれぞれの遺伝子の発現レベルは正常系統に対する相対値で示している。それぞれの値は

平均値 ± SE (n = 4)で示している。*p <0.05; **p <0.01, Student’s t-test. 
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Fig. 11 正常系統におけるBmGC-Iの継時的発現解析。 

皮膚におけるBmGC-Iの発現レベルは2齢2日に対する相対値で示している。それぞれの値は平均値 ± SE 

(n = 3)で示している。Mは脱皮期。 
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Fig. 12  4齢2日におけるBmGC-Iの組織発現分布。 

Bm actin A3 (BmA3)が内部標準として使われた。 

BmGC-I

BmA3
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Fig. 13	  in vivoエレクトロポレーションによるqの皮膚でのBmGC-Iの強制発現。 

(A) 遺伝子導入コンストラクトの略図。EGFPとBmGC-Iを含むコンストラクトが遺伝子導入に使われた。

A3p, BmA3プロモーター; SV40, SV40ポリアデニル化シグナル配列; L, piggBacトランスポゼース認識配列

左腕; R, piggBacトランスポゼース認識配列右腕。(B) 遺伝子導入された5齢0日のかすり系統幼虫。上

のパネルと下のパネルは別個体の結果を示している。赤の円で示したように、左の半月紋近くに遺伝子

導入による EGFP の緑色蛍光が観察できる。導入できた部位で、かすりで観察される黒色色素のパター

ンの消失が観察された。Scale bar, 1 cm. 
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 Fig. 14 カイコのプロテインキナーゼG (PKG)遺伝子のRT-PCR解析。 

正常系統の4齢2日の脳と皮膚におけるカイコのPKGの発現を調べた。 

BGIBMGA006881

BGIBMGA008856 
cGMP-dependent protein kinase 

(PKG)

pkg21D & for

CG4839

Drosophila 
 homolog Gene name 
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Table 4. Primers used for quantitative RT-PCR

Name Sequence (5'-3' end) Object

GC_qF GGATCCAACTGAAAGACCTGAC qRT-PCR for BmGC-I

GC_qR ATACGGGAAAGCAGGTTGTCTA

GTP-CHIa_qF1 ACCGGACATGGCTAACTCATAC qRT-PCR for GTP-CHIa

GTP-CHIa_qR1 CAAGCTTTGGTCGTATCCTTTC

yellowh2_qF GACTTCGAATTCCCTTCAATCC qRT-PCR for yellowh2

yellowh2_qR CCATATTCTTGAACCCCATACC

yellowf4-2_qF CCTTAGAACCATCGCCATAGAC qRT-PCR for yellowhf4-2

yellowf4-2_qR AGCCTCTACGTCTCTCTTCCAA

10392_RF1 AAAAACTTTCTGTCGCCGTACT qRT-PCR for BGIBMGA010392

10392_RR1 TGAGTCCCCTAAACTTCTCCAA

KFM_qF1 CCACATCTGGACAGAAACTTGA qRT-PCR for kinurenine formamidase

KFM_qR1 GAAAGTTCCTGCCAGTATCCAC

Bm-cardinal_RF1 CACACCACTAAAGCCCTGTTTA qRT-PCR for Bm-cardinal

Bm-cardinal_RR1 GGTGGACTGTCAACGCAGTAT

w-3_qF1 GAGTCCAGATCGAGAGGAAGAA qRT-PCR for w-3

w-3_qR1 CCGCTCCGTTTACATTTCTAAG

rp49_F2 CAGGCGGTTCAAGGGTCAATAC qRT-PCR for rp49

rp49_R2 TGCTGGGCTCTTTCCACGA
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Table 5. Primers used for RT-PCR

Name Sequence (5'-3' end) Object

BmGC-I_F6 GGAAACCATAGGTGATGCGTAC RT-PCR for BmGC-I

BmGC-I_R8 CACTATAGAATCATTAGGTGTATCGGC

6881_F1 ATAGTGGGAACGATGGGTGTAG RT-PCR for BGIBMGA006881

6881_R1 GAGCATTAGATTTTCGGGTTTG

8856_F1 AGAGTACCACTTCGAGCGTACC RT-PCR for BGIBMGA008856

8856_R1 TACGCTTGCAGTTGTACAGGAT
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総合考察 

	 本研究により、これまで明らかにされていなかったカイコのq変異体の原因遺伝子、お

よびカイコ幼虫の色彩パターンの制御メカニズムに関して、新たな知見が得られた。カイ

コの色彩パターンに関わる変異体の解析は、色素の合成に直接関わる因子を同定し、各色

素合成系に関する多くの知見を明らかにしてきた。一方で、色素合成経路の全体を、直接

あるいは間接的に制御する機構に関しての報告は少なかった。本研究では、複数の色素の

合成に影響を及ぼす変異体の解析を通して、BmGC-IというcGMP経路に関わると考えら

れる遺伝子が、色素合成に関わることを示した点が新規である。 

	 一般的に、cGMPは細胞内のセカンドメッセンジャーとして働き、筋肉の収縮、心臓血

管の恒常性の維持、炎症、軸索誘導や記憶の形成など様々な生理現象と関連している 

(Carvajal et al., 2000; Goldberg and Haddox, 1977; Izquierdo and Medina, 1997; Nishiyama et al., 

2003)。受容体型グアニル酸シクラーゼについては、哺乳類において利尿ペプチドの受容体

であるGC-AやGC-Bが広く研究され、また線虫では嗅覚などの感覚受容に関わるグアニ

ル酸シクラーゼが明らかになっているが、昆虫における報告は少ない。本研究は、昆虫の

受容体型グアニル酸シクラーゼの新規な機能を明らかに出来た点でも意義がある。 

 

BmGC-Iは化学受容には必須ではない 

	 一方で、BmGC-I が色彩パターンの形成に関与するという結果は予想外であった。なぜ

なら、BmGC-Iは、もともと哺乳類のGC-Aと相同な遺伝子としてカイコ雄成虫の触角か

ら単離された遺伝子であり、免疫組織学的研究によりBmGC-Iタンパク質は雄の触角葉の
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糸球体と感覚ニューロンに局在することが示されているため、その機能は性フェロモンな

どの嗅覚の応答に関わると考えられていたからである (Tanoue et al., 2001)。受容体型グア

ニル酸シクラーゼ遺伝子については、タバコスズメガにおいても触角で単離同定がなされ

ている (Morton and Nighorn, 2003; Nighorn et al., 2001)。また、カイコの触角では、性フェロ

モン（ボンビコール）による刺激が cGMPレベルの上昇を起こすこと (Ziegelberger et al., 

1990)、および嗅覚神経で、cGMPアナログであるdibutyryl-cGMPがボンビコールによる触

角電位応答を阻害する (Redkozuboz, 2000)。タバコスズメガにおいては、強いフェロモン

刺激はcGMPレベルの上昇を起こし、cGMPシグナル伝達カスケードを活性化し、ホスホ

リパーゼCβ依存カスケードを抑制する (Dolzer et al., 2008; Krannich and Stengl, 2008; Stengl, 

1991; Stengl et al., 2001; Stengl, 2010; Zufall and Hatt, 1991; Zufall et al., 1991)。さらに、触角にお

ける内在性の cGMP レベルの上昇は日中の性フェロモン感受性の低下を起こすことがわ

かっていた (Flecke et al., 2006)。これらのことから、BmGC-Iも嗅覚受容におけるシグナル

伝達に関わると考えられていた。しかしながら、これまでにq変異体において性行動の異

常など、性フェロモン受容を含む異常な化学受容を示唆する報告は無く、本研究で作出し

た BmGC-IKOカイコでも異常な表現型は観察されなかった。また、このことは本研究でも

用いたNo. 128「只見蚕」のようなqの形質をもつ品種が20世紀に日本で実用系統として

広く用いられていたという事実とも一致する (平塚, 1969)。なぜなら、実用系統には幼虫

期の強健性や成虫期の正常な生殖行動を必要とし、化学受容の異常のような深刻な表現型

が認められれば、何らかの記載や報告がなされているはずだからである。これらの結果か

ら、過去の仮説とは異なり、少なくともカイコの化学受容においては、BmGC-I が必須で
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ないことがわかった。 

 

BmGC-Iの各色素のパターンへの影響 

	 BmGC-I が色素合成に関わる遺伝子の発現へと影響することは、第三章における

BmGC-IKOを用いた解析によっても明らかになり、過去の報告 (Kato et al., 2006; Nie et al., 

2014)と一致した結果が得られた。ほとんどのqのBmGC-Iは完全な機能不全な遺伝子であ

ることを考えると、正常系統の皮膚において、BmGC-I は色素合成系に対して負の制御を

行っていることを示している。皮膚では下流エフェクターとして機能しうるPKG遺伝子、

BGIBMGA008856の発現が検出できたことから、この遺伝子の産物を介してBmGC-Iへ伝

わるような色彩パターンの制御メカニズムが想定される。 

	 BmGC-I が複数の経路に関わる遺伝子に影響を与えていることを考えると、実際の

BmGC-Iによる遺伝子発現の制御機構は複雑なものであることが予想される。そんな中で、

プテリジンやメラニン合成に必要なテトラヒドロビオプテリン (BH4)の合成の律速酵素

であるGTP-CHの発現がBmGC-Iによって影響を受けていることは、色素合成遺伝子の発

現制御のメカニズムを考える上でのヒントになる。ヒト臍帯静脈内皮細胞において、

GTP-CHの活性はcGMPの上昇により阻害を受ける (Shiraishi et al., 2003)。HepG2ヘパトー

マ細胞においては、GTP-CH は mitogen-activated protein (MAP)キナーゼ経路に関わる

cAMP-response element binding protein (CREB) や activator protein-1 (AP-1)の制御を受ける 

(Al Sarraj et al., 2005)。加えて、BmGC-Iと近縁なGC-Aは哺乳類細胞において、リガンドで

ある利尿ペプチドの刺激により、cGMPを産生し、MAP キナーゼやCREB、AP-1の活性
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を低下させる (Pandey et al., 2000; Prins et al., 1996; Sugimoto et al., 1993; Tripathi and Pandey, 

2012)。これまでカイコにおいてはGTP-CHとMAPキナーゼ経路の関連を示した報告はな

いけれども、これらの結果はBmGC-IがMAPキナーゼ経路を介して、GTP-CHを含むい

くつかの遺伝子の発現制御を行っている可能性を示している。 

	 これとは別に、受容体型グアニル酸シクラーゼがメラニン色素の前駆体であるカテコー

ルアミンの放出や合成に影響を与えることが報告されている。ラット副腎髄質由来のPC12

細胞において、利尿ペプチドのANPやCNPは受容体のNPR-Cを活性化し、グアニル酸

シクラーゼ活性とは独立にプロテインキナーゼCやGプロテイン0αを介して細胞の脱分

極を抑制することでドーパミンの放出を抑制している (Chan et al., 2012; Trachte, 2005)。ま

た、PC12 細胞において、利尿ペプチドにより受容体型グアニル酸シクラーゼの活性上昇

によって、メラニン合成の律速酵素である tyrosine hydroxylaseの発現が上昇することも知

られている (Takekoshi et al., 2000)。これらは哺乳類と昆虫において、カテコールアミンの

制御に関わる類似の機構が存在していることを意味しているのかもしれない。昆虫では、

ドーパミンが真皮細胞で合成され、クチクラに放出されるとともに黒色のドーパミンメラ

ニンに変換される。したがって、qにおけるBmGC-Iの異常も、真皮細胞においてドーパ

ミンの過剰な放出をもたらし、結果として異常な色素パターンを形成している可能性が考

えられる。 

	 一方で、幼虫の皮膚でのオモクロームの増加に対しては、生合成に直接関わる遺伝子で

発現の上昇は確認できていないが、前駆体の輸送に関わる遺伝子 (w-3)で発現の上昇が確

認できた。オモクロームの量の制御メカニズムに関しては、カイコの幼虫の皮膚ではドク
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チョウ属の翅の赤色紋様を制御するoptixの発現は検出されていない (Nie et al. 2014)ので、

少なくともカイコ幼虫ではオモクローム量の制御に optix は関連していないことが示唆さ

れる。考えられるメカニズムとしては、BmGC-IはBGIBMGA010392のようなJH代謝に関

わると考えられる遺伝子の発現に影響することから、真皮細胞における JHのバランスの

変化がオモクロームの合成に影響しているのかもしれない。あるいはBmGC-Iはオモクロ

ームの輸送・蓄積の過程の亢進においてのみ機能しているのかもしれない。 

	 一方、qの形質におけるBmGC-Iは、色素合成そのものの増加だけでなく、色彩パター

ンそのものにも影響しているが、新規の色彩パターンを作る理由については、不明なまま

である。ただ、qの形質がplain (p)遺伝子座の影響を受けるという事実は、新規の色彩パタ

ーンの出現について、いくつかの考察を与える。pは幼虫の模様の制御に関わる複対立遺

伝子で、転写因子であるapontic-like (apt-like)をコードし、この遺伝子はメラニン合成に関

わるtyrosine hydroxylaseやebony遺伝子などの発現を誘導する (Futahashi et al., 2008; Yoda et 

al., 2014)。qの形質は、眼状紋、半月紋、星状紋をもつ+pバックグラウンド（「形蚕」形質）

をもつ場合は、Fig. 2のようなピンク色の体色、不規則な黒色パターンを示すが、一方で、

紋様を持たないpバックグラウンド（「姫蚕」形質）をもつ場合は、qの形質が非常に弱く

なる (Ohashi et al., 1983)。これは一見すると、BmGC-I がapt-likeの機能を高めるように働

いているように思えるが、BmGC-IKOカイコと正常系統をよく観察するとBmGC-IKOの背面

後部では新規のパターンが現れる一方で、半月紋と星状紋ではその模様の面積の減少やぼ

やけたような黒色色素のパターンが観察され、BmGC-IのKOが色彩パターンに正逆両方

の働きをしていることを示している。apt-like は色彩パターンを規定する因子である Wnt1



 67 

によって正の遺伝子発現制御を受けるが、pではその応答性が失われていることが報告さ

れている (Yoda et al., 2014)。このことはBmGC-Iがapt-likeというよりむしろ、Wnt1のよ

うなパターン形成因子に影響していることを暗示している。つまり、BmGC-I の異常は、

パターン制御因子による正常な色彩パターンの形成を乱している。その結果、+pバックグ

ラウンド下では異常なWnt1のパターンにapt-likeが応答することで、qの表現型が強く発

現する。それに対して、pバックグラウンド下では、Wnt1の応答性が失われているため、

その異常な体色パターンの発現そのもの弱く抑えられているのかもしれない。一方で、Nie 

et al. (2014)の報告にあるqで変動している遺伝子は、Wnt1とapt-likeにより制御を受ける

遺伝子を含んでいないことから、BmGC-IはWnt1とapt-likeの発現量の調整を行っていな

いと考えられる。また、Wnt1とapt-likeとは異なるメラニン合成に影響する経路を利用し

ていることも考えられる。 

 

BmGC-Iの生物学的意味 

	 BmGC-I の機能の全容が明らかになっている訳ではないので、正確な解釈をすることは

難しいと承知しているが、ここで BmGC-I の生物学的意味を考察しておきたい。BmGC-I

はヒトのGC-Aの相同な遺伝子として同定された遺伝子であるが、これと一致して、系統

学的解析は、BmGC-I と GC-A を同一のクレードにグループ分けする (Fig. 15)。BmGC-I

はチョウ目昆虫ではよく保存された遺伝子で、Heliconius melpomene、ナミアゲハ、オオカ

バマダラでBmGC-Iのホモログが見つかる。加えて、チョウ目昆虫は同一クレード内に含

まれるもう一つのグアニル酸シクラーゼ遺伝子をもっている。このクレード内には、ハエ
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目のキイロショウジョウバエや甲虫目のコクヌストモドキ (Tribolium castaneum)の

BmGC-I と配列の相同性が高い遺伝子も含まれている。しかし、キイロショウジョウバエ

ではBmGC-Iにより近縁な遺伝子が1つ、コクヌストモドキではチョウ目のもう一つのグ

アニル酸シクラーゼに近縁な遺伝子が1つだけ見つかる。チョウ目のBmGC-Iホモログは

オーソロガスな遺伝子だと推察されるので、BmGC-I はチョウ目で独自の進化をして幼虫

の色彩パターンに関連している可能性が考えられる。 

	 チョウ目の幼虫は複数の色素の組合せにより、色彩パターンを作るので、BmGC-I ホモ

ログは色彩パターンを正確な位置と色調で表すための、調節因子の一つとして機能してい

るのだろう。もちろん、家畜化されたカイコの事例を野生種に当てはめて考えるのは不適

切かもしれない。qの新規の色彩パターンがBmGC-Iの機能不全により生じることを考慮

すると、野生でのBmGC-Iの本来の役割は別にある可能性は考えておかねばならない。つ

まり、真皮細胞における色彩パターン以外の未知の生理的機能に、BmGC-I とそれに伴う

cGMPシグナル伝達経路が必要で、色彩パターンは副次的なものなのかもしれない。 

	 ただ、qの表現型は昆虫の様々な環境への適応性の高さの一つの例証であるように考え

られる。つまり、BmGC-I のような生存には影響を与えずに、色彩パターンを変化させる

ような遺伝子が昆虫には組込まれていることを示している。それらは環境が変動したとき

に対応できるシステムとして昆虫に備わっているのかもしれない。qのような黒色色素が

飛散したようなパターンはチョウ目の幼虫や成虫に限らず、鳥の卵でも見られるようなあ

りふれたものであるので、保護色のようなパターンとして役立つのかもしれない。このよ

うに、BmGC-I は環境適応のために備わっている昆虫の隠れた遺伝子ともいうべき例の一
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つになるのではないだろうか。 

 

カイコの幼虫の皮膚におけるBmGC-Iの機能モデル 

	 最後に本研究によって得られた知見に基づいたq変異体におけるBmGC-Iの機能のモデ

ルをFig. 16に示した。正常系統ではBmGC-Iは神経ペプチドなどの外来のリガンドによっ

て cGMPの産生が誘発され、PKGであるBGIBMGA008856などのエフェクターを介して

皮膚の色素合成を抑制し、適切なバランスを維持していると考えられる。q では BmGC-I

の異常によりcGMP産生が停止し、この機構が破綻することで色素合成が亢進され、異常

な色彩パターンを作り出していると考えられる。今後、エフェクター分子の解明やリガン

ド探索により、色彩パターン形成におけるBmGC-Iの役割の詳細が明らかになることが期

待される。 
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Fig. 15  BmGC-Iの系統学的解析。 

それぞれのグアニル酸シクラーゼ触媒ドメインの配列をMEGA6 (Tamura et al., 2013) を用いて、MUSCLE

でアライメントを行い、近隣結合法により系統樹を作成した。ブートストラップ 1000回。B. mor, Bombyx 

mori; D. ple, Danaus plexippus; H. mel, Heliconius melpomene; P. xut, Papilio xuthus; D. mel, Drosophila 

melanogaster; T. cas, Tribolium castaneum. 
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Fig. 16 カイコの皮膚におけるBmGC-Iの役割に関するモデル。正常系統ではBmGC-Iはリガンドの結合

により、グアニル酸シクラーゼ活性が上昇し、cGMP シグナル伝達カスケードが活性化し、色彩パター

ンを正常に保っている。 
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摘要 

生物には多様な色彩パターンが存在する。それら色彩パターンはカモフラージュや警告色、

擬態、同種の認識、配偶相手の選択、体温の調節、紫外線の防御などに役立ち、生物が生

存する上で重要な働きをしている。昆虫は特に多様な色彩パターンを示し、その多様性は

種間のみならず種内でも観察でき、また、発育段階に応じて色彩パターンが変化する種も

少なくない。このような多様性は様々な環境に対する適応の結果であると考えられており、

昆虫の色彩パターン形成のメカニズムを理解することは、適応進化の分子基盤を理解する

上で重要な足がかりとなる。 

	 昆虫の成虫における紋様形成はショウジョウバエやチョウ目昆虫において広く研究さ

れている一方で、幼虫における紋様形成についてはあまり研究が進んでいない。1つの理

由は、モデル生物であるキイロショウジョウバエでは幼虫がほとんど色彩紋様をもたない

ことである。チョウ目昆虫のモデルであるカイコは、幼虫の色彩パターン形成のメカニズ

ムを理解する上で大きな利点をもっている。すなわち、色彩パターンに変異や異常をもつ

品種および突然変異系統が多数保存されていること、および、ゲノム情報が利用できるこ

となどである。カイコの色彩パターンはメラニン、プテリジン、オモクローム色素により

構成されるが、この充実した遺伝資源を利用して、ショウジョウバエの翅形成に関わる

wingless ファミリー遺伝子のカイコホモログであるWnt1 の発現がカイコの黒色斑紋の

形成に関与することが分かっている。また、Wnt1の下流で働くと考えられる転写因子の

Apt-likeの発現制御の変化によっても、多様な黒色の斑紋が形成されることが示唆されて

いる。しかし、このようにメラニン色素による斑紋パターンを制御する遺伝子が明らかに
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なってきている一方で、プテリジンやオモクロームによる色彩を制御する因子についての

情報がいまだほとんどない。 

	 本研究では色素パターン変異体の一つである「かすり」変異体に着目して分子遺伝学的

解析を行った。かすり (quail, q)は、発育、生殖には問題がないが、幼虫が特徴的な色彩

パターンを示す変異体である。すなわち幼虫の皮膚が複数の色素合成経路に異常を示し、

メラニン、プテリジン、オモクローム色素の増加により、幼虫体色がピンク色になるとと

もに、背面部に擦ったような不規則な黒色の紋様を表出する。このことから、特に、プテ

リジンやオモクロームを含む色彩パターンを制御する因子の同定を行うことができると

期待された。かすりの形質はカイコの第７染色体の0.0 cMに占座する単一の劣性遺伝子

に支配されることが分かっているが、その原因遺伝子は明らかになっていない。 

 

1. q変異体のポジショナルクローニング 

	 q/qの遺伝子型をもつ c55系統と正常系統p50Tを交配し、ポジショナルクローニング

法によって、かすりの原因遺伝子の同定を試みた。q遺伝子の座乗している第7染色体上

のPCR多型マーカーを利用し、531個体の戻し交配世代を用いてマッピングを行った。

その結果、かすりの責任領域を約1.1 Mbの範囲に絞り込んだ。この領域には11個のタン

パク質コード遺伝子が予測されていたので、これらをかすりの候補遺伝子とした。次に、

p50Tとかすり系統 (c55)の皮膚における候補遺伝子の発現をRT-PCRによって調べ、発

現が検出できた遺伝子の cDNA配列の比較を行った。その結果、かすり系統は 2つの候

補遺伝子、すなわち膜受容体型のグアニル酸シクラーゼをコードする BmGC-I とグルタ
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チオン-S-トランスフェラーゼをコードする BmGSTe4 に変異をもつことが分かった。

BmGC-Iではフレームシフトを起こす16-bpの欠失が検出され、BmGSTe4ではエクソン

2と3を欠如したエクソンスキッピングが起きていることが分かった。どちらの突然変異

も遺伝子の機能を欠損させていることが予想されたが、2つの遺伝子のどちらかがかすり

の原因遺伝子であるかは分からなかった。しかし、かすり形質を有する 11 つの系統を比

較した結果、10系統で同じ16-bpの欠失変異が見つかり、１  系統（p54）では別のミス

センス変異が存在していた。一方、9系統はBmGSTe4でエクソンスキッピングを起こし

ており、p54 でもミスセンス変異が存在したが、d33qにおいてはBmGSTe4に変異は見

つからなかった。かすり形質を持つすべての系統が BmGC-I に変異を有していたことか

ら、BmGC-Iがかすりの原因遺伝子であることが推測された。そこでc55とd33qを掛合

わせBmGC-Iにのみ変異をもつF1雑種を作出した結果、F1雑種 (BmGC-I −/−; BmGSTe4 

+/−)のすべての個体がかすり形質を示したので、BmGC-I がかすりの原因遺伝子であるこ

とが示された。 

 

2. CRSIPR/Cas9システムによるBmGC-Iのノックアウト 

	 ポジショナルクローングの結果からはBmGC-Iがかすりの原因遺伝子であることが示さ

れたが、この遺伝子単独でかすり形質を支配しているかどうかは慎重に検討する必要があ

る。そこで、CRISPR/Cas9 システムを用いたゲノム編集を行うことで、BmGC-I および

BmGSTe4の影響を評価することにした。BmGC-Iの2つの標的配列に対してCRSIPR/Cas9

によってノックアウトを行い、複数のノックアウト系統を作出した。その結果、すべての
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BmGC-I ノックアウトカイコでかすり様の形質、すなわちピンク色の皮膚と特有の黒色色

素のパターンを観察することができた。一方で、BmGSTe4のノックアウトカイコでは、フ

レームシフトを起こす変異をもっていても、かすりの様な異常な色素パターンは観察され

なかった。これらの結果はポジショナルクローングの結果と一致し、BmGC-I のみがかす

りの原因遺伝子であることを証明している。 

 

3. BmGC-I遺伝子の解析 

	 BmGC-Iの働きを調べるために、関連する遺伝子の解析を行った。まず、BmGC-Iノック

アウト系統を用いて、色素合成遺伝子の発現が変化しているかどうかを調べた。その結果、

プテリジン合成に関わる GTP cyclohydolase Ia やメラニン合成に関わると考えられる

yellow-h2、yellow-f4-2といった色素合成遺伝子の変動が検出され、BmGC-Iが少なくともい

くつかの色素合成遺伝子の発現に影響を与えることが明らかになった。また、皮膚におけ

るBmGC-Iの経時的な発現変動についても調べた結果、BmGC-I mRNAの量は4齢幼虫2

日目から4眠期にかけて上昇していることが分かった。この発現の上昇は、かすりの形質

が5齢0日目から明瞭になることと一致しており、BmGC-Iが4齢中期から後期にかけて

色彩パターンの形成に関わっていることを示唆している。一方で、BmGC-I は皮膚以外に

も様々な組織で発現しているため、皮膚以外の組織がかすりの形質へ影響を及ぼしている

可能性が考えられた。しかし、in vivo エレクトロポレーション法によってBmGC-Iを幼虫

の皮膚に強制発現させると、かすり系統の色素パターンが消失した。これにより、真皮細

胞自身におけるBmGC-Iの発現が、色彩パターンを制御していると推定された。 
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	 本研究ではカイコの色彩パターン変異体であるかすりの解析を通して、膜受容体型のグ

アニル酸シクラーゼである BmGC-I が色彩パターン形成に関連していることを明らかに

した。これは昆虫の色彩パターンとグアニル酸シクラーゼの関連を示した初めての報告で

ある。BmGC-Iは皮膚において重要な働きをしており、おそらく cGMP経路を介して、

パターンを規定する因子および色素の生合成に関わる遺伝子に影響を与えることが考え

られた。本研究ではこれまでほとんど情報のなかったプテリジンやオモクローム色素によ

る色彩パターンを制御する遺伝子の同定を行えたことも重要である。BmGC-Iは、これま

で知られていたWnt1による斑紋形成の制御機構とは独立に幼虫の色彩パターンに作用し

ていると考えられ、今後、BmGC-Iの機能の詳細が明らかになれば、色彩パターン形成の

新規な経路の理解につながると考えられる。 
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