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論文内容の要旨 

 

本研究ではカイコの形質転換方法として従来行われていた AcNPV を用いる方法と、piggyBac

を用いる方法のそれぞれの長所を取り入れ、より簡便で効率的な形質転換方法の開発を行った。

さらにこの形質転換方法を利用して哺乳動物由来の糖転移酵素遺伝子のカイコへのノックイン、

並びにカイコ抗菌タンパク質遺伝子転写因子の RNAi によるノックダウンを行った。 

本論文は以下の 5 つの章から構成されている。 

 

第１章では、トランスジェニック昆虫に関する研究の現状とトランスジェニックカイコ作製に

ついての問題点と課題、期待される技術について述べた。 

 

第２章では AcNPV と piggyBac を併用した形質転換方法について報告した。AcNPV のウイル

スゲノム内に piggyBac の末端反復配列を挿入し、その内側にプロモーター、EGFP 遺伝子, SV40 

polyA 付加シグナルを組み込んだ組換え AcNPV を作製した。次に、ショウジョウバエの HSP70

プロモーター、piggyBac のトランスポゼース遺伝子を組み込んだ組換えウイルスを作製した。こ

れら 2 種類の組換えウイルスを混合後、カイコの卵にインジェクションして感染を起こさせた。

トランスポゼースの働きによって、piggyBac の末端反復配列によって挟まれたマーカー遺伝子の

カセットがカイコ染色体に組み込まれるようになった。この結果、ウイルスやトランスポゾンを

それぞれ単独に用いてカイコの形質転換を行うよりも効率良く簡便にトランスジェニックカイコ

を得ることができる形質転換方法が開発された。 

 

第３章では、カイコの合成する糖タンパク質の糖鎖を改変する目的でウシの

-1,4-galacotosyltransferase 遺伝子のカイコ個体へのノックインを行った。第２章で開発した形

質転換法を用いて同遺伝子を導入し、得られたトランスジェニックカイコの糖タンパク質の糖鎖

構造をレクチンブロットにより解析した所、哺乳動物の場合と同様にガラクトースが付加された

糖タンパク質がこのトランスジェニックカイコで合成されていることがわかった。このことから、

今後複合型糖鎖を持つ糖タンパク質がこのようなトランスジェニックカイコで合成することが可



能になるものと判断された。 

 

第４章では、この形質転換法を用いて RNAi によるカイコの抗菌タンパク質遺伝子の転写因子

のノックダウンを行った。カイコの抗菌タンパク質の特性については、まだあまり明らかにされ

ておらず、ショウジョウバエにおいて Rel/NF-kB ファミリーに属する Dif と高い相同性を持つ

Rel タンパク質がカイコで単離された(BmRel)。そこでこの BmRel を RNAi によってノックダウ

ンすることで、カイコでの抗菌タンパク質遺伝子の発現カスケードを明らかにすることができる

と考えた。方法は piggyBac 内に BmRel 遺伝子の一部のループ構造を持ち、二奔差 RNA を発現

するようなカセットを作製し、このカセットをカイコに導入し、BmRel ノックダウンカイコを作

製した。さらに、このカイコで種々の抗菌タンパク質遺伝子発現を解析したところ、グラム陽性

菌である Microcosccus luteus の刺激に対して抗菌タンパク質遺伝子の発現が抑制されているこ

とが判明し、これによって BmRel はグラム陽性菌に対して免疫反応を行う Toll 経路に係わる抗

菌タンパク質遺伝子の転写調節因子であると考えられた。 

 

第５章の総合考察においては、本研究で開発した形質転換方法によるカイコのノックイン、ノ

ックダウン技術の利用により期待される成果と今後の展望について述べた。 

 

 

 

論文審査の結果の要旨 

 

 トランスジェニック生物の作製に関する研究は多くの動植物で行われている。カイコも例外で

はなく、その優れたタンパク質生産能力を利用して有用タンパク質をカイコ体内で発現させたり、

絹タンパク質を改変することで昆虫工場としてカイコを利用することが期待されている。しかし、

遺伝子の導入技術の問題からトランスジェニックカイコの作製に関してはなかなか成果が挙げら

れていないのが現状であった。カイコに外来遺伝子を導入する方法にはバキュロウイルスの一種

である Autographa californica nucleopolyhedrovirus (AcNPV)を用いる方法と、トランスポゾン

piggyBac を用いる方法がある。AcNPV を用いる方法は、AcNPV のウイルスゲノム内に、宿主

の遺伝子を導入したい領域のエキソン間に目的遺伝子を持つリコンビナント AcNPV を作製し、

このウイルスの感染によりカイコ体内で複製されたウイルスゲノムがカイコのゲノムの一部と相

同組換えを起こすことにより、目的遺伝子がカイコゲノムに導入される方法である。しかし、こ

の方法では遺伝子の導入効率が非常に低いという問題があった。一方トランスポゾンを用いる方

法は piggyBac をベクターとして、カイコの産卵直後の卵にトランスポゾンの DNA をマイクロイ

ンジェクションするという方法である。この方法では遺伝子導入をトランスポゾンの転移に依存

するため比較的高い割合で遺伝子導入を行えるが、卵へ DNA をマイクロインジェクションする

には、極めて高度な技術を必要としていた。 

 本論文では、このバキュロウイルスAcNPVとトランスポゾンpiggyBacを併用することにより、

新たなカイコの形質転換方法を開発した点に最初のオリジナリティ− がある。ウイルスとトラン

スポゾンを併用することで、実験操作を簡便化し遺伝子導入効率を高めるという方法は、他では

類をみない興味深い結果である。さらにこの方法を用いて、カイコに有用遺伝子をノックインす



ることにより、よりタンパク質生産に適するようにカイコを改変することに成功した。さらには、

この方法を用いることで、カイコ個体での RNAi の研究を行った。 
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