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第１章  

序論 

 

昆虫の休眠について 

昆虫の多くは、高温や乾燥、低温等にさらされる成長に不適切な季節を、休眠と

いう代謝を極端に抑えた生理状態でやり過ごす。生存に不利な季節の到来を予測し

て、事前に能動的に発育を停止させることが休眠の特徴である。昆虫は休眠に入る

と、エネルギー蓄積関連の代謝系や、老化や環境ストレスへの防御機能を活性化さ

せることで苛酷な環境に対する耐性を向上させ、厳しい季節が続く間は休眠状態を

維持する（Denlinger 2002）。体の小さい変温動物である昆虫は、休眠という仕組み

を獲得することで、温帯および高緯度地方への分布域の拡大が可能となったと考え

られる。 

昆虫がどの発達段階で休眠に入るかは、種ごとに決まっている。卵、幼虫、蛹ま

たは成虫のいずれの場合もある（表 1-1）（Denlinger 2002, Mori et al. 1981, Miki et al. 

2020, Saunders 1966,  Tanaka 1966, Moribayashi 1950, 石黒ら 2015, Ikeno et al. 2010）。 

表 1-1. 各昆虫の休眠ステージ 

休眠ステージ 種 

卵 カイコ（Bombyx mori）、ヒトスジシマカ（Aedes albopictus） 

幼虫 タンボコオロギ（Modicogryllus siamensis）、キョウソヤドリコバチ（Nasonia 
vitripennis） 

蛹 サクサン（Antheraea pernyi）、ニクバエ（Boettcherisca peregrina） 

成虫 コガタルリハムシ（Gastrophysa atrocyanea）、ホソヘリカメムシ（Riptortus 
pedestris） 
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休眠を誘導する環境情報には、日長、気温、餌の組成等があることが知られている

が、多くの昆虫では、季節変化を予測する指標として、気象条件に左右される気温

よりも、周囲の環境からの影響を受けない日長が利用されることが多い（Denlinger 

et al. 2012）。例えば、蛹で休眠して越冬するタバコスズメガ（Manduca sexta）では、

卵期と幼虫期に経験する短日が蛹休眠を誘導する（ソーンダース 1981）。昆虫では、

複眼や単眼といった視覚系だけでなく、脳でも日長情報を受容する種が存在する

（ソーンダース 1981, Numata et al. 1997）。サクサン（Antheraea pernyi）、カイコ

（Bombyx mori）、アブラムシ（Megoura viciae）などは脳で、ホソヘリカメムシ

（Riptortus pedestris）やタンボコオオロギ（Modicogryllus siamensis）などは複眼で日

長情報を受容することが知られている（Williams and Adkisson 1964, Numata et al. 

1997, Tomioka and Sakamoto 2007）。受容した環境情報を統合して休眠モードがプロ

グラムされると、そのプログラムをもとに内分泌系が調節される。内分泌系に関し

ては、幼若ホルモン（JH）、エクダイソン、前胸腺刺激ホルモン（PTTH）を介し

た休眠誘導過程が明らかにされている（Denlinger et al. 2012）。休眠誘導に関与する

ホルモンとその働き方は、種によって異なっている。ニカメイチュウ（Chilo 

suppressalis）では JHの分泌によって幼虫休眠が誘導されるが（Yagi and Fukaya 

1974）、ホソヘリカメムシでは JHの分泌抑制によって成虫休眠が誘導される

（Ikeno et al. 2010）。一方、ニクバエ（Sarcophaga argyrostoma）の蛹休眠やマイマ

イガ（Lymantria dispar）の幼虫休眠は、エクダイソンの分泌抑制によって誘導され

る（Richard et al. 1987, Denlinger et al. 1997）。 

以上のように、環境情報の受容系と内分泌系に関しては研究が進んでいる。一方、

受容した環境情報を統合して休眠モードを決定する機構については、時計遺伝子の



 
 
 

3 

RNA干渉（RNAi）による機能抑制が日長応答性を撹乱させることから、日長の測

定に概日時計が関与することが示唆されている（Sakamoto et al. 2011, Ikeno et al. 

2010）。また、最近の研究から、アカイエカ（Culex pipiens）ではインスリンシグナ

ル伝達系が、タンボコオロギでは JHシグナル伝達系が日長依存的な休眠制御関与

することが示唆されている（Sim and Denlinger 2009, Miki et al. 2020）。しかし、環

境刺激に依存的な休眠制御機構は外因性休眠において最も重要な仕組みであるにも

関わらず、その分子メカニズムに対する包括的な説明はまだなされていない。 

 

カイコの休眠について 

カイコは、数千年前に家畜化され、有用な絹糸昆虫として利用されてきた。カイ

コは飼育が容易であり、発育が斉一な個体を大量に準備することができる。そして、

大きな体サイズは解剖に向いており、バイオハザードの心配がないため、扱いが容

易である。カイコは実験動物としての利点が多いので、遺伝学、生理学のモデル動

物として古くから研究されており、遺伝情報や生理情報に関する知見が豊富である。

また、カイコは、チョウ目農業害虫とのゲノム類似性が高いことから、チョウ目害

虫のモデル動物とされている。最近では、薬物動態機構に哺乳類との共通性がある

ことが分かり、創薬研究のモデルとして活用されることも期待されている（Panthee 

et al. 2017）。 

カイコは卵で、つまり胚発生初期に細胞分裂が停止された状態で休眠する。カイ

コの卵休眠は、母性制御されている。外因性休眠を行う二化性の系統では、母蛾の

卵期と幼虫期に受容した環境情報が統合されて次世代卵の休眠モードが決定される

（Kogure 1933, Yamashita and Hasegawa 1966）。そして、決定された休眠モードをも



 
 
 

4 

とに蛹期の内分泌系が調節され、休眠ホルモンの分泌の有無によって次世代卵が休

眠化または非休眠化される（図 1-1）（Fukuda 1951, 1952）。 

 

図 1-1. 母親による次世代卵の休眠制御モデル 

 

 

卵休眠を誘導する刺激には、日長、気温、餌の組成等がある。母親の、卵期の高

温条件や幼虫期の短日条件が次世代卵の休眠化を誘導し、卵期が低温条件の場合や

幼虫期が長日条件の場合は非休眠卵となる傾向がある（Kogure 1933）。環境情報の

受容系については、前述したように、幼虫期の日長情報が脳の光受容器によって受

容される（Numata et al. 1997）。一方、卵期では、温度情報の受容に温度感受性

TRPチャネルが関与することが示唆されている（Sato et al. 2014）。また、桑葉と人

工飼料を用いた飼育実験から、餌の組成が次世代卵の休眠誘導に影響を与えること

が報告されている（Tsuchida and Yoshitake 1979）。カイコでは、組織培養実験等か

ら、休眠決定中枢が幼虫の脳に存在することが示されている（Hasegawa and Shimizu 

1987）。 

カイコは古くから休眠研究に用いられており、環境情報の入力系と内分泌系に関

しては研究が進んでいる。しかし、休眠決定機構に関しては未だに不明な部分が多

い。現在のところ、カイコでも日長の測定に概日時計が関与することが示唆されて

概日時計

光受容器
休眠決定中枢

次世代卵の
休眠化/非休眠化

日長（光）
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食餌

環境情報の統合

休眠決定スイッチ
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卵期、幼虫期

1
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いるが（Ikeda et al. 2019）、他の昆虫において制御因子と考えられているインスリ

ンシグナル伝達系や JHシグナル伝達系の関与は確認されていない。 

カイコの休眠研究から得られる成果は、昆虫の休眠制御メカニズムの解明に貢献

するだけでなく、産業分野への応用も期待される。休眠制御メカニズムを作用点と

する新たな害虫防除方法の開発や、カイコの飼育や保存等の管理事業の効率化に寄

与できる。以上の理由から、カイコの休眠制御機構の分子メカニズムを解明するこ

とは重要であると考えられる。 
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研究の流れ 

カイコの休眠制御機構の分子メカニズムを解明するために、本研究では、網羅的

な遺伝子発現解析技術である DNAマイクロアレイ解析と CAGE解析を用いて、休

眠制御関連遺伝のスクリーニングを試みた。 

スクリーニングを行うにあたり、「休眠制御関連遺伝子は、休眠卵産下個体と非

休眠卵産下個体の間で発現差異を示す」という仮説を立てた。そこでまず、休眠誘

導刺激を調節して、休眠卵産下個体群（休眠群）と非休眠卵産下個体群（非休眠群）

を作成する。次に、２つの実験群間で、休眠制御中枢が存在する幼虫脳内の遺伝子

発現プロファイルを比較し、発現差異遺伝子を検索する。しかし、この方法では、

休眠制御とは関係のない遺伝子も多く含まれる可能性があり、候補遺伝子の絞り込

みが困難になる。例えば、温度を休眠誘導刺激として使用すると、休眠制御とは無

関係な温度依存的に発現変動を示す遺伝子も応答してしまう。休眠制御に関与しな

いこうした遺伝子を除去するために、本研究では、次の方法でスクリーニングを行

った（図 1-2）。実験グループごとに異なる刺激で休眠を誘導し、各実験グループ内

で休眠群と非休眠群の間で、発現差異を示す遺伝子を検索する。次に、各実験グル

ープから得られた発現差異遺伝子のうち、いずれの実験グループにも共通する遺伝

子を絞り込む。つまり、ここでは「休眠制御関連遺伝子は、休眠誘導刺激の種類に

かかわらず同じ発現変動パターン（増加または減少）を示す」という仮説を立てて

いる。 
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図 1-2. スクリーニングの方法 

 

 

 

 

発現差異
遺伝子群
（卵期の温度）

各実験グループでは、

それぞれ異なる刺激を１つだけ調節して、休眠群と非休眠群を作成する。

発現差異遺伝子群
（卵期の温度）

休眠制御関連遺伝子の候補
刺激の種類にかかわらず、いずれの刺激に対しても同じ発現変動パターンを示す遺伝子。

卵期の温度を調節する
実験グループ

幼虫期の日長を調節する
実験グループ

卵期の明るさを調節する
実験グループ

異なる実験グループに共通する遺伝子を絞り込む。

休眠群と非休眠群の間で発現差異遺伝子を検索する。

発現差異
遺伝子群

（卵期の明るさ）

発現差異
遺伝子群

（幼虫期の日長）

発現差異遺伝子群
（卵期の明るさ）

発現差異遺伝子群
（幼虫期の日長）
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本研究では最初に、スクリーニングに必要となる、休眠制御可能な系統の選別か

ら着手した。二化性系統を対象として、卵期の温度、卵期の明るさ、および幼虫期

の日長を調節して、休眠応答性を調べた。そして、3種類の刺激のいずれに対して

も厳密な休眠制御が可能な系統を選別した。 

スクリーニングでは、ゲノムワイドな遺伝子発現の解析に、DNAマイクロアレ

イ解析と CAGE解析を使用した。実験に用いた休眠誘導刺激は、DNAマイクロア

レイ解析を使用したスクリーニングでは、卵期の温度、または卵期の明るさの２種

類、そして、CAGE解析を使用したスクリーニングでは、卵期の温度、卵期の明る

さ、または幼虫期の日長の３種類であった。CAGE解析を用いたスクリーニングか

ら得られた候補遺伝子に対しては RNAi実験を行い、休眠制御に本質的に関与して

いるかどうかを検証した。 
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論文の構成 

第２章では、スクリーニングに必要となるカイコ系統の選別と飼育条件の確立に

ついて述べる。二化性と考えられている 10系統を対象とし、卵期の温度、卵期の明

るさ、及び幼虫期の日長を調節して、休眠応答性を調べた。３種類の刺激のいずれ

に対しても厳密な休眠制御が可能な系統を選別した 

 

第３章では、DNAマイクロアレイ解析を使用したスクリーニングについて述べ

る。休眠誘導刺激として、卵期の明るさ、または卵期の温度を用いた２つの実験グ

ループを作成した。各実験グループ内で、幼虫脳内の遺伝子発現プロファイルを、

休眠群と非休眠群間で DNAマイクロアレイ解析を使用して比較解析し、発現パタ

ーンが異なる遺伝子群を検索した。そして、休眠誘導刺激の異なる２つの実験グル

ープで、同様な発現変動パターンを示す遺伝子を絞りこんだ。 

 

第４章では、CAGE解析を使用したスクリーニングについて述べる。休眠誘導刺

激として、卵期の明るさ、卵期の温度、または幼虫期の日長を用いた３つの実験グ

ループを作成した。各実験グループ内で、幼虫脳内の遺伝子発現プロファイルを、

休眠群と非休眠群間で CAGE解析を使用して比較解析し、発現パターンが異なる遺

伝子群を検索した。そして、休眠誘導刺激の異なる３つの実験グループで、同様な

発現変動パターンを示す遺伝子を絞りこんだ。得られた候補遺伝子に対しては、

RNAiによる機能解析を行った。 
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第５章では、第２-４章の内容をもとに、スクリーニングから得られた候補遺伝子

についての総合的な考察を述べる。 
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第２章  

休眠制御可能なカイコ系統の選別 

 

背景 

カイコは卵で休眠し、二化性系統では、母親が卵期と幼虫期に経験した環境刺激

をもとに次世代卵の休眠モードが決定される（Kogure 1933, Yamashita and Hasegawa 

1966）。第１章で述べたように、本研究では休眠制御関連遺伝子を検索するために、

休眠卵産下群（休眠群）と非休眠卵産下群（非休眠群）の間で発現差異を示す遺伝

子をスクリーニングする。実験群を作成するためには、厳密な休眠制御が可能な系

統、つまり適当な刺激を与えることで次世代卵の休眠率を 0%（非休眠）または

100%（休眠）に制御できる系統が必要である。 

本章では、スクリーニングに必要なカイコ系統を選別した過程とその結果につい

て述べる。二化性の 10系統に対して、母親の卵期および幼虫期の環境条件（卵期の

温度と明るさ、および幼虫期の日長）を調節して次世代卵の休眠応答性を調べ、

我々の実験室環境で厳密な休眠制御が行える系統を選別した。 
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材料と方法 

対象としたカイコ系統 

カイコ系統の保存や提供を行うナショナルバイオリソースプロジェクト

（http://www.shigen.nig.ac.jp/silkwormbase/index.jsp、九州大学大学院 農学研究院）

において二化性と報告されている 10系統（c10、g32、k06、n25、p21、p22、p24、

p44、p50、および p63）の休眠卵を、同機関より取り寄せた（表 2-1）。 

 

カイコの飼育条件 

卵は、明るさについては恒明または恒暗で、そして、温度については 18℃、20℃、

25℃、または 28℃で催青した。孵化した幼虫は、明期 8時間：暗期 16時間

（LD8:16）、LD12:12、または LD20:4の日長条件で、成虫になるまで飼育し産卵さ

せた。幼虫期の温度は 25℃とし、人工飼料の「シルクメイト PS」（日本農産工業

株式会社、横浜市）を与えて自由摂食させた。なお、光源には白色蛍光灯（照度

100-150 lux）を使用した。 

 

休眠応答性の評価 

各実験群において、産卵した全ての雌蛾に対する休眠卵産下個体の割合を休眠率

（%）とした。各個体が産下した卵に休眠卵と非休眠卵が混在する場合は、多い方

の卵の休眠モードから、休眠卵産下個体か非休眠卵産下個体かを決定した。各卵の

休眠・非休眠は、産卵後 25℃で 2 週間保護した際の孵化状況をもとに判定した。 
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結果 

実験Ⅰ： 卵期の温度と明るさが次世代卵の休眠率に与える影響 

卵期の温度と明るさを調節して、各系統の次世代卵の休眠率を調べた。卵の催青

は、20℃・恒明、20℃・恒暗、または 28℃・恒暗（p50系統のみ 25℃）の３条件で

行った。幼虫期の日長条件は、LD12:12とした。 

結果を表 2-1に示す。卵期の明るさを恒暗に固定し、温度だけを 20℃または 28℃

に調節した場合、28℃の実験群の方で休眠率が高くなる傾向にあった。20℃と 28℃

の実験群間で休眠率を比較すると、その差が 70%以上あった系統は、c10、n25、p22、

および p50であった。また、卵期の温度を 20℃に固定し、明るさだけを恒暗または

恒明に調節した場合、恒明の実験群の方で休眠率が高くなる傾向にあった。恒暗と

恒明の実験群間で比較をした場合も、休眠率に 70%以上の差があった系統は、c10、

n25、p22、および p50であった。しかし今回の実験では、休眠率の差が 100%に達

する実験条件は見つからなかった。 
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表 2-1. 実験Ⅰ： 卵期の温度と明るさが次世代卵の休眠率に与える影響 

  休眠率（%） *1 

系統 起源 
20℃ 
恒明 

20℃ 
恒暗 

28℃ 
恒暗 

c10 乞食：日本種・在来種 76.2 0.0 89.5 
g32 紹興：中国種・在来種 100.0 100.0 100.0 

k06 クワコ（Bombyx mandarina）との交雑種 100.0 84.2 100.0 

n25 鐘音：日中交雑種 100.0 16.7 100.0 
p21 千代鶴：日本種・在来種 100.0 100.0 100.0 

p22 日本錦：日本種・在来種 70.4 0.0 92.9 

p24 日 124 号：日本種・改良種 100.0 100.0 100.0 

p44 九蚕支 101 号：中国種・改良種 89.5 40.7 90.6 
p50 大造：中国種・在来種 87.9 14.3 100.0 *2 

p63 支 131：中国種・改良種 95.8 66.7 100.0 
 
幼虫期の日長条件は LD12:12とした。 *1各実験群において、休眠卵産下蛾の割合を

休眠率（%）とした（各実験群 n = 10-33 頭）。 *2 p50系統の卵は、28℃では孵化し

た幼虫はごくわずか（5%未満）であった。そのため、p50系統のみ、卵を 25℃で催

青した（25℃ではほとんどの幼虫が正常に孵化した）。 
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実験Ⅱ： 幼虫期の日長条件が次世代卵の休眠率に与える影響 

次に、幼虫期の日長条件を調節して、各系統の次世代卵の休眠率を調べた。幼虫

期の日長条件として、短日は LD8:16を、長日は LD20:4を用いた。  

結果を表 2-2に示す。短日条件の実験群の方で、長日条件の実験群よりも休眠率

が高くなる傾向にあった。短日条件の場合、p63以外の系統では休眠率が 100%であ

った。一方、長日条件で休眠率が 0%となった系統は、p44と p50だけであった。以

上の結果から、日長条件を調節した実験群間の休眠率の差が 100%となった系統は、

p44と p50であった。 

本実験における各系統の卵期の環境条件は、卵期の温度と明るさを調節した実験Ⅰ

の結果をもとに決定した（表 2-1）。カイコでは一般に、母親の幼虫期を短日にする

と、長日にした場合よりも次世代卵の休眠率が高くなる傾向にあることが報告され

ている（Hasegawa  and Shimizu 1987）。したがって、短日の LD8:16と長日の

LD20:4の間で、休眠率の差を最大にするためには、短日の LD8:16における休眠率

を 100%にする必要がある。実験Ⅰは LD12:12の短日下で行っているが、卵期の温

度を上げると休眠率も高くなることが示唆されている。これらをふまえて、本実験

の卵期の温度については、実験Ⅰにおいて 20℃・恒暗条件での休眠率が、50%以上

の系統では 20℃のままとし、50%未満の系統では温度を上げて 25℃とした。卵期の

明るさについては、恒暗とした。 
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表 2-2. 実験Ⅱ： 幼虫期の日長条件が次世代卵の休眠率に与える影響 

    休眠率（%） *1 
系統 卵期の温度  LD8:16 LD20:4 
c10 25℃  100.0 52.6 

g32 20℃  100.0 27.3 

k06 20℃  100.0 72.0 
n25 25℃  100.0 57.9 

p21 20℃  100.0 66.7 

p22 25℃  100.0 40.0 
p24 20℃  100.0 89.5 

p44 25℃  100.0 0.0 

p50 25℃  100.0 0.0 
p63 20℃  63.6 40.0 

 
卵期の明るさは恒暗とした。 *1各実験群において、休眠卵産下蛾の割合を休

眠率（%）とした（各実験群 n = 11-36 頭）。 
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実験Ⅲ： 卵期の温度を 18℃とした場合の次世代卵の休眠率 

実験Ⅰでは、実験群間の休眠率の差が大きかった系統は、c10、n25、p22、および

p50であったが、いずれの系統においても休眠率の差を 100%にする実験条件は見つ

からなかった（表 2-1）。そのため、休眠率の差を 100%に近づけるための実験条件

を検討した。実験Ⅰから、これらの系統では、次世代卵の休眠率が母親の卵期の温

度に大きく依存しており、卵期の温度が低いと休眠率が低くなることが示唆されて

いる。そこで、本実験では、卵期の温度を 20℃からさらに下げて 18℃とした。卵

期の明るさは、恒明または恒暗とした。卵期の温度を下げることで、恒暗条件下で

の休眠率が低下し、恒暗と恒明の実験群間で休眠率の差が広がるのではないかと期

待した。幼虫期の日長条件としては、卵期が恒明の場合には短日として LD12:12 を、 

恒暗の場合には短日として LD12:12および LD8:16を用いた。 

結果を表 2-3に示す。卵期の明るさだけを恒明または恒暗に調節した場合、実験

群間で休眠率の差が 100%となった系統は、p50のみであった。また、実験 I、Ⅱお

よびⅢの結果から、卵期を恒暗、幼虫期を LD8:16に固定し、卵期の温度だけを

25℃または 18℃に調節した場合、２つの実験群間の休眠率の差が 100%となる系統

は、c10、p22、および p50であった（25℃で 100%、18℃で 0%）。この条件で、

p50系統では、幼虫期の短日条件を LD8:16の代わりに LD12:12としても、25℃と

18℃の実験群間の休眠率の差が 100%となった。 
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表 2-3. 実験Ⅲ： 卵期の温度を 18℃とした場合の次世代卵の休眠率 

  休眠率（%） *1 
 卵期の明るさ 恒明 恒暗 恒暗 

系統 幼虫期の日長条件 LD12:12 LD12:12 LD8:16 

c10  42.1 0.0 0.0 

n25  95.1 4.3 11.5 

p22  66.7 0.0 0.0 
p50  100.0 0.0 0.0 

 
卵期の温度は 18℃とした。 *1各実験群において、休眠卵産下蛾の割合を休

眠率（%）とした（各実験群 n = 16-45 頭）。 
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考察 

卵期の温度だけを調節することで休眠制御可能な系統は、c10、p22、および p50

であった。これらの系統では、他の条件を固定し、卵期の温度を 18℃（非休眠群）

または 25℃（休眠群）にすると、次世代卵の休眠率を 0%または 100%にすることが

できた。一方、卵期の明るさだけを調節することで休眠制御可能な系統は、p50の

みであった。他の条件を固定し、卵期の明るさを恒暗（非休眠群）または恒明（休

眠群）にすると、次世代卵の休眠率を 0%または 100%にすることができた。幼虫期

の日長条件だけを調節することで休眠制御可能な系統は、p44と p50であった。こ

れらの系統では、他の条件を固定し、幼虫期の日長条件を長日として LD20:4（非休

眠群）または短日として LD8:16（休眠群）にすると、次世代卵の休眠率を 0%また

は 100%にすることができた。また、p50系統では、短日として LD8:16の代わりに

LD12:12を用いても、実験群間の休眠率の差を 100%にすることができた。 

以上の結果から、卵期の温度と明るさ、および幼虫期の日長条件のいずれに対し

ても、１つの刺激条件だけを調節することで、次世代卵の休眠率を 0%または 100%

に制御できる系統は、p50だけであった。p50の休眠モードを制御するために以下

の刺激条件が利用できることがわかった：卵期の温度では 18℃および 25℃、卵期

の明るさでは恒暗および恒明、幼虫期の日長条件では長日として LD20:4および短

日として LD12:12（表 2-4）。ここで、幼虫期の日長条件を調節して休眠モードを制

御する実験グループでは、短日として LD8:16も利用できるが、LD12:12を利用する

ことで、卵期の温度または明るさで休眠誘導を行う実験グループと幼虫期の日長条

件が同じになるため、実験条件の管理が容易になると考えた。 
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表 2-4. p50系統における母親世代の卵期と幼虫期の刺激条件と次世代卵の休眠応答
性 
 

卵期と幼虫期の刺激条件 

休眠率（%） 卵期の温度 卵期の明るさ 幼虫期の日長条件 

18℃ 恒暗 LD12:12 0.0 

25℃ 恒暗 LD12:12 100.0 

18℃ 恒暗 LD12:12 0.0 

18℃ 恒明 LD12:12 100.0 

25℃ 恒暗 LD20:4 0.0 

25℃ 恒暗 LD12:12 *1 100.0 
 
幼虫期の温度は 25℃とした。*1日長条件によって休眠を誘導する場合には、短日と

して LD8:16も用いることができる。 

 

これまでの系統選別の結果を鑑み、本研究のスクリーニングでは p50を研究対象

とすることにした。p50系統では、３種類の異なる刺激（卵期の温度、卵期の明る

さ、幼虫期の日長）を用いて、休眠モードを制御することが可能である。しかも、

３種類の刺激条件のいずれに対しても、１つの条件だけを調節することで、休眠群

と非休眠群を作成することができる。したがって p50系統を使用すれば、異なる刺

激条件を１つだけ調節した実験グループを３種類用意することができる。そして、

各実験グループ内の休眠群と非休眠群の間で発現差異遺伝子の検索を行う。さらに、

各実験グループ間から得られた発現差異遺伝子のうち、いずれの実験グループにも

共通する遺伝子を絞り込む。そうすることによって、休眠誘導刺激に対しては応答

するが、休眠制御とは関係のない遺伝子を除去することが可能となり、休眠制御に

関連する遺伝子を効率的にスクリーニングすることができる。つまりここでは、
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「休眠制御に本質的に関わる遺伝子は、異なる種類の休眠誘導刺激に対しても、同

じ発現応答を示す」という仮説をたてている。 
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第３章 

DNA マイクロアレイ解析を用いた 
カイコの休眠制御関連遺伝子の検索 

 

背景 

カイコは、母性制御された卵休眠を行う。二化性の系統では、母親が卵期と幼虫

期に受容した気温や日長などの環境情報をもとに次世代卵の休眠モードが決定され

る（Kogure 1933, Watanabe 1924, Egi et al. 2014）。この休眠モードのプログラミング

は蛹化以前に完了し、それに従って蛹期では内分泌系が調節されて産下される卵の

休眠化または非休眠化が起こる（Fukuda 1951, 1952）。幼虫の脳を対象とした組織

移植実験などから、休眠モードのプログラミングは母親の脳で行われ、そのプログ

ラムが脳に記憶されることが報告されている（Hasegawa and Shimizu 1987）。しか

し、環境情報から休眠モードをプログラミングするメカニズムについては、分子レ

ベルでは明らかになっていない。そこで我々は、休眠モードのプログラミングに関

与する遺伝子のスクリーニングを試みた。関連遺伝子の同定が、休眠制御の分子メ

カニズムを解明する糸口になると考えた。 

スクリーニングでは、「休眠モードのプログラミングに関連する遺伝子は、休眠

卵産下群（休眠群）と非休眠卵産下群（非休眠群）の間で発現差異を示す」という

仮説を立て、休眠群と非休眠群の間で幼虫脳内において発現量が異なる遺伝子を検

索した。その際、実験群間の遺伝子発現を比較する方法として、網羅的な遺伝子発
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現解析技術である DNAマイクロアレイ解析を用いた。カイコはゲノム配列が分か

っているモデル動物であるため、DNA マイクロアレイ解析を利用することができた。 

本研究では、異なる休眠誘導刺激を用いた２つの実験グループを作成した。一方

の実験グループでは、卵期の温度だけを調節し、それ以外の環境条件は一定にして

休眠群と非休眠群を作成した。もう一方の実験グループでは、卵期の明るさだけを

調節し、それ以外の環境条件は一定にして休眠群と非休眠群を作成した。そして、

各実験グループにおいて、休眠群と非休眠群間で発現差異を示す遺伝子を DNAマ

イクロアレイ解析を用いて検索した。得られた遺伝子の中から、休眠誘導刺激の異

なる２つの実験グループ間で共通するものを、休眠制御関連遺伝子の候補として絞

り込んだ。 
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材料と方法 

 

実験動物と飼育 

第２章の系統選別実験から p50系統を研究対象とした。p50 系統の休眠卵は、ナ

ショナルバイオリソースプロジェクト

（https://www.shigen.nig.ac.jp/silkwormbase/index.jp、九州大学大学院 農学研究院）

より取り寄せた。 

本研究では、卵期に与える休眠誘導刺激が異なる２つの実験を行った。第２章で

の結果を参考にし（Egi et al. 2014）、各実験では、休眠誘導刺激となる１つの環境

パラメータだけを調節し、それ以外の条件は一定にして実験群を作成した。実験 I

では卵期の温度を調節し、高温（25℃）とすることで休眠群を、低温（18℃）とす

ることで非休眠群を作成した。なお、卵期の明るさはいずれも恒暗とした。実験Ⅱ

では卵期の明るさを調節し、恒明とすることで休眠群を、恒暗とすることで非休眠

群を作成した。なお、卵期の温度はいずれも 18℃とした。 

幼虫期の飼育条件は、実験 I、Ⅱともに、温度は 25℃とし、日長条件は明期 12時

間：暗期 12時間（明期 = 9:00-21:00）とした。そして、人工飼料のシルクメイト PS

（日本農産工業株式会社、神奈川県）を与えて自由摂食させた。光源には白色蛍光

灯（照度 100-150 lux）を使用した。また各実験群では、一部の個体を成虫まで飼育

して雌蛾が産んだ卵の休眠モードを観察し、卵休眠の誘導が厳密に制御されている

ことを確認した（各実験群 n = 34-45 頭、詳細については第２章参照）。 
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幼虫からの組織採取 

5 齢の 1 日目（4 齢幼虫が脱皮した日の翌日）の雌幼虫から、明期の中点（15:00）

において脳を摘出し、液体窒素で急速凍結して-80℃で保存した。保存した脳から

total RNAを精製し、DNAマイクロアレイ解析とリアルタイム定量 PCR解析に用い

た。 

 

DNA マイクロアレイ解析 

DNAマイクロアレイ解析には、新たに設計されたカイコ用の 4×44Kのカスタム

オリゴマイクロアレイスライドを使用した（Nakamura et al. 2011, Tabunoki et al. 

2013）。アレイスライドには、完全長のカイコ cDNA（Suetsugu et al. 2013）や EST

配列などから構築された 25,324個の遺伝子配列に対応した 60merのオリゴヌクレオ

チドプローブが、43,864個のスポットに配置されている（No.2545996、Agilent 

Technologies、カリフォルニア州、アメリカ合衆国）。 

脳サンプルからの total RNA 精製には、RNeasy Plus Micro Kit （Qiagen、 東京都）

を用いた（各実験群、n = 4として、それぞれ 25-35 頭分の幼虫脳を使用）。RNA

から合成した二本鎖 cDNAをテンプレートとして、Quick Amp Labeling Kit / Two-

color（Agilent Technologies）を用いて、蛍光標識した cRNAを合成した。標識の組

み合わせは、休眠群を Cyanine 3-CTP（Cy3）および非休眠群を Cyanine 5-CTP

（Cy5）、または休眠群を Cy5および非休眠群を Cy3のいずれかとした。標識され

た cRNAを、Gene Expression Hybridization Kit（Agilent Technologies）を用いて、ア

レイスライド上のプローブにハイブリダイズさせた。 
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アレイスライドのスキャンには、G3565BA Microarray Scanner （Agilent 

Technologies）を用いて、ハイブリダイズさせたプローブの蛍光シグナルを検出した。

蛍光シグナルは、G2565AA Feature Extraction Software v. 9.5 （Agilent Technologies）

を用いて数値化して解析した。そして、休眠群と非休眠群の間で、シグナル値が 1.5

倍以上の差のあるプローブに対応する遺伝子を、発現差異遺伝子として検索した。 

 

リアルタイム定量 PCR 解析 

脳サンプルからの total RNA 精製には、RNeasy Plus Micro Kitを用いた（各実験群、

n = 4-5 として、それぞれ 25-35 頭分の幼虫脳を使用）。RNA からの cDNA 合成は、

ReverTra Ace qPCR RT Kit（東洋紡、大阪府）を用いて行った。PCR試薬には、

THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix（東洋紡）を用いた。使用したプライマーは以下

に示す。 

 
表 3-1. リアルタイム PCR解析に用いたプライマー配列 

遺伝子名 配列 

Cytochrome P450 18a1 
(GenBank Acc.: NM_001083609) 

Forward: 5’-ATTGTTCCTTTGGCAACCAC-3’ 
Reverse: 5’-AGAGATTCGGATCCATGTGC-3’ 

Krüppel homolog 1 
(GenBank Acc.: AB642242) 

Forward: 5’-GAAACAATTTCGTTCTTCAGGTGACG-3’ 
Reverse: 5’-TCGTGCGTGTGCTGTAAGCG-3’ 

rp49 
(GenBank Acc.: AB048205) 

Forward: 5’-TCAATCGGATCGCTATGACA-3’ 
Reverse: 5’-ATGACGGGTCTTCTTGTTGG-3’ 

 

PCR 反応は、ABI 7000 Sequence Detection System（Applied Biosystems、 カリフォ

ルニア州、アメリカ合衆国）を用いて、95℃で 60 秒の熱処理を行った後、熱変性

は 95℃で 15 秒、アニーリングおよび伸長はあわせて 60℃で 60 秒の条件で 40サイ

クル行った。PCR産物の特異性は、サーマルサイクラーに付属のソフトウェアから
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作成した融解曲線、およびアガロースゲル電気泳動により確認した。各遺伝子の

mRNA 量は、ハウスキーピング遺伝子である rp49 をリファレンスとして相対化し、

検量線法によって定量した。統計処理では Student's t-testを行い、p < 0.05を有意と

した。 
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結果 

 

DNA マイクロアレイ解析 

5 齢幼虫の脳内における遺伝子発現プロファイルを、休眠群と非休眠群の間で比

較し、発現に差のある遺伝子を検索した。 

 

実験Ⅰ： 卵期の温度による休眠制御 

本実験では、卵期の温度のみを調節して休眠を制御した。卵期の温度を高温

（25℃）とすることで休眠群を、低温（18℃）とすることで非休眠群を作成した。  

休眠群において、非休眠群よりも DNAマイクロアレイ解析のシグナル値が 1.5

倍以上大きかったのは、9個のプローブスポットに対応する 4つの遺伝子であった

（検索した総遺伝子数の 0.016％）。非休眠群において、休眠群よりもシグナル値が

1.5 倍以上大きかったのは、11個のプローブスポットに対応する 7つの遺伝子であ

った（検索した総遺伝子数の 0.028％）。 

 

実験Ⅱ： 卵期の明るさによる休眠制御 

本実験では、卵期の明るさのみを調節して休眠を制御した。卵期の明るさを恒明

とすることで休眠群を、恒暗とすることで非休眠群を作成した。 

休眠群において、非休眠群よりもシグナル値が 1.5 倍以上大きかったのは、25個

のプローブスポットに対応する 14個の遺伝子であった（検索した総遺伝子数の

0.055％）。非休眠群において、休眠群よりもシグナル値が 1.5 倍以上大きかったの

は、7個のプローブスポットに対応する 4つの遺伝子であった（検索した総遺伝子

数の 0.016％）。  
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実験Ⅰと実験Ⅱの間で共通する発現差異遺伝子の絞り込み 

卵期の温度または明るさを調節した２つの実験から得られた発現差異遺伝子を比

較し、共通する遺伝子を絞り込んだ（図 3-1）。 

休眠群の方で発現量が多かった遺伝子のうち、実験間で共通するものは、 

Cytochrome P450 18a1 （Cyp18a1）および Krüppel homolog 1 （Kr-h1）の２つであっ

た（表 3-1） 。一方、非休眠群の方で発現量が多かった遺伝子の中には、実験間で

共通するものは得られなかった（表 3-1）。 
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図 3-1. DNAマイクロアレイ解析で発現差異を示した遺伝子の数 

 
 

卵期の温度または明るさを調節して休眠を制御した時に、休眠群と非休眠

群の間で DNAマイクロアレイ解析のシグナル値が 1.5 倍以上の差を示した

遺伝子の数をベン図で示す。休眠群の方で発現量が多かったもののうち、

２つの遺伝子が実験Ⅰと実験Ⅱの間で共通していた。 
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表 3-1. DNAマイクロアレイ解析を用いて検索された発現差異遺伝子のシグナル比 
 

遺伝子名 
  シグナル比（休眠群 / 非休眠群） 
 実験Ⅰ 

（卵期の温度を調節） 

実験Ⅱ 

 （卵期の明るさを調節） 

Cytochrome P450 18a1   2.43 2.40 

Krüppel homolog 1   1.62 1.53 

 
休眠群において、非休眠群よりも DNAマイクロアレイ解析のシグナル値が 1.5

倍以上大きかった遺伝子のうち、異なる実験間で共通していた２つの遺伝子。  
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リアルタイム定量 PCR 解析 

DNAマイクロアレイ解析から、卵期の温度または明るさを調節した２つの実験

間で共通する発現差異遺伝子として、Cyp18a1および Kr-h1が得られた。そこで、

これらの遺伝子の発現パターンをリアルタイム定量 PCR解析を用いて検証した。 

DNAマイクロアレイ解析と同様の実験条件で休眠群と非休眠群を作成し、幼虫

脳内における mRNA量を比較した（図 3-2）。Cyp18a1の発現量は、卵期の温度ま

たは明るさを調節したいずれの実験でも、休眠群において非休眠群よりも多かった。

Kr-h1 の発現量も、いずれの実験でも、休眠群において多かった。以上の結果から、

Cyp18a1と Kr-h1の発現量は、休眠誘導刺激の種類にかかわらず、休眠群において

非休眠群よりも多いことが示された。 
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図 3-2. リアルタイム定量 PCR解析による DNAマイクロアレイ解析の結果検証 

 

 

実験Ⅰでは、卵期の温度を 25℃とすることで休眠群を、18℃とする

ことで非休眠群を作成した。実験Ⅱでは、卵期の明るさを恒明とす

ることで休眠群を、恒暗とすることで非休眠群を作成した。mRNA

量は平均値±標準誤差で表した（n = 4-5, Welch’s t-test, *P < 0.05; **P 

< 0.01）。 
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考察 

休眠群と非休眠群の間で発現差異を示した遺伝子のうち、異なる実験間で共通し

ていたのは、Cyp18a1および Kr-h1であった。いずれの遺伝子も、休眠群の方で多

く発現していた。各実験群の休眠モードは卵期の環境刺激に依存して決定されてい

るので、幼虫期の脳で発現差があったこれらの遺伝子は、卵期から蛹期にかけての

休眠モードのプログラミングに関与している可能性がある。 

Cyp18a1は、多くの昆虫に存在するシトクロム P450遺伝子であり（Ai et al. 2011, 

Guittard et al. 2011）、変態に不可欠なステロイドホルモンのエクジステロイドを不

活性化させる酵素をコードしている（Rewitz et al. 2010, Guittard et al. 2011）。

CYP18A1タンパク質は、活性型エクジステロイドの 20-ヒドロキシエクダイソンの

水酸化反応を触媒しており（Guittard et al. 2011）、この酵素活性はカイコの

CYP18A1タンパク質にも保存されていることが示唆されている（Li et al. 2014）。

したがって、 休眠群では、Cyp18a1の発現量が多かったことから、活性型エクジス

テロイドである 20-ヒドロキシエクダイソンの量が低レベルであった可能性が示唆さ

れる。 

幼若ホルモン（Juvenile hormone: JH）の初期応答遺伝子である Kr-h1は、カイコ

を含む昆虫において JHによる変態抑制に関与するジンクフィンガー型転写因子を

コードしている（Minakuchi et al. 2009,  Konopova at al. 2011, Lozano and Belles 2011, 

Kayukawa et al.  2014, Smykal et al. 2014）。JHはメトプレン抵抗性 JH受容体（Met）

を介して、Kr-h1を活性化する（Wilson and Fabian 1986, Ashok et al. 1998, Miura et al.  

2005,  Charles et al. 2011）。JHが結合したMetはステロイド受容体活性化補助因子

（SRC）と複合体を形成し（Li et al.  2011, Zhang et al. 2011, Kayukawa et al. 2012）、
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JH/Met/SRCの複合体が Kr-h1の JH応答配列に結合することで、その発現が誘導さ

れる（Kayukawa et al. 2012, 2014）。したがって、休眠群における Kr-h1の高発現は、

JHの量が高レベルにあり、JHシグナル伝達系が活性化している可能性を示唆して

いる。 

昆虫の変態を制御する主要なホルモンのエクジステロイドと JHは（Kozlova and 

Thummel 2003, Delanoue et al. 2010, Riddiford et al. 2010）、休眠の制御にも関与して

いると考えられている（Nijhout 1994, Denlinger 2012）。エクジステロイドは、マイ

マイガ（Lymantria dispar）の幼虫休眠の誘導と維持に関与する（Lee and Denlinger 

1997, Lee et al. 1997）。対照的にカイコでは、20-ヒドロキシエクダイソンは、発生

を誘導して卵休眠を阻害する（Gharib et al. 1981, Makka et al. 2002）。ニカメイチュ

ウ（Chilo suppressalis）やサトウダイコンガ（Loxostege sticticalis） （Yagi and 

Fukaya 1974, Jiang et al. 2011）では、JH 濃度が高いことが幼虫休眠の誘導と維持に

関係していると報告されている。したがって、カイコの休眠群の 5 齢幼虫における

低レベルのエクジステロイド、および高レベルの JHと JHシグナル伝達系の活性化

は、次世代卵の休眠誘導に関与している可能性が考えられる。 

しかしこれまで、これらのホルモンの投与によって、休眠が制御されることは示

されていない（Moroboshi et al. 1972, Moroboshi and Ishida 1975）。したがって、ホル

モン制御系以外にも未知の重要な因子が存在し、関連因子が協同的に機能すること

で、休眠が制御されるのではないかと推測される。今回の DNAマイクロアレイ解

析では検出できた発現差異遺伝子の総数が少なく、ホルモン制御に関連するものし

か得られなかった。マイクロアレイの感度が十分でなかったために、他の重要な因

子が検出できていない可能性がある。それゆえ、新規の関連因子を発見するために
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は、遺伝子発現の検出感度が高いシステムを用いてスクリーニングを行う必要があ

ると考えられる。  
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第４章 

CAGE 解析を用いた 
カイコの休眠制御関連遺伝子の検索 

 

背景 

カイコは、母性制御された卵休眠を行う。二化性の系統では、母親が卵期と幼虫

期に受容した気温や日長などの環境情報をもとに次世代卵の休眠モードが決定され

る（Kogure 1933, Watanabe 1924, Egi et al. 2014）。この休眠モードのプログラミング

は蛹化以前に完了し、それに従って蛹期では内分泌系が調節され、産下される卵の

休眠化または非休眠化が起こる（Fukuda 1951, 1952）。幼虫の脳を対象とした組織

移植実験から、休眠モードのプログラミングは母親の脳で行われ、そのプログラム

が脳に記憶されることが報告されている（Hasegawa and Shimizu 1987）。しかし、

環境情報をもとに休眠モードをプログラミングするメカニズムについては、分子レ

ベルでは明らかになっていない。そこで我々は、カイコの休眠モードのプログラミ

ングに関与する遺伝子のスクリーニングを試みた。関連遺伝子の同定が、休眠制御

の分子メカニズムを解明する糸口になると考えた。 

スクリーニングでは、「休眠モードのプログラミングに関連する遺伝子は、休眠

卵産下群（休眠群）と非休眠卵産下群（非休眠群）の間で発現差異を示す」という

仮説を立て、休眠群と非休眠群の間で幼虫脳内における発現差異遺伝子を検索した。

第３章で述べたように、DNAマイクロアレイ解析を用いたスクリーニングでは感度

が低く、検出できた発現差異遺伝子の総数が少なかった。そこで、本研究のスクリ

ーニングでは、検出感度の高い CAGE（Cap Analysis of Gene Expression）を用いた。
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CAGE解析では、Cap構造をもつ転写産物の 5'末端の短いタグ配列を次世代シーケ

ンサーにより決定し、タグ配列の頻度を数値化して遺伝子の発現量を定量する。ゲ

ノムワイドな遺伝子発現解析方法である CAGE解析は、低レベルで発現している転

写産物の量も正確に定量でき、転写産物の長さによるバイアスが無いといった特長

をもつ（Carninci et al. 1997, Kodzius et al. 2006, Kanamori-Katayama et al. 2011, Itoh et al. 

2012, Forrest et al. 2014, Murata et al. 2014）。 

本研究では、異なる休眠誘導刺激を用いた３つの実験グループを準備した。１つ

目の実験では、卵期の温度だけを調節し、それ以外の環境条件は一定にして休眠群

と非休眠群を作成した。同様に、２つ目の実験では卵期の明るさだけを、３つ目の

実験では幼虫期の日長だけを調節し、それ以外の環境条件は一定にして休眠群と非

休眠群を作成した。各実験グループにおいて、休眠群と非休眠群の間で発現差異を

示す遺伝子を CAGE解析によって検索した。次に、これらの発現差異遺伝子の中か

ら、休眠誘導刺激の異なる３つの実験グループに共通するものを絞り込んだ。そし

て、選ばれた発現差異遺伝子の発現をリアルタイム定量 PCRで解析し、CAGE解析

の結果と一致したものを、休眠制御関連遺伝子の候補とした。さらに、候補遺伝子

に対して RNA干渉（RNAi）法を用いたノックダウン実験を行い、休眠制御に本質

的に関与しているかどうかを検証した。 
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材料と方法 

 

実験動物と飼育 

第２章の系統選別実験から p50系統を研究対象とした。p50 系統の休眠卵は、ナ

ショナルバイオリソースプロジェクト

（https://www.shigen.nig.ac.jp/silkwormbase/index.jp、九州大学大学院 農学研究院）

より取り寄せた。 

本研究では、卵期および幼虫期に与える休眠誘導刺激が異なる３つの実験を行っ

た。第２章での結果を参考にし、各実験では、休眠誘導刺激となる１つの環境パラ

メータだけを調節し、それ以外の条件は一定にして実験群を作成した（Egi et al., 

2014）。 

実験 Iでは、卵期の温度を調節し、高温（25℃）とすることで休眠群を、低温

（18℃）とすることで非休眠群を作成した。卵期の明るさはいずれも恒暗とした。

幼虫期の飼育条件は、温度を 25℃とし、日長を明期 12時間：暗期 12時間

（LD12:12、L = 8:00-20:00）とした。 

実験Ⅱでは、卵期の明るさを調節し、恒明とすることで休眠群を、恒暗とするこ

とで非休眠群を作成した。卵期の温度はいずれも 18℃とした。幼虫期の飼育条件は、

実験Ⅰと同様に、温度を 25℃とし、日長を明期 12時間：暗期 12時間（LD12:12、L 

= 8:00-20:00）とした。 

実験Ⅲでは、幼虫期の日長を調節し、短日（LD12:12、L = 8:00-20:00）とするこ

とで休眠群を、長日（LD20:4、L = 4:00-24:00）とすることで非休眠群を作成した。

幼虫期の温度は、いずれも 25℃とした。LD12:12で飼育した休眠群は、5 齢の 0日
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目（4 齢幼虫が脱皮した日）から日長条件を非休眠群と同じ LD20:4に移した。その

理由は、同一の環境下で休眠群と非休眠群から組織を採取するためである。休眠群

も非休眠群も卵期の環境条件は、温度は 25℃とし、明るさは恒暗とした。 

幼虫には人工飼料のシルクメイト PS（日本農産工業株式会社、神奈川県）を与え

て自由摂食させた。光源には白色蛍光灯（照度 100-150 lux）を使用した。 

 

幼虫からの組織採取 

5 齢の 2日目の雌幼虫から、明期の中点（14:00）において脳を摘出し、液体窒素

で急速凍結して-80℃で保存した。ただし、RNAi の効率を評価するためのリアルタ

イム定量 PCR解析に用いた組織のみ、5 齢の 3日目に採取した。 

保存した脳から total RNAを精製し、CAGE解析（各実験群、n = 1として、50 頭

分の幼虫脳を使用）とリアルタイム定量 PCR解析（各実験群、n = 3-6として、そ

れぞれ 10-20 頭分の幼虫脳を使用）に用いた。脳サンプルからの total RNA 精製には、

RNeasy Plus Micro Kit （Qiagen GmbH、ノルトライン＝ヴェストファーレン州、ドイ

ツ連邦共和国） を使用した。 

 

CAGE 解析 

CAGE ライブラリーの調製、配列決定、マッピング、および遺伝子発現解析は、

株式会社ダナフォーム（神奈川県）に委託した。Total RNAの品質を Bioanalyzer

（Agilent、カリフォルニア州、アメリカ合衆国）で評価した後、Cap構造をもつ

RNAの 5'末端に一本鎖 cDNAを転写し、CAGEバーコードタグを付けた（Murata et 

al. 2014）。生成したライブラリーの配列決定には、Illumina HiSeq 2500 system
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（Illumina Inc.、カリフォルニア州、アメリカ合衆国）を用いた。配列を決定した

CAGEタグは、リボソーム RNAなどを除去した後、Burrows-Wheeler Aligner 

（BWA） v. 0.5.9 を用いて、カイコゲノム上（https://sgp.dna.affrc.go.jp/KAIKObase/）

にマッピングした（Li and Durbin 2009）。データ解析には CAGErを用いて、隣接す

る 2つの転写開始点間の最大許容範囲を 20 塩基として、CAGEタグのクラスタリ

ングを行った。各遺伝子に対応するタグのカウント数は、CPM 値（counts per 

million）を用いた（Haberle et al. 2015）。各実験において、休眠群と非休眠群の間で

発現差異が 1.5 倍以上かつ CPM ＞ 1の遺伝子を、発現差異遺伝子として検索した。 

 

リアルタイム定量 PCR 解析 

PCR試薬には、THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix（東洋紡、大阪府）を用いた。

使用したプライマーは表 3-2に示す。PCR 反応は、Thermal Cycler Dice Real Time 

System TP800（タカラバイオ株式会社、滋賀県）を用いて、95℃で 60 秒の熱処理を

した後、熱変性は 95℃で 15 秒、アニーリングおよび伸長はあわせて 60℃で 60 秒

の条件で 40サイクル行った。PCR産物の特異性は、サーマルサイクラーに付属の

ソフトウェアから作成した融解曲線により確認した。各遺伝子の mRNA量は、ハウ

スキーピング遺伝子である rp49をリファレンスとして相対化した。統計処理では

Welch’s t-testを行い、p < 0.05を有意とした。 

 

RNAi を用いた候補遺伝子の機能解析 

カイコ遺伝子の二本鎖 RNA（dsRNA）の作成は、（Wang et al. 2013）により報告

されている方法を参考にして、MEGAscript RNAi Kits（Applied Biosystems、カリフ
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ォルニア州、アメリカ合衆国）を用いて行った。T7プロモーター配列を付加した遺

伝子特異的なプライマー（表 3-3）を用いて PCR 断片を作成し、dsRNA合成のため

の DNAテンプレートとした。ネガティブコントロールには GFP （Enhanced green 

fluorescent protein）遺伝子の dsRNAを用いた（Tschuch et al. 2008）。 

dsRNAとMetafectene PRO（Biontex GmbH、バイエルン州、ドイツ連邦共和国）

を 1：1（v/v）で混合し、ハミルトンシリンジを用いて、5 齢の 0日目の幼虫の胸部

に投与した（600 ngの dsRNAを含む 3μL）。RNAiの効率を評価するために、

dsRNAの投与から 3日目に幼虫の脳における標的遺伝子の発現をリアルタイム定量

PCR解析を用いて測定した。 

休眠群において、休眠制御関連遺伝子の候補に対するノックダウンが次世代卵の

休眠率に及ぼす影響を調べた。休眠群の作成条件は、卵期は 25℃の恒暗、幼虫期は

休眠化を誘導する 25℃の短日（LD12:12）とした。5 齢の 0日目に dsRNAを投与さ

れた幼虫は、直ちに短日（LD12:12）から長日（LD20:4）へ移された。これは、休

眠誘導刺激がない長日下で RNAiの影響を評価するためである。dsRNAを投与した

個体を成虫まで飼育し、雌蛾が産んだ卵の休眠モードを観察して、次世代卵の休眠

率を測定した（各実験群 n = 27-65 頭、休眠率の測定方法の詳細は第２章参照）。統

計処理では、Fisherの正確確率検定を行い、多重比較の補正に Benjamini-Hochberg

法を用いて、p < 0.05を有意とした。 
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結果 

 

CAGE 解析 

5 齢幼虫の脳内における遺伝子発現プロファイルを、休眠群と非休眠群の間で比

較し、発現に差のある遺伝子を検索した。配列が決定された 3300 万-7000 万個の

CAGEタグをカイコゲノム上にマッピングして各遺伝子の転写開始点でタグ数をカ

ウントした。幼虫の脳で発現する約 6,500個の遺伝子が定量された。そして、各実

験における休眠卵群と非休眠群の間で発現差が 1.5 倍以上かつ CPM > 1となる遺伝

子を検索した。 

 
実験Ⅰ： 卵期の温度による休眠制御 

卵期の温度のみを調節して休眠を制御した。卵期の温度を高温（25℃）とするこ

とで休眠群を、低温（18℃）とすることで非休眠群を作成した。  

休眠群において、非休眠群よりも発現量が多かった遺伝子は、190個であった

（検索された総遺伝子数の 2.96％）。非休眠群において、休眠群よりも発現量が多

かった遺伝子は、272個であった（検索された総遺伝子数の 4.23％）。 

 

実験Ⅱ： 卵期の明るさによる休眠制御 

卵期の明るさのみを調節して休眠を制御した。卵期の明るさを恒明とすることで

休眠群を、恒暗とすることで非休眠群を作成した。 

休眠群において、非休眠群よりも発現量が多かった遺伝子は、152個であった

（検索された総遺伝子数の 2.37％）。非休眠群において、休眠群よりも発現量が多

かった遺伝子は、172個であった（検索された総遺伝子数の 2.68％）。 
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実験Ⅲ： 幼虫期の日長による休眠制御 

幼虫期の日長のみを調節して休眠を制御した。幼虫期の日長を短日（LD12:12）

とすることで休眠群を、長日（LD20:4）とすることで非休眠群を作成した。 

休眠群において、非休眠群よりも発現量が多かった遺伝子は、222個であった

（検索された総遺伝子数の 3.46％）。非休眠群において、休眠群よりも発現量が多

かった遺伝子は、114個であった（検索された総遺伝子数の 1.77％）。 

 

実験Ⅰ、実験Ⅱ、および実験Ⅲの間で共通する発現差異遺伝子の絞り込み 

卵期の温度、卵期の明るさ、または幼虫期の日長を調節した３つの実験から得ら

れた発現差異遺伝子の中から、共通する遺伝子を絞り込んだ（図 4-1）。 

休眠群の方で発現量が多かった遺伝子のうち、実験グループ間で共通するものは、

9個あった（表 4-1A）。非休眠群の方で発現量が多かった遺伝子のうち、実験グル

ープ間で共通するものは、20個あった（表 4-1B）。 
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図 4-1. CAGE解析で発現差異を示した遺伝子の数 

 
 
卵期の温度、卵期の明るさ、または幼虫期の日長のいずれかを調節して休眠を制

御した実験で、休眠群と非休眠群の間で発現量が 1.5 倍以上の差を示した遺伝子の

数をベン図で示す。休眠群の方で発現が多かったもののうち、9個の遺伝子が全て

の実験グループ間で共通していた。非休眠群の方で発現が多かったもののうち、

20個の遺伝子が全ての実験グループ間で共通していた。 

 

 

非休眠群で発現量が多い休眠群で発現量が多い

実験Ⅰ

（卵期の温度）

実験Ⅱ

（卵期の明るさ）

実験Ⅰ

（卵期の温度）

実験Ⅱ

（卵期の明るさ）

2416

51 152

228

188

実験Ⅲ

（幼虫期の日長）

924

91 173

116

272

実験Ⅲ

（幼虫期の日長）

9 20
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5
齢
幼
虫
の
脳
に
お
け
る
遺
伝
子
発
現
を
、
休
眠
群
と
非
休
眠
群
の
間
で

C
A

G
E
解
析
を
用
い
て
比
較
し
た
。
休
眠
群
と

非
休
眠
群
の
間
で
発
現
量
が

1.
5
倍
以
上
の
差
を
示
し
た
遺
伝
子
の
う
ち
、
卵
期
の
温
度
、
卵
期
の
明
る
さ
、
ま
た
は
幼

虫
期
の
日
長
を
調
節
し
た
３
つ
の
実
験
に
共
通
す
る
も
の
を
表
に
示
す
。
発
現
量
は
、
各
遺
伝
子
の
転
写
開
始
点
で
カ
ウ

ン
ト
さ
れ
た
タ
グ
数
（

C
PM
）
で
表
さ
れ
て
い
る
。

 

（
A
）
休
眠
群
で
、
非
休
眠
群
よ
り
も
発
現
量
が
多
か
っ
た
遺
伝
子
。

 

（
B
）
非
休
眠
群
で
、
休
眠
群
よ
り
も
発
現
量
が
多
か
っ
た
遺
伝
子
。
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リアルタイム定量 PCR 解析 

CAGE解析により、３つの実験グループ間に共通する発現差異遺伝子として、休

眠群の方で発現量が多かった 9個と、非休眠群の方で発現量が多かった 20個が得

られた。そこで、これらの遺伝子の発現パターンをリアルタイム定量 PCR解析を用

いて検証した。 

CAGE解析を用いたスクリーニングと同様の実験条件で、休眠群と非休眠群を作

成し、幼虫脳内における mRNA量を比較した。その結果、CAGE解析での発現パタ

ーンと一致した遺伝子は、Juvenile hormone acid methyltransferase（Jhamt）、Krüppel 

homolog 1（Kr-h1）、Proton-coupled folate transporter（Pcft）、および機能が未知な

Uncharacterized LOC110385080（LOC-80）の 4個であり、いずれの実験グループで

も休眠群において発現量が多かった（図 4-2）。そこで、これらを休眠制御に関連す

る遺伝子の候補として、機能解析を進めた。他の遺伝子については、リアルタイム

定量 PCR解析の結果が CAGE解析での発現パターンと一致しなかった（図 4-4）。 
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図 4-2. リアルタイム定量 PCR解析による CAGE解析の結果検証

 

 

  
 

 

 

 



 
 
 

51 

実験Ⅰでは、卵期の温度を 25℃とすることで休眠群を、18℃とすることで

非休眠群を作成した。実験Ⅱでは、卵期の明るさを恒明とすることで休眠群

を、恒暗とすることで非休眠群を作成した。実験Ⅲでは、幼虫期の日長を短

日（LD12:12）とすることで休眠群を、長日（LD20:4）とすることで非休眠

群を作成した。mRNA量は平均値±標準誤差で表した（n = 3-6, Welch’s t-test, 

*P < 0.05; **P < 0.01）。 
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RNAi を用いた候補遺伝子の機能解析 

リアルタイム定量 PCR解析による検証から、休眠制御に関連する遺伝子の候補

が得られた。そこで、これらの候補遺伝子が休眠制御に本質的に関与しているかど

うかを RNAiを用いて調べた。 

RNAiの効率を評価するために、dsRNAを投与した幼虫の脳における標的遺伝子

の発現をリアルタイム定量 PCR解析を用いて測定した（図 4-3A）。どの候補遺伝

子の mRNA量も、dsRNAの投与によって減少した。しかし、RNAiが次世代卵の休

眠率に与える影響は、遺伝子によって異なっていた（図 4-3B）。Jhamtまたは Pcft

をノックダウンすると次世代卵の休眠率が低下したが、Kr-h1または LOC-80をノッ

クダウンしても休眠率に影響はみられなかった。 
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図 4-3. 候補遺伝子に対する RNAiが次世代卵の休眠モードへ与える影響 
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休眠群の幼虫に、Jhamt （dsJhamt）、 Kr-h1 （dsKr-h1）、 Pcft

（dsPcft）、 LOC-80 （dsLOC-80） をノックダウンするための dsRNA を

投与した。ネガティブコントロールには、GFP （dsGFP）を用いた。本

実験では、休眠群の作成条件は、卵期は 25℃の恒暗条件、幼虫期は休眠

化を誘導する 25℃の短日（LD12:12）とした。5 齢の 0日目に dsRNAを

投与された幼虫は直後に、非休眠化を誘導する長日（LD20:4）へ移され

た。 

（A）RNAiの効率を評価するために、dsRNAの投与から 3日後（5 齢

の 3日目）の幼虫の脳内の Jhamt、Kr-h1、Pcft、LOC-80の mRNA量を

測定した。mRNA量は平均値±標準誤差で表した（n = 3-6, Welch’s t-test, 

*P < 0.05; **P < 0.01）。 

（B）dsRNAを投与した個体を成虫まで飼育して、雌蛾が産んだ卵の休

眠モードを観察し、次世代卵の休眠率を測定した。図中の異なるアルフ

ァベットは、実験群間で有意差があることを表している（n = 27-65, 

Fisher’s exact test, P < 0.05）。 

Jhamt：Juvenile hormone acid methyltransferase、Kr-h1：Krüppel homolog 1、

Pcft：Proton-coupled folate transporter、LOC-80：Uncharacterized 

LOC110385080。 
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考察 
 
卵期の温度、卵期の明るさ、または幼虫期の日長を調節した 3つの実験のいずれ

においても、5 齢幼虫の脳では、Jhamtと Pcftが休眠群で非休眠群よりも多く発現

していることが明らかになった。さらに、Jhamtまたは Pcftのいずれかを RNAiを

用いてノックダウンすると、次世代卵の休眠率が減少することが分かった。RNAi

実験では、短日（LD12:12）で飼育していた休眠群の幼虫を、dsRNA 投与後に長日

（LD20:4）に移して、休眠誘導刺激がない環境下で次世代卵の休眠モードへの影響

を観察した。したがって、ここでみられた次世代卵の休眠率の低下は、休眠誘導刺

激の入力系の阻害が原因ではないと考えられる。以上のことから、Jhamt と Pcft は、

カイコの幼虫脳内における次世代卵の休眠モードのプログラミングに関与している

ことが示唆された。幼虫期にこれらの遺伝子が増加することが、休眠を誘導する情

報となっている可能性がある。 

本研究から、休眠群の幼虫の脳では、Jhamtと Kr-h1の発現が非休眠群よりも多

いことが明らかになった。両遺伝子とも、幼若ホルモン（JH）に関連する遺伝子で

ある。Jhamtは JH合成の律速酵素をコードしており （Shinoda and Itoyama 2003）、

Kr-h1は JHにより発現が誘導される JHシグナル伝達系の初期応答遺伝子である

（Minakuchi et al. 2008, 2009）。これらのことから、カイコの休眠群の幼虫では JH

の合成が促進されていることが示唆された。JHは、様々な昆虫種における休眠の制

御に関与していると考えられている。例えば、蚊の生殖休眠、および蛾やコオロギ

の幼虫休眠などがある（Yagi and Fukaya 1974, Nijhout 1994, Denlinger et al. 2012, 

Denlinger and Armbruster 2014）。特に、タンボコオロギの日長依存的な休眠制御で

は、短日条件によって Jhamtの発現が増加して、JHの量が増加することで、幼虫休
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眠が誘導されることが示唆されている（Miki et al. 2020）。さらに最近では、キョウ

ソヤドリコバチ（Nasonia vitripennis）の母性休眠において、短日条件によって母親

の JHレベルが低下することで次世代の幼虫休眠が誘導されることが報告された

（Mukai et al. 2022）。 

カイコの次世代卵の休眠モードのプログラミングにも、JHシグナル伝達系が関

与している可能性が考えられる。 

しかし、Kr-h1のノックダウンは、次世代卵の休眠率に影響を与えなかった。Kr-

h1は、JHによる変態抑制に関与する転写因子をコードしている（Lozano and Belles 

2011, Kayukawa et al. 2012, 2014, Smykal et al. 2014） 。したがって、カイコでは、休

眠と発生は異なる経路で制御されている可能性がある。実際に、これまでの我々の

経験からは、幼虫の成長速度と成虫になって産卵する卵の休眠モードは関連性は見

られなかった。卵期の温度または明るさを休眠誘導刺激とした場合は休眠群の方が

非休眠群よりも幼虫期間が長かったが、幼虫期の日長を休眠誘導刺激とした場合は

休眠群の方が非休眠群よりも幼虫期間が短かった。休眠制御に関与する JHシグナ

ル伝達系は、カイコの脳内で局所的にしか機能していないのではないかと推測され

る。 

Pcftは、哺乳類の腸管の物質輸送系において、食物から得られる葉酸を取り込む

葉酸輸送体をコードしている（Zhao and Goldman 2013, Hou et al. 2022）。葉酸輸送

体は、12個の膜貫通ドメインからなるタンパク質であり、酸性条件で活性が高い。

昆虫における機能は明らかにされていない部分が多いが、Pcftはカイコでも葉酸の

取り込みや輸送に関与している可能性がある。RNAiを用いた Pcftのノックダウン

により次世代卵の休眠率が減少したことから、葉酸がカイコの休眠制御に関与して
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いる可能性が考えられる。これまでの研究から、ハバチの 1種（Acantholyda 

nemoralis）では、葉酸の投与によって卵巣細胞の分裂活性と核酸生合成を促進され、

幼虫休眠が中断されることが示唆されている（Zielińska and Grzelakowska 1965a, 

1965b）。さらに、タマネギバエ（Delia antiqua）の休眠蛹と非休眠蛹間で発現量の

異なるタンパク質を比較解析した研究から、葉酸代謝に関わる酵素が休眠制御に関

連することが示唆されている（You-Jin et al. 2014）。 

本研究から、Jhamtと Kr-h1はカイコの次世代卵の休眠モードのプログラミング

に関与していることが示唆された。さらに、JHシグナル伝達系と葉酸が、カイコの

休眠制御に関与している可能性も示唆された。これらの発見は、昆虫の休眠制御機

構を分子レベルで解明する糸口になると考えられる。
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図 4-4. リアルタイム定量 PCR解析による CAGE解析の結果検証  
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図 4-4. 続き 
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図 4-4. 続き 
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図 4-4. 続き 
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図 4-4. 続き 
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図 4-4. 続き 

 

 

 

 

 

 



 
 
 

66 

図 4-4. 続き 
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実験Ⅰでは、卵期の温度を 25℃とすることで休眠群を、18℃とすること

で非休眠群を作成した。実験Ⅱでは、卵期の明るさを恒明とすることで休

眠群を、恒暗とすることで非休眠群を作成した。実験Ⅲでは、幼虫期の日

長を短日（LD12:12）とすることで休眠群を、長日（LD20:4）とすること

で非休眠群を作成した。mRNA量は平均値±標準誤差で表した（n = 3-6, 

Welch’s t-test, *P < 0.05）。 

（A）CAGE解析で得られた発現差異遺伝子のうち、休眠群で非休眠群よ

りも発現が多かったもの（表 4-1A参照、ただし、Jhamt、Kr-h1、Pcft、

LOC-80の 4つの遺伝子は除く）。 

（B）CAGE解析で得られた発現差異遺伝子のうち、非休眠群で休眠群よ

りも発現が多かったもの（表 4-1B参照）。 

Jhamt: Juvenile hormone acid methyltransferase、Kr-h1: Krüppel homolog 1、

Pcft: Proton-coupled folate transporter、LOC-80: Uncharacterized 

LOC110385080。 
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第５章 

総合考察 

 

カイコは、母性制御された卵休眠を行う。二化性の系統では、母親が卵期と幼虫

期に受容した気温や日長などの環境情報をもとに次世代卵の休眠モード（休眠・非

休眠）が決定される（Kogure 1933, Watanabe 1924, Egi et al. 2014）。この休眠モード

のプログラミングは蛹期よりも前に完了し、蛹期ではそのプログラムに従って内分

泌系が調節されて卵の休眠化または非休眠化が起こる（Fukuda 1951, 1952）。幼虫

の脳を対象とした移植実験から、休眠モードのプログラミングは脳で行われ、作成

されたプログラムは脳に保存されることが報告されている（Hasegawa and Shimizu 

1987）。しかし、環境情報をもとに休眠モードをプログラミングするメカニズムに

ついては、分子レベルで明らかにされていない。そこで本研究では、網羅的な遺伝

子発現解析技術である DNAマイクロアレイ解析と CAGE解析を用いて、カイコの

休眠制御に関連する遺伝子の検索を試みた。 

本研究では、「休眠制御関連遺伝子は休眠卵産下群（休眠群）と非休眠卵産下群

（非休眠群）の間で発現差異を示す」という仮説を立てた。そこで、休眠群と非休

眠群の間で母親幼虫の脳内の発現差異遺伝子をスクリーニングした。しかしそれに

先立って、実験に適したカイコ系統、つまり、適当な休眠誘導刺激を与えることで

次世代卵の休眠率を 100%（休眠）または 0%（非休眠）に調節することができるカ

イコ系統の選別を行った（第２章）。二化性と考えられている 10系統（c10、g32、

k06、n25、p21、p22、p24、p44、p50、および p63）を対象として、休眠誘導刺激
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（卵期の温度、卵期の明るさ、幼虫期の日長）を調節して休眠応答性を調べた。次

世代卵の休眠率を 100％または 0％にすることができた系統は、卵期の温度だけを調

節した場合は c10、p22、および p50で、卵期の明るさだけを調節した場合は p50系

統のみであった。また、幼虫期の日長だけを調節した場合は、p44と p50系統であ

った。以上の結果から、３種類の休眠誘導刺激のいずれに対しても、そのうちの１

つだけを調節することで次世代卵の休眠率を 100%または 0%に制御可能な系統は

p50だけであった。したがって、本研究では p50系統を研究対象とした。休眠制御

関連遺伝子の検索においては、休眠誘導刺激である卵期の温度、卵期の明るさ、ま

たは幼虫期の日長のうちのいずれか１つだけを調節し、他の条件は一定にして休眠

群と非休眠群を作成し、それぞれの実験グループで休眠群と非休眠群の間で発現差

異遺伝子をスクリーニングした。次に、各実験グループから得られた発現差異遺伝

子のうち、全ての実験グループに共通するものを休眠制御関連遺伝子の候補として

絞り込んだ。これにより、休眠誘導刺激に対しては応答するが、休眠制御とは関係

のない遺伝子を除去でき、休眠制御関連遺伝子だけを効率的にスクリーニングする

ことができる。つまりここでは、「休眠制御関連遺伝子は、休眠誘導刺激に対して

その種類にかかわらず発現応答する」という仮説を立てている。 

まず、DNAマイクロアレイ解析により休眠制御関連遺伝子を検索した（第３

章）。休眠誘導刺激として、卵期の明るさまたは卵期の温度を調節した２つの実験

グループを用意した。卵期の温度を調節した実験グループでは、高温（25℃）とす

ることで休眠群を、低温（18℃）とすることで非休眠群を作成した。卵期の明るさ

を調節した実験グループでは、恒明とすることで休眠群を、恒暗とすることで非休

眠群を作成した。次に、各実験グループで休眠群と非休眠群の間で発現差異を示す
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遺伝子をスクリーニングした。そして、２つの実験グループに共通する発現差異遺

伝子を絞り込んだ結果、Cytochrome P450 18a1 （Cyp18a1）および Krüppel homolog 1 

（Kr-h1）の 2つの候補遺伝子が得られた。これらの遺伝子は、休眠群で非休眠群よ

りも発現が多かった。各実験群の休眠モードは卵期の環境刺激に依存して決定され

ているので、幼虫の脳で発現差があったこれらの遺伝子は、卵期に受容した環境情

報に応答して休眠モードをプログラミングに関与している可能性があると考えられ

る。 

Cyp18a1は、昆虫の変態制御に不可欠なホルモンであるエクジステロイドを不活

性化させる酵素をコードしている（Rewitz et al. 2010, Guittard et al. 2011）。一方、

Kr-h1は幼若ホルモン（Juvenile hormone: JH）のシグナル伝達系の初期応答遺伝子で

ある（Kayukawa et al. 2012, 2014）。また、他の昆虫種を用いたこれまでの研究から、

変態に関与するホルモンであるエクジステロイドと JHは、休眠制御にも関与して

いると考えられている（Nijhout 1994, Denlinger 2012）。これらのことから、エクジ

ステロイドと JHのシグナル伝達系がカイコの休眠プログラミングにも関与してい

る可能性が考えられる。 

しかしこれまで、カイコにおいてこれらのホルモンの投与によって休眠が制御さ

れることは示されていない（Moroboshi et al. 1972, Moroboshi and Ishida 1975）。した

がって、ホルモン制御系以外にも未知の重要な因子が存在し、関連因子が協同的に

機能することで、休眠が制御されるのではないかと推測される。今回の DNAマイ

クロアレイ解析では、検出できた発現差異遺伝子の総数が少なく、ホルモン制御に

関連するものしか得られなかった。DNAマイクロアレイの感度が低いために、他の

重要な因子が検出できていない可能性がある。 



 
 
 

71 

DNAマイクロアレイ解析の結果を受けて、遺伝子発現の検出感度が高いシステ

ムである CAGE解析を用いてスクリーニングを行った（第４章）。休眠誘導刺激と

して、卵期の明るさ、卵期の温度、または幼虫期の日長を調節した３つの実験グル

ープを用意した。卵期の温度または明るさを調節した実験グループについては、

DNAマイクロアレイ解析の際と同一の実験条件とした。つまり、卵期の温度を調節

した実験グループでは、高温（25℃）とすることで休眠群を、低温（18℃）とする

ことで非休眠群を作成し、卵期の明るさを調節した実験グループでは、恒明とする

ことで休眠群を、恒暗とすることで非休眠群を作成した。さらに、幼虫期の日長を

調節した実験グループでは、短日（LD12:12）とすることで休眠群を、長日

（LD20:4）とすることで非休眠群を作成した。次に、各実験グループで休眠群と非

休眠群の間で発現差異を示す遺伝子をスクリーニングした。そして、それぞれの実

験グループから得られた発現差異遺伝子のうち、３つの実験グループに共通するも

のを絞り込み、リアルタイム定量 PCR解析で mRNAの発現パターンを検証した。

その結果、候補遺伝子として、Juvenile hormone acid methyltransferase （Jhamt）、

Krüppel homolog 1 （Kr-h1）、Proton-coupled folate transporter （Pcft）、および機能

が未知な Uncharacterized LOC110385080 （LOC-80）の 4つが得られた。これらの遺

伝子は、休眠群で非休眠群よりも発現が多かった。ここでは、DNAマイクロアレイ

解析を用いたスクリーニングで候補となった 2つの遺伝子のうち、Kr-h1は得られ

たが、Cyp18a1は検出されなかった。DNAマイクロアレイ解析を用いたスクリーニ

ングでは、休眠誘導刺激として卵期の環境刺激のみを調節した２つの実験グループ

で候補遺伝子を絞り込んだが、CAGE解析を用いたスクリーニングでは、幼虫期の

日長条件を調節した実験も加えて３つの実験グループで絞り込みを行った。したが
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って、Cyp18a1は卵期に受容された環境刺激に特異的に応答し、その情報を幼虫期

に伝達することに関与していると考えられる。 

CAGE解析を用いたスクリーニングから得られた 4つの遺伝子に対して、RNAi

による機能解析を行った。Jhamt、Kr-h1、Pcft、LOC-80 の dsRNA を幼虫に投与して、

各遺伝子の発現量の変化を確認した後、次世代卵の休眠率へ与える影響を評価した。

dsRNAの投与によって、いずれの遺伝子でも発現低下がみられた。しかし、休眠率

に与える影響は遺伝子によって異なっており、Jhamtまたは Pcftのいずれかをノッ

クダウンした場合にのみ休眠率が低下した。一方、Kr-h1または LOC-80のノックダ

ウンは休眠率に影響を与えなかった。なお、RNAi実験では、dsRNA 投与後はカイ

コに休眠誘導刺激を与えなかった。したがって、ここでみられた次世代卵の休眠率

の低下は、休眠誘導刺激の入力系の阻害が原因ではないと考えられる。以上のこと

から、Jhamtと Pcftが、カイコの幼虫脳内における次世代卵の休眠モードのプログ

ラミングに関与していることが示唆された。幼虫期にこれらの遺伝子の発現が増加

することが、次世代卵の休眠を誘導する情報となっていると考えられる。 

Jhamtは JH合成の律速酵素をコードしている遺伝子であり（Shinoda and Itoyama 

2003）、Kr-h1は前述のように JHシグナル伝達系の初期応答遺伝子である。本研究

では、休眠群の幼虫の脳では、これらの 2つの遺伝子の発現が非休眠群よりも多い

ことが明らかになった。このことは、休眠群では、JHの生産が増加し、JHシグナ

ル伝達系が活性化されていることを示唆する。JHは、様々な昆虫において休眠の制

御に関与していると考えられている（Yagi and Fukaya 1974, Nijhout 1994, Denlinger et 

al. 2012, Denlinger and Armbruster 2014）。最近の報告によると、タンボコオロギ

（Modicogryllus siamensis）の日長依存的な休眠制御では、短日条件によって Jhamt
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の発現が増加して、JHレベルが上昇することで、幼虫休眠が誘導されることが示唆

されている（Miki et al. 2020）。さらに、キョウソヤドリコバチ（Nasonia vitripennis）

では、母親の JHレベルが低下することによって次世代の幼虫休眠が誘導されるこ

とが報告されている（Mukai et al. 2020）。以上のことから、カイコの休眠プログラ

ミングにも JHシグナル伝達系が関与していると考えられる。 

しかし、RNAiを用いた Kr-h1のノックダウンは、次世代卵の休眠率に影響を与

えなかった。昆虫の Kr-h1は、JHによる変態抑制に関与する転写因子をコードして

いる（Minakuchi et al. 2009,  Konopova at al. 2011, Lozano and Belles 2011, Kayukawa et 

al.  2014, Smykal et al. 2014） 。したがって、カイコでは、休眠と発生はどちらも JH

依存的であるが、異なる経路で制御されている可能性がある。実際に、これまでの

我々の経験からは、幼虫の成長速度と成虫になって産卵する卵の休眠モードには相

関がみられなかった。休眠制御に関与する JHシグナル伝達系は、カイコの脳内で

局所的に機能しているのではないかと推測される。 

さらに、休眠群の幼虫の脳では、Pcftが非休眠群よりも多く発現していることが

明らかになった。Pcftは、哺乳類の腸管の物質輸送系において、食物から得られる

葉酸を取り込む葉酸輸送体をコードしている（Zhao and Goldman 2013, Hou et al. 

2022）。昆虫における機能は明らかにされていない部分が多いが、Pcftはカイコで

も葉酸の取り込みや輸送に関与している可能性がある。RNAiを用いた Pcftのノッ

クダウンにより次世代卵の休眠率が減少したことから、葉酸がカイコの休眠制御に

関与している可能性が考えられる。これまでの研究では、ハバチの 1種

（Acantholyda nemoralis）では、葉酸の投与によって、卵巣細胞の分裂活性と核酸生

合成が促進され、幼虫休眠が中断されることが示唆されている（Zielińska and 
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Grzelakowska 1965a, 1965b）。さらに、タマネギバエ（Delia antiqua）の休眠蛹と非

休眠蛹の間で発現量の異なるタンパク質を比較解析した研究から、葉酸代謝に関与

する酵素が休眠制御に関連することが示唆されている（You-Jin et al. 2014）。他の

昆虫でも、葉酸が休眠制御に関与する可能性がある。 

本研究から、Jhamtと Pcftが、カイコの次世代卵の休眠モードのプログラミング

に関与していることが示唆された。さらに、JHシグナル伝達系と葉酸が、カイコの

休眠制御に関与している可能性も示唆された。これらの発見は、昆虫の休眠制御機

構を分子レベルで解明する糸口になると考えられる。今後は、Jhamtと Pcftの発現

がどのようなメカニズムで制御されているのかを調べる必要がある。さらに、他の

昆虫で休眠制御に関係すると考えられているインスリンシグナル伝達系などの因子

との相互作用も調べていきたい。 
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要旨 

 

第１章 序論 

カイコは、冬を越すために、卵（胚）で休眠する。カイコの卵休眠は母性制御さ

れており、二化性系統では、母親が卵期と幼虫期に受容した環境情報をもとに次世

代卵の休眠モード（休眠・非休眠）が決定される。休眠モードは蛹期よりも前に決

定され、蛹期ではそれにしたがって内分泌系が調節されて、産下する卵の休眠化ま

たは非休眠化が起こる。この休眠モードのプログラミングは母親幼虫の脳で行われ、

作成されたプログラムは脳に保存される。しかし、環境情報をもとに休眠モードを

プログラミングするメカニズムについては、分子レベルで明らかにされていない。

そこで本研究では、網羅的な遺伝子発現解析技術である DNAマイクロアレイ解析

と CAGE解析を用いて、カイコの休眠制御に関連する遺伝子の検索を試みた。 

本研究では、「休眠制御関連遺伝子は休眠卵産下群（休眠群）と非休眠卵産下群

（非休眠群）の間で発現差異を示す」という仮説を立て、休眠群と非休眠群の間で

幼虫脳内の発現差異遺伝子をスクリーニングした。そして、得られた候補遺伝子に

対して RNAiによる機能解析を行い、休眠制御に本質的に関与しているかどうかを

検証した。 

 

第２章 休眠制御可能なカイコ系統の選別 

適当な休眠誘導刺激を与えることにより次世代卵の休眠率を 100%（休眠）また

は 0%（非休眠）に調節することができる、休眠制御関連遺伝子のスクリーニングに

適した系統を選別した。 
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二化性と考えられている 10系統（c10、g32、k06、n25、p21、p22、p24、p44、

p50、および p63）を対象として、休眠誘導刺激である卵期の温度、卵期の明るさ、

幼虫期の日長のうち、いずれか１つだけを調節し、他の条件は一定として休眠応答

性を調べた。次世代卵の休眠率を 100％または 0％にすることができた系統は、卵期

の温度だけを調節した場合は c10、p22、および p50で、卵期の明るさだけを調節し

た場合は p50系統のみであった。また、幼虫期の日長だけを調節した場合は、p44

と p50 系統であった。以上の結果から、３種類の休眠誘導刺激のいずれに対しても、

そのうちの１つだけを調節することで次世代卵の休眠率を 100%または 0%に制御可

能な系統は p50 だけであった。したがって、本研究では p50 系統を研究対象とした。 

 

第３章 DNA マイクロアレイ解析を用いたカイコの休眠制御関連遺伝子の検索 

DNAマイクロアレイ解析を用いて休眠制御関連遺伝子を検索した。休眠誘導刺

激として、卵期の明るさまたは卵期の温度を調節した２つの実験グループを用意し

た。そして、各実験グループにおいて、休眠群と非休眠の間で発現差異を示す遺伝

子をスクリーニングした。次に、２つの実験グループに共通する発現差異遺伝子を

絞り込んだ。その結果、休眠制御関連遺伝子の候補として、Cytochrome P450 18a1 

（Cyp18a1）および Krüppel homolog 1 （Kr-h1）の 2つが得られた。これらの遺伝子

は、休眠群で非休眠群よりも発現が多かった。Cyp18a1は、昆虫の変態制御に不可

欠なホルモンであるエクジステロイドを不活性化させる酵素をコードしており、Kr-

h1は幼若ホルモン（Juvenile hormone: JH）のシグナル伝達系の初期応答遺伝子であ

る。これらのことから、エクダイソンレベルの低下、および JHシグナル伝達系の

活性化が、カイコの休眠プログラミングに関与している可能性が示唆された。 
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第４章 CAGE 解析を用いたカイコの休眠制御関連遺伝子の検索 

CAGE解析を用いて休眠制御関連遺伝子を検索した。休眠誘導刺激として、卵期

の明るさ、卵期の温度、または幼虫期の日長を調節した３つの実験グループを用意

した。そして、各実験グループにおいて、休眠群と非休眠の間で発現差異を示す遺

伝子をスクリーニングした。次に、３つの実験グループから得られた発現差異遺伝

子のうち、全ての実験グループに共通するものを絞り込み、リアルタイム定量 PCR

解析で mRNAの発現パターンを検証した。その結果、休眠制御関連遺伝子の候補と

して、Juvenile hormone acid methyltransferase （Jhamt）、Krüppel homolog 1 （Kr-

h1）、Proton-coupled folate transporter （Pcft）、および機能が未知な Uncharacterized 

LOC110385080 （LOC-80）の 4つが得られた。いずれの遺伝子も、休眠群で非休眠

群よりも発現が多かった。そこで、これらの遺伝子に対して RNAiを用いた発現抑

制を行い、次世代卵の休眠率へ与える影響を評価した。その結果、Jhamtまたは

Pcftのいずれかをノックダウンした場合は休眠率が低下したが、Kr-h1または LOC-

80のノックダウンは休眠率に影響を与えなかった。これらのことから、Jhamtおよ

び Pcft がカイコの休眠プログラミングに関与していることが示唆された。Jhamtは

JH合成の律速酵素をコードしており、Pcftは哺乳類の腸管の物質輸送系において食

物から得られる葉酸を取り込む葉酸輸送体をコードしている遺伝子である。したが

って、JHシグナル伝達系と葉酸がカイコの休眠プログラミングに関与していると考

えられる。 
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第５章 総合考察 

本研究では、網羅的な遺伝子発現解析技術である DNAマイクロアレイ解析と

CAGE解析を用いて、カイコの休眠制御に関連する遺伝子の検索を試みた。その結

果、Jhamtと Pcftが、カイコの休眠プログラミングに関与していることが示唆され

た。いずれも休眠群で非休眠群よりも発現が多いことから、幼虫の脳でこれらの遺

伝子の発現が増加することが、休眠を誘導する情報になっていると考えられる。さ

らに、JH シグナル伝達系と葉酸が関与している可能性も示された。JH については、

様々な昆虫種において休眠制御に関係することが示唆されてきた。しかし、葉酸に

ついては、休眠制御との関連を示唆した報告が過去に数件あるものの、近年は注目

されていなかった。 

本研究の成果は、休眠制御機構を分子レベルで解明するための新たな切り口にな

ると考えられる。今後は、Jhamtと Pcftの発現を制御するメカニズムや、他の昆虫

で休眠制御に関係すると考えられているインスリンシグナル伝達系などとの相互作

用を調べていく必要がある。 
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