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ホタルトビケラおよびニンギョウトビケラの BAC ライブラリー構築 

 
藤本 章晃 1・倉西 良一 2・安河内 祐二 3・佐原 健 1,* 

岩手大学農学部 1・千葉大学理学部 2・農業・食品産業技術総合研究機構 3 

 

 トビケラ目昆虫とチョウ目昆虫は約 2 億年前に

共通祖先からそれぞれ分岐した昆虫群で、最も近

縁な姉妹系統群の 1 つである（MISOF et al. 2014）。

染色体に関しても、昆虫綱においてマイナーな雌

ヘテロ型の性決定システムと分散動原体型染色体

構造を共有している（MAREC and NOVÁK, 1998）。

トビケラ目昆虫の染色体研究は、染色体の観察実

験によって、性染色体構成と染色体数の特定が複

数種において報告されている（KIAUTA, 1971; 

LUKHTANOV, 2000）。性染色体構成は解析されたす

べての種で雄が ZZ、雌が ZO である。トビケラ目

昆虫 3 上科で初期に分岐したシマトビケラ上科の

種では、染色体数が n=13~15 と他の上科に比べ少

ない。ナガレトビケラ上科では、ヒメトビケラ科

は n=14、ナガレトビケラ科は n=23 の種が報告さ

れている。エグリトビケラ上科では解析された種

が最も多く、ニンギョウトビケラ科、トビケラ科、

キソトビケラ科、ヒゲナガトビケラ科ではそれぞ

れ、n=22、28、27 および 25 の種が報告されてい

る。エグリトビケラ科では 17 種の解析が行われ、

染色体数は n=6~30 と多様性が認められるが、10種

が n=30 であったことから、基本数は n=30 と推測

されている。一方、チョウ目昆虫はトビケラ目昆

虫に比べ、大規模な種数の染色体数のカウントが

行われた結果、チョウ目昆虫における染色体の基

本数は n=31 と推測されている（ROBINSON, 1971）。

この基本数は、次世代シーケンサー解析によるゲ

ノム解読や fluorescence in situ hybridization (FISH)

による遺伝子マッピング解析からも支持されてい

る（AHOLA et al. 2014; YASUKOCHI et al. 2016）。チ

ョウ目昆虫間の染色体対応関係は、基本的に 1 対

1 対応であることと、その染色体座上遺伝子の位

置さえも高い保存性が確認されている（SAHARA et 

al. 2013; YASUKOCHI et al. 2016）。染色体数の増減

があった場合も、単純な切断と接着の関係で説明

ができる（YOSHIDO et al. 2011; HELICONIUS GENOME 

CONSORTIUM, 2012）。このような染色体の対応関係

がトビケラ目昆虫に存在することが確認できれば、

チョウ目昆虫において解析が困難とされている単

門亜目の種の染色体構成を推測することができる

と考えられる。ゆえに筆者らは、シマトビケラ上

科ヒゲナガカワトビケラ（Stenopsyche marmorata）

において、BAC ライブラリーを構築し（藤本ら, 

2015; FUJIMOTO et al. 2018）、FISH マッピングによ

る染色体比較を行った。その結果、ヒゲナガカワ

トビケラとチョウ目昆虫との染色体対応関係は、

性染色体（Z）のみに認められ、常染色体間は大き

なリアレンジメントが予測された（藤本ら, 未発

表）。ヒゲナガカワトビケラは、最も祖先的と考え

られるシマトビケラ上科に属する。進化的な分類

群における染色体対応解析研究は存在しないので、

チョウ目昆虫とのトビケラ目昆虫の一部のグルー

プとの間に常染色体対応関係が存在する可能性は

ある。そこで、本研究では、エグリトビケラ上科の

ホタルトビケラ（Nothopsyche ruficollis）およびニ

ンギョウトビケラ（Goera japonica）の BAC ライ
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ブラリーを構築し、染色体比較研究のツールを得

た。なお、一部の BAC を用いた FISH 実験によっ

て、エグリトビケラ上科 2 種へ FISH 解析を適用

することに成功し、研究基盤も形成できた。 

 

材 料 と 方 法 

 

1. 供試昆虫 

 ホタルトビケラは、2017 年 6 月に千葉県君津市

豊英の小糸川にて幼虫を採集し、岩手大学内の研

究室で、適切なステージまで飼育を行った。ニン

ギョウトビケラは、2016 年 8 月と 2017 年 5 月に

岩手県盛岡市上米内の米内川にて幼虫と蛹を採集

した。 

 

2. BAC ライブラリー作製 

 BAC の作製は、FUJIMOTO et al. (2018)に準じて行

った。つまり、ホタルトビケラおよびニンギョウ

トビケラの蛹約 600 mg からそれぞれ高分子 DNA

を抽出し、アガロースゲルに内包した。アガロー

スゲル内の高分子DNAをHindIIIにて部分消化し、

低融点アガロースゲルを用いて CHEF Mapper® 

XA システム（BioRad）によるパルスフィールド電

気泳動で約 100～125 kb 程度のゲノム断片を分画

し、ゲル抽出によって断片化した DNA を獲得し

た。さらに、HindIII で完全消化済みの pBeloBAC11

とのライゲーションを行った。ライゲーションミ

ックスは、コンピテントセル HST08 Premium 

Electro-Cells (TaKaRa)にエレクトロポレーション

（1.5 kV, 25 µF, 100 Ω）で導入し、形質転換体を獲

得した。形質転換体は X-gal と IPTG を塗布した 10 

µg/mlのクロラムフェニコール含有LB培地にて培

養を行い、白コロニーのみを 8%グリセロール入り

の LB 溶液（20 µg/ml クロラムフェニコール含有）

に植菌し、16 時間以上 37°C で培養した後、-80°C

にストックした。 

 

3. BAC ライブラリーのインサートサイズ推定 

ストックした白コロニーを無作為抽出し、BAC

からプラスミッド DNA を QIAGEN Plasmid Midi 

Kit を用いて抽出した。約 400 ng のプラスミッド

DNA を 5 時間以上、37°C で NotI処理することで、

プラスミッド DNA をベクターDNA とインサート

DNA に切断した後、1% Pulse Field Certified Agarose 

(BioRad)ゲルを用いて CHEF Mappr® XA システム

でパルスフィールド電気泳動を行った。泳動条件

は、｢5-400 kb｣を分画する Auto algorithm モードを

用いた。ベクターを除いたインサートサイズの合

計を供試数で除して平均インサートサイズを推定

した。 

 

4. 染色体標本作製 

 TRAUT (1976)を一部改変して、ホタルトビケラお

よびニンギョウトビケラの終齢幼虫から抽出した

卵巣もしくは精巣を用いて、減数分裂パキテン期

の染色体標本を作製した。 

 

5. FISH 

 BAC-FISH ならびに画像解析は、YOSHIDO et al. 

(2014)に従い行った。FISH には QIAGEN Plasmid 

Midi Kit で抽出したプラスミッド DNA を Nick 

translation Kit (Abbott)で蛍光ラベルしたものをプ

ローブとして用いた。FISH された染色体標本は蛍

光顕微鏡 DM6000B (Leica)を用いて観察し、FX 白

黒 CCD カメラの DFC350（Leica）にて画像をデジ

タルデータとして保存し、Adobe photoshop CS6 に

て画像の解析を行った。 

 

結 果 と 考 察 

 

本研究で構築したホタルトビケラの BAC ライ

ブラリーは、総クローン数 42,240、平均インサー

トサイズ 57.97 kb から推定される総インサートサ

イズは 2,449 Mb であった（表 1）。ニンギョウトビ

ケラのBACライブラリーは、総クローン数79,872、

平均インサートサイズ 46.33 kb から推定される総 
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インサートサイズは、3,700 Mb となった。トビケ

ラ目昆虫のゲノム情報は、現在 5 種が報告されて

おり（i5K CONSORTIUM, 2013; FERGUSON et al. 2014; 

WEIGAND et al. 2017; 2018; LUO et al. 2018）、推定ゲ

ノムサイズは、451～1,369 Mb である。最大のサイ

ズを持つ種を基準とすると、我々の構築した BAC

ライブラリーは、ホタルトビケラで約 1.78 ゲノム

分、ニンギョウトビケラでは約 2.70 ゲノム分に相

当する。ヒゲナガカワトビケラ BAC ライブラリー

（FUJIMOTO et al. 2018）は、平均インサートサイズ

が 65.38 kb、総クローン数 32,256 であり、総イン

サート長は 2,108 Mb と推定される（表 1）。シマト

ビケラ上科の Stenopsyche tienmushanensis ゲノム解

析（LUO et al. 2018）から推定されたゲノムサイズ

は、451.5 Mb と他の上科の種よりも小さい。エグ

リトビケラ上科の Limnephilus lunatus および

Sericostoma sp.は、推定されたゲノムサイズが共に

1,000 Mb を超える（i5K CONSORTIUM, 2013; WEIGAND 

et al. 2017）。こうした情報から、本研究では、ヒゲ

ナガカワトビケラ BAC ライブラリーよりもスト

ッククローン数を増加させた。しかしながら、ヒ

ゲナガカワトビケラと比較して、ホタルトビケラ

では 7.41 kb、ニンギョウトビケラでは 19.05 kb も

平均インサートサイズが小さかった。高分子 DNA

抽出に使用した蛹個体数が、ヒゲナガカワトビケ

ラでは蛹 3 個体だったのに対し、個体サイズの小

さなホタルトビケラならびにニンギョウトビケラ

では、それぞれは 20 個体程度ならびに 30 個体と

多く、抽出過程で粗雑物が多くなった。そのため、

十分な長さの高分子 DNA の抽出ができなかった

可能性とライゲーション効率の低下が要因として

考えられた。  

研究では、構築した BAC クローンが FISH 実験

に使用できるかを評価した。無作為抽出した BAC

をプローブとしてホタルトビケラおよびニンギョ

ウトビケラの染色体標本にハイブリダイズを行っ

た。特定の染色体領域に特異的ダブルドットシグ

ナルが確認できた（図 1a, b）。よって、本研究で構

築した BAC ライブラリーは、今後 BAC-FISH 解析

に使用できると考えられる。つまり、構築したBAC

ライブラリーから、ヒゲナガカワトビケラおよび

チョウ目昆虫との染色体比較が可能なオルソログ

を選抜し、各昆虫体の染色体標本に対して FISH マ

ッピングすることで、トビケラ目昆虫間およびチ

ョウ目昆虫との染色体比較解析から、姉妹系統間

の染色体進化の解明につながることが期待される。 

図 1. BAC-FISH による評価。a, :ホタルトビケラ;  
b, ニンギョウトビケラ; スケールバー, 10 µm 

表 1. トビケラ 3 種の BAC ライブラリー比較 

種名 総クローン数
平均インサート

サイズ (kb)
総インサート長

(Mb)

ホタルトビケラ 42,240 57.97 2,449

ニンギョウトビケラ 79,872 46.33 3,700

ヒゲナガカワトビケラ 32,256 65.38 2,108
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カイコ 5 齢幼虫のヒートショックの誘導方法の条件検討 
 

高木 圭子 1, 2,*・大森 裕介 1,*・冨田 秀一郎 3・金児 雄１,** 
1 弘前大学農学生命科学部・2京都工芸繊維大学工芸科学部（現所属）・3農業・食品産業技術総合研究機構 

 

遺伝子の過剰発現系は、特定の遺伝子の機能を

調べるために広く利用されている。中でも、任意

のタイミングでヒートショックによる発現誘導が

可能な hsp70 のプロモーターは広く利用されてき

た。カイコ（Bombyx mori）においても、キイロシ

ョウジョウバエ（Drosophila melanogaster）の hsp70

プロモーターを利用した、個体での過剰発現系が

2002 年に開発された（UHLÍŘOVÁ et al. 2002）。その

際、ヒートショックは、タバコスズメガ（Manduca 

sexta）の熱抵抗性の値を参考にして、42℃、60 分

または 90 分で行われた。その後、カイコの hsp70

プロモーターを使用した系も利用されている

（YOKOYAMA et al. 2012）。カイコの熱応答性は、系

統や発育段階によって異なることが知られており

（MANJUNATHA et al. 2010）、用いる系統によっては、

hsp70 プロモーターに対するこれまでの誘導条件

が適切とは限らない。しかしながら、現在でも多

くのカイコの研究において、42℃でのヒートショ

ックが行われている。 

通常、カイコの休眠卵は紫色に着色するため、

マーカーとして使用される蛍光タンパク質の発現

を、胚の時期で確認するのは困難である。w-1 系統

では、キヌリン酸化酵素遺伝子が正常に機能しな

いため、卵が着色しない（QUAN et al. 2007） ので、

蛍光タンパク質の発現を卵の外から観察できる。

そのため遺伝子組換えカイコの原系統として使用

されている。そこで本報告では、w-1 系統における

hsp70 プロモーターのヒートショックの条件を検

討した。さらに、組織間のヒートショックによる

発現誘導率の違いについても述べる。本報告では、

カイコのエクダイソン応答性転写因子のひとつで

ある BHR4 をカイコ hsp70 プロモーターに繋いだ

遺伝子組換えカイコを使用する。そこで BHR4 の

終齢期における機能を示唆する結果も併せて報告

する。本報告は、カイコにおけるヒートショック

による遺伝子発現誘導の条件設定において、基礎

的な知見として役に立つと考えている。 

 

材 料 と 方 法 

 

1. 供試カイコ系統 

本研究では、YOKOYAMA et al.（2012）の報告にあ

る pnd; w-1 系統に、hsp70-BHR4 を piggyBac によ

って挿入された遺伝子組換えカイコから作出され

た系統を使用した。検証には、上記の遺伝子組換

え系統に w-1 系統を交配した後代から、hsp70-

BHR4 をホモに持ち、pnd を持っていない個体を選

抜して樹立された系統を利用した。25℃、12L:12D

の明暗周期下で、人工試料（シルクメイト２S、日

本農産工業）を与えて飼育した。齢期は、脱皮した

最初の日を 0 日として数えた。 

 

2．ヒートショック 

a) 処理時間 1 時間の場合（図 1） 

インキュベーター内で一定の温度に保ったアル

ミビーズ（アルミドロップビーズ小粒, SANSYO）

mailto:yukaneko@hirosaki-u.ac.jp
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でカイコを覆うことにより、任意の温度でヒート

ショックを与えた。カイコは脱走を防ぐために、

袋状の網の中に入れた。アルミビーズはあらかじ

めビーカーに入れ設定温度に熱した後、カイコの

全身を覆った。その後、ビーカーごとインキュベ

ーター内に静置した。 

 

b) 処理時間 24 時間以上の場合 

 所定温度のインキュベーター内で、飼育を行う

ことでヒートショックを与えた。ヒートショック

後、25℃に戻して飼育した。 

 

3. 遺伝子発現解析 

カイコは水麻酔の後に解剖し、組織を摘出した。

摘出した組織は抽出まで-80℃で凍結保存した。

Total RNA をキット（Tissue Total RNA mini kit, チ

ヨダサイエンス）を用いて抽出後、DNase I

（ThermoFisher）処理によりゲノム DNA を除去し

た。その後、RevertAid M-MuLV Reverse Transcriptase

（ThermoFisher）と oligo (dT) primer (12 mer)を用い

て cDNA を合成した。定量 PCR は、Brilliant III 

Ultra-Fast SYBR Green QPCR Master Mix （Agilent）

を用いて、95 ℃、10 秒を 1 cycle、続いて 95℃、

5 秒、60℃、30 秒を 40 cycles の条件で行った。遺

伝子発現量は、目的遺伝子をクローニングした

pBluescript-SK(+)（Agilent）の希釈系列を用いた検

量線を使用し、決定した。BHR4 遺伝子のコピー数

は、rp49 遺伝子のコピー数で標準化した。各遺伝

子の定量に用いたプライマーの配列は以下の配列

である。 

BHR4 forward primer;  

5’- TCAAGCGATGCACGGAAA-3’ 

BHR4 reverse primer;  

5’- GGTTATCTGCGTCATCTTTTCCAC-3’ 

rp49 forward primer;  

5’- CAGGCGGTTCAAGGGTCAATAC-3’  

rp49 reverse primer;  

5’- TGCTGGGCTCTTTCCACGA-3’  

 

4. 統計解析 

 ヒートショックの有無による発現量の比較を、

Welch の 2 標本 t 検定により解析した。解析には、

Instat 3（GraphPad Prism）を使用した。 

 

結 果 と 考 察 

 

5 齢 0 日のカイコに 42℃で 60 分間のヒートショ

ックを与えた（図 2）。ヒートショックの直後に解

剖し、前胸腺、精巣および卵巣を取り出し、BHR4

の発現量を測定した。その結果、ヒートショック

を与えていない区と比較して、ヒートショックを

与えた区では全ての組織において遺伝子発現が有

意に上昇していた。BHR4 の過剰発現がエクダイソ

ン合成を促進することが報告されていることから

（YOKOYAMA et al. 2012）、上記のヒートショックの

条件により、早熟な脱皮や変態、または脱皮不全

が予想されたが、そのような表現型は観察されな

かった。誘導された遺伝子発現が、どのくらいの

時間維持されるのかは不明であるが、発現量、発

現期間のいずれか、またはその両方が、脱皮や変

図 1. ビーズを使用したカイコ幼虫のヒートショック方法 
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態に影響を及ぼすには不十分であった可能性が考

えられる。そこで表現型を得るために、より長く

発現誘導を維持できる条件の検討を行った。 

これまで長時間に渡って発現状態を維持するた

めに、短時間のヒートショックを繰り返し行う方

法が報告されているが（YOKOYAMA et al. 2012）、本

報告では作業効率の向上の為に、24 時間連続して

高温下におくこととし、その温度条件を検討した。

42℃（25 個体）及び 39℃（26 個体）で 24 時間ヒ

ートショックを与えたところ、ヒートショック後

2 日以内に全ての個体が死亡した。一方 38℃（24

個体）で 24 時間ヒートショックを与えたところ、

死亡することなく全ての個体が蛹化した。そこで

38℃、24 時間のヒートショックによる BHR4 の発

現誘導を、前胸腺、精巣および卵巣において確認

した。5 齢 0 日から 1 日にかけてヒートショック

を行なった場合と、5 齢 3 日から 4 日にかけてヒ

ートショックを行なった場合の二つのタイミング

での実験をおこなった（図 3）。その結果、前胸腺、

精巣および卵巣のいずれにおいても、遺伝子発現

の有意な誘導がみられた。前胸腺での誘導は、ヒ

ートショックを与えていないコンロールと比較し

て、およそ 1.8 倍の誘導にとどまっており、精巣と

卵巣ほど高くは誘導されなかった。その要因のひ

とつとして、組織によって熱応答性に違いがある

可能性が考えられる。例えば、42℃、60 分のヒー

トショックによって、絹糸腺で誘導された内在性

hsp70 の発現は、脂肪体や中腸で誘導された発現量

の 20%に留まるとの報告がある（CHANDRAKANTH et 

al. 2015）。一方、脂肪体では、38℃と 42℃でそれ

ぞれ 60 分のヒートショックで誘導される内在性

の hsp70 には差が無いことが報告されている

（VELU et al. 2008）。前胸腺の場合は、42℃、60 分

のヒートショックでは、ヒートショックを行なっ

ていない区と比較し

図 2. 42℃のヒートショック後における組織ごとの BHR4 の発

現量 
5 齢 0 日のカイコに、42℃ 、60 分のヒートショックを与えた直

後に、前胸腺、精巣、卵巣を取り出して遺伝子発現量を測定し

た。BHR4 の発現量は、rp49 で標準化した値で示した。N=3-6、
エラーバーは SD を示す。 HS: ヒートショック。 **P<0.01。 

図 3. 38℃のヒートショックを 24 時間与えた後の組織ごとの

BHR4 の発現量 
5 齢 0 日または 5 齢 3 日のカイコに、38℃、24 時間のヒート

ショックを与えた直後に、前胸腺、精巣および卵巣を取り出

し、BHR4 の発現量を測定した。BHR4 の発現量は、rp49 のコ

ピー数で標準化した値で示した。HS: ヒートショック。N=3-
6、エラーバーは SD を示す。*P<0.05 , **P<0.01。 
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て 12.6 倍もの誘導が観察されたのに対し、38℃、

24時間では1.8倍程度の誘導であったことから（図

2, 3）、生殖巣や脂肪体などと比べて、熱に対する 

感受性は一過性であり、継続することで低下する

可能性が考えられる。これらのことから、対象と

する組織ごとにヒートショック条件の検討が必要

であることが明らかになった。 

38℃で 24 時間のヒートショックを与えた場合、

特に生殖巣で強く発現が誘導されることが分かっ

た。ヒートショックを与えている間の発現変動を

測定したところ、精巣、卵巣、共にヒートショック

開始後 6 時間で発現の上昇が確認された（図 4）。

また、少なくとも 48 時間までは、ヒートショック

を与えている間、高い発現が維持された。そこで、

この条件でのヒートショックが幼虫の成長にどの

ように影響するかを観察した。38℃のヒートショ

ックを、5 齢 0 日から 24 時間与えた場合と、48 時

間与えた場合の二つの条件で成長への影響を観察

した（図 5）。蛹変態における最初の外部形態の変

化である吐糸管の着色を蛹化の指標とした。ヒー

トショックを与えず 25℃で飼育した場合、21 個体

中 21 個体が 5 齢 5 日で吐糸管の着色を示し、吐糸

管着色の 3 日後（5 齢 8 日）に蛹化した。38℃、24

時間のヒートショックを与えた場合、20 個体中 20

個体が 5 齢 7 日に吐糸管着色し、3 日後（5 齢 10

日）に蛹化した。48 時間のヒートショックを与え

た場合、半数以上の個体がヒートショックの直後

および翌日に死亡した。残りの個体の吐糸管着色

は 5 齢 9、10、11 日まで遅れた。また、このとき、

吐糸管着色から蛹化まで通常 3 日かかるところ、

4 日間かかった。以上の結果から、5 齢初期におけ

る BHR4 の過剰発現は、5 齢期間の延長をもたら

す可能性が示唆された。幼虫期の延長の原因とし

て最も高い可能性が考えられるのは、血中エクダ

イソン濃度の上昇の遅延である。キイロショウジ

ョウバエにおける報告から、BHR4 ホモログである

図 4. 38℃のヒートショックによる BHR4 発現量の継時変化 
5 齢脱皮直後から 48 時間、38℃でヒートショックを連続し

て行い、精巣及び卵巣における BHR4 の発現量を時間を追っ

て計測した。BHR4 の発現量は rp49 のコピー数で標準化し

た値で示した。N=4-5, エラーバー: ±SD。 

図 5. ヒートショックを与えたカイコの蛹化への影響 
ヒートショックを 38℃で 0（上段）、24（中段）、48 時間（下段）与えたカイコを飼育し、蛹化の指標である吐糸管の着色を観察

した。実験条件と結果を模式的に示す。図の上段の数字は、5 齢期での経過日数を示している。HS はヒートショックを与えてい

た期間を表わしている。バー中の数字は、上の 5 齢の日数において、吐糸管着色が見られた個体数を示す。バーの左側の数字は、

吐糸管着色を示した全ての個体数、またカッコ内の数字は、吐糸管着色に至らず死亡した個体数を表している。 
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DHR4 の過剰発現は、前胸腺のエクダイソン合成

活性を抑制することが明らかにされている（OU et 

al. 2011）。今回我々が得た結果と上記の報告は一致

する。このことから、5 齢摂食期においては、BHR4

もまた前胸腺のエクダイソン合成活性を抑制する

可能性が高いと考えられる。一方で、蛹脱皮直前

のカイコにおいては、BHR4 の過剰発現によりエク

ダイソン合成が促進されることから（YOKOYAMA et 

al. 2012）、BHR4 の発現に対する前胸腺の反応は発

育時期によって異なる可能性が示唆される。しか

しながら、前胸腺での 24 時間のヒートショックに

よる発現誘導率は低いことから（図 3）、BHR4 の

過剰発現よりも、むしろ長時間のヒートショック

によって発育の遅延が生じた可能性もあり、今後

の検証が必要である。 

本報告によって、38℃という低温でも、hsp70 プ

ロモーターの活性化が起こることが明らかになっ

たことから、長時間にわたる外来遺伝子発現誘導

が可能であることがわかった。加えて、長時間の

ヒートショックの間も発現が維持されることから、

必ずしもヒートショックを複数回に分けて断続的

に与える必要がないことも同時に判明し、hsp70 プ

ロモーターを利用した遺伝子発現誘導において、

新たな方法を提示することができた。しかしなが

ら、38℃によるヒートショックでは、組織によっ

て誘導効率が異なっており、組織によっては表現

型を得るのに十分な発現誘導が行われない可能性

がある。そのため、今後、より詳細な組織毎の誘導

効率の検証が必要である。 
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エンベロープと呼ばれる膜構造をもつ動物ウイ

ルスにおいては、エンベロープと細胞膜、または

エンベロープとエンドソーム膜との膜融合はウイ

ルス感染に必須のステップである。アルファバキ

ュロウイルスは膜融合タンパク質 GP64 をもち、

GP64 の構造変化によりウイルスのエンベロープ

と宿主のエンドソーム膜が膜融合を起こすことで

ヌクレオカプシドが細胞質中に放出され、ウイル

スが宿主細胞へ侵入する（BLISSARD and WENZ, 

1992）。膜タンパク質の膜融合活性はウイルスの増

殖に影響を及ぼすことが様々なウイルスで知られ

ており（JEETENDRA et al. 2003; JI et al. 2017; DREIER 

et al. 2019 ）、 Autographa californica multiple 

nucleopolyhedrovirus（AcMNPV）でも GP64 の膜融

合活性が低下した変異体は培養細胞でのウイルス

の増殖が低下した（LI and BLISSARD, 2011）。また、

カ イ コ 核 多 角 体 病 ウイ ル ス （ Bombyx mori 

Nucleopolyhedrovirus: BmNPV）とAcMNPVのGP64

膜融合活性が Sf9 細胞で比較され（KATOU et al. 

2010）、AcMNPV の GP64 が BmNPV ホモログより

膜融合活性が高いこと、これらの膜融合活性の違

いは 1 アミノ酸（Ac-GP64 H155/Bm-GP64 Y153）

によることが明らかにされた。 

本研究室ではプラークサイズが小さい BmNPV 

H4 株（H4）を分離し、BmNPV 標準株 T3 株（T3）

と異なる増殖特性をもつことを明らかにした（角

谷, 2006）。BmN 細胞での H4 の増殖能は T3 のそ

れより低いが、一方、カイコ個体では H4 は T3 よ

り増殖能が高い。感染後 120 時間での H4 感染カ

イコ体液 1 μl 中あたりのウイルス DNA 量は T3 感

染カイコのものの約 8 倍であった（図 1）。H4 と

T3 の GP64 には 6 残基の違いがある（図 2, 酒井, 

2012）。本研究では、これらのどのアミノ酸の違い

と増殖特性差異の関係を明らかにする端緒として、

この 6 つのアミノ酸をそれぞれ T3 型から H4 型に

変化させた GP64 発現プラスミドを作製し、これ

ら変異 GP64 の膜融合活性を観察した。 

図 1. カイコ体液中の BmGFP と H4-eGFP のウイルス DNA 量 
BmGFP（ONO et al. 2012）と eGFP を発現する H4 である H4-GFP
を用い、5 齢起蚕の血体腔に 100 pfu 相当量注射した。カイコは

各 5 頭ずつ用い、コントロールは TC100 培地を注射した。24 時

間おきに体液を採取し、採取した体液は滅菌水で 50 倍希釈した

後、等量の 0.1% SDS と混合し、95℃で 5 分処理した。その後、

遠心（15000 rpm, 5 分, 4℃）を行い、その上清を 4 分の 1 希釈し

たものをサンプルとし、qPCR を用いた絶対定量により体液中

のウイルス DNA 量を定量した。qPCR の際に Cq 値が 35 以下だ

ったサンプルは信頼性が低いため、NA と表示した。縦軸は体液

1 μl 中のウイルス DNA のコピー数の log2 対数、横軸は時間（h）
を表しており、エラーバーは標準誤差である。各時間ごとに t 検
定を行い、p 値が 0.05 以下の比較に*を表示した。 

 

mailto:hban@abs.agr.hokudai.ac.jp
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材 料 と 方 法 

 

1. 供試細胞 

当研究室で保存されているカイコ卵巣由来の

BmN 細胞を用いた。細胞は、10% FBS（Biosera）

を含む TC-100 培地（Applichem）を用いて、26℃

で培養した。 

3. 膜融合活性試験 

12-well-plate（Iwaki）に無血清 TC 100 培地で 2 

度洗浄した BmN 細胞を各ウェルあたり 5.0×105個

になるように播種し、26℃で 2 時間静置した。X-

tream GENE 9 DNA Transfection Reagent（Roche）3 

μl、無血清培地 97 μl を混合したものに、GP64 発

現プラスミド（pSK-T3gp64、pSK-H4gp64、pSK-

T3gp64_A30del 、 pSK-T3gp64_L99M 、 pSK-

T3gp64_G158S 、 pSK-T3gp64_Y172H 、 pSK-

T3gp64_V183I、pSK-T3gp64_R191K）1 μg を含む無

血清培地 100 μl を混合したものを加え、室温で 20 

分間静置し、形質転換用培地とした。これを上記

の 12-well-plate の培養細胞に添加し、26℃で 6 時

間培養した。その後、形質転換用培地を除き、1 ml

の 10%血清 TC 100 培地に交換して 48 時間培養し

た。その後、pH を 3.2 に調製した PBS 1 ml に交換

後 5 分間静置し、低 pH 処理を行った後、無血清

培地で 1 回洗浄し、1 ml の 10%血清培地に交換し

て 26℃で培養し、1 時間後に顕微鏡で観察を行っ

た。 

 

結 果 と 考 察 

 

まず初めに、T3GP64 と H4GP64 の膜融合活性を

観察した。それぞれを発現するプラスミドを BmN

細胞にトランスフェクションし、培養上清の pH を

6.2 から 3.2 にしてシンシチウム形成を膜融合活性

の指標にして比較した。pH3.2 において、H4 の

GP64がT3GP64より膜融合活性が高かった（図3）。 

次に T3gp64、H4gp64、T3gp64 の 6 つのアミノ

酸バリアントをそれぞれ 1 つずつ H4 型に置換し

た GP64（T3GP64-A30del、T3GP64-L99M、T3GP64-

G158S、T3GP64-Y172H、T3GP64-V183I、T3GP64-

R191K）の膜融合活性を T3gp64、H4gp64 と比較し

た（図 3）。T3GP64-Y172H の膜融合活性が H4 と

比較して顕著に高く、次いで T3GP64-A30del が H4

図 2. AcGP64、T3GP64、H4GP64 のアミノ酸配列アライメントの一部を表示している。T3GP64 と H4GP64 の 6 つのアミノ酸バリ

アントを赤枠で囲み、上部にそれぞれのバリアントの T3GP64 アミノ末端のメチオニンから数えたアミノ酸の番号を記載した。 
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と同等の膜融合能を示した。T3GP64-Y172 は

KATOU et al.（2010）における Bm-GP64 Y153 に相

当し、このアミノ酸を T3 型のチロシンからヒスチ

ジン（=H4 型、Ac-GP64 H155 に相当）に変化させ

ると、膜融合活性が高くなり、先行研究の結果と

一致した。 T3GP64-G158S、T3GP64-R191K は T3

と同等の膜融合活性を示し、T3GP64-L99M、

T3GP64-V183I は T3 より低い膜融合能を示した。

Ac-GP64 で T3GP64-L99 に相当する L82 は、X 線

構造解析の結果から、GP64 のフュージョンループ

に存在し、チロシン、スレオニンへの置換で膜融

合活性が低下することが報告されている（KADLEC 

et al. 2008）。また、T3GP64-V183 については、T3

型のイソロイシンから Ac-GP64 型（=H4 型）のバ

図 3. T3GP64、H4GP64 および 6 つのアミノ酸バリアントをそれぞれ 1 つずつ H4 型に置換した T3GP64（T3GP64-A30del、T3GP64-
L99M、T3GP64-G158S、T3GP64-Y172H、T3GP64-V183I、T3GP64-R191K）の膜融合試験の比較 
各 GP64 を発現するプラスミドを 1.0 µg BmN 細胞にトランスフェクションし、48 時間後に pH3.2 で低 pH 処理を行った後、顕微鏡

で観察した。Mock は未処理の BmN 細胞を pH3.2 で処理を行ったものである。スケールバーは 100 µm である。 
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リンへの置換で膜融合活性が低下すると報告され

ている（KATOU et al. 2010）。今回の結果はこれらの

先行研究の結果と矛盾しないものであった。また、

膜融合活性が低下した Ac-GP64 アミノ酸置換

AcMNPVは培養細胞でのウイルス増殖も低下した

ことが示されているが（LI and BLISSARD, 2011）、今

回膜融合活性を観察した 6 つのアミノ酸 1 塩基置

換をもつ BmNPV-GP64 アミノ酸置換ウイルスの

増殖と膜融合活性の関係を今後、明らかにしてい

く。 

他のウイルスで観察されている膜融合活性とウ

イルスの培養細胞、個体での増殖性の関係には以

下の４例が知られている。(1) 膜融合活性亢進が個

体での増殖に負に働いたケース：鳥インフルエン

ザウイルス Avian influenza A viruses (AIV) H7 

subtype では膜タンパク質 HA の 1 アミノ酸置換で

膜融合活性が変化し、膜融合活性亢進変異体はマ

ウス個体での増殖能が低下した一方、膜融合活性

が低下した変異体はマウスでの増殖が増加した

（DREIER et al. 2019）。(2) 膜融合活性亢進が細胞、

個体での増殖に負に働いたケース：パラミクソウ

イルス科に属するニューカッスルウイルスでは、

膜タンパク質 F（F プロテイン）の HRB リンカ―

ドメインの 1 アミノ酸置換で膜融合活性が亢進す

る。その膜融合活性亢進変異体は、BHK-21F 細胞

とニワトリ個体の両方でウイルス増殖や病原性が

減少し、膜融合活性の強さが強いものほどウイル

ス力価や病原性が低くなった（JI et al. 2017）。(3) 

膜融合活性亢進が細胞での増殖に正に働いたケー

ス：同ウイルスの F プロテインの CT ドメインの

アミノ酸を欠失または置換した別の膜融合活性亢

進変異体は、ニワトリ DF1 細胞でウイルス増殖が

増加した（SAMAL et al. 2013）。 (4) 膜融合活性低

下が細胞での増殖に負に働いたケース：GP64 と同

じ Class Ⅲの膜タンパク質 G をもつ水泡口炎ウイ

ルス（VSV）では、フュージョンループおよびメン

ブレンプロキシマル領域の 1 アミノ酸置換により

膜融合活性が低下した変異体は培養細胞での増殖

も 低 下 し た （ FREDERICKSEN and WHITT, 1995; 

JEETENDRA et al. 2003）。これらを元に考えると、実

験に用いた培養細胞では膜融合活性とウイルス増

殖の相関は低いが、個体レベルでは膜融合活性が

低くなれば、ウイルス増殖が高い観察が得られて

いる。カイコ個体での感染では膜融合能が高い H4

が T3 より増殖能が高く、膜融合能とウイルス増殖

能の関係性は既存の情報では説明しにくい。今後

は BmN 細胞とカイコ個体において GP64 の 6 つの

アミノ酸バリアントをそれぞれ 1 つずつ T3 型か

ら H4 型に置換した T3 の増殖能を測定し、T3 と

H4 のウイルス増殖性の違いに寄与するアミノ酸

バリアントを特定し、ウイルス増殖と膜融合活性

との相関を探りたい。さらに、GP64 のアミノ酸と

ウイルス増殖の関係を紐づけられる情報を収集す

ることで、ウイルス増殖やトロピズムを人為的に

設計できるツールの開発の可能性を探っていく。 
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マイクロプレートウェル全体をカバーする 

スティッチング画像のバイアス補正技術の確立 
 

中西 登志紀・関口 真理・浅野 眞一郎・伴戸 久徳・佐藤 昌直* 

北海道大学大学院農学院 

 

顕微鏡の自動制御は、１視野では観察しきれな

い広範囲の画像取得を可能にする。広範囲を撮影

する際には、その範囲をカバーできるだけの複数

画像を取得し、計算機でそれらを重ね合わせる。

この技術をスティッチングと言い、顕微鏡メーカ

ーが開発したプログラムやオープンライセンスの

ソフトウェアで実装されている。しかしながら、

撮影装置や実験条件により、既製のプログラムで

はスティッチングできない状況の画像の場合は、

その状況に応じた画像の前処理やスティッチング

技術が必要となる。本研究ではカイコ卵巣由来細

胞（BmN 細胞）の観察を行う際に観察者の選択バ

イアス無しに情報を収集する目的で、ウェル全体

を解析するための要素技術としてスティッチング

プログラムを開発した。 

 

材 料 と 方 法 

 

1. 細胞およびウイルス 

供試細胞は、当研究室で継代されているカイコ

卵巣由来 BmN 細胞を用いた。BmN 細胞は、ウシ

胎児血清（Gibco）を 10%添加した TC-100 培地

（PanReac AppliChem）を用い、26℃で培養した。 

供試ウイルスは、BmNPV バクミドにポリへドリ

ンプロモーター下流 GFP を導入した BmGFP（ONO 

et al. 2007）を使用した。 

 

2. プラークアッセイ 

12 ウェルプレート（Iwaki）に無血清 TC 100 培

地で 2 度洗浄した BmN 細胞を各ウェル 5×105個の

密度で播種し、26℃で 2 時間培養した後、無血清

TC100 培地で段階希釈したウイルス液をウェルあ

たり 450 µl 加え、26℃で 1 時間培養した。その後、

ウイルス液を除き、1% SeaPlaque GTG Agarose

（TaKaRa）を含む 10％血清 TC100 培地をウェル

あたり 1 ml 加え、26℃で培養した。 

 

3. 共焦点蛍光顕微鏡を用いた観察 

共焦点蛍光顕微鏡は、本学院共同利用機器

の Leica TCS SP5 II を使用した。本研究では、プラ

ークアッセイ用に準備したプレートのなかから、

104 倍希釈したウイルス液を添加したウェルを観

察した。顕微鏡は Leica LAS AF Lite 4.0 によって

制御し、ウェル全体を撮影するように領域を設定

した後、ピクセルが画像間で 10％重なるように撮

影点を設定し、縦 10、横 11 枚の撮影で一つのウェ

ルをカバーする領域の画像を取得した（以下、個々

の画像をウェル分割画像とする）。ウェル分割画像

は縦、横 1024 ピクセルである。また、ウェル分割

画像ごとに 30 µm 刻みで Z 座標をずらしたウェル

分割画像を 10 枚撮影した（これら 10 枚を z スタ

ックと呼ぶ）。 

 

4. 画像解析 

mailto:satox@abs.agr.hokudai.ac.jp
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 画像解析には以下の用途に応じて、Python もし

くは Fiji（imagej）を使用した。 

 

A) 各撮影点における最適 Z 座標の決定 

Python の OpenCV2 モジュールの cvLaplacian 関

数を用いたカスタムスクリプトを作成し、使用し

た。各 z スタックについてピクセル間の輝度値の

変化がもっとも強い（輝度値のラプラシアンが大

きい）画像をベストフォーカスの画像と定義して

各ステージでのベストフォーカス画像を得た。 

 

B) 撮影装置特有のバックグラウンド輝度値の除

去 

Fiji のマクロを作成し、使用した。10×11 枚のベ

ストフォーカス画像の各ピクセルでの平均値を計

算し、それら平均値の画像を作成した後、さらに

Fiji に内蔵されている平均値フィルターを 20 ピク

セル単位でかけ、平滑化した背景画像を作成した。

元画像の輝度値から背景画像の輝度値を引き算し、

セル単位で平滑化した背景画像を作成した。この

平均値を加えることで、撮影装置特有のバックグ

ラウンド輝度値を除去した。これらの計算は全て

32 bit で行った。 

 

C) スティッチング 

撮影装置特有のバックグラウンド輝度値を除去

した各画像を重ね合わせて、一枚の画像にするた

めに Fiji のプラグインの一つである stitching を用

いた。Plugins の中の stitching にある Grid/Collection 

stitching を選択した後、Grid 設定を row-by-row、

Right&Up に設定、最後に Grid size x を 10、y を 11

に、Tile overlap を 10%に設定し、使用するディレ

クトリを指定することでスティッチング画像を得

た。 

 

結 果 と 考 察 

 

1. Leica SP5 の Tiling 機能を用いた well 全体の撮影 

12 ウェルプレートの 1 つのウェル全体を 110 点

の XY 座標で撮影し、それら 110 枚の画像を（Leica 

LAS AF Lite 4.0）で再構成することで１ウェル全

体の画像を得た（図 1b）。画像同士の重なりの領域

に見られる細胞は正確に繋ぎ合わさっていること

が分かるが（図 1b）、どの画像でも同様に輝度値の

勾配が見られ、細胞には関係ないバックグラウン

ド輝度値がスティッチング画像へ縞を作った。ま

た、同一 Z 座標の画像間でしか重ね合わせられな

図 1. 既製のソフトウェアによるスティッチング画像の問

題点と本手法のフローチャート 
a) スティッチングの概要。1 ウェル全体を分割して撮影

し、これらの分割画像を再構成した 1 枚の画像を作成す

る。b) Leica SP5 既製のソフトウェア（Leica LAS AF Lite 
4.0）を使用した際のスティッチング画像（左）とマゼン

タ領域を拡大した画像（右）。c) 本手法のフローチャート。 
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いという機能上の制約からわずかに焦点がずれた

画像がいくつか見られた。以降は、図 1c のフロー

チャートに沿ってこれらの問題解決に努めた。 

 

2. 各ステージで最適なZ座標の決定とその画像抽

出 

これらの問題のうち、Z 座標が異なっているベ

ストフォーカス画像でスティッチングできるよう

カスタムスクリプトを作成した。このスクリプト

では画像中のあるピクセルの輝度値とその周囲、

縦横斜めに 1 ピクセルずれた位置のピクセルの輝

度値の差（ラプラシアン）を求める計算を 1 枚の

画像中の全ピクセルに対して行い、その合計値を

算出する。細胞の輪郭が明確な画像、つまり、ラプ

ラシアンが最も大きな画像が最も焦点の合った Z

座標で撮影された画像と定義し、本研究で撮影し

た z スタックからベストフォーカス画像を選んだ

（図 2）。各観察点でベストフォーカス画像を 1 枚

抽出し、それらを用いて、この後の処理を行った。 

 

3. 全画像に共通して見られるバイアスの補正 

次に、全画像で共通して見られるバイアスを除

去する作業を Fiji（imageJ）を用いて行った。材料

と方法に記載した手法で全画像の平均値をプロッ

トした画像を作製し、これを細胞の輪郭が認識で

きない程度に平滑化し（図 3a）、背景の画像を作製

した。これを各画像から差し引いて、その後背景

の画像全体の平均値の値を加え、各画像のバイア

スを補正した（図 3b）。 

 

4. Stitching Plugin を用いたタイル画像の作製 

以上の作業により、Leica LAS AF Lite 4.0 でのス

ティッチングで見られた問題を解決できたため、

これらの画像のスティッチング画像を作製した

（図 4a）。図 1 よりもバックグラウンド輝度値の

バイアスが少ない画像を得る事ができたが、ステ

ィッチング境界に発生するバイアスを除去できて

図 2. ステージ 0 での最適な Z 座標の決定とベストフォーカス画

像の抽出 
ステージ 0 の各 Z 座標での画像（10 枚）でラプラシアンの合計値

を算出し、この値が最大である z5 での画像をステージ 0 のベス

トフォーカス画像と決定し、抽出した。スケールバーは 200 µm。 

 

図 3. 各画像に共通して見られるバイアスの除去 
a) 材料と方法に従って作成した背景画像を各画像の元画像か

ら差し引いた。b) 背景画像全体の平均値を画像全体に足し合わ

せて、バイアスを補正した。スケールバーは、200 µm を示す。 
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いなかった。このバイアスを除去するために、ス

イッチング画像を細胞の輪郭が認識できなくなる

程度に平滑化した画像を作製し、スティッチング

画像から引き算することで、このバイアスの除去

を試みた。出来上がった画像を Enhanced contrast で

処理し、ヒストグラムを補正した（図 4b）。図 4 の

左側 2 枚の上下画像を比較すると下（図 4b）の方

が画像中のバイアスが少なくなっており、また細

胞一つ一つ輪郭は保たれていた。拡大すると重ね

合わせの部分にバイアスがまだ残っていることが

分かる(図 4b 右)が、初めのタイル画像（図 1b 右）

と比較すると顕著にバイアスは除かれていること

が分かる。 

本研究で開発したスクリプト、マクロはオープ

ンソースのモジュールの関数等を組み合わせ、ブ

ラックボックスを作らずに設計したため、今後も

内部の改良が可能な自由度の高い手法である。こ

の画像前処理を行なった画像をもとに、次は二値

化する閾値の決定、細胞と背景の分離等の処理が

続く。今後はそれらの要素プログラムを組み合わ

せ、ウェル全体の画像を処理する一連のプログラ

ムとして完成させる。 

 

文  献 

 
ONO C. et al. (2007): J. Insect Biotech. Sericol, 76: 

161-167
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4. 作成したタイル画像 
a) Plugin を用いて作成したスティッチング画像(左)とマゼン

タ領域を拡大した画像(右)。b) バイアス除去後のスティッチ

ング画像とマゼンタ領域を拡大した画像。 
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INA288 株由来 Cry44Aa トキシンのイエカ殺虫活性機構の解明 
 

伊藤 水音・佐藤 昌直・伴戸 久徳・浅野 眞一郎* 

 北海道大学大学院農学院応用分子昆虫学研究室 

 

イエカは、ウエストナイル熱やフィラリアを媒

介する都市衛生害虫であり、環境に優しい防除法

として Bacillus thuringiensis israelensis（Bti）による

微生物防除法が広く用いられている。Bti は熱帯性

感染症を媒介するカ類（イエカ・シマカ・ハマダラ

カ）に殺虫活性を持つ Cry4 や Cry11 等の Cry トキ

シンを産生するため、それらのカ類の防除資材と

して利用されている。本研究室では B. t. 

entomocidas INA288 株より Cry44Aa が分離され、

Btiが産生するCryトキシンとは異なる殺虫スペク

トルを示すことが報告された（ITO et al. 2006）。特

にイエカとシマカ類に対して、Bti 由来 Cry トキシ

ンよりも強力な殺虫活性を有しており、Cry44Aa

は新規防除資材としての利用が期待されているが

その作用機構の詳細については未だ明らかでない

部分が多い。 

Cryトキシンの作用機構において重要な段階は、

可溶化されプロセシングを受けた後に、Cry トキ

シンが昆虫中腸内のレセプターと結合するステッ

プである。Cry トキシンレセプターの同定は殺虫

活性作用の理解において重要である。カ類の Cry

トキシンレセプターとしては、アルカリホスファ

ターゼ（ALP）、アミノペプチダーゼ N（APN）、カ

ドヘリン様タンパク質が同定されている。ネッタ

イシマカにおいて Cry44Aa トキシンが ALP1 と結

合し殺虫活性を示すことから（中神, 2017）、チカ

イエカ（Culex pipiens）における Cry44Aa トキシン

レセプターとして CxALP1 に着目した。本研究で

は CxALP1 の Cry トキシン結合部位を発現させた

Sf9 細胞を Cry44Aa トキシンで処理、細胞形態の

変化を観察することでトキシンレセプターとして

の機能について調査した。 

 

材 料 と 方 法 

 

1. 供試昆虫 

チカイエカは、九州大学農学部の藤田龍介博士

より分与され、本研究室で継代飼育した。 

 

2. Cry44Aa トキシンの発現および精製 

cry44Aa 遺伝子を pGEX-4T-3 Plasmi（GE healthcare）

に組込み pGEX-Cry44Aa を作製した。 pGEX-

Cry44Aa を E.coli BL21 株に導入したコロニーを

1.5 ml の LB-amp に植菌し、37℃で 16 h 振盪培養

した。これを 50 ml の LB-amp に植え継ぎ、OD600 

= 0.5 になるまで振盪培養した。IPTG を終濃度 0.2 

mM となるように添加し 37℃で再び振盪培養した。

5 h 後に培養液を回収したものを GST-Cry44Aa と

した。回収した GST-Cry44Aa を P1 Buffer (Qiagen)

で懸濁し、1.25 ml の P2 Buffer (Qiagen) を混合し

た後、4 ℃で 16 h インキュベートした。その後、

液体窒素を用いて冷凍し、氷冷しながら超音波破

砕機 SonifierⅡ450（Branson）を用いて超音波破砕

を行った。N3 Buffer (Qiagen)を 1.25 ml 加えた後、

遠心分離し、上清を回収して得られた画分を

Cry44Aa プロトキシンとした。これを AMicon 

Ultra-4 Centrifugal Filter, Ultracell-50K（Millipore）を

用いた限外濾過によって濃縮した。濃縮 Cry44Aa

mailto:sangaku@abs.agr.hokudai.ac.jp
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プロトキシン中タンパク質の 10 分の 1 量のトリ

プシン（Sigma）を加え、37℃で 2 h インキュベー

トした。 100 mM PMSF （ Phenylmethylsulfonyl 

fluoride）を終濃度 0.1 mM になるように加えた後、

透析膜（Fisherbrand）により PBS にバッファー交

換を行い、Cry44A トキシンを得た。作製した

Cry44Aaトキシンを SDS-ポリアクリルアミドゲル

（10%）電気泳動（SDS-PAGE）に供試し、サイズ

を確認した。 

 

3. CxALP1 トランスファーベクターの構築 

pFastbacDual (Invitrogen) にチカイエカ由来の

cxalp1 遺伝子、egfp 遺伝子を組み込んだトランス

ファーベクターを構築した。P10 プロモーター下

流に aealp1 遺伝子を、polyhedrin プロモーター下

流に egfp 遺伝子をそれぞれ組み込んだ pFBD-

AeALP1-EGFP（中神, 2017）をもとに、cxalp1 遺伝

子の一部配列に置き換え、pFastbacDual-CxALP1-

EGFP を作製した(FERNANDEZ et al. 2009)。Bac to Bac 

Baculovirus Expression System (Invitrogen) を用いて、

pFBD-CxALP1-EGFP で DH10Bac を形質転換した。

Plasmid Midi Kit (Qiagen) を用い、組換えバクミド

CxALP1-Bacmid を得た。ツマジロクサヨトウ由来

の Sf9 細胞に組換え Bacmid を加え 96 h 培養した。

その後、培養液を回収し、遠心分離して得られた

上清を CxALP1-AcMNPV とした。 

 

4. Cry44Aa トキシンによる組換え AcMNPV 接種

Sf9 細胞の細胞損傷試験 

Sf9細胞を 8 well BD Falcon Slides（BD Bioscience）

に 1.0×105 個 / well 播種し、作製した組換え

AcMNPV を接種した。接種後 48 h 培養した Sf9 細

胞を 20 µg の Cry44Aa トキシンを含む培地に交換

し 26 ℃で静置した。コントロールとして、

AcMNPV非感染細胞をトキシン含有培地に交換し

たもの、AcMNPV 感染細胞を、トキシン非含有培

地に交換したものを用意した。培地交換から 3 h 後

と 15 h 後に倒立顕微鏡（Nikon）を用いて、これら

の細胞における浮遊、膨張等の細胞形態の変化を

観察した。 

 

結 果 と 考 察 

 

細胞損傷試験で使用するための Cry44Aa トキシ

ンを図 1 のように調製した。つまり、限外濾過に

よる濃縮前後の Cry44Aa プロトキシンと、トリプ

シン処理後の Cry44Aa トキシンを SDS-PAGE に供

試した結果、Cry44Aa プロトキシンの予測サイズ

である 77 kDa のバンドと Cry44Aa トキシン予測

サイズである 45 kDa、25 kDa のバンドが確認され

たため、Cry44Aa トキシンが精製できたと考え、

細胞損傷試験に用いた。 

昆虫個体を用いて行う殺虫活性調査とは異なり、

細胞損傷試験では、Cry トキシンの純度が低いと

不純物による影響が細胞の状態に現れ、トキシン

による影響を正確に評価することができない。本

研究では pGEX Cry44Aa を用い E.coli BL21 株にて

発現させることで純度の高い Cry44Aa トキシンが

得られ、培養時間も IPTG 誘導前を含めて 6 時間

と大幅に短縮された。また通常、pGEX を用いて

図 1. E.coli BL21 で発現させた Cry44Aa の SDS-PAGE 画像 
Lane M: EzProtein Ladder, Lane 1: Cry44Aa プロトキシン(濃縮

前), Lane 2: Cry44Aa プロトキシン(濃縮後), Lane 3: Cry44Aa ト
キシン。矢印: 25 および 45 kDa トキシン 
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GST-Cry 融合タンパク質を発現させる場合、不溶

化を避けるために IPTG 誘導後は低温で培養を行

わなくてはならず、大量の Cry トキシンを得るに

は非効率的であるという問題点があった。本研究

では Cry タンパク質が昆虫中腸内のアルカリ条件

下で可溶化する性質（VACHON et al. 2012）を生か

しアルカリ SDS 液で可溶化させるため、IPTG 誘

導後も 37 ℃での培養が可能となり、収量が大幅

に増加した。これらのことから、今回の精製方法

は Cry44Aa を大量かつ高純度で精製する効率的な

方法であり、他の Cry トキシンの調整にも応用で

きると考えられる。 

作製した組換え AcMNPV を Sf9 細胞に接種し、

48 h 後に Cry44Aa トキシン含む培地に交換し、倒

立顕微鏡で継時的に細胞形態を観察した。Cry44Aa

トキシンを含む培地に交換後、CxALP1 発現 Sf9 細

胞では 3 h で細胞の膨張や破裂が観察された。15 h

後には半数以上の細胞において膨張・破裂・浮遊

等の細胞形態の変化が観察された。AcMNPV 非感

染細胞では培地交換後 15 h 経過しても細胞形態の

変化は観察されなかった。AcMNPV 感染細胞を、

トキシン非含有培地に交換したコントロールにお

いても、15 h 経過後も細胞形態の変化は観察され

なかった。また、先行研究において EGFP のみを

発現させた Sf9 細胞を Cry44Aa トキシン処理した

際にも、細胞の形態に変化は見られなかったこと

が報告されている（中神, 2017）。 

これらのことから、CxALP1 発現 Sf9 細胞を

Cry44Aa トキシンによって処理した際に観察され

た細胞損傷は AcMNPV 感染による損傷ではなく、

発現した CxALP1 が Cry トキシンレセプターとし

て機能し、Sf9 細胞に細孔が形成されたことによる

ものだと考えられた。 

今後は、CxALP1 発現細胞において定点観察や

細胞損傷率の測定、また RNAi により cxalp1 遺伝

子をノックダウンしたイエカを用いての殺虫活性

試験を行い、CxALP1 の Cry44Aa トキシンレセプ

ターとしての機能を調査したいと考えている。 
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図 2. 組換え AcMNPV を感染させた Sf9 細胞の Cry44Aa トキ

シン添加による形態変化 
(A) CxALP1 発現トキシン有, (B) CxALP1 発現トキシン無, (C) 
AcMNPV 感染無トキシン有。青色の矢印: 膨張, 緑色の矢印: 
浮遊, 黄色の矢印: 破裂。（スケールバーはすべて 100 µm） 



* 責任著者 
〒606-8585 京都市左京区松ヶ崎橋上町 
e-mail: kotani@kit.ac.jp 

22 
 

東北蚕糸・昆虫利用研究報告 No44 22-26 

 

カイコゲノム編集のための簡易操作法 
 

亀田 侑希・高木 圭子・丸田 莉奈・小谷 英治 * 

京都工芸繊維大学応用生物学系 

 

カイコ（Bombyx mori）は、養蚕に用いられる有

益昆虫であることに加え、遺伝子組換え研究のた

めの実験動物としても優れている。このため、現

在までに、糸の性質の改変（OTSUKI et al. 2017）、

薬剤の生体影響評価のためのモデル動物化

（SEKIMIZU, 2017）、有用物質の生産と利用（KOTANI 

et al. 2017; SATO et al. 2017; TOMITA 2018）、さらに、

ウイルス感受性の解明（ITO et al. 2018）等に関する

多くの分子生物学的研究がなされてきた。 

 遺伝子組換えカイコの作出の方法として、マイ

クロインジェクションでプラスミド DNA をカイ

コ卵に取り込ませ、piggyBac 認識配列の間にコー

ドされる目的配列をトランスポゼースによりカイ

コゲノムに移入する手法が開発されている

（TAMURA et al. 2000）。この方法は、遺伝子組換え

カイコを得る上で効果的であるが、目的遺伝子の

挿入部位を人為的に選択できず、しばしば挿入位

置の違いによる外来タンパク質の発現量の差異が

生じることがある。稀なケースではあるが、転移

遺伝子が重要な遺伝子の機能に影響する可能性も

ある。このような理由から、ゲノム内の特異的な

標的遺伝子を操作する方法の汎用化が待たれる。 

 近年、トランスポゾンによる遺伝子組換え技術

に加え、特定染色体配列を人為的に操作する方法

として、transcription activator-like effector nuclease 

(TALEN 法 ; CHRISTIAN et al. 2010)や、 clustered 

regularly interspaced short palindromic repeats / 

CRISPR–associated protein 9 (CRISPR/Cas9)法（HSU 

et al. 2013; 石野, 2016)などを利用するゲノム編集

技術が登場した。これらは特定遺伝子の切断と、

修復過程で生じる変異導入および相同性テンプレ

ート存在下の相同組換えによる目的遺伝子挿入に

用いられる。それぞれに長所があるものの、特に

カイコでは TALEN 法がよく利用される。しかし、

その方法の簡便性から、CRISPR/Cas9 のカイコ遺

伝子操作への適用も期待される（MA et al. 2019）。

これまでに、試験管内転写系で作られた人工

mRNA から卵内での翻訳で作られた Cas9 による

ゲノム配列改変に関して成功例がいくつかあるも

のの、カイコでは、試験管内で作製した sgRNA と

Cas9 タンパク質との複合体を用いた事例は乏しい。 

 そこで本研究では、簡易な CRISPR/Cas9 操作に

よるカイコ遺伝子の人為改変の実効性を探るため、

市販 Cas9 と試験管内で合成した sgRNA との混合

物によるゲノム配列改変を検討した。標的には、

哺乳類の biogenesis of lysosome-related organelles 

complex 1 subunit2 のカイコホモローグである

BmBLOS2 遺伝子（FUJII et al. 2010）と、カイコキチ

ンシンターゼ B 遺伝子（BmChsB; ZHUO et al. 2014）

を選んだ。BmBLOS2 は、すでにゲノム編集研究で

実績のある標的遺伝子であり、その変異を油蚕形

質として簡単に検出することができる（DAIMON et 

al. 2014）。このため、本研究における変異導入法の

実現性を調べる目的で、BmBLOS2 を用いた。

BmChsB は中腸特異的に発現し、囲食膜形成に関わ

ることが知られており、本研究では、同酵素遺伝

mailto:kotani@kit.ac.jp
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子改変がもたらすカイコの未知の特徴の解明を視

野に入れて研究を進めた。 

 

材 料 と 方 法 

 

ゲノムの改変には、非休眠性である w1-pnd 系統

を用いた。全齢を人工飼料（無菌養蚕研究所製）に

より 25°C 条件で飼育した。 

  BmBLOS2（accession no. AB539593）に対する変

異導入のために、Cas9 mRNA の微量注入による

CRISPR/ Cas9 法の実績があり、イントロン 3 とエ

キ ソ ン 4 の 境 界 に あ た る 5’–

AGTAGGGGTTGGATCTGCT–3’ を 標 的 と し た

（DAIMON et al. 2014）。 

BmChsB（accession no. JQ074175）配列の第 7 エ

キソン内の配列のうち、オフターゲット効果が少

ないものと予想される配列を CRISPRdirect ソフト

ウェア（http://crispr.dbcis.jp）を用いて選抜し、標的

配列とした（5’ –TTGTTCTACGAAATTCCTCC–3’）。 

さらに、これら標的配列の 5’上流に T7 RNA ポ

リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 配 列 （ 5’–

TTCTAATACGACTCACTATAG–3’）と、3’下流側に

Cas9 結合領域を連結させるためのオーバーラップ

配列（5’–GTTTTAGAGCTAGA–3’）を持つオリゴヌ

クレオチドを合成した。これらのオリゴヌクレオ

チドを用いて、EnGen sgRNA synthesis kit（NEB 社

製）の反応により BmBLOS2 および BmChsB を標

的とする sgRNA を試験管内で合成した。マイクロ

インジェクション用緩衝液（2 mM Na2HPO4, 3 mM 

NaH2PO4, 5 mM KCl）中で 8 ng/µL の sgRNA と、

0.2 µg/µL の市販 Cas9 endonuclease（EnGen Cas9 

NLS, S. pyogenes, NEB 社製）を混合し、37°C で 30

分間インキュベートした。この混合液を、産卵後

約 3-8 時間のカイコ発生卵にマイクロインジェク

ション法で取り込ませた（TAMURA et al. 2007）。こ

れを G0 世代とし、G0 世代を w1-pnd 系統と交配

させ、得られる次世代を G1 世代とした。 

G1 の 1 齢幼虫から抽出したゲノム DNA を鋳型

に、改変を受けた BmBLOS2 の遺伝子配列を調査

用プライマー（5’–CGGTCGCCATTTTATTAGCAC–

3’と 5’–GAGAAGTAAGGCGGTACCCG–3’）による

PCR で標的付近の 336 bp 配列を増幅させた。この

断片の配列は、同プライマーを用いたサンガーシ

ークエンスにより決定した。塩基配列結果は、改

変を受けていないゲノムと変異を導入したゲノム

の配列が標的部位周辺から混在することになるが、

正常ゲノム配列をもとに変異部位下流の配列を

web ツールの Poly Peak Parser（HILL et al. 2016）を

利用して解析した。さらに、このPCR増幅断片を、

pCR®4Blunt-TOPO（Thermo Fisher Scientifc 社製） 

に連結させ、これを標的付近の塩基配列の決定に

用いた。 

配列改変を受けた BmChsB 遺伝子の検出のため

に、以下に示す T7 E1 アッセイを行った（MA et al. 

2014）。各 G1 世代集団の 1 齢幼虫 30 頭から抽出

した DNA を鋳型に用いて、BmChsB の第 7 エキソ

ンの標的配列の両側に位置するプライマー（5’–

CCTTGACCGGCAAGACGTTAGAG–3’および 5’–

TCGGTAGCAGCGACACGCTCAC–3’）により約

940 bp の DNA 断片を PCR 増幅させ、これを熱変

性により一本鎖に解離させた後に、さらに再アニ

ーリングさせた。変異導入ゲノムをヘテロの状態

で持つ個体の DNA を試料とした場合、再アニーリ

ング後に変異部位が水素結合できないミスマッチ

を含む DNA が生じる。次に、この PCR 反応液 15 

μL 中の DNA を、10 unit の T7 endonuclease I（NEB

社製）により 37°C で 30 分間処理することで、ミ

スマッチ部分を特異的に切断した。DNA の切断の

有無は、アガロースゲル電気泳動で検出した。ミ

スマッチ部分の配列は、同様に、ネステドプライ

マー（5’–TCTACATCTCTCTGGGTGGCCGC–3’）を

用いたサンガーシークエンスにより調べた。 

 

結 果 と 考 察 

 

1. BmBLOS2 を標的とするゲノム編集

http://crispr.dbcis.jp/
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カイコでは、脂肪体で合成された尿酸は真皮に

取り込まれて尿酸顆粒となるが、この尿酸顆粒形

成が BmBLOS2 変異個体では阻害され、油蚕の皮

膚形質を示すようになる（FUJII et al. 2010）。体表に

現れる変化を簡便に検出できることから、ゲノム

編集の効果を検証する上で BmBLOS2 を標的特定

することは有効である。本研究では、市販 Cas9 と

試験管内合成 sgRNA による簡便な CRISPR/ Cas9

操作法の有効性を明らかにするため、まず

BmBLOS2 を標的とした場合の変異導入の実現性

を調べた。その結果、胚発生中の G0 世代卵に

sgRNA と Cas9 混合液を処理した場合に、得られ

る全ての G0 世代幼虫において、図 1 に示される

ような斑状の透明皮膚形質が見られた。 

 次に、G1 幼虫の個体ごとのゲノム DNA の標的

付近の塩基配列を解析した。変異導入部分は、Poly 

Peak Parser による推測とともに、クローニングベ

クターに連結させた個別の断片の塩基配列を決定

したところ、図 2 に示された二種類の変異導入配

列を持つ個体が見つかった。一方、w1-pnd 系統カ

イコの 50 個体分のゲノムを個別に調べたところ、

このような変異導入配列を持つ個体は見つからな

かった。ともに、6 および 9 塩基の欠失でアミノ酸

配列のフレームシフトは起こさない変異であるが、

個体の皮膚における斑状の油蚕形質が現れたため、

これらのわずかなアミノ酸の欠失によって、

BmBLOS2 タンパク質の活性に大きな影響が出る

ものと考えられる。このような結果から、試験管

内合成した sgRNA と市販 Cas9 の混合物のカイコ

発生卵へのマイクロインジェクションにより、確

かにカイコゲノムの特定部分への変異導入が可能

であることがわかった。 

 

2．BmChsB を標的とするゲノム編集 

BmChsB は中腸で発現し、囲食膜形成に関わると

考えられているが（ZHUO et al. 2014）、その詳細な

機構は調べられていない。特に、BmChsB 遺伝子の

働きを人為的に阻害する研究による生物学的重要

性の検討は行われていない。本研究では、同様の

CRISPR/Cas9 操作による BmChsB 遺伝子の改変を

試みた。カイコ発生卵に、人工合成した sgRNA と

市販 Cas9 との混合液を微量注入後、孵化した個体

を成虫まで飼育し、無処理個体と交配させた。そ

れぞれのメス成虫の産卵区から 30個体ずつの 1齢

幼虫の DNA を抽出し、標的部位における遺伝子変

異の導入を調べるための T7E1 アッセイを行った。

未処理区の G1 個体では、PCR 法で増幅される約

920 bp の DNA 断片が検出され、T7 endonuclease 1

による切断は見られなかった（図 3, lane 1）。一方、

この未処理区と比較して、一つの実験区の G1 個

体では約 920 bp DNA バンドの他に、約 670 bp お

よび約 250 bp の DNA バンドが検出された（図 3, 

図 1. BmBLOS2 を標的とする簡易ゲノム編集操作法に

より生じた G0 個体の体表 

 

図 2. BmBLOS2 に見られる塩基の欠損 
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lane 2）。本研究で用いた標的配列のすぐ下流に

PAM 配列があり、この部分付近の DNA が Cas9 に

より二本鎖切断を受けると仮定すると、T7 E1 ア

ッセイで PCR 断片から二本のバンドが生じ、その

塩基数の合計がおよそ 920 bp 程度になると想定さ

れる。本結果から、想定した通りに Cas9 が標的付

近の DNA を切断したと考えられる。 

 T7 endonuclease I による切断を生じた DNA 断片

の標的部位周辺の塩基配列を調べたところ、図 4

に示される PAM 配列（AGG）付近の三つの塩基で

あるTCCの欠失が認められる個体が生じているこ

とが明らかとなった。これまでに、正常型である

w1-pnd 系統 50 個体の DNA の同じ部位を調べた結

果、その全てが図 4 の上段の配列をもっており、

TCC の欠損は生じていなかった（data not shown）。

一方、T7E1 アッセイでゲノムの変化を認めた 3 個

体の DNA 配列を調べたところ、全て図 4 に示さ

れた同じ変異を持つことが明らかとなった。この

変異は、Cas9 が切断したゲノムに対するカイコ個

体の非相同末端結合で修復される過程に生じたと

考えられる。さらにこの変異は、1089 アミノ酸残

基からなる BmChsB タンパク質のうちわずかに

395 番目のプロリンを欠失させるものであり、ア

ミノ酸フレームシフトは生じさせない。二箇所以

上の標的部位切断と修復により、さらに大きな割

合のアミノ酸配列欠失により生じる顕著な遺伝的

影響を調べることにより、BmChsB タンパク質の

個体における役割が明確化されると考えられる。 

 

3. 本法によるゲノム編集の有効性評価 

本研究では、150 個体の BmChsB を標的とする

RNP の微量注入を行った卵から交配可能な 14 の

G0 成虫を得た後、w1-pnd 系統との交配で得られ

る各 G1 集団のうち、3 集団の中にそれぞれ１個体

ずつの BmChsB 遺伝子変異導入個体を認め、全体

の処理数が少ないながらも約 20%の変異導入効率

が認められた。すでに Cas9 mRNA と、BmBLOS2

遺伝子を標的とする sgRNA によるゲノム編集操

作の効率が報告されているが、G1 に現れる全身体

表の油蚕形質を示す個体はおよそ 35%程度にまで

達するとされている（WANG et al. 2013）。本研究に

おける BmChsB 遺伝子のゲノム編集では、この

WANG et al.（2013）による BmBLOS2 遺伝子のケー

スに比べると変異導入効率は劣る。BmChsB 遺伝子

変異の致死性は明らかではないが、さらなる研究

で致死率を明らかにした上で、本法による変異導

 
 
 
図 3. BmChsB に導入された変異の検出 

標的配列周辺の配列を PCR 増幅し、熱変性と再アニーリン

グ処理した。この断片を T7 endonuclease I で処理し、アガロー

スゲル電気泳動で分析した。M: 100bp DNA ladder (下から 100, 
200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1,000, 1,500 bp); lane 1: 
wild-type w1-pnd; lane 2: 実験区１個体からの DNA 増幅産物。 

 

M      1     2

0.92
0.67

0.25

Fragments
(kbp)

Wt(50)    TTATTTGTTCTACGAAATTCCTCC AGGTGAGATAAAA

TTATTTGTTCTACGAAATTCC---AGGTGAGATAAAARNP(3)

***

図 4. BmChsB 遺伝子に見られる塩基の欠損 

無処理区（Wt; 50 個体）と G1 の 3 個体の DNA 増幅産物の塩基配列を調べ、欠損

（red box）を検出した。*: PAM sequence; red underline: target sequence in sgRNA 
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入効率の適正評価が必要となる。また、本研究の

方法により、100%の G0 個体において BmBLOS2 遺

伝子への変異導入の証拠である油蚕斑含有個体を

検出した（図 1）。これらの証拠から、市販 Cas9 と

合成 sgRNA による簡易な方法で効率的なゲノム

編集が実現可能であることが明らかとなった。し

かし、様々な遺伝子への変異導入効率の上昇に向

けて、用いる RNP の量や RNP 作製に用いる Cas9

と RNA との量比の検討が残されている。さらに、

複数標的個所への同法による変異導入効率も明ら

かにされるべきである。 

 現在までに 1 アミノ酸欠損を持つ変異 BmChsB

遺伝子のホモ個体が得られた。囲食膜の形態の違

いや、個体中腸からの病原への感染性も明らかで

ないものの、その生育に問題は認められていない。

本研究を足掛かりとして、BmChsB 遺伝子機能の完

全な欠失を伴うカイコ個体を用いて同酵素遺伝子

の生理学的意義が解明されるものと考えられる。

本研究の結果、市販の Cas9 を用いた CRSPR/CAS9

ゲノム編集技術を用い、有益な性質を持つカイコ

がより簡便かつ迅速に作出されるようになると期

待される。 

 

 

文  献 

 

石野 良純（2016）: 生物工学会誌 94: 336-342. 

ITO K. et al. (2018): Sci. Rep, 8: 7430 

CHRISTIAN M. et al. (2010): Genetics, 186: 757-761 

DAIMON et al. (2014): Dev. Growth Differ, 56: 14-25 

FUJII T. et al. (2010): Insect Mol. Biol, 19: 659-667 

KOTANI E. et al. (2015): Sci. Rep, 5: 11051 

HILL J.T. et al. (2016): Dev. Dyn, 243: 1632-1636 

HSU P.D. et al. (2014) Cell, 157: 1262-1278 

MA S. et al. (2014): Sci. Rep, 4: 4489 

MA S.Y. et al. (2019): Insect Sci, 26: 964-972 

OTSUKI R. et al. (2017): PNAS, 114: 6740-6745 

SATO M. et al. (2017): Sci. Rep. 7: 16077 

SEKIMIZU K. (2017): Yakugaku Zasshi, 137: 551-562 

TAMURA T. et al. (2000): Nature Biotech, 18: 81-84 

TAMURA T. et al. (2007): J. Insect Biotech. Sericol, 76: 

155-159 

TOMITA M. (2018): Yakugaku Zasshi, 138: 875-884 

WANG Y. et al. (2013): Cell Res, 23: 1414-1416 

ZHUO W. et al. (2014): Arch. Insect Biochem. Physiol, 

85: 36-47 

 

 

 

 



東北蚕糸・昆虫利用研究報告投稿要領  
 

１． 東北蚕糸 ・昆虫利用研究報告 （以下本報告 ）

への投稿者は日本蚕糸学会員にかぎる。共著

のときは非会員を含むことができる。会員の推薦

のもと支部長が許可した場合にも投稿可能とす

る。  
２． 本報告への投稿原稿はデジタルデータとし、A4

版サイズに、次の順序で記述する。１）表題  ２）

著者名  ３）所属機関の名称  ４）本文 （目的、

材料と方法、結果と考察、要約など）  ５）文献  
 なお、１行２１文字、１ページ４０行とする。刷上

がり１ページ分は１，６００字を目安とする。  
以下、ＵＲＬ参照  
http: / /hashi .agr.hokudai.ac.jp/temp.doc 

３． 本報告への投稿原稿は横書きとし、当用漢字

および現代かなづかいを用いる。動植物および

外来語はカタカナとするが、蚕や桑などは漢字

を用いてもよい。薬品名、化学物質名等は和名

を用い、学術用語は日本蚕糸学会編「蚕糸学

用語辞典」による。また、学名 （イタリック）および

外国人の名、地名は原語とする。  
４． 数 字 はアラビア数 字とし、また単 位 および略 記

号の表し方は km、m、cm、mm、μm、nm、ha、
a、（アール）、m2、ml、μl、kg、g、mg、μg、sec、
min 、 hr 、 rpm 、 % 、 ppm 、 M （モル濃 度 ） 、N
（規 定 度 ）、℃、 kcal、 pH、RH （相 対 湿 度 ）、
3 2P（放射性リン 3 2P）などとし、単位は原則とし

て c.g .s 単位系を用いる。  
５． 図・表中の文字、記号とともにそのまま印刷とな

るよう明確に描く。  刷り上がりサイズは横 8cm
以内もしくは 17.5 以内 cm、縦 24cm 以内とな

ることを考 慮して図中 の文 字 、数 字、記 号 など

の大きさに注意する。  
10.  図や表の挿入箇所を指定する場合は原稿の本

文の右横などに朱書きする。  
11.  文献の引用は本文中では著者名（年号）あるい

は（著者名、年号 ）とする。共著者については２

人まで両名を並記し、３人以上のときは最初の

著者に「ら」を付記してほかを省略する。文献は

次のようにまとめて論文の末尾に著者名のアル

ファベット順に配列する。  
[学術雑誌より引用する場合 ]  
 著 者 名、発 行 年、雑 誌 名略 記 、巻 数 （ない場 合

は号数をカッコ内に記す）、始めと終わりのページ。  
例：四方正義・村田武（1969）：日蚕雑 .  38: 1-10. 

ASHHURST DE, RICHARDS AG. (1964):  J.  
Morphol .  114: 247-254 

[単行本を引用する場合 ]  
著者名、発行年、本の名前（初版以外の場合は

版数）、総ページ数、発行所、同所在地。  
例：田中克己（1955）：顕微鏡標本の作り方 （第 2

版） ,  278pp, 裳華房 ,  東京 .  

DOE JQ (1968):  “The Desease of  Animals 
without Backbones”,  (2nd ed.) ,  678pp,  
Academic Press,  New York.  

[共著の単行本の一部を引用する場合 ]  
著者名、発行年、本の名前、編者名、引用ペー

ジ、発行所、同所在地。  
例：上田光雄（1952）：家蚕遺伝学（田中義麿編） ,  

pp 373-417, 裳華房 ,  東京 .  
  BENZ G (1963):  In “Insect Pathology, An 

Adv.  Treat” (Steinhaus EA ed),  vol  1,  pp 
229-338, Academic Press,  New York.  

なお、学術雑誌の略名は、最近の本誌、蚕糸学

文 献 目 録 、 Biological  Abstracts お よ び

Chemical  Abstracts による。  
12.  編集様式を整えるため、編集幹事は著者に原

稿中の内容、字句等について訂正を求めること

がある。  

13.  校正は原則として初校のみ著者校正とし、誤植

の訂正にとどめ変更は認めない。  

14.  本報告への投稿原稿は付記の送状を添付し、

編集担当宛 (sangaku@abs.agr.hokudai .ac. jp )

（浅野眞一郎）に送信する。紛失等の事故を考

慮してデータの控えをとっておく。掲載した原稿

データは返却しない。  

 

付      記  

送付の様式  

発送年月日  平成      年      月      日  

表     題   

著  者  名  

（所属機関）  

 

（                      ）  

連絡先  

（電話番号）  

 

（      －       －         ）  

送付枚数  
原稿       枚、  表        枚  

図         枚、  写真      葉  

備     考   

 

http://hashi.agr.hokudai.ac.jp/temp.doc
mailto:sangaku@abs.agr.hokudai.ac.jp


日本蚕糸学会東北支部 役員  

（任期 2019 年 1 月 1 日～2020 年 12 月 31 日）  
 

支部長   

伴戸久徳（一般社団法人日本蚕糸学会東北選挙区選出理事）  
 

副支部長（会計担当）   

佐原  健（一般社団法人日本蚕糸学会東北選挙区選出代議員）  
 

委員（編集担当）   

浅野眞一郎（一般社団法人日本蚕糸学会東北選挙区選出代議員）  



日本蚕糸学会東北支部規約  
 
（総則）  
第1条  この支部は日本蚕糸学会東北支部と呼び、事務局を岩手大

学農学部におく  
第2条  この支部は一般社団法人日本蚕糸学会支部設置規程のとお

り北海道および東北六県に在住する日本蚕糸学会会員をも

って組織され、この地方における蚕糸及び昆虫利用に関す

る学術の振興と普及をはかり、あわせて会員相互の研究上

の連絡を緊密にすることを目的とする  
第3条  前条の目的を達成するため次の事業をおこなう  

（1）  研究発表会、討論会、学術講演会等の開催  
（2）  そのほか支部の目的達成に必要な事業  

 
（機関）  
第4条  総会は最高の決定機関とし、支部会員の過半数（委任状も

含む）の出席により成立する  
2  総会は、委員会が必要と認めたとき支部長が召集する。総

会の議長は支部長がこれにあたる  
3  総会は規約の改廃、その他重要な事項について審議決定す

る  
第5条  この支部に委員を設ける  

2  委員会は支部長が召集し、議長は支部長がこれにあたる  
3  委員会は支部の事業並びにこの規約に規定しない事項や細

則などを審議決定するとともに支部運営の円滑な推進をは

かる  
 
（役員）  
第6条  この支部に次の役員をおく  

（1）支部長 1 名、副支部長 1 名、委員若干名  
（2）  支部長及び副支部長は委員とする  
（3）支部長は一般社団法人日本蚕糸学会選挙規程にもとづき選

出された東北選挙区選出理事、副支部長は第一位にて選出

された東北選挙区選出代議員がこれにあたる。そのほかの

東北選挙区選出の一般社団法人日本蚕糸学会理事、代議員



を委員とする  
第 7 条  支部長は支部を代表し事務を総括する  
  2  副支部長は支部長を補佐し、支部長事故のあるときはこれ

を代理する  
3 委員は委員会を構成し合議により支部の運営にあたる  

第 8 条  任期は一般社団法人日本蚕糸学会の任期規定に準ずる。た

だし、再選を妨げない  
 
（会計）  
第 9 条  支部の会計は、一般社団法人日本蚕糸学会の会計に連結さ

れ、会計年度は毎年 1 月 1 日に始まり 12 月 31 日に終わる  
 
（名誉会員及び賛助会員）  
第10条  支部に対して特に功績のあった会員を総会の承認を経て名

誉会員に推すことができる  
2  支部の主旨に賛同し援助を与えられた個人・会社または団

体を支部賛助会員に推すことができる  
 
（規約の改廃等）  
第11条  この規約の改廃は総会出席会員の過半数の賛同を必要とす

る  
   

付則  この規定は平成 4 年 10 月 31 日より実施する  
この規定は平成 17 年 10 月 1 日に改正した  
この規定は平成 25 年 1 月 1 日に改正した  

 
 



 

印 刷  令和元年 12 月 25 日 
発 行  令和元年 12 月 25 日 
編集者  伴戸 久徳 
発行者  日本蚕糸学会東北支部 
     〒020-8550 
          盛岡市上田 3-18-8 
          岩手大学農学部応用昆虫学研究室 
     Tel 019-621-6147 
 



                                                                          ISSN 1346-986X 


	空白ページ

