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SAGE解析法によるカイコ絹糸腺細胞のトランスクリプトーム解析
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〈研究の目的と進め方〉
本研究の目的は発現している全遺伝子の発現パタ－ン

を定量的に決定できる簡便な方法であるSAGE (Serial
Analysis of Gene Expression)解析方法をカイコ系に確立
し、様々な生命現象・生物機能の分子レベルの解析にこ
の方法を利用できる環境を整えることである。SAGE法
はcDNAの3'端の10-14ベース塩基配列で遺伝子識別を行
うため、簡便に極めて多くのcDNAを同定でき、定量的
遺伝子発現分布解析、特に発現レベルの低いmRNA同定
には威力を発揮する。絹糸腺細胞は絹を産生する特異組
織で、フィブロインやセリシンなど少数の遺伝子が絹糸
腺の後部と中部で空間的に非常に厳密に制御されている。
SAGE解析法を用いてこれらの組織特異的転写制御のメ
カニズムを明らかにする。

申請者らの努力により、全カイコ遺伝子の55%をカバ
ーする35,000のEST情報を取り込んだカイコESTデータベ
ースSilkBaseが整備されている。本研究ではcDNAクロー
ンの3'側、poly A-tail側のシーケンスを決め、poly Aから
上流に最初に出現するCATGではじまる10ベースのシー
ケンスをtagとする。これらtagとSilkBaseの遺伝子分類と
リンクしてSAGE用デ－タベ－ス(Reference db)を作成す
る。後部および中部絹糸腺のSAGEライブラリー作成の
最適条件やプロトコール（図１）はパイロット実験によ
って既に決定している。

〈研究開始時の研究計画〉
（１） 解析用データベース作成(Reference db)：カイコ
cDNAクローンをpolyA-tail側からシ－ケンスを決め、
SAGE解析用の10-14塩基断片(sequence tag)‘名札’の
シ－ケンスを決め、ESTデ－タベ－スとリンクしたデー
タベースを作成する。SAGEクローンのシーケンスデー
タを10塩基のtagから遺伝子を同定し、出現頻度を解析す
るソフトを作製する。

（２） よび中部絹糸腺SAGEライブラリー作成：５令３日
目のカイコ後部および中部絹糸腺細胞から抽出した
mRNAから10塩基の断片を得、これらを連結したコンカ
テマーを作成し、SAGEライブラリーを作成する（図１）

（３） クローンのシーケンス決定：パイロット実験から
この方法で作成したSAGEクローンは20個以上のTagが連
結していることが分かった。3,000から5,000個のシーケン
スを決める。

（４） データ解析：後部と中部のSAGEデータを比較し、
それぞれの組織で特異的にあらわれるTagを解析する。
また、既に同定されている転写因子のTagの分布を調べ、
転写因子発現の空間分布を知る。これらによって、未知
の転写因子の探索や、組織特異的遺伝子転写制御機構に
関する情報を得る。

〈研究期間の成果〉
（１）SAGE 解析用データベース作成(Reference db)：
SAGE 解析用データベース作成(Reference db)：カイコ
cDNAクローンをpolyA-tail側からシ－ケンスを決め、

SAGE解析用のNlaIIIとBsmFIで切り出される14塩基断片
(sequence tag)‘名札’のシ－ケンスを決め、ESTデ－タ
ベ－スとリンクしたデータベースを作成する。このため、
近交系p50T系統のカイコの11組織から作成したcDNAラ
イブラリーを解析し、39,000個の5' ESTと38,000個の3'
ESTを決め、CAP3プログラムを用いてクラスターリング
をし、2,406個のclusterと6,255のsingletonを得た。これら
から各cDNAのtagを決め、ホモロジー検索により各
cDNAのアノーテーションを行い、データベース化した。

（２）５令３日目の中部(MSG)および後部絹糸腺(PSG)か
ら抽出したmRNAから10塩基の断片を得、これを連結し
たコンカテマーを作成し、中部および後部絹糸腺SAGE
ライブラリーを作成した。

（３）SAGEクローンのシーケンスを各SAGEライブラリ
ー当たり3,000-5,000個決め、10ベースのtagシーケンスを
決めた。MSGライブラリーから27,442 tags、PSGライブ
ラリーから43,894 tagsを決めた。

（４）PSG SAGEライブラリーで得られたtagの頻度と分
布を比較することにより、MSGおよびPSG特異的に出現
するtagを解析した。図１に各TagのPSGとMSGにおける
出現頻度の割合をプロットした。SG特異的cDNAには
Sericin 1, 2遺伝子の他、Photoreceptor hedrogenase,
Retinal binding protein, SR family splicing factor等が同定
されたが、大部分は未知遺伝子だった。PSG特異的
cDNAにはfibroin H-chain, L-chain, P25遺伝子の他、
Protease inhibitor, Arginine kinase等が見い出された。

図１MSGとPSGにおけるTag出現頻度

〈国内外での成果の位置づけ〉
昆虫においてはショウジョウバエ以外はこのような発

現機能解析研究の強力なツールは整備されていない。カ
イコでSAGE解析ができる基盤が確立したことは昆虫機
能解析研究に大きなインパクトを与えることとなった。

〈今後の課題〉
カイコゲノム情報が急速に集積しているので、ゲノム

情報データベースと密接にリンクしたSAGE解析法を確
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立したい。
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