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研究成果の概要（和文）：昆虫の越冬休眠では，凍結や低温障害を避けるためにグリセロールを増加蓄積するケ
ースが多い。このしくみは，細胞内外の水やグリセロールの細胞膜を介した再配分である。その生体膜機能を調
べるためにグリセロール輸送タンパクを特定し，それを組み込んだ人工膜（リポソーム）実験系の確立をめざし
た。昆虫細胞においても，アクアポリン（AQP）が水分子の選択的通過路であるだけでなく，グリセロールも輸
送可能なAQPの分子種（アクアグリセロポリン: GLP）として分布する。幼虫のすがたで越冬休眠するニカメイガ
から休眠期で機能するAQPやGLPを特定し，その分子の輸送特性や越冬期の役割を追究した。

研究成果の概要（英文）：Insects are able to survive adverse climatic conditions. Glycerol and water 
redistributions in tissues and cells play a key factor under low temperature for cold and/or freeze 
tolerance. We have explored the membrane proteins of aquaporin (water channel) to clarify the 
molecular basis for glycerol accumulation in an overwintering insect (the rice stem borer, Chilo 
suppressalis). The results are as follows: (1) There have several AQP members in the Chilo larvae 
like the silkworm AQPs. (2) At the trachea, an insect respiratory tissue, we idenfified one 
water-specific AQP, which is predominantly expressed in the hindgut of silkworms. (3) The expression
 of this type increased significantly towards winter. (4) Another AQP, a glycerol transporter-type, 
was found in the midgut and Malpighian tubules. There appears to exist two different types of GLP 
subfamily in Chilo larvae. (5) An in vitro liposome system failed to construct with these 
characterized AQPs, that is still underway.  

研究分野： 昆虫科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 昆虫の水イオンバランス（浸透圧調節）

には，管組織（絹糸腺・中腸・後腸・マル

ピーギ管・唾液腺 etc.）にある水分子の細

胞膜通過路である水チャネル（アクアポリ

ン：AQP）の関わることが，研究代表者の

こ れ ま での 研 究 （科 研 費 20380035, 

23580071）から明らかにされた。2010 年代

に入り AQP の研究は，代表的な昆虫種のゲ

ノム情報の整備によって加速し，液体摂取

性昆虫（蚊，アブラムシなど）でも解析が

進み，小型昆虫が僅かな血液量でもって，

からだの水バランスを維持しているAQPの

役割も報告されている。しかし，AQP 遺伝

子の同定とその遺伝子発現をみるところ

までの研究が多く，(1) 組織特異性と膜タ

ンパク質としての同定（研究代表者はカイ

コを材料に国際誌へ発表済），(2) 原形質

膜上の通過路としての開閉やスイッチオ

ン・オフのしくみ，(3) 水以外のグリセロ

ールや尿素などの溶質通過能（solute 

transporter），への研究展開となると，国

内外でも少ない。これらの課題解決が，そ

れぞれの昆虫種での成長戦略における AQP

の生理的役割を明確にし，浸透圧調節機構

という昆虫生理学上の古くからの古典的

重要課題の大きな前進が期待できると考

えていた。 

 
２．研究の目的 

分泌・消化・吸収・排泄・解毒などは，

昆虫にとって必要不可欠な発育戦略であ

る。一方，休眠のような非成長
．．．

の静的な相

ではこれらが見かけ上機能停止する。昆虫

個体が示す環境情報への応答は，表現型や

血液成分の変動からこれまで解明されて

きた。発育時（オン）⇄ 休止時（オフ）で

生理的変更を伴う組織＝組織間，細胞内外

のやりとり（輸送機構）の調節では，昆虫

種固有のはたらきと特異性を司るチャネ

ルやトランスポーターのオン・オフを調べ

る必要がある。膜脂質と膜タンパク質がセ

ットになった in vivoの姿へより近づいた

昆虫型プロテオリポソーム（膜小胞）を再

構成し，「動」と「静」を橋渡しする切替

スイッチの分子機能について解明するこ

とを研究のゴールと位置付けた。 

昆虫の成長活動を妨げる要因として，暑

さ（水分蒸発・乾燥）と寒さ（低温・凍結）

は，昆虫のからだを直撃する。ところが，

環境耐性を獲得した個体内では，水の体内

再配分による生理的適応に成功している。

この再分配を促進するための溶質搬送に

は，組織＝組織間，あるいは細胞内外への

輸送機構が必要となる。典型的事例の一つ

は，休眠昆虫におけるグリセロールに代表

される多価アルコール増強とその血中へ

の体内蓄積である。AQP が属する膜タンパ

ク質ファミリーの中に，水チャネル機能に

加え，グリセロール（一部ソルビトールや

マニトール）や尿素をも通過させるサブフ

ァミリーが存在する（アクアグリセロポリ

ン: GLP）。研究代表者はカイコ幼虫から，

昆虫で最初となる GLP を同定し，中腸やマ

ルピーギ管での存在を報告した。この GLP

は，活動成長期（栄養成長期）の昆虫では

たらくトランスポーターである。 

では休止期ではどうなるか？ ニカメ

イガ休眠幼虫では血液中にグリセロール

が蓄積する（約 0.3 mol L-1）。既に研究分

担者の泉は，休眠越冬期の幼虫で血液中の

グリセロールが組織の細胞死回避に重要

であること，その原因組織は脂肪体である

ことを示したが，虫体内でグリセロールと

水分子の動きを司るGLPやグリセロールの

移動と切り離せない水輸送に与るAQP分子

の特定までには至っていなかった。休眠昆

虫や凍結耐性昆虫からAQPのクローニング

は最近の国際誌にいくつか報告されてき

てはいるが，季節変動や低温環境に応答す

るものを明瞭に証明特定した報告がない。

そこで，カイコで得た GLP の遺伝子とニカ

メイガの特異なグリセロール輸送の系を

合流させ，その輸送調節を調べることによ

って，前項の(2)(3)の課題を追究し，昆虫

の溶質輸送の特徴とその調節機構の実体

を示すことができると考えた。 

 
３．研究の方法 
実験計画は，(1) 原形質膜の調製とその純

度の生化学的検定［鳥取大・東］，(2) 膜脂



質組成の分析とそれに基づくリポソームの

デザイン［島根大・泉］，(3) AQP をモデル

にして膜タンパク質の cDNA 発現と (2)でデ

ザインしたリポソームへの再構成，そして輸

送活性測定［共同］，の大きく３つに分かれ

る。計画当初は，昆虫細胞の原形質膜を模倣

したプロテオリポソームの輸送系を組み立

て，輸送スイッチの切換を調査することにあ

った。当初は上記の３点を軸に進めようとし

ていた。 

脂質組成をみる組織としても，研究開始当

初は脂肪体を分析すればよいと考えていた。

ところが，推定 AQP や GLP の探索を開始した

ところ，(i) AQP については幼虫の呼吸系（気

管）で顕著に存在することを見い出し，(ii) 

GLP については脂肪体よりも中腸の方でその

存在を支持する予備的データが得られたこ

と，これらの実験事実が得られたので，いく

つかの課題を並行して進めることとなった。 

休眠越冬準備へのグリセロール生産は脂

肪体の役割である可能性が高いが，幼虫休眠

では消化管の機能停止をみる系という見方

もできる。消化液分泌の停止も予想される。

中腸の内容物（食物残渣）を排出し，水分制

限するしくみ（中腸は半脱水状態あるいはグ
．

リセロール漬け
．．．．．．．

になるか）など，水輸送に関

わると予想される点も多く，GLP や AQP の存

否から中腸の凍結回避機能の発動にも注視

し，休眠幼虫の中腸では何が起こっているか，

についても検証しなければならなくなった。 

したがって，予め計画調書へ記載した下記

の代替課題も組み込みながら初年度から進

めることとなった。 

▼初年度予定どおりに進まなかった場合▲ 

(1) ニカメイガアクアポリンの既知 cDNA の

活用（←この cDNA は上述の推定
．．

GLP
．．．

遺伝子

も含まれるが，数種類の遺伝子情報が 2015

年以降公開）。(2) 上記遺伝子を探索し，そ

れぞれに相当する既知のカイコAQPの配列情

報とも比較しながら，ニカメイガ幼虫で発現

している遺伝子（mRNA）またはタンパク質に

ついて，季節変化（秋〜冬〜翌春）を調査し，

低温順化プロセスでの動向を探る（発現組織

の特定も必要）。この計画は，気管系での AQP

の発見があったので，越冬プロセスでの動き

を調査しなければならなくなり，３年間の計

画の中に組み入れた。 

 
４．研究成果 

(1) ニカメイガ幼虫の各組織抽出物を用い

たウェスタンブロティング法によるAQP検出 

公共データベースから，ニカメイガでの

推定 AQP の配列が，カイコ AQP と高い相同

性（アミノ酸配列上の一致程度）を示した

ので，カイコのいくつかの AQP 抗体を用い

て，ニカメイガ幼虫での AQP の組織分布を

調べたところ，排泄系（後腸）に分布する

水選択的なタイプが，ニカメイガでは気管

で強く発現していることがわかった。これ

は，研究計画調書を作成した段階では全く

予想できなかった発見であった。また，昆

虫の呼吸系（ガス交換組織）での発見は，

ネッタイシマカ成虫で報告があるが，その

著者らは解釈に苦慮していた。この点，我々

の予想外の発見は，幼虫休眠のメカニズム

や昆虫 AQP の未知機能をさらに突き詰める

上で，重要な発見であると考えられる。 

一方，カイコの消化系（中腸やマルピー

ギ管）に多い GLP タイプは，ニカメイガ幼

虫でも同様な結果であった。こちらの GLP

についてはリポソームへ組み込む実験設計

の方へ進めることにした。 

(2) ニカメイガ AQP や GLP の昆虫細胞発現

系での cDNA 発現とその収率向上 

ニカメイガで GLP としてはたらいている

と予想される遺伝子が予想できたので，そ

れを増幅させ，昆虫培養細胞系で大量に発

現させることを行った。昆虫型リポソーム

へ再構成するまでには至らなかったが，先

ずは単純な市販のリン脂質で調製したリポ

ソームへ，タンパク質発現に成功した GLP

タイプを組み込んで，GLP 分子としての輸送

特性について，14C-グリセロールや 14C-尿素

を用いたトレーサー実験で輸送活性を調べ

た。リポソームの漏れがあるようで，実験

として未だ不完全で，不成功に終わってい

る。とりわけ，(a)成長期（非休眠）型リポ

ソーム，(b)休眠（冬）型リポソーム，での

輸送活性の差が出てくるのか，均質なリン



脂質（フォスファチジルコリンまたはフォ

スファチジルエタノールアミン）のリポソ

ームへ再構成した場合と比較し，膜脂質の

違いが輸送活性へ反映されるか，低温と昆

虫特異的なリン脂質の利用については，計

画どおりに進めることができていない。 

(3) ニカメイガ幼虫の季節変化に伴うを AQP

や GLP の動向 

ウェスタンブロッティングによるタンパ

ク質レベルでの変化について，気管で強く発

現している AQP について調べたところ，厳冬

期（日本の 12 月〜１月）にタンパク質とし

て増加することを確認した。mRNA レベルでも

同様であるかについては，現在検証中のとこ

ろで研究期間を終えた（継続調査中）。 

 

以上，昆虫の越冬休眠では，凍結や低温障

害を避けるためにグリセロールを増加蓄積

するケースが多い。このしくみは細胞内外の

水やグリセロールの細胞膜を介した再配分

である。その生体膜機能を調べるためにグリ

セロール輸送タンパクについては，早急に特

定し，それを組み込んだ人工膜（リポソーム）

実験系の確立をめざしている。幼虫のすがた

で越冬休眠するニカメイガから休眠期で機

能する AQP や GLP を特定し，その分子の輸送

特性や生理的役割について引き続き実験を

進めている。 
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