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研究成果の概要（和文）：昆虫体液中で、N- acetyltyrosineはストレス依存的な濃度上昇を来す。また、N- 
acetyltyrosineを投与した昆虫幼虫では、予めの弱い熱ストレスを経験しなくても、強い熱ストレスに対する耐
性が上昇する事を実証した。こうしたN-acetyltyrosineの生理機能はマウスでも確認した。また、その作用機構
を解析した結果、N- acetyltyrosineはミトコンドリア内膜での弱い脱分極を誘起し、それに伴って一時的に活
性酸素種(ROS)濃度を上昇させる事を確認した。従って、N-acetyltyrosineはストレス順応性誘導の生体内因子
として機能しているものと考えられる。

研究成果の概要（英文）：The low level of ROS released by mitochondria in distress has been pointed 
out to be important for stress acclimation induction that is essential for organisms to overcome 
stresses. However, it remains unclear how mitochondria respond to stress and release small 
quantities of ROS. Here we demonstrated that N-acetyltyrosine functions as an intrinsic factor 
responsible for these tasks in stressed animals. All tested animals including insects and mice have 
N-acetyltyrosine in their blood, and its concentrations are elevated by heat stress. 
N-acetyltyrosine pretreatment causes perturbation of mitochondria, which causes a small increase in 
ROS production and leads to subsequent increase in their stress tolerance. In sum, we propose that 
N-acetyltyrosine is a vital endogenous molecule that could serve as a triggering factor for 
mitohormesis.

研究分野： 昆虫生理・生化学

キーワード： 昆虫　ストレス　順応性　ホルミシス　N-アセチルチロシン　活性酸素種　ミトコンドリア

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ストレス順応性は、基礎から応用に至る幅広い生命科学の分野で重要性を認識されている生理現象と言える。し
かしながら、ストレス順応性誘導の分子メカニズムは解明されておらず、さらに、ストレス順応性を誘起し得る
生体内因子の報告は為されていなかった。したがって、今回の研究によって私達が同定したN-acetyltyrosine
(NAT)は初めてのストレス順応性誘導因子と言える。ストレス耐性に関与する遺伝子は、一般的に抗老化作用に
も寄与することが知られている。従って、本研究成果は、将来的に基礎生命科学に留まらず、より一般性のある
予防医学分野への貢献も期待できる成果と言える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
本研究の端緒は、寄生蜂カリヤコマユバチが宿主アワヨトウ幼虫体表から脱出する際の観察
結果にあった。寄生後 11 日目、数 10 匹のカリヤコマユバチ幼虫は、宿主全身からほぼ一斉
に脱出を開始する。偶々、寄生蜂脱出前に宿主腹部中央で結紮したところ、脱出が必ず結紮
腹部後方から始まることに気付いた。この結果より、結紮後方腹部に“寄生蜂脱出誘導因子”
の存在を予想し、後部の体液を結紮腹部前方へ注射したところ、前部からの脱出開始を誘導
することに成功した。これにより、腹部後方の体液中に寄生蜂幼虫の脱出を誘導する液性因
子の存在を証明できたことになる。次に、結紮腹部後方に存在するはずの活性因子分泌（由
来）器官を調べた結果、宿主幼虫腹側に全部で１１個存在する分散神経節のうち後方９〜１１
番目の神経節抽出液に寄生蜂脱出誘導活性を確認した。活性由来器官が宿主幼虫自身の
組織で、しかも、後方神経節という特異な器官であり、さらに、寄生後期という極度のストレス状
況下で分泌されるという事実より、この液性因子の本来の生理機能は宿主アワヨトウ幼虫自身
のストレス応答性に積極的に関与するものと予想した。この予想を検証すべく様々な予備実験
を繰り返し、ようやく今回の研究の方向性を決める上で重要な研究知見を得る事ができた。精
製した脱出誘導因子を未寄生のアワヨトウ幼虫に注射した後、43℃、1 時間という熱ストレスを
与えてその後の生存率を調べた結果、注射後 2〜4 時間での熱ストレス処理後の生存率が顕
著に上昇することが明らかになった。すなわち、寄生蜂脱出誘導活性を指標に同定した液性
因子は、注射後数時間でアワヨトウ幼虫に対して熱ストレス耐性を付与する内在性のストレス
順応性誘導因子である可能性が示唆された。 
 低温・高温などの前ストレス（刺激）経験の後の温度ストレス順応性の獲得については、動植
物を問わず数多くの生物種で観察されてきた（潜在的な）生理現象であり、さらに、その獲得
機構に関しても、代謝、細胞膜（タンパク質、脂質）組成、あるいは、内分泌調節など種々の観
点から解析が行われ報告についても数多くなされてきた。しかし、これまでストレス依存的に生
体内で産生・分泌され、その後のストレス抵抗性を誘起するような内在性液性因子の存在につ
いては勿論、さらに、そうした因子によって作動するマスターコントロール的順応性誘導調節
機構に関する報告例さえ皆無と言える。本研究では、これまでの研究知見に基づき、ストレス
によって誘導され、ストレス順応性の誘導に関与すると予想される内在性生体因子に焦点を
当て、この因子の化学的・生理学的特性、さらに、ストレス順応性誘導調節機構を明らかにす
べく研究に着手した。 
 
２．研究の目的 
様々なストレス条件下でアワヨトウ幼虫体液中に分泌されるストレス順応性誘導因子に焦点を
当て、主に以下の４つの課題に関して解析を進めることによって明確な結論を導くことを目的と
した。 
１） ストレス順応性誘導因子の化学構造に関しては予備的な解析によって大凡 N- 

acetyltyrosine であろうという予想は立っているが、更に厳密な化学分析を遂行する事によ 
ってこの予想を明確に裏付ける。さらに、その構造類似体についても、それらのストレス順 
応性誘導活性について解析を行う。 

２） ストレス順応性誘導因子の昆虫幼虫体液中における熱ストレス依存的な濃度変動を明ら 
かにし、温度ストレス依存的濃度上昇が認められた場合にはその上昇機構について解 
明する。 

３） ストレス順応性誘導因子による生体内におけるストレス順応性成立に関わる分子機構を解 
明する。 

４） 哺乳類におけるストレス順応性誘導因子の存在と生理活性について解析を進め、昆虫 
のストレス順応性誘導機構との共通性の有無について調査する。 

 
３．研究の方法 
本研究では、上述の研究目的に記載の１）〜４）の４項目について以下のように研究を進めた。 
１）ストレス順応性誘導因子の構造決定とその構造類似体の生理活性分析 
寄生蜂カリヤコマユバチによって寄生された宿主アワヨトウ幼虫体液には、上述のように寄生
後 11 日目の宿主幼虫体内からの寄生蜂脱出誘導活性と、未寄生アワヨトウ幼虫に対する熱
ストレス耐性誘導活性が認められた。共に生物検定であるが、測定材料であるアワヨトウ幼虫さ
え準備できれば前者の方が容易でかつ再現性も良いようであった為、活性因子の精製は前
者の寄生蜂脱出誘導活性を指標に進めた。採血した既寄生アワヨトウ幼虫体液をアセトニトリ



ル（最終濃度 50%）と混合し、その遠心上清を濃縮して逆相系 HPLC によって分析した。全部
で３段階の HPLC 分析を行い、最終的に精製分画を得た。この精製標品を種々の質量分析
(LC-MS 及び LC-MS/MS)と NMR 分析(H-NMR 及び C-NMR)によって構造解析を行い、最
終的に推定した化学構造について合成品、あるいは、市販されている場合には市販品試薬を
入手し、そのストレス順応性誘導活性を検証することとした。さらに、構造を決定した後、当該
ストレス順応性誘導因子と構造が似た各種修飾体や類似体を有機合成あるいは市販品の購
入によって入手し、その生理活性を調べた。 
 
２）体液中のストレス順応性誘導因子濃度変動の分析 
本研究で着目するストレス順応性誘導因子は、既寄生宿主アワヨトウ幼虫体液中に発見され
た。従って、寄生蜂による寄生という生物ストレスの影響によって体液中のストレス順応性誘導
因子濃度は上昇したものと予想される。この予想を検証する為、プラスチックチューブ（95mm x 
22mm i.d.）に入れた状態で様々な条件の熱ストレスを与えたアワヨトウ幼虫（終齢 1 日目幼虫）
から採血し、アセトニトリル処理あるいは短時間の高温処理後の遠心上清中のストレス順応性
誘導因子濃度を逆相系 HPLC 分析によって分析を行った。 
 さらに、予想した濃度上昇を確認した上で、各種形質転換キイロショウジョウバエ幼虫を用い
て、ストレス依存的なストレス順応性誘導因子濃度上昇に関与する遺伝子等についての分析
も行った。 
 
３）ストレス順応性誘導分子機構を解明 
主にキイロショウジョウバエ幼虫を用いて、ストレス順応性誘導因子によるストレス順応性誘導
分子機構について解析を行った。最近の生命科学的研究知見によって、種々の生物材料を
用いた研究知見に基づき、ストレス依存的に発生する適度な活性酸素種(reactive oxygen 
species (ROS))のストレス順応性誘導への関与が示唆されている。そこで、本研究においては、
ミトコンドリアに焦点を当てストレスによる ROS の濃度変動と、その後のストレス順応性誘導（あ
るいは個体死）との関係を明確にした上で、さらに、ストレス順応性誘導因子とストレス応答遺
伝子発現の関係についても解析を遂行した。 
 
４）哺乳類におけるストレス順応性誘導因子とその生理作用の検証 
ストレス順応性誘導因子はアワヨトウ幼虫体液中に同定した物質であるが、果たして哺乳類の
血液成分として存在するか否かについて検証を行った。先ずは、市販のヒト血清を入手し、
HPLC 分析を行ったところ、同一成分が存在する事が明らかになった。そこで、マウスを用いて、
熱ストレスを与えた後のストレス順応性誘導因子の濃度変動を測定した。さらに、ストレス順応
性誘導因子を予め経口投与したマウスへ各種ストレスを与え、その後の血中のストレス指標と
も言えるコルチコステロン濃度及び過酸化脂質濃度の定量を行った。 
 
４．研究成果 
１）ストレス順応性誘導因子の構造決定とその構造類似体の生理活性分析 
既寄生宿主アワヨトウ幼虫体液から精製したストレス順応性誘導因子は質量数が 224.1 であっ
た。各種 H-NMR 及び C-NMR 分析によってチロシンとアセチル基のシグナルが検出され、最
終的に予想される分子構造が N-acetyltyrosine である点は確固たるものとなった。そこで、市
販の N-acetyl-L-tyrosine 及び N-acetyl-D-tyrosine を購入し、それぞれを試験アワヨトウ幼虫
に 0.5 µmol 注射した結果、いずれも有意な熱ストレス耐性上昇活性が確認できた。一方、対
象物質として注射した L-tyrosine や D-tyrosine にはそうした熱ストレス耐性上昇活性は認め
られなかった。以上の結果から、既寄生宿主アワヨトウ幼虫体液中に発見したストレス順応性
誘導因子は N-acetyl-L-tyrosine（あるいは N-acetyl-D-tyrosine）であると結論するに至った。
さ ら に 、 Phenylalanine, Glutamic acid, Cysteine, Glycine, N-acetylcysteine, Serotonine, 
Octopamine,Dopamine といった一連の生体内アミノ酸や生体アミンなどについて同様のストレ
ス耐性上昇効果を測定した結果、唯一 N-acetylcysteine が N-acetyltyrosine とほぼ相同なス
トレス順応性上昇活性を有する事が明らかになった。 
 また、様々な N-acetyltyrosine エステル誘導体やメチル、エチルなどの修飾体についても有
機合成を行なって準備しストレス耐性上昇効果の測定を行なったが、いずれの修飾体につい
ても N-acetyltyrosine 様の活性を見出すことはできなかった。ただ、N-acetyltyrosine の構造
類似体となる N-acetyloxfenicine (N-acetyl L-2-(4-hydroxyphenyl)glycine)について同様の測
定を行なった結果、N-acetyltyrosine 相同か、あるいは、それ以上のストレス耐性上昇活性を
有する事が明らかになった。特に、種々の希釈系列サンプルを試験アワヨトウ幼虫に注射する
実験では、ストレス耐性上昇作用に関して N-acetyltyrosine の活性限界が 1〜10 nmol/larva
に対して N-acetyloxfenicine では 0.1 nmol/larva でも活性を示した。したがって、N-
acetyloxfenicine は、N-acetyltyrosine に比べ注射によるストレス耐性上昇活性が約数１０倍高
いものと結論付けられた。 
 
２）体液中のストレス順応性誘導因子濃度変動の分析 
プラスチックチューブ（95mm x 22mm i.d.）内に入れた終齢 1 日目アワヨトウ幼虫を 42℃のウォ



ーターバスに浸け、0〜90 分間熱ストレスを与えた後に、経時的に体液を採血して HPLC 分析
によって N-acetyltyrosine 濃度を定量した。その結果、熱ストレス開始後 30 分には体液中 N-
acetyltyrosine 濃度は約４倍に達し、その後 90 分まで徐々に上昇する傾向を示すが明らかに
なった。したがって、N-acetyltyrosine はストレス時に自律的に体液中で濃度上昇することが明
らかになった。 
現時点では、N-acetyltyrosine の合成部位については明らかになっていないが、合成分子機

構に関してはキイロショウジョウバエを用いて解析を進めた。予想としては、N-acetyltyrosine
は tyrosine の N-アセチル化によって生成されるものと考え、N-アセチル化酵素遺伝子と考え
られる Drosophila N-acetyltransferase (Dat) RNAi 系統を使って前ストレスによって熱ストレス
順応性が成立するかどうかを検証した。その結果、中腸の腸管分泌細胞での Dat RNAi はスト
レス順応性の成立を有意に阻害する事が明らかになった。しかも、同条件の Dat RNAi ショウ
ジョウバエ幼虫に N-acetyltyrosine を予め経口投与しておくと生存率の低下を防ぐ効果がある
ことを実証した。従って、やはり N-acetyltransferase (Dat)が tyrosine から N-acetyltyrosine へ
の修飾を触媒する酵素であると解釈できる。N-acetyltyrosine の生合成調節機構については、
今後、更なる解析すべき重要な研究課題と考えている。 
 
３）ストレス順応性誘導分子機構を解明 
近年の生命科学的研究によって、ストレス順応性成立への前ストレス条件による（生体内ある
いは細胞内における）適度な活性酸素種(ROS)発生の重要性が指摘されている。ただ、これま
で具体的にその（適度な）ROS レベルの数値が報告された例はなかった。そこで、本研究では
先ずアワヨトウ幼虫に対して 40℃、60 分間の前ストレスを与えストレス順応性を付与した際に、
試験幼虫体液中の ROS 濃度を測定した。その結果、前ストレスを与えて 30 分後に ROS 濃度
は最大値 70 µM に達し、その後徐々に低下した。また、順応性が誘導できない温度 38℃の熱
処理では血中 ROS の上昇は検出されず、さらに、致死温度である 44℃の熱ストレスでは最大
値を描くことはなく血中 ROS 濃度は上昇し続ける結果となった。従って、順応性成立に適した
前ストレス条件でのみ ROS が最大値 70 µM まで分泌したという結果から、アワヨトウ幼虫の場
合はこの ROS 濃度値が順応性を誘導するために適した分泌であろうと解釈できる。この予想
は、体外から過酸化水素（H2O2）を注射することによって人為的に幼虫体内 ROS 濃度を上昇
させ、その後のストレス耐性を測定する実験によって検証された。各種濃度の過酸化水素水を
アワヨトウ幼虫へ注射した場合、0.44 mmol/larva の H2O2 注射で最も高い熱ストレス耐性を誘
導できる事が明らかになった。さらに、0.44 mmol/larva H2O2 を注射した幼虫体液中の ROS 濃
度を経時的に測定したところ、注射後 30 分で ROS は約 74 µM という最大濃度に達した。即
ち、この ROS 濃度は、熱ストレス順応性を誘導した 40℃、60 分間の前熱ストレス供与時に得
た ROS の最大値濃度 70 µM に極めて近い値である事から、この一時的 ROS 濃度上昇が順
応性を誘導し得るものと結論した。前述のように、これまでストレス順応性誘導に最適な前スト
レスによる生体内 ROS 上昇の具体的濃度値の報告例はなく、本研究結果が初めての報告と
考えられる。 
 ストレス順応性誘導に前ストレス依存的な ROS 濃度上昇の重要性を確認した後、生体内で
の ROS 産生の主な細胞内小器官であるミトコンドリアに焦点を当てて解析を進めた。まず、キ
イロショウジョウバエの培養細胞 S2 を用いて、前ストレス依存的な熱ストレス順応性誘導を検出
可能かどうかについて検証した。その結果、37℃、30 分間の前ストレスで熱ストレス順応性を
誘導でき、さらに、前ストレスがなくても 100 µM の N-acetyltyrosine との前培養によって熱スト
レス順応性は誘導されることを確認した。次に、N-acetyltyrosine の添加が及ぼす S2 細胞内
のミトコンドリアへの影響を検証するためにミトコンドリア内膜特異的蛍光色素 MitoRed を用い
て、共焦点レーザー顕微鏡による経時的な観察を行った。その結果、培養液へ N-
acetyltyrosine を添加して 2 時間後に S2 細胞内で、ミトコンドリア内膜の脱分極による MitoRed
蛍光強度の減少が観察された。並行して、S2 細胞内での ROS 濃度を測定した結果、N-
acetyltyrosine 添加後 2〜3 時間において S2 細胞内での ROS の上昇が検出された。以上の
実験結果は、S2 細胞における熱ストレス順応性誘導にトコンドリア由来の ROS の発生が重要
であり、その発生には N-acetyltyrosine によるミトコンドリア内膜の脱分極が関与している事が
強く示唆された。 
 N-acetyltyrosine による細胞内のミトコンドリアへの影響の観察と併せて、ストレス関連遺伝子
の発現解析も行った。その結果、N-acetyltyrosine を経口投与したキイロショウジョウバエ幼虫
脂肪体や培地へ N-acetyltyrosine を添加した S2 細胞において、転写調節因子 FoxO の発現
上 昇 及 び 核 内 移 行 が 検 出 さ れ た 。 そ れ に 伴 い 、 抗 酸 化 酵 素 catalase, superoxide 
dismutase1,2 (SOD1, 2)等の遺伝子発現が上昇する事も実証する事ができ、こうした抗酸化酵
素の発現上昇が N-acetyltyrosine 依存的な生体あるいは細胞でのストレス耐性上昇に少なか
らず貢献している事が示唆された。 
 
４）哺乳類におけるストレス順応性誘導因子とその生理作用の検証 
アワヨトウ幼虫、キイロショウジョウバエ幼虫と培養細胞 S2 を用いて、N-acetyltyrosine のストレ
ス順応性誘導活性を実証した後、研究の焦点を哺乳類へ拡大して検証を進めた。先ず、マウ
スの血清中における N-acetyltyrosine の存在の有無、そして、存在するとしたら、その濃度は



ストレス依存的に上昇するかどうかについて分析を進めた。その結果、マウス血清中にも N-
acetyltyrosine は確かに存在し、しかも、熱及び拘束ストレスでその濃度が有意に上昇する事
が明らかになった。さらに、予め N-acetyltyrosine を経口投与したマウスに拘束、あるいは、強
制水泳というストレスを与えた後の血清コルチコステロン濃度や過酸化脂質濃度を測定した結
果、N-acetyltyrosine を投与したマウスではコントロールに比べ有意にそれらの値が低下して
いる事が実証された。即ち、N-acetyltyrosine は、マウス体内でもストレス依存的に濃度上昇し、
しかも、ストレスによる血清中のストレスマーカー（コルチコステロンや過酸化脂質）値を減少さ
せ得る事を実証した。 

最後に、市販のヒト血清を入手し HPLC 分析を行ったところ、ヒト血清にも間違いなく N-
acetyltyrosine は存在する事を確認した。さらに、予備実験の結果、ヒト血清中の N-
acetyltyrosine も熱ストレス依存的に濃度上昇することを確認した。ヒトの N-acetyltyrosine につ
いても、今後、更なる研究を進めるべき重要な研究課題である事は間違いない。 
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