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研究成果の概要： （１）昆虫皮膚のメラニン化、硬化現象に重要な酵素、ドーパデカルボキ

シラーゼ(DDC)発現の分子メカニズムを解明した。DDC はエクダイソンにより制御されている

が、エクダイソンレセプターからその発現までのカスケードを明らかにした。またその中の 1
つの転写因子 HR4 がエクダイソンにより制御されているばかりでなく、その合成に関与して

いることを見出した。この系は哺乳類には存在せず、昆虫に特異的な新規薬剤開発のヒントに

なると思われる。（２）蛹発育時に不要な crochet 細胞の細胞死がホルモンばかりでなく、栄養

が重要な役割を持っていることを明らかにした。（3）幼若ホルモン(JH)が成虫原基の成長を積

極的に抑制するという新規作用を見出し、そのうえインスリンシグナル経路以外の栄養を必要

としない経路が存在し、細胞の発育を支配していることを見出した。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2005 年度 5,300,000 0 5,300,000 

2006 年度 4,500,000 0 4,500,000 

2007 年度 2,600,000 780,000 3,380,000 

2008 年度 2,600,000 780,000 3,380,000 

 年度  

総 計 15,000,000 1,560,000 16,560,000 

 
 
研究分野：農学 
科研費の分科・細目：応用昆虫学 
キーワード：遺伝子、応用動物、昆虫、発生・分化、昆虫生理学 
 
１．研究開始当初の背景 
昆虫皮膚の黒化及び硬化に重要なドーパデカ

ルボキシラーゼ(DDC) の発現に至るまでの転

写因子の相互作用について明らかにし、エクダ

イソン(20E) から始まり DDC の発現に至るカスケ

ードの全容を解明する。（１）MHR4 の発現調節

機構の解明－MHR3 と E75B の役割。（2）DDC

発現調節機構の解明－DDC 発現前に発現が

on, off する MHR3, E75B, MHR4 を中心として研

究。（3）カイコを用いてBHR3 (MHR3のホモログ)

と BHR4 (MHR4 のホモログ) の RNAi を発現す

る germline を作り、それらの要因の役割を個体、

細胞レベルで調べる。 
 
２．研究の目的 

昆虫変態の機構を分子のレベルで明らかにす

る。それにより、哺乳類には存在しないエクダイ

ソンカスケードを明らかにすることにより、新規な



農薬開発のための基礎研究を行う。 

 

３．研究の方法 

（1）昆虫の細胞株を使用して遺伝子の

transfection を行い、種々の転写因子間の相互

作用を解明する。 またプロモーターのアッセイ

を行い、それぞれの転写因子の作用点を明らか

にする。（2）組織培養法を駆使して細胞のホル

モン応答性、転写因子などのホルモン制御機構

を調べる。 

 
４．研究成果 

 

（1） 幼虫脱皮のメカニズム 
 
Dopa decarboxylase (DDC)の発現誘導するエ

クダイソンカスケードの解明 
Dopa decarboxylase (DDC)、の発現はエク

ダイソンと幼若ホルモン(juvenile hormone, JH)の
制御下にあり、DDC は dopa を dopamine に変換

し、昆虫のクチクラのメラニン化及び硬化に必要

な酵素である。タバコスズメガ Manduca sexta を

使用し、皮膚における DDC の発現を導くまでの

種々なエクダイソン誘導性転写因子間の相互作

用についてほぼ完了することができた。メラニン

化が起こる幼虫の脱皮間には、エクダイソン受

容体(EcR-A, EcR-B1)ならびにそのパートンバ

ーである USP(USP-1, USP-2)の増減と共に、

様々な転写因子は発現しては消えていくことを

私はすでに明らかにしている。また MHR3 は

EcR-B1/USP-1 を介してエクダイソンにより直接

にその発現が誘導され、EcR-A/USP-2 はその作

用を阻害することも明らかにしている。この科研

費の援助では、エクダイソン応答性転写因子で

ある E75A, E75B, MHR3, MHR4 の DDC の発現

調節に及ぼす役割、及び MHR4 発現の調節機

構を明らかにした。 
E75Aの活性化とMHR3 に及ぼすE75Aの作用： 

E75Aは低濃度のエクダイソンにより、直接に活

性化される。またE75A及びMHR3 自身がMHR3
のプロモーター領域にあるMREに結合すること

を見出した。E75AをGV1細胞で強制発現させる

と、20Eにより発現が誘導されるはずのMHR3 の

プロモーターが抑制された(図 1)。しかしMHR3
のプロモーター上のMREを除くと、この抑制は

見られなかった。これらの実験結果から、E75A
はMREを介してMHR3 の発現を抑制しているも

のと考えられた。またMHR3 も同様な機構で

MHR3 自身をネガティブにフィードバック制御し

ていることが明らかにとなった(図 1)。 
MHR3 とE75BはMHR4 の発現を調節する： 終

齢脱皮の間、真皮細胞中のMHR3 mRNAの発

現は血中エクダイソン濃度の上昇と並行して起り、

E75Bの発現がそれに続く。その後エクダイソン

が減少する時にMHR4 の発現が起る。 
MHR4 が全く発現していない４齢２日の真

皮細胞を 20E と共に培養すると、MHR4 の

mRNA は 20E に反応して１－２時間後に一過的

に増加するが、6 時間後には一時低いレベルま

で減少してしまう。しかし、その後上昇して 2 回

目のピークが 21-24 時間後に現れる。タンパク質

合成阻害剤を使用した実験結果から 20E は

MHR4 の発現を直接活性化するが、20E により

誘導されるタンパク質が最初の抑制を引き起こ

し（培養 6 時間後）、このタンパク質が減少した後、

再び MHR4 遺伝子の発現が再開すると考えら

れた。発現パターンから MHR3 がこの阻害タン

パク質の 1 つであることが示唆された。 
GV1 細胞株では、MHR3 の発現は真皮細

胞と同様に 20E により誘導されるが、MHR4 は誘

導されない。これは MHR3 が MHR4 の発現を阻

害しているからとも考えられる。RNAi 法により、

20E による MHR3 の誘導を阻害したところ、

MHR4 の発現が 20E により誘導された。この結

果から MHR3 は MHR4 発現の阻害タンパク質

の一つであることがわかった(図 1)。 
一方、細胞株では真皮細胞とは異なり、

E75B は MHR4 と同様に 20E により発現が誘導

されない。ところが E75B を強制的に発現させる

と、MHR3 により発現が抑制されている MHR4
の発現が 20E により誘導された。明らかに E75B
は MHR3 の存在下で 20E による MHR4 の発現

を誘導した。これは E75B が MHR3 と結合して 2
量体を形成することにより、MHR3 の MHR4 発

現阻害作用を抑制していることを明らかにした

(図 1)。 

図 1. DDC を誘導するまでのエクダイソ
ンレセプター、転写因子間の相互作用。上
図はエクダイソン血中濃度の変動と、付随
して起こる事象。 



E75BとMHR4 によるDDC発現の制御：GV1 細

胞にE75Bを強制発現させると 20Eの存在の有

無にかかわらずDDCのプロモーターは抑制され

た。MHR4 も同様な抑制作用を持っていたが、

MHR3 はプロモーターの活性化にほとんど影響

を与えなかった（図 1）。よって、E75BとMHR4 は

DDC発現の抑制因子であることがわかった（図

1）。 
DDC のプロモーター領域には FTZ-F1 

response element が存在し、この配列は大腸菌

で作製した βFTZ-F1 の recombinant protein と結

合した。真皮細胞での βFTZ-F1 の 20E による発

現調節は DDC の調節と非常に良く似ており

(20E にさらした後に 20E を除くと発現する)、発

現のタイミングも DDC の少し前であることから、

βFTZ-F1 は DDC の活性化因子である可能性が

考えられた。しかし βFTZ-F1 の DDC 制御につい

ての役割は実験結果が振れて明らかにすること

ができなかった。 
エクダイソンの血中濃度が下がると E75B と

MHR4 が消失するのに加えて、他の未同定な阻

害因子も減少し、それらによって DDC の発現の

タイミングが調節されていると考えられる。これら

のことから DDC の制御はかなり複雑で、未同定

のものを含む多くの因子が複雑に絡み合って制

御されていることがわかった。DDC を積極的に

活性化する因子は今のところ不明である。 
 
（2） 蛹変態のメカニズム 
 
エクダイソン誘導性転写因子BHR4 の脱皮・変

態に及ぼす役割 
以上の転写因子が昆虫の発育に及ぼす役

割を直接に調べるために、トランスジェニックカイ

コを作成し蛹変態に及ぼす役割について研究し

た。カイコの転写因子 BHR4 (MHR4 のカイコで

のホモログ) の発現を制御できる BHR4 の過剰

発現と BHR4 RNAi の germline を作成した。両

者共に hsp プロモーターの制御下にあり、熱ショ

ックによって発現が自由に制御できる。 
  まず初めに BHR4 を熱ショックにより継続的

に発現させ、BHR4 が降下するのを阻害して

BHR4 の変態に及ぼす役割を調べた。その結果、

アポリシス後、脱皮行動を全く起こさずに幼虫の

クチクラの内部で蛹化する個体が観察された。こ

のことから、BHR4 の発現が抑えられることが、脱

皮行動を引き起こすことに重要である可能性が

考えられる。この時に見られた異常個体はエク

ダイソンアゴニストを注射した時と同様な異常形

態を示した。しかしエクダイソンのアゴニストの注

射は BHR4 の発現停止に影響を及ぼさなかった。

そのうえ BHR4 過剰発現個体ではエクダイソン

の血中濃度が低下しないことを見出し、BHR4 は

エクダイソンの合成調節を行っていることを示唆

する結果を得た。BHR4 は直接に前胸腺に作用

してエクダイソン合成を調節しているのかは今後

の課題である。 
 
蛹変態に伴う細胞の分化 （幼虫に特異的な

crochet細胞の細胞死） 
昆虫の変態時には、種々の cellular events

が一つの状態から他の状態に変化しなければ

ならず、commitment 及び determination が起こ

る必要がある。その後、エクダイソンの作用により

最終的な変化が引き起こされる。幼虫特異的組

織である腹脚の爪（crochet）は蛹への変態の際

に退化し、これは crochet の細胞死が起っている

ためと考えられる。この細胞死は５齢 3 日目から

始 ま り 、 4 日 に は 完 了 し た 。 こ の 細 胞 死 の

commitment には皮膚の蛹 commitment に重要

な転写因子 broad は関与していなかった。一方、

crochet 細胞の形成能力の低下が、細胞死に先

だって起こることを見出した。それは４齢後期か

ら５齢４日目にかけて２段階で起こり、その後、５

齢 3-4 日目に crochet 細胞の細胞死が起った。1
段階目の能力の低下は幼虫脱皮を引き起こす

エクダイソンによって引き起こされ、2 段階目は

栄養の摂取によっていることを突き止めた。その

時 annexin Ⅸが上昇し、その後に細胞死に関与

していると考えられる転写因子 E74B の上昇・低

下が見られ、これら因子の共同作用により、

crochet 細胞の形成能力の低下から細胞死に至

ることが示唆された。 
 
 新しいJH作用の発見―JHの成虫原基に及ぼ

す作用 
  上記研究の過程で、JHの新規な作用を発見

した。鱗翅目昆虫は双翅目昆虫とは異なり、眼と

翅の成虫原基は終齢幼虫になりprimordiumから

形成される。タバコスズメガでは、これらの原基

は終齢脱皮後 18 時間後に形成され始め、24 時

間後からproliferationが始まった。ところが、最終

齢幼虫を絶食させるとJH血中濃度が上昇し、成

虫原基の形成が阻害され、摂食により回復した。

一方、これらの成虫原基は、アラタ体除去して

JH濃度の上昇を阻害した幼虫を絶食させた場

合にはゆっくりと形態形成したが、摂食をさせた

時のように大きく発育しなかった。JH処理はこの

発育を阻害した（図 2）。また形態形成を行なう時

には、Broadの発現が見られることも示した。この

時の原基の形態形成はエクダイソンの作用とは

無関係で、JHによる阻害作用は、他の物質を介

さない、組織への直接作用の結果であることを

明らかにした。成虫原基が５齢期に正常に大きく

発育するためには明らかに摂食が必要であり、

得られた結果を説明するために、終齢幼虫に特



異的に現れ、原基のJHによる抑制作用に打ち

勝つ作用があるmetamorphosis-initiating factor 
(MIF) の存在を仮定することが必要である（図

2）。これらの研究から、最終齢幼虫における成

虫原基は、ＪＨ阻害を受ける形態形成発育と、摂

食による形態形成発育との 2 つの制御を受けて

いる事を明らかにした。 
  JH は昆虫の脱皮時に存在すると、現在の状

態を維持する脱皮を引き起こす。すなわち JH は

現状維持（status quo）ホルモンと言われ、JH の

発育に及ぼす役割は、脱皮ホルモンであるエク

ダイソンの作用を修飾するものであるのみである

と長い間信じられてきた。タバコスズメガでは、終

齢幼虫（５齢）を絶食させると JH 血中濃度が下

がらず、幼虫脱皮を繰り返して６齢幼虫になる事

が知られている。この現象をうまく利用する事に

より、上記のように JH が成虫 primordium から成

虫原基への形態分化を阻害するという、JH の全

く新しい作用機構を明らかにする事が出来た。

また摂食によりセットされ、幼虫の体重に作用さ

れないタイマーが存在する事を発見し、それは

幼虫の大きさとは無関係に働くことを見出した。

またインスリンシグナル経路は人を含む全ての

生物にとって重要な発育成長の経路であるが、

この実験系により栄養に作用されない、インスリ

ンシグナル経路以外の経路が存在することを発

見する事が出来た。 
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