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研究成果の概要（和文）：鱗翅目幼虫腸内に含まれる脂肪酸-アミノ酸縮合物FACsは幼虫の窒素代謝効率化に関
わる。ハスモンヨトウ幼虫のFACs生合成酵素は、鱗翅目特異的なカルボキシルエステラーゼの一種で機能未知の
タンパク質と突き止めた。同種に対してゲノム編集によりFACs分解酵素L-ACY-1を欠損した系統の作出に成功し
た。この欠損系統は野生型と比べて生育に遅延が見られ、解毒能力の低下が示唆された。クチナシ葉の有毒物質
gardenosideに対して幼虫は多量のβ-alanineで中和解毒を行うが、この誘導には配糖体のグルコースが関わっ
ていると明らかにした。幼虫体内の栄養代謝と解毒代謝の複雑なクロスリンクが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：FACs, fatty acid-amino acid condensates in the gut of lepidopteran larvae, 
are involved in efficient nitrogen metabolism in larvae. The FACs biosynthetic enzymes in Spodoptera
 litura larvae are lepidopteran-specific carboxylesterases with unknown functions. By genome editing
 of the same species, we succeeded in generating a line lacking the FACs-degrading enzyme, L-ACY-1. 
These lines showed delayed growth compared to the wild type, and also their detoxification ability 
seemed to be reduced. The larvae neutralize gardenoside, a toxic substance found in gardenia leaves,
 by accumulating a large amount of β-alanine in the intestine. We found the induction was triggered
 by the glycoside glucose. The complex cross-link between nutrient metabolism and detoxification 
metabolism in the larval body was revealed.

研究分野：化学生態学

キーワード： 鱗翅目幼虫　窒素代謝　解毒　FACs　iridoids

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
鱗翅目幼虫は特殊な窒素代謝系を獲得しており、窒素栄養価の低い植物を餌としながら窒素同化を効率的に行
う。特に農業害虫では、棘や毒、営巣といった天敵に対する防御を一切せず、成長速度を最大化して、高密度に
繁殖することで生存戦略とする種が多数見られる。この戦略では、食餌から吸収した栄養を成長・繁殖にどこま
で投入できるかが鍵となっており、制約となりうるのが解毒にかかるコストである。この観点から窒素代謝と解
毒代謝の直接的な関係を明らかにした研究は少なく、今後の植物保護とペストコントロールに重要な知見となっ
た。

※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 

昆虫の中でも鱗翅目（チョウ目）幼虫、芋虫は中腸が体の大半を占め、「歩く胃袋」とい

ってもいいほど、食べること・育つことに特化した形態をもつ。特に農業害虫として近年注

目されているハスモンヨトウ・オオタバコガといった暴食性の広食性幼虫は窒素吸収効率

が高く、ベジタリアンでありながら短期間で驚異的な成長曲線を描く。さらに植物防御物質

や農薬に対する解毒システムも優れて発達していることが近年報告されている。一般に鱗

翅目の解毒メカニズムは被子植物との億年単位の共進化によって形作られ、面白いことに、

近縁種でも一括りにできないほど多様でユニークな種特異性を持つ。しかしながら、系統学

的な研究は一部のチョウ類に限られ、ハスモンヨトウのような農業害虫が生物進化と農耕

の歴史の中でいかに高い解毒能力と栄養代謝システムの双方を獲得してきたかは全く研究

されていない。 

【窒素代謝制御】 

ハスモンヨトウの腸内に含まれる不飽和脂肪酸とグルタミンの縮合物（FACs）が幼虫の窒

素代謝の効率化に寄与することがわかっている。FACs はそもそも植物の間接防御応答のエ

リシターとして注目されてきた。幼虫に食害されたトウモロコシの傷口に FACs が付着す

ると、トウモロコシ全身性の防御応答を引き起こし、幼虫の天敵である寄生蜂を誘引する揮

発成分を放出させる。つまり幼虫自身にとっては不利に働く化合物を何故幼虫がわざわざ

生合成するのか、その生理的意義を初めて明らかにした。この研究は、暴食性農業害虫の窒

素代謝制御を利用した防除・植物保護という着眼点を与えた発端である。FACs は上述の重

要農業害虫全てに共通して含まれる他、幅広い鱗翅目昆虫で見つかっており、普遍性が高い

にも拘らず、生合成酵素や系統学的な研究などはほとんど進んでいない。 

【解毒代謝】 

これまでクチナシに含まれるイリドイドの一種 gardenoside に対するハスモンヨトウの解

毒戦略を明らかにしてきた。Gardenoside は摂食時に腸内でアグリコンが遊離・開環し、幼

虫のタンパク質に非特異的に結合することで、消化不良・致死性のダメージを引き起こすと

考えられている。しかしながら、クチナシ葉を摂食したハスモンヨトウでは、アグリコンを

不活化するために尋常でない量のβ-alanine（他のアミノ酸濃度の１００倍以上）が中腸内

に分泌されることを発見した。アグリコンの一部は結合物質となり無毒化されるものの、β

-alanine が量的に足りないことが原因で、最終的にハスモンヨトウは死亡する。この現象で

注目すべきは、ハスモンヨトウが未知の有毒物質に対して、方向性としては間違っていない

解毒戦略を示した点である。解毒のためにアミノ酸代謝がフル稼働することから、解毒と栄

養代謝のクロスリンクを研究するのに好適である。 

 
２．研究の目的 

本研究は広食性のヤガ科農業害虫であるハスモンヨトウ幼虫を用い、クチナシ毒

gardenoside 解毒時におけるアミノ酸誘導メカニズムを明らかにし、幼虫自身の栄養代謝と

の関連を明らかにする。また、同種幼虫の FACs 生合成酵素及び分解酵素の同定とノックア

ウトにより、FACs が生育速度を評価すると共に、解毒能に与える影響を探ることで、解毒

と栄養代謝の関わりを探り、農業害虫防除につながる知見を求める。 

 

３．研究の方法 



【昆虫飼育】 

 ハスモンヨトウは室温 25 ℃、4:00 - 20:00 を明期、20:00 - 4:00 を暗期とする 16L8D で

飼育した。人工飼料インセクタ LFS (日本農産工業) を与え、初齢から 4 齢までの幼虫は直

径 9 cm、高さ 2 cm のシャーレに濾紙を敷いて、5 齢以降は 15 * 18 * 7 cm の飼育容器に普

通紙を敷いて飼育した。成虫は幼虫と同様の温度、照明で普通紙を敷いた同飼育容器に蓋の

一部をキッチンペーパーで置き換えた半開放系で飼育し、餌としてはちみつを与えた。卵は

キッチンペーパーから採卵した。 

 

【摂食試験】 

ハスモンヨトウは 22:00 に脱皮直前の個体を 6 穴ウェルプレートのそれぞれのウェルに 1

匹ずつ隔離して絶食させ、脱皮した個体に対して翌朝の 10:00 に試料を与え、摂食開始の確

認をもって摂食試験の開始とし、その 48 時間後の 10:00 を摂食試験の終了とした。 

 

【中腸組織の抽出】 

 使用するエッペンチューブの風袋を測定した。それぞれの摂食試験の終わった個体を氷

水に 1 分間晒して麻酔し、体表の水をプロワイプで拭った後、肛門より 1 cm を切除し、背

を切り開いた。腸管内容物を取り出して中腸組織、および囲食膜を取り除き、エッペンチュ

ーブに取り出した。重量を測定して腸管内容物の重量を求め、1 mg に対して 3 μL の 0.1 

N HCl を加え、ペッスルでホモジナイズし、10,000 g、室温で 10 分間遠心して沈殿を分離

し、これを腸管内容物抽出物とした。 

 

【腸管内容物抽出物の AQC 処理】 

 腸管内容物抽出物を別のエッペンチューブに 10 μL とり、0.1 N HCl を 90 μL 加えて

10 倍希釈した。エッペンチューブにこれを 10 μL とり、0.1 N HCl に溶解した 50 μM の

AABA 10 μL、100 mM borate buffer (pH 9.0) 60 μL を加えて混合した。この溶液に AcCN

に溶解した 10 mM AQC 溶液を 20 μL 加えて 55℃で 10 分間反応させた。反応終了後、シ

リンジフィルター (DISMIC-13HP045AN; ADVANTEC) で濾過して 1 μLを LCMS分析

に供した。 

 

【LCMS によるアミノ酸分析】  

 LCMS 分析は逆相カラム (Mightysil RP-18 GP 2.0×50 mm i.d.; Kanto Chemical Co., Inc)

を送液ポンプ (LC-20 AD、Shimadzu) に接続した。高速液体クロマトグラフ質量分析計 

(LCMS-2020、Shimadzu) で溶出溶液に 0.1%ギ酸入り AcCN と 0.1%ギ酸入り蒸留水 

(HPLC 用; 和光純薬) を用いて分析を行った。分析は 2 分間 1% (H2O/AcCN、v/v)、7 分

間で 1-15%、次の 3 分間で 15-24%の勾配をかけた。DL 温度は 250℃、nebulizer gas flow 

は 1.5 L/min、カラムオーブンは 40℃、分析モードは ESI-ポジティブモードとした。また、

分析はスキャンモードで行った。 
 
４．研究成果 

（１）ハスモンヨトウ幼虫腸管におけるβ-alanine 誘導メカニズムの解明 



クチナシ由来イリドイド gardenoside を摂食したハスモンヨトウの解毒機構の詳細を明

らかにした。Gardenoside はハスモンヨトウ腸管内でβ-グルコシダーゼにより開環し、タ

ンパク質等に非特異的に吸着することで毒性を発揮する。これに対し、ハスモンヨトウは腸

管内に多量のβ-alanine を誘導し、競合的に結合させることで毒性を中和することがわかっ

ていたが、どのようなメカニズムでβ-alanine を誘導するのかはわかっていなかった。そこ

で、クチナシ葉抽出物を用いたβ-alanine 誘導化合物を精製・同定した。予想ではβ-グル

コシダーゼによって遊離した gardenosideアグリコンにβ-alanine誘導活性があると思われ

たが、予想に反し、配糖体そのものにβ-alanine 誘導活性は見られず、遊離したグルコース

にわずかにあることが明らかになった。さらにグルコースと配糖体を同時に摂食させた場

合に、クチナシ生葉を食べた時と同程度のβ-alanine が腸管内で誘導されることを確認した

（Fig. 1）。このような共力活性は他のマンノース等の糖では見られなかったことから、配糖

体の糖が遊離していることが重要であると示唆された。グルコースはクチナシに限らず

様々な植物に普遍的に含まれることを考えれば、驚くべき発見である。これまで配糖体型の

植物毒に対する昆虫側の解毒応答に配糖体から遊離した糖が関わっていた例はほとんど知

られていない。イリドイドに対抗してアミノ酸を分泌する鱗翅目は他にも多数報告がある

が、糖に応答してアミノ酸を誘導したとする報告は無く、新しい知見である。しかも、ハス

モンヨトウはグルコースだけでなくマンノース等、他の糖にも同様に応答してβ-alanine を

誘導した。β-alanine はイリドイドだけでなくグルタルアルデヒド様の毒性を持つ植物二次

代謝物に対しても同様に無毒化でき

ると考えられ、幅広い食性を持つハス

モンヨトウがより普遍的な植物有毒

成分配糖体に適応している可能性が

出てきた。クチナシ葉抽出物中の有機

層にはハスモンヨトウのβ-alanine 誘

導活性を抑制する活性成分が含まれ

ることも明らかにした。 

一方、無毒な植物でも糖を含有する

場合、無駄にβ-alanine を誘導することになるが、そのことが生理的に不利に働く可能性も

ある。キャベツはハスモンヨトウの主食となりうるが、糖が多量に含有される。実際にキャ

ベツを食べたハスモンヨトウでβ-alanine の誘

導を確認した（Fig. 2）が、生育速度は他の野菜

を食べた場合と比較して有意な差は見られなか

った。キャベツ中にはイリドイドが報告されて

おらず、別の低分子化合物がβ-alanine 誘導のエ

リシターと考えられる。その活性低分子がキャ

ベツ抽出物中の水溶性画分に含まれることを突

き止めた。 

ハスモンヨトウと同じ広食性鱗翅目幼虫であ

るオオタバコガではクチナシ及びキャベツのいずれを摂食させた場合も、このような解毒

機構を持たないことが明らかになった。オオタバコガではクチナシを摂食後も支障なく蛹

化したことから、ハスモンヨトウとは異なる解毒機構を持つ可能性が示唆された。 
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Fig. 1   グルコースによる β-alanine誘導と共力活性 
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Fig. 2 アブラナ科植物摂食時のハスモンヨトウ中腸のβ-

alanine誘導



（２）ハスモンヨトウの FACs 生合成酵素の同定 

鱗翅目昆虫における FACs 生合成酵素の同定に成功した。ハスモンヨトウ週齢幼虫を解

剖し、得られた粗酵素液のミクロソーム画分より FACs 生合成能を指標に活性酵素を精製

した。LCMSMS 及び MALDI-TOF-MS 分析とデータベースサーチの結果、鱗翅目特異的

なカルボキシルエステラーゼファミリーの一種で機能未知のタンパクであることが示唆さ

れた。カルボキシルエステラーゼはエステル結合、アミド結合、チオエステル結合の加水分

解および合成反応を触媒し、脂質代謝に関わるものも少なくない。昆虫のもつカルボキシル

エステラーゼはアミノ酸配列に基づく系統樹解析から 14 グループに分類される。今回同定

した酵素はチョウ目特異的エステラーゼのグループに含まれる。カイコではカルボキシル

エステラーゼの 6 割以上がチョウ目特異的エステラーゼの酵素であり、さらにその多くは

中腸で発現していることがわかっている。チョウ目幼虫はほとんどが植物食であり、目全体

で見れば、他の昆虫目と比較してもかなり広範な植物種を餌として利用する。したがって、

多様な植物成分を分解する必要があり、ほかの昆虫とは異なる特異的なカルボキシラーゼ

群が進化してきたと考えられてきた。ハスモンヨトウは広食性であり、単食性

（monophagous）のカイコと比べるとチョウ目特異的エステラーゼの遺伝子数は約 1.5 倍

に膨れており、これはハスモンヨトウが多種多様な植物を摂食することをよく説明する。 

この候補遺伝子の大腸菌を用いた発現系で異種発現を試みた。pCold I を用いた低温誘導や

Rosetta-gami B 株によるジスルフィド結合の形成促進等を試みたが発現タンパクの可溶化

が困難だった。そこで昆虫細胞-バキュロウィルス発現系を用いた異種発現を構築したが、

発現した recombinant タンパク質は培地中に分泌されたものの、FACs 生合成能は確認でき

なかった。現在、ゲノム編集 CRISPR/Cas9 による当該酵素遺伝子のノックアウト系統作出

を試みている。 

 

（３）ゲノム編集によるハスモンヨトウの FACs 分解酵素 L-ACY-1 ノックアウト 

農業害虫である鱗翅目幼虫は、栄養豊富な圃場の作物に特化した生理を持つ。窒素同化効

率を高め、生育期間を短縮することを天敵に対する防御戦略とすることで、爆発的な増殖と

暴食を可能にした。この特殊な機能を裏付けるのが一部の鱗翅目幼虫の腸内に多量に見ら

れる FACs であり、これを生合成・分解するサイクルによってアミノ酸代謝の中心であるグ

ルタミン代謝を促進していると考えられる。これらの仮説を、FACs 代謝酵素をノックアウ

トすることで検証した。まず、鱗翅目幼虫ハスモンヨトウにおいてゲノム編集 CRSPR/Cas9

を用いた特定酵素のノックアウト系統作出方法を確立した。これを用いて、FACs 代謝酵素

のうち分解酵素とされるアミノアシラーゼ L-ACY-1 をノックアウトしたハスモンヨトウ系

統を確立した。この系統は FACs を生合成するものの分解できず、糞中に多量の FACs を放

出する。野生型を比較してみると、生育に遅延があり、FACs 生合成・分解サイクルが窒素

代謝と成長戦略に重要であることが改めて示唆された。また、CHN 元素分析による窒素含

量を定量したところ、同系統は野生型と比べて窒素同化効率が低下する現象が見られた。分

解酵素のみを欠損しただけで生育に差が出たことは、FACs の窒素代謝に与える影響が予想

を上回る重要性を持っていたことを意味する。このような発育遅延は、野外では天敵との遭

遇率を上げるだけでなく、寄生虫による寄生率の上昇にも繋がることが想定される。また、

解毒能力にも影響が出ることが示された。 
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