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研究成果の概要（和文）：種々の農作物に被害をもたらす害虫の一種カイガラムシは、雄は翅を持つ成虫へと変
態する一方、雌は翅のない成虫になる。本研究は、カイガラムシの性特異的形質発現の制御機構を明らかにする
ことを目的とした。まずフジコナカイガラムシのゲノム配列解析およびトランスクリプトーム解析を行い、発育
時期特異的または性特異的に発現する遺伝子群を明らかにした。次に雄特異的な成虫形態形成を誘導する転写因
子の転写調節機構を解析し、ホルモンによる発現制御を明らかにした。さらに、産卵数を低下させる薬剤のスク
リーニング系確立を試み、活性指標として使用できる遺伝子を選抜した。

研究成果の概要（英文）：Mealybugs grow through sexual dimorphic development: males develop to winged
 adults, while females develop to neotenic adults. To elucidate the regulatory mechanism of 
sex-specific development of the mealybugs, sequencing of the genome and transcriptome analysis were 
performed using Japanese mealybugs. Next, we analyzed transcriptional regulatory mechanism of an 
adult-specifying transcription factor. We also identified a candidate gene which will be suitable 
for screening assays of novel insecticides that suppress their oviposition and embryonic 
development.

研究分野： 昆虫生理学

キーワード： カイガラムシ　性的二型

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究ではフジコナカイガラムシのゲノム配列解析を行い、de novoアセンブリによりコンティグを作成した。
カイガラムシ類ではゲノム配列解析が実施された例がほとんどなく、本研究の成果は貴重である。
また、雄特異的な成虫形態形成を誘導する転写因子E93の転写調節機構を調べ、ホルモンによる発現制御が示さ
れた。この結果は新規性が高く、性特異的な形態形成のメカニズム全容解明につながる重要な知見である。
さらに、産卵数を低下させる薬剤のスクリーニング系において、活性の指標として使用できる遺伝子を選抜する
ことに成功した。これは薬剤のスクリーニング系確立における大きな一歩であり、植物保護学の分野での貢献が
大きい。

※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 

カイガラムシはカメムシ目カイガラムシ上科に属する昆虫の総称であり、世界各国で様々な

農作物に大量発生して生育不良をもたらす。例えば東南アジア諸国でキャッサバに壊滅的な被

害をもたらすキャッサバコナカイガラムシや、日本で様々な果樹に大被害を及ぼすフジコナカ

イガラムシが問題となっている。このようにカイガラムシによって農作物の品質と収量が大き

く損なわれることから、世界の安定した食料生産を確保していくためにはカイガラムシの防除

が絶対に必要である。カイガラムシの防除には、神経系に作用する殺虫剤が頻繁に用いられるが、

これら殺虫剤への感受性が大幅に低下した「殺虫剤抵抗性個体群」が現れており、そうした個体

群にも効果のある新規殺虫剤の創製、とりわけ新規の殺虫剤ターゲットの開発が、早急な課題と

なっている。 

カイガラムシは、蛹の時期がなく若虫から成虫へと成長する「不完全変態」と分類されてい

るが、雄は擬蛹と呼ばれる「蛹のような時期」を経て翅を持つ成虫へ変態する一方、雌はそのま

ま翅のない成虫へと幼形成熟を遂げる。このようにカイガラムシは顕著な性的二型を示す。昆虫

の性決定・性分化カスケードに関しては、モデル昆虫であるキイロショウジョウバエやカイコを

中心として研究が進み、性決定・性分化の鍵遺伝子 doublesex (dsx) の存在が幅広い昆虫種で確認

されていた。dsx は雌雄で異なった選択的スプライシングを受け、下流の遺伝子群の発現を制御

して、最終的に性特異的な形質が発現する。カイガラムシは雌雄共に受精卵から発生するが、雄

では paternal genome elimination という現象により父親由来のゲノムが不活性化され、母親由来の

ゲノムのみから遺伝子の発現が起こる (Schrader, Biol Bull 1921)。このように単数倍数性の性決

定様式を示すが、それに引き続く「性決定・性分化カスケード」の全容は不明であった。 

一般的に昆虫の幼若ホルモン (juvenile hormone, JH) は、蛹や成虫への変態を抑制する「現状

維持作用」を有する。カイガラムシにおいて JH の分泌器官であるアラタ体の形態を観察した先

行研究 (Pflugfelder, Zoologica Stuttgart 1936) では、アラタ体は雄よりも雌の方で大きいという観

察結果から、「雌では JH 濃度が高いために成虫への変態が抑制されて幼形成熟が誘導される」

という仮説が立てられた。 

本研究を開始するよりも前に私たちは、カイガラムシの性的二型形成におけるホルモンの役

割に関して、主にフジコナカイガラムシを用いて研究を進めてきた。その結果、内分泌カスケー

ドで作用する転写因子 E93 の発現における顕著な雌雄差が、性的二型形成の決定因子であるこ

とを示す結果を得た。そのような性特異的な E93 の発現を生じさせる要因として、ホルモン濃

度の雌雄差が挙げられるが、それだけで全てを説明するのは困難であると考えた。さらなる検証

の結果、「性決定・性分化カスケード」因子である dsx が E93 の転写調節に関わること、また dsx
の転写調節に JH シグナル伝達が関わることが予備的に示された。このように「性決定・性分化

カスケード」と「内分泌カスケード」の間にクロストークが存在することが示唆されていたが、

そのクロストークの全容は不明であった。 
 
２．研究の目的 

本研究は、カイガラムシの性特異的形質発現において「内分泌カスケード」と「性決定・性

分化カスケード」の間に存在するクロストークについて、各カスケード因子の転写調節機構を解

析することによって、その全容を明らかにすることを目的とした。さらに、こうしたカイガラム

シに特有のカスケードを阻害・撹乱することによって致死効果をもたらすような、画期的な新規

害虫防除剤の開発を目指した。 
 
３．研究の方法 

日本の代表的な要防除害虫であるフジコナカイガラムシを用いて、以下のように研究を進め

た。 

(1) フジコナカイガラムシのゲノム配列の解読 

次世代シーケンサーを用いてフジコナカイガラムシの de novo ゲノム配列解読を実施した。 
 

(2) 培養細胞系の樹立 

カイガラムシ由来の培養細胞系は未だ樹立されていない。そこで、フジコナカイガラムシ

組織から培養細胞系の樹立を試みた。初代培養の方法は以下の通りである。 



まず卵塊をほぐして綿状分泌物から卵を取り出し、洗浄した。これを培養液に入れ、25℃
のインキュベーターで維持した。このように、胚子由来の細胞の培養を試みた。一方、雌の

若虫または成虫を解剖して卵巣を取り出し、培養液に入れて 25℃のインキュベーターで維持

した。このようにして卵巣由来の細胞の培養も試みた。 
 

(3) ホルモンにより発現が制御される転写因子 E93の転写調節機構の解明 

カイガラムシの雄特異的に発現する転写因子 E93 に関して、転写開始点より上流の部分

およびイントロンのゲノム配列の解読を進め、転写調節領域の塩基配列解析を実施した。こ

の転写調節領域内で、転写因子の結合配列を in silico で探索した。特に、JH 初期応答遺伝子

である転写因子 Krüppel homolog 1 (Kr-h1)が結合する可能性を想定し、Kr-h1 の結合配列を中

心として探索した。また Dsx が結合する可能性を想定して、Dsx の結合配列についても探索

した。次に、上記で同定された結合配列が実際に当該転写因子と結合するかどうか、レポー

ターアッセイによって検証した。 
 

(4) JH 生合成酵素遺伝子の転写調節機構の解明 

JH 生合成酵素の 1 つである JH acid O-methyltransferase (jhamt) について、転写調節領域の

塩基配列解析を実施した。この転写調節領域内で、転写因子の結合配列を in silico で探索し

た。特に、JH 初期応答遺伝子である転写因子 Kr-h1 が結合する可能性を想定し、Kr-h1 の結

合配列を中心として探索した。また Dsx が結合する可能性を想定して、Dsx の結合配列につ

いても探索した。次に、上記で同定された結合配列が実際に当該転写因子と結合するかどう

か、レポーターアッセイによって検証した。 
 

(5) 発育ステージごとのトランスクリプトーム解析の実施 

フジコナカイガラムシを雌雄別かつ発育ステージごとに集めて RNA抽出を行い、トラン

スクリプトーム解析を実施した。異なる発育ステージ間、もしくは雌雄間で発現比較解析 
(DEG) を実施し、発現変動遺伝子を明らかにした。 

 
(6) 薬剤投与により内分泌カスケードを撹乱した場合の発育や産卵数への影響調査 

JH 様活性を持つ薬剤（以下、JHミミックと省略）を雌に局所投与した場合の、発育およ

び外部形態への影響を調べた。また、性決定・性分化カスケード因子の遺伝子発現への影響

を調べた。さらに、JHミミック投与を受けた雌個体の産卵数を調べ、さらにその卵がその後

正常にふ化・成長するかどうか観察を続けた。 
 

(7) 産卵数を低下させる薬剤のスクリーニング系の確立 

上記の実験で、JH ミミック処理による内分泌カスケードの撹乱が産卵数減少を引き起こ

すことが確認できたならば、雌個体ごとの産卵数を実際に数えるよりも容易に JH ミミック

の活性を評価できるような、高効率スクリーニング系を確立する。具体的に、JHミミック処

理後の個体における以下の 2因子の発現量を、定量 RT-PCR で調べることを想定している。 

• 内分泌カスケード因子である、JH初期応答遺伝子Kr-h1（JH活性の指標となる） 

• 卵黄タンパク質遺伝子Vitellogenin (Vg)（卵形成の指標となる） 

Kr-h1 の cDNA 塩基配列は既に単離済みであるが Vg については未単離であったため、ま

ずは Vg の cDNA単離を行うことにした。 

また、カイガラムシと同じカメムシ目に属するホソヘリカメムシの JH 受容体タンパク質

を in vitro で発現させた two-hybrid システムの実験系を構築し、蛍光強度によって JH活性を

評価することを目指した。 
 
４．研究成果 

(1) フジコナカイガラムシのゲノム配列の解読 

フジコナカイガラムシ成虫からゲノム DNA を抽出し、次世代シーケンサーSequel IIe 
(PacBio) を用いた塩基配列の解析を行った。そのデータについて de novo アセンブリを実施

し、128 本のコンティグを作成することができた。現在のところ、染色体レベルのアセンブリ



には至っていない。 

続いて、このゲノムデータを基にして ORF 領域の遺伝子予測とアノテーションを実施し

た。その結果、核ゲノム中にある約 22,000 個の遺伝子についてアノテーションを行うことが

できた。さらに、フジコナカイガラムシに共生する 2種の内部共生菌についても、完全長の

ゲノム配列を決定した。 
 
(2) 培養細胞系の樹立 

【胚子からの培養】培養開始後数日で、紡錘形の付着細胞や球状の浮遊細胞が見られ、組織

塊の周囲にも生細胞が見られた。その後、細胞が塊状になり、2 か月程度は生存が確認で

きた。しかしながら、その後増殖には至らなかった。 

【卵巣からの培養】今回用いた個体の多くでは、卵巣内で既に卵形成が進行してしまってお

り、そのような卵巣は培養に用いることができなかった。培養に供することができた卵

巣については、培養液中で組織が生存し、球状の浮遊細胞が多く観察された。しかし、

それらの遊出した細胞が増殖することはなかった。 
 
(3) 転写因子 E93の転写調節機構の解明 

カイガラムシの雄特異的に発現する転写因子 E93 に関して、転写開始点より上流の部分

およびイントロンのゲノム配列の解読を進め、転写調節領域の塩基配列解析を実施した。 

まず JH による E93 の発現制御機構を明らかにすることを目的として、約 6.2 kb の E93プ
ロモーター領域について、転写因子の結合配列を in silico で探索した。その結果、2 つの Kr-
h1結合配列が、コンセンサス配列と相同性の高い候補配列として見つかった。Dsx結合配列
についても探索したが、この領域内には見あたらなかった。 

次に、上記で同定された結合配列が実際に当該転写因子と結合するかどうか、レポーター

アッセイによって検証した。約 6.2 kb の E93プロモーター領域を含むレポーターベクターを

作成し、JH の初期応答遺伝子である Kr-h1 タンパク質発現ベクターと組み合わせてレポータ

ーアッセイを実施した。段階的な削り込みにより、Kr-h1 の結合する領域を約 160 bp にまで

絞り込んだ。 

さらに、性決定因子 Dsx による E93 の発現制御機構を明らかにすることを目的として、

以下の実験を行った。約6.2 kbのE93プロモーター領域を含むレポーターベクターを作成し、

性決定因子 Dsx のタンパク質発現ベクターを組み合わせてレポーターアッセイを実施した。

しかし、顕著なレポーター活性は見られなかった。従って、E93 は Dsx によって転写が制御

されるターゲット遺伝子であると証明することはできなかった。 
 
(4) JH 生合成酵素遺伝子の転写調節機構の解明 

JH 生合成酵素の 1 つである jhamt について、転写調節領域の塩基配列解析を実施した。約

5.3 kb の転写調節領域内で、転写因子の結合配列を in silico で探索した結果、1 つの Kr-h1結
合配列、および 4 つの Dsx結合配列が、いずれもコンセンサス配列と相同性の高い候補配列

として見つかった。 

次に、この jhamt プロモーター領域を含むレポーターベクターを作成し、Dsx のタンパク

質発現ベクターを組み合わせてレポーターアッセイを実施した。しかし顕著なレポーター活

性は検出されなかった。よって、約 5.3 kb の jhamtプロモーター領域に Dsx タンパク質が結

合する可能性は低いと考えた。 
 
(5) 発育ステージごとのトランスクリプトーム解析の実施 

フジコナカイガラムシを雌雄別かつ発育ステージごとに集めて RNA抽出を行い、トラン

スクリプトーム解析を実施した。フジコナカイガラムシは個体サイズが小さいため、多数の

個体をプールして RNA抽出を実施した。サンプルの種類は、2齢若虫、雄 prepupa、雄成虫 0
日齢、雌 3齢若虫、雌成虫 0 日齢、および雌成虫 7 日齢の計 6種類である。 

まずトランスクリプトーム解析で得られた配列について、過去に他種昆虫との配列相同性

を利用して cDNA 単離を行った配列が含まれているか確認した。その結果、Kr-h1, JH acid 
methyltransferase, chinmo, および E93 などの配列が含まれていることが確認できた。 

次に、発育ステージの異なる 6 つのサンプル間で発現比較解析 (DEG) を実施し、発現変



動遺伝子を明らかにした。すでに定量 RT-PCR で発現変動を解析済みの因子（E93 など）の

発現量を確認したところ、定量 RT-PCR の結果とよく一致することが確認できた。雄成虫 0
日齢と雌成虫 0 日齢のサンプル間で DEG を実施することにより、性特異的に発現する遺伝

子を同定した。同様に、2齢若虫と雌成虫のサンプル間で DEG を実施することにより、雌成

虫に特異的に発現する遺伝子を同定した。Blast解析により、それら遺伝子のアノテーション

を進めている。 
 

(6) 薬剤投与により内分泌カスケードを撹乱した場合の発育や産卵数への影響調査 

JH ミミックを雌に局所投与した場合の、発育および外部形態への影響を調べた。その結

果、高い致死効果はなく、多くの個体が成虫へと脱皮することが確認された。外部形態に関

しては、通常の成虫と比べてやや細長い体型をしていることが観察された。 

また、JH ミミック投与を受けた雌個体の産卵数を調べたところ、産卵数が顕著に減少す

ることが確認された。 
 

(7) 産卵数を低下させる薬剤のスクリーニング系の確立 

雌個体ごとの産卵数を実際に数えるよりも容易に JHミミックの活性を評価できるような、

高効率スクリーニング系を確立することを目指し、JHミミック処理後の個体における以下の

2因子の発現量を、定量 RT-PCR で調べることとした。 

• 内分泌カスケード因子である、JH初期応答遺伝子Kr-h1（JH活性の指標） 

• 卵黄タンパク質遺伝子Vitellogenin (Vg)（卵形成の指標） 

まず、まだ配列解析の行われていなかった Vg の cDNA単離を行うことにした。得られた

候補配列について、カイガラムシの発育に伴う発現変動を定量 RT-PCR で調査したところ、

雌成虫で特異的に発現するという予想に反して、雄成虫でも発現が見られた。今回単離した

cDNA が真のものではないという可能性も排除できないことから、配列について再検討を進

めている。JH 初期応答遺伝子 Kr-h1 に関しては、JHミミックの局所投与により発現が誘導さ

れることが確認できた。そのため、JHミミックの活性を評価できるような高効率スクリーニ

ング系において、Kr-h1 を JH活性の指標として使うことができると判断した。 

また、ホソヘリカメムシの JH 受容体タンパク質を in vitro で発現させた two-hybrid システ

ムの実験系を構築し、JH および JHミミックの存在下で強い蛍光を検出できることを確認し

た。このように、JH活性を容易に評価できる実験系を確立した。今後は同様の実験系を、フ

ジコナカイガラムシの JH 受容体タンパク質を用いて作成する予定である。 
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