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研究成果の概要（和文）：本研究では、我々がカイコで見出した「みどりの香り生合成の抑制酵素」が、チョウ
目幼虫による食草の防衛回避に関与しているという仮説を立て、その検証を行った。その結果、植食者の食性が
みどりの香りによる直接防衛に負の影響を与える可能性や、複数のチョウ目幼虫の絹糸腺にみどりの香り抑制活
性が存在することを見出し、その普遍性を確認した。また、「みどりの香りの抑制酵素」をノックアウトしたア
ワヨトウを作出して、本酵素が直接防衛の回避に重要であることを示した。

研究成果の概要（英文）：We have already identified the enzyme, fatty acid hydroperoxide dehydratase 
(BmFHD), in the silk glands of the silkworm that inhibits the production of green leaf volatiles. We
 found that the enzyme plays a role in the avoidance of the indirect defense of mulberry plants by 
silkworms. We also found similar sequences of the BmFHD gene in other lepidopteran species. Based on
 these findings, we proposed that FHD in caterpillars may act to suppress plant defense responses in
 general. To test this hypothesis, we generated FHD-knockout (FHD-KO) armyworms and studied the 
effects of armyworm’s FHD on the avoidance of direct and indirect defenses in maize plants. We 
compared the growth of FHD-KO and wild-type armyworms on maize plants. Further, we examined the 
response of parasitoid wasps to maize plants infested by either FHD-KO or wild-type armyworms. The 
results showed that FHD was involved in the avoidance of direct defense mechanisms of maize plants 
against armyworms.

研究分野： 化学生態学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
多くの植物が放出するみどりの香りの機能について、これまで知られていなかったチョウ目幼虫に対する食害抵
抗性に関わることを明らかにした。また、チョウ目昆虫であるアワヨトウがもつ酵素(FHD)が、みどりの香りに
よる植物の抵抗性を回避する機能を持つことを示した。チョウ目幼虫の多くは食葉性であり、葉菜などの農作物
に対する害虫となっている。今回明らかにしたみどりの香りの成長抑制活性を利用することで安心安全な害虫管
理への応用が期待できる。

※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。
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１．研究開始当初の背景   

植物は食害を受けると防衛反応を誘導する。防衛反応 

には毒物質の蓄積のような直接植食者に影響を与える 

「直接防衛」のほか、被食応答により植物が放出する 

揮発性物質に誘引された植食者の天敵が植食者を排除 

する「間接防衛」が知られている。植食者が持つ防衛 

反応を抑制する物質について、近年注目され始めてい 

るが（総説 Stahl et al. 2018）、その実体と生態学的機 

能を明らかにした研究は、タバコガの仲間 

（Hericoverpa zea）の唾液中に存在する glucose 

oxidase（GOX）の研究のみであった（Musser et al. 2002）。 

この論文では唾液中の GOXがタバコのニコチンの生合成を抑制することで、タバコガの幼虫が

タバコのニコチンによる直接防衛を回避していることが報告されている。 

最近我々は、カイコが唾液中の酵素により、クワが放出する「みどりの香り（green leaf 

volatiles; GLVs）」を特異的に抑制し、カイコの天敵である寄生バエ（Zenillia dolosa）の誘引－

すなわちクワによる間接防衛－を回避していることを見出した。そしてこの酵素を同定し、

Bombyx mori fatty acid hydroperoxide dehydratase（BmFHD）と名付けた（Takai et al. 2018; 

図１）。さらに、FHD 相同性遺伝子がチョウ目昆虫のゲノムに広く存在することも明らかにし

た。しかし、カイコ以外のチョウ目昆虫で、FHD 酵素活性が存在するか、FHD が GLVs による

直接防衛や間接防衛の回避に関わっているかは明らかではなかった。この点を明らかにすると

ともに、植物の葉を摂食するチョウ目に保存性の高い FHD 遺伝子配列には、何らかの適応的意

義があると考え、FHD酵素をカギとした植食性昆虫が植物の誘導防衛を回避する戦略をあきら

かにしようと発想した。 

 

２．研究の目的 

これまでに、カイコでは唾液中の酵素（FHD）による GLV の抑制が間接防衛の回避に関わるこ

とを明らかにした。この成果を踏まえ、本研究では、①カイコ以外のチョウ目幼虫で FHD 酵素

の存在と機能を明らかにすること、また、②FHDが食草によるどのような被食防衛の回避に関

与しているかの全体像を明らかにすることを目的とし、植物の被食防衛を回避するチョウ目幼

虫に共通するシステムの解明を目指す。 

 

３．研究の方法 

(1) チョウ目幼虫の絹糸腺における GLVs生産抑制活性の確認 

コナガ（Plutella xylostella）およびハスモンヨトウ（Spodoptera litura）の終齢幼虫について、

絹糸腺を取り出し、シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）の葉片とホモジナイズすることで

発生する GLVs をヘッドスペース法で捕集し、ガスクロマトグラフ‐質量分析法にて定量を行

った。 

?

寄生バエ

図１本研究の基本概念：
摂食時のみどりの香りの抑制

傷害でみどりの香りが放出されるが
カイコの食害では放出されない
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カイコの唾液分泌物



 

(2) GLVs による直接防衛能の検証 

GLVs の生産量を抑えたシロイヌナズナ（GLV抑制株）を用いて、チョウ目幼虫のパフォーマン

スに与える影響を調べた。GLV抑制株は、GLVs生合成酵素の 1 つである hydroperoxide lyase 

(HPL)をアンチセンス方向に挿入することにより、HPL 活性を抑制した形質転換体である。コ

ナガの孵化幼虫ならびに、ハスモンヨトウ 2 令幼虫が GLV 抑制株を摂食したときと、野生型の

シロイヌナズナを摂食したときの成長とを比較した。 

 

(3) アワヨトウ（Mythimna separata）の FHD 遺伝子の探索と発現部位の解析 

アワヨトウ 5‐6 令幼虫の絹糸腺から mRNAを抽出し、RNA-seq解析により、BmFHD の配列

との相同性から、アワヨトウのゲノムに FHD 様遺伝子が 5個存在することを見出した。これら

の配列について、RT-qPCR により、体の各部位における遺伝子発現解析を行った。 

 

(4) ゲノム編集によるアワヨトウの FHDノックアウト系統の作出 

アワヨトウの FHD 様遺伝子の１つである MsFHDL1 の配列をターゲットとし、guideRNA を

デザインした。CRISPR/Cas9 システムにより、FHD 遺伝子をノックアウトしたアワヨトウの

作出を行った。 

 

(5) アワヨトウにおける FHD 酵素活性 

アワヨトウ 6 令の絹糸腺の破砕液の上清を粗酵素液とし、Linolenic acid 13-hydroperoxide を

基質として、FHDの活性を測定した。 

 

(6) FHD 酵素の直接防衛に及ぼす影響 

まず、作出したアワヨトウの FHDノックアウト系統（FHD-KO）と野生型の 3 令幼虫の体重を

測定した。これらを 1頭ずつトウモロコシ（Zea mays）1株に乗せ、3、6、9日後、アワヨトウ

の体重と摂食面積の測定を行った。 

 

(7) FHD 酵素の間接防衛に及ぼす影響 

カリヤサムライコマユバチ（Cotesia kariyai；以下 寄生蜂）は、アワヨトウに対する幼虫寄生

蜂である。まず、トウモロコシ株を FHD-KO 系統または野生型に摂食させた。次に、寄生蜂に

食害株と健全株、または異なる植食者の摂食した食害株どうしを選択させた。寄生蜂がどちらの

株に先にランディングするか観察し、それぞれの株を選んだ寄生蜂の個体数をカウントした。ま

た、異なる植食者の摂食した葉片に対する寄生蜂の反応も解析した。  

 

４．研究成果  

(1) チョウ目幼虫の絹糸腺における GLVs生産抑制活性 

絹糸腺と葉片のホモジナイズから発生する GLVs は、葉片の

みのものと比較して少なかった。特にハスモンヨトウでは絹

糸腺の量が増えるにつれて、GLVsが減少していた。これらの
図２ コナガの絹糸腺のGLVs抑制活性
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結果から、コナガとハスモンヨトウの幼虫おいても、カイコと同様に、絹糸腺に GLVs の抑制活

性が存在することが明らかとなった（図 2にコナガの結果を示す）。 

 

(2) GLVs による直接防衛能の検証 

GLVs が植食者の天敵を誘引し、植食者を排除する間

接防衛機能を持つことは知られているが、チョウ目

幼虫に対する直接的な防衛機能を持つという報告は

ない。GLV 抑制株上の幼虫の体重は、アブラナ科の

スペシャリストであるコナガでは、野生株上のもの

より多かったが、ゼネラリストのハスモンヨトウで

は、野生株上のものと有意な差はなかった（図３）。

またコナガでは、蛹までの期間と蛹重は、GLV 抑制株と野生株で育てたものの間に有意な差は

なかった。これらの結果から、GLVsの直接防衛としての効果は、チョウ目幼虫の種や成長時期

によって異なる可能性が示された。  

 

(3) アワヨトウの FHD遺伝子の探索と発現部位の解析 

アワヨトウのゲノムに存在する 5個の FHD様遺伝子に

ついて、MsFHDL1-5と名付けた。これらの遺伝子につ

いて、頭部 (H)、絹糸腺前部 (MA)、絹糸腺後部 (MM)、

中腸 (G)、後腸 (PG)、マルピーギ管 (MT)、脂肪体＋真

皮 (F)における発現を確認したところ、主に、絹糸腺前

部・後部で高い発現が認められた（図 4）。特にMsFHDL1

は発現量が高く、また、RNA-seq の FPKM 値から、

MsFHDL1 は全体の 70%を占めるくらいに発現していることが推定された。この結果より、ゲ

ノム編集のターゲットを MsFHDL1 とした。 

 

(4) アワヨトウの FHDノックアウト系統 

Cas9 と guideRNA をマイクロインジェクションした卵から約 4.5％の割合で MsFHDL1 欠失

個体（G1）を得た。G1 成虫を野生型と交配し、欠失対立遺伝子が G2 に固定された。G2 成虫

をシブリングクロスし、G3 でホモ接合体ノックアウト系統（FHD-KO）の 2 系統を樹立した。

これらの系統は、それぞれ 119bp あるいは 120bp の配列が欠失していた。得られた FHD-KO

系統と野生型について、FHD の活性を比較した。その結果、FHD-KO 系統では 2系統とも野生

型に比べて FHD 活性がほとんど失われており、FHD 活性の抑制された系統を得ることができ

た。以下の実験は、得られた 2系統のうち 1系統を用いて行った。 

 

(5) FHD 酵素の直接防衛に及ぼす影響 

作出した FHD-KO 系統と野生型にそれぞれトウモロコシ葉を摂食させ、3、６、９日目の体重

を比較した。その結果、FHD-KO 系統の体重は、6 日目および 9 日目に、野生型のアワヨトウ

の体重に比べて有意に少なかった。また摂食量も、9 日目に FHD-KO 系統で、野生型よりも有
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意に少なかった。つまり、FHD活性の抑制が幼虫の成長に影響を与えること、ひいては、FHD

酵素が直接防衛に関与していることを明らかにできた。 

GLVs は傷害を受けた植物の葉緑体のチラコイド膜から切り出されたリノレン酸を原料に生合

成される。本研究で注目した FHD酵素はこの GLVs の生合成過程を阻害する。GLVs は緑色植

物に普遍的に存在する化合物群であることから、本研究で初めて、FHD が直接防衛の回避に関

わることを明らかにできた意義は大きい。 

 

(6) FHD 酵素の間接防衛に及ぼす影響 

健全なトウモロコシ株と食害株を提示された寄生蜂は、野生型と FHD-KO 系統のどちらの植食

者が食害しても、健全株よりも食害株を選好する傾向があった。一方で、野生型アワヨトウが食

害した株と FHD-KO 系統が食害した株とでは、FHD-KO 食害株を選好する傾向が見られた。

また、野生型アワヨトウとFHD-KO系統が摂食した葉片に対する寄生蜂の反応を調べたところ、

葉片上の滞在時間は、未被害と比較して、FHD-KO が摂食した場合は滞在時間が長かったが、

野生型が摂食した場合は変わらなかった。すなわち、FHD 活性の抑制により、寄生蜂の反応が

正の方向に変化したことを意味しており、FHDが間接防衛の回避にも関与する可能性を示した。 

 

当初想定していなかったゲノム編集技術による FHD-KO 系統を用いることで、FHD がアワヨ

トウによる食草の直接防衛の回避に関わることを明確に示すことができた。 

今後は、今回得られた知見である「みどりの香りによるチョウ目幼虫の成長抑制活性」が、野外

で機能するかを調べることで、害虫防除への応用が期待できる。具体的には、野外に徐放性を保

つ状態でみどりの香りを設置し、作物の被害度や害虫の発生状況を調査していく。 

 

引用文献：Stahl et al. (2018) Plant J.,93; Musser et al. (2002) Nature, 416; Takai et al. (2018) 

Scientific Reports, 8: 
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