
京都先端科学大学・バイオ環境学部・講師

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３４３０３

研究活動スタート支援

2021～2020

ダイズが持つハスモンヨトウ抵抗性機構の生理解析

Physiological analysis of the resistant mechanisms of soybean for Spodotera 
litura

９０８８２５４８研究者番号：

中田　隆（Nakata, Ryu）

研究期間：

２０Ｋ２２５８４

年 月 日現在  ４   ６ ２０

円     2,200,000

研究成果の概要（和文）：ダイズが持つハスモンヨトウ抵抗性の作用機構を明らかにするため、ダイズ品種「ヒ
メシラズ」を摂食したハスモンヨトウ幼虫体内の生理的な変化を明らかにし、その変化をもたらす因子を探索し
た。中腸内の消化酵素活性に着目し、中腸内のpHを正確に測定した上で酵素活性を測定し、プロテアーゼの活性
低下が認めた。そこで、ヒメシラズの葉からプロテアーゼインヒビターを抽出する適切な条件を検討した。その
上でプロテアーゼ阻害活性を指標に精製を進めたところ、ヒメシラズに特徴的な成分を認めた。

研究成果の概要（英文）：In order to elucidate the resistant mechanisms of soybean for Spodoptera 
litura, the physiological changes within the body of the larvae of S. litura fed on the soybean 
variety "Himeshirazu" were clarified, and the factors that cause these changes were investigated. 
Focusing on digestive enzyme activity in the midgut, we measured enzyme activity after accurately 
measuring pH in the midgut, and found a decrease in protease activity. Therefore, we examined the 
appropriate conditions for extracting protease inhibitors from the leaves of Himeshirazu. Then, we 
proceeded with purification using protease inhibitory activity as an indicator, and found a 
component characteristic of Himeshirazu.

研究分野：化学生態学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでの、ダイズの抵抗性遺伝子の特定が重視され抵抗性の作用機構に関する研究はあまり進んでいない。本
研究ではハスモンヨトウ幼虫の生理的な変化に着目し、抵抗性の作用機構の解明を目指した。本研究成果によ
り、ダイズ品種「ヒメシラズ」を摂食したハスモンヨトウ幼虫において中腸内のプロテアーゼ活性が低下するこ
とが明らかになり、その原因物質(阻害剤)がヒメシラズに含まれることが明らかになった。この成果は、抵抗性
の作用機構の理解に基づいた有用な強抵抗性品種の開発に繋がると期待される。

※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 
 ハスモンヨトウ Spodoptera lituraはダイズ Glycine maxの主要な害虫のひとつである。幼虫
がダイズの葉を食い荒らすため、抵抗性を持つダイズ品種が求められている。しかし、現在栽培
されている高品質 (良質かつ多収) の育成品種は抵抗性を持たず、抵抗性を付与した新品種の開
発が必要である。 
 これまでの研究では、既知の抵抗性品種から抵抗性遺伝子や代謝物を特定することが重視さ
れてきた。まず強抵抗性品種から複数の抵抗性遺伝子が見つけられ、それら遺伝子を導入した品
種は中程度の抵抗性を示したことが報告されている。また、これまでに研究代表者はハスモンヨ
トウの摂食行動を阻害する複数の代謝物を見出し、抵抗性に関わるダイズの新規ゲノム領域を
明らかにした。このようにダイズが持つ抵抗性遺伝子や代謝物の知見は多いが、未だ高品質な強
抵抗性品種は開発されていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では抵抗性機構の解明を目指し、抵抗性ダイズ品種を加害したハスモンヨトウ幼虫の
生理的変化に着目する。まず抵抗性品種を加害した幼虫において、消化酵素活性などの生理の変
化を定量する。そして、活性が低下する生理を特定し、その原因となるダイズの抵抗性代謝物を
明らかにして抵抗性機構を分子レベルで解明することを目指す。本研究により抵抗性機構の分
子レベルでの理解を深めることで、その知見に基づいた高品質な強抵抗性品種の開発につなが
ると期待される。 
 
３．研究の方法 
(1) ダイズおよびハスモンヨトウの生育条件 
 ダイズは抵抗性品種「ヒメシラズ」と感受性品種「フクユタカ」を用い、培養土に播種して植
物栽培用 LED 照明で V3ステージまで生育させて実験に供試した。ハスモンヨトウはインキュベ
ーター内で人工飼料を与えて継代飼育し、5齢幼虫を実験に供試した。 
  
(2) 中腸の pH測定 
 V3ステージのヒメシラズとフクユタカを不織布袋中で5齢のハスモンヨトウ幼虫に24時間摂
食させた。その後幼虫を解剖して中腸内容物を取り出して前部・中央部・後部の 3 つに分割し
た。それぞれをプレパラートに乗せ、半導体センサ pH 電極(フラット ISFET pH 電極; HORIBA)
を用いて pH を測定した。 
 
(3) 中腸のプロテアーゼ活性測定 
① 中腸の粗酵素抽出液の調製 
 (2)と同様にして得た中腸全体の内容物に PBS バッファーを加えて磨砕し、遠心して上清(粗
酵素抽出液)を調製した。タンパク質量を BCA 法で測定し、適当な濃度に希釈して酵素活性測定
に用いた。 
 
② プロテアーゼ活性測定 
 CHES-NaOH バッファー(pH 9.5)中で Azocasein を基質に用いてプロテアーゼ活性を測定した。
酵素反応および後処理終了後の溶液は 96 ウェルマイクロプレートリーダーで吸光度(ABS440)を
測定して酵素活性を比較した。 
 
(4) ヒメシラズ由来のプロテアーゼインヒビターの抽出および精製 
① ダイズ葉の抽出および阻害活性測定 
 ヒメシラズおよびフクユタカの葉をヘキサン、酢酸エチル、アセトン、メタノールの順で逐次
抽出し、各抽出段階で抽出物を得てそれぞれのプロテアーゼ阻害活性を測定した。(3)-①で得た
粗酵素抽出液と抽出物をプレインキュベートし、そのあと(3)-②と同様にして吸光度を測定し
た。それぞれの吸光度から阻害活性を計算した。 
 
② 活性画分の精製 
 ①で活性が認めらた画分をシリカゲルカラムクロマトグラフィーで分画した。酢酸エチル、ア
セトン、メタノールの順で溶出し、各画分のプロテアーゼ阻害活性を(4)-①と同様にして測定し
た。活性が確認された画分はさらに ODS カラムクロマトグラフィーで分画した。0%、50%、100%MeOH
の順で溶出し、各画分のプロテアーゼ阻害活性を(4)-①と同様にして測定した。 
 
(5) 活性画分の LC-MS 分析と比較解析 
 (4)-②で得た活性画分を LC-MS (LCMS-2020; Shimadzu) で分析し、解析ソフトウェア 
(Profiling solution; Shimadzu) でデータ処理・比較解析した。LC-MS 分析では PFPP カラムを



用い、水/アセトニトリルで溶出して網羅的に分析した。その後、検出されたピークを網羅的に
比較し、ヒメシラズで特徴的に多く検出されたピークを見出した。 
 
４．研究成果 
 ハスモンヨトウを含む鱗翅目幼虫の中腸の pH は 10 程度の強塩基性であることが知られてい
る。しかしながら、正確な pH の値は代表的な種や大型種など限られた種についてのみ報告され
ている。その理由としては、小型種では中腸内容物が微量で取り扱いが難しい上、微量サンプル
の pH の測定に特別な器具を用いる必要があったからである。一方で、自身の実験条件下で実際
にどの程度の pH かを把握するのは難しいが、酵素活性などを測定する場合には本来正確に測定
する必要がある。本研究では、HORIBA 製の半導体センサ pH電極(フラット ISFET pH 電極)を用
い、微量の腸管内容物の pH を測定することができた。ヒメシラズおよびフクユタカの葉を摂食
したハスモンヨウトウの中腸の pH は、前部および後部で約 9.1、中央部で約 9.5 であった。こ
の結果は、鱗翅目幼虫の中腸の中央部では pH が高くなる先行研究例と一致する。 
 続いて、ヒメシラズおよびフクユタカを摂食したハスモンヨトウ幼虫の中腸から粗酵素抽出
液を調製し、CHES-NaOH バッファー(pH 9.5)中で Azocasein を基質に用いてプロテアーゼ活性を
測定した。その結果、ヒメシラズを摂食したハスモンヨトウ幼虫のプロテアーゼ活性は有意に低
下し、約 10%の活性低下が認められた (図 1)。 
 ヒメシラズおよびフクユタカの葉をヘキサン、酢酸エチル、アセトン、メタノールの順で逐次
抽出し、各抽出段階で抽出物を得てそれぞれのプロテアーゼ阻害活性を測定した。その結果、ア
セトン抽出物に活性が認められた。次にアセトン抽出物をシリカゲルカラムクロマトグラフィ
ーで分画したところ、アセトン溶出画分に活性が認められた。続いて、アセトン溶出画分を ODS
カラムクロマトグラフィーで分画したところ、100%MeOH 溶出画分に活性が認められた (図 2)。 
 
 
 

 
 ヒメシラズとフクユタカから得られた 100%MeOH 画分を LC-MS 分析に供試し、検出されるピー
クを網羅的に比較してヒメシラズで特徴的に多く検出されたピークを探索した。その結果、ポジ
ティブイオンモードで m/z 338 および 391 の 2つのピークを見出した (図 3)。いずれもフク
ユタカにも含まれており、図 1で大きな差が得られなかった理由だと考えられる。なお、本研究
ではこれらの成分の同定には至らなかった 
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