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研究成果の概要（和文）：ゴール形成昆虫が一般的にオーキシンおよびサイトカイニンを有し，それを用いてゴール形
成を制御している可能性を，内生ホルモンの分析，各ホルモン作用のマーカー遺伝子の解析結果から示した。また，昆
虫は広くオーキシンの生合成能を持っており，ゴール形成昆虫がその能力を発達させたと考えられた。昆虫におけるオ
ーキシンの生合成阻害剤の開発に成功し，ゴール形成におけるオーキシンの重要性を実証する手段が得られた。

研究成果の概要（英文）：It was highly suggested that auxin and cytokinins produced by galling insects are 
involved in gall formation by expression analysis of marker genes of the phytohormone signalings. It was a
lso shown that insects have auxin biosynthesis ability in general and galling insects further improved the
 ability for gall formation. We also obtained compounds which inhibit auxin biosynthesis in insects, which
 must be useful to unambiguously demonstrate the importance of auxin in gall formation.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ゴール（虫えい）は昆虫が自らの住まい兼
食物として植物に作らせる異常組織であり，
その際だった現象のために古来より数多く
の研究が成されてきた。昆虫の抽出物の投与
によって，ゴール形成の一過程と考えられる
植物細胞の変形や分裂が認められた例があ
ることから，ゴールの形成には昆虫が分泌す
る化学物質の関与が考えられてきた。しかし，
一般に活性は安定せず，それを指標にした原
因物質の同定には至っていない。一方で，多
くのゴールの内部組織がカルス様の増殖を
示すことから，IAAの関与が考えられてきた。
過去に昆虫の抽出物から IAA 様活性が検出
された例はあるが，IAA存在の確証はなかっ
た。本研究開始の時点で，研究代表者はシバ
ヤナギにゴールを形成するハバチ幼虫が，ゴ
ールが形成される本葉の 200〜400 倍という
高濃度の IAAを含んでいること，また，ハバ
チ幼虫がトリプトファンからの IAA 合成能
を有していることを発見した。すなわち，『ゴ
ール形成昆虫は自らが生産した植物ホルモ
ンを利用して植物の分化・生長を攪乱するこ
とによってゴールを形成している』との興味
深い形成機構が考えられた。しかし，昆虫が
合成する IAA がゴール形成に関与するとの
実験的証拠は得られていなかった。また，近
縁のアメリカシロヤナギにハバチが形成す
るゴールの研究では，ハバチ分泌物がゴール
形成を促進する活性があるものの，IAA単独
では活性を示さないと報告されており，IAA
以外の因子の関与が伺われた。すなわち，IAA
の関与の実証および他のゴール形成に関わ
る因子の追求がゴール形成機構に迫る上で
の重要な課題であった。 

 
２．研究の目的 
 本研究では IAA のゴール形成への関与を
明らかにすること，および IAAに加えてゴー
ル形成に必要な因子を同定することを目的
とした。また，それらを通して植物組織の新
たな分化･増殖技術に繋がる情報の提供を目
指した。 
 
３．研究の方法 
（１）シバヤナギハウラタマフシにおける植
物ホルモン類関与の検討 
ハバチがシバヤナギに形成するゴールで
あるシバヤナギハウラタマフシは，内部がカ
ルス様であり，細胞分裂が盛んであると考え
られた。植物における細胞分裂には，一般に
オーキシン及びサイトカイニンが促進的に
働いていることから，これまでのオーキシン
に関する検討に加えて，サイトカイニンの関
与についても，内生量の分析および生合成能
の観点から追求した。また，ゴール組織がオ
ーキシンおよびサイトカイニンが強く働い
ている組織であることを証明するため，各マ
ーカー遺伝子の発現解析を行った。 

 

（２）ゴール形成昆虫における植物ホルモン
関与の普遍性に関する検討 
ゴール形成への両植物ホルモンの関与が
ゴール形成において普遍的なものである可
能性を，その他のゴールを材料に検討した。
ゴール内の形成昆虫および植物組織の内生
量を分析するとともに，IAAの生合成の確認，
両植物ホルモンのマーカー遺伝子の発現解
析など，シバヤナギハウラタマフシにおける
解析に準じて行った。 

 
（３）昆虫におけるオーキシン生合成経路の
決定と阻害剤の探索 
 ゴール形成へのオーキシンの関与を実証
するためには，昆虫における IAA合成に特異
的な阻害剤の利用が有効である。阻害剤の探
索を行うためには生合成経路の決定が必要
である。トリプトファン（Trp）および，中
間体候補化合物を対象に，内生量の分析，代
謝実験等を行い，生合成経路の確定を目指し
た。また，化合物ライブラリーを対象に阻害
剤のスクリーニングを行った。 
 
（４）各ゴールの性状と適合的意義の解明に
関する研究 
 ゴールは色や形の多様性が高く，各ゴール
は固有の性質を示す。固有の性質を詳細に解
析することにより，新たな形成機構発見の糸
口が見出される可能性，あるいはこれまで知
られていなかった適合的意義に新たな知見
を与えられる可能性がある。このような観点
から，各ゴールの特徴について新たな視点か
ら検討を行った。 
①ヨモギハエボシフシ 
 ヨモギエボシタマバエがヨモギに形成す
る本ゴールの観察結果から，ゴール内部に木
質化した堅い組織の存在が判明した。この組
織の性状と，形成過程を各種マーカー遺伝子
の発現解析等を通して解析した。 
②ハルニレハフクロフシ 
 オカボノクロアブラムシがハルニレに形
成する本ゴールは，アブラムシに対して植物
側の抵抗性が低下しているとの仮説をたて
て検証した。すなわち，昆虫の食害に対する
植物の抵抗性反応として知られている揮発
性物質の生産に関して，検討し，また，それ
を制御する植物ホルモンの関与についても
検討を加えた。 
 
４．研究成果 
（１）シバヤナギハウラタマフシにおける植
物ホルモン類関与の検討 
シバヤナギハウラタマフシの発達の段階
ごとに，試料を早期（E），中期（M），後期
（L）の 3 つの時期に分けた。また，採集後
に虫えいから脱出してきた幼虫を脱出幼虫
（Es）とした。 4種類のサイトカイニンに
ついて分析を行った結果，虫えい組織やハバ
チ幼虫の両方に含まれる主要なサイトカイ
ニンは trans-ゼアチン（t-Z）だった。IAA



の分析結果とは異なり、細胞分裂の盛んな時
期の早期の虫えい組織に，非寄生状態の葉の
30倍もの t-Zが含まれていた。さらに早期の
ハバチ幼虫からは葉の 1000 倍以上の高濃度
の t-Z が検出された。ハバチ幼虫の t-Z 濃度
は，早期から中期，後期へと時期が移るにつ
れて徐々に減少していき，脱出幼虫では早期
の幼虫の 2.7%までその濃度が減少していた。 
一方，ハバチの成虫は産卵時に卵と共に
卵台液をシバヤナギへ注入する。この卵台
液に含まれるサイトカイニン類についても
分析を行った。その結果，trans-ゼアチン
リボシド（t-ZR）が植物組織の約 15 万倍
という極めて高い濃度で含まれていること
が判明した。また，その次に高い濃度で含
まれていたのはイソペンテニルアデノシン
（iPA）であり，いずれもリボシド型の非
活性サイトカイニンであった。対照的に，
卵台液の IAA濃度は t-ZRや iPAと比較し
て非常に少なかった。 
サイトカイニン生合成の鍵酵素である

isopentenyltransferase（IPT）活性の検出を
試みた。サイトカイニン生合成において，IPT
は，ATPあるいは AMPにイソペンテニル基
を転移する反応を触媒し，この反応によりイ
ソペンテニル ATP，あるいはイソペンテニル
AMP が生成する。まず，放射性同位体標識
された[3H2]ATP，[3H1]AMP を用いて，IPT
活性を対象とする cell free系を構築し，ハバ
チ幼虫に IPT 活性があるかどうかを検討し
た。代謝実験後，試料をアルカリホスファタ
ーゼ処理してリン酸基を除去し，液液分配を
行った。放射性同位体標識されたイソペンテ
ニル ATP，あるいはイソペンテニル AMPが
存在すれば，一連の処理により，有機相に放
射性同位体が移行するが，液体シンチレーシ
ョンカウンターで分析した結果，有機相に放
射能は検出されなかった。放射性同位体標識
された ATP，AMPを用いた代謝実験の検討
後に，安定同位体標識された[13C10,15N5]ATP，
[15N5]AMPが入手できた。安定同位体標識の
化合物は取り扱いが容易で，代謝実験後の分
析にLC/MS/MSを用いることが可能なため，
以 降 の 実 験 は こ の  [13C10,15N5]ATP ，
[15N5]AMP を用いた。 
放射性同位体標識された ATP，AMPを用
い た cell free 系 と 同 じ 条 件 で ，
[13C10,15N5]ATP，[15N5]AMPを用いた代謝実
験を行った。代謝実験後，アルカリホスファ
ターゼ処理してリン酸基を除去した。代謝実
験後の試料にイソペンテニル ATP，あるいは
イソペンテニル AMPが存在すれば，アルカ
リホスファターゼ処理によってリボシド型
サイトカイニンが生成する。しかし，
LC/MS/MS による分析で[13C10,15N5]ATP 由
来，あるいは[15N5]AMP由来のリボシド型サ
イトカイニンおよび活性型サイトカイニン
は一切検出されなかった。 
ハバチ幼虫から IPT 活性が検出されない
のは，cell free系の条件が不適当なためなの

ではないかと考えた。そこで，ハバチ幼虫を
用いた in vivoの系で IPT活性が検出される
かどうかを検討した。 [13C10,15N5]ATP と
[15N5]AMP の混合溶液中にハバチ幼虫を浸
漬し，幼虫ごとすり潰してから，精製とアル
カリホスファターゼ処理を行い，LC/MS/MS
で分析した。その結果， [15N5]AMP 由来の
[15N5]t-ZRが微量ながら検出された。一方で，
[13C10,15N5]ATP 由来のリボシド型サイトカ
イニンおよび活性型サイトカイニンは一切
検出されなかった。 
シバヤナギハウラタマフシ組織で植物ホ
ルモンが働いていることを確認するために，
IAA やサイトカイニンに応答して発現が強
まる情報伝達や代謝に関わる遺伝子の発現
量の解析を行った。AUX / IAA遺伝子は、IAA
のシグナル伝達の負の調節因子であり、その
転写量は IAA の情報伝達の活性化によって
誘導される。GH3 遺伝子は IAA をアミノ酸
との抱合体に変換する酵素をコードしてお
り，IAAによって誘導される。虫えい組織で
はクローニングの結果得られた 4 つの
AUX/IAA 遺伝子の内，主要な 3 つで発現量
がコントロールの葉よりも高かった。また，
GH3 遺伝子の発現量も虫えい組織の方が葉
よりも高くなっていた。 

Type-A RR 遺伝子はサイトカイニンの情
報伝達の負の調節因子であり，サイトカイニ
ンの情報伝達により発現が誘導される。CKX
遺伝子はサイトカイニンの脱水素酵素をコ
ードしており，活性型サイトカイニンの代謝
に関わる。虫えい組織ではサイトカイニンの
情報伝達と代謝に関わるこれらの遺伝子の
どちらもがコントロールの葉よりも強く発
現していた。これらの結果から、IAAとサイ
トカイニンの両方の情報伝達が，非寄生状態
の葉と比較して虫えい組織で増強されてい
ることがわかった。 

 

（２）ゴール形成昆虫における植物ホルモン
関与の普遍性に関する検討 
①ヨモギハエボシフシ 



ヨモギハエボシフシ内部の幼虫の成長段
階ごとに大まかに 2群に分け，ゴール植物組
織と内部の幼虫を採取した。さらに，ヨモギ
ハエボシフシの 2齢幼虫と 3齢幼虫が生育し
ていたゴールについては摂食部分とその他
の部分に分けてサンプリングを行った。この
ようにして得られた試料に関して内生 IAA
量と内生サイトカイニン類を測定した。比較
対象にはゴールを採集した時期と同時期の
瑞々しい正常葉を用い，同様の操作を行って
内生 IAA 量と内生サイトカイニン類の量を
測定した。ゴール組織の内生 IAA濃度は正常
葉と比較した場合，1 齢幼虫の生育していた
ゴールで 2.4倍，2~3齢幼虫の生育していた
ゴールで2倍の IAAが検出された。幼虫では，
正常葉やゴールの植物組織に比べて高い値
を示した。IAA濃度は 1齢の幼虫はゴール組
織の約 15 倍，2~3 齢の幼虫はゴール組織の
約 19倍，正常葉と比較すると約 37倍の濃度
で幼虫から IAAが検出された。2齢幼虫と 3
齢幼虫が生育していたゴールを，摂食部分と
その他の部分に分けて内生 IAA 量を分析し
たところ，ゴール摂食部分からはその他の部
分の約3倍の濃度で IAAが検出された。また，
幼虫を[13C11，15N2] Trp存在下でインキュベ
ートすることによって，標識 IAAが生成し，
本種のタマバエにも IAA 合成能があること
が判明した。 
サイトカイニン類については，分析値のば
らつきが大きいものの，全体として，オーキ
シンと同様に幼虫には正常葉やゴールの植
物組織に比べて高濃度のサイトカイニン類
が含まれおり，特に 2~3齢幼虫の内生 t-ゼア
チンリボシド濃度はゴールの 41 倍，正常葉
の 250倍の値を示した。ゴール組織と正常葉
を比較した場合，イソペンテニルアデノシン
は正常葉で高く，t-ゼアチンリボシドはゴー
ル組織で高いという結果が得られた。さらに，
2齢幼虫と 3齢幼虫が生育していたゴールを
摂食部分とその他の部分に分けて分析した
所，摂食部分でその他の部分の約 3.7倍の濃
度のイソペンテニルアデニンが検出された
その他のサイトカイニンも分析値のばらつ
きが大きいものの，摂食部位で高い濃度を示
す傾向が認められた。 

 
②ハルニレハフクロフシ 
オカボノクロアブラムシは発達の段階ご
とに，ゴール形成前に葉裏で吸汁していた幹
母の 1齢虫，その後初期ゴールを形成した幹
母の 1 齡虫，脱皮するごとに幹母の 2 齡虫，
3 齡虫，4 齡虫とし，幹母の栄養生殖で産生
されたアブラムシを次世代とした。ゴール内
部のアブラムシに対応して，アブラムシがと
りついていなかった葉を正常葉，1齡ゴール，
2齡ゴール，3齡ゴール，4齡ゴール，次世代
ゴールと，ゴール組織も段階的に分けて採集
した。 
分析の結果，ゴール組織においては，正常
葉と同等またはそれ以下の濃度の IAA が検

出され，ゴールの発達と共に濃度は徐々に減
少した。一方，オカボノクロアブラムシにお
いては，1齡虫において最も IAA濃度が高く，
ゴール組織に比べて約 10 倍の濃度が検出さ
れ，ゴールの発達と共に濃度は徐々に減少し
た。 
 IAA の分析試料と同様の試料に対して，
サイトカイニン類の分析を行った。5 種類の
サイトカイニンを分析した結果，ゴール組織
においては，傾向として 5種類ともゴール形
成段階の初期に濃度が高く，ゴールの発達と
共に徐々に濃度は減少した。一方，オカボノ
クロアブラムシにおいては，サイトカイニン
と同じく，ゴール形成段階の初期に濃度が高
く，ゴールの発達と共に徐々に濃度は減少す
る傾向がみられ，IAAと同じく，ゴール組織
に比べて生体内において約 10 倍の濃度のサ
イトカイニンが検出された。 
オカボノクロアブラムシ幹母を[13C11，

15N2] Trpを含む水溶液中で，師管液を模す意
味で蒸留水にスクロースを加えたものと，蒸
留水のみのものを用いて一晩インキュベー
トした。その後， IAA 画分を精製し，
LC/MS/MSに供した結果，ゴール形成能を有
する幹母において[13C11，15N2] Trpから変換
されて生じた[13C10，15N1] IAAが検出された。
一方，ゴール形成能のない次世代虫からは
IAA変換はほぼ認められなかった。 
 
（３）昆虫におけるオーキシン生合成経路の
決定と阻害剤の探索 
昆虫における IAA 生合成がゴール形成昆
虫に特異的なものであるかどうかを確認す
るため，内生 IAAの分析をおこなった。その
結果，虫えい形成昆虫以外のカイコ，ショウ
ジョウバエ，モモアカアブラムシ，ミツバチ
等のゴール非形成昆虫にも IAA は存在して
おり，ショウジョウバエおよびカイコに関し
ては，Trp からの生合成能も確認された。そ
こで，酵素液の大量調製が可能なカイコを用
いて，生合成研究をおこない，その結果をゴ
ール形成昆虫に還元することとした。ゴール
形成の際の IAA を含めた刺激物質が吐き戻
し液に含まれていると考えられることから，
カイコでは，先ず吐き戻し液における生合成
活性を調べた。その結果，Trp からの生合成
が確認されたので，その元となる器官の候補
として，前腸，中腸，唾液腺における活性を
調べた。その際，吐き戻し液とは関係しない
絹糸腺をコントロールとして用いた。その結
果，意外なことに，絹糸腺を含めた全ての器
官に IAA合成能が確認された。材料の均一性
や，容易に大量に調製が可能なことを考慮し
て，その後の研究には絹糸腺を用いた。植物
や IAA を合成する微生物で知られている生
合成中間体候補を対象に，絹糸腺における内
生量を調べた結果，僅かのインドールアセト
アルドキシム（IAOx）およびインドールアセ
トアミド（IAM）が検出された。また，標識
Trp の代謝実験を行ったところ，代謝物とし



て IAOxのみが検出された。標識 IAOxと標
識 IAMの代謝実験の結果，IAOxからは効率
よく IAA が生成したが，IAM からは僅かの
生成にとどまった。これらのことから，Trp
→IAOx→IAA の経路で IAA が合成され，
IAMはこの経路上ではないと判断した。また，
その他の中間体候補化合物の投与によって，
IAAが生成するかどうかを検討した結果，イ
ンドールアセトアルデヒド（IAAld）が IAOx
以上に効率よく IAA に変換されることが分
かった。IAAldは IAOxからも生じたため，
Trp→IAOx→IAAld→IAAの直線的な経路を
確定した。ゴール形成ハバチにおいても同様
な変換経路の存在が示されるとともに，カイ
コで律速段階となっている Trp→IAOx が機
能強化されている可能性が示された。 
変換効率の高い IAOxから IAAへの変換を
対象に，阻害剤のスクリーニングを行った。
約 2000 の化合物から７つの候補化合物を特
定し，そのうち１つの化合物が特に強い阻害
活性を示した（下図）。また，同化合物を含
めた，２つの化合物がハバチの IAA生合成に
対しても強い阻害活性を示すことが判明し
た。また，これらの化合物は Trpからの IAA
生成も阻害したことから，推定した生合成経
路の通り，IAOx→IAA が Trp→IAA の経路
上にあることが再確認された。 

 

 
（４）各ゴールの性状と適合的意義の解明に
関する研究 
①ヨモギハエボシフシ 
木質化した堅い細胞壁を持つ組織の形成
過程を解析するため，二次壁形成に関連する
遺伝子発現の解析を行った。リグニンの生合
成遺伝子出る CAD と二次壁の形成過程を制
御する各種MYB遺伝子をヨモギからクロー
ニングし，RT-PCR解析を行った。その結果，
ApCAD-2 はゴールと正常葉で発現の差は見
られなかったが，ApMYB-1 と ApCAD-1 で
は，ゴールで高い発現が見られた。これらの
遺伝子発現の局在性を知るため，in situ 
hybridization による解析を行った。
ApMYB-1は 1齢幼虫が成育していたと考え
られるゴールにおいては摂食部分より外側
の厚壁細胞での発現が確認出来た。さらに，
維管束の師部での発現が確認できた。2~3齢
幼虫が成育していたと考えられるゴールで
は，1 齢幼虫が成育していたゴールと同様
に，摂食部分では発現は確認されず，摂食
部位の外側で発現が確認できるが，厚壁細

胞が薄くなっているように見受けられた。
成長後期のゴールでは，摂食部分がかなり
やせ細っており，その周辺で発現が確認さ
れた。ApCAD-1 は 1 齢幼虫が成育してい
たと考えられるゴールにおいては，摂食部
分の外側にある厚壁細胞では発現が見られ
ず，拡大図をみると，ゴール側面のリグニ
ンが沈着する部分のすぐ外側で発現してい
た。また，維管束を観察すると，二次壁の
発達した師部組織を含む師部繊維で発現し
ていることがわかった。2~3齢幼虫が成育
していたと考えられるゴールでは，ゴール
側面の発現は 1齢幼虫が成育していたもの
よりも広い範囲で発現していた。成長後期
のゴールでは，センス鎖プローブとアンチ
センス鎖プローブの間に差が見られなかっ
た。 

 

 
②ハルニレハフクロフシ 
ハルニレの葉及びゴール組織における揮
発性物質の放出をSPME-GC/MSを用いて解
析した。ハルニレの葉とゴールに JA，SA，
Mock処理を行い，6時間経過後のサンプル
を GC/MSで解析した結果，(Z)-3-Hexenyl 
butanoate, (Z)-3-Hexenyl 
2-methylbutanoate, (Z)-3-Hexenyl 
3-methylbutanoate, (Z)-3-Hexenyl valerate, 
(Z)-3-Hexenyl tiglate, (Z)-3-Hexenyl 
hexanoate, Perillene, Caryophylleneが検出
された。これらの物質の内，Perilleneと
Caryophylleneを除くエステル類は標品を合
成し，Caryophylleneは購入した標品を用い
て同定を行った。Perelleneは質量分析のフ
ラグメントパターンと Kovat’s retention 
index情報から推定した。これらの物質のう
ち，葉から放出される主要な揮発性成分は
(Z)-3-Hexenyl butanoateとPerilleneであり，
これらは JA に応答して放出量が増加したが，
ゴールではこれらの放出量が低く，JAによ
る誘導も認められなかった。（下図）。 



 

JA や SA に対するこれらの組織の応答性
の違いを確認するため，JA 応答性遺伝子で
ある LOX2, LOX3, LOX4，SA応答性遺伝子
である PR1, BGL2，JA/SA両応答性遺伝子
である PAL1の発現解析を行った。リアルタ
イム PCR の結果，葉では LOX2, LOX3, 
LOX4 が JA に対する応答性を示したのに対
し，ゴールでは発現が低く抑えられた。BGL2
は葉では応答性は明瞭ではなかったが，少し
発現量が増加し，ゴールでは葉に比べて低い
発現量を示した。また，PR1, PAL1は葉とゴ
ールの差が見られなかった。 

 

以上の結果から，ゴール組織では JA に対
する応答性が欠失しており，その結果として，
揮発性物質の生成に代表される抵抗性反応
が抑制されている可能性が示唆された。すな
わち，アブラムシが何らかの機構で，生育し
やすい環境を備えた組織を自ら誘導してい
るものと考えられ，これまでのゴールの適合
的意義に新たな知見をもたらしたものを考
えられる。 
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