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研究成果の概要（和文）： 

 シロアリ類の防衛方法の多様性進化を明らかにするために、兵隊の頭部前方の突起構造

「nasus」からジテルペンを噴射して攻撃する最も派生的なタカサゴシロアリを用いて、nasus

の発生に関わる遺伝子やジテルペン合成に関わる遺伝子の探索を行った。その結果、昆虫の付属

肢の遠位部形成に関わる Distal-less 遺伝子が nasus の発生に関わっていることを突き止めた。

また、次世代シークエンサーを用いた解析では、ジテルペンの前駆物質であるゲラニルゲラニル

二リン酸を合成するまでの全ての遺伝子が同定でき、中でもゲラニルゲラニル二リン酸合成酵素

遺伝子の重複、機能改変の可能性が示された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 To clarify the diversity and evolutional mechanisms of termite defensive system, I 
searched for the genes involved with the development of horn-like frontal projection 
(nasus) and the synthesis of cembrene-derived polycyclic diterpenes by using Nasutitermes 
takasagoensis which is the most derived termite species. The results indicated that a 
homeobox gene Distal-less is related to the development of the nasus. Moreover, all genes 
involved with the precursor of diterpene were determined using next generation sequencer. 
Especially, geranylgeranyl diphosphate synthase genes were duplicated repeatedly. These 
results suggest that the synthesis of diterpene is to contribute to the acquisition of 
a novel defensive system in a termite lineage, coupled with the acquisition of adaptive 
defensive behaviors. 
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１．研究開始当初の背景 
 生物進化の中で最も多様化したグループ
に昆虫類が挙げられるが、その中で極めて高
度な社会性を進化させたのが真社会性昆虫
である。真社会性昆虫のコロニー内には、労
働を分担する様々なカーストが存在する。中
でもシロアリには、防衛のみに特化した表現

型を示す兵隊カーストが存在するのが、他の
真社会性昆虫には見られない特徴である。シ
ロアリの繁栄にはニッチをめぐる様々な生
物間での競争に勝ち抜いてきたことが関係
しており、兵隊カーストによる防衛方法の多
様性進化がシロアリの繁栄に重要な役割を
果たしてきたと言える。 
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 シロアリ兵隊の防衛方法は非常に多様化
しており、大顎を発達させ物理的に攻撃する
ものや、「額腺」というシロアリ特有の外分
泌器官から化学物質を放出して攻撃するも
のもいる。これまでの進化系統学的研究から、
化学的防衛を行うシロアリは、大顎を用いた
方法から派生的に進化してきたと考えられ
ている。中でも、最も派生的なシロアリ科テ
ングシロアリ亜科の兵隊は、「nasus」と呼ば
れる突起構造が頭部前方に発達し、額腺で合
成される揮発性の高いモノテルペンや粘性
のあるジテルペンなどの混合物を nasusから
噴射するという特徴的な防衛行動を示す。テ
ングシロアリの分泌物に含まれるジテルペ
ンはセンブレン由来の多環式のドーム型構
造を形成しており、このような複雑な構造の
ジテルペンを合成できる動物は他には知ら
れていない。またテングシロアリの兵隊は大
顎が退化しており、防衛方法の最も進化した
形と言える。 
 額腺や nasusは兵隊特異的な器官であるが、
その進化的起源は明らかにされていない。ま
たテングシロアリが合成する特殊なジテル
ペンの合成経路も明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
 テングシロアリ類の防衛システムに見ら
れる特徴として、額腺や nasus の発達、大顎
の退縮、防衛物質の合成経路の獲得などがあ
げられる。これまでの進化系統学的研究から、
これら様々なイベントはそれぞれ独立に生
じたと示唆されている。 
 本研究では、現在のテングシロアリの防衛
システムに至るまでの進化メカニズムを解
明することを目指し、カースト分化に伴う額
腺や nasus の形成、改変に関わる分子機構、
兵隊特異的な防衛物質であるジテルペンの
生合成経路に関わる分子機構などの至近要
因の解明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 日本に生息する唯一のテングシロアリ類
であるタカサゴシロアリを用いて、以下の研
究を行った。 
（１）まずは nasus や額腺の形態形成に関わ
ると考えられる Distal-less 遺伝子(Dll)の
配列を候補遺伝子アプローチにより決定し、
免疫組織染色法やリアルタイム定量 PCRによ
る発現解析、RNA 干渉法を用いた遺伝子のノ
ックダウンを行うことにより機能解析を行
った。 
（２）次に、動物では未知であるジテルペン
の合成に関わる遺伝子を特定するために、次
世代シークエンサー（454 GS Junior および
イルミナ HiSeq2000）を用いて、額腺特異的
に発現する遺伝子を網羅的に特定し、コンピ
ューター上でのアノテーション解析、比較発

現解析により候補遺伝子を絞り、それらにつ
いてリアルタイム定量 PCRで詳細な発現解析
を行うことにより、ジテルペン合成経路に関
わる遺伝子を特定した。 
（３）さらに、ジテルペンの直接的な前駆物
質となるゲラニルゲラニル二リン酸(GGPP)
を合成する酵素(GGPPS)は、タカサゴシロア
リで多数のコピーがあることがわかってお
り、兵隊の額腺で発現していることもわかっ
ている。GGPPS のホモログ遺伝子配列を、日
本に生息する各系統のシロアリ（ネバダオオ
シロアリ、コウシュンシロアリ、ヤマトシロ
アリ、イエシロアリ、タイワンシロアリ、ニ
トベシロアリ、タカサゴシロアリ）からクロ
ーニングし、分子進化系統解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）タカサゴシロアリの兵隊は、小ワーカ
ーから前兵隊を経て分化するので、nasus の
形成に関わる遺伝子を特定するために、前兵
隊に分化する直前の小ワーカーから RNAを抽
出した。その後、昆虫の付属肢の遠位部形成
に関わる Dll 遺伝子のプライマーを作成し、
逆転写 PCR 法により配列を決定したところ、
173bp の配列を得ることができた。決定した
断片配列を用いて 3’RACE を行い、868bp の
配列を得た。翻訳したアミノ酸配列を用いて、
既知の Dll タンパク質との配列比較から、得
られた遺伝子はタカサゴシロアリの Dll遺伝
子であることが示唆された。 
 得られたアミノ酸配列から Dllタンパク質
の抗体を作成し、免疫組織染色法により Dll
タンパク質の存在部位を確認したところ、
nasus の原基では存在が見られたが、額腺細
胞では見られなかった。 
 RNA 干渉法により、前兵隊に分化する直前
の小ワーカーの Dll遺伝子をノックダウンし
たところ、顕著に nasus の短い前兵隊が生じ
た。RNA 干渉を行った個体の Dll 遺伝子の発
現をリアルタイム定量 PCRにより確認したと
ころ、有意に発現が下がっていることが認め
られた。これらの結果から、Dll 遺伝子が
nasus の形成に関与していることが明らかに
なった。 
 タカサゴシロアリでは防衛方法の改変に
伴い、Dll 遺伝子が nasus の発生に関与する
という新しい機能を獲得した可能性が示唆
された。 
（２）動物ではセンブレン由来のジテルペン
の合成に関する遺伝子は明らかになってい
ないため、次世代シークエンサーを用いて額
腺で発現する遺伝子を網羅的に探索した。 
 まずは 454 GS Junior を用いて、額腺およ
びその周辺組織で発現する遺伝子の探索を
行った。GS Junior から出力された断片配列
をアセンブリングしたところ、774 遺伝子
（1111 コンティグ）の配列が得られた。これ



 

 

らの遺伝子についてアノテーション解析を
行ったところ、既知のジテルペン合成経路の
酵素うち、ヒドロキシメチルグルタリル CoA
合成酵素(HMGS)、ヒドロキシメチルグルタリ
ル CoA レダクターゼ(HMGR)、ファルネシル二
リン酸合成酵素(FPPS)、GGPPS がライブラリ
ーに含まれていることがわかった。これらの
うち、一般的なイソプレノイドの代謝に関わ
るメバロン酸経路において重要な役割を果
たす HMGS と HMGR についてリアルタイム定量
PCR により発現解析を行ったところ、ワーカ
ー頭部に比べて兵隊頭部で顕著に発現が高
く、兵隊頭部の中でも額腺を含む組織で有意
に発現が高いことが明らかになった。 
 これらの結果から、ジテルペンの前駆物質
を合成するメバロン酸経路が兵隊の額腺で
行われている可能性が強く示唆された。 
（３）GS Junior は特定できた遺伝子数が少
なく、ジテルペン合成経路の全ての遺伝子を
得ることが出来なかったため、次にイルミナ
HiSeq2000 を用いて解析を行った。タカサゴ
シロアリの兵隊はオスのカーストが分化す
るため、HiSeq2000 での解析では、額腺組織
だけでなく、兵隊頭部、前兵隊頭部、小ワー
カー頭部、オス生殖虫頭部からも RNA を抽出
し、ライブラリーを作成し、比較トランスク
リプトーム解析（RNA-seq）を行った。 
 HiSeq2000 で得られた断片配列を de novo
アセンブリングし、重複配列などを除去した
ところ、約 4万個の配列を得ることができた。
これらについてアノテーション解析を行っ
たところ、GGPP までの全ての酵素の遺伝子が
ライブラリーに含まれていることがわかっ
た。その中でも GGPPS は、他の動物ではシン
グルコピーであるのに対して、タカサゴシロ
アリのライブラリーには 9種類もの配列が含
まれており、かなり多くのコピー遺伝子が存
在する可能性が示唆された。 
 各カースト間での発現比較解析を行った
ところ、GGPPS 以外の遺伝子は、兵隊の額腺
での発現が有意に高いが、他のカーストでも
発現していた。一方 GGPPS は、多くのコピー
遺伝子は兵隊の額腺で顕著に発現が高かっ
たが、全てのカーストでほぼ一定の発現が見
られたコピーが１つだけあった。 
 これらの結果から、もともと一般的なイソ
プレノイド合成に使われていた経路の遺伝
子の機能が改変したり、GGPPS など一部の遺
伝子では重複した遺伝子が新しい機能を獲
得することにより、額腺で特異的に見られる
特殊なジテルペンの合成を行うようになっ
たものと考えられた。 
（４）動物において GGPP は、プレニル化タ
ンパク質の合成などに使われていることが
分かっており、他のシロアリでも GGPPS 遺伝
子が存在していることが予想される。GGPPS
遺伝子の分子進化系統解析を行うために、こ

れまで得られたタカサゴシロアリの GGPPS遺
伝子の配列や、他の昆虫の GGPPS 遺伝子の配
列から保存されている領域を探索し、GGPPS
遺伝子に特異的なプライマーを作成し、逆転
写 PCR 法により、日本に生息する系統の異な
る 7種のシロアリの GGPPS 遺伝子のホモログ
遺伝子をクローニングした。 
 その結果、額腺を持たないネバダオオシロ
アリ、コウシュンシロアリ、タイワンシロア
リからは 1つのみの配列を得ることができた
が、額腺を持つヤマトシロアリ、イエシロア
リ、ニトベシロアリ、タカサゴシロアリから
は多く異なる配列を得ることができた。これ
らの結果から、GGPPS 遺伝子は額腺の進化に
伴い、額腺を持つ派生的な系統で複数回重複
したことが考えられた。しかし、今回用いた
サンプルの中で、イエシロアリだけは額腺を
持つがジテルペンを合成していないため、重
複した GGPPS遺伝子が二次的に機能変化した
可能性も考えられる。 
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