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研究成果の概要（和文）：端栄養型卵巣において保育細胞は卵巣の端に局在し、栄養管を通して物質を卵へ供給
すると言われている。保育細胞が選択的に物質を運搬する方法は不明である。本研究で、ミトコンドリアが保育
細胞から栄養管を通して卵へ供給されることを確認した。また、栄養状態の悪化が卵細胞の時期特異的な成長停
止と細胞死を誘導することを示した。これにはインスリンシグナルと卵黄タンパク質遺伝子の制御が関与すると
示唆される。更に、この細胞死には栄養管とミトコンドリアの消失が伴っていた。この消失は細胞死を誘導する
原因なのか、もしくは細胞死が起こった結果なのか、今のところ不明であるが時期特異的な制御に重要な役割を
果たすと予想される。

研究成果の概要（英文）：In order to discover putative systems that ensure balance of reproduction 
and survival of adults, effects of starvation on ovary of beetle, Tribolium castaneum, were examined
 as a model of telotrophic ovary. In this type of ovary, oocyte is encapsulated alone in monolayer 
follicle cells and connected to separated nurse cells by nutritive cord. Nurse cells compose 
syncytium, thus, it is also question how oocyte is controlled by nurse cells remotely.
We got some results which indicate starvation inducible follicle defects following to arrest of the 
growth accompanied with suppression of vitellogenins genes in fat body. They were mimicked by 
depletion of insulin signaling in cell death genes dependent manner, but not TOR. Other results we 
obtained indicate that mitochondria are delivered from nurse cells to oocyte through nutritive cord.
 Whereas healthy ovariole had robust cords filled with mitochondria, crushed cord running to 
defected follicle was observed after starvation. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
（１）昆虫の卵巣型は大きく分けて３つある。
保育細胞を持たず、生殖細胞は卵細胞のみを
持つ無栄養型卵巣、濾胞の中に卵とその姉妹
細胞である保育細胞を一緒に包んでいる多
栄養型卵巣、そして卵のみが濾胞に包まれて
濾胞を形成し、保育細胞は端に局在して管で
卵と連絡している端栄養型卵巣である。その
中でも、モデル昆虫であるショウジョウバエ
の持つ多栄養型卵巣の研究は特に進んでい
る。それに比べ、甲虫の持つ端栄養型卵巣の
詳細な研究は乏しい。甲虫は、昆虫全体の中
で最も多い種類である。甲虫の卵巣の詳細な
制御機構を解明することは昆虫の生殖の全
体を理解するために不可欠であると考える。 
 
（２）ショウジョウバエ多栄養型卵巣は、卵
と保育細胞が一つの濾胞に包まれた構造を
している。保育細胞は成長段階に応じて物質
を卵に供給する。一方甲虫の端栄養型卵巣は、
卵は一つだけ濾胞内に包まれている。保育細
胞は卵巣の端に集合しており、保育細胞のみ
からなるシンシチウムを形成している。卵か
らは栄養管と呼ばれる管が一本伸び、保育細
胞とつながっており物質を受け取っている
と考えられているが、成長段階に応じてどの
ように物質を選択的に供給するかは現在ま
で明らかではない。 
 
（３）飢餓状態が生殖に与える影響は、ショ
ウジョウバエでよく研究されている。
Terashima et al., 2005 によれば、昆虫ステ
ロイドホルモン（エクダイソン）が飢餓状態
の卵巣の発育を制御することが分かってい
る。多栄養型卵巣内の卵の発育段階は大きく
分けて前卵黄合成期、卵黄合成期、卵殻合成
期の三つに分けられるが、絶食によって卵黄
合成期の初期で卵の成長が停止し、絶食が続
けばそのまま細胞死を引き起こし、餌を食べ
られれば回復し成長の続きへ進行すること
が明らかとなっている。この生死の分かれ目
となる卵黄合成期初期はチェックポイント
と呼ばれることもある。 
 
２．研究の目的 
 
（１）飢餓状態でどのように生殖が制御され
るか、甲虫であるコクヌストモドキをモデル
として解明することが目的である。 
 
（２）予備実験により、コクヌストモドキ端
栄養型卵巣も多栄養型卵巣と同様、チェック
ポイントのシステムを持つことを見出した。
しかし、卵に保育細胞が位置し、一緒に包ま
れている多栄養型卵巣と違い、端栄養型卵巣
では保育細胞は離れて存在しており栄養管
を通して卵とつながるもにで、時期特異的な
チェックポイントのシステムがどのように
制御されるか不明である。その解明を目指す。 

 
（３）エクダイソンは端栄養型卵巣ではチェ
ックポイントに関与しないという予備実験
の結果を得ている。本当に関与しないのか確
定する。 
 
３．研究の方法 
 
（１）実験動物と絶食の処理 
コクヌストモドキは、32 度のインキュベー

ターで全暗条件で飼育した。餌は小麦粉の全
粒粉にイーストを混ぜたものを与えた。 
実験には成虫脱皮後一週間から二週間の

個体を基本的に用いた。絶食条件下での飼育
は、万が一の共食いを防ぐため、96 ウェルプ
レートに一匹ずつ分けて餌の無い状態にお
いた。餌のある条件では、同様にウェルに成
虫を分けて入れた状態で、餌と共に置いた。
絶食後の各時間で、成虫をエタノールによっ
て麻酔した後、卵巣とそれ以外の体の部分と
にわけ、適宜処理した。 

 
（２）遺伝子発現解析 
 組織を摘出後、すぐにー20 度で保管後、
RNA 抽 出 ・ cDNA 合 成 を 行 い 、
realtime-qPCR による解析のためのサンプ
ルとした。 
 
（３）共焦点レーザー顕微鏡観察 
 卵巣の詳細な観察のため、解剖した卵巣は
すぐに４％PFA で固定した後、抗体や
phalloidin、リソトラッカーなどで適宜染色
して観察を行った。 
 
（４）RNAi 
 標的遺伝子の配列約 500bp を元に T7 
RNApol.を用い dsRNA を合成し、個体に注
射することで RNAi を誘導した。遺伝子が抑
制されたことを確認するために、注射の 3 日
後の cDNA を realtime-qPCR によって解析
した。qPCR に用いるプライマーは念のため
dsRNA では増幅しないように設計されてい
る。注射の影響で餌を食べなくなった個体は、
実験結果に影響することから、排除し解析に
は用いていない。食餌の確認は、卵巣を回収
するため解剖する際に、腸に内容物が見られ
るかどうかで判断した。腸に白い内容物が存
在する個体は餌を食べており、白い内容物が
確認できない固体は餌を食べていないとみ
なした。 
 

４．研究成果 
 
（１）コクヌストモドキ端栄養型卵巣におい
て、絶食による卵の成長の停止と、細胞死を
再確認した確認した。少なくとも絶食 12 時
間でこれらの影響が確認された。また、成長
停止と細胞死は、卵黄合成期初期でのみ見ら
れた。それよりも若い濾胞（前卵黄合成期）
に異常は認められなかった。また卵殻合成期



の濾胞は消失した。この消失は、絶食を開始
した時点ですでに形成されている卵殻合成
期は産卵され、その後、若い濾胞は卵殻合成
期に至るまで成長しなかったためと考える。
さらに、エクダイソンが絶食による卵巣の制
御に関与しないことを再確認し、確定した。
絶食後 12 時間の個体を集め ELISA によりエ
クダイソン量を測定したが、絶食の有無によ
る変化は認められなかった。この結果はショ
ウジョウバエ多栄養型卵巣での、絶食により
エクダイソン量が上昇するという報告とは
一致しない。また、コクヌストモドキの餌に
エクダイソンを混ぜ与えたが、卵の成長の停
止および細胞死は認められなかった。 
以上のことから、絶食により卵黄合成期初

期で成長が停止し生死の分かれ目ともいえ
るチェックポイントの現象は、端栄養型卵巣
多栄養型卵巣、両方に保存されている現象で
あることが明らかとなった。しかしエクダイ
ソンの動態は両者で大きく異なったことか
ら、チェックポイントの現象は共通していて
も、その制御機構は卵巣型により異なること
が示唆される。 
 

（２）絶食によって誘導される濾胞の崩壊を
共焦点顕微鏡で詳細に観察したところ、最初
に卵細胞の収縮が起こり、次に濾胞細胞の間
に間隙が出来ることがわかった。卵細胞の収
縮が起きた時点では、濾胞細胞に異常は認め
られなかった。卵細胞が収縮して消失したの
ち、濾胞細胞の間に泡状の間隙ができ、異常
な形態を示した。この濾胞細胞間に間隙が出
来る頃には、オートファジーマーカーである
リソトラッカーおよび抗活性型カスパーゼ
抗体によるシグナルが検出されるようにな
った。これらの結果から、濾胞細胞の異常は、
オートファジーとカスパーゼを伴うもので
あると明らかになった。 
そこで、オートファジーとカスパーゼの関

与を更にさぐるため、これらの関与が予想さ
れる遺伝子に対して RNAi を行った。dsRNA 注
射後 3日目の十分に RNAが抑制された個体を
12 時間絶食させたところ、リソトラッカーの
シグナルを伴う濾胞の異常は、atg1、 dcp-1
によってレスキューされた。一方でオートフ
ァジーに関与する遺伝子のうちatg13などい
くつかは、濾胞の異常に影響を与えなかった。
以上のように幾つかの遺伝子の RNAi により
異常な形態を示す濾胞はレスキューされた
が、その一方で絶食による前卵黄合成期での
成長停止はレスキューされなかった。これら
の遺伝子は成長停止には関与しないことが
示唆される。 
 

（３）絶食のシグナルを卵巣に伝える経路を
明らかにするため、RNAi によって候補遺伝子
のノックダウンを試みた。その結果、インス
リン経路に関わる、インスリン受容体、及び
その下流の Akt が RNAi によって抑制された
個体では、十分に餌を食べている状態あって

も、卵黄合成初期に見られる成長の停止と、
リソトラッカーのシグナルを伴う異常な濾
胞の形成が誘導された。また、予想と異なり
Target of Rapamycin の RNAi によって、卵黄
合成期初期の成長停止および異常な濾胞の
形成は誘導されなかった。 
インスリンの関与を更に調べるために、イ

ンスリン経路のノックダウンで誘導される、
濾胞の成長停止と異常な濾胞の出現が、絶食
時と同様に atg1 と dcp-1 の RNAi によってレ
スキューすることが出来るか試みた。二種類
の dsRNA を同時に注射し、その後餌が十分に
ある状態で飼育し、卵巣の様子を観察した。
その結果、異常な濾胞の出現が抑制された。
一方で、卵黄合成初期の濾胞の成長停止はレ
スキューされなかった。これは、絶食のとき
と同様の結果であった。 
 

（４）絶食に誘導される卵巣の異常とオート
ファジー、カスパーゼの関与を更に調べるた
めに、絶食後の atg1、dcp1 の発現を qPCR に
よって確認したが、発現量の変化は認められ
なかった。遺伝子の転写を伴わない、ポスト
トランスクリプショナルな制御であること
が考えられる。同様に、インスリン受容体お
よび Akt の RNAi 後の atg1、dcp1 の発現量も
調べたところ、やはり発現に変化は認められ
なかった。 
 絶食によって幾つかの遺伝子の発現変動
を確認したところ、最も発現の変化が見られ
た遺伝子は、卵黄タンパク質遺伝子であった。
これは、卵巣では発現しておらず、脂肪体で
発現する遺伝子である。卵黄タンパク質は合
成された後、体液に放出され、卵黄に取り込
まれる。卵黄の取り込みは、濾胞の卵黄合成
初期から始まるこれは、絶食によって卵黄合
成初期で濾胞の成長が止まることと一致す
る。また、卵黄タンパク質遺伝子の発現は、
インスリン受容体および Akt の RNAi によっ
ても抑制されることが分かった。一方で TOR
の RNAi では卵黄タンパク質の抑制は無かっ
た。これは、RNAi による濾胞の成長停止や異
常の誘導と一致する結果であった。絶食によ
る濾胞の制御に卵黄タンパク質遺伝子の発
現が関与されることが示唆された。 
 
（５）卵の発育は、一般的に保育細胞によっ
て制御されていると考えられている。端栄養
型卵巣の場合は、多栄養型卵巣とは異なり、
保育細胞は濾胞に包まれておらず、卵巣小管
の端に局在している。保育細胞の集団と卵は
栄養管によってのみつながっており、卵の成
長時期特異的に濾胞による制御がどのよう
になされているかは不明である。絶食によっ
て誘導される、成長時期特異的な異常がどの
ように制御されているか調べるために、卵巣
小管の詳細な観察を行った。保育細胞から卵
へ供給されるものの一つにミトコンドリア
があることから、まずは抗ミトコンドリア抗
体を用いて栄養を十分に与えられた、異常の



認められない卵巣の染色を行った。すると、
保育細胞と若い卵細胞にミトコンドリアの
シグナルが確認された。また、保育細胞と卵
細胞をつなぐ栄養管と呼ばれる管の中にも
強いミトコンドリアのシグナルがみとめら
れた。一方で、卵黄合成初期の卵では、若い
卵とは異なり、全体がミトコンドリアのシグ
ナルで染まることは無かった。しかし、栄養
管から卵への出口の部分に、ミトコンドリア
のシグナルの局在が確認できた。この局在は
保育細胞から卵に運ばれてきたものである
と考えられる。 
一方で、絶食下で異常な濾胞を含む卵巣も

同様に染色して観察した。その結果、絶食下
においても、保育細胞及び若い卵では、ミト
コンドリアのシグナルが観察され、餌が十分
な個体の卵巣と比べて違いは認められなか
った。また、これらの若い卵につながってい
る栄養管にも強いミトコンドリアのシグナ
ルが確認された。しかし一部、つぶされてい
るような形状を示す栄養管もあった。この栄
養管は、絶食によって誘導される異常な形態
を示している濾胞に向かって走っていた。形
状は、つぶされているようであり、管の痕跡
を残すのみであった。またミトコンドリアの
シグナルも無かった。この異常な濾胞につな
がる栄養管の消失が、果たして濾胞の崩壊を
引き起こす原因となっているのかは不明で
ある。あるいは濾胞が崩壊した後にその影響
で消失した可能性も排除できず、現在のとこ
ろ判断は出来ない。しかし少なくとも絶食に
よって誘導される現象の一つであるといえ
る。 
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