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研究成果の概要（和文）：本研究では、カイコ胚発生期でみられる貯蔵型エクジステロイドの量的変動と各生合
成酵素を定量的に解析し、カイコで認められる卵休眠の内分泌系による制御メカニズムを明らかにすることを目
指した。申請期間中では、①エクジステロイドの貯蔵型であるリン酸化抱合体のLC-MS/MSを用いた定量系を確立
し、②エクジステロイドの生合成酵素および代謝酵素の胚発生期の発現変動解析および胚発生期での機能解析を
行った。これらから、活性型エクジソンの産生メカニズムには、胚発生期には貯蔵型エクジステロイドからつく
られる経路と、コレステロールから生合成される経路の二つの経路が異なるタイミングで作用していることが明
らかとなった。 

研究成果の概要（英文）：In the current study, we analyzed the quantitative fluctuations of the 
storage form of ecdysteroids and the transcriptional alteration of various biosynthetic enzymes 
during the embryogenesis of the silkworm Bombyx mori. We aimed basically to elucidate the molecular 
mechanisms of endocrine regulation for the diapause in insects. We have successfully progressed two 
significant issues; (1) establishment of a quantitative method of the phosphorylated conjugates of 
ecdysteroid, a storage type of ecdysteroid using LC-MS/MS, and (2) analyses of transcriptional 
changes of ecdysteroid biosynthetic enzymes and metabolic enzymes throughout embryogenesis. 
Together, data have indicated that two distinctive 20E biosynthetic pathways, from the storage form 
of ecdysteroid and a biosynthetic pathway from cholesterol, could eventually produce the three 
differently timed 20E peaks during embryogenesis.

研究分野： 分子認識化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で着目したリン酸抱合体エクジステロイドに関する研究は、園部教授らの退官とともに途絶えた経緯があ
る。リン酸抱合体が胚発生期に重要だと分かっていても、リン酸抱合体を定量的に扱えないのが研究開始当初の
状況であった。しかし、LC-MS/MSによるリン酸抱合体の定量系を確立したため、未解決であった胚発生・胚休眠
でのリン酸抱合体の役割にアプローチすることが可能になった。また、休眠における20E生合成停止機構に関す
る研究はほとんど進んでいなかったが、胚発生期に異なる2つの20Eの産生経路が分かったことから、休眠の分子
メカニズムを解明する上で世界に一歩リードした成果が得られたと考えている。

※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 

 
エクジステロイドは、昆虫のステロイドホルモンであり、脱皮・変態のみならず、胚発生を進

行させるために重要である。活性型エクジソン（20E）の生合成は、2 経路あることが知られて
いる。一つ目は、母性由来のエクジステロイドの生合成経路であり、主に 22 位の水酸基がリン
酸化されている貯蔵型のエクジステロイドから、脱リン酸化酵素(EPPase)で脱リン酸化するこ
とにより作られる胚発生期でみられる経路である。もう一つは、通常の幼虫期で認められている
20E の生合成であり、複数の酵素によりコレステロールからエクジソン、さらに 20E に変換さ
れる。 
カイコは季節応答として計画的に胚期で発生を停止する「休眠」が認められる。休眠に入ると、

卵中では 20E が検出されなくなる。これまで、カイコの休眠卵では EPPase の活性が低いこと
から、カイコの胚では貯蔵型 20E が脱リン酸化されることによって 20E が生合成されると考え
られてきた。実際に、胚中の 20E 量は胚発生の経過とともに変動し、その変動によって胚発育
が進行すると考えられているため、20E生合成に依存して胚発育が進行すると示唆されていた。 
一方で、カイコの胚発生においてコレステロールから 20E に変換されるエクジソン生合成の主
経路が働くか否かは不明であった。この主経路の生合成酵素の機能解析を行う過程で、エクジス
テロイド生合成酵素(CYP307A1)のノックアウト(KO)系統を作製したところ、胚発生中期で発生
が停止することは研究開始前に既に見出していた。また、通常の休眠胚は発生初期で発生が停止
する時期と、CYP307A1 の KO 系統の発育停止期とは異なっていることも見出していた。これ
らのことから、カイコ胚期では差時的に貯蔵型エクジステロイドの脱リン酸化の経路と主経路
とを使い分けるメカニズムがあるという仮説を立てた。このような異なるタイミングで 2 つの
20E 産生経路を詳細に研究した例はなく、胚期における各経路の活性化時期や活性化を制御す
るシステムはほとんど不明なままであった。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究課題では、カイコを用いて胚発生に伴う貯蔵型エクジソンであるエクジソンリン酸抱

合体を含めたエクジステロイド類の動態を定量的および定性的に網羅的な解析をすることを目
的とした。このことにより、胚発生段階が時間的に正確に進行するために必要と考えられる、2
つの異なる 20E 生合成経路『20E 生合成 Dual system』がどのように制御しているかを解明する
ため分子機構の基盤を作る。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）エクジステロイドおよび各種ステロール類の網羅的分析 

申請者が確立した LC-MS/MS（MRM）を用いた網羅的ステロール化合物分析法にて行った。 
（２）エクジステロイドリン酸抱合体の同定と分析法の確立 

カイコの胚発生初期段階の卵中からエクジステロイドリン酸抱合体を抽出し、陰イオ
ン交換カラムを用いた HPLC により精製した。 

（３）各種酵素の発現解析 
カイコ卵の各胚発生段階の RNA を抽出し定量的 PCR にてエクジステロイドの生合成酵
素遺伝子および貯蔵型エクジステロイドの代謝生合成酵素遺伝子の発現量を分析した。 

（４）RNA 干渉法による生合成遺伝子のノックダウン調製 
標的遺伝子をコードした二本鎖 RNA を調製し、胚発生初期段階のカイコの卵にマイク
ロインジェクションした。定量的 PCR にて発現量の低下を確認した。 

（５）胚発生段階の観察 
 卵をチオニン染色することにより胚形態を顕微鏡下で観察した。 
 
 
４．研究成果 
 
本申請研究は、カイコの胚発生期で認められいる貯蔵型および活性型のエクジステロイドの

量的な変動とその変動を担う各種酵素群の消長を定量的に解析することを目指した。申請期間
中の成果としては大きく２つに分類される。 
すなわち、（１）エクジステロイドの貯蔵型であるリン酸抱合体の定量系の確立、と（２）エク
ジステロイドの生合成酵素および代謝酵素の胚発生期の変動解析およびその機能解析、である。
それぞれを以下に記す。 



 
（１）エクジステロイドの貯蔵型であるリン酸抱合体の定量分析系の確立 
 
（１）－①（定量系の確立）； 
まず、リン酸抱合体のエクジステロイドの標品が入手できなかったため、天然から得られるエ

クジステロイドリン酸抱合体を LC-MS/MS にて同定することを試みた。その結果、カイコ胚発生
時の卵抽出物中からアルカリフォスファターゼ処理後に 20E が検出されるようになった。この
ステロイド分析結果から、エクジステロイドのリン酸抱合体を LC-MS/MS にて間接的に同定する
ことができた。さらに、直接的な LC-MS/MS による定量系を構築することを試みた。しかし、標
準品が購入できないため、カイコ卵より標準品を入手することとした。粗抽出後、数段階の陰イ
オン交換カラムを用いた HPLC にて精製し、リン酸抱合体の標準品を得ることができた。これを
用いて各種条件検討を行った。 
その結果、LC-MS/MS 分析では、エクジステロイドリン酸抱合体の分子質量の計算値と一致す

るイオンピーク([M-H]-)が検出できた。そのイオンピークをプリカーサーイオンとして、さらに
MS/MS によりプロダクトイオンを検出した結果、リン酸基に由来する質量電荷比 78.8(HPO3-)、
97.0(H3PO4-)のイオンが検出されたため、これらをもとに MRM で検出する条件を検討すれば、さ
らに簡便にリン酸抱合体エクジステロイドが定量できると期待される。 
 
（１）－②（エクジステロイドリン酸抱合体の胚発生期での量的な変動解析）； 
上述の（１）－①の解析法の前半で用いたアルカリフォスファターゼを使った定量系により、

カイコの胚発生期の卵中のエクジステロイドを定量分析結果から判断すると、胚発生初期にリ
ン酸抱合体が脱リン酸化されていることが分かった。また、カイコ非休眠卵を産卵直後から 96
時間後まで 6時間毎にサンプリングし、エクジステロイド量を分析したところ、活性型エクジス
テロイドである 20E の量は産卵直後、産卵 42-54 時間後、産卵 78-96 時間後の 3 つの時期で高
い値を示した。また、20E リン酸抱合体の量は産卵 24 時間後から減少した。 
 
（１）－③（考察）； 
これまでの研究によると、エクジステロイド生合成酵素の欠損変異体では胚発生中期から後

期にかけて発生が停止することが分かっている。このことと、本研究でのリン酸抱合体の量的な
変動解析結果から、カイコでは胚発生初期では貯蔵型のエクジステロイドが脱リン酸化に依存
し 20E が産生され、胚発生中期から後期にかけては胚自身が発現した生合成酵素群を用いてコ
レステロールを出発材料としてエクジステロイドが生合成されることが考えられた。すなわち、
胚発生で利用されるエクジステロイド、特に活性型エクジソンである 20E は、胚発生期の各段階
で 20E の生合成経路を使い分けて産生されることが分かった。 
 
（２）カイコ胚発生期の各種エクジステロイド生合成酵素の発現変動解析 
 
（２）－①（各種生合成酵素遺伝子の定量的変動解析）； 
胚発生期における 7 種類のエクジステロイド生合成酵素遺伝子（コレステロールから 20E ま

での生合成酵素遺伝子）およびエクジステロイド脱リン酸化酵素（EPPase）遺伝子の発現変動を
経時的に定量的 PCR で解析した。その結果、EPPase は産卵後 24 時間から 48 時間までの特定の
期間で発現量が増加した。一方、エクジステロイドの各生合成酵素は一部を除いて産卵後 48 時
間以降で高い発現量となった。（１）の成果をもとに作成した胚発生期のエクジステロイド量の
変動のマスタータイムテーブル(産卵後 96 時間まで)と、各種遺伝子の発現量と、チオニン染色
による胚発生段階の形態観察とを照らし合わせたところ、20E の産生経路は、EPPase 依存的なも
のとエクジステロイド生合成の主経路の 2つの経路が用いられていることが確認できた。 
 
（２）－②（エクジステロイド活性化時期の特定）； 
産卵後 24時間毎のカイコ非休眠卵破砕液を酵素液として、コレステロールから 20E までのエ

クジステロイド生合成経路の中間体(ケトジオール又はエクジソン)の変換を検討した。酵素反
応による生成物(ケトトリオール又は20E)をLC-MS/MSにより定量した結果、生合成酵素(Phantom
又は Shade)の酵素活性は、産卵 24 時間後には認められなかったが、48から 72時間後には上昇
することが観察された。 
 
（２）－③（RNA 干渉法を用いたエクジステロイド脱リン酸化酵素(EPPase)遺伝子のノックダウ
ンによる影響）；  
EPPase の胚発生期の機能解析をするため、CRISPR/Cas9 により EPPase のノックアウト系統カ

イコの作出を試みたが、系統樹立には至らなかった。そこで、RNA 干渉法により遺伝子ノックダ
ウンを試みた。二本鎖 RNA を産卵直後の非休眠卵に注入することにより EPPase をノックダウン
したところ、卵中の 20E 含有量が減少した。また、EPPase のノックダウンによって産卵後およ
そ 30 時間で認められる胚発生イベントの遅延が認められた。さらに、エクジステロイド生合成
酵素(Shade)をノックダウンしたところ、産卵後 78時間前後で胚発生の遅延が起こった。 



 
（２）－④（考察）； 
カイコの胚発生過程における EPPase とエクジステロイド生合成酵素の遺伝子発現変動の定量

的な解析結果と、EPPase と Shade のノックダウンにより発生遅延が生じた結果は、EPPase が産
卵後 30 時間までの胚発生初期に活性化することや、後期にはエクジステロイドの生合成遺伝子
が活性化する（１）の成果と整合性が取れる。また、胚発生期において 20E レベルが三つのピー
クとして認められる現象は、これらの酵素によるものであることを間接的に示すことができた。
さらに、形態形成の観察から、カイコ胚発生初期では、20E を介して、へら形期から上唇突起発
生期の胚発生を促進すると考えられた。 
 
（３）総合的な考察 
 本申請研究により、エクジステロイドのリン酸抱合体の定量的な解析ができるようになった。
また、母性由来の 20E とコレステロールから生合成される 20E の二つの経路が異なるタイミン
グで活性化され、正常な胚発生が進行することが分かった。また、この胚発生期に認められる 20E
の生合成の Dual system のうち、休眠の制御には、EPPase による 20E の量的な制御が重要であ
ることが再確認できた。 
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