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研究成果の概要（和文）：世界的な難防除害虫であるナミハダニを対象とし，経口摂取した二本鎖RNA（dsRNA）
によって誘導されるRNA干渉（RNAi）を作用機構とした次世代農薬の研究開発を実施した．まず，摂食機構を調
査した結果，本種は直径500 nm以下の粒子を吸汁できることが判明し，この結果は，dsRNAの保護や植物体や虫
体内での滞留を制御するための担体開発に資する．次に，dsRNAの効率的な経口摂取を促す複数の手法人工給餌
装置を開発し，RNAiスクリーニングを実施した結果，致死効果を示す標的遺伝子を複数見出した．また，dsRNA
の鎖長依存的なRNAi効果と，その分子機構も明らかにした．

研究成果の概要（英文）：The objective of this study is development of next-generation pesticides 
using RNA interference (RNAi) induced by orally ingested double-stranded RNA (dsRNA) in the 
two-spotted spider mite (Tetranychus urticae), a hard-to-control agricultural pest. First, we found 
that this species is capable of sucking particles of less than 500 nm in diameter, which will 
contribute to the development of carriers to protect dsRNA from ultraviolet radiation and to control
 its retention in plants and mites. Next, we developed multiple methods to promote efficient oral 
delivery of dsRNA into mites for the RNAi screening, and found several potential target genes that 
showed lethal effects in T. urticae. Third, we clarified the molecular mechanism underlying the 
dsRNA-length-dependent RNAi effect in T. urticae.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ナミハダニは，これまでに抵抗性発達が報告された農薬の数が節足動物の中で最多であり，防除が極めて困難な
害虫である．そのため，従来とは根本的に異なる作用機構をもつ次世代農薬の開発が求められている．本研究
は，RNA干渉（RNAi）を基盤とした次世代農薬の開発に向けた生物検定系を構築し，複数の標的候補遺伝子や
RNAiのトリガーである二本鎖RNA（dsRNA）のプロセッシング機構を明らかにした．これら成果は，RNAiを基盤と
したナミハダニ防除の実現可能性を示しただけでなく，鋏角類のモデル生物である本種の逆遺伝学的解析プラッ
トフォームの構築にも資する．

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
農業生態系を構成する多様な生物種のうち，特定の害虫種のみを選択的に防除すること（選択

的防除）は，環境保全型の農作物生産に資する．近年，この選択的防除を実現する上で，特定の
塩基配列を認識し，その遺伝子の発現を阻害する RNA 干渉（RNAi）の利用が注目されている．
これは，RNAi の分子認識を担う二本鎖 RNA（dsRNA）を，害虫種の塩基配列にもとづいて設計
し，それを農薬（RNA 農薬）として利用する戦略である．この対象として注目されている害虫
グループのひとつが，ハダニ類である．特にナミハダニ（Tetranychus urticae）は，多くの化学農
薬に対する抵抗性が報告されている難防除害虫であり，従来とは異なる作用機構をもつ次世代
農薬の開発が求められている． 
 
２．研究の目的 
そこで本研究では，ナミハダニを対象とする RNA 農薬の開発を目指し，1）dsRNA の効率的

な経口投与法の開発，2）dsRNA の担体開発のための摂食メカニズムの解明および 3）dsRNA 鎖
長の最適化と標的遺伝子の解明に取り組んだ． 
 
３．研究の方法 
供試虫として，発育ステージの調整法（Suzuki et al., PLoS ONE 12, e0180658, 2017）を参照し，

最終脱皮直後のナミハダニ雌成虫を準備した．dsRNA の経口投与法として，dsRNA 溶液への虫
体浸漬法（Suzuki et al., PLoS ONE 12, e0180654, 2017）と，本研究で新たに開発した人工給餌シス
テムを用いた．また，ナミハダニの摂食メカニズムに関する研究計画では，粒径が異なるポリス
チレン製の蛍光ビーズを用い，本種が経口摂取可能な粒子のサイズと消化器系における局在を
調査した．また，RNAi による体色変化が明瞭な液胞型 H+-ATP アーゼ（V-ATPase）遺伝子（Suzuki 
et al., PLoS ONE 12, e0180654, 2017）を標的とし，dsRNA 鎖長の最適化を試みた．さらに，dsRNA
鎖長依存的な RNAi 効果の分子機構として，RNAi 関連タンパク質（RNAi マシナリー）の内，
dsRNA を認識し，短鎖干渉 RNA（siRNA）を生成する Dicer（RNase III）に着目し，その活性の
定量系を構築した． 
 
４．研究成果 
（1）dsRNA の効率的な経口投与法の開発 

人工給餌システムは，RNAi 実験を実施する上で，もっとも重要な基盤技術であり，RNA 農薬
の標的遺伝子の探索に資する．ただし，ナミハダニは葉肉細胞の内容物を口針で吸汁する摂食様
式であるため，その人工給餌システムには，液状物質を経口投与するための仕掛けが必要である．
従来は，経口投与対象の液滴をパラフィン製の伸展性フィルムで包んだ半球状の給餌システム
が用いられてきた（Suzuki et al., PLoS ONE 12, 
e0180654, 2017）．しかし，この従来システムは，
ハダニが摂食可能な領域の比表面積が小さいた
め，多量の dsRNA 溶液が必要となり（3.3 µL/ダ
ニ），RNAi 実験のボトルネックであった．この問
題解決を目的とし，本研究では，葉の構造を模倣
したシート状の給餌システムを開発した（鈴木・
ガジイ 特願 2018-197157; Ghazy et al., Frontiers in 
Plant Science 11, 1218, 2020）． 
本給餌システムは，細孔内に dsRNA 溶液を保

持するナイロン製のマイクロメッシュ（目開き：
100 µm）と，それを被覆するパラフィン製の伸展
性フィルムから構成される．本給餌システムは，
従来よりも比表面積が大きいため，用いる dsRNA
溶液は極少量で済み（0.1 µL/ダニ），また，約 4 h
以内に，ほぼすべてのハダニが経口摂取すること
も判明し（Fig. 1），高効率な RNAi 実験が実施可
能となった． 
 
（2）dsRNA の担体開発のための摂食メカニズム
の解明 
ハダニ類は，口吻の前端から口針を突き出し，

葉の表皮細胞の間や気孔から葉肉細胞内に刺入
する．この口針を介して，タンパク質分解酵素等
を含む唾液を葉肉細胞内に注入する．その後，体
外消化した葉肉細胞の内容物（食物）を吸汁する．
この吸汁における食物の経路は，従来は口吻内を

Fig. 1.（A）トレーサ色素の吸汁前（左）と吸汁後（右）

のナミハダニ雌成虫．スケールバー：100 µm．（B）
給餌システムに設置後，吸汁により体色が変化した

個体の割合の経時変化（n = 127-193）．（Ghazy et al. 
Frontiers in Plant Science 11, 1218, 2020） 



縦貫する口針とは別の器官である（江原, 植物ダニ学, 
1996）と考えられていたが，近年，組織学的観察から，
これも口針であるとの見解（Bensoussan et al., Frontiers 
in Plant Science 7, 1105, 2016）もあり，未解決であった．
また吸汁された食物の消化器系における局在も不明で
あった．そこで本研究では，ナミハダニにおける食物
の経路特定を目的とし，粒径が異なるポリスチレン製
の蛍光ビーズを用いた給餌実験を実施した（Bensoussan 
et al. Frontiers in Plant Science 9, 1206, 2018）．その結果，
ナミハダニが経口摂取可能な物質のサイズの閾値（500
～750 nm）が明らかになった（Fig. 2）．本種の場合，口
針の内径は約 1 µm であるため（Andre and Remacle, 
Acarologia 25, 179-190），口針で吸汁している可能性が
示された．さらに，吸汁した物質は，その分子量に応じ
て消化器系内で局在する部位が異なることが判明した
（Fig. 3）．dsRNA のような高分子（>4 kDa）は，消化
器系の大部分を占める中腸前部（盲嚢）の内腔で浮遊
する細胞（消化細胞）に取り込まれた後，細胞内に滞留
する．一方，化学農薬のような低分子（<1 kDa）は，消
化細胞に一旦取り込まれた後，細胞外から移行し，中
腸後部を経由して，速やかに体外に排出される．なお，
dsRNA を取り込む消化細胞は，消化だけでなく，薬物
代謝や栄養貯蔵等，重要な生理機能を担っていること
から，本研究により，ナミハダニを対象とする RNA 農
薬の標的として明確に位置づけられた．  
 
（3）dsRNA 鎖長の最適化と標的遺伝子の解明 
消化細胞の小胞内部は酸性であり，小胞体膜上の V-

ATPase が，その酸性維持機能を担っている可能性があ
る．そこで，ナミハダニの V-ATPase 遺伝子を標的とし
た dsRNA を経口投与し，RNAi を誘導した結果，消化
不良様（濃緑色）の消化細胞が盲嚢に充満し，その個体
は死に至ることが判明した（Suzuki et al., PLoS ONE 12, 
e0180654, 2017）．さらに，この V-ATPase 遺伝子に対す
る RNAi 効果は，dsRNA 鎖長依存的であることが判明
した．100～600 bp の dsRNA を経口投与した結果，400 
bp 以上の dsRNA により，V-ATPase 遺伝子に対する
RNAi が有意に誘導された．さらに，この鎖長依存的な
RNAi 効果の根拠として，400 bp 以上の dsRNA を基質
とした場合，ナミハダニの Dicer による切断活性が高い
ことを in vitro で実証した（Fig. 4）．これにより，Dicer
による dsRNA 認識は鎖長依存的である可能性が示さ
れた．また，複数の遺伝子に対する RNAi を実施した
結果，膜輸送と 26S プロテアソーム系に関する遺伝子
が，致死活性や産卵抑制活性の高い潜在的な RNAi 標
的であることも判明した． 
今後は，Dicer の分子認識を基盤としたナミハダニに

おける RNAi の学理構築と，高効率な RNAi スクリー
ニングを実施し，防除に向けた研究開発を進めていく． 

Fig. 2. 粒径が異なる蛍光ビーズ分散液を経口

摂取させたナミハダニ雌成虫．スケールバー：

100 µm．（Bensoussan et al. Frontiers in Plant 
Science 9, 1206, 2018） 

Fig. 3. 高分子（粒径 50 nm の蛍光ビーズ）と

低分子（1.25 kDa の蛍光色素）を同時に経口摂

取させたナミハダニ雌成虫．スケールバー：

100 µm．（Bensoussan et al. Frontiers in Plant 
Science 9, 1206, 2018） 

Fig. 4. 鎖長が異なる dsRNA を

基質とした際のナミハダニタン

パク質抽出液の Dicer 活性（左）

と基質と生成物の比（右）．

（Bensoussan et al. Scientific 
Reports 10, 19126, 2020） 
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