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研究成果の概要（和文）： 
 チャバネアオカメムシにおいて絶食によって誘起される卵吸収の生化学的なメカニズム
を解明するため、卵吸収に伴うタンパク質分解に与るプロテアーゼ遺伝子のクローニング
およびプロテアーゼ活性の検出法の開発を行った。また、卵吸収の制御に重要な幼若ホル
モン（JH）の構造を明らかにするためアラタ体生産物の分析と不斉合成法とを利用して、
本種における JH が新規化合物であることを見出した。 
研究成果の概要（英文）： 
 To elucidate biochemical mechanisms of oosorption in a stink bug, Plautia stali, 
genes encoding proteases responsible for protein degradation in oosorption were cloned, 
and a method to detect protease activity was established. Chemical analysis of the 
product of corpora allata and asymmertic synhtesis methods revealed a new structure 
of juvenile hormone in this insect, which played an important role in egg production  
and oosorption.  
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１．研究開始当初の背景 
 生殖に好適な環境条件下に置かれた昆虫
の体内では、卵形成過程はあたかも自律的に
進行するかに見えるが、実際にはその過程は
環境条件に応じて巧みに制御されている。あ
る個体が餌不足や交尾できない等の事態に
直面すると、それまでとは異なった経路をた
どり、違った結末へ向けて進行する場合があ
る。卵吸収は、その典型的な例である。この
ようにして誘起される卵吸収は、その個体自
身の生殖や子孫の生存にとって不適な環境

に置かれたとき、無駄に産卵せず、将来の生
殖にむけて資源を節約するための適応的な
反応であると考えられる（Bell and Bohm, 
1975）。また、昆虫の中には卵形成と卵吸収
が同時に起こり、最終的な生産卵数が両者の
バランスで決定される種もまれではない。こ
のような種では、卵吸収自体が通常の卵形成
過程に組み込まれていると考えられる。つま
り、卵吸収も「卵母細胞の発育をこれ以上進
行させない」という卵形成制御の一局面とし
て捉えるべき現象と考えられる。ことろが、
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卵巣発育や卵黄の蓄積に関しての生理・生化
学的な知見の豊富さとは対照的に、卵吸収に
関する生理・生化学的な研究にはあまり関心
が払われておらず、卵吸収に伴って卵巣内で
どのような変化が起きるのか、その変化を誘
起する要因は何かといった解析は十分には
行われていない。特に卵吸収に関する先行研
究は、たとえば、光学顕微鏡や電子顕微鏡に
よる形態的変化の観察（Lusis, 1963；
Kurihara, 1985 等）や、卵吸収に関連する生
化学的変化の追跡（Bell, 1971 等）のように
80 年代半ば以前に行われたものが大半で、近
年の新しい分析技術を活用した解析はほと
んどなされていない。したがって昆虫におけ
る卵形成過程の制御機構を十全に解明する
ためには、卵吸収に関する知見のさらなる蓄
積が必要である。 
 筆者はカメムシ類を対象に成虫休眠に関
する研究を行ってきた。この過程で、本来卵
巣を発育させる環境条件下で卵吸収を起こ
している個体をまれに見いだすことがあり、
上述の背景をふまえ、卵吸収に関する研究を
開始した。そしてこれまでに、絶食条件下に
置かれることによって誘起される卵吸収に
伴い、卵母細胞内に既に蓄積されていた卵黄
タンパク質等は分解された後卵巣外へと放
出されること（Kotaki, 2003）、並びにタンパ
ク質は主にろ胞細胞内で分解されること
（Kotaki, 2005）を明らかにした。さらに、
プロテアーゼ阻害剤に対する反応等からタ
ンパク質分解にはシステインプロテアーゼ
型の酵素が関与していることを示唆した
（Kotaki, 2005）。しかし、酵素タンパク質そ
のものはまだ単離されていない。また、国内
外の研究においても、卵吸収に関与するプロ
テアーゼの活性の変化を測定した結果が報
告されている（Uchida et al., 2001）が、卵
吸収に関与するプロテアーゼの単離・精製は
行われていない。このような酵素が、卵吸収
の誘起とともに遺伝子の発現が誘導される
ことによって 新たに生合成されるのか、あ
るいは既に生合成され蓄積された酵素の前
駆体が活性化されるのかも明らかでない。さ
らに、どのような生理的要因の変化が酵素の
生合成あるいは活性化をもたらすのかも未
知である。 
 昆虫における卵巣発育には幼若ホルモン
（JH）が促進的に作用することはすでに明ら
かにされている。卵吸収は卵巣が退化する過
程なので、その誘導には体液中の JH 濃度の
変動が関与していることが予測される。JH
の分子構造は既に知られている（Kotaki, 
1993; 1996）。しかし、カメムシ類では既知
の JH とは異なる分子が JH として作用して
いることが示されているが、その構造は解明
されていない。 
 

２．研究の目的 
 上述の背景やこれまでの研究成果に基づ
き、卵吸収に関与するプロテアーゼの由来と
その活性化機構に関して以下のような作業
仮説が想定できる。即ち、「卵吸収に関与す
るタンパク質分解酵素は、本来胚子発育と共
に活性化して胚子が要求するアミノ酸を卵
黄を分解することにより供給するために存
在するものであって、不活性な状態で卵母細
胞内に蓄積されている。しかし、卵吸収の誘
起に伴い、ろ胞細胞内に取り込まれ活性化さ
れて、ビテロジェニン等の分解に与る。」本
研究の目的は、上の作業仮説を検証し、さら
に、このような変化をもたらす内分泌的な要
因が JH であるかどうかを明らかにすること
である。さらに、チャバネアオカメムシにお
ける JH の構造を解明することを試みた。 
 
３．研究の方法 
 茨城県常総市内で採集されたチャバネア
オカメムシ成虫に由来する室内飼育系統の
成虫を実験に用いた。供試虫は、羽化後速や
かに生殖を開始する 25℃、長日条件（LD 16:8 
h）下で、生ピーナツおよび乾燥大豆を食餌
として与えて飼育した。羽化後３日目からメ
ス成虫を絶食条件下に置くことによって卵
吸収を誘導した。 
 発育途上の卵巣から抽出した mRNA をも
とに cDNA ライブラリをつくり既知のカテ
プシンL配列をもとに設計したプライマーを
用いて RACE 法によって、カテプシン L 様
のシステインプロテアーゼをコードすると
予測される遺伝子配列を決定した。この配列
情報をもとに、10 個から 15 個のアミノ酸か
らなる部分配列ペプチドを合成し、ウサギま
たはマウスに注射してこれらのプロテアー
ゼに対する抗血清を作成した。卵巣の抽出物
を用いたウェスタンブロッティング法によ
って、期待する抗体が産生されているかどう
か確認した。 
 卵巣や卵に含まれるプロテアーゼ活性を
検出するため、ゼラチンを含むポリアクリル
アミドゲルを用いたザイモグラフィー法を
開発した。その手順は、研究成果に示す。 
 卵吸収の誘導における幼若ホルモン（JH）
の役割を解明するため、JH を生産する内分
泌器官であるアラタ体（CA）の摘出や脳とア
ラタ体とをつなぐ神経の切断を行った。 
 チャバネアオカメムシにおける JH の構造
を決定するため、培養系内で CA を培養し、
培地のヘキサン抽出物を GC-MS、LS-MS 等
を用いて分析した。分析結果に基づき、予想
される構造の化合物（4 つの立体異性体）を
E,E-ファルネソールを出発物質とし、香月－
シャープレス不斉エポキシ化反応、シャープ
レス－不斉ジヒドロキシル化反応を含む 5段
階の反応によって、不斉合成した。得られた



 

 

光学的に純粋な４つの異性体のうちどれが
アラタ体生産物と一致するか、生物検定およ
びキラルカラムを装着した GC-MS によって
判定し、チャバネアオカメムシにおける JH
の構造を確定した。 
 構造が確定された JH（JHSB3）およびそ
の立体異性体のチャバネアオカメムシメス
成虫に対する JH 活性（卵巣発育促進活性）
を検定した。羽化後 4 日目のメス成虫からア
ラタ体を摘出し，その直後ヘキサンに溶解し
たサンプルを塗布した。処理 4 日後に解剖し
て卵巣内の卵母細胞の直径を測定した。さら
に、JHSB3が絶食条件下に置いたメス成虫に
おいて卵吸収の誘導を阻止する活性を示す
かどうか調査した。 
 
４．研究成果 
（1）プロテアーゼの特性 
 既知のカテプシンL配列をもとに設計した
プライマーを用いて、卵巣 cDNA ライブラリ
からカテプシンLと相同性の高い４つの遺伝
子をクーロニングした。これらは、相同性検
索結果に基づきカテプシンL様酵素をコード
す る も の （ AB306512 、 AB306513 ）、
26,26kDa プロテアーゼ様（AB306514）、お
よびカテプシン F 様（AB306515）として、
データベースに登録した。さらに、これら遺
伝子がコードするタンパク質を認識する抗
体を作成するため、抗原性が高いと予測され
たアミノ酸部分配列を合成し、ウサギまたは
マウスに注射して抗血清を作成した。得られ
た血清によって、卵巣などに存在するプロテ
アーゼタンパク質が検出可能かどうか、ウェ
スタンブロッティング法によって検討した。
しかし、検出感度はそれほど高くなく, 
血清が分析に十分な特異性を有すると判断
することはできなかった。今後、反応条件や
検出法の改良によって、これらの抗血清を利
用することが可能になるかも知れない。 
 次に、中性ゲルによるプロテアーゼ活性検
出法＝ザイモグラフィー法を確立した。予備
実験により、卵巣中のプロテアーゼはアルカ
リ性の環境下では失活することが明らかに
なっていたので、中性ゲルを用いる電気泳動
法を適用し、ゲル作成時に、アクリルアミド
溶液に 0.2%のゼラチンを加えた。卵巣およ
び卵の抽出物を、熱処理を省略した中性ゲル
SDS- PAGE 法によって電気泳動した。通電
終了後ゲルを 1.5%Triton-X 溶液に 1 時間漬
けさらに、0.1M 酢酸緩衝液（pH 4.0）内で
室温・一晩静置し、酵素反応を行わせた。そ
の後、ゲルに含まれるゼラチンを CBB で染
色した。ゼラチンがプロテアーゼによって分
解された部位は、ゼラチンが含まれないため
青色の背景に無色のバンドとして可視化さ
れる。このようにしてプロテアーゼ活性を検
出したところ、卵巣抽出物からは、卵黄蓄積

中、卵吸収中に関わりなくおよそ 37kDa を
示す活性が検出された。卵抽出物にも同様の
活性が観察されたが、卵のふ化直前には、活
性バンドの移動度が高くなった（図 1）。 
 卵巣の状態に関係なく活性が検出された
ことから、卵吸収の誘導に伴い全く新たな酵
素が生産される可能性は積極的には支持さ
れない（移動度が同じ酵素が新生されてる可
能性は否定できない）。一方、受精卵内では
胚子発育に伴い、おそらく部分分解によって、
酵素タンパク質のサイズが変化し、酵素が活
性化されると考えられる。したがって、卵吸
収と胚子発育とでは、プロテアーゼの活性化
機構が異なるのであろうと推定される。クロ
ーニングされた４つの遺伝子とザイモグラ
フィーで見出されたプロテアーゼ活性の対
応は今後の課題である。 
 
（2）卵吸収誘導における JH の役割とその構
造決定 
 卵吸収の誘導における JH の役割を明らか
にするため、長日条件下で摂食しているメス
成虫から CA を摘出し、その 2 日後に卵巣の
状態を確認した。この処理を行った 19 個体
中 16 個体で卵吸収が誘導された。これに対
して、傷をつけた対照区では 11 個体中 5 個
体で卵吸収が誘導された。脳と CA とを結ぶ
神経を切断した場合には、9 個体全ての卵巣
が卵形成をそのまま継続させた。また、神経
を切断した後、絶食条件下に置いても卵吸収
の誘導は認められなかった。 
 絶食条件下に移した個体に CA を移植し、
3 日後に観察すると、9 個体中 7 個体では絶 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1．ゼラチン含有中性ポリアクリルアミド
ケルによるプロテーゼ活性の検出． 卵巣ま
たは卵の抽出物を試料とした．電気泳動後、
酸性条件下に静置して反応させた．プロテア
ーゼ活性は白く抜けた部分として検出され
る．OS は、卵吸収中の卵巣抽出物、数字は
用いた卵の産下後の日数を示す． 



 

 

食条件下でも卵巣発育が認められた。CA 神
経を切断した 5 個体の全ても、卵巣発育が継
続されていた。一方、対照区では 9 個体中 6
個体で卵吸収が認められた。これらの結果は、
CA で作られる JH の欠如が卵吸収を誘導す
る要因として重要であることを示唆してい
る。また、絶食が直接 CA に作用して JH 生
産を停止させるのではなく、脳からの神経支
配によって JH 生合成が抑制されることが示
唆された。しかし、チャバネアオカメムシに
おいて JH の構造はまだ明らかでなく、JH
が卵吸収の誘導に関与するかどうか、合成さ
れたホルモンによって検証することができ
ない。そこで次に、アラタ体の生産物を分析
し、その構造の解明を試みた。まず、アラタ
体生産物を高分解能質量分析し、得られた
[M+H]+の値から、その組成式を C16H26O4と
推定した。これまでに既知の情報とこの式か
ら推測される構造を持つ化合物を含む混合
物を、ゲラニルアセトンを出発物質をする 2
段階の反応で合成した。この混合物は、理論
的に 32 個の化合物を含むと考えられる。こ
の混合物をキラルカラムを用る HPLC で 21
個の画分に分離した。それぞれの画分の JH
活性を生物検定によって検定し、活性の高い
画分 2 つを特定した。それらに含まれる化合
物の構造を NMR によって推定した。どちら
に 含 ま れ る も の も 、 methyl 2,3;10,11- 
bisepoxyfarnesoate の立体異性体と推定さ
れた。この化合物には 4 つの立体異性体が存
在する（図 2）。しかし、立体異性体同士は
NMR で区別することができなかった。そこ
でこれらの立体異性体を不斉合成し、4 つの
どれと天然物が一致するかを検討した。先の
キラルカラムによる分離で得られた JH 活性
の高い 2 画分と同じ溶出時間を示すのは、1
および 2 の立体異性体であった。これら 2 つ
のうちどちらが CA 生産物と一致するかを、
キラルカラムを装着した GC-MS で検討した。
その結果、CA 産物と異性体１とは同じ保持
時間に検出され、両者のマススペクトルはよ 
く一致してることが示された。両者を同時に
GC に注入し分析すると、これらは単一のピ
ークとして検出された。したがって、チャバ
ネアオカメムシにおける CA 生産物、つまり
JH は異性体 1 と確定することができた。こ
の分子を構造の特徴から Juveniel Hormone  
III Skipped Bisepoxide（JHSB3）と名付け 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2．JHSB3とその異性体 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3．JHSB3（1）とその異性体（2－4）の
アラタ体を摘出したメス成虫に対する効果． 
横軸の Intact および S は，それぞれアラタ体
を摘出していない無処理区およびヘキサン
のみを処理した対照区を表す．＊は対照区の
卵母細胞の直径との間に統計的に有意な差
（P<0.05, Steel の検定法）があることを示す． 
 
 
た。 
 JHSB3 およびその立体異性体の CA を除
去したメス成虫に対する効果を調べた（図 3）。 
溶媒のみを塗布した対照区では、CA 除去に
よって、卵巣の発育が強く抑制され、発育中
の卵母細胞に卵吸収が誘導されたのに対し 
て、異性体 1＝JHSB3または異性体 2 の処理
には、卵巣発育を継続・促進する効果が認め
られた。異性体 3 または異性体 4 の処理には
顕著な効果が認められなかった。 
 次に、羽化後 3 日目のメス成虫に JHSB3
を塗布した後絶食条件に移たところ、絶食条
件下であるにもかかわらず卵吸収せずに卵
巣発育を継続させる効果が認められた。これ
らの結果は、JHSB3処理には卵巣発育を促進
する効果があることを示し、JH 濃度の低下
が卵吸収を誘導することを裏付けるもので
ある。 
 
（3）総括 
チャバネアオカメムシにおける JH が新規化
合物 JHSB3 であることを見出した。本種メ
ス成虫を絶食条件下おくと、体液中の JHSB3

濃度が低下することによって卵吸収が誘導
される。脳が「絶食」を感受すると、神経支
配を通じてアラタ体での JH 生産を抑制する
と考えられた。卵吸収に関与するプロテアー
ゼは、卵に含まれ胚子発育に関与するものと
同一である可能性が高いが、その活性化機構
は両者で異なるものと推定された。 
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