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研究成果の概要（和文）：フタモンアシナガバチの、巣上の行動、血中のJH濃度、脳内アミンの動態、遺伝子発現、体
表炭化水素について調査し、女王と産卵ワーカーとの違いを明らかにする事を目的とした。その結果、（１）ワーカー
では、相対日令と、尻振り行動(wagging)、外役頻度、産卵頻度の間に有意な正の関係が認められた、（２）産卵ワー
カーと女王のJH濃度には違いが見られなかった、（３）脳内アミンにはJH処理の効果が認められた、（４）産卵ワーカ
ーと女王の間には遺伝子発現に明瞭な違いが認められた、（５）産卵ワーカーと女王の間に体表炭化水の明瞭な違いが
認められた。以上の事から、産卵ワーカーは生理的に女王と異なる事が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We analyzed and clarified the differences of frequencies of each behavioral 
category, JH titer in hemolymph, biogenic amines, gene expression, and cuticular hydrocarbons between 
queens and reproducing workers in Polistes shininess antennalis. The results were, (1) there were 
positive associations between relative age in workers and each of their frequencies of wagging, foraging 
trips, and ovipositions, (2) there was no significant difference in JH titer between queens and 
reproducing workers, (3) topical application of JH had a significant positive effect in increment of 
biogenic amine (Dopamine), (4) there were clear differences in 8 gene expressions between queens and 
reproducing workers, and (5) there were clear differences in the profiles of cuticular hydrocarbons 
between queens and reproducing workers. These results clearly suggest that reproducing workers are 
physiologically different from queens.

研究分野： 昆虫生態学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
昆虫の社会性の進化は、単独性昆虫の母親
に見られる産卵と養育の行動セットから、社会
性昆虫に見られる産卵の行動セット（女王）と
養育の行動セット（ワーカー）への２極化であ
る。しかし、原始的真社会性昆虫には、ワーカ
ー産卵という女王の行動セットがワーカーにも
観察され、それが起きるメカニズムは全く解明
されてこなかった。今回は、３つのレベル（遺
伝子発現レベル・内分泌レベル・行動レベル）
での違いを分析し、その制御機構の分化を明
らかにする。それによって、原始的真社会性
種の産卵制御メカニズムにおける、女王とワ
ーカー間での分化程度を明らにする事を目的
とした。 
 
２．研究の目的 
本研究では、昆虫社会の最大の特徴である
産卵における女王とワーカー間の機能分化を、
社会性の初期段階にあるアシナガバチ類で
明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
本研究では、原始的真社会性種であるフタモ
ンアシナガバチを用いて、女王とワーカー間
の遺伝子発現・内分泌・行動の違いを明らか
にする。そのために次の分析を女王、産卵ワ
ーカー、非産卵ワーカー、新女王に行った。 
 
（１） 行動観察による巣上の行動の定量化とそ

の比較 
12 の女王が生存するコロニーに対して、
101.6 時間観察を行った。巣上の行動とし
て、優位行動、劣位行動、尻振り行動
(wagging)、産卵、出巣回数を記録した。
コロニーは３日に１回回収し、新しく羽化し
たすべての個体にマーキングを施した。
また、頭幅をノギスで測定した。 

（２） LC-MS 法による血リンパ中の JH 量の定
量 
生きた成虫の頭部を切り離し、頭部は液
体窒素に入れて固定した。胸部と腹部を
切り離し、胸部の腹部側の切り口と腹部
末端を粘性の高い瞬間接着剤（アロンア
ルファ ハイスピード EX）を使って塞いだ。
胸部の羽の付け根の後方から前方に押し
出すように圧迫し、滲出した血リンパ液を
マイクロシリンジ(Hirschmann Ringcaps 
5μℓ 用)とマイクロピペッター(Hirschmann 
Ringcaps 用)を用いて回収した。回収した
体液は氷中のバイアル管(マルエムマイテ
ィーバイアル No.3)の中に入れた。腹部
第２節から第５節の節間膜に鋭利なピン
セット(Dumont No. 5)で、合計１８カ所程
度の穴を開けた。600μℓ のチューブの底
に穴を開け、そのチューブに処理した腹
部を入れ、さらにそれを 1.5 ㎖のチューブ
に入れた。これを遠心分離器に掛けて、
４°C の条件で、4000-4200rpm の条件で５
分間遠心し、滲出した血リンパ液を先の

バイアル管に回収した。回収方腹部をもう
一度遠心分離にかけて、血リンパ液を回
収した。血リンパ液の回収が終わった胸
部と腹部は、解剖のために-80°C で保存
した。回収した血リンパ液 17μℓ に内部標
準として 10ng の Fenoxycarb が入った
90μℓ の MeOH と 90μℓ の Isooctane を加え、
30 秒間ボルテックスを行い、室温で 30 分
間放置した。バイアルの蓋を外して、パラ
フイルムで覆って 8500rpm で 15 分間遠心
分離を行った。Isooctane 相(上層)を別の
バイアルに移した。残った MeOH 層をボ
ルテックスし、バイアルの蓋を外して、パラ
フィルムで口を覆って 10000rpm で 30 分
間遠心分離し、MeOH 層を Isooctane 層が
入ったバイアルに移した。Isoocatane 層
/MeOH 層を真空エバポレータで乾燥後、
20μℓ の MeOH を加えて濃縮した。この濃
縮液の 5μℓ を LC-MS で Cornette et al. 
(2008)と同様な方法で分析した。 

（３） HPLC-ECD 法による脳内アミン量の定量 
同じ日に羽化したメス成虫２匹を、一方に
はアセトン 2μℓ（コントロール区）、もう一方
に 50 ㎍/μℓ（溶媒アセトン）の 2μℓ 溶液を
ハミルトンシリンジで局所施用した（処理
区）。処理区とコントロール区の個体は、
別々のクリーンカップに移し、約一時間の
間、暗条件で静置した後、巣に戻した。処
理４日後と処理８日後の個体をコロニーか
らとりだし、速やかに頭部を液体窒素で固
定、分離し、液体窒素中で保存した。その
サンプルから、低温条件下（4°C）で解剖
し、脳を取り出し、Sasaki & Nagao (2001)
の方法に従って、脳内アミンの分析を行
った。 

（４） 定量的 PCR による８つの遺伝子の発現物
質の定量 
液体窒素で固定し、-80°C で保存した頭
部から、Trizol 試薬を使って RNA を抽出
した。これらの RNA から、逆転写酵素を
使い、cDNA を合成した。これらの cDNA
のサンプルから、定量的 PCR 実験を行っ
た(TAKARA, Thermal Cycler Dice 
TP760)。 

（５） GC-MS 法による卵と体表の炭化水素
CHC プロフィールの測定 
卵表面の炭化水素に、パスツールピペッ
トを加工した容器を作製した。作製した容
器はバイアル（胴径15mmφ×全高 50mm、
容量 3 ㎖、スペシメンバイアル、アサヒテク
ノグラス株式会社製）に入れて使用した。
この容器に無水ヘキサン（99％以上、シ
グマアルドリッチジャパン株式会社製）
50μℓ を分注し、回収した卵を浸漬した。
-20°C で 24 時間静置した後、卵のみをとり
だし、抽出液は-20°C で保存した。成虫は
個別にバイアル（胴径 15mmφ×全高
40mm、容量 3 ㎖、NEG スクリューバイア
ル、ニチデン理科グラス株式会社製）に
入れ、-80°C で保存した。成虫の体表炭



化水素の抽出は、成虫の腹部を無水ヘキ
サン(99％以上、シグマアルドリッチジャパ
ン株式会社製)100μℓ でリンスし、抽出液
は、卵と同様に、容器に入れて-20°C で保
存した。リンス後、腹部を解剖し卵巣の発
達度合いを調査した。 
体表炭化水素組成の分析には GC-MS
（質量分析計 HP-5973、ヒューレッド・パッ
カード株式会社製、ガスクロマトグラフィー
HP-6890、ヒューレッド・パッカード株式会
社製）を使用した。カラムはキャピラリーカ
ラム HP-5MS（カラム内径 0.25mm、皮膜
厚 0.25μm、長さ 30cm;アジレントテクノロ
ジー株式会社製）を用い、キャリアーガス
はヘリウムを用いた。気化室内温度は
325°C に設定した。昇温条件は Dani et al. 
(1996)を参考にして、初期温度 150°C を 2
分間保持し、325°C まで毎分 7°C 上昇、
325°C を 5 分間に設定した。分析には体
表炭化水素の抽出物 1/200 等量を用いた。
得られたマススペクトルより抽出物中の炭
化水素成分の構造を推測した。 

 
４．研究成果 
（１） 行動観察による巣上の行動の定量化とそ

の比較 
12 コロニーの女王が存在するコロニー

の巣上のワーカーの行動を、101.6 時間観察
し、GLM で分析した。その結果、コロニーのワ
ーカーの平均日令に対する自身の日令（相
対日令）が重要な要素であり、相対日令が上
がるにつれて、腹部を激しく左右に振動させ
る行動(wagging)の頻度、外役の頻度、産卵
の頻度が上昇する有意な傾向が認められた
(Table 1)。そこで、産卵ワーカーと非産卵ワー
カーの相対日令を比較した。その結果、両者
の間には有意な差が認められ、産卵ワーカー
は非産卵ワーカーよりも日令が高い個体であ
る事が明らかとなった(Fig. 1)。以上の事から、
フタモンアシナガバチのワーカーは、日令が
進むにつれて、卵巣発育が促進されるととも
に、が外役の頻度も上昇する事が明らかとな
った。 

Fig. 1 The difference in relative age between reproducing 
workers and non-reproducing workers. The difference 
between 2 classes was statistically significant. 

 

 
Table 1. Generalized linear models for the each behavioral 
categories of workers.  

 Relative age P 
Wagging 0.311±0.053 8.54e-9 
Dominance 0.007±0.005 0.1457 
Subordinate 0.035±0.042 0.4058 
Foraging  0.094±0.032 0.0031 
Oviposition 0.029±0.008 0.0001 
Each behavior with italic letters indicates highly significance 
 
（２） LC-MS 法による血リンパ中の JH 量の定

量 
巣を創設し、ワーカーが羽化する前の

コロニーの女王(F; foundress)、ワーカーが羽
化した後のコロニーの女王（Q; queen）、産卵
ワーカー(RW; reproducing workers)、非産卵
ワーカー(NRW; non-reproducing workers)の４
つのクラスに分けて JH を測定した。産卵ワー
カーと非産卵ワーカーの区別は、最も発達し
た２卵の長径と短径を掛け合わせで加算した
卵巣インデックスが 0.4 を超える個体を産卵ワ

ーカー、それ以下の個体を非産卵ワーカーと
した(Fig. 2)。 
Fig. 2. Frequency distribution of ovarian idex for workers. 
 
LC-MS の分析には、17μℓ 以上の血リンパ液
が無いと分析結果が不安定であったため、４
つのクラス別に個体毎の血リンパを混合し、分
析に十分な血リンパ液を確保した。また、
NWR と RW にそれぞれ１サンプルずつ、極端
に高い値を示す個体が観察されたので、
Smirnov-Grubbs 検定で外れ値の検定を行っ
た。そその結果、それらの個体は P<0.05 で外
れ値である事が判明したので、その２サンプ
ルのデータは除外し解析を行った。また、
NRW のうち、２日令の個体のみをとりだし、
2NRW と言うクラスを新たに作製し、５クラスの
データで一元配置の分散分析を行った結果、
クラスは JH 濃度に対して有意な効果が認めら
れた(F4,51=4.470, P=0.0036)。その結果を Fig. 
3 に示した。 

 
 

 
 
 
 
 
 



 
 
Fig. 3. JH titer for each class of individuals. The statistical 
comparison between 2NRW and NRW was not conducted 
because the samples in the former class was included in those 
in the latter class. 
 
創設女王の JH 濃度が最も低く、女王、ＮＲＷ
と RW の JH 濃度は同じように高い値を示した。
女王と、NWR と RW の間には有意な差は認
められなかった(Bonferroni/Dunn 検定)。NRW
の中の２日令だけのクラスである 2NRW は創
設メスとの間に有意差が認められず、また、女
王と RW との間にも有意差が認められた。以
上の事から、創設メスの JH 濃度は低い事、ワ
ーカーは羽化直後は JH 濃度が低いが、やが
て上昇し、女王との差が認められなくなる事が
明らかとなった。 
 
（３） HPLC-ECD 法による脳内アミン量の定量 

2012 年に５コロニーのワーカーについて
脳内アミン(OA; octopamine, DA; dopamine, 
TA; tyramine, 5HT; serotomine, NADA; 
N-acetyldopamine (dopamine の代謝物質))を
調査した所、dopamine (DA)と NADH で、処
理間で有意差が認められた(Fig. 4)。
Wilcoxon-test で検定した結果(Table 2；省略)、
4 日令の DA は２つのコロニーで、また、
NADA は一つのコロニーで有意差が認めら
れ、JH 処理により、これらの bionomic amine
の量が増加していた。また、8 日令では、
C12010 コロニーを含めると、４つのコロニーで、
dopamine で有意差が認められた。また、
NADA でも、２コロニーで有意差が見られた。
以上の事から、JH 処理はドーパミンの上昇に
つながり、特に、８日令でその傾向が顕著であ
る事が明らかとなった。NADA はドーパミンの
代謝産物である事から、ドーパミンの上昇に
連動する様にして上昇したものと考えられた。 

Fig. 4. Mean±SE level of dopamine (left) and NADA (right) 
in workers of each treatment in colony 12004 (4C; 4 days old 
control, 4J; 4days old JH treatment, 8C; 8 days old control, 
8J; 8 days old JH treatment). 

 
創設メスと女王間で脳内アミンを比較した

所、有意差は認められなかった(Fig. 5)。創設
メスと女王のドーパミン量は、およそ 80pmol で
あり、ワーカーの値より高い傾向にあった。ま
た、NADA の量は 25pmol 程度であり、ワーカ
ーの値より高い傾向にあった。 

すべての脳内アミンの変数を用いて、判
別分析を行った(Fig. 6, 7；省略)。関数１は大

きいほど DA が少なく、関数２は大きいほど
TRP (Tryptophan)が少ない事を示している。
女王の方が DA の量が多い事を示していた。 

 
Fig. 5. Mean±SE level of dopamine (left) and NADA (right) 
in both foundress and queen. 
 
（４） 定量的 PCR による８つの遺伝子の発現物

質の定量 
８つの遺伝子の発現量を定量した(Fig. 8；
省略). malV 遺伝子と ILR2 遺伝子の発現
量は新女王で高く、逆に For 遺伝子と D1
遺伝子は、新女王で低かった。また、Vg
遺伝子の発現量は女王で高かった。これら
のデータを元に、UPGMA 法によってデン
ドログラムを作製した(Fig. 9)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 9. Dendrogram for 8 gene expression levels for foundress 
(queen before), queen (queen after), gyne (new queen), 
reproductive workers (high workers), and non-reproductive 
workers (low workers) 
 
創設メスは非繁殖ワーカーに近く、また、
新女王は繁殖ワーカーに近い所に位置した。
女王は他のクラスの個体とは大きく異なっ
た所に位置しており、遺伝子発現が異なっ
ている事を示していた。 
 
（５） GC-MS 法による卵と体表の炭化水素

CHC プロフィールの測定 
卵表面の炭化水素の 26 成分のうち、多変量
判別分析によって得られた関数１と関数２を下
の表に示した。卵表面の炭化水素の 26 成分
のうち、多変量判別分析によって得られた関
数１と関数２を下の表に示した。これらのデ
ータを元に、関数１と関数２を元に２次元
空間上にプロットした(Fig. 10)。 

 
 
 

Queen’s eggs  

Workers’ eggs in queen-right condition  

Workers’ eggs in orphan condition  



 
 

 
 
Fig. 10. Scatter plots for hydrocarbons on eggs laid by queens 
(circle), workers in queen-right (triangle), and those in orphan 
condition (square). 
 

女王の卵の体表炭化水素のプロフィ
ールは、ワーカーの物から明瞭に区別され、
それは女王の有無に影響を受けなかった。
特に、11, 15-, 13, 17-dimeC31、x-meC32, 11, 
15-, 13, 17-dimeC33の３成分が判別関数に
相関が高い事が明らかとなった。 
成虫の体表面の炭化水素の 26 成分のうち
卵表面の炭化水素の 26 成分のうち、多変量
判別分析によって得られた関数１と関数２を下
の表に示した。 

関数１と関数２を元に２次元空間上
にプロットした(Fig. 11)。女王の体表炭化水
素のプロフィールは、産卵ワーカーと非産
卵ワーカーから明瞭に区別され、重複する
事は無かった。判別関数１と判別関数２と
相関係数が高かった物質は、11-, 13-, 
15-meC31、11-, 13-, 15-, 17-meC31、11-, 15-, 
13-, 17-meC33、n-C28の４成分であった。卵
と体表の双方に共通した成分は 11-, 15-, 
13-, 17-meC33であった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 11. Scatter plots for cuticular hydrocarbons for 
reproductive workers (circle), non-reproductive workers 
(triangle), and queens (square). 
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