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研究成果の概要（和文）：ロイヤラクチンはミツバチの女王蜂分化を誘導する。ロイヤラクチンによって誘導される女
王蜂の表現型の中で発生期間の短縮における分子メカニズムを解析した。その結果、ミツバチにおいてもショウジョウ
バエにおいてもHR38が個体の体サイズや卵巣の発達には影響を与えず発生期間を制御する因子であることが明らかとな
った。また、ショウジョウバエを対象とした解析から、HR38は表皮形成に関与する因子、imaginal discの形成に関与
する因子、larval heart developmentに関与する因子など多数の因子の遺伝子発現を増加させ、脱皮や幼虫の成長を促
進させていることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Royalactin induced queen differentiation in honeybee. The mechanism through which 
RJ regulates developmental time in honeybees and fruit flies has remains elusive. Here, we investigated 
how RJ or royalactin decreased developmental time in honeybees and flies. We found that HR38 regulated 
developmental time in honeybees and flies without affecting body size. Microarray analysis revealed that 
HR38 induced gene expression of factors involved in formation of the epidermis, imaginal disc formation 
and larval heart development.

研究分野： 発生生物学
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１．研究開始当初の背景 
本申請者はこれまでに、ミツバチのカース

ト分化誘導機構について解析した結果、ロー
ヤルゼリー(RJ)中に含まれるロイヤラクチン
が上皮増殖因子受容体(EGFR)を介して女王
蜂の分化を誘導することを明らかにした。本
研究では、これまでの研究を進展させ、ロイ
ヤラクチンによるミツバチのカースト分化
制御機構について更に詳細に解析しそのし
くみを明らかにすることで、ミツバチの生態
の全容解明を目指した。 
２．研究の目的 
ミツバチは女王蜂と働き蜂からなる階級社
会（カースト）を形成しており，同じ遺伝子
型をもつ雌の幼虫のなかでも働き蜂の分泌
するローヤルゼリーを摂取した個体のみが
女王蜂へと分化することから，ミツバチの発
生および分化においてはローヤルゼリー
（RJ）によるエピジェネティックな調節が行
われている。女王蜂は働き蜂に比べ、体サイ
ズが 1.5 倍、寿命が 20 倍であり、1 日に 2000
個の卵を産むという特徴をもっている。これ
まで女王蜂への分化のしくみについては全
く解明されていなかったことから、本申請者
が女王蜂への分化誘導機構の解析を行った
結果、RJ 中に含まれる成分である「ロイヤラ
クチン」というタンパク質が上皮増殖因子受
容体（EGFR）を介して女王蜂の分化を誘導
することを世界で初めて明らかにした（M. 
Kamakura Nature 2011）。さらに、驚くべきこ
とにロイヤラクチンをショウジョウバエに
投与或いは過剰発現させた場合にも、女王蜂
と同じような体サイズ、産卵数、寿命の増加
が見られた。ショウジョウバエ及びミツバチ
を用いた詳細な解析から、ロイヤラクチンは
脂肪体(哺乳類の肝臓に相当)の EGFR を活性
化し、その下流で S6 キナーゼ(S6K)を活性化
することで体サイズを大きくし、一方 MAP
キナーゼ(MAPK)を活性化し，さらに脱皮ホ
ルモン(20E）の分泌を増加させることで女王
蜂の特徴的な表現型である発生期間を短縮
し、女王蜂分化を誘導していることが明らか
となった。さらに、ロイヤラクチンは、EGFR
を介して幼若ホルモン（JH）の分泌を誘導し、
JH の分泌誘導が幼若ホルモン受容体
（Methoprene tolerant：Met）を介して卵黄タ
ンパク質の発現を増加させ産卵数の増加に
関与していることも明らかになった。ロイヤ
ラクチンによる寿命の延長も EGF 受容体を
介していた。ミツバチのカースト分化の誘導
機構に関してその全体像が明らかになった
ものの、ロイヤラクチンによる誘導される女
王蜂分化の表現型（体サイズ、産卵数、寿命
の増加、発生期間の短縮）の中で、ロイヤラ
クチンにより体サイズの増加に関するメカ
ニズム以外の詳細なメカニズムが未だ明ら
かにできていない。通常、生物個体において
体サイズが大きい個体は遅く羽化し、小さい
個体は早く羽化する。この法則に反して女王
蜂は体サイズが大きいにも関わらず早く羽

化してくるが、そのしくみはこれまでに明ら
かになっていない。そこで本研究では、ロイ
ヤラクチンにより誘導される女王蜂の表現
型の中で特に発生期間の短縮における分子
メカニズムについて解析を行った。 
 
３．研究の方法 
ロイヤラクチンによるミツバチとショウジ
ョウバエの発生期間短縮の分子メカニズム
の解析 
実験方法 
（１）ショウジョウバエの幼虫期間における
エクダイソン受容体ファミリーの遺伝子発
現の変化：ロイヤラクチンはミツバチとショ
ウジョウバエの発生期間を短縮する。これに
は、脱皮ホルモンである 20E の分泌誘導が関
与している。20E が分泌されるとその下流で
20E が結合して作用する核内受容体であるエ
クダイソン受容体ファミリー因子が活性化
し、脱皮に関与する因子の遺伝子発現を誘導
することでショウジョウバエの発生期間を
短くしているものと考えられる。そこで、RJ
添加培地で飼育したショウジョウバエの幼
虫期間におけるエクダイソン受容体ファミ
リー因子（EcR, USP, E78C, E74A, E74B,E75A, 
E75B, FTZ-F1, BR-C,DHR3, DHR4, DHR38）の
遺伝子発現の変化をリアルタイム PCR で測
定した。 
 
（２）ショウジョウバエのリガンドセンサー
システムを用いたエクダイソン受容体ファ
ミリーの生体内発現分布の解析：これまでに、
エクダイソンである 20Eが存在するとエクダ
イソン受容体ファミリー因子のリガンド結
合ドメインと Gal4-DNA binding domain (DBD)
との融合タンパク質の立体構造が変化し、下
流のレポーター遺伝子である GFPの発現が誘
導され、20E の下流でどのエクダイソン受容
体ファミリー因子が発現誘導されるかを解
析できるリガンドセンサー系統（LS系統）が
確 立 さ れ て い る (Palanker, L. et al. 
Development, 133, 3549-3562 (2006)）。そこで、
この LS系統を用いて RJ培地で飼育したショ
ウジョウバエの幼虫期において 20E の下流
でどのエクダイソン受容体ファミリー因子
が発現誘導されるか、またどの組織で発現が
誘導されるのかを解析した。 
 
（３）ロイヤラクチンの下流で発現が誘導さ
れるエクダイソン受容体ファミリー因子の
ショウジョウバエの発生期間に対する影
響：実験①及び②で RJ 或いはロイヤラクチ
ンの下流で発現が誘導されるエクダイソン
受容体ファミリー因子の候補因子について
は、候補因子の UAS-RNAi 系統及び Gal4/UAS
システムを用いて組織特異的 RNAi 系統を確
立し、同系統がコントロール系統に比べて体
サイズや発生期間がどのように変化するか
を測定した。 
 



（４） ミツバチの幼虫期におけるエクダ
イソン受容体ファミリーの因子の遺伝子発
現の変化：ショウジョウバエの飼育系を用い
て実験①②③でロイヤラクチンの下流で発
生期間の短縮に関与していることが明らか
になった最終候補因子については、女王蜂、
働き蜂の幼虫期の遺伝子発現の変化をリア
ルタイム PCRで測定した。 
 
（５）エクダイソン受容体ファミリーの因子
の女王蜂の発生期間の制御に対する影響：シ
ョウジョウバエの飼育系を用いて実験①②
③でロイヤラクチンの下流で発生期間の短
縮に関与していることが明らかになった最
終候補因子については、ミツバチの飼育系に
おいて RNAi 試験を実施し、最終候補因子が
女王蜂の発生期間短縮に及ぼす影響を解析
した。 
 
（６）ロイヤラクチンの下流で発生期間の制
御に関与する最終候補因子がショウジョウ
バエの発生期間と幼虫期の遺伝子発現に及
ぼす影響：ロイヤラクチンの下流で発生期間
の制御に関与する最終候補因子を Gal4/UAS
システムで過剰発現させた場合の体サイズ、
発生期間に及ぼす影響を解析した。さらに同
最終候補因子を Gal4/UAS システムで過剰発
現させた場合に見られる遺伝子発現変動を
マイクロアレイにて解析した。 
 
４．研究成果 
（１）ショウジョウバエの幼虫期間における
エクダイソン受容体ファミリーの遺伝子発
現の変化：RJ 添加培地で飼育したショウジョ
ウバエの幼虫期間におけるエクダイソン受
容体ファミリー因子（EcR, USP, E78C, E74A, 
E74B,E75A, E75B, FTZ-F1, BR-C,DHR3, 
DHR4, DHR38）の遺伝子発現の変化をリアル
タイム PCR で測定した。その結果、RJ を含
まないコントロール培地、RJ と摂取エネルギ
ーの同一でありネガティブコントロールで
あるカゼイン培地に比べ、RJ 培地で DHR38, 
E78C, E74, EcR の遺伝子発現が増加していた。 
 
（２）ショウジョウバエのリガンドセンサー
システムを用いたエクダイソン受容体ファ
ミリーの生体内発現分布の解析：次に、RJ 培
地で発現が誘導されていた DHR38、E78C、 
E74、EcR の発現分布を調べるため、LS 系統
を RJ 培地で飼育して GFP 発現が誘導される
組織を解析した。その結果、DHR38, E78C は
唾液腺で GFP 発現が誘導された。従って、
RJ により DHR38, E78C は唾液腺で発現が誘
導されることが分かった。EcR と E74 につい
ては LS 系統がなかったので、全身に発現し
ていると見なした。 
 
（３）ロイヤラクチンの下流で発現が誘導さ
れるエクダイソン受容体ファミリー因子の
ショウジョウバエの発生期間に対する影響： 

Gal4/UAS システムを用いて DHR38,、E78C
は唾液腺での RNAi 系統を、E74、EcR は全
身での RNAi 系統を作成し、コントロール培
地、カゼイン培地、RJ 培地で飼育し、羽化し
た成虫の体サイズ、発生期間を測定した。唾
液腺での driver としては sgs3-Gal4 を、全身で
の driver としては Act-Gal4 を用いた。その結
果、DHR38 の RNAi 系統（sgs3>DHR38RNAi） 
のみが RJ による体サイズの増加には影響を
与えず、RJ による発生期間の短縮を抑制した。 
また、脂肪体でのロイヤラクチンの過剰発現
系統（ppl>royalactin）では、体サイズの増加
と 発 生 期 間 の 短 縮 を 誘 導 す る が 、
ppl>royalactinはUAS-royalactinに比べDHR38
の遺伝子発現が増加しており、その発現増加
はロイヤラクチンが作用する EGFR の RNAi
で抑制された。従って、RJ 及びロイヤラクチ
ンの下流でDHR38の遺伝子発現が誘導され、
その発現が発生期間の短縮を誘導している
ことが示唆された。 
 
（４）ミツバチの幼虫期におけるエクダイソ
ン受容体ファミリーの因子の遺伝子発現の
変化：女王蜂、働き蜂の幼虫期の HR38 の遺
伝子発現の変化をリアルタイム PCR で測定
した。その結果、働き蜂に比べ女王蜂の幼虫
で HR38 の遺伝子発現が増加していた。また、
HR38 の遺伝子発現の増加は、ネガティブコ
ントロールであるカゼインや他の RJ 成分で
ある 450ｋDa タンパク質では誘導されず、ロ
イヤラクチンによってのみ誘導された。また、
女王蜂の幼虫における HR38 の遺伝子発現の
増加は、EGFR の RNAi で抑制された。これ
らの結果から、ミツバチにおいてもロイヤラ
クチンの下流で HR38 の遺伝子発現が誘導さ
れることが明らかとなった。 
 
（５）エクダイソン受容体ファミリーの因子
の女王蜂の発生期間の制御に対する影響：次
に、ミツバチの飼育における HR38 の RNAi
試験を実施した。女王蜂は働き蜂に比べ、体
サイズの増加、発生期間の短縮、卵巣小管の
増加などが見られるが、HR38 の RNAi は女
王蜂での体サイズの増加や卵巣の発達には
影響を与えず、発生期間の短縮のみを抑制し
た。これらの結果から、女王蜂の体サイズが
大きいにも関わらず早く羽化してくるとい
う表現型の誘導には、HR38 が重要な制御因
子として機能していることが示唆された。 
 
（６）ロイヤラクチンの下流で発生期間の制
御に関与する最終候補因子がショウジョウ
バエの発生期間と幼虫期の遺伝子発現に及
ぼす影響：ロイヤラクチンや RJ 培地による
DHR38 の発現誘導は唾液腺で見られたこと
から、唾液腺特異的に DHR38 を過剰発現さ
せた系統（ sgs3>DHR38 ）を作成した。
sgs3>DHR38 は、UAS-DHR38 より７日間の幼
虫 期 間 を 約 １ 日 も 短 縮 し て い た 。
sgs3>DHR38 と UAS-DHR38 の間の遺伝子発



現の違いを DNA マイクロアレイにより解析
した結果、唾液腺でのDHR38の発現により、
tweedle タンパク質ファミリー（8 種類）や
cuticle タンパク質関連因子（8 種類）などの
幼虫の表皮形成に関与する因子、imaginal disc
の形成に関与する因子（6 種類）、larval heart 
development に関与する因子など多数の因子
の遺伝子発現が増加していた。この様に、唾
液腺の DHR38 だけで表皮タンパク質や
imaginal disc 形成因子など幼虫期の変態や器
官形成に関与する多数の因子の発現を誘導
し脱皮を促進させていたいことは、HR38 が
未だ明らかになっていない昆虫の脱皮過程
の上流で鍵因子として機能し、発生期間を制
御していることを示唆している。このような
発生期間或いは脱皮の制御因子はこれまで
報告されておらず、今回が初めてのものとな
る。 
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