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研究成果の概要（和文）：カイガラムシのオスは翅を持つ成虫へ変態するが、メスは幼形成熟を遂げる。本研究
はカイガラムシの性決定・性分化メカニズムを解明すると共に、性特異的形質の発達におけるホルモンの役割を
調べることを目的とした。その結果、他種昆虫で成虫形態形成への関与が知られる転写因子E93が、カイガラム
シではオス特異的に発現することを見出した。このE93の転写調節領域の塩基配列を解読したところ、JH初期応
答遺伝子Kruppel homolog 1の結合配列および性決定因子doublesex結合配列が確認された。従って、内分泌シグ
ナリングと性決定・性分化グナリングの間にクロストークの存在することが強く示唆された。

研究成果の概要（英文）：Scale insects have evolved extreme sexual dimorphism, as demonstrated by 
juvenile-like (or neotenic) females and winged males. This study aimed to elucidate the mechanism of
 sexual determination/differentiation in scale insects, as well as hormonal regulation of sexual 
dimorphic metamorphosis. We revealed that an adult specifier E93 is expressed exclusively in male 
metamorphosis, while female development proceeds with near absence of E93. Sequence analysis of the 
5’ regulatory region of E93 identified the presence of Kruppel homolog 1 binding site as well as 
doublesex binding site. These results indicated a crosstalk between hormonal cascade and sexual 
determination/differentiation cascade.

研究分野：昆虫生理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
昆虫の性特異的形質の発達におけるホルモンの役割に関しては、昆虫全般を見渡してもほとんど研究例がなく、
本研究は強いインパクトを与える先駆的なものである。また本研究の成果は、カイガラムシの特殊な変態がどの
ように進化したかという謎の解明につながるものであり、生物学における学術的な意義が極めて大きい。さら
に、本研究で得られた知見を利用すれば、世界的な農業害虫であるカイガラムシ類のホルモン作用をかく乱する
ことで致死効果をもたらすような新規殺虫剤の開発が可能になると考えられ、将来的には植物保護に大きく貢献
すると期待できる。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
カイガラムシはカメムシ目カイガラムシ上科に属する昆虫の総称であり、その多くが果樹な

どに口吻を刺して吸汁する害虫である。カイガラムシはゴキブリなどと同様に、蛹期がなく幼
虫から成虫へと成長する「不完全変態」と分類されているが、オスは幼虫から擬蛹と呼ばれる
時期を経て有翅成虫へ変態する一方、メスは幼虫から翅のない成虫へと幼形成熟を遂げる。こ
のようにカイガラムシは後胚発生において顕著な性的二型を示す。 
一般的に昆虫の性決定および性分化では、性決定遺伝子 doublesex (dsx) が雌雄で異なった

選択的スプライシングを受け、性特異的な遺伝子群の発現を制御する。一部の昆虫種では dsx
のスプライシングを制御する遺伝子 transformer (tra) の存在が知られている。カイガラムシ
は雌雄共に受精卵から発生するが、オスでは paternal genome eliminationという現象によっ
て父親由来のゲノムが不活性化され、母親由来のゲノムのみから遺伝子の発現が起こる。しか
しそれに引き続く性決定シグナリング経路は不明である。 
昆虫の変態は脱皮ホルモンと幼若ホルモン (JH) によって制御される。ホルモンで制御され

る転写因子のうち、JH初期応答遺伝子である Krüppel homolog 1 (Kr-h1), 翅形成を誘導する
broad, 成虫の形態形成を誘導する E93 が、変態における鍵因子として注目されている。しか
し、カイガラムシの特殊な発育様式を制御する内分泌機構は不明であった。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、カイガラムシの性決定・性分化メカニズムを解明すると共に、性特異的形質の

発達におけるホルモンの役割を詳細に調べることを目的とした。その具体的な内容は、以下の
通りである。 

(1) フジコナカイガラムシの性決定・性分化メカニズムの解明 
性決定に関わる主要因子である dsxの発現解析および機能解析を行い、性決定・性分化シグ
ナリングの中枢部分を明らかにする。 

(2) フジコナカイガラムシの性特異的形質の発達におけるホルモンの役割 
ホルモンで発現制御される３転写因子 (Kr-h1, broad, E93) が、性特異的形質の発達（特に
オスの翅形成）に関与するか検証する。また、雌雄でホルモン濃度が異なっているかどうか
を機器分析により確認する。性決定遺伝子をノックダウンした場合における、３転写因子 
(Kr-h1, broad, E93) の発現への影響を調べ、性決定・性分化シグナリングと内分泌シグナ
リングの関連を調べる。 
 

 
３．研究の方法 
【性決定遺伝子の単離および発現解析】 フジコナカイガラムシにおいて性決定遺伝子 dsx の

cDNA単離を行い、発育に伴う発現プロファイルを定量 RT-PCRまたは半定量 RT-PCRによ
り調べた。 

 
【ホルモンの定量】 フジコナカイガラムシ 2齢若虫を多数集めて磨砕し、LC/MS/MS により

JHおよび脱皮ホルモンの定量を試みた。 
 
【遺伝子ノックダウンおよびノックアウトの実験系確立】 二本鎖 RNAの注射により遺伝子ノ
ックダウンを引き起こす RNAi 法を試み、注射に用いる個体の発育段階や二本鎖 RNA 濃度
について条件検討を行った。また、ゲノム編集により遺伝子ノックアウトを実施することを
念頭に、実験条件の検討を行った。 

 
【ホルモンにより発現制御される転写因子の発現解析】 他種昆虫においてホルモンで発現制御
されることが知られている転写因子 (Kr-h1, broad, E93) について、定量 RT-PCR法により
発現解析を行った。 

 
【内分泌シグナリング因子の網羅的解析】 フジコナカイガラムシで内分泌シグナリングに関わ
る因子を新たに同定することを目的として、JH様活性物質処理後のオス個体および未処理の
オス個体におけるトランスクリプトーム解析を行い、JH様活性物質により発現が誘導または
抑制される遺伝子を探索した。 

 
【ホルモンにより発現制御される転写因子 E93 の転写調節機構解明】 カイガラムシのオス特
異的に発現する転写因子 E93に関して、フジコナカイガラムシと近縁でありゲノム情報が入
手可能なミカンコナカイガラムシを対象として、転写調節領域の配列解読を実施した。この
転写調節領域内で、転写因子結合配列を探索した。 



 
 
４．研究成果 
【性決定遺伝子の単離および発現解析】 性決定遺伝子 dsx の cDNA 単離を行い、アイソフォ
ームを複数同定した。また発育に伴う発現プロファイルを定量または半定量の RT-PCRによ
り調べたところ、性特異的に発現するアイソフォームの存在が確認された。また、オスと比
較して JH濃度の低いメス 3齢若虫に JH様活性物質を投与したところ、dsxの発現が誘導さ
れたことから、dsxの転写が JHによる制御を受けていることが示唆された。 

 
【JH の定量および濃度変動解明】 フジコナカイガラムシ 2 齢若虫を多数集めて磨砕し、

LC/MS/MS により JH 定量を試みた。その結果、他種昆虫で知られているような JH 分子種
である JH IIIおよび JH skipped bisepoxideは検出されなかった。この原因として、フジコ
ナカイガラムシ体内の JH 分子種の化学構造が他種昆虫とは異なっていること、また体内に
含まれる夾雑物の影響により JH の抽出・定量が困難であること、が示唆された。それに代
わる方法として、発育に伴う JH生合成酵素遺伝子の発現変動を雌雄別に調査し、JH濃度の
変動を予測した。 

 
【脱皮ホルモンの定量および濃度変動解明】 フジコナカイガラムシ若虫を多数集めて磨砕し、

LC/MS/MSによって脱皮ホルモン検出を試みた。最初の試行では、脱皮ホルモン類（他種昆
虫で知られている ecdysoneや 20-hydroxyecdysone）が検出可能であるという予備的結果を
得ていたが、それ以降は脱皮ホルモン類を検出することができなかった。これは夾雑物の影
響によるものと考えており、今後は虫体からのサンプル調製方法の検討が必要であると考え
ている。それに代わる方法として、発育に伴う脱皮ホルモン生合成酵素遺伝子の発現変動を
雌雄別に調査し、脱皮ホルモン濃度の変動を予測した。 

 
【遺伝子ノックダウンの実験系確立】 二本鎖 RNA の注射によりノックダウンを引き起こす

RNAi法を試みた。注射に用いる昆虫の発育段階や二本鎖 RNA濃度について条件検討を重ね
たが、今のところ効果的なノックダウンは確認されていない。二本鎖 RNAを摂食させる実験
も試行したものの、こちらも成功には至っていない。 

 
【遺伝子ノックアウトの実験系確立】 CRISPR-Cas9システムなどのゲノム編集技術により遺
伝子ノックアウトを実施することを目指して、フジコナカイガラムシ胚へのマイクロインジ
ェクションについて検討を行った。胚発生のごく初期（blastoderm stage以前）にガイド RNA
等を注射する必要があるが、フジコナカイガラムシでは卵がメス成虫の体外へ産下される時
点では既にこの時期を過ぎて胚発生が進行していることが判明した。よって、メス成虫を解
剖して卵を取り出し、ガイド RNA等を注射した後に、孵化するまで in vitroで培養する必要
があると考えた。そこでメス成虫を解剖して取り出した卵の培養を試みたが、ほとんど孵化
しなかった。このように、現時点ではフジコナカイガラムシで CRISPR-Cas9 システムを実
施するのは技術的に困難だと考えている。 

 
【ホルモンにより発現制御される転写因子の発現解析】 他種昆虫においてホルモンにより発現
制御されることが知られている転写因子 broad の各アイソフォームについて発現解析を行い、
複数のアイソフォームのうち転写が JHに応答するものを特定した。JH初期応答遺伝子であ
る Kr-h1についても発現解析を行ったところ、外部形態の性的二型が顕著になる 2齢若虫終
盤ではメスよりもオスで高く発現していたことから、この時期の JH 濃度はオスの方が高い
ことが示唆された。また、他種昆虫で成虫形態形成に関わることが知られる転写因子 E93が、
カイガラムシではオス特異的に発現することを見出した。 

 
【JH シグナリング因子の網羅的解析】 フジコナカイガラムシで JH シグナリングに関わる因
子を新たに同定することを目的として、JH様活性物質処理後の個体および未処理の個体にお
けるトランスクリプトーム解析を行い、JH 様活性物質処理によって発現が誘導または抑制
される転写物を複数見出した。その中から、gene ontology (GO) として「蛹期」、「変態」、「性
的二型」、あるいは「翅形成」への関与が推定されるものを選び出した。これらの因子につい
て、発育に伴う発現変動を定量 RT-PCRにより明らかにした上で、各因子の機能について考
察した。 

 
【ホルモンにより発現制御される転写因子 E93 の転写調節機構解明】 上記のように、他種昆
虫で成虫形態形成に関わることが知られる転写因子 E93が、カイガラムシではオス特異的に
発現することを見出した。フジコナカイガラムシと近縁でありゲノム情報が入手可能なミカ
ンコナカイガラムシを対象として、E93の転写調節領域の配列解読を進めた。約 6 kbの領域
について配列解読が終了し、この領域内に JH 初期応答遺伝子 Kr-h1 の結合配列を確認でき
た。また、レポーターアッセイを行うためのコンストラクト作成が終了した。 



 
【性特異的形質の発達におけるシグナリング経路の解明】 フジコナカイガラムシの性特異的形
質の発達において、JH シグナリングに関わる複数の転写因子に加えて、性決定遺伝子 dsx
も関与することが想定される。そこで、上記 E93の転写調節領域内で転写因子結合配列を探
索したところ、dsx結合配列の候補配列を同定することができた。よって、JHシグナリング
と性決定シグナリングの間のクロストークが改めて示唆された。 
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