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研究成果の概要（和文）：アワヨトウを用い遺伝的選抜によって群生相様黒色系統を作出した。この選抜黒色系
統と非選抜系統の幼虫の生理的諸特性を比較した。選抜系統は非選抜系統に比べ熱ストレス感受性が高いことが
分かった。その要因を明らかにすべく、両系統幼虫の体液中活性酸素種濃度を測定した。選抜系統は非選抜系統
よりもストレスの有無に拘らず高い値を示した。さらに、抗酸化酵素（catalaseやSOD）活性を測定した結果、
両酵素活性とも非選抜系統で高い事が分かった。また、酵素活性の差がその遺伝子発現レベルの差に因る事も確
認した。両系統の交配実験によりストレス耐性は母性遺伝する事、さらに、抗酸化酵素遺伝子発現の重要性が明
らかになった。

研究成果の概要（英文）：The armyworm Mythimna separata has two larval phenotypes depending on 
rearing densities, a black-colored gregarious type and pale solitary type. We developed a 
black-colored (BL) strain by repeating genetic selection in our laboratory.  BL strain larvae was 
found to be more sensitive to heat stress compared to non-selected control (CTL) strain. Hemolymph 
reactive oxygen species (ROS) levels were higher in BL strain than in CTL strain before and after 
heat stress. Activities of antioxidant enzymes, catalase and superoxide dismutase (SOD), increased 
in the fat body of CTL strain larvae after heat treatment but not in CTL strain. The differences in 
these antioxidant enzyme activities were  due to differences in expression levels of these enzyme 
genes. The stress resistance similar to CTL strain larvae was confirmed in the offspring between CTL
 females and BL males. Expression levels of antioxidant enzyme genes of the former offspring were 
found to be similar to those of CTL strain.

研究分野： 昆虫生理・生化学
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１．研究開始当初の背景 
 
動物、特に昆虫では、生息環境の変化に伴っ
て同一種の個体間でも形態・色彩・行動など
の著しい差異が出現することが知られてい
る。こうした現象は相変異と呼ばれる。例え
ば、普段は飛ばない孤独相のワタリバッタが、
大発生すると体色や体型を大きく変えて群
生相となり群飛し大移動する現象は良く知
られた代表例である。すなわち、これは個体
密度の増加に伴う相変異と言える。形態や行
動は大きく変化する相変異であるが、果たし
て生理的特性にどの程度の影響を及ぼして
いるかについては必ずしも十分に研究がな
されていないのが現状である。そこで、本研
究では、バッタに類似した個体密度依存的な
相変異が知られているアワヨトウに着目し、
遺伝的な選抜によって高密度個体群様系統
を作出した。この遺伝的選抜系統と非選抜系
統の各個体を用いて生理的諸特性を比較す
ることによって、相変異が昆虫個体の生理レ
ベルへ及ぼす影響とその背景について分子
レベルでの一連の解析を遂行した。 
 
２．研究の目的 
 
アワヨトウ幼虫では、幼虫期の飼育密度条
件による相変異が知られ、それは体色変化
に現れる。低密度下に飼育された個体表皮
は白っぽく、対して、高密度飼育した場合
には黒色傾向が強くなる。我々は、通常の
（中程度密度での）継代飼育中に現れる黒
っぽい幼虫個体の選抜を 200世代以上に渡
って繰り返し黒色系統を確立した（図 1）。 

 
得られた黒色系統幼虫は飼育密度に因らず
黒色外皮を維持する。こうして得られた選抜
系統と非選抜系統に熱ストレスを与えたと
ころ、意外にも、黒色選抜系統幼虫は高感受
性を示すことが分かった。 そこで、本研究
では、まず、両系統の生理的諸特性を調べ、
さらに、上記のストレス感受性の差異を産む
主要因を明らかにすることを目的とした。ま
た、予備的な遺伝的解析によって、この選抜
によるストレス高感受性が母性遺伝するこ
とを確認した。したがって、親世代と F1 世
代における生化学的な比較分析を行うこと
によって、ストレス感受性とミトコンドリア

との関連性についても考察を加えたい。 
 
３．研究の方法 
 
先行研究によって得られた選抜黒色系統の
幼虫発育速度、成虫寿命、産卵数などの諸性
質を計測し、両系統の基礎的な生理特性を把
握した。 
 次に、以下のように、熱ストレス感受性に
ついて調べた。 
１）与える熱ストレスの温度と時間を変化さ
せることによって、様々な熱ストレス条件下
での両系統幼虫の生存率を測定した。こうし
た緻密なストレス実験によって、両系統の熱
ストレスへの感受性の差異を明確にした。 
２）両系統幼虫の体液中の活性酸素種
(reactive oxygen species (ROS))と抗酸化活
性 を 測 定 し た 。 前 者 は 、 基 質 と し て
dichlorofluorescin を用い、ROS によって生産
される dichlorofluorescein の蛍光を Ex/Em = 
485nm/530 nm で 測 定 し た 。 後 者 は 、
2,2’-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6- 
sulfonic acid)を基質に用いる ABTS 法によっ
て測定した。 
３）両系統幼虫の抗酸化酵素, catalase と
superoxide dismutase (SOD), 活性を種々の時
間の熱ストレスを与えた幼虫の脂肪体で測
定した。前者は McCord and Fridovich の方法
1、後者は Johansson & Borg の方法 2 に沿って測
定した。 
1 McCord, J. M. and Fridovich, I. (1969) J. Biol. 
Chem. 244, 6049 6055 
2 Johansson, L.H. and Borg, L.A.H. Anal. 
Biochem. 174, 331-336 (1988). 
４） 両系統の catalase, SOD1, SOD2 遺伝子の
発現レベルを種々の時間の熱ストレスを与え
た幼虫脂肪体でリアルタイム PCR によって定量
測定を行った。測定は、Light-Cycler 1.3 
instrument (Roche Applied Science)により、以下
の PCR プライマーを用いた：catalase, 
AAAGGAGCTGGAGCTTT & 
TGGTGGTGGTGGTGGT; SOD1, 
TGGCTGCATGTCGTC & 
AGATCATCGGCATCGG; SOD2, 
ATCTTCTGGCAGAACC & 
CGTTCTTGTACTGCAG; rp49, 
TGACAAACTCAAGCGTAACTGGCG & 
TTGCGGAAACCATTGGGCAG. 
５） 非選抜系統と選抜黒色系統のオス・メスをそ
れぞれ組み合わせて交配し、F1 世代を得た。こ
の世代の幼虫に熱ストレスを与えて、そのストレ
ス耐性を観察すると共に、ストレス付与後の幼虫
脂肪体における、catalase, SOD1, SOD2 遺伝子
発現レベルをリアルタイム PCR によって定量した。
これらの結果と、親世代の遺伝子発現レベルを
比較することによって考察を加えた。 
 
４．研究成果 



 
１）アワヨトウ非選抜及び選抜黒色系統幼虫
の熱ストレス耐性 
非選抜系統と選抜黒色系統の終齢１日目幼
虫に 41oC から 45oC の各種温度の熱ストレス
を１時間与え、２４時間後の生存率を測定し
た結果が下図となる。50%致死となる温度は、
非選抜と選抜系統がそれぞれ 42.8oC と
43.9oC となり、約 1oC の違いがあることが明
らかになった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

２）非選抜及び選抜黒色系統幼虫の体液中の
ROS 濃度と抗酸化活性の測定 
アワヨトウ両系統幼虫の体液中ROS濃度を測
定した結果、熱ストレスを負荷しない幼虫に
おいても選抜系統は非選抜系統の約1.5倍高
い濃度であり、43oC/1h の熱ストレス供与後
２時間ではその差が約3.5倍に広がっている
ことが明らかになった（下図）。 

 
 アワヨトウ幼虫選抜・非選抜系統幼虫の体
液中抗酸化活性についても測定を行った。そ
の結果、熱ストレス非負荷条件下では両系統
に明瞭な差は見られないものの、熱ストレス
後１〜２時間にかけて非選抜系統では抗酸
化活性が有意に上昇することが分かった。一
方、選抜系統ではそうした活性上昇は見られ
ず、むしろ、やや減少傾向を示すことが明ら
かになった。 
 
３）非選抜及び選抜黒色系統幼虫の脂肪体の

抗酸化酵素活性の測定 
熱ストレス非負荷及びストレス負荷後の両
系統幼虫脂肪体の SOD 活性と catalase 活性
を測定した。その結果、熱ストレス非負荷時
の脂肪体SOD活性は非選抜系統が有意に高く、
さらに、ストレス後、徐々に上昇することが
分かった（下左図）。一方、catalase 活性は、
非ストレス条件下で選抜、非選抜両系統に有
意差は見られなかったものの、熱ストレス後、 
非選抜系統では顕著な上昇が観察されたが、
選抜系統ではそうした活性上昇はなかった
（下右図）。 
 

 
４）非選抜及び選抜黒色系統幼虫の脂肪体の
抗酸化酵素遺伝子の発現の測定 
熱ストレス非負荷及びストレス負荷後の両
系統幼虫脂肪体における SOD1, SOD2 と
catalase 遺伝子発現レベルを測定した。SOD
１遺伝子発現は、非ストレス条件、ストレス
後とも非選抜系統で有意に高く、さらに、ス
トレス後の上昇も検出された。選抜系統では、
ストレス後の上昇も見られなかった。SOD2 遺
伝子発現も非ストレス条件、ストレス後、共
に非選抜系統が約３倍高い発現レベルを維
持したが、ストレス後の発現上昇は両系統に
おいても見られなかった。Catalase 遺伝子発
現については、熱ストレス非負荷条件下では、
選抜、非選抜両系統で有意な差は見られなか
ったが、ストレス後の発現レベルは、非選抜
系統で上昇が見られたが、選抜系統では検出
されなかった。 
５）非選抜系統と選抜黒色系統の交配実験 
非選抜系統、選抜系統の雌雄をそれぞれ交配
して得られた F1 世代の熱ストレス耐性を測
定した結果、非選抜雌 x 選抜雄の F1 は非選
抜雄 x 選抜雌の F1 よりも有意に高い耐性を
示すことが明らかになった（下図）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 F1 世代における幼虫脂肪体での抗酸化酵
素 SOD1, SOD2, catalase 遺伝子の発現レベ
ルを非ストレス条件と熱ストレス後２時間
で測定した結果、非選抜雌 x選抜雄の遺伝子
発現レベルは非選抜系統の親世代の遺伝子
発現レベルに近く、中でも SOD2 の発現レベ
ルの傾向が最も似たものであることが明ら
かになった。一方、非選抜雄 x選抜雌の遺伝
子発現レベルは、選抜系統の親世代に近い傾
向が見られた（下図）。 

 以上の結果、ストレス耐性が母性遺伝する
こと、また、母性遺伝によって高いストレス
耐性を有する F1世代の SOD2 遺伝子発現レベ
ルが親世代のそれに近いことが明らかにな
った。SOD2 はミトコンドリア局在性で知られ
ている抗酸化酵素であることは、ストレス耐
性が一種の遺伝形質としてミトコンドリア
を介して子孫に伝播する可能性を示唆した
結果と解釈できる。 
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