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研究成果の概要（和文）：　幼若ホルモン（JH）は，幼虫の成虫化を抑えるホルモンとして知られている．近
年，E93遺伝子が成虫化決定遺伝子として機能し，その発現はJHによって抑制されることが報告されたが，その
分子メカニズムは明らかにされていなかった．本研究では，培養細胞系を用いて，JHによるE93の抑制に関わる
シスおよびトランス因子を特定し，JHによる成虫化抑制分子メカニズムを解明した．

研究成果の概要（英文）：Juvenile hormone (JH) represses precocious metamorphosis of larval to adult 
transitions. Ecdysone-induced protein 93F (E93) functions as an adult specifier gene in the 
pupal-adult transition. JH is known to repress E93 expression to prevent immature larvae from 
bypassing the pupal stage and progressing to precocious adult development; however, the molecular 
mechanism underlying JH-mediated E93 repression remains unknown. Here, I identified a cis- and 
tran-element concerning the repression, and demonstrated molecular mechanism underlying juvenile 
hormone-mediated repression of precocious larval-adult metamorphosis.

研究分野： 昆虫生理学・生化学・分子生物学
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図１ PE93_レポーターを使用したレポー
ターアッセイによるKr-h1の E93発現抑制
効果．―：対象区，20E：エクダイソン処
理区，JHA：JH 処理区，20E+JHA：エクダイ
ソンと JHの同時処理区． 

図２ レポーターアッセイ及び ChIP-seq
から特定した Kr-h1 の結合配列（KBS）．灰
色の網掛けは，保存性が高い DNA 塩基を示
す． 

図３ 幼若ホルモンによる成虫化抑制の
分子メカニズム． 

１．研究開始当初の背景 
幼若ホルモン（JH）は，昆虫の脱皮・変態

の過程において，幼虫の蛹化および成虫化を
抑えるホルモンとして知られている．これま
で私は，JH シグナル経路の中核と JH による
蛹化決定遺伝子（BR-C 遺伝子）の抑制分子メ
カニズムを明らかにしてきた．2014 年（本研
究課題申請前年）に，E93 遺伝子が成虫化決
定遺伝子として初めて特定されたが，JH によ
る E93の抑制分子メカニズムは明らかにされ
ていなかった． 
 

２．研究の目的 
本研究では，カイコ培養細胞系を用いて，

JHによるE93遺伝子の抑制に関するシスおよ
びトランス因子を同定し，その知見に基づい
て JH による E93 遺伝子の抑制分子メカニズ
ムを解明する． 
 

３．研究の方法 
カイコ培養細胞を用いたレポーターアッ

セイ，RNAi，強制発現により，JHによる E93
の抑制に関わるシス因子及びトランス因子
を特定する．また，ChIP-seq 及びゲルシフト
アッセイによりトランス因子のシス因子へ
の結合を生化学的に証明する． 
 
４．研究成果 
カイコの皮膚をホルモン入りの培地で組

織培養すると，成虫化決定遺伝子 E93 がエク
ダイソンで誘導され，JHによってその誘導が
抑制される．また，カイコ培養細胞でも同様
の結果が得られた．そこで，培養細胞に E93
の上流域を連結したレポーター（PE93_レポー
ター）を導入してホルモンによる応答を調べ
たところ，エクダイソン依存的にレポーター
が活性化され，JHによってその活性が抑制さ
れた．また，Kr-h1 の RNAi を行ったところ，
JH による抑制効果がなくなることから，E93
の JH による抑制に Kr-h1 が関与しているこ
とが示唆された（図１）． 
 

 
次に E93 のエクダイソンによる誘導と，JH

による抑制に関与しているシス因子の特定

を試みた．E93 の上流域を眺めると，エクダ
イソン応答配列（ecdysone response element，
EcRE）と BR-C から特定した Kr-h1 の結合配
列（Kr-h1 binding site，KBS）と相同性の
高い配列が，転写開始点から約 2kb 上流に隣
接して見出された．PE93_レポーターから EcRE
様配列を抜くと，エクダイソン依存的なレポ
ーター活性がなくなり，KBS 様配列を抜くと，
JH による抑制効果が見事になくなった．別の
アプローチとして，Kr-h1 の ChIP-seq を行っ
たところ，E93 の KBS 様配列付近に enrich す
るピークが見られた．また，ChIP-seq の結果
をもとにモチーフ解析を行った結果，BR-C と
E93 の KBS と相同性の高いコンセンサス配列
（TGACCTNNNNYAAC）が得られた（図２）．さ
らに，ゲルシフトアッセイにより，Kr-h1 の
KBS への結合を生化学的に証明することがで
きた． 

 

 
以上の結果から，①終齢幼虫後期の JH が

Kr-h1 を誘導し，②誘導された Kr-h1 が成虫
化決定遺伝子 E93 の上流に結合し，③結合し
た Kr-h1 が E93 の転写を抑制することで，幼
虫の早熟成虫化（幼虫が蛹期を飛ばして直接
成虫になってしまう現象）を抑制しているこ
とが明らかになった（図３）． 

 

 
続いて，Kr-h1 による転写抑制の分子メカ

ニズムを解析した．EcRE と KBS が非常に隣接
しているため（28base），「Kr-h1 が KBS に結
合すると，物理的にエクダイソン受容体
（EcR）が EcRE に結合できなくなるのではな
いか？」と考えた．この仮説を検証するため
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図４ Kr-h1 保存アミノ酸配列（CtCD）の
E93 発現抑制効果．―：対象区，20E：エク
ダイソン処理区，JHA：JH 処理区，20E+JHA：
エクダイソンと JH の同時処理区． 

に，EcRE と KBS を含んだプローブを使ってゲ
ルシフトアッセイを行ったが，予想に反して
EcR の EcRE への結合が阻害されなかった．次
の仮説として，「Kr-h1 に相互作用するコリプ
レッサーが，転写を抑制しているのではない
か？」と考えた．コリプレッサーとして，ヒ
ストン脱アセチル化に関わる Groucho（Gro）
や C-terminal binding protein（CtBP）が挙
げられる．Gro は WRPW モチーフを持つ転写因
子と，CtBP は PXDLS モチーフを持つ転写因子
と相互作用し，ヒストンの脱アセチル化に関
わるタンパク質群と複合体を形成して，転写
を抑制する．Kr-h1 には，どちらのモチーフ
も見受けられず，また RNAi や two-hybrid 
assay でもこれらのコリプレサーの関与を示
すデータが得られなかった．Kr-h1 は全体の
6 割以上がジンクフィンガードメインを占め，
残りのアミノ酸配列にはほとんど相同性が
ない．しかし，Kr-h1 の C 末端には，保存さ
れ た ６ ア ミ ノ 酸 領 域 が ２ ヶ 所 あ る
（C-terminal conversed domain，CtCD）．興
味深いことに，この CtCDを deletion すると，
Kr-h1 による抑制効果がなくなることから，
この配列が転写抑制に関わる重要な配列で
あることが示唆された（図４）． 
 

 
現在，CtCD の詳細な機能解析を進めており，

今後Kr-h1の抑制メカニズムの全容を解明し
て行く． 
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