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研究成果の概要（和文）：  
 昆虫の成長過程において重要な脱皮・変態現象の制御機構を明らかにする目的で、脱皮ホル

モン（エクジソン）の生合成酵素の同定ならびに生合成を調節する神経ペプチドおよびその受

容体の同定を行った。その結果、新たに 1つの生合成酵素候補、2つの神経ペプチド、1つの神

経ペプチド受容体を明らかにした。さらに、それぞれの生合成酵素遺伝子の発現が異なる神経

ペプチドによって正または負の調節を受けていることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 To elucidate the mechanism of molting and metamorphosis in insect's growth process, 
we tried to identify the biosynthetic enzymes of the molting hormone, ecdysone, the 
neuropeptides which controlled biosynthetic rate of ecdysone and their receptor. As a 
result, one candidate of biosynthetic enzyme, two neuropeptides and one neuropeptide 
receptor were identified. In addition, it was found that each enzyme gene expression 
was positively or negatively controlled by different neuropeptides. 
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１．研究開始当初の背景 
 昆虫はその成長の過程で変態を行うこ

とにより、高い摂食能力をもつ幼虫期と、

長距離移動や生殖に適した成虫期を明確

に分けることにより、効率的な生存戦略

をもち繁栄を図っている。また、幼虫期

においては、摂食により成長する時期と、

さらなる成長が可能な外骨格（表皮）を

形成する脱皮期を繰り返すことにより、

それぞれの種に適した大きさまで成長す

ることを可能にしている。つまり、体内

外の環境情報をもとに脱皮・変態の時期

が厳密に制御されることによって、昆虫

の正常な成長が可能になると考えられる。

我々は、昆虫の脱皮・変態の内分泌制御

機構の解明を目指して、主にカイコを用

いて研究を進めてきた。なかでも、脱皮・

変態制御において中枢的な働きを担う、

脱皮ホルモン（エクジソン）分泌器官で

ある前胸腺に注目し、エクジソン生合成

および分泌を調節する神経ペプチド類の

同定を精力的に進め、分泌を促進する前

胸腺刺激ホルモン（PTTH）を 1986 年に

世界に先駆けて単離・構造決定すること

に成功した。また、PTTHとは逆に前胸腺

のエクジソン生合成を抑制する前胸腺抑

制ペプチド（PTSP）、ミオサプレッシン、

FMRF アミド関連ペプチドを最近次々と

単離・構造決定した。特に、FMRF アミ

ド関連ペプチドは、これまで考えられて

いた内分泌的な機構とは異なり、神経投

射を介して直接前胸腺へ運ばれエクジソ

ン分泌を抑制していることが分かり、前

胸腺のエクジソン分泌調節機構に新たな

視点を与えるものとして注目されている。

また、これら抑制因子は、単独で前胸腺

のエクジソン分泌を抑制するだけではな

く、PTTHによる分泌促進活性をほぼ完全

に抑えることも分かってきた。これらの

結果から、前胸腺におけるエクジソン生

合成は、従来から考えられていた PTTH

による正の制御のみならず、他の神経ペ

プチド類による負の制御が重要であるこ

と、さらに、複数の神経ペプチドによっ

て多重に調節を受けることで、エクジソ

ン分泌が厳密にコントロールされ、脱

皮・変態の時期が決定されていることを

示している。 

 一方、神経ペプチドによるエクジソン分

泌調節とともに、エクジソン生合成酵素の

解明は古くから興味がもたれていた。しか

しながら前胸腺が極めて小さな器官である

ためにその分子的実体については長い間不

明であった。ところが、2002年以降、ショ

ウジョウバエの突然変異系統（ハロウィン

ミュータントと総称される）の原因遺伝子

の解析から、Gilbertと O’Connerらのグルー

プによって、エクジソン生合成を担う最終 3

段階の生合成酵素（いずれもシトクローム

P450モノオキシゲナーゼ、CYPと略す）が

明らかにされた。一方、我々の研究グルー

プでは、カイコを材料に、エクジソン生合

成器官である前胸腺に特異的に、かつエク

ジソン生合成が盛んな時期に発現が上昇す

る遺伝子の探索をカイコを用いて進めてき

た。その結果、ほぼ同時期に、同じエクジ

ソン生合成の最終 3段階のCYP類を明らか

にした。また、これら 3種類の CYP以外に

も、前胸腺で特異的に発現している

neverlandと命名した電子伝達系に関わる新

規遺伝子の同定に成功している。neverland 

RNAi 個体の脱皮不全は、エクジソンや 7-



デヒドロコレステロールを摂食させること

によって回復されることから、Neverlandは

コレステロールから 7-デヒドロエクジソン

への変換を担う生合成酵素である可能性が

高いと予想している。また、前胸腺の短期

培養系を用いた実験から最終 3 段階の生合

成酵素のうち、CYP302A1（disembodied）の

発現のみ PTTH によって誘導されることが

明らかになったことから、PTTHをはじめと

する神経ペプチド類によって特定のエクジ

ソン生合成酵素遺伝子の発現が制御される

ことにより、エクジソン分泌量が時期特異

的に厳密に調節されていることが予想され

る。 

 
２．研究の目的 
 これまで得られた研究成果や知見を基

盤に、昆虫の個体発育において重要な脱

皮・変態のタイミング（エクジソン分泌）

を制御している内分泌機構の解明に迫る

ために、本研究では以下の 4 点に焦点を

絞り、研究を行った。 

（1） 未だ明らかとなっていない3 種類の

エ ク ジ ソ ン 生 合 成 酵 素 候 補

（Neverlandならびに 2種類の CYP）

の基質決定。 

（2） 新規エクジソン生合成酵素の同定お

よびエクジソン生合成経路の解明。 

（3） 新規神経ペプチドおよびその受容体

の同定。 

（4） 神経ペプチドによる生合成酵素遺伝

子類の発現調節機構の解明。 

 本研究を遂行することで、哺乳類のステ

ロイドホルモン研究にも大きなインパクト

を与える新しいメカニズムの発見にも繋が

ることを期待した。 

 
３．研究の方法 
（1）エクジステロイド類の LC-MS および

LC-MS/MS微量同定・定量法の確立 

 前胸腺内のエクジステロイドを同定し、定

量するために、ステロイドを誘導体化後

LC-MS（イオン化に ESI法）を用いて、また、

誘導体化を行わず LC-MS/MS（イオン化に

APCI 法）を用いて分析法の開発・改良を行

った。 

（2）Neverlandの基質決定 

 生合成酵素と考えられるNeverland がコレ

ステロールから7-デヒドロコレステロールへ

の変換を担うこと酵素であるか否かを明ら

かにするため、Neverland遺伝子を導入したシ

ョウジョウバエ S2 培養細胞を用いた変換実

験および上記誘導体化後の LC-MS 分析法に

より解析した。 

（3）新規生合成酵素遺伝子の探索と同定 

 カイコ前胸腺EST データベースの中から

新規シトクローム P450を見いだし、組織別、

時期別発現解析を行った。また、この P450

遺伝子をショウジョウバエ S2 培養細胞に導

入し、変換実験および LC-MS により分析し

た。 

（4）新規神経ペプチドおよび受容体の同定 

 前胸腺刺激活性ならびに抑制活性のある

ペプチドの探索を主に合成ペプチドを用い

て行った。 

 一方、ショウジョウバエ神経ペプチド受容

体と考えられている GPCR の配列をもとに、

カイコ神経ペプチドGPCR受容体をゲノム情

報から探索した。 

 また、前胸腺抑制ペプチド（PTSP）受容体

の探索を行った。 

（5）神経ペプチド類によるエクジソン生合

成酵素の発現調節 

 エクジソン生合成酵素である4種類のシト

クローム P450（spook、phantom、disembodied、

shadow）について、前胸腺刺激ホルモン

（PTTH）、RFアミド関連ペプチドによる転



写調節を定量 PCRで調べた。 

（6）ヨトウガエクジソン生合成酵素のクロ

ーニング 

 エクジソン生合成と休眠の関係を明らか

にするため、エクジソン生合成酵素である 4

種類のシトクローム P450（spook、phantom、

disembodied、shadow）と Neverlandについて、

ヨトウガからの遺伝子クローニングを試み

た。 
 
４．研究成果 

（1）エクジステロイド類の LC-MS/MS 微量

同定・定量法の確立 

 エクジソン生合成のコレステロールから

エクジソンまでのエクジステロイド類につ

いて LC-MS/MSを用いた微量分析・定量系の

確立を目指した。まず、ステロイド類をコレ

ステロールオキシダーゼによる酸化、引き続

き Girard Pヒドラゾン誘導体化を行い、ESI

イオン化法を用いた LC-MS分析法を試みた。

その結果、コレステロールならびに 7-デヒド

ロコレステロールについては定量的に誘導

体が得られ、次に述べる Neverland がコレス

テロールから-デヒドロコレステロールへの

変換を担うことを示すことができた。しかし、

他のステロイドについては誘導体化が定量

的にいかないなど定量解析には不向きであ

ることが明らかとなった。そこで、新たに導

入されたQ-TRAP型LC-MS/MS装置を用いて

ステロイド類をそのまま APCI イオン化法を

用いて分析することを試みた。その結果、コ

レステロールからエクジソンまで全ての合

成中間体を定量的に分析できることが分か

った。さらに、前胸腺からの抽出法について

も様々な条件を検討し、最終的に酢酸エチ

ル：水の比率を 4:1 にすることでほぼ定量的

に抽出できることが分かった。この抽出法な

らびに LC-MS/MS（APCI 法）を用いて前胸

腺に含まれるステロイド類を分析したとこ

ろ、主要ステロイドはコレステロールと 7-デ

ヒドロコレステロールであり、7−デヒドロコ

レステロールの量は前胸腺あたり発育に伴

った変動がほとんどないことが分かった。こ

のことは前胸腺に 7−デヒドロコレステロー

ルを積極的に蓄積する機構があることを示

唆しており、今後研究を進める予定である。 

（2）Neverlandの基質決定 

 生合成酵素と考えられるNeverland が担う

触媒段階を生化学的に明らかにするため、シ

ョウジョウバエ S2培養細胞にNeverland遺伝

子を導入し、培地中にコレステロールなどの

基質を加え、変換実験を行った。分析には（1）

で確立した LC-MS（ESI法）を用いた。その

結果、カイコおよびショウジョウバエのいず

れの Neverlandもコレステロールから 7−デヒ

ドロコレステロールへの変換を担うことが

明らかになった。 

（3）新規生合成酵素候補遺伝子の探索と同

定 

 ESTデータベースから新たに見いだした生

合成酵素と考えられるシトクローム P450（ク

ローン名：fprWP21_E15）のカイコにおける

発現解析を行い、他の生合成酵素と同様に前

胸腺特異的、かつエクジソン生合成の高い時

期に発現量が高まることを見いだした。この

P450遺伝子をショウジョウバエ S2培養細胞

に導入し、様々なエクジステロイド化合物の

変換実験および LC-MS により分析したが、

今のところ基質分子を見いだすには至って

いない。また、同様に CYP307a1（Spook）を

S2培養細胞に導入し、様々なエクジステロイ

ド化合物の変換実験を行ったが、基質候補を

決定することはできなかった。 

 一方、次世代シーケンサーを用いて脳と比

較して前胸腺に高発現している生合成候補

遺伝子の探索を行った。その結果、新たに 3

種類のシトクローム P450遺伝子を同定した。



これらのシトクローム P450 がエクジソン生

合成酵素であるかどうかについて研究を継

続している。 

（4）新規神経ペプチドおよび受容体の同定 

 休眠ホルモン受容体（Gタンパク質共役受

容体）のカイコ組織別発現解析を行っている

過程で前胸腺に高発現していることを見い

だした。そこで、休眠ホルモンをはじめとす

る FXPRL アミドペプチドの前胸腺のエクジ

ステロイド合成に対する影響を調べた。その

結果、休眠ホルモンをはじめ FXPRL アミド

ペプチドが 5齢後期の前胸腺に対してエクジ

ソン分泌促進活性があることを見いだした。

また、前胸腺刺激活性をもつ神経ペプチドと

してオルコキニンを同定した。さらにオルコ

キニンが神経軸索を介して前胸腺に直接輸

送されていることを見いだした（雑誌論文 8）。 

 さらに、前胸腺のエクジソン生合成を抑制

する前胸腺抑制ペプチド受容体がこれまで

Sex peptide受容体と考えられていたGPCRで

あることを明らかにした。 

 一方、前胸腺に発現している神経ペプチド

受容体を網羅的に明らかにすることを目的

に、ショウジョウバエの神経ペプチド受容体

と考えられている GPCRの配列をもとに、カ

イコ神経ペプチドGPCR受容体をゲノム情報

から探索した。さらに 5’-および 3’-RACE に

より全長を決定するとともに、組織別（12組

織）および時期別（5 齢摂食期および 5 齢眠

期）の発現解析を定量 PCRで行った。その結

果、47種類の GPCRの全長配列を決定すると

ともに、その発現組織を同定した。これらの

うち多くの受容体はいずれもオーファン受

容体であり、今後リガンドの同定など機能解

析を進めていく予定である。 

（5）エクジソン生合成酵素である 4 種類の

シトクローム P450（ spook、 phantom、

disembodied、shadow）について、前胸腺刺激

ホルモン（PTTH）、RFアミド関連ペプチド

による転写調節を調べたところ、PTTH によ

って disembodiedの転写が強く、spookおよび

phantom の発現が弱く促進されることが明ら

かになった。一方、エクジソン分泌を抑制す

る RF アミド関連ペプチドを添加することで

phantom の発現が強く、spook と disembodied

が弱く抑制された。また、PTTH によって促

進された phantom 遺伝子の発現促進は、RF

アミド関連ペプチドによってほぼ完全に押

さえられた。このことから神経ペプチドによ

るエクジソン生合成調節は、様々なステップ

の生合成酵素遺伝子が複数の神経ペプチド

によって発現調節されることによることが

示された。 

（6）ヨトウガエクジソン生合成酵素のクロ

ーニング 

 エクジソン生合成と休眠の関係を明らか

にするため、エクジソン生合成酵素である 4

種類のシトクローム P450（spook、phantom、

disembodied、shadow）と Neverlandについて、

ヨトウガからの遺伝子クローニングを試み

た。その結果、それぞれの部分配列を得るこ

とに成功した。 
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