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研究成果の概要（和文）： 
より進化したシャクガ科やヒトリガ科などの昆虫は、Ｃ１７～Ｃ２３の直鎖不飽和炭化水素とそのエポキシ

誘導体（タイプⅡフェロモン）を分泌する。それらの体内での生産様式を確証すべく、ヨモギエダシャク

を用いて、エポキシ化酵素ならびにＰＢＡＮの受容体タンパク質に対応する候補遺伝子をフェロモン腺よ

りクローニングした。加えて、アメリカシロヒトリを実験材料に、４成分からなるフェロモンの生合成経

路を実証するとともに、最終段階で働いている酸化酵素の基質特異性を明らかにした。一方、これまでフ

ェロモンの同定例がないアオシャク類からは、12-位に二重結合を含む新規なタイプⅡフェロモン成分の

同定に成功し、生殖隔離に重要な役割を担う分子種の多様性を示す結果が得られた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Lepidopteran female insects in highly evolved groups, such as Geometridae and Arctiidae, secretes a sex 
pheromone composed with C17-C23 polyalkenes and/or their epoxy derivatives.  In order to confirm 
biosynthesis and its endocrinal regulation mechanism, candidates of cDNAs encoding an epoxydase and 
a receptor of PBAN (pheromone biosynthesis activating neuropeptide) were characterized from 
pheromone glands in female moths of the giant looper.  In addition to these cloning experiments, 
biosynthetic pathways of four pheromone components produced by the American white arctiid moth 
were confirmed by application of labeled precursors and examined substrate selectivity of the oxidation 
enzymes working in pheromone glands.  Furthermore, novel pheromone compounds unsaturated at a 
12-position were identified from some species of emerald moths, indicating reproductive isolation was 
established by diversity of chemical communication systems. 
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１．研究開始当初の背景 

地球上に約15 万種もの鱗翅目昆虫が生息し、種の

保存に性フェロモンの多様性が重要な役割を担っ

ている。これまで、世界で600 種を越えるガ類か
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ら性フェロモンが同定され、その約75％はカイコ

のボンビコールやハマキ類が分泌するアセテート

のようなタイプⅠの化合物（Ｃ１０～Ｃ１８で直鎖末

端に官能基を有するもの）である。一方、より進

化したシャクガ科昆虫から、タイプⅡの化合物が

近年多数同定されるようになった。末端官能基を

含まないＣ１７～Ｃ２３の直鎖不飽和炭化水素（ポリ

アルケン）とそのエポキシ誘導体で、約15％を占

めている。 

 タイプⅠの性フェロモンは、腹部末端にあ

るフェロモン腺において、アセチル CoＡよ
り de novo 合成される。生合成経路に加え、
二重結合を導入する不飽和化酵素やアシル

基の還元酵素も同定され、分子レベルでの理

解が深まりつつある。一方、タイプⅡのエポ

キシ性フェロモンは全く異った流れで生産

される。まず、前駆体であるポリアルケンが、

食餌由来のリノレン酸などからエノサイト

あるいは脂肪体で形成され、その後に腹部先

端のフェロモン腺に移動し、そこでエポキシ

化され体外に分泌されることが考えられる

ようになった。しかし、実証された生合成過

程はエポキシ化反応のみで、ポリアルケンの

生成過程は未だ実験的な裏付けがなされて

おらず、酵素レベルでの研究は全く報告され

ていない。 
 ところで、多くのガ類昆虫では、交尾時刻に合

わせてフェロモン量は日周変動する。頭部で感知

された明暗のリズムが、食道下神経節で作られる

ホルモンを介して生合成を制御している。すなわ

ち、フェロモン生合成活性化ペプチド（ＰＢＡＮ）

を介した制御機構が存在し、カイコなどタイプⅠ

のフェロモンを生産する10種ほどの昆虫におい

て、ＰＢＡＮのアミノ酸配列（約30残基）および

それをコードするcＤＮＡが報告されてきた。さ

らにカイコでは、ＰＢＡＮのレセプターも同定さ

れた。一方シャクガでは、本研究者らが、ＰＢＡ

Ｎはエポキシ化反応のような合成ステップを活

性化するのではなく、前駆体のフェロモン腺への

移動を促すという興味深い事実を明らかにし、ま

た38残基からなる新規な構造を決定した。しかし

ながらタイプⅡフェロモンの生合成に関する研

究は大変限られており、総合的に理解しその知見

を害虫防除などへ役立てることが求められる。 

 
２．研究の目的 

 これまでの研究成果を踏まえ、引き続き茶の

重要害虫であるヨモギエダシャクを実験材料に

するとともに、戦後日本に帰化し街路樹等を広く

食害するアメリカシロヒトリにおいて、フェロモ

ン腺やエノサイトなどを用いて下記の事項を追

究することとした。ところで、これまで発見され

ているタイプⅡ性フェロモン化合物は、それがそ

れぞれの種の生殖隔離に重要な役割を担ってお

りながら、昆虫種の多様性を反映しておらず、リ

ノール酸およびリノレン酸をさらに化学修飾し

た化合物の存在も考えられる。ヨモギエダシャク

などで得られた知見が、多くのタイプⅡ性フェロ

モンを分泌する昆虫種でも共通な事項であるか

を検証するために、これまで性フェロモンが報告

されていない昆虫を対象にその性フェロモンの

構造決定を行い、生合成研究の材料とすることも

計画した。具体的には下記の５つの研究目的の下

に、実験を行った。 

[研究１] エポキシ化酵素の同定と機能解

析： 本種の酵素は３-位二重結合のみを

酸化する反応特異性を持つ。本研究により、

特異性の異なる他種のエポキシ化酵素と

の比較研究が可能となる。 

[研究２] ＰＢＡＮレセプターの同定と機能

解析： 本種ＰＢＡＮは特異なフェロモン

生産活性化能を有しており、本研究はその

機構解明の第一歩として位置付けられる。 

[研究３] ポリアルケンの生合成経路の実

証： エノサイトや脂肪体を中心にポリア

ルケンの生産能を検討し、特定した器官を

用いてポリアルケンの生成を実験的に証

明する。 

[研究４]ヒトリガ性フェロモンの生合成経

路と酸化酵素の基質特異性： このヒトリ

ガ科の昆虫は、シャクガが生産するタイプⅡフ

ェロモンとは異なった化合物も分泌する。それ

らフェロモン成分を含め、各成分の混合比が決

定される要因は興味深く、生合成に関わる酵素

群を明確にするとともに、それらの基質特異性

を明らかにする。 

[研究５]アオシャク類の性フェロモンの同

定： シャクガ科はエダシャク亜科、ナミ

シャク亜科など９つの亜科に分類される

大きなグループである。これまでエダシャ

ク類を中心に性フェロモンが同定されて

きた。一方、アオシャク亜科の昆虫は翅が

緑色である共通の特徴を有し、日本に80を

超える種が分布するにもかかわらず、未だ

性フェロモンは報告されておらず、新規な

タイプⅡ性フェロモン成分を分泌している

ことが考えられた。それらの化学構造を解

明することにより、さらにタイプⅡ性フェ



ロモンの生合成の実態が明らかになるこ

とが期待され、沖縄県西表島にて採集した

アオシャク類の性フェロモンを同定する

こととした。 

 

３．研究の方法 

 分子生物学的手法を活用し、機能している

タンパク質のアミノ酸配列を明らかにする。

また、それらの機能解析にはこれまでの研究

過程で得られている性フェロモン関連化合

物、さらには生合成前駆体を活用し、物質レ

ベルでの理解を深める。特にＧＣ-ＭＳなど

の機器分析の十分な裏づけの基に、実験を進

める。 

 

４．研究成果 

4-1. エポキシ化酵素の同定 

 生理活性物質を含む二次代謝産物の生合

成において、特定の二重結合のみをエポキシ

化する酵素の働きは重要である。このような

酵素をコードする遺伝子についての知見が

乏しい中で、植物から脂肪酸合成系に関わる

エポキシ化酵素が、非ヘム型ではあるが不飽

和化酵素との相同性のもとに同定された。こ

のことに注目してプライマーを設計し、ヨモ

ギエダシャクからエポキシ化酵素のクロー

ニングを行い、フェロモン腺に特異的に発現

する遺伝子を同定した。しかし、昆虫細胞で

の発現系にてエポキシ化活性を確認するこ

とがでず、求めるエポキシ化酵素でないと結

論付けた。 

 一方、昆虫の幼若ホルモン（ＪＨ）生合成

に関わるエポキシ化酵素は、チトクロームＰ

450（ＣＹＰ）のグループに属するヘム型タ

ンパク質であることがすでに知られている。

タイプⅡフェロモンの生合成もＣＹＰが関

与していることが十分に考えられた。昆虫か

らもすでに多くのＣＹＰ遺伝子が報告され

ている。その中からエポキシ化反応に関与し

ている可能性の高いものを検索し、特徴的な

保存領域の有無を検討したが、有効なプライ

マーの設計は難しいことが判明した。 

 そこでフェロモン腺からの遺伝子ミニラ

イブラリーを構築すべく、シャクガのフェロ

モン産生細胞内にて強発現している遺伝子

集団を抽出し、ヘム結合領域をコードする

配列を含むクローンを選別後、過剰発現系

にてエポキシ化活性を測定し絞り込みを行

うこととした。特異な構造を有するシャク

ガの腹部８～９節の詳細な観察とエポキシ

化活性の検討から、フェロモン腺は節間膜

の限られた部分に位置することが明らかに

なった。この知見をもとに、フェロモン腺

と他組織とでの発現遺伝子の差を指標にエ

ポキシ化酵素の絞り込みを行いサブトラク

トＰＣＲ法により、十数個の候補遺伝子の

クローニングに成功した。今後、個々の遺

伝子の機能解析を行い最終的に３-位二重

結合のみを選択的に酸化するエポキシ化酵

素の同定を完成させる予定である。 

 

4-2. ＰＢＡＮレセプターの同定 

 新規な構造と機能を有するヨモギエダシ

ャクのＰＢＡＮも、Ｃ-末側にアミド化され

たＦＸＰＲＬモチーフを含み、そのレセプタ

ーも他種のものと比較的高い相同性を有し

ていることが予測された。そこでカイコから

同定されているレセプター遺伝子を参考に

プライマーを設計し、ヨモギエダシャクから

候補遺伝子をクローニングしたところ、ＯＲ

Ｆに７回膜貫通構造を有する435アミノ酸残

基をコードする全長1930 bp のcＤＮＡを得

ることができた。 

 対応するタンパク質のアミノ酸配列はカ

イコガＰＢＡＮ受容体と同様にＣ-末端側配

列が長く、Ｔyr(Ｙ)に基づいたエンドサイト

ーシスモチーフ配列であるＹＸＸＬ配列を

含む。またこの受容体タンパク質は、多種と

比べて25残基も長いＮ-末端配列を有してい

た。現在、アフリカツメガエルを用いた発現

系で機能解析を行い、真のＰＢＡＮ受容タン

パク質であることを実証中である。 

 

4-3. ポリアルケンの生合成経路の追究 

 エポキシ性フェロモンの特徴的な二重結合位置

から、前駆体であるポリアルケンは餌由来のリノ

レン酸やリノール酸（Ｃ１８）を出発原料として、

炭素鎖の伸張、脱炭酸あるいは還元によって合成

されることが予想される。すなわち、ヨモギエダ

シャクのエポキシ成分（Ｃ１９）の前駆体（Ｃ１９ト

リエン）は、リノレン酸から導かれるＣ２０脂肪酸

の脱炭酸によって生成することが考えられた。そ

こでまず、トリエンを生産する組織の特定を行っ

た。クチクラの飽和炭化水素は、エノサイトなど

で生産されることが知られている。フェロモン前

駆体もエノサイトで生合成されることが考えられ

た。エノサイトを含む腹部体表の脂肪酸を分析し

たところ、雌成虫において特異的にＣ２０脂肪酸が



存在することが明らかになった。現時点では、重

水素で標識したＣ２０脂肪酸の脱炭酸をin vivoの

系にて再現できていないが、今後、エノサイトを

摘出し、その培養系を用いて検討する。 
 

4-4. ヒトリにおける性フェロモン生合成 

 アメリカシロヒトリは性フェロモンとし

て、Ｃ１８の２つのアルデヒド［9,12-ジエニル

アルデヒド(I)と 9,12,15-トリエニルアルデ

ヒド(II)］、およびＣ２１の２つのエポキシ化合
物［9,10-エポキシジエン(III)と 9,10-エポキ
シトリエン(IV)］をフェロモン成分として分
泌する。いずれも、植物由来のリノール酸や

リノレン酸を生合成の原料とするタイプⅡ

フェロモン成分である。明暗のリズムに同調

し各成分量は変化するが、混合比はほぼ一定

で、約５:４:10:２である。 

（a） アルデヒド成分 Iおよび IIの生合成経
路について 13Ｃ標識体を用いて解明した。10

μg/μl の濃度に調整したＤＭＳＯ溶液をフ

ェロモン腺へ塗布し、その 20 時間後に抽出

しＧＣ-ＭＳでの分析を行ったところ、 
13Ｃ１８標識-アルコールは対応するトリエニ

ルアルデヒド成分(II)へ確実に変換した。一
方、13Ｃ１８標識-リノレン酸の塗布では、塗布

後の時間に関わらず変換は全く認められな

いことから、アルデヒド成分の生産の最終段

階にはアルコール酸化酵素が関与している

ことが判明した。 

（ｂ） アルコール酸化酵素の基質特異性を

探るべく、Ｃ１９のジエニルおよびトリエニル

アルコール、Ｃ１８のモノエニルおよび飽和ア

ルコールをフェロモン腺に塗布し、対応する

アルデヒドへの変換を調べた。その結果、酸

化酵素は炭素数や不飽和結合の有無に関わ

らず、アルデヒドへの変換を行うことが明ら

かになった。 

（ｃ） エポキシ成分の生合成の最終スッテ

ップを確認するために、Ｃ２１のトリエンの重

水素標識体を合成した。フェロモン腺へ塗布

したところ、９-位の二重結合のみが選択的

に酸化され、エポキシジエン(III)へと変換さ
れることが確認でき、最終ステップはフェロ

モン腺で進行していることが示された。また、

フェロモン腺への塗布に比べ腹腔内への注

射で、また注射後 20 時間のインキュベーシ

ョンにおいて、最大な変換量が認められた。

シャクガと同様にヒトリガでもトリエン前

駆体はフェロモン腺ではなく、他の器官（エ

ノサイト）で生産され、その後、体液を通し

てフェロモン腺に移動することが実証され

た。 

（ｄ） エポキシ化酵素の基質特異性を探る

べく、Ｃ１８～Ｃ２３のトリエン、Ｃ２１のジエン

およびモノエンをフェロモン腺に塗布する

とともに、腹腔内に注射し、その後フェロモ

ン腺に存在するエポキシ化合物をＧＣ-ＭＳ

にて分析した。その結果、いずれの不飽和炭

化水素の９-位二重結合は酸化され、対応す

る 9,10-エポキシ化物へと変換することから、

基質特異性は低いことが明らかになった。こ

の結果から、本種の性フェロモンの構築には、

前駆体であるＣ21のトリエンやテトラエンが

混合比を含めて正確に生合成されているこ

とが前提となっていることが判明した。ただ

し、モノエンのエポキシ化は他に比べ有意に

劣っていた。エポキシ化酵素は９-位二重結

合を１-位メチル側からの位置で認識し、３-

位と６-位二重結合の欠如したモノエン化合

物ではかなり分子の立体構造が異なること

が考えられた。 

（e） フェロモン前駆体が体液中のタンパ

ク質であるリポホリンによりフェロモン腺

に輸送されることを、雌成虫の体液を分析す

ることにより確かめた。エポキシジエン(III)
に対応するトリエンとエポキシトリエン(IV)
に対応するテトラエンは約 10:２の割合で含

まれたおり、この値は IIIと IVの存在比と一
致していることから、両者の割合はエノサイ

トでの生合成の結果がもとらしていること

がわかった。 

 

4-5. アオシャク類の性フェロモンの同定 

 性フェロモンに刺激された雄蛾の触角は

微弱な電位差を生じ、それは触覚電位（ＥＡ

Ｇ）として記録される。ＥＡＧを検出器とし

たＧＣ分析（ＧＣ-ＥＡＤ）によって、ヘリ

グロヒメアオシャク雌成虫のフェロモン腺

抽出物に２つの活性成分（A1、A2）が存在
することが明らかになった。当初 A1 の構造
は決定できなかったが、A2はＧＣ-ＭＳ分析
において m/z 248 のＭ+を示しＣ１８のトリエン

化合物であることが判明した。ただし既知の

マススペクトルと異なることから、新規化合

物であることが考えられた。このトリエンは

他の多くのタイプⅡフェロモンと同様にリ

ノール酸から生合成されると仮定すると、６

-位と９-位の(Z)-体二重結合にさらに 1つ二



重結合が加わった構造が予想され、抽出物を

ジイミド還元したところ、２つのモノエン化

合物のみが検出された。合成標品との比較か

ら、(Z)-6-octadecene と(Z)-9-octadecene

が２：１の割合で生成したことを確認でき、

A2 は 対 称 性 の あ る (Z,Z,Z)-6,9,12- 

octadecatriene（Z6,Z9,Z12-18:H）と結論付

けた。このトリエンを合成し誘引試験を実施

したところ、少数ながら雌成虫の誘引を認め

ることができた。 

 同様の方法で、サキシマツバメアオシャク

のフェロモン腺抽出物の分析を行なった。２

つの活性成分（B1、B2）が認められ、B2は
m/z 274 のＭ+からＣ２０のテトラエンであるこ

とが考えられたが、既知のスペクトルとは一

致せず、やはり新規化合物であることが判明

した。このテトラエンはリノレン酸から生合

成されると仮定すると、３-位、６-位、９-

位の(Z)-体二重結合にさらに１つ二重結合

が加わった構造が予想された。(Z,Z,Z,Z)- 

3,6,9,12-icosatetraene（Z3,Z6,Z9,Z12- 

20:H）を合成したところ、B2と同一のＧＣ-
ＭＳデータを示した。抽出物を用いてジイミ

ド還元を試みたが、生成したモノエンを完全

に分離できず、12-位の幾何異性は決定でき

なかった。そこで 12-位のみが(E)-体の化合

物（Z3,Z6,Z9,E12-20:H）も合成し誘引試験

を実施した結果、Z3,Z6,Z9,Z12-20:H のみに

誘引活性が認められ、B2の 12-位の二重結合
は(Z)-体であると結論付けた。 

 加えて別の２種のアオシャクからも、

(Z,Z,Z)-6,9,12-トリエンが検出された。さ

らに、合成したＣ１７～Ｃ２０の 6,9,12-トリエ

ンと 3,6,9,12-テトラエンを用いたランダム

スクリーニング試験を八王子市で実施し、現

在までに数種のアオシャク類の誘引を認め

るに至っており、12-位の二重結合は多くの

アオシャク類の性フェロモンに共通な化学

構造上の特徴であることが明らかになった。

加えて、A1と B1は(E,E)-α-farnesene であ
ることを明らかすることに成功した。 
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