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研究成果の概要（和文）：　幼若ホルモン（JH）の変態抑制作用は，昆虫に普遍的かつ特徴的な生理作用であ
り，昆虫の繁栄に大きく貢献した要因の１つであることから，学術的な興味は元より創農薬の有望なターゲット
として注目されている．近年，標的細胞内でのJHシグナル経路が明らかになりつつあるが，JH生合成器官である
アラタ体での生合成制御機構に関しては未だ不明な点が多い．本研究では，アラタ体で特異的に発現する転写因
子（dead ringer，Dri）を発見し，Driによる新たなJH生合成の分子制御機構を解明した．

研究成果の概要（英文）：　The metamorphosis-suppressing action of juvenile hormone (JH) is a 
universal and characteristic physiological action in insects and is one of the factors that have 
contributed greatly to their prosperity. Therefore, JH is attracting attention not only for its 
academic interest but also as a promising target for pesticide discovery. Recently, JH signaling 
pathways in target cells have been elucidated, but the regulatory mechanism of JH biosynthesis in 
the corpora allata (CA), the biosynthetic organ of JH, remains unclear. In this study, we identified
 a transcription factor (dead ringer, Dri) that is expressed specifically in the CA and elucidated a
 novel molecular mechanism of JH biosynthesis by Dri.

研究分野： 昆虫生理・分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　JHは脱皮・変態の他に，休眠・卵成熟・相変異・カースト分化等の昆虫の生理現象に関わることから，Driに
よるJH生合成の分子制御機構は，JHが関わる多岐の生理現象の解明に派生すると考えられる．また，Driについ
てさらに詳しく解析を進めることで，将来的に薬剤や遺伝子工学技術を使って，害虫や益虫の発育をコントロー
ルする技術開発に期待できる．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
幼若ホルモン（juvenile hormone，JH）は，幼虫期

に盛んに合成される昆虫固有のホルモンで，幼虫が早
熟して蛹や成虫に変態するのを抑える作用を有する
（変態抑制作用）．JHの変態抑制作用は，昆虫に普遍
的かつ特徴的な生理作用で，昆虫の繁栄に大きく貢献
した要因の１つであることから，学術的な興味は元よ
り創農薬の有望なターゲットとして注目されている． 
JH は，脳から派生するアラタ体と呼ばれる，たった

0.1mm ほどしかない非常に小さな器官で合成され，昆
虫の全身で引き起こされる変態イベントを抑制し，幼
虫から幼虫への脱皮を引き起こす（図１）．外科的に
未熟な幼虫からアラタ体を除去すると，体内から JH
がなくなり，幼虫期が短縮されて小さな蛹へと変態す
る（早熟変態，図１）．標的細胞内における JH の受容から遺伝子発現に至る分子作用メカニズム
は，近年急速に明らかにされてきた一方で，アラタ体における JH 生合成の分子制御メカニズム
に関しては，未だ不明な点が多い． 
JH 生合成は，生物で広く見られる前期経路（メバロ

ン酸経路）と，昆虫特異的な後期経路を介して行われ
る（図２）．前期経路に関わる JH 生合成酵素遺伝子群
は全て明らかにされているが，後期経路に関わる遺伝
子は半数以上が未だ特定されていない．特定されてい
る既知 JH 生合成酵素遺伝子はアラタ体特異的に発現
していることが知られているが，これらの酵素遺伝子
の組織特異的発現や発育ステージごとの発現制御機
構も未だ謎が多い．そこで本研究では，JH生合成を制
御する未同定因子の単離と機能解析を行うことで，
「アラタ体での JH 生合成が分子レベルでどのように
制御されているか？」という学術的「問い」に迫った． 
 
２．研究の目的 
本研究では，アラタ体における JH生合成の分子制御機構を解明するために，まず RNA-seq 解

析によりアラタ体で特異的に発現する転写因子をリスト化した．リスト化した転写因子に関し
て，RNAi スクリーニングとレスキュー実験を行い，JH 生合成を制御する転写因子（JH 
biosynthetic transcription factor，JHB-TF）を絞り込んだ．絞り込んだ JHB-TF について，
様々な昆虫種（カイコ，ショウジョウバエ，コクヌストモドキ，キボシカミキリ等）の優れた研
究ツール（遺伝子情報，遺伝子組換え，ゲノム編集，RNAi，培養細胞系等）を駆使して詳細な機
能解析を行い，新たな JH生合成の制御機構の解明を行った． 
 
３．研究の方法 
（１）JHB-TF 候補遺伝子の探索と選抜 
JH 生合成を制御する新たな因子を探索するために，カイコ（約 1000 個体）からアラタ体と他

の組織を摘出し，RNA-seq 解析によりアラタ体で特異的に発現する転写因子をリスト化した．ま
た，リスト化した転写因子についてコクヌストモドキを用いて RNAi を行い，早熟変態を指標に
JHB-TF 遺伝子のスクリーニングを行った．さらに，RNAi 後に JHアナログ（JHA，メソプレン）
を塗布し，早熟変態がレスキューされるか検証した． 
 

（２）キボシカミキリを用いた JHB-TF の機能解析 
コクヌストモドキは小さい昆虫のため RNAi スクリーニングには適しているが、その後の機能

解析（アラタ体の摘出実験等）には不向きである．そこで，コクヌストモドキよりも何倍も大き
く，RNAi が有効なキボシカミキリを用いて JHB-TF の機能解析を行った．まず，JHB-TF の RNAi
とレスキュー実験を行い，コクヌストモドキと同様の phenotype が得られるか検証した．続い
て，JHB-TF の RNAi 処理した幼虫からアラタ体を摘出し，SMART-seq により JHB-TF の標的遺伝子
を網羅的に探索し，定量 PCR で再検証した．また，既知の JH生合成制御因子と JHB-TF の関係を
明らかにするために，RNAi による phenotype 観察や定量 PCR 等の逆遺伝学的な解析を行った．
さらに，ショウジョウバエのエキソントラップ系統を用いて，ショウジョウバエにおける JHB-
TF の発現解析も行った． 
 
（３）カイコのゲノム編集を用いた JHB-TF の機能解析 
JHB-TF のノックアウトカイコを作出するために，CRISPR Direct を用いて sgRNA を設計した．

sgRNA および Cas9 タンパク質をそれぞれ 75μg/μL および 0.75μg/μL の濃度に調製し，カイ

図１．JH の作用 
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図２．JH 生合成経路の制御機構 



コ（pnd w-1）の卵に注射してノックアウト系統を作出した．ノックアウトホモ個体は，ヘテロ
の雄雌を交配して得た．カイコ胚については，固定後にヨウ化プロピジウムで染色し，蛍光実体
顕微鏡を用いて観察した． 
 
４．研究成果 
（１）JHB-TF 候補遺伝子の探索 
RNA-seq 解析により JHB-TF を網羅的に探索した．カイコのアラタ体で高発現し，他の組織で

はほとんど発現しない遺伝子をリストアップしたところ，37 個のヒット遺伝子が得られた．37
個の遺伝子から転写因子だけを選抜すると，3つの JHB-TF 候補遺伝子（TF1-3）に絞り込まれた．
選抜した 3 つの遺伝子について定量 PCR で発現量を調査したところ，アラタ体で特異的に発現
していることが再確認された．NCBIのBLAST検索により，TF1（XM_012694453），TF2（NP_001037341），
TF3（XP_021206392）は，それぞれ T-Box transcription factor 20（TBX20），Deformed（Dfd），
Dead ringer［Dri，別名 retained（retn）］のオーソログであることが明らかになった． 
 

（２）JHB-TF の特定 
（１）で見出した 3つの遺伝子について，コク

ヌストモドキを用いて RNAi を行い，phenotype
を観察した．TBX20 と Dfd の RNAi では，ネガテ
ィブコントロール（MalE）と同様に 7～8齢から
蛹化したが，Dri は 6 齢からの早熟変態が確認さ
れ，ミニチュアサイズの完全な蛹に変態した（図
３）．Dri の RNAi による早熟変態が JH titer の
減少に起因するかどうかを調べるため，Dri の
RNAi 後に JHA を処理し，レスキュー実験を行っ
た．その結果，溶媒のアセトンのみ（ネガティブ
コントロール）では主に 6 齢からの早熟変態を
示したが，JHA を処理すると早熟変態が抑制さ
れ，大部分の個体が 7齢幼虫に脱皮した．以上の
ように，Dri の RNAi により早熟変態が誘導され，またその早熟変態は JHA によってレスキュー
されることから，Dri が JHB-TF として機能することが示唆された． 
 

（３）Dri 標的遺伝子の網羅的解析 
Dri の機能をさらに詳しく調査するために，キ

ボシカミキリを用いて解析を行った．ネガティ
ブコントロールとして EGFP の RNAi をしたキボ
シカミキリの幼虫は，主に 5 齢または 6 齢から
蛹に変態した．一方，Dri の RNAi では 4 齢期に
変態が早まり，小型の蛹になる（図４A）．蛹の体
重は，Dri の RNAi 処理では各幼虫期で大きな差
はなく，Dri の RNAi 個体の体重は EGFP-RNAi 個
体に比べて約 1/4 に減少した．また，Dri の RNAi
処理した幼虫に JHA を処理すると，4齢幼虫期の
早熟変態がレスキューされ，すべての幼虫が 5齢
幼虫に脱皮した．Dri の RNAi によりキボシカミ
キリおいても早熟変態が誘導され，JHA 処理によ
ってレスキューされたことから，Dri は標的細胞
内における JHシグナル経路よりも上流で機能す
ることが明らかになった． 
Dri の RNAi をした幼虫のアラタ体サンプルを

用いて Smart-seq を行い，遺伝子発現を網羅的に
解析した．Volcano plot に示したように，RNAi
によって Dri の発現量の低下が確認され，それ
に伴い複数の JH生合成酵素遺伝子の発現が低下
した（図４B）．以上のことから，Dri はアラタ体
における複数の JH生合成酵素遺伝子の発現を制
御していることが明らかになった． 
 

（４）Dri と既知 JH生合成制御因子の関係 
これまでの先行研究から，ショウジョウバエやフタホシコオロギのアラタ体では，Dpp を介し

た TGF-βシグナルが JHAMT（JH acid methyltransferase，JH 生合成の律速酵素）の発現を誘導
することで，JH生合成を制御することが報告されている．そこで，キボシカミキリにおける Dri，
TGF-β，JHAMT の関係について RNAi を用いて逆遺伝学的に調査した．Dri の RNAi によって JHAMT
の発現を劇的に低下させたが，TGF-βシグナルに関与する 2つの因子（Dpp と Mad）の発現には

図３．Dri の RNAi によって早熟変態したコ
クヌストモドキ 

図４．（A）Dri の RNAi によって早熟変態し
たキボシカミキリ．（B）Dri の RNAi による
アラタ体での遺伝子発現変動． 
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影響を及ぼさなかった．一方，Dpp および Mad の RNAi では，それら自身の発現は RNAi によって
著しく抑制されたが，DriおよびJHAMTの発現量には変化が見られなかった．これらのことから，
Dri による JH 生合成の制御は TGF-βシグ
ナルとは異なる制御経路であることが示
唆された． 
また，POU ドメインを有する転写因子で

あ る Ventral veins lacking 
(Vvl)/Drifter は，コクヌストモドキにお
いて JHAMT の発現を誘導することで JH 生
合成を制御することが報告されている．そ
こで，TGF-βシグナルと同様に Dri および
Vvl の発現レベルを調査した．Dri の RNAi
は Vvl の発現を有意に低下させたが，Vvl
の RNAi では Dri の発現は低下しなかった
（図５A）．先述したように，Dri はアラタ
体において複数の JH 生合成酵素遺伝子の
発現を制御しており，ごく最近の先行研究
において，Vvl のカイコオーソログである
POU-M2がJH生合成酵素遺伝子の転写を直
接制御することが報告されている．そこ
で，Dri と Vvl の RNAi 後に JH 生合成酵素
遺伝子の発現を調査した結果，FPPS を除
く JH 生合成酵素遺伝子の発現低下が観察
された（図７B）．これらのことから，Dri
は Vvl の上流で複数の JH 生合成酵素遺伝
子の発現をアップレギュレートしている
ことが明らかになった（図５C）． 
また，ショウジョウバエの幼虫を使っ

て，Dri の発現を組織別に定量 PCR で調査した．その結果，Dri の発現が環状腺で高発現してい
た（図５D）．ショウジョウバエの環状腺は，前胸腺とアラタ体から構成されているため，前胸腺
とアラタ体のどちらで発現しているか Dri のエクソントラップラインを用いて調査した．Dri-
Gal4/UAS-Tomato の幼虫を蛍光観察したところ，Dri の転写産物はアラタ体で特異的に発現して
いることが明らかになった（図５D）．したがって，Dri のアラタ体での高発現はカイコやショウ
ジョウバエでも観察されたことから，Dri による JH 生合成酵素遺伝子の制御は多くの昆虫で保
存されている可能性が示唆された（図５C）． 
 

（５）ゲノム編集による JHB-TF の機能解析 
ゲノム編集を使って Dri のノックア

ウトカイコを作製し，Driの機能解析を
行った．これまでの先行研究から，JH
生合成および JH シグナル伝達経路に
関わる遺伝子をノックアウトしたカイ
コは，早熟変態が誘導されることが報
告されている．また，通常，野生型の卵
は孵化の 3-4 日前に色素沈着するが，
未受精卵や異常な卵は発生が進まず色
素沈着しない．Driのノックアウトホモ
の卵を観察したところ，色素沈着が確
認されず，胚性致死を引き起こすこと
が明らかになった． 
Dri 変異体の胚形態を詳細に調べるため，卵を経時的に解剖し，胚をヨウ化プロピジウムで染

色して観察した．1日目には，正常な胚のみが観察されたが，2日目には胚が凝集したような異
常胚が確認された．さらに，3日目も Dri 変異体の異常胚は凝集したままであった．以上の結果
から，Dri 変異体は，1日目から 2日目にかけて異常な胚発生が起き，最終的に胚致死に至るこ
とが明らかになった． 
通常，我々が用いた飼育条件では，産卵後から孵化まで約 12 日間かかる．しかし，Dri 欠損

変異体は，胚が 1〜2 日目に凝集してしまう異常な発生が観察された（図６）．タバコススメガの
胚期における JH タイターやカイコの胚期における JH 生合成酵素遺伝子の発現プロファイルか
ら，カイコの胚における JH タイターは 4日目から上昇すると推定されている．これらのことか
ら，胚発生初期において Dri は，JH 生合成とは異なる重要な役割を果たすことが示唆された． 
 

（６）まとめと今後 
本研究により，Dri が複数の JH 生合成遺伝子のアラタ体特異的かつ恒常的な発現を正に制御

図５．（A）Dri と Vvl との関係．（B）Dri と Vvl
の RNAi による JH生合成酵素遺伝子の変動．（C）
Dri による JH生合成の制御機構（JHBEs：JH 生合
成酵素遺伝子群）．（D）ショウジョウバエ幼虫に
おける Dri の発現（CA：アラタ体）． 
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図６．産卵後 2日目に Dri ノックアウトカイコは胚
が凝集して胚性致死に至る． 



し，JH 生合成のマスターレギュレーターとして機能していることが明らかになった．また Dri
は，胚期に JH 生合成とは異なる重要な機能を有していることが明らかになった．これまでの先
行研究から，Dri が主に胚発生に関与していることや，構造生物学的な解析が 10 報ほど報告さ
れているのみであり，2005 年を最後に Dri に関する新たな知見は全くない．本研究は，Dri の新
しい重要な機能を解明することに成功し，昆虫に特徴的な JH 生合成の制御機構の一端を明らか
にすることができた．今後は，Dri の機能解析をさらに進め，Dri が関わる JH 生合成と胚発生の
全容解明にチャレンジして行きたい． 
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