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研究成果の概要（和文）：研究代表者らはこれまでに、ミツバチの脳高次中枢であるキノコ体を構成するケニヨ
ン細胞サブタイプの種類が、祖先型の形質をもち、単独性/植食性のハバチでは1種類、単独性/寄生性の有錐類
では2種類、営巣性の有剣類では3種類と、ハチ目昆虫の行動進化に相関して増加したことを報告し、ハチ目昆虫
ではケニヨン細胞サブタイプの種類の増加が行動進化の神経基盤となった可能性を示唆した。本研究課題ではハ
チ目昆虫におけるケニヨン細胞サブタイプの進化動態を初めて解明すると共に、新規なケニヨン細胞サブタイプ
が生じる分子基盤として、エクダイソン情報伝達系に働く転写因子群が再動員され、固有な標的遺伝子をもつ可
能性を提唱した。

研究成果の概要（英文）：We have previously reported that the number of Kenyon cell subtypes that 
constitute the mushroom bodies, a higher brain center of the honey bees, increased from 1 type in 
solitary/phytophagous sawflies that have ancestral traits, to 2 types in solitary/parasitic Apocrita
 species, and to 3 types in nidificating/social Aculeate species, in correlation with the behavioral
 evolution in hymenopteran insects, suggesting that the increase in the number of Kenyon cell 
subtypes may have served as a neural basis for behavioral evolution in hymenopteran insects. In this
 research project, we elucidated for the first time the evolutionary dynamics of the Kenyon cell 
subtypes that constitute the mushroom bodies of hymenopteran insects and proposed the possibility 
that transcription factors that function in the ecdysone signaling pathway are remobilized to have 
unique target genes as the molecular basis for the generation of new Kenyon cell subtypes.

研究分野：生物科学

キーワード： ミツバチ　ハバチ　ハチ目昆虫　キノコ体　ケニヨン細胞　エクダイソン情報伝達系　進化動態　ゲノ
ム編集

  ４版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ハチ目昆虫ではミツバチなどの営巣性/社会性の種類（有剣類）が良く知られているが、単独性（ハバチなど）
や寄生性の種類（有錐類）も存在し、多様な行動様式を示す種類を含む分類群である。加えて、ハチ目昆虫は哺
乳類に比べ小さく簡単な構造の脳をもつため、行動進化の基盤となった神経機構の進化を調べる上で有用であ
る。ヒトを含む高等動物の脳では高次脳機能は大脳新皮質の各領野に分配されているが、こうした脳機能局在の
生理的意義とその進化の分子神経基盤はほとんど不明である。本研究で得られた知見は、ハチ目のみならず動物
一般の高次脳機能の進化の理解にも寄与し得る、学術的に重要な研究成果と考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

ハチ目昆虫ではミツバチやアシナガバチ、スズメバチ、アリなどの営巣性/社会性の種類（有剣

類）が良く知られているが、単独性（ハバチ亜目、有錐類、有剣類の一部）や寄生性の種類（有

錐類）も存在し、多様な行動様式を示す種類を含む分類群である。加えて、ハチ目昆虫は哺乳類

に比べ小さく簡単な構造の脳をもつため、行動進化の基盤となった神経機構の進化を調べる上

で有用である。研究代表者らは 2013 年に、ミツバチの脳高次中枢であるキノコ体が、従来考え

られてきた「大型」と「小型」に加えて、機能未知遺伝子 mKast を選択的に発現する「中間型」

の、3種類のクラス Iケニヨン細胞サブタイプで構成されることを見出した [1-3]。さらに 2017

年には、ハチ目昆虫では、ケニヨン細胞サブタイプの種類が、祖先型の形質をもち、単独性/植

食性のハバチでは 1種類、単独性/寄生性の有錐類では 2種類、営巣性の有剣類では 3種類と、

ハチ目昆虫の行動進化に相関して増加したことを報告した [4]。このことは、ハチ目昆虫ではケ

ニヨン細胞サブタイプの種類の増加が行動進化の神経基盤となった可能性を示唆している。 

 

２．研究の目的 

本研究課題では、ハチ目昆虫の行動進化の神経基盤を理解するために、「有剣類（ミツバチ）に

存在する 3 種類のケニヨン細胞サブタイプはどのような行動や脳機能に関連し、ハチ目昆虫の

中でどのように進化してきたか」という学術的「問い」を設定した。そして、この「問い」を解

明するため、次の 3つの研究項目を設けた。(1) ミツバチキノコ体において、ケニヨン細胞サブ

タイプ選択的に発現する転写因子の標的遺伝子をクロマチン免疫沈降法（ChIP）-seq 解析によ

り同定し、各サブタイプ固有な転写調節機構を解析する。(2) ハバチの 1種類と、有錐類の 2種

類のキノコ体のケニヨン細胞サブタイプが、ミツバチの 3 種類のサブタイプのどれに対応する

かを解明する。(3) 申請者らが世界で初めて確立したミツバチにおけるゲノム編集技術 [5-7]

を活用し、mKastホモ欠失変異体働きバチを作出し、行動や脳機能への影響を調べる。 

 

３．研究の方法 

(1) ミツバチ成虫脳における、エクダイソン関連転写因子Mblk-1とEcRの標的遺伝子の同定 

セイヨウミツバチ（Apis mellifera L.）は理学部 2号館で飼育しているものを用いた。研究代

表者らは以前にミツバチ Mblk-1 リコンビナントタンパク質を用いて抗 Mblk-1 抗体を作成して

いる。今回、同様にして抗 EcR 抗体を得た。ChIP-seq解析は本専攻、角谷徹仁教授（Mblk-1 と

EcR）、藤泰子助教（Mblk-1）、大矢恵代特任助教（EcR）との共同研究として行い、ライブラリー

作成とシーケンシングを行っていただいた。Mblk-1 の転写活性化能の解析は、HEK293T細胞を用

いたルシフェラーゼアッセイを用いて行った。Mblk-1 発現細胞の遺伝子発現解析は、データベ

ースから既報のミツバチキノコ体のシングルセル RNA（scRNA）-seq データを取得して再解析す

ることで行った。EcR発現細胞における遺伝子発現解析は、研究代表者らが実施したミツバチ視

葉（昆虫脳の一次視覚中枢）の scRNA-seq解析のデータを用いて行った。 

(2) ハバチのケニヨン細胞とミツバチの 3種類のケニヨン細胞サブタイプの比較解析 
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カブラハバチ（Athalia rosae ）は、共同研究者の畠山正統博士（農研機構）からご供与いた

だいたものを当研究室で飼育して用いた。ハバチ脳でケニヨン細胞選択的に発現する遺伝子

については、他の脳領域よりキノコ体で強く発現する遺伝子を RNA-seq解析により同定した。

ミツバチ脳で各ケニヨン細胞選択的に発現する遺伝子については、データベースから取得し

た全脳の scRNA-seq データを再解析し、各サブタイプ選択的に発現する遺伝子を同定した。カ

ブラハバチのケニヨン細胞と、ミツバチの各ケニヨン細胞サブタイプ間で選択的に発現する

one-to-one オーソログを比較し、遺伝子発現プロファイルの類似度を算出した。カブラハバ

チの嗅覚-口吻伸展反射連合学習系については、カブラハバチが砂糖水に嗜好性を示さず、触

角に繰り返し触れると擬死状態に陥ることから、従来法で連合学習系を確立することは困難

であったが、「カブラハバチは生得的にクサギの葉を好む」との畠山博士からのアドバイスに

基づき、無条件刺激としては砂糖水の代わりにクサギの葉の抽出液を用い、触角の代わりに口

器感覚器官 palpに触れることで、当研究室で確立した。カブラハバチの RNAiは畠山博士から

ご教示いただき、当研究室で実施した。 

(3) ゲノム編集による mKast ホモ欠失変異体働きバチの作出と、行動と脳機能への影響の解析 

研究代表者らは 2018年にゲノム編集技術を用いて、mKast についてヘテロ欠失変異体女王バチ

と欠失変異体雄バチを作出している [6]。本研究課題では前報で提案した作出手順に従って、ヘ

テロ欠失変異体女王バチを欠失変異体雄バチの精子を用いて人工授精することにより、ホモ欠

失変異体働きバチを作出した。 

 

４．研究成果 

(1) ミツバチ成虫脳における、エクダイソン関連転写因子Mblk-1とEcRの標的遺伝子の同定 

ミツバチ成虫脳では、エクダイソン受容体（EcR ）やMblk1-/E93 などの変態期の形態形成を司

るエクダイソン関連転写因子の遺伝子群がケニヨン細胞サブタイプ選択的に発現することから、

これらの転写因子が各ケニヨン細胞サブタイプに固有な転写調節に働くと推定される [2, 3, 

8-10]。一方で、シナプス可塑性の分子基盤であるCa2+情報伝達系に関わるCaMKII などの遺伝子

が大型ケニヨン細胞選択的に発現することから、大型ケニヨン細胞は記憶・学習に働くことが示

唆されている [2, 3, 11, 12]。最近、Mblk-1 は働きバチの蛹期から成虫期にかけて恒常的に

大型ケニヨン細胞に発現することが分かった [13]。また、EcR は採餌飛行により、働きバチ脳

で遅延的に誘導されることが分かった [14]。本研究項目ではMblk-1とEcRについて、ミツバチ成

虫キノコ体を用いたChIP-seq解析を行い、これらの転写因子の標的遺伝子候補を同定した [15]

（Iino et al., submitted）。 

その結果、Mblk-1については多数の標的遺伝子候補が見出されたが、その中にはCaMKII や

pumilio homolog 2 など、他の動物種でシナプス可塑性や学習・記憶に関わる遺伝子の他、Mblk-

1 自身も見出された。また、ルシフェラーゼアッセイの結果、Mblk-1は、Mblk-1 自身の発現を

自律的に誘導することが示唆された。蛹と成虫のキノコ体では、両者に共通と、両者に固有な標

的遺伝子候補が同定された。さらに、Mblk-1 ホモログの上流に位置するMblk-1結合部位の数は、

ハチ目昆虫の進化と相関して増加することが分かった。以上の結果から、Mblk-1はミツバチ成虫

脳では蛹とは異なり、シナプス可塑性に関わる遺伝子群を発現誘導することで大型ケニヨン細
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胞の記憶・学習機能に関わることが示唆された。また、この新規機能はハチ目昆虫の行動進化に

伴い獲得されたことが示唆された（図1）[15]。 

 

図1 ミツバチの蛹期と成虫期の脳におけるMblk-1の発現誘導と機能のモデル図 

引用文献17より改変して引用。 

 

一方、EcRについては、標的遺伝子候補の大部分は、育児バチと採餌バチの脳で共通しており、

その中には、既知のエクダイソン情報伝達系遺伝子（E75 やHr4、Kr-h1、Myc など）が含まれる

ことが判明した。RNA-seqの結果、その一部（E75 やE78C、Myc など）の遺伝子は採餌行動によ

り採餌バチ脳で発現上昇し、また代謝プロセスの調節を担う可能性が示唆された。さらに、scRNA-

seq解析により、採餌バチ脳の視葉では、EcRとその標的遺伝子候補のほとんどが神経細胞、一部

がグリア細胞で発現することが分かった。以上の結果から、EcRはミツバチ成虫脳では蛹とは異

なり、採餌行動中の代謝制御に働くことが示唆された（Iino et al., submitted）。 

(2) ハバチのケニヨン細胞とミツバチの 3種類のケニヨン細胞サブタイプの比較解析 

本研究項目では、社会性昆虫であるセイヨウミツバチと、ハチ目昆虫の祖先的形質をもつカブラ

ハバチについて、キノコ体を構成するケニヨン細胞のトランスクリプトームと機能を比較した。

その結果、ミツバチの各ケニヨン細胞サブタイプは、ミツバチの各ケニヨン細胞サブタイプとハ

バチのケニヨン細胞は、一部共通な遺伝子発現プロファイルをもつ一方で、それぞれ独自の遺伝

子発現プロファイルももつことが分かった。次に、両者のケニヨン細胞サブタイプの機能を比較

する目的で、ハバチの嗅覚-口吻伸展反射連合学習系を確立し、ミツバチでは各々、短期記憶（学

習）と長期記憶（記憶の保持）に働く PLCe と CaMKII について、連合学習における機能を RNAi

により調べたところ、カブラハバチでもミツバチ同様に、PLCe は短期記憶、CaMKII は長期記憶

に働くことが分かった。ミツバチでは、PLCe はキノコ体全体（=全てのケニヨン細胞サブタイ

プ）、CaMKII は大型ケニヨン細胞選択的に発現するが、今回、ハバチでは PLCe も CaMKII もキ

ノコ体全体（＝単一なケニヨン細胞種）で発現することが分かった。以上の結果から、ミツバチ

の各ケニヨン細胞サブタイプは、祖先型で単一なケニヨン細胞種から「機能分離」と「機能専門

化」の過程を経て成立したことが示唆された（図 2） [16]。 

(3) ゲノム編集による mKast ホモ欠失変異体働きバチの作出と、行動と脳機能への影響の解析 

本研究項目では以前に提案した作出手順で作出したヘテロ欠失変異体女王バチを、欠失変異体

雄バチの精子を用いて人工授精し、ホモ欠失変異体働きバチを作出した。その結果、mKast の両

本研究のまとめ
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Mblk-1

記憶・学習（CaMKII）などの
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対立遺伝子について、ガイド RNA 標的部位に塩基欠失をもつホモ欠失変異体働きバチが作出さ

れたことが分かった。現在、作出したホモ欠失変異体働きバチについて、行動異常や脳機能への

影響を解析中である。 

 

 

 

 

 

 

 

図2 ハチ目昆虫におけるケニヨン細胞の進化動態のモデル図。 

引用文献16のプレスリリース資料（https://www.s.u-tokyo.ac.jp/ja/press/2023/8416/）より

改変して引用。 

 

以上、本研究課題ではハチ目昆虫の高次脳（キノコ体）を構成するケニヨン細胞サブタイプの進

化動態を初めて解明し、新規なケニヨン細胞サブタイプが生じる分子基盤として、エクダイソン

情報伝達系に働く転写因子群が再動員され、固有な標的遺伝子をもつ可能性を初めて提唱した。

これらの知見は、ハチ目のみならず動物一般の高次脳機能の進化の理解にも寄与し得る、学術的

に重要な研究成果であると考えている。 
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