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研究成果の概要（和文）：RNA農薬とは、二本鎖RNA（dsRNA）を有効成分とし、RNAiを作用機構とする次世代農
薬である。本研究では、難防除害虫であるハダニを対象とし、RNA農薬開発に向けた基礎研究を進めた。まず、
オクトパミン受容体遺伝子を標的としたdsRNAの経口投与により、生存率、産卵数および摂食行動が抑制される
ことが判明した。また、dsRNAの経口投与後の遺伝子発現解析やRNAi-of-RNAi試験により、ハダニの2つのDicer
遺伝子を同定した（未発表）。他方、シリカナノ粒子を葉に経茎輸送できる手法を開発した。本手法により、シ
リカナノ粒子を担体とし、植物を介したハダニへのdsRNA輸送が期待できる。

研究成果の概要（英文）：RNAi-based biopesticides are next-generation pesticides that use 
double-stranded RNA (dsRNA) as the active ingredient. In this study, we conducted basic research for
 the development of RNAi-based biopesticides targeting the spider mite, Tetranychus urticae, a 
hard-to-control pest of agricultural and horticultural crops. First, we found that oral 
administration of dsRNA targeting the octopamine receptor gene suppressed survival, fecundity, and 
feeding behavior in T. urticae. In addition, we identified two Dicer genes in T. urticae by gene 
expression analysis after oral administration of dsRNA and by RNAi-of-RNAi assays (unpublished). 
Furthermore, we have developed a method to deliver silica nanoparticles from stems to leaves. This 
method is expected to be able to deliver dsRNA to mites via plants using silica nanoparticles as 
carriers.

研究分野： 植物ダニ学

キーワード： RNAi　ハダニ　農薬　Dicer　ナノ粒子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本成果により、オクトパミンをはじめとする生体アミンはハダニの生理機能でも重要な役割を担い、同時にRNA
農薬の標的としても有望であることが判明した。また、ハダニのRNAi効率はdsRNA鎖長依存的であり、それはハ
ダニのゲノムにコードされている二つのDicerのうち、一方のdsRNA認識機構によって制御されている可能性も示
された。これは、dsRNAデザインの最適化において、生物検定以外に、Dicerの活性やdsRNAとの相互作用を基盤
としたin virtoスクリーニングの有効性も示唆する。他方、植物体内でのシリカナノ粒子の移動性解析より、
dsRNA担体としての利用の可能性が示された。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

2050年の⼈⼝（約 100億⼈）を⽀えるためには、農作物を現在よりも 50%以上増産する必要
がある（Searchinger et al. 2018, Creating a Sustainable Food Future）。この⽬標達成において⾜かせ
となっているものが、有害⽣物による農作物損失である。化学合成農薬を中⼼とする現在の防除
対策を講じても、約 30%の農作物は、有害⽣物によっ
て消失している（Oerke 2006、 Journal of Agricultural 
Science）。そのため、この農作物損失を低減し、かつ有
害⽣物の持続可能な管理体系を構築するためには、従
来の化学合成農薬とは根本的に異なる作⽤機構をも
ち、かつ環境保全にも配慮した次世代農薬を開発する
必要がある。 
この次世代農薬の開発において、RNA⼲渉（RNAi）
が近年注⽬されている。RNAiとは、細胞内に導⼊され
た⼆本鎖 RNA（dsRNA）と相補的な塩基配列をもつ転
写産物（mRNA）が分解される現象であり、最初に線⾍
（Caenorhabditis elegans）で発⾒された（Fire et al. 1998, 
Nature）。その後、RNAiは様々な⽣物種で報告され、進
化的に保存された現象であることが判明した。また、も
っとも簡便な逆遺伝学的アプローチとして、現在も遺
伝⼦の機能解析で広く利⽤されている。脊椎動物や多
くの無脊椎動物における RNAi 実験では、標的細胞や
組織への注射により dsRNA を導⼊し、RNAi を誘導す
る。 
他⽅、⼀部の無脊椎動物では、外部環境から経⼝で摂
取した dsRNAよって RNAiが誘導される現象が知られ
ている。これを、environmental RNAi（eRNAi）と呼ぶ
（Timmons et al. 2001, Gene; Ivashuta et al. 2015, RNA）。
eRNAi の発⾒以降、害⾍防除におけるその応⽤が検討
されてきた。まず、害⾍の必須遺伝⼦と相補的な塩基配
列の dsRNA を細胞内に発現する遺伝⼦組換え（GM）
作物の研究開発が進められた（例えば、Baum et al. 2007, 
Nature Biotechnology）。2017年には、コウチュウ⽬害⾍
（Diabrotica virgifera virgifera）に対して致死性 eRNAi
を誘導する GM トウモロコシ（旧 Monsanto 社の
SmartStax Pro）が、⽶国環境保護庁によって承認されて
いる。他⽅、近年の技術⾰新により、dsRNA の合成コ
ストは約 2USD/g（10年前の約 5万分の 1）にまで低下
した（Le Page 2017, NewScientist）。この合成コスト低下
と、国によっては GM 作物の推進が困難な社会情勢を
背景に、dsRNA を殺⾍成分とする葉⾯散布型の農薬
（RNA農薬）の研究開発に近年注⽬が集まっている。 
研究代表者の鈴⽊は、農作物に対する有害⽣物の内、
鋏⾓類に属するハダニ（Tetranychus urticae）を対象と
し、RNA農薬の研究開発を進めている。本種は、1100
種以上の植物に寄⽣する広⾷性かつ世界的に深刻な農
業害⾍である（Migeon and Dorkeld 2019, Spider Mites 
Web）。さらに、これまでに本種で抵抗性が報告された
化学合成農薬の殺⾍成分数は 96であり、この数は昆⾍
も含めた節⾜動物の中で最多である（Mota-Sanchez and 
Wise 2019, Arthropod Pesticide Resistance Database）。そ
のため、RNA農薬の開発が最も求められている害⾍種
のひとつである。折よく、⾼品質なアノテーションが付
与された本種のゲノム情報が公開され（Grbic et al. 2011, 
Nature）、任意の遺伝⼦の塩基配列を取得し、それと相
補的な dsRNAを合成するためのプラットフォームが整
備された。 
これまで、RNA農薬の対象の多くは、咀嚼型の⼝器
をもつ害⾍であり（例えば、San Miguel and Scott 2015、 
Pest Management Science）、吸汁型の⼝器（⼝針）をもつ

図 2. ⾼分⼦（緑蛍光；中）および低分⼦（⾚蛍
光；右）の消化器系における分布。⾼分⼦は中
腸前部の内腔で浮遊する消化細胞内に滞留す
る⼀⽅、低分⼦は中腸後部に移⾏し、速やかに
体外に排出される（Bensoussan et al. 2018, 
Frontiers in Plant Science）。 

図 1. ⼈⼯薄膜シート（格⼦状の背景）を⽤いた
給餌法（Ghazy et al. 2020, Frontiers in Plant 
Science）によって、トレーサ⾊素を経⼝投与さ
れたハダニ（Tetranychus urticae）幼⾍。 

図 4. ハダニ（Tetranychus urticae）の V-ATP遺
伝⼦に対する eRNAi効果。⿊⾊化した消化細胞
が中腸内腔に蓄積した個体は死亡する（Suzuki 
et al. 2017, PLoS ONE）。 

図 3. 経⼝投与した蛍光ナノ粒⼦を取り込んだ
消化細胞。消化細胞は直径 20 µm程度で、⼩胞
輸送により物質を細胞内に取り込む。取り込ま
れた低分⼦は速やかに細胞外へ排出される⼀
⽅、⾼分⼦は細胞内に滞留し、消化細胞ごと糞
として排出される。左：明視野、右：蛍光視野
（未発表）。 



ハダニは、dsRNAの経⼝投与が困難であると考えられてきた。⼀⽅、鈴⽊らの研究グループは、
dsRNA溶液に⾍体を浸漬する⼿法、dsRNAを表⾯塗布した葉を摂⾷させる⼿法および葉の構造
を模倣した⼈⼯薄膜シート内に dsRNA 溶液を充填し、吸汁させる⼿法（図 1）を開発し、ハダ
ニの消化器系（中腸）への dsRNAの効率的な輸送を実証した（Suzuki et al. 2017, PLoS ONE; Ghazy 
et al. 2020, Frontiers in Plant Science）。 
さらに同研究グループは、経⼝投与した物質の消化器系における局在を解析した。その結果、

dsRNAのような⾼分⼦（>4 kDa）は、消化器系の⼤部分を占める中腸前部（盲嚢）の内腔で浮遊
する細胞（消化細胞）内に滞留する⼀⽅、化学合成農薬のような低分⼦（<1 kDa）は、消化細胞
内に取り込まれた後、細胞外へ速やかに移⾏し、微絨⽑をもつ上⽪組織で囲われた中腸後部を経
由して、体外に排出されることが判明した（図 2）。また、消化細胞（図 3）は、⼩胞を形成しな
がら細胞外の⾷物を取り込み、⼩胞内で消化していることも判明した［主要業績 2］。消化細胞
の⼩胞内部は酸性であり、⼩胞体膜上の液胞型 H+-ATP分解酵素（V-ATPase）が、その酸性維持
機能を担っている可能性がある。そこで、ハダニの V-ATPase遺伝⼦を標的とした dsRNAを経⼝
投与し、eRNAiを誘導した結果、消化不良様（濃緑⾊）の消化細胞が盲嚢に充満し、その個体は
死に⾄ることが判明した（図 4）（Suzuki et al. 2017, PLoS ONE; Ghazy et al. 2020, Frontiers in Plant 
Science; Bensoussan et al. 2020, Scientific Reports）。以上の研究代表者らによる成果が契機となり、
近年、RNA農薬の対象害⾍としてハダニへの注⽬が集まっている。 
 
 
２．研究の⽬的 

RNA 農薬の対象害⾍としてのハダニへの注⽬が集まる⼀⽅、その標的として有望な消化細胞
について、細胞内外の物質のやり取りや、導⼊された dsRNAがトリガーとなり⽣じている eRNAi
の分⼦機構、さらには致死性の eRNAi の誘導因⼦やその強化⼿法については不明な点が多い。
以上の背景を踏まえ、本研究課題の核⼼をなす学術的「問い」を以下に列記する。 
A）消化細胞は、どのように dsRNAを取り込むのか？ 
B）取り込まれた dsRNAは，RNAi関連タンパク質とどのような相互作⽤をするのか？ 
C）消化細胞ではどのような遺伝⼦が発現し、重要な⽣理機能を担っているのか？ 
D）dsRNAをどのように外部環境から保護すれば、eRNAiを強化できるのか？ 
本研究の⽬的は、上記の「問い」に対する科学的エビデンスの提供により、ハダニにおける

eRNAiの学理構築と、RNA農薬の開発を推進することである。 特に、これまで応募者らが解析
を進め、RNA 農薬の標的として最有望であることが判明した消化細胞（図 3）に焦点を当て、
eRNAiの分⼦機構の解析に加え、オミックス解析と独⾃の dsRNA経⼝投与法（図 1）を組み合
わせた⾼効率なスクリーニング系を構築し、標的候補遺伝⼦を同定していく。 
 
３．研究の⽅法 
A）消化細胞の dsRNA取込機構 
消化細胞における dsRNAの取込経路として、1）⾷作⽤、2）飲作⽤および 3）受容体媒介型
エンドサイトーシスがある。なお、これらの取込経路ではいずれも⼩胞が形成されるが、それぞ
れの内部の pHは異なる。そこで、蛍光 pH指⽰薬を⽤いたイメージング解析により、⼩胞内の
液性を評価し、dsRNAの取込経路を絞り込む。なお、蛍光 pH指⽰薬⾃体は低分⼦であるため、
消化細胞に取り込まれにくい（図 2）。これを防ぐために、⾼分⼦デキストランを担体として⽤
い、消化細胞への取込を促す。さらに、各取込経路の阻害剤や、そこでの機能が推定される遺伝
⼦の RNAiを事前処理したハダニに、蛍光標識した dsRNAを経⼝投与し、その取込作⽤の変化
から、取込経路を特定していく。 

  
B）消化細胞内における dsRNAのプロ
セッシング機構 

RNAi関連タンパク質（RNAiマシナ
リー）の内、dsRNAを認識し、短鎖⼲
渉 RNA（siRNA）を⽣成する Dicer
（RNase III）に関しては、すでに研究
代表者の鈴⽊、分担者の福原・⽥原お
よび協⼒者の V. Grbic博⼠（⻄オンタ
リオ⼤学）らが、その機能解析を先⾏
して進めた（Bensoussan et al. 2020, 
Scientific Reports）。その結果、ハダニ由
来の粗酵素抽出液は、⻑鎖（>400 bp）
の dsRNA（基質）対する Dicer活性が
⾼いことが判明した（図 5）。この粗酵
素抽出液には、RNase III以外の RNase
阻害剤を添加してあるが、構造から予
測されるハダニゲノム中の 2 種類の
Dicer（Dcr1 および Dcr2）遺伝⼦のい

図 5. 異なる鎖⻑の dsRNAに対するハダニ（Tetranychus urticae）由
来の粗酵素抽出液の切断活性．（左）放射性同位元素でラベルした
dsRNAと粗酵素抽出液とのインキュベート後，ポリアクリルアミドゲ
ルで分離し，siRNA の⽣成を可視化したオートラジオグラフ．M：サ
イズマーカー（21 nt）．（右）⽣成された siRNAのバンド濃淡の数値化
（Bensoussan et al. 2020, Scientific Reports）． 



ずれが dsRNAの切断を担っているのかは不明である。そこで、RNAi-of-RNAi、つまり RNAiマ
シナリーである Dicer遺伝⼦の RNAiによって、その機能解析を進め、ハダニにおける eRNAiの
分⼦機構の解明に迫る。 
 
C）消化細胞のオミックス解析と eRNAiスクリーニング 
消化細胞を採取し、RNA-Seqおよびプロテオーム解析によって、それぞれ RNAおよびタンパ
ク質レベルでの発現プロファイルを取得する。これらプロファイルをもとに、RNA 農薬の標的
候補遺伝⼦を選定する（⼀次スクリーニング）。選定された標的候補遺伝⼦に対する dsRNAを合
成し、経⼝投与したハダニにおける直接的な殺⾍活性に加え、間接的殺⾍活性（従来の化学合成
農薬や植物防御物質との併⽤）の評価から RNA農薬の標的候補遺伝⼦を選抜する（⼆次スクリ
ーニング）。 
 
D）dsRNAの担体開発 

dsRNA の負電荷特性を利⽤し、正電荷かつ、ハダニが摂⾷可能なナノオーダーのサイズで環
境低負荷物質を材料とし、dsRNA-ナノ物質の複合体を作製する。作製後、dsRNAの分解因⼦（紫
外線および dsRNase）に暴露し、ナノ物質による dsRNAの保護効果を検証する。さらに，eRNAi
（消化細胞への輸送とノックダウン）効果も検証する。 
 
 
４．研究成果 
A）消化細胞の dsRNA取込機構 
酸性域で蛍光を発する pH指⽰薬付きのデキストラン（以下、蛍光デキストラン）を⽤い、ハ
ダニの消化器系の液性評価を試みた。その結果、蛍光デキストランは消化細胞の⼩胞内に局在し、
また蛍光シグナルも確認された（未発表）。これより、ハダニの消化細胞の⼩胞内は酸性である
ことが判明した。他⽅、クラスリン依存性エンドサイトーシス関連遺伝⼦の eRNAi を実施した
結果、ハダニが吸汁した葉⾁細胞の内容物に含まれるクロロフィルが、消化細胞外（中腸の内腔）
に局在した（未発表）。これにより、ハダニの消化細胞はクラスリン依存性エンドサイトーシス
によって細胞外から細胞内に⾷物を取り込んでいる可能性が⽰された。今後は、クラスリン依存
性エンドサイトーシスの関連因⼦と dsRNAの相互作⽤を解析し、dsRNAの取り込み効率の向上
を⽬指す。 
 
B）消化細胞内における dsRNAのプロセッシング機構 
ハダニの Dcr1 および Dcr2 遺伝⼦の eRNAi を実施した結果、dsRNA の切断活性は主に Dcr2
が担うことが判明した（未発表）。今後は、Dcr2 遺伝⼦と防除標的遺伝⼦の双⽅の eRNAi を施
すことにより、後者による致死効果が軽減されるかを検証する。また、修飾塩基を導⼊した
dsRNAの切断活性も評価し、Dcr2の認識機構について、鎖⻑以外の要因解明にも迫る。 
 
C）消化細胞のオミックス解析と
eRNAiスクリーニング 
分画フィルタを⽤いてハダニの消
化細胞を採取できる⼿法を開発した
（未発表）。採取した消化細胞と残り
の体全体からタンパク質を抽出し、
LC-MS/MS を⽤いた⽐較プロテオー
ム解析を実施した。その結果、消化細
胞を除いた体全体と⽐較して、消化細
胞でタンパク質レベルの⾼発現が確
認された遺伝⼦のうち、植物防御応答
や薬物代謝への関与が⽰唆される解
毒関連遺伝⼦が複数同定された（未発
表）。これら遺伝⼦群は eRNAiスクリ
ーニングにおける標的候補リストに
追加し、今後の研究を進めていく。先
⾏して、さまざまな⽣理機能を司る⽣
体アミンに着⽬し、その受容体や輸送
体の遺伝⼦を標的とした eRNAi を実
施した。その結果、オクトパミン受容
体（Octβ2R）遺伝⼦の eRNAiにより、
⽣存率の低下、産卵数の減少、摂⾷量
の減少および移動運動の活性化が観
察 さ れ た （ Hamdi et al. 2023, 
Entomologia Generalis）。 
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図 6. ハダニ（Tetranychus urticae）のオクトパミン受容体（TuOctβ
2R）遺伝⼦の eRNAiが（A）⽣存率、（B）産卵数および（摂⾷量）に
及ぼす影響。遺伝⼦間領域（陰性対照; NC）および TuOctβ2R遺伝⼦
を標的とした異なる濃度の dsRNA（それぞれ dsNCおよび dsTuOctβ
2R）を経⼝投与した。（Hamdi et al. 2023, Entomologia Generalis）． 



D）dsRNAの担体開発 
従来の研究より、葉⾯や根からナノ粒⼦を植物体内に輸送できることは報告されている。しか
し、細胞壁などの障壁により輸送できるサイズは約 40 nm以下という制限がある。本研究では、
トマト苗の茎の切断部をナノ粒⼦懸濁液（10 mg/L）に浸漬するという極めてシンプルな経茎輸
送技術を提案し、最⼤で 110 nm のナノ粒⼦を植物体内に輸送できることを⽰した（Sembada et 
al. 2024, Plant Physiology and Biochemistry）。また、平均粒径が 10および 110 nmのシリカナノ粒
⼦はいずれも、経茎輸送後に節や葉に蓄積されることも判明した。さらに、ナノ粒⼦導⼊後の茎
からは根が形成され、その後は⽣理障害なく⽣育することも判明した。今後は、トマト以外の植
物苗における経茎輸送の効果の検証を進める。また、計画していた dsRNAの保護効果の検証も
進める。さらに、致死的な eRNAi効果を⽰す標的遺伝⼦を対象に、dsRNAとナノ粒⼦の複合体
を作成し、この経茎輸送技術を⽤いて植物に寄⽣したハダニに対する防除効果の検証も進める。 
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