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研究成果の概要（和文）：本研究では、アラタ体内で幼若ホルモン（JH）生合成の主要な酵素であるJHAMTの発
現を終齢特異的に抑制する遺伝子（JHAMT Repressor, JHAMT-Rep）の探索を行った。アラタ体を材料にRNA-seq
によって終齢幼虫特異的に発現が上昇する遺伝子を網羅的に探索し、RNAiライブラリを作成した。コクヌストモ
ドキを用いてRNAiスクリーニングを行った結果、JHAMT-Repの候補遺伝子を突き止めた。コクヌストモドキで
は、このJHAMT-Rep候補遺伝子をRNAiノックダウンすると過剰脱皮が起こった。これは体内のJH濃度が終齢で低
下せず、変態できなかったためだと考えられる。

研究成果の概要（英文）：In this study, we searched for genes that specifically repress the 
expression of JHAMT, a key juvenile hormone (JH) biosynthetic enzyme, (JHAMT Repressor, JHAMT-Rep) 
in the corpora allata (CA) in a  final instar-specific manner. We comprehensively searched for genes
 whose expression is upregulated specifically in the last instar larvae by RNA-seq using total RNA 
extracted from CA, and created an RNAi library based on the transcriptomic data. The RNAi screening 
was performed using Red flour beetle, Tribolium castaneum, and the candidate genes for JHAMT-Rep 
were identified. RNAi knockdown of JHAMT-Rep candidate gene resulted in supernumerary larvae in T. 
castaneum. This result suggested that JH concentration in the body did not decrease in RNAi treated 
animals, and thus they could not metamorphose.

研究分野： 昆虫生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
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、昆虫の繁栄の要因の一つであることから、学術
的な興味はもとより創農薬の有望なターゲットとして注目されており、その生合成やシグナル経路の解明が急務
である。本研究の成果は、前述のJHAMT-Rep候補遺伝子の同定と機能解析から、JHの生合成制御機構の解明に貢
献した。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
幼若ホルモン（JH）は昆虫に特有のホルモンであり、昆虫の発育過程におけるメインイベントで
ある脱皮・変態を制御することから、学術的な興味はもと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 シグナル経路の解明が急速に進んだが、JH の生合
成制御機構に関しては未解明な点が多い。 

JH は、脳から派生するアラタ体と呼ばれるわずか 0.1mm ほどしかない微小器官で合成され
る。JH は、生物で広く保存されている前期経路（メバロン酸経路）を出発点として、昆虫特異
的な後期経路を経て生合成される。幼虫期ではアラタ体で JH が盛んに合成され、JH の変態抑
制作用を受けて幼虫発育が進む。そして、終齢幼虫に達するとアラタ体は突如として JH生合成
を停止し、蛹・成虫への変態が可能となる。このとき、アラタ体では後期経路の主要な JH生合
成酵素遺伝子の 1 つである Juvenile hormone acid Omethyltransferase（JHAMT）の発現が完全
にシャットダウンすることで JH生合成が律速される１。しかし、終齢幼虫期に JHAMT の発現
を低下させる分子メカニズムの理解はほとんど進んでいない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、JH生合成器官であるアラタ体において終齢幼虫期特異的に発現し、JH生合成のシ
ャットダウンを実行する転写因子の単離同定と機能解析を行ことで、「終齢幼虫期におけるアラ
タ体での JH生合成の停止は、分子レベルでどのように制御されているのか？」という学術的問
いに迫ることを目的とした。終齢幼虫での JH 生合成は JHAMT 遺伝子の発現が停止することで
律速される。本研究では、JHAMT の発現を負に制御する因子（JHAMT repressor, JHAMT-Rep）
が存在するという作業仮設の検証を行う。 
 
３．研究の方法 
（1）アラタ体における RNA-seq 解析 
カイコ Bombyx mori の幼虫からアラタ体を摘出し、RNA-seq によって発現遺伝子を網羅的に
探索した。4 齢（亜終齢）幼虫と 5 齢（終齢）幼虫のトランスクリプトームを比較し、5 齢幼虫
でのみ高発現し、さらにアラタ体特異的に発現する遺伝子を絞り込んだ。 
 
（2）RNAi による候補遺伝子スクリーニング 
方法（1）で絞り込んだ遺伝子について、RNAi 効率が高いコクヌストモドキ Tribolium castaneum 
の幼虫を用いて RNAi による候補遺伝子の探索を行った。本研究のターゲットである JHAMT-
Rep は JHAMT の発現を負に制御することから、候補遺伝子を RNAi によってノックダウンす
ると、終齢幼虫でも JH が合成され続けることによって過剰脱皮が引き起こされると考えられる。
ノックダウンによって過剰脱皮が誘導された遺伝子については、遺伝子発現解析から JH との制
御関係を調査した。 
 
（3）不完全変態昆虫における JHAMT-Rep 候補遺伝子の探索 
JHAMT-Rep 候補遺伝子をコクヌストモドキで RNAi を行ったところ、当初の予想通り過剰脱
皮が引き起こされる遺伝子が一つ存在した（後述）。この遺伝子が完全変態昆虫のみならず、不
完全変態昆虫でも JHAMT-Rep として機能しているか否かを検証するために、不完全変態昆虫
であるクサギカメムシ Halyomorpha halys を用いてオープンアクセスデータとオルソログ探索
と RNAi によるノックダウンを行ったがコクヌストモドキで見られたような過剰脱皮は起こら
なかった。そこで、クサギカメムシのアラタ体を用いて RNA-seq を行い、方法（1）と同じスキ
ームで不完全変態昆虫における JHAMT-Rep 候補遺伝子を探索した。 
 
４．研究成果 
（1）アラタ体における RNA-seq 解析 

カイコのアラタ体における RNA-seq から、アラタ体特異的に発現し、JH の生合成停止前後で
発現が上昇（696 遺伝子）、下降（1624 遺伝子）を抽出した。これらの遺伝子のアノテーション
情報を利用して、転写因子や酵素、細胞内シグナル伝達に関与すると記述のあった 46 遺伝子に
ついて（2）の解析に使用するためにコクヌストモドキでのオルソログを検索した。 
 
（2）RNAi による候補遺伝子スクリーニング 
 前項で絞り込んだ遺伝子について、RNAi によるスクリーニングを行ったところ、通常では 7
齢ないしは 8 齢から蛹変態するコクヌストモドキ幼虫が、9 齢から 10 齢になるまで幼虫-幼虫脱
皮を行うという、過剰脱皮が転写因子 A（未発表のため、本報告書では転写因子 A と記載する）
の RNAi 処理によって誘導された（表 1）。また、転写因子 A の RNAi 処理によって、8 齢に到
達する個体数が顕著に増加した。 



 そこで、転写因子 A は JH の
生合成またはシグナル伝達に抑
制的に関与しており、RNAi によ
ってノックダウンすることで体
内の JH シグナルが活性化し続
け、過剰脱皮が誘導されたとい
う仮説を立て、遺伝子発現解析
による検証を行った。JH はアラ
タ体で合成・分泌され、標的細胞
では核内受容体 Met によって受容され、下流の転写因子 Kr-
h1 の発現を誘導し、Kr-h1 が変態を抑制する 2, 3, 4（図 1）。
転写因子 A をノックダウンした個体およびコントロール個
体の 7 齢 0 日齢（L7d0）と同齢の 4 日齢（L7d4：コントロ
ール個体では前蛹となるタイミング）から頭部と胸部第 1
節をサンプリングし、JHAMT、Met および Kr-h1 の発現量
をリアルタイム PCR 法によって測定した。その結果、これ
らの JH 関連遺伝子はノックダウン個体とコントロール個
体で発現量に顕著な差はなく、現時点で転写因子 A が JH
生合成およびシグナル伝達にどのように関与するかは不明
である（図 1）。 
 カイコやクサギカメムシで転写因子 A の発現はアラタ体
に限られており、JH 生合成または分泌の制御に何らかの関
与が考えられる。そこで、現在、RNAi 効率が高くアラタ体
のサンプリングが容易なキボシカミキリで転写因子 A の詳
細な機能を調査中である。 
 
（3）不完全変態昆虫における JHAMT-Rep 候補遺伝子の
探索 
 クサギカメムシにおいて転写因子 A のオルソログを公開
データから BLAST を用いて探索し、RNAi によるノックダ
ウンを行ったが、コクヌストモドキで見られたような過剰脱
皮は起こらなかった。また、クサギカメムシでは JHAMT と
してデータベースに登録されている遺伝子のノックダウン
でも早熟変態といったフェノタイプが観察できなかったこ
とから、より詳細な JHAMT の配列と、それを制御する因子
を探索するために、クサギカメムシのアラタ体を摘出し、
RNA-seq による解析を行った。その結果、転写因子 A と同
様のドメインを持つ転写因子が複数発現変動遺伝子として
確認できたため、これらの遺伝子について RNAi を構築して
解析を進めている。 
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表 1. 転写因子 A ノックダウン個体の表現型 

図 1. JH 関連遺伝子の発現量 
左：JH 生合成、シグナル伝達経
路の概念図 
右：発現量解析の結果。発現量
を平均値±SD であらわす。転写
因子 A ノックダウン個体（黒）、
コントロール個体（灰色）。縦軸
は RpL32 で補正した発現量。各
データポイント n=3。 
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