
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３９０１

基盤研究(B)（一般）

2015～2012

カイコ休眠ホルモン作用時から休眠開始遺伝子ｐｎｄ発現までを結ぶ分子機構の解明

Molecular mechanism intervened between the action of diapause hormone on developing 
ovaries and the expression of pnd gene that is the diapause-initiating gene

６０１３５３３２研究者番号：

柳沼　利信（YAGINUMA, Toshinobu）

名古屋大学・生命農学研究科・名誉教授

研究期間：

２４３８００３３

平成 年 月 日現在２８   ６   ９

円    15,000,000

研究成果の概要（和文）：　休眠ホルモンはメス蛹の発育卵巣に作用し、胚期での休眠を誘導する。休眠開始遺伝子と
してpnd遺伝子を単離している。休眠ホルモン・シグナルとpnd遺伝子発現とを結ぶ分子機構としてインスリン・シグナ
ル伝達系が関与することを検証した。カイコ・インスリン様ペプチド（BmILP）のmRNA発現が休眠性卵では非休眠性卵
より低いこと、pnd遺伝子の5’-上流域に転写因子FoxO（インスリン・シグナル伝達系の下流に位置する）が認識・結
合するシス・エレメントが見出された。

研究成果の概要（英文）：　In the silkworm (Bombyx mori), diapause hormone that is biosynthesized in the 
subesophageal ganglion is released into the hemolymph and acts on developing ovaries in the mid-pupal 
stage of females, in order to induce embryonic diapause that occurs 2-3 days after oviposition. As a 
diapause-initiating gene, we have already isolated the pnd (pigmented and nondiapausing egg) gene. 
Therefore, we here conducted the experiments to examine whether the insulin-signal transduction system is 
intervened between the diapause-signal and the expression of pnd gene. We show that the mRNA expression 
of insulin-like peptide (BmILP) is lowered in diapause-eggs than in nondiapause-eggs, and that the 
cis-element recognized and bound by FoxO transcriptional factor located at the downstream of 
insulin-signal transduction system is found in the 5’-upstream region of the pnd gene.

研究分野：昆虫科学
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１. 研究開始当初の背景 
 
(1) カイコの胚休眠は、神経ペプチドホルモ
ンである休眠ホルモンによって誘導される。
休眠ホルモンは、食道下神経節の神経分泌細
胞で生合成された後、側心体-アラタ体連合
体に送られ、この連合体から血液中に分泌さ
れる（図 1 左パネル参照）。血液中の休眠ホ
ルモンは、メス蛹中期の発育卵巣を標的とし、
卵母細胞表面に発現する休眠ホルモン受容
体を介して各卵母細胞内に休眠ホルモン・シ
グナルを伝達する（図 1 中パネル参照）。こ
の休眠ホルモン・シグナルを受容した卵のみ
が産卵・受精後の胚発生の初期段階で休眠を
開始する。胚の形態から見ると、胚の両端が
肥大し、中胚葉分節化直後に細胞分裂・発育
が停止し、休眠に入る、産卵 2〜3 日後に相
当する（図 1 右パネル参照）。蛹中期から成
虫羽化まで 5〜6 日かかることから、休眠ホ
ルモン作用時と休眠開始時の間には約一週
間のズレがあることになる。 
 

 
(2) 卵母細胞における休眠ホルモンの直接
的作用としては、炭水化物代謝の調節が知ら
れている。休眠ホルモンが発育卵母細胞の膜
結合型トレハラーゼの発現を促進し、その酵
素活性を上昇させる。このことが血糖トレハ
ロースの卵母細胞内への取り込みを促進す
る。この糖を素材として卵母細胞内にグリコ
ーゲンの蓄積を引き起こす。休眠開始ととも
にグリコーゲンから耐寒・耐凍剤であるソル
ビトールとグリセロールが生合成される。休
眠中の耐寒・耐凍剤のより高い濃度の素材を
休眠ホルモンが卵母細胞の発育時に準備す
るという仕組みである（図 1中パネル）。 
 
(3) 同時に、休眠ホルモンは卵母細胞内に 3-
ヒドロキシキヌレニンの蓄積を促進する。産
卵後 1〜1.5 日にかけて卵全体を覆う、胚外
域から一層の漿膜細胞が形成されるが、この
細胞内の色素顆粒中に 3-ヒドロキシキヌレ
ニンからオモクローム色素が生成される（図
1右パネル参照）。オモクローム色素の生成は、
休眠卵においてのみで起こるが、オモクロー
ム色素生成が阻害される突然変異体でも休
眠卵となることから、休眠開始に必須な現象
ではない。 
 
(4)一方、着色非休眠卵（pigmented and 

nondiapausing egg, pnd）という突然変異体
が知られている。[pnd メス蛾 x pnd オス蛾]
の卵は、漿膜にオモクローム色素の形成が生
じるものの、非休眠性となる。[pnd メス蛾 x 
野生型オス蛾]の卵は、漿膜にオモクローム
色素が形成され、休眠性となる。つまり、漿
膜にオモクローム色素が形成されることか
ら、この卵は休眠ホルモン・シグナルを受容
しているが、pnd 遺伝子の産物が生成されな
いために休眠が開始されないことを示して
いる。pnd 遺伝子の産物が休眠開始に直接関
わるとされる。 
 
２．研究の目的 
 
(1)最近、研究代表者らはポジショナルクロ
ーニング法とRNA干渉法の組み合わせにより
休眠開始遺伝子pndを単離することに成功し
た。さらに、休眠ホルモン・シグナル受容の
完成卵において発現が抑制される遺伝子（イ
ンスリン様ペプチド, BmILP）の単離にも成
功している。 
 
(2)そこで本研究課題では、休眠ホルモンか
らpnd遺伝子発現を結ぶ分子機構を明らかに
することを目指した。特にインスリン・シグ
ナル系が関わるかどうかを中心に検討した。 

 
(3)インスリン・シグナル伝達系と永続幼虫
形成(休眠と呼ばれる場合がある)の関係に
ついては、線虫 Caenorhabditis elegansに
おいて詳細に研究されている（図 2 参照）。
つまり、休眠ホルモン・シグナルがインスリ
ン・シグナル伝達活性を抑制し、結果として
脱リン酸型の転写因子 FoxO が核内に入り、
pnd 遺伝子を発現させるという仮説の検証で
ある。 
 
３．研究の方法 
 
(1) リアルタイム定量的 PCR 法 



(2) RNA 干渉法 
(3) インスリン・シグナル伝達系に関わる不
活性化剤および活性化剤の胚発育への影響
解析 
(4) DNA マイクロアレイ法 
(5) 特異的抗体の作製と検出法の検討 
 
４．研究成果 
 
(1) カイコのインスリン様ペプチド（BmILP）、
インスリン受容体（BmInR）、燐酸化酵素
BmAkt、転写因子（BmFoxO）（シグナル伝
達系における各位置付けは図 2参照）の
遺伝子の発現解析 
① 休眠ホルモン・シグナルを受容した、ま
た受容していない完成卵の DNA マイクロ
アレイ解析の比較からすでに単離してい
る BmILP の cDNA 塩基配列に従い、リアル
タイム定量的 PCR 法によって BmILP mRNA
の発現解析を進めた。休眠ホルモン・シ
グナルを受容していない非休眠性卵の胚
発育に伴う BmILP mRNA 量は、休眠性卵よ
り有意に高かった。 
② 産卵 1 日後に約 15%の塩酸溶液に休眠性
卵を浸漬すると、休眠開始を回避するこ
とが知られている。この塩酸処理した人
工非休眠卵と水に浸漬した対象区の休眠
卵とで比較すると、人工非休眠卵で mRNA
量が有意に高くなることが認められた。 
③ 休眠覚醒のため 5℃に冷蔵した場合に、
冷蔵期間に伴い mRNA 量の増加が認めら
れた。 
④ BmInR、BmAkt、BmFoxO に対応する mRNA
量に関しては、非休眠性卵と休眠性卵と
の間には有意な差異は認められなかった。 
 
(2) pnd 遺伝子の 5’-上流域における FoxO
転写因子が認識・結合するシス・エレメ
ントの探索 
① 図 2 に示されているように、インスリ
ン・シグナル系の下流に転写因子 FoxO が
位置する。この転写因子が認識・結合す
るシス・エレメントは良く知られている
ので、pnd 遺伝子の 5’-上流域の塩基配
列を探索し、共通するシス・エレメント
を見出した。 
② 以上の結果は、休眠ホルモン・シグナル
と pnd 遺伝子発現の間にインスリン・シ
グナル系が関与することを強く示唆する。 
 
(3) インスリン・シグナル伝達系の不活性化
または活性化による卵の非休眠性およ
び休眠性への影響 
① インスリン・シグナル伝達系のリガンド
活性化剤としてヒトのインスリン, ウシ
のインスリンおよびインスリン安定化剤
（MSDC-0160）を休眠性卵に注射し、非休
眠化されるかどうかを検討した。非休眠
化は、幼虫の孵化および染色による胚の
形態変化から判断した。 

② Akt 活 性 化 剤 と し て Everolimus, 
H-Leu-Ile-OH, SC-79, Fumonisin を休眠
性卵の注射した。 
③ PI3-kinase活性化剤としてSC-3036を休
眠性卵に注射した。 
④ Akt 不活性化剤として MK-2206 を非休眠
性卵に注射した。  
⑤ PTP 不活性化剤として bpV(HOpic)を, 
protein kinase C 阻 害 剤 と し て
Rottlerin を非休眠性卵に注射し、休眠
性卵のように発育停止が生じるかを検討
した。 
⑥ 休眠性卵に各活性化剤を注射しても、休
眠胚の発育段階を超えてさらに発育する
ことは認められなかった。また、非休眠
性卵に注射した場合には、多く卵が休眠
胚まで発育することがなかった。細胞分
裂自体が妨害されたと考えられた。 
 
(4) RNA 干渉法による休眠性卵への影響 
① BmInR、BmAkt、BmFoxO の二本鎖 RNA を合
成し、多核性胞胚期の非休眠性卵に注射
し、インスリン・シグナル伝達系の活性
を抑制したときに人為的に休眠化が生じ
るかを検討した。いずれの場合にも、胚
の形成自体が阻害され、休眠化の判定は
できなかった。 
② 以上の結果は、(3)⑥の結果とあわせて、
休眠胚に至る発育段階までの細胞分裂に
インスリン・シグナル伝達系が必須であ
ることが判明した。 
 
(5) In vitro mRNA 合成と卵への注射の影響 
① インスリン・シグナル系のリガンドとし
てヒトおよびウシのインスリンを用いた
が、休眠性卵を非休眠性に変更できなか
ったので、BmILP cDNA に基づき、in vitro
で機能的 mRNA を生合成し、用いることと
した。 
② 休眠性卵の多核性胞胚期と産卵 1 日後
（塩酸処理により休眠開始変更可能な時
期）に、BmILP mRNA を注射し、産卵 10
〜14 日後（発育卵であれば十分に孵化期
に達している時期）に胚の形態を観察し
た。結果は、いずれも、休眠期で胚が発
育を停止し、休眠期を超えて発育する卵
は認められなかった。 
 
(6) マイクロアレイ解析 
① さらなる解析のために、産卵 1 日後の休
眠性卵と塩酸処理後の人工非休眠性卵を
用いて、3〜6時間間隔で全RNAを抽出し、
DNA マイクロアレイ解析を進めた。 
② また、産卵 2 日後から休眠覚醒処理のた
め、5℃に冷蔵した卵と休眠維持のため連
続 25℃に保存した卵から、それぞれ全
RNA を抽出し、マイクロアレイ解析を進
めた。 
 
(7) BmILP 特異的抗体の作製と検出の検討 



① カイコ・インスリン様ペプチドを検出す
るために、特異的抗体を作製した。 
② 主としてウエスタンブロット法による
ECL 発光を組み合わせて検討した。 
 
(8) 今後の課題 
① 休眠ホルモン・シグナルが卵内のインス
リン・シグナル伝達系の活性を抑制し、
結果として生じる脱リン酸型の転写因子
FoxO が胚細胞の核内に入り、pnd 遺伝子
の発現を促進し、休眠が開始されるとい
う仮説の解明に挑戦した（図 2参照）。 
② これまで述べたように、発現解析等では
限りなく上記の仮説が支持されることを
示している。しかし残念ながら、BmILP 
mRNA を過剰発現させることで、休眠性卵
を人工的に非休眠化させることはできな
かった。線虫 C. elegans などではインス
リン様ペプチドが 30〜40 種類存在し、そ
れぞれが相互作用しながら永続幼虫形成
（幼虫休眠）を調節していると考えられ
ている（Mastunaga et al., 2016）。当然、
カイコでも多数のインスリン様ペプチド
の存在が知られている。従って、単独で
はなく、複数の ILP の相互作用を検討す
る必要があるように思われる。 
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