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研究成果の概要（和文）：昆虫ステロイドホルモン産生器官である前胸腺では、前駆物質であるコレステロール
および7-デヒドロコレステロールが発育に伴い増加することがLC-MS/MS分析の結果分かった。また、ステロイド
類の多変量解析の結果を他の組織と比較したところ、前胸腺は他の組織とは異なるステロイド特性を持つことが
示された。さらに、ステロイド輸送タンパク質であるリポフォリンおよび抱合コレステロールの局在解析からも
前胸腺に特有なステロイド取り込み機構があることが支持された。さらに、前胸腺においてリポフォリンからの
ステロイド取り込みに関わる分子と思われるスカベンジャーレセプターをひとつ同定することができた。

研究成果の概要（英文）：LC-MS/MS analyses showed that cholesterol and 7-dehydrocholesterol increased
 with developmental growth in the prothoracic glands where the insect steroid hormone, ecdysone, was
 produced. The results of multivariate analysis of steroids compared with other tissues showed that 
the prothoracic glands have different steroid profiling from other tissues. Furthermore, the 
localization analyses of lipophorin, a steroid transport lipoprotein, and cholesterol also supported
 the existence of a steroid uptake mechanism unique to the prothoracic glands. We also could 
identify one scavenger receptor which might be a molecule involved in steroid uptake from lipophorin
 in the prothoracic glands.

研究分野： 分子認識化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 我々はこれまで、昆虫の脱皮・変態の内分
泌制御機構の解明を目指して、ステロイドホ
ルモンである脱皮ホルモン（エクジソン）合
成・分泌器官である前胸腺に注目し、エクジ
ソン生合成を促進する前胸腺刺激ホルモン
（PTTH）をはじめとする神経ペプチド類の
同定や、エクジソン生合成酵素ならびに生合
成経路を世界に先駆けて明らかにしてきた。
その研究過程で、前胸腺細胞におけるステロ
イドの取り込みもエクジソンの生合成・分泌
に極めて重要であることが分かってきた。 
 昆虫はステロイド骨格を合成するスクア
レン環化酵素を欠くため、エクジソンの原料
となるステロイドは全て食餌中のステロイ
ドに由来する。そのため、脱皮や変態に十分
量のエクジソンを合成するためには、前もっ
て食餌から吸収したステロイドを前胸腺へ
輸送し、効率的に取り込み貯蔵しておく必要
がある。しかしながら、食餌由来のステロイ
ドの輸送に血液中のリポフォリン（Lp）と呼
ばれるリポタンパク質（哺乳類の LDL に相
当）が関わることは分かっているものの、リ
ポフォリンが前胸腺細胞でどのような分子
に受容され、さらにどのような機構でステロ
イドが取り込まれているのか、またどのよう
な状態で貯蔵されているのか不明な点が多
かった。これまで、Lp の受容体として一回膜
貫通型の受容体であるリポフォリン受容体
（LpR）が同定され、Lp が LpR と複合体を作
った後、インターナリゼーションによって細
胞に取り込まれるとのモデルが提唱されて
いた。しかしながら、LpR ノックアウトショ
ウジョウバエが正常に発育・生存できること
からこのモデルだけでは説明できない、別の
ステロイド取り込み機構が昆虫細胞には存
在することが示唆されていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、エクジソン合成のために大量
のステロイドの取り込みが必要であると考
えられる前胸腺に注目し、食餌から吸収した
ステロイドがいかなる機構で、前胸腺に取り
込まれ、輸送、貯蔵されるのかを物質レベル
で解明することを目的とした。そのために、
（1）前胸腺に含まれるステロイド類の発育
に伴う変動、（2）標識ステロイドを用いた取
り込み機構の解析、（3）取り込みに関わるLpR
以外のリポフォリン受容体の解明、の 3 点を
中心に研究を進め、ステロイドホルモン産生
細胞へのステロイドの取り込み・輸送・貯蔵
機構について新らたな知見を得ることを目
指した。 
 
３．研究の方法 
 以下、研究成果の項目に合わせて研究の方
法を記載する。 
（1）前胸腺に含まれるステロイド類の発育
に伴う変動 
 ステロイド類の定量には LC-MS/MS を用

いた。分析条件等は、植物ステロールについ
ては F. Igarashi et al. Anal. Biochem., 419, 
123-132 (2011) 、エクジステロイド類につい
ては J. Hikiba et al. J. Chromatography B, 
915-916, 52-56 (2013) に従った。カイコは終
齢の 5 齢 0 日から蛹化（5 齢 10 日目）までを
用い、前胸腺とともに、脳、中腸、脂肪体（肝
臓に相当）、マルピーギ管（腎臓に相当）を
対象に経時的なステロイド量の変化を
LC-MS/MS を用いて解析した。また、得られ
たデータは多変量解析（主成分分析）および
組織・血液中のステロイド総和に占めるコレ
ステロールの割合（コレステロールインデッ
クス）を算出し、それぞれの組織のステロイ
ド特性を可視化した。 
 
（2）標識ステロイドを用いた取り込み機構
の解析 

F. Igarashiet al. Steroids, 134, 110-116 (2018) 
に記載した通りであるが、以下簡潔に方法を
記載する。 

5 齢のカイコから血液を採取し、超遠心を
用いてリポフォリンを調整した。得られたリ
ポフォリンは蛍光物質（Alexa546）を用いて
ラベル化し、標識リポフォリン（Alexa546-
リポフォリン）を調整した。また、リポフォ
リンに標識コレステロールを抱合させるた
め、リポフォリン溶液に 22-NBD-コレステロ
ールもしくは重水素ラベルで標識した
cholesterol-25,26,26,26,27,27,27-d7 （コレステ
ロール-d7）を添加して異なる温度、振盪条件
でインキュベートし、標識コレステロールを
含むリポフォリンを得る条件を検討した。超
遠心を用いて回収したリポフォリンに標識
コレステロールが含まれるか否かは、
LC-MS/MS を用いて確認した。 
 リポフォリンおよびコレステロールの局
在解析には、 Alexa546- リポフォリンに
22-NBD-コレステロールを抱合させたものを
用いた。5 齢のカイコから得た前胸腺、脳、
脂肪体およびマルピーギ管を標識コレステ
ロールの存在下で培養し、細胞内への取り込
みの様子を共焦点顕微鏡を用いて観察した。
また、リポフォリン由来のコレステロールが
エクジソン生合成に利用されるか否かを検
証するために、コレステロール-d7 を含むリ
ポフォリンを用い、リポフォリン存在下で前
胸腺を培養後、培地、および組織に含まれる
標識コレステロール、エクジソン生合成中間
体およびエクジソンを LC-MS/MS により測
定した。 
 また、エクジソン生合成を正に制御する前
胸腺刺激ホルモン（PTTH）を標識リポフォ
リンとともに添加し、コレステロールの取り
込みおよびエクジソン生合成活性への影響
を解析した。 
 
（3）取り込みに関わる LpR 以外のリポフォ
リン受容体の探索 
 5 齢 8 日目のカイコ組織（脳、前胸腺、脂



肪体、マルピーギ管を含む主要な組織）から
cDNA を合成し、PCR 法を用いて各組織にお
けるスカベンジャー受容体（SR-B1）遺伝子
群の発現を解析した。発育に伴う遺伝子発現
量の変動については、5 齢 4 日目と 5 齢 8 日
目の脳および前胸腺での遺伝子発現量を比
較した。 
 また、コレステロールの取り込み活性の検
証には、カイコ卵巣由来の BmN 細胞を用い
た。SR-B1_12 を発現させた BmN 細胞に、カ
イコ体液から精製したリポフォリンを添加
して培養し、細胞内および培地中のコレステ
ロール量を LC-MS/MS で定量することでコ
レステロールの取り込み活性を評価した。 
 
４．研究成果 
（1）前胸腺に含まれるステロイド類の発育
に伴う変動 
 前胸腺に存在するコレステロールをはじ
めとするステロイド類の発育に伴う変動を
LC-MS/MS で定量分析した。その結果、終齢
である 5 齢期においてコレステロールの増加
は発育に伴って徐々に増加していた。また、
エクジソン生合成の中間体と考えられてい
る 7-デヒドロコレステロール（7dC）もエク
ジソン生合成に先立ち緩やかに上昇し、蛹脱
皮後も上昇を続けることが明らかとなった。 
 一方、血液中にはコレステロールが高濃度
で存在し、さらに少量ではあるが様々な植物
ステロイドも含まれていた。これらの植物ス
テロイド濃度は摂食期よりも摂食を停止す
る終齢期後半に濃度が増加していた。前胸腺
の対照組織として用いた脂肪体やマルピー
ギ管などの組織では血液中のコレステロー
ル量および植物ステロールの増加のタイミ
ングが血液中の濃度上昇と同じタイミング
であり、血液中の濃度上昇に伴い取り込み量
が増加すると考えられる。ところが、前胸腺
では血液中のステロイド濃度の変動とは異
なっていた。また、前胸腺内のコレステロー
ル量は他の組織より常に高いことも明らか
になった。したがって、前胸腺には組織特有
のコレステロール取り込み機構が存在する
と考えられる。 
 また、すべての組織におけるステロイド類
について、主成分分析を行って組織間のステ
ロイド特性を解析した。上記のように、コレ
ステロールおよび植物ステロール量は発育
に伴って変動するものの、ステロイドの質的
なバランスは脳を除いては発育時期による
違いが少なく、組織のステロイド特性は組織
ごとに異なっていることが明らかになった。
また、脳については、摂食期間と摂食終了後
（ワンダリング期以降）でステロイド組成が
異なることも明らかになった。一方、コレス
テロールインデックス（コレステロール量／
測定ステロイド量の総和）を用いて、組織と
血液のステロイドバランスを比較したとこ
ろ、脂肪体およびマルピーギ管は血液とのコ
レステロールインデックスに有意差がなく、

一方で前胸腺および脳は血液よりも有意に
高いコレステロールインデックスを示した。
したがって、前胸腺（および脳）はリポフォ
リンからのステロイド取り込み活性が高く、
特にコレステロールを選択的に取り込み貯
蔵すると考えられる。 
 また、興味深いことに血液中からは前胸腺
で生合成されるエクジソンと 20-ヒドロキシ
エクジソンの他に、エクジソンの中間体であ
る 7-デヒドロコレステロール（7dC）が検出
された。また、7dC の血液中濃度はエクジソ
ン生合成期である吐糸期に上昇していた。こ
のことから、前胸腺で 7dC がコレステロール
から合成され、血液中に分泌されていると考
えられる。7dC が血液中に存在することを見
いだしたのは本研究が初めてであり、7dC が
エクジソンの生合成中間体以外の機能があ
ることを示唆するもので、今後血液中の 7dC
の機能解析を進める予定である。 
 
（2）標識ステロイドを用いた取り込み機構
の解析 
 リポフォリンを介した前胸腺へのコレス
テロールの取り込み機構を解析するために、
タンパク質を Alex546 で蛍光標識したリポフ
ォリンならびに蛍光標識したコレステロー
ル（22-NBD-コレステロール）を抱合させた
標識リポフォリンを作製するための条件検
討を行った。その結果、リポフォリンを低温
（4 ）で静置する条件下において、タンパク
質ならびにコレステロールをそれぞれ別の
蛍光標識したリポフォリンの作製に成功し
た。 
 これらの標識化合物を用いて、前胸腺での
取り込みを観察したところ、NBD-コレステロ
ールのシグナルは細胞内に幅広く観察され
たのに対して、Alex546-リポフォリンのシグ
ナルは前胸腺の細胞膜や細胞間隙に強く観
察された。一方、対照組織として用いた脳で
は両方のシグナルが細胞内で強く、脂肪体で
は NBD-コレステロールのシグナルは細胞内
ではほとんど観察されず、Alex546-リポフォ
リンのシグナルは細胞膜近くで観察された。
マルピーギ管では両シグナルともほとんど
観察されなかった。これらの結果は、リポフ
ォリンに含まれるコレステロールの取り込
み機構が各組織で異なることを示している。
これは、（1）で述べた、各組織のステロイド
量を主成分分析で解析した結果とも一致す
る。前胸腺でのコレステロール取り込みは、
リポフォリンが受容体に結合後、インターナ
リゼーションにより受容体とともに細胞内
に取り込まれると一般的に考えられていた
が、別の機構が存在することを想定する必要
があることを示している。 
 また、前胸腺に取り込まれたコレステロー
ルが実際にエクジソン生合成に利用される
か否かについて、重水素でラベルしたコレス
テロール（コレステロール-d7）を抱合したリ
ポフォリンを用いてコレステロールの代謝



を LC-MS/MS を用いて解析した。その結果、
培養液から 7-デヒドロコレステロール d7 お
よびエクジソン d6 が検出された。エクジソ
ン-d6 は、エクジソン生合成時の酵素反応に
よって 25 位の重水素がヒドロキシ化するこ
とで生じたと考えられる。さらに、エクジソ
ン d6 の産生量は前胸腺刺激ホルモン
（PTTH）添加によって増加した。これらの
結果からリポフォリンに抱合されたコレス
テロールは前胸腺へ取り込まれ、エクジソン
生合成に利用されることがわかった。この結
果からも標識ステロイドを抱合させたリポ
フォリンが生理的に作用することを確認す
ることができた。また、前胸腺のエクジソン
生合成を促進する PTTH が生合成のみならず、
原料であるステロイドの取り込みも促進す
る作用があることは興味深い。PTTH の生理
作用（前胸腺におけるシグナル伝達経路を含
む）を調べる上で重要な知見になると思われ
る。 
 
（3）ステロイド取り込みに関わる LpR 以外
のリポフォリン受容体の探索 
 リポフォリンを介したステロイド取り込
みに必要な因子の再探索を行った。スカベン
ジャー受容体（SR-B1）がリポフォリンの受
容体となり得る可能性からスカベンジャー
受容体の探索を試みた。項目（1）の結果か
ら、脳および前胸腺でコレステロールの要求
量が高く、効率の良い取り込み機構があると
考えられたため、両組織で発現がみられる
SR-B1 を探索した結果、15 種あるカイコ
SR-B1 のうち、3 および 12 が脳・前胸腺で発
現していることを見いだした。両受容体とも
に摂食期よりも終齢期後半に発現量が高く
エクジステロイド生合成能の増加と一致す
るため、コレステロール取り込みに必要な受
容体である可能性が高い。そこで、昆虫培養
細胞系を用いたコレステロール取り込み活
性を検証したところ、12 にコレステロールの
取り込みを促進する傾向があることがわか
った。今後、さらに詳細な検討を行っていく
予定である。 
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