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研究成果の概要（和文）：蛹変態の分子機構を細胞のレベルで解明した。すなわち　（１）単一巨大細胞Verson’s gl
andの蛹コミットメントは定説とは異なり幼虫から蛹へと徐々に起こる。（２）蛹コミットメントには幼若ホルモン（J
H）の低下と摂食（栄養）が重要であり、インスリン伝達経路とTORシグナル経路による2段階で起きる。（３）JHに支
配されている体節特異的なVerson’s glandの細胞死を司る１遺伝子を発見した。（４）幼虫特異的な腹脚の鉤爪の細
胞死は主としてアポトーシスで起こり、細胞死の決定は終齢脱皮の直前直後に起こる。

研究成果の概要（英文）：We have studied the molecular mechanisms of insect metamorphosis at a cellular 
level. (1) Pupal commitment of a single-celled Verson’s gland occurs gradually. (2) This commitment is 
caused by the decline of JH titer and nutrition, and it occurs by a two-step process by both the insulin 
signaling and TOR signaling pathway. (3) We found a gene responsible for the segment specific cell death 
of Verson’s glands, the gene of which is involved in the JH signaling pathway. (4) The cell death of a 
larval-specific organ, crochet, is caused by apoptosis, and the commitment of the death is initiated 
shortly before and/or after the final ecdysis.

研究分野：農学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

完全変態昆虫の終齢期では、蛹発育に

向かい幼虫組織が蛹特異的な組織や器官へと

構築される。それと共に、蛹に存在しない幼虫

特異的な組織は細胞死により排除されるなど劇

的な変化が起こる。これら蛹への変化は主として

ホルモン、特にエクダイソンと幼若ホルモン (JH)

の共同作用により引き起こされる。蛹へと変態す

るためには幼虫細胞が蛹細胞へとコミットメントさ

れることが必要であり、細胞の再構築や細胞死

もコミットメントの過程を経て条件づけられる。コミ

ットメントとは、生物の発生の過程で、細胞が｢未

分化な状態｣から｢分化後の運命が不可逆的に

決定される状態｣へ切り替えを起こすことである。 

(1) 幼虫細胞から蛹細胞への構築メカニズム 

① Verson’s glandの蛹コミットメントの分子機構 

幼虫期にエクダイソンと幼若ホルモン（JH）

が同時に作用すると幼虫脱皮が引き起こされる

(Hiruma, 2003)。終齢期になると血中の JHのレ

ベルが低下し、その後エクダイソンが徐々に上

昇してくる。我々はカイコを使用して、昆虫の皮

膚の真皮細胞の蛹コミットメントは JHがほとんど

不在の状態で徐々に上昇するエクダイソンに反

応して 5齢（終齢）4－5日目に起こることをすで

に明らかにしている（Muramatsu et al., 2008）。 

Verson’s glandは巨大な1つの分泌細胞と1

つの小さなsaccule細胞からなり、幼虫の真皮細

胞から分化して各体節に1対ずつ存在する。腹

部第1から6体節(A1-A6)のVerson’s glandの蛹コ

ミットメントはまだ摂食中である5齢1－3日目に起

こることをすでに見出している。これは4－5日に

起こる真皮細胞のコミットメントより早く、この時期

にはJHもエクダイソンもほとんど血中に検出され

ない。これらのことはコミットメントの機構が皮膚と

は異なることを示している。我々はDNAマイクロ

アレイにより、カイコのVerson’s glandから幼虫及

び蛹特異的に発現する遺伝子を多数得ており、

これらを指標にしてVerson’s glandの蛹コミットメン

トの機構を明らかにする。皮膚とはその機構が全

く異なり、インスリンが重要な役割を果たしている

という予備結果を出しており、新規な機構の発見

につながることが期待される。 

② 単一細胞のコミットメントは all-or-noneで起こ

るのか?  

コミットメントは、動植物を問わず個々の細

胞は中間型をとらずに all-or-noneで引き起こさ

れるのが発生生物学の定説となっている。この

課題は発生学上の重要な命題であるにもかか

わらず、良い材料が無いために研究がほとんど

進んでいない。そこで巨大な 1つの分泌細胞で

ある Verson’s gland（A1-A6）を使用してこの課題

に挑戦する。幼虫と蛹に特異的に発現する遺伝

子の発現スイッチ機構、すなわち Verson’s gland

の蛹コミットメントをモデルとして研究することによ

り、上記の命題が解決する。それに加えて単一

細胞内で、ホルモン、特にインスリンと JHによる

遺伝子の on/offの調節機構が明らかになり、蛹

変態時に起きる細胞の再構築機構のみならず

発生生物学上の重要課題も解明できる。 

(1) 蛹変態に伴う幼虫組織の細胞死 

① 体節特異的な細胞死（Verson’s gland） 

カイコの腹部 7から 9体節 (A7-A9) の

Verson's glandは他の体節と異なり、終齢脱皮後

に退化する。この細胞死は JHにより抑制される

ことを我々は予備実験により示しており、開放血

管系である昆虫で体節特異的に細胞死が起こ

る現象は異例である。このメカニズムを解明する

ことにより、細胞死の誘導機構のみならず、開放

血管系での体節特異性を生み出す機構が明ら

かになる。 

昆虫の蛹変態時には細胞・器官の再構築

や細胞死が起こり、それらの研究は蛹変態のメ

カニズム解明の中心となるものである。これらの

メカニズムを解明することにより昆虫の蛹変態の

機構のみならず、発生生物学など一般生物学

への貢献も期待できる重要な研究となる。また実

験動物のカイコはゲノムの解読が完了しており、

様々な分子生物学的アプローチが容易に取り

入れられるモデル生物である。カイコを含む鱗

翅目昆虫は多くの害虫を含む分類群でもあるた

め多くの害虫にも適応でき、得られる結果は新

規な、昆虫に特異的に作用する変態の阻害剤

開発の有用な研究ともなる。 

②� Crochet産生細胞 



鱗翅目昆虫の幼虫に存在する腹脚とその

先端のカギ爪（crochet）は幼虫特異的な器官で、

蛹変態に伴い退化する。この退化は 3 つのステ

ップにより引き起こされることを我々は予備実験

で見出している。第 1ステップは 4齢期に既に起

こり、幼虫脱皮を引き起こすエクダイソンの上昇

により引き起こされ、第 2 ステップは 5 齢（終齢）

脱皮直後に起こる（メカニズム不明）。第 3 ステッ

プは5齢期の4日目に皮膚の真皮細胞と同様な

ホルモン機構で細胞死により死滅する。第 1、第

2 ステップは細胞死を導く前に起こる crochet 産

生細胞の形成能力の低下である。これらのメカ

ニズムを確立することで蛹変態の生理機構の一

端を明らかにする。 

 

２．研究の目的 

本研究は昆虫の蛹変態時に起こる、幼虫

細胞から蛹細胞へのコミットメント及び幼虫細胞

の細胞死の機構を研究し、ホルモンシグナルに

複雑に応答して引き起こされる蛹変態の生理分

子機構を解明する。具体的にはカイコ(Bombyx 

mori)を使用し、①巨大細胞の Verson's gland を

用いて、エクダイソンではなくインスリン伝達経路

による蛹コミットメントの分子機構を単一細胞で

解明する。②ホルモンにより制御される体節特

異的な細胞死の誘導機構を、Verson’s glandを

用いて明らかにし、開放血管系で体節特異性を

生み出す機構を解明する。③蛹変態に伴う腹脚

の crochet産生細胞の退化のホルモン制御を確

立する。これらの研究により、蛹変態の生理生化

学機構を細胞のレベルで明らかにする。 

 

３．研究の方法 

本研究の目的を達成するために、生理学

的手法と生化学・分子生物学的手法を駆使する。

具体的には、組織培養、細胞内への核酸の注

射（Verson’s glandは巨大単一細胞であるために

可能）、プロモーター解析、RNA の発現制御な

ど様々な手法を連携して研究する。 

 

４．研究成果 

(1) 幼虫細胞から蛹細胞への構築メカニズム 

① Verson’s glandの蛹コミットメントの分子機構 

Verson’s gland の蛹コミットメントは栄養で誘

導され、JH によって阻害された。そこで栄養に

関わる遺伝子の、絶食と JH への応答性を調べ

た結果、インスリン受容体およびインスリン伝達

経路のAkt遺伝子の発現が影響を受けた。両遺

伝子の RNAi によるノックダウンを行った結果、

Aktの RNAiでは蛹コミットメントが抑制されたが、

インスリン受容体のRNAiは影響を与えなかった。

また同じく栄養シグナルにかかわる Target of 

rapamycin (TOR) に対する RNAiでも蛹コミット

メントが抑制された。以上の結果より、Verson’s 

glandの蛹コミットメントは JH不在下で栄養により

活性化されるAktと TORを介した 2段階で制御

されていることが明らかになった。 

一方、JH の抑制作用の分子機構解明の

ため、JH 受容体である Met1 および Met2 の作

用を RNAi 法により調べた。その結果、Met1 の

RNAi では JH による抑制効果がレスキューされ

たが、Met2のRNAiではレスキューされなかった。

このことからVerson’s glandの蛹コミットメントの制

御にはMet1を介した JHシグナルが関与するこ

とがわかった。 

② 単一細胞 Verson’s glandの蛹コミットメントは

徐々に起こる 

コミットメントは細胞レベルでは all-or-noneで

起こるというのが定説である。我々は非常に大き

な Verson’s glandを用いることにより、コミットメン

トの細胞レベルでの研究を行った。上述のように

Verson’s glandの蛹コミットメントは終齢1日から3

日目にかけて起こる。そこでコミットメントの移行

期である終齢 2日の Verson’s glandを用いて幼

虫特異的遺伝子と蛹特異的遺伝子の発現解析

を単一細胞レベルで行ったところ、調べたすべ

ての両者の遺伝子が同時に発現していることを

見出した。すなわちこの結果により、細胞レベル

では蛹コミットメントが定説とはことなり all-or-none

ではなく、徐々に起こるということを確立した。 

(2) 蛹変態に伴う幼虫特異的組織の細胞死 

① 体節特異的な細胞死（Verson’s gland） 

終齢期では、カイコの腹部第 7－9体節の

Verson’s glandは他の体節とは異なり肥大化せ



ず細胞死を起こし消失する。そこで細胞死の時

期とタイプを調べたところ、終齢２日以降にアポト

ーシスおよびオートファジーの両者により細胞死

が引き起こされていた。この体節特異的な細胞

死は JHにより抑制された。しかし、開放血管系

を有する昆虫では体全体が同じ濃度のホルモン

に曝されるため、体節特異性を生み出す要因は

体節特異的な JH応答因子を介していると考えら

れる。そこでマイクロアレイによる解析を行なった

結果、細胞死を起こす腹部第７体節で特異的に

発現する遺伝子を 355、細胞死を起こさない腹

部第１体節で特異的に発現する遺伝子を421遺

伝子得た。これらの遺伝子の機能を RNAiによ

って検証したところ、細胞死を起こす体節で特

異的な遺伝子のうちの一つにおいて、JH受容

体であるMet1およびその下流で働くKr-h1の発

現が有意に減少した。このことから、この遺伝子

が細胞死の誘導において体節特異的な JHシグ

ナルの制御に関わることが考えられる。 

② 幼虫特異的組織の crochet細胞の細胞死の

機構 

幼虫期の crochetsは、真皮にある産生細胞

によって形成され、幼虫脱皮の度に新しい

crochetsが作られる。終齢の産生細胞は、脱皮

後 4日目からカスパーゼ活性化を伴うアポトーシ

スによる細胞死を起こして除去されることを見出

した。終齢前の幼虫期の crochet産生細胞の産

生能を詳細に調べたところ、幼虫脱皮直後にい

ったん低下し次の脱皮に向けて回復するが、終

齢 0日の産生細胞の産生能は細胞死を起こす

前にも関わらず、完全には回復しなかった。また

終齢脱皮直後から 20Eを接食させて得られた過

剰齢（6齢）幼虫の crochetsには著しい異常が見

られたことから、産生細胞の蛹への準備は終齢

脱皮前後に既に始まっている事がわかった。以

上の事から、蛹変態への準備はかなり早く、終

齢脱皮へと決定されるとすぐに(直前もしくは直

後に)始まるものと考えられる。 

(3) 栄養シグナルと蛹変態を誘導するタイマー 

タバコスズメガ (Manduca sexta)では、発育

期間と栄養は体の大きさを調節している。終齢

幼虫を種々な期間絶食させ、その後正常な餌を

与えると、絶食時間の長さに比例して摂食期間

が長くなり、6.5g以上にならないと蛹化しなかっ

た。しかし JH分泌器官のアラタ体を除去したグ

ループでは、摂食開始後 4日目に体重とは無関

係に変態を始めた。つまり摂食により蛹化を促

進するタイマーが開始した。餌の中にカゼインを

含んでいれば他の栄養素有無には関係なくほと

んど正常と同様に変態を開始した。これらのこと

から、次の 2つが結論付けられた。1）主として栄

養素のうちタンパク質がタイマーを開始するのに

必要である。2）貧栄養状態は最小体重で蛹化

するまで発育させるために、JHを通してタイマー

の開始を抑制している。 
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