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研究成果の概要（和文）：カリヤコマユバチは、宿主アワヨトウ幼虫に寄生の際、宿主体内に数十個の卵を産み込み、
孵化した幼虫は寄生後11日目にほぼ一斉に宿主体外へ脱出し始める。脱出直前の宿主幼虫を腹部中央で結紮すると、寄
生蜂幼虫は必ず後部から脱出を開始するが明らかになった。この脱出は体液性の誘導因子によって開始することが確認
できたので、その精製・構造決定、分泌器官の特定を試みた。その結果、この因子の構造決定に成功し、さらに、この
活性因子の主な分泌組織が血球であることが判明した。また、組織培養実験によって、その分泌は脳―第9腹部神経節
由来の新規活性因子によって誘導されるであろうことが推定された。

研究成果の概要（英文）：Female wasps of parasitoid Cotesia kariyai oviposit several tens of eggs into the 
host larvae of armyworm Pseudaletia separata at each parasitization and the wasp larvae emerge from their 
hosts almost simultaneously about 10 days after parasitization. We found that wasp larvae initiated their 
emergence from the posterior part of the host larvae tightly ligated at arround the middle of their 
abdomen shortly before the wasp emergence. Since the wasp emergence was found to be induced by a host 
hemolymph factor, we performed the purification and characterization of the factor. The structure of the 
purified active factor was determined by LC-MS/MS and NMR analyses. Furthermore, we confirmed that the 
active factor was secreted from hemocytes. The results of a series of incubation experiments suggested 
that the secretion of the active factor from hemocytes was induced by a novel factor secreted from 
brain-9th abdominal ganglion.

研究分野：昆虫生化学
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１．研究開始当初の背景 
 
	 寄生蜂による寄生戦略に関する研究は

様々な観点よりなされており、約一世紀の歴

史がある。ただ、分子レベルでの解析は最近

20年のことであり、その牽引役を担ってきた
のは宿主を鱗翅目とする数種類の内部寄生

蜂の研究と言える。鱗翅目昆虫の一種アワヨ

トウ Pseudaletia separataに内部寄生するカリ
ヤコマユバチ Cotessia kariyaiのような寄生蜂
はその幼虫期のみを宿主体内で過ごし、十分

に幼虫発育を終えた後に宿主体表に穴を開

けて脱出して来る。しかし、この寄生蜂の脱

出開始の分子メカニズムに関する研究は極

め て 乏 し く 、 Ecdysteroid （ 1 ） や

ecdysis-triggering hormone (2)がその候補
因子として指摘されている程度である。ただ、

いずれも間接証拠のみで、本当にこれらの

ホルモンが直接寄生蜂幼虫に作用し脱出を

誘発するという証明はなされていないのが

現状と言える。私達は宿主幼虫の結紮実験

から、脱出は宿主後部から始まり、脱出を

促す因子が腹部神経節から分泌されること

を偶然発見した。この因子は、未寄生でも

様々な致命的ストレス（傷・温度・振動など）

を受けたアワヨトウ幼虫体内で発現するこ

とを確認した。即ち、寄生蜂幼虫はこの因子

によって宿主幼虫の瀕死状態を察知し、宿主

体外への脱出を開始するものと解釈できる。

本研究は、こうした予備実験の知見を基に、

その作業仮説を検証する為に遂行した。 
 
(1) Webb	 &	 Dahlman,	 1986,	 J.	 Insect	
Physiol.,	32,	339-345.		

(2) Bechage	 et	 al.,	 2002,	 J.	 Insect	
Physiol.,	48,725-732.	

 
 
２．研究の目的 
 
	 寄生蜂脱出誘導因子は、アワヨトウ腹部神

経節から体液中へ分泌されるものと考えら

れる。これまでの予備実験によって、既寄

生宿主幼虫の腹部を結紮し注射による前方

からの寄生蜂脱出誘発活性を指標に、逆相

HPLC カラムによるこの因子の精製が可
能であることが確認できている。したがっ

て、先ず、この活性因子の単離・精製を行

い、その一次構造を決定した後は、発現組

織の同定、種々のストレスによる発現誘導

機構を明らかにする。化学合成もしくは昆

虫培養細胞での発現による活性因子の調製

を行い、この生理機能を探る。また、ショ

ウジョウバエで相同因子の同定も試み、そ

のトランスジェニック体を用いて脱出誘導

因子―幼虫個体死相関の証明をする。 
 
 
３．研究の方法 
	

	 本研究では、寄生蜂脱出誘導因子の＜単

離・精製・構造決定＞と＜分泌組織の同定・

分泌機構解析＞を同時並行的に進めた。 
＜活性因子の単離・精製・構造決定＞	  
	 寄生蜂カリヤコマユバチは、寄生後約１０

日目に宿主アワヨトウ幼虫体外へ脱出する。

脱出予定日の宿主幼虫体液には、寄生蜂幼虫

脱出誘導活性が確認できる。すなわち、脱出

予定日（寄生後１０日目）に、宿主幼虫の腹

部中央で結紮した前方体腔へ上記体液を注

射すると寄生蜂脱出は前方から始まる（上述

のように、対照の（何も注射していない）幼

虫では、例外なく結紮後方から脱出が開始す

る）。この結紮腹部前方からの寄生蜂脱出を

生理活性の指標とした。まず、有機溶媒（ア

セトニトリル）添加による生理活性の安定性

を検証した結果、少なくとも 50%アセトニト
リル混合による失活は認められなかった。そ

こで、逆相系カラムクロマトグラフィーによ

る精製を試行した。この際、出発材料が非常

に少ないため、前処理以降は HPLCシステム
を用いた。精製は、全部で４段階のカラムク

ロマトグラフィーを用いた。 
	 精製サンプルは、先ず、LC-MS によって
大凡の分子量を推定した。その後、

LC-MS/MS解析、さらに、C-NMRとH-NMR
を併用して構造を決定した。構造の詳細につ

いては、関連する研究の特許申請内容に密接

に関係するため、現時点で公開することはで

きない。 
 
 
＜分泌組織の同定・分泌機構解析＞	  
	 カリヤコマユバチによって寄生された寄
生後１０日目の宿主アワヨトウ幼虫の各組
織抽出液を調製し、これを上記の結紮宿主幼
虫の前方に注射して寄生蜂脱出活性を調べ
た。その結果、血球、脳、腹部第９神経節の
抽出液に寄生蜂脱出誘導活性を確認できた。
血球と中枢神経細胞共に寄生蜂脱出誘導活
性因子を分泌するかどうかを HPLC 分析に
よって検討した。それぞれの組織から 50%ア
セトニトリル抽出液を調製し、真空遠心濃縮
機を用いて乾固した後、純水に再溶解した液
を逆相系HPLCカラム(Mightysil RP-18 250 
x 4.6 mm)によって分析した。溶出成分中に
活性因子のピークが存在するかどうかを確
認した。 
	 また、それぞれの組織を種々の条件で培養
し、組織内、また、培養液中に脱出誘導活性
因子が存在するかどうかを分析した。この分
析も上記同様、HPLCによって行った。 



 
	
４．研究成果	
	

＜活性因子の単離・精製・構造決定＞	

カリヤコマユバチは寄生の際に複数の卵

を宿主体内に産卵する多寄生性の内部寄生

蜂である。宿主アワヨトウが終齢幼虫の場合

は、通常一度に 50 卵以上の産卵となり、寄
生後 10 日目に寄生蜂幼虫は下図 1 のように
ほぼ一斉に宿主体外へ脱出を始める。 

図 1 
予備実験により、寄生後 10 日目の寄生蜂

脱出前宿主幼虫の腹部中央で結紮すると、結

紮部後方から寄生蜂脱出が開始することが

明らかになった（下図 2）。 

図 2 
そこで、結紮腹部後方の体液を前方に注射

したところ、結紮前部からの脱出を誘導する

ことが確認できた（下図 3）。 

図 3 
これらの実験結果から、宿主幼虫からの寄

生蜂の脱出には宿主腹部後方で何らかの体

液性因子が分泌され、この因子の影響下に寄

生蜂幼虫は脱出を開始することが明らかに

なった。そこで、この因子の精製に着手した。 
	 まず、この体液中の脱出誘導因子は、最終

濃度 50%のアセトニトリルでは失活しない
ことが確認できたので、逆相系のカラムクロ

マトグラフィーによって精製を進めること

とした。様々な予備実験によって、出来上が

った精製スキームは以下の通りとなった。体

液のアセトニトリル抽出→Disposable ODSカ
ラム (Bakerbond Spe C18)を用いる粗精製→
Aminopropyl HPLC column (Mightysil, 250 x 
4.6 mm, 5 µm, 120 nm)による精製→ODS 
HPLC column (Unison (Imtakt) UK-C18, 
250 x 4.6 mm, 3 µm, 130 nm)による最終精
製。図 4のように、UK-C18カラムから約 24
分後に溶出してくるメインピークが寄生蜂

脱出誘導因子であることが確認できた。 

図 4 
 
	 精製した活性因子の構造を決定するため、

先ず、精製ピーク分画について高感度アミノ

酸分析を行った。次に、LC-MS 分析を行い、
その後、LC-MS/MS 分析、さらに、C-NMR
とH-NMR分析を行って最終的に構造決定を
完了した。その結果、活性因子は、N-Acetyl 
tyrosineであることが判明した。 
  
 
＜分泌組織の同定・分泌機構解析＞ 
	 上記のように、体液抽出液を出発材料に精

製した寄生蜂脱出誘導因子の構造決定が完

了した。しかし、これがどの組織から、また、

どのような調節下に分泌されるかについて

は全く不明であった。先ず、前者の分泌組織

の同定から着手した。アワヨトウ幼虫の腹部

後方に存在する組織— 中腸末端、後腸、マル
ピーギ管、脂肪体、皮膚、血球、腹部神経節

など −からアセトニトリル抽出液を調製し、
その寄生蜂脱出誘導活性を調べた。その結果、

血球、脂肪体、第９神経節に活性を確認する

ことができた。ただ、脂肪体の活性は血球や

神経節の活性に比べて明らかに低かったの

で、脂肪体表面に付着する血球の存在を検証

した。摘出した脂肪体を生理塩水で繰り返し

洗浄した結果、脱出誘導活性は顕著に減少し

た。従って、脂肪体の生理活性は表面に付着

した血球に依るものと結論した。 
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