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研究成果の概要（和文）：　本研究は幼若ホルモン（JH）が、節足動物の生活環を支える共通の機能を維持したまま、
柔軟に新規の多様な機能を獲得してきたその機能分化過程の理解を目的としている。
　平成26年度は甲殻類と昆虫類を含む４種の節足動物の間でJH受容体であるMetのリガンド特異性を比較した結果、様
々JH物質に対して分類群間でMetが異なる感受性を示し、またその違いがMetのアミノ酸配列に依存することを明らかに
した。平成27年度はMetによる下流の遺伝子の転写活性化能を甲殻類と昆虫類で比較し、それが分類群間で保存されて
いることを明らかにした。これらの知見は節足動物類におけるJH経路の進化過程の解明に寄与すると期待される。

研究成果の概要（英文）：Over the course of evolutionary time, juvenile hormone (JH) and its signaling 
pathway have acquired novel functions, both flexibly and repeatedly, while retaining their core roles 
related to the arthropod life cycle. To elucidate the process of functional diversification of JH, first, 
I compared the ligand selectivity of the JH receptor, Met, against four in four arthropod species (i.e., 
three insects: Drosophila, Aedes, Tribolium, and one crustacean: Daphnia) by performing a two-hybrid 
luciferase assay with Met and SRC orthologs. Obtained results suggest that the sequence structure of Met 
affects its ligand sensitivity. Next, I compared downstream signal cascade of Met between insect and 
crustacean species, and demonstrated that transcriptional activation function of Met was conserved 
between taxa. These findings may shed light on the relationship between functional diversification in 
hormonal signaling and the molecular evolution of hormone receptors.

研究分野： 進化発生学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 発生過程における JH 経路の新規制御関
係獲得は進化的に重要である 
 幼若ホルモン（Juvenile hormone: JH）、
多くの昆虫や甲殻類において共通して脱皮
や変態の制御などに関与する重要なホルモ
ンである。また一方で JH はそれぞれの種や
分類群で新規に獲得された現象の制御を担
う例も数多く知られている。この JH 経路が
共通の機能を維持しつつ多面発現的に様々
な新規機能を獲得した背景を理解すること
は多様な節足動物の進化過程を理解する上
で重要である。 
 
(2) JH受容体に生じたアミノ酸の変異がリガ
ンド特異性を変化させる 
 節足動物が分化する過程で起こったと予
想される JHリガンドの獲得と転換は JH経路
の進化における最も大きなイベントの一つ
である。研究代表者のこれまでの研究より甲
殻類であるミジンコ JH 受容体のアミノ酸配
列に少数の変異が生じるだけで新たなリガ
ンドと上流シグナルの獲得が可能となるこ
とが示唆されており（Miyakawa et al., 2013）、
同様の変異をより広範の節足動物を用いて
解析することが JH 経路の進化を考える上で
有益であると期待される。 
 
(3) JH受容体が新たな下流遺伝子を獲得する
ことでシグナル経路が進化しうる 
 JH 受容体を含む多くのホルモン受容体は
リガンドと結合すると転写活性化因子とし
て働く。そのため、受容体が新規のターゲッ
ト遺伝子を獲得することで JH 経路は新たな
機能を発揮することが可能となると予想さ
れる。しかしながら。種間で JH 受容体と下
流遺伝子の間の制御関係に違いが存在する
かはわかっていない。 
 
２．研究の目的 
 JH 経路が節足動物内でどのように進化し
多様な機能を獲得してきたかという命題に
対し、JH 経路の主要な構成因子である JH 受
容体に着目して、以下の２点を明らかにする
ことを目的とした。 
 
(1) 新規リガンド獲得による上流シグナル
の多様化の分子基盤 
 
(2) 新規ターゲット遺伝子獲得による下流
シグナルの多様化の分子基盤 
 
３．研究の方法 
(1) 新規リガンド獲得による上流シグナル
の多様化の分子基盤 
 代表的な昆虫種であるキイロショウジョ
ウバエ、ネッタイシマカ、コクヌストモドキ
および甲殻類であるミジンコの４種の節足
動 物 よ り JH 受 容 体 で あ る
Methoprene-tolerant （ Met ） と steroid 

receptor coactivator（SRC）の２つの遺伝
子のオーソログをそれぞれ単離し、JH 存在下
で特異的に起こる Metと SRC のヘテロ二量体
化を two-hybrid luciferase assay によって
検出することで、様々な JH 物質に対するリ
ガンド特異性を種間で比較した。 
 
(2) 新規ターゲット遺伝子獲得による下流
シグナルの多様化の分子基盤 
 昆虫類において JH 受容体 Met と SRC によ
る直接的な発現制御が知られているクルッ
ペルホモログ１（Kr-h1）遺伝子について、
その制御配列（JH 応答配列: JHRE）を昆虫類
であるコクヌストモドキより単離し、この
JHRE が甲殻類であるミジンコの JH 受容体の
においても機能するかを reporter assay に
よって調べた。 
 
４．研究成果 
(1) 新規リガンド獲得による上流シグナル
の多様化の分子基盤 
①幼若ホルモン活性を持たない前駆物質で
あるファルネセン酸（farnesoic acid: FA）、
甲殻類の幼若ホルモンであるファルネセン
酸メチル（methyl farnesoate: MF）、昆虫類
の幼若ホルモンである幼若ホルモン III
（juvenile hormone III: JH III）、および
殺虫剤成分である人工化合物のメトプレン
（methoprene）の４種の JH 物質に対しての
前出の４種の節足動物の JH 受容体の応答を
解析した結果、いずれの種においても、非活
性物質である FA ではほとんど応答がみられ
ない一方で、MF、JH III、methoprene には顕
著な応答が確認できた。また、昆虫類ではミ
ジンコと比較して JH III により応答しやす
くなっているなど、種間におけるリガンド特
異性の差異も見出された。 
 
②続いて上記①で明らかになった種間のリ
ガンド特異性の違いが、ヘテロ二量体を構成
する Metと SRC のどちらの（あるいは両方の）
性質に依存しているのかを明らかにするた
めに、人為的に異種の Met と SRC の組み合わ
せによって JH を受容した時にそのリガンド
特異性がどの様になるかを、ミジンコとコク
ヌストモドキの Metと SRC を使用して調べた。
その結果、SRC がミジンコとコクヌストモド
キどちらの種のものであるかにかかわらず、
リガンド特異性はMetの由来する種の特徴を
示すことが明らかになった。 
 
③上記②より、節足動物類の JH のリガンド
特異性はMetの配列構造に由来することが明
らかとなったため、最後に Met のどのアミノ
酸部位がリガンド特異性に寄与しているか
を調べた。複数の節足動物の Met のマルチプ
ルアライメントより見出された「昆虫類と甲
殻類で互いに異なるアミノ酸部位」に着目し、
このアミノ酸部位に、昆虫類には甲殻類型の
アミノ酸を、逆に甲殻類（ミジンコ）には昆



虫類型のアミノ酸を導入した変異型Metを作
成してそのリガンド特異性を解析すること
でリガンド特異性に寄与するMetのアミノ酸
部位を調べた。その結果、ミジンコの Met に
存在するスレオニンをバリンに変換するこ
とで、JH に対する応答性が大きく上昇するこ
とが明らかとなった（図１）。一方で、昆虫
類３種における同様の位置のバリンをスレ
オニンに変換すると JH に対する応答性が一
様に低下した。これらの結果はこのアミノ酸
部位の違いが①で明らかになった種間のリ
ガンド特異性の差異の原因となりうること
を示唆しており、リガンド特異性を担う分子
基盤を理解する上で重要な知見である。 
 
 

 
 
 

図１ 変異導入によるリガンド 
   特異性の変化 

 
 
(2) 新規ターゲット遺伝子獲得による下流
シグナルの多様化の分子基盤 
①コクヌストモドキのKr-h1遺伝子の-477〜
+1883 に存在する JHRE を Luciferase の上流
に組み込んだレポータープラスミドを作製
し、ミジンコの Met と SRC の全長を発現する
ベクタープラスミドとともに培養細胞に導
入することで Metと SRC のヘテロダイマー化
ではなくミジンコの JH 受容体が本来持って
いる転写活性化能を測定する実験系を確立
した（図２）。 
 

 
図２ 確立したレポーターシステム 

 

②上記①のシステムを用いて、MF および JH 
III に対するレポーター遺伝子の転写活性を
測定した結果、ミジンコの Met と SRC を発現
させた細胞ではコクヌストモドキの JHRE を
介した JH依存的な Luciferase の転写活性化
が検出された。この活性は Met もしくは SRC
のみを発現させた細胞では見られなかった
ことから、JH依存的なヘテロダイマー化によ
るものであることが予想された（図３）。 

図３ ミジンコの Met と SRC による 
   JHRE を介した転写活性 

 
③コクヌストモドキにおいては JH 受容体で
ある Met は JHRE 内に２ヶ所存在する 11 bp
のコア配列を介して相互作用することが知
られている（Kayukawa et al., 2013）。そこ
で、ミジンコで見られた JHRE を介した転写
活性が昆虫同様このコア配列を介して作用
しているかを調べるためにコア配列を欠損
させたJHREに対してもミジンコのMetとSRC
が転写活性を示すかを調べた。その結果、２
ヶ所のコア配列部分を欠損させると、この JH
依存的な転写活性化は見られなくなった（図
４）。これは、ミジンコの JH 受容体が昆虫同
様の特定の JHRE 配列を介して DNA と相互作
用していることを示しており、さらに(1)の
結果も考慮すると、JH 受容体はリガンド特異
性は種間で様々に変化するにもかかわらず、
転写因子としての特徴は節足動物類におい
て広く保存されている可能性を示唆する。 
 

図４ コア配列を欠損した JHRE を 
   介した転写活性 
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