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研究成果の概要（和文）：開放血管系である昆虫において、ホルモンが体節特異的に作用する機構は不明であっ
た。そこでカイコのベルソン氏腺をモデルとして解明に取り組んだ。後端体節のベルソン氏腺の細胞死はATG8と
caspase-3が作用することで引き起こされることを明らかとし、また体節特異的な遺伝子を多数見出した。一部
はホルモンへ応答することから、これらの因子が相互作用することで体節特異的な応答を生み出していると考え
られる。

研究成果の概要（英文）：A pair of dermal glands, Verson’s glands, in lepidopteran insects, is 
attached to the dorsal part of every segment of the silkworm, Bombyx mori. We found that Verson’s 
glands of the posterior abdominal segments, from 7th to 9th segments, underwent programmed cell 
death (PCD) during pupal metamorphosis, although the others produced pupal specific proteins. This 
PCD was prevented by the application of methoprene shortly after the last larval ecdysis. These 
results indicate that the decline of JH at the beginning of 5th instar is necessary to induce the 
PCD. To identify the genes involved in the death, we analyzed the transcripts of the A7 Verson’s 
glands of JH treated larvae and non-treated larvae using the RNA-sequence technology. We identified 
that the number of transcripts of 105 genes were increased by JH application whereas those of 106 
genes were decreased. RNAi of some genes whose expressions were altered by JH inhibited the PCD. 

研究分野： 昆虫生理学
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１．研究開始当初の背景 
 昆虫の脱皮や変態は主に２つのホルモン
によって制御されている。一つはアラタ体か
ら分泌される幼若ホルモン（JH）で、もう一
方は前胸腺から分泌されるエクダイソンで
ある。これら２つのホルモンのバランスによ
って、幼虫脱皮を引き起こすかまたは変態を
引き起こすかが決定される。 
 完全変態昆虫であるカイコは4回の幼虫脱
皮を繰り返し、十分に成長した後に蛹へと変
態する。発育の際に、JH 存在下でエクダイソ
ンが作用すると幼虫から幼虫への脱皮が繰
り返される。一方、蛹変態直前の終齢（5齢）
幼虫に脱皮すると、体液中の JH 濃度が急激
に低下し 5齢 3日までにほぼ消失する。この
JH 濃度の低下は蛹変態に必要不可欠である。
つまり 5 齢初期に JH を投与すると蛹変態は
抑制され、逆に終齢よりも若い時期にアラタ
体（JH を合成・分泌する器官）を外科的に取
り除き JH を欠乏させると早熟な蛹変態が誘
導される。すなわち JH 濃度の低下により、
蛹への細胞の運命の方向付けである蛹コミ
ットメントが誘導され、続いて起こる大きな
エクダイソンのピークにより実際の蛹変態

が起こるのである（図１）。そこで蛹変態を
分子レベルで解明するために、JH 濃度の低下
がどのような機構で誘導されるかをこれま
でに申請者は明らかにした（Kaneko et al., 
2011; 金児、比留間, 2011; Hiruma and 
Kaneko, 2013; Kaneko and Hiruma, 2014; 
Kaneko and Hiruma, 2015）。しかし変態を包
括的に理解するためには、ホルモンの合成制
御だけでなく、組織でのホルモンの応答機構
を理解する必要がある。開放血管系である昆
虫では体全体が同じ濃度のホルモンに曝さ
れることで、各組織が蛹へと変化し、その結
果として個体は正常な蛹へと変態する。しか
し蛹変態時の各組織の運命は組織によって
大きく異なる。例えば成虫特異的な組織は新
たに分化が促され、幼虫特異的な組織は細胞
死が引き起こされる。このように同じ体液環
境下にもかかわらず各組織で異なる応答を
示すことから、組織により異なるホルモン応
答機構が存在すると考えられる。しかし組織
間でのホルモン応答の差異を生み出す分子
機構はほとんどわかっていない。このことを
解明するためには、各体節に存在し体節によ
って蛹変態時の運命が異なるベルソン氏腺
を研究材料として用いることが最適だと考

えられる。なぜなら同じ性質を持つ組織を実
験材料とすることで、純粋に終齢期でのホル
モン応答性の差異だけを比較できるからで
ある。 
  
２．研究の目的 
 ベルソン氏腺は各体節に1対ずつ存在する
単一の巨大細胞からなる組織で、幼虫脱皮時
にクチクラ表面にワックス層を分泌する。全
ての体節に存在するベルソン氏腺は脱皮直
後から次の脱皮に向かって肥大化し、脱皮時
に内溶液を分泌し、脱皮後には収縮するとい
うサイクルを繰り返す。ところが終齢に脱皮
した後、ほとんどの体節のベルソン氏腺は蛹
変態に向かって再度肥大化するのに対して、
後部の体節のベルソン氏腺は細胞死によっ
て除去されることを申請者らは見出した。こ
の細胞死は終齢脱皮直後に JH を塗布すると
阻害できることから、JH 濃度の低下が引き金
となりベルソン氏腺の体節特異的な細胞死
を引き起こすことがわかった。またベルソン
氏腺を体のどの部位に移植しても、体節特異
性が維持されることから、細胞自律的な機構
であることもわかった。つまり後部体節のベ
ルソン氏腺は、JH が消失することで細胞死を
引き起こす。一方他の体節のベルソン氏腺は
同じホルモン条件に曝されるにもかかわら
ず細胞死を起こすことなく肥大化する。そこ
で細胞死を起こす体節と起こさない体節の
ベルソン氏腺において、それぞれに特異的な
因子を比較することで体節特異性を誘導す
るホルモン（特に JH）応答性因子を同定し、
そのホルモン応答機構を分子レベルで解明
する。このことにより開放血管系である昆
虫における体節特異的なホルモン応答機構
の謎に答えることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 カイコを研究材料とし、生理学的手法、免
疫学的手法、分子生物学的手法を駆使した。
まずベルソン氏腺の細胞死に関与する機構
の解明を免疫染色および RNAi によるノクッ
ダウンによって行うことで、ホルモン応答の
最終的な出口の探索を行った。ベルソン氏腺
で体節特異的に発現する候補遺伝子を探索
する目的で、JH の有無および体節間で発現量
の異なる遺伝子を RNA sequence による比較
を行った。候補遺伝子の中から、JH 応答性遺
伝子を in vivoの実験系で探索した。得られ
た候補遺伝子群の機能の検証のために、
dsRNA導入を用いたRNAiによるノックダウン
を行った。これにより体節特異性を生み出す
遺伝子群の単離を目指した。 
 
４．研究成果 
(1)細胞死シグナルの検証 
 後端の体節は、蛹脱皮の１日前には体の中
から完全に除去される。そこで、はじめにど
のような過程で細胞死を起こしているかを
検証するために、核の形態変化、核ゲノムの



断片化について調査した。その結果、終齢脱
皮直後までは核は枝状に伸びているのに対
して、脱皮から２日後には核形態が不明瞭に
なり始めた。ただし、アポトーシスで見られ
るような核の断片化は観察されなかった。一
方で、核の形態が不明瞭になった脱皮後２日
以降では、核ゲノムの断片化が確認できた。
しかし、断片化は等間隔ではなく不規則であ
ったので、このことからも、細胞死の初期に
はアポトーシスが起こっていないことが確
認できた。アポトーシスにおいて主要な役割
を示す caspase-3 の細胞死への関与を、免疫
組織染色によって確認した。すると蛹脱皮の
３日前から、caspase-3 の活性化が確認でき、
その後、組織が無くなるまで活性は維持され
た。また mRNA の発現を検証した結果、発現
は終齢中期から上昇し、その後高い値で維持
された。このことから、細胞死の後半でアポ
トーシス様の機構が働くことが示唆された。
そこで細胞死を起こす体節のベルソン氏腺
に対して、caspase-3 の RNAi を行った結果、
細胞死が抑制された。 
 一方で、予定されている細胞死の中に自己
貪食であるオートファジーを伴うものがあ
る。そこでベルソン氏腺の細胞死において、
オートファジーが関与するかどうかを、オー
トファジーの主要な因子である ATG8 に的を
絞り検証した。ATG8 の発現量は終齢の脱皮後
に上昇した。一方で、細胞死を起こさない体
節では、ATG8 の発現量は細胞死を起こす体節
に比べて 1/3 だった。そこで ATG8 の RNAi を
行ったところ、細胞死が抑制された。これら
の結果から、ベルソン氏腺の細胞死はオート
ファジーが起きたのちに、アポトーシスが起
こることで引き起こされると考えられる。ま
た ATG8 の発現は JHによって顕著に抑制され
たことから、体節特異的なホルモン応答の出
口の一つとして ATG8 が存在すると考えられ
る。 
 
(2) 体節特異的に発現する遺伝子の探索 
 体節特異的に発現し、細胞死を促進もしく
は抑制する遺伝子が、ベルソン氏腺において
体節特異性を生み出していると考えられる。
そこでまず終齢期（５齢）で細胞死を起こす
体節と起こさない体節で特異的に発現する
遺伝子の探索を行うために、終齢期に細胞死
を起こす腹部第7体節にあるベルソン氏腺と
細胞死を起こさない腹部第1体節にあるベル
ソン氏腺で発現する遺伝子をマイクロアレ
イで比較し、体節特異的候補遺伝子を得た。
これらのうち発現量の差が大きな遺伝子に
対して、real-time PCR による発現量の解析
を行ったところ、ほとんどの遺伝子が細胞死
を起こす体節、または細胞死を起こさない体
節のどちらかでのみ発現することがわかっ
た。 
 
(3)体節特異的に JH へ応答する遺伝子の RNA 
sequence による網羅的探索 

 ベルソン氏腺の細胞死は JH により阻害さ
れることから、体節特異的な細胞死の制御は
JH 応答性遺伝子によると考えられる。そこで
終齢０日皮直後に JH アナログであるメソプ
レンを塗布し、また比較のために溶媒だけを
塗布したものを用意した。処理２日後に、細
胞死を起こす腹部第７体節および細胞死を
起こさない腹部第１体節のベルソン氏腺を
取り出して、次世代シークエンサーによる
RNA sequenceによる網羅的な発現量の解析を
行った。 
 
① 細胞死を起こさない体節（腹部第１体節）

における RNA sequence の結果 
 コントロール区、JH 処理区で発現していた
遺伝子数は、それぞれ 10399, 10377 であり、
全体では 11437 であった。このうち、JH処理
によって発現量が抑制されたものが（コント
ロール＞JH とコントロールのみ）、全体のう
ち 1.18%であった（図２）。一方で、JH 処理
によって発現量が増加したのが（JH＞コント
ロールと JH 処理のみ）、1.12%であった。こ
れらの結果から、JH で発現量が変化する候補
遺伝子が、264 得られた。 

 
② 細胞死を起す体節（腹部第７体節）にお

ける RNA sequence の結果 
 コントロール区、JH 処理区で発現していた
遺伝子数は、それぞれ 10365, 10397 であり、
全体では 11361 であった。このうち、JH処理
によって発現量が抑制されたものが（コント
ロール＞JH とコントロールのみ）、全体のう
ち 0.93%であった（図 3）。一方で、JH 処理に
よって発現量が増加したのが（JH＞コントロ



ールと JH 処理のみ）、0.92%であった。これ
らの結果から、JH で発現量が変化する候補遺
伝子が、211 得られた。 
 
(4) Real-time PCR による JH 応答性の確認 
 (2)および(3) ①、②の結果で得られた候
補遺伝子に対して、JH への応答性を
Real-time PCR によって詳細に確認した。そ
の結果、４０以上の遺伝子が JH への応答性
を示した。 
 
(5)RNAi による遺伝子の機能の検証 
 以上の実験で得られた遺伝子に対して、ベ
ルソン氏腺における RNAi を行い機能の検証
を行った。そのうち、細胞死を起こさない体
節に特異的な遺伝子である TCONS_00034802
のノックダウンを行った結果、細胞死を起こ
す体節のベルソン氏腺へと形態が変化した。
このことから、当該遺伝子はベルソン氏腺の
体節情報の規定に関わっっていることが示
唆された。 
 
 今後、他の候補遺伝子の RNAi を行い、細
胞死への影響を検証するとともに、ATG8 の発
現誘導について検証することによって体節
特異的なホルモン応答機構の解明に繋がる
と考えられる。 
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