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研究成果の概要（和文）：カイコガの変態時における脳の変態制御の中枢としての機能を探るた

めに，発生過程での使用される遺伝子の網羅的解析を試みた。サブトラクションライブラリー

から，エクジソン応答遺伝子を 10 遺伝子単離し，前胸腺刺激ホルモン産生細胞でのみ発現する

ことを示した。マイクロアレイを用いた網羅的解析では，前終齢特異的発現を示す 3 遺伝子

（ADAMTS 様タンパク質，チトクローム P450，Kruppel 様タンパク質をコード），終齢脳特異的

発現を示す遺伝子（クチクラ様タンパク質をコード）を同定した。 

 
研究成果の概要（英文）： The insect brain and its appendages are the center of developmental 
control, from which ecdysone and juvenile hormone govern morphogenesis and regulate 
gene-expression cascades associated with molting and metamorphosis. In order to identify 
the gene-expression cascades in the silkworm brain, we isolated 10 ecdysone-inducible 
genes, all of which were exclusively expressed in two pairs of lateral neurosecretory 
cells in the larval brain, known as prothoracotropic hormone-producing cells. We also 
identified three genes expressed predominantly in the brain at the penultimate larval 
stage and one gene at the last larval stage. Their encoding proteins showed homology to 
ADAMTS family, cytochrome P450, Kruppel protein, and cuticle protein. 
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１．研究開始当初の背景  
 

昆虫における成長，脱皮，変態，代謝，生
殖，行動などの生理的機能の制御には，脳か
ら分泌されるペプチドホルモンが重要な役
割を果たしている。例えば，脳は，前胸腺刺
激ホルモンを産生・分泌することにより，実
行分子として体内の諸器官に働き成長，脱皮，
変態を遂行させる脱皮ホルモン（エクジソ
ン）の合成・分泌を，また，アラタ体刺激ホ
ルモン・アラタ体抑制ホルモンを産生・分泌
することにより，幼虫形質の維持や成虫期で
の卵巣の成熟など生殖機能の発達に関与す
る幼若ホルモンの合成・分泌を支配している。
脳では，この他に，インスリン様ペプチドホ
ルモンであるボンビキシンや羽化ホルモン
をはじめ多くのペプチドホルモンが産生さ
れるなど，発生の中枢を担っている。 
 しかし，これまでの研究では，様々なホル
モンが脳内で遺伝子発現にどのように関わ
り，その結果，どのような生理作用を及ぼす
かについては手つかずの領域であった。個々
のホルモン，例えば，エクジソンが変態期の
脳再編成に必須な役割を果たし，フィードバ
ックにより前胸腺刺激ホルモンを調節して
いるなどの断片的な報告はなされているが，
どの遺伝子の発現を誘導し，どの遺伝子の発
現を抑えるといった遺伝子レベルでの解析
は行われていない状況を背景に，本研究の着
想に至った。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は，脱皮・変態時に，脳で作動する
遺伝子に注目し，俯瞰型統合的，要素還元的
アプローチにより，変態過程を系統的に解析
することにより，脱皮・変態の分子機構に迫
ることを目的とする。 
 具体的には，カイコガをモデル昆虫に，変
態時における脳の神経網の再編を伴う形態
変化及び，変態制御の中枢としての機能を探
るために，サブトラクションライブラリーの
構築やマイクロアレイを用いて，脳における
使用される遺伝子セットの変更を，経時的か
つ網羅的に網羅する。また，候補遺伝子につ
いて，発現変動や機能等の解析を行う。 
 昆虫の後胚発生で作動する遺伝子群は未
知の部分が多く，本研究の網羅的解析により，
発生や成長での役割を担う遺伝子が同定さ
れれば，昆虫発生の遺伝子レベルでの全貌解
明への手掛かりとなりうる。 
 
 
３．研究の方法 
 

 カイコガ 5齢 2日幼虫に対して，エクジソ
ン（20-hydroxyecdysone, 20E）により発現
を誘導した脳サブトラクションライブラリ
ーを作成し，20E 非応答遺伝子を差し引いた
後スクリーニングすることにより，20E 応答
遺伝子を同定した。また，マイクロアレイ
（EST プロジェクトに基づいたカイコガの
EST クラスターが 34,647 個配置されたもの）
を用い，5 齢 2 日幼虫へのエクジソン投与に
より脳で発現量が変動する遺伝子を網羅的
に同定した。加えて，幼虫前終齢及び終齢特
異的発現遺伝子の同定のために，3 齢幼虫を
絶食させた後幼若ホルモン類似体（フェノキ
シカルブ）を投与し，6 齢幼虫が誘導される
条件下で，5 齢幼虫脳で対照区に対して発現
が変動している遺伝子をマイクロアレイに
より網羅的に同定した。いずれのマイクロア
レイを用いた発現解析実験も，独立行政法人
農業生物資源研究所の施設を利用し，三田和
英博士と共同で行った。 
 上記により同定した候補遺伝子は，4 齢〜
蛹期の脳 RNA に対して RT-PCR 法により発現
変動を解析した。また，ホールマウントまた
は切片による in situ ハイブリダイゼーシ
ョンにより，脳での発現細胞の同定を行った。
ハイブリダイゼーションプローブはジゴキ
シゲニンで標識したオリゴヌクレオチド又
は RNAを用い，対照区にはセンス鎖を用いた。 
 さらに，一部の候補遺伝子の機能解析につ
いては，in vitro 合成した dsRNA を用いた
RNA 干渉法により，遺伝子発現阻害を誘導し，
ノックダウン効果により行った。 
 
 
４．研究成果 
 
(1)脳サブトラクションライブラリーから，
20E 応答遺伝子（bombeil 遺伝子）を 10 単離
した。相同性検索（KAIKOBLAST や SilkBase
を対象データベースとした BLAST検索）から，
bombeil-1 遺伝子はチトクローム P450 18a1
を，bombeil-7 遺伝子はグルタミル tRNA 合成
酵素を，bombeil-9 遺伝子はリジル tRNA 合成
酵素をコードする遺伝子と相同性を有した。
bombeil-4 ， bombeil-6 ， bombeil-8 ，
bombeil-10 の各遺伝子は機能未知の遺伝子
と相同性を有したが、bombeil-2，bombeil-3，
bombeil-5 の各遺伝子は新規な遺伝子であっ
た。20E に対する応答性を逆転写−PCR で確認
し，in situ ハイブリダイゼーションによる
発現部位の特定を行ったところ，脳側方部に
存在する 2対の神経分泌細胞，すなわち前胸
腺刺激ホルモン（PTTH）産生細胞でのみ発現
が見られることを示した（図 1）。 



 

 

 

図 1．単離した 20E 応答遺伝子の 5 齢 2 日幼
虫脳での発現部位。（A〜J）順に，bombeil-1
〜-10 の発現を示す。矢印は発現細胞を示す。
（K）PTTH 遺伝子の発現部位。（L〜U）順に，
bombeil-1〜-10 各プローブに PTTH遺伝子プ
ローブを混ぜ合わせ発現細胞を同定した結
果。いずれも，PTTH 産生細胞で発現が見られ
ることから，単離した 20E 応答遺伝子の PTTH
産生細胞特異的発現が示される。 
 
 次に，機能未知の 20E 応答遺伝子のうち，
bombeil-2 遺伝子について RNA 干渉により発
生の阻害を検証したところ，蛹や成虫での脚
の形態形成異常が，また一部の個体では幼虫
脳から蛹脳への形態形成の遅延が見られた
（図 2）。 

 

図 2．bombeil-2 遺伝子の RNA 干渉実験結果。
（A）5齢 4日脳 RNA に対する RT-PCR 結果。5
齢 2日幼虫への dsRNA 投与により，bombeil-2，
PTTH，EcR-A，EcR-B1 各遺伝子に発現低下が
見られ，RpL32（リボゾームタンパク質 32）
遺伝子には発現低下が見られなかった（対照
区）。（B）dsbombeil-2 投与による蛹の表現型。
（C）リンゲル液投与による蛹の表現型（対
照区）。（D）dsEGFP 投与による蛹の表現型（対
照区）。（E，F）dsbombeil-2 の投与による成
虫の表現型。赤矢印は翅形質の異常を，黒矢
印は前胸肢の異常を，ブラケットはふ節の異
常を示す。（G）リンゲル液投与による成虫の
表現型（対照区）。（H）dsEGFP 投与による成
虫の表現型（対照区）。（I，J）dsbombeil-2
の投与による蛹 2日脳の形態。（K）リンゲル

液投与による蛹 2日脳の形態（対照区）。（L）
RT-PCRによるbombeil-2及びRpL32遺伝子の
5齢 4日の翅成虫原基（WD），肢原基（LD）で
の発現。（M）dsbombeil-2 の投与による
bombeil-2，EcR-A，EcR-B1，RpL32 各遺伝子
の WD 及び LD での発現。bombeil-2 の発現量
低下が見られる。 
 
(2)まず，カイコガで 5 齢幼虫が 6 齢幼虫へ
と過剰脱皮させる誘導条件を構築した。3 齢
脱皮直後の幼虫を 2日間絶食させ，その後さ
まざまな量のフェノキシカルブを塗布した
結果，5µg を塗布したときに最も高い誘導効
率（89.5％）で 5齢幼虫が 6齢へと脱皮した。 
 次に，幼虫前終齢及び終齢の脳で優位に発
現が見られる遺伝子を網羅的に同定するた
め，マイクロアレイを利用し，4 齢，5 齢，
過剰脱皮する予定の 5齢（F5 齢と表記する）
のそれぞれ 0日幼虫の脳において遺伝子の発
現比較を行った。4 齢と 5 齢の発現量の比較
により 5齢で発現が高かった遺伝子，および
5齢とF5齢の発現量の比較により5齢で発現
が高かった遺伝子に注目した。また，どちら
の比較でも 5 齢で発現が優位に高かった 26
遺伝子中，発現比率が 2倍以上の 8遺伝子に
注目した。 
 これら遺伝子が前終齢で優位に発現し，幼
虫形質維持関連遺伝子であるならば 5齢より
も 4齢で発現が高いことが予想された。そこ
で各発生段階の個体から RNA 抽出し，RT-PCR
により発現を解析したところ，8 遺伝子（P1
〜P8 と表記，内 P3，P4，P5 は相同性検索の
結果から同一遺伝子と判明）中，3遺伝子（P1，
P2，P6）が前終齢（4 齢）期において優位な
発現動態を示し，幼虫形質維持関連遺伝子で
ある可能性を示唆した（図 3）。 

 

図 3．幼虫前終齢脳で優位に発現が見られる
候補遺伝子の 4 齢 0 日〜5 齢 6 日における発
現動態。Rpl3 はリボゾームタンパク質 3遺伝
子を（対照区），RT+，RT-はそれぞれ逆転写
酵素の有無を示す。候補遺伝子の内，P1，P2，
P6 遺伝子が，4 齢期で発現量が高く，5 齢期
では発現量が低下していることから，前終齢
（4齢）期において優位な発現動態を示した。 
 
 相同性検索から，P1 遺伝子（アレイ No. 
Ka12184）は ADAMTS 様タンパク質 4 前駆体，
P2 遺伝子（アレイ No. Ka29811）はチトクロ
ーム P450 18a1，P6 遺伝子（アレイ No. 
Ka22492）は Kruppel homolog-1 をそれぞれ
コードすることが示唆された。脳内発現細胞



 

 

のin situ ハイブリダイゼーションによる同
定では，特定の細胞や細胞群での発現は観察
されなかった。 
 
(3)マイクロアレイを用いた解析の結果，終
齢で発現が高かった候補 3 遺伝子について，
各発生段階の個体の脳から RNA 抽出し，
RT-PCR により発現を解析したところ，1遺伝
子（L1 と表記）が終齢期で優位な発現動態を
示した（図 4）。 

 

図 4．幼虫終齢脳で優位に発現が見られる遺
伝子候補の 3 齢 0 日〜5 齢 8 日における発現
動態。L1 遺伝子が終齢（5 齢）1 日〜6 日に
おいて優位な発現が見られた。 
 
 相同性検索から，この遺伝子（アレイ No. 
Ka22535）はクチクラ様タンパク質をコード
することが示唆された。脳内発現細胞の in 
situ ハイブリダイゼーションによる同定で
は，脳の各半球の中心部でシグナルが管状に
検出されたことから（図 5），終齢期から蛹期
にかけて脳が急激な形態変化を起こす際の
気管の形成に関わっている可能性が示唆さ
れた。 

 

図 5．同定した L1 遺伝子の 5齢 5日幼虫脳で
の発現部位。紫に発色した部位が発現部位で
ある。脳の各半球の中心部でシグナルが管状
に観察される。白線の長さは 100µm。 
 
(4)本研究では，網羅的解析により発生過程
で使用される遺伝子として，5 齢 2 日脳にお
ける 20E 応答遺伝子 bombeil-1〜-10，前終齢
幼虫脳において優位に発現する遺伝子 P1，P2，
P6，終齢幼虫脳において優位に発現する遺伝
子 L1 の計 14 遺伝子を同定した。 
 今後，これら同定した 14遺伝子について，
過剰脱皮する 5齢（F5 齢）や過剰脱皮した 6
齢幼虫を用いた発現解析，加えて，さまざま
な発生段階での dsRNA 投与による RNA 干渉実
験を用いた機能解析が必要であると考えら
れる。これら実験により，同定した遺伝子が，
変態時における脳の変態制御中枢として機
能し，幼虫形質維持や蛹化に関わる遺伝子で
あるか否かを見極める必要がある。 
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