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略語表 

 

4ebp; elf-4E bining protein (真核生物翻訳開始因子 4E 結合タンパク質) 

AKHR; adipokinetic hormone receptor (脂質動員ホルモン受容体) 

ANOVA; analysis of variance (分散分析) 

Blast; basic local alignment search tool 

cDNA; complementary DNA (相補的 DNA) 

C-rich food; carbohydrate rich food 

Dilp; Drosophila insulin like peptide 

dsRNA; double strand RNA (二本鎖 RNA) 

EF; elongation factor (伸長因子) 

Erk; extracellular signal-regulated kinase (細胞外シグナル調節キナーゼ) 

Foxo; forkhead box o (フォークヘッド型転写因子 O) 

GFW; geometric framework 

Gilp; Gryllus insulin like peptide 

GO; gene ontology 

GSK; glycogen synthase kinase (グリコーゲン合成酵素キナーゼ) 

IGF; insulin like growth factor (インスリン様成長因子) 

ILP; insulin like peptide (インスリン様ペプチド) 

IRS; insulin receptor substrate (インスリン受容体基質) 

KEGG; kyoto encyclopedia of genes and genomes 

MALDI-TOF MS; matrix assisted laser desorption ionization (マトリックス支援レーザー脱離イ

オン化法) 

NPF; neuropeptide F (神経ペプチド F) 

NPY; neuropeptide Y (神経ペプチド Y) 

ORF; open reading frame 

p70S6K; 70-kDa ribosomal protein S6 kinase (70-kDa リボソーム S6 キナーゼ) 

PBS; phosphate buffered saline (リン酸緩衝生理食塩水) 

PCR; polymerase chain reaction 

PDE; phosphodiesterase (ホスホジエステラーゼ) 
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PMR; post-mating response 

P-rich food; protein rich food 

RNAi; RNA interference (RNA 干渉) 

RPKM; reads per kilobase of exon per million mapped reads 

RPS6; ribosomal protein S6 

S.D.; standard deviation (標準偏差) 

SP; sex peptide 

TOR; target of rapamycin  
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序論 

 

栄養選好性 

 イギリスの科学者の William Prout は、牛乳が、saccharinous (糖質)と albuminous (タンパ

ク質)、oleaginous (脂質)に分離できることを示し、食物が一般にこれら 3 つの栄養素から

なることを提唱した(Prout, 1827)。食事由来のこれらの三大栄養素は、代謝において中心的

な役割を果たしている。生物はこれらを、必要量だけ摂取しなければならない一方で、過

剰に摂ることも避けなければならない。ヒトは、それぞれ文化や経験に影響された食の好

みがあるが、好みに傾倒した食事を続けると、栄養のバランスが崩れ、健康や成長を害す

る。そのような栄養バランスの乱れを防ぐために、ヒトに限らず生物全般に、『セルフセ

レクション』という機構が備わっている。Richter らは、ラットを用いた実験から、(1) 

様々な栄養素を含むいくつかの食餌を自由に摂食させた時、ある一定の割合で各栄養素を

摂食することと、(2) 栄養素が偏った食餌を与え続けた後、(1)と同様に自由に摂食させる

と、偏りを補うように摂食をすることを見出した(Richter et al., 1938)。このことから、

Richter らは生物には自らに足りない栄養素を認識し、それを自発的に補うように行動する

機構があると考え、その機構を『セルフセレクション』と名付けた。セルフセレクション

は、生物が自らの栄養状態やまわりの環境に応じて、栄養選好性を制御することで担保さ

れている。栄養選好性に影響を与える要因としては、第一に偏食が挙げられる(Fortes-Silva 

et al., 2012; Richter et al., 1938)。また、妊娠・哺乳・交尾といったライフイベントや(Dial 

and Avery, 1991; Ribeiro and Dickson, 2010; Vargas et al., 2010; Walker et al., 2015)、成長や加齢

などのライフステージの変化も(Anselmi et al., 1998)、栄養選好性に影響を与えることが報

告されている。さらに、気温や湿度も栄養選好性に影響を与える要因である(Syafwan et al., 

2012; Yo et al., 1998)。このように、生物は自身の状況や状態に合わせて巧みに栄養選好性

を調節している。現在までに、脊椎動物から昆虫を含む無脊椎動物まで、多くの生物種で

栄養選好性が調節されていることが認められている(Almaida-Pagán et al., 2006; Behmer, 

2009; Cook et al., 1985; Davis, 1939; Day et al., 2002; Emmerson et al., 1991; Ettle et al., 2004; 

Fortes-Silva et al., 2012; Friend, 1973; Gutelius, 1948; Richter et al., 1938; Sánchez-Vázquez et al., 

1999; Smith et al., 2000; Syafwan et al., 2012; Waldbauer and Friedman, 1991; Yo et al., 1998)。し

かし、その分子制御機構はほとんど明らかになっていない。 

本研究では、昆虫の交尾後の摂食に着目し、この栄養選好性を制御する分子基盤を明ら
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かにすることを目的とした。交尾はメスの栄養選好性を劇的に変えるという点と、昆虫の

交尾後の行動に関しては、後述のとおり行動学から分子メカニズムに至るまで多くの知見

があるという点で、本研究の対象に適している。 

 

交尾後の行動変化 

昆虫は、交尾により、雌雄共に行動が変化する。例えば、オスがパートナーのメスを守

る行動(Rodríguez-Muñoz et al., 2011)や、メスの産卵数の増加(Bentur et al., 2009; Chen et al., 

1988)などが挙げられる。特に、特に卵成熟や産卵を伴って劇的に変化するメスの行動は、

分子制御メカニズムを含めて多くの研究がなされている。例えば、キイロショウジョウバ

エ Drosophila melanogaster では、産卵数の増加(Chen et al., 1988)、交尾拒否行動の惹起

(Chen et al., 1988)、抗菌ペプチド産生の活性化(Domanitskaya et al., 2007)、睡眠パターンの

変化(Isaac et al., 2010)などが交尾により引き起こされる。このような交尾後のメスに特徴的

な一連の行動(Post-mating response; PMR)を引き起こす物質として、オスの精液から 36 残基

のアミノ酸からなるペプチド性因子の sex peptide (SP)が同定されている(Chen et al., 1988)。

SP は交尾を介してメスに引き渡され、PMR が引き起こされる。メスの貯精嚢に発現する

SP 受容体で受け取ったシグナルが神経を介して伝わり、PMR が導かれることがわかって

いる(Haesemeyer et al., 2009)。交尾後の行動変化に重要な SP だが、現在までのところ、シ

ョウジョウバエの近縁種においてのみで同定されており、他の昆虫種では見つかっていな

いことから、SP はショウジョウバエ属に特有の因子であることが示唆されている(Cirera 

and Aguadé, 1998a, 1998b; Richards et al., 2008; Xia et al., 2008)。他のいくつかの昆虫種では、

オスの精液中の因子がメスの PMR を引き起こすが(Brent and Hull, 2014; Jang, 1995; Kingan 

et al., 1993)、詳細な分子機構は明らかになっていない。 

交尾による摂食行動の変化も、PMR に含まれる。多くの昆虫種で交尾により摂食行動が

変化することが摂食量や栄養選好性、摂食パターンを指標にした研究で明らかになってい

る(表 0-1)。キイロショウジョウバエにおいては、上述の SP が交尾後のメスの摂食行動変

化に関与することが遺伝学的手法により示されているが(Ribeiro and Dickson, 2010; Vargas et 

al., 2010; Walker et al., 2015)、その知見は他の昆虫種に応用できず、ショウジョウバエ以外

の種ではどのように交尾後の行動が制御されているのかは、ほとんど明らかになっていな

い。 

また、ある PMR が他の PMR に影響を与えるかについても研究がなされている。例え
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ば、卵を形成できないキイロショウジョウバエのメスは交尾をしても摂食量が増えないこ

とから、交尾後に摂食量が増加することは卵形成に依存している(Barnes et al., 2008)。一方

で、交尾後にメスのフンの形状が小さくなることは、卵を形成できないメスでも観察さ

れ、SP の直接的な作用であることが示唆されている(Cognigni et al., 2011)。この例のよう

に、一見 PMR の各現象間での相互の関係性は低いとも考えられる。 

 

摂食行動を制御する内分泌因子 

脊椎動物から無脊椎動物の多くの生物種で摂食行動の制御に内分泌系が関わっている。

例えば、神経ペプチド Y (neuropeptide Y; NPY)は、哺乳類の視床下部や大脳皮質、海馬で

産生され、摂食行動を亢進する(Erickson et al., 1996)。摂食により脂肪細胞での合成と分泌

が促進されるレプチンは、視床下部の受容体に作用し、摂食行動を抑制する(Zhang et al., 

1994)。また、昆虫においては、NPY の機能的なホモログである神経ペプチド F (NPF)が神

経系で産生・分泌され、摂食行動の制御に関わることや(Nässel and Wegener, 2011)、腸管に

おいて産生・分泌される CCHa2 が、脳神経系に発現する受容体を介して、摂食行動を促

進することが知られている(Ida et al., 2012; Li et al., 2013)。このように、生物全般におい

て、神経系や末梢組織から分泌されたホルモンが摂食行動の制御に深く関わっていること

がわかっている。しかし、その多くは摂食量を指標とした解析により同定されており、栄

養選好性に関する解析はほとんどなされていない。そのため、栄養選好性の制御に関わる

内分泌因子は未だ同定されていないのが現状である。 

 

インスリン様ペプチド 

 1984 年にエリ蚕 Samia ricini に対し前胸腺刺激活性を有するペプチドがカイコ Bombyx 

mori の頭部粗抽出液から精製され、部分アミノ酸配列が決定された(Nagasawa et al., 

1984)。このペプチドはボンビキシンと命名され、その構造は無脊椎動物において初めて発

見されたインスリン様ペプチド(Insulin like peptide; ILP)であることがわかった(図 0-1)。そ

の後、昆虫には ILP が広く保存され、様々な生理現象を担うホルモンであることが明らか

になった(Lagueux et al., 1990; Riehle et al., 2006)。特に、キイロショウジョウバエでは遺伝

学的手法を用いて、ILP の生理機能等が盛んに研究されている(Erion and Sehgal, 2013)。キ

イロショウジョウバエのゲノム上には、8 種類の ILP (Drosophila ILP; Dilp)がコードされて

いる(Colombani et al., 2012; Grönke et al., 2010)。Dilp は、8 種のサブタイプ(Dilp1~8)毎に発
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現時期や発現組織、成熟ペプチドの切断パターンなど様々な特徴を持つ(Okamoto, 2016a, 

2016b)。例えば、Dilp2 は脳の特定の神経内分泌細胞において産生され、体液中の栄養に応

答して発現と分泌が制御されている(Géminard et al., 2009; Kim and Neufeld, 2015)。また、脂

肪体で産生される Dilp6 は、一本鎖であるインスリン様成長因子(Insulin-like growth factor; 

IGF)型の構造を持ち(Okamoto et al., 2009b)、他の 7 つの Dilp はインスリンと同様に前駆体

から C ペプチドが切り出されて A 鎖と B 鎖がジスルフィド結合を介したヘテロダイマー

を形成している。 

インスリンやそのシグナルは摂食行動の制御にも深く関わっている。キイロショウジョ

ウバエでは、dilp2 や dilp4 の過剰発現により幼虫の採餌行動が抑制され、摂食量が減少す

る(Wu et al., 2005a)。インスリンシグナルの下流の因子である p70S6K の活性化も同様に、

摂食量を減少させる(Oldham and Hafen, 2003; Wu et al., 2005a)。また、脳内のキノコ体のケ

ニオン細胞のインスリンシグナルの抑制により、絶食後の採餌行動が抑制され、摂食量が

減少する(Zhao and Campos, 2012)。インスリンシグナルは嗅覚神経における short NPF 受容

体の発現量を減少させ、摂食行動を抑制する(Zhao and Campos, 2012)。加えて、インスリン

シグナルは、摂食量のみならず、餌の選択にも関与している。例えば、空腹状態のショウ

ジョウバエは、高カロリー食よりも、甘味を好み、摂食が進むにつれ、高カロリー食を好

んで食べるようになるが、dilp2 と dilp3 の変異体においては、空腹状態でも高カロリー食

を選択的に摂食する(Stafford et al., 2012)。また、ショウジョウバエの幼虫は、固形の餌よ

りも液状の餌を好むが、NPF 受容体が発現している神経においてインスリンシグナルを抑

制すると、固形の餌への選択性が増す(Wu et al., 2005b)。 

 

栄養選好性の解析方法 

摂食行動の解析で最も使われる指標は、摂食量である。摂食量の解析は、摂食前後のエ

サの重量の差分(Dillen et al., 2013; Van Wielendaele et al., 2013)や、色素を付けたエサを摂食

させ、生体の抽出液の吸光度を測ること(Carvalho et al., 2006)、摂食量と相関があるフンの

量による評価(Konuma et al., 2012)がなされている。また、摂食量だけでなく、栄養素の選

択性である栄養選好性の解析もなされている。Richter らは、ラットに様々なエサを同時に

与え、それらの栄養素別の摂食量の比により栄養選好性を評価した(Richter et al., 1938)。シ

ョウジョウバエでは色がついた 2 種類のエサを用意し、腹の色によりどちらのエサが選択

されているか評価している(Ribeiro and Dickson, 2010)。本論文では栄養選好性を評価するた



7 

 

めに Geometric Framework (GFW)解析を導入した。GFW 解析は、ある 2 種類の栄養素を異

なる割合で含み、その他の成分は等量に揃えた 2 種類のエサを用意し、図 0-2 のように日

ごとの摂食量のプロットから得られた傾きを栄養選好性の指標として用いる方法である。

本論文での標的とした栄養素には、糖質とタンパク質を使用し、糖質が豊富なエサ(C-rich 

food)とタンパク質が豊富なエサ(P-rich food)を用いた。この解析法は、個体毎の選好性を評

価できるというメリットがある。さらに、GFW 解析では、傾きの大きさを指標としてお

り、定量的な評価が可能である。 

 

本論文の目的 

 本論文では、栄養選好性を変える要因の中でも特に顕著に変化する交尾後のメスの栄養

選好性に着目し、栄養選好性の分子制御メカニズムを明らかにすることを目的とした。第

1 章では、先ず、交尾後に惹起される産卵行動と栄養選好性の変化が関わっているのか、

卵巣を摘出したメス(卵巣摘出メス)を用いて解析した。続いて、卵巣摘出メスにおいてタ

ンパク質選好性が強まったことから、卵巣摘出メスと交尾後のメスと処女メスを遺伝子発

現レベルで比較し、卵巣摘出メスと交尾後のメスで共通した変化を探索した。第 1 章で卵

巣摘出メスと交尾後のメスでは処女メスに比べ、インスリン様ペプチド(gilp)の発現量が増

加したことから、第 2 章では gilp の組織別発現解析やインスリンシグナルの活性化につい

て検証した。最後に第 3 章では、ヒトインスリンの投与や遺伝子のノックダウンにより、

インスリンシグナルと栄養選好性との関わりを解析した。本研究では、フタホシコオロギ

Gryllus bimaculatus を実験動物として用いた(図 0-3)。フタホシコオロギは本研究を遂行す

る上で、1) 摂食行動の解析方法が確立されている、2) 大型昆虫のため、個体レベルで生

化学的な解析が容易、3) RNA 干渉(RNAi)法による遺伝子発現抑制が可能、等のメリット

がある。 
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図 0-1 ヒトインスリンとボンビキシンⅡの成熟ペプチドのアミノ酸配列とジスルフィド結

合の架橋様式 

黒線はジスルフィド結合を示す。  
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図 0-2 ジオメトリックフレームワーク(GFW)解析法 

GFW 解析法による栄養選好性の評価方法。タンパク質が豊富なエサ(P-rich エサ)と糖質が

豊富なエサ(C-rich エサ)の 2 種類を用意し、それらを同時に提示した時のそれぞれの摂食量

を測定し、プロットした。3 日間の解析の結果得られた回帰直線の傾きを栄養選好性の指

標として、本論文における栄養選好性の評価に用いた。 
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図 0-3 フタホシコオロギ Gryllus bimaculatus 

(A)フタホシコオロギの成虫メスを横から見た図。(B)フタホシコオロギのメスを上から見

た図。(C)フタホシコオロギの交尾行動。上がメスで、下がオス。スケールバーは 1 cm。 
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表 0-1 昆虫のメスの交尾後の摂食行動変化 
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やむを得ない事由のため、第 1 章から第 3 章は省略  
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総括 

 

 Richter らがセルフセレクションの概念を提唱して以降(Richter et al., 1938)、脊椎動物か

ら無脊椎動物に至るまで、多くの生物種でこの現象が見出されてきた。セルフセレクショ

ンの分子メカニズムの解明に向けた試みはなされてはいるものの(Berthoud et al., 2012; 

Smeets et al., 2012)、未だにその全貌は明らかになっていない。 

 

 現在、生理学的な知見に留まっている栄養選好的な摂食行動の分子メカニズムを明らか

にすることを目的とし、本論文では、昆虫において交尾後に摂食行動が変化する点に着目

した。昆虫の交尾は、簡便に誘導が可能で、実験を再現良く繰り返すことができる。ま

た、今まで、セルフセレクションの生理学的な証明に用いられていた GFW 解析を、栄養

選好性の評価に使用した。これらにより研究の有意性を作出できた。研究対象としては、

フタホシコオロギ G. bimaculatus を用いた。この昆虫種は、大型で摂食行動観察が容易で

あり、雑食性であるため、様々な栄養素を用いた研究が可能である利点を兼ね備えている

(Fukumura and Nagata, 2017)。また、摂食行動解析に関する知見が豊富に蓄積されているこ

とに加え(Konuma et al., 2012, 2016)、RNAi の効果が確認されており(Dabour et al., 2011; 

Nakamura et al., 2010)、比較的容易に標的遺伝子をノックダウンすることができることも、

分子メカニズムの解明を目指す本研究には、大きなメリットとなった。 

 

 第 1 章では、先ず GFW 解析によって、卵巣を摘出したメスの交尾による摂食行動の変

化を解析した。フタホシコオロギでは、交尾によりタンパク質選好性が高まるだけでな

く、産卵数の増加が認められる(Bentur et al., 2009; Tsukamoto et al., 2014)。食餌から摂取し

たタンパク質が卵巣成熟に使われることから(Tatar, 2011)、交尾後に認められるタンパク質

選好的な摂食行動は、産卵行動と関係があると考えられた。多くの昆虫種で精液中に含ま

れる因子が交尾によりメスに受け渡されることで、メスの交尾後の行動変化が誘起される

ことが知られている(Brent and Hull, 2014; Chen et al., 1988; Jang, 1995; Kingan et al., 1993; 

Nagalakshmi et al., 2007)。キイロショウジョウバエにおいては、産卵数の増加はオスの精液

中の因子である SP の直接的な影響であり、摂食量の増加は、産卵数の増加に影響を受け

た行動であることが示されている(Barnes et al., 2008)。当初は、フタホシコオロギにおい

て、交尾後のメスの栄養選好性の変化が、1) 他の昆虫種のように、オスの精液中の因子に



14 

 

より引き起こされる場合は、交尾の有無により栄養選好性が変化するか、2) 産卵と関連し

ている場合は、卵巣摘出メスは交尾の有無に関わらず、偽施術を受けた処女メスと同程度

の栄養選好性であるか、のいずれかであると予想した。ところが、結果は、いずれとも異

なり、卵巣を摘出することでタンパク質選好性が強まった(図 1-2)。卵巣を摘出することが

栄養選好性に影響することは、他の生物種においても研究例はない。交尾と卵巣摘出で、

タンパク質選好性が強まり、脂肪体が肥大していたということは興味深い(図 1-3-1)。実際

に、脂肪滴が顕著に蓄積し、脂肪体重量も増加していた(図 1-3-2)。イースタンラバーホッ

パーも、卵巣の摘出により、脂肪体重量が増加する(Judd et al., 2011)。加えて、寿命が延

び、タンパク質の貯蔵量が増える(Hatle et al., 2008; Tetlak et al., 2015)。Judd らは、これらの

変化を本来卵巣に使われる栄養分が脂肪体に再分配されたため、と考察している(Judd et 

al., 2011)。フタホシコオロギにおいても、脂肪体は全身のエネルギーの貯蔵器官であり、

本来卵巣で使われる予定の栄養分が、行き場を失い、過剰な栄養分として脂肪体にとどめ

られていることが考えられる。交尾後のメスの脂肪体も、卵巣摘出メスと同様に、脂肪滴

が顕著に蓄積していた(図 1-3-2D)。フタホシコオロギでは、交尾をすると産卵数が増加

し、次の産卵のために新たな卵が産生される(Bentur et al., 2009)。脂肪体は卵黄タンパク質

を産生しており、交尾後のメスの脂肪滴の蓄積は、新しい卵を産生するためのエネルギー

源としての物質が貯蔵されたからだと考えられる。つまり、交尾後のメスと卵巣摘出メス

では、予想される原因は異なるが、脂肪体において顕著に脂肪滴が蓄積するという共通し

た現象が生じていた。 

続いて、交尾後と卵巣摘出メスで顕著に変化した脂肪体のトランスクリプトーム解析を

行った。交尾後のメスと卵巣摘出メスのいずれの脂肪体においても、処女メスと比べて転

写量が顕著に変動した遺伝子の多くは代謝関連因子であったが(図 1-4BC)、それ以外に免

疫関連の因子も含まれていた。交尾によって免疫系が活性化することはよく知られてお

り、この点に関しては、フタホシコオロギでも他の昆虫種と同様の傾向だった(Gioti et al., 

2012; Lawniczak and Begun, 2004; McGraw et al., 2004, 2008; Sinha and Rae, 2014)。卵巣を摘出

する際には、腹部を切開しているため、免疫応答が引き起こされたと考えられる。このよ

うに共通して顕著に発現量が変動した遺伝子はあったものの、交尾と卵巣摘出で顕著に変

動する遺伝子には違いも多くみられた。例えば、交尾後のメスでは脂肪酸不飽和化酵素の

発現量が顕著に減少していたり、脂質輸送に関わる分泌性のタンパク質である takeout 様タ

ンパク質の発現量が顕著に増加していた一方で、卵巣摘出メスではいくつかのシトクロー
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ム P450 の発現量が変動していたり、昆虫の腹腔に侵入する外来物質の排除に関わる

Hemolymph lipopolysaccharide-binding タンパク質やウイルス感染後に体液中に誘導され体液

凝固に関わる hemocytin の発現量が上昇していた。ただし、これらの遺伝子の発現量は統

計的に顕著な差があるかないかという違いはあったが、処女メスと比較すると、ほとんど

の遺伝子が交尾後と卵巣摘出メスで同様の増減を示していた。つまり、交尾後と卵巣摘出

メスにおいて、遺伝子発現レベルでの強弱はあるものの、増減の方向は両者で同傾向であ

ると言える。 

RNA-sequencing から、交尾と卵巣摘出で顕著に発現が変動し、代謝や摂食行動制御に直

接関わる因子を絞り込もうと試みたが、うまくいかなかった(図 1-4D、表 1-1)。その一因

としては、フタホシコオロギのゲノムが未解読であることが挙げられる。例えば、小沼ら

によってクローニングされた脂質動員ホルモン受容体(AKHR)(Konuma et al., 2012)の塩基配

列と相同なコンティグを探索すると、数個のコンティグがヒットした(図 4-1)。本来であれ

ば 1 種類のコンティグしか作成されないはずだが、de novo アセンブリにより、数種の断片

的なコンティグが作成された。このように作成されたコンティグを元に発現解析を行って

いるため、発現データにも影響が生じていると考えられる。また、Blast で何もヒットしな

いコンティグも多数あった。現段階ではこれらのコンティグが、non-poly A RNA のコンタ

ミネーションか、mRNA の非翻訳領域のみの配列なのかなどを判断できない。ゲノム情報

を用いることができれば、より精度が高い解析ができると思われる。フタホシコオロギの

ゲノム解読は世界でいくつかのプロジェクトとして取り組まれているものの、ゲノムサイ

ズが 1.7×109 bp (Zeng et al., 2013)と昆虫としては大きく(キイロショウジョウバエ; 1.8×108 bp 

(Adams et al., 2000)、カイコ; 4.3×108 bp (Xia et al., 2008))、解読作業が難航している。 

交尾と卵巣摘出により脂肪体における代謝系が変化することが示唆されていたので、代

謝系とシグナル伝達系に着目して RNA-sequencing と定量 PCR により栄養選好性を制御す

る因子を探索した。その結果、特定の経路が活性化しているというようなことはわからな

かったが、交尾と卵巣摘出により顕著に gilp の発現量が増加していることがわかった(図 1-

5-1)。現在までのところ、様々な昆虫種で、交尾前後のトランスクリプトーム解析が行わ

れているが(カイコ(Zhang et al., 2014)、ミカンコミバエ Bactrocera dorsalis (Zheng et al., 

2016)、ネッタイシマカ Aedes aegypti (Alfonso-Parra et al., 2016)、セイヨウミツバチ(Kocher 

et al., 2008)、キイロショウジョウバエ(Lawniczak and Begun, 2004; McGraw et al., 2004))、 

ilp の発現量が変化している例は見られない。これらの研究では、解析対象の組織が脂肪体
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ではないことが多く、今後、他の昆虫種でも脂肪体に着目すれば交尾前後に ilp の発現量

に違いが認められる可能性はある。 

 

 第 2 章では、gilp の発現変動解析やタンパク質レベルでの探索をした。交尾と卵巣摘出

による gilp の発現量増加は、脂肪体でのみ認められた(図 2-1)。再摂食に対しては、脂肪体

と腸管の複数の組織で gilp の発現量に変化があった(図 2-7-1)。これは体液中の栄養分によ

り gilp の発現量が変動したと考えられる。このことから、交尾と卵巣摘出による脂肪体に

おける gilp の発現量増加は体液中の栄養分以外の因子、例えばホルモン等で制御されてい

ると考えられる。 

脂肪体の抽出物からは、Gilp に由来するイオンピークは認められなかった(図 2-4-1)。

Ex-vivo 解析では、脂肪体から Gilp が分泌されていることが示唆された(図 2-5)。脂肪体

は、ペプチドホルモンを微量しか蓄積せず、産生後速やかに分泌されてしまうために、脂

肪体抽出液から Gilp に由来するイオンピークが見つからなかったと考えられる(図 2-4-1)。

脂肪体で産生される Gilp をペプチドレベルで同定するには、脂肪体を培養した後の培養液

中に含まれるペプチドを解析する必要がある。 

 交尾後の組織別の 4ebp の発現量を調べたところ、前腸で発現量の減少が認められた。一

方で、脂肪体では顕著に発現量が増加した(図 2-3A)。また、卵巣摘出では、脂肪体におい

て、発現量の減少が認められた(図 2-3B)。交尾と卵巣摘出で 4ebp の発現量変動に、差異が

認められたが、これらは交尾と卵巣摘出後の体液中における Gilp の濃度の違いと、組織ご

との Gilp に対する感受性の違いに起因すると考えられる。脂肪体と腸管では、ヒトインス

リンを投与した時の応答性に差があり、脂肪体の方が低濃度で 4ebp の転写量が減少した

(図 3-1AB)。また、IRS が他のタンパク質との相互作用によりインスリンシグナルの強弱を

調節していることも明らかになっており(Hakuno et al., 2015)、組織別の応答性の差異は、

このようなインスリンシグナルの強弱を調節する因子の有無や量が組織によって違うこと

により生じているとも考えられる。加えて、脂質が過剰に脂肪組織に蓄積されることによ

り、インスリン抵抗性が高まることもわかっており(Gustafson et al., 2015)、交尾後のメスで

脂肪体において 4ebp の発現量が増加したのは、Gilp への応答性が抑制されるようなメカニ

ズムが働いているのかもしれない。 

 

第 3 章では、交尾と卵巣摘出により活性化されるインスリンシグナルと栄養選好性との
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関わりについて解析した。ヒトインスリンの投与によりインスリンシグナルを活性化させ

ると、フタホシコオロギのタンパク質選好性が強まった(図 3-1C)。また、 インスリンシグ

ナルに関連する因子のうち、IRS、AKT、GSK、p70S6K をノックダウンすると、交尾後と

卵巣摘出メスのタンパク質選好性が抑えられた(図 3-2-1B、3-2-2B、3-3-1、3-3-2、3-4-2、

3-5)。これらの実験より、交尾後と卵巣摘出後にタンパク質選好性が強まることには、イ

ンスリンシグナルが関わっていることが明らかになった。インスリンシグナルと栄養選好

性の制御に関する研究は限られており、例えば、キイロショウジョウバエでは、交尾によ

り、神経系における TOR/S6K が活性化し、糖質よりタンパク質を多く含む酵母への選好

性が高まることが、遺伝学的手法により明らかにされている(Ribeiro and Dickson, 2010; 

Vargas et al., 2010)。一方で、セイヨウミツバチにおいては、IRS をノックダウンすると、糖

質を多く含む果汁に対し、タンパク質を多く含む花粉に対する選好性が強まる(Wang Y. et 

al., 2010)。このように、フタホシコオロギとキイロショウジョウバエでは交尾後のインス

リンシグナルの活性化を介してタンパク質選好性が強まり、ミツバチではインスリンシグ

ナルの抑制によりタンパク質選好性が惹起されるという違いはあるが、インスリンシグナ

ルという共通の機構を介して、栄養選好性を制御していると考えられる。インスリンシグ

ナルの下流の因子では、特に GSK と p70S6K をノックダウンした時に、交尾後と卵巣摘出

メスでタンパク質選好性が抑えられたが(図 3-4-2、3-5)、GSK はインスリンシグナルの活

性化により抑制されることから、p70S6K の方が、この現象において重要な因子であると

思われる。p70S6K は、インスリンシグナルの活性化に伴って、40S リボソームタンパク質

S6 をリン酸化し、タンパク質の合成を促進させる。そのため、アミノ酸の量が減少し、タ

ンパク質の要求量が増え、タンパク質選好性が強まったと考えらえる。また、p70S6K をノ

ックダウンした場合には、タンパク質合成が促進されなかったため、交尾や卵巣摘出を経

てもタンパク質選好性が強まらなかったのではないかと考えられる。 

以上より、交尾後のメスや卵巣摘出メスにおいて、タンパク質選好性を制御しているの

は、p70S6K を介したインスリンシグナルの活性化が重要であると結論付けられる。つま

り、タンパク質選好性の制御に、p70S6K が合成を促進するタンパク質の機能が重要な可

能性と、p70S6K がタンパク質合成を促進することによりアミノ酸を消費することが重要

な可能性が考えられる。 

 

 本研究を、図 4-2 にまとめた。交尾と卵巣摘出により、脂肪体における Gilp の産生・分
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泌が活発になり、その結果インスリンシグナルが活性化することによって、タンパク質選

好性が強まることが明らかになった。卵巣を摘出したメスの栄養選好性の解析は予想して

いなかった結果だったが、卵巣を摘出することでメスの脂質代謝をダイナミックに変化さ

せ、行動までも変えてしまうことは大変興味深い。本研究では、gilp の発現量を上昇させ

る具体的な分子や物質や、インスリンシグナルの活性化から行動変化に至るまでのメカニ

ズムなど、未だに不明な点がいくつも残されている。これらを詳細に解析することで、適

切な栄養選好性の調節により担保される「セルフセレクション」という、生物の複雑であ

り魅力的な行動のメカニズムの全容に迫ることができると確信している。 
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図 4-1 AKHR と相同性が高いコンティグ 

フタホシコオロギ(Gryllus bimaculatus)の AKHR の塩基配列(HQ709192)に相同性のあるコン

ティグ。AKHR の塩基配列(黒)と同一のコンティグの領域(緑)を示す。番号はコンティグの

番号を示す。 
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図 4-2 本論文から示唆されたフタホシコオロギにおける交尾と卵巣摘出による栄養選好性

制御機構のモデル 
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実験の部 

 

機器 

MALDI-TOF MS: AB SCIEX、TOF/TOF 5800 

遠心濃縮機: Sakuma、EC-57C  

凍結乾燥機: 朝日科学株式会社、RFS 

PCR: Eppendorf、nexus GSX1 

定量 PCR: タカラバイオ、TP850 

DNA シーケンサー: Applied Biosystems、3500 Genetic Analyzer 

分光光度計: 島津ライフサイエンス、BioSpec-nano 

蛍光顕微鏡: オリンパス、IX70 

 

本研究においては、特別な記載がない限り、和光純薬またはナカライテスクの試薬を使用

した。 

 

実験動物 

フタホシコオロギは、月夜野ファーム(群馬県利根郡みなかみ町)より購入したものを研

究室で継代して使用した。27±1°C、湿度 70%、16 時間明期-8 時間暗期の下で、ウサギ用

人工飼料(LRC4、オリエンタル酵母)とネコ用人工飼料(フリスキー、お魚ミックス、まぐ

ろ・かつお・サーモン入り、ネスレ)を混合し、粉末状にして与えて飼育した。 

 

卵巣の摘出 

成虫羽化して 2 日後の成虫メス個体を 1 時間低温麻酔した後、氷上で腹の側部に解剖ば

さみで縦に切り込みを入れた。サッカーの先端にブルーチップを装着し卵巣を吸い出し

た。左右の卵巣を摘出した後、通常の飼育を行った。偽施術は、卵巣を摘出する場合と同

様に腹部に切り込みを入れ、卵巣は摘出しなかった。 

 

栄養選好性の評価(ジオメトリックフレームワーク解析法; GFW 解析法) 

栄養選好性の評価にはジオメトリックフレームワーク解析法を改良し用いた(Simpson 

and Raubenheimer, 1995)。下記の P-rich 餌の摂食量を x 軸に C-rich 餌の摂食量を y 軸に取
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り、個体ごとに 1 日の摂食量をプロットした。2 日目、3 日目はそれぞれ、1 日目、2 日目

の点から摂食量をプロットした。これら 3 点より、原点を通過する回帰直線を引き、その

直線の傾きをその個体の栄養選好性を評価する値とした(図 0-2)。 

 

GFW 解析用人工飼料 

GFW 解析には、タブレット状にした人工飼料を用いた。デキストリン(日本クレア)とカ

ゼイン(日本クレア)を、セルロース粉末(日本クレア)と混ぜ合わせたものを型(φ2.1 x 0.5 

cm)に入れた。成型後、水を入れ-80°C で凍結させ、保存した。実験に使用する際は、凍結

乾燥した後、高湿度下で一晩置き、70°C で 2 時間乾熱した後の重量を測定した。実験後

は、70°C で 2 時間乾熱し、重量を測定した。実験開始前と終了後の人工飼料の重量の差分

を摂食量とした。タブレットの内容物の割合は、以下の通りである。 

・C-rich food; デキストリン: カゼイン: セルロース粉末= 25: 2.5: 72.5 (wt/wt/wt) 

・P-rich food; デキストリン: カゼイン: セルロース粉末= 2.5: 25: 72.5 (wt/wt/wt) 

なお、カロリーは、100g 当たりデキストリンは 379.0 kcal、カゼインは 378.1 kcal とほぼ同

等であるため、C-rich food と P-rich food のカロリーはほぼ同じとした。 

 

産卵数の測定 

交尾後のメスをプラスチックケース(φ10.0 x 4.0 cm)で個別に飼育した。ティッシュペー

パーを重ねて、水で湿らせたものを入れ、24 時間後に産卵された卵を数えた。 

 

脂肪体の重量測定 

 頭部を切断したメスを開腹し、腸管、卵巣、マルピーギ管、付属腺を取り除いた後、脂

肪体を全身から回収し、重量を測定した。 

 

NileRed 染色による脂肪滴の観察 

 成虫メスの脂肪体を摘出し、PBS で洗浄した後、4%パラホルムアルデヒド PBS に浸け

て 15 分間室温で固定した。PBS で洗浄し、染色液(10 μg/ml Nile Red、100 μg/ml Hoescht 

33342、PBS 溶液)に浸し、暗所で 15 分間染色した。PBS で染色した後、蛍光顕微鏡で観察

した。 
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次世代シーケンサーによる発現変動解析 

 処女メスと交尾後のメス、卵巣摘出メスの脂肪体から TRI Reagent (コスモバイオ)を用い

てトータル RNA を抽出した。続いて、1 U の RQ1 RNase-Free DNase (Promega)を加えて

DNase 処理した(37°C、30 分間)。その後、フェノール/クロロホルム抽出、エタノール沈殿

により回収した total RNA を RNeasy Mini Kit (QIAGEN)により精製し、その全量を解析に

用いた。以降は、共同研究先にて、Illumina HiSeqTM 2000 によりシーケンシングした。得

られたリードのデータは、CLC genomics workbench (CLC bio)を用いて、de novo assembly

し、コンティグを作成した。クラスター解析、発現量解析は CLC genomics workbench を用

いて行い、アノテーションと GO 解析は、Blast2GO (Conesa et al., 2005)を用いた。次世代

シーケンサーによる発現変動解析は東京大学大学院 新領域創成科学研究科 メディカル

情報生命専攻の鈴木穣教授との共同研究である。 

 

cDNA の調製および定量 PCR による発現量の定量 

成虫メス個体から、各組織を摘出し、TRIreagent (コスモバイオ)により、トータル RNA

を抽出した。RNA は 1 U の RQ1 RNase-Free DNase (Promega)を用いて 37°C で 30 分間

DNase 処理した。その後、フェノール/クロロホルム抽出、エタノール沈殿により回収した

total RNA を 200 ng 用い、1 U の ReverTra Ace (TOYOBO)を用いた逆転写反応により cDNA

を合成した。逆転写におけるプライマーには Oligo(dT)18 (ユーロフィンジェノミクス)を使

用した。定量 PCR には、THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix (TOYOBO)を 12.5 μl 用いて、解

析した。定量 PCR に用いたプライマーを表 5-1 に示す。なお、相対定量には、フタホシコ

オロギの伸長因子 elongation factor (EF)か β-actin によりノーマライズした。PCR は、T1 と

T2 は、95°C、10 秒間(最初のサイクルのみ 1 分間); 56°C、15 秒間; 72°C、20 秒間を 1 サイ

クルとし、それ以外の遺伝子を対象としたときは、95°C、10 秒間(最初のサイクルのみ 1

分); 60°C、30 秒間を 1 サイクルとした。図 1-5-1B の定量 PCR は、処女メスと交尾後のメ

スを比較する試行を 2 回、処女メスと卵巣摘出メスを比較する試行を 2 回の計 4 回行っ

た。 

 

RT-PCR による組織別発現解析 

定量 PCR と同様に、各組織を摘出し、cDNA を作製した。PCR には GoTaq (Promega)を

使用した。コントロールとして、EF に特異的なプライマーを用いた。PCR は、95°C、30
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秒間(最初のサイクルのみ 2 分間); 54°C、30 秒間; 72°C、30 秒間を 1 サイクルとし、gilp は

35 サイクル、EF は 33 サイクル行なった。最後のサイクルが終了後、72°C で 5 分間伸長

させた。PCR に用いたプライマーを表 5-2 に示す。 

 

ペプチドの粗精製と MALDI-TOF MS によるペプチドの測定 

成虫メスの組織を摘出し、60%アセトニトリル/0.1%TFA に入れた。超音波破砕し、遠心

して上清を回収後、遠心濃縮機でアセトニトリルを溜去した。続いて、逆相カートリッジ

(メルク、ZiptipC18 チップ)に供し粗精製した。得られたペプチド溶液と 60%アセトニトリ

ル/0.1%TFA に α-シアノ-4-ヒドロキシけい皮酸を飽和させた溶液をプレート上で混合し、

MALDI-TOF MS で測定した。Gilp の還元は、粗精製したペプチド溶液に終濃度が 10 mM

となるようにジチオトレイトールを加え、100°C で 5 分間加熱した後、再度逆相カートリ

ッジで精製して測定した。 

 

脂肪体の Ex-vivo 培養 

成虫メスの脂肪体を摘出し、PBS で洗浄した後、150 µl の Grace insect medium (1X) 

(Gibco)を用いて 27°C で 30 分間前培養した。PBS で洗浄した後、1匹由来の脂肪体を 2つ

に分け、ペリスタポンプを用いて、一方は培地の交換をし続けたもの(還流条件)、もう一

方は、同じ培地を循環させたもの(循環条件)にして 27°C で 1時間本培養した。PBSで洗

浄した後にただちに脂肪体から RNA抽出を行い、上記の通り定量 PCRにより 4ebp の発

現量を解析した。 

 

二本鎖 RNA (dsRNA)の作製 

T7 プロモーター配列(5ʹ-GCTTCTAATACGACTCACTATAG-3ʹ)を 5ʹ末端に付加したプライ

マーを作成した(表 5-3)。作成したプライマーを用いて、各遺伝子の cDNA の塩基配列を挿

入配列として含むプラスミド(pGEM-T easy、Promega)を鋳型 DNA として用い、Ex Taq (タ

カラバイオ)を用いて PCR を行った。PCR は、95°C で 30 秒間(最初のサイクルのみ 2 分

間)、55°C で 30 秒間、72 C で 30 秒間を 40 サイクル行った。それぞれの PCR 産物をエコ

ノスピン(ジーンデザイン)で精製し、核酸濃度を定量した。これを dsRNA 合成反応の鋳型

とし、1 μg の鋳型量あたり 300 U の T7 RNA polymerase (タカラバイオ)を用いて 37°C で 3

時間、反応を行った。反応終了後、1 U の RQ1 RNase-Free DNase (Promega)を用いて 37°C 
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で 30 分間 DNase 処理した。反応産物を、フェノール/クロロホルム抽出、およびエタノー

ル沈殿により精製し、50 μl の DEPC 水で溶解した。精製した dsRNA はゲル電気泳動によ

り、目的の長さの dsRNA が合成されていることを確認した。調製した各 dsRNA は、熱湯

に入れて自然に冷ましてから、投与に用いた。なお、コントロールとしては、Discosoma 

sp.の赤色蛍光タンパク質 DsRed に由来する配列から dsRNA を作製した。 

 

dsRNA の投与と発現抑制効果の確認 

各 dsRNA について、1 回の投与あたり 3 μg/μl の dsRNA を 3 μl、シリンジを用いて体内

に注射した dsRNA を投与後、3 日目に RNA を摘出し、前述した、定量 PCR により解析し

た。 
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表 5-1 定量 PCR に用いたプライマー 

名称 配列 

1.1.1.27 CG10160 RT Fw 5ʹ-CATCTTCAAGGGCATCATCC-3ʹ 

1.1.1.27 CG10160 RT Rv 5ʹ-ACTGGGTTGGAGACGATGAG-3ʹ 

1.1.5.9 CG12398-1 RT Fw2 5ʹ-ACCAACATCGGCATCACC-3ʹ 

1.1.5.9 CG12398-1 RT Rv2 5ʹ-GTTGGGGACGTGAGTCTTGT-3ʹ 

1.1.5.9 CG12398-2 RT Fw2 5ʹ-GCAGGCAATACTGGATGGAG-3ʹ 

1.1.5.9 CG12398-2 RT Rv2 5ʹ-CTCGTTCGCCTGCAAATTAT-3ʹ 

1.3.3.6 CG4586 RT Fw 5ʹ-GAGGGGGTGACACAGTCAGT-3ʹ 

1.3.3.6 CG4586 RT Rv 5ʹ-AAGCACATTGTCGTGCCTTT-3ʹ 

2.3.1.9 CG10932 RT Fw 5ʹ-ATGCTGTCTTGAGGGCAGAG-3ʹ 

2.3.1.9 CG10932 RT Rv 5ʹ-CAAGCCTCCTGTGTCTGTGA-3ʹ 

2.3.1.9 CG9149 RT Fw 5ʹ-TTTCCACACACATGGCAATC-3ʹ 

2.3.1.9 CG9149 RT Rv 5ʹ-GGTGAGAACAGGAGGCAGAA-3ʹ 

2.4.1.17 CG10178-3 RT Fw 5ʹ-TTGGGCTGTGGAATTCATTT-3ʹ 

2.4.1.17 CG10178-3 RT Rv 5ʹ-ATTATTTCGCGAATCGCTTG-3ʹ 

2.4.1.17 CG10178-7 RT Fw2 5ʹ-CTACGATGGCCCTTCTCCTT-3ʹ 

2.4.1.17 CG10178-7 RT Rv2 5ʹ-AGCGTGGCGAGGTACATTAG-3ʹ 

2.4.1.17 CG10178-9 RT Fw 5ʹ-TCGAAGGTCCAAAGGTTGAC-3ʹ 

2.4.1.17 CG10178-9 RT Rv 5ʹ-GCCCAACTACAGGGACTTCA-3ʹ 

4EBP1 RT Fw 5ʹ-CTCCGCCAAGGAGAACATC-3ʹ 

4EBP1 RT Rv 5ʹ-TGGTCCTGGTTCTCATCCTC-3ʹ 

AMPAR2 RT Fw 5ʹ-CCTCGGAATCAGCATTTTGT-3ʹ 

AMPAR2 RT Rv 5ʹ-GAGGGGAGAGGAACGAAAAC-3ʹ 

ATP1 RT Fw 5ʹ-GGGGTTCTCCTCGGTGTACT-3ʹ 

ATP1 RT Rv 5ʹ-ACCAGAAGGACGACAACTGG-3ʹ 

ATP4 RT Fw 5ʹ-ACCAGAAGGACGACAACTGG-3ʹ 

ATP4 RT Rv 5ʹ-GGGGTTCTCCTCGGTGTACT-3ʹ 
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BOSS RT Fw 5ʹ-AAGCTTGGGTTGCTGCTGTA-3ʹ 

BOSS RT Rv 5ʹ-GTAATGGCCAGAGCACAGGT-3ʹ 

CD36 RT Fw2 5ʹ-CAGCCGCACGAAGTAGAACT-3ʹ 

CD36 RT Rv2 5ʹ-CCCAACATTCCCCTTCTCTC-3ʹ 

CNG2 RT Fw2 5ʹ-CTTGCACTTTCAGGGGGTAA-3ʹ 

CNG2 RT Rv2 5ʹ-GGTTAGAGAAGCCCCGTGA-3ʹ 

d12 desaturase RT Fw 5ʹ-AAATTGGTGCCGTTTGCTT-3ʹ 

d12 desaturase RT Rv 5ʹ-ACAGCGTCTCTCCCCAGAA-3ʹ 

d9 desaturase RT Fw 5ʹ-TGGTCAAATGCCTGGTTTG-3ʹ 

d9 desaturase RT Rv 5ʹ-GCACTGTTCACCAGCCAAG-3ʹ 

ERK1 2 RT Fw 5ʹ-CTGATGAGCCTGTTGCTGAA-3ʹ 

ERK1 2 RT Rv 5ʹ-TTCGGAAGATCGTCCAACTC-3ʹ 

FOXO RT Fw 5ʹ-ATCATCCACCACGACGACTT-3ʹ 

FOXO RT Rv 5ʹ-CATAACCTGTCGCTGCACAA-3ʹ 

G6PD 1.1.1.49 CG12529 RT Fw 5ʹ-TTCATTCCTCTTGGCTTTGC-3ʹ 

G6PD 1.1.1.49 CG12529 RT Rv 5ʹ-CAGAAGTCCGCATCCAATTT-3ʹ 

HMG CoA reductase RT Fw3 5ʹ-AGATGGCTGGGTTGAAGTTG-3ʹ 

HMG CoA reductase RT Rv3 5ʹ-CTCCGCAGTGGATTCAGTCT-3ʹ 

PDE2 RT Fw 5ʹ-AACCCATTCCACAACAGCAT-3ʹ 

PDE2 RT Rv 5ʹ-TTCAGAAGCACATTGGTGGA-3ʹ 

PDK1_2 RT Fw 5ʹ-TGGGCTTGTGGATAAAAGGA-3ʹ 

PDK1_2 RT Rv 5ʹ-GTGCGGTCCCAGAGTTAAAA-3ʹ 

PHK-3 RT Fw 5ʹ-CGGATCAACTTACCGAGGAA-3ʹ 

PHK-3 RT Rv 5ʹ-TTTGTCGAAGAGGGAGAACG-3ʹ 

PKC RT Fw 5ʹ-ATGCATTCTTTCGACGCATT-3ʹ 

PKC RT Rv 5ʹ-AAAGGGGGTTGCACTTCTCT-3ʹ 

Pointed RT Fw 5ʹ-CTTCAGAGCTTGCTGGGGTA-3ʹ 

Pointed RT Rv 5ʹ-TCAGGCTTCAGATCGACCAT-3ʹ 
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TBC1D1 RT Fw 5ʹ-GGGCTTAGACGCCAATACCT-3ʹ 

TBC1D1 RT Rv 5ʹ-GGTCATGCAACAGACGTGAC-3ʹ 

TNF2 RT Fw 5ʹ-TTCCGAGACTCCACCTTCTG-3ʹ 

TNF2 RT Rv 5ʹ-GAAAGATGCACCTGCCAAAC-3ʹ 

Gilp ORF Fw 5ʹ-GCTCCCCTACCCCCTGA-3ʹ 

Gilp ORF Rv 5ʹ-TTGGCGATTTGAGCTACGA-3ʹ 

Gilp T1 Fw 5ʹ-CCGCCGCAGCTCTAAGA-3ʹ 

Gilp T1 Rv 5ʹ-CATAGGCATACTGCTGTCAGG-3ʹ 

Gilp T2 Fw 5ʹ-AACTCCGCTGGTTCCACA-3ʹ 

Gilp T2 Rv 5ʹ-TCTCAAACAAACGGTCCACA-3ʹ 

IRS Fw1 5ʹ-ACTTGCTCTGCCTTACGGAC-3ʹ 

IRS Rv1 5ʹ-CTGTTGGCCTTCTCCTCCTG-3ʹ 

IRS Fw2 5ʹ-CGAAGGAGGATGTGGTTCCG-3ʹ 

IRS Rv2 5ʹ-AGGGATCATCGAGATGGGCT-3ʹ 

AKT Fw 5ʹ-GCCCTAAGCCCTACACCTTC-3ʹ 

AKT Rv 5ʹ-GAAGGTGCGCTCGATGAC-3ʹ 

GSK Fw 5ʹ-TTAGGTTCGCCTTTCACCAG-3ʹ 

GSK Rv 5ʹ-TGGAGTGCTGAAGCTCTGTG-3ʹ 

PDE Fw 5ʹ-AACCCATTCCACAACAGCAT-3ʹ 

PDE Rv 5ʹ-TTCAGAAGCACATTGGTGGA-3ʹ 

p70S6K Fw 5ʹ-AAAGCAGTGGACTGGTGGTC-3ʹ 

p70S6K Rv 5ʹ-GGTGGTGCTCCTGTTAGCAT-3ʹ 

Erk5144 Fw 5ʹ-GATTCGCCCCTTTGAAAACT-3ʹ 

Erk5144 Rv 5ʹ-GAGGCTCGGAATTACATCCA-3ʹ 

Erk7777 Fw 5ʹ-CTGATGAGCCTGTTGCTGAA-3ʹ 

Erk7777 Rv 5ʹ-TTCGGAAGATCGTCCAACTC-3ʹ 

EF Fw 5ʹ-CCCTGCTGCTGTTGCTTT-3ʹ 

EF Rv 5ʹ-CCCATTTTGTCGGAGTGC-3ʹ 

βactin Fw 5ʹ-TTGACAATGGATCCGGAATGT-3ʹ 

βactin Rv 5ʹ-AAAACTGCCCTGGGTGCAT-3ʹ 
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表 5-2 RT-PCR に用いたプライマー 

名称 配列 

Gilp ORF Fw 5ʹ-AACTCCGCTGGTTCCACAG-3ʹ 

Gilp ORF Rv 5ʹ-TGTGATGAATGTTGTCAGTCGG-3ʹ 

Gilp T1 Fw 5ʹ-CTCCGCCGCAGCTCTAAG-3ʹ 

Gilp T2 Fw 5ʹ-ACTCCGCTGGTTCCACAG-3ʹ 

Gilp T1&T2 Rv 5ʹ-AGACGCTTTTGGAAGGGATT-3ʹ 

EF Fw 5ʹ-ATGCCTGTATCTTGACTGCTCA-3ʹ 

EF Rv 5ʹ-ATGGTTTGCTTCCAGTTCAGT-3ʹ 
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表 5-3 T7 プロモーター配列を 5ʹ末端に付加したプライマー(T7 プロモーター配列に下線を

付した) 

名称 配列 

T7 IRS Fw 5ʹ-GCTTCTAATACGACTCACTATAGCTACATGGAAGTGGGCAGGT-3ʹ 

T7 IRS Rv 5ʹ-GCTTCTAATACGACTCACTATAGGGGGTAGAAGGTGACATGGA-3ʹ 

T7 IRS-2nd Fw 5ʹ-GCTTCTAATACGACTCACTATAGTGAGAAAAGATGGCGGTCCC-3ʹ 

T7 IRS-2nd Rv 5ʹ-GCTTCTAATACGACTCACTATAGTCGAATGCACATCAACCCGA-3ʹ 

T7 AKT Fw 5ʹ-GCTTCTAATACGACTCACTATAGTCGACTGTGCTTCGTTATGG-3ʹ 

T7 AKT Rv 5ʹ-GCTTCTAATACGACTCACTATAGCAAAACCTCTGGTGCCAAAT-3ʹ 

T7 4ebp Fw 5ʹ-GCTTCTAATACGACTCACTATAGGCCAACACCTGCCTTACAAT-3ʹ 

T7 4ebp Rv 5ʹ-GCTTCTAATACGACTCACTATAGCATTGTCCACTTGCCTCCTT-3ʹ 

T7 GSK Fw 5ʹ-GCTTCTAATACGACTCACTATAGTGATGTCCCGGTGACAAATA-3ʹ 

T7 GSK Rv 5ʹ-GCTTCTAATACGACTCACTATAGAGATTATGCGGCGCTTAGAA-3ʹ 

T7 PDE Fw 5ʹ-GCTTCTAATACGACTCACTATAGAACAGCAGGAATTGGACCTG-3ʹ 

T7 PDE Rv 5ʹ-GCTTCTAATACGACTCACTATAGTGCTGTTGTGGAATGGGTTA-3ʹ 

T7 p70S6K Fw 5ʹ-GCTTCTAATACGACTCACTATAGAAGGATTCCGCAAAGAAGGT-3ʹ 

T7 p70S6K Rv 5ʹ-GCTTCTAATACGACTCACTATAGGCTAACAGGAGCACCACCAT-3ʹ 

T7 Erk5144 Fw 5ʹ-GCTTCTAATACGACTCACTATAGCAACAGCTCAGCCATTATGC-3ʹ 

T7 Erk5144 Rv 5ʹ-GCTTCTAATACGACTCACTATAGCTGTCCACGCAAAGAGAACA-3ʹ 

T7 Erk7777 Fw 5ʹ-GCTTCTAATACGACTCACTATAGGCGGTAACAATCGACCAGAT-3ʹ 

T7 Erk7777 Rv 5ʹ-GCTTCTAATACGACTCACTATAGTGTTGGAGAGCCCAAAACTC-3ʹ 

T7 DsRed Fw 5ʹ-GCTTCTAATACGACTCACTATAGAGAACGTCATCACCGAGTTCAT-3ʹ 

T7 DsRed Rv 5ʹ-GCTTCTAATACGACTCACTATAGCCGATGAACTTCACCTTGTAGA-3ʹ 
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補章 シークエンスとアラインメント 

 

 

 

 

 

図 S1 フタホシコオロギの 4ebp のコンティグの塩基配列とその演繹アミノ酸配列 

黒数字は塩基配列の番号を示し、赤数字は演繹アミノ酸配列の番号を示す。*は終止コド

ンを示す。 
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図 S2 4ebp のアミノ酸配列のアラインメント 

フタホシコオロギ(Gryllus bimaculatus)の 4ebp の演繹アミノ酸配列とヒト(Homo spiens;  

NP_004087)、キイロショウジョウバエ(Drosophila melanogaster; NP_477295)、コクヌストモ

ドキ(Tribolium castaneum; EFA09088)の 4ebp のアミノ酸配列のアラインメント。フタホシコ

オロギの配列との同一性と相同性; ヒト: 同一性; 44.4%、相同性; 59.8%、キイロショウジ

ョウバエ: 同一性; 53.8%、相同性; 69.2%、コクヌストモドキ: 同一性; 50.4%、相同性; 

67.5%。 
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図 S3 Gilp をコードしている 2 種類のコンティグの塩基配列 

脳と食道下神経節、中腸、脂肪体のトランスクリプトーム解析から得られたコンティグよ

り見出された 2 種類の gilp (T1, T2)のコンティグ。黒数字は塩基配列の番号を示し、赤数字

は演繹アミノ酸配列の番号を示す。矢印はプライマーに用いた配列を示す。#は開始コド

ン、*は終止コドンを示す。 
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図 S4 フタホシコオロギの IRS のコンティグの塩基配列と演繹アミノ酸配列 

黒数字は塩基配列の番号を示し、赤数字は演繹アミノ酸配列の番号を示す。 
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図 S5 IRS のアミノ酸配列のアラインメント 

フタホシコオロギ(Gryllus bimaculatus)の IRS の部分演繹アミノ酸配列とヒト(Homo spiens;  

NP_005535)、キイロショウジョウバエ(Drosophila melanogaster; NP_723540)、コクヌストモ

ドキ(Tribolium castaneum; XP_008196596)の IRS のアミノ酸配列のアラインメント。プレク

ストリン相同ドメインとリン酸化チロシン結合ドメインを青で示した。フタホシコオロギ

の部分演繹アミノ酸配列との同一性と相同性; ヒト: 同一性; 36.9%、相同性; 51.0%、キイ

ロショウジョウバエ: 同一性; 37.9%、相同性; 46.2%、コクヌストモドキ: 同一性; 46.7%、

相同性; 57.1%。 
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図 S6 フタホシコオロギの AKT のコンティグの塩基配列と演繹アミノ酸配列 

黒数字は塩基配列の番号を示し、赤数字は演繹アミノ酸配列の番号を示す。*は終止コド

ンを示す。 
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図 S7 AKT のアミノ酸配列のアラインメント 

フタホシコオロギ(Gryllus bimaculatus)の AKT の部分演繹アミノ酸配列とヒト(Homo spiens;  

NP_005456)、キイロショウジョウバエ(Drosophila melanogaster; NP_732113)、コクヌストモ

ドキ(Tribolium castaneum; XP_008191524)の AKT のアミノ酸配列のアラインメント。プレ

クストリン相同ドメインと Protein Kinase B 触媒ドメインを青で示した。フタホシコオロギ

の部分演繹アミノ酸配列との同一性と相同性; ヒト: 同一性; 60.9%、相同性; 70.1%、キイ

ロショウジョウバエ: 同一性; 72.8%、相同性; 79.4%、コクヌストモドキ: 同一性; 75.2%、

相同性; 82.2%。 
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図 S8 フタホシコオロギの GSK のコンティグの塩基配列と演繹アミノ酸配列 

黒数字は塩基配列の番号を示し、赤数字は演繹アミノ酸配列の番号を示す。*は終止コド

ンを示す。 
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図 S9 GSK のアミノ酸配列のアラインメント 

フタホシコオロギ(Gryllus bimaculatus)の GSK の部分演繹アミノ酸配列とヒト(Homo spiens;  

NP_002084)、キイロショウジョウバエ(Drosophila melanogaster; NP_476714)、コクヌストモ

ドキ(Tribolium castaneum; KYB27978)の GSK のアミノ酸配列のアラインメント。GSK 触媒

ドメインを青で示した。フタホシコオロギの部分演繹アミノ酸配列との同一性と相同性; 

ヒト: 同一性; 61.0%、相同性; 67.3%、キイロショウジョウバエ: 同一性; 69.8%、相同性; 

78.7%、コクヌストモドキ: 同一性; 63.3%、相同性; 66.5%。 
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図 S10 フタホシコオロギの PDE のコンティグの塩基配列と演繹アミノ酸配列 

黒数字は塩基配列の番号を示し、赤数字は演繹アミノ酸配列の番号を示す。*は終止コド

ンを示す。 

 

  



49 

 

 



50 

 

図 S11 PDE のアミノ酸配列のアラインメント 

フタホシコオロギ(Gryllus bimaculatus)の PDE の演繹アミノ酸配列とヒト(Homo spiens;  

XP_011541771)、キイロショウジョウバエ(Drosophila melanogaster; NP_726855)、コクヌス

トモドキ(Tribolium castaneum; EFA10768)の PDE のアミノ酸配列のアラインメント。3ʹ,5ʹ-サ

イクリックヌクレオチドホスホジエステラーゼドメインを青で示した。フタホシコオロギ

の演繹アミノ酸配列との同一性と相同性; ヒト: 同一性; 59.7%、相同性; 70.1%、キイロシ

ョウジョウバエ: 同一性; 72.3%、相同性; 77.2%、コクヌストモドキ: 同一性; 73.1%、相同

性; 79.5%。 
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図 S12 フタホシコオロギの p70S6K のコンティグの塩基配列と演繹アミノ酸配列 

黒数字は塩基配列の番号を示し、赤数字は演繹アミノ酸配列の番号を示す。*は終止コド

ンを示す。 
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図 S13 p70S6K のアミノ酸配列のアラインメント 

フタホシコオロギ(Gryllus bimaculatus)の p70S6K の演繹アミノ酸配列とヒト(Homo spiens;  

NP_001258989)、キイロショウジョウバエ(Drosophila melanogaster; NP_523941)、コクヌス

トモドキ(Tribolium castaneum; XP_008201212)の p70S6K のアミノ酸配列のアラインメン

ト。p70S6K 触媒ドメインを青で示した。フタホシコオロギの演繹アミノ酸配列との同一

性と相同性; ヒト: 同一性; 64.5%、相同性; 73.4%、キイロショウジョウバエ: 同一性; 

68.5%、相同性; 80.0%、コクヌストモドキ: 同一性; 42.3%、相同性; 56.0%。 
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図 S14 フタホシコオロギの Erk5144 のコンティグの塩基配列と演繹アミノ酸配列 

黒数字は塩基配列の番号を示し、赤数字は演繹アミノ酸配列の番号を示す。*は終止コド

ンを示す。 
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図 S15 フタホシコオロギの Erk7777 のコンティグの塩基配列と演繹アミノ酸配列 

黒数字は塩基配列の番号を示し、赤数字は演繹アミノ酸配列の番号を示す。*は終止コド

ンを示す。 
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図 S16 Erk のアミノ酸配列のアラインメント 

フタホシコオロギ(Gryllus bimaculatus)の Erk5144 と Erk7777 の演繹アミノ酸配列とヒト

(Homo spiens; NP_620407)、キイロショウジョウバエ(Drosophila melanogaster; AAB97138)、

コクヌストモドキ(Tribolium castaneum; XP_966833)の Erk のアミノ酸配列のアラインメン

ト。Erk 触媒ドメインを青で示した。Erk5144 の Erk7777 との同一性; 45.9%、相同性; 

61.5%。Erk5144 の演繹アミノ酸配列との同一性と相同性; ヒト: 同一性; 47.9%、相同性; 

62.4%、キイロショウジョウバエ: 同一性; 76.4%、相同性; 84.0%、コクヌストモドキ: 同一

性; 45.9%、相同性; 61.0%。Erk7777 の演繹アミノ酸配列との同一性と相同性; ヒト: 同一

性; 82.4%、相同性; 86.2%、キイロショウジョウバエ: 同一性; 43.1%、相同性; 58.3%、コク

ヌストモドキ: 同一性; 88.6%、相同性; 91.9%。  
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