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序論 

生物が生命現象を維持するためには、エネルギーの摂取と消費を絶えず繰り返さなけれ

ばならない。摂食行動は、動物において、エネルギーを摂取する手段として、普遍的な一

連の行動の 1つである。摂食行動の様式は種によってさまざまであるが、1つの行動として

摂食行動を観察すると、摂食行動は、食べ始める行動と、食べ終わる行動に分けることが

できる。体内に、これらの行動を調節する機構が存在するとすれば、食べ始める行動は、

食べていない状態から、食べている状態への移行、すなわち、摂食モチベーションの増加

と、逆の移行、すなわち、摂食モチベーションの減少を制御するような機構が考えられる。

摂食の制御機構については、哺乳類をはじめとする脊椎動物を用いた研究が特に盛んに行

われてきた。その詳細は後述の通りであるが、それらの研究によると、摂食モチベーショ

ンは、自律神経や内分泌系はもとより、学習、記憶、認知、情動など、状況に応じ変化す

る種々の因子の統合により、精巧かつ複雑に調節されている。 

 

生物における恒常性 

摂食行動は、外界から体内へ栄養分を取り入れるための行動であることを考えると、生

物の体内は、栄養分を取り入れ、利用し排出する開放系と見なすことができる。1932年に、

Cannon は、生物の体は開放系として、絶えず流動性を持ちながら、各臓器の協同により、

或る定常状態を保つ機構が存在し、その制御機構のもとで、血液などの細胞外液の物理的、

化学的性状が恒常的に一定の範囲に維持されていると提唱した 1)。また、このような状態を

恒常状態(ホメオスタシス、homeostasis)と定義づけた 1)。 

 

脊椎動物における、ホルモンネットワークによる摂食行動の恒常的制御 

脊椎動物において、上述の、恒常性の概念を背景とした、エネルギー代謝が摂食行動を

調節する機構に関する多くの研究により、摂食行動は、主に脳をオーガナイザーとする多

くの臓器間相互作用がフィードバック作用することにより調節されていることが明らかに

された。 

脊椎動物の摂食制御の中枢は、脳の視床下部であると考えられている。具体的には、間

脳視床下部の腹内側核(ventromedial hypothalamic nucleus; VMH)を除去したラットは体重の

1



増加が認められ 2)、間脳視床下部の外側野(lateral hypothalamic area; LHA)の除去により、体

重および摂食量の減少が認められることから 3)、それぞれ VMH が満腹中枢、LHA が摂食中

枢であると考えられている。これらの視床下部の摂食行動制御領域野には、ニューロペプ

チド Y (neuropeptide Y; NPY)、オレキシン(orexin)、プロオピオメラノコルチン

(proopiomelanocortin; POMC)、ガラニン(galanin)、アトラクチン(attractin)など、10 種類以上

の神経ペプチドをそれぞれ特異的に産生するニューロンが存在しており、これらの神経ペ

プチド群を脳内に投与すると摂食行動が正あるいは負に制御されることが明らかにされた

4)。つまり、摂食は視床下部において、促進と抑制の 2方向のバランスにより調節されるこ

とが示された。 

この視床下部における制御には、末梢組織からの刺激が大きく寄与している。末梢組織

からのホルモンとして、例えば、脂肪細胞から分泌されるレプチン(leptin)が、視床下部の

VMH などに働きかけ、摂食を抑制させることが知られている 5)。また、胃で産生され、血

液中に分泌されるグレリン(ghrelin)は、視床下部に働きかけ、摂食を亢進させる 6)。このよ

うな、末梢組織から摂食中枢への刺激には、摂食に伴う消化管や血中などの糖質、アミノ

酸、脂質の濃度変動、および体内のエネルギー代謝や、腸管の張りなどの物理的刺激など

が感知され、シグナルとなる 7,8)。つまり、体内の栄養状態などに反映される栄養要求性や、

腸管の張りなどに反映される容量依存性などのパラメーターの刺激に応答し、最終的なア

ウトプットとしての摂食行動を決定するシステムが視床下部に存在し、摂食行動が制御さ

れていると考えられている。 

 

昆虫の摂食行動の生理学的基盤 

一方、昆虫の摂食行動については、主に、トノサマバッタ Locusta migratoria を用いた、

行動学的、生理学的な研究が行われてきた。トノサマバッタの 5 齢幼虫の行動観察により、

摂食行動が周期的におこることが示唆され 9)、さらに、行動観察結果の数理学的解析により、

その周期性が証明された 10)。タバコスズメガManduca sexta の幼虫についても同様の解析が

行われ、摂食行動の周期性が見出されている 11)。摂食行動の開始には、餌の存在による刺

激だけではなく、様々な因子が関与している(図 0-1)。トノサマバッタを用いた生理学的研

究から、摂食行動の開始に関与する外来性の因子として、1. 餌からの匂いや視覚的刺激、
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2. 餌からの味覚と接触の刺激、3. 光、4. 温度、5. 外敵の有無などがある。内在性の因子

として、1. 前回からの食餌からの経過時間、2. 体液中の栄養分の濃度、3. 腸の張り、4. 体

液の浸透圧、5. 体液中のホルモン濃度、6. 排糞の影響、7. 個体ごとの摂食、排糞、移動な

どの行動開始と一致する 10 数分間のリズムなどが考えられている 12)。また、摂食行動の終

了についても、容量依存性と栄養要求性が深く関与する。トノサマバッタの後腸には、張

りを感知する感覚受容器が存在しており、餌による後腸の形状変化が摂食の終了に影響を

与えることが示唆された 13)。タバコスズメガでは、栄養分を希釈した餌を与えると、1 回

の摂食時間が長くなることから、腸管における栄養分の感知が、摂食の終了に影響を与え

ることが示唆された 14)。これらの知見から、上述の様々な因子が複合的に調節する摂食モ

チベーションが、ある閾値を超えると摂食行動が発現するモデル(Simpson モデル) (図 0-2)

が提唱された 15)。このモデルにおける縦軸である feeding excitationは、上述の生理学的知見

をもとにした任意のパラメーターとして導入されており、パラメーターを構成するような

因子に関して、分子レベルでは全く明らかにされていない。 

 

昆虫の摂食行動と化学感覚との関連性 

昆虫が摂食行動を行う際、先ずは餌の情報を感知することが必要である。言い換えると、

化学感覚器により、外界の化学物質を認識することが、摂食行動の調節に必須である。昆

虫の化学感覚器は、嗅覚器と味覚器に大別される。このうち、摂食行動の最初の段階、す

なわち、非摂食期間を過ごしていた場所から、餌に到達する段階においては、主に嗅覚を

利用していると考えられている。一般的な昆虫の成虫の嗅覚器は、頭部に存在する触角

(antenna)と小腮(maxillary palps)であるが、このうち小腮が、餌に対する嗅覚に関しては特に

重要であると考えられている。実際、小腮を除去したカイコ Bombyx moriの幼虫では、匂

いで餌に誘引される行動が弱くなる 16)。匂いにより餌に到達した次の段階として、餌を口

に含んで、摂食可能な餌であるかどうかを味覚で確認する行動(nibbling)をとる 17)。この味

覚による判断基準は、その餌に含まれている栄養分の組成が重要であると考えられている。

例えば、タバコスズメガは、小腮に存在する感覚子が、餌中に含まれる糖質のうち、グル

コース、スクロースやイノシトールなどの特定の糖質を感知して、大顎の動きが活性化さ

れる 18)。また、カイコ幼虫では、カイコ幼虫が摂食するクワの葉から、カイコ幼虫を摂食
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行動へ促す嗅覚・味覚因子として、惹きつける(誘引)因子(citral、terpinyl acetate、linalyl acetate、

linalol、--hexanol)、噛み付かせる(噛咬)因子(b-sitosterol、isoquercitrin,、morin)、および飲

み込ませる(燕下)因子(cellulose)が含まれていると示唆された 19, 20)。以上のことから、化学

感覚は、「食べるか、食べないか」の決定に重要な働きをしていると考えられる。しかし、

体内の栄養状態などの、内在性の摂食行動を調節する因子による、「満腹か、空腹か」とい

う状態を、化学感覚による「食べるか、食べないか」の決定にどのように反映させている

かは、詳細には明らかにされていない。 

 

昆虫の体内の栄養状態と self-selection 

さて、昆虫の摂食行動を生態学的および生理学的な側面から考えると、昆虫にとって、

食物が限られた野生の条件において、体内に必要な栄養分(アミノ酸、糖質、脂質、ビタミ

ン、ミネラル、水分)をバランスよく適切に満たすような食物は、多くは存在しない 21)。こ

のことは、一般的に植物は上述の栄養分をほとんど全て含んでいるものの、それぞれの含

有量は植物種ごとに大きく異なることからもわかる 21)。つまり昆虫は、上述のような化学

感覚システムを用い、体内の栄養要求を適切に満たすような餌を探索する必要性がある。

実際、トノサマバッタ 22)や、オオタバコガ Heliothis zea 23)などを用いた生理学的研究から、

昆虫には、体内の栄養要求を適切に満たすように、適切な量、および割合の栄養分を得ら

れるような餌を自身で選択し摂食する、self-selection 24, 25)と呼ばれるメカニズムを体内に有

していることが知られている。このメカニズムは、実験的には、Geometric framework と呼

ばれる手法によって、解析されてきている 26) (図 0-3)。この解析の方法は、人工的に調製し

た、含有する栄養分が異なる餌を提示し摂食させ、その後一定の時間毎に、摂食した或る

栄養分の量を縦・横軸としてプロットするというものである。この方法により、或る個体

がそれらの栄養分をどの程度の比率で摂食するかを調べることができる(図 0-3)。Geometric 

framework解析により、主要な栄養分である、タンパク質と糖質に関して、それらを種特有

の比で選択して摂食することなどが明らかにされている 27-34) (図 0-3, 表 0-1)。タンパク質や

糖質以外の栄養分に関しては、上述の解析は一切なされていないものの、少なくとも、昆

虫には、窒素源としてのタンパク質と、炭素源としての糖質について、それらを適切に選

んで摂食するメカニズムが有ると考えられる。 
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上述の self-selection は、体内に存在する、栄養状態を感知するフィードバックシステムに

より、恒常的に制御されていると考えられている 35)。すなわち、体内の特定の栄養分の増

加・減少などの、栄養状態の変化が、餌中の栄養分の嗜好性を調節していると考えること

ができる。このような栄養状態に影響を与える主要な要因の一つとして、前回の餌の量や

栄養的質が挙げられる 36)。特に、体液中の栄養分の濃度は、直前に摂食した餌の栄養分が

大きく反映される 23, 36)ため、体液中の栄養分の濃度と、self-selectionなどの摂食行動との関

連性に関する生理学的研究がこれまでいくつかなされてきた。例えば、オオタバコガでは、

トレハロースを皮下投与することで、体液中の糖質レベルを一過的に増加させると、餌中

のスクロースの嗜好性が減ることが報告されている 23)。また、カメムシの一種 Oncopeltus 

fasciatusにおいて、体液中への特定のアミノ酸の投与が、摂食行動に影響を与えることが知

られている 37)。トノサマバッタにおいても、スクロースやアミノ酸混合溶液の体液中への

注射投与が、摂食行動に影響を与えることが示唆されている 38)。また、トノサマバッタが

摂食する際に、食物を一時的に溜める器官であるそ嚢や、腸管、および体液中における栄

養分の流動モデルから、体液中の栄養分の濃度が変動するリズムが、数理学的に計算され

モデル化された 39)。このモデルによると、体液中の栄養分の濃度の減少と摂食行動の開始

に関連性がある。以上のように、self-selection の栄養的制御に関して、生理学的研究が進め

られているが、その具体的な分子機構は、これまで全く明らかにされていない。 

 

AKHによる栄養状態の調節機構 

一般的に、昆虫における体液中の栄養状態は、栄養分の貯蔵や分解、輸送などに影響さ

れる 40)。また、栄養分の代謝や輸送は、体液と、昆虫における脂肪組織や肝臓の役割をも

つ脂肪体を、主要な場として行われる 41)。脂肪体には、脂質や糖質を中心として、多くの

栄養分が貯蔵エネルギーとして蓄えられている 42)。脂肪体の貯蔵エネルギーである脂質や

糖質は、エネルギーの需要に応じて、適宜分解され、体液中に動員され、他の組織で利用

される 43)が、このようなエネルギー物質の動員を制御する主要なペプチドホルモンとして、

AKH (adipokinetic hormone、脂質動員ホルモン)が挙げられる。AKH は、トノサマバッタに

おいて、脂肪体からの脂質を動員させる活性を担うホルモンとして発見された 44)。その活

性をもとに AKHは精製、単離され、そのアミノ酸配列が明らかとなった 45)。なお、AKH
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と、甲殻類から単離構造決定された RPCH (red pigment-concentrating hormone、赤色色素凝集

ホルモン) 46)とは、一次構造に類似性が見られることから、これらのペプチドホルモンは

AKH/RPCH ファミリーペプチドと呼ばれ、現在までに 40種類以上が同定されている 47) (図

0-4-1)。AKH/RPCHペプチドの構造的特徴としては、8-10 アミノ酸から成り、N 末端がピ

ログルタミン酸、C末端がカルボキシアミドとなっていることと、4 残基目のアミノ酸に芳

香族アミノ酸であるフェニルアラニンまたはトリプトファン、8 残基目のアミノ酸にトリ

プトファン、9 残基目のアミノ酸にグリシンがファミリー内で保存されていることが挙げ

られる 48)。 

AKH の標的細胞内での作用機構に関しては、主にトノサマバッタをモデルとして解析さ

れている(図 0-4-2)。先ず、AKHは、脳に附属している側心体(corpus cardiacum; CC)の神経

分泌細胞において合成、貯蔵され 49)、体液中に分泌される。分泌された AKH は、主に脂肪

体に存在する AKH 受容体(AKHR; AKH receptor)に結合し、脂肪体細胞内でのシグナル伝達

を引き起こす 50)。その全貌は明らかになっていないが、AKH 刺激により細胞内シグナル伝

達経路の第 1 段階として、トノサマバッタでは、cAMP およびカルシウムイオンがセカン

ドメッセンジャーとして関わることが示唆されている 51)。また、トノサマバッタやコガネ

ムシの一種である、カタモンメンガタハナムグリ Pachnoda sinuataでは、イノシトール三

リン酸もセカンドメッセンジャーとして働くという報告もある 52, 53)。これらのセカンドメ

ッセンジャーにより、グリコーゲンホスホリラーゼや、ホルモン感受性リパーゼが活性化

される。さらに、これらの酵素により、脂肪体内に貯蔵されている、グリコーゲンやトリ

アシルグリセロール(triacylglycerol; TAG)を、それぞれトレハロースや 1, 2-ジアシルグリセ

ロール(1, 2-diacylglycerol; 1, 2-DAG)に分解し、それぞれを体液中へ動員する 50, 54, 55)。その後、

1, 2-DAGは、脂質輸送タンパク質であるリポホリンにより体液中にて媒介輸送され、飛翔

筋などのエネルギー需要のある器官に運ばれる 56, 57)。 

上述のような、AKH の細胞応答に関する機序の研究が進められている一方、AKH が発見

されてから 20 年以上の間、AKH 受容体(AKHR)の構造についての報告は皆無であった。し

かし、近年の分子生物学的手法の発展および昆虫ゲノム情報の利用により、キイロショウ

ジョウバエ(Drosophila melanogaster)とカイコの AKHR が同定された 58, 59)。他の神経ペプチ

ドの受容体と同様に、AKHR は Gタンパク質共役型 7 回膜貫通型受容体(GPCR)であること
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が明らかとなり、GnRH (性腺刺激ホルモン放出ホルモン)受容体とのアミノ酸配列上の類似

性が認められた。続いて、ワモンゴキブリ Periplaneta americana 60, 61)、ハマダラカ Anopheles 

gambiae 62, 63)、コクヌストモドキ Tribolium castaneum 64)、ネッタイシマカ Aedes aegypti 65)

の AKHR をコードする cDNA のクローニングが行われた。また、セイヨウミツバチ Apis 

mellifera、アカイエカ Culux pipiensでは、それらのゲノム情報から、AKHRの存在が推定さ

れている。 AKHR の機能的特徴および AKH と AKHR との相互作用の解析のために、CHO 

(Chinese hamster ovary)細胞、カエルの卵母細胞、HEK (Human embryonic kidney)細胞など、

脊椎動物の細胞発現系を用いた AKHR 遺伝子の発現が行われ、それによるリガンド応答解

析などが行われている 59, 61, 66)。 

AKH が、代謝および体内の栄養状態をどのように調節しているかについては、主にショ

ウジョウバエの遺伝学的手法による変異体を用いた研究がなされてきた。例えば、AKHR

を欠損させたショウジョウバエの変異体は、通常状態では、通常個体と同等の寿命、体サ

イズであるが 67)、エネルギー貯蔵組織である脂肪体に、過剰な TAG やグリコーゲンの蓄積

が見られ、肥満様の表現型を示す 67, 68)。逆に、AKHR を過剰発現させたショウジョウバエ

の変異体では、脂肪体に貯蔵された TAG の急激な減少が見られる 68)。また、同様に、遺伝

学的手法により、AKH 産生細胞を欠失させたショウジョウバエの変異体では、体液中のト

レハロース量が減少する 69, 70)。これらの結果から、AKH は、体内のエネルギー代謝の恒常

的制御に関与することが示唆される。 

また、ショウジョウバエにおいて、AKH が運動の制御に影響を与えることが示唆されて

いる。例えば、AKH 産生細胞を欠失させたショウジョウバエの変異体は、通常状態におい

て、運動量の減少が見られた 70)。また、絶食状態においては、通常個体は、採餌行動が促

されることによると考えられる、運動量の増加が見られるが 69)、AKH 産生細胞を欠失させ

た変異体では、野生型と比較して絶食状態での生存率が増加し(絶食耐性を獲得し)、絶食に

伴う運動量の変動が見られなかった 69, 70)。このことから、AKH が、内分泌学的制御だけで

なく、運動に関与する神経系の制御にも重要であることが示唆される。すなわち、AKH が

摂食などの行動の制御にも関与する可能性も示している。 
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昆虫の摂食行動の行動レベルに着目した研究 

これまで昆虫の摂食行動に関する研究は、食べ始める行動、食べ終わる行動などの行動

レベルに着目した研究はほとんどなされていなかった。その理由としては、定型的行動の

分類に則した行動レベルの解析が困難であること等が挙げられる。また、このような行動

に関与する内分泌学的制御もまったく明らかにされていなかった。そこで永田らは、安定

した摂食周期を有するカイコ幼虫を用い、先ずは詳細な行動観察の結果に基づいたアッセ

イ系を構築し、食べ始める行動を促すような生理活性物質を探索するという、新しい切り

口の研究を開始した。その結果、カイコ幼虫の体液から、62アミノ酸残基からなる新規ペ

プチド性因子である HemaP (hemolymph major anionic peptide)を同定した 71)。HemaP は、脂

肪体で産生され、その体液中の量と摂食モチベーションには正の相関がみられることや、

摂食の制御に関与することが知られている食道下神経節(SOG; suboesophageal ganglion)内の

ドーパミンの利用に影響を与えることが分かってきた 71)。HemaP と体内の栄養状態との関

連性は具体的に明らかにされていないが、HemaP は両親媒性であることから、脂溶性の栄

養分と結合する可能性もある。 

さらに永田らは、上述のアッセイ系を用いて、ペプチドホルモンをはじめとする、いく

つかのペプチド性因子を発見、あるいは摂食行動調節因子として再発見している 72)。つま

り、複雑な摂食行動の内分泌学的制御のネットワークを考えるうえで、関連する因子群を

見出している状況にある。また、摂食行動を調節する因子が複数あることから、摂食行動

は多くの因子群によって統合的に制御されているとも考えられる。 

 

本論文研究の目的および特徴 

上述のような研究背景の上で、私は、摂食行動観察による、行動レベルの解析を用い、

栄養状態の変動が摂食行動を調節する機構を分子レベルで明らかにすることを本論文研究

の目的とした。栄養状態の変動と摂食行動の関連性に関しては、これまで上述した生理学

的研究に基づくと、体内の栄養状態は或る恒常状態(ホメオスタシス)が保たれていると考え

られ、また、それが実現されるためには、栄養要求性の調節による、栄養の選択および摂

取の恒常的な制御が重要であると考えられる(図 0-5-1)。そこで、本論文研究を展開するに

あたって、大きく分けて(i) 摂食行動、(ii) エネルギー代謝、(iii) 化学感覚の 3視点からの
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分子生物学的アプローチにより、本論文研究の目的を達成することを目指した(図 0-5)。 

研究材料としては、フタホシコオロギ Gryllus bimaculatusを用いた(図 0-6)。フタホシコ

オロギを用いる利点としては、(i) 大量入手、大量飼育が簡便であること、(ii) 比較的大型

昆虫であるため、摂食行動観察が容易であること、(iii) RNAi法の効果が確認されており、

その方法も簡便であること 73, 74)、(iv) また、雑食性であることから、研究を展開していく

上で結果的に、食性や嗜好性の変化を調べる実験系を組み立てることが容易であったこと

や、(v)昆虫全般の特徴として、開放血管系であり、体内の組織間ネットワークが比較的単

純であると考えられることから、体内の栄養分の「やりくり」を比較的容易に、包括的に

捉えることができる。つまり、上述の栄養要求性の分子基盤を包括的に理解するモデルと

なりうると考えられる。 

本論文研究の特徴は、(i) 摂食行動観察により、「食べ始める行動・食べ終わる行動」につ

いて、時間的側面からの解析をする点、(ii) 摂食行動の根底の概念の一つである、栄養分補

償性に対して、具体的な分子機構を明らかにしようとする点、そして、 (iii) 行動・代謝・

化学感覚の 3つの視点からの摂食行動の分子基盤の研究を行う点である。 

 

本論文研究の構成およびあらすじ (図 0-5-2) 

本論文研究は、AKHR のノックダウン個体の表現型の解析を中心として進めたが、その

解析は大きく分けて、(i) 摂食行動に関する解析(第一章)、(ii) エネルギー代謝に関する解析

(第二、三、四、五章)、(iii) 化学感覚に関する解析(第六、七章)である。また、(iv) 上述の

解析の過程で見出した、脂肪酸不飽和化酵素のノックダウン個体が致死となる原因の探索

も行った(第八章)。以下に、具体的な各章のあらすじを記述する。 

(i) 本研究の最初の足掛かりとして、RNAi法によって、体内の栄養状態を変動させうる

ような遺伝子をノックダウンし、摂食行動にどのような影響を与えるかを調べることとし

た。実際には、AKHR 遺伝子をノックダウンすることで、摂食行動の周期性に顕著な変化

が現れることを見出した(第一章)。 

(ii) 上述の摂食行動の周期性の変化は、AKH シグナリングの欠損による、体内の脂質代

謝や糖質代謝の変動によると考えられたため、AKHR のノックダウンが体内の脂質、糖質

レベルに与える影響と、摂食行動の周期性との関連性を調べたところ、体液中の主要な脂
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質である 1, 2-DAGレベルが摂食行動の周期性に大きく関与していることが分かった(第二

章)。そこで、体液中の脂質、糖質レベルの時間的変動を調べると、体液中の 1, 2-DAG レベ

ルは、或る一定レベルを保つように恒常的な制御を受けており、そのレベルからの増減が、

摂食モチベーションの増減を調節していると考えられた(第三章)。 

次に、AKHRのノックダウン個体における、体液中の 1, 2-DAGレベルの減少が、どのよ

うに摂食行動の周期性の変化に投射されるのかを調べることとした。先ずは、体液中の  

1, 2-DAGの輸送に関与する、脂質輸送タンパク質と脂質の巨大複合体であるリポホリンの

量的変動に着目したが、リポホリンが、直接的に摂食行動の周期性の変化に関与している

わけではないようであった(第四章)。そこで、AKHR のノックダウン個体における、摂食行

動に関与する新規因子を探索したところ、脂肪酸代謝を制御することで、体内の脂質の質

的レベルを調節するタンパク質 ACBP (acyl-CoA binding protein)を見出した。そこで、AKHR

のノックダウン個体の体内の脂肪酸組成を解析したところ、体液をはじめとするいくつか

の組織において、含有する脂肪酸の飽和-不飽和脂肪酸のバランスは恒常的な調節を受けて

いるようであり、さらに、AKHR をノックダウンすると、そのバランスが変動していた(第

五章)。つまり、AKHRのノックダウン個体における摂食行動の周期性の変化には、第二章

で示したような、体液中の脂質レベルの量的変化だけではなく、体内の脂質レベルの質的

変化(脂肪酸組成の変化)も関与する可能性が示唆された。 

(iii) 続いて、AKHRのノックダウン個体について、餌の栄養分に対する化学感覚につい

て調べたところ、AKHRのノックダウン個体は、小腮を介して、リノール酸の嗜好性を増

加させていることが分かった。また、逆行性染色の結果から、小腮における上述の嗜好性

の調節は、食道下神経節(SOG)が関与していると考えられた(第六章)。これまでの結果を合

わせると、AKHR のノックダウン個体は、脂質代謝の調節機構が部分的に欠損したため、

体内の脂質の量的および質的レベルのバランスが変化し、その変化を補償するために、餌

中のリノール酸の嗜好性を増加させており、その結果摂食行動の周期性に影響を与えた可

能性が有る。さらに続いて、上述の嗜好性の調節に関与する分子を特定したいと考えた。

そこで、小腮の RNA-seq解析を行い、そのデータをもとにして、小腮においてリノール酸

と結合し、嗅覚シグナルを伝える分子である、嗅覚結合タンパク質(OBP; odorant binding 

protein)または化学受容タンパク質(CSP; chemosensory protein)について、アッセイによるスク
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リーニング探索を試みた(第七章)。 

(iv) 第五章の研究の過程で、体内における 2つの脂肪酸不飽和化酵素である、9-desaturase

および12-desaturase を両方ノックダウンすることで、AKHRをノックダウンした時よりも

大きく体内の脂肪酸の飽和-不飽和脂肪酸のバランスを崩し、かつ、両 desaturase のノック

ダウン 1-2日後には致死になることを見出した。このような致死に着目することは、脂質代

謝と、生物の生存のメカニズムとの関連性を見出す上で興味深い結果が得られるかもしれ

ないと考え、致死の原因の解明を試みた(第八章)。 

最後に、本論文研究では、多くの遺伝子を、すべて同様の常法により、クローニングお

よび RNAi法によりノックダウンを行っているが、本論文の記述に当たっては、補項として

それらをまとめて記述した(補項第一項)。また、本論文研究において、それ自体は特に中心

となるような結果ではないが、特筆したい結果も、補項としてそれらをまとめて記述した(補

項第二項)。 
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餌の匂い

餌の味覚による刺激

光による刺激

摂食の開始

外来性因子 行動

有方向性運動

無方向性運動

足の動き

体の震動

口肢の動き

触角の動き

内因性因子

体液中の栄養分

腸の張り

体液の浸透圧

ホルモンの量

短期間の周期性

排糞

餌の視覚的刺激

餌との接触による刺激

図 0-1. 昆虫の行動および摂食開始と、それを制御する外来性因子と内在性因子との関連性のモデル図。

矢印と T バーは、それぞれ促進と抑制を示す。 (Ref. 12 より改変 )
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トノサマバッタの摂食行動のシミュレーション (Simpsonモデル) (Ref. 15より改変)
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図 0-2.
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摂
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質
の
量

摂取したタンパク質の量

y = ax

y = (1/b)x

y = cx

図 0-3. Geometric framework 解析の模式図。タンパク質 : 糖質 = 1:a (a>1) ( 高糖質餌 ) の割合で

含む餌と、タンパク質 : 糖質 = b:1 (b>1) の割合で含む餌 ( 高タンパク質餌 ) の 2 種類を調製し、

個体に提示し、自由に選択させ摂食させた場合、それぞれの栄養分を或る一定の比率

( タンパク質 : 糖質 = 1:c) ( 緑色の点線 ) で摂取するように、高糖質餌を摂食する期間

( 赤色の矢印 ) と高タンパク質餌を摂食する期間 ( 青色の矢印 ) を繰り返す。

昆虫種 タンパク質と糖質を摂取する比率 (タンパク質量 :糖質量 ) 引用文献

Locusta migratoria トノサマバッタ (群生相 ) 0.7:1 27

Melanoplus angustipennis バッタの一種 1.1:1 28

Melanoplus bivittatus バッタの一種 0.8:1 28

Melanoplus differentialis バッタの一種 1.4:1 28

Melanoplus femurrubrum バッタの一種 1.7:1 28

Melanoplus flavidus バッタの一種 1.1:1 28

Melanoplus foedus バッタの一種 1:1 28

Schistocerca gregaria サバクトビバッタ 0.8:1 29

Heliothis virescens オオタバコガ 1.5:1 30

Heliothis subflexa ガの一種 1:1 30

Heliothis zea アメリカタバコガ 4:1 31

Manduca sexta タバコスズメガ 1:1 32

Spodoptera exigua シロイチモジヨトウ 1.1:1 33

Spodoptera exempta ガの一種 0.8:1 34

Spodoptera littoralis ガの一種 1.3:1 34

表 0-1. Geometric framework 解析により明らかになった、各昆虫種における、

タンパク質と糖質を摂取する比率
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図0-4-1. 代表的なAKH/RPCHペプチドファミリーのアミノ酸配列。pQはピログルタミン酸残基を示す。
-はギャップを示す。AKH; adipokinetic hormone (脂質動員ホルモン)、RPCH; red pigment-concentrating
hormone (赤色色素凝集ホルモン)。

図0-4-2. AKHの作用機構の模式図。この図では、AKHによりエネルギー物質が動員される組織の
例を飛翔筋とした。AKH; adipokinetic hormone (脂質動員ホルモン)、AKHR; adipokinetic hormone receptor 
(脂質動員ホルモン受容体)、apoLp; apolipophorin (アポリポホリン)、DAG; diacylglycerol 
(ジアシルグリセロール)、FFA; free fatty acid (遊離脂肪酸)、HDLp; high-density lipophorin 
(高密度リポホリン)、LDLp; low-density lipophorin (低密度リポホリン)、TAG; triacylglycerol 
(トリアシルグリセロール)。
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腸管
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餌
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Lipolysis ↓
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脳
神経系

食道下神経節
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体内の脂質の脂肪酸組成の変動

∆9-, ∆12- desaturases
のノックダウン

生存

リノール酸

摂食量の増加

摂食周期の短縮

第一章

小腮におけるリノール酸の感知能の増加

第二 -五章

第六、七章

第八章

図 0-5-2. 本論文の構成に関する模式図。AKH; adipokinetic hormone ( 脂質動員ホルモン )、

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

( トリアシルグリセロール )、1, 2-DAG; 1, 2-diacylglycerol (1, 2- ジアシルグリセロール )。

側心体

栄養分

Self-selection (Ref. 24)

エネルギー代謝
栄養分の選択

栄養分の選択
体内の栄養状態
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(摂食行動の恒常的制御)
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栄養要求性摂食行動

現在までに、生理学的研究により明らかにされてきた、栄養要求性摂食行動の制御機構

摂食行動観察や、分子生物学的手法を用いて、上記の機構を分子レベルで明らかにする

図 0-5-1. 本論文研究の目的に関する模式図。

(i) 摂食行動

(ii) エネルギー代謝
(iii) 化学感覚
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1 cm

1 cm

図 0-6. フタホシコオロギ (Gryllus bimaculatus) のメス ( 上部 )、オス ( 下部 ) の成虫。
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第一章 AKHRのノックダウン個体の摂食行動に関する解析 

 

1-0  はじめに 

AKH (adipokinetic hormone、脂質動員ホルモン)は、昆虫のエネルギー代謝に関わるペプチ

ドホルモンであり、主に、脂肪体内の貯蔵エネルギーを体液中に動員させる機能を有して

いる 80)。現在、AKH や構造上類似している RPCH (red pigment concentrating hormone、赤色

色素凝集ホルモン 46)が属している AKH/RPCH ファミリーには 40種類以上のペプチドが同

定されている 47)。また、AKH 受容体(AKHR)については、数種類の昆虫において同定およ

びクローニングが行われている 58-65, 81)。AKH は、さまざまな昆虫種で生化学的および内分

泌学的な解析が行われている。近年、主にキイロショウジョウバエを用いた遺伝学的解析

によって、AKH シグナリングは、貯蔵エネルギー物質の分解・貯蔵のバランスを制御する

ことで、体内のエネルギー代謝のホメオスタシスに影響を与えることが示唆されてきた。 

そこで本章では、AKH による体内エネルギーのホメオスタシスの調節機構が摂食行動に

どのような影響を与えるかを解析するために、フタホシコオロギを用いて、AKHシグナリ

ングを人為的に制御することによる摂食行動への影響を解析することを目的とした。 

解析に際して、AKHR をノックダウンしたフタホシコオロギを調製した(補項第一項; 図

S1-1)。そのために、先ずは、フタホシコオロギの AKHR 遺伝子をクローニングした(図 S1-1 

(A, B))。さらに、クローニングした AKHR遺伝子の塩基配列を基に調製した dsRNAを投与

することで、投与 2-4日後に AKHR 遺伝子の mRNA の発現が顕著に減少するようなノック

ダウン個体を調製した(図 S1-1 (F))。 

次に、調製した AKHR ノックダウン個体について、摂食行動に関与する表現型をいくつ

か解析した。特に、摂食行動の解析に関しては、摂食行動観察の結果をもとにして、数理

学的手法により、摂食行動の周期性を解析した。 

 

1-1  AKHRのノックダウン個体の摂食行動に関わる表現型の解析* 

1-1-1  AKHRのノックダウン個体の絶食耐性の解析* 

キイロショウジョウバエでは、遺伝学的手法を用いた、AKH 産生細胞の欠損 69)、あるい

は AKHR のノックアウト 67, 68)により、脂肪体内の貯蔵エネルギーの増加などの、体内のエ
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ネルギー代謝の変動、および、それに伴う絶食耐性の増強が見られることが知られている。

そこで、先ずは、フタホシコオロギの AKHR遺伝子のノックダウンが、キイロショウジョ

ウバエと同様に、体内のエネルギー代謝の変動に伴い、絶食耐性が増強することを確かめ

るために、フタホシコオロギの AKHR のノックダウン群の絶食耐性を解析した(図 1-1-1)。

その結果、AKHRのノックダウン群において、メス(図 1-1-1 (A))、オス(図 1-1-1 (B))ともに、

コントロール群と比較して、生存日数の延長が見られた。すなわち、AKHR のノックダウ

ンによる絶食耐性の増強が認められた。この結果から、フタホシコオロギにおいても、AKHR

は、キイロショウジョウバエの AKHR と同様、体内のエネルギー代謝を変動させる機能を

有することが示唆された。 

 

1-1-2  AKHRのノックダウン個体の摂食量の解析* 

フタホシコオロギの AKHR のノックダウンが摂食行動にどのように影響を与えるかを解

析するために、先ず、成虫の AKHRのノックダウン群の摂食量を解析した。解析方法とし

ては、チャバネゴキブリ Blattella germanicaにおいて、摂食量はフンの量と相関関係にある

ことを参考にした 82)。また、フタホシコオロギのフン1 個あたりの重量はほぼ一定である(図

1-1-2-1)ことから、フンの数を摂食量の指標として、フンの数を 1 日毎に数えた(図 1-1-2-2)。

その結果、AKHRのノックダウン群において、メス(図 1-1-2-2 (A))は投与後 2-7 日後、オス 

(図 1-1-2-2 (B))は投与後 3-4 日後に、コントロール個体と比較して、顕著に摂食量が増加し

た。その摂食量の増加は、メス、オスともに投与後 3 日目において最も顕著であった(メス: 

+71%、オス: +35%)。また、メスの AKHRのノックダウン群において、コントロール群と比

較した摂食量の増加率が、投与後 3 日目以降は、時間の経過に伴い減少する傾向が見られ

た(図 1-1-2-2 (A))。 

 

1-1-3  AKHRのノックダウン個体の摂食行動の解析* 

  1-1-3-1  フタホシコオロギの摂食行動観察方法の確立およびフタホシコオロギ成虫の摂

食行動観察、摂食行動解析による摂食行動の周期性の解析* 

1-1-2 において、AKHRのノックダウンによって摂食量の増加が認められた。そこで、次

に、AKHRのノックダウンが、行動レベルでどのような影響を与えるかを解析した。昆虫
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の摂食行動の、行動レベルでの観察および解析は、フタホシコオロギと同じ直翅目昆虫で

あるトノサマバッタを中心に行われ、摂食行動に周期性が存在することが見出されている

10)。また、永田らによって、カイコ幼虫を用いて摂食行動に周期性が存在することが見出さ

れている 17)。私は、フタホシコオロギを用いて同様の手法による研究を行うため、先ず、

フタホシコオロギの摂食行動の簡便な観察方法を確立した。それを用いた観察結果を基に、

フタホシコオロギにおいても、摂食行動に周期性が存在するかを検討した。 

フタホシコオロギ成虫の摂食行動観察は、図 1-1-3-1 (A, B)に示す方法で行った。ケージ

内の手前側に餌(人工飼料)を置き、奥に水を含ませたティッシュペーパーを置き、各個体が

自由に餌に到達できる状態で観察した。観察の際には、手前側にいる個体に注目すること

で、多くの個体の摂食行動を同時に観察することが可能である。 

上記の観察方法を用いて、成虫のメスおよびオス個体の通常での摂食行動を 6 時間連続

して観察した(図 1-1-3-1 (C))。その結果、各個体には、バラつきが見られるものの、摂食行

動の頻度が高い時間と、そうでない時間が認められた。また、様々な時間の長さの gap (摂

食以外の行動)が存在した。短いものは数秒間であり、長いものは数時間に及んだ。 

昆虫における gap は、摂食時間中の gap (intrameal gap)と、摂食と摂食との gap (intermeal 

gap)の 2 種類が存在する。そこで、フタホシコオロギ成虫の摂食期の bout criterion を解析し

た。bout criterionとは、intrameal gapと、intermeal gap との境目となる時間である。昆虫に

は種特異的な bout criterion が存在することが知られている。フタホシコオロギ成虫の bout 

criterionを検討するために、図 1-1-3-1 (C)で示した摂食行動観察の結果をもとに、昆虫の摂

食行動解析でよく用いられている log-survivor plot解析を行った(図 1-1-3-2)。その結果、フ

タホシコオロギの平均の bout criterionは、メスが 3.1 ± 0.7 分、オスが 2.7 ± 0.7 分であった。

これは、他の直翅目昆虫種の bout criterionとよく似ていた(表 1-1-3-1)。 

次に、メス、オス、それぞれ約3.1 分、約2.7 分より長いgapを intermeal gapと考え、intermeal 

gapに規則性があるかどうか、つまり、摂食を開始するタイミングに周期性があるかどうか

を解析した。intermeal gapの分布が負の二項分布を示せば intermeal gapに規則性がある、つ

まり、摂食を開始するタイミングに周期性があるとされる(実験の部を参照)。階級度数の2

検定を行った結果、どの個体においても負の二項分布を示し、このことは、intermeal gap の

頻度が高い階級があることが示され、摂食を始めるまでのある一定の時間の長さが存在す
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ることとなる(実験の部を参照)。すなわち、フタホシコオロギ成虫の摂食は時間的に規則的

な周期性があることが明らかとなった。 

さらに、1 回あたりの摂食時間の log-survivor plot解析を行った(図 1-1-3-3)。1 回あたり

の摂食時間についても、負の二項分布を示すかどうかを調べるために、階級度数の2検定

を行った。その結果、どの個体においても負の二項分布を示し、フタホシコオロギ成虫の

摂食時間には規則性が認められ、或る決まった長さの時間で摂食することが明らかとなっ

た。 

 

1-1-3-2  AKHRのノックダウン成虫個体の摂食行動の解析* 

次に、AKHR のノックダウン成虫個体について、1-1-3-1の摂食行動観察および摂食行動

解析の方法を用いて、AKHR のノックダウンが摂食行動にどのような影響を与えるかを解

析した。摂食行動観察は、成虫メス、およびオスの AKHR-dsRNA投与群、EGFP-dsRNA投

与群の計 4 群、各群 5 個体について、8 時間連続的に観察した。また、観察は、AKHR-dsRNA

の投与により AKHR の mRNAの発現が顕著に抑制される、dsRNA 投与後 2、3 日目の 2 日

間、計 16 時間行った(図 1-1-3-4、図 1-1-3-5)。その結果、各個体には、様々な長さの gapが

存在したものの、メス、オスともに、AKHR-dsRNA の投与群は、コントロールである

EGFP-dsRNA投与群と比較して、長さの短い gapが、より多く存在していた。 

次に、上記の摂食行動観察結果を用いて、gap について log-survivor plot解析を行った(図

1-1-3-6、図 1-1-3-7)。その結果、メスの AKHR-dsRNA 投与群、メスの EGFP-dsRNA投与群、

オスの AKHR-dsRNA投与群、オスの EGFP-dsRNA投与群の各 4 群の平均の bout criterion

の時間は、それぞれ 1.9 ± 0.8 分、2.4 ± 1.4 分、2.7 ± 1.2 分、3.5 ± 1.9 分であり、メスの

AKHR-dsRNA投与群とメスの EGFP-dsRNA 投与群の平均の bout criterion の時間には、有意

な差は認められなかった。オスについても同様に、有意な差が認められなかった。また、

intermeal gapが負の二項分布を示すかを検討するため、階級度数の2検定を行った。その結

果、どの個体においても負の二項分布を示し、AKHR のノックダウン個体およびコントロ

ール個体の摂食行動は、規則的な周期性を有することが明らかとなった。 

また、1 回あたりの摂食時間についても、同様に log-survivor plot解析を行った(図1-1-3-8、

図 1-1-3-9)。1 回あたりの摂食時間についても gapの解析と同様に、負の二項分布を示すか
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を階級度数の2検定により検討した。その結果、どの個体においても負の二項分布を示し、

AKHRのノックダウン個体およびコントロール個体の摂食時間には規則性が存在する、す

なわち決まった長さの摂食時間の存在が明らかとなった。 

ところで、本実験の gapについての log-survivor plot解析において、intermealを示すプロ

ット、つまりグラフの bout criterionの時間よりも長い時間のプロットに着目すると、メス、

オスどちらにおいても、AKHR-dsRNA 投与群のプロットが EGFP-dsRNA投与群のプロット

と比較して、より短時間側にシフトしていた(図 1-1-3-8、図 1-1-3-9)。そこで、AKHR-dsRNA

投与群および EGFP-dsRNA 投与群のプロットをメス、オス毎に 1 つのグラフに重ね合わせ

た(図 1-1-3-10 (A))。その際、各個体のプロットの縦軸の値の最大値を同一の相対値として

補正した。その結果、メス、オスどちらにおいても、AKHR-dsRNA投与群のプロットは、

EGFP-dsRNA投与群のプロットと比較して、より短時間側にシフトしていた。すなわち、

AKHRのノックダウンにより、コントロールと比較して intermealの gap の時間が短縮した

ことが明らかとなった。 

さらに、1 回あたりの摂食時間についてのプロットについても、gapについての解析と同

様に、AKHR-dsRNA 投与群および EGFP-dsRNA 投与群のプロットをメス、オス毎に 1 つの

グラフに重ね合わせた(図 1-1-3-10 (B))。その際、gapについての解析と同様に、各個体のプ

ロットの縦軸の値の最大値を同一の相対値として補正した。その結果、メス、オスどちら

においても、AKHR-dsRNA 投与群のプロットは、EGFP-dsRNA 投与群のプロットと比べ、

分布に差が見られなかった。すなわち、AKHR のノックダウンによっては、コントロール

と比較して 1 回あたりの摂食時間の長さは変化しないことが明らかとなった。 

上記の摂食行動観察結果をもとに、メスの AKHR-dsRNA投与群、メスの EGFP-dsRNA投

与群、オスの AKHR-dsRNA 投与群、オスの EGFP-dsRNA投与群の各 4 群毎の、摂食間 gap

の平均値(図 1-1-3-11 (A))、1 回あたりの摂食時間の平均値(図 1-1-3-11 (B))、摂食回数の平均

値(図 1-1-3-11 (C))、合計摂食時間の平均値(図 1-1-3-11 (D))を算出した。その結果、メス、オ

スともに、AKHR-dsRNA投与群では、コントロールと比較して、顕著な摂食間 gapの減少

と、摂食回数の増加、およびそれに伴う合計摂食時間の増加が認められた。一方で、1 回

あたりの摂食時間には、有意な差が認められなかった。以上の結果をまとめると、AKHR

のノックダウンによる影響は、摂食頻度が増加するものの、その一方で、1 回の摂食の時
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間は変わらないことが明らかとなった。 

 

1-1-4  AKHRのノックダウン個体の運動活性の解析 

AKHは、脂質などの栄養分を体液中に動員させる活性を有するため、その発見当初か

ら、トノサマバッタの長距離飛翔に代表されるような、昆虫の高い飛翔活性(flight activity)

に関与することが知られていた 87)。さらに近年、飛翔行動が見られない昆虫種である、カ

メムシの一種 Pyrrhocoris apterusにおいて、AKH の投与実験により、体液中の AKHの増加

が運動活性 (locomotor activity)の増加に寄与することも明らかにされた 88)。また、フタホシ

コオロギについても、AKH の投与により体液中の脂質が顕著に増加し、その増加とほぼ同

時に運動活性の増加が観察されることが報告されている 89, 90)。このことから、本論文研究

で用いている、AKHR ノックダウン個体は、AKHシグナリングの欠損により、運動活性が

変化している可能性が考えられる。また、1-1-3で見られた、AKHR のノックダウンによる

摂食頻度の増加は、運動活性の変化の影響を受けた結果であるとも考えられる。 

そこで、AKHR のノックダウン個体について、運動活性を評価した。その方法としては、

既にフタホシコオロギの運動活性の評価を行っていた文献に従った 90)。具体的には、15.6 cm 

× 10.8 cm × 6 cmの容器の底面に、底面を 6等分するような線を引き、10分間あたりの、そ

の線を個体が通過した回数を運動活性の指標とした(図 1-1-4 (A))。その結果、コントロール

個体として用いた、EGFP のノックダウン個体および、dsRNAの代わりに水を投与した個体

は、合成したフタホシコオロギ AKH (図 S2-1 (A))の投与によって、有意な運動活性の増加

が見られた(図 1-1-4 (B))。これは、先行研究の結果と一致する結果であった 89, 90)。AKHR の

ノックダウン個体に関しては、コントロール個体と比較して、有意な運動活性の減少が見

られ、かつ、AKH の投与による、運動活性の有意な増加も見られなかった(図 1-1-4 (B))。

これらの結果から、AKHR のノックダウンによる AKH シグナリングの減弱は、AKH の投

与による影響とは逆に、運動活性の減少をもたらすと考えられた。また、AKHRのノック

ダウン個体は、少なくとも、AKH の、運動活性の増加を促すようなシグナルを十分遮断し

ているということが示唆される。 
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1-2 まとめと考察 

フタホシコオロギの AKHRの cDNAクローニングに関して 

本章では、フタホシコオロギの AKHの制御機構が摂食行動にどのような影響を与えるか

を解析した。そのために、先ず、フタホシコオロギの AKHRの cDNA クローニングを行っ

た(図 S1-1 (A, B))。クローニングしたフタホシコオロギのAKHRは他の昆虫種のAKHRと、

アミノ酸配列上、高い相同性を有していた(図 S1-1 (C))。系統樹による解析の結果、他の昆

虫種の AKHR と同じグループに属する(図 S1-1 (D))ことから、クローニングしたフタホシコ

オロギの AKHRは他の昆虫種の AKHR と同様、AKH をリガンドとする受容体として機能

すると考えられた。また、フタホシコオロギの AKHRの mRNAは、脂肪体特異的に発現が

認められた(図 S1-1 (E))。この結果は、AKH が脂肪体を主な標的器官としている 50)ことと一

致している。ショウジョウバエ 67)やワモンゴキブリ 60)においても、AKHRの mRNA は主に

脂肪体で発現している。しかし、AKHRは脂肪体以外の組織にも発現している種がいるこ

とが明らかとなっている。例えば、ショウジョウバエの AKHR は味覚神経にも発現してお

り 67)、ワモンゴキブリの AKHR は脳や神経系においても発現している 60)。このことから、

AKH は脂肪体に作用しエネルギー代謝を制御する以外の機能を持つことも考えられるが、

その詳細は明らかにされていない。 

現在までに、多くの昆虫種において、1昆虫種につき数種類の AKH が同定されている。

一方、これまで、AKHRは昆虫種毎に 1種類しか同定されていなかった。しかし、近年、

ネッタイシマカにおいて、2 種類の AKHR (Aedae-AKHR-I、Aedae-AKHR-II)の存在が明ら

かになっている 65)。Aedae-AKHR-Iと Aedae-AKHR-IIはスプライシングバリアントにより、

脱感作に関わるとされる GPCR の C 末端領域のアミノ酸配列に違いが見られ、それぞれの

発現パターンもわずかに異なる 65)。このことから、Aedae-AKHR-Iと Aedae-AKHR-IIは異な

る機能を有していることも考えられる。本論文においては、クローニングしたフタホシコ

オロギの AKHRは 1 種類しか見出していないが、複数種の AKHR が存在する可能性も考え

られる。 

 

AKHRのノックダウンによる、発現抑制効果に関して 

クローニングしたフタホシコオロギの AKHRの機能を解析するために、RNAi法を用いた。

24



RNAi法は、特定の遺伝子の発現を抑制させる効果的な手法であり、既に多くの昆虫種に対

して用いられている。フタホシコオロギにおいても、その効果が確認されている 73, 74, 91)。

フタホシコオロギを用いた RNAi法は、dsRNA の注射による投与、および、経口投与の 2 通

りの方法によって効果が確認されている 74)が、第一章における AKHRのノックダウンにお

いては、AKHR-dsRNA の経口投与による方法を用いた。なお、その後、AKHR-dsRNA の注

射による投与についても効果を確認したところ、mRNAの発現抑制効果は、注射による投

与の方が大きいこともわかった(データ非掲載)。 

 

AKHRのノックダウン個体の絶食耐性の増強に関して 

フタホシコオロギの AKHR のノックダウンにより、絶食耐性の顕著な増強が認められた。

この結果は、キイロショウジョウバエにおける、AKHRのノックアウト個体、および AKH

産生細胞を欠失させた個体の表現型と一致した 67, 68, 70)。また、これらの変異体個体は、脂

肪体に貯蔵されるエネルギー物質である、グリコーゲンや Triacylglycerol (TAG)の過剰な蓄

積が見られる 67, 68)。このことは、AKH の制御機構の欠損により、貯蔵エネルギーの分解が

抑えられ、その結果、外からエネルギーを取り込むことができない絶食条件下において、

貯蔵エネルギーをより長い期間利用できると解釈できる。本章の結果のとおり、フタホシ

コオロギにおいても同様の表現型が見られたことから、ショウジョウバエと同様、AKHR

のノックダウンにより、体液中に動員される糖質および脂質レベルの減少、および、貯蔵

エネルギーの蓄積量の増加が見られることが考えられる。この点に関しては、本論文の第 2

章において、AKH の制御機構と、体液中および脂肪体内の脂質、糖質レベルとの関連性を

解析した。 

 

AKHRのノックダウン個体で見られた摂食頻度の増加に関して 

フタホシコオロギへの AKHR-dsRNA 投与後 2、3 日目において、摂食量の増加が顕著に

見られたことから、投与後 2、3 日目に摂食行動の観察を行った(図 1-1-3-4、図 1-1-3-5)。そ

の結果、AKHRのノックダウン個体において、摂食周期の短縮が認められた(図 1-1-3-10、

図 1-1-3-11)。この要因について、AKH の作用機構の面から考えると、体内のエネルギー代

謝の変動による、体液中の栄養状態、あるいは脂肪体の貯蔵エネルギーの変動が要因であ
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る可能性が考えられる。トノサマバッタにおいて、体液中の栄養分の濃度が、摂食による

栄養分の摂取量を決定づける一つの要因として示唆されており 36)、摂食行動は栄養分の濃

度を反映すると解釈できる。このような状況を考慮すると、AKHRのノックダウンによる、

体液中の栄養分の濃度の減少が、摂食行動を開始させる閾値を下げている可能性が考えら

れる。逆に、AKH の連続的な投与によって、摂食量の減少傾向が見られ、連続投与開始後

4 日目には、コントロールと比較して有意な摂食量の減少が認められた(図 S2-1 (B))。この

投与条件では、投与後 4 日目において体液中の脂質、糖質の標準値(basal titre)の増加が見ら

れている 92)。つまり、体液中の栄養分の濃度が増加すると、摂食行動が抑制される可能性

が考えられる。以上を合わせて考えると、AKH に制御される体液中の栄養分の濃度は、昆

虫の体内に存在する栄養要求性に働きかけ、摂食行動を開始させる閾値に影響を与えると

考えられる。 

一方で、1 回あたりの摂食時間の長さは、摂食を終了させる行動と関連性があると考え

られる。フタホシコオロギの AKHRのノックダウン群において、コントロール群と比較し

て、1 回あたりの摂食時間に変動は見られなかったことから(図 1-1-3-8、図 1-1-3-9)、摂食

を終了させる行動は、AKH による制御とは独立に制御されていると考えられる。摂食を終

了させる行動を制御する要因の 1 つとして、容量依存性制御(volumetric control)が考えられ

る。トノサマバッタにおいて、摂食により生じる中腸の張りが、摂食行動を制御すること

が明らかになっている 13)。 

 

AKHRのノックダウンによる摂食行動に関する表現型の変化における、成虫と終齢幼虫と

の相違について 

成虫のフタホシコオロギで認められた、AKHR のノックダウンによる絶食耐性の増強、

および摂食量の増加は、終齢幼虫では認められなかった(図 S2-2)。その理由として、成虫と

終齢幼虫では、AKH のエネルギー代謝に関わる機能が同じではない可能性が考えられる。

実際、フタホシコオロギの成虫と終齢幼虫は、ともに、AKHの投与により、糖質と脂質が

動員されることが知られているが、動員される糖質と脂質の量、あるいはそれらの動員効

果の持続時間は、成虫と終齢幼虫では異なる 93)。別の理由として、終齢幼虫では、AKH の

制御機構自体が、摂食行動に影響を与えない可能性が考えられる。このことは、終齢幼虫
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と成虫において、摂食の目的が異なることが関連しているかもしれない。具体的には、終

齢幼虫は主に成長のために、成虫においては主に生殖のために、摂食により栄養分を得て

いると考えることができ、その違いにより、それぞれの摂食の制御システム自体に相違が

ある可能性も考えられる。 

 

第一章において、AKH の制御機構は摂食行動に影響を与えることを示した。AKH の内分

泌的に主要な作用は、脂質、糖質等の栄養分の体液中への動員である。そこで、AKHの作

用機構に関与する因子、および、体液中の栄養分との濃度と摂食行動との関連性を解析す

ることを目的として、第二章では、AKHR のノックダウン個体について、体液中の脂質、

糖質レベルに変動がみられるかどうかを解析した。 
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図 1-1.  AKHR のノックダウン群の絶食耐性の解析。成虫脱皮 0 日目のメス (A) およびオス (B) に AKHR-dsRNA (●)、

または EGFP-dsRNA (○) を投与後に、各個体を分け、絶食条件下で 1 日ごとの生存率を調べた。メス (A)、オス (B) どちらに

おいても AKHR のノックダウン群はコントロール群と比較して絶食耐性が増強した (Wilcoxon signed-rank test, P < 0.05, n = 12)。
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図 1-1-2-1. フタホシコオロギ成虫の 1 個あたりのフンの重量。フタホシコオロギの飼育ケージから、ランダムに 10 個ずつフンを

サンプリングし、凍結乾燥後にその重量を計測した (n = 14)。1 個あたりのフンの重量の平均は、1.45 ± 0.11 mg であった。また、

母平均の 95% 信頼区間は、1.38 mg から 1.51 mg であった。フタホシコオロギ成虫の 1 個あたりのフンの重量は、ほぼ一定であると

考えられた。バーは平均値を示す。
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図 1-1-2-2. AKHR のノックダウン群の摂食量の解析。成虫脱皮後 0 日目のメス (A) およびオス (B) に AKHR-dsRNA (●) または

EGFP-dsRNA (○) を投与後、1 日ごとにフンの数を調べ、摂食量の指標とした。アスタリスクは、コントロールに対して、

有意な差が認められたことを示す (*P < 0.05、**P < 0.005; one-way ANOVA)。フンの数は、平均値 ± S.D. で示した (n = 5)。

AKHR ノックダウン群はコントロール群と比較して摂食量の増加が認められた。
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図 1-1-3-1. フタホシコオロギの摂食行動の観察方法と、通常摂食の成虫個体における観察結果。(A, B) フタホシコオロギ

個体をそれぞれ 17 cm × 10 cm × 12 cm のケージに入れ、手前側に餌を置き、奥に水を含ませたティッシュペーパーを置き、

各個体が自由に餌に到達できる状態で摂食行動を観察した (A)。(A) の写真の左下 ( 拡大写真 : (B)) のような状態の個体を、

摂食している個体とした。(C) フタホシコオロギ成虫の摂食行動パターン。観察は、6 時間連続して行った。黒の四角で

示した部分は摂食している時間を示し、それ以外の部分は摂食以外の行動を示す。
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昆虫種 成長段階 餌 bout criterion ( 分 ) 引用文献

トノサマバッタ 5 齢幼虫 小麦幼植物 4 (2-6) 83

人工飼料 4 22

成虫 人工飼料 4 84

サバクトビバッタ 5 齢幼虫 人工飼料 4 85

アメリカイナゴ 5 齢幼虫 小麦幼植物 2-9 86

トノサマバッタ

トノサマバッタ 5 齢幼虫

表 1-1-3-1. 直翅目昆虫の bout criterion
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図 1-1-3-2. フタホシコオロギ成虫個体の摂食間 gap の log-survivor plots。縦軸が gap の番号を、横軸が gap の長さを示し、

一つの点が一つの gap を示す。矢印は、bout criterion の位置を示し、その平均時間はメスが 3.1 ± 0.7 分、オスが 2.7 ± 0.7 分

であった。全ての個体の intermeal gap は負の二項分布していた ( P > 0.05)。df は自由度を示しており、gap の時間を階級度数

の χ2 検定を行った。その際の自由度における χ2 値を併記した。
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図 1-1-3-3. フタホシコオロギ成虫個体の摂食時間の log-survivor plots。縦軸は摂食イベントの番号を、横軸は摂食時間の長さ

を示し、一つの点が一つの摂食時間を示す。全ての個体の摂食時間は負の二項分布を示していた ( P > 0.05)。df は自由度を

示しており、gap の時間を階級度数の χ2 検定を行った。その際の自由度における χ2 値を併記した。
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図 1-1-3-4. AKHR-dsRNA (A)、または EGFP-dsRNA (B) を投与したフタホシコオロギのメス成虫の摂食行動パターン。

観察は、dsRNA 投与後 2、3 日目に各 8 時間連続して行った。黒の四角で示した部分は摂食している時間を示し、

それ以外の部分は摂食以外の行動を示す。# 番号は各群における別々の個体を示す。
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図 1-1-3-5. AKHR-dsRNA (A)、または EGFP-dsRNA (B) を投与したフタホシコオロギのオス成虫の摂食行動パターン。

観察は、dsRNA 投与後 2、3 日目に各 8 時間連続して行った。黒の四角で示した部分は摂食している時間を示し、

それ以外の部分は摂食以外の行動を示す。# 番号は各群における別々の個体を示す。
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図 1-1-3-6. AKHR-dsRNA (A)、または EGFP-dsRNA (B) を投与したフタホシコオロギのメス成虫の摂食間 gap の

log-survivor plots。縦軸が gap の番号を、横軸が gap の長さを示し、1 つの点が 1 つの gap を示す。矢印は、bout 

criterion の位置を示す。AKHR-dsRNA 投与群、EGFP-dsRNA 投与群の平均の bout criterion の時間は、それぞれ

1.9 ± 0.8 分、2.4 ± 1.4 分であり、両群の bout criterion の時間に有意な差は認められなかった。全ての個体の

intermeal gap は負の二項分布を示した ( P > 0.05)。df は自由度を示しており、gap の時間を階級度数の χ2 検定を行った。

その際の自由度における χ2 値を併記した。
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図 1-1-3-7. AKHR-dsRNA (A)、または EGFP-dsRNA (B) を投与したフタホシコオロギのオス成虫の摂食間 gap の

log-survivor plots。縦軸が gap の番号を、横軸が gap の長さを示し、1 つの点が 1 つの gap を示す。矢印は、bout 

criterion の位置を示す。AKHR-dsRNA 投与群、EGFP-dsRNA 投与群の平均の bout criterion の時間は、それぞれ

1.9 ± 0.8 分、2.4 ± 1.4 分であり、両群の bout criterion の時間に有意な差は認められなかった。全ての個体の

intermeal gap は負の二項分布を示した ( P > 0.05)。df は自由度を示しており、gap の時間を階級度数の χ2 検定を行った。

その際の自由度における χ2 値を併記した。
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図 1-1-3-8. AKHR-dsRNA (A)、または EGFP-dsRNA (B) を投与したフタホシコオロギのメス成虫の摂食時間の

log-survivor plots。縦軸が摂食イベントの番号を、横軸が摂食の長さを示し、1 つの点が 1 つの摂食イベントを示す。

全ての個体の摂食時間は負の二項分布を示した ( P > 0.05)。df は自由度を示しており、摂食時間を階級度数の χ2 検定を

行った。その際の自由度における χ2 値を併記した。
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図 1-1-3-9. AKHR-dsRNA (A)、または EGFP-dsRNA (B) を投与したフタホシコオロギのオス成虫の摂食時間の

log-survivor plots。縦軸が摂食イベントの番号を、横軸が摂食の長さを示し、1 つの点が 1 つの摂食イベントを示す。

全ての個体の摂食時間は負の二項分布を示した ( P > 0.05)。df は自由度を示しており、摂食時間を階級度数の χ2 検定を

行った。その際の自由度における χ2 値を併記した。
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図 1-1-3-10. AKHR-dsRNA ( 濃灰色 ) または EGFP-dsRNA ( 薄灰色 ) を投与したフタホシコオロギ成虫個体の摂食間 gap の

log-survivorplot (A) および摂食時間の log-survivor plot (B) をそれぞれメス、オス毎に重ねたグラフ。(A) のグラフの

 縦軸が gap の番号を、横軸が gap の長さを示し、1 つの点が 1 つの gap を示す。(B) のグラフの縦軸は摂食の番号を、

横軸は摂食時間の長さを示し、1 つの点が 1 つの摂食時間を示す。 (A), (B) のそれぞれのグラフにおいて、各個体の

プロットの縦軸の値の最大値を同一の相対値に補正した。AKHR-dsRNA 投与個体は摂食間 gap のプロットの分布が

コントロールと比較して左側へのシフトが見られた。一方、摂食時間の長さのプロットの分布はコントロールと比較して

差が見られなかった。
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図 1-1-3-11. AKHR-dsRNA または EGFP-dsRNA を投与したフタホシコオロギのメス、オス成虫の摂食間 gap の時間の

平均値 (A)、1 回の摂食時間の平均値 (B)、摂食回数の平均値 (C)、合計摂食時間の平均値 (D)。それぞれ平均値 + S. D.

で示した (n = 5)。アスタリスクは、コントロールに対して、有意な差が認められたことを示す (*P < 0.05、**P < 0.005;

 one-way ANOVA)。AKHR-dsRNA 投与群は、メス、オス共に、コントロールと比較して摂食間 gap の減少、摂食回数の

増加、およびそれに伴う合計摂食時間の増加が認められた。一方、1 回の摂食時間はコントロールと比較して有意な差が

認められなかった (one-way ANOVA, P > 0.05) 。
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15.6 × 10.8 × 6 cm

図 1-1-4. フタホシコオロギの運動活性の評価方法 (A) と、AKHR をノックダウンした成虫オス個体の運動活性 (B)。

それぞれ平均値 ± S. D. で示した (n = 8)。アスタリスクは、コントロールに対して、有意な差が認められたことを示す 

(*P < 0.05;Tukey's HSD test)。コントロール個体として用いた、EGFP のノックダウン個体および、dsRNA の代わりに水を

投与した個体 (Vehicle) は、AKH の投与によって、有意な運動活性の増加が見られた。一方、AKHR のノックダウン

個体は、EGFP のノックダウン個体と比較して、運動活性が有意に低下しており、かつ、AKH の投与による運動活性の

増加も見られなかった。
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第二章 AKHRのノックダウン個体における、体内の栄養状態の解析、および体内の栄養

状態と摂食周期との関連性の解析 

   

2-0  はじめに 

第一章では、AKHRのノックダウン個体は、摂食周期の短縮が見られることを明らかに

した。つまり、AKHの制御機構は摂食行動の周期性に影響を与えることがわかった。AKH

の内分泌的に主要な作用は、脂質、糖質等の栄養分の体液中への動員である。実際、フタ

ホシコオロギ成虫では、AKH の投与により、体液中の脂質および糖質レベルの一過的な増

加が見られていることから、フタホシコオロギにおいても、AKH は脂質代謝および糖質代

謝の制御に関与していると考えられる 93)。一方、昆虫の摂食行動に関する生理学的研究か

ら、体液中の栄養分の濃度は、摂食行動の調節に関与していると考えられている 36)。そこ

で、本章では、先ずは体液中の脂質および糖質の量的なレベルに着目し、AKHRのノック

ダウンにより、それらのレベルが変動するかどうかを調べた。その後、AKHR のノックダ

ウン個体の摂食行動に対する、体液中への脂質、糖質の投与によるレスキュー実験により、

第一章で見られた、AKHR のノックダウンによる摂食周期の短縮に関与する栄養分の絞り

込みを試みた。 

 

2-1  AKHRのノックダウン個体における、体内の脂質、糖質のレベルの変動の解析* 

 2-1-1 AKHRのノックダウン個体における、体液中の脂質、糖質レベルの変動の解析* 

  一般的に、昆虫の体液中の脂質は、1, 2-DAG が主要成分であることが知られている 94, 95)。

実際に、フタホシコオロギの成虫の脂肪体および体液について、それぞれから抽出した脂

質について、TLC を展開したところ、他の昆虫種と同様に、脂肪体から抽出した脂質から

は TAG が、体液から抽出した脂質からは 1, 2-DAGが、それぞれ主要成分として検出される

ことを確認した(図 2-1-1 (A))。一方、体液中の糖質に関しては、昆虫の血糖とされているト

レハロースが主要成分であり、グルコースが次に多く含まれる 96)。そこで本論文研究では、

体液中の 1, 2-DAGレベルは、体液から抽出した脂質を、総脂質定量法である

sulfo-phospho-vanillin 法 97)によって定量した。一方、体液中の糖質レベルに関しては、体液

から抽出した糖質を、総糖質定量法である anthrone 法 98)と、グルコースとトレハロースを
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区別した定量法であるヘキソキナーゼ法とを用いて定量した。 

 先ず、AKHR-dsRNA を投与したオスの成虫個体の体液を投与後 0、2日目に回収し、体液

中の 1, 2-DAGレベルを定量した(図 2-1-1 (B))。その結果、AKHR-dsRNA の投与後 2日目に

おいて、体液中の 1, 2-DAG レベルが減少した。また、同様の傾向が、AKHR-dsRNAの投与

後 3日目においても見られた(データ非掲載)。 

  次に、同様に体液を回収し、体液中の糖質レベルとして、トレハロースレベルとグルコ

ースレベルをそれぞれ定量した(図 2-1-1 (C, D))。その結果、AKHR-dsRNAの投与後 3日目

において、体液中のトレハロースレベルは、1, 2-DAG レベルと同様に、減少した(図 2-1-1 (C))。

一方、グルコースレベルは、顕著な変動は見られなかった(図 2-1-1 (D))。 

 さらに、上述した、AKHR のノックダウン個体の体液中の 1, 2-DAGレベルおよびトレハ

ロースレベルの減少は、AKH シグナリングの減弱に起因するかどうかを確かめるために、

AKHRのノックダウン個体にフタホシコオロギ AKH を投与し、体液中の脂質レベルおよび

糖質レベルが一過的に増加するかどうかを調べた(図 2-1-1 (E, F))。なお、AKH の投与に関

しては、先行研究に従い 93)、5 pmolの AKHを投与し、投与後 0、90分に体液を回収し、体

液中の 1, 2-DAG レベルおよび糖質レベルを定量した。その結果、コントロール個体に AKH

を投与すると、体液中の 1, 2-DAG レベル、および糖質レベルが顕著に増加した(図 2-1-1 (E, 

F)。しかし、AKHR-dsRNA の投与 2日目のノックダウン個体では、AKH の投与による、体

液中の 1, 2-DAGレベル、および糖質レベルの顕著な増加は認められなかった(図 2-1-1 (E, F))。 

 これらの結果から、AKHR のノックダウンによって認められた体液中の 1, 2-DAG レベル

およびトレハロースレベルの或る程度の減少は、AKH による、脂質および糖質の動員活性

が欠損したことに起因すると考えられた。 

 

 2-1-2 AKHRのノックダウン個体における、脂肪体内の脂質の量的レベルの変動の解析 

 2-1-1で見られた、AKHR のノックダウン個体における体液中の 1, 2-DAGレベルおよび

トレハロースレベルの減少は、AKHの作用による、脂肪体内の貯蔵エネルギーの動員に起

因するかを確認するために、脂肪体内の貯蔵脂質である TAG を定量した。方法としては、

脂肪体の Nile Red 染色、および、脂肪体から抽出した脂質を用いて sulfo-phospho-vanillin 法

による定量を行った(図 2-1-2)。その結果、AKHR-dsRNAの投与後 2日目の成虫オス個体に
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おいて、Nile Red により蛍光染色される、脂肪細胞内の脂質小滴である脂肪滴(lipid droplet)

の数が増加した(図 2-1-2 (A))。また、この結果と一致することに、AKHR-dsRNA の投与後 2

日目の成虫オス個体において、脂肪体内の TAG量の増加が見られた(図 2-1-2 (B))。 

 

2-2 AKHRのノックダウン個体の摂食行動に対する、体液中への脂質、糖質の投与による

レスキュー実験 

 AKHR のノックダウン個体で見られた、体液中の 1, 2-DAG レベル、およびトレハロース

レベルの減少は、体液中の栄養状態の変動を意味する。この結果と、体液中の栄養状態の

変動が摂食行動と関係があることを示唆する先行研究 36)とを合わせて考えると、AKHR の

ノックダウン個体で見られた、摂食頻度の増加は、体液中の 1, 2-DAG レベル、およびトレ

ハロースレベルの減少に起因する可能性が考えられた。この可能性について検討するため

に、AKHRのノックダウン個体に対する、体液中への脂質および糖質の投与によるレスキ

ュー実験を行った。実験群として、AKHR のノックダウン個体に、1, 2-DAG およびトレハ

ロースを投与することで、それらのレベルをコントロール個体程度まで戻した個体の調製

を試みた(図 2-2 (A))。なお、体液中の 1, 2-DAGレベルを戻した個体の調製に関しては、フ

タホシコオロギ成虫オスの通常個体の体液から抽出した 1, 2-DAGをエタノール等の有機溶

媒に溶解させ投与することを検討したが、この投与によっては体液中の 1, 2-DAG レベルは

増加しなかった(データ非掲載)。その理由は、1, 2-DAG のような脂溶性の化合物は、大量に

体液中に投与された場合、体液にて安定して存在できないからであると考えた。昆虫にお

いて、体液中の 1, 2-DAGは、遊離した状態ではほとんど存在せず、輸送タンパク質と、リ

ポホリンと呼ばれる複合体を形成している 56, 57)ことから、フタホシコオロギのリポホリン

を投与することで、体液中の 1, 2-DAG レベルを増加させることができると考えた。なお、

フタホシコオロギのリポホリンは、密度勾配遠心法により調製した(図 2-2 (B))。具体的には、

フタホシコオロギの成虫オスの通常個体から回収した体液(500 L)と、4.4 g/mLの KBr溶液

10 mLとを混合し、超遠心分離(40,000 rpm, 16 h, 4°C)し、その後に、遠心分離したサンプル

を上層から 1 mL毎に分画した。その後、各画分を SDS-PAGE に供して、リポホリンをはじ

めとする体液中のタンパク質について、密度勾配による分画ができていることを確認し(図

2-2 (B-1)) (SDS-PAGE による、体液中のタンパク質の解析の詳細は第四章にて後述)、さらに、
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各画分の密度および脂質含有量を分析することで、リポホリンを含有する画分を絞り込ん

だ(図 2-2 (B-2))。一般的に、昆虫のリポホリンの密度は 1.05-1.20 g/mLである 99, 100)ことと、

脂質含有量の分析から、画分 2と画分 3をリポホリンを多く含む画分と判断し、以降のリ

ポホリンの投与に用いた。 

 次に、AKHR のノックダウンにより減少した、体液中の脂質レベルおよび糖質レベルを、

コントロール群のレベル程度まで戻すようなリポホリンおよびトレハロースの投与量を検

討した(図 2-2 (C, D))。その結果、先ず、リポホリンおよびトレハロースの投与により、投

与後数時間は、体液中の 1, 2-DAGレベルおよびトレハロースレベルが、投与量に依存した

一過的増加が見られることが分かった(図 2-2 (C, D))。そして、体液中の 1, 2-DAG レベルお

よびトレハロースレベルについての、AKHRのノックダウン個体とコントロール個体との

差分を考慮すると、体液中の 1, 2-DAGレベルに関しては、AKHR のノックダウン個体に 1, 

2-DAG を 270 g程度含むようなリポホリンを投与することで、一過的にコントロール個体

のレベルまで戻すことができると考えられ(図 2-2 (C))、トレハロースレベルに関しては、

AKHRのノックダウン個体にトレハロースを 300 g程度投与することで、一過的にコント

ロール個体のレベルまで戻すことができると考えられた(図 2-2 (D))。 

 次に、上述の方法で調製した実験群およびコントロール群(図 2-2 (A))に対して、摂食行動

観察、およびその結果を基にした摂食行動解析を行った。観察および解析は、第一章の

1-1-3-2における、AKHRをノックダウンした成虫オス個体に対する観察および解析と同様

の方法で行った。すなわち、観察は、AKHR-dsRNA および EGFP-dsRNA の投与後 2日目と、

3 日目の 2 日間について 8 時間連続的に、計 16 時間行った。その際、リポホリン(1, 2-DAG

に換算して 270 g)およびトレハロース(300 g)の投与は、各観察日の、観察開始時間の 1

時間前に 1回行った。この理由としては、投与による物理的刺激に対して応答行動をする

期間として 1時間を見積もったためである。また、リポホリンおよびトレハロースの投与

後 4時間程度までは、体液中の 1, 2-DAG レベルおよびトレハロースレベルが一過的に増加

する(図 2-2 (C, D))ことを考慮すると、観察開始時間の 1時間前に投与することで、摂食行

動観察結果には投与の効果が十分反映されると考えた。 

 (i) AKHRのノックダウン群、(ii) AKHR のノックダウン個体にリポホリンを投与した群、

(iii) AKHR のノックダウン個体にトレハロースを投与した群、(iv) AKHRのノックダウン個
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体にリポホリンとトレハロースを両方投与した群、および(v) EGFP のノックダウン群の 5

群について摂食行動観察結果を解析し、摂食間 gapの平均時間 (図 2-2 (E))、1 回の摂食時

間の平均値(図 2-2 (F))、摂食回数の平均値(図 2-2 (G))、合計摂食時間の平均値(図 2-2 (H))を

算出した。その結果、AKHR のノックダウン個体の摂食行動で見られるような、摂食間 gap

の減少や、それに伴う摂食回数の増加および合計摂食時間の増加は、トレハロースの投与

よりも、1, 2-DAGの投与により、コントロール個体の各レベルまでレスキューされた(図 2-2 

(E, G, H))。一方、1 回の摂食時間の長さは、各群間に差は見られなかった(図 2-2 (F))。この

結果から、AKHRのノックダウンによる摂食頻度の増加は、体液中の 1, 2-DAG レベルの減

少に起因することが示唆された。 

 

2-3 まとめと考察 

AKHRのノックダウンによる、体液中の 1, 2-DAGレベルおよびトレハロースレベルの減少

に関して 

 AKHR のノックダウン個体では、AKH の投与による体液中の 1, 2-DAGレベルおよび糖

質レベルの増加が見られなかった(図 2-1-1 (E, F))ことから、AKHRのノックダウンで見られ

た、体液中の 1, 2-DAGレベルおよびトレハロースレベルの減少は、AKH による、脂質およ

び糖質の動員活性の欠損によると考えられた。しかし、これらの減少は、コントロール個

体と比較して、2-3割程度の減少であった。この減少量の意味付けとして、AKH のノック

ダウンにより影響を受けない、脂質の分解機構および糖質の分解機構が脂肪体内に存在す

るという可能性が考えられる。例えば、リパーゼによる脂質分解を考えると、キイロショ

ウジョウバエにおいて、AKH シグナリングに制御されるホルモン感受性リパーゼ(hormone 

sensitive lipase; HSL)以外に、HSLとは独立に、貯蔵脂質を分解するリパーゼとして、brummer 

lipase (bmm)が存在することが報告されている 101)。なお、bmmは、キイロショウジョウバ

エにおける、哺乳類 adipose triglyceride lipase (ATGL)のホモログである 101)。キイロショウジ

ョウバエにおいて、AKHR をノックアウトすると、脂肪体における bmm遺伝子の発現が増

加することから、HSLと bmmとは、リパーゼによる脂質の分解活性に関して、補償的に働

き合っていると考えられている 68)。また、このような脂質の分解機構の存在は、第一章で

見られた、AKHR をノックダウンしたフタホシコオロギ個体の絶食耐性の増強(図 1-1)を説
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明付けることができる。なぜなら、AKHR のノックダウンによっては、脂肪体における脂

質の分解機構の全ては遮断されず、部分的に遮断されたため、絶食条件下において、貯蔵

エネルギーをより長い期間利用できたと解釈できるからである。また、近年、カイコやチ

ャバネゴキブリにおいて、ATGLホモログは、インスリンシグナリングによりその遺伝子発

現が調節されていることが明らかにされていることから 102, 103)、上述の、脂質の分解機構に

おける補償的作用は、AKH シグナリングとインスリンシグナリングとの拮抗的作用を示唆

している可能性がある 104)。つまり、AKHR のノックダウンによる AKHシグナリングの減

弱に対して、インスリンシグナリングが拮抗的に働くことで、体液中の脂質レベルおよび

糖質レベルが、見かけ上 2-3割程度減少したとも考えられる。 

 

レスキュー実験におけるリポホリンの投与に関して 

 本章の体液中の 1, 2-DAG レベルのレスキュー実験では、フタホシコオロギ成虫オスの通

常個体から回収した体液由来のリポホリンを投与した。いくつかの昆虫種のリポホリンの

脂質の成分組成分析によると、リポホリンに含まれる脂質種としては、1, 2-DAG、コレス

テロール、リン脂質、炭化水素などがあり 105)、一般的には、リポホリンは、1, 2-DAG のみ

ならず、コレステロールや炭化水素の輸送にも関与していると考えられている 106)。フタホ

シコオロギ成虫オスの通常個体から回収した体液由来のリポホリンの脂質種の組成に関し

ては、体液から抽出した脂質の TLC 解析から考えると、1, 2-DAG が主要な脂質種であると

は考えられる(図 2-1-1 (A))が、他の脂質種も含まれると考えられる。そのため、厳密には、

リポホリンの投与によっては、1, 2-DAG レベルのみを人為的に調節したとは言えない。ま

た、リポホリンを投与すると、体液中のリポホリン量自体が増加するため、体液中の脂質

輸送の動態が変わることも考えられる。実際、リポホリンの投与により増加した体液中の

1, 2-DAGレベルは、投与後数時間で元のレベルまで戻る(図 2-2 (C))ことから、投与された

リポホリンが積載している脂質の多くは、比較的速やかに他の組織にて積み下ろされてい

ると考えられる。つまり、リポホリンの投与により、体液以外の他の組織における脂質レ

ベルについても、予期しないような変動が起きているかもしれない。なお、このことは、

トレハロースの投与についても同様である(図 2-2 (D))。 

以上のことを考慮すると、本章にて行ったレスキュー実験により、AKHRのノックダウ
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ン個体で見られる体液中の 1, 2-DAG レベルの減少が、摂食周期の短縮の要因であることは

断言できないものの、少なくとも、体液中の脂質レベルの減少は、摂食行動、およびその

周期性の調節機構に大きな影響を与えているとは言える。 
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図 2-1-1. AKHR-dsRNA を投与したフタホシコオロギのオス成虫の体液中の脂質、糖質レベルの変動。 

(A) TLC を用いた、フタホシコオロギの脂肪体および体液中に含まれる脂質種の解析。脂肪体

( レーン 1) および体液 ( レーン 2) から脂質を抽出し、TLC を展開し、スポットをヨウ素で検出した。

スポットの同定のために、TAG として Triolein ( レーン 3) を、1, 2-DAG として 1, 2-Diolein ( レーン 4) を、

1, 3-DAG として 1, 3-Diolein ( レーン 5) をそれぞれの標準物質として用いた。フタホシコオロギの脂肪体

には TAG が、体液には 1, 2-DAG が、それぞれ主要な脂質種として含まれていた。 (B-D) AKHR の

ノックダウン個体における体液中の 1, 2-DAG レベル (B) トレハロースレベル (C)、およびグルコース

レベル (D) の定量。それぞれ平均値 + S. D. で示した (n = 12)。アスタリスクは、コントロールに対して、

有意な差が認められたことを示す (*P < 0.05; Tukey's HSD test)。AKHR のノックダウンにより、体液中の

1, 2-DAG レベルおよびおよびトレハロースレベルの減少が見られた一方、グルコースレベルの変動は

見られなかった。 (E, F) AKHR のノックダウン個体に対する AKH の投与による、体液中の脂質および糖質

レベルの変動の解析。それぞれ平均値 + S. D. で示した (n = 5)。アスタリスクは、コントロールに対して、

有意な差が認められたことを示す (*P < 0.05; Tukey's HSD test)。AKHR-dsRNA の投与 2 日目のノックダウン

個体では、AKH の投与による、体液中の 1, 2-DAG レベル、および糖質レベルの有意な増加は認められ

なかった。
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図 2-1-2. AKHR-dsRNA を投与したフタホシコオロギのオス成虫の脂肪体内の脂質レベルの変動。

(A) AKHR-dsRNA および EGFP-dsRNA を投与したオス成虫の脂肪体の Nile Red 染色。バーは

25 µm を示す。AKHR のノックダウンにより、脂肪滴の数が増加した。 (B) AKHR-dsRNA

および EGFP-dsRNA を投与したオス成虫の脂肪体内の TAG レベルの定量。それぞれ

平均値 + S. D. で示した (n = 8)。アスタリスクは、コントロールに対して、有意な差が

認められたことを示す (****P < 0.00005; Student's t-test)。AKHR のノックダウンにより、

脂肪体内の TAG レベルが増加した。

 

52



AKHRRNAi AKHRRNAi AKHRRNAiAKHRRNAi EGFPRNAi

+ トレハロース

+1, 2-DAG +1, 2-DAG
+ トレハロース

1, 2-DAG 1, 2-DAGトレハロース トレハロース

体液中の 1, 2-DAG レベル ↓

体液中のトレハロースレベル ↓

→→→

→ → →

↓

↓

0

5

10

15

20

25

0 5 10 15 20
0

5

10

15

20

25

0 1 2 3 4 5 6 7体
液
中
の

1,
 2

-D
A

G
レ
ベ
ル

( µ
g/
µL

)

体
液
中
の
ト
レ
ハ
ロ
ー
ス
レ
ベ
ル

( µ
g/
µL

)

投与後時間 ( 時間 ) 投与後時間 ( 時間 )

(A)

(C) (D)

*
*
* *

* *
*

図 2-2. AKHR のノックダウン個体の摂食行動に対する、体液中への脂質、糖質の投与によるレスキュー実験。 

(A) 本レスキュー実験で用いた実験群と対照群。AKHR のノックダウンによる体液中の 1, 2-DAG レベルおよび

トレハロースレベルの減少 (図中の↓)を、それぞれ、フタホシコオロギ体液由来のリポホリンの投与および

トレハロースの投与によって、コントロール群のレベル (図中の→)まで戻した群を調製した。 

(B) フタホシコオロギのリポホリンの調製。(B-1) フタホシコオロギの体液を回収し、超遠心分離し、低密度から

高密度の順に 12 の画分に分け、それぞれの画分 ( レーン 1-12）および超遠心分離前の体液 ( レーン HL) を

SDS-PAGE に供した。(B-2) (B-1) における各画分の密度および脂質含有量の分析。リポホリンが分画されると

考えられる密度であり、かつ、脂質を多く含む画分である、画分 2、3 をリポホリン画分とした。(C, D) AKHR の

ノックダウンにより減少した、体液中の脂質レベルおよび糖質レベルを、コントロール群のレベル程度まで

戻すようなリポホリンおよびトレハロースの投与量の検討。それぞれ平均値 + S. D. もしくは平均値 - S. D. で

示した (n = 5)。アスタリスクは、0 µg を投与したコントロールに対して、有意な差が認められたことを示す

(*P < 0.05; Dunnett's test)。AKHR のノックダウンによって減少した体液中の 1, 2-DAG レベルについては、1, 2-DAG を

270 µg 程度含むようなリポホリンを投与することで、一過的にコントロール個体のレベルまで戻すことができると

考えられ (C)、AKHR のノックダウンによって減少した体液中のトレハロースレベルに関しては、トレハロースを

300 µg 程度投与することで、一過的にコントロール個体のレベルまで戻すことができると考えられた (D)。
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第三章 摂食周期を規定する摂食モチベーションと体液中の栄養状態との関連性の解析†
 

 

3-0  はじめに 

 第一章および第二章における、フタホシコオロギを用いた AKHRのノックダウン個体の

解析から、体液中の 1, 2-DAGレベルの減少は、摂食行動の周期性の調節機構に影響を与え

ていると考えられた。摂食行動の周期性を行動レベルで考えると、食べている状態と食べ

ていない状態との、或る周期を持った繰り返しであると言える。その際に、食べていない

状態から食べている状態へ移行する確率を、「摂食モチベーション」と表現するならば、

AKHRのノックダウン個体では、体液中の 1, 2-DAGレベルの減少によって、コントロー

ル個体よりも、摂食モチベーションが高く保たれていると言い表すことができる。第一章

における、フタホシコオロギの摂食行動の観察および解析から、例えば通常の成虫オス個

体では、前の摂食から、長くとも 200-300分経過すると、必ず次の摂食を行うことが分か

る(図 1-1-3-7)。つまり、フタホシコオロギは、数分から数時間の間隔で、摂食モチベーシ

ョンの増加と減少を繰り返していると言える。 

そこで、本章では、フタホシコオロギ成虫オス個体を用いて、摂食状態や非摂食状態の

時間経過、および各状態間の移行に伴う、体液中の 1, 2-DAGレベルおよび糖質レベルの変

動を解析した。具体的には、(i) 長期的な非摂食状態(絶食状態)における体液中の 1, 2-DAG

レベルおよびトレハロースレベルの変動と、(ii) 摂食状態から非摂食状態への移行後の、体

液中の 1, 2-DAGレベルおよびトレハロースレベルの変動を解析した。また、それらの解析

結果を、AKHRのノックダウン個体とコントロール個体とで比較した。さらに、摂食状態

から非摂食状態への移行後の体液中の 1, 2-DAGレベルおよびトレハロースレベルの変動

を、それぞれリポホリンおよびトレハロースの投与により人為的に調節することで、摂食

モチベーションが変動するかを解析した。以上の解析結果から、摂食モチベーションと体

液中の栄養分の濃度との関連性、および、その関連性に対する AKHRのノックダウンの影

響を考察した。 
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3-1  通常個体および AKHRのノックダウン個体における、各摂食条件下での、体液中の

脂質、糖質の量的レベルの変動の解析†
 

3-1-1  絶食条件下での、体液中の脂質、糖質の量的レベルの変動の解析†
 

  先ず、フタホシコオロギ通常オス個体を長時間の非摂食条件、すなわち絶食条件におき、

その時間経過に伴う、体液中の 1, 2-DAGレベルおよびトレハロースレベルの変動を解析し

た(図 3-1-1 (A))。その結果、絶食条件下では、時間経過に伴い、体液中のトレハロースレベ

ルは顕著に減少した。しかし、体液中の 1, 2-DAGレベルに顕著な変動は見られなかった。

一方、通常摂食条件下では、体液中の 1, 2-DAGレベルおよびトレハロースレベルに顕著な

変動は見られなかった。 

次に、絶食条件下での、体液中の 1, 2-DAGレベルおよびトレハロースレベルの変動につ

いて、AKHR-dsRNA の投与後 2日目の AKHRのノックダウン個体と、コントロールであ

る EGFP-dsRNA投与個体とを比較した(図 3-1-1 (B))。その結果、AKHRのノックダウン

個体は、 コントロール個体と比較して、体液中の 1, 2-DAGレベルおよびトレハロースレ

ベルの両方について、処理後 0時間のレベル(標準値)は 2-3割程度減少していたものの、絶

食時間の経過に伴う変動に関しては、コントロール個体と同様の推移が見られた。 

 

3-1-2  通常摂食条件下での、体液中の脂質、糖質の量的レベルの変動の解析†
 

  次に、摂食状態から非摂食状態への移行時における、体液中の 1, 2-DAGレベルおよびト

レハロースレベルの変動を解析した。その方法としては、フタホシコオロギの成虫オス個

体を、摂食状態を合わせるために、4時間絶食させた後、餌を提示し、充分に摂食させ、再

び絶食条件下においた。なお、フタホシコオロギの摂食周期を考えると、4 時間の絶食は、

数回の摂食を逃している程度の絶食と考えられる。なお、この 4時間の絶食時間後に、餌

を提示すると、どの個体も 5-10分間程度摂食を行っていたため(データ非掲載)、通常摂食

条件下における、1回分と同等の摂食を行ったと判断した。摂食終了直後の絶食条件開始を

0 分とし、開始 0、15、30、60、120、240 分後に体液を回収し、1, 2-DAGレベルおよび

トレハロースレベルを定量した(図 3-1-2)。その結果、コントロール個体に関して、摂食終

了後から 15-30分後にかけて、体液中の 1, 2-DAGレベルおよびトレハロースレベルは、一

過的に増加し、その後ゆるやかに元のレベル(標準値)まで戻った。また、AKHR-dsRNAの
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投与後 2日目の、AKHRのノックダウン個体は、コントロール個体と比較して、体液中の

1, 2-DAGレベルおよびトレハロースレベルの両方について、標準値は 2-3割程度減少して

いたものの、 摂食後の両レベルの変動は、コントロール個体と同様の推移が見られた。 

 

3-2 通常個体に対する、体液中への脂質、糖質の投与による、摂食モチベーションの変化

に関する解析 

 3-1-2から、摂食状態から非摂食状態への移行時に、体液中の 1, 2-DAGレベルおよびト

レハロースレベルが一過的に増加し、その後、ゆるやかに減少することがわかった。この

実験では、餌を提示し、摂食させた後は、餌のない状態においたため、次の摂食への移行

がいつ起こるかについては不明である。言い換えると、上述の体液中の栄養分の濃度の増

減が、摂食モチベーションと関連性があるかは不明である。そこで、次に、体液中の栄養

分の濃度の増減と摂食モチベーションとの関連性について詳細に調べるために、第二章の

2-2で行ったように、リポホリンおよびトレハロースを投与することで、体液中の 1, 2-DAG

レベルおよびトレハロースレベルを一過的に増加させ、その時の摂食モチベーションを調

べた。摂食モチベーションを調べるためのアッセイの方法としては、餌を提示してから、

食べ始めるまでの時間を計測した。 

 先ずは、フタホシコオロギの通常オス個体へのリポホリンの投与が摂食モチベーション

に与える影響を解析した。フタホシコオロギ通常オス個体にリポホリンを投与した際、体

液中の 1, 2-DAGレベルの変動を確認すると、投与したリポホリン量依存的に、体液中の

1, 2-DAGレベルの一過的な増加が見られた(図 3-2-1 (A))。Ringer溶液以外のコントロール

として、リポホリンを超遠心法により回収する際に、リポホリンを含まないと考えられる

画分も回収し、投与したが、体液中の 1, 2-DAGレベルの有意な増加は見られなかった(図

3-2-1 (A))。次に、リポホリンを投与した後の、摂食開始までにかかる時間を調べた(図 3-2-1 

(B))。具体的には、摂食状態を合わせるために、4 時間絶食させた後、リポホリンを投与し、

その 30分後に餌を提示し、その餌の摂食を開始するまでの時間を計測した。その結果、投

与したリポホリン量依存的に、摂食開始までにかかる時間の延長が見られた。また、リポ

ホリンを含まない画分の投与では、その効果は見られなかった。 

 トレハロースについても、同様の実験を行った。フタホシコオロギ通常オス個体にトレ
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ハロースを投与した際、体液中のトレハロースレベルの変動を確認すると、投与したトレ

ハロース量依存的に、体液中のトレハロースレベルの一過的な増加が見られた(図 3-2-2 (A))。

なお、フタホシコオロギ通常オス個体にグルコースを投与した際の、体液中のグルコース

レベルの変動も確認した(図 3-2-2 (B)左)。その結果、D-グルコースの投与によって、体液中

の D-グルコースレベルが投与量依存的に増加した。一方、非代謝性の糖質である L-グルコ

ース 107, 108)の投与によっては、体液中の D-グルコースレベルは有意な変動が見られなかっ

た。なお、D-グルコース量を投与した場合には、体液中の D-グルコースレベルの増加量が、

投与量と比較すると少なかったため、D-グルコース量を投与した場合の、体液中のトレハロ

ースレベルの増加量も調べた(図 3-2-2 (B)右)。その結果、D-グルコース量を投与した場合に

は、体液中のトレハロースレベルも増加が見られた。このことから、体液中の過剰な D-グ

ルコースは、トレハロースに変換されると考えられた。なお、この結果は、Wyattによる

仮説 109)と一致する。この仮説は、(i) 体液中のグルコースは、脂肪体においてトレハロー

スに合成された後、体液中に放出され、(ii) そのトレハロースのうちの微量は中腸の細胞で

再びグルコースに変換されて、体液中に放出される、という(i)、(ii)のサイクルによって、

体液中のトレハロースとグルコースの濃度が保たれるというものである。 

  トレハロースおよび L-グルコースを投与した後の、摂食開始までにかかる時間を調べた

結果、投与したトレハロース量依存的に、摂食開始までにかかる時間の延長が見られた。

また、L-グルコースの投与では、その効果は見られなかった(図 3-2-2 (C))。  

 

3-3  まとめと考察 

長時間の絶食条件下における、脂質レベルと糖質レベルの変動パターンの差異について 

 長時間の絶食条件下において、体液中のトレハロースレベルは顕著な減少が見られたが、

体液中の 1, 2-DAGレベルは有意な変動は見られなかった(図 3-1-1)。この差異は、長時間

の絶食条件下における、脂質代謝と糖質代謝の、代謝応答が異なることを反映していると

考えられる。一般的に昆虫は、絶食条件下におかれた場合、先ず、脂肪体の貯蔵グリコー

ゲンを分解し、その後、脂肪体の貯蔵 TAGを分解すると考えられている 110, 111)。これを踏

まえると、フタホシコオロギにおける、絶食開始 16時間後から見られるような、体液中の

トレハロースレベルの急激な減少(図 3-1-1 (A)右)は、脂肪体の貯蔵グリコーゲンが、急激に
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分解、利用されていることを意味するかもしれない。 

一方、体液中の 1, 2-DAGレベルに関しては、体液中のトレハロースが急激に減少する、

絶食開始 16時間後以降も、大きな変動は見られなかった(図 3-1-1 (A)左)。このことは、脂

肪体の TAGから分解、動員された 1, 2-DAGの量と、組織にて利用される 1, 2-DAGの量

とが釣り合っていると考えることもできる。言い換えると、体液中の 1, 2-DAG レベルが、

見かけ上、或る一定レベル(標準値)になるように、脂質代謝のバランスを保つ機構が存在す

ることが示唆される。なお、トノサマバッタでは、絶食時間が 48 時間程度経過した後に、

体液中の脂質レベルが増加すると報告されていることを考慮すると 112)、フタホシコオロギ

においても、絶食処理時間を、本実験で解析した時間よりも長くすることで、体液中の 1, 

2-DAGレベルが変動する可能性がある。 

 

摂食後の短時間における、体液中の 1, 2-DAGレベルおよびトレハロースレベルの一過的な

増減に関して 

 また、摂食と摂食との間の非摂食時間を想定し、摂食後の体液中の 1,2-DAG レベルとト

レハロースレベルを経時的に定量した結果、摂食後 15-30 分で一過的に増加し、60-120 分

程度で摂食直後のレベルに戻ることを見出した(図 3-1-2)。これらの一過的な増加は、摂食

された餌の消化、吸収に由来すると考えられた。摂食された餌由来の脂質の体内での移行

については、放射性トレーサー実験により、数種類の昆虫で明らかにされている。例えば

オオサシガメ Rhodnius prolixusにおいて、摂食後、餌中の脂質が、中腸において吸収され、

さらに分解および合成を経てそのほとんどが DAGとして体液中に放出され、その後脂肪体

に TAG として蓄えられることが知られている 113)。昆虫種により、その移行時間に差はある

ものの、同様の現象が、タバコスズメガ 114)、オオモンシロチョウ Pieris brassicae 115)等にお

いて見られている。また、トレハロースに関しては、上述のWyattによる仮説 109)によって

説明がつく。つまり、消化された餌由来のグルコース等の糖質は、中腸から体液中に放出

され、その後脂肪体にて速やかにトレハロースに変換され、再び体液中に放出されると考

えられる。実際に、通常のフタホシコオロギ成虫オス個体について、図 3-1-2と同様の実験

を、グルコースレベルに関しても行ったところ、トレハロースとほぼ同様の摂食後時間に、

同程度の増減割合で、一過的な増減が見られた(データ非掲載)。 
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 また、興味深いことに、一過的に増加した体液中の 1,2-DAGレベルおよびトレハロース

レベルは、速やかに減少する傾向が見られ、60-120分で摂食直後のレベルに戻り、絶食の

継続により、さらに減少する傾向が見られた。このことは、摂食からの経過時間に伴い、

体液中の 1,2-DAGレベルおよびトレハロースレベルが、或る程度の範囲においては減少す

ることを示す。また、第一章における、フタホシコオロギの摂食行動の観察および解析か

ら、例えば通常の成虫オス個体では、前の摂食から、長くとも 200-300分経過すると必ず

次の摂食を行うことが分かる(図 1-1-3-7)。これらのことから、或る程度の 1,2-DAGレベル

およびトレハロースレベルの減少が、摂食の開始のトリガーとなることも推論できる。 

 

AKHRのノックダウン個体およびコントロール個体における、脂質レベルおよび糖質レベ

ルの標準値に関して 

 上述の、体液中の 1, 2-DAGレベルおよびトレハロースレベルの変動に関する考えを踏ま

え、AKHRのノックダウン個体と、コントロール個体の、それらの変動を比較すると、 

1, 2-DAGレベルおよびトレハロースレベルのどちらについても、AKHRのノックダウン個

体では、標準値の減少が見られたが、処理時間の経過に伴う変動に関しては、同様に推移

した(図 3-1-1 (B)、図 3-1-2)。つまり、AKHRのノックダウン個体は、1, 2-DAGレベルお

よびトレハロースレベルの標準値を決定づけるような、脂質代謝および糖質代謝の恒常的

制御機構には欠損を持ちつつも、長時間の絶食に応答するような代謝機構は失っていない

ことを示す。AKHは、このような絶食に対する代謝応答に関与するとされるにも関わらず

116)、AKHRのノックダウン個体にて、上述の代謝応答が見られていることは、第二章 2-3

の考察にて述べたような、AKHによる脂質代謝および糖質代謝の制御機構以外の制御機構

が、拮抗的、あるいは補償的に機能しているからであるかもしれない。つまり、体液中の

1, 2-DAGレベルおよびトレハロースレベルの標準値は、AKHやインスリンをはじめとす

る脂質代謝および糖質代謝の制御のバランスにより、見かけ上一定に保たれており、その

ような機構は、AKHRのノックダウンでは、そのバランスは、結果的には僅かにしか崩さ

れないと解釈できるかもしれない。この解釈を基に考えると、第二章および第三章で見ら

れたような、AKHR のノックダウン個体における、体液中の 1, 2-DAGレベルおよびトレ

ハロースレベルの僅かな変動が、第一章で見られたような、摂食行動に関わる表現型の絶
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妙な変化に寄与したと言えるかもしれない。 

 

体液中の 1, 2-DAGレベルおよびトレハロースレベルと、摂食モチベーションとの関連性に

ついて 

 摂食状態から非摂食状態への移行後の体液中の 1, 2-DAGレベルおよびトレハロースレ

ベルの変動を、それぞれリポホリンおよびトレハロースの投与により人為的に調節するこ

とで、摂食モチベーションが変動するかを解析した(図 3-2-1、3-2-2)。その結果、リポホリ

ンおよびトレハロースのどちらの投与によっても、投与量依存的に、摂食開始までの時間

の遅延が見られた。これを言い換えると、体液中の 1, 2-DAGレベルおよびトレハロースレ

ベルの、標準値からの増加量が多いほど、摂食モチベーションは減少すると言える。しか

し、体液中の 1, 2-DAGレベルおよびトレハロースレベルの増加のみが、摂食モチベーショ

ンの増減を規定しているわけではない。このことは、例えばリポホリンの投与に関してで

は、1, 2-DAGを 270 g含むリポホリンを投与した場合、少なくとも、投与後 4時間まで

は、体液中の 1, 2-DAGレベルの標準値からの有意な増加が見られるものの(図 3-2-1 (A))、

その投与から 200分程度で次の摂食を始める(図 3-2-1 (B))ことからも考えられる。つまり、

体液中の 1, 2-DAGレベルが増加した状態においても、摂食開始を促す程度の摂食モチベー

ションの増加が起こることとなる。この理由としては、複数の栄養分の濃度変動が、複合

的に摂食モチベーションの増減を制御している可能性があることや、体液中の栄養分の濃

度以外の因子も摂食モチベーションの増減を制御している 15)ことが考えられる。 

以上の考えに基づいて、通常摂食状態のフタホシコオロギの摂食モチベーションの増減

を、体液中の栄養分の濃度という観点から考えると、(i) 摂食後に栄養分の濃度が増加する

ことで、摂食モチベーションが減少し、(ii) その後、栄養分の濃度がゆるやかに減少し、或

る閾値まで減少することが、摂食モチベーションの増加の一因となり、次の摂食を始める。

この(i)、(ii)の繰り返しが、摂食行動の周期性を規定する機構の一端であると考えられる。

また、この文脈のもとで、AKHRのノックダウン個体における摂食頻度の増加を考えると、

AKHRのノックダウン個体は、体液中の 1, 2-DAGレベルの標準値が減少しているため、(ii)

のように、摂食モチベーションの増加を促すような或る閾値までに減少する頻度が増加す

るため、頻繁な摂食行動が見られると考えられる。 
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しかし、体液中の 1, 2-DAGレベルの減少が、どのような分子機構で、摂食モチベーショ

ンに働きかけているかは、明らかではない。また、そのためには、摂食モチベーション自

体の実体を分子レベルで説明づけることが必要である。そこで、次章からは、体液中の 1, 

2-DAGレベルの変動と、摂食モチベーションの増減とを結びつけるような分子を探索する

こととした。現在までの AKHに関する教科書的な知見 50)では、体液中の 1, 2-DAGレベル

の変動に大きく関与する可能性のある分子として、体液中にて 1, 2-DAGを輸送する、リポ

ホリンが挙げられる。そこで、第四章にて、体液中の 1, 2-DAGレベルの変動が、リポホリ

ンを介して、摂食行動に投射されている可能性の有無を検討した。 
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図 3-1-1. 通常オス個体および AKHR をノックダウンしたオス個体における、絶食条件下

での、体液中の 1, 2-DAG レベルおよびトレハロースレベルの変動の解析。(A) 通常個体

における、絶食条件下での、体液中の 1, 2-DAG レベル ( 左 ) および体液中のトレハロース

レベル ( 右 ) の変動の解析。それぞれ平均値 + S. D. または平均値 - S. D. で示した

( 左 : n = 6, 右 : n = 4)。アスタリスクは、コントロール (処理 0 時間 )に対して、有意な

差が認められたことを示す (*P < 0.05, **P < 0.005; Dunnett's test)。 通常個体では、

通常摂食条件下 ( 黒色 ) では、体液中の 1, 2-DAG レベルおよびトレハロースレベルに

有意な変動は見られなかった。一方、絶食条件下 ( 灰色 ) において、体液中のトレハロース

レベルは顕著に減少するが、体液中の 1, 2-DAG レベルに有意な変動は見られなかった。

(B) 絶食条件下での、体液中の 1, 2-DAG レベル ( 左 ) および体液中のトレハロースレベル

( 右 ) の変動についての、AKHR-dsRNA の投与後 2 日目の AKHR のノックダウン個体

( 濃灰色 ) と、コントロールである EGFP のノックダウン個体 ( 薄灰色 ) との比較。

それぞれ平均値 + S. D. または平均値 - S. D. で示した (n = 5)。アスタリスクは、

コントロール ( 処理 0 時間 ) に対して、有意な差が認められたことを示す (*P < 0.05; 

Dunnett's test)。AKHR のノックダウン個体は、 コントロール個体と比較して、体液中の

1, 2-DAG レベルおよびトレハロースレベルの両方について、標準値は或る程度減少して

いるものの、絶食時間の経過に伴う変動に関しては、コントロール個体と同様の推移が

見られた。
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図 3-1-2. AKHR-dsRNA の投与後 2 日目の AKHR のノックダウン個体およびコントロール個体の、

摂食後の短時間の絶食条件下における、体液中の 1,2-DAG レベル (左 )およびトレハロースレベル

(右 )の経時的な変動の解析。AKHR-dsRNA ( 濃灰色 ) および EGFP-dsRNA ( 薄灰色 ) の投与後

2 日目のフタホシコオロギのオスの成虫を、摂食状態を合わせるために、4 時間絶食させた後、

摂食条件下におき、十分に摂食させ、再び絶食条件下においた。摂食後の絶食条件開始を 0 分とし、

開始 15、30、60、120、240 分後に体液を回収し、1, 2-DAG レベルおよびトレハロースレベルを

定量した。それぞれ平均値 + S. D. または平均値 - S. D. で示した (n = 5)。アスタリスクは、

コントロール ( 絶食条件開始 0 分 ) に対して、有意な差が認められたことを示す (*P < 0.05; 

Dunnett's test)。コントロール個体に関しては、摂食後から 15-30 分後にかけて、体液中の

1, 2-DAG レベルおよびトレハロースレベルの一過的な増加が見られた。AKHR のノックダウン

個体は、 コントロール個体と比較して、体液中の 1, 2-DAG レベルおよびトレハロースレベルの

両方について、標準値は或る程度減少しているものの、 摂食後の両レベルの変動は、コントロール

個体と同様の推移が見られた。
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図 3-2-1. フタホシコオロギ通常オス個体へのリポホリンの投与が摂食行動に与える影響の

解析。 (A) フタホシコオロギ通常オス個体にリポホリンを投与した際の体液中の 1, 2-DAG

レベルの変動の解析。それぞれ平均値 + S. D. もしくは平均値 - S. D. で示した (n = 6)。

アスタリスクは、Ringer 溶液を投与したコントロールに対して、有意な差が認められたこと

を示す (*P < 0.05; Dunnett's test)。なお、別のコントロールとして、リポホリンを超遠心法により

回収する際に、リポホリンを含まないと考えられる画分も回収し、投与した。リポホリンの

投与量依存的に、体液中の 1, 2-DAG レベルの一過的な増加が見られた。 (B) フタホシコオロギ

通常オス個体にリポホリンを投与した後の、摂食開始までにかかる時間の解析。摂食状態を

合わせるために、4 時間絶食させた後、リポホリンを投与し、その 30 分後に餌を提示し、その餌の

摂食を開始するまでの時間を計測した。それぞれ平均値 + S. D. で示した (n = 6)。アスタリスクは、

Ringer 溶液を注射投与したコントロールに対して、有意な差が認められたことを示す (*P < 0.05,

**P < 0.005, ***P < 0.0005; Student's t-test)。リポホリンの投与量依存的に、摂食開始までにかかる

時間の延長が見られた。また、リポホリンを含まない画分の投与では、その効果は見られなかった。
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図 3-2-2. フタホシコオロギ通常オス個体への糖質の投与が摂食行動に与える影響の解析。 (A) フタホシコオロギ

通常オス個体にトレハロースを投与した際の体液中のトレハロースレベルの変動の解析。それぞれ平均値 + S. D.

もしくは平均値 - S. D. で示した (n = 6)。アスタリスクは、Ringer 溶液を注射投与したコントロールに対して、有意な

差が認められたことを示す (*P < 0.05, **P < 0.005, **P < 0.0005; Dunnett's test)。トレハロースの投与量依存的に、体液中

のトレハロースレベルの一過的な増加が見られた。 (B) フタホシコオロギ通常オス個体にグルコースを投与した際の

体液中の D- グルコースレベル ( 左 ) およびトレハロースレベル ( 右 ) の変動の解析。それぞれ平均値 + S. D. もしくは

平均値 - S. D. で示した (n = 6)。アスタリスクは、Ringer 溶液を注射投与したコントロールに対して、有意な差が認め

られたことを示す (*P < 0.05; Dunnett's test)。D- グルコースの投与によって、体液中のグルコースレベルが投与量依存的

に増加したが、投与後 1-2 時間にて速やかに減少し、それに伴い、体液中のトレハロースレベルが増加した。この効果

は、L- グルコースの投与では見られなかった。 (C) フタホシコオロギ通常オス個体に糖質としてトレハロース、および

非代謝性の糖質として L- グルコースを投与した後の、摂食開始までにかかる時間の解析。摂食状態を合わせるために、

4 時間絶食させた後、糖質を投与し、その 30 分後に餌を提示し、その餌の摂食を開始するまでの時間を計測した。

それぞれ平均値 + S. D. で示した (n = 6)。アスタリスクは、Ringer 溶液を投与したコントロールに対して、有意な差が

認められたことを示す (*P < 0.05, ***P < 0.0005; Student's t-test)。投与したトレハロース量依存的に、摂食開始までに

かかる時間の延長が見られた。また、L- グルコースの投与では、その効果は見られなかった。

グルコース投与量
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第四章 AKHRのノックダウン個体における、脂質輸送系と摂食行動との関連性の解析*  

 

4-0  はじめに 

 第一、二、および三章から、AKHRのノックダウン個体は、体液中の 1, 2-DAGレベル

の標準値が減少しているため、摂食モチベーションの増加を促すような或る閾値までに減

少する頻度が増加し、頻繁な摂食行動が見られると考えられる。しかし、体液中の 1, 2-DAG

レベルの減少が、どのような分子機構で、摂食モチベーションに働きかけているかは、明

らかではない。そこで、体液中の 1, 2-DAGレベルの変動と、摂食モチベーションの増減と

を結びつけるような分子を探索することとした。 

現在までの AKHに関する教科書的な知見 50)では、体液中の 1, 2-DAGレベルの変動に関

与する可能性のある分子として、体液中にて 1, 2-DAGを輸送する、リポホリンが挙げられ

る。リポホリンとは、脂質とリポタンパク質の複合体であり、昆虫における体液中の脂質

の輸送を担っている 41, 105, 106)。つまり、AKHの刺激により、脂肪体から体液中へ動員され

る脂質は、リポホリンにより輸送される機構がある(図 4-0)。AKH により体液中に動員され

る脂質のほとんどは、脂肪体に貯蔵されている TAG がホルモン感受性リパーゼ(HSL)によ

り分解してできる 1, 2-DAG であることが、トノサマバッタを用いた研究で知られている 117)。

体液中に動員された 1, 2-DAG は、HDLp (High-density lipophorin; 高密度リポホリン)が LpR 

(Lipophorin receptor; リポホリン受容体)と結合することで 118)、HDLp に取り込まれ、LDLp 

(Low-density lipophorin)を形成する 41, 42)。また、LDLpを形成する際に、アポリポタンパク質

である ApoLp-III (Apolipophorin-III; アポリポホリン-III)がその表面に結合し、脂質を LDLp

に固定化させる 119, 120)。 

上述の脂質輸送の機構から、リポホリンの体液中の動態は、体液中の 1, 2-DAG レベルと

関連性がある。すなわち、AKH により制御される、体液中の 1, 2-DAG レベルが摂食行動に

関与しているならば、AKHR をノックダウンしたフタホシコオロギでは、体液中の 1, 2-DAG

レベルの減少が、リポホリンを介して、摂食行動に投射される可能性がある。そこで、本

章では、体液中の 1, 2-DAG レベルの変動が、リポホリンを介して、摂食行動に投射される

可能性を検討した。具体的には、脂質輸送に関与する分子として、LpR と、脂質レベルに

関連して体液中の挙動が大きく変わると考えられる ApoLp-IIIに注目して、AKH による制
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御と、脂質輸送、および摂食行動との、三者の関連性について解析した。 

 

4-1  AKHRのノックダウン個体における、脂質輸送に関与する因子LpRおよびApoLp-III

に関する解析* 

 4-1-1  AKHR のノックダウンが LpRのmRNAの発現レベルに与える影響の解析* 

 AKHの制御する脂質輸送と LpR との関連性を解析するために、先ず、LpR をコードする

遺伝子の cDNA をクローニングした。フタホシコオロギの LpR は、未だ同定されていなか

ったため、他の昆虫種の LpR との相同性をもとに縮重プライマーを作製し、degenerate PCR

を行った(図 S1-2 (A))。得られた部分塩基配列の演繹アミノ酸配列をもとに、BLAST検索を

行ったところ、フタホシコオロギLpRをコードする遺伝子の cDNAの演繹アミノ酸配列は、

トノサマバッタの LpR に最も高い相同性を示し(identity: 91%、similarity: 96%)、他の昆虫種

の LpR と 90%以上の相同性を示したため、取得した cDNAは LpR をコードしていると考え

られた(補項第二項; 図 S1-2 (B))。なお、フタホシコオロギの LpR の演繹アミノ酸配列にお

いて、YWXDモチーフが見られた(図 S1-2 (B))。このモチーフは、昆虫の LpR が属する、

LDLR (low-density lipoprotein receptor)ファミリーが共通して持つ、EGF-precursorドメイン内

のモチーフである 121, 122)。また、フタホシコオロギの LpR と、上記のファミリーに含まれ

る他の昆虫種のLpR、VgR、および哺乳類のLDLRとの系統樹を作成したところ(図S1-2 (C))、

フタホシコオロギの LpR は、他の昆虫種の LpR と同じクレードに属した。これらの結果か

ら、クローニングしたフタホシコオロギの LpR は、LpR としての機能を有することが示唆

された。 

 次に、フタホシコオロギの LpRの mRNAの発現部位を調べるため、RT-PCR を用いて解

析したところ、フタホシコオロギの LpR の mRNAは、成虫のメスにおいては、脂肪体、中

腸、卵巣で発現が認められ(図 S1-2 (D)上部)、成虫のオスにおいては、脂肪体、中腸、筋肉

で発現が認められた(図 S1-2 (D)下部)。 

 次に、フタホシコオロギの LpRの mRNAの発現が、AKHRのノックダウンによって変動

するかどうかを調べた。その結果、AKHR-dsRNAを投与した個体は、脂肪体において AKHR

の mRNA の発現の抑制とともに、LpRの mRNAの発現の抑制が認められた(図 4-1-1)。 
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4-1-2  AKHRのノックダウンが体液中の ApoLp-IIIレベルに与える影響の解析* 

次に、脂質レベルと関連して体液中の挙動が大きく変わると考えられる、ApoLp-IIIに注

目し、ApoLp-IIIの動態と、AKH の制御および摂食状態との関連性を解析した。リポホリン

は体液中に多く存在するため、それを構成しているタンパク質であるアポリポホリン I 

(ApoLp-I)、II (ApoLp-II)、III (ApoLp-III)は体液中に高いレベルで存在する。そのため、昆虫

の体液を SDS-PAGE 123, 124)、あるいは Native-PAGE125, 126)に供し、CBB 染色することで、メ

ジャーなバンドとして観察される。体液中には、リポホリンとして、HDLp と LDLp が存在

し、さらに、リポホリン構成タンパク質として、遊離 ApoLp-IIIが存在する(図 4-0)。HDLp

と LDLp を形成するタンパク質としては、ApoLp-Iと、ApoLp-IIがあり、HDLp と LDLp は、

それらと脂質が結合して形成されている 56)。さらに、LDLp はその表面に ApoLp-IIIが結合

している 119, 120)。 

 

4-1-2-1  フタホシコオロギの ApoLp-IIIの同定* 

体液中に存在する HDLp、LDLp と遊離 ApoLp-IIIは、体液を Native-PAGEに供すことで、

HDLp、LDLpと遊離ApoLp-IIIの3 種のバンドとして観察される 126)。一方、体液をSDS-PAGE

に供すと、体液中のHDLp、LDLpと遊離ApoLp-IIIは、それぞれ、HDLpはApoLp-IとApoLp-II

のバンドとして、LDLp は ApoLp-I、ApoLp-IIと ApoLp-IIIのバンドとして、遊離 ApoLp-III

は ApoLp-IIIのバンドとして観察される 127)。 

本実験では、体液中の ApoLp-IIIの量を解析するために、体液を SDS-PAGEおよび

Native-PAGEに供した。フタホシコオロギにおいて、ApoLp-IIIの同定はされていないため、

先ず、SDS-PAGE上での、フタホシコオロギの ApoLp-IIIの同定を行った。 

フタホシコオロギの ApoLp-IIIを同定するために、先ず、フタホシコオロギの体液と、カ

イコ幼虫の体液を SDS-PAGEに供した(図 4-1-2-1 (A))。なお、カイコ幼虫の SDS-PAGE での

ApoLp-IIIのバンドは既に同定されている。また、ApoLp-IIIは体液中に多く存在しており、

さまざまな昆虫種において、約 18 kDa程度である 42)。これらのことから、図 4-1-2-1 (A)の

矢印で示した 15 kDa付近のバンドをフタホシコオロギのApoLp-IIIのバンドであると考え、

PVDF膜に転写後に、N末端アミノ酸配列を解析した。その結果、得られた N 末端のアミ

ノ酸配列は、ヨーロッパイエコオロギの ApoLp-III のアミノ酸配列と高い相同性を有してい
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た(図 4-1-2-1 (C))。そこで、同バンドをゲル内消化し、消化産物を逆相 HPLC により精製し

(図 4-1-2-1 (B))、分離した消化産物をそれぞれアミノ酸配列解析に供した(図 4-1-2-1 (C))。

その結果、得られた部分アミノ酸配列は、ヨーロッパイエコオロギの ApoLp-IIIのアミノ酸

配列と、高い相同性が見出された。以上の通り、フタホシコオロギの ApoLp-III を同定した。 

 

4-1-2-2  AKH投与および AKHRのノックダウンと体液中 ApoLp-IIIの動態との関連性

の解析* 

 AKH の制御機構と体液中の ApoLp-IIIの動態の関連性を解析するために、先ず、AKHの

投与による体液中のApoLp-IIIの動態を、SDS-PAGEおよびNative-PAGEを用いて解析した。

AKH 20 pmol、あるいは Ringer溶液 2 Lを成虫オス個体に投与し、同一個体について、投

与後 0 分、90 分に体液を回収し、SDS-PAGEおよび Native-PAGE 解析に供した。その結果、

SDS-PAGE による解析では、AKH の投与個体は、Ringer溶液の投与個体と比較して、投与

90 分後まで、ApoLp-IIIのバンドの濃さに変動が見られなかった(データ非掲載)。一方、

Native-PAGEによる解析では、AKH投与個体は、投与 90 分後に、ApoLp-IIIのバンドの濃

さが減少する傾向が見られた(図 4-1-2-2 (A))。以上の結果から、AKH の投与により、体液中

の遊離 ApoLp-IIIの量が減少すると考えられた。このことは、AKH の投与による、体液中

への 1, 2-DAGの動員に応じて、HDLp から LDLp への形成が促進されるため、体液中の遊

離 ApoLp-IIIが減少すると考えられた。 

次に、AKHR のノックダウン個体に AKHを投与した場合、体液中の遊離 ApoLp-IIIが減

少するかどうかを調べた。AKHR-dsRNA、または EGFP-dsRNAを投与後、2 日目の成虫オ

ス個体に、AKH を投与し、0 分、90 分後に体液を回収し、Native-PAGE に供した。その結

果、コントロールである EGFP-dsRNA投与個体では、AKH の投与 90 分後に ApoLp-IIIの

バンドの濃さが減少する傾向が見られた。一方、AKHR-dsRNA投与個体では、ApoLp-III

のバンドの強度にほとんど変動が見られなかった(図 4-1-2-2 (B))。また、AKH の投与前につ

いて、AKHR-dsRNA 投与個体と EGFP-dsRNA投与個体とを比較すると、AKHR-dsRNA の

投与個体について、ApoLp-IIIのバンドの濃さが減少する傾向が見られた(図 4-1-2-2 (B))。こ

れらの結果から、AKH の投与のみならず、AKHRのノックダウンによっても、体液中の遊

離 ApoLp-IIIが減少すると考えられる。この結果から、少なくとも、AKHRのノックダウン
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によって、リポホリンによる体液中の脂質輸送に脆弱性を与えていることが考えられた。 

なお、長時間の絶食条件下における、体液中の ApoLp-IIIの動態を Native-PAGEを用いて

解析したところ、絶食開始後 24-36 時間に、ApoLp-IIIのバンドの濃さが減少する傾向が見

られた(図 4-1-2-2 (C))。一方、通常摂食条件下では、ApoLp-IIIのバンドの強度に大きな変動

は見られなかった(図 4-1-2-2 (C))。この結果から、少なくとも絶食開始後 24-36時間では、

体液中への脂質の動員およびその輸送が亢進していることが示唆された。 

 

4-2 LpRおよび ApoLp-IIIのノックダウン個体の摂食量の解析* 

4-2-1  LpRのノックダウン個体の摂食量の解析* 

上述のとおり、AKHR のノックダウンにより、LpR の mRNA の発現が抑制されたことか

ら(図 4-1-1)、AKHR のノックダウン個体では、脂質輸送に変化が生じていることが考えら

れた。また、AKHRのノックダウン個体において認められた摂食周期の短縮に、LpRのmRNA

の発現の抑制が関与している可能性が考えられた。そこで、LpRのノックダウン個体を調

製し、その摂食量を解析した。なお、dsRNAの調製は、AKHR-dsRNA の調製と同様の方法

を用いた(図 S1-2 (E))。クローニングした、フタホシコオロギ LpR をコードする cDNA の部

分塩基配列を基に、dsRNA を調製し(図 S1-2 (E-1, 2))、その dsRNA の経口投与後 2、3日目

に、脂肪体における LpRの mRNA の発現が大きく抑制されることを確認した(補項第一項; 

S1-2 (E-3))。 

調製した LpR-dsRNA、または EGFP-dsRNA を羽化後 0 日目のメスに投与後、フンの数を

1 日毎に計測した(図 4-2-1)。その結果、LpR のノックダウン群は、コントロール群と比較

して、摂食量の差異は認められなかった。 

 

4-2-2  ApoLp-IIIのノックダウン個体の摂食量の解析* 

  次に、AKHR のノックダウンにより、体液中の遊離 ApoLp-IIIが減少したことから、AKHR

のノックダウン個体において認められた摂食周期の短縮に、体液中の遊離 ApoLp-IIIの減少

が関与している可能性が考えられた。そこで、ApoLp-IIIのノックダウン個体を調製し、そ

の摂食量を解析した。 

ApoLp-IIIのノックダウン個体を調製するために、先ずは、同定したフタホシコオロギの
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ApoLp-IIIのアミノ酸配列を基に縮重プライマーを作製し、成虫オス個体の脂肪体由来の

cDNA をテンプレートとして degenerate PCRによる cDNAクローニングを試みた。しかし、

目的の cDNA断片をクローニングすることはできなかった。そこで、フタホシコオロギと

ヨーロッパイエコオロギの ApoLp-IIIのアミノ酸配列は、非常に高い相同性を持つことを利

用し(図 4-1-2-1 (C))、ヨーロッパイエコオロギの ApoLp-IIIをコードする cDNA の塩基配列

に特異的なプライマーを作製し、フタホシコオロギの ApoLp-IIIをコードする cDNAの部分

塩基配列を得た(図 S1-3 (A))。さらに、3’-RACE 法を用いて、その下流の塩基配列を得た(図

S1-3 (A))。フタホシコオロギの ApoLp-IIIをコードする cDNA の塩基配列の演繹アミノ酸配

列と、他の昆虫種の ApoLp-IIIのアミノ酸配列を比較すると、フタホシコオロギの ApoLp-III

は、同じ直翅目昆虫であるヨーロッパイエコオロギの ApoLp-IIIと高い相同性を有していた

(identity: 97%、similarlity: 98%)が、その他の昆虫種のApoLp-IIIとでは低い相同性を示した(図

S1-3 (B))。また、直翅目昆虫であるトノサマバッタとの相同性は、33%と低い相同性を示し

た。フタホシコオロギの ApoLp-IIIをコードする cDNA の塩基配列の演繹アミノ酸配列と、

他の昆虫種の ApoLp-IIIとの系統樹を作成したところ(図 S1-3 (C))、フタホシコオロギの

ApoLp-IIIは、他の昆虫種の ApoLp-IIIと同じクレードに属した。この結果から、クローニ

ングしたフタホシコオロギの ApoLp-IIIは、ApoLp-IIIとしての機能を有することが示唆さ

れた。実際、昆虫種間での ApoLp-IIIのアミノ酸配列の相同性は低いが 128)、分子の構造と

しては、両親媒性ヘリックスを共通に持ち、その機能としては同等であると考えられてい

る 129)。次に、フタホシコオロギの ApoLp-IIIの mRNA の発現部位を調べるため、RT-PCR

を用いて解析した結果、フタホシコオロギのApoLp-IIIのmRNAは、成虫オス個体において、

脂肪体特異的に発現が認められた(図 S1-3 (D))。この結果は、アポリポタンパク質が脂肪体

で合成されると考えられている 130)ことと一致した。 

ApoLp-III-dsRNA の調製は、AKHR-dsRNAの調製と同様の方法で行った(補項第二項; S1-3 

(E))。クローニングした、フタホシコオロギ ApoLp-IIIをコードする cDNAの部分塩基配列

を基に、dsRNA を調製し(図 S1-3 (E-1, 2))、その dsRNA の経口投与後 2日目に、脂肪体にお

ける ApoLp-IIIの mRNAの発現が大きく抑制されることを確認した(図 S1-3 (E-3))。なお、

ApoLp-IIIのノックダウンによる、体液中の遊離 ApoLp-IIIのタンパク質レベルの減少は、

ApoLp-III-dsRNAを 2日毎に投与した場合、投与開始後 4日目から確認された(図 S1-3 (E-4))。 
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  調製した ApoLp-III-dsRNA、または EGFP-dsRNA を羽化後 0 日目のメス、またはオスに

2 日毎に投与し、フンの数を 1 日毎に計測した(図 4-2-2)。その結果、ApoLp-IIIのノックダ

ウン群は、メス(図 4-2-2 (A))、オス(図 4-2-2 (B))のどちらにおいても、コントロール群と比

較して、摂食量の差異は認められなかった。 

 

4-3  まとめと考察 

 第四章では、脂質輸送と摂食行動との関連性を明らかにすることを目的とした。そこで、

脂質輸送に関与する分子として、リポホリンへの脂質の取り込みや細胞への脂質の取り込

みに関わる LpR と、体液中の脂質レベルに関連して体液中の挙動を大きく変えると考えら

れる ApoLp-IIIに注目して、AKHによる制御と脂質輸送、および摂食行動との、三者の関

連性について解析した。 

 

フタホシコオロギの LpRのクローニングに関して 

 LpR に関しては、現在までに、数種の昆虫でクローニングおよび特徴づけがなされてい

る 131, 132)。図 S1-2においてクローニングした、フタホシコオロギの LpR をコードする遺伝

子の塩基配列の演繹アミノ酸配列は、他の昆虫種の LpR のアミノ酸配列に高い相同性を有

していたこと、および、系統樹による解析から、フタホシコオロギの LpR を同定したと考

えた。また、クローニングしたフタホシコオロギの LpR は、他の昆虫種において明らかに

されている機能を有していると考えた。 

フタホシコオロギの LpRは、脂肪体、中腸、メスの卵巣、オスの筋肉に mRNA の発現が

認められた。脂肪体における LpRの mRNAの発現は、図 2-0の模式図で示した、脂質輸送

での役割通り 42)、脂肪体から動員された脂質の受け渡しに関与しているためであると考え

られた。また、中腸における発現は、食餌由来の脂質の受け渡しに関与しているためであ

ると考えられた。ちなみに、フタホシコオロギ以外の昆虫種においても、LpRの mRNA は、

脂肪体や中腸以外にも発現が認められている。トノサマバッタにおいては、脂肪体、中腸、

卵母細胞に発現が認められており 133)、マデラゴキブリでは、脂肪体、中腸の他に、マルピ

ーギ管、筋肉にも発現が認められている 121)。また、カイコにおいては、スプライシングバ

リアントによる 4 種類の isoform  (LpR1-4)が知られており、それらのうち、LpR4 は、その
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機能は明らかにされていないが、脳、中枢神経系に特異的な発現が認められている 134)。 

 

AKHRのノックダウンによる、脂肪体における LpRの mRNAの発現抑制に関して 

興味深いことに、AKHRのノックダウン個体では、脂肪体における LpR の mRNAの発現

抑制が見られた(図 4-1-1)。現在までに、AKH の作用機構と LpRの mRNAの発現調節の関

連性については明らかになっていないが、AKHおよび LpR の機能から考えると、体内の脂

質、あるいは脂質輸送の変動が関与していると考えられた。例えば、ハチノスツヅリガ 

Galleria mellonellaにおいては、高脂質の餌を与えることで、LpR の mRNAの発現が増加す

ることが知られていることから 135)、脂質代謝と LpRの mRNA の発現には関連性があると

考えられる。また、トノサマバッタでは、成虫脱皮後に 5 日間絶食後の脂肪体において、

LpRの mRNAの発現の増加が見られていることから、絶食による、脂肪体内の貯蔵エネル

ギー量の減少に対して LpR の発現が応答しているとされている 136)。フタホシコオロギにお

いて、AKHRのノックダウンによって、脂肪体内の TAG レベルが増加することを考慮する

と(図 2-1-2)、AKHR のノックダウンによる、脂肪体における LpR の mRNA の発現抑制は、

脂肪体内の TAG レベルの増加に応答している可能性も考えられる。 

 

AKHRのノックダウンによる、体液中の遊離 ApoLp-IIIの減少に関して 

AKH により制御される脂質動員において、脂質の輸送動態に伴い、体液中の動態を大き

く変える分子として、ApoLp-IIIに着目し、その量的な変動と、AKH の制御機構との関連性

について解析を行った。フタホシコオロギへの AKH の投与により、体液中の脂質レベルが

増加するが(図 2-1-1 (E, F)) 93)、その際に、体液中の ApoLp-IIIの挙動が変化するはずである

と考え(図 4-0)、AKHの投与により体液中の脂質レベルが増加する、投与 90 分後の体液を

Native-PAGEに供したところ(図 4-1-2-2 (A))、体液中の遊離 ApoLp-IIIの量が減少した。これ

は、図 4-0で示したモデル図を支持する結果であった。一方、AKHRのノックダウン個体に

ついても、体液中の遊離 ApoLp-IIIの量が減少した(図 4-1-2-2 (B))。また、AKHR のノック

ダウン個体は、AKH 刺激では、体液中の遊離 ApoLp-IIIの量の減少が見られなかったこと

から(図 4-1-2-2 (B))、AKHR のノックダウン個体における、体液中の遊離 ApoLp-IIIの減少

は、少なくとも AKH刺激によるものではないと考えられた。AKH に制御されるような、
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脂肪体からの脂質の輸送以外の、脂質の輸送としては、例えば、中腸から食餌由来の脂質

を脂肪体や他の組織へ輸送することが知られている 42)。このことから、AKHR のノックダ

ウン個体では、AKH の作用とは別の経路にて、脂質の輸送が亢進されている可能性が考え

られた。 

 

脂質輸送における ApoLp-IIIの機能に関して 

ApoLp-IIIをノックダウンしたフタホシコオロギの成虫オス個体について、体液中の遊離

ApoLp-IIIがほぼ検出されなくなるような、ApoLp-III-dsRNAの連続投与開始後 6日目にて

(図 S1-3 (E-4))、体液中の 1, 2-DAGレベルを定量した。その結果、ApoLp-IIIのノックダウ

ン個体は、コントロール個体と比較して、体液中の 1, 2-DAG レベルの顕著な変動は見られ

なかった(図 S2-4 (A))。つまり、体液中の遊離 ApoLp-IIIの減少は、体液中の 1, 2-DAGレベ

ルには影響を与えないと考えられる。しかし、上述と同様の条件にて調製した ApoLp-IIIの

ノックダウン個体に、AKH を投与した場合、コントロール個体で見られるような、体液中

の 1, 2-DAG レベルの顕著な増加は見られなかった(図 S2-4 (B))。つまり、フタホシコオロギ

において、ApoLp-IIIは、AKH 刺激による急激な 1, 2-DAGの動員に伴う、体液中の 1, 2-DAG

の輸送には必要であるが、通常状態における、体液中の 1, 2-DAG レベルの標準値を満たす

ような脂質輸送には必要がないと考えることができる。このことは、遊離 ApoLp-IIIの結合

が必要でない、HDLp のみによって、通常状態における、体液中の 1, 2-DAG レベルの標準

値を保つことができる可能性や、ApoLp-IIIを介さないような、体液中の脂質輸送機構が存

在する可能性を示すかもしれない。 

 

上述のような、AKHRのノックダウンによる、脂肪体における LpRのmRNAの発現量や、

体液中の遊離 ApoLp-III量への影響が(図 4-1-1、図 4-1-2-2 (B))、摂食行動の変化に関与する

かを調べるために、LpRおよび ApoLp-IIIのノックダウン個体の摂食量を調べた(図 4-2-1、

図 4-2-2)。しかし、LpRのノックダウン個体と、ApoLp-IIIのノックダウン個体のどちらに

関しても、コントロール個体と比較して、顕著な差異は見られなかった(図 4-2-1、図 4-2-2)。

なお、LpRのノックダウン個体と、ApoLp-IIIのノックダウン個体の摂食行動観察および解

析も行ったが、AKHR のノックダウン個体で見られるような、摂食周期の短縮は見られな
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かった(データ非掲載)。つまり、AKHRのノックダウン個体は、リポホリンによる脂質輸送

機構に何らかの変化が見られると考えられるものの、摂食頻度の増加は、LpRの mRNA の

発現の減少や、体液中の遊離 ApoLp-IIIの減少とは関連性がないことが示唆された。 

そこで、次章では、AKHR のノックダウン個体における、摂食行動の変動に関与するよ

うな新規の分子を探索した。 
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Fat body (Adipocyte)

AKH

cAMP + Ca2+

A-Kinase

Lipid 
droplet

P
Lipase

TAG

DAG

DAG-BP
LTP

LpR

DAG

LDLp

HDLp

HDLp

DAG

LDLp

apoLp-III

Hemolymph

FFA

Energy

Flight muscle

( 文献 42 より改変 )

AKHR

図 4-0.  AKH 刺激による、脂肪体から体液への DAG の動員の機構の模式図。この図では、DAG の

動員される組織を、例として、Flight muscle ( 飛翔筋 ) とした。apoLp-III: アポリポホリン -III 

(apolipophorin-III)、DAG: ジアシルグリセロール (Diacylglycerol)、DAG-BP: ジアシルグリセロール

結合タンパク質 (DAG-binding protein)、Fat body: 脂肪体、Hemolymph: 体液、FFA: 遊離脂肪酸

(Free fatty acid)、Flight muscle: 飛翔筋、HDLp: 高密度リポホリン (High-density lipophorin)、LDLp: 

低密度リポホリン (Low-density lipophorin)、LpR: リポホリン受容体 (Lipophorin receptor)、LTP: 

脂質転送タンパク質 (Lipid transfer particle)、TAG: トリアシルグリセロール (Triacylglycerol)。
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AKHR

LpR

EF

EGFPRNAi

#1 #2 #3 #4 #1 #2 #3 #4
AKHRRNAi

図 4-1-1. RT-PCR を用いた、AKHR-dsRNA および EGFP-dsRNA の投与後 2 日目のフタホシコオロギの、

脂肪体における LpR の発現解析。AKHR-dsRNA、または EGFP-dsRNA をメス成虫個体に経口投与し、

投与後 2 日目に脂肪体を摘出し、トータル RNA を抽出し、RT-PCR による発現解析を行った。

AKHR-dsRNA を投与した個体は、AKHRの mRNA の発現の抑制とともに、LpRの mRNA の発現の

抑制が認められた。
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図 4-1-2-1. フタホシコオロギ ApoLp-III の同定。 (A) フタホシコオロギの体液 ( レーン 1) および

カイコ幼虫の体液 ( レーン 2) を SDS-PAGE に供した。M は分子量マーカーを示す。矢印で示した

バンドは、フタホシコオロギの ApoLp-III と考えられたバンドである。(B) (A) で認められた、

フタホシコオロギの ApoLp-III と考えられるバンドの、トリプシンによるゲル内消化産物を

逆相 HPLC に供した。図中の A-D で示されるピークを、アミノ酸配列解析に供した。(C) ゲル内

消化産物のアミノ酸配列解析の結果得られた部分アミノ酸配列および N 末端アミノ酸配列解析の

結果得られた配列を基にした、フタホシコオロギの ApoLp-III の部分アミノ酸配列と、

ヨーロッパイエコオロギの ApoLp-III のアミノ酸配列のアラインメント。得られた部分アミノ酸配列

での、ヨーロッパイエコオロギの ApoLp-III のアミノ酸配列との相同性は、86% であった。

ヨーロッパイエコオロギ

フタホシコオロギ
ヨーロッパイエコオロギ

フタホシコオロギ
ヨーロッパイエコオロギ
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#1 #2 #3 #1 #2 #3
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AKH Ringer 溶液

ApoLp-III
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#1 #2 #3 #1 #2

通常摂食条件下
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(A)

(C)
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#1 #2 #1 #2
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AKHRRNAi EGFPRNAi(B)

絶食条件下

図 4-1-2-2. 体液中の ApoLp-III レベルの変動の Native-PAGE 解析。 (A) AKH および Ringer 溶液の投与による、

体液中の ApoLp-III レベルの変動の Native-PAGE 解析。フタホシコオロギ成虫オス個体に AKH 20 pmol あるいは

Ringer 溶液 2 µL を投与し、投与 0 分、90 分後に回収した体液を Native-PAGE に供した。# 番号は各群における別々

の個体を示す。AKH の投与により、ApoLp-III のバンドの濃さが減少する傾向が見られた。(B) AKHR-dsRNA

および EGFP-dsRNA の投与個体への AKH の投与による、体液中の ApoLp-III 量の変動の解析。フタホシコオロギ

成虫オス個体に AKHR-dsRNA あるいは EGFP-dsRNA を投与し、投与後 2 日目の個体に、それぞれ AKH 20 pmol

を投与し、投与 0 分、90 分後に回収した体液を Native-PAGE に供した。# 番号は、各群における別々の個体を

示す。AKH の投与前において、 AKHR-dsRNA の投与個体と EGFP-dsRNA 投与個体とを比較すると、AKHR-dsRNA

投与個体において、ApoLp-III のバンドの濃さが減少する傾向が見られた。また、EGFP-dsRNA 投与群は、AKH の

投与によって、 ApoLp-III のバンドの濃さが減少する傾向が見られたが、一方で、 AKHR-dsRNA の投与群は、AKH の

投与によって、 ApoLp-III のバンドの濃さに変化は見られなかった。 (C) 絶食条件下、あるいは通常摂食条件下の個体

における、体液中の ApoLp-III レベルの経時的な変動の Native-PAGE 解析。フタホシコオロギ成虫オス個体を、

絶食条件下、あるいは通常摂食条件下におき、条件開始時を 0 時間とし、12 時間毎にサンプリングした体液を

Native-PAGE に供した。 # 番号は各群における別々の個体を示す。 通常摂食条件下の個体では、経過時間に伴う

ApoLp-III のバンドの濃さに大きな変動は見られなかったが、絶食条件下の個体では、経過時間に伴い、 ApoLp-III

のバンドの濃さが減少する傾向が見られた。

(AKH投与後時間(分))

ApoLp-III
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図 4-2-1. LpR のノックダウン個体の摂食量の解析。成虫脱皮 0 日目の成虫メス個体に

LpR-dsRNA( 濃灰色 ) または EGFP-dsRNA ( 薄灰色 ) を投与後、1 日毎にフンの数を

数え、摂食量の指標とした。フンの数は、平均値 + S. D. または平均値 - S. D. で示した

 (n = 5)。LpR のノックダウン個体は、コントロール個体と比較して摂食量の顕著な差は

認められなかった (P > 0.05; Student's t-test)。
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図 4-2-2.  ApoLp-III のノックダウン個体の摂食量の解析。成虫脱皮 0 日目のメス (A)、およびオス

(B) に ApoLp-III-dsRNA( 濃灰色 ) または EGFP-dsRNA( 薄灰色 ) を 2 日おきに投与し、投与開始後

から 1 日ごとにフンの数を調べ、摂食量の指標とした。フンの数は、平均値 + S. D. または平均値

- S. D. で示した (n = 6)。ApoLp-III のノックダウン個体は、メス、オスともに、コントロール個体と

比較して摂食量の顕著な変動は認められなかった (P > 0.05; Student's t-test)。
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第五章 AKHRのノックダウン個体における、体内の脂質の質的レベルと摂食行動との関

連性の解析 

 

5-0  はじめに 

 前章までの結果から、体液中の 1, 2-DAGレベルは、摂食モチベーションの調節に関与し

ていると考えられた。AKHRのノックダウン個体において、体液中における脂質輸送系に

変化が見られたものの、脂質輸送体であるリポホリンは、AKHRのノックダウン個体にお

ける、1, 2-DAGレベルの減少を、摂食頻度の増加へ、直接的に反映させるような分子では

ないと考えられた。 

この結果を踏まえ、本章では、AKHRのノックダウン個体における、摂食行動に関与す

る、新規分子を探索した。新規分子を探索する上で、AKHRのノックダウン個体における、

摂食モチベーションの増加に関与する分子であるかどうかを指標として、スクリーニング

を行った。そのスクリーニング方法として、cDNAサブトラクション法を用いて、AKHR

のノックダウンにより発現レベルの増加または減少が見られるような遺伝子を、上述の分

子をコードする、候補遺伝子として取得した。その後、得られた候補遺伝子をノックダウ

ンし、そのノックダウン個体が、摂食行動に関する表現型に影響を与えるかどうかを解析

した。 

 

5-1  AKHR のノックダウン個体における、摂食行動に関与する新規分子の探索 

  5-1-1  cDNAサブトラクション法を用いた、脂肪体内にて、AKHRのノックダウンによ

り発現変動する遺伝子の探索 

 cDNAサブトラクション法では、AKHRのノックダウン個体と、コントロール個体とで、

比較する組織を、脂肪体とした。この理由としては、脂肪体は、栄養分の代謝や貯蔵に関

与する主要な組織であり、体内の栄養分の代謝に関与する分子が取得できる可能性が高い

と考えたからである。 

そこで、AKHRのノックダウン個体と、コントロール個体との脂肪体から抽出したmRNA

を出発材料として、cDNAサブトラクション法を行った。具体的な方法の概略としては、

AKHRのノックダウン個体のmRNA由来の cDNA断片と、コントロール個体のmRNA由
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来の cDNA断片とをハイブリダイズさせた後、ハイブリダイズしなかった cDNA断片、す

なわち、両ノックダウン個体間での発現量の差異を示す cDNA断片を、PCRにより指数関

数的に増幅させるという方法である(図 5-1-1-1 (A))。この PCRによって、AKHRのノック

ダウンにより、脂肪体にてmRNAの発現レベルが増加している遺伝子に由来する、数十 bp

から数百 bpの cDNA 断片が増幅された(図 5-1-1-1 (B)レーン 1)。また、同様の PCRによ

り、AKHRのノックダウンにより、脂肪体にてmRNAの発現レベルが減少している遺伝子

に由来する、数十 bpから数百 bpの cDNA断片が増幅された(図 5-1-1-1 (B)レーン 4)。増

幅された cDNA断片をそれぞれサブクローニングし、塩基配列を解析した。AKHRのノッ

クダウンによって、脂肪体にてmRNAレベルの発現が増加している遺伝子に由来するクロ

ーン(以下 aタイプクローン)については 166クローンを(表 5-1-1-1)、AKHRのノックダウ

ンによって、脂肪体にてmRNAの発現レベルが減少している遺伝子に由来するクローン(以

下 eタイプクローン)については 157クローンの塩基配列を解析した(表 5-1-1-2)。塩基配列

を解析したクローンについて、クローン間で同様の塩基配列が見られることが多く(表

5-1-1-1と表 5-1-1-2の Frequencyの列)、また、ポリ A配列とそれより 5’側の数塩基に由

来する配列等の、さらなる解析が困難であるクローンは、表 5-1-1-1と表 5-1-1-2には

記載していない。結果としては、aタイプクローンは 9種類のクローンを(表 5-1-1-1)、

eタイプクローンは12種類のクローンを得た(表5-1-1-2)。得られた塩基配列をBLASTn、

BLASTx、tBLASTxのアルゴリズムを用いて、それぞれのクローンについて、他の昆虫種

における相同配列を検索した(表 5-1-1-1、5-1-1-2)。 

 次に、9種類の aタイプクローン、および 12種類の eタイプクローンについて、ドット

ブロットによる 2nd スクリーニングを行った(図 5-1-1-2)。具体的な方法としては、塩基配

列解析の際に調製していた、aタイプクローンおよび eタイプクローンを挿入したベクタ

ーをメンブレンにドットした後、AKHRのノックダウン個体の脂肪体由来の cDNAおよび

コントロール個体の脂肪体由来の cDNA由来のプローブをハイブリダイズさせた。aタイ

プクローンに関しては、AKHRのノックダウン個体の脂肪体由来の cDNAをプローブにし

てハイブリダイズさせた場合(図 5-1-1-2 (A)左)の方が、コントロール個体の脂肪体由来の

cDNAをプローブにしてハイブリダイズさせた場合(図 5-1-1-2 (A)中)よりも強いシグナル

が見られたとき、ポジティブと判断した。逆に eタイプクローンに関しては、コントロー
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ル個体の脂肪体由来の cDNAをプローブにしてハイブリダイズさせた場合(図 5-1-1-2 (A)

中)の方が、AKHRのノックダウン個体の脂肪体由来の cDNAをプローブにしてハイブリダ

イズさせた場合(図 5-1-1-2 (A)左)よりも強いシグナルが見られたとき、ポジティブと判断し

た。上述の、ポジティブと判断したクローン(図 5-1-1-2 (A)右; 赤色で表記)、および、ポジ

ティブかどうか判断がつかなかったクローン(図 5-1-1-2 (A)右; オレンジ色で表記)について

は、さらに別のロットの AKHRのノックダウン個体およびコントロール個体の脂肪体由来

であるプローブを用いて、ドットブロットを再度行った(図 5-1-1-2 (B))。その結果、ポジテ

ィブと判断できたクローンを、本スクリーニングにおける最終的なポジティブクローンと

した。最終的なポジティブクローンとして、aタイプグループからは、a-11、a-24、a-n26

を、eタイプグループからは、e-39を得た(図 5-1-1-2 (B)、表 5-1-1-1、表 5-1-1-2)。これら

4クローンは全て、BLAST検索によって、他の昆虫種における相同配列は見出されていな

かったため、RACE法を用いて、各クローンの 5’側および 3’側の塩基配列を取得した後、

再度 BLAST検索を行った。その結果、クローン a-11の塩基配列は、thrombospondin (TSP)

をコードする cDNA の塩基配列と高い相同性を有していた(表 5-1-1-1、図 S1-4 (E))。クロ

ーン a-24の塩基配列は、acyl-CoA binding protein (ACBP)をコードする cDNAの塩基配

列と高い相同性を有していた(表 5-1-1-1、図 S1-4 (B))。クローン a-n26の塩基配列は

cellulaseをコードする cDNAの塩基配列と高い相同性を有していた(表5-1-1-1、図S1-4 (F))。

また、クローン e-39の塩基配列は serine protease inhibitor (serpin)をコードする cDNA

の塩基配列と高い相同性を有していた(表 5-1-1-2、図 S1-4 (G))。 

 次に、これらのクローンに由来する遺伝子は、AKHRのノックダウンによって、脂肪体

におけるそれらのmRNAの発現レベルが、どの程度変動するのかを定量 PCRにより確認

した(図 5-1-1-3)。その結果、aタイプクローンに関しては、約 1.5-2.0倍程度のmRNAの

発現レベルの増加が、eタイプクローンに関しては、約 2.0倍程度のmRNA の発現レベル

の減少が見られた。 

 

5-1-2  cDNAサブトラクション法により得た候補遺伝子のノックダウン個体の解析 

  次に、5-1-1で得られた 4クローンに由来する遺伝子が、摂食モチベーションの調節に関

与するかどうかを解析するために、これらの 4クローンのノックダウン個体をそれぞれ調
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製し(図 S1-4 (H))、それらのノックダウン個体の摂食量を解析した(図 5-1-2)。その結果、

ACBPをコードすると考えられる、クローン a-24のノックダウン個体のみが、コントロー

ル個体と比較して、dsRNA投与後 2-5日目において、顕著に摂食量が減少した(図 5-1-2)。

一方、それ以外の 3クローンのノックダウン個体では、コントロール個体と比較して、摂

食量の差異は見られなかった(図 5-1-2)。この結果から、AKHRのノックダウン個体におけ

る、摂食モチベーションの増加に関与する分子のスクリーニングとしては、クローン a-24

がその条件を満たしたと判断したため、以降は、クローン a-24について解析を進めること

とした。 

 

5-1-3  フタホシコオロギの ACBP (acyl-CoA binding protein)の脂質代謝に関する機能の

解析 

 サブトラクション法により取得したクローン a-24の塩基配列(図 S1-4 (A))の演繹アミノ

酸配列と、他の昆虫種の ACBPのアミノ酸配列のアラインメント(図 S1-4 (B))、およびそれ

らのアミノ酸配列を用いて作成した分子系統樹から(図 S1-4 (C))、クローン a-24は、フタ

ホシコオロギ ACBPをコードしていると考えられた。ACBPとは、多くの生物種から、そ

れらの高い相同性を基に見出されている、86-103アミノ酸残基からなるタンパク質である

137, 138)。ACBPは細胞内に局在し、acyl-CoAと結合し、輸送体として機能することで、

acyl-CoAの代謝のバランスを調節していると考えられている 137, 138)。実際に、ACBPをノ

ックダウンした酵母、線虫、およびマウスにおいて、細胞内の脂肪酸組成が変動するよう

な表現型が報告されている 139, 140, 141)。また、ACBP をノックダウンした線虫においては、

貯蔵 TAG量も顕著に変動する 140)。 

そこで、サブトラクション法により取得した、フタホシコオロギの ACBPは、脂肪体内

の脂質代謝に関して機能的に働いているかどうかを調べるために、先ずは、ACBPをノッ

クダウンしたフタホシコオロギの成虫オス個体の、体液中および脂肪体内における、脂質

レベルを分析した(図 5-1-3)。その結果、ACBPのノックダウンにおける、体液中の 1, 2-DAG

レベルの変動は見られなかった(図 5-1-3 (A))。また、ACBPをノックダウンしたフタホシ

コオロギの成虫オス個体から脂肪体を摘出し、Nile Red染色を行った結果、脂肪体内の細

胞における脂肪滴の大きさに変動は見られなかった(図 5-1-3 (B))。 
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5-2  AKHRのノックダウン個体、および ACBPのノックダウン個体における、体内の脂

質の脂肪酸組成の解析 

 5-1-3において、ACBPのノックダウン個体の体液中および脂肪体内における、脂質レ

ベルが変動しなかった結果をうけて、次に、クローン a-24 (ACBP)のノックダウン個体に

ついて、体内の脂質の脂肪酸組成の変動を解析した(図 5-2)。なお、AKHRのノックダウン

個体についても、同様に解析した(図 5-2)。具体的には、AKHR-dsRNA、a-24-dsRNA、あ

るいはEGFP-dsRNAの投与後3日目のフタホシコオロギ成虫オス個体から、各組織(体液、

脂肪体、中腸、神経系）とフンをそれぞれ摘出、回収し、脂質を抽出した。抽出した脂質

をけん化した後に、脂肪酸を抽出した。抽出した脂肪酸は、ADAM (9-anthryldiazomethane)

により蛍光誘導体化した後に、HPLCに供した。HPLCのクロマトグラムにて見られた、7

種の脂肪酸(12:0、14:0、16:0、18:0、18:1、18:2、18:3）の各ピーク面積からモル濃度を算

出し、その合計に対する各脂肪酸のモル濃度比を算出した。その結果、AKHRのノックダ

ウン個体、および、ACBPのノックダウン個体における、体液中の脂質の脂肪酸組成に顕

著な変動が見られた(図 5-2 (A))。特に、AKHRのノックダウン個体における体液中の脂質

の脂肪酸組成に着目すると、ステアリン酸(18:0)の減少、およびリノール酸(18:2)の増加が

見られた(図 5-2 (A))。すなわち、体液中の脂質における、飽和脂肪酸と不飽和脂肪酸のバ

ランスが変動していた。 

 

5-3 絶食条件下における体内の脂質の脂肪酸組成の解析 

次に、5-2にて解析した、体液中の脂質の脂肪酸組成が、どのように調節されているかを

調べるために、絶食条件下での、体液中の脂質の脂肪酸組成の変動を、5-2と同様に、HPLC

を用いて解析した(図 5-3)。具体的には、フタホシコオロギ成虫オス個体を、絶食条件にお

き、 絶食開始後 0、6、12、24、36時間、および、その後の再摂食開始 24時間後にて、

体液を回収し、脂質を抽出した。抽出した脂質をけん化した後に、脂肪酸を抽出した。抽

出した脂肪酸を ADAMと反応後、HPLCに供した。その結果、コントロールである絶食開

始後 0時間における脂肪酸組成と比較して、絶食条件下での体液中の脂質の脂肪酸組成の

顕著な変動は見られなかった(図 5-3)。この結果から、少なくとも 36時間の絶食条件下では、
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体液中の脂質の脂肪酸組成は、一定に維持されていると考えられる。 

 

5-4 体内の脂質の質的レベルの変動が摂食行動に及ぼす影響の解析の試み 

  5-2の解析で見られた、ACBPや AKHRのノックダウン個体における、体液中の脂質の

脂肪酸組成の変動が、摂食行動に影響を与えるかを解析するために、体液中の脂質の脂肪

酸組成を人為的に調節する方法を検討した。その方法として、上述の脂肪酸組成の解析で

確認された、7種類の脂肪酸(12:0、14:0、16:0、18:0、18:1、18:2、18:3)について、それ

ぞれの脂肪酸をもつような TAG (TAG (12:0/12:0/12:0)、TAG (14:0/14:0/14:0)、TAG 

(16:0/16:0/16:0)、TAG (18:0/18:0/18:0)、TAG (18:1/18:1/18:1)、TAG (18:2/18:2/18:2)、TAG 

(18:3/18:3/18:3))を化学合成し、それぞれを人工飼料に加え、それを摂食させるという方法

を試みた(図 5-4)。人工飼料の調製方法の詳細は、第六章および実験の部において後述する

が、ここでは、摂食させる上で、栄養源とする脂肪酸を、単一の脂肪酸にすることを目的

として調製した。 

  先ずは、それぞれの脂肪酸(12:0、14:0、16:0、18:0、18:1、18:2、18:3)とグリセロール

とをエステル化反応させ、反応産物をシリカゲルクロマトグラフィーにて精製した。精製

した TAGのうち、TAG (18:0/18:0/18:0)について、1H NMRスペクトルにてその精製度を

確認した。さらに、合成した 7種の TAG (TAG (12:0/12:0/12:0)、TAG (14:0/14:0/14:0)、

TAG (16:0/16:0/16:0)、TAG (18:0/18:0/18:0)、TAG (18:1/18:1/18:1)、TAG (18:2/18:2/18:2)、

TAG (18:3/18:3/18:3))について、合成の確認のために、MSスペクトルにて分子質量を分析

した。 

次に、合成した 7種の TAGが、それぞれ 2% (w/w)になるように加えた人工飼料を調製

し、フタホシコオロギ成虫オス個体に、それらの人工飼料を 10日間摂食させた。その後、

各組織(中腸、体液、脂肪体、神経系)を摘出、回収し、脂質を抽出した。抽出した脂質をけ

ん化した後に、脂肪酸を抽出した。抽出した脂肪酸は、ADAMと反応した後に、HPLCに

供し、脂肪酸組成を解析した(図 5-4)。その結果、各人工飼料の摂食によって、各組織での

脂質の脂肪酸組成が部分的に変動した。しかし、摂食させた人工飼料に含まれる TAG由来

の脂肪酸が、そのまま各組織の脂質の脂肪酸組成に反映されるわけではなかった。例えば、

TAG (12:0/12:0/12:0)を 2%加えた人工飼料を 10日間摂食させた場合の各組織の脂質の脂肪
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酸組成に着目すると、中腸と神経系では、摂食した TAGに由来すると考えられる、12:0レ

ベルの増加が見られるものの(図 5-4 (A、D))、体液中での 18:1レベルの増加、脂肪体での

18:1レベルと 18:3レベルの増加や、神経系での 18:2レベルの増加といった、別の脂肪酸

レベルの増加も見られた(図 5-4 (B、C、D))。その他の TAGを人工飼料に加えた場合でも

同様に、摂食させた人工飼料に含まれる TAG由来の脂肪酸が、そのまま各組織の脂質の脂

肪酸組成に反映されるわけではなかった。これらの結果から、各組織では、見かけ上、脂

肪酸組成が或る一定の組成を維持するように、脂肪酸の伸長、不飽和化や、分解等の代謝

が調節されていると考えられた。 

 

5-5  まとめと考察 

本章にて行った cDNA サブトラクション法に関して 

 本章における cDNAサブトラクション法では、得られたクローンは、その塩基配列の重

複が多く、多くのクローンの種類を得られなかった(表 5-1-1-1、5-1-1-2)。本論文研究で行

った cDNAサブトラクション法では、実験操作上は、転写産物の存在率は補正されること

からも(図 5-1-1-1 (A))、本実験で得られたクローンの数は少ないと判断した。この理由の一

つとして、PCRにて、差次的に発現した遺伝子の cDNAに由来する塩基配列の部分断片を

増幅する際に、その増幅のされやすさに差異があることが考えられた(図 5-1-1-1 (B))。なお、

このことを考慮して、PCR産物のゲル抽出による精製の段階で、アガロースゲル電気泳動

の結果にてメジャーに見えるバンドを除いて精製も行った。また、上述の PCRの際に、PCR

に用いる DNAポリメラーゼの変更も検討したが、改善はほとんど見られなかった。 

しかし、少なくとも、ACBPに関しては、スクリーニングにおいてポジティブな結果を

得ることができ、また、ACBPを手掛かりとして以降の研究を進めることも興味深いと判

断した。そこで、サブトラクション法には検討の余地は残されるものの、次の過程に進む

こととした。 

 

AKHRのノックダウンによる、脂肪体における ACBPのmRNAの発現レベルの増加に関

して 

 昆虫において、AKHシグナリングと、ACBPとの関連性については、これまで見出され
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ていない。ただし、昆虫において、ACBPが脂質の代謝および輸送に関与していることは、

いくつかの昆虫種にて報告されている。例えば、タバコスズメガ、および、オオサシガメ 

Rhodnius prolixusでは、中腸にて発現する ACBPが、摂食した餌由来の脂質の輸送に関

与していると考えられている 142, 143)。これらのことから、フタホシコオロギにおいて見ら

れた、AKHRのノックダウンと、脂肪体における ACBPのmRNAの発現レベルの増加と

は、どのような文脈にて関連性があるかは明らかにできなかったものの、脂肪体内の脂質

代謝の調節機構が変化していることを示すと考えられる。 

 

フタホシコオロギの体内の脂肪酸組成解析に関して 

 5-4において、各TAGを加えた人工飼料の摂食による脂肪酸組成の変動を解析した結果、

摂食させた人工飼料に含まれる TAG由来の脂肪酸が、そのまま各組織の脂肪酸組成に反映

されるわけではないと考えられた。フタホシコオロギに上述の人工飼料を与えた場合、1日

あたり数十mg程度を摂食することから(データ非掲載)、10日間の人工飼料の摂食に伴う、

各 TAGの摂食量は数mg程度と見積もることができる。本実験では、フンの脂肪酸組成の

解析は行っていないため、摂食した TAGから、どの程度の割合の脂肪酸が消化され、体内

の組織に取り込まれたかは明らかではない。しかし、少なくとも、各 TAGを加えた人工飼

料の摂食による、各組織での脂肪酸組成の変動は見られていることから、各組織の脂肪酸

組成に影響を与えうる程度の量は、各 TAG由来の脂肪酸が各組織に取り込まれていると判

断した。 

 また、本論文研究にて行った脂肪酸組成解析にて用いた脂肪酸のサンプルは、各組織か

ら抽出した全脂質のけん化により得ている。すなわち、この処理にて得られる脂肪酸は、

遊離脂肪酸や、中性脂質に含まれる脂肪酸のみならず、リン脂質等の複合脂質に含まれる

脂肪酸も由来する。つまり、脂肪酸レベルの変動を詳細に解析するためには、脂質種毎に

解析を行う必要もあると考えられる。 

 

AKHRのノックダウン個体における、体内の脂肪酸組成の変動について 

 AKHRのノックダウン個体では、体液中の脂質の脂肪酸組成に顕著な変動が見られた(図

5-2 (A))。この結果と、通常個体での体液中の脂質の脂肪酸組成は、見かけ上、一定に維持
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されていることが示唆されたことと合わせて考えると(図 5-3、図 5-4 (A))、AKHRのノッ

クダウンにより、体液中の脂質の脂肪酸組成のバランスを維持するような機構に変化を与

えたと考えられる。また、体液中の脂質に含まれる主要な脂質種は、1, 2-DAGであるため

(図 2-1-1 (A))、上述の脂肪酸組成の変動は、1, 2-DAGに含まれる脂肪酸組成が変動してい

ることを示すと言える。AKHRのノックダウンにより、体液中の 1, 2-DAGの脂肪酸組成

が変動する理由については、第一に、上述した、脂肪体内における ACBPのmRNAの発現

レベルの増加の関与が考えられる。第二に、AKHによる、脂肪体内の TAGを 1, 2-DAGに

分解する活性の関連が考えられる。言い換えると、AKHにより体液中に動員される 1, 

2-DAGに含まれる脂肪酸種が、AKHRのノックダウンによる、体液中の 1, 2-DAGの脂肪

酸組成が変動することと関連しているかもしれない。実際に、トノサマバッタにおいては、

3種類の AKH (AKH I、AKH II、AKH III)が見出されているが、それぞれの AKHの投与

により動員される 1, 2-DAGに含まれる脂肪酸の組成に差異が見られる 117)。この理由とし

ては、AKHシグナリングの下流で働く TAGリパーゼが、TAGに含まれる脂肪酸種を選択

して切断していると考えられているが、その切断の機構は明らかではない。 

 

他の昆虫種における体内の脂肪酸組成に関して 

 他の昆虫種においても、フタホシコオロギにて見られた、各組織の脂質における、見か

け上の、或る一定の脂肪酸組成が見られるかどうかを解析した。 

 先ず、カイコ 5齢 2日目の幼虫について、各組織(中腸、体液、脂肪体)、人工飼料

(SILKMATE 2S、日本農産工)、およびフンに含まれる脂質の脂肪酸組成を解析した(図 S2-5 

(A))。その結果、フタホシコオロギと同様に、各組織の脂質における、見かけ上の、或る一

定の脂肪酸組成が見られた。また、これらの組成を、フタホシコオロギにおける組成と比

較して考えると、その脂肪酸比は昆虫種間にて差異があることが示唆された。 

 また、予備的な解析ではあるが、東京大学柏キャンパス生命棟付近にて、8月上旬に採集

した、いくつかの昆虫種(n = 1)の脂肪体内の脂質の脂肪酸組成を解析したところ、昆虫種間

にて、脂肪体内の脂質の脂肪酸組成に差異があることが示唆された(図 S2-5 (B))。また、脂

肪体内の脂質の脂肪酸組成は、特に脂肪体に貯蔵される TAGに含まれる脂肪酸組成を、特

に反映すると考えられるため、昆虫種間により、貯蔵する TAGに含まれる脂肪酸組成を、
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その種が適するような組成に調節していると考えられる。このような組成の差異が、昆虫

種間におけるどのような特徴を反映しているかは明らかではない。このような特徴として、

(i) 昆虫種毎の食性や、(ii) 生育可能な温度範囲などが挙げられると考えたが、これらの関

連性を詳細に明らかにするために、(i) に関しては、各昆虫種が摂食する餌の脂肪酸組成や、

(ii) に関しては、各昆虫種が生育する環境温度や、それに伴う脂肪酸組成の変動や、TAG

の融点などを解析することで、興味深い結果が得られるかもしれないと考えている。 
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1st hybridization
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b
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d

c
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+ denatured Driver cDNA

e
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d’

c’

b’

e’

PCR

e’

図 5-1-1-1. (A) 本論文研究にて行った、cDNA サブトラクション法の概要。具体的には、AKHR-dsRNA および EGFP-dsRNA の

投与後 3 日目のフタホシコオロギ成虫オス個体から、脂肪体を摘出し、mRNA を抽出し、dscDNA を合成した。なお、

発現量差を検討する、AKHR のノックダウン個体の脂肪体由来の dscDNA を Tester、コントロールとした EGFP-dsRNA 投与

個体の脂肪体由来の dscDNA を Driver とした。Tester の dscDNA を Rsa I で消化した後、その消化産物と、配列の異なる 2 種の

dscDNA アダプター (Apaptor1、2) とライゲーションした。次に、それぞれの、アダプターを付加した Tester dscDNA に過剰量の

Driver dscDNA を加えて、加熱変性させた後、1 回目のハイブリダイゼーションを行い、4 種類の分子 (a、b、c、d) を形成させた。

このとき、分子 a は、AKHR のノックダウン個体の脂肪体にて、コントロール個体と比較して、mRNA の発現量が増加した遺伝子を

コードする塩基配列の部分断片を含んでいる。そこで、分子 a のみを後に取得するために、1 回目のハイブリダイゼーションを

行ったサンプルを加熱変性させずに、再び過剰量の Driver dscDNA を加えて、2 回目のハイブリダイゼーションを行った。その結果、

目的の分子 a 同士がアニーリングした、分子 e が形成される。その後、サンプルを DNA ポリメラーゼ処理し、a、b、c、d、e の

分子の末端部分を 2 本鎖にした (a’、b’、c’、d’、e’）。その後、Apaptor 1 と Adaptor 2 の塩基配列に相補的なプライマーをそれぞれ

用いて PCR 反応を行い、目的の分子 e’ を増幅させた。なお、Tester と Driver とを逆にして同様の処理を行うことで、AKHR の

ノックダウン個体の脂肪体にて、EGFP のノックダウン個体と比較して、mRNA の発現量が減少した遺伝子をコードする塩基配列の

部分断片も増幅させた。

(A)
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(B)

図 5-1-1-1 ( つづき ). (B) 図 5-1-1-1 (A) で示した、cDNA サブトラクション法における、PCR により得た

部分塩基配列の部分断片のアガロースゲル電気泳動。レーン 1-3 は、AKHR のノックダウン個体の脂肪体

由来の dscDNA を Tester に、コントロール個体の脂肪体由来の dscDNA を Driver にした場合の PCR 産物

であり、レーン 4-6 は、コントロール個体の脂肪体由来の dscDNA を Tester に、AKHR のノックダウン個体

の脂肪体由来の dscDNA を Driver にした場合の PCR 産物である。Apaptor1 と Adaptor2 の塩基配列に相補的な

プライマーをそれぞれ用いた。レーン 1 とレーン 4 は、目的の塩基配列の部分断片を含む分子

( 図 5-1-1-1 (A) の e’ ) をテンプレートとして用いた場合の PCR 産物である。レーン 2 とレーン 5 は、

図 5-1-1-1 (A) における、1 回目のハイブリダイゼーションの前の、Adaptor1 を付加した tester dscDNA 

( 図 5-1-1-1 (A) の Adaptor1-ligated tester cDNA) をテンプレートとした場合の PCR 産物である。レーン 3 と

レーン 6 は、図 5-1-1-1 (A) における、1 回目のハイブリダイゼーションの前の、Adaptor2 を付加した

tester dscDNA ( 図 5-1-1-1 (A) の Adaptor2-ligated tester cDNA) をテンプレートとした場合の PCR 産物である。

つまり、レーン 2 とレーン 3 は、レーン 1 に対するネガティブコントロールであり、レーン 5 とレーン 6 は、

レーン 4 に対するネガティブコントロールである。レーン 1 およびレーン 4 の PCR 産物を精製し、塩基配列

解析に用いた。

M 654321

500 bp

1 kbp
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a-11 a-24 a-38 a-L2 a-n26

e-2 e-7 e-9 e-39 e-L9

e-n32 β-actin

a-2 a-11 a-24 a-25 a-30 a-38 a-67

e-1 e-2 e-20 e-29 e-L27e-L29
β-actin

a-2 a-11 a-24 a-25 a-30 a-38

a-40

β-actin

a-L1 a-L2 a-L33

e-L2 e-L9 e-L27 e-L29

e-1 e-2 e-3 e-7 e-9 e-31

e-36 e-39 e-45 β-actin

a-n26 e-n32 β-actin

1 回目

2 回目

3 回目

4 回目

(B)

プローブ : AKHR のノックダウン個体の

脂肪体由来の cDNA
プローブ : コントロール個体の

脂肪体由来の cDNA

プローブ : AKHR のノックダウン個体の

脂肪体由来の cDNA
プローブ : コントロール個体の

脂肪体由来の cDNA

プローブ : AKHR のノックダウン個体の

脂肪体由来の cDNA
プローブ : コントロール個体の

脂肪体由来の cDNA

プローブ : AKHR のノックダウン個体の

脂肪体由来の cDNA
プローブ : コントロール個体の

脂肪体由来の cDNA

プローブ : AKHR のノックダウン個体の

脂肪体由来の cDNA
プローブ : コントロール個体の

脂肪体由来の cDNA

図 5-1-1-2. サブトラクション法により得られたクローンについての、ドットブロットによる 2nd スクリーニング。

(A) サブトラクション法により得られたクローンを挿入したベクターが調製でき次第、ドットブロットを行った。

a タイプクローン ( 図中にて、a を頭文字とするクローン ) に関しては、AKHR のノックダウン個体の脂肪体由来の cDNA を

プローブにしてハイブリダイズさせた場合 ( 左 ) の方が、EGFP のノックダウン個体の脂肪体由来の cDNA をプローブにして

ハイブリダイズさせた場合 ( 中 ) よりも強いシグナルが見られたとき、ポジティブと判断した。逆に、e タイプクローン

( 図中にて、e を頭文字とするクローン ) に関しては、EGFP のノックダウン個体の脂肪体由来の cDNA をプローブにして

ハイブリダイズさせた場合 ( 中 ) の方が、AKHR のノックダウン個体の脂肪体由来の cDNA をプローブにしてハイブリダイズ

させた場合 ( 左 ) よりも強いシグナルが見られたとき、ポジティブと判断した。ポジティブと判断したクローンは、赤色にて

示した ( 右 )。ポジティブかどうかの判断がつかなかったクローンは、オレンジ色にて示した。なお、ドットブロットと同時に

進めていた、各クローンの塩基配列解析の結果、別のクローンと同一であると判断されたクローンは、青色で示した。 (B) (A)

にて、ポジティブであると判断されたクローン、およびポジティブかどうかの判断がつかなかったクローンについて、別の

ロットの、AKHR のノックダウン個体の脂肪体由来の cDNA およびコントロール個体の脂肪体由来の cDNA をプローブとして

用いて、再確認した ( 左、中 )。その結果、赤色で示した、a-11、a-24、a-n26、e-39 のクローンを、最終的に、ポジティブと

判断した。なお、クローン名に L や n を記入したクローンは、図 5-1-1-1 (B) にて、PCR 産物をアガロースゲルから切り出して

精製する際に、塩基長毎に分けて精製し、その後の実験に進めた場合に得られたクローンであることを示す。

(A)
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clone name nucleotide length (bp) Search results (BLASTn, BLASTx or tBLASTx) similarlity (%) Frequency Result of 2nd
screening

a-2 63 no hit 29 false-positive
a-11 442 (RACE) Aedes aegypti thrombospondin (TSP) 94 19 positive

a-24 563 (RACE) Drosophila melanogaster  CG8498 (ACBP; Acyl-CoA-
binding protein)

76 8 positive

a-25 51 12 false-positive

a-30 71 Gryllus bimaculatus 28S ribosomal RNA gene (e-9と同様の配列) 9 false-positive
a-38 88 19 false-positive
a-67 106 no hit 1 false-positive
a-L2 103 Apis mellifera zinc finger FYVE domain-containing protein 9 70 1 false-positive
a-n26 1530 (RACE) Teleogryllus emma  cellulase 81 8 positive

clone name nucleotide length (bp) Search results (BLASTn, BLASTx or tBLASTx) similarlity (%) Frequency Result of 2nd
screening

e-1 104 no hit 1 false-positive
e-2 102 no hit 1 false-positive
e-7 51 26 false-positive
e-9 71 Gryllus bimaculatus 28S ribosomal RNA gene (e-9と同様の配列) 16 false-positive
e-31 87 no hit 4 false-positive
e-36 50 12 false-positive
e-39 1311 (RACE) Tenebrio molitor serine protease inhibitor (serpin) 64 18 positive
e-20 194 GBcontig28003, 28S ribosomal RNA gene 10 false-positive
e-L9 306 GBcontig31064, 18S ribosomal RNA gene 1 false-positive
e-L27 76 no hit 1 false-positive
e-L29 120 Culex quinquefasciatus Indy (I’m not dead yet) 63 2 false-positive
e-n32 51 no hit 1 false-positive

no hit

76

100

100

no hit

98
100

表 5-1-1-1. cDNA サブトラクション法により取得した、AKHR のノックダウン個体の脂肪体にて、mRNA の

発現レベルが増加した遺伝子をコードする塩基配列の部分断片の塩基配列解析と、その配列に対する

BLAST 検索の結果、およびドットブロットによる 2nd スクリーニングの結果。

表 5-1-1-2. cDNA サブトラクション法により取得した、AKHR のノックダウン個体の脂肪体にて、mRNA の

発現量が減少した遺伝子をコードする塩基配列の部分断片の塩基配列解析と、その配列に対する BLAST 検索の

結果、およびドットブロットによる 2nd スクリーニングの結果。

表 5-1-1-2 の e-7 と同様の配列

表 5-1-1-1 の a-25 と同様の配列

Frequency は、クローンの塩基配列解析の結果、そのクローンと同様の塩基配列が得られた数を示す。クローン名に L や n を記入した

クローンは、図 5-1-1-1 (B) にて、PCR 産物をアガロースゲルから切り出して精製する際に、塩基長毎に分けて精製し、その後の

実験に進めた場合に得られたクローンであることを示す。

Frequency は、クローンの塩基配列解析の結果、そのクローンと同様の塩基配列が得られた数を示す。クローン名に L や n を記入した

クローンは、図 5-1-1-1 (B) にて、PCR 産物をアガロースゲルから切り出して精製する際に、塩基長毎に分けて精製し、その後の

実験に進めた場合に得られたクローンであることを示す。
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図 5-1-1-3. 定量 PCR を用いた、AKHR のノックダウン個体の脂肪体における各クローンの

発現レベルの解析。フタホシコオロギの成虫オス個体へ、AKHR-dsRNA および EGFP-dsRNA を

投与し、投与後 2 日目における脂肪体をテンプレートとした。EGFP のノックダウン個体における、

内在性コントロールとして用いた EF に対する、各クローンの発現量を 1 とした。それぞれ平均値

 + S. D. で示した (n = 5)。アスタリスクは、コントロール個体に対して、有意な差が認められたこと

を示す (*P < 0.05; Student's t-test)。AKHR のノックダウン個体の脂肪体にて、クローン a-24 (ACBP)、

a-11 (TSP) の mRNA の発現が顕著に増加し、クローン e-39 (Serpin) の mRNA の発現が顕著に減少

していた。なお、a-n26 (Cellulase) の mRNA の発現の顕著な増加は見られなかった。

a-24 (ACBP)

a-n26 (Cellulase) e-39 (Serpin)

a-11 (TSP)
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図 5-1-2. サブトラクション法で得られた各クローンのノックダウン個体の摂食量の解析。成虫脱皮後 0 日目

のオスに各クローンの dsRNA ( 濃灰色 ) および EGFP-dsRNA ( 薄灰色 ) を投与後、1 日ごとにフンの数を調べ、

摂食量の指標とした。フンの数は、平均値 ± S.D. で示した (n = 5)。アスタリスクは、コントロール個体に

対して、有意な差が認められたことを示す (*P < 0.05, **P < 0.005; Student's t-test)。クローン a-24 (ACBP) の

ノックダウン個体において、コントロール個体と比較してフンの数が顕著に減少した。それ以外のクローンの

ノックダウン個体においては、フンの数に顕著な変化は見られなかった。
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図 5-1-3. クローン a-24 (ACBP) をノックダウンしたフタホシコオロギのオス成虫個体の、体液中および

脂肪体内における、脂質の量的レベルの定量。(A) a-24 (ACBP) をノックダウンしたオス成虫個体に

おける、体液中の 1, 2-DAG レベルの定量。それぞれ平均値 + S. D. で示した (n = 4)。クローン a-24 

(ACBP) のノックダウンにより、体液中の 1, 2-DAG レベルの顕著な変動は見られなかった。(B) 

クローン a-24 (ACBP) をノックダウンしたオス成虫個体の脂肪体の Nile Red 染色。バーは 25 µm を

示す。クローン a-24 (ACBP) のノックダウンにより、脂肪滴に変化は見られなかった。
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図 5-2. AKHR のノックダウン個体およびクローン a-24 (ACBP) のノックダウン個体の各組織とフンの

脂肪酸組成の解析。AKHR-dsRNA、a-24-dsRNA、あるいは EGFP-dsRNA の投与後 3 日目の

フタホシコオロギ成虫オス個体から、各組織 ( 体液 (A)、脂肪体 (B)、中腸 (C)、神経系 (D)）とフン (E)

を摘出・回収し、脂質を抽出した。抽出した脂質をけん化した後に、脂肪酸を抽出した。抽出した

脂肪酸は、ADAM 化反応した後に、HPLC に供した。HPLC のクロマトグラムにて見られた、

7 種の脂肪酸 (12:0、14:0、16:0、18:0、18:1、18:2、18:3）の各ピーク面積から、各脂肪酸のモル濃度を

算出した。算出した各脂肪酸のモル濃度の合計に対する、各脂肪酸の比をグラフに示した。それぞれ

平均値 + S. D. で示した (n = 4-6 (A)、n = 3 (B-E))。アスタリスクは、コントロール個体に対して、

有意な差が認められたことを示す (*P < 0.05, **P < 0.005, ****P < 0.00005, *****P < 0.000005; 

Dunnett's test)。AKHR のノックダウン個体において、特に体液中の脂質に含まれる飽和脂肪酸と

不飽和脂肪酸のバランスが顕著に変動していた。

(A) (B)

(C) (D)

(E)
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図 5-3. 絶食条件下での、体液中の脂質の脂肪酸組成の変動の解析。羽化後 0日目の

フタホシコオロギ成虫オス個体を、絶食条件におき、 絶食開始後 0、6、12、24、36 時間、

および、その後の再摂食開始後 24 時間にて、体液を回収し、脂質を抽出した。抽出した脂質を

けん化した後に、脂肪酸を抽出した。抽出した脂肪酸は、ADAM と反応した後に、HPLC に

供した。HPLC のクロマトグラムにて見られた、7 種の脂肪酸 (12:0、14:0、16:0、18:0、18:1、

18:2、18:3）の各ピーク面積から、各脂肪酸のモル濃度を算出した。算出した各脂肪酸のモル濃度の

合計に対する、各脂肪酸の比をグラフに示した。それぞれ平均値 + S. D. で示した (n = 3-6)。

コントロールである絶食開始後 0 時間における各脂肪酸組成と比較して、絶食条件下での体液中の

各脂肪酸組成の顕著な変動は見られなかった (P > 0.05; Dunnett's test)。
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図 5-4. 化学合成した、7 種類の TAG (TAG (12:0/12:0/12:0)、TAG (14:0/14:0/14:0)、TAG (16:0/16:0/16:0)、

TAG (18:0/18:0/18:0)、TAG (18:1/18:1/18:1)、TAG (18:2/18:2/18:2)、TAG (18:3/18:3/18:3) を、2% (w/w) に

なるように加えた人工飼料を調製した。フタホシコオロギ成虫オス個体に、それらの人工飼料を 10 日間

摂食させた後、各組織 ( 中腸 (A)、体液 (B)、脂肪体 (C)、神経系 (D)) を摘出、回収し、脂質を抽出した。

抽出した脂質をけん化した後に、脂肪酸を抽出した。抽出した脂肪酸は、ADAM 化反応した後に、

HPLC に供した。HPLC のクロマトグラムにて見られた、7 種の脂肪酸 (12:0、14:0、16:0、18:0、18:1、

18:2、18:3）の各ピーク面積から、各脂肪酸のモル濃度を算出した。算出した各脂肪酸のモル濃度の

合計に対する、各脂肪酸の比をグラフに示した。 

( 次ページへつづく )
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図 5-4 ( つづき ). それぞれ平均値 + S. D. で示した (n = 4)。 アスタリスクは、TAG を加えなかった人工飼料

を摂食させた、コントロール個体に対して、有意な差が認められたことを示す (*P < 0.05, **P < 0.005,

 ***P < 0.0005; Dunnett's test)。各人工飼料の摂食によって、各組織での脂肪酸組成が部分的に変動した。

しかし、摂食させた人工飼料に含まれる TAG が有する脂肪酸が、そのまま各組織の脂肪酸組成に反映される

わけではなかった。
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第六章 AKHR のノックダウン個体における、餌中の栄養分の嗜好性の変化、およびその

嗜好性に関与する器官に関する解析 

 

6-0  はじめに 

 本論文研究のこれまでの結果から、AKHR をノックダウンしたフタホシコオロギ成虫個

体における摂食行動の周期性の変化には、体液中の脂質レベルの量的変動だけではなく、

質的変動(脂肪酸組成の変動)も関与する可能性が示唆された。つまり、体液中の 1, 2-DAG

レベルの量的、質的変動を調節するような、体内の脂質代謝機構のバランスが変化してい

ると考えられる。 

序論に述べたように、昆虫は、体内の栄養要求性を適切に満たすように、適切な量、お

よび割合の栄養分が得られるような餌を自身で選択し摂食する、self-selection と呼ばれる

機構を体内に有していることが知られている 24, 25)。AKHR をノックダウンしたフタホシコ

オロギ成虫個体では、体内の脂質代謝機構のバランスが変化しているため、体内の栄養要

求性の観点から考えると、特に脂質の要求性が変化している可能性が考えられた。

self-selection の考え方から、このような栄養要求の変化を解析するためには、餌の栄養分

の嗜好性を調べればよいと考えた。他の昆虫種において、餌の栄養分の嗜好性の解析方法

として、人工飼料を用いた choice アッセイが用いられている 27-34)。ただし、これまでの、

昆虫における餌の栄養分の嗜好性の解析では、窒素源としてのタンパク質と、炭素源とし

ての糖質との、2 パラメーターにのみ着目しており、脂質の嗜好性に関しては、これまで着

目されていない 27-34)。そこで、本章では、これまでの、他の昆虫種における、タンパク質

と糖質の嗜好性の解析方法に基づきながら、脂質の要求性の解析方法を導入しつつ、フタ

ホシコオロギ成虫オス個体の、脂質の嗜好性について着目して解析した。その結果、興味

深いことに、AKHR のノックダウン個体は、脂質の中でも、特定の分子(リノール酸)に対し

て、嗜好性を増加させていることが分かった。また、リノール酸の嗜好性の増加は、嗅覚

器官の一つである、小腮(図 6-0)を介して、起こることが示唆された。 

 

6-1  AKHR のノックダウン個体における、三大栄養素の嗜好性の解析 

  上述したように、AKHR をノックダウンしたフタホシコオロギ成虫個体では、体内の脂
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質代謝機構のバランスが変化しているため、体内の栄養要求として、特に脂質の嗜好性が

変化している可能性が考えられた。そこで、先ず、AKHR のノックダウンにより、三大栄

養素(タンパク質、糖質、脂質)の嗜好性が変化しているかどうかを、choice アッセイにより

解析した(図 6-1)。方法としては、先ず、タンパク質、糖質、脂質のそれぞれを多く含むよ

うな、三種類の人工飼料を調製した(表 6-1)。なお、人工飼料の調製に関しては、フタホシ

コオロギと同じ直翅目昆虫であるトノサマバッタにおける、タンパク質と糖質との先行研

究での人工飼料の調製方法に従って調製した 144, 145)。具体的な栄養分の組成に関しては、

例えば、表 6-1 における P-diet (タンパク質を多く含む人工飼料)では、タンパク質であるカ

ゼインを、他の人工飼料(C-diet と L-diet)と比較して 4 倍になるようにした。この時、P-diet

において、糖質や脂質の含有量を 0 にしない理由としては、それらの含有量を 0 にしてし

まうと、その人工飼料を、昆虫が餌として認識しないと考えられるからである。また、フ

タホシコオロギ成虫では、人工飼料に、糖質を 5%以上程度入れない限り、その人工飼料を

餌として認識せず、全く摂食しない(データ非掲載)。また、C-diet (糖質を多く含む人工飼

料)や、L-diet (脂質を多く含む人工飼料)も、同様に調製した。脂質に関しては、これまで

の先行研究での choice アッセイにて使われていないが、上述の、トノサマバッタを用いた

タンパク質と糖質との choice アッセイでの人工飼料は、ステアリン酸(18:0)やリノール酸

(18:2)を、脂質源として 0.125% (w/w)入れ調製されている 144, 145)。そこで、この調製方法

に従い、フタホシコオロギに用いる人工飼料として、先ずは、18:0 を脂質源とした(表 6-1)。

なお、セルロース粉末は、消化されないような成分であり、人工飼料としての物性を、そ

れぞれ均一にするために用いている。なお、フタホシコオロギ成虫個体に、セルロースの

みを含むような人工飼料を提示した場合、その人工飼料をまったく摂食しないため、セル

ロースは栄養分の嗜好性には関与しないと考えられる(データ非掲載)。 

このような人工飼料を用いて、choice アッセイを行った。具体的には、調製した 3 種類

の人工飼料(P-diet、C-diet、L-diet)を、AKHR-dsRNA 投与後 2 日目のフタホシコオロギ

成虫オス個体、およびコントロール個体に提示し、3 日間摂食させた。その後、各人工飼料

の摂食量から算出した、各三大栄養素(タンパク質(カゼイン)、糖質(スクロースとデキスト

リン)、脂質(18:0))の摂取量の割合をグラフにした(図 6-1)。なお、アッセイにて、人工飼料

を choice させる期間として 3 日間を設定している理由としては、アッセイ開始後 3 日目に
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は、各人工飼料の嗜好性の、各個体間でのばらつきが少なく、収束することを確認したた

めである。choice アッセイの結果としては、AKHR のノックダウンによる、三大栄養素の

嗜好性に変化は見られなかった。 

 

6-2 AKHR のノックダウン個体における、脂肪酸の嗜好性の解析 

 表 6-1 における人工飼料の調製の段階では、脂質源として 18:0 を用いたが、その段階で、

18:0 を脂質源の代表として用いるべきかどうかは判断できなかったため、人工飼料に含ま

れる 18:0 を他の脂肪酸種に変更して、choice アッセイを行うこととした。AKHR をノック

ダウンしたフタホシコオロギ成虫オス個体では、体液中の脂質の飽和脂肪酸と不飽和脂肪

酸のバランスが変化した(図 5-2 (A))。このことを self-selection を踏まえて考えると、AKHR

のノックダウンにより、飽和脂肪酸と不飽和脂肪酸の嗜好性のバランスが変化する可能性

があると考えた。そこで、次に、飽和脂肪酸と、不飽和脂肪酸との嗜好性を解析すること

とした。具体的には、フタホシコオロギ体内に多く含まれる、三種の飽和脂肪酸(14:0、16:0、

18:0) (比率 1:1:1)を含む人工飼料(SFA-diet)と、三種の不飽和脂肪酸(18:1、18:2、18:3) (比

率 1:1:1)を含む人工飼料(UFA-diet)を調製した(表 6-2-1)。これらの二種の人工飼料を、

AKHR-dsRNA の投与後 2 日目のフタホシコオロギ成虫オス個体およびコントロール個体

に提示し、3 日間摂食させた。その結果、AKHR のノックダウンにより、不飽和脂肪酸を

含む餌を顕著に嗜好した(図 6-2 (A))。 

次に、AKHR のノックダウン個体において、嗜好性が増強している不飽和脂肪酸の絞り

込みを行った(図 6-2 (B、C、D))。そのために、上述の UFA-diet で用いた、三種の不飽和

脂肪酸(18:1、18:2、18:3)を、個別に添加した人工飼料を調製した(表 6-2-2)。先ずは、飽和

脂肪酸を含む人工飼料(SFA-diet)と、オレイン酸(18:1)を含む人工飼料(18:1-diet)とを、

AKHR-dsRNA の投与後 2 日目のフタホシコオロギ成虫オス個体およびコントロール個体

に提示し、3 日間摂食させた。その結果、AKHR のノックダウンにより、18:1 の要求性は

変化しなかった(図 6-2 (B))。 同様に、飽和脂肪酸を含む人工飼料(SFA-diet)と、リノレン

酸(18:3)を含む人工飼料(18:3-diet)とを用いて choice アッセイを行った場合でも、AKHR の

ノックダウンにより、18:3 の要求性は変化しなかった(図 6-2 (D))。一方で、飽和脂肪酸を

含む人工飼料(SFA-diet)と、リノール酸(18:2)を含む人工飼料(18:2-diet)とを用いて choice
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アッセイを行った場合、AKHR のノックダウンにより、18:2 の嗜好性が顕著に増強した(図

6-2 (C))。 

 

6-3  餌中のリノール酸の感知に関与する器官としての小腮(maxillary palps)の同定 

6-3-1  触覚および小腮の切除実験 

  次に、AKHR のノックダウンにより、18:2 の嗜好性が増加する機構を分子レベルで明ら

かにしたいと考えた。そのために、先ずは、人工飼料中の 18:2 の感知に関与する器官を特

定することとした。18:2 の感知には、触角および嗅覚器官が関与する可能性が高いと考え

たため、フタホシコオロギ成虫における触角および嗅覚器官として、触角と小腮に着目し

た(図 6-0)。AKHR-dsRNA の投与後 2 日目の個体、およびコントロール個体について、触

角や小腮を、ピンセットを用いて、それらを根元から切除した。これらの個体について、

飽和脂肪酸を含む人工飼料(SFA-diet)と、リノール酸(18:2)を含む人工飼料(18:2-diet)とを

用いて choice アッセイを行った。その結果、AKHR のノックダウンにより増加した、18:2

の嗜好性は、触角の切除による影響を受けなかった(図 6-3-1 (A))。一方、小腮を切除した場

合、AKHR のノックダウンにより増加した 18:2 の嗜好性が、コントロール個体程度まで戻

った(図 6-3-1 (B))。一方で、コントロール個体の小腮を切除した場合は、18:2 の嗜好性に

影響は見られなかった(図 6-3-1 (B))。この結果から、AKHR のノックダウン個体における、

18:2 は、小腮にて感知されていると考えられた。 

 

6-3-2  小腮における、餌中のリノール酸の感知の閾値の解析 

次に、AKHR のノックダウン個体の小腮における、18:2 の感知が可能であるような、人

工飼料中の 18:2 の濃度を解析した。表 6-2-2 にて示した、SFA-diet および、18:2-diet にお

ける、脂肪酸の濃度を、10% (A)、1% (B)、0.1% (C)に変更し、その他の成分の配合は同様

にして choice アッセイを行った(図 6-3-2)。その結果、飽和脂肪酸を 10%含む人工飼料(SFA 

(10%)-diet)と、18:2 を 10%含む人工飼料(18:2 (10%)-diet)を用いた場合では、AKHR のノ

ックダウンによる、顕著な要求性の増加が見られた(図 6-3-2 (A))。次に、飽和脂肪酸を 1%

含む人工飼料(SFA (1%)-diet)と、18:2 を 1%含む人工飼料(18:2 (1%)-diet) を choice アッセ

イに用いた場合でも、AKHR のノックダウンによる、顕著な要求性の増強が見られた(図
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6-3-2 (B))。一方、飽和脂肪酸を 0.1%含む人工飼料(SFA (0.1%)-diet)と、18:2 を 0.1%含む

人工飼料(18:2 (0.1%)-diet)を用いた場合では、AKHR のノックダウンによる、顕著な要求

性の増強は見られなかった(図 6-3-2 (C))。つまり、AKHR のノックダウン個体の小腮にお

ける、人工飼料中の 18:2 の感知の閾値は、0.1%から 1%の間であった。 

 

6-4 餌中の TAG の感知に関する解析 

 6-3 につづき、AKHR のノックダウンによる、TAG に対する要求性の変化も解析した(図

6-4)。具体的には、表 6-2-2 にて示した、SFA-diet および、18:2-diet について、含有する

脂肪酸を、それぞれに対応する TAG に変更した人工飼料として、TAG (14:0/14:0/14:0)、

TAG (16:0/16:0/16:0)、および TAG (18:0/18:0/18:0)を含むような、SFA-TAG-diet と、TAG 

(18:2/18:2/18:2)を含むような、TAG (18:2/18:2/18:2)-diet を調製した。それらの人工飼料を

用いて choice アッセイを行った結果、AKHR のノックダウンによる、TAG (18:2/18:2/18:2)

に対する要求性は見られなかった(図 6-4)。 

 

6-5 逆行性染色法による、小腮における栄養分の感知に関与する神経系の探索 

 次に、小腮における、18:2 の感知を制御する神経系を探索するために、小腮から投射し

ている神経の逆行性染色を行った(図 6-5)。フタホシコオロギ成虫オス個体の片側の小腮を、

小腮内へと連絡している神経が露出するように切断し、CoCl2水溶液を内部に含ませたキャ

ピラリーを、露出部分を覆うように差し込むことにより行った(図 6-5 (A、B))。その後、摘

出した神経系を、ルベアン酸(ジチオオキサミド)の飽和溶液にて発色し、顕微鏡にて観察し

た。観察の結果、小腮から食道下神経節(SOG)に投射している神経軸索と(図 6-5 (C)の赤矢

印)、食道下神経節内の、2 つのスポットおよびその周辺に(図 6-5 (C)の緑矢印)、コバルト

錯体由来の着色が見られた。つまり、小腮で知覚したシグナルは、食道下神経節へと投射

し、神経分泌細胞と考えられるいくつかの細胞を含む神経細胞および神経線維群が、小腮

における 18:2 の感知、およびその嗜好性を調節するイベントに用いられ、制御していると

考えられた。 
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6-6  まとめと考察 

小腮と摂食行動との関連性について 

小腮と摂食行動との関連性については、生理学的研究により、トノサマバッタや、サバ

クトビバッタ Schistocerca gregaria などにおいて研究されている 146-151 )。例えば、トノサ

マバッタでは、小腮は、摂食前に特に頻繁に動かし 148)、また、好んで摂食するような餌の

近くでは、より頻繁に動かす 149)。このように、小腮は、餌の栄養分に対する化学感覚にと

って重要な働きをしていると考えられてきた 150)。また、トノサマバッタにおいて、小腮に

おける化学感覚は、体内の栄養状態の影響を受けることが知られている。具体的には、ト

ノサマバッタにアミノ酸溶液を投与することや、タンパク質の少ない餌を摂食させ続ける

ことで、餌中のタンパク質に対する、小腮の興奮性が変化する 151)。本論文研究では、フタ

ホシコオロギの小腮を、18:2 の感知、および嗜好性に関与する器官として見出した。つま

り、フタホシコオロギには、少なくとも、体内の栄養状態の変動を、18:2 の嗜好性の増加

というアウトプットとして処理するような機構が存在すると言える。 

     

小腮の神経内の逆行性染色に関して 

 小腮の神経内の逆行性染色に関しては、カイコ幼虫や、キイロショウジョウバエ成虫な

どにおいて、SOG (食道下神経節)との神経接続が知られている 152, 153)。このことから、フ

タホシコオロギにおいても、小腮と SOGとの神経連絡、および神経回路に関しては、それ

らの昆虫種と同様であると考えられる。 

 

昆虫における、脂肪酸の感知機構に関して 

 昆虫における、脂肪酸の感知機構の存在については、少ないながらも報告がある。キイ

ロショウジョウバエにおいては、成虫と幼虫とにおいて、脂肪酸種(14:0、16:0、18:0、18:1、

18:2、18:3)の選好性が異なる 154)。具体的には、幼虫は不飽和脂肪酸の選好性が高く、成虫

は飽和脂肪酸の選好性が高い。しかし、この差異に関与する機構は明らかにされていない。

また、セイシェルショウジョウバエ Drosophila sechellia では、他のショウジョウバエ種が

忌避するような植物種に含まれる、オクタン酸(6:0)やヘキサン酸(8:0)を忌避しないような

感知機構を獲得したと考えられている 155)。ただし、体内の栄養状態の変動と関連した、脂
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肪酸の嗜好性の調節に関しては、未だ報告がない。このことを考慮すると、本論文研究で

見られた、AKHR のノックダウンによる、18:2 の嗜好性の増加という結果は、多くの示唆

に富むと考えられる。 

 また、脂肪酸を感知するような濃度に関しては、上述のキイロショウジョウバエの報告

では、0.5-10 mM 程度の脂肪酸濃度は十分感知できる 154)。なお、本実験にて、フタホシ

コオロギの choice アッセイに用いた、18:2 を 0.5% (w/w) (5000 ppm)含む、18:2-diet にお

ける 18:2 の濃度は、それに近いことから、フタホシコオロギ成虫の脂肪酸の感知能は、キ

イロショウジョウバエのそれと同程度であるかもしれない。 

 

コントロール個体における、18:2 の嗜好性に関して 

 触角および小腮の切除実験の結果、コントロール個体では、触角および小腮の切除に関

わらず、18:2 の嗜好性は変化が見られなかった(図 6-3-1)。一方、AKHR のノックダウン個

体では、小腮の切除により、コントロール個体程度まで嗜好性が戻る(図 6-3-1 (B))。これら

を合わせて考察すると、上述のような、AKHR のノックダウンにより促されるような、18:2

の嗜好性を増強させるような、栄養要求機構が体内に存在するならば、コントロール個体

では、その機構を「オフ」にしていると考えられる。この考えを基にすると、フタホシコ

オロギ成虫の通常個体が通常摂食条件におかれているならば、餌に対して、18:2 の嗜好性

は発揮されないと考えられる。この考えの理由として、通常摂食条件においては、餌中に

は、動物性、植物性の餌のどちらに関しても、栄養源として 18:2 を豊富に含んでいると考

えられるため、18:2 の嗜好性を調節するような機構を発揮させずとも、充分量の 18:2 を体

内に摂取することとなるからであると考えられる。 
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(A)

(B)

図 6-0. フタホシコオロギの触角 ( 赤矢印 ) および小腮 ( 青矢印 )。(A) は、個体を横側から

見た写真であり、(B) は、下側から見た写真である。
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P-diet C-diet L-diet
カゼイン 28 7 7
スクロース 3.5 14 3.5
デキストリン 3.5 14 3.5
ステアリン酸(18:0) 0.125 0.125 0.5
コレステロール 0.125 0.125 0.125
セルロース粉末 62.05 62.05 83.3
Wesson's salt 2.4 2.4 2.4
アスコルビン酸 0.3 0.3 0.3
合計 100 100 100
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表 6-1. 図 6-1 における choice アッセイに用いた人工飼料の栄養分の組成 (%)

タンパク質

図 6-1. フタホシコオロギ成虫オス個体における、三大栄養素の choice アッセイ。choice アッセイ

にて用いた人工飼料の栄養分の組成は、表 6-1 に示した。 (A) タンパク質を多く含む人工飼料 (P-diet)、

糖質を多く含む人工飼料 (C-diet) と、脂質としてステアリン酸 (18:0) を多く含む人工飼料 (L-diet) の、

三種の人工飼料を、AKHR をノックダウンしたフタホシコオロギ成虫オス個体およびコントロール

個体に提示し、3 日間摂食させた。各人工飼料の摂食量から算出した、各三大栄養素 ( タンパク質

( カゼイン )、糖質 ( スクロースとデキストリン )、脂質 (18:0)) の摂取量の割合を、平均値 + S. D. で

示した (n = 6)。その結果、AKHR のノックダウンによる、三大栄養素の嗜好性に変化は見られなかった

(P > 0.05; Student's t-test)。
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セルロース粉末 40.3 40.3
Wesson's salt 2.4 2.4
アスコルビン酸 0.3 0.3
合計 100 100

AKHRRNAi

EGFPRNAi

摂
食
し
た
人
工
飼
料
の
割
合

(%
)

SFA-diet UFA-diet

表 6-2-1. 図 6-2 (A) における choice アッセイに用いた人工飼料の栄養分の組成 (%)

図 6-2. (A) フタホシコオロギ成虫オス個体における、脂肪酸の choice アッセイ。(A) 表 6-2-1

に示した、飽和脂肪酸を含む人工飼料 (SFA-diet) と、不飽和脂肪酸を含む人工飼料 (UFA-diet)

とを、AKHR をノックダウンした、フタホシコオロギ成虫オス個体およびコントロール個体に提示し、

3 日間摂食させた。各人工飼料の摂食量の割合を、平均値 + S. D. で示した (n = 6)。その結果、AKHR の

ノックダウンにより、不飽和脂肪酸の嗜好性が顕著に増強した (***P < 0.0005; Student's t-test)。

***

***
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SFA-diet 18:1-diet 18:2-diet 18:3-diet
カゼイン 28 28 28 28
スクロース 14 14 14 14
デキストリン 14 14 14 14
飽和脂肪酸(14:0, 16:0, 18:0) (比率1:1:1) 0.5 0 0 0
18:1 0 0.5 0 0
18:2 0 0 0.5 0
18:3 0 0 0 0.5
コレステロール 0.5 0.5 0.5 0.5
セルロース粉末 40.3 40.3 40.3 40.3
Wesson's salt 2.4 2.4 2.4 2.4
アスコルビン酸 0.3 0.3 0.3 0.3
合計 100 100 100 100
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表 6-2-2. 図 6-2 (B、C、D)、図 6-3-1、図 6-3-2 における

choice アッセイに用いた人工飼料の栄養分の組成 (%)
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図 6-2 ( つづき ). (B、C、D) (A) の結果を受けた、AKHR のノックダウン個体において、要求性が

増加している不飽和脂肪酸の絞り込み。 (B) 表 6-2-2 に示した、飽和脂肪酸を含む人工飼料

(SFA-diet) と、オレイン酸 (18:1) を含む人工飼料 (18:1-diet) とを、AKHR をノックダウンした

フタホシコオロギ成虫オス個体およびコントロール個体に提示し、3 日間摂食させた。各人工飼料

の摂食量の割合を、平均値 + S. D. で示した (n = 6)。その結果、AKHR のノックダウンにより、18:1

の嗜好性は変化しなかった (P > 0.05; Student's t-test)。 (C) 表 6-2-2 に示した、飽和脂肪酸を含む

人工飼料 (SFA-diet) と、リノール酸 (18:2) を含む人工飼料 (18:2-diet) とを、AKHR をノックダウン

したフタホシコオロギ成虫オス個体およびコントロール個体に提示し、3 日間摂食させた。各人工飼料

の摂食量の割合を、平均値 + S. D. で示した (n = 6)。その結果、AKHR のノックダウンにより、18:2 の

嗜好性が顕著に増加した (**P < 0.005; Student's t-test)。  (D) 表 6-2-2 に示した、飽和脂肪酸を含む人工飼料

(SFA-diet) と、リノレン酸 (18:3) を含む人工飼料 (18:3-diet) とを、AKHR をノックダウンした

フタホシコオロギ成虫オス個体およびコントロール個体に提示し、3 日間摂食させた。各人工飼料

の摂食量の割合を、平均値 + S. D. で示した (n = 6)。その結果、AKHR のノックダウンにより、18:3

の嗜好性は変化しなかった (P > 0.05; Student's t-test)。 
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図 6-3-1. AKHR のノックダウンによる、リノール酸 (18:2) の感知に関与する器官の特定。 

(A) AKHR をノックダウンしたフタホシコオロギ成虫オス個体、およびコントロール個体の

触角を切除し ( 図中の -)、表 6-2-2 にて示した、SFA-diet および、18:2-diet を提示し、3 日間

摂食させた。SFA-diet ( 左 )および、18:2-diet ( 右 )の摂食量の割合を、平均値 + S. D. で示した 

(n = 6)。その結果、AKHR のノックダウンによる、18:2 の嗜好性の増加は、触角の切除による

影響を受けなかった (P > 0.05; Student's t-test)。 (B) AKHR をノックダウンしたフタホシコオロギ

成虫オス個体、およびコントロール個体の小腮を切除し ( 図中の -)、表 6-2-2 にて示した、SFA-diet

および、18:2-diet を提示し、3 日間摂食させた。各人工飼料の嗜好量の割合を、平均値 + S. D. で

示した (n = 6)。その結果、AKHR のノックダウンによる、18:2 の嗜好性の増加は、小腮の切除により

減少し、コントロール個体程度の嗜好性に戻った (*P < 0.05; Student's t-test)。
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図 6-3-2. AKHR のノックダウン個体における、18:2 の感知が可能であるような、人工飼料中の

18:2 の濃度の解析。表 6-2-2 にて示した、SFA-diet および、18:2-diet における、脂肪酸の濃度 (0.5%)

を、10% (A)、1% (B)、0.1% (C) に変更し、choice アッセイを行った。(A) 飽和脂肪酸を 10% 含む

人工飼料 (SFA (10%)-diet) と、18:2 を 10% 含む人工飼料 (18:2 (10%)-diet) を提示し、3 日間

摂食させた。各人工飼料の摂食量の割合を、平均値 + S. D. で示した (n = 6)。その結果、AKHR の

ノックダウンによる、顕著な嗜好性の増加が見られた (**P < 0.005; Student's t-test)。 (B) 飽和脂肪酸を

1% 含む人工飼料 (SFA (1%)-diet) と、18:2 を 1% 含む人工飼料 (18:2 (1%)-diet) を提示し、3 日間

摂食させた。各人工飼料の摂食量の割合を、平均値 + S. D. で示した (n = 6)。その結果、AKHR の

ノックダウンによる、顕著な嗜好性の増加が見られた (*P < 0.05; Student's t-test)。 (C) 飽和脂肪酸を

0.1% 含む人工飼料 (SFA (0.1%)-diet) と、18:2 を 0.1% 含む人工飼料 (18:2 (0.1%)-diet) を提示し、3 日間

摂食させた。各人工飼料の摂食量の割合を、平均値 + S. D. で示した (n = 6)。その結果、AKHR の

ノックダウンによる、顕著な嗜好性の増加は見られなかった (P > 0.05; Student's t-test)。
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図 6-4. AKHR のノックダウンによる、TAG に対する嗜好性の解析。表 6-2-2 にて示した、

SFA-diet および、18:2-diet について、含有する脂肪酸をそれぞれに対応する TAG に変更した

人工飼料 ( それぞれ、SFA-TAG-diet、および、TAG (18:2/18:2/18:2)-diet) を調製した。

それらの人工飼料を用いて choice アッセイを行った。各人工飼料の摂食量の割合を、平均値 + S. D.

で示した (n = 6)。その結果、AKHR のノックダウンによる、TAG (18:2/18:2/18:2) に対する嗜好性

は見られなかった (P > 0.05; Student's t-test)。
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図 6-5. フタホシコオロギ成虫オス個体の小腮に投射する神経の逆行性染色。(A、B) 小腮に

投射する神経の逆行性染色の模式図 (A) および、それを示す写真 (B)。 フタホシコオロギ成虫

オス個体の片側の小腮を、小腮内の神経が露出するように、解剖ばさみにより切断し、CoCl2

水溶液を内部に含ませたキャピラリーを、露出部分を覆うように差し込んだ ((B) のオレンジ

色の矢印 )。その後、頭部の神経系を摘出し、発色試薬として、ルベアン酸 ( ジチオオキサミ

ド ) の飽和溶液を数滴添加し、顕微鏡にて観察した。(C) 観察の結果、小腮に連絡する神経

( 図中の赤矢印 ) と、食道下神経節内の、2 つの比較的大きな細胞に ( 図中の緑矢印 )、コバルト

錯体に由来する染色が見られた。
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第七章  餌中のリノール酸の嗜好性に関与する分子の探索 

 

7-0  はじめに 

 前章において、AKHRをノックダウンしたフタホシコオロギ成虫オス個体は、18:2 (リノ

ール酸)の嗜好性が増加し、その嗜好性の増加には、小腮における、18:2の認識が必要であ

ることを見出した。6-6にて上述したように、キイロショウジョウバエにおいては、幼虫と

成虫とで、飽和脂肪酸と不飽和脂肪酸に対する行動応答が異なることから 154)、昆虫には、

少なくとも或る程度は、脂肪酸種を認識する機構が存在すると考えられる。しかし、体内

の栄養状態の変動と関連した、脂肪酸の認識および嗜好性の調節に関しては、未だ報告が

ない。そこで、本章では、フタホシコオロギ成虫の小腮において、脂肪酸を認識する分子

を特定したいと考えた。18:2が脂溶性の低分子有機化合物であることと、小腮が、主に嗅

覚に関与する器官であることを合わせると、その嗜好性の調節機構は、特に嗅覚システム

と関連性があると考えた。 

 昆虫が、小腮において、化学物質を認識する場合、先ず、化学物質が、小腮における化

学感覚子(sensilla)の表面のクチクラの微小孔を通過する 148, 156, 157)。この際、通過した化学物

質が、18:2のように、疎水性物質であった場合、嗅覚器内の体液環境に存在する、疎水性

物質結合タンパク 

質と結合して受容細胞膜へと運ばれる。そのような機能を有する、疎水性物質結合タンパ

ク質として、odorant-binding protein (OBP; 匂い物質結合タンパク質)ファミリーや、

chemosensory protein (CSP; 化学感覚タンパク質)が知られている 158)。OBP ファミリータンパ

ク質は、ヤママユガ Antheraea polyphemusのオス成虫の触角特異的に発現するタンパク質(フ

ェロモン結合タンパク質; pheromone-binding protein; PBP)として発見された 159)。それ以降、

OBP や PBP が属する、OBP ファミリータンパク質は、主にゲノム情報から、直翅目、鱗翅

目、等翅目、双翅目、膜翅目、半翅目、および鞘翅目にわたり、40種以上の昆虫種にて、

300以上の分子の存在が見出されている 160)。また、各昆虫種のゲノムにつき、数十の OBP

遺伝子の存在が推定されている 161)。OBP ファミリーは、分子質量 15 kDa 程度の、水溶性

低分子量タンパク質である 160)。ファミリー内にて、一次構造のアミノ酸配列には高い相同

性はないが、6個のシステイン残基の位置が保存されている 160, 162)。さらに、二次構造の推
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定から、6個の-ヘリックス構造を含み、3か所で、立体構造の枠組みに寄与するジスルフ

ィド結合を形成している 160, 162)。また、OBP のアミノ酸配列にて、システイン残基と、そ

れ以外の残基との配列パターンが見出されている。例えば直翅目昆虫におけるパターンは、

C-X25-30-C-X3-C-X35-41-C-X8-12-C-X8-C (C はシステイン残基、X はそれ以外のアミノ酸残基)

である 161)。 

  OBP と匂い物質との、あるいは、PBP とフェロモンとの、in vitroでの結合アッセイによ

ると、或る特定の匂い物質と結合する OBP は、複数存在すると考えられる 160, 162, 198)。この

ことから、OBP の生理学的機能としては、或る特定の匂い物質に対して複数の OBP が結合

することで、嗅覚応答を調節することも示唆されている 162)。 

なお、CSP に関しては、OBP と同様に、化学感覚器にて、脂溶性物質と結合するタンパ

ク質として見出された 163)。CSP は、分子質量 10 kDa程度の、水溶性低分子量タンパク質で

あり、OBP と同様に、多くの昆虫種のゲノム情報から、その存在が推定されている 160)。CSP

の構造的特徴は、OBP ファミリーとは異なり、4個のシステイン残基の位置が保存されてい

る 161)。さらに、二次構造の推定から、6個の-ヘリックス構造を含むと考えられている 164)。

また、CSP のアミノ酸配列パターンは、C-X6-8-C-X18-19-C-X2-C である
162)。CSP は、OBP と

同様に、in vitroでの結合アッセイにより、様々な脂溶性分子との結合が明らかにされてい

る 160)。しかし、CSP の生理学的機能に関してはほとんど知見がなく、クロオオアリ

Camponotus japonicus の触角にて、体表のワックス成分である長鎖炭化水素の認識に関与す

ることが示されているのみである 165)。 

 これらの知見を基に考えると、フタホシコオロギの小腮にて 18:2の認識に関与する分子

として、OBP、CSP、および ORが考えられる。これらの OBP、CSP、および ORの中から、

18:2の認識に関与するような分子を探索することとした。 

 

7-1  RNA-seq データを用いた、フタホシコオロギの小腮で発現する OBP、CSP、OR の in 

silico探索 

  フタホシコオロギの成虫オス個体の小腮において、18:2 の認識に関与するような OBP、

CSP、および OR を探索するために、フタホシコオロギの成虫オス個体の小腮を用いて、

RNA-sequencing (RNA-seq)によるトランスクリプトーム解析を行うこととした。その具体的
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な解析の概要を、図 7-1-1 に示した。フタホシコオロギ成虫オスの通常個体の 16個体分の

小腮から抽出、精製した、total RNA (21.4 g)を解析用のサンプルとした。RNA-seq解析に

より、read (タグ)から contigへのアッセンブリーと、contigから unigeneへのアッセンブリ

ーの結果、および、contigと unigeneの塩基配列情報を得た。また、RNA-seqによる、それ

らの塩基配列情報から、(i) unigeneの GO (gene ontology) の分類の結果、(ii) unigeneの機能

のアノテーションと、COG (clusters of orthologous groups)機能分類の結果、(iii) unigeneの

pathway解析の結果、(iv) unigeneの protein coding region (CDS)の予測の結果、(v) SNP 解析

の結果を得た。 

 read (タグ)から contig へのアッセンブリーと、contigから unigeneへのアッセンブリーの

結果、および、(ii) の unigeneのアノテーションに関する概要を、図 7-1-2に示した。シー

ケンシングの完了後、raw data (64,601,178 reads)からアダプター、インデックス、および低

品質のデータを除き、clean data (53,890,492 reads、4,850,144,280 nt)とした(図 7-1-2 (A))。clean 

dataから重複配列(約 2,500,000,000 nt)を除いた後、clean data から contig にアセンブリーし

た。アセンブリーされた contigは 75,961個であり、それらの平均の塩基配列長は、306 nt

であった(図 7-1-2 (A、B))。次に、それらの contig を用いてアセンブリーできた unigeneは

39,862個であり、それらの平均の塩基配列長は、524 ntであった(図 7-1-2 (A、C))。この 39,862

の unigeneのうち、各 unigene間の塩基配列に 70%以上の同一性が見出された場合、改めて、

それらを clusterとして分類した。その結果、39,862 個の unigeneのうち、4,323個の unigene

が、2,087個の clusterに分類された(図 7-1-2 (A))。すなわち、それ以外の 35,539個の unigene

が、singletonであった(図 7-1-2 (A))。なお、以降は、clusterに分類された、4,323個の unigene

に関しては、”CL”と表記することとし、それ以外の 35,539個の各 unigeneに関しては、そ

のまま”unigene”と表記することとする。次に、得られた 39,862個の unigene および CLをア

ノテーションした結果、アノテーションできた unigeneおよび CLは、22,622 個であった(図

7-1-2 (A、D))。 

 次に、アノテーションできた unigeneおよび CLから、フタホシコオロギの OBP、CSP お

よび OR をコードする遺伝子の in silico探索を行った。具体的な探索方法は、図 7-1-3に示

した。先ず、RNA-seq 解析のデータに含まれていた、各 unigeneおよび CLの BLAST 検索

結果を示すデータファイルから、OBP、CSP、あるいは ORを含むような unigeneあるいは
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CLを探索した(図 7-1-3 1. (i))。つまり、各 unigeneおよび CLの BLAST 検索結果のうちに、

一つでも、昆虫種の OBP、CSP、あるいは OR が含まれれば、その unigene および CLをピ

ックアップした。その結果、14個の、OBP と相同性のある分子をコードすると考えられる

候補遺伝子(unigeneおよび CL)を取得した。また、13個の、CSP と相同性のある分子をコー

ドすると考えられる候補遺伝子(unigeneおよび CL)を取得した。ただし、上述の、各 unigene

および CLの BLAST 検索結果を示すデータファイルからの探索では、探索漏れがある可能

性が考えられた。すなわち、他の昆虫種との OBP、CSP および ORの相同性が低いため、

BLAST 検索結果だけでは見出せないような、フタホシコオロギの OBP、CSP および OR が

存在する可能性が考えられた。そこで、上述の BLAST 検索で得られた、計 27の候補遺伝

子の塩基配列と各演繹アミノ酸配列とを用いて、RNA-seq解析により得られた全ての

unigeneおよび CLの塩基配列とその演繹アミノ酸配列に対して、local BLAST 検索を行った

(図 7-1-3 1. (ii))。しかし、local BLAST検索にて、OBP、CSP および ORをコードするよう

な、新たな候補遺伝子は見出せなかった。 

 なお、RNA-seq解析の、FPKM (Fragments per kilobase of exon per million mapped fragments)

値のデータから、計 27個の OBP および CSP の候補遺伝子の mRNA の発現量を確認した(図

7-1-4)。また、比較対象として、ハウスキーピング遺伝子(EF-1、-actin、GAPDH、PEPCK)

の FPKM値も合わせて確認した。各候補遺伝子の FPKM値は、計算式 106C/(NL/103)にて算

出される。Cは、RNA-seq解析の際の、各候補遺伝子のフラグメント配列の存在数を示し、

N は、全 unigeneおよび CLのフラグメント配列の存在数の合計を示し、Lは、各候補遺伝

子のCDS (コーディング領域)の塩基数である。すなわち、FPKM値は、各候補遺伝子のmRNA

の発現量の指標とされる。FPKM値を比較した結果、候補遺伝子の発現量に大きな差異が見

られた。具体的には、unigene34934の FPKM値は最も低く、1.9911であり、unigene15927

の FPKM値は最も高く、14428.4423であった(図 7-1-4)。 

 次に、上述の、14 個の OBP、および、13個の CSP の候補遺伝子の演繹アミノ酸配列が、

予想される全長の ORFに満たない場合があった。その場合は、RACE法により、全長の ORF

をコードする塩基配列の取得を試みた(図 7-1-3 1. (iii))。RACE法を行った unigeneは、OBP

の候補遺伝子である、unigene28848と、CSP の候補遺伝子である、unigene3338、unigene10231、

unigene16019、unigene16671、unigene34934の、合計 6個の unigeneである。このうち、CSP
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の候補遺伝子である unigene10231について、全長の ORFをコードする塩基配列の 5’側は、

未だ取得できていないが、それ以外の 5個の unigeneに関しては、RACE 法を完了し、全長

の ORFをコードする塩基配列を取得した。 

 さらに、上述の、14個の OBP、および、13個の CSP の候補遺伝子の演繹アミノ酸配列の

アラインメントを作成した(図 7-1-5、図 7-1-6)。その結果、OBP に関しては、unigene16264

と unigene28848の演繹アミノ酸配列以外は、6 個のシステイン残基の位置が保存されていた

(図 7-1-5)。ただし、他の昆虫種において、OBP ファミリーには、システイン残基が 6つに

満たないようなタイプの OBP (minus-C 型 OBP)も報告されているため 162, 166)、unigene16264

と unigene28848は、候補から除外しないことにした。CSP に関しては、全ての候補遺伝子

の演繹アミノ酸配列にて、4個のシステイン残基の位置が保存されていた(図 7-1-6)。 

 次に、CSP の候補遺伝子である unigene10231以外の、26個の候補遺伝子について、全長

ORFをコードする、cDNA の塩基配列をサブクローニングした(図 7-1-3 1. (iv))。なお、

unigene10231については、RACE 法により取得済みの、cDNA の部分塩基配列をサブクロー

ニングした。その後、7-2にて後述するアッセイのために、それぞれの候補遺伝子をコード

する cDNA をサブクローニングしたベクターを鋳型として、dsRNAを調製した(図 7-1-3 1. 

(v)、図 S1-5 (A))。 

  解析データあるいは RACE法により取得した、14個の OBP の候補遺伝子と、13個の CSP

の候補遺伝子の演繹アミノ酸配列と、in vitroの結合実験によって、リガンドとの結合が示

されている、他の昆虫種の OBP および CSP のアミノ酸配列とを比較することで、フタホシ

コオロギOBPおよびCSPの候補のリガンドを推測できるかどうかを検討した。そのために、

フタホシコオロギ OBP の候補遺伝子の演繹アミノ酸配列と、他の昆虫種の、リガンドが既

知である全ての OBP のアミノ酸配列について、分子系統樹を作成した 167-195) (図 7-1-7)。し

かし、この分子系統樹からは、脂肪酸と結合するような、フタホシコオロギ OBP の候補遺

伝子を推測することはできなかった。また、フタホシコオロギ CSP の候補に関しても、同

様に、脂肪酸と結合するような、フタホシコオロギ CSP の候補遺伝子を推測することはで

きなかった 196-203) (図 7-1-8)。 
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7-2  RNAi法および choiceアッセイによる、リノール酸の感知に関与する OBPおよび CSP

のスクリーニング 

  7-1にて得られた、フタホシコオロギ成虫の小腮にて、18:2の認識に関与すると考えられ

る、計 27個の OBP および CSP の候補遺伝子に対して、スクリーニングを行うこととした。

その概要については、図 7-1-3に示した。スクリーニングは、それぞれの候補遺伝子がコー

ドする分子について、in vivoのスクリーニングと、in vitroのスクリーニングを段階的に行

うこととし、それぞれを 1stスクリーニング、2ndスクリーニングと設定した(図 7-1-3 2.、

3.)。なお、現在は 2nd スクリーニングの進行中であり、本論文では、1stスクリーニングの

結果のみを以降に記述する。 

 1st スクリーニングの方法としては、RNAi法と choiceアッセイを組み合わせて行うこと

とした。具体的には、第六章にて見られたような、AKHR のノックダウンによる、18:2 の

嗜好性の増強をコントロール(バックグラウンド)として、さらに、各候補遺伝子をノックダ

ウン(AKHRと各候補遺伝子のダブルノックダウン)することで、18:2の嗜好性の増強を打ち

消すような分子を探索した。このアッセイを 1st スクリーニングとして行う理由としては、

choiceアッセイにおける、AKHR のノックダウン個体と、コントロール個体との、18:2の嗜

好性の差異は、比較的明確であるため、アッセイの指標として適すると考えたからである。

また、各ノックダウン個体の choiceアッセイに要する期間は 3日間であるため、短期間で、

ノックダウン個体を用いて、18:2 の嗜好性に関わる分子をスクリーニングできると考えた

からでもある。 

先ず、フタホシコオロギ成虫オス個体に、AKHR-dsRNAと、上記の候補遺伝子の一つを

ノックダウンするような dsRNA とを投与した(図 7-1-2 (3. (i)))。なお、コントロールとして、

AKHR-dsRNAのみを投与した個体と、EGFP-dsRNAのみを投与した個体も調製した。dsRNA

の投与後 2日目から、4日目までの 3日間、表 6-2-2にて示した、SFA-diet と、18:2-dietと

を用いて、choiceアッセイを行った(図 7-1-2 (3. (ii))、図 7-2-1)。また、アッセイ終了時には、

各ノックダウン個体を用いて、ノックダウンによる mRNA の発現抑制効果を確認した(図

S1-5 (B、C))。その結果、AKHR、および、投与した dsRNAに対応する候補遺伝子の mRNA

の発現抑制効果が確認された。 
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choiceアッセイの結果、候補遺伝子と AKHRとのダブルノックダウンにより、18:2 の嗜

好性が顕著に減少したような候補と(図 7-2-1中の*)、提示した 2種の人工飼料を等量摂食し

たような候補(図 7-2-1中の†)とをポジティブと判断した。なお、候補遺伝子と AKHRとの

ダブルノックダウンした際、致死となる個体が見られた(図 7-2-1中の§)。その場合は、その

候補遺伝子に対応する dsRNAを 1/3-1/5程度まで減少させて投与することで、致死とならな

いように、アッセイを行った。上述の判断指標にて、ポジティブと判断された、12個の候

補遺伝子については(図 7-2-1 中の赤字)、再度、同様のアッセイを行った(図 7-2-2)。その結

果、1st スクリーニングでは、最終的に、7つの候補遺伝子(OBPunigene16317、

OBPunigene16937、OBP_CL1190、CSPunigene15927、CSPunigene16449、CSPunigene17213、

OBPunigene28848）をポジティブな候補遺伝子とした。 

 

7-3  まとめと考察 

RNA-seqの解析データから見出した OBPと CSPの候補遺伝子に関して 

 フタホシコオロギの小腮についての RNA-seq 解析のデータから、14個の OBP と、13個

の CSP の候補遺伝子を見出した。他の昆虫種では、ゲノム情報から、各昆虫種あたり、OBP

と CSP のどちらについても、数-数十程度の分子が見出されている 160, 161)。本論文研究にお

けるフタホシコオロギの RNA-seq解析では、小腮のみをサンプルとしているため、単純に

比較はできないものの、フタホシコオロギの小腮についての RNA-seqの解析データから見

出した OBP および CSPの候補 unigeneの数は、極端に少ないわけではなく、妥当であると

考えた。 

 しかし、シーケンシングの完了後の、contig へのアッセンブリーの結果によると、contig

にアッセンブリーできなかった readが多く存在すると考えられる(図 7-1-2 (A))。contigにア

ッセンブリーできなかった readに関しては、OBP、CSP、および ORの候補の探索に進める

ことはできなかったため、本論文研究での RNA-seq解析では、全ての OBP および CSP の

候補を見出すことはできていない可能性がある。 

 また、本論文研究の RNA-seq解析では、ORの候補を見出すことはできなかった。このこ

とは、ORの発現量が少ないことや、unigeneおよび CLの塩基配列情報からの BLAST 検索

にて、ORを見出せなかったことが考えられる。後者に関しては、昆虫の化学感覚受容体は
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オルソログおよびパラログ遺伝子間で相同性が低いため、網羅的に ORを見出すのは難しい

と考えられる。しかしながら、比較的新しい情報学的探索手法である、PSI-TBLASTNとい

う手法により 204)、昆虫のゲノムからの化学感覚受容体の探索が可能になった 205-207)。この

ような手法を用いることで、フタホシコオロギの RNA-seq解析のデータから、さらに詳細

な解析により、ORの候補を見出すことが出来るかもしれない。 

 

OBPと CSPの候補遺伝子のスクリーニングに関して 

 RNAi法と choiceアッセイを組み合わせた、OBP と CSP の候補遺伝子の 1st スクリーニ

ングにより、最終的に、7つの OBP および CSP の候補遺伝子を見出した。このスクリーニ

ングの結果から、これらの候補遺伝子がコードする分子は、18:2だけではなく、他の脂肪

酸種にも同等に結合する可能性はある。例えば、或る候補遺伝子のノックダウン個体の

choiceアッセイにて、提示した 2種の人工飼料を、等量摂食した場合は、18:2 だけではなく、

SFA-dietに含まれるような飽和脂肪酸(14:0、16:0、18:0)の認識能を失ったと考えられるため、

その候補は、幅広い脂肪酸種に対して結合する可能性もある。また、OBP や CSP と、脂溶

性物質との結合は、複数対複数であると考えられていることから、18:2や、SFA-dietに含ま

れるような飽和脂肪酸(14:0、16:0、18:0)に結合するような OBP や CSP の候補が、現状で 7

つであることに関しては、あり得ると言えるであろう。 

  また、これらの 7つの候補遺伝子の発現量を示す FPKM値は、ばらつきが非常に大きか

った(図 7-1-4)。例えば、候補遺伝子のうち、CSPの候補遺伝子である unigene15927 や、OBP

の候補遺伝子である unigene16317は、ハウスキーピング遺伝子(EF-1、-actin、GAPDH、

PEPCK)と比較して発現量は非常に高い一方、それ以外の候補遺伝子は、上述のハウスキー

ピング遺伝子と比較して発現量は同等かそれ以下であった。上述した、OBP および CSP の

候補遺伝子の発現量の差異は、OBP および CSP を発現する細胞を有する感覚子の数や、小

腮内の受容膜近傍の体液環境での、それらの OBPおよび CSP のタンパク質レベルに反映さ

れると考えられることから、各候補遺伝子の発現量の差異は、それぞれのリガンドとの結

合量を決定する一つの要因となり得る。フタホシコオロギの小腮において、18:2に結合す

るような OBP や CSP は、複数存在することも十分に考えられる。つまり、小腮内の OBP

や CSP が複合的に、最終的に OR と結合する 18:2量を調節し、18:2 の認識や嗜好性の調節
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が発揮されているのかもしれない。 

 現在、これらの 7 種類の候補について、リコンビナントタンパク質を調製し、その後、in 

vitroにおける、各脂肪酸種との結合を、他の昆虫種での OBP および CSPのリガンド結合実

験にてよく用いられる、脂溶性の蛍光プローブとリガンド候補との競合実験により解析す

る予定である 160, 161)。この結合実験により、18:2 と結合する OBP や CSP を見出すことで、

小腮内での 18:2の認識機構について、さらなる知見を得ることを期待する。また、それら

の、18:2と結合する OBP や CSP が、AKHRのノックダウンや、脂質代謝の調節機構とどの

ように関連して変動するかを解析することも重要な課題である。 
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AAAAA

・ Double-stranded cDNA 合成

・ アダプター付加

・ PCR
・ サイズ分画

・ 精製

シークエンス解析とマッピング
(10-100 bp single-end reads; 30-70 million reads)

得られる解析データ

(ii) unigene の機能のアノテーションと、COG (clusters of orthologous groups)
　機能分類の結果

(i) unigene の GO (gene ontology) の分類の結果

(iii) unigene の pathway 解析の結果

(iv) unigene の CDS (protein coding region) の予測の結果

(v) SNP 解析の結果

reads

アセンブリー

contig
アセンブリー

unigene

フタホシコオロギ成虫オスの通常個体の小腮から

抽出、精製した total RNA (21.4 µg)
( 以降は受託解析 )

・断片化

・ランダムプライマーによる逆転写

図 7-1-1. 本論文研究にて行った、フタホシコオロギ成虫オス個体の小腮を用いた RNA-seq 解析の概要。

フタホシコオロギ成虫オスの通常個体の 16 個体分の小腮から抽出、精製した、total RNA (21.4 µg) を受託解析用の

サンプルとした。

・mRNA の精製

128



38
64

2
16

10
4

70
36

38
50

24
90

16
92

12
23

91
5

58
2

56
9

45
7

34
5

30
9

25
3

20
6

18
1

13
1

13
2

99 10
5

78 56 51 38 37 40 32
21 16

17
1

1

10

100

1000

10000

100000

20
0

30
0

40
0

50
0

60
0

70
0

80
0

90
0

10
00

11
00

12
00

13
00

14
00

15
00

16
00

17
00

18
00

19
00

20
00

21
00

22
00

23
00

24
00

25
00

26
00

27
00

28
00

29
00

30
00

> 
= 

30
00

16
22

8
73

03
41

36
27

74
18

43
13

81
10

92
80

6
68

6
56

2
41

6
36

2
32

2
25

5
23

0
18

8
19

9
15

9
13

7
11

5
99 82 74

52 49 46
32 23

21
1

1

10

100

1000

10000

100000

20
0

30
0

40
0

50
0

60
0

70
0

80
0

90
0

10
00

11
00

12
00

13
00

14
00

15
00

16
00

17
00

18
00

19
00

20
00

21
00

22
00

23
00

24
00

25
00

26
00

27
00

28
00

29
00

30
00

> 
= 

30
00

A RNA processing and modification 
B Chromatin structure and dynamics 
C Energy production and conversion 
D Cell cycle control, cell division, chromosome partitioning 
E Amino acid transport and metabolism 
F Nucleotide transport and metabolism 
G Carbohydrate transport and metabolism 
H Coenzyme transport and metabolism 
I Lipid transport and metabolism 
J Translation, ribosomal structure and biogenesis 
K Transcription 
L Replication, recombination and repair 
M Cell wall/membrane/envelope biogenesis 
N Cell motility 
O Posttranslational modification, protein turnover, chaperones 
P Inorganic ion transport and metabolism 
Q Secondary metabolites biosynthesis, transport and catabolism 
R General function prediction only 
S Function unknown 
T Signal transduction mechanisms 
U Intracellular trafficking, secretion, and vesicular transport 
V Defense mechanisms 
W Extracellular structures 
Y Nuclear structure 
Z Cytoskeleton 

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

A B C D E F G H I J K L M N O P Q R S T U V W Y Z

Raw data
Total raw reads: 64,601,178 Total clean reads: 53,890,492

Total clean nucleotides (nt): 4,850,144,280

Clean data

Assembled contigs
Total contigs: 75,961
Mean length (nt): 306
Total length (nt): 23,230,316

Assembled unigenes
Total unigenes: 39,862
Mean length (nt): 524
Total length (nt): 20,881,540

Annotated unigenes
Total number: 22,622

(A)

C
on

tig
の
数

U
ni

ge
ne

の
数

(B) (C)

(D)

重複配列 ( 約 2,500,000,000 nt) の除去

図 7-1-2. 本論文研究にて行った、フタホシコオロギ成虫オス個体の小腮を用いた RNA-seq 解析データ。
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1. フタホシコオロギ成虫の小腮に発現する OBP、CSP および OR の in silico 探索

2. RNAi 法と choice アッセイによる、候補遺伝子のスクリーニング

(1st スクリーニング )

3. in vitro での結合アッセイ (2nd スクリーニング )

18:2、および、他の脂肪酸種と結合するような OBP/CSP の同定

(i) RNA-seq 解析の結果における、各 unigene および CL の BLAST 検索結果を用いて、OBP、CSP
および OR をコードすると考えられる候補遺伝子 (unigene および CL) を探索した。

(ii) (i) にて得られた各候補遺伝子の塩基配列と各演繹アミノ酸配列とを用いて、RNA-seq 解析により

得られた全ての unigene および CL の塩基配列とその演繹アミノ酸配列に対して、local BLAST 検索を行った。

(iii) RNA-seq 解析のデータに存在する、上記の 27 個の候補遺伝子がコードする演繹アミノ酸配列が、

予測される全長の ORF に満たない場合は、RACE 法により、全長の ORF をコードする塩基配列を

取得した。( 対象 : OBP の候補遺伝子のうちの 1 個と CSP の候補遺伝子のうちの 5 個 )

(iv) 26 個の候補遺伝子について、全長 ORF をコードする cDNA の塩基配列をサブクローニングした。

(v) 27 個の候補遺伝子について、(iv) にて取得した塩基配列を基に、dsRNA をそれぞれ調製した。

得られた候補遺伝子 (unigene および CL)

(i) フタホシコオロギ成虫オス個体に、AKHR-dsRNA と、上記の候補遺伝子の一つをノックダウンする

ような dsRNA とを、投与した。(AKHR と、各候補遺伝子とのダブルノックダウン )

(ii) ２種の dsRNA 投与後 2 日目から、4 日目までの 3 日間、SFA-diet と、18:2-diet とを用いて、choice
アッセイを行った。

(iii) AKHR のノックダウンによる、18:2 の嗜好性の増強が、コントロール個体の嗜好性の程度にまで

減少した場合、あるいは、2 種の人工飼料を、同等の量を摂食していた場合、その時ノックダウンした

候補を、ポジティブと判断した。

(i) 1st スクリーニングにおいてポジティブであった候補について、それらの組み換えタンパク質を

調製する。

ポジティブであった候補遺伝子

(ii) 各組み換えタンパク質と、各脂肪酸種との結合アッセイを行う。

図 7-1-3. RNA-seq 解析のデータを基にした、18:2、および、他の脂肪酸種と結合するような OBP/CSP の

探索スキームの概要。括弧にて示した部分は、現在調製、解析中の部分であり、本論文では記述しない。

OBP をコードする候補遺伝子 : 14 個

CSP をコードする候補遺伝子 : 13 個

OR をコードする候補遺伝子 : 0 個

OBP をコードする候補遺伝子 : 4 個

CSP をコードする候補遺伝子 : 3 個
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図 7-1-4. 14 個の OBP の候補遺伝子と 13 個の CSP の候補遺伝子、および、ハウスキーピング遺伝子

(EF-1α、β-actin、GAPDH、PEPCK) の FPKM (Fragments per kilobase of exon per million mapped fragments) 値。

各候補遺伝子の FPKM 値は、106C/(NL/103) にて算出される。C は、RNA-seq 解析の際の、各候補遺伝子の

フラグメント配列の存在数を示し、N は、全ての unigene および CL のフラグメント配列の存在数の合計を

示し、L は、各候補遺伝子の CDS ( コーディング領域 ) の塩基数であるすなわち、FPKM 値は、各候補遺伝子

の mRNA の発現量の指標とされる。各 unigene および CL の番号の頭に、OBP および CSP を付け加え、

それぞれが、OBP の候補であるか、CSP の候補であるかを示した。
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CL1113_1        1 ----------------------MQAFLVVAVVFTLVATSSAETTEGFQKTIRPIAEHCKETVKGTDEDVETAV--HLSRD
CL1113_2        1 ----------------------MQAFFVAAVVFTLVATSSAETSEVFQKTIRPIAEGCKASAKATDEDVETVV--HLKKD
Unigene15913    1 -------------------------MRAVVALLFIVSAISADTTEHFKAFLRPEAEICKEKLGASDDDLNAML--YLRKD
Unigene14857    1 --------------------------MHAALLALVAAAALQVSSAGDPAKMKEIMEKCSGQNAISPDEMEAMK--SLTIP
Unigene16317    1 -----------------------MQPAAALAAALLFAAALQVTVAEVPEKLKEIAAKCRGEHPISDDELNGLK--SLTIP
Unigene383      1 ---------------------MNLPISVVVVVAYAVCGARGASTDKFKEVVEPVVKACKSEVAGATDADVEHV--MHREE
Unigene6229     1 ------------------------MLPAALEHLVRRNHNCSVERRELQTRMRTLKATCKVSSGIPEDELSKIK--QEGP-
Unigene12288    1 ---------------------MSPSVLVLVLVLAVLFTGATADLKTFLSEKKEWSDVCVKETGFKAGDPTAVW--KGEGV
Unigene16264    1 -----------------------MNTILPALLLAAAAFVVVECGCKGGKGGKGFMRECMQEAGITKEQWKEMK--TQKTV
Unigene13096    1 ------------------------MKCLLFAVGVCLIAGVVRGDDDMKEMMQMLHNTCQGNTGVAEDLIVRAR--TGDFA
Unigene16937    1 ---------------MQPSAASAAFAALSALLVFAAVGHGLELTGRIMDMAKMVDKKCREETGADR-ESLKHW--AHGVL
Unigene14661    1 -----------------MAHKNVKTVVSVFLICLLAGQVTGLSLAQLKNMMKMPRQMCMQRSGASKDMVDAIQ--QGQFA
Unigene28848    1 -----------------------MNAASAVALAAALAAGLIAAARAASAPAVGNPAAQPPPKGARCQETPTVA--EKLEK
CL1190          1 MAAVAALVVVACCVGLLPSNALAAARPPAAESKHATDAPSTTVAAGPTPNFTAIMEQCNETYRIDMKLLEELNNTGSFRE

CL1113_1       57 VTPV-GKCLMACVMEAIGMMRNG--TMASEEEILKPYRSLFADDPRRLSKAEEVVRNCRVEALQKFP-----TQTCDMAH
CL1113_2       57 FTPE-GKCLMACVMEAIGVMRDG--TMASEEEILKPYRSLFADDPRRLSKADEVVRNCRVEALQKFP-----TQTCDMAH
Unigene15913   54 LFSEKAKCLAACVLERLGVMRDGRWTTVPAEKRLQVYHKAFADDVMRLEAADAVINLCHERADAKFKG--RQGDGCNVAY
Unigene14857   53 SSDS-GKCFVGCLFEEVGMLNGG---SFNRATTEALARAKLQEKPEELDKYMQLIEKCSDEVASHDN-------KCETGP
Unigene16317   56 ETDE-GKCFLGCMFEEMGLLVDG---KFSQENAVKIMKEKLEEKPDEIEKHMQLIEKCNDEVASHDN-------KCETGP
Unigene383     58 LGTRTGMCLQYCVYEKLGGMKDG--TVVSKEEALAVLHRIYDGDFETLQNASDKIDRCEEEVMERTDL--N--DGCDLAN
Unigene6229    54 -SSEKGKCFLGCMMEGMNIIEGG---AFARERAERLVSAVYAEG-AKRRSARAAVRACAQEVTTTDR--------CETGG
Unigene12288   58 DTQE-GRCYMGCMMEKATVIVNG---EFSPENAKELAEQCFAGE--VLATMREVLDTCGAEVKTTDR--------CETGP
Unigene16264   56 PDSEEAKKLMCCALKKTQMLKED---GESNPEVCKQRIDSAKEKLEKAGMQPEELKTCCDQGGADCPERAYNLLKCAQEK
Unigene13096   55 DDRA-LKCYMKCIFVETSAMTED--------GVLDGDAVIAMLPEQVKDEGSRVINVCKSATG---------ADACEIAF
Unigene16937   63 DDHESFKCYIKCLMVQFSALSED--------GVFVVEEELENVPPEIKEEGHRIVLACQGTSG---------VDACDTAY
Unigene14661   62 DDPK-LKCYTKCVQGMMQAMKKD-----VYSADAAMAQADKLLPDTHKERVKAAIQKCKDAAAGLTDP-------CEVAF
Unigene28848   56 DIAECQEEIKLSILKEVLESLDA--------PQNEATVSRRRSKREAISGDDRRIAGCLLQCVYR-----------RVGA
CL1190         81 EKDETPMCYLHCVFDKGELMDTDG---TFNVVRVKDMYRTGAESESRRAQMDDMVAMCILQRDEADH--------CRRVY

CL1113_1      129 LAVFCTLVNTY----------------
CL1113_2      129 LAVFCTLVNTY----------------
Unigene15913  132 DAIECFWRH------------------
Unigene14857  122 KLMECIKNYAPGLGIVLAGSA------
Unigene16317  125 KLLECFKTFAPGFGIVLPGSE------
Unigene383    132 AVQQCFRKLH-----------------
Unigene6229   121 LVFECFRRHQVGLFGSGGA--------
Unigene12288  124 VLMQCLMKIKAAKGV------------
Unigene16264  133 TNLPFVALLHAGGKGRRGKGSKEEE--
Unigene13096  117 NMHKCSYKENPKLYFLV----------
Unigene16937  126 QVHRCYNSSNPVLYKEVLLAFDIKIDE
Unigene14661  129 AISKCNYEADPEVFLFP----------
Unigene28848  117 VDQRGFPA-------------------
CL1190        150 GFVSCLMTEEIIRFGTPMTRGVQHDA-

α1 α2

α3 α4 α5 α6

図 7-1-5. フタホシコオロギの成虫オス個体の小腮を用いた RNA-seq 解析のデータから、OBP (odorant-binding

protein; 嗅覚受容タンパク質 ) をコードすると考えられる 14 個の候補遺伝子についての、cDNA の塩基配列

の演繹アミノ酸配列のアラインメント。オレンジ色にて囲んだ部分は、システイン残基を示す。赤色にて

示した部分は、α- ヘリックスを形成すると考えられるアミノ酸配列を示す。
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図 7-1-6. フタホシコオロギの成虫オス個体の小腮を用いた RNA-seq 解析のデータから、CSP (chemosensory

protein; 化学受容タンパク質 ) をコードすると考えられる 13 個の候補遺伝子についての、cDNA の塩基配列

の演繹アミノ酸配列のアラインメント。オレンジ色にて囲んだ部分は、システイン残基を示す。赤色にて

示した部分は、α- ヘリックスを形成すると考えられるアミノ酸配列を示す。

α1
unigene3338     1 ------MNTGLALFVALTAFLGTATCAPS--------EEKFTTKYD--NVNLDEILRNERLFKKYXE
CL1350        1 ------MNRGLAFALALAALVAVALAAPA--------EEKYTDKYD--NVNLDEILSNERLFKKYLE
unigene16449    1 ------MHRAILLSLAICTLWVVVTAV-----------ERYTDKYD--NINLQEILNNERLFKKYLE
unigene17279    1 ------MNRGISLALALVALLARTSAD-----------EKYSDKYD--NIDLDNILHNERLLKKYMQ
unigene10231    1 ---------------ALAALLAVALAGPAP-------DDKYTDKWD--NIDLDEILANDXLRNKYLE
CL397           1 ------MNRGLAFALALAALLAVALAGPAP-------DDKYTDKWD--NIDLDEILANDRLRNKYLE
unigene15927    1 ----------MKAAVALCLALVVALVGAAP-------ADKYSSRFD--HVDVDAILHNDRLLDNYIK
Unigene18077    1 ---------MSRSVAAVALLAALVAVCLAA-------DDKYSDRFDG-TVNLDSILSDDQQLAQYRD
unigene16019    1 --------MKAVFALALLAAVVALAAAAPK--------ETYSTKYD--NLDVDAILNNPRTLEAYFK
unigene16671    1 MVSAARPSAWVVLALALVALRASDSDAAARRCDGVTIGEKYSDRYD--NVDVDAILNSQRLLKAYVD
unigene18239    1 ------MHGRAAVALAVALALAALCAAAP--------QETYSTRYD--NVNLQALLADPSQVEQFLK
unigene34934    1 ------MS-RSTAALAVAAALALAVAAAAR---AALAQDTXSSRXD--GTDLDAILADEGRVDQYVR
unigene17213    1 MAATCLPSSLVCPRVAALALLAVLCVVCVS-------AQQAAPRPKISDEALEHALNDKRYLMRQLK

unigene3338    52 CLLADNDSH-CTADGKELRKAIPDALVNECAKCSDRQKEGSEKVIKHLRDNRPQ-DWEKLQAKWDP
CL1350        52 CLLADNDSH-CTADGKELRKAIPDALTNGCGKCTDKQKSGTDKVVKFLRANKQA-DWERLQAKWDP
unigene16449   49 CLLADSDSR-CTADGRELRKAIPDALTTECSKCTAKQRSGAATVIKHLRDNRPG-DWAKLQAKWDP
unigene17279   49 CLLDDDDRH-CTADGRDLRSIIPEALTNGCEKCTDKQKSGLEKVIKHLREHNQD-DWEKLEAKWDP
unigene10231   44 CLLADNDNH-CTPDGXELKKSIPDALTNDCAKCTNFQKNGSGKVIKHLRENKP-DWQRLQAKFDPE
CL397          53 CLLADNDNH-CTPDGKELRKNIPDALTNECGKCTDKQKSGVEKVLKYLKEQKKE-DFDKLLAKWDP
unigene15927   49 CLENTDDKG-CTQEGKALKDVLAEAIATDCAKCTDVQKGFVGKIIPFLRKNRVE-EWKRLQAKYDP
Unigene18077   51 CLVDAADDK-CNEQGKALKRILAEALQNDCAKCTDKQKSGAVKAIKFLNKNKPD-IWQQLSGKFDP
unigene16019   50 CMVDQGP---CTPEGREFRKNLPDALATDCSKCSDAQKNLIRKLSKHLIQHHP-KWEQVKKKFDPK
unigene16671   66 CIMDRGA---CTKEGCFLKAVVPDALGNECSKCNDKQKRIAGKILSNLLQFHRDGYWNEILNKYDP
unigene18239   52 CFLQEGDGEPCSEMGRRVKAVLPEALPGDCKRCTGAQRVGLAKTVKFLNAKLPQ-QWKQLEKKFDP
unigene34934   56 CFLAEKDDD-CDEVGRRVKAVLAEALTTDCAKCTERQKVGLPKTVRFLARERPD-AWQQIQGKFDP
unigene17213   61 CALGEAP---CDPVGRRLKTLAPLVLRGTCPQCTPEETRQIQRTLSHIQRHYPK-EWNRIVKQYSG

unigene3338   116 EGIYNKRYAE--RLSS-----------------
CL1350 116 QGVFVAKYAD--KLTR-----------------
unigene16449  113 QGIFVSKYAE--RFPA-----------------
unigene17279  113 EGLFRAKYAD--KFD------------------
unigene10231  109 DVYMTKFAENRKASS----------------- 
CL397         117 EGVYRKKYEA--KYSS-----------------
unigene15927  113 QGAWAKAHPDV----------------------
Unigene18077  115 QGAFAKNHPDLFAMLTFALVWIISDSLPETCLA
unigene16019  113 GEHHDRFQKFLNAH------------------ 
unigene16671  129 TGEFRRRHEWTEDDDEDPED-------------
unigene18239  117 QGAYAKAHPELF---------------------
unigene34934  120 KRRYAAAHPELS---------------------
unigene17213  123 R--------------------------------

α2

α3 α4 α5

α6
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図 7-2-2. RNAi 法と choice アッセイによる、18:2 の認識機構に関する候補遺伝子のスクリーニング

(1st スクリーニング ; 2 回目 )。図 7-2-1 において、ポジティブと判断した 12 の候補遺伝子について、

再度、同様のアッセイを行った。グラフの各バーの下のラベルに示すように、AKHR と、各候補とを

ダブルノックダウンした。なお、AKHR のみをノックダウンした個体、および、EGFP-dsRNA を投与した

個体は、コントロールとして用いた。表 6-2-2 に示した、飽和脂肪酸を含む人工飼料 (SFA-diet) と、リノール酸

(18:2) を含む人工飼料 (18:2-diet) とを、各遺伝子をダブルノックダウンしたフタホシコオロギ成虫オス個体

およびコントロール個体に提示し、3 日間摂食させた。各人工飼料の摂食量の割合を、平均値 ± S. D. で

示した (n = 6-8)。その結果、候補と AKHR とのダブルノックダウンにより、AKHR のノックダウンによる

18:2 の嗜好性が顕著に減少したような候補と (*P < 0.05, ***P < 0.005, ****P < 0.00005; Dunnett's test)、候補と

AKHR とのダブルノックダウンにより、提示した 2種の人工飼料を等量摂食したような候補と ( 図中†) を

ポジティブ ( グラフの各バーの下のラベル : 赤色 ) と判断した。つまり、1st スクリーニングでは、7 つの

候補遺伝子 (OBPunigene16317、OBPunigene16937、OBP_CL1190、CSPunigene15927、CSPunigene16449、

CSPunigene17213、OBPunigene28848）をポジティブとした。
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第八章 脂肪酸不飽和化酵素 desaturaseのノックダウン個体の致死の原因の解析 

 

8-0  はじめに 

第五章の結果から、AKHRのノックダウン個体では、特に体液中において、飽和脂肪酸

と不飽和脂肪酸のバランスが変動することを見出した(図 5-2 (A))。このバランスの変動は、

特に、炭素鎖長 18の脂肪酸である、18:0 (ステアリン酸)、18:1 (オレイン酸)、および 18:2 

(リノール酸)における、飽和と不飽和のバランスにおいて見られた。そこで、このような、

炭素鎖長 18の脂肪酸の、飽和と不飽和のバランスを調節する機構と摂食行動との関連性を

解析することとした。 

生体内では、18:1、および 18:2は、それぞれ、18:0 の不飽和化、および、それに続く、

18:1の不飽和化によって生合成される 208-210)。これらの不飽和化に関与する、脂肪酸不飽

和化酵素として、それぞれ、9-desaturase、12-desaturaseが知られている 208-210)。具体

的には、9-desaturase により、18:0の9位が不飽和化されることで、18:1が生合成され、

さらに、12-desaturase により、18:1の12位が不飽和化されることで、18:2が生合成さ

れる。動物は、9-desaturaseを体内に有する一方で、12-desaturaseは、一般的には、

体内に有していないとされている 209, 211-213)。12-desaturaseは、植物、菌類、および細菌

類にてその存在が報告されている 209, 214, 215)。すなわち、一般的に、動物は、18:2を体内に

て生合成することができないため、18:2は必須脂肪酸とされている 209)。 

しかし、昆虫に関しては、一部の昆虫種において、18:2を体内にて生合成できることが

報告されている 216)。このことは、放射性ラベル化した酢酸([1-14C]酢酸)を体内に投与する

と、放射性ラベル化された 18:2が生合成されることにより、確認された 216)。この報告に

よると、解析した 32の昆虫種のうち、フタホシコオロギを含む 8種の昆虫種において、体

内にて 18:2が生合成された 216)。さらに近年、18:2を生合成できると考えられてきた昆虫

種である、ヨーロッパイエコオロギと、コクヌストモドキから、12-desaturaseをコード

する遺伝子がクローニングされた 217)。また、ヨーロッパイエコオロギの12-desaturase が

18:1の不飽和化活性を有することも確認された 217)。ワモンゴキブリと、ホウレンソウケナ

ガコナダニ Tyrophagus similis、および、ケナガコナダニ Tyrophagus putrescentiaeにお

いては、12-desaturaseをコードする遺伝子はクローニングされていないものの、体内に、
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18:1の不飽和化活性を有する酵素が存在することが確認された 218, 219)。なお、フタホシコ

オロギにおいては、12-desaturaseをコードする遺伝子は、未だクローニングされていな

い。また、9-desaturaseに関しては、多くの昆虫種で見出されているが 220-224)、フタホシ

コオロギにおいては、9-desaturaseをコードする遺伝子は、未だクローニングされていな

い。 

そこで、本章では、フタホシコオロギにおいて、炭素鎖長 18の脂肪酸の、飽和と不飽和

のバランスを調節すると考えられる、9-desaturaseと12-desaturaseに着目することと

した。そのために、先ず、フタホシコオロギにおいて、9-desaturaseと12-desaturase

をコードすると考えられる、それぞれの遺伝子の cDNAをクローニングした(図 S1-6 (A-D))。

9-desaturaseと12-desaturaseは、特に、脂肪体、中腸、神経系にて、mRNAの発現が

見られた(図 S1-6 (G、H))。次に、9-desaturaseと12-desaturaseをそれぞれノックダウ

ンしたフタホシコオロギ成虫オス個体を調製することとした(図 S1-6 (I))。9-desaturase

をノックダウンするために、9-desaturaseをターゲットとした dsRNAを調製し(図 S1-6 

(A、I-1))、その dsRNAを投与すると、9-detsaturaseのみならず、12-desaturaseもノ

ックダウンされた(図 S1-6 (I-2))。このことは、2つの desaturaseをコードする遺伝子の

cDNAにおける塩基配列の相同性が高いことに起因すると考えた。なお、この dsRNA は、

9-detsaturaseと12-desaturaseをダブルノックダウンできるような dsRNA 

((9+12)-desaturase-dsRNA)として、その後の解析に用いることとした。9-desaturase

と12-desaturaseのそれぞれを、特異的にノックダウンするような dsRNA を調製するた

めに、それぞれの cDNAの 3’ UTR (非翻訳領域)の塩基配列を鋳型とするような、dsRNA

を設計および調製した(9-desaturase-dsRNA、12-desaturase-dsRNA) (図 S1-6 (A、B、

I-1))。その結果、それぞれの dsRNAが、特異的に、それぞれの desaturaseをノックダウ

ンすることを確認できた(図 S1-6 (I-3))。 

このように調製した dsRNAを投与し、その表現型を解析することとした。その結果、興

味深いことに、(9+12)-desaturase-dsRNAを投与した、フタホシコオロギ成虫オス個体で

は、投与後 2日目には、ほとんどの個体が致死となることを見出した。なお、片方の

desaturaseをノックダウンするような dsRNA (9-desaturase-dsRNAと、

12-desaturase-dsRNA)の単独の投与では、致死は見られなかった。 
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上述のように、9-desaturaseと12-desaturaseは、脂肪酸の不飽和化に関与するため、

このような致死は、体内の脂肪酸の不飽和化活性が欠損したことによることが示唆される

ものの、その原因は明らかではない。また、9-desaturase、および12-desaturaseにより

生合成される 18:2は、一般的な動物では、必須脂肪酸であることを考慮すると 209)、上述

の致死は、体内の 18:2の欠乏に起因する可能性もある。このような考えから、上述の致死

の原因を解明することで、脂質代謝と、生物の生存のメカニズムとの関連性を見出す上で

興味深い結果が得られるかもしれないと考えた。そこで本章では、9-desaturaseと

12-desaturaseのダブルノックダウン個体における、致死直前の表現型の解析を中心とし

て、致死の原因の解明を目指した。 

 

8-1  desaturaseのノックダウン個体の各組織での脂肪酸組成の解析 

上述のように、9-desaturaseと12-desaturaseは、脂肪酸の不飽和化に関与する。そ

こで、9-desaturaseと12-desaturaseの単独、および両方をノックダウンしたフタホシ

コオロギ成虫オス個体における、各組織の脂肪酸組成を解析した(図 8-1)。フタホシコオロ

ギの、9-desaturase、12-desaturase のmRNAの組織別発現解析の結果、それらは、主

に、中腸、脂肪体、および、神経系に発現していたことを考慮して(図 S1-6 (G、H))、脂肪

酸組成を解析する組織として、中腸、脂肪体、神経系、および、体液を用いた。

9-desaturase-dsRNA、12-desaturase-dsRNA、および EGFP-dsRNAの投与後 3日目の

フタホシコオロギ成虫オス個体から、各組織(体液(A)、脂肪体(B)、中腸(C)、神経系(D)）を

摘出・回収した。(9+12)-desaturase-dsRNAを投与した個体においては、投与後 1-2日後

にて、運動性や接触刺激応答の低下などの判断材料から、致死の直前であると見なした個

体から、同様の各組織を摘出・回収した。各組織から抽出した脂質をけん化した後に、脂

肪酸を抽出した。抽出した脂肪酸は、ADAM化反応した後に、HPLCに供した。HPLCの

クロマトグラムにて見られた、7種の脂肪酸(12:0、14:0、16:0、18:0、18:1、18:2、18:3）

の各ピーク面積からモル濃度を算出し、その合計に対する各脂肪酸のモル濃度比を算出し

た。その結果、9-desaturaseと12-desaturaseを単独でノックダウンした個体、および

その両方をノックダウンした個体において、脂肪体、中腸、および神経系の脂質に含まれ

る飽和脂肪酸と不飽和脂肪酸のバランスが変動していた(図 8-1)。 
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8-2  desaturaseのノックダウン個体の脂肪酸の嗜好性の解析 

  第五章および第六章にて、AKHRのノックダウン個体は、体液中の飽和脂肪酸と不飽和

脂肪酸のバランスが変動し(図 5-2 (A))、さらに、不飽和脂肪酸である 18:2の嗜好性が増強

していることを明らかにした(図 6-2 (C))。これを踏まえると、9-desaturase、

12-desaturase、およびその両方のノックダウン個体では、飽和脂肪酸と不飽和脂肪酸の

バランスが顕著に変動しているため(図 8-1)、脂肪酸の嗜好性についても変動が見られる可

能性が考えられた。そこで、9-desaturaseと12-desaturaseを単独でノックダウンした

個体、およびその両方をノックダウンした個体について、飽和脂肪酸と不飽和脂肪酸との

choiceアッセイを行った。具体的には、表 6-2-1に示した、飽和脂肪酸を含む人工飼料

(SFA-diet)と、不飽和脂肪酸を含む人工飼料(UFA-diet)とを、 9-desaturase-dsRNA、

12-desaturase-dsRNA、(9+12)-desaturase-dsRNA、および EGFP-dsRNAを投与した

フタホシコオロギ成虫オス個体に提示し、3日間摂食させた。なお、

(9+12)-desaturase-dsRNAの投与に関しては、投与後 3日目までに致死とならないように、

通常の投与量(3 g)の 1/5程度を投与した。choiceアッセイの結果、9-desaturaseと

12-desaturaseを単独でノックダウンした個体、およびその両方をノックダウンした個体

において、不飽和脂肪酸の嗜好性が顕著に増強した。 

 

8-3  desaturaseのノックダウン個体の各組織の変化に関する解析 

  9-desaturaseと12-desaturaseのダブルノックダウン個体の致死に関与する組織を特

定するために、HE (ヘマトキシリン・エオジン)染色によって、中腸、脂肪体、および神経

系について、細胞核、細胞質を染色することで、組織学的観察を行った(図 8-3)。フタホシ

コオロギ成虫オス個体に、(9+12)-desaturase-dsRNAを投与し、投与後 1-2日後にて、致

死の直前であると見なした個体から、各組織(中腸(図 8-3 (A))、脂肪体(図 8-3 (B))、神経系(図

8-3 (C))）を摘出した。それらの組織を固定し、組織切片を作製した後、HE染色を行った。

その結果、中腸、脂肪体、神経系の全て組織において、コントロール個体と比較して、組

織学的変化は見られなかった。なお、これらの組織の活性を調べるために、致死の直前で

あると見なした、9-desautaseと12-desaturase のダブルノックダウン個体から、中腸、
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脂肪体、神経系を摘出し、各組織の ATP量を、ルシフェリン/ルシフェラーゼ発光系を用い

て定量した(データ非掲載)。その結果、中腸、脂肪体、神経系の全ての組織において、コン

トロール個体と比較して、ATP量に顕著な変動は見られなかった。これらの結果から、致

死に関与するような組織を特定することはできなかった。 

 

8-4 desaturaseのノックダウン個体における致死のレスキュー実験 

 次に、9-desautaseと12-desaturaseをダブルノックダウンした個体における、致死の

原因となるような物質を探索することとした。そのために、9-desautaseと12-desaturase

のダブルノックダウン個体の致死のレスキュー実験を行った(図 8-4)。9-desautaseと

12-desaturaseをダブルノックダウンした個体の脂肪酸組成の解析結果から、致死は、体

内の脂肪酸組成のバランスの変動に起因する可能性が高いと考えたため(図 8-1)、先ず、ダ

ブルノックダウン個体に、各脂肪酸種を過剰量摂取させることで、致死率に変化が見られ

るかどうかを調べた(図 8-4 (A、B))。その摂取は、各脂肪酸種を含む TAGとして、フタホ

シコオロギの人工飼料に TAG (18:0/18:0/18:0)、TAG (18:1/18:1/18:1)、TAG (18:2/18:2/18:2)、

および、TAG (18:3/18:3/18:3)をそれぞれ、2% (図 8-4 (A))、10% (図 8-4 (B))添加した人工

飼料を摂食させることで行った。フタホシコオロギの成虫オス個体に、

(9+12)-desaturase-dsRNAを投与した後に、上述の人工飼料をそれぞれ摂食させ、1日ご

との生存率を調べた。その結果、TAGを添加しなかった人工飼料を摂食させた、コントロ

ールと比較して、特に、TAG (18:2/18:2/18:2)を10%添加した人工飼料を摂食させた場合に、

生存率が最も上昇した(図 8-4 (B))。 

 昆虫においても、哺乳類と同様に、生体内において、18:2は、アラキドン酸(20:4; 

arachidonic acid; AA)の生合成の原料となると考えられている 225)。そこで、次に、AAを

用いて、9-desautaseと12-desaturaseをダブルノックダウンした個体の致死のレスキュ

ー実験を行うこととした。なお、18:2から AA への生合成に関しては、18:2の脂肪酸鎖長

の伸長、6位の不飽和化、さらに、位の不飽和化が続いて起こることにより生合成され

るが、この一連の反応はを原料とした場合でも生じ、その場合はエイコサペンタエン酸

(20:5; eicosapentaenoic acid; EPA)が生合成される 213)。そこで、EPAも致死のレスキュー実験

に用いることとした。 
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先ず、AAおよび EPAを、過剰量摂取させることで、9- desautaseと12-desaturase

をダブルノックダウンした個体の生存率が上昇するかどうか調べた(図 8-4 (C))。AAおよび

EPAを過剰量摂取させるために、フタホシコオロギの人工飼料に、AAおよびEPAを、0.5%、

あるいは 2.0%添加し、実験に用いた。フタホシコオロギの成虫オス個体に、

(9+12)-desaturase-dsRNAを投与した後に、上述の人工飼料をそれぞれ摂食させ、1日ご

との生存率を調べた。その結果、AAおよび EPAを添加しなかった人工飼料を摂食させた、

コントロールと比較して、特に、AAを添加した人工飼料を摂食させた場合に、生存率の上

昇が見られた(図 8-4 (C))。  

次に、フタホシコオロギ成虫個体に、AAおよび EPAの過剰量を体液中へ投与すること

で、9-desaturaseと12-desaturaseをダブルノックダウンした個体の生存率が上昇する

かどうか調べた(図 8-4 (D))。フタホシコオロギの成虫オス個体に、

(9+12)-desaturase-dsRNAを投与した後に、AAおよび EPAを 5 g、50 g、または 250 

g投与し、その後、通常摂食条件におき、1日ごとの生存率を調べた。その結果、AAを

50 g投与した個体において、コントロール個体と比較して、最も生存率の上昇が見られた

(図 8-4 (D))。 

 昆虫において、AAは、プロスタグランジン(PG)の生合成の原料になると考えられている。

昆虫における PGの生合成経路は、ほとんど明らかにされていないが、様々な昆虫種の体内

から、主に、PGA2、PGD2、PGE2、および PGF2の 4 種の PGが検出されている 226-232)。

また、様々な昆虫種において、PGA2、PGD2、PGE2、および PGF2の投与実験と、それら

の阻害剤を用いた実験から、それらが、自然免疫応答の活性化や 233-238)、産卵行動の活性化

に関与することが明らかにされている 233, 239-241)。しかし、それぞれの分子種の構造と、機

能との相関については明らかにされていない。 

 そこで、次に、フタホシコオロギ成虫個体に、PGA2、PGD2、PGE2、および PGF2図

を過剰量投与することで、9-desaturaseと12-desaturaseをダブルノックダウン

した個体の生存率が増加するかどうか調べた(図 8-4 (E、F、G))。フタホシコオロギの成虫

オス個体に、(9+12)-desaturase-dsRNAを投与した後に、PGA2、PGD2、PGE2、および

PGF2をそれぞれ、200 ng (図 8-4 (E))、2 g (図 8-4 (F))、20 g (図 8-4 (G))を、3 Lの

100% エタノールに溶解させ、体液中へ投与した。その後、通常摂食条件におき、1日ご
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との生存率を調べた。その結果、特に、PGF2を 20 g投与した個体において、コントロ

ール個体と比較して、最も生存率の上昇が見られた(図 8-4 (G))。 

 

8-5  まとめと考察 

フタホシコオロギの9-desaturase、および12-desaturaseの分子系統解析に関して 

 クローニングした、フタホシコオロギ9-desaturaseと12-desaturaseをコードする遺伝子

の cDNAの演繹アミノ酸配列と、他の生物種の9-desaturaseと12-desaturase のアミノ酸配

列をもとに、9-desaturase、および12-desaturaseのそれぞれについての系統樹を作成した(図

S1-6 (E、F))。その結果、9-desaturaseに関しては、フタホシコオロギをはじめとする昆虫

種のクレードは、真菌類、細菌、および植物が構成しているそれぞれのクレードと、独立

していた(図 S1-6 (E))。一方、12-desaturaseに関しては、フタホシコオロギをはじめとする

昆虫種の属するクレードは、細菌が構成しているクレード内に見出された(図 S1-6 (F))。こ

のことは、フタホシコオロギの12-desaturaseは進化上、細菌などから水平伝播されたこと

を示唆する。このような水平伝播は、カイコの-フルクトフラノシダーゼにおいても、同様

の例が見られる 242)。 

 

フタホシコオロギの9-desaturaseと12-desaturaseの脂肪酸不飽和化活性に関して 

 フタホシコオロギの9-desaturaseと12-desaturaseの脂肪酸不飽和化活性に関しては、現

在、京都大学大学院・農学研究科・応用生命科学専攻・化学生態学研究室との共同実験を

行っている。フタホシコオロギの9- desaturaseおよび12-desautaseの cDNA をそれぞれ、

酵母での発現用ベクターに挿入し、酵母で発現させたそれぞれの酵素に対する脂肪酸の不

飽和化の活性を、GC-MS を用いて測定した。その結果、現在のところ、9-desaturaseには、

16:0、および 18:0の不飽和化能が認められた一方、12-desautaseに関しても、9-desaturase

と同様の触媒能が認められ、昆虫以外の生物種で認められる12-desaturaseの本来の酵素活

性である、18:1から 18:2への触媒能は微弱であった(共同研究者による私信)。これらの結果

と、上述の、12-desaturaseの分子系統解析の結果を合わせて考えると、フタホシコオロギ

の12-desaturaseは、進化の過程で細菌より得た後、12-desaturaseの本来の酵素活性が弱

まり、それと引き換え、9-desaturaseの触媒活性を得たことが考えられた。 
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9-、12-desaturaseをダブルノックダウンしたフタホシコオロギ個体の致死に関して 

 本章において、9- desaturaseと12-desaturaseをダブルノックダウンした個体の致死

の原因の探索を進めたが、その原因の詳細については明らかにできないままとなった。先

ず、致死の際に、或る組織の活性が低下することが観察できれば、致死の原因を考える上

での第一歩となると考えたため、中腸、脂肪体、神経系における HE染色を行った(図 8-3)。

しかし、原因となる組織を特定することはできなかった。この観察において、9-desaturase、

12-desaturaseのmRNA が発現する主要な組織として、中腸、脂肪体、神経系のみを観

察したが、それ以外の組織の観察を行うことで、致死の原因となる組織を特定できる可能

性があるため、今後、中腸、脂肪体、神経系以外の組織の観察を行いたい。 

 また、致死のレスキュー実験に関しても、課題点が多く残された。AAや EPA、および

PGを投与する実験と同時に、それらの定量系を立ち上げようとしたが、未だに立ち上げる

ことはできていない。第五章において行ったように、AAや EPA、および PGを、ADAM

により誘導体化した後に、HPLCに供すことを試みたが 226)、現状では、クロマトグラムに

おけるピークが見られないことや、見られたとしても定量性に乏しい結果しか得られてい

ない。今後、この方法に関してさらなる検討を行うことと、別の定量系として、LC-MS、

あるいは LC-MS/MSを用いた定量系に関しての検討も行っている。特に、PGに関しては、

そもそも、フタホシコオロギ体内に、本実験で投与した、PGA2、PGD2、PGE2、PGF2、

および別の分子種の PGがどの程度存在するかどうか、そして、9-desaturaseと

12-desaturaseをダブルノックダウンした個体ではそれらの量に減少が見られるかどうか

は、特に解析する必要があるため、その検討を急ぎたい。 

PGの体内の存在量に関しては、エンマコオロギ Teleogryllus commodusでは、PGA2、

PGE2、および PGF2は、頭部や、卵巣に数十 ng 程度存在すると報告されている 229)。また、

投与量に関しては、例えば、エンマコオロギに対する、PGE2による産卵の活性化には、数

ngから数百 ngの投与で十分である 241)。これらのことを考えると、今回レスキュー実験で

投与したような量は、非常に過剰量であると考えられる。このことから、致死をレスキュ

ー出来るような或る活性物質が存在するならば、それは、PGF2とは別の物質である可能性

はある。前段落にて上述したような、PGの定量系を確立した後に、その定量結果を踏まえ
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ながら、別の活性物質の存在に関しても検討したい。また、そのような検討を行った後に、

PGが致死の原因物質であることが強く示唆された場合は、先ずは、PGの既知の生理学的

機能である、自然免疫の活性化機能との関連性の有無について解析したい。 
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図 8-1. ∆9-、∆12-desaturase のノックダウン個体における、各組織の脂肪酸組成の解析。

 ∆9-desaturase-dsRNA、∆12-desaturase-dsRNA、および EGFP-dsRNA の投与後 3 日目の

フタホシコオロギ成虫オス個体から、各組織 ( 体液 (A)、脂肪体 (B)、中腸 (C)、神経系 (D)）を摘出・

回収した。∆(9+12)-desaturase-dsRNA を投与した個体においては、投与後 1-2 日後にて、運動性や

接触刺激応答の低下などの判断材料から、致死の直前であると見なした個体から、同様の各組織を

摘出・回収した。抽出した脂質をけん化した後に、脂肪酸を抽出した。抽出した脂肪酸は、

ADAM 化反応した後に、HPLC に供した。HPLC のクロマトグラムにて見られた、7 種の脂肪酸

(12:0、14:0、16:0、18:0、18:1、18:2、18:3）の各ピーク面積から、各脂肪酸のモル濃度を算出した。

算出した各脂肪酸のモル濃度の合計に対する、各脂肪酸の比をグラフに示した。それぞれ平均値

+ S. D. で示した (n = 4-6)。アスタリスクは、コントロール個体に対して、有意な差が認められた

ことを示す (*P < 0.05, **P < 0.005, ***P < 0.0005; Dunnett's test)。∆9-、∆12-desaturase を単独で

ノックダウンした個体、およびその両方をノックダウンした個体において、脂肪体、中腸、

および神経系の脂質に含まれる飽和脂肪酸と不飽和脂肪酸のバランスが変動していた。
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図 8-2. ∆9-、∆12-desautrase をノックダウンしたフタホシコオロギ成虫オス個体における、

脂肪酸の choice アッセイ。表 6-2-1 に示した、飽和脂肪酸を含む人工飼料 (SFA-diet) と、

不飽和脂肪酸を含む人工飼料 (UFA-diet) とを、 ∆9-desaturase-dsRNA、∆12-desaturase-dsRNA、

∆(9+12)-desaturase-dsRNA、および EGFP-dsRNA を投与したフタホシコオロギ成虫オス個体

に提示し、3 日間摂食させた。なお、∆(9+12)-desaturase-dsRNA の投与に関しては、投与後

3 日目までに致死とならないように、通常の投与量 (3 µg) の 1/5 程度を投与した。

∆9-desaturase-dsRNA、∆12-desaturase-dsRNA、∆(9+12)-desaturase-dsRNA を投与した個体では、

不飽和脂肪酸の嗜好性が顕著に増加した (*P < 0.05; Student's t-test)。
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(A)

(B)

(C)

図 8-3. ∆9-、∆12-desautrase をダブルノックダウンしたフタホシコオロギ成虫オス個体を用いた、

各組織の HE ( ヘマトキシリン・エオジン ) 染色。∆(9+12)-desaturase-dsRNA の投与後、致死の

直前である、フタホシコオロギ成虫オス個体 ( 左 )、および EGFP-dsRNA の投与後 3 日目の

フタホシコオロギ成虫オス個体 ( 右 ) から、各組織 ( 中腸 (A)、脂肪体 (B)、神経系 (C)）を摘出し、

組織切片を作製した後、HE 染色を行った。バーは 100 µm を示す。中腸、脂肪体、神経系の全ての

組織において、コントロール個体と比較して、組織学的変化は見られなかった。
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図 8-4. ∆9-、∆12-desaturase のダブルノックダウン個体の致死のレスキュー実験。 (A、B) 各脂肪酸種を含む

TAG の摂食によるレスキュー実験。レスキューには、フタホシコオロギの人工飼料に TAG (18:0/18:0/18:0)

、TAG (18:1/18:1/18:1)、TAG (18:2/18:2/18:2)、および、TAG (18:3/18:3/18:3) をそれぞれ、2% (A)、10% (B)

添加した人工飼料を用いた。フタホシコオロギの成虫オス個体に、∆(9+12)-desaturase-dsRNA を投与した後

に、上述の人工飼料を摂食させ、1 日ごとの生存率を調べた ((A): n = 11-16、(B): n = 15)。その結果、TAG

を添加しなかった人工飼料を摂食させたコントロールと比較して、特に、TAG (18:2/18:2/18:2) を添加した

人工飼料を摂食させた場合に、生存率の増加が見られた。 (C、D) アラキドン酸 (AA) およびエイコサペンタエン

酸 (EPA) の摂食、および投与によるレスキュー実験。 (C) フタホシコオロギの人工飼料に、AA および EPA を、

0.5%、あるいは 2.0% 添加し、レスキュー実験に用いた。フタホシコオロギの成虫オス個体に、

∆(9+12)-desaturase-dsRNA を投与した後に、上述の人工飼料を摂食させ、1 日ごとの生存率を調べた (n = 12)。

その結果、AA および EPA を添加しなかった人工飼料を摂食させたコントロールと比較して、特に、AA を

添加した人工飼料を摂食させた場合に、生存率の増加が見られた。 (D) フタホシコオロギ成虫個体に、

AA および EPA を 5 µg、50 µg、または 250 µg 投与し、レスキュー実験に用いた。フタホシコオロギの成虫

オス個体に、∆(9+12)-desaturase-dsRNA を投与した後に、3 µL の 100% エタノールに溶解させた、AA および

EPA を投与した。その後通常摂食条件におき、1 日ごとの生存率を調べた (n = 9)。その結果、AA を 50 µg

投与した個体において、特に、コントロール個体と比較して、生存率の増加が見られた。 
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図 8-4 ( つづき ). ∆9-、∆12-desaturase のノックダウン個体の致死のレスキュー実験。 (E、F、G)

プロスタグランジン (PG) A
2
、D

2
、E

2
、および F

2α
 (H) の投与によるレスキュー実験。

フタホシコオロギの成虫オス個体に、∆(9+12)-desaturase-dsRNA を投与した後に、PGA
2
、PGD

2
、

PGE
2
、PGF2α をそれぞれ、200 ng (E)、2 µg (F)、20 µg (G) を、3µL の 100% エタノールに溶解させ、

投与した。その後、通常摂食条件におき、1 日ごとの生存率を、投与後 13 日後まで調べた (n = 9)。

その結果、特に、PGF
2α
を 20 µg 投与した個体において、コントロール個体と比較して、生存率の

増加が見られた。 
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 ACGCGGGGGTGGGGGAAGGGGATAGCGTTGATAGAGGTATTTTCCNGTGCCCCCCTGTCTCGCACTGTGAATCNAAGTACCGAGTGCTGT   -340
 TACCTGATCCACGACCCCCAAAACGTGAGTTATGACTACAAAACATGCTTGAAGAAGTTASTYACTACACACGGGAGCNAAAAGTTTCCA   -250
 CTTTTTCTATATCGGNNNTGCAAACTACGAGTCTTTCTGTAAAAAAATTGCCACTTTCCGGCACATCGTTATAATAATTTCTCGCCACAA   -160
 CGTAAGGGCGTGAAAGTAAAAATTGCAATATTCAATGCCTGTTTTTTACAAAACCCGGTCCGAACTTCATCCACTCGATGGTCAGTGACT    -70
 GCAACGAAGTCGTTTGTGTCCCCGCAGGGTGGCGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGGGGAGGAGGCGTCGGCGATGGAGGCGTCGGCGGCGCC     20
                                                                        M  E  A  S  A  A  P

 GCCCATGTGGGTGCTGCCCTCCAACGCCAGCGACGGCGACCTGCAGCTGCCGCGCGACATGACCTTCAACTCGGGCCACGTCGTCTCCAT    110
   P  M  W  V  L  P  S  N  A  S  D  G  D  L  Q  L  P  R  D  M  T  F  N  S  G  H  V  V  S  I

 CGCGTGCTACAGCGCGCTCATGGTGGCGTCGGCGGCCGGCAACCTCACCGTGCTCACCATCATCCTGCGGCAGCGCGGGCGCGCGCGCTC    200
   A  C  Y  S  A  L  M  V  A  S  A  A  G  N  L  T  V  L  T  I  I  L  R  Q  R  G  R  A  R  S

 GCGCGTCAACCACATGCTCATGCACCTCGCCATCGCGGACCTGCTGGTGACGTTCCTCATGATGCCGCTGGAGATCGCGTGGGCGGCGAC    290
   R  V  N  H  M  L  M  H  L  A  I  A  D  L  L  V  T  F  L  M  M  P  L  E  I  A  W  A  A  T

 GGTGTCGTGGCGCGCGGGGGACCTGCTCTGCCGCCTCATGGCCGTGTGCCGCGTCTTCGGACTCTTCCTCTCCAGCTTCGTCCTCGTCTG    380
   V  S  W  R  A  G  D  L  L  C  R  L  M  A  V  C  R  V  F  G  L  F  L  S  S  F  V  L  V  C

 CATCAGCATGGACAGGTACTTCGCCATTTTGCGACCCATGAGTCTGTCACAAGTCGATCGGCGGGGCCGCATCATGCTGACGGCTGCCTG    470
   I  S  M  D  R  Y  F  A  I  L  R  P  M  S  L  S  Q  V  D  R  R  G  R  I  M  L  T  A  A  W

 GGTCATGTCCTTCCTGTGCAGCATGCCCCAGGCCATGGTGTTCAGCGTGCAGAGCCACCCGACCGTCACGTGGTACGAGCAGTGCATCAC    560
   V  M  S  F  L  C  S  M  P  Q  A  M  V  F  S  V  Q  S  H  P  T  V  T  W  Y  E  Q  C  I  T

 GTGGGGCGTGCTCAAGTCGCACCGCGCGGAGGTGCTCTACGCCATCTTCAGCTCCTCCTTCATGTACGGCATCCCGCTCCTCATCATCAT    650
   W  G  V  L  K  S  H  R  A  E  V  L  Y  A  I  F  S  S  S  F  M  Y  G  I  P  L  L  I  I  I

 CTTCGCCTACGGCTCCATCGTGGCTGAGATCTTCCGGCGCTCGCGACGCACGGGAGACGACGTGTTCCGGCGCTCCAGCCTGGGCTTCCT    740
   F  A  Y  G  S  I  V  A  E  I  F  R  R  S  R  R  T  G  D  D  V  F  R  R  S  S  L  G  F  L

 CGGGCGGGCCAAGACGCGCTCGCTCAAGATGACGCTGGTCATCGTGCTGGTCTTCTTCATGTGCTGGACGCCCTACTACATCATGTCGGT    830
   G  R  A  K  T  R  S  L  K  M  T  L  V  I  V  L  V  F  F  M  C  W  T  P  Y  Y  I  M  S  V

 CTGGTACTGGTTCGACCGCGAGTCGGCGGAGCTGGTGGACGAGCGCATCCGGAGCGGCCTGTTCATCTTCGCGTGCACCAACTCGTGTAT    920
   W  Y  W  F  D  R  E  S  A  E  L  V  D  E  R  I  R  S  G  L  F  I  F  A  C  T  N  S  C  M

 GAACCCAATCGTGTACGGCGCGTTCAACGTGCGGCGGGGGCGTGGCCGGGCGCTGCGAGAGTACCCAGAATCATCTAGGTGCAATTCTCA   1010
   N  P  I  V  Y  G  A  F  N  V  R  R  G  R  G  R  A  L  R  E  Y  P  E  S  S  R  C  N  S  Q

 ACCATTCTCTGCAAGGCCGAGATCATCTGCACCTGAGCAGTTGCAACAAGTGGCAAAATGGAGGAATGAAAAGAATACTCAATTGTTTCA   1100
   P  F  S  A  R  P  R  S  S  A  P  E  Q  L  Q  Q  V  A  K  W  R  N  E  K  N  T  Q  L  F  Q

 ACTGGCAACTAATGGCTGGGACAGGAATGGAAAATCATCCTTTGAGAACATTGAATTAACCTGAGGAATGGTATTTTGAAACATAATTAA   1190
   L  A  T  N  G  W  D  R  N  G  K  S  S  F  E  N  I  E  L  T  

 GTGTGGTTATAATGGCTTTAAGTACAAAAAAGTTCATAAATGTGAAACGTCTTTAGAAGGTGTAAGAGATGCGCCAATCTTATGATTACT   1280
 GATATTTAATTACCTACATTCCATTCAGATTTCTTGCATTTTAAGTAAACTAAACAAGCCAAATACATTAGTCCATAAAAGCAAAGATAC   1370
 AACAACAGGATACAGGGATGATTCAAAATAATATGAAGTGACTGTACCTTCAACAACATCCTCACACTTTCCAGCAATGAGTATGAGAGA   1460
 GTTCCACAAGAAGTTGTATCTTGTGTCGAGTTATTCTTAAGATATCCAGCAGCACAATGAGATGTTGTTTTGTTCATCCAATATCAGAGT   1550
 ATTAGAAGAAAAACTGCTATTCAAGATGTATCATGGTCAATAACAATACAACTTGACAATTTCGAGTGAAGTTGATGAACTTACCTTAAG   1640
 GGGATAAAAGAAGTGACTCTGCCTGTGTATCAAGAGATTTAACCAAAGTTAATGGAGGTACTTCATAAACACGAGTATCTCTGTTATAAA   1730
 CTAGCTATGTAAATGAAAATATTCTTTTTTCATTTCATCGTATTATCAAATAAATTCTCATAAACAAGTAG(A)

n
 

*

▲ TM I

TM II

TM III

TM IV

TM V

TM VI

TM VII

1823

図 S1-1. (A) 他昆虫種の AKHR との相同性をもとに縮重プライマーを作製し ( 図中矢印 )、degenerate PCR

により、AKHR 遺伝子の部分塩基配列を取得した。得られた部分塩基配列をもとに、特異的プライマー

を作製後、それらを用い、5'-、3'-RACE 法により全長の cDNA を取得した。最終的に決定したフタホシ

コオロギの AKHR の全長をコードする cDNA の塩基配列は、2253 bp であり、387 アミノ酸残基の ORF

を有していた。また、7 箇所の膜貫通 (transmembrane) 領域 ( 図中 TM) の存在が推定された。下線部は

ポリ A 付加シグナルを示す。また、黒の三角で示すアスパラギン残基には、N- 結合型糖鎖付加が推定

される。

S1-1 AKHR をコードする遺伝子の cDNA クローニングおよびそのノックダウン個体の調製

・ フタホシコオロギの AKHR をコードする遺伝子の cDNA のクローニング ( 図 S1-1 (A、B、C))
・ フタホシコオロギ AKHRの mRNA の組織別発現解析 ( 図 S1-1 (D))
・ AKHR-dsRNA の調製、および、AKHR-dsRNA の投与によるノックダウン個体の調製 ( 図 S1-1 (E))
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   1 --MESSIKIITTTGLENW----------------------RVNNSNY-------------TELLPIDMRFNEGHIVSIVFYSVLMIISAI
   1 --------MQLTDSKESL----------------------KCND----------------TMELPDELRFNSGHLVTIVAYSILMVMSAA
   1 MNFSETLWKMKDPMSASE----------------------TVQDHRNLLDWSKTSLDNATEHKLPISMRFNEGHQLSIIVYSILMVFSAI
   1 --------MTTAPVNATT----------------------VAS-----LDY----------DDLPIDMRFNAGHVVSIVTYSILMIISAV
   1 MALSSCSDQTLNCTAVIT----------------------MATPTPS--------PTVLMEEYMTDDMKFNDGHRMSIITYSILMVVSVA

   1 MEASAAPPMWVLPSN--------------------------ASDG---------------DLQLPRDMTFNSGHVVSIACYSALMVASAA

   1 MPNTMAAHINQRIEDHRN----------------LADWSYYANETAGEEYY-----------EMPIDMRFNSGHILSIMVYTTLMVFSAT
   1 MSNAILKTERGEVLNYSHSYGENYNNDVNTMPYVLSSSTSKTGVFDNETWYG--TNSSNWNEPLPIDMQFNDGHKLQIVVYSVLMVISAI
   1 MAKVAEENDHRDLSNWSN-----------------------VNDTNGT-------------IHLTKDMVFNDGHRLSITVYSILFVISTI
   1 MDIDEKVSGPGGASQKNWSH------------------LLHVNNTYD---------------ELPLEMRFNYSHMVSMTVYSVLMVISAT
   1 MDIEDKVSGPGGASQKNWT---------------------HLNTSYD---------------ELPLDMRFNHGHMVSMVVYSVLMVVSAT
   1 ------------------------------------------------------------------------------------------

54 GNTTVLILITCRKRVSK-SRIHIMLMHLAIADLLVTFLMMPLEIGWAITVSWKAGDVMCRIMAFFRMFGLYLSSFVLVCISMDRYYAVIK
45 GNITVLIMTIIKKRKSK-SRIHTLIMHLSIADPLVTFLMMPLEIGWSITVSWEAGDAMCRIMAFFRMFGLYLSSFVIVCISIDRYYAVMR
69 ANTTVLVLIVKRRRKTP-SRINTMLMHLAIADLLVTFLMMPLEIGWASTVSWYAGDAMCRIMMFFRMFGLYLSSFILVCISVDRFYAVLK
46 GNITVLALLLRRRGNAARTRINTMLIHLAIADLLVTFLMMPLEIGWAATVSWKAGDAMCRIMSFFRMFGLYLSSFILICISVDRYHAVLR
61 GNSTVLITILKRRRTLR-YGNNYMFMHLAIADLLVTFLMMPLEIAWNITVSWKGGDLMCRIMLFFRTFGLFLSSFVIVCISLDRCVAILR

50 GNLTVLTIILRQRGRAR-SRVNHMLMHLAIADLLVTFLMMPLEIAWAATVSWRAGDLLCRLMAVCRVFGLFLSSFVLVCISMDRYFAILR

64 GNLTVLSILAQRKVRAS-SRINIMLAHLAIADLLVTFLMMPLEIGWAYTVRWTAGDLMCRVMAFFRTFGLYLSSFILICISVDRYFAVLK
89 GNITVLALLIKRRLKSH-SRIDMMLTRLAIADLLVTFLMMPLEIGWAATVQWRAGDIMCRVMAFFRTFGLHLSSFVLVCISVDRYYAVLQ
55 GNSTVLYLLTKRRLRGP-LRIDIMLMHLAIADLMVTLLLMPMEIVWAWTVQWLSTDLMCRLMSFFRVFGLYLSSYVMVCISLDRYFAILK
58 GNLTVLYQLVRRRRAKRASRLDILLMHLAVADLMVTFLMMPLEIAWAGTVQWFAGDLMCRVMMFTRTFGLYLSSFVLICIAVDRYYAILK
55 GNLTVLSQLVRRKRAGRASRLDVLLMHLAVADLMVTFLMMPLEIAWAGTVQWLAGDLMCRVMMFTRTFGLYLSSFVLVCIAIDRYYAILK
 1 -------------------------------------------------------------------------------MCIDRWLSVCK

143 PL--QLWDVDKRGKIMLSFAWIGSVVCSLPQTIVFHLETHPNVTWYSQCVT--FNAFPTYTHEITYSLFGMIMMYWFPLVVIIYTYTSIL
134 PL--QILDVYRRGKIMLMLAWVGSVLCSLPQMLVFHLETYPNYTCFTQCVT--FNFFPSHLQEISYNLFSMLIMYWFPLIVIFYTYSSIF
158 PL--YLRALDRRDKFMLLGAWLGATLCSIPQMVVFHVESHPNITWYQQCVT--YNVFPTYAHELTYLLFGMVMMYALPLAVIIFSYASIL
136 PL--QMIDIDRRGRFMIAGSWICSALCSAPQMVVFHVEAHPTFTWYEQCIT--FNTFPSFTHELTYSLFGMVMMYWFPLIVIIYTYTSIL
150 PMSKKLLNVARRGKLMLTVAWILATLCSLPQAVIFHVEPHPNVTWYEQCVS--FNFFSTKMHEFTYRVLGMVMMYGLPLIVIVISYACIL

139 PM--SLSQVDRRGRIMLTAAWVMSFLCSMPQAMVFSVQSHPTVTWYEQCIT--WGVLKSHRAEVLYAIFSSSFMYGIPLLIIIFAYGSIV

153 PL----KVHEHRAVLMIAAAWIMSGLCSLPQAFIFHLEGHPNITGYQQCVT--YHYFEEEIYQIIYNVLVMCLMYTFPLIVILYCYGSIY
178 PL----NLSKSRGKIMILIAWAMATLCSAPQPFIFHVEIHPNHTWYEQCVT--YNTFSNDNYHTVYNILVMMFMYALPLLTIICSYASIY
144 PL----KRSYNRGRIMLACAWLGSVVCSIPQAFLFHLEEHPAVTGYFQCVI--FNSFRSDFDEKLYQAASMCSMYAFPLIMFIYCYGAIY
148 PLN---VTWEATVRRAIIVAWVCAGLASLPQSFIFHVEEHPEVKGYNQCVS--YGSLPTEKHEFAYFLVNMILMYVIPLVSTLYCSCAAL
145 PLN---VTWEARVRRALVVSWVGAGLASLPQSFIFHLEEHPDVKGYFQCVS--YGSLPTVHHELAYFLVNMILMYVIPLVSMLYCSSAAL
 12 PFS--VINGIKRNKIMLIFAWISAFIDSLPQIGIFTVASHPCNELLTQCVARDYVGLLDSRYVLIYTIFTALYIYFIPLCVIIYCYSQIH

229 LEIRRRSK------KSEDDKIRRSSIGFLTRAKIRTLKMTVIIIAVFFICWTPYYVMSLWYWIDRNSAYK-------IDQRIQKGLFLFA
220 MEICRRSQ------EKSEDKIRRSSSGFLSRARVRTLKMTITIIAVFIICWTPYYVMSVWYWFDRSSAQK-------VDERIQRALFFFA
244 LEIRRRTR------NPYGDSVTRSSLAFLGKAKVRTLKMTIIIVLVFFVCWTPYYVMCIWYWLDRESAKN-------VDQRIQKALFLFA
222 AEMYRRSK------DTTSDRIRRSSLGFLGRARVRTLKMTIIIVLVFFICWTPYYVMSLWYWIDSVTATK-------VDLRIQKALFLFA
238 GEIIRRYQ------LSPDDSFRRSSLVFLNRARNRTLKMAIIIFVVFFICWTPYYVMCLWYWIDERSAET-------VDHRVQKALFLFA

225 AEIFRRSR------RTGDDVFRRSSLGFLGRAKTRSLKMTLVIVLVFFMCWTPYYIMSVWYWFDRESAEL-------VDERIRSGLFIFA

237 YEIFSRTN------PRNLESFRRSSIDVLGRAKRKTLRMTIMIVIVFVVCWTPYYVMSLWYWLDKESTKN-------VDQRIQKGLFLFA
262 MEIFRHSR------MPNSEGFRRSSIDALSRAKRRTLKMTITIVMAFVICWAPYYVMSVWYWLDQKSAEN-------VDQRVQKGLFLFA
228 LEIYRKSQRVLK--DVIAERFRRSNDDVLSRAKKRTLKMTITIVIVFIICWTPYYTISMWYWLDKHSAGK-------INPLLRKALFIFA
233 FEIIRRAN-------TANDKMRRSGIGLLGRARARTLKMTVTIVLVFFTCWSPYYCYCLWYWIDKESIKN-------LDPALQKAMWLFS
230 LEIIKRAN-------TSNDKMRRSGVGILGRARARTLKMTVTIVLVFFTCWSPYYCYCLWYWIDKESIKN-------LDPAIQKAMWLFS
100 YRLKIRYRLERKGNNIGGMIMSKPHIPKFRKAKIKIVRMTWSIVFFFLLCWTPYYAAATLHFIDIDYKTGRSRKNITIPSMLSKILYMFA

 306 CTNSCMNPIVYGAFNIRDR-----------------------------------------------NKTSARPTTIET-----------R
 297 CTNSSMNPIIYGIFNIRKK-----------------------------------------------NKTPIRTTTIET-----------R
 321 CTNSCMNPVVYGVFNIRARR--------------------------------------------TGRKVSPRVNTIKHTSCIPTPNGDSR
 299 CTNSCMNPIVYGAFNIRK-----------------------------------------------GNKVTR-------------------
 315 STNSCMNPIVYGYFNFRLGRGSGYGATGGRVGQQLHHQNVVALSGNSTGLNSRRGSNSSSIYRNNSNQSMSWKNSLRSGRRNSRETEHLH

 302 CTNSCMNPIVYGAFNVRRGR---------------------------------------------GRALREYPESSRCNS------QPFS

 314 STNSCMNPVVYGVFNVRKKHTKK----------------------------------------------LLKTTHEKS-----------C
 339 CTNSCMNPIVYGIYNVKLRKKKKPDGV------------------------------------KSGQSSVILRNSAKY-----------T
 309 STNSCMNPLVYGLYNIRGRMNNNNPSV------------------------------------NNRHTSLSNRLDSSN-----------Q
 309 CTNSCANPIVYGVFNRNRWNWRAGK----------------------------------------FQNGRCRSGSGRKGS------RLPH
 306 CTNSCANPIVYGLFNRNRWTWRSG------------------------------------------HNVRHRSGSMRRGS------RLPY
 190 TINSSFNAYVYGYFTFNLRDELR-------------------------------------------SLKIFLTAKFKNGS----------

338 VTPLSLSLKLLD------------------------------------------------------------------------------
329 LTPLSLSVKLLD------------------------------------------------------------------------------
367 LPPLEISLKTLE------------------------------------------------------------------------------
323 ----NWDIHTLK------------------------------------------------------------------------------
405 PLPHRNSAQAITNVNGRDDQHQL--HTNSNKTPNVLEDASNSNSKNALTSVICR------------------------------------

341 ARPRSSAPEQLQQVAKWRNEKNT--QLFQLATNGWDRNGKSSFENIELT-----------------------------------------

347 GSHLTMRA----------------------------------------------------------------------------------
382 RHSESIRSSSVW------------------------------------------------------------------------------
352 LMQKQLTNNSLLNGRGQVMAAAV--SATTKLANVVSLKGTANGNGSAAAAGTVPITPPLTVTIAPLATDDEANDDSCLSAVTIRCQDQSP
353 GESTEISAATLSRARHSNGSDHNGRRDSSYANQNGPQKHWNTINNNHVTNGMV-------------------------------------
348 GESMEISAATLNRARNSLGSDRNGRRDSAFNTYNGTQKHWNTINNNHVSNGMV-------------------------------------
227 -SSESQKQSQIN------------------------------------------------------------------------------

    ----------------
    ----------------
    ----------------
    ----------------
    ----------------

    ----------------

    ----------------
    ----------------
440 IRQKCGESIELTSVVK
    ----------------
    ----------------
    ----------------

TM I

TM II TM III

TM IV TM V
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図 S1-1 ( つづき ). (B)  (B) フタホシコオロギの演繹アミノ酸配列と他の昆虫種の AKHR のアミノ酸配列との

アラインメント。 TM I-VII は、膜貫通領域を示す。フタホシコオロギの AKHR は、特に膜貫通領域において

他の昆虫種の AKHR と高い相同性を有していた。(C) フタホシコオロギの AKHR の演繹アミノ酸配列と

他の昆虫種の AKHR のアミノ酸配列をもとに作成した分子系統樹。系統樹作成は近隣結合法を用いた。バーは、

サイトあたりのアミノ酸置換数を示す。ミジンコの RPCHR は、out group として用いた。

G. bimaculatus ( フタホシコオロギ ), HQ709192; Apis mellifera ( セイヨウミツバチ ), AY898652; 

Polyrhachis vicina ( クロアリ ), ADK55068; Tribolium castaneum ( コクヌストモドキ ), EF222290; 

Nasonia vitripennis ( キョウソヤドリコバチ ), NP_001161243; P. americana ( ワモンゴキブリ ), AY286427; 

A. gambiae ( ハマダラカ ), DQ396551; A. aegypti ( ネッタイシマカ ), FN391986; 

D. melanogaster ( キイロショウジョウバエ ), AF077299; B. mori ( カイコガ ), AF403542; M. sexta ( タバコスズメガ ), 

EU440531; Brugia malayi ( マレー糸状虫 ), EDP32748; Daphnia pulex （ミジンコ )red pigment-concentrating hormone receptor

 (RPCHR), ACD75498.

0.1

ミジンコ RPCHR

フタホシコオロギ AKHR

キイロショウジョウバエ AKHR

ハマダラカ AKHR

ネッタイシマカ AKHR
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マレー糸状虫 AKHR
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100
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(E)

図 S1-1 ( つづき ). (E) RT-PCR を用いたフタホシコオロギの AKHR の組織別発現解析。

フタホシコオロギ成虫個体の各種組織 (1: 脂肪体、2: 前腸、3: 中腸、4: 後腸、5: マルピーギ管、

6: 気管、7: 筋肉、8: 卵巣 / 精巣、9: 神経系、10: 血球細胞 ) から調製したトータル RNA を用いた。

コントロールとして EF (elongation factor) を用いた。フタホシコオロギの AKHRは、メス ( 上部 )、

オス ( 下部 ) ともに、脂肪体特異的な mRNA の発現が認められた。

♀

♂

AKHR

AKHR

EF

EF
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T7-anchored sense primer T7-anchored antisense primer

PCR

in vitro transcription
DNase I treatment
Boiling for annealing ssRNA to form dsRNA 

Template cDNA

dsRNA

650 bp

600 bp 

M 1 2 3 4

M:DNA marker (100 bp ladder)

1: PCR product

2: in vitro transcription product

3: PCR product + DNase

4: in vitro transcription product + DNase

500 bp 

pGEM-T

easy vector

AKHR (750bp)

Expression vector

5’ 3’
400 8000 1200 1600 (bp)

フタホシコオロギ AKHR
TM I TM II TM III TM IV TM V TM VI TM VII

dsRNA ターゲット領域 (604 bp)

(F-1)

(F-2)

(F-3)

#1 #2 #3 #1 #2 #3
AKHR-dsRNA EGFP-dsRNA

#1 #2 #3 #1 #2 #3
AKHR-dsRNA EGFP-dsRNA

AKHR

EF

AKHR

EF

dsRNA 投与後 2 日目 dsRNA 投与後 6 日目
(F-4)

図 S1-1 ( つづき ). (F) AKHR-dsRNA の調製および、その投与による AKHR のノックダウンの確認。AKHR の ORF を

コードする領域のうち、約 600 bp をターゲットとして、dsRNA を調製した (F-1, 2)。その後、アガロース電気泳動

により dsRNA の精製度を確認した (F-3)。(F-2) の図で示す TM I-VII は膜貫通領域を示す。 (F-3) の図で示すレーンは、

それぞれ、レーン 1: in vitro transcription に用いたテンプレート cDNA、レーン 2: in vitro transcription 産物、レーン 3: 

Dnase I 処理後のテンプレート cDNA、レーン 4: DNase I 処理後の in vitro transcription 産物。レーン 4 を調製後の dsRNA

としてその後の実験に用いた。 (F-4) 調製した AKHR-dsRNA の経口投与による、ノックダウン効果の確認。AKHR-dsRNA

および EGFP-dsRNA の投与後 2 ( 左 )、6 日目 ( 右 ) の成虫オス個体の脂肪体を RT-PCR のテンプレートとした。# 番号は

各群における別々の個体を示す。コントロールとして EF を用いた。AKHR-dsRNA の投与後 2 日目 ( 左 ) において AKHR

の mRNA の発現が大きく抑制され、投与後 6 日目 ( 右 ) において抑制された発現の回復傾向が見られた。

155



      1  GACCAYCATGAAATGACCGCAATTGTTAATGATACAAAAAGTGCAACTGCATTAGATTTTGTGTTCAGAACTGGTATGATTTTCTGGAGT     90
          D  X  H  E  M  T  A  I  V  N  D  T  K  S  A  T  A  L  D  F  V  F  R  T  G  M  I  F  W  S 

     91  GATGTCAGTGATCAAAGAATTTACAAAGCACCCATTGATGAGGGAAGTGAGCGTACAGTAGTAATAAAAAATGATTTGACAACATCAGAT    180
          D  V  S  D  Q  R  I  Y  K  A  P  I  D  E  G  S  E  R  T  V  V  I  K  N  D  L  T  T  S  D 

    181  GGTCTTGCTGTAGACTGGATTTATAATCACATTTATTGGACAGACACGGGCAAGAATACAATTGAACTTGCAAATTTTGAGGGCAATATG    270
          G  L  A  V  D  W  I  Y  N  H  I  Y  W  T  D  T  G  K  N  T  I  E  L  A  N  F  E  G  N  M 

    271  CGAAAAGTTTTGATTACAGATAAGCTAGAGGAACCTCGAGCTATTGCTGTCAATCCACTTGATGGTTGGATGTATTGGACCGATTGGGGT    360
          R  K  V  L  I  T  D  K  L  E  E  P  R  A  I  A  V  N  P  L  D  G  W  M  Y  W  T  D  W  G 

    361  ACTGAGCCAAAAATTGAGCGTGCTGGAATGGATGGAAATCATCGACAGACAATTGTTTCATATGAAGTGAAATGGCCAAATGGTYTGACA    450
          T  E  P  K  I  E  R  A  G  M  D  G  N  H  R  Q  T  I  V  S  Y  E  V  K  W  P  N  G  X  T 

    451  CTTGATTTGGTGCGCAAACGAGTTTACTGGGTGGATGGAAAATTAAATGTTATATCTTCTTGTAATTACAATGGAAGTGGTCGTCGAGTG    540
          L  D  L  V  R  K  R  V  Y  W  V  D  G  K  L  N  V  I  S  S  C  N  Y  N  G  S  G  R  R  V 

    541  ATTTTGTACTCGCCAGATACCCTCCAGCATCCCTTCTCTATTACAACATTTGAGGATTGGGTCTACTGGACTGACTGGGACAAACAAGCT    630
          I  L  Y  S  P  D  T  L  Q  H  P  F  S  I  T  T  F  E  D  W  V  Y  W  T  D  W  D  K  Q  A 

    631  GTGTATCGTGCCAACAAATTCACTGGCAAAGATGTAGCACCAATTACATCCACACACTCGTTGCAAAATCCCATGGTTATTCACGTMTAC    720
          V  Y  R  A  N  K  F  T  G  K  D  V  A  P  I  T  S  T  H  S  L  Q  N  P  M  V  I  H  X  Y 

    721  CATCCATAYAG                                                                                   731
          H  P  X   

LpR-d1

LpR-d2

図 S1-2. (A) 他昆虫種の LpR との相同性をもとに縮重プライマーを作製し ( 図中矢印 )、

degenerate PCR により、フタホシコオロギの LpR 遺伝子の部分塩基配列を取得した。 

(A)

S1-2  フタホシコオロギの LpR をコードする遺伝子の cDNA クローニングおよびその

ノックダウン個体の調製

・ フタホシコオロギの LpR をコードする遺伝子の cDNA のクローニング ( 図 S1-2 (A、B、C))
・ フタホシコオロギ LpRの mRNA の組織別発現解析 ( 図 S1-2 (D))
・ LpR-dsRNA の調製、および、LpR-dsRNA の投与によるノックダウン個体の調製 ( 図 S1-2 (E))
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 1 -------------------MLLWLLYLVTT-----------------ATLMSSCSSMLVP
 1 -------------------MLLWLLYLVTT-----------------ATLMSSCSSMLVP
 1 --MAWMNS----------LFLICFFAVLVR-----------------SELSDVCSLRQFR
 1 --MAFVHLRSPPSYTPWCLVILCLFAATLVPAAAAAAAAG----SLLALDDSACTLRQFQ
 1 MFVLVGCHRAAPKFCASMWWCI-LICVINIKIFGVSASDNKYQLQATPEADGACSLKQFQ
 1 MSLFVGCQRAAQNICGKMWWFICFLCVINVKTFGAAASNN----TNVVSENGACPMKQFQ

PHS------------EEDEGDGHI-LTP--KEVSRTCSSSEFKCNNGRCIPVHWQCDNEK
PHS------------EEDEGDGHI-LTP--KEVSRTCSSSEFKCNNGRCIPVHWQCDNEK
CNNGRCIPLTWTCEGDDDCGDNSD-ETSPECDVSRTCSETEFKCNNGRCIPVHWQCDNEK
CANGHCIPLTWMCEGEDDCGDNSD-ETNAVCKETRECTDQEFRCNNGRCIPSHWQCDNEK
CANGKCIPLSWVCEGENDCGDNSDENIDECKKESRTCTSSEFRCKTGRCIPLSWRCDNEK
CANGKCIPMTWVCEGDDDCGDNSDESIEECK-ESRTCTSSEFRCKTGRCIPLSWKCDNEK

   69 
   69 
   90 
   113
   119
   115

 DCSDGSDEVPSVCQVKVCSPEEFTCRAMPGECVPLTWMCDDNPDCSDGSDEKACNETCRS
 DCSDGSDEVPSVCQVKVCSPEEFTCRAMPGECVPLTWMCDDNPDCSDGSDEKACNETCRS
 DCSDGSDEIPSVCQVKVCSPEEFTCRAMPGECVSLTWMCDDNQDCSDGSDEKACNETCRS
 DCADGSDEIPQVCQQKKCASDEFTCRTAPGECVPLAWMCDDNPDCSDGSDEKACNETCRS
 DCSDGSDEEPGTCKVEACDPEEFTCRGKHGECVPLTWMCDDNPDCSDGSDEKACNETCRS
 DCSDSSDEDPTVCKVEACGPEEFTCRGKPGECVPLTWMCDDNPDCSDGSDEKACNETCRS

DEFTCGNGKCIQRRWVCDRDDDCGDGSDEQDCPHTPCNAETEFNCSEN-FCITARWRCDG
DEFTCGNGKCIQRRWVCDRDDDCGDGSDEQDCPHTPCNAETEFNCSEN-FCITARWRCDG
DEFTCGNGKCIQKRWVCDRDDDCGDGSDERDCPSTPCNPETEFNCSEN-FCITSRWRCDG
DEFTCANSKCIQQRWVCDRDDDCGDGSDEKDCPKTTCAPETEFNCSDNNMCITARWQCDG
DEFTCGNGKCIQQRWVCDGDDDCGDDSDEVKCPTPTCQPHTHFSCADG-HCISARWRCDG
DEFTCGNGKCIQMRWVCDGDDDCGDDSDEVKCPTPTCQPQSHFSCTDG-QCISAWWHCDG

188
188
209
233
238
234

 DADCPDGSDEVNCTTHSGGANTHSHCLPREFECEDRLTCIHQSWVCDGDKDCPGGSDESA
 DADCPDGSDEVNCTTHSGGANTHSHCLPREFECEDRLTCIHQSWVCDGDKDCPGGSDESA
 DADCHDGSDEIGCTDRP---THTSHCLPREFECEDRLTCVHQSWVCDGDKDCPGGSDESI
 DLDCQDGSDEQGCTSTG----PISHCLPREFECLDRMTCIHQSWVCDGDRDCPDGSDEDV
 DIDCPDGSDEMECVSTP---KTTSPCLSAEFECRDRLTCVHRAWVCDGDRDCPGGDDEAP
 DVDCADGSDEVGCVSTP---KVRSPCISTEFECNDRITCVHRAWVCDGDHDCPDGGDEAL

SRCQ-NVTCRPDQFQCRNRACIPGHLHCSGAPECPDESDEENCTSPAPKCDPRTEFECGG
SRCQ-NVTCRPDQFQCRNRACIPGHLHCSGAPECPDESDEENCTSPAPKCDPRTEFECGG
TRCH-NVTCRPDQFQCRNRACIPGHLHCSGHAECPDESDEENCTSPVPKCDQRTEFECGG
SRCH-NMTCRPDQFQCRNRICIPGHLHCSGHADCSDGSDEENCTSPVPKCDPKTEFECGG
ELCRGNVTCRLDQFQCKDHSCIPGALYCNGDKDCPDGSDEFNCTRSKPVCDKKTEFDCGG
ELCRGNVTCRLDQFQCKDHSCIPGALYCNGVKDCPDGSDEYNCTRQKTICDKRTEFDCGG

   307
   307
   325
   348
   355
   351

 GMCIPIAKVCDKKPDCPNWEDEPTDKCGKNECKENNGGCSQLCVDTPGGYYCDCRRGFKL
 GMCIPIAKVCDKKPDCPNWEDEPTDKCGKNECKENNGGCSQLCVDTPGGYYCDCRRGFKL
 GMCIPLSKVCDKKPDCPNWEDEPGDKCGKNECLENNGGCSQKCADTPGGYYCDCLHGYKL
 GMCIPLSSVCDKKPDCPNWEDEPQEKCGKNECAVNNGGCSQKCVDTPAGYYCDCLPGYKL
 GMCIPLSKSCDKKPDCPDFEDEPRDKCGENECAKNNGGCTQRCVDTPVGYYCDCDKGYKL
 GMCIPLSKVCDKHVDCPNFEDEPRDRCGENECEKNNGGCSQRCVDTPIGYYCDCEKGYKL

MDNRTCDDVNECEVPGTCSQSCINEKGTFKCQCVEGYLRDPRDHTRCKAMEGHASLLFAR
MDNRTCDDVNECEVPGTCSQSCINEKGTFKCQCVEGYLRDPRDHTRCKAMEGHASLLFAR
MDNKTCEDVNECDSPGACSQTCINEKGTFKCQCVEGYLRDPRNHTRCKAMEGHASLLFAR
VDNHTCDDVNECEIPGACSQECINEKGTFKCQCVEGYLRDPRDPTRCKAMEGHASLLFAR
IDNRTCEDIDECADPGACSQMCINEKGTFKCECHAGYARDPRDRTRCKATEGHPSLLFAR
IDNRTCEDIDECADPGSCSQICINEKGTFKCECHTGYARDPRDRTRCKATEGHPSLLFAR

427
427
445
468
475
471

RHDIRKISLDHHEMTAIVNDTKSATALDFVFRTGMIFWSDVSDLKIYKAPIDEGTERTVV
RHDIRKISLDHHEMTAIVNDTKSATALDFVFRTGTIFWSDVSDQKIYKAPIDEGSERTVV
RHDIRKISLDHHEMTAIVNDTKSATALDFVFRTGMIFWSDVSDQKIYKAPIDEGSERTVV
RFDIRKISLDHHEMVAIVNDTKSATALDYVFRTGMIFWSDVADEKIYKAPIDEGSQRTVV
KHDIRKISLDHHEMVAIVNDTKSATALDYVFRTGMIFWSDVNDEKIYKAPIDEGTQRTVV

RHDIRKISLDHHEMTAIVNDTKSATALDFVFRTGMIFWSDVSDLKIYKAPIDEGTERTVVIDGWMFWTDWGTEPKIERAGMDGSHRSTIVSYEVKWPNGLTLDLVKKRVYWVDAKLNVIS
IDGWMFWTDWGTEPKIERAGMDGSHRSTIVSYEVKWPNGLTLDLVKKRVYWVDAKLNVIS
IDGWMFWTDWGTEPKIERAGMDGSHRPTIVSYEVKWPNGLTLDLVKKRVYWVDAKLNVIS
LDGWMYWTDWGTNPKIERAGMDGAHRQTIVSYEVKWPNGLTLDLVKRRVYWVDAKLNVIS
LDGWMYWTDWGQTPKIERAGMDGSHRQTIVSYEVKWPNGLTLDLVRKRVYWVDAKLNTIS
LEGWMFWTDWGQVPKIERAGMDGSHRSTIVSYDVKWPNGLTLDLVRQRVYWVDAKMNTIS

605
605
623
646
653
649

SCNYDGQDRRVILYSPDALQHPFSITTFEDWVYWTDWDKQAVYKANKFNGKDVEPITATH
SCNYDGQDRRVILYSPDALQHPFSITTFEDWVYWTDWDKQAVYKANKFNGKDVEPITATH
ACNYDGKERQVILYSPDSLQHPFSITTFEDWVYWTDWDKQAVYRANKFNGREIAPITATH
SCNYDGSGRRVILYSPEHLQHPFSVTTFEDWVYWTDWDKQAVYKANKFNGKDVSAITATH
SCNYDGSARRVILYSTDVLRHPFSITTFEDWVYWTDWDKTAVYRANKFNGKDVEAITSTH
SCNYDGSGRRLILHSTEVLRHPFSITTFEDWVYWTDWDKTAVHRANKFNGKDVEAITSTH

MLQNPMVIHVYHPYRQPDGENHCQAVNGHCSHLCLPAPQINSRSPKISCACPDGLRLMED
MLQNPMVIHVYHPYRQPDGENHCQAVNGHCSHLCLPAPQINSRSPKISCACPDGLRLMED
MLQNPMVIHVYHPYRQPDGENHCQAVNGHCSHLCLPAPQINSRSPKISCACPDGLRLMAD
MLQNPMVIHVYHPYRQPDGENHCQAVNGHCSHLCLPAAQINAHSPKISCACPDGLQLMQD
TLQNPMVIHVYHPYRQPDGVNHCAAVNGHCSHLCLPAPRIGTHAPRVSCACPNGLRLLPD
TLQNPMVIHVYHPYRQPDGVNHCAAVNGHCSHLCLPAPRFGPNSPRVSCACPNGLKLLPD

725
725
743
766
773
769

RLMCGEETKSTTSSPSVSRSGTSSGSSNPHIPDMTHAN-PSGITEPNHVKNSIMKPPVVM
RLMCGEETKSTTSSPSVSRSGTSSGSSNPHIP-------------------------VVM
GLMCGEEAKSTTLSPSSSGSGSSSRSSNPQGSNVHPVNGSHGIPPHHNTSTTDNPLVGVM
GLMCAEAASPNES-----------------------------------------------
NQMCVEDNAIKQDVDVQKPLTSTKATIINEEK------------------------PVTS
DQMCVED----------------------------------------------------S

NTTLHKPY-LEPSMEEDSGLVAGIVIAVVTIVLILAALIAFVVYRHYLHRNVTSMNFDNP
NTTLHKPY-LEPSMEEDSGLVAGIVIAVVTIVLILAALIAFVVYRHYLHRNVTSMNFDNP
NTSMNKTYPMDSNLEEDSGLVAGIVIAVVTIVLILLGLIAFVVYRHYLHRNVTSMNFDNP
TTKLVAEPEAFPIEDADSGMVAGIVIGVVTVILILAAIVALVVYRHYLHRNVTSMNFDNP
IPDTPKTSTGISNNGRDAGVIAGIVVGVISGIIILAAVIAVVMYRHYVHRNVTSMNFDNP
VPETPKVGTEISNSGRDAGVVAGIVVAVISGVLLLAAVIAGVMYRHYVHHNVTSMNFDNP

843
819
863
839
869
837

VYRKTTEDQFSLEKNQYQP-QRIYPATVGEEAQEPLTSPGTNDYV---- 887
VYRKTTEDQFSLEKNQYQP-QRIYPATVGEEAQEPLTSPGTNDYV---- 863
VYRKTPEDQFSLEKNQYQP-TKIYPSTVGEEAQEPLTSPGTNDYV---- 907
VYRKTTEDQFSLEKNQYQP-QRIYPATVGEEAHEPLTSPGTNDYV---- 883
VYRKTTEDHFALEKNGYAPGSKLYPSTVGEEAQEPLNTSGTNDFV---- 914
VYRKTTEDQFALEKNGYAPGSKLYPSTVGEEVRALTAMECTLNIQNSLR 886

  
 

A

B

C

ED

F

LpR-d2

  1 ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

 ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

  ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
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 チャバネゴキブリ Long form
チャバネゴキブリ Short form
マデラゴキブリ
トノサマバッタ
ハチノスツヅリガ
カイコガ　(Isoform 1)

フタホシコオロギ

 チャバネゴキブリ Long form
チャバネゴキブリ Short form
マデラゴキブリ
トノサマバッタ
ハチノスツヅリガ
カイコガ　(Isoform 1)

フタホシコオロギ

 チャバネゴキブリ Long form
チャバネゴキブリ Short form
マデラゴキブリ
トノサマバッタ
ハチノスツヅリガ
カイコガ　(Isoform 1)

フタホシコオロギ

 チャバネゴキブリ Long form
チャバネゴキブリ Short form
マデラゴキブリ
トノサマバッタ
ハチノスツヅリガ
カイコガ　(Isoform 1)

フタホシコオロギ

 チャバネゴキブリ Long form
チャバネゴキブリ Short form
マデラゴキブリ
トノサマバッタ
ハチノスツヅリガ
カイコガ　(Isoform 1)

フタホシコオロギ

 チャバネゴキブリ Long form
チャバネゴキブリ Short form
マデラゴキブリ
トノサマバッタ
ハチノスツヅリガ
カイコガ　(Isoform 1)

フタホシコオロギ

 チャバネゴキブリ Long form
チャバネゴキブリ Short form
マデラゴキブリ
トノサマバッタ
ハチノスツヅリガ
カイコガ　(Isoform 1)

フタホシコオロギ

LDGWMYWTDWGTEPKIERAGMDGNHRQTIVSYEVKWPNGXTLDLVRKRVYWVDGKLNVIS
 チャバネゴキブリ Long form

チャバネゴキブリ Short form
マデラゴキブリ
トノサマバッタ
ハチノスツヅリガ
カイコガ　(Isoform 1)

フタホシコオロギ

LpR-d1
---------DHHEMTAIVNDTKSATALDFVFRTGMIFWSDVSDQRIYKAPIDEGSERTVV

図 S1-2 ( つづき ). (B) フタホシコオロギの LpR 遺伝子の演繹アミノ酸配列と他の昆虫種の LpR のアミノ酸配列

とのアラインメント。フタホシコオロギの LpR 遺伝子の演繹アミノ酸配列は、他の昆虫種の LpR と高い

相同性を有していた。図中に示す二重線は、YWTD モチーフを示す。図中に示す線は、各ドメイン

(A: Putative signal peptide、B: Ligand-binding domain、 C: EGF-precursor domain、D: Putative O-glycosylation domain、

E: Transmembrane domain、F: Intracellular domain) を示す。チャバネゴキブリ (Blattella germanica) Long form: 

CAL47125、チャバネゴキブリ Short form: CAL47126 、マデラゴキブリ (Leucophaea maderae): BAE00010、

トノサマバッタ (Locusta migratoria): CAA03855 、ハチノスツヅリガ (Galleria mellonella): ABF20542、

カイコガ (Bombyx mori) isoform 1: NP_001104808。

(B)
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

LpR

EF

LpR 

EF

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

ハチノスツヅリガ LpR

ヒト LDLR

マウス LDLR

ネッタイシマカ VgR

マデラゴキブリ VgR

ワモンゴキブリ VgR

フタホシコオロギ LpR

トノサマバッタ LpR

カイコガ LpR isoform 1

マデラゴキブリ LpR

チャバネゴキブリ LpR Long form

チャバネゴキブリ LpR Short form

0.1

(C)

(D)
♀

♂

図 S1-2 ( つづき ). (C) フタホシコオロギの LpR の演繹アミノ酸配列と、他の昆虫種の LpR のアミノ酸配列、

および VgR (Vitellogenin receptor: ビテロジェニン受容体 ) と、哺乳類の LDLR (low density lipoprotein 

receptor: LDL 受容体 ) のアミノ酸配列を基にして作成した系統樹。フタホシコオロギの LpR は、他の昆虫種

の LpR と同じクレードに属していた。ヒト LDLR (Homo sapiens LDL receptor): NP_000518、マウス LDLR

 (Mus musculus LDL receptor): NP_034830、ネッタイシマカ VgR (Aedes aegypti vitellogenin receptor):  AAK15810、

マデラゴキブリ VgR (Leucophaea maderae vitellogenin receptor): BAE93218 、ワモンゴキブリ VgR (Periplaneta 

americana vitellogenin receptor): BAC02725、トノサマバッタ LpR (Locusta migratoria lipophorin receptor):

CAA03855 、ハチノスツヅリガ LpR (Galleria mellonella lipophorin receptor): ABF20542、カイコガ LpR isoform 1

(Bombyx mori lipophorin receptor isoform 1): NP_001104808、マデラゴキブリ LpR (Leucophaea maderae 

lipophorin receptor): BAE00010、チャバネゴキブリ LpR Long form (Blattella germanica lipophorin receptor 

Long form): CAL47125、チャバネゴキブリ LpR Short form (Blattella germanica lipophorin receptor Short form): 

CAL47126。 (D) RT-PCR を用いたフタホシコオロギの LpR の組織別発現解析。フタホシコオロギ成虫の

各種組織 (1: 脂肪体、2: 前腸、3: 中腸、4: 後腸、5: マルピーギ管、6: 気管、7: 筋肉、8: 神経系、

9: 卵巣 / 精巣、10: 血球細胞 ) から調製したトータル RNA を用いた。コントロールとして EF を用いた。

フタホシコオロギの LpR は、成虫メス (A) では脂肪体、中腸、卵巣に、成虫オス (B) では脂肪体、中腸、

筋肉に mRNA の発現が認められた。
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500 bp 

100 bp
dsRNA ターゲット領域 (626 bp)

5’ UTR 3’ UTRA FEDB C
4269 bp

トノサマバッタ LpR

フタホシコオロギ LpR

M 1 2 3 4

(E-1)

(E-2)

LpR 

EF 

#1 #2 #1 #2
EGFPRNAiLpRRNAi

(E-3)

図 S1-2 ( つづき ). (E) LpR-dsRNA の調製および、その投与による LpR のノックダウンの確認。

(E-1) LpR-dsRNA の調製のターゲットとした領域 。トノサマバッタの LpR と対応させて示した。

フタホシコオロギの LpR において、実線はクローニング済の配列、点線は未取得の配列を示す。

A-F は各ドメイン (A: Putative signal peptide、B: Ligand-binding domain、 C: EGF-precursor domain、

D: Putative glycosylation domain、E: Transmembrane domain、F: Intracellular domain) を示す。 (E-2)

アガロース電気泳動による調製した LpR-dsRNA の確認。レーンはそれぞれ、レーン 1: in vitro 

transcription に用いたテンプレート cDNA、レーン 2: in vitro transcription 産物、レーン 3: DNase I

処理後のテンプレート cDNA、レーン 4: DNase I 処理後の in vitro transcription 産物である。

レーン 4 を調製後の dsRNA としてその後の実験に用いた。 (E-3) RT-PCR を用いた LpR の

ノックダウンの確認。LpR-dsRNA および EGFP-dsRNA の投与後 2 日目 ( 上部 )、3 日目 ( 下部 ) の

成虫メス個体の脂肪体由来の RNA を RT-PCR のテンプレートとした。# 番号は各群における別々の

個体を示す。コントロールとして EF を用いた。LpR-dsRNA の投与後 2 日目において LpR の

mRNA の発現が大きく抑制された。

dsRNA 投与後 2 日目
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24 ANNLQAAATQFNEKAAQLSGDAQTAVRQAAQHLEQQVTNLRQQF-PDGAQAADKLKTSIESALAEARR-VQEAVQPHADA

1 ----------------------------------------------------TIQNALPSQ-----EEVRTQLQTHAQTF

      1  ACCATCCAGAACGCGCTGCCTTCGCAGGAGGAAGTGCGCACGCAACTGCAGACCCATGCCCAGACCTTTGCCAACAACCTGCAAGCTGCT     90
          T  I  Q  N  A  L  P  S  Q  E  E  V  R  T  Q  L  Q  T  H  A  Q  T  F  A  N  N  L  Q  A  A 

     91  GCCACCCAGTTCAACGAGAAGGCCGCCCAGCTGTCCGGCGACGCCCAGACGGCGGTGCGCCAGGCCGCCCAGCACCTCGAGCAGCAAGTG    180
          A  T  Q  F  N  E  K  A  A  Q  L  S  G  D  A  Q  T  A  V  R  Q  A  A  Q  H  L  E  Q  Q  V 

    181  ACCAACCTGCGCCAGCAGTTCCCCGACGGCGCCCAGGCCGCCGACAAGCTGAAGACGTCCATCGAGAGCGCGCTGGCCGAGGCACGCCGC    270
          T  N  L  R  Q  Q  F  P  D  G  A  Q  A  A  D  K  L  K  T  S  I  E  S  A  L  A  E  A  R  R 

    271  GTGCAGGAGGCCGTGCAGCCCCACGCAGACGCCGTCGCAGAGTCCCTCAAGACTGCCGCGCGCACCGCCGTCGAGCAGGCTACCGTCATC    360
          V  Q  E  A  V  Q  P  H  A  D  A  V  A  E  S  L  K  T  A  A  R  T  A  V  E  Q  A  T  V  I 

    361  ACCAACCAGGTGCAGCAGTCTGTGCAGCAGGCCGCCAACGCCCATTAAACGGTGTGTGCAGTGCAGCAGGCCGCCGCCGCCACGCTGACC    450
          T  N  Q  V  Q  Q  S  V  Q  Q  A  A  N  A  H  * 

    451  TGGCCACCGCTCTCTAGCGGCGGCTGCTCCAGCGGCAGAGAGCGCGCCGACCGCCGCGCCGTACCACGCCACGCGCATGCGCTTGCGACT    540
          

    541  CGCCCCTCGCCCCTCCGCCATCTTGTGTAACTTGGGCGCTAGCGCGGCTGTCGCAGTGTTCTCTGCTATAATATTTTCCAAAGATAATAA    630
          

    631  AGGCGTTTTCTATT(A)
n
                                                                       

 
     671

1 -MVAKLFVLVACIALSHAAMVRRDAPPANTL----LQDIEKHAAEFHKTFSEQLNSIANSK---NTQEVNKAIKEGSDSV
1 -MAAKLFVLVACIALSHAAMVRRDAPPANTL----LQDIEKHAAEIHKTFSEQLNSIANSK---NTQEVNKAIKDGSDSV
1 -MAAKLLVLVACIALSHAGMVRRDAPPS--P----LQDIEKHAAEFQKTFSEQFNSLVNSK---NTQELNKALKDGSDSV
1 -MAAKFIILLALFALSQASVVRRDAPLAN-F----LQDLEKRAADIQKTFSEQFQAISNSK---NVQDVNKAVKESSDVV
1 -------------------MVRREAPAGSTQ----LQDLEKHAQEFQKEFSKQLNSLASSK---NTQELQKALKDGSDSV
1 MAAKFVVVLAACVALSHSAMVRRDAPAGGNA----FEEMEKHAKEFQKTFSEQFNSLVNSK---NTQDFNKALKDGSDSV
1 MAAKYVFVVAACSALAQAGIVRRDASTP-------LQDLEKHAAEFQKTFSEQLNAFTNSK---DTKEFNTALKEGSDSV
1 -MAAKFVVLFACIALAQGAMVRRDAPDF-------FKDIEHHTKEFHKTLEQQFNSLTKSK---DAQDFSKAWKDGSESV
1 -MAAKFIVLFACIALAQGAMVRRDAPDV-------FKDIEHHAKEFQKTFEQQFNSLTKSK---DAQDFSKAWKDGSDSV
1 MAKLMFMILAVCLVQVTLARVTREAPAQPEE-NTFFKTLSLIQQKAHDALTGLNQSVLKSLGFQSNDEVVETIQKNTNKY
1 MAKLVFIVLALCLVQVSLARVTRDAPAPPAEENQFLKSLSEFGQKFQTALADTQQSVLKALGFQSNEEVVETIQKNTGKY
1 MAKLVLIVLALCAVQGSFAMVRRDAPAAPAEEPNFFQSIMSIKDKIEGVFQETQQNVLKSLGFQSNEEVVQTIQTNTNQY
1 MAKLVYVVLALCIVQGSFAFVRRDAPVAPVEENNFFKNLLEVGGKIQEAFTETQQSVLKSLGFQSNDEVVQTIQKNTNQY
1 MKVIIALVAALACMQVMEARVRRDAGTTGAD----FNSLFEAAQRHFQNLTATIQNALPSQ-----EEVRTQLQTHAQTF
1 --MAKIFVFVVALIALQGVCAKPKAKQQEKS------TLEELAAQTQVLVNNVTQTLGIKELP-DSKKVVEVLNTNAQNL
1 -----MNTLLAVLMLAVAAQARPDAAGH--------VNIAEAVQQLNHTIVNAAHELHETLGLPTPDEALNLLTEQANAF

73 LQQLSALSSSLQNAMTDANAKAKTALEQARQNLEKTAEDLRKAH-PDVERQAGELRNRLQAAVQYTAQEVQKLAKEVASN
73 LQQLSALSSSLQSAMTDANAKAKTALEQARQNLEKTAEDLRKSH-PDVERQAGELRTKLQAAVQNTAQEVQKLAKEVASN
71 LQQLSAFSNSLQGALNDANGKAKTALEEARANLEKTAEELRKAH-PEVEKQAGALREKLQAAVQNTVQETQKLVKEVASN
72 LKQLSTLSSSLQSALTDANGKAKEALEQTRQNLEKTAEELRRAH-PDVEKQANQLRDKLQAAVQSTLQETQKLAKEVAAN
55 LQQISVLSSSLQSALVDANGKAKEALEKTRAELQKTAEQLRAAH-PDVEAKAHELRDTLVAAVQGAPRHSEGLAKEVAAN
74 LQQLSAFSSSLQGAISDANGKAKEALEQARQNVEKTAEELRKAH-PDVEKEANAFKDKLQAAVQTTVQESQKLAKEVASN
71 LQQLNALASSLQKALNDANGKAKEALEQTRTNLERTAEELRRAH-PDVERQAGALRDRLQTAVQATVQETQKLAKTVGAN
70 LQQLNAFAKSLQGALGDANGKAKEALEQSRQNIERTAEELRKAH-PDVEKNATALREKLQAAVQNTVQESQKLAKKVSSN
70 LQQLNAFAKSLQGALGDANGKAKEALEQSRQNIERTAEELRKAH-PDVEKNATALREKLQAAVQNTVQESQKLAKKVSSN
80 VEQLKTVQASLDEELKKHSGILDPVVKQLNEKIEETRKSLTEKN-PELVQKAQEYQESVQTRIQSLLTEAQKTGEQLKES
81 VDQLKTIQATIQEEAAKHSNIFDPIVKDLNAQIAQTRQKLSEQN-PELVQKAQVYQQTVQANIQSLATEAQKAGERIKEE
81 VERLRSVQGVIEEEVKKNSDIFEPILKDLNTKLAQTTATLSEQN-PEVVQKAKEYQAQVQSNVQALVAEAQKTVEKLKED
81 VEQLRTVQGTIAEELKKHSDVFEPLVKDLNAKLAETTATLSQQN-PEVVQKAKEYQEQVQANLQSLVSEAQKTVEKLKED
72 ANNLQAAATQFNEKAAELSGDAQTAVRQAAQQLEQQVSNLRQQF-PDGAQAADKLKASIESALAEEARRVQEAVQPHADA
72 ANHVQEIVEKLKTEAKAHQPEVDNVIKQVEQKLSETAATLQQAAGPEATAKAKELKKNLDDGLKTAVAQVEKLVKAVEPD
68 KTKIAEVTTSLKQEAEKHQGSVAEQLNAFARNLNNSIHDAATSL------NLQDQLNSLQSALTNVGHQWQDIATKTQAS

152 VEETNEKLAPKLKEAYENFSKHVEEVQKKVHEAASKQ------
150 VETTNQKLAPKIKEAYDDFVKQAEQVQKKLHEAASKQ------
151 MEQTNEKLAPKIKEAFEDFVKQAEAVQKKVHDAATKQ------
134 LDTANQKLAPKIKEAYEAFAKNAAEVQKKIADAASKQ------
153 MEETNKKLAPKIKQAYDDFVKHAEEVQKKLHEAATKQ------
150 LEETNKKLAPQIKSAYDDFVKQAQEVQKKLHEAASKQ------
149 VQETNEKLAPKIKAAYDDFAKNTQEVIKKIQEAANAKQ-----
149 VQETNEKLAPKIKAAYDDFAKNTQEVIKKIQEAANAKQ-----
159 SRGATEQVQTALKQLYDATVDTLQKTVKELEPTKQDQP-----
160 GRGASEQLQAALKQLYDVTFQTLQKTTQELEPKKEGSR-----
160 TRVPTENIQDALKKLYDYTFETLTKTANELKPKN---------
160 TRAPNEELQKALKQIYDSTFETLTKTVNELKPKN---------

102 VAES---LKTAARTAVEQATVITNQVQQSVQQAANAH------

151 VAES---LKTAARTAVEQATVITNQVQQSVQQAANAH------
152 ATKAKTDIQNAAQTLLNQIAEVSNNLQAQVKQTIAEHEKTHKN
142 AQEAWAPVQSALQEAAEKTKEAAANLQNSIQSAVQKPAN----

(A)

152 VESTNEKLAPKLREAYENFSKHVEEVQKKVHEAANKQ------

(B)
フタホシコオロギ
シロイチモジヨトウ
トビイロウンカ
キンウワバ
アメリカシロヒトリ
コナガ
タバコスズメガ
ハチノスツヅリガ
カイコ
クワコ
ネッタイシマカ
ネッタイイエカ
ハマダラカ
シナハマダラカ
ヨーロッパイエコオロギ
コクヌストモドキ
トノサマバッタ

フタホシコオロギ
シロイチモジヨトウ
トビイロウンカ
キンウワバ
アメリカシロヒトリ
コナガ
タバコスズメガ
ハチノスツヅリガ
カイコ
クワコ
ネッタイシマカ
ネッタイイエカ
ハマダラカ
シナハマダラカ
ヨーロッパイエコオロギ
コクヌストモドキ
トノサマバッタ

フタホシコオロギ
シロイチモジヨトウ
トビイロウンカ
キンウワバ
アメリカシロヒトリ
コナガ
タバコスズメガ
ハチノスツヅリガ
カイコ
クワコ
ネッタイシマカ
ネッタイイエカ
ハマダラカ
シナハマダラカ
ヨーロッパイエコオロギ
コクヌストモドキ
トノサマバッタ

図 S1-3 (A) フタホシコオロギの ApoLp-III 遺伝子の部分塩基配列およびその演繹アミノ酸配列。 矢印は cDNA

クローニングに用いたプライマーを示す。(B) フタホシコオロギの ApoLp-III 遺伝子の部分塩基配列の演繹アミノ酸配列

と、他昆虫種の ApoLp-III のアミノ酸配列とのアラインメント。

Gryllus bimaculatus ( フタホシコオロギ )、KC684976; Spodoptera exigua ( シロイチモジヨトウ )、AEW24424; Nilaparvata lugens ( トビイロウンカ )、

ADE34171; Trichoplusia ni ( キンウワバ )、ABV68867; Hyphantria cunea ( アメリカシロヒトリ )、AAQ24031; Plutella xylostella ( コナガ )、ADK78218;

 Manduca sexta ( タバコスズメガ )、AAA29300; Galleria mellonella ( ハチノスツヅリガ )、CAA07363; Bombyx mori ( カイコ )、NP_001037078; Bombyx 

mandarina ( クワコ )、AAB02851; Aedes aegypti ( ネッタイシマカ )、XP_001659524; Culex quinquefasciatus ( ネッタイイエカ )、EDS29975; Anopheles 

gambiae ( ハマダラカ )、ADM86753; Anopheles sinensis ( シナハマダラカ )、ADN52300; Acheta domesticus ( ヨーロッパイエコオロギ )、AAA64737; 

Tribolium castaneum ( コクヌストモドキ )、EFA05722; Locusta migratoria ( トノサマバッタ )、AAA29282。

S1-3  フタホシコオロギの ApoLp-III をコードする遺伝子の cDNA クローニングおよびその

ノックダウン個体の調製

・ フタホシコオロギの ApoLp-III をコードする遺伝子の cDNA のクローニング ( 図 S1-3 (A、B、C))
・ フタホシコオロギ ApoLp-III の mRNA の組織別発現解析 ( 図 S1-3 (D))
・ ApoLp-III-dsRNA の調製、および、ApoLp-III-dsRNA の投与によるノックダウン個体の調製 ( 図 S1-3 (E))
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0.1

アメリカシロヒトリ

ハチノスツヅリガ

キンウワバ

シロイチモジヨトウ

トビイロウンカ
100

47

タバコスズメガ

カイコ

クワコ
100

64

26

15

コナガ

コクヌストモドキ

フタホシコオロギ

ヨーロッパイエコオロギ
100

69

ネッタイシマカ

ネッタイイエカ
89

ハマダラカ

シナハマダラカ
99

100

42

トノサマバッタ

ヒト(Apolipoprotein-AI)
25

100

54

ApoLp-III

EF

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

(C)

(D)

図 S1-3 ( つづき ). (C) フタホシコオロギの ApoLp-III の演繹アミノ酸配列と他の昆虫種の ApoLp-III

のアミノ酸配列をもとに作成した分子系統樹。系統樹作成は近隣結合法を用いた。バーは、サイトあたり

のアミノ酸置換数を示す。ヒトの Apolipoprotein-AI は、out group として用いた。 (D) RT-PCR を用いた

フタホシコオロギの ApoLp-IIIの mRNA の組織別発現解析。フタホシコオロギのオス成虫の各種組織 

(1: 脂肪体、2: 前腸、3: 中腸、4: 後腸、5: マルピーギ管、6: 気管、7: 筋肉、8: 神経系、9: 精巣、10: 血球

細胞 ) から調製したトータル RNA を用いた。コントロールとして EF (elongation factor) を用いた。

フタホシコオロギの ApoLp-IIIは、脂肪体特異的に mRNA の発現が認められた。
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100 bp

dsRNA ターゲット領域 (323 bp)

5’ UTR 3’ UTR
884 bp

ヨーロッパイエコオロギ ApoLp-III

フタホシコオロギ ApoLp-III

シグナルペプチド

M 1

500 bp

ApoLp-III

EF

#1 #2 #1 #2
ApoLp-IIIRNAi EGFPRNAi

M
(dsRNA投与後日数(日))0 2 4 6 0 2 4 6 0 2 4 6

#1 #2 #3 M
0 2 4 6 0 2 4 6 0 2 4 6

#1 #2 #3

ApoLp-III

(E-2)

(E-3)

(E-4)

(E-1)

ApoLp-IIIRNAi EGFPRNAi

図 S1-3 ( つづき ). (E) ApoLp-III のノックダウン個体の調製、および、ApoLp-III-dsRNA の投与による、

ApoLp-III のノックダウンの確認。 (E-1) ApoLp-III-dsRNA の調製のターゲットとした領域。

ヨーロッパイエコオロギの ApoLp-III と対応させて示した。 フタホシコオロギの ApoLp-III において、

実線はクローニング済の配列、点線は未クローニングの配列を示す。 (E-2) アガロース電気泳動による

調製した dsRNA の確認。M は分子量マーカー (100 bp ladder) を示す。レーン 1 は、DNase I 処理後の

in vitro transcription 産物であり、調製後の dsRNA としてその後の実験に用いた。 (E-3) フタホシコオロギの

成虫オス個体への、ApoLp-III-dsRNA の投与により、投与後 2 日目に、ApoLp-III の mRNA の発現が

大きく抑制された。(E-4) ApoLp-III-dsRNA を 2 日毎に投与し、投与開始後 6 日目までの、体液中の

遊離 ApoLp-III レベルの変動を Native-PAGE 解析したところ、体液中の遊離 ApoLp-III レベルの漸次的な

減少が見られた。# 番号は、各群における別々の個体を示す。
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          10        20        30        40        50        60        70        80        90       100
  GACTGSAGAGCGTGGTGCGGCATCGTATTTGCGTTTTGATCTGATTCCAGTCTCAGCCAAAACTTCACCATGTCTCTCGAAGAGCAATTTCAACAAGCTG
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　  M  S  L  E  E  Q  F  Q  Q  A  

         110       120       130       140       150       160       170       180       190       200
  CAGAGGATGTGAAGAAACTGGCCAAAACCCCTTCAGATGATGAACTTCTTGAAATCTATGCTTTATTCAAGCAAGGCACAGTTGGTGATGTCAACACCGC
  A  E  D  V  K  K  L  A  K  T  P  S  D  D  E  L  L  E  I  Y  A  L  F  K  Q  G  T  V  G  D  V  N  T  A

         210       220       230       240       250       260       270       280       290       300
  TAGACCAGGAATGTTGGATTTCAAAGGAAAGGCCAAGTGGGATGCTTGGGATTCAAAGAAAGGCATGTCAACCGATGCAGCTAAAGAGGCTTACATTGCA
    R  P  G  M  L  D  F  K  G  K  A  K  W  D  A  W  D  S  K  K  G  M  S  T  D  A  A  K  E  A  Y  I  A 

         310       320       330       340       350       360       370       380       390       400
  AAAGTGAAGCAGCTGATAGAAACATATGGAAAGAACTGAATTATTTCTCTGTAAGAAGTTTCTCTGTTGTGAGAAATGGGGCACATCCTATTACTGTGTA
   K  V  K  Q  L  I  E  T  Y  G  K  N  *  

         410       420       430       440       450       460       470       480       490       500
  CACAAGTGTGAATGCTCAATTATATGCAACTTAAATACTGTATAGAAAATGCCCAACTTTACTGTTTTTGGATTTTTATAATATCTTGTACTGGCAAGAA
 

         510       520       530       540       550       560       570
  AAATTAAACTATTGAATAAATCTTTTTTTAAAGTTGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
 

図 S1-4. (A) サブトラクション法にて得られた、クローン a-24 の部分塩基配列およびその演繹アミノ酸配列。 

下線はポリ A 付加シグナルを示す。(B) フタホシコオロギのクローン a-24 の部分塩基配列の演繹アミノ酸配列と、他の

昆虫種の ACBP のアミノ酸配列とのアラインメント。(C) フタホシコオロギのクローン a-24 の部分塩基配列の演繹アミノ酸

配列と、他の昆虫種の ACBP のアミノ酸配列をもとに作成した分子系統樹。系統樹作成は近隣結合法を用いた。バーは、

サイトあたりのアミノ酸置換数を示す。ヒトの FABP (Fatty acid binding protein) は、out group として用いた。

Tribolium castaneum ( コクヌストモドキ )、XM_969720; Apis mellifera ( セイヨウミツバチ )、XM_003250461; Nasonia vitripennis 

( キョウソヤドリコバチ )、XM_003426292; Anopheles gambiae ( ハマダラカ )、XM_308405; Culex quinquefasciatus ( ネッタイイエカ )、

XM_001845341.1; Drosophila melanogaster ( キイロショウジョウバエ )、NM_001258837.1; Rhodnius prolixus ( オオサシガメ )、ABY47892.1;

Bombyx mori ( カイコ )、NP_001037022.1; Helicoverpa armigera ( オオタバコガ )、ABK29477.1; Homo sapiens FABP ( ヒト Fatty acid 

binding protein)、 AAC99800.1。

S1-4 サブトラクション法により得た候補遺伝子の cDNA クローニングおよびそれらのノックダウン個体の調製

(A)

(B)

0.1

ヒト FABP
オオタバコガ ACBP

カイコ ACBP
セイヨウミツバチ ACBP

キョウソヤドリコバチ ACBP
61

オオサシガメ ACBP
キイロショウジョウバエ ACBP

ハマダラカ ACBP
ネッタイイエカ ACBP

99
61

75

24

フタホシコオロギ ACBP
コクヌストモドキ ACBP

63

93

84

フタホシコオロギ

コクヌストモドキ

セイヨウミツバチ

キョウソヤドリコバチ

ハマダラカ

ネッタイイエカ

キイロショウジョウバエ

オオサシガメ

カイコ

オオタバコガ

フタホシコオロギ

コクヌストモドキ

セイヨウミツバチ

キョウソヤドリコバチ

ハマダラカ

ネッタイイエカ

キイロショウジョウバエ

オオサシガメ

カイコ

オオタバコガ

(C)

・ サブトラクション法により得た候補遺伝子の cDNA のクローニング ( 図 S1-4 (A、B、C、E、F、G))

・ クローン a-24 (ACBP) の mRNA の組織別発現解析 ( 図 S1-4 (D))
・ サブトラクション法により得たクローンのノックダウン個体の調製 ( 図 S1-4 (H))

 1 MSLEEQFQQAAEDVKKLAKTPSDDELLEIYALFKQGTVGDVN-TARPGMLDFKGKAKWDAWDSKKGM
 1 MSLDERFKKAADDVQKLKSKPSNDDLLEIYALFKQGSVGDCN-TDRPGMLDLKGKAKWDAWNGKKGM
 1 MTLDEKFKKAAEEVKELSAPASDADLLELYSLYKQATIGDCN-TSKPGMLDFKGKAKWDAWDKRKGM
 1 MSLDENFNKAAEEVKELASSPADADLLELYALYKQATVGDCN-TSRPGMLDFKGKAKWDAWNGKKGM
 1 MSLQENFDKAVENVKNLNATPADADLLEIYGLFKQATVGDCN-TEKPGFLDFKGKSKWEAWNGRKGM
 1 MS----FEKAVEDVKNLNATPADADLLEVYGLYKQATVGDCN-TAKPGLLDFKGKSKWEAWNGRKGM
 1 MSELQEFNQAAEDVKNLNTTPGDNDLLELYSLYKQATVGDCN-TDKPGFLDFKGKAKWEAWNNRKGM
 1 MTEEG-FLKAVEDVKNLEKTPTDEELLEIYALYKQATTGDCN-TSKPGMFDFKGKAKWEAWNGKKGV
 1 MSLQEKFDQAAANVKNLKALPTYAQLLNLYAHFKQATVGDADPANRPGLLDLKGKAKFDAWHKLAGT
 1 MSLDEQFSKVATSVRNWKTTPSNDENLALYSLYKQATIGDVNIAEPSGMVEN---AKFKAWSGRKGI

67 STDAAKEAYIAKVKQLIETYGKN------------------- 
67 SQDKAKEEYIAKVESLIQSIGLQ------------------- 
67 SQDAAKEQYIHKVEELISIIGKNTTTTGSTETCECIERSKVS 
67 SQEEAKKLYIEKVEALIASIGKK------------------- 
67 SQEDAKQAYVDKVQKLIDQHGLK------------------- 
63 TQDEAKQAYVDKVAQLVEQHGLK------------------- 
67 SNTDAQAAYITKVKALIAAVGLKS------------------ 
66 SQSEAKESYVEKVKSLIASYGLKL------------------ 
68 SKEDAQKAYIEIVEGLIASIGLKE------------------ 
65 SQDDAKKQYIELAEKLAPKFA--------------------- 
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図 S1-4 ( つづき ). (D) RT-PCR を用いたフタホシコオロギのクローン a-24 (ACBP) をコードする

mRNA の組織別発現解析。フタホシコオロギ成虫オス通常個体の各種組織 (1: 脂肪体、2: 前腸、

3: 中腸、4: 後腸、5: マルピーギ管、6: 気管、7: 筋肉、8: 精巣、9: 神経系、10: 血球細胞 )

から調製したトータル RNA を用いた。コントロールとして EF (elongation factor) を用いた。

フタホシコオロギの a-24 は、全身に mRNA の発現が認められた。

a-24 (ACBP)

EF

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

(D)
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1 --NNMRKILLLFCIAWFSNEGLSLSLDPVASNELETHIKN-DFIISLRHIRPRRKFRLSIEALFMIDFPTAKNKFSFYLDRKGKRVTVDINSNANTYSKY
1 ----------------------------------------------------------------------------------------------------
1 MNWTRVLLIGLTALALTFVDVASLSLDPVASAELEQFIRKGDVVISTRHIRPRRKLHISIEALFMIDFPMLKHKMSFFLDRKQQRVTLDISANGATESRN
1 ---MRGVATIVLFVALATISSSSLAPDEGLTKTLEKVLMDDKFAITVDHVKSRKKPTNSIETFFAAESFNAKSKLVAMIDRRSKRIILETVQDNQPRREH
1 --MRVIITLIITIFFLVYVVDSSITRDEDLEKNLRERWNDDFVIVFSNIKSKKKQFQVMVEVLLTIKYE--KSKMVLMLDRRAKRVILENIDEVGHRVAQ

 98 LEIPG-----MNETTTIR--SLAILFSHNSLVLFIDCKEGARLDLDIDISKLYLNQDDPNVKLFRERKYPLHLD------------------SSVENALS
  1 ----------------------------------------------------------------------------------------------------
101 FEIPN-----INETSTIR--SLALQFSKNRITLHVDCKASTHHDIDMNLAKLYTQMDDPVIKLFRERKYPLHFD------------------GDMEHSLQ
 98 IVADS-----LDISEPFRNLVLIVDQRAQKVQVYVDCKLQGEIALRRSLKQMAQHAGDLPLEVFRERRYRTRIY------------------GSGE----
 97 YINMDNLNVNSNFPSKNVIFLVHQSQPGARMAVYIDCIYRGVIPLKKTFRELTNSEDNLLIEAFRERKSQVKVYPLARSMEALQEENCLSTLTDTNTESQ

173 RTSCQNLLKRKHTKKTGSAEKLLKNKKSVYEQDGVSYERNKKRDVRNWYRGNDKYREERFDVRNTN----TRGDIP------------------------
  1 ----------------------------------------------------------------------------------------------------
176 RANCQKGNHRRGNRR-------------MLRNKITEREKNKKRDVRGWYEPTIAREGVVDHRHQEVPTDVERGDIP------------------------
171 ------------------------------IEQALHREDCPSTTLYDLEVPEDSRQLHGNQSTRVRRRGDIPGDIP------------------------
197 ELRSIDDNNNFETPSFNSARVNLRNKQNHHVHRSKEHNHDETVDLFEDTDQIDLNSRQSNHNRHSVRDRSNRYKHENDRNKYLEFDQDFSSLMKRLQQPE

245 -----------------------------------------IMH----GDCDENLARSLNELIQMVRELREEVRRQREEIQQLRSLIENCAGCQ------
  1 ------------------------------------------------MTDEENLAKSLNELIAMVRELREEVKRQREEIQHLRSLIENCAGCQ------
239 -----------------------------------------VLN----GDCEDALARSLSDLLALVKLLREDVAHQRQEIAYLRMLLENCAGCKNP--LT
217 -----------------------------------------ALVDPNGCYTDELMAKTLNQLIDAIRKMWTKLDLNLLETKRIRELLENCAACQE----K
297 YFNEPIQEKFEVLSNLNESDILNQPINIYHKRVPRRGDIGIQSLDERVCLTDNQIVKTLNELIGATKKIWREIELNRLETHRVLLLIENCAACREPPPVP

294 -KAPEPMRESCQHNNPCFPGVHCYDTQSGMRCGHCPRGYVGDGITCKPGVTCAERPCFSGVQCYDTTEGAQCGPCPDRFEGDGKTCRMRNPCDDHLCAAG
 47 -KSPEPLRDSCQQHNPCFPGVHCYDTQTGVRCGHCPRGYVGDGINCKPGVTCAERPCFSDVACHDTAEGAQCGPCPERYEGDGKTCHFKNLCNEHLCAAG
292 TDNQLRIEPDCRSANPCYPGVECLDSAAGPRCGHCPLGFIGDGKSCKPGVTCAHHMCYPGVQCHDTVNGAQCDSCPAGYEGDGRTCSLRNPCLDTPCPSG
272 PTPPPPPPRSCRYNSPCFPNAECRDTPSGPQCLRCPSGYYGDGRNCRRYPGCSDGPCFEGVDCMDTATGFTCGPCPRGYTGNGQHCERINACQPNPCFPN
397 LTTTTPAPPSCSYKSPCFPGSECRDTPRGPQCGACPPDYTGDGYRCVK-ITCAHNPCFKGVRCYDQSDRYSCGNCPIGYIGNGKHCELKNLCEPNPCYSE

393 VQCTMIEHAPYYKCGACPVGFKGNGTVCHDIDECDLIEPCDVRVRCTNLVPGFRCEPCPPGFTGLHSGGLHAATFEYALQRQRCNDIDECADGSARCGPN
146 VQCSMIEQPPYYKCGACPVGFGGNGTVCHDIDECDLIEPCDVRVRCTNLSPGFRCEPCPPGFTGLHSGGLYAATFDYALQRQRCNDVDECADGSARCGPN
392 AQCLQVGYPPYFHCISCPMGHEVNGTSCRDMNECLLYDPCDELATCTNLSPGFQCSPCPVGFDGTHAHGYFADYYSVDYRRQTCLDVDECRTGFFRCPEH
372 VPCNPTHVPPYFRCGHCPAGYHGNGVSCSREDECDLAKPCWQGVRCHKYESGYRCDPCPEGMSGNSSS--GRGVEYALTHKQFCYKIDPCSDNNGGCVEN
496 VQCDLISEPPFYRCGVCPNGFTGNGSVCVDINECELAQPCSLGVQCTNLHPGFRCDPCPPGYTG--TMIEGVGLEIAMSRKQICQDINECENNNGGCDPY

493 SVCINTEGAFECQCNRGYVRNSTYGCFA--VEGMCLDGTVCDKNAVCRHAGSNTYKCKCKVGWAGDGFHCGPDRDLDGWADFDLGCADSRCRQDNCVYVP
246 SICINLEGSYECQCSRGFIRNSTYGCIA--VEGMCLDGTICDKNAICKHAGGNTYKCKCKVGWAGNGFHCGLDRDLDGWADFDLGCTDSRCRQDNCVYVP
492 STCINEIGSYRCQCHEGYVTNGTYSCLDRSSVFMCPDGTVCDRNAVCLRMDNIRHKCHCNVGWAGNGLICGRDTDVDGWPDQAIGCPELRCQRDNCPKLP
470 SDCINSEGTARCGACKAGFVGDQTVGCHPSHEVCPDGVMRCDRHADCICVAVNQYSCRCNVGWAGDGLICGVDSDSDGYPDERLNCQDLRCRADNCPKTP
594 MECINMQGSYRCGACRAGFIGNQTVGCHPAHSICPDLITRCDVNAECVCIDTNVYSCRCRVGWTGDGLICGIDRDNDGIPDRNLHCRDRHCRMDNCPLTP

591 NSGQEDADKDGIGDACDQDADNDGVMNSPDNCPLVHNPDQLDTDKDGGDKQGDACDNCPTIANIDQHDVDGDGIGDACDPDIDNDGILNERDNCPKKANS
344 NSGQEDADKDGVGDACDPDADNDGVLNSPDNCPLVHNPDQLDTDKEGGDKQGDACDNCPTVANIDQHDVDRDGIGDACDPDIDNDGILNERDNCPRKANT
592 NSGQEDADLDGHGDGCDDDADGDNVQNSQDNCWLAYNTEQLDSD---GDKVGDVCDNCVLKYNPRQLDTDEDGLGDECDGDIDNDSIPNALDNCPLLPNP
570 NSGQEDADGDGMGNACDEDADNDGVLNLSDNCPLLANSDQADSDQEGPDDVGDVCDNCPYVKNRDQHDTDGDGIGDACDNDMDNDGVPNNEDNCAKTWNE
694 NSGQEDADRDGIGDACDPDADDDGVLNSSDNCPFISNPGQEDNDSDGPDLVGDICDNCPRVRNPKQEDTDDDGIGDACDPDIDNDGIPNNQDNCQKIKNQ

691 NQLDSDGDGIGDVCDNCPAVSNVNQMDSDNDLIGDACDSDIDRDRDGVQDSRDNCPKLANSDQLDTDGDGRGDLCDPDADNDGILNAEDNCPIVYNPDQM
444 NQLDTDGDGIGDVCDNCPAVANVNQMDSDNDLIGDACDSDIDRDRDGIQDSQDNCPKLANSDQLDTDGDGRGDLCDPDADNDGILNADDNCPIVPNPDQT
689 SQSDVDNDGVGDACDNCPNLPNPDQKDRDMDFVGDACHRDIDGDDDGVPNSLDNCPMVSNSDQLDTDGDGTGDECDDDMDGDGIPNYKDNCPLAKNPKQD
670 DQQDTDHDGIGDVCDNCPRQHNPDQADEDGDRVGDVCDNNHDRDKDGIQDDIDNCKNDPNPSQTDSDNDGIGDECDEDADNDDRLNHEDNCPYVHNPDQA
794 NQNDMDEDGIGDACDNCPYGYNPNQLDQDGDGVGDDCDNDNDRDRDGVQDDRDNCPDVANSGQNDDDHDGIGNECDNDMDNDGVPNSNDNCPYVYNPDQR

791 DANNDGVGDICEEDFDLDKIPNYLDNCPNNSKIFSTDFRTYQTVVLDPEGDSQIDPNWVIYNKGAEIVQTQNSDPGLAVGYDAFGGVDFEGTFFIDTEID
544 DANNDGVGDICEEDFDLDLIPNYLDNCPNNSKIFSTDFRTYQTVVLDPEGDSQIDPNWVIYNKGAEIVQTQNSDPGLAVGYDAFGGVDFEGTFFVDTEID
789 DFNRNGKGDSCEDDEDVDGVPNGMDNCPNNSMIHHTDFRTLQTIPLDPKGLSQADPNWVVHANGTEIVQTLNSDPGLAVGKDAFGGVDFDGTFYINDDTD
770 DLNGDGIGDACFDDNDNDKVGNLIDICPNNSRVWATDFRKYDTIALDPYGKTQEDPIWEIHHNGSEIYQTMNSDPGIAVGLDSFSGVDFEGTFFVNTDID
894 HTHNNFIGDACWHDYDNDTVKNIHDNCPNNSLIWATDFRKYTTIALDPFGTAQEDPVWVIHNDGAEIQQLVNSDPGIAIGPDIFSGVDFEGTFFVDDDGD

 891 DDYVGFIFSYQDNHKFYAVMWKKNIQTYWQATPFRASAEPGIQLKLIDSNTGPGQMLRNSLWHTGDTKDQVKLLWKDPRNVGWKERTAYRWLLLHRPKIG
 644 DDYVGFVFSYQDNHKFYAVMWKKNIQTYWQATPFRASAEPGIQIKLIDSSTGPGQMLRNSLWHTGDTKDQVKLLWKDPRNVGWKERTAYRWLLLHRPKVG
 889 DDYAGFVFSYQSSYKYYVVQWKKGTQTYWEPRPFTASAAPGIQIKLVNSTEGPGPMMRNSLWHEGNTDGEARLLWKDPKNIAWKERTSYRWSLVHRPAIG
 870 DDYVGFVFSYQNTRQFYTVMWKKVLQTYWEPKPFRAVAETGIQLKLVDSKTGPGEIMRNSLWHTGNTRDQVKLLWKDPRKVGWKQYTSYRWRLIHRPRIG
 994 DDFVGFVFSYQDNRRFYIVAWKKAHQPYWVPTPFRAVGDPGIYLKLVDSDTGPGEILRNSLWHNENTINQVKILWHDPKKIGWKERTSYRWQLLHRPKIG

 991 LIRLRVFDGEKMVADSGNIYDSTLKGGRLGVFCFSQEMIIWSDLVYRCNDNVPEAIYRELPPRLQKEVQIDYKT----------------
 744 LIRLRIFDGEKMVADSGNIYDSTLKGGRLGVFCFSQEMIIWSDLVYRCNDNVPEAIYKELPPRLQKDVQVDYKT----------------
 989 LIRLQMHEGNRLIFDSGNVFDSTLKGGRLGVFCFSQRMIIWSNLQYKCNNRVKPLIYNDLSDYLKTKVELQD------------------
 970 LIRLWIYEGQRLIADSGNNFDSTLKGGRLGVFAFSQQMVLWSNLKYTCKETVPYEVYRTLPPNIQPLVHTDYNRP---------------
1094 LIRFRLYQGKQLMADSGNVYDSTLKGGKLGVYCFSQEKITWSNLLYVCKETVPLSIWNDLPSNLRKEINVDINNEIKSQYSQKSIYYDSH

図 S1-4 ( つづき ). (E) フタホシコオロギのクローン a-11 の部分塩基配列の演繹アミノ酸配列と、他の昆虫種の

Thrombospondin (TSP) のアミノ酸配列とのアラインメント。Aedes aegypti ( ネッタイシマカ )、XM_001658808.1; 

Culex quinquefasciatus ( ネッタイイエカ )、XM_001866743.1; 、Drosophila melanogaster ( キイロショウジョウバエ )、

NM_001144330.2; Nasonia vitripennis ( キョウソヤドリコバチ )、XM_001599561.2; Apis mellifera ( セイヨウミツバチ )、

XM_397221.4。
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  82 LIRLRIFEGKAMVADSGNVYDSTLKGGRLGVFCFSQEMIIWSDLVYRCNDNVPEAIYRELPSNLQREVEIDTSLPPHL------------フタホシコオロギ
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1 ----------MRASAFITCITLLVVTTPAAIVVVVASPAYMLVRPLEDENDYARVLELSLLFYEAQRSGKLTSEAGRVAW
1 MKRVVGGKSSMDSNMFVTCVTTLVITSIALIGTINANPPYY-VKPIEDENDYARVLELSLLFYEAQRSGKLP-ENNRIPW
1 --------------MFYSLWVLLFIT-------------------FGSAYDYRHALKLSLLFYEAQRSGPLP-ASNRITW
1 ------------MQPLRCALVLVAVCAFVQ----------------GGSYDYADVIKKSLLFYQAQRSGRLSGMDPLVSW
1 ----------MKSFTFVLAFVVALAA-------------------VHANYDYGEALWKSLLFYQAQRSGKLSGMNSLVSW

71 RGDSALGDRGANGEDLTGGYYDAGDFVKFGFTMASTTTLLAWGAVSWPDAYAAVGQLDVIRETVKWATDYFVKCHVSEFE
79 RGDSALDDRGLNGEDLTGGYYDAGDFVKFGFTMASTTTLLAWGAVSWPEAYNAAGQLDELRKAIKWATDYFIKCHVSEYV
47 RSDSALDDHGLNNEDLTGGYYDASDYVKFSFTMAFTTTILTWGMLSFRHAYNEAGQYQHGLDAIKWATDYFIKCHASKYE
53 RKDSALNDRGNNGEDLTGGYYDAGDFVKFGFPMAYTITLLSWGVIDYENTYSSIGALSAARAAIKWGTDYFIKAHVSANE
52 RKDSALHDRGQNGEDLTGGYYDAGDFVKFGFPMAYTITVLSWSTIDYADGYSKIGWLQEARNAIKWGTDYFIKAHVSKNE

151 LYGQVGDFAIDHTFWGRPEELNTSRPAFKIDPEHPGSDLAGETAAALAAASLVFRTS-EPSYSEKLLRHARELYNFANKY
159 FYGQVGDFSLDHTFWGRPEELNTTRPAYKIDPDHPGSDLAGETAAALAASSIVFRNY-NPEYSANCLKHAKELYKFASKY
127 FYGQIGDFSLDHAFWGRPEEMNMTRPAYKIDIEHPGSDLAGEAVAALAAASLLFENF-NQSYSDELLRHATELYDFATMY
133 LYGQVGNGGADHSWWGRPEDMNMDRPAYKIDTSRPGSDLAAETAAAMAAASIVFKNA-DSNYANTLLRHAKELYNFADNY
132 FYGQVGVGQEDHNYWGRPEDMTESRTAYKIDASHPGSDLAAETAAALAAASVVFRKAGDTNYANTLLQHAKDLYNFADTY

230 RGLYHEAIRGAAQYYESTDYGDELAWAAAWLYKASNESRYLEEAEHHYQHFHLRERPNEFFYNKKVAGVQVLLAQLTGTQ
238 RGLYHEAIRGAAQYYESTDYGDELAWAAVWLFKATNDTMYLEEAEHHYQHFHLKERPNEFFYNKKVAGVQVLLAQMTGQP
206 RGLYHDSIPGAKVYYESTGYGDELTWAAIWLYKKTKDVKYIEQAETFYTKFRIKDRPNEFFYNKKVAGIQLLLAELTLRP
212 RGKYSDSISDAAAFYNSYSYEDELVWGAIWLWRATNDQNYLNKATQYYNQYSIQYKNSPLSWDDKSTGASALLAKLTGGD
212 RGKYSDSITDAKNFYSSYDYTDELVWGAIWIYRASNDQKYLTKAEQYYNSFGIQYRTG-FGWDDKSLGATAMLMKLTKGS

310 EYQNAAHSFCNFSVRRQKRTRKGLLYIDKFGTLCHAANVAFVCLQAADYPDIGDPKEYREFARQQIHYILGGTGRSYVVG
318 EYQNAARAFCDFSVYQQKRTPKGLLYIDKFGTLCHAANVAFVCLEAADSSGIGDSQKYREFAEQQIYYMLGGGGRSYVVG
286 EYISTIKNFCDYTIKEQIRTPKGLIFIDKSGTLSHAANVAFICLHAGLTLNIS-QAAYVSFAKEQINYMLGSTGQSFVVG
292 QYKSAVQSFCDGFYYNQQKTPKGLIWYSDWGSLRQSMNAVWVCLQAADAGVKT--GEYRSLAKKQLDYALGDAGRSFVVG
291 TYKNVLENFCNNLVYSQQKTPKGLAFLGEWGSIRNSLNVAYICMQAADEGINS--ATYPQLRQVADGLRPGLRWAQLRRR

390 WGRNPPKQPHHAASSCPDRPAPCGWPEFDRNRPNPQVLYGALVSGPDEADRFHDKRE------DYVYTEVTLDYNAG--F
398 WGRNPPKQPHHAASSCPDRPAICGWSEFDKDAPNPQILYGALVSGPDEADKFHDHRE------DYVYTEVTLDYNAG--F
365 YGQNYPKQPHHSASSCPNLPEPCGWKQFTWKGPNPQILYGALVSGPDQNDHYEDVRE------EFLYNEVTLDYNAG--F
370 FGNNPPSHEQHRAASCPDAPAACDWNTYNGGQSNYHVLYGALVGGPDANDYYNDVRS------DYVHNEVACDYNAG--F
369 IRQQPAHPRAPPRSVVPQRPRRLRLEHFQRRPIQLPRAVRRPRGRPRRQRQLQRRSQRRYPQRGGVRLQRRLPGRAGRPQ

462 TGALAGLLQLQVKAAAVTSTPRAA-----------------------
470 TSALAGLLQLRVKSTA-------------------------------
437 QSTLAGLIYIENE----------------------------------
442 QNVLVSLKANGY-----------------------------------
449 EAGLLGHYHTSSPSLSVRKYARFEQPGLTAFGPYLLSSCCPNSDNKL

図 S1-4 ( つづき ). (F) フタホシコオロギのクローン a-n26 の部分塩基配列の演繹アミノ酸配列と、他の昆虫種の

cellulase のアミノ酸配列とのアラインメント。Nasonia vitripennis ( キョウソヤドリコバチ )、XM_001606404.2;

Apis mellifera ( セイヨウミツバチ )、XM_396791.3;Tribolium castaneum ( コクヌストモドキ )、EFA05721.1; 

Teleogryllus emma ( エンマコオロギ )、EU126927.2。
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1 ------------MADN----------------SSSLDAQFVSQSNSFATKLYQRISAKHAGENVVISPFS
1 ------------MAQ-------------------TVDAQFVRKTNDFALDLYKQIIANEK-KNVVISPFS
1 MKSTLVLFFIVYVSAA----------------EETAIQEFTNANNQFTSSVYKELSKTNN-GSFVVSPFS
1 MKCLTIFLLSVFLVLA----------------ENGAVQEFTKANNLFTPAVYKQIAQTEK-DNFLVSPLS
1 --------------MY----------------YLCIFLWVTSVACQTSKEIYQLLSKSHTNQNLVVSPVS
1 MRASLVIFTTFALAALGESTPTPTPAPPTPPASEVARQAVTAAANAFSLRLYQAVKANAS--NVVISPLS

 43 ISACLSLAAMGAGGLTAEQMYSVLEFGAPDRKQTVADNYRRLMERLATD---STVNVANKIYVMQNYAVK
 39 ISTCLSLAAMGAGGLTAEEMFRGLKY-DPAQKSSIAESYGNIMKNLDGN---KSLKIANKMYIMQKYSVK
 54 AETVLAFAQSGCKGDSAEELRNSLHL--PNDKTKVESALKSLLPKIKGNDL-YTLHAANKMYVKKDFAIK
 54 AETVLALLQSGCKDETAQELRTALHL--PDDKETVESAIKSLLPKLKGSDL-YTLHTANKMYVKKDFSIK
 41 IETILSMVFMGAEGSTAKELQSALGLP-SEDKEAVAARYGALLNDLQGQEEGPILKLANRIYVNDQYSLN
 69 AAVLLALTRHXAAGATEQQIASALQL--STDRETTASGYGALLDSLQNNGE-AVLRTANRLYAHAGLGLK

110 GAFNAIATGSFRSEAESVNFAESAAAAK-KINGWVEENTNNKIRDLISPDALDELSRMVLVNAVHFKGTW
105 SNFHEIAQKGFRSEAESVNFQDNTATAK-KINTWVEQKTNDKIKDLISPDSLDDMTRLVLVNAIHFKGTW
121 EEFKRAASQVYYADSESIDFTKNVEAAN-VMNSWVEKHTKSKIKNLIDSGDLDQFTRAVLINALYFKANW
121 DGFKKAAAQVYYADTDTIDFTQSVQAAK-TMNSWVEKHTNDKIHDLIDSNSLDQYTRAVLINALYFKANW
110 QNYNLAVREPFKSEAESISLTNGPVAAE-RINQWVLDQTSGKIKGMIDPGSMTSDVKALLVNAIYFKGQW
136 ESFRSTATGSFRAGAEELDFVNATDASRRAINTWVEQNTAGKIKDLFEEGAITQLTRXVLVNAIYFKAGW

179 TYQFDPSLTRPFPFWLSETESRDVPMMN-IKKHFAFNNFEELGFSALELTYGG--SDMTMMLLLPNERMG
174 THQFNPESTRPMPFWISETESVDVPMMN-TKKHFKHGVFDDLGLAALELTYSD--SDVSMLILLPHERTG
190 SLPFQLSLTQKKKFYKTPSDSIEVDMMQHLREDFNYYESPDLKAQFLELPFKG--DEASMVFVLPNEKDG
190 SSPFRLASTRNINFYKTATDIVQVDALQHFRKYFKYYECPHLKAEFLELPFKG--NEASMMIVLPKERDG
179 ESKFDPAKTRASTFQVTANKSVPVQMMA-QMGTFRANYFRDLDAQVIELPYLN--SNLSMTIFLPREVEG
206 WKPFDVSETNSSVFHVTPTSQVNVPTMH-GTFQLDFGELPAVDAKAVRLPYKAGDAQMSMVILLPNTVDG

246 LAALEEKLPTLNLAELAGKMHKQEVEVFLPKFKIEFTRDLNEDLQALGMERMFSDS-AEFPDLLEQNEPL
241 LSKLEENLHNIDIPDMLTKMHSQEVEVFLPKFKIEFDLDLKETLEKLGMGTMFSDS-ADFSELLEQNDPL
258 LARLESQLESVFVP--QHQLKSTYINVVLPKFRIESEIDFKKVLTKLGVTKVFDGKQADLSGIAGEKGDL
258 LAALESQIENVFAP--IHTLKTEYLNVILPKFRIETLINFKNILKNLGVQKIFNETEADLSGISGEKGDL
246 LSALEEKIVGFARP-----LVAKEVYLKLPKFKIEFRDELKETLEKLGIRELFTDK-SDLSGLFADKSGG
275 LERLEAGLDQLDLN--NLTPGFGEVILSLPKIXIESKYNLKEKLKELGITELFNPS-ADLSGISEHN--L

315 KVSKVVHKAFIEVNEEGTEAAAATGMVMMTCAMIMYP---MFTADHPFLYALKDSQGNILFIGKILKV--
310 KVSKVVHKAFIEVNEEGAEAAAATGMIMMMRCMIIHP---YFTVDHPFLYILKQNE-QMFFIGRMNQI--
326 IIDKVVQKDFIDVNEEGVEAAAATYVVIGVPYSAIANQPKNFVADHPFIFYIKVKD-LIVFAGRVTEPKV
326 IVSQVAQKTFIDVSEEGVEAAAATFVVVGVPTSALNVSPKNFNADHPFIFYIKVKD-TIIFAGRVTDPNH
310 KVSQVSHKAFLEVNEEGAEAAGATSVAVTNRAGFSTF----LMADHPFAFVIRDAN-TIYFQGRVVSP--
340 YVDEVVQKTFIGVDERGTEAAVATGVNYQSYAAYTIE---EFNADHPFLIIIEKDN-TILFLGRVYNPLN

図 S1-4 ( つづき ). (G) フタホシコオロギのクローン e-39 の部分塩基配列の演繹アミノ酸配列と、他の昆虫種の

serine protease inhibitor (Serpin) のアミノ酸配列とのアラインメント。Anopheles gambiae ( ハマダラカ )、EF015594.1;

Aedes aegypti ( ネッタイシマカ )、XM_001658594.1; Tribolium castaneum ( コクヌストモドキ )、EFA09186; 

Tenebrio molitor ( チャイロコメノゴミムシダマシ )、BAI59109; Drosophila melanogaster ( キイロショウジョウバエ )、

CAB63096。

(G)
ハマダラカ Serpin
ネッタイシマカ Serpin 4
コクヌストモドキ Serpin 20
チャイロコメノゴミムシダマシ Serpin 1
キイロショウジョウバエ Serpin 1
フタホシコオロギ

ハマダラカ Serpin
ネッタイシマカ Serpin 4
コクヌストモドキ Serpin 20
チャイロコメノゴミムシダマシ Serpin 1
キイロショウジョウバエ Serpin 1
フタホシコオロギ

ハマダラカ Serpin
ネッタイシマカ Serpin 4
コクヌストモドキ Serpin 20
チャイロコメノゴミムシダマシ Serpin 1
キイロショウジョウバエ Serpin 1
フタホシコオロギ

ハマダラカ Serpin
ネッタイシマカ Serpin 4
コクヌストモドキ Serpin 20
チャイロコメノゴミムシダマシ Serpin 1
キイロショウジョウバエ Serpin 1
フタホシコオロギ

ハマダラカ Serpin
ネッタイシマカ Serpin 4
コクヌストモドキ Serpin 20
チャイロコメノゴミムシダマシ Serpin 1
キイロショウジョウバエ Serpin 1
フタホシコオロギ

ハマダラカ Serpin
ネッタイシマカ Serpin 4
コクヌストモドキ Serpin 20
チャイロコメノゴミムシダマシ Serpin 1
キイロショウジョウバエ Serpin 1
フタホシコオロギ
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図 S1-4 ( つづき ). (H) サブトラクション法にて得られたクローンのノックダウン個体の調製。 (H-1) 

アガロース電気泳動による調製した dsRNA の確認。M は分子量マーカー (100 bp ladder) を示す。

レーン 1 は、クローン a-24 (ACBP) の dsRNA、レーン 2 は、クローン a-11 (TSP) の dsRNA、

レーン 3 は、クローン a-n26 (Cellulase) の dsRNA、レーン 4 は、クローン e-39 (Serpin) の dsRNA

であり、それぞれ、調製後の dsRNA としてその後の実験に用いた。 (H-2) 定量 PCR を用いた、

各クローンのノックダウンの確認。フタホシコオロギの成虫オス個体へ、各クローンの

dsRNA を投与し、投与後 2 日目における脂肪体をテンプレートとした。EGFP のノックダウン個体における、

内在性コントロールとして用いた EF に対する、各クローンの発現量を 1 とした。それぞれ平均値 + S. D.

で示した (n = 4)。アスタリスクは、コントロールに対して、有意な差が認められたことを示す

(*P < 0.05, **P < 0.005; Student's t-test)。各クローンの dsRNA の投与により、投与後 2 日目に、各クローンの

mRNA の発現が大きく抑制された。

(H-1)
M

500 bp

1 2 3 4

(H-2)
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図 S1-5. RNA-seq 解析により得られた、OBP および CSP をコードする候補遺伝子についてのノックダウン

個体の調製。 (A) アガロース電気泳動による調製した dsRNA の確認。M は分子量マーカーを示す。

レーン 1 は、OBPunigene383 の dsRNA、レーン 2 は、OBPunigene6229 の dsRNA、

レーン 3 は、OBPunigene12288 の dsRNA、レーン 4 は、OBPunigene13096 の dsRNA、

レーン 5 は、OBPunigene14661 の dsRNA、レーン 6 は、OBPunigene14857 の dsRNA、

レーン 7 は、OBPunigene15913 の dsRNA、レーン 8 は、OBPunigene16264 の dsRNA、

レーン 9 は、OBPunigene16317 の dsRNA、レーン 10 は、OBPunigene16937 の dsRNA、

レーン 11 は、OBP_CL1113_1 の dsRNA、レーン 12 は、OBP_CL1113_2 の dsRNA、

レーン 13 は、OBP_CL1190 の dsRNA、レーン 14 は、CSPunigene15927 の dsRNA、

レーン 15 は、CSPunigene16449 の dsRNA、レーン 16 は、CSPunigene17213 の dsRNA、

レーン 17 は、CSPunigene17279 の dsRNA、レーン 18 は、CSPunigene18077 の dsRNA、

レーン 19 は、CSPunigene18239 の dsRNA、レーン 20 は、CSP_CL397 の dsRNA、

レーン 21 は、CSP_CL1350 の dsRNA、レーン 22 は、CSPunigene3338 の dsRNA、

レーン 23 は、CSPunigene16671 の dsRNA、レーン 24 は、CSPunigene16019 の dsRNA、

レーン 25 は、OBPunigene28848 の dsRNA、レーン 26 は、CSPunigene10231 の dsRNA、

レーン 27 は、CSPunigene34934 の dsRNA であり、それぞれ、調製後の dsRNA としてその後の実験に

用いた。 AKHR-dsRNA は、S1-1 と同様の方法にて調製した。

S1-5  RNA-seq 解析により得られた、OBP および CSP をコードする候補遺伝子についてのノックダウン個体の調製

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

M 17 18 19 20 21 22 23 M 25 26 27

500 bp

(A)

・ OBP および CSP をコードする候補遺伝子についての dsRNA の調製 ( 図 S1-5 (A))

・ AKHR と、OBP および CSP をコードする候補遺伝子についてのダブルノックダウン個体の調製 ( 図 S1-5 (B、C))

500 bp
500 bp

M 15 16

24

500 bp
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S1-5 ( つづき ). (B、C) 定量 PCR を用いた、AKHR と、OBP および CSP の候補遺伝子についてのノックダウンの

確認。フタホシコオロギの成虫オス個体へ、AKHR-dsRNA、および、各候補遺伝子に対応する dsRNA を投与した。

(B) 各ノックダウン個体における、AKHR のノックダウンの確認。EGFP のノックダウン個体における、内在性

コントロールとして用いた EF に対する、AKHR の発現量を 1 とした。それぞれ平均値 + S. D. で示した (n = 3-4)。

(C) 各ノックダウン個体における、各候補遺伝子のノックダウンの確認。EGFP のノックダウン個体における、

内在性コントロールとして用いた EF に対する、各候補遺伝子の発現量を 1 とした。それぞれ平均値 + S. D. で

示した (n = 3-4)。
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          10        20        30        40        50        60        70        80        90       100
  GGTGATCGTTCGTTGCGACCGCCGCAGCCCTCCGCCGACAAGGCCCGGTGCTCTGCCACAGGTGTCTCTGGCCGCCTGGTCATCGGCGCCTCACGCCCAC

         110       120       130       140       150       160       170       180       190       200
  TTCCGCGGATTCGGCTTCTCCGGCTGAAGTTTTAGACCTCCTGTACTAATGGCTCCCAACATTACGAGCGCGCCGACGGGCGTCCTTTTCGAAGGAGACA
                                                   M  A  P  N  I  T  S  A  P  T  G  V  L  F  E  G  D  

         210       220       230       240       250       260       270       280       290       300
  CCATCGGGTCTGCGGCGAAGGACCCGCAGGCTGGAATTAATGCACCGGAGGTGAAGAAACCTCGAGAGCCCTACCGCCGACAAATCGTTTGGCGAAATGT
  T  I  G  S  A  A  K  D  P  Q  A  G  I  N  A  P  E  V  K  K  P  R  E  P  Y  R  R  Q  I  V  W  R  N  V

         310       320       330       340       350       360       370       380       390       400
  TATCCTCTTCATCTATCTGCATTTAGCAGCACTTTACGGCGCCTACCTTGCGGTCACGTCTGCCAAAATTGTTACTACCATCTTCGCAATCTTCCTGTAC
    I  L  F  I  Y  L  H  L  A  A  L  Y  G  A  Y  L  A  V  T  S  A  K  I  V  T  T  I  F  A  I  F  L  Y 

         410       420       430       440       450       460       470       480       490       500
  CAAGTCTCCGGCGTAGGCATCACAGGCGGTGCCCATCGTCTGTGGGCTCACCGCTCCTACAAAGCGAAGTGGCCCCTCCGTGTCATCCTCATGCTCTGCA
   Q  V  S  G  V  G  I  T  G  G  A  H  R  L  W  A  H  R  S  Y  K  A  K  W  P  L  R  V  I  L  M  L  C  

         510       520       530       540       550       560       570       580       590       600
  ACACGCTGGCTTTCCAGAACCACATCTACGAGTGGGCGCGCGACCACCGCGTGCACCACAAGTTCAGCGAGACCGACGCAGACCCGCACAACGCAACTCG
  N  T  L  A  F  Q  N  H  I  Y  E  W  A  R  D  H  R  V  H  H  K  F  S  E  T  D  A  D  P  H  N  A  T  R

         610       620       630       640       650       660       670       680       690       700
  CGGCTTCTTCTTCTCGCACGTGGGCTGGCTGCTGGTGCGCAAGCACCCGGACGTCAAAGAAAAGGGCAAGGGAATTGACATGCACGACCTCGAGCAGGAC
    G  F  F  F  S  H  V  G  W  L  L  V  R  K  H  P  D  V  K  E  K  G  K  G  I  D  M  H  D  L  E  Q  D 

         710       720       730       740       750       760       770       780       790       800
  AAAATCGTCATGTTCCAGAAGAAGTATTATCTTATCTTGATGCCCATTGTATGCTTCCTTATTCCAACAATGATTCCTGTGTACCTGTGGAATGAGACAT
   K  I  V  M  F  Q  K  K  Y  Y  L  I  L  M  P  I  V  C  F  L  I  P  T  M  I  P  V  Y  L  W  N  E  T  

         810       820       830       840       850       860       870       880       890       900
  GGTCAAATGCCTGGTTTGTAGCTACGCTCTTCCGCTACACCTTCACACTCAACATGACTTGGCTGGTGAACAGTGCTGCTCATATGTGGGGCAGCCAACC
  W  S  N  A  W  F  V  A  T  L  F  R  Y  T  F  T  L  N  M  T  W  L  V  N  S  A  A  H  M  W  G  S  Q  P

         910       920       930       940       950       960       970       980       990      1000
  TTATGACAAGCACATCAACCCTGCTGAGAATCTTGGAGTGGCTATCGGAGCTATGGGAGAAGGCTGGCACAATTATCACCATGTTTTTCCTTGGGATTAT
    Y  D  K  H  I  N  P  A  E  N  L  G  V  A  I  G  A  M  G  E  G  W  H  N  Y  H  H  V  F  P  W  D  Y 

        1010      1020      1030      1040      1050      1060      1070      1080      1090      1100
  AAAGCTGCTGAGCTGGGCAACTATCGTGCCAATTTCACTACTGCATTCATTGACTTCTTTGCTCGCATTGGCTGGGCCTATGACTTGAAGACAGTTCCCG
   K  A  A  E  L  G  N  Y  R  A  N  F  T  T  A  F  I  D  F  F  A  R  I  G  W  A  Y  D  L  K  T  V  P  

        1110      1120      1130      1140      1150      1160      1170      1180      1190      1200
  TCTCTATGATTCAGAGGCGAGTGGAGCGCACTGGAGATGGCAGCCATGAAGTCTGGGGTTGGGGCGATAAGGATATGCCTCAAGAAGACATTGATGGAGC
  V  S  M  I  Q  R  R  V  E  R  T  G  D  G  S  H  E  V  W  G  W  G  D  K  D  M  P  Q  E  D  I  D  G  A

        1210      1220      1230      1240      1250      1260      1270      1280      1290      1300
  AGTGATTGAGAAAAGAAAAACACAGTAAACATGTTATTTAGTTCTGCAAGAAGAATGGGGTTGAACTTCAATATCAACAGAAAATGTTAAGACTTGTGCT
    V  I  E  K  R  K  T  Q  * 

        1310      1320      1330      1340      1350      1360      1370      1380      1390      1400
  TAAACAGTATTGTGTTTGTAAAAAGCAAAGTAATTTTTCGCATTGAGCATAATGAAACAAGATGTTCTTGGTGTAAAGGAATCTGTTGATATTGAAGAAC
   

        1410      1420      1430      1440      1450      1460      1470      1480      1490      1500
  ATTTTTGCACACTGTAAATGTGTGCAAGCACCATTGTAGGTGTTTCATTGAGCAGAAGTGCTGGGTGAAACTTTGCTGAAGTGAAACTTAACATCTTCAC
  

        1510      1520      1530      1540      1550      1560      1570      1580      1590      1600
  TTCACTACTTAATGACATGAGGGTTTTGTATTGGTCACAGACTGAATGATATCAATTTGTGAGGGTAGAAAGGCTTAAACAAAACTGATGTTTCCTGAAG

        1610      1620      1630      1640      1650      1660      1670      1680      1690      1700
  ACAAATATCCAATTTGTTGCCGTTTGAAGATTATTTTGAAGGGAACCTCTAAAGTTGTATATTTTTCTGAGAAGGCTTACTTTTTAGACTAAGAAAATTA
 

        1710      1720      1730      1740      1750
  TTGAGATTGAAATAAAAATTTGACCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

S1-6  フタホシコオロギの ∆9-desaturase、∆12-desaturase をコードする遺伝子の cDNA クローニングおよびノックダウン個体の調製

(A)

図 S1-6. (A) フタホシコオロギ ∆9-desaturase をコードする遺伝子の cDNA の全長塩基配列と演繹アミノ酸配列。他の昆虫種の

∆9-desaturase との相同性をもとに縮重プライマーを作製し、degenerate PCR により、∆9-desaturase をコードする遺伝子の

cDNA の部分塩基配列を取得した。得られた部分塩基配列をもとに、5'-、3'-RACE 法により全長の cDNA を取得した。下線部は

ポリ A 付加シグナルを示す。また、赤色で示した部分塩基配列は、後述する、∆(9+12)-desaturase-dsRNA の調製の鋳型とした

配列である。青色で示した部分塩基配列は、後述する、∆9-desaturase-dsRNA の調製の鋳型とした配列である。

・ フタホシコオロギの ∆9-desaturase、∆12-desaturase をコードする遺伝子の cDNA のクローニング ( 図 S1-6 (A、B、C、D、E、F))

・ フタホシコオロギの ∆9-desaturase、∆12-desaturaseの mRNA の組織別発現解析 ( 図 S1-2 (G、H))

・∆(9+12)-desaturase-dsRNA、∆9-deasturase-dsRNA と ∆12-desaturase-dsRNA の調製、および、各 dsRNA の投与による

  ノックダウン個体の調製 ( 図 S1-2 (I))
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          10        20        30        40        50        60        70        80        90       100
  GGCAGACAGCACGCTCAGCCCTGCGCGTCAACTCCCGCCGCCGACGGTCGCCCAAGGAACAGACCCCCGCGATGGATCTCAACGAGGAAAGCGCGCCCAG
                                                                          M  D  L  N  E  E  S  A  P  S

         110       120       130       140       150       160       170       180       190       200
  CGGGGTCCTCTTCGAAGAGGATGTGCCTGAGCAGGAAGCCAAGATGGCGAACGGAGGGCCGAAGAAGGGCAAGAAACTCGAAGAACCCTACCGGCTCGAA
    G  V  L  F  E  E  D  V  P  E  Q  E  A  K  M  A  N  G  G  P  K  K  G  K  K  L  E  E  P  Y  R  L  E 

         210       220       230       240       250       260       270       280       290       300
  ATTGTATGGTTCAATGTCCTCTGGTTTGTCCTCCTCCATACTGGTGCATTGTACGGTGTATATCTCATCTTTGCATCTGCCAAAATCTACACAACATTAT
   I  V  W  F  N  V  L  W  F  V  L  L  H  T  G  A  L  Y  G  V  Y  L  I  F  A  S  A  K  I  Y  T  T  L  

         310       320       330       340       350       360       370       380       390       400
  ATGGCTTCTTGCTGTGCGAACTGTCCCTGCTGAGCATCACCGCGGGCGTCCACCGCCTGTGGGCCCATCGCGCCTACAAGGCCAAGTGGCCCCTGCGCCT
  Y  G  F  L  L  C  E  L  S  L  L  S  I  T  A  G  V  H  R  L  W  A  H  R  A  Y  K  A  K  W  P  L  R  L

         410       420       430       440       450       460       470       480       490       500
  CACCCTCATGATCCTCAACCTGCTGGCGTACCAGAACTCCATCTACGAGTGGGCGCGCGACCACCGGGTGCACCACAAGTTCAGCGAGACCAACGCGGAC
    T  L  M  I  L  N  L  L  A  Y  Q  N  S  I  Y  E  W  A  R  D  H  R  V  H  H  K  F  S  E  T  N  A  D 

         510       520       530       540       550       560       570       580       590       600
  CCYGTGAACGCCAAGCGCGGCTTCTTCTTCTCGCACGTGGGCTGGCNGCTGTGCCGCAAGCAYCCCGAGGTGMGCGCYAARGGCGGCCGCATCGACCTCA
   X  V  N  A  K  R  G  F  F  F  S  H  V  G  W  X  L  C  R  K  X  P  E  V  X  X  X  G  G  R  I  D  L  

         610       620       630       640       650       660       670       680       690       700
  GCGACCTGGAGCGCGACCCCATCGTCATGTTCCAGAAGAGACATTATTACAAATTGGTGCCGTTTGCTTCCTTCGTGATTCCAACTCTCATTCCTATGTA
  S  D  L  E  R  D  P  I  V  M  F  Q  K  R  H  Y  Y  K  L  V  P  F  A  S  F  V  I  P  T  L  I  P  M  Y

         710       720       730       740       750       760       770       780       790       800
  TTTCTGGGGAGAGACGCTGTCTAATTCTTGGTATGTGGCGACTATGTTCCGATATTGCCTCTCTCTCAACCTTACATGGCTCGTCAACAGTGCGGCTCAC
    F  W  G  E  T  L  S  N  S  W  Y  V  A  T  M  F  R  Y  C  L  S  L  N  L  T  W  L  V  N  S  A  A  H 

         810       820       830       840       850       860       870       880       890       900
  ATGTGGGGCAACAAGCCATATGACAAGAACATCAATCCTGTTGAAAACCTTGCTGTCGCCATTGGAAGCTTGGGGGAGGGATGGCATAACTTCCACCACG
   M  W  G  N  K  P  Y  D  K  N  I  N  P  V  E  N  L  A  V  A  I  G  S  L  G  E  G  W  H  N  F  H  H  

         910       920       930       940       950       960       970       980       990      1000
  TTTTCCCTTGGGACTACAAGACATCAGAACTCGGCAACTACAGCCTCAATTTCACAAATGCCTTCATCGACCTGGCTGTCCTCCTTGGGTTGGCGTACGA
  V  F  P  W  D  Y  K  T  S  E  L  G  N  Y  S  L  N  F  T  N  A  F  I  D  L  A  V  L  L  G  L  A  Y  D

        1010      1020      1030      1040      1050      1060      1070      1080      1090      1100
  CCTCAAGACCGTCCCAGTCTCTATGATCAAGACTCGCGTAGGACGCACCGGTGATGGCAGCCACGATGTGTGGGGTTGGGGAGACAAAGATCTCCCGAAA
    L  K  T  V  P  V  S  M  I  K  T  R  V  G  R  T  G  D  G  S  H  D  V  W  G  W  G  D  K  D  L  P  K 

        1110      1120      1130      1140      1150      1160      1170      1180      1190      1200
  GAACTTGCAGATCAAACTATGATCGAAAACAGGAAAACGGAGTAGTGTAATGCAACAAAAACCGCACCATATCAAATTTCTGTGACTGTGAAACATCCAT
   E  L  A  D  Q  T  M  I  E  N  R  K  T  E  * 

        1210      1220      1230      1240      1250      1260      1270      1280      1290      1300
  CATTGTGTTCAACCAAAGAAGTGTAGAACTATTATTGTTTGTATGGTGTGGATTGACAATGCTGAAGACTCAGAGTTGTACAAGGGACGATGAAAAAACA
  

        1310      1320      1330      1340      1350      1360      1370      1380      1390      1400
  TCTTTGCGCCCTCATTATTAATTGTGATATTAAAATAGTTTGTGCAACGAGAAGTTAACGTCAGCTATGAGGGTAAGGTGGCAAAGTGAAGGTGGTTCGG
  

        1410      1420      1430      1440      1450      1460      1470      1480      1490      1500
  TGACGAAATACTTTTTAAGATATTATCAACAATTAAATTCATTTGATTCATTTATCTTATGAATGTTTGACTGACGTTATACGTTTCTAATGTATGTAAA
   

        1510      1520      1530      1540      1550      1560
  TTTATAATAAAGAATTGTGTGCAACTCCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
  

(B)

図 S1-6 ( つづき ). (B) フタホシコオロギ ∆12-desaturase をコードする遺伝子の cDNA の全長塩基配列と演繹アミノ酸配列。他の

昆虫種の ∆12-desaturase との相同性をもとに縮重プライマーを作製し、degenerate PCR により、∆12-desaturase をコードする遺伝子の

cDNA の部分塩基配列を取得した。得られた部分塩基配列をもとに、5'-、3'-RACE 法により全長の cDNA を取得した。下線部は

ポリ A 付加シグナルを示す。また、緑色で示した部分塩基配列は、後述する、∆12-desaturase-dsRNA の調製の鋳型とした配列である。
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1 MPPNAQAGAQSISD---SLIAAASAAADAGQSPTKLQEDSTGVLFESD-- --VETTDGGLVKDIT-VMKKAEKRRLKLVWRNIIVFGYFHLAALYGAYLMVTSA
1 ---MPPNAAPPTPALTESLLASANIDGAN---PKVLHEATTGVLFEQD-- --AETIDGGLVKDIE-RLKKAEKRKLKLVWRNIIAFGYLHLAALYGAYLMFTSA
1 --------------------MAPNATVEA-----------TGVLNEVD-- --AETIDGGLSKDIT-TLKRAEKRKIKLVWRNVIAFGYLHLAAVYGLWLLLTSA
1 --------------------MAPNISEDV-----------NGVLFESD-- --AATPDLALSTPPVQKADNRPKQL---VWRNILLFAYLHLAALYGGYLFLFSA
1 --------------------MAPN-SSDA-----------NGVLFESD-- --AATPDLALPNTPIQQADSYPRKY---VWRNIIAFAYLHIAALYGGYLFLFSA
1 --------------------MAPNITSAP-----------TGVLFEGDTI GSAAKDPQAGINAPEVKKPREPYRRQI-VWRNVILFIYLHLAALYGAYLAVTSA
1 --------------------MAPNITSAP-----------TGVLFEGDTI GPAAKDQQAEVNAPEAKKPREPYRRQI-VWRNVILFIYLHLAALYGAYLAFTSA

 97 KWQTCILAYFLYVISGLGITAGAHRLWAHRSYKAKWPLRVILVIFNTIAFQDAAYHWARDHRVHHKYSETDADPHNATRGFFFSHVGWLLCKKHPEVKAKGK
 94 KWQTIVFAFALYVVSGLGITAGAHRLWAHRSYKAKWPLRLILMIFNTIAFQDAAYHWARDHRVHHKYSETDADPHNATRGFFFSHIGWLLCKKHPEVKAKGK
 69 RLYTVAFAFILYVVSGLGITAGAHRLWAHRSYKAKLPLRIILAVFNTIAFQDCAMHWARDHRVHHKYSETDADPHNATRGFFFSHIGWLLCRKHPEVIAKGR
 67 KWQTDIFAYILYVISGLGITAGAHRLWAHKSYKAKWPLRVILVIFNTVAFQDAAMDWARDHRMHHKYSETDADPHNATRGFFFSHIGWLLVRKHPDLKEKGK
 66 KWQTNIFAYILYVMSGLGITAGAHRLWAHKSYKAKWPLRVILVIFNTLAFQDSAIDWARDHRMHHKYSETDADPHNATRGFFFSHIGWLLVRKHPELKRKGK
 73 KIVTTIFAIFLYQVSGVGITGGAHRLWAHRSYKAKWPLRVILMLCNTLAFQNHIYEWARDHRVHHKFSETDADPHNATRGFFFSHVGWLLVRKHPDVKEKGK
 73 KIATTIFAIILYQVSGVGITGGAHRLWAHRSYKAKWPLRVILMLCNTLAFQNHIYEWARDHRVHHKFSETDADPHNATRGFFFSHVGWLLVRKHPDVKEKGK

199 GVDLSDLRADPILMFQKKYYMILMPIACFIIPTVVPMYAWGESF MNAWFVATMFRWCFILNVTWLVNSAAHKFGGRPYDKFINPSENISVAILAFGEGWHNY
196 GVDLSDLKADPIIMFQKKYYLILMPILCFILPTMIPMYGWNESF MNSWFVATMFRWCFILNITWLVNSAAHKFGGKPYDKYINPAENKSVAILAFGEGWHNY
171 QLDIADLQADPVLRFQKKYYMLLMPLACFILPTVTPVYFWGETW TNAWFVATLFRWTFILNATWLVNSAAHKWGDRPYDKTINPSENKTVASFAFGEGWHNY
169 GLDMSDLLADPILRFQKKYYLILMPLACFVMPTVIPVYFWGETW TNAFFVAAMFRYAFILNVTWLVNSAAHKWGDKPYDKSIKPSENLSVAMFALGEGFHNY
168 GLDLSDLYADPILRFQKKYYLLLMPISCFILPTIIPVYLWGETW TNGYFVAAMFRYAFILNVTWLVNSAAHKWGDKPYDKNIQPSENMSVSLFALGEGFHNY
175 GIDMHDLEQDKIVMFQKKYYLILMPIVCFLIPTMIPVYLWNETW SNAWFVATLFRYTFTLNMTWLVNSAAHMWGSQPYDKHINPAENLGVAIGAMGEGWHNY
175 GIDMHDLEQDKIVMFQKKYYLILMPIVCFLIPTTIPVYMWNETW SNAWFVATLFRYTFTLNMTWLVNSAAHMWGSQPYDKYINPAENLGVALGAMGEGWHNY

301 HHVFPWDYKTAEFGKYSLNFTTAFIDFFAKIGWAYDLKTVSTDIIKKRVKRTGDGTHATWGWGDVDQPKEEIEDAVITHKKSE--
298 HHVFPWDYKTAEFGNYSMNMTTGFIDFFAKIGWAYDLKTVSADIIKKRVKRTGDGSHATWGWGDKDQPKDEIDNAIIINKKDE--
273 HHVFPWDYKTAELGNYRMNMTTAFIDFFSYIGWAYDLKTVSNEIIEKRVKRTGDGSHNTWGWGDKDQDKDEIAHAKIINRKEE--
271 HHTFPWDYKTAELGNNKLNFTTTFINFFAKIGWAYDLKTVSDDIVKNRVKRTGDGSHHLWGWGDENQSKEEIDAAIRINPKDD--
270 HHTFPWDYKTAELGNNRLNFTTTFINFFAKIGWAYDLKTVSDEIVKQRVNRTGDGSHHLWGWGDKDHSKEEIRAAIRINPTDDKE
277 HHVFPWDYKAAELGNYRANFTTAFIDFFARIGWAYDLKTVPVSMIQRRVERTGDGSHEVWGWGDKDMPQEDIDGAVIEKRKTQ--
277 HHVFPWDYKAAELGNYRANFTTAFIDFFARIGWAYDLKTVPVSMIQRRVERTGDGSHEVWGWGDKDMPQEDIDGAVIEKRKTQ--

  1  M D L N E E S A P S G V L F E E D V A E Q E A K M A N G G P K K G K K L E E P Y R L E I V W F N V L W F - - - V L L H AG - A L Y G V Y L I F A S A K I Y T T L Y G F L L C E
  1  M D L N E E S A P S G V L F E E D V P E Q E A K M A N G G P K K G K K L E E P Y R L E I V W F N V L W F - - - V L L H TG - A L Y G V Y L I F A S A K I Y T T L Y G F L L C E
  1  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - M S A Q T I T - T T E T T Q N A Q K P Q Q Y H W R M V W R N I I L Y I I M HL T G F Y G L Y L A M F Y A Q W K T V F Y S W F L L V

 8 4  L S L L S I T A G V H R L W A H R A Y K A K W P L R L T L M V L N L L A Y Q N S I Y E W A R D H R V H H K F S E T N A D P V N A K R G F F F S H V G W L L - - - C R K H P E
 8 4  L S L L S I T A G V H R L W A H R A Y K A K W P L R L T L M I L N L L A Y Q N S I Y E W A R D H R V H H K F S E T N A D P V N A K R G F F F S H V G W L L - - - C R K Q P E
 6 5  I A L Q G V T A G S H R L W A H K A Y K A R L P L R M L L C I F Q T L S L Q N H I Y D W A T Y H R V H H K F V D T N A D P H N S R R G F F F S H M G W L F I E P H K D - - -

1 6 7  V R A K G G R I D L S D L E R D P I V M F Q K R H Y Y K L V P F V - S F V I P T L I P M Y F W G E T L S N S W Y V S T M F R Y C L S L N L T W L V N S A A H M W G N
1 6 7  V R A K G G R I D L S D L E R D P I V M F Q K R H Y Y K L V P F A - S F V I P T L I P M Y F W G E T L S N S W Y V A T M F R Y C L S L N L T W L V N S A A H M W G N
1 4 8  V E D K Y K S I D F S D L H A D S V V M I Q K K Y Y H T F F A P V I G F Y L P A A I P W Y F W G E N F W T A F F V A T M L R Y C A C T N I T F L V N S W A H I Y G S

2 4 8  K P Y D K N I N P - - V E N L A V A I G S L G E G W H N F H H V F P W D Y K T S E L G N Y S L N F T N A F I D L A V L L G L A Y D L K T V P - - - - - V S M I K T R V G R -
2 4 8  K P Y D K N I N P - - V E N L A V A I G S L G E G W H N F H H V F P W D Y K T S E L G N Y S L N F T N A F I D L A V L L G L A Y D L K T V P - - - - - V S M I K T R V G R -
2 3 0  R P Y D K N I Y P T E S A T I A V L T G G E - - G W H N Y H H T F P W D Y K T G E F G K Y R S N L T T G F L D F M A A I G W A Y D L K T V S E E M I M K R V L R T G D G T R

3 2 6  - - - - - - - - - T G D G S H D V - - - - W G W G D K D L P K E L A D Q T M I E N R K T E -
3 2 6  - - - - - - - - - T G D G S H D V - - - - W G W G D K D L P K E L A D Q T M I E N R K T E -
3 1 4  K F D K I D K I L N V D D D H H H E D M L W G W G D S D M A K E E M N - Y V K I H N R K E D

図 S1-6 ( つづき ). (C) フタホシコオロギ ∆9-desaturase をコードする cDNA の塩基配列の演繹アミノ酸配列と他の

昆虫種の ∆9-desaturase のアミノ酸配列とのアラインメント。 Drosophila melanogaster ( キイロショウジョウバエ ), 

CA079269; Musca domestica ( イエバエ ), AAN31393.1; Culex quinquefasciatus ( ネッタイイエカ ), EDS41415.1; 

Helicoverpa zea ( オオタバコガ ), AAF81790.2; Danaus plexippus ( オオカバマダラ ), EHJ70677.1; Acheta domesticus

 ( ヨーロッパイエコオロギ ), AAK25796.1。  (D) フタホシコオロギ ∆12-desaturase をコードする cDNA の塩基配列の

演繹アミノ酸配列と他の昆虫種の ∆12-desaturase のアミノ酸配列とのアラインメント。 A. domesticus 

( ヨーロッパエイコオロギ ), ABY26957.1; Tribolium castaneum ( コクヌストモドキ ), NP_001137206。
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図 S1-6 ( つづき ). (E) フタホシコオロギ ∆9-desaturase をコードする遺伝子の cDNA の塩基配列の

演繹アミノ酸配列と他の生物種の ∆9-desaturase のアミノ酸配列をもとに作成した分子系統樹。

系統樹作成は近隣結合法を用いた。バーは、サイトあたりのアミノ酸置換数を示す。

なお、昆虫を赤色にて、真菌類を青色にて、微生物を緑色にて、植物を紫色にて示した。

Acheta domesticus ( ヨーロッパイエコオロギ ), AAK25796.1; Culex quinquefasciatus ( ネッタイイエカ ), EDS41415.1; 

Drosophila melanogaster ( キイロショウジョウバエ ), CA079269; Musca domestica ( イエバエ ), AAN31393.1;

Helicoverpa zea ( オオタバコガ ), AAF81790.2; Danaus plexippus ( オオカバマダラ ), EHJ70677.1; Ogataea parapolymorph 

( 酵母の一種 ),  ESW97365.1; Trametes versicolor ( カワラタケ ), EIW55454.1; Fomitiporia mediterranea ( 真菌の一種 ),

EJD00826.1; Punctuliria strigosozonata ( ケシワウロコタケ ),  EIN08842.1; Rhizoctonia solani ( 糸状菌の一種 ),

CCO33298.1; Francisella noatunensis ( 細菌の一種 ), WP_014714685.1; Shewanella loihica ( 細菌の一種 ), WP_011863945.1;

 Alteromonas macleodii ( 細菌の一種 ), WP_014999556.1; Glaciecola polaris ( 細菌の一種 ), WP_007106688;

Pseudoalteromonas atlantica ( 細菌の一種 ),  WP_011576728.1; Fragaria vesca ( エゾヘビイチゴ ),  XP_004305981.1;

Arabidopsis thaliana ( シロイヌナズナ ),  AAF82164.1; Ricinus communis ( トウゴマ ),  EEF44805.1;

Picea glauca ( カナダトウヒ ), AAM12238.1。
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図 S1-6 ( つづき ). (F) フタホシコオロギ ∆12-desaturase をコードする遺伝子の cDNA の塩基配列の

演繹アミノ酸配列と他の生物種の ∆12-desaturase のアミノ酸配列をもとに作成した分子系統樹。

系統樹作成は近隣結合法を用いた。バーは、サイトあたりのアミノ酸置換数を示す。

なお、昆虫を赤色にて、真菌類を青色にて、微生物を緑色にて、植物を紫色にて示した。

Gloeobacter violaceus ( シアノバクテリアの一種 ),  AAF61413.1; Tribolium castaneum ( コクヌストモドキ ),  NP_001137206;

Acheta domesticus ( ヨーロッパイエコオロギ ),  ABY26957.1; Burkholderia vietnamiensis ( プロテオバクテリアの一種 ),  WP_021157997;

Collimonas fungicorans ( オキサロバクター科細菌の一種 ),  YP_004751734.1; Phytophthora infestans ( ジャガイモ疫病菌の一種 ),

AEQ16445.1; Chlorella vulgaris ( クロレラ ),  ACF98528.1; Brassica napus ( セイヨウアブラナ ), ABG76201.1; Oryza sativa ( イネ ), 

BAC45173.1; Zea mays ( トウモロコシ ),  NP_001266540.1; Capsocum chinense ( ハバネロ ), CAI48076.2; Daucus carota ( ニンジン ), 

AAO38033.1; Aspergillus oryzae ( ニホンコウジカビ ), BAD04850.1; Exophiala dermatitidis ( エキソフィアラ属の菌の一種 ), EHY61278.1;

Metarhizium anisopliae ( メジタリウム菌の一種 ), EFY96606.1; Claviceps purpurea ( 麦角菌の一種 ), ABS18716.1; Pucchinia graminis 

( コムギ黒さび病菌の一種 ),  ELS31671.1; Phanerochaete chrysoporium ( 担子菌の一種 ), ACJ26016.1; Amylimyces rouxii ( 糸状菌の一種 ), 

AAD55982.1; Mortierella alpina ( 糸状菌の一種 ), AAL13300.1。
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図 S1-6 ( つづき ). (H、I) 定量 PCR を用いたフタホシコオロギの ∆9-desaturase (G)、および

∆12-desaturase (H) の組織別発現解析。フタホシコオロギ成虫個体の各種組織 (1: 脂肪体、2: 前腸、

3: 中腸、4: 後腸、5: マルピーギ管、6: 気管、7: 筋肉、8: 精巣、9: 卵巣、10: 神経系 ) から調製した

トータル RNA を用いた。コントロールとして EF (elongation factor) を用いた。縦軸は、

( 各 desaturase の発現量 )/ (EF の発現量 ) とした (n = 1)。フタホシコオロギの ∆9-desaturaseは、

主に、脂肪体、中腸、および神経系に mRNA の発現が見られ、∆12-desaturaseは、

脂肪体、中腸、精巣、および神経系に mRNA の発現が見られた。
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図 S1-6 ( つづき ). (I) フタホシコオロギ ∆9-、∆12-desaturase のノックダウン個体の調製。 (I-1) 

アガロース電気泳動による調製した dsRNA の確認。M は分子量マーカー (100 bp ladder) を示す。

レーン 1 は、図 S1-6 (A) において、赤色で示した、∆9-desaturase をコードする cDNA の部分塩基配列を

鋳型として調製した dsRNA (∆(9+12)-desaturase-dsRNA) である。レーン 2 は、図 S1-6 (A) において、

青色で示した、∆9-desaturase をコードする cDNA の 3’ UTR の部分塩基配列を鋳型として調製した dsRNA 

(∆9-desaturase-dsRNA) である。レーン 3 は、図 S1-6 (B) において、緑色で示した、∆12-desaturase を

コードする cDNA の 3’ UTR の部分塩基配列を鋳型として調製した dsRNA (∆12-desaturase-dsRNA) である。

それぞれ、調製後の dsRNA としてその後の実験に用いた。 (I-2、3) 定量 PCR を用いた、

フタホシコオロギ ∆9-、∆12-desaturase のノックダウンの確認。(I-1) フタホシコオロギの成虫オス個体へ、

∆(9+12)-desaturase-dsRNA を投与し、投与後 2 日目における脂肪体をテンプレートとして、∆9-desaturase 

( 左 ) と ∆12-desaturase ( 右 ) のノックダウンを確認した。EGFP-dsRNA 投与個体における、内在性

コントロールとして用いた EF に対する、∆9-desaturase、または ∆12-desaturase の mRNA の発現量を 1 と

した。それぞれ平均値 + S. D. で示した ( 左 : n = 6、右 : n = 3)。 アスタリスクは、コントロールに対して、

有意な差が認められたことを示す (*P < 0.05, **P < 0.005; Student's t-test)。(I-2) フタホシコオロギの成虫

オス個体へ、∆9-desaturase-dsRNA、および ∆12-desaturase-dsRNA を投与し、投与後 2 日目における脂肪体を

テンプレートとして、∆9-desaturase ( 左 ) と ∆12-desaturase ( 右 ) のノックダウンを確認した。EGFP-dsRNA

投与個体における、内在性コントロールとして用いた EF に対する、各 mRNA の発現量を 1 とした。

それぞれ平均値 + S. D. で示した (n = 4)。
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S2-5 他の昆虫種における体内の脂肪酸組成の解析 ( 予備的実験 )
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S2-5. 他の昆虫種における体内の脂肪酸組成の解析 ( 予備的実験 )。(A) カイコ幼虫の各組織の脂肪酸組成の

解析。カイコ 5 齢 2 日目の幼虫の各組織 ( 中腸、体液、脂肪体 )、人工飼料 (SILKMATE 2S、日本農産工 )、

およびフンを摘出、回収し、脂質を抽出した。抽出した脂質をけん化した後に、脂肪酸を抽出した。抽出

した脂肪酸は、ADAM と反応した後に、HPLC に供した。HPLC のクロマトグラムにて見られた、7 種の

脂肪酸 (12:0、14:0、16:0、18:0、18:1、18:2、18:3）の各ピーク面積、および未同定のピーク面積の合計に

対する、各ピークの比をグラフに示した。中腸、体液、および脂肪体は、それぞれ平均値 + S. D. で示した

(n = 4)。 各組織、人工飼料、およびフンの脂肪酸組成の差異は、カイコ幼虫がもつ、人工飼料の消化により

生じた脂肪酸の代謝や貯蔵の様式を反映していると考えられる。 (B) 東京大学柏キャンパス生命棟付近にて、

8 月上旬に採集した、いくつかの昆虫種 (n = 1) の脂肪体内の脂質の脂肪酸組成の解析。各昆虫種の脂肪体を

摘出し、脂質を抽出した。抽出した脂質をけん化した後に、脂肪酸を抽出した。抽出した脂肪酸は、ADAM と

反応した後に、HPLC に供した。HPLC のクロマトグラムにて見られた、7 種の脂肪酸 (12:0、14:0、16:0、18:0、

18:1、18:2、18:3）の各ピーク面積の合計に対する、各ピークの比をグラフに示した。昆虫種間にて、脂肪体内

の脂質の脂肪酸組成に差異があることが考えられた。
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S2-1  フタホシコオロギ AKH の合成、および AKH 投与成虫個体の摂食量の解析
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図 S2-1. フタホシコオロギ AKH の合成、精製 (A)、および、AKH を投与した成虫個体の摂食量の解析 (B)。

(A-1) フタホシコオロギの AKH のアミノ酸配列。その平均分子質量の理論値は、920.43 である。(A-2) 

最終精製段階の逆相 HPLC のクロマトグラム。矢印のピークを分取した。図中の点線は、アセトニトリル

濃度を示す。(A-3) 分取したピークの MALDI-TOFMS スペクトル。[M+Na]+ (m/z 943.31) および [M+K]+ 

(m/z 959.31) の由来の検出されたイオンピークが得られた。 (B) AKH ( 黒色 ) または Ringer 溶液 ( 灰色 ) を

断続的に投与したフタホシコオロギ成虫メス個体における一日毎の摂食量の解析。成虫脱皮 0 日目のメスに

AKH 100 pmol ( 黒色 ) または Ringer 溶液 ( 灰色 ) を 1 日に 2 回、それぞれ 2 µL ずつ連続投与すると同時に、

1 日ごとのフンの数を調べ、摂食量の指標とした。フンの数は、平均値 ± S.D. で示した (n = 6)。アスタリスク

は、コントロールに対して、有意な差が認められたことを示す (*P < 0.05; Student's t-test)。
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S2-2  AKHR のノックダウン終齢幼虫個体における、摂食行動に関わる表現型の解析

AKHR
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#1 #2 #3 #1 #2 #3
AKHR-dsRNA EGFP-dsRNA

AKHR

EF

#1 #2 #3 #1 #2 #3
AKHR-dsRNA EGFP-dsRNA

(A)

図 S2-2. AKHR のノックダウン終齢幼虫個体における、AKHR のノックダウン効果の確認および摂食行動に関わる

表現型の解析。(A) RT-PCR を用いた AKHR のノックダウンの確認。AKHR-dsRNA および EGFP-dsRNA の投与後 2 

( 左 )、4 日目 ( 右 ) の終齢幼虫メス個体の脂肪体を RT-PCR のテンプレートとした。# 番号は各群における別々の

個体を示す。コントロールとして EF を用いた。AKHR-dsRNA の投与後 2 日目 ( 左 ) において AKHR の発現が抑制

され、投与後 4 日目 ( 右 ) において抑制された発現の回復傾向が見られた。 (B) AKHR のノックダウン終齢幼虫個体の

絶食耐性の解析。終齢幼虫 0 日目のメスに AKHR-dsRNA (●) または EGFP-dsRNA (○) を投与後、絶食条件下で 1 日ごと

の生存率を調べた。終齢幼虫では、AKHR のノックダウン群はコントロール群と比較して絶食耐性に有意な差は

認められなかった (Wilcoxon signed-rank test, P > 0.05, n = 10) 。 (C) AKHR ノックダウン個体の摂食量の解析。終齢幼虫

0 日目のメス に AKHR-dsRNA (●) または EGFP-dsRNA (○) を投与後、1 日ごとのフンの数を調べ、摂食量の指標とした。

フンの数は、平均値 ± S.D. で示した (n = 10)。終齢幼虫では、AKHR のノックダウン個体はコントロール個体と比較して

摂食量に有意な差は認められなかった (Student's t-test, P > 0.05)。
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図 S2-3. フタホシコオロギ通常オス個体における、体液中の 1, 2-DAG レベルとトレハロースレベル、

および摂食量との相関関係の解析。方法としては、11 個体の成虫オスについて、(i) 体重、(ii) 

摂食量の指標として、フンの数、(iii) 体液中の 1, 2-DAG レベル、(iv) 体液中のトレハロース

レベルを一週間計測・定量し、それぞれの平均値同士の組み合わせに関して相関関係を調べた。

図における 1 プロットが 1 個体を示す。R はピアソンの相関係数を示す。その結果、体重と摂食量に

正の相関 (R = 0.47) が見られた。また、摂食量と体液中の脂質レベルに負の相関 (R = -0.64) が

見られた。それ以外の組み合わせに関しては、強い相関は見られなかった。
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S2-3  フタホシコオロギ通常オス個体における、体液中の脂質および糖質の標準レベルと摂食量との

相関関係の解析
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S2-4  フタホシコオロギ ApoLp-III の脂質輸送における機能に関する解析
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図 S2-4. フタホシコオロギ ApoLp-III のノックダウンが、体液中の 1, 2-DAG レベルの標準値に与える

影響、および、AKH 刺激による脂質の動員に与える影響。 (A) フタホシコオロギ ApoLp-III のノックダウン

が、体液中の 1, 2-DAG レベルの標準値に与える影響。フタホシコオロギ成虫オス個体に、ApoLp-III-dsRNA、

および EGFP-dsRNA を 2 日毎に投与し、投与開始後 6 日目における、体液中の 1, 2-DAG レベルを定量

した。それぞれ平均値 + S. D. で示した (n = 4)。ApoLp-III のノックダウンによって、体液中の 1, 2-DAG

レベルに顕著な変動は見られなかった。 (B) フタホシコオロギ ApoLP-III のノックダウン個体への AKH の

投与が、体液中の 1, 2-DAG レベルに与える影響。ApoLp-III-dsRNA、および EGFP-dsRNA の連続投与

開始後 6 日目のフタホシコオロギ成虫オス個体に、5 pmol の AKH を、または 3 µL の Ringer 溶液を

投与し、投与後 0、90 分での体液中の 1, 2-DAG レベルを定量した。それぞれ平均値 + S. D. で示した

(n = 4)。アスタリスクは、コントロールに対して、有意な差が認められたことを示す (*P < 0.05; 

Tukey's HSD test)。ApoLp-III のノックダウン個体では、コントロール個体で見られるような、AKH

刺激による体液中の 1, 2-DAG レベルの顕著な増加は見られなかった。
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総括 

 

昆虫の摂食行動には、これまでの行動学的、生理学的研究により、周期性が存在するこ

とが知られている 9-11)。また、生物は、体内の栄養要求を適切に満たすように、適切な量、

および割合の栄養分を得られるような餌を自身で選択し摂食する、self-selection と呼ばれる

機構を体内に有していることが知られている 24, 25)。上述のような摂食行動の調節に関与す

る内在性因子の一つとして、体液中の栄養分の濃度変動が挙げられる 35)。しかし、その具

体的な分子レベルでの調節機構は、これまで明らかにされていない。 

 そこで、昆虫における体内の栄養状態の変動が摂食行動を調節する機構を、分子レベル

で明らかにすることを本論文研究の目的とした。研究にあたって、昆虫の体内の脂質、糖

質代謝を制御する、主要なペプチドホルモンの一つである、AKH (adipokinetic hormone; 脂

質動員ホルモン)に着目した。具体的には、AKHRのノックダウン個体の表現型の解析を中

心として、体内の栄養分の代謝、体外の栄養分の嗜好性、および、摂食行動の 3つの観点

からの解析を行った。研究材料としては、フタホシコオロギ Gryllus bimaculatus を用いた。

フタホシコオロギを用いる利点は、(i) 大量入手、大量飼育が簡便であり、(ii) 比較的大型

昆虫であるため、摂食行動観察が容易であり、(iii) RNA干渉(RNAi)法の効果が確認されて

おり、(iv) 雑食性であるため、摂食の嗜好性を解析しやすいことが挙げられる。 

 

第一章では、フタホシコオロギの AKH の制御機構が摂食行動にどのような影響を与える

かを解析した。先ず、フタホシコオロギの AKHRをコードする遺伝子の全長の cDNA をク

ローニングした(図 S1-1 (A))。次に、RNAi法を用いて、AKHR をノックダウンしたフタホ

シコオロギを調製した(図 S1-1 (F))。この AKHR のノックダウン個体の摂食行動を観察した

結果、摂食と摂食の間の時間が減少したが、1 回の摂食時間に変動は見られなかった(図

1-1-3-10、図 1-1-3-11)。すなわち、AKHRのノックダウンにより、摂食周期が短縮した。 

 

第二章では、AKHの脂質および糖質動員作用に着目し、AKHRのノックダウン個体にお

ける、体内の脂質および糖質レベルの変動を解析した。さらに、AKHRのノックダウン個

体における、それらの変動と摂食周期の短縮とに関連性があるかどうかを解析した。AKHR
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をノックダウンしたフタホシコオロギの成虫オス個体における、体内の脂質および糖質レ

ベルを分析したところ、体液中の 1, 2-DAGレベル、および体液中のトレハロースレベルが、

2-3割程度減少した(図 2-1-1 (B、C))。これらの減少が、第一章にて見られた、摂食周期の短

縮に関与するかを解析するために、体液中へのリポホリン、およびトレハロースの投与に

よるレスキュー実験を行った。その結果、AKHRのノックダウン個体で見られるような、

摂食周期の短縮は、トレハロースの投与よりも、リポホリンの投与により、コントロール

個体程度までレスキューされた(図 2-2 (E-H))。つまり、AKHRのノックダウンによる、体液

中の 1, 2-DAGレベルの減少が、摂食周期の短縮に大きく寄与していると考えられた。 

 

第三章では、フタホシコオロギの体液中の脂質および糖質レベルが、絶食条件の経過や、

摂食によってどのように変動するかを解析することで、体液中の脂質および糖質レベルと

摂食モチベーションとの関連性を調べた。その結果、体液中の 1, 2-DAGレベルおよびトレ

ハロースレベルは、見かけ上、或る一定のレベル(標準値)に調節されていると考えられた(図

3-1-2)。また、体液中の両レベルは、摂食終了後に、一過的に、標準値から増加し、その後

緩やかに標準値以下まで減少した(図 3-1-2)。この結果を踏まえて、リポホリンおよびトレ

ハロースの投与により、人為的に、体液中の 1, 2-DAG レベルおよびトレハロースレベルを

それぞれ一過的に増加させると、それらの増加量に依存して、摂食モチベーションが低下

した(図 3-2-1、図 3-2-2)。以上の結果から、(i) 摂食後に、体液中の栄養分の濃度が増加する

ことで、摂食モチベーションが低下し、(ii) その後、増加した濃度が、或る閾値まで減少す

ることで、摂食モチベーションが上昇する、この(i)、(ii)の繰り返しが、摂食行動の周期性

を規定する機構の一端であることが示唆された。この考えに基づくと、AKHR のノックダ

ウン個体では、体液中の 1, 2-DAGレベルの標準値が減少することから、(ii) における、摂

食モチベーションの上昇を促すような或る閾値までに減少する頻度が増加するため、頻繁

な摂食行動が見られる可能性が考えられた。 

 

第四章では、体液中の 1, 2-DAG レベルの変動が、どのような分子機序で、摂食モチベー

ションに働きかけているかを、リポホリンに着目して解析することにした。AKHR をノッ

クダウンしたフタホシコオロギにおいて、体液中の脂質輸送の変化を解析したところ、
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AKHRのノックダウンにより、脂肪体での LpR の mRNAの発現抑制、および、体液中の遊

離 ApoLp-IIIレベルの減少が見られた(図 4-1-1、図 4-1-2-2 (B))。しかしながら、LpR および

ApoLp-IIIのノックダウン個体の摂食量の解析の結果では、LpR のノックダウン個体と、

ApoLp-IIIのノックダウン個体のどちらに関しても、コントロール個体と比較して、顕著な

差異は見られなかった(図 4-2-1、図 4-2-2)。これらのことから、AKHR のノックダウン個体

で見られる、上述の脂質輸送の変化は、摂食周期の短縮に、直接的には関与しないと考え

られた。 

 

第五章では、第四章の結果を踏まえ、新たな視点から、AKHR のノックダウン個体にお

ける、摂食行動の変化を分子レベルで解釈することを目指し、AKHRのノックダウン個体

における、摂食行動に関与する、新規分子を探索した。その方法として、AKHRをノック

ダウンしたフタホシコオロギの成虫オス個体の脂肪体を用いた、cDNAサブトラクション法

を行った。その結果、AKHR のノックダウン個体の脂肪体にて、ACBP (acyl-CoA binding 

protein)をコードすると考えられる遺伝子の mRNAの発現が増加することを見出した(図

5-1-1-2、図 5-1-1-3)。さらに、ACBP をノックダウンすると、AKHRのノックダウンとは逆

に、摂食量の減少が見られた(図 5-1-2)。ACBPは細胞内に局在し、acyl-CoAと結合し、輸

送体として機能することで、脂肪酸代謝のバランスを調節していることから 137, 138)、AKHR

をノックダウンしたフタホシコオロギにおいて、体内の脂肪酸代謝のバランスが変動して

いる可能性が考えられた。そこで、AKHR のノックダウン個体の体内の脂肪酸組成を解析

したところ、特に、体液中の脂質における、飽和脂肪酸と不飽和脂肪酸とのバランスが変

動した(図 5-2)。一方で、通常個体における絶食条件下での脂肪酸組成の解析、および、特

定の脂肪酸種の過剰摂取による脂肪酸組成の変動の解析では、体液中の脂質における、飽

和脂肪酸と不飽和脂肪酸のバランスは、或る一定を保つような調節を受けていると考えら

れた (図 5-3、図 5-4 (B))。つまり、AKHR のノックダウン個体における摂食行動の周期性

の変化には、体液中の脂質レベルの量的変動だけではなく、質的変動(脂肪酸組成の変動)

も関与することが示唆された。 

 

第六章では、前章までの、AKHR のノックダウン個体における、体液中の脂質の量的、
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および質的レベルの変動が、摂食行動における栄養要求性に影響を与えるかどうかを解析

した。AKHR をノックダウンしたフタホシコオロギ成虫オス個体について、摂食の嗜好性

の変化について、choiceアッセイにより解析したところ、AKHRのノックダウン個体は、口

部の感覚器である小腮を介して、リノール酸(18:2)の嗜好性が増強していることを見出した

(図 6-2 (C)、図 6-3-1)。また、逆行性染色法による、小腮の神経の染色結果から、小腮にお

ける 18:2の嗜好性の調節は、食道下神経節(SOG)が関与していると考えられた(図 6-6)。こ

れまでの結果を合わせて考えると、AKHRのノックダウン個体では、体液中の 1, 2-DAGレ

ベルの量的、質的変動を調節するような、体内の脂質代謝機構のバランスが変化し、その

変化を補償するために、餌中の 18:2の嗜好性を増強させており、その結果、摂食行動の周

期性に影響が見られたと考えることができる。 

 

第七章では、第六章の結果を受けて、AKHRのノックダウン個体における、小腮での、

18:2の嗜好性の増強に関与する分子を探索した。フタホシコオロギの小腮を用いて RNA-seq

解析を行い、その解析データを基にして、18:2と結合し、嗅覚シグナルを伝える分子の候

補として、14の嗅覚結合タンパク質(OBP)、および 13の化学受容タンパク質(CSP)をコード

すると考えられる cDNAの、部分塩基配列情報を取得した(図 7-1-3)。AKHRと、各 OBP/CSP

のダブルノックダウン個体について、18:2 に対する嗜好性を指標としてスクリーニングし

た結果、4つの OBP および 3 つの CSP が、18:2と結合する分子の候補として得られた(図

7-2-1、7-2-2)。現在、得られた各 OBP/CSP のリコンビナントタンパク質を作製し、in vitro

での、18:2や、他の脂肪酸種との結合を解析中である。 

 

 第八章では、飽和脂肪酸と不飽和脂肪酸とのバランスの調節に関与すると考えられる、

9-desaturaseおよび12-desaturaseに着目した。フタホシコオロギにおいて、脂肪酸不飽和

化酵素である、9-desaturase および12-desaturaseをダブルノックダウンした場合、AKHR

をノックダウンした場合よりも大きく体内の脂肪酸の飽和脂肪酸と不飽和脂肪酸とのバラ

ンスが崩れ、かつ、9-desaturaseおよび12-desaturase の dsRNA の投与後 1-2日には致死と

なることを見出した。致死の原因を解明するために、先ずは、致死に関与する組織を探索

したが、その特定はできなかった。次に、脂肪酸、および脂肪酸から生合成される生理活
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性物質の投与による、致死のレスキュー実験の結果、プロスタグランジン Fが、生存に関

与している可能性が考えられた。現在、致死に至るまでの詳細な過程については、さらな

る解析中である。 

 

 

 以上、本論文研究をまとめると、AKHR のノックダウン個体における、摂食周期の短縮

は、現時点では以下のように推察できる(図 9)。AKHR のノックダウン個体は、体内の脂質

代謝の調節機構が部分的に欠損することで、体液中の 1, 2-DAGの量的レベル、および質的

レベルが変動する。そのような、体内の脂質代謝の調節機構の欠損、あるいは、その欠損

に起因する、体液中の 1, 2-DAG の量的レベル、および質的レベルの変動は、どのような分

子機構にて、体内で感知されるかは明らかにできなかったが、そのような変動は、SOGを

介して、小腮における、18:2の嗜好性の増強に反映されると考えられる。その結果、摂食

周期が短縮した可能性が考えられる。なお、SOGは、他の昆虫種では、顎の運動性に関与

すると考えられていることから 243, 244)、フタホシコオロギにおいて、18:2の嗜好性の調節機

構と顎の運動性の調節機構との関連性があるかもしれない。 

 また、9-desaturase および12-desaturaseに着目した解析から、体内の脂肪酸組成のバラ

ンスが大きく崩れることは、昆虫を生存させるような機構にも影響を与えることが示唆さ

れた(図 9)。このことは、体内において、或る程度の不飽和脂肪酸量を維持することが、生

存を維持するために必須であると考えられる。9-desaturaseおよび12-desaturase のダブル

ノックダウン個体に対しての、18:2から生合成される PGF2の過剰量の投与により、致死が

部分的にレスキューされたことから、上述の生存機構の維持には、PGF2が部分的に関与し

ている可能性は考えられる。しかし、9-desaturaseおよび12-desaturase のダブルノックダ

ウン個体が致死になる機構の全貌を明らかにするためには、致死の原因となる組織の特定

や、原因物質のさらなる探索など、多くの解析が必要である。 

上述の生存機構と、AKHR のノックダウン個体の解析から明らかとなった、18:2の栄養

要求性およびその嗜好性を調節する機構を体内に有するという結果を合わせて考えると、

18:2などの必須脂肪酸を摂取する現象は、生存を維持するために大きな意義を有すると言

えるかもしれない。 
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 本論文研究では、体液中の栄養分の濃度に特に着目して研究を進めた。体液は全ての組

織と接するため、体液中の栄養分の濃度は、各組織での、栄養分の代謝、貯蔵や輸送など

の収支に反映されると言える 40, 41)。つまり、体液中の栄養分の濃度の変動を解析する場合

は、他の組織にも着目する必要があると考えられる。本論文研究における脂肪酸組成の解

析では、体液以外の組織として、栄養分の輸送や代謝に関与する中腸および脂肪体、そし

て、摂食行動の調節に関与する可能性がある神経系にも着目した。特定の脂肪酸種の過剰

摂取による、それらの各組織での、脂肪酸組成の変動の解析の結果から(図 5-4 (B))、体内の

栄養分の濃度の調節に関して、各組織間の連係は不明であるものの、組織毎に、脂肪酸組

成を、見かけ上或る一定のバランスをとるように調節するような、脂質代謝機構があるこ

とが示唆された。すなわち、脂肪酸組成に着目することで、各組織での、栄養分の代謝、

貯蔵や輸送などに関する、恒常的な調節機構を俯瞰することができた。これらを考慮する

と、AKHRをノックダウンすることで、少なくとも、AKHRが発現する脂肪体では、脂質

代謝の調節機構が、絶妙に欠損することにより、見かけ上、体液中の 1, 2-DAG の量的およ

び質的レベルに、或る程度の変動が見られたと考えられる。そして、それらの変動が、摂

食行動の栄養要求性を調節する機構に影響を与えることで、摂食周期の短縮や、18:2の嗜

好性の変化という、行動レベルでの大きな変化に反映されたと考えられる。 

 

 これまでに、キイロショウジョウバエにおいて、体内の栄養分の濃度変動と、摂食の亢

進や抑制との関連性についての研究は行われてきた。例えば、哺乳類にてグリシンの代謝

に関与する酵素をコードする遺伝子のキイロショウジョウバエホモログと考えられる、

pumpless遺伝子の変異体の解析から、体内のアミノ酸レベルの変動と、摂食の抑制機構との

関連性が報告された 245, 246)。キイロショウジョウバエ幼虫では、フルクトース受容体である

Gr (gustatory receptor) 43a が体内のフルクトース濃度を感知し、摂食に反映させると考えら

れている 246)。また、キイロショウジョウバエ成虫の SOG から、餌中のスクロースを感知し

て、口吻の動きを制御することで摂食行動を調節するような神経細胞が同定された 247)。し

かし、これらの研究では、或る特定の栄養分の嗜好性に関しては全く解析されていない。

つまり、本論文研究で行った、脂質代謝の調節機構と嗜好性の調節機構の関連性について、
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分子レベルで解釈することは、昆虫、ひいては動物全般の摂食行動を考える上で、新しい

視点と言えるであろう。 

本論文研究において、フタホシコオロギには、18:2 の嗜好性を調節するような機構を体

内に有することが示唆された。野生におけるフタホシコオロギの摂食行動を考えると、選

択および摂取すべき栄養素は、18:2以外にも多く存在すると考えられる。つまり、本論文

研究にて明らかになりつつある 18:2の嗜好性の調節機構以外にも、他の栄養素に対する嗜

好性の調節機構が存在する可能性がある。つまり、体内の栄養分の摂取、代謝などによる、

体内の様々な栄養分の濃度の変動を、それぞれ感知し、それらの変動に応じて、餌中にお

ける、それぞれの栄養素に対する嗜好性に反映させている可能性がある。 

 

 多くの生物種にとって、18:2は必須栄養素であるが、8-0で述べたように、一部の昆虫種

では、18:2を体内にて生合成できる 216)。フタホシコオロギも 18:2を体内にて生合成できる

が 216)、8-5で述べたように、フタホシコオロギにおける 18:2の生合成に関与する

12-desaturaseの、18:1 から 18:2への触媒能は微弱であった(データ非掲載)。このことから、

フタホシコオロギの体内で生合成される 18:2量は多くはなく、体内の生合成と合わせて、

体外から摂取することにより、体内の 18:2の要求量を満たしている可能性が考えられる。

一方、ヨーロッパイエコオロギでは、フタホシコオロギと比較して、単位時間当たりの 18:2

の生合成量が 2.7倍程度多く 216)、また、ヨーロッパイエコオロギ12-desaturase の、18:1か

ら 18:2への触媒能は、フタホシコオロギのそれよりも強いと考えられた 217)。 

このような、18:2 の生合成量の差異は、両昆虫種間における、18:2 についての栄養要求

性の差異に反映されるかもしれない。また、両昆虫種は近縁種であることと、12-desaturase

は、進化上、細菌などから水平伝搬された可能性があることを合わせて考慮すると(図 S1-6 

(E))、両昆虫種における、18:2の生合成量の差異に関する説明付けは多く考えられるが、一

つの可能性として、両昆虫種が、共通祖先の12-desaturase遺伝子を獲得した後に、それら

の活性に、食性や生育温度等の環境因子が選択圧として作用した可能性がある。また、そ

の他の、18:2 を体内にて生合成できる昆虫間、および、生合成できない昆虫間における共

通点の有無を検討したが、現在のところは見いだせていない。これを検討するためには、

先ずは、フタホシコオロギ、ヨーロッパイエコオロギや、他の直翅目昆虫種といった、近
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縁種間において、18:2の体内での生合成能、および 18:2の嗜好性を詳細に解析し、その結

果と、近縁種間での生態学的特徴とを合わせて考察することで、昆虫における、18:2の摂

取に関する、代謝と栄養要求性のネットワークについての知見が得られるかもしれない。 

さらに、今後、第七章におけるスクリーニングを進めることにより、18:2や他の脂肪酸

種の嗜好性に関与するような OBP や CSP を見出すことができれば、その分子に着目した解

析を他昆虫種へと展開し、比較することで、昆虫の化学感覚の調節機構と、食性との関連

性についてのさらなる理解が得られると考えられる。 

 

昆虫は、多種多様な食性をもつことから、昆虫によって、要求する栄養分の種類や量は

異なると考えられる。様々な昆虫種にて、代謝の調節機構と、化学感覚の調節機構との関

連性を見出し、それを昆虫種間にて比較することにより、昆虫の多種多様な食性や、生存

戦略に関して、新たな知見が得られるかもしれない。 

190



体
液

脂
肪

体

腸
管

A
K

H
R
の
ノ
ッ
ク
ダ
ウ
ン
個
体

餌

A
K

H
R

A
K

H
Li

po
ly

si
s ↓

G
ly

co
ge

no
ly

si
s ↓

ト
レ
ハ
ロ
ー
ス

↓

TA
G

1,
 2

-D
A

G
↓

小
腮脳

神
経

系

食
道
下
神
経
節

摂
食
行
動

化
学
感
覚

脂
質
代
謝

体
液

中
の

1,
 2

-D
A

G
レ

ベ
ル

の
減

少

体
液

中
の

1,
 2

-D
A

G
の

脂
肪

酸
組

成
の

変
動

∆9
- 、

∆1
2-

de
sa

tu
ra

se
の
ダ
ブ
ル
ノ
ッ
ク
ダ
ウ
ン

生
存

摂
食

量
の

増
加

摂
食

周
期

の
短

縮

小
腮

に
お

け
る

リ
ノ

ー
ル

酸
の

嗜
好

性
の

増
強

側
心

体

AC
BP

 m
R

N
A

↑
体

内
の

脂
質

の
飽

和
脂

肪
酸

-

不
飽

和
脂

肪
酸

の
バ

ラ
ン

ス

図
9.

 本
論

文
研
究
に
よ
り
明
ら
か
と
な
っ
た
、
フ
タ
ホ
シ
コ
オ
ロ
ギ
に
お
け
る
、
脂
質
代
謝
の
調
節
と
、
化
学
感
覚
の
調
節

と
に
反
映

さ
れ
る
摂
食
行
動
の
分
子
機
構
と
、
脂
質
代
謝
の
調
節
と
生
存
と
の
関
連
性
の
概
念
図
。

リ
ノ
ー
ル
酸

餌
由
来
の
栄
養
分

O
B

P/
C

SP
?

191



実験の部 

 

機器 

HPLCシステム 

システムコントローラー: 日本分光、802-SC 

ポンプ: 日本分光、880-PU 

UV検出器: 日本分光、875-UV 

記録装置: 日本分光、807-IT 

システムコントローラー: 日立、L-6250 

ポンプ: 日立、L-6050 

UV検出器: 日立、L-4000 

蛍光検出器: 島津、RF-530 または島津、RF-20A 

記録装置: 日立、D-2500 

遠心濃縮機: Savant、Speed Vac® Plus SC210A 

凍結乾燥機: EYELA、FDU-1000 

PCR: Applied BioSystems、ABI 9700 Genetic Analyzer 

   : Bio NEER、MyGenie32 Thermal Block 

定量PCR: Applied BioSystems、7300 Real Timer PCR System. 

DNAシーケンサー: Applied Biosystems、ABI PRISM 310 Genetic Analyzer 

ペプチド合成機: Aapptec、Apex 396-SC synthesizer 

プロテインシーケンサー: Applied Biosystems、ProciseTM cLC 

分光光度計: Nanodrop、ND-1000 

      : BIO-RAD、MODEL 550 

実験に使用した試薬において特に記載のないものについては、関東化学またはナカライテスクの試薬を使用した。本

項に記載されていない分子生物学実験の基本操作は、Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor 

Laboratory Press)を参考にして行った。 

 

実験動物および実験飼料 

 フタホシコオロギ(Gryllus bimaculatus)は、成虫、5 齢幼虫、または終齢幼虫を月夜野ファーム(群馬県利根郡みなか

み町)より購入した。その後、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(ORC4、オリエ

ンタル酵母)を粉末状にして、実験に使用するまで飼育した。飼育の過程で、より飼育に適するような栄養素のバラン

スをもつ飼育用人工飼料として、上述のウサギ用人工飼料に、ネコ用人工飼料(フリスキードライ フィッシュミック

ス、ネスレ)を1:1の比で混合し、粉末状にしたものも用いた。 

摂食行動に関する実験に用いた人工飼料に関しては、第一、二、三、四、五章の実験では、全て、ウサギ用人工飼

料を用いた。一方、choice実験をはじめとする、第六章以降の実験では、後述する、フタホシコオロギ用の人工飼料

を適宜調製し、用いた。 

 

各遺伝子の cDNAクローニング 

 脂肪体、あるいは、小腮(OBP/CSPをコードする遺伝子の場合)からTRIzol® Reagent (Invitrogen)を用いてトータルRNA

を抽出した。300-500 ngのトータルRNAから、Super Script® III (5’-RACEに用いる場合はSuper Script® II)を用いて逆転

写反応を行った。逆転写のプライマーには、T7-dT 

(5’-GCCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGAGGCGGT(24)-3’)を用い、50°Cで60-90分間程度反応した。な

お、5’-RACE、3’-RACEに用いる cDNAの合成は、SMARTTM RACE cDNA Amplification Kit (Clontech)を用いた。なお、

AKHRの3’-RACEに用いる cDNAの合成のみ、FirstChoice® RLM-RACE Kit (Ambion)を用いた。作製した cDNAをテ

ンプレートとし、ExTaqを用いて付属のプロトコールに従ってPCRを行った。なお、nested PCRを行う場合は、最初
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のPCRの1/100倍量をテンプレートとしてPCRを行った。反応に用いるプライマーの濃度は、終濃度 1 Mとした。

それぞれの cDNAクローニングにおけるPCR条件は、基本的には、Ex Taqを用いて、94°C、30秒(最初のサイクルの

み3.5分); 60°C、30秒; 72°C、60秒を1サイクルとし、30サイクル反応させた。nested PCRの際には、アニーリング

温度を50°Cとした。 

以下に、各遺伝子の cDNAクローニングに用いたプライマーを示す。 

AKHRの cDNAクローニング 

AKHR-d1: 5’-ACNTTYYTNATGATGCCN-3’ 

AKHR-d2: 5’-RTARTANGGNGTCCARCA-3’ 

AKHR-3’RACE a: 5’-TCGCGACGCACGGGAGACGACGTGTT-3’ 

AKHR-3’RACE b: 5’-GACGCTGGTCATCGTGCTGGTCCTCTTCAT-3’ 

AKHR-3’RACE c: 5’-AGCGGCCTGTTCATCTTC-3’ 

AKHR-5’RACE a: 5’- CATGCTGCACAGGAAGGACATGACCCTGG-3’ 

AKHR-5’RACE b: 5’- GAAGCTGGAGAGGAAGAGTCCGAAGAC-3’ 

AKHR-5’RACE c: 5’-GCAGGATGATGGTGAGCA-3’ 

AKHR-ORFfor: 5’-CTCGATGGTCAGTGACTGCAACGAAGT-3’ 

AKHR-ORFrev: 5’-TTGCTGGAAAGTGTGAGGATGTTGTTGA-3’ 

LpRの cDNAクローニング 

LpR-d1: 5’-TTNACNGCYTGRCARTGRTT-3’ 

LpR-d2: 5’-CKRTANGGRTGRTANACRTG-3’ 

apoLp-IIIの cDNAクローニング 

Achdo-speFor: 5’-ACCATCCAGAACGCGCTGCCTT-3’ 

Achdo-speRev: 5’-GCACAGACTGCTGCACCTGGTT-3’ 

apoLp-III-3’RACE: 5’-AGGAAGTGCGCACGCAA-3’ 

クローン a-24 (ACBP)の cDNAクローニング 

ACBP-3’RACE a: 5’-AGATTTATTCAATAGTTTAATTTTTCTTGC-3’ 

ACBP-3’RACE b: 5’- TCAATAGTTTAATTTTTCTTGCC-3’ 

ACBP-5’RACE a: 5’-GTTTGACATGCCTTTCTTTGAATCC-3’ 

ACBP-5’RACE b: 5’- CCTTTCCTTTGAAATCCAACAT-3’ 

クローン a-11の cDNAクローニング 

TSP-3’RACE a: 5’-ACACTGGAGACACCGAGAACCAG-3’ 

TSP-3’RACE b: 5’-AAGGGCTGGAAGGAGAAG-3’ 

TSP-5’RACE a: 5’-ACCTTCTCCTTCCAGCCCTTGTT-3’ 

TSP-5’RACE b: 5’-GTTCTCGGTGTCTCCAGTGT-3’ 

クローン a-n26の cDNAクローニング 

Cellulase-5’RACE a: 5’-TGAGTTTGGACAACATGAAGAGAGC-3’ 

Cellulase-5’RACE b: 5’- AGACCAGGTTGCTCGAAG-3’ 

クローン e-39の cDNAクローニング 

seprin-5’RACE a: 5’-TGATCTATTGATCTTAGTTTAGCGGATT-3’ 

serpin-5’RACE b: 5’- TTAGCGGATTATAGACTCTTCC-3’ 

9-desaturaseの cDNAクローニング 

desat9-degF: 5’-TTCTTCTTCKCNCAYKTHGGNTGG-3’ 

desat9-degR: 5’-TGRTGGTAGTTGTGVHANCCCTC-3’ 

desat9-3’RACE a: 5’-TATGACAAGCACATCAACCCTGCT-3’ 

desat9-3’RACE b: 5’-CTGAGAATCTTGGAGTGGCTAT-3’ 

desat9-5’RACE a: 5’- GCATTTGACCATGTCTCATTCCAC-3’ 
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desat9-5’RACE b: 5’-CTTCTGGAACATGACGATTTT-3’ 

desat9-ORFfor: 5’-GGTGATCGTTCGTTGCG-3’ 

desat9-ORFrev: 5’-ACAGATTCCTTTACACCAAGAACA-3’ 

12-desaturaseの cDNAクローニング 

desat12-degF: 5’-GARGTNMGNGCNAARGGNGGNMG-3’ 

desat12-degR: 5’- TTYTCDATCATNGTYTGRTCNGC-3’ 

desat12-3’RACE a: 5’-TCCGATATTGCCTCTCTCTCAACC-3’ 

desat12-3’RACE b: 5’-AACAAGCCATATGACAAGAAC-3’ 

desat12-5’RACE a: 5’-CAGCGTCTCTCCCCAGAAATACAT-3’ 

desat12-5’RACE b: 5’-CTCTTCTGGAACATGACGAT-3’ 

desat12-ORFfor: 5’-CAGACAGCACGCTCAGC-3’ 

desat12-ORFrev: 5’-TCCCTTGTACAACTCTGAGTCTT-3’ 

OBP/CSPの cDNAクローニング 

OBPunigene28848_3’RACE a: 5’-CAGAACGAGGCGACCGTCAG-3’ 

OBPunigene28848_3’RACE b: 5’-GTGTCTGTTGCAGTGTGTGTA-3’ 

CSPunigene3_5’RACE a : 5’-GTCTTCCGGGTCTTCATCGTCGTC-3’ 

CSPunigene3_5’RACE b: 5’-GTAGGGTCATACTTGTTAAGGA-3’ 

CSPunigene3337_5’RACE a: 5’- GCACTTGGCGCACTCATTCACG-3’ 

CSPunigene3337_5’RACE b: 5’-GGAATGGCCTTTCTGAGCTC-3’ 

CSPunigene3338_3’RACE a: 5’-TCCGAAGAGAAGTTCACCACCAAA-3’ 

CSPunigene3338_3’RACE b: 5’-AACGAGCGGCTATTTAAGAAA-3’ 

CSPunigene10231_5’RACE a: 5’-TTGTTCTCGCGGAGGTGCTTGATC-3’ 

CSPunigene10231_5’RACE b: 5’-GTATGGACTTCTTGAGCTCTTT-3’ 

CSPunigene16019_5’RACE a: 5’-GTCCACGTCCAGGTTGTCGTACTT-3’ 

CSPunigene16019_5’RACE b: 5’-CTACTGCTGCTGAGGAAGAT-3’ 

CSPunigene16671_3’RACE a: 5’-TACGTGGACTGCATTATGGACCGC-3’ 

CSPunigene16671_3’RACE b: 5’- GTGCACCAAGGAAGGCTG-3’ 

CSPunigene34934_3’RACE a: 5’- CCAAGACGGTGCGCTTCCTGG-3’ 

CSPunigene34934_3’RACE b: 5’-CAGATCCAGGGCAAGTTC-3’ 

CSPunigene34934_5’RACE a: 5’-GCCAGGAAGCGCACCGTCTTG-3’ 

CSPunigene34934_5’RACE b: 5’-AAGCAGCGCACGTACTGG-3’ 

OBPunigene383_ORFfor : 5’-CACACTGGATCACTCGGCTA-3’ 

OBPunigene383_ORFrev: 5’-TCGTGGTGAAGAAACATGGA-3’ 

OBPunigene6229_ORFfor: 5’-ACAACTGTTCGGTGGAGAGG-3’ 

OBPunigene6229_ORFrev: 5’-GTCGTGTTTTGTGCTCTTGC-3’ 

OBPunigene12288_ORFfor: 5’-ATTTTTGTGCTTCCGACGAG-3’ 

OBPunigene12288_ORFrev: 5’-TTCTTATCAGACTCCTTTTGCAG-3’ 

OBPunigene13096_ORFfor: 5’-GCCTCATCGCTGGAGTAGTG-3’ 

OBPunigene13096_ORFrev: 5’-TGTTGAACGTATTCTCTTGCTCA-3’ 

OBPunigene14661_ORFfor: 5’-GCCATGGCTCACAAAAATGT-3’ 

OBPunigene14661_ORFrev: 5’-CCAGTGATGTGAGTGGGAGA-3’ 

OBPunigene14857_ORFfor: 5’-GTCGACGCCACTGCTCTC-3’ 

OBPunigene14857_ORFrev: 5’-TCTGGATGTGCCAAAGTCTCT-3’ 

OBPunigene15913_ORFfor: 5’-ATGCGTGCGGTCGTTGCT-3’ 

OBPunigene15913_ORFrev: 5’-TCCTTTTCATCGTTGGTTGC-3’ 
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OBPunigene16264_ORFfor: 5’-ATCTGCCATCAGCTGTGAAC-3’ 

OBPunigene16264_ORFrev: 5’-CTGCAGCACAGTGACACAGA-3’ 

OBPunigene16317_ORFfor: 5’-ACCATGCAGCCCGCCGCCGCCCT-3’ 

OBPunigene16317_ORFrev: 5’-TGAACTTCGATCCGTAGCAA-3’ 

OBPunigene16937_ORFfor: 5’-ATGCAGCCCTCCGCCGCTT-3’ 

OBPunigene16937_ORFrev: 5’-GTCGAATGCAAGTGCGAGTA-3’ 

OBP_CL1113_1_ORFfor: 5’-TATAACGCTCGCCTGGCAAC-3’ 

OBP_CL1113_1_ORFrev: 5’-TGGCCATAATCGCCTTTAAT-3’ 

OBP_CL1113_2_ORFfor: 5’-GTACGGCGGTCTCACAAGAG-3’ 

OBP_CL1113_2_ORFrev: 5’-ACTCCTCCCCCGTGACTTC-3’ 

OBP_CL1190_ORFfor: 5’-TTGTTTGTTGACGCATCCAT-3’ 

OBP_CL1190_ORFrev: 5’-GCTGTTCCACGCTGACTGT-3’ 

CSPunigene15927_ORFfor: 5’-CAAGCGCTTCGTAGTTCGTC-3’ 

CSPunigene15927_ORFrev: 5’-ACGCCAAGAGAAAATGCAAG-3’ 

CSPunigene16449_ORFfor: 5’-GCGTCTGTAGCGTTCACTTG-3’ 

CSPunigene16449_ORFrev: 5’-GGGGCGGGTAGAGTACAATC-3’ 

CSPunigene17213_ORFfor: 5’-CACCCTCGGCAGCAAGAG-3’ 

CSPunigene17213_ORFrev: 5’-AATTAGAGGGGGCTGGTGAG-3’ 

CSPunigene17279_ORFfor: 5’-CAGCATCACCTCACCACAAC-3’ 

CSPunigene17279_ORFrev: 5’-TCACCGTTTGTACAATAACTTTGC-3’ 

CSPunigene18077_ORFfor: 5’-CTATAAGAGCACCGGGATCG-3’ 

CSPunigene18077_ORFrev: 5’-CAAACGAGAGCAAACGTCAA-3’ 

CSPunigene18239_ORFfor: 5’-ACTTTCGCTCACCTCCACCT-3’ 

CSPunigene18239_ORFrev: 5’-CTAGAAGAGCTCGGGGTGCGCCT-3’ 

CSP_CL397_ORFfor: 5’-GCTAGCGCCTTACATTTGCT-3’ 

CSP_CL397_ORFrev: 5’-AAGAGGAGTCAAATAGGCGAGA-3’ 

CSP_CL1350_ORFfor: 5’-GCCGCTAGCGTTTTACATTT-3’ 

CSP_CL1360_ORFrev: 5’-GGCGTAGGAACAGAACTTGC-3’ 

CSPunigene3338_ORFfor: 5’-GTCGCCCTCAACGCTCAAC-3’ 

CSPunigene3338_ORFrev: 5’-AGTCTTTCGGCGTATCGTTT-3’ 

CSPunigene16671_ORFfor: 5’-AGTGCTCTGCCTCCCGTCAC-3’ 

CSPunigene16671_ORFrev: 5’-AGCACGTCCTTCGTGTGCTA-3’ 

CSPunigene16019_ORFfor: 5’-CGATCTTCCTCAGCAGCAGT-3’ 

CSPunigene16019_ORFrev: 5’-GCGAAGCTAGAAATGCCAGT-3’ 

OBPunigene28848_ORFfor: 5’-GCCGCCGCCGCTATGAAC-3’ 

OBPunigene28848_ORFrev: 5’-GATTCAGTCGGGGATGAAAA-3’ 

CSPunigene34934_ORFfor: 5’-GCCACAAGCACTCGCATT-3’ 

CSPunigene34939_ORFrev: 5’-GAAGGCTCAGGTAAGAAGGAAAG-3’ 

 

クローニングした cDNAの塩基配列解析 

 cDNAクローニングにおけるPCR産物は、アガロース電気泳動後、ゲルから目的のバンドを、QIAGEN QIAquick Gel 

Extraction Kit (QIAGEN)を用いて抽出した。DNA断片は、pGEM-T easy vector (Promega)にサブクローニングし、その

ベクターで大腸菌XL-1 Blue株を形質転換させた。形質転換には、ヒートショック法を用い、コンピテントセルを42°C

で60 秒間加熱することにより行った。ゲルからのPCR産物の抽出、および、サブクローニングは付属のプロトコー

ルに従った。形質転換させた大腸菌は、アンピシリン(100 g/mL)を含むLB培地(1.0% BactoTM Trypton (Difco) / 0.5% 
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BactoTM Yeast Extract (Difco) / 1.0% NaCl / 1.5% BactoTM Agar (Difco))に植菌し、37°Cで一晩培養した。目的の塩基配列の、

ベクターへのインサートの有無の確認のために、大腸菌のプラスミドを鋳型として、PCRを行い、アガロース電気泳

動の結果からインサートの有無を判断した。プライマーはM13Fw (5’-GTTTTCCCAGTCACGAC-3’)、M13Rv 

(5’-CAGGAAACAGCTATGAC-3’)を用いた。目的の塩基配列の、ベクターへのインサートが確認されたプラスミドを

持つ大腸菌については、アンピシリン(100 g/mL)を含む、液体LB培地(1.0% BactoTM Trypton (Difco) / 0.5% BactoTM Yeast 

Extract (Difco) / 1.0% NaCl)に植菌し、37°Cで6-8 時間振盪培養した。増殖した大腸菌から、プラスミドをQIAprep Spin 

Miniprep Kit (QIAGEN)を用いて付属のプロトコールに従い抽出した。抽出したDNAは、Big Dye Terminator Ver.3 

(Applied Biosystems)を用いたサイクルシーケンス反応を行い、DNAシーケンサーにより塩基配列を解析した。その際

のプライマーはM13Fw、またはM13Rvを用いた。 

 

RT-PCRによる組織別発現解析 

メス、オスの成虫個体から、脂肪体、前腸、中腸、後腸、マルピーギ管、気管、筋肉、卵巣/精巣、神経系、体液を

それぞれ摘出、回収し、TRIzol® Reagentに回収しRNAを抽出した。RNAは1 UのDNase I (RNase-free) (TaKaRa)を用

いてDNase処理した(37°C、30 分)。各500 ngのトータルRNAを用い、cDNAクローニングの方法と同様の方法で逆

転写し、cDNAを合成した。合成した cDNAの1/10 量を用いてPCRを行った。コントロールとして、フタホシコオ

ロギの伸長因子(EF: Elongation factor)に特異的なプライマーを用いた。PCRにはEx Taqを用い、94°C、30秒(最初のサ

イクルのみ3.5分); 60°C、30秒; 72°C、60秒を1サイクルとした。AKHRは37 サイクル、LpRは33 サイクル、apoLp-III

は32 サイクル、EFは30 サイクル行った。PCRに用いたプライマーを以下に示す。 

AKHR400For: 5’-ATGGACAGGTACTTCGCCATTTT-3’ 

AKHR400Rev: 5’-ATGAAGAAGAACAGCACGATGAC-3’ 

LpR330For: 5’-GGGAAGTGAGCGTACAGTAG-3’ 

LpR330Rev: 5’-ACCAAATCAAGTGTCAGACC-3’ 

apoLp-III300For: 5’-AGGAGGAAGTGCGCACGCAA-3’ 

apoLp-III300Rev: 5’-GCAGTCTTGAGGGACTCTGCGA-3’ 

EF300For: 5’-ATGCCTGTATCTTGACTGCTCA-3’ 

EF300Rev: 5’-ATGGTTTGCTTCCAGTTTCAGT-3’ 

 

定量的RT-PCR による、組織別発現解析、およびdsRNAの投与によるノックダウンの確認 

オスの成虫通常個体、または各dsRNAの投与後2-3日目のオスの成虫個体から、脂肪体、前腸、中腸、後腸、マル

ピーギ管、気管、筋肉、卵巣、精巣、神経系、体液、小腮をそれぞれ、解析の必要に応じて摘出、回収した。RNAの

抽出および cDNAの合成は、RT-PCRの方法と同様の方法で行った。合成した cDNAの1/50 量を用いて定量PCRを

行った。定量PCRは、Fast Start Universal SYBR Green Master (ROX) (Roche)を用い、反応条件は、95°C、15秒(最初の

サイクルのみ10分15秒); 60°C、60秒を40サイクル行った。各遺伝子のmRNA発現レベルは、EFのmRNAの発現

レベルに対する比で示し、比較Ct法を用いた。定量PCRに用いたプライマーを以下に示す。 

rt-AKHRfor: 5’-ACAAGTGGCAAAATGGAGGA-3’ 

rt-AKHRrev: 5’-CCTGTCCCAGCCATTAGTTG-3’ 

rt-Effor: 5’-CCCTGCTGCTGTTGCTTT-3’ 

rt-Efrev: 5’-CCCATTTTGTCGGAGTGC-3’ 

rt-LpRFor: 5’- CGAGTTTACTGGGTGGATGG-3’ 

rt-LpRRev: 5’-TCGACGACCACTTCCATTG-3’ 

rt-ApoIIIFor: 5’-TCGCAGAGTCCCTCAAGACT-3’ 

rt-ApoIIIRev: 5’-AGACTGCTGCACCTGGTTG-3’ 

rt-ACBPFor: 5’-GCCAAAACCCCTTCAGATG-3’ 

rt-ACBPRev: 5’-TCACCAACTGTGCCTTGCT-3’ 

rt-serpinFor: 5’-GGTCTAGAGCGGCTGGAAG-3’ 
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rt-serpinRev: 5’-CGAAGCCTGGAGTGAGGTT-3’ 

rt-cellulaseFor: 5’-CATCACCGACGCAAAGAAC-3’ 

rt-cellulaseRev: 5’- CTCCCCAAACCAGTTCGTC-3’ 

rt-TSPFor: 5’-CTGGGCGTCTTCTGCTTCT-3’ 

rt-TSPRev: 5’- TGGGACGTTATCGTTGCAC-3’ 

rt-9desatFor: 5’-TGGTCAAATGCCTGGTTTG-3’ 

rt-9desatRev: 5’-GCACTGTTCACCAGCCAAG-3’ 

rt-12desatFor: 5’-AAATTGGTGCCGTTTGCTT-3’ 

rt-12desatRev: 5’-ACAGCGTCTCTCCCCAGAA-3’ 

rt-OBPunigene383For: 5’- GGTGGTGAGCAAGGAGGAG-3’ 

rt-OBPunigene383Rev: 5’- TCTGCAGCGTCTCGAAGTC-3’ 

rt-OBPunigene6229For: 5’- CAAAGTCAGCTCCGGGATT-3’ 

rt-OBPunigene6229Rev: 5’- TGGAAGGTCCCTCTTGTTTG-3’ 

rt-OBPunigene12288For: 5’- GTGCTGGCCACAATGAGAG-3’ 

rt-OBPunigene12288Rev: 5’- CCCGTCTCACACCTGTCC-3’ 

rt-OBPunigene13096For: 5’- TGCAAATGCTGCACAACAC-3’ 

rt-OBPunigene13096Rev: 5’- GGGCCCTCACAATCAAATC-3’ 

rt-OBPunigene14661For: 5’-CAAGGTCAATTCGCTGACG-3’ 

rt-OBPunigene14661Rev: 5’- CCTGCATCATACCCTGCAC-3’ 

rt-OBPunigene14857For: 5’- CGACGAAGTGGCATCACAT-3’ 

rt-OBPunigene14857Rev: 5’-ACCTGGGGCGTAGTTCTTG-3’ 

rt-OBPunigene15913For: 5’-CGGACGATGACTTGAATGC-3’ 

rt-OBPunigene15913Rev: 5’- AGGCACTTGGCCTTTTCAG-3’ 

rt-OBPunigene16264For: 5’- GCAAGAGGCAGGCATAACC-3’ 

rt-OBPunigene16264Rev: 5’- TCAGGCACGGTCTTCTGAG-3’ 

rt-OBPunigene16317For: 5’-GCTGGAGGAGAAGCCAGAC-3’ 

rt-OBPunigene16317Rev: 5’- GCAACTTCGTCGTTGCACT-3’ 

rt-OBPunigene16937For: 5’- GTGGAGGAGGAGCTGGAAA-3’ 

rt-OBPunigene16937Rev: 5’-CAACACAATGCGGTGTCCT-3’ 

rt-OBP_CL1113_1For: 5’- CACGGAAGGCTTTCAGAAGA-3’ 

rt-OBP_CL1113_1Rev: 5’- CGTGCCCTTTACCGTCTCT-3’ 

rt-OBP_CL1113_2For: 5’- GGTGGTCTTCACCCTTGTTG-3’ 

rt-OBP_CL1113_2Rev: 5’- CTTCTGCTATGGGCCGAAT-3’ 

rt-OBP_CL1190For: 5’- CGTAGGCTTGCTGCCTTCT-3’ 

rt-OBP_CL1190Rev: 5’- TGGGGCATCTGTAGCATGT-3’ 

rt-CSPunigene15927For: 5’- CTGGAAAACACCGACGACA-3’ 

rt-CSPunigene15927Rev: 5’- TGGCTTCAGCCAACACATC-3’ 

rt-CSPunigene16449For: 5’-GCCGACGGGAGAGAACTTA-3’ 

rt-CSPunigene16449Rev: 5’-GTGCACTTGCTGCACTCG-3’ 

rt-CSPunigene17213For: 5’- ACGCTGTCCCACATCCAG-3’ 

rt-CSPunigene17213Rev: 5’-GGCCCGAGTACTGCTTGAC-3’ 

rt-CSPunigene17279For: 5’- ATGACCGTCACTGCACAGC-3’ 

rt-CSPunigene17279Rev : 5’- ACTTTTCGCAGCCATTGGT-3’ 

rt-CSPunigene18077For: 5’- AAGTACTCCGACCGCTTCG-3’ 

rt-CSPunigene18077Rev : 5’- CTGGTCGTCGCTCAAGATG-3’ 
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rt-CSPunigene18239For: 5’- CGGTACGACAACGTGAACC-3’ 

rt-CSPunigene18239Rev: 5’-TGCAGGAAGCACTTGAGGA-3’ 

rt-CSP_CL397For: 5’- ATGGCAAGGAGCTCAGGAA-3’ 

rt-CSP_CL397Rev: 5’- GTGCACTTGCCACATTCGT-3’ 

rt-CSP_CL1350For: 5’- GGCAAAGAGCTCAGGAAGG-3’ 

rt-CSP_CL1360Rev: 5’- TCTGCTTGTCGGTGCATTT-3’ 

rt-CSPunigene3338For: 5’- AAGCACTTGCGAGACAACC-3’ 

rt-CSPunigene3338Rev: 5’- TTCCCTCAGGATCCCACTT-3’ 

rt-CSPunigene16671For: 5’- CCCTACCGGGGAATTTAGG-3’ 

rt-CSPunigene16671Rev: 5’-TCTTCCGGGTCTTCATCGT-3’ 

rt-CSPunigene16019For: 5’- AACCTGATCCGCAAGCTCT-3’ 

rt-CSPunigene16019Rev : 5’- TCACCTGCTCCCACTTGTC-3’ 

rt-OBPunigene28848For : 5’- TGACCGACGCATTGCAGG-3’ 

rt-OBPunigene28848Rev : 5’- GGTCCACCGCACCAACTC-3’ 

rt-CSPunigene10231For: 5’- ACGCTCTCACCAACGACTG-3’ 

rt-CSPunigene10231Rev: 5’-GCTTGATCACCTTCCCGCT-3’ 

rt-CSPunigene34934For: 5’- AAGACGGTGCGCTTCCTG-3’ 

rt-CSPunigene34934Rev : 5’- GGGATCGAACTTGCCCTGG-3’ 

 

dsRNAの調製 

dsRNAの調製のために、5’末端にT7プロモーター配列を付加したプライマーを作製した。PCRは、作製したプラ

イマーを用いて、各遺伝子の cDNAの塩基配列の全長あるいは一部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、酵素はKOD-plus (TOYOBO)を用いて、そのプロトコールに従って行った。PCRは、

94°Cで15 秒(最初のサイクルのみ2分15秒)、60°Cで20 秒、68°Cで1 分を、35 サイクル行った。それぞれのPCR

産物をQIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN)を用いて精製し、核酸濃度を定量した。これを転写反応の鋳型とし、1 g

の鋳型量あたり500 UのT7 RNA polymerase (TaKaRa)を用いて37°C、4 時間転写反応を行った。反応終了後、1 Uの

DNase I (RNase-free) (TaKaRa)を反応液に加え、37°Cで30 分間反応を行った。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た。精製したdsRNAをそれぞれ 2%のアガロースゲルで電気泳動を行い、

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、核酸濃度の定量後、3 g/Lになる

ようにDEPC水を用いて希釈し、投与に用いた。T7プロモーター付加プライマーの配列を以下に示す。 

T7-AKHRFor: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGGTCAACCACATGCTCATGCAC-3’ 

T7-AKHRRev: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGTCCAGCACATGAAGAAGACCAG-3’ 

T7-LpRFor: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGTCTGGAGTGATGTCAGTGATCAAA-3’ 

T7-LpRRev: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGAACCATGGGATTTTGCAACG-3’ 

T7-apoLp-IIIFor: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGCAGACCTTTGCCAACAACGT-3’ 

T7-apoLp-IIIRev: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGACAGACTGCTGCACCTCCTT-3’ 

T7-EGFPFor: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGAGCTGACCCTGAAGTTCATCTG-3’ 

T7-EGFPRev: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGCTTGTACAGCTCGTCCATGC-3’ 

T7-ACBPFor: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGATCGTATTTGCGTTTTGATCT-3’ 

T7-ACBPRev: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGCCAAAAACAGTAAAGTTGGGCATT-3’ 

T7-TSPFor: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGAGTGGAAGAAGAACACGCAGAC-3’ 

T7-TSPRev: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGCAGATGTGGAGGCAAACTTGTA-3’ 

T7-cellulaseFor: 5’- GCTTCTAATACGACTCACTATAGAGTGGGGCACTGACTACTTCATTA-3’ 

T7-cellulaseRev: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGGCTACCCTTGGTCAACTTCATC-3’ 

T7-serpinFor: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGAATATACTTCAAAGCCGGTTGGT-3’ 
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T7-serpinRev: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGCGATGAAGGTCTTCTGTACGAC-3’ 

T7-desat(9+12)For: 5’-CTTCTAATACGACTCACTATAGTTTGGCGAAATGTTATCCTCTT-3’ 

T7-desat(9+12)Rev: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGAGCCAAGTCATGTTGAGTGTGA-3’ 

T7-desat9For: 5’-CTTCTAATACGACTCACTATAGGCAAGAAGAATGGGGTTGAACT-3’ 

T7-desat9Rev: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGAAAAAGTAAGCCTTCTCAGAAAAA-3’ 

T7-desat12For: 5’- GCTTCTAATACGACTCACTATAGAACCGCACCATATCAAATTTCT-3’ 

T7-desat12Rev: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGGGAGTTGCACACAATTCTTTATT-3’ 

T7-OBPunigene383for: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGCACACTGGATCACTCGGCTA-3’ 

T7-OBPunigene383rev: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGTCGTGGTGAAGAAACATGGA-3’ 

T7-OBPunigene6229for: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGACAACTGTTCGGTGGAGAGG-3’ 

T7-OBPunigene6229rev: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGGTCGTGTTTTGTGCTCTTGC-3’ 

T7-OBPunigene12288for: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGATTTTTGTGCTTCCGACGAG-3’ 

T7-OBPunigene12288rev: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGTTCTTATCAGACTCCTTTTGCAG-3’ 

T7-OBPunigene13096for: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGGCCTCATCGCTGGAGTAGTG-3’ 

T7-OBPunigene13096rev: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGTGTTGAACGTATTCTCTTGCTCA-3’ 

T7-OBPunigene14661for: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGGCCATGGCTCACAAAAATGT-3’ 

T7-OBPunigene14661rev: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGCCAGTGATGTGAGTGGGAGA-3’ 

T7-OBPunigene14857for: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGGTCGACGCCACTGCTCTC-3’ 

T7-OBPunigene14857rev: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGTCTGGATGTGCCAAAGTCTCT-3’ 

T7-OBPunigene15913for: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGATGCGTGCGGTCGTTGCT-3’ 

T7-OBPunigene15913rev: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGTCCTTTTCATCGTTGGTTGC-3’ 

T7-OBPunigene16264for: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGATCTGCCATCAGCTGTGAAC-3’ 

T7-OBPunigene16264rev: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGCTGCAGCACAGTGACACAGA-3’ 

T7-OBPunigene16317for: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGTGATGAGCTGAACGGTTTGA-3’ 

T7-OBPunigene16317rev: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGTGAACTTCGATCCGTAGCAA-3’ 

T7-OBPunigene16937for: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGATGCAGCCCTCCGCCGCTT-3’ 

T7-OBPunigene16937rev: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGGTCGAATGCAAGTGCGAGTA-3’ 

T7-OBP_CL1113_1for: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGTATAACGCTCGCCTGGCAAC-3’ 

T7-OBP_CL1113_1rev: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGTGGCCATAATCGCCTTTAAT-3’ 

T7-OBP_CL1113_2for: 5’- GCTTCTAATACGACTCACTATAGGTACGGCGGTCTCACAAGAG-3’ 

T7-OBP_CL1113_2rev: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGACTCCTCCCCCGTGACTTC-3’ 

T7-OBP_CL1190for: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGTTGTTTGTTGACGCATCCAT-3’ 

T7-OBP_CL1190rev: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGGCTGTTCCACGCTGACTGT-3’ 

T7-CSPunigene15927for: 5’- GCTTCTAATACGACTCACTATAGCAAGCGCTTCGTAGTTCGTC-3’ 

T7-CSPunigene15927rev: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGACGCCAAGAGAAAATGCAAG-3’ 

T7-CSPunigene16449for: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGGCGTCTGTAGCGTTCACTTG-3’ 

T7-CSPunigene16449rev: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGGGGGCGGGTAGAGTACAATC-3’ 

T7-CSPunigene17213for: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGCACCCTCGGCAGCAAGAG-3’ 

T7-CSPunigene17213rev: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGAATTAGAGGGGGCTGGTGAG-3’ 

T7-CSPunigene17279for: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGCAGCATCACCTCACCACAAC-3’ 

T7-CSPunigene17279rev: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGTCACCGTTTGTACAATAACTTTGC-3’ 

T7-CSPunigene18077for: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGCTATAAGAGCACCGGGATCG-3’ 

T7-CSPunigene18077rev: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGCAAACGAGAGCAAACGTCAA-3’ 

T7-CSPunigene18239for: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGACTTTCGCTCACCTCCACCT-3’ 

T7-CSPunigene18239rev: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGCTAGAAGAGCTCGGGGTGCGCCT-3’ 
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T7-CSP_CL397for: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGGCTAGCGCCTTACATTTGCT-3’ 

T7-CSP_CL397rev: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGAAGAGGAGTCAAATAGGCGAGA-3’ 

T7-CSP_CL1350for: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGGCCGCTAGCGTTTTACATTT-3’ 

T7-CSP_CL1360rev: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGGGCGTAGGAACAGAACTTGC-3’ 

T7-CSPunigene3338for: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGGTCGCCCTCAACGCTCAAC-3’ 

T7-CSPunigene3338rev: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGAGTCTTTCGGCGTATCGTTT-3’ 

T7-CSPunigene16671for: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGAGTGCTCTGCCTCCCGTCAC-3’ 

T7-CSPunigene16671rev: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGAGCACGTCCTTCGTGTGCTA-3’ 

T7-CSPunigene16019for: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGCGATCTTCCTCAGCAGCAGT-3’ 

T7-CSPunigene16019rev: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGGCGAAGCTAGAAATGCCAGT-3’ 

T7-OBPunigene28848for: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGGCCGCCGCCGCTATGAAC-3’ 

T7-OBPunigene28848rev: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGGATTCAGTCGGGGATGAAAA-3’ 

T7-CSPunigene10231for: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGGACGGCAAAGAGCTCAAGAAG-3’ 

T7-CSPunigene10231rer: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGGGGCAGTCAGACAAATCACAT-3’ 

T7-CSPunigene34934for: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGAGTACGTGCGCTGCTTCCTG-3’ 

T7-CSPunigene34934rev: 5’-GCTTCTAATACGACTCACTATAGGAGAGCAGGGCTATTACAGGTC-3’ 

 

dsRNAの投与およびノックダウンの確認 

調製した各dsRNAについて、1回の投与あたり3 g/LのdsRNA を1 L、ピペットを用いて、直接的に経口投与

(AKHR-dsRNA、LpR-dsRNA、およびApoLp-III-dsRNAの場合)、もしくは、シリンジを用いて体液中へ投与した(それ

ら以外のdsRNAの場合)。各dsRNAの投与条件およびその条件におけるmRNAのノックダウンの確認としては、成

虫脱皮0日目の個体にdsRNAを投与後、2、または3日目に小腮(OBP/CSPの場合)、あるいは脂肪体(OBP/CSP以外

の場合)を摘出し、前述した、RT-PCR解析、もしくは定量的RT-PCR解析を行った。また、第七章のスクリーニング

における、AKHRのノックダウンの確認は、小腮をテンプレートとして用いた。 

 

絶食耐性の解析 

羽化後0日目の成虫、または脱皮後0日目の終齢幼虫に各dsRNAを投与後、1個体ずつ別々のケージ(17 × 10 × 12 cm)

に移し、絶食条件下においた。絶食耐性は、上述の条件下において、1日毎に生存している個体数を数えることで評

価した。 

 

1 日毎の摂食量の解析 

 羽化後0日目の成虫にAKH 100 pmol、Ringer溶液、あるいは各dsRNAを投与後、1個体ずつ別々のケージ(17 × 10 × 

12 cm)に移し、通常摂食条件下におき、餌と水を自由に与えた。摂食量は、この条件下において、1日毎にフンの数を

計測することで評価した。なお、本解析にあたり、摂食量はフンの量と相関関係があるという報告と 82)、成虫個体の

1個あたりのフンの重量はほぼ均一であることから(図1-1-2-1)、フンの数を摂食量の指標として用いた。 

 

摂食行動の観察および解析 

フタホシコオロギの成虫の通常個体、もしくは各dsRNAを投与した個体を1 匹ずつ人工飼料と水と共にケージ(17 

cm × 10 cm × 12 cm)に入れ、各個体が自由に餌に到達できる状態で観察を行った。また、餌をケージ内の手前側に置き、

水を後側に置くことで、特に手前側に注目して観察した。観察は、通常個体については、1 日あたり6 時間を1 日間、

各dsRNAを投与した個体については、1 日あたり8 時間を2 日間連続して行った。行動観察により得られた摂食間

gapのデータを log-survivor plot解析した。その方法としては、個体ごとに時間の長い順に摂食間gapを並べ、1 から

の順列にした。その摂食間gapの順番を縦軸に、摂食間gapの時間を横軸にとりグラフを作成し、bout criterionを算出

した。算出方法は、log-survivor plot解析で接線の傾きが変わる点を求める、つまり、グラフ内の点を、2 本の近似直

線が引けるような2 グループに分け、そのうちの摂食間gapの順番が大きい方のグループの中で、その順番が最も小
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さい点を求めるという方法で行い、この点をbout criterionとする。次に、bout criterion以上の intermeal gapの検定を行

った。intermeal gapを、その時間について(自由度+1)の階級に分け、階級内のgapの度数分布が、負の二項分布を示す

か2検定を行った。摂食周期が規則性を持つ場合は、摂食を始めるタイミングが規則性をもつことになる。つまり、

intermealが、摂食を始めるまでのある一定の長さに分布が偏り、それより離れた長さには分布が少ないと考えられる。

intermealが負の二項分布に従うならば、ある階級において intermeal gap の頻度が高いことが示され、摂食を始めるま

でのある一定の長さが存在することとなり、摂食を始めるタイミングに規則性があると解釈できる。また、gapのデ

ータと同様に、1 回あたりの摂食時間の長さについても、同様に log-survivor plot解析を行った。 

 

運動活性の解析 

 運動活性の解析方法としては、既にフタホシコオロギの運動活性の評価を行っている文献に従った 90)。15.6 cm × 10.8 

cm × 6 cmの容器の底面に、底面を6等分するような線を引き、10分間あたりの、その線を個体が通過した回数を運

動活性の指標とした。運動活性は、AKHR-dsRNA、EGFP-dsRNA、あるいは水の投与後2、3日目において解析した。

解析を始める1時間前に、1個体ずつ、上述の容器に移し、馴化させた。その後、30分間容器内を録画した。その後

に、各個体群にAKH 5 pmol、あるいは5 LのRinger溶液を投与し、その90分後から、同様に30分間容器内を録画

した。その後、それぞれの30分間の録画結果を、10分間 × 3ラウンドに分割し、各ラウンドあたりの、個体が底面

の線を通過した回数の平均値を、各個体の運動活性とした。 

 

AKHの合成 

AKHは、N-9-fluorophenylmethoxy-carbonyl (Fmoc)法による固相合成法で作製した(Aapptec、Apex 396-SC synthesizer)。

操作やプログラムは、付属のプロトコールに従った。合成開始のC末端アミノ酸残基にはFmocの結合した

Fmoc-NH-SALレジン(Watanabe Chemical)を用いた。合成したペプチドはクリベージカクテル 2 mL (82.5% TFA、2.5% 

1,2-ethanedithiol、5% anisole、5% phenol、5% water)をレジンに加え、ペプチドの切断と脱保護を、室温で 3 時間行っ

た。その後、反応液中の合成ペプチドは、冷ジエチルエーテルを3 倍量加え不溶化させた。遠心により得られた沈殿

は、0.1% TFA/水で溶解し、PEGASIL300-ODS (250 mm × 4.6 mm φ)カラムによりHPLCで精製した。HPLCでの精製で

は、0.1% TFAを含むアセトニトリルの濃度を10%から60%まで上昇させるリニアーグラジエント溶出を 30 分間で行

った。流速は1.0 mL/分、検出波長は225 nmとした。最終精製に至るまで、HPLCでの精製はこの手順で行った。最

終精製段階でのHPLCにおいて分取した溶出液をMALDI-TOF MSを用いて分子質量を測定した。 

 

合成したAKHについての、MALDI-TOF MSを用いた質量解析 

MALDI-TOF MSは、Applied BiosystemsのVoyager-DE STRを用いた。マススペクトルを測定する試料液 1Lと、

マトリックス(α-cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHCA)の60% アセトニトリル/0.1% TFA飽和溶液)をサンプルプレート

上で1 : 1になるように混合し、リニアーモードでマススペクトルを測定した。加速電圧は 20 kVに設定し、キャリブ

レーションには、トリプシン (Trypsin Sequensing Grade、Roche)の自己消化物、アンジオテンシン(BACHEM)を用いた。 

 

SDS-PAGE 

 SDS-PAGEのサンプルとして、成虫個体の体液を2.2 L当量用いた。実際には、サンプルバッファー(50 mM Tris-HCl 

(pH 6.8)、5% 2-メルカプトエタノール(2-ME)、2% SDS) 40 Lに、個体から回収した直後の体液を5 L加え、100°C

で5 分間煮沸し、そのうち20 Lをローディングした。ゲルは15%ポリアクリルアミドゲルを用いた。分子量マーカ

ーには、Low Molecular Weight Calibration Kit for SDS-PAGE (Amersham Biosciences)を用いた。ゲル1 枚あたり25 mAの

電流で泳動し、泳動先端がゲルの端に達したところで泳動を終了した。その後、CBB染色した(0.25% CBB R-250/50% 

メタノール/5% 酢酸)。 

 

Native-PAGE 

 Native-PAGEのサンプルとしては、SDS-PAGEと同様に、成虫個体の体液を2.2 L当量用いた。実際には、サンプ

ルバッファー(50 mM Tris-HCl (pH 6.8)、5% 2-メルカプトエタノール(2-ME)) 40 Lに、個体から回収した直後の体液を
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5 L加え、そのうち20 Lをローディングした。ゲルは11.25%ポリアクリルアミドゲルを用いた。SDS-PAGEと同様

に、ゲル1 枚あたり25 mAの電流を流して泳動し、泳動先端がゲルの端に達したところで泳動を終了した。その後、

CBBで染色した(0.25% CBB R-250/50% メタノール/5% 酢酸)。 

 

アミノ酸配列解析 

 SDS-PAGEで分離したタンパク質を、PVDF膜に転写した。CBB染色により染色し、PVDF膜上の目的サイズのタ

ンパク質を切り出した。プロテインシーケンサーを用いて、この目的サイズのタンパク質のN末端アミノ酸配列解析

を行った。解析はHPLCチャート上で、スタンダードPTH-アミノ酸と溶出位置を比較することにより行った。 

 

各組織からの脂質および糖質の抽出 

脂質および糖質の抽出方法は、Folch法を改変した方法に基づいて行った 92)。10 mgのNa2SO4と100 Lの75%メタ

ノールを混和した溶液に、回収した直後の体液 5 L、湿重量を計測した後の各組織(中腸、脂肪体、神経系)、あるい

はフンを加えた後、300 Lのクロロホルム-メタノール溶液(1:1)を加え、ホモジェナイズ、ボルテックス後、遠心分離

(13,000 rpm、常温、5分間)し、上清を回収した。沈殿については、再度150 Lのクロロホルム/メタノール(1:1)を加え、

ボルテックス、遠心分離(13,000 rpm、常温、5分間)し、上清を回収した。これらの上清をあわせ、250 Lのクロロホ

ルム、150 Lの1M NaClを加え、ボルテックス、遠心分離(13,000 rpm、常温、5分)した。糖質を抽出する場合は、上

層の水相を回収し、遠心濃縮機を用いて蒸発乾固させ、15、または30 Lの水に再溶解させた。脂質を抽出する場合

は、下層の有機層を回収し、遠心濃縮機を用いて蒸発乾固させ、15、または30 Lのクロロホルム/メタノール(1:1)に

再溶解させた。 

 

TLC (Thin-layer chromatography、薄層クロマトグラフィー) 

脂質抽出を行ったサンプルは、8 cm × 4 cmのTLCプレート(silica gel 60 F254、Merck)に、スポット量が0.75 Lまた

は1.5 Lになるように、数回にわたりスポットして、展開した。展開溶媒は、ヘキサン:ジエチルエーテル:酢酸(60: 40:1)

を用いた。展開したTLCプレートは、ヨウ素の粒を入れた瓶に数分間入れることで、ヨウ素蒸気による発色でスポッ

トを検出した。なお、スポットの同定のために、TAG、1, 2-DAG、1, 3-DAGの標準物質として、それぞれトリオレイ

ン(Triolein、ナカライテスク)、1, 2-ジオレイン(1, 2-dioleoyl-sn- glycerol、Sigma-Aldrich)、1,3-ジオレイン(1, 3 -diolein、

Sigma-Aldrich)を、また、オレイン酸(oleic acid、ナカライテスク)、コレステロール(cholesterol、Sigma-Aldrich)を用いた。 

 

Sulfo-phospho-vanillin法 97)による脂質の定量 

 サンプルを、クロロホルム/メタノール (1:1)に再溶解させ、そのうち1 Lを、50 Lの硫酸と混和し、100°Cで10

分間加熱した。常温まで冷ました後に、500 Lのバニリン reagent (0.2% バニリン(関東化学)、67% リン酸)を添加し、

混和した。10分間静置した後に、分光光度計にて、540 nmの吸光度を測定した。スタンダードとしては、コレステロ

ールを用いた。定量した脂質は、体液から抽出した場合は、1, 2-DAGとして、脂肪体から抽出した場合は、TAGとし

て算出した。 

 

Anthrone法 98)による糖質の定量 

サンプルを、水に溶解させ、そのうち 1 Lを、500 Lの anthrone reagent (0.13% anthrone (関東化学)、67% 硫酸)と

混和し、90°Cで10分間加熱した。常温まで冷ました後に、分光光度計にて、590 nmの吸光度を測定した。 

 

ヘキソキナーゼ法によるD-グルコースおよびトレハロースの定量 

グルコースの定量に関しては、サンプルを、適量の水に溶解させ、そのうち1 Lを、150 Lの酵素反応溶液(3.3 mM 

ATP、3.3 mM MgCl2、83 mM Tris-HCl (pH 8.0))と、0.15 Uのヘキソキナーゼ (ナカライテスク)と混和し、37°Cで30分

間反応させた。その後、2分間煮沸することで酵素反応を停止させ、常温になるまで静置した。次に、この溶液を、

150 Lの酵素反応溶液(0.3 mM NADP、1.1 mM MgCl2、67 mM Tris-HCl (ph 8.0))と、0.1 Uのグルコース6リン酸デヒド

ロゲナーゼ(Sigma)と混和し、37°Cで30分間反応させた。反応液について、分光光度計にて、340 nmの吸光度を測定
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した。トレハロースの定量に関しては、サンプルを、0.05 Uのトレハラーゼ(sigma)により、37°Cで30分間処理した

後に、上述のグルコースの定量を行った。その結果から、トレハロース量は、各糖質サンプルについて、トレハラー

ゼ処理した場合のグルコース量と、トレハラーゼ処理していない場合のグルコース量との差分から算出した。 

 

脂肪体のNile Red染色 

 脂肪体を摘出し、スライドガラス上で、4%のホルマリンに3時間常温で浸すことで固定した後に、PBSで3回洗浄

した。固定した脂肪体を、Nile Red溶液(Nile Redが1 mg/mLになるようにアセトン中に溶解し、そのうちの1 Lを

100 LのPBSに混和した溶液)に数分間浸した。その後PBSで3回洗浄し、脂肪体を蛍光顕微鏡(Olympus、BX53F)

にて観察、撮影した。 

 

リポホリンの回収 

通常摂食条件における、成虫脱皮後0-10日のフタホシコオロギの成虫オスの通常個体から回収した体液(500 L)

と、4.4 g/10 mLのKBr溶液9.5 mLとを混合し、超遠心分離(40,000 rpm, 16 h, 4°C)し、その後に、遠心分離したサ

ンプルを上層から1 mL毎に分画した。その後、各画分をSDS-PAGEに供して、リポホリンをはじめとする体液中

のタンパク質について、密度勾配による分画ができていることを確認し、さらに、各画分の密度および脂質含有量を

分析することで、リポホリンを含有する画分を絞り込んだ。一般的に、昆虫のリポホリンの密度は1.05-1.20 g/mLで

あることと 99, 100)、各画分の脂質含有量の分析から、リポホリンを多く含む画分を判断した。 

 

摂食開始までにかかる時間の解析 

 羽化後2-3日のフタホシコオロギ成虫オス個体を、1個体ずつ別々の容器(4.5 cm i. d. × 4 cm)に移した。摂食状態を

合わせるために、4時間絶食させた後、リポホリン、トレハロース(ナカライ)、D-グルコース(ナカライ)、L-グルコー

ス(ナカライ)を投与し、その30分後に餌を提示し、その餌の摂食を開始するまでの時間を計測した。 

 

体液中の1, 2-DAGレベルとトレハロースレベル、および摂食量との相関関係の解析 

 成虫脱皮0日目のフタホシコオロギの11個体について、各個体の体重を計測した後、1個体ずつ別々の容器(4.5 cm 

i. d. × 4 cm)に移した。その後、各個体の1日毎のフンの数を、1週間計測した。同時に、各個体の体液を、1日毎に、

1週間回収した。各個体の体液から脂質、糖質を抽出し、1, 2-DAGレベルおよびトレハロースレベルを定量した。 各

個体において、(i) 体重、(ii) 1日あたりのフンの数の平均、(iii) 体液中の1, 2-DAGレベルの平均、(iv) 体液中のトレ

ハロースレベルの平均の4つの組み合わせに関して、相関関係を調べた。 

 

cDNAサブトラクション法 

 cDNAサブトラクション法の概要は、図5-1-1 (A)に示した。実験の手順は、Clontech PCR-SelectTM (Invitrogen)

のプロトコールに準じた。AKHR-dsRNAおよびEGFP-dsRNAの投与後3日目のフタホシコオロギ成虫オス個体か

ら、脂肪体を摘出し、TRIzol® Reagent を用いて、total RNAを抽出した。その後、oligotex-dT30 mRNA purification 

kit (TaKaRa)を用いて、mRNAを精製した。精製したmRNA (各2 g)をテンプレートとして、Clontech PCR-SelectTM

に準拠したプライマー(5’-TTTTGTACAAGCTT30N1N-3’)を用いて逆転写反応を行った。Super Script® IIIを用いて、

42°Cで30分間反応させることで、1st strand cDNAを合成した。反応液を氷冷した後に、RNase H (TaKaRa)と、E. coli 

DNA polymerase I (TaKaRa)を添加し、16°Cで2.5時間反応させることで、2nd strand cDNAを合成した。その後、

2nd strand cDNA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、TEに溶解させた。その溶液に

T4 DNA polymerase Iを加え、37°Cで30分間反応させることで、完全長の 2nd strand cDNAを合成した。得られた cDNA

を、Rsa Iにより消化し(37°C、1.5時間)、消化産物をフェノール/クロロホルム抽出およびエタノール沈殿により精製

した。Rsa I消化後の、AKHRのノックダウン個体の脂肪体に由来する cDNA (Tester cDNA)と、Adaptor 1 

(5’-CTAATACGACTCACTATAGGGCTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT-3’)、および、Adaptor 2 

(5’-CTAATACGACTCACTATAGGGCAGCGTGGTCGCGGCCGATTG -3’)とをそれぞれライゲーションした。次に、

Adaptor 1が付加したTester cDNAに、Rsa I消化後の、EGFP-dsRNA投与個体の脂肪体に由来する cDNA (Driver cDNA)
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を過剰量混和し、ハイブリダイズさせた。ハイブリダイズは、混和したサンプルをdenature (98°Cで1.5分間インキュ

ベート)した後に、68°Cで8時間行った。なお、Adaptor 2が付加したTester cDNAにも、Rsa I消化後のDriver cDNA

を過剰量混和し、同様にハイブリダイズさせた。次に、ハイブリダイズ後の2種のサンプルと、denatureした、過剰

量のDriver cDNAとを混和し、68°Cで一晩インキュベートした。その後、200 Lのdilution buffer (20 mM HEPES、20 

mM NaCl、0.2 mM EDTA (pH8.0))を添加した。なお、Tester cDNAをEGFP-dsRNA投与個体の脂肪体に由来する cDNA

とし、Driver cDNA をAKHRのノックダウン個体の脂肪体に由来する cDNAとした場合も、同様に、アダプター付加

とハイブリダイズを行った。 

 次に、上述のハイブリダイズにて濃縮された、発現量差のある cDNAを増幅するために、ハイブリダイズ後のサン

プルをテンプレートとして、Adaptor 1およびAdaptor 2に相補的な塩基配列を有するプライマー

(5’-CTAATACGACTCACTATAGGGC-3’)を用いて、PCRを行った。PCRは、75°Cで5分間インキュベートし、アダプ

ター配列を伸長した後に、Ex Taqを用いて、94°C、30秒; 66°C、30秒; 72°C、90秒を1サイクルとし、27サイクル反

応させた。このPCR産物をTEによって25倍希釈し、nested PCRのテンプレートとした。nested PCRは、Apaptor 1

およびAdaptor 2にそれぞれ相補的な塩基配列を有するプライマー(5’-TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT-3’と、

5’-AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT-3’)を用いた。PCRは、Ex Taqを用いて、94°C、10秒; 68°C、30秒; 72°C、90秒を

1サイクルとし、12サイクル反応させた。nested PCR産物は、アガロースゲル電気泳動し、ゲルから抽出することで

回収した。その後、回収したPCR産物を、TAクローニングした。得たプラスミドDNAで大腸菌を形質転換した後、

コロニーPCRによって、インサートを含むようなプラスミドをもつコロニーを選別し、それぞれのプラスミドを抽出

した。抽出したプラスミドは、次の実験過程である、ドットブロットや、塩基配列解析に用いた。 

 

ドットブロット 

各プラスミドを、約100 g、2枚のナイロンメンブレンに、それぞれが同じ位置関係になるようにドットした。そ

の後、DNAをドットした面を上にして、トランスイルミネーターで3分間UVを照射することにより、メンブレン

にDNAを固定した。その後、メンブレンを1枚ずつ、25 mL容の遠沈管に入れ、あらかじめ42°Cに温めておいた

適量のHybridization buffer (5 × SSC*; 0.1% N-lauroylsarcosine (w/v); 0.02% SDS; 1% Blocking reagent* (v/v))を加え、ハイブ

リオーブンにて42°Cで数時間振盪した(プレハイブリダイゼーション)。その後、新しいロットのフタホシコオロギ成

虫オス個体から調製した、AKHRのノックダウン個体の脂肪体由来の cDNA、あるいは、コントロール個体の脂肪体

由来の cDNAをDIG (digoxigenin)ラベルしたプローブ(1-2 L)を、それぞれ70°C にて変性させた後に、プレハイブ

リダイゼーション中の各溶液に添加した。その後、50°Cにて、一晩振盪した(ハイブリダイゼーション)。なお、DIG

ラベルしたプローブは、それぞれの cDNAをテンプレートに、PCR DIG labeling mix (Roche)を用いてPCR反応さ

せることで調製した。このPCR反応は、Ex Taqを用いて、94°C、30秒(最初のサイクルのみ3.5分); 60°C、30秒; 72°C、

60秒を1サイクルとし、30サイクル反応させた。ハイブリダイゼーションの後、メンブレンを遠沈管から取り出し、

別の遠沈管にて、low stringency buffer (2 × SSC*、0.1% SDS)を用いて、室温で20分間程度洗浄した。その後、high stringency 

buffer (0.2 – 0.5 × SSC*、0.1% SDS)を用いて、55°Cで20分間、2回洗浄した。洗浄後のメンブレンを、適量の solution 1 

(0.1 M Tris-HCl (pH 7.4)、0.15 M NaCl)に浸し、30分間振盪した。次に、ハイブリダイゼーションバッグにメンブレン

を入れ、solution 2 (solution 1 + 1% Blocking reagent*)を満たした後に、気泡が入らないようにシールし、数時間振盪した。

その後、メンブレンを、solution 2を満たした別のハイブリダイゼーションバッグに入れ、抗DIG抗体(Roche)を、3000

倍程度に希釈されるように加えた後、気泡が入らないようにシールし、数時間振盪した。その後、メンブレンを取り

出し、25 mL容の遠沈管にメンブレンを入れ、適量の solution 3 (solution 1 + 0.3% Tween)を加えて10分間、3回洗浄し

た。その後、メンブレンを solution 4 (0.1 M Tris-HCl (pH 9.5)、0.1 M NaCl)に浸した。これらのメンブレンを取り出し、

メンブレン上にCDP-starを500 L程度加えた。その1-2分後に、FLA-5000 (Fujifilm)を用いて、化学発光を検出した。 
* 20 × SSC: 3 M NaCl、300 mM sodium citrate (pH 7.0) 
* 10 × Blocking reagent: 10% Blocking reagent (Roche) (w/v) in maleic and buffer 

 

脂肪酸組成の解析 

各組織から抽出した脂質を、30 L- 100 Lのクロロホルム/メタノール (1:1)に再溶解させ、さらに、200 L程度の、
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けん化試薬(1N KOH、90% MeOH)を加え、80-90℃で、1-2時間程度、けん化反応させた。その後、6N塩酸を6 L

入れて pHを 2-3に調整した。その後、遊離した脂肪酸を、ヘキサンを用いた溶媒抽出で回収した。具体的には、ヘ

キサンを300 Lを加え、よく振盪し、遠心分離(13,000 rpm、10分間)した後に、上層を回収した。下層に対して、再

度、同様にヘキサンを加え、遠心分離後に上層を回収した。上層をまとめた後に、DWを200 L加え、拡散によっ

て水溶性成分を除いた。再度上層を回収し、遠心濃縮機を用いて蒸発乾固させた後、30 Lのクロロホルム/メタノー

ル (1:1)に再溶解させた。その後、そのうちの5 Lを、ADAM (9-anthryldiazomethane)溶液と反応させることで、

蛍光ラベル化した。ADAM 溶液は、ADAM 粉末 (フナコシ)を、1%になるようにアセトンに溶解させ、その後、メ

タノールで 10倍希釈することで調製した。ADAMによる蛍光ラベル化反応は、遮光にて、常温で 30分間程度反応

させた。反応後のサンプルのうち5-10 Lを、HPLC解析に供した。HPLC解析の条件は以下の通りである。 

カラム: PEGASIL C8 SP100 

流速: 1mL/min 

溶媒: アセトニトリル:水 = 85:15 

蛍光検出器: 島津 RF-530 またはRF-20A 

励起波長: 365 nm 

蛍光波長: 412 nm 

なお、スタンダードとして、12:0、14:0、16:0、18:0、18:1、18:2、18:3の脂肪酸(ナカライテスク)由来のADAM誘

導体を検量線作成に用いた。HPLCのクロマトグラムにて見られた、7種の脂肪酸(12:0、14:0、16:0、18:0、18:1、

18:2、18:3）の各ピーク面積から、モル濃度を算出し、その合計に対する各脂肪酸のモル濃度比を算出した。 

 

TAGの化学合成 

18:0 (15.11 g, 53.1 mmol)とグリセロール(1.29 g, 14.0 mmol)を60 mLの四塩化炭素に溶解した溶液に、

4-dimethylaminopyridine(6.49 g)およびN,N’-dicyclohexylcarbodiimide (10.96 g)の四塩化炭素溶液60 mLを氷冷下

で加え、その混合溶液を氷冷下16時間撹拌した。反応液をろ紙でろ過して得られたろ液を減圧下濃縮し、粗TAGを

得た。得られた粗TAGをシリカゲルカラム(ワコーゲルC-200、300 g)に付し、n-ヘキサン：酢酸エチルの割合を30:1、

20:1、10:1と変化させた溶出液で段階溶出した。TAGの溶出画分を減圧下濃縮することで3.33 g得られた(収率 

26.6%)。TAG(18:0/18:0/18:0): MALDI-TOFMS (2,5-dihydroxybenzoic acid matrix, positive) m/z 913 (M+Na)+; H 

(CHCl3, 500 MHz): 5.27 (m, 1H), 4.35 (dd, J = 4.5 and 11 Hz, 2H), 4.15 (dd, J = 5.5 and 11 Hz, 2H), 2.32 (m, 6H), 

1.20-1.30 (96H), 0.88 (t, J = 7 Hz, 9H). (図A)   
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                                                    図A 

 

同様の方法で、18:1 (15.0 g, 53.1 mmol)とグリセロール(1.29 g, 14.0 mmol)を60 mLの四塩化炭素に溶解した溶液に、

4-dimethylaminopyridine(6.49 g)およびN,N’-dicyclohexylcarbodiimide (10.96 g)の四塩化炭素溶液60 mLを氷冷下

で加え、その混合溶液を氷冷下16時間撹拌した。反応液をろ紙でろ過して得られたろ液を減圧下濃縮し、粗TAGを

得た。得られた粗TAGをシリカゲルカラム(ワコーゲルC-200、300 g)に付し、n-ヘキサン：酢酸エチルの割合を30:1、

20:1、10:1と変化させた溶出液で段階溶出した。TAGの溶出画分を減圧下濃縮することで8.00 g得られた(収率 

64.3%)。TAG(18:1/18:1/18:1): MALDI-TOFMS (2,5-dihydroxybenzoic acid matrix, positive) m/z 907 (M+Na)+ 

同様の方法で、18:2 (14.9 g, 53.1 mmol)とグリセロール(1.29 g, 14.0 mmol)を60 mLの四塩化炭素に溶解した溶液に、

4-dimethylaminopyridine (6.49 g)およびN,N’-dicyclohexylcarbodiimide (10.96 g)の四塩化炭素溶液60 mLを氷冷下

で加え、その混合溶液を氷冷下16時間撹拌した。反応液をろ紙でろ過して得られたろ液を減圧下濃縮し、粗TAGを

得た。得られた粗TAGをシリカゲルカラム(ワコーゲルC-200、300 g)に付し、n-ヘキサン：酢酸エチルの割合を30:1、

20:1、10:1と変化させた溶出液で段階溶出した。TAGの溶出画分を減圧下濃縮することで6.22 g得られた(収率 

50.4%)。TAG(18:2/18:2/18:2): MALDI-TOFMS (2,5-dihydroxybenzoic acid matrix, positive) m/z 901 (M+Na)+ 

同様の方法で、18:3 (14.8 g, 53.1 mmol)とグリセロール(1.29 g, 14.0 mmol)を60 mLの四塩化炭素に溶解した溶液に、

4-dimethylaminopyridine (6.49 g)およびN,N’-dicyclohexylcarbodiimide (10.96 g)の四塩化炭素溶液60 mLを氷冷下

で加え、その混合溶液を氷冷下16時間撹拌した。反応液をろ紙でろ過して得られたろ液を減圧下濃縮し、粗TAGを

得た。得られた粗TAGをシリカゲルカラム(ワコーゲルC-200、300 g)に付し、n-ヘキサン：酢酸エチルの割合を30:1、

20:1、10:1と変化させた溶出液で段階溶出した。TAGの溶出画分を減圧下濃縮することで5.33 g得られた(収率 

43.5%)。TAG(18:3/18:3/18:3): MALDI-TOFMS (2,5-dihydroxybenzoic acid matrix, positive) m/z 895 (M+Na)+ 

同様の方法で、12:0 (10.6 g, 53.1 mmol)とグリセロール(1.29 g, 14.0 mmol)を60 mLの四塩化炭素に溶解した溶液に、
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4-dimethylaminopyridine (6.49 g)およびN,N’-dicyclohexylcarbodiimide (10.96 g)の四塩化炭素溶液60 mLを氷冷下

で加え、その混合溶液を氷冷下16時間撹拌した。反応液をろ紙でろ過して得られたろ液を減圧下濃縮し、粗TAGを

得た。得られた粗TAGをシリカゲルカラム(ワコーゲルC-200、300 g)に付し、n-ヘキサン：酢酸エチルの割合を30:1、

20:1、10:1と変化させた溶出液で段階溶出した。TAGの溶出画分を減圧下濃縮することで6 g得られた(収率 66.8%)。

TAG(12:0/12:0/12:0): MALDI-TOFMS (2,5-dihydroxybenzoic acid matrix, positive) m/z 661 (M+Na)+ 

同様の方法で、14:0 (12.1 g, 53.1 mmol)とグリセロール(1.29 g, 14.0 mmol)を60 mLの四塩化炭素に溶解した溶液に、

4-dimethylaminopyridine (6.49 g)およびN,N’-dicyclohexylcarbodiimide (10.96 g)の四塩化炭素溶液60 mLを氷冷下

で加え、その混合溶液を氷冷下16時間撹拌した。反応液をろ紙でろ過して得られたろ液を減圧下濃縮し、粗TAGを

得た。得られた粗TAGをシリカゲルカラム(ワコーゲルC-200、300 g)に付し、n-ヘキサン：酢酸エチルの割合を30:1、

20:1、10:1と変化させた溶出液で段階溶出した。TAGの溶出画分を減圧下濃縮することで8.29 g得られた(収率 

81.5%)。TAG(14:0/14:0/14:0): MALDI-TOFMS (2,5-dihydroxybenzoic acid matrix, positive) m/z 745 (M+Na)+ 

同様の方法で、16:0 (13.6 g, 53.1 mmol)とグリセロール(1.29 g, 14.0 mmol)を60 mLの四塩化炭素に溶解した溶液に、

4-dimethylaminopyridine (6.49 g)およびN,N’-dicyclohexylcarbodiimide (10.96 g)の四塩化炭素溶液60 mLを氷冷下

で加え、その混合溶液を氷冷下16時間撹拌した。反応液をろ紙でろ過して得られたろ液を減圧下濃縮し、粗TAGを

得た。得られた粗TAGをシリカゲルカラム(ワコーゲルC-200、300 g)に付し、n-ヘキサン：酢酸エチルの割合を30:1、

20:1、10:1と変化させた溶出液で段階溶出した。TAGの溶出画分を減圧下濃縮することで7.76 g得られた(収率 

68.4%)。TAG(16:0/16:0/16:0): MALDI-TOFMS (2,5-dihydroxybenzoic acid matrix, positive) m/z 829 (M+Na)+ 

 

フタホシコオロギ用の人工飼料の調製 

フタホシコオロギ用の人工飼料の栄養分の組成は、トノサマバッタ用の人工飼料の栄養分の組成を参考にした

144,145)。フタホシコオロギ用の人工飼料の栄養分の組成は、実験により、適宜栄養分を変更して調製した。各実験にお

ける、それらの組成を、表6-1、表6-2-1、および表6-2-2に示した。タンパク質としては、カゼイン(ナカライテスク)

を用いた。糖質としては、スクロース(関東化学)とデキストリン(ナカライテスク)を用いた。セルロース粉末(ナカライ

テスク)は、栄養分としてではなく、各人工飼料の物性を均一にさせるために用いた。なお、Wesson’s salt (Sigma)は、

ミネラル源として用いたが、その組成は以下の通りである。 

炭酸カルシウム(21.000%)、硫酸銅(II)五水和物(0.039%)、リン酸鉄(III) (1.470%)、硫酸マンガン(II)一水和物(0.020%)、

硫酸マグネシウム七水和物(9.000%)、硫酸アルミニウムカリウム(0.009%)、塩化カリウム(12.000%)、リン酸二水素カ

リウム(31.000%)、ヨウ化カリウム(0.005%)、塩化ナトリウム(10.500%)、フッ化ナトリウム(0.057%)、リン酸三カルシ

ウム(14.900%)。 

人工飼料に、常温で液体の脂質(18:1、18:2、18:3、TAG (18:1/18:1/18:1)、TAG (18:2/18:2/18:2)、TAG (18:3/18:3/18:3))

を加える際は、直接混ぜるのみでは、均一に混和させることが困難である。そこで、脂肪酸やTAGを人工飼料に加え

る場合は、全ての場合において、脂質をエタノールに溶解させた後に、人工飼料に加え、よく振盪した後に、凍結乾

燥させることで調製した。調製した人工飼料は全て 4°Cにて保存した。 

 

choiceアッセイ 

各dsRNAの投与後2、3日目の成虫オス個体を、1 個体ずつ別々のケージ(17 × 10 × 12 cm)に移した。シャーレ(2.9 cm 

i.d.)に、アッセイに用いる栄養分組成の人工飼料を、それぞれ入れた後、人工飼料の重量を、シャーレの重量も含めて

計測した。シャーレをケージ内に入れ、水とともに、自由に与えた。3日後に、それぞれのシャーレを取り出し、重

量を計測することで、それぞれの人工飼料の摂食量を測定した。三大栄養素の嗜好性に関するアッセイ以外のアッセ

イでは、各人工飼料の摂食量と、それらの合計の摂食量から、各人工飼料の摂食比率を算出した。三大栄養素の嗜好

性の解析の場合にのみ、三種類の人工飼料(表6-1におけるP-diet、C-dietおよびP-diet)のそれぞれの摂食量と、それぞ

れの人工飼料における、タンパク質(カゼイン)、糖質(スクロースとデキストリン)、および脂質(ステアリン酸とコレス

テロール)の組成から、三大栄養素の摂取比率を算出した。 
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小腮内の神経の逆行性染色 

 成虫脱皮後1日目の、フタホシコオロギ成虫オス個体の片側の小腮を、小腮へと連絡している神経が露出するよう

に、解剖用ハサミにより切断し、CoCl2を内部に含ませたキャピラリーを、露出部分を覆うように差し込んだ。4°Cに

て2日間静置した後に、キャピラリーを引き抜き、頭部の神経系を摘出した。摘出した神経系を、PBSにて数回洗浄

した後、洗浄液に、発色試薬として、ルベアン酸(ジチオオキシミド)の水飽和溶液を数滴添加し、10分間静置した。

その後PBSで洗浄し、顕微鏡(Olympus、BX53F)にて観察、撮影した。 

 

RNA-sequencing (RNA-seq)およびデータ解析 

  RNA-seq解析は、BGI-JAPAN (株)にて受託解析した。受託解析の概要および解析データの一部は、図7-1-1、図7-1-2

に示した。フタホシコオロギ成虫オス個体16個体から、小腮を摘出し、TRIzol® Reagentに回収し、total RNAを抽出

した。次に、total RNAに1 UのDNase I (RNase-free) (TaKaRa)を加えてDNase処理した(37℃、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をスピンカラムにより精製した。分光光度計

にて、total RNA量とその精製度を確認した。以降はBGI-JAPANにて、total RNAから、Oligo (dT)を用いて、mRNA

を精製した。mRNAを fragmentation bufferに加え、断片化した。断片化したmRNAをテンプレートとして、ランダム

プライマーを用いて、cDNAを合成した。合成した cDNA断片を精製し、EB bufferに再溶解させた。cDNA断片にア

デニンを付加して、断片末端を平滑化した後に、アダプターを付加した。これらの cDNA断片をPCRにより増幅さ

せた。その後、増幅させた cDNA断片の塩基配列を、Illumina HiSeqTM 2000によりシーケンシングした。 

シーケンシングにより、raw data (total raw reads: 64,601,178 reads)を得た。その後、raw dataからアダプター、インデ

ックス、および低品質のデータを除き、clean dataを得た(total clean reads: 53,890,492 reads、total clean nucleotides (nt): 

4,850,144,280 nt、GC percentage: 45.62%)。clean dataから重複配列(約2,500,000,000 nt)を除き、contigとしてアセンブリ

ーした(total contig number: 75,961、total length (nt): 23,230,316、mean length (nt): 306)。この際、contigにアセンブリーでき

たデータはclean dataの約48%であった。このcontigを用いて、unigeneにアセンブリーした(total unigene number: 39,862、

total length (nt): 20,881,540、mean length (nt): 524)。この39,862のunigeneのうち、各unigene間の塩基配列に70%以上の

同一性が見出された場合、改めて、それらを cluster (CL)として分類した。その結果、39,862のunigeneのうち、4,323

のunigeneが、2,087の clusterに分類された。これらの4,323のunigeneは、以下”CL”と表記する。また、それ以外の

35,539のunigeneが、singletonであり、以下そのまま”unigene”と表記することにする。 

  これらの、39,862の各unigeneおよびCLの塩基配列情報から、BLASTxおよびBLASTnにより、アノテーション

を行った(e-value < 0.00001)。39,862の各unigeneおよびCLのうち、22,622のunigeneおよびCLがアノテーションされ

た。この際に、データベースとしてNRを用いてGene Ontology (GO)によるアノテーションも行った。また、39,862

の各unigeneおよびCLの塩基配列情報から、CDS (Protein coding sequence)を予測した。それぞれの予測されたCDSか

ら、演繹アミノ酸配列情報を得た。 

 各遺伝子(unigeneおよびCL)の発現レベルの指標の算出には、FPKM (Fragments Per kb per Million fragments) method

を用いた。FPKMの計算式は、FPKM = 106C/(NL/103)である。Cは、RNA-seq解析の際の、各候補遺伝子のフラグメ

ント配列の存在数を示し、Nは、全unigeneおよびCLのフラグメント配列の存在数の合計を示し、Lは、各候補遺伝

子のCDS (コーディング領域)の塩基数である。 

 また、39,862の各unigeneの塩基配列情報から、SSR (Simple sequence repeats)およびSNP (Single-nucleotide 

polymorphism)の解析も行った。 

 

以下に、上述の解析で用いられたソフトウェアとデータベースを示す。 

contig、unigeneのアッセンブリーおよび clusterの分類 

ソフトウェア: Trinity (release-20121005)、TGICL (v2.1)、Phrap (Release 23.0) 

unigeneのアノテーション 

ソフトウェア: BLAST (v2.2.26+x64-linux) 

データベース: NT (release-20121005)、NR (release-201208007)、KEGG (Release 63.0)、Swiss-plot (release-2012_08)、COG 

(release-20090331) 
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unigeneのGO分類 

ソフトウェア: Blast2GO (v2.5.0) 

データベース: GO (release 2012-10-01) 

unigeneのmetabolic pathway解析 

ソフトウェア: Path_finder (Unpublished) 

データベース: KEGG 

unigeneのCDSの予測 

ソフトウェア: ESTScan (v3.0.2) 

unigeneのSSRの解析 

ソフトウェア: MicroSAtellite、Primer3 (release 2.3.4) 

unigeneのSNPの解析 

ソフトウェア: SOAPsnp (release 1.03) 

 

RNA-seq解析結果を用いた、フタホシコオロギの小腮に発現するOBP、CSP、ORの in silico 探索 

 探索の概要は図7-1-3. 1. に示した。上述の、各データベース(NT、NR、KEGG、Swiss-plot)を用いたBLASTn、BLASTx

検索による、39,862の各unigeneおよびCLのアノテーション結果の全てから、その検索結果に、OBP、CSP、または

ORを含むような候補遺伝子(unigeneおよびCL)を探索した。その結果、検索結果にOBPが含まれるような14の候補

遺伝子と、検索結果にCSPが含まれるような13の候補遺伝子を見出した。検索結果にORが含まれるような候補遺

伝子は見出されなかった。それらの 27の各候補遺伝子の、予想されるCDSの演繹アミノ酸配列を用いて、それぞれ、

上述の39,862の各unigeneおよびCLの予想されるCDSの演繹アミノ酸配列をデータベースとして、local BLAST検

索を行った。 

 得られた、OBP/CSPをコードする候補遺伝子について、それらの予測CDSがコードする演繹アミノ酸配列が、予

測される全長のORFに満たないと考えられた場合は、RACE法により、全長のORFをコードする塩基配列を取得し

た。その後、全長ORFをコードする、各候補遺伝子の cDNAの塩基配列をサブクローニングした。さらに、サブク

ローニングしたベクタープラスミドを鋳型として、前述した方法で、各候補遺伝子に対応するdsRNAを調製した。 

 

RNAi法と choiceアッセイを用いた、18:2の嗜好性に関与するOBP/CSPをコードする候補遺伝子のスクリーニング 

 成虫脱皮後0-2日目のフタホシコオロギ成虫オス個体に、AKHR-dsRNAと、OBP/CSPをコードする各候補遺伝子

に対応するdsRNAのいずれかとを投与した。それらのdsRNAの投与後2日目に、各個体を1 個体ずつ別々のケージ

(17 × 10 × 12 cm)に移した。その後、各シャーレ(2.9 cm i. d. )に入れた、フタホシコオロギ用の人工飼料(SFA-diet (脂肪

酸濃度5%))と18:2-diet (脂肪酸濃度5%))を提示し、3日間摂食させた。その後、各人工飼料の摂食量を測定した。各人

工飼料の摂食量と、それらの合計の摂食量から、各人工飼料の摂食比率を算出した。 

 

HE (ヘマトキシン・エオジン)染色 

 フタホシコオロギの成虫オス個体から中腸、脂肪体、神経系を摘出し、適量のブアン液(飽和ピクリン酸/ホルマリン

/酢酸(15:5:1)を入れた4 mL容のガラス瓶に加え、常温で一晩振盪させた。その後、各組織に、それぞれ適量の70% エ

タノールを加えて、数十分振盪した。つづいて、同様に、80%エタノール、90%エタノール、95%エタノール、100%

エタノール(3回)の順で、20分ごとに入れ替えながら振盪することで、組織の脱水を行った。その後、100%エタノー

ルをキシレンで置換し、10分間程度振盪させ、透徹処理を行った。その後、組織をキシレンから取り出し、事前に 65°C

に加熱したパラフィンに包埋した。その後常温に静置してパラフィンを固化させた後に、組織を含むパラフィンブロ

ックを切り出し、木の台座に接着して、ミクロトームに設置した。その後、厚さ10 mになるように切片を切り出し

た。切片をスライドガラス上で伸展させた後に、スライドガラスを、キシレン、100%エタノール、90%エタノール、

80%エタノール、70%エタノールの順に浸すことで洗浄した。その後、スライドガラスをヘマトキシリン溶液(5% マ

イヤーヘマトキシリン(関東化学))に15分浸した後、水で数分洗浄した。その後、スライドガラスをエオジン溶液(1% 

エオジンY (ナカライテスク))に5分程度浸し、続いて、スライドガラスを、70%エタノールに2回、100%エタノール、
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キシレンの順に、数分ごとに浸すことで、脱染色した。最後に、組織を封入し、顕微鏡(Olympus、BX53F)にて観察、

撮影した。 

 

組織内のATP量の測定 

 組織内のATP量の測定には、『組織の』ATP測定キット(和光純薬工業)を用いて、ホタルルシフェラーゼ発光反応に

より測定した。フタホシコオロギの成虫オス個体から中腸、脂肪体、神経系を摘出し、組織の湿重量の100倍量のPBS

中で、ホモジェナイズした。その後、遠心分離(1,000 g、10分間、4°C)し、上清を回収した。そのうち5 L (組織の湿

重量に換算して50 g)と、45 LのPBS、ATP抽出液50 Lとを混和させ、30分間室温にて静置することで、ATPを

抽出した。その後、100 LのL/L (ルシフェラーゼ/ルシフェリン)試薬を混和させた。その直後に遮光し、常温にて 10

分間静置した後に、ルミノメーター(ATTO Luminescencer-JNR II AB-2300)にて、発光量を計測した。スタンダードとし

て、キット付属のATPを用いて作製した検量線から、各組織内のATP量を算出した。 

 

9-desaturase、12-desaturaseのダブルノックダウン個体の致死のレスキュー実験 

 9-desaturase、12-desaturaseのダブルノックダウン個体の致死のレスキュー実験では、(i) 人工飼料に過剰量の栄養

分を添加し、その人工飼料を摂食させる方法と、(ii) 体液中への投与による方法との、二種類の方法をとった。 

(i) では、フタホシコオロギの人工飼料(カゼイン: 28%、スクロース: 14%、デキストリン: 14%、コレステロール: 0.125%、

セルロース: 41.2%、Wesson’s salt: 2.4%、アスコルビン酸: 0.3%)に、化学合成したTAG (18:0/18:0/18:0)、TAG 

(18:1/18:1/18:1)、TAG (18:2/18:2/18:2)、および、TAG (18:3/18:3/18:3)をそれぞれ、2%、または10% 添加した人工飼料

を調製した。その際、TAGを添加した合計が100%になるように、セルロース量を調製した。また、同様に、アラキ

ドン酸(AA) (ナカライテスク)および、エイコサペンタエン酸(EPA) (ナカライテスク)を、0.5%、または2.0%添加した

人工飼料を調製した。フタホシコオロギの成虫オス個体に、(9+12)-desaturase-dsRNAを投与した後に、1個体ずつ別々

の容器(4.5 cm i. d. × 4 cm)に移した。その後、上述のように調製した人工飼料と水を容器に入れ、それらを自由に与え

た場合の、1日ごとの生存率を、生存個体を数えることにより調べた。 

(ii) では、AA、EPA、PGA2 (和光純薬工業)、PGD2 (和光純薬工業)、PGE2 (和光純薬工業)、PGF2(和光純薬工業)を用

いた。AAおよびEPAに関しては、それぞれ、5g、50 g、250 gを、3-5 Lの100%エタノールに溶解させた。PGA2、

PGD2、PGE2、PGF2に関しては、それぞれ、200 ng、2 g、20gを、3 Lの100%エタノールに溶解させた。フタホ

シコオロギの成虫オス個体に、(9+12)-desaturase-dsRNAを投与した後に、1個体ずつ別々の容器(4.5 cm i. d. × 4 cm)に

移した。その後、AA、EPA、 PGA2、PGD2、PGE2、およびPGF2を投与した。その後、飼育用飼料ウサギ用人工飼

料/ネコ用人工飼料(1:1))と水を自由に与え、1日ごとの生存率を、生存個体を数えることにより調べた。 
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