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1 6年度研究テーマ

15-2-16 :昆虫の環境応答における神経繊維ネットワークの解析

ABSTRACT

Organisms have adapted to seasonal jluctuations by evolving intemal clocks and

newoendocn'ne gJStemS tO anticipate the variations of living conditions. 1h the silkworm, Bombyx

mori, photopen'odic and temperature signals fTVm the brain is likely to transfer the subesophageal

ganglion (SG) wheTle it is decoded as a vayying secyetion ofdiapause hormone (DH), and then DH can

act at developing ovaries, which would then be implicated in the regulation ofembTyOnic diapause.

To reveal the molecular mecanism of diapause induction, We investigated the neural network

projecting into DH-producing neurosecretoTy Cells from bym-n using baculovinLS gene trmSfer DJStem.

研究目的

休眠は昆虫が独自に進化を遂げた環境応答機構である｡カイコの腔休眠は､食道下神経節か

ら分泌される休眠ホルモン(DH)によって誘導される｡ DHの分泌量の調節には､脳間部および脳前

方領域内の細胞からの神経支配を受けていることが知られているが､分子レベルでの解明には至って

いない｡本年度は､生存環境情報の受容からDHの分泌に至る脳内情報処理機構を､分子レベルで明ら

かにするために､組み換えAcNPVを用いた遺伝子導入法を用いて､食道下神経節(SG)の休眠ホルモ

ン産生細胞群(DHPCs)を巡る神経ネットワークの解析を試みた｡

一年間の研究内容と成果

まず､ DHPCsにおいて､経シナプストレーサー分子である小麦腔芽アグルチニン(mlA) CDNA

および6FP-77rcDNAを強制発現させることにより､ DHPCsを巡る順行性及び逆行性投射神経の可視化

と細胞の同定を試みた｡ LW-jmNプロモーター下で脚cDNAを強制発現させ､抗WGA抗体によるホー

ルマウント免疫組織化学(WMIHC)を行った｡その結果､ DHPCsおよび､ DHPCsからSG前方に伸長する

神経､さらにSG側方の2対4個の細胞(SG lateral cells : SGLCs)が可視化された｡ SGLCsにおけ

るDHの発現は観察されず､さらに､ウイルスまたはプロモーター依存的なwGAの発現も確認されな

かったので､ SGLCsには､ D肝Csからシナプスを経由LWGAが伝達されたと考えられた｡現在､ SGLCs

のキャラクタライゼ-ションを進めており､腔休眠誘導との関連を調べている｡

次に､脳内に存在するペプチドホルモン遺伝子､概日リズムおよび光周性関連遺伝子の産生

細胞をアポトーシス誘導因子であるI･eaPer (Z･Pr) cDNAの強制発現により破壊し､ LW-JBANmRNAおよ

びDH量の変化と休眠卵誘導活性に及ぼす影響を調査したo　まず､ LWIFEANプロモーター下でZ･pz･ CDNA

を強制発現させ､ DHPCsの破壊実験を行なったo LW一月別Nプロモーター下でZ･pT CDNAとE6FP cDNAを

同時に強制発現させると､ DHPCsにおいてGFP蛍光の消失が見られた｡さらに､抗DH抗体によるⅧIHC

を行ったところ､ DHPCsの細胞体が認められないものもあった｡また､ノーザンプロットにより､ SG

中のLW+EANmRNA量も減少していることがわかった｡次に､羽化ホルモン(EA)､ボセロプシン(Bcop)､
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ピリオド(pe,)､前胸腺抑制ペプチド(ptsp)の各遺伝子の5'上流域をクローニングし､緑色蛍光

タンパク質(E6W) ｡DNAを用いたレポーター遺伝子解析を行なった.その結果,各遺伝子の内在性

mRNAの発現細胞でのEGFPの発現が確認できた｡現在､各種プロモーター下で叩, CDNAを強制発現

させ､ DH量の変化および陛休眠誘導-の影響を調べている｡

図o DHPCsにおけるWGAの発乳カイコにv lDH7/WGA]を注射し､脳- SGを摘出し､抗WGA抗体を用い

て免疫染色を行ったD DHPCsおよびDHPCsからSG前方に伸張する神経､さらにSG側方の細胞(SGLCs)が

可視化された｡ A.脂-SGの腹側の図(前方が上)oボックスはDHPCsおよびSGLCsを示しているoB･ SGの

拡大臥括弧はDHPCsを､サークルはSGLCsを､矢じりはDHPCsからSG前方に伸長する神経を示してい

る｡ C. SG側方部分の拡大図｡矢じりはSGLCsからDHPCsの神経-つながる神経を､矢印はSGLCsからSG

前方へ伸長する神経を示している｡スケールバーは50〝mを示す｡

展望
wGAによる経シナプス標識により検出された､ SGLCsのキャラクタライゼ-ションを進め､

DH機能と腔休眠誘導との関連を調査していく｡休眠誘導に関連があると推測されるEHI Bcopt peI'お

よびptsp遺伝子の産生細胞をrpTにより破壊し, DH量および休眠誘導に及ぼす影響を調査する｡

さらに､細胞外シグナルの受容･伝達による神経分泌細胞の分化と神経繊維の誘導機構の解

析を推進するため､昆虫の変態や蛸休眠をコントロールする前胸腺刺激ホルモン(PTTH)の産生細胞

を利用し､解析していく｡
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