
論文内容 の 要旨

論文題目

S t u di e s o n m ol e c u l a r m e c h a n i s m s u n d e rlyi n g s e x
-

p h e r o m o n e r e c e p ti o n

i n t h e silk m o t h B o m b y x m w 7
'

( カイ コ ガ にお ける性 フ ェ ロ モ ン受容機構 に関する研究)

氏名 仲川 喬雄

序論

喚覚は様 々 な種 の 生物 に と っ て
､ 外界 の 化 学物質を認識する重要 な感覚 で ある

｡ 特に
､ 昆 虫 は

食物､ 交尾相手 ､ 産卵場所の 探索な ど の 行動を化学受容に強く依存 し て おり ､ 様 々 な匂 い の 中か

ら特定 の 匂 い を感度よく認知する
o

また ､ 昆 虫は
一 般的な匂 い物質を認識する機構 とは別 に非常

に 高い 感受性 と選択性を備えた フ ェ ロ モ ン受容機構 を持 つ
｡ カイ コ ガ性フ ェ ロ モ ン (b o m b y k ol)

は 1 9 5 6 年 フ ェ ロ モ ン 物 質と し て初め て 構造決定された物質 で あり ､
メ ス カイ コ ガ フ ェ ロ モ ン 腺

か ら空気中 - と微量放出され ､ 受容 し たオ ス カイ コ ガ に対 して 婚礼ダ ン ス を引き起こす ( 図 1 a) ｡

混合物と し て 活性を示す他 の 鱗麹 目昆 虫 の 性 フ ェ ロ モ ン と異なり
､

b o 皿 b y k ol は単
一

化合物 で種

特異的 か つ 高感度な生理 的効果を示す こ
餐

と か ら
､

フ ェ ロ モ ン 受容機構解明 の モ デ ル

と し て こ れ ま で 多く の 研究が なされ てき

た｡

昆虫 の 触角には
､
一般的な匂 い を感知す

る繊毛 と フ ェ ロ モ ン を感知 す る繊毛 の 2

種類が存在 し､ それぞれ の 繊毛 には 1 対 の

喚神経細胞 か ら の 樹 状突起 が伸び て い る
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(図 1 b) ｡
こ れ ら喚神経細胞 の 樹状突起上 に局在 し て い る受容体によ っ て外界から の 化学物質が

受容され ると考えられ て い る
｡

近年 ､
シ ョ ウジ ョ ウ バ エ の ゲノ ム 解析によ っ て 昆 虫喚覚受容体遺伝子 が同定 され

､ 晴乳類喚覚

受容体と同 じく G タ ン パ ク質共役型受容体 フ ァ ミ リ ー ( G P C R) に属する こ とが報告された
｡

昆虫

喚覚受容体は ､ 特定の 匂い リ ガ ン ド特異性 を有 し
､ 喚神経 の応答性は発現 し て い る喚覚受容体リ

ガ ン ド特異性 に依存 し て い る こ とが示 され て い る o
こ の ように

､

一

般的な匂 い 受容機構 に つ い て

は分子 レ ベ ル で の 知見が集ま り つ つ あるが ､
フ ェ ロ モ ン 受容にお ける高い 感受性 と選択 性を生み

出す分子 メ カ ニ ズ ム に つ い て は不明 で ある ｡

本研究 で は
､

ア フ リカ ツ メガ ェ ル卵母細胞発現系 を利用 し ､ カイ コ ガ性 フ ェ ロ モ ン 受容体候補

遺伝子 の機能解析を行う こ とを目的と した
｡

結果

1 . ア フ リカ ツ メ ガ ェ ル卵母細胞発現系 の構築とカイ コ ガ性フ ェ ロ モ ン受容体 の 機能解析

昆虫喚覚受容体が G P C R フ ァ ミ リ
ー

に属する こ と
､
および フ ェ ロ モ ン 刺激に

よ っ て セ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ
ー

が 産生

されると い う知見 か ら､ カイ コ ガ性 フ ェ

ロ モ ン 受容体も G P C R フ ァ ミ リ
ー

に属

する と推測され た｡ そ こ で
､

G P C R を

機能的に発 現可 能な ア フ リカ ツ メ ガ ェ

ル 卵母細胞発現系を用 い
､ 様 々 な シ グナ

ル経路 を検出可能な系 を構築 し た
｡

マ ウ

ス 喚覚受容体を モ デル シ ス テ ム と し て
､

cy s ti c 丘b r o si s t r a n s m e m b r a n e

c o n d u ct a n c占r e g u l a t o T ( C F T R)
,
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を卵母細胞 に 共発現さ せ る こ と で ､ 匂 い リガ ン ド刺激によ

る応答 を C l~電流と し て検出する こ とに成功 した
｡

こ の 発現系 を用 い て
､ 京都大学と の 共 同研究により 同定され たオ ス 触角特異的に発現する カ イ

コ ガ性 フ ェ ロ モ ン受容体候補遺伝子 B m O R l (塁o m b y x 些 O ri 9 1f a ct o r y 里e C e P tb r 1 ) の 機能解析を

試みた
｡

カイ コ ガ触角内在性 G αq タ ン パ ク質で ある B m G α を共発現させ る こ と で
､

b o m b y k ol

刺激に対 して
､

C a
2 十 依存性 C l-チ ャネ ル を介 し た電流が発生する こ とを確認 した ( 図 2)p ｡

B m O R l

は b o m b y k ol に対 し て の み 反 応 を示 し
､ メ ス カイ コ ガ か ら b o m b y k ol と 同時 に放 出さ れ る

b o m b y k a l ( 図 1 a) に対 し て は反応 を示さ な か っ た
｡

し か し
､

B m O R l の 反応 には 1

'

n v l

'

v o で 報告

され て い るよりも高濃度 の b o m b y k ol ( 数十LI M ) が必要 で あり
､
応答率 も低 か っ た

｡
こ れ ら の 結

果は､
B m O R l が b o m b y k ol 受容体 で ある こ とを示唆すると同時に

､

- テ ロ な系で効率良く フ ェ

ロ モ ン シ グナ ル 伝達を再構成するた めにはさら に何ら か の 因子 が必 要 で ある こ とを示唆 した ｡



2 . O T 8 3b f a mi 1 y 遺伝子 ( B m O E 2 ) の 共発現系

晴乳類で は 1 つ の 喚神経細胞 には 1 種類 の 喚覚受容体 の み を発 現し て い る こ とが知 られ て い る
o

一

方
､

シ ョ ウジ ョ ウ バ エ の 喚神経細胞 で も 1 種類の 喚覚受容体遺伝子 が発 現 して い る こ とが報告

され て い る が
､ 例外 と し て O r 8 3 b 喚覚受容体は ほ ぼす べ て の 喚神 経細胞 で 他 の 喚覚受容体と共発

現 し て い る こ とが知 られ て お り､ さらに
､ 他の喚覚受容体とは異なり昆虫種間 を越え て高い 配列

保存性を有 して い る｡
こ の こ と か ら､

轟

o r 8 3 b をまリガ ン ド認識 で は なく
､ 喚

覚受容 シ ス テ ム に不可欠な機能 を担 ■
= 盛 守

■:

う こ とが示唆され て い た
｡

そ こ で
､

o r 8 3 b f a m ily の種間 で の 高い 配列 二琴車寧:

保存性を利用 し､ 保存配列 を基に縮

重プ ライ マ ー

を設 計 し
､

カ イ コ ガ の
鴫 ::

O T 8 3 b o r t h ol o g u e で ある B m O R 2 ii

をク ロ
ー ニ ン グ した

｡

次 に 1

'

B S It u h y b ri d i z a ti o n 法 に よ

り触角【奥神経細胞 で の B m O R l と の

発 現 分布 を 比 較 し た ( 図 3 a ) 0
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B m O R 2 は多数 の 喚神経細胞 に 発 現 し て おり ､ す べ て の B m O R l 発現細胞は B m O R 2 を共発 現 し

て い た
｡

こ の 結果は
､ 触角 で の フ ェ ロ モ ン 受容 に お い て も B m O R 2 が B m O R l と共役 し て機能 し

て い る こ とを示唆 した ｡ そ こ で ､ 卵母細胞発 現系にお い て ､ B m O R 2 を B m O R l と共発 現さ せ
､

b o m b y k ol 刺激に対する B m O R l 応答測定を行 っ た｡ そ の 結果 ､
B m O R 2 の導入 により卵母細胞

膜画分に お ける B m O R l 発現量 の 増加 が観察され ( 図 3 b) ､
b o m b y k ol 刺激に対 し て 応答する卵

母細胞 の 割合 の 飛躍的な増加 および応答闇値濃度 の 減少 が確認された
｡

また
､

B m G a 也 共発 現で

見 られた C a 2 + ･

C l~電淀と異なる非選択性カチオ ン 電流が b o m b y k ol 濃度依存的に検出され た ( 図

3 c) o 同様に
､ 他昆 虫 の O T 8 3 b o rt h ol o g u e も b o m b y k ol に対する応答率 の 上昇と膜画分にお ける

B m O R l 発現量 の増加を引き起 こす こ とがわか っ た
｡
また

､
b o m b y k ol 刺激 で 生 じるカチオ ン 電流

が フ ェ ロ モ ン受容だけ で なく匂い受容 で も起き て い る の か を検証するため
､
匂い リガ ン ド の 同定

され て い る シ ョ
･ ウジ ョ ウ バ ェ 喚覚受容体 (O r 4 7 a) を用 い て ア ッ セ イを行 っ た

｡
そ の 結果 ､ ア エ ロ

モ ン 刺激と同様に匂 い 刺激によ っ て も非選択性カチオ ン 電流が生 じた｡
こ れ ら の 結果は ､ O r 8 3b

f a m il y が昆虫 の 喚覚 シ ス テ ム にお い て
､

フ ェ ロ モ ン 受容および匂 い受容 に 必須 の 機能を持 つ こ と

を強く示唆す る も の で あ る
｡

次に ､
b o m b y k ol 刺激 に よ っ て 活性化される シ グナ ル 伝達経路を解析するために ､ G タ ン パ ク

質阻害剤で ある G D PβS お よび 4 種類 の イ オ ン チ ャ ネ ル ブ ロ ッ カ ー

の 投与下 にお い て
､
b o m b y k ol

刺激に対する B m O R l 応答に対する影響を調 べ た｡ そ の 結果 ､
t r a n si e n t r e c e p t o r p o t e n ti al ( T R P)

チ ャネ ル の 阻害剤 で応答 の 消失が確認 され たが
､
G D PβS で は応答の消失は見られ なか っ た

｡
こ の

結果は
､

b o m b y k ol 刺激による カ チオ ン 電流の 発生 には
､

G タ ン パ ク質が 関与 し な い こ とを示唆

するも の で あ っ た
｡

O r 8 3 b f a mi 1 y は昆 虫喚覚受容体 の 膜移行を促進するだ け で なく
､

リガ ン ド刺



激に対 し て
､ 新規 シ グナ ル 伝達経路 の 活性化 を誘導する こ とが明ら か とな っ た ｡

3 . カ イ コ ガ触角で の フ ェ ロ モ ン受容機構

カ イ コ ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス を
■

用 い て
､ 新た に 4 つ の オ ス 特異的

■■. 轡 轡卿
筆撃･幣1.翠

あ る い はオ ス で 優位 に発現する

喚覚受容体を同定し ､
フ ェ ロ モ ン

に 対する反応 を検証 し た
｡

4 つ の

受 容 体L の う ち ､
B m O R 3 は

b o m b y k a l に強く反応 を示 し た
｡

こ の 反応はb oふb y k al 濃度依存的

に起こ り ､
B m O R l の b o m b y k ol

に 対す る 応 答 よ り. も閥値 が低 か

らた ( 図 4 a) D
しかし

､ 構 造類似

物 質 で あ る セ チ ル ア ル コ
ー ル

〓
=

.I

.;
,

.
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O H ) お よび ､ 他 の 匂 い 物

質 4 1 種には反応 を示 さな か っ た ｡
B m O R 3 の オ ス 触角における発現を 1

'

D .Slt u h y b ri d i z a ti o n で

確か めた と こ ろ
､
B m O R 3 は B m O R 2 と共発現 し て おり ､

B m O R l とはそれ ぞれ隣り合 っ た細胞

で排他的 に 発現 し て い る こ とが示された( 図 4 b) o さらに､
B p l O R l

,
B m O R 3 を発 現する喚神経細

胞が フ ェ ロ モ ン 受容細胞 で ある の かを確 かめるた め フ ェ ロ モ ン結合タ ン パ ク質p(P B P) と の 発

現比較を行 っ た
｡

P B P の m R N A は触 角 の フ ェ ロ モ ン 感受性繊毛 内 の喚神経細胞 を取り巻く支持

細胞に発現 して い る こ とが知 られ て い る
｡

そ の 結果､
B m O R l

,
B m O R 3 発現細胞は共 に P B P 発

現細胞 に囲まれ る ように 局在 し て い た ｡
こ れ ら の 結果 は ､

B m O R l
,
B m O R 3 が フ■ヒ ロ モ ン 感受性

繊毛 内 の 二 対 の泰郎包にそ れぞ れ対 にな る よ うに発 現 し て い る こ と を示唆する ｡
こ の こ と は ､

b o m b y k a l が オ ス･ カ イ コ ガ の フ ェ ロ モ ン 感受性繊 毛 に 内在す る 二 対 の 喚神経細胞 の う ち ､

b o m b y k ol に反応 を示 さな い 細胞 を活性化すると い う電気生理実験 の 結果と
一

致 し て おり
､

カ イ

コ ガ フ ェ ロ モ ン 受容 シ ス テ ム にお い て
､
B m O R l■が b o m b y k ol 受容体と し て

､
B m O R 3 が b o m b y k al

受容体と して 機能 して い る こ とを強く示唆する結果 で ある ( 図 4 c) ｡

結論

本研究で は
､

ア フ リカ ツ メ ガ エ ル 卵母細胞 を用 い た電気生 理学的応答 を指標 に し て
､

オ ス 特異

的に発現 して い る喚覚受容体が これ ま で数十年間未知 で あ っ た性 フ ェ ロ モ ン の 受容体 で ある こ と

を見 出 し た｡
こ の 2 種 の 受容体 ( B m O R l

,
B m O R 3) はオ ス フ ェ ロ モ ン 感受性繊毛内 の 隣同 士 の

喚神 経細胞 に発現 し て お り ､ それぞれが カ イ コ ガ性 フ ェ ロ モ ン b o m b y k ol
,
b o m b y k a l に反応する

こ とを明 ら か に し た｡ さらに ､
O r 8 3 b f a mi 1y 遺伝子が様 々 な昆 虫 の 匂 い受容および フ ェ ロ モ ン受

容に 共通 の 機能を有 し
､

7 回膜貫通型受容体と して こ れ ま で 知 られ て い る機能以外 の 役割を担う

こ とが示唆され た
｡ 高感度､ 高選択性を備えた究極 の 分子認識シ ス テ ム と い える昆 虫 の性 フ ェ ロ

モ ン 認識機構に つ い て
､ 受容体 レ ベ ル で の 知見 を与 えた初めて の 結果 で ある

｡




