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成功例があるものの，幼虫では血球以外の組織は細胞外

の dsRNAを取り込めないため RNAiが起こらないとさ

れている（MILLER et al., 2008）。したがってショウジョ

ウバエで RNAiを効率的に行うためには，ヘアピン型

RNAを目的の細胞内で発現させるトランスジェニック

系統を作製するなどの労力が必要となる。次いで，重要

なチョウ目モデルであるカイコの場合でも，少数の成功

例はあるものの，やはり幼虫では RNAiが大変効きにく

いとされている（MARCUS, 2005）。一方，コウチュウ目

モデルとして最近よく利用されるようになったコクヌス

トモドキでは，ほぼすべての組織・細胞が外部から

dsRNAを取り込み，効率的な RNAiが引き起こされる

ことが知られている。

その他の昆虫種で幼虫期での RNAi成功例が報告され

ているのはバッタ，テントウムシ，ニクバエ，カメムシ

類等，成虫期での成功例はミツバチ，数種のカ等におい

てである。また，RNAiの効果が線虫で見られるように，

次世代に引き継がれる例も複数の昆虫種で報告されてい

る。紙面の都合でそれぞれ文献は挙げないが，TOMOYASU

et al.（2008）によく整理されているので参照されたい。

このように RNAi技術は昆虫にも適用可能であるが，そ

の成否は材料とする昆虫種に大きく依存し，また幼虫で

の実施は成虫よりさらに困難である場合が多いといえそ

うである。

さて，害虫防除に関連した研究では，RNAi技術はま

ず殺虫剤耐性遺伝子など個々の遺伝子の機能を調べる手

段として利用され，次いで siRNAを産生する組換え植

物などを用いて，それを食害する昆虫の生存に必須な遺

伝子の機能を阻害するという戦略に基づき，防除のツー

ルそのものとして利用しようという試みが始まってい

る。dsRNAを殺虫剤的に利用する場合，血体腔に注入

するのは現実的ではなく，線虫のように経口摂取された

dsRNAが RNAi効果をもたらすことが望ましい。そこ

で経口 RNAiが試みられ，いくつかの成功例が報告され

ている（表― 1）。これらはいずれも農業・森林害虫ある

いは衛生害虫を対象とした実施例である。なお，

BAUTISTA et al.（2009）はコナガを用いた我々の研究室で

の例である。6例中 5例が幼虫での実施例であり，さら

は　じ　め　に

外部から線虫に与えた二本鎖 RNA（dsRNA）が，そ

れと相同性のある遺伝子の発現を抑えるという発見から

10年余りがすぎた（FIRE et al., 1998）。この RNA干渉

（RNA interference，以下 RNAi）は真核生物に広く保存

された生命現象であり，始原的にはウイルスに対する防

御機構として発達したと考えられている。細胞に外から

取り込まれた dsRNA，あるいは細胞内で生じたヘアピ

ン型の RNA は Dicer と呼ばれるヌクレアーゼにより

3′端が 2 ～ 3 塩基突出した 21 ～ 23 塩基対の小さい

dsRNA（siRNA）に分解される。次いで siRNAはその

アンチセンス鎖（ガイド鎖）が RISCと呼ばれる大きな

複合体に取り込まれる。このガイド鎖と塩基対を形成す

る相同な mRNAが RISCにより切断される結果，当該

遺伝子の発現抑制がもたらされる。遺伝子ノックアウト

技術とは異なり，遺伝子の発現量をゼロにするわけでは

ないので，遺伝子ノックダウンとも呼ばれる。

RNAiは首尾よく機能すれば，任意の遺伝子のノック

ダウンを行えるので，トランスジェニック系統の作成が

困難で，また有用な変異体のストックをもたない非モデ

ル昆虫の研究において大変有用な研究手法となりつつあ

る。本稿ではまず，多くの文献に見られる様々な昆虫種

での RNAiの実施と成否について整理する。次いで我々

が行っている，RNAi技術に基づいた害虫の新規制御タ

ーゲット因子を探る研究について紹介したい。

I 昆虫個体での RNAiの実施例

RNAiの一連の機序がスタートするには，まず dsRNA

が細胞に取り込まれることが必要である。解放血管系を

もつ昆虫類の場合は dsRNA溶液の血体腔への注入が用

いられることが多い。残念なことに，最も確立したモデ

ル昆虫であるショウジョウバエの場合，成虫では少数の
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separata）の免疫グロブリンスーパーファミリーに属す

る接着因子・neuroglianをノックダウンし，いわば免疫

不全の昆虫の作製を試みた研究を紹介する。

neuroglianは脊椎動物では神経伸長にかかわる接着因

子・neural adhesion molecule Llの昆虫ホモログであり，

昆虫では異物への接着能をもつ血球種の表面にも発現し

ていることが知られている（CHEN et al., 1997）。アワヨ

トウ全血球から調製した mRNA を材料として，neu-

roglianの cDNAクローニングを行い，RNAiを用いて細

胞性生体防御，特に寄生バチの卵や寄生性線虫等貪食で

きない大きなサイズの異物に対して血球が示す包囲化で

の役割について検討した。

neuroglianの cDNA配列に基づいて作製した約 400

塩基対の dsRNAを 1頭当たり 1μg，アワヨトウ 5齢幼

虫の血体腔に注入し，その 48時間後にさらに注入した

20μm径のラテックスビーズに対する血球の反応を観察

したところ，血球による包囲化が明瞭に減弱する表現型

が得られた（図― 1）。このときの neuroglian mRNAの接

着血球画分におけるノックダウンレベルは約 20％減少

の穏やかなものであった。長鎖の dsRNAは貪食に関与

するスカベンジャーレセプター経由で細胞内に取り込ま

にそのうち 3例が一般に RNAiが困難とされているチョ

ウ目幼虫での例である。また，BAUM et al.（2007）はト

ウモロコシ，MAO et al.（2007）ではシロイヌナズナと

タバコの，いずれも siRNAを産生するトランスジェニ

ック系統を作製して実験に供しており，フィールドでの

状況により近いことから注目される。MAO et al.（2007）

によると，Dicer変異体のトランスジェニック植物を利

用して siRNAにプロセスされる前の長鎖 dsRNAが昆虫

に摂食される系を用いても RNAi効果がある。したがっ

て，巨大分子である長鎖 dsRNAの中腸細胞への取り込

みが囲食膜によってブロックされているのではないよう

である。

II アワヨトウの免疫関連因子の RNAi

ここからは我々が行っている最近の研究をいくつか紹

介したい。昆虫の免疫系は脊椎動物のそれとは異なり，

多様な抗原レセプターに依存しない自然免疫のみで構成

され，非自己の認識を行うセンサーから実際の防御を行

うエフェクターまで数多くの液性および細胞性の因子か

ら構成されている（LEMAITRE and HOFFMANN, 2007）。ここ

ではエフェクター因子のうち，アワヨトウ（Pseudaletia

昆虫種（目・発育ステージ） ターゲット遺伝子（発現組織） 文献

Rhodnius prolixus（カメムシ目・若虫）
Epiphyas postvittana（チョウ目・幼虫）

Diabrotica virgifera（コウチュウ目・幼虫）など
Helicoverpa armigera（チョウ目・幼虫）
Glossina morsitans（ハエ目・成虫）
Plutella xylostella（チョウ目・幼虫）

ニトロフォリン 2（唾液腺）
カルボキシエステラーゼ（消化管）
フェロモン結合タンパク質（触角）
V ―ATPaseサブユニットなど a）

P ― 450モノオキシゲナーゼ（消化管）
TsetseEP（消化管）
P ― 450モノオキシゲナーゼ（消化管・脂肪体）

ARAUJO et al.（2006）
TURNER et al.（2006）

BAUM et al.（2007）
MAO et al.（2007）
WALSHE et al.（2009）
BAUTISTA et al.（2009）

a）発現部位は厳密には検討されていない．

表－1 昆虫で経口 RNAiが成功したとされる研究例

A BA B

図－1 アワヨトウ neuroglianの RNAiによる包囲化の減弱
Aは負対照の緑色蛍光タンパク質由来配列の dsRNAを注入した個体での，
Bは neuroglian由来配列の dsRNAを注入した個体での包囲化像．dsRNA
の血体腔への注入 48時間後に，直径 20μmのラテックスビーズ（矢印）を
注入し，その 12時間後の血球による包囲化像を観察した．
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図―
　

2に示すように dsRNA処理 48時間後に血球での細

胞死の誘導が観察された。IAPの mRNAのノックダウ

ンレベルは 50％程度の減少であった。IAPの RNAiによ

り誘導される細胞死の様式は，カスパーゼ活性の上昇と

核の断片化を伴うことからアポトーシスであることが明

らかになった。

現在までのところ，アワヨトウ幼虫で再現性のある

RNAiができる組織は，血体腔に dsRNAを注入した場

合の血球のみであり，ショウジョウバエ幼虫での例

（MILLER et al., 2008）と似た状況である。

IV 寄生バチの毒液腺の因子

ギンケハラボソコマユバチ（Meteorus pulchricornis）

は共生ウイルスをもたず，代わりに毒液腺で作られるウ

イルス様粒子（VLP）をホスト制御に用いる寄生バチで

ある。VLPの働きにより，初期には産下されたハチ卵

へのホスト血球の接着と伸展が阻害され，次に血球での

アポトーシスが誘導される（SUZUKI and TANANA, 2006 ;

SUZUKI et al., 2008）。我々はギンケハラボソコマユバチ毒

液腺由来の cDNAライブラリーのランダムシーケンス

を行っており，現在まで約 500の独立クローンの部分配

列を決定した。本稿では詳しくは述べないが，これらの

中には膜の融合に関連すると考えられる因子，フェノー

ル酸化酵素の阻害因子と想定されるもの，細胞毒性をも

れるとされている（ULVILA et al., 2006）。ノックダウン効

率が低い割に明瞭な表現型シフトが観察される理由は，

包囲化の初期において重要な役割を果たす，スカベンジ

ャーレセプターを有する血球種において効率的なノック

ダウンが起こっているためと考えられる。

III アワヨトウのアポトーシス制御関連因子
の RNAi

多細胞生物が細胞の社会レベルの恒常性を保ちながら

生長・生存するには，細胞の適切な増殖・分化とアポト

ーシスによる不要細胞の除去が協調して行われることが

不可欠である。したがって，本来起こるべきではないア

ポトーシスを誘導，あるいは実行されるべきアポトーシ

スを阻害すれば，害虫の生理をかく乱することができる

と考えられる。ここではアポトーシス阻止因子の RNAi

により，アワヨトウ血球において人為的なアポトーシス

誘導を試みた研究を紹介する。

IAP（inhibitor of apoptosis protein）はアポトーシスを

実行するプロテアーゼであるカスパーゼに結合し，アポ

トーシスを阻止するタンパク質である（VAUX and SILKE,

2005）。アワヨトウ血球からクローニングした IAPの

cDNA配列をベースに約 600塩基対の dsRNAを作製し

て，アワヨトウ 5齢幼虫の血体腔に 1頭当たり 2.5μg

を注入し，血球でのアポトーシス誘導実験を行った。

（A）EGFP dsRNA注入 

（B）IAP dsRNA注入 

明視野明視野 

明視野明視野 

明視野 Hoechst染色 PI染色 

Hoechst染色 PI染色 明視野 

図－2 アワヨトウ IAPの RNAiによる血球での細胞死の誘導
Aは緑色蛍光タンパク質の dsRNAを注入した個体から，Bは IAP由来配列の dsRNAを注入
した個体から調製した血球．Hoechst 33342は生細胞の細胞膜を通過できる蛍光色素で，すべ
ての細胞の核を染色する．プロピジウムアイオダイド（PI）は細胞膜の完全性が失われた後
期アポトーシス細胞や死細胞の核を染色する蛍光色素である．バーは 100μm．
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て，経口あるいは経皮感染的に dsRNAを導入すること

も可能であろうが，組換え微生物・生物の利用について

は社会的なコンセンサス形成が必須であろう。

RNAiは特定の遺伝子の発現レベルを抑えることがで

きるので，種々のウイルス感染症や黄斑変性症等，細胞

内での特定の遺伝子の高発現が原因となるヒトの疾病に

おいて治療法となりうる可能性を秘めており，実用化に

向けての研究は害虫防除分野よりはるかに進んでいる。

参考として，ヒトでの RNAi治療の試みの例とどの相ま

で治験が進行しているかをまとめた文献を最後に挙げて

おく（SHREY et al., 2009）。これらヒトを対象とした先行

研究から得られる成果が，害虫防除における RNAiの利

用にとっても有益な情報をもたらすはずである。
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つと思われる因子，アクチン繊維の制御に関連する低分

子量 Gタンパク質やその調節因子等，ホスト昆虫の血

液・血球機能を阻害する可能性をもつ多くの因子が含ま

れていることが明らかになりつつある。次のステップと

して，これら毒液腺の因子のノックダウンを行い，個々

の機能を明らかにするとともに，これらの中から害虫防

除に有用な新規遺伝子資源の探索を行う予定である。ミ

ツバチでは R N A i の成功例が報告されているので

（AMDAM et al., 2003 ; PATEL et al., 2007），ギンケハラボソ

コマユバチでも期待したいところである。

お　わ　り　に

昆虫での RNAi研究のこれまでの流れについて，我々

の研究を含め紹介してきた。今日まで多くの研究がなさ

れ，また多くの成果がもたらされたが，同時に昆虫種に

よって，必ずしも類縁関係と相関せずに，RNAiが容易

に実施できる種，それが困難，特に幼虫期に困難な種が

あることが明らかとなってきた。RNAi実施の困難な，

特にショウジョウバエやカイコ等重要なモデル昆虫の幼

虫での効率的な RNAiを可能にする新たな方法論の登場

が待たれるところである。

害虫管理に RNAiを利用する場合にはいくつかの方法

が想定できる。まず経口 RNAiが機能することが前提で

あるが，物性的に安定な修飾を加えた siRNA自体を殺

虫剤として散布すること，また前章までに述べた例にあ

るように siRNAを産生するトランスジェニック作物の

利用も，特に綿や花きなど人の口に入らないものについ

ては将来性があるだろう。部分的に共通の配列をもつ別

の遺伝子への影響（off ― target効果）を考慮しつつ，慎

重な計画デザインが求められる。ウイルスや土壌細菌，

また寄生バチのような天敵を組換え技術により改変し
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