
１． は じ め に

ミツバチ（Apis mellifera）は女王蜂と働き蜂からなる階

級社会（カースト）を形成しており１～５），同じ遺伝子型を

もつ雌の幼虫のなかでも王台という女王蜂を育てるための

部屋で成育した個体は，働き蜂の分泌するローヤルゼリー

を摂取して女王蜂へと分化する２，３）．一方，通常の巣房で成

育した個体は，ハチミツや花粉などを摂取して働き蜂へと

分化する２，３）．このように，ミツバチの発生および分化にお

いては，ローヤルゼリーによるエピジェネティックな調節

が行われている４，５）．女王蜂は働き蜂に比べ，体サイズが

１．５倍，寿命が２０倍であり，１日に２，０００個の卵を産むと

いう特徴をもっている６，７）．また，通常の生物個体は大きい

ものほど発生期間が長くかかるが，女王蜂は体が大きいに

もかかわらず早く羽化することも特徴である．筆者が研究

をはじめた当時，この女王蜂への分化のしくみについては

まったく明らかになっていなかったが，それまでにローヤ

ルゼリーに含まれるカースト分化に関与する因子の探索は

数多く行われてきた．１９７０年代くらいには，既にその研

究がさかんとなりカースト分化誘導因子の探索が広く行わ

れたが同定にはいたらなかった８）．そんななか，カースト

分化を誘導する因子として候補にあがったのはローヤルゼ

リーに含まれるグルコースとフルクトースであった．一般

の生物学的な概念では糖質が個体の分化を制御することは

考えにくいが，糖質とカースト分化との関係の報告は数多

くなされた９～１１）．

一方，これまでにミツバチのみならず膜翅目に属する社

会性昆虫のカースト分化の誘導には幼若ホルモンが関与し

ていることが明らかになっている１２，１３）．働き蜂と女王蜂の

幼虫期の幼若ホルモン濃度の変化を測定した結果，４齢期

において女王蜂に働き蜂よりも高い濃度が観察されたこと

から，幼虫に幼若ホルモンを塗布する実験が行われた．そ

の結果，幼若ホルモンをあたえられた幼虫は女王蜂になる

ことがわかった１２，１３）．この実験により，女王蜂への分化に

は幼若ホルモンが重要であることが明らかにされた．しか

し，女王蜂への分化の際，幼虫の体内において何が幼若ホ

ルモンを増加させるのか，また幼若ホルモンが何に作用し

ているのかはわかっていなかった．このように，女王蜂へ

の分化において，ローヤルゼリーに含まれる誘導因子や分

化誘導機構に関してはどれも断片的なデータのみで，明確

な答えが得られないままの状態であった．そこで筆者は，

ミツバチの女王蜂への分化誘導機構の解明を試みた．

２． ロイヤラクチンはミツバチのカースト分化を

誘導する因子である

ローヤルゼリーに含まれるミツバチのカースト分化誘導

因子が見いだせなかった一つの要因として，それまで in

vitro で女王蜂を飼育する培地の組成はわかっていたが１４），

働き蜂を完全に分化させる培地の組成が明らかになってい

なかったことがあげられる．働き蜂に分化させる培地がわ

かっていれば，その培地にローヤルゼリーの成分を添加す

ることにより，個体の表現型に及ぼす影響をはっきりとみ
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わけることができるが，その培地が存在しなかったため，

カースト分化に対する評価の基準が曖昧なままであった．

そこで，まず働き蜂に分化させる培地の組成の探索を行っ

た．

筆者は，ミツバチの研究を開始する以前に，新鮮な

（－２０℃で保存した）ローヤルゼリーはマウスに対し抗疲

労効果を示すが，４０℃で７日間保存したローヤルゼリー

ではその効果が消失することを明らかにしていた１５）．この

実験結果をもとに，４０℃で７日間保存したローヤルゼ

リーを働き蜂を飼育するための培地として利用できるので

はないかと考えミツバチのカースト分化に及ぼす影響を検

討した．その結果，４０℃で７日間保存したローヤルゼ

リーは働き蜂を誘導しなかったが，女王蜂への分化の指標

が若干減少する傾向がみられた．そこで，４０℃での保存

期間をもう少し延長すれば女王蜂への分化の度合いがより

減少し働き蜂への分化を誘導できるのではないかと考え，

４０℃で７日間，１４日間，２１日間，３０日間保存したローヤ

ルゼリーを作製し，それぞれのサンプルの女王蜂への分化

に対する影響を調べた．その結果，４０℃で３０日間保存し

たローヤルゼリーは，完全な働き蜂に分化させることがわ

かった．

次に，新鮮なローヤルゼリーと４０℃で３０日間保存した

ローヤルゼリーとの成分組成の違いを調べ，さらに，違い

の見いだされた成分について女王蜂への分化に対する影響

を観察した．成分分析の結果，ロイヤラクチンと命名した

５７kDaタンパク質１６～１８），１７０kDaタンパク質，４５０kDaタ

ンパク質が４０℃での保存により分解されていることがわ

かった（図１A）．１７０kDaタンパク質がまったく含まれな

い加熱されたローヤルゼリーでも，女王蜂への分化に影響

をあたえたことから，ロイヤラクチンと４５０kDaタンパク

質が女王蜂への分化を誘導する因子として機能する可能性

が考えられた．４０℃で３０日間保存したローヤルゼリーを

含む培地に精製したロイヤラクチンあるいは４５０kDaタン

パク質を添加し，ミツバチの幼虫を飼育したところ，ロイ

ヤラクチンだけがミツバチの体サイズの増加，発生期間の

短縮，卵巣管の増加を誘導し，女王蜂への分化を促進し

た１９）（図１B）．また，同様の効果は大腸菌で発現させた組

換えロイヤラクチンでもみられた．さらに，ロイヤラクチ

ンや組換えロイヤラクチンはミツバチの幼若ホルモンの分

泌も誘導した．これらの結果から，ロイヤラクチンがロー

ヤルゼリー中に含まれる女王蜂への分化誘導因子であるこ

とが明らかとなった１９）．

３． ロイヤラクチンはショウジョウバエに対し

女王蜂様の表現型を誘導する

次に，ロイヤラクチンの女王蜂への分化誘導における作

用機構について解析を行った．ミツバチには保存されてい

る変異体がないため，ロイヤラクチンがカースト分化を誘

導する分子メカニズムを個体レベルで詳細に解析すること

ができない．そこで，発生生物学の研究でよく用いられ多

数の変異体の存在するショウジョウバエ（Drosophila

melanogaster）を，女王蜂への分化誘導機構の解析のため

のモデル生物として使えないかと考え，ショウジョウバエ

に対するローヤルゼリーの影響を調べた．ショウジョウバ

エにローヤルゼリーだけを食べさせるとすぐに死んでし

まったが，培地の組成の変化がショウジョウバエの表現型

に及ぼす影響について検討した結果，ショウジョウバエの

体サイズを増加させることのできるローヤルゼリーを含有

する培地の組成をつきとめることに成功した（図２）．さ

らに，ローヤルゼリーの成分がショウジョウバエの表現型

に及ぼす影響を検討した結果，ロイヤラクチンがショウ

ジョウバエに対し，女王蜂と同じように，体サイズ，産卵

数，寿命の増加や発生期間の短縮を誘導することが明らか

となった１９）（図２B）．また，ロイヤラクチンによるショウ

ジョウバエの体サイズの増加は，細胞のサイズの増加に起

図１ ロイヤラクチンによる女王蜂分化の誘導
（A）４０℃で３０日保存する間のローヤルゼリー（RJ）中に含ま
れる４５０kDaタンパク質，１７０kDaタンパク質，ロイヤラクチ
ンの濃度変化．
（B）働き蜂への分化を誘導するローヤルゼリー（４０℃で３０日
間保存）にカゼイン，４５０kDaタンパク質，ロイヤラクチンを
添加した培地で飼育したミツバチの成虫個体．ロイヤラクチン
を摂取した個体のみが女王蜂へ分化した．スケールバー：５
mm.
［文献１９より改変］
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因していることもわかった．これらロイヤラクチンによる

ショウジョウバエの形態的，生理的変化は，ロイヤラクチ

ンを摂取した１世代だけにみられた．これらのショウジョ

ウバエを用いた飼育実験の結果は，ロイヤラクチンがミツ

バチのカースト分化誘導因子であることを支持する結果で

あった．また，これらの結果は，ロイヤラクチンがミツバ

チだけなく種を超えショウジョウバエにまで作用し，同じ

遺伝子型をもつ個体をまったく異なる表現型をもつ個体へ

と誘導するエピジェネティックな因子であることを示して

おり，ミツバチのように生育環境が形質を変化させるとい

う現象が生物に普遍に存在することを強く示唆してい

た１９）．

４． ミツバチのカースト分化はロイヤラクチンが

Egfrを介して誘導する

ローヤルゼリーを含有する培地で種々のショウジョウバ

エ変異体を飼育し，ロイヤラクチンによるショウジョウバ

エの女王蜂様の表現型への変化に関与するシグナルについ

図２ ロイヤラクチンの摂取によるショウジョウバエの女王蜂様表現型の誘導
（A）カゼイン培地［ローヤルゼリー（RJ）と同等の摂取エネルギーとなるように調整した培地］と RJ
培地を摂取した野生型のショウジョウバエの写真．RJ培地の摂取により体サイズが増加した．
（B）コントロール培地，カゼイン培地，RJ培地，４０℃で３０日間保存ローヤルゼリー（４０-３０d RJ）培
地，４０-３０d RJにカゼインを添加した培地，４０-３０d RJに４５０kDaタンパク質を添加した培地，４０-３０d
RJにロイヤラクチンを添加した培地で飼育したショウジョウバエの体長の比較．RJ培地とロイヤラク
チンの摂取によりショウジョウバエの体長が増加した．
（C）野生型，InR 変異体（InR P５５４５／InR E１９，InR E１９／InR E１９），Egfr 変異体（Egfrtsla／Egfrf２４），アラタ体での

Egfrの RNAi系 統（Aug２１＞dEgfrRNAi），前 胸 腺 と ア ラ タ 体 で の Egfrの RNAi系 統（P０２０６＞
dEgfrRNAi），脂肪体での Egfrの RNAi系統（ppl＞dEgfrRNAi）をコントロール培地，カゼイン培地，
RJ培地で飼育した場合の体長の変化．
（B，C）において，コントロール培地で飼育した系統の値に対して有意に異なる値を＊＊p＜０．０１で示し
た．［文献１９より改変］

〔生化学 第８４巻 第１２号９９６



て調べた．まず，ローヤルゼリー含有培地を用いて，ロイ

ヤラクチンによる体サイズの増加と発生期間の短縮に対す

るシグナル因子の影響について検討した．これまで生物個

体の体サイズや寿命などの制御に中心的な役割を担ってい

る因子として，インスリン受容体（InR）が知られている

ことから２０～２５），InR 変異体をローヤルゼリー含有培地で飼

育した結果，InR 変異体の体サイズは増加し，発生期間も

短縮していた１９）（図２C）．従って，ロイヤラクチンによる

体サイズや発生期間の変化には InRは関与していないこと

がわかった．筆者は，これまでにロイヤラクチンが，ラッ

ト初代培養肝細胞の上皮増殖因子受容体（Egfr）への直接

の結合を介して DNA合成促進作用や抗アポトーシス作用

などの EGF様作用を示すことを明らかにしている１７，１８）．そ

こで，Egfr 変異体に対するローヤルゼリー含有培地の影

響について検討した．その結果，ローヤルゼリーは Egfr

変異体の体サイズや発生期間に対して影響を与えなかっ

た１９）（図２C）．これらの結果から，ロイヤラクチンによる

体サイズや発生期間の変化には Egfrが関与していること

がわかった．次に，ロイヤラクチンがどの組織の Egfrに

作用してショウジョウバエの体サイズや発生期間を変化さ

せているかを解析した．ショウジョウバエの体サイズの制

御には，前胸腺，アラタ体，脂肪体が関与していることが

明らかになっている２２，２６～２８）．そこで，Gal４／UASシステム２９）

を用いて，前胸腺，アラタ体，脂肪体（哺乳類の肝臓に相

当）の各組織の Egfrの発現を RNAiにより抑制した変異

体を作製し，それら変異体に対するローヤルゼリーの影

響について検討した．なお，前胸腺とアラタ体に遺伝子

発現を誘導する Gal４系統として P０２０６-Gal４２７）を，アラタ

体に遺伝子発現を誘導する Gal４系統として Aug２１-Gal４２７）

を，脂肪体に遺伝子発現を誘導する Gal４系統として

ppl-Gal４２１，３０）を用いた．その結果，脂肪体の Egfrの発現を

抑制した変異体だけでローヤルゼリーによる体サイズと発

生期間の変化が抑制されていた１９）（図２C）．従って，ロイ

ヤラクチンは脂肪体の Egfrに特異的に作用して，ショウ

ジョウバエの体サイズを増加させ，発生期間を短縮させる

ことが明らかとなった１９）．

５． ロイヤラクチンによる脂肪体の

Egfrシグナルの活性化

次に，筆者はロイヤラクチンにより活性化された Egfr

シグナルが，どのように体サイズや発生期間の変化を制

御しているかについて検討した．Egfrの刺激により，

その下流で phosphatidylinositol３-kinase（PI３K）が活性化さ

れ，さらに phosphatidylinositol-dependent kinase１（PDK１）

と Aktが活性化される．Aktは target of rapamycin（TOR）

を活性化し，活性化した TORと PDK１の両者により p７０

ribosomal S６ kinase（S６K）が活性化される３１～３４）（図３）．

その一 方 で，Egfrは Ras／mitogen-activated protein kinase

（MAPK）経路を活性化する３５，３６）（図３）．同様に，ロイヤラ

クチンは脂肪体の Egfrに作用し，下流の PDK１と Aktの

活性化を介して S６Kを活性化し，その一方で Ras／MAPK

経路を活性化していた１９）（図３）．また，ミツバチ由来 Egfr

（AmEgfr）１９）及びショウジョウバエ由来 Egfr（dEgfr）３７）を S２

細胞で発現させ，ロイヤラクチン及び分泌型 spitz（s-

spitz）３７）の AmEgfr及び dEgfrに及ぼす影響について検討し

た結果，ロイヤラクチン及び s-spitzは AmEgfr及び dEgfr

のチロシンリン酸化を促進させ，その下流の S６Kと

MAPKを活性化していた１９）．これまで筆者が明らかにした

とおり，ロイヤラクチンはラット初代培養肝細胞の Egfr

に直接結合することから，ミツバチやショウジョウバエに

おいてもロイヤラクチンが脂肪体の Egfrに直接作用して，

下流の細胞内シグナルを活性化しているものと推察され

る．脂肪体において PI３K／PDK１／Aktまた，その下流の

TOR／S６Kの活性を抑制した系統においては，ローヤルゼ

リーによる体サイズ及び細胞のサイズの増加がみられな

かったが，発生期間の短縮は観察された１９）．一方，脂肪体

でのMAPK経路の活性を抑制した系統においては，ロー

ヤルゼリーによる体サイズ及び細胞のサイズの増加はみら

れたが，発生期間の短縮が抑制された１９）．これらの結果か

ら，ロイヤラクチンによる脂肪体の Egfrを介した S６Kの

活性化が細胞のサイズ及び体サイズ増加に関与し，一方の

MAPK経路の活性化が発生期間の短縮に関与しているこ

とが明らかとなった（図３）．S６Kの loss of functionは細

胞のサイズを減少させて体サイズを抑制することが報告さ

れており３８），今回の解析結果は，これまでの報告と一致す

るものであった．

図３ ロイヤラクチンにより活性化された脂肪体の Egfrシグナ
ルとショウジョウバエの表現型との関係
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６． ロイヤラクチンによるショウジョウバエの

ホルモン代謝の変化

ロイヤラクチンにより誘導された形態学的，及び生理的

な表現型の変化とショウジョウバエのホルモン代謝との関

係を明らかにするため，ロイヤラクチンの摂取によって，

ショウジョウバエの幼虫期の脱皮を誘導するホルモンであ

るエクジソンや幼若ホルモンなどのホルモンの分泌量がど

のように変化するかを測定した．幼若ホルモンは，脂肪体

においてショウジョウバエの卵黄形成や卵形成に必須であ

る yolk protein（yp）３９）の発現を誘導することから，yp の遺

伝子発現に対するロイヤラクチンの影響についても解析し

た．その結果，ローヤルゼリー及びロイヤラクチンは，孵

化後３日目にエクジソンの分泌を，孵化後４日目で幼若ホ

ルモンの分泌を促進していた１９）．さらに，ローヤルゼリー

及びロイヤラクチンは，幼若ホルモンと同じように孵化後

４日目で，yp の遺伝子発現を増加させていた１９）．幼若ホル

モンはアラタ体から，エクジソンは前胸腺から分泌され

る．また，脂肪体で発現した ypは卵巣に移行して，卵形

成に関与する３９）．従って，ロイヤラクチンにより活性化さ

図４ ローヤルゼリー含有培地で飼育された野生型及び各種変異体におけるホルモン分泌量と yp の遺伝子発現量
（A）カゼイン培地［ローヤルゼリー（RJ）と同等の摂取エネルギーとなるように調整した培地］と RJ培地で飼育した野生型（CS）
及び各種変異体におけるエクジソン（２０E）の分泌量．
（B）カゼイン培地と RJ培地で飼育した野生型（CS）及び各種変異体における幼若ホルモン（JHIII）の分泌量．
（C）カゼイン培地と RJ培地で飼育した野生型（CS）及び各種変異体における yp の遺伝子発現量．yp の遺伝子発現量は，コント
ロール培地で飼育した系統の遺伝子発現量に対する相対値で示した．
（A～C）において，コントロール培地で飼育した系統の値に対して有意に異なる値を＊＊p＜０．０１で示した．［文献１９より改変］

図５ ロイヤラクチンによる女王蜂への分化誘導の分子機構
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れる脂肪体の Egfrシグナルと，分泌されるホルモンとの

位置関係は図５のようになる．ローヤルゼリーによるエク

ジソンの分泌の増加は，脂肪体の Egfrの発現を RNAiに

より抑制した変異体（ppl＞dEgfrRNAi）で抑制され，さら

に，脂肪体でのMAPKを抑制した変異体（ppl＞dMKP３）４０）

でも抑制された（図４A）．しかし，脂肪体の S６Kドミナ

ントネガティブ変異体（ppl＞dS６KDN）では，ローヤル

ゼリーによるエクジソンの分泌の増加に変化はみられな

かった（図４A）．これらの結果から，ロイヤラクチンによ

る脂肪体の Egfrを介したMAPKの活性化はエクジソンの

合成を促進し，発生期間の短縮に関与することが明らかと

なった（図５）．一方，ローヤルゼリーによる幼若ホルモ

ンの分泌の増加，yp の遺伝子発現の増加，産卵数の増加

は，ppl＞dEgfrRNAi で抑制されたが，ppl＞dS６KDN や

ppl＞dMKP３では，抑制されなかった１９）（図４B，C）．こ

れまでにエクジソンにより yp の発現が誘導されることが

報告されている３９）．ロイヤラクチンによるエクジソンの分

泌増加が抑制される ppl＞dMKP３においては，ローヤル

ゼリーによる yp の遺伝子発現の増加は変化していなかっ

たことから，ロイヤラクチンによる yp 発現の増加にはエ

クジソンは関与していないものと考えられた．従って，ロ

イヤラクチンは，Egfr下流で幼若ホルモンの分泌を促進

することで yp の発現を増加させ，産卵数増加を誘導する

ことが明らかとなった（図５）．幼若ホルモンは，幼若ホ

ルモン受容体であるMethoprene tolerant（Met）に作用し

て，種々の遺伝子発現を誘導する４１，４２）．ロイヤラクチンに

よる体サイズの増加，発生期間の短縮，幼若ホルモン及び

エクジソンの分泌誘導はMet 変異体で抑制されなかった

が，ロイヤラクチンによる yp の遺伝子発現や産卵数の増

加はMet 変異体で抑制された１９）．Metは脂肪体，唾液腺，

成虫原基などで発現している４２）．脂肪体でのMetの発現を

RNAiにより抑制した変異体で，ロイヤラクチンによる yp

の遺伝子発現や産卵数の増加が抑制された．これらの結果

から，ロイヤラクチンは脂肪体の Egfrを活性化し，体サ

イズの増加や発生期間の短縮に関与するシグナルと独立し

た経路を介して幼若ホルモンの分泌を促進させ，脂肪体の

Metに作用し yp の発現を増加させることで，産卵数を増

加させることが明らかとなった（図５）．変異体による解

析結果から，脂肪体における S６Kはロイヤラクチンによ

る体サイズの増加にのみ関与していることも明らかとなっ

た．一方，ロイヤラクチンによる寿命の延長も Egfrを介

していた．Egfrの寿命への関与は今回初めて見いだされ

た知見である１９）．これらショウジョウバエを用いた解析か

ら，ロイヤラクチンによるカースト分化誘導機構は図５の

ような経路が予想された１９）．

７． ロイヤラクチンの過剰発現による

ショウジョウバエの表現型の変化

ロイヤラクチンのショウジョウバエに対する生理作用を

さらに解析するため，Gal４／UASシステムを用いてショウ

図６ ロイヤラクチンの過剰発現によるショウジョウバエの女王蜂様表現型の誘導
（A）脂肪体で Gal４を発現させる系統（ppl-Gal４）を用いてロイヤラクチンを脂肪
体で過剰発現させた系統とコントロール［UAS -ロイヤラクチン（Rol）］系統の写
真．ロイヤラクチンを脂肪体で過剰発現させることで体長が増加した．
（B）コントロール（UAS-Rol）系統，全身でロイヤラクチンを過剰発現させた系
統（Act＞Rol），Egfrシグナル特異的にロイヤラクチンを過剰発現させた系統
（rho＞Rol），脂肪体特異的にロイヤラクチンを過剰発現させた系統（ppl＞Rol），
脂肪体特異的にロイヤラクチンを過剰発現させた上で Egfrを RNAiにより抑制し
た系統（ppl＞Rol＋dEgfrRNAi），脂肪体特異的にロイヤラクチンを過剰発現させ
た上でインスリン受容体を RNAiにより抑制した系統（ppl＞Rol＋dInRRNAi）の
体長の比較．UAS-Rol の値に対して有意に異なる値を＊＊p＜０．０１で示した．［文献
１９より改変］
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ジョウバエに対するロイヤラクチンの過剰発現の効果を解

析した．なお，広範に遺伝子発現を誘導する Gal４系統と

しては Act-Gal４を，Egfrシグナル特異的に遺伝子発現を

誘導する Gal４系統としては rhomboid（ rho）-Gal４４３～４７）を

用いた．その結果，ロイヤラクチンを広範に発現させた形

質転換体（act＞royalactin），Egfrシグナル特異的に発現さ

せた形質転換体（rho＞royalactin），脂肪体特異的に発現

させた形質転換体（ppl＞royalactin）において，女王蜂様

の表現型である体サイズ，細胞のサイズの増加，発生期間

の短縮，産卵数の増加，寿命の延長がみられた１９）（図６）．

前胸腺やアラタ体でロイヤラクチンを過剰発現させた場合

は，体サイズや発生期間に変化がみられなかったことか

ら，ロイヤラクチンをショウジョウバエの体内で発現させ

た場合においても，ロイヤラクチンが脂肪体特異的に作用

していることが明らかとなった．ローヤルゼリーにはロイ

ヤラクチン以外にMRJP２～MRJP５（MRJP：major royal jelly

protein）が含まれていることが報告されている４８）． しかし，

ロイヤラクチン以外のローヤルゼリータンパク質MRJP２

～MRJP５の過剰発現ではロイヤラクチンと同じ効果はみ

られなかった１９）．これらは，ロイヤラクチンがミツバチの

カースト分化誘導因子であることを支持する結果であっ

た．ロイヤラクチンを脂肪体特異的に発現させた形質転換

体（ppl＞royalactin）における体サイズの増加は，InRで

はなく Egfrの発現を脂肪体でノックダウンした場合に抑

制された（図６B）．さらに，ppl＞royalactin における細胞

のサイズの増加，発生期間の短縮，産卵数の増加，寿命の

延長は，脂肪体での Egfrの発現を RNAiにより抑制した

場合にすべて阻害された１９）．また，ロイヤラクチンの過剰

発現により，脂肪体のMAPKと S６Kが活性化され，その

活性化が Egfrの RNAiによって抑制された１９）．これらの結

果から，ロイヤラクチンの過剰発現による女王蜂様表現型

への変化は，脂肪体の Egfrシグナルを介したものである

ことが明らかとなった．さらにロイヤラクチンの過剰発現

により誘導された女王蜂様表現型と Egfrシグナル，幼若

ホルモン，エクジソン，yp の遺伝子発現などとの関係に

ついて解析した．その結果，ロイヤラクチンの過剰発現に

より女王蜂様表現型が誘導された分子メカニズムは，図５

で示したようなローヤルゼリー含有培地を用いた飼育実験

の結果と一致していた１９）．

８． ミツバチの RNAiによるカースト分化の抑制

ショウジョウバエを用いた解析から明らかになったロイ

ヤラクチンによる活性化シグナルが，実際にミツバチの女

王蜂への分化に関与しているかどうかを確認するため，ミ

ツバチの RNAi試験を中心に詳細な解析を実施した．ロー

ヤルゼリーを含む女王蜂飼育用の培地にシグナル因子の二

本鎖 RNA（dsRNA）を添加してミツバチの幼虫を飼育し，

成虫の表現型を観察することで，シグナル因子の女王蜂

分化に対する影響について検討した．その結果，InRの

RNAiは女王蜂の体重の増加，発生期間の短縮，卵巣管の

数の増加に影響を与えなかった１９）（図７）．しかし，Egfrの

RNAiによるノックダウンにより，体サイズの減少，発生

期間の延長，卵巣管の減少がみられ，働き蜂と同じ表現型

を示した１９）（図７）．さらに，ロイヤラクチンはミツバチの

脂肪体の Egfrを介してMAPKと S６Kを活性化していた．

これらの結果は，ロイヤラクチンによる Egfrの活性化が

ミツバチのカースト分化の誘導に関与していることを示し

ている．ミツバチにおける PI３K，PDK１，TOR，S６Kの

RNAiはローヤルゼリーにより誘導された体重の増加を抑

制したが，他の表現型には影響を及ぼさなかった１９）（図７）．

ロイヤラクチンは，孵化後３日目のミツバチの幼虫におい

てエクジソンの分泌を増加させ，孵化後４日目において幼

若ホルモンの分泌と ypの前駆体であるビテロゲニンの遺

伝子発現を増加させていた１９）．ロイヤラクチンによるエク

ジソンの増加は，Egfrの RNAiとMAPKの阻害剤である

PD９８０５９によって阻害されたが，S６Kの RNAiでは阻害さ

れなかった１９）（図５参照）．PD９８０５９はロイヤラクチンによ

る発生期間の短縮を抑制した．ロイヤラクチンによる幼若

ホルモン及びビテロゲニンの遺伝子発現の増加は，Egfr

の RNAiにより抑制されたが，S６Kの RNAiや PD９８０５９

では，阻害されなかった１９）（図５参照）．このように，ミツ

バチにおいても，ロイヤラクチンによる Egfrを介した

S６Kの活性化が女王蜂の体サイズの増加に関与し，一方

で，Egfrを経たMAPKの活性化がエクジソンの合成を誘

導し，その結果，女王蜂の発生期間を短縮していることが

明らかとなった．幼若ホルモンの幼虫への塗布による女王

蜂の誘導においては，卵巣の発達はみられるが体サイズへ

の影響はないことが報告されている４９，５０）．従って，ロイヤ

ラクチンによるミツバチの Egfrシグナルを介した幼若ホ

ルモンの分泌の増加は，女王蜂の卵巣発達に関与している

ものと考えられる．以上のようなミツバチのカースト分化

に関する解析結果は，ショウジョウバエを対象とした解析

結果と一致しており，ミツバチにおいてもロイヤラクチン

が Egfrシグナルを刺激して女王蜂への分化を誘導してい

ることが明らかとなった１９）（図５）．

９． ロイヤラクチンの構造と生理機能

ロイヤラクチンは，mrjp１遺伝子の産物であり，５７kDa

の単量体からなる糖タンパク質である５１）．一方，ミツバチ

のカースト分化に影響をあたえなかった４５０kDaタンパク

質は，MRJP１が六つ会合したアパルブミンと，そこに５．５

kDaのアピシミンが会合した多量体タンパク質である５２）．

抗ロイヤラクチン抗体は４５０kDaタンパク質を認識しな

かったことや１７），４５０kDaタンパク質からMRJP１やアピシ
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ミンを遊離させるには界面活性剤が必要であったことか

ら５２），ロイヤラクチンと４５０kDaタンパク質はローヤルゼ

リーにおいてまったく異なるタンパク質として存在してい

ることが示唆された．また，４０℃で３０日間保存したロー

ヤルゼリーでは４５０kDaタンパク質の９０％が残存してい

たにもかかわらずミツバチの幼虫を働き蜂へと分化させ，

さらに，４０℃で３０日間保存したローヤルゼリーに精製し

た４５０kDaタンパク質を加えても幼虫から女王蜂への分化

を誘導しなかった．一方，ロイヤラクチンや大腸菌で発現

した組換えロイヤラクチンは女王蜂への分化を誘導した．

ロイヤラクチンはローヤルゼリーに２％含まれているが，

４０℃で３０日間保存したローヤルゼリーにロイヤラクチン

を２％まで添加した場合には，ローヤルゼリーを添加した

ときと同じ程度まで女王蜂への分化を促進させた．これら

の結果から，ローヤルゼリーに含まれるMRJP１の単量体

であるロイヤラクチンのみがミツバチのカースト分化誘導

因子として機能することが明らかになった．

筆者はこれまでに，ロイヤラクチンがラット肝細胞の表

面の EGF受容体に直接に結合することにより肝細胞に対

し EGF様の作用を示すことを明らかにしている１８）（未発

表データ）．さらに，ロイヤラクチンはミツバチあるいは

ショウジョウバエに由来する EGF受容体を発現させた S２

細胞において，EGF受容体のリン酸化を促進しMAPKや

S６Kを活性化することも明らかにした．ロイヤラクチン

は EGFと１次構造において相同性はみられないが，これ

までにエリスロポエチンやトロンボポエチンにおいて，１

次構造のまったく異なるペプチドライブラリーからスク

リーニングされたペプチドが天然型のリガンドと同じ生理

効果を発揮したことが報告されていることから５３，５４），ロイ

ヤラクチンの EGF様の作用においてもこのケースがあて

はまったものと推察された．

１０． お わ り に

このように，筆者は，ミツバチの女王蜂への分化誘導因

図７ ミツバチの女王蜂飼育における RNAi試験
（A）GFP（コントロール），InR，Egfr，S６Kの dsRNAを含む女王蜂飼育培
地で飼育したミツバチの成虫個体．スケールバー：５mm.
（B）４０℃で３０日間保存したローヤルゼリー（４０-３０d RJ）（働き蜂に誘導）を
含む培地，GFP，InR，Egfr，S６Kの dsRNAを含む女王蜂飼育培地［ローヤ
ルゼリー（RJ）含有］で飼育したミツバチの羽化時体重．４０-３０d RJ含有培
地で飼育した群の値に対して有意に異なる値を＊＊p＜０．０１で示した．［文献
１９より改変］
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子としてロイヤラクチンを見いだし，その作用機構を明ら

かにした．ロイヤラクチンは Egfrの下流において TORも

活性化している．糖質は TORを活性化して細胞の成長に

関与することが報告されていることから５５，５６），糖質により

カースト分化が誘導されたというこれまでの知見は，ロイ

ヤラクチンの下流の TORを擬似的に活性化したことによ

りもたらされたものと推察された．ロイヤラクチンが

Egfrの下流において幼若ホルモンの分泌誘導も促進する

ことから，今回，明らかにした結果は過去のミツバチの

カースト分化について報告された知見をすべて集約するも

のであった．

これまでに，個体のサイズや寿命の制御における中心は

インスリン受容体であるといわれており２０～２５），ミツバチの

カースト分化の制御においてもインスリン受容体がかか

わっているものと考えられていた．しかし，今回の解析に

より，インスリン受容体ではなく Egfrが女王蜂への分化

に重要であることが明らかになり，個体のサイズや寿命の

制御における新たなシグナルの存在を明示することができ

た．これは，個体発生の研究に対し新たな視点を提供する

ものであり，生物学的に意義のある知見であると考えられ

る．一方，今回の成果の応用面としては，in vitro 飼育系

で生育させた女王蜂が実際の女王蜂として機能できれば，

女王蜂の安定供給のための新たな飼育法として活用できる

可能性がある．さらに，今回の解析により女王蜂と働き蜂

との分化のポイントが明らかになったことから，今後さら

にミツバチの脳における神経の発生分化の分子機構を解析

することで，農業において深刻な問題となっているミツバ

チが突然失踪する現象（蜂群崩壊症候群）の解明にもつな

がるものと期待できる．
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