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研究成果の概要（和文）：本研究では，幼若ホルモンの運搬と保護に関わるヘキサメリンmRNAの相補配列をもつ
２本鎖RNAを遺伝子組換え技術を用いて大量に産生した。この２本鎖RNAをシロアリに経口投与することで，RNA
干渉によるヘキサメリンmRNAの切断・分解，タンパク質量の低減の誘導，さらには幼形生殖虫への誘導などシロ
アリ分化制御を検討した。また，分化制御によって引き起こされる職蟻，兵蟻，ニンフ（将来の翅蟻）の存在割
合のアンバランスによるコロニー崩壊の可能性を検討した。

研究成果の概要（英文）：In this study, double-stranded RNA (dsRNA) having complementary sequence of 
hexamerin mRNA related to juvenile hormone transport and protection was produced in large quantities
 using genetic recombination technology. By RNA interference (RNAi) using feeding method, we 
examined decrease in hexamerin mRNA, reduction of hexamerin protein expression, and control of 
termite caste differentiation. Also, we examined the possibility of colony downfall of termite due 
to the imbalance of the proportion of workers, soldiers, and nymphs (future alates) caused by 
differentiation control using RNAi.

研究分野：昆虫生化学　木材保存学

キーワード： RNA干渉　分化制御　幼形生殖虫　シロアリ増殖　コロニー崩壊
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様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９，Ｚ－１９，ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 RNA 干渉は真核生物に特異的な機構であり，
昆虫では，キイロショウジョウバエ，ミバエ，
ネッタイシマカなど双翅目，タバコスズメガ，
アメリカタバコガ，マツマダラメイガ，ヨト
ウガなど鱗翅目，ミツバチなど膜翅目，コク
ヌストモドキ，ネキリムシ，ナミテントウ，
コロラドハムシなど鞘翅目，モモアカアブラ
ムシ，トビイロウンカなど半翅目，コオロギ
など直翅目，ワモンゴキブリ，シロアリなど
網翅目でRNA干渉による遺伝子発現の抑制が
報告されている。 
 海外では，RNA 干渉を用いたミツバチに病
原性を示すウィルスの駆除法の開発が実用
化目前まで進んでいる。蜂群崩壊症候群を引
き起こす原因の１つであるイスラエル急性
麻痺ウィルスに対して作用する２本鎖RNAを
糖蜜と混合した餌をミツバチに投与し，イス
ラエル急性麻痺ウィルスを駆除することで
ミツバチのコロニーを保護する技術が開発
されている。この技術に対して，アメリカ食
品医薬品局（FDA）による認証プロセスが進
んでいる。このプロセスでは，フロリダ州，
ペンシルバニア州，イスラエルで実施した野
外試験により，FDA がアメリカにおける広域
臨床試験の実施を認可するのに十分な結果
が得られており，アメリカの主要な養蜂家の
参加のもと，RNA 干渉によるイスラエル急性
麻痺ウィルス駆除試験が進行中である。また，
イスラエル急性麻痺ウィルスに加えて，
Kashmir bee virus，Black queen cell virus，
deformed wing virus などにも有効な RNA 干
渉技術も開発され，研究室環境下での有効性
の評価が進められている。 
 申請者の研究グループは，日本の主要な家
屋加害シロアリであるヤマトシロアリとイ
エシロアリを対象としたRNA干渉実験を継続
してきた。具体的には，約 21 塩基長からな
る短鎖 2本鎖 RNAと約 600塩基長からなる長
鎖 2本鎖 RNAをヤマトシロアリの職蟻とニン
フ（有翅虫の若虫）に注入し，ヤマトシロア
リに対する遺伝子発現抑制効果を比較検討
し，ヤマトシロアリでは，短鎖 2本鎖 RNA と
長鎖 2本鎖 RNAとでは遺伝子発現抑制効果に
大きな差はなく，どちらも効率的に標的遺伝
子の発現を抑制することを報告した。また，
イエシロアリの腸内共生原生生物に対する
短鎖 2本鎖 RNA による RNA 干渉の効果を，標
的となる短鎖 2本鎖 RNAを添加したろ紙を宿
主であるイエシロアリに餌として与え，イエ
シロアリの腸内へ導入し，後腸に達した時点
で共生原生生物の体内にエンドサイトーシ
スにより取り込ませるという摂食法により
検討した。結果として，共生原生生物のセル
ラーゼを標的として短鎖 2本鎖 RNAを投与す
ると，共生原生生物の細胞膜が破壊されると
いう現象を見出した。 
 昆虫に対する RNA 干渉実験では，一般に，
500 塩基長以上の長鎖 2 本鎖 RNA を合成し，
マイクロインジェクターにより 2本鎖 RNAを

注入投与する注入法，あるいは昆虫の餌に 2
本鎖 RNAを混合して餌とともに取り込ませる
摂食法により投与されることが多いが，申請
者の研究グループは約 20 塩基長からなる短
鎖2本鎖RNAを用いた場合にも長鎖2本鎖RNA
と同程度の遺伝子発現抑制効果があること
を見出した。 
従来，シロアリの防除駆除には，殺虫機能
を有する化学物質を用いる化学的手法，金網
や粉砕された石を用いてシロアリの侵入経
路に障壁を設置する物理的手法，昆虫に感染
するメタリジウム菌などを用いる生物学的
手法が用いられてきた。これらの防除駆除法
のうち，化学的手法ではシロアリ以外の昆虫
や動物にも効果が及ぶ弊害があり，物理的手
法では施工の際に生じる不具合によりシロ
アリの木質構造物への侵入が可能になる場
合がある。また，メタリジウム菌によるシロ
アリ駆除は，研究室レベルで実施する試験で
は殺蟻効果が認められるものの，実際に加害
を受けている木質構造物では有効ではない
など問題がある。 
日本国内では，種々の昆虫に対する RNA 干
渉実験が多く行われているが，昆虫の防除駆
除の視点から進められているRNA干渉実験は
皆無に等しく，海外で進められているイスラ
エル急性麻痺ウィルスや Kashmir bee virus，
Black queen cell virus，deformed wing virus
に対するRNA干渉による駆除技術に対抗でき
るような研究は行われていない。将来的には
RNA 干渉を応用した昆虫防除駆除技術が世界
的に普及するものと考えられ，国内でも研究
を進める必要がある。 
 
２．研究の目的 
RNA 干渉を応用してシロアリ特異的に働く
生物学的シロアリ防除駆除法を開発するこ
とを目的とする。そのために，まずシロアリ
あるいは共生原生生物のメッセンジャーRNA
を標的とした 2本鎖 RNA を，遺伝子組み換え
技術を用いて大量に産生する。この2本鎖RNA
とセルロース性基材を混合した餌を作成し，
効率的にシロアリに食べさせる摂食投与法
を開発する。一度に多くのシロアリに 2本鎖
RNA を投与し，シロアリに対する有効性を検
討する。具体的には，摂食法で投与した場合
に起こる標的メッセンジャーRNA 存在量の変
化ならびに標的タンパク質量の変動を定量
し，マイクロインジェクションによる注入法
でシロアリの体腔内に直接 2本鎖 RNAを投与
した場合のメッセンジャーRNA 量とタンパク
質量と比較する。 
また，摂食法による投与実験では遺伝子組
換え体を滅菌した後に 2本鎖 RNAをシロアリ
に投与するため，遺伝子組み換え体の完璧な
滅菌方法を検討する。 
 標的遺伝子の種類によっては，シロアリの
階級分化に影響する場合があるので，RNA 干
渉実験による階級分化への影響についても
検討する。 



３．研究の方法 
 これまでの申請者の研究グループの研究
により，ヤマトシロアリの Hexamerin 遺伝子
の mRNA のうちヤマトシロアリ以外と相同性
が低い約 600 塩基鎖長の長鎖配列（図 1）と
約 20 塩基鎖長の短鎖配列（図 1）を標的配列
とし，その標的配列と相補配列からなる 2本
鎖 RNAをマイクロインジェクターを用いた注
入法により投与する RNA 干渉実験で，ヤマト
シロアリの職蟻とニンフでHexamerin遺伝子
の発現が抑制される事が報告されている。本
研究では，Hexamerin に対する RNA 干渉によ
る遺伝子発現抑制効果が認められている短
鎖 2本鎖 RNA と長鎖 2本鎖 RNA を，遺伝子組
み換え大腸菌を用いて，大量に生産する方法
を検討した。具体的な方法として，L4440 プ
ラスミドの Hin dⅢと SacⅡを制限酵素とし，
その制限酵素の間に標的配列DNA（2本鎖RNA）
をライゲーションした（図 2）。ライゲーショ
ンを行ったプラスミドを用いて大腸菌の形
質転換を行い，2 本鎖 RNA を調製するための
培養方法を検討した。その際使用する宿主大
腸 菌 と し て ， Isopropyl- β
-thiogalactopyranoside(IPTG)添加で T7 プ
ロモーターからの標的配列 2本鎖 RNAの誘導
が可能な，BL21(DE3)大腸菌と HT115(DE3)大
腸菌を使用した。 

 
(1) BL21(DE3)大腸菌を用いた 2 本鎖 RNA の
調製 
標的配列（図 1）を融合した L4440 プラス
ミド（図 2）を用いて形質転換した BL21(DE3)
大腸菌を，アンピシリン添加した LB 液体培
地で，37℃で 1晩振とう培養後，IPTG を添加
し，37℃で任意の時間（4時間，6時間，1晩，
2 晩）培養を続け，2 本鎖 RNA の誘導を行っ
た。また，BL21(DE3)大腸菌は 2 本鎖 RNA を

分解する RNaseⅢを持つので，RNaseⅢ阻害剤
として Mn²⁺を添加した実験も行った。RNase
Ⅲ阻害剤を添加したサンプルについては，
IPTG を添加し，3 時間培養した後，300mM の
NaCl と 25mM の MnCl₂を 1ml ずつ添加しさら
に 1晩培養した。各サンプルとも培養後，SV 
Total RNA Isolation System (Promega)によ
り RNA を抽出し，30%ポリアクリルアミドゲ
ル電気泳動を行った。泳動後のゲルを，エチ
ジウムブロマイド水溶液に浸した後，UVを照
射して RNA を可視化し観察した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) HT115(DE3)大腸菌を用いた 2本鎖 RNA の
調製 
塩化カルシウム法で HT115(DE3)大腸菌の
コンピテントセルを作成し，長鎖標的配列あ
るいは短鎖標的配列を融合したL4440プラス
ミドによる形質転換を行った。プラスミドを
導入した大腸菌をアンピシリン添加した LB
寒天培地で 1晩培養後，シングルコロニーを
アンピシリン添加した LB 液体培地にて 37℃
で一晩振とう培養した。培養後，Wizard® Plus 
SV Minipreps DNA Purification System
（Promega）により大腸菌から抽出したプラ
スミドDNAの配列をシークエンサーで解析し
た。 
また，形質転換した大腸菌を LB 液体培地
中で，IPTG により 2本鎖 RNA の増幅を誘導し
た。誘導後，SV Total RNA Isolation System 
(Promega)により RNA を抽出し，30%ポリアク
リルアミドゲル電気泳動を行った。泳動後の
ゲルを，エチジウムブロマイド水溶液に浸し
た後，UVを照射してRNAを可視化し観察した。 
(3) 2 本鎖 RNA 誘導後の大腸菌滅菌方法 
 大腸菌を滅菌するために，90℃で 20 分間
加熱することによる滅菌方法，70％エタノー
ルによる滅菌方法，-80℃で冷凍し常温解凍
を行うことによる滅菌方法をそれぞれ検討
した。IPTG で 2本鎖 RNA の増幅を誘導した菌
体を滅菌し，菌体からSV Total RNA Isolation 
System (Promega)により RNA を抽出し，30％
ポリアクリルアミドゲル電気泳動により標
的 2本鎖 RNA の存在を確認した。 



(4) 摂食法によるヤマトシロアリへの2本鎖
RNA 含有滅菌大腸菌の投与 
 シャーレに直径 3cm のろ紙を置き，ヤマト
シロアリの職蟻を 10 匹入れた。70％エタノ
ールで滅菌した 2 本鎖 RNA 含有大腸菌を，
50µlの Nuclease-free water で懸濁し，ろ紙
に添加した。28℃の暗所で 1 か月間飼育し，
形 態 的 な 変 化 が な い か 確 認 し た 。
Nuclease-free water のみを 50µl添加したサ
ンプルもつくり，これをコントロールとした。
また，ヘキサメリン遺伝子の発現量を定量す
るため，飼育中の 1，2，4，6，8日目にヤマ
トシロアリの頭と中腸と胴から，それぞれ
Total RNA を抽出し，ΔΔCt 法を用いたリア
ルタイム定量 PCR を行った。同様の実験をニ
ンフについても行った。 
 
４．研究成果 
(1) BL21(DE3)大腸菌を用いた 2 本鎖 RNA の
調製 
泳動後のゲルに UV を照射し，観察を行っ
たところ，長鎖 2 本鎖 RNA と短鎖 2 本鎖 RNA
ともに標的鎖長付近にバンドを確認するこ
とはできなかった。また，RNaseⅢ阻害剤と
して MnCl₂を添加したサンプルについても
RNA の標的鎖長付近にバンドは確認できなか
った。この結果から，まず IPTG 添加後の誘
導条件（IPTG 濃度，培養温度，培養時間など）
に問題があったことが考えられる。また，
BL21(DE3)大腸菌はrecA遺伝子を持っている
ので，相同的な塩基配列があると，大腸菌の
染色体 DNAと導入したプラスミド DNAの組み
換えが起こる可能性がある。本実験では，何
度も植え継ぎしていたサンプルを使用して
いたので，大腸菌に導入したプラスミド上の
配列の欠失や置換などが起こっていた可能
性も原因として考えられる。また，BL21(DE3)
大腸菌と HT115(DE3)大腸菌はどちらも recA
遺伝子を持つので，実験に使用する際は継代
培養していない形質転換後の大腸菌を使用
するべきであると考えられる。 
(2) HT115(DE3)大腸菌を用いた 2本鎖 RNA の
調製 
シークエンス解析により，長鎖標的配列あ
るいは短鎖標的配列を融合したL4440プラス
ミドによる HT115(DE3)大腸菌の形質転換体
から抽出したプラスミドの配列を確認した
ところ，長鎖 2本鎖 RNA と短鎖 2本鎖 RNA と
もに標的配列の挿入が確認できた。 
 また，IPTG による 2本鎖 RNA 増幅の誘導後
に行った電気泳動では，短鎖 2本鎖 RNA 標的
鎖長付近ならびに長鎖 2本鎖 RNA標的鎖長付
近において 2本鎖 RNAのバンドを確認するこ
とができた。  
(3) 2 本鎖 RNA 誘導後の大腸菌滅菌方法 
 滅菌方法に関しては 70％エタノールによ
る滅菌を行ったすべての菌体において滅菌
を確認することができた。滅菌後の大腸菌か
ら抽出した RNA を電気泳動した結果，短鎖 2
本鎖 RNA，長鎖 2 本鎖 RNA ともに標的鎖長付

近にバンドが観察され，滅菌によって 2本鎖
RNA が分解されないことを確認することがで
きた。 
(4) 摂食法によるヤマトシロアリへの2本鎖
RNA 含有滅菌大腸菌の投与 
 現在，2本鎖 RNA を増幅させ 70％エタノー
ルによる滅菌処理を行った菌体をろ紙に添
加し，このろ紙をヤマトシロアリに摂食させ
ることによる RNA 干渉実験を行っている。ま
た，リアルタイム PCR により 2本鎖 RNA 投与
時の Hexamerin mRNA の量的変化を定量し，
ヤマトシロアリの形態変化との関連を検討
している。 
 これまでに，2 本鎖 RNA 含有滅菌大腸菌の
摂食法による投与により，ヤマトシロアリの
ニンフの幼形生殖虫（ニンフォイド）への分
化が促進されることが明らかになった。幼若
ホルモン結合タンパク質であるHexamerinの
発現量が低下したことで，幼若ホルモンが受
容体に到達できなくなり，成虫形質である幼
形生殖虫への分化が促進されたものと考え
られる。 
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