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要旨 

 

植物は，植食性昆虫に対して防御物質として機能する多種多様な二次代謝物質を産生する．防御

物質の主な機能は摂食阻害作用と有害性（致死性）であり，有害性物質の大半は昆虫の神経系を構

成するイオンチャネルに作用する神経毒である．これまでに，植物が産生する致死性の神経毒は数多く発見

されてきたが，それらの防御物質としての機能は極めて不明瞭である．一般的に，神経毒は昆虫の行動や

生理に影響を及ぼす亜致死作用を示す．亜致死濃度で摂食阻害作用を示す事例は多く知られているが，

その中の一部は，潜在的に昆虫の味覚受容器を刺激する．従って，植物が産生する神経毒の一部は，

致死性を有するものの，摂食を抑止する摂食阻害物質として機能している可能性がある．神経毒の潜在的

な摂食阻害作用の機序を解明することは，植物がイオンチャネルを標的とした神経毒の生合成能を獲得した

進化的背景を探ることにつながる． 

ピレトリンは，シロバナムシヨケギク Tanacetum cinerariifolium（除虫菊）が産生する殺虫性の化合

物であり，その作用点は神経細胞に存在する電位依存性ナトリウムチャネル（Nav）である．高濃度のピレ

トリンを含む除虫菊抽出物は天然殺虫剤として古くから産業利用され，日本では主に蚊取り線香として使

用されてきた．ピレトリンから派生した合成ピレスロイド系殺虫剤は世界で広く使用されていることもあり，ピレ

トリンの殺虫作用の機序は，分子から神経細胞，神経系，行動レベルまで体系的に理解されている．これ

までの研究から，ピレトリンや数種のピレスロイド系殺虫剤は，幅広い分類群の植食性昆虫に対して摂食忌

避活性を示すことが明らかになっている．そこで私は，味覚や摂食行動に関する知見の蓄積があるクロキンバ

エ Phormia regina をモデルとして用いて，行動と電気生理学のアプローチからピレトリンの摂食阻害作用の

機序を解明することにした． 

 

第 2 章では，クロキンバエに対する摂食阻害活性を選択型摂食試験で調べた．ショ糖溶液に溶解した

ピレトリン抽出物（以下，ピレトリン）とその主成分であるピレトリン I・II は，ノックダウンが生じない濃度から

喫食選好性を低下させた．すなわち，ピレトリンとピレトリン I・II はいずれも亜致死濃度でクロキンバエに対し
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て摂食阻害作用を示した．ピレトリンやピレトリン I・II が摂食阻害作用を示した下限濃度は 62.5 µM であり，

塩化ナトリウム（塩味物質）やクイニン（苦味物質），酒石酸（酸味物質）が摂食阻害作用を示した

濃度よりも 1/16 以上低かった．さらに，ピレトリンやピレトリン I・II の摂食阻害作用には，口吻の激しいグル

ーミングや嘔吐を伴った．これらの量的・質的な差異は，ピレトリンはクロキンバエの口器にある味覚システムに

作用するが，その機序は塩味や苦味，酸味物質とは本質的に異なることを支持した． 

そこで，第 3 章では，拘束したハエの口吻にキャピラリー管で餌水を与えるキャピラリー摂食試験を行い，

脚や胴体に化合物が接触する機会を排除した条件下でピレトリンと 6 つの殺虫性成分（ピレトリン I・II，シ

ネリン I・II，ジャスモリン I・II）の正味の摂食阻害活性を評価した．ピレトリンとその構成成分は，塩味，苦

味，酸味物質と同様に化合物濃度の増加に応じて摂取時間を短くさせ，摂取量を減少させた．その後，

味覚物質を摂取したクロキンバエは直ぐにショ糖溶液を摂取したが，ピレトリンやその有効成分を摂取した場

合は，摂取を中断してから摂取行動を再開するまでの時間は化合物濃度の増加に応じて長くなった．濃度

応答性のロジスティック回帰により半数阻害濃度を得たところ，化合物の種類に依らず，摂取量と摂取時

間の間で半数阻害濃度に差が認められなかったため，摂取量の減少は摂取時間の短縮に起因することが明

確になった． 

ノックダウンは，ピレトリンやピレスロイド系化合物に特有の即効的な麻痺作用であり，それらの化合物

が昆虫の中枢神経系を即座に過興奮させることによって生じる．ノックダウンや殺虫作用はいずれも，神経

細胞においてインパルスの生成に関わる Nav への薬理作用に起因する．そこで，クロキンバエの胸部腹面にピ

レトリンやピレトリンの有効成分を局所施用し，ノックダウン活性を評価した．キャピラリー摂食試験で得た摂

食阻害活性はノックダウン活性と高度に相関したことから，摂食阻害作用を引き起こすピレトリンの標的分子

はノックダウンや殺虫作用と同一であり，神経毒としての生理活性が摂食阻害を引き起こすことが示された． 

第 4 章では，ピレトリンの摂食阻害作用を特徴づける口吻の嫌悪応答の行動解析を行い，摂食阻害

の発現に関わるピレトリンの作用感覚器官を操作実験により特定した．拘束したクロキンバエの口吻運動のビ

デオ撮影により，摂食を阻害する味覚物質とは異なり，ピレトリンの摂取の中断は口吻や唇弁の震えを伴い，

その後，口吻の部分的な伸展や引き戻しが断続的に繰り返されることが示された．また，時折，嘔吐く様
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な胸部下方への口吻の伸展が引き起こされた．この嫌悪的な口吻伸展応答は最も目立つ行動応答であり，

餌を探す時に繰り出す通常の口吻伸展応答とは明確に異なった．ワイヤ電極を用いた口吻の筋電図記録に

よって，これらの特徴的な口吻の運動応答は，口吻を構成する筋肉群の持続的な過興奮から描写すること

ができた．このことから，摂取したピレトリンは，反復的な口吻の嫌悪応答を即座に引き起こすことで，摂食

を中断させるだけでなく，摂取行動の再開を遅延させることがわかった． 

消化管で速やかに吸収されたピレトリンが腹胸部の中枢神経系に作用することで，摂食行動が妨げら

れた可能性を否定するため，クロキンバエの咽頭を食道下神経節の手前で結紮する操作実験を行った．咽

頭を結紮した条件でも，クロキンバエは咽頭が膨満するまでショ糖溶液を摂取した．ピレトリンを口吻に含ませ

ると，口吻の持続的な過興奮が引き起こされたことから，ピレトリンの摂食阻害は，口吻や咽頭に存在する

味覚器官への作用に基づいていることが明らかになった．ピレトリンの摂食阻害活性は，唇弁の周囲にある

毛状味覚感覚子に触れない摂食条件でも再現されたことから，ピレトリンは，唇弁の内側に存在するペグ状

味覚感覚子と咽頭の内側にある咽頭味覚器官のいずれか，または両方を標的とすることが示された． 

第 5 章では，ピレトリンに対する口吻の味覚神経応答を電気生理学手法を用いて調べた．ペグ状味

覚感覚子と咽頭味覚器官に由来する感覚ニューロンのピレトリンに対する応答を調べるため，それぞれに繋が

る唇弁神経と咽頭神経に含まれる求心性神経の複合インパルスを吸引電極で記録しながら，クロキンバエに

ピレトリン入りのショ糖溶液を摂取させた．ピレトリンの摂取は，ペグ状味覚感覚子を構成する多数の感覚ニ

ューロンを直ちに過興奮させ，過興奮の状態は口吻の筋活動の活性化と対応するように持続した．一方，

咽頭味覚器官を構成する感覚ニューロン群は，1 分程度の潜時を経て漸進的に興奮した．これらの味覚感

覚器の持続的な過興奮は，クイニンの摂取では生じなかった．これらの結果から，ピレトリンの摂食阻害作

用をもたらす口吻の反復的な嫌悪応答は，唇弁のペグ状味覚感覚子の持続的な過興奮に起因することが

明らかになった．  

 

私は，昆虫に対して神経毒として作用するピレトリンが亜致死濃度で摂食阻害物質としてふるまうことを

クロキンバエで明らかにした．この研究により，植物が産生する神経毒が摂食に関わる味覚感覚器を速やか
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に刺激することで昆虫に対して摂食阻害作用を示すことを初めて実証した．得られた行動学的および電気生

理学的知見を元に，摂取したピレトリンが味覚感覚器を構成する感覚ニューロンのインパルス生成部位にまで

浸透し，Nav のゲーティングのキネティックを調節することで，味覚受容ニューロンや機械感覚性ニューロンを持

続的に興奮させる，摂食阻害作用発現機序の新奇な仮説モデルを提案した． 

 

昆虫は，食性の拡大とともに摂食形式や口器の形状を多様化させた一方で，味覚受容に関わる細

胞構成を共有している．また，昆虫の神経細胞で機能する Nav は基本的に 1 種類であり，ピレトリンの感

受性は中枢―末梢神経系を通して変わらない．普遍的な味覚受容の神経基盤は，幅広い昆虫種に対し

てピレトリンが実効的な摂食阻害作用を示すことを保証する．つまり，シロバナムシヨケギクの葉や子房に蓄

積されたピレトリンは，摂食を試みるあらゆる昆虫に対して摂食阻害物質として機能することを意味する．コシ

ョウ科の植物が種皮に蓄えるピペロバチンやペリトリン，あるユリ科の植物が産生するベラトリジンは，ピレトリ

ンとは異なる骨格の化学構造を有するが，いずれも Nav に結合し，昆虫の神経細胞に対してピレトリンと同

様の薬理作用を示す．系統的に離れたこれらの植物における二次代謝の進化の背景には，強力な摂食阻

害作用を有する神経毒を産生することによる適応度の向上があったと考えられる． 

私は，シロバナムシヨケギクが産生する神経毒ピレトリンの摂食阻害物質としての作用機序を明らかにし

た．昆虫の神経系が機能する上で必要不可欠な電位依存性ナトリウムチャネルは，植物が昆虫に対する防

御形質を獲得するにあたり，これまで認識されていた以上に適応度に寄与する標的分子であることを示した．

今後，ピレトリンをモデルとした研究が展開し，ピレトリンの味覚コーディング様式の細胞基盤や，摂食様式

が異なる様々な植食性昆虫に対する摂食阻害作用の発現機序が明らかになることで，ピレトリンを筆頭とし

た一群の神経毒が摂食阻害物質として見直されることが期待される．
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１章 序論 

 

1.1 植物が産生する神経毒の防御物質としての機能 

 

植物は長い進化の歴史の中で，植食性昆虫に対抗するための多様な防御戦略を発達させてきた．植

物自身による防衛手段は，昆虫に対して特異な生理活性を有する二次代謝物質による化学的手段と，

刺やトリコーム（微毛），硬い葉などで物理的に植食者からの加害を低減する物理的手段の二つに分けら

れる．化学的防御戦略は，植物の代表的な防御手段である．植物は，低分子化合物からペプチドやタン

パクまで，多種多様な二次代謝物質を産生する(Harborne 1982)．植物由来の二次代謝物質としてこれ

まで同定された化合物の数は 20 万を超えると言われている(Divekar et al. 2022)．二次代謝物質の中で

植食者に対して特異な生理活性を有する化合物は一般的に防御物質と呼ばれ，植食者からの食害を回

避，または低減することで適応度の向上に寄与する．防御物質として知られる主なケミカルクラスは，塩基

性窒素を含むアルカロイド類，イソプレンを構成単位とする炭化水素系のテルペン類，フェノール類，糖がグリ

コシド結合した配糖体など多岐にわたる(Harborne 1982; Bennett and Wallsgrove 1994)． 

二次代謝物質の生理作用は摂食阻害，有毒性，成長阻害の三つに大別される(Mithöfer and 

Boland 2012)．これまでに生理活性が特定された化合物の大多数は，摂食阻害物質か有毒物質のいず

れかに当てはまる．一般的に，摂食阻害物質は昆虫の味覚感覚器で受容され，基本的に致死活性を示

さない．これまでの研究により，摂食阻害物質の多くは，幅広い分類群の昆虫種において保存された特定

の苦味受容体群で受容されることが明らかになっている(French et al. 2015a; Xu et al. 2016; Montell 

2021)．苦味受容体が介在する摂食阻害物質の検出機構は，植食性昆虫の対抗適応による獲得形質で

あり，植物に潜在的に含まれる有害性物質の摂取を回避することに役立っていると考えられている(Mithöfer 

and Boland 2012)． 

有毒性物質と呼ばれる二次代謝物質は，基本的に昆虫に対して致死活性を示す．昆虫にとって有毒

な二次代謝物質の大半は昆虫の中枢神経系に作用する低分子の神経毒であり，その多くは昆虫の神経
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系を構成するイオンチャネルや受容体を標的とする(Simpson and David 1974; Wang and Wang 2003; 

Gilbert et al. 2005; Wink 2018)．これまでに特定された主な標的チャネル・受容体は，電位依存性ナトリ

ウムチャネルや GABA 作動性塩素イオンチャネル，ニコチン性アセチルコリン受容体などであり，いずれも神経

系の働きを維持する上で必要不可欠な膜タンパクである．生体内におけるイオンチャネルの機能は様々である

が，イオンチャネルを標的とする神経毒は基本的にそのゲーティング特性を調節し，リガンド作動性チャネルに

対してはアゴニスト，もしくはアンタゴニスト活性を示す．このような生理活性を有する神経毒の摂取は，昆虫

の中枢神経系の機能不全を引き起こすことで昆虫を致死させる． 

個々の神経毒の致死活性を説明する固有の生理活性が明らかにされてきた一方で，植物における防御

物質としての機能に関しては不明瞭な部分が多い．一般的に，致死性を有する神経毒は，昆虫の行動や

生理に何かしらの負の影響を与える亜致死作用を示す(Desneux et al. 2007)．多くの場合，亜致死作用

は致死量未満の量を摂取または暴露させた時に生じる．これまでの研究から，様々な植物産生神経毒につ

いて，亜致死量の摂取は昆虫の摂食行動に影響を与え，摂取量を減少させることが知られている

(Matsumoto and Sei 1987; Mullin et al. 1992; Ainge et al. 2002; Sandoval-Mojica and Capinera 

2011; Yang et al. 2012; Prota et al. 2014)．従って，植物体内に蓄積される神経毒は，より直接的に食

害を抑止する摂食阻害物質として機能している可能性がある．摂取量を減少させるという広義の意味で摂

食阻害作用を捉えた場合，神経毒の摂食阻害の機序として三つの可能性が考えられる．一つ目は，体内

に吸収された化合物が中枢神経系の働きをかく乱することで，摂食行動が阻害される可能性である．これは，

致死性神経毒の亜致死作用とみなすことができる．二つ目は，既知の摂食阻害物質と同様に，有毒化

合物そのものが特定の味覚受容体を介して味覚受容器で受容される可能性である．三つ目は，化合物は，

摂食に関わる味覚感覚器の味覚受容ニューロンを直接刺激することで摂食阻害を引き起こす可能性である．

後者の二つの可能性は，これまでに実証されたことがない新奇の機序である．従って，神経毒が有する摂食

阻害作用の機序を解明することは，植物がイオンチャネルを標的とした神経毒の生合成能を獲得した進化

的背景を理解することにつながる． 
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1.2 モデルとしての神経毒ピレトリン 

 

ピレトリン（pyrethrins）は，地中海のダルマチア地方を原産とするキク科のシロバナムシヨケギク

Tanacetum cinerariifolium（旧学名：Chrysanthemum cinerariaefolium）が産生する殺虫性の化合

物である．ピレトリンを多く含む花の乾燥粉末から蚊取り線香が作られた経緯から，この植物は日本では除

虫菊と通称されている．ピレトリンは，ピレトリン I・II，シネリン I・II，ジャスモリン I・II の６種の殺虫性成分か

らなる（図 1-1）．Ｉ型と II 型はそれぞれ，菊酸とピレトリン酸と呼ばれるカルボン酸のエステルであり，6

成分は互いに似通った構造を有している．ピレトリンは，昆虫からダニまで幅広い分類群の陸生節足動物に

対して強い殺虫活性を示すが，ヒトや家畜を含む脊椎動物に対する毒性は低いことが知られている(Casida 

1973)．また，ピレトリンは適度な光分解性を示すため，合成殺虫剤と比べて環境残留性が低い．これらの

特長から，ピレトリンを高濃度に含むシロバナムシヨケギクの抽出物は，天然の殺虫剤として衛生害虫を駆除

するために古くから産業利用され，現在では，農業分野や獣医学分野など，幅広い分野で活用されている 

(Macover 1995; Anadón et al. 2013)．抽出物に含まれるピレトリンの構成比は大きく変動するものの，主

成分はピレトリン I・II であり，平均して全体の 70%以上を占める(Essig and Zhao 2001; Grdiša et al. 

2013)．いずれの成分も殺虫活性を有するが，ピレトリン I/II の殺虫活性は，シネリン I/II とジャスモリン I/II

よりも遥かに強いことが知られている(Sawicki and Thain 1962; Godin et al. 1965)． 

 



9 
 

 
図 1-1 ピレトリンを構成する 6 つの有効成分． 

 

ピレスロイド（pyrethroids）は，ピレトリン I から派生した合成物である．これまで半世紀以上にわたっ

て，数多くのピレスロイド系殺虫剤が誕生し，家庭防疫分野や農業分野を中心に広く産業利用されてきた

(Matsuo 2019; Ujihara 2019)．それぞれに固有の特徴を有するピレスロイド系殺虫剤の登場により，ピレト

リンの作用機序の理解は大きく前進した．これまで半世紀以上にわたり実施された，昆虫神経細胞を用い

たパッチクランプやアフリカツメガエルの卵母細胞発現系システムを用いた数多くの電気生理学的研究から，ピ

レトリンとピレスロイド系殺虫剤は，いずれも昆虫の神経細胞膜に広く存在する電位依存性ナトリウムチャネ

ルに選択的に作用し，そのゲーティングのキネティックを調節することが明らかになっている(Casida 1973; 

Narahashi 1992; Soderlund 1995; Bloomquist 1996; Chen et al. 2018)．ピレスロイド系殺虫剤に対す

る抵抗性は様々な昆虫種で報告されており，いずれの抵抗性も，殺虫成分を分解する代謝酵素の過剰発

現に加えて，電位依存性ナトリウムチャネルの遺伝子変異によって獲得される (Liu 2015; Scott 2017; Scott 

2019)．従って，ピレスロイド系殺虫剤が電位依存性ナトリウムチャネルとは別のチャネルや受容体に作用する

報告は幾つか知られているものの，致死作用を引き起こす標的タンパクは当該チャネルであることに疑いはな

い． 
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ピレトリンとピレスロイド系殺虫剤の薬理作用は，分子・神経レベルまでよく理解されている．これらの神

経毒は，電位依存性ナトリウムチャネルを開口状態に保つことでナトリウム電流を持続させ，膜電位の脱分

極を促進することでニューロンの反復放電を強制的に発生させる(Narahashi 2000)．この薬理作用は速やか

に生じるため，ピレトリンやピレスロイド系化合物を昆虫の中枢神経組織に処理すると，組織中の多数のニュ

ーロンが一斉にバースト発火する(Soderlund 1995)．摘出した神経系を用いた実験では，神経系はしばしば，

興奮が収束した後にインパルスが伝播しなくなる伝播遮断（conduction block）の状態に陥る．ピレトリン

の薬理作用を詳細に調べた研究事例は少ないが，チャバネゴキブリ Blattella germanica の電位依存性ナト

リウムチャネルを開口状態に保つ効果は，6 つの活性成分の間で部分的に異なることが知られている(Chen 

et al. 2018)． 

この様な機序に基づいた中枢神経系の過興奮は，昆虫に様々な身体症状をもたらす．一般的に，多

動 （hyperactivity ）に 始ま り， 体 の震 え （ tremor ） や 痙 攣（ convulsion ） が 生じ ， 麻 痺状 態

（paralysis）に行き着くことで，最終的に死に至る．埋込電極を用いた電気生理試験により，一連の中

毒症状は，末梢・中枢神経系の興奮状態の推移と関連づけられることが示されている(Gammon 1978)．

匍匐昆虫の多くは激しい痙攣を経て，ひっくり返った状態で麻痺に至ることから，ピレトリンやピレスロイド系殺

虫剤によって引き起こされる特徴的な麻痺作用は，“ノックダウン（knock-down; KD）”と呼ばれる．この作

用は極めて即効的であり，例えば，あるピレスロイド系殺虫剤をチャバネゴキブリの胸部に塗布すると，ゴキブ

リはわずか 10 秒程度でノックダウンする(Sugiura et al. 2008)．昆虫の中枢神経系に作用する天然物や合

成殺虫剤は数多く存在するが (Ujváry 2010; Sparks et al. 2020)，麻痺に至る速さは抜きんでていることか

ら，ノックダウンは，ピレトリンやピレスロイド系化合物を特徴づける極めて重要な薬理効果である． 

 

1.3 耐虫防御機能としてのピレトリンの潜在的な摂食阻害活性 

  

ピレトリンは，シロバナムシヨケギク自身で生合成される．ピレトリンの活性成分を構成する酸とアルコール

部位は，異なる 2 つの生合成経路によって生合成され，最終的にエステル化される．I 型と II 型のカルボン
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酸である菊酸とピレトリン酸の生合成は非メバロン酸経路であり，アルコール部位の 3 種類のレスロロン（パイ

レスロロン，シネロロン，ジャスモロン）はオクタデカノイド経路で生合成される(Matsuda 2012; Lybrand et 

al. 2020)．遺伝子発現やトランスクリプトームの解析により，菊酸とピレトリン酸の生合成経路は近年明確

になったが，レスロロン部位の生合成は現在でも十分には理解されていない(Lybrand et al. 2020)．これまで

に明らかになった生合成経路は，シロバナムシヨケギク以外ではまったく知られていないことから(Lybrand et al. 

2020)，シロバナムシヨケギクは，独自の進化を経て，この生合成能を獲得したといえる． 

ピレトリンは植物体の地上部を通して蓄えられるが，花果に多く蓄積されることが古くから知られている

(Casida 1973; Macover 1995)．その含有量は，腺毛状突起（glandular trichomes）の数と相関し，

それらは筒状花の子房部分の表面に最も多く存在している(Brewer 1973; Zito et al. 1983)．トランスクリプ

トーム解析により，ピレトリンの生合成に関わるあらゆる遺伝子は，開花前期に主に子房組織で発現すること

が明らかになった(Lybrand et al. 2020)．生殖器官である子房の発達に合わせて生合成が制御されることに

加えて，葉などの栄養組織におけるピレトリンの蓄積は，生合成関連遺伝子の発現と共に，機械傷や，食

害によって誘導される植物由来揮発成分，さらに防御応答のシグナル伝達物質であるジャスモン酸メチルの

処理によって誘導されることが明らかになってきた(Lybrand et al. 2020)．これまでに明らかになったピレトリン生

合成の制御様式は一貫して，ピレトリンは被食回避のための防御物質として極めて重要な役割を担っている

ことを表している． 

Yang ら（2012）は，シロバナムシヨケギクの花を加害するミカンキイロアザミウマ Frankliniella 

occidentalis が，実際に葉に含まれる濃度に相当する量のピレトリンを処理した近縁種の葉を加害しないこと

を実験的に示した．この時，摂食実験で得られた致死率は低かった．これらの発見は，シロバナムシヨケギク

の組織に蓄積されるピレトリンは，殺虫作用が発現するよりも前に昆虫の摂食を阻害することで，植物体を

過度な食害から守る仮説を導く．その後，ピレトリンに対する類似の摂食回避行動は，シルバーリーフコナジ

ラミ Bemisia tabaci やモモアカアブラムシ Myzus persicae でも明らかになった(Prota et al. 2014)． 

これらの微小な吸汁性昆虫に対する摂食忌避作用は，いずれもリーフディスクを使った選択型摂食試

験法によって示された．リーフディスク試験は，植食性昆虫の種類を問わない一般的な摂食試験法であるが，
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葉面に化合物を処理した場合，葉を摂食する昆虫の胴体や脚が葉の表面を覆った化合物に絶えず曝され

る点に留意する必要がある．この状況では，摂食によって何かしらの影響が生じる前に，ピレトリンの跗節へ

の接触に基づいた忌避作用である，接触イリテーション(Achee et al. 2009; Manda et al. 2013; Obermayr 

2015)が起こりえる．そのため，リーフディスク試験で見出された摂食忌避の実体は，葉上で速やかに生じた

接触イリテーションである可能性は否定できない．加えて，いずれの研究も，シロバナムシヨケギクの乾燥花

果の粗抽出物であるピレトラムオイルが評価に用いられた．ピレトラムオイルの約 10%は，テルペン系化合物

である(Casida 1973; Macover 1995)．植物由来テルペン類は蒸散性の忌避作用を示すことが多いことから

(Maia and Moore 2011)，ピレトリン以外の構成成分が摂食の機会を減らした可能性も否定できない． 

一方，ピレスロイド系殺虫剤の幾つかは，鱗翅目(Ruscoe 1977; Tan 1981; Kumar and Chapman 

1984; Gist and Pless 1985)や甲虫目(Dobrin and Hammond 1985; Hajjar and Ford 1990; Baumler 

and Potter 2007)の幼虫に対して摂食阻害活性を示すことが 40 年以上も前から知られている．これらの種

の幼虫の脚や腹脚には，接触化学受容器は存在しないため，それらの摂食阻害作用は化合物を経口摂

取することで引き起こされたと考えられる．しかしながら，ピレスロイド系化合物の起源であるピレトリンを構成

する６成分が，混合物として，または単独で昆虫の摂食を阻害する直接的な証拠は現時点でも存在しな

い． 

 

1.4 ピレトリンの味覚感覚器に対する作用 

 

摂食阻害物質は口器の味覚感覚器で知覚される．昆虫の口器や脚の先端に存在する味覚感覚器は，

摂取に先立ち，餌の質や潜在的な有害性を判断するための検出器として機能している(Meyerhof 2013)．

味覚感覚器を構成する味覚感覚子は，一般的に，甘味，塩味，苦味など異なる質の味覚物質の検出

にそれぞれ特化した複数の味覚受容ニューロンから構成される（図 1-2）．クイニンやカフェイン，アリストロキ

ア酸などの摂食阻害物質を選択的に検出する苦味受容ニューロンは，幅広い分類群の昆虫の味覚感覚器

に存在する(L. M. Schoonhoven et al. 1992; Glendinning and Hills 1997; Glendinning et al. 1999; 
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Liscia and Solari 2000; Wada-Katsumata et al. 2013; Kim et al. 2015)．キイロショウジョウバエや広食

性のチョウ目の昆虫では，種間相同性が高い複数の味覚受容体（苦味受容体）が苦味受容ニューロンで

機能的に発現していることが明らかになっている(Agnihotri et al. 2016; Xu et al. 2016)．アブラナ科が産生

するイソチオシアネート類や，シトロネラールなどのテルペン類は，摂食を抑制・阻害する有害性物質

（noxious substrates）であるが，それらの検出は苦味受容体ではなく，温度感受性 TRP（transient 

receptor potential）チャネルの一種である TRPA1 や painless が関わっている(Kim et al. 2010; Kwon et 

al. 2010; French et al. 2015a; Mandel et al. 2018; Hull et al. 2020)．キイロショウジョウバエの味覚感覚

子では TRPA1 チャネルは苦味受容体と共発現していることから，苦味受容ニューロンは苦味物質と有害性

物質の両方を検出することが示唆されている(French et al. 2015a)．このように，植食性昆虫は，植物体に

潜在的に含まれる有毒物質の摂取を回避するため，様々な分子種の化合物を検出できるような受容体のレ

パートリーを備えている． 

ピレトリンの経口摂取によって摂食が阻害される場合，その機序は神経毒としての生理作用によって説

明されるのだろうか．パーメスリンなど，ある種のピレスロイド系殺虫剤は，ヒツジキンバエ Lucilia cuprina の

唇弁にある毛状味覚感覚子を構成する味覚受容ニューロンに対してわずかながら異常な反復興奮を引き起こ

す(Holan et al. 1978; Holan and Poppleton 1980)．ピレトリンの構成成分に関しては，近年，ピレトリン

I/II とシネリン I/II が，ヤブカ属の蚊の嗅覚感覚毛にある特定の嗅覚受容ニューロンを興奮させ，この嗅覚受

容ニューロンの活性化には，電位依存性ナトリウムチャネルが部分的に介在していることが示された(Liu et al. 

2021; Yan et al. 2021)．ピレトリンやピレスロイド系殺虫剤は幅広い昆虫種に殺虫活性を示すことに加え，

大半の昆虫は，互いに相同性の高い 1 種類の遺伝子（para）しか保有していない(Dong et al. 2014)．

従って，ピレトリンは，昆虫種に関わらず，特定の味覚受容体を介在することなく味覚受容ニューロンを直接

的に興奮させることが本質的に可能であり，苦味受容ニューロンを刺激する既存の摂食阻害物質とは異なる

機序によって摂食を阻害させる可能性がある． 
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図 1-2 昆虫の味覚感覚子の一般的な構成． 

化合物は感覚子の先端にある小さな孔（pore）から侵入する．感覚子は 2～4 本の味覚受容ニューロン（gustatory 

receptor neurons）を内包し，1 つの機械刺激受容ニューロン（mechanosensory neuron）を伴っていることが多い．

味覚受容ニューロンの軸索は食道下神経節（SOG）に投射する． 

 

1.5 実験モデルとしてのクロキンバエ 

 

クロキンバエ Phormia regina（Meigen）は，クロバエ科に属する大型のハエである．クロキンバエは，

摂食行動に関する生理学の研究に長く用いられており，摂食に関わる口吻の神経ー筋肉構成や，唇弁の

味覚感覚毛の細胞構成と応答スペクトルに関する知見は蓄積されている (Dethier 1976)．クロキンバエは，

昆虫の味覚の基本要素である甘味，塩味，苦味，酸味物質を検出する味覚受容器を備えており

(Dethier 1976; Liscia and Solari 2000; Ozaki et al. 2003)，テルペン類などの有害性物質に対しても特徴

的な嫌悪応答を示すことが明らかになっている(Dethier 1976; Ozaki et al. 2003)．唇弁化学感覚毛に対す

るピレスロイドの作用を調べたヒツジキンバエ(Holan et al. 1978; Holan and Poppleton 1980)は，同じクロ

バエ科に属するクロキンバエの近縁種であり，クロキンバエにおいても同様の生理作用が想定される．従って，

Mechanosensory neuron (1)

Gustatory receptor neurons (2~4)

Support cells

Axons to SOG

Dendrites

Pore
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一連の味覚物質や有害性物質をピレトリンやピレスロイド系殺虫剤の対照として評価し，得られた結果を比

較することで，ピレトリンの摂食阻害作用の機序を合理的に考察することが可能である．同じ双翅目に属す

るモデル生物であるキイロショウジョウバエにおいて，近年急速に理解が深化している味覚受容の分子・細胞

基盤(French et al. 2015a; Chen and Dahanukar 2017; Chen and Dahanukar 2020; Montell 2021)に

関する知見を参照することも可能だろう． 

クロキンバエは，摂食行動を研究する実験動物として様々な利点を備えている．クロキンバエやキイロショ

ウジョウバエなどの多くのハエ成虫は，ショ糖溶液からなる単純な人工餌を摂取することから，ショ糖溶液に混

合した試験化合物の摂取行動への影響を評価することが可能である．大半の植食性昆虫では適用が難し

い，クロキンバエを用いる最大の利点は，口吻伸展応答（proboscis extension response; PER）アッセイ

や(Shiraiwa and Carlson 2007; Maeda et al. 2015)，キャピラリー摂食試験法など(Qi et al. 2015)，拘

束した個体に餌験溶液を摂取させる実験パラダイムが利用できる点である．この方法を用いることで，経口

摂取に基づいた厳密な意味での摂食阻害作用の評価が可能である．さらに，摂取行動の詳細な解析や in 

vivo 電気生理のアプローチも可能である．また，操作実験を施すことが可能な体サイズと種々の操作に耐え

られる頑強さ(Dethier 1976)は，モデル生物のキイロショウジョウバエにはない特長である．このように，ピレト

リンの潜在的な摂食阻害作用の機序を調べる上で，クロキンバエはモデル種として相応しい． 

 

1.6 研究の目的と本論の構成 

 

そこで，クロキンバエを実験材料として選び，ピレトリンの摂食阻害作用の機序を明らかにすることを目的

とした．博士論文の本論は，以下の構成からなる：第 2 章では，クロキンバエに対するピレトリンとその有効

成分の摂食阻害活性を確かめるため，シロバナムシヨケギクの抽出精製物であるピレトリンとその主成分であ

るピレトリン I および II の摂食阻害活性を選択型摂食試験法で評価した．続いて，第 3 章では，キャピラリ

ー摂食試験法を用いて，ピレトリンとピレトリン構成成分の摂食阻害活性を評価し，それらの化合物が摂取

行動をどのように調節するのかを明らかにした．第 4 章では，ピレトリンの摂取によって引き起こされる特徴的
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な口吻の嫌悪応答を行動学的に解析するとともに，嫌悪応答を指標として，ピレトリンが作用する標的器

官を特定した．第 5 章では，標的となる味覚感覚子・味覚器官を構成する味覚神経の活動を電気生理

学的に記録し，摂取したピレトリンに対する神経応答を明らかにした．第 6 章では，第 5 章までに得られた

実験事実にもとづいて，ピレトリンの摂食阻害作用のモデル機序を提示し，今後の研究の展望について考察

した． 
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用語の定義 

ピレトリンやピレスロイド系殺虫剤に関連する用語の定義をここ定める． 

 

ピレトリン（pyrethrins）： 

シロバナムシヨケギク（除虫菊）が産生する殺虫性の化合物．ピレトリンは，ピレトリン I・II，シネリン I・II，

ジャスモリン I・II の６種の殺虫性成分からなる（図 1-1）．ピレトリンは，これらの殺虫性化合物の混合物

を指し示す一般名であり，用語の定義上は，抽出精製品か合成品かを問わない．また，ピレトリン I・II を

まとめてピレトリンと呼ぶこともある． 

 

天然ピレトリン（natural pyrethrins）： 

シロバナムシヨケギクの花から抽出したピレトリンの精製物．本研究では，6 種類の有効成分を 95.7%の純

度で含む試薬（CAS RN®: 8003-34-7，富士フィルム和光純薬，大阪) を用いた．合成した有効成分と

対比するための呼称． 

 

ピレトリン I，II： 

ピレトリンの主成分であるピレトリン I およびピレトリン II．本研究では合成品を使用したため，各章の材料と

方法および結果に登場する本用語は，合成物を指す． 

 

合成ピレトリン： 

本研究で用いたピレトリン I および II の有機合成物を示す．天然ピレトリンと対比する際に用いた． 

 

ピレスロイド系化合物： 

ピレトリンから派生した，ピレトリンと類似の化学構造をもつ合成化合物の総称．それらの多くは殺虫活性を

有する． 

 

ピレスロイド系殺虫剤： 

殺虫剤として市販されているピレスロイド系化合物．本研究ではピレトリンの作用と比較するため，2 種類の

ピレスロイド系殺虫剤（アレスリン，デルタメスリン）を使用した． 
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第２章 選択型摂食試験によるクロキンバエに対するピレトリンの摂食阻害活性の評価 

 

2.1 背景と目的 

 

ピレトリンの摂食阻害活性とその作用機序を調べるにあたり，ハエ類のモデルシステムを用いる利点はいく

つかある．摂食阻害作用を行動学的に調べる上での利点は，選択型摂食試験(Liscia and Solari 2000)

や，口吻伸展応答（PER）試験(Shiraiwa and Carlson 2007; Maeda et al. 2015)，キャピラリー摂食試

験法など(Ja et al. 2007; Qi et al. 2015; Diegelmann et al. 2017)，化合物の摂食選好性や嫌悪的な質

を定量的に評価することができる一連の確立した摂食試験法が利用できることである．これまで，味覚物質

や天然物，有害性物質など，様々な由来の化合物がこれらの生物試験法で評価されており(Dethier 

1976; Liscia and Solari 2000; French et al. 2015a; Chen and Dahanukar 2020)，それらの摂食阻害活

性の強さや嫌悪応答に関する行動学的な知見が蓄積されている．この利点を生かし，摂食阻害の成り立ち

や味覚受容基盤がよく調べられている味覚物質と比較することで，ピレトリンの摂食阻害作用をより適切に

解釈することができるだろう． 

この章では，ハエが自由に摂食行動を行うことができる選択型摂食試験法で，ピレトリンの摂食阻害活

性を評価した．基本的に，選択型摂食試験法では，摂食を試みる昆虫の体や脚が人工餌に触れざるを得

ない．神経毒性のない味覚物質とは異なり，ピレトリンやピレスロイド系殺虫剤を混合した餌に脚の先端の

跗節が接触することで，接触イリタンシー(Obermayr 2015)が生じる可能性がある．接触イリタンシーが生じ

ると，摂食の機会が減ることで摂食量が低下するため，摂食阻害活性を過大評価することになる．そこで，

人工餌に脚が触れる機会を最小限に留める工夫を施した選択型摂食試験を行った．摂食試験には，シロ

バナムシヨケギクの抽出精製物であるピレトリンに加えて，その主要成分であるピレトリン I と II を供試した．殺

虫性化合物の比較対象として，ピレスロイド系殺虫剤であるアレスリンとデルタメスリンを評価した（図 2-1）．

また，ハエに対して摂食阻害活性を示す数種の味覚物質（図 2-2）の摂食阻害活性を評価し，殺虫性

化合物の活性と比較した． 
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2.2 材料と方法 

 

2.2.1 ハエ 

 

神戸大学理学研究科の尾崎まみこ名誉教授から贈与されたクロキンバエを住友化学株式会社健康・農

業関連事業研究所で累代飼育した．ハエは 21 ± 1 °C ，70%RH，明期 16 時間/暗期 8 時間の周期で

飼育した．幼虫は豚レバーで飼育した．羽化したハエは，メッシュケージ（高さ 21 × 幅 21 × 奥行 28 cm）

の中で 0.1M のショ糖溶液を与えて維持した．摂食実験には，羽化後 4 – 10 日齢の成虫を雌雄の区別な

く用いた． 

 

2.2.2 試験化合物 

 

シロバナムシヨケギクに含まれるピレトリンそのものの活性を評価するため，6 種類の有効成分を 95.7%の

純度で含むピレトリン抽出物（CAS RN®: 8003-34-7，富士フィルム和光純薬，大阪) を用いた．今後，

このサンプルを天然ピレトリン（natural pyrethrins）と呼ぶことにする．天然ピレトリンに加えて，天然ピレト

リンの主成分であるピレトリン I と II を評価した．これらの 3 つの成分は，住友化学株式会社の森達也博士

によって化学合成され(Kawamoto et al. 2020)，それぞれの純度は液体クロマトグラフィーで確かめられた（ピ

レトリン I：99.4%，II：96.9%）．これらの化合物には，酸化を防ぐため，ジブチルヒドロキシトルエン

（BHT）を 1%w/w の濃度で添加した．タイプ I 型のピレスロイド系殺虫剤であるアレスリン（95.9%，２つ

の異性体の混合物，シグマアルドリッチ，MO，USA）と，タイプ II 型ピレスロイド系殺虫剤であるデルタメス

リン（99.5%, 関東化学，東京）を合わせて評価した（図 2-1）．これらの天然および合成殺虫剤は，ジ

メチルスルホキシド（DMSO；≧99%, 富士フィルム和光純薬）に溶解し，それぞれ 100 mM のストックを作

成した．味覚で受容される摂食阻害物質の陽性対照として，塩化ナトリウム（99.9%，ナカライテスク），

クイニン塩酸塩二水和物（クイニン；99.8%，富士フィルム和光純薬），L-(+)-酒石酸（酒石酸；
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99.9%，シグマアルドリッチ）を用いた（図 2-2）．スクロース（富士フィルム和光純薬）を摂食刺激物質

に用いた． 

 

 
図 2-1 試験に用いたピレスロイド系殺虫剤であるアレスリン（タイプI型）とデルタメスリン（タイプII型）． 

 

 
図 2-2 比較対照として用いた味覚物質． 

それぞれ塩味，苦味，酸味として受容される塩化ナトリウム，クイニン塩酸塩，酒石酸． 

 

2.2.3 選択型摂食試験法による摂食選好性の評価 

 

試験化合物の摂食阻害活性は，片方に試験化合物を混合した2つのショ糖溶液の餌源をハエに選択さ

せる，選択型摂食試験法（dual-choice feeding assay）で評価した．殺虫性化合物の試験では，100 

mMのDMSOストックを0.1 Mのショ糖溶液で希釈した．摂食行動に対するDMSOの影響を等しくするため，

同一濃度のDMSOを対照区のショ糖溶液に添加した．殺虫性化合物の最高濃度は1 mMであり，そのショ
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糖溶液にはDMSOが1%含まれていることになる．試験溶液は16倍または4倍に希釈して，濃度応答性を評

価した．水溶性の味覚物質である塩化ナトリウム，クイニンおよび酒石酸はショ糖溶液で希釈し，DMSOを

含まないショ糖溶液と比較した． 

40～100頭のハエをメッシュケージ（高さ21 × 幅21 × 奥行28 cm）に投入し，24 ± 1 °C ，70 ± 5% 

RHに調節したインキュベーター（LPH-241PFD-SP，Nippon Medical & Chemical Instruments Co. Ltd.，

大阪）の中で，20-24時間水のみを与えて絶食させた．アルミ皿（直径4.7 cm，深さ0.9 cm，重量：

0.457 ± 0.0018 SD g，n = 12）を２つ用意し，脱脂綿（5 × 6 × 厚さ0.4 cm，重量：0.517 ± 

0.0017 SD g，n = 12）を詰めた後に，片方に試験化合物を含むショ糖溶液を，もう片方には対照のショ

糖溶液を10mlずつ滴下した．試験化合物を含んだショ糖溶液に脚の跗節が浸ることで，ピレトリンやピレスロ

イド系殺虫剤に特有の接触イリタンシーが生じることを防ぐため，円形に切り出したポリエステルメッシュ（#1.5 

mm）でアルミ皿を覆った．一対の餌皿はそれぞれの重量を測定した後に，約5 cmの間隔を空けてケージの

中央に置き，5時間の摂食実験を開始した．試験終了後にハエを観察し，体を横向きにして，もしくはひっ

くり返って自身で起き上がることができない状態をノックダウンとみなして，その数を数えた．その後，餌皿を直

ぐに取り出して重量を測定した．それぞれの化合物と濃度で試験を5回反復した． 
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図 2-3 選択型摂食試験． 

2つの餌皿を置いたメッシュケージに1日絶食させたハエを投入し，自由に餌を摂取させた．いずれの餌皿も0.1 Mのショ糖

溶液が満たされているが，片方の餌皿（拡大図，左側）には所定濃度の化合物を含んでいる．餌皿の上にメッシュを

置くことで，ハエの脚が試験溶液に浸り続けることがないようにした． 

 

2.2.4 摂取量の算出 

 

餌の摂取量は，摂食試験の前後で測定した餌皿の重量減少とした．蒸発による重量損失を考慮する

ため，摂食試験と同じ環境下で一対のショ糖溶液の餌皿の重量減少を測定した．5時間の試験時間で餌

皿から蒸散する水の量は，DMSOの濃度に関わらず，0.69gだった(DMSO 1%含有: 0.69 ± 0.05 g, mean 

± sd, n = 8; DMSOなし: 0.69 ± 0.08 g, n = 8)．各々の餌皿の摂取量は，餌皿の重量減少量から平均

自然蒸散量（0.69 g）を引くことで得た．ショ糖溶液の正味の摂取量は，1.06 g (n = 44 flies) から3.39 

0.1M
sucrose sol.

＋
test compound

0.1M
sucrose sol.
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g（n = 98 flies）までばらついたが，概ね，ケージに投入したハエの数に比例した．測定精度が10 mgの電

子天秤（PM4000，METTLER TOLEDO，東京）を用いることで，試験化合物の影響による摂取量の減

少を十分な分解能で測定した． 

 

2.2.5 摂食阻害活性とノックダウンの評価 

 

これまでに行われた多くの選択型摂食試験では，試験化合物の摂食阻害活性は，試験化合物を混

合した餌の摂食選好性の減少によって描写されてきた(Yang et al. 2012; Charlu et al. 2013; Prota et al. 

2014; Rimal et al. 2019)．これらの先行事例に倣い，摂食阻害活性を表す指標として選好指数

（preference index: PI）を得た．PI の値は，試験化合物を含むショ糖溶液の摂取量（It）と，対をなし

たショ糖溶液の摂取量（Ib）を求め，（It – Ib）/（It + Ib）の式にしたがって算出した．PI の値は-1 から

1 の範囲の値をとり，正の値は試験化合物の喫食選好性を，負の値は摂食阻害を表す．化合物の摂食

阻害活性が強い場合，しばしば摂食量が負の値になった．このような場合は，摂取量を 0 とみなして PI 値

を計算した．ピレトリンやピレスロイド系殺虫剤の殺虫作用を評価するため，試験終了時にケージの中でノック

ダウンしていたハエの数を投入個体数で割り，ノックダウン率（以下，KD 率）を求めた． 

 

2.2.6 選択型摂食試験のベースラインの検証 

 

脂溶性の高い殺虫性化合物をショ糖溶液に溶解するために DMSO を補助溶媒として用いた．DMSO

は，試験化合物のモル濃度に対して一定の割合で含まれている．DMSO は，昆虫を含む多くの生物にとっ

て有害であるが，その致死性は，溶液に含まれる DMSO の濃度に加えて，試験した生物種や採用した試

験方法など，様々な要因に大きく依存することが知られている(Pagán et al. 2006; Machova et al. 2009; 

Ravindran et al. 2011a; Ravindran et al. 2011b; Cvetković et al. 2015)．クロキンバエの摂食行動に与

える DMSO の影響を調べるため，同一濃度の DMSO を含む一対のショ糖溶液を選択型摂食試験に供試
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し，DMSO の濃度を 1 M から 10-5 M まで変えた．一対のショ糖溶液の合計摂取量とケージに投入したハエ

の数から一時間あたりの一個体摂取量を算出し，DMSO の濃度による変化を調べた．KD 率についても同

様の解析を行った．さらに，クロキンバエに対する DMSO の潜在的な摂食阻害活性を調べるため，DMSO

を含まないショ糖溶液に対する 1%の DMSO を含むショ糖溶液の摂食選好性を評価した．同様に，BHT の

潜在的な摂食阻害活性を調べるため，20 μM の BHT を含むショ糖溶液の摂食選好性を評価した．合成

ピレトリンの溶液に含まれる BHT の最大濃度は，14.9 μM である． 

 

2.2.7 最小有効濃度と一個体摂取量の算出 

 

  各試験化合物について，摂食阻害もしくはノックダウンが生じた濃度を濃度応答データから調べた．摂

食阻害作用は平均 PI 値が 0 よりも有意に下回った時に，ノックダウンは平均 KD 率が 0%から有意に上回

った時に成立したと判断した．摂食阻害作用もしくはノックダウンが生じた最小有効濃度（minimum 

effective concentrations；MECs）をそれぞれの化合物で特定した． 

化合物の殺虫活性の強さは，一定の殺虫作用をもたらした化合物の用量によって表されることが多い．

ショ糖溶液の摂取量は，化合物の摂食阻害活性に依存して減少する．そのため，同じ MEC であっても，

摂食阻害をもたらした化合物の摂取量は，ノックダウンを引き起こした化合物の摂取量よりも少なくなるはず

である．そこで，摂食阻害またはノックダウンを引き起こした摂取量を試験化合物間で比較するため，すべて

のハエが試験溶液を等しく摂取したとみなし，摂取したショ糖溶液の容量に含まれる化合物の重量をケージに

投入したハエの数で割ることで，各化合物の MEC における一個体あたりの化合物の摂取量を推定した． 

 

2.2.8 ピレトリンおよびピレスロイドの摂食阻害作用の特徴の解析 

 

クロキンバエは 62.5 μM の天然ピレトリンを含むショ糖溶液を摂取すると，直ぐに摂食を止め，口吻を

前脚でしきりにグルーミングし始めることを見出した（図 2-6）．摂食によって引き起こされた口吻のグルーミン
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グと，採餌行動および殺虫効果の間の関連性を調べるため，2 つの餌を選択する状況におけるクロキンバエ

の摂食行動をデジタルカメラ（COOLPIX A900，ニコン，東京）で記録した．個々の摂食履歴を得るため，

一度の試験では，胸部背面に識別可能なマーキングを施した 15 匹のクロキンバエを使用した．試験は，各

化合物についてそれぞれ 3 回繰り返した．5 時間の試験期間の中で，最初の 30 分間の摂食行動を記録

した．試験終了後に，ノックダウンしたハエの数を数えた． 

撮影した動画は，マイクロソフト社のフォトアプリケーションで解析した．口吻を伸ばして餌を摂取した餌

皿への訪問を特定し，個々のハエの餌探索の履歴を得た．試験化合物を最初に摂取したことの，その後の

探索行動への影響を調べるため，処理区の餌を最初に訪問した個体の試験期間における訪問回数を数え

た．また，処理区の餌皿に訪問している間に口吻のグルーミングが生じた頻度を算出した． 

 

2.2.9 統計処理 

 

  得られたデータの統計解析は，R（ver. 4.1.2）を用いて行い，グラフの描画には Igor Pro 6.3.7.2 

(WaveMetrics, Lake Oswego, OR, US)を用いた．各サンプルで得られた PI 値とノックダウン率は，一標本

t 検定を用いて，それぞれの基準値（PI = 0, ノックダウン率 = 0%）と比較した．多重比較を行う場合は，

得られた p 値をボンフェローニ法で補正した．MEC における推定一個体摂取量は，ボンフェローニで補正した

一標本 t 検定を用いて，化合物間で比較した． ショ糖溶液の一個体摂取量の平均値と DMSO 濃度の

関係は直線回帰し．DMSO 濃度の影響は一元配置分散分析で検出した．化合物間における餌源への訪

問回数の平均値の多重比較は，テューキー法で行った．口吻のグルーミングの発生頻度および KD 率の化合

物間における多重比較はフィッシャーの正確確率検定で行い，p 値はホルム法で補正した． 

 

2.3 結果 

 

2.3.1 選択型摂食試験のベースラインの確認 
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様々な濃度の DMSO を含む一対のショ糖溶液をクロキンバエに摂食させた場合，ショ糖溶液の一個体

摂取量の平均値は DMSO 濃度の増加に対して変化しなかった（図 2-4A）．また，DMSO 濃度の増加

によって KD 率は増えなかった（図 2-4A）．殺虫性化合物を混合したショ糖溶液に含まれる最大濃度の

1％の DMSO は，PI 値を低下させなかった（図 2-4B）．合成ピレトリンの最高濃度（1 mM）に含まれる

量に相当する，20 µM の BHT もまた PI の平均値を変化させなかった（図 2-4C）．これらの結果から，シ

ョ糖溶液中の DMSO は，クロキンバエの摂食選好性のベースラインに影響せず，また，合成ピレトリンに対し

て 1%w/w の割合で添加した BHT は摂食阻害活性を示さないことが確認された． 

 

2.3.2 摂食阻害活性の評価 

 

まず，塩味，苦味，酸味物質の摂食阻害活性を選択型摂食試験で評価した．ショ糖溶液中のこれ

らの味覚物質の濃度が増加するにつれて，PI の平均値は次第に減少し，－1 へと近づいた（図 2-5A）．

これらの味覚物質は，最終的にほぼ完全にハエの摂食を阻害した一方で，KD 率は増えなかった．それぞれ

の濃度で得られた PI の平均値と基準値（PI = 0）の比較から，摂食阻害をもたらした塩化ナトリウム，クイ

ニン，酒石酸の MEC は，それぞれ，250，１，および 62.5 mM であることが示された． 

天然ピレトリンや合成ピレトリンは，摂食阻害作用を示した３種の味覚物質と類似した PI 値の濃度応

答性を示した（図 2-5B）．天然ピレトリンおよび合成ピレトリン I/II が摂食阻害作用を示した MEC は，い

ずれも 62.5 μM だった．この濃度は，KD 率が有意に増加した最小濃度と比べると，天然ピレトリンとピレト

リン I では 16 分の 1 であり，ピレトリン II では 1/16 未満だった．ピレトリン I と構造が類似しているアレスリン

は，KD 活性を示す最小濃度の 1/16 の濃度で摂食阻害作用を示し，その MEC はピレトリン I と同じだった

（図 2-5C）．デルタメスリンでは，3.9 μM で KD 率が増加し，PI の平均値は 62.5 μM の濃度まで有意

に減少しなかった．したがって，デルタメトリンの効力発現パターンは，ノックダウンが生じる前にクロキンバエの

摂食を阻害した天然・合成ピレトリンやアレスリンとは異なった． 
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それぞれの化合物の MEC における一個体摂取量を推定した（表 2-1）．PI の値が有意に低下した

濃度でも，クロキンバエはかなりの量の味覚物質を摂取した．味覚物質の一個体摂取量は，摂食阻害作

用の MEC に概ね相関した．統計的有意性は一部しか検出されなかったが，クイニンは，最小有効濃度だ

けでなく，一個体摂取量の点においても，最も強い摂食阻害活性を示した．摂食阻害もしくはノックダウン

をもたらした MEC における，ピレトリンとピレスロイドの平均一個体摂取量は，いずれも 200 ng 未満だった．

同一の MEC で摂食阻害活性を示した天然および合成ピレトリンでは，天然ピレトリンとピレトリン II の一個

体摂取量は，ピレトリン I よりも少なかった．このことは，ピレトリン I の摂食阻害活性は，天然ピレトリンやピ

レトリン II よりも弱いことを示している．天然ピレトリンの MEC はデルタメスリンよりも高かったが，天然ピレトリ

ンの一個体摂取量はデルタメスリンの摂取量よりも多くなかった．ピレトリン I の一個体摂取量は，アレスリン

の摂取量と変わらなかった． 

 

2.3.3 天然ピレトリンとピレスロイド系殺虫剤の摂食阻害作用と口吻のグルーミングの関連性 

 

MEC のピレトリンの摂食阻害作用は，摂食を中断させた口吻の激しいグルーミングから特徴づけられた

（図 2-6）．少数の個体を行動解析した結果，ピレトリン，またはアレスリンを含む餌皿を摂取したほぼ全

ての機会で口吻のグルーミングが生じることが明らかになった（表 2-1）．一方，KD を引き起こした MEC の

デルタメスリンでは，摂取によって生じる口吻のグルーミングの頻度は 8%に過ぎず，ショ糖溶液を摂取した時

のベースライン（0%）と統計的に違いは見られなかった．3 種の味覚物質に関して，MEC の味覚物質を含

むショ糖溶液を摂取している間に口吻のグルーミングは一切発生しなかった．これらの結果は，摂取によって引

き起こされた口吻の激しいグルーミングは，ピレトリンやアレスリンの摂食阻害作用と密接に関わっていることを

示している． 

個々のハエの合計摂取量は，試験期間中に餌皿に訪問した総数に依存した．3 種の味覚物質につい

てそれぞれの MEC で試験した時，餌皿への訪問回数は，クロキンバエが最初に味覚物質を混ぜたショ糖溶

液を摂取した時でも変わらなかった（表 2-1）．摂食阻害を引き起こした MEC の天然・合成ピレトリンおよ
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びアレスリンを含むショ糖溶液を最初に摂取した個体は，餌皿への合計訪問回数を減少させる傾向を示した

が，未処理溶液の値との差は，天然ピレトリンとピレトリン I でのみ観察された．高い割合で観察された口吻

のグルーミングとは対照的に，試験終了時の KD 率は，ピレトリンⅡとアレスリンでは 0%だった．ピレトリンとピ

レトリン I の KD 率は 10% 未満であり，未処理溶液と 3 種 の味覚物質の結果（0%） との間に統計的

有意性は認められなかった．KD を引き起こした MEC のデルタメスリンを含むショ糖溶液を最初に摂取した場

合，試験後には約半数のハエが KD したが，試験中の餌皿への訪問回数は変化しなかった．ピレトリンやア

レスリンを摂取した時のハエの行動を注意深く観察すると，ハエは口吻をグルーミングする合間にしばしば嘔吐

し，唇弁の先端に内容物の液滴を抱える様子が見て取れた（図 2-7）． 

 

 

図 2-4 選択型摂食試験のベースラインの確認：DMSO および BHT のクロキンバエの摂食選好性に与える影響． 

(A) 一対の対照溶液を摂取させた時の DMSO 濃度に対するショ糖溶液の一個体摂取量およびノックダウン（KD）率の

平均値の変化．DMSO 濃度の増加に対して，一個体摂取量の平均値は変わらず（一元配置分散分析, df = 8, F = 

0.636, p = 0.742），KD 率も増えなかった（一標本 t 検定, p > 0.563）．(B) ショ糖溶液に混合した 1%の DMSO

は PI の平均値は 0 を下回らなかった（一標本 t 検定, p = 0.424）．(C) 1 mM の合成ピレトリンに含まれる量におおよ

そ相当する 20 µM の BHT は，PI の平均値を変化させなかった（一標本 t 検定, p = 0.918）．エラーバーは標準誤差

（いずれも 5 反復）． 
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図 2-5 天然・合成ピレトリン，ピレスロイド系殺虫剤および既知の味覚物質のクロキンバエに対する摂食阻害活性． 

喫食選好指数(preference indexes; PIs，左軸) と，ノックダウンを含む瀕死個体の割合（右軸）を試験化合物の濃

度に対してプロットした．(A) 塩化ナトリウム，クイニン，酒石酸の味覚物質; (B) 天然ピレトリンと，合成したピレトリン I

と II; (C) ピレスロイド系殺虫剤であるアレスリンとデルタメスリン．平均値 ± 標準誤差（いずれも 5 反復）．アスタリスク

は PI = 0 またはノックダウン率 0%に対して統計的有意性が得られた濃度を指す．ボンフェロー二補正した一標本 t 検定. 

*p < 0.05; **p < 0.01.  
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図 2-6 天然ピレトリンを経口摂取した時に生じる嫌悪応答． 

右個体：クロキンバエは天然ピレトリン（62.5 μM）を含むショ糖溶液を飲むのを直ぐにやめると（2-3），口吻をふるわ

せながら，前脚で頻りに口吻を擦り続ける（3-17）．最終的に，ハエは餌場から飛び去る（18）． 30 フレーム/秒で

記録した動画の 10 フレーム（0.33 秒）毎のスナップショット． 
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図 2-7 天然ピレトリン入りのショ糖溶液を摂取した後で口吻をグルーミングしながらしばしば生じる嘔吐． 

口吻先端の唇弁に液滴を蓄えている（矢印）． 

 

表 2-1 天然・合成ピレトリン，ピレスロイド系殺虫剤および摂食阻害活性を有する味覚物質の最小有効濃度（MEC）

におけるクロキンバエの摂取行動とノックダウン率． 

 
§ 摂食阻害（FD）およびノックダウン活性 (KD) を示した最小有効濃度（MEC）は，それぞれ喫食選好指数の値が有

意に減少した，または，KD率が増加した最小濃度である． 

¶ 化合物の平均一個体摂取量は，摂取したショ糖溶液中に含まれる試験化合物の重量をケージに投入したハエの数で

割った値である．平均値 ± SE （5反復）．異なる上付きアルファベット（a–e）は，互いに有意に異なることを示す（p 

<0.05）． 

£ 各化合物のMECの摂食試験の最初の 30分間のハエの摂食行動を記録した （それぞれ n = 45）．最初に化合物を

含む餌皿に訪問した個体について，試験時間内で餌皿を訪問した数を数えた．訪問回数の平均値の多重比較にはチュ

NaCl 250 mM (FD) 137742 ± 28097e 3.57 ± 0.39a (n = 21) 0a 0a

Quinine 1 mM (FD)   602 ± 169d 3.70 ± 0.47a (n =23) 0a 0a

Tartaric acid 62.5 mM (FD) 20947 ± 6658d 3.73 ± 0.30a (n = 22) 0a 0a

Natural pyrethrins 62.5 μM (FD)   39.2 ± 16.7a  1.75 ± 0.21bc (n = 24) 90.2b 2.9a

Synthetic pyrethrin I 62.5 μM (FD) 199.9 ± 34.2c 2.18 ± 0.21c (n = 22) 95.5b 10.0a

Synthetic pyrehthrin II 62.5 μM (FD)    75.8 ± 16.7ab  2.78 ± 0.25ab (n = 27) 97.4b 0a

Allethrin 62.5 μM (FD)  141.4 ± 17.6bc  3.13 ± 0.27ab (n = 32) 90.3b 0a

Deltamethrin 3.9 μM (KD) 12.5 ± 2.6a 3.36 ± 0.47a (n = 22) 7.95a 51.2b

Control
solution

Sucrose 0.1 M
(incl. DMSO 1%) 4.08 ± 0.41a (n = 24) 0a 0a

Test compounds        MEC§

       (Effect)
Estimated

individual intake (ng)¶

Behavior at the MEC£

% of
proboscis
grooming

KD rate
(%)

Ave. number
of visits

Tastants

Insecticides
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ーキー の方法を用いた（平均値 ± SE）．化合物を含む餌皿に訪問した時の口吻のグルーミングの発生頻度（n = 44–

103）と摂食試験の終了時にKDした個体の割合を得た．ホルム法でp 値を調整したフィッシャーの直接確率検定を用い

て，グループ内の多重比較を行った．それぞれのカラムにおける異なる上付きアルファベットは，互いに有意に異なることを

示す（p <0.05）． 

 

2.4 考察 

 

この章では，人工餌に混ぜた味覚物質の摂食阻害活性の評価に用いられてきた選択型摂食試験のパ

ラダイムでピレトリンとピレスロイド系殺虫剤を評価した．得られたデータから，ショ糖溶液に混ぜたピレトリンとピ

レスロイドは，ショ糖溶液に対するクロキンバエの喫食選好性を濃度依存的に減少させ，そのパターンは，陽

性対照として用いた 3 種類の味覚物質（塩化ナトリウム，クイニン，酒石酸）のものと類似することが示さ

れた．第一の発見は，天然ピレトリンとその主成分であるピレトリン I・II は，選択型摂食試験のパラダイムで，

ノックダウンを引き起こす濃度よりも低い濃度で摂食阻害活性を示し，最小有効モル濃度の観点で見た活

性強度は味覚物質の摂食阻害活性を上回ったことである． 

ピレトリンとピレスロイド系殺虫剤の摂食阻害の成り立ちは，試験した塩味，苦味，酸味物質とは明

確に異なり，摂食を中断させる口吻の熱狂的なグルーミングを引き起こした．ピレトリンとピレスロイド系殺虫

剤に特有の口吻のグルーミングは，クロキンバエの脚が麻痺することなく始まり，歩行および飛行能力を保った

まま継続した．ピレトリンとピレスロイド系殺虫剤の中では，摂取によって引き起こされた口吻のグルーミングの

発生は，摂食阻害作用と結びついていた；口吻のグルーミングは天然・合成ピレトリンとアレスリンでは摂食

阻害をもたらした MEC で発生したが，デルタメスリンでは KD を引き起こした MEC ではほとんど生じなかった．

天然・合成ピレトリンとアレスリンはいずれも，KD 率が有意に増加することなく摂食を阻害し，特に，ピレトリ

ン II とアレスリンは餌源への訪問回数を減らすことなく摂食阻害を達成した．これらの結果は，喫食選好性

を有意に減少させた摂取量の減少は，ハエの活動を直ちに妨げ，最終的にハエを麻痺させるピレトリンとピレ

スロイド系殺虫剤の本質的な殺虫作用によってもたされたのではないことを示している． 

昆虫の末梢神経系に対するピレスロイド系殺虫剤の作用に関して，40 年ほど前に一連の電気生理学

的研究がなされている．ピレスロイド系化合物や，結合サイトの一部をピレスロイド系化合物と共有している
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DDT 類縁体は，ヒツジキンバエやイエバエの唇弁の味覚受容感覚毛を不規則に反復興奮させる(Holan et 

al. 1978; Holan and Poppleton 1980; Virgona et al. 1982; Holan et al. 1984)．この反復興奮は，味

覚物質に対して示す連続的で規則正しい発火パターンと明確に区別される．類似した神経興奮パターンは，

ピレスロイド系殺虫剤を処理した蛾の触角の嗅覚受容ニューロンにおいても観察されている(Lucas and Renou 

1992)．このような末梢神経系で観察された神経の反復興奮は，この実験で摂食阻害作用を示すことが見

出されたピレトリンやアレスリンを含む，タイプＩ型ピレスロイド系殺虫剤の神経興奮作用の主な特徴である

(Narahashi 1992; Soderlund 1995; Bloomquist 1996)．したがって，ピレトリンやアレスリンの摂取はクロ

キンバエの口器の味覚システムを直ちに刺激することで，摂食を中断させ，口吻のグルーミングを促すようなイ

リテーション（irritation）をもたらすと合理的に結論づけられる．このような，神経細胞上の電位依存性ナト

リウムチャネルへの薬理作用が関わる摂食阻害の機序は，塩味受容体や苦味受容体など，特定の味覚受

容体に選択的に結合する摂食阻害物質の機序とは根本的に異なる．ピレトリンとピレスロイド系殺虫剤の摂

食阻害作用の元にあるイリテーションは，ピレスロイド系殺虫剤に脚の跗節が接触した時に忌避反応を引き

起こす接触イリテーション(Achee et al. 2009; Manda et al. 2013; Obermayr 2015)に対して，摂食イリテー

ション（feeding irritation）と呼ぶことができよう． 

KD 活性を基準とした摂食阻害活性の描写により，試験したピレトリンとピレスロイド系殺虫剤は，摂食

阻害作用が先行した天然ピレトリン，合成ピレトリン I・II およびアレスリンと，KD 活性が先行したデルタメスリ

ンの 2 つに分けられた．興味深いことに，これは，ピレトリンやピレスロイド系殺虫剤の神経興奮性の作用に

基づいた分類と一致する；前者の化合物はすべて，反復興奮を引き起こすタイプＩ型であり，後者のデルタ

メスリンは，タイプＩ型よりも殺虫活性が高く，αシアノ 3 フェノキシベンジル基をもつタイプ II 型ピレスロイドで

ある．タイプ II 型ピレスロイドは概して目立った反復興奮を引き起こさず，使用依存的なインパルスの遮断を

引き起こす (Lund and Narahashi 1983)．とはいうものの，ゴキブリの中枢神経系の神経活動がデルタメス

リンによって濃度および時間依存的にわずかに活性化される報告はある(Hendy and Djamgoz 1985)．ノッ

クダウンを引き起こす麻痺作用の強さと比べると限定的である神経興奮作用は，KD を引き起こした濃度でも

口吻のグルーミングはほとんど生じなかった現象を合理的に説明する．したがって，亜致死濃度で生じる天然
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および合成ピレトリンの摂食阻害作用は，タイプ I 型ピレスロイドの薬理特性に基づいていると考えられる． 

ピレトリンとピレスロイド系殺虫剤の KD 活性や致死活性は，本質的な薬理作用の強さや膜透過性，

代謝耐性など，様々な性質に依存する(Casida 1973)．様々な要因が関わる中で，摂食を直ぐに中断さ

せるだけのイリテーションには，化合物の薬理作用や膜透過性の強さが主に反映していると考えられる．各化

合物の MEC における推定一個体摂取量に基づいた，ピレトリンの摂食阻害作用の強さは，ピレトリン＞ピレ

トリン II＞ピレトリン I の順になった．ピレトリンとその構成成分の殺虫活性を比較した研究は数多くあるが，

この相対強度の順序はあまり例がない；なぜなら，一部の例外を除いて(Sheppard and Swedlund 2000)，

KD 活性や致死活性はたいていピレトリン I もしくはピレトリン II の方が天然ピレトリンよりも強いからである

(Sawicki 1962; Sawicki and Thain 1962; Tsuda et al. 1972; Farnham 1973)．現時点では，天然ピレト

リンの摂食阻害活性の成り立ちをピレトリン I やピレトリン II の限られたデータから説明することは難しい．少な

くとも，残りの４種類の成分（シネリン I・II，ジャスモリン I・II）の活性を調べて，それらと比較する必要があ

る． 

この章の結論として，天然ピレトリンと合成ピレトリン I・II が，クロキンバエに対して亜致死濃度で強力な

摂食阻害物質として働くことを見出した．摂取した天然・合成ピレトリンとピレスロイド系殺虫剤が口吻のイリ

テーションを直ちに引き起こすことで摂食行動を継続的に阻害したことから，これらの化合物はクロキンバエの口

器にある味覚システムに作用するが，その機序は，塩味，苦味，酸味物質とは異なることが示唆された． 
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第 3 章 キャピラリー摂食試験によるピレトリンおよびピレトリン構成成分の摂食阻害活性

の評価 

 

3.1 背景と目的 

 

第 2 章では，選択型摂食試験を行い，天然ピレトリンと合成ピレトリン I・II，およびピレスロイド系殺虫

剤であるアレスリンは，クロキンバエに対してノックダウン（KD）が生じない亜致死濃度で摂食阻害活性を示

すことを見出した．ピレトリンとアレスリンの摂取阻害作用は，塩味，苦味，酸味物質である塩化ナトリウム，

クイニン，酒石酸とは異なり，ショ糖溶液の摂取を中断した直後から生じる口吻の激しいグルーミングを伴った．

ピレトリンやアレスリンは，昆虫の神経系を反復興奮させるタイプ I 型ピレスロイドに該当する．タイプ I 型ピレ

スロイドに当てはまる幾つかの殺虫性化合物は，ハエの唇弁にある味覚感覚神経(Holan et al. 1978; 

Holan and Poppleton 1980; Virgona et al. 1982; Holan et al. 1984)や蛾の触角にある嗅覚受容ニュー

ロン(Lucas and Renou 1992)を過興奮させることが知られている．ピレトリンやピレスロイド系殺虫剤が感覚

器を刺激することに基づくと，経口摂取したピレトリンやアレスリンは，口吻の激しいグルーミングを誘導するよ

うなイリテーションをクロキンバエにもたらすことで，継続的な摂取を妨げたと考えられる． 

一般的に，ハエが行う餌水の摂取は，短い休憩を挟みながら満腹になるまで繰り返される，一続きのひ

と飲み（feeding bouts）から構成される(Qi et al. 2015)．そのため，摂取速度やひと飲みの持続時間，

ひと飲みの間隔など，摂取行動のシーケンスを規定する複数のパラメーターの数値から，ハエの摂取活動を描

写することが可能である．ピレトリンの摂食阻害作用は，一連の味覚物質とは異なり，口吻の激しいグルーミ

ングを伴ったことから，いずれも，帰結として摂取量を低下させるものの，ハエの摂取行動のシーケンスに与え

る影響は本質的に異なるはずである．私が知る限り，既知の摂食阻害物質が，ハエの摂取行動のシーケン

スをどのようにかく乱するのかについての体系的な研究は存在しない．そのため，摂取行動のシーケンスをピレト

リンと味覚物質で比較することで，ピレトリンの摂食阻害作用の機序を明らかにするための基本的な知見が

得られるはずである． 
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個々の昆虫が摂取する餌の量を測定する最も簡便な方法は，拘束した昆虫の個体に給餌することであ

る．ハエやミツバチなど，口吻を持つ昆虫には，口吻の先端にある味覚感覚毛に試験溶液を触れさせること

で，摂食を誘起させる(Smith and Burden 2014; French et al. 2015b; Maeda et al. 2015; Qi et al. 

2015)．キイロショウジョウバエでは，較正されたキャピラリー管を用いて液体状の餌を拘束したハエに摂取させ

るキャピラリー摂食試験法が考案されている(Qi et al. 2015)．この方法を用いることで，他の行動要素の影

響を完全に排除しながらも，ハエの摂取活動を正確に測定することができる．さらに，脚を切除，もしくは拘

束させることで，脚を含めた口吻以外の体の部位が試験溶液に晒されることなく，化合物を経口摂取させる

ことができる．このことにより，前脚の跗節への接触によって誘導される接触イリタンシーや，経皮吸収を介し

た神経毒性作用など，ハエの摂取行動に直ちに影響を与えうるピレトリンやピレスロイド系殺虫剤の亜致死

作用の関与を排除することができる．従って，キャピラリー摂食試験法で得られた摂取量と化合物濃度の関

係は，毒性のない味覚物質のみならず，ピレトリンやピレスロイド系殺虫剤についても，正味の摂食阻害活

性を反映する． 

そこで，本章では，キイロショウジョウバエで用いられてきたキャピラリー摂食試験法をクロキンバエに適用し，

クロキンバエの摂取行動のシーケンスが，ショ糖溶液に混合した試験化合物によってどのように変化するのかを

調べた．キャピラリー摂食試験では，天然ピレトリンや合成ピレトリン I，II，ピレスロイド系殺虫剤であるアレス

リンとデルタメスリン，味覚物質（塩化ナトリウム，クイニン，酒石酸）に加えて，ピレトリンのマイナー成分で

あるシネリン I，II とジャスモリン I，II を評価した．得られた摂取量と化合物濃度の関係からそれぞれの化合

物の摂食阻害活性を推定し，力価を化合物間で比較した．前章で行った選択型摂食試験から，ピレトリ

ンやピレスロイド系殺虫剤の摂食阻害には，殺虫作用の機序である電位依存性ナトリウムチャネルに対する

作用が関わっている可能性が示されたことから，キャピラリー摂食試験で得られた正味の摂食阻害活性と，

即効的な殺虫作用であるノックダウン（KD）活性の相関関係を調べた． 

 

3.2 材料と方法 
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3.2.1 ハエ 

 

第2章2.2.1に記載の方法で飼育した． 

 

3.2.2 試験化合物 

 

前章と同様に，除虫菊から抽出精製した高純度のピレトリンを評価した．ピレトリンに加えて，ピレトリン

を構成する 6 種の成分をすべて評価した（図 1-1）．ピレトリン I・II と同様に，シネリン I・II とジャスモリン I・

II は，住友化学の健康農業関連事業研究所にて森達也博士によって化学合成された(Kawamoto et al. 

2020)．各々の純度は，液体クロマトグラフィーで確かめた（シネリン I：95.7%，シネリン II：95.2%，ジャ

スモリン I：97.5%，II：96.6%）．天然・合成ピレトリンの比較対象として，ピレスロイド系殺虫剤であるア

レスリンとデルタメスリンと（図 2-1），塩化ナトリウム，クイニンおよび酒石酸の味覚物質（図 2-2）を評

価した．これらの試験化合物の由来は，第 2 章の 2.2.2 に記載した通りである．シネリン I/II とジャスモリン

I/II は DMSO に溶解し，それぞれ 100 mM のストックを作成した．これら以外の試験化合物の溶液処方は，

前章の 2.2.2 に記載した通りである． 

 

3.2.3 キャピラリー摂食試験法 

 

摂食実験の前に，クロキンバエは水を与えた状態で 24 時間絶食させた．ハエが暴れない様に翅をアルミ

ピンチで挟んで固定し，前・中脚を解剖用のハサミで基部から切除した．摂食試験の直前に，マイクロピペッ

ト用チップ（容量：200 µl）でハエに水を与えて，水の欲求を満たした．内径が等しい較正されたガラス毛

細管マイクロピペット（容量：25 µl；外径：1.2 mm；内径：0.65 mm；2-000-025; Drummond 

Scientific Co., PA, US）に，所定濃度の試験化合物を含む 0.1M のショ糖溶液を目盛りまで満たした．拘

束したハエの口吻にマイクロピペットの先端を近づけて，餌水の液面を口吻の唇弁の外側にある味覚感覚毛
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（labellar taste hairs）に触れさせると，ハエは口吻を直ぐに伸展させて餌水をすすり始める（feeding 

initiation，図 3-1A）．ひとたび摂取が始まったら，マイクロピペットの先端をハエから少し遠ざけて，ハエの

口吻が完全に伸びるようにした．ハエが口吻を引き込んでマイクロピペットから口吻が離れたら，ひと飲みを終

えたとみなした（feeding cessation，図 3-1A）． 

前述した様に，ハエが行う餌水の摂取は，短い休憩を挟みながら満腹になるまで繰り返される，一続き

のひと飲み（feeding bouts）から構成される(Qi et al. 2015)（図 3-1A）．キイロショウジョウバエでは，

最初のひと飲みの量が全体の 60%以上を占める(Qi et al. 2015)．クロキンバエも同様の傾向を示したことか

ら（data not shown），最初のひと飲みに対する影響を調べた（図 3-1B）．ひと飲みの持続時間

（feeding duration；摂取時間）は，摂取開始から終了までの時間をストップウォッチで測定することで得

た．ストップウォッチによる手動計測には 1 秒以内の計測誤差が見込まれたが，数秒からおおよそ 2 分にまで

わたる摂取時間を秒単位で測定するには十分な精度であると判断した．マイクロピペットの下端から試験溶

液の液面（メニスカス）までの長さをデジタルノギス（GDCS-100; Niigata Seiki Co., 新潟）で測定し，摂

取前後の差分の長さから，ひと飲みした量（feeding intake；摂取量）を算出した． 

前章にて，ピレトリンやピレスロイド系殺虫剤を摂取すると，クロキンバエは直ぐに口吻のグルーミングを行う

ことを見出した．口吻のグルーミングは継続的に観察されたため，摂取の再開に影響すると予想された．そこ

で，１回目のひと飲みを終えてから２回目のひと飲みを始めるまでの間隔（feeding interval；摂取間隔）

を得た．摂取間隔は，最初のひと飲みを終えてから 30 秒の間隔で，ショ糖溶液を口吻に繰り返し接触させ

て，吻伸展を経てショ糖溶液を摂取した最初の時間とした． 

前章で行った選択型摂食試験と同様に，殺虫性化合物の試験では，100 mMのDMSOストックを0.1 

Mのショ糖溶液で希釈した．殺虫性化合物の最高濃度は1 mMであり，そのショ糖溶液にはDMSOが1%

含まれていることになる．試験溶液は16倍または4倍に希釈して，濃度応答性を評価した．DMSOを1%含

むショ糖溶液をブランク溶液として評価した．水溶性の味覚物質である塩化ナトリウム，クイニンおよび酒石

酸は，ショ糖溶液そのもので希釈し，DMSOを含まないショ糖溶液をブランク溶液とした． 
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図3-1 キャピラリー摂食試験法. 

A．ハエの摂食は，ひと飲み（feeding bout）の繰り返しからなる．キャピラリー摂食試験法では，ショ糖溶液を満たし

たガラスキャピラリーをハエの口吻にあて，口吻伸展応答を誘導させてショ糖溶液を摂取させる．ひと飲みを終えると，ハエ

は口吻を引き込む．2回目のひと飲みも同様にキャピラリーを口吻にあてて誘導した．B．摂取量が最も多い1回目のひと

飲みに着目し，ショ糖溶液に加えた化合物の影響を3つの指標から評価した：化合物入りのショ糖溶液を摂取した量

（feeding intake），ひと飲みの持続時間（feeding duration），1回目のひと飲みを終えてから2回目のひと飲みを

開始するまでの間隔（feeding interval）．2回目のひと飲みは，30秒毎に口吻の先端にショ糖溶液を触れさせて誘導

した． 

 

3.2.4  ノックダウン活性の評価 

 

ピレトリンやピレスロイド系殺虫剤の殺虫作用の特徴は，即効的なノックダウンである．摂食阻害作用と

ノックダウンの機序の関連性を探るため，試験化合物のノックダウン活性を摂食阻害活性と相関づけた．決

まった量の化合物を体に処理することができる局所施用試験法で評価した．麻酔は用いず，ハエ成虫の翅を

アルミクリップで留めて，動かない状態にした上で，胸部の中脚の間にマイクロピペット（P200，Gilson，

Middleton，WI，US）で 1 µL 処理した．ハエを蓋付のカップの中に放ち，ノックダウンするまでの時間をス

トップウォッチで計測した．試験化合物の希釈溶液はアセトンで調整した（重量/溶液体積）． 

 

3.2.5 統計処理 

1st bout 2nd bout

Time

Feeding 
duration (s)

0.1 M sucrose sol.
+ test comp.

0.1M sucrose sol.

Feeding interval
(min)

Food intake (µL)

Feeding
bout

A B

Feeding
initiation

Feeding
cessation

Food 
intake
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それぞれの化合物において，摂取量および摂取時間の濃度応答データは，以下の関数を用いて，4 パ

ラメーターロジスティック回帰した．  

f(x) = base + ((max - base)/(1 + exp((xhalf - x)/(rate)))) 

x は化合物濃度（µM）の対数値である．base（底値），max（最大値），xhalf（半数 x 値）と

rate（傾き）からなる 4 つのパラメーターの推定値とその 95%信頼区間を得た．平均摂取速度の濃度応答

性は直線回帰した．KD 率の濃度応答データ，および摂食阻害活性と KD 活性の相関関係は，指数関数

で回帰した．これらの回帰は IgorPro（ver. 6.3.7.2）を用いて行った．各濃度の摂取速度は無処理区と比

較し，平均値の差の有意性はボンフェローニ補正を施した t 検定で調べた．摂取間隔の値は，Wilcoxon の

順位和検定を用いて比較した．これらの統計解析は，すべて R（ver. 3.6.1）で行った．  

 

3.3 結果 

 

3.3.1 ピレトリンの摂食阻害活性 

 

塩味，苦味，酸味物質である塩化ナトリウム，クイニン，酒石酸を含むショ糖溶液の摂取量は，基本

的にそれらの化合物の濃度に応じて減少した（図 3-2A，上段）．いずれの化合物でも，摂取時間は，

概ね摂取量の減少に沿うように短くなった．同様に，天然ピレトリンやアレスリン，デルタメスリンをショ糖溶

液に混ぜた場合でも，摂取量と摂取時間は化合物の濃度の増加に応じて減少した（図 3-2B，上段）．

味覚物質とピレトリン，ピレスロイド系殺虫剤に共通した濃度依存的な摂取量の減少は，ピレトリンを構成

する６つの活性成分のいずれにおいても示された（図 3-2C，上段）． 

そこで，摂取量と摂取時間の濃度応答性を４パラメーター対数ロジステック関数で回帰し，それぞれの各

化合物について，半数阻害濃度（IC50）を得た（摂取量：表 3-1，摂取時間：表 3-2）．摂食量の

IC50 値で表される摂食阻害活性は，天然ピレトリンで最も強く，統計的有意性は認められなかったものの，
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その主成分であるピレトリン I と II が天然ピレトリンの後に続いた（図 3-3）．ピレトリン I と II の後は，シネリ

ン I，シネリン II，ジャスモリン I，ジャスモリン II の順に摂食阻害活性を示した．天然ピレトリンとピレトリン I

および II の摂食阻害活性は，ピレスロイド系殺虫剤であるアレスリンやデルタメスリンよりも強く，クイニンより

も 100 倍程度，塩化ナトリウムや酒石酸よりも 100,000 倍以上強かった．このように，個々の摂食阻害活

性は化合物間で大きく異なったものの，いずれの化合物でも，摂取時間と摂取量の IC50 値の間に有意差は

認められなかった（図 3-3）．このことは，化合物の由来や味覚モダリティに依らず，1 回目のひと飲みの量

の減少は，基本的に摂取時間が短くなることによってもたらされたことを示している． 

摂取速度もまた摂取量に影響しうることから，各試行で得た摂取量と摂取時間から平均摂取速度を得

た．味覚物質では，摂取量の極端な低下に合わせて平均摂取速度は減少したが（図 3-2A，中段），

ピレトリンやピレスロイド系殺虫剤では，摂取量や摂取時間と連動した体系的な変化は認められなかった

（図 3-2BC，中段）．つまり，クロキンバエは，摂食を阻害する濃度のピレトリンやピレスロイド系殺虫剤が

ショ糖溶液に含まれていても，摂取速度を下げることなく，摂取し続けた． 

ピレトリンを摂取したクロキンバエは直ちに摂取を中断し，口吻を震わせながら，下方に伸展させる行動

を繰り返した．このような特徴的な口吻の活動は，ピレトリンの構成成分やアレスリン，デルタメスリンにおい

ても観察された．また，口吻が痙攣し，繰り返し伸展する中で，嘔吐も度々観察された．口吻が痙攣して

いる最中にショ糖溶液を口吻の先端に与えても，クロキンバエは摂取を再開することはほとんどなかった．摂

取を終えてから 30 秒毎にショ糖溶液を繰り返し与えて 2 回目の摂取を開始するまでの時間を測定したところ，

天然ピレトリンやピレスロイド系殺虫剤（図 3-2B），ピレトリンの構成成分において（図 3-2C），摂取を

再開するまでに要した時間は化合物濃度の増加に従って長くなった．味覚物質では，ピレトリンやピレスロイド

の摂取の際に見られたような口吻の活動や嘔吐は，摂取量が有意に低下した濃度でも一切観察されず，ク

ロキンバエは，摂取終了から 30 秒後に与えたショ糖溶液に対して口吻を伸展させ摂取を行った（図 3-

2A）． 
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図 3-2 摂取行動に与えるピレトリンや味覚物質の影響. 

味覚物質（A），天然ピレトリンとピレスロイド系殺虫剤（B），ピレトリンの構成成分（C）を含むショ糖溶液をひと飲

みした時の摂取量（上段左軸），摂取時間（上段右軸），摂取速度（中断）および，次のひと飲みを始めるまで

の間隔（下段）．摂取速度において，無処理区と比べて有意差が認められた濃度にアスタリスクを示す（ボンフェローニ

補正を施した t 検定，**: p < 0.01，n = 7－20）．摂取間隔の数値の上に記載したアルファベットは，それぞれの化

合物において，無処理区と比べて有意差があることを示す（Wilcoxon の順位和検定，p < 0.05，n = 7－20）．エ

ラーバーは標準誤差を示す． 

 

表 3-1 摂取量の 4 パラメーター対数ロジスティック回帰. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Top (µL)a Bottom (µL)a Slopea Log IC50 (µM)a χ2 n

Natural pyrethrins 18.1 ± 1.78 0.68 ± 1.52 -0.66 ± 0.291 -0.37 ± 0.296 420.7 64

Pyrethrin I 18.8 ± 2.33 0.61 ± 2.53 -0.95 ± 0.428 0.084 ± 0.404 552.0 80

Pyrehthrin II 17.5 ± 0.843 1.72 ± 0.854 -0.27 ± 0.0898 -0.061 ± 0.0951 271.7 72

Cinerin I 18.0 ± 0.653 1.09 ± 0.606 -0.41 ± 0.0771 0.35 ± 0.0806 316.1 60

Cinerin II 17.8 ± 1.44 0.00 ± 2.47 -0.61 ± 0.251 1.01 ± 0.342 356.7 56

Jasmolin I 17.6 ± 0.865 4.36 ± 1.06 -0.32 ± 0.101 1.31 ± 0.123 445.9 48

Jasmolin Il 17.9 ± 0.868 0.030 ± 3.31 -0.53 ± 0.185 2.02 ± 0.269 488.5 53

Allethrin 18.1 ± 1.68 1.09 ± 2.53 -0.69 ± 0.329 0.76 ± 0.333 464.1 62

Deltamethrin 18.1 ± 2.15 5.83 ± 5.38 -0.61 ± 0.690 1.46 ± 0.856 794.2 50

NaCl 17.2 ± 1.65 0.00 ± 3.39 -0.25 ± 0.149 5.68 ± 0.221 630.4 52

Quinine 17.5 ± 1.17 0.270 ± 1.41 -0.17 ± 0.0814 2.00 ± 0.127 478.3 62

Tartaric acid 16.8 ± 1.15 0.00 ± 1.19 -0.235 ± 0.112 4.71 ± 0.111 488.0 72
a values are indicated with 95% fiducial limit.

Pyrethrins

Pyrethroids

Tastants

Food intake

Test compounds
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表 3-2 摂取時間の 4 パラメーター対数ロジスティック回帰. 

 

 
図 3-3 摂取量と摂取時間の半数阻害濃度（IC50 値）． 

表 3-１および表 3-２の数値を記載した．縦軸は IC50 値の対数値．エラーバーは 95%信頼区間であり，バーが重ならな

い化合物間では有意水準 5%で有意差が認められる. 

 

Top (sec)a Bottom (sec)a Slopea Log IC50 (µM)a χ2 n

Natural pyrethrins 108.7 ± 5.74 6.87 ± 5.67 -0.42 ± 0.157 -0.36 ± 0.16 34229.0 64

Pyrethrin I 113.2 ± 25 3.60 ± 20.5 -1.22 ± 0.753 -0.25 ± 0.631 20192.3 80

Pyrehthrin II 102.1 ± 7.08 7.63 ± 7.33 -0.35 ± 0.141 -0.054 ± 0.158 17853.5 72

Cinerin I 108.0 ± 12.6 9.99 ± 12.1 -0.25 ± 0.197 0.42 ± 0.215 39427.0 60

Cinerin II 105.5 ± 11.7 1.73 ± 19.7 -0.53 ± 0.315 1.11 ± 0.457 27601.7 56

Jasmolin I 96.6 ± 5.6 29.6 ± 7.72 -0.17 ± 0.0803 1.52 ± 0.152 26035.8 48

Jasmolin Il 118.7 ± 6.68 23.6 ± 7.53 -0.13 ± 0.223 1.72 ± 0.143 43983.2 53

Allethrin 105.8 ± 19.9 7.11 ± 29.1 -0.83 ± 0.746 0.52 ± 0.755 48199.8 62

Deltamethrin 101.7 ± 6.78 36.1 ± 15.3 -0.56 ± 0.365 1.46 ± 0.49 34211.5 50

NaCl 90.3 ± 12.2 0.278 ± 23.3 -0.11 ± 0.254 5.82 ± 0.435 44153.3 52

Quinine 96.1 ± 5.99 4.03 ± 7.78 -0.24 ± 0.1 2.00 ± 0.124 12202.0 62

Tartaric acid 101.5 ± 7.89 0.635 ± 8.59 -0.22 ± 0.142 4.76 ± 0.121 24549.0 72
a values are indicated with 95% fiducial limit.

Pyrethrins

Pyrethroids

Tastants

Feeding duration

Test compounds
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3.3.2 ノックダウン活性との相関関係 

 

摂食阻害活性と殺虫活性の関連を調べるため，試験したピレトリンとピレスロイド系殺虫剤のノックダウン

活性を局所施用試験法で評価した．得られた平均ノックダウン時間を虫体に処理した化合物量（モルベー

ス）に対してプロットした（図 3-4A）．得られたノックダウン時間の濃度応答性は，べき乗関数でうまく回帰

された．ピレトリンの構成成分では，ノックダウン活性は基本的にピレトリン>シネリン＞ジャスモリンの順で強く

なった．得られた回帰曲線の多くは互いに交差し，濃度に対して効力順位が変化した．そこで，100 ng の

化合物を局所施用した条件で得たノックダウン時間（図 3-4A，水色の点線で囲まれたデータ）を，1 mM

の化合物を含むショ糖溶液の摂食量と関連付けた（図 3-4B）．プロットは，ピレトリンの構成成分とピレス

ロイド系殺虫剤で分離することなく，一つの帯を形成した．摂取量とノックダウン時間の関係は，べき乗関数

にうまく当てはめられたことから，ノックダウン時間が短い化合物ほど摂食量が少ない，すなわち摂食阻害活

性が強いことが示された．  
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図 3-4 天然・合成ピレトリンとピレスロイド系殺虫剤のノックダウン活性と摂食阻害活性との相関関係. 

Ａ．局所施用法で得た平均ノックダウン時間（±標準誤差, それぞれ n= 10）を化合物のモル濃度に対してプロットし，

べき乗関数で回帰した．Ｂ．処理量 100 ng（A，水色の点線の囲い）のノックダウン時間に対して化合物 1 mM を

含むショ糖溶液の摂取量を関連付けた．この活性-活性相関はべき乗関数で回帰することができた（X2 = 1.40, p < 

0.01, n = 9；点線：95%信頼区間）．エラーバーは標準誤差を示す． 
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3.4 考察 

 

拘束したハエの口吻に餌を直接与えるキャピラリー摂食試験は，経口摂取に基づいた化合物の本質的

な摂食阻害活性を正確に評価することが可能である．摂食阻害物質の陽性対照として用いた塩化ナトリウ

ム（塩味物質），クイニン（苦味物質），酒石酸（酸味物質）は，ショ糖溶液中の濃度の増加に従っ

て，クロキンバエのひと飲みの摂取量を減少させた．この結果は，同じ化合物セットを評価したキイロショウジ

ョウバエのキャピラリー摂食試験においても一貫して示されている(Chen et al. 2019)．摂取量の減少は，主に

摂取時間を短くすることによってもたらされ，高濃度域では，摂取速度の減少をも加わることを見出した．摂

食を阻害する味覚物質の味覚受容の分子・細胞基盤の詳細は，モデル生物であるキイロショウジョウバエで

明らかになってきた(Charlu et al. 2013; French et al. 2015a; French et al. 2015b; Kim et al. 2015; Chen 

et al. 2019; Rimal et al. 2019; Chen and Dahanukar 2020)．しかしながら，意外にも摂食阻害物質が

ハエの摂食をどのように阻害するのかについての行動学的な知見は見当たらない．得られた結果は，ハエの摂

取行動において，ひと飲みの持続時間は味覚モダリティに依らない最も重要なパラメーターであることを示して

いる． 

天然ピレトリンとピレトリンを構成する６つの成分は，濃度の増加に応じて摂取量を減少させ，その濃度

応答パターンは味覚物質と類似した．アレスリンやデルタメスリンもまた，ピレトリンと同様の摂取量の濃度応

答パターンを示した．いずれの化合物を摂取した時も，味覚物質の場合と同様に，摂取量は摂取時間が

短くなることで減少した．味覚物質の摂食阻害作用との決定的な違いは，摂取を中断させた後に摂取の再

開を遅延させた点である．摂取を再開するまでの時間は，甘味刺激を繰り返し与えているにも関わらず，化

合物の濃度の増加に応じて長くなった．ほとんどの化合物では，摂取をほぼ完全に阻害する濃度（≧62.5 

µM）では， 摂取の再開に 30 分以上を要した．すなわち，ピレトリンやピレスロイド系殺虫剤は，味覚物

質と同じくらい即効的に最初のひと飲みを中断させるだけでなく，その後の摂取行動を継続的に妨げた．ひと

飲みを繰り返す実際の状況では，ピレトリンやピレスロイド系殺虫剤の摂取によって引き起こされる持続的な

摂食阻害は，摂取効率を大幅に低下させる．摂食行動を持続的に阻害するピレトリンの摂食阻害作用は，
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味覚モダリティに依らず，摂取を中断させるだけの味覚物質のものと対照的である． 

ピレトリンとピレスロイド系殺虫剤はハエの摂取行動を速やかに中断させたことから，摂食に関わる口器の

味覚感覚器への作用が想定される．ピレトリンやピレスロイド系殺虫剤をショ糖溶液に混合した時の摂取量

は，クロキンバエの胸部腹面に局所施用した時のノックダウン（KD）時間が短い化合物ほど，減少した．

摂取量は摂取時間に依存したことから，この結果は，クロキンバエを速やかに KD させる化合物は，より短い

時間で摂取を中断させたことを表している．KD は，ピレトリンやピレスロイド系殺虫剤に特有の即効的な中

毒症状である．KD の発現は，殺虫作用の機序である神経細胞上の電位依存性ナトリウムチャネルの機能

を調節する薬理作用に起因することから(Soderlund 2012)，ピレトリンやピレスロイド系殺虫剤の摂食阻害

作用もまた，KD や殺虫作用と同一の標的分子への作用に基づいていると結論付けられた．化合物の由来

（天然/合成）に依らない摂食阻害活性と KD 活性の相関は，ピレトリンを構成する６つの殺虫性成分間

の摂食阻害活性の違いは，KD 活性に関わる薬理学的な作用の特徴の差異に基づいていることを示唆する． 

この章の結論として，天然ピレトリンとその構成成分は，味覚物質と遜色ない速さでクロキンバエの摂取

行動を中断させ，さらにその後の摂取行動の再開を継続的に妨げることを見出した．ピレトリンやピレスロイド

系殺虫剤は，神経細胞上の電位依存性ナトリウムチャネルに対する薬理作用を発揮することで，KD や殺

虫作用だけでなく，摂食阻害作用をも示すことが明らかになった．これらの結果は，ピレトリンは，クロキンバ

エの口器に存在する味覚感覚器に作用するが，その機序は，塩味，苦味，酸味物質とは根本的に異なる

ことを示唆した．
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第４章 ピレトリンに対する口吻の嫌悪応答の行動解析と摂食阻害に関わる味覚器官の

特定 

 

4.1 背景と目的 

 

第３章では，キャピラリー摂食実験を行い，ピレトリンとピレスロイド系殺虫剤がクロキンバエの摂取行動

に与える影響を解析した．天然ピレトリンと 6 つの殺虫性成分はいずれも，味覚物質（塩化ナトリウム，ク

イニン，酒石酸）と同様に最初のひと飲みを中断させるだけでなく，その後の摂取行動を継続的に妨げた．

天然ピレトリンを摂取したクロキンバエは，口吻を震わせながら下方に繰り返し伸展させる嫌悪的な行動応答

を示した．味覚物質とは異なる，ピレトリンやピレスロイド系殺虫剤に特有の摂食阻害作用の発現様式を明

らかにするには，この口吻の活動パターンを定量化し，摂取行動との関連性を明らかにする必要がある． 

一方，ピレトリンやピレスロイド系殺虫剤の摂食阻害活性はノックダウン（KD）活性と相関したことから，

摂食阻害作用の標的分子は，KD 活性や殺虫活性の作用点である神経細胞上の電位依存性ナトリウムチ

ャネルであり，神経系の働きをかく乱する薬理作用が摂食阻害の元にあることが明らかになった．高濃度では

ピレトリンやピレスロイド系殺虫剤はハエの摂取を速やかに阻害したことから，摂取した化合物は摂食に関わる

口器の味覚感覚器を刺激した可能性が高い．ハエの口器にある味覚感覚器は，キイロショウジョウバエで詳

細に調べられている(Chen and Dahanukar 2017; Mahishi and Huetteroth 2019; Chen and 

Dahanukar 2020)．ハエ成虫の口器には口吻の内外に複数の味覚感覚器が局在しており，それらは局在

部位から大きく 3 つに分類することができる；口吻先端の唇弁の周囲に存在する毛状味覚感覚子（図 4-1，

①），唇弁の内側の疑気管（pseudotrachea）の間に点在するペグ状味覚感覚子（②），そして咽頭

の内側に点在する咽頭味覚器官である（③）である．これらの味覚感覚器は，ハエが餌を摂取する時に一

時的，または継続的に餌の内容物に晒される．先行研究の通り(Holan et al. 1978; Holan and 

Poppleton 1980)，神経上の電位依存性ナトリウムチャネルに作用するピレトリンやピレスロイド系殺虫剤は，

口吻から摂取される際に味覚感覚器を構成する末梢神経を刺激することが可能である．しかしながら，得ら
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れた電気生理学的なエビデンスは，その感覚器への作用が摂食の中断に関与したことを必ずしも意味しない．

摂食阻害作用に関わる味覚器官を明確にするには，候補味覚器官の一部を切除したり，マスキングするな

どの処置を行った上で摂食行動を調べる操作実験が有効だろう． 

そこで，第 4 章では，ピレトリンやピレスロイド系殺虫剤の摂取によって引き起こされる口吻の活動を動

画撮影し，その特徴を把握した．口吻の活動を定量化し，その活動パターンを摂取行動と対応づけるため，

拘束したクロキンバエの口吻の筋電図を記録しながらキャピラリー摂食試験を行った．続いて，口吻や咽頭に

局在する味覚感覚器への作用が摂食阻害を引き起こす確証を得るため，口吻から摂取したショ糖溶液が消

化管に吸収されないように咽頭を結紮した上で，口吻の筋活動を記録する操作実験（咽頭結紮実験）を

行った．唇弁の毛状味覚感覚子（図 4-1，①）は潜在的な餌のプロービングに用いられ，餌の摂取の開

始・中断の判断には関わっていないことから(Mahishi and Huetteroth 2019)，最後に，唇弁の周囲に生え

る味覚感覚毛が試験溶液に晒されない細さのガラスキャピラリーを用いて摂食実験を行い，天然ピレトリンの

摂食阻害活性と摂取後の口吻の活動を調べた． 
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図 4-1 ハエ類の味覚感覚器． 

ハエの口器にある味覚感覚器は大きく３つに分けることができる；①毛状味覚感覚子，②ペグ状味覚感覚子，③咽頭

味覚器官．キイロショウジョウバエの咽頭味覚器官は，上唇感覚器（labral sense organ; LSO），腹側口腔感覚器

（ventral cibarial sense organ; VCSO），背側口腔感覚器（dorsal cibarial sense organ; DCSO）3つの味覚器

官から構成される．ハエの図はMeyerhof (2013)から引用し，一部改変した．ペグ状味覚感覚子の写真はZhouら

(2019)から引用． 

 

4.2 材料と方法 

 

4.2.1 ハエ 

 

第2章2.2.1に記載の方法で飼育した． 

 

Pharynx
(咽頭)

Labellum 
(唇弁)

External taste organ
(外部味覚器官)

Labellar taste hairs (毛状味覚感覚子) ― ①

Taste pegs (ペグ状味覚感覚子) ― ②

Internal taste organ
(内部味覚器官) Pharyngeal taste organ (咽頭味覚器官) ― ③

①
Labellar taste hairs

②
Taste pegs

③
Pharyngeal
taste organ 
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4.2.2 試験化合物 

 

第２および第３章と同様に，除虫菊から抽出精製した高純度のピレトリン（天然ピレトリン）を用いた．

塩化ナトリウム，クイニンおよび酒石酸の味覚物質（図 2-2）を評価した．これらの試験化合物の由来は，

第 2 章の 2.2.2 に記載した通りである．天然ピレトリンは DMSO に溶解し，それぞれ 100 mM のストックを

作成した．これら以外の試験化合物の溶液処方は，前章の 2.2.2 に記載した通りである． 

第2および第3章で行った試験と同様に，殺虫性化合物の試験では，100 mMのDMSOストックを0.1 

Mのショ糖溶液で希釈した．殺虫性化合物の最高濃度は1 mMであり，そのショ糖溶液にはDMSOが1%

含まれていることになる．試験溶液は16倍または4倍で希釈し，濃度応答性を評価した．DMSOを1%含む

ショ糖溶液をブランク溶液として評価した．水溶性の味覚物質である塩化ナトリウム，クイニンおよび酒石酸

は，ショ糖溶液そのもので希釈した． 

 

4.2.3 口吻の嫌悪応答の記録 

 

天然ピレトリンの摂取によって引き起こされる口吻の嫌悪応答を描写するため，拘束したクロキンバエの摂

取行動をデジタルカメラで記録した．先端を切り落とした 1000 µl チップの基部からハエを挿入し，頭部が先

端から突き出した状態で固定した．拘束したハエを実体顕微鏡（SZ61; Olympus, 東京）下に固定し，第

3 章で行ったキャピラリー摂食試験で用いたガラス毛細管マイクロピペット（容量：25 µl；2-000-025; 

Drummond Scientific Co.）で試験溶液を与えた時の口吻の動きを実体顕微鏡に接続したデジタルカメラ

(DP22; Olympus)で撮影した．摂取行動をほぼ完全に阻害する 62.5 µM の天然ピレトリンを試験した．対

照試験として，DMSO を 1%含むショ糖溶液を試験した．比較対象として，摂取行動を 62.5 µM の天然

ピレトリンと同程度抑制する濃度の味覚物質を評価した；塩化ナトリウム（1 M），クイニン（250 µM），

酒石酸（250 mM）． 
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4.2.4 口吻の筋活動の記録 

 

天然ピレトリンの摂取は，口吻全体や唇弁の継続的な痙攣に加えて，通常のショ糖溶液の摂取では

見られない下方への口吻伸展や急な口吻の引き戻し，嘔吐を断続的に引き起こした．ピレトリンに対する口

吻の運動応答のレパートリーは幅広いことから，口吻を構成する様々な筋肉が同時多発的に収縮していると

予想された．そこで，摂食行動の最中および摂食を止めた後の口吻の筋活動を定量化するため，ワイヤ電

極を用いて，口吻を構成する筋肉の活動を筋電図法で記録した．ビデオ撮影の時と同様に，ハエを 1000 

µl チップで拘束し，ワックスプレート上で口吻をピンで固定した．唇弁を開口させる叉状後引筋（図 4-2A，

Retractor Furca; Rt Fur）から，口吻の基幹である Rostrum を折り曲げて引き戻すための後引筋（図 4-

2B，Retractor of Rostrum; Rt Rst）まで，口吻の運動に関わる幅広い筋肉の活動を検出するため，ポリ

ウレタンで被覆された銅線（直径 10 µm，FX-91; Kaisi Precision Tools, China）からなる記録電極を口

吻の吻管（haustellum）の側方前方部に（図 4-2A），不関電極の銅線は同側の複眼に刺入した（図

4-2B）．記録電極の先端は，吻管側方の特定の筋肉に刺入することなく，吻管の体腔内に留めた．その

後，ファラデーケージの中に置いた実体顕微鏡の下にハエを固定し，二本のワイヤは差動増幅器（model 

DP-311; Warner Instruments, CT, US）のヘッドステージに接続した．筋電図のアナログ信号を差動増幅

器で増幅し（gain: ×1000，10-Hz high-pass and 10k-Hz low-pass filter），Axon Digidata1550B

（Molecular Devices, California, US）でデジタル信号に変換した．筋電図は，64 ビットのウィンドウズ PC

上の pCLAMP（version 10.6, Molecular Devices）で表示，記録した．口吻の筋活動と口吻の実際の

動きの関連を調べるため，いくつかの試行では，筋電図記録と動画撮影を組み合わせた．筋電図記録では，

摂取行動を殆ど抑制する 4 および 62.5 µM のピレトリンを評価した．対照試験として，DMSO を 1%含むシ

ョ糖溶液を試験した．比較対象として，一連の味覚物質（塩化ナトリウム，1 M；クイニン，250 µM；

酒石酸，250 mM）を評価した．Igor6.3.7.2 のアドオンソフトである NeuroMatic（ver.3.0c）(Rothman 

and Silver 2018)を用いて，筋活動の平均頻度を求めた． 
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図 4-2 口吻を構成する筋肉と筋電図の記録部位． 

A．吻管（haustellum）の側方にある主な筋肉．B．Rostrum（RST）および頭部前面にある口吻の運動に関

わる筋肉．いずれの図も Deithier (1959) から引用し，一部改変した． 

 

4.2.5 咽頭結紮実験 

 

口吻や咽頭に局在する味覚感覚器への作用が摂食阻害を引き起こす確証を得るため，口吻から摂取

したショ糖溶液がそ嚢や中腸へと移行しないように，咽頭を結紮した上で口吻の筋活動を記録し，嫌悪的

な口吻の活動を反映した口吻の持続的な筋活動が引き起こされるかどうかを調べた．ハエの体を仰向けにし

てパラフィンベッドに固定し，頭部の裏側を露わにした状態で，口吻を伸ばして動かないように唇弁の基部をピ

ンで固定した．口吻の基部（上唇，labrum）と頸部の間の頭蓋を解剖用ハサミで切除し，頸部から口吻

へと伸びる咽頭を露出した（図 4-3）．表層にある気管を可能な限り傷つけないように注意しながら，細い

ピンセットで咽頭を丁寧に引っ張り出し，絹糸をほぐして得た絹繊維で咽頭を縛った．その後，ワイヤ電極を

口吻に取り付け，餌溶液を摂取させた時の口吻の筋電図を記録した（手順は 4.2.3 の通り）．この状況

下でも，1 日絶食させたクロキンバエは食紅を適量加えたショ糖溶液を摂取し，咽頭にふくませる（図 4-

3）． 

A B

Wire 
electrodes

RST
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図 4-3 咽頭結紮実験． 

クロキンバエの頭部の裏側のクチクラを切除し，絹糸を用いて，露わにした咽頭を食道下神経節の手前で結紮した．食

紅で色づけたショ糖溶液を口吻に与えると，咽頭が膨満するまで溶液を摂取するのが見える． 

 

4.2.6 キャピラリー摂食試験 

 

唇弁の毛状味覚感覚毛の摂食阻害作用への関与を調べるため，唇弁の味覚感覚毛がピレトリンに晒

されないように工夫したキャピラリー摂食試験を行った．キャピラリーガラス管（直径：1.5 mm，G-1.5，成茂，

東京）をマイクロピペットプラー（P-1000，Sutter instrument，CA，US）で細く引き，その先端の外径

（内径）を約 180（120）µm に調整した．このガラスキャピラリーの先端を唇弁の合わせ目にわずかに挿入

することで，クロキンバエの唇弁の周囲にある感覚毛が試験溶液に晒されることなく，ハエは餌溶液を摂取す

ることができる（図 4-4）．この方法でショ糖溶液を与えても，口吻伸展応答を行わないことから，外部味

覚感覚子が試験溶液に晒されてないことが確認された．キャピラリー摂食試験では，0.1 M のショ糖溶液単

独，およびピレトリン 62.5 µM，塩化ナトリウム 1 mM またはクイニン 250 µM を加えたショ糖溶液を摂取さ

せた時の最初のひと飲みの摂取量と摂取時間を計測した．摂取終了のタイミングは，キャピラリーを咥えなが

Head of the fly
(posterior view)

Pharynx saturated
with food solution

Single silk fiber

Proboscis

Eye
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らも唇弁を動かさなくなる，もしくは口吻が痙攣し始めてキャピラリーから離れた時点とした．摂取量と摂取時

間は，第 3 章 3.2.3 に記載した方法で計測した． 

 

 
図 4-4 キャピラリー摂食試験． 

先端の直径を調整したガラスキャピラリーで唇弁の合わせ目からショ糖溶液を摂取させた．摂取の最中においても，ガラス

キャピラリーは唇弁の周囲に生える毛状味覚感覚子に触れることはなく，漏れ出た溶液に感覚子が浸ることもない． 

 

4. 2.７ 統計処理 

 

キャピラリー摂食試験で得た摂取量の濃度応答データは，IgorPro（ver. 6.3.7.2）を用いて 4 パラメータ

ーロジスティック回帰した．手順は，3.2.5 に記載した通りである．口吻の筋活動の平均頻度の化合物間に

おける比較には，ボンフェローニ補正を施した t 検定を用いた． 

 

4.3 結果 

 

4.3.1  摂取したピレトリンおよび味覚物質に対する口吻の嫌悪応答 

 

摂取行動をビデオ撮影することで，味覚物質と天然ピレトリンの決定的な違いが明確になった．摂取量

Glass capillary

Labellar taste hairs
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を十分低下させた濃度（62.5 μM）の天然ピレトリンとピレトリン I・II に対して，ハエは摂取を直ぐに止めると，

唇弁や口吻を小刻みに震わせた（図 4-5A，proboscis trembling）．動画の観察から，ハエは，口吻を

震わせながら，伸展と引き戻し（retraction）を不規則に繰り返すことが示された．ハエは時折，えずく様に，

胸がある下方へと口吻を完全に伸展させた（図 4-5B，aversive PER）．また，口吻の伸展や引き戻しの

合間にハエは嘔吐し，唇弁に液滴を蓄えた（図 4-5C，vomiting）．これらの特徴的な口吻の活動は持

続的であったが，多くの場合，一定時間後には収まり，ハエはその後摂取行動を正常に行うことができた．

対照的に，塩化ナトリウムやクイニン，酒石酸を含むショ糖溶液の摂取を止めた後は，たとえ摂取をほぼ完

全に阻害する濃度であっても，ハエは，ピレトリンの摂取で観察されたような口吻の活動を一切示さず，口吻

を元の場所に直ぐに引き戻した（data not shown）． 

 

 
図 4-5 摂取した天然ピレトリンおよびピレトリン I・II に対してクロキンバエが示す嫌悪応答． 

ピレトリン（62.5 µM）を摂取すると，口吻の先端にある唇弁（labellum）や吻管（haustellum）を震わせながら

（A），時折，口吻全体をえずくように伸ばしたり（aversive PER; 嫌悪的口吻伸展応答，B），嘔吐したりする

Aversive PER Vomiting
B C

Proboscis trembling
A
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（C）．この様な嫌悪的な口吻の活動は，摂食阻害活性を示す濃度であっても，塩化ナトリウム（1 M）やクイニン

（250 µM），酒石酸（250 mM）では観察されない． 

 

ピレトリンやピレトリン I・II の摂取によって引き起こされた口吻の嫌悪的な活動を定量化するため，拘束し

たハエの口吻の筋活動をワイヤ電極で記録した．ショ糖溶液を与えた場合，口吻の筋活動は，摂取時間の

長さに関わらず，キャピラリー管を唇弁に当てている間だけ活性化した（図 4-6A）．摂取行動と対応した口

吻の持続的な筋活動は，摂食を阻害する濃度の塩化ナトリウム，クイニンまたは酒石酸を含むショ糖溶液を

摂取した時においても観察された（図 4-6C）．天然ピレトリンを含むショ糖溶液を摂取した時は，摂取の

最中だけでなく，摂取を止めた後も口吻は激しく活動し続けた（図 4-6B）．  

そこで，摂取時間が異なるそれぞれの試行で得られた筋活動頻度の時系列データを，摂取を終えたタイ

ミングを基準として並び直して平均化した（図 4-7A）．対照区のショ糖溶液を摂取した時は，口吻の筋活

動は摂取を止めた直後に収まり，その後，低い活動レベルを維持した（図 4-7A）．味覚物質を摂取した

場合も同様に，口吻の筋活動のレベルは摂取中断直後に大きく低下し（図 4-7A），その後の活動レベル

は対照区と変わらなかった（図 4-7B）．一方，嫌悪的濃度の天然ピレトリンを摂取した場合，口吻の筋

活動は摂取を中断した時点でさらに活性化し，その後，その活動レベルを維持した（図 4-7A）．摂取の

中断から生じた口吻の過興奮のレベルは，その後，緩やかに減少しながらも，摂取終了から少なくとも 4 分

間は，味覚物質を摂取した時よりも高いレベルを維持した（図 4-7B）．以上の結果から，経口摂取した

天然ピレトリンは，口吻を構成する筋肉群の反復的で不規則な活動からなる嫌悪応答を引き起こすことで摂

取を速やかに中断させることが明らかになった． 
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図 4-6 天然ピレトリンや摂食を阻害する味覚物質を摂取させた時の口吻の筋活動． 

ワイヤ電極を用いて餌を摂取している時の口吻の筋活動を筋電図法で記録した．口吻は基本的に餌を摂取している時に

のみ活動的になる（A）．嫌悪的な濃度の天然ピレトリン（B），または嫌悪的な味覚物質（C）を含むショ糖溶液を

摂取した時の口吻の筋電図．天然ピレトリンは摂取後に持続的な口吻の過興奮を引き起こした．図中の横線は，ハエ

がキャピラリーから餌を摂取している期間を示す． 
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図 4-7 天然ピレトリンや嫌悪的な味覚物質を摂取したクロキンバエの口吻の筋活動． 

A. 異なる個体から取得した口吻の筋活動の平均頻度の推移．B. 摂取後 4 分間の口吻の筋活動の平均頻度．各時

間帯で，異なるアルファベット間には有意差があることを示す（ボンフェローニ補正を施した t 検定，p < 0.001，n = 

6~10）．エンベロープ（A）およびエラーバー（B）は標準誤差を示す． 

 

4. 3. 2 咽頭結紮試験 

 

咽頭を食道下神経節の手前で結紮したハエに天然ピレトリン（62.5 µM）を摂取させると，唇弁が小
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刻みに痙攣する嫌悪的な動きが引き起こされた．口吻の筋活動を記録したところ，天然ピレトリンを摂取した

時のみ，口吻の筋活動は摂取後も継続することが示された（図 4-8A）．異なる個体から得られた筋活動

頻度の時系列データを，摂取を終えたタイミングに合わせて並び直して平均化した．苦味物質のクイニンを摂

取した後の口吻の筋活動は，摂取を中断した数秒後には対照区のショ糖溶液を摂取した時の筋活動のレベ

ル（ベースライン）にまで収まった．一方，天然ピレトリンの摂取は，口吻の筋活動を摂取中断以降も持続

させ（図 4-8B），対照区を上回る活動レベルを少なくとも 4 分間維持した（図 4-8C）．咽頭を結紮し

ない通常のハエの行動が操作実験で再現されたことから，天然ピレトリンの摂取によって引き起こされた口吻

の持続的な過興奮は，中腸やそ嚢に移行した化合物の神経作用に由来するのではなく，餌を摂取している

時にその内容物に晒される口吻や咽頭に存在する味覚感覚器への作用に基づいていることが明らかになった． 

 

図 4-8 咽頭を結紮したクロキンバエに天然ピレトリンまたはクイニンを摂取させた時の口吻の筋活動． 

A. ある個体から取得した口吻の筋電図．B. 異なる個体から得た口吻の筋活動の平均頻度の推移．C. 口吻の筋活動

の平均頻度．それぞれの時間帯で，異なるアルファベット間には有意差があることを示す（ボンフェローニ補正を施した t
検定，p < 0.001，n = 6~10）．平均値を囲むエンベロープ（B）とエラーバー（C）は標準誤差を示す． 

A

B C
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4. 3. 3 キャピラリー摂食試験 

 

これまでに行った実験から，クロキンバエは，摂取したピレトリンに対して持続的な口吻の過興奮を伴った

嫌悪応答を速やかに行うことで，摂取を中断することが明らかになった．ピレトリンとピレスロイド系殺虫剤の

摂食阻害作用には，それらが本質的に有する神経細胞を興奮させる薬理作用が関わっていることから（第

3 章），ピレトリンは口吻や咽頭に存在する，一部またはすべての味覚感覚器を速やかに刺激した可能性が

高い．唇弁の毛状味覚感覚子（図 4-1，①）は潜在的な餌のプロービングに用いられ，以降の餌の摂取

の開始・中断の判断には関わっていない(Mahishi and Huetteroth 2019)．そこで，唇弁の味覚感覚毛が

試験溶液に晒されないように先端の直径を小さくしたキャピラリーガラス管を用いて摂食試験を行い，天然ピレ

トリンや味覚物質の摂食阻害活性を評価した． 

クロキンバエは，唇弁の合わせ目からショ糖溶液を啜ることができ（図 4-3），得られた摂取量（図 4-

9A，左端）と摂取時間（図 4-9B，左端）には再現性があった．天然ピレトリンを試験すると，摂取を止

めた直後から口吻の唇弁を痙攣させる嫌悪的な動きが観察された．得られた摂取量（図 4-9A）と摂取時

間（図 4-9B）は天然ピレトリンの濃度の増加にしたがって次第に減少し，62.5 µM の濃度の摂取量は，

十分な摂食阻害作用をもたらす塩化ナトリウム（1 M）やクイニン（250 µM）と同程度だった．摂取量と

摂取時間の濃度応答性を４パラメーター対数ロジステック関数で回帰し，それぞれの半数阻害濃度（IC50）

を得た（図 4-9AB, 挿入）．摂食量と摂取時間の IC50 値は，いずれも 1 µM 未満であり，唇弁全体でキ

ャピラリーから餌水を啜る通常のキャピラリー摂食試験法で得られた IC50 値（図 3-3）と同程度だった．これら

の結果から，天然ピレトリンの摂食阻害作用の発現には，唇弁の毛状味覚感覚毛は関わっていないことが

明らかになった．  
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図 4-9 外部味覚感覚毛を刺激させない様にキャピラリー摂食させた時の天然ピレトリンおよび味覚物質の摂食阻害活性． 

ひと飲みした量（A）と摂取時間（B）をショ糖溶液に溶解させた天然ピレトリンの濃度に対してプロットした．塩化ナトリ

ウム（1 M），クイニン（250 µM）の結果を併記した．N = 10．平均値 ± 標準誤差． 

 

4.4 考察 

 

ビデオ撮影と口吻の筋電図記録により，天然ピレトリンの摂取は，クロキンバエの口吻を構成する筋肉

を持続的に過興奮させることが明らかになった．筋電図によって示した口吻を構成する筋肉群の不規則で持

続的な過興奮は，口吻の継続的な震えや，断続的に繰り返された口吻の伸展や引き戻しを反映した．時

折引き起こされた，胸部がある下方への口吻の完全な伸展（図 4-5B）は最も目立つ行動応答であり，餌

を探す時に繰り出す通常の口吻伸展応答とは明確に異なった．類似する口吻の伸展運動は，キャラウェイ

（セリ科）の精油(Evans 1961)や，シトロネラールやリモネンなどのテルペン類(Dethier 1972; Ozaki et al. 

2003)，ギ酸（Saxena, 1958）など，有毒性の高い天然成分を摂取したクロキンバエで観察されている．

Dethier（1976）は，このような口吻伸展運動を“Hesitant extension of the proboscis”と表現し，有毒
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性の天然物の摂取に対する特徴的な嫌悪応答の一つして取り上げた．その他に挙げられた嫌悪応答は，

嘔吐と口吻のグルーミングであり，いずれも，選択型摂食試験（第 2 章）やキャピラリー摂食試験で観察さ

れている．従って，天然ピレトリンによって引き起こされた一連の特徴的な口吻の振る舞いは，有害性の物

質の摂取に対してクロキンバエが普遍的に示す嫌悪応答であると結論づけた．以上の考察を踏まえて，天然

ピレトリンの摂取によって引き起こされた特徴的な口吻伸展は，嫌悪的口吻伸展応答(Ozaki et al. 2003)と

呼称し（図 4-5B），摂取活動の際に通常引き起こされる口吻伸展応答と明確に区別した． 

このように，クロキンバエでは有害性物質に対する嫌悪行動は半世紀前から記載されてきた．意外なこ

とに，摂食阻害物質の味覚受容の分子・細胞基盤が最も深く調べられているキイロショウジョウバエでは，有

害性物質に対する嫌悪行動は報告されていない．そのため，有害性物質の摂食阻害作用と嫌悪行動の因

果関係は明らかにされてこなかった．今回，キャピラリー摂食で引き起こした嫌悪応答の筋電図解析により，

ピレトリンの摂取が口吻の痙攣を直ちに引き起こすことで摂食を中断させ，この口吻の異常興奮が継続するこ

とで摂取再開を遅延させることを明らかにした．口吻の痙攣が続く中で時折生じた嘔吐は，一般的に，生

存応答とみなされる．ひとしきりの摂取の後に続いた嘔吐は，そ嚢や中腸に蓄えられるピレトリンの量をできる

限り少なくしたはずである．摂取した天然ピレトリンに対するクロキンバエの一連の嫌悪応答は，餌のさらなる

摂取を継続的に抑えると同時に，すでに摂取した化合物の吸収を可能な限り回避することに役立つ．このこ

とは，クロキンバエはピレトリンを有害な化合物として感受していることを意味する．このような，ピレトリンの摂

食阻害作用の成り立ちは，嫌悪応答を引き起こすことなく，摂取行動を中断させるだけの塩味，苦味およ

び酸味物質とは根本的に異なった． 

咽頭結紮試験により，口吻の持続的な筋活動から描写される嫌悪応答は，餌溶液に晒される口吻や

咽頭に存在する感覚器への作用に基づいていることが明らかになった．また，ハエの口器に存在する 3 種類

の味覚感覚器の中で，潜在的な餌の評価に用いられ，蒸散物を検知することも可能である(Hopkins 

1964; Dethier 1972; Dethier 1976)，唇弁の毛状味覚感覚子は，ピレトリンの摂食阻害作用の発現には

関与しないことが示された．すなわち，残りの 2 つの味覚器官である，唇弁の内側に存在するペグ状味覚感

覚子(Wilczek 1967; Chen and Dahanukar 2020)と，咽頭の内側にある咽頭味覚器官(Dethier 1976; 
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Chen and Dahanukar 2017; Chen and Dahanukar 2020)のいずれか，または両方に天然ピレトリンが作

用し，嫌悪応答を引き起こすことが明らかになった． 

この章の結論として，天然ピレトリンの摂取は口吻の嫌悪応答を継続的に引き起こすことで，餌のさら

なる摂取を抑制し，クロキンバエは嫌悪応答の合間に嘔吐することで，摂取した化合物の吸収を可能な限り

避けることを明らかにした．嫌悪応答の発現には唇弁の内側に存在するペグ状味覚感覚子や，咽頭の内側

にある咽頭味覚器官のいずれか，または両方が関わることが示された． 
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第 5 章 ピレトリンに対する口吻の味覚神経応答の電気生理学的解析 

 

5.1 背景と目的 

 

第 4 章では，ピレトリンの摂取は，クロキンバエに特徴的な嫌悪応答を引き起こすことを明らかにした．

嫌悪応答は，口吻の継続的な震えと，時折生じる嫌悪的口吻伸展応答や口吻の引き戻し，嘔吐から構

成され，それらは口吻を構成する筋肉群の持続的で不規則な痙攣から描写された．一連の嫌悪応答は，

ピレトリンの摂取によって速やかに引き起こされることで，餌のさらなる摂取を継続的に抑えると同時に，すでに

摂取した化合物の吸収を可能な限り避けることを可能にすると結論付けられた．嫌悪応答の発現には唇弁

の周囲にある毛状味覚感覚子は関与しなかったことから，ピレトリンは，唇弁の内側に存在するペグ状味覚

感覚子や，咽頭の内側にある咽頭味覚器官のいずれか，または両方に作用することがわかった． 

ピレトリンの摂取によって引き起こされた嫌悪応答は少なくとも 5 分間は持続し，濃度の増加に応じて，

摂取ができる状態になるまでの時間を引き延ばした．この間，クロキンバエは口吻を震わせながら，嫌悪的口

吻伸展応答や口吻の引き戻しを繰り返した．嫌悪的な行動が繰り返されることから，ピレトリンに対する味

覚感覚応答は摂取後も持続する可能性が高い．このような感覚応答特性を電気生理学的にとらえるには，

味覚器官が化合物溶液に晒されるタイミングを把握，もしくは制御することが可能なセットアップを組む必要

がある．最も直接的な方法の一つは，餌水を摂取する神経運動機能を保った in vivo 条件で，クロキンバ

エの唇弁にあるペグ状味覚感覚子や，咽頭の内部に存在する咽頭味覚器官の神経活動を記録することで

ある．得られた味覚神経の応答パターンを，嫌悪応答を表す口吻の筋活動と経時的に関連付けることで，

嫌悪応答の解発に関わる味覚神経応答を特定することができるはずである． 

ハエの唇弁にあるペグ状味覚感覚子や毛状感覚子を構成する味覚受容ニューロンは，唇弁神経

（labial nerve）に束ねられる．左右一対の唇弁神経は，口吻の側方を通って食道下神経節に接続する

(Dethier 1976)．キイロショウジョウバエでは，咽頭味覚器官を構成する味覚受容ニューロンは咽頭神経

（pharyngeal nerve）に束ねられ，唇弁神経と同様，食道下神経節に接続する．クロキンバエでは，咽
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頭味覚器官は形態学的にも生理学的にも同定はされていないが，その存在は指摘されており(Dethier 

1976)，キイロショウジョウバエの咽頭神経に相同する上唇額神経（labrofrontal nerve）が存在する

(Dethier 1959; Dethier 1976)．そこで，片側の神経筋機能を保った in vivo 条件下でクロキンバエに天然

ピレトリンを含むショ糖溶液を摂取させ，口吻の筋電図を記録しながら，反対側の唇弁神経または上唇額

神経に含まれる感覚ニューロンの複合インパルス（compound action potentials）を細胞外記録法で記録

した． 

 

5.2 材料と方法 

 

5.2.1 ハエ 

 

第2章2.2.1に記載の方法で飼育した． 

 

5.2.2 試験化合物 

 

第４章と同様に，除虫菊から抽出精製した高純度のピレトリン（天然ピレトリン）を用いた．比較対象

として，キイロショウジョウバエの咽頭味覚器官で受容されることが明らかになっている(Chen et al. 2019)，苦

味物質クイニン（図 2-2）を評価した．天然ピレトリンとクイニンの溶液処方は，第 2 章の 2.2.2 に記載した

通りである．電気生理試験には，それぞれ，摂食を阻害する濃度である 62.5 µM および 250 µM の天然

ピレトリンとクイニンを含む 0.1 M ショ糖溶液を使用した．天然ピレトリンの溶液には 0.0625%の DMSO を含

んでいる．試験化合物以外の条件をそろえるため，すべての試験溶液に同一濃度の DMSO を加えた． 

 

5.2.3 電気生理実験 
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摂取した天然ピレトリンに対するペグ状味覚感覚子や咽頭感覚器の神経応答を調べるため，それぞれ

の感覚器を構成する感覚ニューロンの神経活動を細胞外記録法で記録した．24 時間絶食させたクロキンバ

エの体を仰向けにパラフィンベッドに固定し，頭部の裏側があらわになるように口吻を伸ばした状態で動かない

ようにピンで固定した．口吻の基部（上唇，labrum）と頸部の間の頭蓋を解剖用ハサミで切除し，咽頭の

腹側を露にした．唇弁神経（labial nerve, 図 5-1Ai）と咽頭神経（pharyngeal nerve, 図 5-1Aii）はそ

れぞれ左右一対あり，いずれも食道下神経節（subesophageal ganglion; SOG）を起点とする．唇弁の

毛状味覚感覚子やペグ状味覚感覚子を構成する感覚ニューロンの軸索は，一対の唇弁神経を経由して食

道下神経節の特定の部位に投射する(Steck et al. 2018)．右側の唇弁神経の付け根を食道下神経節から

切り離し，切断した神経をガラスキャピラリーからなる吸引電極で吸引して，唇弁神経に含まれる求心性ニュ

ーロンの複合インパルスを記録した（図 5-1Bi）．キイロショウジョウバエの咽頭味覚器官由来の味覚ニューロ

ンの軸索を束ねる結合咽頭神経（combined pharyngeal nerve）(Miyazaki and Ito 2010)は，クロキン

バエの上唇額神経（labrofrontal nerve）(Dethier 1959)に相当する．右側の上唇額神経を食道下神経

節から切り離し，２本の上唇神経（labral nerve）に分岐する基部をガラスキャピラリーで吸引した（図 5-

1Bii）．いずれの記録でも，反対側の神経繊維はそのままの状態で摂食機能を維持させ，ワイヤ電極を用

いて口吻の筋活動を同時に記録した．口吻は，ある程度伸びた状態でとどまるように緩やかにピンで固定し

た．試験化合物はガラスキャピラリーに含ませて，唇弁の周囲の毛状感覚子を刺激しない様に唇弁の合わせ

目から摂取させた．摂取時間は 10 秒～20 秒間の範囲とし，5 分間の観察時間をおいた．一個体で，一

連の化合物セットを順々に評価した．天然ピレトリンは不可逆的な作用を示しうるため，味覚物質を試験し

た後で評価した．電気シグナルは 10kHz でサンプリングし，10-10kHz のバンドパスフィルターを通した後で，

データ取得システム（Axon Digidata 1440B，Molecular Device，CA，US）に保存した． 
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図 5-1 唇弁神経および咽頭神経に含まれる感覚ニューロンの神経応答の細胞外記録． 

A. クロキンバエの唇弁神経（labial nerve）と，キイロショウジョウバエの咽頭神経に相当する上唇額神経

（labrofrontal nerve）．ハエの頭部の裏側のクチクラをはがすと，咽頭を挟んで一対の唇弁神経が手前に見える

（Ai）．唇弁神経を切除すると上唇額神経を視認できる（Aii）．B. 唇弁神経（Bi）および咽頭神経（Bii）の感

覚ニューロンの神経活動を細胞外記録するための吸引電極の配置．口吻の筋電図を同時記録するため，口吻の吻管

（haustellum）の反対側方部の先端にワイヤ電極を刺入した． 

 

5.2.4 解析 

 

インパルスは Clampfit（ver. 10.6，Molecular Devices）を用いて抽出した．グラフの描画には Igor 

Pro 6.3.7.2 (WaveMetrics, Lake Oswego, OR, US)を用い，統計処理は R（ver. 3.6.1）で行った．各サ

ンプルで得られたインパルスの発火頻度は一標本 t 検定を用いて比較し，多重比較を行う場合は，得られ

た p 値をボンフェローニ法で補正した． 
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5.3 結果 

 

5.3.1 ペグ状味覚感覚子由来感覚ニューロンの天然ピレトリンに対する神経応答 

 

摂取した天然ピレトリンに対するペグ状味覚感覚子由来の感覚ニューロンの神経応答を調べるため，唇

弁神経に含まれる感覚ニューロンの複合インパルスを吸引電極で記録しながら，唇弁の毛状味覚感覚子を

刺激しない様に試験溶液を唇弁の合わせ目から摂取させた．ワイヤ電極で同時記録した口吻の筋活動と食

紅で色づけた餌溶液が咽頭を通過する様子から，ハエはショ糖溶液やクイニン（250 µM）または天然ピレト

リン（62.5 µM）を混合したショ糖溶液をいくらか摂取することを確認した（図 5-2Ai-iii，下段）．ショ糖

溶液を摂取させるとインパルスの発火頻度は一過的に高い状態を保ち（図 5-2Ai-iii，上中段），インパル

スの振幅の分布から，摂取前（図 5-2B, ベースライン）よりも大きいインパルスが多数発生することがわかった

（図 5-2B，上段）．キャピラリー摂取による唇弁神経の活性化は，空のガラスキャピラリーでも再現されたこ

とから（図 5-2Aiv, B），ショ糖溶液の摂取によって発生したインパルスの大半は，キャピラリー管の唇弁への

接触に対するペグ状味覚感覚子の機械刺激受容ニューロンの興奮応答に由来することが示された．摂食を

阻害する濃度のクイニンや天然ピレトリンをショ糖溶液に加えても，摂取中に発生したインパルスの構成は，

機械刺激応答が優先するショ糖溶液に対する応答のものと変わらなかった（図 5-2B，上段）．記録した

複合インパルスの振幅値の幅や，自発発火インパルスの分布の形状は個体（プレパレーション）によって変化

した（図 5-3，上段）．いずれの個体においても，得られた複合インパルスの振幅値は単峰性の連続的な

分布をとり，機械刺激または味覚刺激特異的なインパルスを分離・同定することはできなかった．そこで，個

体毎に得られた複合インパルスは，神経活動のベースラインである自発的に発生した小さなインパルス（Small 

spike; S spike）と，ペグ状味覚感覚子の機械刺激によって付加されたより大きなインパルス（Medium 

spike; M spike），そして，機械刺激でも活性化されない最も大きいインパルス（Large spike; L spike）

の３種類に分けて解析した（図 5-2B）． 

片方の唇弁神経が食道下神経節から切り離された条件下で，天然ピレトリンを摂取させたクロキンバエ
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は口吻を継続的に痙攣させることを確認した（図 5-2Aiii，下段）．天然ピレトリンの摂取に対して，ペグ

状味覚感覚子を構成する感覚ニューロンの発火頻度は，ショ糖単独を摂取している時と同様に即時的に増

加した（図 5-2Aiii，中段）．これらの感覚ニューロンは，天然ピレトリンを摂取した直後からさらに活性化し

た．この活性化は，摂取している時には殆ど観察されなかった，自発発火インパルスよりも大きいインパルス

（M，L スパイク）の発火頻度の増加に由来した（図 5-2Aiii，中段；図 5-2B，下段）．その後，唇弁

神経の感覚ニューロンの過興奮は，口吻の筋活動と対応するように持続した．対照的に，唇弁神経の持続

的な活性化は，摂食を阻害する濃度のクイニンを含むショ糖溶液を摂取した時には生じなかった（図 5-2Aii，

中段；図 5-2B，下段）． 

 

 

図 5-2 クイニンおよび天然ピレトリンを摂取した時のある個体の唇弁感覚ニューロンの応答． 

A. ショ糖溶液（Ai），もしくはクイニン（Aii）や天然ピレトリン（Aiii）を含むショ糖溶液を摂取させた時のある個体

（個体 A）の唇弁神経の神経活動と口吻の筋活動の推移．空のガラスキャピラリーで唇弁を機械的に刺激させた時の

Ai

Aii

Aiii
Aiv

B
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神経活動（Aiv）．B. 摂取中および摂取後 2 分間のインパルスの振幅値の分布．得られたインパルスは基本的に単峰

性の分布をとり，味覚物質や天然ピレトリンの摂取によって，より大きいインパルスを含む形状に変化した．得られたイン

パルスは，振幅の大きさから，自発的に発生する小さなインパルス（Small spike; S spike，灰色），唇弁への機械刺

激によって新たに発生したより大きなインパルス（Medium spike; M spike），機械刺激でも活性化されない最も大きい

インパルス（Large spike; L spike）の３つに分け（B），発火頻度の推移における内訳を対応する色で表した（A，

中段）．同時に記録した口吻の反対側の筋肉の筋活動を A の下段に記載した． 

 

天然ピレトリンの摂取によって引き起こされた唇弁神経の興奮応答は個体間で変動した（図 5-4）．

摂取を中断したタイミングを起点とした興奮応答の平均パターンを得るため，各々の個体で得られた全ての大

きさのインパルスの発火頻度を平均し，同時に記録した口吻の筋活動の平均パターンと対応付けた（図 5-

5）．その結果，ペグ状味覚感覚子を構成する感覚ニューロン群は，天然ピレトリンの摂取を中断した直後

からさらに活性化し，口吻の筋活動の持続的な活性化と対応するように，その後，興奮の状態を少なくとも

5 分間維持することが明らかになった．天然ピレトリンの摂取によって即座に生じた感覚ニューロン群の興奮は，

自発発火インパルスよりも振幅が大きいインパルス（M，L スパイク）の発生頻度の増加から特徴づけられた

が（図 5-2B；図 5-3，下段），それらの発生パターンは個体間で異なった（図 5-4）．そこで，摂取中

および摂取後 5 分間で得られたそれぞれの大きさのインパルスの発生頻度を平均化し，化合物間で比較した

（図 5-6）．摂食を阻害する濃度のクイニンを含むショ糖溶液を摂取している時のインパルスの発火頻度は，

振幅の大きさに関わらず，ショ糖溶液の摂取の時よりも増える傾向があったが，平均値の多重比較では統

計的有意性は認められなかった．天然ピレトリンを摂取している時のインパルスの発火頻度もまた，ショ糖溶

液の摂取の時と変わらなかった．摂取した後の感覚ニューロンの神経活動では，天然ピレトリンを摂取した時

に，自発発火インパルスよりも大きい M および L インパルスの発火頻度が有意に増加した．中でも，天然ピ

レトリンを摂取した後の L インパルスの発火頻度は，ショ糖単独および天然ピレトリンを含むショ糖溶液を摂取

している時の発火頻度よりも有意に高かった．これらの結果から，ショ糖溶液に含まれる天然ピレトリンは，ク

ロキンバエがショ糖溶液を摂取している間に唇弁の内側にある多数のペグ状味覚感覚子に直ちに作用し，そ

れらの感覚子を構成する多数の感覚ニューロンに対して，味覚物質や摂食に伴う機械刺激では引き起こすこ

とができない異常な過興奮を継続的に引き起こすことが明らかになった． 
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図 5-3 別の 3 個体から得られた摂取中および摂取後 2 分間の唇弁感覚ニューロンのインパルスの振幅値の分布． 

 

 
図 5-4 天然ピレトリンを摂取した時の唇弁神経由来感覚ニューロンの応答パターン． 

異なる 7 個体から得られた唇弁神経に含まれる感覚ニューロンのインパルス頻度の推移．摂取を中断したタイミングを始

点とし，インパルスの発火頻度は摂取を中断する 10 秒前から記載した．  
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図 5-5 味覚物質および天然ピレトリンに対する唇弁神経由来感覚ニューロンの応答パターン． 

A. 唇弁神経由来感覚ニューロンの平均発火頻度と口吻の筋活動の平均頻度の推移．B. 摂取後 5 分間の唇弁感覚

ニューロンの平均発火頻度．各時間帯で，異なるアルファベット間には有意差があることを示す（ボンフェローニ補正を施し

た t 検定，p < 0.001）．エンベロープ（A）およびエラーバー（B）は標準誤差を示す．n = 7． 

 

A

B
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図 5-6 咽頭神経由来感覚ニューロンの興奮応答におけるインパルス構成． 

それぞれの個体について，摂取中および摂取後 5 分間の複合インパルスをインパルスの振幅値にもとづいて S，M，L の

3 つに分類し，それぞれの条件における平均発火頻度を得た（±標準誤差，n = 7）．各インパルス幅において，棒グ

ラフの上に示された異なるアルファベットは平均値の間に有意差があることを示す（ボンフェローニ補正を施した t 検定，p 

< 0.05）． 

 

5.3.2 咽頭味覚器官由来感覚ニューロンの天然ピレトリンに対する神経応答 

 

天然ピレトリンに対する咽頭味覚感覚器の神経応答を調べるため，クロキンバエの咽頭神経（上唇額

神経）に含まれる感覚ニューロンの複合インパルスを吸引電極で記録しながら，毛状味覚感覚子を試験溶

液に晒さないように唇弁の合わせ目から摂取させた．咽頭神経に含まれる感覚ニューロンは，待機状態で自

発的に発火し続ける性質を示したが，発火頻度は 50Hz から 300Hz と幅があった（図 5-7）．発生したイ

ンパルスの振幅値の散布図を得たところ，自発神経活動は，振幅が明確に異なる２から４種類のインパル

スのバンドから成り，ほとんどの場合，最も大きいインパルスの発火頻度が高かった．蒸留水を含んだガラスキ

ャピラリーを口吻に当てると，最も大きいインパルスの発火頻度が直ちに減少すると同時に，しばしば比較的
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小さいインパルスの発火頻度が継続的に増加した（図 5-7）．ショ糖溶液を摂取させた場合，溶液の摂取

は，赤色に色づけた試験溶液が咽頭を通過する様子と，しばしば見られた飲み込み運動と連動した口吻の

筋活動から確認することができた．試験化合物を含むショ糖溶液を唇弁に含ませた場合，神経活動のパタ

ーンが変化するタイミングは溶液を飲み込む行動の発生に依存し，数回の飲み込み動作の後に引き起こされ

た神経応答は，基本的に減衰することなく持続した．摂取後に継続する神経応答は，咽頭内に残存する

餌溶液に咽頭感覚器が絶えず曝されることに由来すると予想された．そこで，一つ前の試験化合物が次の

化合物に対する神経応答に影響する可能性を排除するため，蒸留水を摂取させて 1 分程度おいた後に，

次の試験化合物を摂取させた．筋電図シグナルと飲み込み運動の観察から，摂取した個体についてのみ神

経活動を解析した． 
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図 5-7 蒸留水を摂取させた時の異なる 2 個体の咽頭感覚ニューロンの活動と口吻の筋活動の推移． 

A. インパルスの振幅値の散布図．上部に得られた電気シグナルを挿入した．B. インパルスの発火頻度．C. 筋電図で記

録した口吻の筋肉の頻度． 

 

クイニンまたは天然ピレトリンを含むショ糖溶液を摂取させた時の異なる 3 個体の咽頭神経の応答と同

時に記録した口吻の筋活動を図 5-8 に示す．口吻の筋活動の頻度は，どのショ糖溶液を摂取させた時でも

一時的または反復的に増加したことから，クロキンバエはいくらかの摂取運動を行ったことが確認された．摂取

の最中に，飲み込み運動と連動した咽頭神経の発火頻度の瞬間的な増加がしばしば観察された（図 5-

8AC，矢印）．この一過的な興奮応答は，餌溶液が咽頭を通過することによって，咽頭味覚感覚器に存

在する幾つかの機械受容器(Chen and Dahanukar 2017)が刺激されたことに由来すると考えられた．天然

ピレトリンを摂取した時は，キャピラリー摂食試験や唇弁神経の細胞外記録の時と同様に，口吻の筋活動は

直ちに活性化し，過興奮の状態は 5 分以上続いた（図 5-8Aiii, Biii, Ciii）．すなわち，天然ピレトリンの

摂取に対する口吻の嫌悪応答は，咽頭神経の細胞外記録試験においても再現された． 
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Ai

Aii

Aiii
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Bi

Bii

Biii
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図 5-8 摂取したクイニンおよび天然ピレトリンに対する咽頭神経由来感覚ニューロンの応答． 

異なる 3 個体（A，B，C）から得られた，ショ糖溶液（i），クイニン（ii），天然ピレトリンを含むショ糖溶液（iii）

を摂取させた時の咽頭味覚器官を構成する感覚ニューロンの神経活動と，同時に記録した口吻の筋活動の推移．グラ

フは上段から電気シグナル，抽出したインパルスの振幅値の散布図と，1 秒毎に得たインパルスの発火頻度，筋電図で

記録した口吻の反対側の筋肉の筋活動．Ai-iii と Cii, iii に示した矢印は，呑み込み運動と同期した，おそらく機械感

覚性ニューロンに由来するインパルスの発火頻度の瞬間的増加を示す． 

 

 最も大きいインパルスを生成し，キャピラリー摂取した蒸留水に対して抑制応答を示した感覚ニューロンの発

火頻度は，ショ糖溶液の摂取に対して明確な変化を示さなかった（図 5-8Ai, Bi, Ci；図 5-9）．摂食を阻

害する濃度のクイニンを摂取させると， このニューロンの発火頻度は摂取直後に一時的に減少した（図 5-

8Aii, Bii, Cii; 図 5-9）．一方，十分な摂取阻害活性を示す濃度の天然ピレトリンに対しては，自発的な

Ci

Cii

Ciii
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神経活動のパターンを変化させなかった（図 5-8Aiii, Biii, Ciii; 図 5-9）．この結果は，最も大きなインパル

スのバンドを生成する感覚ニューロンはおそらく味覚受容ニューロンであり，その自発発火は苦味物質によって

抑制されることを示している． 

 

 
図 5-9 クイニンおよび天然ピレトリンの摂取に対する咽頭神経由来感覚ニューロンの神経応答 

餌溶液に対して感受性を示し，最も大きいインパルスのバンドを生成する感覚ニューロンの発火頻度を摂取開始時の発火

率を基準として相対化し，その平均値の推移を記載した．下段は，同時に記録した口吻の筋活動の推移．エンベロー

プは標準誤差．n = 6． 

 

咽頭神経の感覚ニューロンは，天然ピレトリンの摂取に対して，ペグ状味覚感覚子の様に口吻の痙攣の

開始と連動して発火頻度を増加させることはなかった．代わりに，数十秒のタイムラグの後に，それぞれのイ

ンパルスのバンドを生成する感覚ニューロンが，漸進的または断続的に活性化した．その結果，すべての大き

さのインパルスを合計した複合インパルスの発火頻度は，摂取を終えた 30 秒から 1 分後にかけて増加し始め

た（図 5-8Aiii, Biii, Ciii）．すべての個体から得た複合インパルスの平均発火頻度を求めたところ，１分程

度の潜時を経て，発火頻度は数分に渡って漸進的に増加することが示された（図 5-10A，上段）．摂取

後の平均発火頻度を比較することで，複合インパルスの平均発火頻度は，摂取 1 分後でショ糖溶液やクイ
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ニン入りのショ糖溶液の発火頻度を上回ることが示された（図 5-10B）．口吻の筋活動は摂取後も高い活

動レベルを維持したことから（図 5-10A，下段），咽頭味覚器は口吻の嫌悪応答が始まった後に過興奮

をし始めたことが明確になった．咽頭神経は，複数の感覚ニューロンが持続的に過興奮する中で，時折，通

常の味覚応答では見られない反復興奮パターンを示した（図 5-11）．以上の結果から，ペグ状味覚感覚

子と咽頭味覚器官はどちらも，天然ピレトリンの摂取に対して興奮応答を示し，感覚ニューロンの応答と口

吻の筋活動の経時的な対応関係から，ペグ状味覚感覚子の過興奮の開始が，摂取を中断させる口吻の

嫌悪応答を引き起こすと結論付けられた． 
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図 5-10 クイニンおよび天然ピレトリンを摂取した後の咽頭神経由来感覚ニューロンの神経活動． 

A. 異なる 6 個体から取得した咽頭神経由来感覚ニューロンと同時に記録した口吻の筋活動の平均頻度の推移．B. 摂

取後 5 分間の咽頭神経の複合インパルスの平均発火頻度の推移．各時間帯で，異なるアルファベット間には有意差が

あることを示す（ボンフェローニ補正を施した t 検定，p < 0.001，n = 6）．エンベロープ（A）およびエラーバー（B）は

標準誤差を示す． 

A

B
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図 5-11 天然ピレトリンに対する咽頭神経の持続的な過興奮を特徴づける感覚ニューロンの反復興奮パターン． 

反復興奮は，ピレトリンやピレスロイド系殺虫剤の中枢神経系に対する薬理作用の主な特徴である，反復興奮パターン

は過興奮が持続する中で度々観察された． 

 

5.4 考察 

 

第 5 章では，クロキンバエ成虫の唇弁および咽頭神経の複合インパルスの細胞外記録を行い，それぞ

れの神経に含まれる感覚ニューロンの神経活動が餌溶液のキャピラリー摂取によってどのように変化するのかを

調べた．咽頭神経に含まれる求心性ニューロン群は，呑み込み運動と連動して反復的に興奮し，苦味物

質であるクイニンの摂取に対して蒸留水やショ糖溶液とは明確に異なる応答を示した．この結果は，クロキン

バエにおいても，キイロショウジョウバエに存在する咽頭味覚器に相当する味覚器官が咽頭に存在し，その咽

頭味覚器を構成する味覚受容ニューロンと機械感覚性ニューロンの両方の神経活動が記録されたことを表して

いる． 

サポニンなど，界面活性様作用を有する一部の摂食阻害物質は，細胞膜の損傷効果によって神経

細胞を不規則にバーストさせることが知られている(Mitchell and Harrison 1985; L. M. Schoonhoven et al. 

1992)．ピレトリンやピレスロイド系殺虫剤は脂溶性が高く，界面活性様の性質を有しないことから，細胞膜

の損傷による非特異的な作用機序は想定できない．第 3 章で行ったキャピラリー摂食試験により，ピレトリン

やピレスロイド系殺虫剤の摂食阻害活性は KD 活性と明確に相関することが明らかになった．この事実と矛

21o06004_PhNEMG
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盾することなく，唇弁神経と咽頭神経の両方で感覚ニューロン群は過興奮を示し，咽頭神経の過興奮の中

で反復興奮パターンが時折観察された（図 5-11）．神経の過興奮や反復興奮は，ピレトリンやタイプ I 型

のピレスロイド系殺虫剤の中枢神経系に対する薬理作用の特徴であり，それらは電位依存性ナトリウムチャ

ネルの調節様式に基づいている (Narahashi 1992; Soderlund 1995; Bloomquist 1996)．これらの事実か

ら，ピレトリンの摂取によって引き起こされた味覚感覚器の興奮応答は，それらを構成する感覚ニューロン上の

電位依存性ナトリウムチャネルへの作用に起因したと結論付けられた．タイプ I 型に属するピレスロイド系化合

物に対する味覚受容ニューロンの応答を調べた先行研究では，化合物を処理した 5 分後以降に数個のスパ

イクの連なりからなる不規則なバーストを 0.05Hz 程の頻度で認めたに過ぎなかった(Virgona et al. 1982; 

Holan et al. 1984)．クロキンバエで見出された天然ピレトリンに対する味覚感覚器の過興奮は，味覚物質

としてのコーディングと特定の行動応答を可能にする明確な感覚応答としてみなすことができる． 

キイロショウジョウバエでは，唇弁のペグ状味覚感覚子と咽頭味覚感覚器を構成する感覚子の多くは，

感覚子あたり，数本の味覚受容ニューロンだけでなく， 1 本の機械感覚性ニューロンを包含する(Chen and 

Dahanukar 2017; Zhou et al. 2019; Chen and Dahanukar 2020)．唇弁の内側表面への機械刺激によ

るバーストの誘導は，クロキンバエのペグ状味覚感覚子における機械感覚性ニューロンの存在を示している．

神経細胞上の電位依存性ナトリウムチャネルは，インパルスの生成に関わる主要因子であり，昆虫において，

このチャネルをコードする遺伝子は基本的に１種類である(Dong et al. 2014)．従って，感覚ニューロンの種類

による電位依存性ナトリウムチャネルの調節様式や感受性の違いは本質的には存在しない．加えて，高い

脂溶性を有するピレトリンやピレスロイド系殺虫剤は，水溶性の味覚物質とは異なり，生体膜を透過して組

織の深部へと浸透する細胞膜透過性を有する(Seddon et al. 2009)．そのため，味覚感覚子の先端孔か

ら侵入したピレトリンは，感覚子の体腔にある感覚ニューロンの樹状突起や感覚子の基部を占める支持細胞

の内部へと浸透，拡散し，インパルスの生成部位である感覚ニューロンの細胞体や軸索基部にまで到達する

ことが可能である．このように，味覚器官を構成する感覚ニューロン上の標的分子の均一性と化合物の細胞

膜透過性の性質により，ピレトリンは潜在的に，機械感覚性ニューロンをも含めた味覚感覚子を構成するす

べてのニューロンを興奮させることが可能である． 
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唇弁のペグ状味覚感覚子は，天然ピレトリンの摂取の中断に対して直ちに過興奮し，口吻の反復的

な痙攣と対応する様にその状態を維持した．一方，咽頭味覚器官は，天然ピレトリンの摂取を中断してか

ら 1 分程度の潜時を経て，漸進的に興奮が進行した．二つの味覚器官に由来する感覚ニューロン群の興奮

応答と口吻の筋活動の経時的な対応関係から，ペグ状味覚感覚子の過興奮が，摂取を中断させる口吻

の嫌悪応答を引き起こすことが明確になった．すなわち，天然ピレトリンがハエ類に対して摂食阻害作用を発

現するための主要な標的感覚器は，摂食の初期段階で餌の内容物の質を評価する，唇弁のペグ状味覚

感覚子であると結論付けられた． 

クロキンバエの唇弁の片側には，疑気管の間に約 100 個のペグ状感覚子が存在する(Wilczek 1967)．

組織学的な研究から，ペグ状味覚感覚子は，基本的に 4 本の化学感覚性ニューロンと 1 本の機械感覚

性ニューロンから構成されることが明らかになっている(Peters and Richter 1963; Zhou et al. 2019)．近年，

光遺伝学的な手法を用いたキイロショウジョウバエの研究により，唇弁にあるペグ状味覚感覚子の機械感覚

性ニューロンが同時に活性化することで口吻の引き戻し運動が引き起こされ，この機械刺激応答は苦味物質

によって促進することが明らかになった(Zhou et al. 2019)．口吻の引き戻し運動は唇弁を餌から引き離すた

め，摂取を中断させる．クロキンバエにおいて，この機械感覚性の摂食拒否機構を想定した場合，天然ピレ

トリンに対するペグ状味覚感覚子の応答的な過興奮には，キャピラリー摂食に伴う機械刺激では刺激されな

い多数の機械感覚性ニューロンや，摂食阻害濃度の苦味物質によって活性化される苦味受容ニューロンのバ

ーストが含まれると考えられた． 

ペグ状味覚感覚子とは異なり，咽頭味覚器官の過興奮は，天然ピレトリンを摂取してから 1 分程度

の潜時を持って漸進的に進行した．クイニンが咽頭味覚器官を構成する一部の味覚ニューロンを直ちに抑制

したことを踏まえると，過興奮が始まるまでの潜時は，天然ピレトリンが咽頭味覚器官の感覚子に内包され

た感覚ニューロンのインパルス生成部位に浸透するまでの時間を含むと考えられる．咽頭味覚器官の過興奮

のパターンは，無刺激下で自発的に発火した数種の感覚ニューロンの漸進的な活性化によって形作られたが，

それぞれの感覚ニューロンの味覚応答性を特定するには至らなかった．嫌悪的な口吻伸展応答や口吻全体

の震え，嘔吐は，天然ピレトリンの摂取直後に引き起こされることはほとんどなく，口吻や唇弁が継続的に
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震える中で断続的に引き起こされた（data not shown）．従って，一連の嫌悪応答は，摂取の中断をも

たらしたペグ状味覚感覚子の過興奮ではなく，咽頭味覚器官を構成する複数の味覚受容ニューロンや機械

感覚性ニューロンの不規則なバーストによって引き起こされたと考えられた． 

最後に，これまでの考察を踏まえて，ピレトリンの摂食阻害作用発現機序の仮説モデルを提案する

（図 5-12）；（1）摂取したピレトリンは，味覚感覚子内の感覚ニューロンのインパルス生成部位にまで浸

透し，そこに局在する電位依存性ナトリウムチャネルを開口させることで味覚・機械感覚性ニューロンを興奮さ

せる．（2）この機序によって，唇弁の表面に配列した多数のペグ状味覚感覚子は直ちに過興奮し，口吻

の引き戻しや唇弁の震えを引き起こすことで摂取を中断させる．（3）咽頭の内側に存在する咽頭味覚器は，

摂取中断から一定の潜時を持って漸進的に過興奮が進行し，口吻全体の震えや嫌悪的口吻伸展応答を

引き起こし，嘔吐を促す．（4）その結果，摂取の再開を遅らせる． 
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図 5-12 ピレトリンの摂食阻害作用発現機序の仮説モデル． 

GRNs; gustatory receptor neurons，MSNs; mechanosensory neurons，Nav channels; voltage-
gated sodium channels; AP; action potential，PER; proboscis extension response．因果関係が不
明瞭な箇所は点線で示した． 
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第 6章 総合考察 

 

私は，シロバナムシヨケギクが産生する神経毒ピレトリンに着目し，その摂食阻害作用の機序を行動学

的および電気生理学的な手法を用いて調べた．種々の摂食試験法が確立されているハエ類の中で，大型

のクロキンバエを実験モデルとして用いることで，摂取したピレトリンはハエの口器の味覚感覚器に作用すること

で摂食行動を直ちに阻害することを明らかにした．得られた行動学的および電気生理学的知見を元に，ピレ

トリンの摂食阻害作用の発現機序の仮説モデルを提案した（第 5 章，図 5-12）．摂食阻害作用の仮説

モデルは，味覚感覚器を構成する感覚ニューロンのインパルス生成部位に存在する電位依存性ナトリウムチャ

ネルを標的とし，それらのチャネルを開口させることで多数の感覚ニューロンを同時多発的に過興奮させること

に基づいている．動物において，電位依存性ナトリウムチャネルは神経細胞がインパルスを生成する上で中心

的な役割を担っており，神経毒の代表的な標的分子の一つとしてみなされてきた(Bloomquist 1996; 

Narahashi 2000; Zlotkin 2001; Wang and Wang 2003)．ピレトリンやピレスロイド系殺虫剤の様に，この

イオンチャネルの機能を調節することで神経細胞を興奮させる化合物は，昆虫に対して強力な摂食阻害作

用を潜在的に示すことを明らかにした．ピレトリンの摂食阻害作用は亜致死濃度で発現したことから，経口

的に摂取する状況において，ピレトリンは摂食阻害物質として振る舞うことを初めて示した． 

これまでに，主に鱗翅目や甲虫目の昆虫について得られた摂食阻害物質に対する味覚受容ニューロンの

応答パターンから，5 種類の味覚コーディング様式が提案されている(Schoonhoven 1982; L. M. 

Schoonhoven et al. 1992)． 

 

I. 苦味物質など，多くの摂食阻害物質に特異的にチューニングされたニューロンを刺激する（現在で

は苦味受容ニューロンと呼ばれることが多い） 

II. 多くの二次代謝物質を含む幅広い受容スペクトラムを持った受容体（受容部位）を刺激する 

III. 甘味物質などの摂食刺激物質によって活性化される（甘味細胞の）神経応答を抑制する 

IV. 幾つかのニューロンを活性化させると同時に他のニューロンの活動を抑制することで，中枢におけるコ
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ーディング（アクロスファイバーパターン）を変化させる 

V. 不規則で，しばしば高頻度な発火パターンを引き起こす 

 

これらの法則には互いに重複する部分があり，摂食阻害物質の味覚応答は基本的に２つ以上の法則に当

てはまる(L. M. Schoonhoven et al. 1992)．2000 年以降，モデル生物であるキイロショウジョウバエにおいて，

味覚受容の分子細胞基盤の理解が飛躍的に進んだ．キイロショウジョウバエの唇弁や前脚跗節にある毛状

味覚感覚子と咽頭味覚器官では，摂食を阻害する苦味物質や酸味物質，塩味物質は嫌悪的な化合物

を検出する特定の味覚受容ニューロンを活性化させると同時に，甘味物質による甘味受容ニューロンの活性

化を抑制することが明確になっている(French et al. 2015b; Chen et al. 2019)．この嫌悪的な味覚物質の

受容機序は，主に植食性昆虫のエビデンスに基づいて提案された上記の味覚コーディングの様式 I，III，IV

に当てはまる．コーディング様式 V は，ナス科植物が産生するソラニンを含むステロイドグリコアルカロイドなど，

細胞膜を損傷させる界面活性様作用を有する摂食阻害物質に対する味覚応答パターンに由来しており，こ

れらの化合物は少しの潜時の後に複数の，または感覚子内のすべての味覚受容ニューロンを散発的に興奮さ

せる(Bentley et al. 1984; Mitchell and Harrison 1985; L. M. Schoonhoven et al. 1992)．ピレトリンもま

た味覚感覚器を構成するすべての感覚ニューロンを刺激することが本質的に可能であり，クロキンバエで得られ

た味覚受容ニューロンのたびたび不規則な過興奮パターンはこのコーディング様式の特徴と合致する． 

前脚による口吻の執拗なグルーミングは，クロキンバエの摂食実験で見出されたピレトリンの摂食阻害作

用の特徴である．一般的に，昆虫のグルーミング行動は，触覚などの感覚器に異物が付着した時に生じる．

高粘性のワックス(Böröczky et al. 2013)や炭酸カルシウムの結晶(風間 et al. 2022)といった，嗅覚では受

容し難い固体状の物質がマトリックス状に触角に付着した場合でもグルーミングは生じることから，空間的に配

置された多数の機械感覚子を同時に活性化させるような機械刺激がグルーミングのトリガーになっていると考え

られる．従って，口吻のグルーミングを誘導したペグ状味覚感覚子の過興奮には，相当な程度の機械感覚

性ニューロンのバーストが含まれていたと考えられる．ペグ状感覚子を構成する感覚ニューロンを非選択的に活

性化させるピレトリンは，苦味物質によって調節される機械感覚性の摂食拒否機構(Zhou et al. 2019)を駆
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動することで，摂取を直ちに中断させると考えられた． 

この研究では，ピレトリンの薬理作用特性と，口吻の嫌悪応答と対応づけられた味覚感覚器の応答パ

ターンに基づいて，ピレトリンが味覚感覚子を構成する味覚受容ニューロンや機械感覚性ニューロンを活性化さ

せることで摂食を中断させる機序モデルを提示した．この機序モデルは，ピレトリンやピレスロイド系殺虫剤，

そして，これらの化合物と同様の薬理作用を示す化合物が昆虫の接触化学感覚器を刺激する基本的な機

序である．今後，唇弁や咽頭味覚器内の個々の感覚子を構成するすべての感覚ニューロンの活動をカルシ

ウムイメージングなどの手法を用いて同時記録することで，機序モデルの妥当性が検証されるとともに，味覚

感覚器における機械感覚をも含めたピレトリンのマルチモーダルなコーディング様式の詳細が明らかになることが

期待される． 

 

シロバナムシヨケギクは，長い進化の過程の中でピレトリンを生合成する形質を獲得した．これまでの研

究から，シロバナムシヨケギクの植物体におけるピレトリンの分布が明らかになっている．ピレトリンは植物体の

花や葉に含まれるが，乾燥重量当たりのピレトリンの量は花の方が多い(Casida 1973)．花の中では，筒状

花の子房に大半のピレトリンが存在する(Head 1966; Brewer 1973; Casida 1973)．ピレトリンは葉の表皮

細胞に多く含まれ，内部の葉肉細胞には少ない(Zito et al. 1983)．シロバナムシヨケギクを加害するミカンキ

イロアザミウマは，植物体の表皮細胞の内容物を吸汁する(Yasumi et al. 1994)．アブラムシは葉肉細胞層

の維管束にまで届く長い口針を持つが，プロービングの際にしばしば表皮細胞を貫通させることが知られている

(宗林 1960)．従って，シロバナムシヨケギクの摂食を試みる吸汁性昆虫は，口針を表皮細胞に挿入した際

に，口針の先端に存在する味覚感覚子をピレトリンに晒すことになる．鱗翅目や甲虫目昆虫の幼虫もまた，

葉や子房の表層組織をかじり取った際に口器にある味覚感覚器がピレトリンに晒される．摂食の初期過程で

ピレトリンに暴露されることで，植物体を加害する昆虫が致死量のピレトリンを摂取するよりも前に，味覚感

覚器が刺激されるはずである．今後，シロバナムシヨケギクの植物体における吸汁性昆虫の摂食行動を EPG

（electrical penetration graph）法などを用いて明らかにした上で，実際の含有濃度を踏まえてピレトリン

の摂食阻害活性を人工膜摂食法で明らかにすることで，シロバナムシヨケギクを加害する吸汁性昆虫に対す
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る摂食阻害物質としてのピレトリンの有効性が明確になるだろう． 

ピレトリンを生合成する植物は，これまでにシロバナムシヨケギクしか知られていない．一方，電位依存性

ナトリウムチャネルに特異的に結合し，ピレトリンと同様に神経細胞に対して興奮性の作用を示す植物産生

神経毒は幾つか存在する．よく知られた例は，コショウ科のコショウ Piper nigrum L.が産生する Nーアルキル

アミド系化合物のピペロバチンやペリトリン(Miyakado 1985; Ottea et al. 1990; Suzuki and Yamato 2018)，

ユリ科ベラトラム属および Schoenocaulon 属の植物が産生するステロイド誘導体アルカロイドのベラトリジンや

セバジン(Sutro 1986; Ulbricht 1998; Norris and Bloomquist 2022)である．N-アルキルアミド系化合物は

コショウの種皮に，ベラトリジンやセバジンは植物体の根に蓄積することが明らかになっている．ピレトリンと共

通する薬理作用から予想される通り，ピペロバチンやペリトリン，ベラトリジンは摂食阻害作用を示し

(Sandoval-Mojica and Capinera 2011)，クロキンバエに対していずれもピレトリンと同様の嫌悪応答を引き

起こす（data not shown）．従って，電位依存性ナトリウムチャネルに結合し神経系を興奮させる神経毒

は，普遍的に，昆虫に対して摂食阻害作用を示すといえる．これらの二次代謝物質は，植物体が生存し，

繁殖する上で重要な部位である種（N-アルキルアミド系化合物）や根（ベラトリジン，セバジン）に蓄積さ

れることが知られている．以上の点から，これらの神経毒もまた，ピレトリンと同様に，植食性昆虫に対する

摂食阻害物質として機能していると考えられる．同じ防御機能を有する一方で，それぞれの植物が作るこれ

らの神経毒の化学構造の骨格は互いに異なることから，それぞれの生合成経路は独立に獲得されたことに間

違いはない．系統的に離れたこれらの植物種における二次代謝の進化の背景には，単一の薬理機序によっ

て，致死作用と摂食阻害作用の両方を発揮する神経毒を生合成することによる適応度の向上があったと考

えられる． 

 

私は，シロバナムシヨケギクが産生する神経毒ピレトリンの摂食阻害物質としての作用機序を明らかにし

た．昆虫の神経系が機能する上で必要不可欠な電位依存性ナトリウムチャネルは，植物が昆虫に対する防

御形質を獲得するにあたり，これまで認識されていた以上に適応度に寄与する標的分子であることを示した．

今後，ピレトリンをモデルとした研究が展開し，ピレトリンの味覚コーディング様式の細胞基盤や，摂食様式
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が異なる様々な植食性昆虫に対する摂食阻害作用の発現機序が明らかになることで，ピレトリンを含む一

部の神経毒が摂食阻害物質として見直されることが期待される．
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