


カイコ羽化ホルモンの精製・単離と

遺伝子に関する研究

上遠岳彦



目 次

緒言

第一章 カイコ~)jイヒホルモンの精製と単離

第 1節生物検定法

ページ

1-1 カイコの羽イヒリズム 1 2 

1-2 生糊鉱滋 1 2 

1-3 考察 1 4 

第 2節婦頭部からの~)j化ホルモンの精製と単離 1 8 

2-1 EHの部分精製 1 9 

2-2 喜連夜体クロマトグラフィー(HPLC)を風、たEHの単離 2 5 

2-3 アミノ醐c?1ゆ析 26 

2-4 まとめ及び考察 30 

第二章カイコ~)jft:*ルモンの遺伝子に関する研究

序論

第 1節 カイコ~)j化ホルモンの c DN Aの角平析

1-1 mRNAの調製

1-2 AgtlOcDNAライフラリーのスクリ一二ンク

1-2-1 cDNAライブラリーの作製

1-2-2 合成DNAプローフを用いたスクリーニンク

1-2-3 EHcDNAクローン、 A日∞1の角平析

1-2-4 Agt10ライフラリーの再スクリーニンク

1-2-5 まとめ及ひ考察

1-3 Agt11cDNAライフラリーのスクリーニンク

33 

34 

35 

36 

38 

4 5 

47 

1-3ー1 合成DNAプローブを用いたスクリ一二ンク 49 

1-3-2 PC Ri去を用いたλgt11クローンのサフクロ一二ンク 5 1 

1-3-3 まとめ及ひ考察 5 7 

1-4 プライマ-1申長法によるmRN A5'剰齢E械の角斬 59 

1-5 PCR)去を用いたmRN A5'部糊或の開庁 61 

1-6 まとめ及ひ考察 7 0 



第2節 カイコ~)j化ホルモンのゲノムDNAの角卒析 7 7 

2-1 EHアミノ謁給献をコードするエクソンの角斬

2-1一1 アミノ11鎖訪IJを基lこE宣言十したプローフを用いた角平析 7 8 

2ー1-2 cDNA菌研lを基にE宣言十したプ口ーフを用いた月号析 79 

2 -2 3'持紛閣部蹴の開万 87 

2-3 ゲノムDNAのサザンハイフリダイゼーション 89 

2-4 まとめ及び考察 9 1 

第3節カイコ脳内に於ける、 EH遺伝子の知見と分布

3-1 ノーサ.ンハイフリダイゼーション 9 5 

3-2 ホールマウント insitu ハイフリダイゼーション 99 

3-3 創部助哉化学 1 02 

3-4 まとめJJL.ひ考察 1 09 

総括 1 11 

実験の部 1 1 6 

謝辞 1 36 

参考文献 1 38 



絡言

生物は、生命活動を維持するために、多種多様な化学物質を高度に組織

化して用いてきた。細胞内の複雑な生化学的過程は、個体レベルでの生命

活動そのものを形作っており、遺伝情報を伝える DNA、RNAは、世代

を越えて、言わば、現在から宋来ヘ向けて生命活動を組織化して行く働き

を担っている。一方、生物の基本単位である細胞のレベルを越え、細胞問、

或いは、個体間での、化学物質を媒体とした情報伝達も、生物に普遍的に

見られる現象である。単細胞生物では、原核生物の細菌類!) 真核生物の

醇母引などから性フェロモンが見出され、多細胞生物では、各細胞聞の緊

密な情報伝達が、目壬発生の初期の段階から欠かせないものとなっている。

さらに、昆虫類など多細胞生物のあるものも、各種のフェロモンによって

個体聞の情報伝達を成し遂げ、時としてこれらの化学物質は、種のレベル

を越えて他の生物にも情報を伝達し、生態系の複雑なシステムの一翼を担

っている。

生命活動の協調的な維待に関わる、各種の化学物質の中でも、多くの多

細胞生物の内分泌系で生産されるホルモンは、自らの体を構成する細胞、

器官を組織化し、多様な活性を統合して行くために不可欠のものである。

同89年、 Mering、Mi nkowski は、犬の勝臓に、現在インスリンとして知ら

れている、糖代謝に関与するホルモンの存在を確認した。それに続いて、

主に脊椎動物から各種のホルモンが見出された。 方、無脊椎動物につい

ては、 1922年に、ポーランドの昆虫学者Kopecが、マイマイガ (Lyma旦日旦

d i spar )を材料に用いて、脳から分泌されるホルモンによって変態カ、誘導

されることを示した3)。これは、毘虫にもホルモンが存在することを明ら

かにすると共に、それまで脊椎動物でも発見されていなかった神経分泌ホ



ルモンの存在を示す、初めての報告となった。その後、多くの昆虫学者の

手によって、幾つもの昆虫ホルモンが見出されてきた。

この様に毘虫ホルモンに関する研究が進展する中で、毘虫の羽化の行動

にも、ホルモンが関与していることが明らかにされた。羽化は、完全変態

の昆虫で、鍋皮内で成虫化が完成した後に、踊の殻から脱出して麹を伸展

させる一連の行動である(図-絡ー1)。多くの昆虫で、羽化行動が自然条件下

で1日のうちのある決まった時間帯に集中して起こることは古くから知ら

れていた.，。この現象に関する科学的な研究が、 1970年、 Truma円とRiddi

ford引によって、ヤママユガに近縁な互いに異なった羽化リスムを持つ2

種の蛾、サクサン(但並立笠ヨ巨旦yi_)とセクロピアサン(!担坐2也旦ヨ

cecrop i a )を用いて始められた。この2種の蛾は、 17時間明期一7時間暗期の

光周期条件で飼育すると、セクロピアサンは日月期開始後数時間以内に、サ

クサンは明期の終わり近くの時間帯に、それぞれ集中して羽化が観察され

る。ところが、手術によって鮪から脳を除去(除脳)すると、羽化はランダ

ムな時刻に起こるようになり、リスムを消失する。従って、脳のi動きと関

係のある、ほぼ24日寺聞のリスムを刻む体内時計(概日時計)の制御の下に、

羽化行動が引き起こされると考えられた。また、脳を摘出することで脳に

つながる神経を切断した後、同一個体の腹部に脳を再移植すると、正常な

個体とほぼ同じ羽化リスムが回復した。この結果は、羽化の指令が神経経

路ではなく体液経路で、 j夜性因子により伝達されることを示している。次

に、 Trumanらは、セクロピアサンの脳を、除脳したサクサンの腹部ヘ、サ

クサンの脳を、除脳したセクロピアサンの腹部へと移植する、脳の交換移

植実験を行った。その結果、セク口ピアサンはサクサンの、サクサンはセ

ク口ピアサンのリズムで羽化を行い、脳の交換によって、羽化リスムの交

換も同時に起こることが示された。これらの一連の実験により、羽化1)ス

内
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ムを支配する概日時計が脳自体に存在し、羽化行動を引き起こす液性因子

が、種、或いは、属に特異的ではないことが示峻された5)。 さらに、羽化

直前のサクサンの脳磨砕物を、サクサンの潜成虫(成虫化の準備の整った

自由皮内成虫)に注射すると、概日リスムとは無関係に注射後 1~2時間以内

に羽化行動が観察された。ここに至って、脳で生産され、概日時計の支配

の下に放出されて羽化行動を引き起こす作用を有する新たな昆虫ホルモン

の存在が証明され、 Trumanにより"羽化ホルモン (Eclosionhormone 、以

下EHと略す)"という名が提唱されたU 。

一方、カイコ(Bombyx mor i )についても、羽化が早朝に集中して起こる

ことは古くから知られており、早くも1910年には、 t平井7)によりこの現象

と光条件との関係が明らかにされている。その後も、蚕種製造の観点から、

羽化リズムに関する多くの研究がなされたがU 引、1978年、黄色、渡辺)0) 

11)は、種々の光周条件下での集団羽化リス、ムを詳細に検討し、羽化時刻が

内因性の概日時計によって制御されている可能性の高いことを報告した。

また、羽化直前の踊の脳間部中央神経分泌細胞に見出されたパラアルテヒ

ドフクシン染色陽性物質が、羽化直後の成虫では、末端をアラタ体に聞く

軸索中にも見られることを観察し、この神経分泌物と恩われる物質が、羽

化に関与している可能性を示唆した 11)。一方、 Morohoshi と Fugo12)は、

カイコの成虫及び婦の頭部の抽出物を羽化直前の踊に注射し、 1~2時間以

内に羽化行動が引き起こされることを報告した。さらに、工リサン (Sami a 

cynthia ricini )の脳抽出物に、カイコの羽化行動を誘導する物質が存在

することが確かめられた1引。これらの研究により、 Trumanらがサクサン、

セクロピアサンについて示したものと同様の羽化リスムと EH様ホルモン

が、カイコとエリサンにも存在することが明らかになった。

E Hの生理学的研究は、その後Trumanら、及び、普後らの研究クループ
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により精力的に行われ、~大な知見が得られている 。 以下にその一端を記

す。羽化行動は、羽化の約 1時間前の腹部の回転運動などの羽化前行動に

始まり、踊皮から脱出した後、麹を伸展するという一連の行動が、ある決

まった行動プログラムに従って起こる 14)15) 0 E Hは、神経系に直接作用

してこの行動プロクラムを開始させることが、 In出よ工2での電気生理学的

研究から明らかにされた16)。脳の神経分泌細胞で生産されたEHは、 1l!11心

体 (CC)、アラタ体 (CA)などの脳後方内分泌、系(rectocerebralendocrin 

system) (図緒-2)へ輸送される。そして、サクサンではCCに1円、タハコス

スメ力(Manducasexta)では倶11心体ーアラタ体連合(CC-CA)に1d}、カイコで

はCAに19) 時的に蓄えられ、羽化に際して体液中に放出される。さらに、

羽化のみならず、任脱皮、幼虫脱皮、及び、踊脱皮の際にも EHが放出さ

れ、脱皮行動を引き起こすことが、タハコスズメガで示された20>。また、

幼虫脱皮し際してEHは、中央神経索を直腸神経まで延ひる長い軸索を輸

送され、直腸神経末端から血中に放出されることも明らかになった21)。 カ

イコの僻化行動は羽化と同様に光周期に依存するリズムを示すが、その行

動も EHの放出により引き起こされると考えられている22)。即ち、 EHは、

佐期から成虫になるまで、全ての脱皮行動を直接的に支配している20)。 昆

虫は幼虫、成虫といった各々の発生段階で、その段階に特徴的な行動パタ

ーンを持つが、その行動パターンの切り換え(behavioralswitching)23)に

も、 EHは必須のものとして関与している24} 25>。さらにEHは、成虫麹

の伸展に必要な姐の組織の可塑化22)や、羽化の後に不要となる婦の筋肉の

崩壊を引き起こす6)23)。これらの作用は、神経を介した二次的なものでは

なく、 EHが直後働いていることが明らかになっている。即ち、神経系だ

けではなく、これらの組織もEHの標的となっており、単一のホルモンで

ありながら、多様な生理活性を示すことが次第に明らかにされてきた26)0 
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図 ・緒一 1 カイコの羽化行動

園田お珂 直腸神経に至る

/〆

図・緒-2 カイコ幼虫の中央神経系、脳後方内分泌系
の様式図

左上は、拡大した位置を示す
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u



この様な、生物学的研究の成果を基に、物質としてのEHを、化学的に、

或いは、生物化学的に捉える研究か、行われるようになり、多くの成果が得

られている。Trumanは、セクロピアサン;替成虫27' 及び、タバコスス‘メガ

潜踊(自由化脱皮直前の幼虫)28'を用いた実験から、 EHの標的組織とされ

る腹部神経球{abdominal gangl ia l中の環状ク、アニル酸(cGMPl含量が、

EHの投与の結果、有意に上昇することを明らかにした。また、タバコス

ズメガ;制面に、 cGMPを分解するホスホジエステラーゼの阻害斉1)、テオフィ

リンを投与すると脱皮行動が引き起こされること28 ~ 、さらに、潜踊から踊

への脱皮と、;替成虫から成虫への羽化のいすれも力、20ヒドロキシエクダイ

ソン{20-HEl投与により遅延することを発見した28'29' 0 20-HEが、脱皮の

際に新しいクチクラ層の形成を開始させる働きがあることは既に知られて

いたが、 EHの作用発現にも関与しているという、新たな知見が得られた

ことになる。一方、普後らはカイコを材料に用いた実験で、 cGMPがEHと

類似の活性を持ち、しかも濃度依存的に羽化誘導率が高くなることを示し

た30)31>。これらのことから、タハコスズメ力、カイコの両者に於いて、

羽化行動の際lこEHからの情報をcGMPによって仲介する、類似した作用機

構が存在するものと考えられた。その後、 Trumanらは腹部神経球に注目し、

EH、或いはcGMP依存的にリン酸化される分子量54.000の2種類のタンパ

ク質を発見し3目、EG P s (EH and cGMP regulated phosphoproteinslと

名付けた日〉。 この EGPsは羽化直前の潜成虫にも見られ、 j替踊では脳、

胸部神経球、腹部神経球に、潜成虫では、後胸部神経球と腹部神経球にの

み存在し、しかも極めて時期特異的に出現することを明らかにした日》。 ま

た、タンパク合成阻害斉1)の投与実験などから、 EPGsは脱皮直前の時期

に新たに合成され、 EHに対して応答を示すようになることも明らかにな

っている34'。

n
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上記の一連の実験から、 Trumanらは、 EHの作用機作に関するモデルを

提出した日3。それによると、 20-HEに一旦晒され、次に20-HEが減少するこ

とで機能を持つEHレセプターが出現して、 EHに応答してcGMPの増加が

起こるようになる。しかしこの時期には、まだ、脱皮行動は引き起こさな

い。そして16-20日寺間後lこEGPsが合成され、 EHに応答して脱皮行動を

起こすための4餅喬が完成する、というものである。しかし、現在まで、 E

G P s、或いは、 EHレセプターに関するその後の報告はなされていない。

EHを精製し、その化学的本体を明らかにしようという試みは、ます

T rumanらによって開始された36)。彼らは、羽化直前のタ八コスス、メガ頭部

を抽出材料に用い、熱水抽出、アセトン分別沈澱、透析、 DEAE-CeI I u lose、

Biogel P-10、sP-s巴phadex、SephadexG-50 (2回)という 8段階の精製に

より、1.2%の回収率で1mg当りCC-CA228個分の活性を示す部分精製物を

得たが、単語仕には到らなかった。一方、筆者らの研究クループでは、カイ

コ成虫、或いは、婦の頭部を抽出材料に用い、 EHの精製を試みた37)。各

種の精製法を検討した後38)、最終的に、 18万頭のカイコ踊頭部を抽出材料

に用いて精製を行い、約10μEのEHの単離に成功し、 N末端から13残基の

アミノ百組C?IJを明らかにした39)40} 41>。この過程については、本論文、第

一章に詳細に記した。しかし、単離できた EHの量が極めて微量であった

ため、それ以上の配列を明らかにすることはできなかった。その後、筆者

の研究を引き継いだ高野らは、 EH全情造の解明を目的に新たに精製を行

い42)， 96万頭の踊頭部を抽出材料に用い、 18段階の精製工程を経て複数の

分画から合計35μEのEHを単離した。そして、様々な酵素処理により生じ

たフラクメントの構造解析の結果、 N-末端から61残基のカイコ EHのアミ

ノ目安配列を決定した43)。しかし、 C-末端の構造、及び、配列分析の一部に、

若干の不確実な点、が残された。ほぼ同じ時期に、米国の2つの研究室から
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タバコスズメガの EHのアミノ酸配列が、独立に相次いで報告された 44)

45) 0 タバコスス・メガの EHは62残基のアミノ酸から成り、カイコ EHとア

ミノ百費レベルで、 80%のシーケンスホモロジーを有していた。カイコ EHに

ついては、その後の検討によ り、c-末端にさらにLeu62残基が存在する可能
性が高いことか‘HPLCの保持時間の比較などから示されたが4山、ぺプチ

ドの配列分析からは、直接決定出来す、遺伝子の解析による証明を待た:/d.

ばならなかった。

遺伝子の解析は、シグナルペプチドの配列など、精製したぺプチドの配

列分析からは得られない前駆休タンパク質の構造、或いは、レセプタ ータ

ンパクなど、分子量の大きな微量のタンパク質の全配列を日月らかにできる

手法であり、タンパク質、ぺプチドの構造解析法として、有力な手段のー

っといえる。また、大腸菌などに遺伝子を導入して発現させることにより、

多量の試料を必要とする X線結品解析などの高次構造解析に、充分な量の

ペプチドを得ることができる。さらに、突然変異の導入など、タンパク工

学的手法による構造機能相関の解析にも道を拓くものとなる。また、発現

調節機情など、 DNA配列上に記されている各種の情報を解き明かすこと

は、遺伝子構造を解析する大きな意義の一つである。ぺプチドホルモンは、

組織特異的、或いは時期特異的に合成、分泌され、そのことによ って生体

内の複雑な内分泌的調節機憎が協調的に機能することが初めて可能になる。

従って、ぺプチドホルモン遺伝子の発現調節は、ホルモンを生体内で有効

に機能させる上で、欠くことの出来ない重要性を持っている。そこで、ぺ

プチドの精製、単離の研究に続き、筆者の所属する研究室ではカイコ EH 

の遺伝子のク口一二ンクが試みられた。以下に、研究の流れをまとめる。

カイ コEH遺伝子の研究は、まず、ゲノ ムDNAの解析から着手された。

佐藤47)は、カ イコの幼虫から染色体DNAを抽出し、ベクタ ーにAEMBL3 
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ファ ジを用いてゲノムライフラリーを作製し、 EHのアミノ酸配列を基

に合成した、 3種類のオリコヌクレオチドをプローフとしてスクリーニン

グを行った。そして1.2xlO'クローンのスクリーニングの結果、プローフと

ハイフリダイズするクローン、 AEH20 1を得、これを解析した。制日賄事素地

図作製の結果、 3*のプローフはどれも同じ断片とハイフリダイズしてお
り、サフクローニンク、配列分析によって、図ー緒ー3に示すEHのi盆基配列

が明らかになった47}4. 8)。しかし、配列を分析したフラクメン卜は、 EH

分子の全アミノ酸配列をコードするエクソンを含まず、 N-末端から5残基自

に相当するAIa5をコードするコドンの上流にはイン卜口ンが存在していた。

塩基配予IJから予想されるアミノ酸配予IJは、 Ala5からLys61までのアミノ酸配

列が、ぺプチド側から決定した配予1j43、と完全に一致した。また、 cDNA

については、田中力、スクリーニンクを試みたが、 EHcDNAクローンは、

得られなかった。これらの研究成果を踏まえ、筆者は、 EHcDNAの単

離と配列分析、及ひ、ゲノムDNAのさらなる解析を試みた。その結果、

すべての翻訳領域を含む、ゲノム上の2つの工クソンの情造、及び、転写領

域の全長を含む cDNAの配手IJ49'が明らかになった。その詳細については、

本論文の第二章に記した。

一方、タバコススメガ EHのゲノム DNA、及び、 cDNAが、最近

Horodysk iらSO}によってクロ一二ンクされ、その塩基配亨IJが明らかになっ

た。それによると、タハコススメガEH遺伝子は、 3ヶ所の工クソンから

なり、全体で7.8kbの長さを持っていた。エクソン Iは、 5'末端非翻訳領域

の約60bpを含み、エクソンHは、 26アミノ酸から成るシクナルぺプチドと

EHのアミノ末端のアミノ酸4残基をコードする配列を含んでおり、 エクソ

ン皿が EHの残りの部分をコードしている(因。緒-4)。また、遺伝子はゲノ

ム上にシンクルコピーで存在し、 0.8kbのmRNAに転写され、幼虫及ひ
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1 9 

10 ~TAAA 

ZmT町町GAACCGAATTTGAATTGGTTCAATATTTTGGAGATTAGAG指icAAg
GCACAGATAATGTAGTAGTTGAAACTAGTGTCGCGTCGTTGAATGAAAATTTTAAT;;; 
128 141 

CTTATTTTCACAG CA・TCC.悶 .TAC.GAC・GCA.ATG.GAA.ATT.町 .;2.
Ala-Ser-SerーTyr-AsローAla-Met-Glu-Ile-Cys-Ile_

173 ~ 10 15 

G札 AAC.TGC.G瓜 CAA.TGC.A札 A札 ATG・TTC.悶 .CCT・T礼町.;;;-
GILl-As n-cvs-Ala-GI n-cvs-Lv s-Lvs-Me t-Phe-GIv-Pro-TED -Phe-GIu-

21日 2 02530

GGA・TCC.CTT・TGC.GCG.GAG.TCC.TGC.ATC.AAA・Gee-AGA-GGc.AAA.;2.
Glv-ser-Leu-cv s-Ala-GIu-Ser -CY s-工le-Lys-Ala-Arg-Gly-LYS_Asp_

263354045  

ATT.C瓜 GAA・T札 GAA.Aに TtGCA-Tee-m.TCT.m.TtC1::;-
I l e-Pro-G111-cvs-Glu-Ser-Phe-Ala-ser-工le-Ser-Pro-Phe-Leu-Asn-

308316505560  

:::::::::??-GAmATCGTTGATAACTATGmGATGGAcmAGTTTTATG;:: 

62 
370 

ATG主主TTC
EcoRl 

図・緒-3 EHゲノム DNAの部分配7"IJ47'

塩基番号141~370がエクソンの配列
翻訳領域(塩基番号141~316) には下線を付し、
E H N-宋織からのアミノ目安番号を下に記した。

I! E E E 

己主ミ

H， Hindlll; b， BglII. 
S， Sol 1; E， EcoRI; 

図・絡-4 タバコスズメガ EHの遺伝子情造の模式図50'

1段目:ゲノム DNAの制限醇素地図
2段目 mRNA 、数字は塩基数、 l~ 凹はエクソンの番号。
3段目 :EH前駆体 数字はアミノ目安残基数。
4段目:EH本体
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婦の脳で発現されていることが、 In記tuハイフリダイゼーションにより

確認された。また、 Trumanら51>は、タハコスズメガ EH遺伝子の誠訳領域

のDNA断片をプ口一フに、各種の昆虫のゲノムDNAと、ハイフリダイ

セーション実験を行った。その結果、ショウジョウハエ (Dr笠盟hiI a sp.)、

コオロギの一種(主主出旦d旦竺包旦)、ネッタイシマカ(主主坐E笠監且1)、チ

ヤイロコメノコミムシダマシ任旦豆bri0 m坐且旦r)、友ひ、カイコのゲノム

DNAに、タバコススメガ EH遺伝子と相同性のある配列が含まれている

ことが明らかになった。 さらに、ショウジョウハ工では、唾液腺染色体の

In竺tuハイフリダイゼーションが行なわれ、第3染色体の 90Bの位置

にEH遺伝子の存在が認められた。また、第二章に詳述するように、筆者

らの解析したカイコ EHの遺伝子は、配列のみならす、エクソンの惰成な

どの情造も、タバコススメガEHと類似していた。筆者ら、及び、 Truman 

らの報告を考え合わせると、 EH Iま毘虫類全体に保持され、毘虫類に共通

に見られる全ての脱皮行動を制御している可能性かJ高し、。また、各々の昆

虫のEHは、遺伝子レベル、或いは、ぺプチドレベルで相同性か高いこと

が予想され、 EHが昆虫の生活環に欠かすことの出来ない役割を演じてい

ることが示峻された。

以上、 EHに関する研究の背景、現在の状況に関する概略を述べてきた。

筆者は、これらの背景の下に、 EHの精製 ・単離と、遺伝子に関する研究

を行った。第一章にば、 EHを精製し、初めて単離に到った研究について

述べた。第二章では、 cDNA、及び、ゲノムDNAを単離し、塩基配列

と構造を明らかにした研究、及ひ、組織化学的手法などによって得られた、

EHの生体内での生合成、貯蔵、分泌1鮒喬に関する新たな知見について述

べる。

ー



第一章 カイコ羽化ホルモンの精製と単離

第 1節生物検定法

1-1 カイコの羽化リズム

カイコの踊を、 25'C、16時間明期-8時間暗剣(16L-8Dと表す)の実験条

件に置くと、)])]化は自由化後8日目或いは9日自の明期開始後1~2時間に集中

して見られ、他の時間帯に羽化する個体は、殆どない(図1-1)。この現象は、

羽化行動の発現にある種の"gate川市存在し、生理的に成虫化の準備が充分

整っても、特定の時刻lこ"gate"が開いてEHが放出されるまでは羽化行動

を起こさずに待機している、と解釈されている52)。この"gate"の開く時刻

は、光周期に同調した内因性の概日時計によって決定されている。カイコ

の場合、踊を3周期以上16L-8Dの条件に置くことで、概日時計を同調させる

ことができ、一旦、概日時計が同調した後は、日月日音のリズムのない条件、

即ち恒明(Lυ ゃ恒暗 (DD) の条件に移しでも、 20~24時間の内因性のリスム

が暫く継続される。従って、羽化前日の明期開始後に、最終暗期を除いた

LLの条件に婦を置いた場合、 16L-8Dの条件で次の明矧が始まるべき時刻、

即ち、最終の明期開始後20~24日寺間後に、集中して羽化がみられる 1 5) 。

1-2 生物検定法

EHの生物検定は、上述のEH放出リズムを利用した普後らの方法52)

に従い、以下のように行った。

ます検定に用いるカイコ踊を、 25'C、16L-8Dの条件に3周期以上置き、腕

化後7~8日目の明朗に、以下に述べるような形態的な特徴から次の明期開

始時刻に"gate"tJ吉開いて羽化を行うものと判断した個体を選別する。検定

に用いたJl06号xDai zo種(雄)の場合、自面化後3~4 日自に自の着色が見られ、

ー 12-
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その後成虫化に伴い、触角や体全体の着色が進行する。羽化前日になると

成虫麹の斑紋が踊皮の外から透けて観察出来るようになり、また、自由皮と

成虫皮が遊総し、腹部が柔らかくなる。この様な形態的変化と、自用化後の

経過臼数等を考慮し、総合的に判断することにより、通常、 90%以上の確率

で、選別を行うことが可能であった。

羽化前日の踊は、 "gate"の開く 7~8時間前から EH に対する感受性を持

つようになり、待機の状態にはいる 52) 。そこで、 "gate"の開く 6~7時間前、

即ち、最終日音矧の始まるべき時刻付近で検定自由の胸腹聞から腹部体腔内に

検定する試料溶液を注射し、その後はLL条件に置いた。注射後、 3時間以内

に羽化した個体を(+)(図 1-2 ， c) 、 6~7時間後の"gate" tJ、開く時芸IJ に羽化し

た個体を(ー)(図ト2，巴)と判定した。注射後、 10時間以上京五直しても羽化し

ない個体は、選別を誤ったもの、または、何らかの異常のあるものと考え、

検定から除外した。 検定には、一区5~10頭の踊を用い、 50%の反応(図 1-2，

d)、即ち、検定区の半数の鍋を 3時間以内に羽化させる活性の最少量を、

1EH単位(EHunit)と定義した。

図ト3に、自由頭部から調製した部分精製物 (highlypurified EH)の、容

量一反応曲線を示した。この部分精製物は、約80ng/uni tの比活性を示して

いる。また、 EH活性は、活性の検出される最少量の数倍量で100%の反応

を引き起こす強さに達し、容量一反応幽線はS字曲線を描いた。

1-3 考察

本検定法は、内因性羽化リスムが、羽化前日からLL条件においても維持

されることを基礎としている。それによって、最終日吉期を省くことが可能

になり、注射から羽化行動の観察までの一連の検定作業を、明るい条件下

で行うことが出来る。また、注射後半日以内で検定結果が得られ、(十)ま
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たは(一)の判定だけであれば、 1~2時間で可能である。このことは、昆

虫の他のペプチドホルモンの生物検定法、例えli、前胸腺刺激ホルモンの

生物検定では数日から10日以上かかることと比較して、精製を進める上で

非常に有利な特長である。

検定娩は、帰化後4日以内に4'Cに冷蔵することにより、実験の進展状況

に合わせて検定日を調節することが可能であった。この場合、冷蔵中は成

虫化が殆ど進行せず、例え li5日間冷蔵した場合、自南化後12~14 日目に通常

より 4~5日遅れて羽化カ、みられた。冷蔵中は光周期に留意せず、再{呆温か

ら検定までに3周期以上16L-8Dの条件に置くことにより、概日時計を光周期

に同調させた。これは、実験を進める上で極めて便利であったが、冷蔵期

間は、長くても10日が限度であり、冷蔵により、感度の低下や羽化行動に

異常を示す個体の増加が見られることに留意する必要力、あった。

実際の検定に於いては、カイコの品種や性別、体重、桑葉飼育か人工飼

料育かといった幼虫期の飼育条件、さらに、個体差などによって試料に対

する感受性にかなりの差が認められた。従って、本検定法によって求めら

れた力価は、真の値の1/2から2倍までの範囲に入る幅を持った値となり、

半定量的な検定法といえる。そのため、検定嫡の平均体重、飼育条件、検

定時の室湿などの記録が、判定の補助材料となった。また、脳内に内因性

のEHを保持している個体にi式料を注射しているため、試料中lこEH放出

因子力、存在した場合、 EHと区別することができない可能性カ、あった。し

かし、普後らは53)、鮪頭部の部分精製物の注射によって羽化が誘導された

成虫の頭部には、羽化前と同等の強いEH活性が残存していることを確認

し、踊頭部中のEH活性物質が、 EH放出因子ではないことを報告してい

る。従って、頭部抽出物に検出される EH活性は、 EH放出因子によるも

のではなく、 EHによるものであると判断した。
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また、試料の塩濃度が0.2M以上、または、有機溶媒濃度10%以上の場合lこ、

偽陽性の反応、を示す個体が多く見られた。従って、検定試料溶液が偽陽性

を示す組成とならないよう考慮して、精製実験のスケールや溶媒条件を設

定する必要があった。ただし、酢目安アンモニウムなど、揮発性の塩の緩衝

;夜系を用いた場合には試料の凍結乾燥によって塩の除去カ、可能であり、検

定試料の調製に於いて非常に有効であった。高濃度の塩などによる偽陽性

の羽化個体の場合、羽化時芸IJがまとまらず、また、羽化完了後にも自国皮か

らの脱出時に見られる螺動運動を続けたり、脱皮;夜の吸収が不完全である、

などの異常がみられた。このような異常が起こることから考えて、塩類や

有機溶媒の作用は、神経系に対するなんらかの不完全な羽化行動解発刺激

を与えるものであり、脳からの内因性EHの放出作用ではない可能性が高

い。検定に際しては、通常、上記の観察結果を含め、総合的に判断するこ

とにより、真に陽性の場合と区別することが可能であった。

本検定法を行うにあたり、最も労力を要したのは検定鍋の飼育であった。

J106xDaizo種では、冷蔵保存卵の保温を開始してから検定まで、 25
0Cで約

25日を必要とする。そのため、精製の進度に合わせて必要な数の検定婦を

用意することが難しく、常にある程度の数を間育しなければならない。し

かし、そのためには給餌等の作業に連日多くの時間を割かねばならず、大

量飼育のシステムが確立されていない環境では、充分量の検定踊の供給は、

困難であった。本研究の場合、共同研究者の東京農工大学、普後一助教短

から、主に夏期に検定踊の供給を受け、精製を効率よく進めること力、可能

となった。
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第2節 カイコ踊頭部からの羽化ホルモンの精製と単離

カイコ EHは、緒言でも述べたように、脳の神経分泌細胞で作られ、

その量は、羽化数日前から羽化までの聞がもっとも多L、19、。 そこで、予備

的に羽化直前の踊頭部からの精製が試みられた37)が、その結果から、 EH

を単離するには少なくとも十万頭単位の直面が必要であることが明らかにな

った。 方、筆者の属する研究室では、以前からカイコ雄成虫の頭部を材

料とした毘虫ホルモンの抽出と精製を手がけており、成虫の頭部であれば、

年間200万頭の入手力、可能であった。この雄成虫頭部のEH活性を調べたと

ころ、婦の1O~20%の活性が含まれていた 。 そこで、活性は劣るものの、大

量入手が可能な、雄成虫頭部を材料に、 EHの精製を試み、各種の精製条

件の検討を行った38>39>。しかし、その結果、含量の少ない成虫頭部から

は、単離に至るのが困難であることが明らかになった。そこで、単位重量

当りの含量が多い材料を用いた方が精製がより容易であり、回収率の向上

も期待できることから、 EHを単離するための抽出材料として大量の羽化

直前のカイコ踊を用いて、再度精製を試みることとした。抽出の出発材料

として脳のみを用いることが可能であれば、爽雑物が少なく、また重量も

少ないので好都合である。しかし、数十万頭という大量の踊から脳を取り

出すことは技術的に極めて困難であると考えられることから、踊頭部全体

を材料に用いることにした。大量のカイコ踊頭部の入手は成虫頭部に比較

して経費及ひ設備の点で裕段に困難であったが、東京近県の蚕糸試験場な

どの協力によって、大量の入手が可能になった。
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2 -1 E Hの部分精製

カイコ踊からのEH精製は、先に行った成虫頭部から出発したEHの部

分精製法38)39)を基に再検討を加え、初期精製の条件検討を行った。精製

作業は、全て氷冷下、または4.Cの低温室で行い、タンパク量は、 280nm、

または 225nmのuv吸収から牛血清アルフミン(BSA)換算量として算出した。

精製の各段階では、試料の一部を凍結乾燥した後、安定化剤としてO.4μE 

/μ|のBSAを含む O.IMトリスー塩酸緩衝液(pH7.8)に溶解し、第1節に詳

細に記した善後らの方法52)に従って生物検定による活性測定を行った。

自国は、まず脳内に含まれる EH量が最も多くなる羽化直前に、カミソリ

を用いて頭部を切り落とし、抽出時まで 20.Cにて冷凍保存した。この作

業も、重量で換算すると約100倍の精製になった。

娩頭部20万頭分を抽出材料とし、 82，000頭、 118，000頭の2区に分けて精

製を開始した。精製の初めの8段階は、主に溶媒抽出、沈澱;去を組み合わせ

て、以下のように行った(図ト4)。即ち、頭部1区を、アセトン、ついで80

Zエタノールで抽出し、それぞれの溶媒に可湾性の物質を除去した。EH活

性は、抽出残j査に回収された。鍋頭部は、切断操作の都合上、成虫に比べ

踊皮や前胸部の組織が多く混入し、頭部一個当たりの重量は、成虫の約2倍

(15mg)となった。自国の皮下組織には、多量の脂肪体力、存在するため、爽雑

物の多くを脂溶性物質カ、占めることが予想された。そこで、上記の抽出操

作は、成虫の場合2回のところを3回ずつ行った。次に、 EH活性を含む残

j査を、 2%食塩水で抽出した。食塩水抽出;夜の活性は、釘本で 3.6xl0SEH 

unit 、比活性 1500μg/EHunitであった。

食塩水抽出液は、 100.C10分間繋拠理し、その結果生じた不溶物は、遠

心分灘により除いた。続いて、 80%飽和硫酸アンモニウム、 50-75%アセト

ン、 90%飽和ピクリン酸による各分別沈澱法で精製を行ない、さらに、ピク
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リン酸を除くために80%アセトン沈澱を行なった。以上8段階の精製で、比活

性 39μg/EHunitの粗抽出物(crudeEH)を得た。この段階の活性は、1頭

当り1.6EH unitsであり、 精製開始時の脳磨砕物が、 1頭当り 1.4~2 . 0 

EH unitsの活性を示すことから、ここまでの8段階て‘の活性の回収率は、

80%以上と考えられた。

次にこの粗抽出物を、各種カラムクロマトグラフィーを用いて精製した。

まず第9段階自には、 SephadexG-50{fine)によるゲルろ過を行った。j容出

画分を細かく検定した結果、広範囲に活性が広がり、活性を持つ複数の分

子種が存在する可能性も考えられた。しかし、カラムの分離能が低い為に

活性カ、広がった可能性が高く、この段階では、ひとまず、活性のある溶出

区をすべて集めて、活性区とした。280nmの吸収カ3ら判断すると、約50%が、

活性のない分子量の大きい分画に溶出されており、この段階は、約2倍の精

製となった。この段階で、 2つのロットを合わせ、以後、 20万頭のスケール

で精製を行った。

ゲルろ過活性区は、続いて、 DEAE-SepharoseCL-6B陰イオン交換カラム

クロマ トクラフィ ー{10段階自)で精製した。この段階では、活性はあまり

吸着されず、非吸着区友び、 0.2M酢酸アンモニウム溶出区に回収された。

しかし、全体の約40%の爽雑物が吸着され、活性はほぼ100%回収されたため、

1.7倍の精製となった。

11段階自のSP-SephadexC-25陽イオン交換では、 DEAE-SepharoseCL-6B 

活性区を、 凶4.O. O. 1M酢酸アンモニウム溶液に調製して、カラムに吸着さ

せた。 それを、 pH4.2，4.7、7.0、9.0のO.lM酢酸アンモニウム溶液でl順次

溶出させた。その結果、 pH7.0の溶出区に、回収率80%で、比活性 5.2μgl

EH unitの活性物質が回収された。

12段階自の、 QAE-SephadexA-25陰イオン交換クロマ トグラフィ ーでは、
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予備実験段階で、いろいろな条件下で活性が複数の分画に分かれた。そし

て最終的に、 0.05M酢酸アンモニウムpH8.5で吸着させた後、 pH8.5で0.05M、

O.IMの溶液で洗い、次に、 pHを8.1に下げ。た 0.2M溶液を流し、その後、

pH8. 5， 0.5M、pH7.0，0.5Mを流すという複雑な条件で、 pH8.1， O. 2Mの溶出区

に活性が回収されることを見いだした。しかし、大量の試料で精製を行っ

たところ、予備実験の結果に圧して、活性が2つの分画に分かれ、 pH8.1，

0.2M 溶出区に67%、pH8.5，0.5M溶出区に25%の活性が回収され、比活性は、

それぞれ2.1、6.6μg/EHunitとなった(図1-5)。そこで、 pH8.5，0.5M溶出

区を蒸留水で7倍に希釈し、酢酸アンモニウム濃度を約O.07Mに下げて再び

QAE-Sephadex A-25に吸着させた。これを、 pH8.5，O. 1M、pH7.8，0.2M、pH

8.5， O. 5M、pH7.0，0.5Mの酢酸アンモニウム溶液で順次段階的に溶出させた

(図ト6)。その結果、活性は再び二つに分かれ、 O.2M溶出区lこ50%(全体の

12.5%)、pH8.5，0.5M溶出区に40%(全体の10%)の活性が回収された。比活性

は、それぞれ2.6、11.0μg/EH un i tであった。以上2回のク口マトグラフィ

ーに於いて、 0.2M湾出区では、いずれも比活性3μg/EHunit以下となった

ため、両者を合わせてQAE-S巴phadex活性区とし、以下の精製を進めた。

以上4段階のカラムクロマトグラフィ ーでは、各段階毎に約2倍の精製と

なり、 2.2μg/EHun i tの精製物が得られた。

次に、 QAE-Sephadex活性区に、固体の酢政アンモニウムを加え3M;容，夜と

し、OctyトS巴pharoseCL-4Bよる疎水性クロマトクラフィーを行なった。

この第 13段階自の精製では、移動相の流速を厳密に 4.0~4 . 5m1/hr に制

御し、 O.IM酢酸アンモニウム湾，夜でアセ卜二トリル濃度0-50%のクラジエン

卜溶出を行なった(図ト7)。その結果、アセトニトリル濃度20-34%の分画に

i舌性が溶出され、比活性 225ng/EH un i tの精製物が得られた。

第14段階では、 SephadexG-50(sup巴rfine)によるゲルろ過を行った(図
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ト8)。この段階では、比活性O.11 n g/EH u n i tの精製物(hi gh I y pu r i f i ed 

EH)を得たが、回収率は、約50%と低かった。このゲルろ過に於ける活性の

溶出位置は、カイコ成虫頭部から部分精製されたEHの湾出位置とよく

致した。

2-2 高速液体クロマトグラフィー(HP L C)を用いた EHの単離

Sephadex G-50(superfine)活性区(highlypurified EH)は、凍結乾燥し

た後、少量の10mM酢酸アンモニウムに溶解し、第15段階自のTSK-gelDEAE 

-5PWカラム(7.5X75mm) を用いた陰イオン交換HPLCによる精製を行なっ

た。移動相には、 10%アセトニトリルを含む酢酸アンモニウムj容液を用い、

流速 O.8ml/minで、酢酸アンモニウム濃度を20分で0.01Mから O.15Mまで

上げるクラジエント溶出を行なった(図1-9)。その結果、 EHは酢酸アンモ

ニウム濃度約0.1Mの分画に溶出され、比活性 8.6ng/EHunitの精製物が得

られた。この第15段階では、一段階で約13倍の精製となった。

第四段階では、逆相HPLCによる精製を行なった。 HPLC条件は、

移動相に用いる洛媒の、塩のF載買、 pH、有機j容媒の種類、クラジエントプ

ロクラムなどについて検討を行ない、 O.1%T F Aを含むアセトニトリル溶

液を用い、アセト二トリル濃度を 10%から 50%まであげるクラジエン卜溶

出が、優れていることを見い出した。イソプロピルアルコールは、有機溶

媒の中では、最も分離が良かったが、濃度の変化に伴う圧力の変動力、大き

くベースラインが乱れるため、同様の効果を示すアセ卜二トリルを用いる

こととした。一般に、比較的大きなぺプチド、タンパク質を HPLCで分

縦する場合は、ポアサイス(孔径)が大きい担体のカラムが適しており、逆

相系では、担体の疎水性側鎖は、 ODSよりもオクチル基やプ口ピル基を導

入した担体で良い結果が得られることが知られている。そこで、ポアサイ
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スの大きな、タンパク質分離用として開発されている Protesi I-Octy Iや

Hi-Por巴RP-304、さらに通常の低分子の分般に用いられているDevelosiト

ODS、PartisiIーODS、TSK-ODS120Aなどのカラムを各種溶媒系で比較検討

した。また、シアノプロピル基を持つ Nucl巴osi I-CN、フェニル基を持つ

Develosi I-Phenylなどのカラムも検討を行った。その結果、 C.-シリカゲル

のカラムであるHi -Por巴 RP-304(4.6x250mm)が、他のカラムに比べ、非常

に分離能力、高く優れていることを見いだした。

ここまでの各段階での条件検討で、 2万頭分の試料が消費され、この時点、

で18万頭分の試料カV残った。そこで、 Hi -Po re RP-304カラムを用い、前記

の溶媒条件で、 18万頭分の全試料のHPLCを行なった。その結果、 uv

225nmで検出される、分離度の高い対称性のよい単一のピークにのみ活性

が回収された(図1-10)。この分画は、日必t度から半IJ断して、 BSAj奥算で約

10μEのぺプチドを含んでいたことから、比活性は 0.83円g/EHuni tである

と考えられる。後に述べるように、この分画は、充分にアミノ酸配予IJ分析

を行える純度を有しており、ここに、 EHが単離されたものと判断した。

表1-](こ以上の精製過程をまとめた。各段階の値は、 18万頭相当に換算し

て表示した。食塩抽出物から比活性で1.04x106倍の精製が行われ、 3.3%の

回収率で、 0.83ng/EHunitの EH が単離された。比活性を見ると、 g~ 12段

階、及び14段階では、各段階で約2倍の精製であるが、 13段階目、及び、二

回のHPLCによる精製では、各段階で約10倍の精製効率となった。

2-3 アミノ酸配列分析

新規ペプチドを単離した場合、一般に、まず初めにアミノ酸組成分析、

及び、配列分析が行われる。組成分析では、全情成アミノ酸の革島支から、

そのぺプチドの化学的性質、及ひ、物理化学的情報を得ることができるが、
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各アミノ酸の化学的の性質の違いなどから、すべてのアミノ酸組成が決定

出来ない場合も多い。また、試料の純度に対しては、均 性の証j処となる

情報を得ることは極めて難しく、逆に、純度の保証されていない試料の分

析値は、化学的データとしての意昧を持たなし、。一方、配列分析では、ア

ミノ末端からの配列情報を得ることができるが、全配列に関する情報を得

るのは非常に困難であり、大量の試料が必要になる。しかし、配列分析で

単一の菌防IJが解析できれば、試料中のぺプチドの純度が高いことを明らか

にすることができる。また、僅かな配列情報しか与えられなくとも、その

配列に特異的な抗体の作製や、 DNAプローフの設計が可能になり、異な

る研究手法による解析が可能になる。

今回単離した EHは、僅か10μE、分子量を仮に8，000として1.3nmo I程度

で、すべての分析を行うことは不可能な量であった。そこで、上記の分析

法の特徴を考慮した上、単離した EHについて、純度検定を兼ねてエドマ

ン法によるNー末端配列分析を行なうこととした。配列分析には、得られた

試料の半量、 5μEを用いた。エドマン分解は、基本的には成書54)従って行

ったが、試料が非常に微量であるため、損失を防ぐため、改変を行った(実

験のI頁参照)。エドマン分解によって得られたフェニルチオヒダントイン

(PTH)ーアミノ酸は、逆相HPLCを用いて同定した。各PTHーアミノ酸は、

HPLCで同定後、標準PTHーアミノ酸と co-injectionしてクロマトクラ

ム上でピークが一致することを確認した。

その結果、 N-末端から5残基の単一のアミノ駿配列が明らかになった。こ

れによって、 16段階の精製の後、 HPLC上で単一のピークとして検出さ

れた EHが、純度の高いペプチドであり、 EH力、単語世されたことヵ、確認さ

れた。また、この分析の後に、高感度で配列分析が行える気相式プロテイ

ンシーケンサー(Applied Biosystems社、 ModeI 4 70A) 5 5lが利用できるよ
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うになったため、残りの試料の内2.7μgを用いて、配列分析を行った。そ

の結果、最終的にN一末端から13残基のアミノ酸質問lが明らかになった(図l

-11)。

2-4 まとめ及び考察

カイコ踊頭部を抽出材料に用い、各種の沈澱法とゲルろ過、イオン交換、

逆相、のカラムクロマ卜クラフィーを組み合わせた14段階の精製を行い、

次に、イオン交換、逆相の2段階のHPLCによる精製を行なって合計16

段階の単離工程を確立した。この精製により、 18万のカイコ踊頭部から10

μEのEHを単離した。精製の初めの14段階では、蛸の EHは、成虫頭部か

ら部分精製した EHと基本的に同じ挙動を示した。最終2段階のHPLCに

よる精製では、非常に効率のよい精製が行われ、単離に到ることができた

(表1)。単灘した EHは、非常にわずかな量であったが、微量用に改良した

手動工ドマン法、7lび、気相式プロテインシーケンサーによる配列分析に

よって、 N末端から 13残基のアミノ酸配列を明らかにすることが出来た(図

1-11 )。特に気相式プロテインシーケンサーは、手動j去の半量の試料で、 3

倍以上の配列を読むことが出来、今後、微量ぺプチドの配列分析には、有

力な手段となると考えられた。明らかになったアミノ酸配列は、報告され

ているどのペプチドとも相同性を有していなかった。この EHは、 0.83ng

(約1X10-13mol)でカイコ潜成虫の羽化を誘導し、カイコ踊の体液量を 170

μ!とすると5>6)、EHの有効濃度は、 6.0x10-11Mと計算できる。踊頭部の

食塩抽出物は、 頭あたり2EH un i t、1.7ngのEHを含んでいた。普後ら

は、婦の脳に2EH unitのEHが存在すると報告しており5目、今回単離さ

れた踊頭部の EHは、ほとんどが脳に由来すると恩われる。

昆虫のペプチドホルモンの精製における最も困難な点は、毘虫は体が小
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さく、含まれるぺプチドホルモンの量が極めて少ないことである。そのた

め、その単離には大量の材料と高度の精製技術が必要になる。従って、今

回の確立した精製法は、他の高分子のぺフ・チドホルモンを単離する上で、

有用な示唆を与えるものと考えられる。著者がEHを単離した時点までに

単灘されていた昆虫の神経分泌ぺフ・チドホルモンは、脂質動員ホルモン57)

neurohormone D58)、ボンビキシン59}のみであり、カイコ EHは、 4番目の

単離の報告となり、また、これら中では最も分子量の大きなホルモンであ

った。

なお、 EHの構造決定は、この後、筆者の研究を引き継いだ高野らによ

り精力的に続けられ、 95万頭のカイコ踊頭部から、約35μEのEHが単灘さ

れた46)。このEHを、各種のプロテアーセで消化し、生じたフラグメント

の配列分析を行った結果、アミノ末端から61残基のアミノ酸配列が明らか

になっている(図1-12)。
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第二章 カイコ羽化ホルモンの遺伝子に関する研究

序論

前章で述べたように、 EHは著者らにより単灘され、 N-末端アミノ般の

部分配列(図ト11)カ、明らかになったが、その後、高野らは、 96万頭分のカ

イコ踊頭部からの精製を行い、単離した35μEのぺプチドの配列分析により、

EHの61残基目までのアミノ酸菌防IJを明らかにした46)(図ト12)。この分析

過程に於し、ては、リシルエンドぺプチダーゼなどのエンドペプチドチダー

セ類で EHを-s_消化し、複数のフラクメントに分解した後、各フラクメ

ン卜の配列分析を行い、得られたシークエンスをつなぎ合わせるという手

法が用いられた。この手法を用いた場合、各フラクメントの接続有、の配列

を正確に決定するためには、接続点、を跨いで両フラクメントにわたる配列

を有する第三のフラグメントの配列情報が必要になる。しかし、高野らの

分析では、一部にこの第三のフラクメントが得られなかった接続部分があ

り、疑問を差し挟む余地が残されていた。また、アミノ末端の長さの異な

るぺプチドが得られ、それらが、転写、翻訳後のプ口セッシンクや分解に

よるのか、或いは、それぞれをコードする遺伝子が存在するのか、という

新たな疑問が提出された。これらの問題を解決し、また、ペプチド側から

の解析が不可能なシクナルぺプチドのアミノ酸配列や、遺伝子の発現調節

機備などを解明するためには、まず EH遺伝子の単離、構造決定が必要と

考えられた。EH遺伝子に関する研究は、緒言に述べたように、既に佐藤

によってゲノムDNAの解析が試みられ、その部分塩基配列が明らかにさ

れた(図緒 3)47)叫〉が、 それ以上の解析はなされていない。そこで、以下

に述べる cDNAの解析から遺伝子に関する研究を着手した。

お
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第1節カイコEHのcDNAの解析

1 -1 カイコmRNAの調製

mRNAの調製は、クアニジニウム塩60)6 1}や、フェノール，62>などを

用いる各種の方法が開発され、動物、植物を問わず多くの報告例がある。

そこで、まずはじめに、最も一般的に用いられているグア二ジンー超遠心

分離法63)でRNAの調製を試みた。

カイコ4令眠、及ひ、 5令幼虫の脳約2500個を顕微鏡下で摘出し、4Mチオ

シアン酸クアニジン(GTC)中で粉砕し、 5.7M塩化セシウム (CsCI)に重層

した後、遠心分離でRNAを沈澱させた。大部分のDNA、タンパク質は、

RNAより比重が小さいため、 CsCI層の上部に残り、 RNAと分離された。

RNAの沈澱を、 1%ラウリル硫酸ナトリウム(SDS)を含む印刷トリス塩

酸緩衝液(pH7.5)/lmMEDTA (T E)にJ容解し、クロロホルム抽出で混入した

タンパク質を除去した後、エタノ ール沈澱にてRNAを回収した。得られ

た全RNAは、 260nmのuv吸収より、約550μgと計算された。この全RNA

を、 01igo dT-cellulos巴カラムを用いて精製し、 12μEのpoly(A)+R N A 

を得た。

上記のカイコ幼虫の脳から得た全RNAは、約0.2μg/brai nと少なかっ

た。カイコの脳のように、非常に小さな組織からの調製には、抽出中の分

解や吸着などによる RNAの損失を考えると、小スケールに過した改良が

必要であると考えられた。カイコの脳を材料にしたRNA調製の報告は、

SDS-7工 J-J~、法6 4 ) 65>、AGPC法66)などがある。そこでまず、カイコ婦の脳の

m R NA を、 SDS-7工/ーJ~法で調製した。 即ち、踊化後2~5日目のカイコ婦の

脳535個を、液体窒素中で良く磨砕し、緩衝液に溶解してからフェノール、

フェノ ール/クロロホルム=1:1で抽出してタンパク質を除いた。続いて、

水相lこしiCI加えてDNAとの分別沈澱を行った。RNAの沈澱を緩衝液に
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j容角卒後、フェノール/クロロホルム=1:1で抽出してSDSを除き、ヱタノーjレ

沈澱で、全RNAを回収した。これは、 260nmのuv吸収強度カ3ら約650μEと

定量された。この全RNAの約半量、 317μgを、 01igo dT-Lat巴X を用いて

精製し67) 11.7μE の凶1y(A)+ R N Aを得た。 この精製では、脳からの

RNA調製量は、全RNA 1.2μg/brai円、 poly(A)+R N A 45 ng/Br と

なり、 GTC、CsCI超遠心を行った前回に比べ、約6倍の RNAカ、得られた。

なお、全RNAの 3.7%が poly(A)+R N Aであった。

1-2 Agt10ライフラリーのスクリ 一二ンク

1-2- 1 cDNAライブラリーのイ乍製

幼虫のmRNAを、 01i go dTをプライマーにして poly(A)tai 1から

逆転写反応を行い、 1ststrand cDNAを合成した。続いてRNaseHで鋳型

にした RNAを分解し、その後、 DNAポリメラーゼで相補鎖を合成した。

合成した2本鎖 cDNAを、 EcoRI メチラーゼを用いてEcoRI切断部位のア

デニンを、 6-methylaminopurineに変換して切断部位を保護した。この C

DNAの両末端に、 DNA リガーゼで EcoRllinkerを付けた後、 EcoRI

で消化した。これを、 EcoRIで消化した Agt 10ファージの断片とライゲーシ

ョンした。ライゲーションした Agt10は、ファージタンパク質の混合物と

混ぜ、 invitro packagingを行った。里子生型の λgt10は、 E.col i .NM514 

株に感染させると溶原化し、明瞭なプラークは形成しない。しかし、 cl

repressor遺伝子上lこEcoRIクローニング部f立を持つため、ここに外来DN

Aが挿入された組み替え休はcl となり、溶原化せすにプラークを形成する

ようになる。そこで、 packaging した λファージ粒子を、 E.co 1 i . NM5 14株

に感染させ、組み替え体のみを選別した。ライフラリ ーサイスは、 5x104

plaqu巴 formationunit (pfu)であった。
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1-2-2 合成オリゴヌクレオチドプローフによる、Agt10cDNA

ライフラリーのスクリー二ンク

先に述べたように、佐藤により EHゲノムDNAの解析が試みられ、ゲ

ノムDNAクローンの部分配列が明らかになった。そこで、その情報を基

にしてプローフを設計し、 Agt10ライフラリーのスクリ一二ンクを行った。

まず、 λ gt10ファージを、 1 プレ ー トあたり 104~105 ブラ ー ク程度とな

るようにSM培地を用いて希釈し、 Lur i a-Beryan i 's broth (L B培地と略

す)で一晩培養したE.c吐i• NM514株と混和し、 10mMMgCI2 を加えた50μE

Imlのアンピシリンを含む LB培地(LB-Ampと略す)プレートに重層して培

養し、透明なプラークの形成を確認した後、ナイロンメンブレンに吸着さ

せた。ハイフリダイセーションによるスクリ 二ングには、ゲノムDNA

の配列を基に、ホスホアミダイト法68~ 69)を用いて合成した、アンチセン

スの54mer、36mer、17merの、 3種類のオリゴヌクレオチドをプローフとし

て用いた70)。この3種類のプローフは、それぞれ、 EHの Tyr̂-Phe2 5、|

|巴39-G I U5 0、及ひ GI y26 -G I y31 をコードする部分の塩基配列に相当する

(因子1)。これらのプローフに、 [y_32p] ATPを基質としてT4ーキナーゼを

反応させ、 3'末端ラベルを行って実験に用いた。

/¥イブリダイゼーション実験に於L、ては、用いるプ口ーフの解離温度

(Tm)によって、ハイフリダイゼーション温度を調製することが重要であ

り、通常その温度は、 Tm-10.Cと設定される日〉。 この二つの合成プロー

フの解離温度(Tm)は、以下の式で表される71)。

Tm=81.5 -16.6(log，o [Na+])+ 0.41 (%G+C)ー (600/N) : N=塩基数

この式によれば、1xSSC中では、 54mer=99. 6.C ; 36me r = 96. O.C と求めら

-36 -
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17mer probe 

26 31 
(A) GI y-Pro-Trp-P恰-Glu-Gly
(8) 5'-{配.∞T.T∞.竹C.GAG.∞A-3'
(C) 3' --cm. ffiA: AI∞. MG. CTC. CCT -5' 
3白隠rprobe 
39 50 

(A) 11 e-Lys-A 1 a-Arg-G 1 y-Lys-Asp-II e-Prひ-Glu一Cys-Glu
(8) 5' -ATC. AAA.α:X::. AGA. (町.AAA. GAC. ATT. (羽.GAA. TGC. GAA-3' 
(C) 3' -TAG.行T.αnTCT.α::u m. CTG. TAA.α芯C什.ACG. C汁-5'

54mer probe 

8 25 
(~) _. ! yr-Asp-A 1 a-/l'et-G 1 u-I除{;ys-Ile-Glu-Asn一Cys-Ala-Gln-Gys-Lys-Lysイ恥t-Phe
(8)ト TAC.GAC.GCA.ATG.GAA.ATT.TGC.ATC.GAG.AAC. TGC.GCXJ.CAA. TGC.AAA.胤 ATG.TTC-3' 
(C) 3' -ATG. CTG.ωT. TAG. C打.TAA. A瓜 TAG. CTG. TTG. ACお.αむCTT.ACG. m. T汁.T AG. AAG-5' 

図2ー1 54mer、3伽陪「、 17merのオリゴヌクレオチドプ口ーフ(C)と、
それに対応するEHのアミノ百錨e91J(A)、ゲノムDNA自e91J(8)。

Multi cloning site 
M13-F 』 也旦dlll;Sphl; !主主1;Sa 11 ; 

5' GTTTTCCCAGJCACGACGTTGT AAAACGACGGCCAGTGCCAAGcTTGCATGecTGeAGGTCGAe 

Multi cloning site 

生ヨ ~; _~~~~~~~~!iKpnl ;Sacl ; EcoR 1 
TCTAGAGGATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATTCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTG 3' 

3' CAGTAT凶ACAAAGGAC5' 
M13-R 

図2-2 pOC118プラスミド菌防l防析用プライマー (M13-F， M13-R) 
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れる。そこで、ハイブリダイゼーション温度は、 54merでは 89.6.C、 36 

merて‘は 86.0.Cと求められた。しかし、プローフが長い場合など、計算上

Tmが非常に高くなる時には、反応温度は溶液の変性や蒸発を防ぐために

65.C程度に抑えることが望ましいとされている6引。そこでスクリ一二ンク

は、まず65.Cにハイブリダイセーション温度を設定し、 54mer、36merの両

方のプローフとハイフリダイスするクローンをスクリーニングした。プラ

ークを形成したプレートからは、プレート1枚あたり4枚すつメンフレンに

転写し、 2枚ずつそれぞれのプローフでハイフリダイゼーションを行った。

1. 1 x 1 O'クローンのスクリ 一二ンクを行ったところ、 4枚のメンブレンす

べてに一致するハイフリダイセーションシグナルを与えるプラークは、一

つも見出せなかった。そこで、ハイブリダイゼ ション温度を、 50.Cに下

げ、さらに1.Ox103クローンのスクリ一二ンクを行った。その結果、 54mer、

36mer両方のプローフとハイブリダイズするクローンが、一つ見出された。

そこで、このクローンを拾い、 54merのプローフを用いて、 50.Cの条件で2

次、 3次スクリ ーニングを行い、純化したクローンを，¥EHC01と名付けた。

1-2-3 EHcDNAクローン、 ，¥EHC01の解析

cDNAの解析には、インサート部分のフラクメントを切り出し、各

種の市Ijs艮醇素で消化するなどの操作が必要になる。その際、，¥gt1 0は、ク

ローニンク部位カ氾coRI切断部位のみであり、また、ファージの培養、 DN

Aの調製に時間がかかるという欠点を持っている。そこで、，¥EHC01のイ

ンサー卜部分を、扱いが容易でDNAの調製が簡単であるpUCl18プラスミ

ド72)にサブク口一二ングし、解析することとした。

pUCl18プラスミ ドは、 s-ラクタマーゼをコードする遺伝子を持つためア

ンピシリン耐性(Amp')を示し、 isoschizomerも含め13種類の制限酔素切断
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部位を含むマルチク口一二ング部位を持つ。また、 M13ファージの inter-

genic region (IGlがあるため、 M13K07などのへルパーファージを感染

させることで、一本鎖DNAとして回収できる、いわゆるファージミドの

性質を持つ。さらに、 Pガラクトシダーゼのzーサブユニットタンパク質

をコードする、 LacZ'遺伝子を持つ。そのため、 E.col i .jMl09株などの、

s-力ラクトシダーゼのωーサブユニットタンパク質をコードする部分を持

つがLacZ'を欠いた E.col i (LacZムM1Slに形質転換すると、プラスミド由

来のaーサフユニットが供給されて、完全な9ーガラク卜シダーゼ活性が発

現される"町一相補性"73>を示す。また、マルチクロ一二ンク部位がLacZ'中

に位置しているため、外来DNAが挿入されたプラスミドは、 LacZ'を発現

せず"町一相補性"を示さない。この性質を利用して、培地にLacZ'遺伝子を

誘導する isopropy 1-s -D-th i oga 1 actopy ranos i de (1 PTGl と、。ーガラク

トシダーゼによって分解され、青色の色素を生じる S-brαno-4-chloro-3

i ndo 1 y 1-s -D-ga 1 actosi de (X-gal 1を加えることで、導入したプラスミド

の挿入断片がある場合には白色、無い場合には青色のコロニーが生じ、コ

ロニーの色で容易に選月IJが可能である利点があった。

まず、).EHCOlを200mlスケールで培養し、超遠心分離を行ってファージ

DNAを大量調製し、これを用いてEcoRI消化断片のサザンハイフリダイゼ

ーションを行った。即ち、 DNAをEcoRIで消化し、アガロースゲル電気泳

動した後、サザンフロッティングを行った。フ口ッテインクしたメンフレ

ンは、 S4merのプローフで、 6S"Cでハイフリダイゼーションを行った。その

結果、 290bpのパンドが、プローフとハイフリダイス、した。この結果から、

). EHCOlはインサート中に、 EcoRI切断部位を含まなし、290bp程度のフラクメ

ン卜を 1寺つことが明らかになった。サフクロ一二ンクに~JF しでは、インサ

ート中の制限醇素切断部位の有無が最も問題になる。即ち、サフク口一二
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ンクに用いる制限酵素切断部位がインサー卜中にあった場合、インサー卜

の全長をサフク口一二ンクすることが出来ない。上記の実験からは、イン

サート中のEcoRI切断部位の有無は分からず、 290bpのフラクメン卜がイン

サート全長で有るか百かを言うことは出来なL、。しかし、ゲノム上でそれ

までに解析された領i或(230bp)よりも長いフラクメント (290bp)が得られた

ため、このフラクメン卜のサフク口一ニンクを行うこととした。

サフクロ一二ンクでは、まず、，l.EHCOlファ ジDNAの12.5μEを、 10

単位のEcoRIで消化し、アガロースゲル電気泳動を行った。次に、先にサザ

ンハイフリダイゼーションて'54merのプローフとハイフリダイスした290bp

のフラグメン卜を切り出して精製した。このフラクメントを、 EcoRIで消化

した後、子牛小腸アルカリホスファターセ (CIP)で脱リン酸化したベクタ

-pUC118とモル比で1:1-3となるように混合し、 T4-リガーゼを用いて16'C

で17時間、ライゲーション圧応を行った。ライゲーションしたDNAは、

E. co I i . JM 1 09株のコンビーテントセルに形質転換し、 12枚のO.5酬の IPTG

と、 0.044%の X一回|を含むしB-Ampプレート (LB-Amp一IPTG-X-gal)に撒い

て、 37'Cで一晩培養した。培養後、各プレートには、インサー卜の挿入さ

れたpUC118が形質転換された3-41聞の白いコロニーが観察された。そこで、

ます発育の良しちつのコロニーを選んで、 10mlのLB培地で培養し、 i'Jv1J')

SDS法でプラスミドを調製した。これを、 EcoRIで切断してアガロースゲル

電気泳動を行ったところ、 5つ全てに約290bpのインサー卜が確認できた。

そこで、このサフク口ーンの一つを pEHCOl と名付け、新たに200mlのLB-

Amp培地て、培養し、i'Jv1J')-SDS法でプラスミドを調製した後、ポリ工チレンク

リコール(PEG)沈澱にてさらに精製し、混入したE.col iのゲノムDNAなど

を除いて、配列分析に用いる純度の高いプラスミドを調製した。

pEHCOlは、ダイテオキシ法による配列分析反応を行い、ポリアクリルア
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ミドゲル電気泳動(PAGE)にかけた。泳動後、ゲルはオートラジオクラフィ

ーを行い、配列を解析した。プライマーには、 pUC118のマルチク口一二ン

ク部位の両脇にある、 M13ファージ由来の領域にハイフリタイスする市販の

Forward、夏ひReverseプライマー (M13午、 7Jl.び、 M13-Rと略す.図2-2)

を用いた。その結果、図2-3に示した309残基のcDNAの配列が明らかと

なった。この配列は、ゲノムの解析では見出されていなかった来知の工ク

ソンにコードされる、 EHのN-末端の4残基をコ ドする領域を含み、さら

にその上流に、シクナルぺプチドと恩われる21残基の、疎水性アミノ酸に

富んだぺプチドがコードされていた。翻訳の開始シグナルとなる可能性の

あるメチオニン残基は、 -9残基目に一つだけ見られた。シクナルペプチド

は、一般的には15~30アミノ酸の長さがあり 74 ) 、また、そのN-末端付近に

は塩基性アミノ酸を含む75)。このメチオ二ン残基から観訳カ、始まった場合、

合成されるシクナルぺプチドはこの性質に合わす、また、さらに上流にも

疎水性アミノ酸に富むぺプチドが引き続きコードされていることから、こ

のメチオニン残基は、翻訳開始シクナルではないと考えられた。従って、

このクローンは、残念ながら上流域の開始メチオニンを含む数残基のシク

ナルぺプチドのN-末端部分をコードする領域を欠いており、不完全なもの

であることが明らかになった。

このような不完全な長さのcDNAが得られた理由として、インサー卜

内部lこEcoRI切断部位が存在し、サフク口一二ンクの過程でインサー卜がそ

こで切断され、 EcoRIフラクメン卜の脱落が起こった可能性が考えられた。

5'末端領域については、 EcoRI切断部位付近の配列が、 GAATTCCCとなってお

り、これは、ライフラリー作製に用いたEcoRIリンカーの配列(GGGAATTCCC)

と一致し、 AEHC01が上流域を含んでいなかったと考えられた。一方、 3'末

端領域については、ゲノムDNAの配列から EH遺伝子が終止コドンの下
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1 i nker 1 20 40 
E盟TCC.CTG.A∞.GCA. GTC. ATC. GTT. GTT. GCT. CTC.飢 GTG.GCA.TTC.ATG.GTC. 
EcoRl L剖ーThr-AIa-Valー11e-Val-Va I-A I a-L巴u-Ala-Val-Ala-Phe-Met-Val-

ー20 -10 

60 80 
AAC.CTG.GAC. TAT.GCC.AAC. TGC.AGC.CCT.飢 ATC.GCA.T印.AGC.TAC.GAC.GCA 
Asn-Leu-Asp-Tyr-Ala-Asn-Cys-Ser-Pro-Ala-I Ie-Ala-Ser-Ser-TyトAsp-Ala-

一1 1 

100 120 140 
ATG.GAA.ATT. TGC.ATC.GAG.AAC. TGC.GCG.CAA. TGニAAA.AAA. ATG. TTC.白C.∞T.
Met-<JI u-I怜毛ys-IIe-<Jlu.Asn-Cys-Ala-<Jln一Cys-Lys-Lysイ恥t-Phe-<Jly-Pro-

20 

160 180 
T∞. TTC. GAG.∞A. TCC. CTT. TGC. (悶 GAG.TCC. TGC.ATC.AAA.GCC.AGA.∞C. AAA. 
Trp-Phe-<Jlu-<Jly-Ser-L剖ーCys-Ala-<Jlu-Ser-Cys-Ile-Lys-Ala-Arg-<Jly-Lys-
30 40 

~O 2~ ~O 
GAC. A円.CCG.GAA. TGC.GAA.AGC. TTC.GCA. TCC.ATA. TCT.CむA.TTC.CTG.AAT.AAG 
Asp-Ile-Prσ-Glu一Cys-<Jlu-S巴トPhe-AI a-Ser-II e-Ser-Pro-Phe-L剖 -Asn-Lys-

50 60 

260 280 300 309 
CTT. TAA.GAαXiAT∞TTGATAACTATGATTGAT∞A∞TAAGTTTTATGTAAATGAATTC 
L創哨* 五百
62 

図2-3 ).EHCOlの塩顧問l

GTlO-F 
5'∞AGCTGCTCTATAGACTGCT∞GTAGTCCCCACCTTTTGAGCAAGTTCA伎町∞TTAA

EcoRl {cloning sitel 
GT∞AAGCT魁TTCTTTTGCTTTTTACCCTGGAAGAAATACTCATAAGCCACCTCTGTT3' 
一一一 3' APおACCTTCTTTATGAGTAπC5' 

GTlO-R 

図2-4 AgtlO プライマー (GTlO-F、GTlO-R)
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流28残基lこEcoRI切断部位を持つことが日月らかになっていたが、 cDNAも

3'末端はここまでしか含んでいなかった。従って、 poly(A)tai 1までの領

域が脱落した可能性が考えられた。

この点、を明らかにするために、まずAgt1 0のEcoRIク口一二ンク部位の両

側にハイフリタイズする市販のAgt10 Forward及び Reverseプライマー

(GT1 O-F及ひGT10-Rと略す;因子4)を用いて、 AEHC01の塩基配列分析を試み

た。しかし、通常の条件の配列分析では、配予IJが解析できなかった。これ

は、 50kb以上の長さを持っている AEHC01の分析では、充分なモル数を反応

させるために大量のDNAか也、要であり、高濃度のDNAが伸長反応を阻

害したことに原因があると考えられた。そこで、 AEHC01を EcoRI以外の制

限酵素で消化し、 EcoRIクローニング部位を含んだフラクメントをサフクロ

一二ンクし、配列分析を試みた。

まず3'末端側の分析は、 Agt1 0の rightarm の、 EcoRI切断部位カ、ら900

bp離れたところにある担111切断部位と、 EHcDNAの也nd111切断部位

で二重消化した。この操作では、図2-5に示したように、 10種類のフラクメ

ントが生じると予想された。そこで、消化物のアガロースゲル電気泳動を

行ったところ、検出の困難な短いフラグメン卜を除き、ほぼ予想通りのハ

ンドパターンが得られた。目的の cDNA3'末端を含むフラグメントの長

さは、円 bpの色oRIフラグメントカf存在すると仮定すると、 962+円 bpと

予想されたが(因子5)、約1kbのところにそれと考えられるバンドが認めら

れた。そこでその1kbのフラクメン卜を切り出して精製し、 Bglllと対合す

る接着末端を生じる BamH1、及び、 Hindlllで二重消化した pUCl18プラ

スミドにサフク口一二ンクした。このクローンを、 M13-F， .:&ひ、 GT1O-F 

プライマーを用いて、塩基配列分析を行ったところ、 pEHC01インサー卜の

3'末端の配7"1Jに続いてEcoRI部位、及ひ、 Agt1 0のarmの配予IJが確認された。
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従って、 AEHCOlは、 EHの終止コドンの下流32bpまでの配手IJしか含んでお

らず、 poly(A) tai 1からこの邑oRI切断部位までの部分は、ライフラリー

作製時に脱落したものと考えられた。前項で述べたように、ライフラリー

作製の際には、逆転写した cDNAのEcoRI切断部位を EcoRIメチラーゼ

によってメチル化し、 cDNA内部のEcoRI切断部位を保護した後lこEcoRI

リンカーを付け、主oRI消化を行う。従って、今回分離された AEHCOlが、

内部のEcoRI切断部f立てJ削ヒされたインサートを含んでいたことは、メチル

化反応が不完全であったことを示している。

5'末端側の解析は、 3'末端側と同様の戦略を用い、 HHCOlをHi nd 111で

消化して生oRI部位到来む0.46+a'tkbと予想されるHi ndlllフラグメントを

(因子5)、アガロースゲル電気泳動によって同定、精製した。それを、 pUC

118の也nd111部位にサブクロ一二ンクし、プラスミドを調製して、 M13午、

GT10-Rプライマーを用いて塩基配列分析を行った。その結果、 5'末端につ

いても、 Agt 10のク口一二ンク部位の配列に続いて cDNAの配列が認め

られた。

以上の検討によって、 pEHCOlにサフク口一二ンクされていた配列は、

HHCOlインサートの全長であり、 λEHCOl自体が3'末錦、 5'末端共に欠除

した、不完全なクローンであったことが明らかとなった。

1 -2 -4 A gtl0ライフラリ ーの再スクリ 一二ンク

HHCOlの解析により得られた EHcDNAの配列は、シグナルペプチ

ドの一部などの新たな情報を含んでいたが、全配列を明らかにすることは

出来なかった。従って、さらにスクリ ー二ンクを行う必要が生じた。とこ

ろで、 cDNA調製の過程では、 3'末端のpoly(A)tailにハイフリダイス‘

する01igo dTをプライマーに用いて逆転写反応を行っているため、前I頁の

「
円
J
U

凋
引時
1



--
ようなメチル化が不完全な場合以外は、 3'末端側の配予IJはcDNAに含ま

れる。しかし、 5'末端領域は、鋳型となるmRNAの分解や、逆転写反応、

が不十分であることなどの要因によって、欠落する可能性カ、高し、。従って、

完全長の cDNAを得るためには、 5'末端に近い領域にハイフリタイスす

るプロープを用いてスクリー二ンクすることが望ましいと考えられた。そ

こで新たに、 AEHCOlの解析で明らかになったシクナルぺプチドの部分にハ

イフリダイス・する、アンチセンスの42merのオリコヌクレオチドプロープを

合成した(因子6)。

次に、合成した 42merプローブを用いて、ハイブリダイゼーション温度

目℃で、再びAgtl0ライフラリーのスクリ 一二ンクを行った。 3xl03クロー

ンを、スクリ ー二ングしたところ、ハイフリダイス‘するものが見いだされ

なかったため、再ひ、 50.Cでハイフリダイスさせた。その結果、 10個程度

のクローンがポジティフとなった。そのうち、シクナルの強かった5クロー

ンを拾い、 42merプ口ーフ、 50.Cで2次スクリ 一二ンクにかけ、ポジティフ

シクナルを与えた3クローンを純化した。これらのクローンは、 GT10-Fと

GT1 O-Rのプライマーを用いて、 polymerasechain reaction (以下PCR

と略す)76)を行い、インサートを増幅した。 PCRの条件は、変性94.C2分

・アニール37"C3分 ・伸長72.C5分 ・25サイクルとした。 PCRの一般的条

件設定法の詳細については、第l節-3-2項で述べる。増幅した断片をアガロ

ースゲル電気泳動にかけたところ、 3クローン中2つで、約600bpの断片が増

幅し、これは、 AEHCOlのインサー卜(316bp)の約2倍の長さを持っていた。

そこで、 600bpの断片をアガロースゲルから切り出し、精製した後、 T4キ

ナーゼを用いて末端をリン酸化した。これを、制限艮酵素Smalで消化した平

滑末端のpUCl18にサフクロ一二ンクした。 。 ガラクトシダーセ活性の失わ

れた白いコロニーとして検出されたものの中で、 32クローンのプラスミド
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を調製し、 pUCl18のマルチク口一二ンク部位全体を含む322bpの消化断片を

与える制限酵素巴u11、または、既知のcDNA配列内に切断部位の無い、

担_cl/Xbalの二つの制限酵素で消化して、インサー卜を含んだ断片を得た。

'これをアガロースゲル電気泳動にかけたところ、 600bpのインサートが認め

られたのは、僅か2クローンであり、他の30クローンには、電気泳動で確認

できる50bp以上の大きさのインサートは認められなかった。この原因とし

ては、平滑末端のDNA断片をライゲーションする場合、塩基対の水素結

合による配列特異的な対合か'生じないことなどのため、混入した短いi軍基

の挿入などが起きた可能性が考えられる。 600bpのインサートを持ったクロ

ーンは、次いで、 M13-F、恨のプライマーを用いてインサー卜両端の場基配

列の分析を行ったが、得られた300旬以上の配列には、既知の配予IJと一致す

る領域は見いだせず、 EHcDNAクローンは、含まれていないと考えら

れた。

1-2-5 まとめ.lZひ考察

カイコ5令幼虫の脳から調製したmRNAを用いて、 λgt10ファージをベ

クターにした cDNAライフラリ ーを作製し、ゲノムDNAの部分配列を

基に合成したオリゴヌクレオチドをプローフにして、合計1.5x 104クローン

をスクリーニンクした。その結果、 cDNAクローンAEHCO 1が分離され、

配列分析によって、 EHのN-末端のアミノ酸4残基、友び、シクナルぺプチ

ドの一部をコードする配列が初めて明らかになった。しかし、このクロー

ンのインサー卜は、 5'、3'の両方の末端を欠く不完全なものであることが

示された。配列分析を行っていないその他のポジティフクローンについて

は、インサー卜の長さを確認したものはすべて300bp以下であり、 AEHC01 

の解析で明らかになった以上の配列を含んでいることは、あまり期待でき
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なかった。これらの結果から、ライフラリー作製時lこEcoRI切断部位のメチ

ル化が不完全であった可能性が考えられ、従って、クローンに含まれる他

のcDNAも、 λEHCOlのインサートと同様に3'末端領域のEcoRI部位で切

断されていることが予想された。そこで、必ずしも充分な数のスクリー二

ングを行ってはいないものの、この AgtlOライフラリーのスクリーニンク

は、この時点で終了した。

-48 -



，.........-

1-3 λgtllcDNAライフラリーのスクリ一二ンク

λgtl0ライフラリーのスクリーニンクによりf尋られた、 cDNAクロー

ンは、不完全なものであり、その原因としてライフラリーの調製自体に問

題があると考えられた。そこで次に、，¥gtllファージをベクターにしてカ

イコ5令幼虫の脳より調製された cDNAライフラリーを用いて、 cDNA

のスクリーニングを行った。このライフラリーは、名古屋大学理学部岩見

雅史博士から供与されたもので、これを用いて、既にカイコ前胸腺刺激ホ

ルモンのcDNAが、単雛されている77)。

1-3-1 合成DNAプローフを用いたスクリ一二ンク

供与された，¥gtllライフラリーを、 SM培地を用いて10-2から10-8まで

段階的に希釈して、一晩培養した E.c旦iYl090株と混和し、 10mMMgCI2を

含む LB-Ampプレートに重層した。これを42
0

Cで、 4時間培養し、生成した

プラーク数を計測してライフラリーの力価を算出した。その結果、 10-7希

釈で 120~150 プラーク、 10- 8 希釈で8~15プラークが得られ、供与された

，¥ gtllライフラリーは、少なくともlxl0'Opfu/mlの力価を持つと予想さ

れた。そこで、，¥gtllをプレート H主あたり 1xl0' ~ 10'プラークとなるよ

うに希釈し、培養後、生じたプラークを、ナイロンメンブレン2枚ずつに転

写し、ハイフリダイゼーションを行った。

1次スクリ一二ンクでは、前I頁で得られたpEHCOlから切り出した cDNA

フラクメントを鋳型とし、ランダムプライム法を用いてラベルした cDN

Aを、プローフとして用いた。ランダムプライム法によるラベルは、末端

ラベルしたものに比べて比放射活性が高いプローフが得られ、スクリ一二

ンクのように高い感度が要求される実験には適している。しかし、充分に

比放射活性の高いプ口ーフを得るには、鋳型となる DNAは、 100旬以上の
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長さが必要であり、オリコヌクレオチドプローフのラベルには適さな l¥o

従って、 Agt10のスクリ一二ンクにより λEHC01が得られたことにより、初

めて比活性の高いプローフの利用が可能になった。

上記のプ口ーフにより、ハイフリダイス‘温度を650Cに設定して2.5x105ク

ローンをスクリーニングしたところ、明瞭なポジティフシクナルを与える

14クローンがf尋られた。そこで、まずはクローンの内、シグナルの強し、5ク

ローンを選んで、二次、三次スクリ一二ンクにかけた。その結果、 4つのク

ローン、 λEHC11、12、13、15が車電化された。ここまでのスクリー二ング

は、全てランダムプライム法でラベルした cDNAをプローフとして用い

てきた。しかし、ランダムプライム法でラベルしたプ口ーフは、平重々の長

さのヌクレオチドの混合物であり、目的のク口 ン以外のものや、 cDN

Aの一部だけの短いインサー卜を含むクローンにもハイフリダイス、する可

能性がある。その場合にも、比活性が強いために明瞭なポジティフシクナ

ルを与えると考えられた。そこで、これら4クローンの三次スクリーニンク

のメンフレンを良く洗浄してハイフリダイスごしたプ口一フを落とし、 [y 

32P] dATPで末端ラベルした、シクナルぺプチドをコードする部分にアニ

ールする42m巴「のオリコヌクレオチドプローフ(図2-6)を用いて、 WCで再

ハイブリダイゼーションを行った。これにより、少なくともシクナルペプ

チドの部分までをコードする長さを持つ cDNAクローンが、高い確率で

得られると考えられた。その結果、 4クローンの内、 AEHC11と15の2つのク

口ーンにのみポジティフシクナルが多数認められ、 AEHC12，13のプラーク

は、ハイブリダイス‘しなかった。次I頁に述ペる PCR法によって明らかに

なった各クローンのインサートの長さを見ると、シグナルの出なかった A

EHC12，13は、それそ刊れ750bp，700bpであり、 A EHC11 (870bp)， 15 (850bp)に比

べ短かった。 f足って、 AEHC12， 13は、 42merプローフとハイフリタイス・する
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5'末端mlJの領域を欠いているものと考えられた。

1-3-2 PCR法を用いたAgt11クローンのサフク口一二ンク

前項で分離した4クローンについて、 PC R;去76)78)を用いてインサー卜

を増幅し、 サフク口一二ンク、を行った。

P C R;去では、プライマーの設計、各ステップの温度、反応時間の設定、

などが重要な条件である。特に、 PC Ri去において最も頻度の高いトラフ

ルである非特異的なDNAの増幅は、プライマーの設計に原因がある場合

が多い。プライマー設計の際の一般的な注意事項としては、 GC含量が偏

らず、プライマーが分子内、或いは、プライマ一間で二次構造や水素結合

をなるべく形成しないように配列を考えること、などが指摘されている79)0 

今回の実験に際しては、 Agt11のク口一二ンク部位の外側にアニールする

プライマーカ、市販されていたため、これを利用することを考えた。この市

販のプライマー(図2-7)は、 Forwardと Reverseの2つのプライマーのGC

含量がそれぞれ75%、46%と大きく異なり、従って Tmも、 GTll-F = 99'C、

GT11-R = 8rcと異なり、 PCRにはあまり適していないと思われた。しか

し、新たなプライマーの設計、合成には、時間と費用がかかるため、まず

入手の簡便なこのプライマーでPCRを試みた。

PCRに先立ち、まずAgt11の4クローンのプラークを滅菌したつまよう

じでつついてファージを拾い、蒸留水に懸濁して浸透圧でファージの外皮

たん白質を破壕した。その後90'Cに加熱してDNAを変性し、 PCRの試

料と した。プライマーは、 GTl1-FとGTl1引を用い、変性94'C1分 ・アニ

ール45'C2分 ・伸長72'C3分 ・25サイクルと条件を設定した。PCR産物を、

アガロースゲル電気泳動にかけたところ、因子8に示すように、それぞれ

700~900bpの単一なハンドが検出された。 そこで、 850bp以上のより長いフ
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GT11-F 』皇_gR1 (c 1 on i ng s i tel 
5' GGATTGGTGGCGACGACTCCTGGAGCCωTCAGTATCGGCGGAATTCCAGCTGAGCGCCG 

GTCGCTACCATTACCAGTTGGTCTGGTGTCAAAAATAATAATAACCGGGCAGGCCATGTC 3' 
3' GTt.ATGGTCAA∞AGACCACAGTT 5' 

ミ GT11-R

GT11-F 24mer T m = gg.C 
GT11-R 24mer Tm = 8rC 

図 2-7 A gt11 プライマー (GTI1-F、GT11-Rl

図2-8 Agt11クローンの PCR増幅断片のアガロースゲル電気泳動

Lane 1.2 コントロール (鋳型DNAを加えずに PC R) 

Lane 3 Ma rker (<p x -174 DNA/Ha巴111) 

Lane 4~8 AEHC11.13.12.15の各クローン

Lane : Marker (A DNA/也_Qd1 1 1 ) 
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ラクメン卜が増幅した AEHCllと、 AEHC15の二つのクローン(図2-8;Lane 

4.8)を選別し、解析を進めた。なお、この両クローンは、前I頁で述べたよ

うに、 42merのオリコヌクレオチドプ口ーフともハイフリダイスし、シクナ

ルぺプチド部分まで含んでいると考えられた。

ます、精製した AEHCllと15のインサートを、 T4ーキナーセによって末端

をリン酸化した後、担ヨ|で消化したpUC118プラスミドにライゲーションし、

L三世l'JM109株に形質転換した。その結果、多数の白いコロニーが見られ、

それぞれのクローンから8コロニーずつ選んで、プラスミドを調製した。合

計16のプラスミドを、担cl/Xbalで二重消化し、インサー卜を切り出してア

ガロースゲル電気泳動によって長さを確認した。しかし、いずれのプラス

ミドもpUC118自体の長さに相当する3.1 kb付近にのみバンドが見られ、 850

bp以上のインサートは、認められなかった。この原因の一つには、 PCR

で増幅したフラクメントは、末端の塩基が必ずしも平;骨末端になっていな

いことが挙げられる。従って、ライゲーションの効率が悪くなり、混入し

た短いDNAフラクメントとのライゲーションや、ベクターの末端境基の

分解などが起こった可能性が考えられた。この問題の解決法として、 5'→

3'ポリメラーセ活性と、 3'→5'エクソヌクレアーゼ活'性を持つ、 T4ファー

ジのDNAポリメラーゼによる末端の平滑化反応を行う方法が考えられた。

しかし、その場合にも、接着末端のライゲーションよりも効率の悪い平滑

末端ライゲーションを行なう必要があり、確実な方法とは考え難かった。

そこで次に、 PCRで増幅されたフラクメントが、両端近辺にλgtl0の

ク口一二ンクサイトに由来する生oRI切断部位を持つことに着目し、 EcoRI

によりインサートを切り出し、邑oRIの接着末端でライゲーションを行い、

サフク口一二ンクする計画を立てた。但し、 EH遺伝子中には、 EcoRI切断

部位が少なくとも一つ存在することが既に明らかにされており、この計画
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では、一つのインサー卜から、 2つ以上のフラクメントが生じ、それぞれを

サフク口一二ンクする必要があると予想された。最も長いインサー卜を待

つ).EHCllのPCR増幅フラクメントをEcoRIで消化し、アガロースゲル電

気泳動したところ、 0.4kb、0.5kbの2つのフラクメン卜が検出された。こ

の時点では、 5'末端、 3'末端の非翻訳領域の長さが不明で、どちらのフラ

クメントが、どちらの末端を含むのかは、判断できなかった。0.4kb、0.5

kbのフラクメントをアガロースゲルから切り出して精製し、各々EcoRIで

消化したpUCl18プラスミドにサフク口一二ングし、それをE.col i 'JM109株

に形質転換した。インサートの入ったpUCl18が導入された白色のコロニー

を、各々の実験区から8コロ二一ずつ拾い、プラスミドを調製したところ、

ほとんどのクローンで0.4kb、或いは、 O.5kbのインサー卜が確認できた。

これらのクローンを、 M13-F、M13-Rのプライマーを用いて、ダイデオキ

シ法による塩基配列の分析dO)を行った。今回の配列分析では、従来の [a

_32 P 1 dCTPを用いたRI法と共に、蛍光ラベルした dideoxyNTPを用いる

DNAシーケンサーによる分析もf井せて行った。 DNAシーケンサーによ

る分析は、 RI)去に比べ半分以下の150bp程度の配列しか正確には読み取れな

かった。しかし、これは予備実験として試用したものであり、反応時のテ

ンプレート DNA、ddNTP、プライマーの量などの反応条件の検討、実験操

作の習熟などによって、分析能力の向上が期待できる。また、今回は蛍光

色素をddNTPtこ導入した、 DyeDeoxyTM Terminator法を用いたが、一般的

にはプライマーをラベルした DyePrimer法の方が良好な結果が得られる

という。そこで、 DyePr i mer法による反応も検討する余地がある。但し、

Dye Pr i mer )去では、 M13系のプラスミド、ファージ用の市販プライマーを

使えない場合には、プライマーの蛍光ラベル化反応が必要になり、時間と

労力がかかることを考慮しなければならない。
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上記二種類の手法による配列分析の結果を、図2-9に示した。O.4kbのイ

ンサー卜を持つクローンからは、シクナルペプチドのAla-13をコードする

配列付近から終止コドン下流54残基の邑oRI切断部位までの配亨iJが読み取れ、

このインサートに cDNAの上流1或が含まれていることが明らかになった。

しかし、 O.4kbのインサー卜の分析では、 3クローンを分析したが、全ての

クローンでM13-Fと-Rのどちらをプライマーにした場合にも、インサー卜の

5'末端付近にアクリルアミド電気泳動のゲル上でハンドの縮重が見られ、

配列が読み難かった。そこで、アンチセンスの57mer、36m巴「、 17mer(因子

1)、42mer(図2-6)のオリコヌクレオチドをプライマーに用いて、 O.4kbの

クローンの配列分析を行った。その結果、翻訳開始メチオニン残基をコー

ドするATGコドンの上流12bpまでの配列が明らかになった(図2-9)。しかし、

5'末端部分は、相変わらず縮重が起こり、インサートのすへての配列は決

められなかった。この縮重は、配列分析のポリメラーセ反応の際に、基質

としてdGTPの代わりに2'-deoxY-inosinetriphosphate(dITP)81)、或いは、

2'ーdωxy-7-deaza-guanosinetriphosphate (dc7GTP)82)を用いた場合にも、

解消されなかった。これらの基質は、いずれもクアノシンを置換すること

で、水素結合3力所で強く結合する GCぺアーによる二次情造の形成を回避

することのできる基質であるが、顕著な改善はみられなかった。

O. 5kbのインサートを持つクローンの分析では、問Iy(A) tai Iから cD

NA中の色oRI切断部位まで、 3'末端非翻訳領域の392残基の配列が明らか

になった(図2-9)。また、凹Iy(A) tai I近傍など、 M13-F、-Rのプライマー

からの分析では配列が読みにくい部分があったため、さらに3'末端非翻訳

領i或にアニールする、 33mer、34merのオリコヌクレオチド(図2-9)をプライ

マーに配列分析を行い、配列を確認した。
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ATAAA∞TAAAA ATG.GCA.AAC. AAA.CTG. ACC.GCA.GTC.ATC.GTT.GTT. 

阪T-Ala-Asn-Lys-Leu-Thr-Ala-ValーIIe-Val-Val
-26 山 20
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Pstl 
GCT. CTC.飢 GTG.GCA. TTC. ATG. GTC. AAC. CTG. GAC. TAT.飢 AAC.TGC. 
Ala-Leu-Ala-Val-Ala-Phe-Met-Val-Asn-Leu-Asp-Tyr-Ala-Asn-Cys-

10 -1 

34 

79 AGC. CCT.ぽ氾.ATC. GCA. T∞AGC. TAC.GAC.GCA.ATG.GAA.ATT. TGC.ATC. 
Ser-Pro-Ala-I Ie-Ala-Ser-Ser-Tyr-Asp-Ala-Met-Glu-I Ie-Gys-I le一

10 

GAG.AAC. TGC.GCG.CAA. TGC.AAA.AAA.ATG. TTC.(配∞T.TGG. TTC. GAG. 
Glu-Asn一Cys-A1 a-G 1 n一Cys-Lys-Lys-Met-Phe-引y-Pro-Trp-Phe-Glu-

w ~ 

124 

169 白A.T∞. CTT. TGC. (悶.GAG.T∞. TGC. ATC. AAA. (肱.AGA. (配.AAA. GAC. 
Gly-Ser-Lω一Cys-A1 a-G 1 u-Ser-Cys-II e-Lys-A 1 a-Arg一Gly-Lys-Asp-

40 

-Cωεmmw』
H-au-寸
.
0

ATT. C羽.GAA.TGC.GAA.AGC. TTC.GCA. TCC.ATA. TCT.αA. TTC. CTG. AAT. 
11 e-Pro-G 1 u-Cys-G 1 u-S巴「ーPhe-Ala-Ser-Ile-Ser-Pro-Phe-L剖 -Asn-

~ ~ 

214 

36mer 
259 AA~CTT. TAA.GAα:xJAT閃TTGATAACTATGATTGATωA∞TAAGTTTTATGTAAAT
Lys-Leu *料

62 
EcoRl 

316 邑ATTC
EcoRl 34mer 

316 弘虹LCGATAA TTTT∞ACATCAAAAAAAATT肝CATCAAAA凶TAぽTATGTAGTTTTA
TCGTA語以TCGAAAAATGTACACTAACAAAAAATACAGTTACTACATTCAATCTAGTC
AAT∞CTATTTTAAGCAAAATATTATGAATTAAATATATAATATωATTT∞ATT∞TAA 
TCTATTTTTTTTTTCAACAT∞∞∞GCA打TACAπAAGTTTACGTCA行関TCCATTT

- 33mer(antisense) 
ATAAACむMωGACATACCAAAGCATTTATTAATTTTAATGTAAGATTATTTTATTTTTT
AA TT AGCTTTTTGωTAGTCTATCAAGACAGGGACTAG伎町AAGTCACTAATGTATATT
ATTATGTATTAAAATAAAAGATGGGCATTACTAAAAAAAAAAAA 
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AEHC15の塩基調d"IJと、 EcoRI;尚閣片

5'.3'弼紺酬の析に用いた割重のプライマ一、及び、 Pstl、EcoRl匂班
吉町立を図中に示した。特に、 3'謁糟C~I弘子析に用いた主訳: (こ吾蔵した
オリコヌクレオチドプローブは、 ( )を付した。
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1-3-3 まとめ及ひ、考察

前I頁の Agt10ライフラリーからf専られた cDNAク口ーン、 pEHC01をプ

ローフにし、 Agt11をベクターにしてカイコ5令幼虫の脳から調製した EH

cDNAライフラリーの2.5x105クローンをスクリ一二ンクした。その結果、

新たに、プ口ーフとハイフリダイスする14クローンが得られ、そのうち、

長いインサー卜を含み、 42merのプローフともハイフリダイスしたクローン

のインサー卜を PCR法を用いて増幅し、サブク口一二ンクした。このク

ローンを解析したところ、因子9に示すように、アミノ酸26残基からなるシ

クナルペプチドを含む、 88残基の EH前駆体をコードする cDNA上の読

み取り枠が明らかになり、 3'末端非翻訳領域も、 poly(A)tail まで440塩

基の配列が明らかになった。5'ー末端の塩基配列も、翻訳開始メチオニンコ

ドンの上流約10塩基程度が明らかになったか¥それより上流の領域は、配

列分析を行うと、ゲル上に強いコンプレションシクナルカ、現れ、正確な配

列の読みとりが妨げられた。この様な現象は、 GCの多い配列や、二次情

造を作り易い配列を持った DNAを分析する場合などにしばしば観測され

ることが知られている。 EHcDNAの場合、この現象を回避するために、

次のような戦略が考えられた。

1) ここまで塩基配列分析を行ってきた2本鎖DNAプラスミドは、調製

が簡単ではあるが、プライマーが相補鎖と競合してハイフリダイスεするこ

となどが原因で、一般に塩基配列が l本鎖 DNAの場合よりも解析しにく ~\ o

そこで、 EHcDNAクローンは、 pUCl18ファージミドにク口一ニンクさ

れていることを利用し、 M13K07などのへルパーファージを用いて 1本鎖

DNAを調製し、その塩基配列分析を行う 72)0 2)二次情造が不安定化す

る高温条件 (60~70 0C) で配列分析の伸長反応を行える DNA ポリメラーゼ

(Taq polymeraseなど)を用いた分析を行う 83)0 3)伸長反応の際、反応系
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にsinglestrand binding proteinを加え、二次構造の形成を回避する。

4) dlTPや dc7GTPなどの核酸塩基誘導体を含んだデオキシヌクレオチド

を、 dGTPの代わりに用いた伸長反応を行う81)82>。

このうち、 3)、4)については、前述したように検討を行ったが、現在ま

で問題の解決には至っていない。

λEHC11は、配列分析のポリメラーゼ反応の際にフラグメントの脱落カ、起

こっていないとした場合、 PAGEのゲル上のバンドの泳動距離から、 5'

末端の非翻訳領岐を18塩基程度しか含んでいないと考えられた。後述のプ

ライマー伸長実験の結果では、この領域は66塩基の長さがあることが示さ

れ、それを考慮すると、 AEHC11も、 5'末端は完全長のものより40塩基以上

短いことになる。現在までに得られたクローンの内、 AEHC11は最も長いイ

ンサー卜を持っており、より長し、5'末端領域を持つインサートを含むクロ

ーンを得るためには、新たなスクリ 一二ンクj桑作が必要であると考えられ

た。
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1-4 プライマー伸長法による mRNA5'末端領i或の解析

前項で述べたように、 cDNAの 5'上流域の配列分析では、問題が生じ、

正確な配列の決定が困難であった。また、配列が分析できた場合でも、

5'末端領域は最も長いクローンで18塩基程度しか含んでいない可能性が考

えられた。そこで、新たに解析を行う前に、 5'末端領域の長さを明らかに

するために、プライマー伸長法による分析63>を行った。

プライマー伸長法は、一般にmRNA転写開始部位の決定のため、 S1 

マッピンク法などと共に用いられる。この方法は、まず、 mRNAと相補

的なオリコヌクレオチドをプライマーとして逆転写反応を行い、合成され

たcDNAをPAGEで分析する。そして PAGEで展開する際、同時に、

転写開始部位付近の配列を持つゲノムDNAを同じプライマーを用いて配

列分析反応を行った反応液を、隣接するレーンに展開し、 cDNAのハン

ドの位置を対照することで転写開始部位の塩基を決定することができる。

しかし、 EH遺伝子の場合は、まだ転写開始部位付近の領域を含むエクソ

ンが単離されていない。そこで、 pEHC01(第1節-2-3参照)のダイデオキシ法

による配列分析反応物をサイズマーカーとして用い、 mRNAの5'末端の

塩基鎖長を明らかにすることを目的に、プライマー伸長法を行った。

プライマー伸長法では、類似した配列へのプライマーのアニール、 mR

NAの二次情造形成などによる逆転写反応の停止、或いは、 mRNAの分

解などが原因で、通常はPAGE上に複数の cDNAのハンドが得られる。

ゲノム DNAからの情報がない場合、 cDNAの長さの情報だけで意味の

あるバンドを特定することは難しし、。そこで、プライマーに、アンチセン

スの36mer{因子1)、及び、 42mer{因子6)の2干重類のオリゴヌクレオチドを用

いて逆転写反応を行った。この2種類のプライマーは、 EHmRNA上の互

いに171塩基離れた位置にアニールする。従って、 5'末端が等しいmRNA
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図2一10 プライマー伸長j去による EHmRNAの分析

Lane 1 : 36merプライマーからの伸長

Lane 2 42merプライマーからの伸長

MARKER : pEHCOlの、 36merプライマーを用いた

ダイデオキシ反応達物
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を鋳型に逆転写反応を行った場合、 2つのプライマーから正確に逆転写され

たcDNAは、 171塩基異なる長さを持つと考えられる。即ち、両方のプラ

イマーからの反応物中で、丁度171塩基異なる鎖長のものが得られれば、そ

れらは、正しくアニールしたプライマーからの逆転写物である可能性が高

い。 その結果、各々の反応物を PAGEで展開したところ、 36merプライ

マーのレーンlこは294塩基の、 42merプライマーのレーンには123塩基の濃い

バンドがð~められ、これらの長さは、 171 塩基異なっていた(図2-10) 。この

ことから、このバンドが、 EHmRNAの逆転写物であると考えられた。

42merプライマーがアニールする位置から、翻訳開始メチオニンまでの配列

は、プライマー自身の長さも含めて57塩基である。従って、 PAGE上で

認められた123塩基のバンドから計算して、 EHmRNAは、 66塩基の5'末

端非翻訳領1或を持つと予想された。

1-5 PCR法を用いたmRNA5'末端領域の解析

前項までの結果から、今までに得られている cDNAクローンは、 5'末

端が40bp以上欠けていることが明らかになり、全領域を解析するには、新

たなクローンを分離し、解析する必要があると考えられた。しかし、新た

なスクリー二ングには多大な労力と時間を必要とするため、ライフラリー

のスクリ 一二ンクを経ずに、短時日で、 5'末端の配事Ijがより長く含まれた

クローンを得られると期待される、アンカーとなる配列を利用した PCR

法(7'ンカードPCR)84'による角手析をi式みた。

その概略を因子11に示した。即ち、ますmRNAを鋳型に逆転写酵素を

用いて 1ststrand c 0 N Aを合成し、その 3'末端に、 terminal deoxy-

nucleotidyl transferase (TdT) を用いて poly(G)配列を付加する。この

cDNAに、付加 した poly(G)とハイフリタイスする凹Iy(C)配列を持った
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図2ー11 アンカーを用いたPCR法(アンカードPCR)の概略

AN-l : 5'-GGGCATGCGGCCGCGGACCCCCccccc∞CCC-3' 
(32mer) 
AN-2 ・5'-GGGCATGCGGCC∞GGACCCCC-3'
(22mer) 亙Eミ言了
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図2-1 2 アンカードPCRに用いたオリゴヌクレオチドプライマ一、
AN-l (32mer)、AN-2(22mer)。
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プライマー(これを"アンカー"と呼ぶ)と、 po1 y (A) ta i 1または既知の配

列にハイブリダイスするアンチセンスのプライマーを用いて PC R (アンカ

ード PC R)を行い、 cDNAを増幅する、というものであるe4)。

第l皇子1J頁で調製した全RN A 10μEに、 18merの01igo dT、または、

3'末端非翻訳領域にアニールするアンチセンス33merオリコヌクレオチド

(図2-9)をプライマーとして加え、 65.C 5分加熱変性した後、ゆっくりと室

温に戻しながら全RNA中に含まれる mRNAのpo1 y (A) ta i 1 Iこ01igo dT 

を、 EHmRNAIこ36merプライマーを、それぞれアニールさせた。次に

20unitのMoloneymurine 1巴ukemiavirus (M-MLV)逆転写酵素と基質と

なる4種類のdNTPを加え、 3rc、1時間、逆転写反応を行って 1ststrand 

cDNAを合成した。この逆転写酵素は、現在広く用いられている aVlan

myeloblastosis virus (AMV)由来のものに比べ、 RトlaseH活性が弱いため

mRNAカf分解され難く、より長い cDNAを得やすい特長を持っている。

合成された cDNAはヱタノール沈澱で回収し、それに TdT10unit、及ひ、

基質として 1mMGTPを加え、 3rc、1時間反応させて、 1ststrand cDNAの

3'末端に、閃ly(G)配列を付加した。これによって、 3'末端に poly(G)配列

を持ち、 5'末端lこpoly (T)、または33merプライマーの配列を持った一本鎖

cDNAが調製された。これを鋳型にして、次にPCRを行った。

PCR法では、 3'末端の poly(G) とアニールさせるプライマーとして因

子12に示したAN-1とAN-2の 2*載買を、 5'末端の側のプローフには、 18merの

01 igo dT、または、アンチセンスの54m巴「、 36mer、17mer(図2-1)を適宜選

んで用いた。 AN-1、-2は、 5'末端に、 Sac1 1 ， Not 1 ， Sph 1の制限酵素切断部

f立が含まれる 17merの塩基を付け、 31~IJに、 poly(G) とアニールする 01 igo 

dCの配列を持っているもので、河野強氏により設計されたものを御供与

頂いた。 PCRでは、プライマーのアニール後、 DNA鎖の合成が進んで
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行くプライマーの3'末1制問lは、正確にハイフリダイスする配列を持つ必要

があるが、 5'末端側については、このAN-l.そのように、全く異なる短い配

手Ijが付加されても、ハイブリダイズが妨げられない限り反応を進めること

が出来る。特に今回の設計の場合、アニールする部分の塩基対が全てGC

ぺアーであり、他の塩基対に比べ、より強固な水素結合でハイフリダイスょ

すると考えられる。従って、 17塩基程度の付加は、ハイフリダイス、の効率

に大きな影響は及ぼさないと考えられた。

PCRは、まずはじめに、モル比で AN-l:AN-2= 1: 24の割合で混合した

AN-mixと、 EHcDNA特異的な36merオリゴヌクレオチドをプライマーと

して用いた。この36merオリコヌクレオチドは、因子1に示した3種プライマ

ーの内で最もpo1 y (A) ta i 1に近し、領i或にアニールするため、増幅後の断片

は他の2種のプライマーカ、アニールする配列を含む。従って、反応物をさら

に内側のプライマーを用いて増幅することができ、より特異的lこEHcD

NAを選択できると考えられた。鋳型には、 33merのプライマーで逆転写反

応を行った cDNAを用い、変性94.C3分 ・アニール45.C3分 ・伸長72.C3分

・5サイクルの条件でPCR(PCR1)を行った。この初めの5サイクルで

は、 AN-lが、 5'末端の 15場基の 01i go dCの部分で問1y(G)とアニールし、

問1y(G)と36merのプライマーとハイフリタイス、する配列に挟まれた領i或

が増幅することを期待した。続いて、初めの5サイクルで増幅したAN-1に由

来する配列を末端に持ったフラグメントとAN-l.-2が、プライマーの全長

で100%マッチしてアニールすることを期待して、アニール温度を55.Cに上

げ， AN-l.-2と36merの聞でのPCR反応を30サイクル行った(変性94.C

2分 ・アニール55.C3分 ・伸長72.C3分)(P C R 2)。このPCR反応液をア

ガロースゲル電気泳動したところ、殆どDNAバン ドが検出されす、充分

に増幅が進行ていなかったことが明らかになった。そこで、反応液lこTaq
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polymerase 2.5 unitを追加し、さらに、変性94
0

C2分・アニール45'C3分

・伸長 72
0

C5分.25サイクルのPC R (P C R 2)を行ったところ、全体に

スメアーなDNA像力、見られ、 O.7kb付近には濃いハンドが認められた。m

RNAの5'末端の長さを、 621軍基と仮定すると(第l節 4J頁参照)、このPC

Rによって増幅されるフラクメントは、 320bp程度と予想され、その位置に

は、バンドが見られなかった。そこで、さらに特異的lこEHcDNAのフ

ラクメン卜を増幅するために、反応溶液の一部を採り、 AN-mixと 17m巴「の

プライマーを用いて PCRを行った。反応条件は、変性94
0

C2分。アニール

45
0

C2分 ・伸長72'C5分 .25サイクルと設定した(PCR 3)。これにより、

36mer、17m巴「の両方のプライマーと1¥イブリタイスする配列をもっDNA

が選択的に増幅されると考えられた。これをアガロースゲル電気泳動にか

けると、目的の250bp付近にバンドが現れたが、そのほかの部分にも、ス

メア状lこDNAが検出された。スメア状に少量のDNAが増幅される原因

の一つに、 AN-1が15merの01igo dC配列を持つ為に、 GC結合により相補

性の低い領域にハイフリダイスし易くなり、非特異的にDNAが増幅され

ることが考えられた。そこでこの反応液を、アガ口ースゲル電気泳動にか

け、目的のバンドが含まれる 230~280塩基の領域を切り出して精製し、こ

れを鋳型に、 01i go dC配71Jが短いAN-2と 54merのプライマーで PCRを

行った。反応条件は、非特異的なアニールをできるだけ抑えるためにアニ

ール温度を高め、変性94
0

C1分 ・アニール55
0

C3分 ・伸長72
0

C5分 .25サイク

ルと設定した(PC R 4)。その反応、物を、各種のPCR条件検討を行った

反応物と共にアガロースゲル電気泳動を行った(図2-13，A)。その結果、目

的の230bp付近lこDNAの幅広いバンドがみられた(Lane7)が、ほかの領域

にも、薄くスメアー状のDNAが検出された。これを、 42merプローフを用

い、 65
0

Cでサザンハイフリタイセーションを行ったところ、 230bpのパン
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図 2- 1 3 アンカード PCRによる反応物のアカロースゲル電気泳動、
及ひ、サザンハイフリダイセーション

A:ァ力口ースゲル電気泳動
B : 42m巴「プロープを用いたサザンハイフリタイゼーション

Lan巴 1: 36mer -AN-mix (5+25 cycle) 
Lane 2・ 同上 (01igo (dT)からの逆転写達物)
Lane 4 36mer -AN-mix (5+25 cycl日)

惨 54mer-AN-mix (25 cycl巴)
La円巴 5 : 3伽er-AN-mix (5+25 cycle) 

→ 171問r-AN-mix (25 cycl巴)
Lane 6 36mer -AN一mix (5+25 cycl巴)

→ 54問 r-AN一mix(25 cycl巴)
→ 54mer -AN-m i x (25 cyc 1 e) (7ニー1~55 0C )

Lane 7 3伽er-AN-mix (5+25 cycle) 
→ 17mer -AN-岡山 (25cyc le) 
→ 54問 r-AN-2 (25 cycle) 

Lane 3，8 : Marker (<T x -174 DNA/Hae 11 1 ) 

Lane 2以外は、 33merオリコヌクレオチドをプライマーに
用いた逆転写産物を、鋳型とした。
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ドに強いシクナルが見られ(図2-13，B)、このフラグメントが、 EHcDN

Aの 5'末端領域を含んでいると判断した。Lan巴 7に見られる シクナルがス

メアーになっているのは、増幅が予想より良好に進展して、アガロースゲ

ルに展開した DNA量が過剰になり、テーリングを起こした可能性が高い。

増幅したフラクメントは、 AN-2プライマー中のNotl切断部位と、 EHc

DNAの、シクナルぺプチドのカルボキシル末端をコ ドする配列付近に

ある巨tl切断部位(図2-9)を利用して、この二つの制限醇素で二重消化し、

サフク口一二ンクする計画を立てた。未知の領域の中に、これらの制限酵

素の切断部位カ、存在した場合には、全領域のサフク口一二ンクが困難にな

るが、時IJ~艮酵素の片方のNotIは rarecutterと呼ばれる8塩基認識の制限

酵素で、切断部位が現れる確率は非常に低く、目的のDNA断片中に、こ

れらの制限酵素切断部位が存在する可能性は、低いと考えられた。サフク

口一二ンクするベクターには、 NotlとPstlでサフク口一二ングできるpGEM

5Zf(+) (PROMEGA社)を用いた。このプラスミドは、マルチクロ一二ンク部

位の両脇にSP6とT7ファージのプロモーター予知或を持つため、 RNAプ口ー

フを合成することが出来、また、アンピシリン耐性、 lacZムM15のa-相補

性、線状フア ジの複製起点、の配亨IJ85)があり、 pUCl18と同様の選択手法を

利用することか可能であった。

そこで、凶EMをNotl、Pstlで消化し、アガロースゲル電気泳動にかけ、

消化断片を切り出して精製した。PCR反応液は、電気泳動ゲルから約

230bp付近の領域を切り出して精製した後、恒tl、巨tlで消化した。この

230bpフラクメント消化物と、 pG凹/hI|/EEI|ベクターを混ぜてライゲーシ

ヨン し、E.c旦i. JM109株に形質転換した。次に、インサー 卜の入ったプラ

スミドが導入された白いコロニーを、 8コロニー拾い、プラスミドを調製し

た。これを、 Sall、生oRVで消化 し、インサートを切り出して、アガロース
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ゲル電気泳動を行った。その結果、 7コロニーで約250bpのフラクメントカ、

確認された。このゲルを、 42m巴「プローフを用いて60
0

Cでサザンハイフリダ

イゼーションを行ったところ、すべてのクローンで、約250bpのフラクメン

トに、ハイフリダイズしたシクナルが検出された。

そこで、これらのクローンについて、 M13-Fと-Rのプライマーを用いて、

配列分析を行った。その結果、翻訳開始メチオニンコドンの上流に、 72塩

基の5'末端非翻訳領域の配亨IJが明らかになった。図2-14に、充分に長い配

列の読み取れた5クローンの配列を並べて示した。この図より分かるように、

5クローン中3クローンは5'末端が6塩基短いインサートを持っていた。この

短いクローンの非翻訳領i或の長さは、 66塩基で、第l節-5項のプライマー伸

長法の結果と一致する。 cDNAの5'末端については、鋳型のmRNAに

は存在しない、末端に相補的な逆向きの配列が付加されていた例が、同じ

昆虫のぺプチドホルモンの一つであるボンビキシンの cDNAで知られて

おり86) この場合も、伺らかの原因で、 6塩基の配列が付加した可能性も

考えられた。しかし、この6塩基の配列には、付近の配列との相向性、相補

性は見られなかった。一方、昆虫の遺伝子の転写開始点の配列については、

5' ATCAGパTC/T3' というコンセンサス配列が、報告されているが8円、非

翻訳領域72塩基の5'末端の配列は、このコンセンサス配列と良く 一致した。

以上のことを考え合わせると、本来の5'末端非翻訳領域は、 72塩基の長さ

があり、プライマー伸長法や、 3クローンで見られた66塩基の配列は、不完

全なものであったと考えられる。但し、同じ66塩基の位置までの cDNA

が、優先的に生じることを考慮すると、 mRNAの2次情造の形成など、部

位特異的に逆転写反応力、停止し易い情造を取っている可能性がある。また、

全体に塩基置換が起こっていると思われるものが非常に多く、 5'末端非翻

訳領域では、明らかになった5クローンの全配列の5.0%が誤っていた。特に
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写 50
5' ATCAAAC抗 ACATTCTGAACTAGAATα武TAGTi∞AGAGCATCAAGAAA

ATCAAAぼ~ACATTCTGAACTAGAA市町TAGA臼AGA町TTCAAGAAA
ATCAAAぽ~ACATTCTGAACTAGAATα配TAGAC間GAGCATCAAGAGA
一一一一α):ACATTCTGAACTAGAATA伎町AGAGGAGAGCATCAAGAAA
-一一α工ACATTCTGAATTAGAATC-{問AG脳間AGCATCAAGAAA
-一一α日CATTCTGAACTAGAATCGTCTAGAGAAGAGCATCAAGAAA

A
B
C
D
E
 

号写 72 
CATJCA町 AATAAA∞TAAAAAT舵 AAACAAACTGAαXiCAGTCAT∞3'
CAT(X;A(抗AATAAA∞TAAAAATC配AAGCAAACTGAAαJCAGTCAT∞
CATaAA∞AA T AAACCX;AAGAA TC武州CAAACTGAαXiCAGTCATCG
ωTTCMaAAT AAA∞T AAAAA TGGCAAACAAACTGAIαXJCAGTCATCお
CATTCAC武AATAAA∞TAAAAAT(詑AAACAAACTG版活CAGTCAT∞
CAてrCAG(コCAATAAA∞TAAAωTC町AAACAAACTGAαXJCAGTCATω

A
B
C
D
E
 

PCR法で日月らかになったEHmRNA5'末端乃塩題研l

塩基番号を付した最上段は、分析した 5 クローン (A~D) の共通の
配予防示す。但し、 (マ)て示した塩基は、確定していない。
分析i白星で置換が起ったと考えられる場基は、 ( Jて示した。
翻前期台メチオニンコドンには、下車泉を付した。
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3カ所で(因子14、塩基No.37， 54， 57)、5クローン中2クローンに同じ塩基へ

の置換が見られ、正しい塩基を確定することが出来なかった。PCRi去に

於いては、亙旦 polymeraseの読み間違いが、他のDNAポリメラーゼに比

べて高頻度で生じることが知られている79)0 しかし、読み間違いの起こる

頻度は、一連の増幅反応全体で、約O.25%とされており 88)、シングルコピ

ーの鋳型から 30~50サイクル反応させた場合でも、数学的な解析によれば、

予想される工ラーは1均百支とされS引、5%のエラーは、非常に高率であると

いえる。一方、エラー率の高くなる原因として、サイクル数が多いことや、

低いdNTP濃度(1μM以下)などの条件が報告されているカ、9町、今回の一連の

サフクロ一二ンクでは、 4回の PCRで合計110サイクルの反応、が行われて

いることを考えると、サイクル数が多いために工ラーが蓄積されたことも

考えられる。また、 5'末端の領i或はGC塩基の多い配予Ijとなっており、前

項の cDNAの配列分析で問題が生じたように、 PCRに於いても2次情造

の形成がエラーの原因になっている可能性もある。

1-6 まとめ及ひ考察

EHcDNAの解析を目的に、カイコ幼虫の脳から mRNAを抽出し、

)， gt10ライフラリーを作製した。このライフラリーの12，000クローンをス

クリ一二ンクし、 EHcDNAクローン、 AEHC01をf尋た。このクローンを

分析したところ、 mRNAの3'、5.両末端に対応する部分を欠く不完全なも

のであった。そこで、さらに)，gt11ライフラリーの2.5xl 05クローンをスク

リー二ングした。その結果、アミノ酸26残基のシクナルペプチドと62残基

のEH本体をコードする、 267塩基の読みとり枠、忍び、同Iy(A) tai Iに

至る440:1昆基の3'末端非翻訳領域カ、明らかになった。 PAGEゲル上で、ハ

ンドの縮重が起こり、解析が困難であった5.末端領域については、 mRN
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Aの逆転写とアンカードPCR法(因子11)を用いて解析し、72塩基の5'末

端非翻訳領域の配列を明らかにした。

以上の結果を図2-15にまとめた。第 1節 5J頁で触れたように、5'末端の

4~盆基は、 Hultmark ら 8 7 ) が、ショウジョウパエ (Dr笠盟恒」旦)やカイコの遺

伝子を比較して見出した、昆虫の転写開始部{立のコンセンサス配列、

5' ATCAG/TTC/T 3'に一致した。翻訳開始部位(AUG)付近の配列は、Kozak

91>92>93)により脊椎動物の遺伝子について研究され、 5'CANCAUGG 3'とい

うコンセンサス配列が見出されている。しかし、無脊椎動物である毘虫に

於いては、このコンセンサス配列が当てはまらない例も見出された。そこ

で、 Cavener94)は、 m卦買の止笠旦且laの遺伝子について同様の検討を行
い、立竺旦且laのコンセンサス配列として 5'C/AAAA/CAUG 3'を報告した。

さらに、止竺旦白」ョでは、 AUGコドンの上流10塩基中8塩基でAが現れる確

率が最も高く、脊椎動物ではCが優先しているのとは対照的であった。カ

イコ EHcDNAは、 AUGコドン付近の配亨Ij(AAAAAUGG)は、 Drosophi 1 aのコ

ンセンサス配列を完全に満足し、さらに、上流10塩基中7i益基がAであった。

また、タハコスス・メガ EH 50)のこの争責i或の配列(AACAAUGG)とも、ま買似して

いた。脊椎動物で、コンセンサス配列とされている +4塩基自のGについ

ては、佐旦笠也i1 aでは、特にGに偏った傾向は見られていないが94)、EH

cDNAでは、+4塩基はGであった。

翻訳開始AUGコドンから下流の配列にコードされるぺプチドのうち、メチ

オニンに続くアミノ酸26残基は、分泌型のぺプチドに見られるシクナルペ

プチドの配列と考えられた。シクナルベプチドは、真核生物では、通常生

合成直後に小胞体内に輸送される際に、膜の通過を開始させる役割を持ち、

膜通過後には、小胞体内のプ口セッシンク酸素で、速やかに切断、消化さ

れる。従って、ペプチドとして単総することは困難であり、遺伝子の情報

-寸，，



~ 

1 ATCAM(町ACATTCTGAACTAGAAT叩 CTAGTi∞AGAGCATCAAGAAACATTCAGCX:A

61 ATAAACむTAAAAATG.GCA.AAC.AM.CTG.A∞GCA.GTC.ATC.GTT.GTT. 
距r-Ala-As円Lys-Leu-Thr-Ala-ValーIle-Val-Val-
-26 -20 

105 GCT. CTC.飢 GTG.GCA.TTC.ATG.GTC.AAC.CTG.GAC. TAT.飢 AAC.TGC. 
Ala-Lω-Ala-Val-Ala-P~地t-Val-Asn-L巴u-Asp-Tyr-Ala-Asn-Cys-

-10 -1 

151 AGC.∞T. (日.ATC. GCA. Tα.AGC. TAC.GAC.GCA.ATG.GAA. ATT. TGC.ATC. 
seトPro-Ala-IIe-Ala-Ser-Ser-Tyr-Asp-Ala-Met-Glu-I le-cys-I Ie-

10 

196 GAG. AAC. TGC. (悶.CAA. TGC. AM. AAA. ATG. TTC.αJC.∞T. T∞TTC. GAG. 
Glu-Asn一Cys-AIa-GI n一Cys-Lys-Lysイ¥'et-Phe-G1 y-Pro-T rp-Phe-G 1 u-

20 30 

241 白人T∞.CTT. T(む.GCG. GAG. T∞. TGC.ATC.AAA.GCC.AGA.GGC.AM.GAC. 
Gly-Ser-L印 Cys-Ala-Glu-Ser-Cys-Ile-Lys-Ala-Arg-Gly-Lys-Asp-

40 

286 A汁:(泊 GAA.TGC.GAA.AGC. TTC.GCA. T∞.ATA.TCT.αA. TTC. CTG. AAT. 
1 le-Pro-Glu-Cys-Glu-Ser-Phe-Ala-Ser-I Ie-Ser-Pro-Phe-Leu-Asn-

W ro 

331 AAG. Cπ. TAA.GACCGATCGTTGATAACTATGATTGAT∞A閃TAAGTTTTATGTAMT
Lys-Leu料*
62 

388 GAA廿CGATAATTTT∞ACATCAMAAAAATTATCATCAAAACGTACCTATGTAGTTTTA
448 TCGTAぼiCACTCGAAAMTGTACACTAACAMAMTACAGTTACTACATTCAATCTAGTC
508 AATぼおTATTTTAAGCAAAATATTATGAATTAMTATATAATATCGATTTCGATTCCTAA
568 TCTATTTTTTTTTTCAACATGα迎溜CATTTACATTAAGTTTA∞TCATT∞TCCATTT
628 ATAAAI∞AAαAiACATACCAAAGCATTTATTAATTTTAATGTAAGATTATTTTATTTTTT 
688 AA TT AGCT寸TTGCGTAGTCTATCAAGACAGCAiACTAGGCGTAAGTCACTAATGTATATT
748 ATTATGTATTAAAATAAAAGATGGGCATTACTA 

一一一一ー-一一 色

図2-15EHcDNAの全塩翻C?"IJ

アミノ目安26残釘〉シクナルペプチド、及び、 62残基のEH本体の
アミノ自婚c71Jを共に記した。問1y(A)付加、ンクナル(2ヶ所)は、下線
で示し、 凶 1y(A) tai 1付加古川立は、 (6)て示した。5'末立嗣関駅
~.í@或の、 で示した3つのi盆基は確定されていない(本文参照)。
各行の左に、 5'掲崩からの塩基数を示した。
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によって初めて構造が明らかになった。シグナルぺプチドは、一般に、 N-

末鋪領域に塩基性アミノ酸を持ち、中央部には長い疎水性アミノ酸に富ん

だ領域がある。そして、 C-末端の切断部位付近には、極性アミノ酸が位置

しているマ日。また、切断部位付近については、さらに詳しい解析が行われ

た95) 0 即ち、切断部位のーl残基自には、 Ala，Ser，Gly，Cys，Thr，Glnなどの

アミノ酸が見られ、 -3残基自には、以下のアミノ酸が現れなし、;芳香族(

Phe，His，Tyr， Trp)、電荷を持つもの(Asp，Glu，Lys，Arg)、炭素鎖の長い極性

の側鎖を持つもの(Asn，G I n) 0 E Hのシク.ナルペプチドは、 N-末端から5残

基自に、塩基性アミノ酸(Lys)があり、中央部分には、疎水性の Ala、Val、

Ileなどに富んだ領域があり、 C-末端にはー1残基自にCys、-3残基目にAla、

が位置している。これらの特徴は、すべて、上記の一般的特徴を満足し、

また、ハイド口パシープロット(図2-16)からも読みとることができる。シ

クナルペプチドに続く、アミノ酸62残基の配列の内、 N-末端から61残基は、

ぺプチドの分析によって明らかになった配Jlj43'と一致した。また、 C-末端

のLeu残基の存在も、 HPLCを用いたぺプチドフラクメン卜の保持時間の

比較から、間接的に示峻された結果46'と矛盾しない。

真核生物のmRNAでは、一般に poly(A)tai I付加シクナルとなる、

5'AAUAAA3'、または、 5'AUUAAA3'などの配列が、 po I y (A) ta i I付加部位

の約20塩基上流に見られる96'0 E H c 0 N Aでは、 3'末端には、 440塩基

の長い非翻訳領域がみられ、 po I y (A) ta i I 付加部位の上流25~20i~基に

5'AUUAAA3'、20-15塩基に 5'AAUAAA3'の、配予Ijが見られ、これらは poly

(A) ta i I付加シクナルと考えられた。

以上の考察の結果、 EHcDNAの779塩基の配列は、 一般的にcDNA

で解析される特徴をすべて満足し、 EHmRNAの全情造を含んでいるこ

とが明らかにされた。但し、ト5J頁で触れた5'末端非翻訳領域の3カ所の塩

-73 -



基については、解析した5クローンのうち、 2つに置換が起こっており、さ

らに多くのクローンの解析、或いは、ゲノム DNAの解析から確認する必

要がある。

緒言に述べたように、 Horodyskiら50)によってタハコスズメガの EH

cDNAの配手iJが明らかにされている。両種の EHのcDNAを、ホモロ

ジーマトリクス法97)で比較したものを、図2-17に示した。 EH本体のぺプ

チドをコードする部分で、塩基配列のホモロジーカ、高く、特に、 Cysが3残

基集中するN-末端側の約1/3の領域で、塩基カ、良く保存された領域が続いて

いる。ペプチドの橋造解析の研究から、 N-末端の6残基は、活性発現にあま

り関与していないことが示唆されているが96)、塩基レベルでもN-末端10残

基までは、ホモ口ジーの低い領域が存在し、塩基置換が許容される領域で

あると考えられる。ホモロジーの高いMetlI ~Met2 4 の領域は、アミノ酸

レベルでも完全に保存されており、この領域カ、活性発現に関与している可

能性が考えられる。国会16に両種の EH前駆体(preE H)の疎水性、親水性

領i或をハイド口パシープロットで示し、比較した。この図からも、Metll~

Met24が保存され、この中lこLys22付近の親水性領域カ百含まれていることが

分かる。 Cys21とCys49がジスルフィド結合を作っていること98)を考慮する

と、このほS22付近の親水性領域は、もう一つの保存されている親水性領域、

Glu48-Ser51と空間的に近い位置に存在すると考えられ、分子の表面に位置

してレセプターの認識などに関与している可能性も考えられる。ホモロジ

ーマトリ ックスでも、 GI U48 -Ser5!に相当する領i或は、高いホモロジーを示

している。

今後、大腸菌やハキュロウイルスなどを用いた、 EHの発現、生産系98)

99) 10 O}の改良と、各種の突然変異導入によるタンパク工学的手法により、

EHの活性発現に関わる高次構造の解析が期待される。
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白血担xEH cDNA 

5 

Met-" Ser' 

I I 
ter 

4
Z
O
Q
Z凶

688 

図2ー 17 カイコ、及ひ、タパコススメガEHの、 cDNA塩基配列

ホモロジー (Harr plot) 

横軸 :カイコ EHcDNA配列

縦軸 :タバコスス‘メガ EHcDNA配列

上段にカイコ cDNAの情造を示し、図中の番号は、

システイン残基の位置を示す。
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第 2節 カイコ羽化ホルモンのゲノムDNAの解析

発現調節機情などの遺伝子自体に含まれる機能は、遺伝子産物の生理作

用を、生物の生活環の中の特定の場所に位置づける重要な働きを担ってい

る。その機能の解析には、ゲノム上での遺伝子の情造、及び、調節領域の

塩基配列に関する情報か不可欠であり、 EHに於いてもゲノム DNAの解

析は必須のものと考えられた。EH遺伝子の解析は、先に筆者の属する研

究室の佐藤により、ゲノムライフラリーのスクリ一二ンクが試みられてい

る47V佐藤は、ますカイコ3令幼虫を材料に、 AEMBL3バクテリオファージ

をベクターに用いてゲノムライフラリーを作製し、 EHのアミノ百費酒c71Jか
ら推定したDNA配列をもとに合成された三種類のオリコヌクレオチドプ

ローフを用いてスクリ一二ンクを行った。その結果、 EHをコードする D

NA配列を含むクローン、 AEH201が単離された。このクローンについて配

列分析が行われ、 AI a5-Leu' 2 をコードするエクソンの部分配手IJが明らか

にされている(図緒 3)。この配列に関する情報が、 cDNAの分析の際に

用いられたことは、前節で述べた通りである。しかし、佐醸の解析した工

クソンの5'倶IJには、真核生物のスプライスジヤンクションのコンセンサス

配予1]'0 1)に一致する塩基配列がみられ、この部分にイントロンの介在が認

められた。従って、 EHのN末端領i或をコードする配列は、明らかにされ

ていなかった。また、終止コドンより 3 'j~11の領i或についても、わすかに54

塩基の配列が明らかになったに過ぎず、 poly(A) tai 1付加シクナル配列な

どを含むと考えられる3'末端非翻訳領域のほとんどについて、情報が得ら

れていなかった。そこで、 EH遺伝子の全構造を明らかにするために、新

たにゲノムDNAの解析を行った。

一77-



....，--

2 - 1 E Hアミノ末端領i或をコードするエクソンの解析

ゲノムDNAクローン、，¥EH201は、前述したように、 12kbの全インサ

ートの3.3%に当たる 0.4kbしか配列が決定されておらす、未解析の部分に

有用な配列情報を含んでいることが予想された。そこで、まず、 AEH201に

ついて、 EHのアミノ末端領域を含む工クソンの探索から実験を開始した。

2-1一1 アミノ酸配列を基に設計したプローフを用いた解析

未知のエクソンの解析は、，¥EH201の制限酵素地図の作製し、サザンハイ

フリダイゼーションによって目的の塩基配列を含む断片の特定を試みた。

まず、材料となる，¥EH201のDNAを調製した。ホストとなる大腸菌には、

E. co 1 i . P2 392株を用いた。この株は、 P2阻害感受性(SPi)であり、 SPi'の

表現型のP2ファージが感染した場合には、 j容原化しプラークを形成しない。

しかし、，¥EMBL3は、ライフラリーを作製する際の組み替えによってSPi+の

表現型に関与する遺伝子をスタッファー領域と共に失うため、，¥EH201など

の組み替え体は、増殖してプラークを形成すること力、出来る。このE.col i 

P2 392株に、適当に希釈して，¥EH201を感染させ、得られたファージ溶菌

;夜の力価(pfu) を検定した後、多重感染度(moi) 0.01~0.03 で、 E.col i 

P2 392株に感染させた。洛菌液上清から、ポリエチレンクリコール(PEG)沈

澱、 CsCI密度勾配でファージ粒子を回収し、プロテイナーセKで外皮蛋白

を除いて、ファージDNAを得た。

得られた，¥EH201 0 N Aを、 Sa11、BamHI、EcoRIの各制限酵素を組み合わ

せて消化した後、アガロースゲル電気泳動を行った。泳動後、ゲル内のD

NA断片を、ナイロンメンフレンにフ口 yテインクした。ハイフリダイゼ

ーションには、 EHのアミノ末端5残基のアミノ目安配列に基づいて102>、昆

虫の遺伝子におけるコドン使用頻度77}103..........刊を参考に合成した、 15merの
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混合オリゴヌクレオチド(図2-18)を、プローフとして用いた。このプ口一

フの設計では、明らかになっているアミノ酸配列から推定できるi軍基配列

が、 4塩基しかなかったため、プロープを少しでも長くし、より信頼性の

高いハイフリダイスを行うために、 5'末端に、スプライスジヤンクション

のコンセンサスシークエンス 101)の一吉日である"GT"のアンチセンスであ

る"AC"を2塩基つけ加えた。 ハイフリダイス、には、 15A=13.8pM、15T=

21. 4酬となる濃度で2つのプローフを混合したもの(15mermi x)を用いた。

また、既に解析されたヱクソンを確認するために、アンチセンスの54merの

プローフ(因子1)を用いた。

，¥ EH201 0 N Aを、 Sall、BamH1、EcoRI、Sall/BamH1、Sall/EcoRI、で消

化し、アガロースゲル電気泳動にかけた後、サザンハイフリダイセーショ

ンを行った。ハイフリダイゼーション温度は、 15mermixは35'C、54m巴「は

65'Cと設定した。その結果、 Sall/BamHIの5.1kbフラクメン卜、五び、その

領域を含むフラクメン卜が、 15mermixとハイフリダイズし、ここに EH

のアミノ末端をコードする工クソンが含まれていると考えられた。

2-1-2 cDNA配列を基に設計したプローフを用いた解析

15mer m i xプローフを用いた解析が、前項に記した段階まで進行した時

点で、並行して進めていた cDNAクローン，¥EHC01の解析(前節参照)によ

って、シクナルぺプチドの一部をコードする塩基配事IJが明らかになった。

そこで、より信頼性の高い解析を行うために、シクナルペプチド領域の塩

基配列を基に合成した42merのオリゴヌクレオチド(図2-6)をプロープに、

，¥ EH201 0 N Aの解析を行った。

はじめに、 AEH201DN Aを、制限酵素Sa11、Sa11 /Xba 1、BamHI、BamHI

/Xbal、Xbal、Xbal/EcoRI，EcoRIで消化し、アガロースゲル電気泳動にか
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15m巴rmixed probe 

1 4 
amino acid sequence Ser-Pro-Ala-Ile-(Ala-) 

U 
-AGC-

al I possible codons 5'ーUCN一CCN-GCN-AUC-G-
U 
A 

spl ic巴 junctionconsensus -GUGAGU-
A 

15mer probe (T) 3'~AGl~GG七回 r:::IAG":C~CA-5' 
T 
A 

15mer probe (A) 3'ーJCG;;:閃!τ悶iョIAG-;-C-CA-5'
A T 

h 

図2一， 8 ゲノ弁DNAクローンの解析に用いた、 15merの、 2f重類の
オリコヌクレオチドプロープ

対応するアミノ酸配列、及ひ、コンセンサス配列を併記した
N: A，U，G，C 、 1: I nos i ne 
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けた。それを、 42m巴「プローフを用いて65
0Cでサザンハイフリダイゼーショ

ンを行ったところ、因子19に示したように、各市IJs艮酵素のレーンに一つず

つハイフリダイスーするバンドが検出された。但し、生oRI、BamHI消化のレ

ーンでは、 42merプローフとハイブリダイス、する20kb以上の長いフラクメン

トのパンドが見られたが(因子19.b)、これは、制限醇素消化が不十分で、

消化されない断片が残って検出されたものと考えた。これを基に、制限酵

素地図を作製し、解析に都合のよい最も短いフラクメント、 Xbal-3.0kbを

サフク口一二ンクして、解析することとした。

，¥ EH201をXbalで消化後、 3.0kbフラクメントを精製し、 Xba1で消化した

pUC118とライゲーションし、 E.col i JM109r朱に形質事計奥した。生じた白い

コロニーから、 8コロニーのプラスミドを調製し、 Xbal、XbaI/Sal 1、Sa11 

の3通りの組み合わせで消化し、アガロースゲル電気泳動後、 42merプロー

フで、 65
0

Cでサザンハイブリダイゼーションを行った。その結果、 2つのク

ローンで、 Xbal消化で生じた3.0kbフラクメントが42merプローフとハイブ

リダイズし、これらのクローンに、 Xbalー3.Okbフラクメントがサフクロ一

二ンクされていることがE室認された。これらのクローンは、 pEH2015、pEH

2016と名付け、まずpEH2015の配列分析を行った。

pEH2015のインサートは3.0kbの長さがあり、両端からの配列分析では、

インサー トの中央部の 1~2kbは解析できない。しかし、末端近くに目的の

エクソンが存在することも考えられる。そこで、ます、プローフにMI3-Fと

-Rを用いて両端からの配列分析を行った。その結果、両方のプライマーか

ら、各々400bp程度の配列が明らかになったが、その中には、工クソンの配

列は認められなかった。

上記の結果から、 pEH2015は、端から400bp以上内fsljにエクソンが存在す

ると考えられた。 pEH2015の様に長いインサー卜の配列を分析するには、以
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下のような方法が考えられる。1)制限醇素消化してさ らにサフク口一二ン

クする方法。2)明らかになった配列を基にプライマーを合成して少しずつ

内側の配列を読んで行くウォ ーキンク法。 3)配列分析の際、 Sequenase™ な

どの改良されたDNAポリメラーゼを用いて、 dNTP、ddCTPなどの基質濃度

比を調整して長い伸長反応物を得る方法。4)ク口一二ンク部位からインサ

ー卜を少しずつ削除した段階的欠損導入株を作製し、その配列を分析する

方法108)。 これらの方法の内、 1) 、 2) は、 5~ lO kb以上の配列分析には適

しているが、 pEH2015の様に3kb程度の分析には、時間と労力の函を考慮す

るとあまり適さないと判断した。 3)は、最も手軽な方法であるか¥それま

での経験では、正確に1kb以上を解読するのは困難であった。そこで、 4)の

段階的欠損導入株を用いる手法で解析することとした。

実験に用いたプラスミドは、切断部{立が5'末端突出になる制限酵素でイ

ンサートの隣接部位を、 3'末端突出になる制限醇素でプラスミド側を、各

々切断し、次lこ2本鎖のDNAの片方の鎖を3'末端から消化して行くエクソ

ヌクレアーゼ111で、インサートを段階を追って任意の時間消化し、短くな

ったインサー卜を再ひライゲーションして作製した。従って、 3'末端突出

型と5'末端突出型の2種類の制限酵素を、マルチク口ーニンク部位の中で適

切に選択する必要が生じる。 pEH2015は、 pUCl18のマルチクロ一二ンク部位

のほぼ中央に位置するXbal部位にインサー卜がク口一二ンクされているた

め、インサートの左右両側で、適当な2種類の制限酵素を選択することが可

能であった。 即ち、 M13-Fプライマーのアニール古川立の側から欠損させるに

は、 3'末端突出型のPstlまたはSph1、5'末端突出型のSallまたはAccl、な

どが選択できる。また、 M13-Rプライマーのアニール部位のjRllからの欠損に

は、 3'末端突出型の包clまたは也nl、5'末端突出型の出ヨ|または邑mHI、

が選択できた。そこで、欠損導入に先立ち、これらの制限酵素を用いて
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pEH2015を消化し、インサート内部の切断部f立を調べた。その結果、 Pstl、

担cl消化で、各々約2.5及び2.1kbのフラグメン卜が現れ、この二つの制限

酵素は、インサート内部に切断部位を持つことが明らかになった。そこで、

2旦11/註hlで消化し、インサー卜の欠損導入を行うこととした。 pEH2015を、

これらの制限酵素で、 30秒~1分間隔で 10分まで反応させた段階的欠損導入

株を作製し、 E.c吐J..JM109株に形質転換した。形質転換したE.c吐上JM109

株は、任意に拾い上げ、プラスミドを調製した後、 EcoR1 /H i nd 1 1 1で消化し

てインサートを切り出し、アガロースゲル電気;永動で長さを確認した。そ

の結果、サフクローン88株から、 0.5~3. 0 kbの種々の長さのインサート

を持ったクローンが得られた(図2-20A)。それらのクローンを、 42merのオ

リゴヌクレオチド(図2-6)をプローフに、 65'Cでサザンハイフリタイセーシ

ョン分析を行ったところ、最も短い 0.5kbのクロ ンまで、すべてのク

ローンが、このプ口ーフとハイブリダイス・した(図2-208)。配列分析は、

0.5kbと、 0.6kbの短いインサートを待つ2つのクローンについて、 M13-F、

引をプライマーに用いて行った。その結果、 EHのアミノ末端4残基とアミ

ノ酸26残基のシクナルペプチドをコードする101bpのエクソンの配列を含む、

750bpの配列が明らかになった(図2-21)。この配列には、翻訳開始メチオニ

ンコドンの上流、 w盆基目からスプライスジヤンクションのコンセンサス

配予1]'0 1)カf見られ、また、転写開始領域のコンセンサス配ij1J87>や、転写調

宣告に関与する配ijlJl09'が見出せなかった。従って、ー11塩基より5'末端側は

イントロンの配列であり、 mRNAの5'末端非翻訳領域を含む未知のエク

ソンが存在することが示峻された。
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CGCATTTGATTTCGGGTAGTTATATTATTTATTTATTTTGTAATTTTGATTTCATTGAAT 
ACCGGTTTTTTTGCATGGACGTGTAAACGAACTCACGGTACTTCTGATGTTAAATGCTTA 
cαGAAGATCATAACGTAACACATCGTGATTTGGGGGCCCACCAGTGCGGGCTTGATTGAT 
TTTAAAACGCATCTTATTAGAGATAGTACCTAGATATCATGTTTTTATGATAAACTAATT 
TCAG 

AAA∞TAAAA ATG.GC~AAC.AAA.CTG. A∞. GCA. GTC. ATC. GTT. GTT. 
MET-Ala-Asn-Lys-Leu-Thr-Ala-Val-Ile-Val-Val-
-26 -20 

GCT. CTC. G∞. GTG. GCA. TTじATG.GTC.AAC.CTG.GAC.TAT.GCC.AAC. TGC. 
Ala-Leu-Ala-Val-Ala-Phe-Met-Val-Asn-Leu-Asp-Tyr-Ala-Asn一Cys-

-10 -1 
AGC.CCT.G∞. ATC. G 
Ser-Pro-Ala-Ile-(Ala) 
1 4 

GTAAGTACAAAGGGCGAGGGTGCTGAAATAAATTACATAGGGC 
TATATCCTAAGACGTACAATTTATACTTTAATATATAAATCTACAGTGGTTTTTAωGAT 
GTTCCGTTATAACTGCTGCACCATGCATCCGATTGACTTGAAACTTGGTATCCATGTATT 
GGTGTATGCTTGGTATGCATATATTTATATGTACTTAATGGATAGGCTAATATTTATATG 
AGTGTCGGACTCCCTACACTAGTTGCGGGGATGTTAATGATGAGGATCTTTGTGGGGATG 
AGAAATAATAATTGACAAATGTTAATTTTAAACAAAAAATGTGTGCGTGTACTAGTGTAC 
ACA凶TAAGAAGTGAAACTTATTTATGG∞TTATTTTTCGAAAAATGATCATCATGCAAC
TTTCTAGA 

図2-21 EH、N一末端をコードする配列を含むエクソン、及び、
隣接するイントロンの塩基配列

エクソン部分は、 ( )で示し、翻訳されるアミノ酸を記し、
E H N一末端のSerを基準に番号を付した。
スプライスジヤンクションのコンセンサス配列は、下線で示した。
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2 -2 3'末端非翻訳領域の解析

A EH201の3'末端非翻訳領域は、終止コドンの下流54bpのEcoRI切断部位

までの配列しか明らかになっていなかった。そこで、未解析の領i或を解析

するために、 AEH201を各種の制限酵素で消化し、サブク口一二ンクを行っ

た。図2-20に示した市IJs賠孝素地図を参考にして、 BamHIでAEH201を消化し、

終止コドン下流のEcoRI切断部位を含む4.0 kbのフラクメン卜を、 pUC18に

サフクロ一二ンクした。このクローンpEH2014を、 M13午、 -Rプライマーを

用いて配列分析し、 EcoRI切断部位の下流、約100bpの配列を明らかにした。

次に、さらに生豆いフラグメン卜のサフクロ一二ンクを行うため、 p日Q014を

EcoRI、Hindlll、PstI、BamHIの各制限酸素で消化し、生じたフラクメント

を解析した。しかし、いずれの制限酵素でも、解析に過したlkb以下のフラ

グメントカf得られなかった。そこで、 pEH2014をEcoRIで消化し、ア力ロー

スゲル電気泳動で6.5kbのフラクメントを精製した。これにより、既に解析

された終止コドンの下流のEcoRI切断部位までを含む、 250bpのフラクメン

トが除去された。このフラクメントを再ひライゲーションし、 pEH2014より

150bp~互いインサー トを持つクロ ー ン、 pEH2020 を得た 。 pEH2020は、プライ

マーにMI3-F，-R、及ひ、 33mer、34mer、36merのオリゴヌクレオチド(図2

-9)を用いて、配列分析を行った。その結果、 EcoRI切断部位の下流484bpの

配列が明らかになった(図2-22)0pEH2020のEcoRI切断部位付近の配列は、

先lこpEH2014の分析で明らかになった配列と一致し、終止コドンの下流 54

bpのEcoRI切断部位から下流が、 pEH2020にサフク口一二ングされたことが

確認できた。

以上の解析により、終止コドンの下流540bpの配列カ、明らかになり(因子

22)、このうち、 mRNAのpoly(A)+R N A付加部位までの440bpは、 cD

NAで解析さ れたもの(因子15)と一致した。
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TGC.GA~AGC. TTC.GCA. TCC.ATA. TCT.CCA. TTC.CTG. AAT. AAG.CTT. TAA 
1 GACCGATCGTTGATAACTATGATTGATGGACGTAAGTTTTATGTAAATGAATTCGATAAT 
61 TTTCGACATCAAAAAAAATTATCATCAAAACGTACCTATGTAGTTTTATCGTAGGCACTC 
121 GAAAAATGTACACTAACAAAAAATACAGTTACTACATTCAATCTAGTCAATGGCTATTTT 
181 AAGCAAAATATTATGAATTAAATATATAATATCGATTTCGATTCCTAATCTATTTTTTTT 
241 TTCAACATGGCGCGGCATTTACATTAAGTTTACGTCATTGGTCCATTTATAAACCAACGG 
301 ACATACCAAAGCATTTATTAATTTTAATGTAAGATTATTTTATTTTTTAATTAGCTTTTT 
361 GCGTAGTCTATCAAGACAGGGACTAGGCGTAAGTCACTAATGTATATTATTATGT証TAA

421 AATAAAAGATGGGCATTACT~CTTTTGTTTATTTATTATTCGTCTTACCACAAAAACATG 
A 

481 TTTTCACAATACGAATTATTTTCAGACCATACTGATACGTAAAAATTGCGTTCTGCAT 

図2一22 AEH201の分析で明らかになった、 3'末端非翻訳領域の塩基配列
poly(A) tai I付加部位は(6)で示し、 poly(A) tai I付加
シクナルと思われる配列には、下線を付した。
各行の左端に、終止コドンの下流域の塩基数を番号で示したn
比較のため、読み取り枠の末端の配列を示し、 ( )を付しと。
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2-3 ゲノムDNAのサザンハイフリダイゼーション

第1節、及ひ、第2節の前項までの実験によって明らかになった EH遺伝

子の塩基配列は、 cDNA、ゲノムDNAを問わず全ての配列が一致して

いた。一方、長j畢ら 42)、或いは、高里子ら 43)によって精製された EHの配

列分析からは、アミノ酸鎖長の異なる複数のペプチドカf含まれていること

が明らかになっている。これらの het巴rogeneityは、精製過程で分解され

た結果である可能性が強いが46)、遺伝子レベルで、 heterogene i t yが存在

する可能性も否定できない。そこで、ゲノムDNA中の、 EH遺伝子のコ

ピー数を明らかにするために、サザンハイフリダイゼーションによる分析

を行った。

カイコ5令幼虫の絹糸腺から抽出したゲノムDN A5μgに、 25~35 un i t 

の制限酵素を加え、 3rc、16日寺問反応して消化した。制限酵素は、 Sall、

Pst I、也ndlll、主oRI、邑mHIの5l卦買を用いた。消化物を、アガロースゲ

ル電気泳動にかけたところ、どのレーンでも一様にスメアー状のDNAカ、

見られた。これを、 54merのオリゴヌク レオチド(図2-1)をプローフに用い

て、サザンハイフリダイゼーション分析を行った。その結果、図2-23に示

すように、どの制限酵素で消化したレーンにも、ハイフリダイスするバン

ドが1*のみ認められた。邑mHI消化物のレーンのバンドは、約2.6kbであり、

この長さは、 AEH201をBamHIで消化した場合に生じる54merプ口一フとハイ

フリダイズするフラク メントと一致した。

同種の分子をコードする複数の遺伝子を持つ場合、時間の経過と共に各

々の遺伝子がランタムに塩基の置換を蓄積して行くと考えると、長さの異

なる制限醇素断片を生じる可能性が高くなる。従って、以上の結果から E

H遺伝子はゲノム上に単一な分子種として存在することが示峻され、ハプ

口イド当たりlコピーである可能性が高い。よって、先に精製されたぺプチ
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ドのheter口氏neityは、複数の遺伝子が存在するためではないと考えられた。

2-4 まとめ及び考察

カイコ EHのゲノムDNAクローン、 AEH201について、制限酵素地図の

作製、五ひ、サブク口一二ングを行い、 EHの遺伝子情造の解析を行った。

段階的欠損導入法を用いた配列分析などの結果、 440bpの3'末端非翻訳配列

を持つ EH AI a5-Leu62をコードする工クソンの上流に、 4.7kbのイント口ン

を挟んで、翻訳開始メチオ二ンコドンからアミノ酸26残基のシクナルペプ

チドと、それに続く EHN-末端のおr'ー11e4をコードするエクソンが見出さ

れた。このエクソンの5'末端領i或には、翻訳開始メチオ二ンコドンの上流

に、 10塩基の5'末端非翻訳配列があり、その上流には、新たに、イント口

ンが介在していた。従って、第1節に述べた cDNAの配列分析結果を考慮

すると、 5'末端の非翻訳領域62塩基をコードする、来知のエクソンが存在

すると考えられる。この未知の工クソンについては、 cDNAの情報をも

とに、オリコヌクレオチドプローフを合成し、 λEH201の上流部分などの分

析を行ったが、 I見在のところ、ハイフリダイズするフラクメントは得られ

ていない。

イントロンの争責j~は、 786bpの配列が明らかになった 。 ショウジョウパエ

の遺伝子では、調節因子の つである ecdysone-responsiveelement"O) 

が転写開始部位の下流のイントロン中に存在する例も報告されている111}

が、今回明らかになったイントロンの配列中には、既知の転写制御因子と

相同1性のある配列は、見出されなかった。

ゲノムDNAの情造の模式図を、 cDNAの解析で得られた結果と合わ

せて図2-24に示した。ゲノム側からは得られていなしち'末端非翻訳領域62

塩基は、一つの工クソンに含まれると仮定して図示している。
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緒言に述べたように、 1989年に、 Horodyskiら50)は、タハコスス‘メガ

(Mand盟主笠註ヨ)のEH遺伝子を単離し、情造を明らかにした(図・緒-4)。

そのDNA配列と、今回明らかになったカイコ EHの配手Ijを比較したもの

を、因子25に示した。図から分かるように、両種のEH遺伝子は、配列の

みならず、構造も良く保存されていた。真核生物にみられる、イン卜口ン

を持つ遺伝子構造は、同じ産物をコードするものでは種カ、異なっても橋造

が保存されている例が、脊椎動物の戸クロビン遺伝子などで知られている

11引が、 EHも同様の特徴を示した。この両種のEHは、 EH本体の部分

のアミノ酸レベルで 81%のホモロジーを持っているが、塩基レベルでも、

77%のホモロジーを有していた。またシクナルペプチド部分のホモロジーは、

アミノ酸レベルで35%、塩基レベルで55%であった。イント口ンの部分、及

び、 3'、5'末端の非翻訳領域では、いずれも40%以下のホモロジーしか示し

ていなし、。これは、翻訳されて機能するEH本体をコードする領i或で、塩

基置換が起こり難く、良く保存されていることを示している。カイコとタ

バコスス‘メガは、分類上異なる科に属しており、同じ鱗麹目昆虫ではある

が、類縁関係は近くない。しかし、 EH遺伝子は、非常に良く保存されて

おり、このことは、 EHが昆虫の生活環に於いて重要な役割を演じている

ことの表れと考えられる。緒言で述べたように、 EHは鱗麹目以外の数種

の昆虫で存在が示日愛されており、広く、毘虫類全体に保持されて、昆虫に

共通してみられる脱皮行動を制御している可能性が高し、。また、昆虫類以

外にも、昆虫と同様の変態、脱皮という生活環を持つ甲殻類などで、 EH

が見出される可能性も考えられる。 DNAデータハンク (GenBank， EMBL 

等)でホモロジー検索を行ったが、現在のところEH遺伝子と相向性のあ

る他のぺプチドの遺伝子は見出されていなし、。しかし、昆虫以外の無脊椎

動物のぺプチドホルモンで遺伝子レベルまで解析された例は非常に少なく、

-92 -



守「

例えは甲完故買では、カ二(Carcinusmaenas)の血糖上昇ホルモン (CH H) 

の僅か li91jII引が報告されているに過ぎない。今後、遺伝子レベルの研究

の進展に伴い、 EH様ホルモンの全体像力、明らかになって行くことが期待

でき、本研究は、その進展に寄与するものと考えられる。

X 8 5 

111 

616 

1kb 
」ー一一」

&些L

BSau 

X:且凶 IB:BamHI S:~l 
E:fuR 1 Sau: 包~3A I 

図2-24 カイコ EH遺伝子、及び、ペプチドの情造
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Exon 1 ， ， ~ ~ . r-一一ExonII-I Intron 1 I -万
日一一IATCAAA低記AnCT以ACT佑AATan:T必A印刷臥T以必品仙π以広:cAATI一一一一一一一一一 ctaatttcaglAAAαTAAAA AT(氏品応A82 

l'・H・・ a・4・4・ ・・ ………. I ....…... •• 
M AGTTCIAT以臥CAπ氏以A臥1闘行日CATCTCA氏AACCATCCATCCAAA以ATTωCT臼 Igtaagt ( 3.0 kb) tatatttcaglACTTTAAA刷 ATro:x就A81 

I I 

Exon II Ser' Intron II r一
B AACTGA江田GTCAT∞TTGTTGCTCTCCC聞広U打CAT∞Tω∞TωCTATC氏品CTGCA庇ITTGCCAT∞Igtaagtacaa( 4. 1 kb) attttcacaglCATC 167 
.... ...・・・ H ・・ ・. .・・・....・・・・・・ e・...... .....'・H・...・・・，.・・・..・・・・・・4・・ぃ
M AAGT以CAGTAGCTTTCTT以TGπαWT臥.TCCCTTTCCT反応AACTTα氏lAa;TT印刷GCAACCC1C氏ATTGlgtgagtattc( 4.7 kb ) atlgttacag院AC

(signal問 II也) 叶ミア伯I1-5)ー| 卜ー

Exon III 
6 CACCTA∞κおAAT∞AAATTT氏AT∞AGA畑区双なAAT民AAAAAAATGTTα双ロ:π∞π∞Aαl:3AT江EπT庄双Xl3AGTαI氏ATCA品広E瓜正氏以瓜ACAT267 
M T∞TTAaAα:cAAl白川A1CT民AlaAGAACTGTαおAAT氏品以必A1GClaGほlilGGTT岱M∞ACCACTTTGl∞I臼G1a; 1 CCA 1 CAAGT1CAA江践活AAC1CAT

(日I6~62 ) 

LaI" 
Exon III 

日 TαliGAATGCGAAAGCT1αUTα河川CTα:.IT1CCTGAATAAGCHTAAGAαliATa;TTGATMCTATGATTGAT∞Aa;TMGTTT寸ATGT品AT臥Aπ∞ATM1TTT∞AC406 
s・・・・....l・............. .........・4・・・・・・・ ・ ・・ ・・・・・ 2・・・.... .. 
Mα口五AGTGCGAA臥CTTαl::TTαAT江mCCCTTCCTTMCAAACTTT M AT M T A∞紙切ACGAAATA帥 T氏MTMTGTTTMTTTIωTTMTATTTAAAATα:cAACAC
一一一一一一一一一(印 6~62 )一一一一一一一一一ー町er)

Exon JII 
6 AT以品AAAAATTA TCA TCA品A∞TACCTATGTAG打TTAT∞TAαUCT民AAAAA1GTA以CTMCAAAAAA T ACAGTT ACT ACA円以ATCTAGT以ATぼ>CTATTTTM氏AAA526 

-・・ ・4・・・事 "'.. .. ........ ..‘・ ・ *・・ .. 
M TA必AGTAGTTTCT氏AGTMT邸Aα工liTCAAAGTTTAAA T ATTωI低AGaATT ACGTTA T M T臥ATTTTM瓜ATTTAC沼EπAGT以AACTGTαおT1AA氏品AGTTAAAC

Exon JII 
6 ATAnATGAATTAAATATATMTAT凶A汀Tα且TTCCTM TCT ATT打πππCAACAT匹以芯沼:AπT瓜ATTAAGTTT虻liTCATTGGT氏ATTTATAAAα:.IAαl:3ACATACC646 
- ・..... ョe・ ・・・e・ ・・ ・・・・ ・・・4・・ ・ ・・*. . 

M ATTATCAl氏ATTTC必AT1CTMT氏品αGATωCAT庄工AAAGTA TTT AAACTCA T1TT AG円AGCTTT必A11 T M T ACTCTTGTT AT MCl GCT A TT ACAC泌ATTATTA1AAGA

Exon III 
{田ly(A)・signal)

6 AAACCAπTAπMπ廿MTGTA必AπAT打TATTTTπMTTAGCπTTTぼliTAGTCTA下以焔舵A区制CTACロliTMGT以CTMTGTATAπATTA TGT ATT MM T AAAA766 
- ・・H ・・ ・.・・， * ，・.... .. .. .. ・・・ ・・R ・
M TTATTTA∞，M T MM T M TGTT ATGT Al TGllMAAG 1 GI TTTT A 11GAAG 1 AT AI以TA TTT AA TTGTGTCAπGIGACTGG1CTATαAGTT1TMT必AGIATGA 1 MT AGTTGTTT A 

布市¥A)・slg日 1)

日孟詞 1…叩ATT…CAAAAACATGT8羽
M ATGTGTπAAGAAAACTGT AAA TπCTTGCTTATTTCCTAT打MTMTATGCT

図2-25 カイコ、忍び、タハコススメガの遺伝子配列と情造の比較

上段(8)にカイコ、下段(M)にタバコススメガの配列を示す。
カイコの配列のみ、右端に、転写開始点、からの境基番号を付した。
カイコとタハコススーメ力で一致した塩基は、ホで示した。
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第3節生体内に於ける5]5]化ホルモン遺伝子の発現と分布

3-1 ノーザンハイフリダイゼーション

EHは、緒言で述べたように、神経系以外にも標的組織を持ち、趨の可

塑化や、自由の筋肉の崩壊、などを引き起こす作用を示すことカ、知られてい

る。このような作用が存在するため、 EH分子力、、脳で生産され神経節に

働いて行動を解発する役割とは別に、全く独立に脳以外の組織でも EH遺

伝子を発現し、その特定の組織に於いて生理作用を示す可能性も百定でき

ない。そこで、脳と、数種類の組織より抽出したRNAを用いて、ノーザ

ンハイフリダイゼーションによるmRNAの角ヰヰ万を行った。

第 1 節ーl 項に記したSDS-7工/ーI~法で調製した、各組織の閃 1y(A)+ R N A 

4μgまたは全RN A 20μEを、ジメチルスルホキシド、クリオキサール

中で変性し、文献(63)に従って作製した装置を用いて、 O.OJMNa2H問 4を含

む1.4%アカロースゲルで電気泳動を行った。用いた試料は以下の通りであ

る。カイコ (JJ 06xDa i zo種)踊、 2~5日目の脳の poly(A) + R N A 、全 R N A 、

poly(A)-R N A(全RNAからpoly(A)+円NAを抽出した残j査):以下の組

織の全RNA;虫即日目 (JJ22xCJ15種)脳 ;5令0~2日目 (J122xC 1 15種)脳 ;

5令2日目(錦秋x鐙和種，♀)消化管 ・表皮及ひ筋肉 ・中部絹糸線 ;5令4日目

(春嶺x照月種)後部絹糸腺 ;3令全虫体。

アカロースゲル電気泳動のサイズマーカーには、制限酵素Hindlllで消化

したAファージDNAとHi nf 11消化したpBR322プラスミドの断片を混合し、

試料と同様にクリオキサールで変性して一本鎖にしたものを用いた。変性

処理したDNA及ひRNAは、一本鎖であるため、通常検出に用いられる

エチジウムフ口ミド染色では、検出感度が葱く、ハンドが確認できない可

能性もある。 そこでアガロースゲル電気泳動の際に、マーカーDNAと、
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踊の全RNAを1レーンずつ多く泳動し、ブロッテインクの後、そのレーン

のメンフレンを切断し、メチレンブルーで染色して核酸を検出した。

J¥イフリダイゼーションのプローフには、第2節で調製した EHcDNA

のサフクローン、 pEHCOlのインサートを鋳型とし、ランタムプライムラベ

ル法によって[32P 1ラベルしたDNA断片を用いた。ノーザンハイフリダ

イゼーションの結果、因子26に示すように、脳由来の全RNA、及びpoly

(A)+ R N Aを展開したレーンで、 O.9kbの位置に、強くハイフリダイズする

バンドが検出され、 5令幼虫、踊とも、 O.9kbのEHmRNAを発現してい

ると考えられた。また、脳の全RNA、poly(A)-R N AのレーンでO.56kb 

の位置にハイフリダイスした薄いバンドがみられた。この詳細については

検討していないが、 poly(A)+R N Aのレーンにはこのパンドが見られない

ことから、問Iy(A) ta i Iの配列を欠いた EHmRNAの分解物である可能

性がある。 O.9kbのバンドのシクナルの強度については、 5令幼虫の全RN

Aのシクナルが、踊のpoly(A)+ R N Aと同等の強度を示した。電気泳動に

は、全RN A (20μg)は poly (A) + R N A (4μg)の51音量の試料を用いている。

一般に、全RNAの数ZがmRNAであることを考えると、ゲルに乗せた E

HmRNAの量は、 mRNA分画の方が実質的には全RNA分画より数倍

多いと予想される。従って、 5令幼虫の全RNA中には、同じ量の自由の全R

NAに比べ、数倍の EHmRNAが含まれていたといえる。しかしこの値

は、必ずしも幼虫の時期に発現量が増加していることにはならない。なぜ

なら、踊の時期に、脳が急激に体積、 J.，Zび形態の変化を起こすこと(第3節

-3J頁参照)を考慮しなければならないからである。この様な劇的な変化をす

る時期には、 mRNAの合成も盛んになることが予想され、体積の増加と

相倹って、全RNA中の EHmRNAの割合は、相対的に幼虫の時期より

も小さくなることカ、考えられる。そこで、調製した全RNA量から脳1i回
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1 0 9 8 7 6 5 4 3 2 1 Lane 

........: 0.9 kb 

.唖 0.56kb 

図2ー26 カイコの各種の組織から調製したRNAを用いた、
ノーザンハイフリダイゼーション

Lane 1 : 脳的(2~5日目) poly(A)+ R N A 4μE 
Lane 2 : 向上 全RNA 20μg 
Lane 3 : 向上 全RNAからpoly(A)+RNAを

抽出したFお査RN A 20μE 
Lane 4・脳踊(0日目) ;全RN A 20μE 

Lane 5 :脳 5令幼虫(O~2 日目) ; 同上

Lane 6 :消化管 5令幼虫(2日目); 向上

Lan巴 7:表皮、筋肉 5令幼虫(2日目); 向上

Lane 8 :中部絹糸股 5令幼虫(2日目); 向上

Lane 9 :後部品目糸腺 5令幼虫(4日目); 向上

Lane 10 :全虫休 3令幼虫 ; 向上
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あたりの全RNA量を計算すると、 5令幼虫で 339ng/brain、婦で1.2μg/

brai nとなり、やはり幼虫の約3倍のRNAが含まれていることが明らかに

なった。従って、 1頭あたりの EHmRNA発現量は、 5令幼虫と踊とで大

きな差はないと結論できる。

脳以外の組織については、と‘の位置にもバンドがみられず、これらの組

織では、検出できる量のEHmRNAは発現していないと考えられた。ま

た、 3令幼虫の全虫体でもハンドが検出できなかった。この試料には当然、

脳内のmRNAが含まれているが、全虫体に占める脳の割合が非常に小さ

いため、 mRNA量が検出限界以下であったと考えられる。

メチレンフルーで染色した全RNAのレーンには、約2.3kbの位置に rR 

NAの大きなバンドが見られ、その低分子側に、ほぼ一様にスメア状にR

NAが検出された。RNaseの混入などにより、調製中lこRNAか、分解され

た場合には、 i永重力の先端近くに分解したRNA断片が偏って検出される。

今回の謂製では偏りがみられず、分解の少ない良質のRNAカ、調製できた

と判断した。また、脊推動物の全RNAを泳動した場合は、通常、 28Sと

18Sr RNAの2本のバンドか見られる。しかし、カイコの 28S r R N A鎖

には、生体内で切断される部位が カ所あり、変性して泳動した場合には、

28Sのバンドが2つのユニットに分かれ、 18Sの rRNAとほぼ同じ位置に重

なって泳動されることが知られている。今回の泳動でも、 28Sに相当するバ

ンドは認められなかった。以上のノーザンハイブリダイゼーション実験に

より、 EH遺伝子は、 5令幼虫と踊の両方の時期に、脳内で特異的lこO.9kb

のmRNAが転写され、発現していることが示峻された。
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3-2 ホールマウント In豆且ハイフリタイセーション

in situ ハイフリダイセーション実験は、植物起源のステロイドの一つ

であるdigoxigenin(OIG)でDNAプロープをラベルし、検出する方法11引

を用いた。試料は、カイコ幼虫(J1 06xOa i zo、J122xCl15種)あるいは、踊

(J 122xC115種)の脳、神経節を用い、 85%エタノール/5%酢酸/4%ホルムアル

デヒドで固定115) した後、ハイフリタイゼーションを行った116)。

36merオリコヌクレオチドプローフ(図2-1)の3'末端に、ターミナル・ト

ランスフエラーゼによるヌクレオチド付加反応により、 OIGをラベルしたダ

イデオキシUTP(0 I G-ddUTP)を付加した。このプ口ーフを、固定したカイコ

5令幼虫、踊及び成虫の、脳、食道下神経節(SG)と混合し、 3TCで15日寺間保

温して、組織中のmRNAとハイフリダイス、させた。次に、アルカリホス

ファターゼでラベルした抗OIG抗体を、 OIGラベルしたプローフと結合させ、

アルカリホスファターゼを用いた5ープロモー4ーヲ凹 3ーインドリJ~リン酸とニトロ7 ・ lレテト

ラソ勺jウム塩の発色反応によって染色した。染色した脳は、顕微鏡を用いて観

察した。

その結果、 5令幼虫(3日目)及ひ踊(0日目)の脳で、脳間部の2対の細胞が、

検出された(図2-27;A.B.C)。踊では、試料とした91固の脳の内、 4例で片方、

或いは、両方の脳半球に3個の細胞力、検出された(図2-27;0)05令幼虫では、

試料とした12個の内、 2対以上の細胞力、検出されたのは、僅かに1191Jであり、

それも、嫡の場合とは全く異なった側方昔日に近い部位の細胞が、片側にの

み2個多く検出された。検出された細胞は、いずれも非常に大型の細胞で、

脳内の神経分泌細胞の特徴と一致していた。各々の細胞は、細胞質にmR

NAが存在するため、核は染まらす、淡色の像として観察された(因子27;

B)。プローフ或いは抗OIG抗体力、、非特異的に組織に吸着され発色している

場合には、核が淡色に認められることはなく、特異的に細胞質力、染まって
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Br 

B 

Br 

図2-27

ホールマウン卜よ旦豆旦H ハイフリタイゼーション

A : 5令3日目.脳 (x200) 

B : 同上 (x400) 

品種:J122xCl15 

スケール1¥ー:50μm 
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Br 

-・・・・圃

図2-2 7 (2) 36rnerプローフを用いた、カイコ幼虫、及び、踊の脳の
ホールマウントよnSI巳立 /¥イフリタイゼーション

C :踊O日目.脳 (x200J 
o 蜘0日目 脳 片半球あたり、 3(回以上の細胞カ、認められたもの

(x200J 

品種 J122xC115

スケールハー :50μm 
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いる場合と区別が可能であった。侭1)心休(CC)、アラタ体(CA)には、染色さ

れる細胞は認められなかった。

上記のように、幼虫と婦では、検出され細胞数に差が認められた。この

原因のーっとしては、自雨期に EH産生細胞数が増加することが考えられる。

自雨期の脳は、第3節ー3J頁で述べるように、形態的に大きな変化を遂げる。こ

の様な変化を生じる中で、 EH産生細胞の数も変化する可能性も考えられ

る。また、幼虫でただ一例観察された2対以上の細胞力、検出されたものにつ

いては、比較検討する材料に乏しく、明確な解釈は出来なかった。いずれ

にしろ、これらの結果を正しく解釈するためには、飼育条件等を揃えたカ

イコを用いて、各時期の脳を多数試験する必要カ、ある。

3-3 免疫組織化学

EHの免疫組織化学的研究は、高野らにより、カイコの踊期の脳につい

て EH特異的モノク口ーナル抗体を用いた分析が行なわれ、 2~すの脳間部神

経分泌細胞 (ventromedialneurosecretory cel 1) に、 EHの存在が認め

られた117)。また、普後ら 19)は、各組織の抽出物中のEH活性を、生物検

定を指標に分析し、踊の時期の脳、 CC、CA(図緒一2参照)に EHが存在す

ることを示した。このことから、脳で生産され、 CC、CAに送られて貯蔵、

放出されるという EHの分泌経路が予想されているが、細胞レベルでの証

明は行われていなし、。一方、 Trumanら116}は、タハコスズメガ(恒国盟主

sexta) E Hの部分精製物を抗原としてウサキに注射し、得られた抗血清を

用いて、タハコスス、メガの免疫組織化学的研究を行った。その結果、幼虫

期のタバコスズメガでは、 EHは2対の ventrαnedia 1円eurosecretory

cell で産生され、中央神経索を通りi直腸神経にまで到る長い軸索を経由し

て、直腸神経末端から放出されるという、新たな脳神経分泌経路を明らか
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にした21)。また、婦では、タバコススメガの場合もCC、CAにEH活性が認

められ、ここに送られる EHは、幼虫剤とは位置の異なる、脳側方部の5xす

の神経分泌細胞によりj室生されることを報告している 116)。これら5対の細

胞は、脳の同側のCC'CA連合へ至る軸索を持つ細胞 (ipsilateral project 

ingcells)"9)と同定された。しかしその後、同グループの Horodyskiら

による、辺恒主 ハイフリタイゼーション実験50)では、鍋期の脳側方部

の細胞には、 EHmRNAが認められず、幼虫期と同じ脳間部の2対の細胞

のみが検出された。娩期の実験については、抗体作製に周いた抗原が、 CC

'CA連合の部分精製物であり、 EH以外の神経分泌ペプチドが混入していた

可能性もあり、実験に再考の余地があると考えられる。また、市川120>は、

カイコの5令幼虫の脳の神経分泌細胞を、組織化学的、及び、電気生理学的

に解析し、細胞の詳細な分類、同定を行った。その結果、 EH産生細胞は、

脳間部の2対の神経分泌細胞(M3細胞)と同定された。このM3細胞は、脳の

同じ恨1)から中央神経索を通り、直腸神経末端まで到る軸索を延はしていた

という 121}。

以上の様に、 EHの貯蔵分泌と、昆虫の成長過程による産生細胞の変化

に関する実験結果については、統一的な見解力、得られていない。特に、幼

虫脱皮、自由化脱皮に際して機能する、中央神経索に長い軸索を延ばす細胞

と、羽化時に働く EHをCC'CAに送る細胞の異同については、明らかにされ

ておらず、また、カイコの幼虫、或いは、脳以外の組織についても、免疫

組織化学的研究は、行われていなかった。

そこで、カイコに於いて、幼虫期、自雨期の EHの産生細胞、貯蔵分泌経

路を明らかにするために、 EH特異的モノク口ーナル抗体を用いて、免疫

組織化学的解析を行った。抗体は、高野117)の作製した、 EHのカルボキ

シル末端のアミノ酸12残基(Cys49-LYS6 1 )を認識する、モノク口一ナル抗体
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を用いた。

試料として、以下に示す発生段階のカイコ (J1 06xDa i zo種)の、脳(Br)、

食道下神経節(SG)、胸部神経節以降の中央神経系(CNS)、傾1]心体(CC)、アラ

タ休(CA)を摘出して用いた。

幼虫: 5令脱皮直前、即ち、 4令4日目(w.); Br，SG，CNS，CC，CA 

5令4日目 (V4) ; Br，∞， CA 

5令吐糸期(VSp) ; Br， SG， CNS， CC， CA 

踊化脱皮直前(ph.P) ; Br， SG， CNS， CC， CA 

踊:踊化直後(P 0) ; Br， CNS， CC， CA 

自由4日目 (P.); Br， SG 

自面6日目 (P6);Br，SG

羽化直前(ph.Ad) ; Br， SG， CC， CA 

成虫:羽化直後(Ad); Br， SG 

その結果、まず脳では、いずれの発生段階のものでも、 2対、 4個の脳間

部の腹倶1]の神経分泌、細胞(ventromedialneurosecretory cel Is)に、 EHの

存在が観察され(因子28;A，B， C)、P6では、複数の軸索が、脳の中央部で交

差せずに同じ倶1]に伸びているのが観察された(図2-28;C)。カイコの脳神経

分泌ホルモンの中で、既に免疫組織化学的研究がなされているボンビキシ

ン122}、前胸腺刺激ホルモン123)、の産生細胞の軸索は、いずれも脳の中

央部で交差し、反対恨1]の脳半球からCA(contralat巴ralCA)ヘ伸ひている

のとは、対照的である。

P6の11列でのみ細胞数の異なる脳が観察され、討すの細胞と離れて、 SGに

近い位置にl個の細胞が、片方の脳半球だけに認められた。

EHを含む細胞は、 P.期以降(図2-28;B， C)では間半球の2つが近接して

いたが、幼虫及ひPo(図2-28;A)では、腹側lこ2つが離れた位置に観察され
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図2-28 免疫組織化学的解析 (1) 
ーカイコ5令幼虫、及ひ、踊の脳の解析
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た。これは、脳内で細胞の相対的な位置が変化すること、或いは、異なる

細胞でEHが生産されるようになることを示峻している。第3節-lJ頁で触れ

たように、脳は、踊期に急速に体積を増加させ、踊後期には、幼虫時の数

倍の大きさになる。これに伴って、脳側方から視葉(opti c lobe)が分化し

てゆき、大きな成虫の複眼を形成する。さらに、幼虫期に脳とSGを隔てて

いた食道が踊期に急速に退化し、 SGは脳に近づいて、嫡後期には脳と殆ど

融合した形態となる(図2-28:B，C}。この様に、自雨期の聞に脳の形態が大き

く変わることを考慮すると、幼虫、 P。期と娩後期で EH産生細胞の相対的

位置か、変化することは、充分に考えられる。一方、僅か 1j列ではあるが、

2対以上の細胞が認められた脳があることは、過渡的に、幼虫期と踊後期の

異なる EH産生細胞が同時に存在している時期が存在することの結果であ

る可能性も残っている。細胞の位置、及び、数は、への 1I7IJを除き、市川

120)、高里子ら t17)の結果とほぼ一致した。

Vsp期の神経系では、 SGと胸部神経節を結ぶ中央神経索中に、 EHを含

む軸索が認められた(因子29}。タバコススメガでは、 EHは脳から中央神

経索中を輸送され、直腸神経末端から放出されるという、 Trumanらの解析

結果2¥)と矛盾せず、同様の分泌経路がカイコにも存在することを示唆して

いる。 IV4及ひ'ph.PのCNSには、 EHを含む軸索は認められなかったが、こ

れは、 EH輸送の時期と摘出の時期が合わなかったためか、或いは、 EH

量が少ないために検出できなかった可能性がある。

CC、CAを染色したものでは、 ph，AdでCCに、非常に多くのEHが認められ

た(図2-30}。しかし、 CAについては、この時期のCC-CA問の軸索と、 CA表面

の軸索に僅かに確認できたのみで、 CA本体に貯蔵されている EHは、殆ど

認められなかった(図2-30}0 CC、CA内のEHは、すへて一様に染色された

小粒子状の形態で観察され、明際に核が認められる脳内の大型の細胞とは、
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図2-29 免疫組織化学的解析 (2) 
ーカイコ5令幼虫の食道下神経節、中央神経索の解析

食道下神経節下流の中央神経索中の、染色される軸索(AX)を
( )で示した。 (x400) スケールハー 50μm 

CA 、

図2-30 免疫組織化学的解析(3) 
ーカイコ踊(蜘皮内成虫)の、倶11心体(CC)、アラタ体(CA)の解析

CC :恨Ij心体 CA :アラタ体 AX 軸索
(x400) スケール1¥ー:50μm 
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明らかに異なっていた。これらのEHは、 CC、CAの細胞で産生されている

ものではなく、軸索末端に貯蔵されているものと考え られた。また、脳か

らCCに到る軸索中にも、 EHカ、観察された。これらの結果は、 CCが主要な

EHの貯蔵器官であることを示している。市川121)は、ごく最近、カイコ

脳内の EH産生細胞の軸索が、自面化にともなって、約24時間で脳の同じ側

のCC、CAへ分校して伸長して行くことを報告した。それによると、踊矧の

E H産生細胞の軸索を染色した結果、多くの細かく分枝した軸索が、 CCに

末端を聞き、 CAまで伸ひているものは僅かであることが観察されている。

これは、 CCが主要な EH貯蔵器官として観察された著者の結果を支持する

ものである。先に善後ら 19'は、羽化前後のCAを摘出し、その抽出物中のE

H 活性を、生物検定を指標に分析して、 EHがCAに貯蔵され、羽化に際し

て放出されることを示している。今回の実験結果は、一見この報告と矛盾

するように見える。しかし、カイコのCCは、 CAに到る軸索カ、途中僅かに膨

らんでいるだけの不明瞭な形態をとっており(図。緒-2，参照)、摘出に際し

軸索と明瞭に区別するのは難しい。従って、普後らの実験では、抽出、生

物検定に供したCA摘出の際に、事由索と共に若干数のCCが含まれていた可能

性カ、あり 124)、CCに貯蔵されるという今回の実験結果を否定するものでは

ないと考えられる。

Po 以前の時期のCC、CAには、 EHは全く認められなかった。

以上の結果から、 EHは、脳間部神経分泌細胞で産生され、幼虫剤には、

中央神経索に輸送され、自南期には、主にCCに貯蔵されて、羽化に際して放

出されることが示唆された。
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3-4 まとめ及ひ考察

幼虫、及び踊の、脳、消化管、絹糸腺などの組織から、 mRNAを調製し、

EHcDNAをプ口ーフに、ノ ザンハイブリダイゼーション分析を行っ

た。その結果、 5令幼虫、 lJJ.ひ、踊の脳で、 0.9kbのEHmRNAが転写さ

れていることが明らかになった。また、その他の組織からは、 EHmRN

Aは倹出されなかった。

5令幼虫(3日目)、鍋(Q日目)の脳を、 DIG標識したオリコヌクレオチドプ

ローフを用いて、ホールマウント 1円 situ ハイフリタイセーションによ

り分析したところ、脳間部の腹側の2対の細胞で、 EHmRNAカ、検出され

た。これらの細胞は、大型の神経分泌細胞と考えられた。また、踊の脳の

約40%で、脳半球当たり3個の細胞力、検出され、踊化にともない EH産生細

胞数が変化する可能性も考えられたか¥明確な結論を出すためには、より

詳細な検討が必要と考えられる。 EH特異的抗体を用いた、免疫組織化学

的研究では、 4令、 5令幼虫、及ひ、踊の脳で、 EHを含む2対の神経分泌細

胞カ、認められた。これらの細胞は、 insitu ハイフリダイゼーション、及

ひ¥先に高野の行った鍋の脳の抗体染色実験で検出された細胞と、同じも

のと考えられた。 P。期以前と、 P4!t月以降では、細胞の相対的な位置に変

化がみられ、脳の形態変化に伴う EH産生細胞の移動、或いは、異なる産

生細胞に交代することが示唆された。但し、 EH産生細胞は、自由化直後に

軸索が分校し、 CC、CAに軸索を伸展させて行くこと 121)を考えると、 EH

産生細胞が、別の細胞に交代するということは考えにくし'0P 。期の脳の

i n s ituハイフリダイゼーションで見られたような2対以上の細胞は、 P6

の 11?"IJ以外、認められなかった。この2種類の実験は、材料にしたカイコ

の品種、飼育条件などが異なっている。(J._Q記tuは J122xCl15 種で、 6~

7月に桑葉で飼育。抗体染色は J106xDaizo 種で、 9~11 月に人工飼料で飼
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育。)従って、両者を比較するには、上記の条件を厳密に揃えた材料で再

度実験を行う必要があると考えられる。ph.Pでは、 SGと胸部神経節を結ぶ

中央神経索中に、 EHを含む軸索が認められ、 EHが中央神経索に輸送さ

れていることが示峻された。また、 ph.AdのCCには、 EHか蓄積されている

ことが明らかになった。従来、由雨期の EHは、カイコではCAに貯蔵され羽

化に際して放出されると考えられてきたが、本実験により、 CAに輸送され

るのは極めて僅かで、主要な貯蔵、及ひ、分泌器官はCCであることが示さ

れた。

以上の結果と、市川120)12υ 、Trumanら21)の報告を考え併せると、次の

ようなカイコの脱皮、羽化に関わる内分泌系の存在が予想、される。即ち、

幼虫期には、脳間部の神経分泌、細胞(M3細胞)で生産された EHか¥中央神

経索に伸びる軸索を経由して輸送されて直腸神経末端から放出され、脱皮

行動を引き起こす。この分泌では、羽化にみられるような、概日時計によ

る明瞭な分泌制御は受けない。また、自南化脱皮を行うと、その直後から E

H分泌細胞 (M3細胞)から伸ひる軸索が分枝して、新しい軸索を24日寺間以内

に脳の同じ側のCC、CAへと伸展させる。それと共に、細胞体から EHが輸

送され、主にCCに貯蔵される。そして、脳内の概日時計からの指令によっ

て体液中に放出され、羽化行動を引き起こす。

今後、神経化学的、或いは、免疫組織化学的解析により、上記のような

内分泌制御系のモデルが、より詳細に解明されて行くことが期待される。

-110 -



総括

毘虫は、佐期終了後の個体発生に於いて、目壬が直接成体の形をとらず、

変態、脱皮を経て成長して行く。変態の過程には、前胸腺刺激ホルモン、

工クジソン、幼若ホルモンなどが重要な役割を果たしていることが知られ

ているが、これらのホルモンの作用により変態か進み、脱皮、羽化の準備

が完了した時点、で、脱皮、羽化の行動を引き起こす液性因子として、羽化

ホルモン(EclosionHormone、以下EHと略す)力、見出された。EHは、昆

虫の脳の神経分泌細胞で生産されるぺプチドホルモンの一種であり、脱皮、

羽化に先立って体液中に放出され、神経系に直接作用して脱皮、羽化の行

動を引き起こす生理活性を持つ。またその他にも、羽化直後に、麹を伸展

させるための可塑化促進や不要になった踊の筋肉の崩壊促進など、脱皮、

羽化に関連した複数の作用を示すことも知られている。また、羽化の際の

EH放出時芸1)は、脳内の概日時計に支配されており、概日時計による内分

泌器官の告1)御という面に於いても、興味深いホルモンである。一方、この

EHに関する分子レベルでの研究は、昆虫に含まれるその量カ、僅かである

ことなどから、進展していなかった。そこで、 EHの精製単献を行い、そ

の情報をもとにさらに遺伝子構造等を解明することを目的として、研究を

行った。

EHの精製は、脳内のEH量が最も多くなる羽化直前の踊頭部、 18万頭

分を抽出材料に用いて試みた。即ち、生物検定に用いる力イコ踊を、 16時

間明期-8時間暗矧の光周期に置いて概日時計を同調させた後、羽化予定時

芸1)の約6時間前の婦に試料を注射し、早期羽化誘導活性を検定した。検定に

は、 l 区 4~10 頭の踊を用い、検定区の踊の50%を羽化させる活性量を、 1

印 unitと定義した。精製試料は、生物検定による活』性測定を行った。精
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製の初めの8段階は、各種の沈澱法と溶媒抽出を組み合わせて行い、続いて、

ゲルろ過、イオン交漁、逆相、のカラムク口マトクラフィーを組み合わせ

た6段階の精製を行って、比活性 112ng/EHun i tの部分精製物を得た。次に、

イオン交換、逆相の2段階のHPLCによる精製を行って合計16段階の単離

工程を確立した。この精製により、 18万頭分のカイコ娩頭部から10μEのE

Hが単離された。回収率は 3.3%、約2.0x106 倍の精製となり、このEHは、

0.83ng、1.Ox10-13mol で 1EH unitの活性を示した。単離した EHは、極

めて微量であったが、アミノ末端から13残基のアミノ酸配事IJを、決定した。

その後、筆者の研究を引き継いだ高野らによって、さらに大量のカイコ

鮪頭部からの精製が行われ、単離した EHから、アミノ酸61残基の配列が

明らかにされた。しかし、まだ充分量の EHが得られなかったため、 C一末

端の情造など、アミノ酸配列の一部に不確実な部分が残された。そこで、

シクナルペプチド部分を含めた EHの全備造を明らかにし、また、発現調

節機構などの情報を得るために、遺伝子情造の解析を行った。

遺伝子情造の研究は、ます初めに cDNAの単離、解析を行った。カイコ

4令.5令幼虫の脳から、 Agt1 0ファージをヘケターに用いて cDNAライフ

ラリーを作製し、それを、ゲノムDNAの部分配列を参考に合成した、ア

ンチセンスの17mer、36mer、54merの3種類のオリコヌクレオチドをプロー

フに用いてスクリー二ングした。1.5x 1 O'クローンをスクリ一二ンクしたと

ころ、 EH遺伝子を含むクローン AEHC01を得、その解析により、 EH分子

本体をコ ドする部分の塩基配列が明らかになった。しかし、 AEHCO 1は

遺伝子cDNAの全長を含んでいなかった。そこで次に、 AEHC01の解析

で明らかになったシグナルペプチドの一部をコードする配列に基ついて合

成した、アンチセンス、 42merのオリゴヌクレオチドをプロ フに用いて、

カイコ5令幼虫の脳から調製した Agt11ライフラリーをスクリ一二ンクした。
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2.5x105クローンをスクリ一二ンクしたところ、 42merプ口ーフとハイフリ

ダイズする、 14のク口ーンを得た。この14クローンの中で最も長い挿入断

片を持つクローン、).EHC11の挿入断片を凹Iymerasechain reaction法

(PC R法)を用いて増幅し、 pUC1l8プラスミドにサブク口一二ンクして解

析した。その結果、 cDNAの 717塩基の配列が明らかになった。さらに、

). EHC11に含まれていなかったmRNAの5'末端領域については、 cDNA

に閃ly(G)配列を付加した後、アンカーとなるプライマー用いる PCR法

(アンカード PCR法)で解析した。

以上の解析により、 779塩基の EHcDNAの全長の配列が明らかにな

った。その結果、カイコ EHは、アミノ酸26残基のシクナルぺプチドを持

ち、 EH本体は、ペプチドの分析で明らかになったものより l残基長いアミ

ノ酸62残基からなっていることが示された。267塩基の読み取り枠の両端に

は、 72塩基の5'非翻訳領域と、 440塩基の 3'非翻訳領域を持つ構造をとっ

ていた。 5'末端の配列は、毘虫の転写開始部位のコンセンサス配列と一致

した。

次に、得:られた cDNAをプローフにして、ゲノムDNAライフラリー

から得られたクローン、 λEH201について分析を行った。各種制限酵素で

消化した).EH201を、上記の42merのプローフで、サザンハイフリダイゼー

ション分析を行い、さらに、ハイフリダイスしたフラクメン卜をサフク口

一二ンクして、配列を分析した。その結果、 EH遺伝子のコード領域の情

造が明らかになった。 EH遺伝子は、シクナルぺプチドからアミノ末端4残

基自のアミノ酸までをコードする工クソンの下流に 4.7kbのイン卜口ンが

あり、さらに EHのアミノ酸、 AI a5-Leu62 をコードするエクソンが存在

する構造をとっていた。この情造は、最近ワシントン大学の Horodyskiら

によって報告された、分類上異なる科に属する昆虫、タバコスズメガのE
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H遺伝子の矯造と類似しており、アミノ酸配列のみならず、遺伝子構造の

レベルまで良く保存されていること力、はじめて明らかになった。これは、

昆虫の生活環に於ける EHの重要性を、改めて示唆するものといえる。

次に、遺伝子に関する情報を基礎に、生体内での遺伝子の発現について、

ノーザンハイフリダイゼーション、 insitu ハイフリダイゼーション、及

び、免疫組織化学分析の手法を用いて解析を行った。

ます、カイコの幼虫、踊の各種組織のノーザンハイブリダイゼーション

を行ったところ、 5令幼虫と婦の脳で、 Q.9kbのEHmRNA力、転写されて

いることが明らかになった。また、分析した脳以外の組織には、 EHmR

NAは認められず、EHは、脳で特異的に発現していることが示峻された。

次に、カイコ5令幼虫、踊の脳で、ジゴキシゲニン標識した DNAプロー

フを用いて、ホールマウン卜 l口 situ ハイフリダイセーションを行った。

その結果、幼虫、踊いずれの脳に於いても、脳間部の4個の神経分泌細胞が、

プローフとハイブリダイズするmRNAを生産しており、その細胞で EH

遺伝子が発現されていることが明らかになった。また、婦では、試料とし

たものの中の約4割の脳で、 5~6í困の細胞に EHmRNA が検出され、後任

発生の過程に於いて、 EH産生細胞の数が変化する可能性が考えられた。

EH特異的モノク口ナル抗体を用いた免疫組織化学的な解析では、 4令・

5令幼虫、及ひ踊の脳に於いて4個の EH産生細胞が同定された。また、 5令

幼虫の胸部神経節に至る神経軸索、及び、羽化直前の娩皮内成虫の倶11心体、

アラタ体lこ E H が見出された。幼虫のí~11心体、アラタ体には、 EH は認め

られず、踊皮内成虫に於いても、アラタ休に認められた量は短めで僅かで

あった。カイコでは、従来、アラタ体が EHの貯蔵分注器官と考えられて

きたが、幼虫期には、これらの器官は EHを貯蔵しておらず、踊期に於い

ては、仮11心体が主要な貯蔵器官であることが明らかになった。
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以上の解析、及び、現在まで知られている実験事実を合わせて考えると、

カイコ EH は、幼虫期、踊矧共に脳間部の4~6í固の大型の神経分泌細胞で

のみ生産され、幼虫期では、軸索を経由して中央神経索へ輸送され、自雨期

では、主に{~II心休に貯蔵され、放出されるという内分j必系の存在が予想さ

れた。

現在までに、遺伝子の解析かlTわれている昆虫ホルモンは、 EHの他に、

カイコの前胸腺刺激ホルモン(PTTH)7 7)とbombyxi n64) 66) 107>、 2種類のシ

ョウジョウ/¥エからとられた FMRFamid巴125)126>、そして、タハコスズ

メガの脂質動員ホルモン(AKH)'27)、の5つがある。いずれもここ数年間に

構造決定されたもので、昆虫ホルモンの遺伝子の研究は、まだ緒についた

ばかりといえる。しかし、良く知られているように、ショウジョウパエで

は、遺伝子の発現調節、発生・分化の機構などに関して膨大な研究がなさ

れている。これらの研究状況を考慮すると、今後、昆虫のペプチドホルモ

ンに関する、遺伝子レベルでの発現調節機構などの解析が、急速に進展す

るものと考えられ、本研究も、その 端に寄与するものと考えている。
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実験

実験の項では次のように試薬、溶媒等を略記した。

E H :羽化ホルモン 酢安:酢酸アンモニウム

BuOH 1ーフタノーjレ TFA : トリフルオ口酢自費

OTT :ジチオスレイトール

PITC :フェニjレイソチオシアネー卜

PTH :フェニルチオヒダントイン

X-gal : 5-フロモ 4ーク口口一3ーインドリル s-O-ガラクトシド

IPTG :イソプ口ピル-sチオガラクトピラノシド

OEPC :ジエチルピ口炭酸

印TA:エチレンジアミン四酢酸二ナトリウム

SOS :ラウリル硫百費ナトリウム

HPLC :高速液体クロマトクラフィー

PEG :ポリエチレンクリコール(押6000)

試料の重量は試料の紫外吸収強度を同じ吸収強度のウシ血清アルフミン

(BSA)相当量に換算して算出した。 BSAの紫外吸収強度は、 280nmで

1 mg/m I =0. 68、225nmでImg/ml=6.8、220nmで1mg/m I =9. 1とした。

第一章

[ 1 -2] 

0岩盤亙盗
試料は、原則として 1頭当り約4μEの注射量になるようにBSAを加えた後、

凍結乾燥を行った。検定自由に注射する直前に、踊1頭当り10μ!の注射量

になるようにO.IMトリスー塩酸緩衝液(pH7.8)を加えて溶解した。制ヰ溶液
は、注射器(/¥ミルトン社、 1710SW)を用いて検定踊の胸部から腹部休日空内

に注射した。注射時刻、室温、及ひ、踊の平均体重を記録し、 30~60分毎

に観察して羽化行動の有無を記録した。羽化行動は、活性のある試料を注

射した場合、約10分後に、腹部を頻繁に回転させる腹部運動期があり、約

10分間続く。その後徐々に踊皮内の脱皮液が吸収され、触角、胸部の麹の

部分などから、鱗粉の乾燥化に伴う変色が始まり、やがて全身に及ぶ。注

射後、 40~50分ほど経つと、腹部の嬬動運動力、始まって、頭部から踊皮を

脱出する。試料の活性が弱い場合など、脱出行動に到らす前羽化行動で休

止してしまう個体もあるため、記録にあたっては、なるべく 連の前羽化

行動を、記録して判定の補助材料とした。
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司-r

検定婦は、桑葉の入手が容易な期間 (5月 ~11 月)は、主に自然日長下、

25土rcの飼育室で 1日2回の給桑で幼虫を飼育し、化自雨後16L-8D、25'C
恒温条件下に移した。また、桑葉の入手力、困難な期間 (12月 ~4月)につい

ては幼虫期間は16しもD、25'C恒温室内で人工飼料(稚蚕飼料「タケダ」、

クンゼ闘なと)を用いて飼省した。品種は、 J106xDaizo種の雄及ひ雌と、

若干のN4、Daizo種の維を用いた。桑葉飼育の踊は、全て東京農工大学善

後一助教授から御供与頂いた。

[ 2一1J 
@EHの精製

材料に用いたカイコ踊20万頭は、埼玉県、千葉県の蚕業試験場から譲り受

けた。譲り受けた踊は発生段階に差があったので、-s_室温に放置し、そ

の中から羽化の前日ないし前々日と思われる状態のものを触角の着色など

を指標にして毎日選別し、ビニール袋に入れて-20'Cに保存した。その後、

カミソリで頭部を切り離し、集めた頭部は抽出するまで-20'Cに保存した。

自由頭部458g (1頭当り16mgとすると29，500頭分に相当)に 20'Cに冷却

したアセトン2.2Qを加え、ポリト口ン超高速ホモジナイザー (キマネチカ

社)を用いて磨砕した。この操作を4回行い、合計し832g(118， 000頭分)

の娩頭部を処理した。そしてここで生じた4四分のアセトン粉末を合わせた

ものにさらに2.2Qの冷アセトンを加え、同様の操作を再度行った。得られ

たアセトン粉末に2.2Qの80%エタノールを加え磨砕した後、吸引j慮過をし

た。残j査についてさらに同様の操作を2回繰り返した。残j査に4'Cに冷却し

た2%食塩水3.3Qを加え、時々j笠祥しながら約1時間抽出した。抽出液を

3，500 r問、 20分間遠心分離した。以降の遠心分離は全て同じ条件で行った。

食塩水抽出の際の沈澱物について、さらに2回、同様に抽出、及び、遠心分

離を行った。得られた抽出液上清を沸騰水中10分間加熱し、氷中で冷却し

た後、生じた沈澱物を遠心分離により除いた。上清に、 1Q当り500gの割合

で固体硫酸アンモニウムの微細粒を加え、 80%飽和溶液として4'Cに一晩以

上放置した。硫安沈澱物を遠心分離により集め、 800mlの冷水lこj容力、し、

430 mlの冷アセトンを加えてよくi笠祥し、約1時間放置した後、遠心分離し
た。上清にさらに冷アセトン370mlを加えてi笠祥し、 50%アセトン溶，夜とし
た。同様に上清を分離し、;令アセトン1，610mlを加え、 75%アセトン溶液と

した。次に、遠心分離して50~75%アセトン沈澱を集め、 180 mlの冷水に溶

かし、それにし620mlの飽和ピクリン酸溶r夜を加えた。約 1時間放置後、

遠心分離により90%飽和ピクリン目安沈澱を得た。これを600冊|のO.lMトリス

一塩酸緩i重i液(pH7.8)に溶かした後、 2，400mlの冷アセトンを加え、 80%ア

-117 



セトン溶液とした。遠心分離により得られた沈澱を"Crud巴 EH“と名付けた。

これは、 35m IのO.2Mトリス塩酸緩径五夜(pH7.8)に溶力Bし、 -20
0

Cで保存し

た。 82，000頭のロットに対して上記の8段階の精製を繰り返し、合計

20万頭分の"CrudeEH"を得た。

"Crud巴 EH"を用いて、さらに6段階のオープンカラムを組み合わせた精製

を行った。ます、 0.2M酢安/2%BuOHで平衡化した SephadexG-50 (fine) 

(65 x 830 mm)に、各ロットの"CrudeEH"溶液約40m Iを展開した。流速

250 ml/hrで1分画20gとした。活性は毎回(J'ぼ同じ位置に検出された。でき

るだけ活性の損失を抑えるため、 0.025EH unit/head以上の力価を持つ分

画を全て活性区として扱うことにし、通常57~84番目の分画を併せて活性

区とした。また、この段階で、 2つのロットを併せ、 20万頭の1ロットとし

て以後の精製を行った。

次に、活性分画を、あらかじめ0.15M酢安12%BuOHで平衡化したDEAE-

Sepharose CL-6B (25 x 1印刷に流した。流速は70ml/hrとし、制収流

した後2%BuDHを含むO.2M(200 ml)、0.4M(250m 1)の酢安及ひ1M酢酸(300ml)

の11慎に溶出を行った。活性の約9割は非吸着区とO.2M酢安I2%BuOHに回収さ

れた。

次にこの活性分画約1，700mlを、酢西空でpH4.0に合わせた後、蒸留水で

引きに希釈し、 O.lM酢安緩衝液(pH4.2)で平衡化したSP-SephadexC-25 

(26 x 170 mm)に展開し、吸着させた。その後、 pH4. 2 (150 m I )、 pH4.7 

(150 ml)、pH7.0 (150 m 1)、pH9.0(200 m 1)のO.lM酢安緩衝液を流した。

流速は100ml/hr、l分画10gとした。活性は、 pH7.0のO.1M酢安緩径む夜溶出

区に溶出された。

この活性区を、アンモニア水でpH8.1とし、蒸留水で21音に希釈して酢安
濃度が0.05Mとなるようにした。そしてO.05 M酢安緩衝液(pH8.5)で平衡

化したQAE-SephadexA-25(16 x 230 mm)に展開した。 0.05M酢安 (pH8.5) 

200 ml、O.lM酢安(pH8.5) 400 ml、0.2M酢安 (pH8. 1) 400 m I、0.5M酢

安(pH8. 1) 300 m I、0.5M酢安(pH7.0) 300 mlにて順次湾出したところ、

活性はO.2M酢安 (pH8.1)、O.5M酢安(pH8. 1)区に溶出された。O.5M酢安

(pH 8.1)溶出区約140mlは、蒸留水で1Qに希釈し、 O.05M酢安緩衝，夜(pH

8.5)で平衡化したQAE-SephadexA-25 (28 x 170 mm)に流して吸着させ、

O.lM酢安(pH8.5) 100 ml、0.2M酢安(pH7.8) 100 ml、0.5M酢安(pH8.5) 

100ml、O.5M酢安(pH7.0) 100 mlにて順次段階的に溶出させた。1回目の

0.2M酢安 (pH8. 1);容出区、 2回目O.2M酢安(pH7.8)溶出区を併せて、活性

区とした。

次にこの活性区に国体酢安を加え、 j容f夜中の酢安濃度カ、3Mになるように
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調製した後、 3M酢安溶液で平衡化したOctyl-SepharoseCL-4B (26x100 mm) 

にかけた。流速をぺリスタポンプで約4.5ml/hrとなるように調節した。

3M(30ml)、2M(50ml)、O.5M (100m 1 )酢安を流し、続いて、 O.lM酢安150%アセ

トニトリル10%、15%、20%アセ卜二トリルを含むO.lM酢安 (150ml)と、 0.1

M酢安150%アセト二トリル(150ml)をグラジエンターに入れ、リニアークラ

ジヱント溶出を行った。溶出液は、 O.5M溶出区までは90分(6.8ml)毎、クラ

ジエント溶出区では、 60分(4.5m 1)毎に分画した。この活性溶出区は、有機

溶媒留去後、凍結乾燥した。

[2 -2 J 

iQ)HPLCによる精製

HPLC装置は、以下のものを使用した。送;夜系はTr i rot巴「皿(日本分

光)、検出器はUV1 OEC 100-V (日本分光)、データ処理装置は833型クロマ

卜プロセッサー(目立)。

用いた溶媒は全て HPLC用であり、蒸留水はナカライテスクから、ア

セトニトリルは関東化学から購入した。 TFAはアミノ酸配手IJ分析用(和

光純薬)、他の試薬は全て特級のものを使用した。カラムオーブンは40
0

C

とし、溶媒はヘリウムガスで脱気を行いな力、ら使用した。分取した試料は、

原則として400Cで加温しながら減圧濃縮し、有機溶媒留去後、凍結乾燥し

てそOoCに保存した。

カラムは、以下のものを用いた。

Oevelosi 1-5 OOS (4.6 x 250 mm，野村化学)

Protesi 1-300 Octyl (4.6 x 250 mm， Whatman) 

Partisi 1-00S3 (6 x 200 mm，whatman) 

Nucleosi I-CN5 (4.6 x 250 mm，Nagel) 

D巴V巴1os i 1ーPheny1 (4.6 x 250 mm，野村化学)

TSK 120T OOS (4.6 x 250 mm，東洋曹達)

Hi-Pore RP304 (4.6 x 250 mm，Bio-Radネ土)

TSK DEAE-5PW (7.5 x 75 mm，東洋曹達)

凍結乾燥した試料を、小量のO.OlM酢安(pH7.0)に溶かし、 TSKgelOEAE 

-5PWカラムを用いてHPLCを行った。このカラムは、耐圧限界が12kg 

ICm'と低いため流速を0.8m 11m i nとし、 O.OlM酢安(pH7.0)中、 NaCI濃度を

Oから0.15Mまで20分で上げるクラジ工ント溶出を行った。なお、溶媒には

逆相的吸着を抑えるためにアセ卜二トリルを終濃度10%となるように添加し

た。検出は280nmで行い、ピーク毎に分取した。

次に、活性区を凍結乾燥した後少量の蒸留水に浴かし、 Hi-PoreRP304 
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(8 i o-Rad社、 4.6x 250 mm)で分離した。 O.1%T F A/10%アセトニトリル

の展開溶媒で吸着させ、その後アセト二トリル濃度を50%まで60分で上昇さ

せるクラジエン卜溶出を行った。流速は1m 11m i n、検出は280nmで行った。

[ 2 -3] 

0アミノ酸配列分析
アミノ酸配列分析では、以下の試薬、溶媒を使用した。

酢酸エチル(アミノ酸配列分析用特製試薬、半井化学薬品)、エタノール

(スペクトル周特製試薬、半井化学薬品)、 TF A (アミノ酸配列分析用

試薬、和光純薬)、ピリジン(アミノ酸配列分析用、東京化成)、 PTHア

ミノ酸標準試薬 (PIERCE)、水 (HP L C用、半井化学薬品)

HPLC活性区を凍結乾燥し、ギ駿15μ|、水15μ|を加え、撹持して充

分j容解させた後、 15μ1 (E H5μg~目当)を、ガラスサンプル管に分取した。

これを;威圧乾固してギ酸を除き、 Edman分解の試料とした。

Edman分解は、まず試料乾国物に50%ピリジン15μ|、PITC0.2μ| を加え、

空気を窒素置換した後に良く撹持し、 58
0

C15分間カップリンク反応を行つ

て、フェニルチオカルパミルペプチドを作った。反応中は、 2~3分毎に撹

持し、 PITCを洛液中に充分に分散させた。反応液は、約15分吸引して乾固

させた後、残留するピリジンをよく除くため、エタノール10μ|を加えて撹

持してから再び減圧乾回した。次に、 TFA15μ|を加え、窒素置換後撹梓し、

続いて580C15分間切断反応を行い、末端アミノ酸のチアゾリノン誘導体を

生成させた。反応4会減圧乾固し、水30μ|、酢酸工チル50μ|を加え、充分

に撹梓して分配抽出を行った。配列分析の3段目以降では、試料ペプチド

が酢酸エチル相に抽出されるのを抑えるために、ポリフレン溶液(1mglμ1) 

を2μl加えた。撹持した抽出液は、 2500r問、 5分遠心分離し、チアゾリノ

ン誘導体が抽出された酢酸工チル層を、マイク口シリンジで吸い取り (40

~45μ 1 ) 、日 IJのサンプル管に移して減圧乾固した。乾因物に、 25%TFA 15 

μ|を加え、窒素置換後良く1覚梓し、 580C10分間転換反応を行い、安定な
PTHーアミノ酸を生成させた。反応液は;成J王乾固し、 HPLCのアミノ酸同

定系で分析した。分配抽出の下層(水層)は、減圧乾固し、再び次の段の

Edman分解を行った。

PTH-アミノ酸の同定は、前述のHPLC装置を用い、 Ultrasphereカラ

ム (4.6x250mm， ALTEX)で分離し、 265nmの紫外吸収で検出した。溶出条

件は、 10mM酢酸ナトリウム緩i重E夜 (pH4.5)、流速 1m 11m i nで、アセ卜二ト

リル濃度18%で5分流した後、 25分間で50%までアセ卜二トリル濃度を上げ、

クラジエン卜溶出を行った。
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Appl i ed Bi osystems社モテル470A気相式シーケンサーによるアミノ酸配

列分析は、 HPLCで分取したサンプルを遠心分離工ハポレーター(佐久

間製作所)で約50μ|に濃縮した後、試料を分析した。得られた PTHアミ

ノ酸は、上記の条件で、 HPLCを用いて分析した。

第二章

本実験における操作のうち、フェノール抽出、クロロホルム抽出、エタ

ノール沈殿、アカロースゲル電気泳動、市IJ限酵素消化などの基本的な操作

は文献(62)(63)に従った。

。各種培地の組成

LB培地 1% Bacto-trypton 

O. 5% Yeast巴xtract

1% NaCI 

LB-Mg培地 10mMMgSO./LB 

LB-Ampici I in 50μg/ml ampici I in/LB 

LB agar 1. 5% Bacto agar(Difco) /LB 

LB-Amp-X-gaトIPTG p I at巴 LBagar ;，威菌後、 1Q あたり、

2% X-gal/dimethyl formamide 2ml， 

10mM IPTG 5ml， 20mg/ml ampici I in 5ml 

を加える。

世培地 2% Bacto-trypton 

0.5% Yeast extract 

1.02% MgSO.・7H20

KOHで pH7.5に合わせる。

M9-plate(主旦Ii . JM1 09株保存周培地)

1. 5% Bacto-agar 

10% 10xM9 salts* 

0.2% glucose 

0.001% thiamine 
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。各種溶液の組成

* 10x M 9 : 6% Na2HPO.， 3% KH2PO.， 0.05% NaCI， 

O. 1 % NH. C 1， 10mM MgSO.， 1 mM CaC 12 

SM;容j夜 O.lM NaCI 

0.2% MgSO..7H20 

50mM Tris-HCI (pH 7.5) 

2% g巴1aton 

蒸留水で 1Qに合わせる

T E : 10mM トリスーi~酸緩径五夜 (pH7 . 5)/lmM EDTA 

1 x S S C (Standard sa 1 i ne c i t rat巴): 

O. 15M NaCI 

0.015M Trisodium citrate 

HCI または NaOHで pH7.0に合わせる。

P B S (Phosphat巴-buffer巴dsal ine) 137mM NaCI 

2.68mM KCI 

1. 47mM KH2 PO. 

8. 06mM Na2 HPO. 

T F B (Transformation buffer) 30mM CH3COOK 

100mM RbCI 

50mM MnCI2 

10mM CaCI2 

15% gl yc巴rol

0.2M CH
3
C∞Hで pH5.8に合わせ、 0.22μmの除菌フィルタ ーで滅菌。

F S B (Froz巴nstorage buffer) 10mM MOPS本
10mM RbCl 

75mM CaCI2 

15% glycerol 

1M KOHで pH6.5に合わせ、 O.22μm の除菌フィルタ ーで滅菌。

(*MOPS 3-[N-morphol ino]propanesulfonic acid ) 
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プレハイフリダイゼーションj容;夜、ハイフリタイゼーション溶;夜:

第 1節

20x SSC 9ml 

100x Denhardt's solution* 3ml 

10% SDS 3ml 

10mg/ml salmon g巴rm閃A0.3ml 

H20 14.7ml 

全量 30ml 

J容;夜は、メンフレン 1cm2あたり、プレハイフリタイゼーションで

は 0.2ml、ハイフリダイゼーションでは 0.05ml加えた。

*100x Denhardt's 2%牛アルフミン Fract i on V 

2%ポリビニルピロリドント90

2% Ficoll 400 

[ 1一1] 。mRNAの調製
mRNAの調製に用いた器具は、原則としてO.l%DEPCに3TC15時間以上

浸!してRN ase)舌'性をF余いた{愛、オートクレーフをかけてDEPCを分角干した。
ガラス器具は、原則として200

0C、4時間以上の乾熱滅菌を行った。

カイコ4令眠、及び5令幼虫の脳2500個を顕微鏡下で摘出し、液体窒素中

で凍結後、 800Cに保存した。凍結した脳を、 4Mguanidinium isothiocya 

nate (GTC)中で粉砕し、遠心管中の5.7M 塩化セシウム (CsCI)に重層した

後、 28，OOOrpm、50hr、200Cで遠心分離し、 RNAを沈澱させた。RNAの

沈澱を、 1%SDSを含むTEにj容解し、クロ口ホルム抽出で混入したタンパ

ク質を除去した後、エタノ ール沈澱にて RNAを回収した。得られた全R

NAは、 260nmのuv吸収強度より、約550μEと計算された。この全RNAを、
01 i go dT-c巴11ul os巴カラムを用いて精製し6引、12μgのpoly(A)+ R N Aを

得た。

踊の mR N A は、 SDS-7工J-I~)去6=-> で調製した。踊化後2~5日目のカイコ

踊頭部から、 ~~1微鏡下で脳を摘出し、直ちに液体窒素中、または、ドライ
アイス上で凍結後、 -800Cに保存した。凍結した脳535個を、液体窒素を加

えた乳鉢中で良く磨砕し、 1mlの 30mMトリス塩酸緩衝液(pH7.5) / 100 

mM NaCI/1mM EDTA/2% SDS/0.5% Sarcosylに溶解してから、等量のフェノ

ール、フェノ ール/クロロホルム=1:1で3回ずつ抽出してタンパク質を除い

た。続いて水相に、終濃度2Mとなるように6MLiCI溶液を加え、 4
0

Cに一晩置

いて DNAとの分別沈澱を行った。1200rpm，15分透心分離して上清を除き、
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RNAの沈澱を700μ|の 30mMトリスー塩酸緩衝液(pH7.5)/100mMNaCI/1mM 

回TA/0.5%Sarcosyl に溶解し、再ひ、 LiCI沈澱を行った。沈澱は3mlの上

記緩衝，夜に溶解後、工タノール沈澱で回収した。この沈澱は、 300μ|の

30mM トリス塩酸緩衝液(pH7.5)ハOOmMNaCIハmMEDTA/2% SDS/0.5% 
Sarcosy 1に溶解し、フェノール/クロロホルム=1:1で3回抽出してSDSを除

き、エタノール沈澱で、全RNAを回収した。これは、 260nmのuv吸収より、
約650μEと定量された。

この全RNA試料を 100μ|の30mM トリスー塩酸緩衝液(pH7.5)ハOOmM
NaCI/1mM印TA/0.5%Sarcosylに溶解し、その半量 50μ1(317μg)に、

01 i gotex-dT30を500μ1(10mg)加え、 66
0

C、5分加熱後、氷上で急冷 した。

これに、 0.1容(55μ1)の5MNaC 1を加え、 37"C10分加湿し、 15，OOOrpm， 10分

遠心分離した。上清を除き、沈澱lこ400μ|のDE陀処理水を加え、 66
0

C5分加

熱した後、 15，000r問、 10分遠心分離し、上清中にmRNAを溶離させた。

上清は、フェノール/クロロホルム=1:1で抽出後、エタノール沈澱でmR

NAを回収した。この精製で、 11.7μEのpoly(A)+R N Aを得た。脳からの

RNA調製量は、全RN A 1.2μg/brain 、poly(A)+R N A 45 ng/Brと

なった。

[ 1 -2] 

1-2-1 

。ライフラリーの作製

カイコ4令眠 5令幼虫の脳から調製したmRNAを用いて、 cDNAsyn 

thesis system plus (Amersham)、cDNAcloning system Agt10(Amersham) 

を用い、マニュアルに従って、 cDNAを合成した。即ち、 mRNAに、

12-18merの01igo dTをプライマーとして加え、逆転写醇素により 1stst 

rand cDNAを合成した。 RNA鎖を、 RNaseHで消化してニックを入れた後、

E.col i DNA polymeras巴で RNAをDNAに置換し、続いて T4DNA 

polymeraseにより、完全な2本鎖の cDNAを合成した。これを、主oRI

methylaseで色QRI切断部位をメチル化して保護した後、生oRIリンカーを

末端に付加し、生oRIで消化した。この断片を、邑oRIで消化して脱リン酸

イヒした Agt10armとi昆ぜ、 T4 DNA 1 i gaseによってライゲーションさせた。

これを、 Aファージが洛原化した E.c単iの抽出物と混ぜ、 inv且ro

packagingを行った。

O A gt 10ライフラリーの力価 (plaqueformation unit = pfu)の測定

E. co I i NM514t生(hfI A， hsdRk)を、 0.2%Maltose/10mM MgCI2 を含む しB 

培地10mlで37"C一晩振温培養し、 3000r問、5分遠心分離し、 SM溶液4m1(こ
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懸濁する。この懸濁液100μ|を、 10-3 ~ 10-7程度の巾でSM溶液で段階希
釈したライフラリーのファージ液100μ!と混和し、 37'Cに15分置いて感染

させた。その後、オートクレーフして溶解、滅菌した10mMMgC 12 10. 8%71( 

ロスを含むし B (Top Agar)を、 45
0

Cに冷却し、その3mlと、ファージを感

染させた菌液を混和して、すばやく LB-Amp.IPTG.X-galプレートに重層した。

Top Agr固化後、 37'Cで16時間培養し、各プレートに生じたプラーク数を

計測した。 一枚あたり 102 ~ 1 03程度のプラークの生じたプレートの計測数

をもとに、希釈率を考慮して、ライフラリーの力価を算出した。

1-2-2 

@O  NAの合成

オリゴヌクレオチドは、 App1 i ed B i osystems社のモデル380BON A合成

機を用いて、ホスホアミダイト法により国相合成した。合成したONAは、

550C 16日寺間保温して脱保護した後、遠心分離エバポレーターを用いてアン

モ二アを除き、凍結乾燥した。凍結乾燥物を TEに溶かし、 7M尿素を含む

8%ポリアクリルアミドゲルで電気泳動を行った。その後、 O.5μg/ml工チジ

ウムフ口ミド溶液に浸してから紫外線を照射してONAのバンドを検出し、

それを切り出した。切り出したゲルはミクロ遠心分離管中、ガラス棒で破

砕し、 0.8mlの溶出緩衝液(500mM酢酸アンモニウム(pH8.0)/1mM EDTA)を加

え、 42 0C一晩保温した後エタノール沈澱を行い回収した 。 ~:t;í，\jは、乾燥後

T Eに溶解し、 260nmの吸光度から ONA量を計算した。。ONAプローフの32P標識
オリコヌクレオチドの標識は、 ONAプローフ 6pmol (1~2μ1) 、 10x

kination buff巴r1 μ|、T4一回Iynucleotidekinas巴 10unit (1μ1)を混和

し、蒸留水を加えて全量 6μ|にする。これに、リン酸化基質として 20

pmol [y-32PJATP刊 (6μ1)を加えて37'C1時間、カイネーション反応を
行った。次に、反応液lこ100μ|のTEを加え、 bedvolume 0.2mlのDEAE-

cell u 1 os巴 (DE-52) カラムにのせ、陰イオン交換クロマトクラフィ ーによ

る精製を行った。すなわち、 1ml T E、2.5ml (0. 5mlx5) 0.2M NaCI/T E 

を順次流して未反応のATPを除いた後、 1MNaCI/T E を100μ|づっ分画

して捕集し、ラベルされた ONAを溶出させた。各分画は、 2μlに蒸留水

18μlを加えた後、 j夜体シンチレーションカウンターにかけ、 'Hモードで

水のチエレンコフ光をカウントし、カウントの強いフラクションを合わせ

て、ハイフリタイセーション等の実験に用いた 。 通常、 200~400μl の溶出

区にラベルされたプローフが、回収された。

ランダムプライムによる ONAの4票i哉は、ランダムヘキサマーのヌクレ
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『守 戸

オチド (Amersham等)をプライマーに用いて、 [ a _32 P 1 dCTP (3， OOOC i ImM) 
をdATP，dGTP， dTTPと共に基質として加え、 KI巴now酵素により DNA合成反

応を行って、 [ a _32 P 1 dCTPを取り込んだDNA断片を調裂した。
。 Agt10ライフラリーのスクリ一二ンク

力価の測定と同様に、 E.c吐i. NM514株の菌液とファージ希釈液をTop

Agarに加え、プレートに重層して37"Cで培養し、プラークを生じさせた。

但し、ファージ液は、ライブラリーの力価を元に、プレート 枚あたり 1x 

10'-10'プラークとなるように希釈した。

プラークの生じたプレートは、 4"Cに60分置き、上層寒天が剥離しないよ

うに固めた後、メンブレントランスファーを行なった。メンフレンは、ナ

イロンメンフレン Colony/PlaqueScreen (NEN Resarch Products)を使用

した。メンフレンをプレー トに密着させてファージをメンブレンに転写さ

せたが、その時間は 1枚目は 2分間とし、 2枚目以降は 2分ずつ時間を長

くした。プラークを転写したメンフレンは、 0.4MNaOH(こ2分間浸してファ

ージタンパク、 DNAを変性させ、次に1MTris-HCI (pH7.4)に2分間浸し

て中和させた。これらの処理をそれぞれ2回すつ行なった後、風乾させた。

ファージDNAを固定したメンフレンはハイフリダイゼーションを行なう

まで 4"Cで保存した。

得られたファージDNAの固定されたメンフレンは、次I頁に述べる方法

でオリコヌクレオチドプローフとのハイフリダイゼーションを行なった。

J ¥イフリダイセーション後、 i量感紙を用いてー70"Cで20-40時間オートラジ

オクラフィーを行なった。1つのプラークから転写した 2枚のメンフレン

の両方にシグナルのあるものを陽性プラークと判断し、上層寒天ごとプラ

ークをとり、 1 m IのSM溶液に懸濁して、クロロホルム50μ|を加え、ファ

ージ保存液とし、二次スクリ 一二ンクに供した。二次スクリ一二ンクは、

それぞれのファージ保存液から、約1000個のプラークができるように液を

取り、上に述べたような操作でプラークハイフリダイゼーションを行なっ

た。ここでも陽性と判断されたプラークを拾い、 1mlのSM溶液に懸濁し、

クロロホルム50μ|を加え、 4"Cに保存した。

。ハイフリダイゼーション

DNAを固定したメンフレンをポリエチレン製の袋に入れ、プレハイフ

リダイゼーション溶液をメンフレンlcm2あたり0.2ml加え、気泡をできるだ

け取り除いて密封し、ハイブリダイゼーションと同温度で、 6-18時間保温

した。次にメンフレンを新しいポリエチレンの袋に移し、ハイブリダイゼ

ーションj容液を1cm2あたり0.05ml入れ、さらに32P-t葉識したプローフ (6p

mol 終濃度2-10ngハnI )を加えて密封して、恒温槽で12-18時間振遅した。
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振壷後、メンフレンをタッパーウエアに移し、ハイフリダイゼーションと

同温度で6XSSCで1時間洗浄を 2回行なった。風乾後、増感紙を入れ

て X線フィルムを 700C で、 12~36時間感光させた。

1-2-3 

0ファージDNAの調製
ホストとなる大腸菌(NM514，P2 392t来など)を 0.2%Maltose/10mM MgCI2 

を含む LB培地10mlで3rc一晩振渥培養し、培養，夜の OD600nrnを測定後、
3000rpm、5分遠心分離し、 SM;容，夜6mlに懸渇する。600nmの吸光度から、吸

光度 1 = 8x10̂  cells/ml として懸濁;夜中の菌数を;則定し、多霊感染度

O. 01 ~o. 03となるようにSM溶液で希釈したファージ溶菌，夜を加え、緩や
かに振還しながら3rcに20分間保持した。次に、 10mMMgCI2 を含む LB培
地 500ml(2 Q三角フラスコ)に添加し、 3rcで一晩培養した。白い糸状
の洛菌物が観察された時点で、培養液lこ1mlクロロホルムと14.6gNaCIを加

え、よく撹持してから3rC10分間振漫培養し、さらに溶菌を進行させた。
これを遠心分離管に移し、 4

0

Cで7，000 rpm， 10分遠心分献した。上清に、 PE

Gを終濃度 10%w/v となるように加え、 O oC で 1 時間以上 ( ~一晩) 静置し、フ

ァージ粒子を沈澱させた。静置後、 7，OOOrpm， 20分、 4
0

Cで遠心分離し、上

清を除いた。沈澱を3mlのSM;容液に駒込ピペットを用いてよく懸濁し、等

量のクロロホルムで3回抽出操作を行い、 PEGを除いた。これに、溶液 1m

lあたりO.75gのCsCIを加え、 p=1.45，1.50， 1. 70 g/mlの各層の CsCI2 密

度勾配をつくった遠心管に重層した。これを、 12
0

Cで 35，000r問、 20時間、

遠心分離した。 p=1. 5付近に形成されるファージの白く濁ったバンドを、

注射針を刺して抜き取り、 10mMNaCIハOrnMMgS04/50mM トリスー塩酸緩衝液
(pH8.0) 1 Q に対して3時間透析した。透析後、内液を 20mM印TA(pH8. 

0)/0.5% SDS 溶液とし、これに50μg/mIとなるようにプ口テイナーセK

を添加し、 600Cで1時間消化した。これを、等量のフェノール、友び等量の

クロロホルムで、 )1慎次抽出し水相を回収した。水相は、 1QのTEに対して、

40Cで一晩透析し、内液を工タノール沈澱して、 DNAを回収した。

。ライゲーション

ライゲーションは、 T4 D N Aリガーゼを用いた、 DNAライゲーショ

ンキット(宝酒造)により、説明書に従って反応させた。反応時間は、通

常、接着末端の場合は、 160CO. 5~3時間、平j骨末端、或いは、挿入断片力、

充分量無い場合は、 16
0

C 14日寺間(一晩)とした。
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00 NA断片のリン酸化
ONA断片をリン酸化する必要がある場合は、50mMトリスー塩酸緩衝液

(pH 7.6)、10mM MgCI2、5mMOTT、0.1mM印TA中AT P2μg(3nmol)とT

4ポリヌクレオチドキナーセ(宝酒造)を用いて3rC60分反応させ 5'端を
リン酸化した。

00 NA断片の脱リン酸化
脱リン酸化する必要のある場合には、約5pmolのONA断片に、 0.5Mトリ

スー塩酸緩径五夜(pH9.0)/10mMMgCI2/1mM ZnC12/10mMスペルミジン溶液

5μ|、仔牛小腸アルカリフォスファターゼ20単位を加え、蒸留水を加えて

50μ|にし、 3TC1時間、反応させた。反応後、 7工J-)，/ヲ凹机ムで醇素を除き、

エタノール沈澱でONAを回収した。。Competentce 1 1の作成 (R b+法)
E. col i .JM109株(r巴cA1supE44 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 relA1ム

4笠主旦担1)を、保存継代用のM9 -plateから白金耳で採り、 LB培地10
mlに植菌し、 3rcで一晩振窒培養した。その培養液100μ|を、 10mlの世培
地に加え、 00600 = O. 3~0 . 4 となるまで約3時間、 3TCで振漫培養し、

遠心分離(5，OOOrpm， 40C， 5分)により菌体を集めた。これを、 20mlの氷冷し

た T FB に緩やかに懸濁し、氷中に 15~30分置いた 。 遠心分離により集菌
後、 2mlのFSBに懸濁し、 Competentce 1 1とした。 Competentce 11は、

0.2mlずつ分注し、ー80
0

C(こ保存した。

。形質転換

プラスミド10ng相当を含むライゲーション反応液をミクロ遠心管内でコ

ンビテントセル200μ|と混合して氷中40分聞置いた後42
0

C60秒間置き、直

ちに2分間氷冷した。これに LB培地 1mlを加え、 3rcで60分間振塗した後、
LB-Amp-X-galーIPTGプレートにまき、 3rcでインキュベー卜した。非組換え
体プラスミドを受容したものは青いコロニーを、組換え体プラスミドを受

容したものは白いコロニーを生じた。

。プラスミドの調製法

目的のコロニーを白金耳またはつまようじで拾い上げ、 LB-Amp培地 (2~
10ml)に植菌し、 3rcで 晩振塗培養した。培妻名認は、 5，000rpmで5分遠1[，
分離し、沈澱に 25mM トリス塩酸緩衝液 (pH8.0)1mlを加えて懸濁し、1.

5mlミクロ遠心管に移し再度 5，000rpm、5分遠心分離した。上清は殺菌後、

廃棄した。沈澱に、 100μ 1の印刷クルコース/10mMEOTA!25mM トリスー塩

酸緩衝液 (pH8.0)を加え、緩やかに懸濁後、室温に5分間置いた。これに、

200μ|の 0.2NNaOH/1% SOSを加え、緩やかに懸濁した後、氷中に5分間置

いた。次に、 150μ|の 5M酢酸カリウム溶r夜を加えて良く混合して中和し、
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氷中に5分以上置いた。これを、 16，000r問、5分間遠心分離し、上清を別のチ

ュ フに移す。これに、等量のTE飽和フェノールを加え、よく撹持した

後16，000r問、 5分遠心分離した。界面の変性タンパク質が混入しないように

注意して、水層(上層)を移し、等量のクロロホルムを加え、同様に抽出

した。水層に、 2~2.5倍容のエタノールを加え、混合した後、 80
0

Cに20分

以上置き、 16，000rpmで、 10分遠心分離した後、上清を捨て、 70%工タノー

ルを加えて再ひ16，000r問、 10分遠心分離する。上清を除いた後、デシケー

ター中で20分吸引して乾燥させた。乾国物に、 TEを適当量加え、各種の

反応、に用いた。

塩基配列解析の場合など、純度の高いプラスミドが必要な場合は、 TE

溶液に10μg/mlになるよう RNaseAまたはHを加え、 3rcで1時間消化し
た後、 60%容の20%PEG/2.5M NaCI溶液を加え、氷中に1時間以上置いた。

その後、 16，000r問、 20分遠心分離し、上清を除いた後、沈澱に適当量の70%

エタノールを加え、再び16，000rpmで5分遠心分離した後、沈;殿を減圧乾燥

させた。

プラスミドは乾燥した後、 TE50μ|に溶解し、その一部を取って電気泳

動によりプラスミドの大きさを確認した。プラスミドの電気泳動は通常T

A E (0.04M トリス酢酸(pH8. 0) / 1 mM印TA)中O.5%水平アガ口一スゲ
ルで行った。マーカーとして、 Aファージの也ndlllまたは、出空111消化物

を用いた。大量にプラスミドを調製する場合は、基本的に上記の方法をス

ケールアップして行った。

。サザンハイブリダイゼーション

組み替え体ファージDNA、或いは、プラスミド DNAを、適当な制限

酵素で消化し、生じた DNA断片のO.1~ 1. 0μ針目当を、 0.5%アガロースゲ

ルで、電気泳動を行なった。;活力後、ゲルをエチジウムフ口ミドで染色し、

そのパターンを記録した。次に以下に述べるようにサザンブロッテインク

を行ない、ゲルからナイロンメンフレン(GeneScreen Plus:NEN R巴search

Products)にDNAを移し、固定した。泳重力後、ゲルを0.25NHCI中で15

分間、 0.4NNaOH/O.6M NaCI中で30分間、及ひ1.5M NaC 1 10. 5M トリスー塩

酸緩衝液 (pH7.5)中で30分間それぞれ室温でインキュベー卜した。トラン

スファーは常法6引に従って行なった。ナイロンメンフレンは、蒸留水に数

秒間浸した後、 20xS S Cに15分間浸し、前処理を行なった後、使用した。

トランスファー後、 DNAを固定したメンフレンを0.4NNaOHに30秒間浸し、

0.2M トリスー塩酸緩衝液 (pH7.5)12x S S Cで洗い、 DNAを固定した後

風乾した。ハイフリタイゼーションは、スクリ ーニングの項に述べたプラ

ーク/¥イフリダイゼーションの際の方法に準じて行なった。
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。塩基配列の決定

0プラスミドのアルカリ変性
2本鎖プラスミド2μg/10μ1T Eに2NNaOH 2μ|、2mMEDTA2μ|、蒸留

水6μ1を加え、 37"C5分間放置した。5M酢安(pH4.5)8μl、エタノール100

μlを加え、 -700C5分間置いた後、遠心分離した。ぺレツトを70%エタノー

ルでj先ったf圭、ア二一リンクに用いた。
0プライマーとのアニーリング及びポリメラーゼ反応
実験の操作はM1 3シークエンスキット (宝酒造)、及び、 Sequenase

(ver2.0) (東洋紡)の説明書に従った。アルカリ変性で得られた DNA

0.5 pmolに対しプライマ-0.5pmolを用いてア二一リンクを行った。 [a
_32 P] d C T P (NEMなど、 400または 800Ci/mmol) 0.5~2μ| と DNA

ポリメラーゼを加え、 4種類のdNTP-ddNTP;昆合液に加えてポリメ

ラーゼ反応を行い、ホルムアミド停止液 (95%ホルムアミド、 0.1%キシレン

シアノール(XC)、0.1%フ口ムフェノールブルー(BPB))を加えて反応を停止

した。

Oポリアクリルアミドゲル電気泳動(PAGE)
40%アクリルアミド液は、 38%アクリルアミド/2%ビスアクリルアミドJ寄;夜

を調製し、イオン交換樹脂 (AG50ト問、 Bi0 Rad社)で室温でl時間撹持し

て脱イオン化して用いた。

次のような車町戎の 8%ポリアクリルアミドゲルを作製した。まず、尿素

24g、10x T B E (0.89MトリスホウM(pH8.0)/0.02M EDTA) 5ml、40%ア

クリルアミド液10mlを混合し、 1附宇しな力、ら尿素を溶かした。蒸留水で容
量を 50mlにし、滅菌フィルターを通して不溶物を除去した。 10%過硫酸

アンモニウム溶液 300μ|、N，N， N' ，N'ーtetramethyトethylenediamine(TE 

MED)15μ|を加えてよく混合し、 40cmまたは60cmのガラスプレートの聞に

流し込み 1時間以上静置して重合させ、厚さ0.35mm のゲルを作製した。ゲ

ルを電気泳動装置にセッ卜してゲルの上部と下部を1xT B Eで満たした。

ゲルの上部に溶け出した尿素が残らないようにr主意し十分取り除いてから

試料を各レーン 2μ|ずつマイク口シリンジを用いてのせた。泳動は最高電

圧2，000V、最高電流30mA、最高電力 50Wの条件で行った。 XC、及ひ、

BPBの泳動位置から、適当な時間で泳動を止めた。泳動終了後、ゲルを

i層、紙(Whatman3MM)に移してサランラップで覆い、ゲル乾燥機を用いて70
0

C

で40分間乾燥した。室温で増感紙なしでゲルのオートラジオグラフィーを

一晩行った。

また、バイオイメージアナライザー (Fuji-Xeroxネ土)を用いた場合は、

イメージンクプレートを、 20分~5時間感光させた後、イメージスキャナー
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で読みとり、解析した。感光時間は、オートラジオグラフィーの感光時間

の約1120を目安として設定した。

[ 1 -3] 

1-3-1 

@A  gt11ライフラリーのスクリ一二ンク

A gt11ライブラリーの力価の検定、友び、スクリー二ンクは、基本的に

は、 Agt1 0の場合と同様に行った。但し、 Agt11のホストには、 E. c且i
Y1090株[ムlacU169，proA+ ， ~lon ， araD139，strA， thi，supF[trpC22::Tn10] 

(凶~9) ]を用いた。

1-3-2 

(QjPCR法

PCR法は、基本的には、文献(76)(79)を参考に、条件を設定した。

酵素は、 R巴combinantTaq DNA polymerお巴 (PerkinElmer C巴tus社)250単

位を用い、 10mMトリス一塩酸緩衝液 (pH8.3)/50mM KCI/1. 5mM MgCI2/O.01% 

ゼラチン溶液中で、基質として村重主演の10mMdNTPを加えて、 100μ|スケ

ールでPCRを行った。プライマーは、通常、 1μMとなるよう加えた。増

幅反応には、プロクラムを組んで複雑な温度制御が行える、サーマルサイ

クラー (AB-1800型.アト一社)を用いた。

。蛍光色素ラベルを用いた配列分析。

蛍光色素ラベルによる配列分析は、 Dy巴 DeoxyTM Cyc I日シーケンシンク

・キット(Applied Biosystems社)を用いて、シーケンス反応手11慎説明書に

従って行った。即ち、亙旦 DNApolymeras巴 (PerkinElmer Cetus社) を

用い、蛍光色素を導入したddNTPを加えたダイデオキシ法により、伸長反応

を行った。反応は、サーマルサイクラー中で、変性96"C30秒・アニール50

"C15秒・伸長60"C4分 .25cyc I eの条件で行った。反応液は、 SephadexG 

50のミニカラム(Bio-Spin30; Bio-R副社)で過剰な蛍光標識ddNTPを除

いた。これを、 373A型DNAシーケンサー (Applied Biosystems社)で、

泳動、検出、解析した。

[1 -4] 

Oプライマー伸長法
poly(A)+ R N A 1μgを含む 14μIHybridization buffer (HB)ホに、

32p一標識したオリゴヌクレオチドプローブ1μ|を加え、 85"C、10分加熱し

て変性させた後、 3TCに20時間置き、アニールさせた。エタノール沈澱で

RNA-DNA断片を回収し、乾燥させた後、 2mMdNTPs 5μ|、逆転写醇素
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を含む緩衝液(BE)叫 5μ|を加え、 42'C1時間、逆転写反応を行った。70'C

10分加熱した後、 7工j-Jvl河口ホルムでタンパク質を抽出し、エタノール沈澱で、

cDNAを含む核酸分画を回収した。乾燥させたcDNAに、クリセロー

ルを含むPAGE用口ーデインクハッファ-6μ|を加え、数時間ホルテックス

ミキサーにかけて充分に溶解させた。この試料を、配列分析と同様に、 PA

GEでj永動した。

* : HB 

** : BE 

40mM PIPES buffer (pH 6.5)パmM印TA/400mMNaCIを、 DEPC処理

した後、 formami deを final80%となるように加えた。

25mM トリス一塩酸緩径E夜(pH7.5)/40mMKCI/5mM MgCI2/50mM DTT 
上記溶液に、 RNas巴 inhibitor(宝酒造)O.lvolumeと、逆転写酵素

(RAV-2;宝酒造)を final4unitlμ!となるように加えた。

[ ， -5] 
。アンカードPCR法
カイコ踊の脳から調製した全RN A 10μg(こ、。Iigo dT、または、 36mer

のプライマーを300ng加え、 65'C5分加熱して変性させてから、ゆっくりと

室温まで冷やしてアニールさせた。これに、 Molonymurine leuk巴mla

virus reverse transcriptase 10unitを加え、逆転写反応を行って1st

strand cDNAを合成した。この反応には、 1ststrand synthesis kit 

(Stratagene)を用いた。 cDNAは工タノ ール沈澱で回収し、 TEに溶解

した後、 1mMdGTPを基質として、 T巴rminaldeoxynucl巴otidyltransferase 

(TdT)を37'C1時間反応させ、 poly(G) tai Iを付加した。これを鋳型に、

本文に述べた種々の条件でPCRを行った。

第2節
ゲノムDNAクローンの解析は、以下に述べるもの以外は、基本的に第

1節に述べた cDNAの解析に用いた方法で行った。

[ 2 -3] 

0カイコ染色体DNAの調製
カイコ5令幼虫の絹糸腺(約5g)をドライアイスで冷却しながら乳鉢、乳

棒を用いて摩砕し、本州本化した。得られた粉体を、ガラスチューフに移し、

緩衝液(0.5M印TA/0.5%N-ラウリルザルコシル10.05MT r i s-HC I (pH 8.0)) 

15mlを加え懸濁した。プロテイナーゼK水溶液(20mg/m I )を150μ|加え、
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500C、5時間保温した。この間30分毎に反応容器を逆さにして反応液を混合

した。保温後、 CsCIを反応液 1mlに対し、 O.75gの割合で加えた。これを、

13.5ml容超高速遠心分離機用チューフ 2本に移し、エチジウムフロミド水

溶液(10mg/ml)100μ1を加え、 O.75mg/m IのCsCI水溶液をチューフ容量いっ

ぱいまで加えた。超高速遠心分離機(コント口ン社、 CENTRIKONT-2060) 

でアンクル口ーター(TFT65.13)を用いて、 55，000rpmで20
0

C、20時間遠心分

離し、遠心分離後、エチジウムフロミドによって染色されたDNAの八ン

ドを抜き取った。このDNA溶液に、 TEを加えて 3mlとし、これに TE

飽和イソプロピルアルコールを同量加え、エチジウムフ口ミドを抽出した。

この抽出を 3回繰り返した後、水層を透析チューフに移し、仰のTE中、

40C、20時間透析した。この間、透析液は3回交換した。透析後、内J夜約

5mlを遠心管に移し、エタノール沈殿を行なった。得られたDNAぺレット

をlmlのTEに溶解した。一部を取って、 260nmにおける吸光度を測定し、

DNA量を求めた。このDNAを、数4製買の需IJ限酵素で消化し、アガロー

スゲル電気泳動を行い、サザンハイフリダイゼーションで分析した。

第 3節

[ 3 -1 ] 

Oノーザンハイフリダイゼーション
ノーザンハイフリダイゼーションは、文献(63)に従って行った。

全RNA、或いは、 mRNAを 1Mglyoxal/50% DMSO/l0mMリン酸二ナト

リウム中で500Cl時間変性させた。それを、 10mMリン酸二ナトリウムを含

む、1.4%アガロースゲルで、 10mMリン酸二ナトリウムを泳動バッファーと

して、電気泳動を行った。その際、ペリスタポンプを用いて、泳動バッフ

ァーを陰極から陽極へ循環させ、 pHの変動を抑えた。

[3-2] 。insituハイブリタイゼーション
0オリコヌクレオチドプローフのジゴキシゲニンラベル
36merオリゴヌクレオチド(因子1)1 OOpmo Iに、ジゴキシゲ二ンでラベル

したダイデオキシUT P (D I G-ddUTP)を基質として加え、塩化コ/¥}レトを含

む緩衝液中で3TC、15分間、ターミナル・トランスフエラーゼでヌクレオ

チド付加反応を行った。生成した3'末端にDIG-ddUTPを つ付加したプロ

ーブは、エタノール沈澱によって精製した。この反応には、 DIG-3'エンド

ラベリンクキット(べーリンガー ・マンハイム社)を用いた。
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0組織の固定、前処理
カイコ幼虫、踊、及び成虫の頭部を0.1%Tween20を含むPBS (=PBT) 

中で解剖し、脳、食道下神経節などの組織を取り出し、 85%エタノール/5%

酢酸/4%ホルムアルデヒド液にOoc で30~45分浸して固定した。次に、 15%サ

ッカロース/PB T中に40Cで数時間~一晩浸し固定液を除いた。

0ハイブリダイゼーション及び検出
固定した脳は、 PBTに浸してから (5分X4回)、組織への浸透性を良く

するためにプ口テアーゼK を用いて、 250C で30~60分消化した後、 O. 2%ク

リシンを含むPBSに2分間浸して反応を止め、さらにPB T (5分X2回)、

3%パラホルムアルデヒド (20分)に浸した。次に、 PBTに置換した後

(10分間回)、 HB牢と PBTを1: 1 (こ混合した溶，夜に20分浸し、さらに

HBに1時間浸した。 次に、 DIG-ddUTPラベルしたプ口ーブを HBに浸し

た組織と混ぜ、 3rcで15日寺間以上ハイブリタイズさせた。その後、 HB:
PBT=4 1、3: 2、2: 3、1: 4、100%PB 丁、の溶液にそれぞ

れ20分ずつ浸し、徐々にPBTに置換してから、 2%ヤギ血清/PBTに30

分浸して、抗体の非特異吸着を減少させるためのフロッキンクを行った。

これを PBTでi先「浄(20分X2回)した後、アルカリホスファターゼでラベル
した抗ジゴキシゲニン抗体を加えて3rc2時間保持し、再びPBTで洗浄

(20分X4回)した。次に、 100mMNaCI/50mM MgC12/1mMレパミソールを

含む100mM トリス-i盟主主要iむ夜(pH9.5)に浸した後 (5分間回)、 5-)"Dモー4

知トシイノドリJ~リン酸とニトロn卜子トラγリウム塩を加えて、暗所で25
0

C 、 1時間発色
反応を行った。これを、 PB T (10分X2回)、蒸留水 (3分)、 70%エタノ

ール (10分X2回)、 90%エタノール(10分)、 99%エタノール (10分)、 50%

サリチル酸/エタノール(10分)に順次浸した後、サリチル目安中に移し、

顕微鏡を用いて観察した。

検出反応には、 DIG-核酸検出キット (べーリン力一・マンハイム社)を

用いた。

* H B (Hybridization buffer) 

[3 -3] 

5X S S C/5% !iJiei授テキストラン/100μg/ml sssDNA 

/50%ホルムアミド

O免疫組織化学実験
カイコ幼虫、始、及び、成虫の脳を摘出し、フーアン液本に 4時間以上浸

して固定した。次に、 2%Tween20を含むTBS判中で脱色し、踊6日目以降

の脳は、顕微鏡下で 2本のピンセットを用いて組織を傷っけないように注
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意を払いながら表面の殻を剥いた。幼虫、及ひ、踊初期の脳は、殻が非常

に薄く、除去する事が困難であった為、 0.1%デオキシコール酸/2%Tween

20を含むTB Stこ 4 'Cで一晩~3日浸し、抗体の透過性を向上させた 。 次に、
TBSで適当に希釈した抗体液lこ4'Cで一晩浸した後、 25'C30分間TBS中

に置いた。アルカリホスファターゼ標識した抗マウス IgG二次抗体を加え

て2時間反応させ、 TBSで洗った後、発色を行った。発色の方法は、

0.05% 3，3' ジアミノベンチジン、 0.1%過酸イヒ水素水及ひO.OlMイミダゾ-

jレを含むTBSに注意深く試料を観察しながら数分間浸し、組織力、茶色く

色付いた時点て句速やかに溶液を除き、 TBSで3回洗浄した。試料を 70%

工タノール、 95%エタノール、 100%エタノールの)1慣にそれぞれ15分ずつ浸し

た後、サリチル酸メチルに浸し、顕微鏡下で観察した。

*フーアンj夜:飽和ピクリン目安水溶液:35%叫ム71げヒト 酢自費=15:5:1

** T B S (T r i s-HC I buff巴「巴dsal i ne) 
50mM トリス一塩酸緩衝液(pH7.4)/0.2M NaCI 
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