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第 1章

序論



生物{固体が生存するよにおいて、 二つの大きな目的が挙げられる。 一

つは個体の保存、もう 一つが極の保存である。この 二名ーは一見無理なく

両立していると与えられがちであるが、実際には磁の保存が優先され、

それに抵触しない範囲で個体の保存を目的とした機能が働いていると思

われる。 言葉を変えれば、 二者の聞には階居牲が存在し、磁の保存の為

に必要とされる限りに於いて個体の保存を行っていると 言う すZになろう。

このことを端的に示すのが個体の寿命である。!lPち、生物個体が生殖j切

を過ぎて種の保存の役割を終えると、個体としての機能が低下する老化

現象があらわれ、最終的には死に至って個体が失われる。

この様な個体の老化と、最終的には死に至る過程は、般の保存、子夜、

の世代を生きながらえさせる目的と一致していると与えられる。限られ

た場所に生活するある生物事Eにとって、何が生存競争上の最大の脅威に

なるかを考えたとき、それは食物、楼息場所が全く同ーであり、体力、

知能等がより優れた生物という回答が得られよう.その様な生物とはそ

の生物種自身であり、若い世代にとっては特に親とそれ以前の世代がそ

れに当たる。従って、新しい世代が生きてゆくためには、古い世代が消

えて場所を空けなければならない。この様なことから生物個体の老化は、

種の保存、世代交代を行うためのものであり、そのために各個体の自己

保存の機能が衰えていく過程であるかと考えられる。

それに対して成長期及び成熟期の個体は、まだ種の保存に貫献してい

ない、あるいはそれを行う能力が残っていることから、この様な時期に

ある個体にとっては白己保存と種の保存の目的が一致していると考えら

れる。従って恐らくこの時期には、自らを守る機能が若しく発達し、機

能していることが予怨される。

ところで、自己保存を目的とした機能の内、生化学の範的に入るもの
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としては生体防御械仰が本げられる。これは生物が体内において自己非

li tJの識別を行い、 ~I ' I~I Gと認識される対象を却1'1除する倣能を JRす。生

物の持つ桜々な1幾fiEが発現するためには、それを可能にする、ある耐を

JF った状態を維持することが必~であり、これが恒常性の維持と呼ばれ

るものである.生物の体は、九日目ごとには呉なった機能を持っているが、

胴体全体としての機能をmなわないように制御がなされている。この係

に保たれている体内に異物、特に細菌、真菌、ウイルス及びj原虫等の微

生物が侵入した場合には、それら自身が生存するために宿主の恒常性を

乱す活動を行う。この111乱活動に対抗する為には、興物が侵入したこと

を感知lし、それだけを|徐く機構を持たなければならない。その方法には

N1々 なものが考ーえられる。

この織な生体防御機tIrIに関しては、主に医学的な兄地から脊f(f:!TVJ物に

ついて重点的に研究が進められてきたと言える。また、脊f(E!Ji}J物の生体

防御は、抗原抗体反応系が代表するように、非常に複 ~It で高度に発注し

たものであり、全貌のIo/id切にに向けての努力が続けられている。 しかし、

J主体防御機材iはその必然性から考えられる巡り、脊HE動物以外の生物に

も備わっていることが知られている。際々な生物紐から生体防御凶子が

t，'i ~\1、同定されつつあるが、 '-1" でもハエ、ゴキブリ 、 カイコ、ハチ等の

児山由来の凶子の研究が良く知lられており 、主なものとしては異物認識

に倒くと考えられるレクチンや、抗五IlllAi性蛋白1'!が挙げられる。これら

は品111iAlなどの見物が体内に佼入するリスクの高まる体表附答H寺に体液中

にi1: J>1し、 fU主出11111包である体液細胞と共に殺菌、初除にあたっているこ

とが示されつつあり、昆虫にとっての免疫機椛を構成する~紫であると

考えられる。

この、 J直tt因子Ilrによる生休防御機織は、いくつかの点で昆虫にとっ
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てJII!にかなったものであると考えられる。先ず、それが先天性である点

がある。脊Hf;[VJ物の免疫系は狼得仙の機能であるためにその学留、成熟

に良いl時!日lが必要となるので、平均的には脊HEJfVJ物より寿命の短い昆虫

にとってはその禄な機構は有効ではないと考えられる。これに対して、

あらかじめ持っている因子を使用することには準備期間は必要とせず、

‘Ji般にJlIJ応できることから、より昆虫 IrUきであるといえる。

また、因子のあるものは休j自主11111包で産生されるが、他の多くが生体防

御専門の務官では引¥¥い脂肪休で作られることも効率的に有効であろうと

考えられる。脊椛動物の免疫系は担当器官以外にも神経系、内分泌系等

が|具|与する非常に複雑なものであることが示されつつあるが、これを持

つためには当然ある程度以上大きな体型が必要となる。それに対して昆

，l，の 11日IIh休は、 1111跡、腎臓に相当する、生体防lll1以外にもそれ以上に生

作に必要な1幾fiBを但った必須様官である。その脂肪体が生体防御機能ま

でをも担うのであれば、より無駄がなく小さな効率的体型を実現するこ

とができょう固また、完全変態毘虫では変態の度に組織の大規模な崩壊、

T早川j戊が起きるので、そのj克に複雑な務官を作り上げるのは先に述べた

H寺11¥1的耳目出とも併せて毘 1，にとっては不適当である理由となろう固更に

その昆虫il団体が生涯の山]に制1/菌感染、体内への奥物侵入を経験しなけれ

ば、そのために生体防御因子のilif生を行う必要もないので、エネルギー

n~ にもより高い効率が達成されるといえる。この効率性という面を袋付

けるのが生体防御因子、生体防世11系の 2重機能性であるかと考えられる。

センチニクパエを耐11にとると、ザルコフア ガ レクチン、ザルコト

キシン等といった生体防相111主|子が、 il'l体発生・変 !L~ の特定の H寺 j切にも E王

将、 [llmしてくることがl切らかにされている。このことは、異物の認識、

jJll除が、 ー本来外来のものに対してではなく自己の中の不安組織に対して
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行われていたことを示唆するものであると解釈されている。生体防IJIlffi.

の先生へのIl!I与は{1HlrrtlJ物においても、:i1:食品11111包による不安組織の釧除

の例が芦11られている。 言い代えると '1ニ休防御は本来自己HI'築のために働

いていた機能が、その有川1'1からJ広大して生じたものと考えられる訳で

ある。従って、脂肪休による ~I 休防 lJII 凶子の i~ 生は、その成り立ちを考

える上で大変興味深いものであり、また、 2重機能を持つことによる?I)J

本を論ずることは木質的なことであると考えら れる。

ところで、この採に解明のiliiんできた毘'1(の生体防御因子の研究であ

るが、依然未解H月の点も多く Eえっている。そのひとつが細菌以外の感染

't'1微生物に対応する因子の同定である。以後もセンチニクパエを例にと

って述べるが、この昆山は少なくとも 4グループの抗側関性タンパク質

Ill'を持っている。各々がザルコトキシン I・1I 0 IIl、ザーベシンと命名

されたi:ff白併は少しずつ異なったサブずイプからファミリーを椛成し、

川)j， いtfLi:Biスベクトルを示す。しかしこれらは細菌に対して作用するも

のである。他の毘日lからもセンチニケハエ抗 i:JH長自質と椛造的にJ;Ji似し

たm101 f'Jが見いだされているが、それらについても副11凶以外に作用を示

したという報告はない。

仙の生物に感染する微生物の 1虫類から推測すると、毘山、も利11医I以外に

~11 iÅ~j 、ウイルス 、 JJ;t !1~等からも机:!(0にされi守ると考えられる。よって先

に iili ベた毘 cl~ の生体防御系の佐賀から見て、各感染微生物に対して有効

な仏l 子をあらかじめ持っていることが必~(である。そこで私はその内の

J'!i:li防御囚子に打開してその解析を試みることにした。

1il c[(の良医l感染防御機構としては、体液中のフヱノール目変化防素とそ

のぷ質による凝固系が知|られているのみである。ブエノール酸化醇索は

jjjj 'ii'; iiii ，~匹休 として存在し、空気と接触したとき、あるいは l弱体成分であ
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るβ ー 1， 3ーグルカン、ペプチドグリカンを認識する活叩化防紫の[引

きにより ì~tj型に変化し、フェノール'1'1物質を目変化してメラニンを生成

する。このメラニンが、興物を封じ込め、また、その毒性から抗菌的に

1十川していると考えられている。

この ブエノ ー ル目立化防素の系は、先に述べた抗菌性蛋白Ii~による生体

防御とはかなり興なったものであることから、更に別の抗真菌因子が存

.(Eすることが考えられた。その隊な物質を見いだすことは毘虫の生体防

措11的防の解明の上で霊安な知l見を与えるものであることがJUJ待された。

イ，fi}f究ではセンチニクパエを材料に、その 3令幼虫休液から抗真菌汚

'1'1を持つlli白質を精製し、 cDNAケロ ニングにより全 1次構造を決

応し 、作川の併析を行った。



第 1章

センチニクパエ抗真菌蛋白質の

精製
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~i 1 nii If. 

本市では、センチニクパエ 3令幼!具体液中に抗真菌活刊を見いだし、

その内のフェノール般化防紫のイヴ fUと!ll¥/英/f，系なものについてね製を行つ

たNiWについて述べる。

センチニクパエが、ザルコトキシン灯、ザーベシンの械な液性因子に

よる tfL!'1凶活性を持つものであれば、その活性は iDvitl'oのアツセイ

系において検出可能であると考えられた。そこで先ずセンチニクバエの

Wìf~ を採取し、 f正真凶活性の検定を行った。

材料としては、 3令幼虫を用いることにした。これは、以下に挙げる

JI/!IIIによる。第 1に量的な|問題がある。センチニクパエが研究材料とし

て迎しているのは、飼育が容易で、 l;lJ克を設定することでライフサイク

ルの同制が可能であるといったことの他に、個体のサイズがショウジヨ

ウパエより透かに大きいことがlllI1I1となっている。辿伝学、 lli伝子工学

をli!r'fE jJ i去の r/，心とした発生学の研究は、主にショウジョウハエを用い

てfdも慌んに行われており、成果が挙げられている。しかし、ある機能

を伴った物質を生体から j収り山し、解析するといった方法論には過さな

い。これはショウジヨウパエの個体サイズが小さく、例えばそこからの

蛋白質の1i1製といった作業が困難であることに起因するものである。こ

れに対してセンチニクバエはより大型の昆虫であり、そこからの生理活

性物質の約製も可能である。中でも、特に 3令幼虫の"寺JlJJは 1個体あた

りの体液日が全ライブステージ r/J最も多〈、材料として好適であると考

えられた。

次に、この 3令の時JUIの幼虫休液からは既にザルコトキシン群、ザル

コファーガ レクチンといった生体防御蛋白質が見いだされていること
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がある。序論において述べたような与えから、{間休が若い1mにはとlミ休防

j，ll1(mは日い』幾他を純持していることがJUJf寺された、

史に、この11寺JUJのえ1):[(は生れを通じて最も感染症に.fIl忠するリスクの

I:';iいと考えられる I;'lJ兎にJTかれていることが挙げられる。当教室で飼育

しているセンチニクバエは、 1令幻U:l(をプタのレバーに産みつける。こ

のレハーは 27 'C恒狽室に 4日Il日程かれるため、後JUJにおいては腐敗が

i並行した状態となる。この保な環境下で、;市に腐敗したレバーと後し、

それを食べるためには、間四に存在するカビ、酵母などの真凶を含むl尚

!lXI却に対して強い抵抗仰を持つことが必要であると考えられた。

よって、上に挙げた傑々な製図を線拠として、先ず 3令幼虫体液のm

兵附活性を検討することにした。方法は、醇母状真菌である C. アルヒ

カンスItf誕illiに採取した体液を添加lして 211寺!日]培養し、後に平板I音l由状

に修して現れるキャンデイダ アルビカンスのコロニー数を測定するも

のである。その結果を Fi g. 1に示す。体液を i添加しない場合に比べ

て山mコロニー数の減少が認められた。このことは、 C. アルビカンス

生凶数がセンチニクパエ幼虫体illiの添加lにより減少していることを帰し

ている。従って、調べた休illiは抗菌である C. アルビカンスに対して殺

|迎活性を持つと平リi析された。

ところで、序論で述べたように毘:lc(の体液中にはフェノ ル酸化醇紫

と、その li~ 質が存在していることが知られている。これは昆9.，が体に傷

を負って体illiが空気と触れることにより活性化されて、体液の凝固によ

り似を諜ぐほかにも、侵入する凶体の表面梢造物によっても活性化され、

ケロッティングを起こす、また生じたフヱノール樹脂が細胞隙害性であ

ることなどから感染防御に機能するとされている。実際にf充実箇アツセ

イを行った際にも凶液の烈変、凝固物の生成が肉眼的にも認められ、ブ
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エノール般化防}f;がf引いていることが1)lわれた。 しかし体液旦を O. 5 

μlと、黒変が認められない1，1しか添加lしなかった場合にもやはり生菌
数は減少していることからフェノール際化醇索以外にも抗真菌的に働く

ものが存在すると考えられた。また、この抗真菌活性は幼虫の休表向符

11与にも変化しなかった。このことは抗呉jfi活性を他の抗バクテリア銭白

Y'l:の活性と区別させる特徴的な点である。センチニクパエ正常幼虫体液

には invitroでのtfiバクテリア活性はなく、 休表に fおを付けると始め

て.il'J伝子レベルでの活性化が起き、 ザルコ トキシン 1，II，川 ，ザーベ

シンといった抗ハクテリア蛋白質が;王将されることがl切らかにされてい

る。従って、 IE治体液にも見られる抗{言箇活性は、これまでにセンチニ

クバエで l明らかにされてきた生体防措Ilj幾椛とは異なったタ イプのもので

あると考えられた。ここまでの検討により、センチニクパエ正常 3令I')J

C[(の体液中には、抗奥歯的に作用する物質が存在することが示唆された。

そこでこの抗真菌活性の精製を以下に試みた。

;;(i 2飢抗良凶r1;'t1の打11¥製

わiJ'!箇活性の打j製の指練となるアッ セイ方法は、fITi便化のために液体

J;} 1!t i:Jiにて行った。これは、 C. アルビカンス培養液に検体を添加し、

3 7
0

Cで117謎した後にi節度をiJIIIJEしてJ{')殖阻害活性を誹lべるものである。

ところで、その条「十下での C. アルビカンスの位代時間は約 211寺聞であ

る。従って溺j且を測定する為には ig:謎11寺!日lは 12から 24時間必要とな

るが、体1夜、クロマ トグラフィー阻l分等のサンプル は滅菌していないの

で、バクテリアが混入した場合にはそちらが先 にi目嫡してしまうため、
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j~ jJ~ 培地をmいることにした. これは呉医l用ttH由であるサブロ-Jil1由を

ベ スにして、抗バクテリア丹1)であるニトロフラゾン O. 05%を添加

したものであり、臨床検体からの C. アルピカンスの同定、分目立にJlJい

られている府l由組JJX;に準拠している。

センチニクパエ幼虫体液のlliI::J ilHirは 120から 150mg/mlと

向いものであるために、そこから物列を精製するためには比活性の上昇

がλぎなステップをmいる必弘tが考えられた。また、第 1節でも述べた
ように、フェノール際化防素とその J，~n が存在することにより体液のク

ロッティングが起こり、 rfj 体の凝集、アツセイ~旅への付者等によって

コ口ニー Jf:i成Jj1.位 (Colony forming unit， CFU) 

が減少するという IIHmがある。そこで、まず、体液の熱処理を試ること

にした。当然見かけ上の活性は大きく減少する、あるいは全く失われる

ことも予知されたが、活性が残った j品合には、それは然不安定なフェノ

ール自主化形;誌の治的によるものではないので、その活性を担う物質を制

限することを考えた。

1凹の粉製あたり 10m1の 3令 yJJ:H体液を用いた。このままで熱処

)11(苦ると蛋白川が日すぎるため、熱変切で蛋白質が固化した時に上t自画

分がほとんど残らないので 9(白日のぷ凶水で希釈し、 100'CI0分!i[J

処1111した後、.i.hl心仁消を回収した.この採t作により、総蛋白量の 90%

以 1: が除かれた.この段階までは体液成分が真閣の栄養源となって直 I~

アッセイすると!!!~添}JII の対照区より附の成長がよくなるという問題があ

り、活性は検 /.Uできなかった。そこでこの熱処llll上消ii!ii分を逆相 HPL

Cを川いて分l苗し、そのいずれかの jiljj分に活性が存在するかを調べるこ

とにした。 熱処!l!¥上消は、沈澱が柔らかいため上消画分に不浴性粒子

が伐W{していること、及び!脂質が浮遊しているので、ポアサイズ O.4 
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4μmのニトロセルロースフィルターを過してそれらを除去した。こう

して得た泌液を C'8逆訓lカラムにアプライした.浴出は O. 0 5 %トリ

プルオロ西下自主 (TF A) を添加lしたアセトニトリルのグラデイエントで

行った (Fig. 2a. b. c)。

JJ'L真菌活性は複数の!立[丘に認められたが、主主Eな活性はアセトニトリ

ル淑j且12 %の{立iHにirrlJ:される l吸光度のピークと一致して別れた。 F

i g. 2 aではアツセイにj日いた各フラクシヨンの1i1を減らして 2ヶ所

にのみ活刊が誌、められる条件にしてある。史に、主要活性ピークを逆手日

HPLCのリクロマトグラフィーにより、活性と対応する単一ピークと

なるまで精製した (Fig.3a)。

Fig.3bに逆訓IH P L Cで紛製した抗呉凶活性フラクションの酢

I\~ 尿素ポリアクリルアミドゲル電気泳動像を示す。この僚に精製フラク

シヨン は分子lil約 7kDaの位前に111ーのバン ドを与えた.ところで、

この時ゲルの染色は Fairbanksの方法に従いクマシ ブリリ

アント ブルーを!llいて行ったが、はじめの試みで染色を 1I励行なった

ところ精製した抗良凶物質のバンドは検出されなかった。そこで染色時

11:1を検討したところ、 30分から 1時11日の染色ではバンドが検出される

が、更に長時間染色液に付けておくことにより消失する事が分かった.

1去に精進解析によって分かったことから考えると、抗奥歯活性を担う物

質はF1i次附造を持たない低分子のlli臼であるため、ゲルの内部で保持さ

れず、 jJj;散してバンドが消失してしまったものと思われる。また、 SD

S ポリアクリルアミド電気泳即j では、 fi~ 製仰品のバンドがブロードにな

る等の問題が生じた。これはこの物質の組成に起因すると考えられる。

ffj 2 mで示すようにこの物質はアミノ酸組成の偏った親水性蛋白質であ

った が、 SD Sは疎水仙領域に結合するものであるため、脱水性蛋白質
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fは SD S化が充分に起こらないことが実験的に知られている。このfJL

nlA¥iffi白11の場合にもそうした 111[UJから泳動がうまく行われなかったこ

とが与えられる。

以上のように約製したJ瓦nai物nは 220nm.280nmにl以Jjj(を

持つこと、 Lowryi1;に対して定 1;1的に反応すること、及び酢隊尿241

;Kリアクリルアミド電気泳却jにおいてクマシー ブリリアント ブルー

で染色されるバンドを与えることから、この H寺点において蛋白刊のもの

であると考えられた.

次にこの物質が打p泌されたことを目F認するために、.II.!にゲルろ過 HP

LCを行って比i;'it'1が変化するか否かを誹lべた。同 H寺に分子lilのn定も
行ったが、その結娘、抗良医i{長自nはチトクローム Cと同じ11寺Ii日でi'&

IBされることから 13 k D aと11定された(F i g. 4)。従って、こ

の条件下では 2lil体を形成していることが考えられる。

しか しながら、治的測定は このH与浴 LHに用いたリン酸緩衝液中では、

後で述べる政111Jから行えなかった。そこで、浴出液をアセトニトリル

DDW  TFA=60  40  0.05に換え、浴山後に溶媒をn空ihl
心エパポレーターで除去して吃煉 1;~! 11~11 の比活性を逆相 HPLC 精製 t:j~ut:t， 

とJL般した。その中占拠を Fig目 5に示すが、比活性のよ界はないこと

から、 ti'1製は充分に行われていると判断した。

W3 節約~ t~.! I~III の抗 n iAl活性

1自製した tro'~ 凶物質について、 1自製の指僚に用いたアツセイ系におけ

るi脱皮依存仰を捌べた給)#を Fi g 6. に示す。この僚に、初JHillI包iLlJ.且
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lX10.~:I" 1J包 /ml の C. アルピカンスの附殖を、 6 0μg/mlの

/l~ )立で訂'iilii保!日を作mさせることにより完全に|阻止した a

次に、この抗只 1.¥1ffi白1'!が他の兵 IA¥Iに対しても活性を示すかの検討を

1]った。その結以を Fi g. 7に示す。この時点では、抗真的物質精製

e:!I''''1を用いるため、コンタミネ ーションの危険は低いと考えられたので

ニ トロフラゾンをアツセイ系から|除いて行ったが、 3f虫類の被験 i，¥jの内、
!6受性の認めら れたのは S. ポンベ 1株のみで、これまでに j日いていた

C. アルビカンスには効果を示さなかった。従って今まで C.アルビカ

ンスに対して見られていた抗良凶活性はニトロフラゾンとの共同作用で

あったことになる。よって、はじめに体液自体に見ら れた C目 アルビカ

ンス CFUを減少させる活性はこの ffi臼質単独での作用では説明できな

いことになる。

このことから、センチニクパエ体液の抗真凶活性は精製した因子以外

の))1)の要因による、あるいは利製した凶子が他の因子と共に働いた紡m

であることなどが考えられた。 しかし、精製した因子は S. ボンベには

作川すること、また、知 31;1でJiliべるように菌がj曽殖できない条件下で

はC.アルビカンスに殺菌的に働き HJることなどからこの因子の抗兵的

'1:休防御l:;g子としての性質について解析を行うことにした。

貨i4 fiij まとめと考察

センチニクパエ 3令幼虫体液中には、酵母状の真凶に対して作用する

生体防世11因子が存在することが示された。 iovitroでの体液の抗奥歯

/ifi'tlには、フェノール般化形勢;の作}l]による CFUの減少効果が含まれ
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るが、熱処111'によってそれを失約させた後にも残る活性が存在した.そ

して、そのili1'1:I!lii分を C，.a-lIIHPLCを問いて分1町し、門下級 回収卦;ポ

リアクリルア ミ ド?E気iJY-l: iJ: IIt ~~のバンドを与えるまでに精製した。

この凶子のii'i1'1にあIする感受刊には民間の邸主Hによる感受切の溢がみ

られた。また、このJitn関銃i'lr'Iの作川により、 1)1.~!l!では nl:.ll に対して

内)11しない抗パケテリア剤、ニトロフラゾンが C. アルビカンスに刈し

て殺的的に f引 くようになった。ニトロフラゾンは、核目立合成に民 ~1;~ を引

き起こすm:苛性架剤であることから、こ れが作mを示すためには細胞内

に人ることが必裂であると考えられる。従ってこの場合のセンチニクパ

エFi抗菌凶子の作用は、奥歯副1111包の選択透過牲を変化させ、 ニトロフラ

ソンがキIlIIJ包内に人ることを可能にするものであると考えられる。単独で

はわL ハクテ リ 7~り1) J.Mしか持たない物質が、センチニクバエ抗実的資白質

(f .(1， Fでは抗兵問的に{引き得る織になることのI主義については、その織

なイ十JlIが同じセンチニクパエ rlJ来の抗バ クテリア ffi白賀、ザルコトキ シ

ン 1AとのJiiJにも認められたことから、生理的にも怠l床のあることであ

ると考えられる。これについては第 31;tで述べる.

物質として考えたときにも、これまでに昆虫からの蜜白性抗n凶因子
が凡いだされたと言う報告はなく、今回センチニクパエからli'i製した 分

(-llt 7 k D aの因子が初めての例である。従ってどの隊な構造を持つも

のであるのかに興It./、が持たれた。ITi2唱ではね製した抗n菌因子の椛造

について削'析したl，';*を述べる。
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第 2章

抗真菌物質の構造解析
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ITi 1 fi日)f.

ヒンチニクパエの抗日記lド|チは、日以から粉製した初めてのものであ

り、新Hlのlli臼'f'Jであることが子fJJされた。また作JTJj幾1/t'をMIリlする上

でも椛j遣を知lることが手がかりを与えると JUI待された。そこで、精製し

たj/l.n凶lli臼伐の l次川浩決定を試みた。

ストラテジーとしては、先ずエドマン分wu去により部分アミノ目立配列
を決定し、その的 ~ùi を J主にして抗兵 l湖底白質をコードする c D N Aをク

ロ ニングして全 1次配列を予測|することにした.

;;(i 2 !iii 組成分析

センチニクパエ 3令幼虫体液から紡製した抗真的活性をt11う物質は、

HPLCからの浴 UJのモニターにおいて 220nm.280nmに1倣l収

をJJっf]l、及び Lowryのj]i去により定民的に発色する引から lli白性

であると考えられた.そこで li~ 製 m CI質のアミノ酸組成分析を行った。

その結~、実際にこのtiL n 出|物質は飯白f'Jである事が示された (T a b 

1 e 1 )。更にこの lli 白伐の特徴として、機成アミノ酸の磁~Ji及び比率

に科しい偏りが見られる 'Jlが分かった。先ずアミノ目立の磁類としては少

なくとも 7組員Hが全く合まれず、従って 11から 13 f品類のアミノ酸の

みでHt'成されている 'JI.が分かった。ここで 11から 13 ji重刻と言ったの

は、今回川いた分析i);ではアスパラギンとアスパラギン服、及びグルタ

ミンとグルタミン般の分別問主gがLl!米ない為である.また、 蛋白nをm
Jぷするアミノ目立の '1'でその合lilに極端な差が認められた。 '-1-'でもグリシ



ン、ヒスチジンが供々およそ 30 %、 20% 存在し、この lli 白 1'.( の主~

iJ.!i:ぅトとなっている。

この組成分析により IfLnl刈i;ri't'lをねう物質がffi白質である車、またそ

の制li戊に偏りの児られる興味深いものであるIHが示された。そこでこの

iIi l'lJ'.1がこれまでに知lられている物であるかを知るため、 一次H.'i主のik

iじを iIった。

;n 3 iiii N末端アミノ 再支配列の仲7析

通常、資自1'!をm成するアミノ 目立は 20 fl量類である事からその組み合

わせは刻 ~1i~ に大きなものとなる。従って、核問責に比べれば比較的短い配

列を決定するrFにより i銃声11の銃自11に-1[1同もしくは類似のものが存在す

るか ~II る引ができる。また全ー 玖:mì主を決定するために行う c D N Aク

ローニングでは、アミノ隊配列から核酸配列を予想して 1リゴヌクレオ

チドプロープを作製する必2fがあるので、精製した ffi自主[の部分アミノ

限配列を決定 1 るために、 1~l lIVJ エドマン分解法による N 末端初列解析を

j Jった。

J詰j:JJに分析を試みたときには、始めのサイクルから全くアミノ酸が検

:L:されなかった。こ れは抗J'!1¥!llli白nのアミノ末端残基が化学的修ftlpを

受ける、いわゆるブロッキングが起こっていると考えられた。体液'i'に

仔有する蛋白質の 小には末端修ftlliを受けているという報告のなされてい

るものが数多く存在する. j華街liを受けることにより、 ffi白質分解静素の

作月lを受け員1Iくなり、その結果体液中で安定に存在し得る織になると考

えられている。センチニクパエ m:J~ 1J11 蕊白質が、 250μg/ml以上



という高い濃度で体液中にイ'7-:(Eするものであることからも、その体液中

レベルを保つためにブロッキングを受りている可能的が日いと考えられ

た。従って、.rrJ~ した抗 nJA¥Jlli Ut'iのデブロッキング処日!を行い、同び

N 氷山配列月f{析を試みることにした固

ところで、質向質、ベプチドのアミノ末端のブロッキングには、ホル

ミル ).t'アセチルJ，!;~r，のアシル)，~によるもの、パ イログルタ ミン隊長.H~

によるものなど数fOR~Ji が ~II られているが、簡単にいずれの級王'1i のブロツ

ヰ ングがなされているかを JIIるJjiJ，は作立されていない. しかし、これ
までにセンチニクパエから見いだされ、 cDNAクローニングにより 一

次梢iiSが決定された体液't'I，(長自nのうち、ザルコトキシン Hおよびザル
コシスタチンが同じく N末仰プロッキングを受付、それがグルタミンの

パイログルずメー 卜化である事がlリ]らかにされている.そこでVH'!i辺ffi

臼伐のデブロッキング処血を試みるに当たって、プロッキングの磁類は

パイログルヲメ ト化であると仮定した.

lJ日パイログルタメー卜処I盟の方法は、試料蛋白f'Jをパイログルヲメー

トデ力ルボキシラーゼで消化して、 N末端のパイログルタメート 1技法

のみを選択的 にきり LHすというものである。この方法で抗J!!凶蛋白質を

処 J1J! し、反応後、辺中日 HPLC で防京放び緩衝 ìr~ 等の除去を行った。こ

うして何られた試料の、 2残基日以降のアミノ酸配列を自 ilVJエドマン分

Wt if-で分析した。その給m、JIJJf寺された通りデブロッキングがなされて、

2伐J;f;目以降 36残必日までの配列が決定された (Fig.8a)。

決定されたセンチニクパエ抗n凶lliJ~J 質の N 末端配列は、五II成分析で

心された偏ったアミノ限配列を反映して、全体に似通った I担fJlIなもので

あった。そしてこの配列について NBRFおよび SWISS-PROT

m 1'I1'!配列データベースを検然したところ、全長の l均の類似する領域の
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長さ、及びその rl' での柱|似、 ~ff じ111 の機能から有なに高い相同仰を示す

ものは惚告されていない引が分かった。従ってこの lli白質の1幾1m、作JIJ

j，); Jl を JLI るよで全 一 次 m 造を JII る引が必~であると考えら れた。

m 4 IiIi t忠良附m白l'IcDNAのクロ ーニング

c D N Aクローニングに川いるオリゴヌクレオチドプロープの条1'1と

して、特異性が高いことが挙げられる.具体的にはハイブリダイゼーシ

ヨンにおける Tm 'Cが向いこと、ミクスチャー数が少ないことである。

N末VtM解析により Il}られたア ミノ 目立配列から、複数の充分な 長さのプロ

ープ を作成できることが分かり 、先 に述べた条件を満たすと考えられる

2 t'日郊のプロープ、 pN-l， pN-2を作成した (Fig， 8b)。

スクリーニングのストラテジーは、 1 s tスクリーニング及び 2n d 

スクリーニングのコロニーハイブリダイゼ シヨンでは、 2つのプロー

プのうち N末端。liJの pN - 1を川いて陽性クローンをシングルアイソレ

ーシヨン し、 3r dスクリー ニングのサザンプロットハイブリダイゼー

シヨン では選択した防刊クロ ーン が pN-l，pN-2阿者にたいして

J~ にポジティブシグナルを与えるかを検定することとした。 1 s t及び

2 n dスクリーニ ングに おいて N末端。liJのプロープ pN - 1を川い るの

は、より全長の長い、 完全 に近い c0 N Aクローンを得るためである。

JilJち、|河 LLJ'パーグの刀法で cD N Aライブラリーを総築する際の mR

NAの逆転写は 3' 末端から 5'末端への方向に{'11長反応が進むため、

5 '末端fllリが不完全なままで止まってしまうクローンが生じる傾向があ

る。従って箆 I~1'1の N末端側配列をJ品にして作成したプロープを月jいる
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ことにより、より長い 5. 末端~JlJ!Iiを持った c0 N A、つまり mRNA

の全長に近い c0 N Aを仰ることが /11~そる。

N来的i側のプロープを川いるデメリットとしては、蛋白 I'Jのより IAJ自IIJ

の両G~IJ から作1&したプローフであればスクリーニングできる 5• fl[IJ が不

完令なクローンを逃してしまうこと、並びに pBR-3221jJ来の岡山

.バ ーグのプラスミドベクターは長いインサー卜を持つことが山来ない

ので、限度より長く/111反した cDNAをインサー卜に持つクロー ンは存

{Eしないため、いずれにぜよそれらの係なクローンはスクリーニングで

きないことが考えら れる。しかしセ ンチニクパエから粉製した抗兵凶蛍

1 'i1'~は分子五I が 7 k 0 aであることから、 cDNAもベクずーに組み込

まれ f~J る紘 j支に1ifj いことが予知された、またli!:的にも体液中含 lil が 2 5 

0μg/ml以よと虫51な!:fi白質であるので cDNAクローンのライブ

ラリー内コンテントも高いことがJIJJ侍されるこ とから、この蛋 白質の C

DNAをクローニングする場合には N末端側プロープを用いることが適

、''1であると考えられた。

また、今回決定した 367ミノ駿残基の領域内から、位置的に隣合わ

ず、 日つ先に述べた条1'1を満たすと考えられる 2極東山のプロープ、 pN 

-l}jzび pN -2が作製できたことから、 N末端以外のアミノ酸配列を

決定することは行わなかった。

スクリーニングを行った c0 N Aライブラリ ーは、 当研究室高.m等に

よって、センチニクパエが 3令幼虫の 111JUJに注射針で体表に傷を付けて

611年11¥1{去に採取したポリ A-RNAから作製さ れたものを川いた。抗n

IÁlifffl工I I'J は傷を付りない正 ~til; 3令yJJ!l{体液中に存在し、そこから113製さ

れたことから、{本表附i!t誘itJ.性ではないが、{本表隙寄幼虫体液にも正問

yJJ U! f，ji iI主と同僚に tfLn的活tl:がみら れたことから、上記のライブラリー



'i'に抗 呉凶 f五 1~I~cDNA が ;(y.;{E すると考えた。

1 s tスクリーニングにおいてプレート上で哨裂するスクリーニング

サイズは 1000 0 0クロ ーンとした。これは、抗只凶 ill臼r'!の j，jii夜中

合litが 250μg/ml以上であること、及び、これまでに同 一 ライブ

うリ からクローニングされている体液性蛋白質のコンテントからnU1

したものである。センチニクパエの体液滋白濃度は 120から 15 0 m 

g/ml であるから、抗 !'Wjilll~ 質の占める制合は O . 2 % fjlJ.交かそれ

以Jーである。ところで、この cDNAライブラリーからは既にザルコト

キシン I、 11、ザーベシン、ザルコファーガレクチン、ザルコシスタチ

ン匂の j，jiilM 性 ill白nの cD N Aクローンが111秘されている。誘導時のザ

ルコトキシン I、 II、ザーベシンの体液内濃度は数μgから数十 μg/

m 1であり、抗J'i凶{日白nより 1から 2オーダ-jsいが、それらの cD 
NAクローンの陽性クロ ン/スクリーニングサイズは、各々、 20/

5 0 000、 20/30000、 37/24000であった。従って抗

良I:，¥jill白質の cDNAクローンを得るためにはスクリーニングサイズは

2 0 000クローンで充分であると与えられた。

AI僚の傑作に当たっては、その 5j円程度、約 10 0 0 0 0クローンか

ら 1s tスクリ ーニングを行った。その給梨、プ ロ ブ pN - 1に対し

て防刊 シグナルを与える約 200個のクローンが符られた。これは cD 

NAコンテ ントとして O. 2 %に当たり、抗真悶蛋白質のコンテントと

児のうものであると出われた。この 1s tスクリーニングにおける陽性

クロ ンのうちの 10クローンを任，0:に選択し、シングルクローン化を

1=1的として同一プロープを灯jいて 2n dスクリーニングを行い、均一で

あると考えられる 10例のクロ ーンを得 た。

次に、 3r dスクリ ーニングと して、これらのクローンが 1s t及び



2 n dスクリーニングに川]いた pN -1以外のプロープに刻しても防刊一

シグナルを与えるものであるかの検討を、大脱出lクローンから判事1した

プラスミド cD N Aを川いたサザンプロットハイブリタイゼーション法

により行った。そのk:lfj以、 9fll，1のクローンが ネガティプコントロ ル

ヲ口 ンは全くシグナルを与えない糸f'1下において pN-1J.kび pN

2いずれのプロ フともハイブリダイズする事が確認、された。そしてこ

のlλlの 7クロ ンについてJl，(J，~配列の決定を行ったところ、 6 クロ ン

の 5・側約 15 0 b pの配列が完全に 一致しており、 しかも抗兵Wlli臼

'('J (J) N末端側配ヲIJをコ ー ドしていることが分かった。そこでこの内の p

^ F P 1と命名したクローンについてそのインサート飢j或のlJrrt必配列を
決定し(F i g. 日)、そこからげL災直HR白質の全ー次柿造を予 i!ilJした

(Fig.10)。

p A F P 1のインサー ト領域の全長はポリ Aを含めて 47 7 b p、 1 

5 tメチオニンから終 ILコドンまでの制訳領域は 25 8 b pで、 8 5ア

ミノ般残1&をコードしていた.このうち 20残基自のヒスチジンから 5

4伐怠自のグリシンまでのアミノ般配列は精製抗n閣資自質の N末端解
析の結果と完全に一致していた。従って休液中に存在する j形態での抗良

l:ll Hi I守質は 19残;，¥Iヨから 85 残誌 I~I までの 6 7ア ミノ l攻配列rm分であ

ると考えられる。この fflS分の分子 mは 71 1 8と算定され、抗J'l凶f長白

f~ の Ffi 製の Iì([:a、として行った肺門主}jf(京ポリアクリルアミド電気i，);i[i}Jの結

!，i.!の 7k D aという(11'(とよく ー放する。

Table2 に J~ï J，~ nJ列から予 fJlされる蛋白質のアミノ般車tl/Jxと、結

'li'iした抗只関係 1~ln を尖際にアミノ服組成分析した結果を比較して示す。

州内のアミノ般制l/.xのIi¥Jには大きな判Iil.¥は存在せず、側々のアミノ駿ご

との比率、特徴的な仰り及びs;有しないアミノ放の1副知とい った点いず
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れにおいてもよく 一致した.

J-紀のアミノ殿町タIJ 、分子.!il& び ~:Il/J.!i，の 3つの点において、 li'j製した

JiLn I~j {長自nと、 c D N Aにコ ー ドされているアミノ酸配列がよく 一致

することを持って、日的としたJ瓦!'!I均出自白 cDNAクローンを 1)1両日し、

m I'J 1'Jの全 ー次椛itiを決定できたものと判断した。

すi5 fiii 抗兵 I~jffi 1:1 fj'の Ht~ 造的特徴

センチニクパエから和製した1fLJ'!IA¥j仮白H には、 3つの構造的特徴が

)r.げられる。 一つは、 liiiにJAべたアミノ酸組成上の著しい偏りである。

釘i1 に注目される点は、グリシン、ヒスチシンの含 I立が特に高い.t~t であ

る。1fL良区i蛋白11を的成する 67アミノ酸残基のうち、グリシンが 21 

側、ヒスチジンが 1411国と、全体の半分を占める。この際な、ある部の

アミノ般に51むという伯 nは、ザルコトヰシン 111， ヒスチジンリッチポ

リペプチド，タキプレシン等いくつかの抗菌性蛋白質についても知られ

ている特徴である.これらの抗i担当{白nが、なぜ特定のアミノ酸に白む
のかとの|刊に対する回答はfGられていない。 しかし多くの場合アルギニ

ン、ヒスチジン、リジンのJf，[i;f刊アミノ駿であることが多い点から、こ

のプラスチャージが屯主主である可能竹が考えられる.この事は，アミノ

ri~ 副 II戊に目だった侃りの見られないずルコトキシン I 及び II にも見られ

る。センチニクハエのt1Ln 11i ili 白nのILJ合には、先ほど述べたように 1

分子内にヒスチジンが 14例存在する。 j鼠基性アミノ政全てを合わせる

と合吉I1 7銭誌となる。一方、アスパラギン酸、グルタミン酸の敵性ア

ミノ阪はそれぞれ 4残基、 1残基の合iil5残基存在する。従って全体の
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チヤ ジを差引すると 、J/.IJ，~性 アミ ノ般の方が 1 3 ?J1基多 く、 lit民間m

，~， n は J/.I J.~ '1生滋臼何であるこ とになる。

この械に多くの抗閣僚(， i'!が j侃J.¥'i'tであるのは、これらの lli仁'1'1が肉

体に作川するH寺に、凶j，j;:lt i日の目立位チャージを利用して俊近、級制!して

いる為であることがサルコトキシン Iの研究等で示唆されている。セン

チニ クパエ抗只凶飯 l当伎の場合には特に、後に述べるハイドロパシープ

ロフィールとも |刻iillして i反基性チャージを持つことが重要であると考え

らhる.

ところで、抗1'1i.¥iffi ，'] 'l'iの!.A.}-Fiの嗣りは、ヒスチジン 1fUJiだけが多

く((在するだけではなく、史にグリ シンの含有率が向く、 i監に 7H!類の

アミノ目立は全く含まれない。この 7H!~Ji には蛋白質が高次榊造を取る上

でfll嬰となるシステイン、プロリン及び疎水性アミノ般が含まれる。ま

た、グリシンは 20脱矧のア ミノ般t!Jで側鎖が最も小さい為、その残基

日1I分でのm白1'!鎖の折れ IUiがりを自由にする。従って抗呉国蛋白質は ジ

スルフィド結合、ター ン、 1次m造上の疎水領域の集合等によ る折り畳
み榊i孟を持たないランダムな防造であることが予想された。 Fi g. 1 

1にtitn i'ill霞白伐のハイドロパシ プロフィールを示す。この僚に抗兵

l:elili ，:jH c D N Aから予測された l次配列上において、シグナルシーク

エンスであると考えられる 1JJ1ぷ白から 18残忍目までを除くと、 l明防、

な~Jli水的傾 J或は存症せず、 全体としては親水炉J であることが予定!された。

これは、センチニクパエ抗良医Illi白1'1がこれまでに単自([、 1自製された既

JII 抗菌蛋白質と}'~なる点である.日11 ち、抗菌的作用を持つ蛋白1'!は、い

ずれも 1次精進上の疎水的傾械を持ち、例えばザルコ トキシン Iにおい

ては、 それを基に日次柿i盆を作っている ことが示唆されている。そして、

その l.Jli 水的 構 造 ~II S を脂質 二 illn日である副1111包 11真 に 組 み 込ませることによ り
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浸透'1'1の変化などの 11児機能附得、さらには11$1構造の倣J点などを引き起こ

すといった作j日l幾榊のモデルが{足附されている。また、ザルコトキシン

I、ザ ベシンは共にJf.K!;HHff1<11'!であり、酸性リンlH'in似を必〈攻幣

昔る、また結合するといったことが訓lべられている。このことも、それ

らの抗陸1m自問が凶体表rmに{1川する J:で重要な性質であることが示唆

されている。そして、 1次jilliti上の疎水領j或を持たない抗J'!凶lli白nの

j晶子TにはこのJIJ1，~ 1' 1ーであることがよりlT\~あると考えられる。抗抗菌 lli

nnが真凶k'llIJWl表向1に作川]する釘11 I宣断では、蛋白質と制1111包の疎水的イ

ンタラクシヨンではなく、ヒスチジンを始めとするJj，~基性アミノ般のチ

ャージが特に霊安であると考えられた。これはm31;1で述べるように、

J忠良凶蛋自主iをC. アルビカンスに作!刊させるとき、その蛍白質と *11111包

!日l の結合及び t~ 凶活性が J/，~の添加により阻害されることからも支持され

た。そして、図体と結合する|僚には、グリシン残基が多い為に自由に折

れ山lがることが可能であり、その結果初めて疎水性アミノ政主主基同士が

H~ 近して制11R包11見に作川する形態になるといった可能性が考えられる。こ

の可能性を示唆する情報として以下のことが挙げられる。先ず抗真菌蛋

白nが、真凶車11111包11日の透過1"をJ円大させていると考えられる点である e

ifin凶伝白質によって処理した C. アルピカンスの菌体外には、車11111包内

から漏出したと考えられる物質が検HJされる。従って抗呉国蛋白't'!は細

胞11日附害性を持つ蛍自主Iであると考えられる。この禄な作用から考察す

ると、抗真理illi白質のn白li創IIIIl!l上の作JTI点の内、少なくとも一つは細胞

11日である可能性があり、このためには細胞膜に作用し得る形態を取る必

嬰があると考えられる。また、次に治奴の極性を変えることにより、抗

良1:llffi白質の CDスベク トルが変化することが挙げられる. F i g. 1 

2にその結果を示すが、 i治以の TFE濃度 (a)、 メタノール淑皮(b ) 
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を変えることにより向かながらスベクトルのパターンがシフトした。従

って抗呉国蛋 1~ln が剥1111包 11見と J庄内出することにより作用を発現するための

形態に変化する可能仰が示唆された。

センチニクパエ抗兵削節白nのZfj3 1耳目の特徴として、分子1村に繰り

返し配列、あるいは費:Ji似配列が見受けられることが挙げられる。 一般に

m I ~I 質はその椛成1j1(占のアミノ般のHi買TIが 20であるため、 4A'民知のJII;

MのHlみ合わせより成る核問主配列に比べて、任怠の配列を比較したとき

!日lーあるいは類似である慨率はwかに低いものとなる.従って、 j幾能的

に似たffi白質問土の'1'、あるいは蛋白質一分子の中に充分な長さの同 ー

もしくは類似の配列がみられる場合には、それはその蛋白1'!の機能発現

にW'lliな配列であると考えられる。

センチニクパエ jji:!'il:/lml当1'!m白nの l次HOI造上には、最大 7)'ミノ

fij({~基の繰り返しIjl{立を始め、多くの繰り返し及び穎似配列が見いださ

れた (Fig. 13， Table3)。既に述べたように爺自白におい

ては長い配列が繰り返し:1:J!!する可能刊は低〈、 7アミノ自主残基の配列

を{fllに取るとそのi1:J.lI ~j1 J.立は 20の 7乗分の l、 1.28x10.分の

iである。ところで、センチニクパエのゲノムサイズをショウジョウパ

エと同ーであると仮定した場合、それは 1.4X10.bpであり、全

てがアミノ般をコードしても 4.67xlO'残基にすぎな い。従って

7アミノ餓残基の繰り返し配列は、 {I.I，¥然ではなく抗奥歯蛋白質の機能発

現に必須であることが強く示唆される。 I見H寺点ではこれらの相同もしく

は~Ii似の繰り返し配列の!J l沫は分からないが、何らかの役割を持った機

1m 1j1.{立である可能性が考えられ、これらの部分が真凶細胞に接近する、

あるいは陣容を与える ('FJlJ 1fll (¥Lであること もJUlf寺される。
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lTi 6 iiii ゲノム巡伝子のm疋i

センチニクパエ抗凶 tfi臼nに共通する特徴として、少しずつ414igの烈

なった類似の lli自主iにより、ファミリ を形成していることが挙げられ

る。センチニクパエからはザルコトキシン 1. II. 111. 及びザ ーペシン

と命名された、それぞれ 1次構造的に異なる 4グループの抗バクテリア

1'1: {j{臼質が見いだされている。これらの肉、ザルコトキシン I及び Hに

おいては、精製の段断から iIL凶作用すベクトル及び紡製ステップにおけ

る挙 jlVjの巡いによって、各 3f品~Jíず つの少しずつ異なった銭白'l'!として

分航された。更にゲノム ill伝チの解析がザルコトキシン I及び IIに対し

て行われ、各々の銭白1'J:の辿伝子がゲノム上の複数の傾j或に存在するこ

と、少しずつ異なるサブタイプはセンチニクパエ幼虫!日1の11自体差ではな

く、各個体が複数極のザル コトキシ ン I及び IIを合わせ持つこと、また、

盗tJ質としては同定されていないサブタイプが他にも存在することが示

された。ザルコトキシン I、ザーベシンのサプタイプについては、他に

もセンチニクパエ IIE 山ぅ~のJffi 謎制1/ 11白 NIH-Sape4 が制1/ 11包外に分泌

しているものとしても丸いだされている。ザルコトキシン 111については、

まだその全 l次榊造が決定されていないが、類似配ヲIJをコードする cD

NAが彼数磁111高((され、また体表{勾宮を受けた幼虫の脂肪休で合成が強

く;号持される lli 自主I の r(~1 に、分子豆、日11 分アミノ隊配タIJ の比較上類似性

を示す物が見いだされている。

この様にセンチニクパエという 1.fif!聖'Jtの昆虫が、4i重類の抗菌資自質

をt.'jち、 しかもその4f品類全てにサブタイプが存在する辺自として、感

染院iに対する作用すベクトルを広くするためであることが考えられる。
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ザルコトキシン 1， Il， 111は主にグラム陰性凶に対して抗菌作用を強く

示し、 一 方ザーベシンの作 j日は ;I~ 色 nli 制球[i\i 等のグラム防性的に対して

'Jdlく発仰される。先に iiliべた抗l狗lli1 ~ln の，，-，で、物質として単剛Wì~ さ

れた物については抗的スベクトルの比較が行われ、バクテリアの磁差に

対する作用に述いが認められている。また、特にザルコトキシン I及び

Ilの各々のサブずイプのill伝子は近Hiした領域にクラスター状に配列す

る、タンデムリピート H~ 造をJf~作っていることも l切らかにされており、

これらの lli白nの特徴となっている.

これまでにセンチニクパエから見いだされた全ての抗菌蛋自民が、サ

プタ イプを持つことによるファ ミリーを 椛成していることから、センチ

ニクバエ から抗災 iA1ii~i 11を持つ{ff白伐としてお製された 67アミノ敵よ

り成る lli白f'lも、作用スベクトルを広げる為にサプタイプを持つ可能性

が与えられ、また実際に、 trilI;tでi&べたようにfIi呉国活性は複数の回

分に別れたこともそれを示唆すると思われた。そこでサザンプロット Wi，

Irrによる、セ ンチニクパエゲノム上の抗真菌蛋白質ill伝子の解析を行う

ことにした.

プローフにmいる cDNAは、特5'n11を高めるために嗣訳領域以外を

できるだけ合まないよう に制限階紫 Dr a. 1で切り出した、全長 29 2 

b pのものをmいた (pAFP1シークエンス中 18 -3 1 0の官U1J或)。

そしてセンチニクパエ幼虫脂肪体から取り出したゲノム DNAを被検材

料に!日いて 3Ffi努lの制限防索による消化を行い、アガロ スゲル電気泳

即j後、ナイロンフィルターにプロットして、上記のプロープにより抗n

凶ili臼1'!ill伝子を合む断片を検:IJした.その結果を Fig. 14 (a) 

に示す。いずれの制限併索で消化した場合にも単一のシグナルのみが検

11¥されたまた、 Fig. 14 (b)に示す別の実験で Dra.I消化した

7
 
3
 



場合にも、やはりシグナルは tj1ーであった.

Fig. 13 (a)の実験ではザルコトキシン Ijj'j伝子をサザンプロ

ット解析したときと全く悶じ制限円干潟を用いた結果となっているが、ザ

ルコトキシン Iの場合には用いたい rれの制限防素で消化した場合にも、

2本からそれ以上の数のシグナルが検:1.:されている。サザンプロットハ

イブリダイゼーシヨンによる検/'-1は定位的な実験方法であるため、何組

員:)iの制限醇1(;を川いればOI'!の解答をfi}るのに充分であるかは分からない。

しかし同じセンチニクパエの他の lli白賀、ザルコトキシン 1， II，ザー

ベシン等の泣伝子がマルチジーン川jLであることを検出することができ

1このと近い条f!であることから、 t五点的タンパク質jj'j伝子はゲノム上単

ー であることが ~ITI <示唆される結果であると考えられる。

また、 Fig. 14 (b)の実験では cDNA上に認識 ・切断部位の

rr-;(rする Dr el 1でゲノム DNAとcDNAを切断したものを比較して

いるが、 cD N A断片(レーン 2)の 29 2 b pよりも長い位置にゲノ

ム断片(レ ン 1)のシグナルが現れており、このことは抗呉国蛋白質

jj'j伝子上にイントロンが存在することを意味している。この様にイント

ロンがjj'j伝子上に存在することはザルコフアーガレクチン、ザルコトキ

シン 1 . IIについても既に知|られている。

貨i7 iin まとめと考察

本1itにおいては、 ゼンチニクパエ 3令幼虫体液中から精製した抗真菌

物質がlli白質であったこと、そして、 cDNAクロ ニングにより全 1

次的造を tI~定したことと、 精進上の特徴、ゲノム 巡伝子の サ ザンプロツ
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卜断析の結果を述べた。

今回クローニングし、 j盆)，~ i'i~ 91)を決定した cDNAクロ ンpAFP

1 fj以 Fに挙げる 3点を桜拠としてtI'l~\1した抗宍凶鑑白伐をコードする

ものであると判断した。

1fi製したf長白伐と cDNAにコードされている銭白質について、

①分子民が一致する。

③アミノ 目量刑II泌が 一致する。

(3)1から 3 6 銭 l;~ il までのアミノ椴削ヂ'1が一致する。

1:1られた cDNAから1fE定されたlJt只凶蛋白質の 1次構造は、これま

でに句作の無い新別のものであったのまた、既知Iの抗バクテリア性m白

代、 J五m溜'ltlF.linと比較した J占;伶には、共通すると考えられる点とセ
ンずニ クパエ抗t!I~!i iIi白独自の!，'，llr河内が認められた。共通点はアミノ政

手Il/J~: 1二での {i司りであり、あるア ミノ 般が特に多く含まれるということで

ある。センチニクパエ抗真菌 ml土I1'Jの場合にはグリシン ヒスチジンが

それに当たる。このアミノ般車U /J~の偏りには、アミノ目昔の Ell 費m tJl t是々で

ある、程度にばらつきがあるといった不明確な点があるが、非常に多く

のu'L1AH11:ffi白質に兄られることからその重要性が示唆される.

jj、センチニクバエ抗民的m内nに独特の点は 1i欠陥造上は iリlllf，tな
ll)ji水門領域が存在しないこと、品大 7アミノ酸111f立の繰り返し配列を持

つことである。これらの術造上の特徴と蛋白質の作用の関係はまだl切ら

かになっていないが、第 1mでのニトロフラゾンや、第 3i立で述べるザ

ルコトキシン Iといった抗バクテリア;目性を持つ物質と相互作用して抗

nl判的にf引くといったメカニズムの解明のためにも着目すべき点である

とみえられる。

また、多くのヒスチジン残誌を持つことから金属結合蛋白質である可
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自~'1'1が考えられたので111製版品の{i1JiJ;i分析を行ったが、 一般的な金属は

{iそく t9'!LIl されなかった。 しかし、 この lli白質をね製する迎相HPLCの

l見附で、 リクロマトグラフィ を繰り返す内に l回収されるフラクション

の色が向色から 1!¥¥色へと退色して行くのが観察されたことなどから、 J，f(

i直'1'では何らかの金!認を保持している可能性が考えられる.このことも、

f!Lr(的活性、あるいはセンチニクパエの生体防御賃白質に特徴的な2m
機fiEといった jなからも興IWがもたれる。
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Amino acid Mol目

Asp Asn 10. 8 

Ser 1. 2 

G 1 u G 1 n 17.5 

G 1 y 30. 9 

Ala 3. 5 

Va 1 3. 0 

Leu 1. 6 

Tyr 7. 1 

Lys 2. 9 

Ilis 20. 1 

Arg 1. 4 

Thr CyS Mel Ile Phe Pro Trp O. 0 

Tablel li~ 製抗真凶 iff 白質のアミノ酸組成。



( a) 

10 

IGln)-llis-Glyー His-Gly-Gly-Gln-IAsp)-Gln-His 

15 20 

-Gly-Tyr-Gl y-His-Gly-Gln-Gln-Ala-Valー Tyr

25 30 

Gly-~~~ーで _GJ~ 二 His 了. G 1 u二Q!!二Ilis二_G_I_y_-Val-Asn 

35 

-Asn-Leu-Gly-Gln-I )-Gly 

)
 

L
U
 

(
 

Probel IpN-I) 5' -GG!CAAGATCAACATGG!TATGG -3' 

G C G C 

Probe2 IpN-2) 5' -AAAGG!CATGAAGG!CATGG -3' 

C G 

F i g目 8 JiCn附ml当f'!の NA-: ~;/Jアミノ隊配列。( a) アミノ酸

配列。数字は N末端からの;!;ジシヨン、 F似はプロ ブ作製に!日い

た ~JjJ戒を表す. ( )の残基はJ(OEによるもの、または詰!IJ定感度以

Fだったもの. (b) cDNAクローニングに{史用したプロ ブ。

上が pN-l，-Fが pN -2. 
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polyA 

Fig. 9 cDNAクローン pAFP-lのシークエンスストラ

テジー.ボックスはインリート~Jí J戒を、上の数字はコーディング ~n

5'側からのポジシヨンを裂す。 Fの矢印はシークエンス各 IW匂の

j] IIijと決定した長さを表す。
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AGTAAGAATTGAATTTTTAAAAGACACAAA -1 

ATG GTT AAA TTA TTC GTC ATT GTT ATT TTG GCA CTA ATT GCA GTT 45 

Mel Val Lys Leu Phe Val lle Val lle Leu Ala Leu IIe Ala Val 15 

GCC TTT GGG CAA CAT GGT CAC GGA GGT CAG GAT CAG CAT GGT TAT 90 

Ala Phe Gly Gln H is Glr His Glr Glr Gln Asp Gln His Glr Tr r 30 

GGA CAT GGT CAA CAG GCC GTT TAC GGT AAA GGT CAT GAA GGA CAT 135 

G lr His Glr Gln Gln Ala Val Trr Gly Lrs Glr His Glu Glr Hi s 45 

GGT GTT AAC AAC TTA GGT CAG GAT GGC CAT GGT CAG CAT GGC TAT 180 

Glr Val Asn Asn Leu Glr Gln Asp Glr His G11 Gln His Glr Trr 60 

GCC CAC GGT CAT AGC GAT CAA CAT GGT CAT GGT GGT CAA CAT GGA 225 

Ala His Gl1 His Ser Asp Gln His Glr His Glr Glr Gln His Glr 75 

CAA CAT GAT GGC TAT AAA AAC CGT GGT TAT TAG AAAATCAATTAGATT 273 

日lnHis Asp Glr Trr Lrs Asn Arg Glr Trr *** 85 

TTGATTTAAAAATTAAAATTTGCATTTAAAAACCAAATGTGCAAGCAGATCAAGGTTTT 332 

TTTTTTTTAAATTATACGTTTGTGTACATAAAAATAATAAAGAAATCTTTTTCTTACAA 391 

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 447 

F i g. 1 0 抗政 I~J i:ff EI n c D N Aクローン pA F P 1のJg基
配列と、そこから予怨されるアミノ酸配列(太字)。数字は各々の

配列上の位置を表す。アミノ自主両日列 rJlボックスで四んだ部分ははシ

グナルベプチド、下線rmはri'j製i:ff自主I配列と一致した官I!分を表す。

Jt，A基配列rl'の下線はポ リA付加シグナルと考えられる配ヲIJを表す。
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Mole自

Amino ac id Predicled fro皿 Direcl analysis 

nucleolidc scquence 

Asp Asn 10. 4 10. 8 

Ser 1. 5 1. 2 

G 1 u G 1 n 16. 4 17. 5 

Gly 31. 3 30. 9 

Ala 3. 0 3. 5 

Val 3. 0 3. 0 

Leu 1. 5 1. 6 

Tyr 7. 5 7. 1 

Lys 3. 0 2. 9 

Ilis 20. 9 20. 1 

Arg 1. 5 1. 4 

Thr Cys Nel 11e 。。 。。
Phe Pro Trp 

Table2 アミノ隊m成の比較。左カラムはアミノ般のf虫類、
qJ ~よとのカラムは cDNAJ:: にコ ー ドされている蛋白質のHl J&、右カ

ラムはri'j製した抗貝凶lli白1'.!のアミノ政組成分析の結以を表す。単

位はモル%で表示した。
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lIydrophobic 

3.0 

-3.0 
1 20 40 60 80 

Hydrophilic Position 01 arnino acids 

Fig. 11 j立兵凶ffi白nのハイドロパシープロフィール。償制11
は 1stメチオニンからの iJ;ジションに対応する。破線はシグナル

ペプチド郎分、実似は {flじ11'I木休日1¥分を表す。
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残基数 西日列 繰り返し回数

7 QHGHGGQ， 2 

QHGYXHG  

4 DQHQ， QHGY， 2 

HGQH， GHGQ  

GQHG  

3 QHG， GHG  5 

GQH， HGQ， HGH 3 

日GG， GGQ， DQH， 2 

HGY， GQD  

Table3 抗n凶ffi白質分子1勾の繰り返し単位。
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(a) 

Jktfdv/Vhpwげれ-'"¥ご:ク巧市

hfμujy J 〆ri¥ 
I r A.r"-A jν 円
I ¥ペ川r'F' .. 

:J . oo~o~ 
制.v四l!ll1gth (111111 

(b) 

。
oe 
c阿

w・yolongtl1 {11m) l.IIO~OÕ:Õ 

F i g. 1 2 抗兵凶窓臼1'tの CDスペクトル。 (a)T F E中。

」二線. 1 0 % T F A '1' ;下線. 80%TFAtl:l. (b) メテノール

rl'.上級. 9 0 %メタノール中;'IJ線， 5 0 %メタノール中; -n~. 

H20中.
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10 20 30 

Q HGHGG  QDQHGYGHGQQAVYGKGHEGHGVN 

40 50 60 

NLGQDGHGQHGYAHGHSDQ HGHGG  QHGQHD  

61 

GYKNRGY  

Fig. 13 I忠良凶ffi白nの分子内繰り返し柿造。 7アミノ酸

1j1 f立の 2制lについてのみ表示 した.
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(a) (b) 

t 2 3 1 2 

kbp 

kbp 23.1 .. 

23.1" 96..46--

X:~:: ・ 4.4 .. 
4.4 ・・
2.3 .. 
2.0" 

0.19.6 1. P 

0.59" 
0.43" 

.・ 2.3 .. 
2.0 .. 

0.59 .. 
0.36 .. 
0.26 .. • 

F i g. 14 抗良凶飯白nm伝子のザザンプロット解析。 (a)
ゲノム DNAを、 レーン 1， EcoRI;レーン 2，HindIll; 

レーン 3，Pstl消化したもの， (b) レーン1，ゲノム DNA

をDre.I消化したもの。;レ ン2， cDNAクローン pAFP

lをDr e. 1消化したものを各々泳則した.
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第 3章

抗真菌蛋白質の性質
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首i1 iijj 1亨

ゼンチニクパエから料製した tfL1'!1，¥1 IIi臼質は、買~ 2市で述べたように、
いくつ かの柿造的特徴点を持つ新規ifil'l質であった。また、第 1l;tで触

れたように、辺!:~f; では抗バクテリア活性しか持たないニトロフラゾ ンと

抗災保Illi 白 11 が ~H'Y. することにより 、 C . アルピカンスに対して作間を

示すことが見いだされた。本立ではjj'j;n凶盗白質がn闘訓1111包に対して示

す f~ 'HIとその条件、また、センチニクパエ自身が持っている抗バクテリ

ア鋲白nの内、ザルコトキシン Iと命名されている 40アミノ酸からな

るmunが、やはり抗n限Iffi白伐と共同的に作用し/(}ることを見いだし

たことについて述べる。

m 2 iiii 1.北関的活性の検討

ー 自立に抗菌活性と 言 われるものは ml~J 活性と殺的活性に分けて 考 え ら

れる。J!IIち凶の発行をtnJfbllするものと文字通り凶を殺す活性である。吏

に、 物質によってはある泌JJl:まではi'i'Pl通的、それ以上は殺図的に作用す

るもの、いくら高濃度を用いてもJ{')航を抑制するだけで、後にその物質

を系から|徐けば閃のJ{9殖が起こるものなど綴々なタイプに分けることが

できる。センチニクパエ tlU!悶m自問がどの様なタイプに属するもので

あるのかの検討を行った.

この燥な検討を行うときの方法としては、 I宮地中ではなく、栄養成分

の含 まれないj長類浴液中等で菌休と試料物質をプレインキユベ 卜し、

後に!(lj自に移して生 l'lll数、立ち上がりのJ{l1殖速度等を測定する。こうす
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ることにより、 IÁ~ はプレインキユベ ー トの聞は J行刑できないので何も IJII

えなくとも凶数は変化しない。後にft~れた I音 i由 '1' あるいは プレート上

において始めて L('1~~( 可能となるので、プレインキユベートの|切に生l泊数

が減少していたか否かが判定される.この場合には C. アルビカンスを

'l. JII!食l長水ならびに恭切水に懸濁して、ti'i製抗災凶蛋白質と 24時間プ

レインキユベートした後、平板i白j山lーに移して出現するコロニー数を数

えて '1ニ凶数の変化を測定する方法をとった。その結果を Fig.15に

示9'.生 l~) 食 Jl~ 水、旅行l 水いずれの場代にも生凶数の減少が認められた。

従ってJfL兵的蛍臼1.1の作!日はこのJM0殺菌的であると 言える。また、ペ

ニシリン、ザルコ トキシン II笥の ーfmの抗菌物質はL('1M中の菌体にしか

作川せず、取矧百号1直'1'でのプレインキユベーシヨンでは活性を示さない

ことが知ら れている.これはt1i:i11物質の作用点が閣のJI1殖関連機織であ

るためと理解されており、従って陛lが静止している状態では倒lきIUない.

これに対して肉体のmiti破療を行う、あるいはl呼吸、代謝等に作川点を

l寺つJ瓦悶物質であればその様な条n-Fでも作用を示し得る。この分矧方

法においてはセンチニクパエ抗点的出 [1i''rは後者のタイプに属すると 言

える。

また、このプ レインキユベー ションのIIJIに、凶イ本に透過性の変化が起

こっているのではないかと考えてその検討を行った (Fig.16)。

Jiμ、は抗奥歯波白nをC アルピカンスに蒸留水中で 12時間作用させ、

1，¥1 付、外ld液にmれる紫外部l吸収を nlil:..tするものである.結果は 26 0 n 
lfIで検山される物質が抗良医illi自白添JJII.!il:依存にm川lした。よって、抗

災関銃自主1はC. アルピカンスの*111"包表聞の透過性を変化させ、内容物

を桝:_[jさせていることが示唆された。また、第 11在で述べたニトロフラ

ゾ ン との共同作!日も、ニトロフラゾンが核酸合成に奥 'lt~ を起こさせる作
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川jを示すためには品111胞内に人る必裂があり、それがfit良区ii五白nの存在

によって可能になっていると考えられることから、透過性変化を奥付け

ていると考えられる。

ここで生llJ!食j広水'1'以外に波間水'1'における活仰を測定したのは、ITi

1 1~ で触れたように t忠良凶 ffil当伐の ìl'"i'11が、 j良を含むゲルクロマトグラ

フィーの浴出液の存在下で弱まることを飢察していたためであるが、こ

こに示した ように蒸溜水中で作用させた場合に比べて活性が低下するこ

とが認められた。この総に瓜の存在 Fでは活性が弱まる抗:Q凶蛋白質と

してはウサギ頼粒球111来の NP -1の日')が知られている。 NP - 1にお

いてもなぜ鹿が活，t~: を IWl f!}するのかの答は得ら れていないが、 この時点

でセンチニクパエ抗凶抗山1'Jの場合には 2iillりの解釈が考えられた。 1

つnは透過性JI'l大の考え方からのものであり、浸透圧の巡いによるもの

とする見万である.制JI包の透過11がm大している場合には、創1IJ1包外j亜の

浸透圧によって物質の移動力t左右されることが予想さ れる。従って等5N

に近い程出入りが少なく、r，ii性も弱まると考えられる。

2つ目は特にアミノ目立組成上の偏り、ヒスチジンに富むI鼠基性蛋白質

であることによるのではないかと考えられる。第 2草で述べたように抗

nki¥llli自主[は 1次HI'j誌上のfJli水性領域はもっていないことから、真菌訓11

Jlf1との接触にはイ 1ン刊のインタラクシヨンが重要ではないかと 考えら

れる。イオン性の結合であればj氏のイT在により阻害され、結果として活

刊が低下することになろう。このJ長と抗真菌活性の関連については次節

でF:-lえする。

賞iHii 凶休との結合、及び活11:に対する混皮と I盆の日1;fJ 
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ここまでの検討から、センチニクパエから紛製した抗兵凶蛋白nは制11

11包 ~I;ti'f刊を持つ節目nであると考えられる。 しかしながらその活性はJ::t

1山中、生 )1日食品I水'1'では弱くなることも観察された。このことは何に起

11;1するのかを検討した.ここで先ず与えられるのは、 J忠良菌蛋白質とn
似品11111包との 11:1に起こるであろう何らかの相五作用がJ鼠等に彩抑を受ける

のではないかということである。到J2 l;iで述べたように抗真菌蛋白質が

民的制11 胞に t~ 近、 m触する機械は、 t!L J':i的蛋白 n が l 次Hrl造上の lJl(水傾

M':を持たないこと、ヒスチジンに7;lむ収益性蛋白nであること等からそ

のチャージによるイ 1ン性のものであることが考えられた.抗;l凶ffi白

l"Xとよ'1附制 11包の結合がイオン1'1のものであれば、それは周囲の塩などの

イオン淵 j良に影 f~ を受けるはずである。先ずこのことを検討するために

12 d 1 似識した抗良ti!illi白質が C. アルピカンスと結合するか、またそ

れが JIr?t.の添加により影f'~を受けるかの検討を行った。

Jfin凶ffi白11はチロシンO1基を持つので これにクロラミン T法で 12d 1 

を結合させてJljいた。この溶液を終itlJ.且35000cpm/1μg蛋白

nで終ffI水中で附休と 30分II¥Jインキユベートし、.ihl心上消を|徐いた後

に I~:I 休 lilii 分の放射活位を測定した。料製を Fi g . 17 (a)に示す。

この 11寺はインキユベーシヨン ?~1}_廷を 0，20，37'Cに変化させたが、

いずれの場合にも k:1II1I白数依符に、 lまぼ同級に細胞画分に政射活性が回収

された。従って、この条件下において tft具立im白11はC. アルビカンス

とインタラクシヨンを持つと Jjえられる。このH寺の資自質と剥IIJJ包の比率

は 8.5x10.分子/制1111白であった。この数字は特異的な結合サイトで

はなく制IJJJ白壁や!院などに結合していることを意味していると考えられる。

また、あらかじめ医lを 100'C10分II¥Jの熱処理で殺して遠心洗浄した



iA¥iに対しては、車11111包阿分に回収される Jj]/.射活性1i1が生凶の場合を よ回っ

た。生凶では (m !f~J的に抗n医illi白nとのインタラクシヨンを防いでいる、

あるいは熱処理によって制illI包表TITiのIJjji'i物が|徐かれたことなどが考えら

れる.次に 2.5x10'生主11111包に l国定し、 NaC1， KC1， CaC  

1" MgC1，の 4fifi郊のl鼠を添JJIIして品11111包回分に l百|収される政射活性

引が変化するかを制べた。その結採が Fig. 17 (b) である。 41ill

~Jí の nx いず れの添加l に よっても制il lI包 lll ， j 分の政射活仰は減少した。その目的

以は 2ftm金属J鼠の13が弛!いものであった.

J，;Jl葉の検討を殺 i:.li活性、副illI包|人l容物の漏出についても行った。 Fi g. 

L 8は活性に及ぼすインキユベーシヨン視j且と、 I昆i'ThJJIIの彩符について

のが;巣である。 Fig. 18 (a) は旅館水中での殺菌活性に及ぼす視

j交の影仰を示したものであるが 37.C、 2O.Cではほとんど差がみられ

ないが、 o.Cではその半分程度でが;1'1が飽和している。先ほどの放射照

織の実験では差がみられなかったことから、凶体と の級制!以後の、制11白

を殺す作用までには、ある程度淑l交依存の段階があることが予怨される e

Zl'i 2市で述べたようなJitn凶lli白nの形態変化などが考えられる。 Fi 
g. 1 8 (b) は、インキユベーシヨン温度 37.C、抗奥歯蛋白質淑皮

2μg/rn1に匹IJ:Lして先Aiと同じ 4相対lの庖を添加lした場合のt史的活

刊の変化を示している。 2l'直結!のj紅についての結巣はばらつきの多いも

のとなったが、他の 2fill ~fí は 2 から 4mM の ìM!立で殺菌活性を完全に抑

制し、 4組員Hいずれもが{頃向としては殺菌活性を阻害するものであった。

F'lg. 19  (a)は F i g. 1 6と同様に抗呉凶震白f!を作用させた

ll!iの品11111包内容物ilil:.L:をii).¥1べた結巣であるが、 Fig. 19 (b) では、

iifi1'1の飽和していない抗良凶 lli白質 100μg/m1での作用に対す る

N a C 1を示している。手111胞内 容物漏出もまた極の添加により阻害され
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従って、 m!'!凶!:ff1'1 f.!は、聞休とインタラクシヨンを持つはじめの段

附でlf，Aのi;!;f'~ を受けて作用を現せなくなると考えられた。このことは、

川iむから考られたJ忠良凶銭 lヨ質のイオンとしての性質と矛盾しないもの

であると忠われた。

:n'l iiii ザルコトキシン 1AとのJUH十川1

liLni:.li!:ff白1'1がセンチニクバエの付、仏lで兵箇に作用するときの l!;lJ克は

>1'1 fB !t!(W/水中ではなく、ニトロフラソンも存在しない。それではその代

わりにどの綴な~閃が抗民的資 CI 1'Iの{十周に影智を与えるであろうか.

!jえられるのは他の生体防御因子、機仰との相互作用である。結合活性

の実験で Ifï 兵 l~i !:ff I<ln は n iJ\i 品川 11白と K:8 合し得ることが分かった。 J昆以外

にも1-)1~{t な成分を l.'íつ体液中においても抗真菌i:fi白 11 が n 的と結合し fU

るかは未解明であるが、仮に結合したとすればオプソニン活性を持つこ

と咋も JUI待される。また、他の抗悶l長臼11との共同作用も考えられる。

lJ'i:r! IÁ\illi 白質は ~tf; イE，tj医!子であるが、感染微生物が侵入する休表向害H寺

にはザルコトヰシン目下、ザーベシンが誘導産生され、体液中に出現する。

従って感染防御に{立政凶銭白質が日'JJくとすれば、それは誘導性抗附EE白

11Y1i1E下であることになる。そして、その内のザルコトキシン 1AとIJ

AのJli]に相互的活性JI'l強効果が見られること、更にIit呉凶蛋白質の活性

がliiバクテリア性物nニトロフラゾンにより i首強されたことからも、イ自

のliLIA¥i lli白質とのJI¥Jにも共同作川がみられることがJUJ待された。そこで

j七般的入手の容易なザルコ トヰシン 1Aとザーぺシンを日]いてそれらと
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の11¥1に活性のl岱強作!日がみられるかの検討を行ったところ、ザルコトキ

シンIAと共存させたときに活性のJ円強が認められた。

jj i1，は、培地IJ'のC アルピカンスに名蛋白伐を 111.J1l、あるいは組み

のわせて添加し、 61l!i'II¥J J古延した後にプレ ト上に移して山現コロニ -

r.xを数えた。紡栄を Fig. 20 (a) に示す。抗奥歯蛋白質単独では

Jn.j!fll年11¥1が短いことから 40%紅肢のJI'll'I(iの遅れが認められる。ザルコ

トヰシン 1Aは、誘導H寺の i，.f;i直|刈i/，jJ.交に近く、且つ抗バクテリア作)1]の

発別には充分な 10μg/mlのil1J.且でmいているがほとんど作j日はみ
られなかった。 しかしこの 2つの蛋，.，1'1を共に添加lした区ではそのコロ

ニー 数は無処限区の 10%以下にまで減少した。 Fig. 20 (b) に

抗!'!1均lli白質i/"!J.交を 一定にして、ザルコトヰシン 1Aの濃度を変化させ

た場合の結果を示すが、ザルコトキシン 1A 濃度依存に山現コロニー数

は減少した。尚、この条件での C. アルピカンスの世代時!日lは約 211寺聞

であるのでコロニー数が 10%以下ということは培技開始H寺より生 l:fi数

が減っており、 tJHli的活性であることを fil味する。しかし、 1 11免培廷を

続けると生き残った凶がJ旬殖してくることも観察された.Fig.21

にその械な条i'l'Fにおいて 6l重恕iのrWiに抗奥歯蛋白質単独で、あるい

はザルコトキシン 1Aと共に作)1]させたときの結果を示す。 C.アルヒ

力ンスにおいてはザルコトキシン 1A との共存区も既に j!!~ 処主n 区の 8 0 

% f'，'J.主まで11'1殖しているが、 S. シェルヴイシェ 3株の内 2株は抗奥底l

Hi ，'， 1'I 1]1. J1l [互においても 60 %程皮JM?i1iが遅れており、サルコトキシン

1 ̂を添加するとJ('1舶は 90%W俊道で遅れた固第 1車で触れたように

S. ポンベは感受性が高く、その 2株は抗真図鑑白質111JrJtでi自殖を完全

に11][容された。

このことによって抗良iii蛋白質はセンチニクバエの他の生体防相111君子
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との共同作川を示し Kfることが分かった.しかも単独では抗抗菌 ili性の

!!I~ いザルコトキ シン I A と~~に働 くことは、 作用機 m を 考 えてい く仁で

(Iijらかの手がかりを与えることがjりIf与される。

?A'i5日行 革1111遣に対する作JIJ

N!'1的銭臼nはAf.IYiJ¥只凶に対する作用を持つ因子として見いだした
ものである。しかし、ヒトなどのIlIIi乳動物から IfJ(り山されたディフェン

シン、 あるいはカブトガニ山来のタキプレシン等の織に一つの蛋白質が

JfLバクテリア、 J点nJ河川'1'1::をH'つ例もある。そこでセンチニクパエ抗n

/，，¥1 n;臼nが*11/IAIのm姉に対して 111Ij'i的作用を示すか否かの検討を行った。

jj 11; は、グラム|場性断として!'~ 色 nu 制球 1:8を、グラム陰性菌としては大

11訪問をllJい、抗nUllli白1'!を添加lしてほ謎し、後に i問j主を iJIII定すること

により j同州に変化が生ずるかを部lべた.結果は、いずれの菌に対しても

抗民的銭iヨ質の添加はJI'Hu自に何等の変化を与えなかった (Fig.22)。

しかし、真閣の '1'でも C. アル ビカンス等のように抗英国蛋白質単独

での作用に感受性の低いものもある。そこで、 Eンチニクパエがf寺って

いるfJLHIIi担性蛋白伐との聞に、先に J'J1泊に対して抗奥歯蜜白質とザルコ

トヰシン Iとの1111にみられた共同作川がみられるのではないかと考えら

れた。ザルコトキシン Iは抗グラム除性菌蛋白質であるのに、これが!fL

nr，!lffi 自 r'I.と ~tl司で仰l くのであれば、本来の抗バクテリア活性も J自強さ

れることが予怨されると言うことである。方法は、大腸凶に対してザル

コトキシン IAの、 fILJ'l凶蛍白質存在下、非存在下でのis&依存性を比

政し、活性のJI')強が起こるかを制べた。その結果を Fig.23に示す
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が、大II品閣に対するザルコトキシン IAの活性の濃度依存性に変化は認

められなかった。このことは、抗良l湖ffi白'f'!の作用は抗バクテリア ffi白

1'$1ニl休の活性をm弛iするものではない こと を示している。従ってザルコ
トヰ シン 1AとVt民的民自質が共同して民的に作用するときには、先ず

JiL n IÅ~i 資自白がf! i出i*111 JJ包に日i}Jきかけて、)，'J関紺1I1包JJl<!に含まれるリ ン脂質

l限を ilil得することが実験的にはしられていることから、ポテンシャル的

には附宮を与えられるが111~Iリ l ではそれを行えないザルコトキシン I Aに

も作用できる状態にする、と 言っ た係式が考えられる.

庁i6 tiii まとめと考察

センチニクバエ抗災関fif白nは、 J;::J出中で生育している真菌に対して

は ~H られた凶株に対してしか抗 n凶活性を現さないが、閣が j曽殖できな

い旅切水 rl~' では 12 凶的に働くことが見いだされ、その H寺には、箇体内容

物と考えられる物質が副'"1包外に検出された。従って、抗真菌蛋白質は、
治1'1発現に条例を2liするが、ポテンシャル的には細胞隙害活性を持つも

のと 言え る。但し、真凶制lIJJ包の死と内容物漏出との因果関係は、副1111包で

はなく、再構成 JJ見やPI地の11見組成を似したリポソームを用いた実験で、

今後更に検討する必裂がある.

また、抗真凶 ffil士，1'.[のtf凶治的、制11脳内容物の闘体からの漏出はi藍が

(f{1することによって抑制された。このことはj戊射関税した抗真菌資自

J'!をI日いた笑!域で、抗n凶蛋白nがn凶*11111包に結合していると考えられ
ること、及びそれがやはり取により I!l[i!l'されたことから、細胞と抗真凶

ifi，"11が妓触する機1Mは、イオン性のものであることが考えられた。こ
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のことは、抗良医1m白nがヒスチジンに55むI反基性ffi門賞であることと

関係があるものと.'J.lわれた。この係にJ1i附ffi白1'1と凶休との結合及びJii

Ij:1 i，ri '1'1= 1J' J侃により III[符されることは、ウザギWi1粒f;J<Ll I 来抗良凶蛋 1~ln で

あり、これもまた Jll{1占性アミノ般に;.;:;む NPー1の例が実験的に確かめ

られている。これらの lli 白質の生 J~I 的作}l]が抗良凶生体防御であるとす

れば、その作川]は'1:I1I1 的濃度の jt~、また更に多くの物質が存在する J;'lJ党

ドで行われるはずである固従ってその治性が J/if.により IIJl答されることは

小川fiと考えられ、またどうしてその係な性質を持つのかは聞かではな

い。 JJt良区Iffi白1'1の例に限って考えてみると、 lつには生体内illI主が 2

5 0μg/ml以上と高いものであるため、生理的J/，x淵j良下でもその活

'1'1: fJ完全には1111~t されないことが挙げられる (F i g.15) 。更にm:

~と考えられるのが、ザルコトキシン 1 Aと共同で作用を持ち得ること

である。誘導性の生体 ~fj í.illlll 子が 11: 似することによって抗真菌活性が J~

強されることは、尖|傑に感染凶が侵入してくる状況と対応していること

からも考え f司ることである。

'I:f.本防世111羽子 111]に協制的作川が存 (Eすることは、生休防御j幾椛をより

(i9JJにするための手段としても効率的に優れたものであると言える。抗

体に比べれば航費:Jiのwかに少ないと与えられる抗菌性蛋白質によって多

くの感染微生物に対応するには、 I1日々の蛋白質が幅広い有効スベクトル

を州つことと、それらを組み合わせることにより単独では成し得ない機

能をグ'tJlliすることなどが!&i求されよう。産地に区場校の抗菌蛋白質問、

ザルコトキシン 1， Il， III，ザーベシンは、各々が少しずつ 1次制造の

.~N なるサブタイプから 1& るファミリーを形Jílt し、それによってイ午用スベ

クトルを広げていると考えられている.今回見いだした抗真菌蛋白伐と

ザルコトキシン 1Aとの共同作JIJは、以なったものの組み合わせにより
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析しい機 fì~ を引き 111 すことを始めて示唆した芦11 凡であると考えられる。
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Synergistic activity of antifungal protein and sarcotoxin IA 
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Fig.20 抗J'!凶蛋臼質とザルコトキシン 1Aとの共同作用。

( a)縦中111;熊処理 18:を 100%とした H寺の相対的生菌数。(b ) 

縦申111;抗良凶蛍白H111 ~~l 添 IJII 区の生凶数を 1 00%とした.いずれ

においてもカラム下の数字は各民 1=1J.;(の淑j交を示す.
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第 4章

総括
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本研究は、回目{の持つ '1:W ~jj ~II 機仰について折目し、 t元凶1'E蛋白質に

よる感染防御の仕組みの ー側而lをlリ]らかにする目的で行った。これまで

~枚宅で系統的に研究の i並められてきているセンチニクパエを材料にし

て、その新しい生体防御閃子、特に i自の昆虫からもまだi号られていなか

った抗兵問因子を!日l定することを考えた。

センチニクパエ 3令y，JJ~_[( (，f: i直によ'liAll ~I 五11111包数を減少させる活性を見い

だし、この体液を :.U発f-1料として、抗nJ苅活性を持つ因子の紛製を行い、

cDNAクローニングにより 1次H.jj位を l切らかにした。 .wられた因子
は 67アミノ隊より成る fIT自性閃子であった。この因子は、はじめに休

械に兄られた活性全てを税lリjす るものではなかった。これは、精製の途

中で前仰が複数に分かれたこと、{本j直の活性を兄るときと、ね11¥:111寺にm

いたアッセイ方法が異なったことによると考えられた。

f!1-られた抗J'!白¥1m白'Hは沈i2 1江に示した様な構造的特徴を持つ、これ
までに報告の無い新しい~白質であった a その特徴は、アミノ駿組成に

偏りがあること、抗l萄活性を持つffilヨ伐としては異例なま潟水性であるこ

と、分子内に応大 7アミノ目立残基111i，'[からなる繰り返し配列がみられる

ことなどである。また、偏ったアミノ服組成の内、ヒスチジンがモル比

でがJ2 0 %占めることから全体としても底基性震白質であると考えられ

た.

抗J'!凶蛋白11.のi百位は、 l'ti休表而の透過性を変えるものであると考え

られた。その収拠としては、作用点が釧11包内にあり、且つ単独ではTI闘

に作111しないニトロブラゾンが抗只1"lm白1'1と共存することにより C.

アルピカンスに殺l耳l的に作Jl]したこと、抗良凶ffi自主Iの作用を受けた C，

アルピカンス凶休から内容物の漏出が認められたことが挙げられる.ま

た、この抗~凶 ffi 白質の 作JlJは取がイ了 在することにより阻害を受けたが、
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これは、 J忠良医Iffi臼質がイオン性のイン亨ラクシヨンで菌体に結合して

いるためと解釈された。

jAnl泊ffi臼nの活性上での大きな特徴は、同じセンチニクパエ由来の

ji(パクテリアIffH質であるザルコトキシン 1Aと共存することにより活

刊がm強されることである。このことは、センチニクパエが限られた槌

灯lの生体防相11筑白伐をHlみ合わせることにより、効率的な感染防御を行

っていることを示唆するものであると考えられた.

今後の研究税問としては 2 つの方 lírl がある。 一 つは作用機納の Wí~ I切で

ある。抗真菌lli白f'!はn凶HIIII包に結合すると考えられ、またその作用を
受りた凶休からは内容物の漏出が起こることも観察されていることから、

n川点の内の少なくとも 1つは訓1111包求問精進にあるのではないかと考え

られる。このことを 11月らかにするためには真菌細胞から tlll出した膜成分、

更にはリン脂質、ステロール級品等を!日いて作製した再総成版、 リポソ

ームに対する抗兵凶蛋白1'1の結合、 p;ti!f活性、特異性など調べることが

必裂であると考えられる。また、このm:真菌蛋白1'1は、真理iと同じ真核

生物であるセンチニクパエから得られたものであるから、その作用点は

nl~i にのみあってハエには無いことが予怨される g 現在までに開発され

た抗災悶薬が少ないのは、災閣に対する選択毒性の高いものがなかなか

見いだされないためである。従って、抗奥歯蛋白質の真菌に対する作用

}.~t 及び作用機初を解 IIJlすることは、 m lJ\牲の高い安全な抗 n 凶楽をr;日発

するための基礎試料となることがj切符される。

研究のもう lつの方向は、抗良凶lli白質の生体内における役割、作用

の解明である.まずは抗良凶 ffi白J1がハエの休内においても良医iと結合

しjl}るか、また結合した凶が死ぬかの検討が必裂である。このことは、

io vitroでの活切を指仰にして見いだした抗呉国資自質が実際に生休

-74 -



~Jj 1，11/閃子であるかを芦11るために必要である.次に、 n菌感染防首1/徴的の

'1'での役制、{立i白づけを知lるための実験が必裂であろう。繰り返し述べ

てきたようにmJ'!凶活t1をHlいf!Jるものとしては、 フェノール目立イ七百手卦;
系、:i¥:食細胞49がある。メラニンが I:{j体表而に形成されるとそれがオプ

ソニ ン僚の作用をして、fi:食副1111包に処LII!され易くなるのではないかとい

う考えを持つ研究者もいるが、抗良川illi白質が生体内でも良的主11111白に粘

合できれば、 J五rUfilli白n自体のtititiが変わること等によって食会*11111包

に刈して非自己の存在を知lらせる倒きを持ち得るのではないかというこ

とも JUIf寺される.

史に、この銭円1'1は読者:，t11ではなく、正常な 3令幼虫の体液'1'に少な

くとも 250μg/mlという高い il'{J.li:で存在することから、他にも何

らかの機能を持っていることが予怨される。ザルコトキシン、ザーベシ

ン、ザルコファーガ レクチン等他の生体防御飯白質が 2重機能性を示

すことなどからも、発生・分化との|苅i!liについて検討を行うことが必要

であろう。また、 Nn凶lli白1'1は、金属結合蛋白nである可能的を指摘

したが、~'!\なった方法で li'j ¥Iiiすることによって、生体内ではどの採なm

で存在するかを知lることにも興味が持たれる.

以上述べたプfJliijで研究を進めることにより、昆虫の生休防御にとどま

らず、大きななl床での異物初除機構の解明を目指した研究全体に対して

がIらかの情報を提供できるものとJUli存される。
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第 5章

方法と材料
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1 .セ ンチニクパエ 3令yJJ!.l(体液のJ果I以

三H!{室において継代飼育している日 ンチニクパエの、成熟 3令幼虫の

f，t; ilkを採取した.

センチニクパエのライフサイクル

l令yJJ!k 

2令 .YJJ11 

3令幼虫

成熟 3令幼虫

dj市

1 0日間 II 
2=成虫

1 2日川 II 

IJ日皮

!日u主

この休i直を採取した

乾燥することにより畑化が誘導される

~~化

交J"s、 l令幼虫を産仔

3 令幼虫を飼料であるプタレバーから離した後 1 日以上絶食させ、 ìl~

1じ竹内を空にする.そしてレバーから附して 2日目から 5臼固までの幼

-11 -



日lのみを j日いた。体表をノj(ili I/Cで洗 った幼虫を氷上にiEいてl恥II¥iさせ、

liJ!日1Iを外科JIH央で切断、 JIFJ体をJ[して材、液を絞りI.Bし、コ ニング社の

ポリエチレン製スピッツ竹に受けた。続いて 3000回転/分 x1 0分

111]の ，ihl心操作により体液細胞を沈澱させて液相のみを他の容器;に移した.

この体液採取の 1111には必然的に 空気との筏触が起こり、 体液中のフェノ

ールオヰシデースが活叫化されて、 14、i自の凝固及び拘変が起こる。それ

を防ぐために以上の傑作は全て氷仁において、もしくは 4.Cに保 った.i8i

心mをmいて行った。 3令 yJJ1( 1 0 0 0回当たり得られた体液 l立は約 2
o m 1であった a 保存は-8 O.C冷凍J;I1内にて行った。

2目 抗民的活性のi!ll]定

'J:験全体を)illしては段数のアッセイ糸を使用した.いずれをmいたか

につ いては木文'1'に記，Ii¥:した. m 3 r;1.の実験におけるアツセイ系は別に

riG似した。

1，イ'4¥ìl~ 活 性の首\lI Æ

サブロ 寒天JflJ山上で継代j音J生している Ca n d i d a a 1 b i c 

ans  ATCC36232.f;J;を JIJいた。 C，アルビカンスを→Iフ'ロ

ー液体培地中、 37・Cで仮りながら jjij1;1 i!fし、 65 0 n mでの比j罰法に

より IAlj数を測定した。この的i班を培地で希釈し、 2x 1 0 ・訓1/11包(実際

にはコロニ j形成単位， CFU)/rnlの浪j交に調製した。

L記凶ilHOμ1をエツぺンドルフチューブに取り、ここにセチニク
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バエ体液を 1品大 50μ1 }JIIえ、 1 0 0μlに足らないものについては見

出川生理食瓜水で液旦を合わせた。これをよく混合した後、凶作しなが

ら37 'c 2 時 11\1インキユベ ー 卜した。インキユベート後、反応液を ~I::I!I!. 

食J!t，(水で 10 0 I白希釈し、その 100μ1をニトロフラゾ ンを含むサブ

ロ一定天培地に向いて 37 'c 2日11¥1Jff 1~f し、オリンパス社製コロニーカ

ウンター 、 OL-502A!¥'!で現れたコロニ 数を測定した。

Sabouraud agar; 4自glucose，1% peptone， 1. 5目agarp1l5.8 

10. 05目nitrofurnzonel

Sabouraud broth; Sabouraud agar without agar 

Insecl saline; 130mM NaC!， 5mM KC!， lmf! CaCl， 

11. i世イ，p日主主f占

1 と問機にi泊を精子主して 1~ーダ 低い 2x 1 0 ・品/111/包/mlの保1

1直を訓製し、その 50μ1をNu n c *J製 VJ.底96穴マル チタイタープ

レートに 入れた。これに最大 50μ1の験体を、それ以下の場合には験

イ本 と同じilH!t¥を }JIIえて 100μ1とし、 3 7 'c 1 2から 1611寺linJ昔:挺し

た。これに 100μ1のrl.iWI水を }JIIえて凶作し 65 0 n mの比濁によ

り的数を測定した.

3. j瓦良医imlel1'!のti'j!以

1. 熱処理

-19 司



-8 OOCで保存してあったセンチ ニ クパエ 3令幼虫体液をMiM1して、

5 0 0 m 1容のガラス製ビーカ ーに修して r4'i'il水で 10 f自に希釈し、百Il

1服)/-:i浴よで 10分Ii日処理した。イ本1直を希釈するのはセンチニクパエ yJJC[{ 

1本illiの蛋|斗 1;Ji:!J.主は 140から 160mg/mlと向いため、そのまま

熱処JlI!すると|孟1)[;になり、約1直jflli分をほとんど得ることができなか っ た

ためである。

続いてビーカ を氷上にi白いて冷却し、熱処理したポリプロピレン製

スピッツチユ ブに移して 3500r. p. m、 20分!日1.iSi心傑作を行

い、上ii'li回分を得た。このとき、 r，ti"iがくずれて品111かい図形成分が混入

するのと、脂1'!が浮遊しているので、 Ui'iiilli分をミリポア社製、ポアサ

イズ O. 4 4μmφ のニトロセルロ ースフィルターに泊してそれらを除

いた。

日. 逆相 HPLC

Gilson社製の iJ{ンプ x2、 ミキサー、圧力 81、 UVデ ィテクタ

一、 フラクシヨンコレクターより hltるシステムに、 Cynchrom宇i

1¥¥:1 C '8逆手目カラム Cynchropak RP-P (4. lmmID 

x250mmL)を接続した装位を位!日jした。グラディエントプログラ

ムのコントロールは NECネ'1:製コンビュータ PC-I00と、 M&

S j幾様。却のソフトウエアによって行った。

カラムは、 Barnstead社製 NANOpureII純水製造装

i丘で作製した純水に O. 0 5 %トリフルオロ酢般を添加lしたもので平衡

化した。また、i's:1:にJlJいた アセ トニ トリルにも岡市lJ.(rのトリ フルオロ
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目下目立を添)111した。

熱処理、.ihl心操作、及びろ ifilを終えた直l分を、システムのインジエク

シヨン ル ープの符 引にあわせて約 5mずつ 4凹、百，-20m  1アプライし

た。前山パターンのモニヲ は 220nm， 280nmの 2?1史長で行い、

ぷ迎り iilli分の吸収が低 Fした後、アセトニトリルグラジエントにより l以

ti Ilhi分のi@11:を行 った。

前:Mm分は 1m 1、もし くは O. 5 rn 1ずつ分取し、 ili心式真空エパ

ポレーターで陀燥させた後lI.ifil水にiliwiして抗貝凶アツセイの被検材料

とした " i長自の定 lít は Lowry~'fの jj 法に従った。

111. ゲルろ過 HPLC

日 と同 一 システムに T0 S 0 h -i'1: ¥Ii:1ゲルろ過カラム TSK-G30

o 0 S W XL ( 7. 8 m m x 3 0 c m )を桜統して使用した" 78:1:， 液に

はアセトニトリル DDW田トリフ ルオロ酢目立=6 0 ・40 0.05  

を川いた。分子Jjlの算定11寺には 50mMリン目立ナトリウム緩術液(2 0 

OmM収化ナトリウム、 pH 7. 5)を浴出i直に用い た。

4. アミノ般車11成分析

lUレリサーチセ ンター 仰に依頼して行った。逆相 HPLCにより精製

したわ'Ln凶資自1'11 5μgをガラス竹内にて減圧下、 6N-HCl (4 
%チオグリコール椴添加)、 110'Cx22時IHIの条件でJJII水分解し，

日立製 835型ア ミノ 敵分析官|で定!JJ:を行った。
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5. N末O;/Jア ミJNli円ll91Jの決定

*・レリサーチセンター仰に依頼してれった。 ti'ì製した tfi:!'~ I別lli白質

μgをAp p 1 i e d B i 0 S y s t e m s社製 4 7 7 A型気相

式シークエンサーにてエドマン分解を行い、生じた PTHーアミノ般を

同ネ|製 1 2 0 A型 PTHーアナライザー (PT Hーアミノ目立同定)l]H

PLCシステム)にて分析した。始めに抗真菌 lli自主iをそのまま試料に

川いた場合には、 1番目のザイクルから全く PTHーアミノ目立が検出さ

れなかった。そこで、以下に述べる処足11を行った。

アミノ末端のデブロッキングは、 P0 d e 1 1等の方法に従い、蜜白

伐をパイログルタメートアミノベプチデース処理することにより行った。

この静紫で消化することにより、 N末端のパイログルタミン駿 1残基の

みが lliI~IH から切り UJ される。

ii;i心式真空エパポレ ターにて乾燥させた抗呉国援白質 Bμgをエツ

ベンドルフチューブ内にて 80μ1 の DDB 緩 l~ï 液に溶解し、 l司じ緩衝

ì!~に 2mg/ ml の ìll)交に ifjWI~ した Boe hringer Mannh 

e i m B i 0 C h e m i c a 1 s社製パイログルタメー卜アミノぺプチ

デース4μ1を添加した。反応液の人ったチュープ内を室紫ガスに置換

し、 4 'Cにて H寺山l消化を行った。そして反応が行われたかの確認、静

~Uえび緩衝液成分を除く目的で、反応泌を逆相 HPLC を用いて分画し、

N末端配列解析の試料とした。
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、~

lhreilol， IOm~1 EDTA' 2Na， 5目glycerol 

6， ;dリゴヌクレオチドプロ ブのイ十製

cDNAクローニング、サザンプロットハイプリダイゼーションに問

いるプロープ、及び DN A JI.~基配列決定に m いるプライマ として、合

Jj)t;dリゴヌクレ 1チドを作製した。

A p p 1 i e d B i 0 S y s t e m s社製 38 1 A型DNA合成機

によって合成したオリゴヌクレオチドを、同社製;d'1)ゴヌクレオチド精

製カートリツジによって和製し、反応;日11産物等を|徐いた.得られたオリ

ゴヌクレオチドは、カ トリッジからのf富山にJl]いたアセ卜ニトリルを

.ihl心式n'!2エパポレーターで|除いた後、蒸留水に浴Mし、 2 6 0 n mの
紫外部領域の|以光!交を話111jEすることにより定ft!.した.

プロープとして!日いるオリゴヌクレオチドの }jj，射線際i龍は、 5 '末端

への "P-ATPのカイネーションにより行った。反応は、以下の反応

系により行った。

oligonucleolide Iμl 

IOx kinase buffer 6μl 

y _"p“ATP 5μl 

T4 polynucleolide kinase 4μI 

sleriled DDW 44μl 

Ilo l a I 60μ11 
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...... 可F

IOx kinase buffer; O.5N Tris-HCl buffer (pH 1.61， O.IM 

MgCI2， 50mM dithiothreitol， ImM EDTA 

反応液をエッベンドルフチユ ブ内で 37 "Cで 30分IHJ反応させ、 7

o "C、 1 0分間の熱処I'llにより、静止;を失活させて反応を停止させた。

次に、キャリアーとして大 11品開 tRNAを 20mgxlOμ1i's )JIIして

|以析を防ぎ、ベッドボリューム約 3m 1のセファデックス G -5 0を

初めたカラムを用いてクロマトグラフィ を行い、末端際i臨されたオリ

ゴヌクレオチドと来反比、の y-32p-ATPを分間した。フラクション

サイズは約 200μ1x 2 0本とした。各フラクションの欣射病性ijllJ定

はシンチレーションカウンナーによるチェレンコフ光測定で行った。ま

た、全てのフラクションを Whatmann社製 DE 7 5滅紙上で 2.

2 %係自主アンモニウム治液を展開液としたベ パ クロマトグラフィー

で展開し、そのうジオオートグラムを版ることにより、移動度の異なる

』出 ftfl~ オリゴヌクレオチドと未反 Lぶ γ "P-ATPをi出Bリし、 tfFi臨オリ

ゴヌクレオチドのみを合むフラクシヨンを集めた。この傑作により、 1 

5xlO. cprn/400pmolのプロ ープを得ることがで きた。

7. cDNAクロ ーニング

iti教室高焔等によって、 Okayarna&Bergの方法に従って機

築されたセンチニクパエ体表 ~I~ 'JI 6 11寺IlH後の 3令幼虫脂肪休 l到来 cD N 

Aライブラ リーから、和製した抗nIAJI Ifi白質をコードする cDNAのス
クリ ニングを行った。この cDNAライブラリーは Morrison
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のJji去により大))品l"i HBIOl株を)f;11転換し、それによ ってJ0:mさ
れるアンピシリン附牲により選択が行われている。従って、 cD N Aは

p B R -3 2 2 111 ol，の Okayama&Bergのプラスミドベクター

に制lみ込まれた形であるため、大11弘凶 DNAをフィルター上にトラップ

し、オリゴヌクレオチドプロ ープで協l'I'1クローンを選択するコロニープ

ロッ トハイブリダイゼーシヨン法を行った。

I . 1 s tスクリーニング

1 s tスクリーニングにおいては、合成した 2till結!の 1リゴヌクレオ

チドプロープの内、 Tm .Cの日い pN - 1のみを用いた。 1枚のマス

タ ーフィルター当たり 2.j:j(のレプリ力フィルヲーを作製してコロニープ

ロットハイブリダイゼーシヨンを行い、デュプリケー卜で検山されるシ

グナルに対応するコロニーを選択することにした。 l百l、この 1s tスク

リーニングの段断では防性クロ ーンの純化までは目的としない。

a. ナイロンフィルター上への DNAの固定

オートクレーブを川いて iJlXUiした NEN社製 9c m 径ナイロンフィル

ヲ を、アンピシリン 50μg/ml添加した LB(Luria-Be 

rotani)J:'fJ出プレート上に釆せ、 cDNAライブラリーでj杉質転検

した大11詰閣を 1プレ 卜当たり 10000クロ ン、 10プレートに蒔

いた。以 F、アンピシリン ーLBJ(jJ由プレートを LB-AMPプレート，

c D N Aライブラリーで形質転換した入:11品箇をライブラリーと略記する。

この 10枚のプレ トを 37.Cでー|晩Jt1恭し、レプリカフィルタ ーを作
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'Ji'iするときのマスす ープ レー トとした。次にマスタ プレートを LB一

八MPプレ トから;f.11し、ライブラリ の存在する聞に新しいナイロン

フィルターを強く引11しつりてライブラリ を転写し、レプリカフィルタ

ーを作製した。後にマスタ ープレ トJ'.のクローンとハイブリダイゼー

シ ョンのシグナルを対J，c:、させるために、各ヤのフィルタ ーの同一 位置に

ボールベンでマークを付けた。また、ハイプリダイゼーシヨンのシグナ

ルをデュプリケー卜で検山するために、各マステープレートにつき 2枚

のレプリカフィルテーを作製した。続いて、マスター及びレプリカフィ

ルず ー全てを析しい LB-AMPに釆せて、つぶれたコロニ ーが伐り上

がっ た形状になるまで、 511年11¥1，fjl皮J行持した。マスタ ープ レー トはビニ

ールテープでシールして、 4'Cにたもって{虫干Fした。 レプリ力フィルタ

ーは LB-AMPプレートから剥して LB一CMプレート(クロラムフ

ヱニコ ル 200μg/mlを含む LB j宮地プレ ト)に釆せ換え、更

に 37 'C、 ーl晩j宮廷した。このクロラムブェニコール処J1Jjによりプラス

ミドがJ付師される。

次にレプリ jJフィルターを プ レートから献して、以下の手順で大 11¥1凶

のアルカリ処JIIlによる浴 l湖、ナイロ ンフィルデ 上への DNAの回定操

作を行った。ナイロンフィルタ ーをJlJいた場合にはuvクロスリンク及

びベイキングを行わなくても、乾燥させるだけで DNAがフィルターに

1，1，1定される。

可
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:

噌

札

C
L

口
mρ

「
E
E
E
E
E
E
E
E
E
E
E
E
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つゐ×
 

1処JIIl 5分 11¥1 アルカリ浴iMi

3分IIlI
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5分1i¥J

3分|削Jml~iZ 

瓜i:'Z 1 11寺1m

rl' ，fU 

固定

Sol. 1; 0.5M NaOH 
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LB-brolh; 1目peplpne，0.5目yenslexslracl， 1% NaCI， p117.0 

LB-plale; add 1.5目agarfor LU-brolh 

LB-AMP; add 50μ gl田1ampicillin for Ls-plale 

LB-CM; add 200μ g/ml chloramphenicol for LB-plale 

b. ハイブリダイゼ ション

i註初に DNAを|宣|定したフィルデーをプレウオツシユ S 0 1. に一晩

6 O"Cで仮説しながら浸し、スポンジで経〈擦って付着した図体残査を

取り|除いた。このフィルデ を 10 枚ずつ 20m1のプレハイブリダイ

ゼーシヨン前液と共にビニールバッグに入れ、気泡を除いてポリシーラ

で密封した。インキユベ シヨン ""に溶液が漏れないよう、ビニ ル

バッグは 2虚にした。溶液が全体に行き減るようフィルデーを入れたビ

ニ ルバッグを 2枚のガラス板で挟んでゴムバンドで止め、 6O"Cに保

った恒潟水胞に浸して 11晩プレハイブリダイゼーションを行った。

プレハイブリダイ ゼーションを終えたフィルターをバッグから取り出

し、 1 0牧ずつ放射標識した p N - 1プロープを含むハイプリダイゼ
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ション治i直10m1と共にf1Jび 2虫ビニ ルバッグにいれて気池を|徐き、

総封、ガラス板で挟んで 50 ・Cの伺潟水j百に浸して 1I晩ハイブリダイゼ

ーションを行った。

一般にハイブリダイゼーション及びフィルタ ウオツシュを行う混j支

を決定するためのt:HIとして、 2fo]j ~ii の方法が使用されている.その 1

つが Schi1clkraft， C. and Lifson， S. 

及。t、 Lathe， R. による訂:n式、他 jJが Itakura's

r u 1 eとII'Fばれる経験)!Ijである.

オリゴヌクレオチドプロープ pN - 1について上の 2邸類の方法で T

mを引 nした。 Sc h i 1 d k r a f tらの言In:式は

Tm"C=16. 61ogM+0. 41 (%G+C) +81.5 

-820/1 

M;取淵度、 %G+C;プロ ブ巾の G+C含虫、

1 ;プロープの収益数

というものである。ハイブリダイゼーション溶液には 4x S S Cが含ま

れており、従って Jf.!..inJ.主は

4xO. 15M=0. 6M  

p N -1の %G+Cは、 Iを日1Ji:から除外するため

10/(23-2) x 100 ~47. 62% 

全長は 23 bから Iの 2を号|いて 21 bある。これらを上式に 当てはめ

ると、

Tm"C=16. 61og0. 6+0. 41 (47.62) 

+81.5-820/21=干 58.29

という!自がn:1lされた。
Itakura's ru1eは、 AとTによる結合の Tm.Cを 2.C、
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GとCによるものを 4.Cとして、プロープの全I鼠ぷ分を足し合わせるも

のである固 pN - 1の Tm.Cは

T m .C = 2 x 1 1 + 4 x 1 0 = 6 2 

とJriEされる。しかし、この経験)!IJは 6x S S Cを用いた場合であり、

Jf，K淑j良が低いJ必ず守には (11'(はより小さくなる。この場合は 4x S S Cを用

いるので 6O.C科 j良となる。

以 Lの 2つの訂nカil、で、 pN -1の Tm.Cは 58から 6O.Cとn定

された。 Tmの制度ではプロープと cDNAのハイブリッドは 50%解

脱の状態となり、不安定であるためハイプリダイゼーシヨンは数度低い

~Ilil u;で行うものとされている。尖際の実験上においては、プロープの410

~!f ~N 的 l敗者及びマッチングの少ない相手とのハイブリツド形成がなされ

無い条件であることが必~である。今回川いた c D N Aライブラリーか

らfJl況に多くの cDNAが、阿 A のJnl，でクロ ニングされている。例
えばザルコトキシン IIAcDNAの場合には、 20me r、 Tm.C=4

2のプロープをもちいてクロ ニングがなされている。従って p N - 1 

を川いたスクリーニングの場合には、 Tmよりかなり低い温度でハイブ

リダイゼ シヨンを行っても、ハックグラウンドは問題にならないと考

えられたので 5O.Cとした。

ハイブリダイゼーシヨンの後フィルず をバッグから取り IIJし、フィ

ルターウオツシュ ifiì!~を川]いて、室温で 5 分間 x 3回、 5O.Cで 10分

II:J x 210洗浄した.この11年の放射活tlは、 5から 7kcpm/フィルタ

ー であった。このフィルターを WaLtman字上製 3 M M~HKの台 H~

にlIiiってビニールラップを打卜け、ー 7O.C、 311寺l削オ トラジオグラフ

f ー を rr った (Koda k ネ t !j_~ X-OMAT ARフィルム). ~亮 {象

後、フィルターの栴号とポジシヨンマーカ ーをマジックベ ンでフィルム
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1:に写し取った。

Pre-wash sol，; 3x SSC， 0，1% SDS 

Pre-hybridizalion sol.; 3x SSC， 10x Denhardl' s sol.， 50μE 

/皿1ssssDNA 

lIybridizalion sol.; 4x SSC， 10X Denhardl' s so卜， 25μg/皿l

ssssDNA， J2P-labbled probe 

Fillerwash sol.; 4x SSC， 0，1目SDS

x20 SSC; 3トINaCI， 0，3トISodium cilrale 

C. 防'1'1クローンの選J)¥

2 ~，文のレプリカフィルターから撮ったオ トラジオグラフを、ポジシ

ヨンマークに従って車ね合わせ、 2枚共に現れたもののみを防性シグナ

ルと判断した。このポ ジ シヨンマークと陽性シグナルの位従をビニール

シー ト 1-，に?fきttした.

4 ocで{AlイTしてあったマスタープレ ー トからフィルヲーを剥して、先

のビ ニ ールシ ト仁にポジシヨンマ クを合わせて釆せ、防性シグナル

を与えるクローンの位併を求めた。 1s tスクリーニングにおいてはフ

f ルタ一七の lÃ\i の ~c肢が向いため、この段階で単一 クローンのみを選別

するのは困難である。従って、防刊シグナル{立直付近の数クローンを滅

的した爪綴校でピックアップし、 2n dスクリーニングにおいてクロー

ンの純化を行うことにした。

II. 2 n dスクリーニング
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1 s tスクリ ニングで巡j}{した クロ ンを LB il!H本I白地で 10 

111系列で 5段附に希釈し、 LB-AMPプレート上のナイロンフィルタ

ーにブレ ティングし、 37.C、 11駒山延した。希釈系列'1'、 1プレー

ト仁のコロニ ー数が 100から 200に近いものを選んでマスデープレ

ー トとした。以下のレプリ力プレーティング、 DNAの也IJE、コロニ ー

プロットハイブ リダイゼ ーシヨン、及びコロニ一選択は 1s tスクリー

ニン グと同僚に行った。 1s tスクリ ニングで選択したクロ ンが純

化されたと考えられた.

川 3 r dスクリ ーニング

2 n dスクリ ニングで選択したクロ ンからプラスミドを料製し、

2 i'l¥ JJlのオリゴヌクレオチドプロープに対する反応性をサザンプロット

ハイブリダイゼーシヨン法により検定した。その給梨、 2i虫類いずれの

プロ ブともハイブリダイズするものを選iJ11し、 I反基配列決定 を行うこ

とにした。

a. プラスミドの部l!lii

2 n dスクリ ニングで純化した pN - 1 陽性クローン大 IJ~ 凶を、 5

o lTl 1容のチュープ'IJ、 5lTl 1の LB液体培地で一晩培恭 し、そこから

L i C 1 -煮沸法により cDNAをインサートにもつプラスミドを以下

のTJ4fiで料製した。

大脱出lクロ ーン
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L，soz，me sol.; 10mg I，zoz，me/ml TELT Buffer 
RES 11; buffered phenol :CIA =1: 1 

C 1 A; CII C 1，・isoam，lalcohol=24:1 
Buffered pbenol; phenol saluruled wilh O.IH Tris-IICllpIl8. 0) 

TE buffer; 1皿HEDTA， 10mH Tri!;-HCllpIl7. 4) 

b. サザンプロットハイブリダイゼ ション

3 r dスクリ ーニングにおいては、防性クロ ーンか らプラスミドをtlll

111しpN- 1， pN-2の 2flHJ1の プロ ブにたいする反応性をサザン

プロッ トハイ ブリダ イゼーション法によ り検定した。

2 n dスクリ ーニングで向た偽，)1'1クローンを、ベクター上に認識n!1(立

のある制限両手:mH i n d 111， P v u 11で消化し、 1 %濃度のアガロース

ゲル電気泳lTVJを行った。 2i'll矧のプロ ブを!日いるため!司じ泳動を 21m 

1fった。プロッティングは S0 u t h e r nの刀法に従って、以下の手

~1 で行った。

アガロースゲル

O. 2 5 N H C 1処J1li 1 0分Il¥J

DDWで洗Ifi

1. 5M  NaCl、 O. 5M  NaOH処坦! 1 5分 liiJx 2 

DDWで沈、冷

- 1. 5M  NaCl、 1 ~ I T r i s -H C 1処理 1 5 分 I~J

x 2 

ニ トロセルロス フィ ルタ にプロッティング
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]枚のゲルあたり、ガラス板 2校、ウルと|目jじ大きさにカットした 3

M ~'l iJ!~ 剥\ 6 tJ(、 ニ トロセル uース 7 (ルタ 1 -t.文、ベーパ タオルを J'l-

さ Gc m ，Pi1.川立する。これらを次のN!l祈の辺りにmねてプロッティング

をjjった。先ずガラス似を水平な JJ;lli)iにおき、 20xSSCに反した 3

MM総和¥3枚を3mせる.この仁にゲルを飽き、ニトロセルロ ースフィル

デ をw.者させる.更に 20xSSCに浸した 3MM泌HO枚、乾燥し

た 3M MiHl是正 2-t.主、ペ ーパータ オル、ガラス 4臣、 100から 20 0 gの

唱しを乗せて 1Iぬ欣山した。プロッテイング終了後フィルタ にゲルの

スロット位筒、全体の j彩を T'Fき込み、 6 x S S Cで洗浄した後、乾燥、

8 0 'C 5 11寺li¥Jのベイキングを行い DNAをフィルタ 上に回定した。

ハイプリダイゼーシヨンは、 pN -1を用いた場合が 55 'C、 pN-

2では 49 'Cの以伎で行った。プローフの放射ラベル、ハイブリダイゼ

ーシ ョン、フィルターウォッシュ、オートラジオグラフィーはコロニ

ハイプリダイゼーションのlI!fと阿織に行った。

111られたクローンはグリセロールストック法により保存した。

8. cDNAのjぷ!it配列決定

スクリーニングされた cDNAは、その全長が O.5kbpと比較的

)~j いためサブクローニングせず、プラスミドベクターに組み込まれた形

のままシ クエンスを行った。

シークエンスに m いる DNA には RNA及びゲノム DNA が ~M 入して

いないことが要求される。また li1的にもハイブリダイゼーション法で検
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:11する j羽合に比べて多く使JIJするため、アルカリ法と PEG沈澱J去をHl

みのわせてプラスミドの1内側を行った.

大J1ll凶クローンを su p e r IJ l' 0 t h (2 5 0 III 1 / [i 0 0 111 1 

J反しlコルベン)で 51I!j' 11¥1 J(li[日し、終it1!度300μg/口I1のクロラムフ

ヱニコールを }JIIえてlf.iに 11別府 1J~ してプラスミドを JIH日させた。この凶

を 5k r p m、 5分 11¥]のili心操作により集凶し、以下の手順でプラスミ

ドを tlll山、fi1!liiした。

大11自凶クローン

S 0 1. 1 4 III 1にrttm

リゾチーム処rM!

喝 S 0 1. 2 1 0 III 1 

氷上でmn 5分11¥1

5M KOAdu循iil主 'l. 5 III 1 

氷冷 2 5分 11¥1

ili心版作 8krpm 5分110

上i1i匝IJ分

1-ィソプロパノール川

i''!;澱1出l分

団'1・ EIil H!リ il~ 1. 5mlに浴1yi

RNase処叫!

-R E S I1 llIlLi¥ 

水ml PEG川

TE級1品!被 100μ1に懸濁
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~R………E日山………S引M山川II川川I川山jれl山H
水府

トC…1̂山A川J川11
ノ'l<Jf府司lエタノール川
T Eml~jì班 100μlに懸i弱

プラスミド浴 ìl~
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S 0 1目 2;O.2f1 NaOIl， 1目SDS

5f1 KOAc buffer; KOAc 147.2g， AcOIl 57.5ml， DDW UP lo 500ml 

lysozyme so1.; 25mg lysozyme/ml So1. 1 

乙うして得たプラスミ ドのインザー トの 2 0から 40 b上流のベク

ターの配列に1¥Jfilì 的なプライマ ーを作製 し、下流の円~ )'IJを決定すること

にした。続いて、決定した配列をもとに新たなプライマーを作製して読

み{q1ばして行く β法をとる.これを 3" 5 I両方向から行い、いずれの

li，) さから も全長をカバーするようにした.シ ケエンスには Un i t e 

d s t a t e s B i 0 c h e -m i c a 1 s t1li10) 7 -d e a z a-

s e q u e n c i n g k i t、 Sequenase Ver. 2.0 

をJrJいた.

2本自:J'!プラスミド DN Ai筏i班，(5μg  /1  6μ1  )に lN NaOH  

4μ1を加えて室Hiltで5分 111]1i!l.1liし、 i木鎖に解脱した。このアル力リ
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t: 刊プラス ミドをエタノール枕;澱11，により |回収し、 7μ1の DDWにis

mした.続いて 2.5pmolのプラ イマーを、総毘 10μ1の反応系、

S e q u e n a s e級節減'1'で65 .C 1 5分間、その後 30分1i:Jかけ て

1-Hiliilに戻しアニーリングさせた.統いて、以下に示す方法でシ クエン

ス反比iを行った。

Annealing 80ト 10μi

O. 1 fI DTT 1μl 

labelling 80ト 2μ

32P-dCTP 1μ 
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250皿ト1N a C 1" 

Labelling 801.; 7. 5μH 7-deaza dGTP， 7.5μ fI dATP， 7.5μH 

dTTP 
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32P-dCTP; 3000mCi/m mol 

Formamide dye; 95% forma阻ide，20mM EDTA， 0，05目BPB，0，05% 

xc 

71:気泳rruJは 8M 1未来を合む 6%ポリアクリルアミドゲル (60cmH，

30cmW， O. 35mmD)、 70ワット一定包j工で行い、泳rruJ後ゲ

ルを泌紙にうJ~ り付げて吃燦させ、オートラジオグラフィーを行った(

Kodak  Xー OMAT AR5フイ Jレム). 

前みとった j伝;/.hI'iJタlの編集、アミノ目立配列への納訳、ハイドロパシー

プロット、高次f{"造予測などは、 SDCソフトウェア開発仰の辿伝的報

処rtIlプログラム GENETYX Ver. 7.00 を!日い て行った。

9. ゲノッミクサザンプロットハイブリダイゼーシヨン

センチニクバエ 3令幻J!.l!)Il1)的体より DNAをtlll出し、制限iHffiで切断

した後アガロ スゲル電気j，j(rruJを行い、抗真菌蛋白1'IcDNAの制訳傾

H': .II~ てを台むプロ ー プをJlJいて 1' 1 n~ il'!伝子断}'iの検l.Uを行った。

1. ゲノム DNAのjll!山

ピンチニクバエ 3令幻'E1.(6 0凶を解削し、脂肪体のみを得て、以下の

下町lで DNAをJIII:Uした。定lilは紫外部吸光j生測定により行い、収litは

480μgであった.
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脂肪i，f;

r BufferI 8rnlに!'i&i凶
ト*モジナイズ

ト述心J却作 3krpm 10分11¥1

r，t澱幽分

[Buff rI 20mllこ懸湖

述心操作 3krprn 10分Il¥J

r，t澱削分

トBufferII 2ml州間
以懸i到i直

卜 12. 5mM  EDTA， O. 5%SDS 

卜 P.C. 1. 等liJに懸m

十 述心jj)作 3krprn 10分11¥1(3肝に分かれる)

上府， 'IJ川府

ー C. 1. ~'l'.m_に!Y& ila

ー述心J:j)イl' 3 k r p rn 1， 0分II¥J x 3凹

よ1Pi，仁l'1I¥l}['j (3凶目上府を得る①)

ト DDW 等Iit

卜 述心操作 3krpm 10分II¥J

上府②

①+②  

[ (熱処理済)処 E

P. C. 1. fluill 

C. 1. 1111 1:lJ x 3 1到
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相

W

澱

消

沈

に

'

レ

町

民

一

面
d

ノ

同

仙

波

hγ

分

E
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D

suCCerl; 10mN Tris-IICI (pIl7. 91， 2mN CaCI2， ImN 11gCI" 130ml-l 

sucrosc 

BuCCerll; 15mN Tris-IICI (pIl7. 41， 60田トIKCI， 15皿NIlaCI， 3m].! 

トIgCI2，O. 05mH CaCI2， O. 5mH dilhiolhreilol， 250mN 

sucrose 

P.C.I.; buffered phenol:chlol'oCorm:isoamil alcohol=25:24:1 

C. 1.; chloroCorm:isoamrl alcohol=50: I 

11. プロー プの作製

シークエンス にj日いたオリゴヌクレオチドプラーマ を使用して cD 

NAをPC R ì去によりJI'l闘し、制限 M7i;D r a. I で消化した 後、 Il~ 融点

アガロースゲル電気III(UVJによ りcDNA5'末端からかぞえて+1 8か

ら 1-3 1 0 の~Jl J或 2 9 2 b pを切り:JIして回収した。この cDNA断片

2 G n gを宝消j自社製 ランダムプライマー DNAラベリ ングキッ トをIIJ

いて口PI!':!Gr~ した.比 i;ri 性は 2. GXIO'cpm/25ngであ った.

可
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9 5・C 3分IIH

氷冷 5分11:1'1

1 0 x綴Hiii世 2. 5μ1， dNTP 2.5μ1， 

"P-dCTP 4μ1， DDW  7μ1 

ド
M
M
M
 

k1enow 防 Î!~ilU 1μ1 

-37"C 311与IIrJ

-0. 5M  EDTA  

ゲルろ j位(セファデックス G- 5 0 ) 

プローフ

"P-dCTP; Amcrsham， 310MsQ/ml 

111. ハイプリダイゼーション

センチニクバエゲノム DNA各 5μgを制限醇紫で消化し、 1 %アガ

ロ スゲル電気泳即jを行った.このゲルを NEN Research 

Pl'oductSt.l製のナイロンメンブレン、ジーンスクリーンにブロ

ツティングし、 トランスイルミネーデ 上、 2. 5分1111のuvクロスリ

ンクにより DNAを定脅させた。ハイフリダイゼーション反応は Ame

L'sharn社製のラピッド・ハイブリダイゼ シヨン システムを用い

て行った.

ナイロンフィルター

トラピッド ハイフゾダイゼーシヨン溶液 (5m1/100

ー 101-
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c m ・フィルデ ー)

プレハイ プ リダイゼ ーシヨン 6 5 'C 1 5分 1111

-ハイプリダイゼーシヨン(プロープ 25 n g) 

6 5・C 1 211寺111)

フィルター洗浄 (0. lxSSC， O. l%SDS， 42'C) 

1ー 卜ラジオグ ラフィ

1 o. tJl:凶活1'tili'IA

2. で述べたのと問般に C.アルピカンスを応援し、生理食j長水もし

くは蒸留水で 4回述心洗浄して JgJ出成分を除いてから 2x 1 0・剃11胞/

m 1の闘i庄を剥製した.この 50μ1をV底 96穴マルチタイタ ープレ

ー トにいれ、生I盟食j反水もしくは旅留7.kに溶解した抗真菌悠白伐を添加1

して 37・C2411守11¥1インヰユベ ー トした.このi直10μ1をサ ブ ロ プ

レー ト上に ii;yいて 37・C2 U IIllm抗し、生凶数を III測した.

1)')容物の稲山の検出は!強)Jrの 11I1l'Iiから、凶の活!!吹を lXlO.t，i1l附/

111 1と して、これに各ill)克lfC兵邸前白n浴泌を等血添加lして 37 'C 1 2 
111;1111インキユベ ー トした後、この波のill心上消の 26 0 n mのl以兆j且を

iJIII Ji，した。
附体内容物漏山の 100%コtントロールとしては、同盈の凶休を 1% 

SDS存在下、 100・C1 0分lfil処即した時の述心上消をJTJいた.この

糸('1より SDsm肢を上げても上約の 1政光l旦は向くならないことを確認

した.
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I 1. ザルコトキシン IA との ~~I司作用

1.25xlO'副1111包/m1サブロー培地の凶波 80μlに、抗災凶

1H臼rr水溶液 10μ1: ザルコトキシン IAすい浴液 10μlもしくは
ぷ1了(lKを加えて 100μ1とした.これを V底 96穴マルチ亨イタープ

レ ト上、 37・C6 1I!f 1111 J古 ~JÈ し、これを 1 0μ1取ってサプロープレー

トlーに時き、 37 "C 2 EIII¥lJ日技後:.11mしたコロニ 数を数えた.

I 2. 結合活性測定

クロラミン Tìl，によりtÎO主的 ml~ln を'" 1 j:，l諭した.放射比活性は

2. 7xlO. cpm/μgであった" j票識蛋白質を、非保織のvt真凶

fliド11'1で希釈して 3:'5 x 1 0・cp m /μg  /1  0μ1として、この
I 0μ1を派m水'1'に懸mした C. アルピ力ンスとエッベンドルフチュ

ーフ>1'でインキユベー卜した後、述心_I:消を|除いて Y カウンヲーで以

目、Ji円性 をJ1IJ定した。抗真由HI1白1'!がチユ フ.~についた分を知l るために

品11111包マイサスで阿じ版作を行い、その luを差し引いて制11Il!lとのh'i合1!1と

した。インプットの約半分の前十1:111 1I，~に付泊していた.

抗史的m白1'!水消滅 3 0μg/50μ1 

l (  /m 1 ) 

クロラミン niii直 5 0μ1 (lmg/m10. 5M  リン
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酸級{到j出， p1I7. 5) 

混合、 I分川護湘Ij/l.1白

停止i庄 100μ1 (2mg/mlNaHSO，) 

2M  NaI 10μ1 

ゲルろ j@ (セファデックス G-1 5，キャリア として終it1J.且

0.2%BSAを1111えておいた)

Yーカウンデーによる測定、n1~~ J.反 ~ìJ: リアクリルアミドゲル m

~\ 泳刷、オートラジ1グラフィーによりJjJt.身、li円1'1:，抑制tの/i'((;M!.を

行った。

1 2 3 
kDa 

12.4 -

!il l li~ ω 

6.5 - I~I:時

Fig.24 抑制 m 臼 H の ~t 目立以来 i)!リアクリルアミドm気IJ);!IVJ 
1卑とオートラジオグラ 7;(-，レーン 1、分子.mマー力一;レーン

2，抗良区Imlヨ11の CBB染色仰;レーン 3， レーン 2のラジオオ

ートグラフィー.
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1 3 . 抗kllJj)liア ッセイ

D i f C 0 1 a b 0 r a t 0 r i e s社製 an t i b i 0 - t i c 

m e d i u m 3 IjJで前培養し、同じく希釈した大腸凶 K12-594

l~、及び黄色百fj 萄球的 FDA109P を川いた。 6 5 0 n mのi罰J交を O.

021に合わせた凶液 70μlをV此 96穴プレ 卜に人れ、 抗只菌Iff

i'lnをJJlIえて 100μ1とし、 2 I/;'j 1111 J古恭した後j樹皮を iWI定 した。

Ji[n凶ffi白質とザルコトキシン 1Aの共同効果は、同じn白tfl主主液 70 

μ1にザルコトキシン 1Aのみn1J.交を変えて加えたものと、そこに抗真

i:.:i飯白1'1:を 50μg/mlを併せてm芯し、その培養結果を比較した。

Anlibiolic mediu田3; bacto beef exlract 1. 5g， yeasl exlracl 

1.5g， peplone 5g， dexlrose Ig， NaC1 

3.5g， K，lIPO， 3.68g， KH，PO. 1.32g， DDW 

up lo 1000皿l

105 -



ー 『句晴

参考文献

< 1 )手11文参考文献

tt，'! ~1'1 実験法 ?l'~ 6版 ( 1 983) 東京大γ薬学部微生物語E品化学教室編

DNA  際準実験i1，(198 8) 東京大学薬学官IS微生物主主品化学教室編
|吊l 川 ~(f 之 学位論文 ( 1 985) UiJj(大字架学部

安旅敬一 学1立論文 (1988) UiJj(大写楽学官IS

IJ~ 111日f治 学1立論文 (1990) m 京大学梨学部

金:11:lI ~j 夫 学{立論文 ( 1990) 京京大半梨学部

Hm.lE実 編 実験医学 (1981) Vol. 5， No.lI， バイオテクノロ

ジ 一実験法シリ ズ ill伝子工学総集編 羊土社

戸I1IAI別 化学と生物 Vol. 26， 425-435 

徳永文u 岩永良UR 代詩I (1989) Vol.25， No.5， 429-439 

~j! 栄治 I}J川八日IS 三輪谷俊夫 編 生物化学実験の手引き 2，タ

ンパク'1'!の分削[・分析法 化学問人

|ι! 生物化学実験の手引き 3，抜般の分自11・分析法

川村持J成 lliil皮1fi:阿1) 編 生化学分析法 問江笠

Fallon， R. H. 編 大沢利II({ ~~訳 生化学実験法 9，高速

液体クロマトグラフィー 東京化学同人

江川削生 山口英!!J: 内川Jl野久 平谷氏m 山本 容正 岩 IIl.f11夫
(1911) Japan. J. Med. Mycol. Vol.18， No. ]， 

65-13 

il川申i}]生山口英 l止符![!.fll夫 (1918) Japan. J. Med. 

ー 106-



~・.

M y C 0 1. Vol.19， No， 4， 303-315 

同 (1979) Japan. J. Med. Myco1. Vo1.20， No.1， 

20-30 

( 2 )英文参考文献

Ando， K.， Okada，ト1.， and Nalori， S白 (1987) Biochemislry 26， 

226-230 

Ando， k.， and Nalori， S. (1987) J. Bioche皿。 103，735-739 

Ando， K.， and Nalori， S. (1988) siochemislry 27， 1715-1721 

UaIJa， K.， Okada， M.， Kawano， T.， Komano， 11.， and Nalori， S. 

(1987) J. Biochem. 102， 69-74 

Uo h 1阻ann，H.， Clausen， S.， Behnke， S.， Giese， H.， Hiller， C.， 

Hei皿ann-Philipp，U.， Schrader， G.， Barkhol!， V.， and Apel， K. 

(1988) EHBO J. 7， 1559-1565 

Iloyer， H. W.， and Roulland-Dussois (1969) J。ト101. Biol. 41， 

459-472 

Carroll， S. F.， and Marlinez， R. J. (1981) Biochemislry 20， 

5973-5981 

Carroll， S. F.， and Marlinez， R. J. (1981) Biochemislry 20， 

5981-5987 

C8rroll， S. F.， and Hnrlinez， R. J. (1981) Bioche皿is l r y 20， 

5988-5995 

Casleels， P.， Ampe， C.， Jacobs， F.， Vaeck，ト1.， and Te皿ps!， P. 

(1989) EHBO J. 8， 2387-2391 

-107 



-・ーー司・司・r

Chou， P. Y.， and Fasman， G. D. (197B) Annu. Rev. Bioche皿. 47， 

251-2 7 6 

Chou， P. Y.， and Fasman， G. D. (197B) Adv. Enzymol. 47， 45-14B 

Fairbanks， G.， Slech， T. L.， and Wnllach (1971) Biochem. 10， 

2606 

Frank， R. W.， Gennaro， R.， Schneider， K.， Przybylski， M.， and 

Homeo， D. (1990) J. Biol. Chem. 265， IBB71-IBB74 

Gabriel. O. (1971) Melhod in Enzymology 22， 565-57B 

Garnier， j.， Osgulhorpe， D. J.， and Hobson， B. (197B) J. Mol. 

日iol. 120， 97-120 

Goldberg， D. A. (1980) Proc. Nall. Acad. Sci. USA 77， 5794-

579 B 

Greenwald， G. 1.， and Ganz， T. (19B7) Infeclion and 1回目un il y 

55， 1365-136B 

lIalmes and Quigley (1981) Biochem. 114， 193 

lIanahan， D.， andトleselson，ト1. (19BO) Gene 10， 63-67 

Jomori， T.， Kubo， T.， and Nalori， S. (1990) Eur. J. Biochem. 

円

X
U1
 
3
 
3
 
1
 
6
 
6
 
2
 

m山e
 

h
u
 c
 

l
 
o
 

l
 
B
 

J
 
)
 
-9
 
9
 
l
 ，
 
s
 

l
 
r
 
o
 

l
 
a
 

M
N
 
d
 

B

n

 

o

a

 

2
 。
T

2
 
'

il
 

o

r
 

9

0

 

1

l

m

 

。
J
 

13323 

Jomori， T.， and Nalori， S.， (1991) J. Biol. Chem. suhmilted. 

Kanai， A.， and Nalori， S. (19B9) FEsS LETTERS 25B， 199-202 

Ko皿ano，11.， Mizuno， D.， and Nalori， S. (19BO) J. Biol. Chem. 

255，2919-2924 

Kyle， J.， and Doolillle， R. F. (19B2) J. Mol. Biol. 157，105-

10B 



132 

J.nemmli， U. K. (1970) Nalure 227，680 

l，alhe， R. (1985) J. Hol. Biol. 183， 1-12 

J
 
1
 
9
 
9
 
l
 
l
 

J
 ，
 

vu 
，“u
 
n
 

nu 
un
 

A
U
 
H
 
E
 

i
 
n
 

ou s
 

d
 

n
M
 e
 

u
，
 

5
 '
 

i
 
p
 
u
 
r
 
e
 

m刷m幽O
 

T
』nn 

hu a
 
e
 
日iol. Chem. 266， 1564-1573 

l，ee， J. Y.， Boman， A.， Chuanxin， S.， Andersson， M.， Jornvall， 

11.， Mull， V.， and Bo皿且n，11. G. (1989) Proc. Nall. Acad. Sci. 

USA 86，9159-9162 

J.ehrer， R. 1.， Szklarek， D.， and Ganz， T. (1985) lnfeclion and 

lmmunily 49， 207-211 

1， i f e s 0 n ， S.， a n d S a n d e r， C. ( 1 9 7 9 ) N a l u l' e 2 8 2 ， 1 0 9 -1 1 1 

1，0wry， O. H.， Rosehrough， N. J.， larr， A. L.， and Randall， R. J 

(1951) J. Biol . Chem. 193， 265-275 

Maluyama， K.， and Nalori， S. (1988) J. Biol. Chem. 263， 17112-

17 116 

Maluyama， K.， and Nnlori， S. (1988) J. Biol. Chem. 263， 17117-

17 121 

Maluya皿a，K.， and Nalori， S. (1990) J. Bioche皿。 108，128-132 

Meinkolh， J.， and Wahl， G. (1984) Anal. Biochem. 128， 393-397 

トliyala， T.， Tokunaga， r.， Yoneya， T.， Yosikawa， K.， lwanaga， S.， 

Niwa， M.， Takao， T.， and Shimonisi， Y. (1989) J. Bioche皿

106， 663-668 

Horvisey， J. H. (1981) Anal.日i0 c h e皿. 117， 307-310 

N 8 k a j i皿a，Y.， Qu， X. -M.， and Nalori， S. (1987) J. Biol. Chem. 

9
 
6
 
6
 
5
 
6
 
6
 

2
 
6
 
2
 

ー 109-



Nakamura， l.， Furusaka， 11.， Niyala， T.， Tokunaga， F.， Mula ，T.， 

and !wanaga， F. (1988) J白 Bio1. Chem. 263， 16709-16713 

Oaklay， B. R. (1980) Ana1. Bioche皿. 105， 361-363 

Okayama， H.， and Berg， P. (1982) No1. Cel1. Bio1. 2， 161-170 

Okada， N.， and Nalori， S. (1983) Biochem. J. 21l， 727-734 

Okada，ト1.， and Nalori， S. (1984) Biochem. J. 222， 119-124 

Okada，トl.， and Nalori， S. (1985) sioche皿. J目 229，453-458 

Okada， M.， and Nalori， S. (1985) J. Biol. Che田.260，7174-7177

Palham， H. (1985) Trends Genel. l， 31-34 

l'odel!， D. N.， and Abraha皿， G. N. (1978) Bioche皿 Biophys. Res 

Co皿。 81，176-185 

l'ollock， J. J.， Denepiliya， L.，ト，Iackay，B. J.， and !acono， V 

J. (1984) !nfeclion and !皿munily 44， 702-707 

Raj， P. A.， Idgerlon， M.， and Levine，トL (1990) J. Bio1. Cbem. 

265， 3898-3905 

Roberls， W. K.， and Selilrennikoff， C. P. (1990) J. Gen.Micro-

bio1. 136， 1771-1778 

Sai lo， 11.， Suzuki， T.， Ueso， K.， Kubo ，T.， and Nalori ，S. (1989) 

Bioche田 28，1749-1755 

Sambrook， J.， Frilsch， 1. F.， and Manialis， T. (1989) Molecular 

cloning 2nd ID.， Cold Spring Harbor Laboralory Press 

日anger，F.， Nickien， S.， and Coulson， A. R. 11977) Proc. Nall. 

Acad. Sci. USA 74， 5463-5467 

SclJi ldkrafl， C.， aud Lifson， S.， (1965) Biopolymers 3， 195-208 

ー 110



Schulz， G. E.， Barry， C， D.， Freidmnn， Chou， P. Y. ，Fas皿an， G. 

D.， Finkelslein， A. V.， Lim， V. l.， Plilsym， O. B.， Kabal， E. 

A.， Wu， T. T.， Levill， H.， Robson， B.， and Nagano， H. 119741 

Nalure 250， 140 

Selsled， f!. E.， and Harwig， S. S. L. 119871 1nfeclion and 1m田ー

unily 55， 2281-2286 

Selsled，ト!. E.， Brown， D. ト!.， DeLange， R. J.， and Lehrer， R 

1. 119831 J. Biol白 Che田. 258， 14485-14489 

Sh igenaga， T.， Mula， T.， Toh， Y.， Tokunaga， F.， and 1wanaga. S 

119901 J. Biol. Che皿.265，21350-21354

Soulhern， E. M. 119751 J. Nol. Biol. 98， 503-517 

日uggs，S. V.， Wallance， R. B.， Hirose， T.， Kawasima， E. H.， 

and 1lakura， 119811 PI'OC. Nall. Acad. Sci. USA 78，6613-6617 

Tnkahasi. H.， Komano， 11.， and Nalori， S.， 119861 J. 1nsecl 

Physiol. 32，771-779 

Thomas， C目 A. Jr.， and Dancis， B ト1. 119731 J. Mol. Biol. 77， 

43 -5 5 

Walker， J. ト1. 119841 Nelhod in Nolecular Biology Vol. 1， 

Proleins 

Wi I i田zig，M. 119851 Trends Genel. l. 158 



謝辞

本研究を行うに当たって始終変わらぬ御指導を賜り、また科学を行う

者の姿勢を身を持って御示 し下さいました 東京大学薬学部微生物薬品

化学教室 名取俊二教綬に深〈感謝の怒を表します。

本研究に対して適切な御助 言、御批判を I員きました *京大学楽学部

微生物薬品化学教室 開水荊l久助教筏、駒野宏人助手、久保健tft助手、

倉田祥一期助手に深く感謝のなを表します。

また研究の進め方、与え方について快く議論に応じてmきました 三

和化学研究所側 j成森孝人博上、東レ(附 山田勝成氏、シオノギ製薬(ω

野村和秀氏、ペンシルパニア大学ウィスター研究所 堀越信夫氏、ア

メリカ合衆国国立衛生研究所 金井昭夫博士を始め、微生物薬品化学教

室の教室貝の方々に深く感謝致します。

最後になりましたが、抗u凶蛋白質の梢造解析に 当たって、機;搭分析

を引き受けて下さいました 点京大学薬学部薬品物理学教室 荒田洋治

教夜、嶋田一夫助教授に深〈感謝の怠を表します。

112 -






