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カイコ前胸腺刺激ホルモンの糖鎖構造と

受容体に関する研究
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序論

蝶や蛾は成長に伴い幼虫、錦、成虫とあたかも別の生き物のように

姿を変える。昆虫の脱皮、変態は多くの科学者を魅了するのには十分

な現象であった.その研究の歴史は古く、今から 70年以上も前、

1922年になされたKopeeの発見に始まる。マイマイガの幼虫を用い

た彼の実験の結論は、 「変態を誘導するホルモンが脳から分泌されて

いる」というものであった"。その後多くの昆虫生理学者による、織

々な器官を摘出、移植する実験形態学的手法研究から、変態現象を司

る重要な器官として脳、前絢腺、アラ タイ本の3器官が見い出され、そ

れらの器官からそれぞれホルモンが分泌されていることが確認された。

脳からはKopedが示唆した前胸腺刺激ホルモン (Prothoracico-

tropic hormone、PTTH) 、前胸線からは脱皮ホルモン (Molting

hormone、MH、エクジソン)、アラタ体からは幼若ホルモン(

Juvenile horrnone 、JH)がそれぞれ分泌されている。図0-1は現在

も支持されている変態現象の内分泌支配のクラシカルスキームである。

エクジソンはPTTHにより、 JHはアラタ体刺激ホルモン(アラトトロ

ビン)により分泌が促進される。エクジソンの分泌によって脱皮は進

行するが、幼虫体内のJHの濃度に依存して幼虫脱皮、または踊脱皮が

運命づけられる。成虫になるまで6回脱皮をするカイコの場合、体内

の J H濃度が高い 1~4齢幼虫は幼虫脱皮し、 JHの分泌が抑えられる 5齢

では焔脱皮をする。

上記の脱皮変態を支配している各ホルモンの構造は、 1965年にエク

ジソン引、1967年にJH'"が図0-2のように決定された。図0-2からも

明らかなように、エクジソンとJHは有機溶媒に可溶なホルモンである。

PTTHも当初は末梢ホルモンであるエクジソンやJHと伺様に有機溶媒

に可溶な低分子化合物であると考えられていた。しかし、 PTTHはそ

の後水溶性のホルモンであり 、エクジソンやJHとは明らかに性質の異
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P1TI-I:前胸腺刺激ホルモン
AT:7ラタ体刺激ホルモン
AS:アラタ体抑制ホルモン
JH幼若ホルモン
EH:羽化ホルモン

図 0-1 昆虫の脱皮、変態のクラシカルスキーム
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図 0-2 ecdysoneとjuvenilehormone (JH-Il)の構造
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なるものであることがわかった。その後、多くの研究者の努力にも関

わらず、 PTTHはタンパク質であると推定されただけで単駿構造決定

には至らなかったい引。また、 PTTHが昆虫の体内で非常に微量にし

か存在していなかったことも構造決定を困難にした原因となっていた e

PTTHの精製法に関する研究は、日本において1960年頃に始められ

た固 1970年代になって当研究室も参加するようになり 、その後主要な

貢献をなした。脳内に存在する PTTI-Iの微量性を克服するため、カイ

コを材料として精製単離が行われた。日本においてカイコは古くから

研究されており、養蚕業で大量に入手することが可能であったため、

PTTHを精製するのに好都合な昆虫であった。 1987年にはカイコ頭部

50万頭から 16段階の精製の精製工程を経て、ついに5.4μgのPTTH

が単徹された 13，。その後、 300万頭のカイコ頭部からの精製単離を行

い、アミノ酸配列分析の結果、最終的に 104残基からなるペプチド鎖

のアミノ酸配列が決定された 141a しか し、得られたPTTHのアミノ酸

配列の41残基自のアミノ酸とC末端の数残基は未同定のままであった。

後にPTTHのcDNAクローニングが行われ、来同定であったC末端の

Arg-Tyr-Asn-Asn-Asnの配列と41残基自のアミノ酸がAsnである

ことが決定された 151 (図0-3)。この41残基目から始まるAsn-

Lys-Thrの配列はいわゆるN-結合型糖鎖付加の コンセンサス自己列で

あったことや、アミノ酸配列の解析中に41残基自のアミノ酸が見い出

されなかったことから、 41残基目のAsnには糖鎖が付加していること

が示唆された。しかし、その糖鎖構造を解析するためには天然から得

られるPTTI-Iが微量であるため.未決定のままであった。

一次構造が決定されたカイコ PTTHはその後、大腸菌を用いた大量

発現系が開発され、この発現カイコPTTHを用いてジスルフィド結合

の架繍様式が解析された。その結果、カイ コPTTHはペプチド中に存

在する7つのシステイン残基がペプチド鎖内で3対、ペプチド鎖問で1

対のs-s架橋をもっホモダイマー構造をとっていることが明らかにな

4 
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図0-3 カイコP1THcDNAのキ誇造
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った 16> (図0-4) .カイ コPTTHの7つのシステイン残基と決定され

たs-s架橋様式は、図0-5のようにTGF-sスーパーファミリーのそれ

と似ていることが明らかとな った。 TGFースーパーファミ リーには、

TGF-s (トランスフォーミング成長因子)をはじめ、 PDGF(血小

板由来成長因子)やBMP (骨形成タンパク質)、 NGF(神経栄養因

子)などの一連の増殖成長因子が含まれる。これらの分子の構造上の

共通点は、ペプチド鎖内に3t-tのジスルフィド結合 を有し、 ホモダイ

マー構造をと っているこ とである 。こ のs-s架橋様式は、図に示すよ

うにペプチド鎖内の3対のs-s結合のう ち、 2対のs-s結合で形成され

た空間をもう一つのs-s結合が貫いているような、シスチンノット構

造 11)という特徴的な構造をと っている。また、 TGF-sスーパーファ

ミリーの一連の分子で保存されている疎水性のア ミノ酸の位置は、カ

イコ PTTHにおいても保存されていた。二次構造においても 3シート

に富んでいることも、カイ コPTTHと共通する。カイコ PTTHの立体

構造は未だ明らかにされていないが、TGF-sスーパーフ ァミリーと

同様の立体構造をとることが予想される。

カイコ以外の鱗麹目昆虫では、エリ蚕1別、エピガラスズメ 19)、タバ

コスズメガ2引か らPTTH様ペプチドをコードしている遺伝子がクロー

ニングされている。それぞれの一次配列は、カイコ PTTHとのアミノ

酸レベルでの相向性は60%以下と低いが、立体構造上重要なペプチド

鎖内の7つのシステイン残基やN-結合型糖鎖付加のためのコ ンセンサ

ス配列が保存されている(図0-6)。また、遺伝子の解析から前駆体

ペプチド として合成され、プレプロ部分が切断された後、成熟ペプチ

ドになると予怨されることも、共通点として挙げられる。カイ コ

PTTHの場合は、 224残基のペプチドとして合成されプレプロ体が切

断され109銭基の活性を有する成熟ペプチドとなる。クローニングさ

れた各種の大腸菌で発現させたPTTH綴ペプチドの同種に対する生物

検定では、エリ蚕ではO.3ng、エピガラスズメとタバコスズメガでは

6 



図0-4 カイコP1THのs-s架橋様式
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(血小板由来成長
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フォーミング成長
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s-NGF(神経栄養
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カイコPTTH
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図0-5 TGF-βスーパーファミリーの保存されているシステイン残基
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• PTIH本体のN末を1とする

図0-6鱗麹目昆虫のクローニングされた前胸腺刺激ホルモン
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lngでPTTH活性を示した。しかし、 種間の交叉活性は認められなか

った。つまり、 PTTHには種特異性があることが明らかとなった。

既に述べたが、カイコ頭部から精製したPTTHのアミノ酸配列の解

析やcDNAのクローニングからカイコ PTTHの41残基目のAsnにはN-

結合型糖鎖が付加していることが示唆されている。大腸菌で発現した

PTTHの活性は天然から精製したPTTHよりもその比活性が若干低い

ことが知られている。また、クローニングされた他種のPTTH様ペプ

チドの配列中にも糖鎖付加配列が保存されている。 とのことから

PTTHに付加している糠鎖にも何らかの役割があると考えられる。ま

た、カイコ PTTHの一次構造解析において、糖鎖構造が唯一明らかに

されていない残された点であることから 、本論文の第一部ではカイコ

PTTHに付加している糖鎖構造を解析した。

糖タンパク質の糖鎖には主にAsn残基 f=付加する N-結合型糖鎖と

Ser 、Thr残基に付加する 0-結合型糖鎖の2種類がある。これらの糖

鎖はゴルジ体に存在している糖修飾酵素により修飾されるため、一般

に同じタンパク質に付加している糖鎖でもその構造は一様ではない。

この性質、すなわちミク ロヘテロジェネイティー(微小不均一性)が

存在するため、糖鎖構造解析は困難なものとされている。また、糖鎖

を構成する糖もマンノース、ガラクトース、 N-アセチルグルコサミ ン、

N-アセチルガラクトサミン、フコースと限られていることも、糖鎖構

造解析を難しくさせている。構成している単糖の分子量はヘキソース

が180であり N-アセチルヘキソサミンは221であるため、質量分析か

らではその織成する糖の積類までは明らかにできない.NMRを用いた

としても、糖鎖の微小不均一性により、最終的な構造決定は困難と考

えられる。また、 mgオーダーのサンプルが必要であるため、大量の

精製された糖タンパク質が必要とされる。さらに、不均一な糖鎖を精

密に分離することは非常に難しい。以上の理由で糖鎖構造の解析は困

難なものであった。ところが、糖鎖構造研究を行う上で最大の問題で

10 



あった精造解析妓術の微量化の問題が近年の2つの発見により解決さ

れた。 その一つは、 N 結合型糖鎖を遊離させる酵素の発見であり 山、

もう一つはピリジルア ミノ化によ る糖鎖の蛍光標識の開発である 2，1)

これらの発見により糖鎖の構造研究の微量化.迅速化が可能になった。

糖鎖の選元末端をピリジルアミノ化することで、逆相HPLCを用いれ

ば糖鎖の厳密な分離が可能となり、また検出限界も数10pmo]まで下

げることができるようになった。このピリジルアミノ化糖鎖の性質を

利用し、糖鎖精進解析法として、二次元糖鎖マップ法が開発された21)。

との方法は、ピリジルア ミノ化糖鎖がODSカラムとアミド吸着カラム

の両方に吸着されることを利用しており、それら2種類のカラムを使

ったHPLCの溶出時間からピリジルアミノ 化糖鎖の二次元的な座標を

与えるというものである。現在では、 100種類以上の糖鎖の二次元上

の座擦が決定されており、二次元糖鎖マップ法を用いて微量で糖鎖構

造解析が可能となった 2引。

カイコ PTTHは天然から微量しか得られないという問題点を抱えて

いる。その微量性を考慮して、まず糖鎖の村加が期待されるパキュロ

ウィルス発現系によって発現させたカイ コPTTHを用いて糖鎖の構造

解析を行った。この際、 1pmolで測定可能なTOF-MSによる質量解析

をピリジルアミノ 化糖鎖による構造解析と組み合わせるととにより、

糖鎖構造解析法のさらなる微量化を図った。詳細は第一部で述べる。

ところで、カイコ PTTHは脳の背側側方部2対の神経分泌細胞で合成

され執li索を通り側心体を経由しアラタ体から分泌される 2.)白カイ コ

PTTHの遺伝子をもとにして作製したプロープを用いた、脳における

ノーザンプロッティングやjn sit uハイブリダイゼーションでの結果か

ら、PTTHが上記の通り脳内の神経分泌細胞で合成されている ζ とが

明らかにされている l引。成長を追ったノーザンプロッティングの結果

では、 PTTHは脳内で時期特異的に合成されているのではなく、恒常

的に産生されていることが明らかにされている。ただし、 PTTHは転

11 



写、翻訳後の調節機情が存在することが示唆されていることから、

PTTI-]のペプチドとしての発現量はmRNAの発現曇とは必ずしも一致

しないと考えられる 。 このことはPTTH抗体を用いて開発された

PTTト!の高感度な定量法を用いて、体i夜中のPTTH濃度を成長を追っ

て測定した実験によって確認されている 27¥ すなわち、体液中の

PTTJl濃度はmRNAの発現量とは築なり、脱皮、変態の直前に高くな

っていることが明らかとなった(図0-7)。また、 PTTHが概日周期

をも って分泌されていることもこの実験から明らかにされている。こ

のように PTTHの分泌機構は、詳細L:明らかにされてきている。

上述の分泌機榊とは対照的に、 PTTHの前胸腺に対する作用の分子

メカニズムは、はるかに不明な点が多い。 PTTI-Tによる細胞応答と細

胞内情報伝達経路の研究は、アメリカにおいてタバコスズメガを実験

昆虫として行われている 28-32¥ それは、 ( 1 )前胸腺に脳抽出物を加

えると細胞内のCaト濃度が上昇し、 エクジソンの分泌のためには細胞

外にCaトが存在していることが必姿である。また、 Caイオノフォアを

加えると、エクジソンの分泌が促進される。その後にカルモジュリン

キナーゼが活性化される。 (2)PTrHの刺激により前胸腺細胞内の

cAMPの濃度が上昇する。 cAMPのアナログであるジブチリ jレcAMP

の投与によりエクジソンの分泌が促進される。(3) PTTI-J刺激によ

り前胸腺内のある特定のタンパク質がリン自主化される。そのタンパク

質はS6リボゾーマルタンパク質と、ヒートショックタンパク質(

]isp70)や米同定であるplOOタンパク質がその主なタンパク質である。

それらは (2) のcAMPにより活性イじされたA キナーゼによるもので

あることは明らかにされている。これらの結果から、 Gilbertらは許可

胸j僚における細胞内情報伝達経路を図0-8のように提唱している 3目。

しかし、これらの研究ではCaMKの活性化から cAivIP上昇へと速がる

情報伝達経路が明らかにされていないことや、タバコスズメガの研究

で用いられでいる PTTHとは精製単離されているものではなく、脳の

12 



*Ii刷出物を用いていることなどが問題点として挙げられる。これらタ

バコスズメガを用いた研究で使われているPTTHとは、以下のような

性質のものである。タバコスズメガの脳内では、分子量約7kDaの

smal1 PTTHと分子量約27kDaのbigPTTHの2つの PTTH犠活性物

質の存在が示されている 3い。これらのうち bigPTTHは幼虫期、踊期

の前胸ftlilに対してPTTH活性を示すのに対し .small PTTHは幼虫期

の前胸11泉に対してのみ活性を示すe また、結主主幼虫を用いた生物検定

では、 bigPTでHの分子量に相当する函分にのみ活性が見られた。こ

れらのことから、 bigPTTI-lが本来のタバコスズメガPTTHであると

与えられている。ところが、その単線には至っていない。細胞内情報

伝達の実験で用いられているPTTI-]とは脳からのbigPTTHに相当す

ゐ粗抽出問分であり、細胞内情報伝達系がPTTH特異的に起こってい

るかどうかは疑問が残る。実際に脳の粗tHl出物とPTTHの両者の刺激

による前胸JJ泉細胞内のcAMP量の測定をカイコで行ったところ、細胞

内cAMPl誌の上昇はともに見られるものの、その上昇量が脳抽出物を

用いた場合ではPTTHを用いた場合と比較して10倍以上になるという

紡泉が得られている。 この結果は、 11菌摘出物には前胸腺細胞内の

cAMP量をよ界させる物質が、 PTTHの他にも存在していることを示

唆している川。つまり、カイコを用いた実験ではタバコスズメガの研

究で縫喝されている図0-7の傑な細胞内情報伝達経路は確かなもので

あるとは言えない。しかし、これらの実験結果を解釈すると、生体内

でのエクジソンの合成分泌のためには複数の因子が関与していること

が示唆される。 ζ のように PTTHによる細胞内情報伝達の研究には問

題点や課題が多く残されている。

PTTH分子が前胸腺の細胞膜ょの受容体に結合し、細胞内へそのシ

グナルが伝迷され、エクジソンが合成分泌されるが、その詳細につい

ては t述の通り未だ不明な点が多い。そこで、昆虫の脱皮変態の分子

メカニズムの解明を最終目的とし、 PTTHの受容からエクジソン合成

13 
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へと連がる細胞内情報伝達経路の研究の第一歩として、本論文の第二

部ではカイコ PTTHの受容体の同定、およびその受容体遺伝子のクロー

ニングを試みた。
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第l音11 カイコ PTTHの糖鎖構造の解析

天然物をJtIいたペプチド仮uの解析からは41残基目のアミノ酸が同

定できなかったこと、およびcDNAの解析から 41残基自にはAsnが

コードされ、それに続く Lys-Thrの配列がNーグリコシレーション

のコンセンサス配列 (Asn-Xxx_-Ser/Thr) であるととから 41残

基目のAsnにはN-結合型糖鎖の付加が予想されていた。また、大

腸菌発現系を用いて得られた活性型PTTHが天然物に比べ約半分の

比活性しか持たないことから、糖鎖が活性にも何らかの役割を有す

ると考えられる.そこで、天然から得られる PTTHの41残基自の

Asnに精鎖が付加していることを明らかにするとともに、その糖鎖

構造を決定することを目的に実験を行った。糖鎖の構造解析にあた

っては天然から得られる PTTI-Tが微量であることから、まず天然物

と類似の糖鎖構造を付加するととが期待されるパキュロウイルス発

現システム川】で得られた PTTHを用いて糖鎖構造解析法を確立し、

その総鎖精進を決定した。次 l工、その糖鎖構造解析法を用いること

によってカイコ蛾頭部 180万頭から精製した天然 PTTHの糖鎖構造

を決定した。
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m1主主 パキュロウィルス発現系を用いた PTTHの大量発現

カイコ PTTHについては既に大腸薗を用いた大量発現系が確立さ

れているが llil 、この発現 系を用 いた場合、発現産物への糖鎖付加

は起こらない。近年、パキュロウィルスの核多角体の主要構成タン

パク質であるポリヘドリンのプロモー ター の下流に 外来遺伝子を導

入した組換え休ウィルスを鋼製し、この組換え体ウィルスを昆虫培

養細胞または幼虫に感染させ、外来タンパク質を発現させることが

可 能とな った:3n) 。 この発現系の特徴として(1) CHO細胞などの

動物培養細胞で発現させた場合と同様、糖鎖や脂肪駿の付加、リン

酸化など翻訳後の修飾が本来のタンパク質と同じように起こること、

(2 )従来の動物細胞を用いた発現系に 比べ、侮めて高収量で発現

タンパク質を得られることなどが知られている。本実験ではカイコ

に感染するパキュロウィルスの一種、カイコ核多 角体病 ウィルス

(smNPV) を用いてPTTH発現系を構築し、幼虫へ感染させるこ

とによって糖鎖の 付加した PTTHの大量発現を行った。

1-1 発現系の構築とがj虫への感染

図 1-1(a)のように、カイコ PTTH前駆体のうち成熟 PTTHであ

る 109残基のペプチドをコードしている DNA配列の上流にシグナル

ペプチ ド配列 (sarcotoxin1Aのシグナルペプチド)がコードさ

れるように DNAを設計した。シグナル配ヂIJを付加することにより

カイ コ幼虫に感染させた場合は体液中に PTTHが分泌され、また培

養細 胞に感染させた場合は埼養液に分泌されることが期待された 。

この DNA配列を BmNPVへのトランスファーベクターである

pBM030の Sma1サイトに挿入した。このトランスファーベクター

17 
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のSma1サイトは、野生型 のパキュロウィルスのポリヘドリンをコー

ドする組基配列で挟まれており、野生型のパキュロウィルスと相同

組み換えが可能となっている。そこで、カイコ PTTHのDNA配列

を含むトランスファーベクターのプラスミドと smNPV ('[3株)

とを BmN4細胞にコトランスフェク トし、中日同組換えにより組換え

休ウィルス smNPV/PTTHを構築した 。組換え体ウィルスの純化

はカイコ地養細胞を用いたプラークアッセ イ法で行った。

この組換え体ウィルスをカイコの 5齢幼虫O日 目 (5齢脱皮当日)

に皮下注射で感染させ、発現量が最大である感染後3日目の体液を

回収した。感染させた 8匹のカイコから約 3m]の体液を採取した。

回収した感染後のカイコ体液についてウエスタンブロッティングを

行ったところ、大Il塁菌発現カイコ PTTI-Iよ りわずかに分子量の大き

いバンドが得られた(図 l-l(b)) 。これは 、糖鎖付加によるも の

と期待された。

l-2 発現PTT上!の精製

パキュロウィルス発現PTTH (以降、 s-rPTTHと呼ぶ)の精製

は、図 J-2 (a)に示したような方法で行った。まず、

smNPV /PTTHで感染させたカイコ体液をアセトン沈殿および逆

相のオー プンカラムで粗精製した後、 4段階の逆相および陽イオン

交換カラムを用いた I-TPLCによる精製を行い s-rPTTHを単離 した。

各段階のl-I PLC の溶出パターンを図 1-2(b)~(e) に示した。最終的

に、感染させた 8匹のカイコ幼虫から 1.4mg (sSA換算)の B一

rPTTI-l1cti詳附す ることができた。同じ 量のカイ コPTTHをカイコ

の頭部から得ょうとすれば約 1億頭も のカイコが必 要となる。また

大腸菌の発現ー系を用いた場合、約 200m]の絶対1lから得られるカイコ

19 
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PTTH量に相当するものであり、パキュロウィルス発現系がいかに

効率の良い発現系であるかがわかる。ただし、単離した s-rPTTH

は抗カイコ PTTH抗体による ウエスタンプロッティングの結果から .

モノマーの形で発現されていると考えられた。また単離した B-

rPTTHのアミノ酸配列分析を行ったところ、グリシンから始まる

カイコ PTTHと同じ N末端のアミノ酸記手IJを与えたことから、予惣

通りシグナルペプチドは感染した宿主細胞中で切断されたと思われ

る。ウエスタンプロッティング(図 1-2(f))では、大腸菌を用いた

発現カイコ PTTH (以下 E-rPTTHと呼ぶ)より s-rPTTHの方が

わずかに分子庭の大きい位置にバンドが見られた。このバンドの差

は舷鎖の付加によるものであると考えられた。

22 



第2章 バキュロウイルス発現カイコ PTTHの糖鎖構造解析

2-1 パキュロウィルスおよび大腸菌で発現したカイコ PTTI-Iのペ

プチドマッピング

s-r PTTI-Iに糠鎖が付加していることを確認するため s-rPTTH

を還元カルポキシメチル化後、リジルエンドペプチダーゼで消化し

逆相l-IPLCで分析した。また、還元カルポキシルメチル化した E-

rPTTHも同機にリジルエンドペプチダーゼ消化 し‘ペプチドフラ

グメントの溶出パターンを比較した。その結果、 s-rPTTH由来の

プラグメントはE-rPTTHのものとほとんど同じ 位置に溶出された

が、図 l-3中、矢印で示したフラグメントのみ溶出位置が異なって

いた。アミノ綬配列分析の結果、予想通りこれらのピークはいずれ

も41残基自のAsnを含むフラグメントであることが明らかになった。

さらに、 s-rPTTH由来のフラグメントでは41残基目の Asnに相当

するサイクルでいかなる PTHアミノ酸も検出されなかった。また、

逆相 HPLC上ではs-rPTTH由来のフラグメントの方がE-rPTTH

由来のフラグメントよりも溶出位置が前であった。一般に糖鎖は水

餓義が多く脱水位:が高いため 、同じペプチドでも糖鎖が付加するこ

とによって逆相 HPLCでは溶出が早くなると予想される。したがっ

て、 s-rPTTl-l由来のこのペプチドには糖鎖が付加しているものと

考え、 TOF-MSを用いた質量分析を行うことにした。

2 -2 ~搭ペプチドフラグメントおよびエキゾおよびエンドグリコシ

ダーゼ消化物の質量分析

2-1で得られた s-rPTTHI到来の糖ペプチドフラグメントと思わ

23 
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れるピークについてTOF-MSを用いた質量分析を行なった。その

結果、 E-rPTTH由来のフラグメントではm/z2524.8 (アミノ酸

配列から 2523と計算される)にプロトンが付加した擬分子イオン

ピークが観察されたのに対し(図 1-4(b)) 、s-rPTTH由来のペ

プチドフラグメントではそれより約 900大きい 3402.7に擬分子イ

オンピークが観察された(図 1-4(a)) 。そこで、この分子量の遠

いが41残基自のAsnに付加している糖鎖に由来していることを確認

するため、 AsnとN 結合型糠鎖との問の結合を切断する PNGase

Fでこのペプチドフラグメントを消化し.その消化物について

TOF-MSによる分析を行ったところ、約900の分子量の減少が認

められた(図 1-4(c)) 。したがって、 s-rPTTH由来のフラグメン

トには分子量約900のN-総合型糖鎖が付加しているものと考えら

れた。

次に、付加している糖鎖の 柄造 を推定するためにいくつかのエキ

ソおよびエンドグルコシダーゼによる糖ペプチドフラグメントの消

化を行い、その消化物について同燥にTOF-MS分析による分子量

の変化をみた。その結果、 N-結合型糖鎖の N-アセチルグルコサミ

ニルキトピオース部位のグルコシル結合を切断する EndoF2で消化

した場合は、消化前に比べ分子量が 528小さくなり、しかも

PNGase Fの消化物と比較すると分子量が約 350大き い2874.2に

擬分子イオンピークが観察された(図 1-5(a)) 。この 360という値

はGlc NAcとFucの分子量の和に祁当し、この酵素の基質特異性か

らAsnにはGI cNAcが、さらにそのGlcNAcにはFucが結合してい

ると考えられた。消化後!と減少した分子量は、ヘキソースが2個と

ーアセチルヘキソサミン 1個分に相当する。すなわち、酵素の基質

特異性から N-アセチルグルコサミンとマンノースがそれぞれl個と



(a) B-r門寸H由来の糖

ペプチドフラグメン ト

t∞。 15田 2000 25C1口 3問。 3500 mlz 

Cb) E-rPTTl-l由来の41残 2524.8 

幕自のAsnを含むペプチ

ドフラグメント
自..... 

10ω 1500 2000 25∞ 3医氾 m/z 

2525.7 

(c) B-rPTTH由来の糖ぺプ

チドのPNGaseF消化物

1000 可50日3 2∞o 2500 s∞o 叫 z

図 1-4 s-rP1TトI由来糖ペフ'チドのTOF-MSを用いた質量解析

26 



ヘキソースが l個分に相当する分子‘量である匂また、 αーマンノシダー

ゼで消化した場合は、元の糖ペプチドよりも Man 1つ分(分子量

162) 小さい 3240.2に分子イオンピークが観祭されたことから、

この糖鎖の非還元末端には α-Manがlつ結合していると恩われる

(図 1-5(b)) 。以上のエキソおよびエンドグルコシダーゼによる

分子島の変化と酵素の基質特呉性から B-rPTTHの糖鎖構造は図

1 -6に示す構造であると推定した。しかし、これらの実験からでは

|主11-6に*で示した s-Manに付加する非還元末端の α-Manの結

合様式と還元末端の N-アセチルグルコサミンに付加 している Fuc

の結合儀式を決定することができなかった。そとで、この結合儀式

を決定するために糖ペプチドフラグメントから糖鎖を切り出し、ピ

リジルアミノ化後、 HPLCによる分析(二次元糖鎖マップ)を行う

ことにした。

2-3 ピリジルアミノ化糖鎖の二次元糖鎖マップ

2-1で得られた糖ペプチドを PNGaseFで消化することで遊離さ

せた結鎖を Bio-GelP2カラムで脱塩後、ピリジルアミノ化した。

ピリジ jレアミノ化反応で用いた過剰試薬を SephadexG-10で除い

た後、得られたピリジルアミノ化糖鎖を ODSおよびアミド吸着カラ

ムを用いたト[PLCで分析した。図 1-7にs-rPTTH由来のピ リジル

アミノ化繍鎖の ODSカラム(図 1-7(a)) およびアミド吸着カラム

(図 1-7(b)) による溶出パターンを示した。また 、標準物質とし

て長さの呉なる β1-6総合をもっグルコースオリゴマーのピリジル

アミノ化物を用い.その溶出位置ーをもとにそれぞれのピリジルアミ

ノ化糖鎖の溶出位鐙をグルコースユニット(以下g.U.と略す)とし

て示した。一般に、エキソグリコシダーゼで消化後のピリジルアミ

ノ化協鎖の溶出位置の変化をみることによって、消化前に結合して



(u) Enclo F2fr当化

2∞o 2500 3000 3500 m/z 

(b)αーマンノシダーゼ消化 3240.2 3402.2 

一一切…AJ，-，_，..tl
\~."V") ~~~.~_ 
ーーー一一ー，ーーーーー-.ーー一一ーマーーーーー-，-ーーーー「ーー-

!)， 00 3500 fn/~ 

Ig11-5 B-rP"了rトI由来の糠ペプチドのEndoF2(a)、 αーマンノシダーゼ (b)

消化物のτDF-MSを用いた質量解析



Fuc 
Manα1 ，* 1* 

;1f、Mans 1-4GlcNAc s 1-4G1cNAc-Asn 

αーマンノシダーセ' 小 小
切断昔日イ立 Endo F2 PNGas巴F

切除fi部位 切断部位

*は各醇素の基質特異性から決定できなかった結合部位

図 1-6TOF-MSによる分子量測定から推定されるB-rJY汀Hの糖鎖構造
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いた糖の結合段式を決定することができる。例えばODSカラムの場

合では αーマンノシダーゼで消化すると α-Manが1-2結合していた

場合 O.19. u. 、 1-3総合していた場合 O.3g. u.、 1-6結合していた

場合 O.6g. u.溶出位置が早くなることがこれまでの数多くの糖鎖構

造解析の結果をもとに明らかになっている， "。 そこで、 B-rPTTH

のピリジルアミ ノ化糖鎖のうちメインピーク Bについて、末端の α

Manを切断する α マンノシダーゼおよび末端の α-Fucを切断す

るαーフコシダーゼを用いて消化した。その結果、 α マンノシダー

ゼ消化では溶出位鐙がO.6g. u.早くなった(図 1-8(b)) 。したが

って非還元末端の α-Manは1-6結合していると考えられる。また

αーマンノシダーゼでさらに長時間消化しでも溶出位 置に変化がな

かったことから、ピーク Bの糖鎖の非還元末端には α-Ma口が一つ

結合しているのみであり、とれは糖ペプチドを エキ ソグリコシダー

ゼ消化した後のTOF-MSの分析結果とも一致した。さらにアミド

カラムでは 1.2g. u.分溶出位置が早くなっていたため α-Manは一

つ付加していることを裏付けた(図 1-9Cb))

一方、 αーフ コシダーゼ消化の場合、アミド吸着カラムで

O.4g. u 、ODSカラムでは 2.Og. U.溶出位置が早くなった(図 1-

9 (a)、図 1-8(a)) 。 α-Fucが 1-3結合の場合、アミド吸着カラム

で L.5g.u 遅〈なり、 ODSカラムで l.Og.u 溶出位置が早くなる

ことが.また、 1-6結合の場合、アミド吸着カラム で O.4g.u.、

ODSカラムで 2.0g.u.溶出位置が早くなることがま{!られており 2川、

α フコシダーゼ消化の結果から α-Fucは1-6結合していると考え

られる。以上の結果から、 B-rPTTHに結合している糖鎖は結合様

式を含め .図 J-10の構造であると決定した。さらに、決定した構

造が正しいことを確認するため、 ODSカラムを用いたHPLCで標品

(ピリジルアミノ化物)と比較したところ、溶出位置が完全に一致



(a)αーフコシダーゼ消化

(b)αーマンノシダーゼ消化

10時間消化後

24時間消化後

(c)αーマンノシダーゼ消化後、

αーフ コシダーゼ消化

ピークB

''"'-制情岬酬同開

40 印刷in)

図 1-8B-r甘 TH由来のピリジルアミノ化糖鎖の αマンノシダーゼCb)、
αーフコシダーゼ(a)消化物のODS-I-lPLCの溶出パターン
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Fucαl 
Man αl. 、6 6 

Man s 1-4GlcNAc s I-4GIcNAc 

Man a 1 
、6

Mans 1-4GIcNAcs I-4GlcNAc 

べMans 1-4GlcNAc s 1-4GlcNAc 
Manσ1'-

主成分(ピークB) (90.4%) 

副成分(ピークA-2) (6.8%) 

副成分(ピークA-1) (2.8%) 

図ト10 B-rPrfHの糖鎖機造



した (~11 -11) 。また、図 1-8 で見られたピーク Aの糖鎖はメイン

の糖鎖(ピーク B) を αーフコシダーゼ消化したものとアミド吸着カ

ラムおよびODSカラムで溶出位置が一致したため 、この糖鎖構造は

図1-10に示した糖鎖に Fucが付加していないものであると判断し

た(二次元糖鎖マップ図 1-12を参照)
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第3章 天然PTTHの糠鎖構i盤解析

天然のカイコ PTTHの糖鎖椛造を解析するため、新たに 180万頭

分のカイコ成虫頭部から PTTI-Iの精製を行った。天然PTTHの糖鎖

構造解析は基本的には第2章で述べた s-rPTTI-Iの糖鎖構造解析の

方法を用いたが、 B-rPTTHに比べ、天然PTTHが微量であるため、

二次元締鎖マ yプ上で s-rPTTHの糖鎖との比較をもとに天然物カ

イコ PTTj-jの糖鎖構造を決定した 。

3-[ 天然物カイコ PTTHの精製

片附らの方法 11>と同様の精製方法でカイコ PTTHの精製を行った

(図 1-13) 。各精製段 階でのPTTHの検定法として、 11段階まで

は除I!悩踊による生物検定法を、それ以降は抗カイコ PTTH抗体を用

いたウエスタンプロッティングにより、 PTTHが含まれる分画を検

出したのなお、 11段階自ではSephadexG-75によるゲル憾過の

代わりにオープンカラムのVydacC4を用いた。 16段階の精製に

より最終的に 117μgのカイコ PTTHを得ることができた。得られ

たPTTHは最終段階の逆相HPLCで復数のピークとして溶出された

が、ウエスタンブロテイングの結果をもとにこれらをすべて合わせ

て糖鎖械造解析に用いることにした。

3-2 天然PでTHの糠ペプチドフラグメントの分取と質量分析によ

る糖鎖構造解析

3-1で得られた天然由来のカイコ PTTHを2-1で述べた方法と同

燥に還元カルポキシメチル化後、リジルエンドペプチダーゼ消化し、

s-rPTTHと問傑に逆相HPLCでフラグメントペプチドを分取した.

その結巣、天然PTTH由来のペプチドフラグメントと s-rPTTH由
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カイコ成虫 180万頭由来の頭部

アセトン洗浄

80%エタノール洗浄

2%食取水抽出

熱処理

硫安沈殿

アセトン沈殿

Sephacl巴xG-50

DEAE -Sepharose 

CM-S巴pharos巴

Octyl-Sepharose 

VyclacC4 

HPLC (D巴velosilC8) 

HPしC (VP304/TFA) 

HPLC (VP304/HFBA) 

HPLC (SP-5PW) 

HPLC (VP304/TFA) 

カイコPITH (117μg) 

医!ト13天然カイコPTTHの精製スキーム

16段階の精製ステップにより117μgのF了fHを得た
カイコの品種は鎖和を用いた
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来のペプチドフラグメントの溶出パターンはN末端およびC末端に

相当するフラグメントを除き 、ほぽ同じであった(図 1-14)。天

然PTTI-IではN末端およびC末端フラグメントは複数のピークとし

て溶出されたが、これは精製した天然PTTHのなかに N末端および

C末端から数残基のアミノ股が欠失したものが存在するためである。

また、 41残基自のAsnを含むと思われるフラグメントはB-rPTTH

由来の鮎ペプチドと同じ溶出位置に溶出された。しかしながら 、

E-rPTTH (糖鎖を持たない大腸菌発現型PTTH) 由来の 41残基自

のAsnを含むフラグメン トと同じ溶出位置にもピークが見られた。

このピークについてTOF-MSによる分子量の測定から糖鎖の付加

してない 41残基自のAsnを含むフラグメントであることが明らかに

なった。したがって、天然PTTHには糖鎖が付加さ れていな いペプ

チド鎖も存在していると考えられる。また、これらのピークの高さ

から糖鎖をもっペプチドと糖鎖をもたないペプチドの割合はほぼ1

1であった。さらに他のフラグメントペプチドについてもTOF-

MSによ る分子最測定を行い 、それぞれのペプチドが各リジルエン

!とぺプチダーゼフラグメントの分子量に一致することを確認した。

次に、得られた糖ペプチドと思われるピークについ てTOF-MSを

阿いた質墨分析を行ったところ、 B-rPTTH由来の糖ペプチドフラ

グメントとほぼ同じ m/z3401.4に擬分子イオンピークが観察され

た。さらにこの糠ペプチ vを2-2と同じく、 3種類の エキソまたは

エンドグルコシダーゼで消化し、分子量の変化を測定した E その結

果. AsnとNー結合型糖鎖の問を切断する酵素 PNGaseF処理で は

約900の分子量の減少が、 EndoF2で処理では約 527の分子量の減

少が、 αーマンノシダーゼ処理では約 162の分子量の減少が観測さ

れた(図 1-15) 。これらの結果はB-rPTTH由来の糖ペプチドにつ
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いて得られた結果とほぼ同じであり、天然PTTHに結合している糠

鎖も B-rPTTHの糖鎖と同じものである可能性が高いと考えられた。

そこで、天然 PTTH由来の糖鎖をピリジルアミノ化し、二次元糖鎖

マップにより B-rPTTHと比較することにした。

3-3 天然カイコ PTTHの糖鎖構造決定(二次元糖鎖マップ)

2-3で述べた方法に従い、糖ペプチドを PNGaseFで消化するこ

とで遊離させた糖鎖を Bio-GelP2カラムで脱境後、ピリジルアミ

ノ化した。ピリジルアミノ化反応で用いた過剰試薬を Sephadex

G-10で除いた後、得られたピリジルアミノ化糖鎖を ODSカラムを

用いたトIPLCで分析した。その結果、ピリジルアミノ化糖鎖はODS

カラムでは8.3g. u の位置に溶出され、 s-rPTTH由来のピリジル

アミノ化糠鎖と一致した(図 1-16)。ピリジルアミノ化糖鎖の

ODSカラムを用いた HPLCの提言出位 置は、糖鎖の結合様式に依存す

る。したがって、天然PTTHの糖鎖はその結合様式を含め、 B-

r 1コTTHと同じ、図 1-17に示した構造であると結論した。天然物の

場合もフコースを有さない糖鎖が、高IJ成分として含まれていた。
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図1-16天然物とs-rPT1下Iのピリジルアミノ化糖鎖のoDS-HPLCの溶出パターン
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第4主主 糖鎖の有無ーによる PTTl-I活性の遣い

糠鎖の有無でPTTH活性に途いがあるのかどうかを明らかにする

ため、カイコの|徐脳蜘を用いた生物検定を用い、天然PTTH、E-

rPTTH (大 ]1易菌発現型)およびB-rPTTl-I (パキュロウイルス発現

~)の PTTH活性を調べた。

，~ -1 発現PTTHの調製

大腸菌を用いて発現したE-rPTTHは石備の方法 161 にしたがい、

空気酸化により活性型ダイマーにリフォー jレディングしたロ一方、

パキュロウィルスを用いて発現した B-rPTTHは同じ空気酸化によ

るβ 法ではダイマーにリフォールディングすることはできなかった。

また、非還元条件下、 SDS電気泳動でB-rPTTHがダイマーに相当

する位置にバンドが見られることから、電気泳動の前処理中にダイ

マー形成が起きた可能性があると考え、 10%グリセロール 中で 70'c 

で15分加熱したところ一部がダイマーになることが分かった。そこ

で、同織の処埋を行い、逆相 HPLCでダイマー型s-rPTTHを精製

し生物検定に用いた。

4-2 カイコ PTTHの|徐脳血両を用いた生物検定

生物検定には、除脳後 15日自の i除脳蛾を用いた。外観上成虫化の

厳も早い変化の指標として麹のアポリシスによって活性を判定した e

アポリシスとはエクジソンの作用に より古いクチクラが真皮細胞層

から剥離する現象であり 、こ の除脳 腕検定の場合は蜘のクチクラか

ら麹脈が剥離することをいう。除脳血百に試料を注射してからアポリ

シスを起こすまでの 日数に応じて 、3、4、5、6日目にアポリシス

が見られたものにそれぞれ4、3、2、l点を与えその平均点を活性
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の指標とした。なお平均点、2.0点の活性を与える PTTl-l量を 1un i t 

とした。図 1-18は天然PTTH、s-rPTTH‘ E-rPTTHの濃度反応

曲線である。このグラフが示すように機鎖の付加している天然

PTT11およびs-rPTTHはともに 1u n i tが0.32ngであったのに対

し、 E-rPTTトlの lUllitは0.59ngであった。 s-rPTTHの比活性

は天然 PTTl-lと同等であり、糠鎖が付加していることで PTTHの比

活性は約 2 倍高くなると考えられた。また 、 糖鎖の1!\~ い E- r PTTH 

も天然PTTllや s-rPTTト!の約 1/2の活性 がある こと から糖鎖は

PTT1-]活性 に必須ではないが、何らかの役割 を持 っているもの と思

われる。
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図 1-18カイコPTTHの生物検定
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第5章 まとめおよび考察

5-] まとめ

第i撃ではカイコの幼虫を宿主としたパキュロウィルス発現系を

mいカイコ PTTHの大量発現を試みた結果、糖鎖の付加したカイ コ

PTTHの大量発現系を確立した。第2主主ではパヰュ ロウィルス発現

PT丁目 に糖鎖が付加していることを 篠認し、そ の糖鎖構造を決定し

た。機造解析方法としては、従来のピリジルアミノ 化糖鎖の 二次元

舵鎖マップ法とTOF-MSによる質量分析を組み合わせることによ

り、微量の試料に対する糖鎖構造解析法を 確立し た。その方法を用

いて第3主主では、カイコ成 虫180万頭から精製単離したカイコ

PTTl-jに付加している悩鎖構造を決定した 。さら に第4章では天然

物および s-rPTTI-J、E-rPTTト[の除I1出摘を用いた生物検定を行い、

糖鎖の付加している天然物およびB-r PTTHは、糖鎖の付加してい

ない E-τPTTHよりも活性が強いことを明らかにした。

5-2 考祭

カイコの IJ自由来の PTT卜Iとパ キュロウイルス発現 系を用いた発現

}Jイコ PTTJ-lは同じ糖鎖榊造を有するという結果が得られた。天然

物のカイコ PTTI-lは11尚の神経分泌細胞で生産されるのに対して 、パ

キュロウイルスの宿主細胞は主に脂肪細胞とさ れている :)7) が、両者

において付加する糖鎖地造が閉じであることから 、これらの細胞に

は同じ糖鎖修飾機構 があると考えられる。また 、この糖鎖構造は他

の磁の Nー結合型糖鎖の共通配列である Mal13GlcNAc2よりもさら

にマンノースが l分子小さいものであることも非常に興味深い。こ

こでは糠鎖の生合成的見地からみたカイコ細胞内の N-結合型糖鎖の
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修節li機織を考察する。

N 結合型糖鎖の生合成経路の詳細は古くから研究されているため、

先ずその生合成経路 ，"¥JOI J iけを簡単に説明する 。N-結合型糖鎖の生合

成はペプチドのようにゲノムにコードされている情報をもとに翻訳

されるのではなく全て酵素反応によって合成されるために、不均一

な構造を持つという性質が生じる。このN 給合型糖鎖生合成経路と

糖鎖修飾関連酵素を図 1-19に示す。糠鎖生合成の第 i段階は、

Glc3Man9GlcNAc2の形の糖鎖構造が粗商小胞体の膜に結合してい

る!とリコールと呼ばれる脂質上で生合成される(ここまでの生合成

をアッセンブリーと 11乎ぶ)。次に粗面小胞体内で翻訳されてくるタ

ンパク質のうち Asn-X-S巴r/Thrというアミノ酸配列を基質とし

て、 I1莫に結合していた糖鎖{ドリコールから糖鎖の部分が転移し

ASI1と共有結合する。粗面小胞体内でGlcaがグルコシダーゼI、II

の作用で除かれてから、ゴルジ休に輸送される。ゴルジ体内には糖

を1つずつ切断するグリコシダーゼが、また内膜には糖を 1つずつ結

合させる櫛転修酵素が結合している。輸送された糠タンパク質はそ

こで先ずマンノシダーゼI、11により ManRGlcNAc2にまで消化さ

れる(これらのグリコシダーゼ消化の行程をトリミングという)。

その後各種粉転移酵素による修鮒iでそれぞれの糖鎖 構造が形成され

る。グリ コシダーゼや糖転移酵素の局在もそれぞれ明らかになって

おり、例えばマンノシダーゼl、11は粗商小胞体の近傍に位置するシ

スゴルジ体に局在しているし、またフコース転移酵素は粗面小 11包体

から迷 いトラ ンスゴルジ体に局在している。このようにして生合成

される N 結合型糖鎖は‘その]形状から(1)高マンノ ー ス型 (2)複合

型(3)混合砲の3積類に分けられる。また図 1-19に示すように糖鎖

の生合成に関与する防素の|但筈斉11も多く知られていおり、それを用
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いた研究により紬鎖の熔転移の )11目位も明らかになっている。例えば

血中糖タンパク質の N-結合型糠鎖でよく見られる構造は複合型糖鎖

が付加するが、複合型糖鎖の生合成は先ずマンノシダーゼI、IIによ

りトリミングされ、その後N-アセチルグルコサミニルトランスフエ

ラーゼ Iで複合型糖鎖の各修飾が開始する。この N-アセチルグルコ

サミニル トラ ンスフエラーゼlは複合型糖鎖のさと合成を制御してい

ぷ陣表であることも 明らかにされて いる。すなわち 、この糖転移酵

素が {!l))Jき次の糖の付加lが開始される。

では、カイコ PTTHの糠鎖榊造を生合成的見地から考えると、ど

のような備修飾関連酵素が必要となるのであろうか。本実験で得ら

れた糖鎖榊造を与えたとき、実にゴルジ体内にはマンノシダーゼ I、

11とフコシ jレトランスフエラーゼのみで生合成されることになる。

細胞在fiにより異なるが通常糖転移醇素だけでも最 低5種類 は存在し

ていると考えられるので、カイコの細胞 (PTT日の分泌される脳内

の分泌細胞やパキュ ロウイルス感染の宿主細胞である j脂肪細胞)で

は進伯上階鎖修例if.lkliili酸素がかなり#iIJ限されたと考えられる。それ

ではこの機鎖 椛造はカイコ PTTHに特有なものなのであろうか。カ

イコの幼虫を宿主としたパキュロウイルス発現システムによる 他の

精タンパク質の糠鎖構造も解析されており、例えばヒトインターフ

エロンー αの12!J鎖構造も本実験で待られたものと同じであった。す

なわち 、これらの糖鎖椛造研究から、カイコの細胞では発現される

機タンパク質に関係なく糖鎖修飾機構が働いていることが示唆され

る。実験的証明はされていないが 、カイコには酸性糖であるシアル

終を付加するシアリルトランスフエラーゼや複合型糖鎖の生合成を

制御している N-アセチルグルコサミニルトランスフエラーゼIが欠

損していると言われている 円。 カイコでの発現産物の糖鎖にはシア

ル酸の付加や権合型の糖鎖が認められないため 、これらの静素の欠

52 



慣の可能性は非常に大きいと考えられ、他にも欠損している糖鎖生

合成関連酵素が存在するという可能性は大きい。ところが、最近カ

イコ細胞のゴルジ体画分に存在する、糖修飾に関わる弊索を解析し

た実験によると、カイコの細胞内には今まで欠損していると考えら

れた上記の一連の糖転移酵素の存在が確認されている(ただし、シ

アル酸転移酵素は欠領していた) Iυ1. すなわち、カ イコの細胞自体

には糖修飾に関する酵素が備わっており、カイコの細胞で複合型糖

鎖や混合型糖鎖の付加する潜在能力があることを意味している。そ

れでは，カイコの体液中に存在する分泌タンパク質の糖鎖はどのよ

うな柿造をしているのであろうか.カイコ体液を採集し、脱滋後、

凍結乾燥をしてさらに無水ヒドラジンで糖鎖を遊縦させた。反応後、

N-アセチル化をし、ピリジルアミノ化糖鎖を合成しその糖鎖構造を

解析した。図 1-20はODSのHPLCの溶出パターンを示している。

これらの糖鎖階造はカイコ PTTHに付加 している糠鎖構造と非常に

煩似しており、複合型糖鎖や混合型締鎖の存在は見い出されなかっ

た。すなわち、カイコの細胞の糖転移醇索活性は何らかの機構によ

り抑制されていることが示唆された。



N 
1 i M GNA-GNAil/ 

!l4J- l i〆M F 

i 日M-GNA-GNA

~I~ 

¥ 
、…川崎叩

i

l

l
-
-;

パM

図 1-20カイコ幼虫体液中の全糖タンパク質の糖鎖をピリジルアミノ化し、
そのODS-J-[PLCの溶出パターンした。各糖鎖構造はそれぞ、れのピーク
のものである。



第2部 カイコ PTTトI受容体 の解析

受容体の構造を明らかにするためには、 EGF受容体やインスリン

受容体のようにリガンドと結合するタンパク質を精製し、そのアミ

/俊配列をもとにコードする遺伝子をクローニングするという方法

がある . ところが、受容体は一般的に発現量が低くその精製には大

量の材料が必要となる。そこで受容体の精製を行わず、直接受容体

の泣伝子を明らかにする方法が開発された。そのひとつとして 、本

論文でも行った動物細胞を用いた発現ク ローニング法がある。この

}j法は、動物細胞系で発現させることが可能な良質な cDNAライブ

ラリーさえあれば遂行できる 。 1990から 1993年にかけてこの方法

を用いて綴々な受容体遺伝子が明らかにされた。 例えば、サイトカ

インの受容体遺伝子 II • 1;) tや増殖因子 1-1-川}の受容体遺伝子がこ の発

現クローニング法を用いて明らかにされた。昆虫のペプチドホルモ

ンの受容体遺伝子についても、この方法を用いて 1994年にタバコ

スズメガの 利尿ホルモン受容体遺伝子がクローニングされ た !?¥昆

虫ペプチドホルモン受容体遺伝子のクローニングが成功したのはこ

の ]1?IJしかないが‘見虫の受容体遺伝子を日南乳類の細胞系で発現さ

せること、さらに発現した受容体が機能することも十分可 能であ る

ことが実寵された。 PTTH の標的器官である前胸膜は全長がl~

2mITI程度の小さい組織で、約 10001聞の細胞 から 構成されているた

め、前胸 l燥を大量に採集しタンパク質側からカイ コPTTHの受容体

の構造を解析するというととは困難なものと考えられた。したがっ

て、カイコ PTTH受容体の椛造を解析するには遺伝子をクローニン

グするしか方法はなく、そのためには、 ζ の発現クローニング法が

適していると考えられる。そこで、第二部ではカイコ受容体の性質

を明らかにするとともに、カイコ PでTHの受容体遺伝子のクロ一二

55 



ングを試みた。

PTTHの作用機序に関する研究は、カイコと同じ鱗麹目昆虫であ

るタバコスズメガを用いて進められているが、これまでに PTTH刺

激による前胸腺細胞内への Ca・みの流入や cAMPの濃度の上昇や、特

定のタンパク質のリン酸化などが明らかになったにすぎない。また 、

これらの研究で用いられた PTTHは、純化されたものではなく、脳

fJ:tJ出物または官g分精製物を PTTHとして用いているために 、そ れら

の試料に含まれる PTTH以外の他の因子の影響を無視することがで

きない。本研究では現時点で 11佐一純粋な PTTHを使用することがで

きるカイコを材料に PTTH受容体の 構造を明らかにすることを目指

した。また、 PTTH受容体を明らかにすることは、 PTTHの細胞内

情報伝達系や、エクジソンの生合成および分泌機構 の分子レベルで

の解明ための大きな前進になると考えている。



第 l:iljl: カイコ PTTH受容体の性質

2-1-] 政射性ヨード化 PTTHの作成

言ij胸腺細胞に存任する PTTH受容体は 、前胸腺がわずか 1，000個

程度の細胞から構成されていることを考えると、その存在量は極め

て少ないことが予想される。そのため PTTH受容体の分子量、結合

定数などの基本的な性質を明らかにするためには受容体分子を高感

度で検出するための標識リガンドが必要である。そこで、最も検出

!感度が高いと考えられる放射性ヨード(1 Z:， 1 )による PTTHの標識

を行なった 。原識には大腸菌で発現させたカイコ PTTトIを石橋らの

方法にしたがって空気酸 化し 、活性型であるホ モダイ マーにしたも

の を用いた。

まず、カイコ PTTHをホウ酸緩衝液中に溶解し、 Ioclogenおよ

び放射性ヨード化ナトリウムを混合するととに よりヨード化を行 っ

た。次に、未反応の PTTHおよび過剰lの試菜類を除くため逆相

11 PLCによる精製を行った。図 2-1にHPLCの溶出パターンを示し

たが、非標識 PTTHのほか、標識 PTTT-jと忠われるブロードなピー

クが認められた。標識PTTHのピークがブロードになった 原因とし

てPTTトl分子中に存在する 5個のチロシン残基のうち異なる位置の

チロシン残基が様識されたり、標識されたチロシン残基の数が異な

るためであると恩われる。得られたヨード化PTT!-l (以下['''T]-

PTTHと記す)は 5.0X10'cpm/μgと非常に放射比活性が高かっ

た。さらに得られた ['2:'l]-PTTI-lを SDS-PAGEにより分析 したと

ころ 、図 2-2に示すように分子量約3万付近に放 射活性が検出 され

たことから [''''I]-PTTHは活性裂であるホモダイマー構造を保って

いると考えられた。また、同傑に非放射性ヨードを用いてヨード化

PTTl-lを作製し、 l徐Il出蜘を用いた成虫 化活性および前胸腺を用いた
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エクジソン分泌促進活性を調べたところ、ヨード化されていない

PTTHの約半分の活性を維持していた。以後、この[J2"I]-PTTI-lを

JTIいて PTTH受容体の性質を調べた 。

2-1-2 結合実験およびそのスキャッチヤード解析

前胸線上に存在する PTT[-[受容体と PTTHとの親和性および

PTTH受容体タンパク質の発現量を明らかにするため、 2-1-1で作

製した[J "" 1 ] -PTTトIを用いて以下の結合実験を行った。用いた前胸

腺は PTTHに対して感受性が高く、エクジソン合成分泌量が高い、

51，給幼虫 6日目(I止糸直前)のものを用いた 。50頭分の前胸腺を 1測

定分とし、インセクトリンガ -7夜中で、前胸腺と [125J]_PTTHをイ

ンキユベートした。洗浄後、遠心分離により沈澱として得られた前

胸腺の 7 線を測定し、その値を前胸腺に結合した全結合量とした。

また、非標識PTTトIを['25I]-PTTHの100倍量加え ‘同様 の実験を

行い、 41o特異的結合f去を求めた。各濃度における全結合量から非特

異的結合量を引いた特異的結合量とし、得られた結果を図 2-3に示

した。この 悶か ら[12"1]-PTTHと前胸腺上に存在する受容体との結

合は約 500pMで飽和してい ると考えら れる 。 また、この結合実験

の結果をスキ ャチヤード解析したところ図2-4に示す一本の直線が

得ら れた。したがって 、前胸膜上に存在する PTTHの受容体は一種

類であり、その直線の傾きから解離定数は54pmolであることが明

らか とな った。 また、 一対の 前胸腺が2，000細胞から構成されてい

るとすると 、一細胞あたり 16，000分子の PTTI-I受容体が発現して

いる計算になる。これまで明らかになっている高親和性 の受容体の

解縦定数はいずれも 10~ 数 100 pM であることから、前胸腺上に存

在している PTTH受容 体も親和性 の高い受容体に分綴される 。
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2-1-3 架橋実験

次に PTTH受容体の分子量を明らかにするために受容体と

[12勺J-PTTHとの架橋実験を行った. 2-1-2の結合実験と同様にカ

イコ 5紛 6日自の幼虫約300匹分から摘出した官官胸燥をインセクトリ

ンガ -1夜中で [l2o[J-PTTHとインキユベー卜した。洗浄後、化学架

橋剤として sS"を加え、復合体を形成していると思われる [I"'I]ー

PTTHと受容体を架橋した。 I%SDSで可溶化した後、 SDS

PAGEにより [125I]-PTTHと受容体複合体の分子畳を推定した(図

2 -5) 。また、検出されたバンドがPTTHと特異的に結合した受容

体であることを確認するため、 100f音量の非標識PTTHを加えた実

験も同時に行った。その結果、分子量約 90，000付近に["'lJー

PTTJ-[ -受容体 複合体と考えられるバンドが検出され、このバンド

は非襟識PTTJ-[を加えることによって消失した。カイコ PTTHの分

子量が約 30，000であることから、 PTTH受容体の分子量は約

60，000であると思われる。また、還元状態においても同じ位置に

バンドが検出されたことから、 PTTH受容体はジスルフィド結合に

よるサブユニット械造を持たないと考えられる。さらに、 5齢期の

成育段階の違うカイコ前胸腺を用いて同様の架橋実験を行ったとと

ろ、 [I"'[]-PTTHと受容体復合体と考えられるバンドは成長に伴い

濃くなっており、 I止糸期に最高になる乙とが明らかになった(図

2-6) 。この結果をもと に、第2主主で行う cDNAライブラリーの材

料として、吐糸直前の前胸腺を用いることにした。
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図 2-5 [125日-p-π1を用いた化学架橋実験
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4: 5齢幼虫6，7日

5:ワンダリング期

6:吐糸期

7:吐糸後

図 2-6成長を追った[125J]-fY口、Hを用いた化学架崎実験
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第2章 カイコ前胸腺cDNAライブラリーの構築

第 1章の実験から PTTH受容体の分子量、解離定数など基本的な

性質を明らかにすることができた。また、 ILt糸直前の前胸線には l

11];あたり 3.0x 10"個の受容体が存在していると考えられる ことか

ら、タンパク側から受容体のアミノ酸配列を明らかにし ようとした

場合、 10pmolの受容体を得るためには最低20万匹の前胸腺を集

める必要があり、現実的ではない。そこで、受容体の構造を遺伝子

似oから明らかにすることを考え、 COS7細胞を用いた発現クロ}ニ

ング法による PTTH受容体遺伝子のクローニングを行うことにした。

そのため、 COS7細胞での発現が可能な pME18Sベクターを用いた

カイコ iifj11旬11車cDNAライブラリーを構築した。用いたpME18Sベク

ターの特徴としては、大 l湯菌内での自己複製開始点として ColE1、

動物細胞内での自己復製できるように SV40の複製開始点があり、

大腸菌および動物細胞内でのよ首幅が可能である。また、このベクター

はラージT抗原を発現している COS7細胞内で高い転写活性を持た

せるために強力なSRα プロモーターを有している。さらに、このベ

クターには形質転換株を選択するためベクター内にアンピシリン耐

性巡伝子の配列も組み込まれている(図 2-7)

ところで、 PTTH受容体をクローニングするためにはその材料と

なる前胸 11泉を集めることがまず必要である。前胸腺は第一気門の内

側に存在する全長わずか数I1lmの小器官であり、実体顕微鏡下での

解音IJを必要とする。そのため 1日にせいぜい 100匹の前胸腺を摘出

するのが限界であり、議官な材料を用いてcDNAライブラリーを作

製するととは不可能である。前任者は約半年間かけて集めた 5，000

対の前胸腺を材料として、 6x 10・'クローンの cDNAライブラリー

を椛築したが、このライブラリー中にはインサートを含まないプラ
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スミドが約半数含まれていたこと、また、インサートの大きさも

1 k b以下のものも含まれていたことから、受容体cDNAをクローニ

ングするための cDNAライブラリーとしては不適当であることが分

かった 。 そのため、いかに少量の前絢腺から、質の 良い(長いイン

サー卜を高頗度で持つ)、サイズの大きなラ イブラリーを構築する

かを諜題に‘段々な条 件 を変え、 30回以上のライブラリー 作裂を試

みた。その結果、わずか 100匹の前胸腺から1.0x 10"以上のサイ

ズで、しかも lkb以上 のインサートを 90%の確立で含む前胸腺

cDNAライブラリーを再現性良く 椛築でき るよう にな った。 以下 r::. 

それぞれのステップでの工夫を述べる。

2-2-1 少量の前胸腺からの mRNAの精製

cDNAライブラリーを 梢築 するにあたり、 その材料となる mRNA

ω抽出法は、常法ではAGPC法 i引やホットフエ ノール法 JfJlを用いて、

或いは庖化セシウムの濃度節度勾配に よる超遠心分離を用いて全

RNAを州出後、ポ 1)Tを結合させている担体を用いて抽出する。カ

イコ前胸腺から 'ii¥'i1;でmRNAの捌出を行うと、抽出されるmRNA

虫及びcDNAを合成する際の逆転写効率が非常に悪いこ とが分かっ

た。 例 えば、前 jj旬JJ阜の破砕方 法についてであるが、小さな組織を粉

砕するのに良く mいられるホモジナイずーやブレンダーでは前胸線

の形状を残しており、細胞レベルまで粉砕すると とが不可能であ っ

た.この場合カイコ 1000匹由来 の前胸腺から最終的に mRNAとし

て得られたのはわずか lμgであった。また、液体窒素 で凍らせ乳鉢

などで粉仰を試みたがその回収率も非常に恐かった。そこで前 IJ旬線

の粉砕方法を工夫する必要があると考え 、 グアニジンイソチオシア

ネートを変性剤!とした溶液中で、前 IJ旬IJ患を粉砕するためにシりンジ

を数回過すこ-とを試みた。シリンジは最初は 18ゲー ジを 用 い、徐々

65 



に27ゲージまでシリンジの筏を細くしていった。 ζ の方法で前胸腺

を粉砕し、超遠心器ーを用いて全 R!'¥Aを得て.定量を行ったところ、

50匹分 の前!肉眼から約 50/(gの全RNAが締出された e この結果は、

100 匹 ~ 200匹で問的の mRNAが期待されることになる。さらに上

記のように粉砕した前胸腺から全 RNAを抽出する過程を経ないで、

直後 mRNAを抽出した。更にもう一度ポリ Tを結合させている担体

を用いて mRN八を州出した 。二度同療の 操作を繰り返した理由は、

一度のオリゴdTを附いて mR0/Aを刷出したときよりも mRNAの収

率は 60%限度に低くなるものの逆転写の効率が2倍以よ高くなった

ためである。

2-2-2 cDNA の合成

上記の方法に従って精製した mRNAを用い、キットなどを用いず

にライブラリーを作製した。何峡なら ば、ライブラリー作製用の市

販のキットでは材料として段低限 1~5μg の mRNAを必要とし、ま

た酵素知と〈に逆転写酵素などを選択できないためである。そこで 、

l狗胸腺由来 のcDNAライブラリーを 椛築するためにはGubler-

rroffmannの変法であるリ ンカーブラ イマ一法 5(1)を採用し、各種

再事業反応を忠実にかつ高い効率で行わせることを考えライブラリー

を作製した。その概略は、図 2-8の通りである。

ず、逆転写酵素としては、 superscript11を用いた。この由宇

奈は通常のAMLV由来の逆転写醇素より高温で反応が可能なことや

cDNAの伸長が長いとされているために採用した。また逆転写のプ

ライマーとしては、開始メチオニンから始まる長いクローンを得る

ため 、 ランダムヘキサマーを 0.074μg使用した。逆転写酵素を加

える前 37"cで 5分間プライマーとアニールさせ、逆転写酵素を加え

て37 'cで 30分間反応させた後、さらに酵素を加えて45"cで 1時間



mRNAJ1b出

逆転写酵素(1stslrand) 

+ 
RNase H、E.coliDNA po]ym巴rase(2本鎖DNA)

↓ T4DNAp…ーじ)
↓ BstXI Ad刑 orligation 

r一一:=J !Jー孟コ↓l叫……paper)

vector ligation 

弓ち 大腸菌DH…
(pi¥llE18S，-3kbp) 

図 2-8 cDNAライブラリー権築の概略
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反応させた。

次に、二本鎖にするために DNAホリメラーゼIを用いて 16.Cで2

1時間反応させた。通常 20'c付泣で行うこの酵素反応を、 16"cで行

った理由は5.侃IJと3' 側がループ構造を取ることを避けるためであ

る。また、この DNAポリメラ一、ぜIは、次に用いる T4DNAポリメ

ラーゼ1と同様に DNase活性を有するためである。次に 2本鎖lコN.A

の末止請を平滑 化するためにT4DNAポリメラーゼ Iを用いて反応を

行った。この酔素も lコNase活性をもつため酵素量を最小限にし、

反応時間も 10分間とした。この反応は理論上はセンス鎖を完全に伸

長しているはずであるが、この齢素のプライマーが、 RNaseHに

よる mRNAの部分消化物であるため‘センス鎖のとくに 5・側 tf平

沼末端になっていない可能性がある。そこで、二本鎖DNAの末端を

平滑化するためにT4DNAポリメラーゼ Iを用いて反応を行った。

この酵素はセンス鎖の合成に用いた DNAポリメラーゼIよ りもポリ

メラーゼ活性が約 100倍高く、上記の通り本酵素は DNase活性を有

するため酔楽監を惚力折lえ、しかも反応時間を 10分間とした。合成

した cDNAをベクターへ押入する 前に、 cDNAが合成されているか

否かを確認するため、 cDNAの一部を鋳型としアクチンと

longaL!on faclorのPCRを行 った。これに 用いたセンス及びア

ンチセンスフラ イマーの問の配列にはイントロンを含んでおり、も

し染 色体陶米の DNAが混在していた場合、増幅されてくる DNAは

予想より大きくなるが、上記に述べた方法では染色体DNAは混在し

ていないことが明らかとなった。また、増幅されたDNAが電気泳jJj}J

上単一に観察されたため、逆転写反応も効率よく伸長したことが明

らかとなった。

2-2-3 cD'NAのサイズ選択とベクターへの挿入
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次に発現ベクターと結合させるため‘得られた2本鎖cDNAと制

限酸素サイト BstXlをもっアダプターをライゲーションした。この

アダプターを用いた理由は‘この制限酵素が 12~塩基認識であり、そ

の認識配 列は，非 パリンドロームの CCANNNNN↓NTGGである

ためである 。 本実験で用いた発現用ベクターには、この BstXJサイ

トが2カ所あり、ベクタ一同土の結合ができないように設計されて

いる。また、 cDNAにこの配列に相補するようなアダプタ ーを結合

すればcDNA同士の結合も防ぐことができるのである(図 2-9) 。

ところで、 PTTトI受容 体の分子量は比較的大きいことから、目的

のPTT卜l受容体遺伝子の 比率を上げ、スクリーニングの効率を良く

するために、 cDNAのサイズ分画を行った。アダプターを連絡させ

たcDNAをアガロースゲル電気泳動に供し、 lkbp以下に相当する

部分のゲルを切り務とした後、 lOkbp付近に DEAEペーパーを挟み、

.i2方向に電気泳部J させることにより l~lOkbp の cDNA を得た。得

られた cDNAをSRα フロモーターを持つプラスミド pME18S、ま

たは SV40プロモーターをもっ pcDNAT/ AmpのBstXIサイトに挿

入した。

2-2-，1 大 Jj号蘭への形質転換

エレクトロポレーション法により大腸菌 lコHJOBに形質転換した。

I二記の通りに各 種商事衆の性質に従い反応を l順次行った。その結果、

7. 2X 1 0"、9.2XI0"のクローンを持つプラスミドライブラリーを構

築した 。 得られたクローンのうちランダムに 10クローンのインサー

トを制べた紡果、会てにインサートが押入されており平均長が

l. 5 k bpであった。 中には 3kbp)以よのものも含まれていた。このラ

イブラリーはカイコ PTTト!の受容体をクローニングする上で十分な

ものであると‘考え、以下のスクリーニングを遂行した。この方法に
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よってカイコ lOO匹から 0.5μgのmRNAを得て、さらに上記の方

法で合成した cDN八量の約半分量で市販のキットに伺当するかそれ

以上のプラスミド cDNAライブラリーが構築された。



第 3~言 カイコ PTTH受容体 のスクリ ーニング

一般に受容体をコードしている遺伝子をクローニングする 際に、

タンパク質のアミノ酸配列をもとに予想される DNA配列が利用でき

ないとスクリーニングすることができない a そのような場合、アミ

ノ酸配ヂ11の情報を必要としない遺伝子クローニング系として、本論

文で用いている発現クローニング法がある。動物細胞を用いた発現

クローニングによる受容体のスクリーニング方法としては、以下の

ように大きく 二通りに分けることができる。(1 )目的の受容体遺

伝子を単縦するために、 cDNAライブラリー全体を動物細胞にトラ

ンスフェク卜して目的のタンパク質を発現している細胞を抗体など

を用いてセルソーターやパニング法 5I )を用いて cDNAを回収するこ

とにより目的の cDNAを濃縮していく方法。 (2) cDNAをサププー

ルに分け目的の遺伝子が含まれているプールを探し、陽性のプール

をさらに小さなプールに分けてい くことにより目的の cDNAを得る

方法。上記の (J)の方法では、パニング法やソーテイング法が、

(2 )の方法では、放射性ラベルしたリガンドを用いたパインディ

ング法やフィルム エマルジョ ン法，， 2)が代表的である。そこで、本論

文では、迅速で比較的効率良くかっ高度の技術を必要としない、パ

ニング法、ソ ーティング法、パインディング法を用いてPTでHの受

容体のスクリーニングを行った e 以下にその詳細を述べる。

2-3-1 ['~ ' f) - PTTH との結合を婦標にしたスクリーニング

第 2主主で作製したカイコ前胸腺由来の cDNAライブラリーを 150

クローン/¥v e 1Iとなるよ うに 96穴タイタープレー トに植菌した。培

地に 7% DMSOを加え 一晩培養後、そのまま 80"cに凍結し、マス

タープレートとして保存した。



まず、 一次スクリー ニングとして、 2プール (300クローン)分

を 1試料とし てマスタープ レートから大腸菌を 組菌し 、t音養後、プ

ラスミドを抑i出した。一方、 50%コンフルエントになるように 6穴

プレートに綴いておいた COS7細胞に抽出したプラスミドを DEAE

デキストラン法で形質導入した。形質導入3日後に培地を除き、

2-1-，[で作製した 10nMの[I"J]-PTTHを含む PBS中、 4'Cで2時

間インキュベー卜した.洗浄後、各実験区の細胞をトリプシン消化

することで情益掠から遊離させ、遠心分離で細胞を集め、放射活性

を測定した(図 2-10) 。その結果、一次スクリーニングを行なっ

た約 1，000実験区 (30万クローンに相 当する)のうち 、ほとんどの

プールが340土20cpmであるのに対し 、23値!のプールでは

OOcpm以上の放射活性が認められた。これらを陽性プールと判断

して二次スクリーニングを行うことにした a

二次スクリーニングでは、|場性プールをマスタ ープレートから

1well (150クローンに相当する)ずつ一次スクリーニングと同様

にCOS7細胞に形質導入した。また二次スクリー ニングは2連で行

った。 したがって 一次スクリー ニングで陽性であったプールについ

ては合計3回の実験を行なったことになる。二次スクリーニングの

結泉、コントロールで370土 30cpmであったのが、 D64のプール

は514cpm、710cpmであり、またJ83のプールでは 、480cpm、

508cpmの欽射活性がそれぞれに認められた。 そこで、これら のプ」

ルを|揚性クローンが含まれるプールと判断して三次スクリーニング

を行った。

三次ス クリ←ニングで は二次スクリー ニングで陽性であったプー

ルについて40クロー ン/w巴11となるようにマスタープレートからサ

ププール を作成した 。96プ ー ル (約4，000クローン)を二連で同様

にCOS7細胞に形質導入し、結合活性を測定したが、有意な差のあ
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るサブプールは得られなかった。(肉 2-11)

このスクリーニング法の難点は、 7線測定の際のパックグラウン

ドとなる非特異的結合を各実験区で揃えることが難しく、また、陽

性か陰性かの判定を行う際の放射活性の違いが小さいことが挙げら

れる。また.ネガティプなコントロール実験は行えるが、陽性を陽

性と判断できるかどうかが難しいと思われる.本実験の際にも一次

スクリーニングで陽性クローンを見落としている可能性も否めない。

また、一次スクリーニングに用いた 1プー Jレを 150クローンとした

こと、行ったスクリーニングが合計で 30万クローンであったこと花

ど、今後検討を 要する点は多い。

2-3-2 パニング法によるスクリーニング

1987年に S巴edらにより考案されたパニング法 5けは、細胞膜上

のタンパク質をクローニングする ための画期的な方法として発表さ

れた。その概略は図 2-14に示したとおりである。実際の操作とし

ては、まず、動物細胞発現ベクターで作製された cDNAライブラリー

を発現細胞に導入し、 cDNAライブラリー由来のタンパク質を細胞

ヒに発現させる。次に目的とした細胞膜タンパク質を発現している

細胞を、そのタンパク質に対する抗体をコー トした プレート上に付

着させ、残りの細胞を!徐く。付着した細胞を可溶化させ、細胞中に

含まれているプラスミドを回収し、大腸菌に形質転後させる。大腸

i智内で増幅させたプラスミドを再び動物細胞に導入し 、同様の操作

を繰り返すことにより、目的とする細胞膜上のタンパク質をコード

している泣低予を濃縮できる。本実験では、カイコ PTTH受容体に

対する抗体が無いため、 Seedらの方法を応用し、リガンドである

カイ コPTTJ-lをピオチン化 し、抗ピオチン抗体をコートしたプレー

トを用いて濃縮することにした。
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ー次スクリーニング:

ーー は放射活性を表す

二次スクリーニング
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図 2-11[1251]一門寸Hを用いた受容体のスクリーニング
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( l) ビオチン化PTTHの作製

大腸菌で発現させた活性型のカイコ PTTHをホウ駁緩衝液中に溶

かし、スクシンイミジルエステルを架橋斉1Jとてピオチン化を行った。

反応後、ビオチン化PTTHから未反応の PTTHを除くため逆相の

IIPLCで精製を行 った(図 2-12(a)) 。得られたHPLCの溶出パター

ンではピオチン化PでTHは未反応のPTTHに比べてかなりブロ ード

であった。その原因としてピオチン化の際に用いた試薬がN末端の

アミノ基のみならず、リジンの εーアミノ基と反応するため複数の

ピオチン化PTTト[が生成したものと考えられた。また、得られたビ

オチン化 PTTHをSDS-PAGEに供し、メンブ レンにプ ロッティ ン

グ後、 HRP標識したアピジンにて検出したところ、分子量が約30k

付近に 一本のバンドが検出された(図 2-12(b)) 0 また、吉iJ胸腺に

よるエクジソン分泌促進活性を訪]べたととろ 、ピオチン化 PTTHは

~I，様識の PTTH の 3 分の 2 程度の比活性を維持していた。反応生成物

中に ~I， 標識 PTTHが入っていないことから、ピオチン化による大幅

な活性の減少はなかったものとし、以下のパニングの実験に 用 いた。

(2 ) ピオチン化PTTJ-lを用 いたパニング

第 21誌で作製したカイコ前胸脱出来の cDNAライブラリー(l.0 

x 10'・ク ローン)から調製した全プラスミドを COS7細胞に形質転

換し、 2日間培養した後、ピオチン化PTTHを加えてイ ンキュベー

卜することにより、受容体を発現していると思われる細胞にビオチ

ン化PTTHを紡合させた。細胞を数回洗浄後、 抗ビオチン抗体をコ ー

トしているプレートヒでインキュベートし、細胞表面にピオチン化

PTTトlをもっ細胞をプレートょに付着させた。倍地を除き、さ らに

同じ i音地を数回加えてプレート上に付着しなかった細胞を除いた後、
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プレートに付着した細胞を Hirtr去ら沼 で可溶化させ.プラスミドを

締出した。回収したプラスミドを再び大腸歯に形質転換し、上首幅を

した。増幅されたプラスミドを大腸菌から抽出し、 COS7細胞に導

入し、次のサイクルのパニングを行った(図 2-13)。その結果、パ

ニングの回数が指すごとに抗ピオチン抗体をコートしたプレートに

付着する細胞が縫えたため、目的とするカイコ PTTH受容体遺伝子

をコードしているプラスミドが濃縮されていると考えられた。図

2-14はパニングの各サイクルで回収されたプラスミドをインサー

トの両端にある Xholで消化し、アガロース電気泳lIiJJを行なった結

果である。 3回目のパニング以降、バンドのパターンがほぼ同じで

あり‘パニングの回数を増すごとに各バンドが徐々に明 |僚にな って

いる。特に、約 1.5kbp付近のバンドは3回目以降、最も濃いバンド

として検出された。しかしながら. 5回以上のパニングを行っても

その電気泳動パターンに変化は見られなかった。そとで、 6回目の

パニングで回収したプラスミドを用いてサプライブラリーを作製し、

このライフラリーからランダムに 12クローンを選び、インサートの

両端の鹿基配列、約 300bpを解析した。その結果、 12クローン中 3

クローンが両端の長さは異なるが、同じ配列を持つことが明らかと

なった。とれら 3クローンはcDNA合成の際にランダムプライマー

を用いたことおよびcDNAの伸長が十分でなかったために生じた、

同じmRNA由来のcDNAであると考えられた。また、パニング法に

よって同ーの mRNA由来のcDNAが濃縮されたことから、これらの

cDNA にコードされているタンパク賓がPTTH受容体である可能性

が高いと考え、これらクローンのうち最長の 1.8kbpのインサート

についてその全境基配列を解析した。しかし、坂基配列から推定さ

れるアミノ酸配列中には細胞膜を貫通すると考えらる疎水性アミノ

般で構成されている領域は認められなかったととから、受容体タン
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パンニング法の原型

図 2-13 パニング法の原理

kbp 

2.2 
2.0 

0.6 

PJTH receptor 

司咽咽 vector(P1VfE18S) 

唱....濃縮されたインサー ト

図 2-14 パニング法によるcDNAの濃縮
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パク質である可能性は低いと考えられた。また、得られた塩基配列

および推定されるアミノ酸配列を NCBIで検索したところ 、フ ァル

ネシルトランスフエラーゼの Bサプユニットと高い相向性を持つこ

とが明らかになった。したがってこの cDNAにコードされて いるタ

ンパク質はPTTH受容体ではないと判断した。

(3) サプライブラリーの [12汁J-PTTHとの結合を指標にしたスク

リーニング

5回目のパニングで回収したプラスミ ドを形質転換した COS7細

胞が、 6回目のパニングでもプ レート上に強く付着したことから、

このプラスミド 中にはPTTH受容体をコードしている cDNAを持つ

プラスミドが泌縮されていると考えられる。 しかしながらパニング

の回数を噌やしても回 収されるイ ンサ ートの電気泳動パターンに変

化がないことから、パニングによってこれ以上 PTTH受容体cDNA

の濃縮は困難と考え 、5回目 のパニングで回収したプラスミドを用

いてサプライブラリーを作製し、 2-3-1と同様に[1 2; 1 ] -P TT Hとの

結合を指標にスクリーニングを行なっ た。作製したサプライブラリー

からランダムに 300クローンを選び、プ ラスミドを増幅後、 COS7

細胞に形質転換した。 j移質転換した COS7細胞と [125I]-PTTHとの

結合を測定したところ、インザートを 持たないプラスミドを形質転

換した COS7細胞では 330:t30cpmであったが、サプライブラリー

由来のプラスミドを j形質転換したものでは420cpm以上のものが 12

区あった。このうち測定値が高 い12ク ローンについてその境基配列

を解析し たが、得られた配列は 12クローン中で重複した配列は認め

られず、それぞれが異なったものをコードしている境基配列であっ

た。また ‘いずれも受容体をコードしているとは考えられなかった。
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2-3-3 FACSを用いたスクリー二ング

(1) FITC-PTTl-Iの{宇製

大腸菌で発現させた活性型のカイコ PTTHをホウ酸緩衝液に溶か

し、スクシンイミジル エステルを架惰剤とした FITC化を行った。

反応後、 FITC化 PTTHから未反応の PTTHを|徐くため逆相 の

J-fPLCで精製を行った(図 2-15)。得られたトIPLCの裕出パター

ンでは FITC化 PTTI-]は未反応 のPTTHに比べかなりブ ロードであ

った。その原因としてFITC化の際に用いた試薬がN末端のアミノ

基のみならず、リジンの E-アミノ基と反応するため複数の FlTC化

γrTI-Iが生成したものと考えられた。また、前 胸腺を用いたエ クジ

ソン分泌促進活性を調べたところ、 FITC化PTTHは非標識 の

PTTHの3分の 2程度の 比活性を維持し て いた。反応生成物中に非様

識PTTHが入っていないことから、 FITC化 による大幅な活性 の減

少はみられなかったものとし、以 FのFACSを用 いたスクリーニン

グ実験に 用いた。

(2) FACS (自動拠1111包分阿佐解析装置)を用いたスクリーニング

FACSの袋鐙としてベクトン社 のVantageを用いた e 受容体を

発現している COS7細胞にはFlTC-PTTHが結合して蛍光強度が唱

すことを 利用し、 FACSを用いた細胞のソーティングを行い、プラ

スミドの祖母織を試みた (図2-16) 0 前胸 JI泉由来の cDNAライ ブラ

リー (I.OxlO"クローン)由来の全プラスミドを形質転換した

COS7細胞を 2日間指養した後、 FITC-PTTHとイ ンキュベー 卜し

た。この細胞約200万個を蛍光強度の強さを指標にソーティングし、

インサートを持たないプラスミドを形質転換した COS7細胞に比べ

蛍光強度が届い約 20，000細胞を 得た。得られた細胞を可溶化後、
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プラスミドを回収し大腸菌に形質転換した。さらに大腸菌によって

糟幅したプラスミドを COS7細胞に形質転換し、同様の方法でソー

ティングを行った。その結梨、 2回のソーティングにより約 1.8kbp

のインサートを有するプラスミドが濃縮された(図 2-17)。この

プラスミドの境基配列を解析したところ、ビオチン 化PTTHを用 い

たパニングと同様、膜を貫通していると思われるアミノ酸配列はコー

ドされていなかった.また、得られた配列を NCBIで検索したとこ

ろ、中日同性 が認められるタンパク質は見い出さ れなか った。また、

この cDNAがコードしているタンパク質中にはC-X-K-C-Xu-Cと

いう繰り返し配列が4回存在しており(図 2-18) 、さらに開始メチ

オニンに続くシグナル配列がないことから細胞質 内で機能する構造

タンパク質のー滋ではないかと思われる。また 、この プ ラスミドを

単独でCOS7細胞に形質転換すると、 FITC-PTTI-lとのインキュべー

ションを行わなくても、 FACSでの蛍光強度が i首加するととが分か

った。さらに 細胞内部の蛍光に由来する側方散乱光 (SSC) の変化

も見られたため、このプラスミドにコードされているタンパク質は

制11胞 表面に存住するのではなく、細胞 内に大量発現されている可能

性が高い。また‘前胸腺は自家蛍光を持つ細胞であり、蛍光強度の

鳩加をもとに FACSを用いてソーティングを行った場合、このよう

な細胞内の蛍光強度を増加させるタンパク質を コードする cDNAを

濃縮する危険性があり、蛍光標識リガンドを用いたFACSによ る受

容体遺伝子の濃縮には注意が必要であると思われる。
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濃縮された共通のインサートを有するプラ
スミドをCOS7細胞に形質転換した

泌総されたプラスミドの形質転換細胞

日
字

紙2a
~ 8~ 
~ ~ 

Oit..03a 

蛍光強度

・コントロールと濃縮されたプラスミドの形質転換細胞の
蛍光強度による細胞数のヒストグラム

図 2-17 FACSを用いたスクリーニング(結果)
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- -- 圃園 ~

o 40 50 60 
GT了I'GCTACAAGτロCAACCGGACCGGGCATT

v C Y K C N R T G H F 

70 80 90 100 110 120 
TCGCGCGCGAAτ'GCACGCAGGGGGGCGτ'GGTGTCGCGGG出τTCCGGTTTCAAτ'CGGCAAC

A R E C T Q G G V V S R D S G F N R Q R 

130 140 150 160 170 180 
GτロAGAAGτロTTCAAG叩 CAACCGCACAGG且CACτTIロCGAGGATI'GCAGGAAGAGGCτロ

E K C 5 5 A T A Q D T L R G L Q E E A D 

190 200 210 220 230 240 
ACCG1'I'GCTACAGAτ'GTAACGGCACGGGGCACATAGCGCGCGAGTGCGCACAGAGCCCGG 

R C Y R C N G T G H 工 A R E C A Q S P D 

250 260 270 280 290 300 
ACGAGCCGTCG'IロτTACAACτロCAACAAGACGGGCCACATCGCACGGAACTGτ'CCCGAGG

E P S C Y N C N K T G H 1 A R N C P E G 

310 320 330 340 350 360 
GGGGGCGGGAGTCTGCGACGCAGACCTGCtATAACtUCAACAAGTCCGGCCACAT℃T℃CC 

G R E S A T Q T ~N C N K S G H 1 S R 

370 380 390 400 410 420 
GCAACτロτ'CCCGACGGCACCAAGACGτロCTACGτ'GTGCGGCAAGCCCGGCCACAτ'CTCGC

L4P D G T K T C y V C G K P G H 1 S R 

430 440 450 460 470 480 
GCGAGτロCGACGAGGCGCGGAACTAGCCECAsecACCTIUTCTC℃tTEAEAATCAACTAT

L.L D E A R NWP  Q P P C L P Y N Q L C 

490 500 510 520 530 540 
G虫丸TATTA'τ'GATGCCACGCACGGACGATAAG~~GGACGCCACGCGとGACACACGATAA

工 L 守 C H A R T 1 S K G R H A R H T r T 

圃圃圃・ は繰り返しの配列

図 2-18FACSのスクリーニングで濃縮されたクロ」ンの境基配列と、
推定アミノ酸自己列



買34主主 まとめおよび考察

2-4-J まとめ

カイコの前胸腺細胞上に存在する PTTHの受容体は分子量約

60，000で、解離定数 54pmolの緩和性の高いものであり‘前胸l肢

のl細胞 当たり、 16，000個の受容体が発現されていることを明らか

にした。次に受容体をコードしている遺伝子を得るために、リンカー

プライマ -1去に沿って前胸腺の cDNAライブラリーを作製した。こ

の作製法で、従来の 100倍以上の高効率で前Il旬腺 100対からプラス

ミド cDNAライブラリーを構築することができた。また 、作製 した

cDNAライブラリーを用いて、発現クロ一二ング法でカイ コPTTH

受容体のスクリーニングを試みた。

2-4-2 考察

第2部においてはPTTHの受容体の性質を調べそのクローニング

を試みた。第 l訟では、その性質を訪jべた。前 胸 IJ泉の細胞は、培養

制胞のように単純に細胞膜により細胞が形成されているだけでなく、

結合組織章鞘でおおわれているために、受容体を前胸腺細胞から 得

ること、つまり可溶化させるととは技術 的に困難であ った。 この こ

とはタバコスズメガの 利尿ホルモン (DH) の受容体をマルピギー

管から可溶化させる場合でも同じであった。その 研究によると、通

常'の界商活性剤であるTritonX-lOOなどでは効率よく可溶化され

ず、 CHAPSやタウロコール殴のような両親媒性のステ ロイド骨格

を持つ界面活性剤でのみ、受容体分子が効率よく可溶化されている

31~カイコ PTTHの受容体に関しでもさらに可溶化条件の検討が必

要と思われる。また、そのために前胸腺に存在している PTTHの受

容体が本当で本論文で得られたようにー積類しかない、とは断定で
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きない 。 すなわち、受容体の匁楠5経験やスキャッチヤード解析では

カイコの受容体は一種類という結果が得られているものの、以下に

示すようなカイ コPTTI-lの細胞内情報伝達の燦々な実験を考慮する

と、最低でも 2殴額の受容体が存在するように思われるからである。

まずカイコ PTTHによるエクジソン合成分泌は、カイコ 5齢後半の

幼虫の前胸腺を用いると、百日咳毒素により阻害される るい 。また、

PTTJ-I刺激により Ca0，の細胞内への流入が観察される。ととろが、

カイコ 5荷台前半の幼虫の前胸腺を用いると PTTH刺激により細胞内

のcAMP量が上界する lr.!。前者の結果を考慮すれば、 PTTHの受容

体がCタンパク質共役型であり、効果器としてはホスホリバーゼC

であり、その後Kチャンネルが開きそれに伴い Caチャンネルが開く

と考えるのが一 般的である。この場合細胞内の cAMP量は抑えられ

ることはあったとしても、上昇することは一概には言えない。後者

の場合も Gタンパク質共役型の受容体であると考えられるが‘効果

伐としては、アデニリルシクラーゼであり細胞内の cAMP量を上昇

させると考えることが順当であろう。これらのことを考慮すると、

PTT11の受容 体はGタ ンパク質共 役型の受容体ではあるが、異なる

Cタンパク質と共役している受容体が存在していることを示唆して

いる。すなわち、 PTTH受容体は、ヘテロ 3量体の Gタンパク質と

共役していると思われるが、そのうちの αサプユニットが成育段階

により異なったものが利用されていると考えられる。このことから、

PTTトIに対する受容体は最低でも 2税類以上は存在すると考えられ

るわけである 。

第 2なでは PTTトl受容体のクローニングを試みたが、クローニン

グすることはできなかった。上記の通りカイコ PTTHの受容体はG

タンパク質共役型であると考えられるが、それを基にその相向性か

らPCR法を則一いて クローニングすることは困難 であると考えられる。
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このタイプの受容体は撲を 7回貫通しているものが多い 。構造上の

煩似性は見られるものの、アミノ畿レベルではその機能や共役して

いる Gタンパク質の種類が同じであってもその相同性は高くはない。

また、その中でも膜貫通傾域に若干アミノ酸レベルで相同性が見ら

れるものの、その相向性を基にしたファミリーは十数種類にも及ぶ。

この情報から、 PCRを行い全長をクローニングして PTTHとの結合

を調べるというよりは、;常法に従い動物細胞を用いた発現クローニ

ングを行う方が受容体を得られる可能性は高いと考え本論文ではこ

の方法で実験を進めた。

作製したライブラリーが良質なものであるか否かは、第2章の結

果から考えて十分に良質なものであると思われる。本論文から得ら

れた受容体の分子量から、これをコードしている 遺伝子は最低でも

1.5 kbp以上はあると考えられるが、本論文で作製したライブラリー

はIkbp以上の cDNAを用いて作製したのでこの点に関しては 問題

はないと思われる。使用したベクターであるが開始メチオ ニンを認

識し動物細胞内で発現させることができるため 、開始メチオニ ンか

ら始まるタンパク質をコードする cDNAを得るためmRNAを逆転写

するためのプライマーとしてランダムプライマーを用いた。また、

このベクターのプロモーターは開始メチオニンでなくても、つまり

コードしているタンパクの途中のメチオニンからも繍訳される可能

性がある.昆虫の開始メチオニンは動物細胞でも問題なく認識され

翻訳が始められている。タバコスズメガの利尿ホルモ ンの受容体も

この動物細胞を用いて行われており、また種々のキイロショウジヨ

ウパエの遺伝子も発現されている。これらのことから 、ベクタ ーお

よびcDNAに関しては問題はないと考えられる。

受容体の解縦定数を考えると受容体のスクリーニングには1lVJ物細

胞を用いた発現クローニング法を適用できるはずである。上記のよ
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うに PTTH受容体はGタンパク質と共役していることが示唆されて

いるが、動物細胞に Gタンパク質が発現されていなかったとしても、

リガンドである PTTHとは、筋合すると考えられる。例えばインテ

グリン受容体も Gタンパク質共役型受容体であるが、その共役して

いる Gタンパク質が発現されていない場合は、発現されている場合

よりリガンドとの結合能が 10分の lになるだけである 3U¥本論文で

はそのことを考慮して、細胞にリガンドを加えてからさらに化学架

楠剤を朗いて細胞膜上に共有結合させているため.修飾した PTTl-!

を用いたスクリーニングに関しては問題はないと考えられる。パニ

ング法にι関しては、リ ガンドを結合させるときの非特異的吸着を防

ぐために 100μgのBSAを加えたが、 BSAの代わりに血清を加えた

場合では異なった結果が得られた。この場合、パニングの回数を多

くしても細胞へのトランスフェクトの方法を変えても、抗ビオチン

抗体をコートしたプレートに付着する細胞数は湘加しなかった。リ

ガンドを細胞と反応させる条件は検討する余地があるかも知れない

が、伊lえ非特異的吸着を防いでも細胞接着に関わるような細胞膜上

のタンパク質をコードしている遺伝子 が濃縮されてくる可能性があ

る。しかし本論文ではその ような結果も得られなかった。笑験上で

は、とのスクリーニング系で一議姿所となるのは、細胞への形質導

入の部分であるが、パニングで数回の洗浄にも関わらずプラスミド

が回収できることや、本論文で用いたトランスフエクトの方法で S

ガラクトシダーゼをコードしたプラスミドを形質導入した際、細

胞はX-Galを添加すると細胞が背く染まることから形質導入はうま

くいっていることがわかる。結論として、 根本的にこのスクリーニ

ング系がPTTH受容体を クロ一二ングする上で不 適であるか、本論

文で用いた cDNAライブラリーには受容体をコードする遺伝子は含

まれていないのか、それとも技術的に失敗しているのかはわからな
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い。すなわち、カイコ PTTHの受容体をクローニングするためには、

新たに何らかの工夫が必要と考えられる。

その打開策として、ライブラリー構築に関しては前胸腺特有の遺

伝子が含まれるように他の器官とのサプトラク卜したライブラリー

を作製する方法がある日¥このサブトラクトライブラリーを構築す

るためには、前胸腺をさらに集める必要があるが、 PTTH受容体を

はじめ興味深い遊伝子が得られる可能性もある。また、この方法で

はランダムに邸基配列を読むことにより受容体と恩われる候補遺伝

子 を得た後、動物細胞に形質導入することによりリガンドとの結合

を見るという方法が可能となる。この方法でT細胞レセプタ _!'dnや、

最近でもロイコトリエンの受容体遺伝子 G.，がクローニングされてい

る。前胸腺細胞のサブトラクトライブラリーを作製するには、どの

細胞とサブトラク卜すればよいかという問題がある。しかし 、 どの

組織を用いてサブトラクトしでも、前胸腺内の 構造タンパク質や生

1字するのに必要なタンパク質をコードした遺伝子は|徐かれるため、

PTTHの受容体の遺伝子が濃縮されることになると考えられる。

次に動物細胞を用いた発現系が良くないとすると、他の発現系を

母える必婆がある。例えば、アフリカツメガエルの卵母細胞を用い

た発現系を用いて、電気生.fA的にスクリーニングすることが考えら

れる。ところが、この発現系を用いてクローニングするためには

PTT卜I刺激による細胞応答をさらに研究する必要があると考えられ

る。スクリーニングにリガンドとの結合をもとに行う方法でよいか、

という問題!と関しては、本論文で用いた COS7細胞自体にはPTTH

は結合しないことが明らかとなっており、結合可能な受容体が細胞

上に発現されていれば特異的に細胞にリガンドと給合するはずであ

る。結合を問いない系とすれば、 PTTH刺激による細胞内への Ca 2' 

の流入を指標にスクリーニングを行うことが考えられる.巌近では
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その方法をもちいて、カプサイシンのチャンネル型受容体が得られ

ている 11(1) 。しかし、この方法を用いる場合でも上記の通り、細胞内

情報伝達経路をもっと詳細に研究する必要があると考えられる。以

上のようにカイコ PTTHの受容体をクローニングするためには何ら

かの新しい手法を導入し、根本的な問題点を解決する必要性がある。

また、そのためには受容体分子自身および受容体と相互作用する周

辺分子の情報を得る必要性があると考えられる。



総括

分子機造を解析する研究は、解析機器や解析法の開発と進歩に

ともなっ て発 展し てきた。カイコ PTTHの分子構造も、その進歩

と ともに明らかにされてきた。歴史をたどれば、カイコ PTTHは

高速液体クロマトグラムの開発で微量性物質を効率よく精製する

ことが nf能 と な り はじめて単雌され、次に気相式 シーケンサーの

開発で、微量しか単時11できなかった PTTHのアミノ 酸 配 列 が 明 ら

かにされた。本論文の 第 一部では 最近発展してきた糖鎖構造解析

伎術を利用してカイコ PTTHの化学構造のうち未決定部分として

残されていた糖鎖構造を明らかにすることを試みた。

まず、第 l~ では天然物と類似の糖鎖を付加することが期待さ

れるパ キ ュ ロ ウ イ ルス発現システムを 矧 いて PTTHの大量発現を

行った 。 成熟カイコ PTTHのすくヒ流にシグナ Jレペプチドを付加

したバキユロウイルス 発現 用ベクターを梢築し、野生型のパキュ

ロウイルスとの相|百j組換えにより組換え休ウィルスを作製した。

この主11換え体ウィルスをカイコ幼虫に感染させ、感染後 3日目の

カイコ幼虫 8頭から 3rn 1の体液を採 JW.し、 6段階の精製法により、

1.4111 gのパキユロウイルスうき攻カ イ コPTTH (B-rPTTH) を得た 。

lii縦した s-r PT 丁目は 天然 PTTHおよび大腸菌発現 PTTH (E・

rPTTト1)と同じく G1 yから始まる N末端商eijlJを与 え た が 、 ウ エ ス

タンプロッテイングでは還元条件下で E-rPTTHよ りもわずかに大

きな分子f立を示し、期待した 4精鋭の付加が起こっていると推定さ

:iL 1:こ 。

次に、 re2章では s-rPTTI-Iお よ び E-rPTTI-Iを')ジ jレエ ンドベ

プチダーゼで消 化し、逆相 I-IPLCを用いてペプチ ド マ y ピングを

行った 。 その結採;、 41残恭自の As nを 含 む ペ プ チドフラグメン卜

のみ i奔出位置が異な 1)、さ らに B司 rPTTH出来のフラグメントが
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E-rPTTI-l山米のものより分下量が約 900大きいことが質量分析に

より儲かめられた 。 また、 B-rPTTH由来のフラグメン卜を

PNGase Fで消 化した場合も分子誌が約 900低下したことから、

このフラグメントは分子量約 900の N-結合 型糖鎖を有していると

考えられた 。 次に、この糖ペプチドを数種類のエキソおよびエン

ドグリコシダーゼで 消化し、消化による分子量の変化と各グリコ

シ ダーゼの基質特異性から、付加している精鋭構造を推定した。

さらに未決定であった 2カ所の結合様式を決定するために、結ペ

プチドからね~t 鎖を切り IL\ し、ピリジルアミノ 化後、 HPLC による

一次元紙鎖マップ法をJI1いて結 合様式を決定した。

続く第 3議では天然 PTTI-Iの糖鎖m迭を決定するため、 180万頭

のカイコ蛾頭部から合計 1I 7 ~ gのPTTHを精製した。精製した

PTTHのリジルエンドペプチダーゼ消 化物を HPLCにより分析し

たところ 、 B-rPTTHの場合と同じ浴出位置に糖ペプチドと思われ

るフラグメン卜がi終日1された 。 次に得られた糖ペプチドを各種グ

1) コシダーゼで消化した後、1'OF-MS測定を行ない、その分子量

の変 化か ら納j:ft併迭を 1((:定した。そ の結果、天然、の PT1'Hの糖鎖

俳泣は s-rPTTHと同 ーの 構造であることが示唆された。そこで、

s-rPTTHと 同様に械ペプチドから糖鎖を切り出し、ピリジルアミ

ノ化後、 ODSカ ラムを用いた HPLCにより分析 したところ、その

i存IU時間lが 完全に一致した。したがって 、天然 PTTHに付加して

いる椴 鎖の構造は B-rPTTHのものと同ーであると判断した 。

さらに第 41'!fではカイコ PTTHの l徐脳!隔を用いた生物検定により

E-rPTTHの比活性は 0.32ng/unilと天然 PTTHと同等であり、

E-rP1'TI-Iは 0.59ng/unitであったことから、糖鎖が 付加す ること

によ っ て 比 活 性 が 約 2倍高くなることを明らかにした。また、結

~iJ をもたない E- rPTTH も天然、 P 1'1' I-I や ß - rPTTH の約 1 /2 の活性が
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あることから糖鎖は PTTH活性に必須ではなく、体内での安定性

などに関わっているのではないかと思われる。

以上第 一 部の結果によりカイコ PTTHの燐造上残されていた糖

鎖緋迭を明らかにすることによってカイコ PTTHの一次情造はす

べて決定することができた 。

ところで、 PTTI-Iの化学構造は確定されたものの 、PTTI-Iが司

る脱皮、変態の研究の現状は、図 0-1で 表されているクラシカル

スキームを逸脱してい な い 。 つ ま り 、 脱 皮 、 変 態と いう生命現象

のしくみで切らかになっているのは、分子→組織→個体という線

で結ばれるアウトラインに過ぎない。分子レベルでの PTTHの研

究を発展させるためには、このクラシカルスキームをさらに細胞

レベルへと細分化させる必要がある。 PTTH→前胸腺細胞→エク

ジソンという 脱皮、変態において中枢的な働きをする PTTHの分

子 レベルでの作用機序についてはあまりにも不明な点が多すぎ る。

そこで、前胸l燥における PTTHのエクジソン合成および分泌促進

機 構の分子レベルで の 解 明 を 目 的 と し 、その第一歩として本論文

第二部では PTTI-Iの受容体の解析と受容体遺伝子のク ローニング

を試みた。

第lT;Iでは前)!旬 )J以に存在する PTTH受容体の性質を明らかにする

ために PTTH感受f立の時期である 11]:糸直前の 5齢幼虫から摘出した

lì~ 胸 l燥を材料に 、 115 ]で標識した PTTHを用 いて結合実験を行った。

その結果をスキヤ 1チヤード解析したところ、 l本の直線関係が

符られたことからがi[JI旬IJ泉に存在する PTTH受容体は 1種類であり、

I~平向性定数は 54 pMと恨め て親和 性が高いことが 明らかとなった 。

また、 ïì~ I陶l燥のー細胞あたり約 16.000個の受容体分子が存在して

いると考えられた 。 一方 、架橋 笑験から受容体の分子量は約

70，000であり、ジスルフイド結合によるサプユニット構造はとっ



ていないと考えられ た 。

第 2主主では前胸 j肢を材料に PTT]-[受容体の情迭をタンパクレベル

で明らかにすることは不可能であると考え、遺伝子側からの解析

を行うために cDNAライプラリーを機築した。その際、 COS7細

胞を月j いた発#~クローニングを行えるように、ベクターとして動

物 細胞 発現mで SR a プロモーターを有する pME  18 Sを用いた 。 前

l胸腺は INあたりわずか約 1.000個の細胞から構成されているため

少量の材料から効率良〈、しかも質の良いライブラリーを構築す

るため、 mRNAの精 製法、反応条件などを様々に 変 え て cDNAラ

イブラリーの憎築を試みた。その結果 、最終的に わ ず か 100匹の

カイコの前胸腺から 7.2 x I 06の総み換え体を含 むライブラリー

を作製す るこ とに 成功した 。 このライブラリーは 1k b p以 上のイン

サートが90%以 tの制合で合まれており 、 PTTH受 容 体 を ス ク リ ー

ニングするのに十分であると考えられた。

続く釘 3市ではカイコ PTT]-[受存体をクロ ーニ ン グ す る た め に 行

なった以 Fの3つの方法によるスクリーニングの結果を述べた。

( 1) "、 1-PT1'Hとの結合を J旨標にしたスクリ ーニング

総築した cDNAライブラリーを 150クローンずつサブプールに

分け、 COS 7細胞に形質転換 し、 COS7細胞と 1"I-P1'THとの結合

を 指棋にスクリーニングを行った 。 合計約 2千プール (30万クロー

ン)のスクリーニングを行った絞巣、 lつのサププールにけ電 1-

PTT ]-[との 紡令 所性が認められた 。 しかし、この サププールをさ

らに 制かく分けスクリーニングしたが 、 険 性 プ ー Jレを符一ることが

~H 来なかった 。

( 2 )ノTニング'rtによるスクリーニング

術築 し た cDNAライブラリー全体を COS 7細胞に導入し、 3円悶

上帝養後、ピオチン化 PT1'~I を添加し、洗浄後抗ピオチン抗体をコー

ティングしたプレー ト上に付着させた。付着した 細胞からプラス
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ミドを回収、大)j詰 IAiに形質転換し、増 l隠させた後、再び COS7細

胞に導入し、 PTTH受 容 体 cDNAの濃縮を試みた。その結果、 5回

のパニングによる i農絡でプレート上に付着・する細胞数は順次増加

し、 回 収 し た プ ラ スミドの泳動パターンから特定サイズのプラ ス

ミドが i~給されていることがわかった。しかし、さらに 2 回のパ

ニ ングを行ってもその電気泳動パターンは変 化せ ず、複数のパン

rが認められたため 、i成紙iされたサプライブラリーからランダム

に 12クローンを選ぴ、境基配列を解析した 。 その結来、 3クロー

ンが長さが黙なる |司 ー のcDNAをコードしているプラスミドであ

ることカぜ明らかとなった。そこで一番長い 108 k b Pのインサートを

有するプラスミドの全塩基配列を解析したが、受 容体の特徴をも

っタンパク質はコードされておらず、得られた混基配列お よび扱

定されるアミノ酸配 ~IJ を N CBlで検索したと ころ 、フアルネシル

トラン ス フ エ ラ ー ゼの pサブユニットと高い 相同 性を持つことが

明ら かになった 。

(3) FACSを用いたスクリーニング

受平手イ本を発J)~している COS 7細 胞 に は FITC-PTTHが結合して

蛍光強度が 増す ことを手IJmし、 FACSをよ11いた細胞のソーテイン

グを行い、プラスミ ド の 濃 縮 を 試 み た 。 前 IJ旬IJ泉由来の cDNAライ

ブ ラリー 由来の全プラスミドを形質転換した COS7細 胞を 2日間培

長した後、 FITC-PTTI-lと イ ン キ ユ ベ ー ト し た 。この細胞を蛍光

協伎の強さを JH際にソーテイングし、インサー トを持たない プラ

スミドを形質転換した COS7細 胞に 比べ 蛍光強度が高い細胞 を得

た。得 ら れ た 細 胞 からプラスミドを回収し、大腸菌 に よ っ て増幅

した後 、再びCOS 7細胞に形質転換し、同様の方法でソーティン

グを行った。その結果、 2回のソーテイングにより約 108k b Pのイ

ンサートを有するプラスミ ドがの泌総が認めら れた 。 このプラス

ミドの盗基配列を解析したところ、ピオチン化 PTTHを用 いたパ
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ニングと同様、般を民‘辿していると思われるアミノ酸配列はコー

ドされていなかった 。 また、得られた配列を NCBIで検索し たと

ころ 、相向 性が認められるタンパク質は見い 出されなか った。ま

た、この cDNAカマコードしているタンノTク質中には C-X-K-C-

Xゅー Cという繰り返し配列が存花しており、さら に開始メチオニン

に統〈シグナル配列:がないことから 細胞質内に存在する構造タン

パク 11{の ー械ではないかと思われる 。

以じの Hi近郊のスクリーニング法による PTTH受容体のクローニ

ングを 試みたが、最終的に日的の受容体 cDNAを得ることはでき

なかった 。 今後 PTTH受容体泣伝了ーのクローニングのためには、

C 0 S 7細胞発現系を JfJいた日IJのスクリーニング法を試みるととも

に、 XenopυS oocyles発現クローニング法など全く別の方法を

試みる必~があると ja われる 。

ところでカイコ PTTHの化学機造は、構造解析機器や構造解析

f去の 常に最先端の技術を駆使して行われた。ところが、受容体の

分子生物学的手法を 用いた解析法は.既に 10年近くも以前 1:.:.確立

'れていた方法であるにも関わらず、カイコなど大型昆虫を用い

ても前胸腺という PTTJ-[の標 的組織が小さかったために、その方

法を 利用 す ることができなかったと考えられる。 実際、本論文の

研究のかなりの時間を、カイコの飼育と前胸腺摘出のための解剖

の!I寺問に裂いた。試行錯誤のと 、発現クローニングを行う際に用

いる cDNAプラスミドライブラリー をカイコわずか 100匹分の前

11旬11泉から構築することに成功したことは、今後前胸線の時期特異

的な cDNAライブラリーやアラタ体のような小さな i1iS官の cDNA

ライブラリーを 構 築する際に ‘非常に有用な技やf，jとなると確信し

ている。また、この方法は昆虫に限らず小さな器 官 の cDNAライ

フラリーを作製する場合でも 利 用可能であると考えられる。しか

し、カイコ PTTH受 容体のクローニングは 、5、6年前の分子生物
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学の伎やf.jr:ようや く追いついたと ころである。

第二郎の考察にも述べたように、実際に行ったカイコ PTTH受

容体のスクリーニング法は、 PTTトIの細胞内情報伝達経路をはじ

めとする細胞応答に関する知見があまりにも乏しいため、スクリー

ニング方法に工夫を絡すことができなかった。得られた PTTH受

容体に関する篠笑な知見としては、 PTTHが前胸腺細胞に高い親

和性が あ る こ と だ けであった。したがって、現時点ではPTTH受

容体のクローニングのためには、たとえその方法が本実験に適し

ていなくても動 物細胞を用 いた発現ク ローニング法を用いるのが

正攻法であると考えられる。今後は、本論文で行った実験のさら

なる検討を行ったうえで、カイコ PTTH受容体が明らかにされる

ことを期待する。また、それによって今後の脱皮 、変態の分子レ

ベルの 機 構 が解明されるととを期待する。



実験の部

カイコ PTTHの精製

静馬県是蚕種協同組合より交尾後のカイコ雄成虫(品種、鐙和)

を譲り受けた。 一30'cにて保存したカイコの頭部を切断しー20'cで

保存したものを刷出材料として用いた。 i回の摘出には 1128g (15 

万頭分)を用い、合計で 180万頭分からカイコ PTTHを抽出した。

アセトン粉末

282g (3.75万頭分)のカイコ頭部を冷アセトン (-20'C、 2.2

リットル)中でポリトロンホモジナイザーにて粉砕し吸 引液過後沈

殿物を回収した。 この操作を 4回行った(15万頭分)。

80%エタノール摘出

得られたアセトン粉末を 80%エタノール (4'c、 2.2リット ル)

中で粉砕し吸引減過後の沈殿物を回収した。この操作を 3回繰り返

した。

2%食1臨 i)<抽出

得られた沈殿物に 2%食温水 (4'c、3.3リットル)を加え氷上で

|時々燐排しながら 1時間放置した。これを 4'C、 3500rpmで20分間

遠心分離しそのよ消を回収した。沈殿物に対しては、 3リットルの

2%食邸水を加え問機に遠心分隊し上清を回収した。との操作を 2回

繰り返した。

熱処理

回収した上消を 300mlのナスフラスコに分注し沸騰湯浴で 10分

lOl 



問加熱した。その後氷水上で急冷させた。これを遠心分離し沈殿物

を除いた。

{硫安沈殿

回収した上消に 1.7リットルに 850gの硫酸アンモニウムを加え完

全に溶解させた。 4"Cにて一晩静置した後、遠心分際で沈殿物を回

11)(した。

アセトン沈殿

硫安沈殿の沈殿物に 800mlの水を加え完全に溶解させた後、

430mJの冷アセトン (-20"C)を加え 30分間氷上に青争置させた 。

遠心分離で沈殿物を除き、上清に 540mlの冷アセトンを加えた。同

様に遠心分間(Eで沈殿物を回収した。アセトンをドライヤーで除き、

80mJの水に懸濁させ一20
0

Cで保存した。 (crudePTTHと呼ぶ)

Sephaclex Gー 50 (55X80mm) 

crucle PでTト12回分 (30万頭分)に 0.5Mトリス溶液を加え、

pHを8.5に調挫した。

総出パップアー 0.2M AcONa (pH 7.0) / 2%ブタノール

20m!毎に分取し、着色した画分から 30本 (600m!) を活性区とし

て回収した。

D EAE-Sep lta ros巴 CL-6B (31X400mm) 

ephaclex G-50の活性区をそのまま、 0.05MAcONa ( 

pH7.0) で平衡化 した DEAE-S巴pharoseCL-6Bカラムに吸着

させて同溶媒 500ml、500mlの0.5MAcONa (pH5.2) 、

500mlの lMAcONaで溶出した。素通り区及び初期溶煤で溶出し



た問分を活性区とした。

CM-Sepharose CL-4B 

上記の活性区を酢酸で p(-[ 5.2に調整した後、水で4倍に肴釈し

0.05MAcONa(pl-! 5.2)で平衡化したカラムに吸着させた。同緩

lillj液を 500ml溶出した後、 0.05MAcONa/O.lM NaCl(500ml) 

で溶出し 、さらに 0.05MAcONa/O.lM NaCl(500ml)と0.05M

AcONa/0.5M NaCI(500ml)のグラジエント溶出した。最後に

0.05M AcONa/O.5M NaC1(500ml)で溶出した。 1画分 20mlで

回収し、生物検定で活性区を 判定した。流速はペリス タポンプで調

節して 20ml/hrで行った。

Octyl-Sepharose CL-6B 

上記の活性区を 4M酢酸アンモニウム溶液にし.カラムに吸着さ

せた。0.2M酢酸ア ンモニウム水溶液を 200ml流し、次いで0.2M

(300ml) と4M酢酸アンモニウム (300ml) でグラジエント溶出

を行った。 4M酢酸アンモニウム 200mll容出させた 。さら に4M酢酸

アンモニ ウム (200m]) と40%アセトニトリル14M酢酸アンモニ

ウム (300ml) で グラジエン ト溶出を行った。 最後に同溶媒(

200ml)で溶出した。 i分画 20m]で回収し、生物検定で活性区を

判定した 。ifrt速はぺリスタポンプで調節して吸着は 20rnl/hr、溶

出は 50ml/hrで行 った。ここまでのオープンカラムによる精製は

t て4"Cの低i温室にて行った。

Vydac C4カートリッヂ (10g) 

上記の活性区をTFAで酸性にしてから 71<で4{告に希釈し担体に吸

えまさせた。 10%アセトニトリル 10.1%TFAで洗浄後50%アセトニ



トリル /O.l%TFA で熔出させた。この 10%~50% アセトニトリル

/O.l%TFA溶出区を 回収し活性区とした 。

トIPLC-Dev巴losiJC" 

分 II~ 用の HPLC で 20%~50% アセトニトリル /0 .1 % TFA をリニ

アーグラジエントにて 80分間で溶出させた。流速は 5mJ、検出は

225nmで行い、 2分f互に分取した。

!IPLC-VP 304 

分取則のトI PLC で 20%~50% アセ トニトリル / O.l % HFBA をリ

ニアーグラジエントにて 60分間で溶出させた。流速は5ml、検出は

225nmで行い、 2分毎に分取した。

HPLC-SP-5PW 

分析用の HPLC で 0 . 02M~0.5M AcONa (pl-l 5.2)/10%アセ

トニトリルをリニアーグラジエントにて 50分間で溶出させた。流速

は1m!、検出は 280nmで行い、 l分毎に分取した。

HPLC-VP 318 

分析周の 卜1PLC で 20%~50 % ア セトニトリル 10. 1 %TFAをリニ

アーグラジエントにて 60分間で溶出させた 。流速は 1m!、検出は

280n mで行い‘ピーク毎に分取した。

上記の精製過程において、 Vyc!acC4カートリッヂの精製までを

除脳蜘を用いた生物検定を行い、その後は、抗カイコ PTTHN末モ

ノク ローナル抗体を用 いたWeSlrnb!ottingでpTTH函分を得た。

パキュロウイルスによるカイコ PTTHの発現



バキュロウイルスのスト ック 溶液を 10"p.f.u.になるような 50μ

lを5齢O日目のカイコ幼虫に注射した。 25"c で 3~4 日飼育した 。 感

染後の幼虫の体液を回収し発現産物とした 。

パキュロウイルス発現カイコ PTTHの精製

アセトン沈殿、 VydacC4 カートリッヂ (10g )を上記の天然

物カイコ PTTI1の精製に基づ いて行った。

以下の精製はHPLCで行い、') VP 304-TFA系、 2)VP 304ー

トIFBA系、 3) SP-5PW、4) VP 318-TFA系の4段階の精製で単

脱した 。各々、溶出の条件は天然物のカイコ PTTHの精製と同様に

行った 。

BmNPV /PTTHのストックウィルスの作製

6X 1 0"個の培養細胞 8mN4にカイコ PTTH発現用パキュロウ ィル

ス 8mPでT 1-1を M.O.L =O. l となるように加え、 8~ 9 日培養する 。

1000rpm、5分間違心分離し細胞を除き、上清をストックウィルス

として-80"Cで保存した。

カイコ PTT]-]のリジルエンドペプチダーゼによるペプチドマッピン

グ

150.lLgのカイコ PTTHを100μlの6M尿索 、0.5Mトリス ・頃酸

(p H8 . 5) 1;:溶かし DTT1 mgを加え45"c、 45分間加熱し還元し

た。室 ilffi.に戻してからヨード酢酸ナトリウム 3mgを加え室温にて遮

光で 20分間静置した 。水で 500μlに希釈してからリジルエンドペ

プチダーゼ lμg加え、 37"cで一晩消化させた.

分析用 l寸 PLC で 0~40%アセトニトリル / 0.1%TFA を 80 分間の

リニア ー グラジェ ン トで溶出させた e 流速は lml/minで、 220nm



で検出した 。 カラム温度は40"cで行った。

糖ペ プチドからの織鎖の遊縦

糖鎖の付加しているフラグメントは 上記の条件で 45分から 50分

の問に裕出されるのでその画分を回収し、凍結乾燥後0.1Mトリス

・塩般 (pH8.6)にとかし PNG且seF(2.5 munits)加え 37"c一

晩消 化 させた。

1箔鎖の単阿佐

酸 素消化 し糖鎖を遊間住させた反応液を Bio-GelP-2カラム

8i.d.X450mm)に添加し た。7)<で溶 出した。ポイド容よりわずか

に遅れ溶出されるので 、ポイ ド容より 8ml分を糖鎖画分とし回収後

凍結乾燥した。

機鎖のピリジルアミノ 化

凍結乾燥後の単離した糖鎖をカップ リング剤 50μl加え 90"C15分

反応させた。さらに還元刻を 3μ l加え、 90"C90分間反応させた。

室rlill.に戻し 0.2rn 1の水を加え反応、を止めた。

カップリング剤 19の2ーアミノピリジンを分 析用の塩酸 CO.65m1)

!こ溶かし用いた。 10倍の水で希釈し pHが6.8になる 。一 20"cで 保

存した.

還元剤:20mgのNaB['LCNを12μ!の水に溶かし、経く遠心をし

てその上清を 用 いた。

ピリジルアミノ 化糖鎖の脱庖

Sephadex G-IO (10l.d.X450mm) にピリジルアミノ化した

反応液 (250μ1)を添加し 10mM炭酸アンモニウム溶出した。ボ
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イド容付近に溶出するのでそこから 5mlの画分を回収し凍結乾燥し

た。

ピリジル アミノ化糖鎖の HPLCを用いた精造解析(二次元糖鎖マッ

プ法)

二次元 糖鎖マ ップ は、 ODSカラムとアミド吸着カラムにて解析を

行った。そ れぞれの溶 出条件は下記の通りに行った。

ODSカラム (S巴I1shu-PakODS-H 1251 4.6 

i.cl.x250mm) 

A液 10mMリン駿クエン駿緩衝液 (pJ-l3.8)

B液 A液に 0.5%ブタノールを含んだもの。

リニアーグラジェントでA液 100%から B液50%、60分間で溶出し

た。

アミド吸着カラム CTSK-amicl-804.6 i.cl.x250mm) 

液 3%酢酸をトリエチルアミンにてpI-l7.2に調整した。

si復 100%アセトニトリル

A液 B液を 35:65から 50:50にリニアーグラジェントで60分間で溶

出させた。検出は、蛍光検出認を用い励起波長 32011m放射波長

400l1mで行った。

二次元騎鎖マップのユニット数はPA化グルコースオリゴマー(生

化学工業)を用いて決定した 。

エキソグルコシダーゼ消化 鍵血M nH 

瓦阜温度 ユニ 、ソ ト君主

( 1)マンノシダーゼ消化 20mMAcONa 4.5 

25 10mu 

(2 )フコシダーゼ消化 20mMAcONa 5.5 



25 10mu 

(3)ガラクトシダーゼ消化 100mMリン酸ークエン酸3.5

37 10mu 

(4) N-アセテルヘキソサミニダーゼ消化

37 10mu 

Lι」ドゲ 1)コシダーゼ消化

(l)PNGas巴 F 消化

37 O.1mu 

(2)Enclo F2消化

37 1.0 u 

AcONa 

Tris・塩酸

AcONa 

5.5 

8.6 

5.0 

Manα1-6Mal1 s 1-4GNA s 1-4 (Fucα1-6) GNA-PA、およ

び Manα1-31¥11ans 1-4GNAβ1-4 (Fucα1-6) GNA-PAの作

製

生化学工業より Y-227、Y228を購入し N-アセチルヘキソサミ

ニダーゼ、マンノシダーゼ‘ガラクトシダーゼ 、N-アセチルヘキソ

サミニダーゼの 4段階の静素消化により遂次消化を行い作製した。

Tirτ1巴ーof-fligl1t-MassSpectrometry (TOF-MS)分析機によ

る質監視.11定

糖ペプチドフラグメントの質量分析の際は加速電圧を 20kVで行

いマトリックスはCCA(α-cyanocinnaminicacid)を用いた。

なおキャリプレーションにはアンジオテンシン IIとインスリンを用

いた。
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|徐脳虫rTiの作製

蜘化から 11時間以内の蜘を 1時間から 2時間 100Cに置いた後、7J<で

10分から 15分間麻酔をし、鋭利なピンセットで他の器宮を傷つけ

たり取ったりしないよう心がけ脳だけを抜き取りロウで傷口を塞い

だ固活性測定には、|徐脳後 13日から 15日後にアポリシスの起きて

いない除脳蜘をFf-Iいた。

|徐脳州アッセイ

除脳してから 15円自の除脳腕を除脳蛸を作製したときと同様麻酔

をしてから.除脳姉!の第 3体節に注射器で試料を体内に注入した。

傷口はロウで塞いだ。試料は乾燥品を l検体 10μ1相当のo.1Mトリ

ス邸酸緩衝液 pJ-]8. 0に溶かして使用した。 3日後に麹脈が腕のクチ

クラ層から剥 ~if1すること(アポリシス)で活性を判定した。除脳出耳l

に試料を注射してからアポリシスを起とす回数に応じて、 3・4・5

・6日目にアポリシスが見られたものに4・3・2・1点を与えその平

均点を活性の舟様とした。本実験においては、 l濃度に 5匹を使った。

なお、 2点を与えるのに必要な量を 1u n i tと定義した。
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第 2昔日

前l拘腺の採集

カイコとしては、Jl22Xl15を用いた。カイ コは25"c湿度60% 

で、 l現16時間階8時間の条件で育てた。前胸腺は摘出直前に 10分間

程度水にカイコ幼虫を浸し麻酔させ、実体顕微鏡下で嫡出した。摘

出方法は、第 二体節の背倶Ijから頭部に向けて真つ直ぐに切開し左手

に持 っているピンセットで皮 l留を押さえ、右側IJのピンセットで前胸

腺後方の 付 け線をはずしその部分を抑さえ、さらに前胸腺が途中で

切れないよう左手のピンセットを用いて頭部の方 向に前胸腺を手繰

り寄せ前 n旬腺を全長得た。摘出した前胸腺は、余分な水分 を除 いた

後、 ドライアイスを用いて急速凍結させた。結合実験及び架橋実験

を行う場合はインセクトリンガー液あるいはグレース鳩地に浸した。

mRNAを摘出する場合は、納出する直前までー80'cで前胸腺を融解

させないように保存した。

ヨード化 PTTHの作製

大腸 l箔発現産物のカイコ PTT日 10μgを10mMホウ酸、 0.1%

γween20 (pH8.2)の緩衝溶液 10μ lに溶かした。上記の緩衝溶液

中の PTTトlを10μg、Ioclogen (Pierc巴)の 入っているチュー ブ

に移し懸濁させ、さらに放射性ヨウド 化ナトリウムを加え、氷上で

10分間反応させた 。反応後、 100μlの1%TFA水溶液 を加えて反

応を停止させた。上記の反応7伎が酸性であることを 確認後、直接逆

相の 1-!PLCに{共した。得られたヨード化PTTHは適宜分注し、 20 

℃で保存した 。

逆相 HPLC
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HPLCは日本分光のガリバーを用いた。カラムはPegasiト ODS

(4.6i.dX150mm) を用いた。アセ トニト リル濃度20%から 50

%までのリニアーグラジエントで溶 出させた 。220nmで検出した。

cDNAプラスミド ライブラリ ーの 構築

mRNA抽出

200μ!の変性液 (4M グアニジンイソチオシアネー卜、 1mMメ

ルカプ トエタノール 、 100mMトリス (pH8.0) 、10mMEDTA)

を凍結していた前胸腺のチューブに加え、 22ゲージのシリンジに数

回通した。 0.1%DEPC (ジエチルピロカーポネー ト)で処理した

水(以下 D/Wと略す)で5倍に希釈した後、 25ゲージ. 27ゲージ

と同様の操作を行った。液をシリンジで通すときカが必要なくなる

まで根気よく行った。 30μ lの5MNaC 1溶液を加えさらに 27ゲージ

のシ リンジで数回通した。この溶液に 200μlのoligodTラテック

ス(宝酒造)を 加え、 65"C10分間インキュぺート後、 3分間氷上に

併置し、 RNAを変性させた。その後、 37"cで .1 0分間イ ンキュペー

卜した 。 その後、 室温に て16000rpmで遠心した。沈澱を 200μl

のwashingbuffer (lM NaCl、10mM卜リス (pH8.0)、

5mM EDTA、0.1%SDS) で洗浄し、遠心してラテックス粒子

を沈搬にした。さらに、この操作を 2回繰り返した。沈澱のラテッ

クス 粒子を 100μlのTEに懸濁し、 65"C10分インキュベートし遠心

後上清を mRNA機械とした。この操作をもう一度行い、合わせて

200μlのmRNA溶液にした 。 この溶液に 200μlのElution

buffer (TE緩衝液) と、200μlのoligodTラテックスを加え上

記の統れの操作を行い (WashingbuffeJの操作はl回に省略した)、

最終的に得られた mRNA溶液に 10μlのグリコーゲン溶液(10μg)
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と20μlの3M酢酸ナトリウム溶液と 600μlのエタノールを加え、

80 'cにて 15分間静置した。その後 、16000rpmで遠心分離しょ

消を捨て、沈澱を 70%エタノールで洗浄した。洗浄 後上清を除き、

風乾さゼた。その直後に ONAに逆転写させない場合は-800Cにてエ

タノールが入っている状態で保存した。

逆転写醇楽による一本鎖 DNAの合成

上記の ii'!iり調製したmRNA (0.5μg) を10μlのo/wに溶かし、

65 'cで 10分間インキュペー卜した後、氷で急冷し変性させた。そ

のmRNA溶液に氷冷した2μlのO.lMOTTと2μlの10mMdNTP

と4μlのX5buffer(酵素に添付の)と 1μlのプラ イマー(ランダ

ムヘキサマ一、ファルマシア、 0.074μg)を加えた。室温で 10分

間プライマーと mRNAをアニールさせた後、 Sup巴rscriptII ( 

GI BCO)を1μl加えた 。37'Cで 30分間反応させ、さらに酵素を

0.5μl加えて45'cで 1時間反応させた。

二本鎖 DNAの合成

上記の反応後 ‘その反応液に 101μlのD/W、13μlのXIO

DNApo!ymerase 1 buffer、 2μlの10mMdNTP、 5.5μlの

0.1 M 01'1'を加え、氷上に 5分間静置した。この混液に 0.5μlの

RNase Hと8μlのE.coliDNA po]ymerase [ (1'AKARA)を

加え 16'cで 2.5時間インキュベートした。反応後 150μlのフエノ ー

ルクロロホルム熔液を加えvortexし、室温で 16000rpm遠心 した。

k清を別のチューブに移し、 14μlの3M 酢酸ナトリ ウム溶液と

400μ のエタノールを加え、 -80'Cで 15分間静置した。その後20分

間16000rpmで遠心し、上消を捨てた。この沈澱に 70%エタノー

ルを加えて、 15分間遠心し上清を完全に捨てた。



二本鎖DNAの平滑宋虫採化

上記の DNAの沈澱に、 10μlのX10 T4DNA po]ymerase [ 

b u f f巴r、10μlの 1%BSA溶液、 78μlの水を加え、氷上で5分間静

鐙した 。そこに 2μlのT4DNA polymerase I(TAKARA);を加え

37 "cで 10分間反応した。反応後 100μlのフェノールクロロホルム

溶液を加え vortexし、室温で 16000rpm遠心した。上消を別のチ

ュープに移し、 7μ!の3M酢酸ナトリウム溶液と 226μ のエタノー

ルを加え、 80 "cで 15分間静遣した。その後 20分間 16000rpmで

遠心し、上清を捨てた。この沈澱に 70%エタノールを加えて、 15分

間違心し上清を完全に捨てた。

sstxrアダプターライゲーション

上記の 二本鎖DNAを12μiのTE溶液に溶かし、そのうち 4μ lを

次の反応に用いた残りはー20"cにて保存した。 4μlの二本鎖DNA熔

液に4μlのX5ligation buf[巴r、2μ lのBstX 1アダプター (2μ

g.Invitrog巴11) 、9IL 1 0)水を加え、氷上に 5分間静置した。その

後、 1μlのT4DNA Jigase(high conc巴ntration，GIBCO)を

加え 8"Cで4時間から一晩反応させた。反応後、 65 "cで 20分間イン

キュベー卜し、酵素を失活させた。

アガロース電気泳動 ;及びDEAEpap巴rを用いた cDNAのサイズ分

函

上記の反応液にXIOloading bufferを4μl加えて、 0.9%アガ

ロースゲルの電気泳部]に供した。 120mAで2時間泳動後、一緒に泳

動したマ←カーをもとに、 lkbp以下に相当する部分を切り落とし

た。次に、 10kbp付近に DEAEpaper (Wattman，3WW)を挟み、
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電気泳j!lf);を 120mAで2時間逆流させた。 DNAの吸着した DEAE

pap巴rを取り出し、 DEAEpaperをそ ζ に穴の空いたO‘5mlのチ

ュープに入れ、 DEAEj)aper上に 100μlのTE溶液を加え、遠心分

間f!により洗浄した。この洗浄の操作を 4回行った。 その後、 50μlの

STE溶液を加え 5分間静置した。遠心してこの溶出液を回収した。

この熔出の操作を 2回行った。 2回の溶出液 (100μ1)に、 100μl

のフエノールクロロホルム溶液を加えvortexし、室温で

16000rpm遠心し上層を 5]IJのチューブに移した。この操作を 2回行

った。この操作で短い cDNAと過剰のアダプターは除けているはず

であるが、完全にするために上層の DNA溶液をスピンカ ラム(

Cl-lROMA SPTN 400、CLONETECH) に供した。 1900rpmで

5分間遠心し DNA溶液を溶出した。

ベクターライゲーション

上記の溶出?夜に BstXI消化したベクター (pME18S、

p c D N A [ / A m  p) を 1μ1 (0.5μg) とtRNAを1μ1 (10μg) と

10μ ]OJ3M 1!iT:~ナトリウム溶液と 250μ のエタノールを加え、-

80'Cで 15分間静置した。その後20分間 16000rpmで遠心し、上清

を捻てた。この沈搬に 70%エタノールを加えて、 15分間遠心し上消

を完全!と姶てた。との沈殿物を 50μ!のligationbufferに溶かし、

lμIの 100mMATP溶液を加え、氷ヒで5分間静置した。その後、

T4 DNA ligaseを lμl加え 14'Cで8時間からーlぬ反応した。反応

後、 65'cで 20分間インキュベートし、 酵素を失活させた。

エレクトロポレーシヨン法を用いた大腸菌への形質転換

上記の反応液に lOOμlのフエノールクロロホルム溶液を加え

vortexし、室慌で 16000rpm遠心し上層を別のチュープに移した。
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この熔出液に 10μlの3M酢酸ナトリウム溶液と 250μのエタノー

ルを加え、 -80"Cで 15分間静置した。その後20分間 16000rpmで

遠心し、上 ii号を捨てた。この沈搬に 70%エタノールを加えて、 15分

間遠心しょ消を完全に捨て風乾させた。この沈殿物を 3μ lの水に溶

かし、 lμlずつ分注した。この DNA溶液に 25μ lのコンピテントセ

ル (DHIOB)を加え、 0.2cmgapのキュベットに移した。 2.5kV、

200 Qの条件で、エレクトロポレーションした (g巴nepulsur， 

Bio-Rad)。通電車後に 37"cに泡めておいた SOC培地を加え、そ

の後37"cで L11寺問インキュべートした。

cDNAライブラリーの評価

形質転換後の大腸菌 (3m!) から 50μlを450μ]のLBt音地に加

え、以降 10倍ずつ希釈した。この希釈液を 5つ(10"希釈まで)作

り、アンピシリンを含むしB寒天培地に 50μlずつ植菌し、 37 "cで一

晩府養した。コロニーの数を数えライブラリーの評価をした。また、

得られたコロニーのうちでランダムに 10コロニーのプラスミドを拍

山し、そのインサー卜を調べた。

プラスミドの摘出法

アルカリ SDS法を用いて行った。

OS7細胞の i務養

COS7細胞は、 DMEM (10%のウシ胎児血清 (FBS) ，GJBCOl 

を力11え、抗生物質としてゲンタマイシンを 50μg/m!となる ように

加えたもの)で精義した。培養条件は、 37"c、 5%CO，気下で培養

した。コンフルエントにならないよう 、細胞は 2~3 日ごとに継代し

た。
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COS7細胞へのトラ ンスフエクション

(1) DEAEデキストラン法によるトランスフエクション (6well 

プ レートの場合)

2日後に 50%コンフルエントとなるように、細胞を植えた。 50%

コンフルエントの細胞を無血清のDMEMで3回洗浄し、 0.6mlの

DEAEデキストラン液を細胞に上層した。 DEAEデキストラン液に

は10μlのプラスミド(1μg) 溶液を加えてある。 37eC、 5%CO，

で4から 8時間地益後、 DEAEデキストラン液を除き 10%グリセロー

ル /DMEMを静かに上層し、室温で2分間静置した。無血清の

DMEIV[で2回洗冷し、 4mlの.rIn.1育、ゲンタマイシン入りの DMEMで

37 "c、 5%CO，で3日間地養した。培養後、種々のスクリーニングを

行った。

(2 )エレクトロポレーション法ビよるトランスフェクシヨン

対数泊殖期の細胞をトリプシン消化によりバラバラにして、

900rpmの遠心により、細胞を沈殿させた。細胞を K-PBSで 2回

洗浄後、1.0"細胞 Imlとなるように COS7細胞を K-PBSに懸濁した。

細胞懸濁被 190μlと、プラスミド 10μlを混合し. 0.4cm gapの

キュベットに砂し、氷上 1:::て10分間静置した後エレクトロポレーシ

ョンした。通電後 10分間室温で静置し、 t音養用の DMEMを加え、

プレートに移し 37"c、 5%CO，で3日間培養した。培養後、種々のス

クリーニングを行った。

(3 )プロトプラストフュージョン法によるトランスフエクション

l日目・ ・・ cDNAライブラリーを含むグリセロールストックの大

11易箇をアンピシリンを含む培地 (100ml) に植菌した。 OD，;υnの値

が0.5になるまで37'Cで培養した後、 500μlのクロラムフエニコー

ル溶液を加え、 37'cでさらに 1O~ 15時間培養した。また翌日 80%

116 



コンフルエ ン トとなるように 6cmのプレート 6枚に COS7細胞を繕

えた。

2日目・ ・・ 大腸菌を 5000rpmで遠沈させ上清の培地を完全に除き、

10m]の20%スクロース、 50mMTris (pH8. 0) に懸濁した。懸濁

液に 1mlのリゾチーム溶液を加え氷上にて5分間静置した。 0.25M

EDTA溶液を 2ml加えさらに 5分間氷上にて静置した。 2m1の

50mM Tris (pH8.0) を加え 370Cで 5分間インキユベー卜した。

氷ヒに戻し 20m!の 10%スクロース、 10mMMgC12を含むDMEM

を穏やかに加えた(プロトプラスト溶液) . COS7の培地を除き、

上述で得られたプロトプラスト溶液を lプレートに 5mlずつ加えた e

スイング式の遠心器の上にプレートを乗せ 、室温で 2000rpm10分

間透心した。緩く細胞上にブロトプラストが着いている状態を保つ

ように上清を静かに除き、 50%PEG1450 /DMEM溶液を上層した。

2分後に、 PEG溶液を除き無血清の DMEMで2回洗浄した。細胞 の

培地を血清とゲンタマイシンを含む培地に変え 、37t、5%CO，で5

H寺問地養した。細胞の培地を 4m1の血清、ゲンタマイシン入りの

DMEMを交換し、 37.C、5%CO，で3日間指養した。培養後、種々

のスクリーニングを行った。

ヨード化 PTTHの結合によるスクリーニング

ゼスタープレートの作製

cDNAライブラリーを含む大腸菌のグリセロールストックを 150

クローン /wellとなるようにアンピシリンと 7%DMSO入りの培地

で希釈し、大腸菌を 96we!1のプレートに植えた。このプレートを

20枚用意し、 37tで一晩培養した。

結合実験によるスクリーニング
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6 welJのプレートでトランスフエク卜した細胞を 100μg

BSA/ml PBSでl回洗浄し、ヨード化PTTHを入れた BSA入り

PBSをO.7m [上層し. 4
0

Cで2時間静置した。 BSA入りの PBSで3

回洗浄後、 37"cに i黒めておいたトリプシン溶液 1m!を加え細胞をプ

レートから剥縦させた。 PBSをさらに 1m!加え、細胞を回収し、放

射活性を測定した.

パニング法を 用いたスクリーニング

ピオチン化 PTTトIの作製

大腸菌発現産物のカイコ PTTH1 0μgを10mMbicarbonat巴、

0.1%Tween20 (p]-I8.2)の緩衝液 10μ lに溶かした。上記の緩衝

溶液中のPTTHを10μgに、 EZ-Jink-biotin (Pierce) を加え、

氷上で 10分間反応させた。反応後、 100μ!の 1%TFA水溶液を加

えて反応を停止させた。上記の反応液が酸性であることを確認後、

直後逆相のI-iPLCに供した。得られたピオチン化 PTTHは4"Cで保

存した。

抗ピオチ ン抗体をコートしたプレートの作製

ポリスチレン製の細胞用でないプレートに 10mMTris (pH9.5) 

で抗体を 10μg/mlに銅製した抗体溶液を 1プレートにつき 3m!入

れた。室滋で2時間1後.抗体溶液を除き、 0.15MNaCl溶液を iプ

レートにつき 3m!で2回洗浄した。 5%血清を含むPBSを1プレート

につき 3ml入れ、室温で2時間静歯した。溶液を除きしよう直前ま

でー 20"cにて保存した。

パニング法

トランスフエク卜した COS7細胞を 100μg/m!のBSAの入った



PBSでl回洗浄し、 5mMEDTAを含むPBSを上層し室温で数分間

静置し、細胞をプレートから剥離した。 900rpmの遠心により細胞

を沈殿させ上清を |徐き、 100μgピオチン化PTTH/mlBSA入り

PBSを1mlで懸濁させ、氷上で2時間静置した。化学架橋剤BS'を

10μg加えてさらに氷上で 30分間静置した。過剰の架織剤の反応を

20μlの 1MTris溶液で止め、 sSA入りの PBSで3回洗浄後、細胞

を回収した。 sSA入りの PBSで細胞を懸濁した後上記の通り作製し

た抗ピオチン抗体をコートしたプレートに上層し、 2注視で2時間静

在ました。 1プレートには3mlのsSA入りの PBSで懸濁した約 10"個

の細胞が入るようにした。この時点で細胞の付着を観察できる。付

着した細胞を sSA入りの PBSで3回洗浄し、 0.4mlのHirt溶液(l

%SDS，lOmM トリス .5mMNaCl) をプレートに入れ数分間静置

後、付着した細胞を溶解した。溶解?伎を回収し 1.5m1のチューブに

紗し‘ 0.1mlの5MNaCl 溶液を加え、 5時間から一晩氷上に静置し

た。 15分間 16000rpmで遠心し、上清に iμlのtRNAと500μlの

フェノールクロロホルム溶液を 加え vortexし、室温で 16000rpm

遠心した。上消を)lljのチューブに移し、 1mlのエタノールを加え、

-80"Cで 15分間前e遣した。その後20分間 16000rpmで遠心し、上

清を捨てた.この沈搬に 70%エタノールを加えて、 15分間違心し上

/t1を完全に捨て風乾した。沈澱の DNAを2μlの水に溶かし、 50μl

のコンビテントセルDHIOBと混合しエレクトロポレーション法に

より、大腸菌に回収したプラスミドを形質転換した。形質転換され

た評価のために用いた大腸菌以外は 200mlのアンピシリンを含む

LBJ-音地に槌箇し、 37"cで 10から 15時間地養した。 I音養した大腸菌

の一部はグリセロールを 10%となる ように加え、 -80"Cで保存し、

渡りは、プラスミドを抽出した。形質転換の評価が 10.1以上になる

ようにパニングの操作を繰り返し.この大揚菌あるいはプラスミド



を用いて COS7細胞にトランスフエク卜した。
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国園田園田;，

訪ui宇
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だきました。心より感剥いたします。また、機鎖精進解析法 の伎術
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