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第 1節概念的背景

19 位紀末から 20 世紀初頭にかけて活摂した免疫学者 Elie

Metchnikoffは、ヒトデの幼生にパラのトゲをWIJすとその周囲を多数の

アメーパ状の細胞が取り囲むという現象を観察した。 Metchnikoffはこ

の現象に想を得て、無脊椎動物から脊椎動物にわたる多くの動物でアメ

ーパ状細胞が細菌などの異物を食食すること見出してこの細胞をマクロ

ファージと名付け、細胞性免疫の慨念を提唱した (Tauber，1990， 1994a， 

b; Beck & Habicht， 1996)。現在では、マクロファージは全ての多細

胞動物に普遍的に存在して自然免疫において中心的な機能を担うばかり

でなく、脊椎動物に回有な獲得免疫においても抗原提示細胞としてT細

胞が活性化するか不活性化するかを制御することで「自己J r非自己J

の識別に中心的な機能を担っていることが明らかにされている

(Janeway， 1992)。

ところで、 Metchnikoffは、細胞性免疫の概念を確立する一方で、カ

エルの変態においてマクロファージがオタマジャクシの尾の組織を貧食

するという現象を観察し、その生物学的な意味を洞察して次のような仮

説を提唱した。すなわち、個体発生と系統発生の起源においては、免疫

機構は自己の個体内部に対して向けられており、個体発生の過程で自己

の細胞を排除する機構として発生 ・進化し、のちに同じ機構が二次的に
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他の生物個体に対する防御としても働くと考えたのである (Tauber，

1990， 1994a， b)。

現代の免疫学では、免疫機構は「自己」と「非自己」を識別して個体

の身体的 identityを守るシステムとして理解されている(多田、 1993)。

しかし、現代免疫学が扱っているのは完成された成体の免疫機械であり、

個体発生において免疫機構がどのように機能しているのかほとんど問題

にされて来なかったと言える。 r免疫機構lは、個体発生過程で個体の組

織を椛築して個体の identityそのものを確立するシステムとして進化・

発生した」という視点は現代にあってもなお新しい概念マあり、免疫機

構の成り立ちを理解するうえで根本的な視点を与えると思われる。

では、 Metcbn.ikoffの仮説は実験的に検証されているのであろうかつ

Metchnikoff以降、主に組織化学的な研究により、マクロファージが個

体発生の過程で生じる組織の崩壊や再構成とそれにともなう細胞死とい

った極めて重要な過程に関与していることが、多くの動物種のさまざま

な組織で示唆されてきた (Weber，1964; Saunders， 1966; Hume et 

a1.，1984; Morris et a1.， 1991; Tepass et a1.， 1994)。さらに近年、

hyalocyte とl呼ばれる組織マクロファージを特異的に欠損させた

I免疫とは、狭い意味では脊椎動物のリンパ球による獲得世J:.免疫のこ とを

指すが、ここでは全ての多細胞動物に普通的に存在する自然免疫も含めて

「免疫機構Jと呼んて、いる。
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transgenic mouseを用いた研究から、限の発生においてマクロファージ

が組織の再構成と細胞死に必須であることが示され、マクロファージは

アポトーシス細胞を食食して排除するスカペンジャーとして働く以上に、

アポトーシスそれ自体を誘導するという短めて重要な働きを持つことが

明らかにされた(Lallg& Bishop， 1993; Lang et 81.，1994)。この知見

は、マクロファージは個体発生にとって不要な総織を「非自己」と認識

して積極的に排除することを如実に示しており、 「免疫機構は個体発生

において自己組織に向けられているJという仮説を強く支持するものと

なっている。

では、個体発生過程でマクロファージはどのようにして個体にとって

不要な組織を「非自己Jとして識別して排除するのだろうか?この認識

のメカニズムを解明することは、免疫機構が個体の identityを確立する

原理を理解するうえで核心となる問題である。しかしながら、個体発生

でのマクロファージの自己認識のメカニズムは全く解明されていない。

私は、 「免疫機構は、個体発生過程で個体のidentityを確立するシステ

ムとして進化 ・発生したJという仮説に立って、免疫機構が個体の

identityを際立する原理を知りたいと思った。そこで、発生過程におい

てマクロファージが不要な自己組織を「非自己Jとして認識する分子機

構を明らかにすることを目標として研究を開始した。
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第 2節研究の背景

個体発生の過程でマクロファージが自己の組織や細胞を積極的に「非

自己」として認識して排除するという現象は、完全変態昆虫の変態にお

いて最も顕著なかたちでみられる。完全変態見虫の変態期には幼虫の組

織構築が崩壊して新たに成虫の組織が構築されるが、幾つかの幼虫組織

の崩壊はマクロファージ様細胞からなる体液細胞 hemocyteによって担

われているととが幾つかの昆虫で示唆されてきた。

例えば、タバコスズメガ Mandllcasextaでは、間化初期に体液細胞

が筋組織に接着し、接着した部分の基底l撲が破慶されるという組織学的

な観察がなされている(Rheuben，1992)。また、NardiとMiklaszは

将来成虫の麹 (wing)を構築する麹原基において、基底膜iIf白に対する

モノクローン抗体を用いて詳細な解析をおこない、変態の進行とともに

麹原基の基底膜蛋白がそこに接着する体液細胞に移行することから、体

液細胞が基底膜の破壊を行っていると結論している (Narcli& Miklasz， 

1989) 2.。

2麹1原基は将来成虫の麹に発生するという意味で組織全体が排除されるこ

とはないが、その発生の際には基底膜が破壊されて幼虫時の組織構築が失

われる。ここでは、幼虫時の組織構築が失われるという意味で「幼虫組織

の捌除」という言葉を用いる。
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一方、センチニクパエ SarcophagaperegI.・:inaでは、変態初期におけ

る脂肪体の組織崩壊を再現する invitro系の解析から、体液細胞が脂肪

体の筋療を担うことが示された侭urataet a1.， 1989)。脂肪体は脊椎動

物における肝臓と腎臓の機能を担う器官であり、腕化初期に組織崩嬢を

おとし個々のj脂肪細胞が遊離して細胞死を起とす (Lockshin，1985)。

図1に示すように、幼虫の脂肪体を師i化初期の体液細胞とともに invitro 

で培養すると脂肪体の数珠状の組織構築が破嬢されて個々の脂肪細胞が

遊出産するのに対し、幼虫脂肪体を幼虫体液細胞とともに培養しても脂肪

体の崩壊は観察されない。このことから、姉化初期において体液級胞が

脂肪体を破渡する可能性が示され、焔になると(脂肪体の側ではなく)

体液細胞に変化が生じて脂肪体を破壊するようになることが示唆される。

さらに、脂肪体と腕体液細胞を接触できないような条件で共培養しでも

崩嬢が起こらなかったことから、脂肪体の崩壊には体液細胞は細胞表面

を介して脂肪体と相互作用することが示された (KUTata et a1・， 1989)。

この現象は、変態に伴って不要幼虫組織に対する体液細胞の認識が「自

己Jから「非自己Jへと転換した結果、組織破壊を行うようになったこ

とを示唆している。

その後の解析から、脂肪体の崩嬢は次のような素過程を経て進行する

ことが示された。 (1) 虫m体液細胞と脂肪体が接着し (KlII叫aet al.， 

1989)、(2)脂肪体との相互作用の結果、体液細胞からカテプシン Bが

6 



-ー

分泌され、脂肪体の基底膜が破接されて脂肪細胞が遊離する区urataet 

a1.， 1992a， b; Takahashi et a1.， 1993) • (3)脂肪細胞は遊離するとアボ

トーシスを起こす(奥山、 1995)。しかしながら、体液細胞が蜘になる

とどのようにして脂肪体に対する認識を転換して排除するようになるの

か?という最も根本的な問題は米だ明らかにされていなかった。

ある生命現象の分子機構を解折するためには、解析の容易な invitro 

系を用いて必要な因子を同定して行くことが一般に有効な方法である。

従って、センチニクパエの変態時の幼虫脂肪体の組織崩壊を再現する ln

vitro系を用いて解析を行うことで、個体発生過程でマクローファージが不

要な自己組織を認識して排除する分子機構を普通的に解明するための手

がかりが得られると期待される。また、センチニクパエは3齢幼虫の体

表を乾燥させることで腕化をコントロールするととができ (Ohtaki，

1966)、変態過程を生化学、生理学的に解析をするのに適した材料であ

る。そこで私は、センチニクパエの変態時における幼虫脂肪体の組織崩

壊に着目し、腕体液細胞の幼虫脂肪体に対する認識機構を分子レベルで

明らかにすることを目的として研究を行った。
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第3節本研究の概要

私は、センチニクパエの変態期における体液細胞の幼虫組織に対する

認識転換機械を明らかにする目的で、図 2に示すような作業仮説に立つ

て研究を行った。すなわち、変態にともなって体液細胞の細胞表面に排

除すべき幼虫組織を認識する膜蛋白が新たに発現した結果、体液細胞が

その組織を排除の対象として認識するようになるというモデルを考えた。

とのモデルでは、変態時に排除される組織には「非自己マーカー」が幼

虫時からあらかじめ発現しており、体液細胞は虫fTi化にともなってその

「非自己マーカーJを認識する分子を発現するようになると考える。本

研究では、この仮説に従い、変態にともなって体液細胞の細胞表面に発

現が誘導される膜蛋白が排除すべき幼虫組織の認識を担うと考え、その

ような腕体液細胞に特異的に発現する膜蛋自の同定と解析を行った。

第2意では、変態にともなって体液細胞の細胞表面に発現が誘導され

る膜蛋白を同定し解析を行う分子的ツールを得る目的で、姉体液細胞に

対するモノクローン抗体系列を作製した。その結果、幼虫体液細胞とは

反応せず蜘体液細胞の細胞表面と特異的に反応するモノクローン抗体を

得たことを、そして納化初期に分子量 120・kDaの膜蛋白が体液細胞の細

胞表面に発現が誘導されることを見出したことを述べる。第 2~ーではさ

らに、初期の腕において 120・kDa蛋白の発現組織を解析し、 120・kDa
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蛋白は体液細胞特異的に発現することを明らかにした。第 3jきでは、こ

の 120・kDa蛋白の一次構造解析を行い、 EGF-likerepeatsを有する新

規な膜蛋白であることを明らかにした。以下にその結果を述べる。
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~(雨体液細胞
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幼虫脂肪体

幼虫体液細胞

図1 in四itmでの峨体液細胞による脂肪体の破:嬢

腕体液細胞と脂肪体を invitroで共培養すると脂肪体の数珠状の組織

形態が崩壊して個々の脂肪細胞が遊離する。幼虫体液細胞とともに培養

してもそのような変化は観察されない。
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Hypothetical model of transition 

of self-recognition by hemocyte 

Larval hemocyte 

pupation 

-ー券 Pupal hemocyte 

ーめ
expression of 

recognition-molecule 

片士大 Larvaltissue 

図2 姉体液細胞の幼虫組織に対する認識転換モデル

踊化にともなって体液細胞表面に幼虫組織に結合する膜蛋白が新たに

発現し、その膜蛋白を介して虫剤体液細胞は幼虫組織を「非自己」と認識

して排除する。このモデルでは、変態H寺に排除される組織には「非自己

マーカー」が幼虫時からあらかじめ発現しており、体液細胞は焔化にと

もなってその「非自己マーカーJを認識するようになると考える。
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第 2章

変態期に体液細胞表面に発現する

120・kDa蛋白の同定と性状解析
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第 1節序

序論で述べたように、センチニクパエの体液細胞は、腕化にともなっ

て幼虫脂肪体を排除の対象として認識するように変化する。では、腕に

なると体液細胞はどのようなメカニズムで脂肪体を排除の対象として認

識するようになるのだろうか。私は、この体液細胞の認識転換を分子レ

ベルで説明する作業仮説として、変態にともなって体液細胞表面に不要

幼虫組織を「非自己Jとして認識する膜蛋白が発現するというモデルを

立てた(第 1章、図 2)。との仮説に立てば、蛇i化にともなって体液細

胞表面に新たに発現する膜蛋白が不要幼虫組織の認識を担うと考えられ

る。そこで収、は、変態にともなって体液細胞の細胞表面に新たに発現す

る膜蛋白を同定する目的で実験を行った。

本章では、最初に、変態にともなって体液細胞の細胞表面に新たに発

現する膜蛋白を同定し解析を行うための分子的ツールを得る目的で.幼

虫体液細胞とは反応せず郎l体液細胞の頼粒細胞表面と特異的に反応する

モノクローン抗体を作製し 4種のモノクローン抗体を得た。そして、モ

ノクローン抗体の認識する抗原を同定し、腕化初期に体液細胞の細胞表

面に発現が誘導される分子量 120-kDaの膜蛋白を見出した。さらに、

120・kDa蛋白の発現組織を解析し、体液細胞に特異的に発現し他の組織

には発現しないととを明らかにした。
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第2節 釘i体液細胞表面と特異的に反応するモノクローン抗体の作製

変態にともなって体液細胞の細胞表面に新たに発現するi良蛋白を同定

し解析を行うための分子的ツールを得る目的で、蜘体液細胞に対するモ

ノクローン抗体系列を作製し、幼虫体液細胞とは反応せず~1i体液細胞の

細胞表面と特異的に反応するモノクローン抗体を産生するハイブリドー

マ株の樹立を行った。

(1)モノクローン抗体を作製する体液細胞の蜘化ステージの検討

センチニクパエでは、姉化lとともなって体液細胞画分中に崩壊した筋

組織の断片が相当の割合で混入してくる(消崎、 1994)。幼虫脂肪体の

認識を担う焔体液細胞表面の膜蛋白に対するモノクローン抗体を作製す

るためには、 (1)崩綾した筋組織の断片を含まない純度の高い体液細胞

を用いること、および (2)脂肪体を崩壊させる活性を有すること(J脂肪

体を排除の対象として認識すること)、以上の2つの条件を満たした体

液細胞を用いる必要がある。そとでまず、抗体を作製する体液細胞の館l

化ステージを検討する目的で、この 2つの条件を満たす蜘化ステージの

特定をおこなった。
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センチニクパエは3齢幼虫の体表を乾燥させることにより焔化をコン

トロールできるという特徴を持つ (Ohtaki，1966) 0 3齢幼虫は体表乾

燥後約四時間で図的殻を形成し腕になるが、乾燥させなければ鱗化は

起こらず3齢幼虫の状態が続く。従って、体表乾燥により多くの個体で

拘m化を同調させることができ、変態過程を生理学、生化学的に解析する

うえで非常に有用な昆虫である。しかし、体表乾燥による同調では個体

問で蜘化に数時間のばらつきが生じるので、さらに厳密に蜘化を向調さ

せるために図腕殻形成時の奴lを集めた。との時期の腕は白血目!と呼ばれ、

色と形で腕化ステージが 11時間以内のばらつきで厳密に判断できる。

まず、蝋のどのステージに体液細胞中に崩壊した筋組織の断片が混入

してくるかを調べた。自蜘後の時間経過を追って体液細胞を回収し、筋

組織のマーカーであるミオシン重鎖 (200-kDa蛋白)に対するマウス ・

モノクローン抗体KN-1(Kurata et a1.， 1991)を用いてイムノプロット

解析を行い、筋組織片の混入を検出した。その結果、ミオシン重鎖は釘l

化後 6時間までの体液細胞膜函分には検出されず、 91待聞になって検出

された(図 3)。さらに、 KN-1を用いた間接蛍光抗体法をおこない、

体液細胞中で筋組織片の占める割合を測定した。その結果、 KN・1陽性

の筋組織片は腕化後 6時間から出現し始め、9時間には体液細胞数の約

40%を占めるまでに急激に場加した (data not shown)。以上の結果か

ら、筋組織片は蜘化後 61時間後から体液中1::混入し始め、その後急激に
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増加することが明らかになった。

では、崩壊した筋組織片を含まない郎l化後6時間以前の体液細胞はJI旨

肪体を崩綾させる能力を有しているであろうか?そこで次に、白蛇l後の

時間経過を追って体液細胞を回収し、脂肪体を筋綾させる活性の経時変

化を調べた。その結果、自邸時の体液細胞は脂肪体を勝者裂させる活性を

わずかに有しており、その活性は蜘化の進行とともに培加してゆくこと

がわかった(表 1)。この結果は、四姉殻形成後の体液細胞は、幼虫脂

肪体を破接の対象として認識することを示している。従って、白納期以

降の体液細胞には脂肪体の認識を担う分子が発現しており、腕化の進行

とともにその発現量が嬬加すると考えられる。

以上の結果より、崩壊した筋組織片が混入せず、脂肪体を認識する分

子がより多く発現していると予想される、蜘化後 4-5時間の腕体液細胞

に対してモノクローン抗体を作製することにした。
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(2)腕体T加国胞表面と特異的に反応するモノクローン抗体の作製

J!ili化後 4-5時間の釘l体液細胞に対してモノクローン抗体の作製を行っ

た。

方法は、腕化後 4・5時間の自由体液細胞を生きたままアジユパントを用

いずにBalb/cマウスに免疫した。幼虫体液細胞には発現せず腕体液細胞

に特異的に発現する抗原に対するモノクローン抗体をより多く得るため

に、 Barclay& Smiぬ (1986)の方法に従って追加免疫を行った。すな

わち、幼虫体液細胞を免疫した別のマウスから抗血清を調製し‘姉体液

細胞とともに追加免疫した。この操作により、幼虫と腕体液細胞両者に

共通に存在する抗原が抗血清中の抗体によってマスクされ、虫ifi特異的に

発現する抗原に対する抗体が作られ易くなると期待される。そして、最

終免疫の 4日後にマウスから牌細胞を調製し、マウス ・ミエローマ細胞

と細胞融合をおこなってハイブリドーマを作製した。得られたハイプリ

ドーマは、固定条件での体液細胞の間接蛍光抗体法および体液細胞膜函

分のdot-blotを独立におこなって、幼虫体液細胞と比較して蝋体液細胞

と選択的に反応することを指標にスクリーニングし、限界希釈法により

クローン化した。

その結果、間接蛍光抗体法で陽性であった 23クローン、 clot-blotで

陽性であった3クローンの音r23クローンを樹立した。 dot-blotで陽性
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であった 3クローンは間接蛍光抗体法でも陽性であった。

次に、これら 23クローンのなかから、解析を進めるクローンを選択

する目的で、非固定条件の生きた体液細胞を用いて間接蛍光抗体法を行

い、腕体液細胞の細胞表面と反応し、幼虫体液細胞表面とは反応しない

モノクローン抗体をスクリーニングした。

その結果、 4種のモノクローン抗体 1E3、4D4、9C8、9F3を選別し

た。そして、それぞれのモノクローン抗体のisotypeを決定した(表 2)。

その他の抗体は、体液細胞表商と全く反応しないか、反応しでも踊体液

細胞との特異的な反応性が見られないかのいずれかであった。

得られた4磁の抗体を用いて非固定条件の生きた体液細胞を用いて間

後蛍光抗体法を行った結果を図 4に示す。 4種の抗体はいずれも蜘体液

細胞の細胞表面と反応するのに対し、幼虫体液細胞とは有為な反応を示

さなかった。さらに、これら 4種の抗体は全て、腕体液細胞のなかでも

頼粒を多く含んだ細胞とのみ強く反応し、他の形態の細胞とは反応しな

いことがわかった。見虫の体液細胞は一般に、頼粒細胞、プラス‘マ細胞、

小球細胞、エノシトイド、原白血球の主に 5種類の細胞種からなるヘテ

ロな細胞集団である (Gupta，1985)。得られた 4種のモノクローン抗体

と反応する細胞は、頼粒を多く含むという形態的特徴から、果員数細胞で

あると考えられる。

以上の結果から、幼虫体液細胞とは反応せず、焔体液細胞の細胞表面
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と特異的に反応する 4種のモノクローンが得られたことがわかった。
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第 3節 蝋化に伴って体液細胞に発現する 120・kDa蛋白の同定

蜘化に伴って体液細胞表面に発現する膜蛋白を同定する目的で、得ら

れたモノクローン抗体を用いてその認識抗原の同定をおとなった。

(1)イムノプロット法によるモノクローン抗体の認識抗原の同定

まず、幼虫および腕体液細胞蛋自のイムノプロット解析を行い、モノ

クローン抗体の認識抗原を同定した。結果を図 5に示す。

9C8抗体を用いた場合、腕体液細胞特異的に分子量 120-kDaのバン

ドが検出された。一方、幼虫体液細胞ではシグナルは検出されなかった。

また、 9F3抗体を用いた場合、 9C8抗体と同じ移動度の腕特異的な分

子量 120・kDaのバンドの他に、幼虫と鏑両者に 200・kDa以上および

43・kDa以下の 2つのバンドが検出された。先の間接蛍光抗体法の結果

は9F3抗体は幼虫体液細胞表面とは反応しないことを示している。従っ

て姉特異的な 120-kDaの蛋白が細胞表面に存在する分子であり、幼虫と

腕両者に検出された 2つのバンドは細胞内に存在し、 120・kDaの蛋白と

共通抗原性を示す別の蛋由貿であると考えられる。

一方、 1E3および4D4抗体を用いた場合シグナルは検出されなかった。
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これは、 SDS-PAGEを行う際に蛋白を SDSと2-mercaptoethanol:存在

下で変性させたために、これらの抗体の認識するエピトープが破綾され

たためと恩われる。

(2)免疫沈降法によるモノクローン抗体の認識抗原の同定

次に、イムノプロットではシグナルが検出されなかった 1E3および

4D4抗体についてその認識抗原を明らかにするために、免疫沈降をおこ

なった。認識抗原は膜蛋白であると考えられるので、虫j有体液細胞を 1%

NP40により可溶化してそのlysateを用いた。免疫沈降物の SDS-PAGE

を行い、銀染色により解析したところ、1E3、4D4、9CB抗体を用いた

場合、同一移動度の分子量120-kDaの位置にバンドが検出された。 9F3

抗体を用いた場合は、シグナルは検出されなかった(図 6A) • 9F3抗

体は、主に一次免疫応答に誘導される IgMであることからアフィニティ

ーが弱いと考えられる。そしてアフィニティーが弱いために、イムノプ

ロット法と比べて局所的な抗原濃度の低い条件で抗原抗体反応を行う免

疫沈降法では抗原と十分に結合できないためにシグナルが検出されなか

ったと考えられる。

次に、 4種の抗体の認識する蛋白質が同ーの分子量を示したことから、
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抗体の認識する抗原が同一の蛋白である可能性が考えられる。そこで次

に、 1E3、4D4、9C8抗体を用いて免疫沈降をおこなったのち、その免

疫沈降物を 9F3抗体を用いてイムノプロットにより解析した。その結果、

各抗体で免疫沈降された 120-kDaの蛋白はすべて 9F3抗体と反応し、

その分子量は lysate中の 120-kDa蛋白と同ーの移動度を示した(図

6B)。対照として、コントロールIgM(Zymed)を用いてイムノプロット

を行った場合、 120・kDaのシグナルは検出されなかった (data not 

shown)。また、同じ免疫沈降物を9C8抗体を用いてイムノプロットに

より解析した場合も、 9F3抗体と向綴の結果を示しーた (data not 

shown)。従って、 4種の抗体の認識する抗体は全て問ーであり、姉化

にともなって体液細胞表面に発現する 120-kDa蛋白であることが明ら

かになった。

以上の結果、 4種のモノクローン抗体の認識する抗原は全て同一で分

子量 120・kDaの蛋白質であり、 120-kDa蛋白は変態期に体液細胞で新

たに発現する蛋白であることが明らかになった。
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第4節 虫i1i化}こ伴う 120・kDa蛋白の発現量の変動

次に、 120-kDa蛋自の発現とがJ虫組織の組織崩壊との時間的相関関係

を調べる目的で.姉化にともなう 120主Da蛋自の発現量の変動を解析し

た。仮に、この 120-kDa蛋白が幼虫脂肪体の認識を担う実体であるなら

ば、この蛋白の発現は幼虫組織の崩擦に先立って発現すると予想される。

そこで、蜘化の時間経過を体液細胞を回収し、 120・kDa蛋自の発現量の

変動を 9C8抗体を用いたイムノプロットにより角平析した。

その結果、 120・kDa蛋白は図釘l殻形成時(白i!r1i期)にすでに発現し、

その後は釘n化後 4時間にかけて堵加し、 8時間ではやや減少することが

わかった(図 7)。姉化後8時間で 120-kDa蛋白の発現量がやや減少し

ているのは、この時期の体液細胞には崩壊した筋組織の断片が混入して

いるために全蛋自に対する 120・kDa蛋白の相対的な量が見かけよ減少

したためと考えられる。

筋組織は姉化後約 6時間(第 2節参照)、脂肪体は約 24時間で崩接

する。従って 120-kDa蛋白の発現はこれらがJ虫組織の崩壊に先立って発

現することがわかった。

さらに、白姉期の体液細胞においては 120-kDaのバンドの他に.

130-kDaの位置にもバンドが検出され、そのバンドは蜘化にともなって

消失することがわかった(図 7)。この 130-kDaのバンドは、 9C8抗体
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のみならず他の3種の抗体によっても認識された (data not shown) ， 4 

種の抗体はエピトープが異なると考えられる ζ とから、この 130-kDa

のバンドは 120・kDa蛋白と共通抗原性を示す別の蛋白質に由来するの

ではなく、リン駿化や糖鎖付加などの 120-kDa蛋白の修飾に起因すると

考えられる。
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第 5節 120-kDa蛋白の発現組織の解析

これまでの結果から、 120-kDa蛋白が脱化にともない体液細胞に新た

に発現するととがわかった。そこで次に、 120・kDa蛋白は初期の妨にお

いて体液細胞に特異的に発現する分子であるのか、それとも他の組織に

も発現する普遍的な変態のマーカ一分子であるのかを検討した。

蜘化後4から 5時間の腕から体液細胞、脂肪体、筋肉、肢原基、脳お

よび限原基、体液の各組織を摘出し、 9CB抗体を用いたイムノプロット

を行ってそれぞれの組織における 120-kDa蛋白の発現を検出した。

その結果、体液細胞にのみ 120-kDa蛋白のシグナルが検出された(図

B)。このことから、 120-kDa蛋白は単なる変態のマーカ」分子ではな

く、体液細胞に特異的に発現し、その機能と密接に関係した蛋白質であ

ると考えられる。
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第 6節考察

本章では、蜘体液細胞に対するモノクローン抗体を作製し、幼虫体液

細胞とは反応せず姉体液細胞の細胞表面と特異的に反応する 4極のモノ

クローン抗体を得たことを示した。そして、 4種のモノクローン抗体は

全て分子量 120・kDaの同ーの蛋白質を認識し、との 120・kDa蛋白は嫁l

化初期に幼虫組織の崩壊に先だって発現することを示した。さらに、

120-kDa蛋白は体液細胞のなかでも頼粒細胞と呼ばれる細胞種に特異

的に発現し、他の細胞、組織には発現しないことを明らかにした。

これまでに幾つかの昆虫で、幼虫の体液細胞表面と反応し異なる細胞

;偉を識別するモノクローン抗体を作製した報告があるが (Chainet a1.， 

1992; Mullett et a1.， 1993; Willott et a1.， 1994)、納体液細胞表面を特

異的に認識するモノクローン抗体を作製し、腕化にともなって体液細胞

表面に特異的に発現する膜蛋白を見出したのは本研究が初めてである。

先に倉田らは、~治体液細胞に対するモノクローン抗体を作製して分子

量 200-kDaの蛋白質がiJ!rn化にともなって体液細胞に発現することを見

出したほurataet a1.， 1991)。しかしながら、 cDNAクローニングの結果

この 200-kDa蛋白はミオシン重鎖であり、体液細胞ではなく崩壊した筋

組織に由来することが示された(捕崎、 1994)。そこで本章第 2節では、

この筋組織片の混入が蜘のどの時期に始まるのかを詳細に調べ、筋組織
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片の混入のない師l化後 4-5時間の鮪!の体液細胞に対してモノクローン抗

体を作製した。

倉田らはさらに、この 200-kDa蛋白を特異的に認識するモノクローン

抗体または精製200・kDa蛋白がinvitl'Oで脂肪体の崩壊を阻害すること

を示し、との蛋白質が幼虫脂肪体の認識過程に関与することを示唆した

(Kurata et a1.， 1991; Kob ayashi et a1. 1991)。しかしながら、今回私

は崩壊した筋組織が存在しない時期の奴l体液細胞を用いてもj脂肪体を崩

簸させることを示し、体液細胞による脂肪体の認識には200・kDa蛋白が

必須ではないことを初めて明らかにした。

今回得られたモノクローン抗体は、腕体液細胞のなかでも穎粒細胞と

特異的に反応した。この虫ili頼粒細胞は、脂肪体を崩壊させる実働分子で

あるカテプシンBを発現し、脂肪体との相互作用により細胞外に分泌す

るととが明らかにされている (Kurataet a1.， 1992， 1993)。一方、タバ

コスズメガMandllcaでは、穎粒細胞は筋組織 (Rheuben，1992)や麹原

基(Na~.di and Miklasz， 1989)に接着してその基底膜を破壊して食食

するという知見が得られている。これらの知見を総合すると、 120-kDa

蛋白は穎粒細胞とこれらの幼虫組織との相互作用に機能している可能性

が考えられる。

一方、体液細胞は崩壊した崩壊した幼虫組織の断片やアポトーシス細

胞を食食して排除することが知られているが、それを行うのは頼粒細胞
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ではなく多核化した特殊な細胞であることが形態観察から示されている

(Wbitten， 1964)。従って、120-kDa蛋白は幼虫組織の断片やアポトー

シス細胞を食食するレセプターとして機能するものではないと考えられ

る。

幼虫組織の組織崩壊は蜘化後急速に遂行し、第2節で述べたように姉

化後6時聞には筋組織が崩漉してその断片が体液中に出現する。一方脂

肪体は、納化後徐々に基底膜を構成する蛋白が分解され 10時間後には

その蛋白が消失し(Kobayasbiet a1.， 1995)、24時間後には組織が崩壊

して脂肪細胞が遊縦する。 120-kDa蛋自の発現はこれらの幼虫組織の崩

擦に先立つており、崩壊過程と時間的に強く相関して発現していること

から、 120-kDa蛋白の幼虫組織の組織崩騒過程への関与が強く示唆され

る。
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図3 蜘化にともなう体液細胞函分中 200-kDa蛋自の変動

奴!化後の時間経過を追って体液細胞を回収し、混入する崩壊筋組織片

を検出した。ミオシン重鎖 (200・kDa蛋白)を特異的に認識するモノク

ローン抗体 KNω1を用いて各ステージの体液細胞膜画分のイムノプロッ

ト解析を行い、ミオシン重鎖の変動を解析した。各レーン 30μgの膜画

分を泳illIJしている。但し、蜘化後9時間は 1μg.Lane 1 :郎i化後0時間、

Lane 2: 3時間、 Lane3: 61時間、 Lane4: 9時問。矢印で 200・kDa蛋

白の位置を示す。
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図4(A) lE3抗体を用いた生体液細胞の間接蛍光抗体法

3齢幼虫および踊化後 4-5時間の白iTiから体液細胞を回収し、ハイブリ

ドーマ渚養上清と反応を行い、結合したモノクローン抗体を FηC標識

2次抗体により検出した。左のパネルは焔体液細胞、右は幼虫体液細胞、

上は免疫蛍光像、下はその明視野像。
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図4(B) 4D4抗体を用いた生体液細胞の間接蛍光抗体法

3齢幼虫および蜘化後 4・5時間の焔から体液細胞を回収し、ハイブリ

ドーマ培養上清と反応を行い、結合したモノクローン抗体を FITC標識

2 次抗体により検出した。左のパネルは~T!体液細胞、右は幼虫体液細胞、

上は免疫蛍光像、下はその明視野像。

31 



図4(C) 9C8抗体を用いた生体液細胞の間接蛍光抗体法

3齢幼虫および腕化後 4-5時間の姉から体液細胞を回収し、ハイブリ

ドーマ培養上清と反応を行い、結合したモノクローン抗体を FITC襟識

2次抗体により検出した。左のパネルは的体液細胞、右は幼虫体液細胞、

上は免疫蛍光像、下はその明視野像。
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図4の1) 9F3抗体を用いた生体液細胞の間接蛍光抗体法

3齢幼虫および師化後 4・5時間の腕から体液細胞を回収し、ハイプリ

ドーマ培養上清と反応を行い、結合したモノクローン抗体を FITC標識

2次抗体により検出したa 左のパネルは蜘体液細胞、右は幼虫体液細胞、

上は免疫蛍光像、下はその明視野像。
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図5 9CBおよび9F3抗体を用いた体液細胞愛自のイムノプロット解析

用いたモノクローン抗体は、 a:MAb 9CB、b:9F3. cは用いた体液細

胞蛋自の CBB染色像。各レーン、 a:60μg、b:15問、 c:30 ~Lg の体液

細胞蛋白を泳動している。 Lane1 : 3齢幼虫体液細胞蛋白、 Lane2 

腕化後4・5時間の蜘体液細胞蛋自由矢印で山ffi特異的な 120・kDa蛋白の位

置を示している。
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図6 モノクローン抗体を用いた腕体液細胞lysateの免疫沈降解析

(A)免疫沈降物の SDS-PAGE/銀染色による解析

腕化後4・5時間の郎l体液細胞を 1%NP40により可溶化し、モノクロ

ーン抗体を用いて免疫沈降を行った。免疫沈降物を SDS-PAGE(7%)に

より分離し、銀染色により角平析した。図中横線で免疫沈降に用いたモノ

クローン抗体を示す。各抗体について、 Lane1 :モノクローン抗体を用

いた免疫沈降物、 Lane2 :サブクラスの一致した陰性コントロール抗体、

Lane 3 : lysateを用いずに同様の操作を行ったパックグラウンド。矢印

はモノクローン抗体によって特異的に沈降される分子量 120・kDaのパ

ンドを示す。
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図6 モノクローン抗体を用いた姉体液細胞lysateの免疫沈降解析

(B)免疫沈降物の 9F3抗体を用いたイムノプロット解析

蜘化後 4・5時間の虫i1i体液細胞を 1%NP40により可溶化し、モノクロ

ーン抗体を用いて免疫沈降を行った。免疫沈降物を SDS-PAGE(7%)に

より分離した後、 9F3抗体を用いてイムノプロットにより解析した。図

中;償線で免疫沈降に用いたモノクローン抗体を示す。各抗体について、

Lane 1 :モノクローン抗体を用いた免疫沈降物、Lane2 :サブクラスの

一致した陰性コントロール抗体、 Lane3 : lysateを用いずに同様の操作

を行ったパックグラウンド。右端のレーン (Lysate)は、用いた蜘体液

細胞 lysateを泳動したレーン。矢印は、 a:120・kDa蛋白、 b:Ig heavy 

chain、c:Igligh色chaino
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謡選

図7 体液細胞における姉化にともなう 120・kDa蛋白の発現変動

蜘化後の時間経過を追って体液細胞を回収し、 9C8抗体を用いてイム

ノプロット解析を行って 120-kDa蛋白を検出した。各レーン60μgの体

液細胞蛋白を泳動している。 Lane1: 3齢幼虫、 Lane2 :釘!化後0時間、

Lane 3: 4時間、 Lane4: 8時間。黒の矢印で 120・kDa蛋白、自の矢印

で130・kDa蛋自の位置を示す。
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図8 120・kDa蛋白の発現組織の解析

蜘化後4・5時間の腕から各組織を摘出し、その全蛋白を 9C8抗体を用

いたイムノプロットにより解析した。各レーン 100μgの蛋白を泳動し

ている。 Lane1 :体液細胞、Lane2 :脂肪体、 Lane3 :筋組織、 Lane4 : 

肢原基、 Lane5: JI悩および眼原基、 Lane6 :体液.
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Stage 01 hemocyte isolation 

Experiment (time alter pupariation) 

Oh 3h 6h hemocyte (ー)

2%  63% 。%

NO.1 N.T. 26% 45% 0% 

39 % 

70% 0% 
NO.2 N.T. N.T. 

26% 0% 

1% 22% 0% 

NO.3 6% 7% N.T. 0% 

6% 。%

表 1 野l化にともなう体液細胞の脂肪体崩壊活性の変化

腕化後の時間経過を追って体液細胞を回収して脂肪体と 24時間共培

養し、脂肪体の崩壊率を測定した。 ExperimentNo.は独立の実験を表し、

数値 (%)は各 wellの脂肪体崩壊率を示す。 N.T.:not tes ted。
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subclass light chain 

MAb 1E3 

MAb 404 

MAb 9CB 

MAb 9F3 

IgG1 

IgM 

IgG2a 

IgM 

表2 モノクローン抗体の lsotype
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第 3章

120-kDa蛋白の一次構造解析
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第 1節序

前章で、変態期に体液細胞表面に発現が誘導される分子量 120・kDa

の膜蛋白を同定し、この蛋白が初期腕において頼粒細胞に特異的に発現

することを示した。

この蛋白が、変態期において幼虫組織の認識を担う分子であることを

示し、マクロファージが個体発生過程で自己組織を「非自己」と認識す

る分子機構を種を越えて解明するためには、最終的にはこの分子の一次

構造を明らかにすることが必須である。すなわち、 120・kDa蛋白の一次

構造を明らかにすることで他種ホモローグの単離が可能になり、ショウ

ジョウパエやマウスを用いて knockoutIII utantや ovel'express!On 

lllutantを作製してこの分子の機能を解明できると期待される。

本章では、 120-kDa蛋自の一次構造解析を行った。最初に、 9C8抗体

を用いて 120・kDa~自のアフィニティー精製を行い、得られた精製

120・kDa蛋自の部分アミノ酸配列を決定した。そして、得られた部分ア

ミノ酸配列をもとに 120-kDa蛋自の cDNAクローニングを行った。そ

の結果、 120-kDa蛋白は細胞外領域にタンデムにつながった 17個(不

完全なものまで含めると 18個)の EGF-likel'epeatを有する新規なI型

朕蛋白であることが明らかになった。最後に、一次構造から想定される

120セDa蛋自の機能について考察する。
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第2節 120-kDa蛋自の精製

120・kDa蛋白の cDNAクローニングを行うためには、まずその部分ア

ミノ酸配列に関する情報を得ることが必要である。そこで、部分アミノ

酸配列を決定する自的で、 120・kDa蛋自の精製を行った。

前章の結果から姉化後約 0-6時間の蜘には 120・kDa蛋白がほぼ一定

量発現するととが明らかになったので、体液細胞の腕化時期には厳密に

はこだわらず、問化後約 2・6時間の!I!ni体液細胞を精製のソースとして用

いた。まず蛇l体液細胞を種々の pl'Otease ir吐libitol'存在下で 1%NP40 

により可溶化し、遠心により debrisを除いた。そして、 9G8抗体を用

いて作製した抗体カラムに得られた lysateを添加した。そして、 1M

NaGlにて非特異.的に吸着した蛋白を十分洗浄したのち、 100mM

glycine-HGl， pH2.5を用いて酸性条件で結合した蛋白を溶出し分画した。

その後、各画分の SDS-PAGEを行い、分子量が 120・kDaの蛋白質を含

む函分をプールした。

その結果、 SDS-PAGE上、 ma]ol'なバンドとして分子量 120・kDaの

蛋白質が得られた。また minorなバンドとして 130・kDaの蛋白も得ら

れた。そして、それらの蛋白質は 9GB抗体により免疫沈降された(図 9)。

以上の結果から、 9G8抗体の認識する抗原で、ある 120-kDa蛋白および

130・kDa蛋白が精製されたと結論した。
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第 3節 120-kDa蛋白の部分アミノ酸配列の決定

精製した 120-kDa蛋自の部分アミノ駿配列および N 末端アミノ酸配

列を決定した。

精製 120-kDa蛋白を SDS-PAGEにより分間躍した後、ニトロセルロー

スl撲に電気的に転写して 120-kDa蛋白を切り出した。得られた 120・kDa

蛋白はフィルターごとendopeptida.seLys-Cにより消化し、逆相 (C18)

カラム HPLCによりペプチド断片を分離 ・精製した。そして HPLC上

明瞭なピークを与えたペプチドについて、ペプチド ・シークエンサーを

用いエドマン分解法によりアミノ殴配列を決定した。 N末端アミノ酸配

列は、得られた精製 120・kDa蛋白を SDS-PAGEにより分離した後、

PVDF膜に電気的に転写して 120-kDa蛋白を切り出し、ペプチド ・シ

ークエンサーによりアミノ酸配列を決定した。

その結果、 4つのペプチド断片の部分アミノ酸配列と N末端アミノ酸

配列を決定した(表 3)。

また、 130-kDa蛋白の N 末端アミノ酸配列も悶織にして決定したと

ころ、その配列は決定できた 20残基にわたって 120・kDa蛋自のN末端

アミノ酸配列と一致した(表 3)。このことから、 130-kDa蛋白は

120-kDa蛋白にリン酸化や糖鎖付加などによるなんらかの修飾が加わ

った修飾体であると考えられる。
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第4節 120-kDa 蛋自のcDNAクローニング

120-kDa蛋自の全一次構造を決定する目的で、 cDNAクローニングを

行った。

まず、白蛾体液細胞から totalRNAを調製し、 cDNAライブラリーを

構築した。その結果、 2.2X 106個の独立のクローンからなる cDNAライ

ブラリーが構築された。

120・kDa蛋白の部分アミノ酸配列より予想される核酸配列をプライ

マーにして、蛾体液細胞totalRNA1こ対してRT-PCRを行って 120-kDa

蛋白のcDNAI新片を増慨した。決定した部分アミノ酸配列全てについて

センス・プライマーおよびアンチセンス ・プライマーを作製し、全ての

組み合わせについてRT♂CRを行った。そのうちのいくつか組み合わせ

について増幅産物か喰出されたが、N末端アミノ酸配列から設計したセ

ンス ・プライマーと、ペプチド 31から設計したアンチセンス・プライ

マーを用いて犠幅された 480bpの産物について TAクローニングによ

りサブクローニングし、その塩基配列を決定した。その結果、得られた

サブクローンは決定した N末端とペプチド 31のアミノ酸配列をコード

することがわかった。そこで、得られたサブクローンをプロープとして

蜘体液細胞cDNAライブラリーより cDNAクローンを単離した。

図 10に単離した cDNAの核酸配ヂIJと、予想されるアミノ駿配列を示
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す。単離して塩基配列を決定したcDNAクローンの msert長は2，829bp

であり、 765個のアミノ酸からなる openreadingframeを有していた。

予想されるアミノ酸配列には、精製蛋白から決定した部分アミノ酸配列

が全て含まれていた。また、決定した部分アミノ酸配列の 1残基前のア

ミノ酸がlysineであったことも、とれらの部分アミノ酸配列が単離した

クローン由来であることを支持する。以上の結果から、単離した cDNA

クローンが 120・kDa*白をコードする cDNAであることが明らかにな

った。

120-kDa蛋白は細胞表面に存在する膜蛋白であると予想される。図

11に 120-kDa蛋自の bydropathypro.fileを示すが、予想アミノ酸配列

の N末端および 700番目のアミノ酸付近に疎水性の高い領域が認めら

れた。さらに、蛋白質のソーテイング ・シグナルを予測する コンピュー

タ ・プログラム PSORTによって、 120・kDa蛋白の細胞内局在を予測し

た。その結果、 firstmethloIUneから 18残基がシグづ Jレ配列、702番目

から 718番目のアミノ酸の 17残基が膜貫通領域と予測され、 120・kDa

蛋白はI型膜蛋白であることが明らかになった(図 10)。

さらに、予想アミノ駿記列には、糖鎖付加可能音11位が8個存在してい

た。予想アミノ酸配列から予想される分子量は 82・kDaであり、 SDS-

PAGE上の分子量 120-kDaとは異なることから考えて、120-kDa蛋白

は糖鎖による修飾を受けているものと考えられる。
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第 5節 目0-印 a蛋白の構造的特徴

前節で決定した 120・kDa蛋白が既知の分子のホモローグであるのか、

それとも、新規な構造を有した蛋白質であるのかを調べる目的で、

120-kDa蜜白の予想アミノ酸配列に関して蛋白質データーペース

SwissProtに対してホモロジー検索を行った。

その結果、高い相同性を示す蛋白質は見出されなかったが、 fibrillin、

tenascinなどの細胞外マトリクス蛋白、 Delta、Notch、LDLreceptor 

related proteinなどの膜蛋白、 EGFなどの分泌蛋白といった EGF-like

repe討を有する蛋白群と相向性を示した(Maslenet a1.， 1991; P巴arson

et 81.， 1988; Vaessin et 81.， 1987; Wharton et 81.，1985)。そこで、

120・kDa蛋白の予想アミノ酸配列中にEGF-likerepeatが存在するか検

討したところ、細胞外領域にその繰り返し椛造が見出された。図 12に

120-kDa蛋白の予想、アミノ酸配列中に見出される繰り返し構造を示し、

50%以上のリピートで保存されているアミノ般をコンセンサス配列とし

て示す。また、図 13に120-kDa蛋自のコンセンサス配列と他の蛋自の

EGF -like repeatのコンセンサス配列を示す。120-kDa蛋白の繰り返し

構造中には、 EGF・likerepeatに保存されている 6つの cysteine残基が

全て存在し、また他の蛋白でも比較的保存されているアミノ酸も存在し

た。 以上の結果から、 120-kDa蛋白に見出される繰り返し構造は
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EGF-like repeatであると結論した。 また、 EGF-likerepeatはそのア

ミノ酸配列から、 calcium-binding typeとnOll-calciumbinding typeの

2つのタイプ1;::分類される。 120-kDa蛋自に存在する EGF-likerepeat 

は全てnon-calciumbinding typeであった。

全体の構造を模式的に示すと、 120・kDa蛋白は N末端側細胞外領域

にタンデムにつながった EGF・likerepeatを 17個、不完全なものまで

含めると 18個有し、膜貫通領域を挟んで47アミノ酸と比較的短い細胞

内領減をもっ膜蛋白であるととが明らかになった(図 14)。なお、細胞

内領域には高い相向性を示す蛋白および機能ドメインは見出されなかっ

た。以上の結果から、 120-kDa~自は EGF-like repeatを有する新規な

I型膜蛋白であることが明らかになった。
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第6節考察

本章において私は、 120・kDa蛋自の全一次構造を決定し、 120-kDa

蛋白が細胞外領域にタンデムにつながった 17個(不完全なものまで含

めると 18個)の EGF-like rep eatを有する新規な I型膜蛋白であるこ

とを明らかにした。

EGF-like repeatを有する蛋白質は、Notch、Delta、LDLreceptor、

C1q receptOl' (C1qRp)といった膜蛋白、 tenasclll、fibrillin、laminin

といった細胞外マトリクス蛋白、 EGF、tissueplasminogen activator 

といった分泌性蛋白など、多くの蛋白が知られている。そして、それら

の蛋白の機能も多岐にわたっており、 EGF-like repeatを有するという

構造的特徴のみから 120-kDa蛋自の機能を議論することはできない

(Ap pella et a1.， 1988)。しかし、 120-kDa蛋白は (1)昆虫の変態とい

う発生過程に特異的に発現する、 (2)体液細胞(穎粒細胞)に特異的に

発現する、という特徴を持っており、との 2つの側面でEGF-likerepeat 

を有する他の蛋白と比較して 120・kDa蛋白の機能に関して議論してみ

たい。
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(1)発生過程に特異的に発現する EGF-likerepeatを有する分子との比

較。

120・kDa蛋白は蜘化の初期に発現が誘導されることから、発生過程に

機能する分子であると考えられる。発生過程において機能する EGF-like

repeatを有した蛋白質としては、ショウジョウパエの Notch、Deltaが

知られており、初期発生においてneuroblast(神経幹細胞)が神経上皮

から分化する際にレセプターとリガンドの関係として細胞 ・細胞問相互

作用に機能し、細胞の運命決定を制御することが示されている

何r巾ha飢rt初tω0叩neωt a叫1.， 1985; Va印es鉛Slneωt a1.， 1987; Al'凶:ta抑va幻ru山l凶s

eωt a叫1.，1995め)。この Notch、Deltaは、線虫 (c.elegance)から晴乳類

までホモローグが存在し、同織に発生過程の微々な局面で細胞の運命決

定を担うことが明らかにされている(Al.tav臼 is-Tsakonas，et a1.， 

1995)。一方、細胞外マトリクスである tenascinは脊維動物の腔発生

過程や再生過程など時期特異的に限られた組織で発現し、ブロテアーゼ

の分泌や鞠"索の伸展など細胞によって様々な応答を引き起こす何Terb

et a1.， 1990; 羽Tehrleand Chiquet， 1990)。

120・kDa蛋白がこのような機能を有する分子と相同性を示すという

ことは、 120-kDa蛋白が頼粒細胞と他の組織の細胞あるいは基質との相

互作用に機能する分子である可能性を示唆する。具体的には、前章まで

に述べてきたように、姉l頼粒細胞が脂肪体、筋組織、成虫原基などの組
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織に接着しプロテアーゼを分泌してその基底膜を破壊する際に、 120-

kDa蛋白はこれらの組織を認識し細胞内にシグナルを伝達する機能を

担うという可能性が考えられる。もしくは、 120-kDa蛋白は脂肪体や筋

組織などの細胞のアポトーシスを誘導したり、成虫原基の未分化な細胞

の分化を誘導するといった、標的組織の細胞に情報を伝達するリガン!と

である可能性も考えられる。

(2)免疫細胞に発現する EGF-likerepeatを有する分子との比較

120-kDa蛋白は体液細胞に特異的に発現し、他の組織には発現しない

ととから、体液細胞の機能と密接に関連した蛋白質であると考えられる。

マクロファージなどの免疫細胞の細胞表面に発現する EGF-likerepeat 

を有する膜蛋白としては、 LDLreceptor、LRP(LDL receptor related 

proteill)、ClqRp、selectinが知られているがその例はわずかである。

このうち LDLreceptorとLRPは構造的に連関しており、細胞外領域

にはEGF・likerepeatの他にLDLreceptor ligand-binding repeatを有

しており、とれらのリピー トが交互に並んでいる。また、細胞内領域に

は elldOCytO sisを行う レセプターに共通して存在する"NPXY-motif'と

呼ばれる配列が存在しており、実際に LDLなどのリポ蛋白のみならず

多様なリガンドを結合して endocytosisを行う機能を持つことが知られ
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ている (Kriegerand Herz， 1994)。

また、 C1qRpは補体の成分である C1qの他、 MBL(mannose-binding 

lectin)、SPA (stll'factant protein A)を結合するレセプターであり、初

期免疫応答においてマクロファージや好中球などの食細胞がこれらの蛋

白によってオブソニン化された異物を食食するレセプターとして機能し

ていると考えられている。この蛋白は、 5つの EGF・likerepeatの他に

C-type lectin dom ainを有している (Nepomtlcenoet 81.， 1997)。

EGF -likc repeatがこれらの endocytosisを行うレセプターに存在し

ていることから、120-kDa蛋白も endocytosisに関わる可能性が考えら

れる。特に郎化時には、幼虫組織の組織崩接が急激に進行することから、

120-kDa蛋白が崩捜した幼虫組織の断片やアポトーシス細胞の会食に

機能するのではないかと考えられる。しかし、 120-kDa蛋自の細胞外ド

メインは EGF-likerepeatのみからなり、 LRPや C1qRpに見られる他

のドメイン構造を持っていないことから、とれらの分子のサブファミリ

ーに属するとは考え難い。また、マクロファージが発生過程で生じたア

ポ トーシス細胞や老化 した細胞を食食する レセプターとしては、

vitronectin receptor (Savil.l et 81.， 1990; Fadok et 81.， 1992) と

phosphatidylserine receptor (Fadok et 81.，1992)、scaveng芭rreceptor 

(Krieger and Hel'z， 1994; Peal'son et 81.，1995)、CD36superfamily 

(Franc et 81.， 1996)など多くの分子が知られているが、 120-kDa蛋白は

52 



いずれの分子とも相向性を示さないことから考えて、 120-kDa蛋白がア

ポトーシス細胞の食食に機能する可能性は低いと考えられる。また、第

2章でも述べたが、崩嬢した幼虫組織の断片を食食して排除するのは

120-kDa蛋白を発現した頼粒細胞ではなく多核化した特殊な細胞であ

ることが形態観察から示されている のiVhitten，1964)。以上の知見を総

合すると、 120-kDa蛋白は幼虫組織の断片やアポトーシス細胞を食食す

るレセプターとして機能する分子ではないと考えられる。
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図9 精製した 120・kDa蛋白の SDS-PAGE解析と免疫沈降解析

(A)精製した 120-kDa蛋白 1μgを SDS-PAGE(7%)により分離し、

CBB染色によりシグナルを検出した。 (B)精製した 120-kDa蛋白を

9C8抗体を用いて免疫沈降を行い、免疫沈降物を SDS-PAGE(7%)によ

り分離したのち銀染色でシグナルを検出した。黒の矢印は、 120-kDa蚤

白を、白ぬきの矢印は 130・kDa蛋白を示す。
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1 TTTCTTTAAGTCTGCATTGCAGAGCCGTTGCATATTTTTAAATTTCTTCTTAAAAAAAATT 

6iAM??CMTTATTmATCMMAAATTTMATTeGTA??AMTTAACATeA守CAAGAAT

純 K N 
一一一一一

122 TTGCTTTTAATAATTTGCCTAATAAGTGTTTTAAATATTGCλCGCGTTATGAeC守GTACC

'L  Lー と _I_ ..!.. 一三一 土ー と _sーヱ _~~_!.__A_ G V M T の r
一一一一一 -

lB2 GAAAGAAAATCCACCACTAAGTATCGTGTTTCCTTGGTAACCATGCCTAAATATCCTGAC 
24ER  K S'F  T K Y R V S L V T M R K Y P D 

242 TCTGGTGCAGATTGTTCAAGTTTTGAGTGTCATAATCCTTTGGTACTAAGGCCCATACGT 

44 A...ーと」ーと CSSFECHNPLVLRPIR  

]02 GAAACTTATACGGATGTAGAAGAAGTTTGCTGTGAGGGTTATAA~~CCATTCCACAACG 
6 <1 E T 'i T D V E E V C C E G Y ~-.-~一τ一明 T T 

]62 GGCGA^TGTGTACCCTCTTCCGTGGAC~GCAλGCATGGCAAGTGTATACGCCCTAATGTA 
84G  E C V P S C V D C K M G K C ZR  P N V 

422 TCCCTCTGCCTACATGGCTATCAAλATTTTAAAAACAAAλgCATTTGTGAACCTCTGTGC 

104 C L C L H G Y 0 N F' K a:二王三コ ェC E P L C 
‘92 CTAAATACCTGTGTCAATGGCAAATGCTCTGCλCCGGAAGTATGTACGTGTAA~GAGCGT 
124LN  T C V N G K C S A P E V C T C N EC  

542 NCGCCTTTGT14主T~G主主~CCGAACAGTGTGCCAGGCAACCTGCAAAGATGTCGACTGT
144 y A ~~ V 1M G S I R T V C Q A-- T--C--~''''~''~~~'''~'"H.~ 

602 ACAAATGGCCATTGTGATGAGAAGAACAAGTGCACTTGCAATTTCGGTTATGTCCTCGAC 

164T  N G H C D E K N X C T CN  F G Y V L D 

662 GACAGTCTTAAACGTTGTGTGCCATTCTGTGAGGAAGCCTGTGAGAATGGTCTGTGCAGC 

184 0ーと-Li R C V P F C E E A C E N G L C S 

ヲ22 AλλCCCAATCAλTGTACCつrCCAλTCCCGGCTATCCTTTλCGTTTGCGTAGTATAAACGTA

204K  PNEC  T C N P G Y A L RL  G S Z N V 

182 TCTGATCCGATTTGTTCGACATCTTCGAATGGTGAATGTACGGCACCGGAAGTATGTGAA 

224C  D PZC  S T C S N G E C T A P E V C E  

8~2 TGTAAACCGGGTTACACTλATGTAGGTGGCTTGGCTTCAGAGAACTGTGTGCCCGTATGC 
244C  K P G Y T N V G G L A S E N C V P V C 

902 AλGGAGAAGTGTGTCAATGCATTCTGTACAGCGCCCGATCAATCTACCTGCTTTCCAAAT 

264 k g k C V N AF  C T A P D QC  TC  F P N 

962 E_A 'l' GCCTATCG己主主主旦Z工~GCGTATATTTTGTGAGCCGACATGTAAGAATGGCTGTGAA
284 H A Y R [!!一三__!jRIFCEPTCKNGCE

図 10 120セDa蛋自の cDNAおよび予怨アミノ酸配列

上段に核酸配列、下段にアミノ酸配列を示す。下線は、精製標品から

決定した部分アミノ酸配列を示し、丸で囲んだcystein残基 (C)は決定

したN末端を示す。また、点線でPSORTにより予測されるシグナル配

列、2重線はj瑛貫通領域、ボックスはN型糖鎖付加可能部位を示す。
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1022 AATCGTTTCTGCAGTGAGCCGCOCAAATGTGAATGTCATGACGOCTATGAAAAAACCGAA 
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1142 CATACATGTAAATCTλATGACCGTTATACGTATGCCGATACCAAGGAGAAGGTATCTGAA 

344 0 T C K C N E G Y 干 y A 0 句rKEKVCE

1~02 CCTTACTGTCCCAAAGCTTGCAAGAATOGCAATTGTACGGCTCCCGCTCTATGTACCTGT 
364 P Y C P K G C K N G [E二~AP GVCTC

1262 AATCCACGCTATCAGTCTTTATTATTCTATCATTGTλTACCAATATGTACTAACCCTTGC 

384N  P G Y Q S L L F Y M C Z P Z C T K P C 

1322 CTGCAAGGCACTTGCACTGCTCCCGATACCTGTCGCTGTTTCATGGGC守ATAAGCCGAAC

‘04LQG  T CTA  P DTC  R C F M G Y K P N 
1382 GGTAAAAATCCCAATCAATGTGATCCGGTGTGTAATTTCGATTCTGCCCATGGCAAGTGT 

424G  K N P N Q C D P V C N F D C G M G K C 

1442 ATTGCACCGCGCATATGCAGCTGTOATCCTGGCTATGAGAAGAAATGGCTAACGGGTAAA 

44 ot IλPGICSCOACY E: KKWLTCK  

1502 TGTGAACCATATTGTCCGCAAAGATGTA叩 AAACAGTGTGTGTTCCCCGGGAGGTATATGT

464C S P Y C P Q R C ZN  S V C S A G G Z C 

1562 CGCTGTTATGACGGCCATCGTTTGCGTGAAGGCTCTACAAATATC可rCTGATCCTGTGTGC

484R  C Y B G M R L R E G S ?NEC  D P V C 

1622 TTCCCCAACTGTATTAATAGCAATTGCCTGGAACCAAATACCTGTGAATGCTGGGλTGGT 

S 04L  P N C jl N S N C V E P N T C E C W O G 

1682 TATGACGATACCAAACATTCGAATTTATGTGTGCCACCCTGTAGGCCTACCTGTCAGAAC 

fS24Y E D TKUS  N L C V AR  CRP  T CEN  

1742 GGCλAATGTGTGGCACCCAACAAATCTCAGTGTAATGAGGGCTATAAACTAACCAACTCA 

S44G  K C V A P N K C Q C N E G Y X V T 同ニ子ニ

1 ~~~ ~与OATGCCACACAACTGTCAAGCGTTATGCAAGGAAACCTGTATTAATGCTCAGTGTCGC
564ij M PHN  c q A L C K E T C Z N A EC  R 

1862 AAACCGAATACCTGTGACTGTTTAGATGCTTATCGTTTCCTAGCGAACAGCACTOTAGAA 

584 K P N T C E C L 0 G Y R F L A U!:二王二百 V E 

1922 TGTGACCCTGTATGTGAACAGTCATCTGAGCATGGCCGCTGTGTOGCACCCAλTTTGTGT 

604C E P V C E Q S C B HG  R C V A P N L C 

1982 AGTTGTGAC~CGGGCTTTATATCGCGTATTAATCGTGACAGTGGTCTCACGGAATGTGTG 
624S  C D T G F Z S R I N R D S G L T E C V 

2042 GCCTATTGCAATCAATGGAACTGTCGGAATGGCλ~ATGTGCCACTTCTACATTGTGTCAA 
644 G Y C N E W N C R l:!L二王二!JC A T S T L--C--O 

2102 TCCAGTGACGCTTGGCTATATGACTCGCAACGAGGCCAATGTATGCCACATOATGTGGCC 

664C S 0 G W V Y 0 S 口 RGQCMPDDVA

2162λAGGλAAGAATCTACAAAAGCGGTGTACCTCTGTCCCGTTGGACAATTGCTGCCGTGGCC 

684K  E R Z YX  S G V P V S R W TZ  A AV  A 

-
2222 ATTATTTTCTTTCCCGTTTGTGTATTGCC~TTAATAATGGTGTTCCCTGAAATTGCCCGC 
70a z Z L P A V C V L A L ZM  V F REZA  R 

2282 CCTAAAATCAλTGACAAACAACAGGTGCGCCTTATTGAGAATCCCTCATTTGGTGTACTG 

724 R K 1 N D K Q Q V R L 1 E N P S F' G V L 

2342 ATGCCGAATGATATGTGCTGTCGAGAGGATGAAGCCGAAACGGATACTACACAGGAATTA 

744 M P N 0 M C C !_EDEAETDTTQEL  

24. 0 2 AGCAGTTAGAATTTG A T TT TTTCTT-'rTTTTT ATTT1TTTAGTTTOTAT AC'f AAG CT ACCT 
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図 11 120-kDa蛋白のhydropathyprofile 

70' 7" 

.51 1001 

Hopp & Woodsの方法により 120・kDa蛋白の親水位・疎水性解析を

行った結果を示す。機軸はアミノ酸残基番号を示し、縦軸はアミノ酸の

親水性 ・疎水位を示す。数値が大きいほど親水性が高く、低いほど疎水

性が高いことを示す。図中太線は、 PSORTにより予測されたシグナル

配列 (SG)および膜貫通領域 (TM)を示す。
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図 12 120-kDa蛋白予想アミノ酸配列中に見出される EGF-likerepeat 

リピート内に保存されている 6つのシステイン残基を網掛けのポック

スで示す。また 50%以上のリピートで保存されているアミノ酸をボツク

スで示し、最下段には、コンセンサス配列として示す。リピー卜問でシ

ステイン残基が重なるようにスペースを開入しドットで示す。
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UO-k，D・ prot・in

Notch (Droaophl1a) 

。.1，・ (Dro・ophil・》

Ub，r111.i.n (hwna.n) 

tena・c1.n (chi~k) 
cl GELX 

EGr (human) 

g OYA@..KWWELR 

図 13 120・kDa蛋白と他の蛋白の EGF-like repeatのコンセンサス配

J!Jの比較

保存されている 6つのシステイン残基を網掛けのボックスで示す。ま

た異なる蛋白のコンセンサス配列問で保存されているアミノ酸をボック

スで示す。配列聞でシステイン残基が重なるようにスペースを挿入しド

ットで示す。
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NH2 
COOH 

signal EGF-like repeats 

l 

図14 120-kDa蛋白の一次構造の模式図

黒のボックスでシグナル配列 (signal)およびl漠賞通領域 (trans-

membrane)を示し、網掛けのボックスで個々の EGF-likerepeatを示

す。
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(A) 120・kDaprotein 

N-terminus XTERKSTTKYRVSLVXMRKYXDXGAD 

Endopept idase Lys-C fragments 

fr.16 XNEGYTYADTK 

fr.25 PGYXNVGGLAXENXVPVXK 

fr.31 

fr.35 

(8) 130・kDaprotein 

XTXNFGYVLDDXLK 

QQVXLlENPXFGVLMPNDMXXR 

N-terminus XTERKSTTKYRVSLVXMRKY 

表3 120-kDa蛋白および130-kDa蛋白の部分アミノ殴配列

(A) 120・kDa蛋白。(B)130-kDa蛋白。アミノ酸は一文字表記で示す。 X

は決定できなかったアミノ酸を示す。
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第 4章

総括と展望
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第 1節本研究の総括

完全変態昆虫の変態期には、幼虫組織の組織崩壊と再構築が劇的にお

こる。これまでに、センチニクパエ変態時の脂肪体と呼ばれる組織の崩

壊を再現する invitro系の解析を通して、虫ili体液細胞が幼虫脂肪体を崩

壊させることが示され、~、態にともなって体液細胞の j脂肪体に対する認

識が転換した結果、体液細胞が脂肪体を排除するようになるという可能

性が示唆されていた (Kurata，et a1.， 1989)。

私は、体液細胞の幼虫組織に対する認識転換を分子レベルで説明する

作業仮説として、変態にともなって体液細胞の表面に脂肪体などの幼虫

組織を認識する分子が新たに発現して体1間切胞がその組織を釧除の対象

として認識するようになるというモデルを立てた。そして、この作業仮

説を実証することを最終的な目標として研究を行った。本研究では、そ

のような不要幼虫組織の認識を担う分子の候補として、蛸化にともなっ

て体液細胞の細胞表面に発現が誘導される蛋白質を同定し、その性状解

析と一次構造解析を行った。以下に本研究で明らかにした成果をまとめ

る。

(1)蜘化にともなって体液細胞の細胞表面に発現する膜蛋白を同定し、

解析を行うための分子的ツールを得る目的で、町J化後 4-5 時間の初期の

62 



蜘体液細胞に対するモノクローン抗体系列の作製を行った.その結果、

幼虫体液細胞とは反応せず姉体液細胞の細飽表面と特異的に反応する 4

極のモノクローン抗体を得た。

(2)得られたモノクローン抗体は全て分子量 120・kDaの同ーの蛋白質

を認識することを示した。そして、この 120-kDa蛋白は幼虫体液細胞に

は発現せず、蛾化初期に体液細胞に発現が誘導されることを明らかにし

た。このことは、 120司kDa蛋白は筋組織や脂肪体といったがJ虫組織の組

織崩壊過程と同時に発現することを示しており、 120・kDa蛋白はこれら

幼虫組織の崩壊過程に関与しているものと考えられた。

(3) 120占Da蛋白は蛇!化後 4・5時間の初期の蜘において他の組織には発

現せず、体液細胞に特異的に発現するととを示した。さらに、 120・kDa

蛋白は腕体液細胞のなかでも、カテプシンBを発現 ・分泌して幼虫脂肪

体を崩壊させる細胞である頼粒細胞に特異的に発現することを明らかに

した。このことから、 120-kDa蛋白は蜘体液細胞が脂肪休などの幼虫組

織を認識する機能を担うことが示唆された。

(4) 120・kDa蛋白の精製、部分アミノ般配列の決定、 cDNAクローニン

ク・を行った。その結果、 120-kDa蛋白は細胞外領域にタンデムに並んだ

63 



17個(不完全なものまで含めると 18個)の EGF-likel'epeatを有する

新規なI型膜蛋白であることを明らかにした。

以上の成果は、完全変態昆虫の焔化fI寺に体液細胞に発現が誘導される

膜蛋白を同定し、その一次構造を明らかにした初めての例である。本研

究で解析を行った 120-kDa蛋白は、変態期における体液細胞の幼虫組織

に対する認識転換機械を解明するうえで重要な手がかりを与えるものと

期待される。

しかしながら、 120・kDa蛋白が変態の過程で不要になった幼虫組織を

認識する分子であるととのffiE明は本研究ではなされておらず、今後の解

析が必要である。最後に、 これからの課題をまじえてこの研究の展望を

述ぺたい。
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第 2節今後の展望

(1)変態期における体液細胞による幼虫組織の認識機椛の解明

第 1にあげるべき課題は、 120・kDa蛋白が変態の過程で不要になった

幼虫組織を認識する分子であることを証明することである。具体的には、

まず、体液細胞が脂肪体を invitroで崩壊させる系に今回得られたモノ

クローン抗体を添加して、脂肪体の崩壊が阻害されるか否かを簡単に剥

べることができる。または、抗体を個体に注入して m V1VOで脂肪体や筋

組織の崩壊が阻害されるかを調べる実験も考えられる。抗体により脂肪

体や筋組織の崩壊が阻害されたならば、 120-kDa蛋白はこれらが]虫組織

の崩壊に関与するととが示される。そして、虫弱体液細胞をモノクローン

抗体で刺激して、カテブシンBが分泌されるか否かを調べ、もし分1必が

起こったならば、抗体が脂肪体の認識を mimicしたことになり、 120-

kDa蛋白がj脂肪体の認識を担う分子であることが示される。さらに、

120-kDa蛋自の細胞外ドメインのリコンビナント蛋白を作製して、抗体

の代わりに invitl'O、ln百VO両面での組織崩擦の阻害効果を調べること

も可能であろう。

さて、以上の解析は主に III四・troの実験系を利用して 120-kDa蛋自の
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機能を明らかにする方法であるが、 in百tmであるために artifactを見

る危険性がある。 120-kDa蛋白が実際に生体内で不要幼虫組織を認識す

る機能を担うことを最終的に証明するためには、逆遺伝学的な解析を行

ってinv:ivoでの機能を明らかlとする必要があると考えられるe 具体的に

は、センチニクパエは逆遺伝学の手法が確立されていないので、完全変

態昆虫であるショウジヨウパエDmsophilamel anoga sterを用いて遺伝

学的解析を行う。すなわち、 120・kDa蛋白のショウジヨウパエ・ホモロ

ーグを単離して、そのknockoutmutantさらには細胞内領域を欠失した

120-kDa蛋白を強制発現させた mutantを作製する。そしてその表現系

を解析し、変態期に脂肪体などの幼虫組織が崩壊しなければ、 120・kDa

蛋白がその組織の認識を担う分子であると結論される。

次に重要な問題は、 120-kDa蛋自の認識するリガンドの同定である。

体液細胞が幼虫組織の何を認識しているのかを明らかlごすることは、序

論で述べた「非自己マーカー」モデルを検証するうえで必須であり、そ

のような「非自己マーカーJが同定されて初めて体波細胞の「自己J r非

自己」の識別機梢が解明される。具体的にはセンチニクパエを用いて

120・kDa蛋白と結合する蛋白質を免疫沈降法などにより同定し、局在組

織を明らかにするととでこの問題に対する手がかりが得られると考えて

いる。

66 



本研究では、 120-kDa蛋白の腕化にともなう発現に関して解析を行っ

たが、 120・kDa蛋白が座発生期でも体液細胞に発現するかどうかという

問題は興味深い問題である。腔発生過程は、幼虫の体制が形成される過

程であり、変態鈎!と並んで組織の崩壊、再構成、細胞死が劇的に起こる

時期である。もし、 120・kDa蛋白が版発生期の体液細胞にも発現するな

らば、 120・kDa蛋白は発生過程において不要な自己組織の排除に普通的

に機能する可能性が予怨される。

(2)免疫機構の個体発生、系統発生的起源の解明に向けて

序論において私は、 「免疫機構は、個体発生過程で個体のidentityを

確立するシステムとして進化 ・発生した」という仮説に立って、免疫機

械が個体のidentityを確立する原理を解明することが本研究の大目標で

あるととを述べた。本研究では、そのような普遍的な原理を明らかにす

るために、昆虫の変態という一見特殊な現象1::モデルを求めた。モデル

として適当な選択であるか否かは議論の余地のあるところではあるが、

原理が基本的であればあるほど、どのような生物にもあてはまるもので

あり、一見特殊であっても単純な現象から出発してこそ普通的な法員IJを
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導くことができる。現に、分子生物学はそのような立場で遺伝や形態形

成のメカニズムなど、生命の基本的な法則性を解明してきた。単純であ

りなおかつ本質的な原理を反映しているという点で、センチニクパエの

変態期における脂肪体の崩壊という現象は優れたモデルであると言える。

本研究で解析を行った 120-kDa蛋白は、昆虫の変態という特殊な現象に

とどまらず、広く免疫機構の個体発生、系統発生的起源を明らかにする

うえでのひとつの重要な手がかりになることを期待している。
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第 5章

材料と方法
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塞盤勤勉

センチニクパエSarcophagaperegrinaはOhtaki(1966)に従って飼

育した。 3齢幼虫の体表を乾燥させると腕化が始まるととを利用して蛇l

化のステージを向調した。 3齢幼虫は体表乾燥後 27・C で飼育すると平

均 16時間で困郎1殻を形成し蛸になる(この時期の釘lを白銅と呼ぶ)が、

体表乾燥による同調では姉化に数時間のばらつきが生じるので、白銅を

集めるととでさらに厳密に (1時間以内のばらつきで)問調を行った。

体液細H向の採集

操作は全て4・Cでおこなった。 30-120匹の 3齢幼虫あるいは蜘を 30

分以上氷冷後、頭部を切断して体液を 4mlのinsectsaline中に回収し、

100Xg、3分遠心して得られる沈殿を体液細胞として回収した。体液細

胞は、 insect saline にtappingで懸濁し同様の遠心を 2回おこなって洗

浄した。混入する脂肪体や頭部などの debl'isは、 sus pellsiOllを数分静

置して沈降させて除いた。体液細胞を精養する場合および生体液細胞の

間接蛍光抗体法をおこなう場合は細胞の viabilityを高くするために.

1-5%のFBSを添加したil1sect salineを用いて回収した。

体液細胸r脂肪体の北端毒事r脂肪休崩話題の測定

脂肪体は、 3齢幼虫を氷冷後頭部を切断除去し、胴体部分について
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insect sali問中で表皮を裏返して内部を露出させた後、実体顕微鏡下で

摘出した。培養には、ハサミで約 100個の脂肪細胞からなる断片に切断

して用いた。

各時期の体液細胞を上記のように回収し、 1X 106 cells/mlとなるよう

lこ5%FBS、100uni ts/ml penici!lin、100μg!mlstreptomycinを含む

Grace's insect medium (GIBCO BRL)に懸濁し、その1.0mlを24well 

plateで25・C、21時間培養した。各wel1を培地で 1回洗浄して死細胞を

除き、 400μlの場地および約 100個の脂肪細胞からなる脂肪体片を加え

共培養した。 25・Cで 24時間培養し、脂肪体崩簸率を以下のように計算

した。

脂肪体崩壊率(%)= (生じた脂肪体断片数-1)/ (全脂肪細胞数ー1)

X100 

虫iTi体液細腕に対するモノケローン杭体の作製

ill一車産

蜘化後4から 5時間の蜘から体液細胞を回収し、 2X 106 cells/mlとな

るようにinsectsalineに懸濁し、その1.0mlをBalb/cマウス (6週齢、

メス〉の腹腔内に注射し免疫した。追加免疫はその 4、8、13、19週後

に行い、計5回免疫を行った。追加免疫は、幼虫体液細胞には発現せず

姉体液細胞に発現する抗原に対するモノクローン抗体をより多く得るた
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めに、 Barclay& Smith (1986)の方法に従って行った。すなわち、 2X

106 cellsの腕体液細胞をinsectsaline 0.5 mlに懸濁した後、幼虫体液

細胞を免疫したマウスから採取した抗血清0.5mlを加え、氷上に 30分

間静置したのち免疫した。

f2)ハイプリドーマの作製

最終免疫の 4日後にマウスから紳細胞を調製し、ポリエチレングリコ

ール Mr 1，500但oeluingerMannheim)を用いてマウスミエローマ細

胞 PAIと細胞融合を行った。 HAT}音地によりハイブリドーマのみを選

択的に地養した。ハイプリドーマのスクリーニングは、償義上清を用い

て固定条件での体液細胞の間接蛍光抗体法および体液細胞膜函分の

dot-blotを独立に行い、幼虫体液細胞と比較して腕体液細胞と選択的に

反応することを指標に行った。陽性クローンは限界希釈法を 3回行って

クローニングした。

{3) 図lF条件での休液細附の間格全賞味抗体法

幼虫および虫自体液細胞をinsectsali問 中に 106cells/mlとなるように

懸濁し、その 15μlを12welJスライドグラスの各 W官11にのせ、 15分静

置して細胞をスライドグラス上に張り付かせた。 4%parafol"m aldehyde 

および0.02%glutaraldehydeを含むPBSを15μl加え、 10分間固定を
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行った。 PBSで洗浄後、 100mM  glycineおよび 1%BSAを含む PBS

を 30μl加えて 1時間静置して未反応の aldehyde基をブロックした。

指養上清のアッセイまで0.1%BSAおよび 0.02%NaN3を含む PBS中

に4・Cで保存した。

ハイブリドーマ繕養上清20μlを各wellに加えて 1-2時間反応させた。

PBS-Tにて2回洗滞後、 l%BSAを含むPBSに1/40希釈したF丘、C襟

識抗マウス 2次抗体(DAKO)20μIと1-2時間反応させた。問機に洗浄

した後、 10mg/ml DABCOを含む90%glycerol 1 10% PBSにてマウン

トし、OlympusBH・2蛍光顕微鏡を用いて蛍光を観察した。

{4)体液納腕版画外の dot-blot

体液細胞膜画分はどCで以下のように調製した:体液細胞を 1mM

PMSF，100μglmlleupeptin，および0.1μglmlpepstatinを含む 10容

の PBS中でガラスホモジエナイザーを用いて氷上で破砕し、 1，000Xg，

10分遠心して脱核した。そしてその上清を 100，000Xg，30分遠心し、

生じた沈殿を蛋白濃度が1.0mglmlとなるように PBSに懸濁して膜画

分とした。その 3.0μlを 96-wellmicrotiter plate規格の間隔で

nitrocellulose filter (Millipore)にスポットし、 5%skim milkを含む

PBSにて 1時間プロッキングした後風乾し、培養上消のアッセイまで・

20・Cで保存した。
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dot-blot apparatus にフィルターを固定し、 50μlのハイブリドーマ

培養上清を加え、 1時間反応させた。フィルターを取り出し、 0.5%skim 

milkおよび0.1% Tri ton X-1 00を含むPBSにて洗浄後、 1251標識抗マウ

ス2次抗体(Fab')2 fragment (Am ersha m， 0.1μCi/mりと 1時間反応させ

た。そして同様に洗浄した後、 BioImagingAnalyzer (Fuji Photo Film) 

にてシグナルを検出した。

{5)モノクローン杭体の精lW

モノクローン抗体は、ハイブリドーマを腹腔内に移植したマウス

CBalb/c、メス、リタイア)の腹水から、20%・50%飽和硫安沈殿、

hydro巧rapatite(Asahi Op tical) カラムを用いた HPLC れ~ate1"S) に

より電気泳動上均一な成分にまで精製した。

f6)モノケローン抗体のlsotvoeの快iF

モノクローン抗体の class、subclass、lightchain typeは Mouse

monoclonal antibody isotyping kit (Amersh且m)に従って決定した。

生体液細胸の問機生拾う眠妨:体法

操作はすべて氷上で行った。 106cellsの体液細胞をハイブリドーマ猪

養上消 100 ~l に懸濁して 40 分反応させた。 100Xg， 3分遠心して沈殿
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した細胞を 5%FBSを含むPBS500μlに懸濁した。この操作を 3回行

って抗体を洗浄した後、 5%FBS /PBSに1/20希釈したFηC標識抗マ

ウス 2次抗体 (DAKO)100μlと40分反応させた。同織に洗浄した後、

蛍光顕微鏡にて観察したa

体液細H向礎自のイムノプロット

体液細胞を 1mM  PMS F， 150μg!jμ1 leupeptin， 150μ吾/μ1pepstatin 

を含む 10容のl.5X sample bufferに懸濁し、超音波処理によりホモジ

エナイズした。 100・C，2分間加熱して変性させた後、 10，000Xg，10分

で 2回遠心を行い、上消をサンプルとした。蛋白定量、 SDS-PAGEの

後、 transfel' bぱfer中で電気的に (70mA， 16時間)PVDF filter 

(Mi1lipOl'e)に転写した。フィルターは 5%skim milkを含むTBS-Tに

て1時間ブロッキングを行った後、モノクローン抗体を加え 1時間反応

させた。TBS-Tで洗滑らした後、5%skimmilkを含むTBS・Tにて 1/4，000

希釈したペルオキシダーゼ標識2次抗体(Fab')2fragment (Amersham) 

と 1I時間反応させた。洗浄後、 ECL(Amer百ham)を用いた化学発光法

によってシグナルを検出した。

車盗詑盛

操作はすべて 4・Cで行った。的体液細胞 106cellsあたり、 1mM
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PMSF，100μglmlleupeptin， 100阿 Imlpepstatil1， 5 mM EDTAを含む

NP40 lysis buffer l.0 mlに懸濁し、 30分青争置後、 10，000Xg;10分遠心

して上清を回収した。上滑に 50%(V!V) protein G-Sephal'ose (Zymed) 

25μlを加えて 1時間反応させ、非特異的に結合する蛋白質を吸収した。

吸収したlysateにモノクローン抗体を 1-10問加え 30分反応させた後、

IgMに関しては抗マウス 2次抗体 (DAKO)を 0.5μI加え、さらに 30

分反応させた。そして、 50%(V!V) pl'otein G-Sephal'ose (Zymed) 25μl 

を加えて 1時間反応させ抗原抗体複合体を回収した。 NP40lysis buffer 

I~て 4 回洗浄後、 2Xsamplebufferを40μl加えて85・C，10分加熱し、

沈降物を溶出させた。溶出された免疫沈降物は SDS-PAGE後、銀染色

(第一化薬)またはイムノプロットにより解析した。

120-kDa寄白の努淘組織の解析

腕化後 4-5時間の踊から脂肪体、筋組織、肢原基、脳および限原基の

各組織をinsect sal ine中実体顕微鏡下で摘出した。体液細胞は上記の様

に採集した。体液は体液細胞を採取した際の遠心上清とした。各組織を

1 mM  PMS F， 150μglμ1 leupeptin， 150μgIμ1 pep statinを含む 10容の

l.5 X sample bufferに懸濁し、超音波処理によりホモジェナイズしたの

ち100・C，2分間加熱して変位させた後、 10，000Xg;10分で2回遠心を

行い、上清をサンプルとした。:ffi白定量を行ったのち、 9C8抗体を用い
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て上記の通りイムノプロット解析を行った。但し、検出は ECLpll1s 

(Amel'sham)を用いた化学発光法によった。

120-kDa奄白の精製

f1) COl1口lingof MAb 9C8 to Sephal'ose 4B 

精製した 9C8抗体を 10mM  citl'ate buffel'， pH 6.8に対して4・Cで

一晩透析して buffEげを置換した。

0.5 gのCNBr-activatedSepharose 4B (Pharmacia)を1mMHClで

膨潤 ・洗浄後、 10mM  citI叫 ebl1ffer， pH 6.8でよく洗沖した。ここに

透析した 2.0mgの 9C8抗体を加え 4mlのbuffer中で2時間反応させ

た。上清の OD2BQをモニターして抗体が上滑に残っていないことを確認

した。次に 1Methanolamine， pH8.2 10 mlに置換して 1時間反応させ、

未反応の CNBrをブロックした。最後に、 0.5M NaCIを含む 0.1M 

acetate buffer， pH4.0および 0.5M NaCIを含む 0.1M 1i-is buffer 

pH8.0で交互に 3回洗浄し、O.l%NaNaを含むPBS中に4・Cで保存し

た。

f2) 9C8杭休カラムクロマトグラフィー

操作はすべて 4"Cで行った。 1，500匹分の姉体液細胞を 1mMPMSF， 

100μg/mllel1peptin， 100μg/ml pepstatin， 5 mM  EDTAを含むNP40
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lysis buffer 45 mlによってlysisし、 30分前，置後 10，000Xg，10分遠心

して上清を回収した。MAb9C8-8epharose， 1.2 mlにそのlysateを加

え、 31時間撹持して抗原を結合させた。そして、抗原を結合させたMAb

9C8 -8epharoseをカラムに移した後、 24mlのNP40lysis bllfferでカ

ラムを洗浄した。さらに、 24mlの1MNaClおよび0.1%NP40を含む

50 mM  Tris buffer， pH 8.0にて非特異的に結合している蛋白質を洗浄し

た後、 12mlの150mM  NaClおよび0.1%NP40を含む 10mM  Na-

phospbate buffer， pH 6.8にbufferを置換した。そして、 0.1%NP40を

含む 100mM  glycine-HC1， pH2.5によって溶出を行い、 0.5mlずつ分

画した。 8D8-PAGEを行って 120・kDaの蛋白質を含む函分を同定し、

プールした。精製された蛋白を 9C8抗体が認識することを免疫沈降によ

って確認した。

120-kDa ~内の部外アミノ酸西日手1)の決曾

精製した 120-kDa蛋白 60μg(0.5nmol)を8D8-PAGE後、 transfer

buffer中で電気的に (70mA， 16時間)nitrocel1ulose fi1ter (8&8)に転

写した。そしてフィルターを Ponωall8染色して 120-kDaのバンドを

切り出し、フィルターごと endopeptidase Lys-C (Boehringer 

Mannheim)により消化した。得られた分解産物を逆相 (C18)カラム

HPLC (Waters)により分画・精製し、明瞭なピークを与えたペプチド断
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片について、 proteinsequencer (Shimazu， PPSQ-10)を用いてアミノ酸

配列を決定した。

120-kDa穫白の N末端アミノ除西日初!の決iF

精製した 120-kDaprotei1l50μg (400 pmol)をSDS-PAGE後、CAPS

buffer中で電気的に (70mA， 16時間) PVDFフィルタ-(Millipore) 

に転写した。そしてフィルターを CBB染色して 120-kDaのバンドを切

り出し、 protein seq uencer (Shimazu， PPS Q-10)を用いてアミノ酸回列

を決定した。

120-kDa奄白の cDNAクローニング

f1)郎l体滞納l腕 totalRNAの翻製

蜘化後 0-2時間の蜘約 700匹から回収した体液細胞(packeclω11 0.6 

0に約 3mlのguallidiniumbufferを加え直ちに Polytronで破砕する。

Homogellaぬに 5%sarωsylを1/10量加え、 10，000Xg，10分で 2回遠

心を行い clebrisを除いた。超遠心チューブに入った1.3mlの 5.7M 

CsCl/ 100 mM  EDTA cushionの上に homogenateを積層し、 Sw55Ti

rotor (Beckmall)を用いて 35，0001下m、16I時間遠心を行い、沈殿を

totalRNAとして回収した。UreabufferにRNAを溶かし、さらに PCIA

およびCIA抽出を行って混入する蛋白質を除いた。最後に 80%ethanol 
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沈殿を行い、沈殿を水に溶解し、OD仰により定量 (10D捌 =40μg!ml). 

純度の検定 (OD胸 IODzω=2)を行った。

f2) i!ili体液細胸cDNAライブラリーの機築

調製した totalRNAから、 oligotex-dT30super (Takara)を用いて

poly A (+) RNAを精製した。そのうちの 5μgを用いて ZAPExpress 

cDNA synthesis kit および Gigapack in 凶tropackaging kit 

(Stratagene)に従って cDNAライブラリーを構築した。その結果、 2.2

X10Gの独立のクローンからなる cDNAライブラリーが構築された。

f3) RT-PCR 1土よる 120・kDa蛋白 cDNA断片の検出

cDNAライブラリーの作製で用いた白畑体液細胞 totalRNAを鋳型

に、 SuperScriptPreamplification System (GIBCO BRL)を用いて

oligo-dT primingにより cDNA合成を行った。そして部分アミノ駿配列

から設計した degenerateプライマーを用いて PCRを行い、 480bpの

cDNA断片を検出した。得られたPCR産物はpGEM-Tvector (promega) 

を用いてサブクローニングし、塩基配列を決定してこのサブクローンが

プライマーに用いた 120-kDa蛋白の部分アミノ般配列をコードしてい

るととを確認した。
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f4) 120-kDa覆白のcDNAケローニンゲ

(2)で得られたサブクローンのインサート部分を PCRによって増l隠し、

そのPCR産物を RandomPrimer DNA Labeling Kit Ver.2 (Takara) 

に従って32p標識した。そして、標識した PCR産物をプローブとして姉

体液細胞cDNAライブラリーより plaque hyb ridization法によりクロ

ーニングを行った。得られた陽性クローンからアルカリ ISDS法により

プラスミドを調製し、 dyeterminator法により auto-DNAsequenc町

(ABI)を用いてその塩基配列を決定した。決定した塩基配列から順次シー

クエンス ・プライマーを作製して全長を決定した。

f5) plague hvbridization 

大腸菌(XL-1blue strain)に蜘体液細胞 cDNAライブラリーを有す

るファージを感染させ、プレート上で37・c、約 10時間培養してplaque

を形成させた。プレートを 4・c、1時間冷却後、 nylonmem brane (NEN， 

Colony I Plaque Screen)をプレート上にのせ、 replica(duplica te)を作

製した。フィルターは1.5M NaClを含む0.2N NaOH、2XSSCを含

む0.4M Tlis-HCl， pH 7.6、2XSSCt:順次 1-2分浸し、その後 80・c

で完全に乾燥させた。フィルターを 2XSSCで濡らし、 hybridizatioll

solution中で65・C、約 30分間prehybridizatiollを行った後、プローブ

を加えて65・C、overIughtでhybridiz a tionを行った。 0.1%SDSを合
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む 2XSSC中で 65・c、15分間フィルターを洗浄後、 autoradiography

によりシグナルを検出した。

SDS-PAGE 

SDS・PAGEは Laemmliの方法 (1970)に従った。泳動後のゲルは

Fairbanksらの方法 (1971)による CBB染色、あるいは銀染色(第一

化薬)によって染色し、蛋白を検出した。

蛋白星量

BSA (企actionV)を標準として、 Lowryet 81. (1959)の方法に従って

行った。 1/5の反応系で行った。

緩衝液の組成

CAPS buffer 

10 mM  CAPS， 10% methanol， pH 11.0 

CIA chloroform : isoamylalchol = 24: 1 

guanidinium buffer 

4 M guanidinium isothiocyanate， 0.1 M Tris-HCl ωH7.5)， 

1% 2-mercaptoethanol 
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hybridization solutioll 

0.5 M Na-phosphate (pH 7.2)， 1 mM  EDTA， 7% SDS， 

0.2 mg/ml ssss DNA 

ins ect saline 

130 mM  NaCl， 5.0 mM  KCl， l.0 mM  CaClz 

NP40 lysis buffer 

50mM Tris-HCIωH 8.0)， 150 mM  NaCl， 1% NP40 

PBS 137 mM  NaCl， 2.7 mM  KCl， 8.1 mM  NazHP04， 

1.5 mM  KHzP04， pH 7.4 

PBS-T PBS cOlltainingO.1 % Tween 20 

PCIA phenol : chloroform : isoamylalchol = 25・24:1 

sample buffer 

25 mM  Tris-HCl (pH6.8)， 2% SDS， 

5% 2・mercaptoethanol， 10% glycerol 

1 X SSC 50 mM  sodium citrate， 150 111M NaCl 

TBS 20 mM  Tris-HClωH7.6)， 150 mM  NaCl 

TBS-T TBS contaillingO.1%TweeIl20 

transfer buffer 

192 mM  glycine， 25 mM  Tris， 20% methanol， 

0.02% SDS 
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Urea buffer 

4 M urea， 0.1 M Tris-HCl (pH7.5)， 5 mM  EDTA 
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