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昆虫を単なる生物材料あるいはモデルとしてではなく,研究対象として正面から取り上

げ,多様な生命活動の実態を分子の言葉で語る･このことを合い言葉に異分野の何人かの

研究者が集い,昆虫研究に対する熱い思いを共有したのが平成5年の夏であった･学術研

究は一般性や普遍性の追求であり,学術分野は用いる方法論や目的によって仕分けられる

のが当然のこととして受け入れられている.生命科学研究においては,分類学上の特定の

種や網に属する生物種を対象とした研究臥ヒトを除いてはあり得ず,すべての生物種に

共通した遺伝,発生,生殖などの生命現象が研究の対象として取り上げられている･しか

るに,昆虫研究はこのような既存の学術の分類には納まらず,学術研究の分野としての市

民権が自動的に与えられることにはならない.生物種を特定した研究は,具体的に生きる

ことの全体を把握することであり,一方,生物種を越えた共通の現象を取り扱う研究は,

生きることの部分を解析することである.両者を並進させることによって,生命の理解は

広がりかつ深まることを疑う余地はない.ここに,昆虫を特定した研究が生命科学研究の

もう1つの研究として成り立つと位置付け,この昆虫研究を推進のための基盤とした･

新しい学術の領域を開拓するもう1つの推進力は,実績に裏打ちされた研究者の鋭い未

来開拓志向から発生する.わが国は昆虫研究においては常に世界を先導する実績を上げ,

わが国の研究活動を抜きにしては昆虫科学の世界は語れない状況を作りだしていた･特に,

ここ20年間の昆虫の変態や休眠を中心とした高次生体機構の統御に関する神経内分泌学

狗,生物有機化学的かつ分子生物学的研究は,わが国の有する優れた研究環境と研究条件

を十分に生かして進められ,その成果は単に昆虫科学の範囲に留まらず,生命科学の発展

に大きな貞献をしてきた.この最も恵まれた研究環境と研究実績を共通の財産にすれば,

未来志向の独自の研究領域を構築することが可能であると確信したのである･

わが国は,明治以来カイコという産業昆虫を活用し国の近代化のための経済基盤とした･

このためにカイコの研究をあらゆる方策を用いて独自に展開した.西欧の科学技術の輸入

によってではなく,わが国の研究者と技術者の知的な活動によって多くの先端的な科学技

術が開発された.新しい科学技術の展開は多様な人材養成を通じてさらに加速し,より大

きな自己増殖系を確立することになった.研究の推進にとって最も重要な要因は研究者の



能力と感性である.絶えることなく知を生み出す過程こそが研究活動であり,研究成果は

その過程の軌跡である.それ故に,昆虫研究を勇気を持って進める研究者の養成はあらゆ

る機会をとらえて図らなければならない.この意味で本研究計画の設計にあたっても,こ

の人材養成の視点を重視することにした.

20世紀の後半の科学は生命科学を創出し,本格的な研究活動を進めた.そしてこの生

命科学の成果は21世紀の人々によって本格的に評価されるだろう.人間は多様な留まる

ことのない環境の変化に対応してより豊かな生活を築いてきた.昆虫はこの地球上の生物

圏の巨大な構成者として今日を生きている.この昆虫の繁栄の実態を知ることは,人間が

どのように生きていくかについて少なからず学術的な根拠を与えてくれるに違いない.人

間はこれを真筆に学ばなければならない.昆虫だけではなく,この地球を共通の棲み家と

している生物の生きざまを知ることが,そのまま人間の生きざまを決めることにつながる

と言ってもよい時代である.本研究が昆虫を取り上げて,あるいは昆虫に限って研究する

もう1つの意図はここにもある.

科学研究を組織的にしかも大型予算の支援によって進めるためには,個別研究とは異な

る視点と理念,そして目的と効果が当然表明されなければならないだろう.このことは研

究者間での了解事項ではなく,広く社会に対して研究の意図とその効果を正しく開示し,

その上で社会と歴史からの研究支援を得るために必要なことであると理解している.その

意味で本研究の意図をまずここに述べ,本研究を大所高所から多くの方々にご理解いただ

く素材とした.

併発のぬらい

本研究は3年間の準備期間を経て,平成8年から平成11年度までの4年間実施した.

研究課題として取り上げた｢昆虫の変態･休眠の分子機構｣は, 20世紀後半の昆虫分子

科学研究の総決算と21世紀に向けての新たな課題の探索を意図したものである.変態や

休眠といった高次の生体機構を統御する鍵分子を化学的に同定し,生命現象を分子に還元

することによって生きる機構を物質の運動として解明しようとする研究である.その主流

はホルモン分子の精製,構造決定,化学合成であり,また形質変換や代謝変動をもたらす

作用分子の発現と同定である.この研究に分子生物学の手法を導入することによって,そ
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の遺伝子の同定や発現調節機構を解明し,鍵分子の生体内での動態から現象を説明するこ

とである.

確かに昆虫の変態･休眠の理解に分子の言葉が有効であることは,本研究を通じて確実

に証明された.そして,これらの分子は変態や休眠の人為的な統御に応用できる見通しも

ついた･このような分子研究の飽くなき推進は,変態や休眠現象と共に,昆虫が発達させ

ている社会性の確立,寄生･共生の成立や生体防御に関する鍵分子や生体反応,および関

連遺伝子の発見をもたらした.昆虫の示す高次な生命現象の解明にとって分子科学の有効

性があらためて証明されたのである.とはいっても,計画した事柄のすべてが分子レベル

で解明できたわけではない.例えば,本研究では,昆虫が変態し休眠するために活用して

いる環境の変化をどのように受容し,記憶し,反映しているのかについては,分子レベル

で解明するには到らなかった.昆虫科学の新たな挑戦の場となろう.

本研究報告書は,地歩を固めながら,新たな課題の探索に勇俄に挑戦した延べ53名の

研究者による研究成果をまとめたものである.昆虫研究が,このような壮大な計画と組織

のもとに進められたのは,世界的にも例を見ない画期的なものである.この成果が世界の

昆虫科学の新展開の礎になることを疑わないし,世界も期待していると自負している.

このような学術研究の設計や組織化さらには熱い研究活動に参加できたことに熱い感動

を覚える次第です.計画立案から研究実施さらには研究成果の評価等に多くの方々から指

導･助言をいただきました.関係各位に心から感謝申し上げます.

平成13年1月
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第Ⅰ部.特定領域研究(A) ｢昆虫の変態･休眠の分子機構｣の研究経過等の報告

1.領域全体の当初の研究目標と目標の達成度,学界への責献度

当身のa発B膚

昆虫は4億年前の古生代デポン期に地球上に陸上生活者として出現して以来,多くの進

化の過程を経て今日の繁栄を築いている.昆虫が示すこの多様な生命活動の拡大･保存能

力を理解することは,生命科学の貴重な研究領域である.

昆虫の生命活動は変態と休眠に拡大･強化されている.変態は生活資源や生活空間の拡

大に,休眠は個体生命保持と種間の時間的な住み分けによる生活時間の統御戦略として機

能している.変態も休眠も基本的には遺伝的に設計されたプログラムの-展開過程ではあ

るが,このプログラムの発現は体外･体内の情報に厳密に依存している.これらの情報は

中枢神経系と末梢系の内分泌系からなる二重の調節機構によって多様なホルモンに変換さ

れ,ホルモンがすべての昆虫の脱皮や変態,休眠を基本的に制御している.そしてホルモ

ンは時間と場所を指定し,特異的な代謝生理や細胞応答を誘導し,新たな生活パターンと

しての変態や休眠を創出する.これらの指導概念を分子レベルで解明することを本研究の

基本的な目標とした.

具体的には, 2つの研究目的を掲げた. 1つは変態･休眠を支配するホルモン分子の動

態と環境応答機構の解明を目的とした. 2つは変態における自己･非自己の認識転換と形

作りの分子機構を解明することにした.これらの研究は相互に深く関連しているので,研

究成果を総合することによって,昆虫の多様な生活史を統一的に理解しうるパラダイムを

確立し,昆虫分子科学研究領域の確立を目指すことにした.

B膚の遷威度

本特定領域研究を計画した平成5-7年時点からみると今日の研究領域,研究方法,研

究成果は格段に発展している.とりわけ当初計画時に解決すべきものとして掲げた具体的

な課題,ペプチドホルモンの遺伝子構造の決定,発現調節機構の基本,ホルモン受容体の

構造と発現動態,崩壊細胞を認識するタンパク質の同定とそのホルモン調節,器官再生を

誘導完成させるタンパク質の同定と構造決定などはほぼ明らかにされた.また,研究成果

の項に述べているとおり,各研究者がそれぞれの課題について解決し,総体としても初期

の目標はほぼ達成された.本研究においては環境情報への応答機構を分子レベルで解明す

ることにしたが,この点については機構解析まで切り込むことができない状況にとどまっ

ている.しかし,一方で当初予期し得なかった新規な事実や機構を提案することもできた.

その1つは新しいカイコの休眠卵の創出であり,ミツバチ脳の機能分化に関わる遺伝子の

同定,前胸腺抑制ホルモンの発見と同定などである.これらの成果は今後の本領域の発展

の基盤を提供している.

学界への青戯度

昆虫研究は生命科学研究の一分野として,また農学や医学研究の一分野として位置付け

られ,多様な学協会で取り上げられている.本研究の成果は,それぞれの研究者の経歴と

課題の位置付けに従い,分子生物学,生化学,動物学,内分泌学,応用昆虫学,蚕糸学,
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農芸化学,医動物学,薬学等の分野の学界で報告されている.また,学術論文の多くは国

際誌に発表されている.したがって,本研究成果は断片的ではあっても多くの学界に貞献

しているといえる.また,本研究班の研究活動は農林水産省蚕糸･昆虫農業技術研究所の

coE研究｢昆虫特異機能の研究(平成8年発足)｣にも大きな影響を及ぼしているし,辛

成11年度発足の日本学術振興会の未来開拓研究｢昆虫特異機能の発現機構と開発｣の企

画,実施に反映されており,昆虫研究の新展開の機動力を発揮したといえる.

2.領域内における研究組織と研究班の連携状況

棚m

本特定領域研究は, ① ｢変態･休眠を支配するホルモン分子の動態と環境応答｣と② ｢変

態における自己･非自己の認識転換と形作りの分子機構｣の2つの計画班と公募研究から

構成されている.全体を統括するために総括班を設けた.総括班及び計画班の構成員名簿,

各班の構成の実績は下表の通りである.

平成12年3月現在

総括班(計12名) 計画班AO1(計9名) 計画班AO2(計9名)

代表山下興亜 班長片岡宏誌 班長久保健雄

(名古屋大学生命農学研究科教授) (東京大学新領域創成科学研究科教授) (東京大学薬学系研究科助教授)

石川統 相薗泰生 芦田正明

(東京大学理学系研究科) (神戸大学農学部) (H10-;北海道大学低温科学研究所)

片岡宏誌 市川敏夫 石川統

(東京大学新領域創成科学研究科) (九州大学理学研究科) (東京大学理学系研究科)

久保健雄 岩見雅史 泉進

(東京大学薬学系研究科) (金沢大学自然科学研究科) (H9;東京都立大学理学部)

桜井勝 嶋田透 上野孝治

(金沢大学理学部) (東京大学農学生命科学研究科) (H9-;岡崎国立共同研究機構)

鈴木昭憲 溝口明 名取俊二

(秋田県立大学) (名古屋大学理学研究科) (理化学研究所)

鈴木義昭 藤原晴彦 桜井勝

(H8,9;岡崎国立共同研究機構) (東京大学新領域創成科学研究科) (金沢大学理学部)

竹市雅俊 柳沼利信 富野士良`

(京都大学生命科学研究科) (名古屋大学生命農学研究科) (H8;東京都立大学理学部)

長滞寛道 山下興亜 早川洋一

(東京大学農学生命科学研究科)

名取俊二

(理化学研究所)

日高敏隆

(滋賀県立大学)

藤田恒夫

(日本歯科大学新潟歯学部)

堀田凱樹

(国立遺伝学研究所)

(名古屋大学生命農学研究科) (H8;北海道大学低溢科学研究所)
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膚成月数

平成8年度 平成9年度 平成10年度 平成11年度

総括班 13名 13名 12名 12名

計画班第1班 9名 9名 9名 9名

第2班 6名 7名 6名 6名

公募研究 19名 19名 14名 12名

計 47名 48名 41名 39名

m究冴の遵冴状冴

昆虫の変態･休眠と研究対象をかなり特定したこと,そして研究方法論としては分子科

学を基盤としたことから,研究者間での情報交換や研究協力が日常的に進められていた.

このことを前提に研究企画,調整を進めた.まず領域全体の整合性は,総括班での検討に

基づいて,毎年初夏に1回全員合宿による研究課題計画検討会で十分徹底された.各班内

での相互調整は班長の元に個別に行った.研究中間報告を兼ねてのワークショップと公開

講演会を開き,研究班間並びに研究者間の連携を深めた.また,毎年1月には各年の研究

成果報告検討会を,総括委員会の元に開催し,研究成果の評価と指導助言を行った.各研

究会等の開催実績を以下に表す.

年月日 事項 場所

8.6.15 研究打合会 東京都東京大学

8.8.8-8.8.10 ワークショップ 長野県松本市

8.ll.5 平成8年度公開シンポジウム 東京都東京大学

9.1.6-9.1.7 研究成果検討会 愛知県名古屋市

9.6.27-9.6.28 研究打合会 北海道千歳市

9.ll.1 平成9年度公開シンポジウム 東京都東京大学

10.1.6-10.1.7 研究成果検討会 愛知県名古屋市

10.6.19-ll.6.20 研究打合会 石川県金沢市

10.8.6-10.8.8 ワークショップ 静岡県田方郡

10.ll.9 平成10年度公開シンポジウム 東京都東京大学

ll.1.5-ll.1.6 研究成果検討会 愛知県名古屋市

ll.6.18-ll.6.19 研究打合会 兵庫県神戸市

ll.8.9-ll.8.ll ワークショップ 神奈川県三浦郡

ll.ll.27 平成11年度公開シンポジウム 東京都東京大学

12.1.6-12.1.7 研究成果検討会 愛知県名古屋市
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3.これまでの主な研究成果

1)変態･休眠を支配するホルモン分子の動態と環境応答

(班長 片岡 宏誌)

環境情報(日長変化,温度変化,食物栄養変化など)を受容選別した脳を中心とした中

枢神経系が,その情報を特定の脳神経ペプチドホルモンに変換し,末梢ホルモン系の制御

を介し,最終的に細胞の生理状態を特化させることで,変態･休眠は実現されると推定し

た.この変態･休眠における情事艮系の解明を本班の主要な目的とした.そのため,それぞ

れのホルモン分子の遺伝子発現,分子動態,さらに細胞でのホルモン受容について分子レ

ベルでの解明を進めた.

具体的には

(1)脳神経ペプチドホルモンの生合成･分泌の調節機構

(2)脳神経ペプチドホルモンの血中動態と標的器官における受容

(3)末梢ホルモンであるエクジソンに対する受容体の時期･組織特異的発現

を主要な課題として設定し,関連課題も含めて研究を遂行した.この4年間に得られた研

究成果のうち重要なものを以下に紹介する.

(1)腰細好ペアチf{ホルモンの空合威･分歯の粛節頗膚

感覚器官を介して受容された体内外の環境情熱ま,脳神経ペプチドホルモンの産生細胞

である神経分泌細胞に伝えられ,その遺伝子発現や電気的活動の制御を通して,最終的に

神経ペプチドホルモンの生合成や分泌を調節している道筋の概要を明らかにした.

ボンビキシンは昆虫インスリンとも呼ばれるペプチドホルモンであるが,その遺伝子構

造は全く異なっており,約30コピーからなる多重遺伝子であることを突きとめ(図1-C),

さらに各遺伝子間のスぺ-サー領域(転写調節領域を含む)の全塩基配列を決定し,その

配列の特長と転写産物の同定から細胞特異的発現を調節するエレメントを推定した.さら

に,転写調節領域にGFPを繋いだ人工遺伝子をカイコ幼虫脳にエレクトロボレーション

法で直接導入し(図1-B),この領域が細胞特異的発現を担うことを確定した(図1-D).

また,遺伝子の転写方向と順番が遺伝子発現に重要であることを明らかにした.

また,カイコ卵休眠を支配する休眠ホルモン遺伝子の発現調節領域を同定するために,

種々の長さのプロモーター領域にJαcZ遺伝子を繋いだ人工遺伝子を導入した形質転換シ

ョウジョウバエを作成した.その結果,約650bpの細胞特異的な調節領域の同定に成功

した.本遺伝子発現はカイコにおいては環境温度の調節下にあることが示されているが,

本形質転換体ではこの温度依存性を確認するには至らなかった.

一方,神経分泌細胞の電気的な活動を長期(2-5 日)に渡り連続して記録することに

初めて成功した.その結果,同一の神経ペプチドホルモンを産生する神経分泌細胞群は,

一つの自立的な機能単位として行動し,さらに上位中枢の制御下にあり,生殖行動(交尾
により性フェロモン分泌が完全に抑制されるなど)等の高次生体機能の解発に密接に結び

ついていることを初めて実証した.
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(2)麟紡経ペファf{ホルモンの血中戯腰と膚L野1芳官仁おiJる安容

脳神経ペプチドホルモンの作用は直接的には血中濃度によって決まるが,昆虫では血中

ペプチドホルモンの超微量分析法が必要なために放置されていた.本研究ではまず時間分

解蛍光免疫測定法を活用した超微量定量法(検出感度o.1pg)を確立し,カイコ血液中の

前胸腺刺激ホルモン(PTTH)濃度の変動を初めて解明した(図2-A).このことにより,

pTTHは単に前胸腺のエクジソン合成をオンーオフするだけではなく,その合成量の調節

を行うこと,また, pTTH分泌は個体の生理状態や末梢ホルモンによる調節下にもあるこ

とを明らかにし,従来のPTTH-エクジソンという単線思考を改良した.

哨乳類細胞を用いた発現クローニング法により,カイコの前胸腺に存在するPTTH受

容体をクローニングすることに成功した. pTTH受容体は,いわゆる膜7回買通型のG一

夕ンバク質共役型受容体であると推定された(図2-B).このPTTH受容体はその相同性

から機能未知の膜タンパク質に属すると考えられた.この知見はpTTHの標的器官にお

ける作用機序,また,受容体レベルでの変態調節機構を理解する上での基盤を与えるばか

りでなく,相同受容体の機能解析などにより新規な膜受容体研究の発展が期待される.さ

らにpTTH とは逆に前胸腺からのエクジソン分泌を抑制する前胸腺抑制ペプチドの構造

を明らかにし,前胸腺でのエクジソン分泌が2つの脳神経ペプチドホルモンによって正負

両面の調節下にあることを初めて実証した(図2-C).

(3)エクジソン受容体の時,W ･彪戯符男伸男虜
昆虫の変態を進めるホルモンはエクジソンであり,このホルモン作用の時間的かつ空間

的な多様な作用の発現によって変態は完了する.このエクジソンの細胞･組織特異的な作

用発現を受容体の多様性に注目して解析を進めた.

カイコなど鱗週目昆虫の遡は,麹原基のうちの一部の細胞群に細胞死をもたらし,残り

の細胞群を分化増殖させることによって完成する.エクジソンは細胞死領域と細胞増殖領

域で異なるエクジソン受容体(EcR) (EcR A, EcR Bl)を発現させ(図3-A),さらに

EcR Blの転写開始点上流には完全なCRE (cAMP応答配列)が存在することからEcR

アイソフォームの選択的発現にはcRE-CREB系を介した制御系が関与していることを示

した.また,カイコ無麹突然変異体(ノ､J)ではエクジソン発現カスケードの初期後期遺伝

子のBHRおよび後期遺伝子のurbainの発現が麹のみで低下していることを見出した(図

3-B).この過程で,遡で特異的に発現するカルシウム,リン脂質結合性モチーフをもっ

た新たな膜タンパク質を同定した.受容体に関してはカイコ卵から7種類のEcRのアイ

ソフォームが同定され,エクジソン作用の多様性が受容体の多様性によっている可能性も

示された.
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(A)ボンビシン産生細胞のI-nsifu

ハイプリグイゼーション

(B)エレクトロボレーションによる
GFP融合遺伝子の導入
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(c)ゲノム上でのボンビキシン遺伝子の構成
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(D)細胞特異的転写調節領域の解析

図1ボンビキシン遺伝子の細胞特異的発現調節
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(A)前胸腺刺激ホルモン(P¶H)の血中濃度変動
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(C)前胸腺抑制ホルモンの発見

図Z前胸腺からのエクジソン分泌の制御



境界通話 エクジソン
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エクジソン受容体アイソフォーム
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細胞死(消失)

7=;
==I

簸片形成

≡:二:コ

(A)鱗通日昆虫の趨形成(細胞増殖と細胞死)
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図3エクジソンによる建形成
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2)変態における自己･非自己の認識転換と形作りの分子機構

(班長 久保 健雄)

完全変態昆虫の変態期には,不要になった幼虫組織が体液細胞により非自己として認識

され排除される一方で,成虫組織が新たに成虫原基から発生する.本班では,昆虫の変態

を遂行する実働分子に焦点を絞り, ( 1)変態における幼虫組織の識別･排除の分子機構

の解明と(2)成虫組織の発生の分子機構の解明を主要な課題として研究を遂行した.一

方, (3)社会性昆虫の行動の分子的基盤の解明についても,新たな課題として加え研究

の幅を広げた.本研究を通じて,多数の独創的かつ学術的に価値ある成果が得られた.以

下に代表的な研究成果を紹介する.

(1)変腰にお伊る.紗虚戯mのn-#ノ財･顔齢の分子頗膚の虜好

この課題では,幼虫組織の識別･排除機構に働く分子を生化学･分子生物学的に解析し

た.さらに,微生物の昆虫への感染･共生･寄生が,変態や発生にどのように影響するか

検討した.

変態期の蛸では,体液細胞が幼虫組織を非自己として認識し,プロテアーゼを放出して

崩壊させる.センチニクバエにおいて蛸の体液細胞に特異的に発現し, EGF-1ikeドメイ

ンを含む新規な膜タンパク質が初めて同定され,それがスキヤベンジャー受容体としての

活性をもつことが示され(図4),幼虫組織の認識･排除に働く有力な候補分子と考えら

れた.また,蛸のyellow body (幼虫中腸が崩壊しー,成虫中腸へ変態する組織)に特異

的に発現し,抗菌活性を併せ持つ新規なプロテアーゼが同定され,このタンパク質が幼虫

中腸の崩壊のみでなく,腸内菌叢(normal dora)の排除に働く可能性が指摘された.こ

れらの知見は,幼虫組織の識別･排除に関わる実働分子を同定した初めての例である.

RNA合成阻害剤やタンパク質合成阻害剤を用いた実験から,カイコ絹糸腺のアポトー

シスを引き起こすエクダイソンの作用には,遺伝子発現を伴うものと伴わないものがある

ことを示した.さらに,エクダイソンによるcAMP上昇の結果から核受容体ではなく新

たな膜受容体を介する可能性が示唆された.

カイコの体液性フェノール酸化酵素前駆体(propo)カスケードの構成酵素(BAEEase)

が,生体防御タンパク質を発現誘導するspaetzelをプロセスして活性化する一方で,卵

にも存荏し,背腹軸決定に働く easterと同様な機能をもつ可能性が示された.これらの

知見はpropOカスケードが生体防御や歴発生に関わることを示唆しており,昆虫の発生

の分子機構を考える上で非常に興味深い.

アブラムシの細胞内共生菌(ブフネラ)が,宿主に必須アミノ酸を供給することが明ら

かにされた.また,全ゲノム解析の結果,ブフネラは昆虫の必須アミノ酸合成系遺伝子を

多く残す一方で,クエン酸回路の遺伝子をほとんど失っていることを見出した(図5).

これらの知見はブフネラが,細胞外で生育できない完全共生菌として｢アミノ酸供給性細

胞内小器官｣として特殊化したことを示している.また,アブラムシとの共生関係が,ブ

フネラの遺伝子発現に反映することも示された.本研究は,細胞内共生の分子的実体と,

宿主の生育との関連を初めて示した点で極めて高い学術的価値をもつ.
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(2)成虫超mの男旦の分子戯膚のノ好好

この課題では,成虫組織の発生や昆虫の器官再生に働く新規分子を同定し,一部につい

ては動物の発生全般に敷延できるか検討した.

センチニクバエ幼虫の中枢神経系を摘出し,エクダイソン存在下でin vitro培養するこ

とにより,変態過程で起きる中枢神経系の再編成(幼虫神経細胞のアポトーシスと,成虫

神経細胞の細胞増殖)夜in vitroで再現することに成功した.これは,エクダイソンが直

揺,脳の神経細胞の運命決定に関わることを示すもので,昆虫の変態時の中枢神経系の再

編成を解析する系を組み立てたものであり高く評価できる.

昆虫の器官再生の分子機構を解析する目的で,ワモンゴキブリの肢再生芽に発現するタ

ンパク質を検索し, 2種のC型レクチンと新規なマトリクスタンパク質(RAP, plo)が

同定された.また,これらの知見を脊椎動物にも敷延する目的で,ツメガエルでも幼生の

尾再生芽に特異的に発現する遺伝子を検索し,やはり, 2種のCa2+依存性レクチンと,

細胞間マトリクスタンパク質であるtypeXVIIIcollagenを同定した.これらの知見は,

昆虫と脊椎動物の両方に共通な器官再生の分子機構が存在することを示した最初のもので

ある.

公募研究では,ショウジョウバエの形態形成の研究で,多くの重要な研究成果が得られ

た.遡形成におけるモルフォゲン(dpp)の活性調節に働く2種の新しい遺伝子(dad,

brinker)を単離,複眼形成時に細胞膜結合性プロテオグリカンであるDallyが,細胞増

殖因子補受容体として機能すること,さらに複眼,触角,麹,肢といった主要な成虫器官

のマスターコントロール遺伝子の発現を, Notchシグナリングが共通に制御しているこ

とを見出した.

(3) #会佐屋虫(ミツバチ)の#会館の分子符基塵にBgするノ酵折

ミツバチは社会性昆虫であり,働き蜂は8字ダンスにより花の位置を教える.ミツバチ

の行動の分子的基盤を解明する目的で,脳の高次中枢(キノコ体)に特異的に発現する遺

伝子を検索した.その結果,ミツバチのキノコ体では, Ca2+情事艮伝達系の遺伝子発現が克

進し,神経可塑性が克進している可能性を指摘した.さらに,キノコ体特異的な転写因子

をコードする遺伝子(Mbl-1)を同定した(図6).また,働き蜂の育児から採餌への分

業に伴い,頭部分泌線(下咽頭腺)の機能が,ローヤルゼリータンパク質から,花蜜をハ

チミツに加工する糖代謝酵素の合成へと転換することを示した.これらの知見は,昆虫の

社会性の分子的基盤を解析した初めての例として評価できる.

この他にも多くの優れた成果が得られており,この4年間で昆虫生命科学はその面目を

一新したと言って良い.本研究を通じて,昆虫の生きざまの新たな分子的側面が明らかに

された.これらの研究成果を礎に,生物多様性を指向する新しい生命科学のパラダイムの

構築が可能になっており,今後の当該分野の発展に大きく寄与するものと高く評価できる.
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幼虫脂肪体

+輔体液細胞

<
+幼虫体液細胞

体液細胞

9(
カテプシンB O

1 ZOkDa蛋白

(A)蛸体液細胞による幼虫脂肪体の崩壊
センチニクバエの幼虫脂肪体を蛸体液細胞と培養すると､体液細胞がカテプシンBを

放出し,脂肪体を崩壊させる｡幼虫体液細胞にはこのような活性はない｡

堀体5夜細胞 幼虫体液細胞
幼虫 蛸

[二二 イ【 120kDa

(B)蛸体液細胞特異的なmAbが認識する抗原

蛸体液細胞に特異的な1 20-kDa膜タンパク巽を認識するmA bを樹立した｡

N一括合型嶺鎖付加部位

N=と 1
A-リ:㌔

- -"l.-T111～1-18 COOH

シグナル配列 EGF様繰返し配列 膜貴通ドメイン

(c)煽体液細胞特異的な膜タンパク質の構造の模式図

120kDa膿タンパク質を精製した｡ cDNAの解析から､ EGF様繰返し配列をもち.

スキヤベンジャー受容体の活性をもつ新規な膿タンパク賞であることを示した｡

図4 嫡体液細胞による幼虫組織(脂肪体)の崩壊
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(A)宿主のアブラムシ(左)と細胞内共生菌プフネラBuchnera (右)

ァプラムシは窒素分が乏しい植物師菅液を食餌とする.プフネラは宿主の必須アミノ酸を合成する｡

⊆:⊃;≡コ.タ⊂≡戸照■ E=ゝ一｣望t■D⊂空巴田dE3d ⊂≡=⊃雷望. I-･--r
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⊂コD DE≡⊃∈:三d

(B)ブフネラの全ゲノム解析によるOFR 検索

aは染色体. b,cはプラスミド｡ 583個のORFが存在し､プフネラに固有なORFは4つある8

(c)ブフネラのゲノムと､その発現の特徴

l.大AB菌に近簸であるが､ゲノムサイズはl/7｡

M.アブラムシの必須アミノ破合成系の丑伝子は完全に保存されているが.

非必須アミノ敢合成系の遺伝子のlまとんどを失っている｡
lH.TCA同島の遺伝子群のfまとんどを失っている｡

IV.共生粥係の無密さと遺伝子発現が相Pする｡
1

l.細胞内でしか生存できない完全共生菌である｡

2. ｢アミノ蘭供給性細腹小器官｣として進化しつつある｡

3.宿主の生育状勝と､ 81胞生理が耶達する｡

図5 アブラムシの細胞内共生菌プフネラの遺伝子解析
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キノコ体
大型ケニヨン細胞 小型ケニヨン細胞

(A)ミツバチの頭部と脳の模式図(左)と,左側のキノコ体の模式図(右)

ミツパテのキノコ体は顕著に発達しておLJ､大型と小型のケニヨン細胞から構成されるo

大型ケ=ヨン8I胞

小型ケニヨン細胞

喚糞

(B)大型ケニヨン細胞特異的に発現する遺伝子､ 〃b/一丁｡

キノコ体特異的に発現する遺伝子をdifferential dispLay法で検索し, MbI-7を得たB

核移行シグナル

ミツバチMbト1 1

ショウジョウバエ

線虫

DNA結合領域1 DNA結合嶺域2

(c) Mbl-7がコードする転写因子様タンJiク質と､他の動物種におけるホモログ｡

大型ケニヨン細胞

Mbl-1は大型ケニヨン細胞に固有な
穂能を賦与する転写田子と考えられる｡

神経可塑性に働く遺伝子(lP3R, CaMKIF,

PKA)を標的遺伝子とする可能性がある｡

(D) Mbl-1の機能に関する仮説

大型ケニヨン細胞では､神経可塑性に働く遺伝子が選択的に発現する｡

図6 ミツパテ脳のキノコ体の大型ケニヨン細胞特異的に発現するMbI-7
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4.領域として研究を推進したうえでの開港点と対応措置

昆虫という動物種を対象とした重点領域あるいは特定領域の研究班が組織されたのは今

回が初めてであり,領域研究として研究を進めたことに大きな意義を感じている･これま

で糾問々の研究者が高いレベルの研究を展開していたが,領域研究として｢.昆虫の変態･

休眠の分子機構｣という共通の目標を設定し,年3回の研究打合会と研究成果検討会を開

催することで,班員相互の理解と新たな共同研究体制が生まれ,昆虫科学の新しいパラダ

イムの創設に大きく員献した.また,大学院生を含む若手研究者に対しても公開シンポジ

ウム,ワークショップなどを通じて,研究成果のみならず昆虫科学の新たな発展の方向性

を伝えることで,本分野の人材の育成にも責献できたと考えている･一方で,本領域研究

の期間内に解決できなかった課恵も残されており,昆虫科学が今後さらに発展する余地と

必要性を有していることを強く認識した･貝体的には,昆虫の環境受容,昆虫の社会性,

昆虫と微生物の間の感染や共生の問患について,個別に新しい分野を開拓する意義や必要

性を感じている.その､′,一部披,現在,科学技術庁のCOE研究や学術振興会の未来開拓研

究に継承されているが,今後,新たな研究組織の発足を計画する必要性がある･

5.今後の研究成果の取りまとめ方策

本研究班の4年間の研究成果を冊子にまとめて発刊する･このために本研創削こ参加し

たすべての研究者から研究成果の報告書を平成12年6月末日を締切に集めた･個別研究

の成果の概要を計画班長を中心にまとめ,報告書の編集を進めている･また,これらの研

究成果を公表した研究論文は多数あるので,別冊にまとめることにしている･平成12年

年末までには刊行し,関連した研究機関や学協会を始め関係者に配布し,今後の本領域研

究の推進のための資料とする.

また,本研究成果を中心とした総説等を各種の科学月刊雑誌に投稿し,研究分野と研究

成果の公表に努めている.さらに単行本として発刊することも計画している･さらに文吉β

省学術公開研究費による｢大学と科学｣を活動の一員として平成12年12月に神戸市で

｢昆虫から学ぶ生きる知恵｣と慈し,本研究の結果を広い視点から公開する･

6.研究を取りまとめるうえでの開港点

本研究領域は課題対応として組織したので,研究者の所属は実に多くの学問分野に渡っ

ており,限られた学問領域の研究成果として取りまとめるには困難であり,また研究成果

に対する評価も分かれるところである.事実,各研究者の研究成果は多様な学術誌に公表

されているので,本研究班全体の成果や研究動向を関知する点で弱点を残している･

また,昆虫の変態･休眠に特化した大型研究プロジェクトの推進は世界的にも極めて先

進的であり,外国研究者の期待するところである.国際的な視点からのまとめと,その発

信をどうするかについては今後検討すべきところである･
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神経ペプチド受容体に関する研究

片岡宏誌(東京大学大学院新領域創成科学研究科)

1.目的

昆虫の変態･休眠は脳および神経節で産生される数多くの神経ペプチドによってコン

トロールされている｡ 1990年代前半までに変態･休眠に関わる主要な神経ペプチド類の化

学構造､遺伝子構造が明らかとなり､抗体やDNAプローブを用いた産生細胞の同定､さ

らに日長変化や昆虫の発育等の体内外の環境変化による神経ペプチド遺伝子の発現や体内

動態について解析が進められている｡一方､これら神経ペプチドの情報を受容し､細胞の

機能を変化させるための最初のステップである受容体については､これまでほとんど解析

が進められていなかった｡また､神経ペプチドの多くは昆虫の発育段階の特定の時期にの

み作用を示すことから受容体レベルでの神経ペプチドの作用調節機構が存在することが予

想されている｡

本研究は変態･休眠に関わる神経ペプチド類の受容体の構造を明らかにするとともに､

日長変化や昆虫の発育等の環境により神経ペプチドの作用が受容体レベルでいかにコント

ロールされているかを明らかにすることを目的とする｡具体的には

(1)前胸腺からのエクジソン分泌を促進する前胸腺刺激ホルモン(PTTH)受容体を明ら

かにし､受容体レベルでのエクジソン合成･分泌調節機構を解明する｡

(2)変態の調節に関わると思われるインスリン族ペプチド､ボンビキシン受容体を明ら

かにする｡また､受容体の発現組織､発現時期などの解析からボンビキシンの生理作

用を解明する｡

(3) c末端がFXPRL-アミドという共通の構造をもち､同一の遺伝子にコードされている

休眠ホルモン(DH)および性フェロモン生合成活性化神経ペプチド(PBAN)に村す

る受容体を明らかにし､ FXPRしアミド型神経ペプチドの作用の多様性と受容体の関

係を解明する｡

(4)変態･休眠に関わる新規神経ペプチドについてその構造と作用機構を明らかにす

る｡

(5)遺伝子の相同性を利用し､カイコ以外の昆虫についても神経ペプチド類の構造を明

らかにする｡

2.方法と結果

(1) pTTH受容体について

5齢吐糸直前のカイコ幼虫から摘出した前胸腺500対を材料として､プラスミドpME18S

をベクターとするcDNAライブラリーを作製した｡作製したライブラ1)-は5.2xlO6のサイ

ズをもち､ 1.5kbp以上のインサートが95%以上の割合で含まれており､ pTTH受容体のスク

リーニングに適当であると考えられた｡

次に､ (A)FITC-PTTHとの結合活性を指標にFACSを利用した濃縮､ (B)mHを結合後､

抗pTTH抗体およびmagnetic beadsが結合した抗ウサギIgG抗体を利用した濃縮､により
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pTTH受容体遺伝子のクローニングを試みた｡ (A) F汀C-PTTHを用いたFACSによる

pTTH受容体遺伝子のクローニングでは､構築したcDNAライブラリー約100万クローン分

をcos7細胞に導入し､ 2日間培養後､ F汀C-PTTHと混合し､ FACSを用いて蛍光強度の強

い細胞を回収した｡回収した細胞からプラスミドを抽出し､大腸菌内で増幅させた｡増幅

したプラスミドを再びcos7細胞に形質転換し､ FITC-PTTHと結合した細胞をFACSで回収

した｡この操作を数回繰り返すことにより､約1.4kbpのcDNAが濃縮された｡濃縮された

cDNAを有する12クローンについて配列を確認したところ､ 11クローンが同一の配列を有

していた｡一方､ (B)の抗pTTH抗体および抗ウサギIgG抗体-magnetic beadsを用いたクロー

ニングでは､ (A)と同様､ cDNAライブラリーを形質導入したcos7細胞にPTTH､一定時間
後にPTTH抗体を加え培養した｡この細胞に抗ウサギIgG抗体が結合したmagnetic beadsを

加え､磁石に吸着する細胞を回収した｡回収した細胞からプラスミドを抽出し､大腸菌内

で増幅後､再びcos7細胞に形質導入した｡この操作を5回線り返すことで約1.4kbpの

cDNAが濃縮された｡ (A)で得られたDNAをプローブとしてサザンハイプリダイゼ-ショ

ンを行ったところ､調べた12クローンのうち､ 9クローンが同一のものと考えられた｡

(A)および(B)で得られた複数のクローンについて配列分析を行ったところ､ 5-側が17bp

短いものを含む2種類のクローンが存在していたが､途中の配列は両者で同一であった｡

得られた配列は1,370bpからなり､ 3一にポリA付加シグナル､それに続き､ポリAが付加さ

れていた｡また､翻訳領域は307アミノ酸からなり､疎水性領域(膜貫通領域と思われ

る)が7カ所存在した(図-1) ｡したがって､得られたpTTH受容体は､いわゆる膜7回貫
通型受容体であると推定された｡

(2)ボンビキシン受容体について

RT-PCRで増幅されたインスリン受容体のテロシンキナ-ゼ領域と非常に相同性の高い

配列を元にBM-N4細胞から調製したcDNAライブラリーのスクリーニング､ 5-一および3--

RACEなどを行い､ボンビキシン受容体と思われる遺伝子の全構造を明らかにした｡この

遺伝子から推定されるボンビキシン受容体およびインスリン受容体の模式図で示した(図

-2) ｡ボンビキシン受容体はインスリン受容体と同様､ αサブユニットとβサブユニット

が一つの遺伝子上にコードされており､その境界にKVKRというプロツセッシング部位が

存在している｡また､
αサブユニットにはシステインに富む領域が､ βサブユニットには

膜貫通領域とともにチロシンキナ-ゼ領域が存在しており､基本的な構造はインスリン受

容体と同じであった｡この受容体が真のボンビキシン受容体であることを確認するため､

cos7細胞およびバキュロウイルスを用いてBM-N4細胞に発現させ､放射性ボンビキシン

との結合実験およびボンビキシン刺激による自己リン酸化実験を行ったが､現在までいず

れもポジティブな結果は得られていない｡また､ RACE法で増幅した複数の塩基配列およ

びゲノム遺伝子の塩基配列の解析からalternativesplicingにより少なくとも2種類の受容体

タンパクが合成されていると考えられた｡

一方､ RT-PCRによりボンビキシン受容体の発現を調べたところ､卵巣､脳､脂肪体､

絹糸腺など､様々な組織で発現していることが明らかとなった｡また､発現量が多かった

卵巣についてノーザンブロソティングを行ったところ､上族期､桶o､ 3日目では約10kbの

単一なバンドが検出されたが､桶6日以降ではバンドはほとんど検出されなかった｡
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また､ボンビキシンの生理作用を解明する一環として､桶脱皮直前のカイコ終齢幼虫か

ら摘出した脂肪体をボンビキシンを含む培養液中で12時間培養し､この培養液からマグネ

シウムーヘパリン沈澱法でリボプロテイン画分を精製してSDS-PAGEで分析した｡ボンビキ

シンを添加していない対照区に比べ､ 3種類のリボプロテインと思われるタンパク質の分

泌が誘導されることが明らかとなった｡また､異なる発育段階の脂肪体を用いて同様の実

験を行ったところ､ボンビキシンによるリボプロテインの分泌誘導は血液中のエクジソン

濃度が高くなる桶脱皮直前から起こることが明らかとなった｡

(3) PBAN/DH受容体について

約1,300頭の雌成虫のフェロモン腺から調製したmRNAを用いて､プラスミドpME18Sを

ベクターとするcDNAライブラリーを作製した｡作製したライブラリーは2.0Ⅹ107のサイズ

をもち､平均1.2kbpのインサートが95%以上の割合で含まれていた｡現在､ FITCで標識し

たpBANとの結合を指標にFACSを用いたスクリーニングを行っている｡また､桶期の卵

巣を集め､ cDNAライブラリー作製の準備を進めている｡

(4)変態･休眠に関わる新規神経ペプチドについて

農水省蚕昆研との共同研究で､前胸腺からのエクジソン分泌を抑制する前胸腺抑制ペプ

チド(PTSP)を単離した｡このペプチドはc末端がアミド化された9残基のペプチドであ

り､タバコスズメガから筋収縮抑制活性を指標に単離されたペプチドと同一であった｡

pTSPは単独で前胸腺からのエクジソン分泌を抑制するばかりでなく､ pTTHと共存すると

濃度依存的にPTTHによるエクジソン分泌促進活性を抑制することが分かった｡一方､前

胸腺内のcAMP濃度を上昇させる因子は逆相HPLCでPTTHとは明確に分離できることが分

かり､この因子を単離するために大量の脳を現在集めている｡

(5)遺伝子の相同性を利用した神経ペプチド類のクローニング

カイコPTTHとの相同性を利用し､エビガラスズメおよびタバコスズメガからpTTH遺伝

子をクローニングした｡さらに､大腸菌を用いた大量発現､活性型ダイマ-への再構成を

行い､各々の昆虫でPTTHとして機能することを確かめた｡また､ショウジョウバエから

のPTTHのクローニングのため､ pcR､脳cDNAライブラリーのスクリーニング､ゲノムラ

イブラリーのスクリーニングを行ったが､鱗週目昆虫のPTTHと相同性のある遺伝子は得

られなかった｡

3.考察

発現クローニング法により遺伝子側から明らかになったpTTH受容体はいわゆる膜7回貫

通型のG一夕ンバク質共役型受容体であった｡また､このPTTH受容体と相同性がある遺伝

子がショウジョウバエ､マウス､センチュウなどのDNAデータ-ベースに登録されてい

た｡これらは機能未知の受容体タンパク質として登録されており､これら受容体のリガン

ドがいかなるペプチドであるのか､また､そのペプチドがいかなる機能を有しているのか

興味が持たれる｡ PTTHは他の動物のペプチドホルモンとは相同性が無く､さらに同じ鱗
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週目昆虫の間でも50%程度の相同性しか示さず､鱗週目以外の昆虫から相同性を利用した

pTTHのクローニングは困難を極めていることからも､相同性がある受容体が存在してい

ることは今後の研究の進展に期待が持てる｡

一方､ボンビキシン受容体についてはインスリン受容体との相同性をもとに受容体候補

遺伝子のクロー.=ングに成功した｡しかし､この受容体候補タンパク質が真にボンビキシ

ン受容体であるとの実験的データは得られなかった｡その理由として､この候補遺伝子を

晴乳類細胞などで高発現した場合､翻訳後のプロセッシング､または二量体化がうまくい

かず､ボンビキシンとの結合や自己リン酸化が観察できなかったと予想されるが､この候

補遺伝子以外にボンビキシン受容体が存在していることも考えられる｡

その他の神経ペプチド受容体については今のところクローニングに成功していないが､

pTTH受容体の発現クローニングに成功するまでに確立した､少量の組織からのcDNAライ

ブラリー構築技術､様々なスクリーニング法を駆使することで近い将来成功するものと確

信している｡

変態･休眠に関わる新規神経ペプチドとして､前胸腺からのエクジソン分泌を抑制する

pTSPを単離･構造決定したが､このPTSPが実際に生体内で作用していることを今後確か

める必要がある｡また､ pTSP受容体や前胸腺内cAMP上昇因子を明らかにすることで､

pTTHとの協調作用による前胸腺からのエクジソン分泌調節機構を解明できるものと考え

ている｡

また､桶休眠におけるPTTHの役割を明らかにするためにエビガラスズメ､タバコスズ

メガからのPTTH遺伝子のクローニングと活性型レコンビナントpTrHの調製に成功した｡

今後pTTH受容体のクローニングを進め､ pTTHによる桶休眠の制御機構解明を目指す｡

4.自己評価と今後の方策

本研究での最大の成果はpTTH受容体のクローニングである｡本特定領域研究が発足す

る以前から準備を進めていたが､前胸腺という微小な組織から､効率良く､しかも質の高

いcDNAライブラリーを構築することが難しく､ pTTH受容体のクローニングに最終年度ま

でかかってしまった｡そのため当初計画した､日長変化や昆虫の発育等の環境による神経

ペプチドの受容体レベルでの変態･休眠調節機構を十分に解析する時間がなかった｡これ

らについては今後引き続き解析を進める予定である｡しかし､この間に蓄積した実験技術

は今後他の神経ペプチド受容体のクローニングに大いに生かせるものと考えている｡

一方､変態･休眠に関わる新規神経ペプチドとしてPTSPの単離･構造解析に成功した

のは予想外の結果であった｡この成果は農水省蚕昆研との共同研究によって得られたが､

今後､前胸腺からのエクジソン分泌の調節機構を考える上で非常に重要な神経ペプチドで

あると思われる｡また､エビガラスズメやタバコスズメガpTTHなど､今後桶休眠など個

々の昆虫に特徴的な変態･休眠現象を追求するための重要な分子プローブを得られたこと

で今後の研究の発展が期待される｡
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5.図･表

図-1 PTTH受容体のハイドロパシープロット

トーαサブユニット+βサブユニット｣
1013 1036 1369

ボンビキシン受容体

インスリン受容体

918 1343

｢-
αサブユニット+βサブユニットー｣

図-2 ボンビキシン受容体前駆体とインスリン受容体前駆体の模式図
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昆虫の脳神経ペプチドホルモン(前胸腺刺激ホルモン)の分泌調節機構

相薗泰生(神戸大学農学部生物機能化学科)

1.目的

昆虫は,そのライフサイクルにおいて､形態的､生理的な変化をともなう脱皮･変態を

営む｡この脱皮･変態は､末梢ホルモンであるエクジソンと幼若ホルモンによって調節制

御されるが,両ホルモンの分泌は,脳の神経分泌細胞から分泌される神経ペプチドホルモ

ンによって支配されている｡このうち,前胸腺によるエクジソン分泌は,前胸腺刺激ホル

モン(Prothoracicotropic Hormone : FrTH)により調節制御されていることは周知の事実で

ある｡従って､脱皮･変態は分泌されたPTTHにより誘起される末端的生理現象と言える

が､ mHの体液中への分泌にはリズムが観察されることから,神経分泌細胞に対する何

らかの情報伝達が関与していることは容易に推測できるにもかかわらず,その実態は未知

のまま残きれた課題であった｡そこで､神経分泌細胞による円'TH分泌を調節する化学物

質の同定とこの物質にによって誘導される細胞内シグナル伝達系の解明を当面の研究目的

とした｡まず､ mHを生合成･分泌する脳神経分泌細胞が存在する脳一側心体-アラタ体

(脳複合器官)を用いて､ PrTHの分泌を促進する神経伝達物質を検索した｡次いで､有

効な神経伝達物質として見出されたアセチルコリン(Acb)が誘起するFTTH分泌促進に

関与する細胞内シグナル伝達系を解明するため､薬理学的方法を駆使して､アセチルコリ

ン受容体(AcbR)のサブタイプの同定､及びこの受容体により誘導される細胞内シグナ

ル伝達に関与する機能タンパク質の解析を行った｡他方､このAchRとmHに対する特

異抗体を用いた脳複合器官の免疫組織化学ケイ光二重染色を行うことでFrTH分泌促進が,

AchのFrTH産生神経分泌細胞に対する直接的作用によるものか否かを検討した.さらに､

このシグナル伝達系でリン酸化されるタン^oク質分子の検出及びその機能の解析によって､

低分子量GTP結合タンパク質(small molecular weight GTP binding protein: SGTP-BP)が重

要な役割を果たしている可能性が示唆されたので,その詳細を検討するため､カイコの脳

からsGTP_BPのcDNAのクローニングを行い､発現タン^oク質分子の特性を解析したo

一方､エビガラスズメでは, FrTHの分泌抑制により蛸の休眠が誘導され,また,その

分泌により休眠蛸が覚醒することが推定されている｡従って､この休眠蛸における覚醒は､

mH分泌調節の分子機構の研究にとって格好の題材といえる｡そこで､この分子機構に

アプローチするため,エビガラスズメ休眠蛸における神経内分泌カスケード(神経分泌細

胞によるmH分泌と､分泌されたmHの刺激による前胸腺のエクダイソン分泌)の覚

醒への関与､及び神経伝達物質による円'TH分泌調節を検討した｡

2.方法

試料としたカイコ幼虫(雄)は､ 25℃,明12b/暗12bの条件下で,人工飼料を用いて

飼育し､適時,脳複合器官の摘出及び体液の採取を行い実験に供した｡分泌されたPrTH

の力価は, in,itr｡においてmHの刺激によりカイコ幼虫(5令6日目)の前胸腺から分

泌されるエクダイソン量をNAで測定することにより間接的に評価した｡

他方､エビガラスズメの休眠蛸の覚醒へ関与する神経内分泌カスケードの検討には､休
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眠蛸(蚕糸昆虫農業技術研究所で作製)を,全暗下､ 10℃で60日間低温処理した後､覚

醒条件(明16b/暗8h, 28℃)へ移し適時実験に供した｡また､神経伝達物質による休眠

蛸のmH分泌調節に関する実験には,休眠蛸へ試薬を投与するか,或るいは摘出脳複合

器官を試薬溶液中でインキュベ-卜した｡ mH-titerは5令3日目の幼虫の前胸腺を用い

たBioassayにより評価した.また,前胸腺より分泌されたエクジステロイド量はRIAに

より測定した｡

3.結果と考察

1)カイコにおける前胸腺刺激ホルモン(FrTH)の分泌調節機構

幼虫(5令3日目)から摘出した脳複合器官によるFTTHの分泌に対する神経伝達物質

の効果を潜流システムで検討し､ 1mMのカルバコール(Ac九-agonist)及びセロトニン

(5-HT)が､ invitroで特異的にmHの分泌を促進することを見出した｡この際,カル

バコールによる分泌促進が5分以内に誘導されたのに比べ､ 5-HTによる誘導には20分を

要した｡このことから､神経細胞と神経分泌細胞の間の情報伝達において,カルバコール

の方が5-mよりもmH産生神経分泌細胞に近い上流にあることが予測された｡また,

このFrTH分泌が,ムスカリン(Ach-agonist)により促進され,アトロピン(muscarinic

Ach-antagonist)によって特異的に阻害されたことから､ FrTH分泌に､ムスカリン性Ach

受容体(mAchR)を介する細胞内シグナル伝達機構系の関与が示唆された｡そこで､ム

スカリンのmH産生神経分泌細胞に対する作用が､直接か間接かを､抗-mAcbR-抗体と

抗-FrTH一抗体を用いた脳複合器官の免疫組織化学ケイ光二重染色で調べ, mAc中RがmH

産生神経分泌細胞に発現されていることを認めた｡この結果から､ AchがmH産生神経

分泌細胞表層のmAcbRに直接作用して細胞内シグナル伝達を誘起することによりFrTH

の分泌を促進することが推定された｡

次いで､このシグナル伝達の詳細を明らかにするため,種々の阻害剤と促進剤の脳複合

器官によるmH分泌促進に対する影響を薬埋学的方法により解析し､図1に示すような

シグナル伝達系がmH分泌に関与していることを推定した｡ mH分泌は, pbospbolipase

c (PLC)の阻害剤であるNCDC (2-aminoヰcarboxypbeny-N, N-dipbenyl-carbamate),
Protein

kinase C (PKC)の阻害剤であるCalpbostin C及びcalmodulin antagonistであるW-7 [N-

(61aminohexyl)
-51Chloro-1-naphtalene-sulfonamide]により特異的に阻害され,

GTPγ Sに

ょって促進された｡しかし､ Calpbostin C,或るいは, W-7単独の作用でmH分泌が

抑制されることから,ての系において, PKCとCa/Calmodulin dependentprotein kinase

(caM-K)の両方のproteinkinaseによるタン^oク質のリン酸化が必須であることが明ら

かになった｡従って,この系でリン酸化されるタン^oク質をSDSIPAGEとラジオオート

グラフィーにより解析した.その結果､ 32kDと21kDのタン^oク質がCaM-Kにより,ま

た､ 25kDのタン^oク質がproteinkinaseCにより特異的にリン酸化されることを示すとと

もに､この25kDのリン酸化タン^oク質の機能としてGTP結合活性を認めた｡このうち､

25kDと21kDのリン酸化タン^oク質は, mH産生神経分泌細胞の軸索末端が位置するア

ラタ体に局在していることを確認した｡

他方, GTP非置換性のGDPβSと､非水解性のGTPγSのmH分泌に対する効果を

検討し､このシグナル伝達糸で､ SGTP-BPが生理的に重要な役割を果たしている可能性
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を見出した｡そこで, SGTP-BPの分子機能を明らかにするため､カイコ幼虫の脳から作

製されたcDNAライブラリーから､ 且ab-familyに属するsGTP-BPのcDNAをクローン化

し､その塩基配列を決定した｡次いで,大腸菌でこの遺伝子を発現させた後､精製を行っ

た｡精製蛋白質(BRab)は､分子量25kDで, GTPに対する結合定数; Ka-1･5×106M11､

GDPに対する結合定数; Ka-0.58× 106M-1､ GTPase活性: 5mmole/min/mole ofBRabを示

した｡さらに､この蛋白質に結合した【3町GDPのGTPγS及びGDPによる置換速度を測

定したところ,それぞれk (ex) =8.9mmole/min/mole ofBRabとk (ex) =7･7mmole/min/mole

｡fBRabであった｡この結果から､この蛋白質はGTPにたいし高い親和性を有すsGTP-BP

であることが明らかになった｡

一方, mH分泌調節について､ Acbに対する脳複合器官のmH分泌応答能が, 5令

期幼虫-蛸期の期間中に変動することを新たに見出した｡このことは､ mH産生神経分

泌細胞におけるmAcbRの機能, mAcbRの発現量,シグナル伝達系,頼粒開口分泌などが

成長時期により異なった調節制御を受けていることを示唆するもので興味深い生理現象で

ある｡

さらに､マウス抗_BRab抗体を作製し､この抗体とウサギ抗-mH抗体を併用して,
5

令幼虫の脳複合器官切片の免疫ケイ光二重染色を行い, mH産生神経分泌細胞のmH

分泌サイトである軸索末端にmHとBRabが共存していることを確認したo他方,コリ

ン作動性ニューロンのマーカーであるCholineacety1 transferase(a._melanogaster由来)のC一

夫端アミノ酸配列に対する特異抗体を作製して, 5令幼虫の脳を免疫組織化学染色したと

ころ神経分泌細胞の樹状突起が存在するニュウロ^oイル部に点-短線状の分布が認められ

た｡これらの結果から､ mH産生神経分泌細胞は､ Acbによる刺激をニュウロバイルに

位置する樹状突起のmAchRで受容した後､ BRabが関与するシグナル伝達系を介してア

ラタ体に伸びた軸索の末端からmHを分泌することが示唆された｡

2)エビガラスズメの休眠蛸における前胸腺刺激ホルモンの分泌調節機構

まず､エビガラスズメ休眠蛸の覚醒を誘起する神経内分泌カスケードの神経伝達物質に

ょる調節を検討した｡全暗で低温処理された休眠蛸は,明16b/暗8h､ 28℃の覚醒条件下､

15-16日で成虫化した｡この期間中の,体液中エクジステロイドのレベルとmH-titer

の変動を解析した｡図2に示すように,エクジステロイドのレベルは, 5-9日目に亘っ

て単一のピークを示したのに対し､ mH-titerは, 1-3日目と､ 5-9日目に2つのピーク

を示し､ 2つのフェイズに分れて分泌されていることが認められた｡さらに,この

mH_titerの変動に対応する脳複合器官の神経伝達物質に対する応答能を検討し,
5-那

に対して1-2日目と5日目の脳複合器官が,カルバコールに対しては､ 4日目と7日目の

脳複合器官が応答してmHを分泌する能力を保持していることを認めた｡この実験で､

体液中へのmHの分泌が2つのフェイズに分画されているにもかかわらず,第1フェイ

ズの分泌時期にはエクジステロイドは分泌されず､しかも､この時期の脳複合器官が,

51HTだけに特異的に応答する興味深い事実が認められた.そこで､
MLD72222 (5-HT

antagonist)を第1フェイズの蛸に投与することで休眠覚醒への影響を調べたoその結果､

第1フェイズのmH分泌は抑制され､これにともない,図3a, bに示すように､エクジ

ステロイドの分泌は遅れ,ひいては成虫化も遅延する事が認められた｡しかし､第2フエ
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イズ(5-9日目)にMDL72222,或るいはアトロピン(Achantagonist)を個別に投与し

ても､エクジステロイドの分泌と成虫化の時期に何ら影響を及ばさないことが認められた｡

以上の実験で､エビガラスズメ休眠蛸の覚醒に神経内分泌カスケードが関与していること,

及びこのカスケードは､神経伝達物質により上位支配され,特に, 5-HTにより誘導され

る第1フェイズの円'TH分泌が､休眠覚醒にとって生理的に重要であることが示唆された.

4.研究成果にたいする自己評価と今後の方策

カイコの脳神経分泌細胞によるPTTH分泌において､ (1)神経伝達物質の一種である

Acbが直接神経分泌細胞のmAchRを介した細胞内シグナル伝達を誘導することで分泌を

促進すること(2)このシグナル伝達に､ heterotrimericGTP-BPとsGTP-BPが関与するこ

と(3) 2種の蛋白質リン酸化酵素(PKC,CaM-K)が関与することが必須であり, PKCが

リン酸化する25kDの蛋白質がGTP結合活性を示すことなどを初めて見出した｡これら

の研究成果は､当初の目的と計画を達成し得たものとして,評価に値すると考えている｡

今後､このシグナル伝達機構をより詳細に解明するため, (1)カイコ脳のProteinkinaseの

精製, (2)神経分泌細胞内の小胞輸送や分泌頼粒のエキソサイト-シスに関与するRab-

familysGTP-BP遺伝子群のクローニングと発現, (3)発現蛋白質のリン酸化とリン酸化に

よる機能制御､ (4)エフェクタ-蛋白質の検索と相互作用などを解析することが必要であ

る｡

エビガラスズメ休眠蛸の覚醒誘導における第1フェーズのmH分泌について, (1)

5-mによるmHの分泌調節機構, (2)休眠蛸覚醒における生理的意義､ (3)FrTH遺伝

子の発現調節との関連などが残された重要な課題である｡
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図1･アセチルコリンにより誘導きれるPTTE分泌に関与するシグナル伝達機構
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昆虫ペプチドホルモン分泌細胞の電気的活動動態の解析

市 川 敏 夫(九州大学大学院･理学研究院･生物科学部門)

[研究成果]

1)目的

昆虫のペプチドホルモンは神経分泌細胞から体液中あるいは神経節中に分泌されて,そ

の作用を現すので､ペプチドホルモンの機能やその分泌調節機構を解明する上では､神

経分泌細胞の電気的(分泌)活動の長期的観察やその内的･外的要因による変動などを

解析することは不可欠であるが､これまで細胞の同定や記録が困難でほとんどなされて

こなかった｡カイコガではたくさんの神経ペプチドの構造決定がなされ､その分泌細胞

も同定されている｡そこで本研究ではカイコガを用いて､ PBAN分泌細胞やボンビキ

シン分泌細胞など同定された神経分泌細胞の電気的な振る舞いを時々刻々に,かつ長期

的に観察して､神経分泌細胞の内的制御機構､行動との関係,外的(環境)刺激に対す

る応答特性､概日リズムなどを明らかにすることを目的とした｡

2)方法と結果

(1) PBAN分泌細胞

カイコガの性フェロモン生合成活性化神経ペプチド(PBAN)を分泌する細胞は食

道下神経節(SG)に5対あり､軸索を小顎神経を介して側心体に送っている｡小顎神経を

吸引電極の中に導入して､ PBAN分泌細胞の電気的活動3-6日間連続記録した.ま

た,同時に求愛行動と心電図も記録した｡

p BAN分泌細胞の活動の特徴は以下のとうりである｡

(a)求愛行動との相関

カイコガの雌は数秒間に1回の割り合いで腹部を持ち上げ､フェロモン腺を後方に突き

出す求愛行動(コーリング)をするが, PBAN分泌細胞はコーリングの際の腹部上昇

期に同期してバースト発火をしていた(図1) 0

(b)心臓拍動逆転リズムとの相関

鱗麺類昆虫等の成虫には血液が頭部から腹部へ送られるforward beating期とその

逆のbackⅣord beating期が交互に訪れる心臓拍動逆転現象があるが,この心臓拍動の

逆転リズムと同期してPBAN分泌細胞の活動の変化(ゆらぎ)があった(図1) 0

(c)感覚刺激や交尾による抑制

活動電位の発生は尾部への接触刺激,床への振動刺激および光の明滅刺激によって一
時的に抑制された(びっくり効果)

｡また活動電位の発生は､正常オスとの交尾および
去勢オスとの交尾でも､交尾期間中ほぼ完全に抑制された｡交尾終了(割愛)後､電気

的活動は去勢オスと交尾した場合では再開され正常オスと交尾した場合では通常電気

的活動は停止したままであった｡

(d)サーカディアンリズム

明暗周期下で分泌細胞の電気的活動には日周リズムが観察されるが､恒常暗黒下また

は恒常薄明下で周期が約23時間の自由継続することから,このリズムは概日リズムで

あることが分かった｡また､約1001ux程度の恒明条件下では周期が約17時間に短縮
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し､カイコガの概日時計は光に非常に敏感で､周期が容易に短縮する性質をもつことも

分かった｡

(e)同期的発火

小顎神経で記録されるスパイク様の活動電位は単独の細胞が発するス^oイクではなく

同期して発火した複数細胞のス^oイクが重畳した複合電位であった｡また左右の神経分

泌細胞群の発火も1 0ミリ秒の差もなく完全に同期していた｡このような同期的発火パ

ターンにおける個々の細胞の発火確率や発火順位の解析を行った結果､ 5対の神経分泌

細胞は同期的発火に同等に参加しているのではなく,細胞群の内部にはよく発火する細

胞からあまり発火しない細胞まできれいな順位があった｡

炭酸ガス麻酔や低温麻酔をして上位中枢からの制御信号を減ずると,たくさんの細胞

が同期発火する割合が極端に減ること､およびギャップ結合の阻害剤のハロセン

(halothane)麻酔をすると1､ 2個の細胞のみが発火する場合が大多数になった｡

(2)ボンビキシン分泌細胞

ボンビキシン分泌細胞は片側の脳半球に4個の細胞体があり,反対側のアラタ体に軸

策終末を持つ｡蛸化直後にアラタ体を吸引電極の中に導入し,蛸期間前期わたってボン

ビキシン分泌細胞の活動を長期記録した｡

ボンビキシン分泌細胞は太い軸策の終末突起を持つので,振幅の大きな活動電位(ス

^oイク)が記録され､他の細胞の発するスパイクと容易に区別できた.

ボンビキシン分泌細胞の活動の特徴は以下のとうりである｡

(a)ウルトラデイアンリズム

細胞群の活動パタン-ンの特徴は持続時間が6-20分の連続的発火が周期的におき

ることで､その周期は26℃で約20-40分の"ウルトラディアンリズム"であった(図2)｡

周期的発火は昼夜の別なく続き,日周リズムは見られなかった｡ウルトラディアンリズ

ムの周期は温度依存的で温度が上がるに伴ってリズムの周期は短くなった｡そのQl｡は

約2.3であった｡

(b)蛸期間中の発火活動の変動

一日毎の総発火数をカウントしてみると､蛸化後からだんだん活動頻度が上がり､

蛸3-4日が最も高くなり､以後ゆっくりと減少するパターンになった｡オスとメスで発

火頻度やパターンに有意な差は見られなかった｡

(c)各細胞固有のリズム

各細胞のウルトディアンリズムの平均周期は同じではなく少しずつ異なり､発火活動は

完全には同期してない(図2)
｡しかし､左右の細胞群の活動周期には高い相関があり､

協調的関係が保たれていた｡

(d)糖応答性

血中濃度の約10倍の濃度になるようにグルコースを注射しても活動頻度とパターン

には変化は見られなかった｡また同様にボンビキシンを注射しても発火活動には変化は

見られなかった｡

(e)心臓活動期間中の活動抑制

蛸期間中期の心臓の拍動は連続的ではなく､数分続く拍動が約100分周期で起こる｡そ
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の心臓活動期に同期してボンビキシン分泌細胞の活動停止または活動低下が観察された｡

(3)その他の神経分泌細胞

PTTH分泌細胞､休眠ホルモン分泌細胞､あるいはperiod遺伝子発現細胞(時計

細胞)と思われる電気的活動を記録できたが､まだスパイクの選別が完全ではなく､継

続中である｡

3)考察

(1). PBAN分泌細胞

神経分泌細胞の発火リズムと腹部運動リズムの同期性より両者に共通のリズム発生機

棉(オシレ一夕-)による支配がある｡

細胞の電気的活動と血液循環との相関は､頭部で血中に放出されたペプチドが速やか

に腹部末端のフェロモン腺に到達するのに都合がよい｡また分泌活動のゆらぎはフェロ

モン腺へのホルモン刺激が間欠的になり､連続的刺激によるP BAN受容体の脱感作

(desensitization)を抑制する効果があると考えられる｡

既交尾メスにおける抑制のメカニズムは交尾の際の機械的刺激によって分泌細胞は一

時的に抑制され､精液中の精子または精巣由来物質による(化学的?)刺激よって長期

的な抑制(記憶)になると考えられる｡

p BAN分泌細胞のサーカディアンリズムは細胞群の活動が概日時計によって制御さ

れていることを示唆する｡サーカディアンリズムの時計細胞は側方神経分泌細胞である

ことがサクサンで示されており､カイコガでも相同な細胞が時計細胞であるか否かの解

析が待たれる｡

P BAN分泌細胞群の同期的発火は個々の細胞が相互にギャプ結合等を介して電気的

に結合しており,細胞群が組織化された一つの自律的な機能単位として振る舞っている

ことを示唆する｡しかしこ 全ての細胞が一斉に発火するわけではなく､発火毎の発火細

胞数や発火細胞の組み合わせなど同期的活動のダイナミクスは決して単純ではない｡ま

たP BAN細胞群は機能的に均一な細胞の集団ではなく､活動状態に高低の差がある｡

上位中枢からの制御の仕組みとしては(1)上位中枢からの信号は5個の細胞のうち､

1-2個の細胞の発火をトリガーする､ (2) 1個の細胞に発火が開始されると周りの3個

までの細胞に(ギャップ結合よって)発火が広がる, (3) 2個以上の細胞に発火がトリ

ガーされなければ全細胞へ発火は広がらないことが考えられる.

(2)ボンビキシン分泌細胞

血中に放出されてボンビキシンは分解または受容体への結合などで速やかに除去さ

れ､その半減速度は1時間以内であると報告されている｡ボンビキシン分泌活動がウル

トラディアンリズムであることはボンビキシンの血中濃度もかなり揺らぐと考えられる｡

p BANの場合と同様に､ボンビキシン受容体の脱感作が抑制されてボンビキシンが効

果的に働くのに役だっていると考えられる｡

蛸期間中のボンビキシンの血中濃度は輪中期に最も高く､発火頻度の変動ともほぼ

一致するので,電気的活動と分泌は比例していると考えられる｡
各細胞が固有の周期のリズムをもつことは,他のオシレ一夕-の制御よってリズム
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が発生するのではなく,細胞自身が温度依存的なオシレ一夕-の機能をもっていること

を示唆する｡

幼虫ではグルコース注射によってボンビキシン分泌が増加するとの報告があるが,

蛸や成虫ではグルコースに対する応答性は消失し､糖代謝調節ではなく､成長促進因子

として機能していると考えられる｡

心臓活動による細胞活動の一時的抑制は個々の細胞のリズムの部分的な同期(協調的

活動)に役立っていると考えられる｡

4)計画に対する達成度の自己評価と今後の方策

神経分泌細胞の活動の長期記録をするとき､細胞外記録法を使わなければならないが､

その場合たくさんの活動電位波形から目的の細胞の活動電位を同定(選別)しなければ

ならない｡ PBAN分泌細胞とボンビキシン分泌細胞ではその間題をうまく解決でき､

それぞれの特徴的な活動^o夕⊥ンを明らかにすることができ､目的の大半は達成された

と考える｡しかし, PTTH分泌細胞,休眠ホルモン分泌細胞､あるいはperiod遺伝

子発現細胞(時計細胞)などでは同定の問題は未解決で､活動パターンを明らかにする

までには至らなかった｡今後レーザーなどを使って目的の細胞のみを残す微小手術法を

開発し､解析する必要があると考える｡

5)図の説明

図1. PBAN分泌細胞の活動､求愛行動と血液循環の相関

A:分泌細胞の電気的活動波形, B:分泌細胞の20秒あたりの発火頻度分布､ c:求愛行

動の際の腹部上下運動, D:心電図.心電図のゆっくりした心拍のbackward beating期に

は発火活動と腹部運動が盛んであるが､頻脈のforward beating期では両者とも低下して

いる｡

図2.ボンビキシン分泌細胞の発火活動のウルトラディアンリズム

A:4個の細胞群の電気的活動波形､ B:4個の細胞集団の30秒毎の発火頻度分布､ c:個々

の細胞の発火のタイミング｡右端の数値は各細胞の発火リズムの平均周期｡各細胞は固
有のリズムで発火している｡
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神経ペプチドの遺伝子発現調節機構

岩見雅史(金沢大学大学院自然科学研究科)

1)目的

昆虫は無脊椎動物で最も高度に発達した脳を持つといわれているが､その細胞数はわ

ずか数万である｡それにもかかわらず､億単位の細胞で構成される脊椎動物の脳と同様

の基本様式を持ち合わることから脳の研究材料として好適である｡また､昆虫では､発

生や成長を司る多くのペプチドが脳でつくられており､いわば脳は司令塔の役割を担っ

ている｡カイコの神経ペプチドであるボンビキシンは､ヤママユガの一種のエリサンに

村して変態を誘導する活性を持つインスリン様ペプチドであり､発生､成長に重要な役

割を果たしている｡ボンビキシン遺伝子は､少なくとも32コピーからなる多重遺伝子族

を形成している｡これら遺伝子は､塩基配列の相同性から､ A-Gの7ファミリーに分類

され､異なるファミリーに属する遺伝子が転写の向きを異にする遺伝子で構成されるペ

アもしくはトリプレットを基本単位としてゲノム中にクラスターを形成している｡ボン

ビキシン遺伝子は､カイコ脳内では､背側中央部の8個(4対)の大型の神経分泌細胞で

のみ特異的に発現されている(図1a,b) ｡

本研究では､ボンビキシン遺伝子の細胞特異的発現調節機構を明らかにすることによ

り､細胞が環境応答をどのように受容し､それを遺伝子発現へと出力しているかを解明

することを目的とした｡具体的には､ボンビキシン遺伝子の､ ①細胞特異的発現調節配

列の解明､ (参脳以外の組織における発現､ ③遺伝子群中に存在する個々の遺伝子の発

現解析､ ④遺伝子発現をもたらす様々な内的､外的因子の探索を目的とした｡また､こ

れらを行うため､ (9非トランスジェニック昆虫における発現解析のための系統的な遺伝

子導入系の開発を必要とした｡

2)方法と結果

2) -1.ボンビキシン遺伝子群の転写様式の解析

カイコ蛸の脳を用いて､ボンビキシンcDNAの大量解析を行い､ cDNAの出現頻度から
各遺伝子の発現状況を調べた｡約250クローンのcDNA解析を行った結果､以下の興味深

い知見を明らかにした(図2) ｡

①ボンビキシンAファミリー遺伝子では､ペアに属する遺伝子のみ発現しており､ 4コ

ピー存在するトリプレットに属する遺伝子は発現していないか､発現していても微量で

あった｡すなわち､ Aファミリー遺伝子ではペア特異的発現が見られた｡プロモーター

部位の塩基配列の結果､ペアに属する遺伝子とトリプレットに属する遺伝子間での配列

の差異はほとんどなく､考察で述べるとおり､プロモーター配列よりペア､トリプレッ

トといった遺伝子構成や遺伝子の転写方向が発現の有無を左右していることが推察され

た｡

②トリプレットに属するBファミリー遺伝子には発現が見られたが､ペアに属するBフ

ァミリー遺伝子には発現するものと発現しないものがあった｡プロモーター部位の塩基

配列の結果,発現していた遺伝子と発現が見られない遺伝子間で塩基配列の違いが見ら
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れた｡この配列の違いが発現の違いをもたらしていると考え､レポ一夕一道伝子を用い

て解析中である｡ ③cファミリー遺伝子はAファミリー遺伝子同様､ペアに属する2コど

ーの遺伝子のみ発現しており､ 4コピー存在するトリプレットに属する遺伝子は発現し

ていなかった｡すなわち､ cファミリー遺伝子でもペア特異的発現が見られた｡トリプ

レット中のCファミリー遺伝子では､転写終結配列を失っており､これが原因で発現が

見られないと推察された｡

2) -2.発現解析のための遺伝子導入法

これまでトランスジェニック系を有さない動物では､レポ一夕一道伝子を用いたイン

タクトな組織での発現解析は困難であった｡そこで､先に述べた特徴的なボンビキシン

遺伝子の発現様式を解析するため,エレクトロボレーションやマイクロインジェクショ

ンによるインタクトな組織への遺伝子導入系を開発した(図1c)
｡本法により､あらゆ

る動物でのレポ一夕一遇伝子による細胞特異的発現の解析が可能となった｡

2)-3.細胞特異的転写エレメント

エレクトロボレーションによるインタクトな組織への遺伝子導入系を用いて､ボンビ

キシンFl遺伝子の細胞特異的発現調節エレメントを解析した｡ Fl遺伝子上流領域を

様々な長さで欠損させたレポ一夕一道伝子を､カイコ幼虫脳に導入後､脳を)'n
v)'tro培

養した｡レポ一夕一にはGFP (GreenFluorescentProtein)を用いた｡顕微鏡下で､ GFP

の発現を調べた結果､ Fl遺伝子の翻訳開始点より約170塩基上流に存在する配列(5'-

AAACCTACACTGTCGAAACAGT-3')を含む領域が､ボンビキシン遺伝子の細胞特異的

転写エレメントであることを明らかにした(図2)
｡神経分泌細胞特異的転写エレメン

トとして初めてのものであった｡

2) -4.ボンビキシン遺伝子の脳以外の組織での発現
逆転写pcR法により､神経節､表皮､脂肪体､精巣､卵巣､絹糸腺､マルピーギ管､

中腸､後腸での発現を見出した｡卵巣では､卵巣小管の表層に近い数層の細胞が発現し

ていることが血5血hybridizationにより示された(囲ld)
｡脳以外でのボンビキシン

遺伝子の発現は､インスリン遺伝子が主として豚臓などの消化管で発現し､脳を始めと

する諸組織での発現は微量であることと対照的であり,分子進化の過程で同一遺伝子の

発現部位が変化したことを示している｡また､これまでの知見を総合すると,ボンビキ

シンが線虫のインスリン様ペプチド同様､生殖細胞の成熟においても重要な役割を果た

していることが示唆された｡

2)-5.新規ボンビキシン遺伝子の単離

遺伝子発現のための塩基配列の解析中に､二つの新規ボンビキシン遺伝子を見出し

た｡それぞれ､ボンビキシンFl､ボンビキシンGl遺伝子と命名した｡また､既知のア

ミノ酸配列を元に､ボンビキシンEl遺伝子を単離した｡これら遺伝子は､他のボンビキ

シン遺伝子やインスリン遺伝子同様､シグナルペプチド､ B鎖､ cペプチド､ A鎖からな

る前駆体をコードしていた｡いずれの遺伝子も､カイコ脳の背側中央部に存在する8個
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の神経分泌細胞で特異的に発現されていた｡

3)考察

3)ll.非トランスジェニック昆虫における遺伝子発現解析

昆虫は､熱帯から寒帯まで広く分布し､変態や休眠をライフサイクルに取り込むこと

により､様々な環境に適応する能力を獲得してきた｡これは､昆虫が未知の遺伝子資源

の宝庫であることを示している｡しかし､ショウジョウバエ以外の昆虫は､豊富な生

理･内分泌研究のデータがありながら､トランスジェニック系がないため､これまでほ

とんど分子生物学の研究村象とはなり得なかった｡

本研究により､これまで実用的には困難と考えられてきた非トランスジェニック系で

のレポ一夕一道伝子の転写解析が簡便に行えるようになった｡本実験系は､トランスジ

ェニック系を作成することなく､多種類のレポ一夕一道伝子の簡便な解析を可能にする
というこれまでにない利点を有しており､これまでトランスジェニック系がなく遺伝子

発現や作用の解析を行いたくてもほとんど出来なかった動物材料での分子生物学的研究

が大いに触発､促進され､これら動物の持つ多様な遺伝子資源の解明と利用が急速に進

むはずである｡

近年､マウスヤショウジョウバエ動物種でトランスジェニック系が開発され､実用化

が見込めるものもあるが､その数はせいぜい数種にとどまっている｡しかし､トランス

ジェニック個体を作成する手間も時間も多大であり､決して簡便な実験系ではない｡も

ちろん,遺伝子改変動物の作成はトランスジェニックの手法に頼らざるを得ないが､お

びただしい数の実験を効率よく行うためには､簡便な実験系が必要であり､その開発が

望まれていた｡

3)-2.神経分泌細胞特異的転写エレメント

ボンビキシン遺伝子発現細胞は脳片半球に4個しか存在せず､厳密な細胞特異性を示

している｡加えて､神経分泌細胞における特異的発現調節エレメントはこれまでに知ら

れていない｡本研究により､ボンビキシン産生細胞での特異的転写エレメントの配列が

明らかとなった｡この転写エレメントと相同の配列は脊椎動物ゲノム中にも存在してお

り､これら配列が実際働いているか､どの遺伝子を調節しているかを調べることによ

り､脊椎動物の神経系で発現している新規ペプチド遺伝子の同定へとつなげたい｡

3) -3.遺伝子配列ではなく遺伝子構成による発現調節機構
遺伝子発現はそのプロモーターの配列により､一元的に規定されると考えられてい

る｡一方,遺伝子発現にはクロマチンの構造が大きな役割を果たしていることも古くか

ら知られている｡本研究で明らかになったボンビキシン遺伝子の発現様式は､遺伝子の

転写向きと順番が遺伝子発現に重要であることを端的に示しており､新たな転写調節機

構を提示しうると考えられる｡ある遺伝子の下流に位置する遺伝子の転写が抑えられる

機構として､ RNAcompetitionが知られているが､その実体は明らかでない｡本実験系

は､これら新規概念の実体を解明することが可能なモデルであり､上記の遺伝子発現解

析法により解析可能であると考えられる｡
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4)研究に対する達成度の自己評価と今後の方策

当初目的とした④遺伝子発現をもたらす様々な内的､外的因子の探索については､

(参道伝子群中に存在する個々の遺伝子の発現解析の結果､ボンビキシン遺伝子の発現調

節がこれまでにない機構で行われているらしいことを見出し､この機構の解明を目指し

たこと､ (9非トランスジェニック昆虫における発現解析のための系統的な遺伝子導入系

の開発に多くの時間が必要であったことから､明らかにすることが出来なかった｡しか

し､塩基配列に依らない遺伝子構成による発現調節機構の発見は新規であり､上流に位

置する遺伝子との相互作用による発現調節機構の解明とその知見を応用した遺伝子ベク

ターの構想は､基礎および応用面で有益である｡発現解析のための遺伝子導入法は､昆

虫の､遺伝子レベルでの研究に役立ち､この分野での研究が飛躍的に行い易くさせた意

義は大きい｡細胞特異的転写エレメントは､脳神経分泌細胞での特異的発現を司るもの

であり､このエレメントを操作,または他の遺伝子のプロモーターとして用いることに

より,将来の遺伝子改変昆虫での遺伝子の自由自在な発現に役立つ｡以上､当初の目的

はほぼ達成され､加えていくつかの新知見が得られたと考えられる｡
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a

図1 a)カイコ脳におけるボンピキシン産生細胞の模式図｡ b)1nsl-tu hybridizationによ

るカイコ脳でのボンビキシン産生細胞｡ c)開発した遺伝子導人系を用いてボンビキン･
GFPレポ一夕一道伝子の発現を見たもの｡ボンビキシン産生細胞のみにGFPの蛍光が見
られる｡ d) L'n sl'tu hybridizatiorlによる卵巣でのボンビキシン産生細胞の同定｡

■ゝ

▼ □GFP~＼〉
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囲2 ボンビキシン遺伝子のボンビキシン細胞特異的転写エレメントo ボンビキシンFl

遺伝子の上流配列を欠失した断片をGFPレポ一夕一道伝子に接続し発現を調べた｡この
結果より､翻訳開始点-189から-170を含む配列が重要であることが分かる｡
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神経ペプチド遺伝子のマッピングと変異体の解析

嶋 田 透

東京大学大学院農学生命科学研究科生産･環境生物学専攻

目的

昆虫の変態･休眠などの後歴子発生は,さまざまなべプチドホルモンや低分子ホルモンを介

して複雑に制御されている｡こんにち昆虫のゲノム解析は急激な勢いで進展しており,ペプチ

ドホルモン･ステロイドホルモンなどの作用機構を遺伝子発現のネットワークとして理解する

ことが可能である｡しかし,ショウジョウバエ以外の昆虫,たとえば鱗週目昆虫では,還伝子

と機能を関連づける手法-特に形質転換技術-がいまだ開拓途上にあり,変態･休眠を司る遺

伝子の構造や機能を知ることはショウジョウバエのように容易にはできない｡そこで本研究で

はカイコの突然変異系統および変異形質の連鎖地図を活用することにより,変態や休眠を遂行

する遺伝子を発見し,その機能を推定しようとした｡また,研究期間中に急速に進展したカイ

コのゲノム解析の情報をいち早く利用し,変態･休眠に関与する可能性のある遺伝子を特定す

ることを試みた｡

材料と方法

1･供試昆虫:家蚕は,東大で維持している標準系統p50 ･支108号のほか九州大学および蚕糸昆
虫研より分譲された多数の突然変異系統を用いた｡クワコは埼玉県坂戸市由来(東大で1982年

から累代)の系統を用いた｡ 2.単一ヌクレオチドプライマーイクステンション法(sNuPE)は,

Buzinetal･(Development120: 3529-3536,1994)によったo 3.ノーザン解析･サザン解析･

遺伝子クローニング･塩基配列決定などは,常法によった｡ 4.ディファレンシャルディスプレー

は,吉田( ｢植物のPCR実験フoロトコ州｣秀潤社, 1995)によった. 5.連鎖解析には,ソフトウェア

Mapmaker(LanderetaL, 1987, Genomics 1:174)を用いた｡ 6.プライマーイクステンション

による転写開始点の決定には, LI-CORDNAsequencer 4000L (Ak'ka)を用いたo 7.ゲルシフ

トアツセイは32pまたはD垣oxygeninで標識したプローブを勝子の核抽出物と反応させて行っ

た｡

結果と考察

1.カイコの休眠歴に特異的に発現する遺伝子BmEtsはETS転写因子をコードする

カイコの歴休眠は,母体に由来する休眠ホルモンによって誘導される｡しかし,休眠ホルモ

ンがいかにして歴子の細胞分裂を停止させるのか,その機構はほとんど分かっていない｡本課

題では,休眠歴に特異的に発現する遺伝子を探索し,それと非休眠突然変異との関連を調査す

ることにより,歴休眠の機構を解明しようとした｡

RNAディファレンシャルディスプレイ法により,産卵後数十時間経過した休眠予定の歴子と

同時期の非休眠予定の腔子のRNAを比較した｡その結果,休眠卵に特異的に発現するcDNA増

幅断片をいくつか得た｡そのうちの一つD-1の塩基配列を決定したところ, ETS転写因子に特有

のETSドメインをコードしていることが判明し,この遺伝子をBmEtsと名付けた.ノーザン解

析を行った結果,低温暗催青による非休眠卵および着色非休眠卵pndにおいてBmEtsmRNAが

ほとんど発現しないことが明らかになったβuzukiet al., 1999)｡しかし第2着色非休眠卵
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(pnd-2)はBmEtsの発現に影響しなかったoさらに､ BmEtsの完全長cDNA3,803 bpを単離

し構造決定したところ､ 390アミノ酸をコードするORFが認められ,コードされるタンパク質は,

DNA結合領域であるETSドメインのみならずタンパク質問相互作用領域であるpointedドメイ

ンを併せもつ典型的なETS転写因子であることが判明した｡全ゲノムデータの探索と分子系統

解析より, BmEtsタンパク質のortbologはキイロショウジョウバエのゲノムには存在せず,級

虫(c･ ekgans)に存在すること,ならびに最も近縁のparabgはショウジョウバエE74とその

ortbologsであることが判明した｡また､カイコ(p50)とクワコの戻し交雑世代を用いた連関検索

の結果､ BmEtsはpndやpnd-2とは異なる染色体に座乗していた. BmEts遺伝子の休眠特異的

転写の機構を知るために,ゲノムライブラリーからBmEtsのクローンを単離し､転写開始点か

ら1100bp上流までのプロモーター領域の塩基配列を決定した.また,プライマーイクステンショ

ンによって正確な転写開始点を決定した. BmEtsのプロモーターはTATAボックスを欠いていた.

プロモーター領域から13種類のDNAプローブ(各100bp位)を作成し,ゲルシフトアツセイに

よりプロモーターに結合するタンパク質の有無を調査した｡しかし,いずれの領域においても

休眠卵と非休眠卵のゲルシフトパターンの差異が少なく,休眠特異的なタンパク質因子の結合

を特定するには至らなかった｡

BmEtsの発現カSpndによって抑えられることは,休眠ホルモンのシグナル伝達の早い段階で

pnd'遺伝子の産物が必要であることを示しているo BmEtsのプロモーターの活性化にpnd'遺伝

子の産物が関与する可能性がある｡また, BmEtsタンパク質の標的遺伝子が何であるかについ

ても今後解明が必要である｡

21カイコの概日時計遺伝子BmCIock, BmCry- a, BmCry-βの構造と発現

カイコのcDNA大量解析プロジェクトにより,すでに18,000クローンのcDNAの部分塩基

配列が明らかになっている(三田,嶋田ら)
｡その中から,ショウジョウバエやマウスなどで

概日時計のコンポーネントとされているClockおよびCryptocbromeの相同配列をコードする

cDNAを各2クローンずつ発見した｡ clockのホモログ(BmClock)と推定されるcDNAクロー

ンNVO21827は, 7521bpからなり, 585アミノ酸をコードするORFを持っていた｡推定アミノ

酸配列をショウジョウバエCLOCKと比較した結果, BasicHelix-Loop-Helix, PAS-1, PAS-2

の三つの機能的ドメインが高度に保存されていた. CTyのホモログ(BmCry- α)と推定される

NVO60419は4509bpからなり, 730アミノ酸をコードするORFを持っていた｡推定アミノ酸配

列の分子系統解析の結果,このBmCry- αはショウジョウバエのCTyよりも晴乳動物のCly-1
･

Cry-2に近い遺伝子であると考えられたoいっぱう,ショウジョウバエのCryに類似するcDNA

クローンとしては, NVO21772 (1587bp, ORF308aa, BmCry-βと仮称)が得られている.

晴乳動物やショウジョウバエで,生物時計の中心をなす遺伝子8iperiodである.最近カイコ

でも, RTIPCRによってperiodcDNAの部分塩基配列が明らかにされた.演者らは,その配列

をもとにゲノムの遺伝子BmperをpcRで取得し,カイコ数品種とクワコのBmperを比較した.

その結果,カイコのBmperの第3イントロンは約2.Okbであるが,クワコの第3イントロンは約

2.5kbであることに気付いた｡この第3イントロンの長さの種間差異を利用し,カイコ雌× (カ

イコ×クワコ) Fl雄という交雑を行って, Bmperの連鎖解析を実施した.その結果, Bmperは

Z染色体の26.8に占座することが明らかになった｡ Z染色体には古くから休眠性を支配する主

働遺伝子Lm (晩熟)の存在が知られている. Bmperも日長の変化を測定するための光周時計と

して,休眠性に影響を与える可能性があるので, LmとBmperの間の関係に注目したが, Lmの
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座位は2･0とされているので, LmとBmperは異なる遺伝子であろう.なお,筆者らはカイコの

Z染色体上で遺伝子量の補正(細胞あたりのmRNA量を等しくする)が行われないことを明ら

かにしてきた(次項).すでにGotteretal. (1999)は,サクサンのperiodホモログがZ染色体

に座乗することを報告しており,サクサンで古*period遺伝子の発現は雄が雌の2倍であるとい

うo蛾類における羽化行動や成虫の行動の雌雄差を,
periodがZ染色体に座乗していることに

よって説明できる可能性がある｡

3.鱗麹目昆虫の変態･休眠はZ染色体上の遺伝子に強く支配される

鱗週目昆虫の休眠性は,ほとんどが伴性遺伝を示す｡カイコでは, Lm遺伝子が休眠性を支配

する｡カイコのZ染色体については,塩基配列がまったく判明していなかった｡そこで, Zに

ある3種類のMDと1種類のRFLPの塩基配列を決定した.サザン解析により, 1種類の

MD (N20.76a)は,似た配列がゲノム上に複数あることが分かったが,他の二つの…Dと

RFLPは,単一コピーであると推定されたoノーザン解析の結果,ある…D(T15.180a)に対

応するmRNAが種々の組織で発現していることが判明した｡ sNuPE法による解析により,幼虫

の中腸では,このmRNAが雄において雌の倍量存在することが分かった｡すなわちT15.180aの

転写は遺伝子量補正を受けていない｡いっぱう,支108号雌×大造雄のFl雌の中腸と,大造雌×

支108号雄のFl雌の中腸からそれぞれmRNAを調製し,ディファレンシャルディスプレーを行っ

た結果,差異のあるバンドが複数得られた｡それらの塩基配列を決定したのち,支108号と大造

での塩基配列の差異を探索し,正逆交雑Fl雌で差があるかどうかを検定した｡その結果,一個

のクローンがZ染色体由来であることが判明した｡その塩基配列から推定されるアミノ酸配列

はキイロショウジョウバエの飛期茄のZ帯に存在するKettinタンパク質と相同性を示したので,

この遺伝子をBm kettb7と呼ぶことにしたo中腸におけるBm kettぁの発現量を,ノーザン法

等で比較したが,雄の発現量が雌の発現量の約2倍の値を示し,やはり遺伝子量補正が見られ

なかった｡おそらく,カイコには,性染色体の遺伝子発現量を補正する機構が欠けている｡

T15･180aとBm kett由の塩基配列が,家蚕とクワコでそれぞれ異なっていたので,産卵行動

と体重に関して,この二つのDNAマーカーを用いた連鎖解析を行い,相互に強く連鎖している

ことを確認したoまた, Bm kettわとos(伴性油)およびe(長節)による3点交雑実験を行い,

Bm kettinの古典的地図上の位置を確定した.

Z染色体に遺伝子量補正がないとすると,遺伝子量の厳密な統御が必要な遺伝子は, Z染色

体に存在し得ない｡鱗週目昆虫では,生括環,雑種不妊,生殖行動など｢種の独自性を表現す

る遺伝子｣がZ染色体に座乗する場合が多い｡その理由は不明だが,これらの遺伝子の発現量

は,雌雄で異なっているはずである｡

4･カイコの第10染色体におけるエクジソン受容体遺伝子とE75遺伝子の座位

カイコのエクジステロイド受容体遺伝子BmEcRおよびエクジステロイドに対する初期応答遺

伝子BmE75の所属染色体を同定するために, BmE75のAB両アイソフォームに共通のタンパク

質コード領域と, BmEcRのBアイソフォームの転写開始点上流域に,それぞれpcRプライマーを

設計し,品種間のPCR-RFLP多型を見いだした｡大造(p50)とさまざまな突然変異系統を交雑

し,後代のゲノムDNAのPCR-RFLPと形質の連鎖を調査した.その結果, ‖B系鰍.(w-2, ch,

mat,so)を用いて申50 ×B)Fl♀×B♂の交雑を行った場合に, w-2 (第二白卵)とBmE75とBmEcR

の三者間に完全な連鎖を認めた.すなわち, BmE75とBmEcRは, w-2と同じ第10染色体に座乗
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するo続いて, B♀×(p50 ×B)Fl♂の交雑によって,遺伝子の座位を特定しようと考えた｡な

お,同じ第10染色体に座位するw-1(第一自卵)の原因遺伝子と考えられているキヌレニン31モノ

オキシゲナ-ゼ遺伝子(KMO)の塩基配列からイントロンを挟むプライマーを設計したところ,

B系統とp50の間で長さの差異を認めたので,これもマーカーとして用いた.その結果, BmEcR

は-2･6, BmE75は+1.8付近にそれぞれ占座することが分かった.これら2遺伝子の近傍には

k矯小義遺伝子dw-k (0.0)がある｡

5.カイコの性決定遺伝子の構造と発現

昆虫では生殖機能のみならず,形態形成･発育･行動などさまざまな機能において明瞭な雌

雄差が存在する｡昆虫の性決定は,ショウジョウバエにおいてよく研究されているが,ショウ

ジョウバエの性決定は,昆虫に広く見られるエビスタティツクな機構によるのではなく,性染

色体の数に依存する特殊なシステムである｡カイコの性は, w染色体の有無によって決定される

ので,ショウジョウバエとはまったく異なる機構が存在する｡本研究では, w染色体が無数の

レトロトランスポゾンで埋め尽くされた特異な染色体であることを示した｡一方, cDNA大量解
析のデータから,ショウジョウバエの性決定遺伝子doublesex, fruitless , trLmSformer-2お

よび性決定関連遺伝子sanfilk,
malelessに相同なカイコのcDNAを発見した.ノーザン解析

とRT-PCRを併用した結果, doublesexのホモログBmdsxのmRNAは発育段階や組織を問わ

ずに随所で発現していたが,
mRNAの一次構造が雌雄で異なることが判明した.他の性決定遺

伝子についても構造･発現を解析した｡

計画に対する達成度の評価と今後の方策

1･カイコの歴休眠特異的な遺伝子の探索については, BmEtsの発見により所期の目的を達した,

非休眠突然変異との関係についても解明できたoただBmEtsの制御機構やコードするタンパク

質の機能の解明の解明は今後に持ち越された｡

2.カイコのエクジステロイド応答に関わる遺伝子BmEcR, BmE75, BmUSPなどのマッピング

に成功し,一部については既存の突然変異との関連性が推定された｡突然変異の原因遺伝子で

あることを実証することは今後の課題に残された｡

3.カイコのZ染色体には上mにをはじめとする発育･休眠に深く関わる遺伝子座が存在する.本

研究では, Z染色体の遺伝子の構造を決定することに成功し,それらの転写量が遺伝子量補正

を受けないことを初めて実証した｡鱗週目昆虫の伴性遺伝子の量補正に関する長年の議論に決

着をつけた｡

4･カイコの概日時計のコンポーネントの一つBmpgがZ染色体にコードされることを明らかにし,

さらにBmQo止･ BmCry-α ･

BmCry-βという新しいコンポーネント候補を発見した｡これらの

機能,とくに概日時計としてだけでなく光周時計として休眠･生殖などの季節適応を支配して

いるかどうかが今後の研究の焦点となる｡

5.カイコをはじめとする鱗週目昆虫の性決定機構については,これまで分子レベルの知見がほ

とんどなかった｡性は生殖機構を通じて変態や休眠などの生理現象とも深く結びついており,

性の理解なしに変態･休眠を理解することはできない.本課題ではゐubksexがカイコにおいて

も性特異的な転写産物を生じており,性のスイッチとして機能している可能性が高いことを示

した｡今後,性染色体の機能も含めた性決定機構を包括的に解明してゆくことになる｡
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神経ペプチドの体内動態の解析

-カイコ前胸腺刺激ホルモンの体内動態と分泌調節

溝口 明(名古屋大学大学院理学研究科生命理学専攻)

研究成果

1.目的

昆虫の脱皮･変態は,脳が分泌する神経分泌ホルモンの一つ､前胸腺刺激ホルモン

(PTTH)の支配下にあると考えられている｡しかし, PTTHの実際の分泌動態はこれま

でほとんど知られていない｡本研究では,まず,カイコPTTHの微量測定法を開発して

PTTHの体内動態を調査し,更にエクジステロイドの体内動態を調べ, PTTH分泌と前胸

腺活動との関連の詳細を明らかにする｡次いで, PTTHの分泌を調節する因子の同定およ

びそれら因子による調節の機構を探究し､脱皮,変態がカイコの発育に調和して起こる仕

組みを解明する｡

2.方法と結果

1 ) PTTH微量定量法の開発

サンドイッチ法に基づく時間分解蛍光免疫測定法(TR-FIA)によるPTTHの超微量測

定法を開発した.捕捉抗体には抗rPTTHマウスモノクローナル抗体(3E5)を,トレー

サー抗体には抗rPTTHウサギポリクローナルを使用した｡また,シグナル増幅のためア

ピジンービオチン系を利用した｡本法によるPTTHの検出限界は約0.1 pg( 3アトモ

ル)であり､測定感度において通常のラジオイムノアッセイを遥かに凌ぐものであった｡

カイコ血液中には測定に干渉する成分が複数存在し,抗原抗体反応を阻害したり,抗体の

非特異的結合を促進したりする｡従って､血中PTTH濃度の測定にはサンプル血液の前処

理が必要であった｡試行錯誤の結果,干渉物質の除去には血液の希釈および熱処理(7 0

oC, 5分)が極めて有効であることが分かった｡熱処理後のPTTⅡ回収率は血液を採取す

るカイコの発育段階により若干異なるが､概ね一定(7 5-8 5%)であった｡

2)発育に伴う血中PTTH濃度の変動

実験材料にはカイコの一代交雑品種,錦秋Ⅹ鐘和の雄を用いた｡カイコはLD1 2 :

1 2の光周期､ 26度の恒温条件下で,人工飼料(シルクメイト)を与えて飼育した｡錦

秋Ⅹ鐘和には,日本在来種である錦秋を母体種とするタイプ(日母と略)と支那種である

鐘和を母体種とするタイプ(支母と略)とがあり､また,越年卵由来のものと冷浸卵(人

工付括卵)由来のものがある｡これらの中から,日母越年卵,日母冷浸卵,支母冷浸卵由

来のそれぞれのカイコについて, 4令から成虫羽化までの期間にわたり6時間毎に血液サ

ンプルを採取し､ TR-FIAによりサンプル中のPTTH濃度を測定した｡測定は個体毎に行

ない, 4匹の平均値をもって各時刻の血中PTTH濃度とした.濃度変動の^oターンは何れ

のタイプのカイコでもよく似ていた｡日母越年卵由来のカイコの血中PTTH濃度の変動

の特徴は以下のとおりである｡

4令幼虫では5令への脱皮の2日前にPTTH濃度のピークがあり,その前日にも低い

ピークが認められた｡ピーク時のPTTH濃度は約2 0
pg血1であった｡ 5令幼虫の血中
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pTTH濃度は､摂食期には低く(約20 pg血11)推移し,ワンダリング直前の暗期には

有意に減少した｡ワンダリング当日の明期においてPTTH濃度は急上昇しピーク(約9

o pg血11)を形成した｡翌日には上昇前のレベルに下降したが,再び上昇し, 2日間にわ

たる二峰性のピークを形成した｡ピークにおけるPTTH濃度は約7 0 pg/mlであった｡

pTTH濃度はその後再び急上昇し､蛸化を迎えた｡蛸化後もPTTH濃度は上昇し続け､

蛸化後1日から3日にかけて20 0 p如11以上の高い値を維持した.この間には不明瞭

ながら約1日周期の濃度変動が認められた｡その後は急速に減少し蛸化後6-8日で最低

値となったが､羽化の接近につれ再び上昇した｡

3)血中PTTH濃度変化とエクジステロイド濃度変化の相関

pTTHが前胸腺によるエクジソン分泌を刺激するとすれば,両ホルモンの血中濃度の変

動には高い相関が認められるはずである｡これを確かめるため, PTTH濃度の測定に使用

した同じ血液を用いてエクジステロイド濃度を測定し､発育に伴う血中濃度の変動を調べ

た｡エクジステロイドの測定はRIAによった｡

エクジステロイドの血中濃度は発育に伴って特徴的に変動し, PγrH濃度との間には以

下のような関係が認められた｡ 1)エクジステロイドのピークには常にPTTHのピークが

先行している｡ 2)ワンダリング前日から前蛸期にかけて血中エクジステロイド濃度は段

階的に上昇するが,上昇期には常にPTTH濃度の上昇が伴っている｡ 3) PTTH濃度のピ

ークの高さとそれに続くエクジステロイドのピークの高さには相関が認められる｡ 4) 5

令摂食期にも低濃度のPTTHが血中に存在するが､この時期の血中エクジステロイド濃度

は極めて低い｡これは4令期における両者の関係と対照的である｡ 5)蛸終期にも血中

PTTH濃度が上昇するが,この時期にエクジステロイド濃度の上昇はない｡

以上の観察結果は､ PγrHがエクジステロイドの分泌を即時的かつ濃度依存的に促進す

るだけでなく,前胸腺のエクジステロイド合成分泌能を長期的に高める作用を持つことを

示唆する｡ 5令初期においては､ 4令でのピーク時と同程度のPTTHが血中に存在するに

もかかわらずエクジステロイド濃度が極めて低い｡このことは,この時期における前胸腺

の低活性はPTTHの不在が原因ではないことを示すものであろう｡前胸腺退化後の蛸終期

にもPTTH分泌があることは, PTTHの標的が前胸腺だけではない可能性を示唆する｡

4) 5令幼虫へのPTTH抗体注射の効果

5令初期にPTTⅡが血中に低濃度で存在する意義を調べる目的で, 5令幼虫の様々な発

育時期においてPTTH抗体(3E5マウスモノクロ-ナル抗体)を注射し,その後の発育速

度に及ぼす影響を調べた｡この抗体は予めPTTH活性を阻害することを除脳蛸アッセイに

より確認しており､対照区には無関連のマウスモノクロ-ナル抗体を同量注射した｡抗体

注射はワンダリングの時期を遅らせ,その効果は5令初期およびワンダリング直前期で高

く,その間の時期では比較的低かった｡この結果は, 5令初期の低濃度のPm'Hが前胸腺

に対し何らかの作用(活性化の時期を早める作用)を持つことを示唆する｡

5 ) PTTH分泌に及ぼす環境要因

カイコの幼虫脱皮やワンダリング,繭作りの開始,ガットパージは､一日の限られた時
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間帯に集中して起こる｡これらの行動はエクジステロイドによって誘発されることから､

エクジステロイドの分泌を支配するPTTHの分泌には光周期依存的なゲートが存在する

と考えられてきた｡事実,血中PTTH濃度の変化をくり返し調べると,特に4令中期およ

びワンダリング期のPTTH濃度の上昇は特定の時間帯に起こっていることが分かる｡また,

蛸化後の数日間にわたっては血中PTTH濃度の変化に日周リズムがあるように見える｡そ

こで, PTTH分泌と明暗周期との関連を確かめるために,発育が同調した個体群を5令2

日目に二分し,それぞれを1 2時間ずらした光周期下に置いた｡すると,ワンダリング期

に生じるPTTHのピークは両個体群の間でほぼ1 2時間ずれて生じた｡この結果は,少

なくともこの時期においてPTTHの分泌のタイミングが光周期依存的であることを示す｡

蛸化後に観察される血中濃度の周期的変動は個体群の平均値において検出されるものであ

り,これが個体レベルでの変動を反映するかどうかは分からない｡同一個体から4 8時間

にわたり6時間ごとに採血し血中濃度の変化を調べた実験では日周期的変動は見出せなか

った｡ PTTH分泌の日周リズムについては更なる検討が必要である｡

幼虫を飢餓状態に置くと変態の時期が遅れることから,栄養の不足は幼虫の発育を阻害

するばかりでなく､ PTTHの分泌に影響を与える可能性が考えられる｡そこで､ 5令1日

の幼虫を絶食させ､血中PTTH濃度の変化を摂食個体と比較した｡絶食2時間後､血中

PTTHは急速に減少し､ 5時間で最低(対照の半分以下)となり､その後回復に向かった｡

絶食後3時間で再摂食させるとPTTH濃度の減少は止まり,直ぐに対照の水準に回復した｡

この結果は､幼虫の栄養状態がPTTH分泌に影響を与えること示す｡

6 ) PTTH分泌に及ぼす内分泌要因

ホルモンの分泌に対し他のホルモンが影響を及ぼす例は多く知られている｡ PTTH分泌

についても､幼君ホルモン(JH)による阻害的あるいは促進的作用やエクジステロイドに

よる負のフィードバック調節の存在が示唆されている｡しかし,これらのホルモンの効果

を直接的に示した例はない｡これまでに示唆されてきたホルモンによるPTTH分泌調節作

用を検証する目的で, JH-Ⅰおよび2 0ヒドロキシエクジソン(20E)を塗布あるいは注射し,

その後の血中PTTH濃度の変化を調べた｡

5令脱皮当日に3 〝gのJH-Ⅰを塗布するとPTTH濃度は上昇し, 1 2時間後に対照の

約1.6倍となった｡この効果は30ngの少量でも認められた｡発育時期を変えて調べると,

JH-ⅠによるPTTⅡ分泌促進効果は5令1-2日に最大で,その後次第に低下し,ワンダ

リング期以降は認められなかった(調査は蛸化1日後まで)
｡ワンダリング前日の明期開

始直後に3 〝gのJH-Ⅰを塗布すると,ワンダリングやガットパージの時刻に変化はない

ちのの,それらに先行する吐糸管の着色に半日-1日の遅れが生じた｡吐糸管の着色はエ

クジステロイドにより誘導されることが知られているため､ PTTⅡとエクジステロイドの

血中濃度の時間的変化を詳細に調べ対照区と比較した｡対照区では, PTTH濃度は明期の

間に上昇し暗期に入ると著しく低下し,次の明期で急激に上昇した｡これに対し, JH-Ⅰ

処理区では暗期における低下がなく,対照区との間に大きな差が見られた｡エクジステロ

イドの濃度変化のパターンはPTTⅡのそれと平行しており, JH塗布に起因するエクジス

テロイド濃度の低下は認められなかった｡このことは､ JH塗布による吐糸管の着色の遅

れは, JH-Ⅰが直接吐糸管に作用しエクジステロイドヘの反応を阻害した結果であると考
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えられる｡ JH-ⅠによるPTTH分泌促進効果は4令期においても認められたが,その効果

は比較的小さかった｡ 4令では血中JH濃度が高いため,脳のJHに対する反応は既に飽

和に近い状態にあるのかもしれない｡以上の結果は､ JHが4令期と5令初期において,

PTTH分泌に対し正の調節因子として機能していることを強く示唆するものである｡

エクジステロイドはその分泌がPTTHの支配下にあることから,負の制御因子として働

くと考えられてきた｡事実,ワンダリング当日のPTTH濃度上昇期に20Eを注射したと

ころ､濃度依存的にPTTH濃度の上昇が抑制された｡従って,ワンダリング期に上昇した

PTTH濃度がその後急速に低下する原因は,エクジステロイドによる負のフィードバック

調節機構が作動することにあると考えられる｡一方, 20Eは正のフィードバック調節因子

として変態時期の決定に極めて重要な役割を担っていると考えられる｡血中エクジステロ

イド濃度はワンダリング2日前には極めて低く,前日には僅かに上昇する｡ワンダリング

の2日前に微量の20Eを注射すると,血中PTTH濃度は一時的には減少し翌日には大き

く上昇した｡この結果は,ワンダリング前日の僅かな血中エクジステロイド濃度の上昇が,

脳のPTTH分泌能を劇的に変化させることを強く示唆する｡

7)カイコ脳0)港流培養系の開発

様々な因子が脳のPTTH分泌に影響を与えることが明らかとなったが､これら因子が脳

に直接作用するか否かはinvivoの実験からは判定できず､ invitroで検討する必要があ

る.また,脳の分泌活動の自律性と調節性を見極めるためにもinvitro系での研究は不可

欠である.そこで,脳一側心体-アラタ体複合体の長期港流培養システムを開発した.港

流液を1時間毎に分取し各分画中のPTvrH濃度をTR-FIAにより測定することにより,脳

の分泌活動を経時的に調べることができる｡培養の結果,脳一側心体-アラタ体複合体に

は自律的な分泌の周期性があることが明らかとなった｡その基本周期は約半日または1日

であると推定される｡

3.考察

血中Pm'H濃度を実測することによりPTTH分泌のダイナミックな変動の実態が解明

され,更に､そうした変動をもたらす仕組みの全体像が明らかになってきた｡本研究で得

られた結果に基づいて推定されるカイコ終令期でのPTTH分泌の調節メカニズムおよび

前胸腺の活性化の仕組みは以下の通りである｡ 4令終期に極めて低い水準にあった脳の

PTTH分泌活性は,脱皮期に分泌されるJHに応答して回復し,数日に渡って低いながら

も一定の水準を保つ｡この間, Pm､Hは不活性化した前胸腺に作用して､徐々にエクジス

テロイド分泌能を回復させる｡ PTTHの分泌量はカイコの栄養状態に依存し､従って,幼

虫の餌不足は前胸腺の活性化に影響を与える｡前胸腺からのエクジステロイド分泌が低水

準ながら高まると,脳はその影響を受けるようになる｡エクジステロイドの脳に対する作

用は,短期的にはPTTH分泌の抑制であり,その後のPTTH分泌活性の克進である｡脱

皮後4-5日でエクジステロイド分泌量が閥値を超えると,吐糸管の着色を誘導し,同時

に脳のPTTH分泌能力を数倍に上昇させる｡しかし､脳の分泌活性は短期的には抑制され,

また, PTrH分泌には光周期依存的なゲートが存在するため､ PTvrHの大量分泌は翌日に

起こる｡この分泌に刺激されて前胸腺は更に活性化され､分泌されたエクジステロイドが
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ワンダリング､営繭行動､ガットパージ等を誘導する｡一旦活性化した脳は成虫発生期ま

で高い分泌能力を維持するが､エクジステロイドによる負のフィードバック調節と自律的

なゲート機構により, PTTHの分泌量は周期的に変動する｡前胸腺はこの変動に従って段

階的に更に活性化し分泌のピークを迎え､分泌された大量のエクジステロイドは蛸への変

態を誘導する｡このように,脳と前胸腺は相互に作用しあいながら,幼虫の発育と調和し

た変態プログラムの進行を可能にしているものと考えられる｡

4.計画に対する達成度の自己評価と今後の方策

本研究の目標としたカイコPTTHの体内動態と分泌調節機構の大枠の理解はほぼ達成

された｡その中で多くの新しい発見があり,また､昆虫の変態調節におけるPTTHの位置

付けについての新たな視点を提供しえたと考える｡とりわけ,幼虫摂食期における脳と前

胸腺の相互作用と漸進的変化が蛸への変態の開始時期を規定するという概念は全く新しい

ものであり,変態統御機構の理解にとって重要な研究成果である｡

分泌調節についての大枠の理解は成しえたものの,詳細な点についてはまだ多くの研究

課題が残されている. invitro系での確認を必要とする間遠もあり､開発した潅流培養系

を活用して､分泌調節のより深い理解を目指したい｡また,内分泌調節機構の理解のため

には,ホルモンの体内動態と並んで受容機構の発現動態の解明が不可欠である｡今後の新

たな目標の一つとしたい｡一方,蛸休眠はPTTHの分泌停止に起因すると考えられている

ことから､休眠誘導条件下でのPTrHの分泌動態と分泌調節の研究は,蛸休眠機構の理解

にとって極めて重要である｡短日条件下で蛸休眠を行なうスズメガを材料にして､ PTTH

分泌プログラムの環境依存的切り替えのメカニズムを追究していく予定である｡スズメガ

PTTHの微量測定法は既に開発済みである｡
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エクジソン受容体分子の多型の解析

一麹形成におけるエクジソンの受容と情報伝達･
藤原晴彦(東京大学大学院･新領域創成科学研究科･先端生命科学専攻)

研究成果

1)目的
昆虫が変態する際には､幼虫組織が崩壊すると同時に､様々な組織がダイナ

ミックな発生･分化をとげる｡変態時の組織分化の引きがねを引くのはエクジ

ソンであり､その多様な作用の基盤となっている分子メカニズムに興味がもた

れる｡エクジソンは核においてエクジソン受容体(EcR〃SP)に受容されたあ

と､複数の初期(初期･後期)遺伝子群の転写を誘導し､さらに形態形成の主

体となる多数の後期遺伝子を活性化する｡このような階層的な情報伝達系は､

上流の一部については判明しているものの､個々の組織分化でどのように異な

った経路の遺伝子活性化がおこるのか､またそれらが細胞の分裂や分化にどの
ように働きかけるのかについては全く不明である｡

本研究の目的は､エクジソンを受容する分子であるエクジソン受容体(EcR)

の遺伝子構造と発現調節機構を解析し､組織分化の調節因子と考えられるEcR

アイソフォームの役割を明らかにすることである｡また､変態時にエクジソン

によって急速な形態形成が引き起こされる鱗題目昆虫の麹をモデルとし､エク

ジソン情報伝達の分子機構を解明することである｡具体的には､ (1)エクジソ

ンが廼形成過程でどのような細胞応答を引き起こすか､ (2)さらにその応答性

にエクジソン受容体､エクジソン誘導性遺伝子がどのように関連しているか､

(3)また麹形成とエクジソン応答の接点となる新規遺伝子を検索することで

ある｡

2)方法と結果

(A) カイコエクジソン受容体アイソフォームの構造と発現調節機構

変態時の組織分化の方向性､例えば細胞増殖か細胞死するかは､ EcRアイソ

フォームの種類によってコントロールされている可飴性がある｡この仮説を検

証するために､カイコのEcR (BmEcR)アイソフォームをRACE法で同定し､

各発現をノーザンハイプリタサイゼ-ション法で調べた｡さらに､ BmEcRアイ

ソフォームの各転写開始点と近傍の構造を決定し(図1)､転写因子との相互作

用をゲルシフト法で解析した｡その結果､ BmEcRには2種類のアイソフォー

ムA,Blがあり､いずれも低濃度のエクジソンによって転写が誘導されること

が確認された｡カイコの変態時には前部絹糸腺以外のすべての組織でBlフォ

ームが多量に発現しており､"幼虫組織ではBl､成虫化に向かう組織ではAが
優勢"というショウジョウバエで示唆されたEcRの発現と組織の発生運命との

関連は､カイコを含む鱗麹目昆虫では単純には成立しないことが確認された｡

BmEcRA, Blのそれぞれの転写開始点はゲノム上では20kb以上離れており､

両者の転写開始点近傍の構造には有意な類似性はなかった｡ AとBlの転写開
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始点上流にはTATAboxは認められず､ Blの転写にはinitiatorが使われてい

る可能性が高い｡唯一見られた明瞭な違いは､ Blの転写開始点上流に完全な
CRE (cyclic AMP応答配列)が保存されいたことである｡このCREはゲルシ

フト解析により細胞内の転写因子と相互作用しており､さらにcAMPを上昇さ

せる処理をした培養細胞抽出液で相互作用は増強された｡また､培養した精巣

と前部絹糸腺ではフォルスコリンによってEcRBlによって発現が上昇した｡

以上の観察からEcRアイソフォームの選択的発現にはCRE-CREB系を介した

制御系が関与していると考えられる｡

UPSTREAM REGION FOR A FORM 2;'i･iv

SDI

-1750

-20

NJd
-

xJbJ saw

-270 +118 +218

+1 +12

易岳
Exon lTA

でGTGCCACGGCTCGTCGCGGCGCGCCCCGTCAGTCGGCGGCGGCAACTCGCACGCGで

+1 +15
GAGTAGTGAGAGCGGCCGCGTCGTTTGTTCGCTCGCTCTATGTACTCCGTTGACGACG

図1 カイコエクジソン受容体

(EcR)アイソフォーム転写開

始点近傍の遺伝子構造

BmEcR A及びBlの転写開始点

(矢印)とその上涜約2000ヌ

クレオチドの構造を模式的に示

した｡

INR:initiator
motif

CRE:CAMP
responsive

elemet

(B)カイコ無題突然変異体flにおけるエクジソン情報伝達系の発現異常

カイコのn変異体は蛸･成虫時に廼を欠損するが､他の組織は正常である｡

これまでの解析により､ 5齢時に麹原基の発生が停止するとともに､エクジソ

ンへの応答性が麹特異的に低下していることが判明していた｡エクジソン遺伝

子発現カスケードのどの部分に異常があるのかを調べるために､既知もしくは

新規関連遺伝子の発現を培養趨原基を用いて野性型とf lで比較した｡ 12種類

の遺伝子発現を解析したところ､ flでの初期後期遺伝子のBHR3 (脊椎動物ROR

のorthologous遺伝子)と後期遺伝子urbainのmRNAの相対的発現量がそれぞ
れ野性型の50､ 20%に低下していた(表1)0 BHR3の発現低下は廼のみで観察

され､脂肪体､精巣では野性型と変わらなかった｡ BHR3の趨での発現低下が

f lの麹欠損の原因となっていると推定される｡ BHR3の発現が組織特異的に

制御されていることを見いだした最初の報告である｡

さらにf lで発現異常になっている遺伝子をdift-erential display法によって検

索したところ､リボソームタンパク質結合因子､フィブリリンなどの新規遺伝

子が過剰発現していることが判明した.一方､ f lで完全に発現がみられない

遺伝子は2種類あり､そのうち1種類はカルシュウム､リン脂質結合性モチー

フをもった新たなタンパク質である｡この遺伝子はf lゲノム上で欠失してい

る､ DNAマーカー連鎖解析からf lと同じ第10リンケージグループに存在す

る､麹特異的に発現するなどの点からf l遺伝子そのものである可能性が高い｡
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Gene Class WT ノ了

-20E +20E -20E +20E

EcR-A

EcR-B 1

USP

E75

BHR3

Urbaina

BHR38
ActiII Aj

β-Tubulin
EF-1α

Apterous

Ecdysone receptor
Ecdysone receptor

Ecdysone receptor
Early

Early-late

Late

Nuclear receptor
Housekeepl□g

Housekeeplng

Housekeeplng

Homeotic

50.4 ±19.3 100±39.3 39.6±14.0

18.2 ±16.2 100±16.9

112 ±30.1 100±7.7

15.7 ±12.3 100±6.9

0.70±0.93 100±9.1

1.2 ±0.5

51.3 ±21.6

109 ±32.2
60.2 ±21.6

115 ±12.0

92.6 ±23.6

100±38.5

1 00±42.7

100±7.0

100±43.5

100±18.0

100±30.3

32.5±38.5

75.5±17.1

10.9±4.2

6.9±4.7

3.5±4.0

71.8±23.6

111 ±27.1

61.1±9.83

69.2±11.3

93.1±2.4

106.9±50. 1

92.7±17.0

96.5±21.9

119 ±41.5

56.6±16.9**

21.1±6.9*

98.6±35.7

105 ±4.6

68.5±15.4

61.8±3.6**

96.4±26.9

表1.培養麹原基における各種遺伝子の相対的発現量の比較

野性型､ f lの5齢超原基を2ug/m120E添加､非添加で6時間培養し､各

種遺伝子のmRNAの相対的発現量(+20E,野性型を100とする)を比較した｡

(C)麹形成におけるエクジソン誘導性アポトーシス

麹のおおよその形は蛸化直前に完成するが､蛸の過程で麹周縁部の消失と鱗

毛(鱗片)形成がおこる｡蛸時のエクジソンがこれらの現象の引きがねになっ

ている可能性を検証するために､蛸化直後のカイコの麹を培養しエクジソン漆

加の細胞分化に対する影響をTUNEL法､ BrdU法で調べた｡その結果､廼周縁

部の境界麹溝(bordering lacuna)の外側ではエクジソンによって細胞死がまた
内側の領域では細胞増殖が誘導された(図2)0 EcRアイソフォームの発現量の

差が､細胞死領域と細胞増殖領域の応答と関連している可能性が示唆された｡

一方､アカモンドクガのメスでは蛸時に麺が退縮し成虫時に麹が欠損する｡
これも同様に蛸直後の雌雄の麹を培養し､エクジソン涼加の影響を調べた｡雄

の趨はカイコの麹と同様に境界麹溝の外側でのみ細胞死がおこったが､メスで

は麺全体でアポトーシスがおこりその結果廼が退縮した(図2)｡この結果はエ

クジソンだけで性的二型を完全に誘導でき､さらに雌雄でのアポトーシスの領

域特異性がエクジソン受容体の差違によってもたらされている可能性が示唆さ

れた｡

細胞死

Borderitlg La<urLa

Wing MJrgin al PO 細胞死 wing.W■r苫jn 3t PO

カイコの3tlまエクジソンによって■鳥死と書鳥増兼する
ァカモンドクガのメスの卦まエクジソンヒよって美辞する

図3 蛸期の趨のエクジソンに対する応答
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3)考察

EcRアイソフォームの発現解析から､組織全体での発現を比較する限りは

餅週目と双週目の相同器官の発現パターンは大きく異なった｡ひとつの可能性

は､組織分化の方向性はいずれもアイソフォームの発現量と関連しているが､

Aフォームと Blフォームの相対的な比率ではなく､それぞれ組織分化の聞値

があり､その値が鱗麹目と双週目では異なるのかもしれない.一方､ EcRアイ

ソフォームの発現の特異性は組織全体ではなく､組織の中でも領域特異的に決

まっていると思われる｡これは､カイコ蛸廼を境界麹溝の内側と外側､またア

カモンドクガの雌雄の廼で､いずれもEcRアイソフォームの発現が領域によっ

て大きく異なっていたという結果が支持するoアイソフォームの選択的発現に

はBlフォーム転写開始点上流のCREが関与している可能性がある｡強制的に

cAMP濃度を上昇させると組織によってはBlフォームの発現量が上昇するこ
とから､膜タンパク質を経由してcAMPの濃度変化が最終的にはcREB (CRE
binding

protein)などの活性化を誘導し､ Blのみが選択的に転写されると思わ

れる｡ただし､その情報伝達経路､組織による応答の差違のメカニズムについ

ては不明である｡

f l遡原基での発現異常解析からエクジソン遺伝子活性化経路のうちBHR3

とurbainの2種類が廼特異的に低下していることが示された｡この結果はエク

ジソンのカスケードの一部が特定の組織分化の情報経路に組み込まれている可

能性を示唆する｡ f lではこれ以外に本来低下すべきEcRBlの発現が誘導後上

昇したままになることが観察された｡これは､ BHR3がEcRの発現を抑制する

という他の報告と一致する｡ BHR3がEcRBlアイソフォームの発現にのみ影響

を与えたことは興味深い｡一方､ fl遺伝子の欠損がどのような形でエクジソ

ンカスケードの影響を与えるのかについては不明であるが､本研究中に見つか

ったf l候補遺伝子が膜結合性である事実などを考えあわせると､細胞膜由来

の情報伝達系がエクジソンのカスケードに影響を及ぼしているのではないだろ

うか.エクジソンのカスケードはさらに性決定過程ともリンクしていることが

アカモンドクガの解析から明らかになった｡アカモンドクガの麹では性決定遺

伝子活性化経路がエクジソン受容体の発現レベルもしくはエクジソン誘導性経

路に何らかの影響を与え､その結果､オスとメスでのエクジソン受容とその後

の形態形成に大きな影響を与えるのだろう｡

4)計画に対する達成度の自己評価と今後の方策

昆虫の麹形成の分子機構については､ショウジョウバエを中心として膨大な

データが蓄積されつつある｡しかし､これらの研究の多くは初期発生の進行と

発生運命の決定に注目しており､ホルモン作用と発生の接点を探る視点は欠落

している｡本研究では､ "ホルモンによる形態形成の制御"という視点から､

とくに廼形成という特定の組織分化に対するエクジソンの影響に的を絞り､カ

イコの突然変異体さらには特異な廼形成を示す野性のガを利用･解析する系を

確立した｡

EcR遺伝子の構造･発現解析など初期計画はほぼ達成されたと考えているが､
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研究途上で新たな課題が次々に浮かび上がり､それらに対してはさらに十分な

検証が必要であると思われる｡その中でもEcR分子の機能の検定はエクジソン

の作用と組織分化の関連を知る上で必要不可欠である｡最近開発されたRNAi

法による遺伝子ノックアウトがカイコでも可能と考えられ､今後EcRアイソフ

ォームの機能検定をおこなう予定である｡また､ f l変異系統でのエクジソン

情報伝達系の解析も当初計画通り進められたが､当初予想しなかったBHR3遺

伝子の機能の実体を今後解析する必要がある｡ f l変異系統での最大の収穫は

fl遺伝子本体の同定である｡今後､ fl遺伝子のRNAiによるノックアウト

もしくはf l系統への導入で救済できるかなどの検定が必要であるが､これま

で全く見つかっていない新たな情報分子がエクジソン遺伝子カスケードと接点

を持っている可能性がある｡本研究ではこれまでに着目さ'れていなかったアカ

モンドクガといった素材や麹周縁部での細胞死などを対象に､エクジソンの新

たな作用を見いだした点を特に自己評価している｡昆虫を研究対象とする最大

のメリットはその多様性にあると考えている｡今後は､それぞれ異なる原因に

より変態時に麹が生じない3種の鱗週目昆虫(カイコt1変異体､アカモンドク

ガ､ミノガ)の麹欠損に関わるシステムを比較分析し､性･組織特異的なエク

ジソン応答の分子機構を解明する｡また､､アリなど社会性昆虫の麹形成の遺

伝子制御と比較し､昆虫の性､社会性と麹発達の適応的関係を検証したい｡
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カイコ艦体眠の分子機構

柳沼 利信(名古屋大学大学院生命農学研究科)

1.目的

カイコの蛸期に休眠ホルモンの作用を受けた卵巣に由来する産下卵は､頭葉･尾節形

成(中腰葉分節化)直後に､腰細胞分裂をG2期で停止し､休眠に入る｡ 25｡C保護卵に
おいては､この休眠状態は維持される｡休眠期にグリコーゲンを素に約150mMのソル

ビトールが変換蓄積されるoこの高濃度のソルビトールは､細胞内の安定化をもたらす

という従来の考えに加えて､最近､直接腰細胞の発育停止をもたらすarresterそのもの

であるという提案がなされているoこれらの卵を5｡Cに約60日間冷蔵することによって

休眠が覚醒するoこの覚醒期にソルビトールは再びグリコーゲンに変換される.この変

換系を調節するのがソルビトール脱水素酵素(SDH)である｡ SDH活性は､休眠卵には
ほとんど認められないが､ 5oC冷蔵による覚醒期に出現増加する｡この活性は､転写の
レベルで調節されているoつまり､ 5｡C冷蔵40-50日後にSDH mRNAは特に卵黄細胞中
に出現し､増加するoこの時期の卵を25oCに保護することによって腰細胞分裂･歴発

育は再開され､幼虫体の形態形成が進行し､ 12日後に幼虫が一斉に鰐イヒし始める.

以上の現象を分子レベルで理解するために､まず､ (1)細胞分裂をG2期で長期間停
止させ得る分子機構､及び(2) 5oC低温刺激からsDH遺伝子発現(休眠覚醒)までの
分子機構を解明することを目的として研究を進めた｡

1-1･カイコ休眠腰細胞分裂停止の調節機構

休眠腰細胞はG2期で停止することから､調節点はG2期からM期への移行に関わる

Mitosis promoting factor (MPF)にあると考え､その構成成分であるCdc2 kinaseと
Cyclin-Bに注目し､まず各cDNAの単離とmRNAおよびタンパクの発現調査を行った｡

2-1.方法と結果

① sequence homologyに基づいたRT-PCRによる部分的cDNAの増幅とpcR産物を用いた

cDNAライブラリー(カイコ卵から調製)のスクリーニングを行った結果､ cd｡2kinas｡

相同体のcDNA (1,973 nt; Mrof36,975)と､同時にDrosophilaとhumanから単離され
ているCdc2-related kinase (Dcdrk; PISSLRE kinase)に最も良く類似したタンパクをコー
ドするcDNA (1,415 nt; Mrof45,121)を単離し､後者をBombyxCdc-,elated kinase

(Bcdrk)と命名したoまた､ cyclin-B相同体のcDNA (2,496 nt; Mrof59,324)を単離
した｡

② semi-quantitative RT-PCRを用いて､休眠開始期の卵､及び塩酸処理による非休眠

化した卵における各mRNA (2･7 kb for Cdc2 kinase; 1･5 kb for Bcdrk; 2･5 kb for Cyclin-

B)の量的変動を調査した｡卵当たりで表現した場合にはcd｡2 kinas｡及びB｡drkの

mRNA量は､継続的に細胞分裂を進行させている非休眠卵で高かったが､ cyclin-Bの場
合には差異が認められなかった｡

③次に､ SDS-PAGE後のウエスタン･イムノブロット法によって､各タンパクの量的

変動を調査したところ､ Cdc2kinaseタンパク(35 kDa前後)は量的に休眠卵と非休眠
卵との間に差異が認められなかったo対照的に､ cyclin-Bタンパク(66 kDa前後)は休
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眠卵では極めて低いレベルにあることが判明した｡

3-1.考察

DcdrkやpISSLREkinaseについては未だ明確な機能は明らかになっていないが､カ

イコ卵においては､ mRNAの量的変動型が極めて似ていることから､ Bcdrkはcdc2

kinaseと類似した機能を持つものと考えられる｡

以上の結果は､休眠卵ではcyclin-Bタンパクの発現が極めて少ないために､ MPFが活
性型になり得ず､ G2期で腰細胞分裂が停止するものと考えられた｡

4-1.計画に対する達成度の自己評価と今後の方策

当初の計画は､ほぼ達成されたものと考えられる｡強いて言えば､免疫組織化学的に､

分裂細胞と非分裂細胞の染め分けがまだ行われていない｡考察の結論を確かなものとす

るためにも､是非行いたいところである｡ Cyclin-BのmRNA量のレベルでは､休眠卵と
非休眠卵の間で差異は認められていないので､翻訳レベルでの調節機構の解明が今後の

課題である｡

1-2.数種ステロイドホルモン･レセプター

SDH遺伝子の構造を解析したところ､ COUP-TF/Seven-up (SVP)のようなステロイ

ドホルモン･レセプター･スーパーファミリーの一員が認識･結合すると考えられる共

通配列が5し上流域に認められた｡このことから､ 5oCによるSDH遺伝子発現にステロイ

ドホルモン･レセプターが係わることが考えられた｡ここでは､特に､ SVP､ Bombyx

hormone receptor39 (BHR39)及びEcdysteroid hormone receptor (EcR)等のSDH遺伝

子発現への関与を明らかにすることを目的をした｡

2-2.方法と結果

①sequence homologyに基づくRT-PCRによる部分的cDNAの増幅とcDNAライブラリー

(カイコ卵から調製)のスクリーニングを組み合わせて､ SVP､ BHR39及びEcRの

cDNAを単離した｡特に､ SVPに関してはリガンド結合部位を含むもの(α)と含まな

いもの(β)の2種のcDNAを､ EcRに関してはBlタイプが2種類とAタイプが2種類､並

びにリガンド結合部位が短いBlタイプが1種類とAタイプが2種類の計7種類のアイソ

フォームをコードするcDNAを単離した｡

②25oC保護休眠卵と5oC冷蔵卵とを用いて､ SVP (α) ､ BHR39及びEcRのmRNA量

の変動を調査したところ､ SVP (α)のmRNA量に差異が認められ､ SDH
mRNAの量的

変動型に類似していた｡また､非休眠卵における歴発生に伴う各mRNA呈の変動を調査

したところ､ SVP (α)及びEcR-BlのmRNAは反転期でピークを示す釣鐘型を示した｡

③次に､ SDS-PAGE/ウェスターン･イムノブロットによって､ SVP (α) ､ EcR-A､

EcR-Bl､ USP､ E75及びBHR3の各タンパクの量的変動を調査した｡休眠卵の場合には､

EcR-A/Bl及びE75は卵齢､低温処理等に関わりなくほぼ一定レベル､ BHR3は卵齢が経

るに従い減少傾向､ uspは卵齢に伴い減少した｡対照的にSVP (α)は座下2日後に出
現し､長期冷蔵によって増加する傾向を示した｡非休眠卵の場合には､ EcR-A/Blの母

親由来のタンパクは即座に壊され､ EcR-Blの歴由来のタンパクは反転期に増加し､そ
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の後減少した｡このパターンはmRNA量の変動型と一致していた｡ EcR-Aはむしろ反転

期には低いレベルで､鰐化時に向けて増加する傾向を示し､ EcR-Blとは鏡像関係を示

した｡更に興味深いことは､ EcR-Blの量的に増加する時期には2本のバンドが出現する

ことである｡この低分子のバンドがBlタイプのリガンド結合部位のないアイソフォー

ムであるのかどうか明らかにすることが､今後の課題である｡

④歴発育期にはEcR-AとBlは鏡像関係にあることが示されたので､この点を確かめる

ために､カイコ5齢-蛸-成虫までの中腸及び卵巣のEcR-A/Blのタンパクの量的変動

を調査した｡両組織においてEcR-Aレベルは5齢初期に高く､吐糸期にかけて低くなっ

た｡これとは対照的にEcR-Blのレベルは吐糸期から蛸化にかけて高くなった｡この時

期にも明らかに鏡像関係が認められた｡また､卵巣においては成虫化に伴い卵中にEcR-

A/Blの蓄積が認められた｡

⑤ステロイドホルモン･レセプターの中でSVP (α)がsDH遺伝子発現と係わる可能

性が高くなったので､ SVP (α)のSDH遺伝子5--上流域への結合能の解析を行った｡

TNT (転写/翻訳系)によって合成したカイコSVP (α)タンパクとsDH遺伝子の5-一上
流域のステロイドホルモン･レセプターが認識結合すると考えられる共通配列部分を含

む箇所(放射能で標識した-277-1253)とを反応させ､ 5%SDS-PAGE電気泳動後､オー
トラジオグラフイ-を取ったところ､

gelshiftするバンドが見出された｡非標識の
probe (50-100倍)を同時に加えた場合には､このバンドは消失した｡以上の結果は､

休眠冷蔵卵におけるSDH遺伝子発現にSVPタンパクが転写因子として深く関わる事を示

唆している｡

3-2.考察

種々のステロイドホルモン･レセプターのmRNA及びタンパクの量的変動を調査した

が､ svp (α)を除いては､ sDHmRNAの量的変動と類似したものは認められなかっ

た｡以上の結果から､ EcRはmRNA及びタンパク･レベルでの量的変動を介して休眠/栄

醒と関わるものではない事､むしろ量的変動は歴発育と関わる事が示唆された｡また､

カイコの発育期にはEcR-AとBlのタンパクレベルは互いに鏡像関係にあること､エクジ

ステロイド･タイタ-が低いときにはEcR-Aが､高いときにはEcRIBlが役割を担うこと

が考えられた｡

SVPタンパクの結合能解析によりSDH遺伝子発現への関与が更に深められたが､他の

因子との共働も考えられる｡ SDH遺伝子上には､幼虫脂肪体特異的な遺伝子群が持つ
consensus sequence (TGAAAAG)が5-一上流域-203 --197に､ Drosophilaのsisterless

AやSex-lethalのX:A numerator geneが持つnumerator
box (CAGGTAG)が第3イント

ロンの+2241-+2247に見出されている. DrosophilaのsisAやSxICj:卵黄細胞内で盛ん

に発現していることから､実は､このconsensussequenceがカイコ休眠卵の卵黄細胞

でのSDH遺伝子の発現に係わるものではないかと考えられ､ sDH遺伝子における

CAGGTAG配列の機能解析が急務となってきている｡

4-2.計画に対する達成度の自己評価と今後の方策

sDH遺伝子発現に係わる調節因子を見出すという点では､ svpが明らかとなり､当初

の計画は達成されたものと考えている｡しかし､ EcRの各アイソフォームがそれぞれど

のような機能を持つかについては､まだ不明である｡特に､リガンド結合部位を持たな
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いアイソフォームが､本来のEcR/USPが標的とする遺伝子にリガンド非依存的に結合

し､抑制的に作用する可能性も考えられる｡休眠とは離れて､ EcR自体の機能を考える

上で､この解析は今後の課題である｡

113.低温誘導性遺伝子Samui

5oC刺激がカイコ卵のどのような分子によって感受されるのか､感受された情報はど

のような分子機構によりSDH遺伝子発現という形で出力されるのか｡この点に挑戦する

試みとして､ RNAdifferential display法を用い､ 5oC刺激により比較的初期において発

現する遺伝子を単離することを目的とした｡

2-3.方法と結果

①25oC保護休眠卵と5oC冷蔵休眠卵とから抽出したRNAを用いてRNA differential

display法を行い､低温誘導性遺伝子のcDNA (2,400nt;677aa, Mr
of75,975)を単離

した｡ ssDNA結合ドメインに相当する配列が､また､このタンパクの前半には
QPQQQTやKSPQQHQPPPPの繰返し配列が､後半には核移行シグナルであるKKDKや

KRDK配列などKに富むアミノ酸配列が見出された｡

②Northern hybridizationにより2.5kbのRNAが検出された｡ RT-PCRをも加えた解析

から､休眠卵において､このmRNAは､少なくとも5oC冷蔵後5-6日には増加し､冷蔵

後20日をピークとして減少した｡ OoC冷蔵は5oCほど効果的ではないが､長期冷蔵によ

りmRNA量の増加が認められた｡また､ 5oC冷蔵20日間後､ 25oCに戻した場合には､

mRNA量は直ちに減少した.低温により誘導される遺伝子であることから､ Samui遺伝

子と命名した｡

③次に､特異的抗体を用いて､ Samuiタンパクの量的変動を調査した｡ウェスターン･

イムノブロット解析から､抗samui抗体に陽性なバンドとしてp90とplOOが検出された｡

mRNA量と並行して変動するのは､ plOOバンドであった｡ 20日間5oC冷蔵した卵を25

oCに戻した場合､卵内に蓄積されたSamuiタンパクは､ mRNAよりも1日程遅れて減少す
ることが明らかになった｡ p90とplOOとの関係はまだ不明であるが､ samuicDNAを用

いて､ invitro転写･翻訳系でタンパクを合成させたところ､ p90とplOOとに相当する
タンパクバンドが検出されることから､両者ともSamuiタンパクと考えられる｡

④以上のことは､休眠卵においてSamuiタンパクが5oCの情報を担うものであること

を示唆している｡それでは､非休眠卵ではSamui発現の誘導が認められるのかどうかを

検討した｡休眠歴の形態と類似した時期の卵を用いた場合には､ mRNA及びタンパクの

量的増加が認められたが､発現量の強さと発現期間の長さにおいて休眠卵の場合よりは

劣っていた｡このことから､ Samuiタンパクは､非休眠卵では低温からの保護の情報を､

休眠卵ではその機能に加えて､休眠覚醒へ繋がる(次の発育を調節する)情報を担うも

のと考えられた｡

③最近の相同性検索から､ Samuiタンパクは､晴乳類のsilencer of death domains

(SODD)やchaperone分子であるBAG-protein 4が共有するBAG-domainと良く類似し

たdomainを持つことが判明した.晴乳類のBAG-protein familyはHSP70/HSC70と結合

し､細胞内のシグナル伝達系を調節することが知られている｡また､相手のパートナー

分子を違えることによって下流に伝達する情報系を変え得ることも明らかになっている｡

そこで､ Samuiタンパクが構造の類似だけではなく､機能的にもHSP70と結合すること
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が可能かどうかを検討した｡このためにまず､カイコHSP70cDNAを単離し､カイコ

HSP70も､他の生物種とよく類似した構造を持つことを確認した｡その上で､ Samui

cDNAを用い､転写/翻訳系で合成させたSamuiタンパクと大腸菌のHSP70とがin vitro

下で結合すること､また､抗HSP70抗体で沈殿させたカイコの細胞分画中に､抗samui

抗体で反応するplOOとp90が検出されたことから､ Samuiタンパクは機能的にもBAG-

protein familyの一員であることが明らかとなった｡

3-3.考察

環境の5oC情報を､比較的早い時期に担う遺伝子としてSamui遺伝子を単離すること

が出来た｡実際の休眠卵内での機能を明らかにすることが急務である｡休眠卵と非休眠

卵とでは､ Samuiタンパクの生理的役割が異なると考えられるので､休眠卵と非休眠卵

における､真のパートナー･タンパクを同定することが肝要である.また､この遺伝子

の発現調節機構を明らかにすることによって､ 5oCに対するセンサーの単離に向けての

方法論が確立するものと考えられる｡

4-3.計画に対する達成度の自己評価と今後の方策

5oC刺激とsDH遺伝子発現との間を繋(tt分子機構の解析の手始めとして､ DDを用いて

新規の遺伝子Samuiを単離することが出来た｡休眠卵での機能はまだ明らかではないが､

BAG domainを持った遺伝子は昆虫類ではまだ単離されていない｡ Drosophilaのgenomic

DNA解析の結果､ Samuiとよく似た遺伝子を見つけることが出来た｡昆虫種における

BAG-proteinの機能解析が可能な状態になってきたと考えられる｡ BAG-proteinを介する

細胞内伝達系が脊椎動物と同様に無脊椎動物でも共通であるのかどうか､休眠を離れた

としても興味深い問題である｡この点においても､当初の計画はまず達成されたものと

考えられる｡
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休眠ホルモンの遺伝子発現と作用の分子機構

山下興亜(名古屋大学大学院生命農学研究科)

1. 目的

カイコの休眠ホルモンは腔休眠を積極的に誘導する神経ペプチドホルモンとして1952

年にわが国で発見された.休眠ホルモンの発見は昆虫の休眠内分泌学の体系化を促した.

つまり,成長促進ホルモンの欠損説に加えて,休眠誘導に特化されたホルモン機構の存

在を提案したからである.この休眠内分泌機構に関する一連の研究8j:,名古屋大学を拠

点としたわが国において進められ,多くの研究成果を蓄積し,常に世界の斯学を先導し

てきた.本研究はこれらの実績を飛躍させ,昆虫休眠の制御機構に関する新たな知見を

得,さらに休眠を介して実現している昆虫の生命活動の特異性を提案することを目指し,

休眠ホルモンの遺伝子発現とその作用を分子レベルで解明することを目標に掲げた.

具体的な研究目的としては2つを揚げた. 1つは休眠ホルモン遺伝子の発現,動態等

のホルモン分子に関する研究であり,もう1つは休眠ホルモンの作用と休眠の生化学的

な実態の解明である.休眠ホルモンの化学構造や遺伝構造等に関するこれまでの一連の

研究結果が,休眠ホルモンのシナ-ジスト(協力剤)分子の発見,同定とその作用の解

明,休眠ホルモン遺伝子の発現調節機構の解明,休眠ホルモンの分泌調節機構等に関す

る研究を設計させた.一方,作用機構研究は,休眠ホルモンが発育中の卵巣に作用して,

トレハラーゼ遺伝子の発現を誘導することを1つの出発点とし,卵巣でのホルモンレセ

プターの同定実験を計画した.またトレハラーゼ阻害剤を新しく開発したことによりト

レハラーゼ非依存性の休眠ホルモン作用の存在が確認された.このことは休眠に関する

生理学や代謝生化学に一大転換をもたらすものであり,休眠ホルモンの新たな標的遺伝

子や休眠分子の検索と同定を研究の狙上に乗せ,休眠研究領域を拡大させた.

2. 方法と結果

1)休眠ホルモン遺伝子の発現,生産と動態

(1)休眠ホルモン協力剤(vAPペプチド)の分離,同定と生理作用

カイコの成虫頭部を出発材料として休眠ホルモン活性物質を抽出すると,有機溶媒

(メタノール:ジクロロメタン-1:1)に回収され,しかもその活性はブタノールー

水分配によってブタノール層に回収された.本活性物質をHPLCによって精製し,早

一のペプチドとして単離した.構成アミノ酸の分析により, Val, Ala, Proが全アミノ

酸数の約80%を占めていたので,本ペプチドをVAPペプチドと仮称した. N末端の

55個のアミノ酸配列を化学的に決定した.この配列をもとにcDNAをクローニング

し,アミノ酸配列を推定した結果, VAPペプチドは68個のアミノ酸からなる分子量

約8kDaの極めて疎水性の高い塩基性のペプチドであることが決定された.本ペプチ

ドと類似のアミノ酸配列を有するペプチドは知られておらず,新規なべプチドとして

同定された.本cDNAを大腸菌に形質転換し,多量に生合成し,生物活性を調査した.

その結果, VAPペプチドそのものには休眠卵誘導活性は全く認められなかった.しか

し,休眠ホルモンと本ペプチドの混合物を投与することによって,休眠ホルモンの力

価は著しく増強された.例えば,休眠ホルモンとvjPペプチドの1 :20の混合物を
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注射すると,ホルモン臨界濃度は100分の1以下に低下した.またこの活性はN末

端側に局在していた.これらの結果は,ホルモン作用を増強するペプチド(協力剤)

が生体内に存在することを示した最初の研究成果である.本ペプチドはホルモン剤の

効率的な利用法の開発に資するものである.

(2)休眠ホルモン遺伝子の発現調節

休眠ホルモン遺伝子の発現調節シスエレメントを同定するために,形質転換ショウ

ジョウバエを作成した.休眠ホルモン遺伝子の種々の長さを持つ5'領域に1acZ遺伝

子をつないだコンストラクトを24種作成し, P因子を用いてyw系統に注射により導

入した.形質転換した120系統についてレポ一夕一道伝子の発現を酵素活性と酵素タ

ンパク質の免疫活性から調査した.その結果,休眠ホルモン遺伝子は幼虫と成虫の食

道下神経節の2個と腹部神経節の6個の神経分泌細胞のみで発現された.この発現に

は5'上流域の-4683から14033までの650bpが必須であることが結論された.この発

現に及ぼす環境温度の影響を調査したが,これまでのところカイコで見られた温度に

よる遺伝子発現の促進は確認されていない.

(3)休眠ホルモンの中枢神経系における分布と動態

休眠ホルモンの生合成は,休眠ホルモン遺伝子の発現を初発反応とすること,この

発現は食道下神経節に局荏する12個の神経分泌細胞によってのみ起こること,そし

てこの発現は環境の温度の制御下にあることを,予備的な研究から明らかにしている.

そこで,本研究では,これらの結果を追試し,その上で休眠ホルモンの中枢神経系

内での輸送と分泌についての検討を進めた.歴期における本遺伝子の発現が高温によ

って促進されることを除いては,これまでの研究結果を確認した.免疫組織化学的な

観察の結果から,休眠ホルモンは食道下神経節の下唇節に存左する2個の神経分泌細

胞で主として生合成され,食道下神経節一側心体神経を経由して側心体とアラタ体に

輸送され,アラタ体から血流中に放出されることを明らかにした.

一方,休眠ホルモンのC末端およびN末端を認識するモノクロ-ナル抗体を作成
し, ELISA法等によって休眠ホルモンの定量実験を系統的に進めた.その結果,食道

下神経節一側心体-アラタ体に存在する休眠ホルモン量8j:,蛸の前期に高く,中一後

期に急激し,成虫羽化時には痕跡的な値になることが判明した.ここで興味あること

は,非休眠性の蛸でも,これらの器官には休眠性蛸に匹敵する量の休眠ホルモンが蓄

積されていたこと,そしてこの高い蓄積量が蛸の後期まで維持されていたことである.

つまり,休眠性と非休眠性の違いは,ホルモンの放出機能の差異にもあることが証明

された.したがって,休眠ホルモンによる休眠制御は,休眠ホルモン遺伝子の発現制

御とホルモン分泌制御の二重の制御系によることを初めて明らかにした.

2)休眠ホルモンの作用機構

(1)休眠ホルモンによって調節される遺伝子

休眠ホルモンの作用に関するこれまでの一連の研究から,休眠ホルモンの標的酵素

は卵巣のトレハラーゼであり,休眠ホルモンはトレハラーゼ遺伝子の発現を活性化す

ること,そしてこの遺伝子発現はホルモンの直接的な作用であることが明らかにされ

ている.後述するようにトレハラーゼ不活性化の状況においても休眠が誘導されるこ
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とから,休眠ホルモンは複数の標的遺伝子を有していることが推定された.

そこで,休眠ホルモンの有無により,その発現呈が異なる遺伝子の検索を行った･

その結果,休眠ホルモンによってその発現が増大する3種の遺伝子の同定に成功した･

1つは新規のP450遺伝子(CYP305Bl)であり, 2つはレトロトランスポゾン様遺伝

子であった.トレハラーゼ遺伝子に対する休眠ホルモン作用に比較し,これらの遺伝

子に対する作用は, ①短時間反応であること, ②応答量が異なること,そして③応答

する細胞の生理的な時期が異なること,から休眠ホルモンは複数の反応系を制御して

いると推測された.これらの相互関係については,現在検討中であるが,休眠誘導機

構の実態を理解する上で,貴重な示唆を与えるものである.

(2)もう1つの休眠代謝系の発見

カイコ卵の休眠を特徴づける物質的な基盤はソルビトールの蓄積である.このソル

ビトールは血中のトレハローズを出発素材とし,卵形成中に合成,蓄積され,卵に持

ち込まれたグリコーゲンから合成される.この炭水化物の代謝系の転換にかかわる卵

巣トレハラーゼの活性を休眠ホルモンが調節している.つまり休眠ホルモンは卵巣で

トレハラーゼ遺伝子を発現の活性化し,卵巣でのグリコーゲン蓄積量を高めているの

である.この一連の研究によりカイコの卵休眠の代謝生理学が確立され,この成果が

他の昆虫や甲殻類の休眠生化学研究の指針になっている.

ところが,最近になりトレハラーゼの特異的な阻害剤,トレハゾリンが放線菌から

分離,同定さた.この阻害剤をカイコの休眠性蛸に投与したところ,卵巣グリコーゲ

ンの合成はほぼ完全に阻害され,グリコーゲンを欠損した卵を人為的に作成すること

に成功した.グリコーゲン欠損卵は休眠に入り,また適当な休眠覚醒処理によって腔

発生を再開し,幼虫が鰐化し,歴発育を完了した.このグリコーゲン欠損卵が休眠に

入った場合,休眠期間を通じてソルビトールの蓄積は一切認められなく,ソルビトー

ル欠損の休眠卵が作成された.このソルビトール欠損休眠卵ではトレハロースが対照

区に比較して約2-5倍量蓄積されていた.トレハローズがなぜ蓄積するのか,また

トレハロースが休眠物質なのか,については現在検討中である.昆虫や甲殻類の休眠

個体ではソルビトール,グリセロ-ルなどの多価アルコール等が多量に蓄積すること

が一般的な現象として確認され,この半世紀の間,休眠代謝のセントラルドクマとさ

れてきた.しかし,このカイコでのソルビトール欠損休眠卵の創出は,セントラルド

グマの改訂にせまるものとして注目される.

3. 考察

本研究は,休眠ホルモンの生合成機構と作用機構を分子の言葉で解読することを目的

に進めた.休眠ホルモンは30年間にわたる研究によって24個のアミノ酸からなるペプ

チドであることが判明した.この研究結果が,本研究を推進させる基盤であり,かつ,

その発展を保証する根拠となっている.休眠ホルモン分子の生産,輸送,分解等による

生体内でのホルモン情報の動態を体内外の環境応答等との関連で解明することが,休眠

ホルモンの分子研究につながる課題である.この課題を休眠ホルモン遺伝子発現の調節

機構,休眠ホルモンの生産,分泌器官とその調節さらに血液中での動態の調査に分けて

検討した.前二者については,ショウジョウバエの形質転換系,環境条件の改変さらに
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は特異抗体の作成等の実験系を整備した上で,研究を進め,一定の結論を得るに至った.

少なくとも休眠ホルモンの調節は環境温度によって誘導される遺伝子発現と成熟ペプチ

ドの神経分泌細胞からの放出過程との2つの段階で調節されていることが結論された.

ホルモン分子の研究との関連で, VAPペプチドと命名した新規なべプチドが発見,同定

され,休眠ホルモンの協力剤として作用とすることが明らかになった.人工合成物質が

協力剤となることは知られているが,天然にしかもカイコの体内にこのような機能物質

が存在したことは,初めての記録であり,研究の副産物とはいえ貴重な発見であるとい

える.

休眠は個体レベルでの現象であり,一部の組織や器官の変化によるものではない.多

価アルコール類が休眠時に異常に高い濃度で蓄積していることは体内の自由水を結合水

に変換し,生化学的に不活性な状態を創出し,あらゆる生体機能を低下させることによ

って生命活動を最低レベルで維持していると理解されている.ところで,今回トレハラ

ーゼ阻害剤を用いてのソルビトール欠損休眠卵の創出は,休眠の代謝系には代替え可能

な複数の物質代謝系が準備されており,状況に応じて対応可能な休眠生理の重層性と可

塑性を明らかにした.このことは1950年後半からの休眠生理の理解を大幅に改訂する

ことになり,今後の研究の発展の礎石を与えたといえる.

4. 計画に対する達成度の自己評価と今後の方策

4カ年間の研究活動から,計画通りに推進できた研究課題は休眠ホルモン遺伝子の発

現調節機構の解析と休眠ホルモンの生産,分布の動態調査,休眠ホルモンによるトレハ

ラーゼ遺伝子の発現調節機構の解析である.計画通り進まなかった課題は血中でのホル

モン動態の調査と卵巣までのレセプターの解明である.当初計画にはなく研究の過程で

新たに発見された事実は,休眠ホルモンのシナ-ジストとしてのVnペプチドの発見

と作用,トレハゾリンによるソルビトール欠損休眠卵の作出,そして休眠ホルモンによ

って誘導される新規な3種類の遺伝子の同定である.これらの予期しなかった新知見が

本研究の飛躍をもたらした.今後は研究途中の課題と新規な事項を中心に研究を進める

ことがまず望まれる.
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I.ワモンゴキブリ(Peni)1mebmlen'cma)の肢､および
アフリカツメガエル(Xenopuslaevl's)幼生の尾の再生芽に特異的に

発現する蛋白の同定と角神子

久保 健堆(東京大学大学院薬学系研究科)

1)目的

ワモンゴキブリは器官の再生能が高く､再生の研究材料として優れている｡本研究では､

肢の再生の分子機構を解明する目的で､再生芽特異的に発現する､新規な蛋白の同定と解析

を行った｡さらに､昆虫から得られた知見を脊椎動物に敷延するため､アフリカツメガエル

を用いて､幼生の尾の再生芽に特異的に発現する蛋白(遺伝子)の同定と解析を行った｡

方法と結果

A･ワモンゴキブリの体液性レクチンであるregenectinは､肢の再生芽の筋芽細胞の周囲に一

過的に局在し､再生における筋形成への関与が示唆されている｡今回､ cDNAの解析から､

regenectin遺伝子は再生芽の上皮組織で発現することが判明した｡さらに､ワモンゴキブ
リには､体液性レクチンのファミリーが存在し､ regenectinは､生体防御に働く体液性レ
クチン(LBP､ LPS-bindingprotein)とともに､このファミリーに属することが判明した｡

B･ワモンゴキブリの肢の再生芽で発現し､上皮組織に局在する蛋白(plo)のcDNAを単離

した｡その結果､ plOはシグナル配列を持つ前駆体蛋白から作られる分泌蛋白で､頭部と

触角にも発現することが分かった｡ plOは､ショウジョウバエの触覚特異的な蛋白AIO､

及び蚕c･cactommの.D吻特異的蛋白ap-1とも有意な相同性を示し､多様な機能をもつ

と考えられた｡

C･ワモンゴキブリの肢の再生芽で､再生過程に一過的に発現する新規な蛋白Rap60とRap40

を精製し､一次構造と発現の解析を行った｡その結果､両者は､再生上皮細戯で特異的

に発現する新規な前駆体蛋白(RAP､ regeneration-ass∝iatedprotein)からプロセスされて
生じること(図l)

､再生芽の州則に分泌されるマトリクス蛋白であることが判明した｡
D.ワモンゴキブリの体液性レクチンのホモログを同定する目的で､ツメガエル血清からc㌔

依存性の糖結合蛋白(35kDal∝血)を同定し､cDNAを単離した｡その結果､このレク
チンは､卵や肱期に発現するレクチン(corticalgramielectin)と同じファミリーに属する

ことが判明した｡さらに､幼生の尾の再生芽からこのファミリーの新規なサブタイプの

cDNAを単離し､尾の再生芽で遺伝子発現が冗進していることを示した｡

E･アフリカツメガエル幼生の尾の再生芽で選択的に発現する遺伝子をdifFerenti1di甲1ay法で

検索し､ typexwco11agenとneumnalpen他xin 1 (NPl ;晴乳類では脳で選択的に発現す

る)のホモログが､再生芽に特異的に発現することを見出した｡ NPlは,腫発生期には

ほとんど発現しないことから､再生に固有なプロセスに関与すると考えられる｡

3)考察

ワモンゴキブリの肢の再生芽に選択的に発現する新規な蛋白を3つ(regenectin,plo,RAP)､

ツメガエル尾の再生芽に選択的に発現する遺伝子を2つ(typeXVHcollagen,NPl)同定した.
特にregenectinに関する研究からは､再生における形態形成と感染防御に共通な分子的側面

があることが示唆された｡一方､ツメガエルにも血清レクチンがファミリーを形成し､その
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内のサブタイプが尾の再生芽選択的に発現することを示した｡昆虫と脊椎動物の再生の分子

機構に類似性があることを指摘した点で､本研究は意義深い｡

4 )計画に対する達成度の自己評価と今後の方策

ヮモンゴキブリの肢の再生芽で発現する新規な蛋白を世界に先駆けて同定した｡又､ツメ

ガエルでも､これまで再生への関与が報告されていない新規な遺伝子を同定した｡これらの

成果は動物の器官再生の分子機構を理解する上で重要であり､所期のEl標を十分達成できた

と考えている｡今後は､ツメガエルにおける当該遺伝子の機能証明が重要な課題であるo

Regenerating legs Regenerated legs

.Dpaeyrsa号ifienr
5 10 15 21 25

Operatiom +
-

+
~

+
~

十
~

+
-

1.7kb- ●

18S rRNA

囲1ワモンゴキブリの肢の再生芽における

FLAP遺伝子の発現(ノザンプロット解析)

数字は肢切断後の日数, +は再生芽､ --は対照
として正常な肢を示す｡ 21, 25は,脱皮して

再生が完了した肢についての結果を示す｡

Ⅱ.ミツバチ(AplsmelWemL,)脳の高次中枢(キノコ体)で
領野特異的,行動特異的に発現する遺伝子に関する研究

1)目的

ミツパテは社会性昆虫であり､そのコロニーは女王蜂､働き蜂､雄蜂という役割の異なる

個体からなる｡又,その働き蜂は､ 8の字ダンスという記号的コミュニケーションによって

仲間の働き蜂に記憶した花の位置を数える｡本研究では､ミツバチの行動を規定する分子的

基盤を解明する目的で､脳のキノコ体で領野特異的､行動特異的に発現する遺伝子の同定と

解析を行った｡

2)方法と結果

A_ ミツバチの脳でキノコ体選択的に発現する遺伝子をdifferentialdisplay法で検索し､以下

の3つの遺伝子(A-C)を同定したoその1つは､イノシトール3リン酸受容体(IP,R)
遺伝子のミツバチホモログと考えられた｡さらにミツバチでは､細胞内ca2'･l背報伝達系

に働く､ ca2'/カルモジュリン依存性プロテインキナ-ゼⅡと､プロテインキナ-ゼC

遺伝子が､キノコ体選択的に発現することを見出した｡ c㌔-情報伝達系は記憶･学習など

の神経可塑性に重要である｡従って､ミツバチではキノコ体を構成する神経細胞(ケニ

ヨン細胞)の可塑性が,他の領野に比べて克進している可酸性が指摘できる.
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B. 2番目の遺伝子(Kt-1)は､キノコ体を構成する2種類の介在神経細胞(大型と小型のケ

ニヨン細胞)の内､大型ケニヨン細胞に選択的に発現していたo RU-1のcDNAは12kbp

に及び､約2kbpのORFの下流に､約10kbpの長い3'非翻訳領域を有していたo KL-捕

コードする蛋白は､既知の蛋白との相同性を示さず､新規な遺伝子であると考えられた｡

Kl_1蛋白は大型ケニヨン細胞に固有な細胞機能に関与するものと考えられる(図2).
c. 3番目の遺伝子(Ks-∫)は′ト型ケニヨン細胞に選択的に発現していた(図2).

Ks-)CDNA

のサイズは約17kbpであったが､蛋白をコードすると考えられる長いORFは見つからな

かった｡従って､ Ks-1転写産物は､非翻訳性RNAとして機能する可能性が考えられる｡

非翻訳性RNAとしては,晴乳類のP'stヤシヨウジョウバエの,DX-1転写産物が同定され

ているが､ Ks-1転写産物は､性差(雄蜂と働き蜂､女王蜂)に依らず発現する点,神経
細胞のサブタイプ選択的に発現する点でそれらとは異なる｡

D,ミツバチのカースト(女王蜂と働き蜂)選択的に､脳のキノコ体で発現する遺伝子を､

differentialdisplay法で探索し､約50個の候補遺伝子を同定した｡この内の1つは女王蜂､

2つは働き蜂のキノコ体に選択的に発現することが､ RT-PCRにより確認された｡

3)考察

昆虫の脳のキノコ体の機能については不明な点が多い｡本研究は､2つのケニヨン細胞が

遺伝子の発現様式でも区別できることを示しており､ケニヨン細胞の役割分担を探る上で､

重要な知見である｡また､ケニヨン細胞でC㌔情報伝達系に働く蛋白群の遺伝子発現が先進

していることは､脳の高次中枢としてのキノコ体の機能を考える上で､興味疎い｡

4 )計画に村する達成度の自己評価と今後の方策

ミツバチの脳で領野特異的､行動特異的に発現する遺伝子を単推したのは世界でもこれが

初めての例である｡本研究成果は､特定領域研究の当初の目標に対応するものではないが､

行動の解析は今後の昆虫科学の重要な課題であり､学術的に価値ある成果だと考えている｡

ミツバチにおける当該遺伝子の機能解析とともに､晴乳類ホモログの検索が､今後の重要な

課題である｡

B

囲2 ミソバナ脳のキノコ体の模式図(A)とKs-1 (B) , K]-l遺伝子(c)の発現パターン
KS､ ′j､型ケニヨン細胞;KL､大型ケニヨン細胞;C,キノコ体の傘の部分;p､柄の部分
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III.ミツバチ(ApjsmeWemL,.)働き蜂の齢差分業にともなう
下咽頭腺の機能転換と､その柔軟性に関する研究

1)目的

ミツバチの働き蜂は羽化後の日齢に伴い､幼虫に下咽潮泉から分泌されるローヤ)'vゼリー

を与える育児から､花の蜜を採集してハチミツに加工する採餌蜂へと分業(齢差分業)するo

本研究では､下咽頭腺の機能が齢差分業によってどのように変わるか分子レベルで調べると

ともに､コロニーの状況に応じた柔軟性の有無について検討した｡

2)方法と結果

A.育児蜂と採餌蜂の下咽頭腺で発現する主要な蛋白を精製し､その性状を解析した結果､

育児蜂では､ 3種類の構造が類似したローヤルゼリー蛋白､採餌蜂では､花の蜜をハチミ

ッに生成するのに必要な糖代謝酵素群(α-glucosidase,glucose oxidase,amylase)を主要な
蛋白として発現することを見出した｡また､これらの遺伝子の発現様式の転換は､単一

な分泌細胞のレベルで生じることを明らかにした｡このことは､働き蜂の齢差分業に伴

って､下咽頭腺の分泌細胞の機能が転換することを示している(図3)
0

B.コロニーから女王蜂を除き､若い働き蜂の供給(羽化)を止めたコロニーを作成するこ
とにより､老齢の働き蜂が育児をする状況を人工的に作り出した｡この状況では､老齢

の働き蜂の下咽頭腺が､若い蜂同様､ローヤルゼリー蛋白を発現することを見出した｡

このことは､下咽頭腺の機能転換は単に生理的加齢に伴って起きるのではなく､コロニ

ーの状況に応じた柔軟性をもつことを示している｡

3)考察

働き蜂の齢差分業は､変態という形態形成期を過ぎた働き蜂(成虫)で起きる点で特徴的

であり､その分子機構の解明は､動物の細胞分化の可塑性に関する新しい視点をもたらすと

期待される｡また､社会性昆虫の､コロニーの状況に応じた労働(生理状態)の分配機構を

解析する上で､下咽頭腺は有用なモデルになると思われる｡

4)計画に村する達成度の自己評価と今後の方策

この研究も､当領域研究の当初の目標に相応するものではないが､変態に依らない新しい

細胞機能の調節方法という点で､昆虫科学にとって意義ある成果だと考えている｡今後は､

下咽頭腺の細胞機能を調節する要因(細胞内､個体間)の解析が重要な課題である｡
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育児蜂

●

ローヤルゼリー蛋白
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採餌蜂
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(iEJ常のコロニー)

a-グルコシダーービ

アミラーゼ

グルコースオキシダーゼ

図3 働き蜂の下咽頁罷朗田胞の機能転換
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昆虫の変態と組織の再編成

名取俊二(理化学研究所･名取特別研究室)

1)研究目的

完全変態昆虫では,幼虫と成虫では形態,行動,食餌などが全く異なっている｡昆虫の

変態は大雑把に分けて､エクダイソン､幼君ホルモンおよび脳ホルモン(神経ペプチド)

によりコントロールされている｡ホルモンが支配するのは言うまでもなく特定の遺伝子の

発現である｡変態の際には,三種類のホルモンのバランスが時間とともに変化し､その変

化に呼応して遺伝子発現のパターンが変わることになる｡変態は蛸という閉じた系の中で

進行する｡蛸の中では,幼虫の組織の崩壌と成虫組織の構築が進行する｡成虫組織は成虫

原基が伸張､分化することにより形成される｡これは,エクダイソンの支配を受ける反応

で､ショウジョウバエやセンチニクバエでは成虫原基をエクダイソンとともに培養するこ

とにより, in
vitroで成虫構造を形成させることが可能である｡成虫構造の形成は成虫原

基の細胞の遺伝子の中にプログラムされており,エクダイソンにより引き金が引かれると,

時間経過とともに次々に遺伝子の活性化が起こり,結果として自律的に成虫の形態形成が

進行するように見える｡一方,蛸の中では不要となった幼虫組織の崩壊と排除が見られる

が､そのメカニズムに注目した研究は比較的少ない｡

この特定領域研究で私たちは､主としてセンチニクバエ(Sarcophaga peregrina)の変態

期に起きる組織崩壊､および組織再編成の過程を生化学的に研究し,その分子機構を明ら

かにすることを目的とした｡

2)方法および結果

1.蛸の頼粒紳胞のみに発現する膜蛋白の同定

蛸の時期に幼虫の脂肪体が崩壊するメカニズムを調べた結果,脂肪体は体液細胞の一つ

である頼粒細胞(granulocytes)が分泌するカテプシンBにより壊されることが明らかにな

った｡幼虫が蛸になった瞬間から､頼粒細胞は今まで自己組織と見て共存していた脂肪体

を非自己と認識するようになり攻撃を開始する｡どうして蛸になると頬粒細胞の自己と非

自己の認識が変わるのか長い間不明であった｡そこで､蛸の体液細胞の表面蛋白とのみ反

応するようなモノクロ-ナル抗体(MAb)の調製を試みた｡その結果,蛸の頼粒細胞と特

異的に反応する抗体を産生する4種類のハイブリドーマを得た｡これらのMAbが認識す

る抗原は共通で,細胞表面にある分子量120kDaの蛋白であった｡

MAbに対するアフィニティーを利用して蛸体液細胞の膜画分から抗原蛋白の精製を試

みた｡その結果,可溶化した膜蛋白を抗体カラムに一回通すだけでこの120- kDa蛋白を

はぼ単一蛋白として純化することが出来た｡この蛋白のcDNAを取得し､一次構造を決定

した｡その結果120-kDa蛋白は､アミノ酸741残基からなる1回膜貫通型の蛋白で, C一

末端側にアミノ酸17残基の膜貫通ドメインがあり,細胞の外側に出る部分にEGFリピー

トが18回繰り返して存在していた｡

また,糖鎖付加可能部位が8カ所存在し､この蛋白が糖蛋白である可能性が示された｡
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細胞質側にはc一末端を含む47残基が突き出ていることが判明した｡この蛋白の機能はま

だ不明であるが､蛸の頼粒細胞に特異的に発現する膜蛋白であること､ EGFリピートを多

く含むことなどから推察すると､蛸の時期に壊されるべき幼虫組織を識別するような認識

分子である可能性が考えられる｡すなわち,頼粒細胞の認識の転換を担う分子がこの120_

kD蛋白である可能性が高い｡蛸の頼粒紳胞はカテプシンBを貯えており,幼虫の脂肪体

のような壌されるべき組織を認識して付着するとカテプシンBを放出し､そのカテプシ

ンBにより基底膜がこわされて細胞が遊離するもの思われる｡

2.幼虫の中腸崩壊に関与する新しいセリンプロテアーゼの同定

センチニクバエの幼虫と成虫では食餌が異なるので,消化酵素や腸内細菌も異なるはず

である｡変態時には幼虫の消化管(中腸)から成虫の消化管へと組織の変換が起きる｡こ

の場合先ず､幼虫の中腸を包み込むような形でyellow body (黄色体)という組織が形成

される｡これは幼虫の中腸の周辺に存在する,成虫中腸の芽細胞が分裂して形成する袋状

の組織で､この中で幼虫の中腸が崩壌する｡ついでyellow bodyが伸張し､成虫の中腸と

なる｡

われわれは以前から､センチニクバエの抗菌蛋白を研究してきたが､その中の一つにザ

ルコトキシンIAがある｡ザルコトキシンIAはアミノ酸39個よりなる両親媒性の蛋白で,

その疎水性部分がバクテリアの細胞膜に作用して膜の電気化学的なポテンシャルを消失さ

せるため,主としてグラム陰性菌に対して致死的に作用する｡

蛸の蛋白を調づている過程で,たまたまザルコトキシンIAの抗体と非常によく反応す

る,分子量26kDaの蛋白が蛸化後3-5日の間に一過性に出現することを見出した｡こ

の蛋白を精製し､ cDNAをクローニングした｡ cDNAの解析から､この26-kDa蛋白はア

ミノ酸239残基よりなり､一次構造はウシのトリプシンと40%の相同性があることが分

かった｡実際にこの蛋白のプロテアーゼ活性を測定し､阻害剤などの影響を調べた結果,

26-kDa蛋白はトリプシンとよく似た基質特異性を示すセリンプロテアーゼであることが

明らかになった｡また,この蛋白の発現する組織を調べたところ,蛸の時期に形成される

yellow bodyにかなり選択的に発現していることが分かり,この蛋白が幼虫の中腸の崩壊

を引き起こす主要な酵素であることが示唆された｡

26-kDa蛋白はザルコトキシンIAの抗体と交差反応を示すが,とくにザルコトキシンIA

と相同性の高い配列は含まれていなかった｡エピトープマッピングの結果,エピトープは

塩基性のアミノ酸と疎水性のアミノ酸が両親媒性の構造をつくっている部分に落ち､ザル

コトキシンIAも両親媒性の蛋白なので,ザルコトキシンIAの抗体の中にこのような構造

を共通に認識する抗体が含まれていたものと思われる｡そこで, 26-kDa蛋白に抗菌活性

があるかどうかを調べた｡その結果､ 26-kDa蛋白にはザルコトキシンIAと同程度の抗菌

活性が認められた｡コントロールとしたウシのトリプシンには抗菌活性は全く認められな

かった｡おそらく, 26-kDa蛋白はセンチニクバエの蛸の時期に中腸を崩壊させると同時

に, yellow bodyの中に遊離してくる幼虫の腸内細菌(normal恥ra)を殺菌し排除する機･

能を持つものと思われる｡

この蛋白が出現することにより幼虫の腸内細菌は駆逐され､成虫の腸内細菌が新しく住
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みつくことになる｡この蛋白のプロテアーゼ活性をDFP処理により失括させても抗菌活

性は全く失われなかった｡従って､抗菌活性はプロテアーゼ活性とは全く独立の活性であ

り,両活性は異なるドメインにより担われているものと思われる｡このようなプロテアー

ゼに関してはこれまでに報告された例はなく､おそらく完全変態昆虫だけに見られる新し

いタイプのプロテアーゼと考えてよいだろう｡

3.変態と中枢神経系の再編成.

変態の過程ではさまざまな幼虫組織が崩壊し,新しい成虫組織が形成されるが､中枢神

経系がどのように入れ替わるのか殆ど分かっていなかった｡われわれはセンチニクバエの

幼虫の中枢神経系を取り出し､エクダイソン存在下に培養することにより,変態過程で起

きる中枢神経系の変化を一部in vitroで再現することに成功した｡すなわち, 1016 Mエク

ダイソンとともに幼虫の中枢神経系を2日間培養すると脳半球の肥大と,二つの脳半球間

の距離の拡大が認められた｡これは蛸化初期に見られる脳の変化と同じである｡この場合

エクダイソンの濃度は10-6Mが至適であり､これより濃度が高くても低くても中枢神経系

の変化は認められなくなる｡この濃度は丁度センチニクバエの蛸化を誘導するエクダイソ

ンの濃度でもある｡このような中枢神経系の変化は,培養系にエクダイソンが持続して存

在しなくても､中枢神経系が一過的にこの濃度のエクダイソンに曝されれば自律的に誘導

されることが分かった｡エクダイソンに曝す時間を調べたところ､ 1時間で十分であり､

10分曝しただけでも変化の誘導が認められることが確認された｡この事実は､エクダイ

ソンは中枢の変化誘導の引き金を引くだけで､一旦引き金がひかれると､後は自動的に変

化が進行することを示唆する｡

次に,中枢神経系の細胞レベルでどのような変化が起きているかを調べた｡その結果､

視神経が発達する脳半球の表層部および深部で神経芽細胞の増殖が,また幼虫の脳の髄質

の一部でアポトーシスによる神経細胞の死が､同時に進行することが明らかになった｡つ

まり､変態過程で昆虫の脳では,神経芽細胞から新しい成虫の視神経が発生すると同時に､

一部の幼虫神経細胞は死に､残った神経細胞と新しく生じた神経細胞によって成虫の中枢
神経系が再編成されることが示された｡図1にエクダイソンによって誘導される神経芽紳

胞の分裂をBrDUの取り込みで検出した像を示した｡この図で､ Aはエクダイソンで処理

した中枢､ Bは処理しない中枢である｡処理しない場合にはBrDUの取り込みは認められ

ないが,エクダイソン処理により視神経が発達する領域にシグナルが認められるようにな

る｡このシグナルのパターンは､蛸にBrDUを投与して神経細胞の分裂を見た､ Cのパタ

ーンとよく似ていた｡

一方,中枢神経が再編成される過程で起きる細胞死をTUNEL法により調べた｡これは

アポトーシスによって生じるDNAの断片化を検出する方法である｡エクダイソン存在化

に培養した中枢神経系では,視髄と前大脳の境界部分で顕著な細胞死が認められるが､エ

クダイソンがないとこのような細胞死は起こらないことが分かった｡蛸化1日後の蛸の脳

半球の中でも細胞死が起きており,そのパターンはin vitroでエクダイソン存在下に中枢

神経系を培養したときに見られる細胞死とよく似ていた｡この結果から､変態の過程で昆

虫の脳の一部の細胞は死にしに､新しい神経細胞が生じて中枢全体で神経ネットワークの
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再編成が起きることが明らかになった｡これは昆虫の変態過程で､中枢神経系の再編成が

明確に示された最初の例である｡

図1エクダイソン処理した幼虫の脳内の細胞増殖

幼虫の中枢神経系を取り出し､ Aエクダイソン存在下, B非存在下で処理後BrDUの

取り込みで細胞増殖を調べた｡ Cは蛸にBrDUを投与し脳内の細胞増殖を見たもの｡

グレインはBrDUの取り込みを示す｡矢印はいずれも視神経が発達する部位｡バーは

100トIm.

3)考察

昆虫の変意の過程では分子レベル､細胞レベルおよび組織レベルで複雑な変化が誘起さ

れる｡変態は成虫組織の発生過程であるが,別の見方をすると幼虫組織の排除の過程と見

ることが出来る｡本研究では､主として後者の立場からセンチニクバエの変態過程を調べ

た｡その結果,第1項に示したような蛸額粒細胞に特異的に発現する新しい膜蛋白と､第

2項に示したyellow bodyに特異的に出現するプロテアーゼを発見した｡この膜蛋白は,

壊されるべき幼虫組織の認識分子か､あるいはカテプシンBの放出に関与するリセブタ

-ではないかと思われるが,それを証明するのは今後の課題である｡またプロテアーゼに

関しては､抗菌活性を併せ持つという大変ユニークな性質が明らかになったが､酵素学的

な研究をもう少し進める必要がある｡とくに,このプロテアーゼの基質が何であるか,早

急に同定する必要があろう｡もしその基質が中腰特異的な蛋白ならば､このプロテアーゼ

の出現する意味が明瞭になる｡

一方､第3項に示した中枢神経系の再編成は､多くの人が予想した現象であるが､具体

-69-



的に紳胞分裂と細胞死が示された点で意味がある｡この研究では細胞分裂が起きる部位と

細胞死が起きる部位を大雑把に示しただけであるが､今後は一つ一つの神経細胞について,

きちんと同定して行く必要がある｡また紳胞分裂を誘導するのも,細胞死を誘導するのも

ェクダイソンであることは明瞭である｡おそらく中枢神経系の再編成の過程で起きる神経

細胞の分裂と死はプログラムされた反応で,エクダイソンは単に引き金を引くだけだろう

が､その分子メカニズムはまだ明らかではない｡この際エクダイソンによって特別の遺伝

子が活性化される必要があるのか,あるいは遺伝子を介さないエクダイソンの作用機構が

あるのか,今後明らかにして行く必要がある｡

4)計画に対する達成度の自己評価と今後の方策

4年間の研究により,センチニクバエの変態期に起きる組織崩壊,および組織再編成の

過程を生化学的に研究し､その分子機構を明らかにするという当初の目的は一応多達成す

る事が出来た｡しかし､これで十分と言うわけではなく,ここに報告した分子あるいは現

象について､更なる解析が必要であることは明らかである｡昆虫の変態と組織の再編成と

いう大きな命題にアプローチする手掛かりを得たと言う点では,満足すべき達成度を得た

と評価したい｡今後はここの研究を深めると同時に､これらがどこまで普遍性があるのか､

昆虫の種を変えて調べてみたいと考えている｡

S. Hori, A. Kobayashiand S. Natori (1997) Monoclonalantibodies against pupa-specific surface

antigens of Sarcophaga peregrina (fleshfly)hemocytes･ Biochem･ Biophys･ Res･ Commun･ 236,

497-501

Y. Nakajima, Y. Tsuji,K. Hommaand S. Natori (1997)A novel protease in the pupal yellow body

of Sarcophaga peregrina (flesh fly):Its purificationand CDNA cloning･ J･ Biol･ Chem･ 272,

23805-23810.

T. Kunieda, S. Kurataand S. Natori (1997) Regeneration of Sarcophaga imaginal discs in vitro:

Implication of20-hydroxyecdyson･ Dev･ Biol･ I83, 86-94･

Y. Fujita,S. Kurata, K. Hommaand S. Natori (1998) A novel 1ectin from Sarcophaga･ J･ Biol･

Chem. 273, 9667-9672.

I. Fujii,Y. Tanakai K. Hommaand S. Natori (1999) Induction of Sarcophaga central nervous

system remodeling by 20-hydroxyecdysone in vitro. J･ Biochem･ 125, 613-6 18･

-70-



蛋白パルミトイル化酵素の変態時での機能解析の研究

上野孝治(基礎生物学研究所)

1)目的

研究代表者は､カイコの初期発生の発生機構の解析の過程で,腹部の肢の細胞で多量に

発現されるp260/270を見い出した｡この蛋白質は､分子量260と270キロダルトンの二

つの高分子蛋白質で構成されている｡それぞれの蛋白質のcDNAのクローニングを行い

全構造を明らかにした後､精製したp260/270の試験管内での機能解析を行なった結果､

この蛋白質は蛋白質パルミトイル化酵素であることを明らかにした｡蛋白質パルミトイル

化は､細胞内の情報伝達に深く係わる低分子量G蛋白質や三量体G蛋白質などが受け

る化学修飾の一つであるo この修飾がそれらの蛋白質の情報伝達の制御に関与していると

考えられているが､その分子機構は未だ明らかにされていないのが実情である｡

本研究の最終的な目的は､発生時に特定の組織､細胞で発現する蛋白質パルミトイル化

酵素に注目し､その機能を解析することにより蛋白質パルミトイル化がどのような機構で

情報伝達を制御するかの分子機構を解明することである｡そのための第一ステップとして､

マウスの腰発生時に蛋白質パルミトイル化酵素が神経細胞で多量に発現されるという現象

に焦点をあて､この酵素の機能の解明を目的として研究を行った｡さらに次のステップと

して､マウスの神経細胞の解析で得られた情報を基礎にして､昆虫の変態時での蛋白質パ

ルミトイル化酵素の機能の解明を目的として研究を行った｡

2)方法と結果

(a)マウスの腔で発現する蛋白質^oルミトイル化酵素の機能の解析

蛋白質パルミトイル化酵素の機能の解析の最初の試みとして､昆虫以外の動物の肱発生

時にもp260/270のホモログが発現しているか否かを解析したoカイコのp260とp270

のアミノ酸配列をEST (Expressed Sequence Tags)データベースでホモロジー解析を行

った結果､マウスの腔でこれらの蛋白質のホモログと考えられるmRNAが発現している

ことが明らかになった｡

マウスの腔のcDNAクローンの塩基配列を解析した結果, ORFが2504アミノ酸の大

きな蛋白質をコードするmRNAが腔で発現されていることがわかった｡この蛋白質はホ

モロジー解析からfattyacidsynthase (FAS)であることが明らかになったo FASはパ

ルミチン酸を合成する酵素として知られている｡このことはFASが蛋白質パルミトイル

化酵素そのものであることを示唆した｡

FASのmRNAがどのような組織で発現されているかを明らかにするため､マウスの腔

の切片をこのcDNAをプローブとしてinsituhybridizationで解析した.その結果､受

精後10から11日の早い段階のマウスの腔で,
mRNAが脳等の中枢神経系や神経節など

の末梢神経系の細胞で多量に発現されていることを明らかにした｡発現はすべての中枢神

経系と末梢神経系で観察されたが､この時期に神経系の細胞の発生分化が行なわれること

がわかっている｡

次にFASを発現する細胞を同定するため､ N端部位のアミノ酸配列に対する特異抗体

を調製し免疫化学的な解析を行なった｡マウスの腔の脳から取り出した初代培養細胞を解

析した結果､神経細胞でこの蛋白質が特異的に発現されることが明らかになった｡この観
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察をもとにカイコの初期発生段階でのp260/270の発現を詳細に解析し直した結果､カイ

コでも脳組織でp260/270が発現されていることが明らかになった｡以上の解析から､マ

ウスやカイコの旺の神経細胞で蛋白質パルミトイル化酵素が発現されていることから､こ

の蛋白質が神経細胞の発生分化に関与している可能性が考えられたD

マウスの神経細胞に特異的な各種の抗体で解析した結果,この蛋白質は軸索伸張を制御

するGrowtb-Associated Protein 43 (GAP･43)とよく似た局在性を示すことを明らかにし

たo GAP_43は三量体G蛋白質のGoと関係しで情報伝達を調節することで軸索伸張を

制御すると考えられているが､この際GAP-43が蛋白質パルミトイル化により修飾をう

けるとGoの活性化が阻害されることがわかっている｡このことからマウスでは蛋白質

/vレミトイル化酵素がGAP･43の/てルミトイル化を行なうことで軸索伸弓長を制御してい

るのではないかと考えられるo

FASが蛋白質パルミトイル化酵素であることを確認するため, FASをマウスの肝から

精製し試験管内で蛋白質/てルミトイル化活性を測定したoその結果､精製したFASが

GAP_43をパルミトイル化する油性をもつことを明らかにした｡この修飾はGAP-43のN

端部位のシステインを認識しておこる反応であり､この反応はFASの阻害剤であるセル

レニンで完全に阻害されたo

セルレニンを初代培養した神経細胞の培地に添加すると､神経細胞の軸索が2時間以内

に消失することを明らかにしたc このときの神経細胞内のGAP-43の/てルミトイル化は完

全に抑制されていたことから､セルレニンが神経細胞内でFASによるGAP-43の/てルミ

トイル化を阻害することで軸索伸張を抑制したと考えている｡

A

■

B

I､
-~.T tl'｣.I

図.1神経細胞に対するセルレニンの効果

セルレニンを添加する前(A)に比べると添加後2時間(B)で軸索が消失しているo

以上のことから､マウスの発生段階で神経細胞で蛋白質^oルミトイル化酵素はGAP-43

の/iルミトイル化を行なうことで軸索伸張を制御している可能性を示唆した｡

(b)昆虫の変態時に発現する蛋白質パルミトイル化酵素の機能の解析

昆虫の変態時には幼虫の神経系から成虫の神経系への再構築が行われるoその神経系の

再構築に焦点をあて蛋白質パルミトイル化酵素の機能の解析を行った｡
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昆虫の変態時の蛋白/てルミトイル化酵素の発現を調べるため,ショウジョウバエの蛸を

用い,蛸全体のホモジェネ-トをカイコのp260/270の抗体によるimmunoblot法で解析

したQその結果, p260/270の抗体に反応する分子量およそ260キロダルトンの蛋白質が

検出されたd このことは変馴寺にも蛋白パルミトイル化酵素が発現されていることを示唆

する｡

p260/270の抗体を用いてショウジョウバエの蛸の脳を用いた免疫蛍光法の解析を行っ

た｡その結果､脳や食道下神経節で蛋白質パルミトイル化酵素が発現されており,特に神

経節から出た軸索部分にこの酵素が検出されることが明らかになったo昆虫のGAP143の

特異抗体を調製して解析した結果､蛋白質/てルミトイル化酵素の発現/てターンはGAP-43

1o)発現と類似していることがわかった｡二つの蛋白質の発現パターンが類似していること

から､変態時にも蛋白質パルミトイル化酵素が神経細胞の軸索伸蛋に関与していることが

考えられる｡

図2 p260/270の抗体によるショウジョウバエの蛸の脳の免疫蛍光法

3)考察

マウスの旺で発現する蛋白質/toルミトイル化酵素の機能の解析を行った結果､神経細胞

でこの酵素はGAP143の/iルミトイル化を行なうことで軸索伸弓長を制御している可能性を

示唆した｡神経細胞ではパルミトイル化の修飾を受けた多く種類の蛋白質が存在すること

がわかっている｡本研究は､軸索伸弓長の制御だけではなく神経細胞における情報伝達の制

御全般の分子機構の解明の基礎になるものだと考える｡
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後期発生である昆虫の変態時にも蛋白質^oルミトイル化酵素が神経系で発現されること

を明らかにした｡変態時の神経系の再構成の分子機構は大変興味ある問題である｡今後は

神経系再構成の最大の問題である選択的な神経系ネットワークの構築の分子機構を明らか

にする研究が必要であると考える｡

4)研究に対する達成度の自己評価と今後の方策

カイコの初期発生で発現するp260/270の発見からこの研究が始まり,マウスの腔で発

現する蛋白質^oルミトイル化酵素の解析で､この酵素の分子的な機能を論ずるところまで

到達した｡この研究は情報伝達での蛋白質/toルミトイル化の分子機構を明らかにする最初

のステップになると考えている｡

昆虫の変態時に発現する蛋白質/iルミトイル化酵素の機能の解析では,この酵素が神経

系の細胞で発現されていることを示す結果が得られたが,その機能の解析が行われていな

い.今後は､蛋白質/てルミトイル化酵素の活性を抑制すると変態時の神経系の再構成にど

のような影響がおこるかなどの機能の解析が必要であると考える｡

この研究を基礎にして､昆虫と晴乳類の動物の発生の共通機構を解析するという研究を

行い､生物に共通する発生の制御機構を分子レベルで明らかにできるのではないかと考え

ている｡
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ステロイドホルモンによる生と死の決定: 20-ヒドロキシエクジソンによる

成虫特異的組織の蛸コミットメントと幼虫特異的組織の予定細胞死の誘導

桜井 勝(金沢大学理学部生物学科)

本研究の目的は昆虫の変態に際して見られる成虫特異的組織での蛸コミットメントや幼

虫特異的組織の予定細胞死のホルモン支配を明らかにすることにある｡このために､まず

体液中のホルモン動態を詳細にし,ついで､細胞レベルでのステロイドホルモンによる決

定や細胞死の分子機構を明らかにすることを目指した｡

1.終齢幼虫の体液幼君ホルモンとエクジステロイド濃度の変動

目 的

昆虫の変態は一義的には幼若ホルモン(JH)とエクジステロイドの支配下に進行す

る｡これまでに,大まかな体液中のホルモン濃度が測定されてきたが,近年の変態に関わ

る諸現象が時間軸を細かくとって記載され解析されるようになり､ホルモン動態に関する

詳細な知見が必要となっていた｡そこで､カイコ幼虫期におけるJHとエクジステロイド

濃度の詳細な変動を測定することとした｡

方 法

幼虫から体液を採取し､ JH､エクジステロイドともにラジオイムノアッセイでホルモ

ン濃度を測定した｡また､アラタ体培養によるJH分泌能の変動測定,除脳･前胸腺刺激

ホルモン､ 20E投与による変態におけるエクジステロイドの各濃度ピークの持つ意味の推

定を行った｡

結 果

JH濃度は幼虫脱皮時に鋭いピークを示す｡ 4齢期間中は顕著な増減を示さず､ある程

度の濃度で推移した｡ 5齢初期に急激に低下し､ 2日には検出限界以下となった｡ JH酸

の変動は4齢ではJH濃度と関連無く高い濃度で推移したが5齢ではほi封H濃度変化と同

じ濃度で変動した｡ 5齢前蛸期には期待されたように高いJHピークが認められた｡ 3-

5齢期間のJH濃度変動は､各齢期でかなり様相が異なることも併せて明らかとなった｡

エクジステロイド濃度は, 4齢と5齢期間中2時間毎にデータをとった｡ 4齢の脳臨界

期以前は増減はあるものの20-30 ng/mlの濃度で推移し､各暗期のはじめに濃度の立ち
上がりがあった｡ 7 0時間を中心とした鋭いピークがあり､脱皮直後には数ng/mlと低い

値となった｡ 5齢脱皮後,濃度は検出限界ぎりぎりとなり､低い値は3日まで続いた｡そ

の後暗期に上昇､明期に減少という日変動を繰り返しながら濃度は徐々に上昇した｡ま

た､吐糸管着色,ガットパージに対応する明確なピークが観察できた｡

考 察

本研究で,これまではっきりしなかったJHとエクジステロイド濃度の詳細な変化を記

述し､既に観察されてきた形態変化を含めた変態に関わる現象との対応関係を明らかにし
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た｡またJH濃度変化は3､ 4､ 5齢期で異なり､エクジステロイド濃度変化も4齢と5

齢の各初期で大きく異なっていた｡これらの変動は, 4齢を幼虫たらしめ5齢を変態導入

期たらしめる要因を解析する上で有力な辛がかりを与えるものと思える.次節に述べる麹

成虫原基の蛸コミットメントのホルモン支配がこれまでの説では説明つかず,新たな説明

を導入するに至ったのも､ JHとエクジステロイド濃度の詳細は変動結果に基づいたもの

である｡

計画に対する達成度の自己評価と今後の方策

当初の計画通りに結果は出た｡この研究は基礎データの収集であり､これで終了したも

のである｡しかし, 5齢脱皮前後の前胸腺の活性調節が変態導入に密接な関わりがあると

考えられるため,この時期の前胸腺の活性調節の分子機構を探りつつある｡

2.蛸コミットメントのホルモン支配

目 的

前節で述べたとおり､鱗題目昆虫の終齢幼虫期の体液中のJH濃度は摂食期の間低い濃

度に保たれる｡しかし,摂食期が終わるころになると再び上昇し始め､蛸脱皮を誘導する

エクジステロイドの高まりが起こる前蛸期には幼虫脱皮時以上の濃度になる｡しかし,

JH存在下でのエクジステロイド分泌にもかかわらず,幼虫は幼虫へと脱皮せず蛸へと変

態する｡これは終齢幼虫の諸器官が前蛸期に入るころまでにすべて蛸変体の決定を受けて

おり,決定を受けた器官はJHの有無にかかわらずエクジステロイドに応答して蛸変体を

行うためである｡この決定を蛸コミットメントという｡蛸コミットメントがなされる時期

は組織により異なり､タバコスズメガの表皮細胞ではその時期は摂食停止直前にある｡こ

れまで蛸コミットメントに関してはタバコスズメガの表皮細胞以外ではほとんど研究がな

されなかった｡そこで､カイコガの廼成虫原基の蛸コミットメントの時期を特定するとと

もに,あわせてその内分泌支配機構とそれに続く分子機構を解明することを目的とした｡

方 法

カイコガ幼虫の廼成虫原基を4齢1日の幼虫腹部に移植し､ホスト幼虫が5齢1日に

なったとき移植片を取り出し蛸クチクラの有無を観察し,あるいはクチクラタンバク質の

同定に供した｡この方法を本稿では移植検定とよぶ｡また､人為的に早熟蛸コミットメン

トの誘導方法を確立するため､体外培養系でJH誘導体(JHA､メソプレン) ､ 20-ヒド

ロキシエクジソン(20E)の投与のタイミングと作用時間を種々に変化させた｡

結 果

移植検定後に形成される蛸クチクラの面積に対応したスコアリング法を導入し､検定結

果を数値で表示できるようにした｡また,このスコアリングが形成される蛸クチクラタン

^oク質の多寡によく相関していることをウエスタンプロットにより示した｡移植検定によ

り以下のことを明らかにした.廼成虫原基の蛸コミットメントは脱皮直後から始まり､ほ

ぼ1 6時間で廻成虫原基のすべての細胞で完了する.脱皮直後の麹成虫原基細胞はホルモ

ンフリーで培養することで蛸コミットメントを誘導でき, 20Eはそれほどに効果を示さな
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いoホルモンフリーで誘導される蛸コミットメントはJHAで抑制されるが､ 20E存在下で

はJHAは蛸コミットメントを抑制できない｡このときのJHA濃度は体液最大JH濃度の約

100倍であったoカイコガ麹成虫原基は4齢期の頭部膨出(HCS, head capsule

slippage)期(脱皮約24時間前)以後20Eに対しての応答能を示すようになる｡このころ

のJHA感受性(20Eによる蛸コミットメント誘導の抑制効果)は5齢脱皮時よりも約100

倍高く､その臨界濃度は体液最高濃度に近似していた｡

4齢HCS以前の麹成虫原基は培養系において20E応答能をまったく示さない｡そこで,

培養系で20E処理をする前に,細胞内残存JHを消去する目的で,麹成虫原基をホルモン

フリーで一定時間培養し､その後20Eにさらすと､原基は蛸コミットメントされた｡この

ときの20Eによる蛸コミットメント誘導に対するJHAの抑制効果は, HCS時のさらに約

100倍低い濃度で十分に見られた｡以上の結果は,廼成虫原基の蛸コミットメントはHCS

以後に始まり､ 20Eにより誘導されるものの､蛸コミットメントの進行は一義的には麹成

虫原基のJH応答性の壊失によるものと考えられる｡また､蛸コミットメントが幼虫脱皮

を境として､可逆的変化から不可逆的に固定される過程を経て確立することも明らかと

なった｡

これらのホルモン処理による蛸コミットメント誘導時でのエクジソン受容体(EcRAと

EcRBl)の発現を追跡したが,遺伝子発現レベルでは有意な変動は何ら見られなかっ

た｡

考 察

本研究は､これまでタバコスズメガの表皮細胞にほぼ限られてきた蛸コミットメントの

研究を､表皮由来の廻成虫原基に敷術し､その起きる時期もホルモン支配機構も異なるこ

とを示した.ただし､ホルモン支配に関しては麹成虫原基での本研究が数段微密であり,

恐らく表皮細胞でも麹成虫原基と同様な過程をへて蛸コミットメントが進行するもとの考

えられる｡

計画に対する達成度の自己評価と今後の方策

蛸コミットメントのホルモン条件を明らかにし,培養系で自由に組織に蛸コミットメン

トを起こさせる系を確立するという､当初の計画の一部は達成できたと考えている｡しか

しホルモンによりもたらされた決定状態の維持機構に迫ることは､その糸口すら見出せな

かったo蛸コミットされる以前の麹成虫原基細胞は20E応答性を示さないが,コミットさ

れると20Eに応答して急激に細胞分裂をはじめる｡ここにコミットされた状態がいかなる

ものであるかを解明する手がかりがあるものと考え,現在Gl,G2チェックポイント関連遺

伝子の網羅的なスクリーニングをしている｡

3･エクジステロイドによる幼虫特異的組織の予定細胞死の誘導とその分子機構

目 的

変態に際して幼虫特異的組織の多くは予定細胞死(PCD)により除去される｡昆虫の

PCDは古くは前胸腺や絹糸腺で,近年では神経細胞で知られており,いずれもエクジス

テロイドによるものとされてきた｡一方,ステロイドホルモンによるPCDは,グルココ
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ルチコイドによるアポトーシスがよく知られているものの､そのホルモン支配の詳細と分

子機構についてはほとんど研究が進んでいない現状であるo 20Eによるカイコガの前部絹

糸腺のPCDをモデルとして､ステロイドホルモンによるアポトーシスの分子機構に迫る

ことが本研究の目的である｡

方 法

カイコガ5齢幼虫のガットパージした当日の前部絹糸腺(As°)を材料とし､第一にそ

のホルモン支配の詳細を､ついでこれまでに知られている種々のア#'ト-シス誘導あるい

は阻害剤の作用を検討した｡さらに､ 20Eにより誘導される初期遺伝子をディファレン

シャルディスプレイとサブトラクションにより同定した｡

結 果

培養系でPCDを完了させるには､ 20E刺激は42時間必要であるo 20Eチャレンジ後8時

間以後ではα -アマニチンによる阻害は見られないことから､細胞死に必要な遺伝子発現

は8時間以内で完了する｡またシクロへキシミドやエメチンの差次的投与により,細胞死

に必要なタン^oク質合成はホルモンチャレンジ18時間以内に完了する｡しかし､ 24時間

のホルモン刺激では,細胞死はほんのわずかしか進行せず, DNAラダーを生じるには31

時間の､核の断片化には42時間のホルモン刺激を必要とする｡これは細胞死を誘導する

上で､ステロイドホルモンの作用は遺伝子発現を伴うものと､遺伝子発現と関係ないもの

との2種類が時間差をもって機能することを示唆している｡

20Eにより発現する初期遺伝子を7種類同定し､すべてに関してc DNA全長の塩基配列

を決定した｡その結果､すべてが新規遺伝子であり､特筆すべきはアネキシンⅤと相同性

の高い遺伝子が同定されたことである｡また2種類はORFを持たなかった｡しかし,
20E

に誘導される初期遺伝子のAshuburnerによるすべてのクライテリアを満足することか

ら､この遺伝子はRNAのままで(恐らくcoactivatorとして)機能していることが示唆さ

れる.確かに､このRNAと特異的に結合するタン^oク質が､絹糸腺粗抽出物中に5
-

6種

類見出されたことから､ある種のタン/loク質をアセンブルする機能があることが示され

た｡

遺伝子発現を伴わないであろう20E作用は,恐らく膜受容体を介したものと想定し､

種々の細胞内シグナル伝達調節にかかわる薬剤を用いて薬理学的検討を加えた結果､少な

くとも20E除去をdbcAMPが補償すること,適当なホルモン前処理を施した絹糸腺に培養

系で20Eを加えると10分以内に細胞内cAMPレベルが急上昇することなどから,膜受容体

の関与が示唆された.また､このときの20E作用が恐らくカスルーゼ3の活性化と関連

し,核の凝縮と断片化にも関わるこを明らかにした｡

考 察

ステロイドホルモンによるアポトーシスは古くから知られているものの､その分子機構

の解明は, Fasリガンドによるアポトーシスに見られるような膜受容体を介した細胞死に

比べ相当に後れている｡本研究は,ステロイドホルモンにり引き起こされる細胞死は､ホ

ルモン作用の点からみて2段階の進行に分けうることを示した｡第一は核受容体を介した
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遺伝子発現を伴うものであり,第二は膜受容体･シグナル伝達機構を介した細胞死関連酵

素群の活性化によるものである｡遺伝子発現を伴わない(non-genomic)ステロイドホ

ルモン作用を示唆する結果は脊椎動物､無脊椎動物を問わず散見されるようになった｡本

研究で得られた成果がステロイドホルモンの新たな作用機構の解明につながるものと期待

している｡また､結果には示さなかったが,第二の過程に入った細胞に翻訳阻害物質を作

用させると突発的に細胞死が進行した｡これは､細胞死抑制因子の補給路を断ったためと

考えられ､これまでに知られているタン/toク合成阻害剤による細胞死の分子機構の解明の

糸口となり得る｡

計画に対する達成度の自己評価と今後の方策

当初計画したほとんどの部分が終わり,細胞死に関しては計画ははぼ達成したものと考

えられる｡新規遺伝子探索は当初期待していた転写調節因子らしきものがクローニングさ

れておらず,細胞死の引き金を引く遺伝子があるはずであるが､未同定である｡しかし,

昆虫の幼虫特異的組織である絹糸腺の細胞死でも,カスバ-ゼ3が関わること,アネキシ

ンⅤ相同遺伝子がクローニングされてきたこと､ coactivatorとしての機能を保有するで
あろうRNAがクローニングされたことから､これらを発展させた研究を策定している｡

一方,膜受容体を介するステロイドホルモン作用を示唆する強い傍証を得たことから､直

裁的なその存在証明と膜受容体のクローニングを進めることが目下の急とするところであ

る｡これらを勘案すると計画に対する達成度は7割くらいかと思える｡これまでとってき

た戦略に基本的な誤りは無いものと思え､今後はクローニングした遺伝子の機能探索､お

よび20Eの膜受容体の同定に焦点を絞る予定である｡
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昆虫細胞内共生細菌プフネラに関する分子細胞生物学的研究

石川 統(東京大学大学院理学系研究科)

【目的]アブラムシ類は脂肪体内に数十個の菌細胞をもち,その細胞質にプフ

ネラとよばれる共生細菌をきわめて多数収納している.プフネラを菌細胞より

単離して培養することは不可能であり,宿主アブラムシも,抗生物質等でプフ

ネラを失わせると,棲小化し,正常な子孫を残せなくなる.このことから明ら

かなように,プフネラと宿主昆虫の間には相互依存度のきわめて高い,絶対的

共生関係が維持されている.この共生の1つの鍵を握っているのは,窒素代謝,

とくにアミノ酸代謝である.われわれのこれまでの研究によって,アブラムシ

類が窒素分に乏しい植物師管液を常食としながら,後生動物としては例外的に

旺盛な増殖力を示すのは,プフネラが宿主の合成できない必須アミノ醸を生産

し,提供しているからであることが明らかになった.

本研究では,これまでに得られた結果をさらに掘り下げ,本共生系の本質を

理解する目的でプフネラのゲノム構造および遺伝子発現についてくわしく調べ

ることを主要な目的とした.材料はすべて,研究室において20年余にわたっ

て継代飼育してきたエンドウヒゲナガアブラムシ(Aq,Ltbosl'pboR Pisuaz)のク

ローンである.

【方法と結果】

1.ゲノムサイズ:rDNA,ストレスタンパク質牡oELなど,数十種類に及ぶ

遺伝子構造の比較から,ブフネラは大腸菌にきわめて近縁なプロテオバクテリ

ア･ガンマ亜族に属する細菌であることが強く示唆されていた.他方,プフネ

ラとアブラムシ類の細胞内共生には約2憶年の歴史があることも示唆されてい

る.この進化学的時間の間にゲノムがどのような変貌を遂げているかを知る手

始めとして,プフネラゲノムのサイズを正確に測定することを行った･このた

め,約100頭のアブラムシから外科的に菌細胞を単離し,キャピラリー法でそ

れらからプフネラを混在物なしに放出させ, DNAを精製した.プフネラゲノム

は非常にA汀に富むDNAからなることがわかっていたので,認識部位に多数

のG/Cを含む制限酵素によって切断し,それらをパルスフィールドゲル電気泳

動で分離し,各断片のサイズの総和をもってゲノムサイズとした･ 8種類の制

限酵素による結果は,一致してプフネラのゲノムサイズは650kb前後,形状は

環状二本鎖であることを示した.その他に, 2種類の小型のプラスミドの含ま

れることも明らかとなった.この結果は,プフネラゲノムは近縁な大腸菌ゲノ

ムの約1/7にサイズを縮小していることを示している.また,既知の遺伝子

のマッピングから,プフネラは同じガンマ亜族の中でインフルエンザ菌よりも

はるかに大腸菌に近いことが確認された.

後述のブフネラの遺伝子発現を調べている過程で杏妙な

現象に気づいたことがきっかけとなって,プフネラが各細胞に平均100以上の

ゲノムコピーをもつ,きわめて例外的な細菌であることが明らかとなった･ゲ
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ノムコ`ピー数の測定は以下にのべる3つの方法によった.第lの方法はドット

プロット･ハイプリダイゼ-ション法である.このために大腸菌およびプフネ

ラ細胞から定量的にDNAを抽出し,それをpc見で増幅させた遺伝子断片(ブ

ロープ)とハイプリダイズさせた.その結果, groEオペロンは双方のゲノムと
も1コピーしかもたないことが知られているにもかかわらず,シグナルの強さ

は,プフネラ細胞が大腸菌細胞の約100倍のgroEコピーをもつことを示した.

また,大腸菌ゲノムに7コピー,プフネラゲノムに1コピー含まれることのわ

かっているrDNAの断片をプローブとした場合にも,細胞当たりではブフネラ

の方が大腸菌より10倍近いrDNAコピーをもつことが示された.
これらの結果だけでは,特定の遺伝子がブフネラ細胞内で特異的に増幅され

ている可能性も捨てきれないため,次に細胞内のDNA量を直接比較する方法

を用いることにした･これには,単離し,プロビジウムイオダイト伊I)などで

処理した細胞に励起光を当て,放射される蛍光の強さを微量測定する方法,

videq-intensifiedmi-)scope photon-couming system(ⅥMPCS)を用いた.これには,
同一視野に置いた大腸菌および酵母細胞と放射される蛍光の強さを比較すると

いう方法を採用した.プフネラ同様,これらのゲノムサイズは既知なので,質

光の強さをゲノムサイズで除した商がゲノムコピー数にあたる.それによって

得られた結果とドットプロット解析の結果を併せ考えると,ブフネラ細胞では

ゲノム全体が著しく増幅されているが,その範囲は20倍程度から数百倍まで

に及ぶことが明らかになった.

プフネラのゲノムコピーがこのように多数あることは,その後に行ったリア

ルタイム定量pc良法によっても確かめられたので,次には,これにⅥMPCS

法を併用して宿主昆虫の発生段階およびモルフの遠いによるコピー数の変化を

検討した.その結果,母虫から伝達された直後のプフネラではゲノムコピー数

が少なく,その後次第に増加し,老齢化で再び減少することがわかった.また,

飛行直後の右辺型ではコピー数の増加していることもわかった.

3.ゲノム埠析:従来から,大腸菌過伝子断片をブロープとして,プフネラゲ

ノムからはすでに数十の遺伝子が同定されていたが,このような個別遺伝子の

探索ではゲノムの全貌には迫れないし,とくに失われた遺伝子の情報は得られ

ない.われわれは大腸菌と近縁でありながら,プフネラのゲノムサイズが1/

7に縮小していることに注目し,そのゲノム解析を遂行することにした.大腸

菌ゲノムと遺伝子レパートリーを比較することによって, 2憶年の細胞内共生

がゲノムにどのような影響を与えたかを直接査定できると期待されたからであ

る.ゲノム解析のためにわれわれは約2000頭のアブラムシから外科的にプフ

ネラを採取し,そのDNAを純粋な形でとり出した.解析はw血olege皿OmeS血喝Ⅷ

random sequendng法により, 7回以上のredund弧亡read叫gによって,誤差<

0･OIO/oで仝塩基配列を読むことに成功した. oRFの探索はGeneHacker program

によって行い,予測されたものをさらにBLAST programsで解析した.その結
果,染色体ゲノムは全長640,681bpの環状二本鎖であり,他に7,786bpのロイ

シン合成系遺伝子をコードしたプラスミドと, 7248bp x nのトリプトファン合
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成系遺伝子をコードしたプラスミドをもつことが明らかになった.これは,こ

れまで解析された細菌ゲノムとしては, MJ,coPLasma gemlzdLtzm(580kb)についで

2番目に小さいものである.ゲノムDNAのコード領域は全長の88%であった

が,そこにはrDNA l個, tRNA遺伝子32個の他, 583個のORFが同定された･

これらのうちには,機能既知の遺伝子に対応する配列は500,機能未知既同定

遺伝子は79であり,プフネラ固有の遺伝子は4個にすぎなかった･これまで

解析されたゲノムには,例外なしに200/.以上の末同定遺伝子がみつかっている

ことを考えると,それがわずか4個しかないというプフネラゲノムはきわめて

例外的である. 579個の既同定遺伝子の圧倒的多数についてみても,もっとも

配列同一性の高いのは大腸菌遺伝子である.これらの結果は,プフネラは予想

されたとおり, 2億年の共生を通じて大腸菌に近い祖先の細菌から,ほぼ一方

的に遺伝子を失って,後者の1/7にまでゲノムサイズを縮小させたことを強

く示唆している.

寄生は共生への一里塚であると言われることが多い.その意味では,プフネ

ラという絶対共生細菌のゲノムに残された遺伝子レパートリーを,最近相次い

でゲノム解析の行われたリケッチア,クラミジア,マイコプラズマ等の寄生細

菌のゲノムのそれと比較してみることは大変に興味深い.これらの寄生細菌も

ゲノムサイズの縮小という点では,プフネラと同様の進化的傾向を示している

からである.その結果もっとも目を引いたのは生合成系,とくにアミノ酸生合

成系遺伝子群にみられる遠いであった.寄生細菌ではこれらの供給をほぼ全面

的に宿主細胞に仰いでいる状況を反映して,アミノ酸生合成系遺伝子のほとん

どすべては失われている.ところが,プフネラでは,これらの遺伝子を大腸菌

の半分に当たる数十個程度も残している.さらにくわしく調べてみると,プフ

ネラが残しているのは,昆虫を含む後生動物が自らは合成できない不可欠(必

須)アミノ酸合成系遺伝子ばかりである.他方,昆虫の合成できる,いわゆる

可欠アミノ酸生合成系の遺伝子は1, 2の例外を除いてすべて失っている･こ

のことば,持主がグルタミンやアスパラギンをプフネラに与え,必須アミノ酸

を生産させているという従来の栄養生理学的研究結果をゲノムのレベルであま

すところなく裏書きするものである.宿主とプフネラの相互依存関係の1つの

鍵を握っているのが,このようなアミノ酸合成における密接な相補性であるこ

とが強く示唆されたことになる.

ゲノム解析の結果は,プフネラが独立生措生物では考えられないような遺伝

子を欠いた生物であることを,さまざまな系について明らかにした･その1つ

はクエン醸回路系の遺伝子を, 1つを除いてすべて失っていることである･多

くの証拠からプフネラは酸素呼吸を行う好気性細菌であることば間違いない･

事実,大腸菌に似た電子伝達系の遺伝子はもっているし, FIFOATPシンクーゼ

遺伝子も備えている.そうなると,醸化的リン酸化に不可欠な電子供与体(NADH

など)をどのように調達しているかが問題になる.クエン醸回路をもたない好

気性生物はこれまでに知られていないので,何らかの形で持主からの助けを得

ているはずである.もう1つだけ非常に杏妙な例を挙げると,プフネラはリン
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脂質合成系の遺伝子を一切もっていないことである.リン脂質は細胞膜の主要

な構成成分なので,これがつくれなければ,限界膜をつくれないなずだが,も

ちろんプフネラはそれをもっている.

4.革担担草生串に印ナる運転手発現:これまでの研究によって,菌細胞共生

系は宿主昆虫が老齢化(40日齢以上)すると崩壊し,相互依存性を失うことが

示唆されていた.このことに着目し,若い,さかんに産子中の宿主の共生系で

高発現されている遺伝子産物こそ,共生の鍵を握るものと考え,ディファレン

シャルディスプレー法によって老齢虫と若齢虫の菌細胞発現遺伝子を比較した.

その結果,若齢虫の菌細胞共生系で特異的に発現されている遺伝子の中には,

プフネラのいくつかの必須アミノ酸合成系遺伝子が含まれていることが明らか

になった.前述のゲノム解析の結果と併せ考えると,必須アミノ酸合成系遺伝

子は存在するだけでなく,これらのプフネラ遺伝子は共生系においてたしかに

機能していることが明らかになった.同様に,ブフネラのリボフラピン合成遺

伝子も菌細胞共生系で高発現されており,当ビタミンがプフネラから宿主に供

給されている事実が裏づけられた.一方,共生系で高発現されている宿主側の

遺伝子のlつとしてSアデノシルメチオニン･デカルポキシラーゼが検出され

た.この発現は共生系において高濃度に見いだされるスペルミジン濃度の消長

と対応することがわかった.共生系の調節に,このポリアミンがどのような機

構で関与しているかば今後の課題として残されている.

【考察】

本研究の目的の1つば,昆虫生理とは直接の関係はないが,典型的共生細菌

のあり方をミトコンドリア等の細胞小器官との対比の下に問うことであった.

この目的は十分に逢せられたと言える.ミトコンドリア,色素体ともに,共生

に伴う著しいゲノムサイズの縮小が大きな特徴として知られているが,もう1

つの特徴はゲノムコピー数の増大である.プフネラゲノムについての,われわ

れの解析結果はこれら2つの特徴は,現在進行形の共生細菌であるプフネラに

よっても共有されていることが明らかにし,細胞内共生説を初めて実証した.

ゲノムの塩基配列の解析結果も,共生細菌プフネラがいくつかの点で,細胞

小器官に似た進化をたどっていることをはっきりと示している.それは寄生細

菌とは違って,ブフネラが持主に対して必須アミノ酸の供与という明確な役割

を果たしている点である.これはミトコンドリアが真核生物に対してATPを供

給していることに対比されうるであろう.その意味では,アブラムシのプフネ

ラはもはや,アミノ酸供給性細胞小器官とよんでよいかもしれない.他方,遺

伝子レパートリーをみる限り,プフネラは宿主から多数の物質的援助を受けな

ければ生存できないことが示唆される.この点でも,プフネラは細胞小器官に

酷似している.例えば,遺伝子レベルでのクエン醸回路の欠損は,ミトコンド

リアと同様に酵素の輸入という形で捕われているのであろうか.それとも,何

らかの間接的手段で電子供与体そのものが宿主から補充されているのであろう
か.リン脂質合成系の見かけ上の欠損についても調べるべき課題は同様である.

ポストゲノムヘの興味を駆り立てられる課題である.
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【達成度･自己評価･今後の方策]

本報告でのペる限り,当分担課題は昆虫生理に直接関わるものではなく,そ

の点では,やや後ろめたさを感じないわけにはいかない.しかし,昆虫の生理

に潜む1つの大きな特徴は,自己と非自己を厳密に峻別するというよりも,自

らに欠けているものを他によって補うという進化的傾向をもつことである･こ

の柔軟性に富む傾向がニッチの拡大に手を貸し,昆虫に今日の繁栄をもたらし

たのだとさえいえる.昆虫のもつこのような柔軟性をもっともよく象徴してい

るのが,細菌等微生物との共生の現象であり,絶対的相互依存性という意味で,

アブラムシとプフネラの細胞内共生はその極にあると言えるものである･筆者

らは,この20数年この現象にとり組んできた関係で,栄養生理などの面にお

けるブフネラと昆虫との直接的関わりについては,ほぼ研究を終えており,級

に残されていたのは,それらの成果を遺伝子ならびにゲノムのレベルで検証す

ることであった.そのような段階で,本重点領域研究が発足し,おかげをもっ

て十分にその目的を達成することができた.

今後の最大の課題はゲノムレベル,あるいは遺伝子レベルで露呈された,プ

フネラの不完全さが,タンパク質,あるいは代謝産物のレベルでどのように捕

われているかを明らかにすることである.もう1つの興味の対象は,ゲノム解

析で明らかになったプフネラ固有の4種類の未同定遺伝子である･例外的に残

されたこれら4個の遺伝子こそ,ひよっとすると共生にとってもっとも重要な

意味をもつものかもしれない.さまざまな共生系における,これらの遺伝子の

分布と,その起源を明らかにすることが当面の課題である･
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昆虫外皮の構築と機能:フェノール酸化酵素前駆体とそれを活性化するプロ

テアーゼカスケード構成要素を探りばりとしての研究

芦田正明 (北海道大学 低温科学研究所)

(研究成果)

1 )目的｡ 昆虫は変態の際に古い外皮を脱ぎ捨て新しい外皮を身にまとう｡昆虫が後期

発生においてこの変態にともなう=脱皮=という過程を経なければならないのは外骨格を

持つ生き物としての宿命であり､また昆虫の生き様を特徴ずける生理化学現象でもある｡

したがって､この事実に注目した一部の研究者が古くから､外皮(クテクラ)の形成.分

解.生理機能､あるいは硬化･着色(s cJe ro tizat io n)の仕組みを究明し

て変態の神秘を解きあかす糸口をつかもうとしたのは正しい選択であったといえる｡しか

し､一般にクチクラは外骨格､いわゆる ‖死んだ部分--とみなされ物理的な防御機能の

み強調され.多彩な動的機能が発揮される場と考えられることは希である｡さらに､最近

の研究動向をみると､クチクラの主要構成タンJiク(多くの場合機能不明のタンパク)の

合成の転写レベルでのホルモン支配と.その主要タンJてクが幼虫クテクラを構成するかあ

るいは蛸のクテクラを構成するかにのみ関心をむけた研究が主流である状況がつずいてい

る｡このような視点からの研究ではクチクラについてのより深い理解､青い換えれば､変

態･脱皮についての深い理解に到達することは困難だと思われる｡

申請者は最近､クテクラを"死んだ部分--とする従来の常識を変えなければならないこ

とを如実に示す事実を観察し､ 2つの論文に報告した｡それらは､ a)クテクラは傷つい
たとき､傷害部分におけるバクテリア(異物)を認識しその存在を表皮細胞にったえ､表

皮細胞による抗菌タン/てク(セクロビン)合成とクテクラへの分泌を誘導することができ

ること｡したがって.クテクラは物理的であると同時に化学的にもp ro t ec t i ve

a rmo u
rであり､まさに昆虫の生体防御の最前線であることを示した論文‡

P r oc. Na t I. Ac ad. Sci, U. S. A. 90, 6275 (1993) )i

クテクラにも血液と同じようになフェノール酸化酵素前駆体(p r o pO)カスケードが

存在すること｡ そして､クテクラのp roPOカスケード構成要素の内､すくなくとも
その1つ. p r o POは血液から運ばれるらしいこと､しかもこのp ro POのクテクラ

での存在様式が今まで観葉された例がないような規則性をもっていることを示した論文

(Proc. NatJ. Acad. Sci. U. S. A. 92, 10698 (199

5) Iの2つである｡また､未発表であるが我々は家蚕p ro POカスケードを構成する

1つのセリンプロテアーゼの一次構造がショウジョウ/てエ初期腫の背腹軸を決定するセリ

ンプロテアーゼカスケードの構成要素の1つ､イースター(eas t e r)と非常に高い
ホモロジーを示すことを観察している｡この高いホモロジーは昆虫の主要な生体防御機構

の1つであるp r o POカスケードの構成要素が初期発生における形態形成にも関与して

いるか否かを検討してみることが必要であることを示している｡家蚕の卵にもp r o PO

カスケードが存在し､卵のp r o POは血液のものと同じである可能性が高いという我々

の観察結果と併せて考えると興味深い｡

クチクラについてより深い理解を得るためには､表皮細胞による発生時期特異的なクチ

クラ構成タン/てクの合成制御ついて研究するのみでなく､構成タンパクがクチクラを構築
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するしくみ､様々な生理機能が脱皮･変態にともなってどのように発現するか､さらに･

その生理機能を担うタンパクの合成場所､多機能性などが明らかにされる必要がある｡こ

のような視点に立つとp r o POカスケードは良い研究対象である｡その理由として･

1 )上に述べたような我々の観察事実｡ 2)各脱皮に同調して硬化･着色

(scle rotization)に関与するp roPOカスケードが存在し､活性化さ

れるらしいという山崎(跡見女子学園大学)の観察(山崎の観察したp r o POカスケー

ドではラッカーゼタイプのp r o POが活性化され､今まで我々が扱ってきたp ｢ o PO

カスケードとはこのて点が異なる)｡ 3) Pete ド Ka rlsonが30年以上前に

着目して変態ホルモンの作用機構を研究したように､クチクラの硬化･着色はホルモンの

制御を受けていることなどの諸事実あげることができる｡本申請課題では以下に記す諸点

についてi n t egumen t (クチクラと表皮細胞)の生理機能を総合的に研究し昆虫

の変態の分子機構に迫ることをめざす｡ a)表皮細胞がどの程度微細にクチクラを構成す

るタンパクの分布を支配できるか｡ b)どのような分子誠別が表皮細胞膜上でなされて血

液からのクテクラへのタンパクの移送が決まるのか｡ c)ラッカーゼタイプのp
r o PO

とテロシナーゼタイプのp r o POの2種類のp ro POが本当に存在するか｡もし存在

するとするとラッカーゼタイプのp r o POはどの組織で合成され､その合成と活性化は

どのようなメカニズムにより制御されているか｡ d) p r o POカスケードを構成するセ

リンプロテアーゼ前駆体が初期腫発生において背腹軸決定に関与するセリンプロテアーゼ

前駆体とどのような関係にあるか｡

p r o poは昆虫の生理を特徴ずける分子と考えられている｡この分子に関連した研究

で申清者は世界をリードしてきた｡本申請課題のようなP r o POの働きの場を用意する

仕組みを多面的に研究する試みは前例がない｡我々はi ∩ t egume ∩ tのp r o PO

カスケードのみではなく.卵のp roPOカスケードについても研究を1 996年度から

本格的にスタートさせた｡本申請課題の研究を推進することで昆虫変態の分子機構の研究

に新生面を開くことができると考えている｡

(方法と結果)

a)クテクラのp r o POは本当に血液から運ばれてくるか｡また､その仕組みはいかな

るものか｡目的の項で述べたようにp r o POはクチクラで今まで観察された例がないよ

うな規則性をもって局在している｡我々はこのp r o POは表皮細胞では合成されず､血

液から運ばれているらしいことをすでに報告している｡昆虫では表皮細胞を横切ってタン

パクが運ばれる､いわゆるt r a n s e pit h e ria I p r o t ein

t ran s po r tの機構について全く研究がなされていない｡血液のp ro POはすで

に精製され､その性質が良く研究されているが､クチクラからp r o POが精製されたと

言う報告はなされていない｡そこで､まずp r o POをクチクラから精製することを試み

た｡クテクラを0.33mM p-amidinophenyトmethanesulfonylfluoride と5mM

EDTAを含む5 0mM アセテート緩衝液､ pH5.2でl時間抽出し､その抽出液をCM-

トーヨーパールカラムクロマトグラフィーに供した｡轟通り画分のp r o POをスーパー

qトーヨー/トルカラム､八イドロキシアパタイトカラム､ Mono-qカラムによるクロマ

トグラフィーで精製した｡精製の過程でクチクラからのp r o POは二つの画分に分かれ
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たが､それぞれを均一な棲品として得ることが出来た｡未変性条件下での電気泳動で移動

度が大きいp ro POをp roPO-CF､小さいp roPOをp roPO-CSと命名し

た｡血液からもp r o POを精製し.未変性条件下での電気泳動で移動度が異なり､しか

も､それぞれがクチクラのp r o POと同じ移動度を示す壕品を得ることが出来た｡血液

の二種類のp r o POをp ro PO一日F. p r o PO一日Sと命名した｡ p roPO-CF

とp r o PO一日FをF型p r o PO､ p r o PO-CSとp r o PO一日SをS型

p r o poと呼ぶことにした｡箇々のカイコ幼虫の血液とクチクラについて､ F型

p r o poとS型p r o POの有無を調べるとF型p ro POとS型p roPOの雨着を血

液とクチクラに持つ個体とF型p r o POのみを血液とクテクラに持つ個体が存在するこ

とが判明した｡ F型p r o POのみを持つ個体をFタイプ幼虫と呼ぶことにした｡ Fタイプ

幼虫の体腔に精製したp r o PO一日S (S型p r o PO)を注入し､ 48時間後に､その

個体のクテクラに存在するp r o POを電気泳動で解析した｡その結果､クチクラにはF

型p r o POとS型p r o POが存在することが確認できた｡この結貞則よ注入された
p r o po一日Sがクテクラに移動したことを示している｡昆虫でtransepithelial

protein transportが直接証明できたのは本例が最初である｡面白いことに､同じ注入実

験を精製したクテクラのp r o PO-CSを用いて行うと､ p r o PO-CSはクテクラに

移動しないことが判明した｡この注入実験の結果は血液のクチクラへ移動したp r o PO

は移動の過程で修飾を受け､血液のp r o POとは異なっていることを示唆している｡お

そらく､その修飾のために体腔へ注入されたクテクラのp r o POはクチクラへ移動でき

なかったと考えられる｡クテクラの受けているこの修飾を明らかにすることは昆虫におけ

るtransepithelial protein transportの機構を解明するための辛がかりになることが

期待された｡この修飾を明らかにするために､クテクラと血液のS型p r o PO

(p r o po-CS)をペプチドマッピング.アミノ酸配列分析. Matrix assisted

desorption ionization mass spectrometry等を駆使して解析した｡ p r o PO-CS

は他の血液やクテクラのp r o POと同様に異なる2つのサブユニットから構成されてい

る｡それらをp roPO-CS-plとp roPO-CS-pllと命名した｡ p roPO-CS

-p[は逆相カラムクロマトグラフィーでp
r o PO-CS-pIはり保持時間が短く､早く

に溶出されてくるポリペプチドである｡分析の結果､ p r o PO-CS-pは5ないし6

箇所でメチオニン残基がメチオニンサルホキシドに酸化されていることが明らかになっ

た｡ p r o PO-CS-pI[(i一箇所でメチオニン残基がメチオニンサルホキシドに軟化さ

れていた｡ p r o POは節足動物のヘモシアニンに相同なタンパクであることを我々はす

でに報告している｡ X線構造解析により明らかにされた立体構造を鋳型にSwiss Model

Serverにp r o PO-CS-plとp r o PO-CS-pllの一次構造を与え.それぞれのサ

ブユニットのモデル立体構造を調べたところ､全てのメチオニンサルホキシドは分子表面

へ側鎖が露出しているような構造をとっている可能性が高いことが明らかになった(ヘモ

シアニンと相同性が低いN末端とC末端部分のメチオニンサルホキシドについてはその部

分のモデル構造を組み立てるできなかったので表面に露出しているか否か､ protein

modelingの手法では検討できなかった｡

b) p r o POカスケードを構成するセリンプロテアーゼ前駆体が初期腫発生において背

腹軸決定に関与するセリンプロテアーゼ前馬匹体とどのような関係にあるか｡ p r o PO力
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スケ-ドを構成するプロテアーゼの一つであるBAEEase前駆体(proBAEEase)ば力ピ

やバクテリアの細胞壁成分で引き金がひかれるプロテアーゼカスケードの働きで活性化さ

れてBAEEaseになる｡このBAEEaseは1 9 9 5年に我々の研究室で精製され､ごく最近

cDNAがクローニングされた｡ショウジョウバエの初期発生において､胸腔期の囲卵腔で

prospaetzteをspaetzleにプロセシングするプロテアーゼのイースターは膝の背腹軸を

決定するのに重要な働きをしていることが知られている｡ BAEEaseの推定一次構造は

イースターのそれに非常に近い｡ spaetzleはショウジョウバエの幼虫や成虫で抗力ピペ

プチドの合成誘導に際して､細胞外シグナリングに必須の分子であることがHoffmannら

のグループにより証明されている｡しかし､ prospaetzleのプロセシングにはイースター

は関与していないことも明らかになっている｡リコンビナントのprospaetzleを合成し､

BAEEaseがこれをspaetzleヘプロセシングするか否か検討したところ､ prospaetzleは

BAEEaseによりspaetzteへプロセシングされることが示された｡

(考察)

Transepithelia] protein transportにより血液からクチクラヘ輸送されるタンパク

(p r o po)の性質を輸送前と後で比較した｡昆虫でTransepitheJia] protein

transportが始めて直接証明できた｡さらに､表皮細胞はメチオニン残基が6箇所あるい

は5箇所酸化されているサブユニットを持つクテクラのp r o POを血液からクテクラヘ

は輸送しないことが明らかにされた｡このことは,表皮細胞のTransepithelial protein

transportの機構はp r o POの微細な構造の違いを認識していることを示している｡今

まで全く手のつけられていなかった､昆虫でのTransepithelial protein transportの

機構の解明のための研究の方向が､本研究により示された｡それは､以下の諸点について

の研究である: 1 )表皮細胞はp r o POを細胞に取り込むための受容体をもっているか

(proPOのreceptor mediated uptakeがおこなわれているか) ; 2)カイコ以外の昆

虫でp r o POがカイコで観察されたと同じようにTransepithe暮ial protein

transportで血液からクテクラヘ運ばれているか; 3) p r o PO以外のタン/てクで

trans-epithelia) protein transport(こより血液からクテクラヘ輸送されるタン/てクは

メチオニン残基の酸化を受けるか; 4)もし､ p r o POの受容体があるとすれば､それ

の単離｡これらの諸点についての解答を得ることができれば､昆虫におけるtrans-

epithe暮ial protein transpo代についての我々の理解は大いに前進すると期待できる｡

p r o pOが血液からクテクラへ移行するのは5令においては､起蚕後4 8時間までであ

る｡それ以後クチクラの厚さは増加しているにもかかわらず移行しない｡本研究は移行の

制御という新しい研究課題を提供した｡

BAEEaseがprospaetzteをspaetzleへプロセシングしたという事実はp r o P Oカス

ケードが体内に侵入した異物の周囲でメラニンを合成するために存在する以外に､抗菌ペ

プチドによる液性の生体防御反応の発動にも働いていることを示している｡ p r o POカ

スケードはベータ1 ､ 3-グルカンやペプチドグリカンという､種々の細菌細胞壁に共通

して存在する物質と特異的に結合するパターン認識タンパクを構成成分として保持してい

る｡ BAEEaseの働きを介して､ p r o POカスケードは異物を認識し､その存在を細胞

へ伝えるという細胞外シグナル伝達の役割を担っていることが明らかになった｡したがっ
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て､ p r o POカスケードが名実ともに昆虫の主要な生体防御機構の一つであることを示

すことが出来た｡ ProBAEEaseはカイコ卵にも存在している｡現在, proBAEEaseの卵で

の局在を免疫電顕の手法で調べるている｡また､ proBAEEaseのmRNAのアンチセンス鎖

の発現がヒートショックプロモーターにより制御できるようにした遺伝子が導入されたト

ランスジェニックカイコを得ることを試みている｡ ProBAEEaseはかなり大iにクチクラ

に存在している｡ ProBAEEaseやproPO活性化酵素のクチクラでの局在を調べることによ

り､クテクラ構築の仕組みについて分子レベルでの研究の足掛かりが得られると考えてい

る｡

(計画に対する達成度の自己評価と今後の方策)

目的の項で設定した研究題目の内ラッカーゼ型のフェノール酸化酵素については全く研究

成果をあげることができなかった｡この研究が困難であったのではなく､単に研究を行う

人手がなかっただけで､今後取り組めばそれなりの成果をあげることはできると考えられ

る｡クチクラの構築の問題は､それを真正面から取り組んでも､現在の我々の技術力では

ちょっと歯が立たない｡この研究課題のゴールは遠いが､本研究はクチクラの構築の問題

の一面を攻めるきっかけとなる新領域を開拓したと評価できると考えている｡ p r o PO

カスケードを構成するセリンプロテアーゼ(BAEEaseとproPO活性化酵尭)が卵にも存

在することが明らかになりBAEEaseはprospaetz[eのspaetzfeへのプロセシングを触媒

する｡幼虫や成虫でこのプロセシングを触媒する酵素を発見することに､昆虫の免疫機構

の携わっている研究者がしのぎを削っている｡本研究でこの酵素を発見できたこと､しか

も､その酵素がp r o POカスケードの構成要素であったことは誇ってよい成果である｡
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カイコ主要体液タン^oク質遺伝子の発現調節機構に関する研究

富野 士良(岡山理科大学基礎理学科)

泉 進 (東京都立大学理学研究科)

1)目的

カイコ終齢幼虫摂食期の脂肪体は主要体液タンパク質である30Kタンパク質を活発に合

成している.これまでの研究から30Kタンパク質の生合成は幼君ホルモン(JH)により抑

制されることが明らかになっている｡本研究はカイコ脂肪体における30Kタンパク質遺伝

子のJⅢによる発現制御機構を細胞ならびに分子レベルで解析することを主な目的とした｡

2)方法と結果

カイコ30Kタンパク質遺伝子のJHによる発現調節機構を解明するため,脂肪体初代細

胞培養系を確立レ,この系における体液タン^oク質生合成について解析を行ったo次に､

30Kタン^oク質遺伝子5'上流領域を連結したルシフェラーゼ遺伝子を､エレクトロボレー

ション法を用いて脂肪体初代培養細胞に導入することにより, 30Kタンパク質遺伝子の発

現調節領域を解析した｡

筆験方畦

カイコ終齢幼虫より脂肪体を摘出し､ディスパーゼで基底膜を消化することにより細胞

を完全に分散させた｡解離した脂肪体細胞をTCIOO昆虫培地(10%ウシ胎児血清を含む)

で培養した｡次いで,各種欠失変異を持つ30Kタンパク質遺伝子5'上流領域(-1668から

-48まで)とリポーター遺伝子であるルシフェラーゼ遺伝子を連結したDNAを作製し､こ
れらを脂肪体初代培養細胞にエレクトロボレーション法により導入した｡ 2日間の培養後,

細胞を回収し,タン^oク質を抽出してルシフェラーゼ活性を測定することにより,プロ

モーターの活性を測定した｡

結果

脂肪体の細胞分散させるためにトリプシン等,各種プロテアーゼ処理を試みた｡その結

果､ディスパーゼを用いて穏やかに分散させた細胞が最も高い生存率を示した｡また,培

地は10%牛胎児血清を含むTCIOO培地が最適であることが判明した｡解離した脂肪体細

胞は培養開始後､数時間で培養プレート上に付着し､細胞移動を起こし､培養開始後4日

目までには凝集し､脂肪体様の構造を形成した｡この状態の細胞は1カ月以上生存可能で

あった｡この脂肪体初代培養細胞の体液タンパク質合成能を解析したところ､ 30Kタンパ

ク質および貯蔵タンパク質spl
･

SP2が活発に合成されていた｡それらの合成は培養開始

後少なくとも1 4日目まで続いた｡アラタ体を除去した幼虫個体を用いた実験から､ 30K

タンパク質の生合成はJHによって抑制されることが示唆されている｡そこでJH存在下で

脂肪体細胞を培養し, 30Kタンパク質やその他のタンパク質の生合成にJHがどのような

影響を及ぼすかについて検討した.その結果､ 30Kタン^oク質の生合成のみがJHにより

完全に抑制され､貯蔵タン^oク質を含む他のタンパク質の生合成には全く変化が見られな

かった.以上の結果から､この脂肪体初代培養細胞は､体液タン^oク質遺伝子を長期間発

現し続け,さらに, JHが直接脂肪体細胞にはたらき, 30Kタン/1oク質遺伝子の発現を抑制

することが明らかとなった.

次に, 30Kタン^oク質遺伝子の上流域-1668までを持つプロモーターにルシフェラーゼ
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遺伝子を連結したコンストラクトを作成し,これらをエレクトロボレーション法により脂

肪体初代培養細胞に導入することにより､そのプロモーター活性を測定した｡ DNAを導入

した細胞を2日間培養し,細胞抽出液を調製してルシフェラーゼの活性を測定したところ,

強いルシフェラーゼ活性が得られた｡コントロールとして,表皮タンパク質遺伝子5'上流

領域にルシフェラーゼを連結した遺伝子を導入した細胞を同様の方法で処理したが,ルシ

フェラーゼ活性をほとんど検出することができなかった.従って,この脂肪体細胞遺伝子

導入発現解析系は組織特異性を有することが判明した.次に､ 30Kタンパク質遺伝子5'上

流領域の各種欠失変異体を用いてエンハンサー領域の解析を行った.その結果を図-1に示

す｡ -848まで欠失させたプロモーターの活性は-1668までを持つプロモーターと比較して
約2倍のプロモーター活性を示した｡上流域を-376まで削り込むとプロモーター活性はほ

ぼ-1668コンストラクトと同様になった｡さらに､ 5'上流領域の-176まで削り込んでもプ

ロモーター活性に変化は見られなかったが, -48まで削るとプロモーター活性は一気に減
少した｡この結果は, 30Kタンパク質遺伝子の脂肪体特異的発現を制御するエンハンサー

配列が-176から-48の領域に存在することを示唆する｡

先に述べたように,脂肪体細胞をJH存在下で培養すると､細胞はJHに対して直接応答

し, 30Kタンパク質の合成を完全に停止する｡そこで, -1670までの30Kタンパク質遺伝
子5'上流領域と連結したリポーター遺伝子を脂肪体細胞に導入し, JHがプロモーターの

活性に及ぼす影響について解析した｡図-2に示す通り､ JHで処理した細胞から調製した

抽出液中のルシフェラーゼ活性は, JH処理をしないものに比べ､約30%まで低下した(図

-2)｡細胞性アクチン遺伝子のプロモーターは脂肪体細胞中で強いプロモーター活性を示
すが､この活性はJHにより何ら影響を受けなかった｡これらの結果は, 30Kタンパク質

遺伝子の-1668までの5'上流領域に､ JHに応答して遺伝子の発現を抑制するシス調節領域

が存在することを示すものである｡

3)考察

本研究において,カイコ脂肪体の初代細胞培養系が確立し､この系を用いてカイコ体液

タンパク質遺伝子の発現調節機構を細胞レベルで解析することが可能となった.またこの

系を用いることによりJⅢやエクジソン等の昆虫ホルモンによる体液タンパク質生合成の

調節機構を直接解析することが可能となった｡実際,柑は終齢幼虫初期の脂肪体細胞に直

接作用し, 30Kタンパク質の合成を完全に抑制した.また, 30Kタンパク質遺伝子プロモー

ターコンストラクトを脂肪体初代培養細胞に導入した実験の結果から､この遺伝子の5'

上流域には柑に応答し,遺伝子の発現を抑制するシス調節嶺域が存在することを明らかに

した｡これはJRによる転写抑制性シス制御領域が遺伝子上流に存在するということを示し

た初めての結果である｡現在,この領域を更に限定するための実験が進行中である｡

4)計画に対する達成度の自己評価および今後の方策

我々は,カイコ脂肪体細胞の初代培養系および,エレクトロボレーション法による脂肪

体細胞への遺伝子導入ならびにプロモーター活性測定法系を確立することができた.よっ

て,当初の研究目的を期間内に十分達成できたと考えている｡尚,脂肪体細胞初代培養に

関しては､既に発表済みである(Kishimotoetal.., 1999). DNA導入実験に関しては､現在
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投稿準備中である｡今後はこの系を駆使し,相応答性転写抑制に関わるシス配列ならびに

その配列を認識する転写因子の検索を行う予定である｡
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図1. 30Kタンパク質遺伝子5'上流域各種

欠損変異体のプロモ-クー活性.縦軸は

ルシフェラーゼの相対活性､下に示した

数字は遺伝子上流域の欠失点を示す｡

図2.プロモーター活性にJHが及ぼす影

響.Bmactはカイコ細胞性アクチンのプロ

モーター､-1668は30Kタンパク質遺伝子

上流-1668までを持つコンストラクトを

示す｡各コンストラクトを導入した脂肪

体細胞を柑存在下(+)および非存在下

(-)で培養した.縦軸はルシフェラー

ゼの相対活性を示す.
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歯胸腺刺女帝ルモンの立体構造帝析と牡鹿相関

永田忠次(東京大学生他生童工学研究センター)

1)目的

前牌脹耐牡ホルモンOyr7TD臥良虫の脱皮.蛮並を制御している最上位のホルモンで

ある.滑の神経分弥細胞で合成苦れ.アラタ偉から分泌書れ.曲胸浪に作用して.脱皮ホ

ルモン,エクジソンの生合成を促進する.

mHの化学構造の辞析が最も進んでいるのは.カイコガ伽m軸甘md畑であり.これ

まで虹 アミJ鵬列ObahEnl etaL. 1990,Ⅹ地etal., 1991)､ジスルフィド無

頼様式OBHtxLBhiet血.. 199軌糖#構造(S.他也et al.,1999)が決定書れている.カ

イコガm刑分子は約ヨO kDaの群タン/Tクy(であE).タン)Tクy(部分比109ア

ミノ酸塊基からなるボ1)ペプチド♯のホモダイマ-で.Ⅳ東端から41蔑基日のAsn伽虫に

糖焦が持合している.アミノ社宅剤の村岡性を基に.他社の丘虫にも. I)mホモログ

が存在することが示書れており.これらは各種丘虫のma)最強と考えられている.

本研究で臥m分子の立件耕連を決定し.その分子構造に基づいて.前胸腺刺牡蕗

牲の発現に必要な構造要素患特定することを目的とした. tmあるい性モのホモログ

の立体構造を一つ鉄建できれば､それ以外のホモログの立体構造モデルの構築も可能とな

り.カイコガ.エリサン血血加地血Lldd.タ)1コスズメガ伽山duca血由の問

で見られるPr'nlの甚特真性の庶凶を.分子構造lこ基づいて触することが可能になると

期待される.また. bPrnl臥 アミJ社宅列の楯岡やジスルフィド無職或の類Q(か

ら.脊椎蜘の増殖田子群榊混成長Eg子岬･トランス7オ-ミング成長EgmF-

P2 ･血小坂由来成長EgfmF-BB) ･ホルモン群(拙宅性ゴナドトロピンCG.卵胞柵
ホルモンⅠ唱H.貴倖滑鹿ホルモンu ･甲状腺射放ホルモ畑や無脊椎動物の

cQagdQgem (カブトガニの血横手固に関与するタンJlタ釦･蜘(シ古ウジョウ)1エ

a)腔a)背振軸決定や抗兵曹に関与するタン/1タ貫で佃1の1)ガンド)と同じ<rシステン

}ット｣辞に属すると推脚されている04Qgutl et al.,199乱PrTtMの立体溝逝を明

らかにすることで､これらの他のrシスチンJツト｣辞のタン/1ク突と♯造や稚能の比較

も可能になる.

2)方法と始点

2-1)8E説

NMR法による輯遭AF折もⅩ浪回折法による棚析も.牡十ミ1]グラムの高純度タン

/iタ貫を安定して供給でき古来を稚立することが重賞である.bma)天軸は堪社主

しか得られないので.木酢究では､ます.大BB昔を帝主として軌抑仕bPTTt8a)

発現.肯製糸Q)効串化･大塩填化を進めた.次に.太良制動したTbmを用いて.

N山田町走と潜晶化尭Jkを行った.この鹿階で.非辻元魚件でのSDS+RALGEゲル側

においてシヤ-プな)1ンT(患形成する軌換タ)1コスズメガⅧ鹿輔分子bmdと
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兵なり. mI性スメア加tンf!亜形成することがわかり､立件林道の身形の可能性が

示唆されたため､構造廉折の嶺的分子を. ztmからrtnFrn7cに女王した.

rTnmCのl℃.≠噸B件菅詞井し. 3故3主我唱法専用いるN棚析により､これまで

l=.部分的k=.二次構造情報春希ることができた. rtnmcは､シスチンJ pJト群k=共

通な4本のβストランドに.特有なⅣ東端部βストランドを加えた計5本のβストランドか

らなることが予測苦れた.

2-2)虹換カイコガm ObPrn8a)大主計典

夫腹菌Ⅲ110E3)を宿主としT7プロモ-夕刊刊下にrtmを生産し､蘇られた封入

体を巻舌戻し､触.浪片してrbFTrtlを希た.このrbmの巻舌戻しでたL rbFrnt

の封入倖を8M尿素で可靴した杜,遠折していた机分子会合や比放を抑えるために

円Ⅶ浪崖密使<する必要があった(30I唱/ml以下〉.大牢圭の希#タンパク果糖競呑故う

この方蛙性､大量粥如に旺不向きであった.モこで.新たに発現ベクターを構築し.

rbmの大量軌牡をすることにした. Ⅳ末端に6xEtLs虫よぴrn王Ⅴプロテアーゼ謡載記列

を付加したbmボT)ペプチドを大皿菌BuDE3)佃Sで生産tJ.封入体を6 M尿素で

可酎ヒ乱タン)1ク賞冊相互作用を抑えるために.由d軸付加rt)mポリペプチド菅

Nl-Nth SeDhmBeに浪合させた状瀬で巻き戻したところ､ 1 mg/miの高タン/1クBE濃

度であっても､会合や沈農畳抑制し､目的のホモタイマ-を主産物として蘇ることができ

た.その農.由EEhタFを爪Ⅴプロテアーゼ処理により定丘的に除去tJた.この#果.

従来法の1/30の兼丑で巻き戻しが可能になり.大鹿首で光司したmを勃串よ<太丘

N虫することが可能t=なった.

2-3) rbmの2次元･棚解析

uhit91NOVA分光計ぐH弗qi周榔00 MI1虹VadBd､ 5 mm軽ブロープⅣ血)香

用いて.温東25･Cで.上起の方法で大王iM製したrbFrmの1次元およぴヨ次軸

を軸定tJた.タン)1ク貫浪鹿2 mM.溶媒占O rnM Na DhsDhte/100 mL(仙コ/D.02拓

帆. DH 6.8の試料を用いた･ 1H-NMRシグナルの化学シフトの分布から･止mは

B♯造を含むことが示された.さらに.点轄の広いNMRシグナルと狭いものとが混在す

ることから､ rbmはrl由dな立体構造をとる中央部卦と血ヨdbkな立棚追をとる周辺

部とからなることが蒜嘆きれた.

2-4) rbmの括晶収集Jk

5pan把m止血括ヒより. rbmの瀬島化条件を境索した.伽t血S亡陀m
bptαl触田rdl)を用いて. 5D種類の盤･捷鮮牡･改発剤の虹み合わせのもとで

rtm (浪虎10 I一喝/hiDa)肯晶Jt:を就串.各条件での瀬島成長度を評価した. 2集件で

加点晶を肯た. bH 6.5T8.5.沈脚とtJてPEGを用いた寄合に良い点景が専られる庶向

があった.しかし､ロットの鼻なるrbm告用いたところ､各点件で同様の鵜島成長の

横内が鼻めちれたものの､載括晶牌られなかった.
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215)立体榔析の♯的とtJてのbmと他種の円Ⅷ候♯分子bm)の評価

非運元集件でのSDSr一払G五分折に虫いて､ rbmは泳弛虎が小吉<スメアだ肌租

換タバコスズメガm侯♯分子bmc)l測度が大き(シャープな)Tンf!を混成

する細.私膚)ことから､ zTnmC旺爪Ⅰ虹比J<て均一性の高いコン)1クト

な高次構造をと古ことが示唖された.ゆえに立件榔析の虎姫分子としてrtmより

もrmP71Tnの方が好ましいと判断し.今捷臥rmPrmcの樹折を進めた.

2-6) l℃.16噸タ/てコスズメガm儀枯分子bdm)の鼻擁多次元川棚析

炭素宥･窒素源としTnC#曲ブドウ糖･ l相識射ヒアンモニウムのみを含むM9最少

培地申で.軌蜘宙を培養し. 17c.1胤ボ1)ペプチド虫を待た.安定同位

体頼隷のために最少培地を用いる必要があるた臥目的タンJY夕貴の収量は低(. 2 1の

埠巷樵から巻き戻し,精製の哉. 1.4zngのdc,竹噸脚Ic春希た.

U卿Nm分光計ぐH弗噂何拙oo Ⅶ血. Vadd. 8 mm軽プローブ蜘を
用いて.温度250Cで.タン)1ク賀浪鹿0.i mW.辞#50 mM Na pb喝ph血e/100 mM

N由Cl/0･0鞘NhN., pH 6･&Q)柵a)NLdRを河定した. rTnmCのIHINNRシFナルの
化学シフトの分布は. rbmのものと似ており. rmmcもβ耕連を含み. rbm

と類似の立件構造を有することが宗吐きれた.きらに,rbmのものと固執こ､点噸の
広いⅦRシグナルと狭いものとが混在することから､ rTnFrltlcもztgldな立件構造をと

る中央#卦と血Ⅸ工bkな立件清遊をとる周辺部とからなることが示唆された.

2次元I111% HSqCスペクトル(スピンースピン話合した1Hと血叫との相関を境出する〕か

らも. rTnm亡軌 β鹿追に青むことが支持吉れた｡

圭折原子(HF, 1BN, 】七■,I-cp.1℃I)を帰島するためF=.各藩3次窟H-1ac-16NNMRスペク

トルBw(co)肌HNn㌔ CBm(CO)Nll. HNmCB. HⅣCO]を甜鼠抑した.これ

までに､持属すぺ書96湧基[全アミノ半蔑基裁(106ト加湧基鼓(9)
-N東端蔑基赦(1)]の

スピン廉のうち職分を特定した.萌在.主耕舟展の完成を目指し運行中である.

2-7) LZmのNMRヂ-タに基づ〈二次構造千村

圭肯丹属したアミJ*について､ 1げ.1N, lAc4, lacl,1℃の化学シフト債を用いて.

nedcaL敦止fL l血(CSI, W】血血et al.,1992)F=より二次構造を予加した. CSIによ

る二 脚折臥タン/1ク実生頚の化学シフトが二次構造を敏感に反映することに基づ

いて為り.盾触の高い予卸が可能である.この触を始点共進が屯肯きれているあるい

旺構造が予卿苦れているシスチンJット群の二次構造と比故したところ､ mlmCプロ

トマ一に臥シスチンノット群に井適して見られるβストランド嘩¢ト脚のうち恥

P3.附こ頼当する3本a)βストランドが存在すること.PBとP4a)何に特定の二次構造を有

しない蜘が存在すること､ N東端近{虹他のシステンJット群に牲見られないβストラ

ンド(PO)が存在することが示唆された噛1.m'm). P2は低触のため歳出されなかっ

た机シスチンJット群の基補遺lこ虫心てplはP2と遭平行βシート舌形成することに

より安定に存在しうるので､ Plの存在性時の存在をも宗唆する.それゆえ､nmcの
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二次耕追放､基本的にシスチン}サト群に共通な4本のBストランド老台んでおり.さら

T=mFnTkに特有なN末端部βストランド中ロ)を加えた計5本のβストランドからなるこ

とが予知苦れた(国1. ITr卸陀d).

3)孝女

現在までに得られたMRデータから. mPImの二次構造臥 シスチンJツト群に共

連な4本a)βストランドに特有なⅣ末端部βストランf!申o)垂加えた計昌幸a)βストランf!

からなることが予軸苦れた｡この予軸臥J)0の有無モ除いて. N由L出etd.. 199Sにより

報告されたmの二次構造予卿と矛盾しない.

他のシスチンJット群では､タイマー中のプロトマ一肌同方向に並ぶ弔台と逆方向を

向<尊台とが報告書れている｡他のシスチンJット群に類似のプロトマーの立件構造を

zTnJmにも鑑定すると､ぺプチT{柴Wのジスルフィド括合は.胡長いプロトマ-の滞

に存在することになるので.安定なダイマ一群成のために.プロトマ一同士措同方向に並

ぶことが予想きれる.

bFrnlとrnmcには交差括性がない｡こa)裁拝具性は.アミJ改定列a)相同性が低

<.分子表面に再出していると予愚書れる田とP4の間のループ部分a)アミJ龍寵列の善

いに起Blすると推測きれる.他の葡域(βストランド.モの間のル-プ.ペプチド最末端)

のアミJ舵列相同牲が5ロ%以上であるのに射し､このループ#卦の楯岡性は27%と.也

と比髄L,て席端に低い.

4)計画l=対する達鹿鹿の自己評価と今牡の方策

車研究で一丸m分子の立件構造を決定し､モの分子構造に基づいて.前胸腺刺乱活

性の発現に必要な構造要義を特定することを目的とした肌まだ立体溝温故定には成功し

て為らす､多棟多次元NMR括による構造解析看過めている途中である.日的菅達成でき

ていない主な原田は.租抑の分子丘が搬5 kとN欄虎析の目的分子としては

大きいために.浪傾が増大し感度が著し<低下することに為る.仙択清適癖析を成功さ

せるためには､ IHを11で世鼓した11.1Jc.1個体を詞楽し.ユHとl&cの双極子一双梅子相

互作用k=起因する捷和による敵艦下を抑制する必要がある. rbmもmmもβ茶

道に青み. NLdRシFナルの卦舵鹿は高いので､ h鹿低下の河鹿が頻決で舌れば.プロト

マ-の二次脚析-プロトマ-の三次構造決定-プロトマー間州コE情報F=よるホモダ

イマ-の三次換正統定の順虹.構造癖斬を進展させることができると考えている.また.

X鼓舞晶脚析で臥安定同位体点勃を必要とせす.大hB着払外の帝王を用いる生産系

を利用することも可能である.巻き戻t,を必要としない)1キュロウイルス発車轟等卓利用

して.軌洗mを劫串的に生産し.籍晶Lt:集件の墳討を進めることも計画してい古.

謝辞 rbm, rTrmQ)発現轟を抑供与いただいた片岡安藤先生(東大).研究初期

に持抑を御供与いただいた永田晋拍丘触. Ibm. TTnPrnlca)分析態果を
8P提供いただいた稔#重畳氏(東大)I bPTntの立体構造モデルの庶子盛唐を8[供与いた

だいた非道手先生(名大)に心より感謝申し上げます｡
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フェロモン産生の分子メカニズムとホルモンによる調節機構

松本正吾(理化学研究所)

目的

ともすれば昆虫は下等な生物であって､系統樹において脊椎動物の下に位置していると

誤解されることもあるが､昆虫は無脊椎動物の頂点に立つ生物であり､脊椎動物における

噛乳類と対極をなす最も進化した生物である｡別の言い方をすると､晴乳類が脊椎動物で

もっとも進化した生物であるのに対し､昆虫は脊椎動物とは全く違った方向に進化した最

も高等な生物であると言うことができる｡一方､地球上に生存する仝動物種は100-150万

種と見積もられているが､そのうちの78%が昆虫であり､昆虫は今日最も繁栄している

生物集団であると断言することができる｡この昆虫の繁栄を考えると､今日ある個々の昆

虫はそれぞれが発育､生殖は勿論のこと､環境適応､生体防御､ひいては社会性にもつな

がる高度な合目的行動や個体間の交信などを達成してきたひとつの完成した生物の形であ

ると捉えることが出来る｡

このような成り立ちを背景として､昆虫は脊椎動物とは異なる独自の多様性を持ち､細

胞･組織･個体レベルでは脊椎動物に無い数多くのユニークな機能が存在する｡しかし､

昆虫が生物である以上､それらの機能を支える根源的な生命原理はあらゆる生物に共通し

た分子の言葉で解き明かすことが可能である｡したがって､昆虫あるいはそれを構成する

細胞の機能に着目し､それが成り立つ分子メカニズムを解明することは､他の生物では見

えてこなかったり､解析の難しかった共通した原理を昆虫を用いることで初めて見い出す

ことが可能であり(例えば､ホメオティツク遺伝子)､昆虫固有の機能やそれを支配する

遺伝子は未活用の重要な生物資源であると考えられる｡

生物としての原型を古生代デボン紀にまでに遡ることができる昆虫は､ 4億年という長

い年月の間､様々な環境に適応する過程で小さなサイズに適した機能､構造を獲得してき

た｡高等脊椎動物では神経系を集中し統合することで脳が発達してきたが､昆虫では､神

経系を分散させ､神経ホルモンを合成･分泌する神経内分泌を発達させることで知能にと

って変わる機能を獲得した｡すなわち､各体節に散在する神経節ははしご状神経系を介し

て全体として中枢神経系を形成するとともに､それぞれが神経内分泌器官として様々なべ

プチド性の神経ホルモンを合成･分泌し,発生､生殖､ホメオスタシスはもとより､脱皮･

変態､休眠などの環境適応､フェロモン産生によるケミカルコミュニケーションなど多様

な昆虫の生存戦略を生理的に支えている｡しかし､殆どの昆虫ペプチドホルモンが脊椎動

物とのあいだに一次構造上の共通性を持たないことが次第に明らかとなり､昆虫固有の現

象のみならず､ホメオスタシスなどの生物に共通した現象も昆虫特有の調節機構で制御さ

れていると考えられるに至っている｡したがって､多様な"昆虫神経ホルモン''を切り口

として昆虫の生命現象を解析し､その分子メカニズムを明らかにすることは､昆虫固有の

生存戦略･環境適応の分子基盤を理解するとともに､生物に普遍的な現象に対しても脊椎

動物とは異なった昆虫独自の調節機構を知り､両者を対比させることで生物の多様性を理

解し､この理解に基づいて新たな応用への糸口を見いだす可能性を秘めている｡

こうした観点から､本特定領域研究において､私は昆虫の典型的な機能であるフェロモ
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ン産生の分子メカニズムとホルモンによる調節機構を分子生物学､細胞生物学､生化学､

有機化学的手法を用いる様々な角度から解析し,その全体像を明らかにすることを試みた｡

方法と結果

鱗週目昆虫の性フェロモンは第8-9腹節節間膜が機能的に分化してできたフェロモン腺

の真皮細胞で生合成される｡カイコの場合､性フェロモン(ボンピコール)の産生は食道

下神経節に由来するペプチドホルモンPBANにより一意的に支配されている｡したがっ

て､このフェロモン産生糸ではホルモン(PBAN)-標的細胞-フェロモン合成･放出とい

う極めてクリアーかつシンプルな刺激/応答反応が進行する｡

そこでまず標的細胞におけるフェロモン産生の分子機構の全体像を大まかに把撞ため､

フェロモン腺､フェロモン合成細胞､ミクロソ-ム画分を用いた様々なフェロモン合成系

を構築し､合成pBANおよび特異的酵素阻害剤等を用いてPBANの細胞内シグナル伝達

のカスケードを検討した｡その結果､ pBANによる外部シグナルはカルシウムイオンの

細胞内流入､カルモジュリン､カルシニューリンを介してボンピコール生合成経路に伝え

られ､ボンピコール生合成の最終段階に関与するアシルCoAレダクタ-ゼを活性化する

ことでボンピコールの合成を促進することが示唆された｡同時に､セルフリー系での解析

からボンピコール生合成経路をとりまく生化学的環境が把握された｡

次に､フェロモン産生機構を分子レベルで検証する目的で､フェロモン腺の細胞質およ

びミクロソ-ム画分よりアフィニティー等によりタンパク質を精製し､配列分析､ TOP_

M S等によりcyclophilinB, acyトCoA binding protein (ACBP), calmodulin,叩01ipopbolin IⅡを

フェロモン産生に関わる機能分子として同定した｡また､東大(嶋田)､放医研(三田)

との共同研究の中でカイコのEST database構築の一環としてフェロモン腺よりcDNAラ

イブラリーを作製し､ランダムに1000クローンを配列決定し､上記タンパク質のほか､

機能分子としてacyトCoA △1 1 desaturase, cytocbrome B5, bomone-sensitive lipase, ACBP,

fatty acid binding
protein遺伝子をクローニングするとともに､別途,遺伝子の保存領域か

らプライマーを作成し､ calcineurin A subunit, calcineurin B subunit, MS2 bomolog遺伝子を

クローニングした｡

一方､細胞内ダイナミクスの解析などフェロモン産生過程を細胞レベルで可視的に検証

するため､フェロモン合成のintegrityを保持した細胞を均質なclusterとして調製する方

法を確立し､フェロモン合成細胞が他の真皮細胞に見られない特徴的な油滴状額粒を大量

に細胞質に形成することを共焦点レーザー顕微鏡により見いだした｡ NileRedで特異的に

染色されるこの油滴状頼粒は成虫羽化1日前に急激に形成され､羽化後のPBAN分泌に

よるフェロモン産生に伴って急激に減少･消失した｡そこで, FAB-MS等により油滴状頼
粒の化学的実体を解析したところ､ボンピコール前駆体の脂肪酸を主要な構成成分とする

様々な分子種からなるトリアシルグリセロ-ルであったことから､細胞質に形成された油

滴状頼粒はフェロモン前駆体の貯蔵額粒であることがわかった｡さらに,油滴状頼粒の形

成過程を電顕レベルで詳細に観察したところ､その形成期には基底膜より大規模なエンド

サイトシスが認められ､陥入物より油滴状頼粒が形成されることが示された｡一方､ノー

ザンブロツティングから油滴状穎粒の形成期にはacyl-CoA △11 desaturase, ACBP, MS2

homologの転写もー斉に起こることが示され,フェロモン合成細胞では羽化1日前にフェ
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ロモン産生に向けてダイナミックな変化が細胞内で進行することがわかった｡

考察

(1)フェロモン産生過程における細胞内ダイナミクス

羽化直後のボンピコール産生細胞の細胞質にはNile Redで染色される特徴的な油滴状

箱粒が多数見られ､この穎粒はボンピコール前駆体あるいはそのキャリアーと推測され

た｡一方､油滴状箱粒の化学的実体は､ボンピコール産生細胞よりアセトンで油滴状穎粒

を抽出し､シリカゲルあるいはドコシルカラムを用いたHPLCで分離したのち､ FAB-MS

およびMS_MSで構造解析を行った結果､.油滴状箱粒は様々な分子種からなるトリアシル

グリセロ-ルであるが､構成脂肪酸としてC16:1 acid,C16:2acidおよびオレイン酸､リノ

ール酸､リノレン酸を持つことがわかった｡前二者はボンピコールの前駆体であるため､

油滴状頼粒はフェロモン前駆体の貯蔵物として機能するものと考えられた｡また､リノー

ル酸､リノレン酸はカイコにおいて必須脂肪酸であるため､食餌に由来し､ボンピコール

産生細胞内に取り込まれたものと考えられた｡

油滴状頼粒は羽化2日前から出現するが､羽化1日前に大量に形成されることが光顕で

示された｡そこで油滴状額粒の形成過程をさらに電顕で詳細に検討したところ､羽化2日

前には細胞質に多数の小額粒が存在し､その一部はミトコンドリアと融合していることが

わかった｡また､この時期､基底膜より物質の細胞内流入が起こり､引き続き羽化1日前

の大規模な流入の中でサイズの大きい油滴状箱粒が多数形成され､羽化当日までに電子密

度の高い成熟した額粒となることがわかった｡ボンピコール生合成の生化学的考察から､

これらの過程は､ボンピコール産生細胞でdenovoに合成されたパルミチン酸がミトコン

ドリアでパルミトイルCoAに変換されたのち､小胞体膜上で不飽和化されてボンピコー

ル前駆体が作られ､これが基底膜より流入した必須脂肪酸を含むグリセリドと反応するこ

とでトリアシルグリセロ-ルとなってボンピコール前駆体の貯蔵物である油滴状頼粒が形

成されたものと解釈された｡

(2)フェロモン産生に関わる機能分子遺伝子の発現

カイコ性フェロモンであるボンピコールはフェロモン産生細胞でdenovoに合成され､

アセチルC｡Aが脂肪酸合成系によりパルミテ-トに変換された後､不飽和化､アシル基

の還元を経て作られる｡一方､ボンピコールの産生は神経ホルモンPBANにより引き金

が引かれる｡すなわち､ pBANの外部シグナルがフェロモン産生細胞の膜表面レセプター

に伝えられた後､細胞外カルシウムイオンの細胞内流入,カルモジュリン､カルシニュー

リンを介し､最終的にボンピコール生合成の最終酵素アシルCoAレダクタ-ゼが活性化

されることでボンピコールの産生が促される｡これまでにクローニングしたボンピコール

産生過程に関与する機能分子遺伝子の発現をノーザンブロツティングで調べたところ､フ

ェロモン腺より得られたACBP (pgACBP)は脂肪体､卵巣でも若干発現しているがフェロ

モン腺での発現は顕著であり､羽化1日前より急激に発現し､羽化後も継続された｡一方､

中腸より得られたACBP (mgACBP)はpgACBPとは50%の相同性しか持たないが､幼虫

期の中腸のみならずフェロモン腺でも顕著に発現し､フェロモン腺での発現はpgACBP同

様､羽化1日前に急激に起こることがわかった｡したがって､フェロモン腺では2種の
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ACBPが発現し､それぞれが異なる機能を担ってフェロモン産生に関わる可能性が示唆さ

れた｡また､MS2homologは植物種子に存在する脂肪酸をアルコールへと還元する酵素MS2

と高い相同性を持ち､様々な組織のうち､フェロモン腺のみに特異的に発現することから

ボンピコール生合成酵素であるアシルCoA レダクタ-ゼとして機能する可能性が示唆さ

れた｡これらの遺伝子のうち､ acyl-CoA desaturase
,
ACBP, MS2 bomologはいずれもフェ

ロモン腺で顕著に発現され,かつ､羽化1日前に急激に発現される｡一方､ボンピコール

産生細胞では丁度この時期にボンピコール前駆体の貯蔵物である油滴状頼粒が大量に形成

される｡したがって､ボンピコール産生細胞では羽化1日前にボンピコールの産生に向け

てダイナミックな変化が一斉に起こり､ pBAN以外の何らかの要因がこれらのイベントの

引き金を引くものと考えられる｡

計画に対する達成度の自己評価と今後の方策

近年､昆虫神経ホルモンに関する化学的研究の発展はめざましく､それらの成果をもと

に､ホルモン遺伝子の発現調節､受容体の解析,細胞内シグナル伝達などが分子レベル･

細胞レベルから解析されてきている｡しかし､神経ホルモンが支配する多様な生命現象そ

のものがどのような分子基盤の上で成り立ち､どのように制御されているかという分子レ

ベルでの理解は驚くほど乏しい｡こうした中､本研究課題のPBANによるフェロモン産

生機構の解明は､組織･細胞レベルでの解析に適した日本固有ともいえる大型実験昆虫で

あるカイコを用い､カイコESTdatabaseを有効に利用することでフェロモン産生の分子基

盤がかなり明確になってきたものと考えている｡

一方､フェロモン産生機構のみならず､昆虫機能全般を分子レベルで包括的に理解する

ためには､昆虫を見据え､その特性を生かした新しい方法論の確立が必要不可欠であり､

昆虫の様々な機能解析に適用しうる技術を開発し､これを標準化することは､多様な昆虫

の分子機構を解明する上で強力な武器となりうる｡こうした観点から､今後､昆虫機能の

分子機構解析のためのベクター系をカイj/バキュロウイルスの系を用いて構築･標準化

し､これらの手法をカイコ性フェロモン産生の分子機構解明に実践･展開することで､現

在切望されている昆虫機能解析研究への適用性を実証したいと考えている｡
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カイコにおけるフェロモン産生の分子メカニズム
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発育阻害ペプチド(grow山一blockingpeptide,GBP)-ドーパミン系の生理機能
早川洋一(北海道大学低温科学研究所)

1)目的
寄生パテによって寄生された宿主昆虫では､多くの場合,顕著な発育遅延が観察さ

れる｡発育阻害ペプチド(GBP)は､そうした被寄生宿主アワヨトウ幼虫血液から単

離･構造決定された生理活性ペプチドである｡ 終齢初期に寄生されたアワヨトウ幼

虫血液中のGBP濃度は､ 24時間以内に正常の約3-4倍まで上昇する｡ また, 1

0-数10p

moleのGBPを人為的に注射された未寄生アワヨトウ終齢初期幼虫では,顕著な発育阻
害が観察される｡ これらの結果から､ GBPは､昆虫発育を調節するホルモン様生理
活性ペプチドと考えられている｡ 本研究では, GBPによる昆虫発育調節の分子機構
及びGBPのさらに広範な生理機能の解明をその研究目的に据えた｡

2)方法と結果

上記研究目的を達成するため､具体的には下記の3つの方向からの研究を行った｡

ア)寄生に伴う血中GBP濃度上昇分子機構の解明
イ) GBP作用機序におけるドーパミンの役割

り)昆虫中枢神経系におけるGBP及びド-A.ミン産生細胞の同定

以下､順に実験方法･結果を詳述する｡

ア)寄生に伴う血中GBP濃度上昇分子機構の解明

アワヨトウGBPは､そのcDNA解析の結果,アミノ酸1 4 7残基からなる前駆体と
して合成されることが分かっている｡ 活性型GBPは,この前駆体GBPの限定加水分

解によって生じることになる｡ したがって､本研究では､まず抗GBPモノクロ-ナ

ル抗体を作成し,これを用いて前駆体GBPおよび活性型GBPを正確に測定するアッセ

イ系を確立した｡ 基本的には､ HPLCとELISA法を組み合わせた測定方法である｡

このアッセイ法を用いて､脂肪体中のGBP前駆体濃度(GBPの主な合成器官は脂肪
体と神経組織であるが､脂肪体での合成量が圧倒的に多い)と血中GBP濃度を測定し
た｡その結果,前駆体GBPと活性型GBP濃度は寄生後徐々に増加し､それぞれ1 8時

間､ 2 6時間にして最高値に達することが明らかになった｡

次に, GBPcDNAをプローブに用いノーザンプロットによってGBPmRMレベルの

変化を調べた｡ この結果､脂肪体GBPmRNAレベルは,寄生,未寄生いずれの個体

においても有意な差がないことが明らかになった｡ すなわち,寄生に伴う脂肪体中
の前駆体GBP濃度の上昇は,転写レベルの変化ではなく翻訳レベルの活性化によるも

のであると結論するに至った｡

また,上述のように前駆体GBPから活性型GBPへの活性化には特定のプロセッシン
グ酵素の関与が考えられるが､この酵素についても検討を行った｡ この酵素を精製
した結果､分子量約5 5KDaのセリン型プロテアーゼであり,基質特異性から晴乳動

物血液凝固系の酵素ファクタ-Ⅹに似た酵素であることが明らかになった｡ さらに

･このプロセッシング酵素活性を寄生､未寄生個体で調べた結果､明らかに寄生に伴
う活性上昇が起っていることが確認された｡ したがって,寄生に伴う血中GBP

濃度の上昇は､脂肪体でのGBPmRNAの翻訳レベルでの活性化とその後の修飾に関わ
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るプロセッシング酵素の活性化､両過程によるものであることが明らかになった｡

イト GBP作用機序におけるドーパミンの役割

GBPによる発育阻害現象を解析する過程で一つの事実に気付いた｡ 寄生バチの寄

生によって発育遅延を来しているアワヨトウ幼虫血中ドーパミン濃度は､通常レベル

の約2-3倍に上昇している点である｡ この血中ドーパミン濃度上昇は,健康な幼

虫へのGBP注射によっても誘起されることが分かった｡ 昆虫では､ドーパミンプー

ルが2ケ所存在する｡ 一つは他の多くの動物同様に中枢神経組織であり,もう一つ
は表皮である｡ しかも､表皮のドーパミン含量は､中枢神経組織の量をはるかに凌

ぐレベルであり､血中のドーパミンは主に表皮由来であると予想した｡ 単離した表

皮を用いた培養実験によって､ GBPには､ドーバ脱炭酸酵素(DDC)を活性化して表

皮ドーパミン濃度を上昇させる活性があり､しかも､表皮から培地中への分泌を促進

する作用もあることを証明した｡ また,ドーパミンやドーパミンD2レセプターアゴ

ニストの注射によってもアワヨトウ幼虫発育が遅延することから､ GBPによる発育遅

延効果はドーパミンの生理作用に起因する可能性の高いことが明らかになった｡ さ

らに､ GBPは,脳内ドーパミンに対しても表皮同様の効果を示すことを証明した｡

すなわち､単離した脳の培養液にGBPを添加することによって脳内ドーパミン濃度は

上昇する｡ こうした一連の実験によって､ GBPの重要な生理機能の一つが特定の組

織細胞内でのドーパミン濃度上昇作用であることが明らかになった｡

次に､アワヨトウ幼虫発育を通して中枢神経組織･血液･表皮のGBP､ドーパミン

濃度を測定した｡ この結果､ GBP,ドーパミン量濃度とも各脱皮時の眠の時期に上

昇することが明らかになった｡ この事実は､ GBP-ドーパミンの新たな生理作用を

示唆するものと解釈された｡ すなわち､脱皮時には新しい表皮が古い表皮の下に準

備されるため,この時期の激しい行動を抑える必要がある｡ さもなくば､できたて

の新しい表皮に致命的な捜傷を与えかねない｡ 私達は､ GBf'-ドーパミンが､この

行動が顕著に鈍くなる眠の誘連に関わっているものと予想した｡ さらに､もし､こ

の解釈が正しいとしたら､ GBP-ドーパミンはより長期の静止状態である休眠の誘導

にも関与しているものと予想した｡ こうした作業坂説を検証するため,蛸休眠性を

もつヨトウガを用い蛸変態前後での体内ド-/てミン濃度を測定した｡ その結果､予

想通り､短日(休眠誘導条件)で飼育した個体の脳･血液内ドーパミン濃度は,長日

(非休眠誘導)で飼育した個体のそれに比べ約2-3高いことが明らかになった｡こ

の際､脳内のGBPmRNAレベル及びDDCmRNAとも休眠に入る個体で高まっているこ
ともわかった｡ さらに､幼虫期後半, 1%DOPA混入人工飼料を与えたヨトウガで

は､長日条件で飼育しても約7割の個体が休眠に入ることが分かった｡ そして､こ

れらDOPA摂取個体における蛸変態時の脳内ドーパミン濃度は､やはり､短日条件飼

育個体同様高まっていることが明らかになった｡

このDOPA含有飼料による人為的休眠誘導は､新たなドーパミンの生理作用の可能

性を示唆する結果と解釈された｡ すなわち, DOPA摂取によって脳内ドーパミンが

高まる時期は幼虫期であり､その後､前蛸期を経て実際に休眠が誘導されるのは約1

週間後のことである｡ したがって,飼料として吸収されたDOPAが蛸変態時の脳内

ドーパミンを誘起しているのではなく,幼虫期にDOPA摂取によって一度高まったド
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-/.てミ.>がその後再度生じるドーパミン上昇を引き起こしていることになる｡ とい

うことは､休眠誘導に必要な短日経験をしている個体脳内でも同様なド-/てミン濃度
上昇が起っているに違いないと予想し実験を行った｡ 4齢幼虫期まで長日条件で飼
育したヨトウガを5齢脱皮日に短日に移し,その後経時的に脳内ドーパミン濃度を測

定した結果､特に夜間,長日飼育個体よりも短日飼育個体の方が脳内ドーパミン濃度
が3 0-40%程度高まっていることが分かった｡

ウ) 昆虫中枢神経系におけるド-/てミン産生細胞の同定

上述の短日条件下で高まる脳内ド-/てミンが,短日環境経験の記憶に直接関係して

いるものと予想し,このドーパミン産生細胞の同定を試みた｡ 抗ドーバ脱炭酸酵素

と抗ドーパミン抗体を免疫組織染色に用いた｡前者は､アワヨトウのドーバ脱炭酸酵
素cDNAをクローニングし､これを大腸菌で発現させたものをウサギに免疫して調製

した｡後者は市販の抗体を用いた｡

抗ドーバ脱炭酸酵素抗体を用いて染色した結果, 4ケ所の細胞及び細胞群にはっき
りとした染色像が得られた｡ 側方部(図1, 1),前方部(図1, 2),脳間部(
図1, 3)と後方部(図1, 4)である｡ 一方,抗ドーパミン抗体を用いた場合に
は､側方部と脳間部の染色像は見られたものの前方部､後方部の染色細胞群は明瞭で

はなかった｡ また､これらの細胞および細胞群における短日､長日飼育条件下での

染色強度の大きな差は今のところ見られていない｡

3)考察

ア)寄生に伴う宿主体内での血中GBP濃度上昇は, GBP遺伝子発現の翻訳レベルでの

活性化と前駆体GBPを活性型GBPへ変換するプロセッシング酵素の活性上昇によって
もたらされることが明らかになった｡ しかし,現時点では､翻訳レベルの活性化が

どのように起るのか?あるいは,プロセッシング酵素の活性上昇がどのように誘起

させるのか? については全く分かっていない｡ 前者については､翻訳活性を抑刺

するファクタ-が存在し､このファクタ一浪度が寄生された宿主アワヨトウ幼虫では

減少するため結果的に翻訳レベルが上昇する可能性を考えている｡ また､後者プロ
セッシング酵素の活性上昇については､プロセッシング酵素の活性化を想定している

｡ すなわち､通常は不活性型で存在するプロテアーゼが寄生によって活性化するた

めに､前駆体GBPから活性型GBPへのプロセッシングが盛んに進むことになる｡

イ､ウ) GBPは､表皮においても脳においてもドーパミン濃度上昇活性をもつ｡ 表
皮を用いてこの分子機構を解析した結果,これはGBPが表皮真皮細胞内のカルシウム

濃度を上昇させ､これによりドーバ脱炭酸酵素(DDC)遺伝子発現の転写レベルを活

性化させるために起るらしいことが分かっている｡ ただ､現時点では, DDC遺伝子

に対する転写因子について何も分かっていないので,細胞内カルシウムがどのように

DDt遺伝子の転写レベルを上昇させるかについても不明である｡
休眠誘導に関わるド-A.ミンには､ 2つの生理的側面が考えられる｡ 一つは,蛸

変態時に3-4倍高まる脳内ドーパミンであり,これは神経調節因子として直接休眠

誘導に関与するホルモン分泌調節の役割を担っているものと考えられる｡ ヨトウガ
のような蛸休眠昆虫では､蛸変態直後の前胸腺刺激ホルモンの分泌を抑え成虫へ一連
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の発生を停めるものと予想される｡ もう一つのドーパミンの生理作用とは､短日条

件を経験している時期に脳内で高まり､恐らく､その経験を一種の記憶として固定さ

せるために機能しているものと考えられる｡ この作業仮説を実証する為に､まず脳

内ド-A.ミン産生細胞の同定を試みた｡脳内では,主なド-A.ミン産生細胞群が4

箇所同定できたが,これが全てとは思っていない｡ さらに､染色条件等の検討を行

い､より精密な分析を行う必要がある｡

4)計画に対する達成度の自己評価と今後の方策

GBPの寄生に伴う濃度上昇機構については､大枠が本研究によって明らかにできた
と思っている｡ 今後は, GBP遺伝子の翻訳調節ファクタ-の同定,及び,前駆体

GBPプロセッシング酵素の一次構造決定を急がねばならない｡ また､脳･血液内G

BPは,寄生に限らず各種ストレスでその濃度上昇が観察される｡ これらの濃度上昇

についても,寄生時のメカニズムで説明可能かどうかも併せて明らかにしてゆく必要

がある｡

GBP-ドーパミン系が昆虫の発育調節を担っている可能性ついての提言が,今後の

昆虫生理学の新たな展開に寄与するものであることを願っている｡ そのためには､

寄生･休眠に限らず,さらに広範な生理現象への関与ついても検討を行わなければな

らないし､また,各々の現象への関与についても,より厳密な証明が必要となる｡

"ドーパミンが昆虫の記憶形成･固定に関与する脳内ファクタ-である"という作

業仮説については､現時点で評価できるだけの実績もない｡ ただ､今後は､ヨトウ

ガを用いてオーソドックスな研究を進める一方で､ショウジョウバエを用いる分子遺

伝･分子生物学的研究も必要になってくるものと考えている｡

5)ドーパミン産生細胞の脳内分布

図1､ 抗ドーバ脱炭酸酵素抗体による組織免疫染色

抗ドーバ脱炭酸酵素抗体を用いたヨトウ5齢幼虫脳の組織免疫染色像をイラスト化し

たもの
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脱皮と変態の分子機構の解析

上田 均(国立遺伝学研究所･形質遺伝研究部門)

研究成果

1)目的

FTZ-Flは､エクジソンのパルスによって誘導され､卵糾ヒ直前の後期肱､幼虫脱皮､桶

化の直前に一過的に発現する転写因子である｡カイコの)'n v)'tl･0転写系およびb･ansgenicfly
を用い､ FTZ-Fl遺伝子の5■末端上流域に存在する転写調節にかかわるエレメントを細か

く解析する｡さらに､こゴ1らの転写調節領域に塩基配列特異的に結合する転写因子をク

ローニングし､その構造および発現パターンを解析することにより､ FTZ-Flの発現調節

機構を明らかにする｡一方､ショウジョウバエのFTZ-Fl変異株を解析すること､および､

FTZ-Flの標的遺伝子を検索し､どのような遺伝子がどのようなメカニズムでFT乙Flによ

って制御されているか明らかにすることにより､ FTZ-Flの脱皮､変態時における機能を

明らかにする｡また､ FTZ-Flによる転写の活性化に必要なMBFの発現パターンの解析､

さらに､ MBF変異株を解析することにより､ MBFの脱皮や変態時での機能を明らかにす

る｡以上の解析により､昆虫の脱皮､変態時にエクジソンによって制御さゴtる転写因子

の遺伝子発現制御のカスケードの一端を明らかにする｡

2)方法と結果

A､ FTZ-Flの発現誘導機構

FTZ-Flプロモーターの様々な領域にレポ一夕一遇伝子を結合した融合遺伝子を持つ

transgenicny系統を作成し､レポ一夕一道伝子の発現パターンを観察したところ､転写開

始点を+lとして-0.7から+o.5kbの領域(時期特異性領域と命名)によって発現時期特異

性が少なくとも決まること､および､
-2.4から-1.5kbの領域(エンハンサー様領域と命名)

は､転写に正に作用する領域であることが明らかとなった｡生体内のショウジョウバエ

肱および変態初期のステージの異なる様々な核抽出液から時期特異性領域に結合する因

子を検索したところ､エクジソンの体液中の濃度の変化に応じて検出される2つの因子､

I-4､ II-4PI-7を見い出した｡ II-4PI-7の結合DNA配列を決定したところ､その結合部位は､

転写開始点の下流に3ケ所存在(+170､ +270､ +450)し､その結合配列から核内レセプ
タースーパーファミリーに属する因子で､エクジソン誘導性の転写因子DHR3であること

が示唆された｡そこで､ II-4nI-7の結合部位をプローブとしたゲルシフト系にDHR3抗体

を加えたところ､ II-4PI-7のバンドは､スーパーシフトし､ II-4/II-7は､ DHR3であると考

えられた｡次に結合因子I-4の結合部位のDNA結合配列を決定したところ､
-0.3kbに結合

する事が判明し､その配列から､新規の因子であると推定された｡次に､ I-4あるいはII-

4〃ト7部位に塩基置換を生じたFTZ-Fl遺伝子転写制御領域にレポ一夕一遇伝子を結合した

融合遺伝子を持つtransgenicny系統を作成し､レポ一夕一道伝子の発現パターンを観察し

たところ､いずゴ1も融合遺伝子の発現時期は変化しないが､野生型制御領域を持つ融合

遺伝子にくらべ大きく低下し､ト4とDHR3は､ FTZ-Fl遺伝子の発現に正に働くと考えら

れた｡以上の結果から､ Ⅰ-4結合部位､ DHR3結合部位とエンハンサー様領域と合わせ､

少なくとも3つの領域が転写活性化にかかわることが明らかになったが､これらの3つ
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の領域のいずれかを欠くと発現量が大きく低下することから､ FTZ-Fl遺伝子発現に､お

互いに相乗的に作用する領域であると考えられた｡一方､ -2.4--0.7kbの領域を熱ショッ

クプロモーターに結合した融合遺伝子では､エクジソンの濃度が高い時期からの発現が

観察されるが､熱ショックプロモーターをFTZ-Fl遺伝子のベ-サルプロモーター領域-50

-+50bpと置き換えたところ､本来の発現パターンであるエクジソンパルス後からの発現

がみられた｡このことから､ FTZ-Fl遺伝子のベ-サルプロモーター領域-50-+50bpにエ

クジソン高濃度下で負に制御する領域があると推定された｡以上のことから､ FTZ-Fュ遺

伝子の発現誘導機構については､ 3つの正に働く領域と1つの負に働く領域によって､

エクジソンパルスの後に発現するものと考えられた(図) ｡

B､ FTZ-F】の脱皮､変態過程における機能

FTZ-Flの変異株は､腫致死であったので､熱ショックでFTZ-Flを発現できる融合遺伝

子を持つhsFTZ-Fl遺伝子を導入し､熱ショックで1･eSCueを試みた｡肱ステージの熱ショッ

クでFTZ-Fl変異株は､ 1齢幼虫に成ることができたが､ 2齢には成らなかった｡この1

齢中期幼虫に再び熱ショックを与えFTZ-Fl強制発現させると､ 2齢に成ることができた

が､ 3齢には成れなかった｡これらの結果から､ FTZ-Flは､脱皮に必要であることが示

唆された｡次に､変態期におけるFTZ-Fl変異株の観察をおこなったところ､前摘期で発

生が停止していることが明らかになった｡また､ I-SFTZ-Fl遺伝子を導入し､前蛸期の様々

な時期に熱ショックを与えると､前桶期中期から後期にかけての内在性FTZ-Flが発現す

る時期にFTZ-Flを発現させた場合のみ効率の良い発生異常の回復が観察された｡これら

の結果から､ FTZ-Flは､前蛸期中期から後期において時期特異的に発現することが重要

な転写因子であると推定した｡さらに､各組織でのFTZ-Flの機能を推定するため､体の

内部を観察したところ､唾腺のヒストリシス､中枢神経系の発達､成虫原基の発達､消

化器官系の発達など様々な器官で異常が観察された｡この結果から､ FTZ-Flは､変態期

に多くの器官で様々な作用をする重要な因子であると考えられた｡前桶期後期のFTZ-Fl

変異株に熱ショ.ックでB-･oadComplex (BR-C)を発現できる遺伝子を導入し､熱ショック

でBR-Cを誘導したところ､ FTZ-Fl変異株の形質のうち､唾腺のヒストリシスに関しては

-･escueでき､唾腺のヒストリシスに関してはBR-Cは､ FTZ-Flの下流で働く因子であるこ

とが示唆された｡

c､ショウジョウバエFTZ-Flの標的遺伝子の発現制御

ゲルシフト法による解析により､ショウジョウバエ蛸のクチクラをコードするEDG84A

遺伝子の転写開始点の上流100bpの位置にFTZ-Flが結合することが明らかとなり､ FTZ-

Flの標的遺伝子のひとつであることが予想された｡そこで､この部位に変異を導入した

EDG84A遺伝子プロモーター領域にレポ一夕一遇伝子を融合した遺伝子を有する

b.ansgenicfly系統を作成し､レポ一夕一道伝子の発現を調べたところ､発現は観察されず､

この遺伝子は､ FTZ-Flの標的遺伝子であると考えらjlた｡次に､組織特異発現を制御す

る機構を明らかにするため､ EDG84A遺伝子転写開始点近傍の様々な領域をレポ一夕一

道伝子を結合した融合遺伝子を持つtransgenicny系統を作成し､レポ一夕一遇伝子の発現

パターンを観察した結果､ -408bpから-194bpの間に腹部表皮での発現を抑制する因子が
作用すること､

-174bpから-】45bpの間に頭部と胸部表皮での発現に必要な因子が作用す
ること､

-103bpより下流に腹部表皮での発現に正に働く因子が作用することが示唆され
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た｡以上のことから､ EDG84A遺伝子が､時期特異的に発現するFTZ-Flと組織特異性を

規定する因子の協調作用により､発現制御がおこなわれていること考えらjtた｡

D､ MBFの解析

BmFTZ-F]と､そのコアクチベーターであるMBFlとMBF2の抗体を用いたウエスタン

プロットおよび組織染色により､カイコの4齢から5齢にかけての絹糸腺での存在量お

よび細胞内局在を調べた｡ BTllf･TZ-Flは､ 4齢脱皮約半日前のスピラクルステ-ジD3

からあらわれ､脱皮後速やかに消失した｡ MBFlの存在量に大きな変化がみらゴtなかった

が､ MBF2は､ 4齢始めからスピラクルステ-ジD3まで存在し､その後速やかに消失し､

脱皮後再び現れた｡ BmFTZ-Flは､核に局在したが､ MBFlとMBF2は､通常はほとんど

細胞質に局在し､スピラクルステ-ジD3の時期にのみ核に局在した｡以上の結果､

MBFの存在量および細胞内局在は､眠期内で時期的に制御されており､脱皮過程におい

て何らかの意味がある可能性が示された｡

カイコの近縁種のエリ蚕のMBF2のクローニングにより､ MBF2内での保存領域が明ら

かとなった｡この保存領域をもとにデータベースのサーチを行なったところ､ MBF2と弱

いホモロジーを有する因子をカイコから2個､ショウジョウバエから2個見いだした｡

これらは､いずれもエリ蚕MBF2で保存されている領域内に保存されている領域が存在し､

MBF2は､ファミリーを形成している因子であることが推定された｡また､ MBF2の発現

パターンの解析などから､そjlぞれのMBF2は､組織特異的に発現している可能性が示唆

された｡

3)考察

FTZ-Flは､エクジソンで誘導され時期特異的に発現することが重要な転写因子である

と考えられ､この因子の上流と下流に位置する遺伝子を明らかにすることにより､エク

ジソンによる遺伝子発現カスケードの一端を明らかすることができた｡また､組織特異

性を規定する因子の協調作用により､脱皮や変態過程で同じホルモン支配下におこる組

織特異的な現象を説明する一例を示すことができ､変態の機構の解明にこのような因子

の同定が重要であると考えらゴ1た｡一方､ FTZ-Fl遺伝子の発現制御機構は､予想以上に

複雑な機構で制御されていると推定され､正確に時期特異的に発現することが重要な

FTZ-Fl遺伝子の発現制御を行なう上で意味のあるものではないかと考えられた｡

4)計画に対する達成度の自己評価と今後の方策

FTZ-Fl遺伝子の転写制御機構については､大まかな点が明らかにすることはできたが､

まだ詳細は今後の解析が必要で､続けて解析する予定である｡ FTZ-Flの機能に関しては､

幸にも適当な変異株が得ることができ､脱皮や変態過程における重要性を十分示すこと

ができた｡また､標的遺伝子についても発現機構をある程度明らかにすることができ､

組織特異性を規定する因子の重要性を示すことができた｡しかし､その組織特異的発現

を決める因子の同定まで至らず､今後解析を続ける予定である｡また､他の標的遺伝子

の検索も行なったが得ることはできず､今後の課題として残った｡ MBFの解析について

は､発現パターンの解析および試験管内の解析にとどまり､今後､変異株の取得等を行

なって機能を明らかにすることによって初めて意味あるものか判断されると考えている｡
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+Ecdysteroid FTZ-Fl遺伝子転写開始点

-Ecdysteroid FTZ･Fl遺伝子転写開始点

OFF

時期特異性領域

図､ FTZ-Fl遺伝子転写制御機構のモデル

高エクジソン時には､ベ-サルプロモーター領域およびDHR3に結合したE75Bによって

転写の抑制がおこなわ讃1るが､エクジソンレベルが低下すると､エンハンサー様領域､

ト4､ DHR3の協調的作用によりFTZ-Fl遺伝子が転写されるようになる｡
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カイコガ前胸腺および精巣におけるエクジステロイド合成の制御機樺

普後
-

(東京農工大学農学部生物生産学科昆虫生化学教室)

目的

エクジステロイドは､昆虫の発育･成長に重要な役割を持つホルモンであり､その合成や放出の

制御は高次中枢によってなされている｡本研究は､前胸腺あるいは精巣でのエクジステロイド合成

を制御しているペプチドホノレモンについて､それらの作用機構､組織における時間的合成持帰機構､

ホルモン相互の作用機作､変態･脱皮にかかわるそれらホルモン類の変動などについて､生理生化

学的に明らかにすることを目的としている｡

材料と方法

1.供試昆虫

供試カイコガ品種は､ J l00号×大造種を用いた｡全齢桑で飼育した｡前胸腺に関する実験には

雌個体を､精巣に関する実験には雄個体を用いブ㌔

2.器官培養法

精巣あるいは精巣被膜の培美は､ 2 4穴ウエルの中で行った｡培養液はGr肥の培地(GiⅠ光0)

を用いた,前胸腺の培蓑は､ 9 6穴ウニルの中で行った｡培菓液はGraαの培地を用いた｡それぞ

れの器官の培養時間は実験によって異なるが､精巣培養では3時間を基本とし､前胸腺呼集は1時

間を基本的な培菓時間とした｡各器官を入れたウエルは25℃の定温培兼装置の中に保持した,培兼

終了時､各器官あるいさ3j春美液からのエクジステロイドの抽出を行った｡

3.エクジステロイドの抽出と検定陰

精巣からのエクジステロイドの抽出は､精巣をクロロホルム:メタノール(2 : 1)で磨砕し､

遠JL臼膏に対し半量の蒸留水を加え水層分画を得た,これを直接ラジオイムノアッセイ(R I A)

法に供した｡一部の実験では､この分画を更にSep-Pak C18カートリッジを用いて大別し､

HPLC･Ⅰ社A分析や､抱合型エクジステロイドの酵素処理を行い､エクジステロイドを定量した｡

培蓑液中のエクジステロイド量は､最初に培養液100J▲ 1に対しメタノールを500〝 1加え､培

養液中のエクジステロイドを抽出した｡抽出物中のエクジステロイド量はR I A法で定量した

前胸腺で作られたェクジステロイドの抽出･定量法は､基本的には精巣の藤合と同様である｡ま

た､培養液中のエクジステロイドは直鮭R I A法に供しブ㌔

4.各種ホルモン類および化学薬剤存在下での器官の培養

基本的には器官培養液に所定のホルモン類や薬剤を加え､静官を培養した｡水溶性のものは蒸留

水に溶解させ､不溶の薬剤はDMSOに潮牢させた) DMSOの終濃度は5 %に統-させた)有機溶

媒､各種阻害剤､ラジオアイソトープ等はデュポ拙第一化学､ s I GMA社より購入した,

カイコガ神経ペプチドホルモンは､ rm bmbyxirh羽化ホルモンは東京大学･片岡教授より

譲渡された標品を用いた.脂質動員ホルモン(AKH)はS I GMA社より購入した｡ 1b8d&

ecdy8iotrqin(TE)は､ U SDAのImb博士より譲渡されたマイマイガTEを用いた,

幼若ホルモン類似物質であるフエノキシカルプは､ -一部合成標晶を用いたが､基本的にはチバガ
イギ一社より譲渡された純度9 9 %の標品を用いた)フエノキシカルブは水不溶性であるのでアセ

トンに溶解した.
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結果と考察

_主⊥鮎三え立至テTlイド合成u)制′カイコガ精巣でのエクジステロイドの消長は､ほを割奉液中のエクジステロイドの変化と平行して

変動していた】精巣エクジステロイドは5齢直後から検出されるが､特に吐糸期を境に急激にその

力価は増大する｡しかし､精製エクジステロイド含量は体液中の約1/100-1/300程度と低VIo精

巣で検出されるエクジステロイドの約1/3は精巣蜘執こ存在しており､仮に精巣でエクジステロイ

ドが合成されているとするならば精巣被膜での合成が考えられる｡

精巣に存在するエクジステロイドの組成について検討したところ､主なェクジステロイドはエク

ジソン(E)と20-ヒドロキシュクジソン(20E)であった｡発育段階でのエクジステロイド

組成の変化について検討したところ､ 5齢6日目-8日目にかけて抱合型エクジステロイドの含量

が増加し､蛸期で古剖劫戎することが明らかとなった〕この結果はラベルされたEの取りこみ実験で

も証明された,抱合型エクジステロイドの生理作用はほとんどないといわれているが､精巣での-

時的な抱合型エクジステロイド存在の生理的意味について現在は不明である｡

精巣を培養すると､培寒液中にユタジステロイドj骨性が検出される(培菓液中に検出されるエク

ジステロイドはEと2 0 Eである)｡埠東関始より経時的にエクジステロイドさカ啓蒙液中に増加して

くる.しかし､精巣中のエクジステロイド含量は反対に低下することカ準り明した,

精巣をラベ′レされたE(3H-E)と同時に培蓑すると､ Eは精巣に取り込まれる｡ Eの精巣-の

取りこみ率は発育段階を通じてそれほど変化はない(0.15%程度)が､取りこまれたEは2 0 E-

と変換される(図1)ことが証明された｡即ち､ 5齢4日目でのEはほぼ60%が20Eに変換さ

れるが､発育時期が進むにつれてその変換率は高くなった しかし､蛸期になると取りこまれたE

は殆ど2 0E-変換されなくなることカ判明した(図1)0

精巣が独自にエクジステロイドを合成しているのか､あるいは精巣に存在しているエクジステロ

イドが体液由来であるのかについて検討した,まず､培蓑条件下での精巣でのエクジステロイド含

量の変化を調査したが､経時的に含量古剖氏下することカ判明した｡次に､既知カイコガペプチドホ

ルモンあるい手湖肖磨砕抽出物の精巣エクジステロイド合成静性について検討したが､供試したホル

モンは全て精巣でのエクジステロイド含量を増加することはなかった｡マイマイガT Eについても

検討したが､ TEによる精巣エクジステロイド合成鮒ヒの効果音溜められなかった｡更に､遊離

腹部を用いた実験で精巣独自のエクジステロイド合成擁構の存在について検討した,遊離腹部にE

あるいは2 0 Eを投与すると､投与量に応じて精製エクジステロイド量が増加し､含量は投与後約

1時間でピークを迎えた｡即ち､精巣独自の合成存在を示唆する結果は得られなかった｡また､ペ

プチドホノレモン類のセカンドメッセンジャーとしてホノレモン作用を増幅させる酵素の活性化剤ある

いは阻害剤などの投与､カルシウム､環状ヌクレオチド､ G一夕ンバク質の関与などについて詳細

に検討したが､いずれも精巣でのエクジステロイドの含量を増加あるいは低下させる効果さ溜めら

れなかっ〕㌔加えて､培養液中のエクジステロイド量が培養精巣内エクジステロイド含量を左右す

ることも判明した｡

これらの実験結果から､カイコガ精巣独自のエクジステロイド合脚まなく､精巣中に存在す

るエクジステロイドは体液由来のEあるいは2 0 Eとその代謝産物であるものと結論した｡

早.前胸腺におけるエクジステロイ杓知戎制御機構

幼君ホルモン類似物質であるフエノキシカルプを投与された5齢幼虫は､投与時期によってフエ

ノキシカルブに対する生理的反応が変化する｡即ち､ 5齢前半では6齢幼虫が誘導され､中期の投
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与では営繭出来ずに永続幼虫となり､後期では桶には変態できるが成虫変態できない個体や永続蛸

が誘導される｡従って､フエノキシカルブ怯脱皮や変態のホルモン支配を詳細に検許する上で有力

な実験ツールとなる｡

昆虫の変態･脱皮は幼君ホノレモンやェクジステロイド(前胸腺ホルモン)そして前胸腺刺激ホル

モン(P TTH)で制御されている｡基本的には体内のエクジステロイドの消長が脱皮や変態の誘

導に反映されているoしかし､カイコガでの前胸腺に掛ナるエクジステロイド合成制御磯構の生理･

生化学糊肝究は殆どなされていなかっ7㌔先に記したフエノキシカルブによって誘導される多くの

生理的変化は､このエクジステロイドの消長を撹乱させると予想される｡そこで､フエノキシカル

プ投与個体を用いて､前胸腺におけるエクジステロイド合成制御擁件の解明を行った.0

カイコガ5齢幼虫前胸腺に対するrmのエクジステロイド合成刺激作用ならびにcAMP含量

について検討したく,rmは前胸腺を刺激し､培葉液中にエクジステロイドを放出させる能力を

もっていた｡但し､ 5齢初期の前胸腺まrmHに殆ど反応しなかった｡次に､ rmの作用機作

を明らかにするためセコンドメッセンジャーとしてcAMP含量を測定した,その結果､一部の例外

を除いてrmは前胸腺中のcAMP含量を増加させることはなかった(5齢3-4日目の前胸腺

は顕著にrmに反応し､ cAMPあるいはエクジステロイド合成を増加させた).しかし､ I BM

X存在下で前胸腺を培蓑すると前胸腺はrmに顕著に反応しcAMP量さカ勧口した〕また､ ､前胸
腺がrmに反応してcAMPを増加させる機構の一部にはカルシウムの存在が不可欠であること

カ判明したIカルシウムイオノフォア､フォルスコリン､カルシウムイオンチャンネル阻害剤､カ

ノレモデュリン阻害剤等の投与実験の結果より､C a 2+-カ/レモデュリン系の存在やcAMP依存性プ

ロテインキナ-ゼの存在が示唆されブ㌔

一方､カイコガ脳一側心体-アラタ体に由来する前胸腺内cAMP濃度を増加させる､新規物質の

存在が強く示唆された｡この新規物質ほ熱安定性でありトリプシン感受性の分子量5 0 0 0以下の

ペプチドであり､漁度依存的に前胸腺のcAMP量を増加させ卑｡また､前胸腺内のIP3含量を増加
させる新規ペプチドの存在も示唆されたっこれらの少なくとも2種の新規ペプチドは作用する暗闘

が異なり､ cAMPやⅡ)3が前胸腺のエクジステロイド合成に関与していることが明らかとなった,

これらフエノキシカルプ投与個体や正常個体を材料に行った十連の実験結果から､従来考えられ

てきた前胸腺でのエクジステロイド合成静禰機構にカロえて､新規ペプチドの介在を提唱した(図2)0

rmHは前胸腺帝附を持っペプチドホノレモンであることは間違いないが､更に前胸腺でのエ

クジステロイド合成は前胸腺自体の発育分化とあいまって､新規ペプチド(脳由来)がm分泌

以前に前胸腺に作用していないと(即ち､ dlMP合成機構やIP3誘導に伴うカルシウムの介在経路

の構築)､連続したエクジステロイド合成が進行しないことが明らかとなっブ㌔またフエノキシカル

ブ投与個体では､前胸腺自体でのこうした新規ペプチドの受容体形成を撹舌けることも示唆された-

計画達成度の自己評価と今後の方策

今回の研究によって多くの新知見が得られたものと評価しており､当初計画の約8割は達成され

たものと考えている｡

精巣独自のエクジステロイ愉妹JJ御機構のうち合成系存在はほぼ否定された｡体液由来のエク

ジステロイドの精巣への取りこみの事実とそれらが精巣内で代謝されている事実は､精巣における

精子形成にエクジステロイドが関与していることを示唆する.｡また体液中に存在する3 0 Kタンパ

ク質の取りこみの事実も､動的な精巣での精子形成との関連で興味深し1o しかし,カイコガ精巣で
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の剤新郎頼核棒子形成の時間的な精子変態の牌潮牢明には至らなかった｡精子変態にはエクジ

ステロイドが強く関与していることは示唆されたが､培集条件下で再現する必要がある｡精巣での

糖ハ溜寸と粁子形成との関連についても解抑ヾき珊酌ミ残っている()更に､精巣でのユタジステロ

イMぺ溺寸経路の解明も検討課題の1つであるoこれらの間庸に関して､現在も研究を進めており,

近い将来結果が報告できるものと考えているQ

一方､前胸腺でのエクジステロイド合成制御機件の多くU.淵ち分が明らかにされたが､新敵ペプチ
ドの性択､-脳内合成場所の特定､分泌経路､時間的空間的作用発現機構､幼君ホルモンの介在､カ

ルシウムの介在､リン酸化タンパク質の同定と作用機構､ボンビキシンの存在意義と作用機構､成

虫頭部でのP TTHの存在理由､ P TTIiの時期特異的発卿幾構､ P TTH受容体の解析､新規ペ

プチドの受容体の解明など多くの未解決な研究棟棲が残されていると考えている｡

仔
…巾

図1.カイコガ精巣におけるエクジステロイドの変換

l●●●

汁

卓～
主qQ

図2･カイコガ前胸腺におけるエクジステロイド合成制御機構
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昆虫幼若ホルモンによる遺伝子発現の調節機構の研究

鎮西康雄(三重大学医学部医動物学教室)

研究成果

研究rl ホソヘリカメムシの幼君ホルモン依存性遺伝子の探索

1)目的

昆虫の幼若ホルモン(Juvenile Hormone⇒H)はエクジソンと共に変態を調節する

ホルモンとして知られる｡また, JHは変態以外にも休眠･生殖･相変異･体色などの

昆虫にとって基本的で重要な現象の調節も行っている｡ JHによるこれらの現象の制御

は新たな遺伝子の発現を通して行われていると考えられており,事実､ JHによって発

現が調節されている遺伝子(たとえばピテロジェニン)が多数明らかにされている｡し

かし,未だJH受容体は同定単離されておらず､ JHによる遺伝子発現の調節機構は明

らかにされていない｡この研究はJHにより､より直接的に発現が誘導される遺伝子を

探索し､それらの発現誘導の機構を明らかにすることを目的とした｡

2)方法と結果

ホソヘリカメムシの休眠雌成虫にアセトンとアセトンに溶解したJHとを処理し､

脂肪体からRNAを抽出し､ arbitrary primersを用いてPCRを行い, JH処理･未

処理で違いのあるPCR産物を検出し,そのバンドをゲルから抽出した｡これらを再ク

ローニングし,プローブとして再び､ JH処理･未処理でノーザンプロット解析を行っ

て,発現の違いが明確なクローンを選抜した｡その結果,これまで未解析の遺伝子とし

てJH抑制性遺伝子(JH repressible genes)が3つ(JR-1,2,3)とJH誘導性遺伝子((JH
inducible/JH stimulatory genes)が1つ(Jト1)とれた｡これらの塩基配列を解析し,
データベースにより既知遺伝子との相同性を検索したoその結果､ JR-3とした遺伝子

は既知の昆虫や動物で知られる transferrin と相同性が高く,ホソヘリカメムシの

transferrin(RcTf)と同定した. RcTfの発現とJHによる発現の調節について検討した.

その他の遺伝子についてはいずれも相同なものがなく､新規遺伝子であることが判った｡

3)考察

Differential Display (D-D)法により､ JH処理によって誘導されたり抑制された

りする遺伝子が複数とれた｡第一段階で分離されたもののほとんどが､それ以下の検討

でfalse positive であることがわっかり､結果的には7つ(このうち3つは既知の

Cpa,CPb, Vg)に過ぎなかったことは､ D-D法の困難さを認識した｡得られた遺伝子

を利用して,その発現の機構を比較検討し､ JH作用機構の解明に資する研究につなげ

る必要がある｡
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4)計画に対する達成度の自己評価と今後の方策

JHによって発現を制御されている遺伝子をD-D法で検索し､これら遺伝子の上

流調節領域を解析し, JHによる遺伝子発現調節を研究するのが目的である｡しかし､

現在はいくつか目的とする遺伝子cDNAがとれた段階で止まっている｡その意味では

本来の目的はまだ達成されていない｡これを足がかりに遺伝子のクローニング､上流域

の解析を行い､発現調節の機構に切り込む研究を行いたい｡

調節研究-2 ホソヘリカメムシのシアノブロティン(CP)の合

1)目的

JHは変態や休眠･生殖･相変異･体色などの昆虫にとって重要な現象の調節を行

うホルモンであるが,その分子レベルでの作用機構はまだ未解明な部分が多い｡未だJH

受容体は同定単離されておらず､更にJHによる遺伝子発現の調節機構はは明らかにさ

れていない｡この研究はJHによる特定遺伝子の発現を調節する分子機構について明ら

かにすることを目指し､特にJHによって発現調節される遺伝子の上流調節領域と結合

する因子のクローニングを目的とした｡

2)方法と結果

貯蔵タンパク質の1種であるホソヘリカメムシの体液タンパク質cyanoprotein

(cp)のJHによる遺伝子の発現調節について調べた｡先ずcpを精製し､その諸性状を

解析した｡ CPは分子量76kDaの2つの異なる単量体CPa, CPbをサブユニットとす

る6量体分子で､発育ステージ､休眠･非休眠､雌･雄でそのサブユニット構成が変わ

ることを明らかにした｡ CPは脂肪体で合成され､体液に分泌されて貯蔵されるが,

卵成熟期に一部は体液から卵母細胞に取り込まれることが判った｡サブユニットCPa,

cpb遺伝子の発現(mRNAレベル･タン/toク質合成のレベル)は発育ステージ､休眠･

非休眠､雌･雄で異なり､それはそれぞれJHによる直接的な制御下にあることを示し

た｡即ちCPaおよびCPbは構造的にはよく似た分子であるが,これらの遺伝子はJH

に対して異なった反応性を示し､JHによってCPa遺伝子の発現は誘導活性化され､CPb

遺伝子の発現は抑制されることが明らかになった｡

cpa/cpbの遺伝子をクローニングし､その構造解析を行った｡それぞれ1 1のエ

クソンから成り､上流域の遺伝子構造ではCPaに特異的な反復配列があることが判っ

た｡これらの反復配列をプローブとして用い, JH処理未処理の脂肪体核抽出タンパク

分画を用いたゲルシフト解析を行った｡その結果CPa遺伝子の-54･Obp付近にある

AGGTATGAmCCTのinverted repeatは核内リセブタ-スーパーファミリーの

responsive elelTlentのコンセンサス配列AGGTCAに近く､ JH処理した脂肪体には

この繰り返し配列に特異的に結合する因子のあることを明らかにした0
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3)考察

この特異な繰り返し配列に結合する因子はJH受容体か､あるいはJHによってよ

り直接的に発現が誘導される因子であることが示唆される.この脂肪体核因子をクロー

ニングすることが更に一歩JH受容体に近づくと確信し,現在yeat one hybrid system

によってこの因子のクローニングを試みている｡即ち,この配列をpHIS卜reporter

plasmidに組み込み､ IACZをreporterとし,一方脂肪体cDNAをpGAD424に組

み込みYM4271 strainのyeastに取り込ませ､ 1acZの発現を増強するクローンをス

クリーニングする｡これによって特異反復配列に結合する因子がクローニングされるは

ずである.

4)計画に対する達成度の自己評価と今後の方策

最終的な目標としているJH受容体のクローニングはまだできていない.その意味

で達成感はない｡しかし､現在､上述の特異繰り返し配列に結合する因子のクローニン

グが期待できる段階にきており､これが完成すれば､少なくともJH receprtorに一歩
近づいたといって良いだろう｡

調節因子のクローニングと機能解究-3

1)目的

JH受容体を同定し､クローニングするための一つのアプローチとして､ JH受容

体が転写調節因子の一つである可能性があることから､転写調節因子のファミリーに属

する因子をクローニングし､それらの機能解析することで､ JH受容体を検索すること

を目的とした｡

2)方法と結束

力イコ幼虫のcDNAをtemplateとして,核受容体のzincfinerdomainの保存

領域に基づいて設計したpromersでPCRを行い､得られたフラグメントをプローブ

としてcDNAライブラリーから新しいorphan receptor GRFをクローニングし､全

塩基配列を明らかにした. GRFはカイコのFn-Flと脊椎動物で知られるgerm cell

nuclear factor (GCNF)に近い構造をしていた｡ GRFのmRNAは8kbでほとんどの

組織で検出できた｡その発現はエクダイソンのピークより少し遅れていた｡この発現パ

ターンはearly-late geneのDHR3と近く､ FIT-Flより先行していた. GRFは多

くの組織で発現し､エクダイソンと対応して極く限られた時期にでてくることが明かに

なったo組み替えGRFを用いて､エストロジェン受容体の応答配列のhalfsiteAGGTCA

との結合をゲルシフトアッセイにより調べたところ､特異な結合が観察された.これら

のことから､ GRFはエクダイソンカスケードを構成する一因子である可能性が証明さ
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れた｡

3)考察

GRFは新しい転写調節因子としてクローニングされたが,これはエクダイソンカ

スケードの一部を担う因子の可能性がある｡その意味でこの研究成果はエクダイソンと

の関係で重要である｡しかし､これがJH受容体である可能性はまだテストされていな

い現在,本来の目的であるJHとの関連は今後の課題である｡

4)計画に対する達成度の自己評価と今後の方策

本来の計画では得られた核受容体がJH受容体であることを検討することになって

いるが､この点はやられていない｡従って､ JH受容体を探索するという当初の目的は

未だ達成されていない｡現在のところ､このsrategyによってJH受容体を明らかに

する研究は実行していない｡
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蚕卵休眠に動員される情報伝達系に関する天然物有機化学的研究

今井邦雄(三重大･生物資源)

【目的】

カイコの卵休眠現象は､母蛾が卵であった時期の外部環境情報の記憶に基づき､来

るべき環境を予察して引き起こす現象で､次世代で発現する｡その過程には複数の生

体分子を介する多段階の情報伝達機構の存在とそれらの統御支配機構の存在が推察で

きる｡その中で､休眠ホルモン(DH)は中心的役割を担う鍵物質であり､発見以来4

0年の追求の末に単離構造決定できた｡その構造､研究過程での蓄積､その後の発展

等に基づき､本研究では､休眠誘導に関連する新奇物質の探索､および､化学合成を

用いるDH活性発現部位の特定､それらの利用を目指す高活性誘導体や類縁体の調製

を目的とした｡

【方法､結果】

1)休眠誘導に関連する新奇物質の探索

DHの研究過程の内､かなり長期間は雄蚕蛾頭部の有機溶媒抽出物が材料とされて

きた｡この材料中の活性物質は､その物理化学的性質が蛸食道下神経節から単離され

たDHとは全く異なることから､別種の物質と考えられ､その機能発現機構に興味が

持たれていた｡そこで､この材料から再探索を行った｡その結果､極めて脂溶性に富

む特異な構造のペプチドを単離構造決定できた｡本ペプチドの部分構造を持つ化学合

成類縁体や大腸菌に発現させた本ペプチドは､残念ながら､それら自身で休眠誘導す

ることはなかった｡しかし､それらはDHと共存させると､ DHの活性発現開値を数

十倍低下させる協力剤的能力を持つことが判明した｡また､ DHは蛋白分解酵素であ

るトリプシンやカイコ体液で処理すると極めて速やかに分解するが､本ペプチドはそ

の速度を著しく低下させること､および､その速度低下が本ペプチドの酵素阻害に基

づくのではなく DH分子の保護作用に基づく可能性を示唆できた｡本ペプチドのこれ

らの性質はDHの投薬法改良の一手段を与えるものと考えている｡さらにその後の検

討の結果､本ペプチドは蚕蛾のクチクラ層に存在することを明らかにできた｡この存

在部位から考えて､本物質は生体内で直接に休眠現象を統御するものではないであろ

う｡むしろ､本ペプチドは､クチクラの主成分であるキチンに特異的に結合すること

が判明したことから､蛾の外骨格形成に重要な役割を担う物質である可能性が強くな

った｡

2) DH活性発現部位の特定､高活性誘導体や類縁体の調製(図参照)

以前の研究で､ DHの構造を確認するために行った化学合成により､そのC末端は

アミド型であることを明らかにしていた｡実際､アミド型は生物活性を持つのに対し､

遊離カルポン酸型は全く不活性であった｡さらに､その構造中の断片を各種化学合成

して活性を調べた結果､ C末端部に活性発現に必須な部分が存在することを明らかに

していた｡そこで､ C末端ペン夕べプチドの末端をアミド型からエステル､メチルア
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ミドやジメチルアミドに変更してみたがいずれも不活性であり､現時点では､ C末端

が単純アミドであることが活性発現に必須であると考えている｡次により短鎖のペプ

チドアミドを調製した結果､トリペプチドアミドが活性発現に必要な最小単位構造で

あることを見いだした｡その活性はペン夕べプチドアミドに比べ､ 20倍程度弱いもの

であった｡この最小単位のN末端に芳香族脂肪酸を結合させ､その芳香環をペンタペ

プチドアミドのフェニルアラニンと同一の位置を占めるように設計した誘導体を合成

したところ､活性が回復し､ペン夕べプチドとほぼ同程度の活性となることがわかっ

た.次に芳香環と活性最小単位をつなぐ鎖長を順次短くしたところ､いずれの誘導体

も類似した活性を示したものの､その鎖長が長くなるほど活性が強まる傾向を認めた｡

この事実は､芳香環の存在自身が活性増強に寄与するのではなく､修飾基の脂溶性が

関与する可能性を示唆していた｡そこで､芳香環を持たないパルミチン酸で修飾した

活性最小単位を調製したところ､活性発現開値がペン夕べプチドとほぼ同程度まで回

復し､さらに興味深いことには､最大産下休眠卵数が大幅に改善され､産下卵のおよ

そ70%を休眠させることができるようになった｡現在使用している生物検定条件を考

慮すると､投薬時期や投薬法を最適化すれば産下卵を全て休眠させる可能性がある｡

さらに修飾剤の炭素鎖長を変化させ産下休眠卵数との関係を調べた結果､鎖長が短い

誘導体は低活性であるが炭素数16から18で最大活性となり､それ以上では逆に低下

することがわかった｡

これと類似する活性増強はDH自身の脂肪酸修飾の際にも認められた｡すなわち､

パルミトイル化したDHの活性発現閉値は非修飾体よりも数十倍低い値を示した｡こ

の活性発現閉値の低下の機構は不明であるが､存在の仮定されているDH受容体との

相互作用を脂肪酸修飾が強化している可能性があり､興味深い｡一方で､類似の誘導

体調製法を用い､蛍光標識や光アフィニティー標識したDHも合成しており､これら

の誘導体はそれらと親和性を持つ生体分子探索の道具となりうると期待している｡

さて､上にも述べたようにDHは､体液処理により､極めて速く分解失活する｡そ

の分解経路はトリプシン分解と類似したものであり､アルギニン残基で切断されるも

のであるが､その第一段目の分解でDH分子は活性を失うと考えられる｡分子構造上

この分解を受けにくい分子を2種､設計し､酵素に対する抵抗性と休眠誘導能を調べ

たoその内の一つイソプチルマロナミルーD-アルギニルシクロペンチルアミドは酵素分

解に抵抗性を示したものの､休眠誘導能を全く示さなかった｡これに対し､フェニル

ヘキサノイル_1_ピロリジニルメチルアルギニルロイシンアミドは興味深い活性を示し

た｡すなわち､活性発現閉値はトリペプチドアミドとほぼ同等ながら､最大産下休眠

卵数はペン夕べプチドやD由自身よりも大きくなった｡おそらくこの現象は､本類縁

体の受容体との適合性は必ずしも十分ではないが､本物質が酵素分解に対して著しい

抵抗性を示すことに起因し､生体内に長くとどまり得たために､引き起こされたので

はないかと推察している｡
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【まとめと今後の課題】

今回の研究では､当初目標の一つとした新休眠誘導物質は今後の課題としてのこっ

たが､その過程でDHの活性を増強する新奇ペプ≠ドを単離構造決定することができ､

それがホルモン分子を酵素分解から保護するという､興味深い性質を見いだした｡ま

た､本ペプチドは､蚕体内ではホルモン活性増強に寄与すると言うよりも､昆虫の外

骨格形成に寄与している可能性を指摘でき､新たな研究課題を提供するところとなっ

た.一方､化学合成を用いた検討により､ 24アミノ酸からなるDHの活性発現最′ト単

位はC末端のトリペプチドアミドであること､その脂肪酸誘導体が最大産下休眠卵数

を大幅に向上させることや､ DHの脂肪酸誘導体は天然ホルモンよりも低い活性発現

閉値を示し､現時点における最強活性物質であることを明らかにできた｡

以上の結果に基づき､今後､一方でより有効な活性分子を分子設計.創製して利用

を図り､他方で今回の研究で残った新奇活性物質やDHと親和性を持つ生体分子を追

求すると共に､新たに提起されたクチクラ形成蛋白の課題も取り入れて研究を展開さ

せていきたいと考えている｡
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キクテハの夏型ホルモン活性物質の精製･単離と作用機作の解析

遠藤克彦･山中 明(山口大学理学部自然情報科学科)

はじめに

キタテハPolwum'a c-azLZleumの夏型と秋型の季節型は幼虫期の日長と温度によって､

脳から分泌される夏型ホルモンを通じて決定される｡このキタテハの夏型ホルモンは､蛸

の脳から2%NaClで抽出される分子量は約4500のペプチドであるoこのキタテハの夏型

ホルモンと同じ活性を持つ脳神経ペプチドが数種のチョウ目昆虫の蛸の脳から抽出されて

いる｡また､カイコガ&mbLyTmOm'成虫の脳･食道下神経節複合体から得た2%NaCl抽出

液中には強い夏型ホルモン活性が存在し,その活性物質は分子量が約4500のペプチドで

あることが明らかにされている｡

今回の研究では､カイコガ成虫の脳一食道下神経節抽出液中の夏型ホルモン活性物質を

精製･単離し､その性質(アミノ酸配列を含む)と作用機作を明らかにすることにあった｡

1, 夏型ホルモン活性物質の精製･単離

カイコガ成虫から20,000個の脳･食道下神経節複合体を集め､ 2%NaCl抽出液を作成し､

ゲルろ過､陰イオン交換クロマトグラフィーによって部分精製を行った後に､逆相高速液

体クロマトグラフィーによって､ 3つの紫外線(280nm)吸光のピークを含む高度に精製

された夏型ホルモン活性物質の分画を得ることに成功した.この分画をSI)S･PAGEで展

開して銀染色を行ったところ､分子量が約4500に相当する位置にバンドが染色された｡

得られた分画を回収･凍結乾燥後, 2回目の逆相高速液体クロマトグラフィーを行った(図

1)｡ 3つの紫外線(280nm)の吸光のピ

ークと､その間の溶出液1つを含む4つの

分画を回収し､各分画の夏型ホルモン活性

を検定したところ､回収した2つめの紫外

線吸光のピークを含む溶出分画に夏型ホル

モン活性物質が回収されていた｡しかし,

その分画の夏型ホルモン活性は低く､ 2回

目の逆相高速液体クロマトグラフィーの回

収率はかなり低い値であると(35%程度)

と推定された｡また､その凍結乾燥分画の

予備的なシークエンス実験から､夏型ホル

モン活性物質のN･末端はブロックされてい

ることが考えられた｡

2､カイコガの季節型発現調節とホルモン

栄
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e!.
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巨〕
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写1
0

溶出時間(分)

2化性のカイコガ(大造)には､麹の文

様が異なる2つのタイプの成虫があり､その違いは特に雄成虫で顕著であることを見出し,

さらに前勉外横線第4室と第6室の黒褐色の鱗粉数をもとに,倍額楕円法によって両雄成
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虫とその中間型を区別することに成功した(図2)0

成虫の休眠卵産卵性発現と同様に､腔期と幼虫期

の日長と温度によって決定されることを示し､こ

の雄成虫の勉のパターンの違いがカイコガの季節

型(夏型と秋型)による違いであるとの結論をえ

た｡即ち､腔期と幼虫期を短日条件下(比較的低

温下)で飼育した雄は､前勉の中央線が薄い褐色

の夏型成虫(SD･SD:雌は非休眠卵を産下する成虫)

となり､肱期を長日条件下(比較的高温下)で飼

育した雄は､前勉の中央線が黒い褐色の秋型成虫

(LD･LD:雌は休眠卵を産下る成虫)になる.そ

こで､このカイコガの季節型の発現に脳内に存在

することが明らかにされている夏型ホルモン活性

物質が関与しているかこうかを調べるために､短

日と長日条件下で得られた蛸化当日の蛸で脳の除

去する手術を行い､手術痛から羽化した雄成虫の

麹の黒褐色の鱗粉数を調べ､手術による季節型発

現-の影響を調べた｡その結果､両条件下で得ら

れたいずれの除脳痛からも､中間型を含む成虫が

羽化した｡この蛸の脳に対する手術の結果に､脳

抽出液､食道下神経節抽出液,休眠ホルモン(D

H)､フェロモン生合成活性化神経ペプチド(PB

AN)等の投与結果(図3)を加えると､カイコ

ガ成虫の季節型発現には食道下神経節で生産され､

側心体またはアラタ体から分泌される休眠ホルモ

ンが関与している可能性が示唆される｡

3､アゲ-チョウの季節型発現と夏型ホルモン

これら2つのタイプの雄成虫の発現に
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これまでに､ 6種のチョウで季節型発現の内分泌が調節機構が調べられ､そのうちの4

種で季節型の発現に対する夏型ホルモンの関与が明らかにされている｡しかし､蛸で休眠

する2種のチョウについては季節型の発現が夏型ホルモンにはよらないとされている｡し

かし,蛸で休眠し,春型と夏型の季節型を持つアゲハチョウPapil)'oxu地usでは季節型の

発現に体液的な要因が関与している可能性が示唆されている｡そこで､後勉背面に並ぶ白

紋のサイズをもとに､倍額楕円法を用いて春型と夏型の季節型を分類し､アゲハチョウの

蛸の脳抽出液およびカイコガ成虫の夏型ホルモン活性物質の部分精製分画が冷蔵休眠蛸か

ら夏型成虫の発現を促すかどうかを調べた｡その結果､アゲハチョウの夏型ホルモンは､

キタテハの夏型ホルモンと同様な方法で抽出･部分精製が可能であり､抽出･部分精製さ

れた夏型ホルモンを休眠後の休眠蛸に投与すれば､夏型成虫が生ずることが明らかとなっ
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た｡また､カイコガ成虫の脳内に存在し､キタテハの短日蛸に夏型成虫の発現を促す夏型

ホルモン活性物質がアゲハチョウに対しても同様な作用を持つことが確かめられた｡

4,アゲハチョウの蛸表皮褐色化ホルモン(PCMH)の検定法の確立と部分精製

アゲハチョウに脳で生産され､前胸神経節から分泌される蛸表皮褐色化ホルモン

(braw血ng hormone)が存在することが示されてから､既に長い年月が経過している｡

しかし､そのホルモン活性物質は抽出･精製はもとより､その活性検定法さえ確立されて

いなかった｡今回､アゲハチョウ前蛸の結集腹部を用いて蛸表皮褐色化ホルモンの検定法

が可能となり､さらに､その活性物質の抽出･部分精製によって､このホルモンが夏型ホ

ルモンより分子量の小さいペプチド(2500程度)であることを明らかにした｡

4,今回の研究のまとめ

今回の研究計画では､カイコガ成虫の脳内に存在する夏型ホルモン活性物質の精製･単

離を主目的とし,夏型ホルモンの作用機作の解析をそれに次ぐ目的とした｡しかし､野坐

昆虫を大量飼育することの困難さと人手不足のために､本科学研究費を受領した2年間の

間に当初の計画の約半数しか達成することができなからた.その後も受領した研究費によ

って購入した研究機材を活用して研究を続け､当初の計画で目的とした大部分の事項を達

成することができたと考えています｡
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組換えバキュロウイルスを利用した

PTTHの種特異性に関する分子機構の解明

小林 浮(三重大学工学部)

1)目的

Ecdysteroid UDP-glucosyltransferase (egt)遺伝子を欠失させたバキュロウイ

ルスにカイコ由来の前胸腺刺激ホルモン(mH)を発現させると,感染力イコ幼虫では

死亡時期が早まり､ヤガ科のSpodoptera幼虫ではウイルスの増殖が阻害されるとい

う相反する結果がえられ､ mHの種特異的作用の関与が示唆されたoそこで,本研

究課題は､これらの現象の分子機構を解明する端緒として､カイコ及び異種昆虫の

mH及びそれらのキメラ分子をバキュロウイルスに発現させるための実験系の構築

を行い､それらを駆使してカイコ幼虫の死亡時期と体液中のエクジステロイド量およ

び幼虫組織におけるウイルス増殖との関係を比較検討し､ mHのアミノ酸配列にお

ける種間変異と種特異的活性の関係を明らかにすることを目的として遂行された｡

2)方法と結果

3種鱗麹目昆虫(カイコ､タバコスズメガおよびエリサン)のmH及びそれらの

キメラ分子のcDNAを作製し､ egt遺伝子を欠失させたカイコ核多角体病ウイルス
(BmNPV(-eg[))に導入し,得られた各組換えウイルスをカイコ幼虫に感染させ,エク

ジステロイドの変動及び幼虫発育を経時的に調査した｡

その結果､ (王Jl･3種類の昆虫由来のmHをそれぞれ導入したBmNPV(-eg[)をカ

イコ4齢幼虫(脱皮直後)及び5齢幼虫(脱皮2日後)に接種すると,カイコ由来の

mHを生産するウイルスに感染した幼虫においてのみ､体液エクジステロイド量の

増加時期が著しく早まり,脱皮及び吐糸期の開始も早まった｡

一言ノカイコmHの種特異的活性領域を限定するために､カイコとタバコスズメガ
のmHをさまざまな位置で組換えたキメラ分子を作製し､その活性の有無を検討し

た結果,最終的に2回組換えキメラ分子M73B13M20mH (Mはタバコスズメガ由

来､ Bはカイコ由来の配列,数字はアミノ酸残基数)に強い活性が認められ､このキ

メラmHに含まれるカイコmH由来の13アミノ酸配列がカイコに対する主要な

特異活性ドメインであると判断されたo

3)考察

カイコmHの種特異的活性を決定する主要ドメインとして､本研究の結果から

結論づけられた13アミノ酸配列は､ Noguti et al. (1995)により予測されたmHの

立体構造における二つのβストランドに挟まれたループ部分にほぼ一致していた｡こ

の13アミノ酸残基からなる配列はカイコmH全体の中では､親水性ならびに極性

が高く､しかも,側鎖のbulkinessが低い部位であり､タバコスズメガmHの対応

する部位の配列にも､同様の特徴が共通に認められた｡ただし,両者の対応する部位

の配列間で､電荷の分布が明らかに異なっていた｡以上の解析結果から､ mHの種

-125-



特異性決定部位は､おそらく､前胸腺細胞膜上のmH受容体上に形成された窪みに

はまりこむループとして機能しており､受容体の窪みには､ちょうどmHのループ

と正反対の電荷が分布しているため,両者は静電的相互作用により強い親和力で結合

する可能性が示唆されたoすなわち, m=活性の種特異性とは,主にループ部分の

電荷分布に起因する受容体との親和力の強弱により決定されるという仮説が考察によ

り導き出された.

4)計画に対する達成度の自己評価と今後の方策

本研究課題では,さまざまなキメラmH分子を生産する組換えバキュロウイル

スをカイコ幼虫に感染させるという比較的簡便なアッセイ系を活用することにより,

mHの種特異的活性決定部位を13アミノ酸残基に限定し､その配列解析から種特

異的活性の分子メカニズムとしてmHと受容体との静電的相互作用が重要であると

いう仮説を提唱できた｡これらの成果は､研究目的の達成という観点からみて､完壁

とはいえないものの本質的な前進であると自己評価できる｡

今後は,成果の論文発表を急ぐとともに､自ら提唱した仮説を立証し､また一般化

するために,種特異的活性決定部位13アミノ酸残基の電荷分布を人為的に変更して活

性を調べるとともに､各種キメラmHの前胸腺表面への受容体を介した結合能に関

する解析,ならびにエリサンm=にカイコmHのキメラ分子においても同様の結

果が得られるかなどを検証する｡

また､本研究の副次的成果として､組換えmHに付加されたN型糖鎖構造を解

析することによりバキュロウイルス遺伝子発現系のN-グリコシル化能力を簡便に評価

できることが判明したので,代謝工学的改変した昆虫培養細胞におけるN-グリコシル

化特性解析に活用し､有用糖タン/toク質生産系の確立に役立てる予定であるo

5)主要成果図
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図1.ウイルス接種カイコ幼虫体液中の脱皮ホルモン量の変動｡カイコ5齢幼虫(脱皮

後2日目)に各種mH発現ウイルスを幼虫1個体当たり2･5×103pFU接種したo

-126-



′一′

､
-
､
､
-
､
-
､
-
-
-
､
ヽ

ヽ
-
-
1
､
､

カイコ RPPYI(KESLYSITILKRRETK

電荷 + +- +++_ +

oH基
* * ** * *

芳香環 * .

疎水性 * * ***

タバコスズメガp‥‥‥‥Ⅰ.E.K‥RK.KS
電荷

oH基
芳香環

疎水性

+-
-

+ ++++

* * * *

* *

* * * ** *

ESLEIPNELKY

- - -

+

* *

*

* * *

R‥AR.TD.EIG

+ + - -

* *

♯* * *

ヽ
､
､
､
-
､
_

ÅESHPVsvÅ〔L⊂TRDYqLRYNNN
+- +

* * * * *

* *

♯* * ** * *

‥‥L.Ⅰ‥G.Ⅰ‥‥.VI
+-

* * * *

*

** * * * **
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天蚕の前幼虫態休眠における新内分泌系の機能解析と分子機構

鈴木 幸一(岩手大学農学部)

1.目的

卵殻内で幼虫体が形成された状態で休眠する天蚕(ヤママユ)の前幼虫態休眠において

は､これまで知られている昆虫の休眠機構では説明できない新しい内分泌系の介在が推定

されている(Suzuki et al., 1990)
｡すなわち､従来の中枢神経系ホルモンや末梢ホルモン

に依存しない生理活性物質の存在が予想されているoそれは､中胸部位から分泌される休

眠を維持する機能の抑制因子(Repressive Factor, RF)と腹部第3-5節から分泌され後休

眠期に作用する成熟因子(Maturation Factor, MF)の存在であるoいずれもペプチド様物

質であると推定されているが､その構造と具体的な機能については,依然として不明であ

る｡

本研究では､両因子ならびに補助因子(麻癌性ペプチド)の単離構造解析と分泌器官の

同定を行いながら､昆虫の休眠機構に新しい提案を試みるものであるo

2.方法と結果

1) RFの同定

休眠中の前幼虫1,500頭より酸メタノール抽出し,熱処理､アセトン沈澱処理､そして

3回の高速液体クロマトグラフィーによる溶出で､最終的に単離精製することができたo

この単離精製物を構造解析した結果､ C末端がアミド化されている新規のペン夕べプチド

であった｡生理活性としては,休眠覚醒処理した前幼虫に合成ペプチドを注射すると,栄

醒が遅延し､抗体を休眠中の前幼虫に注射すると,休眠が覚醒した｡

2) MFの同定

休眠覚醒した前幼虫2,000頭から､上記同様の抽出方法により､単離精製を進めプロテ

インシークエンサーで構造解析した｡その結果､ 7-8個のアミノ酸配列を有するものと

推定されたが､最終決定までには至らなかった｡生理活性としては､後休眠期の一つの特

性であるメラニン様物質の沈着が皮膚に観察された｡

3)補助因子(麻疹性ペプチド)の同定

休眠中または休眠覚醒した前幼虫からRFおよびMFの単離精製過程において,昆虫の

麻疹性ペプチドファミリーに属する天蚕由来の麻痩性ペプチド(Antheraea yamamaiの

paralytic Peptide, Any-ParP)の存在を確認することができたo従って,このAny-ParPの

単離精製を5齢幼虫の体液から進めた｡エタノール抽出物を3回の逆相高速液体クロマト

グラフィーで単離精製し､プロテインシークエンサーで構造解析した｡その結果､タバコ

スズメガ麻療性ペプチドのN末端から12番目のロイシンがメチオニンに置換し､ 1個の-

s_s_結合を有する23個のアミノ酸残基からなるペプチドを同定することができたo

4)分泌器官の同定

作製した上記RFの抗体が保存に耐えられないことから､本実験では､ FMRFアミド,

sp, CCK_8､ PPの各抗体を使用し､免疫組織化学的手法で観察した｡その結果,休眠中

の前幼虫および休眠覚醒した前幼虫の前腸ヰ腸境界部で, 90-100個のFMRFアミド陽

性双極ニューロンが集中して観察された.この部位はすでに想定されているRFの分泌部
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位と一致した｡また, FMRFアミド､ sp､ CCK-8, PPの各陽性細胞が中腸の内分泌細

胞に,さらにFMRFアミド陽性双極ニューロンは消化管神経系で観察された｡これらの

部位もまた,推定されているMFの生産嶺域と一致した｡

3.考察

本研究は､昆虫の休眠機構の分野において新しい内分泌系の存在を分子レベルで提案す

ることであった｡これまで､休眠ホルモンによる腔休眠の誘導､幼若ホルモンによる幼虫

休眠の誘導,脱皮ホルモン分泌阻止による蛸休眠の誘導､そして幼君ホルモン分泌阻止に

よる成虫休眠の誘導が知られている｡しかし､多様な生存環境に適応するために発達させ

た昆虫の休眠戦略様式においては､従来の昆虫ホルモンの機能では説明できない現象が認

められる｡

日本原産の天蚕(ヤママユ)は卵内で幼虫体がほぼ完成した状態で休眠越冬し､カイコ

の腔休眠とは異なる前幼虫態休眠型である｡このタイプでは､中枢神経系ホルモンおよび

末梢ホルモンでは説明できないモデルが提案(suzuki et al., 1990)されていることから､

本研究ではこのモデルの実体化に焦点をあてた｡その結果,最終的には休眠維持の機能を

有する新規ペプチドの構造決定に成功した(遺伝子Any-RFならびに休眠制御物質および

その製造方法､登録番号:第3023790号)
｡この新規生理活性ペプチドは､天蚕の前幼虫

態休眠のメカニズム解明の大きな糸口になるのみならず普遍的な休眠制御物質となる可能

性がある｡なぜなら､ラット肝ガン細胞の培養系に本物質を添加することで,細胞増殖が

停止することを明らかにしている(未発表)
｡従って,この系を利用すれば､昆虫細胞お

よび動物細胞の細胞増殖制御剤の開発にもなりえる｡

本研究では､最終的にMFの同定ならびに分泌器官の同定には至らなかったが､分泌器

官に関しては､既存の各種の抗体を利用した免疫組織化学的手法により､前腸と中腸の境

界部において双極ニューロン,そして中腸の上皮組織に内分泌細胞を観察することができ

た｡この結果は､すでに推定されているRFとMFの分泌部位に相当するもであり,今後

は本来の抗体を利用することで､休眠制御に係わる因子の新しい分泌器官を最終的に決定

できると考えられる｡

一方､本研究では補助因子として､休眠中の前幼虫から天蚕麻痩性ペプチド(Any-ParP)

の活性画分を得ながら､ 5齢幼虫体液で構造決定することができた｡ 23個のアミノ酸残基

からなる昆虫麻療性ペプチドファミリーのAny-ParPが､休眠中のものと構造が一致する

かどうか､さらに休眠中にどのような機能で休眠成立に貢献しているかについては今度の

課題として残っている｡以上の知見に基づいた新しい内分泌系のモデルを,第1図に示し

た｡
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Fig. 1.前幼虫の休眠制御系のモデル

このモデルは,イミダゾ-ル化合物で休日民が解除されることから,その鏡像として長期低

温接触による休眠解除のモデルと考えられる.

pG,前胸腺; RF,抑制因子;MF,成熟因子; ParP,麻唾性ペプチド

4 達成度の自己評価と今後の課題

本研究は2年間の成果であるために､目標の半分に止まった｡しかし､その後研究を継

続することで､生物界において新規の生理活性物質を発見することができた｡この新規物

質は,今後昆虫の休眠機構を解明する上で,遺伝子の同定を含めて有望な分子になると期

待できる｡
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線虫caenorhabditis elegansを用いた休眠機構の解明
河野 強(鳥取大学農学部)

1.目的

線虫caenorhabditis elegansの生活環には｢耐性幼虫形成｣と呼ばれる現象が知られてい
る｡これは,生存に不利な環境(高フェロモン濃度,餌の不足,高温)に応答して一時的に

生育を停止する現象であり,昆虫類の幼虫休眠と類似している｡この=耐性幼虫形成(daf‥

Lauerlarvaformation)'一に関しては遺伝学的および分子生物学的研究が進展しており,最近,

tt耐性幼虫形成'tを制御する遺伝子座の1つdaf-2がインスリン/インスリン様増殖因子-I

(IGFII)受容体ホモログをコードしていることが明らかにされた｡さらに,daf12は線虫c.

elegansの脂質代謝および寿命に関与することも明らかにされている｡本研究の目的は,級

虫c･ elegansのいわゆる休眠機構を解明することにより昆虫類にも共通する重要な知見を

得ることである｡そこで本研究では,休眠の鍵分子であるDAト2(insulin/IGF-Ⅰ受容体ホモ

ログ)のリガンド分子の探索と発現パターンの解析および機能解析を行なうこととした｡

2.方法と結果

2- 1.線虫のinsulin〟GF様分子の探索

C･elegansのゲノムプロジェクト情報を詳細に解析し,ボンビキシン(カイコガのインス

リン族ペプチド) A鎖が有する4つのシステイン残基が完全に保存されている3つの遺伝

子を選定した｡さらにRACE法により完全長のcDNAの構造を明らかにし,それぞれ

Ceinsulin-1, Ceinsulin-2, Ceinsulin-3と命名した｡ ceinsulin-1,
-2は95アミノ酸残基よりなる前

駆体タンパクをコートしており,インスリン族ペプチドに特有な6つのシステイン残基が

完全に保存されていた｡両者のアミノ酸相同性は約35%であった｡一方,c｡i｡s｡1i｡_3は91ア

ミノ酸残基よりなる前駆体タンパクをコートしており,インスリン族ペプチドに特有な6

つのシステイン残基が完全に保存されていたが,ceinsulin-1,
-2との相同性は極めて低かっ

た(10%未満) 0

2-2. Ceinsulin-1,
-2ペプチドの構造

Ceinsulin-1,-2はその前駆体構造がインスリンのもの(シグナルペプチド, B鎖, Cペプチ

ド,A鎖)と酷似していることから,成熟型ペプチドは2本のポリペプチド(A鎖およびB

級)がジスルフィド結合によって架橋された構造をとると予想された｡そこで,C｡i｡s｡1i｡_

1B鎖に対する抗ペプチド抗体を作製し,還元および非還元条件下でウエスタン解析を行っ

た｡その結果,両条件下で同一の分子量のバンド(約8KDa‥シグナルペプチドのみが切り

出された場合の分子量に相当)が検出されたことから,ceinsuli｡-1は1本のポリペプチド

からなるIGF型であることが明らかとなった｡

さらに, DiscoverIIⅣhsightIIを用いてCeinsulin-1,
-2の高次構造を予想し,インスリンおよ

びIGF-Iの結晶構造と比較したところ,全体的な高次構造は類似しているが,α-ヘリックス

の形状からceinsulin-1,-2の予想高次構造はインスリンの結晶構造と類似していることが判

明した｡また,ceinsulin-1,-2の受容体認識面を比較したところ酷似していたことから,両者

は同一の受容体を認識する可能性が示唆された｡
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2-3. Ceinsulin-1の発現パターンの解析

ceinsulin_1発現量の動的変動を解析するために,各生育段階の線虫より仝RNAおよびペ

プチド画分を調製し,遺伝子発現量についてはRT-PCRを用いて,タンパク発現量について

はウエスタンプロットを用いてそれぞれの発現量を解析した｡アクチン転写産物を内部標

準とした場合,卵から4齢幼虫へと発育に伴ってCeinsulin-1転写産物の量は増大し,成虫で

はceinsulin-1転写産物は検出されなかった｡また,耐性幼虫でも3齢幼虫の場合と同程度

のCeinsulin-1転写産物が検出された｡一方, ceinsulin-1ペプチドは,それぞれ等量のペプチ

ド画分を用いた場合,卵, 2齢幼虫および3,4齢幼虫にのみ検出された｡その発現量は卵

で最も多く, 2齢幼虫では僅かに検出されたに過ぎなかった｡

2-4. Ceinsulin-1,
-2, -3の生理機能の解析

RNA-mediated interference法(RNAi)によりceinsulinsの生合成を阻害し,表現型を観察し

た｡ ceinsuin-1を阻害した場合,産卵後の生育日数が増加(平均で約1.5倍)した｡これは,

daf-2変異体の表現型の1つと酷似している○また,ceinsulin-3を阻害した場合,子孫の数が

約半分に減少した｡これは,産卵時に餌が少ない場合の子孫の減少と類似している｡一方,

耐性幼虫形成には全く変化が認められなかった｡なお,Ceinsulin-2を阻害した場合の表現

型については現在検討中である｡

3.考察

今回,遺伝子側からの解析から,線虫のインスリン族ペプチドを同定したが,何れも1本

のポリペプチドからなるIGF型の分子であると考えられた｡しなしながら,ceinsluin-1,-2

についてはその前駆体構造および高次構造がインスリンと類似していることから,インス

リンとIGFのハイプリット型の分子であると考えられる｡さらに詳細な解析を行うことに

より,インスリン型の分子を見出すことができると考えられる｡また,Ceinsulin-1の発現量

の変動は転写レベル,翻訳レベルで必ずしも一致しておらず,転写後の制御機構が存在する

と考えられる｡また,休眠時では転写産物は存在してもそのタンパクは存在しないことか

ら,休眠時には生育再開後に必要な転写産物を保有したまま翻訳機構がシャットダウンし

ているのではないかと考えられる｡材2変異体の表現型としては,耐性幼虫形成,延命,脂

質蓄積が知られているが,ceinsulin-1は延命のみに関与していた｡このことは,それぞれの

表現型には個別のリガンド分子が関与していることを示唆する｡

4.計画に対する達成度･自己評価と今後の方策

計画に村する達成度は60%であると考えている｡不足分はceinsulinsの発現部位の同定が

できていないこと,ceinsluin-2についての発現量の変動および生理機能を解析していない

ことに相応する｡しかしながら,DA戸-2のリガンド分子である可能性が極めて高い

ceinsulin-1を世界に先駆けて見出すことができたことは称讃に催する｡今後は,遺伝子破

壊により明確な表現型を見出すと共にCeinsulinsがDAF-2のリガンド分子であることを生化

学的に証明する予定である｡また,ceinsluin-2が休眠を制御するリガンド分子であるかど

うかを一刻も早く検証する必要がある｡さらに,Ceinsulinsの発現制御とフェロモンおよび

-132-



餌シグナルとの関わりを解析することも極めて重要な課題として存在する｡

5.図表とその説明

Ceinsulin- 1

1 : mRLF=VL=A= =LVAKSTA=SLQQADGRMKMCPPGGSTFTMAWSMSCSM

5 1 : RRRKRDVGRYFEKRAL=APS=RQLQT=CCQVGCNVEDIJLAYCAP=

Ceinsulin-2

1 : mvAAFGLFSRPAP=TRDT=RPPRARHGSLKLCPPGGASFLDAFNL=CP

5 1 : MRRRRRSVSENYNDGGGSIJLGRTMMCCETGCEFTD=FA=CNPFG

Ceinsulin-3

1 : MSSYRQTLF=L= =L=V= =LFVNEGQGAPHHDKRHTACVLK=FKALNVMCN

5 1 : HEGDADVLRRTASDCCRESCSLTEM:LASCTLTSSEESTRD工

図1･Ceinsulin-1,-2,-3前駆体のアミノ酸配列.ゲノムプロジェクト情報を検索し,得ら

れた部分塩基配列を基にRACEを行い,全長のcDNA配列を決定し,前駆体のアミノ酸配列

を得た｡ ceinsulin-1前駆体の下線部のアミノ酸配列は抗ペプチド抗体作製に用いた抗原那

位を示す｡
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昆虫脳における神経ペプチドの放出に関する細胞生物学的研究

遠藤泰久(京都工芸繊維大学)

1)目的:昆虫の変態調節の中心的存在である種々のペプチドホルモンの精製がすすんで

いるが､それら神経ペプチドを産生するニューロンの構造は光顕レベル以上での解析は行

われていない｡免疫電顕による微細構造の観点から,カイコなどの脳および中枢神経系に

おけるペプチドニューロンの構造と機能を分子レベルで解析することを目標に､本研究で

はまず神経分泌ニューロンの神経連絡･神経回路の解明および脳内における神経ペプチド

の放出を微細構造レベルで明らかにすることをめざした｡

2)方法と結果:カイコ幼虫を材料にボンピキシンを産生するニューロンを免疫電顕レベ

ルで同定し､その微細構造を検討した｡またボンビキシンニューロンにHorseradish

peroxidaseを注入標識し､樹状突起および入力線維を電顕によって観察し,神経分泌の
上位調節機構を検討した｡ペプチド以外のアミノ酸, NOなどの低分子transmitterとの

共存性を免疫組織化学および酵素組織化学的に検討した｡脳内での神経ペプチドの放出に

っいて､摘出した脳を高濃度のカリウムで刺激し､タンニン酸固定により電顕的に放出像
を検討した｡

ボンビキシンニューロンの細胞体は周囲をグリアで取り囲まれており､細胞体周辺で

の入力線維は認められなかった｡腹側に走る神経突起は1本の太い樹状突起を同側に分

枝した後centralbridgeに達し,反対側の半球に分布した｡同側の樹状突起は分岐し

徐々に細くなりながら,ニューロパイルの背側の縁を側方に向かって半球の約1/2まで

のびていた｡ centralbridge付近でも神経突起から多数の短い分枝がみられた｡反対側に
入ってすぐにもう1本の太い樹状突起を分岐し､ニューロ^oイルの背側の縁を側方に向

かってのびるが同側ほど多数の分枝はみられなかった｡樹状突起内にはボンビキシンの抗

体と反応する芯有り小胞cored vesicleが存在した｡

3)考察:昆虫の神経分泌ニュ←ロンの樹状突起は多数の神経終末によって支配されてい

ることが､微細構造レベルで明らかになった｡樹状突起内の芯有り小胞にも神経ペプチド

が含まれており,脳内で非シナプス的に放出されることから､神経ペプチドの脳内での新

4)計画に対する達成度の自己評価と今後の方策:

入力線維の起源､ transmitterの免疫組織化学的同定､神経回路の構築機構などが､今後

の研究課題である｡脳内で放出される神経ペプチドの生理機能を明らかにするため,良

虫の神経細胞初代培養系の開発が必要であろう｡

5)図および説明:カイコ5令幼虫の脳におけるボンビキシンニューロンの神経突起の分

布｡ HRPを注入し,パラフォルムアルデヒド固定後､過酸化水素-ジアミノベンジジンで

発色させた｡細胞体から伸びる太い軸策が反対側に伸びるほか､両側のニューロピルに細

かく分枝した樹状突起が分布する｡電顕で観察すると､樹状突起内にも神経ペプチドを含

む小胞が存在しており,脳内での放出が見られた｡
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幼虫形質の維持および蛸化決定過程における

絹糸遺伝子の発現制御機構の解析

滝谷 重治(北海道大学遺伝子実験施設)

1 )目的 カイコ絹糸遺伝子の発現は幼虫脱皮のサイクルに依存して変動し､眠期には停

止し脱皮後再活性化されるという過程を繰り返すが､この変化は転写レベルで制御されて

いることが明らかになっている｡この制御に関わっている転写因子を同定し機能を明らか

にすることを通して､幼虫脱皮と絹糸遺伝子の発現の同調機構を理解する｡最終的には､

絹糸遺伝子ばかりでなく､幼虫脱皮過程での遺伝子発現制御機構の全体像の理解を目指すo

本計画においては､フィブロイン遺伝子の転写制御領域に結合する因子のうち､その発現

と相関して幼虫脱皮サイクルで活性の変動する因子FMBP-1 ( Fibroin Modulator Binding

protein_1)の遺伝子をクローニングし､その動態と機能を4齢および5齢を中心に解析す

る｡また､幼虫脱皮や変態過程での遺伝子発現制御機構の上位にあると考えられる核内受

容体や､エクジステロイドによって発現が制御される転写因子群を検出し､ 4齢および5

齢における絹糸腺での発現を解析して､絹糸遺伝子の発現やFMBP-1活性の変動との相関

関係を整理し､それぞれの遺伝子の上下関係の理解､ターゲット探索のための準備を行うo

2)方法と結果

(1)後部絹糸腺から調製した粗核抽出液をDNAアフィニティーカラムで分画することで､

FMBP_1をほぼ単一の標品として得ることのできる精製法を確立した｡この方法を用いて5

齢1日幼虫約15000頭分の絹糸腺を処理し､数十ピコモルのFMBP-1タンパク質を得たo

以前の分画ではSDS-PAGEによって分子量32kDaと31kDaの2本のバンドが検出された

が､新たに精製した分画では32kDaのほぼ均一なタンパク質が得られた｡これをリシルエ

ンドペプチダーゼで分解し4種のペプチドの65アミノ酸残基を決定した結果､新規タンパ

ク質であることが明らかになった｡アミノ酸配列をもとに後部絹糸腺poly(A)RNAより調

製した｡DNAを用いてPCRを行ったところ､別々に決定した2つのペプチドを含むpCR-

DNA断片を得ており､全長のcDNAを得るため､現在ライブラリーのスクリーニングを行

っている｡当初FMBP_1活性の一部と考えられ最初に精製が完了したp36タンパク質は､
遺伝子クローニングと機能解析を行い､ FMBP-1のDNA結合に対する促進効果を有するこ

とを確認した｡しかし､その特異性については否定的結果となり､幼虫脱皮サイクルでの

発現パターンや組織特異性などからもフィブロイン遺伝子の発現制御に関与しているとい

う積極的証拠は得られなかった｡

(2)核内受容体遺伝子およびエクジステロイドで誘導される初期遺伝子Broad Complαが

属するBTB遺伝子ファミリーのそれぞれで保存された領域を参考にPCRプライマーを設

計し､ 4齢3日と5齢1日の後部絹糸腺poly(A)RNA由来cDNAを鋳型としてPCRを行い､

HNF4､ EcR, FTZ-Fl, E78､ Usp､ BRC､ BTBVIIなどを検出した｡これら遺伝子のcDNA

断片をプローブとして､4齢から5齢幼虫の絹糸腺RNAを用いたノーザンハイプリダイゼ

-ションを行った｡ a)ヘテロダイマ-を形成してエクダイソンレセプターとして機能す

ると考えられるEcRとuspの発現が対照的に推移するoEcRRNA量は4齢60時間から78

時間で高レベルに達した後眠期に徐々に低下し､さらに脱皮を境に急激に低下した｡一方､
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UspRNAレベルは4齢脱皮直後に高く60時間まで徐々に低下する｡その後72時間から87

時間では一段と低下して低いレベルで維持されるが､脱皮直前に急激に増加し5齢初期で

は高レベルで維持された後低下していく｡ bPNF4RNAレベルは4齢を通じて徐々に増

加するが､ 4眠期D2から脱皮直前まで最も高くなり脱皮後低下するが､ 5齢初期に比較的

高いレベルの時期がありその後低下する｡ c)FTZFIRNAには従来の報告通り4眠期に急
激なピークを作って発現する分子種と､それとは異なり､同時期に発現を開始するものの

5齢脱皮後にゆるやかなピークを作る分子種が存在し､両者は一部コード領域が異なって

いる可能性が示唆された｡ d)BRCRNAは4齢から5齢初期にかけて検出され､脱皮直前

に高レベルとなることがわかった｡しかし5齢初期に低下した後検出されなくなった｡

3)考察(1)FMBP-1には転写制御因子で活性化ドメインとして知られている酸性アミノ

酸に富んだ領域が見出されているが､現在までのところ部分的なcDNAしか得られていな

いため全体構造は不明である｡今後の機能解析のために､仝コード領域をカバーするcDNA

のクローニングが必要である｡ (2)本研究で検出した転写制御因子の遺伝子の発現はいずれ

も4齢と5齢とでは異なっており､特に4齢では脱皮後RNA量が増加する遺伝子であって

も､ 5齢12時間から24時間では減少した｡ノーザン解析にはtotalRNAを用いているので

フィブロインmRNAの影響は大きくないと考えている｡このような4齢と5齢における違

いが生じる機構､およびその結果発現が影響される下位の遺伝子の解析が重要である｡ま

た､ 4齢から5齢初期に見られるEcRとusp遺伝子の対照的な発現が下位遺伝子の発現制

御にどのような影響を与えているか興味ある問題である｡ (3)遺伝子相互の関係や機能に関

する解析はこれからであるが､現在までの解析においても新たな知見が得られており､各

遺伝子の動態と機能の異なった昆虫間での比較､特定の組織での解析､幼虫脱皮サイクル

と変態時との比較は､幼虫脱皮サイクルでの遺伝子発現制御機構の解明に有用だと考えて

いる｡

4 )計画に対する達成度と今後の方策 本研究ではFMBP-1の構造､機能､動態の解析を

中心に､絹糸遺伝子の発現制御と幼虫脱皮の同調機構を明らかにし､さらに関連すると思

われる転写制御因子についても解析を進めることを意図していたが､当初予定していた量

ではFMBP-1のアミノ酸配列を決定できず､その後の大部分の労力をFMBP-1の精製に費

やさざるを得なかった｡このため､計画していた各因子の機能解析はほとんど行なえなか

った｡ようやくアミノ酸配列を決定することができcDNA断片も得られたことから､今後

は組換えタンパクの発現､ invitro転写系やトランスフォーメーション系､トランスジェニ

ックなどを用いてFMBP-1の機能を明らかにしていく｡同時に､核内受容体やBRC遺伝子

の動態についても明らかにし幼虫脱皮サイクルでの遺伝子発現制御機構を解明したい｡

H･ Kokubo, S･ Thkiya, V･ Mach and Y･ Suzuki (1996) Spatialand temporal expression pattem of

Bombyx fork head/SGF-1 geneinembryogenesis. Development Genesand Evolution, 206, 80-85.

S･ Takiya, H･ Kokubo and Y･ Suzuki (1997) Transcriptional regulatory elements in the upstreamand

intron of the fibroin gene bind three specific factors POU-Ml, Bm Fkhand FMBP-1. Biochemical

Journal, 321, 645-653.
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精巣の発育抑制

田中利治(名古屋大学大学院生命農学研究科･環境昆虫学研究室)

1｡目的

鱗廼目昆虫では幼虫期に精巣を発達させるものが多いが､細胞分裂周期とその分化がど

のように幼虫期のホルモンと関連して発育が進むかは明らかになっていない｡この精巣の

発育･分化とホルモン作用とのかかわりをあきらかにすることを目的とする｡発育に関わ

る一連の出来事はかなり複雑なため､突然変異体などを用いて行うことが多いが､本研究

では､寄生蜂に寄生された寄主精巣の発育が停止することに着目して,精巣の分化を明ら

かにしていく.体内捕食寄生バチが寄生すると､寄主の鱗麹目幼虫の精巣発育は寄生時点

で止まり,次第に壊れていく｡この寄生去勢の程度は､寄生時の寄主の発育段階で異なり,

精巣の発育や精子形成の過程がさまざまな程度に阻害される｡これは寄生蜂の卵巣中に存

在する共生ウイルス(ポリドナウイルス)と毒液の作用によることが最近わかってきたo

産卵時に寄主体内に注入されたこのウイルスがつくる活性タンパクが､寄主精巣での体細

胞分裂や減数分裂過程を止めている可能性が示唆されている｡また寄生後発育が停止する

にも関わらず､エクジステロイドリセブタ一畳が寄主精巣において異常に増加するなどの

現象もみられている｡ウイルスのどの様な働きで精巣の発育や精子形成過程が壌されてい

くのか､本研究では､共生ウイルスが寄主精巣の発育及び分化過程のどこに影響を与えて

いるのかをまず明らかにする｡

2｡方法

寄主としてアワヨトウ､寄生バチにコマユバチ科のか｣ヤコマユバチを用いた｡精巣細

胞の細胞周期の解析には､ PI染色によるフローサイトメトリー法やHE染色によるパラ

フィン切片法を用いた｡核酸の抽出､サザンやノーザンプロテイング等は常法に従った｡

また, cDNAライブラリーの作成はキット(TimeSaver)を用いて行った｡

3｡結果と考察

(1)寄生されるステージによって､精巣内の細胞の壊れ方が違うことが解った｡特に寄

主が終齢になると,寄生されてもかなりの精細胞が精子にまで変態できることが､フ

ローサイトメトリーでもパラフィン切片でも確かめられた｡

(2)フローサイトメトリーの結果から､終齢の0日目からそれまでのステージで止まっ

ていた分裂が動き出すことが解った｡

(3)終前齢にJHA(50ng/lama)を塗布しておくと,その幼虫の精巣の発育は止まり､

大きくならなかったことから終齢期における精巣の急激な成長の開始にはJHが下が

ることが必要であるが示唆された｡

(4)ポリドナウイルスによる制御は､細胞分裂周期でG2/M blockがはずれたものに

は及ばないことが示唆された｡

(5)寄生された寄主の精巣のcDNAライブラリーを作成した.その中で4kbp前後の

もの一部をシークエンスし,さらに上流域をシークエンスしたところ, RNaseT2の活

性領域が含まれていた｡
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4.計画に対する達成度の自己評価と今後の方策

今回の研究で,精巣における細胞分裂周期にはG2/M blocl{が存在し, JH値が下がる

ことがそのblockをはずす刺激になっているといったことが示された.しかし､ 2-3の問

題が未解決のままとなったことは残念であったo寄生された寄主の精巣で､異常に多くの

エクダイソンリセブタ-が発現していることが抗体を使ったコンビティティングアッセイ

で示されたが,それを確かめるためのリセブタ-のシークエンスが間に合わなかった｡現

在進行中であり,早晩事実関係がわかってくる予定である｡さらに寄主精巣中で発現して

いるRNaseT2と細胞分裂周期の停止､さらにはアポトーシスとの関連は,anti-sense RNA

を使ったり､ in situhybridization等を行って明らかにしていく｡

5.発表論文

E･ Tagashira and T. ~Tanaka (1998) Parasitic castration of Pseucla]etl'a separa[a by

Cotesla kan'yal ancl its associationwith polyclnavirus gene expression. J. Insect

Physio1. 44: 733-744.
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図1精巣発育に及ぼす幼若ホルモンの効果

JHA(S-31183)は､アセトンに溶かしてアワヨトウ幼虫5齢1日目に塗布｡

有意差検定は一元配置の分散分析を行い､異なったアルファベットはp<0.01

で有意｡
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昆虫および植物におけるエクジソン生合成初期過程機構の比較と解析

藤本善徳(東京工業大学･大学院･理工学研究科)

目 的:昆虫における20-hydroxyecdysone (1)の生合成機構に関して､その比較的初期の過

程,すなわち､ cis-A/B環-7-エンー6-オン構造がいかに形成されるかについては,
2, 3の報告はあるものの依然として不明のままとなっている｡植物エクジステロイドの

生合成研究においてもこの点についてははっきりしていない｡我々が生合成研究に用いて

いるシソ科植物Ajuga 'epLans var･ atTOPuLPuTeaの毛状根組織培養系は植物エクジステロイド
類の生合成研究の優れた実験系であり｡この実験系を用いて,エクジステロイド生合成初

期過程の機構解明に関する基礎的研究を行い､重水素標識5β-ケトール

(3β-hydro町-5β-cholesト7-en-6-one)が効率よく201hydroxyecdysoneに取り込まれること､な

らびにコレステロールの3α位､ 4β位, 4α位の水素はそのまま脱離することなく1

に取り込まれることを既に見いだした､これらのデータを基に､さらに詳細にcis-A/B

環- 6 -エン- 6
-オン構造が形成される機構に関する研究を行い,昆虫や他の植物にお

いてこれまでに報告のある経路と比較する｡さらには､昆虫や他の植物において必要な生

合成研究を行い､その差違をお互い詳しく比較する｡

方法と結果:実験系としては上記のシソ科植物Ajuga 'eptansvar. abTOPuLPWeaの毛状根組織

培養系を使用する｡投与基質としては主として重水素標識ステロイド基質を合成し使用す

る｡予想中間体を含む種々の標識基質が取り込まれたか否か,ならびに標識に変化があっ

たか否かを2H-NMRまたは13c-NMRスペクトルにより解析する｡

【6-2H】cholesterolの投与実験からcholesterolの6位水素は1の5位に転位することがわかった｡

Ajuga毛状根においてこれ迄にわかった水素の挙動をまとめて図1に示すo [3a･6α-

2=2]-lathosterolおよび【3α,6B-2=2]1athosterolの投与実験により,これらが,いずれも1に取

り込まれ､後者の6(ユー2Hは1の5位に転位することがわかった.この結果は, 7-dehydro-

cholesterolに一旦変換された後に取り込まれたことを示すものであり,この植物実験系に
おいても昆虫と同様に7-dehydrocholesterolが生合成中間体であることがわかったo

さらに､ 5β-ケトールの次の中間体の可能性のあるものとして重水素標識5β-ケトジオ

ール(3β,14α-dihydroxy-5β-cholest-7-en-6-one)を投与したが取り込みは見られなかったo一
方,重水素標識2β,3β-dihydroxy-5β-cholest-7-en-6-oneは良好に取り込まれたoさらに､重

水素標識2β,3β,1 4α-trihydroxy-5β-cholest-7-en-6-oneは取り込まれないことが示されたo

次に, 7-dehydrocholesterolから5βサトールの間の可能な中間体として, 5α,6α-epoxy-

cholest-7-en-3β-o1の投与を試みたが化合物の不安定さのため明確な結果は得られていない｡
以上の予想中間体基質の構造と1への取り込みの有無をまとめて図2 (標識については記

していない)に示す｡

別の角度からの取り組みとして､植物には7-eneのないエクジステロイドも存在するの

で7-ene飽和させた化合物に関して検討し､ 3β-hydroxy15P-cholestan-6-oneが良好に取り込ま

れることがわかった｡

考察: Ajuga毛状根におけるcis-A/B環- 7
-エンー6 -オン構造の形成機構は､報告の

あるシダpolmod'･um vulga[eおよびバッタSch)･stoce[ca 8Tega'iaの場合と比較して明らかに異

なっており大変興味がもたれる｡ 2位または.1 4位に水酸基を導入した化合物の取り込み
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の結果は解釈に悩むところであるが､本実験系では､ 1 4位に水酸基のある化合物は何ら

かの生合成調整(阻害)作用をもっている可能性がある｡あるいは, 1 4位水酸化は側鎖

の水酸化の後に起こる可能性を示唆しているとも考え得る｡

計画に対する達成度の自己評価と今後の方策: Ajuga毛状根における実験系でのcis-A/B

環-7-エンー6-オン構造の形成機構については,重要な知見をいくつか見いだし目的

をはぼ達成したと考えている｡最終的には7-dehydrocholesterolと5β-ケトールの間の中間体

の構造を確定した段階で1 0 0 %達成と認識しているが､幸運にも7-ene飽和させた3β-

hydroxy15β-cholestan-6-oneが良好に取り込まれることがわかったので､問題が単純化され,

cholesterolの5-eneがいかに5β-6-oneに変化するのかに絞って研究を進めればよいことがわ
かった｡現在､可能な中間体を集中的に調べているところである｡他の植物や昆虫におい

ての研究は2､ 3､ 4年目の計画として挙げたが1年目のみしか採択されなかったため経

費､備品等の関係で実験開始に至らなかった｡

図1 ･ Ajuga毛状根における20-hydroxyecdysone生成時の水素の挙動

HOOH

)
H

H

図2
･予想中間体投与基質の構造と20-hydroxyecdysoneへの取り込みの有無(有○,無Ⅹ)

.●e! .●Q*.A

.●♂▲.●I*?
発表論文

Y･ Fujimoto,T･ Kushiro and K. Nakamura (1997) Biosynthesis of 20-Hydroxyecdysone in Ajuga
Hairy Roots: Hydrogen Migration from C16 to C15 duringcis-A侶Ring Formation･ Tetrahedron

Lett.ers, 38, 269712700.

K･ Ohyama, Kushiro, T., K･ Nakamura and Y. Fujimoto (1999) Biosynthesis of

201hydroxyecdysone in Ajuga hairy roots: Metabolic fate of 6α-and 6β-hydrogensof lathosterol.

Bioorganic and Medicinal Chemistry, 7, 2925-2930.

K･ Ohyama, Kushiro, T., K･ Nakamura and Y. Fujimoto (2(X巾)Biosynthesis of Sterolsand

Ecdysteroids in Ajuga Hairy Roots. Lipids, 35, 2791288.

R･ Hyodo and Y･ Fujimoto (2000) Biosynthesis of 20-hydroxyecdysone in Ajuga hairy roots: The

possibility of 7-ene introduction at a later stage･ Phytochemistry, 53, 733-737･

-141-



甲殻類のCHH族ペプチドをプロ-プとした

昆虫前胸腺抑制ホルモンの検索

渡遵 俊樹 (東京大学海洋研究所)

廼究成果

1)目的:昆虫と同じく節足動物門に属する甲殻類では､ CHH族ペプチドと呼ばれる一

群のペプチドホルモンの存在が知られている｡これらのペプチドは約7 5アミノ酸からな

り､保存された位置に6個のCys残基を含み3つの分子内ジスルフィド結合を形成する｡

甲殻類のいくつかの種では､複数のCHH族ペプチドが確認されており､それらは血糖上

昇､脱皮抑制(Y器官からのエクジステロイド放出の抑制)
､卵黄形成抑制､大顎器官抑

刺(メチルファルネソエイト放出抑制)の活性を有している｡ CHH族ペプチドは構造上

の細かい特徴から2つのタイプに分けられる｡血糖上昇ホルモン(CHH)の殆どはタイ

プ1に属しており､脱皮抑制ホルモン 加IH)
､卵黄形成抑制ホルモン(ⅥH) ､大顎

器官抑制ホルモン(MoIH)はタイプ2に属している｡昆虫においてもCHH族ペプチドの

存在が一例のみ知られている.バッタSch)'stocerca gregarl'aの側心体から放出されるイオ

ン輸送ペプチド(ITP)は腸における水や塩類の吸収や酸の分泌の調節を行なう｡アミノ

酸配列から見て､ ITPはタイプ1のCHH族ペプチドである｡

多様な機能を持つ種々のCHH族ペプチドが､昆虫においても甲殻類同様に存在するか

どうかを調べるためにこの研究を計画した｡とりわけ､脱皮抑制活性を持つCHH族ペプ

チドが昆虫にも存在するかどうかに興味の中心を置いた｡研究対象としては鱗週目のカイ

コ(Bombyxmor)')を選び､脳などの神経節から抽出したmRNAを鋳型にした逆転写PCR

を行ない､ CHH族ペプチドをコードするcDNAの単離と配列解析､および発現の解析を

試みた｡

2)方法と結果:PCRプライマーのセットは､タイプ1とタイプ2を増幅するためのも

のを別利こ設計した.これらの縮重プライマーは､それぞれのタイプの間で良く保存され

ているペプチド配列を基にデザインした｡先ず､カイコのタイプ1のCHH族ペプチドの

cDNAを得るために､ 5種の甲殻類のCHHとバッタのITPの間で保存の良い部分を2つ逮

んで縮重プライマーを設計し､カイコの脳(アラタ体および側心体が付随)
､食道下神経

節および胸部神経節から単離したmRNAを鋳型としたRT-PCRを行なった｡その結果､

cHH族ペプチドをコードすると考えられるcDNAの短い断片を単離できた｡次に5'RACE

を行なってcDNAの5-末端部分を得て､それをプローブとしてcDNAライブラリーのスク

リーニングを行ない､全open readingframeを含むcDNAクローンを単離し､ヌクレオチ

ド配列の決定とタンパク質配列の推定を行なった.このcDNAは7 2アミノ酸からなる

cHH族ペプチドをコードしていると推定された｡ BmCHHLと名付けられたこのペプチド

は､バッタのITPにアミノ酸レベルで63%同一であった. mRNAの発現は､ 5齢4日目の

幼虫では脳前方の5-6個の細胞(半球あたり)で見られた｡また､幼虫終齢0-7日の

間でmRNA発現量の変化は見られなかった｡

タイプ2のペプチドをコードするカイコ伽DNAを同様の方法で検索したが､得られな
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かった｡

3)考察:BmCHHLとバッタのITPとの間の配列の類似が高いことから､ BmCHHLはカ

イコにおけるITPである可能性が高いと考えている｡ BmCHHLはCHH族のタイプ1に属

しており､本研究ではタイプ2のペプチドをカイコにおいて見い出すことはできなかっ

たo この理由として､昆虫にはタイプ2のCHH族ペプチドが存在しない可能性が考えら

れるo最近､キイロショウジョウバエの全ゲノム配列が公開されたので､ CHH族ペプチ

ド配列の検索を行なったところ､タイプ1に属するペプチドをコードする遺伝子1つのみ

が見い出され､タイプ2の配列を持つものは見つからなかった｡なお､ショウジョウバエ

で見い出されたタイプ1のペプチドはバッタのITPやBmCHHLに比較的高い相同性を示

しており､ショウジョウバエにおけるITPである可能性がある｡

本研究の結果､直週目以外の昆虫でもCHH族ペプチドが存在することが明らかとなっ

たが､甲殻類でみられるような多様なべプチドの存在を見い出すことはできなかった｡甲

殻類で見られたCHH族ペプチドの多様化は､昆虫では起こっていないと考えられる｡

4)計画に対する達成度の自己評価と今後の方策:初期の目標通り､カイコのCHH族ペ

プチドーつのcDNAクローニングを行なうことができたので､一応の満足をしている｡し

かしながら､本研究の期間内にこのペプチドの機能の解析を行なうことができなかったの

は残念である.バッタのITPの研究をしているカナダのJ.Phillipsのグループと､カイコに

おけるBmCHHLのITP活性を調べる共同研究の話が進んでいるので､ BmCHHLの機能の

解析は今後行ないたい｡

5)図1 : SchistocercagregariaのITP配列(上)と推定BmCHHL配列(下)のFASTAア

ラインメントo *は同一アミノ酸を示し､左の番号はopenreadingframe中のアミノ酸番

号を表わす｡

5 7 SFFD=QCRGVYDZ(S=FÅRLDR=CEDCYNLFREPQLHSLCRSDCFKSPYFKGCLQA

*** **** * ********* ** ******** *** ** ******

3 6 SFFTLECKGVFD且A=FAR工JDR=CDDCFNLFREPQLYTLCRAECFTTPYFKGCHES

112 LLIJ=DEEERFNQMVE=L-NH2

★ ★ ★★ ★ ★★

91 LYLYDEREQ=DQM=DFV-NH2

代表的な発表論文

1) T･ Ohira･ T･ Watanabe, H･ Nagasawa and K･ Aida (1997) Molecular cloning of a molt-
inhibiting hormone cDNAfrom the kuruma prawn Penaeus japonicus･ Zoological Science,

14,785-789.

2) H･ Endo, H･ Nagasawa and T･ Watanabe (2000) Isolation of a CDNA en00ding a CHH-

family peptide from the silkworm Bombyx mori･ Insect Biochemistry and Molecular

Biology, 30, 355-361.

-143-



成虫休眠の脳-アラタ体系による制御

沼田英治･志賀向子(大阪市立大学理学部)

1. 目的

成虫休眠とは内分泌系を介した生理的な生殖の抑制である｡さまざまな昆虫が成虫休眠に入

って冬を越すことが知られており､その多くは光周期(日長)による調節を受けているo私た
ちは光周期によって調節された成虫休眠をもつホソヘリカメムシとルリキンバエにおいてア

ラタ体除去･アラタ体神経の切断実験を行い､休眠中は脳がアラタ体の分泌活性を神経経路で

抑制していることを明らかにした｡本研究では､休眠時にアラタ体の分泌活性を調節している

中枢機構を明らかにすることを目的とする｡その過程で､成虫休眠の示す性質のうちでアラタ

体が関与しないものが発見されたので,これについても検討する｡

2.方法と結果

ルリキンバエにおいて脳からアラタ体へ軸索を伸ばしている神経細胞を特定するために,側

心体と脳を結ぶ神経あるいはアラタ体自身にニッケルイオンを注入してバックフィルを行っ

た.さらに脳の部分切断を併用することにより神経の連絡経路を詳細に検討した｡その結果,

側心体･アラタ体を含む後脳神経複合体へは脳間部､脳側方部および食道下神経節の細胞群が

軸索を伸ばしていた｡そのうち,脳間部の細胞群は側心体まで､脳側方部の細胞群はアラタ体

まで軸索を伸ばしていた｡

次に､ルリキンバエにおいて,休眠中の脳によるアラタ体活性の抑制が,脳内のどの細胞に

ょって担われているかを明らかにするため,脳間部や脳側方部の神経分泌細胞を除去して,そ

の効果を調べた｡脳間部の細胞群を除去したところ,休眠･非休眠のいずれを誘導する条件下

でもすべて休眠成虫のように卵巣発達が抑制された状態となり,アラタ体が小さくなっていた｡

一方,脳側方部の細胞群を除去すると､条件にかかわらず卵巣が発達し,休眠を回避した｡
ホソヘリカメムシにおいては､休眠･非休眠成虫およびそれらのアラタ体を除去したものや

ァラタ体神経を切断したもので､クチクラの力学的伸展性を引っ張り試験機で､体内の脂質含

量をクロロホルム･メタノールで抽出して測定した｡その結果､休眠成虫では非休眠成虫のも

のよりクチクラの伸展性が小さく脂質の蓄積量が大きかった.血リンパ中の蛋白質の^oターン

や生殖器官の発達に影響するアラタ体除去やアラタ体神経の切断は,この性質に影響を与えな

かった｡

3.考察

ルリキンバエにおいては,脳間部の細胞群はアラタ体の分泌活性を液性経路で促進しており､

休眠中のアラタ体活性は脳側方部の細胞によって神経経路で抑制されていると考えられる｡日

長情報が受容されてから,この細胞に情報が受け渡される経路､そしてアラタ体活性を抑制す

る分子機構に興味がもたれる｡

ホソヘリカメムシにおいては,成虫休眠の示す性質のうち,血リンパ中の蛋白質の変化や生

殖器官の抑制はアラタ体を介して,クチクラの伸展性と脂質の蓄積はアラタ体を介さないで調
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節されていることが明らかになった｡アラタ体を介さない成虫休眠の制御機構については今後

の課題である｡

4.計画に対する達成度の自己評価と今後の方策

予定したことは､ルリキンバエではほぼ達成された｡ホソヘリカメムシでは､アラタ体が関

与しない休眠の性質がみつかったことは予想外の発見であったが,神経分泌細胞の除去実験は

できなかったことが反省点である｡

アラタ体の幼君ホルモン分泌活性の放射化学的測定法を導入し,ルリキンバエの脳間部､脳

側方部の神経分泌細胞の卵巣発達に対する効果が､アラタ体分泌活性と関係があるのかどうか

を､明らかにしたい｡

A LD12:12.20■c

C

卵
巣

未
ヽ7

逮
A

ス

㌔

B LD18:6.25'c

図 ル1)キンバエの月試問部(pI)または脳側方部(pL)神経分泌細胞除去の卵巣発達に対す

る効果｡写真はバックフィルによって染色されたルリキンバエ脳の細胞体を示す｡
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エクジソン20-水酸化酵素遺伝子の単離と発現調節に関する研究

園部治之(甲南大学理学部)

1.目的

エクジソン20一水酸化酵素(EC.1.14.99.22)は,エクジソンを基質として20-ヒドロキシ

エクジソン(脱皮ホルモン)の生合成を触媒する酵素である.この酵素はチトクローム

P450の一種であり,カイコ卵ではミクロソ-ム型である(Horikeand Sonobe , 1999).

カイコ卵の初期発生の段階では,休眠卵に比べ非休眠卵でエクジソン20一水酸化酵素活性

が著しく高いことから,この酵素活性の違いが休眠卵と非休眠卵の20-ヒドロキシエクジ

ソン量の違いの原因となっている可能性が考えられた(Sonobe et al., 1999, Makkaand

snobe, 2000).しかし,カイコ卵におけるエクジステロイドの水酸化活性に関しては,

これまで全く研究は行われていなかった.そこで本研究では,カイコの非休眠卵を用いて

ミクロソ-ム型電子伝達系を構成しているNADPHチトクロームP450還元酵素とエクジ

ソン20一水酸化酵素の遺伝子を単離し,これらの酵素の発現パターンから20-ヒドロキシ

エ●クジソンの生合成機構を解明しようとするものである.

2.材料と方法

(1)cDNAライブラリーの作製:ポリA'RNAをカイコ(錦秋Ⅹ鐘和)の非休眠卵(産

卵後3日目)より調製し, cDNAライブラリー合成キット(Gibco-BRL社)を用いて

psv-spoRTプラスミドベクターに構築した.得られた107クローンは1000クローンを1

集団として分割し保存した.

(2)NADPHチトクロームP450還元酵素遺伝子の単離:すでに知られているショウジョ

ウバエ,イエバエ,ラット,酵母のNADPHチトクロームP450還元酵素遺伝子の保存さ

れた塩基配列(540bpと2kbp付近)を基にしてオリゴヌクレトチドを合成し, RT-PCR法に

よりcDNA断片を得た.さらに,これをプローブとしてcDNAライブラリーのスクリーニ

ングを行い,得られたクローンの塩基配列を決定した.

(3)エクジステロイド応答性ほ乳類細胞の作製:エクジステロイド誘導性発現ベクター

(PIND, Invitrogen社)のエクジステロイド応答配列の下流にルシフェラーゼをコードする

遺伝子を導入した.レポ一夕-プラスミドを制限酵素で線状化した後,エクジステロイ

ドレセプター遺伝子(EcR/RXR)をトランスフェク卜した安定な形質転換細胞(EcR293

細胞, Invitrogen社)に導入した.さらに,ネオマイシンによりレポ一夕一連伝子が

EcR293細胞のゲノム内へ組み込まれた細胞を選択した.そのうち,エクジステロイド

(例えば,ボナステロンA)誘導/非誘導値が1000倍以上のものを単離し株化した.

(4)レポ一夕-アッセイ: LucEcR293細胞へ, Qiagen社のキットを利用してカイコ非休

眠卵cDNAラ■イプラリーを組み込み,ルシフェラーゼアッセイキット(Promega社)を用

いてレポ一夕-アッセイを行った.

3.結果と考察

(1)NADPHチトクロームP450還元酵素遺伝子の単離

得られたcDNAのオープンリーディングフレームは2061塩基, 677アミノ酸残基をコー

ドしており,イエバエやショウジョウバエのそれと60.3%,ラットのそれとは43.5%の相

同性がみられた.特に, FMN,FAD結合部位のアミノ酸配列はよく保存されていた.得ら

れた配列の1.9kbをpEr28ベクターを用いて大腸菌に組み込み,目的タンパク質を発現さ
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せ,そのタンパク質のポリクローナル抗体を作製した.この抗体をを用いてウエスタンブ

ロッテングを行ったところ, 80kDa付近にバンドが検出された.このバンドはイエバエの

NADPHチトクロームP450還元酵素の分子量(76kDa)と符合していた.次に,休眠卵と非

休眠卵の腔発生に伴う本酵素の発現変動をウエスタンブロッテングにより調べた.休眠卵

ではこのバンドはほとんど検出されなかったが,非休眠卵では腔発生の3日目から腔の発

育に伴って徐々に増加した.この結果は,腔発生初期に観察されたミクロソ-ム型エクジ

ソン20-水酸化酵素活性の上昇は, NADPHチトクロームP450還元酵素の誘導によるもの

ではなく, P450の発現レベルで調節されていることを示唆している.

(2)LucEcR293細胞のエクジステロイドに対する応答性

LucEcR293細胞を用いてcDNAライブラリーからエクジソン20一水酸化酵素をスクリー

ニングするためには,ルシフェラーゼ遺伝子が20-ヒドロキシエクジソでは発現するが,

エクジソンでは発現しないエクジソンの最大濃度を求める必要がある. LucEcR293細胞

は20-ヒドロキシエクジソやエクジソン, 25-デオキシエクジソンにはほとんど反応しな

かづたが,ボナステロンAやムリステロンAには強く反応した.この結果は, LucEcR293

細胞は25-デオキシエクジステロイドの20位が水酸化された場合に強く反応する可能性を

示している∴また, LucEcR293細胞はボナステロンAに対して濃度依存的に反応すること

が明らかとなった.さらに,エクジソン20一水酸化酵素によるはエクジソンから20-ヒド

ロキシエクジソの生合成は25-デオキシエクジソンにより阻害されることや, 25-デオキ

シエクジソンをカイコ卵ミクロソ-ム画分とインキュベ-卜するとボナステロンAが生産

されることから,エクジソン20-水酸化酵素は25-デオキシエクジソンも基質としている

ものと推察された.それ故, LucEcR293細胞では, 25-デオキシエクジソンの20位の水

酸化を指標としてエクジソン20一水酸化酵素のスクー｣ -ニングが可能でると結論された.

(3)cDNAライブラリーからエクジソン20一水酸化酵素遺伝子のスクリーニング

エクジステロイド応答性EcR293細胞を10L^M 25-デオキシエクジソンの存在下で24時間

培養し,ルシフェラーゼ活性を測定した.現在まで1.5Ⅹ104クローンをアッセイしたが,

特にレポ一夕一括性を上昇させるクローンは得られていない.
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蛸休眠の光周期による制御:光受容､時計遺伝子､ PTTH放出の

上位機構

竹田真木生(神戸大学自然科学研究科)

目的(1)変態の神経内分泌的調節機構とそれを担う液性因子の解明には､脱

皮や変態､休眠覚醒､形態形成の再開といった目に見える出来事に先立って変

動する因子の動態の解明が必要であるが､これまでその出来事を非破壊的に検

出することは出来なかった｡そこで､一つの試みとして近赤外光のスペクトル

解析からAnthezTaea蛸休眠の終結と形態形成の再開前後の変化を個体別に追跡

した｡ (2) AnthezTaeaの休眠は光周期に依存し､光周期の読みとりには概日

振動が関わっていると考えられる｡そこで､概日時計に関わっていると考えら

れるPER(Pezlplaneta), DBT (Bombyx)およびCRY(Dz,osophl'1a)の抗体を作

り､これをAnthezTaeaとPen'planetaの脳を用いて､他の関連する抗原との解

剖学的位置関係を明らかにしようとした｡さらに､ arylalkylamine

N-acetyltransferase(NAT)活性とメラトニンの動態をしらべたQ (3)エクダ

イソン放出に先立つモノアミン動態から示唆された､ 5 HTとカテコールアミ

ンの効果を調べるためにこれらの遮断薬及び括抗薬等を用いた薬理学的効果を

しらべた｡また､いくつかのJⅢAの効果を調べた｡

方法と結果; (1)得られたスペクトルの2次微分解析で､少なくとも雌雄差､

形態形成の開始に伴い変化する成分グループとタイミングの同定までは成功し

た｡ (2) PER抗体はAn埠eraeaでSaumanらの作成した抗体と同じ細胞を

染めた｡ DBT抗体はPER抗体と完全に同じ細胞を染めた｡休眠蛸および発育

蛸脳におけるNAT(DTOSOPhl'1a)に対する抗血清によるマッピングの結果､この

抗血清の認識する抗原の分布が､ Per蛋白質(ゴキブリ)様抗原の分布と完全に

重なった｡少なくともAnthereaでは､時計の歯車(PERによって示される)

と出力系-時計の針(NATによって示される)の場所が一致したことにより､

出力系の伝達システムがメラトニンによって担われていることが強く示唆され

る｡ゴキブリでは従来考えられていた位置からかなりずれたところにPER/DBT

染色部位があったから､ゴキブリの概日ペースメーカーの解剖学的な位置につ

いては再検討が必要である｡ NATおよびメラトニンの概日変動が観察され､出

力系にインド-ルアミンが関与する可能性が強くなった｡ NAT活性は低温や長

日による休眠の覚醒過程と並行的に高まった｡インド-ルアミン系は概目的シ

グナルを与えながらインターバルのシグナルにもなることが分かった｡ (3)

5HTの注射は休眠を破るのには有効ではなかったが､ ZR515は休眠を終結させ
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た｡

考察 (1)時計の細胞の脳内の位置と時計関連遺伝子の動態がある程度明ら

かになったo (2)時計の出力系がインド-ルアミンであることが示唆され､

これは日周的なシグナルとインターバ/レを示すシグナルの伝達の両方の性質を

持つことが分かったo (3)蛸休眠の覚醒と幼虫組織の崩壊､成虫形成が非破

壊的にある程度モニターできるようになった｡ (4)JEAによって休眠の人工覚醒

の道が開けた｡

発表論文
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脱皮ホルモン様活性発現に必須の化学構造およびその物理化学的性質の
解明

中川好秋(京都大学大学院農学研究科)

【目的】昆虫の脱皮ホルモンである20-ヒドロキシュクダイソンはステロイド骨格を有す

る化合物であるが,平面構造が天然型のホルモンとは全く異なるジベンゾイルヒドラジン

が脱皮ホルモン様活性を示すことが見い出いされた｡そこで､本研究では､これらヒドラ

ジン類が20-ヒドロキシュクダイソン様活性を示す理由を明らかにすることを目的として､

両系列化合物を3次元で重ね合わせ､立体構造と活性の関係を定量的に解析することによ

って､活性発現に必須の化学構造を明らかにすることを目的とした｡また､
20-ヒドロキ

シュクダイソンはすべての昆虫に共通の脱皮ホルモンであるにも拘わらず､殺虫剤として

実用されているヒドラジン化合物の一つであるテブフェノジドは鱗週目昆虫に村しては非

常に強い殺虫活性を示すが,鞘週目昆虫に村しては弱い殺虫効果しか示さないことが分か

っている｡この昆虫種間での選択性の違いが､いかなる化学的性質の違いによるものかを

明らかにしようとした｡

【方法と結果】翠虫帝畔:鱗週目昆虫であるニカメイチエウ(Chilosuppressalis)およびヨト

ウムシ(Spodoptera exigua)､鞘週目昆虫であるコロラドハムシ(LRPtinotarsa
decemlineata)に

対して各種化合物のジメチルスルホキシド溶液を各幼虫の背板に局所投与し､約1週間後

に致死率を求めた｡薬量と致死率の関係から50%致死薬量を求め,殺虫活性を求めた･ジ

ベンゾイルヒドラジン類の構造と殺虫活性の関係は共に鱗週目昆虫であるニカメイチュウ

とヨトウムシ間では非常に良く似ているが,それらと鞘週目に村する結果とは大きく異な

るものであった.蝉時ホルモン満仲:無菌飼育した休眠ニカメイチュウの腹部背板を切り

取り､脱皮ホルモンで24時間培養した後､ 【14c]-N-アセチルグルコサミンを含む培地に移

6 7 8 9

脱皮ホルモン様活性( chilo)
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してさらに3 日間培養し､表皮に

取り込まれた放射能を液体シンチ

レーションカウンターで測定した｡

濃度と放射能取込み量との関係か

ら脱皮ホルモン活性を定量的に求

めた.その結果ニカメイチュウに

村する脱皮ホルモン様活性と殺虫

活性の間には1対1の関係が存在

した.受峯鉢結合演性:ヨトウガ

桶卵巣由来の細胞sf-9をボナステ

ロンのトリチウム標識体と 30分

間インキュベ-トし,細胞に取り

込まれた放射能を測定し,脱皮ホ

ルモン類縁体によるボナステロン

取り込み阻害効果を調べ,濃度応



答曲線より受容体結合活性を定量的に評価した. sf-9細胞における受容体結合活性とニカ

メイチエウにおける脱皮ホルモン活性との間には直線関係が存在し(図)
,リガンド_受

容体結合様式がヨトウムシとニカメイチエウの間で良く似ていることが構造活性相関解析

の結果明確となった.

【考察】一連のジベンゾイルヒドラジン類の殺虫活性,脱皮ホルモン様活性,受容体結合

活性を評価し,活性間での関係を定量的に解析した結果,互いに直線的に相応し,受容体

結合活性が殺虫活性発現の原因であることが明確となった.また,構造活性相関の解析か

ら一方のベンゾイル部がエクダイソン類のC-17位アルキル側鎖に相応していることを明

確にした･さらに,ジベンゾイルヒドラジン類については疎水性の上昇と共に活性は上昇

するが,最適の疎水性が存在し,その大きさが昆虫種間で異なることがわかった.

【計画に対する達成度の自己評価と今後の方策】海外の研究者との共同研究を行い,一連

の化合物の殺虫活性をニカメイチエウだけでなく,他の鱗週目害虫であるヨトウムシや鞘

週目害虫コロラドハムシに村しても測定することができ,構造活性相関の種間における違

いに関わる化合物の物理化学的性質を明確にすることができたことは大きな成果と考える.

またニカメイチエウにおける脱皮ホルモン様活性をインビトロで測定し,脱皮ホルモン様

活性発現にとって重要な構造上の条件を抽出することができた.次の段階として,受容体

に村する結合活性を評価することを目的として,ニカメイチュウの脱皮ホルモン受容体遺

伝子のクローニングおよび受容体の大量発現系を構築中である.また,本研究では,昆虫

細胞を用いて受容体結合活性の評価を行っているが,このモデル系では,脱皮ホルモン類

の受容体結合活性を非常に簡単に,かつ再現性よく求めることができ,非常に優れた検定

法で他の細胞系にも応用可能である.

1
･

Y･ Nakagawa, K･ Hattori, B･ Shimizu, M. Akamatsu, H. Miyagawa and.T. Ueno (1998)

Quantitative structure-activity studies of insect growth regulators XIV. Three-dimensional

qtlantitative structure-activlty relationship of ecdysone agonists including dibenzoylhydrazine

analogs. Pesticice Science, 53, 267-277.

4.

G･ Smagghe, Y･ Nakagawa, B･ Carton, A･ K･ Mourad, T. Fujita and L. Tirry (1999)

Comparative ecdysteroid action of ring-substituted dibenzoyl-hydrazines in SpodopteL-X)gua･

Archives of Insect Biochemistry and Physiology, 41, 42153･

Y･ Nakagawa, G･ Smagghe, S･ Kugimiya, K･ Hattori, T. Ueno, L. Tirry and T. Fujita(1999)

Quantitative structure-activity studies of insect growth regulators XVI. Substituent effects of

dibenzoylhydrazines on the insecticidal
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between structure and molting hormonal activity of tebufenozide, methoxyfenozide, and their

analogs in culltured integument system of Cわ)Ilo suppressall's walker･ Steroids, 65, 1 17-123

Y･ Nakagawa, C･ Minakuchi and T･ Ueno･ Inhibition of 【3H】ponasteroneA binding by

ecdysone agonists in the intact Sf-9 cell 1ine･ Steroids, in press･
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環境の長期現象情報受容器官としての脳内光受容器の情報伝達システムの解明
針山孝彦(東北大学･大学院情報科学研究科･情報生物)

1)目的

生物は､地球環境の影響を受ける際に､外界の変化を環境情報として利用し､適応する｡環境

情報のひとつである光は､色や形や動きなどと云った短期的な現象を認識するものと日長の変化

に対応した休眠･変態などの制御といった長期的な現象を認識するものとに分けることができる｡

その長期変化を受容する器官は複眼の他に､別の器官の存在が示唆されてきたが､私は甲虫の

脳内に新たな光受容器の存在を明らかにした｡この光受容器官と､昆虫の変態･休眠との関係を

明らかにすることにより,光の長期現象を生物がいかに認識しているかを解明することを目的とす

る｡研究の第一段階の到達目標としては､脳内光受容器の生理学的特徴を複眼のそれと比較し

長期現象における役割を検討する｡第二段階としてこの光受容器が節足動物一般に存在してい

るかどうか形態学的に明らかにする｡第三段階として昆虫脳において脳内光受容器の神経系の

配行を明らかにし機能上の性質を解明することなどを短期的目標として設定した｡

2)方法と結果

上記目的を達成するために､一年間を通し､幼虫期は水中で貝を捕獲しながら過ごし､蛸期は

土中に入り､時期を同じくして一斉に成虫になり空中を飛び光交信をして交尾をするというホタル

を本研究の主材料として選んだ｡脳内光受容器は､脳の背側後部に位置し色素細胞に囲まれて

いる｡光受容器は多くの微繊毛をもちその配行は複雑で複眼などで見られる規則性は観察されな

かった｡この形態学的に光受容器であると推定されていた脳内光受容器の単一細胞に微小電極

を刺入し電気生理学的に光受容スペクトル感度を測定した｡すると530nmにスペクトル応答極大

があり､複眼の380nmと560nm(ホタルの発光スペクトルに一致している)とは大きくずれているこ

とが分かった｡詳細に脳内光受容器の細胞数を､電子顕微鏡を用いて調べると少なくとも8個の

細胞からなり､電気生理学的にこれらすべての細胞は530nmに応答極大をもつことを明らかにし

た｡この脳内光受容器はこれまでに調べた甲虫のほとんどの脳内に存在しているだけでなく､他

の完全変態昆虫の脳にも存在していることを見出した｡それだけでなくフナムシやザリガニといっ

た甲殻類の脳にも相似器官があることを発見し､現在生理学的に明らかにしようとしている｡

ホタルの脳内における光受容細胞の神経の配行を明らかにするために､微小電極内に荷電し

ている蛍光物質を注入しておき,刺入した細胞に電気泳動的にこの蛍光物質を入れ神経を染め

出した｡背側後部に位置している脳内光受容器から伸びている神経は背側を通り前方に伸びて

いることが分かった｡その方向にはリズムに関係しているPer抗体で染色される細胞群が存在して

おり､脳内光受容器が生体のなんらかのリズム現象と関係していることが強く示唆された｡

3)考察

鱗麹目の幼虫結染尾部に､脳移植をすることにより光周期に依存した長期現象を誘引すること

ができるという実験により示された､ ｢脳に長期現象に関係する光受容部位がある｣ということは

1970年代から考えられてきた｡昆虫のように情報処理系として非常に小さな脳では､入力素子と

しての感覚器官を目的別にして処理能力を減らす必要があると考えられる｡今回明らかにした

脳内光受容器は､複眼とは異なるスペクトル波長に応答極大をもち､極微弱な光にも応答する能

力を持っていることが分かった｡特定研究(A)公募の研究期間が終わった後の研究から､ホタル

は､日長に依存して脱皮･変態を行い､同期して成虫脱皮することが分かった｡土中で蛸化する
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この昆虫は､この高感度の光受容器を用いて地上光の変化を受容している可能性も考えられる｡

4)計画に対する達成度の自己評価と今後の方策

貴重な一年間の公募研究をさせていただいて,その期間内に､ 1.光受容器だと形態学的に考

えられていた器官が､実際に生理学的に光応答を示し､そのスペクトル応答は複眼とは異なること

を見出した｡また､ 2.その光受容細胞は､複眼視細胞の光応答に比べ､約100倍高い感度を持

っていることを示した｡脳内における神経配行から､ 3.この光受容器はPer抗体ポジティブ細胞

群と何らかの神経連絡をもっていることなどを示すことができ､短期間の研究としては充分達成で

きたと考えている｡その後､約1年半過ぎ､ 1.ホタルは､日長に依存して脱皮･変態を行っている

こと､2･発生学的に､脳内光受容器は､幼虫側単眼が蛸化時に脳内に引きこまれて形成されるも

のであること､ 3･最終幼虫期に､幼虫側単眼を外科的に除去し､成虫までの生存率を調べると

(成虫の脳内光受容器が消失する)
､片眼除去個体に比べ､両眼除去個体の方が死ぬ確率が高

くなること､などが分かった｡現在はこの3の現象が､外科手術によるものなのか､実際に脳内光

受容器の生理学的役割の為なのかを検証している｡今後も､幼虫期も成虫期も複雑な行動をし

ているこのホタルを用い､ 1.脳内光受容器の長期現象に対する情報処理システムを､神経ネット

ワークのレベルまで掘り下げて解明しつつ､ 2.変態という劇的な変化の中で,脳自身がどのように

役割を変えていくかを生理学的レベルで解明していきたいと思っている｡その方策として､現在

ショウジョウバエなどで遺伝学的に調べられている､複眼原基などを例として示される新しく形成さ

れる部分でなく､脳内光受容器のように幼虫期の感覚器官や情報処理系としての脳がどれほど保

存されているかということに注目し､遺伝学から行動学まで種々の手法を用いて変態前後の情報

処理系の変化を明らかにする｡

原著論文
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シロアリ類のカースト分化における分子機構

松本忠夫(東京大学総合文化研究科･広域システム科学系)

三浦 徹(東京大学総合文化研究科･生命環境系)

1)目的

多くの生物の特徴は,形態のみならず他の性質も完全に遺伝的に決定されるものではな

い｡そして､生物は多かれ少なかれ環境に依存して､表現型を変えることができる｡この

性質を表現型可塑性というが､社会性昆虫といわれるグループでは､それが顕著に出て同

じコロニーの中にこのような表現型の異なった個体を生じ(カースト分化) ､共同生活を

している｡本研究課題においては､特にシロアリにおけるカースト分化のメカニズムを解

明すべく､兵隊カースト特異的に発現する遺伝子の解析を目的とした｡そのために､幼若

ホルモン類似体(JHA)を用いた兵隊誘導に関する先行研究をべ-スにして,兵隊分化に

関する分子生物学的研究をオオシロアリを材料にして進めた｡また,材料をシロアリに加

えて,アブラムシの研究も行った.アブラムシは複雑な生活環を持ち､有廼型･無麹型､

無性世代･有性世代などの様々な表現型多型を示す非常に興味深い昆虫である｡アブラム

シの表現型多型のうち､最も個体発生の早い段階で現れるものは､単為生殖歴と有性生殖

腔の違いである｡前者は母虫の卵巣小菅の中で､卵の成熟を待たずに連続的に発生が開始

されるのに対し,後者は卵成熟･受精を経て腔発生が開始される｡この両者の比較を目的

とした研究の第一歩として､エンドウヒゲナガアブラムシAcyrthoslbhon pisumの単為生

殖腔の初期発生を蛍光抗体法などによって,詳細に観察を行った｡

2)方法と結果

オオシロアリHodotermopsisjaponicaの職蟻と兵隊の頭部からmRNAを抽出･精製し,

Differential Display法を行うことで､成熟兵隊の頭部で特異的に発現されている遺伝子の

同定を試みた｡いくつかの兵隊特異的遺伝子候補のバンドを切り出し,配列を決定したと

ころ､そのほとんどが新規の遺伝子であることが分かった｡そのうち1つの候補では,

no血embybddizationで兵隊で非常に強く発現されていることが明らかとなったoさらに､

これらの遺伝子の発現部位の特定, RACE法による全長の決定を行った｡さらに､得られ

た遺伝子断片をプローブにしたin situ hybridizationを行った結果,この遺伝子(soLlと

命名)は大顎腺で特異的に発現されていることが分かった(図1) o

エンドウヒゲナガアブラムシAcyrthosli)hon pisumの単為生殖腔の初期発生を蛍光抗体

法などによって､詳細に観察を行った｡ 25℃条件下で飼育しているエンドウヒゲナガアブ

ラムシの単為生殖世代の成虫及び幼虫をpBS中で解剖し､卵巣小菅を摘乱4%パラホ

ルムアルデヒド中で固定し, pBS中で洗浄した卵巣小菅中の腔に､ TOTO/phalloidinによ

る核･細胞膜の染色､抗Ⅶsa抗体(生殖細胞) ･抗Dll抗体(菌細胞) ･抗en抗体(体

節構造)を用いた蛍光抗体染色を施し､共焦点レーザー顕微鏡で観察を行ったoその結果､

生殖細胞の分化や､細胞内共生バクテリアの初期腔への感染方法､菌細胞の発生学的起源

など､いくつもの新しい知見を得た｡
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3)考察

本研究のオオシロアリ兵隊が特異的に発現している遺伝子がコードするタンパク質に

は､アミノ酸配列のN末端側に疎水性のアミノ酸残基が集中して存在するシグナル･ペ

プチドが見られ､これは分泌タン^oク質である可能性が示唆されるoその機能はまだ分か

らないが､攻撃に関与する物質か､他個体に作用するフェロモンである可能性がある｡

また､アブラムシの単為発生に関して､いくつかの新しい知見が明らかになった｡卵巣

小菅突端の形成細胞巣にある保育細胞のうちの一つが排出された卵細胞は､極体の放出･

同調核分裂･細胞化を経て､腔盤葉となる｡その後､歴盤葉の最後端の細胞群が､包腔腔

に落ち込み､生殖細胞へと分化する｡その後,後極側に存在していた多核の領域に､バク

テリアが感染し菌細胞を形成するoこれとほぼ同時に陥入が起こり､腔条が形成され,腔

条は伸張成長し､頭尾軸を形成し､肢原基を生じる｡中枢神経系の成立後､腔子反転が起

こり､脳･複眼･筋肉･クテクラの形成を経て,母虫体内から-齢幼虫として産み落とさ

れる｡このようにアブラムシの単為腔発生は､研究の蓄積のあるショウジョウバエのそれ

と非常に異なっており,また卵形成と歴発生が同時に進行しているので,非常に興味深い

現象といえる｡

4)計画に対する達成度の自己評価と今後の方策

本研究から､シロアリの大顎腺特異的に発現されるsoLl遺伝子の同定に成功した.社

会生物学ではカースト特異的に発現する遺伝子の存在は示唆されてはきたものの､これま

で社会性昆虫のカースト特異的な遺伝子を同定した仕事はほとんどなく､特にシロアリに

於いては初めての報告となった｡また､最近の分子生物学的な技術がこのような研究に非

常に有効な道具として利用できることを示した(Miuraetal. 1999)
｡今後は､この遺伝子

産物であるタンパク質の動態を追跡するために､大顎腺タンパクの解析･大腸菌を用いた

大量発現･抗体の作成などを行う｡更には､抗体を用いた免疫組織科学､精製したタンパ

クを用いて他個体への影響をみる機能解析などを行う方針である｡また､幼若ホルモン類

似体(JHA)は兵隊カーストの分化誘導を行うが,この際の形態形成過程を追い､発現す

る遺伝子の同定を行う｡

アブラムシに関しては､単位発生という現象を詳細に観察してステージングを行い､生

殖細胞の分化や､共生バクテリアを含む菌細胞の発生学的起源などいくつかの新規の知見

を得ることができた｡今後は､生活史の中で行う有性生殖卵における腔発生を同様の方法

で観察し,発生の最も初期に顕れる表現型多型のメカニズムと進化への理解を深めること

を目標にしている｡
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図1オオシロアリの兵隊頭部における大顎腺

(a)大顎腺は多くの腺房を持った一対の管状

の器官であり､頭部を解剖することで容

易に分かるo

(b)大顎腺には付属腺がある｡

図2アブラムシの胞歴(単為生殖虫)

胞腔の初期に旺の後部(図の下側)から生殖系

列の細胞(次世代の虫をつくる)が分化し､胞

歴腔へ進入する｡これに引き続いて､やはり後

部から母虫の菌細胞に由来するブフネラの塊

が胞腔腔へ流入する.やがて､これらのプフネ

ラを含む細胞がいくつかでき､菌細胞のもと

(菌細胞原基)になる｡生殖系列の細胞群と菌

細胞原基は歴の形態形成には使われず､しばら

く温存される｡



鱗効目昆虫の成虫麹の形を決めている機構

基礎生物学研究所発生生物学研究系 児玉隆治

JT生命誌研究館 吉田昭広

研究成果

1)目的

鱗麹目昆虫(チョウ･ガ)の成虫の麹と蛸化直後の蛸の廼は､異なった輪郭をもってい

るo例えばタテハチョウでは､成虫の熟ま鋸歯状の輪郭をもっているが､蛸の廼は比較的

単純でなめらかな形の輪郭をしている｡このような違いをもたらすのは､変態に伴って蛸

の廼が成虫の廼へと変化する過程で,蛸の廼の外縁から少し内側に成虫の廼の形をした境

界線ができ､その内側では鱗粉細胞の出現などの成虫廼への分化が起こるのに対して､外

側では細胞が消失するというプロセスであることが多くの鱗麹目昆虫について報告されて

いる｡この現象は､細胞死による形作りという点で､脊椎動物の四肢の指が,指間の部分

の細胞死によってできる過程と類似している｡

吉田(研究分担者)は,これまで鱗廼目昆虫の廼の鱗粉細胞が特有の配列をつくりなが

ら分化していくメカニズムを研究してきた｡その過程で､上述の廼周辺部分の形態形成現

象が,現代的な解析を加えるにたる興味深い系であることに気づいた.一方､児玉(代表

者)は､これまでに脊椎動物における単層上皮形成過程に注目して､細胞パターンの形成

と個々の細胞の動的な形態変化との相関を超微形態学的手法によって解析してきた｡その

経験を活かして1990年から吉田と共同研究を開始し､細胞死の過程について主に形態学

的な観察をおこなってきた｡重点研究開始までに､ (1.)周辺部分の細胞は上皮としての連

続性を維持しながら順次細胞死をおこし,全域の細胞死が半日から1日以内に完了するこ

と､ (2)細胞死はアポトーシスの特徴を備えていることが明らかとなっていた0

具体的目的を以下のように設定した｡ (1) [細胞死のプロセスをより明確に記述する]

速やかで大規模な細胞死を実現するためには､麹を構成する各細胞がどのような役割を果

たしているのかという観点から､既におこなっている形態的観察に加えて､いくつかの鱗

極目の種や器官を比較検討しながら､細胞生物学的な方法による検討を加える.

(2) [細胞死をおこすべき部分はいつ決定されるか]細胞死への運命決定のタイミング

を､蛸の廼の各部分の交換移植実験や器官培養などの方法をもちいて検討する.実験に先

立って,モンシロチョウを材料としてこれらの技法が適用できるように十分準備をおこな

う｡

2)方法と結果

a)退化域(蛸の麹から成虫廼への変化の過程で除去される部分)の退縮にたいして､頼

粒細胞(マクロファージ)がどのような寄与をしているかを検討するため､モンシロチョ

ウを用いて頼粒細胞の作用を阻害する実験を試みた｡方法として､多量の異物を注入して

食作用を飽和させる､あるいは鉄の微小粉末を取り込ませておいて､磁石によって退化域

から隔離することを試みた｡多量の異物(墨汁)を注入した場合に廼の発生自体が阻害さ

れることと､鉄粉などの懸濁･注入がうまくいかず,確定的な結果は得られなかった｡
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b)蛸の鄭こ対して実験的操作を加えやすくするために､モンシロチョウを使って培養を

試みた.培養器,培養液(エクダイソンの添加量)など種々の組み合わせを試みたが､耀

自体の分化が再現性よく培養環境下で実現されるにはいたらなかったo

c)退化域の細胞の速やかな除去は､頼粒細胞が退化域に集中することによって可能に

なっていると考え,カイコガの蛸を用いて実際にそのような体液に流れの制限が起こって

いるかを検討した｡蛸化後2-5日目のモンシロチョウの蛸の腹部に､生理食塩水で希釈

した墨汁またはフェリチン溶液を注入し,一定時間後に固定して麹での各マーカーの分布

を観察した｡墨汁の粒子は､退化域の細胞死がもっとも急速に進行する蛸化後4日目で

は､退化域だけに流入し分解期に分化域には全く見られないが,その前後では麹全体に均

一に流入することがわかった｡またフェリチン粒子については,退化が急速に進行する
3. 5日目では,退化域の粒子数が､分化域の粒子数を大きく上回るのに対して､

2･ 5

日目ではその差は小さいことがわかった｡これらの結果から,退化域の除去が急速に進行

する時期に限って､体液循環が退化域直下に制限されており､これにともなって頼粒細胞

の循環もこの部分に限局していることが間接的に示された｡

d)カイコガにおいて､細胞死と細胞周期の関連･廼の形成過程における廼上皮間の接着

状態ならびに個々の上皮細胞の形態の変化などの検討をこころみたがまとまった結果を得

るにいたらなかった｡

e)アカモンドクガは,雌雄で成虫の麹の大きさが著しく異なっている｡蛸の麹までは雌

雄とも同じように形成されるが､成虫ではメスは痕跡程度の廻しかもたないoこの原因が

細胞死の領域や程度の差にあるのではないかと考え､廼での細胞死の良いモデル系になる

可能性を考慮して詳しく検討したo蛸化後約2･ 5日でメスの廼だけが著しい収縮を起こ

すことが明らかになった.収縮の様子を光学顕微鏡切片で観察したところ､雌の超の退化

域は､そのサイズがあまり変化しないままに週全体の収縮が起こっていることがわかっ

た.分化域の細胞が連続的に退化域に移動しながら細胞死を起こしている可能性が考えら

れ､細胞の標識などの詳細な実験が必要なことがわかった｡

f)エリサンの蛸の触覚は､凹凸のない原基から樹枝状の突起をもつ形への変化を示すo

麹での形態形成と比較するために､その形態形成過程を観察した.触覚でも多数の細胞が

細胞死によって除去されていることがわかったが､ DNA断片化を示す細胞の分布は､将

来除去される部分とは一致せず､むしろ樹枝状に残る部分に多かったoこのことは触覚の

形態形成が廼でのように静的な切り抜きによるのではなく､むしろ細胞のダイナミックな

並べ替えによって起きることを示唆している｡

3)考察

鱗廼目昆虫の蛸における形態形成の諸過程において､細胞死による細胞の選択的な除去

が､普遍的に用いられるプロセスであることが一連の研究の結果､明らかになってきたo

また,細胞死のプロセスを急速に進行させるために､頼粒細胞の集中的な循環という補助

手段がとられているらしいことが分かったが,そのことがプロセスの進行速度とどのよう

な関連をもっているかは,検討することができなかった｡

アカモンドクガ､エリサンなどを用いた結果は明確な結果を出すには至らなかったが,

将来有用な系となる見通しができた｡アカモンドクガにおいては蛸の性によって,大規模
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な細胞移動を伴う細胞死が起こっている可能性がある｡性差と関連した調節機構も興味深

い｡またエリサンの触覚において､将来触覚として生き残る部分にむしろ細胞死が多く観

察されたという結果は､これまでの麹での単純なスキームでは説明できないものであり､

細胞の移動を精密に検出する手法などを開発しながら,詳細に解析することにより､新し

い形態形成のプロセスが明らかになる可能性がある｡

4)計画に対する達成度の自己評価と今後の方策

所期の目的のうち､形態形成に関わる細胞死の仕組みに関しては,いろいろの材料を用

いて､複数の視点から検討を加えることができた｡また､今後興味深いと考えられる系に

ついて予備的な観察をすることができた｡しかしながら､目的の部分の後半に挙げたよう

な､実験発生生物学的な手法による研究は実施することができず､多くの結果が観察の段

階にとどまってしまったことは､反省すべき点である.鱗題目昆虫の蛸の廼は､外部に面

していて,クチクラ層の透明度の高い種を選べば､外部からの観察や手術も比較的容易で

ある｡また､ある程度の大きさを有するの点も,手術に向いている｡最近､シロオビアゲ

ハを用いて､蛸の廼の発生過程を連続観察することを試みているo 廼発生に関して重要な

関連性をもつ廼脈､気管､気管小枝などのダイナミックな形成過程が､十分に観察できて

いる｡今後､このような生きた材料を連続的に観察する手法と､適当な細胞標識法を組み

合わせることにより､細胞死の過程を連続観察が可能にしていきたい｡これまでの静的な

観察だけでは見逃していたダイナミックな局面を観察することにより､実状に即した細胞

の理解が得られることと考える｡
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ショウジョウバエをモデルとした成虫組織の形態形成メカニズム

多羽田哲也

東京大学･分子細胞生物学研究所

研究成果

目的

変態期における形態形成メカニズムをショウジョウバエの麹形成をモデルシステムとし

て解明する.廼の前駆組織である成虫原基は､前部と後部の2つの発生コン/㍗-トメン

トから成り立っており､これが前後軸に沿った^oターン形成の最初の枠組みとなる.前

後部コンパートメントの境界に発現するモルフォゲンの勾配によって､前後軸にそった

位置情報が設定される｡後部コンパートメントで発現するヘッジホッグは前部コンパー

トメントに分泌され､勾配を形成し､短距離のモルフォゲンとして機能すると同時に､

長距離のモルフォゲンとして働くDppの発現を誘導する.廼はこの2つのモルフォゲン

の作用によって形作られている｡本研究は､モルフォゲンが細胞の分化を制御する機構

を理解することを目指している｡

方法と結果

1. Dppシグナルに括抗するDad

Dppモルフォゲンの作用メカニズムを解析するために, Dppにより発現が誘導される

新しい遺伝子daughters against dpp(dad)を同定した｡ DadはDppの信号伝達因子である

MadとN末側のMad bomology(MH) 1 domainにおいてほとんど相同性が認められないも

ののC末側のMH2 domainにおいて弱い相同性を持つことが分かった｡ dad変異クロー

ンではDppのターゲット遺伝子として知られるsalやombの転写の冗進が観察されdad

はDppに発現誘導されるもののDppシグナルを抑制する作用があることが解ったo Dad

は､ Dpp受容体によりMadがリン酸化される過程を競合阻害することによりDppシグ

ナルを抑制していると考えられる｡ごのことによってDppモルフォゲン勾配の活性を調

節しているのであろう｡

2. Dppシグナルに括抗するBrinker

Dppのターゲットの探索を続けるうちにdadと完全に相補的な発現をする遺伝子brinker

を単離したo遺伝子の発現/1oターンから予想されるとおりbrinkerの発現はDppシグナ

ルにより抑制されていた. brinkerは既知のタンパク質に特に高いホモロジーは見られな

いが,核に局在することおよび転写因子の特徴を表す構造に弱い相同性があることから,

転写因子をコードしていると考えられる. brinkerの変異クローンを廼に作ると小さな廼

様の構造が形成され,それはDppを異所的に発現させた際に見られる構造と似ているこ

とから, Dppのターゲット遺伝子の発現を抑制する作用があるのではないかと考えられ

た.しかし,その構造は高レベルのDppにより形成されるものではなく, brinkerはDpp

シグナルのターゲットの一部を制御するか,あるいはターゲットの抑制が不完全である
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ことが示唆された｡実際にターゲットであるいくつかの遺伝子の発現を調べてみると,

brinker変異クローンにおいてターゲットは異所的に発現していたもののその発現レベル

は,内在の高レベルな発現に比べると低いものであった.遺伝学的な解析からbrinkerは

Madの下流あるいはMadとは独立して機能することが明らかとなった｡このことはDpp

モルフォゲンによるターゲットの制御が,少なくとも2つの経路を通ることを示してい

るo 1つはbrinkerの発現を抑えることによって間接的にターゲットの発現を活性化する

機構,もう1つはbrinkerを経由せずにターゲットを活性化する機構である.ターゲット

の高レベルの発現にはこの両者のシグナルが必要とされる｡

3. Dppモルフォゲン活性の視覚化

Dppシグナルの活性はDppを発現する細胞で最も高いなだらかな勾配を描くものと考え

られていたo実際にDppシグナルの活性を可視化するためにDppの主要な信号伝達因子

/転写因子であるMadのりん酸化状態を指標をこすることを考えたoMadはDpp受容体に
よってりん酸化されることにより活性化され核に移行し,転写因子として機能する｡そこ

でりん酸化Madに特異的な抗体で組織染色を試みると､麹成虫原基における染色^oター

ンは予想外のものであった. Dppを発現している細胞の周囲にシグナルが検出されるもの

のDppを発現している細胞自身においてはシグナルは非常に低くなっている｡よた,周
囲の細胞におけるシグナルは予想通り勾配を形成しているが,ターゲット遺伝子の発現を

考えると､それは期待されたものよりも勾配が急であるように思われる｡その勾配は後部

コ.ンパートメントにおいてより急であることがみてとれる｡いくつかの実験によりHbが

りん酸化Madのレベル(Dppシグナル)を抑制していることがわかった(下図)｡このこ

とから, HbにはDppを誘導すると同時に,同じ細胞においてMadのりん酸化を抑える働

きがあることが明らかになった｡抑制メカニズムを調べた結果, =bはDppシグナルの主

な受容体であるtkvの発現を抑えることによって, Dpp発現細胞におけるDppシグナルを
抑制していることがわかった｡後部コンパートメントのTk,レベルが前部のそれより高い

ことが､りん酸化Madの勾配が両コン/トトメントで異なることも説明する. Hhによる

Dppシグナルの抑制には2つの意味があると思われる｡ 1つはDppシグナルを抑制する

ことによって､そこでパターン形成を行うHb･シグナルと干渉しないようにすること,ち

う1つはTkvレベルを下げて､より多くのDpp分子の拡散に寄与していると考えられる｡

この抑制が将来麹になる部分に限られていることも,この考えを支持するものである｡つ

まり,器官として最大の面積を持つ麹においてはより遠くまでDppが運ばれる必要があ

るからである｡

考察

以上のようにモルフォゲンは自身の分布や,活性を制御する分子を自身の転写ターゲッ

トとすることで､巧妙な制御機構を作っている｡その共通メカニズムは自身の受容体の発

現を制御することであるoモルフォゲン分子の細胞外での移動に関わる分子の報告も相次

いでいるoモルフォゲンが単なる拡散によって釣り鐘型の濃度勾配を作り､ターゲットの

遺伝子がそれに一次的に応答するという考えはもはや単純に過ぎるようである｡モルフォ

ゲンという分泌タンパク質の濃度勾配という不安定なものを唯一の手がかりとする以上,
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様々なフィードバック制御を含む精微なメカニズムが必要になることは自然なことであろ

う｡

達成度の自己評価と今後の方策

モルフォゲンの活性を調節するメカニズムのいくつかを解明しえたことは評価に値する

と思っている｡細胞がシグナルのレベルをどのように識別し,分化､増殖に結びつけて

いるか､という問いに対する解は得られていないので,今後の大きな課題といえるo

図

Hbは受容体Tkvの発現を抑えることによってDppシグナル(リン酸化Mad)のレベル

を抑制する｡
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ショウジョウバエ神経系細胞株を用いた

変態ホルモンによる細胞死誘導機構の解析

程 久美子(日本医大･薬理)

1.目的

昆虫は､変態期に幼虫組織を排除し成虫組織を形成する｡必要がなくなった幼虫組織は

死に至るが､これはアポトーシスと呼ばれる能動的な死であると考えられている｡このよ

うな細胞死の機構を解析することは､昆虫の変態の機構を解明する上で重要と考える｡シ

ョウジョウバエにおける細胞死は肱発生期､さらに中枢神経系においては変態期､羽化直

後に起こることが報告されている｡これらの細胞死は変態ホルモンであるecdysteroidの生

体内濃度の変化と､発現しているecdysone受容体のタイプが深く関わっている可能性が

示唆されている｡変態期の中枢神経系においては､
ecdysteroid濃度がほぼ完全に低下した

時期にEcR-A受容体を強く発現している細胞で細胞死が起こることが示されている

(Robinow,eLal.,1993).

一方､ショウジョウバエにおいては突然変異系統の解析から､ TeaPeT, hL'd(headL･nYOlutL･on

deLTectL'Ye),gn'mという細胞死を誘導する遺伝子が単離されている(White,et.al., 1994;

Grether,et.al., 1995; Chen,et.al.,1996)が､これらの遺伝子の発現がどのように制御されてい

るかはまだ明らかではない｡

本研究は､既存の肱由来細胞株と私達が樹立したショウジョウバエ神経系細胞株をモデ

ル系として用い､昆虫の変態期における細胞死の機構を解析することを目的とし,

ecdysteroidが細胞死誘導遺伝子の発現を制御しているか､またどのタイプのecdysone受容

体が細胞死に関与しているかを解析する｡

2.方法と結果

材料と方

(1) 3種のショウジョウバエ培養細胞株(肱由来細胞株:s2､幼虫中枢神経系由来細胞株:

BG2-c2, BG3-c2)を用いた｡ s2は非神経細胞の性質を示し､ 20-hydroxyecdysone(HE)反応

性からBG2-c2は幼虫型､ BG3-c2は成虫型神経細胞の性質を示す｡

(2)細胞死は､吋pan blueによる死細胞染色法､およびアポトーシス実行proteaseである

caspase-3活性の測定によって検出した｡

(3)細胞死誘導遺伝子(I?aPe', hL'd,
gn'm)の発現はNorthem blot法､ Ecdysone受容体(EcR-

A,EcR-B)の発現はNorthernblot法またはRTIPCR法によって検出した｡

盤基

(1)20-HEを加えると､腫由来細胞株s2において､ caspase-3活性の上昇を伴なうアポトー
シスと考えられる細胞死が誘導された｡この時､細胞死誘導遺伝子のうち､

[eaperとhL.d

の発現が強く誘導された｡さらに､ ecdysone受容体のうち､ EcR-Aの発現も誘導された[図]｡

(2)幼虫型神経細胞株BG2-c2では20-HEを加えても､アポトーシスは誘導されなかった｡
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この時､ EcR-AとTeaPerの発現は誘導されたが､ hL'dの発現は一過性に上昇した後､変化

しなかった｡ 20_HEを除去することによって､ EcR-Aの発現量はさらに上昇し､山dの発

現が誘導され､アポトーシスが起こった[図]｡

(3)成虫型神経細胞殊BG3-c2においては､ 20-HEを加えても､除いてもアポトーシスは

起こらなかった｡20-HEを加えるとTeaPeTが誘導され､ hjdは強く抑制された｡この時､ EcR

の発現はほとんど変化しなかったが､ 20-HEを除くとEcR-Aの発現量が上昇し､ hjdが誘

導された[図】｡

3.考察

201HEは､少なくとも細胞死誘導遺伝子のうちTeaPer,hL'dの発現を制御する作用がある

ことが明らかとなった｡調べた3つの細胞株においては20-HEはg血】の発現には影響を

与えなかった｡

s2細胞は20-HEを加えた時に､ BG2-c2細胞は20-HEを加えた後､除去した時にアポト

ーシスが誘導されたが､いずれの場合も､死に至る時点においては､細胞死誘導遺伝子TeaPeT

と血d両者の発現量が顕著に上昇した｡ BG2-c2およびBG3-c2細胞では､ 20-HEを加えた

時にTeaPerのみの発現が誘導されたが､アポトーシスは起こらなかった｡従って､ 20-HE

によるアポトーシス誘導には､ TeaPerとhL'dの両者が必要である可能性が示唆されたo
s2, BG2-c2細胞においてアポトーシスが起こる時には､ EcR-Aの発現量が上昇した｡特

に､ BG2_c2細胞では､ 20-HEを加えても､その後除去してもEcR-Aの発現が誘導され続

けた｡このことは､変態期の中枢神経系においてEcR-A発現細胞で細胞死が起こるとい

う報告と一致している｡

4.計画に対する達成度の自己評価と今後の方策

ショウジョウバエの細胞死誘導遺伝子(Caper, hL'd,
gn'mの発現がどのように制御されて

いるかはまだ報告されていない｡本研究により､少なくともTeaPeT, hL'dの発現は､ 20-HE

によって制御されることが明らかとなった｡このことは､変態期における細胞死誘導機構

において､細胞死誘導遺伝子が関与している可能性が強く､それらの発現は変態ホルモン

によって制御されるという新しい知見を得たことになり､この点においては､当初の目的

の一部を達成したと考えている｡しかしながら､ TeaPerとhL'dの機能的な違いはわかって

いないため､なぜ20-HEによる細胞死において両者が共に誘導されるのかは明らかでな

い｡私達は各々の遺伝子を導入した安定形質発現細胞株をすでに作製しているので､これ

らを用いて､アポトーシスに至る下流の経路を解析したいと考えている｡

変態ホルモンによる細胞死誘導に関わるecdysone受容体タイプの同定については､細

胞死がおこる時点ではEcR-Aの強い発現があることはわかったが､どの受容体がどの細

胞死誘導遺伝子の発現を誘導または抑制するかという直接的な受容体タイプの関与は解析

できなかった｡この理由は､それぞれのタイプの受容体の機能を個別に解析する効率的な

手法がなかったためである｡私たちはdouble stranded-RNA interference (RNAi)という新し

い手法を導入し､この手法がショウジョウバエ培養細胞において､非常に有効であるとい

う結果を得ている｡そこで､この手法を用いて､ 3種の細胞株において､それぞれの受容

体を機能的にノックアウトすることを試みており､ s2細胞においては､ EcR-Aのノック
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アウトにより､ caspase-3活性が上昇し､ EcR-Bのノックアウトによりcaspase-3活性が抑

制されるという結果を得ているので､今後は､それぞれの受容体タイプによる細胞死誘導

遺伝子の発現制御が解析できる可能性があると考えている｡

[図] 20-hydroxyecdysoneによる細胞死の制御
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変態に伴うコオロギ概日リズムの位相逆転の神経･内分泌機構
富岡憲治(山口大学理学部)

研究成果

1)目的:

昆虫は変態に伴い,行動も変化する｡これは,変態に伴う神経系内の神経回路が新しく

作られることを意味している｡不完全変態昆虫である直題目フタホシコオロギでは､行動

の概日リズムが幼虫期には昼行性であるが,成虫脱皮後約1週間のうちに,夜行性に逆転

する｡この行動変化は極めて明瞭で,雌雄を問わずすべての個体で見られる｡概日リズム

を造り出す概日時計は脳の一部である視葉に存在しており､その動きは視葉遠JL性ニュー

ロン群の電気活動を指標として連続的にモニターすることができる｡その視葉ニューロン

群の活動は幼虫,成虫ともに,夜にピークをもつリズムを示すことから,時計それ自身の

性質は変態によっては殆ど変化せず,時計と活動を引き起こす中枢とが構成する神経回路

が組み変わることが､リズムの位相逆転の原因と考えられる｡これらの背景の下に､本研

究では､ ①脱皮による成虫化にともなうリズムの昼行性から夜行性への位相逆転が､どの

様な神経回路の組み換えによって生ずるのかを明らかにすること,また､ ②その神経回路

組み換えに対するエクダイソンやJHの生理作用を明らかにすることを目的とした｡

2)方法と結果:

a )神経系の形態学的変化の解板:実験動物にはフタホシコオロギ(GIyllus b)'maculatus)

雄を用いた. bromo-deoxyuridin (BrDU)を用いた分裂細胞標識による解析では,各脱皮

により増加する細胞群は､視葉では視葉板と視髄の間,脳ではキノコ体部分に集中してい

る｡その他に脳では広い領域にわたって分裂する細胞が散在していた｡しかし､細胞の増

殖数は若齢幼虫では多いが､令を経るに従って減少し,成虫脱皮後はわずかに8令脱皮後

の増加の約30%にすぎなかった｡

概日リズムを造り出す概日時計は脳の一部である視葉に存在している｡そこで,ニッケ

ルのバックフィルにより､その出力ニューロンの脳内投射領域を調べたところ､投射領域

それ自体には幼虫と成虫とで大差は無いが､成虫では領域内での分枝数が特に脳中央部付

近で著しく発達することがわかった｡さらに,電位感受性色素を用いた光学的測定法によ

り､視葉の内キアズマ部分を電気刺激して脳内の応答領域を解析したところ､幼虫では前

大脳中央腹側付近が興奮性の応答を示すのに対して､成虫では抑制性の応答を示すこと,

さらに､前大脳背側部では幼虫の抑制性応答に対して,成虫では興奮性となることが明ら

かとなった｡

これらの結果は,リズム逆転が新たなニューロングループの分化によって引き起こされ

るものではなく,既に分化しているニューロンが､成虫脱皮後新たな回路を形成するか､

既に存在する神経回路の機能的修飾ことによって引き起こされる可能性を示唆しているo

b)生体アミン類の関与:リズム逆転に関与する神経回路を検討するため､幼虫と成虫で

の脳内アミン量の比較を行った.脳内アミン量の測定には､高速液体クロマトグラフィー

(HPLC)に接続した電気化学検出器(ECD)を用いた｡その結果,脳内セロトニン量は, 8令

幼虫期には6 pmol/mgであるが､成虫脱皮後リズム逆転を完了するまでの間に急激に増

加し,幼虫期の約2倍に達することがわかった(図1)
｡そこで､脳内セロトニン量の増
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加とリズム逆転との関係を明らかにするため, 5,7-dihydroxytriptamine (5,7-DHT)によ

るセロトニン性ニューロンの選択的阻害とp-chlorophenylalanine (p-CPA)によるセロ

トニンの合成阻害とを試みた｡ 5,7-DHTの脳内投与では脳内セロトニン量が約30%減少

し,多くの個体で幼虫期の昼の活動が著しく増加し､この明期の高活動性は成虫期を通じ

て維持された(図2)
｡また､リズム逆転が生じた個体でも,逆転までに要する日数が､

リンガ-液を投与した対照と較べて長くなる傾向があった｡一方, p-CPAの成虫での経口
投与では脳内セロトニン量が対照の20%以下にまで減少し,夜行性から昼行性へ活動性が

逆転することも観察された｡ドーパミンも成虫化に際して増加するが,ドーパミン生合成

阻害剤3-iodo-tylosinの投与では,脳内ドーパミン量が劇的に減少したにも関わらず活動

リズムは正常な時間経過で逆転した｡

:この成虫化に伴うリズム逆転へのJHやecdysoneの関与を調べる

ために､アラタ体の切除･移植やecdysoneの投与などの活動リズムヘの影響について解

析した｡ 7令･ 8令時でのアラタ体の切除では､幼虫期が若干延びるもののほぼ正常な発

生を遂げ,成虫脱皮後リズム逆転もほぼ正常な時間経過で生じた｡正常雌成虫から摘出し

たアラタ体2-3対を8令腹部へ移植した場合も､移植個体はほぼ正常な時間経過で夜行

性リズムヘと変化した｡ 8令幼虫脱皮直後にecdysone (5帽)を投与した場合も幼虫期

が延長したが,成虫脱皮後リズム逆転が生じた｡この場合には幼虫期に夜間の活動がやや

増加したものや,成虫脱皮後リズム逆転が生じるまでの日数が延長したものが現れた｡

3)考察

不完全変態の昆虫では形態学的にはそれほど劇的な変化は生じないが､このコオロギの

場合のように成虫化とともに行動レベルで劇的な変化を遂げる場合が多い｡今回の生理学

的･形態学的解析の結果は,不完全変態の昆虫では成虫化に伴うニューロンの新たな分化

よりも､既に形成されている回路が機能的に変化あるいは修飾されることにより､新たな

出力パターンの形成を行うようになるらしいことを示すものである｡

本研究では､セロトニン量がリズム逆転と軌を一つにして増加すること､セロトニンの

減少により成虫化に伴うリズム逆転後も昼行性成分が強くなり､逆に夜行性成分が弱くな

ることが示され､セロトニン系が明期の活動を抑制し,暗期の活動を増加させることによ

り､リズム逆転を引き起こす可能性が示唆された｡成虫の活動リズムは温度を20℃にする

と夜行性から昼行性に変化するが, 20℃では脳内セロトニンレベルが有意に低下すること

も､セロトニンのリズム逆転への関与を強く示唆する｡セロトニン性ニューロンは視葉ニ

ューロンの脳内投射部位である脳側方部や中心体に広く分布しており,温度実験の結果は

セロトニン性ニューロンの機能的変化が,リズム逆転に深く関与することを示唆している｡

一方,昆虫の変態はJHやecdysoneによって制御されているが､今回の実験から後腔

発生後期でこれら内分泌系を撹乱しても､脱皮後のリズムは幼虫では昼行性､成虫では夜

行性となることが示された｡この結果は,活動リズムを形成する神経回路の機能は少なく

とも各令期の1つ前の令期には既に運命づけられていることを示唆している｡

4)計画に対する達成度の自己評価と今後の方策

本研究では､①脱皮による成虫化にともなうリズムの昼行性から夜行性への位相逆転が,

どの様な神経回路の組み換えによって生ずるのかを明らかにすること､また､ ②その神経

回路組み換えに対するエクダイソンやJHの生理作用を明らかにすることを目的とした｡
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①に関しては､成虫化に伴うニューロンの新たな分化よりも､既に形成されている時計か

ら活動駆動部へ至る回路内の､セロトニン性ニューロンの機能的変化が重要であることを

明らかとし､ ②に関しては､ J臥エクダイソンはこの回路の修飾に直接には関与せず,個

体発生の制御を通して間接的に作用することが示唆する結果を得,大筋では目標を達成で

きたと考えている.今後は, JH,エクダイソンを個体発生のいろいろな時期に投与するな

どして,いつ､どのようにしてこの回路の機能修飾が決定されるのかを検討する必要があ

る.

5)図とその説明
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図2.セロトニン性ニューロンに対する特異的

神経毒(5,7-DHT)の活動リズムヘの影響｡ A :

リズム逆転後の典型的な夜行性活動リズム｡

B :5,7-DHTによりセロトニン量を低下させる

と､夜間の活動が減少し,昼の活動が増加する｡
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昆虫成虫器官特異性の決定機構

倉田 祥一朗 (東北大学 大学院 薬学研究科)

1)目的

100万種を越えると言われる昆虫は､驚くべき多様性を示している｡この多様性は､

昆虫がその生活環に｢変態｣と｢休眠｣を取り入れることで獲得できたと考えられる｡

変態時に､それぞれの成虫器官の特異性(アイデンティティー)がどのようにして決定

されるのかという問題を明らかにすることは,昆虫変態の分子機構あるいは器官発生の

分子機構の一端を解明すると共に,昆虫の多様性がどのようにして獲得されたかという

生物進化の問題を考える際にも重要である｡

完全変態昆虫であるショウジョウバエは､変態時に新たに成虫構造を形作る｡この成

虫構造の基となる細胞集団が成虫原基である｡この成虫原基は,すでに幼虫の体内に存

在しており､その原基特異的なアイデンティティーは決定されている｡例えば､複眼は

複眼原基から生じ,通常,他の超原基や肢原基などから生ずることはない｡近年､この

原基特異的なアイデンティティーの決定に,重要な役割を担う遺伝子が同定されてきた｡

例えば､複眼の決定に関わる遺伝子がeyeless(ey)である｡
eyは成虫原基の中では複眼

原基で特異的に発現しており､その発現がない変異体では複眼ができない｡逆に,この

遺伝子を異所的に他の原基で発現させると､その原基から複眼が生ずる｡したがって,

ey遺伝子発現の有無が複眼の器官決定に極めて重要である.同様に､ vestigial(vg)は麹

の決定に､ Distal-less (Dll)は触角と肢の決定に関わる｡

これらの遺伝子は,器官形成をより上位で支配するマスターコントロール遺伝子と捉

えることが出来る｡器官特異性の決定機構を明らかにするためには､これらのマスター

コントロール遺伝子の発現がどのように制御されているのか明らかにする必要がある｡

これまでに､これらのマスターコントロール遺伝子(ey､ vg, Dll)の発現をNotchシグ

ナリングが共通に制御していることを明らかにした｡そこで本研究では､ショウジョウ

バエの主要な成虫器官である複眼､触角,廻,肢の特異性が決定される分子機構を明ら

かにするために,このNotchシグナリングを中心とした器官決定の共通機構からどのよ

うにしてそれぞれの器官特異性が発現するのか解析した｡

2)方法と結果

複眼と触角の特異性決定機構

これまでに､ Notc血シグナリングが状況に応じて主要な成虫器官である複眼,触角,

廼､肢の特異性を決定していることを明らかにしている｡たとえば,複眼原基と触角原

基の一部で, Notc血シグナリングを活性化すると新たにeyの発現が誘導され､本来の

複眼に加えて2番目の複眼が誘導されるoそのNotchシグナリングを活性化する際に,

eyが発現できない状況にすると､複眼原基でDuが発現し､複眼が触角に変換する｡こ

の結果は､複眼原基では､ eyがD11の発現を抑制していることを示唆している.そこで､

触角原基で発現しているDllの発現をeyが抑制するかどうか､触角原基でeyを異所的

に発現させて調べた｡その結果､ eyの発現によりDllの発現が抑制されることが明らか

となった｡一方､触角原基ではeyの発現が抑制されているために, Dllの発現が維持さ
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れることが考えられるo実際､触角原基で発現しDllと共に働き､触角の決定に重要な

htradenticle (Exd)を複眼原基で発現させると, eyの発現が抑制され,複眼が形成され

ない｡したがって,複眼と触角の特異性が決定される機構として,次のようなことが考

えられる｡ No血シグナリングは,複眼原基と触角原基の二つの原基において同じよう

にeyとDllの発現を誘導するoところが,複眼原基では､ eyがDuの発現を抑制し, ey

の発現だけが維持される.その結果､複眼としてのアイデンティティーが確立されるo

一方,触角原基では､ hdなどによりeyの発現が抑制され､その結果, eyがDllを抑制

しないためにDuの発現が維持され､触角としてのアイデンティティーが確立する｡

このモデルに従うならば､ eyが発現しない突然変異体では､複眼原基においてeyが

Dllを抑制しないためにDllの発現が誘導されて複眼が触角に変換することが予想されるo

しかしながら､その変異体では複眼が触角に変換することはなく､複眼原基で細胞死が

誘導されていた｡そこで,カスバ-ゼを阻害して細胞死を抑制するp35をその突然変異

体で発現し細胞死を抑制した｡その結果, eyが発現しない突然変異体で細胞死を抑制す

ると,複眼原基でDuの発現が誘導されて複眼が触角に変換した｡

これらの結果は,複眼と触角のアイデンティティーが決まる際には,アイデンティティー

の決定に重要な役割を果たす遺伝子同士の相互抑制が､器官の特異性の決定には重要で

あることを示唆している｡さらに,正しい器官特異性が獲得されなかった場合には細胞

死を誘導する機構が存在していることも同時に示唆している｡

建と肢の特異性決定機構

一つの共通な機構から器官の特異性が発現するもう一つの機構として､ホメオティツ

ク遺伝子による位置情報の付加が考えられる｡ No血シグナリングを複眼原基で活性化

する際に､ Ante皿叩edia (A叫)を同時に発現させると､複眼が胸から生ずる建と肢に

変換するo このAntpは胸となる領域で発現するホメオティツク遺伝子である.

そこで､建と肢を誘導する際に, A山p蛋白のどの領域が必要であるか調べるために,

様々な変異型A叫蛋白を発現させて検討した｡その結果､まず､建と肢のどちらの誘

導にもAntp蛋白のDNA結合に関わるホメオドメインが必須であることが明らかとなっ

た｡この結果は,建と肢の誘導に対してAntpは転写因子として働いていることを示し

ている｡そこで次に､ Antpによる転写の活性化が必要であるのか,それとも転写の抑制

が必要であるのか明らかにするために,転写抑制に働くengrailedの転写抑制ドメインと

A叫蛋白とのキメラ蛋白を発現させた.その結果､建と肢のどちらの誘導に対しても

Antpによる転写の活性化が必要であることが明らかとなった.さらに,廼の誘導には､

A叫蛋白の4種類のアミノ酸からなるYPWMモチーフが必要であるのに対して､肢の

誘導には必要でないことがわかった｡この結果は､ A叫が建と肢の特異性を決定する際､

それぞれ個別に機能ドメインを使い分けて,それらの決定に関わることを示している｡

そして,廼のアイデンティティーの決定に､ YPWMモチーフに結合して､ホメオティツ

ク遺伝子のco-factorとして働くExdが関与していることが考えられる.

器官決定の共通機構の普遍性

ショウジョウバエの複眼形成を上位で支配しているey遺伝子のホモログは,脊椎動

物にも存在しPax6と呼ばれている｡このPax6はショウジョウバエのeyと同様に,眼
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の形成に不可欠で､この遺伝子の欠損は眼の形成不全を引き起こし､マウスでは小眼症,

ヒトでは無虹彩症の原因遺伝子である. R.hngらは､アフリカツメガエルを用いて

Pax6の過剰発現により異所的な眼が誘導されることを示し､我々はPax6同様eyの過剰

発現によりアフリカツメガエルにおいても異所的な眼の形成を誘導できることを明らか

にしている｡これらの結果は, eyとPax6は構造だけでなく､機能的にも相補的であり,

無脊椎動物と脊椎動物の間で眼の形成過程が保存されていることを示している｡

ショウジョウバエで明らかにした異なる器官の特異性決定を共通に制御している機構

が､脊椎動物の器官形成時にも存在しているのか検討するために,ショウジョウバエの

eyと同様に脊椎動物のPax6遺伝子の発現もNotc血シグナリングを中心とした共通機構

により制御されているのかどうか検討した｡そのために,アフリカツメガエルの腫で人

為的にNotchシグナリングを活性化した.その結果, Notchシグナリングの活性化によ

り異所的なPax6の発現が誘導された｡さらに,ショウジョウバエと同じように,本来

の眼に加えて､第二の眼が誘導された｡この結果は, eyと同様にPax6の発現もNo血

シグナリングを中心とした共通機構により制御されていることを示唆している｡

3)考察

今回,ショウジョウバエの主要な成虫器官である複眼､触角､廻そして肢のすべて

において､それらの器官形成を上位で支配するマスターコントロール遺伝子の発現は,

Notchシグナリングにより共通に,しかも､その細胞で発現している遺伝子の状況に応

じて制御されていること､そしてその共通機構から特異性が発現する機構について明ら

かにできた｡ショウジョウバエが異なる器官を形成するのに,一つの共通な機構を使用

していることの生物学的意義を考えると､進化の過程で､眼も触角も肢も建も持たない

祖先生物が､すでにNo血シグナリングにより形態形成を制御する基本機構を有してい

て,生物はこの機構をうまく利用して,そしてこの機構を少し変えながら多様な器官形

成を獲得したのではないかと推測できる｡もしそうであるならば､同じ祖先生物から進

化したと考えられる脊椎動物も､同じような器官形成の共通機構を有している可能性が

考えられる｡ Pax6の発現がeyと同じようにNo血シグナリングにより制御されている

という事実はこの可能性を支持している｡

4)計画に対する達成度の自己評価と今後の方策

器官の多様性が一つの共通な機構から生み出されることを示すことができたことは,

本研究の大きな成果である｡この成果はこれまでの概念を大きく打ち破るもので,研究

計画時には予想だにできないものであった｡本研究の成果として､器官改変誘導が自在

にできるようになったことにより､体細胞を改変して多様な機能細胞を得て､生物の持

つ様々な機能を高度に利用する新しい生命科学技術の開発が可能となった｡
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カイコの変態に関与する遺伝子のカタログ化
三田和英(放医研)

1)目的:本研究の目的は,カイコを用いて変態や脱皮時の組織からcDNAライブラ

リーを作成し,そのESrを決めることにより変態や脱皮に関与する遺伝子群をリストア

ップし､それらの遺伝子の発現様式を調べることにより,変態や脱皮に伴う成虫組織の形
成機構,器官再生機構を分子生物学的に解明することである｡具体的には適度基と複眼の

変態前後のcDNAカタログ化を行い,変態に伴う遺伝子発現パターンの変化を解析し,

変態に関わる遺伝子を網羅する｡

2)方法と結果:

<方法>カイコはゲノム解析用の標準系統として確立されたp50 (大造)を使用した｡

遡原基にっては宇都宮大学の川崎秀樹博士の協力で5令幼虫4日目Ⅳ14),吐糸開始日

(so),吐糸後2日目(S2),吐糸後3日目(S3)のcDNAライブラリーを調べた｡cDNAラ

イブラリー作矧ま,各組織からfNAを抽出し､ oligodTをプライマーとしてcDNA合

成を行い, directionalcloning法でベクターに組み込む方法をとった｡各cDNAライ

ブラリーから1000個ずつcDNAクローンをランダムに拾い､その5'側から塩基配列

を決定する｡得られたシーケンスデータはプロテインデータベースとアミノ酸ホモロジー

検索を行い,遺伝子分類を行うとともに, ESTデータベース内でホモロジー検索を行い､

各組織･ステージ別の発現プロフィールを作製する｡複眼については組織が小さく,抽出

に時間がかかるので各ステージのcDNAライブラリーを作成するのが困難なので､ SO湖

からP3期までの複眼のRNAを混ぜてcDNAライブラ7)-を作成し,解析にはmしPCR

法やDNAチップを使用する方法をとる｡

<結果> の cDNA 変態に伴う遺伝子発現/てターンの変化を調べ,変態に閑

わる遺伝子を網雇するために,変態前後の4つのステージの遡原基のcDNAライブラリ

ーを比較した(図)
｡ S2期でエクジソン痛が最大となり,組織分化が始まる｡ 5令4日

目Ⅳ-4)とSO期では遡形成の遺伝子発現は見い出せず,それ以外のさまざまな遺伝子

が発現している｡遺伝子発現/iターンは単細胞の分裂酵母や培養細胞と非常によく似てお

りこの時期の遡原基は未分化細胞の特徴を示している｡ ,その中で,
5種類の修復遺伝子

やいくつかのクロマチン構造形成に関わる遺伝子が見い出された｡これらはこの時期に特

異的に発現しており,細胞分化に伴うクロマチン構造の変化を示唆するものと思われる｡

エクジソン億が最大のS2期ではUrbainやACE (angiotensin converting enzyme)

の発現が特異的にみられる｡ノーザン解析からACEはエクジソンで誘発遺伝子で, early

effector gene familyに属することが分かった｡そめ後,変態が進行するに従い, Tubulin,

Keratin, Cuticle, Mucinなどの麹形成に必須の構造遺伝子の発現が棲めて活発になる｡

urbainやACEの発現とこれら構造タン/てク質遺伝子の発現が少しずれていることは,

エクジソンによる遺伝子活性化カスケードを示唆するものと思われる｡

垂限のcDNA解析:複限についてはSOIP3期の混合したcDNAライブラリーを作成し,

複限組織で特異的に発現している遺伝子を中心に3 0種類の遺伝子についてfn'-PCR法

で各ステージの遺伝子発現プロフィールを解析した｡ DNA修復遺伝し, Rad50やMREll

については廼原基と同様に分化直前に発現していることが分かった｡ ACEの発現につい
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てはS2期で強く発現していたが,複眼では極めて弱くしか発現していなかった｡これに

対し, EcR-B遺伝子は複眼のS2,S3期で強いバンドが得られたが､勉原基ではその発現

はかなり少ないことが分かった｡複眼で見つかったEcR-B cDNAのシーケンスをこれま

で発表されているEcR-BmRNAシーケンスと比較したところ, CDSの3ケ所で6-20bp

の欠損が見られた｡

3)考察:

①遡･複眼原基では組織分化直前に修復遺伝子やクロマチン構造形成に関わる遺伝子が特

異的に発現し,組織分化に伴うクロマチン構造変化を示唆している｡このことは分化後の

急激な組織の発達のための特定遺伝子群の活発な転写を保証するために必要と考えられる｡

②ACEはエクジソンのearly effector geneであり,遡原基に主要に発現している｡羽の

成長に必須の遺伝子カスケードの最上流遺伝子に位置し､組織特異性を与えるものと推定

される｡

③EcR-Bはシングルコピー遺伝子であるので,複眼ライブラ7)-で見つかったEcRIB

cDNAの欠損はalternative splicingの結果であり,その産物EcR-Bが組織特異性を示
している可能性がある｡いくつかの組織のEcR-B mRNAを調べて,これらの欠損が組織
特異的か否かを決めることが必要である｡

④遡原基の変態事象を通してユピキチン遺伝子やユビキチン経路に関わる遺伝子の全てを

同定し､その発現プロフィールを決めた｡その結果,ユビキチン経路が変態過程に重要な

役割を担っていることを明らかにした｡ Polyubiquitin geneが効原基の変態に関与し,

エクジソンでその発現が誘導されることが分かった｡

⑤全ESTデータベースから組織特異的に発現する遺伝子111個とconstitutive

expressionを示す遺伝子44個を選び,そのGC contentを比較したところ, house-

keeping遺伝子の方がtissue-specific遺伝子より7%高いことが分かった｡このことは

高等動物におけるhouse-keeping遺伝子が高GC領域に,組織特異的遺伝子がよりAT

領域に存在するということと一致しており,高等動物での染色体モザイク構造が屋虫ゲノ

ムでも小規模ながら存在する可能性を示唆する｡

4)計画に対する達成度の自己評価と今後の方策:

①カイコESTデータベース構築について:現在までに約3 0種の様々な組織･発生段階

のcDNAライブラリーを解析し,約20,000 ESTを決めた｡そのうち14,500は

DDBJ/GeneBank/EMBLに登録し公開されている｡さらに全EざⅠ､データベース

は'SilkBase'と名付けてWebb上でh坤:爪柵血a.廿tOkyo.acjp/dlkb_?se=のサイトで公開さ

れている｡カイコESrデータベースは様々な分野の研究者に利用されている｡今後カイ

コESTデータベースがカイコ全遺伝子の90%をカバーするように拡充を行う｡

②ESTのDNAチップ:これまでに分類したカイコ6,000遺伝子を張り付けたDNAチ

ップを作成し,これを用いて各組織の変態前後の遺伝子発現パターンの変化を調べて､組

織特異的遺伝子を全てリストアップすることが本研究課題の柱の1つであったが､ DNA

チップの作成が間に合わなかった｡そのため, RトPCR法で代用した｡ DNAチップは現

在6,000遺伝子のプライマー合成が完了し, 1-2ケ月のうちにDNAチップが完成する
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見通しである｡ DNAチップは本研究課題だけでなく,他の全ての研究に有効に利用され

ることは明らかであり,完成後は希望者に公開する予定である｡
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図:連続したステージV4, SO, S2, S3期の潜原基における遺伝子発現/てターンの変化｡

縦軸は各ライブラリー中での同一クローンの数｡

発表論文

s. Ichimura, K. Mita and K. Sugaya (1997) A major non-Ln retrotransposOn Of

Bomby方mOn', LIBm. I. Mol. Evol. 45, 253-2641

K. Mita, M. Morimyo, K. Okano, T. Shimadaand S. Maeda (1999) ¶ュeconstruction

of E冒T database for genomeanalysis of Bombyxmon'･足ⅨEN Revlew 22 ,
63-67･

J. I.ee, Y. Hahn, J.H. Yun, K. Mitaand J.H. Chung (2000) Characterization ofJDP

genes, an evolutionarily conserved I domain-only protein family, from human and

moths. Bloclllm. B)'ophys. Acta, 1447, 3251333.

T. Yoshiga, K. Okano, K. Mita, T. Shimadaand S･ Matsumoto (2000) CDNA cloning

of acyトCoA desaturase homologs in the silkworm,
Bombyx morl･ Gene･ 246,

339-345.

G-Ⅹ. Quan, K. Mita, K. Okano, T. Shimada, N･ Ugaiin, N･ Goto, E･ Kannke and H･

Kawasaki (2000) Isolation and particular expression of ecdysteroid-inducible

angiotensin-converting en町me-related gene in wing discs of Bobyx mon'･ Insect

Mol. Blol., in press.

-174-



ショウジョウバエ変態時の細胞死の遺伝制御機構

谷村 禎一 九州大学大学院･理学研究院 生物科学部門

木村 賢一 北海道教育大学･岩見沢分校 生物学教室

1) 目的

完全変態性の昆虫であるショウジョウバエは､変態過程を通して形態,行動が大きく

変化する｡その変化に伴い,神経一筋肉系も幼虫型から成虫型へと再構築される｡本研

究では,変態期の細胞死に関わる遺伝子の同定を行う｡ショウジョウバエでは,
TeaPeI･,

1h'd, gn'mが細胞死に関わる遺伝子として同定されており,それぞれの遺伝子産物は独立

に細胞死を引き起こすことができる｡しかし､変態時の細胞死にどのような遺伝子カス

ケードが関わっているかはわかっていない｡この間題を解明する系を開発するために､

これまで他の生物でその機能が明らかにされている細胞死の抑制遺伝子あるいは実行遺

伝子をGAL-4/UAS異所発現系を用いてショウジョウバエの発生途上の特定の細胞群で

発現させ､その機能を細胞レベルで明らかにする｡

2)方法と結果

Ga14-UAS systemは,酵母の転写因子Ga14とそのターゲット配列であるUASを用い

てショウジョウバエで目的とする遺伝子の異所的な発現を誘導する系である｡ UAS

vectorに,ヒトbcl-2, ICE,線虫ced-3を組み込み､ P因子形質転換法により､異なる染

色体部位にべクタ-が挿入された系統を確立した.得られた複数のUAS系統を､種々の

GAL-4系統と交配し､致死の時期､形態異常の有無を調べた｡ GAL-4の発現はUAS-

1acZとの交配でβ-ガラクトシダーゼの活性発現によりモニターした｡細胞死はTUNEL

法あるいはAO染色で検出した｡

bcl-2

旺発生､変態時など正常発生過程で顕著な細胞死が生ずる時期にhsp promoterを用いた

ゎdr2の強制発現により､細胞死が抑制されるかを以下の系において検討した｡ 1)腔発生

後期(stagell以降) 2)3齢後期の眼原基でのcell death 3)APF (AfterPuparium

Formation) 50hr (20℃)の眼原基｡ウエスタン法でbd-2タンパク質の発現は確認され

たが,すべての系において正常な細胞死に対する明らかな抑制は認められなかった｡さ

らに,変態時に細胞死を起こす特定のニューロンに対する作用も調べたが効果は認めら

れなかった.また, UAS-bcl-2を種々のGAL4系統と交配し,形態異常などを調べたが

効果はなかった.当時,ショウジョウバエのbcl-2ホモログはまだクローニングされてい

なかったが､種特異性の制約により効果が認められなかった可能性もある｡

ced-3/ICE

交配に用いたUAS系統あるいはGAlA系統の違いによって多様な異常が認められた.

ced-3とICEは共に同様な効果が認められた｡ sea-GAlAとUASICed13/ICEの交配のあ
る組み合わせでは,歴致死となりPNSの形態異常が認められた｡弱い発現レベルの系統

との交配では成虫が得られたが,体表の剛毛が完全に欠損していた｡ UAS系統による異

常の違いは, UAS-ced-3〃CEの挿入部位の位置効果による発現量の差によるものと考
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えられたo GMの発現と細胞死が生じる細胞群は一致していたことから､形態異常は

ced-3〃CEの働きによると考えられる｡このことは､ ced-3〃CEによる細胞死は細胞死

抑制遺伝子p35の同時発現によって抑制されたことからも支持される｡ ring glandで

GMが発現している系統との交配では､ 3令以後､変態が進行しないgiant larvaが得

られ､ prothoracic glandが細胞死を起こしていることが確認された｡

3)考察

以上の結果から､ショウジョウバエの細胞死の実行にもced13/ICEと相同な遺伝子が関

わっていると示唆される｡また,この異所的発現系を利用することによって,異常を抑

制あるいは促進する突然変異体をスクT)-ニングすることによって､細胞死を制御して

いる未知の遺伝子を同定し､それらの遺伝子の変態時の役割を解明することが可能であ

ると考えられる.さらに,この系は､様々なGAlA系統を用いることによって特定の細

胞群のcell ablation法としても利用できる｡

4)計画に対する達成度の自己評価と今後の方策

単年度の研究によって､ショウジョウバエの変態時の細胞死の研究の手がかりとなる系

を確立することができた｡ ced-3〃CEの効果を抑制あるいは促進する新規の突然変異体

を同定し分子レベルの解析を行うことによって変態時における細胞死の研究が進展する

と期待される｡ 2000年にショウジョウバエの全ゲノム配列が決定されたことにより､新

規の遺伝子の研究は加速されると思われる｡
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カイコ卵への脂質の輸送と脂質代謝に関する研究

土田耕三(国立感染症研究所･放射能管理室)

1) 目的

卵細胞への脂質取り込みについて研究した｡脂質やカロチノイドは､難水溶性である

ためタンパクに結合しており､リポタンパク(リボホリン､ Lpやビテロジェニン､ Vg)

として体液中を移動し､卵巣などの組織まで運搬される｡しかしながら､卵細胞が体液

から脂質を取り込むメカニズムについて研究した報告は少ない｡本研究は､体液中のLp

から､卵細胞が脂質を取り込む際に関与する新たな物質をみつけ､特異的な胆質取り込

みを可能にするメカニズムを明らかにしようとするものである｡

2) 方法と結果

VgならびにLpの脂質部分を放射能ラベルしておき､卵巣とともに培養し､脂質取り

込み量を調べた｡また､同時にVgとLp本体セあるタンパク部分が卵細胞内に取り込ま

れるかを知るために,卵胞内の†gならびにLp量の変化を調べた｡ †gは卵細胞中に増

え､培養液から卵細胞に移行していた｡ Vgが特異的に結合するリセプクーとおもわれ

る68KDaのタンパクを卵細胞膜分画から同定した｡ Lpは卵細胞に取り込まれず､培養

前後においてその濃度はばとんど変化しなかった｡この結果は, Vgはインターナニゼ

-ションするのに対して､ Lpは卵細胞中に入っていかないことを示していた｡しかし

ながら､ Lpから脂質は確実に卵細胞内に取り込まれており, Vgとは異なる､脂質を取

り込む特別な機構が存在していることがわかった｡

卵胞を､抗1ipidtransferparticle(LTP)IgGとともに培養してから､ Lpからの脂質

取り込み実験を行うと､脂質は卵細胞へ移行できなかった｡また､雌蛸に抗LTPIgGを

注射すると､卵は形成されなかった｡ Lpは､ジアシルグリセロ-ル(DG),リン脂質､

コレステロール､ハイドロカーボン､脂肪酸やカロチノイドを運搬している｡これら脂

質のうちコレステロールと脂肪酸の取り込みはLTPが関与せず､拡散によって卵細胞ま

で移行していた｡ DGやカロチノイドの卵細胞へ移行はLTPによっておこなわれていた｡

また間接蛍光抗体法の結果は､ LTPが卵細胞膜に結合して体液側に存在する像がえられ

た｡

カロチノイドもLTPを介して卵細胞へ移行されていた｡卵細胞内にはカロチノイドと特

異的に結合するタンパクがあって､このタンパクの有無がカロチノイドの透過性を支配し

ているとおもわれた｡少なくとも4つのカロチノイド結合タンパク(CBP)の存在を明ら

かにし､このうち､分子量33,000(33K)と41,000(41K)のタンパク2種類を精製した｡

33Kと41Kは､それぞれ結合しているカロチノイドがちがっており､ 33Kはルティン, 41

Kはβカロチンを結合していた｡ 33Kタンパクは､中腹､絹糸腺および卵胞においてタン

パクの存在が確認され,しかもカイコの突然変異種である黄血系 Y遺伝子をもつ系統の

みで発現し,対立遺伝子である+Y系統(白血白繭)では見られなかった｡したがって､

この33Kのルティン結合タンパクはY遺伝子の産物であることを明らかにした｡

3) 考察
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卵細胞への脂質運搬に関して､主たる2つの経路､ VgとLpから､があり､ †gはリセ

ブタ-を介したインターナリゼ-ションによって卵細胞内へ取り込まれ卵黄タンパクの

主成分となるに対し,もう一方の経路であるLpは卵細胞へ取り込まれず,卵細胞の外側

にあって脂質のみを卵細胞内へ移行させる特別な機構が働いていることがわかった｡卵

細胞の外側には､ LTPがあって, Lpの持つ脂質を卵細胞-受け渡す働きをしていたoカ

ロチノイドの移行で見る限り､ Y遺伝子を持つ系統は､カロチノイドを特異的に結合す

るタンパクを細胞内に有しており,このタンパクを持たない系統(+Y)はLpからカロ

チノイドを受け取れないために組織が黄色にならなかった｡ Lpからの脂質移行にはLTP

と細胞内にある脂質特異的結合タンパクが必要であることがわかった0 Y遺伝子の産物

である33KDaの発現は組織特異的であり､このようなタンパクの存在が､リボホリンの

運んでいる脂質の中から決まった脂質が､決まった組織に取り込まれるのを可能ならし

めているのではないかと考えられた｡

4) 計画に対する達成度の自己評価と今後の方策

計画は3年計画であったが予算の配分は1年のみであったため､達成度は十分ではな

っかたが､ 1年で行った研究は満足できる結果が得られたと自己評価した｡今後は､ CBP

等の遺伝子,組織特異的発現を起こすメカニズム,突然変異体の遺伝子解析等が必要と

考えている｡ビテロジェニンレセプターの解析も行う｡

5) 最小限の図表とその説明

卵細胞への月旨質輸送

卵細胞膜にはリボホリンドッキングタンパク､LTPがあって脂質を細胞内へとりこむが

細胞内にも脂質結合タンパクが必要である｡
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ショウジョウバエ変態中の中枢神経系における細胞死

辻村秀倍*1､古賀裕美子1､木村賢一2 (1:農工大･農･発生生物､ 2:北海道教育大)

i)-'^L']郎

多くの動物は成長過程において行動型を転換する｡昆虫の変態における行動型の転換は

その典型的な例である｡われわれは,動物の成長過程における行動型の転換の細胞･分子

機構を明らかにする目的で､昆虫の変態における行動型の転換を研究している｡

完全変態昆虫においては､変態により行動が幼虫型から成虫型に劇的に変化する｡おも

に鱗週目昆虫を用いた研究により､ I.の行動転換は筋肉系と感覚器官の他に､中枢神経系

の再構築により実現されることが明らかにされている｡この中枢神経系の再構築において

は,幼虫特異的ニューロンの選択的細胞死､成虫特異的ニューロンの細胞分化､両用ニュ

ーロンの幼虫型から成虫型への特異性の転換と神経結合の変更が起こる｡これらの変化の

内,細胞死は幼虫神経回路の消失に重要である｡

本研究では,ショウジョウバエを用いることにより､この幼虫特異的ニューロンの選択

的細胞死の調節にはたらく遺伝子と細胞･分子機構を明らかにすることができるとかんが

え､その最初の研究として､ショウジョウバエの中枢神経系で変態中に起こる細胞死を経

時的に観察し､その動態と特徴を解析した｡

方法と結果

0.変態中の様々な発生段階において､ショウジョウバエの中枢神経系におこる細胞死を

mNEL法により染色して検出したo

1.変態中のショウジョウバエの中枢神経系で起こる細胞死は,発生段階､体節･部位に

より異なるパターンを示した｡

2.視葉では､ 3令幼虫期には細胞死は少数しか観察されないが､囲輔殻形成後12時間

から急激に増え､囲蛸殻形成後24時間をピークに囲蛸殻形成後48時間まで多数の細胞

死が観察された｡困蛸殻形成後12時間からの細胞死は主として視葉前面全域と,後面の

背と腹の周辺部のみに見られた｡囲蛎殻形成後42時間では視菓前面での細胞死数は減少

し､一方,祝葉後面での細胞死が比較的多数見られた.囲蛸殻形成後48時間には細胞死

はほとんど見られなくなった｡しかし､困蛸殻形成後72時間には視葉腹側の小敵域での

み再び少数の細胞死が見られた｡

3.脳では,紳胞死数は囲蛸殻形成後12時間から増加し､囲蛸殻形成後24時間をピー

クに囲蛸殻形成後48時間まで観察された｡特徴的部位はなかった｡

4.食道下神経節では腹側で囲蛸殻形成後6時間から36時間まで少数の細胞死がみられ

た｡背側では細胞死はほとんど見られなかった.また､背側では囲蛸殻形成後42から48

時間と囲蛸殻形成後72時間に少数の特徴的細胞死がみられた｡

5.胸部神経節では,腹側および背側で囲蛸殻形成後6時間から48時間まで細胞死が見

られた｡

6.腹部神経節では背側と腹側で非常に異なる細胞死パターンを示した｡腹側では､細胞

死は囲蛸殻形成後激増し､ 6時間には鋭いピークとなり､その急速に減少しつつ囲蛸殻形

成後36時間まで多数の細胞死がみられた｡いっぽう,腹側では困蛸殻形成後6時間から
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48時間まで少数の細胞死が見られた｡

7.困蛸赦形成後42時間から48時間には脳,食道下神経節､胸部神経節,腹部神経節

で,特徴的な大きな細胞の細胞死が観察された｡胸部神経節と腹部神経節では､神経節背

側の正中線上またはそれに近い中央部位に散在する細胞死像が観察された｡食道下神経節

と脳では特定の部位に観察された｡

8.圃踊殻形成後72時間には食道下神経節､胸部神経節､腹部神経節の正中線上に特徴

的な小細胞の死が観察された｡この細胞死は囲蛸殻形成後84時間にも見られることもあ

った｡

考査

0.変態中の細胞死は5つの相で起こることが明らかになった(図1) ｡

1.細胞死は腹部神経節のように幼虫特異的神経の細胞死が予期される領域だけでなく､

現業のように成虫特異的ニューロンが分化する領域でも多数観察された｡これは､幼虫神

経回路の消失に関係する細胞死とともに､成虫神経回路形成中にも細胞死が起こることを

示している｡

2.中枢神経系の部位により異なる細胞死パターンを示した｡同じ腹髄でち,前後軸方向

の部位により,背腹の違いにより､細胞死パターンは異なった｡部位特異性を決める因子

の関与が示唆される｡

3.良虫の変態を調節するエクジステロイドの血中濃度の変化と一定の関係で起こる細胞

が存在する死が存在した.エクジステロイドの関与が示唆される｡すなわち,食道下神経

節､胸部神経節､腹部神経節で起こる囲婦殻形成後6時間から見られる細胞死は3令後期

のエクジステロイドのピークの後にみられたo (あるいは,エクジステロイド濃度の減少

に一致して見られた)
｡脳と視菓における囲蛸殻形成後12時間から急増する細胞死は,

蛸期のエクジステロイドのピークに一致して起こった｡食道下神経節､胸部神経節,腹部

神経節でも､同じ時期に少数の細胞死が見られた｡

4.囲蛸殻形成後42-48時間と囲蟻殻形成後72時間には特徴的な細胞死が観察された｡

エクジステロイド以外に細胞死の時期を決める因子､たとえば,細胞間相互作用などの存

在が示唆される｡

Developmental stages ( hours after puparium formation)

LL O 24 48 72 96

optic 一obes

brai ∩

subesophageal g.

thoracic g.

abdominal g.

ecdyste(oid titer -

図1ショウジョウバエ変態中の中枢神経系における細胞死は5相で起こるc
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昆虫変態時の血球細胞による自己･非自己認識機構の解析
森 肇(京都工芸織維大学繊維学部)

目的:昆虫の血球細胞は､原白血球､額粒細胞､小球細胞､プラズマ細胞などからなり､

酸素を運搬するための血色素をもつ血球や止血に関与する血小板などはみられない｡こ

れらの血球は､侵入してきた病原体や脱皮･変態において生じた古い組織を捕食する食

作用(pbagocytosis)と､大型の異物を血球細胞が多数集まって包み込んでしまう包囲作

用(encapsulation)を行う｡カイコの額粒細胞では､晴乳類の止血･血栓因子であるフォ

ンビルプラント因子(vonWillebrandFactor)のホモローグが作られている｡本来この因

子は血管壁が損傷した際､血管内皮下組織に存在するコラーゲンが露出することにより

活性化を受け､粘着タンパク質としての機能を発揮し､この血管損傷部位に血小板を粘

着させ､さらに血小板相互の結合にも機能し､最終的には血小板による血栓形成を行わ

せる｡しかし､開放血管系であり､しかも血小板を持たない動物である昆虫にこの因子

と構造的によく似たタンパク質が存在する事実は､昆虫での止血や生体防御､特に自己

と非自己の識別に新たな考え方をもたらすものと期待される｡そこで､このカイコにみ

られるフォンビルプラント因子ホモローグ(ヘモサイチン､ hemocytin)の機能解析と遺

伝子転写機構を調べた｡

方法と結果

1)バキュロウイルスベクターによるドメインの発現:図1に示したようにヘモサイチ

ンのほぼ全領域をカバーする4つのcDNAクローンをバキュロウイルスベクターを用い

て発現させた｡なお､発現タンパク質は細胞外に分泌されるようにした｡

2)コラーゲン結合ドメインの検索:発現したタンパク質とコラーゲン(タイプ1から

タイプ4)とヘパリンとの接着活性はELISA法により測定した｡

3)トランジェントアッセイ:ヘモサイチン遺伝子のプロモーターの下流にルシフェラー

ゼ遺伝子を組み込んだベクターを作製した｡このベクターを､ショウジョウバエのアク

チン遺伝子プロモーター下でガラクトシダーゼ遺伝子を発現するベクターとともに､ショ

ウジョウバエの血球細胞由来KC167細胞にトランスフェクションした｡ 24時間後､ 48

時間後にLPSあるいはエクジステロイドを投与し､ルシフェラーゼ活性を測定した.

なお､トランスフェクション効率はガラクトシダーゼ活性によって禰正した｡

考察:コラーゲンおよびヘパリンに対する結合活性はドメインD'''に､また細胞接着活

性はドメインBに存在することがわかった(図2)
｡これまでに､フォンビルプラント

因子内にはコラーゲンおよびヘパリンに結合するドメイン､さらにcoagulationfactorVIII

complex､インテグリンであるglycoproteinIb (GPIb)およびglycoproteinⅠIbnIIa

(GPIIb/ⅠⅠIa)に結合するドメインが同定されている｡特に､フォンビルプラント因子で

は分子内のRGD配列を介して､これら血小板表面に存在するインテグリン(GPIbおよ

びGPIIb/ⅠⅠIa)と結合することにより細胞接着活性がみられるのに対して､このヘモサ

イチンにはRGD配列はドメインBを含む全領域に存在しない｡このことから､ドメイ

ンB内には､フィブロネクチンやラミニンなどに存在するのと同様に､ RGD配列以外

の細胞接着配列が存在するものと考えられた｡今後､合成ペプチドを用いた細胞接着阻

害やヘモサイチンが認識するインテグリン(血球細胞膜や細胞外マトリックスなどの)
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の同定を行う.図3 a,bに示すようにヘモサイチン遺伝子のプロモーターはLPSおよび

ェクジステロイドによって転写が調節されていることがわかった｡これまでに､ヘモサ

イチン遺伝子は血球細胞において脱皮や変態もしくはLPSなどの病原微生物の構成成

分によっても､その発現が制御されていることがわかっていたが､この結果からこれら

の因子がプロモーターに直接作用していることが示された｡

計画に対する達成度の自己評価と今後の方策:当初の目的であったヘモサイチンによる

自己･非自己の認識についての解析には至らなかったが､この研究とは別にカイコにお

けるジーンクーゲティングを開発したので､今後コンディショナルターゲティングなど

によるヘモサイチン遺伝子のノックアウト解析が可能となるであろう0

発表論文

森 肇､森 宏､小谷英治､山川 稔(1998)昆虫の生体防御の仕組み生物科学50,
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図3レポ一夕-遺伝子のトランジュントアッセイ(a) IRSによる誘導､ (b)エクジステロイドによる誘導:
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ジステロイドの誘導はそれぞれ(.)と(-)で示したo
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カイコ食道下体の分泌機能動態の解析

佐藤行洋(永眠のため鈴木代筆､岩手大学農学部)

1.目的

昆虫の食道下体は､前腸と中腸の間･において正中線を横断するように存在している帯状

の器官である｡カイコでは､ Toyama (1902)が旺発生期における食道下体を記載し､中腰

葉起源であると指摘した｡桜井(1915)は幼虫期の食道下体の形態を記載した｡さらに､

近年では超微形態の観察から赤井(1976)が､

摂食期間中には細胞質が暗調頼粒で満たされ､眠期にはこれがすべて崩壊し体液中に放出

されると示唆している｡このことから､幼虫脱皮周期とともに多数の頼粒を形成し細胞外

に放出する器官であると想定されるが､その後､昆虫の食道下体に関する研究は系統的に

なされていない｡

従って､本研究では食道下体の生理機能解明を目標として､幼虫発育に伴う形態変化と

タンパク質構成について明らかにすることとした｡

2.方法と結果

1)食道下体の欠損実験

カイコ4眠脱皮直後の個体から､微細外科手術方法で食道下体をできる限り摘出した｡

手術後の幼虫における体重変動ならびに外部形態を調査したところ,対照区と比較して､

体重や外部形態において著しい差は認められなかった｡

2)組織観察

各ステージの幼虫から食道下体を摘出し,固定後樹脂包埋し､ガラスナイフで切片を作

製し､トルイジンブルー-とアズ-ルⅠⅠで染色し観察した｡一方,電子顕微鏡用切片を作

製し､酢酸ウランとクエン酸鉛で染色し観察した｡その結果､ 4齢o日では色素陽性の頼

粒ははとんど観察されないが､摂食を開始すると増加し始め､眠期には細胞質が色素陽性

額粒で満たされる状態となった｡ 5齢o日では頼粒は色素で染色されなくなった｡また電

子顕微鏡観察によると,

4眠期の細胞質は様々な電子密度の頼粒で満たされており,時折､頼粒を形成する膜が細

胞膜と融合している像が観察された｡この像は,食道下体細胞がエキソサイト-シスによ

って頼粒内容物を血リンパヘ放出していることを示すものと考えられた｡

3)タンパク質解析

食道下体器官のタンパク質構成をsDS-PAGEで分析し､特定のタンパク質については

ゲルからpvDF膜に転写しボンソ- Sで染色した後,バンドを切り出しエドマン分解法

でN末端配列を決定した｡その結果､分子量27Kと14.8Kのタンパク質(p27とp14.8)

が変動し､ 4齢o日では検出されないが日齢の進行とともに増加し,眠期には最大量の蓄

積となった｡脱皮が完了し5齢になると両タンパク質とも減少した(第l図)
｡さらに,

p14.8のN末端配列を解析したところ､カイコリゾチームのN末端配列と一致した｡
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3.考察

本研究成のカイコ食道下体の形態観察とタンパク質レベルの解析により､まったくその

生理機能が不明であった昆虫器官の食道下体について一つの解釈を提案することができる.

すなわち､工キソサイト-シスによる頬粒内容物の活発な放出､ならびリゾチーム様タン

パク貿の存在､そして外科手術による器官欠損個体の生存状態を確認したo これらの結果

から､本器官が昆虫の脱皮変態またはホメオスタシスに直接関与するのではなく,生体防

御系を支える昆虫特有の一つの器官である可能性が考えられる.

4.達成度の自己評価と今後の課題

本研究は1年間のみの研究成果であるために､昆虫食道下体の機能について可能性を提

案しただけに止まったo しかし,本研究による新しい知見は､昆虫において生理機能が不

明のままになっている器官について解明するための重要な糸口を切り開いたo

5.発表論文

y. sato (1998) Morphological implication of the suboesophageal I"dy as a secretory organ in the

silkmorm, Bombyx mori･ The Journal of Sericultural Science of Japan, 67, 3671372L
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85-104,学会出版センター

-184-



家蚕の5齢致死突然変異利用による変態制御機構の解析

･日下部
宜宏,古賀 克己,河口 豊,伴野 豊

(九州大学大学院生物資源環境科学研究科)

研究成果

1)目的

昆虫の変態は劇的な形態変化を伴いながら､その体内では膨大な種類の生化学反応が巧妙

かつ秩序ある制御機構のもとで進行している｡例えば､幼虫から蛸への変態期には実際に

変態脱皮の起こる以前からその準備が行われており､蛸期には幼虫組織を崩壊し､積極的

に排除する機構が存在し,一方,新たに必要となる組織が形成され､成虫原基の分化と増

殖が誘導され始める｡これら一連の制御機構の解明は基礎生物学の重要課題の一つである

細胞の分化と組織の機能獲得機構の追究に大きく責献できるものであり,昆虫の変態がそ

のモデル系として最も有利であるといえる｡

2)方法と結果

新たに発見された幼虫致死突然変異､ 5齢死蚕(lethal last-instar larva: 1-1I)(まホモ個

体が5齢中期に突然発死する変異体である｡ト〟はホモ個体が5齢3日に一斉に致死する

ことから,幼虫から蛸への変態期において本来崩壊しない組織が細胞死のプログラム異

常により崩壊している可能性が考えられた｡ 5齢3日に死亡したホモ個体の各組織より
ゲノムDNAを抽出し､アガロ-スゲル電気泳動法により解析したところ､いずれの組織

においても顕著なDNAの断片化は認められなかった.そこで､より感度の高いアポトー

シス検出法であるLM-PCR法を用いて解析したところ､精巣においては正常､ 1-1Iホモ

個体ともにアポトーシス細胞が検出されたが､中腸においては1-1Iホモ個体にのみアポト

ーシスが高頻度で観察されたo次に､ 1-1iヘテロ個体の交配により得られた4齢起蚕125

個体にKK-42を各50 LAg経皮投与し, 3眠蚕を誘導後､ 1-11が終齢致死形質か否かの検

討を行った.この交配系においては､ 1-1Iが終齢致死形質であれば25%の個体が4齢期

において死亡する｡ KK-42処理区において4齢7-8日に28.8%の個体が死亡したことか
ら､ 1-11'は終齢致死形質であると考えられた.また､ KK-42処理による誘導3眠蚕にお

いても､ LM-PCR法による細胞死の解析を行ったところ､誘導3眠蚕においても中腸に

おけるアポトーシスの冗進が認められた.これらの結果より, 1-11遺伝子の形質は中腸に

おいて発現している可能性が高いと考えられたため､死亡直前の中腸タンパク質組成を

2次元電気泳動法を用いて､ 1-1iホモ個体と同時期の正常個体とのあいだで比較した.正

常と比較して､その発現が増加しているタンパク質スポットが数個検出されたが,これ

らのスポットを構成するタンパク質の同定までにはいたらなかった｡誘導3眠蚕を用い

た実験により､ 1-1iは終齢致死形質であると考えられたが､より詳細な死亡時期の解析を

体液タンパク質を指標にしたNative-PAGEにより行った｡ 5齢期死亡蚕の体液タンパ

ク質プロフィールが正常の5齢2日に相当し､性的成熟に伴うタンパク質の発現が認め

られない時期であるのに対し､ KK-42誘導3眠蚕における死亡蚕においては､性的成熟

に伴うタンパク質の発現が認められた(図3)
.これらの結果より､

1-1fは終齢致死形質

ー185-



ではあるものの,体液タン/toク質からみたカイコ発育ステージとの相関は認められなか

った｡

3)考察

本研究の結果､ 1-11は終齢致死形質であり､その発現組織は中腸であると推測されたoし

かし､中腸タンパク質の2次元電気泳動法による解析においては正常とト〟ホモ個体間で

数スポットの相違が認められたのみであった｡アポトーシスに伴うゲノムDNAの程度も､

中腸を含むいずれの組織においても微量であることから,中腸の一部の細胞のみが死亡し､

それが中腸組織全体を壊死させる可能性が考えられる｡また､体液タンパク質プロフィー

ルからみた死亡時期は, 5齢期死蚕とKK-42誘導4齢期死蚕との間で大きく異なること

から､ト〟遺伝子の形質発現は単に性的成熟に伴って行われるのではなく､蛸化に伴い崩

壊するべき中腸において, 1-1I遺伝子が変態に関連したホルモン間の微妙なバランスに過

って応答し､終齢期中腸崩壊におよぶのではないかと考えられる｡

4)計画に対する達成度の自己評価と今後の方策

今回の研究においては当初予定していた研究計画のうち､カスバ-ゼ､アネキシンⅤな

どのアポトーシス分子マーカーを用いた細胞死の解析､遺伝的3眠蚕を用いた解析が行え

なかった｡しかし本研究の研究期間が1年間であったため､研究計画に対する達成度は高

いと考える｡今後は2次元電気泳動法による解析において相違が認められたスポットの同

定､解析を行うとともに､中腸における正常と1-h･ホモ個体間の遺伝子発現の相違をディ

ファレンシャルディスプレイ法により解析する予定である｡
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ショウジョウバエ細胞膜プロテオグリカンの
成虫組織形成における機能

中藤博志(東京都立大学 理学部)

目的

FGFなどのいくつかの細胞増殖因子は細胞膜上のプロテオグリカンの糖鎖(へパラン硫

醍)に結合することにより初めてその受容体を活性化できると考えられている(プロテオ

グリカン補受容体説)｡しかしこれらプロテオグリカンが細胞増殖因子補受容体として機

能する分子機構は解明されていない｡私たちは,ショウジョウバエの細胞膜結合型へ^oラ

ン硫酸プロテオグリカンであるDallyが､複眼形成時に, Dpp(ハエのTGF-b)のシグナル伝
達に機能すること､初期腔表皮においてはDppシグナル系には関与せず､ wingless(ハエ
のWnt)シグナル系において機能すること,を明らかにしてきた｡このようにDallyは､異
なる組織,または発生段階において､異なるリガンドと相互作用しうる｡本研究では,

Dallyのリガンド特異性に閲し,以下の2つの疑問に解答を得ることを目的とし解析をお
こなったo (1)Dallyのリガンド特異性は組織レベルで決定されるのか?(2)Dallyのリガン
ド特異性はいかにして調節されているか?

方法と結果

解析(1) : dally変異体の成虫背板の表現型は非常に多様であり､一種類のシグナル系の異
常では説明しにくい｡この点を明らかにするため,背板形成過程におけるDallyの機能､

特にDallyのリガンドの特定化を目指して遺伝学的解析をおこなったoその結果､ dally変
異体の成虫背板では､ 11種の機械感覚毛のうちaDC,PSA,pPAが欠失することが明らかに
なった(図1) o これらのdally表現型に関して遺伝学的相互作用を解析したところ､

aDC,pSAの表現型は､ DppのタイプII受容体であるpuDtの変異により増強された.また､

pPAの表現型はwg変異により悪化した.以上の観察は､ aDC,pSAの形成過程にはDallyが
Dpp補受容体として､一方, pPAの形成過程では､ Wg補受容体として機能していることを
示唆している｡

解析(2) :へ/toラン硫酸一夕ン^oク質問の相互作用はへ/toラン硫酸の硫酸化(硫酸基/toター
ン)により制御されうる｡そこで､へパラン硫酸硫酸基転移酵素のcDNAクローニング､
および機能解析(二本鎖RNAの注入による機能阻害実験)をおこなった｡これまで,ショウ

ジョウバエでは末同定であった､へ/toラン硫酸6-0硫酸基転移酵素,および二種類のへパ

ラン硫酸3-0硫酸基転移酵素(dHS3ST-A, B)のcDNAクローンを単離した.これらの遺伝子
の機能を推定するため､初期腔への二本鎖RNAの注入による機能阻害実験(dsRNAi実験)
をおこなった｡その結果, dHS3ST-A､および,

-Bの二本鎖RNAをそれぞれ注射した腫に
おいて,低頻度(5-20%)で､歯状突起および頭部構造(moutbbook)の欠失が見られた｡ま
た, dHS3STRNAを双方同時に注射したところ､上記の強い表現型が高頻度(,50%)で観察
された(図2)0

考察

dally変異体の成虫背板の表現型の解析により, Dallyが､ひとつの組織の発生過程におい
ても複数の細胞増殖因子リガンドと特異的に相互作用しており､ Dallyの機能は組織特異
的というよりも個々の細胞レベルで調節されていることが示唆された｡このようなDally

のリガンド特異性を制御しうるメカニズムとして, Dallyの糖鎖､へ^oラン硫酸の特異的
部位の硫酸化が関与している可能性が考えられる.ショウジョウバエのへ/toラン硫酸硫酸

基転移酵素cDNAの単離､および遺伝子構造の決定をおこなったが､これらの遺伝子座に

は既存の突然変異は存在しない.そこで, dHS3ST-A, BのdsRNAi実験をおこなったとこ
ろ､両二本鎖RNAを同時に注射した腔では､腔の形態異常が観察された｡このことか

ら､へパラン硫酸の3-0位の硫酸化が特定のシグナル伝達系に必要であること､このシグ
ナル系が初期腔の形態形成に機能していること､ dHS3ST-A, Bが部分的にredundantな機能
を持つこと､が示唆される｡
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自己評価と今後の万乗

研究計画時当初の目的をほぼ達成できたと考えている｡今後､ Dauyの糖鎖を実際

にへ/iラン硫酸硫酸基転移酵素群がいかに樹御し､細胞間シグナル系に影響を及ば
すかといった問題にアプローチするため､へパラン硫酸硫酸基転移酵素遺伝子の突

然変異体の作成を計画している｡

図とその説明

図1 (A)ショウジョウバエ背振の挽械
感覚毛の位置｡図は背板の右半分を示

す.黒丸で示したaDC,PSA,pPAは
A ddLy変異体で欠失する｡ aDC,pSAの表

現型はDppのタイプⅠⅠ受容体をコードす

るp必達伝子の変異により増強され.

ppAの表現型は呼変異により悪化し
た｡ (本文参照)

図2 へ/iラン硫酸3-0硫酸基転移酵素遺伝子の機能阻害実験

(A)bufferを注射したもの (B) dHS3ST二本鎖RNAを
注射したもの｡
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昆虫墳養細胞の初期化による形態形成能の回復に関する研究

三 橋 洋(東京A業大学)

1.目的

貧栄兼噂我等の処理でいわゆる｢初期化｣された細胞は各種の細胞に分化する能力､す

なわち全能性をもっていると考えられる｡昆虫の培養細胞にもこのような初期化現象が見

られるかどうかを明らかにすることを目的とする｡そのためまず昆虫の墳兼細胞で､全能

性をもつものが作れるかどうかを検討する｡噂乳動物では全能性をもつと云われるES

(embryonic Stem)細胞が知られているので､カイコガの発生初期の数段時の腫を用いて細

胞噂兼を試み､全能性をもつ噂兼細胞が得られるかどうかを検討する｡

2.方法と結果

カイコガ成虫を雌雄別々に羽化させ､約2時間交尾させてそのまま5｡Cの冷蔵庫に保

存した｡冷蔵庫から取り出した成虫は､未だ交尾しているものは割愛し､産卵させた｡約

1時間産卵させ､産卵後5時間以内､ 8･8.5､ 15, 20, 22,5､ 25､ 28. 30､ 40､時間,休

眠期に腫を取り出し堵兼した｡まず腫をキッチンハイターに5分間漬漬し,滅菌蒸溜水で

洗い､ 70%エタノールで3分間滅菌した｡更に漉菌蒸清水で洗い,マキシモフスライドグ

ラスのくぽみを満たしたCarlson液中に移した｡ Car180n液中で2本のピンセットを用

いて卵殻をやぶり､卵内容物を取り出し､膝盤菓ができているものは膝盤菓だけを選り分

け､またハツキリ旋盤兼が静められない初期の卵では卵内容物の大部分を噂兼に用いた｡

膝盤葉形成以後の膝はできるだけ小さく切って墳美した｡

苫り分けた旋盤集または卵の内容物はCar180n液で洗い､ Car180n液を培地に置き換

えて,噂兼フラスコに移した｡境地にはMGM･464に牛胎児血清を20%加えたものを使

用した｡

産卵後8時間以前の卵の内容物を培兼した場合は､細胞は得られなかった｡この時期は

未だenergidの状態で､細胞はできていないためと思われた｡

15時間卵では､わずかに腫盤菓と思われる半透明の細胞シートが見られたが.これを墳

兼すると短時間の内に細胞遊出が起こった｡連出した細胞は卵黄細胞と腫細胞で､腫細胞

の一部は分裂して増殖した｡墳♯の初期には球状の細胞が主体をなしていたが､日数を経

るにつれ敷津の形の異なった細胞が見られるようになった｡まず一部に赤色色素をもつ紫

膜細胞が分化してきた｡また1ケ月を経過する頓には､神経細胞と思われる樹枝状突起を

もつ細胞も見られ.簡単なニューロンのネットワークを形成した｡

20時間以後の卵からの堵養でも細胞の遊出と分化は同様に起こった｡

26時間の卵では既に寮涙が分化をし始めていて､腫に付着した部分の紫廉から赤色色素

をもつ紫膜細胞が連出した｡

30時間以後の卵では策膜は既Iこ漉く着色していたので､紫膜を除去し､鹿の部分だけを

墳兼したが､除去が不十分であったためか一部赤色色素をもった細胞が連出した｡
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40時間の腫細胞の墳兼では､遊出しmono layerを形成していた一群の細胞が､培養

40日嘆からcontractionを始めた｡

休眠期に入った鹿の墳兼でも,細胞の遊出,一部増殖が見られた｡これはinvitroでは

休眠は細胞レベルでは覚軽されることを示すものと思われる｡

以上の結果から､初期膝の堵兼では旋盤兼が形成されれば､増裁可能であり､連続親代

性細胞系を作出できる可能性があることが分かった｡

3.考察

兼顔形成前の膝を噂兼しても､噂女中赤色色素をもつ細胞が出現する辛から､獲膜細胞

が分化した辛が分かる｡濃膿に分化しなかった細胞からは,噂兼の経過とともに各種の形

態をもつ細胞が出現するので､引き続きなんらかの分化が起こっていると考えられる｡そ

のうち顕著なものは1ケ月以上増兼した場合に出現する神経細胞と思われる細胞であった｡

このように非常に初期の肱細胞を噂兼しても分化が起こる事から､ ES細胞様の細胞系を作

る事は難しいかも知れない｡しかし分化していない細胞も残っていると思われるので､ク

ローニングにより未分化な細胞､全能性をもつ細胞を得る可能性は残っている｡

計画に対する達成度の自己評価と今後の方策

単年度の研究であり,実験期闇が6ケ月くらいしかなかった割には良い成果が得られた

と患う｡最大の成果は産卵後15時間という非常に早期の膝を形成する細胞を培養できた事

である｡またこの初期膝の細胞が増集中に分化を示す事も王事な結果で､今後細胞分化､

発生の研究に利用する辛ができよう｡
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