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第1章　緒論

　現在､地球上に200万種以上の動物が生息している｡哺乳動物は約5,000種であり､

残りの動物種はすべて卵生動物である(Pearse奴紅.,1987)｡卵生動物は予め卵中に貯

蔵された栄養物質のみを利用して自活できる体制になるまで卵内で発育する｡卵は1個の

細胞からなるが､通常の細胞に比較して非常に大きい｡これは多量の卵黄物質を蓄積して

いるからである｡卵黄は卵内での胚の成長､発育に要求される全ての栄養物質を含んでい

る｡量的にはたんぱく質と脂質が圧倒的に多く､ニワトリの卵(浅野･石原､1985)でも､

カイコの卵でも(Yamashi　ta　and　l　rie,1980)､各々生体重当り約12%を占めている｡

　昆虫の卵黄たんぱく質に関する研究は､1953年にセクロピア蚕での雌特異たんぱく質

(female　specific　protein)の発見によって始まった(Telfer,1954;　Telfer　and

Williams,1953)｡　1969年(Pan公公.,1969)にこのたんぱく質が精製され､分子組成

や組織分布が明らかにされた｡このたんぱく質は卵黄形成(vitellogenesis)に与る主要

なたんぱく質であることから､ビテロジェニン(卵内に蓄積されたものはビテリンと呼ぶ)

と命名された｡ビテロジェニンは一般名であり､昆虫のみでなく全ての動物種における主

要な卵黄たんぱく質に対して与えられた｡　1970年代以後､多くの昆虫種でビテロジェニン

およびビテリンの同定､生合成､合成の内分泌調節機構が盛んに研究された(Bownes,

1986;　Engelmann,1979;　Kunkel　and　Nordin,1985;　Pan　and　Wyatt,1976)｡現在では､

20種以上の昆虫種でビテリンは同定され､その一次構造や遺伝子構造も明かにされつつあ

る(Wyatt,1988)｡チャバネゴ牛ブリ　Blattel　la　germanica(Kunkel　and　Pan,1976)､サ

ノ゛クワタリバッタLocusta　migratoria　(chinzei虹公.,1981)､牛イロショウジョウバ

エDr卵ophila　me13nogaster　(Bownes　and　Hames,1977)等では､ビテリンが卵黄たんぱ

く質の80%以上を占めている(Hernishu　and　White,198　2　;　Kunkel　and　Nordin,1985)｡

　一方､数種の鱗佃目昆虫の卵ではビテリンの含量は50から60%であり､ビテリン以

外のたんぱく質も卵黄の形成に与っている｡例えばセクロピア蚕の卵黄たんぱく質は､ビ

テリン以外にリポホリン､ミクロビテロジェニンおよびパラビテロジェニンと呼ばれる､

各々分子的性状の異なったたんぱく質から構成されている(Telfer奴公.,1980)｡ピテ

リン､リポホリン､ミクロビテロジェニンはいずれも脂肪体で合成され､血中に放出され

た後に､発育中の卵巣に取り込まれるたんぱく質である｡パラビテロジェニンは卵巣､厳

密には濾胞細胞で合成され､卵母紬胞に蓄積されるたんぱく質である｡このような複数の
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たんぱく質組成はカイコ卵においてもみられる｡カイコの卵黄たんぱく質は約40%がピ

テリン､35%が30　kDa　たんぱく質､そして25%が卵特異たんぱく質で構成されている

(Zhu奴紅.,1986)｡ピテリンは分子量178　kDa　のポリペプチド(重鎖)2分子と､分子

量42　kDa　のポリペプチド(軽鎖)2分子からなる分子量420　kDa　のアポたんぱく質に､

脂質､糖､りん酸の結合した複合たんぱく質である(lzumi奴公‥1980;　Zhu奴紅.,

1986)｡　30　kDa　たんぱく質は､分子量約30　kDa　の血清たんぱく質に対して与えられた名

称であり､複数の異なったたんぱく質が含まれている(Chen　and　Yamashi　t　a,1990;

lzumi奴紅.,1981)｡　30　kDaたんぱく質も脂肪体で合成され､血液を介して卵巣に取り

込まれ､卵黄として蓄積される｡分子の性状はミクロビテロジェニンに極めてよく似てい

る｡カイコにおいても濾胞細胞が合成するたんぱく質が卵黄たんぱく質の一部を構成して

いる｡このたんぱく質は卵特異たんぱく質(Egg-specific　protein,ESP)と呼ばれ

(lrie　and　Yamashita,　1983;　Ono奴紅.,1975)､パラビテロジェニンに相当するもので

ある｡　ESP　に関しては､すでに分子の性状､生合成過程､一次構造､遺伝子構造も解析さ

れている(lnagaki　and　Yamashita,1987;　lrie　and　Yamashita,1983;　Kob･ayashi　and

lnagaki,1989;　Sato　and　Yamashita,　198　9,　1991;　Zhu奴公.,1986)｡

　パラビテロジェニンやESPに相当する卵黄たんぱく質は他の鱗掴目昆虫類の卵でも同定

されている｡マダラメイガPlodia　inter　unctellaや類縁の昆虫ではyolk　polypeptide

(YP-2,YP-4)と呼ばれ(Shirk吐紅.,1984)､タバコスズメガManduca聚Qxtaでは

follicle　specific　protein　と呼ばれている(Tsuchida奴公.,私信)｡これらの卵黄た

んぱく質は精製されたところであり､まだ生合成系などについては解明が進んでいない｡

鱗掴目昆虫の卵黄たんぱく質のみ複数種のたんぱく質から構成されているのは､これらの

昆虫が摂食によって直接卵形成のための素材を得ているのではなく､すでに蝸体内に貯蔵

している物質を利用することによって卵形成を行っていることに関係していると考えらて

いる(Shirk　et　a1.,1984)｡
　　　　　　--

　卵黄物質は､卵紬胞内に均一に分布しているのではなく､特異的な構造を作って存在し

ている｡昆虫の卵にはニワトリ卵でみられる卵黄､卵白の区分はないが､卵黄穎粒として

蓄積されている｡卵黄穎粒は胚発生の初期に形成される卵黄紬胞に包含される｡卵黄紬胞

は卵黄の一時的な貯蔵場所として機能していると考えられる｡胚発生の進行にともなって

卵黄細胞は消失する｡　したがって､卵黄細胞の退化は胚への栄養源の供給過程と考えるこ

とができる(安藤､1988)｡
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　卵黄たんぱく質は受精後の胚発生や幼虫体の形成のための代謝エネルギー､あるいは細

胞構築のための素材となる貯蔵たんぱく質である｡胚発生期における卵黄たんぱく質の消

長についてはすでに数種の昆虫で検討されている｡いずれの場合においても卵黄たんぱく

質が急激に利用されるのは胚発生の中後期であり､幼虫系組織が分化し発育している時期

である｡ピテリンについてはサバクワタリバッタ(MCGregor　and　Lough　ton,　1974)､チャ

バネゴ牛ブリ(Purcel　l　et　a1.　,1988a;　Storella　and　Kunke1,1979)､ワモンゴ牛ブリ
　　　　　　　　　　　ー-

h丘公辿旦尨americana(Storella匹紅.,1985)､クロバエCalliphora　er　throce　hala

(Mendes　and　Raccand,　1986)､オオサシガメRhodonius　prol　i　xus　(01iveira虹公.,

1989)､ナナフシCarausi　s　morosus　(Masetti　and　Giorgi,1989)､牛イロショウジョウバ

エ(Bownes　and　Hames,1977)で調査されている｡その結果､ピテリンは限定分解を受け

て分解中間体となり､さらに低分子化することによって最終的に消失すること､さらにこ

の分解過程は胚の発生によく対応して進行していることが共通の現象として示された

(Nordin　et　a1.,1990;　Yamashita　and　lndrasith,1988)｡カイコにおいてはESPの胚発　　　　--

生期における分解系がよく研究されている(lndrasith姓紅.,1987,1988a,1988b)｡

ESPはビテリンよりも早くから減少し始める｡　ESP　の分解も限定分解で開始される｡まず

2回の分解反応によって4種の分子になる｡生じた分解中間産物はさらに加水分解を受け

て最終的にはアミノ酸に遊離する｡この一連の反応は反転期以降急速に進行し､幼虫孵化

時にはESPは残存していない｡これらの事実は卵黄たんぱく質の分解､利用が実によく調

節された状態で進行していることを示している｡

　卵黄たんぱく質の限定分解は限られたプロテアーゼによって触媒されていると考えられ

る｡これまでに卵黄たんぱく質の分解に与るプロテアーゼは､鳥類､甲殼類､昆虫類で断

片的に研究されている｡これまでの報告をまとめてみると､卵黄たんぱく質の分解に関与

するプロテアーゼは2つに分けられる｡1つは不活性の状態で卵細胞に蓄積され､胚発生

の特異的な時期に活性化されるものである｡キイロショウジョウバエ､カイコ､エビ類を

はじめ多くの動物では､予め卵内に蓄積されていたカテプシン様あるいはトリプシン様プ

ロテアーゼが活性化され､卵黄たんぱく質の分解に関与していることが報告されている

(Fagott0,19　90　;　Kageyama　and　Takahashi　,　1990;　Medina奴紅.,1　98　8　;　Perona　公

公.,1988)｡ホウネンエピモド牛Artemia　sal　ina　では､リソゾームとたんぱく性卵黄球

が接合することにより､カテプシン様プロテアーゼが活性化され､卵黄たんぱく質の分解

が起きることを示している(Perona　et
　　　　　　　　　　　　　　　　- al.,1988)｡また同じエビで､卵形成斯にトリプー
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シン様プロテアーゼがビテリンと結合して､不活性状態で蓄積され､何等かの原因でビテ

リンが酵素からはずれると､プロテアーゼは活性型となり､ビテリンを分解するようにな

ることも示されている(Ezqui　eta　and　val　lej0,1985)｡つまりこの場合はピテリンがプロ

テアーゼの阻害剤として働いていると考えられる(Ezquieta　and　vallej0,1985)｡　トリプ

シンインヒピターが卵黄たんぱく質の分解を阻害していることは､ニワトリ卵でもよく知

られている｡オボムコイドやオボインヒビターはトリプシンインヒピターの代表的なもの

であり､これらがビテリンのみならず卵白アルブミンなどの分解を調節していると考えら

れている(Sugimoto公紅.,1984;　Sugimoto　and　Yamada,　1986)｡牛イロショウジョウバ

エでは不活性型のカテプシンB様プロテアーゼがトリプシン様プロテアーゼによって活性

化され､その結果卵黄たんぱく質の分解が進行することが報告されている(Medina奴

a1.,1988)｡
-

　他の1つは､胚発生期間中に新たに生合成されて活性を発現するタイプのプロテアーゼ

である｡カイコのESPを特異的に分解するトリプシン様プロテアーゼ(ESPプロテアー

ゼ;lndrasith奴紅.,1988b)がこのタイプに分類される｡このタイプに属する卵黄たん

ぱく質分解プロテアーゼについての報告は他にはなく､現在の時点ではまだ例外的な存在

である｡このプロテアーゼの生合成を調節する機構は胚発生の過程の中に組み込まれてい

ると考えられ､卵黄たんぱく質の胚発生にともなった計画的な分解､利用の機構を解明す

る上で極めて興昧深いものでる｡

　一方､卵黄たんぱく質は糖や脂質やりん酸を結合した複合たんぱく質であるので､この

たんぱく質の代謝分解にはプロテアーゼのみでなく､炭水化物分解酵素､リパーゼ､ホス

ファターゼも重要な役割を果たしていると考えられる｡チャバネゴ牛ブリの胚発生の初期

にはある種の炭水化物分解酵素やホスファターゼの活性が高くなることが報告されている

(Purcel　l　et　a1.　,1988b)｡
　　　　　--

　カイコ卵ではすでに述べたように卵黄たんぱく質の同定も進み､またESPプロテアーゼ

の研究から示されたように､この分野の研究を進める上で多くの実験結果が蓄積されてい

る｡そこで本研究においてはカイコ卵の卵黄たんぱく質の胚発生に伴う分解機構を明かに

するために､ビテリンの分解に注目し､この分解に関与するプロテアーゼについて研究し

た｡第2章では胚発生に伴うプロテアーゼの活性変動を調査することによって､ビテリン

の分解に関与すると思われる2種類のプロテアーゼ(ビテリンプロテアーゼと呼ぶ)を同

定し､精製してその性状を明らかにした｡第3章ではビテリンプロテアーゼに対する抗体
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を作製し､これを用いてビテリンプロテアーゼの発育に伴う変動および組織特異性につい

て免疫組織化学的方法も併せて調査した｡その結果､本プロテアーゼはビテリンの特異的

な分解に与るプロテアーゼであることが支持された｡さらにプロテアーゼ活性の調節はプ

ロテアーゼを新たに生合成することによって行われていると考えられた｡プロテアーゼの

生合成およびその調節機構を解明するためには､まずプロテアーゼたんぱく質の一次構造

や遺伝子構造についての知見を得ることが必要である｡そのために第4章では本プロテア

ーゼのcDNAを作製し､塩基配列を決定して､アミノ酸配列を推定した｡またcDNAを用

いて､遺伝子の転写活性や翻訳活性の発育時期特異性を明らかにした｡これらの実験結果

にもとずいて､ビテリンービテリンプロテアーゼの卵黄たんぱく質利用系における生物的意

昧などについて第5章で考察した｡
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多阿2ご家 ビテリン分解に関与するプロテアー

ゼの精製と性質

　カイコにおいてKageyama姓紅.(1981)は､胚発生に伴うプロテアーゼ活性の変動を

調査し､胚発生期間を通して一定の活性を持つ酸性プロテアーゼと胚発生の後半､特に孵

化直前に活性が増大する中性およびアルカリ性プロテアーゼの存在を示した｡特に孵化直

前に現れるアルカリおよび中性プロテアーゼが卵黄たんぱく質の著しい分解に関与してい

ることを示唆した｡一方､lndrasith奴紅.(1988b)は､ESPの分解に着目し､ESPに特

異的に作用するトリプシン様セリンプロテアーゼ(ESPプロテアーゼ)を同定し､胚発生に

伴うESPの分解はESPプロテアーゼの活性変動に依存していることを示唆した｡しかしな

がら､このプロテアーゼはESP以外の卵黄たんぱく質の分解にはほとんど関与していない｡

すなわち､カイコ卵にはピテリンや30　kDa　たんぱく質の分解を触媒するESPプロテアー

ゼ以外のプロテアーゼが存在することを示唆している｡

　そこでこの章ではビテリンや30　kDaたんぱく質の分解に関与するプロテアーゼについ

て検討を行った｡まず胚発生に伴うプロテアーゼ活性の変動およびプロテアーゼの種類に

ついて調査し､2種類のプロテアーゼが胚発生の後半に活性を発現していることが明かと

なった｡これらのプロテアーゼはESPプロテアーゼとは異なるものであり､胚発生中の卵

で卵黄たんぱく質の分解に関与するものであると考えられた｡そこでこの2種類のプロテ

アーゼを精製し､その性質を明かにした｡さらに2種類の精製酵素の卵黄たんぱく質に対

する分解特性について検討し､本酵素は胚発生中の卵でビテリンの分解に関与していると

結論した｡
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材料と方法

　供試材料

　供試蚕品種は､交雑種(春嶺x鐘月)である｡産卵時間を3時間とし､採集した卵を温

度25　°C､湿度75%の条件下で保護した｡産下約20時間後に卵を塩酸処理(比重1.0

75　;　46　°C､5分間浸積)し､休眠化を阻害した(Yamashita,1984)｡浸酸処理後の卵も

上記条件下で保護し胚発生を進行させた｡この保護条件では7日令が点青開始期､8日令

が催青期､そして10日令で幼虫孵化が起こった｡8日令の卵を-70　°Cに保護し､酵素の

精製に用いた｡また､酵素活性の発育変動を調査するため､胚期間を通じて12時間毎に

卵を採集した｡

　供試試薬

　カラム担体としては､DEAE-セルロース(DE　23,　Whatman　lnternationa1)､Sephadex

G-75(Pharmacia　LKB　Biotechnology)､ODS　120T　column　(東洋曹達)を用いた｡　Benzoy1-

DL-arginine-p-nitroanilide(Bz-DLArg-pNA)､benzoy1-L-arginine-R-nitroanilide

(Bz-LArg-pNA)､benzoylglycy1-L-arginine(Bz-Gly-Arg)､benzoy1-L-tyrosine-R-

nitroanil　ide　(Bz-LTyr-pNA)､L-alanine-p-ni　troanil　ide　(LAla-pNA)､L-1eucine-R-

nitroanil　ide　(LLeu-pNA)､carbobenzoxyglycy1-L-phenylalanine(Z-Gly-Phe)､

1eupeptin､chymostat　in　は､ペプチド研究所から購人した｡　glutary1-L-phenylalanine-

R-nitroanilide(Gl　t-Phe-pNA)､phenylmethylsulfonyl　fluoride　(PMSF)､tosy1-L-

1ysine　chloromethylketone　(TLCK)､tosy1-L-phenylalanine　chloromethylketone(TPCK)

は､Sigma社製を用いた｡　diisopropyl　fluorophosphate　(DFP)は､Fluka社製を用いた｡

sodium　casein　は､和光純薬社製を用いた｡　ピテリン､ESP､30　kDa　たんぱく質は､Zhu

公紅.(1986)に従い､カイコ完成卵から精製した｡

　酵素標品の調製

　卵に10倍容の400　mM　NaC1　を含む50　mM　りん酸緩衝液､pH　7.2､を加えて水中で磨

砕し､磨砕液を綿で濾過して得られた濾液を酵素標品とした｡この濾液を12､000　g､4　°C

で20分間遠心して得られた上清を酵素粗抽出液として用いた｡
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　酵素の精製

　1.硫安分画

　酵素の精製操作は4　°CあるいはO　°C　(氷中)で行った｡10gの卵から調製した酵素粗

抽出液から､20%飽和の硫安で沈澱する分圃を除去した後､60%飽和の硫安に沈澱する

分画を集めた｡この沈澱物を少量の50　mM　りん酸緩衝液､pH　7.2､で溶解した後､同じ緩

衝液に対して透析した｡

　2.DEAE-セルロースカラムクロマトグラフィー

　透析したサンプルを､予め50　mM　りん酸緩衝液､pH　7.2､で平衡化したDEAE-セルロー

スカラム(2.5×25cm)に添加した｡同じ緩衝液でカラムを洗浄し､未吸着分画を取り除

いた｡カラムに吸着したたんぱく質をO-0.5　M　NaC1の直線濃度勾配により溶出した｡流速

は50　m1/hr　であり､10　m1　ずつを分画した｡各フラクションのたんぱく質量とプロテア

ーゼ活性(後述)を測定した｡活性の回収されたフラクションを集め､蒸留水に対して透

析し､凍結乾燥機で減圧濃縮した｡

　3.Sephadex　G-75　カラムクロマトグラフィー

　Sephadex　G-7　5　カラム(0.9×90cm)は､予め0.5　M　NaC1　を含む50　mM　りん酸緩衝

液､pH　7.2､で平衡化した｡濃縮後のサンプル液をカラムに添加し､同上の緩衝液で溶出

した｡流速は20　m1/hr　であり､2　m1　ずつを分画した｡各フラクションのたんぱく質量と

酵素活性を測定し､酵素活性を含むフラクションを回収した｡この分画を再び蒸留水に対

して透析し､減圧濃縮した｡

　4.Native-ポリアクリルアミドゲル電気泳動(Nat　ive-PAGE)

　濃縮後のサンプルをsample　buffer　(Davis,1964)と2:1の割合で混合後､10%

native-ポリアクリルアミドゲルに添加し､20　mAで3時間電気泳動した｡泳動後のゲル

から2レーンを切り取り､酵素たんぱく質の同定に用いた｡残りのゲルは4　°Cに保存し

た｡切り取ったゲルを各々たんぱく質と酵素活性の検出に用いた｡たんぱく質の染色は

Coomassie　brilliant　blue　R-250　により後述の方法で行った｡酵素活性は､ゲルを上端か

ら2　mm　間隔で切断し､各ゲル片を200　mM炭酸緩衝液､pH　9.0､に浸し､さらに基質を

加えて測定した｡4°Cに保存しておいた残りのゲルから酵素活性と一致する部分を切り出

した｡切り出したゲルを剃刀で細かく切断し､10倍量の蒸留水を加えてガラスホモゲナイ

ザーで磨砕した｡磨砕液は4　°Cで2時間激しく振塗した後､12,000　g　で5分間遠心し､

上清に酵素たんぱく質を回収した｡
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　プロテアーゼ活性の測定法

　1.BApNAに対する分解活性

　Eguchi　and　Kuriyama　(1983)の方法に従い測定した｡反応液の組成は､0.1　m1　の酵素

液､0.1　ml　の4　mM　BApNA　(40　mM　BApNA,　dimethyl　sulfoxide溶液を保存液とし､蒸留

水で10倍希釈して使用)､0.2　m1　の200　mM炭酸緩衝液､pH　9.0､であった｡反応は基

質を添加することにより開始し､30　°Cで30分間行った｡　0.1　m1　の20%過塩素酸溶液

を加えて反応を停止した｡生成したR-nitroanilin(pNA)量は､以下の方法によって定量

した｡まず反応液に0.5　m1　の0.1%亜硝酸ナトリウム溶液を加え､室温で5分間静置

後､さらに0.5　m1　の0.5%スルファミン酸アンモニウム溶液を加え室温で5分間静置

した｡最後に1　m1　の0.05%N-1-naphtylethylene-diamine-diHC1のェタノール溶液を

加え､30　°Cで10分間静置した｡反応液の吸光度を波長546　nmで測定した｡酵素活性は

反応時間に対して2時間の範囲で一定であり､また酵素たんぱく質の増大に対しても､試

験管当りOから1　mg　の範囲内で比例的に増加した｡酵素活性は反応1分間当りに生成

するpNA量(pNAμmoles/min)で示し､1分間当りに1μmo1のpNAを生成する酵素の

量を1単位(U)とした｡

　2.その他の合成基質に対する分解活性

　Bz-LArg-pNA､Bz-LTyr-pNA､LAla-pNA､LLeu-pNA､Glt-Phe-pNAを基質に用いた場合は､

酵素反応の結果生成するpNA量を上述の方法で定量した｡　Z-Gly-Phe　とBz-Gly-Algの場

合は各々Neurath奴紅.(1947)とFolk奴紅.(1960)の方法に従って活性を測定した｡

　3.カゼイン､ビテリン､ESP､30　kDa　たんぱく質に対する分解活性

　0.3μgの精製酵素たんぱく質､27μgの精製基質たんぱく質および100mM　glycine-

NaOH､pH　8.0､を混合し､30　°CでO､5､30､60､120､600分間反応した｡反応液に等量

のSDS-sampl　e　buffer　(Laemmli,1970)を加え､90　°Cで10分間加熱処理し反応を停止

した｡この反応液を10%SDS-ポリアクリルアミドゲルで電気泳動後Coomassie

brilliant　blue　R-250で染色し反応産物を検出した(後述)｡

　たんぱく質の定量

　Lowry奴紅.(1951)の方法あるいはBradford(1976)の方法に従った｡標準曲線の作

成には牛血清アルブミンを用いた｡また､酵素の精製の指標としてのたんぱく質は波長
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280　nm　または220　nm　での吸光から推定した｡

　ポリアクリルアミドゲル電気泳動(PAGE)

　nat　ive-PAGE　は10%スラブゲルを用い､Davis(1964)に従って行った｡　SDS-PAGE　は

10%あるいは12.5%スラブゲルを用い､Laemmli(1970)の方法に従って行った｡泳動

後のゲルは0.5%Coomassie　bril　liant　blue　R-250　溶液(50%エタノール､10%酢酸

溶液に溶解)で染色した後､25%エタノール､7%酢酸の混合液で脱色した｡

カゼインSDS-PAGE系によるプロテアーゼ活性の検出

Roche公公.(1983)に従い以下の方法で行った｡まず最終濃度が0.2%になるように

カゼインを加えた10%ポリアクリルアミドゲルを作製した｡酵素試料は2-mercapto-

ethano1を除いたSDS-sample　buffer　と2:1の割合で混合し､加熱処理は行わずゲルに

添加した｡　20　mA､4　°Cで4時間電気泳動を行った｡泳動後のゲルは250　m1　の2.5%

Triton　x-100　溶液に浸し1時間振復した後､蒸留水で洗浄した｡酵素反応を行うために､

洗浄後のゲルを100　m1　の50　mM炭酸緩衝液､pH　9.0､に浸し､室温で一晩振塗した｡酵

素活性はゲルをCoomassie　brilliant　blue　R-250　で染色することにより判定した｡活性

バンドは､分解を受けなかったゲル中の基質が青く染色されるのに対し､白いゾーンとし

て検出された｡

　NH2-末端アミノ酸配列

　精製酵素溶液に混人しているアクリルアミドを､Toso　ODS-120T　を用いた高速液体クロ

マトグラフィーによって取り除いた｡つまり､各精製酵素溶液をカラムに添加し､95%ア

セトニトリルを含む0.1%TFA水溶液でカラムを洗浄した後､吸着たんぱく質を9.5%

から77%までのアセトニトリルの直線濃度勾配により溶出した｡たんぱく質は波長220

nmでの吸光により検出した｡たんぱく質のピークを回収し､減圧濃縮した｡　NH2-末端のア

ミノ酸配列はPTH-Analyzer(mode1120A,Applied　Biosystems)を連動したProtein

sequencer(mode1　477A,Appl　ied　Biosystems)によって決定した｡
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経口萩

　1.胚発生にともなうプロテアーゼ活性の変動

　カイコの胚発生に伴うBApNA分解活性の変動パターンをFig.1に示した｡　pH　9.0の

反応条件では､BApNA分解活性は産下当日から7日令まではほとんど検出されなかった｡

7.5日令から活性が出現しはじめ､8.5日令に向かって増加した｡9日令で活性は一端減

少したが､幼虫孵化に向けて再び増加した｡すなわち､BApNAの分解活性は2つの発生時

斯､8日令と10日令でピークを示した｡さらに､カゼインーSDS-PAGE系を用いてプロテ

アーゼの種類の変化を胚の発生を追って調査した(Fig.2)｡産下直後から7日令までは

活性バンドはほとんど検出されなかった｡　7.5日令から2本の活性バンドが検出されはじ

め､これらは8.5日令まで強い活性を示したが､9.5日令ではほとんど検出されなくなっ

た｡一方9.5日令からは先の2本のバンドより易動度の小さい5本の活性バンドが出現

し､これらの活性は幼虫孵化に向かって増加した｡この5本の活性バンドは5令幼虫の

消化液を試料として用いた場合にも検出されたことから､消化液中のプロテアーゼに相当

すると考えられる｡一方､8日令を中心に検出された2本の活性バンドは幼虫期間には全

く検出されず､胚発生期に特異的に発現しているプロテアーゼであることが示唆された｡

さらにこの2本の活性バンドの発現する時期と卵黄たんぱく質の著しい分解が起こる時期

とが一致していることから､これらプロテアーゼが卵黄たんぱく質の分解に関与している

ことが示唆された｡そこでプロテアーゼの性質を詳細に検討するため､8日令の卵から酵

素の精製を行った｡

　2.プロテアーゼの精製

　プロテアーゼの精製過程の概要と結果をTable　1　に示した｡10gの8日令の卵から精

製を開始した｡まず卵の粗抽出液を硫安分画したところ､酵素活性は20から60%飽和

硫安画分中に回収された｡そこで回収した活性分画を透析した後､DEAE-セルロースカラム

により精製した｡酵素活性は､0.36　M　のNaC1濃度に単一のピークとして回収された｡　ピ

ークの活性に対し1/2以上の活性を示すフラクションを集めた｡回収した酵素溶液を濃縮

後､Sephadex　G-7　5　カラムにより分画した｡酵素活性は単一のピークとして回収された｡

ここで回収された酵素標品をnative-PAGEにより分析したところ､酵素活性は2本のバ

ンドに分離された｡そこでこの分画から2種類の酵素を分離するためにnat　ive-PAGE　を
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Fig.　　1.　　　　Changes　in　benzoy1-DL-arginine-p-nitroanilid-1ytic　activity

during　embryogenesis.　　Eggs　were　collected　a七　the　interval　of　one　day

or　half　day　from　oviposition　to　larval　hatching.　　　BApNA-1y七ic　activity

was　measured　at　pH　9.0　for　30　min.　　　Each　point　represents　mean　values

from　three　different　exlL)eriments.　　S.D.　was　within　10　%of　mean　values.
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1

Table　1.Purification　of　proteases　from　day　8　eggs

Purification　　step

Crude　extracts

Ammonium　sulfate　precipitaion

　(20　to　60　S　saturation)

DEAE-cellulose　column　chromatography

Sephadex　G-75　column　chromatography

Native-PAGE

　　30k-protease

　　24k-protease

　Tota1

protein

　(mg)

825.4

559.2

40.2

　0.93

0.032

0.080

　Tota1

activity

(units
　　x　103)

2673

1907

631

472

60

74

　　Specific

　　activity

(units　x　103

　/mg　protein)

3.24

3.41

　15.70

507.53

1875.00

　925.00

Purity

(-fold)

1
　
　
　
1

5

157

579

285

10　g　of　eggs　were　used　as　the　starting　materials.Protease　activity　was　assayed　at

pH　9.0　using　BApNA　as　a　substrate.

Yield

　(%)

100

　71.3

23.6

17.7

2
　
　
　
8

2
　
　
　
2



行い､バンドを切り出すことによって最終的に2種類の精製酵素を得ることができた｡各

精製酵素はnat　ive-PAGE　とSDS-PAGEにおいて各々単一のたんぱく質バンドを与えた

(Fig.3)｡

　3.酵素の性質

　(1)分子量

　各酵素たんぱく質のnativeの分子量はSephadex　G-7　5　カラムクロマトグラフィーの溶

出位置から30,000と算定された(Table　2)｡またSDS-PAGEによってポリペプチドの分

子量は各々30,000および24,000と算定された(Table　2)｡そこで前者を30k-プロテア

ーゼ､後者を24k-プロテアーゼと便宜的に呼ぶことにした｡

　(2)NH2-末端アミノ酸配列

　30k-プロテアーゼおよび24k-プロテアーゼたんぱく質のNH2-末端アミノ酸配列を決定

した(Fig.4)｡　30k-プロテアーゼでは30個､また24k-プロテアーゼでは28個のアミ

ノ酸配列が明かになった｡配列は互いに完全に異なっていた｡　30k-プロテアーゼのNH2-末

端に存在するアミノ酸配列､1　1e-Va1-Gly-Gly､はほとんどのトリプシン様プロテアーゼに

保存されているが､24k-プロテアーゼにはこの配列は存在しなかった｡

　(3)pHの影響

　2種の酵素のBApNA分解活性をpHに対してプロットすると釣鐘型の曲線を示し､両酵

素の活性はpH　8.0で最大を示した(Table　2)｡　しかし曲線の形は24k-プロテアーゼの方

が30k-プロテアーゼに比べて鋭く､すなわち24k-プロテアーゼは30k-プロテアーゼより

もpHに対する依存性が高いことが示唆された｡

　(4)基質濃度

　種々のBApNA濃度に対する酵素活性をHanesの方法に従ってプロットした結果､30k-

プロテアーゼのみかけのKm値は5.3　×　10-5　M､24k-プロテアーゼのみかけのKm値は

5.0×10‾5Mと算定された(Table　2)｡

　(5)温度の影響

　種々の反応温度に対する30k-プロテアーゼおよび24k-プロテアーゼのBApNA分解活性

を調査した(Fig.5)｡　30k-プロテアーゼの活性は温度の上昇に伴って高くなり､50　°Cで

最大活性を示したが､これより高い温度では急激に低くなった｡一方､24k-プロテアーゼ

は40　°Cで最大活性を示し､50　°Cではすでに失活した｡アレニウス･プロットにより各酵
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　30K

-

24K
`
　
J

43

-30

-20.1

14.4

F沁.3.　Native-　and　SDS-polyacrylamide　gel　electrophoresis　of　the

purjHed　pro七eases　from　day　8　eggs.　7111e　purified　proteases　(3μg)were

su1)面バ.ed　to　10%native-PAGE(A)aJld　15%SDS-PAGE(B).　The　positions

ofしhe　moiecular　mass　markers　are　glven　in　kDa　at　the　right　side.

30k,30k-pro七ease;　24k,　24k-protease.
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Table　2 Properties　of　the　purified　proteases

　　　　　　　　　　　　　　　　　30k-protease　　　　　24k-protease

Molecular　weight

　　　　　　　　　native･)

　　　　　　　　　denatured2)

Optimum　pH

Km　value3)4)(μM)

Activation　energy4)(kJ/mo1)

　30,000

　24,000

　pH　8.0

　50土3

39.5土0.7

　30,000

　30,000

　pH　8.0

　53土2

38.7土0.2

･)Estimated　by　Sephadex　G-75　column　chromatography.

2)Estimated　by　SDS-PAGE.

3)BApNA　was　used　as　a　substrate.

4)The　value　represents　the　mean土SEM　based　on　3

　　　determinations.　　A　t-test　indicates　no　difference

　　　between　the　30k-protease　and　24k-protease.
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30k-protease

24k-protease

Flg.　4
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NH2一七erminal　amino　acid　sequences　of　30k-protease　and

24k-pro'しease.　　X:　uniden七ified.
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素の活性化エネルギーを求めたところ､30k-プロテアーゼが31.6　kJ/mo1､24k-プロテア

ーゼが38.9　kJ/mo1　であった｡

　(6)阻害剤の影響

　各種のプロテアーゼに対する特異的な阻害剤を用いて30k-プロテアーゼおよび24k-プ

ロテアーゼの活性に及ぼすこれらの影響を検討した(Table　3)｡　30k-プロテアーゼの活性

はDFP､TLCK､1eupeptin､antipainによって強く阻害されたが､TPCK､PMSF､

chymostat　in､IAA､EDTA､CaC12ではほとんど阻害されなかった｡　24k-プロテアーゼにつ

いても同様の影響が認められた｡　DFP　およびTLCKはセリンプロテアーゼの阻害剤である

ことから､両酵素はセリンプロテアーゼに分類された｡

　(7)合成基質に対する活性

　両酵素はBz-LArg-pNAを分解したが､その他のBz-Gly-Arg､LAla-pNA､LLeu-pNA､

Bz-LTyr-pNA､Z-Gly-Pheに対しては分解活性を示さなかった(Table　4)｡　Bz-LArg-pNA　は

トリプシン活性を検出する際に用いる合成基質であることから､両酵素はトリプシン様の

活性を持つことが示唆された｡

　4.カイコ卵黄たんぱく質に対する作用

　精製した2種のプロテアーゼがカイコ卵に存在する各卵黄たんぱく質の分解に関与して

いるか否か､また､分解に関与しているとすればどのような分解産物を与えるのかについ

て検討した｡　ビテリン､ESP､30　kDa　たんぱく質を完成卵から別々に精製し､基質として

用いた｡すでにFig.2に示したように本酵素はカゼインを分解することは明かであるの

で､カゼインの分解過程とも比較した｡

　(1)カゼイン

　カゼインは各々の精製酵素によって小さなフラグメントヘと分解された(Fig.6A)｡反

応の進行とともにカゼイン量は減少し､分子量の小さなフラグメントが一次的に増加した｡

60分間の反応後では､分解中間産物量も減少し､ここに用いたゲル濃度で推定すると分子

量10,000以下のポリペプチドに分解された｡

　(2)ビテリン

　ビテリンは178　kDa　の重鎖と42　kDa　の軽鎖からなる分子量440　kDa　の4量体である

(Zhu奴公.,1986)｡　30k-プロテアーゼおよび24k-プロテアーゼはともにビテリンを限定

分解した(Fig.6B)｡ここで注目されるべき点は､178　kDa　の重鎖が選択的に分解を受け､
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Table　3.Effects　of　various　compounds　on　the　purified　protease

activity

lnhibitors

None

DFP

TLCK

TPCK

PMSF

Chymostatin

Leupeptin

Antipain

IAA

EDTA

CaC12

Concentration

　1　mM

　l　mM

　l　mM

　l　mM

　1μg/m1

10　ng/m1

　1μg/m1

　1　mM

　l　mM

　l　mM

30k-protease

　　(S)

100

　　5.5

　13.7

102.5

104.1

　78.1

　　4.8

　　0.8

　99.7

　97.6

　99.7

24k-protease

　　(S)

100

　　8.5

　　8.1

　94.3

　95.3

　95.9

　　9.6

　　0

　97.6

　97.6

103.6

Protease　activity　was　assayed　in　the　presence　of　inhibitors,

using　BApNA　as　a　substrate　for　30　min　after　a　10　min

preincubation.　　The　results　were　shown　as　percent　activity

to　the　control　without　added　inhibitors.　　Each　value

represents　means　from　five　tubes. S.E.was　within　10　t

of　mean　values.　　A　t-test　indicates　no　difference　in

values　between　the　30k-protease　and　24k-protease.

-21-



Table　4.Hydrolysis　of　synthetic　substrates　by　the

purified　proteases

Substrate

Bz-Gly-Arg

LAla-pNA

LLeu-pNA

Bz-LTyr-pNA

Z-Gly-Phe

Bz-DLArg-pNA

Bz-LArg-pNA

30k-protease

　　　　　　-

-

-

-

-

+

++

24k-protease

　　　　　　-

-

-

-

-

+

++

Hydrolytic　activity　was　represented　by　++,+(++>+).

-,hydrolytic　activity　was　not　detected.
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42　kDa　の軽鎖はほとんど変化しなかったことである｡　178　kDa　の重鎖は反応時間の経過と

ともに分子量の小さなポリペプチドヘと順次分解され､120分以降ではほとんど認められ

なくなった｡この600分間の反応による分解産物の電気泳動パターンは､8日令の卵のピ

テリンの電気泳動パターンと一致していた｡つまり､ここでみられた精製酵素によるビテ

リンの分解は､卵内の現象を反映していることを示唆している｡

　(3)卵特異たんぱく質(ESP)

　ESPは2つの72　kDa　ポリペプヂドと1つの64　kDa　ポリペプチドで構成されている

(Zhu　et　a1.,1986)｡これらポリペプチドは精製酵素と反応することによって､まず55　　--

kDaポリペプチドヘと切断され､さらに反応時間の経過に従い36　kDa　ポリペプチドヘと

移行した(Fig.6C)｡酵素の違いによる分解パターンの差は認められなかった｡この分解

パターンはESPプロテアーゼによるESPの分解パターンとよく一致していた｡

　(4)30　kDa　たんぱく質

　30　kDaたんぱく質も他のたんぱく質と同様に各精製酵素と反応させたが顕著な分解は認

められなかった｡そこで8日令の卵中に30　kDa　たんぱく質を分解する活性が存在するか

否かを調べるため､卵の粗抽出液を酵素溶液として30　kDa　たんぱく質と反応させた｡そ

の結果120分間反応させても30　kDa　たんぱく質の分解は認められなかった(Fig.7)｡

このことは8日令の卵で活性を発現しているプロテアーゼは30　kDaたんぱく質を基質と

しないということを示唆している｡しかしながら30　kDa　たんぱく質も孵化直前には約

50%が分解されることが報告されており(Zhu　et　a1.,1986)､この分解に関与するプロ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ー-

テアーゼが存在するはずである｡そこで孵化直前の卵の粗抽出液を酵素溶液として30

kDaたんぱく質と反応させた(Fig.7)｡5分間の反応により30　kDaたんぱく質の1つ

のバンドが消失し､また120分間の反応によって完全ではないがその大部分が消失した｡

したがって､8日令以降孵化直前にかけて発現するプロテアーゼ活性によって､30　kDa

たんぱく質は分解されることが示唆された｡
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ゴ考摘i

　カイコ卵中には胚発生期の後半に特異的に活性を発現する2種類のプロテアーゼが存在

することが示唆された｡これらプロテアーゼの活性は幼虫体からは検出されなかったこと

から､発育中の胚が卵黄たんぱく質の分解を目的として特異的に発現している可能性が示

唆された｡そこでプロテアーゼの性質を詳細に検討するため､プロテアーゼ活性が検出さ

れる8日令の卵から硫安分画､DEAE-セルロースカラムクロマトグラフィー､Sephadex

G-75カラムクロマトグラフィー､nat　ive-PAGE　によって最終的に2種類のプロテアーゼ

を精製した｡1つのプロテアーゼの分子量は30,000(30k-プロテアーゼ)であり､もう

1つの分子量は24,000(24k-プロテアーゼ)であった｡　30k-プロテアーゼの1から4番

目までのNH2-末端アミノ酸配列､11e-va1-Gly-Gly,はトリプシン様プロテアーゼの活性

型のNH2-末端アミノ酸配列として保存されている配列と一致していた｡しかしながら､

24k-プロテアーゼのNH2-末端アミノ酸配列にはこの配列は存在せず､また配列全体を

30k-プロテアーゼのものと比較したところ､両者は完全に異なっていた｡一方､各プロテ

アーゼの酵素学的性質は､非常によく似ており､さらにその性質から両酵素はトリプシン

様セリンプロテアーゼに属することが示唆された｡しかしながら至適反応温度および失活

温度については両酵素間で異なっていた｡したがって､両酵素は一次構造の上で異なるこ

とが推定されるにもかかわらず､酵素学的性質はよく似ていることが示された｡

　30k-プロテアーゼおよび24k-プロテアーゼのカゼインおよび各卵黄たんぱく質に対する

分解活性を調査した結果､カゼイン､ビテリンおよびESPを限定分解することが明かとな

った｡したがって両酵素はESPプロテアーゼのようにESPを特異的に分解するような基質

特異性の高いプロテアーゼではないといえる｡さらに注vitroでの30k-プロテアーゼあ

るいは24k-プロテアーゼの反応によるビテリンの分解産物のSDS-PAGEパターンは社

y_1voでのビテリンの分解パターンと一致しており､また両酵素が発現する時期とビテリン

の著しい分解が開始する時期とが一致していることから､胚発生中の卵での30k-プロテア

ーゼおよび24k-プロテアーゼの主な機能はビテリンの分解であることが示唆された｡

　注vitroでの30k-プロテアーゼおよび24k-プロテアーゼによるビテリンの分解産物を

詳紬に観察すると､ビテリンの2種類のサブユニットのうち分子量178　kDa　の重鎖が選

択的に分解され､分子量42　kDa　の軽鎖は反応時間内では分解されず安定に残っていた｡

迂Vivoでも同様の傾向が認められた｡このようなビテリンの各サブユニット､特に重鎖

26-



の選択的な分解は､他の昆虫種やエビ類でも観察されている(Courcel　l　es　and　Kondo,

1980;　Masetti　and　Giolgi,　1989;　Mendes　and　Raccand,　1986;　Strella公紅.,1985)｡

さらに､in　vivo　でビテリンの軽鎖が消失するのは幼虫孵化期(10日令)であり､この時
　　　--

期には30k-プロテアーゼおよび24k-プロテアーゼの活性はすでに消失している｡したが

って､ピテリン軽鎖の分解は30k-プロテアーゼおよび24k-プロテアーゼ以外のプロテア

ーゼが関与している可能性が考えられる｡

　30k-プロテアーゼおよび24k-プロテアーゼはin　vitro　においてビテリンだけでなく
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　--

ESPも限定分解し､その分解パターンはESPプロテアーゼによるESPの分解パターンおよ

び注VivoでのESPの分解パターンと一致していることから､込vivoにおいてESPの

分解に関与している可能性も考えられる｡しかしながら､胚発生中の卵ではESPプロテア

ーゼの活性は5日令から発現し､また同時にESPの分解も開始される(lndrasith奴

紅.,1988a,b)｡したがって30k-プロテアーゼおよび24k-プロテアーゼの活性が発現する

8日令にはすでにほとんどのESPが分解されてしまっていることから､ESPの分解は主に

ESPプロテアーゼによって行われ､30k-プロテアーゼおよび24k-プロテアーゼは残存して

いるESPの分解に関与するものと考えられる｡

　ビテリンとESPに加えて30　kDa　たんぱく質はカイコ卵の主な卵黄たんぱく質の1つ

である｡　in　vitro　の実験では30　kDaたんぱく質に対して30k-プロテアーゼおよび　　　--

24k-プロテアーゼは分解活性を示さなかった(Fig.7)｡さらに注vivoにおいても30

kDaたんぱく質は30k-プロテアーゼと24k-プロテアーゼが活性を示す期間中一定の状態

で存在し､酵素が活性を消失する幼虫孵化期以降に分解されている｡　したがって30　kDa

たんぱく質の分解は､30k-プロテアーゼおよび24k-プロテアーゼ以外のプロテアーゼに

よっていると考えられる｡

　したがって､卵黄たんぱく質の分解に関与するプロテアーゼは3つのグループに分類さ

れる｡第1のグループはESPプロテアーゼであり､このプロテアーゼの活性の増加に依存

して､ESPの特異的な分解が進行する｡第2のグループは30k-プロテアーゼと24k-プロ

テアーゼで､両酵素活性の発現によりビテリンの重鎖の分解が進む｡さらに孵化直前に第

3のグループのプロテアーゼ活性が発現し､ビテリンの軽鎖､30　kDa　たんぱく質を含む残

存している全ての卵黄たんぱく質の分解が進行する｡このように胚発生中の卵では3つの

異なる機能を持つグループのプロテアーゼを差時的に発現することにより卵黄たんぱく質

を選択的に分解していると考えられる｡
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捕IW

　1.ビテリンの著しい分解が起こる時期(8日令)と一致して2種類のプロテアーゼ､

30k-プロテアーゼおよび24k-プロテアーゼ､が活性を発現していた｡

　2.2種類のプロテアーゼを8日令の卵から､硫安分画､DEAE-セルロースカラムクロマ

トグラフィー､Sephadex　G-75　カラムクロマトグラフィー､native-PAGEにより各々単一

なたんぱく質として精製した｡

　3.1つの酵素は分子量30,000(30k-プロテアーゼ)であり､他の1つは24,000

(24k-プロテアーゼ)であった｡　NH2-末端アミノ酸配列は､両酵素間で完全に異なっていた｡

　4.両酵素は非常によく似た酵素学的性質を示した｡その性質から両酵素はトリプシン様

セリンプロテアーゼに属するとされた｡一方､至適反応温度および失活温度については両

酵素間で異なっていた｡

　5.30k-プロテアーゼおよび24k-プロテアーゼは､カゼイン､ビテリン､ESPを分解し

たが､30　kDa　たんぱく質に対しては分解活性を示さなかった｡また､比vitroでのビテ

リンの分解産物のSDS-PAGEのパターンは社vivoでのビテリンの分解パターンと一致し

ていた｡

　6.以上の結果から､30k-プロテアーゼおよび24k-プロテアーゼの胚発生中の卵におけ

る主な機能はピテリンの分解にあることが示唆された｡
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買i 3ご皐 ビテリンプロテアーゼの発育時期お

よび組織特異的発現

　第2章では胚発生期の卵において､ビテリン分解に関与する2種類のプロテアーゼ､

30k-プロテアーゼおよび24k-プロテアーゼ(ビテリンプロテアーゼ)が存在することを明

らかにした｡両プロテアーゼの活性は､胚発生の特定の時期に限定的に発現し､しかもこ

の時期にピテリンの顕著な分解が観察されることから､両プロテアーゼの主な機能はビテ

リンの分解であることを示唆した｡ビテリンを含む卵黄たんぱく質の分解は､胚発生卵だ

けでなく卵形成の過程で出現する退化卵においても観察されている(長谷川､1947)｡した

がって､ビテリンプロテアーゼは退化卵でも発現している可能性が考えられる｡一方､こ

のピテリンプロテアーゼはカゼインおよびESPに対しても分解活性を示した｡このことは

ビテリンプロテアーゼが生体内においてビテリンを含む卵黄たんぱく質以外のたんぱく質

の分解に関与している可能性を示唆している｡したがって､ビテリンプロテアーゼは胚発

生期だけでなく後胚子発育期においても活性を発現している可能性が考えられることから､

幼虫､蛸､成虫の各発育期で発現しているか否かを調査することはこの酵素の生体内にお

ける機能を明らかにする上で重要である｡

　一方､これまでは比vitroの系でビテリンプロテアーゼがピテリン分解活性を持つこ

とを示してきた｡　しかしながら､実際卵内においてビテリンプロテアーゼがビテリンの分

解に関与しているか否かは明かではない｡少なくともピテリンプロテアーゼがビテリンを

分解するためには､両者が同じ局在性を示す必要がある｡ビテリンプロテアーゼの局在性

は､ビテリンプロテアーゼに特異的な抗体を作製し､この抗体との反応物を検出すること

によって調査できる｡そこでこの章では精製した各ビテリンプロテアーゼに対する抗体を

作製し､この抗体を用いて各発育段階からビテリンプロテアーゼの検出を試みた｡さらに､

卵内での酵素の局在性を免疫組織化学的手法を用いて調査した｡
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材料と方法

　供試材料

　供試蚕品種はN4種である｡3時間以内に産下された卵を採集し､温度25　°C､湿度

75%の条件で保護し､胚発生を進めた｡この条件で､胚は産下後7.5日に点青期に人り､

また10.5日で幼虫が孵化した｡孵化した幼虫は桑葉で飼育した｡幼虫期間は30日間で､

輛化後8日に成虫が羽化した｡卵は胚発生期には0.5日毎に､また幼虫､蛸､成虫は1

日毎に供試した｡なお､1から4令までは虫体全体を用い､5令幼虫は解剖して血液､消

化液､腸および残漬に分けた｡5令6日令の幼虫からは中腸も得た｡蛸は中腸と残漬に分

けた｡さらに8日令の蛸からは中腸､吸胃および小願を供試した｡成虫は､口部から繭溶

解酵素液を回収した後､中腸と残漬に分けて供試した｡これらの試料は､SDS-PAGE分析の

ための処理をした｡卵の一部はカルノア固定し､免疫組織化学的な観察に用い､残りは

SDS-PAGE分析のための処理をした｡なお､酵素の精製は8.5日令の卵を用いて第2章で

述べた方法により行った｡

　供試試薬

　Adjuvant　Peptide　およびパラフィン(ヒストプレップ568病理組織包埋用)は和光純

薬社より購入した｡ニトロセルロース膜(Membrane　Fi　lter)はアドバンテック東洋社より､

EntellanはMerck社より得た｡パーオ牛シダーゼ標識付マウスlgG抗体(ヤギ)は､

Zymed　Lab　社製を用い､コニカイムノステインHRP　IS-50B　はコニカ社製を用いた｡ヒス

トファインSAB-PO牛ットおよびヒストファインDAB基質牛ットはニチレイ社から購入し

た｡

　抗体の作製

　抗原としては､第2章で述べた方法で精製した30k-プロテアーゼおよび24k-プロテア

ーゼ標品をさらにSDS-PAGEによって分離したものを用いた｡すなわち､精製した30k-プ

ロテアーゼと24k-プロテアーゼ標品を12.5%SDS-ポリアクリルアミドゲルで電気泳動し､

泳動後ゲルをCoomassie　brilliant　blue　R-250　で10分間染色し､脱色した｡　30k-プロ

テアーゼ標品からは､分子量30　kDa　のポリペプチドが主なたんぱく質バンドとして検出

されたが､これより分子量の小さいポリペプチドも薄いバンドとして検出された｡低分子
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のポリペプチドは､保存中に自己消化によって生じたものであると考えられる｡また

24k-プロテアーゼは､分子量24　kDa　のポリペプチドを主要なたんぱく質バンドとして与

えた｡この30　kDa　と24　kDa　のポリペプチドのバンドを各々のゲルから切り出し､140

mMのNaCIおよび25　mM　のKC1を含む10　mM　りん酸緩衝液､pH　7.5(以下これをPBS

と呼ぶ)に浸して､ゲル内の緩衝液を置換した｡各ゲル片(約5μgのポリペプチド)は

300μ1(約3倍容)のPBSを加えガラスホモゲナイザーで磨砕した後､100μ1の

Adjuvant　Peptide　(2利μg/100μ1　PBS)と混合した｡この混合液を1週間間隔で合計

8回マウスの腹腔に注射した｡最終の注射から2週間後に採血を行い､採集した血液を

12,000　g　で5分間遠心し､得られた上清を抗体として用いた｡

　試料の調製とSDS-PAGE

　卵および1令から4令までの幼虫には､5倍容の200　mM　NaC1　を含む50　mM　りん酸

緩衝液､pH　7.2､を加え､O　°C中で磨砕した｡磨砕液に等量の2　X　SDS-sample　buffer　を

加え､90　°Cで5分間加熱処理した後､16,000　g　で5分間遠心し､得られた上清を

SDS-PAGE用試料として用いた｡5令幼虫を消化液､血液､腸および残漬に胎分けした後､

腸､脂肪体および残漬については同上の方法によりSDS-PAGE用試料とした｡消化液と血

液は5倍容の200　mM　NaC1　を含むりん酸緩衝液､pH　7.2､と混合した後､等量の2x

SDS-sampl　e　buffer　を加え加熱処理した｡蛸および成虫は中腸､吸胃と残漬に分け､磨砕

後同上の方法で処理した｡繭溶解酵素液は成虫から採集した後､等量の2　X　SDS-sampl　e

bufferを加え加熱処理した｡

　ウェスタンブロット法

　電気泳動後Towbin奴公.(1979)の方法に従ってたんぱく質をニトロセルロース膜に

電気的にブロットした｡たんぱく質をブロットした膜を2%スキムミルク溶液(PBSに溶

解)中で30分間振塗した後､2,500倍に希釈した24k-プロテアーゼ抗体あるいは30k-

プロテアーゼ抗体を含む2%ス牛ムミルク溶液中で､4　°Cで一晩振塗した｡2%ス牛ムミ

ルク溶液中でよく洗浄した後､2,500倍に希釈したパーオ牛シダーゼ標識付マウスlgG

抗体(ヤギ)を含む2%ス牛ムミルク溶液中で室温で2時間振塗した｡再び2%ス牛ム

ミルク溶液中で洗浄した｡抗体と結合したたんぱく質バンドは､コニカイムノステイン

HRP　IS-50B　で染色し検出した｡
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　免疫組織化学

　1.組織切片の作製

　各発育時期の卵をカルノアの固定液(ェタノール:クロロホルム:酢酸=6:3:1)に浸

積し､室温で一晩静置した｡試料を95%､90%､80%エタノールに順次移し換え､80%

エタノール内でピンセットを用いて卵殼除去を行った｡卵殼除去した試料は80%､90%､

95%､100%エタノール(2回)および100%n-ブタノール(2回)に順次移し換えた後､

n-ブタノール:パラフィン(1:1)に移し､62　°Cで3時間静置した｡続いてパラフィン

に移し､62　°Cで2時間静置した｡パラフィンで包埋した後､ミクロトームで厚さ6μm

の切片を作製した｡

　2.免疫反応

　組織切片はスライドグラスに貼付し､牛シレン(2回)､キシレン:エタノール(1:1)､

100%､95%､85%､70%､50%､30%エタノールに順次移し換え､流水中で洗浄後PBS

ですすいだ｡さらに組織切片上に､3%過酸化水素水を滴下し､室温で10分間反応させ､

反応後PBSで洗浄した｡次に10%ウサギ正常血清(PBSに溶解)を滴下し､室温で10

分間静置した後PBSで洗浄した｡洗浄後1,000倍に希釈した24k-プロテアーゼ抗体を含

む0.1%ウサギ正常血清溶液を滴下し､37　°Cで3時間反応させた｡反応後PBSでよく

洗浄した｡コントロールとして1,000倍に希釈したマウス非免疫血清を含む0.1%ウサ

ギ正常血清溶液を用いた｡抗体と反応した抗原は､ヒストファインSAB-PO牛ットとヒス

トファインDAB基質牛ットを用いて染色することにより検出した｡染色後､組織切片は

30%､50%､70%､85%､95%､100%ェタノールに順次移し換え､牛シレン:100%ェ

タノール(1:1)､牛シレン(2回)に移し､Entellan(Merck)を用いて封入した｡組織

像は､光学顕微鏡を用いて観察した｡
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糸吉皿

　1.ビテリンプロテアーゼの免疫学的特異性

　精製した30k-プロテアーゼおよび24k-プロテアーゼを抗原とし､マウスに注射するこ

とによって30k-プロテアーゼ抗体および24k-プロテアーゼ抗体を作製した｡各抗体の精

製たんぱく質に対する反応性をウェスタンブロット法で調査した(Fig.8)｡　24k-プロテア

ーゼ抗体は､24k-プロテアーゼおよび30k-プロテアーゼの双方に対し反応した｡同様に

30k-プロテアーゼ抗体も両精製酵素に対して反応した｡一方､24k-プロテアーゼ標品から

は､24　kDa　のポリペプチドとほぼ等しい染色度で5.6　kDa　のポリペプチドが検出された｡

また､8.5日令の卵の粗抽出液に対し各抗体を用いてウェスタンブロット分析を行った結

果､24k-プロテアーゼと30k-プロテアーゼに相当するバンドのみが検出された(Fig.8)｡

以上の結果は､今回作製した2種類の抗体が30k-プロテアーゼおよび24k-プロテアーゼ

に対し共通の免疫反応性を有していることを示している｡ウェスタンブロット法での検出

感度は24k-プロテアーゼ抗体が30k-プロテアーゼ抗体よりも高かったことから､以後の

実験は主に24k-プロテアーゼ抗体を用いることにした｡

　ピテリンプロテアーゼとこれまでにカイコで報告されている各種プロテアーゼとを比較

するため産下直後の卵､5令6日の幼虫の消化液､中腸､8日令の蛸の中腸､吸胃､小願

および成虫が吐出する分泌液を試料として用い､各試料中に含まれているプロテアーゼと

24k-プロテアーゼ抗体との反応性をウェスタンブロット法で調査した(Fig.9)｡蛸の中腸

からは分子量30　kDa､24　kDa､22　kDaのポリペプチドが染色された｡　しかし､これ以外

の試料はここで用いた反応条件では陽性反応を示さなかった｡これらの結果は､幼虫の消

化液プロテアーゼおよび中腸(消化管)プロテアーゼ､蛸の吸胃､小願中のプロテアーゼ､

および繭溶解酵素(cocoonase)はビテリンプロテアーゼとは免疫学的に異なっていること

を示している｡

　2.ビテリンプロテアーゼの胚発生および後胚子発育にともなう変動

　ビテリンプロテアーゼの発育に伴う変動パターンをウェスタンブロット法により調査し

た(Figs　10,11,12)｡

　胚発生期:24k-プロテアーゼのバンドは産下後から8日まで検出されなかったが､8.5

日から検出されはじめ､9.5日に向かって増加する傾向を示した(Fig.10)｡一方､10
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protease　serum.　　nle　crude　extract　from　day　O　(DO)and　day　9　(D9)eggs

were　used.　　Digestive　juice　(DJ)and　midgut　(LMG)were　prepared　from

day　6　of　5七h　instar　larvae.　Midgut　{PMG),crop(CR)aJld　mandible　(MA)

were　separately　preμ1red　from　day　8　pharate　adults,　Cocoonase(CO)was

collected　from　adults　just　after　emergence.　Samples　(200端protein　or

1μg　pro七ein　for　cocoonase)were　probed　with　the　anti-24k　protease

serum.The　molecular　ma8s　(kDa)is　given　at　the　right　side.
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日以降は検出されなくなった｡　30k-プロテアーゼのバンドは9日令の卵に検出されたが

24k-プロテアーゼのバンドに比べると非常に薄かった(Fig.10)｡

　幼虫期:調査に用いた全ての組織､全てのステージで抗体に対する反応物は検出されな

かった(Fig.11)｡

　蛸および成虫期:蛸の中腸では蛸化後4日まで反応物は検出されなかった｡5日から

30　kDa､24　kDa　および22　kDaの3種のポリペプチドが検出され､発育に伴い増加した

(Fig.12A)｡　30　kDa　および24　kDa　のポリペプチドは､胚発生期から検出した30k-プロ

テアーゼおよび24k-プロテアーゼと同じ易動度を示した｡一方､これらのポリペプチドは

成虫の中腸からは検出されなかった｡蝸および成虫の､卵巣を含むその他の組織中には反

応物は検出されなかった(Fig.12B)｡

　3.胚発生卵におけるピテリンプロテアーゼの局在性

　胚発生中の卵におけるビテリンプロテアーゼの局在性を調査するため､9日令の胚のパ

ラフィン切片を作製し､24k-プロテアーゼ抗体と反応させた後､抗原と結合した抗体をヒ

ストファインSAB-PO牛ットおよびヒストファインDAB基質キットを用いて検出した｡

Fig.13に組織切片の光学顕微鏡写真を示した｡中腸とその内容物が染色され､その他の

組織､器官は染色されなかった(Fig.13A)｡非免疫血清を用いたコントロールでは組織は

全く染色されなかった(Fig.13B)｡さらに各発育ステージの胚を用いて､ビテリンプロテ

アーゼの発育にともなう分布の変化を調査した(Fig.14)｡7日令ではどの組織､器官も

染色されなかった｡9日令になると中腸皮膜細胞の管腔側の先端および中腸内容物が強く

染色された｡一方､その他の組織､器官は染色されなかった｡孵化幼虫では中腸を含む全

ての組織､器官は染色されなかった｡
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surface　ln　(A)was　indicated　by　arrows.　Bar　is　100　zln.
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j考W

　本実験で作製した30k-プロテアーゼ抗体および24k-プロテアーゼ抗体を用いて､ビテ

リンプロテアーゼの免疫学的特異性と発育に伴う変動について検討を行った｡　30k-プロテ

アーゼは24k-プロテアーゼ抗体に対し､また24k-プロテアーゼは30k-プロテアーゼ抗体

に対し反応性を示したことから､2つのプロテアーゼは免疫学的に相同であることが明か

となった｡　30k-プロテアーゼ抗体を用いたウェスタンブロット法によって24k-プロテアー

ゼ標品からは分子量24　kDa　のポリペプチドに加えて､分子量5.6　kDa　のポリペプチドが

検出された｡一方､24k-プロテアーゼ抗体はこの5.6　kDa　ポリペプチドに対して反応性を

示さなかった｡このことは､5.6　kDa　のポリペプチドが30k-プロテアーゼ抗体によって特

異的に認識される抗原決定部位を保持していることを示唆している｡この5.6　kDa　ポリペ

プチドはおそらく　30k-プロテアーゼに由来すると考えられるが､30k-プロテアーゼたんぱ

く質が分解されることによって生じたものであるか否かについてはさらに検討する必要が

ある｡またこのポリペプチドが24k-プロテアーゼ標品中に混入していた理由についても疑

問点として残された｡

　一方､24k-プロテアーゼ抗体は種々のプロテアーゼ､すなわち完成卵に存在するカテプ

シン様プロテアーゼ(Kageyama　and　Takahashi,1990)､幼虫消化液および中腸(消化管)

プロテアーゼ(Eguchi　and　lwamot0,1976;　Sasaki　and　Suzuki,1982)､蛸の中腸､吸胃､

小願に存在するプロテアーゼ(江口･巌本､1975;　Eguchi　and　lwamot0,1976)および成

虫が吐出する繭溶解酵素(cocoonase)(Kafatos奴痕.,1967)に対して反応性を示さなか

った｡したがって､ビテリンプロテアーゼはこれまでにカイコで報告されている他のプロ

テアーゼとは免疫学的に異なることが明かとなった｡しかしながら､蛸中腸に存在する3

つのポリペプチドが24k-プロテアーゼ抗体に対し反応性を示した｡2つのポリペプチドは

分子量が各々30　kDa　および24　kDa　であり､これらは30k-プロテアーゼおよび24k-プ

ロテアーゼの分子量と一致していることから30k-プロテアーゼおよび24k-プロテアーゼ

である可能性が考えられる｡つまりビテリンプロテアーゼは胚期だけでなく蛸の中腸にお

いても発現していることを示唆している｡しかし､この点に付いては今後明かにされなけ

ればならない問題として残された｡

　全発育段階を通してピテリンプロテアーゼの変動を調査した結果､ビテリンプロテアー

ゼは胚発生期の後半と蛸末期の中腸のみで検出され､その他の発育時期には検出されなか
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った｡このことは､本酵素が極めて限られた発育期に集中して活性を発現していることを

示している｡胚発生期においても24k-プロテアーゼが産下後8.5日から9.5日にかけて

の1日間のみに検出された｡　30k-プロテアーゼは産下後9日に検出されたのみである｡

30k-プロテアーゼのバンドは24k-プロテアーゼに比べて､その染色度が非常に薄かった｡

しかし､酵素活性の面からみると､すでに第2章でも述べたように両酵素間に大差はなく､

比活性の違いでも2倍以内であった｡したがって今回のウェスタンブロット分析の結果は､

他のたんぱく質によってその反応性が阻害された結果によると考えられる｡事実､8から

9日令の卵には分子量30　kDa付近のたんぱく質が多量に存在しており､30k-プロテアー

ゼとほぼ同じ位置に泳動されている｡そこで分子量30　kDa付近のたんぱく質をDEAE-セ

ルロースカラムクロマトグラフィーによって除いた標品についてウェスタンブロット分析

を行った(結果省略)｡その結果､30k-プロテアーゼのバンドは24k-プロテアーゼのバン

ドとほぼ等しい強さで検出された｡したがって粗抽出物を用いたウェスタンブロット分析

で30k-プロテアーゼが検出されにくかったのは､共存たんぱく質の影響によるものであり､

9日令の卵には活性でみられたように30k-プロテアーゼ抗原も存在しているといえた｡

　蛸期の中腸での抗原の出現時期は成虫系中腸細胞の形成時期に対応している(辻田､

1943)｡したがって､この酵素は成虫型中腸に特異的なプロテアーゼとも考えられるが､成

虫羽化してからは消失してしまうので､このプロテアーゼが成虫中腸で機能しているとは

考えられない｡また､この時期の中腸がビテリンの代謝に積極的に関与しているとの報告

もない｡一方この時期に､蛸化後ほとんど変化の認められなかった中腸内容物が著しく減

少するのが観察された(結果省略)｡したがって､蝸期のプロテアーゼはこのことに関与

しているのかもしれない｡また､この時期の蛸は卵形成の時期であり､卵形成の過程で未

完成の卵胞は退化卵となる(長谷川､1947)｡つまり､それまでに蓄積した全ての卵黄たん

ぱく質を分解して消失してしまう｡しかしながら抗原が検出されたのは中腸のみで､卵巣

を含むその他の組織からは検出されなかった｡したがって､ビテリンプロテアーゼは退化

卵での卵黄たんぱく質の分解には関与していないといえた｡

　免疫組織化学による観察から､ピテリンプロテアーゼは9日令の胚の中腸に局在してい

ることを示した｡　lzuhara　and　Yamashita　(未発表)は､ピテリン抗体を用いた免疫組織化

学的な観察から､この時期の卵ではピテリンは中腸内に取り込まれていることを示してい

る｡このことは､ビテリンプロテアーゼが中腸で活性を発現し､中腸内に取り込まれたビ

テリンの限定分解に関与していることを示唆している｡ビテリンプロテアーゼが発現して
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いる時期の中腸組織は形態的にほぼ完成している｡　Miya　(1976)は､点青I期に臍孔閉鎖

がおこることによって中腸が管状化し､この時期から催青期にかけて中腸組織の形態形成

が完了することを示している｡また竹内(1955)は､催青期の中腸の管壁が中腸内に取り

込んでいた養液を次第に吸収し肥厚することを観察している｡したがって､この時期の胚

は中腸内に取り込まれたビテリンをビテリンプロテアーゼによって分解し､生じた分解産

物を中腸組織を通して吸収していると考えられる｡

　ビテリンの代謝利用は､胚発生の後半､特に各組織､器官の分化を終え幼虫体としてほ

ぼ完成し､孵化後の自立した栄養摂取を行うようになる体制を整える時期に旺盛に起こっ

ている｡この利用に直接関わっているのがピテリンプロテアーゼであることが判明した｡

また蛸期の後半､羽化直前に成虫体としてほぼ完成した中腸でその内容物を代謝するとい

う現象にもかかわっていることが示唆された｡いずれの場合も新たな生活環境に適応した

生理機能を発展させる発生の一つの段階といえ､この発生過程の機構を解明するために本

プロテアーゼはかけがえのない指標たんぱく質となると考えられる｡
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j喬皿

　1.精製した30k-プロテアーゼおよび24k-プロテアーゼを抗原にして､マウスを用いて

抗体を作製した｡得られた抗体は共通の免疫反応を示した｡つまり､両プロテアーゼは共

通の抗原決定部位を持っていることが示された｡

　2.全発育時期を通して､ビテリンプロテアーゼの変動を24k-プロテアーゼ抗体を用い

たウェスタンブロット法によって調査した結果､胚発生の後期の一時斯と羽化前の蛸の中

腸で陽性反応がみられた｡胚から検出された陽性バンドは､30k-プロテアーゼおよび

24k-プロテアーゼのバンドであった｡蝸中腸では､3本のバンドが検出され､このうちの

2本は胚のものに相当していた｡

　3.免疫組織化学的な観察から､ビテリンプロテアーゼは胚の中腸上皮紬胞の管腔側で発

現していた｡つまり､ビテリンプロテアーゼは胚発生の後半､胚の中腸で活性を発現し､

中腸内に取り込まれたビテリンの分解に関与しているとされた｡
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第4章　ビテリンプロテアーゼのcDNA

クローニング､塩基配列の決定および遺伝子

発現

　カイコ卵において30k-プロテアーゼおよび24k-プロテアーゼは胚発生の特異的な時期､

すなわちビテリンの著しい分解が起こる時期に活性を発現することを第2章で示した｡両

酵素は胚発生に伴ってよく似た活性の変動パターンを示すだけでなく､非常によく似た酵

素学的性質を示した｡さらに各精製たんぱく質に対して作製した抗体､30k-プロテアーゼ

抗体および24k-プロテアーゼ抗体に対する反応性から両酵素は免疫学的にもよく似ている

ことが明らかとなった｡しかしながらNH2-末端アミノ酸配列については全く相同性がみら

れず､両酵素たんぱく質は一次構造のレベルで異なることが予想された｡　したがって､両

ビテリンプロテアーゼの一次構造を解析することは､両酵素を同定する上で重要と思われ

る｡

　一方､第3章において､30k-プロテアーゼおよび24k-プロテアーゼは完成卵には存在

せず､胚発生期に卵内で新たに生合成され､その結果プロテアーゼ活性を発現することが

明かにされた｡つまりプロテアーゼ活性の出現はもともと存在していた不活性型酵素の活

性化によるものではないと考えられる｡したがって､胚発生期におけるプロテアーゼ活性

の調節機構を解明するためには､まずプロテアーゼの生合成過程を明らかにし､さらにそ

の過程の内どの段階で調節を受けているのかを明らかにする必要がある｡

　そこで本章では､まず両ビテリンプロテアーゼの一次構造を明かにすることを目的とし

て､ビテリンプロテアーゼcDNAのクローニングと塩基配列の決定を行った｡さらに得ら

れたビテリンプロテアーゼcDNAをプローブとして､胚発生に伴うビテリンプロテアーゼ

遺伝子発現の変化について調査した｡ビテリンプロテアーゼをコードするmRNAはプロテ

アーゼ活性が検出される時期と一致して検出された｡そこでさらにビテリンプロテアーゼ

の生合成過程について検討するため､ビテリンプロテアーゼmRNAの翻訳活性および翻訳

産物の同定を行った｡これらの結果をもとにして､胚発生に伴うプロテアーゼ活性変動の

調節機構について考察した｡
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材料と方法

　供試材料

　供試蚕品種はN4種である｡産卵時間を3時間とし､集めた卵を温度25　°C､湿度

75%の条件で保護した｡この条件で胚は産下後7.5日に点青期に入り､また10.5日で

幼虫孵化が起こった｡卵は胚発生期を通して半日毎に集め､直ちにRNAの抽出に用いた｡

　供試試薬

　01igotex-dT30(Hoffmann-La　Roche)､M13mp18(東洋紡)､Sequenase(United　States

Biochemica1)､Rondom　Primed　DNA　Labeling　Kit　(Boehringer　Manheim)､ウサギ網状赤血

球ライセート(和光純薬)､0.24-0.95　kb　RNA　Ladder　(Bethesda　Research　Laboratories

L　ife　Technologies)を使用した｡　Lambda　gt11　Cloning　Ki　t　およびGigapackII　Gold

Packaging　Extract　はStratagene社製を用いた｡ライゲーション牛ットおよび逆転写酵

素(RAV-2)は宝酒造社製を用いた｡　cDNA　Synthesis　Kit､Protein　A-Sepharose　CL-4B　お

よびLow-molecular-weight　Calibration　Kit　はPharmaci　a　LKB　Biotechnology　社製を用

いた｡[α-32P]dCTP(比放射能110　TBq/mmo1)､1　25　1-sheep　ant　i-mouse　l　g　serum　(比放

射能1　1　1　TBq/mmo　1　)､[35S]methionine(比放射能37　TBq/mmo1)およびナイロン膜

(Hybond　N十nylon　membrane)はAmershamから購人した｡制限酵素は各々東洋紡社製

(EcoRI,Pstl)およびニッポンジーン社製(BamHI)を用いた｡

　cDNAライブラリーの作製

　8.5日令の卵からKobayashi　and　lnagaki　(1989)の方法に従いフェノール法によって

全RNAを抽出した｡全RNAから01　i　gotex-dT30　を用いてpoly(A)゛RNAを精製した｡こ

のpoly(A)゛RNAを鋳型として二重鎖cDNAを合成し､両末端にEcoRIアダプターを連結

した｡これらの操作はcDNA　Synthesi　s　Ki　t　を用いて行った｡　EcoRI　末端を持つcDNAを

λgt11ベクター(Lambda　gt11　Cloning　Kit)のEcoRI切断部位にライゲーション牛ット

を用いて連結し､λgtllcDNA組換え体を形成した｡　GigapackoGold　Packaging　Extract

を用い注vi　tro　packaging　によりこの組換え体DNAをファージに組み人れ､生じたファ

ージをスクリーニングに用いた｡
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　ビテリンプロテアーゼcDNAのスクリーニング

　組換え体λファージを大腸菌Y1090に感染させプラークを形成させた｡このプラークに

予め10　mM　IPTG　で処理しておいたニトロセルロース膜をあて､膜上にたんぱく質を吸着

させた｡この膜を2%ス牛ムミルク溶液(PBSに溶解)中で室温で30分間振復した後､

2,000倍に希釈した24k-プロテアーゼ抗体を含む同様の溶液中で4　°C､一晩振後した｡

2%ス牛ムミルク溶液でニトロセルロース膜を洗浄し､続いて[1251]で標識したマウス

lgG抗体(74　KBq/20　m1)(ヤギ)を含む同様の溶液中で室温で2時間振畿した｡陽性のプ

ラークから回収したファージを再び大腸菌に感染させ､スクリーニングを繰り返した｡こ

の操作はすべてのプラークが陽性になるまで繰り返した｡

　cDNAの塩基配列の決定

　クローン化した組換え体λファージをEcoRIで切断し､得られたcDNAインサートを

M13mp18ベクターのマルチクローニングサイト内にあるEcoRI切断部位にライゲーション

キットを用いて連結した｡　M13mp18　cDNA組換え体とJM103のコンピーテント細胞を混合

し､形質転換したJM103コンピーテント細胞を得た｡形質転換した細胞とJM103とを同

時に培養することにより､組換え体M13ファージのプラークを形成させた｡組換え体

M13ファージのRF(repl　icat　ive　form　)DNAを調製し(Sambrook奴紅.,1989)､Pstl

とBamHIで切断した｡牛ロシークエンス用デレーション牛ットを用い､cDNAインサート

のプライマーアニーリングサイト側の末端から順次欠損を起こしたミュータントcDNAを

組み人れたM13mp18ファージを作製した｡種々の長さのcDNAインサートを含むM13mp18

ファージの1本鎖DNAを調製し､これらをテンプレートとしてシークエンス反応に用い

た｡シークエンス反応はSequenaseを用い､ジデオ牛シ法(Sanger奴紅.,1977)によ

り行った｡塩基配列の解析は､自動DNAシークエンサー(mode1　ABI　3　70A,　Applied

Biosystems)により行った｡また一次構造は､GENETYX(SDC　Software　Develop)により推

定した｡

　RNAの塩基配列の決定

　1.オリゴヌクレオチドの調製

　cDNAの39から58までの塩基配列と相補な20　mer　[5'　GTGGGGGATGAGGCGGCTAA3'　]の

オリゴヌクレオチドをDNAシンセサイザー(mode1　391A,Applied　Biosystems)により合
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成した｡合成DNAは27%アンモニア水中､55　°Cで一晩インキュベートすることにより

塩基の脱保護を行った｡アンモニア水を蒸発乾固した後､蒸留水に溶かし､ブタノール抽

出を3回繰り返し､最後にエーテル抽出を行った｡エーテルを除いて適当量の蒸留水に溶

かし､逆転写酵素のプライマーとして用いた｡

　2.シークエンス反応

　8.5日令の卵から抽出したpoly(A)゛RNA(0.5　pmo1)を鋳型にしてプライマーとアニー

リングさせた｡シークエンス反応は20　unit　の逆転写酵素(RAV-2)を用いて

[α-32P]dCTPく370　KBq)存在下でジデオ牛シ法により行った｡塩基配列はポリアクリルア

ミドゲル電気泳動後のオートラジオグラムから解析した｡

　ノーザンブロット法

　1.ホルムアルデヒドゲル電気泳動とナイロン膜への転移

　各発育時期の卵から抽出した全RNA(20μg)に､2.0μ1の5　X　MOPS､3.5μ1の

formaldehyde､10.0μ1のformaldehyde　ge1-1oading　buffer(50%glycero1､1　mM

EDTA､0.25%BPB､0.25%xylene　cyano1　FE)を加え､電気泳動用試料とした｡　2.2M

formaldehydeを含む1.2%アガロースゲルを作製し､電気泳動緩衝液(1　X　MOPS)に浸

して5　V/cm､5分間プレランした後､試料を添加し､3-4　V/cm　で電気泳勤した｡泳動後

のゲルからRNAをナイロン膜(Hybond　N+nylon　membrane)に転移した｡転移は20　x

SSPEをブロッティングバッファーとして用い､毛細管現象を利用する方法で行った｡

　2.プローブの作製

　cDNAを鋳型にして､[α-32P]dCTP(1.85　MBq)を用いランダムプライマー法により

[α-32P]で標識したオリゴヌクレオチドを作製した｡反応はRandom　Primed　DNA

Label　ing　Kit　を用いて行った｡[α-32P]で標識したオリゴヌクレオチドは､ェタノール

沈澱を3回繰り返し､沈澱を乾固した後､20μ1のTEに溶解した｡

　3.ハイブリダイゼーション

　RNAをブロットしたナイロン膜はプレハイブリダイゼーション溶液(5　X　SSPE､50%

formamide､5　X　Denhardt'　s　reagent､0.5%SDS､10　mg/ml　salmon　sperm　DNA)に浸し､

42　°Cで1時間イン牛ュベートした｡プレハイブリダイゼーション溶液を取り除いた後､

プレハイブリダイゼーション溶液に[α-32P]で標識したDNAプローブ

(2　×　107　cpm/4　ml)を加えたハイブリダイゼーション溶液にナイロン膜を浸し､42　°Cで

-49-



12時間イン牛ュベートした｡イン牛ュベート後ナイロン膜は洗浄するため100　m1　の

0.1%SDSを含む2　X　SSPE溶液に浸し､42　°Cで15分間振礎した｡この操作を3回繰

り返した｡さらに200　m1　の0.1%SDSを含む0.1%SSPE溶液に浸し､65　°Cで15分

間振塗した｡この操作は2回繰り返した｡洗浄後ナイロン膜は室温でオートラジオグラフ

イーを行い､反応物を検出した｡

　社vitrQたんぱく質翻訳と翻訳産物の同定

　各発育時期の卵から抽出した全RNAを用いて､[35S]methionine(18.5　MBq/m1)を含

むウサギ網状赤血球ライセート中で比VレLけoたんぱく質翻訳させた｡反応終了後､2x

SDS-sample　buffer　を加え､90　°Cで3分間加熱処理し､SDS-PAGE用試料とした｡一定量

をglass　filter　にスポットし､トリクロロ酢酸不溶性画分をカウントすることにより取

り込まれたアイソトープ量を定量した｡放射能は､液体シンチレーションカウンター

(Beckmann)で測定した｡

　たんぱく質翻訳反応後､反応液に10%SDS溶液を加えて混合し､続いて20%Triton

x-100溶液を加えよく混合した｡この混合液に24k-プロテアーゼ抗体(あるいは30k-プ

ロテアーゼ抗体)を加え､37　°Cで1時間振復した｡次にマウスlg抗体を加え､37　°Cで

1時間振塗した｡さらに､Protein　A-Sepharose　CL-4B　を加え､37　°Cで1時間振塗した｡

この混合液をミニカラムに移し､5　m1　Tri　ton-sal　ine　溶液(20　mM　Tris-HC1､pH　7.0､

0.1%Tri　ton　x-100､140　mM　NaC1､1　mM　EDTA)で洗浄した後､さらに3　m1　の蒸留水で

洗浄した｡　2　X　SDS-sampl　e　buffer　を加え室温で1時間インキュベートした後､遠心し､

抗原一抗体反応物をProtein　A-Sepharose　CL-4B　から溶出した｡溶出液を90℃で3分間

加熱処理し､SDS-PAGE用試料として用いた(Kobayash　i　and　l　nagaki　,1989)｡たんぱく質

中のアイソトープ量は上述の方法に従い定量した｡たんぱく質の分析は各SDS-PAGE用試

料をSDS-PAGEで分離後､フルオログラフィー(Skinner　and　Grisgold,1983)により行

った｡
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紀り範

　1.cDNAのクローニングと塩基配列の決定

　8.5日令の卵のpoly(A)゛RNAを鋳型にしてcDNAライブラリーを作製した｡2×106個

以上の組換え体ファージに対してスクリーニングを行い､4個の陽性クローン(λcvP-1,

-2,-3,-4)を得ることができた｡各クローンは異なるサイズのcDNAを挿入していた｡

λcvP-1の挿入cDNAが最長であり､アガロースゲル電気泳勤の易動度から0.9　kbp　と算

定された｡この大きさは分子量30　kDaのプロテアーゼをコードしうる大きさである｡そ

こでcDNAの塩基配列を決定するため､λcvP-1の挿入cDNAをEcoRI消化によって切り

出し､M13mp18ベクターにサブクローンした｡　cDNAの制限酵素地図およびシークエンスス

トラテジーをFig.15に示した｡シークエンスの結果､cDNAの5'末端側が欠損していた｡

すなわち翻訳開始コドン[ATG]が検出されなかった｡そこでcDNAの5'末端側の塩基配

列は､cDNAの39から58までの塩基配列に相補な合成オリゴヌクレオチドをプライマー

として用い､poly(A)゛RNAを鋳型にして逆転写酵素を作用させジデオ牛シ法により解析し

た｡　Fig.16にmRNAの塩基配列と推定されるアミノ酸配列を示した｡　mRNA　は871塩基

からなり､25塩基の5'非翻訳領域､794塩基の翻訳領域､45塩基の3'非翻訳領域およ

び6塩基のpoly(A)゛RNAで構成されていた｡翻訳開始コドン[ATG](+1)より上流の-4

から-1塩基部位にキイロショウジョウバエで報告されている翻訳開始のためのcon-

sensus配列[C/AAAC/A]が存在していた(Cavener,1987)｡また[TAA](+793)より下流

にpoly(A)付加のシグナル配列[AATAAA](Proudfoot　and　Brownl　ee,1976)が823から

828塩基部位に存在していた｡

　翻訳領域は264個のアミノ酸をコードしており､たんぱく質の分子量は28,520と算定

された｡エドマン分解で決定した30k-プロテアーゼたんぱく質のNH2-末端アミノ酸配列

(第2章)は28から57番目までのアミノ酸配列と一致していた｡また24k-プロテアー

ゼのNH2-末端アミノ酸配列は90から117番目までのアミノ酸配列と一致していた｡2

つのN型糖鎖結合配列(Marsha11,1972)が161から163番目と251から253番目

に存在していた｡

2.ビテリンプロテアーゼ遺伝子の発現

[α-32P]で標識したcDNAをプローブに用い､ノーザンブロット法によってビテリン
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Fi貸.　15

B91　11 Sa目

5'　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3'

一　一

λCVP-1

mRNA

Bg1工工　and

-●-{l

1 200 400 600 800　　b

The　restriction　map　and　sequence　s七ra七egy　of　cDNA　and　mRNA

for　七he　vitellin　protease.　　　The　open　box　represents　the　codin球　re昧ion,

The　mRNA　and　the　λcvP-1　insert　DNA　are　represented　by　solid　bars.　　The

arrows　indicate　the　extent　and　the　direct注on　of　sequence　determination.

Hatched　box　represents　七he　site　used　for　七he　synthesis　of　the　twenty

base　oiigonucleotide　as　七he　primer　for　mRNA　sequencing･

Sall　sites　are　shown.
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　　　　　　　　　　　　　　-25　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　-ま-･

　　　　　　　　　　　　　　　AGCCAGTACAGTTAGACTCCTCAACATGACAAATTCACTTTTAATA　2エ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　M　　T　　N　　S　　L　　L　　I
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　I.

TGCTTCACGATCTTAGGTTTAGCCGCCTCATCCCCCACAAAACCCATCGGGGATATAAGG　8･

C　F　T　I　L　G　L　A　A　S　S　P　T　K　P　I　G　D　I　R

　　　　　　xo　　　　　　　　　　　　　　　キ　　　　　　　　　　　　　20
ATCGTGGGAGGTGAAGACATCGTCATCACAGAGGCGCCGTACCAAGTATCAGTCATGTTC　･4･

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　-

60λ

62ニL

X¥(阿瓦)7E4SE
CGAGGAGCCCATTCTTGCGGTGGAACCTTAGTCGCTGCTGACATCGTTGTTACTGCCGCA　2ox

S　　C　　G　　G　　T　　L　　V　　A　　A　　D　　I　　V　　V　　T　　A　　A
60

CACTGTGTCATGAGTTTTGCTCCAGAAGACTACAGGATCAGAGTAGGATCTTCCTTCCAT　26x

H　　C　　V　　M　　S　　F　　A　　P　　E　　D　　Y　　R　　I　　R　　V　　G　　S　　S　　F　　H

70
80

CAACGAGATGGAATGCTTTACGATGTAGGAGATCTAGCTTGGCACCCAGATTTCAATTTT　32エ

Q　　R　　D　　G　　M　　L
　　　　　　　-一一

24K坏?○TEASE
GCGTCAATGGATAATGATATCGCCATTTTATGGTTGCCAAAACCAGTCATGTTCGGGGAT　38エ

A　S　M　D　N　D　I　A　I　L　W　L　P　K　P　V　M　F　G　D

　　　　　　　　　　　　　　　　--
1.20

ユ.80

240

846

The　proposed

The　presリmed

The　N-1inked　glycosylation
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ACAGTGGAAGCTATCGAGATGGTAGAAACTAATTCCGAGATCCCCGATGGAGATATTACA　44j1

T　　V　　E　　A　　I　　E　　M　　V　　E　　T　　N　　S　　E　　I　　P　　D　　G　　D　　I　　T
　　　　･.30　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　140

ATTGTAACTGGATGGGGCCATATGGAGGAAGGCGGTGGTAACCCTTCTGTTCTTCAAAGA

11TF‘‘F‘ご^i`″`i`うド‾■y　E　G　G　G　FTFコ]V　E　Q　n
　　　　･8o　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　こLeo

GTTATAGTCCCTAAAATCAACGAAGCTGCGTGCGCCGAGGCTTACTCACCGATTTACGCA　66x

V　　I　　V　　P　　K　　I　　N　　E　　A　　A　　C　　A　　E　　A　　Y　　S　　P　　I　　Y　　A

ユ.70

ATAACCCCCAGAATGCTATGCGCTGGAACGCCTGAAGGTGGCAAAGACGCGTGTCAGGGT

I　　T　　P　　R　　M　　L　　C　　A　　G　T　P　　E　　G　　G　　K　D　　A　　C　　Q　　G
･90

GACAGTGGTGGTCCTTTGGTCCATAAAAAGAAATTGGCCGGCATCGTTTCTTGGGGGCTT　68λ

D　S　G　G　P　L　V　II　K　K　K　L　A　G　I　V　S　W　G　L

　　　　　2X0　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　220

GGCTGTGCGAGACCAGAATACCCAGGGGTCTACACGAAGGTGTCCGCGCTAAGGGAATGG　74x

G　　C　　A　　R　　P　　E　　Y　　P　　G　　V　　Y　　T　　K　　V　　S　　A　　L　　R　　E　　W

230

GTCGACGAAAACATAACCAATCTGAGACT9AAGCATATTTTAAGGAGATTTTAAACAACT　8･･

V　　D　　E　　四　N　　L　　R　　L　　K　　H　　I　　L　　R　　R　　F　　●

GTTCAGGGCAATTATTTGAAGAA工AAAATTATGAAATGTAAAAAA
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一

Fig.　16.　　　Nucleotide　sequence　and　deduced　amino　acid　sequence　of　the

vitellin　protease.　　　　The　nucleotides　are　numberむd　in　the　5タ　to　3タ

direction　beginning　with　the　firs七　residue　of　the　initia七ion　codon.

The　amino　acids　are　also　numbered　from　the　initiation　methionine｡　　The

NH2-terminal　amino　　acid　sequences　of　the　30k　protease　and　the　24k

protease　determined　by　Edman　degradation　are　underlined.

signal　sequence　cleavage　site　is　marked　by　arrow.

polyadenylation　signal　is　double-1ined.

sites　are　boxed.



プロテアーゼmRNAの検出を行った｡　8.5日令のpoly(A)‘RNAを供試した結果､1.3　kb

のmRNAが検出された｡この大きさはmRNAの塩基配列から推定される大きさと一致して

いた｡したがって検出されたmRNAがビテリンプロテアーゼmRNAであると結論した｡さ

らに各発育時期の卵から抽出した全RNAを用いノーザンブロットを行った(Fig.17)｡

産下後から7日令まで反応物は検出されなかった｡8日令からmRNAが検出されはじめ

9日令に向かって増加する傾向を示したが､10日令になると減少しほとんど検出されなか

った｡　mRNA　の易動度は発育時期を通して常に一定であった｡このことはmRNAの発育に伴

う量的変動は同一の遺伝子からの転写活性に依存していることを示唆している｡

　3.翻訳活性の発育に伴う変化

　各発育時期の卵から抽出した全RNAを[35S]methionine存在下で比vitro翻訳させ

た｡この系では複数のポリペプチドが合成された(結果省略)｡翻訳産物は24k-プロテア

ーゼ抗体と反応させ､免疫沈降物をフルオログラフィーにより分析した(Fig.18)｡分子

量32　kDa　のポリペプチドが8日令から9.5日令にかけて検出された｡同じ結果が

30k-プロテアーゼ抗体を用いて免疫沈降させた場合にも得られた｡したがって32　kDa　ポ

リペプチドが､ピテリンプロテアーゼmRNAの翻訳産物であることが示唆された｡
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　　DAYS　AFTER　OVIPOSITION

O　6　ア　8　8.599.5　10　10.5

慟!
-t3　kb

F1に.i7.　Nm･thTn　bh竹analysis　of　eM)ression　of　t.he　v忖e11仙proteHsP

φ皿ヽ･hu･ii12　PmbPvoQenesls.　Tota1　RNAs　extracted　from　eぱぼs飢jndicat副

s1.aues　werchybridized　with　32P-1abeled　cDNA　as　a　protx2,　The　size　(1.3

kbj　was　estjmated　bv　referrinぼthe　known　sizes　of　n1RNAs　{0.24-9.5　kb　RNA

ladふぱリ.

-55-



　　　　DAyS　AFTER　OVPOSTK)N

6　7　7.5　88.59　9.5　10　10.5

32K

Fi心　18　.　川o出jfけヽati.()nofaplヽimarv　t.ranslat.1on　producL　and

ふヽいい,i哺四1自11べmr1Qes　of　七he　translation　acljvitv.　Tota1　RNAs　use,l　in

Fiu.i7wc【`eUヽansjat.ed　jn　ujむro　in　a　rabblt　retlculocvte　lvsat.ら

T出乙tぷHls1�ion　products　were　immunopreclpltated　with　the　anU-24k

vh,eliln　proしease　serum,　and　aJlalyzed　on　a　12.5%SDS-PAGE　followed　by

fluon)μ･aphy.　The　size　(32K)was　estimated　by　Low-molecular-weight

Calibra七1on　K比.
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=考`鳶i

　本章ではcDNAおよびmRNAの塩基配列を決定することによってビテリンプロテアーゼ

の一次構造の解析を行った｡　30k-プロテアーゼのアミノ酸配列を他のたんぱく質のアミノ

酸配列と比較すると､30k-プロテアーゼはトリプシン様プロテアーゼと高い相同性を示し､

牛イロショウジョウバエのトリプシン様プロテアーゼとは最も高い39.6%の相同性を示

した(Davis匹紅.,1985)｡特に活性基となる3つのアミノ酸残基His　68､Asp　113､

Ser　209､および基質結合部位にあたるAsp　203　の周辺の配列は高い相同性を示した

(James匹紅.,1978)｡　28番から31番目までのアミノ酸配列､1　1e-va1-Gly-Gly､はほ

とんど全てのトリプシン様プロテアーゼの活性型のNH2-末端に保存されている配列である

(01son奴公.,1970)｡したがって､多くのトリプシン様プロテアーゼと同様に11e-

va1-Gly-GlyよりさらにNH2-末端側､すなわちMet　1　からArg　27　までのアミノ酸配列

は､膜透過に関与するシグナルペプチドおよびプロテアーゼの前駆体のNH2-末端である活

性化ペプチドで構成されていると考えられる｡　von　Heijne　(1986)の方法で分析すると､

Ala　15　とAla　16　の間のペプチド結合がシグナルペプチダーゼによって切断される可能性

が高い｡したがって､Met　1　からAla　15　までがシグナルペプチド､Ala　16　からArg　27

までが活性化ペプチドであると推定される｡以上のような一次構造の相同性は30k-プロテ

アーゼがトリプシンファミリーに属していることを示唆している｡

　一方､エドマン分解により決定した24k-プロテアーゼのNH2-末端アミノ酸配列は､今

回決定したアミノ酸配列のAsp　90　からLys　117　までのアミノ酸配列と一致していた｡

Asp　90　からPhe　264　までのアミノ酸配列からなるポリペプチドの分子量は19,256と算

定される｡さらにこの配列内にはN型糖鎖結合部位が2箇所存在し､高マンノース型の

複合糖が両部位に結合すると仮定すると､このポリペプチドの分子量は約24,000になる

と推定される｡この値は､SDS-PAGEにより決定した24k-プロテアーゼの分子量､24,000､

とよく一致している｡さらに24k-プロテアーゼと30k-プロテアーゼとは免疫学的に相同

であり､またV8プロテアーゼによるペプチドマッピングの結果から､両プロテアーゼは共

通のポリペプチドで構成されていることが示唆された(結果省略)｡したがって､Asp　90

からPhe　264　までのアミノ酸配列からなるポリペプチドが24k-プロテアーゼに相当する

と考えられ､24k-プロテアーゼは30k-プロテアーゼ分子内のArg　89　とAsp　90　の間で切

断がおこり生じたものであると推副される｡
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　30k-プロテアーゼがその分子内で切断されることによって､24k-プロテアーゼが生成さ

れるとすれば切断部位よりNH2-末端側､すなわち11e　28　からArg　89　までのアミノ酸配

列からなるポリペプチドが遊離してくることが予想される｡実際､精製後の24k-プロテア

ーゼ標品から30k-プロテアーゼ抗体を用いたウェスタンブロット分析で､24　kDa　のポリ

ペプチドに加えて分子量5.6　kDa　のポリペプチドが検出された(第3章､Fig.8)｡この

5.6　kDa　ポリペプチドは､24　kDa　ポリペプチドに対して作製した24k-プロテアーゼ抗体

では検出されなかった｡さらに精製した30k-プロテアーゼを30　゜Cで反応させ､反応産物

をSDS-PAGEで分析した結果､30　kDa　ポリペプチドの減少と同時に24　kDa　ポリペプチド

と5.6　kDa　ポリペプチドが生じた｡　したがって､5.6　kDa　ポリペプチドが30k-プロテア

ーゼのNH2-末端側に相当する断片であり､さらにこの5.6　kDa　ポリペプチドは24　kDa

ポリペプチドと共に挙動していると考えられる｡

　一方､24k-プロテアーゼのnativeの分子量はSephadex　G-75　カラムクロマトグラフィ

ーにより　30,000と推定されている｡この値は2つのポリペプチドの分子量を加えた値と

ほぼ一致する｡すなわち､24k-プロテアーゼは分子量24,000と5,600の2つのサブユ

ニットで構成されていることを示唆している｡この2つのサブユニットの会合は､プロテ

アーゼとして機能する上で必須の条件であると考えられる｡なぜなら､5.6　kDa　のポリペ

プチドには活性基の1つ､His　68　および11e-va1-Gly-Glyのアミノ酸配列が含まれてお

り､これらはプロテアーゼ活性を発現する上で欠かすことができない｡おそ､らく　24k-プロ

テアーゼは2つのサブユニットの会合によって30k-プロテアーゼとよく似た立体構造を

保持していると考えられる｡これと同じ様な現象がウシのトリプシンで知られている｡す

なわち､α-トリプシンは分子内で1箇所切断されているにも関わらず､切断されていな

いβ-トリプシンと相同の三次構造を保持している(Higaki　and　Light,1985;　Kasche,

1976)｡　しかしながら､24k-プロテアーゼは第2章で示したようにSDS-PAGE後でさえ活

性を示し､さらにウシトリプシンの場合のように2つのサブユニット､すなわち5.6

kDaと24　kDaのポリペプチドを結ぶS-S結合が存在しないと推定されることから､

24k-プロテアーゼが2つのサブユニットによって構成されているか否かについてはさらに

詳細な実験が必要である｡

　プロテアーゼ活性の検出される8.5日令のRNAに対してノーザンブロット分析を行っ

た結果から､ビテリンプロテアーゼ遺伝子からの転写産物は単一の､1.3　kb　のmRNAであ

ることが明かとなった｡さらに社vjtroたんぱく質翻訳系によって､このmRNAは分子
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量32,000の前駆体プロテアーゼとして翻訳されることが示唆された｡一方､ウェスタン

ブロット分析の結果から､この前駆体プロテアーゼは合成後直ちに2つの活性型プロテア

ーゼ､すなわち30k-プロテアーゼおよび24k-プロテアーゼヘと修飾されることが示唆さ

れた｡したがって､一次構造の結果も併せて､両酵素は単一の遺伝子から生合成されたも

のであることが明かとなった｡またビテリンプロテアーゼはその活性が胚発生斯の卵でビ

テリンが著しく分解される時期に特異的に発現することから同定されたものである｡この

プロテアーゼ活性の検出される時期はビテリンプロテアーゼをコードするmRNAが検出さ

れる時期と一致しており､さらに翻訳および翻訳後の修飾もほぼ同時に起こることからピ

テリンプロテアーゼ活性の時期特異的発現は､遺伝子発現の段階で調節されていることが

明かとなった｡
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j喬皿

　1.ビテリンプロテアーゼをコードするcDNAをクローン化し､cDNAとmRNAの塩基配

列を決定することによって､ピテリンプロテアーゼの一次構造を明らかにした｡

　2.推定されたアミノ酸配列は､264個のアミノ酸残基で構成されており､他の動物のト

リプシン様プロテアーゼと高い相同性を示した｡

　3.cDNAをプローブに用いノーザンブロット法によって､ビテリンプロテアーゼ遺伝子

はプロテアーゼ活性が検出される時期と一致して発現していることが明かとなった｡

　4.in　vitro　たんぱく質翻訳によって､ビテリンプロテアーゼmRNAの翻訳産物は分子
　　一一

量32,000のポリペプチドであり､また胚発生に伴う翻訳活性の変化は転写活性の変化に

一致していることが明かになった｡さらに､翻訳活性の検出される時期は､第3章で示し

た30k-プロテアーゼおよび24k-プロテアーゼが検出される時期と一致していた｡

　5.以上の結果から､ビテリンプロテアーゼは単一の遺伝子から生合成されたものであり､

翻訳後の修飾によって2つのプロテアーゼ､30k-プロテアーゼおよび24k-プロテアーゼ

が生じることを示唆した｡さらに､胚発生期におけるビテリンプロテアーゼ活性の変動は

遺伝子発現の段階で調節されていることが明かになった｡
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第5章　総合考察

　本論文は､ビテリンの分解に関与するプロテアーゼ(ビテリンプロテアーゼ)の同定と

その生合成機構について検討したものである｡今回精製されたプロテアーゼが主にビテリ

ンの分解に関与しているということは次の事実から示された｡つまり､(1)本酵素活性の

発現が生体内､つまり卵内でのビテリンの分解と発育時期的に一致していたこと､(2)精

製酵素は胚発生中の卵から検出されるビテリンの分解産物と電気泳動的に相同な分解産物

を与えたこと､(3)本酵素は発生中の胚の中腸管腔側に局在しており､しかも同じ場所に

ビテリンが蓄積されていたことである｡しかし､ビテリン以外にもESPやカゼインを加水

分解したこと､および免疫化学的に同じ反応性を示すポリペプチドが蛸の中腸にも認めら

れたことなどから､本酵素はビテリンの分解､利用のみならず､他のたんぱく質の分解に

も関与している可能性は残されている｡

　ビテリンプロテアーゼはその酵素学的性質および一次構造において､多くの動物に存在

しているトリプシン様プロテアーゼとよく似ており､トリプシン様セリンプロテアーゼフ

ァミリーに属すると結論された(Neurath,1984)｡多くの場合､トリプシンはたんぱく質

の特定のアミノ酸配列､ArgおよびLysのカルボ牛シル基側のペプチド結合を加水分解す

る｡ビテリンプロテアーゼは30　kDa　たんぱく質やビテリンの軽鎖に対して反応性を示さ

なかったことから､多くのトリプシンとは異なってかなり高い基質特異性を保持している

といえる｡本研究の範囲では､本酵素によるビテリン分子の切断点などについては解析さ

れていないので､基質特異性について分子レベルで考察することはできない｡しかし､

ESPに対してはESPプロテアーゼと同じ分解産物を与えているので､本酵素もESPプロテ

アーゼと同様にLys　132-Asn　133　およびArg　228-Asp　229　の間の結合のみを切断してい

るに違いない(lndrasith匹紅.,1988b)｡ビテリン軽鎖にはArg､Lysは各々5.8､

6.7　mo1　%含まれており(lzumi姓紅.,1980)､トリプシン様のプロテアーゼ活性によっ

て低分子化されることが期待される｡またビテリン軽鎖は糖､脂質やリン酸を含まない単

純ポリペプチドであるから(lzumi匹公.,1980;　Zhu奴公.,1986)これらがプロテア

ーゼの作用を保護しているとは考えられない｡同様のことは30　kDaたんぱく質について

も言える(lzumi匹公.,1981)｡おそらくプロテアーゼの反応性は基質となるたんぱく質

の構造によって規定されていると考えられ､この点についての解明はプロテアーゼの基質

選択性を理解する上で大切なことだと思われる｡

-61-



　ESPの分解過程で顕著に認められたように､これらのプロテアーゼによって限定分解さ

れた分解産物は､アミノ酸配列の上からさらに分解されうる部位が存在するにもかかわら

ず､分解されることはなく分解中間産物として残された｡この分解中間産物は､卵内にお

いても一定期間は安定な状態で存在している｡このことは､限定分解が単に卵黄たんぱく

質の分解の効率化､つまりたんぱく質のもつ構造を壊すことによってプロテアーゼが反応

しやすくするためや､大きなポリペプチドを小さなポリペプチドに切断し､多くの非特異

的なペプチダーゼによって構成アミノ酸に分解するためにあるのではないことを示唆して

いる｡むしろ分解中間産物に分解前のたんぱく質にはなかった生理機能を発現させている

可能性が考えられる｡ピテリンプロテアーゼによってビテリンを分解し､その分解産物を

高速液体カラムクロマトグラフィーによって分析したところ､1つの分画に分子量42kDa

の軽鎖のみからなるたんぱく質が得られた(結果省略)｡また､ESPプロテアーゼによる

ESP分解産物からは36　kDa　ESP　の3量体が得られた(lndrasith,奴紅.,1988b)｡こ

れらのたんぱく質がいかなる生理作用を保持しているかは不明であるが､たんぱく質とし

ては分解前のたんぱく質とは全く異なった構造を持っていることは確かである｡ウニ卵で

は､ビテリンの限定分解産物である分子量160､130､95､91､74､63　kDa　のポリペプチ

ドからなる22Sのたんぱく質が胚細胞の接着因子として機能している可能性が示されてお

り(Cervello　and　Matranga,1989)､カイコ卵においても限定分解産物の機能の検索は興

味ある問題として残されている｡

　cDNAの塩基配列から一次構造を解析することによって､本酵素は分泌型の前駆体たんぱ

く質として生合成され､シグナルペプチドおよび活性化ペプチドの遊離によって活性型の

たんぱく質として成熟することが推定された｡また､免疫組織化学的に本酵素は中腸皮膜

細胞の管腔側に局在していることから､このプロテアーゼは中腸皮膜細胞で合成され､管

腔に分泌されるといえる｡ところで､24k-プロテアーゼは､すでに第4章で考察したよう

に､30k-プロテアーゼたんぱく質がさらに自己分解することによって分子内に切断(ニッ

ク)が入り生じたものと考えられた｡このように分解を受けても生物活性は失われず､基

質特異性や阻害剤に対する反応性も変化することはないので､分子内に切断が起こること

が､プロテアーゼ合成過程の貴重な一段階にあるとは考えられない｡しかし､各プロテア

ーゼを区別して検出する方法を用いて発育動態や組織局在性を検討すれば､各プロテアー

ゼに特異的な機能が判明するかもしれない｡　30k-プロテアーゼとしての成熟酵素がペプチ

ドレベルでは分断されながら､引き続いて生理機能を持ち続けることは､たんぱく質の構
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造と機能の関係を解明する上で1つのモデル系として役立つかもしれない｡

　本酵素は､卵形成期に卵黄たんぱく質とともに卵内に蓄積されるのではなく､胚発生期

に新たに生合成され活性を発現することを示した｡この生合成過程は遺伝子発現の段階で

調節されていることがmRNAの翻訳活性を測定することによって判明した｡　ESPプロテアー

ゼも､本酵素と同様に胚期にその遺伝子が発現するとされている(lndrasith奴紅.,

1988b)｡この2つのプロテアーゼの発現は､すでに緒論で述べた他の動物種にみられてい

るプロテアーゼとは異なって､胚の発生のプログラムに組み込まれた発生現象であるとこ

ろに特徴がある｡つまり､ESPプロテアーゼとピテリンプロテアーゼをコードする遺伝子の

差時的発現によって卵黄たんぱく質が選択的に分解され､その分解産物が胚に利用されて

いるのである｡これまでの分子発生学は､胚体そのものを形成する構造たんぱく質や機能

たんぱく質を指標にして進められてきたが､ここに示したように卵黄たんぱく質の利用系

もこの範鴫に入れることができ､胚の発育と卵黄物質の利用を統一して理解する上で貴重

な知見を与えたことになる｡

　本酵素が発現する時期には中腸皮膜紬胞は形態的にほぼ完成している｡この時期はすで

に中腸細胞の先端では微絨毛の伸長が起こっており､さらに孵化に向けて基底膜や筋原組

織が形成され､器官全体の構築が完了するようになる(Miya,1976)｡しかし､幼虫の中腸

で機能する消化液プロテアーゼはこの時期にはまだ合成されておらず､孵化直前になって

はじめて合成される｡したがって､中腸は孵化直前に機能的には完成し､孵化した幼虫が

摂食した食物の消化､吸収に備えているといえる｡一方プロテアーゼの面からみると､胚

の中腸はまず卵黄たんぱく質を分解､吸収する機能を発現し､孵化にいたる最終段階の発

育を完成する｡これに続いて中腸細胞の一部､もしくは全紬胞が新たな遺伝子群を発現し､

全く異なったプロテアーゼ合成を開始する｡このプロテアーゼは未分解のまま残されてい

る卵黄たんぱく質を含めて､幼虫が摂食する全ての種類のたんぱく質を加水分解する｡時

間的には1日の間にこの変化が起こっているのであるが､幼虫体の完成においては欠かす

ことのできない機能の変換であると考えられる｡この中腸細胞における機能分化は､胚発

生と後胚子発育のつながりを解明する1つの契機を与えるものである｡

　同じ器官で機能する酵素が発生にともなって変化することは､鳥類やほ乳類でも報告さ

れている｡鳥類では､胚期の胃のペプシノーゲンと全く異なる分子種の成鳥ペプシノーゲ

ンが孵化と同時に出現する(Yasugi　and　Mizun0,1981)｡また､新生仔牛の胃は新生児特

有の牛乳分解酵素､レンニンを発現し､離乳期になると消失し､変わって成牛型の消化ペ
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プシノーゲンが発現するようになる(Eckert,1988)｡このような酵素分子種の発生にとも

なう変化は､発生の遺伝子制御の問題として検討されている｡

　卵黄たんぱく質の分解に関与する各酵素の差時的発現がどのようにして調節されている

のかを解明することが､今後の課題である｡鳥類では､胚期のペプシノーゲンの遺伝子発

現が消化管間充織との相互作用によって誘導されることを示している(Hayashi奴紅.,

1988)｡また牛イロショウジョウバエでは､中腸で機能する酵素の遺伝子発現がホメオティ

ック遺伝子によって調節されていることが示唆されている(lmmerg　1Uck,1990)｡これは､

今後ESPプロテアーゼおよびピテリンプロテアーゼの遺伝子発現の調節機構を解明する上

で重要な手がかりになると考えられる｡
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