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皿　1　節こ 糸昔窪廂

　　昆虫は地球上で最も繁栄している生物である｡　その種数は　100万以上にも上

り､全勤物種の約　70%を占めるといわれている(Pears　et　al.,1987)｡　昆虫

は世代が短《､より多くの変異を獲得することが司能であった｡　そのため､昆虫

は地球のあらゆる環境によく適応し､多くの種が存在していると考えられる｡昆

虫は､この繁栄を保つため環境への適応上､2つの生物戦略をとったと考えられ

る｡一つは飛翔であり､もう一つは休眠である｡前者は"勤"を､後者は"静"

を象微するため､これら二つの生物戦略は一見矛盾するかのように思われるが､

昆虫は不良環境を避けるという目的のためにこれらの戦略を進化させたのである｡

昆虫は､羽を形成し､飛翔能力を獲得することにより､積極的に良環境に移動で

きるようになった｡一方､一時的に発育を停止させることによって､酸素消費量

を減少させて代謝活性を低く保ち､さらには耐凍物質を蓄積するという特徴をも

つ休眠を獲得することにより､不良環境に副え､それが過ぎるのを待つことがで

きるようになった｡　休眠は哺乳類､蒋虫類あるいは両生類によって獲得された冬

眠とは異なるものである｡昆虫は､良環境の時に光周期や温度のような環境刺激

を情報源として不良環境の到来を予知し､良環境のうちに休眠状態に入るのであ

る｡一旦休眠に入ると､形態的･可視的発育は認められないが､ある生理的発育

を終了しない限り､不良環境から良環境に戻しても昆虫は休眠から覚醒せず､形

態的発育の再開は起こらないのである(Yamashi　ta　and　Hasegawa,　1985)｡　この

生理的発育を休眠間発育(diapause　development　)と呼んでいる

(　Andrewartha,　1952　)｡

　　昆虫は､光周期や温度のような環境刺激(物理情報)を､脳によって感知し

て統御し､化学情報に変換することによって､外部環境にその生活環を適応させ

ている｡この化学情報系に､内分泌系を用いている｡休眠の誘導･覚醒に際し､

昆虫は通常の成長や発育･変態に用いられている､昆虫の　2つのホルモン､幼若

ホルモン(JI{)一脱皮ホルモン(エクジステロイド)系を､主に利用している｡

昆虫の成長･発育を制御するホルモン系については､以下のような理解がなされ

ている｡　JHはアラタ体で､エクジステロイドは前胸腺で､それぞれ合成され､血

液中へと放出される｡それぞれのホルモンの合成･分泌は脳から分泌されるホル
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モンによって調節されている｡脳のホルモンの中で､エクジステロイドの合成･

分泌を調節するものについては前胸腺刺激ホルモン(PTTH)､JHの合成･分泌

を調節するものについてはアラタ体剌激ホルモン(アラトトロピン)及びアラタ

体抑制ホルモン(アラトスタチン)が知られている｡血液中の　JH濃度が高い状

態で､エクジステロイド濃度が増加すると､幼虫から幼虫への脱皮が起こり､JH

　の欠損下で､エクジステロイドが出現すると､幼虫から蛸への脱皮が引き起こさ

れる｡蛸から成虫への変態も､JH濃度が低い状態でエクジステロイド濃度が増加

することによってもたらされる(山下.1984,1992)｡

　　昆虫の休眠は､生活環のうちの卵斯､幼虫期､蛸期または成虫期のうちのい

ずれかで生じる｡一般的には､一つの発育時期で休眠した昆虫は他の時期で再ぴ

休眠することはない｡休眠の内分泌的な調節は､現在以下のように理解されてい

る(山下･茅野,1984;　Yamashita　and　Hasegawa,H85:　Yanshita　and

Suzukl,1991)｡幼虫休眠の中でも若い幼虫期に休眠する昆虫では､休眠は血液

中の　JH漕度を高く持続させることによって誘導され､JH濃度の低下により党醒

される｡最終令幼虫期､成熟幼虫期､及び輛期での休眠は､低　川瀦度下におけ

るエクジステロイドの欠如によって誘導され､エクジステロイドの出現により覚

醒される｡成虫休眠は､生殖巣の発育阻害によって特徴付られるが､JHの欠如に

よって誘導され､JHの出現によって覚醒される｡

　　一方､内分泌器官が分化･形成される以前の発育段階で生じる胚子休眠の誘

導一覚醒についての内分泌機構は､昆虫一般においては明らかにされていない｡

しかし､カイコにおいては､24個のアミノ酸からなる神経ペプチドホルモン(休

眠ホルモン)が休眠誘導に関与していることが明らかにされている(Yamashita

　and　Hasegawa,1985;　lmai　et　al.,H91　;　Sato　et　aL　,　IH2)｡　蛸一成虫発育

期に､食道下神経節から分泌される休眠ホルモンが､卵形成斯の卵巣に作用する

と､産下された卵は受精後の特具的な時期に胚子発育を停止する｡　カイコ卵の休

眠覚醒については､エクジステロイドが関与しているとの報告(Gharib　et

al‥　1981,1983;　Coulon,1988〉はあるが､統一された見解は得られてはいな

い｡

　　休眠ホルモンの食道下神経節における合成･分泌には脳が関与していると考

えられている(Fukuda,1952;　Matsutani　and　Sonobe,H87)｡従って､胚子､
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幼虫､蛸､成虫休眠とに係わりな《､昆虫は脳を仲介して各々のホルモンを駆使

し､各々の発育時期に休眠を取り人れることによって､外部環境に昆虫の生活環

を巧みに凋和させているものと考えられる｡　季節の進行に昆虫の生活環を同調さ

せることによって､休眠は単に不良環境における個体としての生存を保証するば

かりではな《､集団としての発育の斉一化を図り､生殖機会を増すことをも保証

しているのである｡

　　休眠に関する研究は､多くの昆虫において行われているが､胚子休服に関し

ては蚕糸業との結び付きから､カイコにおいて古《から研究がなされている｡休

眠性卵を産むカイコは､最終令幼虫期問が非休眠性卵を産むカイコよりも　2日間

程長い｡従って､桑の摂食量が多くなり､その分､繭量･産卵量が増加する｡　そ

のうえ､繭質が優れていることから､休眠系統のカイコが養蚕農家で通常飼育さ

れている｡農家に飼育用の休眠系統幼虫を必要に応じて提洪するために､休眠を

随時覚醒させる技術と卵の保護技術とが重要な研究課題であった｡

　　休眠胚子の形態及び休眠するカイコの遺伝的性質については､H09年に外山

によって報告されている(外山,i909)｡　さらに､カイコ卵の保護の立場から､

胚子の形態が休眠卵の生理的状態を判断する指標とされたため､詳細な胚子の発

育段階表が作成されている(高見,19H;大槻,1979)｡カイコの休眠性卵は産

下･受精後　25　°C　で保護した場合､産下後　1-2日の頭部と尾部の形成及び中

胚葉の分節化直後の時期で発育を停止すること､及ぴこの発育停止は卵を　25　°C

　に保護する限り長期にわたって維持されることが明らかになっている

(　Yamashi　ta　and　Yaginuma,　1991　》｡

　　休眠の覚醒のためには､卵を5゛Cに約2ヵ月間冷蔵することが必要とされ

る.2ヵ月間以上冷蔵した卵は､その後､25　゛C　に保護することにより胚子発育

を再開し､幼虫へと孵化する(Yagjnuma　et　al｡　1HOa　)｡　また､塩酸処理によ

り人為的に休眠覚醒させる方法も厩に今世紀初めに確立されている｡　この場合に

は､休眠を回避する方法と休眠を打破する方法の　2つが知られている｡前者は休

眠性卵を産下後24時間前後に､約　15%の塩酸で46　°C､5分間処理するもの

で即時浸酸法と呼ばれ､後者は産下後　48時間から､30　日間　5°Cに冷蔵した休

眠卵を､約　15駕塩酸で48　°C､5分間処理するもので冷蔵浸酸法と呼ばれてい

る(Yamashita　and　Yaginuma,1H1;山下,1993〉｡塩酸処理効果の分子機構は
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まだ明らかにされていないが､この　2つの方法により､蚕種保護技術は飛躍的に

発展した｡

　　カイコの休眠の遺伝的な性質には､1化性(1年に　1世代)､2イヒ性､及

び多化性が知られている｡1イヒ性及び多化性のカイコは外部環境に彰響されるこ

となく休眠性卵及び非休眠性卵をそれぞれ産む性質が遺伝的に決定されている｡

2イヒ性のカイコに関しては､外部環境(温度と光)が､休眠性を決定する｡つま

り､卵を　25　°C､長日下(明期　16時間以上)で保護した場合､その卵から成長

した母蛾が産む卵は休眠性卵となる｡一方､卵の時期Iを　15　°C､短日下(暗期

12時間以上)で過ごした母蛾からは､非休眠性卵が産下される｡卵を　20　°C　の

ような中間温度で保護した場合には､長日条件では休眠性卵を､短日条件では非

休眠性卵が産下される(Kogure,1933)｡　また､化性の異なる品種間の交配実験

より､卵の休眠性は､その卵を産んだ母親の化性によって決定されることが明ら

かにされた(外山,1909)｡　さらに､化佳の異なる品種間での卵巣移植及び血液

移注の実験より､産下される卵の休眠性は､卵巣が養われた母体の血液に支配さ

れ､受精前に既に決定されていることが示唆された(梅谷,1929)｡以上のよう

な実験から､休眠と環境情報との関わり､及び休眠性卵産生の性質が明らかにさ

れてきた(梅谷,1929;高見,19H)｡　この様な研究過程で､休眠性卵の産生機

構に関する様々な仮説が提唱されていた｡　これらの仮説はいずれも雌蛸の血液中

に存在する物質が卵巣に作用して､卵内に蓄積することによって､胚子休眠を引

き起こすという考えである｡　この物質は､渡辺(1924)による"抑制質"､梅谷

　く1929)による"化性決定素"､Kogureく1933)による"第一越年性物質(着色

性物質)及び第二越年性物質(越年性物質)"等である｡　これらの物質の存在は､

単に仮説に過ぎなかった｡　しかし､1951年になって長谷川及び福田のそれぞれ独

立した研究によって､カイコの休眠は､食道下神経節より分泌される物質により

決定されることが明かにされた(Hasegawa,1951　;　Fukuda,　1951)｡　長谷川は､

食道下神経節よりこの物質を粗精製し､休眠を誘導する物質の実体を明かにし､

休眠ホルモンと名付けた(Hasegawa,1957;　Yamashi　ta　and　Hasegawa,　1H5)｡

この研究によって､休眠性卵の産生は､発育中の卵巣が休眠ホルモンの作用に遵

うか否かによって決定されることが示されたのである｡

　　また､1958年に茅野によって､カイコ休眠卵においては､休眠開始期にグリ
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コーゲンがソルピトールとグリセロールとに変換されること､及び休眠覚醒斯に

はソルビトールとグリセロールからグリコーゲンが何合成されることが明らかに

された(Chin0,1958〉｡　その後､柳沼と山下により､グリコーゲンあるいは中

性脂肪(グリセリド)を　1　4　C　で標識した休眠卵を用いて､グリコーゲンと多価ア

ルコールとの相互変換系について､より詳紬な検討がなされた｡　その結果､休眠

開始期に生成されるソルビトールはすべてグリコーゲンに由来するが､生成され

るグリセロールの一部はグリセリドに由来すること､及び休眠党醒期にはソルビ

トール減少量に相当するグリコーゲン量が回復するが､グリセロール量はこの時

期に減少していないことが明かとなった(柳沼･山下,1　977　;　Yaginuma　and

Yamashita,1978,1980;　Yamashita　and.Yaginuma,19H)｡従って､グリコーゲ

ンとソルピトールとの相亙変換系が､カイコの休眠卵においては､重要であるこ

とが示された｡　カイコ休眠卵においてグリコーゲンと多価アルコールとの相亙変

換系が見いだされたことは､昆虫の休眠が､ただ単に発育を止めて代謝を低く保

つだけではな《､越冬に有利となる代謝系を積極的に確立することにより達成さ

れるものであることを示している｡　この特異的な代謝系の確立により､副凍物質

であるグリセロール､ソルピトール､及びトレハロース等を蓄積することが可能

となった｡一般に､これらの耐凍物質は､冬期の零下の低温によぅて細胞が凍結

するのを防いだり､凍結しても細胞植造が破壊されないように働いているものと

考えられている(Storey　and　Storey,1988)｡　カイコ卵の場合には､多量に蓄

積したソルピトールは､非凍結作用よりは､むしろ､自由水を結合水にすること

によって細胞の構造と機能を保護して安定化する役割を果していると考えられて

いる(Suzuki　et　al｡,1983)｡このため､カイコ卵の炭水化物代謝は休眠との

関連でよく研究が進んでいる｡

　　炭水化物代謝の面からみると､休眠期は大きく　4つの時期に分けて考えるこ

とができる(Yamashita　et　al‥　1981)｡つまり､休眠誘導期､休眠開始期､休

眠維持期､休眠党醒期である｡休眠誘導期には､食道下神経節から血液中に放出

される休眠ホルモンが卵形成期の卵巣に作用し､卵巣の　trehalase

(EC　3.2.1.28〉活性を約2倍上昇させるくYamashita　and　Hasegawa,1H7)｡

この活佳の上昇により､血液中のトレハロースが卵内にグルコースとして取り込

まれ､休眠性卵では非休眠性卵の約　1.5倍のグリコーゲンが蓄積する(Chino,
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　1957;　Yamashita　et　al

glycogen　phosphorylase 旦(

1981)｡休眠開始期に は､産下2日後に､急激な

EC　2.4.L1)活性の出現がみられるくYamashita

et　al‥　H75)｡　この酵素により､グリコーゲンが分解されソルビトール合成の

素材が提供され､ソルビトールが蓄積される｡非休眠性卵においては､この酵素

活佳の急激な上昇は認められず､グリコーゲンからソルピトールヘの変換も認め

られない｡　また､既に述べたように休眠開始期に胚子の紬胞分裂は停止するが､

その細胞分裂の停止は紬胞周斯のG2期で起こっていることが明らかにされてい

る(Nakagaki　et　a1.,1991〉｡休眠維持期には､RNAとタンパク質合成は非常

に低い状態に ある(Kurata　et　al

1989)｡休眠は､5

( Yagi　numa　et　al

と変換される｡
　●峰

L

1979 Sonobe　and　Odake

Cで約2ヵ月間冷蔵する

1986　;　Sonobe

とにより覚醒される
W

U

1990a)｡休眠党醒期にソルビトールは再びグリコ

の変換は､
●●

ζ｡ のときに初めて酵素活性が出現する

NAD-sorbi　tol　dehydrogenase　(　SDH

(　Yaginuma　and　Yamashita

ゲンヘ

EC　I｡1.1.14)によって調節されている

1979)｡一方､休眠卵を　25

SDH活性の出現は認められない｡つまり

Cで保護し続けた場合､

Cの様な低温に よって　S開活性は5

出現すると考えられる｡　このことから､SDH活性の調節機構を明らかにすること

によって､休眠覚醒を導く低温の作用点を分子レベルで明らかにすることができ

るものと考えられる｡

　　そこで本研究においては､休眠党醒期に活性の出現する　SDHの活性訓節機構

について調査した｡第2章では､抗ヒツジSDH抗体を作製し､休眠覚醒期におけ

る　SDH活性と　SDHタンパク質量の変動を調査し､5゛C冷蔵により､SDHタンパ

ク質の生合成が開始されることを示した｡第3章では､抗ヒツジSDH抗体を用い

てカイコ　SDH　CDNA　を単離し､休眠覚醒期のSDH　mRNA　量の変動を調杏した｡　そ

の結果､SDH遺伝子は､5　‘C　冷蔵により発現が開始されることが明かとなった｡

また､この発現は卵黄細胞核で起きていることを示した｡第4章では､非休眠卵

の胚子発育に伴う　SDH活性､SDHタンパク質量､及び　SDH　mRNA　量の変動を調沓

し､それらの出現は　2つの発育時期(胚子成長期及び幼虫組織形成期)に相当す

ることを示した｡また､SDH　mRNA　は､幼虫組織では主に脂肪体に局在していた｡

第5章では､SDH遺伝子の発現槻構を解明するため､カイコ　SDH遺伝子を単離し､

その塩基配列を決定した｡　SDH遺伝子は､8個のエクソンより構成されていた｡
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5'上流域には､TATA　box　相同配列が4箇所それぞれ離れた箇所に存在していた｡

カイコの　SDH遺伝子は､ゲノム当り　1コピーであった｡休眠覚醒斯から胚子発

育期にかけて出現する　2種の長さのSDH`mRNAは､異なる転写開始点によるもの

であることを示した｡　これらの結果を総合して､第6章ではカイコ　SDH遺伝子の

発現調節機構について考察した｡
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第2章　5　°C

ル脱水素酵素の誘

心溺い

j淳

こ　Jこ　そ,`ノ　ノレ　1=ご　ト　ー-

　　一般に昆虫では､休眠中にポリオール(グリセロール､ソルビトール等)や

トレハロースが蓄積して耐寒･耐凍物質として働くことによって､昆虫が越冬す

ることを可能にしている(Hochachka　and　Somer0,1984;　Storey　and　Storey,

1988)｡　ポリオールによる耐寒･耐凍性は､ポリオールが､紬胞の　super

cooong　point　を降下させると共に､紬胞中の自由水を減少させ､その分だけ結

合水を増加させることによって達せられる｡　この自m水から結合水への変換によ

って､生化学的な反応が低下し､低温に対する耐性が獲得されるものと考えられ

ている(Storey　and　Storey,1988)｡

　　カイコの卵では､休眠の開始期にグリコーゲンよりソルビトールが生成され､

150　mM　という高濃度で蓄積される(Chino,i957,i958;柳沼･山下,1977;

Yaginuma　and　Yamashi　ta,　1978;　Yamashita　and　Yaginuma,IHI)｡　このソルビ

トールはカイコの場合､低温下における卵内の細胞の構造と機能を安定化させ､

卵に耐寒性をもたらす(Suzuki　et　a1.,1983)｡休眠党醒に有効な約2ヵ月間

の　5°C冷蔵によって､ソルピトールはグリコーゲンヘと変換され､これに伴い

ソルピトールに使われていた結合水が､再び自由水となる｡これによって､生化

学的に活発な代謝が可能となる｡　この自由水の回復は､胚子発育の男開に非常に

重要な意昧を持つものと考えられる｡　さらに､休眠党醒に伴い徘び蓄積されたグ

リコーゲンは胚子の形態形成の過程でエネルギー源として利用される

(　Yamashi　ta　et　al　‥　1975;　Yaginuma　and　Yamashita,　H78;　Yaginuma　et　aL　,

　1990a;　Yamashita　and　Yaginuma,1991)｡

　　上記のように､休眠党醒期において､ソルビトールの利用を調節する系が重

要な意昧を持つと考えられる｡　そこで､ソルビトールの利用を制御する酵素を同

定するため､ソルビトール代謝に関わる　3種の酵素､aldose　reduetase(NADP

-polyol　dehydrogenase,　EC　1.　1バ1.21　)､　NAD-sorbitol　dehydrogenase　(　SDH,

EC　I｡L　1.　14)､ソルピトールを燐酸化する酵素の活性変動について調沓がなされ

た(Yaginuma　and　Yamashita,1979,1991)｡　その結果､aldose　reductase活

性は､休眠開始･維持･党醒期を通して高く､ほぽ一定であり､ソルビトールを
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5　°

た｡

燐酸化する酵素の活性は､休眠開始･維持･党醒期を通して低《､ほぼ一定であ

った｡　これに対して､SDH活佳は､休眠開始･維持斯にはほとんど認められない

が､休眠覚醒期に出現し､増加した｡　SDHのみがソルビトール量の減少変動型と

鏡像関孫にある活性変動型を示した(Yaginuma　and　Yamashi　ta,1979;

Yaginuma　et　al‥　1990a)｡つまり､休眠打破に効果的である　5゛C冷蔵によっ

て､SDH活性が出現すること､従ってSDH活性によってソルビトール利用が調節

されていることが示された｡

　　そこで本章では　5/C冷蔵による　SDH活性の出現が､既存の　SDHが不活性

型から活性型へ変換されることによるものか､新たに合成された　SDHによるもの

かについて検討した｡先､ずはじめに､SDHタンパク質の検出に必要な抗体を作製

するためにカイコ卵から　SDHの精裂を試みたが､SDHは律速酵素であり､ソルビ

トール代謝系の中で一番活性が低いことから､そのタンパク質は､微量であるこ

とと､失活し易いことから精製は非常に困難であった｡　そこで､既に精製されて

市販されているヒツジの　SDHに注目し､カイコとヒツジの　SDHタンパク質の間

には共通した一次構造が存在するものとの仮定のもとに､市販のヒツジの　SDHを

抗原に用い､抗体を作製した｡次に､

　と反応することを示した｡　さらに､

　¥･

心 の抗体がカイコ卵から部分精製した　SDH

の抗体を用いて 5 Cで冷蔵した休眠卵

ことを明らかに

¥

U

において　SDHタンパク質量がSDH活性に比例する

Cのような低温に

した｡　従って､

よってSDHタンパク質の生合成が開始されるものと結論し
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材料と方法

　　供試材料

　　供試蚕品種には､交雑種(錦秋×鐘和､春嶺×鐘月)を用いた｡　発育の斉一

化を図るために､産卵時間を　2時間とし､25　゛C　に　2　日間保護した後､5゛Cに

冷蔵して休眠を党醒させた｡　また､休眠の維持には､産下後より､連続して

25　°C　で保護した(Yaginuma　et　al｡,1990a)｡

　　　　･゜の-　l

　　カイコ卵(O｡2g)を､5倍容(V/W)の　100　mM　Tri　s　-　HCI

(pH　8.8)で磨砕し､17,000　g､4°Cで　15分間遠心して上清を得た｡　この上

清のうち一定量を　Sephadex　G-25　カラム(O｡5×　7　em;　ファルマシア　LKB)

にかけ､高分子分画を集め､酵素標品として用いた｡

　　　　“　　の'|

　　酵素活性は､NADとソルビトールとを酵素標品と　30　゛C　で反応させ､生成さ

れた　NADH量を340　nm　での吸光度の変化を測定することによって求めた｡

　　　　のロ　　　'

　　1.硫安分画

　　酵素の籾製操作は　4　°C　あるいは　O°C(水上)で行った｡　10gの休眠卵

(5°Cで　300日間冷蔵)から調製した遠心(17,000　g､15分)上清から､

60%飽和硫安で沈澱する分圃を集めた｡　この沈澱物を少量の　20　mM　燐酸緩衝液

　くK2HP04-H2P04)､pH　7.0､に溶解させた後､Sephadex　G-2　5　カラム

く2.5×　10　em;　ファルマシア　LKB)にかけ､高分子分画を集めた｡

　　2.　Blue　Sepharose　CL　6B　カラムクロマトグラフィー

　　高分子分画を､予め　20　mM燐酸緩衝液､pH　7,0､で平衡化した　Blue

Sepharose　CL　6B　カラム(2.5　×　10　em;　ファルマシア　LKB)に添加した｡同

じ緩衝液でカラムを十分洗浄し､未吸着分画を取り除いた｡カラムに吸着した夕

ンパク質を　O｡2　M　NaCI　を含む　20　mM燐酸緩衝液により溶出した｡　流速は
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38　m1/hr　であり､10　ml　ずつを分画した｡各フラクションのタンパク質量と

SDH活性を測定した｡活性の認められたフラクションを集め､80%飽和硫安で沈

澱させ

　　3.

ごく少量の O｡2　M　NaCI　を含む20　mM燐酸緩衝液に溶解させた｡

Sephacry1　S-300　クロマトグラフィー

　　Sephacryl　S-300　カラム(1.5×　90　em;　ファルマシア　LKB)は､予め

O｡2　M　NaC1　を含む　20　mM燐酸緩衝液､pH　7.0､で平衡化した｡上記のサンプル

をカラムに添加し､同上の緩衝液で溶出させた｡流速は　12　ml八rであり､1　ml

　ずつ分画した｡

　　タンパク　の

　　Bradford(1976)の方法に従った｡標準曲線の作製にはウシ血清アルブミン

を用いた｡また､酵素の精製の指標としてのタンパク質量は波長280　nm　での吸

光度から算定した｡

　　SDHタンパク　弓画の゛1

　　ウエスタンプロティングに用いる　SDHタンパク質分画は以下の方法を用いて

濃縮した｡O｡5gの卵を　5倍容(V/W〉の20　mM燐酸緩衝液(pH　7.0)で磨

砕し､遠心した後､上清を集めた｡　これを　Blue　Sepharose　CL　6B　カラムにかけ､

未吸着のタンパク質を十分洗浄した後､0.2　M　NaC1　を含む　20　mM燐酸緩衝液で

カラムに吸着したタンパク質を溶出した｡　これらを脱イオン蒸留水でよく透析し､

濃縮したものをSDS-PAGEの試料として用いた｡

　　抗｣杢JぱL盟

　　抗原には､Boehringer　Mannheim　社より購人した､精製されたヒツジの肝臓

SDH(100μg〉を用いた｡初めに､SDS-PAGEにより､市販標品の純度を調査

したと ころ､ 1 本のバンドのみが検出されたので

PBS(　8.2　mM　Na2HP04

　･●

仙｡ の標品をそのまま　200

137　mM　NaCI 26　mM　KCI

μ
　
　
x
ノ

1　の

　に1.5　mM　KH2P04 pH　7.4

溶解し､等量のComplete　Freund゛　s　Adjuvant(Difco　Lab｡)と混合した｡　この

混合液を　1週間間隔で合計4回マウスの腹腔に注射した｡最終の注射から　1週

間後に採血を行い､採集した血液を　10,000　gで　10分遠心し､得られた上清を
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抗体として用いた｡　また､抗ウマ肝臓アルコール脱水素酵素(ADH〉抗体､及び､

抗酵母ADH抗体も,､抗原として用いたそれぞれの精製標品を　Boeringer

Mannheim社より購人して同様に作製した｡

た

つ

○

た

ポリアクリルアミドゲル"　消　　　PAGE

Native-PAGEは　7%スラブゲルを用い､Davis(1964)の方法に従って行っ

SDS-PAGEは　12.5%スラプゲルを用い､Laemm□(1970)の方法に従って行

　　ウエスタンブロットi

　　電気泳動後Towbin　et　al｡(1979)の方法に従ってタンパク質をニトロセル

ロース膜(Advan　tec　Toyo　)に電気的にブロットした｡　この膜を　2%ス牛ムミ

ルク溶液(PBSに溶解)中で30分間振擾した後､2,500倍に希釈した抗ヒツ

ジSDH抗体を含む　2　54;　スキムミルク溶液中で､4　°C　で一晩振塗した｡　2%ス牛

ムミルク溶液でよく洗浄した後､2,500倍に希釈した　1呂Iでラベルしたヤギ抗

マウス　lgG抗体(Amersham)を含む2%ス牛ムミルク溶液中で室温で　2時間

振後した｡再び2%ス牛ムミルク溶液中で洗浄した｡　このニトロセルロース膜を

乾燥した後､X線フィルムに密着し､抗体と反応したタンパク質バンドを検出し

た.または､一次抗体で振塗した後､Amersham　blotting　detection　kit　を用い､

説明書くAmersham　lnternation1　)に従って､biotin-avidin-アルカリフォス

ファターゼ系によって､抗体と反応したタンパク質バンドを検出した｡
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糸古拝1

1

　　SDHタンパク質の量的変動を調査するために､市販の精製されたヒツジの

SDHを抗原に用いて抗ヒツジSDH抗体を作製した｡抗ヒツジSDH抗体の特異性

を見るため､SDHと一次構造上約30%類似性のあるウマ肝臓アルコール脱水素

酵素(ADH)及び酵母ADH　との反応性を　SDS-PAGEとウエスタンブロティング

分析によって調査した(Jeffery　and　Jornval　l,　1988)｡　その結果､抗ヒツジ

SDH抗体はヒツジ　SDH(10　ng)とのみ反応し､ウマ肝臓ADH(10　μg)及び

酵母ADH(10μg)とは反応しなかった(結果省略)｡　さらに､この結果を再

確認するため､抗ウマ肝臓ADH抗体及び抗酵母ADH抗体を作製し､SDHとの反

応性を調べた｡　その結果､抗ウマ肝臓ADH抗体はウマ肝臓A　DII　(100　ng　)との

み反応し､ヒツジ　SDH(1μg),酵母ADH(100　ng　)及び部分精裂したカイ

コ　SDHく1.μg)には反応しなかった(結果省略)｡　さらに､抗酵母ADH抗体

は､酵母ADH(100　ng)とのみ反応し､ウマ肝臓ADH(100　ng)､ヒツジ

SDH(1μg)及び､部分精製したカイコ　SDH(1μg)には反応しなかった

(結果省略)｡以上の結果より､抗ヒツジSDH抗体は､一次構造上類似性の認め

られる　ADH　とは反応せず､　SDHとのみ反応することが明らかになった｡

　　次に､抗ヒツジSDH抗体のカイコ卵の　SDHとの反応性について訓べた｡　カ

イコ卵の　SDHを　Blue　Sepharose　CL　6B　カラム､Sephacryl　S-300　カラムを用い

て部分精製した｡　Sephae･･yI　S-300　カラムの溶出パターンをFig｡1Aに示した｡

SDH活性は､フラクションNo｡10　1　が､一番高かった｡　また､各フラクションに

おいて､ウエスタンブロット分析を行ったところ､一番潅いバンドは､フラクシ

ョン　No.　101で得られ､バントの濃さと活性の強さのパターンがよく一致してい

た　(　Fig｡IA,B　〉｡

　　さらにヽ一番活性の強くみられた　N0.101のフラクションのみを用いて､

7%Native-PAGEを行った｡同一試料を　3　レーンに泳動した後､ゲルをそれぞれ

短冊状に切り出した｡第　1のレーンのゲルは､SDH活性の測定に用いた｡　第2

のレーンのゲルはヽウJIスタンブロッティング分析に用いた｡第3のレーンのゲ

ルは､2次元目の　SDS-PAGEに用いた後､さらにウエスタンブロッティング分析
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Fig.　1.　　Sephacryl　S-300　colullln　chrom削.cべrjaぃhy　of　Bo!nりyx　SDH.

くA)Profile　of　protein　corlcentration　and　SDH　acいvμy.(B)lm-

munoblotting　analysis　usln14　ant　i-sheep　S【川s(‘|'lun.　　The　eggs(10
g)were　usedasthe　sLarLing　materiaj　凡ft{ヽr(･.hillinM　at,5°C　ror

300　days.　　Fr4ctJons　corlt.ainin吋　SD日　,1(･liv□.y　afLer　Blue

Sepharose　chromat(以r引)hy　were(?9nceM.rated　and　th(,n　aPplied　to

Sephacryl　S-300.　Frad,ions(l　ml)were　collected　at.　a　flow　rate

of　12　m1/h.　　ln(Aに　Λ.280　nm(…○…),absorbanceat　280nm
for　protein　concentration;　A.　340　nm(-●-),absorbance　at　340

nmfor　SDH　activity　per　l　h/5{j　μ1　of　each　fraction,　　ln(B),
biotin-avidin-alkaline　phosphatase　system　was　used　for　i阻munos-

taining,

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　-14-



を行ったくFig｡2)｡　Native-PAGE後のSDH活性は､電気泳動後のゲルを原点

から先端まで5　mm　間隔で切断し､それぞれのゲルを酵素標品として用いること

によって求めた｡SDH活性はNative-PAGEのゲル上では､Rf値O｡17　-　0.21の

部分に認められた(Fig.2A)｡　Native-PAGE後のウエスタンブロッティングで

は､Rf値0.21付近に抗ヒツジSDH抗体と反応するバンドが検出された

(Fig｡2B)｡　この　Rf値は活性の認められた　Rf値と一致していた｡2次元目に

　SDS-PAGEを行った後にウエスタンブロッティングした結果においては､分子量

　36,001の位置に抗体と反応するスポットが確認された(Fig｡2C)｡

　以上の結果より､抗ヒツジ　SDH抗体はカイコ卵の　SDHを認識すること､及び

カイコのSDHは　36　kDa　のポリペプチドより成ることが示唆された｡

2

　　休眠卵を産下後　2　日より　5°Cに冷蔵し､一定期間後にサンブリングし､

SI)H活性の測定とウエスタンブロッティング分析を行った｡活性は冷蔵44　日ま

で検出されなかったが､冷蔵54日には出現し､以後冷蔵期問とともに上昇した

　(Fig｡3A)｡一方､産下後　25　°C　で保護し続けた休眠卵では､SDH活性はほと

んど検出されなかった(結果省略)｡

　　SDHは､微量であるため　Blue　Sepharose　CL　6B　カラムを用いて　SDHタンパ

ク質分画を濃縮して､SDS-PAGEのサンプル(1　レーン当たり　75　mg　の卵に

相当　)とした｡抗ヒツジSDH抗体と反応する分子量36,000のタンパク質

(Fig｡2C参照)は､冷蔵54　日より検出され(Fig｡3B)､以後冷蔵期間とと

もにバンドの濃度は増加した｡一方､産下後25　‘C　で保護し続けた場合､抗ヒツ

ジSDH抗体に反応するバンドは検出できなかった(結果省略)｡

　　以上の結果より､SDH活性の強さは､SDHタンパク質の量に比例しているこ

とが示された｡つまり､低温によって出現する　SDH活性の出現は､SDHタンパク

質の生合成によってもたらされることが示唆された｡
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Fjg.2,　　Analysps　by　PA(;E　and　immunoblol,tjf哨　of　l.h(･par{.ia目y

purified旦息黒よ)yx　SDH.　SDH　I)urified　Partially　by　a　('ombinaLion　of
BLue　Sepharose　and　SePhacry1　S-300　chromatography　was　】o4dedon

the　three　]anes　of　7%native-PAGE以e1.　Λfter　naLive-PAGE,l　hc

three　lanes　were　cut,into　each　st,rip.　　Each　lane　was　used　for

the　rollowin･4　analyses,(A)SDH　acし1viLy　on　7%natjve-PAGE　ge1.
The　gel　strip　was　cut　into　each　5　mm　piece　from　the　origin　t,o　the

front,　SDH　activity　was　measured　as　described　in　the　MateriaJs

and　Methods,except　for　use　of　gel　piece　instead　of　enzyme　solu-

tion.　A.340　nm,absorbance　at　340　nmper1.5　h/one　piece　of

the　ge1,　(B)I吼munoblot　of　7x　native-PAGE　ge1.　((n　lmmunoblot
after　further　analysis　for　12.5%　SDS-PAGE.　　Biotin-avidin-

alkaline　phosphatase　system　was　used　for　immunostaining･

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　-16-
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Fig･3.　　Chan河es　in　acovity　of　SDH　(A)and　iterlsity　of　SDH　im←

munolabeling　band(B)in　BQmbyx　diapuse　eggs　exposed　Lo　5'　C　from
2　days　after　oviposit.ion.　The　eggs　were　chi　11､ed　at.　5　°c　from　2

days　after　oviposition.　ln(A),each　point　represe削.s　a　mean　of

two　separate　experiments　士　range　shown　as　vertical　bars.　　ln

(Bh　each　samPle,corresponding　to　75　咀g　eggs,was　applied　to
12.5%SDS-PAGE　after　Blue　Sepharo8e　CL-6B　column　chromatography

{see　Materials　and　Methodsh　　For　the　immunolabeling,an　anti-
mouselgG　labeled　with　125　1　was　used.　The　same　applies　to　Fig.

10.
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　　抗ヒツジSDH抗体が､カイコ卵のSD}Iを認識することが明かとなった｡こ

の抗体と反応したカイコのSDHは､分子量　36,000のサブユニットから成ること

が示された｡　この分子量は､ヒツジの　SDHのサブユニットの分子量　38,000に類

似した大きさであった(Jeffery　and　Jornva11,1988)｡　この抗体を用いて休眠

党醒斯における　SDHタンノ゛ク質量の変動を訓沓し､SDH活佳の変動と比較した｡

その結果､SDHタンパク質量は､SDH活性の強さとよく一致していた｡　このこと

により､SDH活性の出現はSDHタンパク質の生合成に依存していることが示唆さ

れた｡　つまり､5‘C冷蔵による　SDII活性の出現は､SDHタンパク質の生合成に

基づくものであることが示された｡

　　休眠中､または､冷蔵期間中のカイコ卵においては､タンパク質量の変動は､

Lowry法や　Bradford法による定量やSDS-PAGEゲルのクーマシー染色ではほと

んど認められないのは勿論のこと(小林･柳沼,1986)､放射性同位体で標識し

たアミノ酸の取り込みくSonobe　and　Odake,H86;　Sonobe,1H9〉､あるいは､

全RNAを用いた　ln　vitro翻訳系によるタンパク質合成のレベル(Kurata　et

a1‥　1979;小林･柳沼,1986)においても､休眠に伴う変動はほとんど検出さ

れていない｡　また酵素活性の変化では､アリルエステラ一ゼの|種であるエステ

ラーゼA4の活性は休眠卵を　5　゛C　で2週間冷蔵することにより出現することが

示さ れているが､ この活性の出現は不活性型か ら活性型に変換される ことによっ

て生じることが唯一示されているのみである(Kai　et　al､1987)｡

　　また､H　al.o　hora　ceero　j　a　と　Philosamia　e　nthia　の休眠蛸や

Eurosta　sol　ida　ini､sの越冬幼虫においても､低温によってボリオールやトレハ

ロースが蓄積し､数種の酵素活佳くGlyeogen　phosphoryl　ase､Hexokinase､

phosphofructokinase等)が増大する

ても､

W

4. とが知られている｡　いずれの場合におい

の酵素活性の増大は､既存する酵素の活性化によって生じることが示唆

Storey,　1982

･●

軋､｡｡

されているくZiegler　et　aL,1979;　Storey　and　Storey,1981

摯
蓼 Hayakawa　and　Chin0,　1982a

質の生合成が､5

b)｡　これに対し､本研究においてSDHタンパク

Cの様な低温に よって､新たに開始されている とが示された｡
y

U

それでは､SDHタンパク質の生合成は翻訳または転写のいずれのレベルにお

-18-



いて謳節されているのであろうか?　転写のレベルで詞節されているのであれば､

5°C冷蔵によって　SDH　mRNA　の合成が開始されると考えられる｡　また､翻訳のレ

ベルで調節されているのであれば､卵形成期間に合成された　SDH　mRNA　が母性

mRNAとして卵に保存され､休眠期間中長期にわたって安定に保たれていると考え

られる｡　そこで次章では､SDH　mRNA　に対する　eDNAをクローン化し､この　SDH

CDNAをプロープとして　SDH　mRNA　を定量し､SDH　mRNA　量が､SDHタンパク質量

と比例して変動するものかどうかについて検討した｡

-19-



揃iW

1.　精製されたヒツジのSDHを用いて抗SDH抗体を作製し､この抗体がカイ

コの　SDHを認識することを示した｡

2

3

カイコのSDHタンパク質のサブユニットの分子量は　H,000であった｡

5 Cに冷蔵した休眠卵のSDH活性の変動のパターンは､SDHタンパク質

量の変動のパターンに一致していた｡

4.　以上の結果より､5゛C冷蔵によって出現する　SDH活性はSDHタンパク質

の生合成によってもたらされることが示唆された｡
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第3章　5°

脱水素酵素遺 ィ云ヱ

C　河い励い こ　よ

既)ざい見

j6　こノ　ノレ　ヒ゛ ト　ー-　ノレ

第2章では､カイコ卵のSDHを認識する抗ヒツジ　SDH抗体を調製し､こ

を用いて､休眠卵において　5　゛C　冷蔵によって出現する　SDH活性は､SDH

ク質の生合成によってもたらされることを示した｡　そこで､本章では　SDH

の

抗体を用いて､休眠卵において　5　゛C　冷蔵によって出現する　SDH活性は､SDH

ンパク質の生合成によってもたらされることを示した｡　そこで､本章では　SDH

ンパク質の生合成が転写または翻訳のいずれのレベルで調節されているかにつt

て検討した｡

　　先ず､5

`S

夕
　
　
夕

C冷蔵に伴う　SDH　mRNA　量の変動を調杏するため､ハイブリダイゼ

ションのプロ ブとする　SDH　CDNA　を調製することとした｡前章で調製した抗

ヒツジSDH抗体を用いて､カイコ幼虫脂肪体の　polyくA)4　RNAから作製した

cDNA　ライブラリ をスクリ

基配列を決定して､ア

ニ　ン グして､SDH　CDNA　を単離し､この　cDNAの塩

ノ酸配列を推定した｡　ホモロジーサーチの結果､カイコ

X
一
X

SDH　CDNA　から推定したアミノ酸配列は､哺乳類のSDHと相同性が高いことが明

かとなった｡　この　cDNAを用いたノーザンブロティング法または　reverse

transcription-polymerase　chain　reaction(RT-PCR〉法により､SDH　mRNA　量

の変動を調査したところ､カイコ　SDH　mRNA　は､冷蔵40-50　日より出現し､以

後低温接触期間の増加と共に増加した｡　さらに､このmRNAの卵内における局在

性を胚子､卯黄紬胞､漿膜について調べたところ､SDH　mRNA　は主に卵貿細胞に局

在することが明かとなった｡以上の結果より､抗ヒツジ　S　DII　抗体を用いてカイコ

のSDH　eDNA　を単離したこと､並びに､SDHタンパク質の生合成は転写レベルで

調節されていることが示された｡

-21-
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材料と方法

　　俵盈社料

　　供試蚕品種には､交雑種(春嶺×鐘徊)を用いた｡発育を同調させるため､

産卵時間は　2時間とした｡卵の休眠状態は以下のような処理によって調節した｡

(1)休眠維持:産下後連続して　25　°C　に保護､(2)休眠党醒:産下後2日から

　5‘Cに冷蔵｡

　　　ゝ　　　　　　　　　　　　　　び･　　　　の

　　　5　°C　で　104日間冷蔵した休眠卵を解剖に用いた｡　実体顕微鏡下で鋭い先端

のピンセットを用いて冷生理食塩(O｡75%NaCI)中で､胚子(羊膜を含む)､

卵黄細胞､漿膜に分けた｡

　　4令2　日の幼虫の脂肪体または8日令の卵のpoly(A)4　RNA　より作製した

λgtll　eDNA　ライプラリーをスクリーニングに用いた｡組換え体λファージを大

腸菌Y1090に感染させてプラークを形成させた｡　このプラークに予め　10　mM

IPTGで処理したニトロセルロース膜をあて､膜上に発現したタンパク質を吸着さ

せた｡この膜を2%ス牛ムミルク溶液(PBS溶解)中で室温で30分間振磯し

た後､2,500倍に希釈した抗ヒツジSDH抗体を含む同じ溶液中で4パC､一晩振

した｡　2%スキムミルク溶液でニトロセルロース膜を洗浄し､続いて[1251]

標識したヤギ抗マウス　lgG抗体(74　kBq/20　ml　;　Amersham　)を含む同じ溶液

中で室温で　2時間振微した｡陽性のプラークから回収したファージを肖び大腸菌

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　.　-lの゛'

　クローン化した組換え体ファージをEeoRIで切断し､得られた　cDNAインサ

トをM13mp18ペクター(Toyobo,Tokyo,Japan)のマルチクローニングサイ

ダト内にある　EcoRI切断部位にライゲーション牛ット(Takara,Kyoto,Japan)

-22-



　を用いて連結した｡　M1　3mp18　eDNA　組換え体と　JM103のコンピテント細胞を混合

し､形質転換した　JM1　0　3　コンピテント細胞を得た｡形質転換した紬胞と　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を調製した

(Sambrook　et　al‥　1989)｡　牛ロシークエンス用ディリーションキット

(Takara,Kyoto,Japan)を用い､種々のディリーション　ミュータント　eDNA

を組み人れたM13mp18ファージを作製した｡これらのファージの　1本鎖DNAを

調製し､これらをテンプレートとしてシークェンス反応に用いた｡シークエンス

反応はSequenase(United　States　Biochemicals　Co｡)を用い､ジデオ牛シ法

　(Sanger　et　al‥　1977)により､DNAオートシークエンサーを用いて行った

(ABl　mode1　370A　)｡また一次構造は､GENETYX(SDC　software　develop｡Co｡,

　Tokyo,Japan)により推定した｡

　　ノーザンブロット゛-
　　-

　　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

　　全RNAは　Kobayashi　et　al｡(1988)の方法に従いフェノール法によって

抽出した｡　全RNA(30μg)に､2.0μI　の　5X　MOPS､3,5　μ1　の

formaldehyde､10　μI　の　formaldehyde　gel-1oading　bufferく　50%glycero1､

l　mM　EDTA､O｡25%xyl　ene　cyanol　FE　〉を加え､電気泳動用試料とした｡　2.2M

　formaldehydeを含む　1.0%アガロースゲルを作製し､奄気泳勤緩衝液く1×

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　で電気泳動した｡泳動後のゲルから　RNAをナイロン膜(Hybond　N‘

　nylon　membrane,Amersham)に転移した｡転移は､o｡5　M　NaCI　をプ･ッティン

グ“ッファーとして用い､毛紬管現象を利用する方法で行った｡

　　2.　プロープの作製

　　eDNAを鋳型にして､[αン2P]dCTP(1.85　MBq　)を用いラングムブライフ

ー法により[32P〕で標識したオリゴヌクレオチドを作裂した｡反応は､Random

Primed　Labeling　Kit(Boehringer　Mannheim)を用いて行った｡

　　3.　ハイブリグイゼーション

　　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×

-23-



たは　0.2μgの全RNA試料をス

SSPE､　50　%　formamide､　5X　Denhard　t゛s　reagen　t､　O｡5　%　SDS､　10　mg/ml　salmon

　sperm　DNA　〉に浸し､42　°C　で少なくとも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

[32P]で標識した　DNAプロープ(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　12時間インキュベートした｡　イン

キュベート後ナイロン膜は､洗浄するため　100　ml　の0.1%SDSを含む　2×

SSPE溶液に浸し､42　゛C　で　15分間振復した｡　この操作を2回繰り返した｡　さら

に　200　ml　の0.1鴬SDSを含む0.1X　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｡　洗浄後ナイロン膜をオートラジオグラフィー

に用い､反応したバンドを検出した｡

UゴJJI

基本的には､Dallman　and　Porter〈1991〉の方法に 従って行った｡　1　μgま

パースクリプト(RNase　H

transcriptase､GIBCO　BRL)によるファ

reverSe

ストストランドcDNAの合成に用いた｡

この　cDNAのうち､1/4量をPCRに使用した｡　カイコの　SDHに特異的なプライ

マーとして､5゛　-TACACTGACGAGGAGGTTGT-3≒　及び､5'　-TTTGCA　CGTGTATGAGTATT-3　'

　(Fig｡5,点下線　)を用いた｡期待される　376　bpの　PCR産物を､アガロース

ゲル電気泳動した後､ナイロン膜に転移した｡このPCR産物の検出には[32P]で

ラベルした　5'　-GTGGAGCTGCCGCTCACA-3'(Fig.5,二重下線　〉をプローブに用い

て行った｡　プローブにハイプリダイズしたPCR産物の放射活性の視覚化と数量化

は､イメージアナライザー､BAS　2000(Fujifilm､　Tokyo､　Japan)を用いて

行った｡　PCR産物量の　log値は､27サイクルまで直線的に増加したので､本実

験では､25､または､27サイクルを用いて､PCRを行った｡SDHとは異なる発現

の対照として､紬胞質アクチンについても同様の操作を行った｡　ただし､PCRの

テンプレートには､1/20量の　eDNAを用いた｡　PCRのプライマーには､5'-ATCA

AGGAGAAGCTGTGCTA-3'と　5'　-CACTTCATGATGGAGTTGTA-3'　を用いた(Mounier　and

　Prudhome,1986)｡　PCR産物の検出のためのプローブには､5'　-GCTATCACCATCGG

AAACGA-3'を用いた｡　アクチンのPCR産物の　1og値は､20サイクルまで直線的

に増加したので､本実験では､18サイクルでPCRを行った｡
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　　コンピュータ,I

　　シークエンス解析は､GENETYx　fast　homology　searchくSDC　software

develop.Co‥　Tokyo,Japan)を使った　FAST　program(Lipman　and　Pearson,

　1985)により､NBRF及びSHSS-PROTのタンパク質データバンクのソフトウェ

アを用いて行った｡
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紀四殺

1

先ず初めに､

SDH　eDNA　のクロ･-ニングと塩基｡|の゛

8日令の卵を用いて作製したcDNAライブラリー(lkeda　et

a1‥　19H)のうち､1.8×10c個の組換え体ファージに対して､抗ヒツジ　SDH

抗体を用いてスクリ ニ　ン グを行った｡　しかし陽性クローンは得られなかった｡

次に､卵より約10倍SDH活性の高い幼虫の脂肪体くFig｡□参照)の　cDNA

　ライブラリーくFujiwara　and　Yamashita,H9.1)のうち､1.2×106個の組換

え体ファージに対してスクリーニングを行い､1個の陽性クローンを得ることが

できた｡　このeDNAインサートの長さは､アガロースゲル電気泳動の易動度から､

L　2　kbp　と算定された｡　この大きさは分子量36,000の　S聞をコードし得る大き

さである｡　cDNAの制限酵素地図及びシークエンスストラテジーをFig｡4　に示

した｡　シークエンスの結果､cDNAの長さは　10H　bp　であり､5 と　3

欠損していた｡　この欠損部分を補うため､SDH遺伝子をクローン化し

リゴプライマー(Fig

　末端側が

2つのオ

5､上線)を用いてSDH遺伝子の一部のシークエンスを

行った(第5章参照)｡　その結果､上記の　cDNAの　5'末端側は翻訳開始メチオ

ニン コドンまで､また　3'末端側は翻訳停止コドンまで､それぞれ､5､及び､3

塩基ずつ欠けていることが明かとなった(Fig｡5〉｡　予想された翻訳開始メチ

オニンコドンより上流に

ている翻訳開始メチオ

位置する　CAAGは､牛イロショウジョウバエで報告され

ニ　ン コドンの上流に位履するコンセンサス配列

(Cavener,H87)と一致していた｡

　　2.　　カイコ　SDH　と　　　　の　　　SDH　との　　゛

　　ここで得られたcDNAの翻訳頷城は　348個のアミノ酸をコードしており､夕

ンパク質の分子量は　37,158と算定され､SDS-PAGEより推定した　SDHのサブユ

ニットの分子量36,000に類似していた(Fjg｡2C〉｡　cDNAの塩期配列より推定

されたアミノ酸配列はホモロジーサーチの結果､zjnc-containing　long　chain

a】coho】/polyol　dehydrogenase　ファミリーに属し(Jeffery　and　Jornva□,

1988)､特に哺乳類のSDHに対して相同性が高かった(Fig.6)｡　そこで､哺

乳類SDHの匙亙拡a　homolog　を得たと結論した｡　カイコ　S闘の一次構造は､ヒ
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200bp
Hinc　11

　1
5'　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　･　　　　　　　　･
　　　　　　､　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3
---;●I････

　　　　　　=--り･･

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　--゛≒;●･･

こ

Fig.　4.　　The　reBtriction　map　and　sequence　strategy　of　cDNA　for　a

Jk里hyx　homolog　of　mammalian　SDH.　　　　Although　for　construction　of

the　map,various　restriction　enzymes(BamHI,EcoRI,Hincll,Pstl,
Sacl,　Sa11,　Sm.al　and　xbal)were　used,　a　site　digested　by　Hincll
was　only　found　in　the　insert　cD･NA｡　　　The　arrows　indicate　the　ex-

tent　and　the　direction　of　sequence　determination｡
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A工£iAj⊆CGAGAACTACGCTGCTGTGTTACACGGAGCCAACGACGTCAG　　T　　AGAAAATT

H　T　E　N　Y　A　A　V　　L　II　G　A　N　　D　V　R　　I　　E　K　　i

CC.AGTGCCCGAGATAAACGΛTGACGAGGTTTTAATAAAGΛTAGACTGTG,TCGGCATATGC

P　　V　　P　　E　　I　　N　　D　　D　　E　　V　　L　　I　　K　　I　　D　　C　　V　　G　　I　　C

GGTTCTGATGTCAAGTTATACAGCACGGGTACGTGTGGAGCGGATGTTATCGACAAACCG

G　　S　　D　　V　　K　　L　　Y　　S　　T　　G　　T　　C　　G　　A　　D　　V　　I　　D　　K　　P

ATTGTCATTGGTCACGAAGGTGCCG6AACTGTGGTC八AGGTAGGA､GACAAAGTAAGCAGT

I　　V　　I　　G　　H　　E　　G　　A　　G　　T　　V　　V　　K　　V　　G　　D　　K　　V　　S　　S

TTGAGAGTGGGCGACAGΛGTGGCAATAGAACCGACGCAGCCGTGTCGGTCCTGTGAGCTG

L　　R　　V　　G　　D　　R　V　A　　I　　E　　P　　T　　Q　　P　　C　　R　　S　　C　　E　　L

TGCAAGCGAGGGAAGTACAATTTGTGTGTGGAGCCACGTTATTGCTCCTCGATGGGCGCT

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

CCGGGAAACCTATGCCGTTACTACAAGCACGTCGCCGATTTTTGTCATAAATTACCAGAC

P　　G　　N　　L　　C　　R　　Y　　Y　　K　　H　　V　　A　　D　　F　　C　　H　　K　　L　　P　　D

AATCTAACAATGGAGGAAGGGGCAGCGGTCCAGCCGCTCGCCATCGTGATCCACGCCTGC

N　　L　　T　　M　　E　　E　　G　　A　　A　　V　　Q　　P　　L　　A　　I　　V　　I　　H　　A　　C

AACCGCGCCAAGATAACTCTCGGATCTAAGATCGTTATCCTTGGGGCCGGGCCTATTGGT

N　　R　　A　　K　　I　　T　　L　　G　　S　　K　　I　　V　　I　　L　　G　　A　　G　　P　　I　　G

ATTTTGTGTGCTATGTCGGCCΛAAGCAATGGGAGCTAGCAAAATTATTTTAACAGACGTA

i　　L　　C　　A　　M　　S　　A　　K　　A　　M　　G　　A　　S　　K　　I　　I　　L　　T　　D　　V

GTTCAGTCACGCTTAGACGCAGCACTGGAGTTGGGAGCTGATAACGTCCTCCTCGTCCGT
V　　Q　　S　　R　　L　　D　　Λ　　A　　L　　E　　L　　G　　A　　D　　N　　V　　L　　L　　V　　R

CGGGAGTACACTGACGΛGGAGGTTGTAGAAAAAATTGTGAAGTTGCTCGGTGACCGCCCG
　　　　　　　　　　141144希4●4¢ii･liiig461×4･･4ぶi41411}46114●4.●l警･i19●●i･?･参●s摯か･･S4f･ψ●j4g

R　　E　　Y　　T　　D　　E　　E　　V　　V　　E　　K　　I　　V　　K　　L　　L　　G　　D　　R　　P

GATGTGTCAATCGATGCGTGTGGGTACGGGTCGGCGCAGAGAGTCGCTCTACTGGTGACT

D　V　S　　I　　D　A　C　G　Y　G　S　A　Q　R　V　A　L　L　V　T
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AAGACAGCGGGCTTGGTGTTGGTGGTCGGCATAGCTGACAAAACGGTGGAGCTGCCGCTC　840

K　　T　　A　　G　　L　　V　　L　　V　　V　　G　　I　　A　　D　　K　　T　　　　　7　　　　　Fコフ‾　280

ユ£Mこ&AGCGCTGCTCAGAGAAGTTGACGTTGTAGGGTCCTTTCGTATTATGAACACGTAC　900
百‾jLド　A　　L　　L　　R　　E　　V　　D　　V　　V　　G　　S　　F　　R　　I　　M　　N　　T　　T　　　300

CAGCCCGCCCTGGCCGCGGTGTCCTCCGGGGCCATCCCCTTGGACAAGTTCATCACTCAT

Q　　P　　A　　L　　A　　A　　V　　S　　S　　G　　Λ　　I　　P　　L　　D　　K　　F　　I　　T　　ll

訊｡鴇以ÅりS　
R　　F　　P　　L　　N　　K　　T　　K　　E　　A　　L　　D　　L　　A　　K　　S　　G　　A　　A　　M

960

320
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348

ΛAAATΛCTCΛTACACGTGCAAAATT
　　　･4●●｢憾●●4雌●･●¥･i･4･●･･加●is･●･･参･･j4441か･ll･･･W皐●g●●･la●ぶ●ii●･●4･i●･●　　　-~~“

K　　I　　L　　I　　H　　V　　Q　　N　　拿

Fig.　5.　　　Nucleotide　sequence　of　cDNA　for　a　旦勁汝yLき　homolog　of

mammal　ian　SDH　(BmSDH)from　larval　fat　body　and　the　deduced　amino
acid　seque‘nce.　　　　The　nucleotide　sequences　supplemented,with

nucleotide　aequence　of　the　BmSDH　gene　are　underlined｡　　　Stop

codon　(TAA)　is　旦■旦£joJ.　　　　The　u　　er　ined　sequences　were　syn-
thesized　as　Primers･　for　determining　the　missing　regions　of　5゛and

31　ends　from　a　genomic　clone.　　　The　dot-underli　ed　sequences　were

used　a昌　primers　for　RT-PCR　analysis,　　　An　interna1

oligonucleotide　as　a　hybridization　probe　for　RT-PCR　is　　n　erlined

心.
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昿以紅SDi　3　52

　Comparison　of　amino　acid　sequence　of　BmSDH　with　SDH

　from　livers　of　sheep　(SSDH),　rat　(RSDH)　and　human
Residues　conserved,1n　at　least　two　species　of　SDHs　are

　ln　the　case　that　the　conserved　residues　are　divided

two　groups,　only　the　group　which　contains　BmSDH　is

　The　residues　conserved　in　sheep　and　human　liver　SDHs

and　16　species　of　ADHs　are　indicated　with　c1Qsed　circles(Jeffery
and　Jornva11,　1988;　Karlsson　et　a1.,　1989)　｡
are　indicated　on　the　right　side　in　BmSDH　and　each

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　-29-

Residue　numbers

mammal　ian　SDH　｡



ツジ(Jeffery　et　al‥　19H;　Karlsson　et　al‥　1989)､ラット　(Karlsson

et　al‥　1HI)､ヒト(Karlsson　et　a1‥　19H)肝臓SDHの一次構造に対し

て､それぞれ､47%､46駕､45冤の相同性を示した｡また､大腸菌　Threonine

dehydrogenaseくTDH)(Aronson　and　Somervi　l　le,　1989),哺乳類ADH

(Jeffery　and　Jornval　l｡　1988)に対しては､それぞれ､28%､26-27%相同

性を示すにとどまった｡　カイコ　SDHと

体にわたって見られた(F

　
″
y
o

娠
1
1 6　)｡

alcohol/polyol　dehydrogenase　ファ

ぶ
ま
　
　
ミ

､哺乳類SDHとに相同なアミノ酸は､全

た､zinc-containing　long　chain

リーに共通して存在している､楠酵素の

NADや活性に必須な亜鉛の結合､及び三次構造形成のために重要であると考えら

れている　22個のアミノ酸のうち　21個のアミノ酸はカイコ　SDHにも保存されて

いたく●　in　Fig｡6)｡　しかし､基質であるソルピトールの結合に関わると考え

られているアミノ酸11個のうち　6個がカイコ　SDHでは雖換していた(Table

1　)｡

3

3ご

よって5

mRNA　が

　　5゛C゛　゛y.j･14こおける　S闘mHA　　の旁

Pで標識したカイコ　SDH　CDNA　をブローブに用い､ノ ザンブロット法に

C冷蔵中のカイコ休眠卵の　SDI{mRNAの検出を行った｡L2　kb　の

5 C冷蔵30 111　日の休眠卵で検出された(r

ー
ー
ー

ght　hao　in　Fig

7〉｡この長さは､eDNAから推定される長さと一致していた｡　しかし､25　゛C連

続保護の休眠卵においては､プローブと反応するバンドはほとんど検出されなか

った《left　half　in　FIF　7　〉｡つまり､低温により　SDH遺伝子の発現が開始さ

れると考えられる｡さらに､SDH遺伝子の発現には､5゛C冷蔵斯間が何日必要で

あるかを嵩感度のRT-PCR法を用いて　SDH　mRNA　量を副定することによって訓沓

した｡その結果､SDH　mRN`A量は､冷蔵10日から　30日では非常に少ない値でほ

ぽ一定に保たれていたが､冷蔵40　-　50　日より増加し始め､以後冷蔵期間に伴い

増加した(Fig.8A,B)｡このパターンは､SDH活性及びSDHタンパク質量の

変動のパターン(Fig,3参照)とよ《一致していた｡アクチンmRNA量は､こ

の実験期間中ほぽ一定であった(Fig｡8C》｡以上の結果は､カイコ　SDH遺伝子

の発現には､40-50日間の5/C冷蔵が必要であることを示している｡
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゛rable　1･　Comparison　of　alnino　acid

residues　whichare　thou9ht　to

interact　with　sorbitol　j

゛This　comparison　is　based　on,the　sorbito1

dehydrogenase　mode1(Eklund　et　a1.,　1985)｡
b　Numbers　refer　to　the　horse　liver　alcoho1

dehydro9enase　am土no　acid　sequence(Eklund

eゼ　a1.,　197　6,　1981)｡c　These　numbers　refer

to　each　SDH(Jeffery　et　a1.,　19841
Karlsson　et　a1　.　,　1989,　1991)｡

Residue　no｡b　BmSDH　　SSDH

6
8
　
2
　
7
　
7
　
3
6
　
1
　
4
　
4
　
Q
ノ

4
　
4
　
5
5
6
　
9
　
1
　
4
　
7
　
9
　
1

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
1
　
1
　
1
　
へ
/
`
`
j

Cys
40　C

Ser42

Tyr47

Cys52

H1S65

P　ro91

Tyr114

Gly119

Gln151

工1e271

va　1291

Cys
43　C

Ser45

Tyr49

11e55

His68

P　ro94

Phen7

Pro122

Glul54

Leu273

Lys293
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Fig.7.　Northern　hybridlzation　analysis　for　gene　expression　of

BmSDH　in　diapause　eggs.　　in　the　left　ha】f,the　egM9　were　in一

cubated　at　25°　C　continuously　from　ovipo9ition.　ln　t.he　right

half,the　eggs　were　chilled　at　5°C　rrom　2　days　after　oviposition.

Each　30　μg　of　totaL　RNAs　extracted　from　eggs　with　various　stages

was　applied　to　1,0%agarose　ge1.　The　RNAs　were　hybridized　with

radiolabeled　cDNA　for　BmSDH.
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Fig.8,RT-PCR　analysis　for　gene　expression　of　BmSljll　in　dia円いls(･

eggs.　　RNAs　were　prepared　from　diapause　eggs　exposed　t.,o　5°c　ror

various　perlods　from　2　days　after　oviposition.　1n(Λ)and(Bh

using　each　RNA　sample(1　μgl　the　first　stranded　dJNΛ　was　syn-

thesized　and　used　a8　a　template　for　PCR(25　cycles)with　primers
for　BmSDH　transcript,　The　PCR　product　was　elecLroPhoresed　in　an

agarose　gel,blotted　and　hybridized　with　a　radiolabeled　interna1

oligonucleotide(see　Fig.　5).　(A)Quantification　of　t.he　PCR
products　for　BmSDH　transcript.　Each　point　represents　a　mean　of

the　duplicate　experiments(each　SEM　was　within　6%).　(B)

Autoradiograph　of　the　PCR　products　for　BmSDH　transcriPt.　　(C)
Autoradiograph　of　the　PCR　producLs　for　actin　transcript　using　the

same　RNA　samples　as　for　BmSDH　transcript.　The　amounts　of　actin

transcript　in　the　eggs　were　at　almost　constant　levels　throughout

the　experiments,　Molecular　size　makers　were　co-migrated.
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次に､

SDH　mRNA　の　目句ロ

休眠覚醒斯の　SDH　mRNA　が卵内のど

るために､5

細胞､漿膜4

　W

仙｡ で発現しているかを明らかにす

Cで　104　日間冷蔵した卵を解削して､胚子(羊膜を含む)､卵黄

こ分け､それぞれより全　HAを抽出し､RT-PCRとサザンハイブリダ

イゼーションを行った｡供試した卵　1.個当りの全RNA量は､卵全体では　0.534

士0.006μg､胚子では　oパ05士0バ)03μg､　卵黄細胞では　0バ)99士0.003μg､　漿

膜では0.117土0.009μgであった｡　胚子と漿膜は､解剖によってほぽ完全に回収

されたが､卵黄細胞は､生理食塩水中に分散してしまうため全てを回収すること

は困難であった｡　このため､卵黄紬胞の全HA量は､明かに実際の値よりも少な

く算出されているものと考えられる｡そこで､卵黄紬胞中の真の全RNA量は､卵

全体の全RNA量から胚子の全RNA量と漿膜の全HA量を差し引いた値であると

仮定すると､O』12μgと見積ることができる｡この前提に立つと､1個の卵当り

のSDHのRT-PCR産物の放射活性は､卵全体では　17,096　epm､胚子では　4H

cpmヽ卵黄細胞では　5,345-16,843　cpm(o｡099　-　o｡3　1　2　μgのRNA量に基づ

〈　〉､漿膜では　347　cpm　と算定される｡　また､全　RNA当りで見ると　S回の

RT-PCR産物の放射活性は､卵全体では　6,403土7H　cpm､胚子では　883土H　epm､

卵黄紬胞では　10,797士5,053　cpm､漿膜では　594士356　cpmであった(Fig｡9

)｡つまり､卵黄紬胞の　SDH　mRNA量は､胚子及び漿膜の　SDH　mRNA　量に対し卵当

りでは､約　10　-　40　倍､全RNA量当りでは約10倍多いと考えられる｡同様に､

アクチンmRNAについても　RT-PCRを行ったところ､アクチン　mHAは漿膜に局

在していた(Fig｡9C)｡
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Fig,9.RT-PCR　analysis　for　localized　t,rans(･r･jpt　for　BmSDH　in　a

diapause　egg.　　　From　diapause　eggs(10　indivjduals)dd川ed　aF
5°　C　for　104　days　from　2　days　after　oviposit.ion,embryos,yolk

cells　and　serosal　membrane9　were　manually　isolat.ed.　ln(Λ)and

(B),RNAswereprepared　from　each　sample,and　0.2　μg()f　th(ヽt.o-
ta1　RNAs　was　used　for　RT-PCR　analysis(27　cycl.esJ　wil.h　primers

for　BmSDH　transcript.　　(A)Quant.ificat.ion　or　t.he　PCR　product.s
for　BmSDH　transcript,　Each　vertical　bar　represprll.s　a　vaLue　of

SEM(n=　3).　　(B)Autoradiograph　of　the　PCR　pr･oduct.s　for　BmsDH

transcript.　　(C)Autoradiograph　of　the　PCR　products　for　actin

transcript　using　the　same　RNA　samples　as　for　BmSDH　transcript.

The　actin　transcript　was　abundant　in　serosal　membranes.

Molecular　size　markers　were　co-migrated.　　1,whole　eggs;　2,

embryos;　3,　yolk　cells;　4,serosal　membranes.
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ゴ考鳶i

　　本章では､抗ヒツジ　SDH抗体を用いて､カイコ　SDH　eDNA　をクローン化し､

塩基配列を決定した｡推定された一次構造は､哺乳類の　SDHに対して約50%の

相同性を示した｡　NADと亜鉛の結合､及び三次構造の形成に重要と考えられてい

るアミノ酸は保存されていたが､ソルビトール結合に関わると考えられている部

位のいくつかのアミノ酸には匿換がみられた｡　この匿換の中でどのアミノ酸が実

際のソルビトールの結合に影響しているか､今の段階では明かではないが､この

ためカイコではソルピトールに対する親和性が低いのではないかと考えられた｡

実際､カイコの　SDHのソルビトールに対する　Km偵は､□6　mM(Yaginuma　and

　Yamashita,1979)であり､このKm値は､ヒツジ　SDI{及びヒト　SDHのソルビ

トールに対する　Km値　1-6　mM(Smith,1962:　Christensen　et　al､　1975;

Lindstad　et　al‥　1992〉､及びO｡6　mM　(Maret　and　Auid,1988)と比較する

と明かに高い｡　しかし､リンゴの果実のSDHで見られるようにソルピドールに対

する　Km値が125　mM　と高い他の例の報告もある(Yamaki,H80)｡従って､

SDHには､哺乳類でみられるようにソルビトールに対する　Km値が低いものと､

カイコやリンゴでみられるようにKm値が高いものとの　2種類があると考えられ

る｡　SDHがソルビトールに対して高い　Km植を持つカイコやリンゴでは､高濃度

のソルピトールが休眠卵(150　mM　)や転流糖く200-　800　mM;　山木,1984)

にそれぞれ蓄積される｡一方､ソルビトールに対して低いKm値を持つ哺乳類の

肝臓では､有意なソルビトールの蓄積は認められない｡　この様な生理的な違いが､

進化の過程で異なったSDHの出現に関わってきたのではないかと推副される｡

　　カイコ　SDH　eDNA　を用いて､低温によって開始される　SDHタンパク質の生合

成が､転写または翻訳のいずれのレベルにおいて調節されているのかについて検

討した.ノーザンプロット分析の結果より､SDH遺伝子からの転写産物は､単一

の　1.　2　kb　のRNAであることが明かとなった｡　25　°C　保護休眠卵では　SDH　mRNA

　は有意なレベルでは検出されなかった｡　しかし､休眠卵を一定期間　5°Cに冷蔵

することによってSDH　mRNA　が出現することが明らかになった｡SDH　mRNA　は微量

であるためヽ高感度である　RT-PCR法を用いて､SDH　mRNA　量の変勤を調べたとこ

ろヽSDH　mRNA　はヽ産下後0日から　30日間冷蔵までの卵ではほとんど検出され
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なかったが､40　-　50　日間5°Cで冷蔵することによって増加し始めた｡　つまり､

SDH遺伝子の発現は､接合核由来であり､低温によって開始されることが示され

た｡

　　次に､SDH　mRNA　が卵のどの部分に存在しているかについてRT-PCR法によっ

て検討した｡　その結果､卵黄細胞中の　SDH　mRNA　量/全　RNAは､胚子､漿膜中の

それに比べ､約10倍多いことが明らかとなった｡つまり､冷蔵　104　日間の休眠

卵では､SDH　mRNA　は､主に卵黄紬胞に局在していることから､卵黄紬胞核で発現

していることが示唆された｡休眠党醒斯の卵では､グリコーゲン穎粒が､卵黄細

胞内の脂質卵黄穎粒の間に点在し始め､その数は､グリコーゲン量の回復ととも

に増加することが電子顕微鏡観察により明らかにされているくMiya　et　a1‥

1972)｡　つまり､SDH遺伝子の発現場所とソルビトールからグリコーゲンヘの合

成場所とが一致しているものと考えられる｡　このこともまた､今回クローン化し

たcDNAが､ソルピトールからグリコーゲンヘの変換系における鍵酵素である

sDnそのものをコードしていることを支持するものである｡

　　昆虫においては､卵黄細胞は胚子発育のための栄養源の貯蔵庫として考えら

れているくKunkel　and　Nordin,1985;　Yamashi　ta　and　Suzukl,　IHI)｡カイコ､

Bruchidius､肋£9｣詮上LUの卵黄細胞において全RNAまたはpoly(A)‘RNAの合

成が行われているという　2､3の報告(Park　and　Yoshitake,1970;　Capeo　and

　Jeffery,H78;　Buning,1980)はあるものの､卵黄細胞核が､積極的に胚子に

何らかの作用を及ぼしているとは考えられておらず(Lawrence,1992)､卵黄細

胞核の役割についてはまだ明らかにされていない(Sander　et　al.,1985〉｡　し

かし､カイコの休眠卵においては､卵黄細胞核が5°C冷蔵に応答し､胚子の形

態形成が再開される前に　SDH遺伝子を発現していることが示された｡このことは､

休眠覚醒期の卵における胚子と卵黄紬胞との相亙作用を理解する上で重要な知見

を提供するものである｡

　　カイコの休眠卵における胚子と卵黄細胞との関係については､古くより　2つ

の説が考えられてきた(桑名･高見,1957)｡1つは､休眠は卵黄の状態が胚子

の発育に不適当であるために起こるのであって､もし卵黄の状態が好転すれば胚

子はいつでも発育を開始できるという考えである｡2つめは､休眠卵が発育を男

開する際には卵黄ばかりでな《､胚子そのものの活性化も必要とされるというも
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のである｡本章において　SDH遺伝子の発現が休眠覚醒期に卵黄紬胞で生じること

を示したことは､休眠覚醒期において卵黄系が活性化されることを分子レベルで

明らかにしたことを意味している｡
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1
抗ヒツジSDH抗体を用いて､カイコの幼虫脂肪体　cDNA　ライブラリーをス

クリーニングして陽性クローンを得た｡

2
　
　
　
コ

　この　cDNAは1,047　bp　であり､348個のアミノ酸から成るタンパク質を

ドしていた｡　タンパク質の一次構造レペルで相同配列検索を行ったところ､

哺乳類肝臓SDH　と約50%の相同性が認められた｡哺乳類SDHのカイコの相同

体cDNAを得たと結論した｡

3.　SDH　CDNA　を用いたノーザンプロット法及びRT-PCR法により､SDH　mRNA

は､休眠卵を40　-　50　日間5　°C冷蔵することにより出現し､以後冷蔵日数と共

に増加することが明かとなった｡

4 RT-PCR法により､SDH　mRNA　は､主に卵黄柚胞に 局在する ことが示された｡

5.　以上の結果より､カイコ休眠卵のSDH遺伝子の発現は､卵を　40　-　50　日

間冷蔵することによって卵黄紬胞内で開始されること､並びに　SDH活性は転写レ

ベルで調節されていることが示された｡
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子発育に伴うソルビトール脱

伝子の発現

　　第2章と第3章では､休眠卵におけるソルビトール脱水素酵素の活性ヽ生合

成､及び遺伝子発現について検討した.SDH遺伝子は､休眠卵においては　5　゛C

冷蔵によって､主として卵黄紬胞核で発現すること､及び産下後　25　°C　に連続保

護した休眠卵においては　SDH遺伝子は発現しないことが明らかとなった｡　一方､

休眠党醒卵及び非休眠卵においては､25　°C　下で胚子発育は進行し､それに伴い

　SDH活性が出現することが明らかにされている(Yaginuma　and　Yamashi　ta,

1979;　Yaginuma　et　aL　,1990b)｡緒論で述べたように､非休眠卵においては

25　°C　下ではソルビトールの有意な蓄積は認められない｡　しかし､非休眠卵を産

下1　日後に低温あるいは嫌気的な条件で処理した場合､ソルビトールが蓄積する｡

この蓄積したソルピトールの利用には､SDHが関与することが示唆されている

(　Yaginuma　et　al‥　IHOb　〉｡

　　本章では､胚子発育に伴って出現する　SDH活性の調節機構が､休眠党醒期に

出現する　SDH活性の調節機構と同じものかどうかを明らかにするため､SDU活性､

タン″ク質量､mRNA量の変勤及びその局在について検討を加えた｡　その結果､胚

子発育に伴って出現する　SDH活性は､SDHタン“ク質量及びSDH　mRNA　量に比例

していた.従って､この場合にも　SDH活性は､転写レベルで調節されていると結

論した.さらにヽSDH　mRNA　は､胚子成長斯には主に胚子に局在すること､及び幼

虫組織形成期には主に脂訪体に局在することが示唆された｡
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材料と方法

　　低滋丑卦

　　供試蚕品種は多化性である　N4種を用いた｡3時間以内に産下された卵を採

集し､25　゛C　で保護し､胚子発育を進めた｡また､5°Cで　160　日間冷蔵した休

眠卵も用いた｡

　　　ヽ､　びヽ゛　　の　`･　･

　　産下後　3日と　5日の卵を､第3章と同様の方法で､解剖して､卵黄細胞と

胚子(羊膜を含む)に分けた｡

　　5　A　　　.の　　喬|

　　5令幼虫を､採血した後､冷生理食塩中で解剖して脂肪体､絹糸腺､及び中

腸に分け､残りの部分を残漬とした｡

第2章と同様の方法で行った｡

肛辻口し法

第3章の方法と同様にして行っブこ｡
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糸吉皿

1

　　先ず初めに非休眠卵の胚子発育に伴う　SDH活性の変動を調沓した｡活性は産

下後　1-2日より出現し､産下後6日まで上昇した(Fig｡10A)｡産下後7

日において一旦減少した｡産下後8　日から幼虫孵化に向けて再び増加した｡　一方､

抗ヒツジSDH抗体に反応するバンドは分子量36,000であり､産下後　3　日より

検出され､そのバンドの濃さは､産下後6日まで増加し､産下後　7　日において

減少したが､以後幼虫孵化にかけて再び増加した(Fig｡10B)｡　この結果は､

SDH活性が､SDHタンパク質量に依存して変動していることを示している｡　つま

り､非休眠卵においても　SDH活性は　SDHタンパク質の生合成によってもたらさ

れることが示された｡　また､SDII活性と　SDHタンパク質量は胚子の発育過程にお

いて　2つのピークを持つことが明らかになった｡　1つめのピークは､反転朋後期

直後の　1次胚脱皮に存在し､このピークに至る増加期は､胚子の成長期に相当す

ると考えられた｡　2つめのピークは幼虫孵化時にみられ､このピークに至る増加

期は､幼虫組織の形成時期に相当すると考えられた｡

　　2.　　　　眠ヽの　ヽ“‾゜,　に　う　SDH　mRNA　･弘変動

　　RT-PCRとサザンハイブリダイゼーションにより､非休眠卵の胚子発育に伴う

　SDH　mRNA　量の変動を調査した(Fig.11A,B〉｡産下後O　日と産下後　1　日の

卵では､SDH　mRNA　から合成されたeDNAに基づいてPCRで増幅された　376　bp

の断片のバンドはほとんど検出されなかった｡産下後2日には､PCR産物のバン

ドが検出されており､その放射活性は､胚子発育に伴い産下後　5日まで増加した｡

バンドの放射活性は､産下後6日と　7日では減少し､産下後　8日より幼虫孵化

に向けて再び増加した｡　また､同様の方法で調べたアクチン　mRNAは､この実験

期間を通して､多少のぱらつきはあるもののほぽ一定であった(Fig.1　1　C　)｡

SDH　mRNA　量は､胚子発育に伴い､2つのピークを持つ消長を示しており､SDH

mRNA量の変勤のパターンは､SDH活性と　SDHタンバク質量の変動のパターンと

非常によ《一致していた(Fig｡10)｡従って､非休眠卵の胚子発育においても

　SDH,活性は､転写レベルで祠節されていると考えられる｡
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Fig.11.　Change　in　the　amount　of　BmSDI{　tr･nllscrjl-JI.durinM

embryogenesis　in　non-diapause　eggs　of　UQJT由y芦.即Jri　.　　Non-diapause
eggs(N4}were　incubated　aL　25°　C　from　oviposition.　　Larvae

started　to　hatch　9.5　days　after　oviposit.ion.　0ne　mic･ro!{ram　of

the　tota1　RNAs　from　each　sampte　was　used　for　synt.hesis　of　t.he

first　strand　cDNA,　and　one-forth　of　the　synthpsized　c･DNA　was　used

as　a　tenlplate　for　PCR　amplification.(A)Quant.ifjcatjon　of　the

PCR　products　for　BmSDH　transcript.　Each　poirit.represpnLs　a　mean

of　the　duplicate　experi議ents(each　SEM　was　within　6%),(B)
Autoradiograph　of　the　PCR　products　for　BmSDH　t.ranscript.For　PCR

analysis,25-cycle　was　adopted　with　primers　for　BmSDH　Lranscript.

(C)Autoradiograph　of　the　PCR　products　for　cytoplasmic　aclin
transcript.　By　using　one一twenLieth　of　the　first　stranded　cDNA,

PCR　wa9　carried　out　18　cycles　wjth　primers　for　actin　transcript.

Molecular　size　markers　were　co-migrated.
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　　3.　　ヽ-　　……'4こおける　SDH肛RNA　の　　　ロ

　　胚子成長期(産下後　2-　6日)においてSDH　mRNA　が卵のどの部分に存在

するのかを調査した｡非休眠卵においてSDH　mRNA　量が増加しつつある産下後3

　日と　SDH　mRNA　量が1つめのピークに達した産下後5日の卵を解剖して胚子

　(羊膜を含む)と卵黄細胞に分け､それぞれから全RNAを抽出して　RT-PCR分析

を行った｡漿膜も回収するよう試みたが､この時期の漿膜は粘着性が強《ほとん

ど回収することはできなかった｡産下後3　日の卵では､PCR産物の放射活性/全

　RNAは､胚子と卵黄細胞でほぼ同じレベルであった(Fig.1　2　A,　B)｡　しかし､

産下後5日の卵では､胚子の　PCR産物の放射活性/全RNAは､卵黄細胞での放

射活性に比較して　3倍高かった(Fig.12D,E)｡　また同様にアクチンmRNAに

ついてRT-PCRを行った結果､アクチンmRNAは､胚子よりはむしろ卵黄細胞に

多く存在することが示唆された(FIF　12C,F)｡以上の結果から､胚子成長期

でのSDH　mHA　量の増加は､主に胚子紬胞での発現によってもたらされるものと

考えられた｡

4

　　次に幼虫組織形成期(産下後6　日　一幼虫孵化時)において､SDHが卵のど

の組織に存在するのかを調査しようとしたが､卵内の潜幼虫の組織を別々に分け

るのは困難であったので､ここでは解剖の容易な　5令幼虫について調杏を行った｡

5令幼虫を脂肪体､絹糸腺､中腸､血液及び残漬に分け､SDH活性副定と抗ヒツ

ジSDH抗体によるウエスタンブロティング分析を行った｡　その結果､脂肪体にお

いて最も高い活性が認められ､以下活性の強さは､中腸､残漬､絹糸腺の順であ

ったくFig｡13A)｡また､ウエスタンプロット分析で検出されたバンドは､卵と

幼虫のいずれの組織においても､すべて同じ扁動度を示した｡従って､SDHタン

“ク質は､卵や幼虫のどの組織においても同じ　36　kDa　のポリペプチドより成る

ものと考えられる｡次に､抗ヒツジ　SDH抗体に反応するバンドの濃さについてみ

ると､脂訪体において最も濃いバンドが検出され､他の経織においては薄いバン

ドであったが､中腸､残涜､絹糸腺の順で検出された｡　血液においては､バンド

はほとんど検出されなかった(Fig｡13B)｡残涜で検出されたバンドは､脂肪体

の混入によるものであると考えられる｡従って､幼虫組織形成期に出現する　SDH
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Flg.　12.Localized　transcript　for　BmSDH　in　3-day　anl-1　5-,Jny　non-

diaPause　eggs,　　From　3-day　and　5-day　non-diapa,jsp　eggs(10

individuals)at　25°C,embryos　and　yolk　cヽe1Js　werf　marltud　ly　jso-

1ated.　The　tota1　RNΛs(each　0.2μg)from　each　salllple　were　used
for　the　first　strand　cDNA　for　semj一quant.it.at.ive　anaJysis(see

Materials　and　Methods).　　　For　PCR,27,cyclp　or　l8-c･ycle　was

adopted　with　primers　for　BmSDH　or　act.in　t.ran8cript,respe(リ.ivejy.

Upper　panel　indicates　the　morphology　of　embryo　al.each　stage.

Quantification　of　the　PCR　products　l'or　BmSDH　transcript　of　3-day

(A)and　5-day　non一diapause　egg9(D).　Each　vertical　bar　repre-
sents　a　value　of　SEM　{n=2).　　Autoradiograph　of　the　PCR　products

for　BmSDH　transcript　of　3-day(B)and　5-day　non-diapause　eggs
(E).
3-day

Autoradiograph　of　the　PCR　products　for　actin　t,ranscript　of

(C)and　5-day　non-diapause　eggs(F).　　　Molecular　size
markers　were　co一鴫igrated,

cells.

1,
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Fig.　13.　Activity　of　SDH(A)and　intensit,y　of　SDH　immunolabel-

ing　band{B}in　various　tissues　of　5th　inst,ar　larvae.　　Each
tissue　was　isolated　from　5-day-old　larvae　of　5th　in8tar.　ln

(A),each　bar　represents　a　mean　of　two　separate　experiments　士

range　shown　as　vertical　bar8,　1n(B),the　supernatant　fractions

(100μg)of　crude　homogenate8　from　fat-body　(1ane　2〉,9ilk-gland

{1ane　3),mid-gut(1ane　4),hemolymphけane　5)and　remaining　car-
cdss(1ane　6)were　applied　to　12.5X　SDS-PAGE.　As　a　mobility
reference,egg　8a腫Ple,corresponding　to　75　mg　of　eggs　chilled　for

220　days,was　applied　to　12,5%SDS-PAGE　after　Blue　Sepharo9e　CL-

6B　column　chromatography　(1ane　l),
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タンパク質は､主に脂訪体に由来するものと考えられる｡

　　5.　　　　,､Hこおける　SDH　mRN.A　　の

　　幼虫組織形成期における　SDH　mRNA　がどの組織に局在するかの調査を試みた

が困難であったので､前述したように　5令幼虫を解剖し､脂訪体､絹糸腺及び中

腸に分けて全RNAを抽出し､RT-PCR分析を行った｡　その結果､脂訪体の　SDH

mRNAに基づ《　PCR産物の放射活性/全RNAは中腸のそれより約　7倍高かったが､

絹糸腺では非常に弱い放射活性のみが認められた(FiF　14A,B)｡また､アク

チン　mRNA(PCR産物の放射活性/全HA)は､中腸で一番高く､続いて脂肪体､

絹糸腺の順であった(Fig｡HC)｡以上の結果は､幼虫では､SDH　mRNA　は脂肪

体において､多く存在することを示しており､幼虫組織形成期においても　SDH

mRNAは､主に脂肪体に局在すると考えられた｡幼虫紹織における

SDH　mRNA　量の分布は､既に述べたSDH活性､タンパク質量の分布とよく一致し

ていた(Fi恥　13参照)｡従って､幼虫組織における　SDH活性の分布は､転写

レベルで調節されているものと考えられる｡
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Flg,　14.　1,0calized　transcript.of　BmSDH　in　vlHヽimls　l.issり,･s　uf　51,h

lnstar　larvae.　0ne　microgram　of　t.he　total　RNΛs　Frolj,each

tissues　was　used　for　synthesis　of　the　first　st.rand　cDNΛΓor･　semi-

quantiしaLive　PCR　analysis(see　Materials　and　MeLhods).　　PCR　was
carried　out　25　or　18　cycles　wj　th　primers　ror　BmS川【　or　a(?tin

transcript,respectively.(A)Quantification　or　lh(ヽPCR　product.s

for　BmSD1l　transcript　of　fat-body(1ane　2h　silk-Qland(lane　3)
and　mid-gut　(1ane　4).　Each　Point　represents　a　mean　()f　t.he　dupli-

cate　experiments　(each　SEMwaswithin　6%).(B)Λul.oradiograph　of

Lhe　PCR　products　for　BmSDH　transcript　of　each　l.issue.　(C)
Autoradiograph　of　the　PCR　products　for　cytoplasmic　actin

transcript　of　each　ti8sue,　As　a　comparison　in　quantj　ty,the　to-

tal　RNA　from　diapause　eggs　exposed　to　5°　C　for　160　days　was　used

for　RT-PCR　analysis(1ane　1).　Molecular　size　markers　were　co-
migrated.
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ゴ考擲i

　　　本章の結果は､非休眠卵の胚子発育期及び幼虫期の組織においてもヽSDH活

　性は､SDHタンパク質量､並びにSDB　mRNA　量に依存していることを示しているo

　従って､非休眠卵及び幼虫組織における　SDH活性も休眠党醒期の卵と同様に転写

　レベルで調節されているものと考えられる｡

　　　休眠党醒期における　SDHの機能は､高濃度で蓄積したソルビトールの利用を

　律速することである｡しかしながら､SDH遺伝子の発現は休眠覚醒期の卵よりも

　むしろ幼虫期の脂肪体において活発に行われている｡昆虫において､脂肪体は代

　謝の中心器官であり､哺乳類における肝臓に相当する器官であると考えられてい

　る(Dean　et　a工,1985)｡　ところが､5令幼虫の血液及び諧肪体において生理

　的に有意なソルビトールの蓄積は認められない(古沢･梁,IH1)｡　従って､も

上し　SDHが七L玉L回でも機能しているとすれば､steady　state　にソルビトールを

　代謝しているものと考えられる｡哺乳類において､SDHは肝臓に多く存在してい

　るが､肝臓での有意なソルピトールの蓄積は見られず､DしLしy･での　SDHの機能

　についてはまだ不明な点が多い(Jeffery　and　Jornval　l,　1988〉｡嫌気的な状態

　や低温に遭遇した場合､カイコの非休眠卵にはソルビトールが有意な量で蓄積さ

　れるが､この蓄積されたソルピトールの利用にSDHが関与していることが明らか

　にされている(Yaginuma　et　a1.,1HOb)｡従って､幼虫の脂肪体においても何

　等かの状態によりソルピトールの蓄積が生じた場合には､蓄積されたソルビトー

　ルは　SDHによってすみやかに利用されるものと考えられる｡

　　　非休眠卵の胚子発育の過程でSDH　mRNA　は､2つの異なる時期に出現した｡

　SDH　mRNA　は､産下後2　日には既に出現しており､産下後3　日では　SDH遺伝子

　は卵黄紬胞と胚子において発現している｡非休眠卵のSDH遺伝子が､胚子と卵黄

　紬胞のどちらで先に発現するかは本章では明らかにしていないが､第3章の休眠

　卵の結果を考慮すると､非休眠卵においてSDH遺伝子は卵黄紬胞で先に発現して

　いるものと考えられる.その後､胚子が発育のための栄養源として卵黄を活発に

　利用するようになると卵黄紬胞は崩壊する｡この過程で卵黄紬胞の　SDH　mRNA量

　は減少していくと考えられる.ー方､この時期に胚子紬胞は､盛んに分裂して増

　加するためヽ胚子は成長する｡　これに伴い､胚子のSDH　mRNA　量は増加する｡　こ
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のSDH　mRNA　量の増加は､反転斯後期の産下後5日まで続くが､その後急激に減

少する｡　この減少と並行して､SDH　mRNA　はヽ産下後6-7日より男び出現し始

めると考えられる｡　SDH　mRNA　は､主として幼虫脂肪体に局在することから､この

時期のSDH　mRNA　量の変動パターンは､脂訪体の発生･分化を反映しているもの

と考えられる｡

　　このSDH遺伝子の発現様相に基づいて､胚子の成長と幼虫組織の分化という

同時に連続して起こっているかのように見える現象を､前述のように　2つの相

(胚子成長期と幼虫組織形成期)に分けることができる｡　第　1　の相から第　2の

相に移行する時斯が､幼虫組織紬胞の最終分化(Terminal　differentiation　)

の開始時期であると考えられる｡非休眠卵では､この時期(産下後　5-6　日)に､

1次胚脱皮が行われる(大槻ら､1976)｡胚脱皮は､胚子から幼虫体への発育過

程における一つの断点であると考えられる｡　この時期に､SDH遺伝子の発現が胚

子細胞から幼虫脂肪体紬胞へと移行する機構が明かにされることによって､幼虫

組織分化の開始機構が明らかになるものと考えられる｡

　　前章及び本章の結果より､休眠党醒期､胚子発育期､及ぴ幼虫胡において､

SDH遺伝子はヽ異なった時期･組織で発現をすることが示された｡　このSDH遺伝

子の異なる発現調節機構の理解には､先ずSDH遺伝子構造を明らかにする必要が

ある.そこで次章ではヽSDH遺伝子をクローン化して塩基配列を決定した｡　この

遺伝子構造に基づいてヽ異なる時期･組織でのSDH遺伝子の発現について検討し

た｡
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揃IW

1.　非休眠卵の胚子発育､及び幼虫組織において､SDH活性､SDHタンパク質

量､及びSDH　mRN`A量は､すべて比例して変動していた｡

2.

ている

　W･

(_ のことから､SDH活性は如何なる場合においても転写レベルで調節され

ことが示唆された｡

3.　胚子発育に伴う　SDH　mRNA　の出現は､胚子の成長朗､及び幼虫組織形成期

の　2つの発育相に相当していた｡

4 第　1の発育相では､SDH　mHA　は､主に胚子に存在するものと考えられた｡

5.　幼虫粒織においては､SDH　mHA　は主に脂肪体に局在していた｡　このことか

ら､胚子発育に伴う第2の発育相では､SDH　mRNA　は､主に脂肪体に存在するも

のと考えられた｡

6.　　以上の結果より､非休眠卵の胚子発育に伴う　SDH遺伝子の発現について考

察した｡
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j第　5　jm江 カ　イ ごコのソルビ

素遺伝子の構造

トール脱水素酵

　　第3章においては､カイコの休眠卵では5　゛C　冷蔵により､SDH遺伝子の発

現が卵黄紬胞で開始されることを示した｡また第4章では､非休眠卵の胚子発育

過程において､胚子成長期では主に胚子で､幼虫組織形成期では主に脂肪体で

SDH遺伝子の発現が起きていることを示した｡　これらの結果は､カイコ　SDH遺伝

子はそれぞれ異なった発育時斯･組織に依存してその発現が訓節されていること

を意味している｡　この発現調節機構の理解には､カイコ　SDH遺伝子の構造を知る

ことが先ず第一に必要である｡

ラ
　
　
約

は､

　そこで本章では､カイコ　SDH　CDNA　をプローブに用い､カイコゲノムライブ

リーより　SDH遺伝子を単離し､その構造を決定した｡その結果､SDH遺伝子は

10　kbp　にわたり､7個のイントロンを含むことが明かとなった｡5'上流域に

4個の　TATA　box{ こ相同な配列がそれぞれ離れた箇所に存在していた｡また､

ゲノムサザンの結果により､SDH遺伝子は､ハプロイドゲノム当り　1　コピーであ

ると結論された｡　休眠覚醒斯から胚子発育期にわたって､ノーザンブロット分析

を行ったところ休眠党醒期から胚子発育期の前半では､1.2　kb､胚子発育期の後

半では　1.1　kbの　2種類の長さのmRNAが検出された｡　プライマー-エクステンシ

ョン法､及びrapid　ampl　ification　cDNA　end(RACE)法により､休眠党醒期の

卵と幼虫組織では､異なる転写開始点に基づく　mRNAが転写されることが示唆さ

れた｡　以上の結果を総合して､カイコ　SDH遺伝子の発現調節について考察した｡
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材料と方法

供丿誰滋

供試蚕品種には､交雑種(錦秋×鐘和､粛海×朝日)を用いた｡　休眠を覚醒

させるために 冷蔵浸酸処理を行った｡冷蔵浸酸処理は､産下後　2日より　5 C　で

30日間冷蔵した後､浸酸処理(15　°C　での比重L　100　の塩酸に　48　°C　で5

分間浸漬)を行い､その後卵を25　°C　に保護した｡幼虫は､浸酸処理後　12日

に孵化した｡冷蔵のみによる休眠党醒卵には､産下後2　日より　5‘C　で　160日

間冷蔵したものを用いた｡5令幼虫は､解剖して脂肪体､絹糸腺､中腸に分けて

用いた(第4章参照)｡

ゲノムDNAの

ゲノム　DNAは､Sato　and　Yamashi　taく1991)の方法に従い､5令幼虫の絹

糸腺から調製した｡絹糸腺をおよそ　5倍容(V/W)の核抽出緩衡液(40　mM

Tris　-　HC1,pH　8.0,5　mM　MgCI2.25%　シュークロース,12.5%

グリセロール,3　mM　ジチオスレイトール〉中で　2　mm2　程度の細片にした｡

2,000　gで　5分間遠心後､沈澱をDNA抽出緩衝液(20　mM　Tris　-HCI

8.0,100　mM　EDTA,0.5%SDS,1　mg　/　ml　RNase　)と共に磨砕し､37　°

　
　
　
1

同
　
で

　
蓼
　
　
ハ
し

時間イン牛ュベーションした｡　その後､最終濃度が200μg/m1になるよ

プロテイナ

ェノール

ロホルム

/
　
　
/

ゼ　Kを加え､50 Cで　3時間インキュベ

クロロホルム　/イソア ミル

う に

ションした｡DNA　をフ

ル(容量比25:24:1)とクロ

-

イソアミルアルコ

む10　mM　Tris -

HCI

アルコ

ル　　(容量比24:1)で抽出し､l　mM　EDTA　を含

pH　8.0で一晩透析した｡

腿し乱謨L製

全RNAは､第3章の方法に従って抽出し､ノーザンブロット分析に用いた｡

休眠覚醒卵(5

出した全RNAは､01igotex

マ

C冷蔵　160日　)と　5令幼虫の脂訪体､絹糸腺及び中腸より抽

dT30を用いてpoly(A)゛RNAに精製し､プライ

エクステンション法､及びRACE法に用いた｡
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-

ハイブリダイゼーション

ゲノム　DNA　ライブラリーのスクリ
-

-●4〃- ング､ゲノム　DNAサザン分析及びノ

ザンブロット分析の際のハイブリダイゼーションは､全鎖長の　カイコ　SDH

cDNAをプロープに用い､第3章の方法に従って行った｡

ノム　DNA　ライブ リーのスク¶
-

W●●

W-- ン

　　λ　EMBL3をベクターとしたカイコ(東海×朝日)のゲノム　DNA　ライブラリ

ーは､富野士良教授(東京都立大学理学部)より分与された(Fujoet　aL,

089)｡[s2P]でラベルした全鎖長のeDNAをプローブとし､プラークハイブリ

ダイゼーションによりスクリーニングを行い(Benton　and　Davis,1977)､陽性

クローンをプラーク純化した｡

　　DNA　の塩　　　Iの決

　　制限酵素処理により生じた種々のDNA断片をBluescript　KS･　に挿人した｡

ディリーションは第3章の方法に従った｡塩基配列の決定は､蛍光標識プライマ

ーと　Taqポリメラーゼによる伸長反応を用いたジデオキシ法によった(Sanger

　et　al｡,1977;　Johnston-Dow　et　a1.,1987)｡伸長反応の鋳型には大腸菌か

ら精製した　2本鎖プラスミドDNAを用いた｡電気泳動と塩基配列の読み取りは

DNA自動シークエンサー(ABl　mode1　373A;　Applied　Biosystems　lnc,〉によ

り行った｡

　　ノーザンハイプリダイゼーション

　　冷蔵浸酸処理した後､卵を　25　゛C　に保護して胚子発育を再開させ､孵化まで

毎日サンプリングした｡　これらの卵より全RNAを抽出し､カイコ　SDH　CDNA　をプ

ローブに用い､第3章の方法に基づいてノーザンハイブリダイゼーション分析を

した｡

　　プライマ･-エクステンション

　　休眠覚醒卵(5°C冷蔵160日　)､5令幼虫の脂訪体､絹糸腺及び中腸より

精製した2μgのpoly(A)‘RNAを鋳型に用いた｡　プライマーには､5'-GCAGA
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TAATAAATCTTCTTT-3'くSDH　1　1n　FiF　16　)を用い､第3章と同様に[7-白P]

ATPで末端標識した｡逆.転写反応は､200　U　のスパースクリプト(GIBC0,

BRL)を用いて､42　°C　で1時問行った｡逆転写反応物の検出は､ポリアクリル

アミドゲル電気泳勤後のオートラジオグラフィーにより行った｡同じプライマー

と　Taqポリメラーゼにより､適当な　Bluescript　クローンの　2本鎖DNAを鋳型

としてシークエンスラダーを作製し､サイズマーカーとした｡

　　助玉L基(Fig.20参照〉

　　1.　ファーストストランドeDNAの合成

　　休眠覚醒卵(5°C冷蔵160日　)､､5令幼虫の脂訪体､絹糸腺及び中腸より

精製した　2μgの　poly(A)‘RNAを鋳型に､2　pmol　の　SDH遺伝子に特異的な

オリゴヌクレオチド　5'　-GATTCTGACGTCGTTGGC-3゛(SDH-A　in　Fi　g.　16)をプライ

マーに用いて第3章と同様の方法でファーストストランドcDNAを合成した｡未

反応のプライマーは､SUPREC7　“-02　(Takara,Kyoto,Japan)を用いて除去した｡

　　2.　オリゴヌクレオチドの付加

　　上記のファーストストランドcDNAの　3'末端にdCを付加する目的で､上

記で合成した　cDNAの　1/10量を熱変性させ､これに最終濃度が25　mM　Tris　-

HC1,pH　8.3,37.5　mM　KC1,1.5　mM　MgCに,0パmM　dCTP　となるようにそれぞれ

の試薬を加え､10　U　の　terminal　deoxynucleotidyl　transferase(Takara,

Kyoto,Japan)と混合し､37　°C　で　5分間反応させた｡　次に　T7　primer　の　3゛

　末端に　dGを付加するため､50　pmo1　のT7　primer　に最終漕度が　10　mM

Tris　-　HC1,pH　8.3,50　mM　KC1,1.5　mM　MgC12,0.01%gelatln,1　mM　dGTP　と

なるようにそれぞれの試薬を加え､30　Uの　terminal　deoxynucleotidy1

transferaseと混合し､37　°C　で　5分間反応させた｡　その後､100　°　C　で　10分

間熱し､酵素反応を止めた(Schuster　et　aL　,092)｡

　　3.　PCR

　　上記の　oligo　dG　を付加した　5　pmol　のT7　primer､　50　pmo1　のT7

primer､　50　pmo1　のSDn　cDNA　に特異的なプライマー　5'　-GTAACACAGCAGCGTAGTT

C-3'(SDH-B　i　n　Fi　g｡　16)と　3゛末端に　oligo　dC　を付加した上記のそれぞれ

の組織のcDNA(1/4量)を混合し､50μ1の反応スケールで　PCRを行った｡
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り
/

-

4 サザンプロティング分析

各組織の試料に

電気泳動に 用いた｡

ついて行ったそれぞれのPCR産物　5μ1をアガロ

れを第3章と同様の方法でナイロン膜に

スゲル

転移したものを　3
W

Q-

枚作製した｡　SDH遺伝子に特異的な　3種の合成オリゴヌクレオチド　5･

AATAAATCTTCTTT-3゛(　SDH　l　in　Fig

( SDH　2 審
ー
ー

n　Fig 16) 5

16) 5'　一GCAGAGGCGAGGGGTCTTCA-3'

AGGCAAAGCATAAATATCTC-3

[7　-32P]ATPで末端標識したものをプロ

(

GCAGAT

16　)を

イブリ

SDH　3　in　Fig

ブに用いて第3章と同様4 こハ

ダイゼーションした｡

　　5.PCR産物の塩基配列の決定

　　PCR産物をBl　uescri　pt　KS4　に挿人した｡2種の合成オリゴヌクレオチド､

SDH　1　と　SDH　2　をプローブとし､コロ

W
W･ミ●

WS･

-- ハイプリダイゼ ションによりスク

ングを行い､陽性クローンを得た｡前述の方法でインサートされた　PCR産

物の塩基配列を決定した｡

コンピューターによる

第3章と同様の方法で行った｡
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糸吉　澗迅

　　1.　　SDH　温‾.　クローンの　　'

　　カイコの遺伝子ライブラリー(λ　EMBL3〉から　カイコ　SDH　CDNA　をプロー

ブに用い約　4×1於個のクローンをスクリーニングした｡その結果､2個の陽性

クローンを得た｡これらのクローンのインサートの長さは､それぞれ約17　K　bp

と　1　4　K　b,p　であった｡制限酵素地図を作成したところ長いインサートのクローン

は､短いインサートのクローンを含むことが判明した(結果省略)｡Fig｡15に

長いインサートを持つクローンの制限酵素地図を示した｡全鎖長の　カイコ　SDH

e　DNA　をプローブに用いたサザンハイブリダイゼーションの結果と制限酵素地図を

比較することにより､このクローンはタンパク質をコードする部分をすべて含む

ものと推測された(結果省略)｡

　　2.　SDH　゛グ　の塩基　　Iの゛リ

　　長いインサートを持つクローンの種々の制限酵素断片をBlueseript　KS゛に

挿人し､種々の長さのインサートを持つクローンを作製し､塩基配列を決定した｡

その結果､SDH遺伝子は約10　Kbp　にわたり､7個のイントロンを含んでいた

(Fig｡16)｡多くの遺伝子において保存されているイントロンの両端の配列

5'-GT---AG-3゛(Mount,1982)が､すべてのイントロンの両端に存在していた｡

5'上流域には､4個の　TATA　boxがそれぞれ離れた箇所に存在していた｡　しかし､

多くの真核生物遺伝子に認められるシスエレメントである　CAT　box　は､一般に

-80から　-100に位置するが(Benojst　et　al‥　1980)､カイコ　SDH遺伝子に

は認められなかった｡　ポリアデニル化シグナルであるヘキサヌクレオチド

AATAAA(Brinstiel　et　aL　,　1985)は認められなかったが､これに類似した配

列AATATAまたはAATAATは､存在していた｡　カイコ　SDH　CDNA　と　カイコ　SDH

遺伝子の塩基配列を比較したところすべて一致していた(Fjgs.5　and　16　)｡

　　3.　SDH　.‾‘‘　のコピー　の゜

　　ハプロイドゲノム当りのSDH遺伝子のコピー数をサザンハイブリダイゼーシ

ョンにより推定した｡ゲノム　DNAは､交雑種(東海×朝日)から調製した｡　ゲノ
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(A)

トー-･1

1　kbp

(B)

4 ゝ

1　2　3　4　　　5　　　6　Z　　8

Fig.　　15.　　Structure　of　the　BmSDH　gene.　　　(A)Re8triction　map　ob-
tained　with　flive　enzymes,　Sa11,　Sacl,　Pstl,　Ecorv　and　B･amHI　,

Jお!x,vector　DNA;.　11n_e｡,genomic　insert　DNA.　　(B)The　exon-intron
structure　of　the　BmSDH　gene　is　shown｡　　The　eight　exons　are　m狸ニ

尨旦r旦4　and　represented　by　f111ed　boxes｡　　　The　sequenced　region　of

the　BmSDH　gene　is　shown　by　the　よjJ担･

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　-59-



-剱5o　ttcac･aacac9ccct9atacca9tatacaca9ataatctcttaatcaccttta8c9atac

･-99o　ccac9q9a99a9at9cact99t9cttttcaa9acc9atcccacaca9ccaaa9acttttt

-13x}caaca9ctttacaaヒt9aa9c9c9cccatcaaa9ctaa9caat9a9cctctctacaaa9a

-127o　catc9aaaat9cc9tc9tcaacct99atactt9aact9tt9caataacacaat9gヒt9tc

421o　9tacctttt9a9c99taac9cataacヒ9ゼttcaccttcatcat9catatc99aatataat

-↑150　ttacataでaactaatatt9tac9ct9c

,粕90

JO:X}

-97てl

-91o　atcacaac99ct9ccccacccttcaaacc9taac9cattacヒ9cttcacggca9ca筏ta9

45o　ca9at9cちず仁ataatataata9cacact9ctaaca99tt9c9aaccc七aa.aaatataaca

-?90　atca9aaa99a9　a`atatttatqctt尤　cct9tttta9aaaacaattcatttttcctat

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　SD柵3

‘?x'　caa9tcctat9c9ttttt9taat9t9ttatacata9ttacctattaatt9ctcta9tcta

47ひaactcttt99ヒヒc9ヒa99aa9ttaacga9tct9t9cttcacatcc99tcat

41(}C

-S50

490

43(》

qaacco　tcQctc

-aqtttctcGcc

aqcacq　ctcttq

acctactaqじtaa

四

竺
ta

ac　aaGG,Cヒc･a

ctt仁tcaatq&･t

qqqttcqtqttj　･

qacqctqaCat,aq

a taaattaaccctca

tttccqatccqqtq

caac身tca

cctctcaa

aC忿
一

taq

a

竺竺匹左
さ.qcccad

attct

taatca t aa

ヽ37ひ組旦旦迦忌cat8･qctt88cqtcqtヒc8cヒc3tヒt8aa9cttt933889a33ttat89tt3c9c

41o　ttt,atctaaaa9atatat9actcttaaataataa9tattatctat99ccat9tcctcaヒa

-25o　at9999acttatcttat9aa9cata9ctct99999aat9c9tact9tta七a9aa9左旦ぢ旦ね

-19o　旦旦a99tcctctcaattac9ttacaattaca9ctatcacaatttata99a9ta9tt9aa9t

430 aa acccctc cctct 豆a9tctacccgaatcttct9attaata9ヒ我caaca9tctc
　　　1　　　　　　　　　　　SDH2

-79　tttcc9atttaca9aacattata9tttcaacaaatctact抱拉旦U圭acactttt9a99a

　　　　　　　　　　+1

‘lo　atttt3t9caTTTTAGAGTTTATTCCAGATTGTGTATTGAATTTCTTTCACTAAAAAACC

41　TAACGCTATTTATTATAAAAATTCAGAAGAATGCATATCGATC{;AACGCTCCTACAGATG
　　　　　　　　　　　　　‾回匹‾‾　□　　　　　　　　　　　　○　□　　　　　　　右

･竹I　AACATCCTTAATTTTTATTTT　･,　{;AAGATTTATTATCTGCGTCCAAAGATATCGCGCTC

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　SI}HI

･71　TCGTTACGATTTTGTAATCATTTCTCAAATAGTTATCGAAGTTAACGG(;TTGCAAGATGA

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　M　　T

,231　C TACGCTGCTGTGTTACAC CC GACGTCAGAA 9tga99cヒctttt

　　　　　　E　　N　　T　　A　　A　　V　　L　　H　　G　　A　　N　　D　　V　　R　　I
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　SDH-B　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　SDH-A

　　　tactaヒcaatattaattataヒacaaaaヒatttaatat9t9tatttaaattactttatatt

　　　taatcりttaaaacaaa9acaヒtごaaatt9ttttat9tata9cttctaaヒtac9tcca9ctt
　　　9tctt9c9a9tgcacac9c9しa9aaヒ9しctctataatt9t9ttc9aaaじtaacct9a9ct

　　　tataaaatしヒ9aaaccatt9し9tt9aヒ9cattaaヒt9ataca9ヒa9しa9ヒcataaa9ヒaa

　　　t9aaatcttヒcacttcaaヒしta9aacctcttctaactgttaヒatatc9ヒccLtaa9cttg

　　　99atcctcヒ99at9ca99ca9cca9gact9atct､tt9t99c9aa9ttヒ99c99a9accta

　　　t9tccagca9t99ac9tct9じ9c9tct9ヒ9aca9aacagaagctt9acaattt9tヒtaLt

　　　ttttatttctaat9aaa9しaccataaat9aattac9atctaヒtaaa9ac9a99aa9aata

　　　taaaactcしtaatヒ9aacaca9tagaaaat9caaaatta9ヒtaaataaa9taaaヒat9at

　　　aa9ataacta9tgヒaacaattg9cgacatta9c9aaatttacaa99taaactt9tattt9

　　　t9attttattcgtcaat9taaat9taaaaaaatatat9ttatataataaaaacaaataca

　　　acaaacヒ9aattaヒaattttatttttac9tt9ccヒtatcacaヒt9accヒtttga99aatg

　　　ataaヒ999aa9atatatttt9at9aaaactttcata9a9ct9ttataaattaaaat9aat

･駕yn　a9tttttttttattattattヒactacttat9taatヒtaatttca9GAGAAAATTCCAGTG

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　E　　K　　I　　P　　V

･1131　CCCGAGATAAACGATGACG9taaaa9tattttttttaattヒ9tctaataacattaaaatc

　　　P　　E　　I　　N　　D　　D　　E

　　　atcaaagatcaaca9acttaaata9tttttaatヒtatattttc99ctヒ9ttaヒヒcaa9c9

　　　c9ttttt9ta9しataatctat9ttaヒacatagattt9tc9tct9tt9ttctattヒttata

　　　aヒaataataa99ccc9ヒtヒatttccaatccataataataatc9ttatヒacat9a9attta

　　　atattaatattacta99ヒaatttcttttattttcttttatしc9ctatc9ttattttcttc

　　　a9taccattgatc9aaaccccttctca99caaa99cctccしcca9catcttctaacccac

　　　ttt9tccat99ctttctttttccaatt9cttccヒgctatc9cctttaヒattttatatcta

　　　actttttcta999c9ccctcttc･ヒttヒtcctctヒ99tccttttcacaヒa9じt9ヒct9taa

　　　t9tccatttttt9tヽct9t9cgtcttactat9t99ttctatttttacctaaattaaa､at9t

･諮n　tttattttt9at9ca9AGGTTTTAATAAAGATAGACTGTGTCGGCATATGCGGTTCTGAT

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　V　　L　　工　　K　　I　　D　　C　V　　G　　I　　C　　G　　S　　D

F19.　16　{conUnue}
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47;n　GTCAAGTTATACAGCACGGGTACGTGTGGAGCGGATGTTATCGACAAACCGATTGTCATT

　　　　V　　K　　L　　Y　　S　　T　　G　　T　　C　　G　　A　　D　　V　　工　　D　　K　　P　　工　　V　　工

､791GGTCACGAAGGTGCCGGAACTGTGGTCAAG9ttacataaatgattacat9aatataac9c

　　　　G　H　　E　G　A　G　T　V　V　K

　　　　taatcttct9tttaaa9ctgcccttaaattttaa9aatccctaaaataa9ta9tcat9ta

　　　　aaataa9tacc9tc9ttcaヒ99acttta9caat9cca999caaa9ccaa9cc9ct9ヒcta

　　　　ccattaa9tactct9cacaa9ccta9tttaaa9atg9acat9ヒcata9cgctc999aa9c

　　　　acc9ta9agctcattccaaa9tct9at9(Jしac9t9gcaaaaaヒ9atctcヒ99aa9c9cac

　　　　tat99at9aac9cag999cttca99じa9tat99atgaactctactcc99ヒ99ca99c99ヒ

　　　　gc9at9gtaaaaac999aヒ99a9qtatcatctcaaacaattcctca9a9cactccccatg

　　　　gaacatac99tacaaaataca9ag9t9acc9aa9tcccttcgca9accca9a99ttccaa

　　　　ac9atcc9t9aヒa9t999attatcgacaatcc9aatagccttctact9ヒat99a9七caaa

　　　　t99aatatcaattattct9tacctaat9aaat9aaacccacat9aattt9taaattac9t

　　　　acctaattacta9cg9ca99acatattatccctattttc9c9atttatatatatc9atca

゛2451　tcacatgataac9ataaaag9taatacaヒatc99cagGTAGGAGACAAAGTAAGCAGTTT

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　V　　G　　D　　K　　V　　S　　S　　L

･25U　GAGAGTGGGCGACAGAGTGGCAATAGAACCGACGCAGCCGTGTCGGTCCTGTGAGCTGTG

　　　　　R　　V　　G　　D　　R　　V　　A　　I　　E　　P　　T　　Q　　P　　C　　R　　S　　C　　E　　L　　C

･25アI　CAAGCGAGGGAAGTACAATTTGTGTGTGGAGCCACGTTATTGCTCCTCGATGGGCGCTCC

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

゛2631　GGGAAACCTATGCCGTTACTAC八AGCACGTCGCCGATTTTTGTCATAA9taa9taaact9

　　　　　G　　N　　L　　C　　R　　T　　Y　　K　　H　　V　　A　　D　　F　　C　　H　　K

　　　　tttttgtttttcaaattc9ttacaaaaatcatctatactaatctactaataaaatacttc

　　　　tatactaatattataaa9a99aaa9cttt9ttt9ttt9ttt9tatt99aヒa99ttcc9aa

　　　　act9ct9aacc9attt9aaaaattcttacact9tttg9aa9ctacactattcct9a9t9a

　　　　cata9999tg9t9cgatcaat99ccttatac999gcgccc9ヒat9999cca9tccct9ac

　　　　cgt99999taccgaa9ct9ct9caac99cc9caac9caccatc9999tca999taaccc9

　　　　atc9aga999ct99ヒ99tt9t99c9cc9at9accacc99ヒcc99c9tccc9a99999a99

　　　　9t9at999a9a9at9ヒ9ctcc9cactaaac9cttcactctccヒccttし9cattttcat9a

　　　　9ttct9tctcat9a9a99ctc99ac9ヒ999しt9ヒヒ9a9c9aca99a99ヒttta9ヒc99tt

　　　　c9actac9acataccccgccc9ccatctcca9t99a999t999a9ヒcc99a9atttcctc

　　　　ct9accaaaaaaaatatccヒc9aataacata99cヒtcttt9taacaaaaaLta999aしtc

　　　　tta9taaaactccaataat9ttacgcaaattaaaaaaataataatヒtaaaaataataヒta

　　　　9aata9ataaaaaatattaattaaatattatヒcaaaヒattatttaaat9aaaataaaa9a

　　　　tcattaaaataataattattcaaactacctttataatttc(比attttta9aaacct9ac9

　　　　caaatataa999tttat9t9t9ヒ9tattataatttttattttcatattttt9taaaa9ac

　　　　cc9a9caa9ccgca9ca99ccgcta9taaataaataaat9t9ttttttaaactc9tcact

　　　　gtc9tca9gcctaa9ttaccc9a99attcaaa9cgagttttgtact9acヒヒtaac9ヒatt

　　　　att9aaattc9cttaatt9attatat9tat9accattat9tacatta9ga9attt9a9a9

　　　　t(Jttaaaacattaatct9ttaatttaaaat9c9t9ttt9tttattatt9t99c9aa9ctt

　　　　9999a99cccat9t9caaca9t99acttct9ta99ctgaa9gtaatattagtatta9ヒtt

　　　　9ヒtaaatct9aa9atヒt99aata999acヒ9actct9aaaaat9t9caacttct9caacヒa

　　　　aaaaaaaatcaatttccttttttttaa.cc9acヒcヒtttta9at9ヒ9ヒaattatgtaattc

　　　　cgtattaatataaataaccaatcg9aaatatcc99ヒtct9atcatttt9ttaa9a9ata9

･4otl　ctccttaggtttttttccヒaヒta9aヒtttcctccヒaヒt　a9ATTACCAGACAATCTAACAA

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　L　P　　D　N　　L　T　M

,4(y?`I　TGGAGGAAGGGGCAGCGGTCCAGCCGCTCGCCATCGTGATCCACGCCTGCAACCGCGCCA

　　　　　　E　　E　　G　　A　　A　　V　　Q　　P　　L　　A　　I　　V　　I　　H　　A　　C　　N　　R　　A　　K

｡4131　AGATAACTCTCGGATCTAAGATCGTTATCCTTGGGGCCGGGCCTATTGGTATTTTGTGTG

　　　　　　I　　T　　L　　G　　S　　K　　I　　V　　I　　L　　G　　A　　G　　P　　I　　G　　工　　L　　C　　A

4曾ICTATGTCGGCCAAAGCAATGGGAGCTAGCAAAATTATTTTAACAG9ヒa9caaaatataat

　　　　　　M　　S　　A　　K　　A　　M　　G　　A　　S　　K　　I　　I　　L　　T　　D

　　　　9ataactattataatattatttacta9aaaatttc999ttattヒa99t99ca99acatat

　　　　t9t9aact9tcaaca9tt9tcヒatacctacctaac99t9ctttta99taacccaa9catc

--‥tga9ccccgcgagctcacctacta9ttt99ヒ9aatcta9aataaccccヒc9a99ttacta

aaata99tagじgaヒtct9ac999atttac9tcca9ta(Jacca9ヒ9aaattact9aaata9

cヒtta､9ヒaca9ta9caac9tt99ta9tattca9taattatttcttctcしt9ctaaa9ata

9tc9ac9agcttac99ccacctt9tattt9gtttacagaa9cccatgccatctcaac9t9

Fig,　16　{continue)
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･5z71　t9ヒcaヒtgatcttaca9ACGTAGTTCAGTCACGCTTAGACGCAGCACTGGAGTTGGGAGC

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　V　　V　　Q　　S　　R　　L　　D　　A　　A　　L　　E　　L　　G　　A

4331　TGATAACGTCCTCCTCGTCCGTCGGGAGTACACTGACGAGGAGGTTGTAGAAAAAATTGT

　　　　　D　N　V　L　L　V　R　R　E　T　T　D　E　E　V　V　E　K　工　V

･5391　GAAGTTGCTCGGTGACCGCCCGGATGTGTCAATCGATGCGTGTGGG･TACGGGTCGGCGCA

　　　　　K　L　L　G　D　R　P　D　V　S　I　D　A　C　G　Y　G　S　A　Q

‘5451　GAGAGTCGCTCTACTG9tat9tctctatat9ttattttatttat9acca9t9aa,ccc9tt

　　　　　R　V　A　L　L

　　　　ac9cttc9gt9act9tt9ctaaat9tac9aa9aattacctttttt9cta9t9tt9c99c9

　　　　tatt9caaga9gatac9taacaactctatact9tcaatttct9tc9caaaaca9tct9tt

　　　　cta9ttc9aa999t9a99atc9ttttcc9acaaaattta9atttcatcctaa9gtcccaa

　　　　99ta999a9caccattctcact999tttc99ta9caacatagc､acca9at9a9tc9tat9

　　　　tcctccctcatcc9tttacacaattaaataaact9ヒtaaaactaattaaaacaaccactt

　　　　taac999ctttcccattaaaacatatcatac9tcatctcttctcac99actcacactctt

　　　　ctcヒヒ9cacatcctttctcata9tccacc99tcttttta99acqcccc9t9c99cttcaa

　　　　aatacaacccatattttcaaa9tactヒcatta99ヒt9ヒaccataaaaaatcattcgcaaa

　　　　9ca9ctaccctt9agct9tta999tctcttc99a99c9ctcg99caact9tta9ctaatc

　　　　ccacccatctcca99ct9a9ccttt9cヒc9cccacctat9caagt9aaact99aaa99cc

　　　　tcc999ccacca9taatacヒtca9tcatcaaaaaacc9taaaaatataaaaaaaaaacat

　　　　9at9ttcattttt9aatac9tctcctc9ttt9tcaat9tga99a9t9atat99ctttatc

･6231　caattcca9GTGACTAAGACAGCGGGCTTGGTGTTGGTGGTCGGCATAGCTGACAAAACG

　　　　　　　　　　　　　V　T　K　T　A　G　L　V　L　V　V　G　　I　　A　D　K　T

･6291　GTGGAGCTGCCGCTCTCACAAGCGCTGCTCAGAGAAGTTGACGTTGTAGGGTCCTTTCGT

　　　　V　　E　　L　　P　　L　　S　　Q　　A　　L　　L　　R　　E　　V　　D　　V　　V　　G　　S　　F　　R

4351　ATTATGAACAC9tac9ta9c9aatttt9ttaatctt99caatct9att9t9ca9atctat

　　　　I　M　N　T

　　　　ctaccttg9ttattt9t99t99tt9atcatat9cattacca9ヒt9caヒヒatta99ta9ヒ9

　　　　caaagta9a9999aa9a99tcaacc9aa9aa99cat99aヒ99a9ヒ9し9t9aatat9a9a9

　　　　aga9a9a9a9a99a9ヒ9agt9ヒt9a9atgac99ct9aヒa9aa9a9aaヒ999a9a9aaaat

　　　　ta9ct9t9cc9atcccaccta9t999aしaaa9tt9agaaaaagaa9a9aa9a9atcatat

　　　　gcattactattatattcaattatatt9attaaat9t9aaa9actc9t9ca9t9caaat9a

　　　　9atttt9acctcaa9tct9aa99t99c9acattcgc9gtctatqa9ctctgt9acatcta

　　　　t9a9ctcca9t9att9ttttt9accaatt9aacc9t9a9ctt9ttc9ccヒatacatatac

　　　　atacaaaaaaatt9ataaaat9acat9じatct9ヒ9acaaat9aat9caaaatttcaacat

　　　　tttcat9c9cctctt9taag9cac9cataa99cttcaat9agactattt9t9tacca9ta

　　　　99ct9t9a9ctc9ccc9cccat9atca99aatacヒaaaaaaaat9t9t9cacttcacac9

　　　　ta9tataa9c999accttta9aa9tattctatctcatt99cttacaaacヒaaattat9ta

　　　　t9tct9tccctttttc9ヒtcatc9a9tttcaaatcaca9c99t9ctaaa9aa9cttcgct

　　　　9t9aacactc9t9aacaaacttaacatc99tttccc9aaa9aaactttta999atcaatt

　　　　gcctaacヒ9a9a9caaattattt999tttcaatttatatttatt9acgcc9taat9caac

　　　　ac9aa99ca9ct99ccgccc9c9cctcccg9c9tcaヒctctc99a9tc9tt9acc9caat

　　　　ttttacatt9c9c99aat9ctaaaa9ttatttt9t9caatatatacacctact9a9acct

　　　　ta9aacttatatctcaa9attttac999atttac9tt9ta9at9tctat999ct(比a9ta

　　　　aacacttaatacca999tcact9t9a9ctc9tccactcatctaaacaataaaaaa9tttt

･7491　cttc99tc9t9ac9c9aatcatt9ca9GTACCAGCCCGCCCTGGCCGCGGTGTCCTCCGG

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　T　Q　P　A　L　A　A　V　S　S　G

･7S51　GGCCATCCCCTTGG,ACAAGTTCATCACTCATCGCTTCCCGTTGAACAAGACCAAAGAAGC

　　　　　A　　I　　P　　L　　D　　K　　F　　I　　T　　H　　R　　F　　P　　L　　N　　K　　T　　K　　E　　A

･?6↑IACTGGATTTAGCCAAATCTGGTGCCGCCATGAAAATACTCATACACGTGCAAAATT瓦Aaa

　　　　　L　　D　　L　　A　　K　　S　　G　　A　　A　　M　　K　　I　　L　　I　　H　　V　　Q　　N　　---
　　　　caca9tttcataacaaaatcctt9ttttatttcatcaaaacattaactaatatatatttt

　　　　t&aaaaattacatc9atataat9caaatga9atttattatt9ttattcaaaat99ca9at

　　　　9cac9a9a9tac9ctttct999ttatatttcc9ttaaac9ccct9taaacaatcaaattt

　　　　9ttt9ataaattt9tcaaacttat9ttttcatcaaacaata9attaaaa9atcaaaccaa

　　　　a9atcaaacaa9tttattttaactt9ccc9ta9attc99ttttctcctt9cc9ta9acヒg

　　　　a9atctt9ttt9acaaacac9c､c9tcaatcaa9atttccatcaaac9c9tcaaacac9ta

　　　　9act9ttt9acaaac9c9tcaaacaaa9ct9cat9ct9tcaaataattt9acaaacaaヒt

　　　　tgatc9tttaca999c9ctttaaacaacaattttaaaa9t99aattttatttta99atta

　　　　c9at9a9tttaacatatttat9atcc9tt9acct9ca99tc9ac

阿16{conhe}
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Fig.　　16.　　Structure　of　the　BmSDH　gene. The

of　the　SDH　gene　and　the　deduced　amino　acid

with　the　initiator　methionine,　are　shown.

nucleotide　sequence

sequence,　begining

　The　transcription

start　site　in　fat-body　determined　by　primer　extension　analysis　is

indicated　by　土よ.　　　Nueleotides　on　the　5'side　from　the　transcrip-
tion　start　site　in　fat一body　are　indicated　by　ne　a　ive　numbers｡

The　exon　sequences　are　shown　in　　　　er　case　letters,　and　the　in-

tron　sequences　and　七he　3゛of　the　terminator　codon(---)　1n　よ旦K旦£

case　letters｡　　　Sequences　simi　lar　to　the　TATA　mot　i　fs　are　旦旦d旦£ニ
L註!旦4　(at　positions　-843　to　-837,　-195　to　-189,　-30　to　-24　and
十64　to　+70).　　　珀巡旦§　indicate　the　repeated　seque･nce　in　旦回山XL2SI

genome･
The　consensus　sequence　which　is　recognized　by　BmFTZ゛F1

is　旦h旦丿旦d.　　　　The　consensus　sequence　which　is　found　in　the　genes

expressed mainly　in　larval　and　pupal　fat-bodies　is　迂兌左ご
underlined.　　　　The　5゛　ends　of　the　PCR　Products　obtained　by　RACE

analysis(Fig.　20)are　indicated　by★　1n　cold　acdimated　egg(at
position　-129),0　in　fat-body(at　positions　+65　and　+85),△

silk-gland(at　positions　+66　and　十95)and　o　　in　mid一gut(at　pos

n
　
一

4
£
4
↓

tions　+72　and　+87).　　　A£□狸旦(SDH1,　2,　3;　SDH-A,　-B)　indicate　the
oligonucleotides　used　for　primer　extension　analysis　in　Fig.　19

and　RACE　analysis in　Fig.　20.
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ム　DNA　を　BamHI

ブとして

Pstl EeoRVで切断し 全鎖長の　カイコ　SDH　CDNA　をプロー

ハイブリダイゼーションを行った｡　BamHI　で切断した場合は　2本のバ

ンドが､Pstl

この結果を､

EcoRVで切断した場合は1本のバンドが検出された(Fig

SDH遺伝子の制限酵素地図(Fig

イド当り　1　コピ

4

15)と比較したと

のSDH遺伝子が存在していることが示唆された｡

17)｡

ころ､　ノゝ プロ

大きさの-

　　第3章及び第4章の結果から､カイコ卵においてSDH遺伝子は､休眠党醒期

に卵黄細胞で､胚子成長期に胚子紬胞で､幼虫組織形成期に脂肪体紬胞で発現す

ることが明かとなった｡　また､上記の結果から､SDH遺伝子はハプロイド当り　1

　コピーであることが示された｡従って､それぞれの時期･組織特異的な　SDH遺

伝子の発現に際して､それぞれに対応して異なった大きさのmRNAあるいは異な

ったエクソンから構成される　mRNAが転写される可能性が考えられた｡

　　そこで､休眠を覚醒させる方法の一つである冷蔵浸酸処理を行い､25　゛C　で

胚子発育を再開させた卵から､種々の時期に､全RNAを抽出してノーザンハイプ

リダイゼーションを行ったくFig｡18)｡　この冷蔵浸酸処理卵の場合には､浸酸

処理時から約3　日間までの休眠覚醒期､及びその後の幼虫孵化時(浸酸処理後

12日)までの胚子発育過程の期間に対応する　SDH活性の変動を同時に検出する

ことができる(Yaginuma　and　Yamashi　ta,　1979)｡　この冷蔵浸酸処理卵において､

カイコ　SDH　eDNA　プローブによって　1.2　kb　のSDH　mHA　が浸酸処理後1　日より

　5日まで検出された｡　しかし､浸酸処理後4-5　日より　1.1　kbの　SDH　mRNA

が出現し始め､その後は､1.1　kbのSDH　mRNA　のみが検出された｡Ll　kb　の

SDH　mRNA　量は､バンドの濃さから判断して､浸酸処理後　6日まで増加した｡そ

の後1.1　kbの　SDH　mRNA　量は､浸酸処理後9日まで減少し､幼虫孵化(浸酸

処理後12日)に向けて再び増加した｡以上の結果､及び第3章の結果(臼g.

7参照)から､休眠党醒期の　SDH　mRNA　の大きさは　1.2　kb　であり､幼虫孵化時

に向けて幼虫脂肪体細胞で発現される　SDH　mRNA　の大きさは　1.1　kb　であると考

えられた｡　また､胚･子成長期の胚子細胞で認められる　SDH　mRNA　は､おそらく

1.1　kbであると推副された｡
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Fえg.　　17.　Southern　hybridizali　･n　analysis　or　gりnomi(j　DNA.

Genomic　DNAwas　digested　with　BamHI(1arle　1),Pst1(1anp　2)　o｢

EcoRV(1ane　3)and　then　hybridized　with　fuH　lenり.h　BmSI)H　CDNA　as
a　prQbe.　Numerals　on　the　right　indicate　the　posiいon　of`　fr,1g-

ments　of　λ　DNA　double-digest.ed　with　}lindlll　and　EcoRl　as　size

markers.
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Days　aner　HCl　nealmenl

2　3　4　5　6　Z　8　9　10　1112

　　　　　　　　　●
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Fig.　18,Northern　hyhridizな1.ion　anulysis　forgerj(lexpression　or

the　BmSDH　during　embry〔4enesis.　Diapal.1se　was　broken　by　HCI

tl`e8tment(specific　gravity,1.100　at　15　'C;　48　°C　for　5　min)
after　chilling　at　5　°C　for　30　days　from　2　days　afLer　ovipositjon,

The　HC1-t.reated　eggs　were　incubatedat　25　゛C　until　larval　hatch-

ing(12　days).　　Each　30　μg　oftota1　RNΛs　extracted　from　eggs

with　゛arious　stages　was　applipd　to　l.0%agarose　gel.　The　RNAs

were　hybridized　with　radiolabeled　cDNA　for　BmSDH.
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　　5.　SDH　mRNA　の　5'　j　　浩のこ,定

　　第3章の結果と上記の結果より､休眠覚醒期に出現する　SDH　mRNA　と幼虫組

織で発現する　SDH　mRNA　の大きさが異なることが推測された｡さらに　SDH遺伝子

の上流域にはTATA　box　相同配列がそれぞれ離れた箇所に　4個存在していた｡従

って､この　mRNAの大きさの差異は､5'末端構造の違いによるものであると考え

られた｡　そこでSDH　mRNA　の　5'末端構造､つまり､イントロンの存在の有無､

及び転写開始点を決定するため､先ず初めに常法に従い､プライマーエクステン

ション法により転写開始点の決定を試みた(Fig｡19)｡　その結果､5令幼虫の

脂訪体では､翻訳開始点から　216　b上流のTで停止した反応物が検出され､

の点を転写開始点とし､Fig 16において+1とした｡　この転写開始点の　30

こ
　
　
b

上流には､TATA　box　として考えられる　TATATTT配列が存在していた｡　しかし､

休眠覚醒卵(Fig｡19)､絹糸腺(結果省略)､及び中腸(結果省略)では､鋳

型とした　SDH　mRNA　が少量であるためと考えられるが､プライマーエクステンシ

ョン法では転写反応物を検出することはできなかった｡

　　そこで､微量のmRNAでも末端構造.の決定が司能な　RACE法を用いて解析を

試みた(Fig.20)｡　RACE法による　PCR産物をアガロースゲル電気泳勣し､ナ

イロン膜に転移して､SDH1､SDH2､SDH3のオリゴヌクレオチド(Fig.16参

照)をそれぞれプロープに用いてハイプリダイゼーションを行った｡　その結果､

SDH3のプローブに反応するバンドは検出されなかった(Fig｡20D)｡　SDH2のプ

ローブに反応するバンド(約　300　bp)は､休眠覚醒卵で強く検出されたが､幼

虫の脂肪体､絹糸腺､中腸では検出されなかった(Fig｡20C)｡　SDH1のプロー

プに反応するパンド(約　300　bp)は全ての組織において見られた(Fig｡

20B)｡従って､休眠覚醒卵と幼虫組織とでは､SDH　mRNA　が異なる　5'末端構造

を持つことが示唆された｡

　　次にこれらのPCR産物を　Bluescriptにサブクローニングし､SDH1及び

SDH2のプロープに反応するコロニーをスクリーニングした｡　その結果､約

2×103個のクローン中､休眠党醒卵では､陽性クローンは　56個､脂肪体では､

陽性クローンは　70個､絹糸腺では､陽性クローンは　33個､中腸では､陽性ク

ローンは　37個であった｡各組織につき､2個のクローンを無作意に選び出し､
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Fig.　19.　　Primer　extension　analysis.　　A　synthetjc

Qligonucleotide　primer(SDHl　in　Fig.　16}was　end-1abeled,an-

nealed　with　2　μg　poly(Aμ　RNA　from　cold　acclimated　eggs　Oane　l}

Orlarval　fat-body(lane　2　h　and　extended.　The　sequence　ladder
generated　with　the　same　primer　on　a　cloned　DNA　template　shown　in

lanes　A,C,G　and　T,　was　used　as　a　size　marker.
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Fi賦.　20,　5゛raPid　amplification　of　d)NA　end(RACIO　o　f　BmSI川
mRNA.　{H　Procedure　for　RACE.　01igonucleotjdむ　8equr･nces　ror

SD}l-A,SDH-B,SDH　1,SDH　2　and　SDH　3　were　shown　in　Fig.16.

Each　2　μg　of　poly(A)゛RNA　from　diapause　eggs　chi　lled　for　l60

days(1ane　D,fat-body(1ane　2),silk-gland　けane　3)or　mhj-gut.

(1ane　4)was　used　for　first　strand　cDNA　synthesis　using　BmSDH

speci　fic　primer(SDH-A),　The　cDNA　was　dC-tajled　by　termina1
deoxynucleotidyl　transferase　and　amPlified　by　polymerase　chain

reaction　using　dG~tailed　T7　primer　and　internal　BmSDH　specific

primer{SDH-B).　　ln(Il　h　half　volume(25　μ1)of　each　reaction
product　was　analysed　by　l,0%agarose　gel　electrophoresi8　8tained

with　ethidium　bromide{Pane1　A),and　one-tenth(5　μ1)by　1.0%
agarose　gel　electrophoresis　and　Southern　blot　using　each

oligonucleotide　probe;　SDH　1(pane1　B},SDH　2(pane1　C)or　SDH　3

(pane1　D).
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インサートされた　PCR産物の塩基配列を決定した｡

　　Terminal　deoxynucleotidyl　transferase　による　3゛末端への　dGまたは

dCの付加は､10　-　19　個であり､平均すると　14個であった｡　休眠覚醒卵では､

-1　2　9　のT(★,Fig.16)を　5'末端にもつPCR産物を含むクローンが2個

得られた｡　このPCR産物の塩基配列と　SDH遺伝子の-1　2　9　から　+234にかけて

の塩基配列は､完全に一致していた｡従って､SDH遺伝子のこの頷域には､イン

トロンが存在しないと考えられた｡

　　休眠覚醒卵からのPCR産物を含むクローンに対し､脂肪体では､+65　と

り5の　A(○ 　
″
6

1
ー
ー
轟

p
- 16) 絹糸腺では､+66のTと+95のAく△

16)､中腸では､+72の　Tと　+87のA(□ 16)､を5

Fig

末端にもつ

上流に位匿する

れらのクロ ンの

臼g

PCR産物を含むクローンがそれぞれ得られたが､これより更に

5 末端を持つPCR産物を含むクローンは得られなかった｡

場合にも

喩“

仙｡

PCR産物の塩基配列と､SDH遺伝子の+65から　+2Hにかけての塩基

配列は完全1

ントロンは含まれていないものと考えられた｡しかし

クロ

卵､絹糸腺､及び中腸に

ンの　PCR産物の　5 末端の塩基は必ずしも一致する

おける　SDH遺伝子の転写開始点を

によって決定するには至らなかった｡

こ一致していた｡従って､この場合も　SDII遺伝子の
4･

U の顛城に

前述のように､

は､イ

これ らの

ことはな《､休眠覚醒

ここで行った　RACE法
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=考鳶略

　　カイコ　SDH　CDNA　をプローブに用いて､カイコ　SDH遺伝子をクローン化し､

約　10　kbpにわたって塩基配列を決定した｡　これを　カイコ　SDH　CDNA　の塩基配列

と比較した結果､カイコ　SDH遺伝子には7個のイントロンが含まれることが明

かとなった｡　カイコ　SDHは､zinc-containing　long　chain　alcohol/polyol

dehydrogenaseフアミリーに属することが､第3章で示された｡　このファミリー

では､すでにヒト　ADH(Jeffery　and　Jornva11,1988)､トウモロコシ　ADH　I

(　Dennis　et　a1

ムギ　ADH　1.2.

1984)､トウモロコシ　ADH　2(Dennis　et　a1

and　3(　Tr

″
ー
ー ck　et　al 1988〉

H85　)､オオ

飴詮型こg上Uユしnidulans　ADH

(　MCKnight　et　a1‥　1985　)､Pennisetum　laucum　ADH(　Gaut　and　Clegg,

H91　)､　Pisum　sativum　ADH　(　Llewellyn　et　al｡　1987　)､

Arabido　sis　tha.けana　ADH(　Chang　and　Meyerowi　tz,　1986　)､　酵母　ADH

(Jeffery　and　Jornva1　1,　1988)で遺伝子構造は明らかにされているが､SDHに

おいて遺伝子構造が明らかにされたのは　カイコ　SDHの遺伝子が初めてである｡

　　上記の　ADHと　カイコ　SDHでタンパク質の一次構造上どの位匝にイントロン

の挿入箇所が存在しているかを比較した｡その結果､タンパク質の　3次構造上ド

メインと呼ばれる単位間(Branden　et　al‥　1984)に､イントロンが抑人され

ているものは少なく､カイコ　SDHの場合､イントロンの挿人箇所はドメインの区

切れには存在しなかった(結果省略)｡　しかし､一般に､モジュールと呼ばれる

単位間に､イントロンが挿人されていることが示唆されており(G0,1HI,

1983〉､カイコ　SDHにおいてもモジュールの区切れにイントロンが挿入されて

いることが明かとなった(郷､私信)｡

　　カイコ　SDH遺伝子の3'非コード領域のポリアデニル化シグナルである

AATAAAは､タンパク質をコードする部分の末端である　TAAから　526　bp下流ま

でには存在しなかった｡　これは､トワモロコシADI{1遺伝子のように､mRNAの

　3'末端に　poly(A)が付加されているにもかかわらず､ポリアデニル化シグナル

を持たないものなのか(Dennis　et　al｡,1984)､もし　AATAAAが存在するなら

ばさらに下流域に存在するものなのか､それとも､AATAAAに類似した塩基配列

(AATATAまたは　AATAAT)で代用するもの(BIrnstiel　et　al｡,1985〉なのか
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現時点では明かではない｡しかし､カ･イコ　SDH　CDNA　は､幼虫の脂訪体の

poly(A)‘HAより作製されたライブラリーから得られたものであるから､SDH

mRNAの　y　末端には､poly(A)は､付加されているものと考えられる｡

　　一般に遺伝子のF上流域には､遺伝子の発現を調節している因子が存在し

ている｡カイコ　SDH遺伝子のy上流域には､TATA　box　に相当する配列が､4

箇所それぞれ離れた箇所に認められた｡ゲノムDNAのサザンハイブリダイゼーシ

ョンの結果より､カイコ　SDH遺伝子は､ハプロイドゲノム当り､1　コピーである

と考えられた｡しかし､ノーザンハイプリグイゼーションの結果より､SDH　mRNA

　は　1､2　kb　と　1几kbの2種類の大きさのものが存在することが示された｡こ

のmRNAの大きさの差異は､y末端構造､または､3゛末端構造の違いによるも

の､あるいは､オールターナティプスプライシングによるエクソンの違いによる

ものの3つの可能性が考えられた｡

　　プライマーエクステンション法により､幼虫脂肪俸での転写開始点は決定さ

れたが､休眠覚醒卵､絹糸腺､及ぴ中腸での転写開始点は決定されなかった｡そ

こで､RACE法を行ったところ､味眠覚醒卵のSDH　mRNA　にEU来する　PCR産物の

　5'末端は､脂肪体でのプライマーエクステンション法による転写開始点より､

さらに上流に位置していた｡一方､幼虫組織のSDH　mRNA　に由来する　PCR産物の

5'末端は､脂肪体での転写開始点より下流に位誼していた｡従って､ここで行

った　RACE法では､それぞれの転写開始点を決定するには至らなかったが､少な

くとも休眠覚醒卵と幼虫組織では､転写開始点が異なることが示唆された｡

1.2　kb　と　Ll　kb　の長さのSDH　mRNA　は､SDH遺伝子の　5゛側より　2春目と　3

　番目のTATA　box　からの転写の違いに起因するものと考えられる｡　つまり､休眠

党醒卵では､ディスタルプロモーター､幼虫組織では､プロ牛シマルプロモータ

-

Sierra

からの転写が行われているものと考えられる｡

　このようなオールターナティブプロモーター を持つ遺伝子(Schibler　and

1987)は､牛イロショウジョウパエ(Droso　hi　la　me寸ano　aster　)

ADH　gene,antenna　edia　gene,　a亘す旦土gene､マウスとラット　alpha　amyl　ase

genes､ ラ　ッ　ト　aldose　A　gene､ ヒ　ド　　aldose　geneヽ､ 数種の生物種のmyosin

□ght　chain　gene　で知られている｡

　　また､他の遺伝子で同定されているシスエレメントのうち､以下のものは　カ
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イコ　忍診笠遺伝子の上流域にも認めふれた｡カイコ､タパゴスズメガ

{和ぼ港皿急答ぞれ念八及び半イロショウジsウパエめ甜肪鉢で発現してい･る貯蔵夕

ンパク質遺伝子のジ上液域に見い疸されている　ドーT蝕《T/A}AAくA/TノG卜y

て奪□柚牡モt.IL｡リ斜)がカイご　S詣遺伝子にも存在していた{FL窟､1七

　点下報J〉｡従って､おそ=ら《･このシスェレメントは､貯敢タンパク質遺伝子のみ

でばな《､幼.虫偕前俸で発戻している遺伝子群に普遍的に存在する紀列ではない

かと考えられた､｡

　　そこで､腐在まで､見虫で報告吉れている遺伝子の中で､諧肪棒で発現して

いる遺伝子め.ド上浹域の塩基配列を顔べたところ､幼虫及ぴ輔め誰肪倖で発現

する=ものにば､このシスユレメントが見いだされた{Tab柚2)｡しかし､主に

成圭毅訪葎で発爰しているもの､桝えば､ヰイロショウジョウバエの卵黄タンパ

ク質　Y尹-1　{　h剪君　1具遮　奢セlsi罫軋　1鈷仁　拓｡Vか蓉急n翁　lnd　GIHむr､　IH2　)､　YP-2

ず苔jn客急･d薯剖l客比軋　諮糾)､Y卜3くYa罫れ･き1‥　1討マ　)､タバコスズメガの

A黎うDp荊ぽむtぞi套　IH　{　Cむまぞ　恚負d　奢ells｡　11討;　むか1そ　忿t　aL｡　IHぴ　)､

1裂t牡rつ対1ぼH心君t111{Ln心yHlnせLI軋　IB貼hn君むt　a.L｡HH)の遺伝子に

は上記のシスエレメントは見い出されなかった｡　しかも､キイロショウジョウバ

エのADHの遺伝子では､このシスエレメントは､成虫脂肪体での発現に関与する

ディスタルプロモーターの上流には存在せず､幼虫脂肪体での発現に関与するプ

ロ牛シマルプロモーターの上流域には存在していた(Benyajati　et　al｡,

1983)｡　また､カイコの貯蔵タンパク質SP1,SP2遺伝子では､ゲルシフトアッ

セイにより､幼虫脂肪体由来の核抽出物の中にこのシスエレメントに結合するタ

ンパク質の存在が示唆されている(Sakurai　et　al.,□H)｡従って､このシス

エレメントは､幼虫･頬脂肪体での発現に特異的であり､このシスエレメントに

結合する幼虫脂肪体特異的因子によって､SDH遺伝子の幼虫脂肪体での発現が調

節されている可能性が示唆された｡

　　また､カイコのfush　i　tarazu　調節タンパク質くFTZ-F1)結合配列

5'-PyCAAGGPyCPu-3'くUeda　and　Hirose,IHI)が､カイコ　SDH遺伝子にも認

められた(Fig｡16,網掛け)｡　このタンパク質は､絹糸腺でのフィブロイン遺

伝子の発現に関係があることが示唆されている(Ueda　and　Hirose,1990〉｡従

って､このシスエレメントは絹糸腺でのSDH遺伝子の発現にも関孫していると考
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Table　2　　　　Heptanucleotide　sequence　in　the　upstream　re9ion　of　the　9enes

which　are　mainly　expressed　in　larval　and　pupal　fat　bodies.　　The　numbers

refer　to　the　position　of　the　5゛end　of　the　sequence　in　the　9ene　and　are

numbered　relative　to　the　transcription　start　site｡　　The,references　are

as　follows｡　1.Hishida,　1993.2.Fujiwara　and　Tamashita,　1992.3.
Sakurai　et　a1　･　,　1988.　4,Fujii　et　a1･,　1989.　5.Mori　et　a1,｡　1991a.　6,
Mori　et　a1,,　1991b,7.　Sun　et　a1･,　1991.　8.xanthopoulos　et　a1　.　｡　1988.9.

Willott　et　a1　,　｡　1989.　10,　Benyajati　et　a1･,　1983.　11.　Kylsten　et　a1･,
1990.12.Reichhart　et　a1.｡　1992.13.Delaney　et　a1.,　1986.14.Kobayashi

et　a1.,1989.15.Matsumoto　et　a1.,1986.

召o昶)yx　morj

尽yajop力or∂　cecropia

Sorbitol　dehydrogenase

Anti-chymotrypsin

Chymotrypsin　土nhibitor　1

Larval　serum　protein

Storage　protein　1

Stora9e　prote土n　2

30K　protein　6G1

30K　protein　19G1

30K　protein　21G1

Acidic　attacin

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Basic　attacin

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Cecropin　B

河uj2duca　sexむ∂　　　　　　　　　Aryiphorin　a　subunit

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　βsubunit
Drosop力j2a　j77eja刀o9asむer　Alcohol　dehydrogenase

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Cecropin　A1

　　　　　　　　　　　バ　　　　　　　　　　Diptericin

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Larval　serum　protein　1-　cx

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1-β
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1-‘y

Sarcop力∂9a　pere9rina　　　Lectin
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Storage　protein

　-332

　　-46

-1001

　　-73

　-170

　　-72

　-534

　-1i7

　　-94

-1428

-1384

　-149

　　-66

　-643

　-240

　-164

　-123

　-219

　-328

　　-89

　　-93

　　-76

　-678

　-593

-2199

　-212

　-468

　-200

　-285

　-230

　　-89

TGAAAAG

TGATAAA

TGAAAAT

TGATAAA

TGAAAAA

TGATAAT

TGAAAAA

TGAAAAG

TGATAAT

TGAAAAT

TGAAAAA

TGATAAT

TGATAAG

TGATAAT

TGATAAT

TGATAAT

TGATAAA

TGAAAAG

TGAAAAA

TGATAAA

TGATAAA

TGAAAAG

TGAAAA八

TGAAAAA

reference

1

1

2

3

4

5

6

6

7

　7

　8

　9

　9

10

n

TGAAAAA　　12

TGAAAAT

TGATAAA　　13

TGAAAAA

TGATAAG

TGATAAT　　14

TGAAAAA　　15

TGA〈A/T)AA(A/G/1r〉C○nsensus
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えられる｡また､エクジステロイド応答エレメント(Ozyhar　et　a1‥　1991

Cherbas　et　a1 1991)､heat　shock反応エレメント(Pelham,1985)に相同

性のある配列は　カイコ　SDH遺伝子には認められなかった｡

　　また､カイコのゲノム中に見いだされている繰り返し配列である　Bml

(Adams　et　al‥　1986)､Bmx(Wilson　et　aL　,　1988)､フィブロイン第　1　イ

ントロン(Kusuda　et　al､19H)相同配列が､カイコ　SDH遺伝子の上流域及

びイントロン中に認められた｡　この様な繰り返し配列が遺伝子進化の中で重複等

の役割を果たしてきたと考えられている(l　chihara　and　Mi　ta,　IH2)｡

　　第3章及び第4章において､カイコ　SDH遺伝子は､休眠党醒期では卵黄紬胞､

胚子成長期では胚子紬胞､幼虫組織形成期では脂肪体細胞で発現することが示さ

れた｡　この様な複雑な発現調節の現れの一つに､オールターナティブプロモータ

-の使い分けがあり､2種類の大きさのmRNAを生じさせていることが示唆され

た｡今後､SDH遺伝子の発現が､どの様な転写因子によって訓節されているかを

明らかにすることが課題である｡
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揃H認

I

て

い

　　カイコ　SDH遺伝子は､約10　kbpにわたり､8個のエクソンより成り立っ

いた｡上流域には､TATA　box　相同配列が､4個それぞれ離れた箇所に存在して

た｡

2.

れた｡

カイコ　SDH遺伝子はハプロイドゲノム当り､1　コピーである とが示唆さ
･φ

U

3.　冷蔵浸酸卵を用いたノーザンハイブリダイゼーション分析により　2つの異

なる長さの　SDH　mRNA　が検出された｡つまり､冷蔵浸酸処理後(休眠覚醒期から

胚子発育前期)1-5日は　1.2　kb　の大きさ､冷蔵浸酸処理後(胚子発育後期)

　4-12日は　1.1　kbの大きさであった｡

4.　プライマーエクステンション法及び5゛RACE法により､SDH遺伝子は､休

眠覚醒卵く160日問冷蔵)ではディスタルプロモーター､幼虫組織ではプロ牛

シマルプロモーターより転写が開始されることが示唆された｡

5 SDH遺伝子の　5'上流域に､幼虫･蛸脂肪体で発現する遺伝子に作用する

シスエレメントが同定された｡
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総合考察

　　本研究を総合した結果をFig｡21に示した｡　SDH遺伝子の発現は､以下のよ

うに凋節されていると結論した｡休眠卵の場合､25　゛C　では中胚葉の分節化の段

階までは胚子の発育が進むが､その後発育は停止する｡　この卵においては､sDr{

遺伝子の発現は起こらない｡　しかし､5°Cで40　-　50　日間冷蔵することにより､

SDH遺伝子の発現が卵黄細胞で開始される｡　このときに発現する　SDH　mRNA　は､

ディスタルプロモーターから転写され､1.2　kb　の大きさである｡

　　一方､非休眠卵の場合､25　゛C　で､胚子発育に伴い　SDH遺伝子は産下後

1-2日(stage　7;　中胚葉の分節化直後であり休眠ステージの胚子と形態的に

類似した胚子のステージ､高見,H69)から発現する｡産下後　3　日の　SDH遺伝

子の発現場所は､卵黄細胞と胚子である｡非休眠卵では連続して胚子発育が進行

するため卵黄紬胞と胚子でどちらの発現が早いかについては明かではないが､休

眠卵の結果を考慮すると卵黄細胞の方が早いものと推測される｡　この卵黄紬胞で

の発現は､SDH遺伝子のディスタルプロモーターから転写される　1.2　kb　の

mRNAであると考えられる｡　その後､胚子の発育に伴い　SDH　mRNA　の発現量は胚子

細胞で増加していく｡卵黄の利用に伴い､卵黄細胞は崩壊し､卵黄細胞の　SDH

mRNA量は減少する｡胚子で発現される　SDH　mRNA　の大きさは､まだ明らかではな

いが､おそらくプロ牛シマルプロモーターから転写される　i.1　kb　の･mHAであ

ると考えられる｡この増加は､反転期後期直後の　1次胚脱皮の時期まで続《が､

その後は減少する｡次に､幼虫の組織形成､つまり､脂肪体の形成に伴い再び

SDH　mRNA　の発現量は孵化まで増加する｡　この幼虫組織での発現は､SDH遺伝子の

プロキシマルプロモーターに依存している｡

　　以上のように､SDII遺伝子は､休眠覚醒期に卵黄細胞､胚子成長期に胚子細

胞､及び幼虫組織形成期に脂肪体紬胞において発現している｡一般に､遺伝子の

発現調節には､時斯･組織特異的な転写因子(シスエレメント及びトランスアク

ティングファクター)が関与していると考えられている｡

　　休眠覚醒期でのSDH遺伝子の発現調節には､2つの可能性が考えられる｡

SDH遺伝子の発現に､活性化因子の出現が関与している場合と抑制因子の消失が

関与している場合とである｡　SDH遺伝子の発現を調節する因子の同定には､休眠
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Fig,21.Summarized　results　for　the　temporal　and　sPatiai　expres-

sion　of　BmSDH　gene　in　diapause　and　non-diapause　eggs　of　tお　m9ri,

ln　diapause　eggs,BmSDH　gene　is　induced　by　chilling　at,　5゛C　which

is　effective　to　break　down　the　diapause,and　the　gene　expression

occursin　yolk　cells,indicating　yolk　nucleus一dependenしgene　ex-

pression.　　ln　non-diapause　eggs　at　25゛　C,　BmSDH　gene　is

expressed　in　the　course　of　embryonic　development.　The　occurrence

of　BmSDH　transcript　corresponds　to　two　developmental　phases,the

first　phase　to　the　growth　of　embryo　and　the　second　phasetothe

formation　of　larval　tissues.　During　the　firstorthe　second

phase,BmSDH　gene　is　expressed　mainly　in　embry()nic　cells　or　fat-
body　cells,respectively･
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維持期及び休眠覚醒期の卵からそれぞれ核タンバク質を抽出して､SDH遺伝子の

　5'上流域に結合するタンノ゛ク質が存在するかどうかをゲルシフト法等を用いて

調査する必要がある｡　SDH遺伝子に結合するタンパク質が､休眠維持期の核タン

″ク質から検出された場合にはSDH遺伝子の発現に抑制因子が関与することが､

あるいは休眠覚醒期の核タンパク質から検出された場合には活性化因子が関与す

ることが考えられる｡SDH遺伝子の発現調節機構に関わる転写囚子を明らかにす

ることによって､これまで全く喝らかにされていなかった　5゛Cによる休眠党醒

に至る分子レベルでの機構が順次明らかになるものと考えられる｡

　　胚子発育に伴う　S回遺伝子の発現の特徴は､胚子成長期から幼虫組織形成期

への発現の切り替えが起こることである｡　SDH遺伝子の発現のこの切り替えは､

時斯･組織特異的な転写因子によって調節されていると考えられる｡この様な転

写因子を明らかにすることによって､胚子発育における幼虫組織分化の開始機構

を明らかにすることができるものと考えられる｡

　　カイコ休眠卵においては､SDH遺伝子の発現は5°C冷蔵によって開始され

るが､一般に､多くの生物でも外部環境の変化[温度(Schlesinger,IHO)､

化学物質(Marguet　and　Lauquin,1986)､嫌気状態(Sach　et　al｡,1980;

DOlferus　et　aL　,　1985)､浸透圧(Gutierrez　et　al｡,1989)等]によって特

異的なタンパク質が誘導されることが知られている｡低温による　eold　shoek

p.roteinの誘導は､大腸菌(Jones　et　al｡,1987;　Goldstein　et　al‥　IHO)､

酵母(Kondo　and　lnouye,1H1;　Kondo　et　al‥　1H2)､粘菌(Maniak　and

Nellen,1988;　Muller-Taubenberger　et　al‥　19H)､高等植物(Guy,IHO;

Thomashow,1990)で知られているが､いずれの場合も数時間のうちに誘導され

ることが明かにされている｡外部環境の変化によって誘導されるタンパク質の中

で最もよく知られているのは､heat　shock　proteinくHSP)で､温度と遺伝子発

現の関係から詳細な研究がなされている(Sorger,1991〉｡　しかし､環境剌激が

いかにして　HSP遺伝子の発現に作用するのか､また温度センサーは何か､につい

てはまだ明らかにされていない(vanBogelen　and　Neidhardt,19　9　〔))｡

　　カイコ休眠卵でのSDH遺伝子の発現には､5　‘C　の冷蔵が40　-　50　日間必要

である｡従って､上記のタンパク質の誘導とは当然異なった発現調節機構が存在

するものと考えられる｡　この長期の低温に応答した遺伝子発現は､昆虫の休眠現
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象の中で､冬という比較的長い時間単位(2-3ヵ月　)に対応するために､昆

虫が発生のプログラムの中で獲得して来たものであろう｡　また､この様な長期間

の低温が､生物の発育にとって必要とされるのは､昆虫の休眠に限られた現象で

はなく､様々な生物種で観察される現象である｡

　　例えば､ミズクラゲくAurelia　aurita　)は､ポリプからストロビラ､そして

エフィラヘと変態する時､つまり､無性生殖から有性生殖へ移行する時には､光

と　15　°C　の低温を約1-4週間必要とする(柿沼､1975　;　楠元･高木､1978　;

　加藤､1986)｡　ムツノェダアシクラゲくCladonema　uchidal　)のポリプは､

10　-　ロ゜Cの低温に　2-3ヵ月間冷蔵することにより､ポリプの中央部に水母

が形成され始める(加藤,1978)｡　また､エヒドラ(h』Jatohdra　rpbusta)

　が有性生殖をするための雌雄分化を開始するためには､18　゛C　から　10　°C､

18　°C　から　24　°C　へのような急激な温度差と､低温または高温に一定期間晒すこ

とが必要である(Pears　et　al‥　1987)｡　しかし､いずれの場合においても､低

温がどの様に分子レベルで作用しているかは明らかにされていない｡　生物の発育

に必要とされる上記のような低温の作用を分子レベルで解明する上で､カイコ休

眠卵での低温による　SDH遺伝子発現の分子機構を明かにすることは､重要な意義

をもつものと考えられる｡
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