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緒'

昆虫類は今から約 3倍、 5千年前に地球上に出現し、現在全動物種の 7割近くを占める

ほど繁栄しているといわれている o またその生息地域は熱帯から寒帯、水中から砂漠の

ような乾燥地帯までと非常に適応範囲が広く、地球上において最も繁栄している生物種

であるといえる o そして、動物界における進化系統樹において無脊椎動物の頂点に位思

しており、脊椎動物の頂点に位置するヒトと比肩される。この昆虫類の繁栄の要因とし

て、前述のような高い環境適応能力や優れた生殖能力などがあげられる。また昆虫類は

その進化の過程において脊椎動物とは異なる独特の生体防御機構を発達させ、これも現

在の繁栄に大きく寄与している要因となっていると考えられる o

昆虫の外敵に対する生体防御機構として、まず外界と接する外骨格が主に物理的な障

壁として存在している o この障壁を突破して侵入してきた外敵微生物や寄生性生物など

の異物に対し、昆虫はその体液を構成する成分である血球と血紫が防御因子の中心とな

って、細胞性防御反応と液性防御反応をそれぞれ発動させ防御にあたる。血球による細

胞性防御反応は、小型の侵入異物を食作用によって処理する貧食作用、食細胞同士が集

合してノジュール(小節)を形成するノジュール形成反応、そして大型の異物を複数の

血球が包囲して生体内隔離する包囲化作用が知られている(和合， 1994a) 0 一方、液性防

御反応には通常は前駆体として存在しているフェ ノールオキシダーゼが、異物の侵入に

よって活性化されチロシンやドーパなどのフエノール性物質を酸化し、メラニン色素を

生成する反応がある o これによって体液は黒化するとともに粘調度が高まり、血球の「

失を防ぎ異物を隔離する(和合， 1995)。また、この過程で生じるキノンは細菌に障害を

与えることができるので、感染防御反応にも関与していると考えられる(和合， 1994b)。

そしてもう lつの液性防御反応として、細菌の侵入によって遺伝子の発現が誘導され、

レクチンや抗菌性ペプチド等が合成され分泌される反応がある (Bomanand Hultmark， 

1987)。レクチンは動植物に広く存在する特定の糖鎖を認識して結合する性質をもっ糖タ

ンパク質であり、センチニクパエでは傷などの刺激によって合成されることが報告され

ている (Komanoet al.， 1980)。

昆虫のもつ抗菌性ペプチドとしては、細菌の細胞壁成分であるペプチドグリカンを分



解するリゾチームの存任が古くから知られていた (Powningand Davidson、1973)。しかし、

これ以外で細菌の侵入に対して合成が誘導されてくるペプチド性の抗菌性物質は、セク

ロピアサンから分離されたセクロビン (Hultmarkel aL.， 1980)が最初である。以後、様々

な昆虫種から異なるタイ プの抗菌性ペプチドが発見されている。これらペプチドは、現

在までに 150種近く単離され、そのアミノ酸配列が明らかにされている(山川， 1998)。

抗菌性ペプチドはその構造上の特徴からセクロビン、昆虫ディフエンシン、アタシン、

高グリシン含有抗菌性ペプチド、高プロリン含有抗菌性ペプチド及びその他に分類でき

るO

これまでにカイコからはリゾチーム以外の抗菌性ペプチドとして、セクロビン A、 B、

D (Teshima et al.， 1986; Shiba et aL.， 1983; Hara et al.， 1994)、レボシン l、2、3(Hara and 

Yamakawa， 1995a)そしてモリシン (Haraand Yamakawa， 1995b)が単離され、またアタシ

ンcDNAもクローニングされている (Sugiyamaet 01.， 1995)。

セクロビンは分子量約 4kDaのペプチドで、カイコ以外にもセンチニクバエ (Kanaiand 

N atori， 1989)やタバコスズメガ (Dickinsonet aL.， 1988)等からも単離されている oこのペ

フチド群は比較的抗菌スペクトルが広くグラム陽性菌、陰性菌の両者に活性を示すこと

が知られている。そして、 2個の両親媒性の αーヘリックスをもち C末端側には疎水性の

アミノ酸が連なり、その末端はアミド化されているという構造上の特徴をもっている。

セクロビンは、細菌の細胞膜に穴を開けチャネルを形成することにより、内容物を漏出

させると同時に細胞質膜の電気的ポテンシャルを乱し物質の能動輸送を阻止すること

で殺菌作用を示すと考えられている (Okadaand Natori， 1985)。

レボシンは、カイコより単離された 32アミノ酸残基からなる抗菌性ペプチドであり、

特徴としてプロリン残基に富んでいることと糖鎖が付加していることがあげられる。高

プロリン含有抗菌性ペプチドとしては、レボシンの他にもセイヨウミツバチのアピダエ

シン (Casteelset al.， 1989)やショウジョウバエのドロソシン (Bulet et a1.， 1993)等があ

り、また糖鎖付加の抗菌性ペプチドとしては他の昆虫からも前述のドロソシンやカメム

シの一種から単離されたフィロコリシン (Cociancichet a1.， 1994)等が報告されている。

レボシンはグラム陰性菌にのみ抗菌活性を示し、糖鎖がその活性発現に必須であること

が明らかとなっている。

2 



モリシンは、これまでに発見された抗菌性ペプチドとは相同↑生をもたない新規のペフ

チドで 42アミノ酸残基からなっている。 αーヘリ ックスをもち、細菌の細胞膜に作用す

ることが明らかとなっており 、グラム陽性菌、陰性菌の両者に強い活性を示すことが知

られている D

アタシンは、カイコからは現在のところ遺伝子のみしか同定されていないが、 20"'-' 

23kDaの比較的分子量の大きい抗菌性ポリペプチドでセクロピアサン (Hultmarket a1.， 

1983)やセンチニクバエ (Andoet al.， 1987)等から見つかっている。アタシンは、主に増

殖期のグラム陰性菌に静菌的に作用することが知られ、細菌細胞外膜を構成するタンパ

ク質の合成を阻害することによって形態形成異常を引き起こし抗菌作用を示すと考え

られている (Carlssonet al.， 1991)。

昆虫にはこれらの抗菌性ペプチドの他に昆虫ディフェンシンというシステイン残基

を6個もち、それらが 3対のジスルフィド結合を形成する分子量約 4kDaのペプチドが

ショウジョウパエ (Dimarcqet a1.， 1994)やセンチニクバエ (Matsuyamaand N atori， 1988) 

で発見されている。これらは主としてグラム陽性菌に強い抗菌活性を示すことが知られ、

作用部位は細菌の細胞質膜であることが明らかとなっている (Cociancichet al.， 1993)。

抗菌性ペプチドはそのほとんどが細菌の侵入に対して速やかに合成、分泌されると考

えられている o この誘導機構を明らかにするために遺伝子のクローニングとその構造解

析も行われている oカイコでは前述のアタシンの他にセクロビン A(Yamanoet a1.， 1994)、

B (Taniai et al.， 1992; Yamano et al.， 1994)そしてレボシン 112(Chowdhury et al.， 1995)で

cDNAのクローニングが既に行われている o さらにゲノム DNAの研究も進められ、セク

ロビン B(Taniai et al.， 1995)とアタシン (Taniaiet a1.， 1996a)をコードする領域は既にク

ローニングされ、また最近セクロビン Aをコードする領域についても解析が行われ報告

されている (Yamanoet al.， 1998)。これら遺伝子の 5'上流のプロモーター領域について塩

基配列を決定した結果、 NF-KB結合様配列や IL-6応答配列と呼ばれる脊椎動物の免疫系

において重要な役割を果たしている因子の結合する部位があることが明らかとされた。

そしてこれらの領域をプローブにしてセクロビン Aや B遺伝子を用いてゲルシフトア

ッセイを行った結果、これらの遺伝子のプロモーター領域に存在する NF-KB結合様配列

に特異的に結合するタンパク質が存在していることが明らかになった (Taniaiet al.， 
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1995; Yamano el a1.， 1998)。この NF-KB結合様配列は他の昆虫でも誘導性の抗出i性ペプチ

ド遺伝子のフロモーター領域に普遍的に存在し、との部位に結合するタンパク質につい

てより詳細な研究が行われている。例えばシ ョウジョウバエで現在までにゲノム DNA

のクローニングが行われた抗菌性ペプチド遺伝子としてセクロビン A""'C(Kylsten et al.， 

1990; Tryselius ef al.， 1992)、デイフテリシン (Reichhartef al.， 1992)、ドロソ シン (Charletet 

a1.， 1996)そしてメチニコフィン(Levashinaet al.， 1998)等が報告されているが、これら

抗菌性ペプチド遺伝子の 5'上流領域の塩基配列にも NF-KB結合様配列や IL-6応答配列

がカイコと同様にみつかっている。そしてセクロビン Aやディプテリシン遺伝子上にあ

るNF-KB結合様配列に結合するタンパク質が存在すること、また NF-KB結合様配列が

これら遺伝子の転写活性に寄与していることが既に報告されている (Engs凶 m et aI.， 

1993; Kappler et al. 1993)。この他にも多くの抗菌性ペプチド遺伝子で GATAモチーフ と呼

ばれる配列が存在していて、ショウジョウパエではこれがセクロビン A遺伝子の発現に

寄与していることや血球培養細胞で特異的にとの配列に結合するタンパク質が存在す

ることが明らかにされている (Kadalayilet al.， 1997)。

NF-KBは免疫グロプリン K軽鎖 (IgK)遺伝子のエンハンサーに結合する因子として

発見され (Senand Baltimore， 1986a)、リポポリサッカライド (LPS)等の刺激によって誘

導されることが明らかにされている (Senand Balti:more， 1986b)o NF-KB遺伝子は牌臓に

腫療を誘発するレトロウイルスの癌遺伝子である rel と構造が類似していることより、

Relファミリータンパク質に分類されているoNF-KBは正常時には細胞質内に不活性刑

で存在していて、適当な細胞外刺激に伴って活性型となり核内へと移行し DNA上の結

合配列に結合する。 NF-KBが細胞質内で不活性型の状態にあるのは、制御サブユニット

である IKBと結合しているためであることが知られている (Baeuerleand Baltimore， 1988)。

ショウジョウパエでは任発生時に背腹軸決定を担うDorsalがこの Relファミリーに属す

るタンパク質であることが知られ (Steward，1989)、NF-KBに見られるような制御機構が

同燥に見られることが知られている D ショウジョウパエでは IKBのホモログとして

Cactusがあり (Geisleret a1.， 1992)、これが細胞質内でDorsalと結合し不活性型の状態で

存在している (Kidd，1992)。また NF-KBや Dorsalで保存されている領域をプローブにシ
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ョウジョウパエゲノム DNAライブラリーよりスクリーニングを行った結果、Dorsalの他

にDif(dorsal-related irnmune factor) と命名された遺伝子がクロ一二ングされた。この Dif

はセクロビン A遺伝子の NF-KB結合様配列に結合することや細菌の感染に伴い特に脂

肪体において遺伝子が発現すること、そして他の Relタンパク質と同様に通常は細胞質

内に存在しているが細菌の感染によ って核内へ移行することが証明された(Ipet 01. 

1993)。また、フロモーター領域に NF-KB結合様配列を含むセクロビン遺伝子と一緒に

Dorsalや Difをco-transfectionした結果、セクロビン遺伝子の発現誘導が確認されたため

これらの因子が抗菌性ペプチド遺伝子の活性化に重要な役割を果たしていることが示

唆された (Petersenet al.， 1995)。ショウジョウバエではこの他にも抗菌性ペプチド遺伝子

の発現に関与する Relファミリーのタンパク質として Relishと命名されたタンパク質が

同定されているのushayet al.， 1996)。

Relファミリータンパク質についてはその細胞内シグナル伝達系についても研究され

ている o ショウジョウバエの Dorsal-Cactusの複合体は、細胞膜上の受容体であり細胞質

ドメインが IL-1受容体と類似した Toll(Hashimoto et a1.， 1988)の活性化によって引き起

こされる細胞内シグナル伝達系により解離することが明らかになっている (Belvinand 

Anderson， 1996)0 Toll受容体からDorsal-Cactus複合体へのシグナルの過程には少なくと

も2個の細胞質因子、 PelleとTubeが存在していることが報告されている(Letsouet al.， 

1991; Hecht and Anderson， 1993; Shelton and Wasserrnan， 1993)0 Pelleはセリン/スレオニン

キナーゼでほ乳類で IL-1 受容体~NF-KB 系に関与している IRAK キナーゼ (Cao et 01.， 

1996)のホモログである。ショウジョウバエの系の中で DorsalはTube、Pelleそして Cactus

と多量体を形成し、 Pelleのキナーゼ活性によってDorsalや Tubeとの相互作用が制御さ

れていることが証明されている (Yangand Steward， 1997; Edwards et 01.， 1997)。任発生時

にToll受容体に結合するリガンドである Spaetzleについても研究されており、このタン

パク質は Toll受容体に結合する前に Easterや Snakeというセリンプロテアーゼによるプ

ロセッシングを受けなければならないことが判明している (Steinand Nusslein-Volhard， 

1992)。

ショウジョウバエではこの背腹軸を決定する系に関与する遺伝子を変異させた様々

な突然変異体を作製し、抗菌性ペプチ ド遺伝子の発現様式が調べられ報告されている
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(Lcmaitre et 01.， 1996)0 Toll受容体や Tube、P巳lleそして Spaetz1e遺伝子を欠損した突然炎

異体では抗真菌性ペプチドであるドロソミシン遺伝子 (Nicolasetα1.， 1996)の発現が減

少し、逆に Toll受容体遺伝子が常に活性化されている突然変異体では常在していたため、

この遺伝子の発現制御には Toll受容体や Tube、Pelleを介する系が関わっていると思わ

れた。しかし Cactus遺伝子を欠損したためにDorsalが常に核内に存在する突然変異体

(Lemaitre et al.， 1995a)では発現が見られたが、Dorsalを欠損した突然変異体でも発現が

誘導されるため、Dorsalがこの制御に関わっていないか、もしくは他の因子が Relタン

パク質の機能を補っている可能性が示唆された。 また Spaetzle遺伝子を欠損した突然変

異体でドロソミシン遺伝子の発現は減少したが Eぉterや Snake遺伝子を欠損した突然変

異体では発現誘導が認められたことからこれらの遺伝子がコードするセリンプロテア

ーゼはドロソミシン遺伝子の発現に関与していないことや、もしそうならこれらの酵素

以外の因子が存在し発現制御に関わっている可能性が示唆された。同様の実験はドロソ

ミシン遺伝子以外の抗菌性ペプチド遺伝子でも行われ、セクロビン A、ディプテリシン、

ドロソシン、アタシンそしてディフェンシン (D山 町cqet al.， 1994)遺伝子は Cactus遺伝

子を欠損した突然変異体でもほとんど発現は見られず、ドロソミシン遺伝子で誘導活性

が減少した Toll受容体や Tube、Pelleそして Spaetzle遺伝子を欠損した突然変異体でその

誘導活性に変化は見られなかった。そして Tol1受容体遺伝子が常に活性化されている突

然変異体でドロソミシン遺伝子が常に発現しているような状態下でも発現能力は低下

していたため、これらの遺伝子発現に Toll受容体、 Tubeや Pelleを介する系は関与して

いないか、さらにこれまでに解析されていない未知の因子による修飾のある可能性が示

唆された。最近、 Toll受容体のホモログとして 18-Wheeler遺伝子がクローニングされ

(Eldon et al.， 1994)、ショウジョウパエ幼虫の脂肪体で発現することやこの遺伝子を欠損

した突然変異体ではDorsalの核への移行は見られないが Difの核移行は阻害されること

が判明している。そしてこの突然変異体ではアタシン遺伝子の発現は野性型と比較して

95%に、セク ロビン A遺伝子は 65%そしてディプテリシン遺伝子は 12%に減少するこ

とが示された (Williamset al.， 1997)。

ショウジョウバエで細菌感染に対し抗菌性ペプチド遺伝子の発現誘導が見られず、野

性型に対し生存率の低下した新規の突然変異体が得られ、この劣性遺伝子は imd(immune 
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dcficiency) と命名されている(Lemむtrcef (U.， 1995b)。しかしこの系統でもドロ ソミシシ

遺伝子は正常に発現誘導が見られ、この結果からもドロソミシン遺伝子は抗菌性ペプチ

ド遺伝子と異なるシグナル伝達系によって発現が誘導されることが示唆されている。シ

グナル伝達系では同じくショウジョウパエで M.APキナーゼと抗菌性ペプチド遺伝子と

の関連性が報告されており、 p38MAPキナーゼのホモログである D-p38がクローニング

され、この酵素は抗菌性ペプチド遺伝子が LPSの刺激による発現を弱めるフィードパッ

ク系において機能していることが明らかにされている (Hanet al.， 1998)。

ショウジョウパエ以外の昆虫から見つかっている NF-KB結合様配列に結合するタン

パク質としては、セクロピアサンで CIFと命名された 65kDaのタンパク質が (Sunand 

Faye， 1992a; Sun and Faye， 1992b)、またセンチニクパエからも 59kDaのタンパク質がそれ

ぞれ精製されているほobayashiet al. 1993)。そしてハマダラカの l種からDorsalと最も

類似した Relタンパク質である Gambiflがクローニングされ抗菌性ペプチド遺伝子の発

現に関わっている可能性が示されている (Barillas-Muryet al.， 1996)。

カイコにおいては、血球細胞の invitro系におけるセクロビン B遺伝子の発現につい

て調べられ、 LPSによる刺激による発現誘導には G タンパク質、サイクリック AMP、

カルシウムイオン、プロテインキナーゼ A及び Cがシグナル伝達に関わっていることが

明らかとなっている (Choiet al.， 1995; S himabukuro et al.， 1996; Taniai et al.， 1996b)。また

細菌の細胞壁成分であるペプチドグリカンによる抗菌性ペプチド遺伝子の発現で脂肪

体ではエイコサノイドが重要な役割を担っていることが報告されている (Morishimaet 

al.， 1997)。

見虫は脊椎動物の抗原抗体反応のような獲得抵抗性免疫機構をもっていない。その反

面抗菌性ペプチドのような先天性免疫をより進化させることによって多くの病原体な

どの外敵の攻撃に対処し、脊椎動物に劣らない生体防御系を獲得している o この生体防

御系について理解を深めることは医学的にも応用できることはもちろん、動物のグルー

プや種の相違による免疫機構の違いを比較することによって、動物の多様性や類縁関係、

そしてその進化の様相なども考察でき、生物学的に重要な知見や概念が新たに生まれる

ことが期待される。カイコは分子生物学的にも生理生化学的にも情報が豊富に蓄積され

ている昆虫であることから研究材料として様々な面からアプローチが可能な生物であ
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ると思われる。

本研究ではカイコ抗菌性ペプチド遺伝子の発現誘導機構を明らかにするために、その

抗菌性ペプチドの遺伝子発現及び遺伝子の構造解析を行った。まず第 l章でこれまでに

クローニングされたカイコ抗菌性ペプチド遺伝子の発現様式の比較を行った。そして第

2章、第 3章でゲノム DNAの解析が行われていないレボシンやモリシンについて遺伝子

のクローニングを行い、その遺伝子発現の様式を調べたo そして第 4章ではこの両遺伝

子についてゲルシフトアッセイを行い、プロモーター領域に結合するタンパク質の存在

を確認した。
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第 l章 カイコ抗菌性ペプチド遺伝千の発現誘導

比虫の抗菌性ペフチドは、細菌の侵入に伴い短時間内で合成され体液中に分泌される

主要な液性防御反応因子の中の iつである。昆虫体内に細菌が侵入した際、初期の段階

では主に頼粒細胞あるいはプラズマ細胞といった血球細胞による食作用、そしてフェノ

ールオキシダーゼ前駆体カスケード系が働き細菌の排除に努める O 血球細胞の食作用に

よって細胞成分は体液中に遊離する (Taniruet al.， 1997) ことから細菌の構成成分、特に

細菌細胞壁構成成分が抗菌性ペプチドの合成・分泌の誘導に関わっていることが示唆さ

れたo

細菌の細胞壁はグラム陽性菌では主としてペプチドグリカンとタイコ酸から、グラム

陰性菌ではリン脂質とリポポリサッカライド (LPS)からなる最外層とリボタンパク質

の中層及びペプチドグリカンよりなる内層の 3層から構成されている。

本章では、内毒素(エンドトキシン)とも呼ばれる LPSについて、大腸菌野生株及び

変異株由来のものを用いて、これらがカイコの抗菌性ペプチドの合成誘導因子として働

いているかを遺伝子の転写レベルで調べた。また、体表面の傷害もしくは脱皮時の旧表

皮の消化に伴い、クチクラ層を構成するキチンが体内へ流入したことを想定し、これが

抗菌性ペプチド遺伝子の発現に影響を与えるかについても検討した。誘導因子の検定

(第 l節)では、細菌による誘導によって抗菌性ペプチド遺伝子が発現する主要な組織と

して報告されている脂肪体を指標としてノ ーザンブロッティングを行った。そ して第 2

節では、前節の結果によって確認された遺伝子発現誘導因子を用いて、脂肪体以外の組

織についても抗菌性ペプチド遺伝子の発現組織特異性を調べた。
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第 l節 抗菌性ペフチド遺伝子の発現誘導因

カイコ抗菌性ペフチド遺伝子の発現誘導に関わる因子を検討するために、グラム陰性

菌細胞壁構成成分である LPS及びカイコ表皮のクチクラ層を構成するキチンのオリゴ

マーを接種したときの、抗菌性ペプチド遺伝子の発現をノーザンブロッティ ングを行い

検討した。

材料及び方法

1. 供試昆虫

カイコ(東海×朝日)を人工飼料(シルクメイト 2(S)，3(S)，日本農産工)によって

お℃で飼育し、 5齢 4""5日の幼虫を用いた。

2. 誘導因子

抗菌性ペプチド遺伝子発現誘導因子として、以下の LPS及びキチンオリゴマーを実験

に用いた。

(1) LPS : 

E.coli 01l1:B4 (Wild， Difco)， E.co/i EHI00 (Ra mutant， SIGMA)， E.coli J5 (Rc mutant， 

SIGMA)， E. coli F583 (Rd mutant， SIGMA)， E. coli D31 m4 (Re mutant，フナコシ)，合成リピ

ドA(LA-15-PP，第一化学薬品)

(2)キチンオリゴマー・

Di-N-Acetylchitobiose (2量体，生化学工業)， Tr丘i

Tet凶ra

学工業)， Hexa-N一Acαet匂旬y1ch悩11江巾tωohexaose(“6量体，生化学工業)

上記の物質のうち合成リピド A を除き、大塚生食注(大塚製薬，以下生理食塩水)に

LPSは lmg/ml、キチンオリゴマーは lμg/mlの濃度に溶解した。合成リピド Aは生理食

塩水にトリエチルアミン (TEA)を 0.025%に調製(以下 0.025%TEA) し、この溶液に

500μglmlの濃度になるように溶解した。また、これらの溶媒もコ ントロールとして試験

に用いた。

3. 発現誘導試験
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発現誘導試験は、誘導因子をカイコ幼虫に注射することで接種し、8時間後に脂肪仰ぎ

を摘出、そこから 悶ぜAを抽出し ノーザンブロッティングを行って検定した。

カイコ 5齢幼虫を氷冷した水の中につけることによって麻酔を行い、 腹脚よ りと記の

様に用意した誘導因子を 50μ1(リ ピドAは 25μg，それ以外の LPSは 50問、キチンオリ

ゴマーは 50ng)ずつ注射した。室温で 8時間放置した後、解剖を行い脂肪体を摘出した。

脂肪体は-80
0

Cで保存した。

摘出した脂肪体を1.5凶の磨砕溶液 (50mMTris-HCl緩衝液 pH7.5，50mM NaCl， 5rnM 

ED1A (Ethylenediamine-N，N，N' ，N' -tetraacetic acid， te仕asodiumsalt， tetrahydrate) pH8.0， 0.5% 

SDS (Sodium dodecyl sulfate))を加え撹持した後、ヒスコトロン(日音医理科器械製作所)

を用いて細胞を磨砕した後、直ちにフェノール/クロロホルム(l:1) を等量混合しボルテ

ックスで撹枠した。この溶液を 15分間 15，000gで遠心分離した後、上層を回収し再度フ

エノール/クロロホルム抽出を行った。その後回収した上層に 1110量の 3M酢酸ナトリ

ウムと 2.5倍量の 100%冷エタノ ールを加え撹枠後、 -80
0Cに 30分以上放置した。解凍後

20分間 15，000gで遠心分離し、沈殿を 70%冷エタノールによって洗浄した(以下エタノ

ール沈殿)。得られた沈殿は DEPC(Dimethyl pyrocarbonate)処理した滅菌水に溶解した。

溶液の RNA濃度は OD260nmの吸光度を測定することによって算出した。

発現誘導を検定するための抗菌性ペプチド遺伝子として、既にカイコで cDNA配列が

決定されているセクロビン B(Taniai et a1.， 1992)、アタシン (Sugiyamaet a1.， 1995) そして

レボシン (Chowdhuryet a1.， 1995)の遺伝子を用いた。それぞれの cDNA配列をもとに以

下のプライマーを設計し、それぞれクローニングされたプラスミドベクターをテンプレ

ートにして PCRを行った。 PCR(Polymerase chain reaction)はサーマルサイクラー (PC-

700， ASTEC)を用いて全量 50μlで行い、反応後 10μiを確認のためアガロースゲルで電

気泳動を行った。泳動後のゲルはエチジウムブロマイド溶液で染色後、 UV(紫外線)照

射下で産物の確認を行った。そして残りの溶液の 1部を DNAラベリングキット(ニッポ

ンジーン)を用いて[α_
32p]dCTP(ICN)でランダムラベルした。ラベルした DNAはNICK

カラム (Pharmacia) を用いて精製し、これをプローブとして以下のノ ーザンブロッティ

ングに用いた。
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(1)セクロビン B

以下のフライマーを用い、 BmcecB3の54"-'245番目を増幅した。

Forward primer 

デ-ATGAATTTCGCAAAGATCCT-3'

Reverse primer 

5' -TCATTTTCCGATAGCTTTAG-3' 

(2)アタシン

以下のプライマーを用い、 Bmatt632の 1"-'639番目を増幅した。

Forward primer 

5' -ATGTCCAAGAGTGTAGCGTTGTTGTTG-3' 

Reverse primer 

5' -GAA TTTCGAGAAGGAGAA TCCC -3' 

(3)レボシン

以下のプライマーを用い、レボシンcDNAの 126"-'607番目を増幅した。

Forward primer 

5' -ACAAGCTGGCCAGGAACCGCTATGG-3' 

Reverse primer 

5' -ACTTAAGTAATTACGATTCAATG-3' 

ノーザンプロッティングは、 Sambrooket al. (1989)の方法に従って行った。 10μgの全

RNAを含む溶液に 25μlの変成溶液 (50%ホルムアミド， 16.2%ホルムアルデヒド，1 X 

MOPS (3-[N -morpholino ]propanesulfonic acid)緩衝液)を加え、 600Cで 15分間加熱し熱変

成させた後、氷上で急冷した。これに loadingbuffer (1rnM EDTA pH8.0， 0.25 %キシレンン

アノール FF，0.25%ブロモフェ ノールブルー， 50%グリセロール)を 6μl加えサンプルと

した。電気泳動に用いたゲル溶液は、1.2%アガロース S(ニッポンジーン)に MOPS緩

衝液(最終濃度が 1Xになるように)を加えレンジで加熱溶解後冷却し、そこにホルムア

ルデヒドを最終濃度が 37%になるように加えて作製した。試料はこの溶液より作製した

ゲルを用いて、 1XMOPS緩衝液中にて 150V定電圧で泳動した。泳動後のゲルは 20倍

以上の蒸留水中で 40分間穏やかに振とうし脱塩をした。この後エチジウムブロマイド

で lO分間染色し、紫外線照射下で見える 28S リボゾーム RNAのバンドを RNA量の
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intcrnaJ markerとして別いた。RNAは高速転写装置 (NB-1513B、日本工イドー)を用い、

0.05 X 1AE (Tris-acctateADl1久)緩衝液 (50X IL; 242g Tris Base， 57. 1 ml酢酸， 100m10.5mM 

EDTA pH8.0)中で 300mA、15分間の電気泳動によって GeneScreen Plusメンブレン

(Dupont)に転写した。メンブレンはハイ ブリダイゼーションを行うまで 40Cで保存した。

ハイブリダイゼーションは、上記で作製したメンブレンを Katoel al.. (1993)の方法に

従い、ハイブリ夕、イゼーション溶液 (5XSSC，10%5DS， 25%ホルムアミド， 5Xデンハル

ト溶液， 0.1mg/ml変成サケ精子 DNA，20mMリン酸緩衝液 pH6.7)で 420C、3時間以上の

プレハイブリダイゼーションを行った。この後、ラベルした 3種のプローブをそれぞれ

熱処理後急冷しハイブリダイゼーション溶液に加えた。 42
0

Cで 14時間以上ハイブリダ

イゼーションを行い、その後メンブレンを 2X SSC， 0.1 %SDS溶液で室温、 20分間の洗

浄を 2回、 0.2X S S C， O. 1 % S DS溶液で 60
0

C、30分間の洗浄を 2回行った。洗浄後のメ

ンブレンはサランラッフで包んだ後、 X線フィルムに-80
0Cで 8時間以上感光させ暗室に

て現像を行った。

結果

細菌の細胞壁成分である LPSの接種によるカイコ幼虫脂肪体での抗菌性ペフ。チド遺

伝子の発現誘導を調べた。細菌由来の誘導因子として種々の構造をもっ大腸菌由来の

LPSを用いた。実験に使用した LPSの構造を Fig.1に示す。そしてこれによる遺伝子発

現誘導の結果を Fig.2 ~こ示す。セクロビン B、アタシンそしてレボシンの 3 種類のプロ

ープを用いてノーザンブロッティングによる検出を行ったが、生理食塩水や 0.025%TEA

を注射したカイコのサンプルにおいては全ての遺伝子のシグナルが検出されず、よって

体表面の傷害のみによる誘導は起こらないことが明らかとなった。大腸菌変異株由来の

LPSやその基底に位置するリピド Aを用い、リピド部分と糖鎖の構造による誘導能力の

違いについて検定を行った結果、 3種類の遺伝子に共通して LPSの糖鎖が完全に近い、

つまり野性型に近づくほど強く発現する傾向が見られた。しかしリピド Aのみでも十分

発現は誘導された。

カイコ表皮のクチクラ層を構成するキチンによるカイコ幼虫脂肪体での抗菌性ペプ

チド遺伝子の発現誘導を調べた結果を Fig.3に示す。2量体から 6量体までのキチンオ
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Rd mutant 

Rc mutant 

Ra mutant 
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Fig. 1. Schematic illustration of chemotype variants of the core domain of E. coli LPS. 
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Lebocin Attacin Cecropin B 
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Fig. 2. Induction of gene expression of three antibacterial peptides， cecropin B， attacin and lebocin， by various chemolypcs of 
lipopolysaccharide. Wild， Ra， Rc， Rd and Re indicate LPSs from E.coli wild or mutant types as described in Fig. 1. TOlal RNA 
extracted from fat bodies was analyzed by Northern blotting. Arrowheads indicate the mRNAs hybridized to thc probc沿dcnOlcd
above. As an internal marker， 28S rRNA is shown in lower panels. 
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リゴマーを接種し遺伝子発現の誘導の結果を調べてーみると、アタシン遺伝子の発現は弱

いが 3種類の抗菌性ペプチド遺伝子がキチンオリゴマーにより発現誘導されることが確

認された。

考察

セクロビン B、アタシン及びレボシンという 3種類のカイコ抗菌性ペプチドの遺伝子

発現を誘導する因子として、いくつかの物質を幼虫に注射しその誘導能を脂肪体での遺

伝子発現を調べることで検定した。細菌の細胞壁構成成分である LPSは大腸菌の野性株

由来のものや糖鎖の部分を削った変異株由来ものでも 3種類全ての抗菌性ぺフ。チド遺伝

子の発現誘導が見られ、基底に位置するリピド Aのみにも誘導活性が認められた。これ

までに LPSによって遺伝子発現が誘導されることが確認されている抗菌性ペプチドに

は、セクロピアサンのアタシン (Su n e t al.， 1991 b)、リゾチーム (Sunetal.，1991a)、ショ

ウジョウパエのセクロビン (Samakovliset al.， 1990)、ディプテリシン (Dimarcqet al.， 

1988)等がある o そしてカイコのセクロビン BもLPSで遺伝子発現が誘導されることが

報告されている (Katoet al.， 1994)。このような点からもカイコにおける抗菌性ペプチド

の合成誘導機構は、他の昆虫と共通であると考えられ、 一方、 LPSが完全な形に近いほ

ど強い発現誘導能をもっていることが明らかとなった。またリピド Aのみでも誘導能が

見られたことから、このリピド部分が抗菌性ペプチド遺伝子の発現誘導に強く関わって

いると考えられ、これに糖鎖が付加されることによってその誘導能は促進されると思わ

れる。キチンオリゴマーを注射すると、 3種類の遺伝子ともに発現が誘導された。キチ

ンは植物においては真菌による感染に対する生体防御機構に深く関わっていることが

知られている (Nicholset al.， 1980)。しかし、本実験で対象とした 3種類の抗菌性ペプチ

ド、セクロビン B、アタシン及びレボシンにはこれまでに抗真菌活性があることは報告

されていない。またキチンは昆虫の外骨格を形成するクチクラの成分であり、これが生

体防御因子として働き抗菌性ペプチド遺伝子の発現を誘導することはキチンを非自己

成分として認識しているのか、またはこれを傷害を受けたシグナルとして受け取り細菌

の侵入に備えているのかという点において非常に興味深い問題を提供している o
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第 2節 抗菌性ペプチド遺伝子の発現組織

前節の結果より、細菌の細胞壁構成成分やキチンのオリゴマーに抗菌性ペプチド遺伝

の発現誘導能がある ことが確認できた。そこで本節では、これらの誘導因子によって

カイコ幼虫のどの組織で遺伝子発現が見られるのか、発現の組織特異性の検定を行った。

材料及び方法

l. 供試昆虫

前節と同様に、カイコ(東海×朝日)を人工飼料によって 25
0Cで飼育し、 5齢 4'""5日

の幼虫を用いた。

2. 誘導因子

前節の結果より、抗菌性ぺフチド遺伝子の発現を誘導する因子としてリピド Aとキチ

ン6量体を用いた。

3. 昆虫細胞培養用培地

TC-IOO昆虫細胞用培地粉末 (GIBCO)に炭酸水素ナトリウム (0.35g江)を加え、滅菌

蒸留水に溶解し pH6.2に調製した。この溶液を 0.22μmフィルター(マイレクス GV13mm，

ミリポア)で癒過し、血球を採取する際に用いた。

4. 遺伝子発現の誘導

方法は前節に従い、リピド Aとキチン 6量体をそれぞれ前節の濃度で、麻酔したカイ

コ幼虫に注射した。 8時間後に解剖し、脂肪体、中腸、マルビーギ管そして絹糸腺を摘

出した。血球については、体液のメラニン化を引き起こすフェノールオキシダーゼ系の

活性化を抑制するために 0.1% (w/v)フェニルチオ尿素を加えた TC-I00培養液を 5ml

入れた直径 6cmのプラスチックシャーレを用意し、 70%エタノールで 10分間体表殺菌

したカイコ幼虫から、腹脚を殺菌した注射針で刺すことによって体液を採集した (Xuet 

a1.， 1995)。このシャー レを 30分間室温に静置し底面に血球細胞を付着させた後、上清を

TC-I00で2回洗浄し底面をセルスクレーパーM(住友ベークライト)によって掻き取り付

細胞を採取した。得られた組織は、 -80
0Cで保存した。

5 全RNAの抽出及びノーザンブロッティング

18 



全配ぜAの抽出及びノ ーザンブロッティングは全て前節に準じて行った。

結果

リピド Aと6量体のキチンを誘導因子として用いたときのセクロビン B、アタシンそ

して レボシン遺伝子の発現組織特異性をノ ーザンブロッティングを用いて調べた。リピ

ドAによる遺伝子発現誘導の結果を Fig.4に示す。またキチン 6量体による結果を Fig.

5 ~こ示す。リピド A を処理したとき、脂肪体では前節の結果のように 3 種類全ての遺伝

子の発現が確認でき、また血球についてもセクロビン Bでは強く、他の 2種類では多少

弱いながらも発現が見られた。この他の組織である中腸、マルビーギ管そして絹糸腺で

は発現がほとんど見られなかったが、レボシン遺伝子がマルビーギ管においても発現し

ていることが明らかとなった。 6量体のキチンを注射すると、セクロビン Bでは脂肪体

と血球に発現が見られ、血球の方により強いシグナルが見られた。逆にレボシンは脂肪

体で強い発現が見られたが、血球ではわずかにしか見られなかった。また、アタシンで

は脂肪体と血球で発現が見られたがそれらのシグナルは弱かった o

考察

リピド Aと6量体のキチンを誘導因子として遺伝子の発現組織特異性を調べた本実験

より、 3種類の抗菌性ペプチド遺伝子の発現様式はそれぞれ異なる特徴をもっているこ

とが分かり、また用いた 2つの誘導因子についてもそれに伴う発現組織と発現の強弱は

それぞれ異なることを示唆する結果が得られた。遺伝子ごとに解析を行うと、セクロビ

ンB遺伝子に関しては発現組織は脂肪体と血球に限られ中腸、マルビーギ管や絹糸腺で

は全く発現が見られなかった。しかし、リピド Aに比べ 6量体のキチンで誘導したとき

は、脂肪体で血球ほどの強い活性は検出できなかった。アタシン遺伝子の場合には、リ

ピド Aで誘導すると脂肪体と血球での発現が確認できたが、発現量は脂肪体に比べ血球

は少なかった。そして、 6量体のキチンでの誘導は脂肪体と血球に発現が見られるもの

のシグナルは非常に弱かった。レボシン遺伝子では、6量体のキチンでの誘導に関して

は脂肪体で特に強い発現が見られ、それに比べると血球での発現はわずかであった。こ
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の両組織の相関は リピド A での誘導に関しても当てはまったがこの誘導によって唯一

マルビーギ管での発現が確認された。このようにカイコ体内においてこれら 3種類の抗

菌性ペプチド遺伝子はそれぞれ異なる発現誘導機構をもち、それによって異なる発現の

組織特異性を示していることが示唆された。複数の遺伝子発現誘導機構をもっ可能性に

ついては既にショウジョウバエでは複数の細胞内シグナル伝達系が存在することが明

らかにされている(Lemむ仕eet al.， 1996) ことからカイコにも同じように存在することは

十分に考えられる。誘導因子に関しでもそれが体内に侵入して抗菌性ペプチド遺伝子の

発現能をもっ細胞に認識され、遺伝子の転写が活性化され誘導されるまでの系は lつだ

けとは限らず複数存在するものと考えられる o また興味深い点として、レボシン遺伝子

がマルビーギ管においても発現が認められたことがあげられる o これまで見虫の生体防

御の中心は脂肪体と血球であると思われ、事実多くの抗菌性ペプチド遺伝子がこの 2つ

の組織において発現していることが知られている。しかし、最近他の組織においても発

現の認められる抗菌性ペプチドも見つかってきている o ハマダラバエのセラトトキシン

は細菌感染による誘導能はないがメスの生殖付属腺から分離され成熟することによっ

て遺伝子発現が特異的に誘導される (Marchiniet 01.， 1993; Marchini et 01.， 1995)。またショ

ウジョウバエのアンドロビンはオスの射精管で特異的に発現していることが明らかに

されている (Sarnakovliset al.， 1991)。また、ショウジョウバエのドロソミシンは気管、

腸や生殖器官でも遺伝子発現が起こる可能性があることが、クラゲ緑色蛍光色素 (GFP)

をリポーター遺伝子に用いた実験によって報告されている (Ferrandonet 01.， 1998)。主に

排池に関わる組織として考えられているマルビーギ管においてレボシン遺伝子が発現

していることは、レボシンがマルビーギ管において生体防御の何らかの役割を担ってい

る可能性があると考えられる。しかしレボシンは生理条件下での抗菌活性が弱いことか

ら、抗菌性ペプチド以外の役割をもっ可能性も考えられる。
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第2章 カイコ抗菌性ペプチドレボシンのゲノム DNA解析

レボシンは免疫したカイコ体液より単離された 32アミノ酸残基よりなるプロリンに

富んだ抗菌性ペフチドである (Haraand Yamakawa， 1995a)。現在までに 1から 3の3種類

が報告されており、全てのペプチドで糖鎖が付加されていることが特徴である (Fig.6)。

前章で述べたように、カイコの抗菌性ペプチド遺伝子は細菌やその構成成分等の体内

への侵入によって発現誘導されることが明らかとなっている o この過程には、誘導因子

が発現組織の細胞に認識され、細胞内のシグナル伝達によって核内にある遺伝子のプロ

モーター活性を上昇させるシグナル伝達系が存在していると思われる O 従って、この誘

導経路を明らかにするためには抗菌性ペプチド遺伝子をコードしているゲノム DNAの

構造解析が必要である o

現在までにカイコにおいてゲノム DNAの解析が行われたものは、セクロビンB(Taniむ

eta1.， 1995) とアタシン (Taniaiet a1.， 1996a)であり、それぞれの遺伝子をコー ドする領

域がクローニングされ塩基配列が決定されている o しかし、レボシンについてはレボシ

ン112をコードした cDNAがクローニングされたのみであり (Chowdhuryet a1.， 1995)、ゲ

ノム DNAについての情報は得られていない。従って、この遺伝子をコードする領域に

ついて解析を行うことによって、カイコのセクロビン Bやアタシン遺伝子、さらにはシ

ョウジョウバエ等で解析されている他の抗菌性ペプチド遺伝子と塩基配列の比較検討

ができる。そこで、本章ではカイコゲノム DNAライブラリーよりレボシン遺伝子をコ

ードする領域をクローニングし、塩基配列を決定することによってこの遺伝子の構造的

特性を調べた(第 l節)。また、第 2節では第 1節で得られた新規のレボシンについてそ

の遺伝子の発現様式を調べ比較した。
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Lebocin 1 
Gal~3GalNAcα寸

DLRFLYPRGKLPVPTPPPFNPKP工Y工DMGNRY

Lebocin 2 
GalNAcαっ

DLRFLYPRGKLPVPTPPPFNPKPIY工DMGNRY

Lebocin 3 
GalNAcα寸

DLRFLYPRGKLPVPTLPPFNPKPIY工DMGNRY

Fig. 6. Primary structure of lebocin 1， 2 and 3. Structual differences are indicated in bold. 
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第 l節 レボシンゲノム DNAのクローニングと塩基配列の決定

レボシン遺伝子の発現誘導機構を明らかにするために、カイコゲノム DNAライ ブラ

リーよりレボシン遺伝子をコードする領域をクローニングし、塩基配列を決定した。

材料及び方法

1. カイコゲノム DNAライブラリー

カイコゲノム DNAライブラリ ーは、東京都立大学富野士良教授により供与されたも

のを用いた。これはカイコ(東海×朝日)メス幼虫の脂肪体から抽出した DNAを Mbo

Iで消化し EMBL3入ファージベクター (Frischaufet al.， 1983; Rogers et al.， 1988)の

BαmH 1部位に挿入することにより作製したものである (F吋iiet al.， 1989)。

2. レボシンゲノム DNAのスクリ ーニング

(1)レボシンフローブの作製

スクリーニングに用いたレボシンフローブは、第 l章と同様の方法で作成した。レボ

シン cDNA の 126~607 番目を PCR で増幅し、 Dl'~A ラベリングキットを用いて [α-

32p]dCTPでランダムラベルした。これを NICKカラムで精製し、プローブとして用いた。

(2)ゲノム DNAライブラリーからのスクリーニング

ゲノム DNA ライブラリー1X 105個分のファージ溶液に宿主大腸菌 (LE392) 100μl 

(0.4%マルトースを含む LB(Luria-Bertani)培養液 (10glLbacto-trypton， 5 glL bacto-yeぉt

ex仕act，10gιNaCl)でLE392を l晩 37
0

Cで振とう培養後、集菌し 2/5量の 10mMMgS0
4 

に懸濁)を加え、 37
0

Cで 15分培養後 45
0

Cの0.7%寒天 LB培地 4rruと混合し直ちにl.5%

寒天 LB培地に重層した。37
0Cで 12時間培養後、出現したプラークを GeneScreen Plusメ

ンブレン(臥lpont)を 4分間密着させることで転写した。この後メンブレンを変成溶液

(0.2N NaOH， 1.5M NaCl)で湿らせた瀦紙上に 2分間のせることを 2回繰り返し、 ファー

ジの殻の破壊及びファージ DNAの変成を行った。その後中和溶液 (2X SSC， 0.4M Tris-

HCl pH7.4)で湿らせた鴻紙上に 2分間のせることによってメンブレンの中和を行った。

ハイブリダイゼーション以降は第 l章と同様の方法で行った。 1次スクリーニングで得

られた 5個の陽性プラークを SM溶液 (5.8glLNaCl， 2.0glL MgS0
4
-7H20， 50mM Tris-HCI 
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pH7.5， 0.01 %ゼラチン)500μlに懸濁し 25μlのクロロホルムを加えボルテックスで撹持

した。これを数時間室温に放置後、遠心して得た上清を 2次スクリーニングに用いるフ

ァージ溶液とした。 1次スクリーニングと同様にメンブレンを作製し、ハイ ブリダイゼ

ーションを行い、 2個の単一の陽性プラーク (Bmleb1， Bmleb 2)を得た。

3. レボシン遺伝子 5'上流領域解析のためのプローブの作製

レボシン遺伝子の発現調節領域である 5'上流の塩基配列を明らかにするためには、サ

ブクローニングする DNA断片は遺伝子の上流を含むことが必要である o そこで新たに

レボシン遺伝子の 5'上流に近い部分の配列を用いてプローブを作製した。プローブの標

識は PCRDIG labeling mix (Boehringer Marru吐1eim)を用い、 DIG-conjugateddUTPをPCR

産物に取り込ませた。

(1) 1本鎖 cDNAの合成

PCRを行う際のテンフレートにするため LPS で免疫したカイコ幼虫脂肪体由来の

cDNAを合成した。第 1章の方法で免疫後摘出した脂肪体より RNAを抽出した。この

RNA5μgから First-strandcDNA Synthesis Kit (Pharmacia) を用いて cDNAを合成した。

(2) PCR 

新プローブ作製のために以下のプライマーを設計した。

Forward primer (レボシン cDNAの-10'""'-'+10)

デーGCCGCTCAACATGTACAAGT-3'

Reverse primer (レボシン cDNAの+217'""'-'+236)

デーTCGAGCTGCACGTCGTCGAT-3' 

PCRはサーマルサイクラー (GeneAmpPCR Systen1 2400， PERKIN ELMER，以下 PCR

はこれを用いた)を用い、 PCRDIG labeling mixを含む反応溶液中で、 94
0

Cで 30秒反応

させた後、 94
0

C (30秒)、 58
0

C (30秒)、 72
0

C (1分)で 30サイクルの反応を行い、最後

に72
0

Cで 5分間の伸長反応を行った。反応は全量 50μlで行い、 10μlを確認のためアガ

ロース Sゲルで電気泳動を行った。残りをエタノール沈殿し、 20μ1TE (Tris-EDTA)緩衝

液(10mMTris-HCl緩衝液 pH7.5，lmM EDTA pH8.0)に溶解し これをプローブとして用

いた。
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4. フアージ DNAの精製及びプラスミドへのサブクローニング

スクリーニングによって得られたファージ DNAを解析するためにプラスミドへのサ

ブクローニンクゃを行った。

(1)ファージ DNAの精製

ファージ DNAの精製は QIAGENLambda Midi Kit (QIAGEN)を用いて行った。ファー

ジDNA溶液は、フラークをコンフルエントになるまで培養した寒天 LB培地(直径 9cm

のフラスチックシャーレ)を 5枚作り、そこに SM溶液を注ぎ l晩振とうした後、上清

を回収することによって得られた。

(2)メンブレンの作製

フラスミドにサブクローニングするための適当な DNA断片を得るために、ファージ

DNAを制限酵素で処理した。 Apa1、Hindm 、Kpn1 ， Sac 1、SacIIそして Xba1 (以

上ニッポンジーン)を用いて切断を行った。切断した DNA断片は 0.8%アガロース Sゲ

ルで電気泳動し脱塩後、高速転写装置 (NB-1513B，日本エイドー)を用い、 0.05X 11姐

緩衝液中で 300mA、 15分間の電気泳動によって GeneScreen Plusメンブレン (Dupont)

に転写した。 DNAの変成はメ ンブレンを変成溶液 (O.5NNaOH， 1.5M NaCI)に30秒間

浸して行い、中和溶液(1.5MNaCI， 0.5M Tris-HCI緩衝液 pH7.5) に2分間浸すことによ

って中和した。変成後のメンブレンは 4
0Cで保存した。

(3)サザンハイブリダイゼーション

フレハイブリダイゼーションは、上記で作製したメンブレンをハイブリダイゼーシヨ

ン溶液 (5X S S C， 7 % S DS ， 50 %ホルムアミド， 2 % Blocking Reagent (Boehringer 

M釦国 出eim)，0.1% N-Iauroylsarkosine)で 50
0

C、1時間以上行った。この後、 2.で作製し

たプローブ 2μiを5分間の熱処理後急冷しハイブリダイゼーション溶液に加えた。500C

で l晩ハイブリダイゼーションを行い、その後メンブレンを 2XSSC. 0.1 %SDS溶液で

室温、 5分間の洗浄を 2回、 0.1>くSSC，0.1 % SDS溶液で 680C、15分間の洗浄を 2回行っ

た。洗浄後のメンブレンは Boehringer社の手法に従い、バッファー1(O.lMマレイ ン酸，

0.15M NaCl; pH7.5)で 5分間洗浄した後、バッファー-2(バッファーlにBlocking Reagent 

を 1%に溶解した溶液)で l時間振とうした。その後 TP標識ジゴキシゲニン抗体， Fab 

フラグメント (BoehringerMammheim)を 1110，000になるように加え 30分間振とうした。
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洗浄液(バッフ ァー 1+ 0.3% Tween 20)で 15分間、2回洗っ た後バッファ -3(50n1M 

MgC12， O.lM NaCI， O. 1M Tris-HCl緩衝液 pH9.5)で 5分間平衡化 し、CSPDもしくは

CDP-Starをバッファ -3で 100倍希釈した溶液で 5分間反応させた。その後メ ンブレン

をサランラッフで包んだ後、化学発光用フィルム (Hyperfilm， Amersham) に 1時間感光

させ暗室にて現像を行った。

(4)サブクローニング

サザンハイブリダイゼーションの結果、 Bmleb1クローンは Xba 1による切断で約

4.3kbpのレボシン遺伝子をコードする領域を含む断片が、 Bmleb2クローンも同様におc

Iによる切断で約 3.2kbpの断片が得られた。この断片をサブクローニングするため、 1%

低融点アガロースゲル (S回 Plaqueagarose， FMC) で電気泳動後切り出し βAg紅 ase

(FMC)でアガロースを分解した。フェノール/クロロホルム抽出、クロロホルム抽出を

行った後、エタノール沈殿し DNAを回収した。プラスミドベクター (pBluescriptII SK (+) 

phagemid， Stratagene)は、 l/l-gをXba1 (Bmleb 1) もしくはおc1 (Brnleb 2)で切断した

後 DNA断片と同様に切り出し、 Bacteria1Alkaline Phosphatase (TOYOBO)を用いて脱リン

酸化を行った(以下 BAP処理)。このベクタ-50ngに DNA断片を DNALigationKit Ver.2 

(TAKARA)を用い全量 10μlで 16
0C1時間以上ライゲーション反応した。トランスフォー

メーションは、ライゲーション溶液 lμlを20μiの Competenthigh E. coli JM 1 09σOYOBO) 

に加え氷上 15分おいた後、42
0C1分間熱処理し氷上 2分間の後80μlのSOC溶液 (GaCO

BRL)を加えた。これを 37
0

C15分間培養した後、l.5%寒天 LB培地 (50μg/mlアンピシ

リン， 20μg/ml X-ga1， 200μg/ml IPTGを含む)にまくことによって行った。この培地を l

晩37
0

Cで培養し出現した白色コロニーを 50μglmlアンピシリンを含む 2XYT液体培養液

(l6gIL bacto-trypton， 10gIL bacto-yeast extract， 5g江 NaCl)で 2ml培養を 370Cで行った。培養

後、 (5)に示すアルカリ法(Ish-Horowiczand Burke， 1981)を用いてプラスミド DNAを精

製した。このうち1/10量を Xba1 (Bmleb 1)、おc1 (Brnleb 2)で処理し、アガロース S

ゲルで電気泳動することでインサート DNAの有無を確認した。

さらにレボシン cDNAの塩基配列より、この遺伝子は内部に Xho1で切断されること

が予想されたためこの酵素で切断し、 Bmleb1の約 4.3kbpの断片を約 lkbpと 3kbpの
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DNA断片に分けた。Bmleb2も約 3.2kbpの断片を約 0.8kbpと2.4kbpの ONA断片に分

け上記と同様の方法でプラスミドベクターにサブクローニングした。

(5)アルカリ法によるフラスミド ONAの精製

2ml液体培養した大腸菌を 1.5m1工ッペンドルフチューブに移し、 40C 9，500gで 30秒

間遠心分離し集菌した。 50μlの S011 (25mM Tris-HC1緩衝液 pH8.0，50mMグルコース，

10mM EDTA pH8.0) に懸濁後、 100μlの SolII (0.2N ~~aOH， 1 % SOS)を加え撹枠し溶液

が透明になったところで 75μlの SolIII (3M CH3COOK， pH4.8) を加えた。激しく 撹枠し

た後 15μlのクロロホルムを加えさらに撹持ごした。その後、 15，000gで 10分間遠心分離し

上清を回収した後エタノール沈殿した。 70%エタノールで洗浄後、沈殿を 20μ!のTE緩

衝液(10μg/mlRnaseを含む)に溶かした。 (4)の制限酵素処理を行うサンプルとしてこの

溶液の一部を用いた。残りの溶液は 37
0

Cに 30分間おいた後、 3/5量の PEG溶液 (20%

ポリエチレングリコール 6，000，2.5M N aCI)を加え撹枠後、氷上に 1時間おき 15，000g

で20分間遠心分離し得られた沈殿を 20μ!のTE緩衝液に溶かした。 DNA濃度は 0 0260nm

の吸光度を測定することによって算出した。以下プラスミドの少量調整は全てこの方法

を用いた。

5. 塩基配列の決定

4で作製した 4種類のプラスミドについて、塩基配列の決定は DyeTerminator Cycle 

Sequencing FS Ready Reacton Kit (Applied Biosystems.)を用いて dideoxynucleotidechain 

terminator法 (Sangerand Cou1son， 1975)により行った。伸長反応は 4μlの reactonmixture、

10pmo1のフライマー、 300"'-'400ngの解析するプラスミドを含む全量 13μlの反応液を準

備し、サーマルサイクラーで 96
0

C (l0秒)、 50
0

C (5秒)、 60
0

C (4分)の反応を 25サイ

クル行った。なお伸長反応に用いたプライマーは、 l回目は pB1uescriptII SK (+)のクロ

ーニング部位の両側にある配列である T7プライマー (5'-GTAATACGACTCACTAT 

AGGGC-3')もしくは T3プライマー (5'-AATTAACCCTCACTAAAGGG-3')、また

はSKプライマー (5¥CGCTCTAGAACTA G TGG AJ'C-3')を用いた。 2回目以降は、

前回の結果を参考に新たにプライマーを設計することによって、さらに上流の塩基配列

を決定した。反応後、室温でのエタノール沈殿を行って沈殿を得た。この沈殿を 4μiの
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loading soluuon (dyc solution (3 % blue dextran、50mMEDTA pH8.0) と脱イオン化ホルムア

ミドを 1: 5で混合した溶液)に溶かし、 94
0C2分間の熱処理後氷冷し電気泳動を行っ

た。泳動は DNA sequencer (ABI 373A)を用い、 50%尿素、1>くTBE(Tris-borateADTA)緩

衝液 (90m MTris-HCl緩衝液 pH8.0，90mMホウ酸， 25mM  EDTApH8.0) を含む 6%ポリア

クリルアミ ドゲルで 40V定電圧、 1XTBE緩衝液中にて行った。得られた塩基配列の編

集及び解析はコンビューターソフト (GENETYXVer. 9.0， Software Development)で行っ

た。以下 DNAの塩基配列の決定と解析にはこの方法を用いた。

結果

レボシン cDNAの塩基配列をもとにプライマーを設計し、 PCRで 482bpのプローブを

作製した。これを用いてカイコ(東海×朝日)ゲノム DNAライブラリーよりレボシン遺

伝子のスクリーニングを行った結果、 2個の陽性プラーク (Bmleb1， Bmleb 2)が得られ

た。このファージ DNAをプラスミドベクターへサブクローニングし、レボシン遺伝子

をコードする領域を含む約 4.3kbp (Bmleb 1)の断片と約 3.2kbp(Bmleb 2)の断片をもっ

プラスミドをそれぞれ作製した。そしてさらに後の解析を容易にするために Bmleb1は

約 1kbpと3kbpの断片に、 Bmleb2は約 0.8kbpと2.4kbpの断片に分けもう一度サブクロ

ーニングした。これらクローンのシークエンスより得られた結果を Bmleb1は Fig.7B 

にBmleb2は Fig.7Aに示す。シークエンスの結果より両遺伝子とも 179残基のアミノ酸

をコードしたオーフンリーディングフレームをもち、イントロンはもたないことが判明

した。またポリ A 付加シグナル(ん但九九生)が翻訳停止コドン (τA..G)の後方 182番目

(Bmleb 1)、180番目 (Bmleb2)にそれぞれ存在していた。翻訳したアミノ酸配列を調べ

た結果、 Bmleb2はレボシン 3をコードした遺伝子であることが判明した。また Bmleb1 

はこれまでに見つかっているレボシンと非常に高い相向性を示したが、新規であったこ

とよりレボシン 4遺伝子と命名した(以降 Bmleb2は Leb3， Bmleb 1は Leb4とする)。

フロモーター領域の解析を行うため遺伝子の発現調節領域である 5'上流の配列を調

べた結果、 TA1A-boxや CAAT-boxが両遺伝子に見つかった。そして多くの昆虫の抗菌性

ペプチド遺伝子で見つかっている NF-KB結合様配列も Leb3で 3個、 Leb4で 2個それ
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A 

TTTAGTCTTTACACGAAAATAGTCTTTAAATTCACACCATCAGCACATCTTTAACATTAC 60 

CTAATGCTGCTCCCGTACTTACATAATTCAACTCAAGCTATC九九CAGCAGTCGTTCCACA 120 

ACAAAGCGGCATCGTAGTCTTAAGGGACCCAAAGTCGGTTATTCATCATGCCCCCTGGTT 180 

CGACGGCATTCTTACTTCATCATCAGGCCAGCACAGCCCTAGCAGCCCACGACTGAATCT 240 

TCAGCATTCGGAATTTCACATCGCCGATACGGTAGCTCTGCACCACATCGACTATTCTCG 300 

GCACTGACGCAGCATTCAAGCACAGTTTCGACTCACGGCAGATTTGGAGCAACACTGGAA 360 

AAACGGTAACACGATCTCCACACTCAGATGGGAGTGATGTAAGATGTAGTGATGTAGCTA 420 

TCATAGAACATCTTTGAATCGCGTTAACGACATTTTAAAGGTAATCTTTGTATACGAGTT 480 

TCATACAATAACATTCGGACAGTAAGTAGATCTACAAAGAAATGATACCTCCTCGGTGGA 540 

AATCATCCCTTTGCCTATCCCAAAGCGCCACAGTAGGTATACATACAGTATTTATTGTGT 600 

GTAATTATTGATTTTTTCAATTTTATTTTTCTTCATTACTGATTAATATATTGAAAGTTT 660 

TGGTCTAATTTAATAGTCCTATCTCTATTTTTATTATTGTTACCTAGTACACTGCAATGT 720 

ACCTGGAGCATTTTTTTAGAATTTCCCCATGTGCAAATTGATATACCAGAACAGAGTGCT 780 

TTTATCGATAAGATCGTCCATTGTAGAAATT ATCCTGCTTA TT'r ACT AACATTCTTGTTA 840 

GGCATCAAAGTATAATCTTTCTCTCATAATTTATATGAAACATTATAATATCTACGTATT 900 

GATTGTATTAGGTACGTATATGCAACAGTAATGAGGAAACAAATCATGAAAAATGTTTTG 960 

AGATGAATCTTTGTCATAATAAGCCAGGACTTCCCCTTATCAA~æGTAATAATTAATATC 1020 

GCTAAAGCGGAGGGAAGTACCAAGACTTTCCTCAAGACTGTGTATAAA宝~CCGATCATTG 1080 

TGATAGTTACTCACATTACCGGTGTTCAATCGATACAATCAAC1¥TGTACAAGTTTTTAGT 1140 
M Y K F L V 

ATTCAGTTCAGTTCTGGTGCTGTTCTTTGCTCAGGCTTCGTGCCAGAGGTTCATCCAGCC 1200 
F S S V L V L F F A Q A S C Q R F 1 Q P 

GACCTTCAGGCCACCGCCAACACAGCGCCCGATAACACGTACAGTGCGACAAGCTGGCCA 1260 
T F R P P P T Q R P 工 T R T V R Q A G Q 

GGAACCGCTATGGCTGTATCAAGGTGACAATGTTCCTCGTGCGCCAAGTACCGCAGACCA 1320 
E P L W L Y Q G D N V P R A P S T A D H 

TCCGATTCTTCCTTCGAAAATCGACGACGTGCAGCTCGATCCAAACCGAAGGTATGTTCG 1380 
P 1 L P S K 1 D D V Q L D P N R R Y V R 

CAGTGTCACCAATCCAGAAAATAACGAGGCGTCCATTGAACATTCACATCATACAGTTGA 1440 
S V T N P E N N E A S 1 E H S H H T V D 

TATTGGACTTGACCAGCCGATCGAGAGCCACCGTAACACAAGGGACCTGCGGTTTTTGTA ユ500
工 G L D Q P 工 E S H R N T R D L R F L Y 

CCCTCGAGGGAAACTGCCTGTTCCAACGCTTCCTCCGTTTAACCCCAAGCCAATATATAT 1560 
P R G K L P V P T L P P F N P K P 工 Y 工

TGATATGGGAAACCGTTACCGACGACATGCGTCGGAGGATCAAGAAGAATTGCGGCAATA 1620 
D M G N R Y R R H A S E D Q E E L R Q Y 

TAATGAGCACTTTCTGATTCCGAGGGATATTTTCCAAGAATAGGGAAAGTTCCAGAAACA 1680 
N E H F L 工 P R D 工 F Q E *大安

AAAGATTTCGGAGTGCACTCCTATATTCATTGAATCGTAATTACTTAAGTTTAAGAGATA 1740 

TTTTTAATAGTTCTGCATAAAAATACAAAGTATTTTAAAGTGGCCGTTTCAATTCAAATA 1800 

ATGTAAGTACTCGTACGTATTGTTTACCATGATAATATCAAAT']'AAATAAATCTCAACCA 1860 

ATATTGAACTTATGTTTTGTTAATTTGCTTTGCAACAAATTTC']'CTCACCTGTTGTAAAA 1920 

AATATTTTATAATTGTGCTGTGTATTTAAAGTGTAATTAAAGTGTGTAATTAAAAGAAAT 1980 

CATTTTGAATAATTGTTGTTTCTGTTTTTCTTTTCGCCAACACTATACTGTAGTGTTATA 2040 

CCACGAGTACATGTCACTCCCACTGCTGAG 2075 
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B 

CCTTTAGAGGCAGTGAATCCGTCATTCCTAACCATGACGTAATT'CGCGACTTTCGGGTCA 60 

CGATGCGAGGGCTTCAGGCAGGTCTCTTGCACTAACAGAATATCTATTAGATTGTCGCGG 120 

AGAAATTCGTATATTTTATCGCGTTGCCGCGCGAGTCCGTTAGCATTGTAGAATGTTAAC 180 

TTACGGGAATATGGTTTTTCTCTACCGTTTCGCGCCATTGATTACCGGTAAAGATTTATA 240 

ACGTACGGGATACGGACTCGTAAACGTCCATGAGGTCAAAAGCGGCCGCGAGCCGCTGTT 300 

CGGGGGGCGGGTCACTAGTAATTTATATGAAACATTGTAATACTATGTGATTACTAATAC 360 

TATGTATTGATTATTGTATTAGGTACGTATAGGCAACAGTAATGAGGAAACAAATCATGA 420 

GAATTTTTTGGGGTGAACCTTTGTGTCATGATAAACTAGGACTTCCCCTTATCAA宝~GTA 480 

ATAATTAATATCGCTAAAGCGGAGGGAAGTACCAAGACTTTCCTCAAGACAGTGTATAAA 540 

TACCGATCATTGTGATAGTTACTCTCATTACCGGTGCTCAATCGATACAATCAACATGTA 600 
M Y 

CAAGTTTTTAGTATTCAGTTCAGTTCTGGTGCTCTTCTTTGCTCAGGCTTCGTGCCAGAG 660 
K F L V F S S V L V L F F A Q A S C Q R 

GTTCATCCAGCCGACCTACAGGCCACCACCGACACGGCGCCCGATAATACGTACAGCGCG 720 
F 1 Q P T Y R P P P T R R P 工 1 R T A R 

ACAAGCTGGCCAGGAACCGCTATGGCTGTATCAAGGTGACAATATTCCTCGTGCGCCGAG 780 
Q A G Q E P L W L Y Q G D N 工 P R A P S 

TACTGCAGACCATCCGATTCTTCCTTCGAAAATCGACGATGTGAAGCTCGATCCAAACAG 840 
T A D H P 1 L P S K 1 D D V K L D P N R 

AAGGTATGTTCGCAGTGTTACCAATCCAGAAAATAACGAGGCATCCATTGAATCTTCCCA 900 
R Y V R S V T N P E N N E A S 工 E S S H 

TCATACAGTTGATATTGGACTTGACCGGCCGATCGAGAGCCACCGTAACACAAGGGACCT 960 
H T V D 工 G L D R P 工 E S H R N T R D L 

GCGGTTTTGGAACCCTCGAGAGAAACTGCCTCTTCCAACGCTTCCTCCGTTTAACCCCAA 1020 
R F W N P R E K L P L P T L P P F N P K 

GCCAATATATATTGATATGGGAAATCGTTACCGACGACATGCATCGGACGATCAAGAAGA 1080 
P 工 Y 工 D M G N R Y R R H A S D D Q E E 

ATTGCGGCATCATAATGAGCACTTTCTGATTCCGAGGGATATTTTGCAAGACTAGGAAAA 1140 
L R H H N E H F L 1 P R D 1 L Q D **女

GTTCCTGAAACAAAAGATTTCGGAGTGCACTTCTTTATTCATTGAATCGTAATTACTTAA 1200 

GCTTACTTGATATTTTTAATAGTTCTGCATTAAAATACAAAATATTTTAAAGTGGCCGTG 1260 

TCAATTCAAATAATGTAAGTACTCGTACATTGTATATCATGATAATATCAAATTAAATAA 1320 

ATCTCAACAAACATAGAACTTACATTTTGTTTATTTGCTTTGCAACAAATCACCTATTGT 1380 

AAAAATATTTTATAATTGTGCTGTGTATATTAAAAGAAATACTTTTGAATAATTGATGTT 1440 

TCTGTTTTTCTTTTCGCCAACACTATACTGTAGTGTCAGACTAC.ACGTCCCTCCCACACG 1500 

ATTCTAATGACACCTCATATAATTGGAATCATTCAACATGC 1541 

Fig. 7. Nucleotide sequences of two lebocin genomic clones. The nucleotide sequences of Leb 3 

(A) and Leb 4 (B) clones along with the deduced amino acid sequences are shown. The nucleotide 

numbers are indicated in the right margin of the panels. TAT A box and CAA T box and 

polyadenylation signal (AATAAA) is shown by bold italic letters. Putative NF-KB responsive 

element and GATA motif are indicated by double and dot underline， respectively. NF-IL6 

responsive element is shown by single underline. Stars denote the translation stop codon. Arnino 

acid sequence deduced from the nucleotide sequence is expressed by a single letter and mature (Leb 

3) and putative mature (Leb 4) peptides are shown in bold letters. 
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ぞれ見つかった。さらにその中のそれぞれ l個の近傍には GATAモチーフも認められた。

また、 NF-IL6結合様配列についても検索した結果、 Leb3では TGTAGAAATという配列

が見つかったが、 Leb4ではそれに当てはまる配列は認められず、 l塩基だけ不足した

TGTGGAATが存在していることが確認された。

5'上流領域についてさらに検討するために Leb3、Leb4両遺伝子についてハープロッ

ト法を用いて比較を行った。その結果を Fig.8に示す。翻訳開始点上流-1bp"-'-500bpに

ついて比較した結果、 -1bp"-'-250bp付近までは両遺伝子問においてかなり保存され、そ

れよりも上流域に関してはほとんど相向性が見られないことが明らかとなった。これに

並行して同じ領域 (-1bp"-'-500bp)の塩基配列を並べた結果を Fig.9に示す。前図と同様

に-1bp"-'-250bp付近までが保存されていることが分かり、この領域中には1A.1A.-boxや

Cん灯-box、そして NF-KB結合様配列のうち翻訳開始点に近い 2個は両遺伝子で同じ位

置に同じ配列で保存されていた。しかし、より上流に存在する NF-IL6結合様配列や Leb

3にのみ認められた 3個目の NF-KB結合様配列は非保存領域に存在しているため両遺伝

子で全く異なっていた。

考察

現在までに数多くの抗菌性ペプチドが同定され分類されてきた。その中でレボシン

(Hara and Yamakawa， 1995)は高フロリン含有タイプの抗菌性ペプチドに分類するととが

できる o このグループには、ミツバチのアピダエシン (Casteelset al.， 1989)やアパエシ

ン (Casteelset al.， 1990)、ショウジョウバエのドロソシン (Bulet et al.， 1993)やメチニコ

フィン(Levashinaet al.， 1995)、ホシカメムシのフィロコリシン (Cociancichet al.， 1994)、

カメムシのメタルニコフィン (Chernyshet al.， 1996)等が含まれている o これらの中でス

レオニン残基に糖鎖をもつことが知られているのは、 ドロソシン、フィロコリシンそし

てレボシンのみである。このような糖鎖をもっという点で非常に特徴的であるペプチド

群の中で、現在までにドロソシンにおいて遺伝子の解析が行われ、この遺伝子はイント

ロンがなくゲノム内で lコピー存在する遺伝子であることが報告されている (Charletet 

al.， 1996)。

今回レボシンの遺伝子のクローニングを行い、 Leb3とLeb4という 2種類のクローン
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Fig. 8. Harr Plot comparison of 5'-upstream regulatory region of Leb 3 with that of Leb 4. 
The comparison was made with Harr Plot application program (Software Development) with 
a window of 5 and a matching nuc10tide number of 4. Horizontal 1ine and vertical line show 
the nuc1eotide sequence of Leb 3 and Leb 4， respectively. The numbers above horizontalline 
and beside the vertical indicate the position from the A in the translation start codon (A TG). 
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Leb 3 -TTTTCTTCATTACTGATTAAT---ATATTGAAAGTTTTGGTCTAATTTAATAGTC-C-T -447 

Leb 4 AATATC-T-ATTA--GATT-GTCGCGGA--GAAA---TTCGTAT-ATTT--TA-TCGCGT -455 

Leb 3 AT一一一←CTCTA一-T、一-TTTTATTATTGTτT、ACCTAGTACACTG一CAA一-T、GTACCTGG一一一A一G 一399

Lωeめb4 一τm工

NF-I江u后SRE

Leb 3 CATTTTT-T -TA--ぬ対貯écC!9ATGTGCAAATTGATATACCAG-AAC~GAGTGCTT-T -345 

Leb 4 -GTTTTTCTCTACCG--TTT一一一C--GCGC-CATTGAT-'rACCGGTAA-AGA-T--TTAT -360 

NF-KB RE 

Leb 3 一一一引TQ--PATA--+-G-ATCGTCCAT総説-~一一脳TTATC--CTGCTTATT -304 

Leb 4 AACGTA-CGGGATACGGACTCGTAAACGTCCA-TG-AGG'rCAAA--AGCGGCCGC-GA-- -308 

NF-IL6 RE 

Leb 3 TACTAACATTCTTGTT一一一-AGGC--ATCA-AAGTATAATCTTTCTCTCATA-ATT-T-A -254 

Leb 4 -GC一一一C一一GC-TGTTCGGGGGGCGGGTCACTAG--TAA--TTTATATGAAACATTGTAA -259 

Leb 3 TA-TGA-AACATTA-TAATATCTACGTATTG一一-ATTGTATTAGGTACGTATATGCAACA -200 

Leb 4 TACT-λTGTGATTACTAATA-CTATGTATTGATTATTGTATTAGGTACGTATAQGCGACA -201 

Leb 3 GTAATGAGGAAACAAATCATGAAAAATGTTTTGAGATGAA--TCTT-TGTCAT'AATAAGC -143 

Leb 4 σrAATGAGGAAACAAATCATG-AGAATTTT~TGGGGTGfu~CCT小一-T町円r'円、H寸'TτTGο切Gσ，τ叩I

Leb 3 

Leb 4 T CGTAATAATTAATATCGCTAAAGCGG 

NF-KB RE， GATA motif， CAATbox 

Lωeωb 3 ACT町r'町円11τ寸，τT円r、T町r児'CCTCAAGωA配削即C'白白τT叩r、沼切悦叩Gσ例ω悶gτT叩r犯、ちG句FλiATA胤AAT.弘'ACCGATCAτT'I廿TTG可T叩『τT叩rGロGTGA配TAG叩畑AG凶悶悶Gσ釘白，τTTAπ11τgτI

GA't臥久 mo引tif

-83 

-83 

NF-KB RE 

Leb 4 ACτT‘TτTCCTCAAGACAGTG~ A_T Al¥.ll1fl広正CCGATCATTGTGATAGTTACTCTCATTACCGGTG -23 

Leb 3 

Leb 4 

TA:rA-box 

TTCAATCGATACAATCAACATG~ 

CTCAATCGATACAATCAACATG~ 

+3 

+3 

Fig. 9. COluparison of nucleotide sequences of the 5'-upstream regulatory region of lebocin 

genes. Sequence identities are shadowed. Gaps were included to obtain maximal sequence 

imilarity. The numbers in the right margin of the panels indicate the position from the A in the 

translation start codon (ATG). 

35 



を得た (Fig. 7)。ここで得られたアミノ酸配列について、既に明らかにされているレボ

シン 1/2も含め比較を行った結果、新規であるレボシン 4は成熟ペプチドに相当するア

ミノ酸配列がレボシン 112と84.3%、レボシン 3とは 87.5%の相向性であることが明ら

かとなった (Fig. 10A)。またこのレボシン 4はシグナルペプチド(16残基)とプロセグ

メント (104残基)と推定される N末端の部分、そして C末端につながる 27残基と成熟

ペプチド以外の部分でもこれまでに報告されているレボシンと高い相向性をもってい

ることが明らかとなった。

レボシンは糖鎖をもつことが抗菌活性を発揮するために非常に重要であることが知

られ、レボシン 1'""'3 は糖鎖付加(O-glycosylation)部位とされる (Pro-Thr/Ser-Xaa-Xaa-

Pro) (Wilson et 01.， 1991)の配列を全てもっている o この部分の配列はレボシン 4におい

ても保存されていることから、このペプチドも糖鎖をもっ抗菌性ペプチドとして機能し

ていると考えられる o

これらレボシンの配列を参考に系統樹を作製した (Fig. 10B)。これよりレボシンは、

まずレボシン 1/2、3共通するペプチドとレボシン 4の属するペプチドの 2つのグループ

に分かれ、それより後にレボシン 112とレボシン 3に分岐したことが予想された。

今回得られたレボシンのアミノ酸配列をもとにこれまでに見つかっている高プロリ

ン含有抗菌性ペプチドのアミノ酸配列の比較を行った (Fig.11)。その結果、残基数等は

ペプチドによってかなりばらつきがあるが、フロリンの数や位置については類似してい

る点が認められた。さらに Fig.12でこれらのペプチドについて系統樹を作製した。これ

に従えばレボシンはまずミツバチの膜麹目と分かれた後、双麹目や半麹自のグループと

分かれたことが推測できた。そしてカイコの中で 3種類のレボシンに分かれたのは日間

で分かれた時点よりもかなり後であると思われた。

Leb 3とLeb4の5'上流の配列を比較した結果、ー1bp'''-'-250bp付近までの配列は非常に

保存され (Fig.8)、その中に1A1A-box、CAAT-box、NF-KB結合様配列、 GATAモチーフ

が含まれていることが明らかとなった。しかし、これより上流は両遺伝子問でかなり異

なっていて、 NF-IL6結合様配列は Leb4では不完全であったり 、NF-1(B結合様配列、

GA1Aモチーフの数も異なったりしていた。ド ロソシンの遺伝子上流には NF-KB結合様

配列が存在し、これが発現誘導を制御していることが明らかとなっている (Charletet aL. ， 
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Lebocin 3 41 

Lebocin 4 41 

Leboci n 1 / 2 81 

Lebocin 3 81 

Lebocin 4 81 

Lebocin 1/2 121 

Lebocin 3 12 1 

Lebocin 4 12 1 

Lebocin 1/2 161 

Lebocin 3 161 

Lebocin 4 161 

B 

MYKFLVFSSVLVLFFAQASCQRF工QPTFRPPPTQRP工工RT

MYKFLVFSSVLVLFFAQASCQRF工QPTFRPPPTQRP工TRT

MYKFLVFSSVLVLFFAQASCQRF工QPTYRPPPTRRP工工RT

ARQAGQEPLWLYQGDNVPRAPSTADHP工LPSK工DDVQLDP

VRQAGQEPLWLYQGDNVPRAPSTADHP工LPSK工DDVQLDP

ARQAGQEPLWLYQGDN工PRAPSTADHP工LPSK工DDVKLDP

NRRYVRSVTNPENNEAS工EHSHHTVDTGLDQP工ESHRNTR

NRRYVRSVTNPENNEAS工EHSHHTVD工GLDQP工ESHRNTR

NRRYVRSVTNPENNEAS工ESSl丑-ITVD工GLDRP工ESHRNTR

PLRFLYERGU宇守匂ppmpxPZY工DFGmymmsDDQ

PLRFLYPRGKLPYPTLPPFNPKP工YII>:~GNRYRRHASEDQ
叫，'，よW胃ぷ~~

DLRFWNPREl{LP LTTLP PFNPKP'IY工n:MGNRYRRHASDDQ

EELRQYNEHFL工PRD工FQE

EELRQYNEHFL工PRD工FQE

EELR日間EHFLIP加工LQD

Lebocin 1/2 

Lebocin 3 

Lebocin 4 

Fig. 10. Sequence identity and phylogenetic relationship of three members of the lebocin family. 

Amino acid sequences of lebocin 1/2， 3 and 4 were aligned and compared (A). ldentical amino acid 

residues in one letter are shadowed. Bold letters indicate a mature portion of lebocins. Numbers of 

ammo acid residues are shown on the left margin of the panel. The phylogenetic relationship (B) was 

analyzed by the unweighted pair-group method using aristmetic advantages (Software Demelopment). 
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Lebocin 1/2 l 32 

Lebocin 3 工 32 

Lebocin 4 エ 32 

Apidaecin Ia l 26 

Apidaecin Ib l 26 

Apidaecin II l 18 

Drosocin l 19 

Pyrrhocoricin l 20 

Metalnikowin 1 1 15 

Metalnikowin IIA ユ 15 

Metalnikowin IIB ユ ユ6

Metalnikowin III ユ ユ6
Abaecin エ 34 

Fig. 11. Comparison of anino acid sequences of proline-rich peptides. Gaps are introduced 

to obtain maximal sequence alignment. Identical amino acids are shadowed. Sequence data 

of proline-rich peptides were cited from the following references: apidaecins (Casteels et al. ， 

1989)， drosocin (Bulet etαl.， 1993)， pyrrhocoricin (Cociancich etal.， 1994)， metalnikowins 

(Chemysh et al.， 1996) and abaecin (Casteels et al.， 1990). 
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Fig. 12. Phylogenetic tree of insect antibacterial proline-rich peptides analyzed by the unweighted pair-
group method using aristmetic advantages (Software Demelopment) . 



1996)。この配列はカイコにおいてもセクロビン B遺伝子 (Taniaiet al.， 1995)やアタシン

遺伝子 (Taniaiet 01.， 1996a)でも保存されていることから、抗菌性ペプチド遺伝子の発現

に共通に関与していることが示唆される o 従ってレボシンの遺伝子発現にもこの部位は

重要な役割を果たしていると考えられる o また Leb3とLeb4で s'遺伝子上流に差異が

見られたが、これが発現能力にどの様な違いをもたらすのかも非常に興味深い問題であ

るo

第 2節 レボシン遺伝子の発現様式

本節では第 1節で見つかったレボシン 3遺伝子及び4遺伝子について、その遺伝子の

発現様式をノーザンブロッティング、そして RT-PCRを用いて検討した。

材料及び方法

1. 供試昆虫

カイコ(東海×芙蓉)を人工飼料(日本農産工)によってお℃で飼育し、 5齢 3日の幼

虫を用いた。

2. ノーザンブロッテイングでの解析

レボシン 3遺伝子及び4遺伝子それぞれに特異的なプローブを作製するために、テン

プレートをそれぞれのファージ DNAとし、 PCRDIG labeling nuxを用い、 DIG-conjugated

dUTPを PCR産物に取り込ませた。結果レボシン 3遺伝子は+1181""'+1706、レボシン 4

遺伝子は+653""'+1178の断片からなる 526bpのプローブを作製した。

LPSでの誘導は E.coli 0111 :B4の LPS20μgカイコに注射し、 8時間後に脂肪体を摘出

した。コントロールとして生理食塩水を注射したカイコからの脂肪体も摘出した。発現

の特異性の検定は、誘導の時と同様に LPSで誘導し、脂肪体、血球、中腸、マルビーギ

管そして絹糸腺で行った。血球以外のサンプルは摘出後直ちに-80
0Cで保存した。血球は、

フェニルチオ尿素を少量加えた 50mlコニカルチューブ(ファルコン)を氷上に立て、そ

こにカイコ幼虫腹脚を殺菌した注射針で刺すことによって体液を採集した。このチュー

ブを 10分間 500gで遠心分離し、沈殿を生理食塩水に懸濁、 1.5mlエッペンチューブに
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移しもう l度 10分間 600gで遠心分離することによって回収した。得られた血球は16]伎

に-80
0

Cで保存した。

RNAの抽出には ISOGEN(ニッポンジーン)を用いた。適当量の (300'"'-'500μ1)の

ISOGENを保存しておいたサンプルに加え懸濁した。これをヒスコトロ ンを用 いて細胞

を磨砕した後、 l度 5分間 9，500gで遠心分離し上清を回収した。そこに全量の 0.25倍

のクロロホルムを加えボルテックスで撹持した。その後 9，500gで 10分間遠心分離し水

層を回収した後、等量のイソプロパノールを加え撹搾し 9，500gで 15分間遠心分離し

貯~A を沈殿させた。得られた沈殿は DEPC 処理した滅菌水に溶解し、ノーザンブロッ テ

ィングに用いた。

定量した RNAのサンプル、 7μg(LPSでの誘導)もしくは 5μg(発現の組織特異性)を

含む溶液に1.8倍量の変成溶液 (65.6%ホルムアミド， 21.3%ホルムアルデヒド 1.3X 

MOPS緩衝液)を加え、 65
0

Cで 20分間以上加熱し熱変成させた後、氷上で急冷した。こ

れに loadingbuffer (lmM EDTA pH8.0， 0.25 %キシレンシアノール FF，0.25%ブロモフエ

ノールブルー， 50%グリセロール)を 115'"'-'1110量加えノーザンブロッテイングの試料と

した。以降の電気泳動、メンブレンへの転写は第 I章 l節に準じて行った。ハイブリダ

イゼーションは、前節プラスミドへのサブクローニングの際に行ったサザンハイブリダ

イゼーションの方法に準じて行ったが、ハイブリダイゼーションの温度はプローブの特

異性をあげるためプレハイブリダイゼーションと共に 68
0Cで行った。その後前節の方法

に従って DIGの発光検出を行った。

3. RT-PCR 

PCRの原理より、プライマーの 3'末端の塩基が異なっていれば他の塩基配列が相補で

もDNAの伸長は起こらないことを利用し、レボシン 3と4の両遺伝子で 3'末端の塩基

が異なるようにフライマーの位置を設定した。なお、これらのプライマーによってレボ

シン 112遺伝子は増幅されないことも確認した。

(1)レボシン 3遺伝子

以下のプライマーを用い、レボシン 3遺伝子の 1228'"'-'1439番目を増幅した。

Forward primer 

デ一CCCGATAACACGTACAGT -3 
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Re vcrse pri mer 

デーCAACTGTATGATGTGAATG-3' 

(2)レボシン 4遺伝子

以下のプライマーを用い、レボシン遺伝子の 700"-'911番目を増幅した。

Forward primer 

デーCCCGATAATACGTACAGC-3'

Reverse primer 

5'-CAACTGTATGATGGGAAGA-3' 

PCRを行う際のテンプレートにするため、ノーザンブロッテイングで用いた組織より

抽出した RNAをDeoxyribonuclease(ニッポンジーン)処理し、フェノール/クロロホルム

抽出、クロロホルム抽出そしてエタノール沈殿を行い、 DEPC処理水に溶解した。この

RNAから First-strandcDNA Synthesis Kitを用いて cDNAを合成し、 40ngをテンプレート

として用いた。

PCRは上記のフライマー、テンプレートを用い、 94
0

C (1分)、 580C (2分)、 720C (3 

分)の反応を 30サイクル行った。全量 50μlの反応溶液のうち 7.5μlを 2%アガロース S

ゲルで電気泳動した。なお internalmarkerとしてカイコアクチン遺伝子 (accessionno. 

K00667)を未リ用し、デーAGCAGGAGATGGCCACC-3'(Forward primer)、5'-TCCACATCTGC

TGGAAGG-3' (Reverse primer)を作製し、レボシン遺伝子の PCRと同量のテンプレート

を用い、 94
0

C (l分)、 50
0

C (2分)、 72
0

C (3分)の反応を 25サイクル行い、電気泳動し

た。

結果

前節において Leb3とLeb4の5'上流には NF-KB結合様配列が存在していることが明

らかとなったことから、 LPSによって遺伝子発現が誘導されることが予想された。そこ

でノーザンブロッティングを用いて LPSによる誘導性を調べた。その結果を Fig. 13に

示す。両遺伝子とも無処理のカイコ脂肪体では全くシグナルは検出されなかった。従っ

て、レボシンは常在性ではないと考えられる。そして LPSで処理したカイコ脂肪体では

どちらのプローブを用いた場合でもシグナルが検出され、これらの遺伝子は LPSの体内

への侵入によって誘導されてくる特性をもっていることが確認された。なお両者の遺伝
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子発現の強さを比較したところ、 Leh3の発現の方が Leb4に比べ強いことが明らかとた

った。

レボシ ン遺伝子の発現がカイコの脂肪体以外の組織でも見られるかを調べるために

LPSで免疫した後カイコ幼虫の各組織を摘出し、ノーザンブロッティング及び RT-PCR

を行いその発現を検討した。 RT-PCRを行うにあたり、それぞれのレボシン遺伝子が特

異的に増幅するようにプライマーを設計した。実際に用いたプライマーの位置を Fig.14 

に示した。これらプライマーを用いることによってレボシン 3、4遺伝子はレボシン 112

遺伝子とも区別して増幅できるようにした。その結果をノーザンブロッティングとあわ

せて Fig.15に示す。 Aは前図と同様のプローブを用いてノーザンブロッテイングを行っ

た結果で、 Leb3、Leb4ともに前図と同様に脂肪体で発現が見られ、 Fig.14同様 Leb3 

の発現がLeb4に比べ強かった。しかしここでは血球、中腸、マルビーギ管そして絹糸

腺での発現は見られなかった。そこで、さらに遺伝子間の特異性と検出の感受性を上げ

るために Bに示した RT-PCRを行った結果、両遺伝子とも脂肪体以外に微量ながら血球

においても PCR産物が確認され、レボシン遺伝子はこの組織においても発現しているこ

とが明らかとなった。そして脂肪体と同様に発現量も Leb3の方が Leb4より多いとい

う結果が得られた。

考察

前節で得られた Leb3とLeb4の2クローンの解析より、この両遺伝子の 5'上流のプ

ロモーター領域は両遺伝子で違いがあることが明らかとなった。そとでこの違いが遺伝

子発現に与える影響を調べるために、ノーザンブロッティング及びRT-PCRを用いて発

現量、そして発現様式の比較を行った。抗菌性ペプチド遺伝子の発現誘導については前

章をはじめ、これまでに発見され解析された様々な抗菌性ペプチド遺伝子で調べられて

おり、細菌やその細胞壁成分である LPSやペプチドグリカンで発現が誘導されるものが

非常に多いことが知られている o レボシン遺伝子についても前章でレボシン 112をコー

ドする cDNAよりプローブを合成し実験を行ったところ、セクロビン Bやアタシン等、

他の抗菌性ペプチド遺伝子と同様に LPSやリピド Aによって発現が誘導されることが

明らかになっている。
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Le!J 3 

Leh 4 

Leh 1/2 

TCAACATGTACAAGTTTTTAGTATTCAGTTCAGTTCTGGTGCTGTTCTTTGCTCAGGCT 1177 

TCAACATGTACAAGTTTTTAGTATTCAGTTCAGTTCTGGTGCTCTTCTTTGCTCAGGCT 649 

TCAACATGTACAAGTTTTTAGTATTCAGTTCAGTTCTGGTGCTGTTCTTTGCTCAGGCT 54 

TCGTGCCAGAGGTTCATCCAGCCGACCTTCAGGCCACCGCCAACACAGCGCCCGATAACACGTACAGTGC 1247 

TCGTGCCAGAGGTTCATCCAGCCGACCTACAGGCCACCACCGACACGGCGCCCGATAATACGTACAGCGC 719 

TCGTGCCAGAGGTTCATCCAGCCGACCTTCAGGCCACCGCCAACACAGCGTCCGATAATACGTACAGCGC 124 

ヲ々女ヲ々安ヲ々、々、々女大女ヲ~ ，々*ヲ~ *大安*

GACAAGC TGGCCAGGAACCGCTATGGCTGTAT0MGGTGACAATGTT.CC TCGTGCGCCAAG TACCGCAGA 13ユ7
人足i-j，、f 〆 、 お、% 今 。 、 A 島

GACAAGCTGgcc~9g~CÇGCTATG9ÇTGTA~ÇAAgG'中ACAATATTCCTCGTGCGCCGAGTACTGCAGA 789 

GACAAGCTGGCCÞ:泌AACとGCTATGGCTGTÀ.~CA.AGGTGACAATGTT;:CTCGTGCGCCAAGTACTGCAGA 194 

CCATCCGλTTC~rOCTTCGAAAATCGACGAqG~GCAGCTCGATCC~~CCGAAGGTATGTTCGCAGTGTC 1387 
字 型、宗主事 μ 静 ，. 宅

CCATCCGATTCT-TCCTTCGAAAA TCGACGATGTGAAGCTCGATCC~Z\CAGAAGGTATGTTCGCAGTGTT 859 

CCATCCGATTCTTCCTTCGAAAATCGACGACGTGCAGCTCGATCCAA~CCGAAGGTATGTTCGCAGTGTC 264 

ACCAATCCAGAAAATAACGAGGCGTCCATTGAAーCATTCACATCATACAGTTGATATTGGACTTGACCAG 1456 

ACCAATCCAGAAAATMCGAGGCATCCATTGAATC-TTCCCATCATACAGTTOATATTGGACTTGACCGG 928 
J 、

ACTAATCCAGAAAATAACGAGGCGTCCATTGAA-CATTCACATCATACAGTTGATACTGGACTTGACCAG 333 
ヲk女大方々安**安安犬、台、々***大犬、k安安

CCGATCGAGAGCCACCGTAACACAAGGGACCTGCGGTTTTTGTAccC'rCGAGGGAAACTGCCTGTTCCAA 1526 保 、
CCGATCGAGAGCCACCGTAACACAAGGGACCTGCGGTTTTGGAACCCirCGAGAGAAACTGCCTCTTCCAA 1068 

CCGATCGAGAGCCACCGTAACACAAGGG五CCTGAGGTTTTTGTACCC'rCGAGGGAAACTGCCTGTTCCAA 403 

CGCTTCCTCCGTTTAACCCCAAGCCAATATATATTGATATGGGAAACCGTTACCGACGACATGCGTCGGA 1596 

CGCTTCCTCCGTTTAACCCCAAGCCAATATATATTGATATGGGAAATCGTTACCGACGACATGCATCGGA 1068 

CGCCTCCTCCGTTTAACCCCAAGCCAATATATATTGATATGGGAAACCGTTACCGACGACATGCGTCGGA 473 

rig. 14. Cornparison 01" nuclcotidc scqucnces of Leh 3‘4 and 1/2. N urnbcrs i n thc right rnargi n dcnolc thc 

nuclcotidc nurnbcrs. ldcnlical nucleotidcs arc shadowcd. Astarisks indicatc thc po引 lions01" t'orward and rcvcrsc 

primcrs， rcspcctivcly. NUCJcOlidcs corrcsponding 1O 3'-cnd of lhc primcrs and thc lranslalion slart codon (ATG) arc 

只hownby bold lCllcrs、rcspccli¥'cly.
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そこで、本節では特に Leb3とLeb4の発現量に差があるかという点に焦点を当てて

実験を行った。 ノーザンブロッティングにおいてはプローブの特異性をあげるためにハ

イブリダイゼーションの温度を通常よりも高く設定した。 LPSでの誘導性について検討

した結果、両遺伝子ともに LPSに対して誘導性であることが確認できた。そして Leb3 

に比べ Leb4の発現は弱いという結果が得られた (Fig.13)。また、発現の組織特異性に

ついて調べるとノーザンブロッティングでは脂肪体での発現しか検出できなかったが

RT-PCRによって血球での発現も検出できた (Fig.14)。前章での結果も含め考察すると、

レボシン遺伝子は特に脂肪体で多く発現し血球でも発現していると結論できる o そして

RT-PCRでの血球での発現を見ても Leb3に比べ Leb4の発現量は少ないことから、この

Leb 3とLeb4の発現量は脂肪体においても血球においても、 Leb3の転写活性の方が強

いといえる o そしてこの差は前節での 5'上流領域の配列の違いに起因するか、もしくは

ゲノム中におけるコピー数が Leb3の方が Leb4に比べ多いことが考えられる o この発

現量の違いが前者の原因によるものであれば非常に興味深い対象であり、転写因子等の

研究を行うことによって、遺伝子発現誘導機構解明のための貴重なサンプルになると思

われる o

本章によってレボシンはカイコにおいて遺伝子ファミリーを形成していることが明

らかとなった。従ってノーザンブロッティングや RT-PCRによって Leb3とLeb4の発

現量の比較するのは厳密ではない可能性もある o これらの方法では、他の非常に高い相

向性をもったレボシン遺伝子を拾ってしまう可能性があるためである O この問題を解決

するためには例えば、それぞれのレボシン遺伝子のプロモーター領域にレポーター遺伝

子をつなぐことによってその遺伝子のみの動態を追えるようにしなければならないと

思われる D また今回のスクリーニングでは、レボシン 112をコー ドするゲノム DNAを得

ることができなかったが、この遺伝子をクローニングすることができればレボシン遺伝

子発現機構についてさらに理解を深めることができると思われる o

レボシンは抗菌性ペプチドとして発見されたが、その抗菌活性は弱いため生理条件下

においては抗菌活性以外に別の役割を担っているペプチドである可能性がある。レボシ

ン 3はセクロビン D の抗菌活性 を強める働きがあることから (H紅 a加 dYamakawa， 

1995c)，レボシンは他の抗菌性ペプチドと共力することによって生体防御に貢献してい
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るのかも知れない。またレボシン遺伝子はどれも全て成熟ペプチドの前後に前駆体を形

成するペプチド鎖をもっていた。これらのペプチドが何らかの機能を有しているペプチ

ドである可能性もあるが、これに関する知見は今のところ得られていない。遺伝子プロ

モーター領域には、抗菌性ペプチドとして機能していると予想できる共通配列があり、

その遺伝子発現様式も抗菌性ペプチドとして機能しているであろう特性をもっていた。

従って、少なくとも細菌の侵入に対する生体防御に関わっていることはおそらく間違い

ないと思われるが、抗菌活性以外の機能という点に関しては今後の研究課題である o
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第 3章 カイコ抗菌性ペプチドモリシンの遺伝子解析

免疫したカイコ幼虫体液より 黄色ブドウ球菌に対する抗菌活性を指標として抗菌性

ペプチ ドの探索を行った結果、42アミノ酸残基からなる高塩基性のぺフ。チドが単離され

た (Haraand Yarnakawa， 1995b)。モリシンと命名されたとの抗菌性ペプチドは、現在まで

に見つかっているものとは全く相向性が見られない新規の抗菌性ペプチ ドである。そし

てこのモリシンは、グラム陽性、陰性両細菌に非常に強い抗菌活性をもつ こと、 その作

用部位は細菌の膜でありその膜に穴を開けるととが示されている。

これまでに人工的にモリシン遺伝子を設計しそれを大腸菌で発現させた系が既に報

告されており (Haraand Yarnakawa， 1996)、これによって得られた組み換えモリシンは天

然由来のモリシンと同じ生物活性をもつことが明らかにされている。また組み換えモリ

シンはメチシリン耐性黄色ブドウ球菌 (MRSA)に対して成長抑制効果があることが報

告されており (Haraet al.， 1996)、医学面の応用についても強い関心を集めている。

現在カイコから単離された抗菌性ペプチドについては cDNAのクローニング及びその

遺伝子発現の特性について調べられ明らかにされている o そして前章においてレボシン

遺伝子についてゲノム解析を行い結果、遺伝子のプロモーター領域に免疫系に関与する

NF-KB結合様配列や IL-6応答配列といった抗菌性ペプチド遺伝子に共通に見られる配

列が存在することが明らかになった。そこでモリシン遺伝子についても同様の解析を行

うことによって、カイコの生体防御機構についてより詳細に考察することができると思

われる o 特にモリシンは他の昆虫種においても類似の抗菌性ペプチドは見られないこと

から、これまでにない新しい知見が得られる可能性がある。そこで本章では、カイコ

cDNAライブラリーからモリシン cDNAをクローニングし、その塩基配列を決定した(第

l節)。さらにこのモリシン遺伝子の発現様式について検討した(第 2節)。そして第 3節

ではモリシンをコー ドするゲノム DNAのクローニングと解析を行い、これまでの知見

と比較し検討した。
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第 l節 モリシン cDNAのクローニングと塩基配列の決定

モリシン遺伝子の発現誘導機構を明らかにするために、まずカイコ cDNAライブラリ

ーからモリシン cDNAのクローニングを行い、塩基配列を決定した。

材料及び方法

1. カイコ cDNAライブラリー

カイコ cDNAライブラリーは、農林水産省蚕糸・昆虫農業技術研究所生体防御研究室

元非常勤職員楊峻博士により供与されたものを用いた。これは大腸菌を注射し免疫し

たカイコ(東海×朝日)幼虫の脂肪体から抽出したmRNAより cDNAを合成し、入gtlO

ファージベクターに挿入することによって作製したものである O

2. モリシン cDNAのスクリーニング

モリシンは既にアミノ酸配列が決定されているので、その配列より下記のプライマー

を設計し、PCRを用いて増幅を試みた。ForwardprimerはAla-l"'-' Ala-7より、Reverseprimer 

はLys-36"'-'His-42より作製した。なお両プライマー共に5'末端に EcoR 1部位を付加し

た。

Forward primer 

デーCGGAATTCGC(G/A/T/C)AA(G/A)AT(A/T/C)CC(G/A/T/C)AT(A/T/

C ) AA ( G / A) GC -3 ' 

Reverse primer 

デーCGGAATTCCA(G/A)TG(T/C)TT(G/A/T/C)C(G/T)(T/C)TT(T/C)TT 

( G / A / T / C ) GG (T / C ) TT -3 ' 

これらのプライマーと、テンプレートとして第 2章 l節で作製したカイコ幼虫脂肪体由

来 cDNAを用いて PCRを行った。反応は 940Cl分間の後、 940C(30秒)、 500C(30秒)、

72
0

C (3分)を 25サイクル行った。この結果得られた 130bpの PCR産物を T-vector

(Origina1li¥. Cloning Kit， Invitrogen)にサブクローニングし、第 2章の方法に従い塩基配列

を決定した。

シークエンスの結果、 PCR産物がモリシンをコードしていることが確認できたため、

さらに前回よりも内側で下記のプライマーを作製し、前回の PCR産物をテンプレートに
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94
0

C 1分間の後、 94
0

C (30秒)、 50
0

C (30秒)、 72
0

C (3分)の PCRを25サイクル行った。

なお、 ForwardprimerはPro-4"--'VaJ-ll 、Rcverseprimerは Phe-34"--'Arg-40に相当する部位

で作製した。

Forward primer 

デーCGATAAAGGCCATT AAGACTG-3' 

Reverse primer 

デーTCGTTTCTTAGGCTTCAAGAA-3' 

ここで得られた 110bpの PCR産物も同様に T-vectorにサブクローニングし、塩基配列を

決定した。そしてモリシンをコードしていることを確認した後、 PCRDIG labeling mixを

用い DIG-conjugateddUTPをPCR産物に取り込ませ、スクリーニングに用いるプローブ

とした。

メンブレンの作製法は第 2章第 2節にほぼ準じて行った。宿主大腸菌に NM514を用

い、 1X 10
5個分のプラークを GeneScreen Plusメンブレンに転写した。転写は培地の上

にメンブレンを 1分間密着させることによって行い、この後メンブレンを変成、中和し

た。ハイブリダイゼーション以降は第 2章4と同様の方法で行った。上記で作製したメ

ンブレンをハイブリダイゼーション溶液で 50
0

C、1時間以上プレハイブリダイゼーショ

ンを行った後、熱処理後急冷したプローブを加えた。 50
0Cで l晩ハイブリダイゼーショ

ンを行い、その後 DIGの発光検出を行った。このスクリーニングで得られた陽性プラー

クを SM溶液 500μlに懸濁し 25μlのクロロホルムを加えボルテックスで撹枠した。これ

を数時間室温に放置後、遠心して得た上清を 2次スクリーニングに用いるファージ溶液

とした。 1次スクリーニングと同様にメンブレンを作製し、ハイブリダイゼーションを

行い、 10個の単一の陽性プラークを得た。

3. ファージ DNAの精製及びプラスミドへのサブクローニング

スクリーニングによって得られたフ ァージ DNAを解析するためにプラスミドベクタ

ーへのサブクローニングを行った。ファージ DNAの精製は第 2章と同様に QIAGEN

Lambda Midi Kitを用いて行った。精製した DNAをEcoRI処理によって切り出し、アガ

ロース S電気泳動をすることによってインサート DNAのサイズを確認した。その結果、

比較的サイズの大きかった 4つのクローンのインサート DNAのサブクローニングを行
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った。サブクロ一二ングも第 2章を参考に EcoR 1 部位を BAP処理したプラスミドベク

ター (pBlucscript rr S K (+) phagcmid)にライゲーションした。大腸菌にトランスフォー

メーション し、 白色コロニーより プラスミド DNAの抽出後、イ ンサー トDNAを調べた。

結果イ ンサー トDNAの確認されたプラスミドについて、塩基配列を決定した。

結果

モリシン cDNAクローンをスクリーニングするためのプローブを作製するために、モ

リシンのアミノ酸配列を参考にして混合プライマーを作製した。モリシン成熟ペプチド

の配列とそこからデザインした混合プライマーの配列を Fig.16に示す。このプライマー

を用い RT-PCRを行い、さらに内側にプライマーを作製しもう一度 PCRをすることによ

ってモリシンをコードした1l0bpの DNA断片を得た。これをプローブとし cDNAライ

ブラリーから、モリシン全長を含む cDNAのスクリーニングをした結果、 1X 105プラー

クより 10個の陽性フラークが得られた。そのうちモリシン cDNAの全長を含むと思わ

れる長いインサート DNAの入った 4クローンについて解析を行った結果、 2種類のモリ

シンクローンが得られた (Fig.17 A， B)。この 2種類はともに 66残基のアミノ酸をコー

ドしたオープンリーディングフレームをもち、両方ともに成熟ペプチドのモリシンをコ

ードしていた。よってこれら cDNAをそれぞれ Mor1とMor2と命名した。両者におけ

る塩基配列の相向性は 97.2%と非常に高く、アミノ酸配列の比較では翻訳開始点のメチ

オニンから 6個目のアミノ酸残基が Mor1では Phr-6であるのに対し、 Mor2では Lys-6

となっている部分以外は全く等しかった(Fig.17C)。そして 3'末端側の非翻訳領域には両

モリシン cDNAともにポリ A付加シグナル(んt¥1fuもめをもっていた。この両モリシンに

関し親水性 ・疎水性のアミノ酸配列を調べた結果 (Fig.18)、成熟ペプチドの前部には疎

水性のアミノ酸残基が並んでおり、これがシグナルペプチドであるととが予想できた。

また 6残基目のアミノ酸が異なった結果、その領域ではモリシン 2の方が若干疎水性と

なったが大きな変化は認められなかった。
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A K 工 P 工 K A 工 K T v G K A V G K G L R A 工 N 

GCT AAA -ATT Cと~T-ATT--:既定勺CT ATT AAA ACT GTT GGT AAA GCT GTT GGT AAA GGT TTA CGT GCT ATT AAT 
GCC AAG ATC CCC ATC AAG GCC ATC AAG ACC GTC GGC AAG GCC GTC GGC AAG GGC TTG CGC GCC ATC AAC 
GCA ATA CCA AT.且 GOA ATA ACA GTA GGA GCA GTA GGA GGA CTT CGA GCA ATA 
GCG CCG GCG ACG GTG GGG GCG GTG GGG GGG CTC CGG GCG 

CTA AGA 
CTG AGG 

24 31 36 4ユ
工 A S T A N D V F N F L K P K K R K H 

ATT GCT TCT ACT GCT AAT GAT GTT TTT AAT TTT TTA ÄÄÄ一t:CT~ÂÄÀ--:為五A『1CとC70GGAC TFXAhAGfιでC瓦且TC 
ATC GCC TCC ACC GCC AAC GAC GTC TTC AAC TTC TTG弘AGCCC AAG AAG 
ATA GCA TCA ACA GCA GTA CTT C CCA 

B 

GCG TCG ACG GCG GTG CTC CCG CGG 
AGT CTA AGTl. 
AGC CTG AGG 

F orward primer 

5ヲーCGGAATTCGC(G/A/T/C)AA(G/A)AT(A/T/C)CC(G/A/T/C)AT(A/T/C)AA(G/A)GC-3う

Reverse primer 

5にCGGAATTCCA(G/A)TG(T/C)TT(G/A/T/C)C(G/T)(T/C)TT(T/C)TT(G/A/T/C)GG(T/C)TT-3' 

Fig. 16. Strategy for the synthesis of primers to amprify a moricin cDNA fragment. A. Translation of amino acid sequence of moricin 

maturc peptide into nucleotides. Shadowed regions indicate nucleotides used for degenarate primers. B. Degenerate primers for PCR. 



A 

GCAAAAACAGT AAACCGCGCAGTTA TTT AAAACATGAA T 11... TTTT AAAA TTTTTCTTTGTT 60 
M N 工 L K F F F V 

TTTATTGTGGCAATGTCTCTGGTGTCATGTAGTACAGCCGCTCCAGCAAAAATACCTATC 120 
F 工 V A M S L V S C S T A A P A K 工 P 工

AAGGCCATTAAGACTGTAGGAAAGGCAGTCGGTAAAGGTCTAAGAGCCATCAATATCGCC 180 
K A 工 K T V G K A V G K G L R A 工 N 工 A

AGTACAGCCAACGATGTTTTCAATTTCTTGAAACCGAAG1I...AAAGAAAGCATTAACAAAAG 240 
S T A N D V F N F L K P K K R K H **大

AAATTGAGTGAATGGTATTAGATATATTACTAAAGGATCGATCACAATGATATATAGATA 300 

GGTCATAAGATGTCAACGTGAATTTATGGATTTTTGTTT1~ACCCTGTGTAGTACTTACTT 360 

ATAGTCAGTAGGTACATATATTGATTGCAACGACAACTG1~GTACTATTTTTTATATTTGG 420 

TTCGAAAAGTTGCATTATTAACGATTTTAGAAAATAAAACTACTTTACTTTTAC 474 

B 

AAACCGCGCAGTTATTTAAAATATGAATATTTTAAAACT1'TTCTTTGTTTTTATTGTGGC 60 
M N 1 L K L F F V F 工 V A 

AATGTCTCTGGTGTCATGTAGTACAGCCGCTCCAGCAAAß~TACCTATCAAGGCCATTAA 120 
M S L V S C S T A A P A K 工 P 工 K A 工 K

GACTGTAGGAAAGGCAGTCGGTAAAGGTCTAAGAGCCATCAATATCGCCAGTACAGCCAA 180 
T V G K A V G K G L R A 工 N 工 A S T A N 

CGATGTTTTCAATTTCTTGAAACCGAAGAAAAGAAAGCATTAAGAAAAGAAATTGAGTGA 240 
D V F N F L K P K K R K H *女大

ATGGTATTAGATATATTACTAAAGGATCGATCACAATGA1'ATATAGATAGGTCATAGATG 300 

TCAACGTGAATTTATGGATTTTTGTTTTCCCCTTTGTAGTACTTACTTATAGTCAGTTCT 360 

TAAATTGATTGCAACGACAACTGTGTACTATTTTTTATA1'TTGGTTCGAAAAGTTGCATT 420 

ATTAACGATTTTAGAAAATAAAACTACTTTACTTTTACACGAAAAAAAAA 470 

C 

moricin 1 

moricin 2 

MNILK届FFVF工VAMSLVSCSTAAPAK工P工KAIKTV留にAVGKGLRAIN工ASTANIJVFNFLKPKKRKH

MN工LKlfFFVFIVAMSLVSCSTAAPAK工P工KAIKTV留にAVGKGLRA工N工ASTANIJVFNFLKPKKRKH
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考察

カイコで発見されている抗菌性ペプチドのほとんどは cDNAやゲノム DNAのクロー

ニングが行われ塩基配列が決定されている o しかしモリシンについてはまだ遺伝子に関

する情報は全く得られていない。そこで既に得られているモリシンのアミノ酸配列より

プローブを作製し、cDNAのクローニングを行った。その結果、成熟ペプチドに違いは

ないがシグナルペプチドと推定される領域に l残基だけ違いのある 2種類のモリ シン

cDNAクローンが得られた。従ってこのモリシンもセクロビン B(Taniai et 01.， 1995)や前

章で解析を行ったレボシンと同様に遺伝子ファミリーを形成していることが示唆され

た。

モリシンはとれまでに報告され、いくつかに分類されている抗菌性ペプチドとは類似

性をもたない新規のペプチドでありこれまでにカイコ以外の昆虫からは見つかってい

ない。そこで今回得られた塩基配列の情報をもとに成熟ペプチド以外の部分や 3'非翻訳

領域についてホモロジー検索を行ったが、高い相向性をもっ抗菌性ペプチドや遺伝子は

見つからなかった。従ってモリシンは遺伝子から見ても新規の抗菌性ペプチドであると

考えられる o

今回見つかった 2種類のモリシンで唯一異なっていたシグナルペプチドを構成すると

推定される 1残基について疎水性・親水性という観点から比較を行ったが (Fig.18)、両

者に大きな差は認められなかった。実際の生体内においてこの両者の特性に差があるの

かまたはその発現量に差はあるのかは今後の非常に興味深い問題である D

第2節 モリシン遺伝子の発現様式

本節では第 1節で見つかったモリ シン l遺伝子及び 2遺伝子について、その遺伝子の

発現様式をノーザンブロッティング、そして RT-PCRを用いて検討した。

材料及び方法

l. 供試昆虫

カイコを人工飼料(日本農産工)によってお℃で飼育し、5齢 3日の幼虫を用いた。
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カイコの系統は、誘導性の確認は日 140号×中 145号、組織特異性の検定は東海×主誌

で行った。

2 ノーザンプロッティングでの解析

ノーザンブロッティングに用いたプローブとしてハイブリダイゼーションの特異性

をあげるために新たに長いプローブを合成した o 新しいプライマーとして、シー

TTGTGGCAATGTCTCTGGTG-3' (Forw紅 dprimer， Mor 1の 65'""'84番目に相当，Mor2の

54'""'73番目に相当)、シ-TAGTACACAGTTGTCGTTGC-3'(Reverse primer， Mor 1の 387'"'"

406番目，Mor2の 371'""'390番目)を設計した。テンプレートとして第 2章 l節で作製し

たカイコ幼虫脂肪体 cDNAを用いて、 94
0

C (30秒)、 50
0

C (30秒)、 72
0C (30秒)の PCR

を30サイクル行い、 DIG-conjugateddUTPをPCR産物に取り込ませた。

大腸菌は JM109をLB液体培地で培養後、遠心分離で集菌し生理食塩水に懸濁した。

これをオートクレーブで殺菌しカイコ幼虫に 1頭あたり 2X107個注射した。 LPSとリピ

ドAの接種量は前章、前々章に従った。カイコは接種後 8時間で解剖し脂肪体を摘出し

た。組織特異性の検定は前述同様に大腸菌によって免疫し、 8時間後前章の方法で各組

織を摘出した。摘出した組織から前章第 2節に準じて RNAを抽出し 7μgをサンプルと

して電気泳動した。ハイブリダイゼーションは 50
0Cで行い、前節と同様にして DIGの

発光検出をした。

3. RT-PCR 

モリシン両遺伝子で Forwardprimerは共通、 Reversep口merが 3'末端の塩基が異なるよ

うにプライマーを設計し、 Mor1は68'""'358番目、 Mor2は 57'""'346番目がそれぞれ特異

的に増幅するようにした。

Forward primer 

タ-TGGCAATGTCTCTGGTGT-3'

Reverse primer 

(1) Mor 1 

デーGTAAGTACTACACAGGGT-3'

(2) Mor2 

デーGTAAGTACTACAAAGGGG-3' 

テンプレートは大腸菌、 LPSそしてそれらの溶媒を注射し、8時間後摘出した脂肪体よ
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り抽出した RNAをDeox y ri bo n uclease処理し、フェノ ー-ル/クロロホルム抽出、クロロホ

ルム抽出そしてエタノール沈殿を行い、DEPC処理水に溶解した。この RNAから first-

sLrand cDNA Synthesis Kitを用いて cDNAを合成した。PCRは50ngをテンプレートとし

て全量 55μlで行った。反応は 94
0

C8分間の後、 94
0

C (30秒)、 55
0C (30秒)、 720C (30秒)

で27、31、35サイクルで 10μlずつ回収し、電気泳動のサンプルとした。電気泳動は 2%

アガロース Sゲルで行った。また前章と同様に intemalmarkerとしてカイコアクチン遺

伝子を用い、モリシン遺伝子のときと同様のテンプレートで PCRを行い、電気泳動した。

結果

大腸菌によって免疫したカイコ幼虫より脂肪体、血球、中腸、マルビーギ管そして絹

糸腺を摘出し、ノーザンブロッテインクゃを行った。結果を Fig.19に示す。これよりモリ

シン遺伝子の発現は脂肪体が主要組織として機能し、他組織では血球やマルビーギ管で

も発現していることが明らかとなった。

そこで、このモリシン遺伝子発現の主要組織である脂肪体におけるモリシン遺伝子の

計時的変化を追った (Fig.20)。大腸菌によって免疫した結果、接種後 1時間で弱い発現

が見られた。その発現は徐々に強まり 8時間後に最大量に達し、以降 48時間後におい

ても発現の持続が観察された。

次にモリシン遺伝子が他のカイコ抗菌性ペプチド遺伝子と同様に細菌の細胞壁成分

のみでも発現誘導が起こるかを検討した (Fig.21.)0 LPSやリピド Aをカイコに接種し、

脂肪体における遺伝子発現を観察した結果、 LPSやリピド Aにも大腸菌と同様にモリシ

ン遺伝子発現を誘導する因子になり得ることが判明した。また、無処理のカイコ脂肪体

と誘導因子のコントロールとして処理した生理食塩水等と比較した結果、両者ともモリ

シン遺伝子の発現は見られなかった。従ってこれらの遺伝子は、細菌等の接種によって

はじめて発現するのであって、表皮の傷害のみでは発現が誘導されないことが明らかと

なった。

前節においてモリシン遺伝子は、!と 2の2種類が存在することを明らかにした。し

かしノーザンブロッティングによる解析では、両者の cDNA配列の相向性が非常に高い

ために特異的なプローブを作製できず区別することができなかった。そこで両モリシン
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遺伝子にそれぞれ特異的なプライ マーを作製する ことによって、 RT-PCRを行し〕泣イJ汁三

発現量の比較をした。モリシン cDNAと設計したプライマーの配ダIJについて Fig.22にノ]ミ

した。このフライマーを用いて RT-PCRで両モリシン遺伝子の発現を調べた結果、 Mυr1， 

2ともに大腸菌や LPSによって遺伝子発現が誘導された (Fig.23)。そして発現量を比較

した結果、モリシン 2遺伝子の方が!遺伝子よりもより多く発現していることが明らか

となった。

考察

モリシンはカイコにおいてグラム陽性菌に対して特に強い抗菌活性を示すペプチド

として単離されたはじめての抗菌性ペフチドである o そこで前節において見つかった 2

種類のモリシン遺伝子がどの様な発現様式をもっているのか、興味深い問題を提示して

いた。そこでまず他の抗菌性ペフチド遺伝子と同様に細菌やその構成成分によって遺伝

子発現が誘導されてくるのかをノーザンブロッティングで確認した (Fig.21)。その結

モリシン遺伝子も他のカイコの抗菌性ぺフチド遺伝子に見られるように、傷害のみでは

発現が誘導されないことや細菌の侵入によってはじめて誘導されることが明らかとな

った。モリシンはグラム陽性菌に対してはもちろん、陰性菌に対しても強い抗菌活性を

もっている o従って大腸菌や LPS等グラム陰性菌由来の物質に対しても誘導されてくる

ことは、カイコにとって非常に効率的な生体防御戦略であると考えられる o

抗菌性ペプチドは一般に細菌感染によって急速に合成分泌されてくる一過性の特性

をもっていることが知られている。そこでモリシンについてもこの点についての検討を

行った。結果よりモリシン遺伝子は細菌感染後、 l時間辺りから急速に発現が誘導され 8

時間後には最大量に達することが明らかとなった。このような誘導は大腸菌を接種した

ときのセクロビンB(Kato et al.， 1993)、アタシン (Sugiyamaet al.， 1995)そしてレボシン

(Chowdhury et al.， 1995)にも見られるものであり、カイコの抗菌性ペフチド遺伝子はこ

の点においては共通の遺伝子発現機構をもっていることが示唆された。しかし、発現の

持続という観点からはLPSやペプチドグリカンを接種したときには上記の 3種類の抗菌

性ペプチド遺伝子は 26時間で減少しているという報告がある (Taniaiet al.， 1996)。これ

に関し、カイコは脂質輸送タンパク質であるリポフォリンが LPSに結合し体液巾より速
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Mor I 

Mor2 

~CCGCGCAGTTATTT~C~TGAATATTTTAAAATTTTTCTTTGTT 

A.AACCGCGCAGTTATTTAAAA TATG.λATATTTTAAAACTTTTCTTTGTT 

60 

49 

ヒそι船田幽噌問符惨埠脚明P時閣側、人 的掛旬、軸働 側向、

TTTATTGTGGCAATGtÇTCTGGTGTCATG~AGTAC~GCCGCTCCAGC;~TACCTATC 120 

TTTATTGTGGCAATGTCTCTGGTGTCATGTAGTACAGCCGCTCCAGCAAAAATACCTATC 109 

ヲk 安安司~ *ヲ~*女ヲ~**ヲ台、~ * *安安*

AAGGCCATTAAGACTGTAGGAAAGGCAGTCGGTAAAGGTCTAAGAGCCATCAATATCGCC 180 
ミ.-点 、持( ぃ 代 !t 

AAGGCCATTAAGACTGTAGGAAAGGCAGTCGGTAAAGGTCTAAGAGCCATCAATATCGCC 169 

λGTACAGCCAACGATGTTT.TCAATTTCTTGAAACCGAAGAAAAGAAAGCATTAACAAAAG 240 

AGTACAGCCAACGATGTTTTCAATTTCTTGAAACCGAAGAAAAGAAAGCATTAAGAAAAG 229 

300 

AAATTGAGTGAATG9:r，r~TTAGATATATTJl..C:r~GGATCGATCACAAjrGATATATAGATA 289 

GGTCATAAGATGTCAAむGTGAATTTATGGATTTTTGTTTTACCCTGTGTAGTACTTACTT 360 

GGTCAT-AGATGTCAACGTGAATTTATGGATTTTTGT1廿 c七CCTTらGTAGTACTTACTT 348 
ヲ々女大安ヲたヲ~*安安女女安安安ヲ~***

ATAGTCAGTAGGtrAtAtrATATTGNI'TGCAACGACAAむTGTGTACTAT.~TTTTATATTTGG 420 ，. r f'事

ATAGTCAGT一一一T-CTTAAATTGATTGCAACGACAACTGTGTACTAT'TTTTTATATTTGG 404 

TTCGAAAAGTTGCATTATTAACGATTTTAGAAAATAAAACTACTTTACTTTT--AC-一一 474

TTCGAAAAGTTGCATTATTAACGATTTTAGAAAATAAAACTACTTTACTTTTACACGAAA 464 

Fig. 22. Comparison of nuclcotidc sequences of Mor 1 and Mor 2. Numbcrs in thc right margin dcnotc thc 

nuclcotide numbcrs. Idcntical nucleotides are shadowed. Astarisks indicatc the positions of forward and rcversc 

primcrs， rcspcctively. Nucleotidcs corrcsponding to thc translation start codon (ATG) and thc 3¥cnd of thc 

rcvcrsc primcr arc shown by bold lettcr 
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Fig. 23. Comparison of the degree of two moricin gene expression. RT-PCR was performed using specific primers to distinguish 
two moricin gene transcripts. Lanes indicate the number of PCR cycles. Lane 1: 27 cycles. Lane 2: 31cycles. Lane 3: 35 cycles. 
Actin gene transcripts were used for PCR intemal marker as shown in lower panels. 



やかに排除されることが知られ (Katoel 0/ 、1(94)、抗菌性ペプチド遺伝子の発現社減少

にはこの機構が関連していると忠われている。今[口]の実験ではモリシンについて LPSを

接種したときの計時的発現については確認しなかったが、おそらく他のペプチドと同 じ

様な傾向を示すのではないかと思われる。

第 l章そして第 2章での抗菌性ペプチド遺伝子の発現解析によってこれらの遺伝子の

発現は主に脂肪体と血球において見られることが明らかとなっている O モリシン遺伝子

の組織特異的発現を調べた結果、他の抗菌性ペプチド遺伝子と同様に脂肪体と血球での

発現が確認された。またマルビーギ管でも発現していることが明らかとなった。マルビ

ーギ管での発現は第 l章においてレボシン遺伝子で唯一確認されている o 脂肪体と血球

での発現量の比較から脂肪体での発現が多いという観点から、モリシン遺伝子の発現様

工、はカイコの抗菌性ペフチド遺伝子の中では特にレボシン遺伝子に類似していると思

われた。従って、この両抗菌性ペフチド遺伝子はその抗菌活性のスペクトルや活性の強

さという観点では大きく異なっているが、遺伝子発現誘導機構は非常に類似している可

能性が示唆された。

第 3節 モリシンゲノム DNAのクローニングと塩基配列の決定

前節までの解析でモリシン遺伝子も他のカイコ抗菌性ペプチド遺伝子、特にレボシン

と類似した発現様式をもつことが明らかとなった。そとで本節ではモリシンゲノム DNA

を解析するためにカイコゲノム DNAライブラリーよりモリシン遺伝子をコードする領

域をクローニングし、その塩基配列を決定した。

材料及び方法

1. カイコゲノム DNAライブラリー

ゲノム DNAライブラリーは、前章で用いたカイコ(東海×朝日)メス幼虫の脂肪体由

のライブラリーを用い、スクリーニングを行った。

2. モリシンゲノム DNAのスクリーニング

スクリーニングは第 l節の cDNAのスクリーニングの方法に準じて行った。またスク
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リーニングに用いたアロープは、第 2節のノーザンプロッティングの際に作製 したもの

を附いた。

ゲノム DNAライブラリーを宿主大腸菌に NMS14を用いて培地にまき、メンブレンを

作製した。ハイブリ夕、イゼーションは SOOCで行い、 l次スクリ ーニングの結果 6X104 

プラークから 2個の陽性プラークを得た。これを 2次スクリーニングを行うことによっ

て純化した。

ファージ DNAの精製は QIAGENLambda Midi Kitを用いて行い、 プラスミドにサブク

ローニングするために適当な DNA断片を得るために、ファージ DNAを制限酵素処理し

た。 DNAをApa1 ， EcoR 1 ， Hind国， Sal 1もしくは Hind III + S 01 1で処理し、泳動、

メンブレンを作製後、スクリーニングに用いたものと同様のフローブでサザンハイブリ

ダイゼーションを行った結果、両クローンは同じ領域をコードしていることが判明した。

そして、 HindIII + Sal Iによって得られた約 S.7kbpの断片をマルチクローニングサイト

のHindIIIとSal1部位で切断したフラスミドベクター (pBluescriptII S K (+) phagemid) 

にライゲーションした。

大腸菌にトランスフォーメーションした後、 DNA断片の入ったフラスミドについて塩

基配列決定を行った。塩基配列決定はまずプライマーを作製する際に用いたプライマー

を用いて行い、さらに得られた情報よりフライマーを合成しモリシン遺伝子をコードす

る領域を含む領域について塩基配列を決定した。得られた塩基配列はコンビューターソ

フト (GENETYXYer. 9.0) で編集及び解析を行った。

結果

スクリーニングによって得られたファージクローンを HindIII +お1Iで切断し、プラ

スミドベクターにサブクローニングを行った。そして、モリシンをコードしている領域

に着いてシークエンスをした結果を Fig.23に示す。このシークエンスよりモリシンをコ

ー ドしたオープンリ ーディングフ レームを含む 2，462bpについて塩基配列が得られた。

モリシン cDNAの配列を参考にアミノ酸配列に翻訳した結果、このクローンは Mor2を

コードしていることが明らかとなった。そして、 Val-39とGly-40の問に 883bpのイント

ロンが存在していることが明らかになった。イントロン内の一番最初の 2塩基 (GT) と
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AGTATTAAATTTTAATATATCTCGTCGATTACTACCGTGAAGATGCAATGCGTATCGATT 60 

CAGAATATCGGTTATATTTTAGTTAAAATTTAGATCTCGTATGCAAATATCGGTGGTCGC 120 

TCTCATGTCTGTGATTTTTATGATTTCACTTGTATCCACTTGTGGGTAACTGGTTGTTCA 180 

TGAGCTCGCTAGTGGGTCATGAGCTTTTCGACTCAGGAAATTAAACAAATAAACAATAGC 240 

AATCTATGTACGCTACGCCAACAATAACAACAAGTCTGCTCCTGTACTAACTTTAGATAG 300 

GGAGGCATTACAAAATAGAGATATATTATTATCATATAGGCTATTTCGTCCTAAAAGCAA 360 

ATATTCGATTGGCACACAAATTATTGTCTGTCGCACATGCTAAAATTCTGTTTAAATATA 420 

ACCTGCTAATTGTGCTCTATATTACTGATAAACATATTGTAAATAATTCTCAGTCTGCAG 480 

TGAGTGGAAATCTTACGAAATCCACTTAATAGCGATAACTGATATCACATCGTTGCGTTG 540 

TTCTAATGTTTACCCGGTATAATTTATTTCTTGATTTTAATGAATATAACCGATCTATAA 600 

GT ATCAAA T AAGCAAAAACAA TTCT A TTCATTATTTCTCGCAGTT'CACAAACA TCT AACC 660 

TGCACTTCATTTCACGTATAAACAATTATTCATTTAAGATTTTGCACTCGACCGATAACA 720 

TTATTTTTTATGAGGATTAACCTCTTAAAAGATGAAGTACTTATCTGTTTTATCTTTTAC 780 

GATGTTATGACGTTCACAAGAATACACACATATTTAAACAAACTTGTGATGATGACCCAA 840 

CCGTTCATTGGGATTCAGTAAAGTCCCGGAGTTACATATAAAACGATTGGTAACGGCGGA 900 

ATCAATTCATTGTGTTCTAAAAATTTGCAAAAACAGTAAACCGCGCAGTTATTTAAAATA 960 

TGAATATTTTAAAACTTTTCTTTGTTTTTATTGTGGCAATGTCTCTGGTGTCATGTAGTA 1020 
M N 1 L K L F F V F 1 V A M S L V S C S 

CAGCCGCTCCAGCAAAAATACCTATCAAGGCCATTAAGACTGTAGGAAAGGCAGTCGTAA 1080 
T A A P A K 工 P 工 K A 工 K T V G K A V 

GTAAAAATAAATTTATCTAGAAATATATTTAATTCATTTTCTCAATAATATACTTTTTTC 1140 

TTTATTTCGGTTGATTTTCTGGAACAAAATATGCTTGCCTTAATACAGGCTATTTGTTAT 1200 

GATTTTTGTGTTTCAGTGAACAGTATCGAAATGCATATGTTATAT'ATGTATAATAAAAAA 1260 

AAATTGTGCATAGTTGTATATGTAATTGTTGGTAACGTGAAAGCT，CTAATGGTTTGAAAA 1320 

ATATGAGAATATTTTAGATTACTTAATTGCGTAATGGTTAGCATCTCACCTGAGTCTTAA 1380 

TGGATGTAATGGAGGTTTAAATAAGGTGAACTACACCAGAAAAAAAACGTATACTGTACT 1440 

TAAAATTCAAGTTTTGAGGAAATTTTCCAGTATAAAATTTTAATATGATACAGACTTTTT 1500 

AAAATTGCATTTGTAGGCAGACGAGCATACGGTCTACCTGATGG1'AAGTGGTTACCGTCG 1560 

CTCATGGACGTCAGCAATGCCAGGGGCAGAGCCAAGCCGCTGCC1'ACAACTGTCTATTAC 1620 

TCTTCGACGTTTATAGTTTTCGTAAGCGTGGACAATTAATCATAAAGCCTCCTCCTCCTT 1680 

CCTTGCGTCTTATTCCTCACTGCTGAGGGTAGTGACCACCCCTTTGTATCACGTTCGCAC 1740 

GCACCATCTTTCTCCATCTATTCTTGTCTCTGGCGGTGTGGAGAGCGTTGTGAAATGTGG 1800 

AATCAAGAGCGGTGCGGATCTGGTCGGACTAACGTATTGGGCTGCGCCCCCGAGGACTTT 1860 

TTCCATCTACCTTACCAGTCATGATGAGCCTCTCGAGATTGCTACCATCCTTATATAGTC 1920 

GTTCCAAGAAATTATATATTAATATGTTTTTTTTTTCAGGGTAAl~GGTCTAAGAGCCATC 1980 
G K G L R A 工

AATATCGCCAGTACAGCCAACGATGTTTTCAATTTCTTGAAACCGAAGAAAAGAAAGCAT 2040 
N 工 A S T A N D V F N F L K P K K R K H 

TAAGAAAAGAAATTGAGTGAATGGTATTAGATATATTACTAAAGGATCGATCACAATGAT 2100 

*ヲ~ * 
ATATAGATAGGTCATAGATGTCAACGTGAATTTATGGATTTTTGTTTTCCCCTTTGTAGT 2160 

ACTTACTTATAGTCAGTTCTTAAATTGATTGCAACGACAACTGTGTACTATTTTTTATAT 2220 

TTGGTTCGAAAAGTTGCATTATTAACGATTTTAGAAAATAAAACTACTTTACTTTTACAC 2280 

67 



GATGTGTTTGTTTTGAATTGAAATCTTAAATATGAAAGAATAATTTCGTAAATTTACATT 2340 

TTTATGGATTCCTTGTCATTCGATTTTCTTGTTTACCTGTGAACTTTTATTGTAAGCTTT 2400 

GTGCTCAGTAGTAGTGACATACCTTATATTTTATACTTTGTACCTACCCGTTTTACGAAA 2460 

AT ‘ 2462 

Fig. 23. Nucleotide sequences of a genomic clone encoding moncm 2 . The nucleotide 

sequences of the clone along with the deduced amino acid sequences are shown. The nucleotide 

numbers are indicated in the right margin of the panel. T ATA box and polyadenylation signal 

(AATAAA) is shown by bold italic letters. Putative NF-KB responsive element indicated by a 

double underline. NF-IL6 responsive element is shown by a single underline. Stars denote the 

translation stop codon. Arnino acid sequence deduced from the nucleotide sequence is expressed 

by a single letter and mature peptides are shown in bold letters. 
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最後の 2尾正法 (AG)は真核生物で普遍的に凡られる配タ!Jであり (Padgettel 01、1986)、モ

リシン遺伝子でもこの配列は保存されていた。また、 5'上流域の配列も決定し検討した

ところ、翻訳開始点の上流に五TA-box、そして NF-KB結合様配列が 2個、 NF-IL6結合

傑配列が 1{問見つかった。しかし、レボシン遺伝子で見られたよう CAAT-boxや、 NF-

KB結合様配列の近傍で機能するといわれる GATAモチーフは認められなかった。

考察

抗菌性ペプチドのうち、どのグループにも属さない新規のモリシンのゲノム DNAに

ついての情報を得るためにライブラリーからのスクリーニングを行った結果、モリシン

2をコードするクローンを得ることができた。しかし、モリシン lをコードする領域の

遺伝子については今回はクローニングできなかった。前節の結果から、この両モリシン

遺伝子はシグナルペフチドに相当すると思われる lアミノ酸残基以外は配列が一致して

いるが、発現量には差があるので、これがクローニングできればさらに多くの情報が得

られるものと思われる。

Mor 2をコードする領域のシークエンス結果では、この遺伝子はイントロンを i個も

っていた。前章のレボシンの遺伝子解析でとの遺伝子はイントロンをもたないことが分

かったが、同じカイコでも 2個クローニングされているセクロビン B遺伝子はイントロ

ンを 868bpと2，318bpそれぞれもつことが報告されている (Taniaiel 01.， 1995)。

遺伝子の発現機構を明らかにするために必要であるプロモーター領域の塩基配列も

決定した結果、真核生物において急速に転写される遺伝子のプロモーター領域に保存さ

れている TATA-box、そして昆虫の抗菌性ペフチド遺伝子に高頻度に存在する NF-KB結

合様配列や NF-IL6結合様配列が認められた。NF-KB結合様配列については既述したよ

うに、他の昆虫でも抗菌性ぺフチド遺伝子発現に大きく寄与している o 従って、カイコ

においてもこれまでに解析された抗菌性ペプチド遺伝子の情報をもとに発現誘導機構

を研究していく上で、これらの配列は貴重な手がかりとなる o データには示さないが、

Mor2とLeh3またはLeb4のS'上流域についてハープロット法で相同な領域の存在を検

討したが、これらの遺伝子問で保存配列は見いだせなかった。しかし昆虫は脊椎動物と

分かれ、無脊椎動物の中で最も進化を遂げていると思われる生物群であり、先天性免疫
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で脊椎動物とは異なる進化を遂げてきていることから、昆虫狙nの応答配列もここに{{

{fしている可能性は十分考えられる。
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第 4章 レボシン及びモリ シン遺伝子 5'上流のアロモーター解析

第 2章及び第 3章において、現在までにカイ コのみで報告されている抗菌性ベフチド

であるレボシン、そしてモリ シンの遺伝子をコードするゲノム DNAのクローニング及

び、その遺伝子発現解析を行った。その結果、これらの遺伝子聞において発現様式は基本

的にほとんど差はないことが明らかとなった。カイコの抗菌性ペプチド遺伝子の発現解

析はセクロビン B(Kato et al.， 1993)やアタシン (Sugiyama et al.， 1995)で既に報告され

ており、レボシンやモリシン遺伝子の脂肪体での発現誘導とこれら遺伝子の発現様式を

比較しても全ての遺伝子問で大きな差はないと思われた。セクロビンBやアタシンは遺

伝子のプロモーター領域の存在する 5'上流の配列も報告もされており (Taniai et o/.， 

1995， Taniai et al.， 1996a)、NF-KB結合様配列や IL6応答配列(タイフ Eエレメ ント)のよ

うなほ乳類に見られる共通配列が存在することも知られている o レボシンやモリシン遺

伝子にも NF-KB結合様配列や NF-IL6結合様配列(IL6応答配列タイプ iエレメント)が

見られたことより、これらの配列が遺伝子の転写活性に重要な役割を果たしていること

が示唆される D そこで本章ではレボシン 3、4遺伝子及びモリシン 2遺伝子の 5'上.流の

配列を参考にゲルシフトアッセイを行い、カイコ抗菌性ペフチド遺伝子の転写活性に関

わる領域について検討を行った。第 l節では NF-KB結合様配列及び NF-IL6結合様配列

を中心にプローブを作製し、そこに結合するタンパク質について検討した。そして第 2

節では 5'上流域 595bpを 3""'4個のフラグメントに分けこれらを標識することでプロー

ブとし、これらの領域に結合するタンパク質の存在について検討し、 NF-KB結合様配

列及び NF-IL6結合様配列以外の領域も転写に関わっている可能性について調べた。
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第 l節 NF-KB及び NF-IL6車内fT隊配列に結介するタンパク質の探索

第2章と第 3章でレボシン及びモリシン遺伝子のプロモーター領域に NF-KB結合様配

列及び NF-IL6結合様配列の存在していることが明らかとなった。そこで本節ではこれ

らの配列を含むフローブを合成し、ゲルシフトアッセイを行うことによってここに結合

するタンパク質の有無を確認した。

材料及び方法

l. 核抽出物の調整

カイコの系統は中 602を用い、 5齢幼虫の脂肪体より核抽出物を調整した。実験には

LPSを注射したものとしないカイコ幼虫を用い、核抽出物の調整は、 Mineel al. (1995)と

Suzuki et al. (1990)の方法を改変して以下のように行った。

LPSの処理は第 2章と同様に行っ た。ただし脂肪体は LPS処理後 4時間で摘出した。

以下の作業は氷上にて行った。摘出した脂肪体は PBS(Phosphate bu依 rsaline， 137mM 

NaCl， 2.7mM KCl， 8.1mM Na2HP04・12H20，1.5mM KJ日2P04) で 2回ほど洗浄し、約 7g

に大すし 1m M  DTI (( I )-Dithiothreitol)を加えた 10mlの BufferA(lOmM Hepes-NaOH *妥律日夜

pH7.9， 10mM KCl， 1.5mM MgCI2) で懸濁した。さらに 0.5%NP40を加えた BuffcrAを

10rru加えることによって細胞膜を膨潤させた。10分間軽く振った後、 6，300gで 10分間

遠心分離した。得られた沈殿に 10mlの ExtractionBuffer (40mM Tris-HCl緩衝液 pH7.9，

5mM MgCI2， 12.5 %スクロース， 25%グリセロール，2mlVf DTI)を加え懸濁した。この溶

液をダウンスホモジナイザーのタイトタイフを用い 2~3 回磨砕した。これを 6 ， 300g で

10分間遠心分離して得られた沈殿(粗核画分)にもう 一度 ExtractionBufferを加え懸濁

し、前回と同じホモジナイザーを用いて今度は 15回ほど磨砕を行い核膜を破壊した。

この磨砕液に飽和硫酸アンモニウムを 11m加えることによって塩抽出を行い 170，000g

で 3~4 時間遠心分離して上清を 2/3 量回収した。この溶液に粉末の硫酸アンモニウムを

取終濃度が 0.33g/mlになるように加え硫安沈殿を行った。 30分後 7ユOOgで 20分間遠心

分離し得た沈殿を DialysisBu仇 r(20mM  Hepes-NaOH緩衝液 pH7.9，100mM KCl， 12.5mM 

MgC1
2
， 0.1 mM  EDTA， 17 %グリセロール， 2mM DTI)に懸濁し透析を 2回行うことによっ
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てJJ党組 した。120，000gで I11寺山i述心分離 し、得られた上清を核れilHj物として-80c'で保作

した。

タンパク質の定量は BIO-RADPROTEIN ASSAY (BIO--RAD)の DyeReagcnt Conccntratc 

を用い、核抽出物の希釈系列溶液を作り OD.'i95nmの吸光度を測定することによって行った。

スタンダードとして BSA(Bovine Serum Albumin)を用いタンパク質濃度を算出した。

2. プロープの作成

ゲルシフトアッセイを行うにあたりレボシン及びモリシン遺伝子の転写活性を調節

している可能性があると考えられる NF-KB結合様配列と NF-IL6結合様配列の配列をも

とに 2本鎖のフローブを作製した。各遺伝子の配列を参考に応答配列とその前後の配列

を含むそれぞれ 30merの下記の l本鎖 DNAを合成した o

L3KBl 

5' -TAATAAGCCAGGACTTCCCCTTATCAATCG-3' 

L3KB2 

デーCATTTTTTTAGAATTτlCCCCATGTGCAAAT-3'

LKB 

デーCTAAAGCGGAGGGAAGTACCAAGACTTTCC-3' 

L3IL6 

デーGATCGτlCCATTGTAGAAATTAτlCCTGCTTA-3'

IAKB 

デーTGATAAACTAGGACTTCCCCTTATCAATCG-3'

L4IL6 

デーTCCGTTAGCATTGTAGAATGTTAACTTACG-3'

M2KB 

デーTTCATTGGGATTCAGTAAAGTCCCGGAGTT-3'

M2IL6 

デーCTGCAGTGAGTGGAAATCTTACGAAATCCA-3' 

(下線部は NF-KB結合様配タiJと NF-IL6結合様配列をそれぞれ示す)

これらの配列と並行してそれぞれの相補鎖となる DNAも合成した。この後 2本鎖の
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DNAプローブとするために、それぞれの組を I>く M Bu汀cr(50mM N aCl、IOmMTri十 HcI

緩衝液 pH7.5，10mM MgClフ，10mM D1T)中で 60
0Cの熱処理を 15分間行った後、徐々 に

室温に戻すことによってアニールさせた。反応後 7.5%ポリアクリルアミドゲルで電気

泳動することで 2本鎖 DNAが合成されていることを確認した。これら DNAはエタノ ー

ル沈殿させた後、滅菌水に溶かし lOpmolをT4polynucleotide kinase (ニッポンジーン)を

用い、 DNAのシーOH末端へ[ド2p]ATP(rCN)のy位リン酸を転移させることによって

標識した。標識したプローブは NICKカラムで精製した。

3. ゲルシフトアッセイ

核抽出物と DNAプローブとの結合反応は、核抽出物 2.6問、 DNAプローブ 50fmolを

用いた。核抽出物を 5X Binding Buffer (O.1M Hepes-NaOH緩衝液 pH7.8， O.5M NaCl， 5mM 

EDTA， 25%グリセロール， 2.5mM DTI)を4μl、そして非特異的な結合を防ぐため dI'dC

(lmg/ml)を2μ!と BSA(2mg/mI，ニッポンジーン)を lμl含む全量 18μiの溶液中で室温

で 10分間インキュベートした。確認できたバンドが特異的な結合によるものであるこ

とを確認するために行った競合試験に用いた非標識の DNAプローブはこの核抽出物を

加える際に一緒に加えた。インキュベート後、標識した DNAプローブ (25fn101hnl) を

2μl加えさらに 20分間室温にてインキュベートした。

電気泳動は、 0.5XTBE緩衝液、 5%グリセロールを含む 5%ポリアクリルアミドゲル

を用い、 4
0C下において 18""'25mAの定電流、 0.5XTBE緩衝液中にて行った。泳動後の

ゲルは 31¥仏4源紙にうつしとり、ゲル面をラップで覆った後、ゲル乾燥機 (T¥廿 0)で800C

の真空乾燥を行った。乾燥したゲルはフィルムカセットに入れ X 線フィルムに-800Cで

感光させ、暗室にて現像を行った。

結果

レボシン及びモリシン遺伝子の 5'上流領域に存在する NF-KB結合様配列と NF-IL6結

口様配列に結合するタンパク質の存在を明らかにするために両領域に前後約 10bpをそ

れぞれ付加したプローブを作製した。レボシン 3、4遺伝子とモリシン 2遺伝子の 5'上

流域の模式図と作製したフローブの関係を Fig.24， 25、26に示す。 レボシン 3遺伝子は

NF-KB結合様配列が 3個、 NF-IL6結合様配列が l個についてそれぞれプローブを作製
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した。またレボシン 4遺伝子には NF-KB結合様配列が 2伺あるが、下流のノj、つまり翻

訳開始点に近い結合様配列 (LKB)はレボシン 3遺伝子と共通であったので!日jじものを

用いた。そして不完全な形であるが NF-IL6結合様配列が l個見つかっているため、こ

れについてもフローブを作製した。モリシン 2遺伝子については NF-KB結合様配列が 2

個存在したが、互いに隣接し 3'末端の l塩基は重なり合っている D そこでこの領域につ

いては 2個の配列の前後にそれぞれ 6bpずつを付加し、 l個のプローブとした。そして l

個見つかった NF-IL6結合様配列についてもプローブを作製し、ゲルシフトアッセイを

行った。ゲルシフトアッセイは遺伝子発現誘導の時に特異的に現れるタンパク質を検出

するために LPS処理と無処理のカイコ脂肪体からの抽出物で比較した。またその DNA

フロープとタンパク質の結合が特異的であることを確認するために非標識のプローブ

を20倍、 60倍ずつ加えた競合試験も行った。その結果を Fig.27， 28， 29に示す。

レボシン 3遺伝子のプロモーター領域に存在する配列を参考に作製したプローブにつ

いて実験を行った結果、ー128にある NF-KB結合様配列 (L3KB1)に特異的に結合するタ

ンパク質が検出された(Fig.27C)。この図よりカイコ脂肪体の核抽出物の中に特異的にプ

ローブと結合するタンパク質が少なくとも 2個あることが明らかとなった。さらにこの

うち l方のタンパク質はLPSの刺激があったときのみ核内に存在しているものであるこ

とが分かった。この他の NF-KB結合様配列仏KB，L3KB2)をモチーフとしたプローブを

用いた実験では特異的にシフトしたバンドは見られなかった(Fig.27 A， D)。また NF-IL6

結合様配列 (L3IL6)についても行ったが、プローブに結合しシフトさせるタンパク質の

存在は見あたらなかった(Fig.27B)。

レボシン 4遺伝子のプローブのうち、 LKBについてはレボシン 3遺伝子の結果と共通

であるがプローブに結合するタンパク質は見られなかった(Fig.27D)。残りのもう lつの

NF-KB結合様配列 (L4KB)についてアッセイを行った結果、L3KB1と同じ様なパターン

のシグナルが得られ、無処理のカイコで l個、 LPSを処理したカイコでもう l個加えた

2個のシグナルが見られた(Fig.28B)。競合試験でこれらのバンドは消えることからこれ

らがプローブに特異的に結合しているタンパク質であると判断できた。そして、不完会

別である NF-IL6結合様配列を含む配列 (L4IL6)に結合するタンパク質は観察されなか
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Fig. 28. An electrophoretic mobility shift assay with fat body nuclear proteins and the labeled oligonucleotides corresponding to Leb 4 
5'-upstream region. The probes were L4ll.-6 (A) and L4K13 (B). The nuclear proteins of LPS-induced larval fat bodies (LPS( +)) or non-
immunized larval fat bodies (LPS(ー))were used. For the competition experiments， 20 or 60 fold molar excess of the cold probe werc 
added before the addition of the labeled probe. Arrows indicate position of the specific DNA-protein complexes. 
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were added before the addition of the labeled probe. Arrows indicate position of the specific DNA-protein complexes. 



った(Fig.28A)。

モリシン 2遺伝子に存住した NF-KB結合保配列(.M2KB)及び NF-IL6結合様配列

(M2IL6)について解析を行った結果、M2KBに結合するタンパク質が存在していること

が明らかとなった(Fig.29B)。そしてこのシグナルのパターンは L3KBlやlAKBで見られ

た結果と非常に似ていて、無処理のカイコで l個、 LPSを処理したカイコで 2個のシグ

ナルが見られた(Fig.29A)。しかし、 NF-IL6結合様配列を含んでいるM2IL6ではレボシ

ン遺伝子と同様にシフトしたバンドは見られなかった。

調べた 3種類の遺伝子の中でタンパク質の結合が確認できたのはそれぞれ 1つずつの

NF-KB結合様配列のみであった。そこでこの結合しているタンパク質が 3種類全ての遺

伝子に共通に関与しているタンパク質であるかを調べるために競合試験を行い検討し

てみた。

まず、 L3KBlとlAKBに結合するタンパク質が同じ性質のものか調べるために L3KBl

プローブを用いたときに競合因子として非標識のlAKBを、逆に LAKBプローブを用い

たときに非標識の L3KB1を競合因子として用いた。その結果を Fig.30に示す。この結

果より LPS処理のカイコの核抽出物を用いたときに見られたバンドはお互いの競合山

子を用いたときも同様に消失した。従って、 L3KB1とLAKBに特異的に結合したタンパ

ク質は同じものであることが示唆された。

次にM2KBとL3KBlについても同様の実験を行い、同じ性質のタンパク質が結合して

いるかを調べた (Fig.31)。この結果、M2KBとL3KBlに結合しているタンパク質も同じ

性質のものであると思われた。前の結果も合わせてみると、レボシン 3遺伝子、レボシ

ン4遺伝子そしてモリシン2遺伝子のそれぞれの NF-KB結合様配列に結合するタンパク

質は同一であると推察できた。

ー察

これまでの研究で、レボシン 3、4遺伝子、そしてモリシン 2遺伝子のゲノム DNAの

配列を決定した。そこでこれら遺伝子の発現誘導機構を明らかにするため、まず遺伝子
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のプロモーター領域に結合する転写因子を探索する必要がある o そこで DNAと核内タ

ンパク質との相互作用について調べるためにゲルシフトアッセイを行った。DNAプロー

ブを設計する上でまず抗菌性ペプチド遺伝子の転写活性に関わっている可能性がある

と思われる NF-KB結合様配列及びNF-IL6結合様配列について検討を行った。

NF-KB結合様配列はヒトやマウスで共通配列が分かつており、昆虫の抗菌性ペプチ

ド遺伝子でもショウジョウバエのセクロビン A、BそしてC、ディプテリシン (Hu1tmark，

1993)、センチニクバエのセクロビン、ザルコトキシン1I (Kobayasru et al.， 1993)、及び

セクロピアサンのアタシンやセクロビン (Sunet al.， 1991b)のフロモーター領域にこの

配列が見られる o これらの配列に結合する核タンパク質の単離、そして遺伝子のクロー

ニングも報告されており、この配列が抗菌性ペプチド遺伝子発現に重要な役割を果たす

可能性はカイコにおいても高いと推測できた。そとで本研究においてゲルシフトアッセ

イをこの配列について行った結果、調べた 3種類の抗菌性ペプチド遺伝子の NF-KB結合

様配列においてタンパク質の結合した DNAフロープが検出できた o しかし、全ての

NF-KB結合様配列でそれが見られたわけではなくそれぞれの遺伝子につき 1個ずつであ

った。これについて、 Fig.32にタンパク質との複合体の見られたプローブと見られなか

ったプローブに分けて並べてみた。これを見ると NF-KB結合様配列自体はタンパク質結

合の有無に大きな影響を与えるような違いを見いだすことはできなかった。むしろその

周囲の配列に差があることが考えられた。レボシンの両遺伝子に注目すると複合体が見

られた L3KBlとLAKBの周囲には GATAモチーフが存在していたことが明らかとなって

おり、残りの L3KB2やLKBにこのモチーフは見つからなかった。 NF-KB結合様配列の

周囲にある GATAモチーフの重要性についてはショウジョウパ工で報告されており

(Kadalayil et al.， 1997)、カイコでもこのモチーフが核タンパク質の結合性に影響を与えて

いる可能性が示唆される oモリシン 2をコードする遺伝子の NF-KB結合様配列は 2個並

んでいるのが見つかり、両方を含む領域でプローブを作製し実験を行った結果シグナル

が得られた。この 2個のうちどちらが機能しているか、もしくは両方が機能しているか

は断定できないが、どちらであってもこのプローブ内には GATAモチーフは見つからな

かった。従って GATAモチーフは必須ではないという可能性とレボシンとモリシン
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L3KBl 

1 Aぐ悶j出AAcirJeekidfa主TIl連EZGMKi--7 

L4KB -118 CGATrGATAAGG.GGAAG[';CtTAGTtrTATC包 -147

M2KB -120 ACCGTTCATTGGGATTCAGTAAAGaCCCGG -91 . 
-83 ATGTAACTCCGGGACTTtt''.Ac-TGAkTCCCA弘 -112

L3KB2 
3662 ;立母円EZiz-395

LKB -102 CTAAAGCGGAGGGAAGT AC~JAAGACTTTCC -73 

Insect consensus GGGRANNNNY 

Mammalian consensus GGGRNNYYCC 

Fig. 32. Comparison of NF-KB sites found in lebocin 3， 4 and moricin 2 genc. Upper three 

elements， L3kB 1， L4kB and M2KB， formed complexes with proteins and lower two elements， 

L3KB2 and LkB， did not. NF-KB consensus sequenses indicated by bold letters and identical 

nucleotides were shadowed. Consensus sequence data were cited from Taniai et al. (1996a). 
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では異なるタンパク質が NF-KB結合様配列に結合しているという可能性が考えられた。

そこでこれらのフローブを互いに競合因子として用いて実験を行った (Fig.30、31)。そ

の結果、 3種類、の NF-KB結合様配列に結合するタ ンパク質は同じ性質をもつものである

という可能性が高いと思われた。従って、 GA1Aモチーフがカイコでも重要な部位であ

るかは現段階では分からないが、変異を入れたプローブを作製し実験を行い情報を得る

ことでタンパク質結合に重要な部位の同定ができると思われる o また、全てのシグナル

が見られたプローブで免疫をしないもので l個、したものでこれに加えてもう 1個特異

的なバンドが見られた。これらが実際にどの様な機能を有しているかは不明だが、免疫

をしなくても見られるバンドは常に核内に存在しているタンパク質との結合で、免疫誘

導によって新たにタンパク質が核内に移行してくか、もしくは刺激によって複合体の一

部が修飾を受けているものと推測される o

NF-IL6は肝細胞を IL-1で刺激したときに IL-6のフロモーター領域に結合して IL-6の

発現を促進する転写因子としてクローニングされたタンパク質であり、正常組織では発

現は見られず、感染や炎症などが刺激となって誘導されてくることが知られている

(Akira， et al.， 1990)。本実験ではこの NF-IL6結合様配列に結合するタンパク質は検出す

ることを試みたが作製した 3種類のフロープで複合体は見られなかった。昆虫の抗菌性

ペプチド遺伝子においてプロモーター領域にこの結合様配列が存在することは数多く

知られているが、まだこの領域に結合するタンパク質の存在は報告されていない。そこ

でレボシン 3遺伝子と 4遺伝子の発現量の違いがここの領域にあると予想されたためと

モリシン 2遺伝子にも同じようにこの配列が保存されていたため実験を行った。ほ乳類

では NF-KB結合様配列と NF-IL6結合様配列が互いに隣接し共存することが重要である

という報告があり (Mukaidaet al.， 1990; Zhang el al.， 1994; Dunn et al.， 1994)、今回のレボ

シン遺伝子やまたモリシン遺伝子は両結合様配列が互いに独立して存在しているので

機能できないことが予想された。

本節の研究によって、レボシン 3、4両遺伝子とモリシン 2遺伝子の NF-KB結合様配

列は遺伝子の発現調節に関わっている可能性が高いことが分かった。ここに結合したタ

ンパク質と各プローブに用いた結合様配列との親和性の差が遺伝子の転写量に関わっ

ているのかもしれない。いずれにしてもこの領域に結合するタ ンパク質を同定すること
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で抗菌性ペプチド遺伝子の発現を調節する細胞内シグナル伝達系についてより理解で

きると考えられる o

第 2節 遺伝子 5'上流領域に結合するタ ンパク質の探索

本節では、レボシン及びモリシン遺伝子の 5'上流域の-1bp"'-'-595bpをフラグメントに

分け、プローブを合成、ゲルシフトアッセイを行うことによって前節で見つかったタン

パク質以外にも結合するタンパク質が存在するかを検討した。

材料及び方法

1. プローブの作製

プローブを作製するためのフラグメントを作製するために下記のプライマーを設計

し、レボシン 3遺伝子、レボシン 4遺伝子そしてモリシン 2遺伝子の-1bp"'-'-595bpを増

幅した。プライマーには、 5'末端側 (Forwardprimer)にXhoI，3'末端側 (Reverseprimer) 

にHindm切断部位を付加した。

(1)レボシン 3遺伝子

Forward primer 

デーCGGCTCGAIGCTCCTCGGTGGTAATCAT-3'

Reverse primer 

デーCCGAAGCTTGTTGATTGTATCGATTGA-3'

(2)レボシン 4遺伝子

Forward primer 

デーCGGCTCGAGCCTTTAGAGGCAGTAAAT-3'

Reverse primer 

デーCCGAAGCTTGTTGATTGTATCGATTGA-3'

(3)モリシン 2遺伝子

Forward primer 

デーCGGCTCGAGTCGATTGGCACACAAATT -3' 

Reverse primer 

デーCCGAAGCTTATTTTAAA T AACTGCGCG-3' 
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(下線部は XhoI ， Hind m切断部位をそれぞ、れ示す)

PCRは第 2章及び第 3章でそれぞれクローニングしたプラスミド DNAをテンプレート

に、 94
0

C (30秒)、 50
0

C (30秒)を 25サイクル行い、最後に 72
0

Cで5分間の伸長反応を

行った。

595bpの増幅を電気泳動で確認した後、 PCR産物を T-vector (Original1A Cloning Kit)にサ

ブクローニングし、シークエンスすることによって塩基配列が正しいことを確認した。

それぞれのフラグメント DNAを大量調整するために LB培養液で少量の前培養を行

った後、坂口フラスコを用いて 100rru培養を行った。 37
0

Cで l晩振とうした後、 QIAGEN

Plasmid Maxi Kit (QIAGEN)を用いてフラスミド DNAの精製を行った。精製後の DNAは

1 XM  Buffer中で Hindm部位での切断を行った後、 1XH Buffer (lOOmM NaCI， 50mM 

Tris-HCl緩衝液 pH7.5，10mM MgCI2， 10mM DIT)中で XhoI部位の切断を行った。切断

後の DNAは2%低融点アガロースゲルで電気泳動をした後595bpフラグメントを切り出

し、 s-Ag紅 aseを用いて回収を行った。この後それぞれの遺伝子について適当な制限酵素

処理を行い、 4%低融点アガロースゲルで電気泳動をした後、 s-Ag紅おeで回収を行った。

各フラグメントについて他のフラグメントのコンタミを防ぐため、電気泳動による精製

は2回ず、つ行った。

レボシン 3遺伝子の 595bpフラグメントは、HinfI処理の後電気泳動し 437bpと158bp

のフラグメントを回収した。次に 437bpの方はおqI処理によって 257bpと 180bpに、

158bpの方は AseI処理によって 47bpと 111bpに分けそれぞれ回収した。この方法で作

成したフラグメントをそれぞれ L3-a、b、Cそして dフラグメントとした。

レボシン 4遺伝子の 595bpフラグメ ントは、 NotI及びAseI処理によって、 282bp、

202bpそして 111bpのフラグメ ントに分けた。これらのフラグメ ントをそれぞれ L4-a、b

そして C フラグメントとした。

モリシン 2遺伝子の 595bpフラグメントは、PstI及び ScαI処理によって、 111bp、

281bpそして 203bpのフラグメ ントに分けた。これらのフラグメントをそれぞれ M2-a、

bそして C フラグメントとした。

作製した各フラグメントは L3-c以外のフラグメン卜についてはKlenowFragmentを用

いて RIラベルし、プローブとしてゲルシフトアッセイに用いた。各フラグメントを

90 



10pmolずつ溶かした溶液 18.5μiに IOXHBu民rを2.5μl加え、 650Cで 5分間熱処理した

後氷上におくことによって DNAが 2次構造をとらないようにした。この溶液に

d(ATG)TPs混合液 (5mMdATP， 5mM dTIP， 5mM dGTP)を lμ!と [α-:np]dCTP (ICN)を

2ml、そして KlenowFragment (ニッポンジーン)を lμl加え、 37
0

Cで 15分間反応した後

75
0

C 10分間することによって酵素を失活させた。 L3-cは切断部位にグアニンをもたない

ために[α-
32
p]dCTPを取り込めない。従って BTP処理を行った後、前節と同様に T4

polynucleotide kinaseで[ド2p]ATPのy位リン酸を転移させることによって標識した。全

ての標識したフローブは NICKカラムで精製した。

ラベルした後、アクリルアミドゲルで電気泳動を行った結果、まだ 2次構造をとって

いるフラグメントが確認されたことから、それについては Sambrooket al. (1989)の方法

に従い、アクリルアミドゲルからの DNAフラグメントの回収を行った。 NICKカラムに

よって精製したフローブをエタノ ール沈殿によって回収し、前節のゲルシフトアッセイ

に用いたゲ、ルにて泳動を行った。泳動後ゲルの片面をラップで覆い、その上に約 1分間

X線フィルムをのせ感光させた。そしてフィルムのシグナルの部分にあたるゲルを切り

出した。切り出したゲル片は 2.5mlシリンジ (TERUNI0)で押し出すととによって粉々

にした。そこに Crush& Soak Buffer (0. 1 % SDS， 0.5M酢酸アンモニウム， 10mM酢酸マグ

ネシウム)を 400μl加え、 37
0

Cで l晩振とうさせた。振とう後遠心分離を行い溶液のみ

を回収し、フェノール抽出、クロロホルム抽出をした後、エタノール沈殿で DNAプロ

ーブを回収した。必要に応じて Ethachinmate(ニッポンジーン)を加え、 DNAの損失を防

いだ。

2. ゲルシフトアッセイ

用いた核抽出物、ゲルシフトアッセイの方法は前節に準じて行った。競合試験はそれ

ぞれ非標識の DNAをプローブの 10倍と 50倍(モル比)、プローブを加える前に混ぜた。

また前節において結合因子の存在が確認された領域を含むフラグメント (L3-c，LA-b， 

M2-b)については、それぞれに相当するフラグメント (L3KB1， LAKB， M2KB)も競合]高

として用いた。
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結果

レボシン 3、4遺伝子そしてモリシン 2遺伝子の翻訳開始点より上流 595bpについて、

転写因子の存在する可能性を検討する目的でゲルシフトアッセイを行った。作製した 3

'"'--'4個のフラグメントを、作製に用いた制限酵素と前節で検討した各結合様配列を重ね

た模式図とともに Fig.33， 34， 35に示す。これらのフラグメ ントを RIでラベルし、 プロ

ーブとして用いたアッセイの結果を Fig.36， 37， 38に示す。

レボシン 3遺伝子より作製した 4個のフラグメントについて検討したところ、最も上

流に位置する L3-a以外のフラグメントにおいて、このプローブと特異的に結合すると思

われるタンパク質によるバンドの移動が見られた。L3-bでは LPSを処理したカイコ脂肪

体の核抽出物を用いたときにシグナルが得られ、競合試験によってそのシグナルの消失

が認められた。そして LPS処理を行わなかったカイコの場合には LPSC+)で見られたバ

ンドの位置でのシグナルは非常に弱かった。 L3-cでは比較的高分子のところに LPSC+) 

で 2本バンドが見られ、それは非標識の L3-cを加えることにより消失した。またこのフ

ラグメントは前節で調べ、特異的な DNA-タンパク質複合体の形成が見られた NF-KB結

合様配列を含む領域であるため、 L3KBlも競合因子として試験した結果、同じようにバ

ンドの消失が見られた。そして L3-dでは競合試験によって薄くなるバンドが発見された。

そしてこのシグナルも LPSCー)では C+)よりも弱かった。

レボシン 4遺伝子より作製した 3個のフラグメントを用いて実験を行った結果、全て

のプローブでそれぞれシグナルが見られ、特異的に結合すると思われるタンパク質の存

在が示唆された。 LA-aでは LPSC+)を用いたときに強いシグナルが 3本ほど見られ、こ

れらは競合試験によって徐々に弱いシグナルとなった。前節で見つかったタンパク質の

結合する NF-KB結合様配列を含む LA-Qを用いたとき、高分子側にこれに相当すると思

われるシグナルが 2本見られた。これらは競合因子として L4-bを加えた場合や LAKBを

加えた場合でも同じようにシグナルがほとんど消失した。この他に低分子側に競合因子

にL4-bを加えた場合は消失するが、 LAKBを加えた場合には変わらないバンドが見られ、

これは NF-KB結合様配列以外の場所に結合しているタンパク質によるものであること

が示唆された。L4-cをプローブにしたときには、 LPSC+)で特異的にシフトするバン ド
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KB IL6 KB KB TATA 

(L3KB2) (L3IL6) (L3KB 1) (LKB) 

L L3-b 1 L3-c 1 L3-d 

L3-a (-5 9 5 ----33 7 ) 
TCGAGCTCCTCGGTGGAAATCATCCCTTTGCCTATCCCAAAGCGCCACAGTAGGTATACATACAGTATTTATTGTGTGTAATTATTGATTTTTTCAA 

TTTTATTTTTCTTCATTACTGATTAATATATTGAAAGTTTTGGTCTAATTTAATAGTCCTATCTCTATTTTTATTATTGTTACCTAGTACACTGCAA 

TGTACCTGGAGCATTTTTTTAGAATTTCCCCATGTGCAAATTGATATACCAGAACAGAGTGCTTTTATCG 

L3-b (-338----156) 
CGATAAGATCGTCCATTGTAGAAATTATCCTGCTTATTTACTAACATTCTTGTTAGGCATCAAAGTATAATCTTTCTCTCATAATTTATATGAAACA 

TTATAATATCTACGTATTGATTGTATTAGGTACGTATATGCAACAGTAATGAGGAAACAAATCATGAAAAATGTTTTGAGATGAAT 

L3-c (-158----1ユo) 
AATCTTTGTCATAATAAGCCAGGACTTCCCCTTATCAATCGTAATAATT 

L3-d (-1ユ1----1)
TTAATATCGCTAAAGCGGAGGGAAGTACCAAGACTTTCCTCAAGACTGTGTATAAATACCGATCATTGTGATAGTTACTCACATTACCGGTGTTCAA 

TCGATACAATCAACAAGCT 

Fig. 33. Leb 3 5'-upstream region. A. The distribution of sequences homologous to NF-KB sites and NF-IL6 site in the 595bp LelJ 3 
promotor region and the longer DNA fragments used as probes in this study. The probes fragments were prepared by the digcstion of thc 
Leb 3 S9Sbp fragment with Hinf 1， Taq 1 and Ase 1. B. Nucleotide sequences of the probe DNA fragments， L3-a， b， c and d. XhoI ar日i
Hind III sitc只wcreundcrlincd. 
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IL6 KB KB TATA 

(L4IL6) (L4KB) (LKB) 

L4-a (-595 ----3 09 ) 
TCGAGCCTTTAGAGGCAGTGAAτ'CCGTCATτ'CCTAACCATGACGTAATTCGCGACTTTCGGGTCACGATGCGAGGGCTTCAGGCAGGTCTCTTGCA 

CTAACAGAATATCTATTAGATTGTCGCGGAGAAATTCGTATATTTTATCGCGTTGCCGCGCGAGTCCGTTAGCATTGTAGAATGTTAACTTACGGG 

AATATGGTTTTTCTCTACCGTTTCGCGCCATTGATTACCGGTAAAGATTTATAACGTACGGGATACGGACTCGTAAACGTCCATGAGGTCAAAAGC 

GGCC 

L4-b (-3ユ2----110)
GGCCGCGAGCCGCTGTTCGGGGGGCGGGTCACTAGTAATTTATATGAAACATTGTAATACTATGTGATTACTAATACTATGTATTGATTATTGTAT 

TAGGTACGTATAGGCGACAGTAATGAGGAAACAAATCATGAGAATTTTTTGGGGTGAACCTTTGTGTCATGATAAACTAGGACTTCCCCTTATCAA 

TCGTAATAATT 

L4-c (ーユユユ ----1)
ATTAATATCGCTAAAGCGGAGGGAAGTACCAAGACTTTCCTCAAGACAGTGTATAAATACCGATCATTGTGATAGTTACTCTCATTACCGGTGCTC 

AATCGATACAATCAACAAGCT 

Fig. 34. Leb 4 5¥upstream region. A. The distribution of sequences homologous to NF-KB sites and NF-IL6 site in the 595bp Leh 4 
promotor region and the longer DNA fragments used as probesin this study. The probe仕agmentswere prepared by the digestion of thc 
Leb 4 595bp fragment with Not 1 and Ase 1. B. Nucleotide sequences of the probe DNA fragments， L4-a， b and c. XhoI and Hind III sitcs 
were underlined. 
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B 

1L6 
(M21L6) 

M2-a ( -595 ------4 8ユ)

CTl・4寸

KBKB TATA 

(M2KB) 

TCGAGTCGATTGGCACACAAATTATTGTCTGTCGCACATGCTAAAATTCTGTTTAAATATAACCTGCTAATTGTGCTCTATATTACTGATAAACATA 

TTGTAAATAATTCTCAGTCTGCA 

ヨ M2-b ( -4 84 ------202 ) 
TGCAGTGAGTGGAAATCTTACGAAATCCACTTAATAGCGATAACTGATATCACATCGTTGCGTTGTTCTAATGTTTACCCGGTATAATTTATTTCTT 

GATTTTAATGAATATAACCGATCTATAAGTATCAAATAAGCAAAAACAATTCTATTCATTATTTCTCGCAGTTCACAAACATCTAACCTGCACTTCA 

TTTCACGTATAAACAATTATTCATTTAAGATTTTGCACTCGACCGATAACATTATTTTTTATGAGGATTAACCTCTTAAAAGATGAAGT 

M2-c (-203 -----ーユ)
ACTTATCTGTTTTATCTTTTACGATGTTATGACGTTCACAAGAATACACACATATTTAAACAAACTTGTGATGATGACCCAACCGTTCATTGGGATT 

CAGTAAAGTCCCGGAGTTACATATAAAACGATTGGTAACGGCGGAATCAATTCATTGTGTTCTAAAAATTTGCAAAAACAGTAAACCGCGCAGTTAT 

TTAAAATAAGCT 

Fig. 35. Mor 2 5¥upstream region. A. The distribution of sequences homologous to NF-KI3 sites and NF-IL6 site the 595bp Mor 2 
pron1otor region and the longer DNA fragments used as probes in this study. The probe fragments were prepared by the digestion of thc 

Mor 2 595bp fragment with Pst 1 and Sca I. B. Nucleotide sequences of the probe DNA fragments， M2-a， b and c， Xho1 and Hind III sitcs 
were underlined. 
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Fig. 36. An electrophoretic mobility shift assay with fat body nuclear proteins and the labeled DNA corresponding to Leb 3 5¥ 
115itream region The probes were L3-a(A)，L3-b(B)，L3-c(C)and L3-d The nuclear proteins ofLPS-induced larval fat bodiC5(LPS 
(↓))or non-immunized larval fat bodies (LPS(-))were used.For the competition experiments，10 0r5O hid molar excess of the cold 
probe were added before the addition of the labeled probe. Arrows indicate position of the specific DNA-protein complexes. 



〆- 、

てコ
O 
」司
、』戸〆

ω心
(
)
』
(
凶

ωω
占

& 

c
m
 
o 
......... 

与『。
..j......l 

.，....( 

..j......l 

ω 
~ 

E 
C 
u 

c
m
 
o 
F・・4

(℃

{
0』
)

c
m
 
o 
........ 

+ 

(

l

)

∞
仏
]
」

(
+
)
∞
仏
J
」

+ 

一一ω何
十
回
一
}
×

ω

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

同
》
目
的
凶

ω目
的
同

凸

ω2CM(凶

ωω'Ml}

•• v包
C-rJぞh

~~ 
H 
O 

ω 
~ 
g 
O 
υ 

(

l

)

∞
仏
J
」

(
+
)
∞
仏
以
」

一一υd
h
H
×
ωυ 

97 



、。。。

A 
L4-a 

[~~~ ~+: -ー + + + 
xtract LPS(ー)

ー + ー

competltor 圃 10 50 (fold) 

~ 

~ 

惨b

free probe 

B 

[~~~ ~+: xtract LPS(ー)

competltor 
L4KB 

~ 
~ 

~ 

free probe 

ー

ー + 

L4-b 

+ + + + + 

ー 10 50 
(fold) 

10 50 

Fig. 37. An electrophoretic mobility shift assay with fat body nuclear proteins and the labeled DNA corresponding to Leb 4 5'-
upstream region. The probes were L4-a (A)， L4-b (B) and L4-c (C). The nuclear proteins of LPS-induced larval fat bodies (LPS( +)) or 
non-immunized larval fat bodies (LPS( -)) were used. For the competition experiments， 10 or 50 fold molar excess of the cold probc 
were added before the addition of the labeled probe. Arrows indicate position of the specific DNA-protein complexes. 



ω
S
C
M仏

ωω
占

〆-¥

てコ
~叫。
斗 d

¥-

c
m
 
o 
Fー・4

H 
0 
~ .，..・4
~ 

c) 

~ 
g 
o 
u 

+ 

，---¥ -+ 、
¥.-/ ¥- ノ

αコ α3
~己4
~~ 
」一一一J

~ 

u 
C甘
い4
~ 

x 
ω 

+ 

+ 

+ 

υ 

99 



o 
o 

A B 
M2・a M2-b 

[~~~ ~+; ー ー + + + [~~~ ¥+} 
圃 ー + + + 

xtract L LPS (ー) 圃 + - extract L LPS (_) 
ー + 

competltor 10 50 (fold) competltor 10 50 (fold) 

" 

" 
free prObE free probe 

Fig. 38. An electrophoretic mobility shift assay with fat body nuclear proteins and the labeled DNA corresponding to Mor 2 5'-
Lふtreamregion. The p帥 eswere M2-a (A)， M2-b (B) and M2-c (C). The nuclear proteins of LPS-induced larval fat bodics (LPS( +)) 
。;non-immhnizedlarval fat bodies (LPS(-))wereused.For the competition experiments，10 0r50 fold molar excess of thc cold probc 
were added before the addition of the labeled probe. Arrows indicate position of the specific DNA-protein complexes. 
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が l本観察された。

モリシン 2遺伝子についても 3個に分けたフラグメントをプローブとして用い実験を

行った結果、 M2-aでは LPS(+)で特に強く現れるバンドが検出された。このバンドは

10倍の競合因子を加えても変化はなかったが 50倍加えるこ とによって薄くなった。

M2-bを用いたときには、 l本特異的なバンドがフリーのプローブに近い場所にあり、 50

倍の競合因子によって弱くなった。そして M2-cを用いたときには、 LPS(+)で強いシグ

ナルのバンドが見られた。このバンドはM2-cを競合因子として用いたとき消失した。

M2-cはM2KBの領域も含むフローブであるから、これを競合因子として用いた場合に消

失するバンドが得られることを期待したが、その様な特性をもっバンドは得られず、競

合因子 M2-cで消失したバンドはM2KBでは消失しなかった。

考察

抗菌性ペプチド遺伝子のプロモーター領域において、これまでにその核タンパク質結

合配列として機能していることが報告されているのは NF-KB結合様配列と GATAモチ

ーフのみである。しかし、カイコにおいても遺伝子発現誘導機構は複数存在すると思わ

れ、プロモーター領域上にもまだ見つかっていないタンパク質が結合するような結合配

列が存在する可能性は十分あると思われる。そこで本節では遺伝子 5'上流の配列を適、

な制限酵素で切断することによって長いフラグメントを作製した (Fig.34， 35， 36)。

ゲルシフトアッセイを行った結果、どの遺伝子にも NF-KB結合様配列以外の部位にも

タンパク質が結合してシフトしたバンドが検出できた。レボシン両遺伝子では競合因子

としてL3KB1や IAKBを用いた場合に消失するバンドも見られこれらのバンドはNF-KB

結合様配列に結合するタンパク質に由来するものと結論できた。しかしモリシン 2遺伝

子でも同様にM2KBを競合因子として用いることによって消失するバンドが見られるこ

とを期待したのだが、それを見つけることはできなかった。高分子側のパックグラウン

ドが高いことも考えられるが、その他に考えられる原因として lつはM2-cに他のタン

パク質が結合したことによって、この中の NF-KB結合様配列に結合していたはずのタン

パク質の結合が阻害されたこと、もう lつは用いたM2KBは NF-KB結合様配列が 2個
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連なったものであるために個々の応答配列としてみた場合、両末端側に付加したうちの

片方は 6bpと他のものより短くなってしまっている。これによってタンパク質との親和

性が M2-cに比べ大幅に低下し競合因子として働き得なかったことがあげられる。

今回の実験で NF-KB結合様配列以外の配列にも結合するタンパク質が存在すること

が判明した。しかしこれらが本当に遺伝子発現の制御に関わっているかを明らかにする

ためには、さらに結合領域を絞り込みその領域がプロモーターとして機能しているかを

調べていく必要があると思われる。
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総合考察

1970年代後半から昆虫における抗菌性ペプチドについての研究が始まり (Faycet al.， 

1975)、セクロピアサンから抗菌性ペプチドが単離されたのが昆虫から見つかった最初の

例となった (Pyeand Boman， 1977)。そして現在では鱗麹目、双麹目、膜麹目、鞘麹目そ

して半麹目と非常に幅広い分類目より様々な抗菌性ペプチドが単離され、解析が行われ

ている o

カイコは 5，000"'6，000年前に既に中国大陸で人間に利用されていたと考えられ、記録

上でも中国で約 4，600年前に黄帝がカイコを飼育させたという記述や、日本では約 1，000

年前から飼育が始められたという記述がある O 繭糸を作ることからその研究の歴史も長

く、昆虫の中でも生理機能に関する情報が最も蓄積している生物の iつである。その中

で生体防御という観点から見ても細胞性免疫、そして液性免疫とこれまでに色々な知見

が得られている o

本研究はカイコの生体防御系の中で抗菌性ペフチドに焦点をあて、この誘導機構を明

らかにするためにこれまでの知見をもとに実験を行った。カイコで最初に見つかった抗

菌性ペプチドは 1983年に報告されたセクロビン Bであるが (Shiba et al.， 1983)、これ以

降いくつかの抗菌性ペフチドが見つかり、昆虫の中で抗菌性ペプチドについても最も解

析されているものの lつであろうと思われる o これまでの研究の結果、体内に細菌が侵

入した際に抗菌性ペフチド遺伝子の発現が誘導される系について様々な情報が得られ

ている o

細菌がカイコ体内に侵入した際、まず血球細胞による食作用を受ける(和合， 1994a)。

この食作用によって破壊された細菌の成分としてその細胞壁成分である LPSやリピド A

が遊離することが明らかにされた。これらの物質によって抗菌性ペフチド遺伝子の発現

が誘導されてくることを第 l章、第 2章そして第 3章で証明した。本研究で解析を行っ

たセクロビン、アタシン、レボシンそしてモリシンは正常な条件下では遺伝子の発現は

見られず、細菌や LPS、またはリピド A等の刺激因子によってセクロビン遺伝子、アタ

シン遺伝子、レボシン遺伝子、モリシン遺伝子は脂肪体で強く発現し、ペプチドによっ

ては血球でも発現することが明らかとなった。これらの遺伝子は傷害のみでは発現しな
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いことから細菌の侵入に特異的に反応する遺伝子であると考えられる D センチニクパエ

やショウジョウバエ等の双麹白昆虫では傷害だけで抗菌性ペプチド遺伝子の発現が誘

導されて くる ことが報告さ れているこ とか ら(Andoand N atori、1988・Lemaitreel aI 

1997)、これら双麹目昆虫とは抗菌性ペプチ ド遺伝子発現の調節機構は大きく 異なってい

る可能性がある o しかしカイコ においても表皮を削るように傷つけたときにはセクロビ

ン遺伝子の発現誘導が見られているのreyet al.， 1993)。傷害の大きさによって発現の有

無は決定されているものと考えられる o

今回の研究で細菌由来ではない誘導因子としてキチンのオリゴマーが同定された。こ

の成分をカイコに接種した場合、セクロビン遺伝子やレボシン遺伝子の発現が誘導され

た。アタシン遺伝子においても発現量は少ないもののシグナルが得られた。モリシン遺

伝子で発現誘導の試験は行わなかったが、キチンはカイコにおいて抗菌性ペプチド遺伝

子を発現誘導させる共通の因子であると思われる o キチンは真菌の構成成分であり、抗

菌性ペプチド遺伝子を発現した脂肪体や血球細胞はこれを外敵として認識し、遺伝子転

写活性を上昇させた可能性も考えられた。しかし、セクロビン B、アタシンそしてレボ

シンに抗真菌活性があることは知られておらず、ショウジョウバエでは真菌の胞子を成

虫に振りかけることによって感染させた場合、抗真菌活性をもっドロソミシンやメチニ

コフィンの遺伝子発現は誘導されたが、この活性を有しないセクロビン Aやディ プテリ

シンの遺伝子発現は見られないことが報告されている(Lemaitreet al.， 1997)。このような

観点からカイコで見られたキチンによる誘導現象はなぜ抗真菌活性をもたない抗菌性

ペプチド遺伝子が誘導されてくるのかという新たな問題を提起する結果となった。キチ

ンは節足動物においては表皮を形成するための重要な構成成分であることから、これが

抗菌性ペプチドの誘導になぜ関与するのかその生体防御における意味は何であるのか

という疑問が生じてくる。カイコは脱皮直後は皮膚が柔らかく微生物の侵入の危険にさ

らされるため、生活史の中でその脱皮期のみに生じる分解産物が抗菌性ペプチド遺伝子

の発現を誘導するのは細菌感染に対し、あらかじめ予防線を張っておく戦略をもってい

るのかもしれない。またキチンの認識という点から見るとセクロビン遺伝子とアタシン

遺伝子では細菌成分で誘導したとき、血球での発現量の変化に比べ脂肪体で、の発現が特

に減少している ことが分かる。 レボシン遺伝子にこのよ うな徴候は見られず、脂肪体で
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のこの減少の理由は断定できないが、これらの問題は今後の詳細な研究で明らかにされ

るだろうと思われる o

細胞が異物認識を行ってから抗菌性ペプチド遺伝子の転写活性を上昇させるまでの

細胞内シグナル伝達機構を明らかにするため、まずこれまでにカイコにおいて十分に遺

伝子解析が進められていなかったレボシンとモリシンについて cDNA及びゲノ ム DNA

のクローニングを行った。その結果、レボシンで 2個そしてモリシンで l個プロモータ

ー領域を含むゲノム DNAクローンが得られた。これまでにセクロビンBで 2個の遺伝

子が得られ報告されているが (Taniaiet al.， 1995)、この 2個の遺伝子は 12kbp以内に隣接

し、イントロンのサイズは異なっているが、コードしているアミノ酸配列は等しくまた

5'上流領域の塩基配列を比較しても 800bpで約 90%は一致しており、かなり保存性が高

いと思われた。今回得られたレボシン 3、4遺伝子はコードされているアミノ酸配列の

相向性は 87.5%という違いがあったが、イントロンが存在しなかったととや 3'非翻訳領

域も翻訳領域と変わらない相向性をもっていた。従って 5'上流領域の塩基配列に関して

もかなり上流まで保存されていると思われたが、 -250bpまでの領域はほぼ保存されてい

るもののそれよりも上流の配列ではほとんど一致する領域は確認できなかった。

レボシン遺伝子やモリシン遺伝子のプロモーター領域の塩基配列を調べたと ころ、

NF-KB結合様配列や NF-IL6結合様配列という保存配列が存在していることが明 らかと

なった。 NF-KB結合様配列はカイコセクロビン B遺伝子 (Taniむetal.， 1995)、アタシン

遺伝子 (Taniaiet al.， 1996a)そしてセクロビン A遺伝子 (Yamanoet al.， 1998) で保存さ

れていることが知られている。

NF-KB結合様配列について第 4章第 1節でゲルシフトアッセイを行った結果、免疫に

よってバンドのパターンが変化する特異的な結合が見られた。調べた全ての遺伝子でこ

れが認められ、競合因子を用いた試験によりここに結合する核タンパク質は同 じ性質の

ものであるという結果が得られた。従ってこの結合様配列と核タンパク質が遺伝子の転

写活性化に寄与しているとすれば、レボシンとモリシンはシグナル伝達系において部分

的に共通であると結論できる。抗菌性ぺフチ ド遺伝子の発現において異なる抗菌性ぺフ

チ ドが同 じシグナル伝達系を共有していることは既にショウジョウバエでも知られて

おり(Lcmaitreet al.， 1996)、抗菌性ペプチドをより効率的に誘導するのに貢献していると
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考えられる o この競合試験をセクロビン遺伝子やアタシン遺伝子にも応用すれば NF-KB

結合様配列に結合する核タンパク質の重要性についてさらに考察できると考えられる。

NF-IL6結合様配列は IL-6応答配列タイ プ iエレメントだがこの配列はセクロビン A

遺伝子には存在しているが、セクロビン B遺伝子やアタシン遺伝子には見つかっていな

い。その代わりこの 2種類の遺伝子には正-6応答配列タイプEエレメントが存在してい

る。これらは両方とも炎症に伴って誘導されてくる血清タンパク質(急性期タンパク質)

の誘導系に関与する応答配列である。第 4章において NF-IL6結合様配列に結合する核

タンパク質は検出されなかった。しかし、他の配列や因子との相乗作用がある可能性も

ある o そしてセクロビン B遺伝子やアタシン遺伝子で見つかっているタイプ Iエレメ ン

トが機能していれば、タイプEをもっ遺伝子との発現様式に影響を与えるかもしれない。

昆虫からはまだサイトカインが抗菌性ペプチド遺伝子の発現に関与しているというデ

ータは報告されていないことからもこのような配列が保存されていることは非常に興

味深いと思われる o

ショウジョウバエのディフテリシン遺伝子では TAl入-boxのすぐ上流に位置する NF-

KB結合様配列や IL6応答配列、そして ICRE(インターフエロンγ応答配列)を含む 17bp

を8個つないでレポーター遺伝子につないだプラスミドと、 5'上流のプロモーター領域

一0.6kbにレポーター遺伝子をつないだプラスミドの発現量を比較したとき後者の方が 2

'""'3倍大きな数値を示すことが明らかとされている Uv1eisteret al.， 1994)。従ってレボシ

ン遺伝子でも-250bより上流の領域が異なっていることは転写活性に大きく影響を与え

ると思われる o また先程の研究でデ、イプテリシン遺伝子において、一0.6kbのプロモータ

ー領域は最大発現量の 20%にしか貢献せず 100%にするには 2.2kb必要であると報告さ

れている(Meisteret al.， 1994)。そして、ドロソシン遺伝子でも 2.5kbのプロモーター領域

で実際の発現が再現できることが示されている (Charletet al.， 1996)。従って、今回得ら

れたレボシン遺伝子やモリシン遺伝子のさらに上流にも制御領域が存在する可能性は

きいと思われる o 第 4章第 2節においてその可能性に関連してこれまでに知られてい

ない応答配列とそこに結合するタンパク質について検討してみた。その結果かなり多く

の核タンパク質が結合することが明らかとなった。このゲルシフトアッセイは DNAと

核タンパク質との結合性を調べるための手法であり、ここで検出されたタンパク質が遺
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伝子の転写活性に本当に関与しているかは不明である o しかし、まだ昆虫におけるこれ

ら転写因子の研究は発展途上でありこれらが重要な役割を担っている可能性は十分人

考えられる D

第 l章で明らかになったキチンが抗菌性ぺフチド遺伝子の発現誘導因子として働くと

いうことに関して、この遺伝子転写活性化の機構も興味深い問題である o 前でも述べた

ように細菌成分で誘導し た場合とキチンで誘導した場合ではその発現量や組織特異性

に差が見られたことから、この誘導系は LPSによるものとは異なる系である可能性があ

るo 生物は外界からの刺激に対し、最も効率的である生体防御機構を身につけている。

従ってカイコにおいても複数の誘導経路が組み合わせられて用いられている可能性が

考えられる o

昆虫の生体防御機能の中で抗菌性ペフチドの研究は農薬や医薬用の新規抗菌物質と

しての応用利用が期待されることから今後の研究成果の注目される分野である o 最近ヒ

トの cDNAライブラリ ーから Toll受容体のホモログが同定され (Rocket aL.， 1998)、脊椎

動物においても先天性免疫機構は獲得抵抗性免疫機構である抗体による攻撃に移るま

でに異物に対する評価を行うという点で生体防御系において非常に高い重要度を占め

ていることが示唆されている (Fe紅 on，1997)。脊椎動物は複雑に進化した故に免疫機能

も多岐に分化しているのに比較し、無脊椎動物の免疫機構は脊椎動物のそれの基本形を

数多く備えているためにその解明そのものが脊椎動物の複雑な免疫機構の理解に貢献

できると思われる o 従って今後カイコ抗菌性ペフチド遺伝子の発現誘導機構についてよ

り詳細な研究を行うことにより、昆虫ではもちろん生物界全体における抗菌性ペプチド

の生理的役割や生物的意義が明らかにされると考えられる o
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摘要

カイコ抗菌性ペプチド遺伝子の発現誘導機構について研究を行い、以下の事項が明ら

かとなった。

1. 細菌の細胞壁構成成分である LPSやリピド A、またはカイコ表皮のクチクラ層を構

成するキチンの多量体をカイコ幼虫に注射した結果、セクロビン B、アタシン及びレボ

シンという 3種類のカイコ抗菌性ペプチド遺伝子発現が誘導された。

2. リピド A もしくは 6量体のキチンをカイコ幼虫に注射した結果誘導されるセクロビ

ンB、アタシン及びレボシン遺伝子の発現は、主に脂肪体や血球で見られた。しかし、

他の組織における発現やその強弱はそれぞれ異なっていた。

3. カイコ抗菌性ペフチドレボシンのゲノム DNAのクローニングを行い、レボシン 3

とレボシン 4と命名した新規のレボシンをコードした遺伝子の塩基配列を決定した。

4. レボシン遺伝子の 5'上流の塩基配列を調べた結果、 TATA-boxや CAAT-box、また

NF-KB結合様配列や GATAモチーフが見られた。NF--IL6結合様配列はレボシン 3遺伝

子に存在し、レボシン 4遺伝子は l塩基不足した配列が存在していた。両遺伝子問で-

250bまでは配列が保存されていたが、それより上流は全く異なっていた。

5. レボシン3及び4遺伝子は LPSによる刺激によって脂肪体や血球で発現が誘導され、

その発現量は 3遺伝子の方が 4遺伝子よりも多かった。

6. カイコ抗菌性ペフチドモリシンの cDNAのクローニングを行い、塩基配列を決定し

た結果、シグナルペフチドと推定されるアミノ酸配列の l残基のみが異なる 2種類のモ

リシン(モリシン 1と2)が得られた。
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7. 大腸菌の注射によってモリシン遺伝子は脂肪体で特に多く発現し、血球やマルビーー

ギ管でも発現が誘導されることが明らかとなった。そして刺激後 1時間で遺伝子発現が

見られ、 8時間後に最大量に達し 48時間後においても発現の持続が確認された。

8. モリシン遺伝子は LPSやリピド Aによっても発現が誘導された。またモリシン 2遺

伝子の方がモリシン l遺伝子よりもより多く発現誘導された。

9. ゲノム DNAのクローニングを行い、モリシン 2遺伝子をコードする領域の塩基配

列を決定した。5'上流の塩基配列を調べた結果、 TATA-boxや NF-KB結合様配列そして

NF-IL6結合様配列が見つかった。

10. レボシン3、4遺伝子及びモリシン 2遺伝子の NF-KB結合様配列及びNF-IL6結合

様配列についてゲルシフトアッセイを行った結果、全ての遺伝子において NF-KB結合様

配列に結合するタンパク質の存在が認められた。

11. 競合試験の結果、レボシン 3、4遺伝子及びモリシン 2遺伝子の NF-KB結合様配列

に結合するタンパク質は同じ性質を有するものであるととが示唆された。

12. レボシン 3、4遺伝子及びモリシン 2遺伝子のプロモーター領域より約 50"-'300bp

のフラグメントを作製しこれらをフロープとしてゲルシフトアッセイを行った結果、

NF-KB結合様配列以外の配列にも結合するタンパク質が存在することが判明した。
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