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論文の内容の要旨

　昆虫は脊椎動物の抗原体反応のような獲得抗性免疫機構をもっていない。その反面，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。昆

虫のもつ液性防御反応の1つとして，細菌の侵入によって遺伝子の発現が誘導され抗菌性ペプチド等が合成され

分泌される反応がある。そこでカイコにおける抗菌性ペプチド遺伝子の発現と構造解析について研究を行い，以

下の事項が明らかとなった。

　カイコ抗菌性ペプチド遺伝子の発現誘導に関わる因子を特定するために，グラム陰性菌細胞壁構成成分である

LPSやリピドA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結果，セクロピン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。また，リピドAや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ピンB，アタシン及びレボシン遺伝子の発現の組織特異性の検定を行った結果，こ

れらの遺伝子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遺伝子によって

異なっていた。

　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。その結果，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クローンが得られた。これらレボシン遺伝子の5’上流の塩基配列を調べた結

果，TATA－boxやCAAT－box，またNトκB結合様配列やGATAモチーフが見られた。また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1塩基不足した不完全な配列が存在していた。レボシン3，4

両遺伝子間で一250bp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。これらの遺伝子の発

現様式をノーザンブロッティング及ひRT－PCRを用いて検討した結果，レボシン両遺伝子は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。

　レボシン同様カイコでのみ発見され，現在までに遺伝子解析の行われていないモリシンのcDNAのクローニン

グを行い，塩基配列を決定した結果，シグナルペプチドと推定されるアミノ酸配列の1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。そしてモリシン遺伝子は，大腸菌の注射によって脂肪体で特に多く

発現し，血球やマルピーギ管でも発現が誘導されることが明らかになった。またモリシン遺伝子発現の誘導の経
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時的変化を追ったξころ，大腸菌注射後ユ時問で見られ，8時間後に最大量に達し48時聞後においても発現の持

続が確認された。モリシン遺伝子は大腸菌以外でもLPSやリピドAによっても発現が誘導され，モリシン2遺

伝子の方がモリシン1遺伝子よりもより多く発現誘導がされることが明らかになった。モリシン遺伝子について

もゲノム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。この遺伝子

の5’上流の塩基配列を調べた結果，TATA－boxやNF一κB結合様配列そしてNF－IL6結合様配列が見つかった。

　レボシン3，4遺伝子及びモリシン2遺伝子の転写活性を制御する核タンパク質の結合部位を明らかにするた

めに，まずNF一κB結含様配列及びNF－IL6結合様配列についてプローブを作成し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一κB結合様配列に結合するタンパク質の存在が認められた。そして競合試験の結

果，これらのNF一κB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ことが示唆された。さら

に他の領域にも核タンパク質結合部位が存在しているかを調べるために，レボシン3，4遺伝子及びモリシン2

遺伝子のプロモ⊥ター領域より50～300bpのフラグメントを作製しこれらをプローブとしてゲルシフトアッセイ

を行った結果，NF一κB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。

審査の結果の要旨

　本研究はカイコの持つ抗菌性ペプチドの遺伝子の発現誘導機構を解明し，さらにその遺伝子の構造を決定する

目的で行われた。カイコ幼虫にLPSやキチンのオリゴマーを接種した結果，抗菌性ペプチドであるセクロピンB，

アタシン及びレボシン遺伝子の発現が誘導され，これらの遺伝子発現は脂肪体や血球で見られることを示した。

レボシン3及び4遺伝子のクローニングを行い，その発現量を調べた結果，3遺伝子の方が4遺伝子よりも多い

ことを明らかにした。次いで，モリシン遺伝子のクローニングを行い，モリシン1と2の構造を決定した。モリ

シン遺伝子は，脂肪体，血球そしてマルピーギ管で発現が誘導され，2遺伝子の方が1遺伝子よりも発現量が多

いことを示した。これらの抗菌性ペプチドについて，その遺伝子の構造を決定し，遺伝子の各組織での発現を確

認したことは高く評価される。

　さらに，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についてゲルシフトアッセイを行い，

それぞれのNFイB結合様配列に結合するタンパク質の存在を確認し，またNF一κB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を証明したことは注目に値する。

　以上，カイコの抗菌性ペプチド遺伝子であるレボシン3，4並びにモリシン1，2遺伝子の構造を決定し，こ

れら遺伝子のカイコ各組織での発現を確認し，さらに，レボシン，モリシン遺伝子のプロモーター領域のNF一κ

B結合様配列などに結合するタンパク質の存在を証明したことは，基礎，応用の両面から高く評価される。

　よって，著者は博士（農学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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