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第1章 序論

 今日、遺伝子組換え技術を用いて、研究に用いる組換えタンパク質を発現さ

せることは、生化学や分子生物学を始めとした生物科学分野において、最も汎

用的に実施されている手法の１つである。また、研究目的だけでなく、インタ

ーフェロンや医療用抗体等の医薬品の生産や、洗剤用プロテアーゼ等の化学工

業で用いられている種々の酵素の生産、抗原やスタンダード標品等の診断薬原

料の生産等、広く医薬・化学産業においても、組換えタンパク質発現（生産）

技術が広く利用されており、必要不可欠な手法として、今後さらに多くの場面

で使用されることが予想される。

 組換えタンパク質を発現する方法としては、無細胞から哺乳動物まで、種々

の宿主を用いた方法が構築されている（Yin J et al., 2007）。その中でも特に、

大腸菌を用いる方法、酵母を用いる方法、昆虫細胞を用いる方法、CHO細胞等

の哺乳動物細胞を用いる方法は、研究分野及び産業分野において頻繁に使用さ

れている。

大腸菌を用いる組換えタンパク質発現系は、最も手軽に実施できる方法であ

り、実施例も他の生産系に比べて多い。発現量は一般的に多いが、発現タンパ

ク質が不溶性になることも多く、また翻訳後修飾が起きない等の問題点もある。

一方、酵母を用いる生産系は、真核生物であるため、ある程度の翻訳後修飾が

なされるが、取り扱いが大腸菌に比べやや煩雑であり、発現タンパク質を抽出

するのに強固な細胞壁を破砕する必要がある等、取り扱いに工夫が必要である。

CHO等の哺乳類細胞は、翻訳後修飾が最もヒト型に近い修飾がなされるなど、

組換えタンパク質の品質においては優れた系であり、抗体医薬品の生産等にも

用いられているが、一般的に発現量は少ない等の問題点もある。昆虫細胞を用

いた発現系は、組換えタンパク質の発現量が大腸菌ほどではないが多く、翻訳

後修飾が起きること、真核生物のタンパク質が比較的可溶性の状態で発現され

る等の利点があり、使用される機会が増えている。このように個々の発現系は、

各々長所と短所を持ち、今後も利用者の目的や都合に応じて、並行して使用さ
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れていくと思われる。

一方、私は、後述する通り、mg単位の多種類のタンパク質を、飼育室１つあ

れば同時に、かつ翻訳後修飾された形で発現できるバキュロウィルスの系に魅

力を感じ、この方法を用いて主に組換えタンパク質の発現を行っている。

 本論文で主として取り扱うカイコ-バキュロウィルス発現系は、昆虫（細胞）

を用いた発現系の１種である。バキュロウィルスは昆虫に特異的に感染する昆

虫ウィルスの１種であり、中でも核多角体ウィルス（Nucleopolyhedrovirus）

が基本的に組換えタンパク質の発現に用いられる。このゲノムの長さが約 130 

kbpの 2本鎖 DNAウィルスは、桿状のヌクレオカプシドとそれを包むエンベロ

ープから形成されており、ウィルス粒子のサイズは 90 380 nmになる。鱗翅目、

膜翅目、双翅目、毛翅目等の昆虫から、各々異なるバキュロウィルスが発見さ

れていて、宿主昆虫は 600種類以上になる。特に鱗翅目の昆虫に良く感染が見

られるが、各々のウィルスの宿主特異性は高い（Martignoni ME et al., 1986）。

基本的には経口感染し、腸からウィルスが侵入する。宿主の昆虫の腸管の細胞

に感染すると、増殖したウィルス粒子が体液中に放出され、他の組織に感染す

る。その後、全身の組織のほとんどでウィルスの増殖が起き、約 1週間後の感

染末期に多角体と呼ばれるウィルス封入体を大量に合成する（鈴木, 1999）。封

入体を構成するポリヘドリンタンパク質は、ウィルスの生存・増殖には必須の

タンパク質ではないため、このタンパク質の強力なプロモーターを利用し、ポ

リヘドリン遺伝子を、任意の発現させたいタンパク質の遺伝子と置き換えるこ

とで、組換えタンパク質を大量に発現することが可能となる。バキュロウィル

スを用いたタンパク質発現系は、Summersら（Smith GE et al., 1983）と前田

ら（Maeda S et al., 1985）により、1980年代に各々独自に開発された。Summers

らはキンウワバの 1種である Autographa californicaに感染するバキュロウィ

ルスを用い、昆虫培養細胞に感染する発現系を開発した。それに対し、前田ら

は、カイコに感染するバキュロウィルスを用い、カイコ培養細胞だけでなく、

カイコの虫体を用いて組換えタンパク質を発現する系を開発した。この背景に

は、養蚕が盛んであった日本においては、カイコの飼育技術も広く普及してお
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り、この飼育技術と新たに開発した組換えタンパク質発現系を組み合わせるこ

とにより、容易に大量のタンパク質を生産するシステムを構築する狙いがあっ

たと思われる（前田, 1993）。

 バキュロウィルスを用いた組換えタンパク質発現系の中でも、昆虫細胞を用

いた発現系に対し、カイコを用いるカイコ-バキュロウィルス発現系は、幾つか

の長所を有している（Nagaya H, 2009）。

[１] 高生産性 カイコ 1頭で数百 gの組換えタンパク質の発現が可能であり、

小さな容器で飼育可能な 10頭のカイコで、mg単位の組換えタンパク質が得ら

れる。

[２] 多種目同時生産 カイコ１頭が、あたかも培養細胞を用いた組換えタンパ

ク質発現時の個々の培養フラスコのように、異なる組換えタンパク質を発現す

ることができ、しかも、カイコ自身は飛行もせず、移動もあまりしないため、

小さな容器やシャーレで飼育することができるため、多種類の組換えタンパク

質を同時に発現するのに向いている。

[３] スケールアップの柔軟性 発現量を増やすためには、飼育頭数を単純に増

やすだけで対応可能。また生産規模を拡大しても、生産条件には変化がない。

このように、カイコ-バキュロウィルス組換えタンパク質発現系は、昆虫個体

を使用するが故のユニークな特質を有しており、大変魅力的な系と思われる。

しかしながら、一般的にはカイコを飼育することは、心理的にかなり高いハー

ドルとして感じている人も多く、まだ広くは普及していない。そのようなカイ

コ-バキュロウィルス発現系を利用してみたいが、自ら実施することが困難な研

究者のために、カイコ-バキュロウィルスを用いた発現受託もなされており（プ

ロキューブ http://procube.sysmex.co.jp/）、これまで 2,000種以上の組換えタ

ンパク質の生産に成功している。

 カイコ-バキュロウィルス発現系で発現したタンパク質は、大腸菌で発現した

タンパク質に比べ、天然に存在するタンパク質と同等の機能や立体構造を有す

ることが多く、また、タンパク質への糖鎖付加やリン酸化等の翻訳後修飾が見

られる。翻訳後修飾は、タンパク質の機能に深く関わっていることが多く、そ
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のコントロールはタンパク質発現系における重要な課題の１つである。特に糖

鎖修飾は、主要な翻訳後修飾の１つであり、真核生物の多くのタンパク質に糖

鎖付加がなされている。糖鎖の機能としては、細胞を識別する機能、感染症や

炎症等での結合・認識部位としての役割、癌細胞等における転移との関わり、

タンパク質の品質管理や体内での保護作用等、多岐に渡る機能が知られている

（Lis H et al., 1993; Varki A, 1993）。また、糖タンパク質の糖鎖付加のパター

ンは、発現組織や時期、細胞や組織の状態に依存していると考えられている（Lu 

Y et al., 1991; Kukuruzinska MA et al., 1998）。

糖タンパク質糖鎖としては、アスパラギン結合型糖鎖（N-グリカン）と、ム

チン型糖鎖（O-グリカン）があり、カイコで（バキュロウィルスを用いて）発

現したタンパク質には N-グリカンが付加されることが分かっているが、その構

造は哺乳類由来のタンパク質とはやや異なる（Misaki R et al., 2003）。カイコ

を含む昆虫で付加される N-グリカンの特長としては、まず非還元末端にシアル

酸が付加する哺乳類の糖タンパク質糖鎖に対し（図 1-1A）、一般的にはマンノー

ス付加までの短い糖鎖構造のものが主体となっている（図 1-1B）。カイコ自身の

糖タンパク質の糖鎖構造の詳細な解析を実施した例は少ないが、その 1例とし

て、ホルモン刺激因子である PTTHの糖鎖構造の解析がなされており、短い糖

鎖構造が付加されることが報告されている（永田, 1998）。次いで、還元末端側

の N-アセチルグルコサミンに付加するフコース（コアフコース）が、哺乳類の

糖タンパク質糖鎖では -1,6結合しているのに対し、カイコでは -1,6結合して

いるものに加え、 -1,3結合しているものも見られることが、大きな相違点であ

る（Misaki R et al., 2003; Ailor E et al., 2000）。このような糖鎖の違いは、タ

ンパク質の機能に影響を与える可能性が高い。例えば、エリスロポエチンは付

加される糖鎖が 4本鎖末端シアル酸であることが知られているが（Takeuchi M 

et al., 1988）、このシアル酸が存在しないと、in vivoにおいて活性が消失する

ことが知られている（Goldwasser E et al., 1974）。また、ショウジョウバエの

研究（北島 et al., 2010）から O-グリカンも付加されることが予測されるが、

研究は進んでいない。
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N-グリカンを付加する経路は、哺乳類も昆虫も基本的には同じと考えられて

おり（図 1-2）、まずはドリコールからグルコース（Glc）3残基、マンノース（Man）

9残基、N-アセチルグルコサミン（GlcNAc）2残基からなる構造を有する糖鎖

（図 1-2 ER内）がペプチド鎖に転移されて糖鎖のプロセッシングが開始され

る。次にグルコースとマンノースの切断が起き、Man5GlcNAc2の構造まで糖

が切断される。カイコにおいてはグルコース切断に関する酵素の報告がなされ

ている（Watanabe S et al., 2013）。次いでN-アセチルグルコサミン転移酵素 I

（GnTI）により、GlcNAcの付加がなされ、マンノース切断後、N-アセチルグ

ルコサミン転移酵素 II（GnTII）により、GlcNAc2Man3GlcNAc2の基本構造

を持つ糖鎖が形成される、この後、哺乳類及びその培養細胞においては、ガラ

クトースの付加やシアル酸の付加がなされるが、昆虫及びその培養細胞におい

ては、N-アセチルグルコサミニダーゼ（GlcNAcase）により、非還元末端の

GlcNAcが切断され、糖鎖の伸長が妨げられる（Altmann F et al., 1999; Geisler 

C et al., 2012）。また昆虫においては、ガラクトースを付加する酵素活性は低い

か存在しないようである（Abdul-Rahman B et al., 2002）。

図 1-1B. 昆虫型 N-グリカン

図 1-1A. 哺乳類型 N-グリカン
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このように、哺乳類と昆虫では N-グリカンの構造が異なるため、哺乳類のタン

パク質を昆虫で発現した場合、天然物に比べ、活性や安定性等の機能が不十分

な場合がある。また、哺乳動物に投与した場合に、免疫原性を示したり、アレ

ルギーを引き起こす可能性もある（Bencúrová M et al., 2004）。そのため、糖

鎖が糖タンパク質の機能に深く関わっている以上、哺乳類由来のタンパク質を

発現した場合、発現した糖鎖も哺乳類型（ヒト型）であることが望ましい。こ

れに対し、主に昆虫培養細胞において、糖鎖構造を哺乳類（ヒト）に近づける

試みがなされてきた。その中の 1つとして、糖鎖の長さが短い昆虫型糖鎖を伸

長させるために、糖の付加を行う酵素遺伝子を細胞に導入する方法がある。具

体的には、ガラクトース転移酵素やシアル酸転移酵素を遺伝子導入した昆虫培

養細胞が作出されており（Hollister JR et al., 2001）、その結果として、インビ

トロジェン社からMimic Sf9と称する昆虫細胞株が発売されている。

 一方、カイコを用いた発現系においては、2000年に、piggyBacトランスポ

図 1-2. N-グリカンの合成経路
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ゾンを利用した遺伝子組換えカイコの作製方法が開発されることで（Tamura T 

et al., 2000）、カイコの遺伝子を操作して糖鎖を改変することが可能となった。

遺伝子組換えカイコを用いた糖鎖改変の最初の試みとして、ガラクトース転移

酵素を導入した遺伝子組換えカイコが作出され、糖鎖にガラクトースの付加が

見られることが示されている（竹田, 2006）。また、バキュロウィルスを用いた

糖転移酵素の導入も試みられており、ガラクトース転移酵素発現バキュロウィ

ルス及びシアル酸転移酵素発現バキュロウィルスを用いて、ウィルスの共発現

による糖鎖改変が試みられ、シアル酸が非還元末端に付加することが示されて

いる（Suganuma M et al., 2013）。しかしながら、ガラクトース付加能やシア

ル酸付加能をカイコに与えることで糖鎖構造を変え、シアル酸まで付加された

ヒト型糖鎖を作ることはできたものの、更に効率良くガラクトースが付加した

糖鎖、さらにはシアル酸が付加した糖鎖の割合を増加させるためには、昆虫特

有の GlcNAcaseを抑えることで、長さが短いマンノース型糖鎖へ移行すること

を抑制する必要があると私は考えた。

 そこで本研究においては、カイコ-バキュロウィルス発現系で産生される糖タ

ンパク質の糖鎖をヒト型に近づけるために、糖鎖を昆虫型にする主原因の１つ

である GlcNAcaseに焦点を当てて研究を進めた。

これまで幾つかの昆虫の GlcNAcaseの性質が調べられ、これら酵素が特に発

生や成長等に関与していることが報告されている。例えば、GlcNAcaseにより

キトオリゴ糖（ -1,4 GlcNAc重合体）が構成糖である GlcNAcに分解され、変

態時の外骨格形成に再利用されていることが示唆されている（Zen KC et al., 

1996; Bade ML et al., 1962; Kaznowskia CE et al., 1985）。また、Drosophila 

Melanogasterを用いた研究で、GlcNAcaseが受精時の精子と卵子の結合に関与

していることが示唆されている（Perotti ME et al., 2001; Cattaneo F et al., 

2002; Cattaneo F et al., 2006）。また、昆虫細胞には膜結合型の GlcNAcaseが

存在し、この酵素が昆虫型糖鎖への N-グリカンのプロセッシングに関与してい

ることが、Altmannらにより報告されている（Altmann F et al., 1995）。その

後の研究で、幾つかの膜結合型の GlcNAcaseが昆虫若しくは昆虫培養細胞から
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見出され、性質が調べられた（Aumiller JJ et al., 2006; Tomiya N et al., 2006）。

これらの酵素は、N-グリカン非還元末端の GlcNAcを加水分解することを示し

ており、昆虫における N-グリカンのプロセッシングに関与している可能性があ

る。例えば、ヨトウガの 1種である Spodoptera frugiperdaではこれまでに複

数の GlcNAcase（SfGlcNAcase）が単離されており、酵素の性質が調べられて

いる（Aummiller JJ et al., 2006）。そこでは、 -1,3及び -1,6マンノース側両

方の -1,2結合の GlcNAcが切断される基質特異性が示され、加えて、これら

SfGlcNAcaseは、キトオリゴ糖を GlcNAc単量体まで分解する活性も示した。

しかし、N-グリカンのプロセッシングに関わる GlcNAcaseが in vivoでどのよ

うな役割があるかは、未だ不明なことが多い。

カイコにおいては、これまで GlcNAcaseの 1種であるキチナーゼの存在に関

する報告がなされている（Koga D et al., 1997）。この酵素は、カイコを含む昆

虫一般の外骨格の構成因子であるキチンの GlcNAcを切断する酵素であるが、

N-グリカンの GlcNAcを切断する活性を有しているかどうかは不明であった。

またキチナーゼ以外にも、幾つかの GlcNAcaseが報告されており（Kimura S, 

1976; Nagamatsu Y et al., 1995）、幼虫から蛹への変態への関与が示唆されて

いるが（Nagamatsu Y et al., 1995）、これもまた N-グリカンの GlcNAcを切断

するかどうかは不明であった。

近年 D. melanogasterの GlcNAcaseである HEX02に相同な酵素として

BmGlcNAcase1が、S. frugiperda の GlcNAcaseに相同な酵素として

BmGlcNAcase2 、さらには BmGlcNAcase2のアイソフォームである

GlcNAcaseが報告され（Okada T et al., 2007; Kokuho T et al., 2010）、in vitro

の実験で N-グリカンの GlcNAcを切断する活性を有することが示された。また

これらの酵素は、GlcNAcが -1,4結合したキトオリゴ糖の GlcNAcを切断する

活性も有しており、キチン分解に関わる可能性も考えられた。しかしながら、

これら BmGlcNAcase1や BmGlcNAcase2の in vivoでの役割は不明であり、

カイコ体内における糖鎖修飾との関わりは不明確であった。

一方、カイコ培養細胞を用いた研究で、GlcNAcaseの阻害剤である



10 

2-acetamido-1, 2-dideoxynojilrimycin（2-ADN）の投与により、バキュロウィ

ルスで発現させた糖タンパク質の糖鎖にシアル酸が付加されることが、レクチ

ン染色の結果として報告された（Watanabe S et al., 2002）。また、本阻害剤が

GlcNAcase2アイソフォームの活性を阻害することも報告されているが

（Kokuho T et al., 2010）、カイコ虫体における阻害効果は不明であった。

このような現状を踏まえ、本研究の第 1章においては、カイコの糖鎖修飾に

関連すると推測される新規の GlcNAcase遺伝子を取得し、発現した酵素の基質

特異性を示した。

第 2章においては、今回同定した酵素を含む、幾つかの GlcNAcaseに対し、

カイコにおける合成器官や局在についての調査を行い、2つの酵素が糖鎖修飾に

関わっているのではないかという推測を得たことを述べる。

第 3章においては、これらカイコ中の GlcNAacseを、阻害剤の使用や RNA

抑制（RNAi）の手法を用いて抑制し、特に RNAiにより、カイコの GlcNAcase

の転写量や活性が低下することを示した。また、実際にバキュロウィルスを用

いて糖タンパク質の発現を行い、発現した糖タンパク質糖鎖が、マンノース型

の糖鎖から GlcNAcが付加した糖鎖に変化したことを述べる。

最後に総合討論として、GlcNAcaseをターゲットとした糖鎖改変についての

まとめと、糖鎖改変法の今後について論ずる。
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第2章 カイコ新規 GlcNAcaseの単離と基質特異性の解析

序論でも述べたとおり、昆虫における N-グリカン合成は、主要な個所におい

ては、哺乳類の合成経路と同様である。しかしながら、糖鎖の非還元末端への

ガラクトース付加が見られないことと、さらには非還元末端の GlcNAcが、

GlcNAcaseによって切断されることで、昆虫特異的な糖鎖構造が生ずる。

近年、D. melanogasterにおいて、fused lobes（fdl）遺伝子が、新たな

GlcNAcase遺伝子として単離され、酵素の性質が調べられた（Leonard R et al., 

2006）。fdlは D. melanogasterの脳のキノコ体と呼ばれる神経中枢の発生に関

する遺伝子として同定され、その変異体は構造上の変異を引き起こす（Boquet I 

et al., 2000）。野生型と fdl変異型を比較した研究で、D. melanogasterの FDL 

（DmFDL）が、脳以外でも発現しており、N-グリカンのプロセッシングに関与

していることが示された（Leonard R et al., 2006）。さらには、DmFDLをコー

ドする塩基配列を元に作製した 2本鎖 RNAを用いた、D. melanogaster S2培

養細胞でのRNAiにより、1-2結合のGlcNAcの分解が抑制されたことからも、

DmFDLが D. melanogasterにおいて、N-グリカンのプロセッシングに関与し

ている GlcNAcaseであることが示された（Kim YK et al., 2009）。一方、他の

昆虫においても、S. frugiperdaの Sf9培養細胞や Tribolium castaneumから

FDLが単離された（Geisler C et al., 2008; Hogenkamp DG et al.,2008）。

これら D. melanogasterの FDL（DmFDL）や S. frugiperdaの FDL（SfFDL）

の N-グリカンの GlcNAcの切断を調べたところ、非還元末端側がマンノースか

ら 2つに分岐している 2本鎖 N-グリカンの -1,3マンノース側の -1,2結合の

GlcNAcのみを切断する基質特異性を示した。一方、S. frugiperdaから単離さ

れた SfGlcNAcseは、 -1,3及び -1,6マンノース側両方の -1,2結合の GlcNAc

が切断される基質特異性を示した（図 2-1）（Aumiller JJ et al., 2006）。
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これら FDLや GlcNAcaseの存在と性質は、昆虫細胞で発現される糖タンパ

ク質の N-グリカンが、少マンノース型が主になることと関連しているように見

える（Kubelka V et al., 1994）。言い換えれば、これら酵素が、昆虫における糖

タンパク質の糖鎖プロセッシングに、重要な役割を有していることを示唆する。

カイコにおいては、N-グリカンの非還元末端の GlcNAcを切断する

GlcNAcaseとして、BmGlcNAcase1や BmGlcNAcase2が報告されているが

（Okada T et al., 2007）、これら 2種類のカイコ GlcNAcaseは、 -1,3及び -1,6

マンノース側両方の -1,2結合の末端 GlcNAcを切断する活性を有する。また、

これら酵素は、キトトリオースから末端 GlcNAcを切断しキトビオースにする

活性も有している。しかしながら、カイコに FDL様の酵素（BmFDL）が存在

するかどうかの情報は、これまでなかった。そこで私は、カイコ幼虫からの

BmFDLの単離を行い、カイコの GlcNAcaseに関する更なる情報を得て、加え

てカイコの糖鎖合成プロセスに関する情報も得るために、基質特異性等の性質

を調べた。

第1節 材料と方法

図 2-1. 各種 GlcNAcaseの基質特異性
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（１） 材料

カイコ系統として、後の過程で遺伝子を改変することを考慮し、遺伝子組換

えカイコに用いられる系統である w1pnd系統（農業生物資源研究所）及びバキ

ュロウィルス発現系で通常用いられる春嶺鐘月（上田蚕種）を利用した。カイ

コ幼虫は人工飼料（シスメックス、日本農産工）を用いて、25℃温度条件下で

飼育した。

（２） データベースサーチ

BmFDLの cDNA配列を推定するために、DmFDLタンパク質のアミノ酸配

列（Accession No. AAL55992）に対するホモロジーサーチを、農業生物資源研

究所の KAIKO BLASTカイコゲノムデータベース

（http://kaikoblast.dna.affrc.go.jp）上で行った。プログラムとして、tBlastn

を用い、Silkworm WGS, Ramen assemble contigsに対し検索を行った。その

他の条件は初期設定値を用いた。

（３）カイコ幼虫からの BmFDL cDNAの単離

カイコ系統 w1pndの 5齢幼虫から脂肪体組織を摘出した。MagExtractor 

mRNA isolation kit（東洋紡）を用いてmRNAの抽出を行い、SMART RACE 

cDNA Amplification kit（クロンテック）を用いて cDNAの合成を行った。方

法はキット添付のプロトコールに従った。

前項のデータベースサーチで得られた部分 cDNA配列を元に 5’-RACEプライ

マーとして 5’- GTACCAGGCGTCCACGTGCGAGAT-3’を、3’-RACEプライマ

ーとして 5’-CCAGAGCTCACTCTGCTTTGGTCATCG-3’を、3’-RACE nested

プライマーとして 5’-CGAACGAGCGAATGGGGGTAAAGC-3’を設計した。プ

ライマーの合成はベックスのオリゴヌクレオチド合成サービスを利用して行っ

た。本プライマー及び BD Advantage 2 polymerase system（クロンテック）を

使用して、5’及び 3’ RACEを行い、BmFDL cDNAの増幅を行った。PCRの条

件としては、基本的にはキット添付の文書に従い、容量 50 lの反応液に、4%
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になるようにジメチルスルホキシドを加えて行った。

増幅された 5’及び 3’ RACEの cDNA配列を、pT7-Blue T-Vector（タカラバ

イオ）に挿入し、クローン化した。クローン化された配列は、ABI PRISM 3100 

Genetic Analyzer （アプライドバイオシステムズ）を用いて、塩基配列を解読

した。なおその際、Big Dye sequencing reagent （アプライドバイオシステム

ズ）及び M13 forward （5’-ACGACGTTGTAAAACGACGG-3’）、 reverse 

(5’-TCACACAGGAAACAGCTATG-3’)プライマーを用いた。

（４） 膜貫通領域の推定

BmFDLの膜貫通ドメイン及び分泌シグナルを推定するために、SOSUIシス

テム（http://www.bp.nuap.nagoya-u.ac.jp）（名古屋大学）及び SignalPシステ

ム（http://cbs.dtu.dk/services/signalP/）（Technical University of Denmark）

を用いて解析を行った。パラメータとして、Organism groupは Eukaryotes、

D-cutoff valuesは Defaultを用いた。

（５） 組換え BmFDLバキュロウィルスの作製

全長 BmFDL及び推定膜貫通ドメイン（N末側 1-39アミノ酸）を除いた

BmFDL（可溶性 BmFDL）の各 cDNAを、各 「々（３）カイコ幼虫からの BmFDL 

cDNAの単離」の項で合成した cDNAを鋳型に、5’末端には BglIIの制限酵素切

断サイト、3’末端には XhoIの制限酵素サイトを付加するよう、PCRを行い増幅

した。プライマーとして、5’-GTTAGATCTATGAAGATGATGTCGTGGGGTG-3’ 

と 5’-TCTCGAGACTAGAGGCACGCGTGCGG-3’を全長 BmFDL用として、

5’-GGAGATCTAGCTGTACTCTACTGGAAACAGC-3’と

5’-TCTCGAGACTAGAGGCACGCGTGCGG-3’を可溶性 BmFDL用として各々

用いた。PCR増幅産物を、BglII及び XhoIで制限消化後、全長 BmFDLの cDNA

断片を、バキュロウィルストランスファーベクターであるプラスミド pM01（シ

スメックスから提供）（Maeda S, 1989; Nagaya H, 2009）に、可溶性 BmFDL

の cDNA断片を、発現時に精製タグを付加するために、Strepタグ配列を、カ
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イコ分泌タンパク質シグナル配列と 5’末端の間に付加するバキュロウィルスト

ランスファーベクターであるプラスミドpM02（シスメックスから提供）（Maeda 

S, 1989; Nagaya H, 2009）に各々挿入し、クローン化した。これらベクター500 

ngをカイコバキュロウィルス（BmNPV CPd株）（Suzuki T et al., 1997）DNA

200ngとカイコ培養細胞である BmN細胞（6穴プレート使用、1ウェル当たり

0.5  106 cell/ 1 ml）にコ・トランスフェクションし、得られた組換えウィルス

に対し限界希釈法でスクリーニングを行い、クローン化した。

（６）昆虫細胞での BmFDLの発現とミクロソーム画分の調製

クローン化した全長 BmFDL発現バキュロウィルス（感染細胞培養上清）を、

1  105 cell/ cm2の BmN細胞（12 ml）にMOI 5.0になるように感染を行った。

感染後 5日目の細胞を 3000 rp, 10分の遠心で集め、1 mlの 5mMイミダゾール

バッファーpH 7.3（250 mMのスクロースを含む）を加え、超音波破砕機

SONIFIER 450（ブランソン）を用い細胞の破砕を行った。その後、4℃条件下

で 10,000 g, 10分の遠心を行い、上清を回収し、110,000 g, 60分の超遠心を

行い、沈殿を回収した。回収した沈殿に 2%のTriton X-100を含む 100 lの 5mM

イミダゾールバッファーpH 7.3（250 mMのスクロース含む）を加え、穏やか

に沈殿を可溶化し、その後タンパク質量を測定し、ミクロソーム画分とした。

（７）カイコ虫体での BmFDLの発現

可溶性 BmFDL発現バキュロウィルスを、5齢 2日目のカイコ幼虫に注射し

（5.0 104 pfu/幼虫）、感染を行った。感染後 6日目に、約 100頭の感染幼虫か

ら体液を回収し、体液の黒化を防ぐために、50 ml当たり 2 mgのフェニルチオ

ウレアを加えた。回収した体液約 50 mlから血球を除くために、4℃条件下で

1,870 g, 15分の遠心を行い、上清を回収した。次に 112,000 g, 60分の遠心を

行い、上清を回収することでウィルスを除去した。回収した体液を、-80℃で凍

結させ、精製に用いるまで保管した。
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（８） 組換え可溶性 BmFDLのカイコ体液からの精製

前項で回収したカイコ体液 40 mlを、160 mlの 150 mMの NaClを含む 100 

mM TrisバッファーpH 8.0（TBS）で希釈した。希釈した体液を、1 mMの EDTA

と 20 mMの 2-メルカプトエタノールを含む TBSで平衡化した Strep-Tactin 

Superflowカラム（IBA社）（20 ml 2.5 cm）にアプライした。平衡化バッファ

ーで、280 nmの吸光度が一定になるまでカラムを洗浄後、200 mlの 2.5 mM

のジスチオビオチンを含む平衡化バッファー を用い、流速 1.0 ml/minにて溶

出を行った。280 nmの吸光度を測定しながら、タンパク質の溶出が見られた溶

出液を回収した。次に溶出された分画 30 mlをMilli-Q水で 10倍に希釈した。

これを 20 mM TrisバッファーpH 8.0で平衡化した HiTrap Q HPカラム（GE

ヘルスケア）（5 ml）に流速 5.0 ml/minでアプライした。カラムを Trisバッフ

ァーpH 8.0で洗浄後、流速はそのままで、NaCl濃度を 0から 1.0 Mに上げる

グラジェント溶出を行い、5.0 mlのタンパク質吸着画分を回収し、精製物とし

た。

精製された BmFDLの確認は、12.5%の SDS-PAGE（ドデシル硫酸ナトリウ

ム-ポリアクリルアミドゲル電気泳動）ゲルによる電気泳動とクマシー染色によ

って行い、分子量は、Precision Pulus Dual molecular weight standards

（BIO-RAD）を標準として計算した。

（９） 2-アミノピリジル（PA）化糖鎖の調製

PA化オリゴ糖鎖として、GN2M3-PA, M3-PA, tri-antennary GlcNAc-PA, 

tetra-antennary GlcNAc-PA, penta-antennary GlcNAc-PAをタカラバイオか

ら、GNAM3-PA, GNBM3-PA, bisecting GlcNAc GN2M3-PAを生化学工業から

購入して用いた（表 2-1）。chitotriose-PA及び chitobiose-PAは、各々

tri-N-acetylchitotriose及び bi-N-acetylchitotrioseを生化学工業から購入し、

Haseの方法（Hase S et al., 1984）に従い PA化した。1.00 gの PAを 0.76 ml

塩酸で溶解しカップリング試薬とし、0.1-100 nmolのオリゴ糖を 40 lのカッ

プリング試薬で溶解した。蒸留水を加え、pHを 6.2に調整後、100℃で 10分加
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熱した。還元剤（NaBH3CN 10 mgを 20 l PA溶液、30 l蒸留水で溶解）を 2 

l 反応液に加え、90℃で 15時間加熱し、全量をゲル濾過して PA化オリゴ糖を

分離した。N-acetylglucosamine-PAはタカラバイオから購入した。

表 2-1. 2-アミノピリジル化糖鎖の構造
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（１０）GlcNAcaseの活性測定

GlcNAcaseの活性測定は合成基質を用いた方法、又は PA化オリゴ糖鎖を用

いた方法で行った。合成基質を用いた方法では、p-nitotophenyl-GlcNAc

（pNP-GlcNAc、生化学工業）を基質として用いた。0.4%の Triton X-100を含

む 20 mMリン酸バッファーpH 6.0の 1 ml反応液中に、1 mMになるように

pNP-GlcNAcと 0.143 gの精製した可溶性 BmFDLを加えた。30℃で一定時間

（0, 0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 6時間）反応後、各々100 lの反応液を取り、等量の200 mM 

Na2CO3を加え、反応を停止させた。反応液中の遊離 p-ニトロフェノール（pNP）

量を 405 nmの吸光度で測定し、酵素反応量とした。

PA化オリゴ糖鎖を用いた活性測定法では、0.4%の Triton X-100を含む 100 

mMクエン酸/リン酸バッファーpH 5.5の 300 l反応液中に、0.2 Mになるよ

うに PA化オリゴ糖鎖（GN2M3-PA）と精製した一定量の可溶性 BmFDLを加

えた。30℃で一定時間（0, 3, 6, 9, 24時間若しくは 0, 16時間）反応後、各々50 

lの反応液を取り、98℃で 3分加熱した後、4℃で 10,000 g, 5分の遠心を行い、

上清を高速液体クロマトグラフィ（HPLC）で解析した。

（１１）HPLC 

前項反応液中の PA化オリゴ糖鎖の分析に関しては、LaChrom Elite HPLC

システム（日立ハイテク）を用いて行った。使用カラムとして、Cosmosil 

5C18-AR-IIカラム（6 mm  250 mm）（ナカライテスク）又は TSKgel Amido-80

カラム（6 mm  250 mm）（東ソー）を用い、PA化糖鎖の検出は、励起波長 310 

nm、検出波長 380 nmの蛍光検出で行った。逆相 HPLC法（RP-HPLC）によ

る解析は、Cosmosil 5C18-AR-IIカラムを用い、0.02%のトリフルオロ酢酸

（TFA）で平衡化したカラムにサンプルをインジェクションした。その後、0.02%

の TFAで 5分間、流速 1.2 ml/minで洗浄後、アセトニトリル濃度を 0%から

4%まで上昇させる 35分間のグラジェント溶出を行い、反応産物を溶出した。

なおマーカーとして、2 pmolのGN2M3-PAとM3-PA、0.5 pmol若しくは1 pmol
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の GNAM3-PAと GNBM3-PAを並行してインジェクションした。一方、順相

HPLC法は、TSKgel Amido-80カラムを用い、80%のアセトニトリルを含む 50 

mMの酢酸/トリエチルアミン溶液 pH7.3で平衡化したカラムにサンプルをイ

ンジェクションした。流速 1.0 ml/minの同じバッファーでカラムを洗浄後、ア

セトニトリル濃度を 80%から 65%まで下降させる 30分のグラジェント溶出を

行い、反応産物を溶出した。なおマーカーとして 2 pmolの PA化オリゴ糖鎖を

並行してインジェクションした。

第2節  結果
（１） カイコからの BmFDL遺伝子の単離

KAIKO BLASTを用いたホモロジーサーチの結果、DmFDLのアミノ酸配列

にホモロジーを有する、3つのアミノ酸配列をコードした部分 DNA配列を見出

した（C428324, C440214, C581745）。その後、DmFDLと最もアミノ酸配列の

ホモロジーが高い C581745に対し、RACE法を用い、C581745配列の 5’ 及び

3’末端の配列を増幅し、全長ORF配列を得た。得られたDNA配列は長さ 1.9 kbp

から成り、633のアミノ酸配列をコードしていた（図 2-1）。アミノ酸配列に対

し、Pfamシステム（http://pfam.xfam.org/）を用いタンパク質のドメイン構造

を推測した所、102-228番目のアミノ酸配列が、 -acetyl hexosaminidase 

Domain likeであること、252-591番目のアミノ酸配列が、Glycosyl hydrolase 

family 20, catalytic domainであることが示された（図 2-2）。また分子量を算

出した所、70,920 Daであった。クローン化された本配列を BmFDLと名付け

（Accession number AB540233）、以降の実験に用いた。

アミノ酸配列の相同性を調べた所、BmFDLは DmFDLとは 42%、SfFDLと

は 78%の相同性が見られた。また、同じカイコの GlcNAcaseとして

BmGlcNAcase1とは 34%、BmGlcNAcase2とは 28%、Kokuhoらによって報

告された BmGlcNAcase2アイソフォーム（Kokuho T et al., 2010）とは 27％

のアミノ酸配列の相同性を示した。なお、SOSUIソフトウェアによる解析では、

推定膜貫通領域は同定されなかった。一方、SignalPソフトウェアを用いた解析
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では、N末端 1-39番目のアミノ酸がシグナルペプチドと推測された（図 2-3）。

図 2-1. BmFDL cDNAの核酸及びアミノ酸配列

図 2-2. BmFDLのドメイン構造
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（２）昆虫細胞での組換え BmFDLの発現

BmFDLのGlcNAcase活性を測定するために、組換え全長BmFDLの発現を、

昆虫培養細胞である BmNを用いて行った。組換えバキュロウィルスを用いて

BmFDLを生産後、発現された BmNからミクロソーム画分を調製し、PA化オ

リゴ糖鎖である GN2M3-PAを用いて GlcNAcaseの活性を測定した。反応には

30 lのミクロソーム画分を用いた。その結果、コントロールの BmNに比べ明

らかに反応産物（ピーク 2）の量が増えており、GlcNAcase活性が上昇してい

ることが示された（図 2-4）。この結果から、発現した BmFDLはミクロソーム

画分に存在することが示され、SOSUIソフトウェアの結果とは異なるものの、

BmFDLは膜に存在する GlcNAcaseである可能性が高いことが示唆された。

図 2-3. SignalP systemを用いた BmFDLの解析

N末端 1-39番目のアミノ酸は推測されたシグナル配列
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図 2-4. HPLCを用いた組換え BmFDLの活性確認

GN2M3-PA基質を 0, 3, 18.5, 26 時間ミクロソーム画分と反応させ、反応産物を

逆相HPLCで解析した。ミクロソームとして Controlは BmNから分画したミクロソームを

BmFDLは組換え BmFDLを発現した BmNから分画したミクロソームを用いた。

溶出ピークの 1, 2は、各々GN2M3-PA（溶出 25.43）と GNAM3-PA（27.28）。
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（３） 精製した BmFDLの酵素活性

BmFDLの性状を調査するために、Strepタグ付きの組換え可溶性 BmFDL

を、バキュロウィルス-カイコの系で生産した。2ステップのカラムクロマトグ

ラフィによる精製の後、SDS-PAGEでシングルバンドを示す、BmFDL精製物

を得た（図 2-5）。分子量はアミノ酸配列から推測される量が 68,236 Daである

のに対し、SDS-PAGE上では 68 kDaと、ほぼ同じ分子量を示した。

精製した BmFDLの GlcNAcase活性を調べるため、まずは合成基質である

pNP-GlcNAcを用いて GlcNAcase活性を測定した。加水分解により遊離した

pNPの量が時間の経過（0-6時間）とともに増加していくことが、吸光度で示

され、精製物に GlcNAcase活性があることが示された（図 2-6）。なお比活性は、

0.32 mol/min mgであった。次に、2本鎖 N-グリカンの非還元末端の GlcNAc

に対する加水分解を調べた。GN2M3-PAを基質として、精製した BmFDLと反

図 2-5. 精製組換え可溶性 BmFDLの SDS-PAGE 

 左のレーンはサイズマーカー。右のレーンは組換え BmFDLの精製結果。

矢印は BmFDLを示す。
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応後、逆相カラムを用いた HPLCで解析した所、GN2M3-PAから GNAM3-PA

への加水分解は確認でき、かつ GNAM3-PAのピークの割合は時間の経過とと

もに大きくなった（3時間 45％、6時間 73%、9時間 86%、23時間 100%、比

活性 1.05 nmol/min mg）ものの、GN2M3-PAから GNBM3-PAへの加水分解

は見られなかった（図 2-7）。この結果から、BmFDLは、BmGlcNAcase1や

BmGlcNAcase2の基質特異性（Okada T et al., 2007, 図 2-8）と異なり、2本

鎖N-グリカンの -1,3結合マンノース側の -1,2結合した GlcNAcを特異的に分

解し、 -1,3結合マンノース側の -1,2結合 GlcNAcには作用しないことが示さ

れた。

図 2-6. BmFDLの酵素活性反応曲線

pNP-GlcNAcを基質として、143 ngの BmFDLの酵素反応を測定した。
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図 2-7. HPLCを用いた精製組換え BmFDLの活性確認

GN2M3-PA基質を 0, 3, 6, 9, 26 時間、1 lの 143 ng 精製 BmFDL と反応させ、反

応産物を逆相HPLCで解析した。Markerの 1, 2, 3, 4の数字は、各々GN2M3-PA, 

GNAM3-PA,GNBM3-PA, M3-PAに相当する。

図 2-8. カイコ GlcNAcaseの基質特異性
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（４） BmFDLの基質特異性

BmFDLの基質特異性を知るために、非還元末端に -1,2結合 GlcNAcを有す

る幾つかの N-グリカン糖鎖基質を用いて、GlcNAc切断の可否を調べた。実験

の方法としては、糖鎖基質と精製 BmFDLを、2本鎖の N-グリカンから GlcNAc

を完全に切断できる 16時間の反応後、反応産物を逆相カラムを用いた HPLC

で解析することで行った。実験の結果、BmFDLは 2本鎖の N-グリカン（表 2-1, 

GN2M3）の末端 GlcNAcを切断することが示されたが（図 2-9 A）、3本鎖（表

2-1, tri-antennary GlcNAc）（図 2-9B）や 4本鎖（表 2-1, tetra-antennary 

GlcNAc）（図 2-9C）や 5本鎖（表 2-1, bisecting GlcNAc penta-antennary 

GlcNAc）（図 2-9D 5本鎖糖鎖）では GlcNAcの切断は見られなかった。また、

バイセクティング GlcNAc（表 2-1, bisecting GlcNAc GN2M3）の存在は、末端

GlcNAcの切断を阻害することも示された（図 2-9D）。
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図 2-9 種々の N-グリカンに対する BmFDLの基質特異性

PAオリゴ糖鎖（表 2－1）各々を 16時間、143 ngの精製 BmFDLと反応させ、反応産

物を逆相 HPLCで解析した。Markerの 1, 2, 3, 4の数字は、各々GN2M3-PA, 

GNAM3-PA,GNBM3-PA, M3-PAに相当する。
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一方、キトオリゴ糖鎖を基質として、これまでカイコで報告されてきたキチナ

ーゼのように、 -1,4結合 GlcNAcを切断する活性が BmFDLに存在するか調べ

た。キトトリオース-PA糖鎖基質（表 2-1, chitotriose）と精製 BmFDLを 16

時間反応後、反応産物を順相 HPLCで解析した。その結果、キトトリオース-PA

の加水分解は見られず（図 2-10）、BmFDLには -1,4結合の GlcNAcを切断す

るキチナーゼ様の活性が存在しないことが示された。これらの結果から、

BmFDLは、 -1,2結合の GlcNAc は切断できるが、 -1,4結合の GlcNAc は切

断できないこと、2本鎖 N-グリカンは切断できるが、3本鎖、4本鎖と糖鎖の本

数が増えると、 -1,2結合の GlcNAcでも切断できなくなること、バイセクティ

ング GlcNAcの存在で、末端 GlcNAcが切断できなくなることが分かり、基質

特異性が高い GlcNAcaseであることが判明した。

図 2-10. キトトリオース PAを基質とした BmFDLの基質特異性

143 ngの BmFDLをキトトリオース PA と一定時間反応後、順相 HPLCで解析した。

マーカーとして Chitotriose-PA、 Chitobiose-PA と GlcNAc-PAを各々流した。
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第3節  考察
これまでカイコにおいて、N-グリカンの GlcNAcを切断する GlcNAcaseとし

て、BmGlcNAcase1や BmGlcNAcase2が報告されていたが（Okada T et al., 

2007）、FDLに相同な GlcNAcaseの存在は明らかになっていなかった。そこで

本章では、カイコから BmFDLを単離し、その基質特異性を調べ、本酵素が

BmGlcNAcase1や BmGlcNAcase2の基質特異性と異なり、2本鎖 N-グリカン

の -1,3マンノース側の -1,2結合の GlcNAcのみを切断することを示した。こ

れは本研究と同時期に、Geislerらにより独自に研究されたカイコ FDLの基質

特異性と同様の結果であった（Geisler C et al. 2010）。

今回 BmFDLが示した、2本鎖 N-グリカンの -1,3マンノース側の -1,2結合

の GlcNAcのみを切断する活性は、DmFDLと同様の基質特異性であった。D. 

melanogasterでは、変異体の糖鎖構造の解析の結果から、DmFDLが N-グリ

カンのプロセッシングに関与していることが報告されている（Leonard R et al., 

2006）。また、Altmannらによって報告された（Altmann F et al., 1995）、カ

イコ培養細胞のミクロソーム画分に見られる GlcNAcase活性の基質特異性は、

BmFDLと同じであり、BmGlcNAcase1やBmGlcNAcase2とは異なっていた。

ミクロソーム画分には N-グリカンのプロセッシングの場であるゴルジ体が含ま

れており、このことから、カイコ培養細胞ゴルジ体に存在する GlcNAcaseは

BmFDLであることが推測され、BmFDLがN-グリカンのプロセッシングに関

与していることが示唆された。これらのことから、BmFDLは DmFDLと、た

だ単にアミノ酸配列の相同性があるだけではなく、機能的にも類似した働きを

しているのではないかと考える。今回、カイコにおいても FDLが存在すること

が分かったことで、D. melanogasterや S. frugiperdaと同様に、昆虫培養細胞

のミクロソーム画分と同じ基質特異性を有する、N-グリカンのプロセッシング

に関与している可能性が高い GlcNAcaseが同定されたと考える。

BmGlcNAcase1や BmGlcNAcase2と今回同定された BmFDLの関係である

が、どの酵素も N-グリカンの非還元末端の GlcNAcを切断する活性を有してお

り、今回の実験からは、どのような生理的機能を果たしているかは分からない。
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他の昆虫においては、T. castaneumでは 3種類の GlcNAcaseと 1種類の FDL

が、異なる組織、異なる時期に異なるパターンで発現していることが示されて

いる（Hogenkamp DG et al., 2008）。カイコにおいても同様に、BmFDLを含

む複数の GlcNAcaseが異なる組織や異なる状況下で、各々異なる役割を果たし

ている可能性が考えられる。
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第3章 カイコ GlcNAcaseの局在

前章の実験で、私はカイコにおける新規GlcNAcaseとしてBmFDLを見出し、

クローニングを実施し、その基質特性を調べた。カイコにおいては、これまで

BmGlcNAcsae1やBmGlcNAcase2が膜結合性GlcNAcaseとして報告されてお

り（Okada T et al., 2007）、複数の GlcNAcaseがカイコの N-グリカンプロセッ

シングに関与している可能性が考え得る。カイコ培養細胞のミクロソーム画分

の GlcNAcase活性は BmFDLと基質特性が同じ特長を示すことから（Altmann 

F et al., 1995）、カイコにおいても BmFDLが N-グリカンのプロセッシングに

関わる可能性が示唆されるが、他のGlcNAcaseの関わりも含め、明確ではない。

そこで、本章においては、特にバキュロウィルス-カイコの系で組換えタンパク

質生産に良く用いられるカイコ 5齢（終齢）幼虫後期の、各々の GlcNAcaseの

N-グリカンのプロセッシングにおける役割を推測するために、GlcNAcaseの合

成部位と局在に関して調べた。

第1節  材料と方法
（１） 材料

カイコ系統として、遺伝子組換えカイコに用いられる系統である w1pnd系統

（農業生物資源研究所）及びバキュロウィルス発現系に用いられる春嶺鐘月（上

田蚕種）を使用した。カイコ幼虫は人工飼料（シスメックス、日本農産工）を

用いて、25℃温度条件下で飼育した。カイコ組織（脂肪体、絹糸腺、血球等）

は、5頭の 5齢の幼虫から、外科的手法にて摘出し、使用した。また、カイコ由

来の培養細胞として BmN（理化学研究所）を使用した。培養には 10%の FBS

入りの昆虫細胞培養用培地である TC-100（アプリケム）を用い、27℃条件下で

培養を行った。

（２） BmN細胞からのミクロソーム画分の調製

BmN細胞（1.92  107）を 3000 rp, 10分の遠心で集め、1 mlの 5mMイミ
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ダゾールバッファーpH 7.3（250 mMのスクロースを含む）を加え、超音波破

砕機 SONIFIER 450（ブランソン）を用い細胞の破砕を行った。その後、4℃条

件下で 10,000 g, 10分の遠心を行い、上清を回収し、110,000 g, 60分の超遠

心を行い、沈殿を回収した。回収した沈殿に 2%の Triton X-100を含む 100 l

の 5mMイミダゾールバッファーpH 7.3（250 mMのスクロース含む）を加え、

穏やかに沈殿を可溶化し、再度 110,000 g, 60分の超遠心を行い、上清を回収

した。その後タンパク質量を測定し、ミクロソーム画分とした。

（３） リアルタイム PCR 解析

カイコ組織からのトータル RNAの抽出には、Isogen-LS試薬（ニッポンジー

ン）を用いた。組織試料 100 lに、Isogen-LS750 lと、Milli-Q水 150 lを

加えて、良く撹拌した。その後、試薬添付の使用説明書に従い Total RNAを抽

出した。抽出した RNAを 42 lの DWで溶解した。次に、RNAサンプルに 3 l

の Cloned DnaseⅠ（2 U/ l）（タカラバイオ）及び 5 lの添付 10×Bufferを加

え、37℃で 30分反応させた。その後、フェノール・クロロホルム処理、イソプ

ロパノール沈殿をおこない、乾燥後の RNAを 50 lのMilli-Q水で溶解した。

トータル RNAを鋳型とした cDNAの合成には、iScript cDNA Synthesis キッ

ト（BIO-RAD）を用い、添付のプロトコールに従い実施した。定量 PCRは iQ 

SYBR Green Supermix（BIO-RAD）を用い、Cromo4リアルタイム PCR検出

システム（BIO-RAD）にて行った。各々のプライマー配列として、BmFDLは

5’- CCGCTGCTGCTGTACTCTAC-3’ と 5’-CGACGCTTGATACCTCTCGC-3’、

BmGlcNAcase1は 5’-CAGGTACCAATTGGAACACTGACGAACAATACA-3’

と 5’-GAGATATCTCAAAGACATTTGCTGTCGTGCTG-3’、BmGlcNAcase2は

5’-CCGTTACCCTCACAGAGGAC-3’と 5’-CTCGTGATAGGCTCCCAGAC-3’ 、

BmRP49は 5’-GCAGGCGGTTCAAGGGTCAA-3’と

5’-ACCATGAGCGATCTCTGCGC-3’ を用いた。

反応条件として、

1. 95℃, 3 min 
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2. 95℃, 15 sec 

3. 66℃,  45 sec 

4. SYBR Greenの蛍光測定

5. 2-4, 50回サイクル

を用いた。サンプル及びスタンダードの増幅曲線がスレッシュホールドライン

（デフォルト設定）と交差するサイクルをスレッシュホールドサイクル（CT値）

として求め、標準曲線を描いた。サンプルの RNA量は、内部標準であるカイコ

リボソームプロテイン（rp49）の転写量に対する相対比で求めた。

（４） GlcNAcase抗体の作製

BmFDLの活性中和抗体である組換えモノクローナル Fab抗体は、ジーンフ

ロンティア社のファージディスプレイシステムを用いて委託作製した。スクリ

ーニングには精製した BmFDLを用い、交差性を有する 250のクローンが獲得

された。その内 20クローンのシークエンスを確認し、配列が異なる 5クローン

が組換え抗体として選抜され、提供された。活性中和抗体を取得するために、5

クローンの組換え抗体 1.79 gに 35.8 ngの精製 BmFDLを加え（液量 49 l）、

30℃で 1時間インキュベートした。これに 2本鎖糖鎖である GN2M3-PAを 1 l

（10 pmol）加え、30℃で 3時間インキュベートした。その後、全量を逆相 HPLC

で解析した。方法としては、Cosmosil 5C18-AR-IIカラムを用い、0.02%のトリ

フルオロ酢酸（TFA）で平衡化したカラムにサンプルをインジェクションし、

0.02%の TFAで 5分間、流速 1.2 ml/minで洗浄後、アセトニトリル濃度を 0%

から 4%まで上昇させる 35分間のグラジェント溶出を行った。その結果、反応

産物である GNAM3-PAが見られない試験区で用いた組換え抗体を、BmFDL

活性中和抗体とした。一方、 通常の抗 BmFDLマウスモノクローナル抗体は、

一般的な方法（Harlow E et al., 1988）を用いて作製した。精製可溶性 BmFDL

（20 gもしくは 50 g）を抗原として、マウスへの免疫に用いた。マウスへ 2

回免疫後、抗体価が上がっていることをウェスタンブロッティングで確認し、

最終免疫を行った。細胞融合後、細胞を 10枚の 96穴プレートにまき、ハイブ
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リドーマの存在の有無を確認した。その後、ELISA法を用いスクリーニングを

行い、BmFDLに対して O.D.が 1.0以上、ネガティブコントロール（市販のサ

イトカイン混合物）に対して O.D.が 0.05以下のものを選抜した。さらに、これ

らのクローンの培養上清を用いウェスタンブロットを行い、泳動した 5 ngの

BmFDLのバンドが確認できたクローンを選抜した。実験に用いた抗体は、ハ

イブリドーマの培養上清から、プロテイン Aセファロースを用いて精製した。

抗 BmGlcNAcase1ウサギ抗体と抗 BmGlcNAcase2ウサギ抗体は、ホクドー

社に、精製組換え BmGlcNAcase1と BmGlcNAcase2のウサギへの免疫を依頼

して作製した。

（５） ウェスタンブロット解析

SDS-PAGEは Laemmliの方法に基づき（Laemmli UK, 1970）、10~20%の

グラジェントゲル（アトー）を用いて行った。ゲルの染色は Coomassie Brilliant 

Blue R-250染色にて行い、分子量の確認は、Magic Mark XP（インビトロジェ

ン）あるいは Precision Plus Protein Standard（BIO-RAD）分子量マーカーを

用いて行った。

抗 BmFDL抗体の検出には、西洋わさびペルオキシダーゼ（HRP）でラベル

した抗マウス IgG抗体を二次抗体として用い、ECL検出システム（GEヘルス

ケア）による発光シグナルを、X線フィルムを用いて検出することで行った。

抗 BmGlcNAcase1及び抗 BmGlcNAcase2ポリクローナル抗体の検出には、

HRPでラベルした抗ウサギ IgG抗体を二次抗体として用い、ECL検出システ

ムを用いて行った。

（４）抗 BmFDL抗体を使用した GlcNAcase活性の抑制

BmFDL抗体を用いて BmFDLの活性の抑制を行った。0.4%の Triton X-100

を含む 0.1 Mのクエン酸リン酸バッファー pH5.5に、抗 BmFDL抗体（1.8 g）

と精製した BmFDL（36 ng）、若しくは抗体（1.4 g若しくは 14 g）とカイコ

培養細胞である BmNのミクロソーム画分（タンパク質量 22 g）を加え、総量
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を 49 lとした。30℃で 1時間反応後、1 lの PA化オリゴ糖基質である 10 M 

GN2M3-PAを溶液に加え、30℃で 16時間反応させた。反応後の溶液を、3分

間煮沸後、10,000 g, 5分の遠心を 4℃条件下で行い、上清を反応産物として回

収した。その後、逆相カラムを用いた HPLCにより、反応産物の解析を行った。

方法としては、LaChrom Elite HPLCシステム（日立ハイテク）を使用し、

分析カラムとして、Cosmosil 5C18-AR-IIカラム（6 mm  250 mm）（ナカラ

イテスク）用いた。PA化糖鎖の検出は、励起波長 310 nm、検出波長 380 nm

の蛍光検出で行った。0.02%のトリフルオロ酢酸（TFA）で平衡化したカラムに

サンプルをインジェクションし、その後、0.02%のTFAで5分間、流速1.2 ml/min

で洗浄後、アセトニトリル濃度を 0%から 4%まで上昇させる 35分間のグラジェ

ント溶出を行い、反応産物の溶出と検出を行った。

第2節  結果
（１） カイコ GlcNAcaseの局在

BmGlcNAcase1、BmGlcNAcase2及び BmFDLの局在に関する情報を得るた

めに、リアルタイム PCR及びウェスタンブロットによる解析を行った。RNA

をカイコ 5齢幼虫 6日目の絹糸腺、血球、脂肪体から抽出し、GlcNAcase各々

の転写量を、逆転写定量 PCR法により求めた。その結果、BmGlcNAcase1は

絹糸腺で最も転写量が多かった。それに対し、BmGlcNAcase2は脂肪体での転

写量が多く、BmFDLは血球、脂肪体で転写が見られ、特に顕著に発現してい

る組織はなかった（表 3-1）。
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一方、GlcNAcaseタンパク質の局在を、各組織から抽出した一定量のタンパ

ク質を泳動し、ウェスタンブロット法を用いて調べた。実験の結果、

BmGlcNAcase1は絹糸腺で最も多く存在し、BmGlcNAcase2は主として体液中

に存在していた。それに対し、BmFDLは脂肪体で主に検出された（図 3-1）。

表 2-1. 3種類のカイコ GlcNACaseの転写量の測定

3つの組織における各々の転写量を測定した。値は rp49に対する相対値（%）

で表した。N.D.は検出限界以下。±の値は標準偏差。5頭のカイコから摘出した

組織を元に合成した cDNAに対し、2回測定を繰り返した。
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（２） 抗 BmFDL活性中和抗体を使用した GlcNAcase活性の抑制

抗 BmFDL抗体を用いて、細胞中に存在する GlcNAcase活性の阻害試験を試

みた。抗 BmFDL Fab抗体が存在しない状態では、精製した BmFDLは、

GN2M3-PA糖鎖基質を GNAM3-PA糖鎖基質に加水分解する活性を示す。そこ

で、5種類作製した抗 BmFDL Fab抗体の各々の抗体株を、まず精製 BmFDL

と反応させた後に、GN2M3-PA糖鎖基質と反応させた。その結果、クローン

No. 31株抗体では、反応産物の GNAM3-PAのピークは見られず、完全に

BmFDLの活性を阻害することが分かった（図 3-2）。クローン No. 23株抗

図 3-1. ウェスタンブロット解析による GlcNAcaseの局在

（A）CBB染色。（B）-（D）ウェスタンブロット、（B）BmFDL抗体、（C）BmGlcNAcase2抗

体、（D）BmGlcNAcase1抗体を各々使用。レーン 1-5は 5 g、レーン 6-8は 5 ngのタン

パク質をアプライした。矢印は各々の GlcNAcaseのバンド、矢印以外のバンドは非特異

的吸着と推定された。 
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BmFDL組換え Fab抗体でも同程度の阻害効果が見られたが、抗体クローンNo. 

25株、No. 26株、BmGlcNAcase2組換え Fab抗体の No. 70株では、BmFDL

活性の阻害効果は見られなかった。次に、阻害効果を示したクローン No. 31株

抗体を用いて、カイコの培養細胞である BmNのミクロソーム画分に見られる

GlcNAcase活性を阻害するかどうか調べたところ、精製 BmFDLの時と同様に、

ミクロソーム画分の GlcNAcase活性を阻害することが示された（図 3-3）。この

ことから、カイコ BmN培養細胞のミクロソーム画分に存在する GlcNAcaseは

BmFDLであることが判明した。
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図 3-2. 抗 BmFDL抗体を用いた BmFDLの阻害

BmFDL（36 ng）を抗 BmFDL組換え抗体（1.8  g）と 25℃で 1時間反応させた。

その後、10 pmolのGN2M3-PA基質を反応液に加え、16時間反応させ、逆相HPLCで

解析した。（A）酵素と抗体を含まないネガティブコントロール。（B ）抗体を含まない

コントロール。（C）-（G）抗体各株（ No.23, No.25, No.26, No.31, No.33)との反応

サンプル。（H）抗 BmGlcNAcase2抗体（No. 70株）を用いた反応サンプル。

（I）マーカー。1, 2, 3, 4の数字は、各々GN2M3-PA, GNAM3-PA, 

GNBM3-PA, M3-PAに相当する。
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第3節  考察
カイコに複数の膜結合型 GlcNAcaseが存在しており、これらが N-グリカン

のプロセッシングに関与している可能性があることは前章で述べたが、その機

図 3-3. 抗 BmFDL抗体を用いた BmN培養細胞ミクロソーム画分 GlcNAcase活性の

阻害

 ミクロソーム抽出物（22 g タンパク質）を抗 BmFDL組換え抗体（1.8  g）と 25℃で

1時間反応させた。その後、10 pmolの GN2M3-PA基質を反応液に加え、16時間反応

させ、逆相HPLCで解析した。（A）酵素と抗体を含まないネガティブコントロール。（B ）抗

体を含まないコントロール。（C）抗 BmFDL中和抗体（N0. 31株、1.4  g）との反応サン

プル。（D）抗 BmFDL中和抗体（N0. 31株、14  g）との反応サンプル。（E）抗

BmGlcNAcase2抗体との反応サンプル。（F）マーカー。1, 2, 3, 4の数字は、各々

GN2M3-PA, GNAM3-PA,GNBM3-PA, M3-PAに相当する。
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能は明らかになっていない。本章においては、これら GlcNAcaseの局在を、RNA

の転写レベル及びタンパク質レベルで調べた。

RNAの転写レベルに関しては、BmGlcNAcae1は絹糸腺での転写量が、脂肪

体や血球に比べ大きく、絹糸腺で主に発現していることを示唆する結果であっ

た。一方、BmGlcNAcase2は BmGlcNAcase1に比べ顕著ではないものの、脂

肪体で転写量が多く、脂肪体での発現が示唆された。また、BmFDLは顕著な

組織特異的な傾向は見られなかった。このように、転写量に関しては、

BmGlcNAcae1以外、顕著な結果ではなかった。なお、本研究と前後し、リア

ルタイム PCR法を用いて、カイコ各 GlcNAcseの転写量を調査した研究が報告

された（Zhai YF et al., in press）。そこでは、BmGlcNAcse1の転写量は表皮で

最も多く、絹糸腺での転写量は少なく、本研究と異なる結果が得られている。

また、BmGlcNAcase2は卵巣、BmFDLは精巣で転写量が多かった。本研究に

おいては、バキュロウィルスでの組換え組換えタンパク質の発現を念頭に、脂

肪体での GlcNAcase転写量を中心として調べたため、生殖器官等の転写量に関

しては不明である。また、組織の採取時期が組換えタンパク質の発現時期であ

る 5齢 6日目と、Zhaiらの報告（3日目）（Zhai YF et al., in press）に比べ遅

い時期に行っているので、BmGlcNAcase1は成長に伴う変動が大きい可能性が

ある。

次に GlcNAcaseタンパク質の存在をウェスタンブロットで調べたところ、

BmFDLは脂肪体に多く存在していて、絹糸腺にはほとんど存在しなかった。

BmGlcNAcase2は多くは体液中に存在しており、BmGlcNAcase1は絹糸腺に多

く存在していた。リアルタイムPCR法とウェスタンブロット法による解析から、

BmGlcNAcae1は絹糸腺で多く生産され、そこに存在する GlcNAcaseである可

能性が示唆された。一方、体液中に多く存在する BmGlcNAcase2は、脂肪体で

の転写が検出され、逆にウェスタンブロットの結果では検出されなかったこと

から、脂肪体で合成され体液中に分泌されるのではないかと思われる。BmFDL

は必ずしも脂肪体特異的に転写されている訳ではないが、脂肪体に多く存在し

ているようである。
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 脂肪体は、カイコにおいて中間代謝の面で重要な器官であり、それ故にバキ

ュロウィルスによるタンパク質発現における主要器官の 1つである（Watanabe 

H, 1967）。従って、バキュロウィルスにより脂肪体で発現された糖タンパク質

の糖鎖は、脂肪体に存在する BmFDLによって N-グリカンの GlcNAcが切断さ

れ、2つの GlcNAcに 3個以下のマンノースが付加した少マンノース型糖鎖（図

1-1B）になり、かつ、多くの発現タンパク質が脂肪体で合成されることから、

バキュロウィルスで発現した糖タンパク質の糖鎖が、少マンノース型糖鎖主体

になるものと思われる。反対に、BmFDLが検出されなかった絹糸腺において、

トランスジェニックカイコ発現系を用いて、この器官特異的に組換えタンパク

質の発現を行った場合、糖タンパク質の糖鎖に GlcNAcが切断されていない糖

鎖が存在することは（Iizuka M et al., 2009）、絹糸腺で発現した糖タンパク質

の糖鎖の非還元末端 GlcNAcは、BmFDLが存在しないため、切断を免れてい

ることが推測され、逆に言えば、BmFDLが存在している組織では、発現タン

パク質の N-グリカンの GlcNAcの切断が起きることが予想される。一方、絹糸

腺には BmGlcNAcase1が多く存在するが、この GlcNAcaseが GlcNAcの切断

に関与しているかどうかは、前述したように、絹糸腺特異的に発現した糖タン

パク質の糖鎖に GlcNAc付加が見られることから、不明である。また、分泌タ

ンパク質や膜タンパク質のほとんどが、糖タンパク質であり、これらの糖タン

パク質はカイコ体内において体液中、若しくは体液と接して存在することから、

体液中に多く存在しているBmGlcNAcase2もGlcNAcの切断に関与している可

能性が高いと思われる。

一方、視点を変え、抗 BmFDL抗体の活性阻害効果を利用して、BmFDLの

機能を推測した。GlcNAcの切断は、主としてゴルジ体で行われることが予想さ

れ、またカイコ培養細胞である BmNにおいても、ゴルジ体を含むミクロソーム

画分には GlcNAcase活性が存在する（Altmann F et al., 1995）。私は、BmFDL

に対するモノクローナル抗体を作製する過程において、BmFDLの GlcNAcase

活性を阻害する抗体株を見出した。この BmFDL活性阻害抗体とカイコ培養細

胞である BmNから抽出したミクロソーム画分を反応させると、GlcNAcase活
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性が完全に阻害された。このことは、ミクロソーム画分に存在する GlcNAcase

活性は、BmFDLによるものであることを示す。

これらの情報から考えると、カイコにおいても D. melanogasterと同様に、

糖鎖からの GlcNAc切断にはまず FDLが関与しており、その活性が強い脂肪体

で多く合成されるバキュロウィルス発現タンパク質は、タンパク質の翻訳後修

飾時に GlcNAcが切断され、また例え GlcNAcが切断されない糖鎖が存在した

としても、体液に分泌後、BmGlcNAcase2によりさらに GlcNAcが切断され、

少マンノース型糖鎖を主とした糖鎖構造を取ることになるのではないかと考え

られる。従って、N-グリカンの GlcNAc切断を抑制するには、まずは翻訳後修

飾時に BmFDLによる切断を抑制すること、加えて、体液中に分泌後の

BmGlcNAcase2による切断を抑制することが必要ではないかと予想された。
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第4章  カイコ GlcNAcase抑制法の検討

 前章においては、カイコの 3種類の GlcNAcaseに対し、その局在組織を同定

し、バキュロウィルスで発現した糖タンパク質の N-グリカンの GlcNAcがどの

ように切断されるか考察を行った。加えて、糖鎖を昆虫型からヒト型に改変を

進めるためには、どの GlcNAcaseの抑制が効果的か、考察を行った。これまで

糖鎖を改変する方法として、昆虫細胞において GlcNAcase阻害剤の使用や

（Watanabe S et al., 2002）、dsRNAを用いた RNAiによる GlcNAcaseの阻害

（Nagata Y et al., 2013）、ガラクトース転移酵素の導入が報告されている（竹

田, 2006; Iizuka M et al., 2009）。しかしながら、バキュロウィルス-カイコ組換

えタンパク質発現系において、N-グリカンの糖鎖構造を改変する試みはまだほ

とんどない。そこで私は、バキュロウィルス-カイコ発現系で発現した糖タンパ

ク質の糖鎖を、昆虫型からヒト型に改変するための第 1歩として、カイコにお

いて阻害剤使用による体液 BmGlcNAcase2の阻害を行うと共に、BmFDLの発

現を抑制する遺伝子組換え（TG）カイコを行い、発現糖タンパク質の N-グリカ

ンの糖鎖構造に及ぼす影響を調べた。

第1節 材料と方法
（１） 材料

BmFDLの368番目の塩基から859番目の塩基配列をRNAiに用いた。dsRNA

配列作製用 PCRプライマーとして、以下の配列を合成し（ベックス）、使用し

た。

センス鎖

P1 5’-GAAACGGACCGGTGAACGGATCCGGCGACCC-3’

P2 5’-GAGCTAGCGCCAGTGGAACGTGTTTAGTTTGTTCG-3’ 

アンチセンス鎖

P3 5’-GGACTAGTCCTTAAAGTTATAGCGTCACCATCACG-3’ 

P4 5’-GAAGGCCTACATGGCCGCCAGTGGAACGTGTTTAG-3’ 
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コロニーPCR用プライマーとしては、以下の配列を使用した。

P5 5’-GAGCTAGCGCCAGTGGAACGTGTTTAGTTTGTTCG-3’ 

P6 5’-CTCACCTGTTGGCCCGGACCG-3’ 

P7 5’-GAAGGCCTACATGGCCGCCAGTGGAACGTGTTTAG-3’ 

P8 5’- GAATGACTTTGTTCTGTTTCAGAGAGAAG-3’ 

KMOシークエンス用プライマーとしては、以下の配列を使用した。

KMOseq1   5’ – GCGAATTTAGAGAATGGAAC -3’ 

KMOseq2   5’ – CTCTTCGCCAAAAATAATGC -3’ 

KMOseq3   5’ –TCACTTTTGTTCCTTGGTAC -3’ 

KMOseq4   5’ –TTATAAACGTAGAACGCTCC -3’ 

KMOseq5   5’ –TCTTCTCGATATTCGTACAG -3’ 

KMOseq6   5’ –TCCCATACACTCAATGTATC -3’ 

KMOseq7   5’ –AAAGAATAGACCGAGATAGG-3 

TGカイコ作製のベクターとして、以下の農業生物資源研究所において構築され

たものを使用した。

pBac-UAS.A3i.SV-3xP3.GFP （図 4-1）

 カイコゲノムに挿入される piggyBac配列（レフトアームとライトアーム）の

間に、UAS配列と A3イントロン配列、SV40の polyA配列を挿入したベクタ

ー。本研究での RNAi配列をカイコに導入するために用いた。

pBacUAS-AKS2 （Kobayashi I et al., 2007）

 アクチンプロモーターの下流にカイコ体色マーカーである KMO遺伝子を挿

入した TGカイコ作製用ベクター。KMO遺伝子の鋳型として用いた。

pHA3PIG (Tamura et al., 2000) 

 トランスポザーゼを発現するベクター。カイコ卵にインジェクションした。

pGENe-pigORF-p(A)90 

 トランスポザーゼmRNAを合成するための鋳型として用いた。



46 

（２） BmFDL RNAi TGカイコ作成ベクターの構築

TGカイコ作製ベクターpBac-UAS.A3i.SV-3xP3.GFPのアクチン 3イントロ

ン（A3i）の上流と下流に、各々BmFDLのセンス鎖及びアンチセンス鎖を組込

み、RNAiを引き起こすヘアピン RNAを転写する構造を構築した。

BmFDL配列を挿入したベクター（第 2章で作製）を鋳型に、上記プライマ

ー(P1と P2、P3と P4)を用い PCRを行い、センス鎖とアンチセンス鎖を合成

した。センス鎖及びベクター（pBac-UAS.A3i.SV-3xP3.GFP）に対し制限酵素

処理（CpoI, NheI）を行い、ベクターに対しては引き続き脱リン酸化処理も行

った。次に、制限消化したベクターとセンス鎖のライゲーション（TAKARA 

Ligation kit）を行い、E. coli DH5 をトランスフォーメーションした。得られ

図 4-1. pBac-UAS. A3i. SV-3xP3. GFPベクターのコンストラクト
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たコロニーに対し、コロニーPCRを行い(P5と P6使用)、センス鎖の挿入が予

想されるコロニーをスクリーニングした。続いて、得られたプラスミドとアン

チセンス鎖に対し、制限酵素処理（SfiI, SpeI）を行い、ベクターに対しては引

き続き脱リン酸化処理も行った。以降、センス鎖の時と同様に、制限酵素処理

したベクターとアンチセンス鎖のライゲーションを行い、E. coli DH5 をトラン

スフォーメーションした。コロニーPCRを行い(P7と P8使用)、コロニーのス

クリーニングを行った。その後、スクリーニングで得られたプラスミドベクタ

ーを EcoRIで切断し、末端を平滑化した。

pBacUAS-AKS2をNheIで切断した後、アガロース電気泳動を行い、A3-KMO

（アクチン 3プロモーター及びキヌレニン酸化酵素、TGカイコ選抜マーカー）

の配列に相当する長さの DNA断片をゲル抽出し、末端を平滑化した。得られた

DNA断片を前段落で構築したプラスミドベクターとライゲーションし、その後、

トランスフォーメーションした。プラスミドを調製し、プライマーKMOseq1～

KMOseq7を用いて挿入した A3-KMOの部分のシークエンスを行った。シーク

エンスの正しかったクローンについて、HiSpeed Plasmid Midi Kit (QIAGEN)

を用いベクターを精製し、インジェクション用のバッファー（0.5 mM リン酸

バッファー pH7.0, 5 mM KCl）に溶解し、以降の実験に用いた。

（３） piggyBacトランスホザーゼmRNAの合成

pGEMe-pigORF-p(A)90ベクターを NotIで切断した後、QIAquick PCR 

Purification Kit（QIAGEN）を用いて精製した。精製した DNAを鋳型として、

mMESSAGE mMACHINE Kit（Ambion）を使用して RNAを合成した。方法

はキット添付のマニュアルに従った。塩化リチウム沈殿後、インジェクション

用のバッファー（0.5 mM リン酸バッファー pH7.0, 5 mM KCl）に溶解した。

（４） BmFDL RNAi TGカイコの作出

TGカイコの作出は Kandaらの方法に従った（Kanda T et al., 1991）。w1pnd

系統の雄蛾と雌蛾を交尾させ（交尾後試験当日まで 5℃で保存）、産卵当日の発
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生初期の卵を用いた。卵へインジェクションする溶液として、（2）で構築した

ベクター（終濃度 400 ng/ l）と pHA3PIGベクター（終濃度 200 ng/ l）と（3）

で合成した piggyBacトランスポザーゼmRNA（終濃度 200 ng/ l）を混合し調

製した。このインジェクション溶液を、マイクロマニピュレーター（駿河精機）

とマイクロインジェクター（ナリシゲ）を用いてカイコ卵にインジェクション

した。遺伝子挿入個体のスクリーニングは KMO（キヌレニン酸化酵素）遺伝子

による体色の変化で行った（Kobayashi I et al., 2007）。体色が赤色に変化した

幼虫を選別飼育し、同系交配を行い、UAS-BmFDL dsRNA系統を樹立した。

2本鎖 RNAの発現には、GAL4/UASのシステム（Imamura M et al., 2003）

を用いて行った。A3-GAL4 TGカイコ系統は、以前シスメックス社において作

出された系統を用いた。A3-GAL4 TG系統と UAS-BmFDL dsRNA系統を同時

期に飼育し、各々の系統の蛾を交配させ、次世代の交雑種の卵を得た。A3-GAL4

系統は卵の赤色蛍光を確認することでスクリーニングを行い、A3-GAL4配列が

挿入されている卵を選別した。卵の孵化後、今度は体表が赤色な幼虫を選別し、

BmFDL dsRNA配列が挿入されている個体を得た。GAL4及び BmFDL sdRNA

両方の配列が挿入されている個体は、A3（アクチン 3）プロモーターにより常

時全身で転写因子である GALが発現され、発現した GAL4により、UAS下流

のBmFDLヘアピンRNA配列の転写が誘導される。このようなBmFDL  RNAi 

TGカイコを飼育し、以下の実験に用いた。

（５） カイコ脂肪体からのミクロソーム画分の抽出

5齢末期のBmFDL RNAi TGカイコ及びコントロールカイコ 5～10頭から摘

出した脂肪体に、5mM イミダゾ－ル-HCl pH7.3（250mM スクロースを含む）

を 1ml加え、ペレットホモジェナイザーを用いて、組織をすり潰した。その後、

超音波破砕装置（Branson Advanced Digital Sonifier Model 250DA）を用い、

超音波処理（強度 20％, 20秒）により、完全に細胞を破砕した。細胞破砕液

を 100 l取り、RNA抽出用の試料とした。残りの破砕液に対し、微量高速遠心

機を用い、7,000 gで 10分遠心をおこない、上清を回収した。次に 49,000 rpm
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で 60分超遠心をおこない、沈澱を回収した。沈澱に、5mM イミダゾ－ル-HCl 

pH7.3（250mM Sucroseを含む）を 90 l、20% Triton X-100を 10 l加え、

ピペッティングで分散させ、氷上で 1時間可溶化した。再度 49,000 rpmで 60

分超遠心をおこない、今度は上清を回収し、ミクロソーム画分とした。

（６） RNAの抽出と cDNAの合成

脂肪体破砕試料 100 lに、Isogen-LS（ニッポンジーン）750 lと、Milli-Q

水 150 lを加えて、良く撹拌した。その後、試薬添付の使用説明書に従い Total 

RNAを抽出した。抽出した RNAを 42 lの DWで溶解した。次に、RNAサン

プルに 3 lの Cloned DnaseⅠ（2 U/ l）（タカラバイオ）及び 5 lの添付 10

×Bufferを加え、37℃で 30分反応させた。その後、フェノール・クロロホルム

処理、イソプロパノール沈殿をおこない、乾燥後の RNAを 50 lのMilli-Q水

で溶解し、260 nmの吸光度測定により RNAの濃度を求めた。

cDNAの合成には iScript cDNA Synthesis Kit（BIO-RAD）を用いた。Reaction 

Mix 8 lに、iScript reverse transcriptase 2 l、RNAサンプルを 1 l（1.5～

2.0 g）加え、さらに DWにより総液量を 40 lとした。25℃ 5分→42℃ 30

分→85℃ 5分の反応をおこない、反応産物を冷却後、－30℃で保管した。

（７） リアルタイム PCR法による BmFDL転写量の測定

iQ SYBR Green Supermix（BIO-RAD）を用いて実験をおこなった。内部標

準として、カイコ RP49遺伝子を用い、これを増幅させるプライマー（5’- 

GCAGGCGGTTCAAGGGTCAA – 3’、5’- ACCATGAGCGATCTCTGCGC – 3’）、

及び BmFDLを増幅させるプライマー （5’- CCGCTGCTGCTGTACTCTAC – 

3’、5’- CGACGCTTGATACCTCTCGC – 3’）を実験に用いた。

cDNAサンプルを DWで 10倍に希釈していき、100%～0.0001%（ １～

1,000,000）の希釈系列を作製した。1試験区当たり、40 lの Supermixと 4 l

の 10 pmol/ lのプライマー、2 lの cDNAサンプルを加え、DWで総液量 80 

lとした。攪拌後、20 lずつ反応プレートに分注した。反応プレートをChromo4
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リアルタイム PCR解析システム（BIO-RAD）にセットし、95℃ 3分の反応後、

95℃ 15秒、60℃ 45秒の反応を 50回繰り返し、その都度、蛍光測定を行った。

サンプル及びスタンダードの蛍光強度の増幅曲線がスレッシュホールドライン

（デフォルト設定）と交差するサイクルをスレッシュホールドサイクル（CT値）

として求め、標準曲線を描いた。BmFDLの cDNAの存在比は、内部標準であ

るカイコリボソームプロテイン（rp49）の転写量に対する相対比で求めた。

（８） GlcNAcase活性の測定

PA化オリゴ糖鎖を用いて GlcNAcase活性を測定した。0.4%の Triton X-100

を含む 0.1 Mクエン酸・リン酸バッファーpH 5.5に 0.2 Mになるように PA

化オリゴ糖（PA-Sugar Chain 012, タカラバイオ）と一定量（タンパク質量 5, 10, 

20 g）のミクロソーム画分を加え、総量を 100 lとした。30℃で 16時間反応

後、溶液を 98℃で 3分加熱し、その後 4℃条件下で、12,000 rpm、10分の遠心

を行い、上清を反応産物として回収し、高速液体クロマトグラフィー（HPLC）

で解析した。

反応液中の PA化オリゴ糖鎖の分析は、LaChrom Elite HPLCシステム（日立

ハイテク）を用いて行った。使用カラムとして、Cosmosil 5C18-AR-IIカラム

（6 mm  250 mm）（ナカライテスク）を用い、PA化糖鎖の検出は、励起波長

310 nm、検出波長 380 nmの蛍光検出で行った。0.02%のトリフルオロ酢酸

（TFA）でカラムを平衡化後、サンプルを 10 lインジェクションした。その後、

0.02%の TFAで 5分間、流速 1.2 ml/minで洗浄後、流速は変えずに、アセトニ

トリル濃度を 0%から 4%まで上昇させる 35分間のグラジェント溶出を行い、反

応産物を溶出した。

（９） 組換えアルカリフォスファターゼ発現バキュロウィルスの構築

 仔牛小腸アルカリフォスファターゼ（ALP）全長をコードする DNA配列に、

5’末端に KpnI、3’末端に XbaIサイトを付加した配列を、オペロンバイオテクノ

ロジーズにて合成した。合成した ALPの DNAを、KpnI及び XbaIで制限消化
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後、同じく KpnIと XbaIで切断した Dockタグ配列を付加するバキュロウィル

ストランスファーベクターであるプラスミド（Kamezaki Y et al., 2010）に挿

入し、クローン化した。このベクターとカイコバキュロウィルス（BmNPV CPd

株）（Maeda S, 1989）DNAを、カイコ培養細胞である BmN細胞にコ・トラン

スフェクションし、得られた組換えウィルスに対し限界希釈法でスクリーニン

グを行い、ALP発現バキュロウィルスをクローン化した。

（１０） 組換え ALPの発現と精製

5齢 2日目のコントロール又は BmFDL RNAi TGカイコに、ALPを発現す

るバキュロウィルスを注射した（2.5  106 pfu/larva）。感染後 2日目に、

GlcNAcase阻害剤である 50 mM 2-acetamido-1, 2-dideoxynojilrimycin 

（2-ADN）（トロントリサーチケミカルズ）を 50 lずつ注射した。感染後 6日

目に、微量のファニルチオウレアを入れた容器に体液を採取し、1,870 gで 10

分（4℃）、次に 112,000 gで 60分遠心し、上清を回収した。回収した上清を

精製時まで-80℃で保存した。

 精製には Dock-Tag purification systemを用いた（Kamezaki Y et al., 2010）。

体液を結合バッファー（25 mM Tris pH 8.0, 1 mM CaCl2, 10% glycerol）で 5

倍に希釈し、Dockペプチドにカルシウムイオン存在下で強く吸着するコヘシン

タンパク質をカラム担体に結合させた、コヘシンセファロースカラム（10 ml, 

15 mm）にアプライした。カラムを結合バッファーで洗浄後、50 mlの溶出バ

ッファー（25 mM Tris pH 8.0, 1 mM CaCl2, 10% glycerol, 5 mM EGTA）で溶

出を行った。その後、溶出物をセントリコン 10K（ミリポア）で、3000 rpmで

遠心し、液量が 1 ml以下になるまで濃縮し、精製サンプルとした。

（１１） LC-MSによる糖鎖構造の解析

 精製した ALP 50 gに 500 mU/mlのグリコペプチダーゼ F（PNGase F） 4 

l（タカラバイオ）を加え、37℃で 20時間反応させ、糖鎖の切断を行った（液

量 50 l）。方法は、製品添付のプロトコールに従った。その後、BlotGlyco（住
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友ベークライト）を用いて、糖鎖の精製と PA化を行った。方法は、キット添付

のプロトコールに従った。糖鎖切断後のサンプル 40 lと 2%酢酸/アセトニトリ

ル溶液 160 lを加え、反応用チューブ中で BlotGlycoポリマービーズに糖鎖を

吸着させた。ビーズを洗浄し、糖鎖以外の夾雑物を除いた後、反応用チューブ

に 20 lのMilli-Q水と 180 lの 2%酢酸/アセトニトリル溶液を加え、70℃で

1.5時間加熱し、糖鎖の再遊離を行った。再遊離した糖鎖に 2.76 mg/ lの PAを

加え、80℃で 1時間加熱した後、ジメチルアミンボラン溶液を加え糖鎖の PA

化を行った。PAした糖鎖をクリーンアップカラムに吸着させ、95%アセトニト

リルで洗浄後、Milli-Q水で溶出し、PA化糖鎖を精製した。PA化した糖鎖に対

し、ULTRA FAST MASS SPECTROMETRY LCMS-IT-TOF装置（島津）を用

いて、住友ベークライトに委託して LC-MS解析を行い、糖鎖構造を解析した。

LCの分析には Develosil C30-UG-3カラム（野村化学）を用い、0.1%のギ酸存

在下で 10%アセトニトリル濃度を 0%から 50%へグラジェント溶出することで

行い、PA化糖鎖を励起波長 320 nm、蛍光波長 400 nmで蛍光検出した。質量

分析のイオン化モードとしては、ESIネガティブを用いた。糖鎖構造の推測に

は、GlycoMod Tool（http://web.expasy.org/glycomod/）を用いた。

第2節 結果
（１） 体液中のBmGlcNAcsae2を抑制したカイコでの組換えALPの発現と糖

鎖構造の解析

 カイコの培養細胞を用いた実験で、GlcNAcseの阻害剤である 2-ADN存在下

で、バキュロウィルスによる糖タンパク質の発現を行い、糖鎖構造のヒト型化

が起きることが報告されている（Watanabe S et al., 2002）。そこでまずは、カ

イコ幼虫に 2-ADNを投与し、その効果を検証した。投与量は 0.25 mMの 2-ADN

がBmGlcNAcase2の活性の80%を阻害するデータから（Kokuho et al., 2010）、

約 0.5 mMになる量を注射した。糖鎖修飾のモデルタンパク質として、過去に

糖鎖改変の実績（Suganuma M et al., 2013）がある仔牛小腸の ALPを用いた。

バキュロウィルスを用い、組換え ALP発現バキュロウィルスを感染させ、並行
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して感染後 2日目に 2-ADNを注射した。発現された ALPを、Dockアフィニテ

ィタグを用いて精製し、PNGase Fを用いて、N結合型糖鎖を切断した。切断

された N-グリカンを PAでラベル化し、LC-MS解析を行った。

解析の結果、2-ADNを注射しないコントロールカイコにおいて ALPを発現

した場合、糖鎖の多くは少マンノース型であり、63.2%の値を示した（表 4-1A）。

残りの多くは（34.2%）、マンノースが 4-9個付加したマンノース型糖鎖（ハイ

マンノース型糖鎖）であり、非還元末端に GlcNAcを有する複合型に近い糖鎖

は検出されなかった（146 fmol以下）。一方、2-ADNを、ALP発現バキュロウ

ィルスを感染させたコントロールカイコに注射した場合、72.7%が少マンノース

型糖鎖であり、24.7%がハイマンノース型糖鎖であったが、0.8%の非還元末端

が GlcNAcである N-グリカンが検出された（1,438 fmol）（表 4-1B, Control）。

このように、2-ADNの投与により、組換え ALPにおいて GlcNAc末端の糖鎖

が検出されるようになることが示され、このことから、GlcNAcase阻害剤によ

り、カイコにおいても GlcNAcaseの阻害が起き、GlcNAcが付加する方向に N-

グルカンのプロセッシングを変えることができるものの、阻害剤の投与だけで

は GlcNAcを付加するには不十分であることが分かった。
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（２） BmFDL RNAi TGカイコの作製

 前項での GlcNAcase阻害剤の投与により、GlcNAc付加が起きたものの、そ

表 4-1. コントロールカイコ及びBmFDL RNAi TGカイコにおける組換えALPの糖鎖構

造と存在比

 （A）2-ADN非投与のコントロールカイコ及び BmFDL RNAi TGカイコで組換え ALP

を発現した。糖鎖の割合は全 N-グリカンに対する%で表した。ハイフンは非検出。M4-M9

はハイマンノース型 N-グリカン。M2-M3は少マンノース型 N-グリカン。 、 、 は各々、

GlcNAc、マンノース、フコースを表す。（B）２－ADNをコントロールカイコ及び BmFDL 

RNAi TGカイコに注射すると共に発現を行った ALPの糖鎖構造と存在比。GNM3 と

GNM3Fは GlcNAc型の N-グリカン。
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の割合は顕著ではなかった。そこで次に、脂肪体に局在する BmFDLを抑制す

るために、BmFDLを RNAiにより阻害する TGカイコの作出を行った。

1,559粒の卵にTGカイコ作製用のベクターを約5 nlインジェクションした。

25℃で 10日間保温後、878粒の卵で孵化が見られた。孵化した卵を羽化まで飼

育し、雄蛾雌蛾 186組の交配を行った。交配した雌蛾が産卵した卵を再び孵化

まで飼育し、KMOによる孵化幼虫体表の赤色化をマーカーにしてスクリーニン

グを行った所、7頭の雌蛾が産卵した卵でマーカーポジティブの幼虫が得られた。

得られたマーカーポジティブの幼虫を飼育し、途中で死亡した幼虫を除き、最

終的に４系統の TGカイコを得た。これらを GAL4系統と交配し、dsRNAが発

現している次世代カイコを用意した。これら dsRNAが発現している TGカイコ

は、コントロールカイコに比べ、スクリーニングマーカー以外、特に見かけ上

に差はなく、致死や生育不良等の現象は見られなかった。コントロールカイコ

及び TGカイコから、幼虫脂肪体ミクロソーム画分を採取し、GlcNAcase活性

を測定した（図 4-2）。コントロールカイコ（図 4-2B）と４系統の RNAi TGカ

イコを比較すると、系統 1（図 4-2C）、系統 2（図 4-2D）、系統 3（図 4-2E）、

系統 4（図 4-2F）で各々反応産物である GNAM3-PAのピークが、コントロー

ルに比べ小さくなっており（系統 1は 38.3%、系統 2は 31.8%、系統 3は 35.2%、

系統 4は 20.3%、各々GNAM3-PAのピーク面積が減少した）、GlcNAcase活性

を阻害していることが分かった。そこで得られた頭数が多かった系統 2をさら

に継代し、性能評価試験に用いた。
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（３） BmFDL RNAi TGカイコに対する BmFDLの転写量と酵素活性の測定

BmFDL RNAi TGカイコにおける抑制効果を検証するために、まず BmFDL

の転写量を調べた。5齢幼虫脂肪体から RNAを抽出し、cDNA合成後、リアル

タイム PCRにより測定を行った。転写量は rp49（カイコリボソームタンパク

質の一種）の転写量を内部標準として、それに対する比率で表した。その結果、

コントロールカイコでの転写量が 0.77%に対し、RNAi TGカイコでは 0.19%と

なり、コントロールに比べ約 75%の抑制効果が見られた（表 4-2）。

図 4-2. BmFDL RNAi TG カイコ各系統の GlcNAcase活性

GN2M3-PA基質と 8時間反応後逆相HPLCを用いて解析した。（A）0 g ミクロソーム

（ブランク）。（B）-（F）カイコ脂肪体ミクロソーム画分使用。（B）コントロールカイコ

（C）BmFDL RNAi TGカイコ系統１。（D）系統 2。（E）系統 3。（F）系統 4。（G)マーカー。

1, 2, 3, 4の数字は、各々GN2M3-PA, GNAM3-PA,GNBM3-PA, M3-PAに相当する。
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 一方、BmFDLの GlcNAcase活性の測定は、PA化糖鎖基質を用いた HPLC

法を用いて行った。幼虫脂肪体からミクロソーム画分を抽出し、5～20 g（タ

ンパク質量）のミクロソームと PA化糖鎖基質を 16時間反応させて逆相 HPLC

で解析した。GN2M3-PAを糖鎖基質とした場合、BmFDLの活性により末端の

GlcNAcが切断され、反応産物として GNAM3-PAのピークが HPLCで検出さ

れ、一方、GNBM3-PAやM3-PAのピークは検出されないことが判明している。

（図 2-7）。実際、コントロールカイコにおいては、基質とした GN2M3-PAの

ピーク面積が減少し、GNAM3-PAのピークが生じ、しかもそのピークの大きさ

は、総ピークはミクロソームの量が増えるに従い増加していくことが示された

（図 4-3A, B, C, D）。一方、BmFDL RNAi TGカイコでは、同じミクロソーム

量のコントロールのカイコに比べ、全ての試験区で活性の抑制が見られた（図

4-3E, F, G）。なお抑制効果は約 50%であった（図 4-4）。

表 4-2. BmFDL RNAi TG カイコにおける BmFDL転写量

コントロールカイコと BmFDL RNAi TGカイコにおける転写量を、rp49の転写量に

対する比（%）及びコントロールカイコに対する比（%）で表した。



58 

図 4-3. HPLCを用いた BmFDL RNAi TG カイコの GlcNAcase活性抑制の解析

GN2M3-PA基質をコントロールカイコ及びBmFDL RNAi TGカイコミクロソーム画分と

16時間反応度、逆相 HPLCで解析した。（A）ネガティブコントロール。コントロールカイコ

ミクロソーム画分タンパク質量（B）5 g 、（C）10 g、（D）20 g 。BmFDL RNAi TGカ

イコミクロソーム画分タンパク質量（E）5 g 、（F）10 g、（G）20 g 。（H）マーカー。

1, 2, 3, 4の数字は、各々GN2M3-PA, GNAM3-PA,GNBM3-PA, M3-PAに相当する。
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（４） BmFDL RNAi TGカイコで発現した ALPの糖鎖解析

 作製した RNAi TGカイコの糖鎖付加効果を検証するために、TGカイコ及び

コントロールカイコに対し、バキュロウィルスで組換えALPを発現し、精製後、

N結合型糖鎖の糖鎖構造の解析を、LC-MSを用いて行った。なお、主として体

液中の GlcNAcseの活性を抑制するために、TGカイコに 2-ADNの投与も合わ

せて行った。

RNAi TGカイコにより BmFDLの発現を抑制した場合、N-グリカンの非還元

末端への GlcNAcの付加は検出されなかった（60 fmol以下）（表 4-1A BmFDL 

RNAi）。対照的に、2-ADNを注射したコントロールカイコにおいては、0.8%の

非還元末端が GlcNAcである N-グリカンが検出された（表 4-1B Control）。さ

図 4-4. HPLCを用いた BmFDL RNAi TG カイコの GlcNAcase活性抑制の解析

 図 4-3のミクロソームタンパク質量を横軸に、HPLCのピーク面積から求めた

GlcNAcが切断された基質の割合を縦軸にしてグラフを描いた。
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らに、2-ADNの注射に加え、BmFDL RNAi TGカイコを用いた場合、非還元

末端が GlcNAcである N-グリカンの割合は 4.3%に増加していた（4,268 fmol）

（表 4-1B BmFDL RNAi）。同様の実験を再度実施したが、結果は同様であった

（表 4-3）。

 以上のことより、体液中の GlcNAcase活性を阻害することで、わずかながら

糖鎖の非還元末端に GlcNAcが付加された糖鎖を検出することができるように

なった。このことから、さらに BmFDLを RNAi法を用いて抑制することで、

GlcNAcが付加された糖鎖の含量を増やすことができることが示唆された。

表 4-3. 組換え ALPの糖鎖構造と存在比（再試験）

 表記は表 4-1 と同じ。
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第3節 考察
 前章の研究で、BmFDL及び BmGlcNAcase2がカイコ虫体においても、

GlcNAcの切断に関わっていることが推測された。そこで、私は、阻害剤の使用

及び RNAiによる BmFDLを抑制する TGカイコの使用により、これら

GlcNAcaseの抑制効果、及び糖鎖構造の変化を調べた。

 実験の結果、BmGlcNAcase2の抑制が N-グリカンの構造変化を引き起こすこ

とが示された。しかしながら、2-ADNの投与による体液中の BmGlcNAcase2

の抑制だけでは、GlcNAc付加糖鎖含量の増加はわずかであり、BmFDLも含め

た発現抑制が必要なことが示された。反対に RNAiによる BmFDLの抑制だけ

では、N-グリカンの非還元末端への GlcNAcの付加は見られなかった。従って、

GlcNAcの切断を効果的に阻害するためには、体液中の BmGlcNAcase2の活性

を阻害しつつ、かつ細胞内の BmFDLを抑制することが望ましいことが示唆さ

れた。

 そこで、GlcNAcase阻害剤と RNAiにより、BmFDLと BmGlcNAcase2を

抑制した所、4.3%の GlcNac付加型の糖鎖が見られた。GlcNAc付加糖鎖の含有

量は明らかに増加したものの、まだ増加の余地があると考える。GlcNAc付加糖

鎖の含有量を制限している理由として以下の可能性が考えられる。

[１] 体液中の GlcNAcase2活性を部分的にしか阻害していない可能性がある。

これはまだ BmGlcNAcase2を強力に阻害する方法が見出されていないためで

あり、まずは阻害剤の投与量を増やすことが考えられるが、コストの面で実用

的でない。RNAi法による抑制も選択肢として考えられるが、全身で強力なRNAi

を行うとカイコに悪影響を及ぼす可能性も考えられる。前章で BmGlcNAcase2

の合成器官の候補として脂肪体が示唆されているが、今回実施した TGカイコ

による RNAiでは、組織特異的プロモーターを用いることで、組織特異的な抑

制が可能なので、BmGlcNacase2の発現を脂肪体特異的に強く抑制しながら、

カイコに与える悪影響を抑えることが可能かもしれない。

[２] BmFDLの阻害が不十分である可能性がある。しかしながら、FDLは D. 

melanogasterでは脳形成に関わる遺伝子であり、カイコにおいても同様の機能
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を有している可能性は高く、強く BmFDLを抑制するとカイコに悪影響を及ぼ

すことが懸念される。時期特異的若しくは組織特異的に BmFDLを阻害するこ

とで、カイコへの悪影響を回避しつつ、抑制効果を増強することが期待できる。

[３] カイコにおけるN-アセチルグルコサミン転移酵素 Iの活性が弱い可能性が

ある。昆虫には N-アセチルグルコサミン転移酵素 Iが存在し、マンノース型糖

鎖へのGlcNAc付加がなされることが示されているが（Geisler C et al., 2012）、

この活性が十分に強くないとGlcNAcが付加されない糖鎖が生ずる原因となる。

この可能性に関しては、カイコ若しくはヒト等の N-アセチルグルコサミン転移

酵素 Iを発現する TGカイコを作製することで、酵素活性を増強し、GlcNAc付

加糖鎖の含量を増加させることが期待できる。

 本章において私は、GlcNAcaseを阻害することで、昆虫培養細胞だけではな

く（Nagata Y et al., 2013）、カイコ虫体においても糖鎖構造を変えうることを

見出した。哺乳類型のシアル酸が付加された複合型糖鎖は、今回得られた

GlcNAc末端の N-グリカンに、さらにガラクトースとシアル酸が付加して合成

される。従って、本研究で得られた GlcNAcase活性の阻害により GlcNAcを付

加する技術は、シアル酸まで付加された哺乳類の複合型糖鎖を合成するための、

基盤となる重要な技術として位置づけられる。また、RNAiを引き起こす TGカ

イコを作出する試みは、バキュロウィルスの感染阻止の観点から、ウィルス遺

伝子の発現を阻害する TGカイコを作製し、成功した報告はあるものの（Isobe R 

et al., 2004; Kanginakudru S et al., 2007）、カイコ自身の遺伝子を制御する試

みはまだ少ない（Dai H et al., 2008）。そのような状況で、RNAiによる糖鎖修

飾と言ったカイコの機能を改変した試みは、今後のカイコを用いた有用性向上

や機能解析の研究においても重要なものと思われる。

現在バキュロウィルスを用いて、ガラクトース転移酵素とシアル酸転移酵素

を共発現することにより、シアル酸までの付加が可能なことが報告されている

が（Suganuma M et al., 2013）、今回作製した BmFDL RNAi TGカイコと、転

移酵素の発現を組み合わせることにより、これまで以上に高い効率で、昆虫型

の糖鎖をシアル酸付加型の糖鎖に改変できることが期待される。
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第5章  総括

カイコを用いたバキュロウィルス組換えタンパク質発現系は、比較的高発現

であり、翻訳後修飾がなされ、また発現スケールに対する柔軟な対応性や簡便

な設備で発現が行えること等、優れた特長を有している。カイコ-バキュロウィ

ルスを用いた発現系の特長として、哺乳類と同様、糖鎖付加がなされることが

挙げられるが、その構造はやや異なり、末端がマンノースである短い糖鎖が付

加されることが多い（Misaki R et al., 2003）。糖鎖が糖タンパク質の機能に深

く関わっている以上、哺乳類由来のタンパク質を発現した場合、発現した糖鎖

も哺乳類型（ヒト型）であることが望ましい。

このような背景の下、ガラクトース転移酵素を発現する TGカイコを用いた

糖鎖改変の検討が行われ、糖鎖の非還元末端にガラクトースが付加することが

示された（竹田, 2006; Iizuka M et al., 2009）。また、ガラクトース転移酵素発

現バキュロウィルス及びシアル酸転移酵素発現バキュロウィルスを用いて、ウ

ィルスの共発現による糖鎖改変が試みられ、シアル酸が非還元末端に付加する

ことが示されている（Suganuma M et al., 2013）。一方、昆虫の糖鎖において

短いマンノース型糖鎖になる原因として、昆虫特有の GlcNAcaseの存在が示さ

れており、カイコでも N-グリカンの GlcNAcを切断する GlcNAcaseは、これ

まで報告されていたが（Okada T et al., 2007）、詳細は明らかになっていなかっ

た。

 このような状況の下、私は、D. melanogaster等の研究から、カイコにおいて

も糖鎖のプロセッシングに関わる新規の GlcNAcaseが存在することを予測し、

そのクローニングと基質特異性の調査を行った（第 2章）。新規に得られた

GlcNAcaseは、アミノ酸配列から推定される分子量が 70,920 Daであり、本酵

素を D. melanogasterのホモロジーを有する酵素 FDLに対し、BmFDLと称す

ることとした。BmFDLをバキュロウィルスで発現すると、膜画分に明らかに

GlcNAcase活性が観察され、このことから BmFDLは膜結合型の酵素であるこ

とが示された。バキュロウィルスで発現させた組換え BmFDLを精製し、2本
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鎖 GlcNAc末端の糖鎖基質に対し酵素活性を測定した所、これまでカイコで報

告されてきた BmGlcNAcase1や BmGlcNAcase2と異なり（Okada T et al., 

2007）、2本鎖 N-グリカンの -1,3マンノース側の -1,2結合の GlcNAcのみを

切断することを示した。これは、DmFDLと同様の基質特異性である。また、

キトトリオースを切断するキチナーゼ様活性や、3本鎖や 4本鎖、バイセクティ

ング GlcNAc糖鎖など、各種糖鎖から GlcNAcを切断する活性は見られず、他

のカイコ GlcNAcaseに比べて狭い基質特異性を有することも示された。このよ

うな 1方の鎖の GlcNAcを特異的に切断する活性は、カイコ培養細胞のゴルジ

体を含むミクロソーム画分に見られるGlcNAcase活性と同様の基質特異性であ

り、今回単離した BmFDLが、ゴルジ体で行われる N-グリカンのプロセッシン

グに関与することを示唆する結果であった。

 次に、糖鎖改変のための抑制ターゲットとなる GlcNAcaseを決めるために、

バキュロウィルス-カイコの系で組換えタンパク質生産に良く用いられるカイコ

5齢（終齢）幼虫後期の、各々の GlcNAcaseの局在を調べた（第 3章）。まずは、

3つのカイコ GlcNAcase（BmGlcNAcase1, BmGlcNAcase2, BmFDL）に対し、

組織別の RNAの転写量を、リアルタイム PCR法を用いて調べた。その結果、

BmGlcNAcase1は絹糸腺で転写量が多く、他の組織に比べ、絹糸腺で多く合成

されることが示唆された。また、BmGlcNAcse2は、顕著ではないものの脂肪体

での転写量が多かった。BmFDLは全体的に突出して転写量が多い組織はなく、

転写量が全体として低いこと、絹糸腺では検出限界以下であることが示された。

一方、これら 3つの GlcNAcaseの存在組織をウェスタンブロッティングで解析

した所、組織上の局在に大きな差が見られ、BmGlcNAcase1は絹糸腺で、

BmGlcNAcase2は体液で、BmFDLは脂肪体で多く存在することが示された。

転写量と酵素の存在組織から考えると、BmGlcNAcase1は絹糸腺で多く合成さ

れ、そこに局在することが示された。BmGlcNAcase2は主として脂肪体で多く

合成され、体液中に分泌される可能性が示唆された。また、BmFDLは脂肪体

で局在しているが、合成量は少ない。合成された BmFDLは脂肪体に蓄積して

いて、これをウェスタンブロッティングで検出しているのかもしれない。これ
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らの結果だけでは、各酵素の生体内での役割は不明であるが、バキュロウィル

スでの組換えタンパク質の主要発現器官の１つが脂肪体であり、脂肪体で合成

された多くのタンパク質は体液中に分泌されることから、糖タンパク質の非還

元末端の GlcNAcの切断を防ぐためには、脂肪体に存在する BmFDLと体液中

に存在する BmGlcNAcase2を、共に阻害することが望ましいと判断した。

 以上の知見から、BmFDLを抑制するための TGカイコの作製を行い、性能の

評価を行った（第 4章）。さらに体液中の GlcNAcase活性を阻害するための阻

害剤の使用も並行して実施した。作出された TGカイコは、コントロールカイ

コに比べ、脂肪体での BmFDLの転写量が 25%に、脂肪体ミクロソーム画分の

GlcNAcase活性が 50%に低下しており、RNAi法によるカイコ虫体内での

BmFDLの抑制が可能なことが示された。また、阻害剤として 2-ADNをカイコ

に注射し、組換えバキュロウィルスを用いて ALPを発現した所、コントロール

カイコでは、発現 ALPの糖鎖には GlcNAc末端の糖鎖が全く見られなかったの

に対し、阻害剤投与カイコでは、0.8%の糖鎖に GlcNAcの付加が見られ、阻害

剤の効果が示された。加えてカイコを BmFDLの RNAi TGカイコに代えると、

GlcNAc末端の糖鎖の割合が、4.3%に上昇し、BmFDLの抑制効果が転写や酵

素活性だけでなく、糖鎖構造にも効果があることが示すことができた。

 以上、カイコにおいて糖鎖をヒト型化する基盤技術として、RNAiや阻害剤の

利用により、GlcNAcaseを阻害し、糖鎖を昆虫特有のマンノース型から、GlcNAc

末端型に変えることが可能なことが示された。昆虫型糖鎖のヒト型化には、ガ

ラクトースやシアル酸付加の伸長促進と GlcNAcの切断抑制の２つのアプロー

チが、効率の良い糖鎖改変に必要であると考える。伸長促進に関しては、ガラ

クトース転移酵素やシアル酸転移酵素の導入が有効なことが分かっているが

（Suganuma M et al., 2013）、まだこれら転移酵素の、発現量のコントロール

や時期特異的若しくは器官特異的なコントロールはなされていない。一般的に

は転移酵素の活性を強くすれば付加率も上昇する可能性は高いが、全身で常時、

糖転移酵素の発現を強力に行った場合、私のこれまでの研究では、カイコの生

存に悪影響が生じた例はないものの、問題が生ずる可能性はある。そのため、
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時期特異的な発現を誘導することができるヒートショックプロテインのプロモ

ーターや、抗生物質誘導性のプロモーターの利用も考えられるが、このような

プロモーターの使用は、カイコ虫体ではまだほとんど検討されていない。今後、

導入する糖鎖修飾酵素の発現パターンを種々変更し、糖鎖付加の効率、カイコ

生育に与える影響を調べることにより、カイコに与える悪影響を最小限に抑え

ながら、付加効率を向上させることができるようになることが予想される。

 一方、ガラクトースの付加機能を亢進したとしても、ガラクトース受容体で

ある GlcNAc糖鎖の GlcNAcが消失していては、ガラクトース付加効率の向上

は望めない。そのため、GlcNAcaseの抑制もガラクトース付加率向上の大切な

要素の１つである。本研究においては、RNAiを用いて BmFDLの抑制を行い、

糖鎖の改変が可能なことを示した。RNAi以外にも、TALEN等ゲノム編集技術

を用いた遺伝子のノックアウトがカイコで近年試みられているが（Takasu Y et 

al., 2013）、主として体色等、表現型が観察しやすい遺伝子に対して研究が進め

られており、BmFDLの抑制に直ちに用いることは難しい。また、完全に BmFDL

を抑制した場合、D. melanogasterの FDLが神経中枢の発生に関与することか

ら推測して（Boquet I et al., 2000）、カイコにおいても、致死になるか不明であ

るが、何らかの異常が予想される。それに対し、RNAiによる BmFDLの部分

抑制は、発育に必要な最低限な GlcNAcase活性を残しておくことで、糖鎖を改

変しつつ、カイコ自体は正常に生育させることができる可能性が高い。実際、

今回作製した RNAi TGカイコの生育は、コントロールカイコに比べ特に差はな

く、致死や生育不良等の現象は見られなかった。実験に用いたBmFDL RNAi TG

カイコは、A3（アクチン 3プロモーター）-GAL系統と UAS-BmFDL RNAi系

統を交配した交雑系統であるが、GAL4の発現量が多い A3-GAL4系統の作製、

スクリーニングには時間がかかるため、本研究では既に樹立された A3-GAL4系

統を用いて実験を行っていて、また、この系統は、特に GAL4の発現量が多い

A3-GAL4系統として確立された訳ではない。従って、今回の実験では、アクチ

ン 3プロモーターの作用により、全身で RNAiを発現しているが、その効果は

まだ向上の余地があると思われる。今後、GAL4系統の作製を再度行い、GAL4
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発現量を指標にスクリーニングを繰り返し、GAL4系統を新たに樹立すること

で、発現する dsRNA（ヘアピン RNA）量を増やし、BmFDLの抑制を強化し、

GlcNAc付加糖鎖の割合を増やすことができることが予想されるが、BmFDLは

カイコ自身の酵素であるため、どのように抑制すれば、生育に問題なく効果を

最大限得ることができるか、今後の検討課題の 1つになる。例えば、時期特異

的に、カイコ卵発生時の BmFDLの機能は阻害せずに、幼虫又は蛹期のバキュ

ロウィルス感染時に強く BmFDLを抑制するプロモーターを利用することで、

カイコに悪影響を及ぼすことなく BmFDL活性を阻害することが可能になる。

または、BmFDLが機能していると予想される脳での発現は阻害せず、器官特

異的に脂肪体等で強く BmFDLを阻害するプロモーターの利用も考えられる。

このような手法を取ることで、ほぼ完全に BmFDLの発現を RNAi法により抑

制することができるようになると考えられ、それに伴い、GlcNAc付加の著しい

増加も見込まれる。

 いずれにしても、カイコ虫体を用いた糖鎖改変法の開発は、まだ始まったば

かりである。本研究の成果を土台として、今後、更なる抑制効果の強化と、糖

付加法の開発により、実用的なヒト型糖鎖付加法が開発され、実際の糖タンパ

ク質生産に使用されることが期待される。
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