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研究成果の概要（和文）：昆虫は、その微小な脳のなかの特定の細胞で神経ペプチドホルモン、

時計関連遺伝子などを合成している。これらの神経ペプチドや時計関連蛋白質は、温度や光な

どの刺激を受けて、脳の特定の細胞で合成される。そして最終的には、昆虫特異的な現象であ

る羽化、休眠、変態を引き起こす。本研究では、これら神経ペプチドや生物時計関連蛋白質の

合成・分泌機構の解明を最終的な目標として、蛋白質の細胞内輸送に関与する低分子量 GTP 結

合蛋白質の一種である rab に焦点を合わせて研究を行った。 

 

研究成果の概要（英文）：Insect synthesizes neuropeptides and clock-related proteins 

in the specific cell of small brain. These proteins are synthesized upon stimulation of 

light and temperature. Finally these proteins cause diapause, eclosion and metamorphosis. 

To elucidate mechanism of synthesis and secretion of these proteins in the brain, we 

clarified functional roles of Rab proteins; the small GTPase family to play essential 

roles in various aspects of membrane traffic; in the brain of Bombyx mori. 
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１．研究開始当初の背景 

低分子量 GTP 結合蛋白質である Rab は、

主にペプチドや蛋白質の細胞内輸送、分泌に

関与する。 

(1) 我々は、昆虫の変態を引き起こす神

経 ペ プ チ ド で あ る Prothoracicotropic 

hormone (PTTH)の脳から体液中への分泌機構

に着目し、研究を行ってきた。 その結果、

PTTH の脳から体液中の分泌には、GTP 結合蛋

白質と PKCによるリン酸化が関与することを

明らかにした。  



次に、昆虫の rab に対する抗体と昆虫の

rab の発現蛋白質を用いた生化学的解析によ

り、以下のことを解明した。 

① 低分子量 GTP 結合蛋白質である rab 蛋白

質がリン酸化されること、 

② カイコの PKC により、カイコの rab8 が

リン酸化されること 

③ カイコの脳抽出物の中に、rab8 と特異的

に結合する３つの蛋白質が存在するこ

とを明らかにした。 

以上、rab とリン酸化は密接に関係してい

るが、昆虫の脳内でリン酸化された rab 分子

の機能は不明である。 

（２）一方、昆虫は、過酷な環境にさらされ

ると、休眠を行う。休眠は、神経細胞中での

G 蛋白質を含むシグナル伝達を経て、ペプチ

ドが分泌され、制御される。また、昆虫には、

動物にはない新規の rab が存在した。このよ

うな新規の G蛋白質は、動物にはない昆虫特

異的な生理現象である休眠や変態を制御す

ると考えられる。 

 

２．研究の目的 

昆虫の脳内に存在する低分子量 GTP結合

蛋白質の機能を解明するために、本研究では、

(1)低分子量 G 蛋白質の rab8 のリン酸化と

(2)新規の GTP 結合蛋白質の機能解析にター

ゲットを絞り、研究を行う。 

 
３．研究の方法 

本研究では、（１）カイコ脳 rab 蛋白質のリ

ン酸化の役割を明らかにするために、リン酸

化された rab8蛋白質の機能解析(リン酸化さ

れた rab8 蛋白質の機能解析)をおこなう。ま

ず、大腸菌で発現した rab 蛋白質を精製後、

プロテインキナーゼによりリン酸化を行う。

蛋白質のリン酸化部位を質量分析と遺伝子

工学的手法を用いて決定する。 

 （２） 昆虫特異的現象である休眠、変態

に関連した新規の低分子量 GTP結合蛋白質の

機能を解明する（新規低分子量 GTP 結合蛋白

質の解析）。具体的にはカイコの cDNA より分

離された２つの新規 rab (BRabN1 と BRabN2)

を大腸菌で発現させ、その GTP/GDP 結合活性

と GTPase 活性を測定する。また、これらの

蛋白質に対する抗体を作成し、蚕のどの器官

で発現しているかを決定する。  

４．研究成果 
（１）リン酸化された rab8 蛋白質 

の機能解析 

Bombyx mori の 5 種の rab (rab1, 7, 8, 

11 and 14)を大腸菌で発現させた後、 

各種アフイニテイークロマトグラフイーに

より精製した。これらの rab タンパク質を、

in vitro で Protein kinase C(PKC)により 

リン酸化したところ、PKCによりすべての rab

はリン酸化された。 

 
 
 

 

 

 

 

BRab1 を PKC によりリン酸化した後、

質量分析によりリン酸化されたアミノ酸を

決定した。その結果、rab1 の 17 番目のセリ

ンがリン酸化されることがわかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

次に、点変異技術により、rab8 の 17 番

目、111 番目、132 番目のセリンをアラニン

に置換した変異体(BRab8M)を作成後、PKC に
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よりリン酸化した。その結果、BRab8M は PKC

によりリン酸化されなかった。この結果、新

たにリン酸化された部位として 111番目のセ

リンを明らかにした。 

これらの結果により、rab 蛋白質はリン

酸化により制御されることが示唆される。今

後、in vivo で rab8 がリン酸化されているか

を、免疫沈降や脳中に存在する rab8 の質量

分析などの技術を用いて解析する。 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
（２）新規低分子量 GTP 結合蛋白質の解析 
    

昆虫に特異的な rab蛋白質を大腸菌で発
現させた後、精製した。 

  BRabタンパク質を、[35S]-GTPγSある

いは、[3H]-GDP 反応液に加えて反応させるこ

とで、結合活性を測定し、解離定数（Kd：

dissociation constant）を算出した。その

結果、BRabN1 の解離定数は 0.226 × 10-6M、

BRabN2 の解離定数は 0.379 × 10-6Mと算出で

き、GST-BRabN2 と比較して、GST-BRabN1 は

[35S]-GTPγSに強い親和性を示した。BRabN1

の解離定数は 0.087 × 10-6M、BRabN2 の 

解離定数は 0.546 × 10-6M と算出でき、

GST-BRabN2 と比較して、 GST-BRabN1 は

[3H]-GDPに強い親和性を示した。 
 

Kd（×10-6 M） 
 

GTPγS   GDP 

BRabN1 0.226  0.087  

BRabN2 0.379  0.546  

 

BRab タンパク質を用いて、GTPase 活性

を測定した。その結果、 1mol の BRabN1（◯）

は 1分間に 154mol の GTP を加水分解し、1mol

の BRabN2（△）は 1分間に 35mol の GTP を加

水分解しました。 

以上の結果、機能未知の BRabN1、BRabN2

タンパク質は、GTP 結合タンパク質としての

機能を有していた。 
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BRab タンパク質を用いて、ATPase 活性を

測定した。その結果、BRabN1（◯）は ATPase

活性を持ち、BRabN2（△）は ATPase 活性を

持たないことがわかった。 
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次に、BRabN1、BRabN2 が、カイコのどの組

織で発現しているかを抗体を作成し、調べた。

まず、BRabN1、BRabN2 に対するモノクローナ

ル抗体を作製した。 

それぞれのモノクローナル抗体を、大腸菌

で発現、精製した BRab1、7、8、14、N1、N2、

以上 6 種の BRab タンパク質を用いたイムノ

ブロッティングに供した。 

その結果、抗 BRabN1 モノクローナル抗体 



では、推測される分子量約 48,000の位置に、

抗 BRabN2 モノクローナル抗体では、推測さ

れる分子量約 50,000 の位置にバンドが検出

され、BRabN1、BRabN2 を特異的に認識するモ

ノクローナル抗体が得られた。 

 

作製した抗 BRabN1 モノクローナル抗体

を、カイコの組織から抽出したタンパク質を

用いたイムノブロッティングに供した。その

結果、頭部、精巣、卵巣、絹糸腺、中腸、マ

ルピーギ管の抽出タンパク質で、分子量約

30,000 の位置に BRabN1 と推測されるバンド

が確認できた。特に、精巣では、他の組織に

比べ顕著なバンドが確認できた。 

 
今後、この抗体を用いて、組織染色す

ることにより、rab の組織内局在性を明らか
にする。また、免疫沈降や GST-pull down な
どの技術を用いて rabと相互作用する蛋白質
の解明を行う。 
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