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研究成果の概要： 昆虫において胚発生時に卵巣由来のエクジステロイドが重要な役割を果た
す。本研究はこの機構で働くエクジステロイドリン酸化・脱リン酸化酵素の解析を目的として
行われた。その結果、カイコ卵巣におけるエクジステロイド合成酵素（シトクロム P450 酵素）
およびリン酸化酵素の発現を明らかにし、エクジステロイドリン酸化・脱リン酸化酵素の立体
構造、作用機構を予測した。成果は雑誌論文５件、学会発表５件により発表した。 
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研究分野：比較内分泌 
科研費の分科・細目：基礎生物学・形態・構造 
キーワード：(1)カイコ (2)エクジステロイド (3)卵巣 (4)胚発生 (5)シトクロム P450 

(6)休眠 (7) X 線結晶構造解析 (8)レーザーマイクロダイセクション 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 研究代表者の所属する甲南大学理工学部
園部研究室ではカイコを材料として、(1)主
要な脱皮ホルモンである 20-ヒドロキシエク
ジソン（20E）が胚発生の進行に必要であり、
20E の欠損は胚発生の停止を導く（Makka et 
al., Arch. Insect Biochem. Physiol. 51, 
111-20, 2002）、(2)20E は、卵巣由来のエク
ジステロイドリン酸抱合体の EPPase による
脱リン酸化と卵でのエクジステロイドの de 
novo 合成により供給される、(3)胚発生時に

エクジステロイド脱リン酸化酵素（EPPase） 
により脱リン酸化された場合は、非休眠卵と
して胚が発育するが、休眠卵では EPPase の
発現が見られず発生は停止することを明ら
かにし（Yamada and Sonobe, J. Biol.Chem. 
278, 26365-73, 2003）、(4)世界に先駆けエ
クジステロイドリン酸化酵素（EcKinase）、
EPPase をそれぞれ卵巣、卵から精製し、そ
の遺伝子もクローニングした（Yamada and 
Sonobe, J. Biol. Chem. 278, 26365-73 2003, 
Sonobe et al, J. Biol. Chem. 281, 
29513-29524, 2006）。また(5)de novo 合成
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系の最終段階であるエクジソンから 20E へ
の変換を触媒するエクジソン 20-水酸化酵素
（E20OHase）もクローニングが完了した
（Accession No.: AB236417）。 
 以上のように、初期発生時のエクジステロ
イド代謝についてかなり解析が進んでいた。
しかし(1)卵巣発育期のいつ、どこでエクジ
ステロイドが合成され、リン酸抱合化される
か、(2)低温による休眠覚醒時のエクジステ
ロイドの上昇のメカニズムに関してはまだ
研究は進んでいない。私はこれらの問題を解
明することを目的として研究を計画した。 
 
 
２．研究の目的 
 
 胚発生にエクジステロイドが関与するこ
とはショウジョウバエとカイコで最も良く
研究されている。特にカイコはショウジョウ
バエではみられない胚休眠の調節を研究す
るには最適な材料である。本研究は、胚休眠
の調節因子であるエクジステロイドの卵巣
での合成と、胚休眠の覚醒に関連したエクジ
ステロイドの上昇のメカニズムに関して解
析する。またさらに、エクジステロイドのリ
ン酸化・脱リン酸化がカイコ以外の脱皮動物
（Ecdysozoa: 節足動物、線形動物、緩歩動
物 な ど 脱 皮 を 伴 う 成 長 を す る 動 物 、
Aguinaldo et al., Nature 387, 489-493, 
1997）に適用できるかどうかを検証する事を
計画した。具体的な研究テーマは以下の通り
である。 
 
（1）エクジステロイドリン酸抱合体蓄積機
構の解析 
カイコの卵巣は蛹期に発育する。発育中にエ
クジステロイドを合成し、リン酸化して蓄積
すると考えられている。コレステロールから
20E の生合成を触媒する酵素群のうち、エク
ジソンから 20E への変換を触媒する
E20OHase は園部研究室でクローニングを行
った。また、EcKinase を卵巣から精製し、
その遺伝子もクローニングした。卵巣内の卵
母細胞は栄養細胞と共に 1 層の卵包皮膜細
胞に囲まれている。卵巣のどこで、またどの
発育段階でエクジステロイドの生合成とリ
ン酸化を触媒する酵素が発現しているかを
組織化学的に解析する。また発育中の卵巣の
EcKinase の mRNA 発現量の定量的な解析を
行う。 
 
（2） 休眠覚醒時の EPPase および 20E de 
novo 合成系酵素の発現解析 
 エクジステロイドリン酸抱合体は卵巣で
蓄積された後、卵に移行し、非休眠卵で胚発
生時に脱リン酸化され胚発生を誘導する。一
方、休眠卵では EPPase の発現が見られない。

休眠卵の低温による休眠覚醒時の EPPase の
発現に関しては十分解析が進んでいない。休
眠覚醒時のエクジステロイドの役割を明ら
かにするため、休眠卵を低温に置き、EPPase 
の発現を経時的に解析する。さらに、脱リン
酸化の他に de novo 合成系が 20E の供給に
重要であることが示唆されている。1 と同様
に、20E の生合成系の律速酵素である
E20OHase の発現およびその前段階の３種の
酵素の低温処理による休眠覚醒時の発現を
経時的に解析する。 
 
（3） カイコ以外の脱皮動物の EcKinase の
探索 
 EPPase、EcKinase は園部研究室で初めて
単離精製され cDNA 配列が決定された酵素で
あり、カイコ以外の脱皮動物ではまだ同定さ
れていない。私は、EPPase がヒスチジンホ
スファターゼスーパーファミリーに属し、ホ
スフォグリセレートムターゼとの構造が類
似していること、またショウジョウバエ、線
虫、ヒトにまで一部配列が類似する遺伝子が
存在することを見いだした（伊藤洋一、比較
内分泌学ニュース、122、17-23、2006）。同
様に EcKinase は線虫コリンキナーゼと構造
の類似性があることがわかった（Sonobe et 
al, J. Biol. Chem. 281, 29513-29524, 2006）。
また、EcKinase と相同性のある機能不明の
遺伝子がショウジョウバエや線虫に存在す
る。これら EcKinase と相同性を有する遺伝
子を培養細胞に発現させ、エクジステロイド
リン酸化活性を有するかを確認する。これに
よりステロイドのリン酸化がどの程度、生物
種を越え存在するのかを明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
 
（1） 卵巣におけるエクジステロイドリン酸
抱合体蓄積機構の解析 
 カイコの卵巣は約 400 個の卵母細胞を含
んでおり、1 個の卵母細胞は 7 個の栄養細胞
と 1 層の卵包皮膜細胞を備えており、蛹期に
発育する。カイコ卵巣での EcKinase の発現
時期と発現部位の特定を免疫染色により
EcKinase タンパク質の検出、また逆転写 PCR
とレーザーマイクロダイセクションを組み
合わせて mRNA の検出を行った。また、発達
に伴う mRNA 発現量の変動を Northern Blot 
により解析した。同時にコレステロールから
20E への生合成経路のうち、園部研究室で
cDNAクローニングされた E20OHase をはじめ、
既に明らかになっているシトクロム P450 酵
素の mRNA の卵巣での発現時期、発現部位を
EcKinaseと同様に逆転写PCRとレーザーマイ
クロダイセクションを組み合わせて mRNA の
検出を行った。 



 

 

 
（2） 休眠覚醒時の EPPase および 20E de 
novo 合成系酵素の発現解析 
 カイコの休眠卵は長期の低温処理により
休眠覚醒する。休眠卵を低温によって休眠覚
醒させた時の EPPase の発現はいまだ明らか
ではない。EPPase および 20E 合成系の酵素
の発現がどのように変化するかを Northern 
Blot あるいは逆転写 PCR により解析する。
また、エクジステロイド含量の変動をエクジ
ステロイド抗体を用いた酵素免疫測定法
（ELISA）を構築し、測定する。 
 
（3）カイコ以外の脱皮動物の EcKinase の探
索 
 サバクバッタでリン酸化酵素の活性を測
定したという報告はある（Kabbouh and Rees, 
Insect Biochem. 21, 57-64, 1991）が、カ
イコ以外の脱皮動物（Ecdysozoa: 節足動物、
線形動物、緩歩動物などを含む脱皮を伴った
成長をする門の総称、Aguinaldo et al., 
Nature 387, 489-493, 1997 ） で は ま だ
EcKinase は同定されていない。ステロイド
のリン酸化・脱リン酸化がどの程度普遍的に
存在しているのかを知るために他脱皮動物
での EcKinase の探索を行う。具体的には
PSI-BLAST を用いて EcKinase の相同遺伝子
をショウジョウバエ、あるいは線虫などから
探索する。得られた候補遺伝子の推測される
アミノ酸配列をもとにホモロジーモデリン
グにより立体構造を予測し、EcKinase として
機能する遺伝子を予測する。また、カイコの
EcKinase の機能に重要と思われるアミノ酸
に突然変異を導入し、組換え EcKinase を作
製し、酵素活性に対する影響を解析する。 
 
 
４．研究成果 
 
昆虫において胚発生時に卵巣由来のエクジ
ステロイドが重要な役割を果たす。カイコに
おいて卵巣のエクジステロイドは EcKinase
により不活性なリン酸型として蓄積し、発生
時に卵に移行したリン酸型エクジステロイ
ドが EPPase により活性化され胚発生にはた
らく。本研究はこの機構の更なる解析を目的
としている。 
 
(1) 発育中の卵巣でエクジステロイド合成
酵素（シトクロム P450 酵素）および EcKinase
の mRNA を逆転写 PCR とレーザーマイクロダ
イセクションを組み合わせ検出した。エクジ
ステロイド合成酵素は濾胞細胞に局在して
いた。また、EcKinase の mRNA は栄養細胞と
卵母細胞に検出された。EcKinase の発現を
Northern Blot、免疫染色を用いてさらに解
析を行い、栄養細胞で合成された mRNA は卵

母細胞に輸送されタンパク質に翻訳される
こと、卵母細胞自体で EcKinase の mRNA 合成
が行われている事を明らかにした（図１参
照）。結果は論文 2件、学会発表 3件として
発表した。 
 

(2) 休眠卵を低温によって休眠覚醒させた
時の EPPase およびエクジステロイド合成系
の酵素の発現の変化、また、卵内のエクジス
テロイド含量の変化を解析する。測定するカ
イコ卵の収集を行った。またエクジステロイ
ド含量の測定に必要な酵素免疫測定法を構
築した。今後、収集した卵に対する解析を行
う。 
 
(3)バキュロウイルスと Sf9 細胞を用いて組
換え EcKinase 発現系を構築した。組換えタ
ンパク質が EcKinase として機能する事を確
認し、精製を行った。今後、X線結晶構造解
析を共同研究者と共に試みる。また、同様に
バキュロウイルスと Sf9細胞を用いて組換え
EPPase発現系を構築し、精製EPPaseを得た。
さらに系統樹解析により他動物における
EcKinase、EPPase の相同配列の探索を行い、
カイコの立体構造の予測をホモロジーモデ
リングを用いて行い、ミノ酸配列から予測さ
れる酵素活性に重要な部位に変異を導入し
た EPPase を発現系により得、酵素活性に及
ぼす影響を解析した。結果は学会発表 2件と
して発表した。 
 
(1)から(3)及び本研究以前に得られた知見
を併せ、雑誌論文２件として発表した（うち
１件は掲載決定）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ 卵巣におけるエクジステロイド合成

とリン酸化反応 
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