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研究成果の概要（和文）：昆虫の外骨格はキチン及びタンパク質から構成される、非細胞性のマ

トリクスである。外骨格形成時、外骨格タンパク質間に架橋が形成されることによって強度が

増すが、この反応にラッカーゼと呼ばれる銅酵素が関与する事が明らかになってきた。家蚕の

外骨格よりラッカーゼを精製し、そのアミノ酸配列等を明らかにするとともに、生化学的性状

を解析した。その結果、家蚕外骨格ラッカーゼはこれまでにクローニングされていた昆虫ラッ

カーゼ２のオーソログであることが明らかとなった。家蚕ラッカーゼの合成は蛹脱皮前にほぼ

完了し、前駆体の形で新しい外骨格中に蓄積する。ラッカーゼ前駆体は、その後蛹への脱皮後

に活性化されることが明らかとなった、しかし、その分子機構の解明は今後の課題である。 
 
研究成果の概要（英文）： Insect cuticle is a non-cellular matrix composed of chitin fiber and 
proteins.  In the process of cuticle formation, cuticular proteins are cross-linked to each 
other, which increases the mechanical strength of the cuticle.  The importance of laccase 
in this process has become to be known in recent years.  In this project, an inactive laccase 
precursor was purified from pupal cuticle of the silkworm, Bombyx mori, and its 
biochemical properties were characterized. The laccase was found to be a product of 
Bmlaccase2, an ortholog of laccase2 genes of other insects. It was found that the laccase 
precursor is activated after pupation, but its molecular mechanisms remains to be studied.  
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１．研究開始当初の背景 
 
 昆虫外骨格形成時に構造タンパク質間に
架橋が形成され、これによって外骨格は強度
を得ていると考えられている。このプロセス
に、植物等に見つかるラッカーゼと同様の活
性を持ったタンパク質が関与しているとす
る説が以前から唱えられていた。一方、近年
になって植物のラッカーゼに相同なタンパ
ク質をコードする遺伝子が外骨格形成に働
くことが示された。しかしながら、外骨格に
ラッカーゼ遺伝子の翻訳産物があるという
ことは未確認なままであった。 
 タンパク質レベルでラッカーゼ遺伝子の
産物を同定し、その生化学的特性を明らかに
するとともに、ラッカーゼ合成のホルモン依
存性等について明らかにすることが、まず必
要と考えられていた。また、家蚕のみで報告
されていることではあるが、ラッカーゼ様タ
ンパク質が不活性な前駆体として合成され、
脱皮前の新しい外骨格に蓄積すること、及び、
脱皮後に何らかの機構によって活性化する
ことを示唆する結果が得られている。脱皮に
伴うラッカーゼ活性のアクティヴな変動が
何を意味しているのかについて、全く明らか
にされていない。 
 
２．研究の目的 
① 外骨格中に存在するラッカーゼ活性を有
するタンパク質のアミノ酸配列や発現様式
を明らかにし、さらに不活性な前駆体の性質
や、その活性化に関わる分子メカニズムを調
べる。最終的に、脱皮に伴うラッカーゼ活性
制御機構の生物学的意義を明らかにすると
ともに、活性化メカニズムが昆虫進化のプロ
セスでどのように獲得されて来たのかなど
についての知見も得る。 
 
３．研究の方法 
① 家蚕を用いて、蛹外骨格よりラッカーゼ
活性を有するタンパク質を精製し、そのアミ
ノ酸配列を調べるとともに、生化学的性状を
解析する。 
② 家蚕外骨格から不活性型のラッカーゼ
（ラッカーゼ前駆体）を単離し、その性状を
解析する。また、活性化因子を検出する方法
を確立する。 
③ ショウジョウバエを用いて、ラッカーゼ
遺伝子の機能を解析する。 
 
 
４．研究成果 
 
①家蚕蛹外骨格に存在するラッカーゼは、外
骨格マトリクスに強固に結合しているため、
ラッカーゼを抽出する為には、プロテアーゼ

等で外骨格内のマトリクス構造を壊す必要
がある。本研究では、脱皮直後の蛹外骨格か
らトリプシンを用いて活性型のラッカーゼ
を可溶化し、そこからラッカーゼ活性を有す
るタンパク質を精製した 
（下図：左は最終精製のクロマトグラム、 
    右は精製標品の電気泳動像）。 
 
 
 
 
 
 
 
                
                

 
 
精製標品をマススペクトロメトリーによっ
て解析した結果、家蚕外骨格のラッカーゼは
今までに報告されていた昆虫ラッカーゼ遺
伝子の一つであるラッカーゼ２（laccase2）
のオーソログであることが判明した。 
下図は、昆虫ラッカーゼのドメイン構造であ
るが、植物・カビ等のラッカーゼとは異なり、
アミノ末端に、機能未知の領域が存在する。 
 
 
 
 
 
 

 
 
ノーザン解析を行った結果、家蚕ラッカーゼ
２（Bmlaccase2; Bmlac2）の発現は、蛹脱皮
前にほぼ完了していることが判った。また、
脱皮前の蛹外骨格には、相当量のラッカーゼ
２タンパク質も存在していた。一方、ラッ
カーゼ活性は、脱皮前や脱皮直後の外骨格に
は無く脱皮後１時間すると活性が検出でき
た。この結果は、ラッカーゼが不活性な前駆
体として新しい外骨格に蓄積し、脱皮後に何
らかの機構によって活性化された後に、架橋
反応を触媒する、と解釈できる。脱皮前には
外骨格が柔らかく、これが脱皮のスムーズな
進行を可能にするとともに、一旦脱皮した後
に迅速に外骨格が硬くなる為のシステムだ
と推測できる。 
 
 
 
 
 
 

 



 

 

 
②脱皮直後の家蚕蛹外骨格からラッカーゼ
を可溶化する際に、トリプシンではなくキモ
トリプシンを使用すると、ラッカーゼは不活
性な前駆体として可溶化できる。これを精製
し、その性状を調べた。精製したラッカーゼ
前駆体は、改めてマススペクトル解析を行い、
配列を確認した。トリプシンによる再処理に
よって、この前駆体は限定加水分解を受ける
とともに、活性が生じた。しかしながら、生
体内で同様のメカニズムが働いているとは
限らない。ラッカーゼ前駆体は、変成作用を
有する試薬を用いた処理によっても活性化
されることから、活性化にプロテアーゼによ
る分解が必須でないことも考えられる。この
前駆体を利用して、蛹外骨格中に存在すると
思われる活性化因子を検出する為の系を確
立している最中である。 
 また、キモトリプシンではなく、ウレアを
利用した可溶化も試みた。蛹外骨格タンパク
質を 8Mウレア中で抽出し、ラッカーゼの存
在を確認した。この方法で得られるラッカー
ゼは、キモトリプシンを利用して可溶化した
場合と同じく、活性を持たない前駆体であっ
た。トリプシンによって、人工的に活性化す
ることが可能であった（下図）。これらの結
果から、キモトリプシンによって可溶化した
ラッカーゼの不活性な状態は、酵素処理によ
るアーティファクトではなく、外骨格中の
ラッカーゼ本来の性質が、保持された結果と
いうことが言える。 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
③現在、ショウジョウバエを利用して変異体
の表現型解析等を行っている。また、生化学
的な解析も進めているが、家蚕ラッカーゼで
得られた結果と同様の結果が得られている。 
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