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研究成果の概要（和文）： 
	
 本研究は，カイコ休眠卵を浸酸処理し休眠移行を阻害した際に特異的に発現する一酸化窒素
合成酵素（NOS）の新規スプライシングバリアント（NovNOS-V）を見出し，NovNOS-V が NOS 遺
伝子の 35 残基のアミノ酸に相当する一つのエキソンを除いて合成されること及び NOS	
 遺伝子
が 22 のエキソンと 21 のイントロンで構成されていること等を明らかにした。また，休眠卵，
非休眠卵，浸酸処理休眠卵での NOS の遺伝子発現と酵素活性を解析した。その結果，活性変動
は転写レベルでなく，翻訳後の修飾による可能性が示唆された。更に，抗 NOS 抗体を用いた免
疫組織化学的解析を行ったところ，NOS は卵黄細胞に局在していることも明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  A splicing variant of nitric oxide synthase (NOS) was found in HCl-treated diapause eggs of the 
silkworm, Bombyx mori.  The splicing variant (NovNOS-V) lacked one exon of NOS gene that was 
encoded 35 amino acid residue, and NovNOS-V mRNA was expressed just after HCl-treatment.  NOS 
gene expression and NOS activity were also examined with non-diapause, diapause and HCl-treated 
diapause eggs, respectively. These gene expressions were not parallel with the changes in NOS activity.  
These results suggest that the changes in NOS activity are regulated mainly at the level of 
post-transcription during embryonic development in B. mori.  Furthermore, the distribution and 
localization of NOS were investigated by an immunohistochemical technique using antibodies against 
the universal NOS, and the localization of NOS was observed mainly in yolk cells in HCl-treated 
diapause eggs. 
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１．研究開始当初の背景 
	
 申請者は，これまでカイコの休眠・非休眠
卵，浸酸処理を施し胚子を活性化させた休眠
卵等を材料に用いて発生初期に発現する遺
伝子の解析を行ってきた。いくつかの分子の
解析中，一酸化窒素合成酵素（NOS）遺伝子
が非休眠卵の発生に伴って発現が強くなる
興味深い変動が認められた。更に，浸酸処理
直後に本来の分子サイズより小さい DNA	
 の
バンドが電気泳動上で確認されたので，その
解析を行った結果，既に報告されているカイ
コ NOS （ Imamura	
 et	
 al.,	
 Insect	
 Mol.	
 
Biol.,2002）中の 35 残基のアミノ酸に相当
する配列のみが欠損していた。NOS は，L-ア
ルギニンを基質にし一酸化窒素（NO）	
 を合
成する酵素である。生成した NO は，受容体
を介すことなく直接不活性型のグアニル酸
シクラーゼのヘムに結合し，酵素を活性化さ
せサイクリックGMP	
 (cGMP)を合成することに
よって cGMP が関与する情報伝達系を活性化
する事が明らかとなり，細胞内情報伝達分子
として近年注目されている。しかし，昆虫の
初期発生に関与する NO や NOS に関する報告
は今までにない。報告者が見出したこの新規
NOS スプライシングバリアント（NovNOS-V）
は浸酸処理直後に特異的に発現し胚子活性
化のために機能する極めて重要な役割を担
っている分子と考え，本研究の着想に至った。
更に，浸酸処理の分子機構がほとんど未解明
なため，少しでもその手掛かりを掴みたいと
の思いも本着想を後押しした。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
	
 本研究は昆虫の休眠・非休眠機構解明の一
環であり，具体的には，カイコガの胚子発生
に関与している NOSと新規 NOS スプライシン
グバリアント（NovNOS-V）の役割の解明を目
的として研究を遂行した。	
 
	
 
３．研究の方法	
 

休眠卵，非休眠卵，浸酸処理卵の調整	
 

	
 本実験で用いたカイコガ(Bombyx	
 mori)の
正常系統は、大造(松村)である。遺伝的背景
のそろった卵を２つのグループに分け、一方
は 25℃、18 時間照明(高温長日条件)で催青
し、もう一方は 15℃、照明なし(低温短日条
件)で催青し、休眠卵と非休眠卵を調製した。
また，休眠卵に塩酸で刺激を与えることによ
り休眠を回避させる人工孵化法を施した浸
酸処理卵は，産卵後 70 時間目に 5℃冷蔵、6
日後比重 1.11、48℃，6 分浸酸処理後、水洗・
風乾し 25℃で催青を開始した。サンプルは，
0，12，24，36，48，60 時間目に行い液体窒
素で凍らせて-80℃で実験に使用するまで保
存した。この浸酸処理法での孵化率は，ほぼ
100%である。	
 

RNA の抽出，1st-strand	
 cDNA 合成，RT-PCR	
 

Acid	
 Guanidinium	
 
Thiocyanate-Pheonol-Choloroform 法
(Chomczynski	
 and	
 Sacchit,1987)にてトータ
ル RNA を抽出。抽出したトータル RNA を５μ
g、Oligo	
 dT プライマーを使用して
1st-strand	
 cDNA 合成キット(GE	
 Healthcare)
にて 1st-strand	
 cDNA 合成をした。PCR 実験
は，	
 1μl の 1st-strand	
 cDNA，	
 BmNOS3F,	
 
BmNOS3R プライマー，Ex	
 Taq	
 (TAKARA)を使
用し，PCR プログラム（94℃-1 分，55℃-1 分，
72℃-1 分，30-35 サイクル）を実行した。	
 
NOS 活性測定	
 
	
 NOS 活性の測定は，NOS	
 activity	
 assay	
 kit	
 
(Cayman	
 Chemical	
 Company)と 14C-アルギニン
（GE	
 Healthcare）を用いて行った。	
 
抗 NOS 抗体を用いた免疫組織化学	
 
	
 浸酸処理後 0 時間のパラフィン切片と抗
NOS 抗体（anti-uNOS	
 anti	
 body,Affinity	
 
BioReagents）を用いて報告者が以前行った
方法で実施した(Sawada	
 et	
 al.,	
 Insect	
 
Biochem.mol.Biol.36,	
 911-920，2006)。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 NovNOS-V と NOS のプローブを用いたゲノ
ムサザンブロット解析を用いた実験により，
NovNOS-V と NOS をコードする遺伝子（ゲノム
DNA）は共通で，しかもゲノム（この場合，
全染色体を意味する）中でシングルコピーで
あることが明らかとなった。そこで，NOS と
NovNOS-V の cDNA の塩基配列を基にしてカイ
コのゲノムデータベース使って解析を行っ
た。その結果，カイコ NOS(BmNOS)遺伝子は
21 のエキソンと 20 のイントロンに分かれて
いた。この知見はカイコでは初となった。こ
のようにエキソンが多くのイントロンによ
り分断されていることは，ショウジョウバエ
やヒトの NOS 遺伝子の構造とも共通性がみら
れるので，このような構造は NOS 遺伝子に特
有なものであることが考えられた。また，浸
酸処理直後に特異的に発現する NovNOS-V
（Fig.1.矢印）は，35 残基分のアミノ酸をコ
ードする 1 つのエクソン(Exon	
 11)が選択的
スプライシングにより除かれて合成される
ことが判明した。	
 

	
 
	
 Fig. 1. RT-PCR analysis of BmNOS gene expression 
in HCl-treated diapause eggs. 
. 
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(2)	
 NOS遺伝子発現解析をRT-PCRにより行っ

た結果，休眠卵では産卵後48時間の発現が高

く，非休眠卵では24時間から発現が高くなり

60時間までその発現が維持されていた。一方

，NOSとNovNOS-V遺伝子は浸酸処理を施した直

後に発現が高くなることが明らかとなった（

Fig.2）。	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 
	
 
	
 
(3)	
 NOS の酵素活性を測定したところ，休眠
卵では 48 時間での酵素活性が高く，非休眠
卵では産卵直後の活性が高くその後減少し
た(Fig.3)。遺伝子発現の比較では，休眠卵
48 時間での遺伝子発現と酵素活性のみ変動
パターンが一致したが，その他は一致しなか
った。これは，NOS の活性は翻訳後に調節さ
れている可能性が考えられる。また，浸酸処
理後 0，6，12 時間目の卵の NOS 活性を測定
したところ，6 時間目に活性が高い事が判明
した。	
 

	
 
	
 
(4)	
 抗 NOS 抗体を用いて浸酸処理直後の卵の
切片を用いて，免疫組織化学的観察を行った
ところ，胚子よりも卵黄細胞に NOS の局在が
観察された。この結果より，胚子を取り巻く
卵黄細胞が NOS により作られた一酸化窒素を
胚子の方へ放出し，休眠打破を促している可
能性が示唆された。	
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