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研究成果の概要（和文）：カイコガ前胸腺の細胞膜上に存在しPTTHに結合するタンパク質をウエスタンブロッテ
ィングにより検出した。PTTHとこのタンパク質の複合体の分子質量は約120kDaで、他の組織からは検出されな
い。この膜タンパク質（受容体と仮称）を精製するため、His-tag付きPTTHと前胸腺を反応させたのち、PTTHと
受容体を架橋し、これを界面活性剤により可溶化した。このPTTH－受容体複合体はHis-tagタンパク質精製用磁
気ビーズを用いて精製できたが、精製度が不十分で、質量分析による構造決定には至らなかった。もう一段階の
アフィニティー精製法として免疫沈降法を試したが、複合体を回収することはできなかった。

研究成果の概要（英文）：A putative PTTH receptor on the plasma membrane of the silkmoth prothoracic 
glands (PGs) was detected by Western blotting. The conjugate of this protein with PTTH had Mr of 
120kDa and was not detected in any tissues other than the PGs. To purify this protein, the PGs were 
incubated with His-tagged PTTH, and the PTTH and receptor were linked to each other with a 
cross-linker, followed by solubilization with detergent. The resultant conjugate was successfully 
affinity-purified using magnetic beads for His-tag isolation, although the purity was still 
insufficient for sequence analysis. We tried to use immunoprecipitation for further purifying the 
PTTH-receptor conjugate without success.

研究分野： 昆虫内分泌学

キーワード： 昆虫　前胸腺刺激ホルモン　受容体　カイコガ
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 完全変態昆虫の終令幼虫は一定サイズに

成長すると摂食を停止し、一連の行動的・生

理的・形態的変化を経て蛹へと脱皮・変態す

る。この過程が前胸腺から分泌される脱皮ホ

ルモン（通称エクジソン）により調節される

ことはよく知られているが、前胸腺の分泌活

性レベルを調節するしくみは十分には理解

されていない。従来、前胸腺の分泌活性は脳

が分泌する前胸腺刺激ホルモン（PTTH）に

より調節されると考えられてきた。報告者ら

は 2001 年にカイコガの血中 PTTH 濃度の測

定に成功しており（Mizoguchi et al., Insect 

Biochem. Mol. Biol. 31,349-358, 2001）、そ

の結果によれば、終令幼虫の血中 PTTH の変

動パターンは、特に吐糸期以降は血中エクジ

ソン濃度のパターンによく一致し、このこと

は PTTH が前胸腺の主な調節因子であるこ

とをよく裏付けている。しかし、吐糸開始期

以前では両ホルモンの濃度変化は一致せず、

この時期には PTTH 刺激が受容体レベルで

調節されている可能性が示唆された。最近、

ショウジョウバエにおいて、PTTH 受容体と

して Torso が同定され、そのカイコガホモロ

グもクローニングされた(Kim et al., Science 

326, 1403-1405, 2009)。しかし奇妙なことに、

カイコガ Torso 遺伝子の発現は、予想に反し、

前胸腺活性が低い終令初期に高く、吐糸開始

後は低いというパターンを示した。こうした

ことから、カイコガには Torso 以外にも別の

PTTH 受容体が存在する可能性が示唆され

た。この可能性を支持する証拠は他にもある。

例えば、１）ショウジョウバエでは変態の

PTTH 依存性は低く、PTTH 欠失系統でも時

期が遅れるものの変態は起きることから、ハ

エ目昆虫とチョウ目昆虫とでは PTTH の作

用に違いがある、２）チョウ目昆虫では、

PTTH が前胸腺を刺激する際に cAMP がセ

カンドメッセンジャーとして働くことが知

られるが、チロシンキナーゼ型受容体である

Torso の下流で cAMP が働くとの証拠はない、

３）チョウ目昆虫の PTTH の前胸腺に対する

作用には、前胸腺の発達を促進する長期的作

用と、前胸腺を刺激して PTTH を分泌させる

短期的作用の二つがある、などである。こう

したことから、Torso が PTTH 受容体（の一

つ）であるとしても、他にも受容体があると

想定してその精製を試みることには十分に

意義があると考えられた。また、近年の精製

技術の進歩と構造決定技術の進歩を考えれ

ば、比較的少量の出発材料から新規 PTTH 受

容体を精製し同定することも十分に可能で

あると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、カイコガ前胸腺から新規

PTTH 受容体を精製・単離し、その構造を決

定することを目的とした。さらに、受容体遺

伝子の発現解析を通して、前胸腺活性調節の

PTTH 受容体レベルでの調節の実態を理解

すること、新規の PTTH 機能を探索すること

を目標とした。 
 
３．研究の方法 
 受容体タンパク質の精製と構造決定の基

本戦略は以下の通りである。 

まず、PTTH に結合する受容体候補タンパク

質（以後、受容体と略）を PTTH と結合した

状態で化学架橋し、この PTTH—受容体複合

体を PTTH 抗体により検出する方法を確立

する。次に、PTTH 受容体がもっとも多く発

現する時期の前胸腺の細胞膜から PTTH−受

容体複合体を溶出し、これを２段階のアフィ

ニティー精製により精製する方法を開発す

る。精製法が確立したら、大量の前胸腺を出

発材料として受容体を精製し、それをトリプ

シン消化したのち、質量分析によりペプチド

断片のアミノ酸配列を決定する。最後に、こ

の配列をもとにカイコガタンパク質データ

ベースを検索し、受容体を同定する。 

 その具体的研究方法を以下に記す。 



（１）PTTH 受容体の検出法の確立 

 PTTH 受容体を精製するためには、それを

高感度で検出する方法が必要である。前胸腺

細胞膜上に存在する受容体と PTTH を反応

させたのち、結合した両者を化学架橋剤を使

って共有結合させた。次に前胸腺を可溶化し、

PTTH 抗体を用いたウエスタンブロッティ

ングにより PTTH−受容体結合物を検出した。

PTTH と反応させた前胸腺では存在するが

PTTH と反応させない前胸腺では存在しな

い免疫反応性のバンドが検出されば、それが

目的のタンパク質である。ウエスタンブロッ

ティングに供する前胸腺の数は１回当り１

０個体分（１０対）とした。 

（２）精製出発材料の検討 

 受容体を効率よく精製するためには、精製

の出発材料の選定が大きな鍵となる。そこで、

さまざまな発育段階のカイコガ終齢幼虫か

ら前胸腺を摘出して１）で確立された方法を

使って受容体を検出し、その発現量が最も多

い時期を特定した。また、前胸腺以外の組織

で PTTH 受容体が発現している可能性もあ

るため、他の組織についても同様の実験を行

い、受容体の検出を試みた。 

（３）精製法の確立 

 PTTH 受容体は細胞膜上に存在するため、

PTTH−受容体複合体は界面活性剤を使って

可溶化しなければならない。しかし、可溶化

剤は PTTH−受容体複合体の精製に干渉する

ため、その種類の選択と濃度等の条件は精製

の成功を左右する非常に重要な要素である。

本研究では数種類の界面活性剤について、そ

の利用可能性を検討した。 

 可溶化した PTTH−受容体複合体の精製は

２種類のアフィニティー精製法を組み合わ

せて行うこととした。使用した（試みた）ア

フィニティー精製法は、①PTTH 抗体を使っ

た精製、②His-tag 付き PTTH を使った精製、

③ビオチン標識 PTTH を使った精製の３種

類である。いずれの場合も、それぞれのプロ

ーブを特異的に結合する磁気ビーズ（ダイナ

ビーズ）を使用して目的物の分離を行った。

抗体を使った精製では、PTTH抗体とprotein 

G 結合ビーズの組み合わせ、ビオチン標識し

た PTTH 抗体とストレプトアビジン結合ビ

ーズの組み合わせ、PTTH 抗体を直接結合さ

せたビーズのいずれかを使用した。His-tag

付き PTTH を使った精製では、His-tag タン

パク質精製用ビーズを、ビオチン標識 PTTH

を使った精製ではストレプトアビジン結合

ビーズを使用した。磁気ビーズに結合したタ

ンパク質は専用のマグネットを使って溶液

から分離した。 

（４）新規 PTTH 受容体の同定（計画） 

 PTTH 受容体の精製法が確立すれば、以下

の方法で新規 PTTH 受容体を同定する。数千

個の前胸腺を使って PTTH−受容体複合体を

精製し、構造解析を行う。構造決定は、精製

物のトリプシン消化物の質量分析による。得

られた配列をもとにカイコガのタンパク質

データベースから目的とする受容体タンパ

ク質を探索する。候補が見つかれば cDNA を

クローニングし全構造を決定する。次に、候

補 cDNA を培養細胞に導入して発現させ、

PTTH との結合を細胞内シグナル（カルシウ

ムイオン、cAMP など）の発生を指標として

検出する。PTTH との機能的結合が確認され

れば、発現させたタンパク質は PTTH 受容体

である可能性が高い。本研究では予備実験と

して、部分精製物を使って構造決定を試みた。 
 
４．研究成果 

（１）PTTH 受容体の検出 

 血中エクジソン濃度がピークに達する吐

糸開始後２日の前胸腺では PTTH 受容体が

確実に発現していると考えられたため、この

時期の前胸腺を１０個体から採取し、PTTH

（20 ng）と４℃で１時間インキュベートし

た。PBS で洗浄後、タンパク質架橋剤の

Dimethyl Adipimidate Dihydrochloride 

(DMA)と室温で 30 分間反応させたのち、前



胸腺を TBS で洗浄した。次に、ガラスホモ

ジナイザーを使ってこの前胸腺を緩やかに

ホモジナイズし、8000 xg で５分間遠心して

細胞膜画分を分離した。最後にこの細胞膜画

分を SDS-PAGE 用のサンプルバッファーで

可溶化し、SDS−PAGE の後、ウエスタンブ

ロッティングを行った。PTTH-受容体複合体

の検出には抗 PTTH マウスモノクローナル

抗体（3E5）、HRP 標識抗マウス IgG 抗体、

ECL prime、および X 線フィルムを使用した。

その結果、PTTH 依存的に出現する分子質量

約 120kDa のバンドが検出された。１次抗体

には 3E5 抗体の他、マウスモノクローナル抗

体２種、ウサギポリクローナル抗体２種も試

用したが、３E5 抗体により最良の結果が得

られた。 

（２）受容体発現の組織特異性と時期特異性 

 PTTH は前胸腺を刺激することから前胸

腺に受容体が存在することは確かであるが、

このことは PTTH 受容体が他の組織でも発

現している可能性を排除しない。もし、前胸

腺よりも大きく集めやすい組織が PTTH 受

容体を発現していれば、受容体精製の出発材

料としては好ましい。そこで、様々な組織を

使って、上記１）と同じ方法で受容体の探索

を行った。調べた組織は、脳、胸部神経節、

唾液腺、マルピーギ管、小腸、脂肪体である。

その結果、PTTH 依存的に出現する約

120kDa のバンドは前胸腺以外には検出され

ないことがわかった。また、前胸腺に受容体

が最大レベルで発現する時期を探るため、終

齢幼虫の０日目から蛹化直後までの幼虫か

ら毎日前胸腺を採取し、前記の方法で PTTH-

受容体複合体の検出を行った。その結果、約

120kDa のバンドは吐糸開始後１日までは検

出されず、血中 PTTH 濃度が上昇する吐糸２

日目以降にほぼ同じレベルで検出された。以

上の結果に基づき、精製の出発材料は吐糸開

始後２日の前胸腺と定めた。 

（３）PTTH-受容体複合体の精製法の検討 

 受容体の精製法の検討は主に細胞膜から

の可溶化法と可溶化した受容体の回収法（ア

フィニティー精製法）について行った。可溶

化に使用する界面活性剤の検討に当たって

は、まず、可溶化後の溶液から PTTH-受容体

複合体を回収する方法を少なくとも一つ確

立しておく必要がある。そこで、PTTH の代

わりにHis-tagつきPTTHを使用し、His-tag 

PTTH-受容体複合体をHis-tagタンパク質精

製用磁気ビーズを使って抽出する方法を考

案した。Hi-tag 付き PTTH の作製は分担者

の片岡博士に依頼した。界面活性剤としては

RIPA buffer、1% Triton X-100、1% CHAPS、

市販の膜タンパク質抽出キットなどを試用

した。その結果、1% Triton X-100 で可溶化

した場合にのみ、磁気ビーズを使った精製で

約 120kDaのタンパク質が回収されることが

わかった。そこで、使用する界面活性剤は

Triton X-100 とし、精製法の一つは His-tag

タンパク質精製用磁気ビーズによる精製と

した。しかし、同法による精製では目的物以

外のタンパク質の混入が多いことが知られ

ていることから、少なくとも更に一段階のア

フィニティー精製が必要であると考えられ

た。そこで、抗 PTTH 抗体による免疫沈降、

抗PTTH抗体とprotein-G結合磁気ビーズの

組み合わせによる精製、抗 PTTH 抗体を結合

させた磁気ビーズによる精製などを試した。

しかし、いずれの場合も 120kDa のタンパク

質を回収することはできなかった。おそらく、

既存の PTTH 抗体は、PTTH と受容体が結合

すると PTTH に結合できなくなるものと推

定される。ウエスタンブロッティングにおい

て3E5抗体が120kDaのタンパク質を認識で

きるのは、SDS による変性のためであると考

えられる。そこで、His-tag PTTH をビオチ

ン標識し、これとストレプトアビジン結合磁

気ビーズの組み合わせによる精製も試みた。

しかし、この方法でも目的のタンパク質は回

収できなかった。ビオチン標識 His-tag 



PTTH がストレプトアビジン結合磁気ビー

ズを使って回収できることは確認されてい

るので、ビオチン標識により PTTH と受容体

の結合が阻害される可能性、PTTH と受容体

の結合によりビオチン標識が埋没する可能

性などが考えられる。抗体やビオチンを使っ

たアフィニティー精製がうまくいかない原

因としては界面活性剤が精製に干渉してい

る可能性もあるため、精製時に試料溶液を希

釈して界面活性剤濃度を下げる試みも行っ

たが効果はなかった。今後は、他の精製手段

を検討する必要がある。 

（４）His-tag 精製物の構造決定の試み 

 1000 個の前胸腺を出発材料とし、His-tag

精製した標品を使って質量分析による構造

決定を試みた。この実験では磁気ビーズの代

わりにNi-NTAアガロースビーズを使用した。

ビーズに結合したタンパク質をイミダゾー

ルを使って溶出し、溶出物の SDS-PAGE を

行った。ゲルを蛍光染色し、目的サイズのバ

ンドを含むゲルを切り出してトリブシン消

化し、消化物を質量分析装置にかけた。質量

分析で得られたペプチド配列を２種のカイ

コガタンパク質データベースと照合した。そ

の結果、５種のタンパク質が候補として同定

され、２種が膜貫通領域をもっていた。しか

し、ホルモン受容体に該当しそうなものはな

く、また、PTTH の配列も含まれていなかっ

た。よって、His-tag 精製されたタンパク質

中には構造決定に必要な量の受容体が含ま

れていないと結論した。 

（５）ヨトウガの発育、休眠に伴う内分泌的

変化の研究 

 生体物質の精製の成功が出発材料の選択

に左右されることはよくあることである。長

年にわたるカイコガ PTTH 受容体の精製の

試みにもかかわらず成功に至っていない原

因の一つは、カイコガ前胸腺が精製の出発材

料として適していないことにあるのかもし

れない。そこで、同じチョウ目昆虫であるヨ

トウガを利用する可能性を探った。その一環

として、ヨトウガにおける PTTH とエクジソ

ンの分泌動態、前胸線の活性変動、Torso 遺

伝子の発現動態等を詳細に調べた。その結果、

ヨトウガにおける PTTH による前胸腺支配

の実態が明らかになり、蛹休眠のホルモン調

節機構の詳細も明らかになった。PTTH 抗体

も数種類が得られたことから、将来は PTTH

受容体の精製にこれらの抗体も利用したい

と考えている。 
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