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（家蚕幼虫のフェノール酸化酵素前駆体活性化系を構成する

    新規なセリンプロテアーゼ前駆体に関する研究）

学位論文内容の要旨

  カピや細菌の感染に対する昆虫の自然免疫作用として、血球細胞による貪食や被嚢形成、
メラニン合成、抗菌ベプチドの産生などが知られている。メラニン合成は、昆虫の体内に
侵入したカピ、バクテリア、寄生虫などの周囲が黒色色素（メラニン）で覆われる現象と
して観察されている。このメラニン合成を触媒するkey enzymeがフェノール酸化酵素
(PO)で、昆虫ではPOは不活性な前駆体(proPO)として存在し、カピや細菌の感染
で引き金がひかれるプロテアーゼカスケード(proPO活性化系またはproPOカスケード）
の働きにより活性化される。自然免疫においてカピや細菌を異物として認識するのに重要
な役割を担っている分子は、バターン認識夕ンパクと呼ばれている。バターン認識夕ンパ
クは感染微生物に共通に存在する特有の分子構造を認識すると考えられている。昆虫の
proPOカスケードの全体像はまだ明らかにされていないが、出発点にパターン認識夕ン
パクが位置している。そのため、proPOカスケードがメラニン合成以外の他の自然免疫
作用の発動においても異物認識機構の役割を担っている可能性が指摘されている。家蚕幼
虫ではp―1，3ーグルカン認識夕ンバクとべプチドグリカン認識夕ンパクが、それぞれカ
ピと細菌の細胞壁成分であるロ―1，3ーグルカンとべプチドグリカンに特異的に結合する。
その結合によってカスケードの引き金がひかれ、まだ明らかにされていない数段階のプロ
テアーゼ反応を経て、proPO活性化酵素前駆体(proPPAE)が活性化され、さらにproPO
が活性化されると、血液中に存在するチロシンやドーバなどのフェノール性物質を酸化し、
生じたキノン類が重合してメラニンとなる。また、proPOの活性化には関わらないプロ
テアーゼ前駆体proBAEEaseも活性化されるが、生体内での基質や機能は不明である。
しかし、活性型のプロテアーゼBAEEaseは、ショウジョウパェの抗菌ベプチドの産生に
関わるプ口シュペッツルを限定加水分解して活性型のシュペッツルとすることが確認され
ており、proBAEEaseが家蚕で抗菌ペプチドの産生に関わっている可能性が高いと考え
られている。昆虫の自然免疫における異物認識の仕組みや自然免疫作用の相互関連を知る
ためにproPOカスケードの全貌を解明することは重要である。本研究では、家蚕幼虫血
液からproPOカスケ冖ドを構成する新規の因子(factor S)を単離し、cDNAクローニ
ン グ を 行 い 、 こ の 因 子 の カ ス ケー ド 中 で の 役 割 に つ い て 検討 し た 。
  家蚕幼虫血液からproPOカスケードが動き出していない状態の血漿画分（以下、プラ
ズマと略称）を得た。このプラズマを陽イオン交換(SP)、Heparinの連結カラムに吸着
させ、それぞれのカラムから得られた溶出液（それぞれSP、Heparin画分と呼ぶ）と
proBAEEase、カルシウムを混合すると、工リシターの存在下でのみBAEEase活性が現
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れる。そこで、BAEEase活性の出現に必要なSP画分の因子(factor S)の精製を試み
た。120 mlのプラズマを硫安分画後、3回のク口マトグラフイー操作により約60 ptgの
精製標品が得られた。精製factorS標品は非還元条件下のSDS－PAGEで42 kDa付近に
2本のパンドを与えたので、さらに逆相HPLCカラムで展開したところ、2つのピークに
分かれた。それぞれのピークを分取して還元条件下のSDS―PAGEで分析した結果、一方
のピークからは29 kDaと24 kDaに2本、もう一方のピークからは51 kDaに1本のバ
ンドが確認された。これらの断片のアミノ酸配列分析の結果、24 kDaと51 kDaの断片
のN末端からの配列は同じであった。cDNA塩基配列より推定されたfactorSの一次構
造から判断すると、2つのピークは同じタンバクに由来し、一方は51 kDaのタンバクが
切断されて24 kDaと29 kDaの断片が生じ、2つの断片がジスルフィド結合で連結して
いるものと同定された。
  次に、factorSのプラズマ中での役割について検討した。抗factorS抗体を作り、プ
ラズマに加えてインキュベーション後、遠心し、その上清を抗体処理後のプラズマとした。
それにカルシウムとロ－1，3－グルカンを加えて活性化反応を行い、PO活性とBAEEase
活性を測定した結果、両者の活性は現れなかった。そこで、抗体処理後のプラズマに精製
factorS標品を加えて活性化反応を行ったところ、PO活性とBAEE;ase活性が再び現れ
た。また、ロ－1，3－グルカンの代わりにぺプチドグリカンを用いて同じ実験を行った場
合にも、同様の結果が得られた。これらの事実は、factorSがproPOとproBAEEase
の両方の活性化に必要な因子であること、かつ、ロー1，3―グルカンとぺプチドグリカン
のいずれによってカスケードが動き出す場合にも必要な因子であることを示している。
  一方、cDNAクローニングの結果より推定された一次構造から、factorSはシグナル
ベプチドが切断されて細胞外に分泌される391アミノ酸残基のセリンプロテアーゼ前駆
体と推測され、活性化の際に限定加水分解を受ける部位に特徴的な配列も存在した。
  そこで、factorSの活性型(factor S*と呼ぷ）の精製を行った。60 m1のプラズマか
らロ－1，3―グルカンによる活性化反応を経て4回のクロマトグラフイー操作により、約
2嵋の精製標品が得られた。精製factorS＊標品は非還元条件下のSDS－PAGEで、38kDa
の1本のバンドを与えた。また、精製標品のアミノ酸配列分析の結果は、cDNA塩基配
列から推定されたfactorSの一次構造と一致し、この精製標品が確かにfactorSが切断
されたものであると同定された。
  精製f．aCtorS＊標品に、組み換え体のロoBAEEaseまたはproPR゚ 正産生のための培
養上清を加えてインキュベーションし一定時間ごとにサンプリングして、BAEEaseまた
はPI）AEの活性を測定したところ、factorS＊を加えた場合にのみ、培養上清からそれぞ
れの活性が検出された。同時に抗proBAEEase抗体または抗proPPAE抗体を用いたウ
エスタンプ口ット分析を行った結果、時間が経過するにっれて、proBAEEaseとproPR゚ 正
のバンドが少なくなり、活性型の＆6正EaseとPPAEのパンドが現れた。これらの結果
から、factorS＊はpro＆岨EaseとproPI）‘AEを直接、活性化していることが示された。
prOBAEEaseはproPOの活性化には関わっていないので、faCtorS＊がproPOと
proBAEEaseの2つの活性化系の分岐点に位置することが示唆された。今後、factorS
の活性化の機構やfactorS＊活性の制御の仕組み、さらにはproPOカスケードの全貌を
明らかにすることが、proPOカスケードと他の自然免疫作用がどのような有機的なっな
がりをもって働いているかについての理解を深めるために必要と考えられる。
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学位論文審査の要旨
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    学位論文題名
    I
    Studies onaserlneproteaSeZymogen
Ofthe．prophen010XidaSeaCtiVatingSyStem
    OftheSilkWOrm，B〇絖0ガ絖〇カ

（家蚕幼虫のフェノール酸化酵素前駆体活性化系を構成する

    新規なセリンプロテアーゼ前駆体に関する研究）

  近年、昆虫の生体防御機構（自然免疫）につしゝての研究が進展し、カビや細菌の侵入
により合成誘導される抗菌・抗カピベプチドをコードする遺伝子の転写制御因子や、カ
ビや細菌の侵入により生じたシグナルを受容する受容体に関して、昆虫で得られた知見
が脊椎動物の自然免疫についての研究にも大きく貢献している。カビや細菌などの異物
  （非自己）に対する生体防御機構の発動には、異物を非自己として認識した後、認言哉し
たシグナルは増幅されて防御反応を実行する細胞へ伝えられなければならない。昆虫の
自然免疫における、この認識、増幅に関して、まだ解明されるべき点が多く残されてい
る。フェノール酸化酵素前駆体(prophenoloxidase，proPO)活性化系（proPOカ
スケード）は、ごく微量のカビやバクテリアの細胞壁成分で活性化される一種のプロテ
アーゼカスケードである。pr oPOカスケードの研究から、ベプチドグリカンやBー
1、3―グルカン（pathogenに共通して存在する化学構造、いわゆるpathogen
associated molecular patterns，PAMPs）と特異的に結合するべプチドグリカン認識夕
ンノ弋ク（PGRP）や口ー1、3―グルカン認識夕ンパク（ロGRP）が発見された。
その後、PGRPに相同な分子が脊椎動物にも発見され、脊椎動物における自然免疫に
おいてもPGRPは重要な役割を担っていることが明らかにされた。proPOカスケ
ードは昆虫において、カピやバクテリアを非自己として認識し、その認識シグナルを増
幅 す る 機 構 と し て 働 い て い る 可 能 性 が 指 摘 さ れ 注 目 を 集 め て い る 。
  このような状況を踏まえ、申請者は、本学位論文において、p roP〇カスケードの
生理機能を解明するためには、p roPOカスケードを分子レベルでより深く理解する
ことが必要と考え、家蚕pr oPOカスケードの未知の構成要素を単離精製し、その性
質を調べた。さらに、その構成要素のpr oPOカスケード活性化における機能を明ら
かにした。まず、家蚕血液の血漿部分をp roP〇カスケードの引き金を引かず粗分画
する方法を用い、家蚕proP〇カスケードが再構成できることを示した。さらに、こ
れまでに同定された家蚕proPOカスケードの構成要素が、どの粗分画々分に含まれ



ているかを検討し、Sfractionと命名された粗分画々分に未同定の構成要素
が、少なくともーつ存在することを突き止めた。Sfractionに含まれる未同
定の 構成 要素 をfactorSと 命名し 、そ の半定量的検出法を考案した。fact
orSを 精 製 し 、cDNAク 口 ー ニ ング を行 なった 。推 定一 次構造 から factor
SはクリップドメインをN？末端側に、触媒ドメインをC？末端側に持っトリプシン様基
質特異性を示すことが期待されるセリンプ口テアーゼ前駆体であることが示された。ま
た、factorSの活性型、factorS*を精製し、factorSの活
性化機構を明らかにした。factorS*の基質は、フェノール酸化酵素前駆体活
性化酵素の前駆体と、inレ´〇レ〇における基質が明らかになっていないBAEE
aseと 命名されているセリンプ口テアーゼの前駆体、pr oBAEEaseであり、
factorS*はそれらを活性化することが示された。家蚕pr o'P〇カスケード
は、 その 経路 の途 中で、 一っ はpr oPO活 性化 経路 ヘ、 他方は proBAEEase
活性化経路と分枝していることが知られている。factorSはこの分岐点に位置
する構成要素であることが示された。ショウジョウパエでは、受容体丁〇´´にりガン
ド（シュベッツレ）が結合して抗菌・抗カピベプチドの合成誘導シグナルが細胞に伝達
されること、シュベッツレはプロテアーゼカスケードの作用でプロシュベッツレから生
じることが示されている。ショウジョウパエでは限定加水分解によルプロシュベッツレ
からシュベッツレを生成する酵素がまだ同定されていないが、BAEEaseはプ口シ
ユベッツレに作用してシュベッツレを生成することが示されている。また、無脊椎動物
のセリンプ口テアーゼカスケードを構成するセリンプ口テアーゼ前駆体にはクリップ
ドメインを持っものが多く知られているが、クリップドメインの生理機能についてはほ
とんど何も明らかにされていない。factorSは活性化される際にクリップドメ
インが遊離されるめずらしいプロテアーゼ前駆体である。遊離されるクリップドメイン
についての研究から、その生理機能が明らかにされることが期待されている。
  以上のように、申請者は、これまで昆虫の自然免疫において、異物認識、認識シグナ
ルの増幅に働いているのではないかと関心を持たれているにも関わらず、その詳細が解
明されていないp roPOカスケードの新規な構成要素を同定し、その役割を明らかに
した。この成果は、昆虫の自然免疫における異物認識、認識シグナ，ルの増幅、いくつか
の自然免疫反応の相互関連を究明する上で重要な研究成果である。審査委員一同は、本
研究を高く評価し、また申請者は、研究者として誠実かつ熱心であり、博士（地球環境
科 学 ） の 学 位 を 受 け る の に 十 分 な 資 格 を 有 す る も の と 判 定 し た 。
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