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第 1 章 序論 
 

1-1 昆虫の生活史と休眠 

昆虫は全動物種の中で最も種数が多く，その生息域は極地から熱帯まで地球上のあらゆ

る環境にわたり，最も繁栄している生物群といえる（Pears et al., 1987）。このように昆虫が

繁栄できた理由として，一世代のサイクルが非常に早く，多くの環境に適した形質を獲得

できたことがあげられる。特に，翅と休眠の獲得により，様々な環境に適応することがで

きたと考えられる。まず，翅の獲得が飛翔による大幅な移動を可能にしたと考えられる

（Kukalová-Peck, 1983; Jockusch and Nagy, 1997）。そのため，生育に不適な環境に留まる必

要がなくなり，生育に適した環境を求めて移動することで空間的な生息域の拡大をもたら

した。また，休眠の獲得は適した時期にのみ生育することを可能にしたと考えられる。生

育に不適切な時期を休眠で避けることで，時間的な生息域の拡大をもたらした（Danks, 

2000）。加えて，休眠を生活史の中に取り込み季節変動と生活史を同調させたことで，発

生時期や生育時期が斉一化し，繁殖の機会を増やしたと考えられる（Tauber et al., 1986）。 

昆虫は昼と夜の長さに基づく光周期を利用して，種ごとに異なる生活史を季節に同調さ

せている（Numata and Hidaka, 1982; Saunders, 2010）。光周期は一年周期で正確に変動する

ため，季節の到来を知るための良い指標となる。昆虫の休眠は，直接的にはこの光周期に

よって支配されており，不利な環境条件下での生育を避けるために生活史の特定の時期に

引き起こされる（Yamashita, 1979）。同じ昆虫でも卵から成虫までの発育期間中，どの段階

で休眠するかは種によって異なる。イネ（Oryza sativa）の主要な害虫として知られるニカ

メイガ（Chilo suppressalis）は通常年 2 回の生活史を持ち，幼虫で休眠する。この休眠は幼

虫初期の段階の短日条件によって誘導され，終齢幼虫で休眠する。休眠時の幼虫の体液中

には多量のグリセロールの蓄積がみられ，休眠時の耐凍性を増大させていると考えられる

（Fukaya, 1950）。また，モンシロチョウ（Pieris rapae）は，蛹で休眠することが知られて

いる。幼虫期の光周条件によって蛹休眠が誘導されるが，長日条件では非休眠蛹に，短日

条件では休眠蛹になる（Kono, 1970）。非休眠蛹と休眠蛹は，蛹殻の厚みが異なることで特

徴付けられる。これは蛹の表面の炭化水素量の違いによるもので，休眠蛹の炭化水素量は

非休眠蛹の 15 倍にもなり，休眠時の耐乾燥性を付与していると考えられる（Kaneko and 

Katagiri, 2004）。さらに，成虫で休眠する昆虫として，コガタルリハムシ（Gastrophysa 

atrocyanea）が知られている。春に土中で羽化した成虫は，1 週間ほど地上で活動した後，
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再び土中に潜り翌年の春まで休眠する生活史を持つ。この成虫休眠には，活動期特異的タ

ンパク質（APAP I）が関与しているとFujitaらが報告している（Fujita et al., 2006）。休眠覚

醒させた成虫に対してAPAP IのRNA干渉を行うことで，卵巣の非発達や土中に潜るなど再

び休眠時に特異的な行動が見られることから，APAP Iにより休眠が制御されている可能性

があると述べている。 

一般的に幼虫・蛹・成虫で見られる休眠は，不適切な環境情報を感知してから休眠に入

るため，休眠感受期と休眠実行期が時間的に近いのが特徴である。これらの休眠の誘導と

覚醒には，アラタ体から分泌される幼若ホルモンが関与していることが知られている

（Weaver and Audsley, 2009; Denlinger, 1985; Pérez-Hedo et al., 2011）。幼虫休眠は高濃度の幼

若ホルモンが前胸腺刺激ホルモン分泌を抑制することで（Schafellner et al., 2008），蛹休眠

は脳の前胸腺刺激ホルモンの分泌活動が停止することで（Ding et al., 2003），成虫休眠はア

ラタ体の幼若ホルモン分泌が不活性化することで起こるとの報告がある（Tauber et al., 

1986; Danks, 1987）。これらの報告から分かるように，幼虫・蛹・成虫で見られる休眠には，

低温や乾燥などの環境条件の悪化に伴い一時的に発育を休止する受動的な休眠である。一

方，次に述べるカイコガの卵休眠は，将来の不適切な環境が訪れる以前に計画され，生育

に適切な環境のもとで実施される積極的な発育停止であり，幼虫・蛹・成虫で見られる休

眠とは質的に大きく異なっている。 

 

1-2 カイコガの生活史と休眠 

カイコガ（Bombyx mori）は，絹糸をとるために人為的に品種改良されてきた鱗翅目に属

する完全変態昆虫である。卵から孵化した幼虫は，桑の葉を餌として 4 回の脱皮を経て 5

齢幼虫となる。この間，体重は孵化直後に比べて 1 万倍を超え，特に絹糸腺と呼ばれる 1

対の器官が発達して体重の 30％にもなる。十分に桑の葉を食べた 5 齢幼虫は，絹糸腺に蓄

えられた液状絹を吐糸口から絹糸として吐き，2-3 日かけて繭を作る。繭の中で蛹となり，

10 日ほどで羽化した成虫は繭外へ出た後，餌を食べることなく交尾・産卵して一生を終え

る。一世代は 40-50 日ほどであり，交尾したメス蛾は，400-500 個ほどの卵を産む（図 1）。 

 カイコガは休眠性の違いから，多化性・一化性・二化性に分類することができる。多化

性カイコガは 1 年に複数世代，一化性カイコガは 1 年に一世代の生活史を持ち，それぞれ

環境条件に関わらず前者は非休眠卵を，後者は休眠卵を産卵する。それに対し，1 年に二

世代の生活史を持つ二化性カイコガは，環境条件により休眠卵と非休眠卵とを産み分ける

 - 5 - 



（図 1）。この休眠性の違いは，産卵するメス蛾の胚発生時の温度と光周条件に依存する。

具体的には，低温短日条件下（15℃, 8 時間明：16 時間暗）で発生が進み孵化した幼虫は

将来，非休眠卵を産卵し，高温長日条件（25℃, 16 時間明：8 時間暗）で発生が進み孵化

した幼虫は将来，休眠卵を産卵する（Kogure, 1933）。すなわち，二化性カイコガは自然状

態で春から夏，夏から秋の年 2 回の生育期間を持つが，それぞれの胚発生時の環境条件は

前者が春の低温短日条件，後者が夏の高温長日条件に相当する。このように，カイコガの

卵休眠は将来の生育に不適切な環境の到来に備え，適切な生育環境時から計画された積極

的な発育停止現象であるといえる（Nijhout, 1994; Yamashita and Hasegawa, 1985） 。この休

眠は，上述した幼虫・蛹・成虫などで見られる低温や乾燥など環境条件の悪化に伴い一時

的に発育を休止する受動的な休眠とは質的に異なる現象である。 

カイコガの卵休眠は，休眠ホルモンによって引き起こされることが 1951 年に，Hasegawa

とFukudaのそれぞれ独立した研究によって発見された（Hasegawa, 1951; Fukuda, 1951）。そ

の後，40 年余り費やされた研究により構造決定がなされ，休眠ホルモンは 24 個のアミノ

酸からなるペプチドホルモンであることが明らかにされた（Sato et al., 1992）。この休眠ホ

ルモンは，食道下神経節の 7 対 14 個の神経分泌細胞で合成され，側心体から体液中に放

出される（Yamashita, 1985; Sato et al., 1993）。休眠ホルモンが放出される時期は，食道下神

経節の除去実験から蛹化後約 2 日目であることをIchikawaらが報告している（Ichikawa, 

1997）。体液中に放出された休眠ホルモンが発育中の卵巣に作用することで，産卵された

卵の胚発生は 2 日ほど進行した後，後期原腸胚の段階で細胞周期がG2 期の状態で停止し，

休眠へと移行する（Nakagaki et al., 1991）。この時，休眠卵では非休眠卵には見られない特

異的な代謝系である，オモクローム色素合成系とソルビトール合成系が出現する。産卵直

後のカイコガの休眠卵は淡黄色であるが，産卵後 36 時間ほどから色付き始め，60 時間ほ

どで濃い小豆色に変色する（図 2B）。一方，非休眠卵は淡黄色のまま色付かない（図 2A）。

この休眠卵の色付きは，漿膜細胞に蓄積したオミンやキサントマチンなどのオモクローム

色素によるものである。オモクローム色素は，トリプトファン由来の 3-ヒドロキシキヌレ

ニン（3-OHK）から生合成され，節足動物の主要な赤色系色素として広く存在している

（Kikkawa, 1941; Sonobe and Ohnishi, 1970）。また，オモクローム色素は複眼・翅・体色な

どで遮光やカモフラージュとしての機能を担っている以外に，紫外線による酸化ストレス

を軽減する抗酸化物質としての機能も持っていると考えられている（Sawada et al., 2007; 

Futahashi et al., 2012）。さらに，休眠卵では糖アルコールの一種であるソルビトールがグリ
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コーゲンから作り出され，休眠覚醒とともにソルビトールが消失する（Chino, 1958）。

Yaginumaらは，この反応を触媒するソルビトール脱水素酵素（SDH）の活性が，カイコガ

休眠卵を 5℃で 2-3 ヶ月間の低温処理を行うことで出現することを示し， SDH活性の誘導

がmRNAのレベルで調節されていることを報告している（Yaginuma and Yamashita, 1979; 

Yaginuma et al., 1990; Niimi et al., 1993）｡休眠卵に特異的に見られるソルビトールの蓄積は，

冬期の耐寒性を保障する耐凍物質として作用していると考えられている（Chino, 1957）。 

 このカイコガの休眠は，親の胚発生期に受容した環境情報を長期間記憶し，次世代の卵

で実行するという，上述した幼虫・蛹・成虫での休眠とは大きく異なる非常に興味深い現

象である。このため，カイコの休眠に関して多くの報告がある。Moribeらは，カイコガ卵

を 5℃で処理するとssDNA結合モチーフを持つBAG タンパク質ファミリーの発現がアッ

プレギュレートされることと，Hsp70 タンパク質と結合し相互作用する可能性を報告した

（Moribe et al., 2001）。SonobeらやYamadaらは，初期胚発生時に卵黄顆粒中でエクジステロ

イドリン酸ホスファターゼの作用によって，エクジステロイドリン酸からエクジステロイ

ドが生成され，卵黄顆粒から放出されることを報告した（Sonobe and Yamada, 2004; Yamada 

et al., 2005）。Yamahamaらは，in vivoでのカイコガ卵で胚発生時に卵黄顆粒の酸性化に伴っ

てシステインプロテアーゼが活性化される可能性があることを報告した（Yamahama et al., 

2003）。Sawadaらは，DEADボックスと相同性をもつRNAヘリカーゼ様遺伝子の発現がHCl

処理によって増大することを明らかにし，免疫組織化学的解析から，この分子が非休眠卵

の胚盤葉細胞では核に，卵黄細胞では核と細胞質に局在していることを報告した（Sawada 

et al., 2006）。Trangらは，概日リズムに関与しているプロテインキナーゼCK1 の高い発現

が，休眠覚醒直後に見られたことを報告した（Trang et al., 2006）。しかしながら，これら

の多くの報告があるにも関わらず，カイコガの休眠の分子機構は，その一部しか明らかに

なっていない。この全体像を解明するためには，休眠覚醒後の胚発生だけではなく，休眠

の開始前の胚発生に関しても調査することが重要である。 
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図 1 二化性カイコガ（Bombyx mori）の生活史 

 

 各ステージの期間を以下に示す。 

幼虫（1-5 齢）：21-25 日 

  蛹：10-12 日 

成虫：約 10 日 

休眠卵：100-200 日（高温短日条件；25℃，16 時間明，8 時間暗） 

* 休眠卵を薬剤処理することで人工孵化が可能である。 

非休眠卵：10-14 日（低温短日条件；15℃，8 時間明，16 時間暗） 
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図 2 カイコガ休眠卵および非休眠卵の 12-60 時間の経時変化 

 

（A）は非休眠卵，（B）は休眠卵，バーは 1mmを示す。 
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1-3 カイコガ休眠卵の人工的休眠移行阻害 

カイコガの休眠卵を人為的に指定濃度のHClに浸すことで，休眠への移行を阻害して非

休眠卵と同様に孵化させることができ，これを浸酸処理法と呼ぶ。産卵後 20 時間の休眠

卵を 46℃に加温したHCl（15℃比重:1.075）に 5 分間浸す即時加温浸酸法や，同じく産卵

後 20 時間の休眠卵を常温のHCl（15℃比重:1.110）に 60 分間浸す即時常温浸酸法に加えて，

産卵後 48 時間の休眠卵を 5℃に 30 日間ほど冷蔵後，48℃に加温したHCl（15℃比重:1.100）

に 5 分間浸す冷蔵浸酸法がある。これら浸酸処理法と卵の冷蔵を組み合わせることにより，

任意に孵化時期を 1-3 ヶ月後に調節することが可能である。浸酸処理法は，80 年以上前に

確立された技術であるが，HClによる休眠の移行阻害，または打破する分子機構は未だ解

明されていない。しかしながら，浸酸処理法の効果に関するいくつかの仮説の提唱がなさ

れている （Sonobe et al., 1979; Sonobe and Nakamura, 1991; Yoshimi et al., 1990; Tsurumaru et 

al., 2010）。また，カイコガ休眠卵の卵殻を物理的に除去することで，孵化には至らないも

のの胚発生が進行して幼虫の形態が確認できるまでになる除殻卵培養法も知られている 

（Ohtsuki and Kitazawa, 1974; Park KE and Yoshitake, 1970; Iwata et al., 2005）。 

 

1-4 プロテインキナーゼとCK2 

プロテインキナーゼとは，タンパク質にリン酸基を転移させる酵素の総称である。細胞

内に存在する多くの酵素や受容体タンパク質は，リン酸化により立体構造の変化を受け，

その機能が調節されている。通常，真核生物でのタンパク質のリン酸化は，セリン・スレ

オニン・チロシン残基に起こり，そのリン酸化能から，プロテインキナーゼはセリン・ス

レオニンキナーゼとチロシンキナーゼに大別される。セリン・スレオニンキナーゼは，主

にATPのリン酸基をタンパク質配列中のセリン・スレオニン残基のヒドロキシル基に共有

結合させ，チロシンキナーゼはチロシン残基のヒドロキシル基にリン酸基を共有結合させ

る。この活性は，他のプロテインキナーゼ，あるいは自らのリン酸化によって厳密に制御

されている（Hunter, 1995）。タンパク質の翻訳後修飾のひとつであるリン酸化は，真核生

物において広く認められ，細胞増殖・分化・代謝・シグナル伝達など，生体内における様々

な生命現象に深く関わっている（Pinna, 1990; Allende and Allende, 1995）。 

カイコガは特定の発育段階で変態と休眠をするため，プロテインキナーゼによる遺伝子

調節とリン酸化活性制御の調査に適しており（Nijhout, 1994; Yamashita and Hasegawa, 

1985），カイコガの主要な卵黄タンパク質であるビテリンのcAMP依存性プロテインキナー

 - 10 - 



ゼ（PKA）およびcGMP依存性プロテインキナーゼ（PKG）によるリン酸化（Takahashi, 1985），

受精卵と未受精卵からの塩基性ポリペプチドで活性化されるプロテインキナーゼの精製

（Saito et al., 1990），脂肪体cDNAからの 2 つの異なるサイクリン依存性プロテインキナー

ゼ（cdc2）のクローニング（Iwasaki et al., 1997），真核生物翻訳開始因子-2a（eIF2a）プロ

テインキナーゼのクローニング（Prasad et al., 2003），および雄触覚cDNAライブラリーか

らのcGMP依存性プロテインキナーゼ（PKG）のクローニング（Tanoue and Nishioka, 2003） 

など，多くのプロテインキナーゼについて報告がある。 

プロテインキナーゼ CK2（CK2）は，細胞中に普遍的に存在するセカンドメッセンジャ

ー非依存性のセリン・スレオニンプロテインキナーゼである（Hunter, 1995; Pinna, 2002; 

Montenarh, 2010）。CK2 の分子量は生物種によって異なるが 130-140 kDa であり，2 つの触

媒（α）サブユニットと 2 つの調節（β）サブユニットから成るヘテロ四量体構造を持つ（Pinna, 

1990; Bolanos-Garcia et al., 2006）。また，そのアミノ酸配列が酵母からヒトに至るまで，非

常に良く保存されている（Lozeman et al., 1990; Padmanabha et al., 1990）。他のプロテインキ

ナーゼとは異なり，CK2 のリン酸化活性は恒常的に認められる（Olsen et al., 2010）。この

活性は，ポリリジン（poly-Lys）やポリアルギニン（poly-Arg）などの塩基性ポリペプチド

で活性化され，ヘパリン（heparin）などの硫酸化合物で抑制される（Palen and Traugh, 1991; 

Meggio et al., 1992）。さらに，CK2 のリン酸化部位のコンセンサス配列は（S/T）-X-X-（E/D）

であり，リン酸供与体として ATP 以外に GTP を利用できる唯一のプロテインキナーゼで

ある（Allende and Allende, 1995）。 

CK2 の基質タンパク質は，c-myc，p53，RNA polymerase，DNA topoisomerase など，細

胞周期の調節や遺伝子発現に関わるタンパク質が多く含まれ，現在 300 種類を超えるタン

パク質が基質として報告されている（Lüscher et al., 1989; Meek and Cox, 2011; Boguta and 

Graczyk, 2011; Tuteja et al., 2003）。また，CK2 は概日リズムの調節（Lin et al., 2002; Akten et 

al., 2003），キイロショウジョウバエ（Drosophila melanogaster）の複眼形成（Karandikar et al., 

2004），アフリカツメガエル（Xenopus laevis）の初期発生（Dominguez et al., 2005）, DNA

の複製，および転写や細胞増殖（Iwasaki et al., 1997; Meggio and Pinna, 2003; Iwai et al., 2008）

などにおいても重要な役割を果たしている。 
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1-5 本研究について 

上述したようにCK2 は，多くの細胞内機能性タンパク質の制御を行っており，極めて重

要な役割を担っている。カイコガの休眠・非休眠時の初期発生においても同様にCK2 は，

重要な役割を担っていると考えられるが，それに関連する研究はほとんどなされていな

い。本論文は，カイコガの休眠・非休眠時の初期発生におけるCK2 の役割を明らかにする

ことを目的として研究を遂行し，そこから得られた新知見を中心にまとめたものである。 

 CK2 は初期発生において重要な役割を果たしており，特に胚の形態形成では不可欠であ

ることから，まず第 2 章では，産卵後 60 時間までの休眠卵および非休眠卵の初期発生時

におけるCK2 のリン酸化活性を測定し，両卵での活性変動パターンを調査した。さらに，

カイコガCK2 のαサブユニットとβサブユニットをコードするcDNAのクローニングと

RT-PCRによるCK2 遺伝子の発現解析を行った。 

 また，CK2 は細胞内で多くのシグナル伝達に関わっており，カイコガの休眠でもCK2 の

リン酸化を介した調節の関与が考えられた。そこで第 3 章では，大腸菌発現系で作製した

カイコガのリコンビナントCK2αサブユニットとCK2βサブユニット，およびキイロショウ

ジョウバエのC末端配列の異なる 2 種類のCK2βサブユニットを用いて，in vitroでのリン酸

化活性調節機構の解析を行った。さらに，休眠卵に特異的かつ多量に含まれている 3-OHK

とソルビトールがCK2 のリン酸化活性に及ぼす影響を検討した。第 4 章ではジメチルスル

ホキシド（DMSO）による休眠移行阻害効果とCK2 阻害剤の卵内への透過効果について検

討した。また，最適なDMSO処理条件と浸酸処理法との比較検討を行った。これらの結果

を総合して第 5 章では，カイコガの初期発生におけるCK2 の役割について考察した。 
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第 2 章 カイコガ初期発生におけるCK2 のリン酸化活性測定と 
CK2 遺伝子の発現解析 

 

2-1 序論 

 真核生物の初期発生において，細胞周期を調節する多くの因子が同定されている（Masri 

et, al., 2013; Padilla and Ladage, 2012）。細胞周期の進行は，直接的にはプロテインキナーゼ

であるCDKとサイクリンから形成される複合体によって制御されている（Lim and Kaldis, 

2013）。CK2 のリン酸化によって，細胞周期のG1/S，G2/M両チェックポイントが調節され

ることが酵母で示されている（Glover, 1998）。また，CK2 は，細胞周期の調節に関与する

多くのタンパク質をリン酸化することが知られている（Lüscher et al., 1989; Meek and Cox, 

2011）。一方，カイコガの休眠では，胚発生の細胞分裂がG2 期で停止していることから

（Nakagaki et al., 1991），カイコガの休眠がCK2 のリン酸化による調節を受けて引き起こさ

れている可能性が考えられた。そこで，休眠とCK2 によるリン酸化と休眠の関係を明らか

にするため，休眠卵と非休眠卵での初期発生におけるCK2 のリン酸化活性測定とCK2 遺伝

子の発現解析を行った。さらに，カラムクロマトグラフィーを用いて，非休眠卵からCK2

の部分精製を行った。 

 

 

2-2 実験材料と試薬 

2-2-1 実験材料 

 本実験には二化性カイコガ品種の大造を使用した。休眠卵は高温長日条件（25℃, 16 時

間明：8 時間暗）で胚発生を行ったメス蛾から，非休眠卵は 15℃の暗室内で胚発生を行っ

たメス蛾から得た。休眠卵および非休眠卵のサンプリングは，産卵後 3 時間以内の卵を 0

時間として，その後 12 時間ごとに行った。サンプリング後のカイコガ卵は直ちに液体窒

素で瞬間凍結し，使用まで-80℃で保存した。CK2 の部分精製には産卵後 72 時間の非休眠

卵を用いた。 

 

2-2-2 試薬 

[γ-
32

P] GTPおよび[γ-
32

P] ATPは，Amersham-Pharmacia Biotech社製（USA）を使用した。

その他の試薬は，Sigma-Aldrich社製（USA）を使用した。 
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2-3 方法 

2-3-1  CK2 粗酵素画分の抽出 

休眠卵と非休眠卵におけるCK2 のリン酸化活性測定用のCK2 の抽出は，図 1 の手順で行

った。透析・脱塩後の抽出溶液をCK2 のリン酸化活性測定に使用した。CK2 のリン酸化反

応は基質にcasein，リン酸供与体に[γ-
32

P] GTPを用いて 30℃で 30 分間行った。CK2 のリン

酸化活性測定用の反応溶液の組成は表 1 の通りである。 

 

2-3-2 カイコガCK2 の部分精製 

カイコガ卵からのCK2 の部分精製を図 1 の手順に従い，カラムクロマトグラフィーによ

り行った。カイコガ卵に対して 3.5 倍量の 1.5 M KClを含む緩衝液（A）を加え，乳鉢中で

ホモジナイズ後，ホモジネートに 65％飽和度になるように硫酸アンモニウムを添加し 40

分間撹拌した。その後，遠心分離を 10,000 gで 20 分間行い，上清を除去した。得られた沈

殿物を少量の 0.15 M KClを含む緩衝液（A）に溶解し，同緩衝液で一晩透析・脱塩した。

0.15 M KClを含む緩衝液（A）で平衡化したHeparinとの親和性を利用して分離する

Heparin-agaroseカラム（Sterogene社）に透析後のCK2 画分をアプライし，CK2 をゲルに吸

着させた。非吸着タンパク質を同緩衝液で溶出させた後，CK2 を含む吸着画分を 1.0 Mの

KClを含む緩衝液（A）でアイソクラティック溶出を行った。得られた各溶出画分のCK2

のリン酸化活性を測定し，高い活性画分を集めて濃縮遠心を行い，2 ml 程度まで濃縮した。

次に，0.6 M KClを含む緩衝液（A）で平衡化したゲルろ過クロマトグラフィーである

Superdex-200 にアプライした。フラクションコレクターで回収されたCK2 のリン酸化活性

の高い溶出画分を集め，濃縮遠心をした後，0.1 MのKClを含む緩衝液（A）で一晩透析し

た。さらに，透析後の画分を陰イオン交換クロマトグラフィーであるMono-Qカラムにア

プライし，0.1-1.0 MのKClでグラジェント溶出を行った。緩衝液（A）の組成は表 2 の通り

である。 

 

2-3-3 部分精製したCK2 の特性決定およびゲル内リン酸化法によるCK2αサブユニット

の活性解析 

 部分精製されたCK2 の特性決定を，性質の異なる各種基質（casein，phosvitin，MBP，

histone H2A，histone H3）と 2 種類のリン酸供与体（ATP，GTP）を用いて行った。さらに

CK2 のリン酸化活性がheparinで阻害され，poly-Lysで活性化されるかの解析を行った。CK2
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のリン酸化反応は基質にcaseinの代わりに各種基質を用いた以外は，2-3-1 と同様に行った。

また，CK2 のリン酸化活性の阻害および活性化の解析のため，表 1 の反応溶液中に，heparin

またはpoly-Lysを 1 µg添加した。 

 部分精製したカイコガCK2（50 µg/ µl）20 µlを等量の 2× サンプル緩衝液を混合し，沸

騰水浴中で 5 分間処理した。CK2 の基質であるcaseinを 0.5 mg/ ml含んだポリアクリルアミ

ドゲルを作製し，泳動を行った。泳動後のゲルを 100 mlの緩衝液（1）中に浸し，30 分間

振とうした。この操作を 2 回繰り返し，ゲル内のCK2 タンパク質を十分に固定化した。次

に緩衝液（2）を 100 ml加え，室温で 60 分間振とうした。この操作を 3 回繰り返し，ゲル

を十分洗浄した。さらに，250 mlの緩衝液（3）で 4℃，一晩振とうした。振とう中に溶液

交換を 3 回行い，ゲル内のCK2 のリフォールディングを促した。その後，ビニールパック

内にゲルを移し，1.85 MBqの[γ-
32

P] ATPを含んだ反応液 5 ml中で 60 分間リン酸化反応を行

った。反応後のゲルは 100 mlの洗浄液に浸し，30 分間振とうした。この操作を 5 回繰り返

し，ゲルを十分洗浄した。洗浄後のゲルは乾燥させた後，X線フィルムに感光させ，触媒

サブユニットであるCK2αによるリン酸化シグナルを解析した。各種緩衝液，リン酸化反

応液および洗浄液の組成は表 3 の通りである。 

 

2-3-4 SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE）とオートラジオグラフィー 

 SDS-PAGEは，Laemmliの方法（Laemmli, 1970）に従い，0.1% SDSを含む 12.5％ポリア

クリルアミドゲルで行った。泳動後のゲルはCoomassie brilliant blue（CBB）で染色し，タ

ンパク質バンドを解析した。放射性リン酸基を転移させたcaseinをSDS-PAGEにより分離

後，オートラジオグラフィーにより，CK2 のリン酸化活性の検出を行った。CK2 のリン酸

化活性測定用の反応溶液の組成は表 1 の通りである。 

 

2-3-5 Total RNA 抽出および 1st cDNAの合成 

 -80℃で保存していたカイコガ卵を，液体窒素で冷却した乳鉢中で粉砕した。粉砕試料に

10 倍量（w/v）の Solution Dを加えて，グアニジウムチオシアネート・フェノール・クロ

ロホルム抽出法（Chomczynski and Sacchi, 1987）によりTotal RNAを抽出した。抽出された

Total RNAの濃度は，分光光度法で測定した。Solution Dの組成は表 4 の通りである。 

 1st cDNAは，休眠卵・非休眠卵の各ステージ 3 µgのTotal RNAから，プライムファース

トストランドビーズキット（Amersham-Pharmacia Biotech社製，USA）とオリゴdTまたはpd
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（n）6 ランダムプライマーを用いて逆転写して合成した。 

 

2-3-6 CK2αおよびβサブユニットの縮重PCRプライマーの設計とRT-PCR条件 

 各生物種（Spodoptera frugiperda, Rattus norvegicus, Mus musculus, Bos Taurus, Gallus gallus, 

Danio rerio, Xenopus laevis, Homo sapiens, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans, 

Neurospora crassa, Saccharomyces cerevisiae）の配列に基づき，各生物種のORF中で高度に

保存された領域の縮重プライマーを設計した。CK2αおよびβサブユニットの縮重PCRプラ

イマーの配列は表 5 のとおりである。RT-PCRは，休眠卵および非休眠卵の各ステージの

1st cDNAを鋳型に用いて，TAKARA Ex Taqキットの手順に従い行った。RT-PCRの反応溶

液組成（100 µl）は表 6，反応条件は表 7 の通りである。 

 

2-3-7 カイコガCK2αおよびβサブユニットcDNAのクローニングおよびプラスミドDNA 

の精製とDNA 配列決定 

 RT-PCRにより増幅されたcDNAは，1.5％アガロースゲル上で電気泳動後，エチジウムブ

ロマイド染色で分子量の解析を行った。RT-PCR産物のクローニングは，pGEM-T Easy 

Vector キット（Promega，USA）を用いて行い，JM109 大腸菌を形質転換した。目的cDNA

断片の挿入が確認できたクローンを 2 mlのLB液体培地で 37℃，16 時間培養した。プラス

ミドDNAは，アルカリミニプレップ法により精製した。 

 DNA 配列決定はサンガー法（Sanger, 1981）により，精製プラスミドを鋳型に用いて，

Big-dye ターミネーターキット（ABI）によるDNAシークエンスPCRを行った。増幅され

たPCR産物を精製後，ホルムアミドに溶解し，ABI-310 シークエンサーで解析を行った。

得られた配列データの解析は，Bio-Edit配列解析ソフトを用いて行った。 

 

2-3-8 完全長カイコガCK2αおよびβサブユニットcDNAの取得 

 完全長CK2αおよびCK2βのcDNA配列の取得は，マラソンRACE増幅キットを用いて行っ

た。CK2αおよびCK2βサブユニットの部分配列に基づき，特異的プライマーを作製した。

タッチダウンRT-PCRにより，3'および 5'方向を伸長し解析した。増幅されたcDNAは 2-3-7

と同様の手順で，pGEM-T Easy Vectorへのクローニングおよび，プラスミドDNAの精製を

行った。 
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2-3-9 カイコガCK2αおよびβサブユニットの特異的プライマーの設計とRT-PCR条件 

得られた完全長カイコガCK2αおよびCK2βのcDNAの配列（BmCK2α， BmCK2β）を基に，

全ORF部分を含むCK2αおよびβサブユニットの特異的プライマーを設計し，RT-PCRを行っ

た。CK2αおよびβサブユニットの特異的PCRプライマーの配列は表 8 のとおりである。ま

た，RT-PCRの内部標準として，Ribosomal protein L5（AF008229）を使用した。Ribosomal 

protein L5 のプライマー配列は表 8 のとおりである。また，カイコガCK2αおよびβサブユ

ニット特異的プライマーを用いたRT-PCRの反応条件は表 9 の通りである。RT-PCRの反応

溶液組成は表 6 と同様である。RT-PCRにより増幅されたcDNAは，上述と同様の手順で分

子量の解析，サブクローニング，プラスミドの精製，シークエンスを行った。 
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図 1 カイコガ卵からのCK2 部分精製フローチャート 

 

CK2 活性の変動解析には，硫酸アンモニウム分画より調製した粗抽出液を用いた。部分

精製は，カラムクロマトグラフィーで行った。 
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 表 1 CK2 のリン酸化活性測定用の反応溶液の組成（100 µl） 

40 mM Tris-HCl （pH 7.6） 

2 mM DTT 

3 mM MnCl2 

 10 µg casein 

20 µM [γ-
32

P] GTP （500 cpm/ pmol） 

20 µl CK2 粗抽出画分（3.6μg protein） 

  

 

 

表 2 CK2 の部分精製に用いた緩衝液（A）の組成 

20 mM Tris-HCl （pH 7.6） 

2 mM dithiothreitol （DTT） *1 

0.1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride （PMSF） *2 

10% glycerol 

*1  CK2 の失活防止剤 

*2 セリン・システインプロテアーゼ阻害剤 
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表 3 ゲル内リン酸化法に用いた各緩衝液，リン酸化反応液および 

洗浄液の組成 

緩衝液（1） 0.5 M Tris-HCl （pH8.0）, glycerol, 50 mM 2-mercaptoethanol, 

20% propanol 

緩衝液（2） 0.5 M Tris-HCl （pH8.0）, glycerol, 50 mM 2-mercaptoethanol, 

緩衝液（3） 0.5 M Tris-HCl （pH8.0）, glycerol, 50 mM 2-mercaptoethanol, 

6 M guanidine hydrochloride 

緩衝液（4） 0.5 M Tris-HCl （pH8.0）, glycerol, 50 mM 2-mercaptoethanol, 0.04% 

Tween-40 

リン酸化 

反応液 

40 mM HEPES-NaOH（pH 8.0）, 8 mM 2-mercaptoethanol, 

3 mM MnCl2, 1.85 MBq [γ-
32

P] ATP 

洗浄液 5% TCA, 1% sodium pyrophosphate 

 

 

 

表 4 Total RNAの抽出に用いたSolution Dの組成 

4 M guanidinium thiocyanate 

25 mM sodium citrate 

0.5% sarcosyl 

0.1 M 2-mercaptoethanol 
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表 5 CK2αおよびβサブユニットの縮重PCRプライマーの配列 

CK2α sense 5'-GTKGTWGAWTGGGGSMAHCARGA-3' 

CK2β sense 5'-ATGAGYAGYTCNGAGGA-3' 

CK2α antisense 5'-TGRTCRTRRTTRTCRTGKCCRTGGAA-3' 

CK2β antisense 5'-TGDATYTTRAADCCRTA-3' 

D:G or A or T，H:A or C or T，K:G or T，M:A or C，N:G or A or T or C， 

R:G or A，S:G or C，W:A or T，Y:T or C 

 

 

 

表 6 縮重プライマーを用いたRT-PCRの反応溶液組成（100 µl） 

10× PCR Ex Taq 緩衝液 10 µl 

2.5 mM dNTP mixture 8 µl 

H2O 79.5 µl 

0.1 mM Primer F 0.5 µl 

0.1 mM Primer R 0.5 µl 

1st cDNA 1 µl 

Ex Taq （5 unit/μl） 0.5 µl 

 

 

 

表 7  縮重プライマーを用いたRT-PCRの反応条件 

94℃，1 分間 1 サイクル 

94℃，1 分間 

50℃，1 分間 

72℃，1 分間 

 

35 サイクル 

 

72℃，1 分間 1 サイクル 
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表 8 カイコガCK2αおよびβサブユニットの特異的プライマーおよび，内部標準として用

いたRibosomal protein L5 のプライマー配列 

BmCK2α sense 5'-CGATGGCAGTACCTAGTAGAGC-3', 

BmCK2β sense 5'-ATGAGTAGTTCGGAGGAGG-3' 

BmCK2α antisense 5'-CTCTGCAGAATTTACTGGTCC-3' 

BmCK2β antisense 5'-ACGTTTACCGTTGTTGTACG-3'  

Ribosomal protein L5 sence 5'-GGCACAACAGATGTCACAGG-3' 

Ribosomal protein L5 antisence 5'-GATTCTGCATCATAGCCAGG -3' 

 

 

 

表 9 特異的プライマーを用いたRT-PCRの反応条件 

94℃，1 分間 1 サイクル 

94℃，1 分間 

55℃，1 分間 

72℃，1 分間 

 

25 サイクル 

 

72℃，1 分間 1 サイクル 
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2-4 結果 

2-4-1 カイコガCK2 の部分精製 

 CK2 の部分精製はKanekastuらの方法（Kanekatsu et al., 1995）に従い，産卵後 72 時間の

非休眠卵を材料として，Heparin-agarose，Superdex-200，Mono-Qの順でカラムクロマトグ

ラフィーでの分離を行った。 

Heparin-agarose カラムクロマトグラフィーでの分離 

 0.15 M KClを含む緩衝液（A）で平衡化したHeparin agaroseカラムにCK2 粗抽出画分をア

プライし，CK2 をはじめとするheparinに親和性のあるタンパク質をゲルに吸着させた。非

吸着タンパク質を同緩衝液で溶出させた後，1.0 M KClでアイソクラティック溶出を行い，

CK2 を含む吸着画分の溶出を行った。非吸着画分にはCK2 のリン酸化活性がほとんど見ら

れず，CK2 はそのほとんどが吸着画分に見られた（図 2B）。得られた吸着画分のCK2 のリ

ン酸化活性を測定し，高いCK2 のリン酸化活性が見られた吸着画分（図 2A；灰色領域）

を集めた。 

Superdex-200 カラムクロマトグラフィーでの分離 

 Heparin-agaroseカラムクロマトグラフィーにより分離したCK2 画分の遠心濃縮を行っ

た。その濃縮画分を予め 0.6 M KClを含む緩衝液（A）で平衡化したSuperdex-200 にアプラ

イした。同緩衝液で溶出を行い，フラクションコレクターで画分の回収を行った。各画分

のCK2 のリン酸化活性を測定し（図 3B），高いCK2 のリン酸化活性がFraction No.13-17 の

画分（図 3A；灰色領域）に見られた。 

 ゲル濾過カラムであるSuperdex-200 は，分子サイズに基づきタンパク質を分離するため，

溶出パターンから分子量を推定できる。それにより，CK2 の分子量は約 130 kDaと推測さ

れた（図 3A；灰色領域）。 

Mono-Q カラムクロマトグラフィーでの分離 

 Superdex-200 カラムクロマトグラフィーで分離したCK2 画分の濃縮遠心を行い，0.1 M 

KClを含む緩衝液（A） で一晩透析した。透析したサンプルを 0.1 M KClを含む緩衝液（A）

で平衡化したMono-Qカラムにアプライし，KClで 0.1-1.0 Mのグラジェント溶出を行った。

フラクションコレクターで回収された各画分のCK2 のリン酸化活性を測定し（図 4B），CK2

の高い活性がFraction No.26, 27 の画分（図 4A；灰色領域）に見られた。この画分を用い，

CK2 の特性決定を行った。 
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図 2 Heparin-agarose カラムクロマトグラフィーでのCK2 溶出結果 

 

（A）：Heparin-agarose カラムクロマトグラフィーの非吸着画分（Fraction No.1-10）と吸着

画分（Fraction No.16-18）の溶出パターン。CK2 活性の高い溶出画分を灰色領域で

示した。1.0 Mアイソクラティック溶出のKCl濃度を破線で示した。 

（B）：非吸着画分（Fraction No.1-10）と吸着画分（Fraction No.16-18）のCK2 活性の比較。 

矢印はcasein（約 33 kDa）のリン酸化シグナルを示す。 
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図 3 Superdex-200 カラムクロマトグラフィーでのCK2 溶出結果 

 

（A）：Superdex-200 カラムクロマトグラフィーの溶出パターン。CK2 活性の高い溶出画

分（Fraction No.13-17）を灰色領域で示した。上部矢印の溶出パターンから推測され

るCK2 の分子量は，約 130 kDaと推測できた。 

（B）：Fraction No.8-22 のCK2 活性の比較。 

矢印はcasein（約 33 kDa）のリン酸化シグナルを示す。 
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図 4 Mono-Q カラムクロマトグラフィーでのCK2 溶出結果 

 

（A）：Mono-Q カラムクロマトグラフィーの溶出パターン。CK2 活性の高い溶出画分 

（Fraction No.26, 27）を灰色領域で示した。0.1-1.0 Mグラジェント溶出のKCl濃度を 

破線で示した。 

（B）：Fraction No.8-22 のCK2 活性の比較。 

矢印はcasein（約 33 kDa）のリン酸化シグナルを示す。 
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2-4-2 部分精製CK2 の特性決定およびゲル内リン酸化 

 Mono-Qカラムの溶出パターンから，CK2 は高度に精製されたと考えられたが，

SDS-PADEでは単一バンドを確認することができなかった。そのため，得られたCK2 画分

の特性決定を，各種基質を用いて行った。 

CK2 は，caseinを最も良くリン酸化した（図 5A）が，phosvitinをほとんどリン酸化しな

かった。一方，塩基性タンパク質であるMBP，histone H2A，histone H3 の分子量に相当す

る明瞭なリン酸化シグナルは解析できなかった（図 5A；矢印）。また，そのリン酸化活性

がheparinで阻害され，poly-Lysで増加するといったCK2 の典型的な特徴を示した（図 5B）。

この特徴はリン酸供与体を[γ-
32

P] GTPの代わりに，[γ-
32

P] ATPを使用した場合であっても

同様であった（図 5B）。さらに，ゲル内リン酸化法によりCK2αサブユニットのリン酸化活

性が検出され，濃度の差はあるがヒト組換えCK2 と同様の挙動を示した（図 5C）。 
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図 5 部分精製したCK2 の特性決定およびゲル内リン酸化法による 

CK2αサブユニットの活性解析 

 

（A）：各種基質のリン酸化 

   矢印は各種基質のリン酸化シグナルを示す。 

（B）：ATP と GTP をリン酸供与体に用いたときのリン酸化活性の比較 

   矢印はcasein（約 33 kDa）のリン酸化シグナルを示す。 

（C）：ゲル内リン酸化法による CK2αサブユニットの解析 

   矢印は CK2αサブユニットの自己リン酸化シグナルを示す。 
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2-4-3 休眠卵と非休眠卵におけるCK2 のリン酸化活性測定 

 caseinを基質に用いた休眠卵および非休眠卵における各発達段階でのCK2 のリン酸化活

性を図 6 に示した。非休眠卵でのリン酸化シグナルは，各ステージ全体に確認され，その

シグナルは産卵後 60 時間にかけて徐々に強くなった（図 6A）。一方，休眠卵では，最も

強いリン酸化シグナルのピークが 12-24 時間に見られ，その後，シグナルは産卵後 60 時間

にかけて徐々に弱くなった（図 6B）。休眠卵と非休眠卵におけるCK2 のリン酸化活性は，

heparinで減少し（図 6C，D），poly-Lysで増加し（図 6E，F），典型的CK2 の特徴を示した

（Kanekatsu et al., 1995）。 

 休眠卵と非休眠卵とでは，CK2 のリン酸化活性に明らかな差が見られた。サシガメの一

種（Rhodnius prolixus）では，卵黄タンパク質の一つであるビテリンが全発生期間中でCK2

の主な内因性基質として特定されている（Fialho et al. 1999）。本実験の図 6A, Bに示されて

いるcasein以外のリン酸化タンパク質（約 180 kDa）は，SDS-PAGEによる移動度から，ビ

テリン重鎖と考えられた（Takahashi, 1985）。これらのリン酸化されたタンパク質は，各ス

テージ卵からの抽出した粗CK2 溶液中に含まれていたと考えられた。 
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図 6 休眠卵および非休眠卵における CK2 のリン酸化活性と阻害剤の heparin，活性化剤の 

poly-Lys が CK2 のリン酸化活性に与える影響 

 

（A）：非休眠卵の産卵後 0-60 時間の活性変動 

（B）：休眠卵の産卵後 0-60 時間の活性変動 

（C）：（A）と同じサンプルに阻害剤のheparinを加えた時の活性変動 

（D）：（B）と同じサンプルに阻害剤のheparinを加えた時の活性変動 

（E）：（A）と同じサンプルに活性化剤のpoly-Lysを加えた時の活性変動 

（F）：（B）と同じサンプルに活性化剤のpoly-Lysを加えた時の活性変動 

   矢印はcasein（約 33 kDa）のリン酸化シグナルを示す。 
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2-4-4 カイコガCK2α およびCK2βサブユニットcDNAのクローニング 

得られたカイコガCK2αサブユニット（BmCK2α）とCK2βサブユニット（BmCK2β）をコ

ードする両cDNAには，完全なORF領域が含まれており，それぞれの配列長はBmCK2α：1785 

bp（図 7A）とBmCK2β：1102 bp（図 7B）であった。また，BmCK2αの予想分子量は 351

アミノ酸からなる 41721 Da（pI 6.8）であり（図 7A），BmCK2βの予想分子量は，220 アミ

ノ酸から成る 25294 Da（pI 5.2）であった（図 7B）。BmCK2αとBmCK2βの塩基配列を基に

KAIKObase（http://sgp.dna.affrc.go.jp/KAIKObase/）を用いて検索したところ，BmCK2αは第

5 染色体に，BmCK2βは第 15 染色体に座乗していることが明らかになった。また，BmCK2α

とBmCK2βの両cDNAから推定されるアミノ酸配列には，典型的なモチーフ配列が含まれて

いた。BmCK2αでは，プロテインキナーゼのATP結合領域（アミノ酸位置 43-66；図 7A；

下線赤），およびセリン・スレオニンプロテインキナーゼ活性部位（アミノ酸位置 150-162 

図 7A；下線黒）が認められた。また，BmCK2βでは，CK2 調節サブユニット領域（アミノ

酸位置 109-140 図 7B；下線赤）が認められた。 

予測されるBmCK2αとBmCK2βの両サブユニットのアミノ酸配列を各種生物種のCK2 と

比較したところ（図 8A, B），カイコガのCK2 は昆虫綱チョウ目に属するヨトウガ

（Spodoptera frugiperda）のCK2 と最も相同性が高く，BmCK2αとは約 90%（図 8A）, BmCK2β

とは約 85%であった（図 8B）。しかし，昆虫綱双翅目に属するキイロショウジョウバエ

（Drosophila melanogaster） CK2 との相同性は 58％であった（図 8A, B）。CK2αとβの両サ

ブユニットについて，カイコガおよび図 8 に示した各種生物種との比較を近隣結合法によ

り作成した分子系統樹により行った（図 9A, B）。 

 

2-4-5 休眠卵と非休眠卵における BmCK2αおよび BmCK2βの発現解析 

 RT-PCRの結果から，BmCK2α（図 10A）とBmCK2β（図 10B）の両mRNAは，休眠卵と

非休眠卵のどちらにも発現していた。両mRNAの発現は，非休眠卵に比べて休眠卵の方が

高い傾向が見られた。BmCK2αの発現は，産卵後 0-12 時間まで高く，その後は減少してい

た。非休眠卵での両mRNAの発現は，休眠卵よりも低く，発生の進行とともに減少してい

た。内部標準として，Ribosomal protein L5 遺伝子の解析も行った（図 10C）。 
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(A) 
 
     GTGAGGGATAGGTGGGCGTCCATCTTGAAGTTTTGCTGGGTTTGAGCCGGTTTCGTTGAAAAAAAAGTGAATTATTTAATTTAGTTTTAA   90 

   CTTTAATTATTAGTATCAAAAAAGTTCTATGGATTCTGAAACTGTTATATAGTGTAGAGTAGGAATAATCACAGTAATGTTTTAGTAACG  180 

     CTACTCAAGACGTACGCGATTTCCGGAAAGACTATCGCAGATAAAACCTTTGGTTTACAAAGGCACAGTACGATGGCAGTACCTAGTAGA  270 

   1                                                                          M  A  V  P  S  R  

     GCGAGGGTCTACGCTGATGTGAACTCACAACGTCCAAGGGAATATTGGGATTACGAAAGTTATGTGGTTGATTGGGGGAACCAGGAAGAC  360 

   7  A  R  V  Y  A  D  V  N  S  Q  R  P  R  E  Y  W  D  Y  E  S  Y  V  V  D  W  G  N  Q  E  D    36 

     TATCAGTTGGTTCGCAAGCTGGGTCGCGGGAAATACAGTGAAGTATTTGAAGCAATAAATATTACGAATAATGAAAAATGTGTAGTTAAA  450 

  37  Y  Q  L  V  R  K  L  G  R  G  K  Y  S  E  V  F  E  A  I  N  I  T  N  N  E  K  C  V  V  K  

     ATATTAAAGCCTGTAAAAAAGAAGAAAATTAAAAGAGAAATAAAAATTTTAGAAAACTTAAGAGGAGGCACTAATATAATATCTTTACAA  540 

  67  I  L  K  P  V  K  K  K  K  I  K  R  E  I  K  I  L  E  N  L  R  G  G  T  N  I  I  S  L  Q  

     GCTGTAGTCAAAGACCCTGTCTCGCGTACACCTGCACTTATATTTGAACATGTGAACAATACTGACTTTAAACAGCTATATTCGACATTG  630 

  97  A  V  V  K  D  P  V  S  R  T  P  A  L  I  F  E  H  V  N  N  T  D  F  K  Q  L  Y  S  T  L  

     TCAGATTATGATATAAGATACTACTTATATGAGCTTTTAAAGGCATTAGATTATTGCCATAGTATGGGGATAATGCATAGGGATGTGAAA  720 

 127  S  D  Y  D  I  R  Y  Y  L  Y  E  L  L  K  A  L  D  Y  C  H  S  M  G  I  M  H  R  D  V  K  

     CCTCATAATGTGATGATTGACCATGAACATAGAATGTTACGCCTTATTGACTGGGGGTTAGCTGAGTTCTACCATCCGGGGCAAGATTAT  810 

 157  P  H  N  V  M  I  D  H  E  H  R  M  L  R  L  I  D  W  G  L  A  E  F  Y  H  P  G  Q  D  Y  

     AATGTTCGTGTTGCTTCTAGATACTTTAAGGGCCCTGAACTTTTGGTAGATTATCAAATGTATGATTATTCATTGGATATGTGGTCACTA  900 

 187  N  V  R  V  A  S  R  Y  F  K  G  P  E  L  L  V  D  Y  Q  M  Y  D  Y  S  L  D  M  W  S  L  

     GGATGTATGTTGGCATCCATGATTTTCCGTAAAGAGCCATTCTTCCATGGCCACGATAATTACGACCAGCTTGTACGTATTGCGAAAGTA  990 

 217  G  C  M  L  A  S  M  I  F  R  K  E  P  F  F  H  G  H  D  N  Y  D  Q  L  V  R  I  A  K  V  

     CTGGGTACAGAAGAATTGTTTGAGTACTTGGATAAATATCATATAGAACTGGATCCTCGGTTTAATGACATACTTGGCAGACACTCACGT 1080 

 247  L  G  T  E  E  L  F  E  Y  L  D  K  Y  H  I  E  L  D  P  R  F  N  D  I  L  G  R  H  S  R  

     AAGAGATGGGAGCGATTTATACATTCAGAAAATCAACATCTTGTATCACCAGAGGCACTGGACTTTCTTGACCGTTTACTGCGTTATGAT 1170 

 277  K  R  W  E  R  F  I  H  S  E  N  Q  H  L  V  S  P  E  A  L  D  F  L  D  R  L  L  R  Y  D  

     CATTATGAACGCTACACTGCTCGTGAAGCTATGGACCACCCATATTTTTATCCAATCGTAAAGGAGCAGGGTCGAATGGCAACTTCCAAC 1260 

 307  H  Y  E  R  Y  T  A  R  E  A  M  D  H  P  Y  F  Y  P  I  V  K  E  Q  G  R  M  A  T  S  N  

     TCACCTACTCCTAATGCACTGCAAGGACCAGTAAATTCTGCAGAGTAATCACAAGAGTCATTAACACTCTTATTAATACTATGTATTTAT 1350 

 337  S  P  T  P  N  A  L  Q  G  P  V  N  S  A  E  * 

     ATATACTTGTACAAGATTCCAGAAGAGACATTGTAAAAAAAACATCAACAAGAGACCGCTGCTTTTGTAAATACACAGAGAAAAAGAGAG 1440 

     ATATGCCTACTCTGTACAACTGACTATACAGATTGATGTGATTCCAATTAAATAAGTTTTGGAAAGACAATATAACTTAGTGTTTAAATA 1530 

     ATTAGTAAAAACTGGTTTATTTGTTGTTAAAGTGTTTTATCTCTCCTATAAACTGCTGCTGAAACAGTTCTGTGGAAGTGTTCATGTATT 1620 

     TGAGTTGTCGAGTATCTTGTGGTGGGTGGGATTCAATATGTCCAAATTAAAAAACACGATTTTTTGTACGTGAAATTCGATATTAATTTT 1710 

     ATTGAAACAAAATAATATAAATATTAGGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGCGGCCGCTGAATTCT                1785 

 

図 7A BmCK2αのcDNA配列および推定アミノ酸配列 

 

右側の数字は塩基数を左側の数字はアミノ酸残基数を示す。* は終止コドンを示す。 

下線赤はプロテインキナーゼのATP結合領域（アミノ酸位置 43-66）を，下線黒はセリン・

スレオニンプロテインキナーゼ活性部位（アミノ酸位置 150-162）を示す。 
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(B) 
 

     CCTCCCGTCAAGCGTGGCTAATCAAGGCACGAAAAGAAAATGAGTAGTTCGGAGGAGGTATCCTGGATCGCTTGGTTTTGCACGCTTCGA   90 

  1                          M  S  S  S  E  E  V  S  W  I  A  W  F  C  T  L  R  

     GGCAATGAGTTTTTCTGTGAGGTTGACGAAGACTACATAAATGATAAATTTAATCTAACCGGCTTAAATGAGCAAGTTCCACATTATAGA  180 

 18   G  N  E  F  F  C  E  V  D  E  D  Y  I  N  D  K  F  N  L  T  G  L  N  E  Q  V  P  H  Y  R  

     GAGGCGCTGGACATGATTCTGGATCTGGAGCCAGATGATGACATTGAAGACAATCCAAATGAATCTGATCTGGTGGAACAAGCATCGGAG  270 

 48   E  A  L  D  M  I  L  D  L  E  P  D  D  D  I  E  D  N  P  N  E  S  D  L  V  E  Q  A  S  E  

     ATACTATATGGATTGATACATGCCCGGTACATATTGACCAATAGGGGCATTAGTCAAATGTTGGATAAGTTCCAGTCTGGGGATTTTGGA  360 

 78   I  L  Y  G  L  I  H  A  R  Y  I  L  T  N  R  G  I  S  Q  M  L  D  K  F  Q  S  G  D  F  G  

     TATTGCCCACGTGTATACTGTGAATGCCAACCTATGCTGCCAATTGGTTTGTCGGACGTCCCCGCCGAAGCGATGGTGAAGCTGTACTGC  450 

108   Y  C  P  R  V  Y  C  E  C  Q  P  M  L  P  I  G  L  S  D  V  P  A  E  A  M  V  K  L  Y  C  

     CCGCGCTGCATGGACGTGTACACGCCCAAATCCTCGCGCCACCACCACACCGACGGCGCTTACTTCGGCACCGGCTTCCCGCACATGGTG  540 

138   P  R  C  M  D  V  Y  T  P  K  S  S  R  H  H  H  T  D  G  A  Y  F  G  T  G  F  P  H  M  V  

     TTCATGGTGCACCCCGATAAACGACCAAAACGACCTGCCTCTCAATTCGTACCAAGACTATACGGGTTCAAGATTCACCCGCTCGCCTAC  630 

168   F  M  V  H  P  D  K  R  P  K  R  P  A  S  Q  F  V  P  R  L  Y  G  F  K  I  H  P  L  A  Y  

     CAAATCCAGCAGGCGGCTGCGAACTCCAAGCCGCCGCAGCGCAGCCTGTCGTACAACAACGGTAAACGTTAGGCCTCAGCCGCGCCGACT  720 

198   Q  I  Q  Q  A  A  A  N  S  K  P  P  Q  R  S  L  S  Y  N  N  G  K  R  *   

     CAACACACATCGCGGAACATTTTGGATCCGATCGTAAATGTTGCAGTCGGAATCACGTACATTTAATTGTCCTTAGGAATAGGAACTATA  810 

   ATGTTAAGATATTGATAAGAATTTCTAAAAATATACGAGCATGGGTAACGCAACGTTATATAAAATGGGATTAATTTTTTCAATAAAATT  900 

     TATTGTTATTTAACTTTACTTCATAAATATGTATTAATAACATGAAGTTGAATAGAGATGTTTCTAGTAATTTGTGTTAGTTTCAATCAT  990 

     ATTCGAGATTATGTGATTAGACCGTTGCTTAACTAAAGAAACAATAGAAACAATATTACTGCACAATAAAAATTATATCTATCTTCCTTT 1080 

     TATAAATAGGCTTGGTAATTTA                                                                     1102 

 

図 7B BmCK2βのcDNA配列および推定アミノ酸配列 

 

右側の数字は塩基数を左側の数字はアミノ酸残基数を示す。* は終止コドンを， 

二重下線はpoly（A）付加シグナル配列を示す。下線赤はCK2 調節サブユニット領域 

（アミノ酸位置 109-140）を示す。 
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図 8A 各生物種の CK2αサブユニットのアミノ酸配列の比較 

 

カイコガと以下の生物種（アクセッション番号）のCK2αサブユニットのアミノ酸配列

を比較した。Spodoptera frugiperda（AF071210）, Rattus norvegicus（L15618）, Mus usculus

（U17112）, Homo sapiens（J02853）, Bos Taurus（M93665）, Gallus gallus（M59456）, Xenopus 

laevis（X62375）, Drosophila melanogaster（M16534）, Caenorhabditis elegans（J05274）, 

Neurospora crassa（AF494376）, Saccharomyces cerevisiae（M22473）。各生物種間で相同性

の高い配列部分を赤背景で示した。 

* は各生物種で完全に一致したアミノ酸残基を，: は類似性の高いアミノ酸残基を， 

. は類似性のやや低いアミノ酸残基を示す。 
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図 8B 各生物種のCK2βサブユニットのアミノ酸配列の比較 

 

カイコガと以下の生物種（アクセッション番号）のCK2βサブユニットのアミノ酸配列

を比較した。Spodoptera frugiperda（AF071211）, Homo sapiens（X16937）, Gallus gallus

（M59458）, Mus musculus（X52959）, Rattus norvegicus（L15619）, Xenopus laevis（X62376）, 

Danio rerio（S76877）, Drosophila melanogaster（M16535）, Neurospora crassa（AF494378）,  

Saccharomyces cerevisiae（U08849）。各生物種間で相同性の高い配列部分を赤背景で示した。 

* は各生物種で完全に一致したアミノ酸残基を，: は類似性の高いアミノ酸残基を， 

. は類似性のやや低いアミノ酸残基を示す。 
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図 9 近隣結合法によるBmCK2αとBmCK2βの分子系統樹 

 

（A）：予測されるカイコガおよび各生物種のCK2αアミノ酸配列の近隣結合法による比較 

（B）：予測されるカイコガおよび各生物種のCK2βアミノ酸配列の近隣結合法による比較 
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図 10  RT-PCR による休眠卵および非休眠卵の産卵後 0-60 時間における BmCK2 遺伝子の 

発現解析 

 

（A）：BmCK2αサブユニット遺伝子の発現変動，1053 bp に増幅が確認された。 

（B）：BmCK2βサブユニット遺伝子の発現変動，660 bp に増幅が確認された。 

（C）：内部標準として用いた Ribosomal protein L5 遺伝子の発現変動，205 bp に増幅が確認 

された。 
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2-5 考察 

カイコガの初期胚発生時におけるCK2 特性を明らかにするため，カイコガ卵から 3 種類

の異なる性質のカラムクロマトグラフィーによるCK2 の部分精製を試みた。リガンドに

heparinを用いたHeparin-agarose カラムにCK2 は良く吸着した（図 2A；灰色領域）。これは，

heparinがCK2αサブユニットに結合する性質（Allende and Allende, 1995）を利用したもので

ある。ゲルろ過カラムであるSuperdex-200 の溶出結果から，推察される分子量が約 130 kDa

であった（図 3A；灰色領域）。CK2 は，一般的に生体内でα2β2 の四量体構造をとってお

り。このことを考慮するとカイコガの場合，αサブユニットの分子量が約 41000 で，βサブ

ユニットの分子量が約25000であるので，計算上は 130 kDaに非常に近い値であった。この

ことから，カイコガのCK2 もα2β2 の四量体で機能している可能性が強く示唆された。さ

らに，Mono-Qカラムでのグラジェント溶出画分（図 4A；灰色領域）を用いて，各種基質

に対するCK2 のリン酸化特性を解析した。その結果，caseinを特にリン酸化し，MBPや

histone H2A, histone H3 をほとんどリン酸化しなかった。また，histone H2A, histone H3 以

外に見られるリン酸化シグナルは，精製度の低さに由来する他のタンパク質と考えられた

（図 5A）。リン酸供与体にGTPを用いた場合でも，ATPと同様にリン酸化シグナルが検出

でき，これらのシグナルはpoly-Lysで活性化し，heparinで阻害された（図 5B）。さらに，

ゲル内リン酸化法では，市販の組換えヒトCK2αと同様の自己リン酸化シグナルが検出で

きた（図 5C）。これらの結果は，他生物種のCK2 の特徴と一致するものであった（Pinna, 

1990）。今回，用いたカイコガCK2 の部分精製標品は，SDS-PAGEによる単一バンドが確認

できなかったが，特徴付けの解析においては問題のないレベルまで精製できたと考えられ

る。 

 カイコガの初期発生において，CK2 のリン酸化活性は非休眠卵に比べて休眠卵の方が低

い傾向が見られた。特に非休眠卵でのCK2 のリン酸化活性が，産卵後 60 時間にかけて徐々

に強くなったのに対し（図 6A），休眠卵では最も強いCK2 のリン酸化活性が 12-24 時間に

見られ，そのCK2 のリン酸化活性は産卵後 60 時間にかけて徐々に弱くなっていた（図 6B）。

このように，休眠卵と非休眠卵とでは，CK2 のリン酸化活性に差が見られた。産卵後の時

間経過に伴う非休眠卵でのCK2 のリン酸化活性の増加は，発生の進行と関連していること

が考えられる。非休眠卵では，発生が停止することなく，10 日ほどで幼虫が孵化する

（Yaginuma et al., 1990; Niimi et al., 1993）。これに対して，休眠卵は産卵後 48 時間ほどで胚

子の細胞分裂が停止することから，休眠卵で見られる 12-24 時間でのCK2 の活性化は，休
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眠移行を促進する分子をリン酸化することにより調節していることを強く示唆している。 

 真核生物の初期発生において，直接的にはプロテインキナーゼであるサイクリン・CDK

複合体のリン酸化によって細胞周期が調節されている（Morgan, 1997; Moreau et al., 1998; 

van den Heuvel, 2005; Coudreuse and Nurse, 2010; Gotoh et al., 2011）。Honmaらは組換え変異

体を用いた実験から，CK2 による真核生物翻訳開始因子-5（eIF-5）のリン酸化が，細胞周

期の進行に重要な役割を果たしていることを明らかにしている（Homma et al., 2005）。また，

Ydeらは，細胞周期の調節に関わるCDC25Aの分解にCK2βが関与しており，G2/Mチェック

ポイントの活性化に必須であると述べている（Yde et al., 2008）。カイコガの休眠時の胚発

生がG2 期で停止していることから（Nakagaki et al., 1991），このG2 期での制御にはCK2 も

関与している可能性が非常に高いと考えられる。 

 BmCK2αとBmCK2β遺伝子の発現は，休眠卵と非休眠卵とで差が見られた。両mRNAの発

現は，休眠卵と非休眠卵の各ステージで見られたが，非休眠卵に比べて休眠卵の方が高い

傾向が見られた（図 10A, B）。非休眠卵での両mRNAの発現は，休眠卵よりも低く発生の

進行とともに減少していた（図 10A, B）。休眠卵でのBmCK2αの発現は，産卵後直後 0 時間

から 12 時間まで高く，その後は減少していた（図 10A, B）。休眠卵で，産卵後 0-12 時間

の休眠開始前に見られるBmCK2αの高い発現と非休眠卵で見られる両mRNA発現が発生進

行とともに減少していたことから，CK2 が休眠移行と関連している可能性がある。この

BmCK2αとBmCK2β両遺伝子の発現（図 10A, B）とCK2 のリン酸化活性の変動（図 6A, B）

は，休眠卵と非休眠卵で異なっていた。非休眠卵では，遺伝子発現とリン酸化活性の変動

が一致していなかったが，休眠卵においてはほぼ一致していた。非休眠卵において，

BmCK2αとBmCK2β両遺伝子の発現が産卵後の時間経過とともに減少していたが（図 10A, 

B），CK2 のリン酸化活性は逆に増加していた（図 6A, B）。このことは，非休眠卵でみら

れる胚発生時のCK2 のリン酸化活性は，主に転写後のレベルで調節されていることを示唆

している。一方，休眠卵の休眠開始前で見られる遺伝子発現とリン酸化活性の変動の一致

は，CK2 による細胞周期の制御と休眠移行に何らかの関連があることを示唆するものであ

る。一般的に，CK2 は普遍的にリン酸化活性があることが知られている （Pinna, 1990）。

しかし，本実験で休眠卵と非休眠卵におけるCK2 のリン酸化活性に明らかな差が解析され

た。これらの結果は，休眠・非休眠時の分子メカニズムの解明において，CK2 は非常に重

要な役割を担っている可能性があることを示唆している。 
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第 3 章 組換えCK2 を用いたin vitro活性調節機構の解析 
 

3-1 序論 

第 2 章で，CK2 のリン酸化活性とCK2 遺伝子発現の変動が，休眠・非休眠で異なること

から，カイコガ初期発生の分子メカニズム解明において，CK2 によるリン酸化調節が非常

に重要である可能性が示された。さらに，BmCK2αとBmCK2β両遺伝子の発現とCK2 のリ

ン酸化活性の変動が一致しておらず，胚発生時に見られるCK2 活性は主に転写後のレベル

で制御されていることが示唆された（Yamamoto et al., 2005）。本章ではCK2βによるCK2 の

リン酸化活性調節機構を明らかにするため，まず，大腸菌培養系で作製した組換えBmCK2

（rBmCK2αとrBmCK2β）を用いて機能解析を行った。 

休眠ホルモンはメス蛾の発育中の卵巣で休眠卵への 3-ヒドロキシキヌレニン（3-OHK）と

グリコーゲンの取り込みを高め（Sonobe and Ohnishi, 1970; Yamashita and Hasegawa, 1985），

またグリコーゲンからソルビトールを合成・蓄積させることが知られている（Yaginuma et al., 

1990）。これらの報告を踏まえ，rBmCK2 のリン酸化活性に対するソルビトールと 3-OHKの

効果を検討した。さらに，CK2βサブユニットの構造の違いが，CK2 リン酸化活性に影響を

与えることが知られているが（Jauch et al., 2002; Jauch et al., 2006），カイコガのCK2βのアイ

ソフォームは現在，報告されていない。そのため，既に報告のあるキイロショウジョウバ

エの 2 種類の組換えCK2βサブユニットのアイソフォーム（rDmCK2β-VIIa，rDmCK2β-VIIc）

を作製して機能解析を行い，CK2βサブユニットの構造の違いがBmCK2 のリン酸化活性に与

える影響ついても考察した。 

 

 

3-2 実験材料と試薬 

3-2-1 実験材料 

 Total RNAの抽出には，キイロショウジョウバエ（Dorosophila melanogaster）野生型系統

（Canton-S）の 2齢幼虫と二化性カイコガ品種の大造の産卵後 24時間の休眠卵を使用した。

カイコガの休眠卵は，高温長日条件（25℃, 16 時間明：8 時間暗）で胚発生を行ったメス

蛾から得た。サンプリング後のキイロショウジョウバエ幼虫とカイコガ卵は直ちに液体窒

素で瞬間凍結し，使用まで-80℃で保存した。 
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3-2-2 試薬 

[γ-
32

P] GTPおよび[γ-
32

P] ATPは，Amersham-Pharmacia Biotech社製（USA）を使用した。そ

の他の試薬は，Sigma-Aldrich社製を（USA）使用した。 

 

 

3-3 方法 

3-3-1 RT-PCR 

 カイコガのCK2αとβサブユニットおよびキイロショウジョウバエ の 2 種類のCK2βサブ

ユニットの各配列の増幅に使用した特異的プライマーは，以下のアクセッション番号

AB206394（BmCK2α），AB206395（BmCK2β），M16535（DmCK2β-VIIa）及びNM_206692

（DmCK2β-VIIc）に基づき設計した。また，タンパク質発現用のためのコーディング領域

は，BamH I，Nde I，Xho Iの変異誘発プライマーを用いたPCRにより増幅した。使用した

PCRプライマーの配列は表 1 の通りである。また，RNA抽出，1st cDNA合成，RT-PCRの

反応溶液組成および反応条件は，第 2 章 2-3 と同様な方法で行った。PCRにより増幅され

たcDNAは，1.5％アガロースゲル上で電気泳動後，エチジウムブロマイド染色を行い，分

子量の確認をした。 
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表 1  BmCK2α，BmCK2β，DmCK2β-VIIa，DmCK2β-VIIcのプライマー配列 

BmCK2α sense 5’-GGCACAGTCATATGGCAGTACCTAG-3’ 

BmCK2β sense 5’-AAGCATATGAGTAGTTCGGAGGAGG-3’ 

DmCK2β-VIIa sense 

DmCK2β-VIIc sense 

5’-ATCCATATGAGCAGCTCCGAGG-3’ 

BmCK2α antisense 5’-AATGCTCGAGTGATTACTCTGC-3’ 

BmCK2β antisense 5’-TGTCTCGAGTCGGCGCGGCTGAGGCCTAACG-3' 

DmCK2β-VIIa antisense 5'-TACGGATCCTTATTAGTTTTTCGCTCG-3' 

DmCK2β-VIIc antisense 5'-TACGGATCCGCTTAGAGGCGCTTGGGC-3' 
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3-3-2 サブクローニングとプラスミドDNA精製 

 増幅したcDNAを制限酵素のBamHI，NdeI，XhoI で消化後，pET-14bベクター（Novagen

社）またはpCold I ベクター（TAKARA社）に組み込んだ。その後，組換えベクターを大

腸菌 BL21（DE3）pLysSへ導入し，形質転換した。プラスミド精製は，第 2 章 2-3-4 と同

様な方法で行った。 

 

3-3-3 DNAの塩基配列の解析 

 得られたプラスミドDNAを鋳型に用いて，Big-dye ターミネーターキット（ABI）によ

るサイクルシークエンス反応を行った。反応産物を精製後，50µlのホルムアミドに溶解し，

ABI-3130 シークエンサーで塩基配列の分析を行った。得られた配列データの解析は，

Bio-editソフトを用いて行った。 

 

3-3-4 タンパク質発現とリフォールディング 

 組換えタンパク質の発現は，大腸菌によるコールドショック発現系で行った。15℃で 24

時間の培養を行った大腸菌に，最終濃度 1 mMのIPTGを加えることによって組換えタンパ

ク質の発現を誘導した。封入体になっていた組換えタンパク質は，6 M 塩酸グアニジンに

よる変成状態まま，His-tagトラップカラム（Amersham Biosciences社）によって精製した。

精製後の組換えタンパク質のリフォールディングは，段階透析法により行った（Umetsu et 

al., 2003）。 

 

3-3-5 リン酸化活性測定法 

 caseinを基質に用いたオートラジオグラフィーにより，リン酸化シグナルの検出を行っ

た。オートラジオグラムのシグナル強度は，Image-J ソフト（NIH Image）を用いたデンシ

トメトリック解析により算出した。 

 

 

3-4 結果 

3-4-1 組換えBmCK2α とBmCK2βの作製とリン酸化活性の解析 

大腸菌発現系で作製した組換えBmCK2αは，細胞質中に可溶化状態で得られたが，

rBmCK2βは封入体となっていた。SDS-PAGEでの分析での結果から，rBmCK2αとrBmCK2β

 - 43 - 



はそれぞれ単一バンドを示し，His-tagトラップカラムにより高度に精製されたことが確認

できた（図 1）。縮合ヒスチジンおよびトロンビン切断配列（約 2 kDa）を除いたrBmCK2α

とrBmCK2βの分子量は，それぞれ約 43 および約 27 kDaであった（図 1）。 

rBmCK2αとrBmCK2βのリン酸化活性を解析するために，リン酸受容体にcaseinをリン酸

供与体に[γ-
32

P] GTPを用いてリン酸化反応を行ったところ，rBmCK2αは単独でリン酸化活

性が認められた（図 2, レーン 1）。Heparinはαサブユニットに結合してCK2 のリン酸化活

性を阻害すること （Allende and Allende, 1995），poly-Lysはβサブユニットの酸性ループ

に結合して，CK2 のリン酸化活性を増強することが知られている （Meggio et al., 1992; 

Leroy et al., 1999）。In vitroでのheparinおよびpoly-Lysの存在下におけるBmCK2 のリン酸化

活性を解析した結果，rBmCK2α単独でのリン酸化活性は，poly-Lys（図 2, レーン 2）と，

heparin（図 2, レーン 3）により阻害された。また，rBmCK2βのみを酵素として用いたと

きに，heparinとpoly-Lysの存在に関わらず，リン酸化シグナルは観察されなかった（図 2, レ

ーン 4-6）。rBmCK2αとrBmCK2βを約 1:1 のモル比で再構成した場合のリン酸化活性は，

単独のrBmCK2αと同程度であったが（図 2, レーン 7），rBmCK2α+βにpoly-Lys加えたと

ころ非常に強い活性化が見られた（図 2, レーン 8）。また，heparinの添加によりrBmCK2α

単独でのリン酸化活性と同様に阻害された（図 2, レーン 9）。 

 

3-4-2 ソルビトールと 3-OHKがrBmCK2 のリン酸化活性に与える影響 

 休眠卵に特異的に見られるソルビトールは，休眠卵に多量に蓄積されているグリコーゲ

ンから合成される。そのため，休眠卵でのソルビトールは，産卵後 2 日以降に急激に増加

し，蓄積されていく（Chino, 1958）。一方，親蛾の卵巣に蓄積された 3-OHKは，産卵後，

オモクロームに変化することで徐々に減少する （Yamashita and Hasegawa, 1985）。これら，

休眠卵に特異的に存在するソルビトールまたは 3-OHKが，rBmCK2 リン酸化活性に対して

どのような影響を与えるかの解析を行った。その結果，ソルビトール 0-0.5 Mの存在下で

のリン酸化シグナルに変化は見られなかった（図 3A）。対照的に，休眠卵中での生理的

濃度である 300 µMの 3-OHKでは，rBmCK2 リン酸化活性の抑制効果が見られた（図 3B）。

rBmCK2α単独のリン酸化シグナルは，1000 µM以上の 3-OHKの存在下で弱まったが（図

3C），10-300 µMの 3-OHKで観察されたリン酸化シグナルは２倍以上の強さを示した（図

3C）。これらのデータは，3-OHKがrBmCK2 リン酸化活性に対して増強と抑制の両方に顕

著な効果を有することを示している。 
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3-4-3 rBmCK2αとC末端構造が異なるrDmCK2βを用いた機能解析 

 キイロショウジョウバエ（Dorosophila melanogaster）では，少なくとも 5 つのCK2βアイ

ソフォームが同定されている （Jauch et al., 2002; Jauch et al., 2006）。タンパク質発現を行

ったDmCK2β-VIIaとDmCK2β-VIIC（Jauch et al., 2006）は，それぞれC末端領域の長さが異

なる。図 4 は，DmCK2β-VIIc，DmCK2β-VIIa，BmCK2βの配列アラインメント結果を示し

た。BmCK2 のリン酸化活性におけるCK2βの構造変化の影響を調べるために，rBmCK2α

と rBmCK2β および rDmCK2β を使用して解析を試みた。精製した DmCK2β-VIIa と

DmCK2β-VIIcの２つのアイソフォームは，SDS-PAGE分析で単一のバンドが確認された（図

5）。また，縮合ヒスチジンおよびトロンビン切断配列（約 2 kDa）のサイズに基づいた，

rDmCK2β-VIIaとrDmCK2β-VIIcの分子量は，それぞれ約 26 kDaおよび 29 kDaであった。

rBmCK2αと，rBmCK2βの代わりにrDmCK2β-VIIaまたはrDmCK2β-VIIcを約 1:1 のモル比で

再構成したときに，CK2 活性は減少した（図 6, レーン 3,4）。特に，rDmCK2β-VIIcでの

活性の減少は 20％以下であった（図 6, レーン 4）。一方，poly-Lysをリン酸化反応溶液に

加えたときのCK2 リン酸化活性は，２倍以上になった（図 6, レーン 6-8）。図 6, レーン

7, 8 には，poly-Lys存在下におけるrBmCK2αの活性が，rDmCK2βサブユニットの影響で異

なる結果を示した。これは，rBmCK2αのリン酸化活性はβサブユニットのC末端領域の長

さに依存していることを示唆している。対照的に，rBmCK2α単独のリン酸化活性は，

poly-Lysで阻害された（図 6, レーン 5）。この阻害結果は，Romero-Olivaらによって報告

されたアフリカツメガエル（Xenopus laevis）の組換えCK2 を用いた結果と同様であった

（Romero-Oliva et al., 2003）。 
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図 1  His-tagトラップカラムにより精製したrBmCK2αとrBmCK2βの 

SDS-PAGEでの分析 

 

rBmCK2αは 500ng，rBmCK2βは 600ngを泳動した。 

Mはプロテインマーカーを示す。 
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図 2 組換えBmCK2αとBmCK2βによるリン酸化活性の解析 

 

レーン 1：rBmCK2α単独 

レーン 2：rBmCK2α+1 mgのpoly-Lys 

レーン 3：rBmCK2α+10 mgのheparin 

レーン 4：rBmCK2β単独 

レーン 5：rBmCK2β+1 mgのpoly-Lys 

レーン 6：rBmCK2β+10 mgのheparin 

レーン 7：rBmCK2α+ rBmCK2β 

レーン 8：rBmCK2α+ rBmCK2β+1 mgのpoly-Lys 

レーン 9：rBmCK2α+ rBmCK2β+10 mgのheparin 

矢印はcasein（約 33 kDa）のリン酸化シグナルを示す。 
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図 3 ソルビトールおよび 3 -OHKがBmCK2 リン酸化活性に与える影響 

 

（A） ソルビトールがBmCK2 のリン酸化活性に与える影響 

（B） 3 -OHKがBmCK2 のリン酸化活性に与える影響 

（C） 3 -OHKがrBmCK2α単独のリン酸化活性に与える影響 

矢印はcasein（約 33 kDa）のリン酸化シグナルを示す。 
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DmCK2β-VIIa   MSSSEEVSWVTWFCGLRGNEFFCEVDEDYIQDKFNLTGLNEQVPNYRQAL   50 
DmCK2β-VIIc   MSSSEEVSWVTWFCGLRGNEFFCEVDEDYIQDKFNLTGLNEQVPNYRQAL 
BmCK2β                 MSSSEEVSWIAWFCTLRGNEFFCEVDEDYINDKFNLTGLNEQVPHYREAL 
………         *********::*** ***************:*************:**:** 
 
DmCK2β-VIIa   DMILDLEPEDELEDNPLQSDMTEQAAEMLYGLIHARYILTNRGIAQMIEK  100 
DmCK2β-VIIc   DMILDLEPEDELEDNPLQSDMTEQAAEMLYGLIHARYILTNRGIAQMIEK 
BmCK2β                 DMILDLEPDDDIEDNPNESDLVEQASEILYGLIHARYILTNRGISQMLDK 
………         ********:*::**** :**: ***:*:********:*******:**::* 
 
DmCK2β-VIIa   YQTGDFGHCPRVYCESQPMLPLGLSDIPGEAMVKTYCPKCIDVYTPKSSR  150 
DmCK2β-VIIc   YQTGDFGHCPRVYCESQPMLPLGLSDIPGEAMVKTYCPKCIDVYTPKSSR 
BmCK2β                 FQSGDFGYCPRVYCECQPMLPIGLSDVPAEAMVKLYCPRCMDVYTPKSSR 

...        :*:****:*******.*****:****:*.***** ***:*:********* 
 
DmCK2β-VIIa   HHHTDGAYFGTGFPHMLFMVHPEYRPKRPTNQFVPRLYGFKIHSLAYQIQ  200 
DmCK2β-VIIc   HHHTDGAYFGTGFPHMLFMVHPEYRPKRPTNQFVPRLYGFKIHSLAYQIQ 
BmCK2β                 HHHTDGAYFGTGFPHMVFMVHPDKRPKRPASQFVPRLYGFKIHPLAYQIQ 

  ****************:*****: *****:.************.****** 
 
DmCK2β-VIIa   LQAAANFKMPLRAKN--------------------  215 
DmCK2β-VIIc   LQAAANFKMPLRAQRGQPPKDEEPENNADTVPKRL  235 
BmCK2β                 -QAAANSKPPQRSLSYNNGKR--------------  220 
………          ***** * * *:   :   * 
 

図 4 DmCK2β-VIIa，DmCK2β-VIIc，BmCK2βのアミノ酸配列の比較 

 

* は完全に一致したアミノ酸残基を示す。 

: は類似性の高いアミノ酸残基を示す。 

..は類似性のやや低いアミノ酸残基を示す。 
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図 5 精製したBmCK2β，DmCK2β-VIIa，DmCK2β-VIIcのSDS-PAGEによる分析 

 

各レーンそれぞれ 400ngを泳動した。 

Mはプロテインマーカーを示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 - 50 - 



 
図 6 rDmCK2β-VIIaおよびrDmCK2-β-VIIcがrBmCK2α活性に及ぼす影響 

 

（A）rBmCK2αのリン酸化活性解析 

レーン 1：rBmCK2α単独 

レーン 2：rBmCK2α+ rBmCK2β 

レーン 3：rBmCK2α+ rDmCK2β-VIIa 

レーン 4：rBmCK2α+ rDmCK2β-VIIc 

レーン 5：rBmCK2α+1.0 mgのpoly-Lys 

レーン 6：rBmCK2α+ rBmCK2β+1.0 mgのpoly-Lys 

レーン 7：rBmCK2α+ rDmCK2β-VIIa+1.0 mgのpoly-Lys 

レーン 8：rBmCK2α+ rDmCK2β-VIIC+1.0 mgのpoly-Lys 

矢印はcasein（約 33 kDa）のリン酸化シグナルを示す。 

（B） rBmCK2αリン酸化活性のデンシトメトリック解析 

    rBmCK2α単独のリン酸化活性を 100％として，デンシトメトリック解析により 

算出した（A）のオートラジオグラムのシグナル強度を示した。 
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3-5 考察 

 本研究では，大腸菌発現系においてrBmCKα，rBmCK2β，およびC末端配列の異なる 2

種類のrDmCK2βを作製し，それらの組換えタンパク質を用いてin vitroでのリン酸化活性を

解析した。rBmCK2αは単独でリン酸化活性を有していた（図 2, レーン 1）。rBmCK2α単

独でのリン酸化活性は，キイロショウジョウバエ（Dorosophila melanogaster）やアフリカ

ツメガエル（Xenopus laevis）などの動物種での報告と同様であった（Lin and Traugh, 1993; 

Hinrichs et al., 1993; Romeo-Oliva et al., 2003）。キイロショウジョウバエ（Dorosophila 

melanogaster）やアフリカツメガエル（Xenopus laevis）のrCK2αは，rCK2βとの四量体構造

をとることによって活性化される。rBmCK2αの場合，rBmCK2βによる活性化は認められ

なかった（図 2, レーン 7）。植物のシロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）やいくつかの

動物種（Homo sapiens, Xenopus laevis, Caenorhabditis elegans, Danio rerio）で，CK2βのC末

端領域は，CK2βホモダイマーの形成に関与し，CK2αとの直接的な相互作用を担っている

（Bolanos-Garcia et al., 2006）。BmCK2β，DmCK2β-VIIa，DmCK2β-VIIcでのC末端領域（図

4, アミノ酸残基 178-205）は，ほぼ同じ配列であるが，図 6 で示したようにCK2 のリン酸

化活性の減少度合いは異なっていた。特にDmCK2β-VIIaとDmCK2β-VIIcとのアミノ酸配列

の違いは，C-末端領域にのみ観察されるので，これらの差はCK2 のリン酸化活性に対する

C末端領域の 205 残基以降の配列の影響によるものと考えられる。一方，BmCK2αのC末端

領域は，キイロショウジョウバエ（Dorosophila melanogaster）やアフリカツメガエル

（Xenopus laevis）のアミノ酸配列とは異なる （Yamamoto et al., 2005）。したがって，CK2β

によるCK2αの活性化はそれぞれの種によって異なるか，またはBmCK2αを活性化する

BmCK2βアイソフォームの存在が示唆される。 

 第 2 章で述べたように休眠卵と非休眠卵とでCK2 のリン酸化活性の変化に違いがあり，

そのCK2 リン酸化活性の変化が，転写後レベルで制御される可能性がある。そこで，

rBmCK2のリン酸化活性に対する休眠に特有な化合物であるソルビトールや 3-OHKなどの

影響を解析した。その結果，休眠卵における生理的濃度のソルビトールでは（Iwata et al., 

2005），rBmCK2 リン酸化活性に影響を与えなかった。カイコガ卵巣中の 3-OHKの生理的

濃度は，1 mM程度と推定され（Yamashita and Hasegawa, 1985），タンパク質に結合する能

力があることから（Korlimbinis and Truscott, 2006），3-OHKは主に単独のrBmCK2αと結合

することが示唆された（図 3B, C）。もし，3-OHKが主に基質であるcaseinと結合した場合，

結果で示した図 3BとCは同じになると考えられる。3-OHKは，カイコガの休眠卵に見られ
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る特異的な化合物であり，卵内に大量に蓄積している（Sonobe and Ohnishi, 1970; Yamashita 

and Hasegawa, 1985）。3-OHKはキイロショウジョウバエの卵にも存在しているが，休眠す

ることはない（Linzen, 1974; Nijhout, 1994）。したがって，3-OHKが休眠卵の初期胚発生時

に，どのような役割を果たしているかについて検討することが重要である。本実験のin vitro

での解析から，休眠卵におけるCK2 のリン酸化活性が 3-OHKによって制御される可能性が

示された。休眠卵での 3-OHKの局在は，漿膜を形成する前に 3-OHKが卵黄細胞中の卵黄

顆粒の表面上に主に蓄積していることが知られている（Sonobe and Ohnishi, 1970）。一方，

一般的にCK2 は普遍的に細胞質に分布しているとされている（Pinna, 1990）。本実験での

結果は，CK2 の一般的な分布規則（Pinna, 1990）とは異なるものの，3-OHKとBmCK2αが

休眠卵の初期発生時において，同所的に局在している可能性を示唆している。 
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第 4 章 DMSO を用いた休眠移行阻害効果と CK2 阻害剤の卵内へ

の透過効果 
 

4-1 序論 

カイコガの休眠卵に対するジメチルスルホキシド（DMSO）の休眠移行阻害効果は，

CK2 のリン酸化活性阻害実験の一環で発見された。休眠卵の産卵後 12-24 時間における

CK2 活性が，非休眠卵に比べて高かったことから，この時期の CK2 の活性化が休眠移行

に重要な役割を果たしていることが示唆された。したがって，この時期の CK2 活性を抑制

することで休眠への移行を阻害できる可能性が考えられた。そこで，CK2 の強力な阻害剤

である 4,5,6,7-tetrabromobenzotriazole（TBB）を DMSO に溶解し，休眠卵への塗布を試み

た。その結果，孵化する幼虫が確認され，CK2 の活性化が休眠移行に直接的に関与してい

るかと思われた。しかし，溶媒として用いた DMSO 単独での処理区において，さらに高い

孵化率が得られ，DMSO そのものに休眠移行阻害効果があることが判明した。 

 DMSOは，（CH3）2SOの分子式で表される非プロトン性の極性溶媒である（図 1）。水と

は任意の割合で混和し，多くの有機・無機化合物をよく溶かす性質を持つ（表 1）。また，

DMSOは細胞膜に対して高い浸透性を持ち，毒性が低いことから（Rall and Fahy, 1985; 

Pegg, 2007; Notman et al., 2007; Aye et al., 2010），古くから培養細胞の凍結保護剤，細胞

融合剤，細胞膜浸透性のエンハンサーとして用いられてきた（Ankong et al., 1975; Notman et 

al., 2007）。  

ヒト前骨髄球性白血病由来のHL-60 細胞をDMSOで処理することでc-myc遺伝子の急激

な発現低下を引き起こし，好中球への不可逆的な分化を誘導することが明らかにされてい

る（Collins et al., 1978; Collins and Groudine, 1982）。また，Kamiらは，DMSO処理が時期特

異的に胚芽腫細胞株由来のP19CL6 細胞の心筋への誘導経路を増強することを報告してい

る（Kami et al., 2008）。さらに，WangらがDMSO処理によるセンチュウ（Caenorhabditis 

elegans）の寿命延長効果を報告しており（Wang et al., 2010），Frankowskiらは，この寿命延

長効果はDMSOがインスリンシグナル伝達系に作用して引き起こされている可能性がある

と述べている（Frankowski et al., 2013）。この様に，細胞分化や生物に対するDMSOの特異

な生物学的機能が報告されている。 

本研究でカイコガ休眠卵の DMSO 処理により，休眠への移行が阻害され幼虫が孵化す

るという新知見が得られたことから，DMSO 処理の詳細な条件検討を行った。また，
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DMSO に溶解した TBB の卵内への透過効果についての検討も行った。さらに

DMSO が，カイコガ卵の最外層を形成している卵殻に対して物理的影響を与え

ている可能性が考えられたため，走査型電子顕微鏡によるカイコガ卵の表面構造の詳

細な観察を行った。 

 

 

4-2 実験材料と試薬 

4-2-1 実験材料 

 本実験には実用品種の二化性系統カイコガである錦秋鐘和を使用した。幼虫の飼育はカ

イコガ用人工飼料の Silkmate（日本農産工業，日本）で行った。休眠卵は，高温長日条件

（25℃，16 時間明：8 時間暗）で胚発生をさせたメス蛾から，非休眠卵は 15℃の暗室内で

胚発生をさせたメス蛾から得た。休眠卵および非休眠卵のサンプリングは，交尾後 1 時間

以内の卵を 0 時間として，その後，12 時間おきに 60 時間まで行った。 

 

4-2-2 試薬 

 ジメチルスルホキシド（DMSO），ジメチルホルムアミド（DMF），硫化ジメチル（DMS），

塩酸（HCl），およびβ-カロチン（β -carotene）は，和光純薬工業社製（大阪，日本）を使

用した。4,5,6,7-tetrabromobenzotriazole（TBB）は Sigma-Aldrich 社製品を使用した。 

 

 

4-3 方法 

4-3-1 カイコガ休眠卵の塩酸（HCl）処理 

 産卵後 20 時間の休眠卵を 25℃で 60 分間，HCl（比重 1.10）で処理した。HCl 処理時に

産卵台紙からの卵の脱落を防ぐための前処理として 2%ホルマリン溶液に産卵台紙ごと浸

し，水洗後乾燥させた。HCl 処理後の卵は十分に水洗乾燥後，孵化するまで 25℃に保った。 

 

4-3-2 孵化率の算出 

 本実験では，100-150 個の卵の各処理後，2 週間以内に孵化した幼虫数から求めた値を 1

回の実験の孵化率とした。S.D.は，独立した 5 回の実験より算出し，グラフのエラーバー

として示した。 
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4-3-3 走査型電子顕微鏡によるカイコガ卵の表面構造の観察 

 走査型電子顕微鏡（Scanning Electron Microscope；SEM）は，試料に照射した電子線を試

料表面に走査させた際に発生する二次電子を検出することで表面構造の拡大像が得られ

る装置である。観察前の処理として，イオンスパッタリング装置により各カイコガ卵（休

眠卵・非休眠卵・DMSO 処理をした休眠卵・HCl 処理をした休眠卵）の卵殻表面に金を

蒸着させた。その後，走査型電子顕微鏡（FE-SEM S-4800）により，加速電圧 5kV，観察

倍率 80 倍および 400 倍で，カイコガ卵の表面構造の観察を行った。 

 

 

4-4 結果 

4-4-1 休眠卵に対する DMSO の効果 

 カイコガの休眠卵に対する DMSO の休眠移行阻害効果を明らかにするために，DMSO

の様々な濃度，適切な浸透時間，発達段階が処理に与える影響，および DMSO 類似物質の

効果を検討した。カイコガ卵を DMSO 処理することで得られた孵化率を休眠移行阻害効果

と見なして，条件検討および解析を行った。 

図 2 に示すように，産卵後 12 時間の休眠卵を使用した場合，孵化率は DMSO の濃度依

存的に増加した。最大の孵化率は，DMSO 濃度が 100％DMSO の時であり，78.3％であっ

た。次に，DMSO の浸透時間の検討を行った。100％DMSO 処理時に，水洗するまでの DMSO

浸透時間を 0-90 分まで変えたところ，図 3 に示すように最も高い孵化率が得られた浸透時

間は 45 分であった。DMSO 処理後に水洗されていない場合，孵化率は 18.2％と大幅に減

少した（図 3, ∞）。さらに，休眠卵の発生段階と DMSO の効果との関係を検討した。図 4

に示すように，DMSO の休眠移行阻害効果は産卵後 24 時間以内の休眠卵に対してのみ確

認され，産卵後 36 時間以降の休眠卵に対しては，ほとんど効果を示さなかった。加えて，

図 5 に示すように， DMSO 類似体および HCl についても同様に解析を行った。100％DMF

処理での孵化率は 7.3％であったが，100％DMS 処理では全く孵化しなかった。また，HCl

処理での孵化率は 89.8％であった（図 5）。 

 

4-4-2 非休眠卵に対する DMSO の効果 

 非休眠卵でも，休眠卵と同様に DMSO 処理の効果を解析した。非休眠卵は休眠卵とは異

なり，発生が停止することなく進行し，約 2 週間で孵化する。産卵後 12 時間の非休眠卵

 - 56 - 



を 0-100％の様々な DMSO 濃度で 45 分間処理したところ，図 6 に示すように，孵化率は

DMSO 濃度依存的に減少した。休眠卵で最も高い孵化率が得られた 100％DMSO 処理では，

卵は全て潰れて孵化しなかった。 

 

4-4-3 DMSO による化学物質の卵内への透過効果 

 DMSO に溶解した化学物質の卵内への透過の影響を解析するため，100％DMSO に溶解

した CK2 の阻害剤である TBB（図 7A） および，β-カロチン（図 7B）で休眠卵を処理し

た。図 8 に示すように，産卵後 12 時間の休眠卵を使用した時，0.1 mM の TBB 処理による

孵化率は 36.1％であった。一方，0.1 mM のβ-カロチンを用いたときの孵化率は 69.6％であ

った（図 8）。β-カロチンは，食草であるクワ（Morus bombycis）の葉由来の生理的成分で

あり，カイコガの繭にも含まれることからコントロールとして用いた。 

 

4-4-4 走査型電子顕微鏡によるカイコガ卵の表面構造の観察 

 DMSO 処理により，カイコガ卵殻が物理的影響を受けているかどうかの確認を行うた

め，走査型電子顕微鏡での卵殻表面構造の観察を行った（図 9）。その結果，休眠卵（図

8B, F）と DMSO 処理をした休眠卵（図 9C, G）との間で，卵殻表面構造に明瞭な差は観

察できなかった。また，非休眠卵（図 9A, E）と HCl 処理をした休眠卵（図 9D, H）につ

いても，卵殻表面構造に明瞭な差や変化は観察できなかった。 
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図 1 ジメチルスルホキシド（DMSO）の構造式 

 

 

 

 

 

表 1 ジメチルスルホキシド（DMSO）の物理化学的性状 

分子式  （CH3）2SO       

分子量  78.13 

融 点  17.89℃ 

沸 点  189℃ 

密 度  1.101 g/㎤（25℃） 

水溶性  自由混和 

毒 性  LD 50 = 20000 mg/kg（ラット経口） 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 - 58 - 



 

100
 

 

 

 
80

H
at

c
h
ab

ili
ty

 
（
%
）
 

60

40

20

0

0 25 50 75 100

Concentration of DMSO （%）
 

 

図 2 DMSO 濃度が休眠卵の孵化率に与える影響 

 

産卵後 12 時間の休眠卵を 0-100%の各濃度の DMSO 溶液で，45 分間の処理を行った。

DMSO 濃度 0％は純水のみ，100％は DMSO を希釈せずに用いた。1 匹のメス蛾が産卵し

た休眠卵を産卵台紙ごと分割し，それぞれ DMSO 処理を行った。孵化率および S.D.の算

出は，4-3-2 に示した。 
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図 3 DMSO 浸透時間が休眠移行阻害効果に与える影響 

 

 産卵後 12 時間の休眠卵に対して 100％DMSO 溶液を用い，水洗するまでの浸透時間

を 0-90 分間の処理を行った。DMSO 処理後に水洗されていない処理区を∞と示した。1 匹

のメス蛾が産卵した休眠卵を産卵台紙ごと分割し，それぞれ DMSO 処理を行った。孵化

率および S.D.の算出は，4-3-2 に示した。 
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図 4 産卵後の経過時間に伴う休眠移行阻害効果 

 

 産卵後 0-60 時間の休眠卵を 100％DMSO で 45 分間の処理を行った。1 匹のメス蛾が

産卵した休眠卵を産卵台紙ごと分割し，それぞれ DMSO 処理を行った。孵化率および S.D.

の算出は，4-3-2 に示した。 
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図 5 HCl と DMSO 類似物質である DMF および DMS による休眠移行阻害効果 

 

産卵後 12 時間の休眠卵を HCl，DMF，DMS の各溶液で処理を行った。HCl 処理は，

方法 4-3-1 に記載した手順で行った。DMF および DMS 処理には 100％溶液を使用した。

1 匹のメス蛾が産卵した休眠卵を産卵台紙ごと分割し，それぞれに処理を行った。孵化

率および S.D.の算出は，4-3-2 に示した。 
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図 6 DMSO 濃度が非休眠卵の孵化率に与える影響 

 

産卵後 12 時間の非休眠卵を 0-100%の各濃度の DMSO 溶液で，45 分間の処理を行った。

DMSO 濃度 0％は純水のみ，100％は DMSO を希釈せずに用いた。1 匹のメス蛾が産卵し

た非休眠卵を産卵台紙ごと分割し，それぞれに DMSO 処理を行った。孵化率および S.D.

の算出は，4-3-2 に示した。 
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図 7 DMSO の浸透効果に用いた化学物質の構造式 

 

（A）：4,5,6,7-tetrabromobenzotriazole（TBB） 

（B）：β-カロチン（β-carotene） 
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図 8 DMSO に溶解した化学物質が孵化率に与える影響 

 

産卵後 12 時間の休眠卵を 0.1 mM β-carotene または 0.1 mM TBB を溶解させた 100％

DMSO で 45 分間の処理を行った。1 匹のメス蛾が産卵した休眠卵を産卵台紙ごと分割し，

それぞれに DMSO 処理を行った。孵化率および S.D.の算出は，4-3-2 に示した。 
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図 9 カイコガ卵の表面構造の走査型電子顕微鏡観察像 

 

A-D：80 倍，スケールバーは 0.5 mm を示す。 

E-H：400 倍，スケールバーは 0.1 mm を示す。 
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4-5 考察 

本研究では，DMSO がカイコガ休眠卵に対して休眠移行阻害効果を示し，孵化にまで至

ることを発見した。DMSO 処理を最適条件で行うことで得られた孵化率は 78.3％であり，

この孵化率は HCl 処理に匹敵した。まとめとして，この確立した DMSO 処理法の概略を

図 10 に示す。興味深いことに，DMSO による休眠移行阻害効果は産卵後 24 時間以内の休

眠卵に限定されていた。一方，HCl 処理では産卵後 72 時間程度の休眠卵に対しても有効で

あり（Yoshimi et al., 1990; Tsurumaru et al., 2010），DMSO に対する有効時期よりも長い。

休眠卵では，産卵後 36 時間ほど経過すると，オモクローム色素による着色が見られる

（Sawada et al., 2007）。このキサントマチンやオミンなどのオモクローム系色素による休

眠卵の着色は，漿膜細胞中で色素顆粒が形成することで起こる（Miya, 2003）。したがっ

て，DMSO 処理の有効期間は，色素顆粒形成の直前までと考えられ，成熟した色素顆粒を

含んだ漿膜細胞層の形成が DMSO の効果を抑制している可能性がある。対照的に，HCl

処理は漿膜細胞におけるオモクロームの蓄積による色素顆粒を形成した後の休眠卵に対

しても効果を有する。これらの結果は，DMSO と HCl が異なる分子メカニズムにより，休

眠への移行を阻害している可能性を示唆している。 

DMSO 処理後の非洗浄卵のほとんどが胚発生を開始したが，それらの大半が孵化する前

に致死したことで孵化率は減少した。また，図 6 に示すように非休眠卵を DMSO で処理し

たときに，濃度依存的に孵化率が減少した。同様な例がヒト肺腺癌細胞株 CL1-5 細胞でも

見られ，in vitro で培養した CL1-5 細胞が，5％以上の濃度による DMSO 処理で，細胞死に

導かれる（Wang et al., 2012）。上記の結果および CL1-5 細胞の報告から，過剰な DMSO は

細胞に対して毒性を有し，休眠終了後の胚発生および，または非休眠卵の胚発生に阻害効

果を与えることを示している。また，DMSO 類似物質である DMF や DMS では，休眠移

行阻害効果は，ほとんど見られなかった。DMF と DMS は，DMSO に比べ毒性が高いこと

が知られている。このため，DMF と DMS は休眠移行を抑制する効果よりも，細胞に損傷

を与える影響が大きかったため，処理後 2 週間以内の孵化率が大幅に減少したものと考え

られた。 

図 8 で示した結果は，TBB を溶解した DMSO で休眠卵を処理した場合の孵化率が 36.1％

と DMSO のみでの孵化率 78.3％に比べ半減した。CK2 によるリン酸化は，カイコガの胚

発生に重要な役割を果たしていることは，前述した通りである（Yamamoto et al., 2005; 

Sawada et al., 2012; Yamamoto and Sawada, 2008）。DMSO は細胞膜浸透性を高める特性を
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持つが（Notman et al., 2007），カイコガの胚は卵の最外層にある硬い卵殻によって囲まれ

ているため，卵内への DMSO 浸透度合いを測定することができない。一方，HCl 処理の効

果は，カイコガの品種により異なることが知られている（Takahashi, 1958）。これは，カ

イコガの品種により卵殻の厚さが異なることから，HCl の浸透度合いが卵殻の厚さに依存

していると考えられる（Takahashi, 1958）。DMSO 処理でも，HCl 処理と同様に最も高い

孵化率が得られる処理条件は，カイコガ品種により異なる可能性が考えられる。さらに，

SEM による卵殻表面構造の観察結果（図 9）からも，DMSO 処理による卵殻表面構造の変

化は認められず，DMSO が卵殻に物理的損傷を与えたことで，卵内に化学物質が移行して

いる可能性は低いと考えられる。したがって，TBB は DMSO と共に卵内に透過して CK2

のリン酸化活性を阻害したことで，発生が妨げられていることを強く示唆している。 

 DMSOは細胞や生物に対して特異的な効果を示す。例えば，ヒト前骨髄球性白血病由来

のHL-60 細胞は，DMSO処理によりc-myc遺伝子の発現がダウンレギュレーションし，好中

球に不可逆的に分化することが知られている（Collins et al., 1978; Gailani et al., 1989; 

Yamaguchi et al., 1999）。また，Wangらは，DMSO処理によるセンチュウ（Caenorhabditis 

elegans）の寿命延長効果は，DMSOがインスリンシグナル伝達系に作用して引き起こされ

ている可能性を報告している（Wang et al., 2010; Frankowski et al., 2013）。このような，培

養細胞または生物に対するDMSOの作用機序と，休眠卵に対する休眠移行阻害効果の作用

機序の差異やDMSOによる休眠移行阻害や化学物質の透過に関する分子機構の解明は，今

後の研究課題である。 
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図 10 最適条件でのカイコガ休眠卵の DMSO 処理法の概略 

 

① 産卵後 12-24 時間の休眠卵を産卵台紙ごと 100％DMSO 溶液に 2-3 分間浸す。 

② ペーパータオル上で DMSO を 45 分間浸透させる。 

③ 過剰な DMSO を水道水で 20 分間洗浄する。 

④ ペーパータオル上で乾燥させ，孵化までの間 25℃環境下に置く。  
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第 5 章 総括 

 

本論文は，カイコガの休眠現象解明の一環として，休眠卵および非休眠卵の初期発生

におけるプロテインキナーゼ CK2 の役割を明らかにすることを目的として，解析を行っ

た結果をまとめたものである。 

休眠卵と非休眠卵の初期発生において，CK2 活性と CK2 遺伝子発現の変動パターンが

異なっていたことから，CK2 の活性は転写後に修飾されていることが示唆された。休眠

卵で見られる 12-24 時間におけるやや高い CK2 活性は，休眠移行に関与している可能性

が考えられた。また，非休眠卵で見られる時間経過と共に増加する CK2 活性は，発生の

進行によるものと考えられた。このため，CK2 が時期特異的に異なる基質をリン酸化す

ることで，それぞれの分子の機能調節をしている可能性が示唆された。 

組換え CK2 を用いた in vitro での解析では，休眠卵に特異的な内因性物質である 3-OHK

が，rBmCK2α単独に対して低濃度では活性化，高濃度では阻害と，異なる両作用を示した。

一般的に CK2 は，α2β2のヘテロ四量体で機能することが知られている。塩基配列から推

測される CK2 の分子量は 134 kDa であり，CK2 の部分精製時の Superdex-200 カラムクロ

マトグラフィーの溶出パターンから推定される CK2 の分子量とほぼ等しい。これらのこ

とから，カイコガの CK2 もヘテロ四量体構造で機能していることが示唆された。しかし，

植物では単量体のαサブユニットによるリン酸化活性が見られることや（Dennis and 

Browning , 2009; Moreno-Romero et al., 2011），本研究でも in vitro ではあるが 3-OHK によ

り rBmCK2α活性が変化することから，カイコガにおいてもαサブユニット単独で機能し

ている可能性も考えられる。 

さらに，非休眠卵の産卵後 24 時間および 60 時間における BmCK2 の局在解析の結果ら

は，BmCK2αと BmCK2βが主に卵黄細胞の核の周囲に局在していることが明らかとなって

いる（Sawada et al., 2006）。一方，3-OHK は卵黄細胞における卵黄顆粒の表面上に主に蓄積

していることが知られ（Sonobe and Ohnishi, 1970; Yamashita and Hasegawa, 1985），非休眠卵

では休眠卵に比べて濃度は低いが存在している。このため，非休眠卵で見られた CK2 の活

性化が 3-OHK によって引き起こされている可能性は否定できない。 

DMSO 処理による孵化率は HCl 処理と同等に高く，実用的に利用することが可能であ

る。古くから養蚕業で用いられてきた HCl による浸酸処理法は，産卵台紙からの卵の脱

落を防ぐためにホルマリンによる前処理が必要である。また，処理時には高濃度の HCl
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を加熱する必要があるなど，危険を伴う。これに対して，DMSO 処理は，前処理も必要

なく産卵台紙ごと DMSO 溶液に浸すだけの簡便な方法である。なお，孵化した幼虫の成

育は問題なく，継代飼育が可能である。 

DMSO 処理の効果は産卵後 24 時間までの休眠卵に限られるのに対し，HCl 処理は産卵

後 60 時間の休眠卵にも有効である。DMSO 処理の効果は，卵の着色が始まることで著し

く低下することから，成熟した色素顆粒を含んだ漿膜細胞層の形成が DMSO の効果を抑制

している可能性がある。対照的に，HCl 処理は漿膜細胞におけるオモクロームの蓄積によ

る色素顆粒を形成した後の休眠卵に対しても効果を有する。これらの結果は，DMSO と

HCl が異なる分子メカニズムにより，休眠への移行を阻害している可能性を示唆している。 

また，TBB を溶解した DMSO で休眠卵を処理した時，胚発生が進行したにも関わらず，

孵化率が 40％未満に減少した。これは，DMSO が胚発生を再開させた後，卵内に透過した

TBB が CK2 活性を阻害したためと考えられる。現時点では，CK2 の内因性基質やβサブユ

ニットのアイソフォームに関して不明な点はある。しかし本研究により，CK2 によるリン

酸化はカイコの胚発生に重要な役割を果たしていることが明らかになった。 
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