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論 文 内 容 要-旨

第1章 序 論

フィ プ ロ ィ ンH鎖 遺 伝 子 は カ イ コの5令 期 に後 部絹 糸 腺 で特 異 的 に且 つ 活発 に発 現 され て い る こ

とか ら遺 伝 子 発 現 機 構 の 解 析 に極 め て 有 用 な 対 象 で あ る と考 え られ る。Nd(2)変 異 蚕(Nd(2)系 統)

は,後 部絹 系腺 が発 達 せ ず,フ ィ プ ロ イ ンを殆 ど合 成 しな い た め"は だ か蝋 、(nakedpupa)と な

る優 性 の変 異 を有 す る 自然 発 生 的 突 然 変 異 種 と して1933年 に 中野 に よ り見 い 出 さ れ た。 兵 頭 らは,

フ ィプ ロイ ンH鎖 の 分子 量 の 多 形性(polymorphism)を 利 用 した古典 的交配実験 によ りNd(2)変 異

とH鎖 遺 伝 子(FibH)は 共 に第25番 染 色 体 上 に位 置 してい る こ とを 明 らか に した。 彼 らは さ らに

Nd(2)変 異 とFib-Hの 交 叉 価 を 求 め た が,H鎖 タ ンパ ク質 で分 析 す る と α1%以 下,H鎖 遺 伝 子

で分 析 す る と5%と 異 な る値 を得 た。 ま た 、兵 頭 らは,フ ィ プ ロイ ンを正 常 に生 産 す るカ イ コの 系

統(正 常 蚕)で あ るJ-131とNd(2)系 統 を交 配 して得 られたF1に おいては,Nd〔2)変 異 がJ-131

由来 のH鎖 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る トラ ンス(tranS)効 果 と,Nd(2)由 来 のH鎖 遺 伝 子 の発 現 を

J一・131由 来 の 対 立 遺 伝 子 の 場 合 の 約 遍 に抑 え る シス(cis)効 果 の 両効 果 を示 す こ とを 明 らか

にした。これ らの知見か らNd(2)系 統はH鎖 遺伝子の内部または極 く近傍に以上の諸現象の原因と

なるDNA塩 基配列上の変異を有するものと考え られた。 本研究は,Nd(2)系 統のH鎖 遺伝子内部

および近傍の塩基配列を正常蚕と詳細に比較 して,Nd(2)変 異部位を探 ること,さ らにNd(2)変 異

とH鎖 遺伝子発現の抑制 との関係を理解することを目指 したものである。

第 ∬ 章 戻 し 交 雑 〔J-131×(J-131×Nd{2))〕 で 得 ら れ た"交 叉 型 、

カ イ コ のH鎖 遺 伝 子 の 解 析

兵 頭 らは 遺 伝 子 レベ ル の 多 形 性 を 利用 してNd(2)変 異 とH鎖 遺 伝 子(FibH)の 交 叉 価 は5%と

結 論 したが,こ の 値 は タ ンパ ク質 レベ ル の 多 形性 を 利 用 して得 られ た0.1%以 下 とい う値 と一 致 し

て い な いの で,こ の 点 につ い て さ らに検討 を加 えた 。兵 頭 らが 喰交 叉 型.と した4検 体 は,J-131 、

(+)型 の後 部 絹 糸 腺 とNd(2)型 のH鎖 遺伝 子 サ イズ(J-131のH鎖 遺 伝 子 サ イ ズ よ り大 きい)を

有 す る もの で あ った 。 これ ら4検 体 の 後 部絹 糸 腺 か らDNAを 抽 出 し,そ れ らに含 ま れ るH鎖 遺 伝 子

とそ の近 傍 のHinfI分 解 パ ター ンを32Pで ラペ ル したH鎖mRNAを プ ロー ブ と して サ ー ザ ン プ ロ

ッテ ィ ング法 で解 析 した(Fig.1参 照)。 その 結果,"交 叉 型 、 と考 え られ て い た カ イ コ(Fig.1

のM1～M4)で は,」 一131とNd(2}系 統 の 混合 型 の 分 解 パ タ ー ンを示 す と 予想 さ れ た が,実 際

は,Nd(2)系 統(Iane11)と 共 通 の バ ン ドは 存在 せ ず,J」131型 の分 解 パ ター ンを基 本 と して,

これ に矢 印 で示 した新 た な るバ ン ドが,加 わ った型 が 得 られ た。 この 結 果 よ り,Nd{2)型 の遺 伝 子

サ イズ はJ-131系 統 由来 のH鎖 遺 伝 子 の 一 方 が変 化 した た め に生 じた もの で,交 叉 に よ る もの で

は な い こ と が 明 らか と な った 。 な お,恥1～ 醗4で 新 た に生 じた バ ン ドは,Nd(2)型 の 後 部絹 糸 腺
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を有 す る4個 体(Fig.1,Nq5～ 匝8)

の 全 て に お い て も共 通 に 認 め られ,戻

し交 雑 に用 い たJ-131個 体(♀}中 のH

鎖 遣 伝 子 の変 化 に 基 づ く もの と考 え た。

さ らに 検 討 を 加 え た結 果,こ の変 化 は

H鎖 遺 伝 子 内 部 の ア ミノ酸 反 復 領域 の

5'末 端 近 くが 約2kb伸 長 した(J-

131E遺 伝 子 と命 名)結 果 で あ る こ と

が判 明 した 。 以 上 の結 果 か ら,染 色 体

上 のNd(2)変 異 と,FibHの 距 離 は,

交 叉 が検 出 さ れ な い程 近 い もの で あ る

こ とが再 確 認 され た。
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Fig.1.Southern-blothybridization

of32P-labeledfibroinH-chainmRNA

oftheHinfI-digestedDNAsfrom

theF2individuals(No1-No8)

obtainedafterthebackcross:J-131

x(J-131xNd(21)一

Arrowsindicatenewfragments

derivedfromJ-131Ealleles.Lanes

land12;J-131;lane2:No1;1ane

3:No2;lane4:No3;lane5:No4;

lane6:No5:lane7:No6:lane8:

No7;1ane9:No8;lane10:J-131+

Nd(2);1ane11:Nd(2)

第1皿章 雑 種 第一 代 〔F1(+/Nd〔2))〕 に お け る フ ィプ ロイ ンH鎖 の対 立

遺 伝 子 間 の 不 等 発 現 のmRNAレ ベ ル で の 解 析

正常蚕(J-131)とNd(2}系 統 との交雑種(F1)に おけるH鎖 遣伝子の対立遺伝子問の不等

発現が,H鎖 遺伝子発現のどの段階で生 じているかを明 らかにす るために,mRNAレ ベルでの解析

を行な った。F1(J-131/Nd(2))の5令5日 目の後部絹糸腺か ら分離 した全RNAを 電気泳

動 し,両 対立遺伝子由来のH鎖mRNAを 分子量の差に基づいて分画定量 した。その結果,Nd(2)系

統由来のH鎖 遺伝子から転写 されたH鎖mRNAの 細胞 内濃 度は,J-131系 統由来のものの約25

%で あった(Fig.2参 照)。 兵頭 らは,F1に おいて両対立遺伝子は等量存在することを示 してお

り,こ の不等発現は,転 写およびmRNAの 安定牲を含む転写 後の段階で生ず るものと考えられた。

また交配する正常蚕をJ-139系 統とした場合にも同様の結果が得 られ,不 等発現の原因がNd(2}
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4■■国■隔 の岬胴騨■陣・.～

側 の 遺 伝 子 に存 在 す る もの と.推

定 さ れ た 。次 に32P一 正 リン酸

を5令4日 目 のF1(J-131

/Nd(2))に 注 射 し6～48時 間

後 に後 部絹 糸腺 全RNAを 分 離.

し,両 対 立 遺 伝 子 由 来 のH鎖

mRNAの 量 比 を求 あたと ころ,

メ チ レ ンブル ー染 色 に よ って得

られ た値 お よ び オ ー トラジ オ グ

ラ フィー に よ っ て得 られ た値 は

標識 後 の 各 時 間 で,J-131系

統 由来 の もの が 約2.5倍 とほ と

ん ど変 化 せ ずmRNAの 安 定 性

には そ れ ほ ど差 が ない こ とが 予

想 され た 。

第1V章

鵬 、m鰍{懸

⑱S酬 《__

123

Fig.2.Gelｮlectrophoretic

profilesoffibroinH-chainmRNA.

Lane1:3ｰ131strain;lane2:HdC2)

strain;lane3:F1(J-131/Nd(2)).

Ndl2)変 異 蚕 な ら び に 正 常 蚕(J-139)か ら の フ ィ プ ロ イ ンH鎖 遺

伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ

5しend

`FbroinH-chainGer瞠}

蜘..勧

F

貫≒ 壽甕 亡==蘇_、

ξ葦L "一139-21
R

'0
+5+10kb-q-SO

Fig.3.Genomicpositionoftheclonedregionin

eachrecombinantphase.

EachIineunderthemaprepresentsthepositionof

theclonedregion.Eachclonewasnamedas

indicatedundereachline.L:3unctionwiththe

ユ8ftar鵬.R:junctioぬ ・■rltht駈or五ghtarm.
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両 種 の 後 部絹 糸 腺 か ら抽 出 したDNAをHae皿+AluIで 部分 分 解 後,λCharon4Aべ .クタ「

に組 み込 む方 法 とEcoRI断 片 を 部分 精 製 後 同 じベ ク ター に組 み込 む 方 法 を併 用 し,えDNAラ イ ブ

ラ リー を 作成 し,こ れ か ら,32P標 識 したH鎖mRNAを プ ロー ブ と して,H鎖 遺 伝 子 を含 む フ ァ

ー ジ ク ロー ンを ス ク リー ニ ソグ した 。 そ の 結果 ,Nd〔2)系 統 由来 のH鎖 遺 伝 子 を含 む24ク ロー ン,

J-139系 統 由来 のH鎖 遺 伝 子 を 含 む10ク ロー ンが得 られ,そ の う ち,そ れ ぞ れ6ク ロー ン と7ク

ロー ンに つ い てH鎖 遺 伝 子 中 に 占め る位 置 を簡 単 な制 限 酵 素 地 図 を作 成 す る こと に よ り決 定 した

(Fig.3参 照)。 これ らの ク ロー ンの一 部 は,以 後 の 解析 を 行 いや す くす るた め,プ ラス ミ ドベ ク

ターpBR322中 に組 み 込 ん で ク ロー ニ ング し直 した(Fig.4)。 な お その他 の 正 常蚕 由来 の クロー

ンpFb29,pFb19,pBF41は,基 礎 生 物 学研 究 所 鈴 木 博 士 よ り供 与 を 受 けた もので ,同 時 に解 析

した。 ま た,す べ て の クロ ー ンは ク ロー ニ ン グの 過 程 で ア ミノ酸 反 復 配 列 を コー ドす る領域 で

deletionを お こ して お り,こ れ らの ク ロー ンを 用 い た この領 域 の比 較 は意 味 が な い と考 え られ た。

5=end

一 一一→一一一一一一+一4酬 一お

』 ユ__,____一 一LギP幣3

覧_一 一」 一 一+_____呼 。」}P♪139-1

一 一_咽 一___一_」+」}げb29

ト_一pFb19

ト__」L__、 一__一 ト 品 曲

一亀5 一1d
.

一5 0 噛5{・10◆15

E:E鳶o阿,X:Xho1

+ao

Fig.4.Genamicpositionof

cactirecombinantplasmid.

Solidlinesindicatecloned

linesindicatedeletions.

theclonedregionin

regionsandbroken
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第V章Nd(2}変 異 蚕 な ら び に 正 常 蚕 のH鎖 遺 伝 子 の5'末 端 近 傍 の 塩 基 配 列

の 比 較

Nd(2)系 統 由来 のpNd-3,pNd-16,J-139系 統 由来 のPJ-139-1,F1(Gunpo×

Shugyo㎞)由 来 のpFb29,Daizoの 由来 のpFB41,そ してF1(Gunka×Hoshun)由 来 のpFb19

を用 いH鎖 遺 伝 子5'末 端 近 傍 の制 限酵 素 地 図を作 成 し比 較 を行 なった(Fig.5)。 その 結 果,約 一2kb

(5'末 端 を+1と し上 流をマイナス,下 流をプ ラス とす る)よ り約+1.5kbま での間は系 統 間 でよ く一 致 して

いたが,約 一2kbよ り上 流 は,pFb29,pBF41,pFb19は 一 致 して い る もの の,pNd-3と

PJ-139-1は,そ れぞ れ 大 き く異 な って い た 。な おpNdr16は,約 一 〇.2kbの 所 に約1・4kb

の別 の 配 列 を 有 す る特 別 な ク ロー ンと考 え られ本 章 の 最 後 に,別 に その 解析 結果 を 述 べ る こ と にす

る。PJ-139-1の 一2kbよ り上 流 約2.6kb(1.3kbが2断 片)あ るい は,pFb29の 一3.3kb

階 鞠 HマP Pマ 『曙βgP

Nd②

(pNd一!6)

田L』一 』㎜
(pNd_3j

知L一 ♪139
(p!一139-1)

随LL一一 圏G岬。・踊脚
(ρFb鋤

一 コ凶圏晦
鰯1》

一 団』■Gunkax㎞s㎞
(ρFわ19)

一6葡5騨4"3嶺2-10覗 φ2図b

(5幽end}

1;Hao冨」8=3己m団,Bg:Bg偲.H:Hhd回 。Rl=εco側.▼:日=oF罷PP5U,S:Sdl,翼 選hoI

hig.5.Comparisonoftherestrictionmapsof5'一

fiankingandapartofthefibroinH-chaingene.

Blackbox6si馳dicateexo恥sanda騨}塾 五tebox6s

i蹴dicatesa聡intro.馳of亀h6fibroi駐H-cbai駐gene。
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Fig.6.Cross-hybridization

anaiysisofthefarupstream

regionofeachclone.

5'一end

よ り上 流 約1.5kbを 含 むHae皿 断 片

を それ ぞ れ プ ロー ブ と して ク ロス ハ ィ

ブ リダイ ゼ ー シ ョ ンを お こな っ た結 果

(Fig.6),pJ-139-1の 一4.5～

一5 .5kbお よ びpFb29,pBF41,

pFb19の 一4～ 一5kbの 領 域 に相 同

性 の 高 い 配列 が存 在 す る こ とが 明 らか

にな った 。 しか し,pNd-3と は 全 く

ハ イ ブ リ ッ ド形 成せ ず,Nd(2}系 統 は ,

この 領域 に異 な る配列 を有 す る こ とが

明 らか にな り,こ れ がNd【2)変 異 の 何

らか の 原 因 とな る可 能性 を 考 え た 。

次 に,約 一2kbか ら+1.5kbま で

の,系 統 間 で よ く保 存 され て い る領 域

準 τP 1燃 贈,, 「

・h皇ron

べ驚,触 臨
πll {ロlli口 i月 川 μ1 u i
磯

TAC

噛2鴨 。δ6 劇

豊

馬
.口 漏

,噸 目,,
π06㎜11■ し1～曙一一

6夢
.蓉 τ・触

f111 ll旧lll IHIIIl翼 四 1

一燃 勤;,
ド糀 一焔「鴬1

fVd(2)
●購(pNd。1)

J-139

(pJ一139辺

■o

11 1

噸, CY サ

3
1
,

iド 骸
雁働 蒐

1
I
I
I

1団1 !1 i } 1旧lIl 1踵11 1 1
曾

・5go 3

F1陣xShug蜘 》

(pFb29)

晦

『11㎝_.(pB陥1)

AACCAclGA

臼(GmkaxHosはrO

.6』 ∴.品 り`ρFb19》

Fig.?.Comparisonofnucleotidesequencesaroundthe5'一end

oftheHｰchaingene.

Boxesindicatetheregionswhosesequencesweredetermined .

Eachverticalbarintheboxindicatesapositionwhereany

oneofthestrainsshowedadifferentsequencefromothers
.

Sequencesofsuchlociareindicated .Thevarticalbaron

whichnosequenceisgivenrepresentsthepositionwherea

coπespondi駄8sequence鴨sabse訟t 。
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の 全 部 また は 一 部の塩 基 配列 をpNd」3.PJ-139-1,pFb19に つ い てMakam-Gilbert

法 お よ びM13法 を 用 いて 決 定 し、Suzukiら の 決 定 した結 果 と比 較 した。 その 結 果,い くつ か の 塩

基 配列 多 形(polymorphism) .が 存 在 す る こ と(Fig.7).を 明 らか にで き た が,Nd(2}系 統 の 有 す

る変 異 を説 明 で き る違 い は,見 出 され な か っ た・5'末 端 上流 とi血tron内 部 のpolymorphismの 形

式 を比 較 す る こ とに よ り,調 らべ た い ず れ か の 系 統 で ぽ末 端 の極 く近 傍 で交 叉(crossing-over)

が生 じた こ とを 示 唆 す る結果 を 得 た 。

pNd-16(Fig.5)に つ いて5'末 端 を 中 心 約2.5kbの 塩 基 配 列 を決 定 レた とこ ろ,こ め クロー

ンに は,約 一190bpの と ころ に 両末 端1こ12bpの 逆 位 反 復 配 列(invertedrepeat)を 有 す る

1352bpの 転 移 要 素(transposableelement)(Fig。8)が,さ らに両 末 端 に3bpの 同方 向反 復

配 列(directrepeat)を 形成 す る こ と によ り挿 入 され て い る こ と が 明 らか に な っ た 。 な お これ

は カ イ コで 初 め て見 出 され たtransposableelementで あ る。

輸 τC^mτCCTτGT丁C^^GTTCTG^τ7^Cτm胃CC^Cτ^^TTTGGT^GTGCTG^TC^dC^^^τ τ^T^CCTC^τ π τ^TCG了^丁C^
GτGGCCGCCτGTAGτAAAAGGAACAAC丁 τCAAGACτAA「rGAAAAAACGTGATTAAACCATCACGACTAGTCCTτ τAATATGGAGTAAAAτA㏄A↑AGT

CAτCAGGτ τTTAAAAAAAATτAAGACATTGGC了ATTT了AAAτ τTTrrτCATτAAAAτAAAT1「AAAτ τTTAGATτ τ1℃GCGCTCrrTτCTCGAATCCTGCCA
G了AG'「㏄AAAA7τT「 「TττTAAτTCTGTAACCCA'「AAAATτ τAAAAAACτAAτ 「『T了AττTAAτ7TAAAATCTAAAACCGCGACAAAAGAGCτ τAGCACGCT

CCτCτCG了GρLGCAAATκ 『AYTAG「 「τ㏄AACAACCACACACCCATτCGAAACA¢GτTACATGCAAへTAAACC「rC「 『ACACTTACYTrrTGτ τCκ 『AAACτTTT
GCAGAGCACTCCτ τ丁ATAτAAτCAA(鴻 丁τGTTGCTGτG'「GGGTAAGCTτTC'「CCAATGTACG「 「「『TA「「TTGGAGAτGτCAAτGAAAACAAGTAT了 「rGAAAA

TACTGAAATτAGτGTGTT了AτTTAAAAAAAAATCTτACGTτACGTAC丁 τAτATAτA7'ATTτ τTTA了 丁丁'fTlrTT「「ACTTATA1「ACAAAA丁r「CCAT㏄ 丁TC

ATGACTT↑AAτCACACAAAτAAATτ τ丁丁TTTTAGAAτCCAATGCAτGAAτAτATATATAAAAAATAAAAAAAAAτGAA丁 真丁AτGτ「「『τAAAGGTACGAAG

了丁GτGCCAcTCGACAGτATAGCACGACACAAGCAC了ACGτ 了CAAAAATAATCGAA1℃CτCGTAAAAATCτCAAAGτAGへAACAAAAAAC6TτAAACAAAA
へACACGCτCACC丁GTCAτATCGTGCTCr「G丁TCGτGAτGCAAGτTTr「TATTACCTTA㏄AgCATτ'「rTAGTGTTTCATCTτTGTlrT了 丁τGCAATTTGlrTτT

^^M^τ^^TT^G了CCτG^^A^^TTTmCT^CCτCC㏄ πC^T^TC^^^C↑ ㏄G諏^GTmTτ^^^㏄^mG^丁^^^AAC^^T㏄T^Gτ

ττTTTA了 丁AA「「CAGGAC↑ τττTAAAAAτGAτGGAGGCGAAG「 「AτAG↑TTGACCCAr「ACτAC↑ 「rτCTCAAACAATTτCGτAACCTA'「 「TTτGτTACGA「 「CA

ττTGAA丁ACCτCTGTAAAAAAArrCCAAGATτATCTGAτGCAAAAATτAACGβAGTGTTCGATGCACCGCAAAτCAGATCTτ τGG'「GGCτGACGAAAACτ
AAACτ 「『ATGGACACA7τ τTττ「rAAG(;T'『CTAA「「ACACTACCTτTTτAATTGCCTCACAAGCτACC'「GGCGTTTAG「 「CTACAAACCACCGACτ ㏄Tτ τTGA

了了G灯 ㏄C^CAAτCAAτAACACτG.AATCTAGATCCτ τCGC了GQOGτTCAGAGATGTTGTC^ACAATTTTCTAGGA^《 醇'財AAACATCCCGACTAτA《AA
AACTA㏄GτG「 『TACττAτ↑CτGAC「『↑AGAτCτACGAACCGACCGCAACτCτCτA(1AAC汽Gτ τGTτAAAへGAτCCτ 「r『ATTAGTρLGGCCτGへ τATτττ

A7AACGTTCCAAACTTAτTGGATAAG丁ATCAAAAA1「 τGCGG「 「GτAA了ATGAGCAτAAAACTCCAeTTTCτGA了TCACA了GTCGAC丁 τT'「τ「「CCTGGTAAτ

7AττCCAACCTTTCAAτAACCTAτTCATAGTTτ τTAACCCGACAr『AτAC'「CGTAτTτ 「rGAGGTGAAACACTAAG「rG1「ACACCTGAAAAAAGCACCATτA

CTTCG了GATTACAGTAAACAGCAGGAAGAAAG6丁TTTA'「CAGGACATAAAAACC汽 τGGAGACAACGTACCAAr「CTCGATGCAATCτGAATATGATGGCτC
GAACCACTAATGTCATTTCTCGTCCAACτr「CCAAAATAG了CCTCτATτTTτCC'「ACCTCτCAACCA丁GG了 丁ACAGCTACCTτACACT↑A↑ACτA㏄GAC

AττAC「rCCTCGTCAC「 『GACAAATCATA丁 了ACTGAAGATACTCACAAAAAAAC丁CACAAAAAAACTACACCCAGACGTAAT了 τTGr「CACCAAACGTAA汽AG

TAAτGACCA㏄AG「rGACτG了 τTACTAT直A7GACT1℃ 了ATCAG'「Cτrrτ τTTτGAGr「GTTTτ ττTCATC丁GCGTCTGCATτAAAACAG「rGCT「rrrGCATTT丁C

AτGTCACTCTAAAτAGTCτ'「CCACCAτ τCTττACACTCAACGTT↑ ↑C†rTGTAAATCTTCAAAτATATGCTT'TTGTAκ 「Ar『CATTATTGATTTτ 「rTCGTT
τACAGTGAGATTTA1℃AGAACGτCGTAACAAA1℃TGAGτTGCAAAACAAACAτ'「TACAAGY了 丁ATAτACGAAAACAT了A丁ACTAATAAC丁AAAAAAGCAA

AAA了 丁丁了GAAAAAAAT㏄AT了TCCT「rCT了ATAAAAAAAτC了GAr「GTGATAGCGCAAAτA了GτAGGτGT了 丁τ丁GTGTTTAAAATAGTATAAへ 「「τGGTCAτA

τTYAAAAC7「rT了 丁τTACGτAAAGCAAGAATA「 『TT丁τTTACACTACAC↑ATCCCGTTτATACA「 「CCACAAAAACACAAATrrTTAτCATAT丁 丁AACCACTAT

し
ττTG↑GCC● 「CAAA了ACAAAヒAACτ τ了CAAAAAA了 」「TτCへτ7TG了CGGCCGGτC'
AAACA㏄CAGT了 τATGτ τ'「CττGAAAGTτ7τ τTAAAAC'「AAACAGCCCCCCAC

Flg.8.Nucleotidesequenceofthetransposable

eleｮentfoundInpNdｰ16.

Arrowsindicateinvertedrepeats.
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第VI章Nd{2)変 異 蚕 な らび に正 常 蚕 のH鎖 遺 伝 子3'末 端 近 傍 の塩 基配 列 の

比 較

Nd(2}系 統由来のλNd-71

およびJ-139系 統 由来 の λJ-

139-21を 用 い てH鎖 遺 伝 子3'

末 端 近 傍 の 制 限 酵 素 地 図 を作 成

　
し,Ohshimaら お よ びMukai

に よ り得 られ て い る結果 と比 較

した(Fig,9)。 そ の 結 果 この

領 域 で は制 限酵 素 地 図 は よ く一

致 して い た が,十3～ 十7kb

(3朱 端 を 一1と し下 流 を プ ラ

ス とす る)、の 領 域 内 と プ ラス数

百 べ 一 スの と こ ろ に,多 少 の

polymorphismが 見 出'され た。

えNd-71と λJ-139-21

E一 醐1
』■一 』ε aJ-139-21

EEWiEHEEB

■■ ■』 一 肱 一u一 一 一 一 一 一 ⊥一 」一 一 一(Mu㎏i)

EE卜 尉EHE

1■圏■』 」L」L. pFb10

3-endや5

B:BamH[,E:EcoRl,Haindl11,X:Xho1

日Okb

Fig.9.Comparisonoftherestriction

mapsofthe3'一flankingandapartof

thefibroinH-chaingene.Blackboxes

indicatesfibroinH-chaingene.

につ い て約 一 〇.3kbか ら約+0.9kbま での 塩 基 配 列 を決 定 した と ころ,」338か ら+170bpま で

両 クロ ー ン間 で塩基 配 列 が 全 く一 致 して い るが,λJ-139-21で は+171bpか ら両 末端に18bp

の 逆 位 反 復 配 列 を有 す る約0.7kbのtraasposableelement様 断 片 が,そ の両 末 端 に5bpの 同

方 向反 復 配 列 を 形 成 す る こ とによ り,挿 入 されて お り,+171bp(Nd(2}系 統 の配 列 で)よ り再 び約

0.7kbの 間,両 ク ロー ンは 同 じ配列 を有 す るこ とが 明 らか とな った 。ゲ ノ ムDNAに 対 す る サ ザ ン

プ ロ ッ ト法 に よ る解 析 に よ り,正 常 蚕 の一 系 統Daizoで も同 様 に,こ の領 域 の配 列 が存 在 しない こ

とを 示 唆す る結 果 を得 て お り,ま た 現在 理 解 され て い るか ぎ り にお い てpolyA付 加 部 位の下 流で あ

る この 部位 の塩 基 配 列 の 重要 性 は 低 い と考 え られ,Nd(2}系 統 の 有す る変 異 に 寄与 す る可 能 性 は小

さい もの と思 わ れ る。

第冊 章 塩 基 配 列 多形 性 を利 用 したS1ヌ ク レアー ゼ マ ッ ピング によ る

mRNA前 駆体 の 定 量'

第V章 でフィプロインH鎖 遺伝子の5'一末端近傍の塩基配列を決定したことにより,Nd(2)とJ

-139系 統はイントロン内部の5'末 端よりに約20bpの 異なる配列を有することが明 らかとなった。

そこでイン トロン中央に存在するXhoI切 断部位か ら5'末端上流一43bpのTagI部 位までの断片
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をpJ-139-1お よ びpNd-3か ら分 離 し・ そ れ ぞ れ のXhoI部 位 の5L末 端 を32P標 識 した 。

こ れ らの32P一 断 片 を プ ロー ブ と して,交 雑 種 〔F1(J-139/Nd(2))〕 の後 部絹 糸 腺 全RNAと

のS1ヌ ク レアーゼ マッ ピングを行な った(Fig.10(A))。 この結 果,こ のF1に おいて は,Nd(2)系 統 由来

のH鎖 遺 伝 子 か ら転 写 さ れ たmRNA前 駆 体 とJ-139由 来 の もの が,ほ ぼ 等 量 存在 す るこ とが 明 ら

か とな った(Fig.10(B)1anes7～9)。 この 結 果 は,第V章 の 塩 基 配 列 レベ ル で の 解 析 でNd〔2)

系統 が ス プ ライ シ ング に影 響 を及 ぼす 変 異 を有 して い な い と推 定 され た こ とを考 え あわ せ る と,転

写 の初 期 の段 階 お よ び ス プ ラ イ シ ング の段 階 で は不 等発 現 が生 じて い な い こ とを 示 唆 す る もの で あ

り,転 写 時 のRNA鎖 の 伸 長 過 程 あ るい はmRNAの 核 か ら細 胞 質 へ の 移行 な どの 段 階 で,シ スに 働

く変 異 が影 響 を 与 え る もの と推 定 さ れ た。
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Fig.10.ComparisonoftheamountoffibroinH-chain

precursormRNAusingtheSlnucleasemapping.

(A)StrategyofSlnucleasemapping.

(B)32P-labeledXhoI-TaqIfragmentofpJ-139-1(lanes

1-8)orpNd-3(lanes9-12)washybridizedwithtotal

RNAof7-139(lanes2-5,10and11),Ndl2)(lanesland12)

aBdF1(J-139/Nd(2))(1anes7-9),digestedwithSInuclease

andelectrophoresedon6%polyacrylamidegelcontaining8 .3

Murea.AmoutofRNAusedwasO.6mg(lane2),0.4mg.

(lanes1,3,7,9,10and12),0.2mg(lanes4,8and11),

0.1mg(lanes5)andOmg(lane6).
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第V皿 章 総 合 考 察

第 皿章 で 述 べた 実 験 結 果 か らNd(2}変 異 とH鎖 遺 伝 子 間 の交 叉価 は α1%以 下 で あ る こと が 示 さ

れ た 。 この 値 を シ ョウ ジ ョウバ エで 得 られ て い る値 で換 算 す る＼と,H鎖 遺 伝 子 の2kb以 内の範 囲 に

Nd(2)変 異 が 存 在 す る こ とを示 唆 す る も の で あ った。

第H章 で述 べ た解 析 に よ り,交 雑 種F1(+/Nd(2))に お け るH鎖 遺 伝 子 の不 等 発 現 は転 写,

RNAの プ ロセシングの 段 階 で 生 ず る こ とが推 定 され た。 しか し,第 冊 章 で述 べ た解 析 に よ りF1

(+/Nd(2))に お け る両 対 立 遺 伝 子 由来 のH鎖 プ レカー サrロRNAの 存在 量 が ほ ぼ等 しい ことが

示 さ れ た。 こ の結 果 は,ス プ ライ シ ン グの段 階 にcisに 働 く変 異 が 作 用 して い な い と仮 定 す る と,

転 写 の 初 期 段 階 で は 不 等 発 現 が 生 じて お らず,不 等 発 現 の 原 因 は,そ れ 以 降 の 段 階 にあ る こ とを 示

す も の と考 え られ る。 いず れ にせ よ,こ れ らの 結 果 は,Nd(2)系 統 のcisに 作 用 す る変 異 が,H鎖

遺伝 子 の 内 部 あ るい は ご く近 傍 の遺 伝 子 発 現 に 重 要 な 部位 に存 在 す る こ と を示 す もの と考 え られ る。

制 限 酵素 地 図 お よ び塩 基 配 列 レベ ル の 比 較 に よ り,5'末 端 上流,3'末 端 下 流,イ ン トロ ン内 部 に

い くつ か の 塩 基 配 列 多 形 が 存 在 す る こ とを 見 出 した が,Nd(2)系 統 の 有 す る変 異 と結 びつ く明 らか

な違 い は 存 在 しな か っ た。Nd(2)な らび にJ-139系 統 か ら得 られ た クロ ー ンにつ いてH鎖 遺 伝 子

内 部 の5'末 端 側 と3'末 端側 に存 在 す る ア ミノ酸 非 反 復 領 域 の 遺 伝 子 部分 の 全て の 塩 基 配 列 を決 定 し

て 比較 した が,両 者 に 全 く違 いに 見 出 され な か っ た。 ま た イ ン トロ ン内 部 につ いて 多 数 の 系 統 間 で

比較 した がNd(2)系 統 特 有 の 塩 基 配 列 の 違 いは 見 出 され なか った 。す な わ ち,F1(+/Nd(2))

でNd(2}系 統 由来 のH鎖 の プ レカ ー サ ーmRNAの ス プ ライ シ ング の段 階 に,cisに 影 響 を及 ぼす 理

由 は見 当 らな い こと に な る。 これ らの結 果 は,不 等 発 現 の 原 因 が転 写 初 期 お よ び ス プ ライ シ ン グ以

降 の 段 階 に存 在 す るこ と を強 く示 唆 して お り,H鎖 遺 伝 子 内 部 の ア ミノ酸 反 復 領 域 に対 す る遺 伝 子

部分 の 比 較 解 析 が重 要 で あ る と考 え られ る。 従 来,こ の 領域 の組 換 えDNA実 験 手 法 に よ.る解 析 は,

ク ロー ニ ング過 程 で生 じるdeletionの た め進 ん で い な い 。今 後 は,ゲ ノ ムDNAを 用 い て 直 接 塩

基 配 列 を 決 定す るな ど,deletionの 心 配 の な い方 法 に よ って この領 域 の塩 基 配 列 を決 定 して比 較

す る こ と が必 要 で あ る。

塩 基 配 列 の解 析 か ら,イ ン トロ ン内 部 な らび に5'末 端 の か な り上流域 が塩 基 配列 多形 に 富 む の に

対 し,5'末 端 に近 接 した 上流 域 お よ び3'末 端 に近 接 した下 流域 、 また エキ ソ ン とイ ン トロ ン境 界 部

位 近 傍 お よ び ア ミノ酸 非 反 復 領域 の塩 基 配 列 が,い くつ か の カ イ コの 系 統 間 で 全 く同 一 で あ った こ

と は,こ れ らの 領 域 の配 列 の遺 伝 子 発 現 な らび にH鎖 の 機 能 面 で の 重要 性 を示 唆す る もの と考 え ら

れ る。

本 研 究 で は,ま た,塩 基 配 列 多 形 性 の解 析 か ら調 ら べ た い ず れか の 系 統 のH鎖5'末 端 近 傍 で 対

立 遺 伝 子 間 の交 叉(crossing-over)が 生 じた こ とを 示 唆 す る結果 を得 た。
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さ らに,カ イ コの ゲ ノ ム 中 に存 布 す るtransposableelemeRtを 初 め て見 出 した。 こ の よ うな

transposableeleme雄tは 今 後,カ イ コの 受 精 卵 に対 す る遺 伝 子 の導 入 実 験 などの 際 の ベ ク タ ー

と して利 用 で き る可 能 性 が あ ろ う。'

f
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審 査 結 果 の 要 旨

Nd(2)変 異は後部絹糸腺が発達せず,フ ィプロインを殆ど合成 しないため裸蠣(nakedpupa)

となる優性突然変異であり,交 雑実験か らNd(2)変 異部位とフィプロィンH鎖 遺伝子(以 下H鎖

遺伝子と略)と が第25番 染色体上で近接 して存在することが示されている。

著者はフィプロイン生産の正常なJ-131系 統 とNd(2)変 異蚕の交雑種(雄)とJ-131(雌)の

戻 し交雑で得られた各個体のH鎖 遺伝子について,」 一13i,Nd(2)両 系統のH:鎖遺伝子の制限酵

素分解部位の多形性を利用 して分析 し,Nd(2)変 異部位 とH鎖 遺伝子間の距離が交叉が検出され

ない程近いことを示 した。次に,組 換えDNA実 験手法によ りJ-131,Nd(2)両 系統の遺伝子 ラ

イブラリーを作成 し,こ れからH鎖 遺伝子部分を含む数個のDNAク ローンを分離 し,H鎖 遺伝子

発現の解析のプローブとすると共に,こ れ らの詳細な制限酵素地図の作成と塩基配列の決定を行

った。その結果,交 雑種J-13ンNd(21に おいてNd(2)由 来のH鎖 遺伝子の発現がmRNA前 駆体 レ

ベルで はほぼ正常であるがmRNAレ ベルでは顕著に抑制 されていることを認めた。両系統のH鎖

遺伝子の5ノー末端近傍,イ ントロン,3'一 末端近傍の塩基配列を比較 したところ,い くつかの興

味ある塩基配列多形の存在を認めたが,mRNA発 現の抑制に直接係わると考えられる塩基配列

上の差異は存在せず,遺 伝子内部のア ミノ酸反復配列に対応する領域に転写の抑制を結果する異

常が含まれるものと推論 した。これ らの研究の過程でNd(2)系 統由来の1ク ローンのH鎖 遺伝子上

流域に1352塩 基対からなる転移要素をカイコで初めて発見 し,そ の塩基配列を決定した。

以上,本 論文はフィプロイン遺伝子発現抑制を示す突然変異の分子機構をDNA塩 基配列 レベ

ルで詳細に研究 した上,将 来の分子育種上有用なベクターとなると考えられる転移要素を発見し,

その性質を明 らかにしたものであり,審 査員一同,著 者は農学博士の学位を授与されるに充分な

資格を有すると判定 した。
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