
(57)【要約】
【課題】本発明は、昆虫の乾燥耐性タンパク質をコードするポリヌクレオチドならびにそ
の利用方法を提供することを課題とする。
【解決手段】乾燥後のネムリユスリカ幼虫から cDNAライブラリーを作製し、ネムリユスリ
カの ESTデータベースを構築し、 LEAタンパク質をコードする遺伝子を単離した。その結果
、 3種類の LEA様タンパク質をコードする新規の遺伝子（ PvLEA1、 PvLEA2および PvLEA3）の
単離に成功した。各遺伝子から推定されるタンパク質の二次構造予測およびモチーフ検索
を行なったところ、 3つとも LEAタンパク質の特徴であるα -ヘリックスリッチの構造およ
び LEA_4モチーフを有していたことから、単離した 3つの遺伝子は新規のネムリユスリカ由
来の LEA遺伝子であることが判明した。また、これら PvLEA1, 2及び 3遺伝子を動物細胞に
導入することにより、乾燥耐性を付与させることに成功した。本発明は世界で始めて昆虫
から LEA遺伝子を単離した例である。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
下 記 （ ａ ） か ら （ ｄ ） の い ず れ か に 記 載 の 、 昆 虫 由 来 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
（ ａ ） 配 列 番 号 ： ２ 、 ４ 、 ６ の い ず れ か に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
（ ｂ ） 配 列 番 号 ： １ 、 ３ 、 ５ の い ず れ か に 記 載 の 塩 基 配 列 の コ ー ド 領 域 を 含 む ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド
（ ｃ ） 配 列 番 号 ： ２ 、 ４ 、 ６ の い ず れ か に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ ま た は 複 数 の ア
ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失 、 付 加 、 お よ び ／ ま た は 挿 入 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質
を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
（ ｄ ） 配 列 番 号 ： １ 、 ３ 、 ５ の い ず れ か に 記 載 の 塩 基 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス
ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
【 請 求 項 ２ 】
ネ ム リ ユ ス リ カ 由 来 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ 】
請 求 項 １ も し く は ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 請 求 項 ３ に 記 載 の ベ ク タ ー を 保 持
す る 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ５ 】
請 求 項 １ も し く は ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 請 求 項 ３ に 記 載 の ベ ク タ ー を 含 有
す る 、 細 胞 を 乾 燥 耐 性 に す る た め の 薬 剤 。
【 請 求 項 ６ 】
請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を 細 胞 内 で 発
現 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 、 細 胞 を 乾 燥 耐 性 に す る 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
配 列 番 号 ： １ 、 ３ 、 ５ の い ず れ か に 記 載 の 塩 基 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の
相 補 鎖 に 相 補 的 な 少 な く と も １ ５ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ８ 】
被 検 細 胞 に お い て 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 発 現 を 測 定 す る 工 程 を 含 む 、 被 検 細 胞 の 乾 燥 耐 性
の 有 無 を 判 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
被 検 細 胞 に お い て 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 発 現 を 測 定 す る 工 程 を 含 む 、 被 検 細 胞 の 乾 燥 状 態
を 判 定 す る 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 昆 虫 由 来 の 乾 燥 耐 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 な ら び に そ
れ ら の 利 用 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ア フ リ カ の 半 乾 燥 地 帯 に の み 生 息 す る ネ ム リ ユ ス リ カ 幼 虫 は 、 48時 間 か け て 完 全 に 乾 燥
し た 状 態 に な っ て も 、 水 に 戻 す だ け で 吸 水 し 1時 間 以 内 に 正 常 な 発 育 を 再 開 す る 唯 一 の 昆
虫 で あ る (非 特 許 文 献 １ )。 こ の 完 全 に 乾 燥 し て も 復 活 で き る 状 態 は 、 ク リ プ ト ビ オ シ ス  (
cryptobiosis) と 呼 ば れ る 。 一 旦 ク リ プ ト ビ オ シ ス の 状 態 に な っ た ネ ム リ ユ ス リ カ は 、 -2
70℃ か ら +102℃ の 温 度 や 100％ エ タ ノ ー ル に も 完 全 に 耐 え う る (非 特 許 文 献 ２ お よ び ３ )。
こ れ ま で ク リ プ ト ビ オ シ ス の 状 態 を 誘 導 ・ 維 持 す る に は ト レ ハ ロ ー ス が 必 須 で あ る と 言 わ
れ て き た が 、 高 濃 度 の ト レ ハ ロ ー ス を 体 内 に 蓄 積 す る よ う に 誘 導 し た 後 に 乾 燥 し て も 、 ク
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リ プ ト ビ オ シ ス の 状 態 に な ら な い 場 合 が あ る (非 特 許 文 献 ４ )。 従 っ て 、 ト レ ハ ロ ー ス の 蓄
積 の み で ク リ プ ト ビ オ シ ス 誘 導 ・ 維 持 の 機 構 を 説 明 す る に は 不 十 分 で あ る こ と か ら 、 ト レ
ハ ロ ー ス 以 外 の 因 子 も ク リ プ ト ビ オ シ ス に は 必 要 で あ る こ と が 考 え ら れ た 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 一 方 、 植 物 の 種 子 の 休 眠 も ク リ プ ト ビ オ シ ス の 一 種 で あ る 。 種 子 休 眠 は 胚 発 生 後 期 に 起
こ る が 、 こ の 時 期 に 特 異 的 に LEA (late embryogenesis abundant) タ ン パ ク 質 と 呼 ば れ る
タ ン パ ク 質 が 蓄 積 さ れ る こ と が 20年 ほ ど 前 か ら 知 ら れ て い た (非 特 許 文 献 ５ お よ び ６ )。 こ
の タ ン パ ク 質 は 、 種 子 以 外 の 花 粉 や 植 物 体 本 体 に お い て も 、 乾 燥 刺 激 を 与 え る と 、 発 現 が
上 昇 す る (非 特 許 文 献 ７ )。 LEAタ ン パ ク 質 は 、 そ の 二 次 構 造 に 特 徴 が あ り 、 α -ヘ リ ッ ク ス
リ ッ チ で あ る 点 が 共 通 で あ る (非 特 許 文 献 ８ )。 ま た 、 こ の タ ン パ ク 質 は 、 酵 母 や イ ネ へ の
遺 伝 子 導 入 の 結 果 か ら 、 耐 乾 燥 性 ・ 耐 寒 性 ・ 耐 塩 性 と い っ た ス ト レ ス 耐 性 機 能 を 有 し て い
る こ と が わ か っ て い る が 、 タ ン パ ク 質 自 体 の 詳 細 な 生 化 学 的 機 能 （ 活 性 ） は 現 在 で も 不 明
で あ る (非 特 許 文 献 ９ )。 こ の タ ン パ ク 質 は 、 植 物 に の み 存 在 す る と 考 え ら れ て い た が 、 20
02年 に 線 虫 か ら 発 見 さ れ た こ と か ら (非 特 許 文 献 １ ０ )、 植 物 以 外 に も LEAタ ン パ ク 質 が 存
在 す る 可 能 性 が 強 く 示 唆 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 な お 、 本 出 願 の 発 明 に 関 連 す る 先 行 技 術 文 献 情 報 を 以 下 に 示 す 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 Watanabe, M., Kikawada, T., Minagawa, N., Yukuhiro, F., and Okud
a, T. (2002) J Exp Biol 205, 2799-2802
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Hinton, H. E. (1960) J Insect Phys 5, 286-300
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Hinton, H. E. (1960) Nature 188, 336-337
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Watanabe, M., Kikawada, T., and Okuda, T. (2003) J Exp Biol 206,
 2281-2286
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Dure, L., 3rd, Greenway, S. C., and Galau, G. A. (1981) Biochemi
stry 20, 4162-4168
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Grzelczak, Z. F., Sattolo, M. H., Hanley-Bowdoin, L. K., Kennedy
, T. D., and Lane, B. G. (1982) Can J Biochem 60, 389-397
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Ingram, J., and Bartels, D. (1996) Annu Rev Plant Physiol Plant 
Mol Biol 47, 377-403
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Goyal, K., Tisi, L., Basran, A., Browne, J., Burnell, A., Zurdo,
 J., and Tunnacliffe, A. (2003) J Biol Chem 278, 12977-12984
【 非 特 許 文 献 ９ 】 Wise, M. J., and Tunnacliffe, A. (2004) Trends Plant Sci 9, 13-1
7
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 Browne, J., Tunnacliffe, A., and Burnell, A. (2002) Nature 416
, 38
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 は 、 こ の よ う な 状 況 に 鑑 み て な さ れ た も の で あ り 、 そ の 目 的 は 昆 虫 の 乾 燥 耐 性 タ
ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と そ の 利 用 方 法 を 提 供 す る こ と に あ る 。 よ り 詳 し
く は 、 ネ ム リ ユ ス リ カ 由 来 の 乾 燥 耐 性 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド を 含 む ベ ク タ ー 、 な ら び に そ れ ら の 利 用 方 法 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 線 虫 と 植 物 の LEAタ ン パ ク 質 の 相 同 性 は 高 く な い た め 、 ネ ム リ ユ ス リ カ の LEA遺 伝 子 の 単
離 に は RT-PCRや ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ を 用 い る こ と が で き な い 可 能 性 が 高 い 。 そ
こ で 本 発 明 者 ら は 、 上 記 課 題 を 解 決 す る た め に 、 乾 燥 後 0、 12、 36時 間 後 の ネ ム リ ユ ス リ
カ 幼 虫 か ら cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 し 、 独 自 に ネ ム リ ユ ス リ カ の ESTデ ー タ ベ ー ス を 構 築
す る こ と に よ り 、 LEAタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 単 離 を 進 め た 。
　 そ の 結 果 、 本 発 明 者 ら は 、 3種 類 の LEA様 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 新 規 の 遺 伝 子 （ PvLEA1
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、 PvLEA2お よ び PvLEA3） の 単 離 に 成 功 し た 。 各 遺 伝 子 か ら 推 定 さ れ る タ ン パ ク 質 の 二 次 構
造 予 測 お よ び モ チ ー フ 検 索 を 行 な っ た と こ ろ 、 3つ と も LEAタ ン パ ク 質 の 特 徴 で あ る α -ヘ
リ ッ ク ス リ ッ チ の 構 造 お よ び LEA_4モ チ ー フ を 持 つ こ と が 判 明 し た 。 以 上 の こ と か ら 、 今
回 単 離 し た 3つ の 遺 伝 子 は 、 新 規 の ネ ム リ ユ ス リ カ 由 来 の LEA遺 伝 子 で あ る こ と が 示 唆 さ れ
た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 次 に 、 単 離 し た LEA遺 伝 子 の 乾 燥 に 伴 う 発 現 変 動 を 調 べ た と こ ろ 、 乾 燥 処 理 後 1時 間 で 発
現 が 上 昇 し は じ め 、 6時 間 後 に は 最 大 値 に 達 し て 、 そ の 後 は 一 定 で あ っ た 。 こ れ は 、 こ れ
ま で 報 告 さ れ た LEA遺 伝 子 と 同 様 で あ り 、 こ の こ と か ら 、 PvLEA1、 PvLEA2お よ び PvLEA3は
、 乾 燥 誘 導 性 の 発 現 を す る 遺 伝 子 で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 次 に 、 本 発 明 で 単 離 し た 3種 類 の LEA遺 伝 子 か ら 発 現 さ せ た タ ン パ ク 質 に 熱 処 理 を 施 し 、
該 タ ン パ ク 質 の 親 水 性 を 確 認 し た 。 そ の 結 果 、 3種 類 の LEA遺 伝 子 か ら 合 成 し た 組 み 換 え タ
ン パ ク 質 は 、 熱 処 理 を 施 し た の に も 関 わ ら ず 、 全 く 凝 集 し な い こ と が 明 ら か と な っ た 。 こ
の こ と か ら 、 本 発 明 の LEA遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 は 、 高 い 親 水 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 で 、 水 と
同 義 置 換 し た 活 性 、 す な わ ち 乾 燥 耐 性 タ ン パ ク と し て 機 能 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 さ ら に 、 ネ ム リ ユ ス リ カ の LEAタ ン パ ク 質 が 、 生 物 に 対 し 乾 燥 保 護 機 能 を 有 し て い る か
否 か を 確 認 す る た め に 、 細 胞 発 現 系 を 用 い て 検 討 を 行 っ た 。 PvLEA1、 2 及 び 3遺 伝 子 を CHO
-K1細 胞 に 導 入 し 、 乾 燥 処 理 後 に 形 成 さ れ た 細 胞 の コ ロ ニ ー の 数 を 数 え た 。 そ の 結 果 、 PvL
EA1、 2及 び 3遺 伝 子 を 発 現 し た 細 胞 の 内 、 ト レ ハ ロ ー ス を 含 む 培 地 で 培 養 し た も の の み が
、 乾 燥 処 理 後 も 30～ 55個 の コ ロ ニ ー を 形 成 し た 。 一 方 、 ベ ク タ ー の み を 発 現 し た 細 胞 は 、
ト レ ハ ロ ー ス の 存 在 に 関 わ ら ず ほ と ん ど コ ロ ニ ー を 形 成 し な か っ た 。 こ の こ と か ら 、 PvLE
A1、 2 及 び 3遺 伝 子 の 発 現 と ト レ ハ ロ ー ス の 共 存 が 、 動 物 細 胞 に 乾 燥 耐 性 能 を 与 え る こ と
が 明 ら か に な っ た 。
　 こ れ ま で 、 昆 虫 か ら LEA遺 伝 子 を 単 離 し た と い う 報 告 は 全 く な く 、 本 発 明 は 世 界 で 始 め
て 昆 虫 か ら LEA遺 伝 子 を 単 離 し た 例 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 は 以 下 の 昆 虫 由 来 の 乾 燥 耐 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 、 な ら び に そ れ ら の 利 用 方 法 に 関 し 、 よ り 具 体 的 に は 、 以 下 の 〔 １ 〕 ～ 〔 ９ 〕 を 提 供 す
る も の で あ る 。
〔 １ 〕 下 記 （ ａ ） か ら （ ｄ ） の い ず れ か に 記 載 の 、 昆 虫 由 来 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
（ ａ ） 配 列 番 号 ： ２ 、 ４ 、 ６ の い ず れ か に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
（ ｂ ） 配 列 番 号 ： １ 、 ３ 、 ５ の い ず れ か に 記 載 の 塩 基 配 列 の コ ー ド 領 域 を 含 む ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド
（ ｃ ） 配 列 番 号 ： ２ 、 ４ 、 ６ の い ず れ か に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ ま た は 複 数 の ア
ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失 、 付 加 、 お よ び ／ ま た は 挿 入 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質
を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
（ ｄ ） 配 列 番 号 ： １ 、 ３ 、 ５ の い ず れ か に 記 載 の 塩 基 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス
ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
〔 ２ 〕 ネ ム リ ユ ス リ カ 由 来 で あ る 、 〔 １ 〕 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
〔 ３ 〕 〔 １ 〕 ま た は 〔 ２ 〕 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー 。
〔 ４ 〕 〔 １ 〕 も し く は 〔 ２ 〕 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 〔 ３ 〕 に 記 載 の ベ ク タ ー
を 保 持 す る 宿 主 細 胞 。
〔 ５ 〕 〔 １ 〕 も し く は 〔 ２ 〕 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 〔 ３ 〕 に 記 載 の ベ ク タ ー
を 含 有 す る 、 細 胞 を 乾 燥 耐 性 に す る た め の 薬 剤 。
〔 ６ 〕 〔 １ 〕 ま た は 〔 ２ 〕 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を 細
胞 内 で 発 現 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 、 細 胞 を 乾 燥 耐 性 に す る 方 法 。
〔 ７ 〕 配 列 番 号 ： １ 、 ３ 、 ５ の い ず れ か に 記 載 の 塩 基 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た

10

20

30

40

50

(4) JP 2006-101874 A 2006.4.20



は そ の 相 補 鎖 に 相 補 的 な 少 な く と も １ ５ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
〔 ８ 〕 被 検 細 胞 に お い て 、 〔 １ 〕 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 〔 １ 〕 に 記 載 の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 発 現 を 測 定 す る 工 程 を 含 む 、 被 検 細 胞 の 乾 燥 耐
性 の 有 無 を 判 定 す る 方 法 。
〔 ９ 〕 被 検 細 胞 に お い て 、 〔 １ 〕 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 〔 １ 〕 に 記 載 の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 発 現 を 測 定 す る 工 程 を 含 む 、 被 検 細 胞 の 乾 燥 状
態 を 判 定 す る 方 法 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 ネ ム リ ユ ス リ カ か ら 単 離 し た 本 発 明 の 遺 伝 子  (PvLEA1、 PvLEA2お よ び PvLEA3) が コ ー ド
す る LEAタ ン パ ク 質 の 発 現 に よ り 、 細 胞 が 乾 燥 し た 生 物 を 乾 燥 状 態 か ら 復 活 さ せ る こ と が
で き る と 考 え ら れ る 。 従 っ て 、 被 検 細 胞 に お い て 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 該 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 発 現 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 被 検 細 胞
の 乾 燥 耐 性 の 有 無 を 判 定 す る こ と が 可 能 と な る 。
　 ま た 、 細 胞 の 乾 燥 が 進 行 す る に つ れ て 、 本 発 明 の LEAタ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル が 上 昇 す
る た め 、 被 検 細 胞 に お い て 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り
コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 発 現 量 を 確 認 す る こ と で 、 被 検 細 胞 が 乾 燥 状 態 で あ る の か 否 か
の 判 定 、 ま た は 被 検 細 胞 の 乾 燥 の 度 合 い の 確 認 を 行 う こ と が で き る 。 ま た 、 こ の 遺 伝 子 を
ネ ム リ ユ ス リ カ 以 外 の 生 物 で 発 現 さ せ る こ と で 、 そ の 生 物 （ ま た は 組 織 や 細 胞 ） を 乾 燥 し
て 保 存 す る こ と が 可 能 に な る と 思 わ れ る 。 例 え ば 、 農 業 分 野 で 利 用 さ れ て い る 害 虫 駆 除 目
的 の 天 敵 昆 虫 や カ イ コ や ミ ツ バ チ の よ う な 有 用 昆 虫 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の よ う な 実 験 昆 虫
に PvLEA1、 PvLEA2お よ び PvLEA3遺 伝 子 を 導 入 す れ ば 、 継 代 飼 育 す る こ と 無 く 、 乾 燥 状 態 で
系 統 を 保 存 す る こ と が 可 能 と な る 。 ま た 、 こ れ ら を 遺 伝 子 導 入 し た 昆 虫 を ク リ プ ト ビ オ シ
ス 状 態 で 輸 送 す れ ば 、 重 量 減 に よ る 輸 送 コ ス ト の 削 減 を 望 め る 以 外 に 、 輸 送 中 の 不 慮 の 事
故 （ 加 温 、 低 温 な ど の 障 害 ） に よ る 昆 虫 の 死 亡 を 防 ぐ こ と に も つ な が る 。 さ ら に 、 脊 椎 動
物 へ 導 入 す る こ と が 可 能 な ら ば 、 細 胞 の 乾 燥 保 存 技 術 に 貢 献 で き る こ と は 自 明 で あ る 。
　 以 上 の 点 か ら 、 本 遺 伝 子 （ PvLEA1、 PvLEA2お よ び PvLEA3） は 有 用 性 の 高 い 遺 伝 子 で あ る
と 思 わ れ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 ネ ム リ ユ ス リ カ (Polypedilum vanderplanki)に お い て 、 3つ の 独 立 し た L
EA(late embryogenesis abundant)タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 単 離 に 成 功 し た 。 本
発 明 は 、 こ の 知 見 に 基 づ き 、 昆 虫 由 来 の LEAタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド な
ら び に そ れ ら の 利 用 方 法 を 提 供 す る も の で あ る 。 ネ ム リ ユ ス リ カ 由 来 の 3つ の LEAタ ン パ ク
質 （ PvLEA1、 PvLEA2お よ び PvLEA3） を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 を 配 列 番 号 ： １ 、 ３ 、
５ に 、 該 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ： ２ 、 ４ 、 ６ に そ れ ぞ れ 示 し た 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ： １ 、 ３ 、 ５ の い ず れ か に 記 載 の 塩 基 配 列 の コ ー ド 領 域 を 含 む 、 昆
虫 由 来 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に は 、 配 列 番 号 ： ２ 、
４ ま た は ６ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 包 含 さ れ る 。 こ の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に は 、 例 え ば 、 配 列
番 号 ： ２ 、 ４ ま た は ６ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ 若 し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、
欠 失 、 付 加 お よ び /ま た は 挿 入 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 変 異 体
、 誘 導 体 、 ア レ ル 、 バ リ ア ン ト お よ び ホ モ ロ グ 等 ） を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま
れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 こ こ で 「 機 能 的 に 同 等 」 な タ ン パ ク 質 と は 、 LEAタ ン パ ク 質 の 特 徴 で あ る α -ヘ リ ッ ク ス
リ ッ チ の 構 造 を 持 ち 、 LEA_4モ チ ー フ を 少 な く と も 1つ 以 上 有 す る タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 細
胞 を 乾 燥 耐 性 に す る タ ン パ ク 質 で あ る 。 ま た 、 高 熱 処 理 に よ っ て も 凝 集 せ ず 、 高 い 親 水 性
を 持 つ タ ン パ ク 質 も 、 本 発 明 の 「 機 能 的 に 同 等 」 な タ ン パ ク 質 と し て 挙 げ る こ と が 出 来 る
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。 あ る タ ン パ ク 質 が 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 機 能 的 に 同 等 で あ る か ど う か は 、 被 検 タ ン パ ク
質 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 二 次 構 造 を 予 測 し 、 モ チ ー フ 解 析 な ど に よ り 確 認 す る こ と が で き る
。 ま た 、 実 際 に 細 胞 で 被 検 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る こ と で 、 細 胞 が 乾 燥 耐 性 に な る か 否 か
で 判 断 で き る 。 さ ら に 、 被 検 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ 高 熱 処 理 を 行 い 、 高 い 親 水 性 を 持 つ か
否 か を 検 討 す る こ と に よ り 、 確 認 す る こ と も 出 来 る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 昆 虫 由 来 LEAタ ン パ ク 質 と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 は 、 当 業 者 で あ れ ば 、 例
え ば 、 タ ン パ ク 質 中 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 変 異 を 導 入 す る 方 法 （ 例 え ば 、 部 位 特 異 的 変 異 誘 発
法 (Current Protocols in Molecular Biology edit. Ausubel et al. (1987) Publish. J
hon Wiley & Sons Section 8.1-8.5)） を 利 用 し て 調 製 す る こ と が で き る 。 塩 基 配 列 の 変
異 に よ り コ ー ド す る タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 変 異 す る こ と は 、 自 然 界 に お い て も 生 じ
得 る 。 こ の よ う に 天 然 型 の 昆 虫 由 来 LEAタ ン パ ク 質 （ 配 列 番 号 ： ２ 、 ４ 、 ６ ） に お い て 1も
し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失 も し く は 付 加 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 を
コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て も 、 天 然 型 の タ ン パ ク 質 と 同 等 の 機 能 を 有 す る タ ン
パ ク 質 を コ ー ド す る 限 り 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 含 ま れ る 。 改 変 さ れ る ア ミ ノ 酸 の
数 は 、 改 変 後 の タ ン パ ク 質 が 本 発 明 の LEAタ ン パ ク 質 と 同 等 の 機 能 を 有 し て い る 限 り 、 特
に 制 限 は な い が 、 一 般 的 に は 、 50ア ミ ノ 酸 以 内 、 好 ま し く は 30ア ミ ノ 酸 以 内 、 よ り 好 ま し
く は 10ア ミ ノ 酸 以 内 （ 例 え ば 、 5ア ミ ノ 酸 以 内 、 3ア ミ ノ 酸 以 内 ） で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 置 換 さ れ る ア ミ ノ 酸 は 、 タ ン パ ク 質 の 機 能 の 保 持 の 観 点 か ら 、 置 換 前 の ア ミ ノ 酸 と 似 た
性 質 を 有 す る ア ミ ノ 酸 で あ る こ と が 好 ま し い 。 例 え ば ア ミ ノ 酸 側 鎖 の 性 質 と し て は 、 疎 水
性 ア ミ ノ 酸 （ A、 I、 L、 M、 F、 P、 W、 Y、 V） 、 親 水 性 ア ミ ノ 酸 （ R、 D、 N、 C、 E、 Q、 G、 H
、 K、 S、 T） 、 脂 肪 族 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 （ G、 A、 V、 L、 I、 P） 、 水 酸 基 含 有 側 鎖 を 有
す る ア ミ ノ 酸 （ S、 T、 Y） 、 硫 黄 原 子 含 有 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 （ C、 M） 、 カ ル ボ ン 酸 及
び ア ミ ド 含 有 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 （ D、 N、 E、 Q） 、 塩 基 含 有 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 離 （ R
、 K、 H） 、 芳 香 族 含 有 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 （ H、 F、 Y、 W） を 挙 げ る こ と が で き る （ 括 弧
内 は い ず れ も ア ミ ノ 酸 の 一 文 字 標 記 を 表 す ） 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 改 変 前 と 改 変 後 の 各 ア ミ ノ 酸 に つ い て の hydropathic index（ Kyte and Doolitte,(1982
) J Mol Biol. 1982 May 5;157(1):105-32） や Hydrophilicity value（ 米 国 特 許 第 4,554,
101号 ） の 数 値 は 、 ± 2以 内 が 好 ま し く 、 さ ら に 好 ま し く は ± １ 以 内 で あ り 、 最 も 好 ま し く
は ± 0.5以 内 で あ る 。 ま た 、 改 変 さ れ る ア ミ ノ 酸 部 位 と し て は 、 特 に 制 限 は な い が 、 特 徴
的 な モ チ ー フ 部 位 以 外 の 部 位 が 改 変 さ れ る こ と が 好 ま し い 。 図 ３ を 参 照 す る こ と で 、 特 徴
的 な モ チ ー フ 部 位 以 外 の 部 位 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 昆 虫 由 来 の LEAタ ン パ ク 質 と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 は 、 当 業 者 に 周
知 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 あ る い は 遺 伝 子 増 幅 技 術 を 利 用 し て 単 離 す る こ と も 可 能
で あ る 。 即 ち 、 当 業 者 で あ れ ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術  (Current Protocols in M
olecular Biology edit. Ausubel et al. (1987) Publish. Jhon Wiley & Sons Section 
6.3-6.4)を 用 い て 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 塩 基 配 列 ま た は
そ の 一 部 を も と に 、 こ れ と 相 同 性 の 高 い DNAを 単 離 し て 、 該 DNAか ら 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ
ク 質 を 得 る こ と は 、 通 常 行 い う る こ と で あ る 。 本 発 明 に は 、 本 発 明 の 昆 虫 由 来 の LEAタ ン
パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド も 含 ま れ る 。 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 を 単 離 す る 昆 虫 と し て は 、 好 ま し
く は 耐 乾 燥 性 が 高 い 昆 虫 で あ る 。 こ の よ う な 昆 虫 に は 、 乾 燥 耐 性 を 生 体 に 付 与 す る タ ン パ
ク 質 が 存 在 す る こ と が 考 え ら れ る 。 最 も 好 ま し く は 、 完 全 に 乾 燥 し て い て も 復 活 で き る 状
態 （ ク リ プ ト ビ オ シ ス ） に 移 行 で き る 能 力 を 持 つ 昆 虫 と し て 知 ら れ て い る ネ ム リ ユ ス リ カ
で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAを 単 離 す る た め の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン

10

20

30

40

50

(6) JP 2006-101874 A 2006.4.20



の 条 件 は 、 当 業 者 で あ れ ば 適 宜 選 択 す る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 条 件 と
し て は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 が 挙 げ ら れ る 。 こ こ で い う 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 」
と は 、 特 異 的 な ハ イ ブ リ ッ ド が 形 成 さ れ 、 非 特 異 的 な ハ イ ブ リ ッ ド が 形 成 さ れ な い 条 件 を
い う 。 本 発 明 に お け る ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 の 一 つ の 態 様 と し て は 、 低 ス ト リ ン ジ ェ ン
ト な 条 件 が 挙 げ ら れ る 。 低 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 と は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 の 洗
浄 に お い て 、 例 え ば 42℃ 、 5× SSPE、 0.1％ SDSの 条 件 で あ り 、 好 ま し く は 50℃ 、 5× SSPE、
0.1％ SDSの 条 件 で あ る 。 よ り 好 ま し い ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 条 件 と し て は 、 高 ス ト リ
ン ジ ェ ン ト な 条 件 が 挙 げ ら れ る 。 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 と は 、 例 え ば 65℃ 、 0.1× SSP
E及 び 0.1％ SDSの 条 件 で あ る 。 こ れ ら の 条 件 に お い て 、 温 度 を 上 げ る 程 に 高 い 相 同 性 を 有
す る DNAが 効 率 的 に 得 ら れ る こ と が 期 待 で き る 。 た だ し 、 上 記 SSPE、 SDSお よ び 温 度 の 条 件
の 組 み 合 わ せ は 例 示 で あ り 、 当 業 者 で あ れ ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の ス ト リ ン ジ ェ ン
シ ー を 決 定 す る 上 記 若 し く は 他 の 要 素 （ 例 え ば 、 プ ロ ー ブ 濃 度 、 プ ロ ー ブ の 長 さ 、 ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 時 間 な ど ） を 適 宜 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 、 上 記 と 同 様 の ス ト リ ン
ジ ェ ン シ ー を 実 現 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ま た 、 遺 伝 子 増 幅 技 術 （ PCR） （ Current protocols in Molecular Biology edit. Ausu
bel et al. (1987) Publish. John Wiley & Sons Section 6.1-6.4） を 用 い て 、 本 発 明 の
昆 虫 由 来 の LEAタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 塩 基 配 列 の 一 部 を も と に プ ラ
イ マ ー を 設 計 し 、 こ れ ら 塩 基 配 列 ま た は そ の 一 部 と 相 同 性 の 高 い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 を
単 離 し て 、 こ れ を も と に 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 を 得 る こ と も 可
能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 こ の よ う な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 や 遺 伝 子 増 幅 技 術 を 利 用 し て 単 離 さ れ る タ ン パ
ク 質 は 、 本 発 明 の LEAタ ン パ ク 質 と 比 較 し て 、 通 常 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 高 い 相 同
性 を 有 す る 。 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ： １ 、 ３ 、 ５ の い ず れ か に 記 載 の 塩 基 配 列 に 対 し て 高 い
相 同 性 を 有 す る 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 包 含 す る 。 ま た 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ：
２ 、 ４ 、 ６ の い ず れ か に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 高 い 相 同 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を
含 む タ ン パ ク 質 、 ま た は ペ プ チ ド を 包 含 す る 。 高 い 相 同 性 と は 、 少 な く と も 50％ 以 上 、 好
ま し く は 75％ 以 上 、 さ ら に 好 ま し く は 85％ 以 上 の 配 列 の 同 一 性 を 指 す 。 あ る い は よ り 望 ま
し く は 、 90％ 以 上 、 ま た は 95％ 以 上 （ 例 え ば 、 96％ 以 上 、 97％ 以 上 、 98％ 以 上 、 99％ 以 上
） の 同 一 性 を 言 う 。 同 一 性 は 、 BLAST検 索 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 に お け る ア ミ ノ 酸 配 列 や 塩 基 配 列 の 相 同 性 は 、 Karlin and Altschul に よ る ア ル
ゴ リ ズ ム BLAST (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-5877, 1993)に よ っ て 決 定 す る こ
と が で き る 。 こ の ア ル ゴ リ ズ ム に 基 づ い て 、 blastnや blastxと 呼 ば れ る プ ロ グ ラ ム が 開 発
さ れ て い る (Altschul et al. J. Mol. Biol.215:403-410, 1990)。 BLASTに 基 づ い て blast
nに よ っ て 塩 基 配 列 を 解 析 す る 場 合 に は 、 パ ラ メ ー タ ー は た と え ば score = 100、 wordleng
th = 12と す る 。 ま た 、 BLASTに 基 づ い て blastxに よ っ て ア ミ ノ 酸 配 列 を 解 析 す る 場 合 に は
、 パ ラ メ ー タ ー は た と え ば  score = 50、 wordlength = 3と す る 。 BLASTと Gapped BLASTプ
ロ グ ラ ム を 用 い る 場 合 に は 、 各 プ ロ グ ラ ム の デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ ー を 用 い る 。 こ れ ら の
解 析 方 法 の 具 体 的 な 手 法 は 公 知 で あ る (http://www.ncbi.nlm.nih.gov.)。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド し う る も の で あ れ ば い か な
る 形 態 で も よ い 。 即 ち 、 mRNAか ら 合 成 さ れ た cDNAで あ る か 、 ゲ ノ ム DNAで あ る か 、 化 学 合
成 DNAで あ る か な ど を 問 わ な い 。 ま た 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド し う る 限 り 、 遺 伝 暗
号 の 縮 重 に 基 づ く 任 意 の 塩 基 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 当 業 者 に 公 知 の 方 法 に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。 例 え
ば 、 昆 虫 の 幼 虫 個 体 よ り cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 し 、 本 発 明 の 昆 虫 由 来 の LEAタ ン パ ク 質
を コ ー ド す る DNAの 一 部 を プ ロ ー ブ に し て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 う こ と に よ り 天 然
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由 来 の DNAが 調 製 で き る 。 ま た 、 昆 虫 の 幼 虫 個 体 よ り RNAを 調 製 し 、 逆 転 写 酵 素 に よ り cDNA
を 合 成 し た 後 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAに 基 づ い て オ リ ゴ DNAを 合 成 し 、 こ れ
を プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCR反 応 を 行 い 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る cDNAを 増 幅
さ せ る こ と に よ り 調 製 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 mRNAの 単 離 は 、 公 知 の 方 法 、 例 え ば 、 グ ア ニ ジ ン 超 遠 心 法 (Chirgwin, J. M. et al., B
iochemistry (1979) 18, 5294-5299) 、 AGPC法  (Chomczynski, P. and Sacchi, N., Anal
. Biochem. (1987) 162, 156-159) 等 に よ り 全 RNAを 調 製 し 、 mRNA Purification Kit (Ph
armacia社 ) 等 を 使 用 し て 全 RNAか ら mRNAを 精 製 す る 。 ま た 、 QuickPrep mRNA Purificatio
n Kit (Pharmacia社 ) を 用 い る こ と に よ り mRNAを 直 接 調 製 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 得 ら れ た mRNAか ら 逆 転 写 酵 素 を 用 い て cDNAを 合 成 す る 。 cDNAの 合 成 は 、 SuperScript Fi
rst-Strand Synthesis System for RT-PCR(Invitrogen社 )等 を 用 い て 行 う こ と も で き る 。
ま た 、 5'-Ampli FINDER RACE Kit (Clontech製 )お よ び ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応  (polymeras
e chain reaction ; PCR)を 用 い た 5'-RACE法 (Frohman, M. A. et al., Proc. Natl. Acad
. Sci. U.S.A. (1988) 85, 8998-9002 ; Belyavsky, A. et al., Nucleic Acids Res. (1
989) 17, 2919-2932) に 従 い 、 cDNAの 合 成 お よ び 増 幅 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 昆 虫 由 来 の LEAタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 脊 椎 動 物 細 胞 、
昆 虫 細 胞 ま た は 昆 虫 個 体 を 乾 燥 耐 性 に す る た め に 利 用 で き る 。 す な わ ち 、 本 発 明 は 、 昆 虫
由 来 の LEAタ ン パ ク 質 を 細 胞 内 で 発 現 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 、 細 胞 を 乾 燥 耐 性 に す る 方
法 も 提 供 す る 。 本 発 明 に お い て 「 乾 燥 耐 性 に す る （ 乾 燥 耐 性 に な る ） 」 と は 、 昆 虫 由 来 の
LEAタ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ な い 場 合 よ り も 乾 燥 耐 性 が 高 ま る こ と を 意 味 し 、 も っ と も 好 ま
し く は 、 昆 虫 由 来 の LEAタ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る こ と に よ り 、 水 分 が 失 わ れ て も 水 に 戻 す
と 蘇 生 で き る 状 態 （ ク リ プ ト ビ オ シ ス ） に 移 行 で き る 能 力 を 獲 得 す る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 昆 虫 由 来 LEAタ ン パ ク 質 を 細 胞 内 で 発 現 さ せ る た め に は 、 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を 細 胞 に 導 入 す る 必 要 が あ る 。 細 胞 へ の 遺 伝 子 導 入 は 、 一 般 的 に は 、 該 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を 適 当 な ベ ク タ ー に 組 み 込 ん で 行 な う 。 用 い ら れ る ベ ク タ ー は 挿 入 し た ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を 安 定 に 保 持 す る か ぎ り 特 に 制 限 さ れ ず 、 乾 燥 耐 性 に す る 細 胞 の 種 類 に よ
っ て 適 宜 選 択 さ れ る 。 本 発 明 に は 、 こ れ ら 昆 虫 由 来 LEAタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー 、 お よ び 該 ベ ク タ ー を 保 持 す る 宿 主 細 胞 も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 昆 虫 由 来 の LEAタ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る 宿 主 細 胞 と し て は 、 昆 虫 細 胞 ま た は 脊
椎 動 物 細 胞 が 挙 げ ら れ 、 例 え ば 、 昆 虫 培 養 細 胞 で あ れ ば 、 Sf9、 Sf21（ ど ち ら も イ ン ビ ト
ロ ジ ェ ン 社 製 ） な ど が 、 脊 椎 動 物 細 胞 で あ れ ば 、 NIH/3T3、 CHO、 HepG2、 Jurkatな ど が 例
示 さ れ る 。 こ れ ら 細 胞 中 で 遺 伝 子 を 発 現 可 能 に す る ベ ク タ ー と し て は 、 例 え ば 、 昆 虫 培 養
細 胞 で あ れ ば 、 pIZT/V5-Hisベ ク タ ー (イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 )が 挙 げ ら れ る 。 脊 椎 動 物 細
胞 （ 特 に 哺 乳 動 物 細 胞 ） の 場 合 は 、 NIH/3T3や CHO、 HepG2、 Jurkatな ど の 多 様 な 細 胞 に 対
し て GeneSwitchシ ス テ ム （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン ） の pGene/V5-Hisベ ク タ ー を 用 い る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 各 宿 主 細 胞 へ の ベ ク タ ー の 導 入 は 、 宿 主 細 胞 の 種 類 に 応 じ て 公 知 の 遺 伝 子 導 入 法 を 適 宜
用 い る こ と が で き る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ る 方 法 で あ れ ば 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 共 沈
法 、 電 気 穿 孔 法 （ エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 ） 、 DEAE-デ キ ス ト ラ ン や カ チ オ ン 性 脂 質 と
の 複 合 体 形 成 法 な ど の 方 法 が 用 い ら れ る 。 例 え ば 、 昆 虫 培 養 細 胞 へ の ベ ク タ ー の 導 入 は 、
遺 伝 子 導 入 用 カ チ オ ン 性 脂 質 Cellfectin（ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） を 用 い て 行 な う 。 ま た
、 ほ と ん ど の 脊 椎 動 物 細 胞 （ 特 に 哺 乳 動 物 細 胞 ） へ の ベ ク タ ー の 導 入 に は 、 遺 伝 子 導 入 用
カ チ オ ン 性 脂 質 Lipofectamine2000（ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン ） を 用 い る こ と が で き る 。 Jurkat
細 胞 の よ う な 浮 遊 性 の 細 胞 に は 、 遺 伝 子 導 入 用 カ チ オ ン 性 脂 質 DMRIE-C（ イ ン ビ ト ロ ジ ェ
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ン ） を 用 い る 場 合 も あ る 。 本 発 明 の 昆 虫 由 来 の LEAタ ン パ ク 質 を 導 入 し 、 細 胞 内 で 発 現 さ
せ る 際 に は 、 ト レ ハ ロ ー ス を 添 加 し て い て も よ い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 脊 椎 動 物 細 胞 、 昆 虫 細 胞 ま た は 昆 虫 個 体 を 乾 燥 耐 性 に す る た め に 利 用 で き る 本 発 明 の 昆
虫 由 来 LEAタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 薬 剤 の 形 態 で 用 い る こ と も で き
る 。 す な わ ち 、 本 発 明 は 、 昆 虫 由 来 の LEAタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま
た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー を 含 有 す る 、 細 胞 を 乾 燥 耐 性 に す る た め の 薬 剤 を
提 供 す る 。 本 発 明 の 薬 剤 に は 、 上 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ベ ク タ ー の 他 に 、 TE緩 衝 液 （ 10mM
 Tris-Cl pH7.5, 1mM EDTA） な ど の 緩 衝 液 、 保 存 液 、 ま た は ト レ ハ ロ ー ス 等 適 宜 含 め る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の DNAま た は そ の 相 補 鎖 に 相 補 的 な 少 な く と も 15ヌ ク レ オ チ ド を
含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。
　 こ こ で 「 相 補 鎖 」 と は 、 A:T（ た だ し RNAの 場 合 は U） 、 G:Cの 塩 基 対 か ら な る 2本 鎖 核 酸
の 一 方 の 鎖 に 対 す る 他 方 の 鎖 を 指 す 。 ま た 、 「 相 補 的 」 と は 、 少 な く と も 15個 の 連 続 し た
ヌ ク レ オ チ ド 領 域 で 完 全 に 相 補 配 列 で あ る 場 合 に 限 ら れ ず 、 少 な く と も 70% 、 好 ま し く は
少 な く と も 80%、 よ り 好 ま し く は 90%、 さ ら に 好 ま し く は 95%以 上 （ 例 え ば 、 96%、 97%、 98%
あ る い は 99%以 上 ） の 塩 基 配 列 上 の 相 同 性 を 有 す れ ば よ い 。 相 同 性 を 決 定 す る た め の ア ル
ゴ リ ズ ム は 本 明 細 書 に 記 載 し た も の を 使 用 す れ ば よ い 。 ま た 、 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 に
は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAの 検 出 や 増 幅 に
用 い る プ ロ ー ブ や プ ラ イ マ ー 、 該 DNAの 発 現 を 検 出 す る た め の プ ロ ー ブ や プ ラ イ マ ー と し
て 使 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 DNAア レ イ の 基 板 の 形
態 で 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を プ ラ イ マ ー と し て 用 い る 場 合 、 そ の 長 さ は 、 通 常 15bp～ 100bp 
で あ り 、 好 ま し く は 17bp～ 30bpで あ る 。 プ ラ イ マ ー は 、 本 発 明 の DNAま た は そ の 相 補 鎖 の
少 な く と も 一 部 を 増 幅 し う る も の で あ れ ば 、 特 に 制 限 さ れ な い 。 ま た 、 プ ラ イ マ ー と し て
用 い る 場 合 、 3'側 の 領 域 は 相 補 的 と し 、 5'側 に は 制 限 酵 素 認 識 配 列 や タ グ な ど を 付 加 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 ま た 、 上 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る 場 合 、 該 プ ロ ー ブ は 、 本 発 明
の DNAま た は そ の 相 補 鎖 の 少 な く と も 一 部 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る も の で あ れ ば 、
特 に 制 限 さ れ な い 。 該 プ ロ ー ブ は 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て も よ く 、 通 常 少 な く
と も 15bp以 上 の 鎖 長 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を プ ロ ー ブ と し て 用 い る 場 合 は 、 適 宜 標 識 し て 用 い る こ と
が 好 ま し い 。 標 識 す る 方 法 と し て は 、 T4ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ を 用 い て 、 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド の 5'端 を 3 2 Pで リ ン 酸 化 す る こ と に よ り 標 識 す る 方 法 、 お よ び ク レ ノ ウ 酵 素 等 の D
NAポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い 、 ラ ン ダ ム ヘ キ サ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 等 を プ ラ イ マ ー と し て 3 2

P等 の ア イ ソ ト ー プ 、 蛍 光 色 素 、 ま た は ビ オ チ ン 等 に よ っ て 標 識 さ れ た 基 質 塩 基 を 取 り 込
ま せ る 方 法 （ ラ ン ダ ム プ ラ イ ム 法 等 ） を 例 示 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば 市 販 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 機 に よ り 作 製 す
る こ と が で き る 。 プ ロ ー ブ は 、 制 限 酵 素 処 理 等 に よ っ て 取 得 さ れ る 二 本 鎖 DNA断 片 と し て
作 製 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 、 被 検 細 胞 に お い て 本
発 明 の LEAタ ン パ ク 質 が 発 現 し て い る か 否 か を 確 認 す る こ と が 出 来 る 。 さ ら に 、 本 発 明 の L
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EAタ ン パ ク 質 は 、 乾 燥 耐 性 を 持 つ 細 胞 に の み 特 異 的 に 発 現 す る た め 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 、 ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 、 被 検 細 胞 に お け る LEAタ ン パ ク 質 の 発 現 を
確 認 す る こ と で 、 被 検 細 胞 が 乾 燥 耐 性 を 示 す か 否 か の 判 定 を 行 う こ と が で き る 。 す な わ ち
、 被 検 細 胞 に お い て LEAタ ン パ ク 質 の 発 現 が 確 認 さ れ た 場 合 に は 、 被 検 細 胞 が 乾 燥 耐 性 を
有 し て い る と 判 定 し 、 発 現 が 確 認 さ れ な い 場 合 に は 、 被 検 細 胞 が 乾 燥 耐 性 を 有 し な い と 判
定 す る こ と が で き る 。
　 ま た 、 本 発 明 の LEAタ ン パ ク 質 は 、 細 胞 の 乾 燥 が 進 行 す る に つ れ て 、 タ ン パ ク 質 の 発 現
レ ベ ル が 上 昇 す る た め 、 LEAタ ン パ ク 質 の 発 現 量 を 確 認 す る こ と で 、 被 検 細 胞 が 乾 燥 状 態
で あ る の か 否 か の 判 定 、 ま た は 被 検 細 胞 の 乾 燥 の 度 合 い の 確 認 を 行 う こ と が で き る 。 す な
わ ち 、 LEAタ ン パ ク 質 の 発 現 量 が 多 い 時 に は 、 被 検 細 胞 の 乾 燥 が 進 ん で い る と 判 定 す る こ
と が で き 、 LEAタ ン パ ク 質 の 発 現 量 が 少 な い 時 に は 、 被 検 細 胞 の 乾 燥 が 進 ん で い な い と 判
定 す る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 被 検 細 胞 に お け る LEAタ ン パ ク 質 の 発 現 量 を 定 量 す る 際 に は 、 当 業 者 に 公 知 の 方 法 に よ
っ て 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 被 検 細 胞 の mRNAを 定 法 に 従 っ て 抽 出 し 、 こ の mRNAを 鋳 型
と し た ノ ー ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 、 ま た は RT-PCR法 を 実 施 す る こ と に よ っ て LEA
遺 伝 子 の 転 写 レ ベ ル の 測 定 を 行 う こ と が で き る 。 さ ら に 、 DNAア レ イ 技 術 を 用 い て 、 LEAタ
ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る こ と も 可 能 で あ る 。
　 ま た 、 LEAタ ン パ ク 質 の 発 現 を SDS-PAGE等 の 電 気 泳 動 法 で 検 出 す る こ と に よ り 、 遺 伝 子
の 翻 訳 レ ベ ル の 測 定 を 行 う こ と も で き る 。
　 ま た 、 実 施 例 ２ で 述 べ る よ う に 、 完 全 長 の LEA cDNAか ら Strip-EZキ ッ ト  (Ambion)を 用
い て 3 2 Pを 放 射 ラ ベ ル し た プ ロ ー ブ を 作 製 し 、 被 検 細 胞 の RNAを 転 写 し た ナ イ ロ ン メ ン ブ レ
ン に 対 し て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 う こ と で も 、 LEAタ ン パ ク 質 の 発 現 を 確 認 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 さ ら に 、 LEAタ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 を 用 い て 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 を 実 施 し
、 LEAタ ン パ ク 質 の 発 現 を 検 出 す る こ と に よ り 、 遺 伝 子 の 翻 訳 レ ベ ル の 測 定 を 行 う こ と も
可 能 で あ る 。 LEAタ ン パ ク 質 の 検 出 に 用 い る 抗 体 と し て は 、 検 出 可 能 な 抗 体 で あ れ ば 、 特
に 制 限 は な い が 、 例 え ば モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 両 方 を 利 用 す
る こ と が で き る 。 該 抗 体 は 、 当 業 者 に 公 知 の 方 法 に よ り 調 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ポ リ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ れ ば 、 例 え ば 、 次 の よ う に し て 取 得 す る こ と が で き る 。 LEAタ ン パ ク
質 、 あ る い は GSTと の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 大 腸 菌 等 の 微 生 物 に お い て 発 現 さ せ た リ コ ン
ビ ナ ン ト タ ン パ ク 質 、 ま た は そ の 部 分 ペ プ チ ド を ウ サ ギ 等 の 小 動 物 に 免 疫 し 血 清 を 得 る 。
こ れ を 、 例 え ば 、 硫 安 沈 殿 、 プ ロ テ イ ン A、 プ ロ テ イ ン Gカ ラ ム 、 DEAEイ オ ン 交 換 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー 、 該 LEAタ ン パ ク 質 や 合 成 ペ プ チ ド を カ ッ プ リ ン グ し た ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム
等 に よ り 精 製 す る こ と に よ り 調 製 す る 。 ま た 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ れ ば 、 例 え ば 、 該
LEAタ ン パ ク 質 ま た は そ の 部 分 ペ プ チ ド を マ ウ ス 等 の 小 動 物 に 免 疫 を 行 い 、 同 マ ウ ス よ り
脾 臓 を 摘 出 し 、 こ れ を す り つ ぶ し て 細 胞 を 分 離 し 、 該 細 胞 と マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 と を ポ
リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 等 の 試 薬 を 用 い て 融 合 さ せ 、 こ れ に よ り で き た 融 合 細 胞 （ ハ イ ブ リ
ド ー マ ） の 中 か ら 、 該 LEAタ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 を 産 生 す る ク ロ ー ン を 選 択 す る 。 次
い で 、 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を マ ウ ス 腹 腔 内 に 移 植 し 、 同 マ ウ ス よ り 腹 水 を 回 収 し 、 得
ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 例 え ば 、 硫 安 沈 殿 、 プ ロ テ イ ン A、 プ ロ テ イ ン Gカ ラ ム 、 DE
AEイ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 該 LEAタ ン パ ク 質 や 合 成 ペ プ チ ド を カ ッ プ リ ン グ し た
ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム 等 に よ り 精 製 す る こ と で 、 調 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ４ １ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 に よ り さ ら に 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら 実 施 例 に 制 限
さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
〔 実 施 例 １ 〕 　 LEA遺 伝 子 の ネ ム リ ユ ス リ カ ホ モ ロ グ の 単 離
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　 本 発 明 者 ら は 、 線 虫 と 植 物 の LEAタ ン パ ク 質 の 相 同 性 は 高 く な い た め （ 図 １ ） 、 ネ ム リ
ユ ス リ カ の LEA遺 伝 子 も 公 知 の LEA遺 伝 子 と で は ア ミ ノ 酸 配 列 の 相 同 性 が 低 く 、 単 離 に は RT
-PCRや ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ を 用 い る こ と が で き な い 可 能 性 が 高 い と 考 え た 。 そ
こ で 、 乾 燥 後 0、 12、 36時 間 後 の cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 し て 、 独 自 に ネ ム リ ユ ス リ カ の E
STデ ー タ ベ ー ス を 構 築 す る こ と に よ っ て 、 相 同 性 の 高 く な い LEAタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る
遺 伝 子 の 単 離 を 進 め る こ と に し た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 乾 燥 後 0、 12、 36時 間 後 の ネ ム リ ユ ス リ カ 幼 虫 個 体 か ら ISOGEN (ニ ッ ポ ン ジ ー ン )を 用 い
て total RNAを 抽 出 し た 。 そ の 後 、 オ リ ゴ dTプ ラ イ マ ー を 用 い て cDNAを 合 成 し 、 pBlueScri
pt II KS+ベ ク タ ー (Stratagene)に 組 み 込 み 、 cDNAラ イ ブ ラ リ ー と し た 。 出 来 上 が っ た 3種
類 の ラ イ ブ ラ リ ー か ら ラ ン ダ ム に ク ロ ー ン を 抽 出 し 、 T7及 び T3プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 塩 基
配 列 を 決 定 後 、 得 ら れ た デ ー タ を 用 い て ESTデ ー タ ベ ー ス を 構 築 し 、 BLASTサ ー チ （ http:/
/www.ncbi.nlm.nih.gov:80/BLAST/） ア ノ テ ー シ ョ ン を 進 め た 結 果 、 LEAタ ン パ ク 質 を コ ー
ド し て い る と 思 わ れ る ク ロ ー ン を 特 定 し た 。 特 定 し た ク ロ ー ン は 、 ア ラ イ メ ン ト を 施 す こ
と に よ っ て 、 ク ロ ー ン の コ ン テ ィ グ を 作 製 し 、 得 ら れ た コ ン テ ィ グ の 存 在 を RT-PCRに よ っ
て 確 認 し た 。 最 終 的 に 、 SMART-RACE法  (Clontech)を 用 い て 、 cDNAの 完 全 長 の 塩 基 配 列 を
決 定 し た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 そ の 結 果 、 3つ の 独 立 し た LEA様 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 単 離 に 成 功 し 、 PvLEA1
（ RNA: ～ 2500nt, Protein: 742AA） 、 PvLEA2（ RNA: ～ 740nt, Protein: 180AA） 、 PvLEA
3（ RNA: ～ 1560nt, Protein: 484AA） と 名 付 け た 。 PvLEA1の 塩 基 配 列 を 配 列 番 号 ： １ に 、
ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ： ２ に 示 し 、 PvLEA2の 塩 基 配 列 を 配 列 番 号 ： ３ に 、 ア ミ ノ 酸 配 列
を 配 列 番 号 ： ４ に 示 し 、 PvLEA3の 塩 基 配 列 を 配 列 番 号 ： ５ に 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ：
６ に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 得 ら れ た 塩 基 配 列 デ ー タ か ら 、 Genetyx-Mac (SDC) を 用 い て 、 翻 訳 領 域 を 特 定 し 、 予 想
さ れ る 翻 訳 産 物 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 し 、 そ の 二 次 構 造 の 予 測 も 行 っ た 。 ま た 、 こ の 翻 訳
産 物 の 機 能 を 予 測 す る た め に 、 HMMER (http://motif.genome.ad.jp) を 用 い た モ チ ー フ 解
析 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 タ ン パ ク 質 の 相 同 性 は 、 線 虫 の LEA (AavLEA1)タ ン パ ク 質 と の 比
較 で 、 PvLEA1タ ン パ ク が 24.6％ 、 PvLEA2タ ン パ ク が 28.0％ 、 PvLEA3タ ン パ ク が 24.4％ と 軒
並 み 低 い 値 を 示 し た （ 図 ２ ） 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 ま た 、 遺 伝 子 か ら 推 定 さ れ る タ ン パ ク 質 は 、 Chou-Fasmanの 二 次 構 造 予 測 か ら 、 3つ と も
LEAタ ン パ ク 質 の 特 徴 で あ る α -ヘ リ ッ ク ス リ ッ チ の 構 造 を 持 つ と 予 想 さ れ た 。 HMMERに よ
る モ チ ー フ 検 索 の 結 果 か ら 、 単 離 し た 3つ 全 て の 遺 伝 子 に は 、 LEA_4モ チ ー フ が 少 な く と も
1つ 以 上 存 在 し て い た （ 図 ３ ） 。 以 上 の こ と か ら 、 今 回 単 離 し た 3つ の 遺 伝 子 は 、 新 規 の 昆
虫 由 来 の LEA遺 伝 子 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
〔 実 施 例 ２ 〕 　 LEA遺 伝 子 の 発 現 解 析
　 単 離 し た LEA遺 伝 子 の 乾 燥 に 伴 う 発 現 変 動 を 調 べ る 目 的 で 、 乾 燥 処 理 後 0、 1、 3、 6、 24
、 48時 間 の ネ ム リ ユ ス リ カ 幼 虫 個 体 か ら ISOGEN (ニ ッ ポ ン ジ ー ン )を 用 い て total RNAを 抽
出 し た 。 得 ら れ た RNAは 、 グ ア ニ ジ ン 変 性 ア ガ ロ ー ス ゲ ル を 用 い て 電 気 泳 動 を 施 し 、 ナ イ
ロ ン メ ン ブ レ ン に 陰 圧 ブ ロ ッ タ ー を 用 い て 転 写 し た 。 今 回 得 ら れ た 完 全 長 の LEA cDNAか ら
Strip-EZキ ッ ト  (Ambion)を 用 い て 3 2 Pを 放 射 ラ ベ ル し た プ ロ ー ブ を 作 製 し 、 前 述 の ナ イ ロ
ン メ ン ブ レ ン に 対 し て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 特 異 的 な バ ン ド の み を 残 す た
め の 洗 浄 処 理 し た 後 に 、 LAS-2500 (Fuji film)を 用 い て 、 画 像 解 析 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、
単 離 し た 3つ の 遺 伝 子 は 、 乾 燥 処 理 後 1時 間 で 発 現 が 上 昇 し は じ め 、 6時 間 後 に は 最 大 値 に
達 し て 、 そ の 後 は 一 定 で あ っ た （ 図 ４ ） 。 こ の こ と か ら 、 PvLEA1、 PvLEA2お よ び PvLEA3は
、 乾 燥 誘 導 性 の 遺 伝 子 発 現 を す る 遺 伝 子 で あ る こ と が 判 明 し た 。 こ の 点 は 、 こ れ ま で 報 告
さ れ た LEA遺 伝 子 と 同 様 で あ る 。
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【 ０ ０ ４ ８ 】
　 ま た 、 LEA遺 伝 子 発 現 の 組 織 特 異 性 を 調 べ る 目 的 で 、 乾 燥 処 理 後 12時 間 の 幼 虫 個 体 か ら
中 腸 を 取 り 出 し 、 脂 肪 体 を 多 く 含 む 組 織 と に 分 割 し て 上 記 と 同 様 に し て RNAを 単 離 、 電 気
泳 動 を し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る こ と に よ っ て 、 遺 伝 子 発 現 の 画 像 解 析 を 行 っ た 。
脂 肪 体 を 多 く 含 む 組 織 と 中 腸 の 間 で PvLEA1、 PvLEA2お よ び PvLEA3の 遺 伝 子 発 現 量 を 比 較 し
た と こ ろ 、 3つ の 遺 伝 子 と も 発 現 の 組 織 特 異 性 は 認 め ら れ な か っ た こ と か ら （ 図 ４ ） 、 全
て の 組 織 ・ 細 胞 で 発 現 し て 機 能 を 発 揮 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
〔 実 施 例 ３ 〕 　 LEAタ ン パ ク 質 の 親 水 性 の 検 討
　 こ れ ま で ， 植 物 の 乾 燥 耐 性 タ ン パ ク は 高 い 親 水 性 を 持 つ こ と か ら 、 水 と 同 義 置 換 す る よ
う な 活 性 を 持 つ と 考 え ら れ 、 具 体 的 に イ オ ン ス カ ベ ン ジ ャ ー や シ ャ ペ ロ ニ ン と し て 機 能 し
て い る こ と が 示 さ れ て い る （ Dure, L., 3rd (1993) The American Society of Plant Phy
siologist Vol. 10, pp. 91-103.， Ingram, J. and Bartels, D. (1996) Annu Rev Plant
 Physiol Plant Mol Biol 47, 377-403.） 。 こ の こ と か ら 、 本 発 明 で 単 離 し た LEA遺 伝 子
も 、 同 様 な 親 水 性 タ ン パ ク 質 で あ れ ば 、 植 物 の 親 水 性 タ ン パ ク 質 で 提 唱 さ れ て い る よ う な
機 能 を 有 し て い る と 考 え ら れ る 。 高 い 親 水 性 を 持 つ タ ン パ ク 質 は 、 沸 騰 水 で 処 理 し て も 凝
集 を 起 こ さ な い こ と が 知 ら れ て い る （ Dure, L., 3rd (1993) The American Society of P
lant Physiologist Vol. 10, pp. 91-103.） 。
　 そ こ で 、 LEA遺 伝 子 か ら バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス タ ン パ ク 発 現 系 を 用 い て 、 His タ グ を 含 む 組
み 替 え PvLEA1、 2 及 び 3 タ ン パ ク 質 を 合 成 し た （ M)。 そ の タ ン パ ク 質 を 100℃ 、 15 分 間 の
処 理 を 施 し た 後 、 遠 心 分 離 に よ っ て 、 上 清 (S)と 沈 殿 (P) に 分 画 し た 。 得 ら れ た 画 分 に つ
い て 抗 HI タ グ 抗 体 を 用 い た ウ ェ ス タ ン 分 析 を 行 い 、 組 み 換 え タ ン パ ク 質 が 凝 集 す る か ど
う か を 調 べ た （ 図 ５ ） 。 そ の 結 果 、 本 発 明 で 単 離 し た 3種 類 の LEA遺 伝 子 か ら 合 成 し た 組 み
換 え タ ン パ ク 質 は 、 熱 処 理 を 施 し た の に も 関 わ ら ず 、 全 く 凝 集 し な い こ と が 明 ら か と な っ
た 。 こ の こ と か ら 、 本 発 明 の LEA遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 は 、 高 い 親 水 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 で
、 水 と 同 義 置 換 し た 活 性 、 す な わ ち 乾 燥 耐 性 タ ン パ ク と し て 機 能 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
〔 実 施 例 ４ 〕 　 昆 虫 LEAタ ン パ ク 質 の 乾 燥 保 護 機 能
　 次 に 、 ネ ム リ ユ ス リ カ の LEAタ ン パ ク 質 が 、 生 物 に 対 し 乾 燥 保 護 機 能 を 有 し て い る か 否
か を 確 認 す る た め に 、 細 胞 発 現 系 を 用 い て 検 討 を 行 っ た 。
　 PvLEA1、 2 及 び 3遺 伝 子 を そ れ ぞ れ pIRESneo3、 pIRESbleo3及 び pIRESpuro3ベ ク タ ー （ ク
ロ ン テ ッ ク ） の EcoRV/BamHIサ イ ト に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 pPvLEA1-IRES-neo3、 pPvLEA2-
IRES-bleo3及 び pPvLEA3-IRES-puro3プ ラ ス ミ ド を 構 築 し た 。 こ れ ら プ ラ ス ミ ド を FuGene6
（ ロ シ ュ ） を 用 い て 、 50％ コ ン フ レ ン ト の CHO-K1細 胞 （ チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 母 細 胞
に 由 来 す る 株 化 細 胞 ） に 導 入 し 、 24時 間 後 に 培 地 交 換 し た 。 培 地 交 換 に は 、 0.1Mト レ ハ ロ
ー ス を 含 む 培 地 か ト レ ハ ロ ー ス フ リ ー の 培 地 の い ず れ か を 用 い た 。 遺 伝 子 導 入 し た 細 胞 を
2日 間 培 養 継 続 し た 後 、 培 地 を 完 全 に 取 り 除 い て 、 95％ 相 対 湿 度 の 密 閉 容 器 に 4時 間 放 置 し
た 。 ハ ム F-12培 地 で 再 吸 水 さ せ た 細 胞 を 懸 濁 し 、 5 x 10 4 細 胞 ず つ 12穴 培 養 プ レ ー ト に 播
種 し た 。 6日 間 培 養 を し た 後 、 形 成 さ れ た 細 胞 の コ ロ ニ ー の 数 を 数 え た 。 な お 、 CHO-K1細
胞 は 、 10％ 牛 胎 児 血 清 を 含 む ハ ム F-12培 地 （ シ グ マ ） で 、 95％ 湿 度 、 5％ 炭 酸 ガ ス 、 37℃
の 条 件 で 培 養 し た 。
　 上 記 の 検 討 の 結 果 、 PvLEA1、 2及 び 3遺 伝 子 を 発 現 し た 細 胞 の 内 、 ト レ ハ ロ ー ス を 含 む 培
地 で 培 養 し た も の の み が 、 乾 燥 処 理 後 も 30～ 55個 の コ ロ ニ ー を 形 成 し た 。 一 方 、 ベ ク タ ー
の み を 発 現 し た 細 胞 は 、 ト レ ハ ロ ー ス の 存 在 に 関 わ ら ず ほ と ん ど コ ロ ニ ー を 形 成 し な か っ
た 。 こ の こ と か ら 、 PvLEA1、 2 及 び 3遺 伝 子 の 発 現 と ト レ ハ ロ ー ス の 共 存 が 、 動 物 細 胞 に
乾 燥 耐 性 能 を 与 え る こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ５ １ 】
【 図 １ 】 乾 燥 耐 性 線 虫 の LEA (AavLEA1)と 植 物 の LEAの ア ミ ノ 酸 配 列 の 比 較 図 で あ る 。 配 列
番 号 ： ７ ～ １ １ に 、 線 虫 (Aphelenchus avenae)、 ヨ ー ロ ッ パ シ ラ カ バ (Betula pendula)、
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大 豆 (Glycine max)、 ト ウ モ ロ コ シ (Zea mays)、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ (Arabidopsis thaliana)
由 来 LEAタ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を そ れ ぞ れ 示 す 。 乾 燥 耐 性 線 虫 の LEAタ ン パ ク 質 は 、 植
物 （ ヨ ー ロ ッ パ シ ラ カ バ 、 大 豆 、 ト ウ モ ロ コ シ 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ ） の LEAタ ン パ ク 質 と 比
較 す る と 、 保 存 領 域 は 認 め ら れ な い 。
【 図 ２ 】 ネ ム リ ユ ス リ カ の LEAタ ン パ ク 質 （ PvLEA1、 PvLEA2お よ び PvLEA3） と 線 虫 の LEA (
AavLEA1)タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 比 較 図 で あ る 。 AavLEA1と の 相 同 性 は 、 ネ ム リ ユ ス
リ カ の ３ つ の LEA全 て で 、 30％ 以 下 と 低 い 値 を 示 し た 。
【 図 ３ 】 PvLEAタ ン パ ク 質 の 保 存 ド メ イ ン と 二 次 構 造 を 示 す 図 で あ る 。 3つ の PvLEAタ ン パ
ク 質 は 、 HMMERに よ る モ チ ー フ 検 索 の 結 果 、 LEA_4ド メ イ ン を 有 し て い た 。 ま た 、 予 測 さ れ
る 二 次 構 造 は 、 α -ヘ リ ッ ク ス リ ッ チ な 構 造 で あ る こ と が 予 想 さ れ た 。
【 図 ４ 】 乾 燥 処 理 後 の PvLEA遺 伝 子 の 発 現 変 動 を 示 す 写 真 で あ る 。 3つ の PvLEA遺 伝 子 は 、
乾 燥 処 理 後 1時 間 で 発 現 が 上 昇 し 始 め 、 6時 間 後 に は 最 大 値 に 達 し 、 そ の 後 幼 虫 個 体 が 完 全
に 乾 燥 す る ま で 、 す な わ ち ク リ プ ト ビ オ シ ス の 状 態 に 至 る ま で 一 定 だ っ た 。 ま た 、 発 現 の
組 織 特 異 性 は 認 め ら れ な か っ た 。
【 図 ５ 】 LEAタ ン パ ク 質 の 高 親 水 性 を 調 べ た 結 果 を 示 す 写 真 で あ る 。 バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス を
用 い て 発 現 さ せ た PvLEA1、 2 及 び 3 タ ン パ ク 質 （ M)を 、 100℃ 、 15 分 間 の 処 理 を 施 し た 後
、 遠 心 分 離 に よ っ て 上 清 (S)と 沈 殿 (P) に 分 画 し た 。 組 み 替 え タ ン パ ク は His タ グ を 含 む
た め 、 分 子 量 は 2kDa だ け 増 え る 。 （ 組 み 替 え PvLEA1: 100kDa, 組 み 替 え PvLEA2: 28kDa, 
組 み 替 え PvLEA3: 55kDa)
【 図 ６ 】 PvLEA遺 伝 子 を CHO-K1細 胞 に 導 入 し 、 乾 燥 処 理 を 行 っ た 後 の 、 コ ロ ニ ー 数 を 計 測
し た 結 果 を 示 す 図 で あ る 。 PvLEA1、 2及 び 3遺 伝 子 を 発 現 し た 細 胞 の 内 、 ト レ ハ ロ ー ス を 含
む 培 地 で 培 養 し た も の の み が 、 乾 燥 処 理 後 も 30～ 55個 の コ ロ ニ ー を 形 成 し た 。 一 方 、 ベ ク
タ ー の み を 発 現 し た 細 胞 は 、 ト レ ハ ロ ー ス の 存 在 に 関 わ ら ず ほ と ん ど コ ロ ニ ー を 形 成 し な
か っ た 。

10

20

【 図 １ 】 【 図 ２ 】

(13) JP 2006-101874 A 2006.4.20



【 図 ３ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】

【 配 列 表 】
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