
(57)【要約】
ディファレンシャル・ディスプレイ法により、カイコアラタ体由来のｃＤＮＡから幼若ホ
ルモン酸メチル基転移酵素遺伝子をクローニングした。また、該遺伝子を組み込んだベク
ターＤＮＡで形質転換した大腸菌で発現させた組換えタンパク質が、幼若ホルモン酸メチ
ル基転移酵素活性を有することを見出した。さらに、アミノ酸配列の相同性に基づき、シ
ョウジョウバエ、蚊、ハスモンヨトウ、オオタバコガ由来の幼若ホルモン酸メチル基転移
酵素遺伝子を見出し、ショウジョウバエ、ハスモンヨトウ、オオタバコガ由来の幼若ホル
モン酸メチル基転移酵素遺伝子がコードするタンパク質が幼若ホルモン酸メチル基転移酵
素活性を有することを見いだした。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
以 下 の （ ａ ） ～ （ ｄ ） の い ず れ か に 記 載 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 活 性 を 有 す る
タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 。
（ ａ ） 配 列 番 号 ： ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 ま た は １ ０ 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 Ｄ Ｎ Ａ 。
（ ｂ ） 配 列 番 号 ： １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ 、 ま た は ９ に 記 載 の 塩 基 配 列 の コ ー ド 領 域 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ
。
（ ｃ ） 配 列 番 号 ： ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 ま た は １ ０ 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 、 挿 入 、 お よ び ／ ま た は 付 加 し た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン
パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 。
（ ｄ ） 配 列 番 号 ： １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ 、 ま た は ９ に 記 載 の 塩 基 配 列 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ と ス ト リ ン ジ
ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る Ｄ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 ２ 】
請 求 項 １ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ 】
以 下 の （ ａ ） ～ （ ｃ ） の い ず れ か に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 。
（ ａ ） 請 求 項 １ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ の 転 写 産 物 と 相 補 的 な ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る Ｄ
Ｎ Ａ 。
（ ｂ ） 請 求 項 １ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ の 転 写 産 物 を 特 異 的 に 開 裂 す る リ ボ ザ イ ム 活 性 を 有 す る Ｒ
Ｎ Ａ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 。
（ ｃ ） 請 求 項 １ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 を Ｒ Ｎ Ａ ｉ 効 果 に よ り 抑 制 す る Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る
Ｄ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 ４ 】
請 求 項 １ ま た は ３ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ が 挿 入 さ れ た ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ５ 】
請 求 項 １ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ ま た は 該 Ｄ Ｎ Ａ が 挿 入 さ れ た ベ ク タ ー を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る
、 節 足 動 物 の 脱 皮 ・ 変 態 、 生 殖 、 休 眠 、 胚 発 生 、 行 動 、 多 型 ま た は 寿 命 の 制 御 剤 。
【 請 求 項 ６ 】
節 足 動 物 が 昆 虫 で あ る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 制 御 剤 。
【 請 求 項 ７ 】
成 虫 に 対 す る 生 殖 成 熟 促 進 剤 、 休 眠 解 除 剤 も し く は 寿 命 短 縮 剤 、 幼 虫 お よ び 蛹 に 対 す る 変
態 抑 制 剤 、 ま た は 、 幼 虫 に 対 す る 休 眠 誘 導 剤 で あ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 制 御 剤 。
【 請 求 項 ８ 】
害 虫 防 除 剤 ま た は 増 繭 剤 で あ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 制 御 剤 。
【 請 求 項 ９ 】
請 求 項 ３ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ ま た は 該 Ｄ Ｎ Ａ が 挿 入 さ れ た ベ ク タ ー を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る
、 節 足 動 物 の 脱 皮 ・ 変 態 、 生 殖 、 休 眠 、 胚 発 生 、 行 動 、 多 型 ま た は 寿 命 の 制 御 剤 。
【 請 求 項 １ ０ 】
節 足 動 物 が 昆 虫 で あ る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 制 御 剤 。
【 請 求 項 １ １ 】
成 虫 に 対 す る 生 殖 成 熟 抑 制 剤 、 休 眠 誘 導 剤 も し く は 寿 命 延 長 剤 、 ま た は 、 幼 虫 に 対 す る 休
眠 抑 制 剤 も し く は 変 態 誘 導 剤 で あ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 制 御 剤 。
【 請 求 項 １ ２ 】
害 虫 防 除 剤 で あ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 制 御 剤 。
【 請 求 項 １ ３ 】
請 求 項 １ も し く は ３ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ ま た は 請 求 項 ４ に 記 載 の ベ ク タ ー を 保 持 す る 形 質 転 換
細 胞 。
【 請 求 項 １ ４ 】
請 求 項 １ も し く は ３ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ ま た は 請 求 項 ４ に 記 載 の ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 個
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体 。
【 請 求 項 １ ５ 】
昆 虫 個 体 で あ る 、 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 個 体 。
【 請 求 項 １ ６ 】
請 求 項 ２ に 記 載 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 。
【 請 求 項 １ ７ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ８ 】
請 求 項 １ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 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
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ９ 】
以 下 の （ ａ ） ～ （ ｃ ） の 工 程 を 含 む 、 請 求 項 ２ に 記 載 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 化 合 物 の ス
ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
（ ａ ） 該 タ ン パ ク 質 に 被 験 化 合 物 を 接 触 さ せ る 工 程
（ ｂ ） 該 タ ン パ ク 質 と 被 験 化 合 物 と の 結 合 を 検 出 す る 工 程
（ ｃ ） 該 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 化 合 物 を 選 択 す る 工 程
【 請 求 項 ２ ０ 】
以 下 の （ ａ ） ～ （ ｃ ） の 工 程 を 含 む 、 請 求 項 ２ に 記 載 の タ ン パ ク 質 の 活 性 を 制 御 す る 化 合
物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
（ ａ ） 該 タ ン パ ク 質 に 被 験 化 合 物 を 接 触 さ せ る 工 程
（ ｂ ） 該 タ ン パ ク 質 の 活 性 を 測 定 す る 工 程
（ ｃ ） 被 験 化 合 物 を 投 与 し て い な い 場 合 と 比 較 し て 、 該 タ ン パ ク 質 の 活 性 を 上 昇 ま た は 減
少 さ せ る 化 合 物 を 選 択 す る 工 程
【 請 求 項 ２ １ 】
以 下 の （ ａ ） ～ （ ｄ ） の 工 程 を 含 む 、 請 求 項 ２ に 記 載 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の
発 現 レ ベ ル を 制 御 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
（ ａ ） 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 下 流 に レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 が
機 能 的 に 結 合 し た Ｄ Ｎ Ａ を 有 す る 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 液 を 提 供 す る 工 程
（ ｂ ） 該 細 胞 ま た は 該 細 胞 抽 出 液 に 被 験 化 合 物 を 接 触 さ せ る 工 程
（ ｃ ） 該 細 胞 ま た は 該 細 胞 抽 出 液 に お け る 該 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る 工
程
（ ｄ ） 被 験 化 合 物 を 投 与 し て い な い 場 合 と 比 較 し て 、 該 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を
上 昇 ま た は 減 少 さ せ る 化 合 物 を 選 択 す る 工 程
【 請 求 項 ２ ２ 】
以 下 の （ ａ ） ～ （ ｃ ） の 工 程 を 含 む 、 請 求 項 ２ に 記 載 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の
発 現 レ ベ ル を 制 御 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
（ ａ ） 昆 虫 個 体 ま た は 培 養 組 織 に 被 験 化 合 物 を 接 触 さ せ る 工 程
（ ｂ ） 該 昆 虫 個 体 ま た は 該 培 養 組 織 に お け る 請 求 項 ２ に 記 載 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺
伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る 工 程
（ ｃ ） 被 験 化 合 物 を 投 与 し て い な い 場 合 と 比 較 し て 、 該 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 上 昇 ま た は
減 少 さ せ る 化 合 物 を 選 択 す る 工 程
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
　 本 発 明 は 、 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 タ ン パ ク 質 お よ び 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る Ｄ Ｎ Ａ 、 並 び に そ れ ら の 利 用 法 に 関 す る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
　 幼 若 ホ ル モ ン は 、 セ ス キ テ ル ペ ン 骨 格 を 持 つ 特 殊 な 構 造 を し た ホ ル モ ン で 、 昆 虫 の 脱 皮
・ 変 態 、 生 殖 、 休 眠 、 胚 発 育 の み な ら ず 、 多 型 、 行 動 、 寿 命 な ど 多 く の 生 理 現 象 の 調 節 に
関 与 す る 重 要 な 昆 虫 ホ ル モ ン で あ る （ 非 特 許 文 献 １ 、 ２ ） 。
　 し た が っ て 、 昆 虫 体 内 の 幼 若 ホ ル モ ン バ ラ ン ス を 崩 し て 昆 虫 の 生 存 に 必 須 な 生 理 機 能 を
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撹 乱 す る こ と で 、 農 林 害 虫 や 衛 生 害 虫 を 防 除 す る こ と が で き る と 考 え ら れ る （ 非 特 許 文 献
３ 、 ４ ） 。 こ れ ま で に 、 天 然 型 幼 若 ホ ル モ ン よ り 強 い 活 性 を 示 す 合 成 幼 若 ホ ル モ ン 活 性 物
質 が 多 数 合 成 さ れ 、 そ の 一 部 は 、 安 全 性 の 高 い 害 虫 制 御 剤 と し て す で に 実 用 化 さ れ て い る
（ 非 特 許 文 献 ５ 、 ６ ） 。
　 ま た 昆 虫 体 内 の 幼 若 ホ ル モ ン 量 を 適 切 に 制 御 す る こ と で 蚕 等 の 有 用 昆 虫 の 生 育 や 休 眠 を
制 御 し 、 そ の 機 能 を 強 化 す る こ と に 利 用 で き る 。 例 え ば 、 合 成 幼 若 ホ ル モ ン 活 性 物 質 で あ
る メ ト プ レ ン は 、 蚕 の 増 繭 剤 と し て 利 用 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 ７ ） 。
　 し か し な が ら 、 害 虫 防 除 へ の 利 用 に お い て は 、 幼 若 ホ ル モ ン 活 性 物 質 は 、 昆 虫 体 内 の 幼
若 ホ ル モ ン 濃 度 の 高 い 幼 虫 期 に は 作 用 し な い た め 、 幼 虫 が 加 害 ス テ ー ジ で あ る 農 業 害 虫 の
多 く に 対 し て は 、 高 い 食 害 防 止 効 果 は 期 待 で き な い 。
　 よ り 優 れ た 防 除 手 段 と し て 、 幼 若 ホ ル モ ン の 作 用 を 遮 断 す る 、 あ る い は 昆 虫 体 内 の 幼 若
ホ ル モ ン 濃 度 を 下 げ る こ と で 、 幼 虫 の 摂 食 期 間 を 短 縮 し た り 、 早 熟 変 態 を 促 進 す る こ と で
、 作 物 の 被 害 を 軽 減 す る 方 法 が 考 え ら れ る 。 こ れ ま で に 、 抗 幼 若 ホ ル モ ン 物 質 と し て プ レ
コ セ ン な ど ２ ０ 種 類 以 上 の 化 合 物 が 同 定 さ れ て い る が 、 害 虫 防 除 に 実 用 化 さ れ て い る も の
は な い （ 非 特 許 文 献 ８ ） 。 ま た 、 遺 伝 子 工 学 的 な 手 法 に よ り 、 血 中 の 幼 若 ホ ル モ ン 濃 度 を
人 為 的 に 低 下 さ せ る 試 み も な さ れ て い る 。 す な わ ち 、 血 中 に 存 在 す る 幼 若 ホ ル モ ン を 特 異
的 に 加 水 分 解 す る 幼 若 ホ ル モ ン エ ス テ ラ ー ゼ の 遺 伝 子 を 組 み 込 ん だ 昆 虫 ウ イ ル ス を 作 成 し
、 感 染 し た 昆 虫 体 内 で 酵 素 活 性 を 発 現 さ せ 、 虫 体 内 の 幼 若 ホ ル モ ン を 分 解 し よ う と い う も
の で あ る （ 非 特 許 文 献 ９ ） 。 し か し 、 こ の 方 法 で も 幼 虫 が 早 熟 変 態 を す る ま で の 効 果 は 得
ら れ て い な い 。
　 幼 若 ホ ル モ ン は 昆 虫 特 有 の 内 分 泌 器 官 で あ る ア ラ タ 体 で 合 成 さ れ て 血 中 に 分 泌 さ れ る 。
し た が っ て 、 ア ラ タ 体 で の 幼 若 ホ ル モ ン の 合 成 を 直 接 的 に 阻 害 で き れ ば 、 昆 虫 体 内 の 幼 若
ホ ル モ ン を 低 下 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。
　 幼 若 ホ ル モ ン の 生 合 成 の 最 終 段 階 に お い て 、 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 の 作 用 に
よ っ て 不 活 性 な 前 駆 体 で あ る 幼 若 ホ ル モ ン 酸 へ Ｓ － ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン の メ チ ル 基 が 転
移 す る こ と に よ っ て 、 活 性 型 の 幼 若 ホ ル モ ン が 生 じ る （ 非 特 許 文 献 １ ０ ） 。 こ の 酵 素 活 性
が 終 齢 幼 虫 に な る と 低 下 す る 結 果 、 幼 若 ホ ル モ ン の 合 成 ・ 分 泌 が 停 止 し 、 血 中 の 幼 若 ホ ル
モ ン が 消 失 し 、 変 態 が 起 こ る 。 し た が っ て 、 人 為 的 に こ の 酵 素 活 性 を 制 御 す る こ と で 、 昆
虫 体 内 の 幼 若 ホ ル モ ン 量 を 任 意 に 改 変 し 、 害 虫 防 除 や 有 益 昆 虫 の 機 能 強 化 を 行 う こ と が 可
能 と 考 え ら れ る 。
　 し か し な が ら 、 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 は 、 ご く 微 細 な 組 織 で あ る ア ラ タ 体 に
微 量 し か 存 在 し な い た め 、 同 酵 素 に 結 合 す る 化 合 物 、 同 酵 素 の 活 性 ま た は 発 現 を 制 御 す る
化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ に 必 要 な タ ン パ ク 質 量 を 昆 虫 個 体 か ら 調 製 す る の は き わ め て 困 難
で あ る 。 ま た 、 現 在 ま で 、 該 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 お よ び そ れ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 塩 基 配
列 は 明 ら か に さ れ て い な い 。
　 尚 、 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 〕 Ｎ ｉ ｊ ｈ ｏ ｕ ｔ ， Ｈ ． Ｆ ． ： Ｉ ｎ ｓ ｅ ｃ ｔ 　 ｈ ｏ ｒ ｍ ｏ ｎ ｅ ｓ ， Ｐ ｒ ｉ
ｎ ｃ ｅ ｔ ｏ ｎ 　 Ｕ ｎ ｉ ｖ ｅ ｒ ｓ ｉ ｔ ｙ 　 Ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ ， ２ ６ ７ ｐ ｐ ， １ ９ ９ ４
〔 非 特 許 文 献 ２ 〕 Ｈ ｅ ｒ ｍ ａ ｎ ， Ｗ ． ＆ Ｔ ａ ｔ ａ ｒ ， Ｍ ． ： Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｒ ． Ｓ ｏ ｃ ． Ｌ ｏ
ｎ ｄ ． Ｂ 　 Ｂ ｉ ｏ ｌ ． Ｓ ｃ ｉ ． ２ ６ ８ ： ２ ５ ０ ９ ， ２ ０ ０ １
〔 非 特 許 文 献 ３ 〕 Ｃ ｕ ｓ ｓ ｏ ｎ ， Ｍ ＆ Ｐ ａ ｌ ｌ ｉ ， Ｓ ． Ｒ ． ： Ｃ ａ ｎ ． Ｅ ｎ ｔ ｏ ｍ ｏ ｌ ．
１ ３ ２ ： ２ ６ ３ ， ２ ０ ０ ０
〔 非 特 許 文 献 ４ 〕 深 見 浩 ： 生 物 に 学 ぶ 農 薬 の 創 製 ， ソ フ ト サ イ エ ン ス 社 、 ｐ ． １ ９ － ３ ８
， １ ９ ８ ６
〔 非 特 許 文 献 ５ 〕 江 藤 守 総 ： 生 物 に 学 ぶ 農 薬 の 創 製 ， ソ フ ト サ イ エ ン ス 社 、 ｐ ． １ － １ ８
， １ ９ ８ ６
〔 非 特 許 文 献 ６ 〕 波 多 腰 ら ； 住 友 化 学 、 ｐ ． ４ － ２ ０ ， １ ９ ９ ７ － Ｉ
〔 非 特 許 文 献 ７ 〕 赤 井 弘 ： 生 理 活 性 物 質 の バ イ オ ア ッ セ イ ， 講 談 社 、 ｐ ． ３ ８ ３ － ３ ８ ８
， １ ９ ８ ４
〔 非 特 許 文 献 ８ 〕 深 見 浩 ： 生 物 に 学 ぶ 農 薬 の 創 製 ， ソ フ ト サ イ エ ン ス 社 、 ｐ ． １ ９ － ３ ８
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， １ ９ ８ ６
〔 非 特 許 文 献 ９ 〕 Ｈ ａ ｍ ｍ ｏ ｃ ｋ ， Ｂ ． Ｄ ． ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ： Ｕ Ｓ 　 ｐ ａ ｔ ｅ ｎ ｔ ， ５ ０ ９
８ ７ ０ ６ ， １ ９ ９ ２
〔 非 特 許 文 献 １ ０ 〕 Ｓ ｃ ｈ ｏ ｏ ｌ ｅ ｙ ， Ｄ ． Ａ ． ＆ Ｂ ａ ｋ ｅ ｒ ， Ｆ ． Ｃ ． ： Ｃ ｏ ｍ ｐ ． Ｉ
ｎ ｓ ｅ ｃ ｔ 　 Ｐ ｈ ｙ ｓ ｉ ｏ ｌ ． Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ． Ｐ ｈ ａ ｒ ｍ ａ ｃ ｏ ｌ ． ， Ｐ ｅ ｒ ｇ ａ ｍ ｍ
ｏ ｎ 　 Ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ ， Ｏ ｘ ｆ ｏ ｒ ｄ ， ７ ： ３ ６ ８ － ３ ７ ９ ， １ ９ ８ ５
【 発 明 の 開 示 】
　 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 、 幼 若 ホ ル モ ン 酸
メ チ ル 基 転 移 酵 素 タ ン パ ク 質 お よ び 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、 並 び に そ れ ら の 利
用 法 を 提 供 す る こ と に あ る 。
　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 鱗 翅 目 昆 虫 の ア ラ タ 体 に お い て 、 幼 若 ホ ル
モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 の 活 性 は 終 前 齢 幼 虫 期 ま で は 高 い が 、 終 齢 幼 虫 初 期 以 後 は そ の 活
性 が 消 失 す る こ と に 着 目 し 、 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ・ デ ィ ス プ レ イ 法 に よ り 、 カ イ コ ア ラ タ
体 由 来 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら 、 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ し た 。 該
遺 伝 子 を 組 み 込 ん だ ベ ク タ ー Ｄ Ｎ Ａ を 得 た 後 、 該 ベ ク タ ー Ｄ Ｎ Ａ で 形 質 転 換 し た 大 腸 菌 で
作 成 し た 組 換 え タ ン パ ク 質 が 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 活 性 を 有 す る こ と を 見 い だ
し た 。
　 さ ら に 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の 相 同 性 に 基 づ き 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 オ
オ タ バ コ ガ 由 来 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 遺 伝 子 を 見 出 し た 。 ま た 、 シ ョ ウ ジ ョ
ウ バ エ 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 オ オ タ バ コ ガ 由 来 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 遺 伝 子 を
組 み 込 ん だ ベ ク タ ー Ｄ Ｎ Ａ を 得 た 後 、 該 ベ ク タ ー Ｄ Ｎ Ａ で 形 質 転 換 し た 大 腸 菌 で 作 成 し た
組 換 え タ ン パ ク 質 が 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 活 性 を 有 す る こ と を 見 い だ し た 。 こ
れ に よ り 、 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 タ ン パ ク 質 を 人 為 的 に 発 現 制 御 す る こ と が 可
能 と な っ た 。
　 幼 若 ホ ル モ ン は 、 昆 虫 の 脱 皮 ・ 変 態 、 生 殖 、 休 眠 、 胚 発 生 、 行 動 、 多 型 、 寿 命 な ど の 多
く の 生 理 現 象 の 調 節 に 関 与 す る 。 従 っ て 、 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 タ ン パ ク 質 を
人 為 的 に 発 現 制 御 す る こ と に よ り 、 幼 若 ホ ル モ ン に よ っ て 調 節 さ れ る 昆 虫 の 脱 皮 ・ 変 態 、
生 殖 、 休 眠 、 胚 発 生 、 行 動 、 多 型 、 寿 命 な ど を 制 御 す る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 幼 若
ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 タ ン パ ク 質 を 人 為 的 に 制 御 す る こ と に よ り 、 害 虫 防 除 や 有 益
昆 虫 の 機 能 強 化 を 行 う こ と が 可 能 で あ る 。 ま た 、 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 タ ン パ
ク 質 は 、 該 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 化 合 物 、 該 タ ン パ ク 質 の 活 性 ま た は 発 現 を 制 御 す る 化 合
物 の 製 造 や ス ク リ ー ニ ン グ に 利 用 で き る 。 ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 得 ら れ た 化 合 物 は 、 昆
虫 に 特 異 的 に 作 用 す る 安 全 性 の 高 い 昆 虫 成 長 制 御 剤 と し て 利 用 で き る 。
　 即 ち 、 本 発 明 は 、 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 タ ン パ ク 質 お よ び 該 タ ン パ ク 質 を コ
ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、 並 び に そ れ ら の 利 用 法 に 関 し 、 以 下 の 〔 １ 〕 ～ 〔 ２ ２ 〕 を 提 供 す る も の
で あ る 。
〔 １ 〕 　 以 下 の （ ａ ） ～ （ ｄ ） の い ず れ か に 記 載 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 活 性
を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 。
（ ａ ） 配 列 番 号 ： ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 ま た は １ ０ 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 Ｄ Ｎ Ａ 。
（ ｂ ） 配 列 番 号 ： １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ 、 ま た は ９ に 記 載 の 塩 基 配 列 の コ ー ド 領 域 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ
。
（ ｃ ） 配 列 番 号 ： ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 ま た は １ ０ 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 、 挿 入 、 お よ び ／ ま た は 付 加 し た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン
パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 。
（ ｄ ） 配 列 番 号 ： １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ 、 ま た は ９ に 記 載 の 塩 基 配 列 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ と ス ト リ ン ジ
ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る Ｄ Ｎ Ａ 。
〔 ２ 〕 　 〔 １ 〕 に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 。
〔 ３ 〕 　 以 下 の （ ａ ） ～ （ ｃ ） の い ず れ か に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 。
（ ａ ） 〔 １ 〕 に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ の 転 写 産 物 と 相 補 的 な ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ
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Ａ 。
（ ｂ ） 〔 １ 〕 に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ の 転 写 産 物 を 特 異 的 に 開 裂 す る リ ボ ザ イ ム 活 性 を 有 す る Ｒ Ｎ
Ａ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 。
（ ｃ ） 〔 １ 〕 に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 を Ｒ Ｎ Ａ ｉ 効 果 に よ り 抑 制 す る Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る Ｄ
Ｎ Ａ 。
〔 ４ 〕 　 〔 １ 〕 ま た は 〔 ３ 〕 に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ が 挿 入 さ れ た ベ ク タ ー 。
〔 ５ 〕 　 〔 １ 〕 に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ ま た は 該 Ｄ Ｎ Ａ が 挿 入 さ れ た ベ ク タ ー を 有 効 成 分 と し て 含
有 す る 、 節 足 動 物 の 脱 皮 ・ 変 態 、 生 殖 、 休 眠 、 胚 発 生 、 行 動 、 多 型 ま た は 寿 命 の 制 御 剤 。
〔 ６ 〕 　 節 足 動 物 が 昆 虫 で あ る 、 〔 ５ 〕 に 記 載 の 制 御 剤 。
〔 ７ 〕 　 成 虫 に 対 す る 生 殖 成 熟 促 進 剤 、 休 眠 解 除 剤 も し く は 寿 命 短 縮 剤 、 幼 虫 お よ び 蛹 に
対 す る 変 態 抑 制 剤 、 ま た は 、 幼 虫 に 対 す る 休 眠 誘 導 剤 で あ る 、 〔 ６ 〕 に 記 載 の 制 御 剤 。
〔 ８ 〕 　 害 虫 防 除 剤 ま た は 増 繭 剤 で あ る 、 〔 ６ 〕 に 記 載 の 制 御 剤 。
〔 ９ 〕 　 〔 ３ 〕 に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ ま た は 該 Ｄ Ｎ Ａ が 挿 入 さ れ た ベ ク タ ー を 有 効 成 分 と し て 含
有 す る 、 節 足 動 物 の 脱 皮 ・ 変 態 、 生 殖 、 休 眠 、 胚 発 生 、 行 動 、 多 型 ま た は 寿 命 の 制 御 剤 。
〔 １ ０ 〕 　 節 足 動 物 が 昆 虫 で あ る 、 〔 ９ 〕 に 記 載 の 制 御 剤 。
〔 １ １ 〕 　 成 虫 に 対 す る 生 殖 成 熟 抑 制 剤 、 休 眠 誘 導 剤 も し く は 寿 命 延 長 剤 、 ま た は 、 幼 虫
に 対 す る 休 眠 抑 制 剤 も し く は 変 態 誘 導 剤 で あ る 、 〔 １ ０ 〕 に 記 載 の 制 御 剤 。
〔 １ ２ 〕 　 害 虫 防 除 剤 で あ る 、 〔 １ ０ 〕 に 記 載 の 制 御 剤 。
〔 １ ３ 〕 　 〔 １ 〕 も し く は 〔 ３ 〕 に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ ま た は 〔 ４ 〕 に 記 載 の ベ ク タ ー を 保 持 す
る 形 質 転 換 細 胞 。
〔 １ ４ 〕 　 〔 １ 〕 も し く は 〔 ３ 〕 に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ ま た は 〔 ４ 〕 に 記 載 の ベ ク タ ー で 形 質 転
換 さ れ た 個 体 。
〔 １ ５ 〕 　 昆 虫 個 体 で あ る 、 〔 １ ４ 〕 に 記 載 の 個 体 。
〔 １ ６ 〕 　 〔 ２ 〕 に 記 載 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 。
〔 １ ７ 〕 　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 〔 １ ６ 〕 に 記 載 の 抗 体 。
〔 １ ８ 〕 　 〔 １ 〕 に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 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 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
〔 １ ９ 〕 　 以 下 の （ ａ ） ～ （ ｃ ） の 工 程 を 含 む 、 〔 ２ 〕 に 記 載 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 化
合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
（ ａ ） 該 タ ン パ ク 質 に 被 験 化 合 物 を 接 触 さ せ る 工 程
（ ｂ ） 該 タ ン パ ク 質 と 被 験 化 合 物 と の 結 合 を 検 出 す る 工 程
（ ｃ ） 該 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 化 合 物 を 選 択 す る 工 程
〔 ２ ０ 〕 　 以 下 の （ ａ ） ～ （ ｃ ） の 工 程 を 含 む 、 〔 ２ 〕 に 記 載 の タ ン パ ク 質 の 活 性 を 制 御
す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
（ ａ ） 該 タ ン パ ク 質 に 被 験 化 合 物 を 接 触 さ せ る 工 程
（ ｂ ） 該 タ ン パ ク 質 の 活 性 を 測 定 す る 工 程
（ ｃ ） 被 験 化 合 物 を 投 与 し て い な い 場 合 と 比 較 し て 、 該 タ ン パ ク 質 の 活 性 を 上 昇 ま た は 減
少 さ せ る 化 合 物 を 選 択 す る 工 程
〔 ２ １ 〕 　 以 下 の （ ａ ） ～ （ ｄ ） の 工 程 を 含 む 、 〔 ２ 〕 に 記 載 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る
遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 制 御 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
（ ａ ） 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 下 流 に レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 が
機 能 的 に 結 合 し た Ｄ Ｎ Ａ を 有 す る 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 液 を 提 供 す る 工 程
（ ｂ ） 該 細 胞 ま た は 該 細 胞 抽 出 液 に 被 験 化 合 物 を 接 触 さ せ る 工 程
（ ｃ ） 該 細 胞 ま た は 該 細 胞 抽 出 液 に お け る 該 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る 工
程
（ ｄ ） 被 験 化 合 物 を 投 与 し て い な い 場 合 と 比 較 し て 、 該 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を
上 昇 ま た は 減 少 さ せ る 化 合 物 を 選 択 す る 工 程
〔 ２ ２ 〕 　 以 下 の （ ａ ） ～ （ ｃ ） の 工 程 を 含 む 、 〔 ２ 〕 に 記 載 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る
遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 制 御 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
（ ａ ） 昆 虫 個 体 ま た は 培 養 組 織 に 被 験 化 合 物 を 接 触 さ せ る 工 程
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（ ｂ ） 該 昆 虫 個 体 ま た は 該 培 養 組 織 に お け る 〔 ２ 〕 に 記 載 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝
子 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る 工 程
（ ｃ ） 被 験 化 合 物 を 投 与 し て い な い 場 合 と 比 較 し て 、 該 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 上 昇 ま た は
減 少 さ せ る 化 合 物 を 選 択 す る 工 程
　 本 発 明 者 ら は 、 カ イ コ （ Ｂ ｏ ｍ ｂ ｙ ｘ 　 ｍ ｏ ｒ ｉ ） 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ Ｄ ｒ ｏ ｓ ｏ ｐ
ｈ ｉ ｌ ａ 　 ｍ ｅ ｌ ａ ｎ ｏ ｇ ａ ｓ ｔ ｅ ｒ ） 、 蚊 （ Ａ ｎ ｏ ｐ ｈ ｅ ｌ ｅ ｓ 　 ｇ ａ ｍ ｂ ｉ ａ ｅ ） 、
ハ ス モ ン ヨ ト ウ （ Ｓ ｐ ｏ ｄ ｏ ｐ ｔ ｅ ｒ ａ 　 ｌ ｉ ｔ ｕ ｒ ａ ） 、 お よ び オ オ タ バ コ ガ （ Ｈ ｅ ｌ
ｉ ｃ ｏ ｖ ｅ ｒ ｐ ａ 　 ａ ｒ ｍ ｉ ｇ ｅ ｒ ａ ） に お い て 、 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 活 性
を 有 す る タ ン パ ク 質 （ 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 （ Ｊ ｕ ｖ ｅ ｎ ｉ ｌ ｅ 　 ｈ ｏ ｒ ｍ ｏ
ｎ ｅ 　 ａ ｃ ｉ ｄ 　 ｍ ｅ ｔ ｈ ｙ ｌ ｔ ｒ ａ ｎ ｓ ｆ ｅ ｒ ａ ｓ ｅ ： Ｊ Ｈ Ａ Ｍ Ｔ ） を コ ー ド す る Ｄ Ｎ
Ａ を 単 離 す る こ と に 成 功 し た 。 本 発 明 は 、 こ の 知 見 に 基 づ き 、 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転
移 酵 素 タ ン パ ク 質 お よ び 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 提 供 す る も の で あ る 。
　 配 列 番 号 ： １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ 、 お よ び ９ に 、 カ イ コ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ
ト ウ 、 お よ び オ オ タ バ コ ガ の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 （ ｃ Ｄ
Ｎ Ａ ） の 塩 基 配 列 を そ れ ぞ れ 示 し た 。 ま た 、 配 列 番 号 ： ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 お よ び １ ０ に 、
上 記 昆 虫 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 の 予 想 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を そ れ ぞ れ 示 し た
。
　 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 は 、 Ｓ － ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン の メ チ ル 基 を
ホ ル モ ン 活 性 を 持 た な い 幼 若 ホ ル モ ン 酸 の カ ル ボ キ シ ル 基 に 転 移 し 、 活 性 型 の 幼 若 ホ ル モ
ン を 生 じ る 活 性 を 有 す る 酵 素 で あ る 。 よ っ て 、 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素
は 、 天 然 型 幼 若 ホ ル モ ン の 製 造 に 利 用 で き る 。 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素
に よ っ て 製 造 さ れ た 天 然 型 幼 若 ホ ル モ ン は 、 合 成 幼 若 ホ ル モ ン と 比 べ て 、 紫 外 線 な ど に よ
り 分 解 し や す い た め 、 残 留 毒 性 が 低 い 点 が 長 所 で あ る 。
　 天 然 型 幼 若 ホ ル モ ン は 化 学 的 に も 複 数 の 合 成 方 法 が 確 立 さ れ て い る が 、 か な り 多 数 の ス
テ ッ プ を 必 要 と す る 。 こ れ に 対 し 、 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 は 、 生 理 的
な 条 件 で 天 然 型 幼 若 ホ ル モ ン を 製 造 で き る と い う 利 点 が あ る 。 例 え ば 、 実 施 例 に 記 載 の 方
法 に よ り 、 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を 用 い て 天 然 型 幼 若 ホ ル モ ン を 製 造
す る こ と が で き る 。 ま た 、 一 部 の 菌 類 で は フ ァ ル ネ セ ン 酸 （ ｆ ａ ｒ ｎ ｅ ｓ ｏ ｉ ｃ 　 ａ ｃ ｉ
ｄ ） を 合 成 す る こ と が 知 ら れ て い る （ Ｏ ｈ ， Ｋ ． － Ｂ ． ， Ｈ ． Ｍ ｉ ｙ ａ ｚ ａ ｗ ａ ， ｅ ｔ 　
ａ ｌ ． （ ２ ０ ０ １ ） ． Ｐ ｒ ｏ ｃ 　 Ｎ ａ ｔ ｌ 　 Ａ ｃ ａ ｄ 　 Ｓ ｃ ｉ 　 Ｕ Ｓ Ａ 　 ９ ８ ： ４ ６ ６ ４
－ ４ ６ ６ ８ ． ） 。 よ っ て 、 そ の よ う な 微 生 物 に 本 発 明 の 酵 素 遺 伝 子 を 導 入 す る こ と で 天 然
型 幼 若 ホ ル モ ン （ フ ァ ル ネ セ ン 酸 メ チ ル ） を 製 造 す る こ と も で き る 。 ま た 、 上 記 の 菌 の 他
に 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の 培 養 細 胞 Ｋ ｃ 　 ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ や ラ ッ ト 肝 臓 抽 出 液 が 、 フ ァ ル ネ シ ル
ピ ロ リ ン 酸 お よ び フ ァ ル ネ ソ ー ル か ら フ ァ ル ネ セ ン 酸 を 合 成 す る こ と が 知 ら れ て い る こ と
か ら （ Ｇ ｏ ｎ ｚ ａ ｌ ｅ ｚ － Ｐ ａ ｃ ａ ｎ ｏ ｗ ｓ ｋ ａ ， Ｄ ． ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， １ ９ ８ ８ ： Ｊ ． Ｂ
ｉ ｏ ｌ ． Ｃ ｈ ｅ ｍ ． ， １ ３ ０ １ － １ ３ ０ ６ ） 、 本 発 明 の 酵 素 遺 伝 子 を 導 入 す る こ と で 天 然
型 幼 若 ホ ル モ ン を 製 造 す る こ と が で き る 。 ま た 、 フ ァ ル ネ ソ ー ル は 種 々 の 植 物 精 油 に 含 ま
れ る 成 分 で あ り 、 そ れ が さ ら に 酸 化 さ れ た フ ァ ル ネ セ ン 酸 が 含 ま れ て い る 植 物 で あ れ ば 、
本 酵 素 遺 伝 子 を 植 物 に 導 入 し て 天 然 型 幼 若 ホ ル モ ン を 製 造 す る こ と が 可 能 で あ る 。
　 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 に よ っ て 製 造 さ れ た 天 然 型 幼 若 ホ ル モ ン は 、
当 業 者 に 周 知 の 用 途 に よ り 利 用 で き る 。 該 天 然 型 幼 若 ホ ル モ ン の 用 途 を 以 下 に 例 示 す る が
、 該 天 然 型 幼 若 ホ ル モ ン の 用 途 は そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
　 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 に よ っ て 製 造 さ れ た 天 然 型 幼 若 ホ ル モ ン は 、
幼 若 ホ ル モ ン 類 縁 物 質 と 同 様 に 、 害 虫 防 除 剤 や 増 繭 剤 と し て 利 用 で き る 。 ま た 、 本 発 明 の
幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 に よ り 製 造 さ れ た 天 然 型 幼 若 ホ ル モ ン を 利 用 す る こ と で
、 昆 虫 の 成 長 を 制 御 で き る 。 例 え ば 、 該 天 然 型 幼 若 ホ ル モ ン を 、 休 眠 し た カ メ ム シ な ど の
成 虫 に 投 与 す る こ と で 、 休 眠 を 解 除 し 、 生 殖 成 熟 を 促 進 で き る 。 ミ ツ バ チ の 働 き 蜂 で は 、
加 齢 に 伴 っ て 仕 事 の 種 類 が 変 わ る こ と が 知 ら れ て い る 。 こ れ は 加 齢 に よ り 幼 若 ホ ル モ ン の
濃 度 が 変 わ る た め に 起 こ る と 考 え ら れ 、 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 に よ り
製 造 さ れ た 天 然 型 幼 若 ホ ル モ ン を 外 部 か ら 投 与 す る こ と で 仕 事 の 種 類 を 変 化 さ せ る こ と が
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で き る 。 ま た 、 ハ チ ミ ツ ガ の 幼 虫 に 、 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 に よ り 製
造 さ れ た 天 然 型 幼 若 ホ ル モ ン を 処 理 す る こ と に よ り 、 幼 虫 を 大 型 化 し 釣 果 を 高 め る と 共 に
蛹 化 を 阻 止 し 幼 虫 を 長 期 間 使 用 で き る と 考 え ら れ る （ 特 許 登 録 番 号 ： ２ ７ ０ ７ ６ １ ７ ） 。
　 ま た 、 甲 殻 類 に お い て は 、 フ ァ ル ネ セ ン 酸 メ チ ル （ ｍ ｅ ｔ ｈ ｙ ｌ 　 ｆ ａ ｒ ｎ ｅ ｓ ｏ ａ ｔ
ｅ ； メ チ ル フ ァ ル ネ ソ エ ー ト ） が 昆 虫 の 幼 若 ホ ル モ ン に 相 同 な ホ ル モ ン で あ り 、 昆 虫 同 様
、 甲 殻 類 の 成 長 と 生 殖 の 調 節 に 重 要 で あ る と 考 え ら れ て い る （ Ｈ ｏ ｍ ｏ ｌ ａ ， Ｅ 　 ａ ｎ ｄ
　 Ｃ ｈ ａ ｎ ｇ ， Ｅ ． Ｓ ； Ｃ ｏ ｍ ｐ ． Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ． Ｐ ｈ ｙ ｓ ｉ ｏ ｌ ． Ｂ ， １ １ ７ ： ３ ４
７ － ３ ５ ６ ， １ ９ ９ ７ ） 。 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 は 、 甲 殻 類 の 幼 若 ホ
ル モ ン 前 駆 体 で あ る フ ァ ル ネ セ ン 酸 に 対 し て メ チ ル 基 を 転 移 し 、 活 性 型 ホ ル モ ン で あ る フ
ァ ル ネ セ ン 酸 メ チ ル を 生 成 す る 活 性 を も 有 す る 。 図 １ に 昆 虫 の 主 な 幼 若 ホ ル モ ン で あ る Ｊ
Ｈ 　 Ｉ 、 Ｊ Ｈ 　 Ｉ Ｉ 、 Ｊ Ｈ 　 Ｉ Ｉ Ｉ お よ び 甲 殻 類 の 幼 若 ホ ル モ ン で あ る フ ァ ル ネ セ ン 酸 メ
チ ル と 、 そ れ ら の 前 駆 体 で あ る Ｊ Ｈ 　 Ｉ 酸 、 Ｊ Ｈ 　 Ｉ Ｉ 酸 、 Ｊ Ｈ 　 Ｉ Ｉ Ｉ 酸 お よ び フ ァ ル
ネ セ ン 酸 の 構 造 、 お よ び 本 発 明 の 酵 素 に よ る 幼 若 ホ ル モ ン 酸 か ら 幼 若 ホ ル モ ン の 合 成 反 応
を 示 し て い る 。 よ っ て 、 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 に よ り 製 造 さ れ た 幼 若
ホ ル モ ン は 、 甲 殻 類 の 成 長 の 制 御 に も 利 用 で き る 。 例 え ば 、 該 幼 若 ホ ル モ ン は 、 フ ジ ツ ボ
、 ま た 、 食 用 と し て 養 殖 さ れ て い る エ ビ 、 カ ニ 類 の 生 育 の 改 良 あ る い は 採 卵 に 利 用 で き る
。 ま た 、 該 幼 若 ホ ル モ ン は 、 甲 殻 類 の 一 種 で あ る フ ジ ツ ボ の 養 殖 に も 利 用 で き る （ 特 開 平
１ １ － ０ １ ８ ６ １ ４ ） 。
　 幼 若 ホ ル モ ン は 、 昆 虫 の 脱 皮 ・ 変 態 、 生 殖 、 休 眠 、 胚 発 生 、 行 動 、 多 型 、 寿 命 な ど の 多
面 的 な 生 理 作 用 を 有 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 ま た 、 幼 若 ホ ル モ ン が 、 ど の よ う な 生 理 作
用 を 示 す か は 、 同 一 種 で あ っ て も 、 昆 虫 の 発 育 ス テ ー ジ や 生 理 状 態 に よ っ て 大 き く 異 な る
こ と が 知 ら れ て い る 。 特 に 、 幼 虫 期 や 蛹 期 に は 変 態 を 抑 制 す る の に 対 し て 、 成 虫 に な る と
逆 に 生 殖 成 熟 を 促 進 す る と い っ た 、 一 見 相 反 す る よ う な 作 用 を 持 つ こ と が 知 ら れ て い る 。
昆 虫 の 休 眠 に お け る 幼 若 ホ ル モ ン の 作 用 に つ い て も 、 休 眠 が ど の 発 育 ス テ ー ジ で 起 こ る か
に よ っ て 異 な る 。 例 え ば 、 幼 虫 休 眠 す る 昆 虫 （ ニ カ メ イ ガ な ど ） で は 体 内 の 幼 若 ホ ル モ ン
が 高 く 維 持 さ れ る た め に 休 眠 す る が 、 成 虫 休 眠 す る 昆 虫 （ ホ ソ ヘ リ カ メ ム シ な ど ） で は 逆
に 幼 若 ホ ル モ ン が 低 い た め 休 眠 す る 。 よ っ て 、 昆 虫 体 内 で 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル
基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 誘 導 し た 場 合 、 昆 虫 の 種 類 、 昆 虫 の 発 育 ス テ ー ジ や 生 理
状 態 に よ っ て 、 脱 皮 ・ 変 態 、 生 殖 、 休 眠 、 胚 発 生 、 行 動 、 多 型 、 寿 命 に 対 す る 影 響 が 異 な
り 、 促 進 的 に 作 用 す る こ と も あ れ ば 、 抑 制 的 に 作 用 す る こ と も あ り う る 。 こ の よ う に 、 本
発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ は 、 昆 虫 の 脱 皮 ・ 変 態 、 生 殖
、 休 眠 、 胚 発 生 、 行 動 、 多 型 ま た は 寿 命 の 制 御 剤 （ 促 進 剤 ま た は 抑 制 剤 ） と し て 広 範 囲 な
用 途 を 有 す る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ は
、 成 虫 に 対 す る 生 殖 成 熟 促 進 剤 、 休 眠 解 除 剤 も し く は 寿 命 短 縮 剤 と し て 、 幼 虫 お よ び 蛹 に
対 す る 変 態 抑 制 剤 （ 幼 虫 ・ 蛹 形 質 の 維 持 剤 、 好 ま し く は 過 剰 脱 皮 剤 ） と し て 、 ま た は 、 幼
虫 に 対 す る 休 眠 誘 導 剤 と し て 使 用 す る こ と が で き る が 、 こ れ ら 用 途 に 限 定 さ れ る も の で は
な い 。
　 以 下 に 、 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 用 途 を 例 示 す
る が 、 該 Ｄ Ｎ Ａ の 用 途 は そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
　 本 来 幼 若 ホ ル モ ン の 合 成 が 停 止 す る 終 齢 幼 虫 に お い て 、 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル
基 転 移 酵 素 を 誘 導 す る こ と に よ り 、 幼 若 ホ ル モ ン の 合 成 ・ 分 泌 を 継 続 さ せ 、 過 剰 幼 虫 脱 皮
を 起 こ す こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 カ イ コ の 過 剰 脱 皮 を 誘 起 す る と 、 通 常 ５ 齢 幼 虫 で 蛹
に な る と こ ろ が 、 ６ 齢 幼 虫 を 経 て 大 き な 蛹 に な る こ と が 知 ら れ て い る 。 し た が っ て 、 本 発
明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を 誘 導 す る こ と に よ り 、 大 き な 繭 を 得 る こ と が 可 能
で あ る 。 す な わ ち 、 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ は 増 繭
剤 と し て 利 用 で き る 。 ま た 、 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を 誘 導 す る こ と に
よ り 、 他 の 昆 虫 で も 通 常 よ り 大 型 の 昆 虫 が 得 ら れ る の で 、 よ り 巨 大 で 見 栄 え の す る 個 体 の
作 製 に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 オ オ ク ワ ガ タ な ど の ペ ッ ト 昆 虫 や 、 美 麗 な 蝶 （ ト リ バ ネ ア ゲ
ハ な ど ） な ど の 作 製 へ の 応 用 が 考 え ら れ る 。 ま た 、 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移
酵 素 を 誘 導 す る こ と に よ り 、 ミ ツ バ チ が 生 産 す る 蜜 の 生 産 量 や 品 質 の 向 上 が 可 能 で あ る 。
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　 ま た 、 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ は 害 虫 防 除 剤 と し
て も 利 用 で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を 誘 導 す る こ と に よ
り 、 ハ エ や 蚊 な ど の 衛 生 害 虫 の 防 除 が 可 能 で あ る 。 す な わ ち 、 昆 虫 体 内 の 幼 若 ホ ル モ ン バ
ラ ン ス を 崩 し て 昆 虫 の 生 存 に 必 須 な 生 理 機 能 を 撹 乱 す る こ と で 、 農 林 害 虫 や 衛 生 害 虫 を 防
除 す る こ と が で き る 。 ま た 、 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を 誘 導 す る こ と に
よ り 、 卵 の 孵 化 阻 害 （ 殺 卵 作 用 ） 、 幼 虫 の 変 態 阻 害 、 蛹 の 羽 化 阻 害 と そ の 後 の 生 殖 阻 害 、
成 虫 の 生 殖 阻 害 （ 雌 の 場 合 、 産 下 卵 数 の 減 少 、 産 下 卵 の 孵 化 率 の 低 下 ） を 引 き 起 こ す こ と
が で き る 。 ま た 、 胚 発 生 の 時 期 に よ っ て は 、 幼 若 ホ ル モ ン が 誘 導 さ れ て い な い 時 期 が あ る
。 こ の よ う な 時 期 に 、 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を 誘 導 す る こ と に よ り 、
胚 発 生 を 抑 制 し 、 孵 化 阻 害 （ 殺 卵 作 用 ） を 引 き 起 こ す こ と が で き る 。
　 ま た 、 ア ブ ラ ム シ や ウ ン カ な ど で は 翅 型 に 多 型 が あ り 、 無 翅 と 有 翅 の も の が い る 。 こ の
よ う な 昆 虫 に お い て 、 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を 誘 導 す る こ と に よ り 、
無 翅 型 化 を 引 き 起 こ す こ と が 可 能 で あ る 。
　 ま た 、 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ は 、 昆 虫 以 外 の 節
足 動 物 の 脱 皮 ・ 変 態 、 生 殖 、 休 眠 、 胚 発 生 、 行 動 、 多 型 ま た は 寿 命 の 制 御 剤 と し て も 使 用
で き る 。 該 節 足 動 物 と し て は 、 甲 殻 類 、 蜘 蛛 類 、 多 足 類 な ど が 例 示 で き る が 、 こ れ ら に 限
定 さ れ る も の で は な い 。
　 例 え ば 、 食 用 エ ビ や カ ニ の 幼 若 ホ ル モ ン （ フ ァ ル ネ セ ン 酸 メ チ ル ） 量 を 増 加 す る こ と で
、 脱 皮 を 促 進 し て 成 長 を 早 め 養 殖 効 率 を 高 め る こ と が で き る 。 同 様 に 、 雌 雄 の 生 殖 成 熟 を
促 進 し 、 従 来 採 卵 が 困 難 な こ と か ら 養 殖 の 難 し か っ た 種 に つ い て も 養 殖 が 可 能 に な る 。
　 ま た 、 Ｊ Ｈ 　 Ｉ Ｉ Ｉ を 合 成 す る 植 物 が 知 ら れ て い る （ Ｔ ｏ ｏ ｎ ｇ ， Ｙ ． Ｃ ． ， Ｄ ． Ａ ．
Ｓ ｃ ｈ ｏ ｏ ｌ ｅ ｙ ， ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． （ １ ９ ８ ８ ） ． Ｉ ｓ ｏ ｌ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 ｏ ｆ 　 ｉ ｎ ｓ ｅ ｃ
ｔ 　 ｊ ｕ ｖ ｅ ｎ ｉ ｌ ｅ 　 ｈ ｏ ｒ ｍ ｏ ｎ ｅ 　 Ｉ Ｉ Ｉ 　 ｆ ｒ ｏ ｍ 　 ａ 　 ｐ ｌ ａ ｎ ｔ ． Ｎ ａ ｔ ｕ
ｒ ｅ 　 ３ ３ ３ ： １ ７ ０ － １ ７ １ ． ） 。 該 植 物 を 食 べ た バ ッ タ は 異 常 変 態 を 起 こ す こ と か ら
、 Ｊ Ｈ を 有 す る 植 物 は 昆 虫 抵 抗 性 を 有 す る と 考 え ら れ る 。 よ っ て 、 本 発 明 の 遺 伝 子 は 植 物
に Ｊ Ｈ を 合 成 さ せ 、 昆 虫 抵 抗 性 植 物 を 作 出 す る 目 的 で も 使 用 可 能 で あ る 。
　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ と し て は 、 カ イ コ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 ま た は オ
オ タ バ コ ガ の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ （ 配 列 番 号 ： １ 、 ３ 、
５ 、 ７ 、 お よ び ９ ） が 例 示 で き る 。
　 ま た 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ に は 、 配 列 番 号 ： ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 ま た は １ ０ 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 Ｄ Ｎ Ａ が 包 含 さ れ る 。
こ の よ う な Ｄ Ｎ Ａ に は 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ： ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 ま た は １ ０ に 記 載 の ア ミ ノ
酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 の 変 異 体 、 ア レ ル 、 バ リ ア ン ト 、 ホ モ ロ グ 等 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ
Ａ 、 ま た は 、 配 列 番 号 ： ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 ま た は １ ０ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン
パ ク 質 の 変 異 体 、 ア レ ル 、 バ リ ア ン ト 、 ホ モ ロ グ で あ っ て 、 実 施 例 ７ に 記 載 の モ チ ー フ 領
域 を 少 な く と も １ つ （ 好 ま し く は 全 て ） 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ が 含 ま れ る
。 こ こ で 「 機 能 的 に 同 等 」 と は 、 対 象 と な る タ ン パ ク 質 が 、 カ イ コ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、
蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 ま た は オ オ タ バ コ ガ の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 と 同 等 の 生
物 学 的 機 能 （ 生 物 学 的 性 質 ） 、 生 化 学 的 機 能 （ 生 化 学 的 活 性 ） を 有 す る こ と を 指 す 。
　 あ 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 Ｄ Ｎ Ａ を 調 製 す る 当 業 者 に よ
く 知 ら れ た 他 の 方 法 と し て は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 （ Ｓ ａ ｍ ｂ ｒ ｏ ｏ ｋ ， Ｊ 　 ｅ
ｔ 　 ａ ｌ ． ， Ｍ ｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａ ｒ 　 Ｃ ｌ ｏ ｎ ｉ ｎ ｇ 　 ２ ｎ ｄ 　 ｅ ｄ ． ， ９ ． ４ ７ － ９ ． ５
８ ， Ｃ ｏ ｌ ｄ 　 Ｓ ｐ ｒ ｉ ｎ ｇ 　 Ｈ ａ ｒ ｂ ｏ ｒ 　 Ｌ ａ ｂ ． ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ ， １ ９ ８ ９ ） を 利 用 す
る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。 即 ち 、 当 業 者 に お い て は 、 カ イ コ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ
ン ヨ ト ウ 、 ま た は オ オ タ バ コ ガ の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配
列 も し く は そ の 一 部 を 利 用 し て 、 こ れ と 相 同 性 の 高 い Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 す る こ と は 、 周 知 の 技
術 で あ る 。
　 本 発 明 に は 、 カ イ コ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 ま た は オ オ タ バ コ ガ の
幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ
ブ リ ダ イ ズ し 、 カ イ コ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 ま た は オ オ タ バ コ ガ の
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幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ が 含 ま
れ る 。 こ の よ う な Ｄ Ｎ Ａ と し て は 、 例 え ば 、 昆 虫 類 、 甲 殻 類 、 ク モ 類 、 ダ ニ 類 、 多 足 類 （
ム カ デ 、 ヤ ス デ 、 ゲ ジ な ど ） 由 来 の ホ モ ロ グ が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 制 限 さ れ な い 。
　 ま た 、 昆 虫 と し て は 、 特 に 制 限 は な い が 、 有 用 昆 虫 と し て は 、 カ イ コ 、 野 蚕 類 （ ヤ マ マ
ユ ガ 、 エ リ 蚕 、 テ グ ス 蚕 な ど ） 、 ミ ツ バ チ 、 ペ ッ ト 昆 虫 と し て 、 カ ブ ト ム シ 、 オ オ ク ワ ガ
タ 等 、 天 敵 と し て は 、 ナ ミ テ ン ト ウ ム シ 、 ハ ナ カ メ ム シ 、 農 業 害 虫 と し て は 、 ハ ス モ ン ヨ
ト ウ 、 オ オ タ バ コ ガ 、 コ ナ ガ 、 ヨ ト ウ ガ 、 ア ブ ラ ム シ 類 （ ワ タ ア ブ ラ ム シ 、 モ モ ア カ ア ブ
ラ ム シ な ど ） 、 コ ナ ジ ラ ミ 類 （ オ ン シ ツ コ ナ ジ ラ ミ 、 シ ル バ ー リ ー フ コ ナ ジ ラ ミ な ど ） 、
ア ザ ミ ウ マ 類 （ ミ ナ ミ キ イ ロ ア ザ ミ ウ マ 、 ミ カ ン キ イ ロ ア ザ ミ ウ マ な ど ） 、 ハ モ グ リ バ エ
類 （ マ メ ハ モ グ リ バ エ 、 ナ ス ハ モ グ リ バ エ な ど ） 、 カ メ ム シ 類 （ ホ ソ ヘ リ カ メ ム シ な ど ）
、 ウ ン カ 類 （ ト ビ イ ロ ウ ン カ 、 セ ジ ロ ウ ン カ 、 ヒ メ ト ビ ウ ン カ ） 、 ヨ コ バ イ 類 （ ツ マ グ ロ
ヨ コ バ イ な ど ） 、 カ ミ キ リ ム シ 類 、 ウ リ ミ バ エ 、 チ チ ュ ウ カ イ ミ バ エ な ど 、 森 林 害 虫 と し
て は マ ツ ノ マ ダ ラ カ ミ キ リ 、 マ ツ カ レ ハ ガ 、 家 畜 害 虫 と し て は ア ブ 類 （ メ ク ラ ア ブ 、 ウ シ
ア ブ な ど ） 、 ハ エ 類 （ サ シ バ エ 、 ノ サ シ バ エ な ど ） 、 カ 類 、 ブ ユ 類 、 ヌ カ カ 類 、 家 屋 害 虫
と し て は シ ロ ア リ 類 、 衛 生 害 虫 と し て は 、 カ 類 （ ア カ イ エ カ 、 ヒ ト ス ジ シ マ カ な ど ） 、 ハ
エ 類 （ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 イ エ バ エ 、 ク ロ バ エ 類 、 キ ン バ エ 類 ） 、 ゴ キ ブ リ 類 、 ノ ミ 類 、
シ ラ ミ 類 な ど が 例 示 で き る 。
　 ま た 、 本 発 明 に お け る 甲 殻 類 と し て は 、 特 に 制 限 は な く 、 例 え ば 食 用 と さ れ て い る エ ビ
、 カ ニ 類 （ ク ル マ エ ビ 、 ア メ リ カ ン ロ ブ ス タ ー 、 テ ナ ガ エ ビ な ど の エ ビ 類 、 ケ ガ ニ 、 ワ タ
リ ガ ニ 、 タ カ ア シ ガ ニ 、 ア サ ヒ ガ ニ な ど の カ ニ 類 、 シ ャ コ 類 、 ヤ ド カ リ 類 、 ヤ シ ガ ニ な ど
） な ど が 挙 げ ら れ る 。
　 カ イ コ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 ま た は オ オ タ バ コ ガ の 幼 若 ホ ル モ ン
酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 す る た め の ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 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 ４ ２ ℃ 、 ５ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ の 条 件 で
あ り 、 好 ま し く は ５ ０ ℃ 、 ５ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 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 ６ ５ ℃ 、 ０ ． １ × Ｓ Ｓ Ｃ 及 び ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 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 Ｄ Ｎ Ａ が 効 率 的 に 得 ら れ
る こ と が 期 待 で き る 。 但 し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー に 影 響 す る 要
素 と し て は 温 度 や 塩 濃 度 な ど 複 数 の 要 素 が 考 え ら れ 、 当 業 者 で あ れ ば こ れ ら 要 素 を 適 宜 選
択 す る こ と で 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 。 ま た 、 本 発 明 に お
け る ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 の 別 の 態 様 と し て は 、 例 え ば 、 ９ ９ ． ５ ％ 以 上 で あ る よ う な
相 同 性 が 高 い 核 酸 同 士 は ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る が 、 そ れ よ り 相 同 性 が 低 い 核 酸 同 士 は ハ イ ブ
リ ダ イ ズ し な い よ う な 条 件 が 挙 げ ら れ る 。
　 ま た 、 カ イ コ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 ま た は オ オ タ バ コ ガ の 幼 若 ホ
ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 情 報 を 基 に 合 成 し た プ ラ イ マ ー を 用
い る 遺 伝 子 増 幅 法 、 例 え ば 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） 法 を 利 用 し て 、 カ イ コ 、 シ
ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 ま た は オ オ タ バ コ ガ の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転
移 酵 素 と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 す る こ と も 可 能 で あ る 。
　 こ れ ら ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 や 遺 伝 子 増 幅 技 術 に よ り 単 離 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ が コ ー ド
す る 、 カ イ コ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 ま た は オ オ タ バ コ ガ の 幼 若 ホ ル
モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 は 、 通 常 、 カ イ コ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ
エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 ま た は オ オ タ バ コ ガ の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 と ア ミ
ノ 酸 配 列 に お い て 高 い 相 同 性 を 有 す る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に は 、 カ イ コ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ
バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 ま た は オ オ タ バ コ ガ の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 と 機
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能 的 に 同 等 で あ り 、 か つ 該 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 高 い 相 同 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 も
含 ま れ る 。 高 い 相 同 性 と は 、 ア ミ ノ 酸 レ ベ ル に お い て 、 通 常 、 少 な く と も ５ ０ ％ 以 上 の 同
一 性 、 好 ま し く は ７ ５ ％ 以 上 の 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は ８ ５ ％ 以 上 の 同 一 性 、 さ ら に 好 ま
し く は ９ ５ ％ 以 上 の 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は ９ ８ ％ 以 上 の 同 一 性 を 指 し 、 塩 基 レ ベ ル に お
い て 、 通 常 、 少 な く と も ５ ０ ％ 以 上 の 同 一 性 、 好 ま し く は ７ ５ ％ 以 上 の 同 一 性 、 よ り 好 ま
し く は ８ ５ ％ 以 上 の 同 一 性 、 さ ら に 好 ま し く は ９ ５ ％ 以 上 の 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は ９ ８
％ 以 上 の 同 一 性 を 指 す 。
　 ア ミ ノ 酸 配 列 や 塩 基 配 列 の 同 一 性 は 、 Ｋ ａ ｒ ｌ ｉ ｎ 　 ａ ｎ ｄ 　 Ａ ｌ ｔ ｓ ｃ ｈ ｕ ｌ に よ る
ア ル ゴ リ ズ ム Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ （ Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｎ ａ ｔ ｌ ． Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ ． Ｕ Ｓ Ａ 　 ９ ０ ： ５ ８
７ ３ － ５ ８ ７ ７ ， １ ９ ９ ３ ） 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 、 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｎ や Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｘ と 呼 ば れ る プ ロ グ ラ ム が 開 発 さ れ て い る （ Ａ ｌ ｔ ｓ ｃ ｈ
ｕ ｌ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． Ｊ ． Ｍ ｏ ｌ ． Ｂ ｉ ｏ ｌ ． ２ １ ５ ： ４ ０ ３ － ４ １ ０ ， １ ９ ９ ０ ） 。 Ｂ Ｌ
Ａ Ｓ Ｔ に 基 づ い て Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ 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 ｓ ｃ ｏ ｒ ｅ ＝ １ ０ ０ 、 ｗ ｏ ｒ ｄ ｌ ｅ ｎ ｇ ｔ ｈ ＝ １ ２ と す る 。 ま た 、 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ に 基
づ い て Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｘ 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
ｓ ｃ ｏ ｒ ｅ ＝ ５ ０ 、 ｗ ｏ ｒ ｄ ｌ ｅ ｎ ｇ ｔ ｈ ＝ ３ と す る 。 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ と Ｇ ａ ｐ ｐ ｅ ｄ 　 Ｂ Ｌ
Ａ Ｓ Ｔ 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 （ ｈ ｔ ｔ ｐ ： ／ ／ ｗ ｗ ｗ ． ｎ ｃ ｂ ｉ ． ｎ ｌ
ｍ ． ｎ ｉ ｈ ． ｇ ｏ ｖ ． ） 。
　 ま た 、 カ イ コ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 ま た は オ オ タ バ コ ガ の 幼 若 ホ
ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ も し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸 が 変 異 し た
ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 該 タ ン パ ク 質 と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 も ま た 本 発 明 に 含 ま れ
る 。 こ の よ う な ア ミ ノ 酸 の 変 異 は 自 然 界 に お い て も 生 じ う る 。 変 異 す る ア ミ ノ 酸 数 は 、 ア
ミ ノ 酸 が 付 加 、 欠 失 も し く は 置 換 さ れ る ア ミ ノ 酸 残 基 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素
タ ン パ ク 質 の 部 位 ま た は ア ミ ノ 酸 残 基 の 脂 累 に よ っ て こ と な る が 、 好 ま し く は ３ ０ 個 以 内
、 よ り 好 ま し く は ２ ～ ２ ０ 個 、 さ ら に 好 ま し く は ２ ～ １ ５ 個 程 度 を 指 す 。
　 変 異 す る ア ミ ノ 酸 部 位 と し て は 、 特 に 制 限 は な い が 、 実 施 例 に 記 載 の 特 徴 的 な モ チ ー フ
部 位 、 ま た は 保 存 性 が 高 い ア ミ ノ 酸 部 位 以 外 の 部 位 が 変 異 さ れ る こ と が 好 ま し い 。 実 施 例
７ や 図 ５ を 参 照 す る こ と で 、 特 徴 的 な モ チ ー フ 部 位 、 ま た は 保 存 性 が 高 い ア ミ ノ 酸 部 位 以
外 の 部 位 を 決 定 す る こ と が で き る 。
　 ま た 、 変 異 す る ア ミ ノ 酸 残 基 に お い て は 、 ア ミ ノ 酸 側 鎖 の 性 質 が 保 存 さ れ て い る 別 の ア
ミ ノ 酸 に 変 異 さ れ る こ と が 望 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 ） 。
　 あ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 す る １ 又 は 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 欠 失 、 付 加 及 び ／ 又 は 他 の ア
ミ ノ 酸 に よ る 置 換 に よ り 修 飾 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 が そ の 生 物 学 的 活 性
を 維 持 す る こ と は す で に 知 ら れ て い る （ Ｍ ａ ｒ ｋ ， Ｄ ． Ｆ ． ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｎ
ａ ｔ ｌ ． Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ ． Ｕ Ｓ Ａ （ １ ９ ８ ４ ） ８ １ ， ５ ６ ６ ２ － ５ ６ ６ ６ 、 Ｚ ｏ ｌ ｌ ｅ
ｒ ， Ｍ ． Ｊ ． ＆ 　 Ｓ ｍ ｉ ｔ ｈ ， Ｍ ． Ｎ ｕ ｃ ｌ ｅ ｉ ｃ 　 Ａ ｃ ｉ ｄ ｓ 　 Ｒ ｅ ｓ ｅ ａ ｒ ｃ ｈ （ １
９ ８ ２ ） １ ０ ， ６ ４ ８ ７ － ６ ５ ０ ０ 、 Ｗ ａ ｎ ｇ ， Ａ ． ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， Ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ 　 ２
２ ４ ， １ ４ ３ １ － １ ４ ３ ３ 、 Ｄ ａ ｌ ｂ ａ ｄ ｉ ｅ － Ｍ ｃ Ｆ ａ ｒ ｌ ａ ｎ ｄ ， Ｇ ． ｅ ｔ 　 ａ ｌ ．
， Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｎ ａ ｔ ｌ ． Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ ． Ｕ Ｓ Ａ （ １ ９ ８ ２ ） ７ ９ ， ６ ４ ０ ９ － ６ ４ １
３ 、 Ｂ ｏ ｗ ｉ ｅ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， Ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ （ １ ９ ９ ０ ） ２ ４ ７ ， １ ３ ０ ６ － １ ３ １
０ ） 。
　 ま た 、 あ る タ ン パ ク 質 と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 を 調 製 す る た め の 、 当 業 者 に よ く 知
ら れ た 方 法 と し て は 、 タ ン パ ク 質 に 変 異 を 導 入 す る 方 法 が 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 当 業 者
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で あ れ ば 、 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 法 （ Ｇ ｏ ｔ ｏ ｈ ， Ｔ ． ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． （ １ ９ ９ ５ ） Ｇ ｅ ｎ ｅ
　 １ ５ ２ ， ２ ７ １ － ２ ７ ５ 、 Ｚ ｏ ｌ ｌ ｅ ｒ ， Ｍ Ｊ ， ａ ｎ ｄ 　 Ｓ ｍ ｉ ｔ ｈ ， Ｍ ． （ １ ９ ８ ３
） Ｍ ｅ ｔ ｈ ｏ ｄ ｓ 　 Ｅ ｎ ｚ ｙ ｍ ｏ ｌ ． １ ０ ０ ， ４ ６ ８ － ５ ０ ０ 、 Ｋ ｒ ａ ｍ ｅ ｒ ， Ｗ ． ｅ ｔ
　 ａ ｌ ． （ １ ９ ８ ４ ） Ｎ ｕ ｃ ｌ ｅ ｉ ｃ 　 Ａ ｃ ｉ ｄ ｓ 　 Ｒ ｅ ｓ ． １ ２ ， ９ ４ ４ １ － ９ ４ ５ ６
、 Ｋ ｒ ａ ｍ ｅ ｒ 　 Ｗ ， ａ ｎ ｄ 　 Ｆ ｒ ｉ ｔ ｚ 　 Ｈ Ｊ （ １ ９ ８ ７ ） Ｍ ｅ ｔ ｈ ｏ ｄ ｓ ． Ｅ ｎ ｚ ｙ
ｍ ｏ ｌ ． １ ５ ４ ， ３ ５ ０ － ３ ６ ７ 、 Ｋ ｕ ｎ ｋ ｅ ｌ ， Ｔ Ａ （ １ ９ ８ ５ ） Ｐ ｒ ｏ ｃ 　 Ｎ ａ ｔ ｌ
　 Ａ ｃ ａ ｄ 　 Ｓ ｃ ｉ 　 Ｕ Ｓ Ａ ． ８ ２ ， ４ ８ ８ － ４ ９ ２ 、 Ｋ ｕ ｎ ｋ ｅ ｌ （ １ ９ ８ ８ ） Ｍ ｅ ｔ
ｈ ｏ ｄ ｓ 　 Ｅ ｎ ｚ ｙ ｍ ｏ ｌ ． ８ ５ ， ２ ７ ６ ３ － ２ ７ ６ ６ ） な ど を 用 い て 、 カ イ コ 、 シ ョ ウ
ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 ま た は オ オ タ バ コ ガ の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵
素 の ア ミ ノ 酸 に 適 宜 変 異 を 導 入 す る こ と に よ り 、 該 タ ン パ ク 質 と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク
質 を 調 製 す る こ と が で き る 。
　 ま た 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ を 有 す る 細 胞 に 変 異 処 理 を 行 い 、 該 細 胞 か ら 、 例 え ば カ イ コ 、 シ
ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 ま た は オ オ タ バ コ ガ の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転
移 酵 素 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る Ｄ Ｎ Ａ を 選 択
す る こ と に よ っ て も 改 変 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ を 得 る こ と が で き る 。
　 カ イ コ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 ま た は オ オ タ バ コ ガ の 幼 若 ホ ル モ ン
酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 付 加 さ れ た タ ン パ ク 質 に は
、 こ れ ら タ ン パ ク 質 を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 こ れ ら タ ン パ
ク 質 と 他 の タ ン パ ク 質 と が 融 合 し た も の で あ り 、 本 発 明 に 含 ま れ る 。 融 合 タ ン パ ク 質 を 作
製 す る に は 、 例 え ば 、 カ イ コ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 ま た は オ オ タ バ
コ ガ の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ と 他 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る Ｄ Ｎ Ａ を フ レ ー ム が 一 致 す る よ う に 連 結 し て こ れ を 発 現 ベ ク タ ー に 導 入 し 、 宿 主 で 発 現
さ せ れ ば よ い 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と の 融 合 に 付 さ れ る 他 の タ ン パ ク 質 と し て は 、 特 に 限
定 さ れ な い 。
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と の 融 合 に 付 さ れ る 他 の ペ プ チ ド と し て は 、 例 え ば 、 Ｆ Ｌ Ａ Ｇ （ Ｈ
ｏ ｐ ｐ ， Ｔ ． Ｐ ． ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， Ｂ ｉ ｏ Ｔ ｅ ｃ ｈ ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ （ １ ９ ８ ８ ） ６ ， １ ２ ０ ４
－ １ ２ １ ０ ） 、 ６ 個 の Ｈ ｉ ｓ （ ヒ ス チ ジ ン ） 残 基 か ら な る ６ × Ｈ ｉ ｓ 、 １ ０ × Ｈ ｉ ｓ 、 イ
ン フ ル エ ン ザ 凝 集 素 （ Ｈ Ａ ） 、 ヒ ト ｃ － ｍ ｙ ｃ の 断 片 、 Ｖ Ｓ Ｖ － Ｇ Ｐ の 断 片 、 ｐ １ ８ Ｈ Ｉ
Ｖ の 断 片 、 Ｔ ７ － ｔ ａ ｇ 、 Ｈ Ｓ Ｖ － ｔ ａ ｇ 、 Ｅ － ｔ ａ ｇ 、 Ｓ Ｖ ４ ０ Ｔ 抗 原 の 断 片 、 ｌ ｃ ｋ
　 ｔ ａ ｇ 、 α － ｔ ｕ ｂ ｕ ｌ ｉ ｎ の 断 片 、 Ｂ － ｔ ａ ｇ 、 Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ 　 Ｃ の 断 片 等 の 公 知
の ペ プ チ ド を 使 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と の 融 合 に 付 さ れ る 他 の
タ ン パ ク 質 と し て は 、 例 え ば 、 Ｇ Ｓ Ｔ （ グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ） 、 Ｈ Ａ
（ イ ン フ ル エ ン ザ 凝 集 素 ） 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 定 常 領 域 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 Ｍ Ｂ Ｐ
（ マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 ） 等 が 挙 げ ら れ る 。 市 販 さ れ て い る こ れ ら タ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ と 融 合 さ せ 、 こ れ に よ り 調 製 さ れ
た 融 合 Ｄ Ｎ Ａ を 発 現 さ せ る こ と に よ り 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 調 製 す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 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 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら 合 成 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ で あ る か 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ で あ る か 、 化 学 合
成 Ｄ Ｎ Ａ 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 Ｄ Ｎ Ａ が 含 ま れ る 。
　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 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
ア ラ タ 体 、 生 殖 腺 、 成 虫 原 基 、 虫 体 全 体 も し く は 頭 部 全 体 、 ま た 、 甲 殻 類 の フ ァ ル ネ セ ン
酸 メ チ ル 合 成 器 官 で あ る 大 顎 器 官 （ ｍ ａ ｎ ｄ ｉ ｂ ｕ ｌ ａ ｒ 　 ｏ ｒ ｇ ａ ｎ ） 、 甲 殻 類 全 体 も
し く は 頭 部 全 体 、 ま た 、 ク モ 類 、 ダ ニ 類 、 多 足 類 の 全 体 も し く は 頭 部 全 体 よ り ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ
イ ブ ラ リ ー を 作 製 し 、 カ イ コ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 ま た は オ オ タ バ
コ ガ の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 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 由 来 の Ｄ Ｎ Ａ が 調 製 で き る 。 ま た 、 昆 虫 の ア ラ
タ 体 、 生 殖 腺 、 成 虫 原 基 、 虫 体 全 体 も し く は 頭 部 全 体 、 ま た 、 甲 殻 類 の フ ァ ル ネ セ ン 酸 メ
チ ル 合 成 器 官 で あ る 大 顎 器 官 （ ｍ ａ ｎ ｄ ｉ ｂ ｕ ｌ ａ ｒ 　 ｏ ｒ ｇ ａ ｎ ） 、 甲 殻 類 全 体 も し く
は 頭 部 全 体 、 ま た 、 ク モ 類 、 ダ ニ 類 、 多 足 類 の 全 体 も し く は 頭 部 全 体 よ り Ｒ Ｎ Ａ を 調 製 し
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、 逆 転 写 酵 素 に よ り ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 合 成 し た 後 、 カ イ コ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ
ト ウ 、 ま た は オ オ タ バ コ ガ の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ に 基 づ
い て オ リ ゴ Ｄ Ｎ Ａ を 合 成 し 、 こ れ を プ ラ イ マ ー と し て 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 行 い 、 本 発 明 の
タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 さ せ る こ と に よ り 調 製 す る こ と も 可 能 で あ る 。
　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 単 離 は 、 公 知 の 方 法 、 例 え ば 、 グ ア ニ ジ ン 超 遠 心 法 （ Ｃ ｈ ｉ ｒ ｇ ｗ ｉ ｎ ， Ｊ
． Ｍ ． ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ｉ ｓ ｔ ｒ ｙ （ １ ９ ７ ９ ） １ ８ ， ５ ２ ９ ４ － ５ ２ ９ ９
） 、 Ａ Ｇ Ｐ Ｃ 法 （ Ｃ ｈ ｏ ｍ ｃ ｚ ｙ ｎ ｓ ｋ ｉ ， Ｐ ． ａ ｎ ｄ 　 Ｓ ａ ｃ ｃ ｈ ｉ ， Ｎ ． ， Ａ ｎ ａ ｌ
． Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ． （ １ ９ ８ ７ ） １ ６ ２ ， １ ５ ６ － １ ５ ９ ） 等 に よ り 全 Ｒ Ｎ Ａ を 調 製 し 、
ｍ Ｒ Ｎ Ａ 　 Ｐ ｕ ｒ ｉ ｆ ｉ ｃ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 Ｋ ｉ ｔ （ Ｐ ｈ ａ ｒ ｍ ａ ｃ ｉ ａ 社 ） 等 を 使 用 し て 全
Ｒ Ｎ Ａ か ら ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 精 製 す る 。 ま た 、 Ｑ ｕ ｉ ｃ ｋ Ｐ ｒ ｅ ｐ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 　 Ｐ ｕ ｒ ｉ ｆ ｉ ｃ
ａ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 Ｋ ｉ ｔ （ Ｐ ｈ ａ ｒ ｍ ａ ｃ ｉ ａ 社 ） を 用 い る こ と に よ り ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 直 接 調 製 す
る こ と も で き る 。
　 得 ら れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら 逆 転 写 酵 素 を 用 い て ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 合 成 す る 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 合 成 は 、 Ａ
Ｍ Ｖ 　 Ｒ ｅ ｖ ｅ ｒ ｓ ｅ 　 Ｔ ｒ ａ ｎ ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ ａ ｓ ｅ 　 Ｆ ｉ ｒ ｓ ｔ － ｓ ｔ ｒ ａ ｎ ｄ 　 ｃ Ｄ
Ｎ Ａ 　 Ｓ ｙ ｎ ｔ ｈ ｅ ｓ ｉ ｓ 　 Ｋ ｉ ｔ （ 生 化 学 工 業 社 ） 等 を 用 い て 行 う こ と も で き る 。 ま た
、 ５ ’ － Ａ ｍ ｐ ｌ ｉ 　 Ｆ Ｉ Ｎ Ｄ Ｅ Ｒ 　 Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 　 Ｋ ｉ ｔ （ Ｃ ｌ ｏ ｎ ｔ ｅ ｃ ｈ 製 ） お よ び ポ
リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ ｐ ｏ ｌ ｙ ｍ ｅ ｒ ａ ｓ ｅ 　 ｃ ｈ ａ ｉ ｎ 　 ｒ ｅ ａ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ ； Ｐ Ｃ Ｒ ）
を 用 い た ５ ’ － Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 法 （ Ｆ ｒ ｏ ｈ ｍ ａ ｎ ， Ｍ ． Ａ ． ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｎ ａ ｔ
ｌ ． Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ ． Ｕ ． Ｓ ． Ａ ． （ １ ９ ８ ８ ） ８ ５ ， ８ ９ ９ ８ － ９ ０ ０ ２ ； Ｂ ｅ ｌ ｙ
ａ ｖ ｓ ｋ ｙ ， Ａ ． ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， Ｎ ｕ ｃ ｌ ｅ ｉ ｃ 　 Ａ ｃ ｉ ｄ ｓ 　 Ｒ ｅ ｓ ． （ １ ９ ８ ９ ） １
７ ， ２ ９ １ ９ － ２ ９ ３ ２ ） に 従 い 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 合 成 お よ び 増 幅 を 行 う こ と が で き る 。
　 ま た 、 本 発 明 は 、 上 記 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ が コ ー ド す る タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。 本 発 明 の タ
ン パ ク 質 は 、 後 述 す る そ れ を 産 生 す る 細 胞 や 宿 主 あ る い は 精 製 方 法 に よ り 、 ア ミ ノ 酸 配 列
、 分 子 量 、 等 電 点 又 は 糖 鎖 の 有 無 や 形 態 な ど が 異 な り 得 る 。 し か し な が ら 、 得 ら れ た タ ン
パ ク 質 が 、 カ イ コ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 ま た は オ オ タ バ コ ガ の 幼 若
ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 と 同 等 の 機 能 を 有 し て い る 限 り 、 本 発 明 に 含 ま れ る 。 例 え ば
、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 原 核 細 胞 、 例 え ば 大 腸 菌 で 発 現 さ せ た 場 合 、 本 来 の タ ン パ ク 質 の
ア ミ ノ 酸 配 列 の Ｎ 末 端 に メ チ オ ニ ン 残 基 が 付 加 さ れ る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は こ の よ う な
タ ン パ ク 質 も 包 含 す る 。
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 当 業 者 に 公 知 の 方 法 に よ り 、 組 み 換 え タ ン パ ク 質 と し て 、 ま た
天 然 の タ ン パ ク 質 と し て 調 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 組 み 換 え タ ン パ ク 質 で あ れ ば 、 本 発
明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 導 入 し た 宿 主 細 胞 （ 例 え ば 大 腸 菌 ま た は 酵 母 ） 、 ま
た は 該 Ｄ Ｎ Ａ を 導 入 し た リ コ ン ビ ナ ン ト ・ バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を 感 染 さ せ た 昆 虫 培 養 細 胞 ま
た は 昆 虫 体 に よ り 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 大 量 に 発 現 さ せ て 回 収 す る シ ス テ ム を 用 い る こ
と が 可 能 で あ る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 イ オ ン 交 換 、 逆 相 、 ゲ ル 濾 過 な ど の ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー 、 あ る い は 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 を カ ラ ム に 固 定 し た ア フ ィ ニ テ ィ ー
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に か け る こ と に よ り 、 ま た は 、 さ ら に こ れ ら の カ ラ ム を 複 数 組 み 合 わ
せ る こ と に よ り 精 製 し 、 調 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。
　 ま た 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を グ ル タ チ オ ン Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ タ ン パ ク 質 と の 融 合
タ ン パ ク 質 と し て 、 あ る い は ヒ ス チ ジ ン を 複 数 付 加 さ せ た 組 み 換 え タ ン パ ク 質 と し て 宿 主
細 胞 （ 例 え ば 、 動 物 細 胞 や 大 腸 菌 な ど ） 内 で 発 現 さ せ た 場 合 に は 、 発 現 さ せ た 組 み 換 え タ
ン パ ク 質 は グ ル タ チ オ ン カ ラ ム あ る い は ニ ッ ケ ル カ ラ ム を 用 い て 精 製 す る こ と が で き る 。
融 合 タ ン パ ク 質 の 精 製 後 、 必 要 に 応 じ て 融 合 タ ン パ ク 質 の う ち 、 目 的 の タ ン パ ク 質 以 外 の
領 域 を 、 ト ロ ン ビ ン ま た は フ ァ ク タ ー Ｘ ａ な ど に よ り 切 断 し 、 除 去 す る こ と も 可 能 で あ る
。
　 天 然 の タ ン パ ク 質 で あ れ ば 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 、 例 え ば 、 昆 虫 の ア ラ タ 体 の 抽 出 物 に
対 し 、 後 述 す る 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 が 結 合 し た ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム を 作
用 さ せ て 精 製 す る こ と に よ り 単 離 す る こ と が で き る 。 抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て
も モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も よ い 。
　 ま た 、 本 発 明 は 、 上 記 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 を 抑
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制 す る Ｄ Ｎ Ａ を 提 供 す る 。 こ の よ う な Ｄ Ｎ Ａ と し て は 、 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素
を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ に 対 す る ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ
チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 転 写 産 物 を 特 異 的 に 開 裂 す る リ ボ ザ イ ム 活 性 を 有 す
る Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 発
現 を Ｒ Ｎ Ａ ｉ 効 果 に よ り 抑 制 す る Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ な ど を 挙 げ る こ と が で き る 。
　 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 を 抑 制 す る Ｄ Ｎ Ａ も ま た 、
幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ と 同 様 に 、 節 足 動 物 （ 好 ま し く は 昆
虫 ） の 脱 皮 ・ 変 態 、 生 殖 、 休 眠 、 胚 発 生 、 行 動 、 多 型 ま た は 寿 命 の 制 御 剤 と し て 使 用 で き
る 。 す な わ ち 、 昆 虫 体 内 で 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 を
抑 制 す る Ｄ Ｎ Ａ を 誘 導 し た 場 合 、 昆 虫 の 種 類 、 昆 虫 の 発 育 ス テ ー ジ や 生 理 状 態 に よ っ て 、
脱 皮 ・ 変 態 、 生 殖 、 休 眠 、 胚 発 生 、 行 動 、 多 型 、 寿 命 に 対 す る 影 響 が 異 な り 、 促 進 的 に 作
用 す る こ と も あ れ ば 、 抑 制 的 に 作 用 す る こ と も あ り う る 。 例 え ば 、 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル
基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 を 抑 制 す る Ｄ Ｎ Ａ は 、 成 虫 に 対 す る 生 殖 成 熟 抑 制 剤
、 休 眠 誘 導 剤 も し く は 寿 命 延 長 剤 、 ま た は 、 幼 虫 に 対 す る 休 眠 抑 制 剤 も し く は 変 態 誘 導 剤
（ 好 ま し く は 早 期 変 態 誘 導 剤 ） と し て 使 用 で き る が 、 こ れ ら 用 途 に 限 定 さ れ る も の で は な
い 。
　 以 下 に 、 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 を 抑 制 す
る Ｄ Ｎ Ａ の 用 途 を 例 示 す る が 、 該 Ｄ Ｎ Ａ の 用 途 は そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
　 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 活 性 が 終 齢 幼 虫 に な る と 低 下 す る 結 果 、 幼 若 ホ ル モ ン
の 合 成 ・ 分 泌 が 停 止 し 、 血 中 の 幼 若 ホ ル モ ン が 消 失 し 、 変 態 が 起 こ る こ と が 知 ら れ て い る
。 よ っ て 、 昆 虫 （ 完 全 変 態 昆 虫 、 不 完 全 変 態 昆 虫 の い ず れ も ） の 終 齢 以 前 の 幼 虫 期 に お い
て 、 上 記 Ｄ Ｎ Ａ に よ り 、 幼 若 ホ ル モ ン の 合 成 を 抑 制 す る こ と で 、 早 期 変 態 を 任 意 に 誘 導 す
る こ と が で き る 。 例 え ば 、 カ イ コ で は 幼 若 ホ ル モ ン の 分 泌 器 官 で あ る ア ラ タ 体 を 摘 出 す る
と 、 早 期 変 態 が 誘 起 さ れ 、 通 常 ５ 齢 で 蛹 に な る と こ ろ が 、 ４ 齢 あ る い は ３ 齢 で 蛹 に な り 、
著 し く 小 型 の 成 虫 が 得 ら れ る こ と が あ る 。 早 期 変 態 し た 成 虫 は 、 通 常 妊 性 が な い 。 よ っ て
、 上 記 Ｄ Ｎ Ａ に よ り 、 害 虫 の 幼 若 ホ ル モ ン の 合 成 を 抑 制 す る こ と で 、 次 世 代 の 害 虫 の 駆 除
が 可 能 と な る 。 例 え ば 、 農 業 害 虫 、 衛 生 害 虫 の 幼 虫 に 対 し て 早 期 に 変 態 を 誘 導 し て 、 加 害
時 期 を 短 縮 す る こ と で 、 そ れ ら 害 虫 の 防 除 を 行 う こ と が で き る 。 ま た 、 成 虫 に 対 し て は 生
殖 成 熟 （ 卵 形 成 な ど ） を 抑 制 す る こ と で 農 業 害 虫 、 衛 星 害 虫 の 防 除 を 行 う こ と が 可 能 で あ
る 。 こ の よ う に 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 を 抑
制 す る Ｄ Ｎ Ａ は 害 虫 防 除 剤 と し て 利 用 で き る 。
　 本 発 明 に お け る 害 虫 と し て は 、 農 業 害 虫 と し て は 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 オ オ タ バ コ ガ 、 コ
ナ ガ 、 ヨ ト ウ ガ 、 ア ブ ラ ム シ 類 （ ワ タ ア ブ ラ ム シ 、 モ モ ア カ ア ブ ラ ム シ な ど ） 、 コ ナ ジ ラ
ミ 類 （ オ ン シ ツ コ ナ ジ ラ ミ 、 シ ル バ ー リ ー フ コ ナ ジ ラ ミ な ど ） 、 ア ザ ミ ウ マ 類 （ ミ ナ ミ キ
イ ロ ア ザ ミ ウ マ 、 ミ カ ン キ イ ロ ア ザ ミ ウ マ な ど ） 、 ハ モ グ リ バ エ 類 （ マ メ ハ モ グ リ バ エ 、
ナ ス ハ モ グ リ バ エ な ど ） 、 カ メ ム シ 類 （ ホ ソ ヘ リ カ メ ム シ な ど ） 、 ウ ン カ 類 （ ト ビ イ ロ ウ
ン カ 、 セ ジ ロ ウ ン カ 、 ヒ メ ト ビ ウ ン カ ） 、 ヨ コ バ イ 類 （ ツ マ グ ロ ヨ コ バ イ な ど ） 、 カ ミ キ
リ ム シ 類 、 ウ リ ミ バ エ 、 チ チ ュ ウ カ イ ミ バ エ な ど 、 森 林 害 虫 と し て は マ ツ ノ マ ダ ラ カ ミ キ
リ 、 マ ツ カ レ ハ ガ 、 家 畜 害 虫 と し て は ア ブ 類 （ メ ク ラ ア ブ 、 ウ シ ア ブ な ど ） 、 ハ エ 類 （ サ
シ バ エ 、 ノ サ シ バ エ な ど ） 、 カ 類 、 ブ ユ 類 、 ヌ カ カ 類 、 家 屋 害 虫 と し て は シ ロ ア リ 類 、 衛
生 害 虫 と し て は 、 カ 類 （ ア カ イ エ カ 、 ヒ ト ス ジ シ マ カ な ど ） 、 ハ エ 類 （ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ
、 イ エ バ エ 、 ク ロ バ エ 類 、 キ ン バ エ 類 ） 、 ゴ キ ブ リ 類 、 ノ ミ 類 、 シ ラ ミ 類 が 例 示 で き る が
、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
　 ま た 、 カ メ ム シ な ど の 成 虫 に お い て は 、 上 記 Ｄ Ｎ Ａ に よ り 、 幼 若 ホ ル モ ン の 合 成 を 抑 制
す る こ と で 、 生 殖 成 熟 の 抑 制 、 休 眠 の 誘 導 を 引 き 起 こ す こ と が 可 能 で あ る 。 ま た 、 ア ブ ラ
ム シ や ウ ン カ な ど で は 翅 型 に 多 型 が あ り 、 無 翅 と 有 翅 の も の が い る 。 本 来 、 無 翅 型 に な る
ア ブ ラ ム シ 幼 虫 や ウ ン カ 幼 虫 に 上 記 Ｄ Ｎ Ａ を 発 現 さ せ る こ と に よ り 有 翅 型 を 作 製 で き る 。
ま た 、 幼 若 ホ ル モ ン の 分 泌 を 成 虫 期 に 止 め る と 、 一 種 の 休 眠 状 態 に 入 っ て 生 殖 成 熟 が と ま
り 、 寿 命 が 延 び る 現 象 が シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ や オ オ カ バ マ ダ ラ と い っ た 昆 虫 で 知 ら れ て い る
。 従 っ て 、 こ れ ら の 昆 虫 で は 、 上 記 Ｄ Ｎ Ａ に よ り 、 幼 若 ホ ル モ ン の 合 成 を 抑 制 す る こ と で
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、 寿 命 を 延 長 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ま た 、 こ の 現 象 を 応 用 し て 、 上 記 Ｄ Ｎ Ａ に よ り 、 幼
若 ホ ル モ ン の 合 成 を 抑 制 す る こ と で 、 天 敵 昆 虫 （ 例 え ば テ ン ト ウ ム シ ） な ど を 任 意 に 休 眠
状 態 に し て 長 期 間 貯 蔵 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ま た 、 ミ ツ バ チ の 働 き 蜂 で は 、 加 齢 と と も
に 幼 若 ホ ル モ ン 濃 度 が あ が り 、 仕 事 の 内 容 （ 行 動 ） が 変 わ る こ と が 知 ら れ て い る （ 笹 川 浩
美 （ １ ９ ９ ９ ） 環 境 昆 虫 学 － 行 動 ・ 生 理 ・ 化 学 生 態 　 東 京 大 学 出 版 会 　 ｐ １ ４ ３ － １ ７ ２
） 。 し た が っ て 、 幼 若 ホ ル モ ン の 合 成 を 抑 制 す れ ば ミ ツ バ チ の 働 き 蜂 の 行 動 を 制 御 で き る
。
　 ア ン チ セ ン ス 核 酸 が 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る 作 用 と し て は 、 以 下 の よ う な 複 数 の 要
因 が 存 在 す る 。 す な わ ち 、 三 重 鎖 形 成 に よ る 転 写 開 始 阻 害 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ に よ っ て
局 部 的 に 開 状 ル ー プ 構 造 が 作 ら れ た 部 位 と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に よ る 転 写 阻 害 、 合 成 の 進
み つ つ あ る Ｒ Ｎ Ａ と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に よ る 転 写 阻 害 、 イ ン ト ロ ン と エ ク ソ ン と の 接 合
点 に お け る ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に よ る ス プ ラ イ シ ン グ 阻 害 、 ス プ ラ イ ソ ソ ー ム 形 成 部 位 と の
ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に よ る ス プ ラ イ シ ン グ 阻 害 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に よ る 核 か
ら 細 胞 質 へ の 移 行 阻 害 、 キ ャ ッ ピ ン グ 部 位 や ポ リ （ Ａ ） 付 加 部 位 と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に
よ る ス プ ラ イ シ ン グ 阻 害 、 翻 訳 開 始 因 子 結 合 部 位 と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に よ る 翻 訳 開 始 阻
害 、 開 始 コ ド ン 近 傍 の リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に よ る 翻 訳 阻 害 、 ｍ Ｒ Ｎ
Ａ の 翻 訳 領 域 や ポ リ ソ ー ム 結 合 部 位 と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に よ る ペ プ チ ド 鎖 の 伸 長 阻 害 、
お よ び 核 酸 と タ ン パ ク 質 と の 相 互 作 用 部 位 と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に よ る 遺 伝 子 発 現 阻 害 な
ど で あ る 。 こ の よ う に ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 転 写 、 ス プ ラ イ シ ン グ ま た は 翻 訳 な ど 様 々 な
過 程 を 阻 害 す る こ と で 、 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る （ 平 島 お よ び 井 上 ： 新 生 化 学 実 験 講
座 ２ 　 核 酸 Ｉ Ｖ 　 遺 伝 子 の 複 製 と 発 現 （ 日 本 生 化 学 会 編 ， 東 京 化 学 同 人 ） ｐ ｐ ． ３ １ ９ －
３ ４ ７ ， １ ９ ９ ３ ） 。
　 本 発 明 で 用 い ら れ る ア ン チ セ ン ス 配 列 は 、 上 記 の い ず れ の 作 用 に よ り 標 的 遺 伝 子 の 発 現
を 抑 制 し て も よ い 。 一 つ の 態 様 と し て は 、 遺 伝 子 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ５ ’ 端 近 傍 の 非 翻 訳 領 域 に
相 補 的 な ア ン チ セ ン ス 配 列 を 設 計 す れ ば 、 遺 伝 子 の 翻 訳 阻 害 に 効 果 的 と 考 え ら れ る 。 ま た
、 コ ー ド 領 域 も し く は ３ ’ 側 の 非 翻 訳 領 域 に 相 補 的 な 配 列 も 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の
よ う に 、 遺 伝 子 の 翻 訳 領 域 だ け で な く 非 翻 訳 領 域 の 配 列 の ア ン チ セ ン ス 配 列 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ
も 、 本 発 明 で 利 用 さ れ る ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ に 含 ま れ る 。 使 用 さ れ る ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ
は 、 適 当 な プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に 連 結 さ れ 、 好 ま し く は ３ ’ 側 に 転 写 終 結 シ グ ナ ル を 含 む
配 列 が 連 結 さ れ る 。 こ の よ う に し て 調 製 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ は 、 公 知 の 方 法 を 用 い る こ と で 、 所
望 の 生 物 へ 形 質 転 換 で き る 。 ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 は 、 形 質 転 換 さ れ る 生 物 が 持 つ 内
在 性 遺 伝 子 ま た は そ の 一 部 と 相 補 的 な 配 列 で あ る こ と が 好 ま し い が 、 遺 伝 子 の 発 現 を 有 効
に 抑 制 で き る 限 り に お い て 、 完 全 に 相 補 的 で な く て も よ い 。 転 写 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ は 、 標 的 遺
伝 子 の 転 写 産 物 に 対 し て 好 ま し く は ９ ０ ％ 以 上 、 最 も 好 ま し く は ９ ５ ％ 以 上 の 相 補 性 を 有
す る 。 ア ン チ セ ン ス 配 列 を 用 い て 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 効 果 的 に 抑 制 す る に は 、 ア ン チ セ ン
ス Ｄ Ｎ Ａ の 長 さ は 少 な く と も １ ５ 塩 基 以 上 で あ り 、 好 ま し く は １ ０ ０ 塩 基 以 上 で あ り 、 さ
ら に 好 ま し く は ５ ０ ０ 塩 基 以 上 で あ る 。 通 常 用 い ら れ る ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ の 長 さ は ５ ｋ
ｂ よ り も 短 く 、 好 ま し く は ２ ． ５ ｋ ｂ よ り も 短 い 。
　 内 在 性 遺 伝 子 の 発 現 の 抑 制 は 、 ま た 、 リ ボ ザ イ ム を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 利 用 し て 行 う こ
と も 可 能 で あ る 。 リ ボ ザ イ ム と は 触 媒 活 性 を 有 す る Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の こ と を 指 す 。 リ ボ ザ イ ム
に は 種 々 の 活 性 を 有 す る も の が 存 在 す る が 、 中 で も Ｒ Ｎ Ａ を 切 断 す る 酵 素 と し て の リ ボ ザ
イ ム に 焦 点 を 当 て た 研 究 に よ り 、 Ｒ Ｎ Ａ を 部 位 特 異 的 に 切 断 す る リ ボ ザ イ ム の 設 計 が 可 能
と な っ た 。 リ ボ ザ イ ム に は 、 グ ル ー プ Ｉ イ ン ト ロ ン 型 や Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ 　 Ｐ に 含 ま れ る Ｍ １ 　
Ｒ Ｎ Ａ の よ う に ４ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 以 上 の 大 き さ の も の も あ る が 、 ハ ン マ ー ヘ ッ ド 型 や ヘ
ア ピ ン 型 と 呼 ば れ る ４ ０ ヌ ク レ オ チ ド 程 度 の 活 性 ド メ イ ン を 有 す る も の も あ る （ 小 泉 誠 お
よ び 大 塚 栄 子 ： 蛋 白 質 核 酸 酵 素 ， ３ ５ ： ２ １ ９ １ ， １ ９ ９ ０ ） 。
　 例 え ば 、 ハ ン マ ー ヘ ッ ド 型 リ ボ ザ イ ム の 自 己 切 断 ド メ イ ン は 、 Ｇ １ ３ Ｕ １ ４ Ｃ １ ５ と い
う 配 列 の Ｃ １ ５ の ３ ’ 側 を 切 断 す る が 、 そ の 活 性 に は Ｕ １ ４ と Ａ ９ と の 塩 基 対 形 成 が 重 要
と さ れ 、 Ｃ １ ５ の 代 わ り に Ａ １ ５ ま た は Ｕ １ ５ で も 切 断 さ れ 得 る こ と が 示 さ れ て い る （ Ｋ
ｏ ｉ ｚ ｕ ｍ ｉ 　 Ｍ ， ｅ ｔ 　 ａ ｌ ： Ｆ Ｅ Ｂ Ｓ 　 Ｌ ｅ ｔ ｔ 　 ２ ２ ８ ： ２ ２ ８ ， １ ９ ８ ８ ） 。 基
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質 結 合 部 位 が 標 的 部 位 近 傍 の Ｒ Ｎ Ａ 配 列 と 相 補 的 な リ ボ ザ イ ム を 設 計 す れ ば 、 標 的 Ｒ Ｎ Ａ
中 の Ｕ Ｃ 、 Ｕ Ｕ ま た は Ｕ Ａ と い う 配 列 を 認 識 す る 制 限 酵 素 的 な Ｒ Ｎ Ａ 切 断 リ ボ ザ イ ム を 作
出 す る こ と が で き る （ Ｋ ｏ ｉ ｚ ｕ ｍ ｉ 　 Ｍ ， ｅ ｔ 　 ａ ｌ ： Ｆ Ｅ Ｂ Ｓ 　 Ｌ ｅ ｔ ｔ 　 ２ ３ ９ ：
２ ８ ５ ， １ ９ ８ ８ 、 小 泉 誠 お よ び 大 塚 栄 子 ： 蛋 白 質 核 酸 酵 素 ３ ５ ： ２ １ ９ １ ， １ ９ ９ ０ 、
Ｋ ｏ ｉ ｚ ｕ ｍ ｉ 　 Ｍ ， ｅ ｔ 　 ａ ｌ ： Ｎ ｕ ｃ ｌ 　 Ａ ｃ ｉ ｄ ｓ 　 Ｒ ｅ ｓ 　 １ ７ ： ７ ０ ５ ９ ， １
９ ８ ９ ） 。 例 え ば 、 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ （ 配 列 番 号 ： １
、 ３ 、 ５ 、 ７ 、 ま た は ９ ） 中 に は 、 標 的 と な り 得 る 部 位 が 複 数 存 在 す る 。
　 ま た 、 ヘ ア ピ ン 型 リ ボ ザ イ ム も 本 発 明 の 目 的 に 有 用 で あ る 。 こ の リ ボ ザ イ ム は 、 例 え ば
タ バ コ リ ン グ ス ポ ッ ト ウ イ ル ス の サ テ ラ イ ト Ｒ Ｎ Ａ の マ イ ナ ス 鎖 に 見 出 さ れ る （ Ｂ ｕ ｚ ａ
ｙ ａ ｎ 　 Ｊ Ｍ ： Ｎ ａ ｔ ｕ ｒ ｅ 　 ３ ２ ３ ： ３ ４ ９ ， １ ９ ８ ６ ） 。 ヘ ア ピ ン 型 リ ボ ザ イ ム か ら
も 、 標 的 特 異 的 な Ｒ Ｎ Ａ 切 断 リ ボ ザ イ ム を 作 出 で き る こ と が 示 さ れ て い る （ Ｋ ｉ ｋ ｕ ｃ ｈ
ｉ 　 Ｙ 　 ＆ 　 Ｓ ａ ｓ ａ ｋ ｉ 　 Ｎ ： Ｎ ｕ ｃ ｌ 　 Ａ ｃ ｉ ｄ ｓ 　 Ｒ ｅ ｓ 　 １ ９ ： ６ ７ ５ １ ， １ ９
９ １ 、 菊 池 洋 ： 化 学 と 生 物 ３ ０ ： １ １ ２ ， １ ９ ９ ２ ） 。
　 標 的 を 切 断 で き る よ う に 設 計 さ れ た リ ボ ザ イ ム は 、 例 え ば 、 昆 虫 細 胞 中 で 任 意 の 時 期 に
転 写 さ れ る よ う に 、 ヒ ー ト シ ョ ッ ク プ ロ モ ー タ ー ま た は テ ト ラ サ イ ク リ ン 応 答 性 プ ロ モ ー
タ ー な ど の プ ロ モ ー タ ー お よ び 転 写 終 結 配 列 に 連 結 さ れ る 。 こ の と き 、 転 写 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ
の ５ ’ 端 や ３ ’ 端 に 余 分 な 配 列 が 付 加 さ れ て い る と 、 リ ボ ザ イ ム の 活 性 が 失 わ れ る こ と が
あ る が 、 こ う い っ た 場 合 は 、 転 写 さ れ た リ ボ ザ イ ム を 含 む Ｒ Ｎ Ａ か ら リ ボ ザ イ ム 部 分 だ け
を 正 確 に 切 り 出 す た め に 、 リ ボ ザ イ ム 部 分 の ５ ’ 側 や ３ ’ 側 に シ ス に 働 く 別 の ト リ ミ ン グ
リ ボ ザ イ ム を 配 置 さ せ る こ と も 可 能 で あ る （ Ｔ ａ ｉ ｒ ａ 　 Ｋ ， ｅ ｔ 　 ａ ｌ ： Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ
ｎ 　 Ｅ ｎ ｇ 　 ３ ： ７ ３ ３ ， １ ９ ９ ０ 、 Ｄ ｚ ｉ ａ ｎ ｏ ｔ ｔ 　 Ａ Ｍ 　 ＆ 　 Ｂ ｕ ｊ ａ ｒ ｓ ｋ ｉ 　
Ｊ Ｊ ： Ｐ ｒ ｏ ｃ 　 Ｎ ａ ｔ ｌ 　 Ａ ｃ ａ ｄ 　 Ｓ ｃ ｉ 　 Ｕ Ｓ Ａ 　 ８ ６ ： ４ ８ ２ ３ ， １ ９ ８ ９ 、 Ｇ
ｒ ｏ ｓ ｓ ｈ ａ ｎ ｓ 　 Ｃ Ａ 　 ＆ 　 Ｃ ｅ ｃ ｈ 　 Ｔ Ｒ ： Ｎ ｕ ｃ ｌ 　 Ａ ｃ ｉ ｄ ｓ 　 Ｒ ｅ ｓ 　 １ ９ ：
３ ８ ７ ５ ， １ ９ ９ １ 、 Ｔ ａ ｉ ｒ ａ 　 Ｋ ， ｅ ｔ 　 ａ ｌ ： Ｎ ｕ ｃ ｌ 　 Ａ ｃ ｉ ｄ ｓ 　 Ｒ ｅ ｓ 　 １
９ ： ５ １ ２ ５ ， １ ９ ９ １ ） 。 ま た 、 こ の よ う な 構 成 単 位 を タ ン デ ム に 並 べ 、 標 的 遺 伝 子 内
の 複 数 の 部 位 を 切 断 で き る よ う に す る こ と で 、 よ り 効 果 を 高 め る こ と も で き る （ Ｙ ｕ ｙ ａ
ｍ ａ 　 Ｎ ， ｅ ｔ 　 ａ ｌ ： Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ 　 Ｂ ｉ ｏ ｐ ｈ ｙ ｓ 　 Ｒ ｅ ｓ 　 Ｃ ｏ ｍ ｍ ｕ ｎ 　 １ ８
６ ： １ ２ ７ １ ， １ ９ ９ ２ ） 。 こ の よ う に 、 リ ボ ザ イ ム を 用 い て 本 発 明 に お け る 標 的 遺 伝 子
の 転 写 産 物 を 特 異 的 に 切 断 す る こ と で 、 該 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る こ と が で き る 。
　 内 在 性 遺 伝 子 の 発 現 の 抑 制 は 、 さ ら に 、 標 的 遺 伝 子 配 列 と 同 一 も し く は 類 似 し た 配 列 を
有 す る 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を 用 い た Ｒ Ｎ Ａ 　 ｉ ｎ ｔ ｅ ｒ ｆ ｅ ｒ ａ ｎ ｃ ｅ （ Ｒ Ｎ Ａ ｉ ） に よ っ て も
行 う こ と が で き る 。 Ｒ Ｎ Ａ ｉ と は 、 標 的 遺 伝 子 配 列 と 同 一 も し く は 類 似 し た 配 列 を 有 す る
二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を 細 胞 内 に 導 入 す る と 、 導 入 し た 外 来 遺 伝 子 お よ び 標 的 内 在 性 遺 伝 子 の 発 現
が い ず れ も 抑 制 さ れ る 現 象 の こ と を 指 す 。 Ｒ Ｎ Ａ ｉ の 機 構 の 詳 細 は 明 ら か で は な い が 、 最
初 に 導 入 し た 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ が 小 片 に 分 解 さ れ 、 何 ら か の 形 で 標 的 遺 伝 子 の 指 標 と な る こ と
に よ り 、 標 的 遺 伝 子 が 分 解 さ れ る と 考 え ら れ て い る 。 Ｒ Ｎ Ａ ｉ は 昆 虫 に お い て も 効 果 を 奏
す る こ と が 知 ら れ て い る （ Ｋ ｅ ｎ ｎ ｅ ｒ ｄ ｅ ｌ ｌ ， Ｊ ． Ｒ ． ＆ 　 Ｃ ａ ｒ ｔ ｈ ｅ ｗ ， Ｒ ． Ｗ
． ： Ｎ ａ ｔ ． Ｂ ｉ ｏ ｔ ｅ ｃ ｈ ｎ ｏ ｌ ． １ ８ ： ８ ９ ６ ， ２ ０ ０ ０ ； Ｐ ｉ ｃ ｃ ｉ ｎ ， Ａ ． ｅ ｔ
　 ａ ｌ ． ： Ｎ ｕ ｃ ｌ ｅ ｉ ｃ 　 Ａ ｃ ｉ ｄ 　 Ｒ ｅ ｓ ． ２ ９ ： Ｅ ５ ５ ， ２ ０ ０ １ ； Ｂ ｅ ｔ ｔ ｅ ｎ
ｃ ｏ ｕ ｒ ｔ ， Ｒ ． ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ： Ｉ ｎ ｓ ｅ ｃ ｔ 　 Ｍ ｏ ｌ ． Ｂ ｉ ｏ ｌ ． １ １ ： ２ ６ ７ ， ２ ０
０ ２ ； Ｈ ｕ ｇ ｈ ｅ ｓ ， Ｃ ． Ｌ ． ＆ 　 Ｋ ａ ｕ ｆ ｍ ａ ｎ ， Ｔ ． Ｃ ． ： Ｄ ｅ ｖ ｅ ｌ ｏ ｐ ｍ ｅ ｎ ｔ
　 １ ２ ７ ： ８ ６ ８ ３ ， ２ ０ ０ ０ ） 。
　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ は 、 標 的 配 列 の イ ン バ ー テ ッ ド リ ピ ー ト の 間 に 適 当 な 配 列 （ イ ン ト ロ ン
配 列 が 望 ま し い ） を 挿 入 し 、 ヘ ア ピ ン 構 造 を 持 つ ダ ブ ル ス ト ラ ン ド Ｒ Ｎ Ａ （ ｓ ｅ ｌ ｆ － ｃ
ｏ ｍ ｐ ｌ ｅ ｍ ｅ ｎ ｔ ａ ｒ ｙ 　 ‘ ｈ ａ ｉ ｒ ｐ ｉ ｎ ’ 　 Ｒ Ｎ Ａ （ ｈ ｐ Ｒ Ｎ Ａ ） ） を 作 る よ う な
コ ン ス ト ラ ク ト （ Ｓ ｍ ｉ ｔ ｈ ， Ｎ ． Ａ ． ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． Ｎ ａ ｔ ｕ ｒ ｅ ， ４ ０ ７ ： ３ １ ９ ， ２
０ ０ ０ 、 Ｗ ｅ ｓ ｌ ｅ ｙ ， Ｓ ． Ｖ ． ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． Ｐ ｌ ａ ｎ ｔ 　 Ｊ ． ２ ７ ： ５ ８ １ ， ２ ０ ０ １
、 Ｐ ｉ ｃ ｃ ｉ ｎ ， Ａ ． ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． Ｎ ｕ ｃ ｌ ｅ ｉ ｃ 　 Ａ ｃ ｉ ｄ ｓ 　 Ｒ ｅ ｓ ． ２ ９ ： Ｅ ５ ５
， ２ ０ ０ １ ） と し て 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。
　 Ｒ Ｎ Ａ ｉ に 用 い る Ｄ Ｎ Ａ は 、 標 的 遺 伝 子 と 完 全 に 同 一 で あ る 必 要 は な い が 、 少 な く と も
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７ ０ ％ 以 上 、 好 ま し く は ８ ０ ％ 以 上 、 さ ら に 好 ま し く は ９ ０ ％ 以 上 、 最 も 好 ま し く は ９ ５
％ 以 上 の 配 列 の 同 一 性 を 有 す る 。 ま た 、 配 列 の 同 一 性 は 上 述 し た 手 法 に よ り 決 定 で き る 。
　 本 発 明 は 、 ま た 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ が 挿 入 さ れ た ベ ク タ ー を 提 供 す る 。 該 ベ ク タ ー と し て
は 、 例 え ば 、 任 意 の 時 期 に 誘 導 可 能 な プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ が 結 合 し た
（ 機 能 的 に 結 合 し た ） ベ ク タ ー が 挙 げ ら れ る 。 こ こ で 、 「 機 能 的 に 結 合 し た 」 と は 、 上 記
任 意 の 時 期 に 誘 導 可 能 な プ ロ モ ー タ ー 領 域 に 転 写 因 子 が 結 合 す る こ と に よ り 、 本 発 明 の Ｄ
Ｎ Ａ の 発 現 が 誘 導 さ れ る よ う に 、 上 記 任 意 の 時 期 に 誘 導 可 能 な プ ロ モ ー タ ー 領 域 と 本 発 明
の Ｄ Ｎ Ａ と が 結 合 し て い る こ と を い う 。 従 っ て 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ が 他 の 遺 伝 子 と 結 合 し て
お り 、 他 の 遺 伝 子 産 物 と の 融 合 タ ン パ ク 質 を 形 成 す る 場 合 で あ っ て も 、 上 記 任 意 の 時 期 に
誘 導 可 能 な プ ロ モ ー タ ー 領 域 に 転 写 因 子 が 結 合 す る こ と に よ っ て 、 該 融 合 タ ン パ ク 質 の 発
現 が 誘 導 さ れ る も の で あ れ ば 、 上 記 「 機 能 的 に 結 合 し た 」 の 意 に 含 ま れ る 。 本 発 明 の Ｄ Ｎ
Ａ が 挿 入 さ れ た ベ ク タ ー は 、 節 足 動 物 （ 好 ま し く は 昆 虫 ） の 脱 皮 ・ 変 態 、 生 殖 、 休 眠 、 胚
発 生 、 行 動 、 多 型 ま た は 寿 命 の 制 御 剤 と し て 利 用 す る こ と が で き る 。
　 ま た 、 上 記 任 意 の 時 期 に 誘 導 可 能 な プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 例 え ば 、 ヒ ー ト シ ョ ッ ク プ
ロ モ ー タ ー ま た は テ ト ラ サ イ ク リ ン 応 答 性 プ ロ モ ー タ ー な ど が 挙 げ ら れ る 。 ヒ ー ト シ ョ ッ
ク プ ロ モ ー タ ー ま た は テ ト ラ サ イ ク リ ン 応 答 性 プ ロ モ ー タ ー な ど 任 意 の 時 期 に 誘 導 可 能 な
プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ が 結 合 し た ベ ク タ ー の コ ン ス ト ラ ク ト は 、 文 献 （
Ｕ ｈ ｌ ｉ ｒ ｏ ｖ ａ 　 Ｍ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ： Ｄ ｅ ｖ ． Ｇ ｅ ｎ ｅ ｓ ． Ｅ ｖ ｏ ｌ ． ， ２ １ ２ ： １ ４
５ － １ ５ １ 、 Ｂ ｅ ｌ ｌ ｏ ， Ｂ ． ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ： Ｄ ｅ ｖ ｅ ｌ ｏ ｐ ｍ ｅ ｎ ｔ 　 １ ２ ５ ， ２ １ ９
３ － ２ ２ ０ ２ ， １ ９ ９ ８ ） を 参 考 に 作 製 し 、 使 用 す る こ と が で き る 。
　 ま た 、 本 発 明 の ベ ク タ ー は 、 宿 主 細 胞 内 に お い て 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ を 保 持 さ せ た り 、 本 発
明 の タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る た め に 利 用 す る こ と も で き る 。 こ の よ う な ベ ク タ ー と し て は
、 例 え ば 、 大 腸 菌 を 宿 主 と す る 場 合 に は 、 ベ ク タ ー を 大 腸 菌 （ 例 え ば 、 Ｊ Ｍ １ ０ ９ 、 Ｄ Ｈ
５ α 、 Ｈ Ｂ １ ０ １ 、 Ｘ Ｌ １ Ｂ ｌ ｕ ｅ ） な ど で 大 量 に 増 幅 さ せ 大 量 調 製 す る た め に 、 大 腸 菌
で 増 幅 さ れ る た め の 「 ｏ ｒ ｉ 」 を も ち 、 さ ら に 形 質 転 換 さ れ た 大 腸 菌 の 選 抜 遺 伝 子 （ 例 え
ば 、 な ん ら か の 薬 剤 （ ア ン ピ シ リ ン や テ ト ラ サ イ ク リ ン 、 カ ナ マ イ シ ン 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ
コ ー ル ） に よ り 判 別 で き る よ う な 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 ） を 有 す れ ば 特 に 制 限 は な い 。
　 ベ ク タ ー の 例 と し て は 、 Ｍ １ ３ 系 ベ ク タ ー 、 ｐ Ｕ Ｃ 系 ベ ク タ ー 、 ｐ Ｂ Ｒ ３ ２ ２ 、 ｐ Ｂ ｌ
ｕ ｅ ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ 、 ｐ Ｃ Ｒ － Ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ な ど が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の サ ブ ク ロ
ー ニ ン グ 、 切 り 出 し を 目 的 と し た 場 合 、 上 記 ベ ク タ ー の 他 に 、 例 え ば 、 ｐ Ｇ Ｅ Ｍ － Ｔ 、 ｐ
Ｄ Ｉ Ｒ Ｅ Ｃ Ｔ 、 ｐ Ｔ ７ な ど が 挙 げ ら れ る 。
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 生 産 す る 目 的 に お い て ベ ク タ ー を 使 用 す る 場 合 に は 、 特 に 、 発 現
ベ ク タ ー が 有 用 で あ る 。 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 例 え ば 、 大 腸 菌 で の 発 現 を 目 的 と し た 場
合 は 、 ベ ク タ ー が 大 腸 菌 で 増 幅 さ れ る よ う な 上 記 特 徴 を 持 つ ほ か に 、 宿 主 を Ｊ Ｍ １ ０ ９ 、
Ｄ Ｈ ５ α 、 Ｈ Ｂ １ ０ １ 、 Ｘ Ｌ １ － Ｂ ｌ ｕ ｅ な ど の 大 腸 菌 と し た 場 合 に お い て は 、 大 腸 菌 で
効 率 よ く 発 現 で き る よ う な プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば 、 ｌ ａ ｃ Ｚ プ ロ モ ー タ ー （ Ｗ ａ ｒ ｄ ら ，
Ｎ ａ ｔ ｕ ｒ ｅ （ １ ９ ８ ９ ） ３ ４ １ ， ５ ４ ４ － ５ ４ ６ ； Ｆ Ａ Ｓ Ｅ Ｂ 　 Ｊ ． （ １ ９ ９ ２ ） ６ ，
２ ４ ２ ２ － ２ ４ ２ ７ ） 、 ａ ｒ ａ Ｂ プ ロ モ ー タ ー （ Ｂ ｅ ｔ ｔ ｅ ｒ ら ， Ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ （ １ ９
８ ８ ） ２ ４ ０ ， １ ０ ４ １ － １ ０ ４ ３ ） 、 ま た は Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー な ど を 持 っ て い る こ と が
不 可 欠 で あ る 。 こ の よ う な ベ ク タ ー と し て は 、 上 記 ベ ク タ ー の 他 に ｐ Ｇ Ｅ Ｘ － ５ Ｘ － １ （
フ ァ ル マ シ ア 社 製 ） 、 「 Ｑ Ｉ Ａ ｅ ｘ ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ 　 ｓ ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ 」 （ キ ア ゲ ン 社 製 ） 、 ｐ Ｅ
Ｇ Ｆ Ｐ 、 ま た は ｐ Ｅ Ｔ （ こ の 場 合 、 宿 主 は Ｔ ７ 　 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 発 現 し て い る Ｂ Ｌ
２ １ が 好 ま し い ） な ど が 挙 げ ら れ る 。
　 ま た 、 ベ ク タ ー に は 、 タ ン パ ク 質 分 泌 の た め の シ グ ナ ル 配 列 が 含 ま れ て い て も よ い 。 タ
ン パ ク 質 分 泌 の た め の シ グ ナ ル 配 列 と し て は 、 大 腸 菌 の ペ リ プ ラ ズ ム に 産 生 さ せ る 場 合 、
ｐ ｅ ｌ Ｂ シ グ ナ ル 配 列 （ Ｌ ｅ ｉ ， Ｓ ． Ｐ ． ｅ ｔ 　 ａ ｌ 　 Ｊ ． Ｂ ａ ｃ ｔ ｅ ｒ ｉ ｏ ｌ ． （ １ ９
８ ７ ） １ ６ ９ ， ４ ３ ７ ９ ） を 使 用 す れ ば よ い 。 宿 主 細 胞 へ の ベ ク タ ー の 導 入 は 、 例 え ば 塩
化 カ ル シ ウ ム 法 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。
　 大 腸 菌 以 外 に も 、 例 え ば 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 製 造 す る た め の ベ ク タ ー と し て は 、 哺
乳 動 物 由 来 の 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ （ イ ン ビ ト ロ ゲ ン 社 製 ） や 、 ｐ Ｅ Ｇ Ｆ
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－ Ｂ Ｏ Ｓ （ Ｎ ｕ ｃ ｌ ｅ ｉ ｃ 　 Ａ ｃ ｉ ｄ ｓ ． Ｒ ｅ ｓ ． １ ９ ９ ０ ， １ ８ （ １ ７ ） ， ｐ ５ ３ ２ ２
） 、 ｐ Ｅ Ｆ 、 ｐ Ｃ Ｄ Ｍ ８ ） 、 昆 虫 細 胞 由 来 の 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば 「 Ｂ ａ ｃ － ｔ ｏ － Ｂ Ａ
Ｃ 　 ｂ ａ ｃ ｕ ｌ ｏ ｖ ａ ｉ ｒ ｕ ｓ 　 ｅ ｘ ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎ 　 ｓ ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ 」 （ ギ ブ コ Ｂ Ｒ Ｌ
社 製 ） 、 ｐ Ｂ ａ ｃ Ｐ Ａ Ｋ ８ ） 、 植 物 由 来 の 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば ｐ Ｍ Ｈ １ 、 ｐ Ｍ Ｈ ２ ） 、
動 物 ウ ィ ル ス 由 来 の 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 ｐ Ｈ Ｓ Ｖ 、 ｐ Ｍ Ｖ 、 ｐ Ａ ｄ ｅ ｘ Ｌ ｃ ｗ ） 、 レ
ト ロ ウ ィ ル ス 由 来 の 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 ｐ Ｚ Ｉ Ｐ ｎ ｅ ｏ ） 、 酵 母 由 来 の 発 現 ベ ク タ ー
（ 例 え ば 、 「 Ｐ ｉ ｃ ｈ ｉ ａ 　 Ｅ ｘ ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎ 　 Ｋ ｉ ｔ 」 （ イ ン ビ ト ロ ゲ ン 社 製 ） 、
ｐ Ｎ Ｖ １ １ 、 Ｓ Ｐ － Ｑ ０ １ ） 、 枯 草 菌 由 来 の 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 ｐ Ｐ Ｌ ６ ０ ８ 、 ｐ Ｋ
Ｔ Ｈ ５ ０ ） が 挙 げ ら れ る 。
　 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 、 Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 、 Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 等 の 動 物 細 胞 で の 発 現 を 目 的 と し た 場 合 に
は 、 細 胞 内 で 発 現 さ せ る た め に 必 要 な プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば Ｓ Ｖ ４ ０ プ ロ モ ー タ ー （ Ｍ ｕ
ｌ ｌ ｉ ｇ ａ ｎ ら ， Ｎ ａ ｔ ｕ ｒ ｅ （ １ ９ ７ ９ ） ２ ７ ７ ， １ ０ ８ ） 、 Ｍ Ｍ Ｌ Ｖ － Ｌ Ｔ Ｒ プ ロ モ
ー タ ー 、 Ｅ Ｆ １ α プ ロ モ ー タ ー （ Ｍ ｉ ｚ ｕ ｓ ｈ ｉ ｍ ａ ら ， Ｎ ｕ ｃ ｌ ｅ ｉ ｃ 　 Ａ ｃ ｉ ｄ ｓ 　
Ｒ ｅ ｓ ． （ １ ９ ９ ０ ） １ ８ ， ５ ３ ２ ２ ） 、 Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー な ど を 持 っ て い る こ と が 不
可 欠 で あ り 、 細 胞 へ の 形 質 転 換 を 選 抜 す る た め の 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 薬 剤 （ ネ オ マ イ シ ン 、
Ｇ ４ １ ８ な ど ） に よ り 判 別 で き る よ う な 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 ） を 有 す れ ば さ ら に 好 ま し い 。 こ
の よ う な 特 性 を 有 す る ベ ク タ ー と し て は 、 例 え ば 、 ｐ Ｍ Ａ Ｍ 、 ｐ Ｄ Ｒ ２ 、 ｐ Ｂ Ｋ － Ｒ Ｓ Ｖ
、 ｐ Ｂ Ｋ － Ｃ Ｍ Ｖ 、 ｐ Ｏ Ｐ Ｒ Ｓ Ｖ 、 ｐ Ｏ Ｐ １ ３ な ど が 挙 げ ら れ る 。
　 さ ら に 、 遺 伝 子 を 安 定 的 に 発 現 さ せ 、 か つ 、 細 胞 内 で の 遺 伝 子 の コ ピ ー 数 の 増 幅 を 目 的
と す る 場 合 に は 、 核 酸 合 成 経 路 を 欠 損 し た Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 に そ れ を 相 補 す る Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ 遺 伝 子 を
有 す る ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 ｐ Ｃ Ｈ Ｏ Ｉ な ど ） を 導 入 し 、 メ ト ト レ キ セ ー ト （ Ｍ Ｔ Ｘ ） に よ
り 増 幅 さ せ る 方 法 が 挙 げ ら れ 、 ま た 、 遺 伝 子 の 一 過 性 の 発 現 を 目 的 と す る 場 合 に は 、 Ｓ Ｖ
４ ０ 　 Ｔ 抗 原 を 発 現 す る 遺 伝 子 を 染 色 体 上 に 持 つ Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 を 用 い て Ｓ Ｖ ４ ０ の 複 製 起 点
を 持 つ ベ ク タ ー （ ｐ ｃ Ｄ な ど ） で 形 質 転 換 す る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。 複 製 開 始 点 と し て は 、
ま た 、 ポ リ オ ー マ ウ ィ ル ス 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス 、 ウ シ パ ピ ロ ー マ ウ ィ ル ス （ Ｂ Ｐ Ｖ ） 等 の 由
来 の も の を 用 い る こ と も で き る 。 さ ら に 、 宿 主 細 胞 系 で 遺 伝 子 コ ピ ー 数 増 幅 の た め 、 発 現
ベ ク タ ー は 選 択 マ ー カ ー と し て 、 ア ミ ノ グ リ コ シ ド ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ａ Ｐ Ｈ ） 遺 伝 子
、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ （ Ｔ Ｋ ） 遺 伝 子 、 大 腸 菌 キ サ ン チ ン グ ア ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス
フ ェ ラ ー ゼ （ Ｅ ｃ ｏ ｇ ｐ ｔ ） 遺 伝 子 、 ジ ヒ ド ロ 葉 酸 還 元 酵 素 （ ｄ ｈ ｆ ｒ ） 遺 伝 子 等 を 含 む
こ と が で き る 。
　 一 方 、 動 物 の 生 体 内 で 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ を 発 現 さ せ る 方 法 と し て は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ を 適
当 な ベ ク タ ー に 組 み 込 み 、 例 え ば 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 法 、 リ ポ ソ ー ム 法 、 カ チ オ ニ ッ ク リ ポ
ソ ー ム 法 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 法 な ど に よ り 生 体 内 に 導 入 す る 方 法 な ど が 挙 げ ら れ る 。 用 い ら
れ る ベ ク タ ー と し て は 、 例 え ば 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ 例 え ば ｐ Ａ ｄ ｅ ｘ ｌ ｃ ｗ ） や
レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ 例 え ば ｐ Ｚ Ｉ Ｐ ｎ ｅ ｏ ） な ど が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 制 限 さ
れ な い 。 ベ ク タ ー へ の 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ の 挿 入 な ど の 一 般 的 な 遺 伝 子 操 作 は 、 常 法 に 従 っ て
行 う こ と が 可 能 で あ る （ Ｍ ｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａ ｒ 　 Ｃ ｌ ｏ ｎ ｉ ｎ ｇ ， ５ ． ６ １ － ５ ． ６ ３ ） 。
生 体 内 へ の 投 与 は 、 ｅ ｘ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ 法 で あ っ て も 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ 法 で あ っ て も よ い 。
　 ま た 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ベ ク タ ー が 導 入 さ れ た 宿 主 細 胞 を 提 供 す る 。 本 発 明 の ベ ク タ
ー が 導 入 さ れ る 宿 主 細 胞 と し て は 特 に 制 限 は な く 、 例 え ば 、 大 腸 菌 や 種 々 の 動 物 細 胞 な ど
を 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 本 発 明 の 宿 主 細 胞 は 、 例 え ば 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 製 造 や
発 現 の た め の 産 生 系 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 製 造 の た め の 産 生 系 は 、 ｉ
ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ お よ び ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ の 産 生 系 が あ る 。 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ の 産 生 系 と し て
は 、 真 核 細 胞 を 使 用 す る 産 生 系 や 原 核 細 胞 を 使 用 す る 産 生 系 が 挙 げ ら れ る 。
　 真 核 細 胞 を 使 用 す る 場 合 、 例 え ば 、 動 物 細 胞 、 植 物 細 胞 、 真 菌 細 胞 を 宿 主 に 用 い る こ と
が で き る 。 動 物 細 胞 と し て は 、 哺 乳 類 細 胞 、 例 え ば 、 Ｃ Ｈ Ｏ （ Ｊ ． Ｅ ｘ ｐ ． Ｍ ｅ ｄ ． （ １
９ ９ ５ ） １ ０ ８ ， ９ ４ ５ ） 、 Ｃ Ｏ Ｓ 、 ３ Ｔ ３ 、 ミ エ ロ ー マ 、 Ｂ Ｈ Ｋ （ ｂ ａ ｂ ｙ 　 ｈ ａ ｍ ｓ
ｔ ｅ ｒ 　 ｋ ｉ ｄ ｎ ｅ ｙ ） 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 、 Ｖ ｅ ｒ ｏ 、 両 生 類 細 胞 、 例 え ば ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル
卵 母 細 胞 （ Ｖ ａ ｌ ｌ ｅ ， ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， Ｎ ａ ｔ ｕ ｒ ｅ （ １ ９ ８ １ ） ２ ９ １ ， ３ ５ ８ － ３ ４
０ ） 、 あ る い は 昆 虫 細 胞 、 例 え ば 、 Ｓ ｆ ９ 、 Ｓ ｆ ２ １ 、 Ｔ ｎ ５ が 知 ら れ て い る 。 Ｃ Ｈ Ｏ 細
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胞 と し て は 、 特 に 、 Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ 遺 伝 子 を 欠 損 し た Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 で あ る ｄ ｈ ｆ ｒ － Ｃ Ｈ Ｏ （ Ｐ ｒ
ｏ ｃ ． Ｎ ａ ｔ ｌ ． Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ ． Ｕ Ｓ Ａ （ １ ９ ８ ０ ） ７ ７ ， ４ ２ １ ６ － ４ ２ ２ ０ ） や
Ｃ Ｈ Ｏ 　 Ｋ － １ （ Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｎ ａ ｔ ｌ ． Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ ． Ｕ Ｓ Ａ （ １ ９ ６ ８ ） ６ ０ ， １
２ ７ ５ ） を 好 適 に 使 用 す る こ と が で き る 。 動 物 細 胞 に お い て 、 大 量 発 現 を 目 的 と す る 場 合
に は 特 に Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 が 好 ま し い 。 宿 主 細 胞 へ の ベ ク タ ー の 導 入 は 、 例 え ば 、 リ ン 酸 カ ル シ
ウ ム 法 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ デ キ ス ト ラ ン 法 、 カ チ オ ニ ッ ク リ ボ ソ ー ム Ｄ Ｏ Ｔ Ａ Ｐ （ ベ ー リ ン ガ ー マ
ン ハ イ ム 社 製 ） を 用 い た 方 法 、 エ レ ク ト ロ ポ ー レ ー シ ョ ン 法 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン な ど の 方
法 で 行 う こ と が 可 能 で あ る 。
　 植 物 細 胞 と し て は 、 例 え ば 、 ニ コ チ ア ナ ・ タ バ カ ム （ Ｎ ｉ ｃ ｏ ｔ ｉ ａ ｎ ａ 　 ｔ ａ ｂ ａ ｃ
ｕ ｍ ） 由 来 の 細 胞 が タ ン パ ク 質 生 産 系 と し て 知 ら れ て お り 、 こ れ を カ ル ス 培 養 す れ ば よ い
。 真 菌 細 胞 と し て は 、 酵 母 、 例 え ば 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス （ Ｓ ａ ｃ ｃ ｈ ａ ｒ ｏ ｍ ｙ ｃ ｅ ｓ ） 属
、 例 え ば 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ （ Ｓ ａ ｃ ｃ ｈ ａ ｒ ｏ ｍ ｙ ｃ ｅ ｓ 　 ｃ ｅ ｒ ｅ ｖ ｉ ｓ
ｉ ａ ｅ ） 、 糸 状 菌 、 例 え ば 、 ア ス ペ ル ギ ル ス （ Ａ ｓ ｐ ｅ ｒ ｇ ｉ ｌ ｌ ｕ ｓ ） 属 、 例 え ば 、 ア
ス ペ ル ギ ル ス ・ ニ ガ ー （ Ａ ｓ ｐ ｅ ｒ ｇ ｉ ｌ ｌ ｕ ｓ 　 ｎ ｉ ｇ ｅ ｒ ） が 知 ら れ て い る 。
　 原 核 細 胞 を 使 用 す る 場 合 、 細 菌 細 胞 を 用 い る 産 生 系 が あ る 。 細 菌 細 胞 と し て は 、 大 腸 菌
（ Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ ） 、 例 え ば 、 Ｊ Ｍ １ ０ ９ 、 Ｄ Ｈ ５ α 、 Ｈ Ｂ １ ０ １ 等 が 挙 げ ら れ 、 そ の 他 、
枯 草 菌 が 知 ら れ て い る 。
　 こ れ ら の 細 胞 を 目 的 と す る Ｄ Ｎ Ａ に よ り 形 質 転 換 し 、 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 を ｉ ｎ 　 ｖ ｉ
ｔ ｒ ｏ で 培 養 す る こ と に よ り タ ン パ ク 質 が 得 ら れ る 。 培 養 は 、 公 知 の 方 法 に 従 い 行 う こ と
が で き る 。 例 え ば 、 動 物 細 胞 の 培 養 液 と し て 、 例 え ば 、 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 、 Ｍ Ｅ Ｍ 、 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６
４ ０ 、 Ｉ Ｍ Ｄ Ｍ を 使 用 す る こ と が で き る 。 そ の 際 、 牛 胎 児 血 清 （ Ｆ Ｃ Ｓ ） 等 の 血 清 補 液 を
併 用 す る こ と も で き る し 、 無 血 清 培 養 し て も よ い 。 培 養 時 の ｐ Ｈ は 、 約 ６ ～ ８ で あ る の が
好 ま し い 。 培 養 は 、 通 常 、 約 ３ ０ ～ ４ ０ ℃ で 約 １ ５ ～ ２ ０ ０ 時 間 行 い 、 必 要 に 応 じ て 培 地
の 交 換 、 通 気 、 攪 拌 を 加 え る 。
　 一 方 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ で タ ン パ ク 質 を 産 生 さ せ る 系 と し て は 、 例 え ば 、 動 物 を 使 用 す る
産 生 系 や 植 物 を 使 用 す る 産 生 系 が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の 動 物 又 は 植 物 に 目 的 と す る Ｄ Ｎ Ａ
を 導 入 し 、 動 物 又 は 植 物 の 体 内 で タ ン パ ク 質 を 産 生 さ せ 、 回 収 す る 。 本 発 明 に お け る 「 宿
主 」 と は 、 こ れ ら の 動 物 、 植 物 を 包 含 す る 。
　 動 物 を 使 用 す る 場 合 、 哺 乳 類 動 物 、 昆 虫 を 用 い る 産 生 系 が あ る 。 哺 乳 類 動 物 と し て は 、
ヤ ギ 、 ブ タ 、 ヒ ツ ジ 、 マ ウ ス 、 ウ シ を 用 い る こ と が で き る （ Ｖ ｉ ｃ ｋ ｉ 　 Ｇ ｌ ａ ｓ ｅ ｒ ，
Ｓ Ｐ Ｅ Ｃ Ｔ Ｒ Ｕ Ｍ 　 Ｂ ｉ ｏ ｔ ｅ ｃ ｈ ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ 　 Ａ ｐ ｐ ｌ ｉ ｃ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ｓ ， １ ９ ９ ３
） 。 ま た 、 哺 乳 類 動 物 を 用 い る 場 合 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 用 い る こ と が で き る 。
　 例 え ば 、 目 的 と す る Ｄ Ｎ Ａ を 、 ヤ ギ β カ ゼ イ ン の よ う な 乳 汁 中 に 固 有 に 産 生 さ れ る タ ン
パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 と の 融 合 遺 伝 子 と し て 調 製 す る 。 次 い で 、 こ の 融 合 遺 伝 子 を 含
む Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を ヤ ギ の 胚 へ 注 入 し 、 こ の 胚 を 雌 の ヤ ギ へ 移 植 す る 。 胚 を 受 容 し た ヤ ギ か ら
生 ま れ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ヤ ギ 又 は そ の 子 孫 が 産 生 す る 乳 汁 か ら 、 目 的 の タ ン パ ク 質 を
得 る こ と が で き る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ヤ ギ か ら 産 生 さ れ る タ ン パ ク 質 を 含 む 乳 汁 量 を 増
加 さ せ る た め に 、 適 宜 ホ ル モ ン を ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ヤ ギ に 使 用 し て も よ い （ Ｅ ｂ ｅ ｒ ｔ
， Ｋ ． Ｍ ． ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， Ｂ ｉ ｏ ／ Ｔ ｅ ｃ ｈ ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ （ １ ９ ９ ４ ） １ ２ ， ６ ９ ９ － ７
０ ２ ） 。
　 ま た 、 昆 虫 と し て は 、 例 え ば カ イ コ を 用 い る こ と が で き る 。 カ イ コ を 用 い る 場 合 、 目 的
の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 挿 入 し た バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス を カ イ コ に 感 染 さ せ る こ と
に よ り 、 こ の カ イ コ の 体 液 か ら 目 的 の タ ン パ ク 質 を 得 る こ と が で き る （ Ｓ ｕ ｓ ｕ ｍ ｕ ， Ｍ
． ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， Ｎ ａ ｔ ｕ ｒ ｅ （ １ ９ ８ ５ ） ３ １ ５ ， ５ ９ ２ － ５ ９ ４ ） 。
　 さ ら に 、 植 物 を 使 用 す る 場 合 、 例 え ば タ バ コ を 用 い る こ と が で き る 。 タ バ コ を 用 い る 場
合 、 目 的 と す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 植 物 発 現 用 ベ ク タ ー 、 例 え ば ｐ Ｍ Ｏ Ｎ 　
５ ３ ０ に 挿 入 し 、 こ の ベ ク タ ー を ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ メ フ ァ シ エ ン ス （ Ａ ｇ ｒ ｏ ｂ ａ
ｃ ｔ ｅ ｒ ｉ ｕ ｍ 　 ｔ ｕ ｍ ｅ ｆ ａ ｃ ｉ ｅ ｎ ｓ ） の よ う な バ ク テ リ ア に 導 入 す る 。 こ の バ ク テ
リ ア を タ バ コ 、 例 え ば 、 ニ コ チ ア ナ ・ タ バ カ ム （ Ｎ ｉ ｃ ｏ ｔ ｉ ａ ｎ ａ 　 ｔ ａ ｂ ａ ｃ ｕ ｍ ）
に 感 染 さ せ 、 本 タ バ コ の 葉 よ り 所 望 の タ ン パ ク 質 を 得 る こ と が で き る （ Ｊ ｕ ｌ ｉ ａ ｎ 　 Ｋ
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． － Ｃ ． Ｍ ａ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， Ｅ ｕ ｒ ． Ｊ ． Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ ｌ ． （ １ ９ ９ ４ ） ２ ４ ， １ ３ １
－ １ ３ ８ ） 。
　 こ れ に よ り 得 ら れ た 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 宿 主 細 胞 内 ま た は 細 胞 外 （ 培 地 な ど ） か ら
単 離 し 、 実 質 的 に 純 粋 で 均 一 な タ ン パ ク 質 と し て 精 製 す る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 の 分
離 、 精 製 は 、 通 常 の タ ン パ ク 質 の 精 製 で 使 用 さ れ て い る 分 離 、 精 製 方 法 を 使 用 す れ ば よ く
、 何 ら 限 定 さ れ る も の で は な い 。 例 え ば 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム 、 フ ィ ル タ ー 、 限 外
濾 過 、 塩 析 、 溶 媒 沈 殿 、 溶 媒 抽 出 、 蒸 留 、 免 疫 沈 降 、 Ｓ Ｄ Ｓ － ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電
気 泳 動 、 等 電 点 電 気 泳 動 法 、 透 析 、 再 結 晶 等 を 適 宜 選 択 、 組 み 合 わ せ れ ば タ ン パ ク 質 を 分
離 、 精 製 す る こ と が で き る 。
　 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー と し て は 、 例 え ば ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 イ オ ン 交 換
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 疎 水 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル 濾 過 、 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、
吸 着 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 が 挙 げ ら れ る （ Ｓ ｔ ｒ ａ ｔ ｅ ｇ ｉ ｅ ｓ 　 ｆ ｏ ｒ 　 Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ
ｎ 　 Ｐ ｕ ｒ ｉ ｆ ｉ ｃ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 ａ ｎ ｄ 　 Ｃ ｈ ａ ｒ ａ ｃ ｔ ｅ ｒ ｉ ｚ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ： Ａ 　 Ｌ ａ
ｂ ｏ ｒ ａ ｔ ｏ ｒ ｙ 　 Ｃ ｏ ｕ ｒ ｓ ｅ 　 Ｍ ａ ｎ ｕ ａ ｌ ． Ｅ ｄ 　 Ｄ ａ ｎ ｉ ｅ ｌ 　 Ｒ ． Ｍ ａ ｒ ｓ ｈ
ａ ｋ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， Ｃ ｏ ｌ ｄ 　 Ｓ ｐ ｒ ｉ ｎ ｇ 　 Ｈ ａ ｒ ｂ ｏ ｒ 　 Ｌ ａ ｂ ｏ ｒ ａ ｔ ｏ ｒ ｙ 　
Ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ ， １ ９ ９ ６ ） 。 こ れ ら の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は 、 液 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 例
え ば Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 、 Ｆ Ｐ Ｌ Ｃ 等 の 液 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 本 発 明
は 、 こ れ ら の 精 製 方 法 を 用 い 、 高 度 に 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 も 包 含 す る 。
　 な お 、 タ ン パ ク 質 を 精 製 前 又 は 精 製 後 に 適 当 な タ ン パ ク 質 修 飾 酵 素 を 作 用 さ せ る こ と に
よ り 、 任 意 に 修 飾 を 加 え た り 、 部 分 的 に ペ プ チ ド を 除 去 す る こ と も で き る 。 タ ン パ ク 質 修
飾 酵 素 と し て は 、 例 え ば 、 ト リ プ シ ン 、 キ モ ト リ プ シ ン 、 リ シ ル エ ン ド ペ プ チ ダ ー ゼ 、 プ
ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ 、 グ ル コ シ ダ ー ゼ な ど が 用 い ら れ る 。
　 ま た 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ ま た は 本 発 明 の ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 個 体 を 提 供
す る 。 こ の よ う な 個 体 と し て は 、 上 述 の 個 体 が 例 示 で き る が 、 好 ま し く は 形 質 転 換 さ れ た
節 足 動 物 個 体 、 よ り 好 ま し く は 昆 虫 個 体 が 挙 げ ら れ る 。 ｐ ｉ ｇ ｇ ｙ Ｂ ａ ｃ な ど の 新 し い ト
ラ ン ス ポ ゾ ン を 使 う こ と に よ っ て 、 色 々 な 昆 虫 で の 形 質 転 換 が 可 能 に な っ て い る （ Ｈ ａ ｎ
ｄ ｌ ｅ ｒ 　 Ａ ． Ｍ ． Ｉ ｎ ｓ ｅ ｃ ｔ 　 Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ． Ｍ ｏ ｌ ｅ ｃ ． Ｂ ｉ ｏ ｌ ． ３ １ ： １ １
８ － １ ２ ８ ． ， ２ ０ ０ １ 、 Ａ ｔ ｋ ｉ ｎ ｓ ｏ ｎ ， Ｐ ． Ｗ ． ＆ Ｊ ａ ｍ ｅ ｓ ， Ａ ． Ａ ． Ａ ｄ ｖ ．
Ｇ ｅ ｎ ｅ ｔ ． ４ ７ ： ４ ９ － ８ ６ ． ， ２ ０ ０ ２ ． 、 Ｔ ａ ｍ ｕ ｒ ａ ， Ｔ ． Ｎ ａ ｔ ｕ ｒ ｅ 　 Ｂ ｉ
ｏ ｔ ｅ ｃ ｈ ｎ ｏ ｌ ． １ ８ ： ８ １ － ８ ４ ， ２ ０ ０ ０ ． ） 。
　 例 え ば 、 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を ヒ ー ト シ ョ ッ
ク プ ロ モ ー タ ー ま た は テ ト ラ サ イ ク リ ン 応 答 性 プ ロ モ ー タ ー な ど 任 意 の 時 期 に 誘 導 可 能 な
プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に 結 合 さ せ た Ｄ Ｎ Ａ が 導 入 さ れ た 形 質 転 換 昆 虫 を 作 成 す る こ と で 、 該
幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 を 任 意 に 誘 導 す る こ と が で き
る 。 こ れ に よ り 、 本 来 幼 若 ホ ル モ ン の 合 成 の 停 止 す る 終 齢 幼 虫 に お い て 、 幼 若 ホ ル モ ン の
合 成 ・ 分 泌 を 継 続 さ せ 、 過 剰 幼 虫 脱 皮 を 起 こ す こ と が 可 能 で あ る 。
　 ま た 、 例 え ば 、 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ に 対 す る
ア ン チ セ ン ス 、 セ ン ス ま た は ダ ブ ル ス ト ラ ン ド Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 、 ヒ ー ト シ ョ
ッ ク プ ロ モ ー タ ー ま た は テ ト ラ サ イ ク リ ン 応 答 性 プ ロ モ ー タ ー な ど の 任 意 の 時 期 に 誘 導 可
能 な プ ロ モ ー タ の 下 流 に 結 合 さ せ た Ｄ Ｎ Ａ が 導 入 さ れ た 形 質 転 換 昆 虫 を 作 成 す る こ と で 、
該 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 を 任 意 に 停 止 し 、 こ れ に よ
り 虫 体 内 の 幼 若 ホ ル モ ン の 濃 度 を 自 在 に 低 下 で き る 。 例 え ば 、 該 形 質 転 換 昆 虫 の 終 齢 以 前
の 幼 虫 期 に お い て 、 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る こ と で 、 幼
若 ホ ル モ ン の 合 成 を 抑 制 し 、 早 期 変 態 を 任 意 に 誘 導 で き る 。
　 ま た 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 結 合 す る 抗 体 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 抗 体 と し て
は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 抗 体 変 異 体 、 こ れ ら の 断 片 等 が 例 示 で き
る 。
　 こ れ ら の 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 。 カ イ コ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ
バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 ま た は オ オ タ バ コ ガ の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 、 あ

10

20

30

40

50

(20) JP WO2004/065604 A1 2004.8.5



る い は Ｇ Ｓ Ｔ 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 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ イ オ ン 交 換 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー 、 カ イ コ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 ま た は オ オ タ バ コ ガ の
幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 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 、
カ イ コ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 ま た は オ オ タ バ コ ガ の 幼 若 ホ ル モ ン 酸
メ チ ル 基 転 移 酵 素 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 、 カ イ コ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 ま た は オ オ タ バ
コ ガ の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 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
、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 カ イ コ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ
ト ウ 、 ま た は オ オ タ バ コ ガ の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 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 。
　 ま た 、 本 発 明 に お い て 、 「 抗 体 変 異 体 」 と は 、 １ ま た そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 改 変 さ
れ た 、 抗 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 バ リ ア ン ト を 指 す 。 ど の よ う に 改 変 さ れ た ア ミ ノ 酸 バ リ ア ン ト
で あ れ 、 元 と な っ た 抗 体 と 同 じ 結 合 特 異 性 を 有 す れ ば 、 本 発 明 に お け る 「 抗 体 変 異 体 」 に
含 ま れ る 。 こ の よ う な 変 異 体 は 、 抗 体 の 重 鎖 若 し く は 軽 鎖 の 可 変 ド メ イ ン の ア ミ ノ 酸 配 列
と 少 な く と も ７ ５ ％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も ８ ０ ％ 、 さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も ８
５ ％ 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 少 な く と も ９ ０ ％ 、 そ し て 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も ９ ５
％ の ア ミ ノ 酸 配 列 相 同 性 ま た は 類 似 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 と １ ０ ０ ％ よ り も 少 な い 配 列
相 同 性 、 ま た は 類 似 性 を 有 す る 。
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 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 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 Ｒ Ｎ Ａ 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 １ ５
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 ７ ０
％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ８ ０ ％ 、 よ り 好 ま し く は ９ ０ ％ 、 さ ら に 好 ま し く は ９ ５ ％ 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 。
　 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 Ｄ Ｎ Ａ の 検 出 や 増 幅
に 用 い る プ ロ ー ブ や プ ラ イ マ ー 、 該 Ｄ Ｎ Ａ 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 、 Ｄ Ｎ Ａ ア レ イ の 基
板 の 形 態 で 使 用 す る こ と が で き る 。
　 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 １ ５ ｂ ｐ ～ １
０ ０ ｂ ｐ で あ り 、 好 ま し く は １ ７ ｂ ｐ ～ ３ ０ ｂ ｐ で あ る 。 プ ラ イ マ ー は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ
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 。
　 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 Ｄ Ｎ Ａ 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 １ ５ ｂ ｐ 以 上 の 鎖 長 を 有 す る 。
　 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 、 Ｔ ４ 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
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素 等 の Ｄ Ｎ Ａ 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 。
　 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 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 と し
て 作 製 す る こ と も で き る 。
　 本 発 明 者 ら は 、 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 遺 伝 子 を 単 離 し た 。 こ れ に よ り 、 該 遺
伝 子 を 組 み 込 ん だ プ ラ ス ミ ド 等 の ベ ク タ ー Ｄ Ｎ Ａ で 形 質 転 換 し た 大 腸 菌 、 酵 母 な ど で 組 換
え タ ン パ ク 質 を 大 量 に 合 成 し 、 そ れ を 利 用 し て 容 易 か つ 安 価 に 、 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基
転 移 酵 素 に 結 合 す る 化 合 物 、 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 の 活 性 ま た は 発 現 を 制 御 す
る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と が 可 能 と な っ た 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 こ の よ う な 化
合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 得 ら れ る 化
合 物 は 、 節 足 動 物 （ 好 ま し く は 昆 虫 ） の 脱 皮 ・ 変 態 、 生 殖 、 休 眠 、 胚 発 生 、 行 動 、 多 型 ま
た は 寿 命 の 制 御 剤 と し て 利 用 で き る 。 ま た 、 ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 、 昆 虫 成 長 制 御 剤 （ 「
植 物 防 疫 講 座 第 ３ 版 害 虫 ・ 有 害 動 物 編 　 日 本 植 物 防 疫 協 会 　 １ ３ ２ ペ ー ジ 」 や 「 農 薬 ハ ン
ド ブ ッ ク ２ ０ ０ １ 年 度 版 、 日 本 植 物 防 疫 協 会 　 平 成 １ ３ 年 度 　 第 １ １ 版 、 １ ２ ７ ペ ー ジ 」
） に 該 当 す る 化 合 物 も 得 ら れ る 。 こ こ で 、 昆 虫 成 長 制 御 剤 （ Ｉ ｎ ｓ ｅ ｃ ｔ 　 ｇ ｒ ｏ ｗ ｔ ｈ
　 ｒ ｅ ｇ ｕ ｌ ａ ｔ ｏ ｒ ； Ｉ Ｇ Ｒ ） と は 、 昆 虫 に 特 異 的 に 作 用 す る 薬 剤 で あ っ て 、 脱 皮 ・ 変
態 を か く 乱 す る こ と に よ り 、 直 接 的 に 殺 虫 作 用 を 示 し た り 、 ま た 、 殺 卵 作 用 や 雌 成 虫 の 不
妊 化 作 用 に よ り 次 世 代 の 虫 数 を 減 少 さ せ る 作 用 を 示 す 薬 剤 を 意 味 す る が 、 よ り 詳 細 な 定 義
は 、 上 記 文 献 を 参 照 さ れ た い 。
　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の 一 つ の 態 様 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 化 合 物 の
ス ク リ ー ニ ン グ に 関 す る も の で あ る 。 こ の よ う な 方 法 と し て は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 被
験 化 合 物 を 接 触 さ せ 、 該 タ ン パ ク 質 と 被 験 化 合 物 と の 結 合 を 検 出 し 、 そ し て 本 発 明 の タ ン
パ ク 質 に 結 合 す る 化 合 物 を 選 択 す る 工 程 を 含 む 。
　 ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い ら れ る 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 組 換 え タ ン パ ク 質 で あ っ て も 、 天 然
由 来 の タ ン パ ク 質 で あ っ て も よ い が 、 好 ま し く は 組 換 え タ ン パ ク 質 で あ る 。 ま た 、 ス ク リ
ー ニ ン グ に 用 い ら れ る 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 部 分 ペ プ チ ド で あ っ て も よ い 。
　 被 験 化 合 物 と し て は 特 に 制 限 は な く 、 例 え ば 、 細 胞 抽 出 物 、 細 胞 培 養 上 清 、 発 酵 微 生 物
産 生 物 、 海 洋 生 物 抽 出 物 、 植 物 抽 出 物 、 精 製 若 し く は 粗 精 製 タ ン パ ク 質 、 非 ペ プ チ ド 性 化
合 物 、 合 成 低 分 子 化 合 物 、 天 然 化 合 物 が 挙 げ ら れ る 。 被 験 化 合 物 を 接 触 さ せ る 本 発 明 の タ
ン パ ク 質 は 、 例 え ば 、 精 製 し た タ ン パ ク 質 と し て 、 可 溶 型 タ ン パ ク 質 と し て 、 担 体 に 結 合
さ せ た 形 態 と し て 、 他 の タ ン パ ク 質 と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 被 験 化 合 物 に 接 触 さ せ る こ
と が で き る 。
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 用 い て 、 こ れ に 結 合 す る タ ン パ ク 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 と
し て は 、 当 業 者 に 公 知 の 多 く の 方 法 を 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の よ う な ス ク リ ー ニ ン
グ は 、 例 え ば 、 免 疫 沈 降 法 に よ り 行 う こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 以 下 の よ う に 行 う こ と
が で き る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 、 ｐ Ｓ Ｖ ２ ｎ ｅ ｏ ， ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｉ
， ｐ Ｃ Ｄ ８ な ど の 外 来 遺 伝 子 発 現 用 の ベ ク タ ー に 挿 入 す る こ と で 動 物 細 胞 な ど で 当 該 遺 伝
子 を 発 現 さ せ る 。 発 現 に 用 い る プ ロ モ ー タ ー と し て は Ｓ Ｖ ４ ０ 　 ｅ ａ ｒ ｌ ｙ 　 ｐ ｒ ｏ ｍ ｏ
ｔ ｅ ｒ （ Ｒ ｉ ｇ ｂ ｙ 　 Ｉ ｎ 　 Ｗ ｉ ｌ ｌ ｉ ａ ｍ ｓ ｏ ｎ （ ｅ ｄ ． ） ， Ｇ ｅ ｎ ｅ ｔ ｉ ｃ 　 Ｅ ｎ ｇ
ｉ ｎ ｅ ｅ ｒ ｉ ｎ ｇ ， Ｖ ｏ ｌ ． ３ ． Ａ ｃ ａ ｄ ｅ ｍ ｉ ｃ 　 Ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ ， Ｌ ｏ ｎ ｄ ｏ ｎ ， ｐ ． ８
３ － １ ４ １ （ １ ９ ８ ２ ） ） 等 の 一 般 的 に 使 用 で き る プ ロ モ ー タ ー で あ れ ば 何 を 用 い て も よ
い 。
　 動 物 細 胞 に 遺 伝 子 を 導 入 す る こ と で 外 来 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る た め に は 、 エ レ ク ト ロ ポ レ
ー シ ョ ン 法 （ Ｃ ｈ ｕ ， Ｇ ． ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． Ｎ ｕ ｃ ｌ ． Ａ ｅ ｉ ｄ 　 Ｒ ｅ ｓ ． １ ５ ， １ ３ １ １ －
１ ３ ２ ６ （ １ ９ ８ ７ ） ） 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 （ Ｃ ｈ ｅ ｎ ， Ｃ 　 ａ ｎ ｄ 　 Ｏ ｋ ａ ｙ ａ ｍ ａ
， Ｈ ． Ｍ ｏ ｌ ． Ｃ ｅ ｌ ｌ ． Ｂ ｉ ｏ ｌ ． ７ ， ２ ７ ４ ５ － ２ ７ ５ ２ （ １ ９ ８ ７ ） ） 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ
デ キ ス ト ラ ン 法 （ Ｌ ｏ ｐ ａ ｔ ａ ， Ｍ ． Ａ ． ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． Ｎ ｕ ｃ ｌ ． Ａ ｃ ｉ ｄ ｓ 　 Ｒ ｅ ｓ ．
１ ２ ， ５ ７ ０ ７ － ５ ７ １ ７ （ １ ９ ８ ４ ） ； Ｓ ｕ ｓ ｓ ｍ ａ ｎ ， Ｄ ． Ｊ ． ａ ｎ ｄ 　 Ｍ ｉ ｌ ｍ ａ
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ｎ ， Ｇ ． Ｍ ｏ ｌ ． Ｃ ｅ ｌ ｌ ． Ｂ ｉ ｏ ｌ ． ４ ， １ ６ ４ ２ － １ ６ ４ ３ （ １ ９ ８ ５ ） ） 、 リ ポ フ
ェ ク チ ン 法 （ Ｄ ｅ ｒ ｉ ｊ ａ ｒ ｄ ， Ｂ ． Ｃ ｅ ｌ ｌ 　 ７ ， １ ０ ２ ５ － １ ０ ３ ７ （ １ ９ ９ ４ ） ；
Ｌ ａ ｍ ｂ ， Ｂ ． Ｔ ． ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． Ｎ ａ ｔ ｕ ｒ ｅ 　 Ｇ ｅ ｎ ｅ ｔ ｉ ｃ ｓ 　 ５ ， ２ ２ － ３ ０ （ １
９ ９ ３ ） ； Ｒ ａ ｂ ｉ ｎ ｄ ｒ ａ ｎ ， Ｓ ． Ｋ ． ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． Ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ 　 ２ ５ ９ ， ２ ３ ０
－ ２ ３ ４ （ １ ９ ９ ３ ） ） 等 の 方 法 が あ る が 、 い ず れ の 方 法 に よ っ て も よ い 。
　 特 異 性 の 明 ら か と な っ て い る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 認 識 部 位 （ エ ピ ト ー プ ） を 本 発 明 の
タ ン パ ク 質 の Ｎ 末 ま た は Ｃ 末 に 導 入 す る こ と に よ り 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 認 識 部 位 を 有
す る 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 用 い る エ ピ ト
ー プ － 抗 体 系 と し て は 市 販 さ れ て い る も の を 利 用 す る こ と が で き る （ 実 験 医 学 １ ３ ， ８ ５
－ ９ ０ （ １ ９ ９ ５ ） ） 。 マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト を 介 し て 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 マ
ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 、 グ ル タ チ オ ン Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （
Ｇ Ｆ Ｐ ） な ど と の 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る こ と が で き る ベ ク タ ー が 市 販 さ れ て い る 。
　 融 合 タ ン パ ク 質 に す る こ と に よ り 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 性 質 を で き る だ け 変 化 さ せ な い
よ う に す る た め に 数 個 か ら 十 数 個 の ア ミ ノ 酸 か ら な る 小 さ な エ ピ ト ー プ 部 分 の み を 導 入 し
て 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 調 製 す る 方 法 も 報 告 さ れ て い る 。 例 え ば 、 ポ リ ヒ ス チ ジ ン （ Ｈ ｉ ｓ
－ ｔ ａ ｇ ） 、 イ ン フ ル エ ン ザ 凝 集 素 Ｈ Ａ 、 ヒ ト ｃ － ｍ ｙ ｃ 、 Ｆ Ｌ Ａ Ｇ 、 Ｖ ｅ ｓ ｉ ｃ ｕ ｌ ａ
ｒ 　 ｓ ｔ ｏ ｍ ａ ｔ ｉ ｔ ｉ ｓ ウ イ ル ス 糖 タ ン パ ク 質 （ Ｖ Ｓ Ｖ － Ｇ Ｐ ） 、 Ｔ ７ 　 ｇ ｅ ｎ ｅ １ ０
タ ン パ ク 質 （ Ｔ ７ － ｔ ａ ｇ ） 、 ヒ ト 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 糖 タ ン パ ク 質 （ Ｈ Ｓ Ｖ － ｔ ａ ｇ
） 、 Ｅ － ｔ ａ ｇ （ モ ノ ク ロ ー ナ ル フ ァ ー ジ 上 の エ ピ ト ー プ ） な ど の エ ピ ト ー プ と そ れ を 認
識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 の ス ク リ ー ニ ン
グ の た め の エ ピ ト ー プ － 抗 体 系 と し て 利 用 で き る （ 実 験 医 学 １ ３ ， ８ ５ － ９ ０ （ １ ９ ９ ５
） ） 。
　 免 疫 沈 降 に お い て は 、 こ れ ら の 抗 体 を 、 適 当 な 界 面 活 性 剤 を 利 用 し て 調 製 し た 細 胞 溶 解
液 に 添 加 す る こ と に よ り 免 疫 複 合 体 を 形 成 さ せ る 。 こ の 免 疫 複 合 体 は 本 発 明 の タ ン パ ク 質
、 そ れ と 結 合 能 を 有 す る タ ン パ ク 質 、 お よ び 抗 体 か ら な る 。 上 記 エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体
を 用 い る 以 外 に 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 を 利 用 し て 免 疫 沈 降 を 行 う こ と も 可 能
で あ る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 は 、 例 え ば 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る
遺 伝 子 を 適 当 な 大 腸 菌 発 現 ベ ク タ ー に 導 入 し て 大 腸 菌 内 で 発 現 さ せ 、 発 現 さ せ た タ ン パ ク
質 を 精 製 し 、 こ れ を ウ サ ギ や マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ヤ ギ 、 ニ ワ ト リ な ど に 免 疫 す る こ と で 調 製
す る こ と が で き る 。 ま た 、 合 成 し た 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 部 分 ペ プ チ ド を 上 記 の 動 物 に 免
疫 す る こ と に よ っ て 調 製 す る こ と も で き る 。
　 免 疫 複 合 体 は 、 例 え ば 、 抗 体 が マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 で あ れ ば 、 Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ 　 Ａ 　 Ｓ ｅ
ｐ ｈ ａ ｒ ｏ ｓ ｅ や Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ 　 Ｇ 　 Ｓ ｅ ｐ ｈ ａ ｒ ｏ ｓ ｅ を 用 い て 沈 降 さ せ る こ と が で
き る 。 ま た 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 、 例 え ば 、 Ｇ Ｓ Ｔ な ど の エ ピ ト ー プ と の 融 合 タ ン パ ク
質 と し て 調 製 し た 場 合 に は 、 グ ル タ チ オ ン － Ｓ ｅ ｐ ｈ ａ ｒ ｏ ｓ ｅ 　 ４ Ｂ な ど の こ れ ら エ ピ
ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 す る 物 質 を 利 用 し て 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 抗 体 を 利 用 し た 場 合 と
同 様 に 、 免 疫 複 合 体 を 形 成 さ せ る こ と が で き る 。
　 免 疫 沈 降 の 一 般 的 な 方 法 に つ い て は 、 例 え ば 、 文 献 （ Ｈ ａ ｒ ｌ ｏ ｗ ， Ｅ ． ａ ｎ ｄ 　 Ｌ ａ
ｎ ｅ ， Ｄ ． ： Ａ ｎ ｔ ｉ ｂ ｏ ｄ ｉ ｅ ｓ ， ｐ ｐ ． ５ １ １ － ５ ５ ２ ， Ｃ ｏ ｌ ｄ 　 Ｓ ｐ ｒ ｉ ｎ ｇ 　
Ｈ ａ ｒ ｂ ｏ ｒ 　 Ｌ ａ ｂ ｏ ｒ ａ ｔ ｏ ｒ ｙ 　 ｐ ｕ ｂ ｌ ｉ ｃ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ｓ ， Ｎ ｅ ｗ 　 Ｙ ｏ ｒ ｋ （
１ ９ ８ ８ ） ） 記 載 の 方 法 に 従 っ て 、 ま た は 準 じ て 行 え ば よ い 。
　 免 疫 沈 降 さ れ た タ ン パ ク 質 の 解 析 に は Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ が 一 般 的 で あ り 、 適 当 な 濃 度 の
ゲ ル を 用 い る こ と で タ ン パ ク 質 の 分 子 量 に よ り 結 合 し て い た タ ン パ ク 質 を 解 析 す る こ と が
で き る 。 ま た 、 こ の 際 、 一 般 的 に は 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 結 合 し た タ ン パ ク 質 は 、 ク マ シ
ー 染 色 や 銀 染 色 と い っ た タ ン パ ク 質 の 通 常 の 染 色 法 で は 検 出 す る こ と は 困 難 で あ る の で 、
放 射 性 同 位 元 素 で あ る ３ ５ Ｓ － メ チ オ ニ ン や ３ ５ Ｓ － シ ス テ イ ン を 含 ん だ 培 養 液 で 細 胞 を
培 養 し 、 該 細 胞 内 の タ ン パ ク 質 を 標 識 し て 、 こ れ を 検 出 す る こ と で 検 出 感 度 を 向 上 さ せ る
こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 の 分 子 量 が 判 明 す れ ば 直 接 Ｓ Ｄ Ｓ － ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル か
ら 目 的 の タ ン パ ク 質 を 精 製 し 、 そ の 配 列 を 決 定 す る こ と も で き る 。
　 ま た 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 用 い て 、 該 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 を 単 離 す る 方
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法 と し て は 、 例 え ば 、 ウ エ ス ト ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 （ Ｓ ｋ ｏ ｌ ｎ ｉ ｋ ， Ｅ ． Ｙ ．
ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， Ｃ ｅ ｌ ｌ （ １ ９ ９ １ ） ６ ５ ， ８ ３ － ９ ０ ） を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 す
な わ ち 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 結 合 す る タ ン パ ク 質 を 発 現 し て い る こ と が 予 想 さ れ る 細 胞
、 組 織 よ り フ ァ ー ジ ベ ク タ ー （ λ ｇ ｔ １ １ ， Ｚ Ａ Ｐ な ど ） を 用 い た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー
を 作 製 し 、 こ れ を Ｌ Ｂ － ア ガ ロ ー ス 上 で 発 現 さ せ フ ィ ル タ ー に 発 現 さ せ た タ ン パ ク 質 を 固
定 し 、 精 製 し て 標 識 し た 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 上 記 フ ィ ル タ ー と を 反 応 さ せ 、 本 発 明 の タ
ン パ ク 質 と 結 合 し た タ ン パ ク 質 を 発 現 す る プ ラ ー ク を 標 識 に よ り 検 出 す れ ば よ い 。 本 発 明
の タ ン パ ク 質 を 標 識 す る 方 法 と し て は 、 ビ オ チ ン と ア ビ ジ ン の 結 合 性 を 利 用 す る 方 法 、 本
発 明 の タ ン パ ク 質 又 は 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 融 合 し た タ ン パ ク 質 （ 例 え ば Ｇ Ｓ Ｔ な ど ） に
特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 利 用 す る 方 法 、 ラ ジ オ ア イ ソ ト ー プ を 利 用 す る 方 法 又 は 蛍 光 を 利
用 す る 方 法 等 が 挙 げ ら れ る 。
　 ま た 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の 他 の 態 様 と し て は 、 細 胞 を 用 い た ２ － ハ イ ブ リ ッ
ド シ ス テ ム （ Ｆ ｉ ｅ ｌ ｄ ｓ ， Ｓ ． ， ａ ｎ ｄ 　 Ｓ ｔ ｅ ｒ ｎ ｇ ｌ ａ ｎ ｚ ， Ｒ ． ， Ｔ ｒ ｅ ｎ ｄ ｓ
． Ｇ ｅ ｎ ｅ ｔ ． （ １ ９ ９ ４ ） １ ０ ， ２ ８ ６ － ２ ９ ２ 、 Ｄ ａ ｌ ｔ ｏ ｎ 　 Ｓ ， ａ ｎ ｄ 　 Ｔ ｒ ｅ
ｉ ｓ ｍ ａ ｎ 　 Ｒ （ １ ９ ９ ２ ） Ｃ ｈ ａ ｒ ａ ｃ ｔ ｅ ｒ ｉ ｚ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 ｏ ｆ 　 Ｓ Ａ Ｐ － １ ， ａ
　 ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ 　 ｒ ｅ ｃ ｒ ｕ ｉ ｔ ｅ ｄ 　 ｂ ｙ 　 ｓ ｅ ｒ ｕ ｍ 　 ｒ ｅ ｓ ｐ ｏ ｎ ｓ ｅ 　 ｆ ａ ｃ
ｔ ｏ ｒ 　 ｔ ｏ 　 ｔ ｈ ｅ 　 ｃ － ｆ ｏ ｓ 　 ｓ ｅ ｒ ｕ ｍ 　 ｒ ｅ ｓ ｐ ｏ ｎ ｓ ｅ 　 ｅ ｌ ｅ ｍ ｅ ｎ ｔ ．
Ｃ ｅ ｌ ｌ 　 ６ ８ ， ５ ９ ７ － ６ １ ２ 、 「 Ｍ Ａ Ｔ Ｃ Ｈ Ｍ Ａ Ｒ Ｋ Ｅ Ｒ 　 Ｔ ｗ ｏ － Ｈ ｙ ｂ ｒ ｉ ｄ 　
Ｓ ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ 」 ， 「 Ｍ ａ ｍ ｍ ａ ｌ ｉ ａ ｎ 　 Ｍ Ａ Ｔ Ｃ Ｈ Ｍ Ａ Ｋ Ｅ Ｒ 　 Ｔ ｗ ｏ － Ｈ ｙ ｂ ｒ ｉ ｄ
　 Ａ ｓ ｓ ａ ｙ 　 Ｋ ｉ ｔ 」 ， 「 Ｍ Ａ Ｔ Ｃ Ｈ Ｍ Ａ Ｋ Ｅ Ｒ 　 Ｏ ｎ ｅ － Ｈ ｙ ｂ ｒ ｉ ｄ 　 Ｓ ｙ ｓ ｔ ｅ
ｍ 」 （ い ず れ も ク ロ ン テ ッ ク 社 製 ） 、 「 Ｈ ｙ ｂ ｒ ｉ Ｚ Ａ Ｐ 　 Ｔ ｗ ｏ － Ｈ ｙ ｂ ｒ ｉ ｄ 　 Ｖ ｅ
ｃ ｔ ｏ ｒ 　 Ｓ ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ 」 （ ス ト ラ タ ジ ー ン 社 製 ） ） を 用 い て 行 う 方 法 が 挙 げ ら れ る 。
　 ２ － ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム に お い て は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 ま た は そ の 部 分 ペ プ チ ド を
Ｓ Ｒ Ｆ 　 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 領 域 ま た は Ｇ Ａ Ｌ ４ 　 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 領 域 と 融 合 さ せ て 酵 母 細 胞 の 中 で 発
現 さ せ 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 結 合 す る タ ン パ ク 質 を 発 現 し て い る こ と が 予 想 さ れ る 細 胞
よ り 、 Ｖ Ｐ １ ６ ま た は Ｇ Ａ Ｌ ４ 転 写 活 性 化 領 域 と 融 合 す る 形 で 発 現 す る よ う な ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ
イ ブ ラ リ ー を 作 製 し 、 こ れ を 上 記 酵 母 細 胞 に 導 入 し 、 検 出 さ れ た 陽 性 ク ロ ー ン か ら ラ イ ブ
ラ リ ー 由 来 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 す る （ 酵 母 細 胞 内 で 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 結 合 す る タ ン パ ク 質
が 発 現 す る と 、 両 者 の 結 合 に よ り レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 が 活 性 化 さ れ 、 陽 性 の ク ロ ー ン が 確 認
で き る ） 。 単 離 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 大 腸 菌 に 導 入 し て 発 現 さ せ る こ と に よ り 、 該 ｃ Ｄ Ｎ Ａ が コ
ー ド す る タ ン パ ク 質 を 得 る こ と が で き る 。 こ れ に よ り 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る タ ン
パ ク 質 ま た は そ の 遺 伝 子 を 調 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。
　 ２ － ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム に お い て 用 い ら れ る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 と し て は 、 例 え ば 、 Ｈ
Ｉ Ｓ ３ 遺 伝 子 の 他 、 Ａ ｄ ｅ ２ 遺 伝 子 、 Ｌ ａ ｃ Ｚ 遺 伝 子 、 Ｃ Ａ Ｔ 遺 伝 子 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺
伝 子 、 Ｐ Ａ Ｉ － １ （ Ｐ ｌ ａ ｓ ｍ ｉ ｎ ｏ ｇ ｅ ｎ 　 ａ ｃ ｔ ｉ ｖ ａ ｔ ｏ ｒ 　 ｉ ｎ ｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏ ｒ
　 ｔ ｙ ｐ ｅ １ ） 遺 伝 子 等 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 制 限 さ れ な い 。 ２ ハ イ ブ リ ッ ド 法 に よ
る ス ク リ ー ニ ン グ は 、 酵 母 の 他 、 哺 乳 動 物 細 胞 な ど を 使 っ て 行 う こ と も で き る 。
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 結 合 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー を 用 い て 行 う こ と も で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム
の 担 体 に 固 定 し 、 こ こ に 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 結 合 す る タ ン パ ク 質 を 発 現 し て い る こ と が
予 想 さ れ る 被 験 化 合 物 を 適 用 す る 。 こ の 場 合 の 被 験 化 合 物 と し て は 、 例 え ば 細 胞 抽 出 物 、
細 胞 溶 解 物 等 が 挙 げ ら れ る 。 被 験 化 合 物 を 適 用 し た 後 、 カ ラ ム を 洗 浄 し 、 本 発 明 の タ ン パ
ク 質 に 結 合 し た タ ン パ ク 質 を 調 製 す る こ と が で き る 。
　 得 ら れ た タ ン パ ク 質 は 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 分 析 し 、 そ れ を 基 に オ リ ゴ Ｄ Ｎ Ａ を 合 成 し
、 該 Ｄ Ｎ Ａ を プ ロ ー ブ と し て ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 該
タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 得 る こ と が で き る 。
　 ま た 、 タ ン パ ク 質 に 限 ら ず 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 化 合 物 を 単 離 す る 方 法 と し
て は 、 例 え ば 、 固 定 し た 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 、 合 成 化 合 物 、 天 然 物 バ ン ク 、 も し く は ラ
ン ダ ム フ ァ ー ジ ペ プ チ ド デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー を 作 用 さ せ 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 結
合 す る 分 子 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 や 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ケ ミ ス ト リ ー 技 術 に よ る ハ イ
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ス ル ー プ ッ ト を 用 い た ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 が 当 業 者 に 公 知 で あ る 。
　 本 発 明 に お い て 、 結 合 し た 化 合 物 を 検 出 又 は 測 定 す る 手 段 と し て は 、 例 え ば 被 験 化 合 物
に 付 し た 標 識 を 利 用 す る こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。 標 識 の 種 類 は 、 例 え ば 、 蛍 光 標 識
、 放 射 標 識 等 が 挙 げ ら れ る 。 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 現 象 を 利 用 し た バ イ オ セ ン サ ー を 使 用 す
る こ と も で き る 。 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 現 象 を 利 用 し た バ イ オ セ ン サ ー は 、 本 発 明 の タ ン パ
ク 質 と 被 験 化 合 物 と の 間 の 相 互 作 用 を 微 量 の タ ン パ ク 質 を 用 い て か つ 標 識 す る こ と な く 、
表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 シ グ ナ ル と し て リ ア ル タ イ ム に 観 察 す る こ と が 可 能 で あ る （ 例 え ば Ｂ
Ｉ Ａ ｃ ｏ ｒ ｅ 、 Ｐ ｈ ａ ｒ ｍ ａ ｃ ｉ ａ 製 ） 。 し た が っ て 、 Ｂ Ｉ Ａ ｃ ｏ ｒ ｅ 等 の バ イ オ セ ン サ
ー を 用 い る こ と に よ り 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 被 験 化 合 物 と の 結 合 を 評 価 す る こ と が 可 能 で
あ る 。
　 上 記 ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 得 ら れ た 化 合 物 に は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 活 性 を 制 御 す る
化 合 物 や 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 を 制 御 す る 化 合 物 な ど が 含 ま れ る 。 本 発 明 に お い て は 、
上 記 ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 得 ら れ た 化 合 物 を 、 後 述 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の 被 験 化 合 物 と
し て 使 用 す る こ と も で き る 。
　 本 発 明 に お け る ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の 別 の 態 様 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 活 性 を 制 御 す
る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ に 関 す る も の で あ る 。 こ の よ う な 方 法 と し て は 、 ま ず 、 本 発 明
の タ ン パ ク 質 に 被 験 化 合 物 を 接 触 さ せ る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 状 態 と し て は 、 特 に 制 限
は な く 、 例 え ば 、 精 製 さ れ た 状 態 、 細 胞 内 に 発 現 し た 状 態 、 細 胞 抽 出 液 内 に 発 現 し た 状 態
な ど で あ っ て も よ い 。
　 ま た 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 が 発 現 し て い る 細 胞 と し て は 、 内 在 性 の 本 発 明 の タ ン パ ク 質
を 発 現 し て い る 細 胞 、 ま た は 外 来 性 の 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 発 現 し て い る 細 胞 が 挙 げ ら れ
る 。 上 記 外 来 性 の 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 発 現 し て い る 細 胞 は 、 例 え ば 、 本 発 明 の タ ン パ ク
質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 む ベ ク タ ー を 細 胞 に 導 入 す る こ と で 作 製 で き る 。 ベ ク タ ー の 細
胞 へ の 導 入 は 、 当 業 者 に 一 般 的 な 方 法 に よ っ て 実 施 す る こ と が で き る 。 ま た 、 上 記 外 来 性
の 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 有 す る 細 胞 は 、 例 え ば 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ
を 、 相 同 組 み 換 え を 利 用 し た 遺 伝 子 導 入 法 に よ り 、 染 色 体 へ 挿 入 す る こ と で 作 製 す る こ と
が で き る 。 こ の よ う な 外 来 性 の 本 発 明 の タ ン パ ク 質 が 導 入 さ れ る 細 胞 が 由 来 す る 生 物 種 と
し て は 、 特 に 限 定 さ れ ず 、 外 来 タ ン パ ク 質 を 細 胞 内 に 発 現 さ せ る 技 術 が 確 立 さ れ て い る 生
物 種 で あ れ ば よ い 。
　 ま た 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 が 発 現 し て い る 細 胞 抽 出 液 は 、 例 え ば 、 試 験 管 内 転 写 翻 訳 系
に 含 ま れ る 細 胞 抽 出 液 に 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 む ベ ク タ ー を 添 加
し た も の を 挙 げ る こ と が で き る 。 該 試 験 管 内 転 写 翻 訳 系 と し て は 、 特 に 制 限 は な く 、 市 販
の 試 験 管 内 転 写 翻 訳 キ ッ ト な ど を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。
　 ま た 、 本 発 明 に お い て 「 接 触 」 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 状 態 に 応 じ て 行 う 。 例 え ば 、
本 発 明 の タ ン パ ク 質 が 精 製 さ れ た 状 態 で あ れ ば 、 精 製 標 品 に 被 験 化 合 物 を 添 加 す る こ と に
よ り 行 う こ と が で き る 。 ま た 、 細 胞 内 に 発 現 し た 状 態 ま た は 細 胞 抽 出 液 内 に 発 現 し た 状 態
で あ れ ば 、 そ れ ぞ れ 、 細 胞 の 培 養 液 ま た は 該 細 胞 抽 出 液 に 被 験 化 合 物 を 添 加 す る こ と に よ
り 行 う こ と が で き る 。 被 験 化 合 物 が タ ン パ ク 質 の 場 合 に は 、 例 え ば 、 該 タ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 む ベ ク タ ー を 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 が 発 現 し て い る 細 胞 へ 導 入 す る 、 ま
た は 該 ベ ク タ ー を 本 発 明 の タ ン パ ク 質 が 発 現 し て い る 細 胞 抽 出 液 に 添 加 す る こ と で 行 う こ
と も 可 能 で あ る 。 ま た 、 例 え ば 、 酵 母 ま た は 動 物 細 胞 等 を 用 い た ２ ハ イ ブ リ ッ ド 法 を 利 用
す る こ と も 可 能 で あ る 。
　 別 の 態 様 で は 、 次 い で 、 上 記 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 活 性 を 測 定 す る 。 次 い で 、 被 験 化 合
物 を 投 与 し て い な い 場 合 と 比 較 し て 、 該 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 活 性 を 上 昇 ま た は 減 少 さ せ
る 化 合 物 を 選 択 す る 。
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 活 性 と し て は 、 幼 若 ホ ル モ ン 生 成 活 性 が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば 、 実
施 例 記 載 の よ う に 、 Ｊ Ｈ 　 Ｉ 酸 、 Ｊ Ｈ 　 Ｉ Ｉ 酸 、 Ｊ Ｈ 　 Ｉ Ｉ Ｉ 酸 お よ び フ ァ ル ネ セ ン 酸 な
ど の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 を 基 質 と し た 場 合 、 反 応 液 中 に そ れ ぞ れ に 対 応 し た 活 性 型 の 幼 若 ホ ル
モ ン 、 す な わ ち 、 Ｊ Ｈ 　 Ｉ 、 Ｊ Ｈ 　 Ｉ Ｉ 、 Ｊ Ｈ 　 Ｉ Ｉ Ｉ お よ び フ ァ ル ネ セ ン 酸 メ チ ル の 生
成 を 確 認 す る こ と で 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 活 性 を 測 定 で き る 。 ま た 、 実 施 例 に 記 載 し た
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Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 分 析 の 他 、 Ｇ Ｃ ， Ｇ Ｃ ／ Ｍ Ｓ ， Ｌ Ｃ ／ Ｍ Ｓ ， Ｒ Ｉ Ａ ， 生 物 検 定 法 等 を 利 用 し て 、
本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 活 性 を 測 定 す る こ と も で き る （ 大 滝 哲 也 、 生 理 活 性 物 質 の バ イ オ ア
ッ セ イ 、 講 談 社 、 ｐ ． ３ ７ ３ － ３ ８ ０ ． 、 １ ９ ８ ４ ； Ｒ ｅ ｍ ｂ ｏ ｌ ｄ ， Ｈ 　 ａ ｎ ｄ 　 Ｌ ａ
ｃ ｋ ｎ ｅ ｒ ， Ｂ ． ； Ｊ ． Ｃ ｈ ｒ ｏ ｍ ａ ｔ ｏ ｇ ｒ ． ３ ２ ３ ： ３ ５ ５ － ３ ６ １ ， １ ９ ８ ５ ） 。
ま た 、 幼 若 ホ ル モ ン 酸 を 含 む 反 応 液 中 の Ｓ － ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン の 減 少 量 ま た は Ｓ － ア
デ ノ シ ル ホ モ シ ス テ イ ン の 生 成 量 を 各 種 の 方 法 に よ り 測 定 す る こ と で も 本 発 明 の タ ン パ ク
質 の 活 性 を 測 定 で き る 。 例 え ば 、 反 応 液 中 に ア デ ノ シ ル ホ モ シ ス テ イ ン 加 水 分 解 酵 素 （ Ａ
ｄ ｏ Ｈ ｃ ｙ 　 ｈ ｙ ｄ ｒ ｏ ｌ ａ ｓ ｅ ） と ア デ ノ シ ン デ ア ミ ナ ー ゼ （ ａ ｄ ｅ ｎ ｏ ｓ ｉ ｎ ｅ 　 ｄ
ｅ ａ ｍ ｉ ｎ ａ ｓ ｅ ） を 共 存 さ せ 、 生 成 し た Ｓ － ア デ ノ シ ル ホ モ シ ス テ イ ン を 最 終 的 に イ ノ
シ ン に 変 換 し 、 Ｓ － ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン か ら イ ノ シ ン へ の 変 換 に よ っ て 起 こ る ２ ６ ５ ｎ
ｍ で の 吸 光 度 の 減 少 を 測 定 す る こ と で 行 う こ と が で き る （ Ｏ ｇ ａ ｗ ａ 　 Ｈ ． ｅ ｔ 　 ａ ｌ ．
， １ ９ ８ ８ ， Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｎ ａ ｔ ｌ ． Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ ． Ｕ ． Ｓ ． Ａ ． ８ ５ ， ６ ９ ４ － ６ ９
８ ） 。
　 上 記 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 以 下 の よ う な 方 法 で 実 施 で き る 。 Ｊ Ｈ 　 Ｉ
酸 、 Ｊ Ｈ 　 Ｉ Ｉ 酸 、 Ｊ Ｈ 　 Ｉ Ｉ Ｉ 酸 ま た は フ ァ ル ネ セ ン 酸 を 含 む 反 応 液 に 被 験 化 合 物 を あ
ら か じ め 混 合 し て 酵 素 反 応 を 行 い 、 反 応 後 に 生 産 さ れ た 幼 若 ホ ル モ ン 量 を 被 験 化 合 物 を 含
ま な い 場 合 と 比 較 す る 。 Ｊ Ｈ 　 Ｉ 酸 、 Ｊ Ｈ 　 Ｉ Ｉ 酸 、 Ｊ Ｈ 　 Ｉ Ｉ Ｉ 酸 ま た は フ ァ ル ネ セ ン
酸 を 含 む 反 応 液 の 組 成 は 、 実 施 例 に 記 載 し て い る も の を 使 用 す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 に お け る ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の 別 の 態 様 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺
伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 制 御 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ に 関 す る も の で あ る 。 こ の よ う な 方
法 と し て は 、 ま ず 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 下 流 に
レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 が 機 能 的 に 結 合 し た Ｄ Ｎ Ａ を 有 す る 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 液 を 提 供 す る 。
こ こ で 、 「 機 能 的 に 結 合 し た 」 と は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の プ ロ モ ー
タ ー 領 域 に 転 写 因 子 が 結 合 す る こ と に よ り 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 が 誘 導 さ れ る よ う に
、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 と レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 と が 結
合 し て い る こ と を い う 。 従 っ て 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 が 他 の 遺 伝 子 と 結 合 し て お り 、 他 の 遺
伝 子 産 物 と の 融 合 タ ン パ ク 質 を 形 成 す る 場 合 で あ っ て も 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 に 転 写 因 子 が 結 合 す る こ と に よ っ て 、 該 融 合 タ ン パ ク 質 の 発
現 が 誘 導 さ れ る も の で あ れ ば 、 上 記 「 機 能 的 に 結 合 し た 」 の 意 に 含 ま れ る 。
　 上 記 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 と し て は 、 そ の 発 現 が 検 出 可 能 な も の で あ れ ば 特 に 制 限 さ れ ず 、
例 え ば 、 当 業 者 に お い て 一 般 的 に 使 用 さ れ る Ｃ Ａ Ｔ 遺 伝 子 、 ｌ ａ ｃ Ｚ 遺 伝 子 、 ル シ フ ェ ラ
ー ゼ 遺 伝 子 、 β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 遺 伝 子 （ Ｇ Ｕ Ｓ ） お よ び Ｇ Ｆ Ｐ 遺 伝 子 等 を 挙 げ る こ と
が で き る 。 ま た 、 上 記 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 に は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ も
ま た 含 ま れ る 。
　 別 の 態 様 に お い て は 、 次 い で 、 上 記 細 胞 ま た は 上 記 細 胞 抽 出 液 に 被 験 化 合 物 を 接 触 さ せ
る 。 次 い で 、 該 細 胞 ま た は 該 細 胞 抽 出 液 に お け る 上 記 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 測
定 す る 。 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル は 、 使 用 す る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 種 類 に 応 じ て 、
当 業 者 に 公 知 の 方 法 に よ り 測 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 が Ｃ Ａ Ｔ 遺
伝 子 で あ る 場 合 に は 、 該 遺 伝 子 産 物 に よ る ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル の ア セ チ ル 化 を 検 出 す る
こ と に よ っ て 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る こ と が で き る 。 レ ポ ー タ ー 遺 伝
子 が ｌ ａ ｃ Ｚ 遺 伝 子 で あ る 場 合 に は 、 該 遺 伝 子 発 現 産 物 の 触 媒 作 用 に よ る 色 素 化 合 物 の 発
色 を 検 出 す る こ と に よ り 、 ま た 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 で あ る 場 合 に は 、 該 遺 伝 子 発 現 産
物 の 触 媒 作 用 に よ る 蛍 光 化 合 物 の 蛍 光 を 検 出 す る こ と に よ り 、 ま た 、 β － グ ル ク ロ ニ ダ ー
ゼ 遺 伝 子 （ Ｇ Ｕ Ｓ ） で あ る 場 合 に は 、 該 遺 伝 子 発 現 産 物 の 触 媒 作 用 に よ る Ｇ ｌ ｕ ｃ ｕ ｒ ｏ
ｎ （ Ｉ Ｃ Ｎ 社 ） の 発 光 や ５ － ブ ロ モ － ４ － ク ロ ロ － ３ － イ ン ド リ ル － β － グ ル ク ロ ニ ド （
Ｘ － Ｇ ｌ ｕ ｃ ） の 発 色 を 検 出 す る こ と に よ り 、 さ ら に 、 Ｇ Ｆ Ｐ 遺 伝 子 で あ る 場 合 に は 、 Ｇ
Ｆ Ｐ タ ン パ ク 質 に よ る 蛍 光 を 検 出 す る こ と に よ り 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 測 定
す る こ と が で き る 。
　 ま た 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を レ ポ ー タ ー と す る 場 合 、 該 遺 伝 子 の 発
現 レ ベ ル の 測 定 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 、 該 遺 伝 子 の
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ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 定 法 に 従 っ て 抽 出 し 、 こ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 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 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 法 を 実 施 す る こ と に よ っ て 該 遺 伝 子 の 転 写 レ ベ ル の 測 定 を 行
う こ と が で き る 。 さ ら に 、 Ｄ Ｎ Ａ ア レ イ 技 術 を 用 い て 、 該 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る
こ と も 可 能 で あ る 。
　 ま た 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 か ら コ ー ド さ れ る 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を
含 む 画 分 を 定 法 に 従 っ て 回 収 し 、 該 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 発 現 を Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 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 、
本 発 明 の 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 な ど を 実 施 し 、
該 本 発 明 の 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 。
　 別 の 態 様 に お い て は 、 次 い で 、 被 験 化 合 物 を 投 与 し て い な い 場 合 と 比 較 し て 、 該 レ ポ ー
タ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 上 昇 ま た は 減 少 さ せ る 化 合 物 を 選 択 す る 。
　 本 発 明 に お け る ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の そ の 他 の 態 様 と し て は 、 ま ず 、 昆 虫 個 体 ま た は 培
養 組 織 に 被 験 化 合 物 を 接 触 さ せ る 。 培 養 組 織 と し て は 、 ア ラ タ 体 の 培 養 組 織 が 好 適 で あ る
。 別 の 態 様 で は 、 次 い で 、 該 昆 虫 個 体 ま た は 該 培 養 組 織 に お け る 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ
ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る 。 具 体 的 に は 、 被 験 化 合 物 を 接 触 さ せ た 昆 虫 個 体
ま た は 培 養 組 織 か ら 、 一 定 時 間 後 に Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、 該 遺 伝 子 の 発 現 量 を 、 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ
、 Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ 、 ノ ー ザ ン な ど で 測 定 す る 。 別 の 態 様 で は 、 次 い で 、 被 験 化 合 物
を 投 与 し て い な い 場 合 と 比 較 し て 、 該 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 上 昇 ま た は 減 少 さ せ る 化 合 物
を 選 択 す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
　 図 １ は 、 昆 虫 お よ び 甲 殻 類 に 見 ら れ る 幼 若 ホ ル モ ン と そ の 前 駆 体 の 酸 、 お よ び 本 発 明 に
よ る 酵 素 の 酵 素 反 応 を 示 す 図 で あ る 。 Ｊ Ｈ Ａ Ｍ Ｔ は 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を 、
Ａ ｄ ｏ Ｍ ｅ ｔ は Ｓ － ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン を 、 Ａ ｄ ｏ Ｈ ｃ ｙ は Ｓ － ア デ ノ シ ル ホ モ シ ス テ
イ ン を 示 す 。 幼 若 ホ ル モ ン 酸 に お い て Ｒ １ お よ び Ｒ ２ は 、 Ｊ Ｈ 　 Ｉ 酸 で は Ｒ １ ＝ Ｃ Ｈ ３ ，
Ｒ ２ ＝ Ｃ Ｈ ３ 、 Ｊ Ｈ 　 Ｉ Ｉ 酸 で は Ｒ １ ＝ Ｃ Ｈ ３ ， Ｒ ２ ＝ Ｈ 、 Ｊ Ｈ 　 Ｉ Ｉ Ｉ 酸 で は Ｒ １ ＝ Ｈ
， Ｒ ２ ＝ Ｈ を 示 す 。 ま た 、 幼 若 ホ ル モ ン に お い て Ｒ １ お よ び Ｒ ２ は 、 Ｊ Ｈ 　 Ｉ で は Ｒ １ ＝
Ｃ Ｈ ３ ， Ｒ ２ ＝ Ｃ Ｈ ３ 、 Ｊ Ｈ 　 Ｉ Ｉ で は Ｒ １ ＝ Ｃ Ｈ ３ ， Ｒ ２ ＝ Ｈ 、 Ｊ Ｈ 　 Ｉ Ｉ Ｉ で は Ｒ １

＝ Ｈ ， Ｒ ２ ＝ Ｈ を 示 す 。
　 図 ２ は 、 逆 相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ る 幼 若 ホ ル モ ン の 検 出 を 示 す 図 で あ る 。 上 か ら 順 に 、 Ｊ Ｈ 　
Ｉ Ｉ Ｉ 、 Ｊ Ｈ 　 Ｉ Ｉ 、 Ｊ Ｈ 　 Ｉ 、 フ ァ ル ネ セ ン 酸 メ チ ル の 検 出 を 示 す 。
　 図 ３ は 、 本 発 明 に よ る 組 換 え 酵 素 タ ン パ ク 質 の Ｓ Ｄ Ｓ 電 気 泳 動 を 示 す 写 真 で あ る 。 レ ー
ン １ 及 び ４ は 、 ｐ Ｅ Ｔ ２ ８ ａ プ ラ ス ミ ド で 形 質 転 換 し た 大 腸 菌 の 粗 抽 出 物 可 溶 性 画 分 （ 対
照 区 ） を 示 す 。 レ ー ン ２ は 、 カ イ コ 由 来 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 遺 伝 子 を 含 む ｐ
Ｅ Ｔ ２ ８ ａ プ ラ ス ミ ド で 形 質 し た 大 腸 菌 粗 抽 出 物 を 示 す 。 レ ー ン ３ は 、 精 製 し た カ イ コ 由
来 組 換 え 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 タ ン パ ク 質 の 可 溶 性 画 分 を 示 す 。 レ ー ン ５ は 、
シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 由 来 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 遺 伝 子 を 含 む ｐ Ｅ Ｔ ２ ８ ａ プ ラ ス
ミ ド で 形 質 し た 大 腸 菌 粗 抽 出 物 を 示 す 。 レ ー ン ６ は 精 製 し た シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 由 来 組 換 え
幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 タ ン パ ク 質 を 示 す 。 矢 印 は 、 組 換 え 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ
ル 基 転 移 酵 素 タ ン パ ク 質 を 示 す 。
　 図 ４ は 、 本 発 明 に よ る 組 み 換 え タ ン パ ク 質 の 酵 素 活 性 を 示 す 図 で あ る 。 Ｓ は 標 準 幼 若 ホ
ル モ ン 物 質 で あ る 。 Ｊ は 、 Ｊ Ｈ 　 Ｉ Ｉ Ｉ 酸 （ ａ ） 、 Ｊ Ｈ 　 Ｉ Ｉ 酸 （ ｂ ） 、 Ｊ Ｈ 　 Ｉ Ｉ Ｉ 酸
（ ｃ ） ま た は フ ァ ル ネ セ ン 酸 （ ｄ ） の い ず れ か と Ｓ － ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン を 基 質 と し て
カ イ コ 由 来 組 換 え 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 に よ っ て 生 じ た 反 応 産 物 で あ る 。 そ れ
ぞ れ の 基 質 に 対 応 し た 幼 若 ホ ル モ ン 、 す な わ ち Ｊ Ｈ 　 Ｉ Ｉ Ｉ （ ａ ） 、 Ｊ Ｈ 　 Ｉ Ｉ （ ｂ ） 、
Ｊ Ｈ 　 Ｉ Ｉ Ｉ （ ｃ ） 、 ま た は フ ァ ル ネ セ ン 酸 メ チ ル （ ｄ ） の 生 成 が 認 め ら れ る 。 Ｃ は 、 Ｊ
と 同 じ 基 質 を 含 む 反 応 液 中 に 酵 素 を 加 え な い 場 合 の 反 応 産 物 で あ る 。 幼 若 ホ ル モ ン の 生 成
は 全 く 起 こ ら な い 。
　 図 ５ は 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 オ オ タ バ コ ガ 由 来 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸
メ チ ル 基 転 移 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 を マ ル チ プ ル ア ラ イ メ ン ト し た 結 果 を 示 す 図 で あ る 。 図
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中 Ｓ ｌ は ハ ス モ ン ヨ ト ウ （ Ｓ ｐ ｏ ｄ ｏ ｐ ｔ ｅ ｒ ａ 　 ｌ ｉ ｔ ｕ ｒ ａ ） 、 Ａ ｇ は 蚊 （ Ａ ｎ ｏ ｐ
ｈ ｅ ｌ ｅ ｓ 　 ｇ ａ ｍ ｂ ｉ ａ ｅ ） 、 Ｈ ａ は オ オ タ バ コ ガ （ Ｈ ｅ ｌ ｉ ｃ ｏ ｖ ｅ ｒ ｐ ａ 　 ａ ｒ ｍ
ｉ ｇ ｅ ｒ ａ ） 、 Ｂ ｍ は カ イ コ （ Ｂ ｏ ｍ ｂ ｙ ｘ 　 ｍ ｏ ｒ ｉ ） 、 Ｄ ｍ は シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ Ｄ
ｒ ｏ ｓ ｏ ｐ ｈ ｉ ｌ ａ 　 ｍ ｅ ｌ ａ ｎ ｏ ｇ ａ ｓ ｔ ｅ ｒ ） 由 来 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵
素 を 示 す 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
　 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 。
　 （ １ ） 　 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ る 幼 若 ホ ル モ ン 類 の 検 出
　 逆 相 カ ラ ム （ Ｃ Ａ Ｐ Ｃ Ｅ Ｌ Ｌ 　 Ｐ Ａ Ｋ 　 Ｃ １ ８ 　 Ｕ Ｇ ８ ０ 　 Ｓ － ５ ， ３ 　 ｘ 　 １ ５ ０ ｍ
ｍ ， Ｓ ｈ ｉ ｓ ｅ ｉ ｄ ｏ ） を Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 装 置 （ Ｊ Ａ Ｓ Ｃ Ｏ ） に 取 り 付 け 、 紫 外 検 出 器 で ２ １ ７
ｎ ｍ の 吸 光 度 を 測 定 す る こ と に よ り 、 幼 若 ホ ル モ ン 類 の 検 出 を 行 っ た 。 な お 、 こ の 際 流 速
は ０ ． ５ ｍ ｌ ／ ｍ ｉ ｎ 、 カ ラ ム 保 持 温 度 は ４ ０ ℃ で 、 ６ ０ ％ ア セ ト ニ ト リ ル ま た は ８ ０ ％
ア セ ト ニ ト リ ル で ２ ０ 分 間 サ ン プ ル を 流 し た 。
　 （ 実 施 例 １ ） 　 カ イ コ の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ
　 ア ラ タ 体 は 極 め て 微 細 な 組 織 な た め （ カ イ コ の 終 齢 幼 虫 で も 直 径 ０ ． １ ｍ ｍ 程 度 ） 、 幼
若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ に 必 要 な 量 の ア ラ タ 体 由 来 Ｒ Ｎ Ａ を
得 る た め に 、 多 数 の 個 体 を 解 剖 し て ア ラ タ 体 を 集 め る 必 要 が あ る 。 カ イ コ は 、 シ ョ ウ ジ ョ
ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ や オ オ タ バ コ ガ と い っ た 害 虫 に 比 べ て 大 型 で 解 剖 が し や す く
、 ま た 、 ア ラ タ 体 の サ イ ズ も 大 き い 。 さ ら に 、 人 工 飼 料 に よ る 大 量 飼 育 方 法 が 確 立 さ れ て
い る の で 、 実 験 に 必 要 な 発 育 ス テ ー ジ の 揃 っ た 幼 虫 を 大 量 に 集 め る こ と が 容 易 で あ る 。 そ
こ で 、 本 発 明 者 ら は 、 ま ず カ イ コ の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン
グ を 行 っ た 。
　 ４ 齢 初 期 ～ 蛹 ま で ２ ４ 段 階 の 発 育 ス テ ー ジ （ １ ス テ ー ジ に つ き 約 ４ ０ 頭 ｘ ２ ４ ス テ ー ジ
で 、 約 １ ０ ０ ０ 頭 解 剖 し た ） に 分 別 し た カ イ コ の ア ラ タ 体 か ら 抽 出 し た Ｒ Ｎ Ａ を 鋳 型 と し
、 ５ ’ 末 端 を ロ ー ダ ミ ン で ラ ベ ル し た Ｆ Ｐ １ プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ： １ １ ） を 用 い た 逆 転
写 反 応 に よ っ て ２ ４ 種 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 作 成 し た 。 こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 鋳 型 と し て 、 蛍 光 プ ラ イ マ
ー Ｆ Ｐ １ と 任 意 の 配 列 を 持 つ デ カ マ ー （ 合 計 ２ ４ 種 を 使 用 ） を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 行 う こ
と に よ り 、 蛍 光 ラ ベ ル 化 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 し た 。 増 幅 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 変 成 ア ク リ ル ア ミ ド ゲ
ル で 分 離 後 、 蛍 光 イ メ ー ジ ア ナ ラ イ ザ ー （ Ｆ Ｍ Ｂ Ｉ Ｏ 　 Ｉ Ｉ ， Ｔ ａ ｋ ａ ｒ ａ 社 ） で ス キ ャ
ン し 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ バ ン ド を 検 出 し た 。 本 発 明 者 ら は 、 さ ま ざ ま な 発 育 特 異 的 発 現 パ タ ー ン を
示 す 約 ４ ０ ０ 本 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ バ ン ド を 調 べ た 。 そ の 結 果 、 プ ラ イ マ ー Ｆ Ｐ １ と プ ラ イ マ ー Ｕ
Ｐ １ （ 配 列 番 号 ： １ ２ ） と の 組 み 合 わ せ で 増 幅 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ に お い て 、 ４ 齢 幼 虫 期 に は 継
続 し て 発 現 す る が 、 ５ 齢 幼 虫 の ３ 日 目 以 後 に 消 失 す る １ 本 の 蛍 光 バ ン ド を 発 見 し た 。 こ の
蛍 光 バ ン ド か ら ｃ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 抽 出 し 、 そ の 塩 基 配 列 を 決 定 し た 。
　 決 定 し た 塩 基 配 列 に 基 づ い て プ ラ イ マ ー を 設 計 し 、 さ ら に Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ の 変 法 の １ 種 で
あ る ５ ’ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ お よ び ３ ’ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ を 、 Ｓ Ｍ Ａ Ｒ Ｔ 　 Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 　 Ａ ｍ ｐ ｌ ｉ
ｆ ｉ ｃ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 Ｋ ｉ ｔ （ Ｃ Ｌ Ｏ Ｎ Ｔ Ｅ Ｃ Ｈ 社 ） を 用 い て 行 う こ と に よ り 、 こ の ｃ Ｄ Ｎ
Ａ の 全 長 を ク ロ ー ニ ン グ し た 。 な お 、 ３ ’ － Ｒ Ａ Ｃ Ｅ に お い て は Ｂ Ｍ ３ Ｒ プ ラ イ マ ー （ 配
列 番 号 ： １ ３ ） を 用 い て 全 塩 基 配 列 の １ ８ ８ ０ ～ ２ ８ ９ ０ 番 目 の 領 域 を 増 幅 し 、 ５ ’ － Ｒ
Ａ Ｃ Ｅ に お い て は Ｂ Ｍ ５ Ｒ プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ： １ ４ ） を 用 い て 全 塩 基 配 列 の １ ～ １ ９
０ ４ 番 目 の 領 域 を 増 幅 し 、 塩 基 配 列 を 決 定 し た （ 配 列 番 号 ： １ ） 。
　 以 上 の よ う に 、 蛍 光 ｍ Ｒ Ｎ Ａ デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル デ ィ ス プ レ イ 法 、 ５ ’ － Ｒ Ａ Ｃ Ｅ お よ
び ３ ’ － Ｒ Ａ Ｃ Ｅ に よ り ク ロ ー ニ ン グ し た 領 域 を 重 ね 合 わ せ て 、 カ イ コ の 幼 若 ホ ル モ ン 酸
メ チ ル 基 転 移 酵 素 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 全 長 を 決 定 し た 。
　 （ 実 施 例 ２ ） 　 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 遺 伝 子 を 組 み 込 ん だ 発 現 ベ ク タ ー の 作
成
　 （ 実 施 例 １ ） に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 単 離 し た 遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を
含 む 領 域 を 、 カ イ コ ４ 齢 幼 虫 の ア ラ タ 体 由 来 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 鋳 型 と し 、 Ｂ Ｍ Ｊ Ｆ プ ラ イ マ ー
（ 配 列 番 号 ： １ ５ ） と Ｂ Ｍ Ｊ Ｒ プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ： １ ６ ） を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 増
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幅 し 、 増 幅 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ を 制 限 酵 素 Ｎ ｄ ｅ Ｉ と Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ で 切 断 後 、 ヒ ス チ ジ ン タ グ 融 合
タ ン パ ク 質 作 成 用 の 大 腸 菌 発 現 ベ ク タ ー ｐ Ｅ Ｔ － ２ ８ ａ （ ＋ ） （ Ｎ ｏ ｖ ａ ｇ ｅ ｎ 社 ） の Ｎ
ｄ ｅ Ｉ － Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ サ イ ト に ク ロ ー ニ ン グ し た 。
　 （ 実 施 例 ３ ） 　 組 換 え 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 タ ン パ ク 質 の 調 製
　 作 成 し た プ ラ ス ミ ド を エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 に よ り 、 大 腸 菌 株 Ｂ Ｌ ２ １ （ Ｄ Ｅ ３ ）
に 導 入 し 、 形 質 転 換 さ れ た 大 腸 菌 株 を 得 た 。 こ の 形 質 転 換 さ れ た 大 腸 菌 株 を カ ナ マ イ シ ン
５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ を 含 む Ｌ Ｂ 培 地 （ ５ ｍ ｌ ） で ３ ７ ℃ で 一 晩 振 と う 培 養 し 、 そ の 培 養 液 ０ ．
２ ｍ ｌ を 、 液 体 培 地 ２ ０ ０ ｍ ｌ に 加 え て ２ ０ ℃ で ２ ４ 時 間 、 振 と う 培 養 し た 。 培 養 液 か ら
増 殖 し た 菌 体 を 遠 心 分 離 （ ３ ５ ０ ０ ｒ ｐ ｍ ， １ ０ 分 、 ４ ℃ ） に よ り 回 収 し 、 － ３ ０ ℃ で 凍
結 し た 。 凍 結 し た 菌 体 を 室 温 で 融 解 後 、 培 養 液 ５ ０ ｍ ｌ 当 た り ５ ｍ ｌ の バ ッ フ ァ ー （ ５ ０
ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｃ ｌ ， ｐ Ｈ ７ ． ５ ） を 加 え て け ん 濁 後 、 冷 却 条 件 下 で 超 音 波 に よ っ て 破
砕 し た 。 こ れ を 遠 心 分 離 後 （ １ ４ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ ， １ ５ 分 ， ４ ℃ ） 、 上 精 を 採 取 し 、 ０ ． ４
５ μ ｍ の フ ィ ル タ ー で 濾 過 後 、 ヒ ス チ ジ ン タ グ 融 合 タ ン パ ク 質 精 製 キ ッ ト （ Ｈ ｉ Ｔ ｒ ａ ｐ
　 Ｋ ｉ ｔ 、 Ａ ｍ ｅ ｒ ｓ ｈ ａ ｍ 社 ） に よ っ て 組 換 え 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を 精 製
し た 。 溶 出 し た 組 換 え タ ン パ ク 質 は 、 脱 塩 カ ラ ム （ Ｐ Ｄ － １ ０ 、 Ａ ｍ ｅ ｒ ｓ ｈ ａ ｍ 社 ） を
用 い て 、 イ ミ ダ ゾ ー ル を 除 去 後 、 ２ ５ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｃ ｌ バ ッ フ ァ ー 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 ５
０ ％ グ リ セ ロ ー ル 溶 液 と し て － ３ ０ ℃ に 保 存 し た 。 収 量 は 、 培 養 液 ５ ０ ｍ ｌ か ら 、 約 ４ ｍ
ｇ （ 総 液 量 ７ ｍ ｌ ） で あ っ た （ 図 ３ ） 。
　 （ 実 施 例 ４ ） 　 組 換 え 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 に よ る 幼 若 ホ ル モ ン の 合 成
　 シ リ コ ン 処 理 し た ガ ラ ス 試 験 管 （ １ ０ ｘ １ ５ ０ ｍ ｍ ） に 、 ト ル エ ン に 溶 か し た Ｊ Ｈ 　 Ｉ
酸 、 Ｊ Ｈ 　 Ｉ Ｉ 酸 、 Ｊ Ｈ 　 Ｉ Ｉ Ｉ 酸 、 ま た は フ ァ ル ネ セ ン 酸 の い ず れ か の 幼 若 ホ ル モ ン 酸
１ ０ ０ μ ｇ を ガ ラ ス キ ャ ピ ラ リ ー で 移 し 、 窒 素 気 流 下 、 溶 媒 を 除 去 す る 。 こ れ に 、 バ ッ フ
ァ ー （ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｃ ｌ ， ｐ Ｈ ７ ． ５ ） ８ ０ ０ μ ｌ お よ び １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｓ － ア デ ノ
シ ル メ チ オ ニ ン 溶 液 １ ０ ０ μ ｌ を 加 え て よ く 混 合 後 、 ２ ５ ℃ の 恒 温 水 槽 中 で ５ 分 間 放 置 す
る 。 こ れ に 、 （ 実 施 例 ３ ） の 方 法 で 得 ら れ た 組 換 え タ ン パ ク 質 液 １ ０ ０ μ ｌ を 加 え 、 酵 素
反 応 を 開 始 し た 。 １ ０ 分 後 に 、 反 応 停 止 液 （ メ タ ノ ー ル ： 水 ： 濃 ア ン モ ニ ア 水 、 １ ０ ： ９
： １ ） ２ ５ ０ μ ｌ を 加 え て 酵 素 反 応 を 停 止 し た 後 、 イ ソ オ ク タ ン １ ｍ ｌ を 加 え て よ く 混 合
後 、 遠 心 分 離 （ ２ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ 、 １ ５ 分 、 室 温 ） に よ っ て 有 機 溶 媒 相 と 水 相 を 分 離 し 、 有
機 溶 媒 相 １ ０ ０ μ ｌ を 小 型 の バ イ ア ル に グ ラ ス キ ャ ピ ラ リ ー で 移 し 、 窒 素 気 流 に よ り 溶 媒
除 去 後 、 残 さ を １ ０ ０ μ ｌ の ア セ ト ニ ト リ ル に 溶 解 し 、 逆 相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ を 用 い た 方 法 に よ り
、 合 成 さ れ た 幼 若 ホ ル モ ン を 分 析 し た 。 そ の 結 果 、 Ｊ Ｈ 　 Ｉ 酸 、 Ｊ Ｈ 　 Ｉ Ｉ 酸 、 Ｊ Ｈ 　 Ｉ
Ｉ Ｉ 酸 お よ び フ ァ ル ネ セ ン 酸 を 基 質 と し た 場 合 、 反 応 液 中 に そ れ ぞ れ に 対 応 し た 活 性 型 の
幼 若 ホ ル モ ン 、 す な わ ち 、 Ｊ Ｈ 　 Ｉ 、 Ｊ Ｈ 　 Ｉ Ｉ 、 Ｊ Ｈ 　 Ｉ Ｉ Ｉ お よ び フ ァ ル ネ セ ン 酸 メ
チ ル が 生 成 す る こ と が 確 認 さ れ た （ 図 ４ ） 。 緩 衝 液 ： Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ （ ５ ０ ｍ Ｍ ， ｐ Ｈ
７ ． ５ ） 、 反 応 温 度 ： ２ ５ ℃ 、 基 質 ： Ｓ － ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン １ ｍ Ｍ 、 各 Ｊ Ｈ 酸 １ ０ ０
μ Ｍ 条 件 下 で 測 定 し た 組 換 え カ イ コ Ｊ Ｈ Ａ Ｍ Ｔ の Ｊ Ｈ Ｉ 酸 、 Ｊ Ｈ Ｉ Ｉ 酸 、 Ｊ Ｈ Ｉ Ｉ Ｉ 酸 、
フ ァ ル ネ セ ン 酸 に 対 す る 分 子 活 性 （ １ 分 間 に 酵 素 １ 分 子 が 反 応 産 物 に 変 え る 基 質 の 分 子 数
） は 、 そ れ ぞ れ 、 １ ． ８ ０ ± ０ ． ３ ２ ， １ ． ６ ５ ± ０ ． ２ ３ ， ０ ． ７ ９ ± ０ ． ０ ６ ， ０ ．
４ ８ ± ０ ． ０ ７ （ 平 均 値 ± 標 準 偏 差 、 ｎ ＝ ３ ） で あ っ た 。 な お 、 飽 和 直 鎖 脂 肪 酸 ま た は 不
飽 和 直 鎖 脂 肪 酸 を 基 質 と し た 場 合 、 本 酵 素 に よ る メ チ ル エ ス テ ル 化 は 認 め ら れ ず 、 本 酵 素
の 反 応 は 幼 若 ホ ル モ ン 酸 に 対 し て 基 質 特 異 的 で あ っ た 。
　 （ 実 施 例 ５ ） 　 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ お よ び 蚊 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 遺 伝 子 の
ク ロ ー ニ ン グ
　 配 列 番 号 ： ２ に 示 し た カ イ コ 由 来 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 を
用 い て 、 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ プ ロ グ ラ ム に よ っ て シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ Ｄ ｒ ｏ ｓ ｏ ｐ ｈ ｉ ｌ ａ 　 ｍ ｅ
ｌ ａ ｎ ｏ ｇ ａ ｓ ｔ ｅ ｒ ） お よ び マ ラ リ ア の 重 要 な ベ ク タ ー で あ る 蚊 （ Ａ ｎ ｏ ｐ ｈ ｅ ｌ ｅ ｓ
　 ｇ ａ ｍ ｂ ｉ ａ ｅ ） の 全 ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス の 検 索 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ
エ ゲ ノ ム か ら は 、 カ イ コ 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２
） と ３ ８ ％ の 一 致 率 を 示 す 配 列 番 号 ： ４ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ （ 配 列 番
号 ： ３ ） を 見 い だ し た 。
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　 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 成 虫 全 体 か ら 抽 出 し た Ｒ Ｎ Ａ か ら 逆 転 写 反 応 に よ り 合 成 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ
を 鋳 型 と し て 、 Ｄ Ｍ Ｊ Ｆ プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ： １ ７ ） と Ｄ Ｍ Ｊ Ｒ プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号
： １ ８ ） を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 由 来 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素
遺 伝 子 の コ ー デ ィ ン グ 領 域 を 増 幅 し 、 （ 実 施 例 ２ ） と 同 様 の 方 法 に よ っ て 作 成 し た 発 現 ベ
ク タ ー を 用 い て 、 （ 実 施 例 ３ ） と 同 様 の 方 法 に よ っ て 作 成 し た 組 換 え タ ン パ ク 質 の 活 性 を
、 （ 実 施 例 ４ ） と 同 様 の 方 法 に よ っ て 調 べ る こ と で 、 本 遺 伝 子 が コ ー ド す る タ ン パ ク 質 が
幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 活 性 を 有 す る こ と を 確 認 し た 。 緩 衝 液 ： Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ
ｌ （ ５ ０ ｍ Ｍ ， ｐ Ｈ ７ ． ５ ） 、 反 応 温 度 ： ２ ５ ℃ 、 基 質 ： Ｓ － ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン １ ｍ
Ｍ 、 各 Ｊ Ｈ 酸 １ ０ ０ μ Ｍ 条 件 下 で 測 定 し た 組 換 え シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ Ｊ Ｈ Ａ Ｍ Ｔ の Ｊ Ｈ 　 Ｉ
酸 、 Ｊ Ｈ Ｉ Ｉ 酸 、 Ｊ Ｈ Ｉ Ｉ Ｉ 酸 、 フ ァ ル ネ セ ン 酸 に 対 す る 分 子 活 性 は 、 そ れ ぞ れ 、 ２ ． ６
７ ± ０ ． ４ ４ ， ２ ． ０ ７ ± ０ ． ２ ６ ， １ ． ７ ６ ± ０ ． １ ３ ， ２ ． ３ ± ０ ． ５ １ （ 平 均 値 ±
標 準 偏 差 、 ｎ ＝ ３ ） で あ っ た 。
　 ま た 、 本 発 明 者 は 、 デ ー タ ベ ー ス を 用 い て 、 蚊 の 全 ゲ ノ ム 配 列 中 か ら 、 カ イ コ 幼 若 ホ ル
モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 と ３ ８ ％ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の 該 酵 素 の ア ミ ノ 酸
配 列 と ４ ７ ％ の 一 致 率 を 示 す 配 列 番 号 ： ６ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 蚊 由 来 幼 若 ホ
ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 （ 配 列 番 号 ： ５ ） を 見 い だ し た 。 幼 若 ホ ル
モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 が 昆 虫 の 生 存 に 必 須 で 該 遺 伝 子 が 蚊 の ゲ ノ ム 中 に も 必 ず 存 在 す る
こ と 、 ま た 蚊 の 全 ゲ ノ ム 中 に 他 に 類 似 の 配 列 を 持 つ 遺 伝 子 は 存 在 し な い こ と か ら 、 本 遺 伝
子 が 蚊 の 該 酵 素 を コ ー ド す る こ と は 自 明 で あ る 。
　 （ 実 施 例 ６ ） 　 鱗 翅 目 害 虫 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ
　 多 く の 農 作 物 を 加 害 す る 重 要 害 虫 で あ る ハ ス モ ン ヨ ト ウ （ Ｓ ｐ ｏ ｄ ｏ ｐ ｔ ｅ ｒ ａ 　 ｌ ｉ
ｔ ｕ ｒ ａ ） お よ び オ オ タ バ コ ガ （ Ｈ ｅ ｌ ｉ ｃ ｏ ｖ ｅ ｒ ｐ ａ 　 ａ ｒ ｍ ｉ ｇ ｅ ｒ ａ ） の 幼 若 ホ
ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 遺 伝 子 は 以 下 の よ う に し て ク ロ ー ニ ン グ し た 。
　 配 列 番 号 ： ２ に 示 し た カ イ コ 由 来 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 と
、 配 列 番 号 ： ４ に 示 し た シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 由 来 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 の ア ミ
ノ 酸 配 列 を 比 較 し 、 両 者 の よ く 保 存 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 領 域 に 基 づ い て ２ 種 の デ ィ ジ ェ ネ
レ ー ト プ ラ イ マ ー 、 す な わ ち 正 方 向 の プ ラ イ マ ー と し て Ｄ Ｇ Ｊ Ｆ プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ：
１ ９ ； ア ミ ノ 酸 配 列 の Ｍ Ｖ Ｋ Ｙ Ａ Ｎ Ｋ Ｈ を コ ー ド ） 、 お よ び 逆 方 向 の プ ラ イ マ ー と し て Ｄ
Ｇ Ｊ Ｒ プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ： ２ ０ ； ア ミ ノ 酸 配 列 の Ｆ Ｄ Ｈ Ｖ Ｆ Ｓ Ｆ Ｙ を コ ー ド ） を 作 成
し た 。 こ れ ら の プ ラ イ マ ー を 用 い て ハ ス モ ン ヨ ト ウ 終 前 齢 幼 虫 ま た は オ オ タ バ コ ガ 終 前 齢
幼 虫 の ア ラ タ 体 か ら 抽 出 し た Ｒ Ｎ Ａ か ら 逆 転 写 反 応 に よ り 合 成 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 鋳 型 と し て
、 そ れ ぞ れ Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 行 い 、 約 １ ２ ０ ｂ ｐ の サ イ ズ を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 得 、 そ れ ら の
塩 基 配 列 を 決 定 し た 。 決 定 し た 塩 基 配 列 に 基 づ い て 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 設 計 し 、 さ ら に Ｒ
Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ の 変 法 の １ 種 で あ る ５ ’ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ お よ び ３ ’ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ を 、 Ｓ Ｍ Ａ Ｒ Ｔ 　 Ｒ Ａ Ｃ
Ｅ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 　 Ａ ｍ ｐ ｌ ｉ ｆ ｆ ｉ ｃ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 Ｋ ｉ ｔ （ Ｃ Ｌ Ｏ Ｎ Ｔ Ｅ Ｃ Ｈ 社 ） を 用 い て
行 う こ と に よ り 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ お よ び オ オ タ バ コ ガ 由 来 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移
酵 素 の コ ー デ ィ ン グ 領 域 全 体 を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ を ク ロ ー ニ ン グ し た 。
　 な お 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 由 来 該 遺 伝 子 の ３ ’ － Ｒ Ａ Ｃ Ｅ に お い て は Ｓ Ｌ ３ Ｒ プ ラ イ マ ー （
配 列 番 号 ： ２ １ ） を 用 い て 全 塩 基 配 列 の ３ ６ ６ ～ ９ ９ ４ の 領 域 を 増 幅 し 、 ５ ’ － Ｒ Ａ Ｃ Ｅ
に お い て は Ｓ Ｌ ５ Ｒ プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ： ２ ２ ） を 用 い て 全 塩 基 配 列 の １ ～ ３ ９ ３ の 領
域 を 増 幅 し 、 両 者 を 重 ね 合 わ せ て 全 塩 基 配 列 を 決 定 し た 。 オ オ タ バ コ ガ 由 来 該 遺 伝 子 の ３
’ － Ｒ Ａ Ｃ Ｅ に お い て は Ｈ Ａ ３ Ｒ プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ： ２ ３ ） を 用 い て 全 塩 基 配 列 の ３
６ ６ ～ １ １ ９ ３ の 領 域 を 増 幅 し 、 ５ ’ － Ｒ Ａ Ｃ Ｅ に お い て は Ｈ Ａ ５ Ｒ プ ラ イ マ ー （ 配 列 番
号 ： ２ ４ ） を 用 い て 全 塩 基 配 列 の １ ～ ３ ９ １ の 領 域 を 増 幅 し 、 塩 基 配 列 を 決 定 し た 。
　 得 ら れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ 配 列 番 号 ： ７ ） か ら 推 定 さ れ た ハ ス モ ン ヨ ト ウ 由 来 幼 若 ホ ル モ
ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ： ８ に 示 し た 。 カ イ コ 由 来 幼 若 ホ ル モ ン
酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 と の ア ミ ノ 酸 配 列 の 一 致 率 は ４ ８ ％ で あ っ た 。 ま た 、 得 ら れ た ｃ Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 （ 配 列 番 号 ： ９ ） か ら 推 定 さ れ た オ オ タ バ コ ガ 由 来 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵
素 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ： １ ０ に 示 し た 。 カ イ コ 由 来 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵
素 と の ア ミ ノ 酸 配 列 の 一 致 率 は ５ ４ ％ で あ っ た 。
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　 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 前 終 齢 幼 虫 の ア ラ タ 体 か ら 抽 出 し た Ｒ Ｎ Ａ か ら 逆 転 写 反 応 に よ り 合 成 し
た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 鋳 型 と し て 、 コ ー デ ィ ン グ 領 域 を 、 プ ラ イ マ ー Ｓ Ｌ Ｊ Ｆ （ 配 列 番 号 ： ２ ５ ）
、 Ｓ Ｌ Ｊ Ｒ （ 配 列 番 号 ： ２ ６ ） を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 増 幅 し 、 （ 実 施 例 ２ ） と 同 様 の 方
法 に よ っ て 作 成 し た 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 、 （ 実 施 例 ３ ） と 同 様 の 方 法 に よ っ て 作 成 し た
組 換 え タ ン パ ク 質 の 活 性 を 、 （ 実 施 例 ４ ） と 同 様 の 方 法 に よ っ て 調 べ る こ と で 、 本 遺 伝 子
が コ ー ド す る タ ン パ ク 質 が 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 活 性 を 有 す る こ と を 確 認 し た
。
　 ま た 、 オ オ タ バ コ ガ 前 終 齢 幼 虫 の ア ラ タ 体 か ら 抽 出 し た Ｒ Ｎ Ａ か ら 逆 転 写 反 応 に よ り 合
成 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 鋳 型 と し て 、 コ ー デ ィ ン グ 領 域 を 、 Ｈ Ａ Ｊ Ｆ プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ： ２
７ ） 、 お よ び Ｈ Ａ Ｊ Ｒ プ ラ イ マ ー （ 配 列 列 番 号 ： ２ ８ ） を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 増 幅 し 、
（ 実 施 例 ２ ） と 同 様 の 方 法 に よ っ て 作 成 し た 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 、 （ 実 施 例 ３ ） と 同 様
の 方 法 に よ っ て 作 成 し た 組 換 え タ ン パ ク 質 の 活 性 を 、 （ 実 施 例 ４ ） と 同 様 の 方 法 に よ っ て
調 べ る こ と で 、 本 遺 伝 子 が コ ー ド す る タ ン パ ク 質 が 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 活 性
を 有 す る こ と を 確 認 し た 。
　 （ 実 施 例 ７ ） 　 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 の 一 次 構 造 の 比 較
　 本 発 明 者 ら は 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 オ オ タ バ コ ガ 由 来 の 幼 若 ホ ル
モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 比 較 を 行 っ た （ 図 ５ ） 。 そ の 結 果 、 保 存 さ れ て
い る ア ミ ノ 酸 配 列 と し て 、 以 下 の （ １ ） ～ （ ７ ） の ７ つ の モ チ ー フ を 見 出 し た 。 こ の う ち
（ ２ ） は 、 メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ の コ ン セ ン サ ス 配 列 （ Ｓ － ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン 結
合 配 列 の 一 部 ） （ Ｌ （ Ｄ ／ Ｅ ） ｏ Ｇ ｓ Ｇ ｓ Ｇ （ 配 列 番 号 ： ２ ９ ） ； ｏ は 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 、
ｓ は 低 分 子 量 中 性 ア ミ ノ 酸 ； Ｇ ｏ ｍ ｉ ， Ｔ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， Ｉ ｎ ｔ ． Ｊ ． Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ
． ２ ４ ： １ ６ ３ ９ ， １ ９ ９ ２ ； Ｋ ａ ｇ ａ ｎ ， Ｒ ． Ｍ ． ＆ Ｃ ｌ ａ ｒ ｋ ｅ ， Ｓ ． ， Ａ ｒ ｃ ｈ ．
Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ． Ｂ ｉ ｏ ｐ ｈ ｙ ｓ ． ３ １ ０ ： ４ １ ７ ， １ ９ ９ ４ ； Ｖ ｉ ｄ ｇ ｒ ｅ ｎ ， Ｊ ． ｅ
ｔ 　 ａ ｌ ． ， Ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ ， ３ ６ ８ ： ３ ５ ４ ， １ ９ ９ ４ ） と 一 致 し て お り 、 Ｓ － ア デ ノ
シ ル メ チ オ ニ ン の 結 合 に 関 与 す る と 推 定 さ れ る 。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（ １ ） ～ （ ７ ） の 先 頭 の 番 号 は 各 モ チ ー フ に 対 応 す る カ イ コ の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転
移 酵 素 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 番 号 で あ る 。
【 産 業 上 の 利 用 の 可 能 性 】
　 本 発 明 に よ っ て 、 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 タ ン パ ク 質 を 人 為 的 に 制 御 す る こ と
が 可 能 と な っ た 。 こ れ に よ り 、 幼 若 ホ ル モ ン に よ っ て 調 節 さ れ る 昆 虫 な ど の 節 足 動 物 の 脱
皮 ・ 変 態 、 生 殖 、 休 眠 、 胚 発 生 、 行 動 、 多 型 、 寿 命 な ど を 制 御 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ま
た 、 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 タ ン パ ク 質 を 人 為 的 に 制 御 す る こ と に よ り 、 害 虫 防
除 や 有 益 昆 虫 の 機 能 強 化 を 行 う こ と が 可 能 で あ る 。 ま た 、 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵
素 タ ン パ ク 質 は 、 該 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 化 合 物 や 該 タ ン パ ク 質 の 活 性 ま た は 発 現 を 制 御
す る 化 合 物 の 製 造 や ス ク リ ー ニ ン グ に 利 用 で き る 。 ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 得 ら れ た 化 合
物 は 、 昆 虫 に 特 異 的 に 作 用 す る 安 全 性 の 高 い 昆 虫 成 長 制 御 剤 と し て 利 用 で き る 。
【 配 列 表 】
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 10月 18日 (2005.10.18)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
　 　 　 【 書 類 名 】 明 細 書
　 【 技 術 分 野 】
　 本 発 明 は 、 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 タ ン パ ク 質 お よ び 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る DNA、 並 び に そ れ ら の 利 用 法 に 関 す る も の で あ る 。
　 【 背 景 技 術 】
　 幼 若 ホ ル モ ン は 、 セ ス キ テ ル ペ ン 骨 格 を 持 つ 特 殊 な 構 造 を し た ホ ル モ ン で 、 昆 虫 の 脱 皮
・ 変 態 、 生 殖 、 休 眠 、 胚 発 育 の み な ら ず 、 多 型 、 行 動 、 寿 命 な ど 多 く の 生 理 現 象 の 調 節 に
関 与 す る 重 要 な 昆 虫 ホ ル モ ン で あ る （ 非 特 許 文 献 １ 、 ２ ） 。
　 し た が っ て 、 昆 虫 体 内 の 幼 若 ホ ル モ ン バ ラ ン ス を 崩 し て 昆 虫 の 生 存 に 必 須 な 生 理 機 能 を
撹 乱 す る こ と で 、 農 林 害 虫 や 衛 生 害 虫 を 防 除 す る こ と が で き る と 考 え ら れ る (非 特 許 文 献
３ 、 ４ )。 こ れ ま で に 、 天 然 型 幼 若 ホ ル モ ン よ り 強 い 活 性 を 示 す 合 成 幼 若 ホ ル モ ン 活 性 物
質 が 多 数 合 成 さ れ 、 そ の 一 部 は 、 安 全 性 の 高 い 害 虫 制 御 剤 と し て す で に 実 用 化 さ れ て い る
（ 非 特 許 文 献 ５ 、 ６ )。
　 ま た 昆 虫 体 内 の 幼 若 ホ ル モ ン 量 を 適 切 に 制 御 す る こ と で 蚕 等 の 有 用 昆 虫 の 生 育 や 休 眠 を
制 御 し 、 そ の 機 能 を 強 化 す る こ と に 利 用 で き る 。 例 え ば 、 合 成 幼 若 ホ ル モ ン 活 性 物 質 で あ
る メ ト プ レ ン は 、 蚕 の 増 繭 剤 と し て 利 用 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 ７ ） 。
　 し か し な が ら 、 害 虫 防 除 へ の 利 用 に お い て は 、 幼 若 ホ ル モ ン 活 性 物 質 は 、 昆 虫 体 内 の 幼
若 ホ ル モ ン 濃 度 の 高 い 幼 虫 期 に は 作 用 し な い た め 、 幼 虫 が 加 害 ス テ ー ジ で あ る 農 業 害 虫 の
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多 く に 対 し て は 、 高 い 食 害 防 止 効 果 は 期 待 で き な い 。
　 よ り 優 れ た 防 除 手 段 と し て 、 幼 若 ホ ル モ ン の 作 用 を 遮 断 す る 、 あ る い は 昆 虫 体 内 の 幼 若
ホ ル モ ン 濃 度 を 下 げ る こ と で 、 幼 虫 の 摂 食 期 間 を 短 縮 し た り 、 早 熟 変 態 を 促 進 す る こ と で
、 作 物 の 被 害 を 軽 減 す る 方 法 が 考 え ら れ る 。 こ れ ま で に 、 抗 幼 若 ホ ル モ ン 物 質 と し て プ レ
コ セ ン な ど 20種 類 以 上 の 化 合 物 が 同 定 さ れ て い る が 、 害 虫 防 除 に 実 用 化 さ れ て い る も の は
な い (非 特 許 文 献 ８ )。 ま た 、 遺 伝 子 工 学 的 な 手 法 に よ り 、 血 中 の 幼 若 ホ ル モ ン 濃 度 を 人 為
的 に 低 下 さ せ る 試 み も な さ れ て い る 。 す な わ ち 、 血 中 に 存 在 す る 幼 若 ホ ル モ ン を 特 異 的 に
加 水 分 解 す る 幼 若 ホ ル モ ン エ ス テ ラ ー ゼ の 遺 伝 子 を 組 み 込 ん だ 昆 虫 ウ イ ル ス を 作 成 し 、 感
染 し た 昆 虫 体 内 で 酵 素 活 性 を 発 現 さ せ 、 虫 体 内 の 幼 若 ホ ル モ ン を 分 解 し よ う と い う も の で
あ る (非 特 許 文 献 ９ )。 し か し 、 こ の 方 法 で も 幼 虫 が 早 熟 変 態 を す る ま で の 効 果 は 得 ら れ て
い な い 。
　 幼 若 ホ ル モ ン は 昆 虫 特 有 の 内 分 泌 器 官 で あ る ア ラ タ 体 で 合 成 さ れ て 血 中 に 分 泌 さ れ る 。
し た が っ て 、 ア ラ タ 体 で の 幼 若 ホ ル モ ン の 合 成 を 直 接 的 に 阻 害 で き れ ば 、 昆 虫 体 内 の 幼 若
ホ ル モ ン を 低 下 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。
　 幼 若 ホ ル モ ン の 生 合 成 の 最 終 段 階 に お い て 、 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 の 作 用 に
よ っ て 不 活 性 な 前 駆 体 で あ る 幼 若 ホ ル モ ン 酸 へ S-ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン の メ チ ル 基 が 転 移
す る こ と に よ っ て 、 活 性 型 の 幼 若 ホ ル モ ン が 生 じ る (非 特 許 文 献 １ ０ )。 こ の 酵 素 活 性 が 終
齢 幼 虫 に な る と 低 下 す る 結 果 、 幼 若 ホ ル モ ン の 合 成 ・ 分 泌 が 停 止 し 、 血 中 の 幼 若 ホ ル モ ン
が 消 失 し 、 変 態 が 起 こ る 。 し た が っ て 、 人 為 的 に こ の 酵 素 活 性 を 制 御 す る こ と で 、 昆 虫 体
内 の 幼 若 ホ ル モ ン 量 を 任 意 に 改 変 し 、 害 虫 防 除 や 有 益 昆 虫 の 機 能 強 化 を 行 う こ と が 可 能 と
考 え ら れ る 。
　 し か し な が ら 、 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 は 、 ご く 微 細 な 組 織 で あ る ア ラ タ 体 に
微 量 し か 存 在 し な い た め 、 同 酵 素 に 結 合 す る 化 合 物 、 同 酵 素 の 活 性 ま た は 発 現 を 制 御 す る
化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ に 必 要 な タ ン パ ク 質 量 を 昆 虫 個 体 か ら 調 製 す る の は き わ め て 困 難
で あ る 。 ま た 、 現 在 ま で 、 該 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 お よ び そ れ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 塩 基 配
列 は 明 ら か に さ れ て い な い 。
　 尚 、 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 〕 Nijhout, H.F.:Insect hormones, Princeton University Press, 267
pp, 1994
　 〔 非 特 許 文 献 ２ 〕 Herman, W.&Tatar, M.: Proc. R. Soc. Lond. B Biol. Sci. 268:250
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col.,Pergammon Press, Oxford, 7:368-379, 1985
　 【 発 明 の 開 示 】
　 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 、 幼 若 ホ ル モ ン 酸
メ チ ル 基 転 移 酵 素 タ ン パ ク 質 お よ び 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA、 並 び に そ れ ら の 利 用
法 を 提 供 す る こ と に あ る 。
　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 鱗 翅 目 昆 虫 の ア ラ タ 体 に お い て 、 幼 若 ホ ル
モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 の 活 性 は 終 前 齢 幼 虫 期 ま で は 高 い が 、 終 齢 幼 虫 初 期 以 後 は そ の 活
性 が 消 失 す る こ と に 着 目 し 、 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ・ デ ィ ス プ レ イ 法 に よ り 、 カ イ コ ア ラ タ
体 由 来 の cDNAか ら 、 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ し た 。 該 遺 伝
子 を 組 み 込 ん だ ベ ク タ ー DNAを 得 た 後 、 該 ベ ク タ ー DNAで 形 質 転 換 し た 大 腸 菌 で 作 成 し た 組
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換 え タ ン パ ク 質 が 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 活 性 を 有 す る こ と を 見 い だ し た 。
　 さ ら に 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の 相 同 性 に 基 づ き 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 オ
オ タ バ コ ガ 由 来 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 遺 伝 子 を 見 出 し た 。 ま た 、 シ ョ ウ ジ ョ
ウ バ エ 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 オ オ タ バ コ ガ 由 来 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 遺 伝 子 を
組 み 込 ん だ ベ ク タ ー DNAを 得 た 後 、 該 ベ ク タ ー DNAで 形 質 転 換 し た 大 腸 菌 で 作 成 し た 組 換 え
タ ン パ ク 質 が 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 活 性 を 有 す る こ と を 見 い だ し た 。 こ れ に よ
り 、 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 タ ン パ ク 質 を 人 為 的 に 発 現 制 御 す る こ と が 可 能 と な
っ た 。
　 幼 若 ホ ル モ ン は 、 昆 虫 の 脱 皮 ・ 変 態 、 生 殖 、 休 眠 、 胚 発 生 、 行 動 、 多 型 、 寿 命 な ど の 多
く の 生 理 現 象 の 調 節 に 関 与 す る 。 従 っ て 、 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 タ ン パ ク 質 を
人 為 的 に 発 現 制 御 す る こ と に よ り 、 幼 若 ホ ル モ ン に よ っ て 調 節 さ れ る 昆 虫 の 脱 皮 ・ 変 態 、
生 殖 、 休 眠 、 胚 発 生 、 行 動 、 多 型 、 寿 命 な ど を 制 御 す る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 幼 若
ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 タ ン パ ク 質 を 人 為 的 に 制 御 す る こ と に よ り 、 害 虫 防 除 や 有 益
昆 虫 の 機 能 強 化 を 行 う こ と が 可 能 で あ る 。 ま た 、 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 タ ン パ
ク 質 は 、 該 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 化 合 物 、 該 タ ン パ ク 質 の 活 性 ま た は 発 現 を 制 御 す る 化 合
物 の 製 造 や ス ク リ ー ニ ン グ に 利 用 で き る 。 ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 得 ら れ た 化 合 物 は 、 昆
虫 に 特 異 的 に 作 用 す る 安 全 性 の 高 い 昆 虫 成 長 制 御 剤 と し て 利 用 で き る 。
　 即 ち 、 本 発 明 は 、 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 タ ン パ ク 質 お よ び 該 タ ン パ ク 質 を コ
ー ド す る DNA、 並 び に そ れ ら の 利 用 法 に 関 し 、 以 下 の 〔 １ 〕 ～ 〔 ２ ２ 〕 を 提 供 す る も の で
あ る 。
　 〔 １ 〕 　 以 下 の （ ａ ） ～ （ ｄ ） の い ず れ か に 記 載 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 活
性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA。
　 （ ａ ） 配 列 番 号 ： ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 ま た は １ ０ 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 DNA。
　 （ ｂ ） 配 列 番 号 ： １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ 、 ま た は ９ に 記 載 の 塩 基 配 列 の コ ー ド 領 域 を 含 む DNA
。
　 （ ｃ ） 配 列 番 号 ： ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 ま た は １ ０ 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 、 挿 入 、 お よ び ／ ま た は 付 加 し た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ
ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA。
　 （ ｄ ） 配 列 番 号 ： １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ 、 ま た は ９ に 記 載 の 塩 基 配 列 を 含 む DNAと ス ト リ ン ジ
ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る DNA。
　 〔 ２ 〕 　 〔 １ 〕 に 記 載 の DNAに よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 。
　 〔 ３ 〕 　 以 下 の （ ａ ） ～ （ ｃ ） の い ず れ か に 記 載 の DNA。
　 （ ａ ） 〔 １ 〕 に 記 載 の DNAの 転 写 産 物 と 相 補 的 な ア ン チ セ ン ス RNAを コ ー ド す る DNA。
　 （ ｂ ） 〔 １ 〕 に 記 載 の DNAの 転 写 産 物 を 特 異 的 に 開 裂 す る リ ボ ザ イ ム 活 性 を 有 す る RNAを
コ ー ド す る DNA。
　 （ ｃ ） 〔 １ 〕 に 記 載 の DNAの 発 現 を RNAi効 果 に よ り 抑 制 す る RNAを コ ー ド す る DNA。
　 〔 ４ 〕 　 〔 １ 〕 ま た は 〔 ３ 〕 に 記 載 の DNAが 挿 入 さ れ た ベ ク タ ー 。
　 〔 ５ 〕 　 〔 １ 〕 に 記 載 の DNAま た は 該 DNAが 挿 入 さ れ た ベ ク タ ー を 有 効 成 分 と し て 含 有 す
る 、 節 足 動 物 の 脱 皮 ・ 変 態 、 生 殖 、 休 眠 、 胚 発 生 、 行 動 、 多 型 ま た は 寿 命 の 制 御 剤 。
　 〔 ６ 〕 　 節 足 動 物 が 昆 虫 で あ る 、 〔 ５ 〕 に 記 載 の 制 御 剤 。
　 〔 ７ 〕 　 成 虫 に 対 す る 生 殖 成 熟 促 進 剤 、 休 眠 解 除 剤 も し く は 寿 命 短 縮 剤 、 幼 虫 お よ び 蛹
に 対 す る 変 態 抑 制 剤 、 ま た は 、 幼 虫 に 対 す る 休 眠 誘 導 剤 で あ る 、 〔 ６ 〕 に 記 載 の 制 御 剤 。
　 〔 ８ 〕 　 害 虫 防 除 剤 ま た は 増 繭 剤 で あ る 、 〔 ６ 〕 に 記 載 の 制 御 剤 。
　 〔 ９ 〕 　 〔 ３ 〕 に 記 載 の DNAま た は 該 DNAが 挿 入 さ れ た ベ ク タ ー を 有 効 成 分 と し て 含 有 す
る 、 節 足 動 物 の 脱 皮 ・ 変 態 、 生 殖 、 休 眠 、 胚 発 生 、 行 動 、 多 型 ま た は 寿 命 の 制 御 剤 。
　 〔 １ ０ 〕 　 節 足 動 物 が 昆 虫 で あ る 、 〔 ９ 〕 に 記 載 の 制 御 剤 。
　 〔 １ １ 〕 　 成 虫 に 対 す る 生 殖 成 熟 抑 制 剤 、 休 眠 誘 導 剤 も し く は 寿 命 延 長 剤 、 ま た は 、 幼
虫 に 対 す る 休 眠 抑 制 剤 も し く は 変 態 誘 導 剤 で あ る 、 〔 １ ０ 〕 に 記 載 の 制 御 剤 。
　 〔 １ ２ 〕 　 害 虫 防 除 剤 で あ る 、 〔 １ ０ 〕 に 記 載 の 制 御 剤 。
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　 〔 １ ３ 〕 　 〔 １ 〕 も し く は 〔 ３ 〕 に 記 載 の DNAま た は 〔 ４ 〕 に 記 載 の ベ ク タ ー を 保 持 す
る 形 質 転 換 細 胞 。
　 〔 １ ４ 〕 　 〔 １ 〕 も し く は 〔 ３ 〕 に 記 載 の DNAま た は 〔 ４ 〕 に 記 載 の ベ ク タ ー で 形 質 転
換 さ れ た 個 体 。
　 〔 １ ５ 〕 　 昆 虫 個 体 で あ る 、 〔 １ ４ 〕 に 記 載 の 個 体 。
　 〔 １ ６ 〕 　 〔 ２ 〕 に 記 載 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 。
　 〔 １ ７ 〕 　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 〔 １ ６ 〕 に 記 載 の 抗 体 。
　 〔 １ ８ 〕 　 〔 １ 〕 に 記 載 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 。
　 〔 １ ９ 〕 　 以 下 の （ ａ ） ～ （ ｃ ） の 工 程 を 含 む 、 〔 ２ 〕 に 記 載 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る
化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
　 （ ａ ） 該 タ ン パ ク 質 に 被 験 化 合 物 を 接 触 さ せ る 工 程
　 （ ｂ ） 該 タ ン パ ク 質 と 被 験 化 合 物 と の 結 合 を 検 出 す る 工 程
　 （ ｃ ） 該 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 化 合 物 を 選 択 す る 工 程
　 〔 ２ ０ 〕 　 以 下 の （ ａ ） ～ （ ｃ ） の 工 程 を 含 む 、 〔 ２ 〕 に 記 載 の タ ン パ ク 質 の 活 性 を 制
御 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
　 （ ａ ） 該 タ ン パ ク 質 に 被 験 化 合 物 を 接 触 さ せ る 工 程
　 （ ｂ ） 該 タ ン パ ク 質 の 活 性 を 測 定 す る 工 程
　 （ ｃ ） 被 験 化 合 物 を 投 与 し て い な い 場 合 と 比 較 し て 、 該 タ ン パ ク 質 の 活 性 を 上 昇 ま た は
減 少 さ せ る 化 合 物 を 選 択 す る 工 程
　 〔 ２ １ 〕 　 以 下 の （ ａ ） ～ （ ｄ ） の 工 程 を 含 む 、 〔 ２ 〕 に 記 載 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 制 御 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
　 （ ａ ） 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 下 流 に レ ポ ー タ ー 遺 伝 子
が 機 能 的 に 結 合 し た DNAを 有 す る 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 液 を 提 供 す る 工 程
　 （ ｂ ） 該 細 胞 ま た は 該 細 胞 抽 出 液 に 被 験 化 合 物 を 接 触 さ せ る 工 程
　 （ ｃ ） 該 細 胞 ま た は 該 細 胞 抽 出 液 に お け る 該 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る
工 程
　 （ ｄ ） 被 験 化 合 物 を 投 与 し て い な い 場 合 と 比 較 し て 、 該 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル
を 上 昇 ま た は 減 少 さ せ る 化 合 物 を 選 択 す る 工 程
　 〔 ２ ２ 〕 　 以 下 の （ ａ ） ～ （ ｃ ） の 工 程 を 含 む 、 〔 ２ 〕 に 記 載 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 制 御 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
　 （ ａ ） 昆 虫 個 体 ま た は 培 養 組 織 に 被 験 化 合 物 を 接 触 さ せ る 工 程
　 （ ｂ ） 該 昆 虫 個 体 ま た は 該 培 養 組 織 に お け る 〔 ２ 〕 に 記 載 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺
伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る 工 程
　 （ ｃ ） 被 験 化 合 物 を 投 与 し て い な い 場 合 と 比 較 し て 、 該 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 上 昇 ま た
は 減 少 さ せ る 化 合 物 を 選 択 す る 工 程
　 本 発 明 者 ら は 、 カ イ コ （ Bombyx mori） 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ (Drosophila melanogaster)
、 蚊 （ Anopheles gambiae） 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ （ Spodoptera litura） 、 お よ び オ オ タ バ コ
ガ （ Helicoverpa armigera） に お い て 、 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 活 性 を 有 す る タ
ン パ ク 質 （ 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 (Juvenile hormone acid methyltransferase
： JHAMT） を コ ー ド す る DNAを 単 離 す る こ と に 成 功 し た 。 本 発 明 は 、 こ の 知 見 に 基 づ き 、 幼
若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 タ ン パ ク 質 お よ び 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAを 提 供 す
る も の で あ る 。
　 配 列 番 号 ： １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ 、 お よ び ９ に 、 カ イ コ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ
ト ウ 、 お よ び オ オ タ バ コ ガ の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 （ cDNA
） の 塩 基 配 列 を そ れ ぞ れ 示 し た 。 ま た 、 配 列 番 号 ： ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 お よ び １ ０ に 、 上 記
昆 虫 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 の 予 想 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を そ れ ぞ れ 示 し た 。
　 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 は 、 S-ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン の メ チ ル 基 を ホ
ル モ ン 活 性 を 持 た な い 幼 若 ホ ル モ ン 酸 の カ ル ボ キ シ ル 基 に 転 移 し 、 活 性 型 の 幼 若 ホ ル モ ン
を 生 じ る 活 性 を 有 す る 酵 素 で あ る 。 よ っ て 、 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 は
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、 天 然 型 幼 若 ホ ル モ ン の 製 造 に 利 用 で き る 。 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 に
よ っ て 製 造 さ れ た 天 然 型 幼 若 ホ ル モ ン は 、 合 成 幼 若 ホ ル モ ン と 比 べ て 、 紫 外 線 な ど に よ り
分 解 し や す い た め 、 残 留 毒 性 が 低 い 点 が 長 所 で あ る 。
　 天 然 型 幼 若 ホ ル モ ン は 化 学 的 に も 複 数 の 合 成 方 法 が 確 立 さ れ て い る が 、 か な り 多 数 の ス
テ ッ プ を 必 要 と す る 。 こ れ に 対 し 、 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 は 、 生 理 的
な 条 件 で 天 然 型 幼 若 ホ ル モ ン を 製 造 で き る と い う 利 点 が あ る 。 例 え ば 、 実 施 例 に 記 載 の 方
法 に よ り 、 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を 用 い て 天 然 型 幼 若 ホ ル モ ン を 製 造
す る こ と が で き る 。 ま た 、 一 部 の 菌 類 で は フ ァ ル ネ セ ン 酸 （ farnesoic acid） を 合 成 す る
こ と が 知 ら れ て い る （ Oh, K.-B., H. Miyazawa, et al. (2001). Proc Natl Acad Sci U 
S A 98: 4664-4668.） 。 よ っ て 、 そ の よ う な 微 生 物 に 本 発 明 の 酵 素 遺 伝 子 を 導 入 す る こ と
で 天 然 型 幼 若 ホ ル モ ン （ フ ァ ル ネ セ ン 酸 メ チ ル ） を 製 造 す る こ と も で き る 。 ま た 、 上 記 の
菌 の 他 に 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の 培 養 細 胞 Kc cellsや ラ ッ ト 肝 臓 抽 出 液 が 、 フ ァ ル ネ シ ル ピ
ロ リ ン 酸 お よ び フ ァ ル ネ ソ ー ル か ら フ ァ ル ネ セ ン 酸 を 合 成 す る こ と が 知 ら れ て い る こ と か
ら (Gonzalez-Pacanowska, D. et al., 1988: J.Biol.Chem., 1301-1306)、 本 発 明 の 酵 素
遺 伝 子 を 導 入 す る こ と で 天 然 型 幼 若 ホ ル モ ン を 製 造 す る こ と が で き る 。 ま た 、 フ ァ ル ネ ソ
ー ル は 種 々 の 植 物 精 油 に 含 ま れ る 成 分 で あ り 、 そ れ が さ ら に 酸 化 さ れ た フ ァ ル ネ セ ン 酸 が
含 ま れ て い る 植 物 で あ れ ば 、 本 酵 素 遺 伝 子 を 植 物 に 導 入 し て 天 然 型 幼 若 ホ ル モ ン を 製 造 す
る こ と が 可 能 で あ る 。
　 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 に よ っ て 製 造 さ れ た 天 然 型 幼 若 ホ ル モ ン は 、
当 業 者 に 周 知 の 用 途 に よ り 利 用 で き る 。 該 天 然 型 幼 若 ホ ル モ ン の 用 途 を 以 下 に 例 示 す る が
、 該 天 然 型 幼 若 ホ ル モ ン の 用 途 は そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
　 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 に よ っ て 製 造 さ れ た 天 然 型 幼 若 ホ ル モ ン は 、
幼 若 ホ ル モ ン 類 縁 物 質 と 同 様 に 、 害 虫 防 除 剤 や 増 繭 剤 と し て 利 用 で き る 。 ま た 、 本 発 明 の
幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 に よ り 製 造 さ れ た 天 然 型 幼 若 ホ ル モ ン を 利 用 す る こ と で
、 昆 虫 の 成 長 を 制 御 で き る 。 例 え ば 、 該 天 然 型 幼 若 ホ ル モ ン を 、 休 眠 し た カ メ ム シ な ど の
成 虫 に 投 与 す る こ と で 、 休 眠 を 解 除 し 、 生 殖 成 熟 を 促 進 で き る 。 ミ ツ バ チ の 働 き 蜂 で は 、
加 齢 に 伴 っ て 仕 事 の 種 類 が 変 わ る こ と が 知 ら れ て い る 。 こ れ は 加 齢 に よ り 幼 若 ホ ル モ ン の
濃 度 が 変 わ る た め に 起 こ る と 考 え ら れ 、 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 に よ り
製 造 さ れ た 天 然 型 幼 若 ホ ル モ ン を 外 部 か ら 投 与 す る こ と で 仕 事 の 種 類 を 変 化 さ せ る こ と が
で き る 。 ま た 、 ハ チ ミ ツ ガ の 幼 虫 に 、 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 に よ り 製
造 さ れ た 天 然 型 幼 若 ホ ル モ ン を 処 理 す る こ と に よ り 、 幼 虫 を 大 型 化 し 釣 果 を 高 め る と 共 に
蛹 化 を 阻 止 し 幼 虫 を 長 期 間 使 用 で き る と 考 え ら れ る （ 特 許 登 録 番 号 ： ２ ７ ０ ７ ６ １ ７ ） 。
　 ま た 、 甲 殻 類 に お い て は 、 フ ァ ル ネ セ ン 酸 メ チ ル （ methyl farnesoate; メ チ ル フ ァ ル
ネ ソ エ ー ト ） が 昆 虫 の 幼 若 ホ ル モ ン に 相 同 な ホ ル モ ン で あ り 、 昆 虫 同 様 、 甲 殻 類 の 成 長 と
生 殖 の 調 節 に 重 要 で あ る と 考 え ら れ て い る （ Homola, E and Chang, E.S; Comp. Biochem.
 Physiol. B, 117:347-356, 1997） 。 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 は 、 甲 殻
類 の 幼 若 ホ ル モ ン 前 駆 体 で あ る フ ァ ル ネ セ ン 酸 に 対 し て メ チ ル 基 を 転 移 し 、 活 性 型 ホ ル モ
ン で あ る フ ァ ル ネ セ ン 酸 メ チ ル を 生 成 す る 活 性 を も 有 す る 。 図 １ に 昆 虫 の 主 な 幼 若 ホ ル モ
ン で あ る JH I、 JH II、 JH IIIお よ び 甲 殻 類 の 幼 若 ホ ル モ ン で あ る フ ァ ル ネ セ ン 酸 メ チ ル
と 、 そ れ ら の 前 駆 体 で あ る JH I酸 、 JH II酸 、 JH III酸 お よ び フ ァ ル ネ セ ン 酸 の 構 造 、 お
よ び 本 発 明 の 酵 素 に よ る 幼 若 ホ ル モ ン 酸 か ら 幼 若 ホ ル モ ン の 合 成 反 応 を 示 し て い る 。 よ っ
て 、 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 に よ り 製 造 さ れ た 幼 若 ホ ル モ ン は 、 甲 殻 類
の 成 長 の 制 御 に も 利 用 で き る 。 例 え ば 、 該 幼 若 ホ ル モ ン は 、 フ ジ ツ ボ 、 ま た 、 食 用 と し て
養 殖 さ れ て い る エ ビ 、 カ ニ 類 の 生 育 の 改 良 あ る い は 採 卵 に 利 用 で き る 。 ま た 、 該 幼 若 ホ ル
モ ン は 、 甲 殻 類 の 一 種 で あ る フ ジ ツ ボ の 養 殖 に も 利 用 で き る （ 特 開 平 11-018614） 。
　 幼 若 ホ ル モ ン は 、 昆 虫 の 脱 皮 ・ 変 態 、 生 殖 、 休 眠 、 胚 発 生 、 行 動 、 多 型 、 寿 命 な ど の 多
面 的 な 生 理 作 用 を 有 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 ま た 、 幼 若 ホ ル モ ン が 、 ど の よ う な 生 理 作
用 を 示 す か は 、 同 一 種 で あ っ て も 、 昆 虫 の 発 育 ス テ ー ジ や 生 理 状 態 に よ っ て 大 き く 異 な る
こ と が 知 ら れ て い る 。 特 に 、 幼 虫 期 や 蛹 期 に は 変 態 を 抑 制 す る の に 対 し て 、 成 虫 に な る と
逆 に 生 殖 成 熟 を 促 進 す る と い っ た 、 一 見 相 反 す る よ う な 作 用 を 持 つ こ と が 知 ら れ て い る 。
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昆 虫 の 休 眠 に お け る 幼 若 ホ ル モ ン の 作 用 に つ い て も 、 休 眠 が ど の 発 育 ス テ ー ジ で 起 こ る か
に よ っ て 異 な る 。 例 え ば 、 幼 虫 休 眠 す る 昆 虫 （ ニ カ メ イ ガ な ど ） で は 体 内 の 幼 若 ホ ル モ ン
が 高 く 維 持 さ れ る た め に 休 眠 す る が 、 成 虫 休 眠 す る 昆 虫 （ ホ ソ ヘ リ カ メ ム シ な ど ） で は 逆
に 幼 若 ホ ル モ ン が 低 い た め 休 眠 す る 。 よ っ て 、 昆 虫 体 内 で 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル
基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る DNAを 誘 導 し た 場 合 、 昆 虫 の 種 類 、 昆 虫 の 発 育 ス テ ー ジ や 生 理 状
態 に よ っ て 、 脱 皮 ・ 変 態 、 生 殖 、 休 眠 、 胚 発 生 、 行 動 、 多 型 、 寿 命 に 対 す る 影 響 が 異 な り
、 促 進 的 に 作 用 す る こ と も あ れ ば 、 抑 制 的 に 作 用 す る こ と も あ り う る 。 こ の よ う に 、 本 発
明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る DNAは 、 昆 虫 の 脱 皮 ・ 変 態 、 生 殖 、 休
眠 、 胚 発 生 、 行 動 、 多 型 ま た は 寿 命 の 制 御 剤 （ 促 進 剤 ま た は 抑 制 剤 ） と し て 広 範 囲 な 用 途
を 有 す る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る DNAは 、 成 虫
に 対 す る 生 殖 成 熟 促 進 剤 、 休 眠 解 除 剤 も し く は 寿 命 短 縮 剤 と し て 、 幼 虫 お よ び 蛹 に 対 す る
変 態 抑 制 剤 （ 幼 虫 ・ 蛹 形 質 の 維 持 剤 、 好 ま し く は 過 剰 脱 皮 剤 ） と し て 、 ま た は 、 幼 虫 に 対
す る 休 眠 誘 導 剤 と し て 使 用 す る こ と が で き る が 、 こ れ ら 用 途 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
　 以 下 に 、 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る DNAの 用 途 を 例 示 す る
が 、 該 DNAの 用 途 は そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
　 本 来 幼 若 ホ ル モ ン の 合 成 が 停 止 す る 終 齢 幼 虫 に お い て 、 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル
基 転 移 酵 素 を 誘 導 す る こ と に よ り 、 幼 若 ホ ル モ ン の 合 成 ・ 分 泌 を 継 続 さ せ 、 過 剰 幼 虫 脱 皮
を 起 こ す こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 カ イ コ の 過 剰 脱 皮 を 誘 起 す る と 、 通 常 5齢 幼 虫 で 蛹
に な る と こ ろ が 、 6齢 幼 虫 を 経 て 大 き な 蛹 に な る こ と が 知 ら れ て い る 。 し た が っ て 、 本 発
明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を 誘 導 す る こ と に よ り 、 大 き な 繭 を 得 る こ と が 可 能
で あ る 。 す な わ ち 、 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る DNAは 増 繭 剤
と し て 利 用 で き る 。 ま た 、 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を 誘 導 す る こ と に よ
り 、 他 の 昆 虫 で も 通 常 よ り 大 型 の 昆 虫 が 得 ら れ る の で 、 よ り 巨 大 で 見 栄 え の す る 個 体 の 作
製 に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 オ オ ク ワ ガ タ な ど の ペ ッ ト 昆 虫 や 、 美 麗 な 蝶 （ ト リ バ ネ ア ゲ ハ
な ど ） な ど の 作 製 へ の 応 用 が 考 え ら れ る 。 ま た 、 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵
素 を 誘 導 す る こ と に よ り 、 ミ ツ バ チ が 生 産 す る 蜜 の 生 産 量 や 品 質 の 向 上 が 可 能 で あ る 。
　 ま た 、 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る DNAは 害 虫 防 除 剤 と し て
も 利 用 で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を 誘 導 す る こ と に よ り
、 ハ エ や 蚊 な ど の 衛 生 害 虫 の 防 除 が 可 能 で あ る 。 す な わ ち 、 昆 虫 体 内 の 幼 若 ホ ル モ ン バ ラ
ン ス を 崩 し て 昆 虫 の 生 存 に 必 須 な 生 理 機 能 を 撹 乱 す る こ と で 、 農 林 害 虫 や 衛 生 害 虫 を 防 除
す る こ と が で き る 。 ま た 、 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を 誘 導 す る こ と に よ
り 、 卵 の 孵 化 阻 害 （ 殺 卵 作 用 ） 、 幼 虫 の 変 態 阻 害 、 蛹 の 羽 化 阻 害 と そ の 後 の 生 殖 阻 害 、 成
虫 の 生 殖 阻 害 （ 雌 の 場 合 、 産 下 卵 数 の 減 少 、 産 下 卵 の 孵 化 率 の 低 下 ） を 引 き 起 こ す こ と が
で き る 。 ま た 、 胚 発 生 の 時 期 に よ っ て は 、 幼 若 ホ ル モ ン が 誘 導 さ れ て い な い 時 期 が あ る 。
こ の よ う な 時 期 に 、 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を 誘 導 す る こ と に よ り 、 胚
発 生 を 抑 制 し 、 孵 化 阻 害 （ 殺 卵 作 用 ） を 引 き 起 こ す こ と が で き る 。
　 ま た 、 ア ブ ラ ム シ や ウ ン カ な ど で は 翅 型 に 多 型 が あ り 、 無 翅 と 有 翅 の も の が い る 。 こ の
よ う な 昆 虫 に お い て 、 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を 誘 導 す る こ と に よ り 、
無 翅 型 化 を 引 き 起 こ す こ と が 可 能 で あ る 。
　 ま た 、 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る DNAは 、 昆 虫 以 外 の 節 足
動 物 の 脱 皮 ・ 変 態 、 生 殖 、 休 眠 、 胚 発 生 、 行 動 、 多 型 ま た は 寿 命 の 制 御 剤 と し て も 使 用 で
き る 。 該 節 足 動 物 と し て は 、 甲 殻 類 、 蜘 蛛 類 、 多 足 類 な ど が 例 示 で き る が 、 こ れ ら に 限 定
さ れ る も の で は な い 。
　 例 え ば 、 食 用 エ ビ や カ ニ の 幼 若 ホ ル モ ン （ フ ァ ル ネ セ ン 酸 メ チ ル ） 量 を 増 加 す る こ と で
、 脱 皮 を 促 進 し て 成 長 を 早 め 養 殖 効 率 を 高 め る こ と が で き る 。 同 様 に 、 雌 雄 の 生 殖 成 熟 を
促 進 し 、 従 来 採 卵 が 困 難 な こ と か ら 養 殖 の 難 し か っ た 種 に つ い て も 養 殖 が 可 能 に な る 。
　 ま た 、 JH IIIを 合 成 す る 植 物 が 知 ら れ て い る （ Toong, Y. C., D. A. Schooley, et al.
 (1988). Isolation of insect juvenile hormone III from a plant. Nature 333: 170-
171.） 。 該 植 物 を 食 べ た バ ッ タ は 異 常 変 態 を 起 こ す こ と か ら 、 JH を 有 す る 植 物 は 昆 虫 抵
抗 性 を 有 す る と 考 え ら れ る 。 よ っ て 、 本 発 明 の 遺 伝 子 は 植 物 に JHを 合 成 さ せ 、 昆 虫 抵 抗 性
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植 物 を 作 出 す る 目 的 で も 使 用 可 能 で あ る 。
　 本 発 明 の DNAと し て は 、 カ イ コ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 ま た は オ オ
タ バ コ ガ の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る DNA（ 配 列 番 号 ： １ 、 ３ 、 ５ 、
７ 、 お よ び ９ ） が 例 示 で き る 。
　 ま た 、 本 発 明 の DNAに は 、 配 列 番 号 ： ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 ま た は １ ０ 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 DNAが 包 含 さ れ る 。 こ の
よ う な DNAに は 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ： ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 ま た は １ ０ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列
か ら な る タ ン パ ク 質 の 変 異 体 、 ア レ ル 、 バ リ ア ン ト 、 ホ モ ロ グ 等 を コ ー ド す る DNA、 ま た
は 、 配 列 番 号 ： ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 ま た は １ ０ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 の
変 異 体 、 ア レ ル 、 バ リ ア ン ト 、 ホ モ ロ グ で あ っ て 、 実 施 例 ７ に 記 載 の モ チ ー フ 領 域 を 少 な
く と も １ つ （ 好 ま し く は 全 て ） 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAが 含 ま れ る 。 こ こ で 「
機 能 的 に 同 等 」 と は 、 対 象 と な る タ ン パ ク 質 が 、 カ イ コ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ
ン ヨ ト ウ 、 ま た は オ オ タ バ コ ガ の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 と 同 等 の 生 物 学 的 機 能
（ 生 物 学 的 性 質 ） 、 生 化 学 的 機 能 （ 生 化 学 的 活 性 ） を 有 す る こ と を 指 す 。
　 あ 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 DNAを 調 製 す る 当 業 者 に よ く
知 ら れ た 他 の 方 法 と し て は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 （ Sambrook,J et al., Molecul
ar Cloning 2nd ed., 9.47-9.58, Cold Spring Harbor Lab. press, 1989） を 利 用 す る 方
法 が 挙 げ ら れ る 。 即 ち 、 当 業 者 に お い て は 、 カ イ コ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ
ト ウ 、 ま た は オ オ タ バ コ ガ の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る DNA配 列 も し
く は そ の 一 部 を 利 用 し て 、 こ れ と 相 同 性 の 高 い DNAを 単 離 す る こ と は 、 周 知 の 技 術 で あ る
。
　 本 発 明 に は 、 カ イ コ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 ま た は オ オ タ バ コ ガ の
幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る DNAと ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ
リ ダ イ ズ し 、 カ イ コ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 ま た は オ オ タ バ コ ガ の 幼
若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAが 含 ま れ る
。 こ の よ う な DNAと し て は 、 例 え ば 、 昆 虫 類 、 甲 殻 類 、 ク モ 類 、 ダ ニ 類 、 多 足 類 （ ム カ デ
、 ヤ ス デ 、 ゲ ジ な ど ） 由 来 の ホ モ ロ グ が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 制 限 さ れ な い 。
　 ま た 、 昆 虫 と し て は 、 特 に 制 限 は な い が 、 有 用 昆 虫 と し て は 、 カ イ コ 、 野 蚕 類 （ ヤ マ マ
ユ ガ 、 エ リ 蚕 、 テ グ ス 蚕 な ど ） 、 ミ ツ バ チ 、 ペ ッ ト 昆 虫 と し て 、 カ ブ ト ム シ 、 オ オ ク ワ ガ
タ 等 、 天 敵 と し て は 、 ナ ミ テ ン ト ウ ム シ 、 ハ ナ カ メ ム シ 、 農 業 害 虫 と し て は 、 ハ ス モ ン ヨ
ト ウ 、 オ オ タ バ コ ガ 、 コ ナ ガ 、 ヨ ト ウ ガ 、 ア ブ ラ ム シ 類 （ ワ タ ア ブ ラ ム シ 、 モ モ ア カ ア ブ
ラ ム シ な ど ） 、 コ ナ ジ ラ ミ 類 （ オ ン シ ツ コ ナ ジ ラ ミ 、 シ ル バ ー リ ー フ コ ナ ジ ラ ミ な ど ） 、
ア ザ ミ ウ マ 類 （ ミ ナ ミ キ イ ロ ア ザ ミ ウ マ 、 ミ カ ン キ イ ロ ア ザ ミ ウ マ な ど ） 、 ハ モ グ リ バ エ
類 （ マ メ ハ モ グ リ バ エ 、 ナ ス ハ モ グ リ バ エ な ど ） 、 カ メ ム シ 類 （ ホ ソ ヘ リ カ メ ム シ な ど ）
、 ウ ン カ 類 （ ト ビ イ ロ ウ ン カ 、 セ ジ ロ ウ ン カ 、 ヒ メ ト ビ ウ ン カ ） 、 ヨ コ バ イ 類 （ ツ マ グ ロ
ヨ コ バ イ な ど ） 、 カ ミ キ リ ム シ 類 、 ウ リ ミ バ エ 、 チ チ ュ ウ カ イ ミ バ エ な ど 、 森 林 害 虫 と し
て は マ ツ ノ マ ダ ラ カ ミ キ リ 、 マ ツ カ レ ハ ガ 、 家 畜 害 虫 と し て は ア ブ 類 （ メ ク ラ ア ブ 、 ウ シ
ア ブ な ど ） 、 ハ エ 類 （ サ シ バ エ 、 ノ サ シ バ エ な ど ） 、 カ 類 、 ブ ユ 類 、 ヌ カ カ 類 、 家 屋 害 虫
と し て は シ ロ ア リ 類 、 衛 生 害 虫 と し て は 、 カ 類 （ ア カ イ エ カ 、 ヒ ト ス ジ シ マ カ な ど ） 、 ハ
エ 類 （ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 イ エ バ エ 、 ク ロ バ エ 類 、 キ ン バ エ 類 ） 、 ゴ キ ブ リ 類 、 ノ ミ 類 、
シ ラ ミ 類 な ど が 例 示 で き る 。
　 ま た 、 本 発 明 に お け る 甲 殻 類 と し て は 、 特 に 制 限 は な く 、 例 え ば 食 用 と さ れ て い る エ ビ
、 カ ニ 類 （ ク ル マ エ ビ 、 ア メ リ カ ン ロ ブ ス タ ー 、 テ ナ ガ エ ビ な ど の エ ビ 類 、 ケ ガ ニ 、 ワ タ
リ ガ ニ 、 タ カ ア シ ガ ニ 、 ア サ ヒ ガ ニ な ど の カ ニ 類 、 シ ャ コ 類 、 ヤ ド カ リ 類 、 ヤ シ ガ ニ な ど
） な ど が 挙 げ ら れ る 。
　 カ イ コ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 ま た は オ オ タ バ コ ガ の 幼 若 ホ ル モ ン
酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 と 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 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
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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× SSC、 0.1％ SDSの 条 件 で あ り 、 好 ま し く
は 50℃ 、 5× SSC 、 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× SSC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 。 但 し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー に 影 響 す る 要 素 と し て は 温 度 や 塩 濃 度 な ど 複 数 の 要 素 が 考
え ら れ 、 当 業 者 で あ れ ば こ れ ら 要 素 を 適 宜 選 択 す る こ と で 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 。 ま た 、 本 発 明 に お け る ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 の 別 の 態 様 と し
て は 、 例 え ば 、 99.5%以 上 で あ る よ う な 相 同 性 が 高 い 核 酸 同 士 は ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る が 、
そ れ よ り 相 同 性 が 低 い 核 酸 同 士 は ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い よ う な 条 件 が 挙 げ ら れ る 。
　 ま た 、 カ イ コ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 ま た は オ オ タ バ コ ガ の 幼 若 ホ
ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る DNAの 配 列 情 報 を 基 に 合 成 し た プ ラ イ マ ー を 用 い
る 遺 伝 子 増 幅 法 、 例 え ば 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） 法 を 利 用 し て 、 カ イ コ 、 シ ョ ウ
ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 ま た は オ オ タ バ コ ガ の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵
素 と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAを 単 離 す る こ と も 可 能 で あ る 。
　 こ れ ら ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 や 遺 伝 子 増 幅 技 術 に よ り 単 離 さ れ る DNAが コ ー ド す
る 、 カ イ コ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 ま た は オ オ タ バ コ ガ の 幼 若 ホ ル モ
ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 は 、 通 常 、 カ イ コ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ
、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 ま た は オ オ タ バ コ ガ の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 と ア ミ ノ
酸 配 列 に お い て 高 い 相 同 性 を 有 す る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に は 、 カ イ コ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ
エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 ま た は オ オ タ バ コ ガ の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 と 機 能
的 に 同 等 で あ り 、 か つ 該 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 高 い 相 同 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 も 含
ま れ る 。 高 い 相 同 性 と は 、 ア ミ ノ 酸 レ ベ ル に お い て 、 通 常 、 少 な く と も 50％ 以 上 の 同 一 性
、 好 ま し く は 75％ 以 上 の 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 85％ 以 上 の 同 一 性 、 さ ら に 好 ま し く は 95
％ 以 上 の 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 98％ 以 上 の 同 一 性 を 指 し 、 塩 基 レ ベ ル に お い て 、 通 常 、
少 な く と も 50％ 以 上 の 同 一 性 、 好 ま し く は 75％ 以 上 の 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 85％ 以 上 の
同 一 性 、 さ ら に 好 ま し く は 95％ 以 上 の 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 98％ 以 上 の 同 一 性 を 指 す 。
　 ア ミ ノ 酸 配 列 や 塩 基 配 列 の 同 一 性 は 、 Karlin and Altschulに よ る ア ル ゴ リ ズ ム BLAST(P
roc. 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 (Altsc
hul et al. J. Mol. Biol.215:403-410, 1990)。 BLASTに 基 づ い て BLASTN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、 wordlength = 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.)。
　 ま た 、 カ イ コ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 ま た は オ オ タ バ コ ガ の 幼 若 ホ
ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 1も し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸 が 変 異 し た
ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 該 タ ン パ ク 質 と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 も ま た 本 発 明 に 含 ま れ
る 。 こ の よ う な ア ミ ノ 酸 の 変 異 は 自 然 界 に お い て も 生 じ う る 。 変 異 す る ア ミ ノ 酸 数 は 、 ア
ミ ノ 酸 が 付 加 、 欠 失 も し く は 置 換 さ れ る ア ミ ノ 酸 残 基 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素
タ ン パ ク 質 の 部 位 ま た は ア ミ ノ 酸 残 基 の に よ っ て こ と な る が 、 好 ま し く は 30個 以 内 、
よ り 好 ま し く は 2～ 20個 、 さ ら に 好 ま し く は 2～ 15個 程 度 を 指 す 。
　 変 異 す る ア ミ ノ 酸 部 位 と し て は 、 特 に 制 限 は な い が 、 実 施 例 に 記 載 の 特 徴 的 な モ チ ー フ
部 位 、 ま た は 保 存 性 が 高 い ア ミ ノ 酸 部 位 以 外 の 部 位 が 変 異 さ れ る こ と が 好 ま し い 。 実 施 例
７ や 図 ５ を 参 照 す る こ と で 、 特 徴 的 な モ チ ー フ 部 位 、 ま た は 保 存 性 が 高 い ア ミ ノ 酸 部 位 以
外 の 部 位 を 決 定 す る こ と が で き る 。
　 ま た 、 変 異 す る ア ミ ノ 酸 残 基 に お い て は 、 ア ミ ノ 酸 側 鎖 の 性 質 が 保 存 さ れ て い る 別 の ア
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ミ ノ 酸 に 変 異 さ れ る こ と が 望 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 ） 。
　 あ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 す る １ 又 は 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 欠 失 、 付 加 及 び ／ 又 は 他 の ア
ミ ノ 酸 に よ る 置 換 に よ り 修 飾 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 が そ の 生 物 学 的 活 性
を 維 持 す る こ と は す で に 知 ら れ て い る （ Mark, D. F. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U
SA (1984) 81, 5662-5666 、 Zoller, M. J. & Smith, M. Nucleic Acids Research (1982
) 10, 6487-6500 、 Wang, A. et al., Science 224, 1431-1433、 Dalbadie-McFarland, G
. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1982) 79, 6409-6413、 Bowie et al., Science
 (1990) 247, 1306-1310） 。
　 ま た 、 あ る タ ン パ ク 質 と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 を 調 製 す る た め の 、 当 業 者 に よ く 知
ら れ た 方 法 と し て は 、 タ ン パ ク 質 に 変 異 を 導 入 す る 方 法 が 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 当 業 者
で あ れ ば 、 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 法 （ Gotoh, T. et al. (1995) Gene 152, 271-275、 Zolle
r, MJ, and Smith, M.(1983) Methods Enzymol. 100, 468-500、 Kramer, W. et al. (198
4) Nucleic Acids Res. 12, 9441-9456、 Kramer W, and Fritz HJ(1987) Methods. Enzym
ol. 154, 350-367、 Kunkel,TA(1985) Proc Natl Acad Sci USA. 82, 488-492、 Kunkel (1
988) Methods Enzymol. 85, 2763-2766） な ど を 用 い て 、 カ イ コ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊
、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 ま た は オ オ タ バ コ ガ の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 の ア ミ ノ 酸 に
適 宜 変 異 を 導 入 す る こ と に よ り 、 該 タ ン パ ク 質 と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 を 調 製 す る こ
と が で き る 。
　 ま た 、 本 発 明 の DNAを 有 す る 細 胞 に 変 異 処 理 を 行 い 、 該 細 胞 か ら 、 例 え ば カ イ コ 、 シ ョ
ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 ま た は オ オ タ バ コ ガ の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移
酵 素 を コ ー ド す る DNAと ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る DNAを 選 択 す る こ と
に よ っ て も 改 変 さ れ た DNAを 得 る こ と が で き る 。
　 カ イ コ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 ま た は オ オ タ バ コ ガ の 幼 若 ホ ル モ ン
酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 付 加 さ れ た タ ン パ ク 質 に は
、 こ れ ら タ ン パ ク 質 を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 こ れ ら タ ン パ
ク 質 と 他 の タ ン パ ク 質 と が 融 合 し た も の で あ り 、 本 発 明 に 含 ま れ る 。 融 合 タ ン パ ク 質 を 作
製 す る に は 、 例 え ば 、 カ イ コ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 ま た は オ オ タ バ
コ ガ の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る DNAと 他 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る D
NAを フ レ ー ム が 一 致 す る よ う に 連 結 し て こ れ を 発 現 ベ ク タ ー に 導 入 し 、 宿 主 で 発 現 さ せ れ
ば よ い 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と の 融 合 に 付 さ れ る 他 の タ ン パ ク 質 と し て は 、 特 に 限 定 さ れ
な い 。
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と の 融 合 に 付 さ れ る 他 の ペ プ チ ド と し て は 、 例 え ば 、 FLAG（ Hopp, 
T. P. et al., BioTechnology (1988) 6, 1204-1210 ） 、 6個 の His（ ヒ ス チ ジ ン ） 残 基 か
ら な る 6× His、 10× His、 イ ン フ ル エ ン ザ 凝 集 素 （ HA） 、 ヒ ト c-mycの 断 片 、 VSV-GPの 断 片
、 p18HIVの 断 片 、 T7-tag、 HSV-tag 、 E-tag 、 SV40T 抗 原 の 断 片 、 lck tag 、 α -tubulin
の 断 片 、 B-tag 、 Protein C の 断 片 等 の 公 知 の ペ プ チ ド を 使 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、
本 発 明 の タ ン パ ク 質 と の 融 合 に 付 さ れ る 他 の タ ン パ ク 質 と し て は 、 例 え ば 、 GST（ グ ル タ
チ オ ン － S－ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ） 、 HA（ イ ン フ ル エ ン ザ 凝 集 素 ） 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 定
常 領 域 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 MBP（ マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 ） 等 が 挙 げ ら れ る 。 市
販 さ れ て い る こ れ ら タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAを 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAと
融 合 さ せ 、 こ れ に よ り 調 製 さ れ た 融 合 DNAを 発 現 さ せ る こ と に よ り 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 調
製 す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の DNA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
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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 DNAが 含 ま れ る 。
　 本 発 明 の DNA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 ア
ラ タ 体 、 生 殖 腺 、 成 虫 原 基 、 虫 体 全 体 も し く は 頭 部 全 体 、 ま た 、 甲 殻 類 の フ ァ ル ネ セ ン 酸
メ チ ル 合 成 器 官 で あ る 大 顎 器 官 （ mandibular organ） 、 甲 殻 類 全 体 も し く は 頭 部 全 体 、 ま
た 、 ク モ 類 、 ダ ニ 類 、 多 足 類 の 全 体 も し く は 頭 部 全 体 よ り cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 し 、 カ
イ コ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 ま た は オ オ タ バ コ ガ の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ
チ ル 基 転 移 酵 素 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 由 来 の DNAが 調 製 で き る 。 ま た 、 昆 虫 の ア ラ タ 体 、 生 殖 腺 、 成 虫 原 基 、 虫
体 全 体 も し く は 頭 部 全 体 、 ま た 、 甲 殻 類 の フ ァ ル ネ セ ン 酸 メ チ ル 合 成 器 官 で あ る 大 顎 器 官
（ mandibular organ） 、 甲 殻 類 全 体 も し く は 頭 部 全 体 、 ま た 、 ク モ 類 、 ダ ニ 類 、 多 足 類 の
全 体 も し く は 頭 部 全 体 よ り RNAを 調 製 し 、 逆 転 写 酵 素 に よ り cDNAを 合 成 し た 後 、 カ イ コ 、
シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 ま た は オ オ タ バ コ ガ の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基
転 移 酵 素 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 。
　 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 。
　 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 、 AMV Reverse Tr
anscriptase First-strand cDNA Synthesis Kit (生 化 学 工 業 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  (pol
ymerase 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 R
es. (1989) 17, 2919-2932) に 従 い 、 cDNAの 合 成 お よ び 増 幅 を 行 う こ と が で き る 。
　 ま た 、 本 発 明 は 、 上 記 本 発 明 の DNAが コ ー ド す る タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。 本 発 明 の タ ン
パ ク 質 は 、 後 述 す る そ れ を 産 生 す る 細 胞 や 宿 主 あ る い は 精 製 方 法 に よ り 、 ア ミ ノ 酸 配 列 、
分 子 量 、 等 電 点 又 は 糖 鎖 の 有 無 や 形 態 な ど が 異 な り 得 る 。 し か し な が ら 、 得 ら れ た タ ン パ
ク 質 が 、 カ イ コ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 ま た は オ オ タ バ コ ガ の 幼 若 ホ
ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 と 同 等 の 機 能 を 有 し て い る 限 り 、 本 発 明 に 含 ま れ る 。 例 え ば 、
本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 原 核 細 胞 、 例 え ば 大 腸 菌 で 発 現 さ せ た 場 合 、 本 来 の タ ン パ ク 質 の ア
ミ ノ 酸 配 列 の N末 端 に メ チ オ ニ ン 残 基 が 付 加 さ れ る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は こ の よ う な タ
ン パ ク 質 も 包 含 す る 。
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 当 業 者 に 公 知 の 方 法 に よ り 、 組 み 換 え タ ン パ ク 質 と し て 、 ま た
天 然 の タ ン パ ク 質 と し て 調 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 組 み 換 え タ ン パ ク 質 で あ れ ば 、 本 発
明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAを 導 入 し た 宿 主 細 胞 （ 例 え ば 大 腸 菌 ま た は 酵 母 ） 、 ま た
は 該 DNAを 導 入 し た リ コ ン ビ ナ ン ト ・ バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を 感 染 さ せ た 昆 虫 培 養 細 胞 ま た は
昆 虫 体 に よ り 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 大 量 に 発 現 さ せ て 回 収 す る シ ス テ ム を 用 い る こ と が
可 能 で あ る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 イ オ ン 交 換 、 逆 相 、 ゲ ル 濾 過 な ど の ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー 、 あ る い は 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 を カ ラ ム に 固 定 し た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー に か け る こ と に よ り 、 ま た は 、 さ ら に こ れ ら の カ ラ ム を 複 数 組 み 合 わ せ る
こ と に よ り 精 製 し 、 調 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。
　 ま た 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を グ ル タ チ オ ン  S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ タ ン パ ク 質 と の 融 合
タ ン パ ク 質 と し て 、 あ る い は ヒ ス チ ジ ン を 複 数 付 加 さ せ た 組 み 換 え タ ン パ ク 質 と し て 宿 主
細 胞 （ 例 え ば 、 動 物 細 胞 や 大 腸 菌 な ど ） 内 で 発 現 さ せ た 場 合 に は 、 発 現 さ せ た 組 み 換 え タ
ン パ ク 質 は グ ル タ チ オ ン カ ラ ム あ る い は ニ ッ ケ ル カ ラ ム を 用 い て 精 製 す る こ と が で き る 。
融 合 タ ン パ ク 質 の 精 製 後 、 必 要 に 応 じ て 融 合 タ ン パ ク 質 の う ち 、 目 的 の タ ン パ ク 質 以 外 の
領 域 を 、 ト ロ ン ビ ン ま た は フ ァ ク タ ー Xaな ど に よ り 切 断 し 、 除 去 す る こ と も 可 能 で あ る 。
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　 天 然 の タ ン パ ク 質 で あ れ ば 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 、 例 え ば 、 昆 虫 の ア ラ タ 体 の 抽 出 物 に
対 し 、 後 述 す る 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 が 結 合 し た ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム を 作
用 さ せ て 精 製 す る こ と に よ り 単 離 す る こ と が で き る 。 抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て
も モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も よ い 。
　 ま た 、 本 発 明 は 、 上 記 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る DNAの 発 現 を 抑 制
す る DNAを 提 供 す る 。 こ の よ う な DNAと し て は 、 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド
す る DNAに 対 す る ア ン チ セ ン ス RNAを コ ー ド す る DNA、 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を
コ ー ド す る DNAの 転 写 産 物 を 特 異 的 に 開 裂 す る リ ボ ザ イ ム 活 性 を 有 す る RNAを コ ー ド す る DN
A、 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る DNAの 発 現 を RNAi効 果 に よ り 抑 制 す る RN
Aを コ ー ド す る DNAな ど を 挙 げ る こ と が で き る 。
　 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る DNAの 発 現 を 抑 制 す る DNAも ま た 、 幼 若 ホ
ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る DNAと 同 様 に 、 節 足 動 物 （ 好 ま し く は 昆 虫 ） の 脱
皮 ・ 変 態 、 生 殖 、 休 眠 、 胚 発 生 、 行 動 、 多 型 ま た は 寿 命 の 制 御 剤 と し て 使 用 で き る 。 す な
わ ち 、 昆 虫 体 内 で 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る DNAの 発 現 を 抑 制 す る DNA
を 誘 導 し た 場 合 、 昆 虫 の 種 類 、 昆 虫 の 発 育 ス テ ー ジ や 生 理 状 態 に よ っ て 、 脱 皮 ・ 変 態 、 生
殖 、 休 眠 、 胚 発 生 、 行 動 、 多 型 、 寿 命 に 対 す る 影 響 が 異 な り 、 促 進 的 に 作 用 す る こ と も あ
れ ば 、 抑 制 的 に 作 用 す る こ と も あ り う る 。 例 え ば 、 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ
ー ド す る DNAの 発 現 を 抑 制 す る DNAは 、 成 虫 に 対 す る 生 殖 成 熟 抑 制 剤 、 休 眠 誘 導 剤 も し く は
寿 命 延 長 剤 、 ま た は 、 幼 虫 に 対 す る 休 眠 抑 制 剤 も し く は 変 態 誘 導 剤 （ 好 ま し く は 早 期 変 態
誘 導 剤 ） と し て 使 用 で き る が 、 こ れ ら 用 途 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
　 以 下 に 、 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る DNAの 発 現 を 抑 制 す る D
NAの 用 途 を 例 示 す る が 、 該 DNAの 用 途 は そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
　 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 活 性 が 終 齢 幼 虫 に な る と 低 下 す る 結 果 、 幼 若 ホ ル モ ン
の 合 成 ・ 分 泌 が 停 止 し 、 血 中 の 幼 若 ホ ル モ ン が 消 失 し 、 変 態 が 起 こ る こ と が 知 ら れ て い る
。 よ っ て 、 昆 虫 （ 完 全 変 態 昆 虫 、 不 完 全 変 態 昆 虫 の い ず れ も ） の 終 齢 以 前 の 幼 虫 期 に お い
て 、 上 記 DNAに よ り 、 幼 若 ホ ル モ ン の 合 成 を 抑 制 す る こ と で 、 早 期 変 態 を 任 意 に 誘 導 す る
こ と が で き る 。 例 え ば 、 カ イ コ で は 幼 若 ホ ル モ ン の 分 泌 器 官 で あ る ア ラ タ 体 を 摘 出 す る と
、 早 期 変 態 が 誘 起 さ れ 、 通 常 5齢 で 蛹 に な る と こ ろ が 、 4齢 あ る い は 3齢 で 蛹 に な り 、 著 し
く 小 型 の 成 虫 が 得 ら れ る こ と が あ る 。 早 期 変 態 し た 成 虫 は 、 通 常 妊 性 が な い 。 よ っ て 、 上
記 DNAに よ り 、 害 虫 の 幼 若 ホ ル モ ン の 合 成 を 抑 制 す る こ と で 、 次 世 代 の 害 虫 の 駆 除 が 可 能
と な る 。 例 え ば 、 農 業 害 虫 、 衛 生 害 虫 の 幼 虫 に 対 し て 早 期 に 変 態 を 誘 導 し て 、 加 害 時 期 を
短 縮 す る こ と で 、 そ れ ら 害 虫 の 防 除 を 行 う こ と が で き る 。 ま た 、 成 虫 に 対 し て は 生 殖 成 熟
（ 卵 形 成 な ど ） を 抑 制 す る こ と で 農 業 害 虫 、 衛 星 害 虫 の 防 除 を 行 う こ と が 可 能 で あ る 。 こ
の よ う に 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る DNAの 発 現 を 抑 制 す る DNA
は 害 虫 防 除 剤 と し て 利 用 で き る 。
　 本 発 明 に お け る 害 虫 と し て は 、 農 業 害 虫 と し て は 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 オ オ タ バ コ ガ 、 コ
ナ ガ 、 ヨ ト ウ ガ 、 ア ブ ラ ム シ 類 （ ワ タ ア ブ ラ ム シ 、 モ モ ア カ ア ブ ラ ム シ な ど ） 、 コ ナ ジ ラ
ミ 類 （ オ ン シ ツ コ ナ ジ ラ ミ 、 シ ル バ ー リ ー フ コ ナ ジ ラ ミ な ど ） 、 ア ザ ミ ウ マ 類 （ ミ ナ ミ キ
イ ロ ア ザ ミ ウ マ 、 ミ カ ン キ イ ロ ア ザ ミ ウ マ な ど ） 、 ハ モ グ リ バ エ 類 （ マ メ ハ モ グ リ バ エ 、
ナ ス ハ モ グ リ バ エ な ど ） 、 カ メ ム シ 類 （ ホ ソ ヘ リ カ メ ム シ な ど ） 、 ウ ン カ 類 （ ト ビ イ ロ ウ
ン カ 、 セ ジ ロ ウ ン カ 、 ヒ メ ト ビ ウ ン カ ） 、 ヨ コ バ イ 類 （ ツ マ グ ロ ヨ コ バ イ な ど ） 、 カ ミ キ
リ ム シ 類 、 ウ リ ミ バ エ 、 チ チ ュ ウ カ イ ミ バ エ な ど 、 森 林 害 虫 と し て は マ ツ ノ マ ダ ラ カ ミ キ
リ 、 マ ツ カ レ ハ ガ 、 家 畜 害 虫 と し て は ア ブ 類 （ メ ク ラ ア ブ 、 ウ シ ア ブ な ど ） 、 ハ エ 類 （ サ
シ バ エ 、 ノ サ シ バ エ な ど ） 、 カ 類 、 ブ ユ 類 、 ヌ カ カ 類 、 家 屋 害 虫 と し て は シ ロ ア リ 類 、 衛
生 害 虫 と し て は 、 カ 類 （ ア カ イ エ カ 、 ヒ ト ス ジ シ マ カ な ど ） 、 ハ エ 類 （ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ
、 イ エ バ エ 、 ク ロ バ エ 類 、 キ ン バ エ 類 ） 、 ゴ キ ブ リ 類 、 ノ ミ 類 、 シ ラ ミ 類 が 例 示 で き る が
、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
　 ま た 、 カ メ ム シ な ど の 成 虫 に お い て は 、 上 記 DNAに よ り 、 幼 若 ホ ル モ ン の 合 成 を 抑 制 す
る こ と で 、 生 殖 成 熟 の 抑 制 、 休 眠 の 誘 導 を 引 き 起 こ す こ と が 可 能 で あ る 。 ま た 、 ア ブ ラ ム
シ や ウ ン カ な ど で は 翅 型 に 多 型 が あ り 、 無 翅 と 有 翅 の も の が い る 。 本 来 、 無 翅 型 に な る ア
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ブ ラ ム シ 幼 虫 や ウ ン カ 幼 虫 に 上 記 DNAを 発 現 さ せ る こ と に よ り 有 翅 型 を 作 製 で き る 。 ま た
、 幼 若 ホ ル モ ン の 分 泌 を 成 虫 期 に 止 め る と 、 一 種 の 休 眠 状 態 に 入 っ て 生 殖 成 熟 が と ま り 、
寿 命 が 延 び る 現 象 が シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ や オ オ カ バ マ ダ ラ と い っ た 昆 虫 で 知 ら れ て い る 。 従
っ て 、 こ れ ら の 昆 虫 で は 、 上 記 DNAに よ り 、 幼 若 ホ ル モ ン の 合 成 を 抑 制 す る こ と で 、 寿 命
を 延 長 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ま た 、 こ の 現 象 を 応 用 し て 、 上 記 DNAに よ り 、 幼 若 ホ ル モ
ン の 合 成 を 抑 制 す る こ と で 、 天 敵 昆 虫 （ 例 え ば テ ン ト ウ ム シ ） な ど を 任 意 に 休 眠 状 態 に し
て 長 期 間 貯 蔵 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ま た 、 ミ ツ バ チ の 働 き 蜂 で は 、 加 齢 と と も に 幼 若 ホ
ル モ ン 濃 度 が あ が り 、 仕 事 の 内 容 （ 行 動 ） が 変 わ る こ と が 知 ら れ て い る （ 笹 川 浩 美 （ 1999
） 環 境 昆 虫 学 － 行 動 ・ 生 理 ・ 化 学 生 態 　 東 京 大 学 出 版 会 　 p143－ 172） 。 し た が っ て 、 幼
若 ホ ル モ ン の 合 成 を 抑 制 す れ ば ミ ツ バ チ の 働 き 蜂 の 行 動 を 制 御 で き る 。
　 ア ン チ セ ン ス 核 酸 が 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る 作 用 と し て は 、 以 下 の よ う な 複 数 の 要
因 が 存 在 す る 。 す な わ ち 、 三 重 鎖 形 成 に よ る 転 写 開 始 阻 害 、 RNAポ リ メ ラ ー ゼ に よ っ て 局
部 的 に 開 状 ル ー プ 構 造 が 作 ら れ た 部 位 と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に よ る 転 写 阻 害 、 合 成 の 進 み
つ つ あ る RNAと の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に よ る 転 写 阻 害 、 イ ン ト ロ ン と エ ク ソ ン と の 接 合 点 に
お け る ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に よ る ス プ ラ イ シ ン グ 阻 害 、 ス プ ラ イ ソ ソ ー ム 形 成 部 位 と の ハ イ
ブ リ ッ ド 形 成 に よ る ス プ ラ イ シ ン グ 阻 害 、 mRNAと の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に よ る 核 か ら 細 胞 質
へ の 移 行 阻 害 、 キ ャ ッ ピ ン グ 部 位 や ポ リ (A)付 加 部 位 と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に よ る ス プ ラ
イ シ ン グ 阻 害 、 翻 訳 開 始 因 子 結 合 部 位 と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に よ る 翻 訳 開 始 阻 害 、 開 始 コ
ド ン 近 傍 の リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に よ る 翻 訳 阻 害 、 mRNAの 翻 訳 領 域 や
ポ リ ソ ー ム 結 合 部 位 と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に よ る ペ プ チ ド 鎖 の 伸 長 阻 害 、 お よ び 核 酸 と タ
ン パ ク 質 と の 相 互 作 用 部 位 と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に よ る 遺 伝 子 発 現 阻 害 な ど で あ る 。 こ の
よ う に ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 転 写 、 ス プ ラ イ シ ン グ ま た は 翻 訳 な ど 様 々 な 過 程 を 阻 害 す る
こ と で 、 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る （ 平 島 お よ び 井 上 : 新 生 化 学 実 験 講 座 2 核 酸 IV 遺
伝 子 の 複 製 と 発 現  （ 日 本 生 化 学 会 編 , 東 京 化 学 同 人 ）  pp.319-347, 1993） 。
　 本 発 明 で 用 い ら れ る ア ン チ セ ン ス 配 列 は 、 上 記 の い ず れ の 作 用 に よ り 標 的 遺 伝 子 の 発 現
を 抑 制 し て も よ い 。 一 つ の 態 様 と し て は 、 遺 伝 子 の mRNAの 5'端 近 傍 の 非 翻 訳 領 域 に 相 補 的
な ア ン チ セ ン ス 配 列 を 設 計 す れ ば 、 遺 伝 子 の 翻 訳 阻 害 に 効 果 的 と 考 え ら れ る 。 ま た 、 コ ー
ド 領 域 も し く は 3'側 の 非 翻 訳 領 域 に 相 補 的 な 配 列 も 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う に 、
遺 伝 子 の 翻 訳 領 域 だ け で な く 非 翻 訳 領 域 の 配 列 の ア ン チ セ ン ス 配 列 を 含 む DNAも 、 本 発 明
で 利 用 さ れ る ア ン チ セ ン ス DNAに 含 ま れ る 。 使 用 さ れ る ア ン チ セ ン ス DNAは 、 適 当 な プ ロ モ
ー タ ー の 下 流 に 連 結 さ れ 、 好 ま し く は 3'側 に 転 写 終 結 シ グ ナ ル を 含 む 配 列 が 連 結 さ れ る 。
こ の よ う に し て 調 製 さ れ た DNAは 、 公 知 の 方 法 を 用 い る こ と で 、 所 望 の 生 物 へ 形 質 転 換 で
き る 。 ア ン チ セ ン ス DNAの 配 列 は 、 形 質 転 換 さ れ る 生 物 が 持 つ 内 在 性 遺 伝 子 ま た は そ の 一
部 と 相 補 的 な 配 列 で あ る こ と が 好 ま し い が 、 遺 伝 子 の 発 現 を 有 効 に 抑 制 で き る 限 り に お い
て 、 完 全 に 相 補 的 で な く て も よ い 。 転 写 さ れ た RNAは 、 標 的 遺 伝 子 の 転 写 産 物 に 対 し て 好
ま し く は 90％ 以 上 、 最 も 好 ま し く は 95％ 以 上 の 相 補 性 を 有 す る 。 ア ン チ セ ン ス 配 列 を 用 い
て 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 効 果 的 に 抑 制 す る に は 、 ア ン チ セ ン ス DNAの 長 さ は 少 な く と も 15塩
基 以 上 で あ り 、 好 ま し く は 100塩 基 以 上 で あ り 、 さ ら に 好 ま し く は 500塩 基 以 上 で あ る 。 通
常 用 い ら れ る ア ン チ セ ン ス DNAの 長 さ は 5kbよ り も 短 く 、 好 ま し く は 2.5kbよ り も 短 い 。
　 内 在 性 遺 伝 子 の 発 現 の 抑 制 は 、 ま た 、 リ ボ ザ イ ム を コ ー ド す る DNAを 利 用 し て 行 う こ と
も 可 能 で あ る 。 リ ボ ザ イ ム と は 触 媒 活 性 を 有 す る RNA分 子 の こ と を 指 す 。 リ ボ ザ イ ム に は
種 々 の 活 性 を 有 す る も の が 存 在 す る が 、 中 で も RNAを 切 断 す る 酵 素 と し て の リ ボ ザ イ ム に
焦 点 を 当 て た 研 究 に よ り 、 RNAを 部 位 特 異 的 に 切 断 す る リ ボ ザ イ ム の 設 計 が 可 能 と な っ た
。 リ ボ ザ イ ム に は 、 グ ル ー プ Iイ ン ト ロ ン 型 や RNase Pに 含 ま れ る M1 RNAの よ う に 400ヌ ク
レ オ チ ド 以 上 の 大 き さ の も の も あ る が 、 ハ ン マ ー ヘ ッ ド 型 や ヘ ア ピ ン 型 と 呼 ば れ る 40ヌ ク
レ オ チ ド 程 度 の 活 性 ド メ イ ン を 有 す る も の も あ る （ 小 泉 誠 お よ び 大 塚 栄 子 : 蛋 白 質 核 酸 酵
素 , 35: 2191, 1990） 。
　 例 え ば 、 ハ ン マ ー ヘ ッ ド 型 リ ボ ザ イ ム の 自 己 切 断 ド メ イ ン は 、 G13U14C15と い う 配 列 の C
15の 3'側 を 切 断 す る が 、 そ の 活 性 に は U14と A9と の 塩 基 対 形 成 が 重 要 と さ れ 、 C15の 代 わ り
に A15ま た は U15で も 切 断 さ れ 得 る こ と が 示 さ れ て い る （ Koizumi M, et al: FEBS Lett 22
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8: 228, 1988） 。 基 質 結 合 部 位 が 標 的 部 位 近 傍 の RNA配 列 と 相 補 的 な リ ボ ザ イ ム を 設 計 す
れ ば 、 標 的 RNA中 の UC、 UUま た は UAと い う 配 列 を 認 識 す る 制 限 酵 素 的 な RNA切 断 リ ボ ザ イ ム
を 作 出 す る こ と が で き る （ Koizumi M, et al: FEBS Lett 239: 285, 1988、 小 泉 誠 お よ び
大 塚 栄 子 : 蛋 白 質 核 酸 酵 素  35: 2191, 1990、  Koizumi M, et al: Nucl Acids Res 17: 7
059, 1989） 。 例 え ば 、 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る DNA（ 配 列 番 号 ： １
、 ３ 、 ５ 、 ７ 、 ま た は ９ ） 中 に は 、 標 的 と な り 得 る 部 位 が 複 数 存 在 す る 。
　 ま た 、 ヘ ア ピ ン 型 リ ボ ザ イ ム も 本 発 明 の 目 的 に 有 用 で あ る 。 こ の リ ボ ザ イ ム は 、 例 え ば
タ バ コ リ ン グ ス ポ ッ ト ウ イ ル ス の サ テ ラ イ ト RNAの マ イ ナ ス 鎖 に 見 出 さ れ る （ Buzayan JM:
 Nature 323: 349, 1986） 。 ヘ ア ピ ン 型 リ ボ ザ イ ム か ら も 、 標 的 特 異 的 な RNA切 断 リ ボ ザ
イ ム を 作 出 で き る こ と が 示 さ れ て い る （ Kikuchi Y & Sasaki N: Nucl Acids Res 19: 675
1, 1991、 菊 池 洋 : 化 学 と 生 物  30: 112, 1992） 。
　 標 的 を 切 断 で き る よ う に 設 計 さ れ た リ ボ ザ イ ム は 、 例 え ば 、 昆 虫 細 胞 中 で 任 意 の 時 期 に
転 写 さ れ る よ う に 、 ヒ ー ト シ ョ ッ ク プ ロ モ ー タ ー ま た は テ ト ラ サ イ ク リ ン 応 答 性 プ ロ モ ー
タ ー な ど の プ ロ モ ー タ ー お よ び 転 写 終 結 配 列 に 連 結 さ れ る 。 こ の と き 、 転 写 さ れ た RNAの 5
'端 や 3'端 に 余 分 な 配 列 が 付 加 さ れ て い る と 、 リ ボ ザ イ ム の 活 性 が 失 わ れ る こ と が あ る が
、 こ う い っ た 場 合 は 、 転 写 さ れ た リ ボ ザ イ ム を 含 む RNAか ら リ ボ ザ イ ム 部 分 だ け を 正 確 に
切 り 出 す た め に 、 リ ボ ザ イ ム 部 分 の 5'側 や 3'側 に シ ス に 働 く 別 の ト リ ミ ン グ リ ボ ザ イ ム を
配 置 さ せ る こ と も 可 能 で あ る （ Taira K, et al: Protein Eng 3: 733, 1990、 Dzianott A
M & Bujarski JJ: Proc Natl Acad Sci USA 86: 4823, 1989、 Grosshans CA & Cech TR: 
Nucl Acids Res 19: 3875, 1991、 Taira K, et al: Nucl Acids Res 19: 5125, 1991） 。
ま た 、 こ の よ う な 構 成 単 位 を タ ン デ ム に 並 べ 、 標 的 遺 伝 子 内 の 複 数 の 部 位 を 切 断 で き る よ
う に す る こ と で 、 よ り 効 果 を 高 め る こ と も で き る （ Yuyama N, et al: Biochem Biophys R
es Commun 186: 1271, 1992） 。 こ の よ う に 、 リ ボ ザ イ ム を 用 い て 本 発 明 に お け る 標 的 遺
伝 子 の 転 写 産 物 を 特 異 的 に 切 断 す る こ と で 、 該 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る こ と が で き る 。
　 内 在 性 遺 伝 子 の 発 現 の 抑 制 は 、 さ ら に 、 標 的 遺 伝 子 配 列 と 同 一 も し く は 類 似 し た 配 列 を
有 す る 二 本 鎖 RNAを 用 い た RNA interferance（ RNAi） に よ っ て も 行 う こ と が で き る 。 RNAi
と は 、 標 的 遺 伝 子 配 列 と 同 一 も し く は 類 似 し た 配 列 を 有 す る 二 重 鎖 RNAを 細 胞 内 に 導 入 す
る と 、 導 入 し た 外 来 遺 伝 子 お よ び 標 的 内 在 性 遺 伝 子 の 発 現 が い ず れ も 抑 制 さ れ る 現 象 の こ
と を 指 す 。 RNAiの 機 構 の 詳 細 は 明 ら か で は な い が 、 最 初 に 導 入 し た 二 本 鎖 RNAが 小 片 に 分
解 さ れ 、 何 ら か の 形 で 標 的 遺 伝 子 の 指 標 と な る こ と に よ り 、 標 的 遺 伝 子 が 分 解 さ れ る と 考
え ら れ て い る 。 RNAiは 昆 虫 に お い て も 効 果 を 奏 す る こ と が 知 ら れ て い る （ Kennerdell, J.
R. & Carthew, R.W.: Nat. Biotechnol. 18:896, 2000 ; Piccin, A. et al.: Nucleic A
cid Res. 29:E55, 2001 ; Bettencourt, R. et al.: Insect Mol.Biol. 11:267, 2002 ; 
Hughes, C.L. & Kaufman, T.C.: Development 127:8683, 2000） 。
　 本 発 明 の DNAは 、 標 的 配 列 の イ ン バ ー テ ッ ド リ ピ ー ト の 間 に 適 当 な 配 列 （ イ ン ト ロ ン 配
列 が 望 ま し い ） を 挿 入 し 、 ヘ ア ピ ン 構 造 を 持 つ ダ ブ ル ス ト ラ ン ド RNA(self-complementary
 ‘ hairpin’  RNA(hpRNA))を 作 る よ う な コ ン ス ト ラ ク ト （ Smith, N.A. et al. Nature, 4
07:319, 2000、 Wesley, S.V. et al. Plant J. 27:581, 2001、 Piccin, A. et al. Nucle
ic Acids Res. 29:E55, 2001） と し て 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。
　 RNAiに 用 い る DNAは 、 標 的 遺 伝 子 と 完 全 に 同 一 で あ る 必 要 は な い が 、 少 な く と も 70％ 以
上 、 好 ま し く は 80％ 以 上 、 さ ら に 好 ま し く は 90％ 以 上 、 最 も 好 ま し く は 95％ 以 上 の 配 列 の
同 一 性 を 有 す る 。 ま た 、 配 列 の 同 一 性 は 上 述 し た 手 法 に よ り 決 定 で き る 。
　 本 発 明 は 、 ま た 、 本 発 明 の DNAが 挿 入 さ れ た ベ ク タ ー を 提 供 す る 。 該 ベ ク タ ー と し て は
、 例 え ば 、 任 意 の 時 期 に 誘 導 可 能 な プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に 、 本 発 明 の DNAが 結 合 し た （ 機
能 的 に 結 合 し た ） ベ ク タ ー が 挙 げ ら れ る 。 こ こ で 、 「 機 能 的 に 結 合 し た 」 と は 、 上 記 任 意
の 時 期 に 誘 導 可 能 な プ ロ モ ー タ ー 領 域 に 転 写 因 子 が 結 合 す る こ と に よ り 、 本 発 明 の DNAの
発 現 が 誘 導 さ れ る よ う に 、 上 記 任 意 の 時 期 に 誘 導 可 能 な プ ロ モ ー タ ー 領 域 と 本 発 明 の DNA
と が 結 合 し て い る こ と を い う 。 従 っ て 、 本 発 明 の DNAが 他 の 遺 伝 子 と 結 合 し て お り 、 他 の
遺 伝 子 産 物 と の 融 合 タ ン パ ク 質 を 形 成 す る 場 合 で あ っ て も 、 上 記 任 意 の 時 期 に 誘 導 可 能 な
プ ロ モ ー タ ー 領 域 に 転 写 因 子 が 結 合 す る こ と に よ っ て 、 該 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 が 誘 導 さ
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れ る も の で あ れ ば 、 上 記 「 機 能 的 に 結 合 し た 」 の 意 に 含 ま れ る 。 本 発 明 の DNAが 挿 入 さ れ
た ベ ク タ ー は 、 節 足 動 物 （ 好 ま し く は 昆 虫 ） の 脱 皮 ・ 変 態 、 生 殖 、 休 眠 、 胚 発 生 、 行 動 、
多 型 ま た は 寿 命 の 制 御 剤 と し て 利 用 す る こ と が で き る 。
　 ま た 、 上 記 任 意 の 時 期 に 誘 導 可 能 な プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 例 え ば 、 ヒ ー ト シ ョ ッ ク プ
ロ モ ー タ ー ま た は テ ト ラ サ イ ク リ ン 応 答 性 プ ロ モ ー タ ー な ど が 挙 げ ら れ る 。 ヒ ー ト シ ョ ッ
ク プ ロ モ ー タ ー ま た は テ ト ラ サ イ ク リ ン 応 答 性 プ ロ モ ー タ ー な ど 任 意 の 時 期 に 誘 導 可 能 な
プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に 、 本 発 明 の DNAが 結 合 し た ベ ク タ ー の コ ン ス ト ラ ク ト は 、 文 献 （ Uhl
irova M et al. : Dev.Genes.Evol., 212:145-151、 Bello, B. et al. : Development 12
5, 2193-2202, 1998） を 参 考 に 作 製 し 、 使 用 す る こ と が で き る 。
　 ま た 、 本 発 明 の ベ ク タ ー は 、 宿 主 細 胞 内 に お い て 本 発 明 の DNAを 保 持 さ せ た り 、 本 発 明
の タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る た め に 利 用 す る こ と も で き る 。 こ の よ う な ベ ク タ ー と し て は 、
例 え ば 、 大 腸 菌 を 宿 主 と す る 場 合 に は 、 ベ ク タ ー を 大 腸 菌 （ 例 え ば 、 JM109、 DH5α 、 HB10
1、 XL1Blue） な ど で 大 量 に 増 幅 さ せ 大 量 調 製 す る た め に 、 大 腸 菌 で 増 幅 さ れ る た め の 「 or
i」 を も ち 、 さ ら に 形 質 転 換 さ れ た 大 腸 菌 の 選 抜 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 な ん ら か の 薬 剤 （ ア ン
ピ シ リ ン や テ ト ラ サ イ ク リ ン 、 カ ナ マ イ シ ン 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ） に よ り 判 別 で き る
よ う な 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 ） を 有 す れ ば 特 に 制 限 は な い 。
　 ベ ク タ ー の 例 と し て は 、 M13系 ベ ク タ ー 、 pUC系 ベ ク タ ー 、 pBR322、 pBluescript、 pCR-S
criptな ど が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 cDNAの サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 、 切 り 出 し を 目 的 と し た 場 合 、
上 記 ベ ク タ ー の 他 に 、 例 え ば 、 pGEM-T、 pDIRECT、 pT7な ど が 挙 げ ら れ る 。
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 生 産 す る 目 的 に お い て ベ ク タ ー を 使 用 す る 場 合 に は 、 特 に 、 発 現
ベ ク タ ー が 有 用 で あ る 。 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 例 え ば 、 大 腸 菌 で の 発 現 を 目 的 と し た 場
合 は 、 ベ ク タ ー が 大 腸 菌 で 増 幅 さ れ る よ う な 上 記 特 徴 を 持 つ ほ か に 、 宿 主 を JM109、 DH5α
、 HB101、 XL1-Blueな ど の 大 腸 菌 と し た 場 合 に お い て は 、 大 腸 菌 で 効 率 よ く 発 現 で き る よ
う な プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば 、 lacZプ ロ モ ー タ ー （ Wardら , Nature (1989) 341, 544-546；
FASEB J. (1992) 6, 2422-2427） 、 araBプ ロ モ ー タ ー （ Betterら , Science (1988) 240, 
1041-1043 ） 、 ま た は T7プ ロ モ ー タ ー な ど を 持 っ て い る こ と が 不 可 欠 で あ る 。 こ の よ う な
ベ ク タ ー と し て は 、 上 記 ベ ク タ ー の 他 に pGEX-5X-1（ フ ァ ル マ シ ア 社 製 ） 、 「 QIAexpress 
system」 （ キ ア ゲ ン 社 製 ） 、 pEGFP、 ま た は pET(こ の 場 合 、 宿 主 は T7 RNAポ リ メ ラ ー ゼ を
発 現 し て い る BL21が 好 ま し い )な ど が 挙 げ ら れ る 。
　 ま た 、 ベ ク タ ー に は 、 タ ン パ ク 質 分 泌 の た め の シ グ ナ ル 配 列 が 含 ま れ て い て も よ い 。 タ
ン パ ク 質 分 泌 の た め の シ グ ナ ル 配 列 と し て は 、 大 腸 菌 の ペ リ プ ラ ズ ム に 産 生 さ せ る 場 合 、
pelBシ グ ナ ル 配 列 （ Lei, S. P. et al J. Bacteriol. (1987) 169, 4379 ） を 使 用 す れ ば
よ い 。 宿 主 細 胞 へ の ベ ク タ ー の 導 入 は 、 例 え ば 塩 化 カ ル シ ウ ム 法 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ
ン 法 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。
　 大 腸 菌 以 外 に も 、 例 え ば 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 製 造 す る た め の ベ ク タ ー と し て は 、 哺
乳 動 物 由 来 の 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 pcDNA3 (イ ン ビ ト ロ ゲ ン 社 製 ） や 、 pEGF-BOS (Nucl
eic Acids. Res.1990, 18(17),p5322)、 pEF 、 pCDM8） 、 昆 虫 細 胞 由 来 の 発 現 ベ ク タ ー （
例 え ば 「 Bac-to-BAC baculovairus expression system」 （ ギ ブ コ BRL社 製 ） 、 pBacPAK8）
、 植 物 由 来 の 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば pMH1、 pMH2） 、 動 物 ウ ィ ル ス 由 来 の 発 現 ベ ク タ ー （ 例
え ば 、 pHSV、 pMV、 pAdexLcw） 、 レ ト ロ ウ ィ ル ス 由 来 の 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 pZIPneo）
、 酵 母 由 来 の 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 「 Pichia Expression Kit」 （ イ ン ビ ト ロ ゲ ン 社 製
） 、 pNV11 、 SP-Q01） 、 枯 草 菌 由 来 の 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 pPL608、 pKTH50） が 挙 げ ら
れ る 。
　 CHO細 胞 、 COS細 胞 、 NIH3T3細 胞 等 の 動 物 細 胞 で の 発 現 を 目 的 と し た 場 合 に は 、 細 胞 内 で
発 現 さ せ る た め に 必 要 な プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば SV40プ ロ モ ー タ ー （ Mulliganら , Nature (
1979) 277, 108） 、 MMLV-LTRプ ロ モ ー タ ー 、 EF1α プ ロ モ ー タ ー （ Mizushimaら , Nucleic 
Acids Res. (1990) 18, 5322） 、 CMVプ ロ モ ー タ ー な ど を 持 っ て い る こ と が 不 可 欠 で あ り
、 細 胞 へ の 形 質 転 換 を 選 抜 す る た め の 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 薬 剤 （ ネ オ マ イ シ ン 、 G418な ど ）
に よ り 判 別 で き る よ う な 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 ） を 有 す れ ば さ ら に 好 ま し い 。 こ の よ う な 特 性 を
有 す る ベ ク タ ー と し て は 、 例 え ば 、 pMAM、 pDR2、 pBK-RSV、 pBK-CMV、 pOPRSV、 pOP13な ど
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が 挙 げ ら れ る 。
　 さ ら に 、 遺 伝 子 を 安 定 的 に 発 現 さ せ 、 か つ 、 細 胞 内 で の 遺 伝 子 の コ ピ ー 数 の 増 幅 を 目 的
と す る 場 合 に は 、 核 酸 合 成 経 路 を 欠 損 し た CHO細 胞 に そ れ を 相 補 す る DHFR遺 伝 子 を 有 す る
ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 pCHOIな ど ） を 導 入 し 、 メ ト ト レ キ セ ー ト （ MTX） に よ り 増 幅 さ せ る 方
法 が 挙 げ ら れ 、 ま た 、 遺 伝 子 の 一 過 性 の 発 現 を 目 的 と す る 場 合 に は 、 SV40 T抗 原 を 発 現 す
る 遺 伝 子 を 染 色 体 上 に 持 つ COS細 胞 を 用 い て SV40の 複 製 起 点 を 持 つ ベ ク タ ー （ pcDな ど ） で
形 質 転 換 す る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。 複 製 開 始 点 と し て は 、 ま た 、 ポ リ オ ー マ ウ ィ ル ス 、 ア デ
ノ ウ ィ ル ス 、 ウ シ パ ピ ロ ー マ ウ ィ ル ス （ BPV） 等 の 由 来 の も の を 用 い る こ と も で き る 。 さ
ら に 、 宿 主 細 胞 系 で 遺 伝 子 コ ピ ー 数 増 幅 の た め 、 発 現 ベ ク タ ー は 選 択 マ ー カ ー と し て 、 ア
ミ ノ グ リ コ シ ド ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ APH） 遺 伝 子 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ （ TK） 遺 伝 子 、 大
腸 菌 キ サ ン チ ン グ ア ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ecogpt） 遺 伝 子 、 ジ ヒ ド ロ
葉 酸 還 元 酵 素 （ dhfr） 遺 伝 子 等 を 含 む こ と が で き る 。
　 一 方 、 動 物 の 生 体 内 で 本 発 明 の DNAを 発 現 さ せ る 方 法 と し て は 、 本 発 明 の DNAを 適 当 な ベ
ク タ ー に 組 み 込 み 、 例 え ば 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 法 、 リ ポ ソ ー ム 法 、 カ チ オ ニ ッ ク リ ポ ソ ー ム
法 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 法 な ど に よ り 生 体 内 に 導 入 す る 方 法 な ど が 挙 げ ら れ る 。 用 い ら れ る ベ
ク タ ー と し て は 、 例 え ば 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ 例 え ば pAdexlcw） や レ ト ロ ウ イ ル ス
ベ ク タ ー (例 え ば pZIPneo)な ど が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 制 限 さ れ な い 。 ベ ク タ ー へ の 本
発 明 の DNAの 挿 入 な ど の 一 般 的 な 遺 伝 子 操 作 は 、 常 法 に 従 っ て 行 う こ と が 可 能 で あ る （ Mol
ecular Cloning, 5.61-5.63） 。 生 体 内 へ の 投 与 は 、 ex vivo法 で あ っ て も 、 in vivo法 で
あ っ て も よ い 。
　 ま た 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ベ ク タ ー が 導 入 さ れ た 宿 主 細 胞 を 提 供 す る 。 本 発 明 の ベ ク タ
ー が 導 入 さ れ る 宿 主 細 胞 と し て は 特 に 制 限 は な く 、 例 え ば 、 大 腸 菌 や 種 々 の 動 物 細 胞 な ど
を 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 本 発 明 の 宿 主 細 胞 は 、 例 え ば 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 製 造 や
発 現 の た め の 産 生 系 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 製 造 の た め の 産 生 系 は 、 in
 vitroお よ び in vivoの 産 生 系 が あ る 。 in vitroの 産 生 系 と し て は 、 真 核 細 胞 を 使 用 す る
産 生 系 や 原 核 細 胞 を 使 用 す る 産 生 系 が 挙 げ ら れ る 。
　 真 核 細 胞 を 使 用 す る 場 合 、 例 え ば 、 動 物 細 胞 、 植 物 細 胞 、 真 菌 細 胞 を 宿 主 に 用 い る こ と
が で き る 。 動 物 細 胞 と し て は 、 哺 乳 類 細 胞 、 例 え ば 、 CHO（ J. Exp. Med. (1995) 108, 94
5） 、 COS、 3T3、 ミ エ ロ ー マ 、 BHK（ baby hamster kidney） 、 HeLa、 Vero、 両 生 類 細 胞 、
例 え ば ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル 卵 母 細 胞 （ Valle, et al., Nature (1981) 291, 358-340） 、
あ る い は 昆 虫 細 胞 、 例 え ば 、 Sf9、 Sf21、 Tn5が 知 ら れ て い る 。 CHO細 胞 と し て は 、 特 に 、 D
HFR遺 伝 子 を 欠 損 し た CHO細 胞 で あ る dhfr-CHO（ Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1980) 77, 
4216-4220） や CHO K-1（ Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1968) 60, 1275） を 好 適 に 使 用 す
る こ と が で き る 。 動 物 細 胞 に お い て 、 大 量 発 現 を 目 的 と す る 場 合 に は 特 に CHO細 胞 が 好 ま
し い 。 宿 主 細 胞 へ の ベ ク タ ー の 導 入 は 、 例 え ば 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 、 DEAEデ キ ス ト ラ ン
法 、 カ チ オ ニ ッ ク リ ボ ソ ー ム DOTAP（ ベ ー リ ン ガ ー マ ン ハ イ ム 社 製 ） を 用 い た 方 法 、 エ レ
ク ト ロ ポ ー レ ー シ ョ ン 法 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン な ど の 方 法 で 行 う こ と が 可 能 で あ る 。
　 植 物 細 胞 と し て は 、 例 え ば 、 ニ コ チ ア ナ ・ タ バ カ ム （ Nicotiana tabacum） 由 来 の 細 胞
が タ ン パ ク 質 生 産 系 と し て 知 ら れ て お り 、 こ れ を カ ル ス 培 養 す れ ば よ い 。 真 菌 細 胞 と し て
は 、 酵 母 、 例 え ば 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス （ Saccharomyces） 属 、 例 え ば 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ
レ ビ シ エ （ Saccharomyces cerevisiae） 、 糸 状 菌 、 例 え ば 、 ア ス ペ ル ギ ル ス （ Aspergillu
s） 属 、 例 え ば 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ニ ガ ー （ Aspergillus niger） が 知 ら れ て い る 。
　 原 核 細 胞 を 使 用 す る 場 合 、 細 菌 細 胞 を 用 い る 産 生 系 が あ る 。 細 菌 細 胞 と し て は 、 大 腸 菌
（ E. coli） 、 例 え ば 、 JM109、 DH5α 、 HB101等 が 挙 げ ら れ 、 そ の 他 、 枯 草 菌 が 知 ら れ て い
る 。
　 こ れ ら の 細 胞 を 目 的 と す る DNAに よ り 形 質 転 換 し 、 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 を in vitroで 培
養 す る こ と に よ り タ ン パ ク 質 が 得 ら れ る 。 培 養 は 、 公 知 の 方 法 に 従 い 行 う こ と が で き る 。
例 え ば 、 動 物 細 胞 の 培 養 液 と し て 、 例 え ば 、 DMEM、 MEM、 RPMI1640、 IMDMを 使 用 す る こ と
が で き る 。 そ の 際 、 牛 胎 児 血 清 （ FCS） 等 の 血 清 補 液 を 併 用 す る こ と も で き る し 、 無 血 清
培 養 し て も よ い 。 培 養 時 の pHは 、 約 6～ 8で あ る の が 好 ま し い 。 培 養 は 、 通 常 、 約 30～ 40℃
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で 約 15～ 200時 間 行 い 、 必 要 に 応 じ て 培 地 の 交 換 、 通 気 、 攪 拌 を 加 え る 。
　 一 方 、 in vivoで タ ン パ ク 質 を 産 生 さ せ る 系 と し て は 、 例 え ば 、 動 物 を 使 用 す る 産 生 系
や 植 物 を 使 用 す る 産 生 系 が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の 動 物 又 は 植 物 に 目 的 と す る DNAを 導 入 し
、 動 物 又 は 植 物 の 体 内 で タ ン パ ク 質 を 産 生 さ せ 、 回 収 す る 。 本 発 明 に お け る 「 宿 主 」 と は
、 こ れ ら の 動 物 、 植 物 を 包 含 す る 。
　 動 物 を 使 用 す る 場 合 、 哺 乳 類 動 物 、 昆 虫 を 用 い る 産 生 系 が あ る 。 哺 乳 類 動 物 と し て は 、
ヤ ギ 、 ブ タ 、 ヒ ツ ジ 、 マ ウ ス 、 ウ シ を 用 い る こ と が で き る （ Vicki Glaser, SPECTRUM Bio
technology Applications, 1993） 。 ま た 、 哺 乳 類 動 物 を 用 い る 場 合 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 動 物 を 用 い る こ と が で き る 。
　 例 え ば 、 目 的 と す る DNAを 、 ヤ ギ β カ ゼ イ ン の よ う な 乳 汁 中 に 固 有 に 産 生 さ れ る タ ン パ
ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 と の 融 合 遺 伝 子 と し て 調 製 す る 。 次 い で 、 こ の 融 合 遺 伝 子 を 含 む
DNA断 片 を ヤ ギ の 胚 へ 注 入 し 、 こ の 胚 を 雌 の ヤ ギ へ 移 植 す る 。 胚 を 受 容 し た ヤ ギ か ら 生 ま
れ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ヤ ギ 又 は そ の 子 孫 が 産 生 す る 乳 汁 か ら 、 目 的 の タ ン パ ク 質 を 得 る
こ と が で き る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ヤ ギ か ら 産 生 さ れ る タ ン パ ク 質 を 含 む 乳 汁 量 を 増 加 さ
せ る た め に 、 適 宜 ホ ル モ ン を ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ヤ ギ に 使 用 し て も よ い （ Ebert, K.M. et
 al., Bio/Technology (1994) 12, 699-702） 。
　 ま た 、 昆 虫 と し て は 、 例 え ば カ イ コ を 用 い る こ と が で き る 。 カ イ コ を 用 い る 場 合 、 目 的
の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAを 挿 入 し た バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス を カ イ コ に 感 染 さ せ る こ と に
よ り 、 こ の カ イ コ の 体 液 か ら 目 的 の タ ン パ ク 質 を 得 る こ と が で き る （ Susumu, M. et al.,
 Nature (1985) 315, 592-594） 。
　 さ ら に 、 植 物 を 使 用 す る 場 合 、 例 え ば タ バ コ を 用 い る こ と が で き る 。 タ バ コ を 用 い る 場
合 、 目 的 と す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAを 植 物 発 現 用 ベ ク タ ー 、 例 え ば pMON 530に 挿
入 し 、 こ の ベ ク タ ー を ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ メ フ ァ シ エ ン ス （ Agrobacterium tumefaci
ens） の よ う な バ ク テ リ ア に 導 入 す る 。 こ の バ ク テ リ ア を タ バ コ 、 例 え ば 、 ニ コ チ ア ナ ・
タ バ カ ム （ Nicotiana tabacum） に 感 染 さ せ 、 本 タ バ コ の 葉 よ り 所 望 の タ ン パ ク 質 を 得 る
こ と が で き る （ Julian K.-C. Ma et al., Eur. J. Immunol. (1994) 24, 131-138） 。
　 こ れ に よ り 得 ら れ た 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 宿 主 細 胞 内 ま た は 細 胞 外 （ 培 地 な ど ） か ら
単 離 し 、 実 質 的 に 純 粋 で 均 一 な タ ン パ ク 質 と し て 精 製 す る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 の 分
離 、 精 製 は 、 通 常 の タ ン パ ク 質 の 精 製 で 使 用 さ れ て い る 分 離 、 精 製 方 法 を 使 用 す れ ば よ く
、 何 ら 限 定 さ れ る も の で は な い 。 例 え ば 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム 、 フ ィ ル タ ー 、 限 外
濾 過 、 塩 析 、 溶 媒 沈 殿 、 溶 媒 抽 出 、 蒸 留 、 免 疫 沈 降 、 SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳
動 、 等 電 点 電 気 泳 動 法 、 透 析 、 再 結 晶 等 を 適 宜 選 択 、 組 み 合 わ せ れ ば タ ン パ ク 質 を 分 離 、
精 製 す る こ と が で き る 。
　 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー と し て は 、 例 え ば ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 イ オ ン 交 換
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 疎 水 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル 濾 過 、 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、
吸 着 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 が 挙 げ ら れ る （ Strategies for Protein Purification and Ch
aracterization: A Laboratory Course Manual. Ed Daniel R. Marshak et al., Cold Sp
ring Harbor Laboratory Press, 1996） 。 こ れ ら の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は 、 液 相 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー 、 例 え ば HPLC、 FPLC等 の 液 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い て 行 う こ と が で き る 。
本 発 明 は 、 こ れ ら の 精 製 方 法 を 用 い 、 高 度 に 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 も 包 含 す る 。
　 な お 、 タ ン パ ク 質 を 精 製 前 又 は 精 製 後 に 適 当 な タ ン パ ク 質 修 飾 酵 素 を 作 用 さ せ る こ と に
よ り 、 任 意 に 修 飾 を 加 え た り 、 部 分 的 に ペ プ チ ド を 除 去 す る こ と も で き る 。 タ ン パ ク 質 修
飾 酵 素 と し て は 、 例 え ば 、 ト リ プ シ ン 、 キ モ ト リ プ シ ン 、 リ シ ル エ ン ド ペ プ チ ダ ー ゼ 、 プ
ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ 、 グ ル コ シ ダ ー ゼ な ど が 用 い ら れ る 。
　 ま た 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の DNAま た は 本 発 明 の ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 個 体 を 提 供 す
る 。 こ の よ う な 個 体 と し て は 、 上 述 の 個 体 が 例 示 で き る が 、 好 ま し く は 形 質 転 換 さ れ た 節
足 動 物 個 体 、 よ り 好 ま し く は 昆 虫 個 体 が 挙 げ ら れ る 。 piggyBacな ど の 新 し い ト ラ ン ス ポ ゾ
ン を 使 う こ と に よ っ て 、 色 々 な 昆 虫 で の 形 質 転 換 が 可 能 に な っ て い る （ Handler A.M. Ins
ect Biochem. Molec. Biol. 31:118-128., 2001、 Atkinson, P.W. &James, A.A. Adv. Ge
net. 47:49-86.,2002.、 Tamura, T. Nature Biotechnol. 18:81-84, 2000.） 。
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　 例 え ば 、 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る DNAを ヒ ー ト シ ョ ッ ク
プ ロ モ ー タ ー ま た は テ ト ラ サ イ ク リ ン 応 答 性 プ ロ モ ー タ ー な ど 任 意 の 時 期 に 誘 導 可 能 な プ
ロ モ ー タ ー の 下 流 に 結 合 さ せ た DNAが 導 入 さ れ た 形 質 転 換 昆 虫 を 作 成 す る こ と で 、 該 幼 若
ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る DNAの 発 現 を 任 意 に 誘 導 す る こ と が で き る 。 こ
れ に よ り 、 本 来 幼 若 ホ ル モ ン の 合 成 の 停 止 す る 終 齢 幼 虫 に お い て 、 幼 若 ホ ル モ ン の 合 成 ・
分 泌 を 継 続 さ せ 、 過 剰 幼 虫 脱 皮 を 起 こ す こ と が 可 能 で あ る 。
　 ま た 、 例 え ば 、 本 発 明 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る DNAに 対 す る ア
ン チ セ ン ス 、 セ ン ス ま た は ダ ブ ル ス ト ラ ン ド RNAを コ ー ド す る DNAを 、 ヒ ー ト シ ョ ッ ク プ ロ
モ ー タ ー ま た は テ ト ラ サ イ ク リ ン 応 答 性 プ ロ モ ー タ ー な ど の 任 意 の 時 期 に 誘 導 可 能 な プ ロ
モ ー タ の 下 流 に 結 合 さ せ た DNAが 導 入 さ れ た 形 質 転 換 昆 虫 を 作 成 す る こ と で 、 該 幼 若 ホ ル
モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る DNAの 発 現 を 任 意 に 停 止 し 、 こ れ に よ り 虫 体 内 の 幼
若 ホ ル モ ン の 濃 度 を 自 在 に 低 下 で き る 。 例 え ば 、 該 形 質 転 換 昆 虫 の 終 齢 以 前 の 幼 虫 期 に お
い て 、 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る こ と で 、 幼 若 ホ ル モ ン の
合 成 を 抑 制 し 、 早 期 変 態 を 任 意 に 誘 導 で き る 。
　 ま た 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 結 合 す る 抗 体 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 抗 体 と し て
は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 抗 体 変 異 体 、 こ れ ら の 断 片 等 が 例 示 で き
る 。
　 こ れ ら の 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 。 カ イ コ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ
バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 ま た は オ オ タ バ コ ガ の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 、 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 、 カ イ コ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 ま た は オ オ タ バ コ ガ の 幼 若 ホ ル
モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 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 、 カ イ コ 、
シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 ま た は オ オ タ バ コ ガ の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基
転 移 酵 素 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 、 カ イ コ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 ま た は オ オ タ バ コ ガ の 幼
若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 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 、 DEAEイ オ
ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 カ イ コ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 ま た は オ
オ タ バ コ ガ の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 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 。
　 ま た 、 本 発 明 に お い て 、 「 抗 体 変 異 体 」 と は 、 1ま た そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 改 変 さ
れ た 、 抗 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 バ リ ア ン ト を 指 す 。 ど の よ う に 改 変 さ れ た ア ミ ノ 酸 バ リ ア ン ト
で あ れ 、 元 と な っ た 抗 体 と 同 じ 結 合 特 異 性 を 有 す れ ば 、 本 発 明 に お け る 「 抗 体 変 異 体 」 に
含 ま れ る 。 こ の よ う な 変 異 体 は 、 抗 体 の 重 鎖 若 し く は 軽 鎖 の 可 変 ド メ イ ン の ア ミ ノ 酸 配 列
と 少 な く と も 75％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 80％ 、 さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も 85％ 、
さ ら に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 90％ 、 そ し て 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 95％ の ア ミ ノ
酸 配 列 相 同 性 ま た は 類 似 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 と 100％ よ り も 少 な い 配 列 相 同 性 、 ま た
は 類 似 性 を 有 す る 。
　 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
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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 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 。
　 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 。
　 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 。
　 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 。
　 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 。
　 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 。
　 本 発 明 者 ら は 、 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 遺 伝 子 を 単 離 し た 。 こ れ に よ り 、 該 遺
伝 子 を 組 み 込 ん だ プ ラ ス ミ ド 等 の ベ ク タ ー DNAで 形 質 転 換 し た 大 腸 菌 、 酵 母 な ど で 組 換 え
タ ン パ ク 質 を 大 量 に 合 成 し 、 そ れ を 利 用 し て 容 易 か つ 安 価 に 、 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転
移 酵 素 に 結 合 す る 化 合 物 、 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 の 活 性 ま た は 発 現 を 制 御 す る
化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と が 可 能 と な っ た 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 こ の よ う な 化 合
物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 得 ら れ る 化 合
物 は 、 節 足 動 物 （ 好 ま し く は 昆 虫 ） の 脱 皮 ・ 変 態 、 生 殖 、 休 眠 、 胚 発 生 、 行 動 、 多 型 ま た
は 寿 命 の 制 御 剤 と し て 利 用 で き る 。 ま た 、 ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 、 昆 虫 成 長 制 御 剤 （ 「 植
物 防 疫 講 座 第 ３ 版 害 虫 ・ 有 害 動 物 編 　 日 本 植 物 防 疫 協 会 　 132ペ ー ジ 」 や 「 農 薬 ハ ン ド ブ
ッ ク 2001年 度 版 、 日 本 植 物 防 疫 協 会 　 平 成 13年 度 　 第 11版 、 127ペ ー ジ 」 ） に 該 当 す る 化
合 物 も 得 ら れ る 。 こ こ で 、 昆 虫 成 長 制 御 剤 (Insect growth regulator; IGR)と は 、 昆 虫 に
特 異 的 に 作 用 す る 薬 剤 で あ っ て 、 脱 皮 ・ 変 態 を か く 乱 す る こ と に よ り 、 直 接 的 に 殺 虫 作 用
を 示 し た り 、 ま た 、 殺 卵 作 用 や 雌 成 虫 の 不 妊 化 作 用 に よ り 次 世 代 の 虫 数 を 減 少 さ せ る 作 用
を 示 す 薬 剤 を 意 味 す る が 、 よ り 詳 細 な 定 義 は 、 上 記 文 献 を 参 照 さ れ た い 。
　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の 一 つ の 態 様 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 化 合 物 の
ス ク リ ー ニ ン グ に 関 す る も の で あ る 。 こ の よ う な 方 法 と し て は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 被
験 化 合 物 を 接 触 さ せ 、 該 タ ン パ ク 質 と 被 験 化 合 物 と の 結 合 を 検 出 し 、 そ し て 本 発 明 の タ ン
パ ク 質 に 結 合 す る 化 合 物 を 選 択 す る 工 程 を 含 む 。
　 ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い ら れ る 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 組 換 え タ ン パ ク 質 で あ っ て も 、 天 然
由 来 の タ ン パ ク 質 で あ っ て も よ い が 、 好 ま し く は 組 換 え タ ン パ ク 質 で あ る 。 ま た 、 ス ク リ
ー ニ ン グ に 用 い ら れ る 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 部 分 ペ プ チ ド で あ っ て も よ い 。
　 被 験 化 合 物 と し て は 特 に 制 限 は な く 、 例 え ば 、 細 胞 抽 出 物 、 細 胞 培 養 上 清 、 発 酵 微 生 物
産 生 物 、 海 洋 生 物 抽 出 物 、 植 物 抽 出 物 、 精 製 若 し く は 粗 精 製 タ ン パ ク 質 、 非 ペ プ チ ド 性 化
合 物 、 合 成 低 分 子 化 合 物 、 天 然 化 合 物 が 挙 げ ら れ る 。 被 験 化 合 物 を 接 触 さ せ る 本 発 明 の タ
ン パ ク 質 は 、 例 え ば 、 精 製 し た タ ン パ ク 質 と し て 、 可 溶 型 タ ン パ ク 質 と し て 、 担 体 に 結 合
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さ せ た 形 態 と し て 、 他 の タ ン パ ク 質 と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 被 験 化 合 物 に 接 触 さ せ る こ
と が で き る 。
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 用 い て 、 こ れ に 結 合 す る タ ン パ ク 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 と
し て は 、 当 業 者 に 公 知 の 多 く の 方 法 を 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の よ う な ス ク リ ー ニ ン
グ は 、 例 え ば 、 免 疫 沈 降 法 に よ り 行 う こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 以 下 の よ う に 行 う こ と
が で き る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAを 、 pSV2neo, pcDNA I, pCD8 な ど の 外 来
遺 伝 子 発 現 用 の ベ ク タ ー に 挿 入 す る こ と で 動 物 細 胞 な ど で 当 該 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る 。 発 現
に 用 い る プ ロ モ ー タ ー と し て は  SV40 early promoter (Rigby In Williamson (ed.), Gen
etic Engineering, Vol.3. Academic Press, London, p.83-141(1982))等 の 一 般 的 に 使 用
で き る プ ロ モ ー タ ー で あ れ ば 何 を 用 い て も よ い 。
　 動 物 細 胞 に 遺 伝 子 を 導 入 す る こ と で 外 来 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る た め に は 、 エ レ ク ト ロ ポ レ
ー シ ョ ン 法  (Chu, G. et al. Nucl. Acid Res. 15, 1311-1326 (1987))、 リ ン 酸 カ ル シ ウ
ム 法  (Chen, C and Okayama, H. Mol. Cell. Biol. 7, 2745-2752 (1987))、 DEAEデ キ ス
ト ラ ン 法  (Lopata, M. A. et al. Nucl. Acids Res. 12, 5707-5717 (1984); Sussman, D
. J. and Milman, G. Mol. Cell. Biol. 4, 1642-1643 (1985))、 リ ポ フ ェ ク チ ン 法  (Der
ijard, B. Cell 7, 1025-1037 (1994); Lamb, B. T. et al. Nature Genetics 5, 22-30 
(1993); Rabindran, S. K. et al. Science 259, 230-234 (1993))等 の 方 法 が あ る が 、 い
ず れ の 方 法 に よ っ て も よ い 。
　 特 異 性 の 明 ら か と な っ て い る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 認 識 部 位 （ エ ピ ト ー プ ） を 本 発 明 の
タ ン パ ク 質 の N末 ま た は C末 に 導 入 す る こ と に よ り 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 認 識 部 位 を 有 す
る 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 用 い る エ ピ ト ー
プ － 抗 体 系 と し て は 市 販 さ れ て い る も の を 利 用 す る こ と が で き る （ 実 験 医 学  13, 85-90 (
1995)） 。 マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト を 介 し て 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 マ ル ト ー ス 結 合
タ ン パ ク 質 、 グ ル タ チ オ ン S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ GFP） な ど と の
融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る こ と が で き る ベ ク タ ー が 市 販 さ れ て い る 。
　 融 合 タ ン パ ク 質 に す る こ と に よ り 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 性 質 を で き る だ け 変 化 さ せ な い
よ う に す る た め に 数 個 か ら 十 数 個 の ア ミ ノ 酸 か ら な る 小 さ な エ ピ ト ー プ 部 分 の み を 導 入 し
て 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 調 製 す る 方 法 も 報 告 さ れ て い る 。 例 え ば 、 ポ リ ヒ ス チ ジ ン （ His-ta
g） 、 イ ン フ ル エ ン ザ 凝 集 素  HA、 ヒ ト c-myc、 FLAG、 Vesicular stomatitis ウ イ ル ス 糖 タ
ン パ ク 質 （ VSV-GP） 、 T7 gene10 タ ン パ ク 質 （ T7-tag） 、 ヒ ト 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 糖 タ
ン パ ク 質 （ HSV-tag） 、 E-tag（ モ ノ ク ロ ー ナ ル フ ァ ー ジ 上 の エ ピ ト ー プ ） な ど の エ ピ ト ー
プ と そ れ を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 の
ス ク リ ー ニ ン グ の た め の エ ピ ト ー プ － 抗 体 系 と し て 利 用 で き る （ 実 験 医 学  13, 85-90 (19
95)） 。
　 免 疫 沈 降 に お い て は 、 こ れ ら の 抗 体 を 、 適 当 な 界 面 活 性 剤 を 利 用 し て 調 製 し た 細 胞 溶 解
液 に 添 加 す る こ と に よ り 免 疫 複 合 体 を 形 成 さ せ る 。 こ の 免 疫 複 合 体 は 本 発 明 の タ ン パ ク 質
、 そ れ と 結 合 能 を 有 す る タ ン パ ク 質 、 お よ び 抗 体 か ら な る 。 上 記 エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体
を 用 い る 以 外 に 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 を 利 用 し て 免 疫 沈 降 を 行 う こ と も 可 能
で あ る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 は 、 例 え ば 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る
遺 伝 子 を 適 当 な 大 腸 菌 発 現 ベ ク タ ー に 導 入 し て 大 腸 菌 内 で 発 現 さ せ 、 発 現 さ せ た タ ン パ ク
質 を 精 製 し 、 こ れ を ウ サ ギ や マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ヤ ギ 、 ニ ワ ト リ な ど に 免 疫 す る こ と で 調 製
す る こ と が で き る 。 ま た 、 合 成 し た 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 部 分 ペ プ チ ド を 上 記 の 動 物 に 免
疫 す る こ と に よ っ て 調 製 す る こ と も で き る 。
　 免 疫 複 合 体 は 、 例 え ば 、 抗 体 が マ ウ ス IgG 抗 体 で あ れ ば 、 Protein A Sepharoseや Prote
in G Sepharoseを 用 い て 沈 降 さ せ る こ と が で き る 。 ま た 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 、 例 え ば
、 GSTな ど の エ ピ ト ー プ と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 調 製 し た 場 合 に は 、 グ ル タ チ オ ン -Seph
arose 4Bな ど の こ れ ら エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 す る 物 質 を 利 用 し て 、 本 発 明 の タ ン パ ク
質 の 抗 体 を 利 用 し た 場 合 と 同 様 に 、 免 疫 複 合 体 を 形 成 さ せ る こ と が で き る 。
　 免 疫 沈 降 の 一 般 的 な 方 法 に つ い て は 、 例 え ば 、 文 献 （ Harlow,E. and Lane, D.: Antibo
dies, pp.511-552, Cold Spring Harbor Laboratory publications, New York (1988) ）
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記 載 の 方 法 に 従 っ て 、 ま た は 準 じ て 行 え ば よ い 。
　 免 疫 沈 降 さ れ た タ ン パ ク 質 の 解 析 に は SDS-PAGEが 一 般 的 で あ り 、 適 当 な 濃 度 の ゲ ル を 用
い る こ と で タ ン パ ク 質 の 分 子 量 に よ り 結 合 し て い た タ ン パ ク 質 を 解 析 す る こ と が で き る 。
ま た 、 こ の 際 、 一 般 的 に は 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 結 合 し た タ ン パ ク 質 は 、 ク マ シ ー 染 色 や
銀 染 色 と い っ た タ ン パ ク 質 の 通 常 の 染 色 法 で は 検 出 す る こ と は 困 難 で あ る の で 、 放 射 性 同
位 元 素 で あ る 3 5 S-メ チ オ ニ ン や 3 5 S-シ ス テ イ ン を 含 ん だ 培 養 液 で 細 胞 を 培 養 し 、 該 細 胞 内
の タ ン パ ク 質 を 標 識 し て 、 こ れ を 検 出 す る こ と で 検 出 感 度 を 向 上 さ せ る こ と が で き る 。 タ
ン パ ク 質 の 分 子 量 が 判 明 す れ ば 直 接 SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル か ら 目 的 の タ ン パ ク 質 を
精 製 し 、 そ の 配 列 を 決 定 す る こ と も で き る 。
　 ま た 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 用 い て 、 該 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 を 単 離 す る 方
法 と し て は 、 例 え ば 、 ウ エ ス ト ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 （ Skolnik, E. Y. et al.,Ce
ll (1991) 65, 83-90） を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 す な わ ち 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 結
合 す る タ ン パ ク 質 を 発 現 し て い る こ と が 予 想 さ れ る 細 胞 、 組 織 よ り フ ァ ー ジ ベ ク タ ー （ λ
gt11, ZAPな ど ） を 用 い た cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 し 、 こ れ を LB-ア ガ ロ ー ス 上 で 発 現 さ せ
フ ィ ル タ ー に 発 現 さ せ た タ ン パ ク 質 を 固 定 し 、 精 製 し て 標 識 し た 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 上
記 フ ィ ル タ ー と を 反 応 さ せ 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 結 合 し た タ ン パ ク 質 を 発 現 す る プ ラ ー
ク を 標 識 に よ り 検 出 す れ ば よ い 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 標 識 す る 方 法 と し て は 、 ビ オ チ ン
と ア ビ ジ ン の 結 合 性 を 利 用 す る 方 法 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 又 は 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 融 合
し た タ ン パ ク 質 （ 例 え ば GSTな ど ） に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 利 用 す る 方 法 、 ラ ジ オ ア イ
ソ ト ー プ を 利 用 す る 方 法 又 は 蛍 光 を 利 用 す る 方 法 等 が 挙 げ ら れ る 。
　 ま た 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の 他 の 態 様 と し て は 、 細 胞 を 用 い た 2-ハ イ ブ リ ッ ド
シ ス テ ム （ Fields, S., and Sternglanz, R.,Trends. Genet. (1994) 10, 286-292、 Dalt
on S, and Treisman R (1992) Characterization of SAP-1, a protein recruited by se
rum response factor to the c-fos serum response element. Cell 68, 597-612、 「 MAT
CHMARKER Two-Hybrid System」 ,「 Mammalian MATCHMAKER Two-Hybrid Assay Kit」 ,「 MAT
CHMAKER One-Hybrid System」 (い ず れ も ク ロ ン テ ッ ク 社 製 )、 「 HybriZAP Two-Hybrid Vec
tor System」 (ス ト ラ タ ジ ー ン 社 製 )） を 用 い て 行 う 方 法 が 挙 げ ら れ る 。
　 2-ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム に お い て は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 ま た は そ の 部 分 ペ プ チ ド を SR
F DNA結 合 領 域 ま た は GAL4 DNA結 合 領 域 と 融 合 さ せ て 酵 母 細 胞 の 中 で 発 現 さ せ 、 本 発 明 の
タ ン パ ク 質 と 結 合 す る タ ン パ ク 質 を 発 現 し て い る こ と が 予 想 さ れ る 細 胞 よ り 、 VP16ま た は
GAL4転 写 活 性 化 領 域 と 融 合 す る 形 で 発 現 す る よ う な cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 し 、 こ れ を 上
記 酵 母 細 胞 に 導 入 し 、 検 出 さ れ た 陽 性 ク ロ ー ン か ら ラ イ ブ ラ リ ー 由 来 cDNAを 単 離 す る （ 酵
母 細 胞 内 で 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 結 合 す る タ ン パ ク 質 が 発 現 す る と 、 両 者 の 結 合 に よ り レ
ポ ー タ ー 遺 伝 子 が 活 性 化 さ れ 、 陽 性 の ク ロ ー ン が 確 認 で き る ） 。 単 離 し た cDNAを 大 腸 菌 に
導 入 し て 発 現 さ せ る こ と に よ り 、 該 cDNAが コ ー ド す る タ ン パ ク 質 を 得 る こ と が で き る 。 こ
れ に よ り 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 ま た は そ の 遺 伝 子 を 調 製 す る こ と が 可
能 で あ る 。
　 2-ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム に お い て 用 い ら れ る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 と し て は 、 例 え ば 、 HIS3
遺 伝 子 の 他 、 Ade2遺 伝 子 、 LacZ遺 伝 子 、 CAT遺 伝 子 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 、 PAI-1（ Plas
minogen activator inhibitor type1） 遺 伝 子 等 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 制 限 さ れ な い
。 2ハ イ ブ リ ッ ド 法 に よ る ス ク リ ー ニ ン グ は 、 酵 母 の 他 、 哺 乳 動 物 細 胞 な ど を 使 っ て 行 う
こ と も で き る 。
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 結 合 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー を 用 い て 行 う こ と も で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム
の 担 体 に 固 定 し 、 こ こ に 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 結 合 す る タ ン パ ク 質 を 発 現 し て い る こ と が
予 想 さ れ る 被 験 化 合 物 を 適 用 す る 。 こ の 場 合 の 被 験 化 合 物 と し て は 、 例 え ば 細 胞 抽 出 物 、
細 胞 溶 解 物 等 が 挙 げ ら れ る 。 被 験 化 合 物 を 適 用 し た 後 、 カ ラ ム を 洗 浄 し 、 本 発 明 の タ ン パ
ク 質 に 結 合 し た タ ン パ ク 質 を 調 製 す る こ と が で き る 。
　 得 ら れ た タ ン パ ク 質 は 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 分 析 し 、 そ れ を 基 に オ リ ゴ DNAを 合 成 し 、
該 DNAを プ ロ ー ブ と し て cDNAラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 該 タ ン パ ク
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質 を コ ー ド す る DNAを 得 る こ と が で き る 。
　 ま た 、 タ ン パ ク 質 に 限 ら ず 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 化 合 物 を 単 離 す る 方 法 と し
て は 、 例 え ば 、 固 定 し た 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 、 合 成 化 合 物 、 天 然 物 バ ン ク 、 も し く は ラ
ン ダ ム フ ァ ー ジ ペ プ チ ド デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー を 作 用 さ せ 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 結
合 す る 分 子 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 や 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ケ ミ ス ト リ ー 技 術 に よ る ハ イ
ス ル ー プ ッ ト を 用 い た ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 が 当 業 者 に 公 知 で あ る 。
　 本 発 明 に お い て 、 結 合 し た 化 合 物 を 検 出 又 は 測 定 す る 手 段 と し て は 、 例 え ば 被 験 化 合 物
に 付 し た 標 識 を 利 用 す る こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。 標 識 の 種 類 は 、 例 え ば 、 蛍 光 標 識
、 放 射 標 識 等 が 挙 げ ら れ る 。 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 現 象 を 利 用 し た バ イ オ セ ン サ ー を 使 用 す
る こ と も で き る 。 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 現 象 を 利 用 し た バ イ オ セ ン サ ー は 、 本 発 明 の タ ン パ
ク 質 と 被 験 化 合 物 と の 間 の 相 互 作 用 を 微 量 の タ ン パ ク 質 を 用 い て か つ 標 識 す る こ と な く 、
表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 シ グ ナ ル と し て リ ア ル タ イ ム に 観 察 す る こ と が 可 能 で あ る （ 例 え ば BI
Acore、 Pharmacia製 ） 。 し た が っ て 、 BIAcore等 の バ イ オ セ ン サ ー を 用 い る こ と に よ り 本
発 明 の タ ン パ ク 質 と 被 験 化 合 物 と の 結 合 を 評 価 す る こ と が 可 能 で あ る 。
　 上 記 ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 得 ら れ た 化 合 物 に は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 活 性 を 制 御 す る
化 合 物 や 、 本 発 明 の DNAの 発 現 を 制 御 す る 化 合 物 な ど が 含 ま れ る 。 本 発 明 に お い て は 、 上
記 ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 得 ら れ た 化 合 物 を 、 後 述 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の 被 験 化 合 物 と し
て 使 用 す る こ と も で き る 。
　 本 発 明 に お け る ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の 別 の 態 様 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 活 性 を 制 御 す
る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ に 関 す る も の で あ る 。 こ の よ う な 方 法 と し て は 、 ま ず 、 本 発 明
の タ ン パ ク 質 に 被 験 化 合 物 を 接 触 さ せ る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 状 態 と し て は 、 特 に 制 限
は な く 、 例 え ば 、 精 製 さ れ た 状 態 、 細 胞 内 に 発 現 し た 状 態 、 細 胞 抽 出 液 内 に 発 現 し た 状 態
な ど で あ っ て も よ い 。
　 ま た 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 が 発 現 し て い る 細 胞 と し て は 、 内 在 性 の 本 発 明 の タ ン パ ク 質
を 発 現 し て い る 細 胞 、 ま た は 外 来 性 の 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 発 現 し て い る 細 胞 が 挙 げ ら れ
る 。 上 記 外 来 性 の 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 発 現 し て い る 細 胞 は 、 例 え ば 、 本 発 明 の タ ン パ ク
質 を コ ー ド す る DNAを 含 む ベ ク タ ー を 細 胞 に 導 入 す る こ と で 作 製 で き る 。 ベ ク タ ー の 細 胞
へ の 導 入 は 、 当 業 者 に 一 般 的 な 方 法 に よ っ て 実 施 す る こ と が で き る 。 ま た 、 上 記 外 来 性 の
本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 有 す る 細 胞 は 、 例 え ば 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAを 、
相 同 組 み 換 え を 利 用 し た 遺 伝 子 導 入 法 に よ り 、 染 色 体 へ 挿 入 す る こ と で 作 製 す る こ と が で
き る 。 こ の よ う な 外 来 性 の 本 発 明 の タ ン パ ク 質 が 導 入 さ れ る 細 胞 が 由 来 す る 生 物 種 と し て
は 、 特 に 限 定 さ れ ず 、 外 来 タ ン パ ク 質 を 細 胞 内 に 発 現 さ せ る 技 術 が 確 立 さ れ て い る 生 物 種
で あ れ ば よ い 。
　 ま た 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 が 発 現 し て い る 細 胞 抽 出 液 は 、 例 え ば 、 試 験 管 内 転 写 翻 訳 系
に 含 ま れ る 細 胞 抽 出 液 に 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAを 含 む ベ ク タ ー を 添 加 し
た も の を 挙 げ る こ と が で き る 。 該 試 験 管 内 転 写 翻 訳 系 と し て は 、 特 に 制 限 は な く 、 市 販 の
試 験 管 内 転 写 翻 訳 キ ッ ト な ど を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。
　 ま た 、 本 発 明 に お い て 「 接 触 」 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 状 態 に 応 じ て 行 う 。 例 え ば 、
本 発 明 の タ ン パ ク 質 が 精 製 さ れ た 状 態 で あ れ ば 、 精 製 標 品 に 被 験 化 合 物 を 添 加 す る こ と に
よ り 行 う こ と が で き る 。 ま た 、 細 胞 内 に 発 現 し た 状 態 ま た は 細 胞 抽 出 液 内 に 発 現 し た 状 態
で あ れ ば 、 そ れ ぞ れ 、 細 胞 の 培 養 液 ま た は 該 細 胞 抽 出 液 に 被 験 化 合 物 を 添 加 す る こ と に よ
り 行 う こ と が で き る 。 被 験 化 合 物 が タ ン パ ク 質 の 場 合 に は 、 例 え ば 、 該 タ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る DNAを 含 む ベ ク タ ー を 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 が 発 現 し て い る 細 胞 へ 導 入 す る 、 ま た
は 該 ベ ク タ ー を 本 発 明 の タ ン パ ク 質 が 発 現 し て い る 細 胞 抽 出 液 に 添 加 す る こ と で 行 う こ と
も 可 能 で あ る 。 ま た 、 例 え ば 、 酵 母 ま た は 動 物 細 胞 等 を 用 い た 2ハ イ ブ リ ッ ド 法 を 利 用 す
る こ と も 可 能 で あ る 。
　 別 の 態 様 で は 、 次 い で 、 上 記 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 活 性 を 測 定 す る 。 次 い で 、 被 験 化 合
物 を 投 与 し て い な い 場 合 と 比 較 し て 、 該 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 活 性 を 上 昇 ま た は 減 少 さ せ
る 化 合 物 を 選 択 す る 。
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 活 性 と し て は 、 幼 若 ホ ル モ ン 生 成 活 性 が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば 、 実
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施 例 記 載 の よ う に 、 JH I酸 、 JH II酸 、 JH III酸 お よ び フ ァ ル ネ セ ン 酸 な ど の 幼 若 ホ ル モ
ン 酸 を 基 質 と し た 場 合 、 反 応 液 中 に そ れ ぞ れ に 対 応 し た 活 性 型 の 幼 若 ホ ル モ ン 、 す な わ ち
、 JH I、 JH II、 JH IIIお よ び フ ァ ル ネ セ ン 酸 メ チ ル の 生 成 を 確 認 す る こ と で 、 本 発 明 の
タ ン パ ク 質 の 活 性 を 測 定 で き る 。 ま た 、 実 施 例 に 記 載 し た HPLC分 析 の 他 、 GC, GC/MS, LC/
MS, RIA, 生 物 検 定 法 等 を 利 用 し て 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 活 性 を 測 定 す る こ と も で き る
（ 大 滝 哲 也 、 生 理 活 性 物 質 の バ イ オ ア ッ セ イ 、 講 談 社 、 p.373-380.、 1984; Rembold, H a
nd Lackner, B.;  J. Chromatogr. 323:355-361, 1985） 。 ま た 、 幼 若 ホ ル モ ン 酸 を 含 む
反 応 液 中 の S-ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン の 減 少 量 ま た は S-ア デ ノ シ ル ホ モ シ ス テ イ ン の 生 成 量
を 各 種 の 方 法 に よ り 測 定 す る こ と で も 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 活 性 を 測 定 で き る 。 例 え ば 、
反 応 液 中 に ア デ ノ シ ル ホ モ シ ス テ イ ン 加 水 分 解 酵 素 (AdoHcy hydrolase） と ア デ ノ シ ン デ
ア ミ ナ ー ゼ (adenosine deaminase)を 共 存 さ せ 、 生 成 し た S-ア デ ノ シ ル ホ モ シ ス テ イ ン を
最 終 的 に イ ノ シ ン に 変 換 し 、 S-ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン か ら イ ノ シ ン へ の 変 換 に よ っ て 起 こ
る 265 nmで の 吸 光 度 の 減 少 を 測 定 す る こ と で 行 う こ と が で き る （ Ogawa H. et al., 1988,
 Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 85,694-698） 。
　 上 記 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 以 下 の よ う な 方 法 で 実 施 で き る 。 JH I酸 、
JH II酸 、 JH III酸 ま た は フ ァ ル ネ セ ン 酸 を 含 む 反 応 液 に 被 験 化 合 物 を あ ら か じ め 混 合 し
て 酵 素 反 応 を 行 い 、 反 応 後 に 生 産 さ れ た 幼 若 ホ ル モ ン 量 を 被 験 化 合 物 を 含 ま な い 場 合 と 比
較 す る 。 JH I酸 、 JH II酸 、 JH III酸 ま た は フ ァ ル ネ セ ン 酸 を 含 む 反 応 液 の 組 成 は 、 実 施
例 に 記 載 し て い る も の を 使 用 す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 に お け る ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の 別 の 態 様 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺
伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 制 御 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ に 関 す る も の で あ る 。 こ の よ う な 方
法 と し て は 、 ま ず 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 下 流 に
レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 が 機 能 的 に 結 合 し た DNAを 有 す る 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 液 を 提 供 す る 。 こ
こ で 、 「 機 能 的 に 結 合 し た 」 と は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ
ー 領 域 に 転 写 因 子 が 結 合 す る こ と に よ り 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 が 誘 導 さ れ る よ う に 、
本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 と レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 と が 結 合
し て い る こ と を い う 。 従 っ て 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 が 他 の 遺 伝 子 と 結 合 し て お り 、 他 の 遺 伝
子 産 物 と の 融 合 タ ン パ ク 質 を 形 成 す る 場 合 で あ っ て も 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る
遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 に 転 写 因 子 が 結 合 す る こ と に よ っ て 、 該 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現
が 誘 導 さ れ る も の で あ れ ば 、 上 記 「 機 能 的 に 結 合 し た 」 の 意 に 含 ま れ る 。
　 上 記 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 と し て は 、 そ の 発 現 が 検 出 可 能 な も の で あ れ ば 特 に 制 限 さ れ ず 、
例 え ば 、 当 業 者 に お い て 一 般 的 に 使 用 さ れ る CAT遺 伝 子 、 lacZ遺 伝 子 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺
伝 子 、 β -グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 遺 伝 子 （ GUS） お よ び GFP遺 伝 子 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。 ま
た 、 上 記 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 に は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAも ま た 含 ま れ る 。
　 別 の 態 様 に お い て は 、 次 い で 、 上 記 細 胞 ま た は 上 記 細 胞 抽 出 液 に 被 験 化 合 物 を 接 触 さ せ
る 。 次 い で 、 該 細 胞 ま た は 該 細 胞 抽 出 液 に お け る 上 記 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 測
定 す る 。 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル は 、 使 用 す る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 種 類 に 応 じ て 、
当 業 者 に 公 知 の 方 法 に よ り 測 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 が CAT遺 伝
子 で あ る 場 合 に は 、 該 遺 伝 子 産 物 に よ る ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル の ア セ チ ル 化 を 検 出 す る こ
と に よ っ て 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る こ と が で き る 。 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子
が lacZ遺 伝 子 で あ る 場 合 に は 、 該 遺 伝 子 発 現 産 物 の 触 媒 作 用 に よ る 色 素 化 合 物 の 発 色 を 検
出 す る こ と に よ り 、 ま た 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 で あ る 場 合 に は 、 該 遺 伝 子 発 現 産 物 の 触
媒 作 用 に よ る 蛍 光 化 合 物 の 蛍 光 を 検 出 す る こ と に よ り 、 ま た 、 β -グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 遺 伝
子 （ GUS） で あ る 場 合 に は 、 該 遺 伝 子 発 現 産 物 の 触 媒 作 用 に よ る Glucuron（ ICN社 ） の 発 光
や 5-ブ ロ モ -4-ク ロ ロ -3-イ ン ド リ ル -β -グ ル ク ロ ニ ド （ X-Gluc） の 発 色 を 検 出 す る こ と に
よ り 、 さ ら に 、 GFP遺 伝 子 で あ る 場 合 に は 、 GFPタ ン パ ク 質 に よ る 蛍 光 を 検 出 す る こ と に よ
り 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る こ と が で き る 。
　 ま た 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を レ ポ ー タ ー と す る 場 合 、 該 遺 伝 子 の 発
現 レ ベ ル の 測 定 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 、 該 遺 伝 子 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 、
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ま た は RT-PCR法 を 実 施 す る こ と に よ っ て 該 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 、 該 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る こ と も 可 能 で あ る
。
　 ま た 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 か ら コ ー ド さ れ る 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を
含 む 画 分 を 定 法 に 従 っ て 回 収 し 、 該 本 発 明 の 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 、 本 発 明 の
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 な ど を 実 施 し 、 該 本 発 明
の 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 。
　 別 の 態 様 に お い て は 、 次 い で 、 被 験 化 合 物 を 投 与 し て い な い 場 合 と 比 較 し て 、 該 レ ポ ー
タ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 上 昇 ま た は 減 少 さ せ る 化 合 物 を 選 択 す る 。
　 本 発 明 に お け る ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の そ の 他 の 態 様 と し て は 、 ま ず 、 昆 虫 個 体 ま た は 培
養 組 織 に 被 験 化 合 物 を 接 触 さ せ る 。 培 養 組 織 と し て は 、 ア ラ タ 体 の 培 養 組 織 が 好 適 で あ る
。 別 の 態 様 で は 、 次 い で 、 該 昆 虫 個 体 ま た は 該 培 養 組 織 に お け る 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ
ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る 。 具 体 的 に は 、 被 験 化 合 物 を 接 触 さ せ た 昆 虫 個 体
ま た は 培 養 組 織 か ら 、 一 定 時 間 後 に RNAを 抽 出 し 、 該 遺 伝 子 の 発 現 量 を 、 定 量 的 PCR、 DNA
マ イ ク ロ ア レ イ 、 ノ ー ザ ン な ど で 測 定 す る 。 別 の 態 様 で は 、 次 い で 、 被 験 化 合 物 を 投 与 し
て い な い 場 合 と 比 較 し て 、 該 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 上 昇 ま た は 減 少 さ せ る 化 合 物 を 選 択 す
る 。
　 【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
　 図 １ は 、 昆 虫 お よ び 甲 殻 類 に 見 ら れ る 幼 若 ホ ル モ ン と そ の 前 駆 体 の 酸 、 お よ び 本 発 明 に
よ る 酵 素 の 酵 素 反 応 を 示 す 図 で あ る 。 JHAMTは 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を 、 AdoMe
tは S-ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン を 、 AdoHcyは S-ア デ ノ シ ル ホ モ シ ス テ イ ン を 示 す 。 幼 若 ホ ル
モ ン 酸 に お い て R 1 お よ び R 2 は 、 JH I酸 で は R 1 ＝ , R 2 ＝ 、 JH II酸 で は R 1 ＝ , R

2 ＝ 、 JH III酸 で は R 1 ＝ , R 2 ＝ を 示 す 。 ま た 、 幼 若 ホ ル モ ン に お い て R 1 お よ び R 2
は 、 JH Iで は R 1 ＝ , R 2 ＝ 、 JH IIで は R 1 ＝ , R 2 ＝ 、 JH IIIで は R 1 ＝ , R

2 ＝ を 示 す 。
　 図 ２ は 、 逆 相 HPLCに よ る 幼 若 ホ ル モ ン の 検 出 を 示 す 図 で あ る 。 上 か ら 順 に 、 JH III、 JH
 II、 JH I、 フ ァ ル ネ セ ン 酸 メ チ ル の 検 出 を 示 す 。
　 図 ３ は 、 本 発 明 に よ る 組 換 え 酵 素 タ ン パ ク 質 の SDS電 気 泳 動 を 示 す 写 真 で あ る 。 レ ー ン 1
及 び 4は 、 pET28aプ ラ ス ミ ド で 形 質 転 換 し た 大 腸 菌 の 粗 抽 出 物 可 溶 性 画 分 （ 対 照 区 ） を 示
す 。 レ ー ン 2は 、 カ イ コ 由 来 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 遺 伝 子 を 含 む pET28aプ ラ ス
ミ ド で 形 質 し た 大 腸 菌 粗 抽 出 物 を 示 す 。 レ ー ン 3は 、 精 製 し た カ イ コ 由 来 組 換 え 幼 若 ホ ル
モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 タ ン パ ク 質 の 可 溶 性 画 分 を 示 す 。 レ ー ン 5は 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ
由 来 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 遺 伝 子 を 含 む pET28aプ ラ ス ミ ド で 形 質 し た 大 腸 菌 粗
抽 出 物 を 示 す 。 レ ー ン 6は 精 製 し た シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 由 来 組 換 え 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基
転 移 酵 素 タ ン パ ク 質 を 示 す 。 矢 印 は 、 組 換 え 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 タ ン パ ク 質
を 示 す 。
　 図 ４ は 、 本 発 明 に よ る 組 み 換 え タ ン パ ク 質 の 酵 素 活 性 を 示 す 図 で あ る 。 Ｓ は 標 準 幼 若 ホ
ル モ ン 物 質 で あ る 。 Ｊ は 、 JH III酸 (a)、 JH II 酸 (b)、 ま た は フ ァ ル ネ セ ン 酸
(d)の い ず れ か と S-ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン を 基 質 と し て カ イ コ 由 来 組 換 え 幼 若 ホ ル モ ン 酸
メ チ ル 基 転 移 酵 素 に よ っ て 生 じ た 反 応 産 物 で あ る 。 そ れ ぞ れ の 基 質 に 対 応 し た 幼 若 ホ ル モ
ン 、 す な わ ち JH III (a)、 JH II (b)、 、 ま た は フ ァ ル ネ セ ン 酸 メ チ ル (d)の 生 成
が 認 め ら れ る 。 Ｃ は 、 Jと 同 じ 基 質 を 含 む 反 応 液 中 に 酵 素 を 加 え な い 場 合 の 反 応 産 物 で あ
る 。 幼 若 ホ ル モ ン の 生 成 は 全 く 起 こ ら な い 。
　 図 ５ は 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 オ オ タ バ コ ガ 由 来 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸
メ チ ル 基 転 移 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 を マ ル チ プ ル ア ラ イ メ ン ト し た 結 果 を 示 す 図 で あ る 。 図
中 Slは ハ ス モ ン ヨ ト ウ （ Spodoptera litura） 、 Agは 蚊 （ Anopheles gambiae） 、 Haは オ オ
タ バ コ ガ （ Helicoverpa armigera） 、 Bmは カ イ コ （ Bombyx mori） 、 Dmは シ ョ ウ ジ ョ ウ バ
エ (Drosophila melanogaster)由 来 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を 示 す 。
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　 【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
　 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 。
　 （ １ ） 　 HPLCに よ る 幼 若 ホ ル モ ン 類 の 検 出
　 逆 相 カ ラ ム （ CAPCELL PAK C18 UG80 S-5, 3 x 150 mm, Shiseido） を HPLC装 置 （ JASCO)
に 取 り 付 け 、 紫 外 検 出 器 で 217 nmの 吸 光 度 を 測 定 す る こ と に よ り 、 幼 若 ホ ル モ ン 類 の 検 出
を 行 っ た 。 な お 、 こ の 際 流 速 は 0.5 ml/min、 カ ラ ム 保 持 温 度 は 40℃ で 、 60％ ア セ ト ニ ト リ
ル ま た は 80％ ア セ ト ニ ト リ ル で 20分 間 サ ン プ ル を 流 し た 。
　 （ 実 施 例 １ ） 　 カ イ コ の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ
　 ア ラ タ 体 は 極 め て 微 細 な 組 織 な た め （ カ イ コ の 終 齢 幼 虫 で も 直 径 0.1mm程 度 ） 、 幼 若 ホ
ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ に 必 要 な 量 の ア ラ タ 体 由 来 RNAを 得 る た
め に 、 多 数 の 個 体 を 解 剖 し て ア ラ タ 体 を 集 め る 必 要 が あ る 。 カ イ コ は 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ
、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ や オ オ タ バ コ ガ と い っ た 害 虫 に 比 べ て 大 型 で 解 剖 が し や す く 、 ま た
、 ア ラ タ 体 の サ イ ズ も 大 き い 。 さ ら に 、 人 工 飼 料 に よ る 大 量 飼 育 方 法 が 確 立 さ れ て い る の
で 、 実 験 に 必 要 な 発 育 ス テ ー ジ の 揃 っ た 幼 虫 を 大 量 に 集 め る こ と が 容 易 で あ る 。 そ こ で 、
本 発 明 者 ら は 、 ま ず カ イ コ の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ を 行
っ た 。
　 4齢 初 期 ～ 蛹 ま で 24段 階 の 発 育 ス テ ー ジ （ 1ス テ ー ジ に つ き 約 40頭 ｘ 24ス テ ー ジ で 、 約 10
00頭 解 剖 し た ） に 分 別 し た カ イ コ の ア ラ タ 体 か ら 抽 出 し た RNAを 鋳 型 と し 、 5'末 端 を ロ ー
ダ ミ ン で ラ ベ ル し た FP1プ ラ イ マ ー (配 列 番 号 ： １ １ )を 用 い た 逆 転 写 反 応 に よ っ て 24種 の c
DNAを 作 成 し た 。 こ の cDNAを 鋳 型 と し て 、 蛍 光 プ ラ イ マ ー FP1と 任 意 の 配 列 を 持 つ デ カ マ ー
（ 合 計 24種 を 使 用 ） を 用 い て PCR反 応 を 行 う こ と に よ り 、 蛍 光 ラ ベ ル 化 cDNAを 増 幅 し た 。
増 幅 し た cDNAを 変 成 ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で 分 離 後 、 蛍 光 イ メ ー ジ ア ナ ラ イ ザ ー (FMBIO II,
 Takara社 )で ス キ ャ ン し 、 cDNAバ ン ド を 検 出 し た 。 本 発 明 者 ら は 、 さ ま ざ ま な 発 育 特 異 的
発 現 パ タ ー ン を 示 す 約 400本 の cDNAバ ン ド を 調 べ た 。 そ の 結 果 、 プ ラ イ マ ー FP1と プ ラ イ マ
ー UP1(配 列 番 号 ： １ ２ ） と の 組 み 合 わ せ で 増 幅 し た cDNAに お い て 、 4齢 幼 虫 期 に は 継 続 し
て 発 現 す る が 、 5齢 幼 虫 の 3日 目 以 後 に 消 失 す る 1本 の 蛍 光 バ ン ド を 発 見 し た 。 こ の 蛍 光 バ
ン ド か ら cDNA断 片 を 抽 出 し 、 そ の 塩 基 配 列 を 決 定 し た 。
　 決 定 し た 塩 基 配 列 に 基 づ い て プ ラ イ マ ー を 設 計 し 、 さ ら に RT-PCRの 変 法 の １ 種 で あ る 5'
RACEお よ び 3'RACEを 、 SMART RACE cDNA  Amplification Kit (CLONTECH社 )を 用 い て 行 う
こ と に よ り 、 こ の cDNAの 全 長 を ク ロ ー ニ ン グ し た 。 な お 、 3'-RACEに お い て は BM3Rプ ラ イ
マ ー （ 配 列 番 号 ： １ ３ ） を 用 い て 全 塩 基 配 列 の 1880～ 2890番 目 の 領 域 を 増 幅 し 、 5'-RACE
に お い て は BM5Rプ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ： １ ４ ） を 用 い て 全 塩 基 配 列 の 1～ 1904番 目 の 領 域
を 増 幅 し 、 塩 基 配 列 を 決 定 し た （ 配 列 番 号 ： １ ） 。
　 以 上 の よ う に 、 蛍 光 mRNAデ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル デ ィ ス プ レ イ 法 、 5'-RACEお よ び 3'-RACEに
よ り ク ロ ー ニ ン グ し た 領 域 を 重 ね 合 わ せ て 、 カ イ コ の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 の
cDNAの 全 長 を 決 定 し た 。
　 （ 実 施 例 ２ ） 　 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 遺 伝 子 を 組 み 込 ん だ 発 現 ベ ク タ ー の 作
成
　 （ 実 施 例 １ ） に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 単 離 し た 遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を
含 む 領 域 を 、 カ イ コ 4齢 幼 虫 の ア ラ タ 体 由 来 の cDNAを 鋳 型 と し 、 BMJFプ ラ イ マ ー （ 配 列 番
号 ： １ ５ ） と BMJRプ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ： １ ６ ） を 用 い た PCRに よ っ て 増 幅 し 、 増 幅 さ れ
た DNAを 制 限 酵 素 NdeIと BamHIで 切 断 後 、 ヒ ス チ ジ ン タ グ 融 合 タ ン パ ク 質 作 成 用 の 大 腸 菌 発
現 ベ ク タ ー pET-28a(+)（ Novagen社 ） の NdeI-BamHIサ イ ト に ク ロ ー ニ ン グ し た 。
　 （ 実 施 例 ３ ） 　 組 換 え 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 タ ン パ ク 質 の 調 製
　 作 成 し た プ ラ ス ミ ド を エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 に よ り 、 大 腸 菌 株 BL21(DE3)に 導 入 し
、 形 質 転 換 さ れ た 大 腸 菌 株 を 得 た 。 こ の 形 質 転 換 さ れ た 大 腸 菌 株 を カ ナ マ イ シ ン 50μ g/ml
を 含 む LB培 地 （ 5ml） で 37℃ で 一 晩 振 と う 培 養 し 、 そ の 培 養 液 0.2mlを 、 液 体 培 地 200 mlに
加 え て 20℃ で 24時 間 、 振 と う 培 養 し た 。 培 養 液 か ら 増 殖 し た 菌 体 を 遠 心 分 離 （ 3500rpm,10
分 、 4℃ ） に よ り 回 収 し 、 -30℃ で 凍 結 し た 。 凍 結 し た 菌 体 を 室 温 で 融 解 後 、 培 養 液 50ml当
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た り 5mlの バ ッ フ ァ ー （ 50 mM Tris-Cl, pH7.5） を 加 え て け ん 濁 後 、 冷 却 条 件 下 で 超 音 波
に よ っ て 破 砕 し た 。 こ れ を 遠 心 分 離 後 （ 14000rpm, 15分 ,4℃ ） 、 上 精 を 採 取 し 、 0.45μ m
の フ ィ ル タ ー で 濾 過 後 、 ヒ ス チ ジ ン タ グ 融 合 タ ン パ ク 質 精 製 キ ッ ト （ HiTrap Kit、 Amersh
am社 ） に よ っ て 組 換 え 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を 精 製 し た 。 溶 出 し た 組 換 え タ ン
パ ク 質 は 、 脱 塩 カ ラ ム (PD-10、 Amersham社 ） を 用 い て 、 イ ミ ダ ゾ ー ル を 除 去 後 、 25 mM Tr
is-Clバ ッ フ ァ ー 、 pH7.5、 50%グ リ セ ロ ー ル 溶 液 と し て -30℃ に 保 存 し た 。 収 量 は 、 培 養 液
50mlか ら 、 約 4mg（ 総 液 量 7ml） で あ っ た （ 図 ３ ） 。
　 （ 実 施 例 ４ ） 　 組 換 え 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 に よ る 幼 若 ホ ル モ ン の 合 成
　 シ リ コ ン 処 理 し た ガ ラ ス 試 験 管 （ 10x150mm） に 、 ト ル エ ン に 溶 か し た JH I酸 、 JH II酸
、 JH III酸 、 ま た は フ ァ ル ネ セ ン 酸 の い ず れ か の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 100μ gを ガ ラ ス キ ャ ピ ラ
リ ー で 移 し 、 窒 素 気 流 下 、 溶 媒 を 除 去 す る 。 こ れ に 、 バ ッ フ ァ ー （ 50 mM Tris-Cl, pH7.5
） 800 μ lお よ び 10 mM S-ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン 溶 液 100μ lを 加 え て よ く 混 合 後 、 25℃ の
恒 温 水 槽 中 で 5分 間 放 置 す る 。 こ れ に 、 （ 実 施 例 ３ ） の 方 法 で 得 ら れ た 組 換 え タ ン パ ク 質
液 100μ lを 加 え 、 酵 素 反 応 を 開 始 し た 。 10分 後 に 、 反 応 停 止 液 （ メ タ ノ ー ル ： 水 ： 濃 ア ン
モ ニ ア 水 、 10： 9： 1） 250μ lを 加 え て 酵 素 反 応 を 停 止 し た 後 、 イ ソ オ ク タ ン 1mlを 加 え て
よ く 混 合 後 、 遠 心 分 離 (2000rpm、 15分 、 室 温 )に よ っ て 有 機 溶 媒 相 と 水 相 を 分 離 し 、 有 機
溶 媒 相 100μ lを 小 型 の バ イ ア ル に グ ラ ス キ ャ ピ ラ リ ー で 移 し 、 窒 素 気 流 に よ り 溶 媒 除 去 後
、 残 さ を 100μ lの ア セ ト ニ ト リ ル に 溶 解 し 、 逆 相 HPLCを 用 い た 方 法 に よ り 、 合 成 さ れ た 幼
若 ホ ル モ ン を 分 析 し た 。 そ の 結 果 、 JH I酸 、 JH II酸 、 JH III酸 お よ び フ ァ ル ネ セ ン 酸 を
基 質 と し た 場 合 、 反 応 液 中 に そ れ ぞ れ に 対 応 し た 活 性 型 の 幼 若 ホ ル モ ン 、 す な わ ち 、 JH I
、 JH II、 JH IIIお よ び フ ァ ル ネ セ ン 酸 メ チ ル が 生 成 す る こ と が 確 認 さ れ た （ 図 ４ ） 。 緩
衝 液 ： Tris-HCl（ 50 mM, pH7.5） 、 反 応 温 度 ： 25℃ 、 基 質 ： S-ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン  1 m
M、 各 JH酸  100μ M条 件 下 で 測 定 し た 組 換 え カ イ コ JHAMTの JHI酸 、 JHII酸 、 JHIII酸 、 フ ァ
ル ネ セ ン 酸 に 対 す る 分 子 活 性 （ １ 分 間 に 酵 素 １ 分 子 が 反 応 産 物 に 変 え る 基 質 の 分 子 数 ） は
、 そ れ ぞ れ 、 1.80± 0.32, 1.65± 0.23, 0.79± 0.06, 0.48± 0.07（ 平 均 値 ± 標 準 偏 差 、 n=
3） で あ っ た 。 な お 、 飽 和 直 鎖 脂 肪 酸 ま た は 不 飽 和 直 鎖 脂 肪 酸 を 基 質 と し た 場 合 、 本 酵 素
に よ る メ チ ル エ ス テ ル 化 は 認 め ら れ ず 、 本 酵 素 の 反 応 は 幼 若 ホ ル モ ン 酸 に 対 し て 基 質 特 異
的 で あ っ た 。
　 （ 実 施 例 ５ ） 　 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ お よ び 蚊 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 遺 伝 子 の
ク ロ ー ニ ン グ
　 配 列 番 号 ： ２ に 示 し た カ イ コ 由 来 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 を
用 い て 、 BLASTプ ロ グ ラ ム に よ っ て シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ Drosophila melanogaster） お よ び
マ ラ リ ア の 重 要 な ベ ク タ ー で あ る 蚊 （ Anopheles gambiae） の 全 ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス の 検
索 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ ゲ ノ ム か ら は 、 カ イ コ 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基
転 移 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ） と 38％ の 一 致 率 を 示 す 配 列 番 号 ： ４ に 示 す ア ミ
ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る DNA（ 配 列 番 号 ： ３ ） を 見 い だ し た 。
　 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 成 虫 全 体 か ら 抽 出 し た RNAか ら 逆 転 写 反 応 に よ り 合 成 し た cDNAを 鋳 型
と し て 、 DMJFプ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ： １ ７ ） と DMJRプ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ： １ ８ ） を 用 い
た PCRに よ っ て シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 由 来 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 遺 伝 子 の コ ー デ ィ
ン グ 領 域 を 増 幅 し 、 (実 施 例 ２ )と 同 様 の 方 法 に よ っ て 作 成 し た 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 、 (
実 施 例 ３ )と 同 様 の 方 法 に よ っ て 作 成 し た 組 換 え タ ン パ ク 質 の 活 性 を 、 (実 施 例 ４ )と 同 様
の 方 法 に よ っ て 調 べ る こ と で 、 本 遺 伝 子 が コ ー ド す る タ ン パ ク 質 が 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル
基 転 移 酵 素 活 性 を 有 す る こ と を 確 認 し た 。 緩 衝 液 ： Tris-HCl（ 50 mM, pH7.5） 、 反 応 温 度
： 25℃ 、 基 質 ： S-ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン  1 mM、 各 JH酸  100μ M条 件 下 で 測 定 し た 組 換 え シ
ョ ウ ジ ョ ウ バ エ JHAMTの JH I酸 、 JHII酸 、 JHIII酸 、 フ ァ ル ネ セ ン 酸 に 対 す る 分 子 活 性 は 、
そ れ ぞ れ 、 2.67± 0.44, 2.07± 0.26, 1.76± 0.13, 2.3± 0.51（ 平 均 値 ± 標 準 偏 差 、 n=3）
で あ っ た 。
　 ま た 、 本 発 明 者 は 、 デ ー タ ベ ー ス を 用 い て 、 蚊 の 全 ゲ ノ ム 配 列 中 か ら 、 カ イ コ 幼 若 ホ ル
モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 38％ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の 該 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配
列 と 47％ の 一 致 率 を 示 す 配 列 番 号 ： ６ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 蚊 由 来 幼 若 ホ ル モ
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ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 （ 配 列 番 号 ： ５ ） を 見 い だ し た 。 幼 若 ホ ル モ ン
酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 が 昆 虫 の 生 存 に 必 須 で 該 遺 伝 子 が 蚊 の ゲ ノ ム 中 に も 必 ず 存 在 す る こ と
、 ま た 蚊 の 全 ゲ ノ ム 中 に 他 に 類 似 の 配 列 を 持 つ 遺 伝 子 は 存 在 し な い こ と か ら 、 本 遺 伝 子 が
蚊 の 該 酵 素 を コ ー ド す る こ と は 自 明 で あ る 。
　 （ 実 施 例 ６ ） 　 鱗 翅 目 害 虫 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ
　 多 く の 農 作 物 を 加 害 す る 重 要 害 虫 で あ る ハ ス モ ン ヨ ト ウ （ Spodoptera litura） お よ び
オ オ タ バ コ ガ （ Helicoverpa armigera） の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 遺 伝 子 は 以 下
の よ う に し て ク ロ ー ニ ン グ し た 。
　 配 列 番 号 ： ２ に 示 し た カ イ コ 由 来 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 と
、 配 列 番 号 ： ４ に 示 し た シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 由 来 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 の ア ミ
ノ 酸 配 列 を 比 較 し 、 両 者 の よ く 保 存 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 領 域 に 基 づ い て 2種 の デ ィ ジ ェ ネ
レ ー ト プ ラ イ マ ー 、 す な わ ち 正 方 向 の プ ラ イ マ ー と し て DGJFプ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ： １ ９
； ア ミ ノ 酸 配 列 の MVKYANKHを コ ー ド ） 、 お よ び 逆 方 向 の プ ラ イ マ ー と し て DGJRプ ラ イ マ ー
（ 配 列 番 号 ： ２ ０ ； ア ミ ノ 酸 配 列 の FDHVFSFYを コ ー ド ） を 作 成 し た 。 こ れ ら の プ ラ イ マ ー
を 用 い て ハ ス モ ン ヨ ト ウ 終 前 齢 幼 虫 ま た は オ オ タ バ コ ガ 終 前 齢 幼 虫 の ア ラ タ 体 か ら 抽 出 し
た RNAか ら 逆 転 写 反 応 に よ り 合 成 し た cDNAを 鋳 型 と し て 、 そ れ ぞ れ PCR反 応 を 行 い 、 約 120b
pの サ イ ズ を 有 す る DNA断 片 を 得 、 そ れ ら の 塩 基 配 列 を 決 定 し た 。 決 定 し た 塩 基 配 列 に 基 づ
い て 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 設 計 し 、 さ ら に RT-PCRの 変 法 の １ 種 で あ る 5'RACEお よ び 3'RACEを
、 SMART RACE cDNA Ampliffication Kit (CLONTECH社 ） を 用 い て 行 う こ と に よ り 、 ハ ス モ
ン ヨ ト ウ お よ び オ オ タ バ コ ガ 由 来 の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 の コ ー デ ィ ン グ 領 域
全 体 を 含 む cDNAを ク ロ ー ニ ン グ し た 。
　 な お 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 由 来 該 遺 伝 子 の 3'-RACEに お い て は SL3Rプ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ：
２ １ ） を 用 い て 全 塩 基 配 列 の 366～ 994の 領 域 を 増 幅 し 、 5'-RACEに お い て は SL5Rプ ラ イ マ
ー （ 配 列 番 号 ： ２ ２ ） を 用 い て 全 塩 基 配 列 の 1～ 393の 領 域 を 増 幅 し 、 両 者 を 重 ね 合 わ せ て
全 塩 基 配 列 を 決 定 し た 。 オ オ タ バ コ ガ 由 来 該 遺 伝 子 の 3'-RACEに お い て は HA3Rプ ラ イ マ ー
（ 配 列 番 号 ： ２ ３ ） を 用 い て 全 塩 基 配 列 の 366～ 1193の 領 域 を 増 幅 し 、 5'-RACEに お い て は
HA5Rプ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ： ２ ４ ） を 用 い て 全 塩 基 配 列 の 1～ 391の 領 域 を 増 幅 し 、 塩 基 配
列 を 決 定 し た 。
　 得 ら れ た cDNA配 列 （ 配 列 番 号 ： ７ ） か ら 推 定 さ れ た ハ ス モ ン ヨ ト ウ 由 来 幼 若 ホ ル モ ン 酸
メ チ ル 基 転 移 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ： ８ に 示 し た 。 カ イ コ 由 来 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ
チ ル 基 転 移 酵 素 と の ア ミ ノ 酸 配 列 の 一 致 率 は 48％ で あ っ た 。 ま た 、 得 ら れ た cDNA配 列 （ 配
列 番 号 ： ９ ） か ら 推 定 さ れ た オ オ タ バ コ ガ 由 来 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 の ア ミ ノ
酸 配 列 を 配 列 番 号 ： １ ０ に 示 し た 。 カ イ コ 由 来 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 と の ア ミ
ノ 酸 配 列 の 一 致 率 は 54％ で あ っ た 。
　 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 前 終 齢 幼 虫 の ア ラ タ 体 か ら 抽 出 し た RNAか ら 逆 転 写 反 応 に よ り 合 成 し た c
DNAを 鋳 型 と し て 、 コ ー デ ィ ン グ 領 域 を 、 プ ラ イ マ ー SLJF（ 配 列 番 号 ： ２ ５ ） 、 SLJR（ 配
列 番 号 ： ２ ６ ） を 用 い た PCRに よ っ て 増 幅 し 、 (実 施 例 ２ )と 同 様 の 方 法 に よ っ て 作 成 し た
発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 、 (実 施 例 ３ )と 同 様 の 方 法 に よ っ て 作 成 し た 組 換 え タ ン パ ク 質 の 活
性 を 、 (実 施 例 ４ )と 同 様 の 方 法 に よ っ て 調 べ る こ と で 、 本 遺 伝 子 が コ ー ド す る タ ン パ ク 質
が 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 活 性 を 有 す る こ と を 確 認 し た 。
　 ま た 、 オ オ タ バ コ ガ 前 終 齢 幼 虫 の ア ラ タ 体 か ら 抽 出 し た RNAか ら 逆 転 写 反 応 に よ り 合 成
し た cDNAを 鋳 型 と し て 、 コ ー デ ィ ン グ 領 域 を 、 HAJFプ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ： ２ ７ ） 、 お よ
び HAJRプ ラ イ マ ー （ 配 列 列 番 号 ： ２ ８ ） を 用 い た PCRに よ っ て 増 幅 し 、 (実 施 例 ２ )と 同 様
の 方 法 に よ っ て 作 成 し た 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 、 (実 施 例 ３ )と 同 様 の 方 法 に よ っ て 作 成 し
た 組 換 え タ ン パ ク 質 の 活 性 を 、 (実 施 例 ４ )と 同 様 の 方 法 に よ っ て 調 べ る こ と で 、 本 遺 伝 子
が コ ー ド す る タ ン パ ク 質 が 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 活 性 を 有 す る こ と を 確 認 し た
。
　 （ 実 施 例 ７ ） 　 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 の 一 次 構 造 の 比 較
　 本 発 明 者 ら は 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 蚊 、 ハ ス モ ン ヨ ト ウ 、 オ オ タ バ コ ガ 由 来 の 幼 若 ホ ル
モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 比 較 を 行 っ た （ 図 ５ ） 。 そ の 結 果 、 保 存 さ れ て
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い る ア ミ ノ 酸 配 列 と し て 、 以 下 の （ １ ） ～ （ ７ ） の 7つ の モ チ ー フ を 見 出 し た 。 こ の う ち
（ ２ ） は 、 メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ の コ ン セ ン サ ス 配 列 （ S-ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン 結 合
配 列 の 一 部 ） （ L(D/E)oGsGsG（ 配 列 番 号 ： ２ ９ ） ; oは 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 、 sは 低 分 子 量 中 性
ア ミ ノ 酸 ； Gomi, T et al.,Int. J. Biochem. 24:1639, 1992; Kagan, R.M. &Clarke, S.
, Arch. Biochem.Biophys. 310:417, 1994; Vidgren, J. et al., Science, 368:354, 19
94)と 一 致 し て お り 、  S-ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン の 結 合 に 関 与 す る と 推 定 さ れ る 。
　 （ １ ） 1 MNNAXLY(Q/E)(H/K/Q)ANSoQKRDA（ 配 列 番 号 ： ３ ０ ）
　 （ ２ ） 38 (L/V/I)LD(L/V/I)GCGDG（ 配 列 番 号 ： ３ １ ）
　 （ ３ ） 62 (Q/R/K)L(L/V)GCDISE(Q/K)MV（ 配 列 番 号 ： ３ ２ ）
　 （ ４ ） 104 FDHVFSFY(C/T/A)LHWV（ 配 列 番 号 ： ３ ３ ）
　 （ ５ ） 145 P(V/I)FD(V/I/L)YR(I/V)L（ 配 列 番 号 ： ３ ４ ）
　 （ ６ ） 165 DVE(K/R)YISPYHDS（ 配 列 番 号 ： ３ ５ ）
　 （ ７ ） 263 YKL(I/V/L)VVYARK（ 配 列 番 号 ： ３ ６ ）
　 （ １ ） ～ （ ７ ） の 先 頭 の 番 号 は 各 モ チ ー フ に 対 応 す る カ イ コ の 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基
転 移 酵 素 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 番 号 で あ る 。
　 【 産 業 上 の 利 用 の 可 能 性 】
　 本 発 明 に よ っ て 、 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 タ ン パ ク 質 を 人 為 的 に 制 御 す る こ と
が 可 能 と な っ た 。 こ れ に よ り 、 幼 若 ホ ル モ ン に よ っ て 調 節 さ れ る 昆 虫 な ど の 節 足 動 物 の 脱
皮 ・ 変 態 、 生 殖 、 休 眠 、 胚 発 生 、 行 動 、 多 型 、 寿 命 な ど を 制 御 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ま
た 、 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵 素 タ ン パ ク 質 を 人 為 的 に 制 御 す る こ と に よ り 、 害 虫 防
除 や 有 益 昆 虫 の 機 能 強 化 を 行 う こ と が 可 能 で あ る 。 ま た 、 幼 若 ホ ル モ ン 酸 メ チ ル 基 転 移 酵
素 タ ン パ ク 質 は 、 該 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 化 合 物 や 該 タ ン パ ク 質 の 活 性 ま た は 発 現 を 制 御
す る 化 合 物 の 製 造 や ス ク リ ー ニ ン グ に 利 用 で き る 。 ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 得 ら れ た 化 合
物 は 、 昆 虫 に 特 異 的 に 作 用 す る 安 全 性 の 高 い 昆 虫 成 長 制 御 剤 と し て 利 用 で き る 。
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