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　KOSUKE SAKASHITA，JAE-MAN LEE，TAKAHIRO KUSAKABE

and YUTAKA KAWAGUCHI: Molecular cloning of an in-
hibitor of eIF2αkinase, p58IPK in silkworm, Bombyx
mori.

　RNAi は二本鎖 RNA によって誘導される配列特

異的な遺伝子の発現抑制現象である。哺乳類細胞

においては，長い二本鎖 RNA は配列非依存的に

細胞内の遺伝子発現に影響を及ぼすことが知られ

ているが，昆虫細胞における二本鎖 RNA 応答は

現在まで知られていない。本研究では，カイコ細

胞の二本鎖 RNA 応答機構の分子機構を解明する

試みの一環として，哺乳類細胞において二本鎖

RNA による翻訳抑制に関わる因子である p58IPK の

カイコ相同遺伝子のクローニングを行った。カイ

コ p58IPK 相同遺伝子の cDNA の塩基配列を決定し

たところ，その全長はおよそ 2.7 kbp であり，1455
bp のオープンリーディングフレームを保持してい

た。推定されるタンパク質は 485 アミノ酸残基よ

りなり，TPR ドメインおよび DnaJ ドメインを有

していた。また，多重配列比較を行った結果，他

の生物種の相同遺伝子と高い相同性を示した。
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緒　　　言

　RNAi は細胞内に導入された二本鎖 RNA によっ

て誘導される配列特異的な遺伝子の発現抑制現象

である。真核生物において広く保存されており，

様々な生物種で遺伝子の機能解析手法として利用

されている。一方，哺乳類細胞においては，長い

二本鎖 RNA は抗ウイルス応答を誘導することで

配列非依存的に細胞内の遺伝子発現に影響を及ぼ

すことが知られている。

　昆虫類では，RNAi の効果は得やすい場合が多

いが，生物種による差異が大きい。鞘翅目，直翅

目の昆虫では RNAi の効果が高い場合が多いが，

カイコを含む鱗翅目昆虫においては RNAi の効果

が得にくい場合がしばしばあり， RNAi による機

能解析を行う際に問題となっている。このような

RNAi 効果の低さは，RNAi 以外の二本鎖 RNA 応

答機構が働いていることによる可能性が考えられ

るが，昆虫を含む無脊椎動物については哺乳類細

胞でみられる二本鎖 RNA による配列非依存的な

影響は現在まで知られていない。

　本研究では，カイコ細胞の二本鎖 RNA 応答機

構の分子機構を解明する試みの一環として，哺乳

類細胞において二本鎖 RNA による翻訳抑制に関

わる因子である p58IPK のカイコ相同遺伝子のクロ

ーニングを行った。

材料と方法

　カイコ EST データベース（MITA et al., 2003）に

登録された部分配列情報を元に，RACE-PCR 法に

よってカイコ p58IPK 相同遺伝子の翻訳領域を含む

塩基配列を決定した。決定した塩基配列を元にア

ミノ酸配列を推定し，CLUSTAL W（THOMPSON et al.,
1994）および Pfam（SONNHAMMER et al., 1997）を用

いて推定アミノ酸配列の多重配列比較およびドメ

イン解析を行った。

結　　　果

カイコ p58IPK 相同遺伝子の cDNA の塩基配列を

決定したところ，その全長はおよそ 2.7 kbp であ

り，1455 bp のオープンリーディングフレームを

保持していた．推定されるタンパク質のアミノ酸

配列は 485 アミノ酸残基よりなり，TPR ドメイン

および DnaJ ドメインを有していた。また，多重

配列比較を行った結果，他の生物種の相同遺伝子

との高い相同性を示し，ヒト，キイロショウジョ

ウバエ，ガンビエハマダラカの相同遺伝子との相

同性はそれぞれ 43%／63%，54%／71%，56%／73%
（identity／similarity）であった（図 1）。

考　　　察

真核生物転写開始因子 eIF2 のαサブユニットの

リン酸化は様々なストレスによって誘導され，ス

トレスに応答する翻訳調節にはたらいている。哺

乳類細胞では，細胞内に導入された二本鎖 RNA
は細胞質に存在する二本鎖 RNA 依存性タンパク

質キナーゼ PKR を活性化し，eIF2αのリン酸化を

誘導することでタンパク質の翻訳開始の抑制を引

き起こす。この応答は RNAi の効果に影響を及ぼ

すことが知られており，これを回避するために哺

乳類細胞における RNAi では siRNA，shRNA など

の短い二本鎖 RNA が用いられている（ELBASHIR et
al., 2001）。P58IPK は PKR の阻害因子としてはじめ

哺乳類において単離され（GALE et al., 1996），その

後小胞体ストレスによって活性化される eIF2αキ

ナーゼである PERK の活性も阻害することが明ら

かになった（YAN et al., 2002）。また，植物の相同

遺伝子はウイルスの毒性発現や小胞体ストレス応

答に関与することが報告されている（BILGIN et al.,
2003; KAMAUCHI et al., 2005）。昆虫細胞における
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P58IPK の働きは現在のところ不明であるが，多く

の昆虫種においても相同遺伝子が保持されており

（図 1），重要な役割を担っていると考えられる。
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図1　P58IPK 相同タンパク質のアミノ酸配列の多重配列比較

比較した全配列において保存されているアミノ酸残基を赤，類似した

アミノ酸残基を青で示した。破線は TPR ドメイン，太線は DnaJ ドメ

イ ン を 示 す 。 AgP58 ， Anopheles gambiae hypothetical protein
（ XP_312173.1 ）。 DmP58 ， Drosophila melanogaster CG8286-PA
（NP_649916.1）。HsP58，Homo sapiens DNAJC3（NP_006251.1）。
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