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カブラハバチにおける decapentaplegiccDNAの構造解析
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Decapentaplegic (DPP) タンノfク質はTGF-βスーパーファミリーの一つであり、同じ TGF-sスーパーファ

ミリーの一つである BMP-4(Bone morphogenetic protein-4) タンパク質とも高い相同性がみられ、 decapentap匂た

(φ，p)遺伝子のホモログは生物種間で広く保存されている (Hoganet al.， 1994) 0 キイロショウジョウバエでは
dppは背腹軸の決定など形態形成に関る遺伝子であることが知られている (Podosand Ferguson， 1999)。現在、

昆虫でφ'pcDNAの全長がクローニングされているのは双麹目のショウジョウパエ科4種、鞘麹目のコクヌスト
モドキ 7子"iboliumcastaneumの計5種のみである。

膜麹目見虫であるカブラノ、ノfチAthaliarosae r句ficornisは人為的に単為発生を開始させることができるため、

すべての発生段階を通して同一ステージ(匹、幼虫、踊、成虫)の雄を一度に大量に得ることができ (Sawa

and Oishi， 1989)、時期特異的な遺伝子の発現の解析を行うためには都合がよい。そこで、われわれはカブラハ

バチにおける dpp0ゴ発現機構とその機能を調べるためにカブラハバチのdppcDNAのクローニング、を行った。

最初に、これまでに知られている昆虫のφpでcDNAの全長がクローニングされているうちの 3種と cDNAの

3 '末端のみクローニングされている 2種の計5種のエクソン中でよく保存されている領域をもとにプライマー

を設計し、カブラハバチのゲノム DNAを鋳型に PCRを行ったところ、 330bpの断片を得た。この断片の塩基配

列について相同性検索を行ったところ、既知の昆虫のdppと高い相同性があった。

つぎに、 d妙 mRNAが発現していると予想される発生開始後24時間(細胞性胞脹期)の匹、約7，000個体から

poly (A) + RNAを抽出・精製し、アダプター結合二本鎖cDNAライブラリーを作製した。先に得られた330bpの

断片をもとにしてプライマーを設計し、 cDNAライブラリーを鋳型に用いて RACE(Rapid amplification of 

cDNA ends)法を行い、 3'末端に poly(A)十配列をもっφ，pcDNA (1，512 bp)の断片をクローニングした。ク
ローニングしたカブラハバチのdppcDNAには翻訳開始メチオニンから始まる 395アミノ酸からなる単一のオー

プンリーデイングフレームがあった。この DNA断片には一般的な poly(A)付加シグナルである MTAAAとい

う配列はもたないが、コクヌストモドキの dppについて報告されている poly(A)付加シグナルと同様の

MTATAという配列 (Sanchez-Salazaret al.， 1996)が存在した。カブラハバチのφ戸がコードするアミノ酸配列
には今までに知られている DPPや BMP-4と向様に、シグナル配列、プロドメイン配列、マチユアドメイン配列

と呼ばれるアミノ酸領域 (Hoganet al.， 1994) をもっていた。さらに DPPの機能に必要とされるマチュアドメ

イン配列中の 7個のシステイン残基の位置が保存されていた (Fig.1)。

以上のことから今回クローニングした配列はカブラハパチφpであり、モルフォゲンとして働く DPPタンパク

質としての機能をもっていると考えられる。今後は発生段階を通してのdppの発現時期の解析およびカブラハバ

チにおける dppの機能解析を行いたい。
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A.rosae ーーーーーー一一ーーーーー一一一一一一一一一一一一ー一一ーーーーーーーーーーーーーーーーーー一一一一一ーーー一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一ー ーーーーー ーー司ーーーーーー
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H.sapiens 一一一一一一一一一一一一一一一一ーーーーーー一一ーーーーー ー 一一一

ー回目ー--ーーーーーーー ーーーー--------】】ーーーーーーー』ー ーーーー----------~TSLLLRLVLMVGVLLAGVCCCA 25 
NRQFNEVHKPRTDQLENSKNKSKQLVNKPNHN帥品.VKEQRSHHKKSHHHRSHQPKQASASTESHQSSSIESIFVEEPTLVLDREVASINVPANAKAIIAE2師

ー 一一一一一一一一一一一一一一一一一『ー一一ーーーーー-----一ーーーーーーー-----ーー一一一一ー日ー一一一一-MRL
一一一一一一一一一一一一一一一一一--------一一一一一一一一一一一一一一一-MIPGN剛山VILLCQVLLGESSYASLIPE 29 
ー司自ーーーーーーーーーーーー一一一一一一一一一一一一一一ー一司----------ーー田ヨーーー---一一ー一一一一一一一一一一一-MIPGNRMLMVILLCQVLLGGTNHASLIPD 29 
ー---ーーーーーーーーー一一ー一一一一一一一一一一一一 ーーー百四戸ーー回 目ーー田---------ーーーー一一一MIPGNRMLMVVLLCQVLLGGASHASLIPE 29 

AGAADTVEEEWGAGDR----EQAIAGVEASLLSLLGFSKRPRPLG-PSHVPESLKKLYLRQS------ASGNADIARPGIHARSSNTVRSFAHVESKID 114 

QGPSTYSKEALIKDKLKP--DPSTLVEIEKSLLSLFNMKRPPKIDRSKIIIPEP蝋 KLYAEIMG----HELDSVNIPKPGLLTKSANTVRSFTHKDSKID294 

NMLIYLIVACC附 KSLSI--PQQILNEFKSTLLPLFGLKEQPKIEG町QVPEALKKIYNIQNN----FEYDTASLPLPGLYTKSANTIRSFTHVESPID 96 

EGKKKASALHL-----A--QSHELLRDFEATLL剛 FGLQRRPRPSH-SAWPQYLLDLYRLQSGELEEAGAQHVSFDYPERSTSRASTVRGFHHEEHLEE 121 

TGKKKVAADIQ--GGRR弘前HELLRDFEVTLLQMFGLGKRPQPSK-DVWPAYMRDLYRLQSAEEEDE-LHDISMEYPERPTSRANTVRSFHHEEHLEN125 
TGKKKVAEIQGHAGGRRSGQSHELLRDFEATLLQMFGLRRRPQPSK-SAVIPDYMRDLYRLQSGEEEEEQIHSTGLEYPERPAS毘ANTVRSFHHEEHlEN128 

EKF --QSPHRFRLSFDLS5VPLQETLHMELSLSRVAL TESDEEDEASR---YQRILVHDIVLPG-VRGRSKPILRL VDSKL VDTKSNSSVPLDVHPAVE 208 

DRF--PHHHRFRLHFDVKSIPADEKLKMELQLTRDALSQQWASRSSANRTRYQVLVYDITRVG-VRGQREPSYLLLDTKTVRLNS丁目TVSLDVQPAVD391 

EKF--VHPHRFRLKFNISSIPRHEKLTMEIKLTRETAKNTSHPFQR一一一一VLVHDILQPG-VKGLHGPITRVIDSKVVDSRKNTTVSIDVFPAVA185 
LQSDGSQETPLRFVFNLSSIPEDELISTADVRIYRQQIDDAFSDP閃TGDHGLHRINIYEVLKAP---REGQLITQL LDTRL VRPNTS剛ESFDVSPAVL218 

LPS-TAENGNFRFVFNLSSIPENEVISSAELRL YREQIDHGPA----ー冊EGFHRINIYEVMKP--IMNGLMINRL LDTRL印刷VTQWESFDVSPAIM217 

IPG-TSENSAFRFLFNLSSIPENEVISSAELRLFREQVDQGPD一一-WERGFHRINIYEVNKPPAEWPGHLITRLLDTRLVHHNVT剛 ETFDVSPAVL222 

RWIQNPSQNYGLLVEVNGAKRRK---NEHVRLRR-SAGEDEESWTANRPFLFTYTDDGRNEMSSAEQILERRARRATLR-剛一一--RR剛 GRENCRRH297 

RWLASPQRNYGL L VEVRTVRSLKPAPHHHVRLRR-SADEAHERWQHKQPLL FTYTDDGRHKARSIRDVSGGEGGGKGGRNKRHA限 PTRRKNHDDTCRRH490 

R柿崎OPKTNHGILIVVYSIGAKKSPPEKHLRLRR---DTAP円別YQHQPLLFTY丁目DGKNQQRTGTELT -------KMRPKRQSS毘R-H駅 NLKDPCRRR274 
RWTQEKRSNHGLAVEWQMKRNPVQKGRHARVSRSVHPLPNEE冊 HVRPLLVTFGHDGKSHPLT---------RRAKRSPK一一-QRGRKRNRNCRRH303 
RWTRDKQINHGLAIEVIHLNQTKTHQG剛VRISRSLLP司EDA開5明RPLLITFSHDGRGHALT--------限SKRSPK-----QQRPRKKNKHCRRH303 
RWTREKQPNYGLAIE、ITHLHQTRTHQG申NRISR-SLPQGSG附YAQLRPLL¥灯FGHDGRGHALT-------RRRRAKRSPK---HHSQRARKKNKNCRRH 311 

事

PL YVDFVDVGWNDWIVAPPGYDAFYCHGDCPFPLADHLNSTNHAIVQTLVYSTNPNIVPKACCVPTALSSISMLYLDEEN附VLKNYQ凹叫.VLGCGCR 395 

SL YVDFSDVGWDDWIVAPLGYDAYYCHGKCPFPLADHFNSTNHAWQTLVNNMNPG附 PKACCVPTQLDSVAMLYLNDQSTVVLKNYQEMTVVGCGCR 588 

明YVDFGSVGWN聞 IVAPLGYDAYYCGGECEYPIPD剛NTTNHAIVQSLVNSMKPKEVPGPCCVPTQLGQM訓 LYLGSDGSVILKNYKEMVVVGCGCR 372 
AL YVDFSDVG刷聞IVAPPGYQAYVCHGECPFPLADHLNS四 HAIVQTLVNSVNーTNIPKWCCVPTELSAISMlYLDETDRWLKNYQEMVVEGCGCR 梱

SL YVDFSDVG刷聞IVAPPGYQAFYCHGDCPFPLADHLNSTNHAIVQTLVNSVN-ASIPKACCVPTELSAISMLYLDEY田<VVLKNYQEMVVEGCGCR 41抽

SL YVDF5DVG刷聞IVAPPGYQAFYCHGDCPFPLADHLNSTNHAIVQTLVNSVN-SSIPKACCVPTELSA15MLYLDEYぱWLKNYQEMVVEGCGCR 408 
事*

Fig. 1 Alignments of the deduced amino acid sequences of Athalia rosae間ificornis.Decapentaplegic (DPP) 

(tentative)， DrosoPhila melanogaster DPp， 7Yibolium castaneum DPp， Danio開門oBone morphogenetic 
protein 4 (BMP-4)， Xenopus la捌 sBMP-4 and Homo sapiense BMPー4.Alignments were done using 

CLUSTAL W alignment software. Amino acid positions are numbered to the right. Asterisks indicate 

the seven cysteine residues at conserved locations. 
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