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《報 文 》

力ドミウム, 農薬のカイコのHSP-70遺伝子発現への影響について

関村 利朗
中部大学応用生物学部応用生物化学科

1 . はじめに

本研究は，食品危害物質である重金M や農薬が 

生物に与える影響を個体レペルと遺伝子レペルで 

実証する基礎的研究である . 特に，平成14年度に 

始まった中部大学パイオサイエンス研究センター 

のプ ロ ジ ェ ク ト 「ゲ ノ ミ ッ ク ス ，プロテオミック 

ス及びエフェ ク トミックスによる食の安全性評価 

システム開発のための基礎的研究」における私の 

プ ロ ジ ニクト研究課題「昆虫を使った食品危害物 

質の評価」で目指していることは，次の 2点であ 

る.

( i ) 危害物質がチョウ • ガの幼虫 . 親 ，次世代以 

降の個体に与える影響を科学的に評価する .

(ii)見つかった新規な作用を基に，チョウ. ガを 

危害物質評価のためのパイオマーカーとして使 

うシステム構築の可能性を探る .

過 去 2年間のチョウとカイコを使った実験で 

は，主に，カドミウム（C d )力; ，個体の成長速度， 

成長に伴う体重変化，生存率にどのような影響を 

あたえるのか，また，腹部，胸部，羽など各器官 

へのCdの相対蓄積量の評価など個体レペルでの 

影響評価を行ってきた（文献 1 , 2 ) . 今回の研究 

の特徴と成果はこれまでとは異なっている.第一 

に遺伝子レペルでの影響評価が可能となった点で 

あり,第二にインジェクターによる危害物質の注 

入実験を行った点である.第三として危言物質と 

してカドミウムのほかに2種類の農薬（オキシン 

銅 ，ァセフェート）を加え合計3種類について実 

験した点に加え，インジェクターを使った実験で 

は危害物質の濃度を O.Olppm〜l.Oppmと一般に 

基準値とされる濃度に比べて低くした点である . 

これらの結果には，過去 2年間とは異なる種類の 

有意な情報が含まれており，今後の研究につなが 

る結果が得られたものと考えている .

2. 実験方法 

2 . 1 HSP70遺伝子発現への影響

細胞内においてポリぺプチドが機能をもったタ 

ンパク質になったり，或いは新生ポリペプチドが 

オルガネラ内に移入されるためには，その折りた 

たみや移入を助ける補助因子が必要とされる.こ 

の因子はある種のタンパク質群からなり，’ らは 

その構造体の構成要因ではなく，ポリペプチドの 

立体構造形成を介助，巻き戻している.このよう 

な一時的に不安定な状態にあるポリぺプチドに結 

合し，適切な折りたたみへと介添えをしていくの 

力分子シャペロンと総サ尔されているタンパク質 

群である . HSP70と呼ばれるタンパク質群は細胞 

質と核に存在し，熱ショック，重金属，有害化学 

物質，電気ショック，圧力.■気力など様々なス 

トレスから細胞を保護する細胞防御機構の中心的 

な役割を担う分子シャぺロンの一種であると考え 

られている.

以下では，3種類の食品危害物質：カドミウム， 

農薬 のオキ シン銅 ，アセフェートのカイコの 

HSP70遺伝子発現への影響を測定する方法と結果 

について述べる .

[材料]

カ イ コの飼まには，ソーセージ状の市販の人工 

飼 料 （シルクメイト2 S (日本農産工業）を用いた. 

況ぜ物のない人工飼料で育^てたカイコをコントロ 

一ルとし，カドミウム，農薬のオキシン銅，アセ 

フェートを人工飼料に加え，それぞれ20ppmの濃 

度にした飼料で終齢幼虫までてたカイコを実験 

材料として用いた .

[Total RNA の抽出]

液体望素で凍結させたカイコの幼虫を乳鉢で粉 

碎し，チューブ内のTRIzol溶液に入れ，よく混合 

させてから，10分間室温でインキュペートしたの 

ち，4°Cで10分問遠心して溶け残りを沈殿させ，
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上澄みを新しいチューブに入れ，TRIzol溶液 1ml 

あたり 0.2mlのクロ  ロ ホ ル ム を 加 え ，ボルチック 

スした後，2分間室温で静置する . 12,000rpmで 

15分間，4°Cで遠心すると，下層の赤いフェノー 

ル/クロ  ロホ ル ム と ，上層の無色の液層に分かれ 

る. RNAが溶解している液層を新しいチューブに 

移し，等量のイソプロピルアルコールを加え，軽 

く混合したのちに室温で10分間インキュペー卜す 

る. 12,000rpmで10分間，4°Cで遠心して，RNA 

を沈殿させる. 7 5 %エタノールを加え12,000rpm, 

4°C, 5分間で再び遠心し，乾燥させてからDPEC 

処理水を100ml加え軽くピペッティングして，溶 

解する .

[逆転写反応，RT-PCR解析]

カドミウムと農薬のオキシン銅，アセフェート 

による影響が生じる遺伝子をHSP70 (Heat shock 

protein70)と予測し，それを増幅させるためのプ 

ライマーを設計した . コント ロー ルの カイ コ，力 

ドミウム，オキシ ン銅，アセフェートを混ぜ 

20ppm濃度に調製した人工飼料を与えたカイコか 

ら前述の方法でTotalRNAを抽出し，逆転写酵素 

によりc D N A を合成する . これをRT-PCR解析す 

る事により遺伝子発現比較を行う .

[プライマーの設計]

今回の実験で設計したHSP70領域の配列は2通

りで，（1 )CloneID:fbpv0605と名づけられた840塩 

基からなる領域から，fbpvl (Primer-Sense), 

fbpv2 (Anti-Sense)をプライマーとして設計し， 

使用した . （2) CloneID:ovs009G09fと名づけられ 

た631塩基からなる領域から，ovsl (Primer-Sense), 

ovs2 (Anti-Sense) をもう一つのプライマーとして 

設計し，使用した .

[パーチュープリンタンパクのプライマーの設計 ]

一チュープ、) ンタンパクはHSP70タンパクと 

異なり，カドミウム，農薬などの有害物質からの 

影 響 を ほ と ん ど 受 け ない と考え られて いる . 

HSP70タンパクとの比較のためそのプライマ一を 

設計し，RT-PCR解析を行った .

2. 2 インジェクターによる危言物質の幼虫への 

注入実験

微量の溶液を注入できるインジェクタ一を使用 

し（図 1 ) , カドミウム，才キシン銅 ，アセプェー 

トの3種類の化学物質を濃度(O.Olppm〜l.Oppm), 

量 （4.8/^1〜19.2/^1)を変えて2〜3齢幼虫カイコに 

注射し，その後の成長，生存率などの外見的な影 

響を調べた . 結果のグラフは（1)幼虫の体重変化，

(2 )幼虫から顿化するまでの生存率などを表す . 

なお，コン トロ ールとして生理食塩水を注入した 

カイコを使った .

■-----

Jl- 一二  …

セルトラム vario (横からの概観）

1 ペー スプ レ ー ト （台座）

2 傾けジョイント 

3 プレツンヤー . チューフ 

4 チュープ接続ねじ 

5 シ リ ン ダ ー （半透明）

6 オイル充填ロとプラグねじ 

7 ピ ス ト ン （最初の位置）

8 ハウジング 

9 操作ダイヤル 

1 0 目盛り

1 1 微動操作ダイヤル

図 1 . インジェクターの外観と主要部品
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3 . 結果 

3 . 1 遺伝子発現比較結果

Scion Imageを利用して，電泳動結果のパン  

ドを数値化し比較を行った.

各パンドの内訳ぱ次のとおりである. ^ ^ 数ネは，

①コントロール

②オキシン銅を与■えた個体

③アセフエ一トをみえた個体

④カドミウムを■えた個体

⑤ ，⑥ ，⑦ ，⑧は，① ，② ，③ ，④のTotalRNA 

量の半分量である .

( 1 ) HSP70 (fbpvl

(電気泳動の結果）

2) 32サイクル

バンド幅の数値化の結果：左端のマーカーを除い 

て左から①33 @ 8 4 3 8 ③ 1 6 9 2 6 ④ 16644 

ド図はパンド幅の数値化をグラフ化したもの

パンドの数値化
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(2) HSP70 (ovs 1 , 2 )

(電気泳動の結果）

バ ン ド 幅 の 数 値 化 の 結 果 ：左 か ら ① 18828

② 10763 ③1 8 3 0 1 ④ 18398

下図は/?ンド幅の数値化をグラフにしたもの

パンドの数値化

(3) '5—チュープリン（brl250) 38サイクル 

(電気泳動の結果）

バンド幅の数値化の結果：左端のマーカーを除い 

て左から

①2991.00 ②2663,00 ③2143.00 ④2778,00

⑤2471.00 ⑥2802.00 ⑦2285,00 ⑧2923.00 

下面はパンド幅の数値化をグラフ化したもの
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HSP70逸伝子発現の結果のまとめ

1 ) f b p v l , 2 の平均とチュープリンの比較 
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コントロール 
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オキシン鎭

2) 0VS1, 2の平均とチュープリン(7
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■ 1

コントロール 

T .コントロー J 
オキシン銷 

T .オキシン鎮 

アセフエ一ト 

T.アセフエ一 I 
□力ドミウム 

□  T .力ドミウム

チュープリンの結果は各棒グラフの中で、右側のものを 

指す。（図でTはチュ一プリンの略）



3. 2 インシェクターによる注入実験の結果

(1) カイコの体重変化を示すグラプ

以下の2つのグラフで縦軸は力イコ幼虫の体 

重を，横軸は注入接のbi数を表す . また，各色 

けきの線は注入量（/パ 単 位 ）を変えて測定し 

た結果を表す.

10

生理食塩水

カドミウム:踊になるまでの生存率

上図は力ドミウム濃度が0.5ppmとI.Oppmのときの生存率を 

表す。

アセフェート:誦になるまでの生存率

生理食道水 

O.OIppm 
0.1 qgm

上図ぱアセフエ一ト濃度が0.01 ppmと0.1ppmのときの生存

率をポす。

オキシン鋼:睡になるまでの生存率

•生理食塩水 

0.5ppm 
'l£pm

溶液の注お量ktd')

上図はオキシン銅濃度が0.5ppmと1.Oppmのときの生存率を 

表す。

注射後日数

上面はコントロールとして生理食塩水を注入した時の保重 

変化を表す.なおComrol2は生理食塩水を注入せず，注射 

針を刺しただけのものを表ず

. ' ゾ

サ 0.01ppm,4.8 ゆ 

0 .01pprrr9 .6  パさ 

4 0.01 ppm* 16.8 

0.1 ppm*4.8 pU 

0.1 ppm*9.6 f i i  

• 0 .1pprrr16 .8  fxH

初 日 6日 目 8日 自 10日目

/
上回は農薬のアセフ エ ートを注入した時の体* 変化を表す。 

図中のグラフの特徴は注入後2 日目から6 日自までf本董ま 

化率が急に舗くなることである。

(2) 危言物質注入後に蝴になるまでの生存率 

下の2つのグラフは，一 定 濃度（0.01ppm~L0ppm) 

の危害物質注入量（4.8/_/g だ）に対する

カイコ幼虫から顿になるまでの生存率を表す.縦 

軸は生存率（％ ) を表し，横軸は注入量を表す . 

また，赤色線はコントロールとして生理食塩水， 

他の色は各濃度ごとの結果を示す .
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4. 結果とその検討

これまで得られた結果は大きく次の2点 ，すな 

わち ’ ( 1 )HSP70遺伝子発現と，（2) インジェク 

ションによる体重と生存卒変化，にまとめること 

が出来る .

①遺伝子発現を比較してみてわかったこと

プライマー別パンド数値化平均値比較グラフを 

みてみると，HSP70タンパクのfbpvl,2領域プラ 

イマ一 で は ，コ ン ト ロ ー ル ，才 キ シン銅，アセフ 

ェー 卜，カドミウムに関して，コントロール以外 

の遺伝子発現の平均値は高くなっていることがわ 

かる . オキシン銅，アセフェート，カドミウムを 

人工飼料に混ぜることにより，これら物質をカイ 

コの身体がストレスと感じ，自らの身体を守るた 

めに，細胞防御機構であるHSP70タンパクを増加 

させたのではないかと考えられる . これは危言物/ 

質含有の人工飼料を食べたカイコの成長享がよく 

ないという外見的な変化とも一致する . なお，比 

較のために導入したチュープリンは，予想通り同 

じような値であり，危害物質の影響をほとんど受 

けないことがわかった .

方 ，HSP70, o v s l , 2 領域プライマーでは，

コントロールよりも力ドミウムの方が平均値が低 

く，他の農薬でもあまり大きな変化がみられない 

ことから，o v s l , 2 の領域では，重金M や農薬に 

よるHSP70タンパクへの影響があまりみられなか 

ったのではないかと考えられる .

②体重変化，生存卒をグラフ化してわかったこと

体重変化については，コントロールである生理 

食塩水を注入したカイコは，注入量に関わらず注 

射針を刺しただけの場合とほぱ同じきれいな成長 

曲線を描いていることがわかる . しかし，危害物/ 

質 （本論文では農薬ァセフエ一トのみを図示）を 

注入したカイコは，注入後 2 日目〜6 日目の間， 

明らかに成長卒が下がっていることがわかる.こ 

の変化は危害物質の影響であるものと考えられ 

る•

次に，生存率への影響については，一般に基準 

濃度とされる1ppmより低濃度（0.01ppm~1.0ppm) 

の危言物質であっても，その影響がでることが明 

らかになった . その他，危言物質の影響により成 

長途中で死亡したカイコの外見的な特徴も明らか 

になった . オキシン銅については，注射痕の回り 

だけが黒くなり，アセフェートについては，体全

体が黒化して死亡する個体が多くみられた.これ 

らの点については，今後実験個体数を増やし定量 

化を必要があると考えている .

5. 考察と今後の課題

1 ) 今回の実験により，カイコを使った食品危害 

物質の遺伝子レペルでの評価技術の開発のきっ 

かけが出来たものと考える . しかし，今回は人 

エ飼料に高濃度20ppmの危言物質を混ぜ，飼 

した（2週間〜20日）カイコの幼虫を使った.プ 

ロジェクト研究において，パイオ マ ーカーとし 

て求められているものは，低 濃 度 （O.Olppm〜 

l.Oppm), 短 期 間 （長くても2〜3 日以内）とい 

う条件である. この課題の解決のヒントが，イ 

ンジユクションを使ったカイコの体重変化実験 

のグラフにある . 低 濃 度 （O.Olppm〜l.Oppm) 

の危害物質を注入後2〜3 日間が特に成長率が 

下がっている.インジェクションま験使用の力 

イコを使って遺伝子発現の増加を見つけること 

が出来れば，目標の技術開発につながると思わ 

れる .

2 ) 今回の実験は，カドミウム，オキシン銅，ア 

セフェ一卜の3種類の危害物質について行い， 

一定の成果を享げることができた . 今後，プロ 

ジェクトの中間評価の際，指摘された亜船など 

の他の金属をはじめ，他の農薬，環境ホルモン 

等に評価对象物質を拡大してみることも一つの 

方向であると考える .
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