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特 異 的 リ ボ 核 酸 の 分 離 法1

メチル化フィブロイン カラムによる家蚕絹糸腺

リボ核酸 の連続溶出 クロマ トグラフ

阿 久 根 了 ・向井純一郎

Studies on the isolation of a specific ribonucleic acid (I) 

    Gradient elution chromatography of silkworm 
   silkgland RNA on a methylated fibroin column 

        Satoru Akune and Jun-ichiro Mukai

高分子 リボ核酸(RNA)の クロマ トグラブ分別剤 としては現在セルP一 ズの塩基性誘

導体及びDowex樹 脂等が広 く用いられているが,そ れ等は温和な条件下においては回収

率がかな り低い欠点がある.15)ピ ス トン5・6)やメチル化アルブミン7'11'13)を用いる方法は,

その点では…段とすぐれた方法ではあるが,こ れ等も亦任意の蛋白質分子中の塩基性基を

利用す るだけの非特異的な方法であつて,ヌ クレオチ ド配列の多様性によるRNA分 子の

高度のheterogeneityか ら考えると,そ の分別能にはおのずから限界がある.

著者等2β)は,家i蚕後部絹糸腺内における絹フィブロイン の生合成機作,特 に特徴的なア

ミノ酸組成及び酉己列1)を有するフィブロイン に対応する特異的なRNA一 広い意味で鋳型

とも云える一を追求 しつつあるが,如 上の考察の結果から,フィブロイン 生合成の場であ

る後部絹糸腺RNAの クロマ トグラフ的分劃,特 にフィブロイン に対応する特異的RNA

の分離の目的には,こ れを鋳型として合成されると一応仮定されるフィブロイン それ自体

を交換或は吸着剤 として用いる事が,生 物学的見地からも原理的に最も妥当ではないかと

思惟 した.し かもフィブロイン は従来のヒス トンやアルブミンとは異つて,か なり単純な

アミノ酸組成及び配列を有する線状蛋白質であると云 う点においても興味深 く,又 純粋に

多量に得やすいと言 う利点に恵 まれている.
一方,著 者等は当学農学部蚕学教室の御厚意に依 り,そ こで系統を保存 されている"セ

リシソ繭家蚕"をフィブロイン 合成能に対するコン トロールとして使用する機会を得た.

この遺伝子突然変異種(通 称Nd-II)は,後 部糸腺に於ける変異のために正常のフィプロ

インの合成分泌能を喪失 し,そ の代 りに非繊維性の正体不明の蛋白を合成する.3'14・16)

斯 くて著者等は,RNAへ のイオン的親和性をます為にメチル化 したフィブロイン カラ

ムを用いて,正 常蚕及びNd蚕 の後部絹糸腺RNAの クロマ トグラフを行なつた.

実 験 の 部

1後 部絹糸腺 リボ核酸の調製

家蚕5令6日 目の後部絹糸腺を摘出して0.8%食 塩水で洗い,ド ライアイス上に投 じて



凍 結 させ直 ち に,或 は 一2σCに 貯 蔵 した 後,均 質 化 剤 と してCa-freeTyrode液18)を

用 い る木 村,山 名,柴 谷12)の改 良 フ ェ ノ ール 法 に よつ て調 製 した ・ た だ し除 多 糖 類 操 作 を

省 略 した.こ うして所 謂pRNA分 画(フ ェ ノー ル処 理 に よつ て解 離 放 出 され るRNA部

分)とrRNA分 画(残 りのRNA部 分)を 得 た ・前 者 のP含}珪 は6.3%,収ll圭 は新 鮮

組 織19当 り7～10mgで あつ た.本実験 で はpRNAの み を用 い た ・

IIメ チ ル 化フィブロイン の合 成

常 法10)に依 つ て セ リシ ンを除 い て 精 練 したフィブロイン 繊 維 を50倍 量 の 水 竣 化 銅 ・エ

チ レソ ジ ア ミン液(6:8)に 溶 解 させ て3分 後 に1.25N醋酸 に て 中和 し,無 色 透 明 に な る

ま で水 道 水 に対 し て透 析 した も のを数 倍容 のメタノール に投 じて沈 澱 させ る.数 回 メタ ノ

ール に て 反覆洗滌 後,Fraenkel-Conrat等9)の 方 法 に よつ て メチル 化 を 行 な つ た ・ 反 応 条

件 は,用 いた フ ィ ブロイ ンに対 して50倍v/wの 無 水 メタ ノー ル,塩 酸 濃 度o・05規 定,

温 度22～25℃,時 間 は1週 間 で あ る.こ の間 毎 日数 回 よ く振 りまぜ る.上 澄 液 を傾 斜 して

除 いた 後 ゲル 状 の 白色 沈 澱 を グ ラ ス フ イル タ・一上 に 集 め,無 水メタノール で 数 回洗 つ た 後

真 空デシケーター 中 で吸 引 乾 燥 し,粉 砕 して325メ ッシ ュ の 飾 を通 す ・ こ うして 白色 ～ 淡

黄 色 の メチ ル化フィブロイン 粉 末 を得 る.Fraenke}Conrat≦ 等に よれ ば,こ の様 な条 件下

で は,蛋 白質 分 子 中 の遊 離一COOH基 は殆 ど定 量 的 に メチ ル化 され るが,フェノール 性 一OH

基 お よび 一NH2基 は 影 響 され な い と云 う.

IIIカ ラム ク ロマ トグ ラ フィ ー

この研 究 に お い て は,invivoに 於 け る フ ィブロ イ ンー鋳 型RNAの 間 の特 異 的 な相 五

作 用 を,単 純 な イ オ ン強 度3ぐはpHプ ロッ トに お い て 出来 るだ け 再 現 す る こ とを 意 図 し,

よつ て 正 常蚕 とNd蚕 の後 部 絹 糸 腺RNAの ク ロマ トグ ラ フ に お け る溶 禺 パ タ ーン の精

密 な比 較 を 行 な うもの で あ る.し た が つ てそ の 方 式 と し ては1ineargradientelution

system4、 を採 用 した.実 際 の操 作 は 以 下 の如 く行 なつ た ・ 即 ち メチ ル化 フ ィ ブロ イ ン0.5

9及 びHyfloSuperce12.59を 蒸 溜水15ml中 に 均 一一に 懸 濁 させ,数 回 にわ け て 内径

1.0cmの カ ラ ムに静 か に注 い で充 て ん し,約20mlの 蒸 溜 水 を 自然 通 過 させ る・ この時

流 出 液 の吸 光 度 はD260mμ ≦0.05と な つ て い る.次 い で2mlの 蒸 溜 水 に溶 か した5mg

のRNAを 静 か に加 え て吸 収 させ た 後 に 溶 出 を 開 始 す る・混 合 フラ ス コの組 合 せ は,等 レ

ベ ル 同 一 サイ ズの250mt容 量 のボリエチレン 瓶 を,三 方 コ ッ クを真 中に 狭 ん だ サ イ フ ォ

ンチ ュ ー ブで連 絡 した も ので,マ グ ネチッ ク ス タ ー ラー上 に静 置 され た 出 口側 フ ラ ス コか

らは細 い ビニー ル チ ュ ー ブを 出 して カラ ムに 至 る.通 常 は各200mlず つ の稀 薄 及 び 濃 厚

液か ら出 発 した が,そ れ 等 が流 出 し終 つ た後 も必 要 に 応 じて,適 当濃 度 の両成 分 液 を適 量

補 充 して直 線状 濃 度 勾配 を延 長 し,或 は 単 に 段 階 的 に高 濃 度 液 に切 り換 え る事 に よつ て,

RNAの 溶 出 を促 した.溶 出速 度 は 毎 時 約6m1で,溶 出 液 は フ ラ クシ ョ ン コレ ク ター を

用 い て3.2mlず つ分 取 し,260mμ に おけ る吸 光 度 を 日立製 分 光 光 電 光 度 計EPU-2A型

を 用 い て測 定 した ・

結 果 お よ び 考 察

支 配物 質RNAの ク ロマ トグ ラ フに 於 け る溶 出パターン を もつ て生物 学 的比 較 に触 れ よ



うとす る場 合 に は,回 収 が 完 全 で あ る こ とが必 須 で あ る.本 研 究 の 当初 は,前 述 よ りもか

な り強 烈 な 条件(0.1NIIC1,35℃,1週 間)の も とに メチ ル化 を行 な わ せ た もの を 用 い た

が,そ の結 果,第1図 に示 す 溶 出パターン が 得 られ た.即 ち200m1の0.02MNaH2-

PO4・0.1MNaClO4よ り200mlの0.02MNa2HPO4・0.1MNaC104へ の1inear

gradientelutionに よつ て は溶 出 がか な り困難 で あ り,終 了時 の 回収 率 は21.6%に す ぎ

な か つ た(チ ュ ー ブ ナ ン バー109).そ こで,更 に200mlず つ の0.02Mphosphate

buffer(pH7.0)・0.1MNaCIO4よ り0.02Mglycine-NaOHbuffer(pH11.0)・

0.1MNaC104へ のgradientelutionに よつ て 溶 出 を 継 続 す る こ とに よつ てRNAの

大 部 分(90.2%,チ ュ ー ブ ナ ン バ ー233)が 溶 離 したが,な おつ い で0.02Mphosphate

buffer(pH7.0)・0.5MNaC104に 切 り換 え る事 に よつ ては じめ て溶 離 す る部 分 が残 つ

た(全 回収 率105.1%,チ ュ ー ブ ナ ンバ ー・243).即 ち こ の よ うに 烈 しい 条件 下 に お い て合

成 され たフィブロイン メチル 化 物 はRNAと の結 合 力が 強 く,は じめ の連 続溶 出クロマ ト

グ ラ フに お け る回収 率 が低 い こ とが わ か つ た.し か も この合 成 物 は,前 述 の よ うに,は じ

め のフィブロイン か ら蕩 だ し く変 化 した 誘 導 体 に な つ て い るの で,本 研 究 の 目的 に は適 当

で は な い と考 え られ る.次 に,遊 離 一COOH基 の み に 選 択 的 な,よ り温 和 な前 述 の条 件 下

Fig. 1. Poor recovery  'of RNA from the column of methylated fibroin 

     prepared under a drastic condition.

に合 成 され た メチ ル化フィブロイン を 用 い て,同 様 の方 法 に よつ てクロマトグラフ を行 な

うと,第2図 の如 き結 果 を 得 た.こ の場 合 に は,RNAの 安 定 性 が 充 分 に保 た れ る低イオン

強 度 及 びpH4.75(200mlO.01MNaH2PO4)よ りpH8.50(200m10.01MNa2HPO4)

の範 囲 に お け るlineargradientelutionに よ り約80%の 回収 率 を示 し,し か も最 後 に

0.05MNa2HPO4(pH8.59)に 切 り換 え て 溶 離 させ る 事に よ り完 全 に 回収 す る 事が 出来

た.し か も,こ の よ うに 濃 度 変 化 が 徐 々に直 線状 に起 つ て い る温 和 な生 理 的 条件 に よ るクロマト

グ ラ フに お い て は,フィブロイン と これ に 対 応 す る 鋳 型RNAと の 間 のinvivo

に お け る特 異的 相互 作 用 特 に,重 合 され たフィブロイン 分 子 の鋳 型RNAか らの解 離

一 を規 定 す る複 雑 な諸 要 素 の うち,少 く ともpHお よび イ オ ン強 度 に 関 す る二 要 素 が 近

似 的 に再 現 され得 た もの と考 え られ る.こ うして,正 常 蚕(N-II)の 後 部 絹 糸 腺RNA

は,メ チ ル化フィブロイン との 相 互作 用 に 関 して は3～4成 分 に 分 別 され る 事 が 判 明 し



た.こ の後部腺組織は,機 能的に単純な絹糸腺の中でも特にフィブロイン の合成分泌を行

な う独特な場であるか ら,上 の実験事実は面白い.

Fig. 2. Good recovery from the column of methylated fibroin prepared under 
     a mild  condition  ; RNA from the normal silkworm larvae (N-II).

Fig. 3. Chromatographic condition the same as Fig. 2; RNA from the 
     mutant silkworm larvae (Nd-II).

次 に,は じ め に 述 べ た よ うに,Nd-II蚕RNAの 溶 出 パ ター ン と比 較 した結 果殆 ど同

一 の 相 互作 用パターン を与 え る事 が わ か つ た .即 ち 第2及 び 第3図 に示 され た よ うに,第

1,第2番 目の 両 ピ ー クの間 のRNAの 吸収 が 最 低 な 所 で の 回収 率 はN-II:12.9%,

Nd-II:13.4.%.第2の 鋭 い ピ ー ク まで の 回収 率 はN-II:22.5%,Nd-II:24・6%.第3

の ピー ク まで の 間 の 吸収 最 低 の所(チ ュ ー ブナン バーN-II:86,Nd-:90)で はN-II:

64.O%,Nd-II:63.5%.溶 出 液 を150m1の0.01MNa2HPO4に 切 りか え てか ら5,6

本 目に現 わ れ る小 さい ピ ー クで はN-II:81.2%,Nd-II:80・4%・ つ いで100mlの0・05

MNa2HPO4に 換 え て か ら6,7本 目に 現 わ れ る ピ ー クで はN-II:96.3%,Nd-II:

97.1%.最 後 にN-II:107.5%,Nd-II:105.O%と な つた ・

以 上 の結 果 か ら,少 な く とも この 実 験 に お い て再 生 された 相 互 作 用 に関 し ては,正 常 蚕

と変 異 蚕 の後 部 絹 糸 腺RNAは 区 別 され 難 い こ とが判 明 した ・ した が つ て,こ れ だ け で は

フィブロインに 対 応 す る 特 異 的 なRNAへ の 手 掛 りは 搦 め ない.正 常蚕 と変異 蚕 の後 部

絹 糸 腺 に お け るRNA含 量に 著 しい 差 異 が あ る こ とは 既 に 明 らか に され た.3・14)ここに



Schneider法17)に て定 量 した 一 例 を 掲

げ る と第1表 の通 りで あ る.そ れ に も拘

らず,両RNAの メチ ル化フィブロイン

上 で の ク ロマ トグ ラ フパ ター ンが 殆 ど

完 全 に一致 す る こ とは む しろ奇 妙 と云 わ

ね ば な らな い で あ ろ う.こ の点 の説 明 は

現 在 困難 で は あ るが 著 者 等 は 種 々考 察 中

で あ る.例 え ば 極 微 量 のMg++又 は

Table 1. RNA content in the posterior 

 silkglands, as estimated by Schneider's 

  method.

Ca++.イオン の存在によつて,Ecteola-Celluloseカ ラム上でのRNAの クロマ トグラム

が著 しく改善され,再 現性が増す事が知られている.8)ま た過 日熊本県蚕業試験場の稲神

馨氏も助言 された ように,フィブロイン の一COOH基 のみをマスクする事によつても鋳型

RNAと の特異的相互作用に必須な立体配置が変改される可能性は充分考慮すべきであろ

うし,し たがつて,イ ンタク トのフィブロイン を用いて試みることも必要であろ う.こ の

ことについては現在予備実験の範囲を出ないが,特 定の条件を選ぶことによって良好なク

ロマ トグラムが得 られ る事が認められた.メ チル化フィブロイン は塩基性の誘導体である

が,フィブロイン そのものは等電点pH3.4付 近の酸性蛋白質である・したがつて,こ の

場合には前者に比べてRNAと の間の人為的な静電作用が弱められる結果,相 互作用が却

つてより特異的に行なわれるのではないか と考えられる.

以上に述べたように,フィブロイン と鋳型RNAと の問の特異的相互作用を,フ ィブロ

イン部分メチル化物 カラムによる後部絹糸腺RNAの 連続溶出クロマ トグラフにおいて再

現しようとした意図は,明 確な結果をもつて達成されるには至らなかつたわけである.

しかしこの方法は,今 後フィブロイン そのものを用いる方法 とともに,特 異的RNA分

子 の単離精製法として原理的にユニークな,且 つ将来性のある方法であると思われる.

要 約

(1)家 蚕幼虫5令6日 の後部絹糸腺からフェノール法によつて調製された高分子RNA

は,フィブロイン 部分 メチル化物一セライ トカラムによる直線状濃度勾配連続溶出 クロマ

トグラフにおいて3～4成 分に分別 され る.そ の際回収はほぼ完全に行なわれる.

(2)フィブロイン を合成分泌しうる正常蚕 と不能な遺伝子突然変異蚕との間では,後 部

絹糸腺におけるRNAの 含量には顕著な差が あるにも拘 らず,メ チル化フィブロイン 一セ

ライ トカラムによるクロマ トグラフに おける溶出パ ターンでは差異が殆ど認められない.
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                              Summary 

   A linear gradient elution chromatography of RNA of the posterior silk-

gland of mature  silkworm larvae was conducted on a methylated fibroin-celite 
column, in attempts at reviving the specific interaction in vivo between fibroin 
and a template RNA and also utilizing it to a unique method of isolating the 

protein-specific RNA. 
   RNA was shown thereby to be well fractionated into 3 or 4 components at a 

low ionic strength and in a mild pH range of ca. 4.8 to 8.6, with a 100 % recovery. 

   However, contrary to authors' reasoning, no substantial difference could 

have been detected in respect of the elution pattern between RNAs obtained 

from the normal worm and from the mutant worm incapable of synthesizing 

fibroin. 
   Consequently, use of intact fibroin itself besides the methylated one was 

suggested as a more specific chromatographic interaction reagent. It is now 

under study with a partial success.
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