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研究成果の概要（和文）：我々はこれまでに、マイマイガ核多角体病ウイルスが持つ新規アポトーシス抑制因子
Apsup (apoptosis suppressor) を同定し、マイマイガのイニシエーターカスパーゼLd-Droncがその標的因子で
あることを報告した。本研究では、Apsupのアポトーシス抑制機構の詳細を明らかにするため、各種Apsup変異体
を用いてApsupの機能ドメインの探索を試みた。本研究により、ApsupのN末端領域がLd-Droncとの相互作用に機
能すること、ApsupのC末端領域が活性型Ld-Droncへのプロセシング抑制に機能することが示唆され、Apsupのア
ポトーシス抑制機構解明の手がかりを得た。

研究成果の概要（英文）：We have previously identified a novel apoptosis suppressor Apsup from the 
baculovirus Lymantria dispar multiple nucleopolyhedrovirus (LdMNPV). Apsup suppresses apoptosis by 
preventing proteolytic processing of L. dispar initiator caspase Ld-Dronc. Here, we performed 
mutation analyses of Apsup to determine functional domains in Apsup. Mutation analyses indicated 
that the N-terminal region in Apsup required for interacting with Ld-Dronc, and the C-terminal 
region in Apsup required for preventing the proteolytic processing of Ld-Dronc. Our findings provide
 clues to understand the mechanisms by which Apsup suppresses apoptosis. 

研究分野： 昆虫科学

キーワード： バキュロウイルス　Apsup　アポトーシス　マイマイガ　抗ウイルス応答　昆虫培養細胞　核多角体病ウ
イルス

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) バキュロウイルス感染昆虫細胞では、抗
ウイルス応答であるアポトーシスが誘導さ
れてウイルスの増殖が阻害される。一方のバ
キュロウイルスはアポトーシス抑制因子を
保持し、昆虫細胞が誘導するアポトーシスを
抑制することで自身の増殖を図る。アポトー
シスが誘導されるか抑制されるかは、昆虫細
胞においてバキュロウイルスが増殖できる
か否かにつながり、バキュロウイルスの宿主
域決定機構に関わる重要な要素となってい
る。 
 
(2) 我々はこれまでに、マイマイガから単離
されたマイマイガ核多角体病ウイルス 
(Lymantria dispar multiple nucleopolyhedrovirus, 
LdMNPV) が持つアポトーシス抑制因子
Apsup (apoptosis suppressor) を同定した。
Apsup は既知のバキュロウイルスのアポトー
シス抑制因子とは相同性がなく、既知の機能
ドメインも見出されない新規アポトーシス
抑制因子であった。 
 
(3) アポトーシスは一般に、カスパーゼと呼
ばれるプロテアーゼの段階的な活性化によ
るシグナル伝達経路を介して最終的に実行
される。我々はこれまでに、マイマイガのイ
ニシエーターカスパーゼ Ld-Dronc とエフェ
クターカスパーゼ Ld-Caspase-1 を単離し、
Apsup との相互作用解析を進めてきた。その
結果、Apsup は Ld-Caspase-1 とは相互作用せ
ず、Ld-Dronc と相互作用することが明らかに
なった。また、Apsup は Ld-Dronc の活性化を
阻害することにより、マイマイガ細胞のアポ
トーシス誘導を抑制することを明らかにし
た (図 1)。しかし、Apsup のアポトーシス抑
制機構や機能ドメインの詳細は明らかでな
い。 

 
 
２．研究の目的 
(1) 昆虫ウイルスであるバキュロウイルスは、
限られた昆虫種以外には感染しないため、特
定の害虫に効果的で安全なウイルス農薬と
して活用されている。しかし、その宿主域の
狭さゆえ多様な害虫層に対する防除効果が
期待できないという問題がある。本研究では、

新規アポトーシス抑制因子Apsupのアポトー
シス抑制機構の解明に取り組み、Apsup のア
ポトーシス抑制機能を応用した多様な害虫
層へ防除効果のあるバキュロウイルス農薬
の開発を目指す (図 2)。 

 
３．研究の方法 
(1) Apsup 変異体発現プラスミドの作製 
Autographa californica MNPV (AcMNPV) が
コードする Apsup 相同体 (Ac112/113) は、
LdMNPV Apsup と比較して C 末端領域の 79
アミノ酸残基を欠損した構造のタンパク質
であり、アポトーシス抑制活性を持たない。
また、LdMNPV Apsup および AcMNPV Apsup
相同体の N 末端側領域には、機能未知の
DUF2661 ドメインが存在する。LdMNPV 
Apsup の機能ドメインを探索するため、
LdMNPV-AcMNPV Apsup 融合体 (AcMNPV 
Apsup の C 末端側に LdMNPV Apsup の C 末
端側の 79 アミノ酸残基を融合)、LdMNPV 
Apsup C 末端欠損体 (C 末端側 79 アミノ酸残
基を欠損)、LdMNPV Apsup C 末端発現体 (C
末端側 79 アミノ酸残基以外を欠損 )、
LdMNPV Apsupドメイン欠損体 (DUF2661ド
メインを欠損)、 LdMNPV Apsup ドメイン発
現体 (DUF2661 ドメイン以外のアミノ酸領
域を欠損)をそれぞれ発現するプラスミドを
作製した (図 3)。 

 
(2) Ld-Dronc のプロセシング抑制に必要な
LdMNPV Apsup の機能ドメインの探索 
マイマイガ細胞において各種 Apsup 変異体
と Ld-Dronc を共発現させ、Ld-Dronc により
誘導されるアポトーシスを各種Apsup変異体
が抑制するかどうかを調べた。具合的には、
光学顕微鏡によるアポトーシス小体形成観
察、蛍光基質を用いたカスパーゼ活性測定、

図1. 核多角体病ウイルス (NPV) 感染に対するマイマイガ細胞の応答
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AcMNPV Apsup (Ac-Apsup) 
発現プラスミド

LdMNPV Apsup (Ld-Apsup) 
発現プラスミド

LdMNPV-AcMNPV Apsup融合体
(Ld/Ac-Apsup) 発現プラスミド

A257Q258

LdMNPV Apsupドメイン欠損体
発現プラスミド

hr apsup

cmyc
tag

hr apsup相同体

hr apsup相同体

Q258

hr

hr

A257

R125

apsup

apsup

promoter

EGFP発現プラスミド hr egfp

図3. LdMNPV Apsup機能ドメイン探索に用いた発現プラスミド
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ウエスタンブロット法による Ld-Dronc のプ
ロセシング検出を行った。 
 
(3) Ld-Dronc との相互作用に必要な LdMNPV 
Apsup の機能ドメインの探索 
マイマイガ細胞において各種 Apsup 変異体
を一過性発現させ、各種 Apsup 変異体が内在
性の Ld-Dronc と相互作用するかどうかを共
免疫沈降解析を用いて調べた。 
 

(4) アダプター因子相同体 Ld-Dark の単離 
活性型 Ld-Dronc へのプロセシング誘導には、
マイマイガのアダプター因子相同体 Ld-Dark
が関わると考えられた。Ld-Dronc のプロセシ
ング抑制における Apsup と Ld-Dark との関連
を調べるため、マイマイガの mRNA-seq デー
タベースに基づき設計したプライマーと、マ
イマイガ細胞由来 cDNAライブラリーを鋳型
に用いた RT-PCR により、Ld-Dark の単離を
試みた。PCR 増幅により得られた cDNA 配列
から推定されるアミノ酸配列について、既知
のチョウ目昆虫のアダプター因子相同体と
の相同性解析および機能ドメインの探索を
行った。 
 
４．研究成果 
(1) Ld-Dronc のプロセシング抑制に必要な
LdMNPV Apsup の機能ドメインの探索 

LdMNPV-AcMNPV Apsup 融 合 体
(Ld/Ac-Apsup) は、Ld-Dronc の一過性発現に
より誘導されるマイマイガ細胞のアポトー
シスを抑制したが、LdMNPV Apsup C 末端欠
損体 (Ld-Apsup∆C) は抑制しなかった (図 4)。 

 
また、アポトーシス誘導が抑制されたマイマ
イガ細胞では、Ld-Dronc のプロセシングが抑
制されていた。このことから、LdMNPV Apsup
の C 末端側の 79 アミノ酸残基領域において、
Ld-Dronc のプロセシング抑制に必要な機能
ドメインが含まれることが示唆された。一方、
LdMNPV Apsup ドメイン欠損体と LdMNPV 
Apsup ドメイン発現体のいずれも Ld-Dronc
の一過性発現により誘導されるマイマイガ
細胞のアポトーシスを抑制しなかった。この
ことから、Ld-Dronc のプロセシング抑制には、
LdMNPV Apsup の C 末端側の 79 アミノ酸残

基領域だけでは不十分であり、その他の領域
も必要であることが示唆された。 
 
(2) Ld-Dronc との相互作用に必要な LdMNPV 
Apsup の機能ドメインの探索 
AcMNPV Apsup 相 同 体  (Ac-Apsup) と

LdMNPV Apsup C 末端欠損体 (Ld-Apsup∆C) 
はアポトーシス抑制活性を示さないが、
Ld-Dronc と相互作用することが示された。こ
のことから、LdMNPV Apsup の N 末端側領
域 (C末端側の79アミノ酸残基領域以外の領
域) において、Ld-Dronc との相互作用に必要
な機能ドメインが含まれることが示唆され
た。特に、LdMNPV Apsup および AcMNPV 
Apsup の N 末端領域に存在する DUF2661 ド
メインが Ld-Dronc との相互作用に機能する
ことが予想された。そこで、LdMNPV Apsup
ドメイン欠損体および LdMNPV Apsup ドメ
イン発現体と Ld-Dronc との相互作用解析を
行ったが、実験条件の検討が不十分であり、
DUF2661 ドメインが Ld-Dronc との相互作用
に必要な機能ドメインであるかどうかにつ
いての結論は得られなかった。 
(1), (2) の研究結果から、LdMNPV Apsup の N
末端領域に Ld-Dronc との相互作用に関わる
機能ドメインが存在し、C 末端領域に
Ld-Dronc のプロセシング抑制に関わる機能
ドメインが存在することが示唆された (図 5)。 

 
(3) アダプター因子相同体 Ld-Dark の単離 
3921 bp の cDNA 部分配列を得た。cDNA 部
分配列から推定された 1307 アミノ酸残基の
タンパク質は、チョウ目昆虫における既知の
アダプター因子相同体と高いアミノ酸相同
性を示し、アダプター因子に保存されている
コアドメインを保持することが示された。こ
のことから、単離された cDNA 配列はマイマ
イガにおけるアダプター因子相同体 Ld-Dark
の部分配列であることが示唆された。 
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