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研究成果の概要（和文）： 

 昆虫が発動するウイルスに対する主な防御機構として、アポトーシスと全タンパク質合成停

止がある。本研究では、昆虫の培養細胞と昆虫に特異的なウイルスである核多角体病ウイルス

を用いて、ウイルス感染にともなって細胞が発動するアポトーシスと全タンパク質合成停止の

分子機構を解明することを目的として、アポトーシスと全タンパク質合成停止に関与するいく

つかのウイルスと細胞の遺伝子の同定と機能解明を行った。 

 
研究成果の概要（英文）： 

   Apoptosis and global protein synthesis shutdown (shutdown of protein synthesis in 
both host cells and viruses) serve as major anti-viral defense mechanisms in the 
insects, which lack adaptive immunity. To elucidate molecular mechanisms that 
underlie apoptosis and global protein synthesis shutdown induced upon virus infection, 
we have conducted experiments in cultured insect cells infected with 
nucleopolyhedroviruses (NPVs). We identified and characterized several viral and 
cellular genes that are involved in the regulation of apoptosis and global protein 
synthesis shutdown. 
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１．研究開始当初の背景 

 本提案が抗ウイルス応答として研究対象
とする、ウイルス感染細胞が発動するアポト
ーシスと全タンパク質合成停止（ウイルスタ
ンパク質の合成停止のみならず、細胞タンパ

ク質の合成停止も起こること）については、
国外のいくつかの研究室で個別的かつ散発
的に研究が行われていた。しかし、本提案の
ようにアポトーシスと全タンパク質合成停
止を抗ウイルス応答として包括的に捉え、そ
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れぞれの分子機構を明らかにするとともに、
それぞれが昆虫の生体防御戦略において果
たす役割の意義や、それぞれの間の関係を分
子レベルで系統的に追究することによって、
昆虫のウイルスに対する生体防御戦略を包
括的に理解しようとする研究は見当たらな
かった。 

 われわれは、これまで核多角体病ウイルス
（NPV: nucleopolyhedrovirus）の宿主特異
性決定機構を解明することを目的として研
究を進めてきた。様々な昆虫の培養細胞に
様々な昆虫から分離した NPV を接種し、NPV

の感染増殖に関わるウイルス学的、分子生物
学的ならびに細胞学的諸現象を指標として
詳細に調査することにより、NPV と昆虫細胞
の間には実に多様な感染形態が存在するこ
とを明らかにした。われわれが通常研究対象
とする生産的な感染（子孫ウイルスが増殖す
る感染）に加えて、(1) 様々な形態の不全感
染（ウイルス感染サイクルの特定の段階にお
いて、感染が進展しなくなる感染）、(2) アポ
トーシス、および (3) 全タンパク質合成停止
が認められ、これらが NPV の宿主特異性決
定や病原性発現の主要因になっていると考
えられた。 

 われわれの研究室では、独自に開発したこ
れらの実験系を活用し、様々な形態の不全感
染、ならびにウイルス感染によって誘導され
るアポトーシスと全タンパク質合成停止の
分子機構の解明を目的として解析を進めて
きた。 

 本提案は、これまでの研究成果を基盤とし、
NPV 感染によって細胞が誘導するアポトー
シスと全タンパク質合成停止を、昆虫の抗ウ
イルス生体防御として捉え、その分子機構の
解明を試みるものである。 

 

 

２．研究の目的 

 本研究は、ウイルス感染にともなって昆
虫が発動する抗ウイルス応答の分子機構を、
昆虫に特異的なウイルスである NPV と昆虫
の培養細胞を用いて解明することを目的と
して行うものである。 

 適応免疫システムを装備していない昆虫
においては、アポトーシスや全タンパク質
合成停止が生体防御機構の重要な要素を構
成している。ウイルス感染細胞が発動する
アポトーシスや全タンパク質合成停止は、
子孫ウイルス産生の成否と直結しているこ
とから、ウイルスの宿主特異性決定や病原
性発現などと密接に関わっており、微生物
農薬や発現ベクターなどとして汎用されて
いる NPV の一層の利用拡大や効率的利用に
貢献することが期待される。 

 また、アポトーシスや全タンパク質合成
停止を介して展開する昆虫とウイルスの攻

防は、双方にとって、生き残りをかけた深
刻な攻防であることから、昆虫の生体防御
戦略とウイルスの生き残り戦略を軸として
展開する熾烈な共進化の分子機構について
の理解や、その攻防によってはじめて顕在
化する昆虫の潜在機能の開発に繋がること
も期待される。 

 

 

３．研究の方法 

(1) バキュロウイルスの新規アポトーシス遺
伝子の同定は、マイマイガ multicapsid NPV

（LdMNPV）の全ゲノムをカバーするコスミ
ドライブラリーの個々のクローン、またはコ
スミドクロンから構築した発現プラスミド
を、ウイルス感染でアポトーシス誘導処理を
行った細胞にトランスフェクションし、アポ
トーシス誘導の有無を調べることにより行
った。 

 

(2) バキュロウイルス IAP (inhibitor of 

apoptosis) の機能解析は、各 iap 遺伝子を挿入
した発現プラスミドを構築して昆虫細胞に
トランスフェクションし、アポトーシスの誘
導 様 相 と ア ポ ト ー シ ス の 指 標 と な る
caspase-3 様プロテアーゼの活性を調べるこ
とにより行った。 

 

(3) バキュロウイルス IAP の機能ドメイン解
析は、各種ドメイン欠損 iap をもつ発現プラ
スミドを構築して昆虫細胞にトランスフェ
クションし、アポトーシス誘導活性を調査す
ることにより行った。IAP と相互作用する細
胞因子の探索は、酵母 two-hybrid 法により行
った。 

 

(4) カイコの dronc と dredd の相同体
（bm-dronc と bm-dredd）は、KIKOBLAST の
検索により得た相同性の高い塩基配列をも
とにして設計したプライマーと、BM-N 細胞
から調製した cDNAをテンペレートとして用
いて PCR により合成し、クローニングした。
Bm-DroncとBm-Dreddの大腸菌での発現には
pET-47b(+)ベクター，昆虫細胞での発現には
pIE1-2 ベクターを用いた。Bm-Dronc と
Bm-Dredd をイムノブロットで検出するため
の特異抗体は、大腸菌で発現させた各タンパ
ク質を用いてウサギで作製した。 

 

(5) ウイルス感染細胞の rRNA の分解は、全
RNA を NPV 感染細胞から RNeasy Mini kit

（Qiagen）で抽出し、DNA/RNA 分析用マイ
クロチップ電気泳動装置 MultiNA（Shimazu）
を用いて電気泳動パターンを解析すること
によって調べた。また、NPV 感染 BM-N 細
胞の RNA 分解を誘導するウイルス因子の探
索は、アメリカシロヒトリ NPV（HycuMNPV）



 

 

ゲノムのコスミドライブラリーを用いて行
った。 

 

４．研究成果 

(1) バキュロウイルスの新規アポトーシス阻
害遺伝子の同定と機能解析 

 これまでの研究で、マイマイガの Ld652Y

細胞は様々な昆虫の NPV の感染により、容
易にアポトーシスを誘導するが、マイマイガ
から分離した NPV（LdMNPV）はアポトーシ
スを誘導せず、正常に増殖することを明らか
にした。 

 本研究では、LdMNPV ゲノムのコスミド
ライブラリーを用いた相補実験により、バキ
ュロウイルスの新規アポトーシス阻害遺伝
子として ld109 を同定した。この ld109 の
RNAi を行ったところ、アポトーシスが誘導
され、ld109 が LdMNPV 感染によって誘導さ
れる Ld652Y 細胞のアポトーシスを阻害して
いることが確認されたので、ld109 遺伝子を
apsup と命名した。Apsup はウイルスが誘導
するアポトーシスのみではなく、アクチノマ
イシン D や紫外線によって誘導されるアポ
トーシスも抑制する。その発現様相の解析や
機能解析などを行い、Apsup の NPV 感染に
おける役割などについて考察した。 

 

(2) バキュロウイルス IAP の機能解析 

 IAP は、アポトーシス抑制因子として、バキ
ュロウイルスで初めて発見されたが、その後、
酵母からヒトに至る広範な生物種に相同体
が存在することが明らかにされた。また、す
べての IAPファミリータンパク質がアポトー
シス抑制活性をもっているわけではなく、
IAP のあるものはアポトーシスの制御とは異
なる生物現象と深く関わっていることも示
されている。バキュロウイルスにおいても、
アポトーシス抑制活性は一部の IAPでのみ認
められることが示されているが、アポトーシ
ス抑制活性をもたない IAPのウイルス感染に
おける役割は明らかにされていない。 

 本研究では、まず、HycuMNPV の IAP1 が
アポトーシス誘導活性をもつことを明らか
に し た 。 Autographa californica MNPV 

(AcMNPV)、カイコ NPV (BmNPV)、なら
び に Orgyia pseudotsugata MNPV 
(OpMNPV) の IAP1 についても同様に調
べたところ、いずれの IAP1 もアポトーシス
誘導活性示し、バキュロウイルスの IAP は一
般的にアポトーシス誘導活性をもっている
ことが明らかになった。また、NPV 感染細胞
においては、感染後期に、IAP1 に依存したア
ポトーシス誘導とアポトーシスの指標とな
る caspase-3が活性化されることを RNAi実験
などで明らかにし、IAP1 が NPV の感染増殖
や伝播に何らかの重要な役割を果たしてい
ることを示唆した。 

 さらに、本研究でアポトーシス抑制因子
apsup を同定した LdMNPV は、2 つの iap 遺
伝子（ld-iap2 と ld-iap3：バキュロウイルスは
塩基配列の相同性により iap1-5 の 5 つに分類
されている）をもつが、Ld-IAP2 と Ld-IAP3

のいずれもアポトーシス抑制活性はもたず、
アポトーシス誘導活性をもつことを明らか
にした。これらのことから、NPV におけるア
ポトーシス抑制機構の進化について考察し
た。 

 

(3) バキュロウイルス IAP の機能ドメインの
解析 

 IAP タンパク質は、通常、N 末端側に 1-3

個の BIR（Baculovirus IAP Repeat）ドメイン、
C末端側に1個のRING（Really Interesting New 

Gene）フィンガードメインをもっている。BIR

ドメインはタンパク質間の相互作用に関係
すること、ならびに RING はそれがもつ E3

リガーゼ活性を通して、タンパク質の分解に
関与していることが明らかにされている。し
かし、バキュロウイルス IAP の個々のドメイ
ンが、どのような細胞因子と相互作用し、IAP

の機能にどのように関わっているかは明ら
かになっていない。 

 本研究では、アポトーシス抑制活性をもつ
Hycu-IAP3 と誘導活性をもつ Hycu-IAP1 の
様々なドメイン欠損変異体をもつ発現プラ
スミドを構築して、トランスフェクションに
より昆虫細胞に導入して、アポトーシス誘導
活性と抑制活性を調べた。その結果、いずれ
の IAP も RING ドメインを介して昆虫細胞因
子と相互作用してアポトーシスを誘導する
ことが明らかになったが、アポトーシス抑制
に関わるドメインを明確に特定することは
できなかった。 

 また、本研究では、これらの IAP ドメイン
と相互作用する細胞因子の探索を行った。カ
イコ BM-N 細胞由来の cDNA と Spodoptera 

frugiperda Sf9 細胞由来の cDNA を用いて、酵
母 two-hybrid 法により探索し、いくつかの候
補因子を抽出した。 

 

(4) カイコの dronc 相同体と dredd 相同体
（bm-dronc と bm-dredd）の同定と機能解析 

 ショウジョウバエでは、dronc と dredd が
initiator caspase としてアポトーシスの誘導に
大きく関わっていることが示されている。わ
れわれの研究室では、従来から、NPV 感染に
よりチョウ目昆虫細胞が誘導するアポトー
シスに関与するウイルスと細胞の因子の同
定と機能解析を行ってきた。本研究では、
bm-dronc と bm-dredd を単離し、特異抗体を作
製して機能解析を行った。 

 その結果、Bm-Dronc は、ヒトの initiator 

caspase に対する基質に対して酵素活性をも
つこと、vAcp35 (P35 欠損 AcMNPV：様々



 

 

な細胞でアポトーシスを誘導する) 感染やカ
イコ細胞の iap1（cbm-iap1）の RNAi により
アポトーシスを誘導すると、切断されて活性
化することが明らかになった。また、RNAi

により bm-dronc をノックダウンすると、様々
なアポトーシス刺激により誘導される BM-N

細胞のアポトーシスが軽減された。以上のこ
とから、Bm-Dronc は、BM-N 細胞において
アポトーシス誘導に関わる主要な initiator 

caspase として機能していることが示された。
また、BM-N 細胞内では、Bm-Dronc は通常
cBm-IAP1 と相互作用することによって活性
化が抑えられていることが示された。 

 Bm-Dronc のアミン酸配列と、ハエ目昆虫
のキイロショウジョウバエやネッタイシマ
カの Dronc のアミン酸配列との相同性は、そ
れぞれ 25%、26%と低かった。また、Bm-Dronc

の触媒部位のアミノ酸配列（QACRG）は、
ヒトの caspase のそれと完全に一致していた
が、キイロショウジョウバエ（PFCRG）やネ
ッタイシマカ（SICRG）のそれとは大きく異
なっていた。 

 一方、大腸菌で発現した Bm-Dredd は、特
異抗体で明確に検出することが可能であり、
微弱ながら initiator caspase としての活性を示
したが、vAcp35 感染 BM-N 細胞に内在する
Bm-Dredd を特異抗体で検出することができ
なかった。このことから、Bm-Dredd は BM-N

細胞においてきわめて微量に存在するタン
パク質であることが示唆され、Bm-Dredd が
BM-N 細胞でアポトーシスに関与しているか
どうかを明らかにすることはできなかった。 

 本研究によって、BM-N 細胞の主要な
initiator caspase は Bm-Dronc であり、NPV 感
染によるアポトーシス誘導には Bm-Dronc が
主要な役割を果たしていることが明らかに
なった。  

 

(5) ウイルス感染細胞における RNA 分解の
解析 

 本研究では、カイコ BM-N 細胞の rRNA

が、HycuMNPV や AcMNPV、Spodoptera 
exigua MNPV (SeMNPV) ならびに S. 
litura MNPV (SpliMNPV)など、様々な
NPV の感染により急激な分解をうけること
を 見 出 し た 。 こ の rRNA の 分 解 は 、
HycuMNPV や AcMNPV に感染した Se301 
(S. exigua) や Sf9 (S. frugiperda)、SpIm 
(Spilosoma imparilis)、Ld652Y (L. dispar) 
などの細胞系においては認められなかった
ことから、rRNA 分解による全タンパク質合
成停止は、カイコに特有な抗ウイルス生体防
御機構であることが考えられた。 

 また、BmNPV の P143（Bm-P143）または

AcMNPV の P143（Ac-P143）を構成的に発現

する形質転換細胞 BM-N
Bm-P143 と BM-N

Ac-P143

を作製して様々な NPV を感染させ、rRNA

分解を調べたところ、BM-N
Bm-P143 においては、

AcMNPV と vHycup32（HycuMNPV 感染

BM-N 細胞において全タンパク質合成停止の

誘導に関与していると考えられているp32遺

伝子を欠損した HycuMNPV）は感染による

rRNA 分解は引き起こさず、増殖することが

明らかになった。HycuMNPV、SeMNPV、

SpliMNPV は、BM-N
Bm-P143 細胞においても

BM-N 細胞の場合と同様に、rRNA の分解

を引き起こした。これらの結果は、AcMNPV

感染 BM-N 細胞における rRNA の分解には、

Ac-P143 が深く関与していることが示唆され

た。 
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