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研究成果の概要（和文）：昆虫を宿主とするバキュロウイルスの最大の特徴は、感染の最後期に「多角体」と呼
ばれるタンパク性の結晶体を大量に産生することである。多角体の主成分はポリヘドリンであり、ウイルス感染
細胞全タンパク質の50％を占めることもある。このように単一のタンパク質が細胞全タンパク質の数十%を占め
るシステムは、多細胞真核細胞ではこのバキュロウイルス－昆虫細胞系のみである。本研究では，バキュロウイ
ルスがこの多角体の産生機構について、ポリヘドリンの核移行、蓄積量、結晶化、およびウイルス感染時の宿主
ゲノム・遺伝子発現について成果を得た。

研究成果の概要（英文）：Baculoviruses are insect pathogens that produce a huge amount of occlusion 
bodies (OBs) in the nuclei of the infected cells at the very late stage of infection. OBs are 
composed mainly of a single viral protein called polyhedrin (POLH). By utilizing extremely high 
level expression of POLH in insect cells, baculoviral vector has been developed to produce foreign 
proteins including vaccines in insect cells. However, at present, it is still largely unknown how 
polh is hypertranscribed and how POLH is efficiently translated, transported into the nucleus, and 
crystallized. In this study, we attempted to solve these issues using Bombyx mori 
nucleopolyhedrovirus as a model.

研究分野： 昆虫分子生物学、昆虫病理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
バキュロウイルスベクター（Baculovirus Expression Vector System, BEVS）は、インフルエンザワクチンをは
じめとするVirus-like particle (VLP)ワクチンの製造から獣医薬、試薬生産まで幅広く利用されている。その
ような背景にも関わらず、バキュロウイルスが最終的に大量の多角体を感染細胞核内に産生するメカニズムは、
開発から約40年経った今でもその大部分が未解明である。本研究でバキュロウイルス発現系のコアメカニズムを
解明することは、それを模倣したウイルスフリーVLP産生系の開発やそれを用いた新しいワクチン生産技術の開
発につながると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
バキュロウイルスは昆虫に感染する大型の DNAウイルスである。バキュロウイルスは自身が持

つ 100以上の遺伝子を巧みに利用することで、高度な宿主制御を実現し、子孫ウイルスの産生を

最大化する。バキュロウイルスの最大の特徴は、感染の最後期に「多角体」と呼ばれる数百の子

孫ウイルスを含むタンパク性の結晶体を大量に産生することである。多角体の主成分はウイル

スが合成するポリヘドリン（POLH）であり、ウイルス感染細胞全タンパク質の 50％を占めるこ

ともある。このように単一のタンパク質が細胞全タンパク質の数十%を占めるシステムは、多細

胞真核細胞ではこのバキュロウイルス−昆虫細胞系のみであり、このポリヘドリン遺伝子（polh）

プロモーターを利用した「バキュロウイルスベクター（Baculovirus Expression Vector System, 

BEVS）」が開発されることにつながった。現在では、インフルエンザワクチンをはじめとするワ

クチンの製造から獣医薬，試薬生産まで幅広く利用されている。そのような背景にも関わらず、

バキュロウイルスが最終的に大量の多角体を感染細胞核内に産生するメカニズムは、開発から

約 40年経った今でもその大部分が未解明である。  
 
２．研究の目的 
多角体の大量発現機構は、polhの選択的転写機構、polh mRNAの効率的翻訳機構、POLHの選択

的核移行システム、および POLH の結晶化というステップに分けられるが、すべてのステップ

が未解明と言って良い状況にある。一方、多角体の大量発現が実現するための宿主細胞環境の理

解も進んでいない。本研究では、主に POLHの核移行、結晶化、宿主のゲノム状態と遺伝子発現

について研究を実施した。 
 
３．研究の方法 
(1) Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPV)において、POLHの核移行シグ

ナル（Nuclear localization Signal, NLS）が同定されている（Jarvis et al., 1991, Virology）。しかし、

NLSの詳細な解析や他のバキュロウイルスにおける POLH NLSの研究は全く行われていない。

本研究では、Bombyx mori nucleopolyhedrovirus (BmNPV)を用いて、POLH NLSの機能解析を行い、

多角体の性状との関係も調査する。 

(2) BmNPV の遺伝子欠損株や変異体の解析から、多角体の形状や産生量に異常を生じる変異体

を見出した。これらの変異体の性状解析から、遺伝子と多角体の性状の関係を明らかにする。 

(3) バキュロウイルスの感染実験は、通常、卵巣や胚子由来の細胞を用いて行われる。多角体の

形状が環境によって変化するかどうか調査するために、脂肪体由来の培養細胞を用いた感染実

験を行い、多角体の性状について検討する。 

(4) POLHはバキュロウイルス感染細胞全タンパク質の 50％を占めることもある。このように単

一のタンパク質が細胞全タンパク質の数十%を占める異常な状況下における宿主細胞のゲノム

環境、遺伝子発現について ChIP-seqと RNA-seq（Shoji et al., 2014, Nucleic Acids Res.に準じる）を

用いた解析を行う。 

(5) ケミカルスクリーニングにより、POLH の発現に関わる宿主因子を同定し、その作用点と

POLH発現の関係を解明する。 

 
４．研究成果 

(1) AcMNPVを用いた解析より、POLHは 32–35 番目の KRKKという塩基性アミノ酸クラスター

がその核移行に必須であることが知られている。BmNPVを用いて KRKKに 1，2，3，4 個の変



異を導入したウイルスを作成した（合計 17ウイルス）。それらのウイルスを用いて感染実験を行

い、野生株との性状比較を行った。その結果、AcMNPVと同様、BmNPVにおいても KRKKに

変異が存在すると POLH の核移行が阻害され、多角体が核と細胞質に存在するようになること

が明らかになった。その際、核局在する多角体の形状は野生株と同じだが、細胞質に存在する多

角体は大型化し、四面体形状を示すことがあった。すなわち、POLHのアミノ酸配列は同じでも、

形成される場所の違いで多角体の形状が変化することが初めて示された。一方、33 番目の Rに

変異が入ると POLH の蓄積量が低下し、少数の四面体の多角体を形成することが明らかになっ

た。報告されているすべての POLH 配列をデータベースから取得し、KRKK の保存性について

調査したところ、R33はすべてのアルファバキュロウイルスで保存されていた。以上の結果から、

R33 は核移行よりもむしろ POLH の蓄積量に関与する重要な残基であることが判明した（投稿

論文準備中）。 

(2) BmNPV の p24 と呼ばれる遺伝子を欠損すると、立方体の多角体を形成することが明らかに

なった。さらに、組換えウイルスの作成によって、中国のグループから配列のみ発表されていた

四角の多角体を形成する変異体の原因が p24 における点変異によるものであることを明らかに

した（Kokusho and Katsuma, 2021, Virology）。ポリヘドリン遺伝子以外の遺伝子変異によって多角

体の形状が変化することを示した数少ない報告となった。 

一方、近縁である 2 種のバキュロウイルス AcMNPVと BmNPVの遺伝子比較を行い、AcMNPV

ゲノムに存在するが BmNPV にない遺伝子の機能を解析した。その結果、BmNPV において

AcMNPV の p94 遺伝子を発現させた際に多角体の産生量が低下することが明らかになった。

BmNPVのゲノム上には p94が欠損した痕跡が認められることから（Kamita et al., 1993, J. Virol.）、

BmNPVにおいて p94はポリヘドリンの発現に負に作用する遺伝子であると考えられた。 

(3) 脂肪体由来の培養細胞である NIAS-aff3に BmNPVを感染させた場合、通常用いている卵巣

由来 BmN-4細胞と比較すると多角体が大きくなり、立方体型になることが明らかになった。カ

イコ幼虫に BmNPVを感染させ、脂肪体に形成される多角体の形状を調査したが、他組織で形成

される多角体と差異は認められなかった（Matsuda-Imai and Katsuma, 2020, J. Invertebr. Pathol.）。

以上のことから、NIAS-aff3における形態異常多角体の形成は脂肪体の性質に依存するわけでは

なく、NIAS-aff3そのものの性質によるものであることがわかった。ウイルスが同じでも、感染・

増殖環境によって多角体の形状が変化することを示すことができた。 

(4) ポリヘドリンの高発現と宿主細胞ゲノム状態の関係を調査するために、BmNPV感染 BmN-4

細胞におけるユークロマチンマークである H3K4me3 修飾を調査した。その結果、BmN-4細胞に

おいて高発現している遺伝子は H3K4me3 修飾がエンリッチされていること、低発現の遺伝子は

その逆であることを確認した。BmNPV感染時でもこの傾向は変わらなかったが、ウイルス感染

が進行するに伴いこの修飾のエンリッチ傾向は弱まり、高発現している遺伝子の発現は減少し、

低発現の遺伝子の発現が上昇してくることが判明した。すなわち、ウイルス感染によって

H3K4me3 修飾の制御がリラックスし、宿主遺伝子の発現に影響が出ることが判明した（Shoji et 

al., 2021, Virus Genes）。 

(5) ケミカルスクリーニングの結果、BmNPV 感染時に Hsp90 阻害剤である 17-N-allylamino-17-

demethoxygeldanamycin (17-AAG)を添加すると多角体がほとんど形成されないことが明らかにな

った。詳細な解析の結果、その原因が初期遺伝子 ie1の転写抑制による delayed early、early、late

遺伝子の発現遅延によるものであることが明らかになった（Katsuma, 2021, Virus Res.）。 
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