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研究成果の概要（和文）：これまでに，核多角体病ウイルス（NPV）感染によって，全タンパク質合成停止となりウイ
ルスの増殖が抑制されるカイコ培養細胞（BM-N細胞）において，rRNAが分解減少することを報告した．本研究では，全
タンパク質合成停止の分子機構の解明を目的として，rRNA分解に関わるRNase遺伝子と，RNase活性を調節しているRNas
eインヒビターの遺伝子の同定と機能解析を行った．さらに，BM-N細胞で増殖できるカイコNPVから，rRNA分解を回避す
る因子の同定を行った．

研究成果の概要（英文）：Previously, we demonstrated that rRNA degradation occurs in Bombyx cells (BM-N cel
ls) during abortive infection with heterologous nucleopolyhedroviruses (NPVs). rRNA degradation is likely 
linked to the global protein synthesis shutdown observed in BM-N cells infected with heterologous NPVs. In
 the present study, we examined the molecular mechanisms of rRNA degradation of BM-N cells. We cloned cDNA
s of RNase and RNase inhibitor from BM-N cells possibly responsible for rRNA degradation, and functional a
nalyses were performed by the transient gene expression and RNAi-based gene silencing. We also examined th
e possible Bombyx mori NPV factor(s) responsible for inhibition of rRNA degradation in BM-N cells.
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１．研究開始当初の背景 
 核多角体病ウイルス（NPV）が不全感染と
なる昆虫細胞では，しばしば，細胞のタンパ
ク質合成だけでなく，ウイルスのタンパク質
合成も停止し，全タンパク質合成停止となる
ことが報告されてきた．この全タンパク質合
成停止は，感染昆虫細胞がウイルスの増殖を
阻止するために発動する生体防御戦略の重
要な要素であるにもかかわらず，ほとんど研
究されてこなかった． 
 私達はこれまでに，NPV 感染によって全タ
ンパク質合成停止となるカイコ由来の BM-N
細胞で，リボソーム RNA（rRNA）が断片化を
伴って分解減少することを明らかにした．こ
の rRNA の分解減少が，全タンパク質合成停
止の主因であると考えられた．そこで，全タ
ンパク質合成停止を誘導する NPV と BM-N 細
胞を用いることによって，rRNA の分解機構と
分解の誘導機構，ウイルスによる全タンパク
質合成停止を回避する機構が解析できると
考え，本研究課題を立案した． 
 
２．研究の目的 
 本研究は，核多角体病ウイルス（NPV）
感染にともなって，昆虫細胞が発動する
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いる．この全タ
ンパク質合成停止は,感染細胞がウイル
ス増殖を阻止するために発動する生体
防御機構の 1 つと考えられる．本研究は，
rRNA の分解機構と分解の誘導機構，ウ
イルス感染による全タンパク質合成停
止を回避する機構を明らかにすること
によって，rRNA の分解を介した全タン
パク質合成停止の分子機構の解明をめ
ざした． 
  
３．研究の方法 
(1) カイコゲノム情報から，リボソーム RNA
（rRNA）の断片化に関わる RNase の候補遺伝
子として，酵母 IRE1 相同体である BmIRE1 を
探索し，RACE 法により cDNA を単離した．
BmIRE1 遺伝子発現ベクターを構築し，BM-N
細胞で一過性発現させ，rRNA の切断・分解を
調査した． 
 
(2) BmIRE1 dsRNA を BM-N 細胞に導入し，
BmIRE1 をノックダウンした細胞を用いて，
NPV 感染による rRNA 分解を調査した．また，
BmIRE1 を一過性発現させた細胞において，
BmXBP1 mRNA のスプライシングを PCR 法によ
り調査した． 
 
(3)ショウジョウバエ RNaseL インヒビター
の相同体として，DmRLI が同定されている．
ショウジョウバエは，RNaseL を持たないが，
その相同体として DmIRE1 をもつことから，
DmRLIはDmIRE1のインヒビターであることが
予想された．そこで，カイコゲノム情報から，
BmRLI を探索した結果，相同体である BmRLI

が見出された．そこで，RACE 法により BmRLI 
cDNA を単離し，BM-N 細胞への一過性発現に
より，BmIRE1 に対する抑制活性を調査した．
さらに，NPV 感染にともなう BmRLI 遺伝子の
発現変動を，定量RT-PCR法により調査した． 
 
(4) AcNMNPV の P143（Ac-P143）と，カイコ
NPV の P143（Bm-P143）の組換えタンパク質
を発現するベクターを構築し，BM-N 細胞にト
ランスフェクションすることにより，rRNA 分
解に関わるドメインの検索を行った． 
 
 
４．研究成果 
(1) BM-N 細胞における RNase 遺伝子 BmIRE1
のクローニング 
 動物細胞において，小胞体ストレスに応答
して誘導される翻訳抑制に，28S rRNA の切断
が関与していることが報告されている．rRNA
の切断には，IRE1βと呼ばれる I型膜貫通キ
ナーゼ/リボヌクレアーゼである小胞体タン
パク質が機能している．そこで，本研究では
IRE1β のカイコ相同体 cDNA を探索し，その
機能解析を行った．まず，ショウジョウバエ
で同定されている IRE1 相同体のアミノ酸配
列を用いて，カイコゲノムのデータベースを
検索した結果，IRE1 相同体をコードする遺伝
子(BmIRE1)の存在が見出された．そこで，
BmIRE1 cDNA を RACE法によりクローニングし
た．得られた cDNA は 1020 アミノ酸残基から
なるタンパク質をコードし，N 末端側から膜
貫通ドメイン，セリン/スレオニンキナーゼ
ドメイン，RNase ドメインを持つことがわか
った．BmIRE1 cDNAを発現ベクターに挿入し，
BM-N 細胞で一過性発現を行い，rRNA の分解
を調査した．その結果，BmIRE1 の発現はウ
ェスタンブロット法により確認できたが，
rRNA の分解は認められなかった．さらに，
BmIRE1 の発現を RNAi 法によりノックダウン
させた BM-N 細胞を用いて，NPV 感染により誘
導される rRNA の分解が抑制されるかどうか
を調査した．その結果，BmIRE1 のノックダウ
ンによる rRNA 分解への影響はほとんど認め
られなかった．したがって，今回の結果から，
BmIRE1 が NPV 感染 BM-N 細胞に誘導される
rRNA の分解に関与していることを示すこと
はできなかった． 
 
(2) BM-N 細胞における RNase 遺伝子 BmIRE1
の機能解析 
 動物細胞の IRE1α およびショウジョウバ
エの IRE1 は，転写因子である XBP1 の mRNA
のスプライシングを行い，スプライシングを
受けた XBP1 mRNA は翻訳され，小胞体シャペ
ロン群の転写を誘導する．そこで，カイコの
XBP1 相同遺伝子(BmXBP1)を同定し，BmIRE1
による BmXBP1 mRNA のスプライシング活性を
調査した．まず，BmIRE1 遺伝子を一過性発現
させた BM-N 細胞において，BmXBP1 mRNA のス
プライシングは検出されなかった．しかし，



BM-N 細胞をツニカマイシン処理することに
よって小胞体ストレスを誘導した場合にも，
BmXBP1 mRNA のスプライシングは検出されな
かった．したがって，カイコでは IRE1 によ
る XBP1 mRNA のスプライシングは保存されて
いない可能性がある．つぎに，XBP1 mRNA の
スプライシングが確認されているショウジ
ョウバエ由来の S2 細胞を用いて，BmIRE1 遺
伝子の一過性発現を行った．その結果，コン
トロールに用いた EGFP 発現プラスミドを導
入した細胞においてもショウジョウバエ
XBP1 mRNA のスプライシングが観察され，一
過性発現させた BmIRE1 のスプライシング活
性を検出することができなかった． 
 
(3) BmIRE1のインヒビターであることが予想
される BmRLI のクローニングと機能解析 
 BM-N 細胞から，BmRLI 遺伝子のクローニン
グを行った．BmRLI 遺伝子を発現プラスミド
に挿入し，BM-N 細胞に一過性発現させること
により，rRNA 分解の抑制活性を調査した．そ
の 結 果 ， Autographa californica MNPV
（AcMNPV）感染により誘導される rRNA 分解
に対して，抑制活性は認められなかった．そ
こで，AcMNPV およびカイコ NPV をそれぞれ
BM-N 細胞に感染させて，各ウイルス感染細胞
におけるBmRLI遺伝子の発現変動を調査した．
その結果，rRNA 分解が誘導されないカイコ
NPV 感染では，BmRLI 遺伝子の mRNA 量は，感
染時間に伴って増加する傾向が認められた
のに対し，AcMNPV 感染細胞では，感染後 24
時間において BmRLI 遺伝子の mRNA 量は減少
した．したがって，阻害因子である BmRLI の
発現は，rRNA 分解誘導とパラレルに減少して
いることが示された． 
 
(4) rRNA 分解を誘導するウイルス因子 P143
のドメイン解析 
 rRNA 分解を誘導する AcNMNPV の P143
（Ac-P143）と，rRNA 分解を誘導しないカイ
コ NPV の P143（Bm-P143）の組換えタンパク
質を BM-N 細胞で発現することにより，
Ac-P143のrRNA分解誘導に関わるドメインの
解析を行った．その結果，Ac-P143 タンパク
質の宿主特異性決定に関わるドメインが，
rRNA 分解に関与していることが示された． 
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