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研究成果の概要（和文）：これまでに，カイコ細胞において，核多角体病ウイルス（NPV）感染に対する抗ウイ
ルス応答としてrRNAが分解減少することを報告した．本研究では，rRNA分解の誘導機構を明らかにすることを目
的とした．rRNA分解を誘導する因子としてAutographa californica NPVのp143遺伝子（ac-p143）を同定した．
さらに，誘導に関わるAc-P143のドメイン解析，Ac-P143と相互作用するカイコ細胞因子の探索，rRNA分解を誘導
するためのシグナル伝達因子の探索を行った．

研究成果の概要（英文）：We previously showed that rRNA degradation occurs in Bombyx cells (BM-N 
cells) as an antiviral immune response during abortive infection with heterologous 
nucleopolyhedroviruses (NPVs). In the present study, we examined the induction mechanisms of rRNA 
degradation in Autographa californica NPV (AcMNPV) infected BM-N cells. We identified AcMNPV p143 
(ac-p143) as an inducer of rRNA degradation. And then, we investigated the domain of Ac-P143 
responsible for rRNA degradation, the cellular factors interacting with Ac-P143, and the signal 
transduction factors responsible for induction of rRNA degradation.

研究分野：昆虫ウイルス学
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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． 
 私たちはこれまでの研究により，カイコ細
胞において不全感染となる種々のNPVによっ
て，カイコ細胞の rRNA が分解減少すること
を明らかにし，これにより全タンパク質合成
停止となることを示唆した．さらに，rRNA 分
解を誘導する因子としてアメリカシロヒト
リ NPV から p143 遺伝子を同定し，AcMNPV を
含む他の NPVの p143 遺伝子も同様に rRNA 分
解を誘導することを明らかにした． 
 そこで，rRNA 分解の誘導機構を，NPV の
p143 遺伝子とカイコ細胞を用いて明らかに
することを計画した． 
 
２．研究の目的 
 NPV の p143遺伝子とカイコ細胞を用いて，
rRNA 分解の誘導機構を明らかにすることを
目的とした．P143 と相互作用する細胞タンパ
ク質を同定し，rRNA 分解を誘導するためのシ
グナル伝達因子を明らかにする．さらに，
rRNA 分解に関わる細胞因子を明らかにする
ことによって rRNA 分解機構の解明を目指し
た． 
 
３．研究の方法 
(1) Autographa californica MNPV（AcMNPV）
の P143（Ac-P143）と相互作用するカイ
コ細胞因子を共免疫沈降法により探索
した．ホ乳動物細胞用の TAP System
（ Tandem Affinity Purification 
System）を昆虫細胞用に改変し，ac-p143
遺伝子を挿入することによって Ac-P143
発現プラスミドを作製した．Ac-P143 発
現プラスミドを BM-N 細胞で一過性発現
させ，発現細胞から相互作用するタンパ
ク質を共免疫沈降法により精製した． 
 
(2) rRNA 分解を誘導するためのシグナル伝
達因子の探索を目的として，AcMNPV ある
いは Bombyx mori NPV（BmNPV）感染細胞
と偽感染細胞から経時的にRNAを回収し，
次世代シーケンサーを用いたRNA-seq解
析をおこなった． 
 
(3) rRNA 分解に関わるウイルスの感染現象
を特定するため，AcMNPV 感染カイコ細胞
において初期遺伝子発現，DNA 複製，後
期遺伝子発現にかかわるウイルス遺伝
子をRNAi法によりノックダウンし，rRNA
の分解量が減少する感染現象を調査し
た． 

 
 
４．研究成果 
(1) Ac-P143 と相互作用する細胞因子の同定 
 Ac-P143 発現プラスミドを一過性発現させ
たカイコ細胞からAc-P143と相互作用するタ
ンパク質を共免疫沈降法により精製した．
SDS-PAGE 法により精製された細胞タンパク
質のバンドを確認することができた．しかし，
N 末端配列の解析や抗体作製を進めるために
十分な量のタンパク質を回収することはで
きなかった． 
 
(2) rRNA分解誘導にかかわるAc-P143のドメ
イン解析 
 Ac-P143 の部分欠損体の一過性発現解析を
行った．その結果，rRNA 分解には N末端側の
配列（1-599）が必要であり，C末端側の配列
（600-1221）は関与していないことが示され
た． 
 一過性発現による全長Ac-P143の発現量は
少なく，共免疫沈降法の実験が停滞していた
が，Ac-P143 の N 末端側の配列（1-599）を用
いることによって発現量が増え，カイコ細胞
因子の候補を複数種検出することができた． 
 
(3) rRNA 分解を誘導するためのシグナル伝
達因子の同定 
 感染時間に伴うカイコ細胞遺伝子発現変
動を比較した結果，AcMNPV 感染細胞において，
BmNPV 感染細胞よりも多くの遺伝子の発現レ
ベルが変動することが明らかとなった．その
中で，発現レベルが減少する遺伝子群につい
ては，Real-time qRT-PCR 解析によって再現
性を確認することができた．発現レベルが減
少する遺伝子群の中には，リボソームに関連
する遺伝子とアポトーシスに関連する遺伝
子が含まれていた． 
 
(4) 全タンパク質合成停止をレスキューす
るカイコ NPV 因子の探索と同定 
 Ac-P143 および BmNPV の P143（Bm-P143）
の間でアミノ酸置換を行い，全タンパク質合
成停止をレスキューするBm-P143のアミノ酸
配列を決定した．その結果，Bm-P143 の ScH
と呼ばれる190アミノ酸残基の領域がレスキ
ューに関わることを明らかにした． 
 AcP143ScHとBmP143ScHでは14アミノ酸残
基が異なっていた．そこで，それぞれのアミ
ノ酸残基を置換することによって，
AcP143ScH の 6 アミノ酸残基が rRNA 分解誘
導に関与することを明らかにした． 
 
(4) rRNA分解に関わるウイルス感染現象の特
定 
 AcMNPV 感染カイコ細胞において，RNAi 法
により初期遺伝子発現，DNA 複製，後期遺伝
子発現に関わる AcMNPV 遺伝子のノックダウ
ン解析を行った．その結果，いずれの遺伝子
のノックダウンによっても rRNA の分解量は



変化せず，ac-p143 遺伝子のノックダウンに
よってのみ分解量が減少した．したがって，
rRNA分解はac-p143遺伝子の発現によって誘
導されることが明らかとなった． 
 ac-p143 遺伝子の一過性発現によって誘導
される rRNA の分解量は，AcMNPV 感染細胞で
認められるrRNAの分解量よりも少なく，rRNA
の分解を増強させるウイルスの感染現象の
存在を予想しているが，今回の結果からその
感染現象を特定することはできなかった．  
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