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研究成果の概要（和文）：微生物の殺虫効果を増大させるタンパク質フゾリンの作用機作の一環として、フゾリ
ンが昆虫中腸内の囲食膜に直接作用することを、虫体の免疫組織化学的手法により初めて明らかにした。さら
に、プロテアーゼ阻害剤を食したカイコ囲食膜のフゾリンによる破壊程度が低下する現象を発見し、破壊プロセ
スの終盤に中腸内プロテアーゼが関与している可能性を発見した。更に、海外の研究者らとの共同研究によりフ
ゾリンの立体構造解析等を行い、フゾリン類がキチンモノ酸化酵素であり、消化液の高アルカリによってその結
晶体から遊離して初めて活性を発揮することを明らかにした。また、フゾリン添食後の囲食膜形態の定性的変化
を詳細に明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We firstly elucidated that the protein fusolin directly act on the 
peritrophic matrix (PM)in an insect by using immunohistochemistry in the midgut of the insect. 
Furthermore considerably large tubular PM was obtained in the administration of protease inhibitor 
mixture with spindles, although the tube was very fragile compared with a intact tubular PM. This 
strongly suggested that some type(s) of midgut protease(s) is also involved in the disruption the PM
 but was inhibited by the mixtured inhibitors. Our collaboration with foreign researchers to study 
atomic structure of fusolin revealed that it is a metal ion-dependent lytic chitin monooxygenase and
 that fusolin becomes active after it is released from its crystal, spindles, by a high alkaline pH 
in the midgut. In addition, we revealed that administration of fusolin crystal soon led to some 
changes in the PM and that detailed different statuses in morphology of the PM at different times 
after spindle administration.

研究分野：昆虫病理学
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１．研究開始当初の背景 

農林・衛生害虫防除のための化学農薬は不

可欠なものであるが、人畜や環境への悪影響

の可能性を有する。このため、化学農薬低減

方策の一環として、人畜・環境への負荷の少

ないウイルス等の微生物を原料とする微生

物農薬の利用拡大が望まれてきたが、生産コ

スト高等に起因する高価格や対象害虫が限

られる等の理由で普及はあまり進んでいな

い。ウイルス農薬でこの状況を打破するため

には、核多角体病ウイルス（NPV）の殺虫力

を強化して害虫防除に必要なウイルス使用

量を低減することによる低コスト化を実現

することが重要である。この低コスト化がウ

イルス農薬の普及を促進すると考えられる

ためである。NPV の殺虫力増強法としてウイ

ルス感染を増強させる感染増強剤を併用す

る方法が考えられている。 

研究代表者らは、コガネムシ類に寄生する

昆虫ポックスウイルス(EV)が宿主内に大量

に産生する封入体の一種であるスピンドル

の構成タンパク質フゾリン（図１。スピンド

ル）が、EVを初め、NPV の感染力を大きく増

強すること、さらには、BT製剤やその結晶性

毒素の殺虫活性も高めることを発見した。従

って、EV やバキュロウイルスに広く見られる

フゾリン（バキュロウイルスのものは GP37

とも呼ばれる）は、感染増強のための強力な

ウイルス農薬補助剤や、Bt（ Bacillus 

thuringiensis）毒素を導入した GM 作物への

導入による害虫への抵抗性の向上に利用さ

れる潜在性を有する。現在は、フゾリン・ス

ピンドルの生産コストは高いが、生産・利用

コストが、市場価格面で化学農薬と太刀打ち

できるレベルになれば、ウイルス等を原料に

した微生物農薬の普及促進に繋がる。 

これらの増強作用は、幼虫の中腸囲食膜をフ

ゾリンが破壊することによって生じる。フゾ

リンが、囲食膜の主成分であるキチンに対し

て in vitro で高い結合能を持つことから、

中腸内でキチンに結合するものと考えられ、

これが囲食膜破壊に強く関与する可能性が

あるが、破壊にいたるメカニズムは不明であ

った。更に、代表研究者のグループはスピン

ドルとフゾリンの立体構造を初めて解明し

たため、これによりフゾリンのキチン結合モ

チーフの立体構造も明らかになったが（当時

未発表）、キチン結合性をさらに高めた改変

フゾリン作製のための重要データが得られ

た。 

 活性型フゾリンの in vitro 生産法は、こ

れまでに大腸菌、代表者らによるバキュロウ

イルス発現系利用のものがあるが、さらに、

代表者らは当時、酵母外来遺伝子発現系にフ

ゾリン遺伝子を導入している。 

   

図１．スピンドル（フゾリンの 

結晶体）。バー：10μm 

 

２．研究の目的 

 近年、囲食膜が、害虫防除のための微生物

農薬として利用されている微生物の中腸細

胞への感染を物理的に抑制していることが

広く認識されるようになってきている。一方、

フゾリンには囲食膜破壊作用があるため、こ

の作用を微生物農薬使用の際の障害である

囲食膜機能の排除に活用することが考えら

れる。本研究では、フゾリンによる囲食膜破

壊のメカニズム解明を通じた最適作用条件

の検討と破壊作用モチーフ等の改変による

高活性な改変フゾリンの開発・利用技術等を

確立し、これによって、ウイルスや Bt 菌を

原料とした微生物農薬の活性強化および低

コスト化を図ることを目的とする。 

 



３．研究の方法 

（１）フゾリンの囲食膜破壊メカニズムの解

明 

 中腸のパラフィン切片に対するフゾリン

抗体を使用した免疫組織学的手法により、フ

ゾリンの局在部位を解明するとともに、消化

酵素（数種のプロテアーゼ）の阻害物質をカ

イコに投与することにより、囲食膜崩壊にお

ける消化酵素の役割の有無等を解析した。 

 さらにスピンドル以外に消化酵素（数種の

プロテアーゼ）阻害物質を食したカイコ幼虫

から抽出した消化液中の中腸内プロテアー

ゼ活性を蛍光測定器で測定した。 

 
（２）フゾリンの立体構造と機能との関連の
解明 

 立体構造と機能との関連の解明のために、 

大腸菌にフゾリン遺伝子の機能部位（5’側。

全長の 2/3）を組み込み大量発現を試みた。 

 また、産生されたこのフゾリンの活性をカ

イコーカイコNPVの系での死亡率の変化の有

無により評価を試みた。 

 
（３）酵母発現系の解析 

 ３種のフゾリン（フゾリン遺伝子全長＋ 

His タグ、フゾリン遺伝子全長のみ、フゾリ 

ン遺伝子の活性部位＋His タグ）のいずれか 

を導入した３系統の酵母（Pichia pastoris  

x-33）でのフゾリンの発現の有無を、 

SDS-PAGE、ウェスタンブロッティングにより 

確認した。 

 さらに、酵母によるフゾリン生産量が増量

させる培養条件（培養時間、培地等）を検討

した。 

 最終年度は、研究機構外部と共同で、フゾ

リン配列を加工して酵母外来遺伝子発現系

で発現させる実験に着手した。 

 

（４）フゾリン結晶体（スピンドル）の害虫

への投与量の節約法の開発 

 ドウガネブイブイ EV の非宿主昆虫（カイ

コ、ハスモンヨトウ）の消化管内でスピンド

ルがフゾリンへと溶解せず排出される状況

を解明するために、同幼虫の in vitro にお

ける消化液中や体内でのスピンドルの溶解

性を光学顕微鏡で観察した。 

更に、クワ葉または人工飼料育カイコの消

化液による NPV 多角体の溶解実験を行い、餌

の違いによる多角体等の溶解性の違いの有

無を調査した。 

 

４．研究成果 

（１）フゾリンの囲食膜破壊メカニズムの解

明 

 フゾリンが囲食膜に直接結合することが

in vivo で初めて示された。また、フゾリン

は、囲食膜の前部から後部まで、また内部に

も結合しており、全体的に結合することが明

らかになった。 

プロテアーゼ阻害剤カクテル投与の場合

は囲食膜がほぼそのまま残っていたのに対

して、EDTA 投与では逆に、スピンドル単独投

与の場合以上に囲食膜崩壊が進行しており、

完全消失していた。このことから、プロテア

ーゼが囲食膜崩壊プロセスの後半で崩壊に

関与していることと、フゾリンがメタロプロ

テアーゼにより分解を受けその機能が低下

していることが推察された。また、プロテア

ーゼ阻害剤カクテル投与の幼虫の中腸液の

プロテアーゼ活性は、スピンドルのみを食し

た幼虫の同よりも活性が低い傾向が認めら

れた。これらの事から、フゾリン投与による

囲食膜崩壊は、以下の様な２段階のステップ

で生じる可能性が高いと考えられた。第一段

階としては、フゾリンが囲食膜に結合・作用

し、膜の立体構造が変化するとともに、膜の

キチンの酸化分解を起こす。次に、膜立体構

造の変化により消化管内のプロテアーゼが

膜のタンパク質にアクセス可能となり、タン

パク質を分解し、キチン膜の露出を起こしぜ

い弱化を進める。これにより、フゾリンのキ

チンへの結合とその分解が一層進み、大規模



な崩壊へといたる。 

（２）フゾリンの立体構造と機能との関連の

解明 

 フゾリン遺伝子の機能部位のみのフゾリ

ンをカイコ３齢幼虫に多量に（24µg/幼虫）

食させた後、カイコ NPV 感染増進活性を調査

したが、その活性はきわめて弱かったことか

ら、糖鎖が付加されない場合は、活性に C末

端が必要なことが示唆された。 

 

（３）酵母発現系の解析 

  作成済みの組換え酵母 50クローンを LB培

地や BMMY 培地、初日 LB培地で２日目が BMMY

培地使用で培養し、菌体および培養上清での

フゾリン発現を SDS-PAGE、ウエスタンブロッ

ティングにより解析した。現時点では、発現

の確認に至っていない。 

所外の研究者と共同で、フゾリン配列を酵

母外来遺伝子発現系で発現し易いコドンに

改変した。 

 

（４）フゾリン結晶体（スピンドル）の害虫

への投与量の節約法の開発 

 スピンドルはカイコ、ハスモンヨトウ消化

液中いずれでもほとんど形態に変化が観察

されず、きわめて難溶性であることが判明し

た。従って、溶解性を向上させることがスピ

ンドル使用の効率化に重要であることが判

明した。 

 NPV 多角体の溶解実験では、クワ葉または

人工飼料育いずれの幼虫の消化液でも良好

な溶解の再現性が低かった。このことから、

中腸内での比較的限られた条件下で高い溶

解が生じる可能性を見出した。 
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