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研究成果の概要： 

本研究は、殺虫スピードの異なる核多角体病ウイルス（NPV）を比較し、殺虫スピードを決定する要
因の解明を行った。その結果、殺虫スピードが遅いウイルスでは、ウイルスの増殖速度が遅く、さらに
昆虫の呼吸を司る器官である気管の周囲の細胞での感染が遅れることが分かった。また、当初、ウイ
ルスの形態からNPVであると考えて特性解明を行った宮崎県からの分離株が、実は、NPVではなく顆
粒病ウイルス（GV）であり、GV の形態異常変異株であることが明らかになった。 
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１．研究開始当初の背景 

バキュロウイルスは、鱗翅目昆虫に効果が

高く、微生物防除資材として有望視されてい

る。しかし、その殺虫機構の詳細や病原性に

関与する要因についてはまだ解明されてい

ない点が多い。1996 年につくば市の茶畑で

分離されたチャノコカクモンハマキ核多角

体病ウイルス（Adoxophyes honmai NPV, 

AdhoNPV）つくば株は、他の多くの核多角

体病ウイルス（NPV）と較べて殺虫スピード

が遅い slow-killing ウイルスである。たとえ

ば、NPV のタイプ種である Autographa 
californicaMNPV（AcMNPV）は、多くの宿

主昆虫を接種後約 5 日で致死させるが、



AdhoNPV つくば株は、それにくらべて約 10

日以上遅く、約 17 日後に宿主幼虫は致死す

る。さらに 1999 年に宮崎県の茶畑より分離

された AdhoNPV 宮崎株は、つくば株よりさ

らに約７日以上致死スピードが遅いことが

わかっている。これまでにバキュロウイルス

のゲノムにあるエクダイソン UDP-グルコシ

ルトランスフェラーゼ（EGT）の遺伝子を欠

損させることにより殺虫速度が速まるとい

う知見が報告されているが、AdhoNPV つく

ば株は、egt 遺伝子の配列を持っている。バ

キュロウイルスの殺虫スピードを決定する

要因については、未だまとまった知見がない

ため、殺虫スピードを決定する要因を解明す

ることにより微生物防除資材としての新し

い改良方法の発見が期待される。 

２．研究の目的 

本研究では、殺虫スピードの異なる

slow-killing や fast-killing の NPV をチャノ

コカクモンハマキ幼虫に接種し、その病理学

的性状を殺虫スピードに着目して明らかに

する。ウイルスの殺虫スピードに関連した要

因としては、ウイルス自体の増殖スピード、

増殖する組織の特異性（tissue tropism）、ウ

イルスのゲノムにコードされている殺虫ス

ピード関連遺伝子の発現などが影響してい

ると考えられる。本研究では、これらの要因

に着目して、上記のウイルス株を比較するこ

とにより、これらのウイルスが共通の宿主昆

虫において異なる殺虫スピードを発揮する

要因を明らかにする。 

 
３．研究の方法 

(1) AdhoNPVと AcMNPVの病理学的性状の比較 

殺虫スピードの遅い AdhoNPVと一般に殺虫ス

ピードの速い AcMNPV を用いて病理学的性状

の比較と殺虫スピード関連遺伝子の発現を

調査した。 

① 各NPV分離株のチャノコカクモンハマキ

幼虫に対する病理学的性状解析 

チャノコカクモンハマキ（以下宿主）にウイ

ルスを接種し、感染虫からウイルス包埋体を

遠心分離法により精製した。各ウイルス株を

接種した宿主幼虫の致死時間、包埋体生産量

を測定した。 

② Tissue Tropism の解明 

宿主幼虫にウイルスを接種し、経時的に接種

虫を解剖し、その組織を光学顕微鏡で観察し

た。 

③ EGT の活性と発現 

AdhoNPVとAcMNPVを宿主幼虫それぞれ１齢と

３齢に接種し、感染虫から体液を抽出しその

体液中の EGT の活性を測定した。すなわち、

トリチウムでラベルした 20H-エクダイソン

を基質として反応させ薄層クロマトグラフ

ィーで検出した。また、感染虫から RNA を抽

出し RT-PCR により egt 遺伝子の発現を検出

した。 

 (2) AdhoNPVとリンゴコカクモンハマキNPV

との比較 

チャノコカクモンハマキの近縁種であるリ

ンゴコカクモンハマキから分離された

Adoxophyes orana NPV (AdorNPV)が、分与さ

れた。また、日本でも東京で新たな AdhoNPV

が分離されたので、これらの分離株の病理学

的性状（殺虫スピード、致死ステージ等）を

解析した。それぞれのウイルスの DNA を抽出

し制限酵素切断片解析(REN)を行い、ウイル

スの遺伝子型が異なるかどうか確認した。ま

た、さらに殺虫スピードの異なるウイルス株

を得るために京都府でH18年とH19年にチャ

ノコカクモンハマキの野外採集を行ったが、

新たなウイルス分離株は得られなかった。 

(3) 宮崎株の特性解明と全塩基配列の決定 

宮崎県から分離された宮崎株の病理学的特

性すなわち殺虫スピードと半数致死濃度を



決定した。さらに、宮崎株包埋体からタンパ

ク質を抽出し主要な構造タンパク質のアミ

ノ酸配列を決定した。また、宮崎株感染虫の

組織から超薄切片を作製し電子顕微鏡で観

察した。また、宮崎株ゲノム DNA の全塩基配

列を決定した。 0
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(4) 殺虫スピード関連遺伝子組換えウイル

スの作製 
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① AdhoNPV 感受性細胞の探索 

AdhoNPV に感受性のある培養細胞を得るため

に、チャノコカクモンハマキの胚細胞より初

期培養を行った。 
15

 ② in vivo recombination 技術の開発 

通常は、培養細胞を使って行う相同組換えを

培養細胞ではなく昆虫の体腔内で行う技術

の開発を行った。ウイルス DNA をリポフェク

チンと共に幼虫体内に注射接種し、感染の有

無を確認した。 

図２ チャノコカクモンハマキ幼虫における包埋

体生産量． A)１齢幼虫に AcMNPV(ダイヤ：青）

と AdhoNPV(ダイヤ：赤)を接種した．B)５齢幼虫

に AcMNPV(四角：青）と AdhoNPV(四角：赤)を

接種した． OBｓ＝包埋体個数 

４．研究成果  

(1) 各 NPV分離株のチャノコカクモンハマキ

幼虫に対する病理学的性状解析 
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Α: maximum population size 

μ: maximum rate of increase  

λ: duration of the lag phase  
①AdhoNPV と AcMNPV との比較：宿主幼虫に

ウイルスを接種し、感染虫からウイルス包埋

体を遠心分離法により精製した。各ウイルス

株を接種した宿主幼虫の致死時間、包埋体生

産量を表１および図１に示す。 

 

 

その結果、１齢に接種した場合には、AcMNPV

の方が AdhoNPV に比べて有意に増殖の立ち

上がりが早く（λ）、また増殖速度も速かっ

た（μ）。一方、５齢接種では、AdhoNPV の

方が AcMNPV 有意に増殖速度（μ）が速くな

ったが、増殖までのラグタイムはほとんどな

く有意差はなかった（λ）。５齢の場合、致

死までの時間も AdhoNPV の方が AcMNPV より

も短い（表１）。これらのことからウイルス

の増殖速度が早いほど致死時間が短い。 

表１. AcMNPV および AdhoNPV を接種したチャノコカ

ク モ ン ハ マ キ 幼 虫 の 致 死 ま で の 日 数

 ② 各分離株の Tissue Tropism の解明 

接種濃度は、90%致死濃度． 宿主幼虫にウイルスを接種し、経時的に接種

虫を解剖し、その組織を光学顕微鏡で観察し

た。 

幼虫１頭あたりのウイルス包埋体生産量の

実測値から、Gomperz の近似式（以下式を参

照）を用いて下のパラメータを推測した．  
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図２ チャノコカクモンハマキの気管の光学顕微

鏡像．A) 非接種虫, B)AdhoNPV つくば株接種

後 9 日目（4 齢幼虫），C)AdhoNPV つくば株接

種後 15 日目（5 齢幼虫）, D)AcMNPV 接種後 4

日目（1 齢幼虫）. Bar は、 50μm. 感染細胞

を矢印で示す． 

これらの結果から、AcMNPV は、AdhoNPV に較

べて殺虫スピードが速い原因としては、増殖

のスピードが速いということ、さらに、気管

皮膜細胞での増殖が早く起こることによる

と考えられた。AdhoNPV で、気管皮膜細胞で

の増殖が遅れる原因は明らかにできなかっ

たが、５齢に接種した場合には、AdhoNPV の

方が、AcMNPV よりも増殖スピードが速く致

死時間も早いことから、AdhoNPV は５齢にな

るまで気管皮膜細胞などでの増殖が何らか

の要因により抑制されていることが示唆さ

れた。 

③ EGT の活性と発現 

AdhoNPV と AcMNPV 感染虫から RNA を抽出し

RT-PCRにより egtの発現を検出したところ、

AdhoNPVも AcMNPVもウイルス接種1日目から

増幅が確認された。次に、感染虫の体液中の

EGT 活性を測定した（図３）。その結果、AcMNPV

では、接種後 1日めから EGT 活性が認められ

るに対して、AdhoNPV では、５齢にまるまで

(約 12 日)EGT 活性が認められず、宿主が５

齢になってから初めて活性が認められた。 

40 42 40 4250 52 54 M

AdhoNPV-ts

Se
E -

EG -

40 42 40 4250 52 54 M Se
E -

EG -

AcMNPVAcMNPVAdhoNPV-ts
 

図３ ウイルス感染チャノコカクモンハマキ幼虫

の 体 液 中 の EGT 活 性 ． E:20H-ecdysone, 

EG-glucosylated 20H-ecdysone. 4 齢でウイルス

接種し体液を採取した（大きな数字が幼虫齢、

右肩の小さい数字が脱皮後日数）. M:非接種

虫、Se:シロイチモジヨトウ. 

 (2) AdhoNPV と AdorNPV との比較： 

REN での解析の結果、AdhoNPV つくば株と

AdhoNPV 東京株、AdorNPV イギリス株、オラ

ンダ株の遺伝子型は異なっていた。さらに、

１齢の宿主幼虫に接種して半数致死時間を

調べたところ、東京株は、15 日でつくば株

（19 日）同様長いのに対し、イギリス株は、

６日、オランダ株は 13 日であった。また、

その致死ステージ（図４）を見ると、東京株

ではつくば株同様に宿主が終齢になってか

ら致死させるのに対し、イギリス株は、主に

２齢で致死させた。また、オランダ株は、様々

な齢で致死させるが、このウイルス懸濁液を

希釈して宿主に接種することにより in vivo 

cloning を行った結果、このオランダ株は、

つくば株に似た slow-killing のウイルスと

fast-killing のウイルスが混ざっていたと

いうことが分かった。イギリス株を分離した

グループの研究によりイギリス株の全塩基

配列が発表された（Hilton and Winstanley, 

2008）。これによるとつくば株とイギリス株

は非常に近縁なウイルスであるが、イギリス

株では、egt 遺伝子の機能ドメインの欠損が

認められた。このことから、イギリス株とつ

くば株の殺虫スピードの違いに egt 遺伝子

が関与している可能性が示唆される。 
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図４ AdhoNPV(つくば株；ts 青、東京株；to 緑)

および AdorNPV(イギリス株；UK 赤, オランダ

株；Ductｈ黄色)を１齢のチャノコカクモンハマキ

幼虫に接種した場合の致死ステージ. 

*Hilton and Winstanley (2008) J Gen Virol, 
89, 2898-2908. 

(3) 殺虫スピード関連遺伝子の探索 

宮崎株の特性解明と全塩基配列の決定 

当初、殺虫速度のさらに遅い NPV(宿主幼虫１

齢接種の場合致死までに 40日間)として特性

解明をした宮崎分離株は、電子顕微鏡観察お

よび包埋体の主要なタンパク質のアミノ酸

シーケンスや一部のゲノム DNAの塩基配列か

らリンゴコカクモンハマキから分離された

Adoxophyes oranaGV（AdorGV）と極めて近縁

のウイルスであることがわかった。ウイルス

包埋体の透過型電子顕微鏡（図３）を比較す

ると AdorGV(A)に較べて包埋体の大きさや形

が著しく異なるが、包埋体中に見られるウイ

 

図３ リンゴコカクモンハマキGV （A)と宮崎株(B)
の包埋体．

 

ルス粒子の数は、通常の GV と同様に約１個

（或いは切片の位置により 0 個）であった。

宮崎株のゲノム DNAの全塩基配列を決定した

ところ、AdorGV のもつすべての推定 ORF が認

められ、またこれらのすべての ORF が 95％か

ら 100％一致した。さらに宮崎株の性状解析

を進めることにより包埋体の形成に関与す

る遺伝子も特定できると期待される。 

AdhoNPV-ts 

AdorNPV-En 

AdhoNPV-to 

AdorNPV-Ne 

 (4) 殺虫スピード関連遺伝子組換えウイル

スの作製 

① AdhoNPV 感受性細胞の探索 

AdhoNPV に感受性のある培養細胞を得るため

に、チャノコカクモンハマキの胚細胞より初

期培養を行ったが、AdhoNPV に感染可能な細

胞は得られなかった。 

② in vivo 組換え技術の開発 

ウイルス DNAをリポフェクチンと共に幼虫体

内に注射接種したところ、ウイルス感染が確

認された。今後は、トランスファーベクター

を構築し、ウイルスゲノム DNA と同時に幼虫

体腔に注射接種することにより組換えウイ

ルスの構築を目指す（H22 年～H24 年におい

て計画中、基盤研究 C）。 

(5）まとめ 

本研究により、AdhoNPV つくば株は、殺虫ス

ピードが早い AcMNPV に較べて５齢（終齢）

になるまで気管皮膜細胞などでのウイルス

の増殖や抑えられることが示唆された。また、

AdhoNPV は、AcMNPV に較べて EGT 活性の上昇

が遅く、これも５齢になるまで活性が認めら

れなかった。一方、fast-killing の AdorNPV

イギリス株では、egt 遺伝子の欠損が確認さ

れている。今後は、AdhoNPV におけるウイル

ス増殖の抑制と EGT活性との関係を明らかに

する必要がある。AdhoNPV に増殖可能な培養

細胞がないが、in vivo 組換え技術を開発す

ることにより、egt 遺伝子とバキュロウイル

スの殺虫スピードとの関係を証明すること

ができると考えられる。 
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