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研究成果の概要（和文）： 

カイコの TIA-1 相同性タンパク質（BmTRN-1）は、RNA認識領域（RRM）を有する RNA 結合タ

ンパク質である。BmTRN-1 の発現を人為的に増減させた細胞や個体では、バキュロウイルス感

染時のタンパク質発現量に影響が見られた。またウイルス感染の際に、細胞質において BmTRN-1

を含む凝集体の形成も観察された。BmTRN-1 と共沈する因子としてカイコを宿主とする

nucleopolyhedrovirus 由来の核酸認識タンパク質が見いだされた。したがって、BmTRN-1はウ

イルス由来のタンパク質と相互作用して細胞質凝集体形成に関わるとともに、ウイルスのタン

パク質発現量を低下させることが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： 

BmTRN-1 from the silkworm, Bombyx mori, is an RNA-binding protein homologous to 

mammalian TIA-1/TIAR, that possesses three RNA recognition motifs (RRMs) followed by a 

C-terminal auxiliary domain. Previous studies showed that the function of the BmTRN-1 is 

possibly involved in several mechanisms of RNA metabolism including the regulation of transcripts 

in the Bombyx cultured cells. In this study, the RRM2 and RRM1 domain of BmTRN-1 were found 

to be related to its nuclear export and nuclear accumulation, respectively. Also, Analyses by using 

the expressed GFP-BmTRN-1 fusion protein in the cells indicated that the BmTRN-1 distribution is 

drastically changed, and further indicated that the protein is distributed in the cytoplasm and forms 

aggregate structure, especially when the cells are infected by a baculovirus, Bombyx mori 
nucleopolyhedrovirus (BmNPV). Protein expression level of a BmNPV reporter protein was shown 

to be altered both by the BmTRN-1-overexpression and BmTRN-1-knockdown in the cultured cells 

and the transgenic individual tissues. In addition, we found that BmTRN-1 interacts with one of the 

BmNPV’s nucleic acid-binding protein and the C-terminal auxiliary domain of BmTRN-1 is 

important for its interaction with the viral protein. Thus, it was indicated from these findings that 

the interaction between BmTRN-1 and the viral protein relates to the possible cellular function of 

resisting baculovirus proliferation. 
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１．研究開始当初の背景 

すでに昆虫細胞・個体は、天然型に近

い有用外来タンパク質を合成させるバイ

オリアクターとして活用されてきている。

従来から、バキュロウイルスベクターの強

力なプロモーターが利用される。 

カイコ培養細胞を用いた申請者の以

前の研究から、 RNA 結合タンパク質

（BmTRN-1）の一時的ノックダウンによっ

て、プラスミドベクターからの外来レポ

ーター遺伝子産物が最大２０倍の生産率

上昇することが示されていた。 

すなわち、転写産物調節性 RNA 結

合タンパク質である BmTRN-1 の働きによ

り、外来タンパク質の種類によっては転

写産物（メッセンジャーRNA）が細胞内で

排除されるため、結果として産物タンパ

ク質合成率が低下するケースのあること

がわかってきた。 

また最近では BmTRN-1 を過剰発現す

る細胞内で、バキュロウイルス自体の増

殖も抑制されることが明らかとなった。

ウイルス感染過程で BmTRN-1 が細胞質顆

粒をつくり、この場所でウイルス転写産

物の機能を阻害していることが示された。 

BmTRN-1 タンパク質の細胞内におけ

る具体的な役割として、タンパク質翻訳

の鋳型となる転写産物－タンパク質複合

体（翻訳複合体）の形成の妨害または安

定性制御による転写産物不安定化が考え

られる。 

BmTRN-1の細胞内標的となるのは、不

要化した不適合翻訳複合体や細胞内で不

適合性を有するウイルス遺伝子など外来

遺伝子由来の翻訳複合体などが考えられ

る。 

 

２．研究の目的 

昆虫の個体内で転写産物調節性の

BmTRN-1 を人為的に抑制することが可能と

なれば、外来タンパク質生産効率化とウイ

ルス増殖性上昇効果を個体の中で同時に実

現できた最適有用タンパク質生産用カイコ

を作り出すことも可能と考えられる。これ

までに生産量の点で問題があった外来タン

パク質の生産効率を改善することに貢献す

ることができる。 

逆に BmTRN-1や同類タンパク質の過剰

発現を起こす操作によってその機能を強化

することにより、ウイルス耐性カイコの作

出も可能である。したがって、個体の形質

転換による BmTRN-1の継続的なノックダウ

ン操作方法と継続的な過剰発現方法を模索

し、その有効性を調べることを課題目標と

して設定した。課題は以下の通りである。 

①培養細胞内 BmTRN－1の人為抑制および

過剰発現が及ぼすウイルス転写産物

に対する影響の解析 

②昆虫個体内における BmTRN-1 過剰発現

およびノックダウンが及ぼすウイル

ス感染への影響 

③ウイルス感染過程における BmTRN-1 相

互作用タンパク質の検索 

 

３．研究の方法 

 

①BmTRN-1 変異体発現細胞および BmTRN-1 ノ

ックダウン細胞における外来タンパク質生

産量 

 BmTRN-1 完全長タンパク質、RNA 結合領

域に点突然変異を持つ変異体 BmTRN-1、C 末

端タンパク質相互作用領域に変異を持つ変

異体 BmTRN-1を培養細胞で発現させた。これ

らの細胞において、発現タンパク質の細胞内

分布を調べた。また、BmTRN-1の mRNAに対し

て RNAi 効果を示す配列も細胞内で発現させ

た。こうした細胞にウイルスベクターを感染

させ、このウイルス由来のルシフェラーゼ酵



素の生産量の比較を行った。用いたウイルス

ベクターはカイコを宿主とする BmNPVであり、

その強力なプロモーター制御でルシフェラ

ーゼ酵素を生産する。 

②分子育種により作り出した BmTRN-1過剰発

現カイコ個体における外来タンパク質生産 

 トランスジェニック技術により作り出

した育種個体のうち、２代目継代区の幼虫に

ウイルスベクターを感染させ、ベクター由来

のルシフェラーゼ活性の比較検討をおこな

った。 

 

③BmTRN-1 ノックダウン絹糸腺における増殖

因子の生産 

幼虫期絹糸腺において RNAi 法により

BmTRN-1ノックダウンの処理を行った。この

絹糸腺におけるウイルスベクター由来の絹糸

タンパク質－FGF2の融合タンパク質（fibroin 

-H-FGF2）の生産量を対照区と比較検討した。 

 

④BmTRN-1と相互作用するタンパク質の検索 

アミノ末端に GFP を融合させた BmTRN-1

（GFP-TRN-1）を過剰発現する培養細胞に

BmNPV を感染させ、培養後、細胞のタンパク

質を可溶化させ、これをセファロース樹脂に

固定化させた GFP抗体と抗原抗体反応させた。

緩衝液で洗浄後、樹脂に吸着したタンパク質

を電気泳動で解析した。ウイルス感染細胞に

特異的に検出された BmTRN-1相互作用タンパ

ク質についてアミノ酸配列の解析、遺伝子の

翻訳可能域の配列解析を行った。見出された

遺伝子の産物と BmTRN-1との相互作用を調べ

た。 

 

４．研究成果 

 

① BmTRN-1変異体発現細胞および BmTRN-1ノ

ックダウン細胞における外来タンパク質生

産量 

BmTRN-1 完全長タンパク質およびその変

異体を発現する細胞を用いた解析から、この

タンパク質は RNA結合ドメインの働きにより、

RNA と結合した状態で核―細胞質間をシャト

リングしているタンパク質であることが判

明した。また、RNA 結合領域の中で核内蓄積

と核外輸送に関わる領域を見出し、哺乳類

TIA-1 とは異なる輸送機構であると判明した。 

一方、C 末端側のドメインを削った変異

体を過剰発現する細胞や、 RNAi による

BmTRN-1 ノックダウン細胞内ではウイルスベ

クターのルシフェラーゼ活性は対照区に比

べて上昇する傾向が見られた。一方、この

BmTRN-1 過剰発現細胞において、対照区細胞

に比べて BmNPVのルシフェラーゼの生産量が

低下することが明らかとなった。さらに、

BmTRN-1 過剰発現細胞ではウイルスの感染初

期および後期に発現する一部のウイルスタ

ンパク質の mRNA 量が減少することも示され

た。ウイルス感染過程の BmTRN-1 過剰発現細

胞を共焦点レーザー顕微鏡で観察したとこ

ろ、BmTRN-1 の凝集によって作られた明確な

構造物が細胞質に現れることが示された。こ

の凝集体構造物は、ウイルスに感染していな

い細胞ではほとんど出現しなかった。さらに、

C 末端に見られるドメインの働きは、細胞内

の凝集体構造物を形成する上で重要である

ことも見出した。このような結果から、カイ

コ細胞において存在する BmTRN-1 には、ウイ

ルスの転写産物に作用し、細胞内で凝集体を

作ることにより転写産物の働きを抑制する

ことが示唆された。この際、RNA 結合領域の

働きで分布の変化がおこり、また、凝集体形

成には C末端領域が重要な働きを持つことも

考えられる。 

②分子育種により作り出した BmTRN-1過剰発

現および BmTRN-1変異体過剰発現カイコ個体

における外来タンパク質生産 

個体における BmTRN-1 人為操作の影響を

見るため、全ての組織・細胞で完全長 BmTRN-1

を強く発現するカイコ個体をトランスジェ

ニック技術で作り出した。選抜した組換え個

体は世代を経ても遺伝的な変化が無いこと

がわかり、遺伝子組換え操作による致死性も

認められなかった。選抜後２世代目にウイル

スを接種し、ウイルスが生産するルシフェラ

ーゼ活性を対照区と比較した。その結果、検



討した脂肪体や血球細胞でウイルス感染後

４－５日後に対照区個体よりも低いウイル

ス由来ルシフェラーゼ活性が検出された。こ

のような結果から、BmTRN-1 を過剰に発現す

るカイコ個体を用いた場合、同タンパク質を

過剰発現する培養細胞と同様にウイルス転

写産物の働きの抑制によるウイルスタンパ

ク質生産の抑制も起こることが示された。 

③BmTRN-1 ノックダウン絹糸腺における増殖

因子の生産  

遺伝子組換え技術を用いて、絹糸腺で特

異的に BmTRN-1 遺伝子発現の RNAi によるノ

ックダウンが起きるように遺伝子操作した

カイコに、ウイルスベクターを感染させた。

用いたウイルスは Autographa californica 

nucleopolyhedrovirus を組換えたものであ

り、このウイルスベクターの働きにより絹糸

腺で fibroin-H-FGF2 が発現するようデザイ

ンされていた。この結果、BmTRN-1 ノックダ

ウン処理を施したカイコの絹糸腺において、

対照区である BmTRN-1正常発現個体よりも多

量の fibroin-H-FGF2 が生産されていること

を確認した。 

以上の結果から、培養細胞および個体で

RNA 結合タンパク質である BmTRN-1 の発現量

を人為的に操作する遺伝子操作や育種が可

能であることが明らかとなり、タンパク質生

産における転写後調節機構を人為的に操作

できることも示された。また、本研究の結果

から、ウイルスに対しての抵抗性や感受性に

ついても人為的に操作できることもわかり、

こうした遺伝子組換えの操作はウイルスベ

クターを用いた外来タンパク質発現の宿主

としての昆虫の利用性を上昇させるにとど

まらず、ウイルスに強いカイコの育種にもつ

ながることが期待される。 

④BmTRN-1 がウイルス感染時に相互作用

するウイルス由来タンパク質の解析 

Bombyx mori nucleopolyhedrovirus 

(BmNPV)感染時における BmTRN-1 の役割、お

よび BmTRN-1 と相互作用するタンパク質の

役割の解析を行った。BmTRN-1 に関しての

分子生物学的解析の結果、BmTRN-1 と相互

作用するタンパク質を同定した。BmTRN-1

は平常時には RNA と結合して核―細胞質間

をシャトリングしているが、転写産物の構

成が劇的に変化するバキュロウイルス感染

時に、ウイルス由来の核酸結合タンパク質

と相互作用して凝集体を形成することが示

された。この核酸結合タンパク質（bro-b

および bro-e）は、ウイルスの転写産物や

ウイルスゲノムの核―細胞質間輸送に関わ

ることが考えられている。また、この核酸

結合タンパク質により翻訳効率の上昇が起

きることも示された。さらに、このウイル

ス核酸結合タンパク質との凝集体形成には

BmTRN-1 自身が持つ C 末端の凝集関連ドメ

インが強く関わっていることが示された。

また、BmTRN-1 とウイルス核酸結合タンパ

ク質との相互作用が起っている際に、ウイ

ルスのタンパク質合成量が低く抑えられた。

したがって、カイコにおいて BmTRN-1 タン

パク質はウイルスの核酸結合タンパク質と

相互作用した転写産物と反応すること、次

にウイルス核酸結合タンパク質との相互作

用により凝集体を作り出すことによって、

これら転写産物の機能を抑制する働きを持

つと示唆される。 
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