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研究成果の概要（和文）：アポトーシスは、昆虫がウイルス感染に対して発動する生体防御応答の重要な要素である。
本研究では、核多角体病ウイルス(NPV)感染昆虫細胞におけるアポトーシス誘導と、これに対抗してNPVが発動するアポ
トーシス阻害の分子機構の解析を行った。細胞からはDronc、NPVからは新規アポトーシス阻害因子Apsup など、いくつ
かの細胞とウイルスの遺伝子のcDNAを単離し、これらの機能解析を行うことにより、NPV感染細胞におけるアポトーシ
スの誘導と阻害の分子機構について考察をした。また、Droncの上流で機能するアポトーシス関連因子についても検討
を重ね、IAPがDroncの制御に関わっていることも示した。

研究成果の概要（英文）：Apoptosis serves as the major anti-viral defense mechanism in baculovirus-infected
 lepidopteran insect cells. In the present study, we examined molecular mechanisms underlying induction an
d inhibition of apoptosis that occur in insect cells upon infection with nucleopolyhedroviruses (NPVs). We
 cloned a number of cDNAs of cellular and viral factors, which possibly function in the apoptotic pathways
, from several NPVs and insect cells. These include cellular factors Dronc, Caspase-1s, IAPs, P53, Reaper 
and Sirt2, and viral factors Apsup and IAPs. Through functional analysis of these factors in transient exp
ression experiments, we provide several important insights into regulation mechanisms of apoptosis inducti
on and inhibition in NPV-infected insect cells. We also demonstrated that IAP1 inhibits Dronc activation a
nd promotes degradation of activated Dronc to prevent apoptosis induction in non-apoptotic insect cells.
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１．研究開始当初の背景 
 本提案が研究対象とするアポトーシスは、
細胞自身の遺伝子制御下にある能動的な細
胞死（自死）であり、生物の発生過程におけ
る不要細胞の除去（生体制御）や、微生物感
染個体からの感染細胞の排除（生体防御）な
どをはじめとする多彩な生物現象に関わっ
ている。 
 ウイルス感染細胞におけるアポトーシス
の誘導は、多細胞生物の生体防御戦略（感染
細胞を犠牲にして、個体を護る）の１つとし
て、生物に生来的に備わっている自然免疫の
重要な要素を構成している。生体防御に関わ
るアポトーシスの研究は、昆虫ウイルスにと
どまらず、さまざまな動物ウイルスで行われ
ているが、自然免疫のみに依存している昆虫
と、自然免疫とその延長線上にある獲得免疫
を兼備する脊椎動物との間には、いくつかの
相違点があることが明らかになっている。獲
得免疫やインターフェロン系を具備してい
ない昆虫（昆虫細胞）が誘導するアポトーシ
スは、脊椎動物のそれに比べて、生体防御に
おける重要度が格段に高いこと想定され、そ
こには脊椎動物のそれとは異なる精緻で巧
妙なアポトーシス制御機構が存在すること
が考えられる。したがって、本研究は生物一
般のアポトーシスに幅広い理解を与えるこ
とが期待される。 
 昆虫におけるアポトーシス研究は、ショウ
ジョウバエで活発に行われているが、これら
の研究のほとんどは、発生過程における生体
制御に関するものである。NPV感染細胞にお
けるアポトーシス誘導は、アポトーシス阻害
遺伝子を欠損した NPV を用いた研究で発見
後（Clem et al. Science, 254, 1388, 1991）、
国内外のいくつかの研究室で、チョウ目昆虫
を中心に行われているが、多くの重要な課題
が解決されずに残されており（Clem, Curr. 
Drug Targets, 8, 1069, 2007）、一層の研究の
進展が望まれていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、昆虫の生体防御戦略とウイルス
の生き残り戦略が、アポトーシスを介して展
開する攻防の分子機構を、バキュロウイルス
科に属し、昆虫に特異的なウイルスである核
多 角 体 病 ウ イ ル ス (NPV: 
nucleopolyhedrovirus)を用いて解明するこ
とを目的とするものである。この攻防は、昆
虫とウイルスの双方にとって死活につなが
る深刻な攻防であることから、本研究は、昆
虫の生体防御戦略とウイルスの生き残り戦
略を軸として展開する、熾烈な共進化の分子
機構についての理解や、その攻防によりはじ
めて顕在化する昆虫の潜在機能の開発につ
ながることが期待される。また、感染細胞に
おけるアポトーシスの誘導と抑制は、子孫ウ
イルス増殖の成否に直結していることから、
ウイルスの宿主特異性決定や病原性発現な
どと密接に関わっており、本研究は、微生物

農薬や発現ベクターなどとしての NPV の利
活用拡大や効率的利用に大きく貢献するこ
とが期待される。 
 
３．研究の方法 
(1) カイコのアポトーシス関連遺伝子の
cDNA の単離は、KIKOBLAST で検索するこ
とにより得た塩基配列をもとにしてプライ
マーを設計し、カイコ由来の BM-N細胞から
調製した cDNA を鋳型として PCR により合
成し、クローニングした。マイマイガ細胞に
おけるアポトーシス関連遺伝子の cDNAの単
離は、カイコ細胞から単離した各種 cDNAの
塩基配列をもとにプライマーを設計し、カイ
コの場合と同様に cDNAを単離した。 
 
(2) 一過性発現実験におけるアポトーシス誘
導能は、単離した各種アポトーシス関連遺伝
子の cDNAを挿入した発現ベクターを構築し
て細胞にトランスフェクションし、アポトー
シスの有無を顕微鏡で調査することにより
行った。その際に、アポトーシス誘導の指標
となるカスパーゼ 3 様プロテアーゼ (エフェ
クターカスパーゼ) 活性も併せて測定した。
一過性発現したタンパク質の特定は、特異抗
体を用いたイムノブロッティング解析によ
り行った。 
 
(3) マイマイガ NPV (LdMNPV, Lymantria 
dispar multiple NPV) の IAP2  
(inhibitor-of-apoptosis 2: Ld-IAP2) と IAP3  
(Ld-IAP3) のアポトーシス抑制活性の調査は、
Ld-IAP2あるいは Ld-IAP3の発現プラスミド
と、アポトーシス誘導性の p35 遺伝子欠損 
Autographa californica MNPV (vAcΔp35) の
ゲノム DNA をコ・トランスフェクションし
た細胞におけるアポトーシス誘導を調べる
ことにより行った。 
 
(4) Apsupと Droncならびに Ld-caspase-1の共
免疫沈降実験は、ProFound Mammalian c-Myc 
Tag IP/Co-IP Application Set (Pierce)を用いて
行った。Apsup の発現プラスミドをトランス
フェクションした細胞における Dronc と
Ld-caspase-1 の検出は、それぞれのカスパー
ゼ (caspase) に対する特異抗体を用いたイム
ノブロッティング (immunoblotting) 解析に
より行った。 
 
(5) RNAi (RNA interference: RNA干渉) によ
る遺伝子のノックダウンがアポトーシス誘
導におよぼす影響についての調査は、各種遺
伝子の cDNAに対応する dsRNA (2本鎖RNA) 
を細胞にトランスフェクションし、72時間後
にアポトーシス誘導の有無とカスパーゼ 3様
プロテアーゼ (protease) の活性を調べるこ
とにより行った。dsRNAの合成は、cDNAを
サブクローニングしたTOPOベクターを鋳型
として PCR で合成した DNA を鋳型として、
MEGAscript (Ambion) を用いて dsRNA を合



成した。 
 
４．研究成果 
 アポトーシスは、昆虫の生体防御システム
を構成する重要な要素の１つであり、その誘
導にはカスパーゼと呼ばれる、ある種のプロ
テアーゼが実行因子として関与している。ア
ポトーシス誘導刺激を受けた細胞では、上流
に位置するイニシエーターカスパーゼ 
(initiator caspase) が活性化し、活性化したイ
ニシエーターカスパーゼの作用により活性
化した下流のエフェクターカスパーゼ 
(effector caspase) が直接的な実行因子として、
様々な細胞基質を分解することでアポトー
シスが誘導される。 
 
(1) カイコとマイマイガのイニシエーターカ
スパーゼ Dronc遺伝子の単離と機能解析 
 われわれは、さきに、マイマイガ由来の
Ld652Y細胞が、様々な NPVの感染により容
易にアポトーシスを誘導すること、ならびに、
NPV に感染したカイコ由来の BM-N 細胞は
アポトーシスを比較的誘導しにくいことを
明らかにした。 
 本研究では、まず、チョウ目昆虫で初めて、
イニシエーターカスパーゼの一種である
Dronc の遺伝子をカイコ細胞から単離した。
その後、マイマイガ細胞からも Droncの遺伝
子を単離し、Droncが NPV感染細胞における
アポトーシス誘導に重要な役割を演じてい
ることを明らかにした。 
 ついで、Ld652Y 細胞と BM-N 細胞におけ
るアポトーシス誘導能の相異に Droncが関与
しているか否かを明らかにするために、カイ
コのDronc (Bm-Dronc) とマイマイガのDronc 
(Ld-Dronc) を、両細胞ならびに両細胞の中間
的なアポトーシス誘導能を示す Spodoptera 
frugiperda 由来の Sf9 細胞において一過性発
現させ、アポトーシス誘導能を比較した。そ
の結果、Ld-Droncは、Bm-Droncと比較して、 
いずれの細胞においても、より迅速に、不活
性型から活性型へとプロセシングされてカ
スパーゼ 3様プロテアーゼを活性化し、アポ
トーシスを誘導した。このことから、Ld-Dronc
にはアポトーシス刺激を受容後きわめて迅
速に活性化される特性があり、この特性が
Ld652Y 細胞の高いアポトーシス誘導能を支
える原因の一つとなっていることが明らか
になった。 
 
(2) LdMNPV がもつアポトーシス抑制因子
Apsupの同定と機能解析 
 LdMNPVは、アポトーシス抑制因子として
2種類の IAP 相同体 (Ld-IAP2とLd-IAP3) を
もつことが示されていた。本研究では、まず、
Ld-IAP2と Ld-IAP3は、いずれもアポトーシ
ス抑制活性をもたないことを明らかにした。 
 つぎに、LdMNPVのアポトーシス抑制因子
を同定するために、全 LdMNPV ゲノムをカ
バーするゲノム断片 (LdMNPV ゲノムのコ

スミド・ライブラリー) を用いてアポトーシ
ス抑制遺伝子を探索した。その結果、
LdMNPV がコードする Ld109 がアポトーシ
ス誘導を抑制することが明らかになった。 
 Ld109 は、336 アミノ酸残基からなるタン
パク質で、これまでにバキュロウイルスのア
ポトーシス抑制因子として同定されている
IAP や P35/P49 とは全く異なるタンパク質で
あることが明らかになった。Ld109 相同体は
いくつかのバキュロウイルスがコードして
いたが、その機能は未解明であった。また、
Ld109 は、これまでに各種生物で同定されて
いたアポトーシス抑制因子とは相同性のな
いタンパク質であることも明らかになった。
これらの結果から、Ld109 は新規アポトーシ
ス抑制因子であることが明らかとなり、これ
を Apsup (apoptosis suppressor) と命名した。 
 さらに、Apsup のアポトーシス抑制機構を
明らかにするために、Apsup とマイマイガの
イニシエーターカスパーゼ Droncおよびエフ
ェクターカスパーゼ Ld-caspase-1 との相互作
用解析を行った。共発現解析の結果、Apsup
は、Ld-Dronc が誘導するアポトーシスも
Ld-caspase-1 が誘導するアポトーシスも阻害
するが、Apsup と物理的に相互作用するのは
Ld-Droncのみであることが、共免疫沈降解析
により示された。これにより、Apsupは Dronc
の活性化を阻害することにより、下流の
Caspase-1 の活性化を妨げ、NPV 感染細胞に
おけるアポトーシス誘導を阻害しているこ
とが明らかになった。 
 
(3) NPV感染細胞におけるアポトーシス誘導
因子とアポトーシス経路の同定 
 イニシエーターカスパーゼの上流に位置
するアポトーシス誘導シグナルを明らかに
するため、カイコ細胞を用いて、アポトーシ
ス誘導を阻害すると考えられている細胞因
子を RNAi法でノックダウンしたのち、NPV
を感染させ、アポトーシス誘導の有無を調べ
た。その結果、調査した iap1、iap2、survivin、
bm109、buffy、trabaxおよび baxinの 7つの遺
伝子のうち、iap1をノックダウンした細胞の
みでアポトーシスが観察された。このことか
ら、アポトーシスを誘導していない正常な細
胞では、IAP1がアポトーシスを抑制している
こと、ならびに NPV 感染細胞では何らかの
機構により IAP1 の機能が阻害されることに
よって、アポトーシスが誘導されることが示
された。iap1 をノックダウンした NPV 感染
細胞では、非感染細胞では存在しない切断型 
(活性型) Droncが認められた。 
 また、一過性発現実験により、IAP1は活性
型 Dronc に作用して、その分解を促進して
いる可能性も示された。これらのことから、
IAP1 は Dronc の活性化阻害と活性化 Dronc
の分解促進により、細胞のアポトーシスの抑
制を行っていることが示唆された。 
 さらに、アポトーシス誘導に関与している
と考えられている p53、reaper、sirt2 遺伝子



の cDNAをカイコ細胞から単離し、一過性発
現実験により機能解析を行った。その結果、
一過性発現した P53はエフェクターカスパー
ゼを活性化してアポトーシスを誘導するも
のの、p53 遺伝子をノックダウンした細胞に
おいても依然としてアポトーシスは誘導さ
れたことから、NPV感染細胞におけるアポト
ーシス誘導には、P53 が関与する経路以外の
アポトーシス誘導経路が働いていることが
示唆された。また、カイコ細胞で一過性発現
した Reaperと Sirt2は、ともにカイコ細胞に
微弱なアポトーシスを誘導したが、いずれの
細胞においても、エフェクターカスパーゼの
有意な活性化は認められなかった。 
 これら 3 種の細胞因子については、現在、
マイマイガやキイロショウジョウバエなど
からも cDNAを単離し、様々な昆虫培養細胞
を活用して、さらに詳細な調査を進めている。 
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