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研究成果の概要（和文）：微細藻類の大量増殖により引き起こされる赤潮は、しばしば水産資源

に危機的な被害を与える。近年、有害赤潮原因藻ヘテロシグマに感染する海洋天然ウイルス

HaV が単離され、その諸性質が明らかにされた。驚くべきことに、HaV の宿主特異性は極め
て高く、ヘテロシグマの株の違いまでも識別して感染するという機構を備えていた。本研究で

は、その特異的に宿主認識に関与する Vp183蛋白質の性状解析を目的に、大量発現系の構築を
行った。 
 
研究成果の概要（英文）：Heterosigma akashiwo virus (HaV) is a large virus specifically infecting the 

harmful bloom-forming flagellate Heterosigma akashiwo. Based on field surveys and cross-reactivity 

tests between the host clones and HaV clones, suggesting that this strain-dependent infection may play an 

important role in determining the clonal composition and maintaining the intraspecies diversity of natural 

H. akashiwo populations. In this study, to elucidate the mechanism of the specific host infection, the 

Vp183 protein, the specific host recognition protein, was overproduced.   
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１．研究開始当初の背景 
これまでの赤潮に関する分子生態学研究に

より、その発生原因や原因生物、環境要因に

関する様々な知見が蓄積されてきた。有害赤

潮の代表種として知られる Heterosigma 

akashiwo（以下ヘテロシグマ）は、初夏に異

常増殖することで濃密(40 万細胞/ml)な有害

赤潮を引き起こし、水産資源に甚大な被害を

与える。その後、赤潮は突如として終息する

ことが知られている。この赤潮消滅（崩壊）

現象には、海洋ウイルスが深く関与するとい

う重大な事実が明らかになった。さらに、ヘ

テロシグマに特異的に感染・殺藻する天然の

ウイルス HaV が発見・同定され、このウイル

ス感染が赤潮の終息を支配していることが

解明された。注目すべきは、HaV はヘテロシ

グマの株の違いまでも識別して感染すると

いう極めて厳密な宿主特異性を持つことで

ある。植物ウイルスのブロードな感染特性を

踏まえると、宿主の株の差異まで識別する特

異性は驚きである。 
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２．研究の目的 
近年、有害赤潮原因藻ヘテロシグマに感染す

る海洋天然ウイルス HaV が単離され、その諸

性質が明らかにされた。驚くべきことに、HaV

の宿主特異性は極めて高く、ヘテロシグマの

株の違いまでも識別して感染するという機

構を備えていた。この厳密な感染特異性は、

ウイルス粒子と宿主表面のレセプターとの

特異的な相互作用に基づいている。本研究で

は、宿主認識の鍵タンパク質（Vp183）をタ

ーゲットとし、特異的感染の分子機構を解き

明かすことを最終目標としている。宿主特異

的な感染メカニズムの全容解明は、これらの

知見に基づいた赤潮駆除技術の基盤構築に

大きく貢献することが期待される。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、HaVのゲノム配列（全配列
決定途上）の検索から見出された反復配列

をもつ Vp183に着目した。このタンパク質
はウイルス表面に局在しており、宿主結合

に関与していること予想している。HaVの
宿主認識を司ると予想している鍵タンパク

質 Vp183は、N末端ドメインと約７４アミ
ノ酸を一つのモチーフとする１５以上の繰

り返しを持つ。複数ドメインを持つこの鍵

タンパク質は、200 kDa 以上のフレキシブ
ルな巨大単一ポリペプチドとなることが予

想され、結晶化には不向きである（図 1 
）。そこで本研究では、まず N 末端ドメイ
ンおよび繰り返しモチーフを一個~数個持

つタンパク質の構造・機能解析を目指す。

既に、大腸菌による発現ベクターを構築し、

微量ながらも Vp183ドメイン（一つ分）を
得ている。平成 23年度には、vp183遺伝子
中に含まれるレアコドン配列の改変（全遺

伝子人工合成）により、収量の改善を試み

る。さらに、複数個のドメインをタンデム

に連結させた蛋白質の発現系も構築する。

これと並行して結晶化スクリーニングを進

める。機能解析に向けて、この鍵タンパク

質の繰り返しドメインを認識するポリクロ

ーナル抗体を作製する。 

  

 

４．研究成果 

（１）大腸菌での Vp183 発現 

①Vp183 ドメインの発現 

HaV の宿主認識を司ると予想している鍵タン

パク質 Vp183 は、N 末端ドメインと約７４ア

ミノ酸を一つのモチーフとする１５以上の

繰り返しを持つ。複数ドメインを持つこの鍵

タンパク質は、200 kDa 以上のフレキシブル

な巨大単一ポリペプチドとなることが予想

される。そこで、この繰り返し領域を一個ま

たは二個のコンストラクトを作製し、様々な

大腸菌ホストを用いて発現実験を行った。こ

こでは、大腸菌発現ベクターとして常用され

る pET 系ベクターの他に、低温誘導を可能と

する pCold ベクターも用いた。Vp183 遺伝子

を挿入したベクターを大腸菌内に形質転換

し、様々な培養温度、誘導条件を試みたが、

いずれの発現系においてもVp183 の発現は見

られなかった。 

②Vp183 反復配列の改変 

Vp183 をコードする遺伝子には、大腸菌にお

けるレアコドンが多数含まれていた。これが、

大腸菌でVp183 蛋白質が発現しない根本的な

理由と考えられたため、vp183 コード遺伝子

の全配列を合成した。この人工合成遺伝子を

用いて発現を試みた。さらに、可溶性タグと

して知られるGST との融合蛋白質としての発

現も試みた。その結果、遺伝子を改変し、さ

らに GST と融合されることによって、可溶性

蛋白質としてVp183 を初めて得ることに成功

した。さらに、GST を利用して精製し、プロ

テアーゼを用いて融合蛋白質を消化したと

ころ、Vp183 のみのバンドを純度良く得るこ

とができた。ただ、一回の精製で得られる

Vp183 が数マイクログラムと少なく、更なる

発現・精製系の改善を必要とすることがわか

った。 

（２）昆虫細胞および酵母での Vp183 発現 

発現量の改善を目指し、昆虫細胞および酵母

での Vp183 発現を進めた。それぞれの発現ベ

クターに遺伝子配列を改変したvp183 遺伝子

を挿入し、発現系を構築した。昆虫細胞発現

において微量ながらVp183 を得ることができ

たが、大腸菌を用いた系の方がより多くの

Vp183 蛋白質が得られることがわかった。 
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