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研究成果の概要（和文）：本研究ではミツバチ失踪（蜂群崩壊症候群）の原因の一つと考えられ

るウイルス IAPV に着目し，ウイルスを構成する殻タンパク質と RNA合成酵素の組換えタンパ

ク質を合成して，機能解析と立体構造解析を目的とした．殻タンパク質を構成する 4種類のサ

ブユニットのうち，複数種のタンパク質の組み合わせの共発現により，水溶性タンパク質とし

て得ることができた．これらのタンパク質を用いて，殻タンパク質と相互作用するミツバチ由

来因子の探索を行った結果，ミツバチの脳に含まれる 55 kDa と 100 kDa のタンパク質，および

消化管に含まれる 100 kDa のタンパク質が検出され，IAPV の殻タンパク質と結合する候補因子

であると予想された．RNA合成酵素は 6分割した部分組換えタンパク質の発現を行った．その

結果，2 つの部分組換えタンパク質を溶出させることに成功した．今後はこの部分組換えタン

パク質と相互作用するミツバチ由来因子を探索する． 

 

研究成果の概要（英文）：Colony Collapse Disorder (CCD) is a serious problem threatening the health 

of honeybees and the economic stability of commercial beekeeping and pollination operations in the 

world. In this study, we focused on Israeli Acute Paralysis Virus (IAPV), which is considered as a 

candidate reason for CCD, and challenged to investigate the structure and function of the capsid 

protein and the RNA polymerase in IAPV. Recombinant proteins of the capsid proteins were 

expressed, solubilized and purified by combinational expression of 2 or 3 kinds of subunit proteins. 

Next, we found 2 proteins, which seemed to interact with these recombinant capsid protein subunits, 

from honeybee brains and guts. Two of 6 partial recombinant proteins of RNA polymerase was 

successful for expression and solubilization. We will try to isolate the proteins in honeybee tissues 

which interact with these recombinant proteins. 
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１．研究開始当初の背景 

 

近年，世界各地でセイヨウミツバチ Apis 

mellifera が失踪する蜂群崩壊症候群（Colony 

Collapse Disorder: CCD）が確認されている．

ミツバチは農作物の受粉に必要な家畜であり，

これらの収穫に大きな被害を及ぼすことが懸

念される．CCD の原因として様々な要因が挙

げられるが，実際にはそれらが複合的に関与

していると考えられる．そして，最近の研究

により，CCD を発症した巣箱のおよそ 96％か

らイスラエル急性麻痺ウイルス（Israeli acute 

paralysis virus: IAPV，図 1）が検出され，アメ

リカのいくつかの州ではこのウイルスをCCD

のマーカーであるとの見解が示された． 

 

 
 

IAPV は主に昆虫類に感染する Dicistrovirus

科に分類される．IAPV に感染したミツバチは

体が麻痺し，巣の外部で死に至る．IAPV のゲ

ノムはプラス鎖の一本鎖 RNA であり，RNA

ゲノムの複製や mRNA の転写を行う RNA 合

成酵素と，ウイルス粒子を構成する殻タンパ

ク質のみがコードされる（図 2）．これまでの

研究により，RNA合成酵素と殻タンパク質の

一次構造は解明されている．RNA合成酵素は

始めに 1899 個のアミノ酸からなるポリペプ

チドとして合成され，プロテアーゼによって

9～12 個ほどに切断後，それぞれがサブユニ

ットとして RNA 合成酵素を構築すると考え

られる．一次構造から，ヘリカーゼ活性，プ

ロテアーゼ活性，RNA合成活性の部位を持つ

ことが予想されている．殻タンパク質も同様

に，908 個のアミノ酸のポリペプチドとして

合成された後，プロテアーゼにより CP1から

CP4 の 4 個に分断され，各々が相互作用して

ウイルス粒子を構築すると考えられる．そし

て，殻タンパク質の何らかの立体構造によっ

て侵入するミツバチの細胞を認識し，感染に

導くことが予想される． 

 

 

２．研究の目的 

 

IAPV が独自に持つタンパク質は RNA合成

酵素と殻タンパク質の 2 種類だけであるため，

これらにはウイルスがミツバチの生体内で増

殖するために，ミツバチの遺伝子やタンパク

質を利用する巧妙なメカニズムが備わってい

ることが予想される．しかし，現在までに

RNA 合成酵素および殻タンパク質の一次構

造までしか解明されておらず，また機能部位

の存在が示唆されてはいるものの，立体構造

や機能の詳細な解析には至っていない．その

ため，IAPV の感染やミツバチ生体内での増殖

のメカニズムはほとんど明らかにされていな

いままである．そこで，本研究では，IAPV の

感染と増殖の分子機構を解明することを目的

とし，RNA合成酵素と殻タンパク質の立体構

造解析，および生化学的・生理学的な機能解

析を行う． 

 

 

３．研究の方法 

 

① IAPV の RNA合成酵素と殻タンパク質の
組換えタンパク質の発現 

まず IAPVの RNA合成酵素と殻タンパク質

のクローニングを行った．RNA合成酵素のク

ローニングは，RNA合成酵素は非常に分子量

の大きいタンパク質であるため，大腸菌で発

現可能なサイズに分断して，これらを PM1 か

ら PM6と命名し，6 種類の部分組換えタンパ

ク質を作製した（図 2）．PM2，PM5，PM6 の

部分タンパク質には，それぞれヘリカーゼ活

性，プロテアーゼ活性，RNA合成活性が含ま

れると予想される．また，殻タンパク質は既

にプロテアーゼによる切断部位が解析されて

いるので，CP1から CP4までの 4つのサブユ

ニットを別個にクローニングした．これらの

タンパク質はサイズが 30-40 kDaであるため，

大腸菌を用いて組み換えタンパク質の発現を

行った．  

 

② RNA ポリメラーゼおよび殻タンパク質と
相互作用するミツバチ由来タンパク質の探索 

Far-Western Blotting 法により，RNAポリメ

ラーゼや殻タンパク質と相互作用するミツバ

チ由来タンパク質を探索した．IAPV の感染源

と考えられるミツバチの脳および消化管を摘

出してホモジナイズし，SDS-PAGE で分離し

た．これに精製した殻タンパク質の組換えタ

ンパク質を反応させ，殻タンパク質のサブユ

ニット特異的な抗体で検出を行った． 



 

 

４．研究成果 

 

① 殻タンパク質の組換えタンパク質の発現
とミツバチ由来相互作用因子の探索 

 

始めに，殻タンパク質の組換えタンパク質

を作製した．殻タンパク質を構成する CP1か

ら CP4までの 4種類のサブユニットの組換え

タンパク質を個別に発現させた．その結果，

CP1，CP2，CP3は発現に成功したが，界面活

性剤 NP40 では不溶化した（図 3，レーン①～

③）．また，CP4は発現させることができなか

った．そして，尿素を用いることにより，CP1

から CP3の組換えタンパク質を可溶化するこ

とに成功した（図 3，レーン⑩～⑫）． 

 

 
 

次に，これらの組換えタンパク質を用いて

Far-Western Blotting を行い，殻タンパク質と相

互作用するミツバチ由来のタンパク質の探索

を行った．ミツバチの組織としては，脳と消

化管を選択した．IAPV 感染によりミツバチの

行動に支障を来すことから，脳が主要な感染

源の一つであると考えられ，また，ミツバチ

が蜜を口移しすることから，消化管を介して

ウイルスが伝播すると考えたのが，脳と消化

管を用いた理由である．実験の結果，ミツバ

チの脳に含まれる約 55 kDa のタンパク質が

CP1 および CP2と反応させたサンプルで検出

された（図 4）．また，CP3と反応させた実験

群では，脳に含まれる約 100 kDa のタンパク

質，および消化管に含まれる約 150 kDa のタ

ンパク質が検出され（図 4），IAPV の殻タン

パク質と結合する候補因子であると予想され

た．そして，これらのタンパク質が，IAPV が

ミツバチの脳および消化管に感染するための

受容体タンパク質であることが示唆された． 

 

 
 

本来，殻タンパク質は各サブユニットタン

パク質が結合した状態にある．そこで，CP1

と CP2，CP1 と CP3，CP2 と CP3 の組み合わ

せで共発現を行った．その結果，CP1と CP3，

CP2 と CP3の組み合わせで組換えタンパク質

の可溶化に成功した．CP1-CP3 共発現組換え

タンパク質を用いて Far Western blotting を行

った結果， 抗 CP1 抗体を用いた際には脳で

の約 55 kDa と消化管での約 90 kDa のタンパ

ク質が，抗 CP3抗体を用いた際には脳での約

110 kDa のタンパク質が検出された（図 5）． 

 

 
 

次に，CP2-CP3 共発現組換えタンパク質を

用いて Far Western blottingを行った結果，抗

CP3 抗体を用いたときにのみ脳での約 55 kDa

のタンパク質が検出された（図 6）． 

今後は，液体クロマトグラフィー質量分析

法 LC-MS/MS を用いて，これらのタンパク質

を同定していく予定である． 



 

 

 
 

② RNA合成酵素の組換えタンパク質の発現 

RNA合成酵素は 6分割した部分組換えタン

パク質の発現を行った（図 2）．可溶化に界面

活性剤サルコシンを用いた結果，PM1 と PM3

の 2 つの部分組換えタンパク質を可溶化させ

ることに成功した（図 7）．今後はこの部分組

換えタンパク質の精製を行い，Far Western 

blotting を行って相互作用するミツバチ由来

因子を探索する． 
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