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全動物種の 7割以上を占め，脊椎動物とは全く違った方向に進化してきた昆虫は，4億年とい
う長い年月の間，様々な環境に適応する過程で独自の多様性と数多くのユニークな機能や能力を
獲得してきた。昆虫が持つ多様な機能や能力に着目し，それが成り立つメカニズムを分子レベル
で解明することは，普遍的な生命原理を理解するとともに，それらの理解に基づいて環境保全，
食糧確保や有用物質生産など応用面での展開を可能にする。当研究室では，昆虫ホルモンや昆虫
ウイルスを切り口として，昆虫あるいはそれを構成する組織・細胞が示す固有の機能発現の分子
機構を解明する。また，昆虫を見据え，その特性を生かした新しい系，方法論を確立し，これら
の手法を昆虫機能解析に応用・実践する。これらの成果に基づき，農学，医学，生命科学の分野
での応用面への展開をはかる。

1. 神経ホルモンが支配する昆虫機能の分子機構
（1）カイコ ESTデーターベースの拡充（岡野＊1，栗原，
阿津沢，松本）
触角，脳，前胸腺，フェロモン腺などの感覚器，神経，内

分泌器官由来の平均化 cDNA ライブラリーを作製し，大量
cDNA解析による ESTデーターベースを元にした網羅的な
解析を行うことで，ホルモンによる組織・細胞レベルでの
機能調節のメカニズムを分子レベルで解明することを試み
た。平均化ライブラリーは，培養細胞 cDNAライブラリー
を元として Bonaldoらの方法に従って平均化を行い，その
有効性を検討した。平均化前のライブラリーとの遺伝子発
現プロファイルの比較を行った結果，個別遺伝子レベルで
は 2～8倍程度の出現頻度の減少が認められ，平均化 cDNA

ライブラリーの作成は新規 EST 獲得に有効であることが
推察された。現在，この方法によるフェロモン腺，脳，前
胸腺，触角，神経節の平均化ライブラリーの作成を試みて
いる。
（2）バキュロウイルスを利用した遺伝子導入系の構築と
フェロモン産生の分子機構解析への応用（本，王＊2，阿津
澤，松本）
昆虫ではショウジョウバエを除いてトランスジェニック

系が実用化されていないため，新規な遺伝子が得られても
その機能を解析する手段が極めて限定されている。そこで，
本研究ではカイコガへの遺伝子導入系の構築を目的とし，
昆虫のみを宿主とするバキュロウイルスの特性を生かした
特定の遺伝子を特定の細胞に効率よく導入するシステムの
構築を試みた。まず，宿主域の異なる 2種のバキュロウイ
ルス（カイコを宿主とする BmNPV，およびカイコを宿主
としない AcNPV）に対する各々の GFP組換えウイルスを
カイコや蛹に in vivoで接種し，GFPの蛍光を指標として
遺伝子導入の是非を検討した。その結果，BmNPVを用い
た場合では，絹糸線やフェロモン腺，マルピーギ管を除く
ほとんどの組織に遺伝子導入が可能であることが明らかと
なったが，BmNPVのカイコに対する強い病原性が課題と
して残された。また，AcNPVを用いた場合では，病原性が
弱いものの，遺伝子を導入できる細胞数は BmNPVの場合

の 1/10未満であり，遺伝子導入の効率に問題点があった。
現在，BmNPVについては，病症発現を抑制するために lef

遺伝子のように増殖に必須な遺伝子の欠損ウイルスの利用
を，また AcNPVについては細胞にエントリーしやすくす
るために，GP64遺伝子を過剰発現させたウイルスの利用
を検討している。
ウイルス接種による in vivoの系ではフェロモン腺や絹糸
腺への遺伝子導入が困難であった。そこで，バキュロウイ
ルスでの遺伝子導入系をこれらの組織に対しても適用でき
る系とする目的で in vitroでの遺伝子導入系をフェロモン
腺を用いて検討した。その結果，パパイン処理後，クチク
ラ層を除去したフェロモン産生細胞層を GFP 組換えウイ
ルスを含む培養液中で組織培養することにより，培養開始
48時間後に約 70%のフェロモン産生細胞で GFPの発現が
確認された。また，この実験系では in vivoの実験系では病
原性の低い AcNPVの方が BmNPVに比べて GFP発現細
胞数，および遺伝子発現の持続性に関して優れた結果が得
られた。そこでさらに AcNPVを利用したこの手法を応用
し，自己阻害部位ドメインを欠損した calcineurin A遺伝子
を羽化直後に調製したフェロモン産生細胞に導入すること
によりフェロモン産生を活性化した結果，野生型ウイルス
を感染させた場合に比べて 4倍以上のボンビコール（カイ
コガ性フェロモン）の産生が確認された。以上の結果から，
このバキュロウイルスを利用した遺伝子導入系が，フェロ
モン腺における遺伝子機能解析系に適用しうる実験系であ
ること，また，in vivoでは遺伝子導入の難しい組織でも in

vitroで導入が可能であることが示唆された。
（3）フェロモン産生と密接に関わる油滴状顆粒の解析
（Fonagy＊2，徳田，江角，松本）
カイコのフェロモン生合成活性化神経ペプチド（PBAN）

によるボンビコール産生のメカニズムを細胞レベルから明
らかにするため，まず，油滴状顆粒の細胞内ダイナミクス
を調べた。羽化直後のフェロモン腺細胞の細胞質には特徴
的な油滴状顆粒が多数見られ，昨年度の FAB-MS および
MS-MS 解析より，油滴状顆粒はカイコ性フェロモン（ボ
ンビコール）の前駆体であるヘキサデカジエノエートを持
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つ様々な分子種からなるトリアシルグリセリド（TG）で
あることが分かっている。そこで，tPG（第 8，9腹節節間
膜）を用い，油滴状顆粒を Nile Red染色した後，羽化 2日
前から羽化後 4日まで油滴状顆粒の変化を観察した。その
結果，油滴状顆粒は羽化 2日前と前日の間で急激に増大し
（5～12 um），羽化後はボンビコールの産生に伴ってその数・
サイズが日周性をもって劇的に変動した。さらに，断頭・
PBAN投与実験およびその化学的実体から油滴状顆粒はボ
ンビコール前駆体のキャリアーであると考えられた。さら
に，油滴状顆粒に含まれる TGを同定するため，tPGより
油滴状顆粒をアセトンで抽出し，光散乱および UV検出器
を用いて HPLC（C22，シリカゲル）で個々の TGを分離・
精製した。FAB-MSおよび MS-MS解析でそれぞれの脂肪
酸組成を決定し，さらに，精製 TGを膵リパーゼにより加
水分解し，2位に結合した脂肪酸を同定することで脂肪酸
の結合位置の決定を行った結果，油滴状顆粒には少なくと
も 16種の TGが存在し，そのうち 2位の脂肪酸が同定さ
れた 5 種の TGはすべて 1 位にヘキサデカジエノエート
を持つことが示された。また，フェロモン腺全体を用いた
Acridine Orange 染色での解析から，フェロモン腺細胞は
フェーズの揃った均質な細胞であり，いずれも油滴状顆粒
を持つため，すべてがフェロモン産生細胞であると考えら
れ，その数はフェロモン腺 1個あたり約 10000個であった。
（4）パッチクランプ法による情報伝達機構におけるイオ
ン電流の測定（臼井，永田，松本）
昆虫や哺乳類において，GABAは抑制性の神経伝達物質

として重要な役割を果たしている。また，バルビツール，ピ
クロトキシン，ビキュキュリン，麻酔薬，アルコール，あ
る種の殺虫剤などが GABAA受容体の化学物質の作用部位
になっており，殺虫剤のフィプロニルは GABAA受容体に
作用していると考えられている。そこで，フィプロニルと
フィプロニル類縁化合物の GABAA受容体に対する抑制作
用を検討した。生後 1～5日目のラットの末梢神経系である
背根神経節（dorsal root ganglia; DRG）の初代培養細胞を
用い，膜電流をホールセルパッチクランプ法で記録したと
ころ，フィプロニルとフィプロニル類縁化合物はどちらも
GABAによるイオン電流を抑制した。フィプロニル類縁化
合物はフィプロニルよりも抑制度が大きく，かつ，抑制速
度が速く，洗浄による回復速度も速かった。また，中枢神
経系である小脳のプルキンエ細胞においても，GABAによ
るイオン電流について検討した結果，GABA誘導性イオン
電流がとれ，プルキンエ細胞にも GABA 受容体の存在を
確認できた。
一方，カイコ性フェロモンであるボンビコールの産生は神

経ホルモン PBANにより引き金が引かれる。即ち，PBAN

の外部シグナルがフェロモン産生細胞の膜表面レセプター
に伝えられた後，細胞外カルシウムイオンの細胞内流入，カ
ルモジュリン，カルシニューリンを介し，最終的にボンビ
コール生合成の最終酵素アシル CoAレダクターゼが活性化
されることでボンビコールの産生が促される。そこで，フェ
ロモン産生細胞の膜表面Ca++ チャネルを介した PBAN誘
導性イオン電流をパッチクランプ法により測定することを
試みた。しかし，細胞の接着性に問題があり，ホールセル
の調製には至らなかった。そこでパッチクランプ法を他の
昆虫細胞に広く適用する目的で，ワモンゴキブリとカイコ

の神経初代培養細胞を用いて，GABA誘導性イオン電流の
測定を検討した。その結果，ワモンゴキブリ胸部神経節培
養細胞では GABAによるイオン電流が測定できたが，カイ
コ幼虫神経節では細胞の接着がうまくいかず，イオン電流
を測定できなかった。カイコ組織の細胞については，今後，
細胞培養方法や培養条件の検討が必要があると考えられた。

2. バキュロウイルス感染・増殖の分子機構
（1）バキュロウイルスと宿主との相互作用の解析（今井，
Guarino＊2，栗原，松本，姜）
カイコ核多角体病ウイルス（BmNPV）のゲノムがコー

ドすると考えられる 136個の遺伝子のうち約半数の遺伝子
は，培養細胞において欠損可能である。従って，これらの欠
損可能な遺伝子は，ウイルス増殖そのものよりも感染の効
率化の面で機能している可能性が考えられる。そこで，欠
損可能な遺伝子のうち orf8 および orf96 の解析を行った。
抗体を用いた解析により，ORF8は感染初期から末期まで
常に発現される核タンパク質であることが明らかになった。
また，ORF8は核酸結合能を備えており，核内局在が前初
期遺伝子 IE-1と酷似していることなどから，ORF8のウイ
ルスの複製への関与が考えられた。一方，ORF96を用いた
2-ハイブリッドスクリーニングから得られた宿主由来のク
ローンは，26 Sプロテオソームの一因子で，HIVの転写活
性化因子（Tat）に結合する Tat-binding protein（TBP-1）
と高い相同性を示した。この BmTBPはウイルス感染後も
安定して発現されており，主に核に集中する局在を示した。
更に，プロテオソーム阻害剤処理時に ORF96の蓄積が見
られることから，ORF96は感染細胞において素早く分解さ
れていると考えられた。従って，ORF96と BmTBPとの
相互作用は，BmTBPのプロテオソームサブユニットとし
ての機能を示唆するものと考えられた。
また，DNAまたは RNA合成に関連する 3種類のタンパ

ク質の抗体と共焦点顕微鏡を用い，バキュロウイルスのゲ
ノム複製と転写が同一場所で行われているかどうかを調べ
た。その結果，3種類のタンパク質とも核内の特定部位に
共存することが分かった。さらに，DNAや RNA合成場所
の標識を行ったところ，核内の同一場所であることが示唆
された。
（2）BmNPVの二次感染に関わる遺伝子の同定（岩永＊3，
栗原，阿津澤，徳田，松本，姜）

BmNPVはカイコ蛹の脂肪体の崩壊を阻止できる。この機
構の解析を進める過程で，orf68 遺伝子を欠損した BmNPV

（BmD68）を感染させると脂肪体崩壊の阻止が大きく遅延す
ることが分かった。そこで，まず半数致死量，半数致死時間
およびウイルスの増殖曲線の解析を行ったところ，BmD68

は出芽ウイルスの増殖に遅延を引き起こしていることが明
らかになった。更に抗体などを用いた解析により，orf68 は
感染後 12 時間から発現する典型的な後期遺伝子であるこ
とが示唆された。これらのことから，orf68 はウイルスゲ
ノムの複製の段階ではなく，ウイルスの増殖，つまり宿主
細胞への吸着，侵入，出芽のいずれかに関わっていること
が考えられた。詳細を調べた結果，BmD68は少なくとも
ウイルスの吸着能力においては野生株と差異はないが，侵
入と出芽の効率が顕著に低いことが明らかになった。更に，
ORF68 タンパク質は細胞間の二次感染を引き起こす出芽
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ウイルスのエンベロープに付随するタンパク質であること，
また感染細胞において核膜の核内側に凝縮して局在するこ
とが分かった。以上のことから，orf68 は二次感染におい
て機能し，ウイルスキャプシドの細胞質間移行・核内外輸
送に関わっていると考えられる。
（3）バキュロウイルス極初期遺伝子と宿主転写因子との
分子間相互作用解析（岡野＊1，松本）
宿主遺伝子発現制御をコントロールしている BmNPV遺

伝子である ie-1と，ショウジョウバエコアクティベーター
（CBP）との，分子間相互作用している可能性について検
討した。ショウジョウバエ CBP各領域タンパク質の粗精製
物が，ie-1と相互作用することが BIACORE解析によって
示され，昆虫 CBPと昆虫病原ウイルス因子との相互作用
が示唆された。しかし哺乳細胞 2ハイブリッドシステムで
のタンパク質間相互作用は確認されなかった。現在，CBP

組換えタンパク質精製のため，バキュロウイルスでの大量
発現を試みており，CBPと ie-1とのタンパク質間相互作用
を確認する予定である。また E1Aと同様に CBPのヒスト
ンアセチルトランスフェラーゼ活性を ie-1が阻害する機能
の有無を検討している。
（4）DNAチップによるバキュロウイルス感染・非感染
宿主でのウイルス遺伝子発現プロファイル解析（岡野 ＊1，
松本）

AcNPVの感染細胞である Sf細胞と非感染細胞 BmNで
の，宿主域とウイルス遺伝子発現カスケードの関連を明ら
かにするために，DNAチップによるウイルス遺伝子の網
羅的発現解析を試みた。約 30個のウイルス ORF，75mer

の合成オリゴを，スライドガラス上にスポットした DNA

チップを作成した。BmNと Sf細胞のウイルス感染時間毎
の mRNAを調製し，それぞれを Cy5，Cy3でラベルして
プローブとした。これらのプローブを使って同一感染時間
での細胞間差異，同一細胞での時間差異による遺伝子発現
プロファイルを検討している。
（5）バキュロウイルスベクターの開発と応用（永峰，川
崎＊4，栗原，松本）
バキュロウイルスは効率の良い外来遺伝子発現系として
広く利用されているが，従来の大量生産用ベクター（第一
世代型）は，強い病原性のために，発現産物の生体内での
解析には不向きであった。そこで，現在，機能解析用のバ
キュロウイルスベクター（第二世代型）の開発を進めてい
る。特定のタンパク質レセプターを要求しないバキュロウ
イルスは，様々な細胞に侵入でき，従って，非感受性細胞に
も遺伝子導入が可能である。今回，ウイルス感受性のない
2種類の細胞，ショウジョウバエ細胞（S2）とヒト肝細胞
（HepG2）を用いた第二世代型ベクターの利用について検討
した。第一世代型のウイルス遺伝子（ポリヘドリン）プロ
モーターは非感受性細胞では機能しないことから，ポリヘ
ドリンプロモーターをショウジョウバエのヒートショック
プロモーターに置換したトランスファーベクターを構築し，
このベクターを用いて GFP蛍光タンパク質を発現するウ
イルスを作製した。組換えウイルスをそれぞれの細胞に感
染させたところ，ショウジョウバエ細胞では高い導入効率
で強いGFPの蛍光が認められたが，かなり強い毒性（病原
性）も認められた。一方，ヒト肝細胞では毒性はほとんど
認められなかったが，導入および発現効率において，ショ

ウジョウバエ細胞にかなり劣っていた。今回はショウジョ
ウバエプロモーターをヒト肝細胞に適用したので，ヒト細
胞用のプロモーターの利用を検討すると同時に，現在，ウ
イルスの遺伝子改変による遺伝子導入の効率化を行ってい
る。また，バキュロウイルスによるタンパク質機能解析の
一環として，発現産物の細胞内輸送機構の解析も進めてい
る。第一世代型と第二世代型の比較による輸送機構への病
原性の影響などについても検討を行っている。

＊1 基礎科学特別研究員，＊2 訪問研究員，＊3ジュニア・リ
サーチ・アソシエイト，＊4 研修生
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