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  サクサン培養細胞における

バキュロウイルス感受性に対する
       培地の影響

     山口大学農学部小林 淳

高エネルギー加速器研究求絡¥前川憲一

はじめに

 一般に、ウイルスとその宿主となる生物種の組み合

わせば厳密に決まっており、これを宿主範囲あるいは

宿主特異性と呼びます。宿主範囲は、ウイルス側の宿

主制御求絡¥と、宿主側の生体防御求絡¥の拮抗的相互作

用によって決定されます。有用タンパク質の大量生産

に用いられているバキュロウイルス遺伝子発現ベク

ター系(baculovirus expression vector system;BEVS)に

おいても、ウイルスの宿主特異性のために使用できる

昆虫は限定されています。実際、私たちが構築したサ

クサン核多角体病ウイルス(AnpeNPV)とサクサン由

来の培養細胞(AnPe)及び野蚕休眠蠕を用いる発現

系は、既存のBEVS以上のタンパク質生産効率、複合

型N型糖鎖付加など、優れた特性を有しています。し

かし、サクサンやエリサンなどの野蚕は、BEVSとし

て世界中で最も高頻度に使用されているAutographa

californica NPV(AcNPV)の宿主範囲に含まれないた

め、AcNPVベクターのユーザーは野蚕の優れた特性の

恩恵を享受できません。

 原理的にはウイルスあるいは宿主の遺伝子操作によ

り、野蚕をAcNPVの宿主にすることは可能です。

AcNPVでは、 DNAヘリカーゼ遺伝子の一部をカイコ

NPV(BmNPV)のDNAヘリカーゼ遺伝子と置換する

だけで、カイコの幼虫や培養細胞での感染・増殖が可

能になっています。しかし、AnpeNPVのDNAヘリ

カーゼ遺伝子をAcNPVに導入しても、 AnPe細胞にお
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ける感染・増殖の改善に全く無効であることが判明し

ました。したがって，AcNPVの宿主範囲を野蚕に拡大

するためには，DNAヘリカーゼ以外の宿主範囲決定に

関与する重要な因子(群)を見つけ出し，それ(ら)

をターゲットにした遺伝子操作を行う必要があると判

断されました。

サクサン培養細胞AnPeにおけるAcNPVの培地依存的

増殖

 最近になって，AnPe細胞の培養液をSf-90011無血清

培地(Sf一)から10％の牛胎児血清を添加したTC-100

培地(TC＋)に変えるとAcNPV感受性が向上し， Sf一

では全く認められなかった多角体タンパク質(ポリヘ

ドリン)の生産と多角体の形成がはっきりと確認でき

ました(図1)。この結果は，AnPe細胞における

AcNPVの感染・増殖制御技術開発にとって重要なヒン

トといえます。

 そこで，この培:地依存的AcNPV感受性の分子遺伝

学的メカニズムを明らかにするために、AnPe細胞に

おける遺伝子発現パターンの培地による差異をディ

フメ翼激塔Vャルディスプレイ(DD)磨翌ﾉより網羅的

に解析し，さらに，Real-time PCR磨翌ﾉより確認を行っ

た結果、SfまたはTC＋で発現量が2倍以上多くなる遺

伝子が、それぞれ3個と2個同定できました(図2)。

また、Sf一とTC＋でそれぞれ継代してきた細胞を、2種

類の培地の等量混合培地(Mix)、あるいは10％牛胎

児血清を添加したSf-900H(Sf＋)にIll醇化したところ、上

述の5遺伝子の発現量(表1)，ウイルス生産量(図
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図1 AcNPV感染7日後のSDS-PAGE分析。 Sf一あるいは

TC＋培地で培養したAnPe細胞は，非感染(感染多重度＝

0)，または3種類の異なる感染多重度(O. 1，1または10)で

AcNPVに感染後27℃で培養した。レーンMは分子量マー

カーで，各マーカータンパク質の分子量(kD)を左端に示

す。右端の30kDの位置の矢印は，ポリヘドリンタンパク

質のバンドの位置を示す。
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図2 Sf一とTC＋で培養されたAnPe細胞から抽出された

全RNAに対するDD分析により同定された培地反応性遺伝

子。矢印は各遺伝子のバンドの位置を示す。

夏も冬も、1年中快適なタッサーシルクの敷シーツ

 中国の野蚕(柞蚕)の大條糸をタテ糸、ヨコ糸に使い、145cm

の広巾で敷シーツ用に織っていただいた絹布です。洗濯は10日

～20日に一度、普通の洗剤でネットに入れて洗濯求翌ﾅ洗い、屋外

での乾燥をおすすめしています。なお、上掛けシーツ用として、イ

ンドの手紡ぎタッサー糸で同じ145cm巾で作ってもらいました。

サイズと価格は同じで、1年中使える絹の毛布ができました。

●サイズ……145cm巾×2. 5m(ミシン掛け済み)

●カラー……湯洗いのみ・未精錬のナチュラル

価格 1枚7. 000円
(税込7，350円・送料は別途請求)

絹のよワ下村ねん糸
i615-0816 京都市右京区西京極東町18

TEL・FAX O75-313-1348 下村 輝'
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図3 AnPe細胞におけるAcNPVウイルス生産量に対する培地条件の影響。5種類の異なる培地条件下 (Sf一，

TC＋， Sf-to Sf＋， Sf-to MixおよびTC＋to Mix)のAnPe細胞は、3種類の異なる感染多重度(O. 1，1または10)

でAcNPVに感染後27℃で培養した。感染後48，72および96時間後に回収した培養上清からウイルスDNAを抽出

し、定量的Real-time PCRによりウイルス量を測定した。各測定値の誤差棒は、3反復における標準偏差を示す。
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図4 AcNPV感染7日後のSDS-PAGE分析。5種類の異なる培地条件下(Sf一(レーン1)， TC＋

(レーン5)、Sf-to Sf＋(レーン2)， Sf-to Mix(レーン3)およびTC＋to Mix(レーン4))のAnPe細

胞は、3種類の異なる感染多重度(O. 1，1または10)でACNPVに感染後27℃で培養した。レーンM

は分子量マーカーで、各マーカータンパク質の分子量(kD)を左端に示す。右端の30kDの位置の矢

印は、ポリヘドリンタンパク質のバンドの位置を示す。各マーカータンパク質の分子量(kD)を左

端に示す。右端の30kDの位置の矢印は、ポリヘドリンタンパク質のバンドの位置を示す。

表1 AnPe細胞の培地反応性遺伝子に対する培地条件の影響

相対的遺伝子発現量(平均±標準偏差)％
培 地

GCIOd GC19f CAOgf CAI5d CA20d

sf一

sf一 to sf＋

Sf一 to Mix

O. 6444±O. 0190

0. 7147±O. 0242a

O. 7431±O. Ol 57a

TC＋to Mix O. 3405±O. 0040

TC＋ 1. 3761±O. 0092

o. 0144±o. ooo4b

o. olsg±o. oolob

O. 0248±O. 0031C

O. 0256±O. 0036C

O. 0717±O. 0093

O. 1703±O. 0025 O. 7308±O. 0086

O. 0754±O. OOO9

O. 0373±O. 0034

O. 2311±O. OOO9

O. O166±O. OOO4

O. 0814±O. 0031

0. oos2±o. ooo2d

O. 1486±O. 0077

0. oos6±o. ooosd

1. 2814±O. 0239

O. 2652±O. 0045

O. 0325±O. OOO8

O. 2828±O. 0079

O. 0180±O. OOO5

5種類の異なる培地条件下(Sf一， TC＋， Sf-to Sf＋， Sf-to MixおよびTC＋to Mix)のAnPe細胞から抽出され全RNAは、定量的Real-time

RT-PCRにより分析された。相対的遺伝子発現量(ple)は、個々の遺伝子発現量を内部標準遺伝子CAOge(リボソームL18タンパク質

遺伝子ホモログ)の発現量で正規化することによって算出された。それぞれの遺伝子において、両側t“検定(5％有意〉において有意

差がない相対発現量には、同じ添字(a-d)が付けられている。
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3)及びポリヘドリン生産量(図4)は、概ねSf一と

TC＋における量の中間的な値になりました。なお、 Sf一

で発現が多くなる3遣伝子はいずれも生体防御関連遺‘

伝子に相同性を示し、Sf一培地で培養したAnPe細胞に

AcNPVを感染させると一時的に発現が増加するという

興味深い結果も得られました。

 以上の結果から、血清成分はAcNPV感染に対して

ポジティブに、また、Sf一の成分はネガティブに作用し

ており、MixやSf＋での中間的感受性は両成分のバラ

ンスが作り出していると考氏翌ｳれました。

おわりに

 本研究により、サクサン培養細胞における培地依存

的AcNPV感受性のメカニズム解明の糸田となる宿主

遺伝子群が同定されました。また、AnpeNPVの全ゲノ

ム配列の解読が完了し、野蚕を宿主とするために必要

なウイルス遺伝子群の同定も可能になりました。最終

的には、両者の遺伝子群ゐ相互作用として宿主範囲決

定求絡¥を解明し、宿主範囲拡大技術の開発に応用した

いと思っています。野蚕を次世代の昆虫工場にするた

めに…  。

 最後に、本研究の推進において、独立行政磨乱l農業

生物資源研究所(旧農林水産省蚕糸・昆虫農業技術研

究所)のCOEプロジェクトおよび動植物工場プロジェ

クトからの研究費が財政的に大きな支援となったこと

を明記し、関係各位に感謝の意を表して本稿を締めく

くります。
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年問通しての生活紫外線対策に！
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