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野蚕を利用したバイテクから
        生物工学をめざして

三重大学工学部

  小林  淳

野蚕のウイルス病は役に立つ

 野蚕学会の会員のみなさんの多くは，野蚕糸の生産

及び利用を専門とされる方だと思いますので，私が野

蚕のウイルス病を利用して有用タンパク質の生産がで

きると書いてもあまりピンとこないかも知れません。

いうまでもなく，ウイルス病は野蚕を死に至らしめる

ため，絹糸生産に百害あって一利なしです。それで

も，ウイルスに感染して死にかけた野蚕の体内でタン

パク質の生産ができるのです。実は，カイコでは今か

ら10年以上前の1984年にこのような技術が開発された

(Maeda et al. ，1984)のですが，それを野蚕に応用し，

カイコより優れたシステムを開発しようというのが私

の研究の当面の目標なのです。

 カイコのウイルスを利用したタンパク質生産の手順

を図1に示します。組換えDNA技術など遺伝子操作

についてご存知ない方にはわかりにくいと思います

が，簡単にまとめると以下のようになります。カイコ

     ウイルスDNA
           ゾラスミドDNA
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図1 カイコ・バキュロウイルスベクター系における組換

   えウイルス作製と有用タンパク質生産の手順

に脚病を起こす核多角体病ウイルス(BmNPV)の遺伝

子DNAの中の特定の場所に有用タンパク質遺伝子

(例えばヒトのインターフェロン遺伝子)を挿入する

と，ウイルス自身のタンパク質(多角体タンパクなど)

の代わりに大量の有用タンパク質がカイコ体内で生産

されるのです。こうしたNPVと昆虫細胞を利用した

タンパク質主産システムは，バキュロウイルスベクタ

一系と呼ばれ，世界各国の生物系の研究室で使われる

ほどポピュラーな昆虫求濫¥を利用したバイテク技術に

なっています。

 さて，野蚕のバキュロウイルスベクター系の開発に

話を戻しますが，野蚕にはカイコよりもタンパク質生

産に有利な点がいくつかあります。野蚕がカイコより

大型であることもその一つですが，それにも増して，

長期保存可能な休眠蠕にウイルスを接種してタンパク

質を生産できることは特筆に値します。なぜなら，カ

イコのバキュロウイルスベクター系では，カイコ幼虫

にウイルスを接種してタンパク質を生産させますが，

野蚕の休眠蜻を使えば，タンパク質生産作業を飼育か

ら分離し，かつ求頼B化することにより大幅な効率化が

可能になるからです。このようなアイデアは私のオリ

ジナルではなく，1992年にスウェーデンのHellersと

Steinerは，セクロピア蚕の休眠蠕にAcMNPVを感

染させて抗菌タンパク質を生産し，また，同じ年に中

国の張らは柞蚕のNPV(AnpeNPV)と柞蚕休眠蠣を

用いて外来遺伝子を発現させることに成功していま

す。ただし，これらの先駆的研究で開発されたシステ

ムは，その後ほとんど利用されていません。セクロピ

ア蚕の場合には休眠踊の入手が容易ではないために，

また，柞蚕の場合にはウイルスの遺伝子組換えに必要

な培養i細胞が中国になかったために，それぞれ誰もが

簡単に利用できるシステムには成り得なかったのです。

Made in Japanの柞蚕ベクター系

 日本における柞蚕の培養細胞樹立の試みは1986年に

蚕糸試験場(現:蚕糸・昆虫農業技術研究所)の井上

らによって開始されました。その結果，1991年に自発

的に伸縮する筋肉様組織を形成するNISES-AnPe-

426細胞株が得られ，さらに1995年にこの細胞株から
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筋肉様組織を形成しない増殖型のNISES-AnPe-428

(AnPe)株が分離されました。私はこのAnPe細胞を

蚕糸昆虫研から，また，中国の藩陽農業大学から遼寧

省鳳城で分離されたAnpeNPVをそれぞれ分譲して

いただき，柞蚕の有用タンパク質生産系の開発研究を

開始しま. 1した。

 まず，AnPe細胞がAnpeNPVに感染するか確認

したところ，ウイルス接種後5日目にはほとんどすべ

ての細胞の核内にウイルス感染を示す多角体が形成さ

れました(図2)。次に，AnPe細胞を使ってAn-

peNPVのプラーク純化を行った結果，ゲノムDNA

の制限酵素による切断パターンが異なるA，B及びC

株が得られ(図3)，それらはいずれも柞蚕の休眠蠕

を20日以内で100％致死させました(図4)。そこで，

A株のゲノムDNAからポリヘドリン(多角体タンパ

ク)遺伝子を含む約6. 6kbpのPstl断片をクローニン

グし，その中から強力なポリヘドリンプロモーターを

含む5'上流域約1. 8kbpと翻訳領域直後の3'下流域約

1. 9kbpを切り出し，図5のように大腸菌のプラスミ

ドpUC19に挿入して外来遺伝子発現用トランスフ1ア

ーベクター pApCHIを構築しました。つい最近，外

来遺伝子として大腸菌由来のβ一ガラクトシダーゼ遺

伝子を組み込んだpApCH1とAnpeNPVのゲノム

DNAの組換えにより，ポリヘドリンの代わりにβ一ガ

ラクトシダーゼを発現する組換えウイルスの作製及び

純化に成功しました。今後，柞蚕の休眠蠕を使ったタ

ンパク生産技術を確立し，このMade ill Japanの柞

蚕ベクター系を既存のバキュロウイルスベクター系よ

りも生産性が高く使いやすいシステムに改良して行こ

うと考えております。

生物工学への展開

 以上のように，柞蚕ベクター系の基礎はほとんど完

成しましたので，今後はその実用性を追求することに

なるわけですが，その研究過程で得られた成果を，将

来，昆虫求濫¥を利用した生物工学(Bioengineering)へ

展開するのが私の夢です。絹，ハチミツ，染料，フェ

ロモン，抗菌物質，抗凝血物質などの昆虫素材利用に

比べると，昆虫求濫¥利用技術はまだまだ未開拓であ

り，それゆえに実り多い分野であるといえます。しか

しながら，複雑である生物のメカニズムを操る技術の

開発は容易でなく，通常その糸口を見つけることすら

困難です。ウイルスの利用は，このような障壁の打破

に有効であると考えられます。なぜなら，ウイルスは
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図3. プラーク純化したAnpeNPV A， B及

  びC株のゲノムDNAのHindlll制
  限消化パターン。λ/Hindlll，分子量

  マーカー。original，純化前のAn-

  peNPV DNA。 cloneA～C，純化し

  たA～C株のDNA。

ウイルス非感染細胞

濾鯵'

。福. 略・'

臨

AnpeNPV感染細胞(感染後5日目)

、痴痢薪以

ノ  . 

'e. '

鰍. 

Pti一”'

一. F

:; t 一
?t

?ti ;

＼:1心，γ際≧

. ' c'・

. 谷ド

癬謬:、

㌻歯
垢

看

図2. AnpeNPVに感染したAnPe細1泡
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図4. AnpeNPV接種による柞蚕休眠踊の累積死亡率

一
iii

iii… 題
iii iiii

嘘

■ 純化前のAllpeNPV

｣A株

iiiiii

iiii

□B株
囲C株

iii

一

i;i

ii三、

ili iiii

iliiii

iiii

一
叢 ii三iii iii…

iii

iii lii

甲 iii

iiiiii   I
iiiiil

ii

1
5                     1 1

5'上流域

 1 . 8 kbp

EcoRV

 Kpnl Smal
Sact X 1 BamHl

      Spel/Xbal

Ppolt'1

pApCHI
6. 4 kbp

pUC19
2. 7 kbp

3'下流域

1，9 kbp

Psfi

図5. AnpeNPV株のポリヘドリンプロモーターとポリ
   ヘドリン遺伝子の周辺領域を利用して作製したトラ

   ンスフメ浴[ベクターpApCH1の構造。 Ppolhはポ
   リヘドリンプロモーター。

長い進化の過程で宿主を分子レベルでうまく制御する

能力をすでに獲得しているからです。

 さて，柞蚕ベクター系の開発ですが，それ自体はい

うまでもなく農学的色彩の強いバイテク(Biotechno1-

ogy)研究ですが，その本質は休眠及びバキュロウイ

ルスという昆虫に特異的な事象の人為的操作です。お

そらくウイルスは休眠中の昆虫の低レベルの代謝活性

の中で，自身の増殖を効率よく達成する求絡¥を有して

いるのではないでしょうか？ あるいは，細胞レベル

で休眠を解除して代謝を活性化させているかもしれま

せん。このような可能性を実際に検討することによ

り，細胞レベルにおける昆虫の休眠制御の分子求絡¥が

明らかになり，その応用として，例えば昆虫培養細胞

を凍結せずに休眠保存する技術が誕生するかもしれま

せん。これは単なる一つのアイデアにすぎませんが，

近い将来，柞蚕ベクター系の開発研究を，このような

生物工学に発展させるため努力を続けていきたいと思

います。

 最後に，柞蚕ベクター系の開発研究の遂行を手助け

してくれた三重大学工学部分子生物工学講座の学生及

び堰乱ｶの方々と中国渚陽農業大学の王学英先生，なら

びに，研究をCOEプロジェクトとして援助して下さ

った蚕糸昆虫研の関係各位に心より感謝いたします。
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