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研究成果の概要（和文）：カイコに特異的に感染するウイルスである Bombyx mori nuclear 

polyhedrosis virus（BmNPV）をナノバイオマテリアル（バイオナノ粒子）として創製するこ

とができた。機能性タンパク質であるヒト由来プロレニン受容体（hPRR）や BSA に対する一

本鎖抗体（13CG2scFv）を BmNPV 上に提示させることで、大きさ 100 nm 以下の機能性ナ

ノ粒子化に成功した。本研究で創製したバイオナノ粒子をカイコで高生産し、体液から高収率

で精製することができ、リガンドとのタンパク質相互作用によって機能性粒子としての機能が

確認できた。 
 
研究成果の概要（英文）：In this research, functional nanobiomaterial which displayed 

human (pro)renin receptor or 13CG2scFv on the surface of Bombyx mori nuclear 

polyhedrosis virus (BmNPV) was invented. The BmNPVs displaying functional protein 

were produced largely in silkworm larvae and purified from its hemolymph with high 

efficiency. The BmNPV nanoparticles displaying human receptor bound to its ligand and 

were confirmed its function by protein-proteion interaction.  
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１．研究開始当初の背景 
昨今のポストゲノム時代において、ゲノムか

らタンパク質の効率的生産は、ライフサイエ

ンス全般における重要な基盤技術である。し

かし大腸菌や酵母等の微生物は、転写後修飾

やリン酸化等の不備があるため、高次タンパ

ク質の生産には適しないことが明らかとな

った。そこで申請者らは、長年、昆虫細胞遺

伝子発現系を用いて高次タンパク質の生産

についての研究を行ってきた。特に、カイコ

（蚕）のような生体に高次タンパク質を発現

するため、大腸菌と昆虫細胞で遺伝子増幅で

きるバキュロウイルスシャトルベクター（バ

クミド）の開発を試み、世界で初めて成功し

た。本システムは、ウイルスを作製するため

の時間が従来の１／５程度で済み、迅速な高

次タンパク質の生産や遺伝子組換えウイル

スの作製を可能にした。従来の遺伝子組換え

ウイルスの作製は、昆虫細胞上で目的遺伝子

の相同組換えを起こし、スクリーニングを行

い、ウイルスのタイター測定、及びタイター

アップの作業を行うので少なくとも 4～6 ヶ

月を要する。しかし、バクミドを用いれば、

すべての操作を大腸菌で行うので約 10 日程

度で遺伝子組換え操作が済み、20 日程度で遺

伝子組換えウイルスが作製可能である。そこ

で、バクミド系を更に改良し、プロテアーゼ

やキチナーゼを欠損させ遺伝子産物の断片

化を抑制すると共に、カイコの体液への高次

タンパク質の分泌効率の大幅な向上に成功

した。この結果、ヒト由来糖転移酵素やヒト

由来一本鎖抗体、及びヒト由来タンパク質受

容体の効率的発現に成功した。そこで、申請

者らは本バクミド系の機能を十分活かすべ

く、バキュロウイルスの表面にタンパク質の

構造体を作製することを試みた。特にカイコ

を宿主にして、遺伝子組換えウイルスを大量

にかつ迅速に作製できる点を十分活用し、ナ

ノバイオマテリアルの創製をした。また、将

来の実用化を見据え、実用的なカイコからナ

ノバイオマテリアルを創製できるシステム

を構築することを研究の目的とした。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、既に開発済みのバクミドシ

ステムを用いてバキュロウイルスの表面に

様々なタンパク質を提示したナノバイオマ

テリアルを創製し、これらをバイオ素材や高

感度免疫測定のための素材として応用する。

本研究のナノバイオマテリアルとしてカイ

コのような昆虫に感染するウイルスを用い

るため、カイコ幼虫を用いた大量のウイルス

の調製に適している。特に、ファージに提示

が不可能で構造が複雑な膜タンパク質等を、

バキュロウイルス表面に提示できれば産業

上インパクトが極めて大きいと考えられる。 
 
３． 研究の方法 

(1) バキュロウイルスの表面へのヒト由来抗

体分子及びヒト由来タンパク質受容体の

提示法の確立 

機能性タンパク質として用いるヒトプロ

レニン受容体（hPRR）に関しては、hPRR

のシグナル配列後に FLAG 配列が挿入され

た遺伝子を構築し、hPRR の膜貫通領域をそ

のまま使用して提示を行った。また N 末端側

に GFPuvを連結させる場合は、上記遺伝子か

らシグナル配列を除去し、ボンビキシンシグ

ナル配列を有する GFPuv 遺伝子を結合させ

ることで融合タンパク質遺伝子を構築した。

13CG2scFvの提示のために 13CG2scFvのC

末端側に gp64 の膜貫通領域配列を挿入し融

合タンパク質遺伝子を構築し、gp64 との融



合タンパク質として発現させた。これらの遺

伝 子 は GATEWAY シ ス テ ム を 用 い て

pDEST8 ベクターへ挿入し、BmNPV の

Bac-to-Bac system により BmNPV のポリヘ

ドリンプロモーター下流に挿入して組換え

BmNPV バクミドを構築した。これらバクミ

ドをトランスフェクション試薬である

DMRIE-C（Invitrogen）と混合してカイコ

幼虫に注射することで、各組換え BmNPV を

生産した。 

 
(2) ヒト由来抗体分子及びヒト由来タンパク

質受容体を提示したバキュロウイルスの

回収精製法の確立 

カイコ体液中の組換え BmNPV をゲル濾

過法で精製を行った。 Sephadex G200 

10/300 GL および Sephacryl S-1000 SF カラ

ムクロマトグラフィーを用いて行った。ラン

ニングバッファーとして PBS (pH6.2)を用い、

回収率改善のために界面活性剤添加の検討

を行った。精製したウイルス粒子を電子顕微

鏡（Hitachi H7500）で確認した。Western 

blot により、ウイルスへの機能性タンパク質

の発現を確認した。 

 
(3) タンパク質提示型ナノバイオマテリアル

としての評価 

ウイルス表面への GFP と hPRR の融合タ

ンパク質（GFPuv-hPRR）提示を確認するた

めに、ウイルス粒子を Proteinase K で処理

した。処理したウイルス粒子のタンパク質を

Western blot で解析した。また、ELISA 法

に よ り ウ イ ル ス 表 面 に 提 示 さ れ た

GFPuv-hPRR および 13CG2scFv を定量した。

GFPuv-hPRR の場合は、ウイルス粒子を

ELISA プレートに固定化・ブロッキング後、

mouse anti-FLAG M2 抗体と Horseradish 

peroxidase (HRP)-conjugated anti-mouse 

IgG 抗体を用いて検出を行った。13CG2scFv

の場合は、抗原である BSA を固定化・ブロ

ッキング後、ウイルス粒子を結合させ、

HRP-conjugated ProteinA で検出を行った。 

また GFPuv-hPRR を表面に提示したウイ

ルス粒子とプロレニンとの結合も ELISA 法

を用いて行った。プロレニンを ELISA プレ

ートに固定化・ブロッキング後、ウイルス粒

子を結合させて、mouse anti-FLAG M2 抗体

と HRP-conjugated anti-mouse IgG 抗体を

用いて検出を行った。 
 
４． 研究成果 

(1) バキュロウイルスの表面へのタンパク質

の提示法の確立 

 

hPRR遺伝子には、検出を容易にするために

シグナル配列下流にFLAG配列を挿入した。

GFPuv遺伝子と融合させるためにhPRRのシグ

ナル配列を取り除き、ボンビキシンシグナル

配 列 を 有 し た GFPuv を 連 結 さ せ て 、

GFPuv-hPRR融合タンパク質遺伝子を構築し

た。13CG2scFvは、N末端側にボンビキシン

シグナル配列、C末端側にgp64の膜貫通領域

を連結した融合タンパク質遺伝子を構築し

た。これら遺伝子をpDEST8にGATEWAYテ

クノロジーを用いて挿入した。構築したプラ

スミドを用いて、Bac-to-Bac systemを用いて

BmNPVバクミドにそれぞれの遺伝子を挿入

した。組換えBmNPVバクミドを抽出してトラ

ンスフェクション試薬であるDMRIE-C試薬

と混合した後、カイコ幼虫に注射した。感染

したカイコ幼虫から体液を回収し、カイコ体

液を希釈してカイコ幼虫に注射した。カイコ

一匹当たり、約1×109 pfuのウイルスが生産で

きた。 



 
(2) ヒト由来抗体分子及びヒト由来タンパク

質受容体を提示したバキュロウイルスの

回収精製法の確立 

 
カイコ体液を回収後、ウイルス粒子を

Superdex 200 10/300 GL カラムクロマトグ

ラフィーおよびSephacryl S-1000 SFカラム

クロマトグラフィーで精製した。Superdex 

200 10/300 GL カラムクロマトグラフィーの

場合は、精製後のウイルス粒子フラクション

に体液中のタンパク質が混入していたが、

Sephacryl S-1000 SF カラムクロマトグラフ

ィーの場合体液中のタンパク質の混入が認

められず、ウイルス粒子が精製されていた。

Sephacryl S-1000 SF カラムクロマトグラフ

ィー時に 0.01% Triton X-100 を添加するこ

とにより回収率が約 3 倍に上昇したが、0.1％

に濃度を上げると回収率が減少した。これは

高濃度の Triton X-100 がウイルス粒子のエ

ンベロップに悪影響を与えたと推測される。

0.01% Triton X-100 の添加により、超遠心機

でウイルス粒子を濃縮することなく、高濃度

の精製ウイルス粒子を得ることができた。

Western blot によりウイルス粒子フラクシ

ョ ン 中 の hPRR, GFPuv-hPRR お よ び

13CG2scFv の発現が確認できた（図１）。 
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図 1．ウイルスへの機能性タンパク質の発現 

 
このことによりウイルス粒子への各機能性

タンパク質の発現を確認することができた。

電子顕微鏡により精製ウイルス粒子フラク

ション中にウイルス粒子の存在が確認でき

た。 

 
(3) タンパク質提示型ナノバイオマテリアル

としての評価 

 
GFPuv-hPRR を提示しているウイルス粒子

を Proteinase K で処理したところ、ウイル

ス粒子を構成しているタンパク質よりも

GFPuv-hPRR のほうが、低濃度の Proteinase 

K で分解されていた（図２）。このことから

ウイルス粒子表面に GFPuv-hPRR が提示さ

れていることが確認できた。 
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図２．ウイルス粒子の Proteinase 処理 

 
ウ イ ル ス 粒 子 上 に 提 示 さ れ て い る

GFPuv-hPRR の定量を行った。ネガティブコ

ントロールとして GFPuv-β3GnT2 発現用の

精製ウイルス粒子（GFPuv-hPRR を提示して

いないウイルス粒子）を用いた。GFPuv-hPRR

が提示されているウイルス粒子に対して特

異的に反応が見られ、この結果よりウイルス

粒子タンパク質の 3.1%が GFPuv-hPRR であ

ることが確認できた（図３）。 

この値は Western Blot の結果より計算さ

れた 2.7%という値と類似しており、妥当で

あると推測された。13CG2scFv についても

ELISA法により提示された 13CG2scFvの定

量を行ったところ、全ウイルス粒子タンパク

質の 1.3%が 13CG2scFv であることが確認 
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図 3．ウイルスに提示された GFPuv-hPRR の

検出 

 
できた。ELISA 法で機能性タンパク質を検出

できたことにより、ウイルス粒子表面に機能

性タンパク質が提示されていることが再度

証明できた。 

次に GFPuv-hPRR を提示しているウイル

ス粒子を利用して、ELISA 法を用いてリガン

ドであるプロレニンとの結合の検出を試み

た。プロレニンを ELISA プレートに固定化

した後、GFPuv-hPRR を提示しているウイル

ス粒子を加えて行った。ネガティブコントロ

ールとして上記でも用いた GFPuv-β3GnT2

発現用の精製ウイルス粒子（GFPuv-hPRR を

提示していないウイルス粒子）を使用した。

ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル に 比 べ て

GFPuv-hPRR を提示しているウイルス粒子

のほうが特異的に検出できた（図４）。この

結果よりプロレニンと GFPuv-hPRR を提示

しているウイルス粒子が特異的に結合して

いると考えられる。 
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図４．ウイルス粒子とプロレニンとの結合検

出 

 

カイコを用いて機能性タンパク質を表面に

提示したウイルス粒子（ナノバイオマテリア

ル）を高生産し、カイコ体液より高収率で精

製することができた。このナノバイオマテリ

アルを使用して、ELISA 法を用いてタンパク

質の結合を確認することができた。このバイ

オナノマテリアルを使用して新しいタンパ

ク質相互作用の測定法の開発に利用でき、タ

ンパク質相互作用を阻害するインヒビター

のスクリーニングに応用可能である。また、

このカイコを用いた機能性タンパク質を表

面に提示したウイルス粒子の高生産・高収率

生産法の確立により、ナノバイオマテリアル

の実用的な応用につながると期待される。 
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