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論文内容の要旨 

 
申請論文ではカイコサイポウイルス (Bombyx mori cypovirus, BmCPV) 由来の多角体へ外来

タンパク質を固定化するための新規手法の開発を報告している。また、外来タンパク質を固定化

した多角体の応用を目的として、固定化後の外来タンパク質の活性評価について報告している。

申請論文は以下の 5 つの章から構成される。 
第１章では、多角体と呼ばれるタンパク質微結晶の性質や外来タンパク質を固定化するための

担体としての利用について、その現状と問題点や課題について述べた。 
第２章では、多角体の X 線結晶構造解析から解かれた多角体タンパク質(polyhedrin)の構造か

ら、この polyhedrin の N 末に見られるαヘリックス (H1) が polyhedrin の会合、多角体への結

晶化に重要であると考えられた。これまでに BmCPV の turret protein である VP3 由来の固定化

シグナル(VP3)は多角体へタンパク質を固定化するのに利用できることが知られているが、今回、

H1 は新たな固定化シグナルとして利用できるのではないかと考えた。そこで、H1 を enhanced 
green fluorescence protein (EGFP) に付加し、この融合タンパク質の多角体への固定化を試みた。

その結果、H1 によって EGFP は多角体に固定化されること。さらに、H1 による固定化と VP3
による固定化は互いに競合しないことが判明した。 
第３章では、protein kinase C (PKC) の多角体への固定化を行った。これまでに多角体へ固定

化した酵素の活性評価については報告されていなかった。申請者は、H1 や VP3 を用いて PKC
の多角体への固定化を試み、さらに PKC は活性を保持した状態で多角体に固定化することができ

ることを明らかにした。 
第４章では、細胞増殖因子の多角体への固定化とその活性評価を行った。これまでに、VP3 に

よる fibroblast growth factor-2 (FGF-2)の多角体への固定化は行われているが、今回 H1 を用い

た FGF-2 の多角体への固定化を試み、その活性評価を NIH/3T3 線維芽細胞と ATDC5 前駆軟骨

細胞の増殖誘導を指標に行った。その結果、H1 を用いて固定化した FGF-2 は VP3 で固定化した

FGF-2 よりも高い活性を示すことを明らかにした。また、多角体へ固定化した FGF-2 は長期間

活性を維持することを示した。 
第５章では、ヒト表皮角化細胞  (ケラチノサイト) の増殖を同じく細胞増殖因子である
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fibroblast growth factor-7 (FGF-7) や epidermal growth factor (EGF) を固定化した多角体を

用いて試みた。FGF-7 と EGF の多角体への固定化は共に VP3 と H1 の両方の固定化シグナルを

用いて行ったが、固定化シグナル間での活性の違いは見られず、全ての多角体はケラチノサイト

の増殖を誘導した。また、これらの多角体は培養器上に乾燥させておいたものを利用したが、十

分に活性を維持していた。さらに、FGF7 多角体を 0.4µm の穴を有する PET 膜上に置き、FGF7
多角体と細胞が直接接触していない状態でもケラチノサイトの増殖を誘導した。これらの結果か

ら、多角体に固定化した FGF-7 や EGF は乾燥に対しても安定に活性を維持すること、そして、

多角体からの FGF7 の徐放によってケラチノサイトの増殖が見られることを報告した。 
 
 

論文審査の結果の要旨 

 

多角体とはサイポウイルス(Cypovirus, CPV)が作るタンパク質微結晶である。これまでにカイ

コを宿主とするサイポウイルス(Bombyx mori CPV, BmCPV)由来の多角体に外来タンパク質を

固定化する手法が開発されている。本来、多角体は多数のウイルス粒子を内部に包埋し、標的細

胞まで感染性を維持したままウイルス粒子を運搬するキャリアーである。この多角体にウイルス

粒子の代わりに外来タンパク質を固定化することで、外来タンパク質を安定に維持できる担体と

して多角体の利用が期待されている。 
申請者は外来タンパク質を固定化するための新規手法の開発を試みた。既存の多角体への外来

タンパク質の固定化方法は、BmCPV の外殻タンパク質の一つである turret protein (VP3)の一部

の配列を固定化シグナルとして用いる。これまでに、VP3 を用いた固定化は多くのタンパク質に

対して可能であることが報告されている。その一方で、VP3 を用いた固定化ではタンパク質毎に

固定化効率が異なることも分っており、より効率的な固定化のため新たな手法の開発が必要であ

る。また、一つの多角体に複数種のタンパク質を固定化するためには別の固定化シグナルの開発

が必要である。多角体の X 線結晶構造解析により明らかとなった多角体タンパク質 (polyhedrin) 
の原子構造の情報を基に、申請者は新規の多角体へのタンパク質固定化方法を考案した。

Polyhedrin は左手の親指と人差し指を伸ばしたような形状を取っており、この人差し指にあたる

αヘリックス (H1) を介して polyhedrin 同士が会合し、単位格子が形成される。この H1 を固定

化シグナルとして外来タンパク質に付加することで多角体への固定化可能かどうかを調べた。そ

の結果、H1 の付加によって以下に述べる複数の外来タンパク質を多角体に固定化することに成功

した。このように H1 を用いることでも外来タンパク質の固定化が可能であることを示した点に

この研究の独自性がある。さらに、申請者は固定化した外来タンパク質の活性についても評価し

ており、多角体が外来タンパク質を固定化するだけでなく、外来タンパク質の機能も維持できる

ことを示した。その中で、酵素である protein kinase C (PKC) をその活性を維持したまま多角体

に固定化できることを明らかにした。このような PKC 多角体は、PKC 阻害剤のスクリーニング

への利用が期待できる。次に、細胞増殖因子を固定化した多角体を用いて動物細胞の増殖を誘導

することに成功している。細胞増殖因子は組織培養には不可欠な因子でありながら、その不安定

性が問題となっている。多角体に細胞増殖因子を固定化することで、長期間活性を維持させるこ

とができ、また乾燥に対しても活性を維持することができることを明らかにした。さらに、多角

体に固定化された細胞増殖因子は徐放されることから、細胞培養に必要な増殖因子の徐放剤とし
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も利用できることを示した。一方、既知の多角体への固定化シグナルである VP3 と今回開発した

H1 固定化シグナルで、外来タンパク質の多角体への固定化量とその活性について比較した結果、

外来タンパク質毎に固定化量や活性に違いが見られた。また、この２つのシグナルを同時に利用

することで、複数種のタンパク質を一つの多角体に固定化することができることを示した。 
以上の結果から、外来タンパク質を多角体に固定化する際に固定化シグナルを選択できるよう

にし、さらに、より効率的な固定化を可能にした。そして、外来タンパク質を固定化した多角体

は固定化酵素、プロテインチップの他に新たな細胞培養方法を提案するなど昆虫ウイルスの新規

利用を提案しており、本研究内容は高く評価できる。 
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