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カイコ濃核病ウイルスには 1 型（BmDNV-1）と 2 型（BmDNV-2）があり、いずれも養蚕

業に被害を与えるウイルスとして古くから問題視されてきた。興味深いことに、カイコの

系統の中には、ウイルスの接種量をどれだけ増やしても全く感染しない、完全抵抗性（非

感受性）を示すものがあり、交配実験の結果、これらの抵抗性は、優性や劣性の遺伝子に

よって支配されていることが明らかになっている。BmDNV-1 に対する完全抵抗性遺伝子と

しては nsd-1 と Nid-1 が、BmDNV-2 対する抵抗性遺伝子としては nsd-2 と nsd-Z が、それぞ

れ報告されている。しかし、これらの抵抗性遺伝子は連鎖地図上にマップされているだけ

で、単離・同定には至っておらず、その遺伝子本体については未知であった。 

近年カイコのゲノム解析が急速に進み、全ゲノムの塩基配列と cDNA の情報が整備され

ただけではなく、SNP マーカーなどの DNA 多型の連鎖地図の構築も進んでおり、形質変異

の原因遺伝子をポジショナルクローニングで単離することが不可能でなくなってきている。

そこで、本研究では、カイコ濃核病ウイルスの感染機構と完全抵抗性遺伝子との関係を明

らかにすることを目的として、2 種類の濃核病ウイルスに対する宿主の抵抗性遺伝子の単離

と機能解析に取り組んだ。 

 

1. カイコ濃核病ウイルス 2 型抵抗性遺伝子 nsd-2 の単離と形質転換カイコを用いたウイル

ス抵抗性遺伝子としての機能証明 

カイコゲノム情報と分子マーカーによる連鎖地図情報を利用したポジショナルクローニ

ングにより、nsd-2の候補領域を第17連関群上の約400 kb 内に限定することに成功した。さ



らにその領域内で、感受性のカイコには認められない約6 kb 長の欠失領域が抵抗性のカイ

コに存在することを発見した。この欠失領域の有無について、3種類の抵抗性系統と7種類

の感受性系統で、この欠失領域の有無を調べたところ、欠失は、抵抗性系統だけに認めら

れる特徴であった。 

+nsd-2系統に特異的に存在する6 kb の領域の塩基配列を、カイコ遺伝子アノテーションシ

ステム KAIKOGAAS および EST データベースで解析した結果、１つの候補遺伝子が予想さ

れた。そこで、RACE 法により、抵抗性型と感受性型の候補遺伝子の完全長 cDNA 配列を

それぞれ決定し、両配列を比較したところ、抵抗性では、転写領域の5分の3を占める1,120 bp

の塩基配列が欠失していることが明らかになった。また、候補遺伝子の cDNA をそれぞれ

のゲノム配列に対応させて比較した結果、感受性型が14個のエクソンから構成されている

のに対し、抵抗性型では、エクソンの5から13を欠いており、さらに、最後のエクソン14で

は、アミノ酸への翻訳枠がずれるために、終止コドンの位置がエクソン14の開始直後へと

変化していた。種々の組織における遺伝子発現を RT-PCR で調べたところ、本遺伝子の

mRNA は中腸のみで検出された。この結果は、本ウイルスの感染が中腸特異的であるとい

うこれまでに報告されている病理学的知見と合致した。 

単離した遺伝子の機能を推定するために、コードするアミノ酸配列の相同性検索を行っ

た。感受性系統の完全型の遺伝子産物は、タバコスズメガの中腸内腔側の細胞膜に存在す

る2つのアミノ酸トランスポーターに約80％の相同性を示した。膜タンパク質予測プログラ

ムである SOSUI によって、本遺伝子の翻訳アミノ酸配列の2次構造を予測した。その結果、

感受性系統の遺伝子産物は、細胞膜を12回貫通するタンパク質であると推定された。一方、

抵抗性系統の遺伝子産物は、遺伝子内の部分的欠失により、先頭部分の3回の膜貫通構造の

みを有していることが推定された。タバコスズメガにおける、12個の膜貫通領域をもつタ

ンパク質は、単量体で特定のアミノ酸を輸送する機能を持つことから、カイコにおける+nsd-2

候補遺伝子の産物も、おそらくアミノ酸の輸送を担う機能性タンパク質であろうと推測さ

れる。一方で、この遺伝子の内部を大きく欠く抵抗性の品種や系統が特に問題なく発育す

ることから、本遺伝子は、カイコの生存に必須のものではないと考えられる。 

単離した遺伝子が、ウイルス抵抗性の原因遺伝子として機能していることを実証するた

めに、piggyBac ベクターを用い、感受性遺伝子；+nsd-2の候補遺伝子を nsd-2/nsd-2 のカイコ

系統に導入した形質転換カイコを作出した。導入した遺伝子の発現を、GAL4/UAS システ

ムで制御した。形質転換カイコにウイルスを接種し、ウイルスに対する感受性を調査した。

その結果、GAL4 によって導入遺伝子を発現させたカイコだけが、ウイルス接種により濃核

病に感染し、顕著な病状を呈した。一方、ウイルスを接種しない場合には、カイコの生育

に全く影響が認められなかった。これらの結果より、単離した遺伝子をカイコ濃核病ウイ

ルス 2 型抵抗性遺伝子 nsd-2 と決定した。 

 

 



2. カイコ濃核病ウイルス 1 型抵抗性遺伝子 nsd-1 の単離と抵抗性遺伝子を発現させた培養

細胞を使った機能解析 

 

ゲノム情報をもとに作成したDNA多型マーカーを用いてカイコ濃核病ウイルス１型抵抗

性遺伝子 nsd-1 のマッピングを試みた。すなわち、戻し交雑世代に 1 型ウイルスを接種し、

生存個体のDNAを用いて連鎖解析を進めた結果、nsd-1の候補領域を第21連鎖群上の450 kb

内に絞り込むことに成功した。絞り込んだ領域内の塩基配列を KAIKOGAAS で解析したと

ころ、5 つの遺伝子が存在すると予測された。これらの遺伝子について、濃核病ウイルスの

標的組織である中腸での発現の有無を調べた結果、そのなかの 1 つが中腸で特異的に発現

していた。さらに、ウイルス抵抗性 2 系統と感受性 2 系統で当該遺伝子の塩基配列を比較

したところ、ORF 内に 2 箇所の塩基置換があり、2 箇所ともアミノ酸の置換を引き起こして

いることが明らかになった（K110E、G118R）。 

nsd-1 候補遺伝子のコードするアミノ酸配列は、既知のタンパク質に相同性を示さなかっ

た。しかし、その配列を SOSUI で解析したところ、1 回膜貫通型のタンパク質であると推

定された。候補遺伝子をカイコの培養細胞 BmN へ導入し、安定的に発現する細胞株を作成

した。その結果、抵抗性系統、感受性系統いずれかの遺伝子の産物も、細胞の膜画分のみ

に検出された。また、大腸菌で NSD-1 を発現させ、得られた組換えタンパク質を用いて抗

NSD-1 抗体を作成した。その抗体を用いた中腸切片の免疫染色において、中腸の円筒細胞

の膜表面が強く染色された。この結果は、濃核病ウイルスが円筒細胞特異的に感染するこ

とと符合している。 

また、候補遺伝子のコードするアミノ酸配列には、セリンまたはスレオニンの繰り返し

配列を含む構造から多数の O 結合型の糖鎖修飾サイトが存在することが予測された。この

構造は、動物に広く存在する膜結合型のムチン様タンパク質と類似した特徴だった。上述

の候補遺伝子を導入した BmN 細胞において、遺伝子産物が SDS-PAGE でスメア状のバンド

として検出されたので、実際に糖鎖が付加している可能性がある。そこで、N 型糖鎖と O

型糖鎖をそれぞれ切断する酵素、PNGase F と O-Glycosidase を用いて細胞の膜画分を処理し

たところ、どちらの酵素処理においても目的のタンパク質における分子量の減少が認めら

れた。したがって、NSD-1 は予想通り、両方の糖鎖修飾を受けていることが明らかとなっ

た。 

ウイルス抵抗性と感受性系統間で確認された 2 箇所のアミノ酸置換が、他のウイルス抵

抗性および感受性カイコ間で保存されているのかどうかを知るために、品種・系統の数を

増やして塩基配列を比較した。その結果、1 型ウイルス感受性のカイコでは、例外なく 118

番目のアルギニン残基が保存されていた。また、SOSUI で解析したところ、このアルギニ

ン残基は、ウイルスと接触する中腸内腔側に位置すると予想された。 

以上より、このムチン様タンパク質の遺伝子が nsd-1 の原因遺伝子であると結論した。こ

のタンパク質は円筒細胞においてウイルスのレセプターとして機能している可能性があり、



その 118 番目のアルギニン残基がウイルスの感染において重要な役割を担っているものと

考えられる。 

 

 本研究では、2 つのカイコ濃核病ウイルス抵抗性遺伝子 nsd-2 と nsd-1 の単離に成功した。

この成果は、ポジショナルクローニングによるカイコの突然変異遺伝子の単離に関する初

めての成功例である。これによって、濃核病ウイルスの感染機構や、宿主昆虫側の抵抗性

機構の一端を解明した。今後さらに細胞生物学的あるいは生化学的な研究などによって、

濃核病ウイルス感染の分子機構の全体像が解明されてゆくことが期待される。 

 


