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研究成果の概要（和文）：本研究は、カイコ濃核病ウイルス1型の感染に対して、独立に完全抵抗性を示す2種類
の遺伝子Nid-1とnsd-1の単離とその作用機構の解明を目的としている。Nid-1を明らかにするため、ウイルス接
種および非接種の抵抗性カイコを用いたトランスクリプトーム解析を進めた。両者で発現量が異なる遺伝子を数
多く見つけ出すことに成功したが、Nid-1の責任領域（カイコ第17番染色体上の約260 kb）内にマップする遺伝
子はなかった。一方nsd-1は、原因遺伝子の単離に成功した。その遺伝子はウイルスの感染組織である中腸の膜
タンパク質をコードしており、ウイルスのレセプターとして機能していると考えられた。

研究成果の概要（英文）：The aims of this study are to isolate two non-susceptibility genes to Bombyx
 mori densovirus (BmDV), Nid-1 and nsd-1, and clarify the mechanisms of absolute resistance of B. 
mori to BmDV. To identify Nid-1, we performed transcriptome analysis using total RNA purified from 
the midgut of the virus-inoculated and virus-non-inoculated silkworms strain caring Nid-1. RNA-seq 
analysis revealed clear difference in the expression levels in many genes between the 
virus-inoculated and virus-non-inoculated silkworm, however, there was no gene which is mapped to 
the region responsible for Nid-1. On the other hand, we succeeded to identify the gene responsible 
for nsd-1. Sequence and biochemical analyses revealed that nsd-1 encodes a Bombyx-specific 
mucin-like glycoprotein with a single transmembrane domain. Moreover, the NSD-1 protein was 
specifically expressed in the larval midgut epithelium, the known infection site of BmDV.

研究分野： 昆虫遺伝学

キーワード： カイコ　濃核病ウイルス　ウイルス抵抗性遺伝子　ポジショナルクローニング　トランスクリプトーム
解析
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１．研究開始当初の背景 
濃核病ウイルスは様々な昆虫や甲殻類で発
見されており、その検出方法や性状解析に関
する研究が世界中で行われている。特に、作
物の大害虫であるチョウ目や衛生害虫であ
るゴキブリ目、さらには吸血によって病原体
を媒介するハエ目などの要防除昆虫に感染
するウイルスや、養殖産業で重要なエビ類に
感染するウイルスが多く含まれているため、
近年重要な研究対象として注目されている。
これまでの研究によりウイルスの感染組織
や感染時期、そして病徴については多く報告
さ れ て き た （ Kawase & Kurstak, 1991; 
Afanasiev & Carlson, 2000）。しかしながら、ウ
イルス感染に関わる具体的な因子に関して
は、その報告はほとんどない。なぜなら、感
染性に関わるようなウイルスまたは宿主の
変異体が見つかっていないためである。  
 カイコに感染する濃核病ウイルスには 1 型
と 2 型があり、いずれも養蚕業に甚大な被害
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、このウイルス感
染の成否は、宿主であるカイコがもつ抵抗性
遺伝子の有無によって決定されており、この
遺伝子をもつカイコの変異体では、ウイルス
の接種量をどれだけ増やしてもまったく感
染しない“完全抵抗性”を示す（図 1）（伊藤 & 
門野, 2007）。30 年以上前の遺伝学的交配実験
によって、ウイルス 1 型の抵抗性には優性と
劣性の突然変異遺伝子 Nid-1（Eguchi et al., 
1986）と nsd-1（渡辺 & 前田, 1978）が、ウ
イルス 2 型には劣性の nsd-2（関 & 岩下, 
1983）が関わっていることが明らかになって
いた。しかしながら、これらの原因遺伝子が
いったいどういうものかについては、まった
くわかっていなかった。 

  
 このような背景のもと、2008 年、我々はカ
イコにおいて突然変異遺伝子の単離方法を
確立し、ウイルス 2 型に対する抵抗性遺伝子
nsd-2 の単離に成功した（Ito et al., 2008）。こ

の成果は、濃核病ウイルス研究において、初
めてウイルス感染決定因子を明らかにした
という点で世界に先駆けた成果となった。 
 現在は、もう一つのウイルス 1 型の抵抗性
遺伝子 Nid-1 と nsd-1 について、原因遺伝子
の単離とその機能解析を進めている。 
 
２．研究の目的 
昆虫ウイルス研究においてウイルス感染に
関わる宿主側の因子は、感染機構を解明する
ための突破口になると考えられるが、その報
告は極めて少ない。これまでの知見によりカ
イコには、カイコ濃核病ウイルス 1 型の感染
に対して、独立に完全抵抗性を示す 2 種類の
遺伝子 Nid-1 と nsd-1 が存在することがわか
っている。しかしそれら遺伝子本体および機
能については、未だ明らかになっていない。
そこで本研究は、完全抵抗性遺伝子 Nid-1 と
nsd-1 を単離しその作用機構を調査すること
で、昆虫病原性ウイルスに対する宿主昆虫側
の抵抗性機構を解明することを目指してい
る。また本研究では、遺伝子産物とウイルス
との相互作用を調査するための新たなアッ
セイ系の構築も行う。 
 
３．研究の方法 
ウイルス 1 型の抵抗性遺伝子 Nid-1 と nsd-1
について、カイコゲノム情報を利用したポジ
ショナルクローングによる候補遺伝子の単
離を進める。さらに明らかにした候補遺伝子
を導入した形質転換カイコの作出とウイル
ス接種試験により、その遺伝子が本当にウイ
ルス感染性に関わっていることを証明する。
また、抵抗性遺伝子の機能解析を行い、各抵
抗性遺伝子産物を介したウイルス抵抗性機
構を調査する。 
 
４．研究成果 
（1）ポジショナルクローングによる Nid-1 候
補遺伝子の単離 
これまでの研究により、Nid-1 の責任領域を
カイコの第 17 染色体上の約 260 kb 内に限定
することに成功し、その中に 11 個の予測遺
伝子が存在することを明らかにしている。そ
こでこの 11 個の遺伝子について、Nid-1 系統
（No. 908）と Nid-1 をもたない標準系統
（C108）間で、①ウイルスの感染組織である
中腸での候補遺伝子の発現の有無、②候補遺
伝子の完全長 cDNA 配列の比較、③定量的
PCR を用いた候補遺伝子の発現量の比較、④
候補遺伝子のアノテーション、を行った。そ
の結果、この中の一つの遺伝子において、No. 
908 と C108 間で ORF 内に 1 塩基の多型が存
在することがわかった。さらにこの塩基多型
は、アミノ酸置換を引き起こしており、両系
統間で異なるタンパク質が翻訳されている
ことが予測された。そこで、この候補遺伝子
について、Nid-1 系統と標準系統の数を増や
し、候補遺伝子内のアミノ酸置換を比較した。
その結果、このアミノ酸配列は Nid-1 系統で



保存されておらず、この遺伝子は Nid-1 では
ないことがわかった。 
 
（2）次世代シークエンサーを用いた発現遺
伝子の網羅的解析 
Nid-1 の抵抗性機構の解析と原因遺伝子の特
定を目指し、Nid-1 系統にウイルスを感染さ
せた際の中腸への影響の調査とトランスク
リプトーム解析を行った。Nid-1 系統におい
てウイルス接種区と非接種区を準備し、その
後 24、48、72 時間の中腸をサンプリングし
RNA-seq を行った。解析には次世代シークエ
ンサーHiseq4000 を使用して、101PE でシー
クエンスを行った。その結果、各データセッ
トで約60〜90 Mリードのデータが得られた。
続いて、これらのデータを用いて Nid-1 の原
因遺伝子のスクリーニングを行った。その結
果、ウイルス接種および非接種区間で発現パ
ターンが異なる遺伝子を数多く見つけ出す
ことに成功した。この中には Nid-1 がマップ
する第 17 染色体上で発現している遺伝子が
いくつか存在したが、Nid-1 の責任領域内（カ
イコの第 17 染色体上の約 260 kb 内）、さらに
はその近傍にマップする遺伝子は見つから
なかった。 
 
（3）Nid-1 系統におけるウイルス抵抗性機構
の調査 
Nid-1 系統にウイルスを接種したのち、ウイ
ルスの感染組織である中腸からウイルス由
来の遺伝子およびタンパク質が検出される
かどうかを調査した。その結果、Nid-1 系統
ではウイルス由来の遺伝子がはっきりと検
出されたことから、ウイルスは中腸細胞内に
侵入していることがわかった。一方で、ウイ
ルス由来のタンパク質はウイルス感染後ま
ったく検出されなかった。このことから、
Nid-1 はウイルスが細胞に侵入したのち、ウ
イルス由来タンパク質が翻訳される過程で
阻害していることが明らかになった。この結
果は大変興味深く、なぜなら昆虫ウイルスに
おいて、ウイルスが細胞に侵入した後に働く
因子で抵抗性および感受性を決定するもの
については、これまでひとつも報告がないか
らである。このことは、Nid-1 は昆虫ウイル
ス感染に関わる新規因子をコードする重要
な遺伝子であることを意味していた。 
 
（4）nsd-1 候補遺伝子の単離と機能証明 
これまでの研究により、nsd-1 の候補領域を
第 21 連鎖群上の約 450 kb 内に限定すること
に成功し、その中に 5 個の予測遺伝子が存在
することを明らかにしている。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。ま
た、アミノ酸配列解析および組織切片を用い
た免疫染色によって、この遺伝子は、①膜タ
ンパク質をコードしていること、②ウイルス
の感染組織である中腸細胞膜上に局在して

いることから、ウイルスのエントリーレセプ
ターとして機能している可能性が考えられ
た。さらに、ウイルス抵抗性系統に抵抗性遺
伝子の対立遺伝子である感受性遺伝子を導
入した形質転換カイコを作出し、ウイルス接
種試験を実施した。その結果、この形質転換
カイコは、確かにウイルス抵抗性から感受性
に形質が転換することが明らかになった。よ
ってこれらの結果より、単離した遺伝子が目
的の nsd-1 であることを証明することに成功
した。これらの研究成果は、学術論文に掲載
された（主な発表論文等、雑誌論文①）。 
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