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研究成果の概要（和文）： 
クワ耐虫性タンパク質(MLX56)大量発現シロイヌナズナの作出を目的として、シロイヌ

ナズナに導入した結果、mlx56 遺伝子の発現が転写レベルで確認されたが、タンパク質の
発現は見られず、エリサン、ヨトウガに対する毒性も確認されなかった。MLX56 をエリサ
ン幼虫およびカイコ幼虫に供試し１日後の中腸組織の形態を観察したところ、中腸組織の
崩壊は確認されなかったが、FITC で標識した MLX56 を供試した結果、エリサン幼虫の囲食
膜全体にわたって MLX56 の結合が観察された。カイコ幼虫のそれには結合せず、MLX56 は
未消化のまま糞に排泄された。カイコ幼虫は食した MLX56 をそのまま排泄することでクワ
の耐虫性機構を回避していることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 

A mlx56 gene encoding mulberry anti-insect protein was introduced into 
Arabidopsis thaliana in order to elucidate the possibility of application use of a mlx 
gene.  The expression of mlx56 gene in leaves was observed at a transcription level, 
however, the MLX56 protein could not be detected by immunoblot analysis, and no 
toxicity was observed against larvae of the Eri-silkworms and the cabbage moth.  The 
MLX56 bind at entire part of peritrophic membrane of larvae of the Eri-silkworm 
whereas little binding property was observed against that of larvae of the silkworm.  
The results strongly suggested that the target site of the MLX56 is the peritrophic 
membrane, and larvae of the silkworm circumvent from the MLX56 by developing 
low-affinity peritrophic membrane with the MLX56. 
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１．研究開始当初の背景 
近年、カイコの餌として長年利用されてき

たクワの乳液に強い耐虫効果があることが
発見され、乳液に含まれる耐虫物質はデオキ
シノジリマイシン等の糖類似アルカロイド
群であった。しかしながら、これらの成分を
除去しても半分以上の耐虫活性が残った。そ
こで、さらに耐虫成分の精製を進めた結果、
強い成長阻害活性を示す新規糖タンパク質
(MLX56)を単離した。しかしながら、タンパ
ク質の昆虫に対する作用機構はまったくわ
かっていない。 

 
２．研究の目的 
（１）クワ耐虫性タンパク質(MLX56)大量発
現シロイヌナズナの作出および耐虫性(mlx)
遺伝子応用利用の可能性の検討し、遺伝子工
学的手法を用いたクワ耐虫性タンパク質の農
業を中心とした産業への利用を目指す。 
（２）MLX56をカイコおよびエリサン幼虫に供
試後の中腸組織の形態変化を観察し、MLX56
がなぜ昆虫に成長阻害を引き起こすのか、ま
たクワスペシャリストのカイコに対してなぜ
毒性を示さないのか組織学的に調査する。 
（３）クワの乳液になぜ新規耐虫性タンパク
質が大量に含まれるのか、また他のクワ科植
物においても同様な物質が含まれるのか興味
深い。そこで、クワ科植物における耐虫性遺
伝子の多様性と進化について検討を行う。 
（４）新たなクワ耐虫性タンパク質のスクリ
ーニングを行う。 
 
３．研究の方法 
１）シロイヌナズナ由来Atext1遺伝子のシ
グナルペプチドをクワ耐虫性遺伝子のそ
れと入れ替え、さらにタンパク質のC末端
にインフルエンザ表面抗原の配列由来で
あるHAタグを付加し、タンパク質を容易に
検出・精製ができるようにしたキメラタン
パク質を発現させるためのコンストラク
ト(Atext-MLX-HApBI)を作製し、シロイヌ
ナズナに遺伝子を導入した。対照区は空ベ
クターを導入して得られた形質転換体を
用いた。得られた形質転換体(T1世代)を２
ヶ月生長させ得られた葉から全RNAおよび
タンパク質を抽出しRT-PCR、SDS-PAGEおよ
びimmunoblotによりタンパク質の発現を
確認した。Immunoblotは、抗HA抗体と抗M
X56抗体を用いて行った。また、エリサン、
ヨトウガ1齢幼虫を用いてバイオアッセイ
を行った。 
（２）精製したMLX56をエリサン幼虫およ
びカイコ幼虫に供試し、１日後の中腸組織

の形態を観察した。また、同時に糞を回収
しSDS-PAGEによりタンパク質の構成成分
を調査した。また、上記タンパク質をFIT
Cで標識し、エリサン幼虫およびカイコ幼
虫に供試し1日後に解剖し、各組織を蛍光
顕微鏡により観察した。 
（３）11種類のクワ科植物をつくば、石垣
島よりサンプリングし、それらの葉か全D
NAを抽出した後、mlx遺伝子の存在をPCR
法により調査した。増幅したDNA断片は塩
基配列の決定を行い、ORF検索、アライン
メント等解析を行った。 
（４）カイコの餌として広く使用されるカ
ラヤマグワ系栽培品種しんいちのせは、乳
液に糖類似アルカロイドがほとんど含ま
れていないにもかかわらず、野生クワの一
種シマグワのそれより強い昆虫成長阻害
効果を示す。しんいちのせの乳液をタンパ
ク質画分、糖類似アルカロイド画分に粗分
画し、それぞれエリサン幼虫に対する毒性
を検定した。また、乳液由来cDNAからEST
データベースを構築し、その中から耐虫性
タンパク質候補のスクリーニングを試み
た。 
 
４．研究成果 
（１）MLX-HApBI、Atext-MLX-HApBI、Co
ntpBIの3系統を構築した。それぞれの系
統のT1世代を2株ずつ選抜し、生葉から
全RNAを抽出し、RT-PCRを行った結果、M
LX-HApBI、Atext-MLX-HApBI導入個体で
はmlx56遺伝子の発現が確認されたが、C
ontpBI導入株ではmlx56遺伝子の発現は
確認されなかった。葉タンパク質をSDS-
PAGEで分析すると明確なMLX56タンパク
質産生は観察されず、MLX56タンパク質
およびHAペプチドに対する抗体を用い
たimmunoblotでも対照区と比較してプ
ロフィールの差は観察されなかった。ま
た抗MLX56抗体によるimmunoblotでは少
なくとも9種類のシロイヌナズナ葉タン
パク質との交差反応が観察された。HAペ
プチドに対する抗体を用いたimmunoblo
tではまったくシグナルが検出されなか
ったため、導入した遺伝子の発現は翻訳
レベルで停止していると思われた。エリ
サン、ヨトウガ1齢幼虫を用いて3種形質
転換体に対するバイオアッセイにおい
て、耐虫効果はまったく確認されなかっ
た。 
（２）精製したMLX56をエリサン幼虫お
よびカイコ幼虫に供試し、１日後の中腸
組織の形態を観察したところ、BT毒素を



供したときに観察されるような中腸組
織の崩壊は確認されなかった。しかしな
がらFITCで標識したMLX56を上記幼虫に
供試し、1日後に中腸の各組織を蛍光顕
微鏡で観察したところ、エリサン幼虫の
囲食膜全体にわたってMLX56の結合が観
察されたが、カイコ幼虫のそれにはほと
んど結合せず、MLX56のほとんどは未消
化のまま糞に排泄された。MLX56の結合
は他の中腸組織では確認されなかった
ことから、MLX56のターゲットは囲食膜
であることが推測され、カイコ幼虫は食
したMLX56をそのまま排泄することでク
ワの耐虫性機構を回避していることが
示唆された。 
（３）クワ mlx56 遺伝子を 11 種類のクワ
科植物の全DNAを鋳型にしてPCRを行う
と、Morus 属植物のみ 2kb の DNA 断片の
増幅が観察され、クワ科植物において mlx
遺伝子はクワにのみ存在することが示唆さ
れた。また、クワから増幅してきた DNA
の塩基配列を決定した結果、クワの mlx56
遺伝子は少なくとも 8 種類観察され、クワ
ゲノム上で多重遺伝子ファミリーを形成し
ていることが示唆された。特に、SPPPP
が重複に並ぶエキステンシンモチーフで
[SPPPP]10、[SPPPP]9、[SPPPPPP]1 の存
在が確認し、またこれらの遺伝子はすべて
発現していることを確認した。この遺伝子
のイントロンは 2 つ存在し、その位置が植
物の広く分布しているクラス１キチナーゼ
のそれらとまったく同じであることから、
mlx56遺伝子は植物クラス１キチナーゼ遺
伝子群と共通祖先を持ち、これらの遺伝子
群から派生してきたものと考えられ、耐虫
活性を獲得したがキチナーゼ活性は消失し
てしまったものと思われる。さらに、遺伝
子重複により複数のコピー遺伝子を形成し
た結果、植物の乳液に大量にタンパク質を
産生すること可能にしていると考えられた。
これらの結果から、クワ科植物の中でクワ
は、進化の過程で独自の耐虫防御機構を獲
得ているということが示唆された。 
（４）しんいちのせの乳液をタンパク質画

分、糖類似アルカロイド画分に粗分画し、そ
れぞれエリサン幼虫に対する毒性を検定し
た結果、タンパク質画分は強い成長阻害活性
を示すが、糖類似アルカロイド画分はほとん
ど毒性を示さなかった。また、エリサン幼虫
の成長を阻害する MLX56 の耐虫効果は乳液
全タンパク質のそれの半分以下であり、乳液
中に未同定の耐虫性タンパク質の存在が示
唆された。そこで乳液由来 cDNA から EST
データベースを構築し、その中から耐虫性タ
ンパク質候補のスクリーニングを試みた結
果、これまで報告されていない新規タンパク
質を含む 10 種類以上の生体防御タンパク質

の発現が確認された。このうちガラクトース
に特異的なレクチンについて精製を行い、エ
リサン幼虫に対する耐虫活性を調査した結
果毒性は確認できなかった。 
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