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研究成果の概要（和文）：東～南アジア諸国においてシルク生産に利用されるさまざまなヤママユガ科絹糸昆虫
（野蚕）から核多角体病ウイルス（NPV）を分離し，それらの全ゲノムDNA配列を次世代シーケンサーにより比較
解析した．その結果，各NPVを高感度かつ特異的に検出可能なマルチプレックスPCR診断技術の開発に成功し，優
れた有用タンパク質生産特性を有するバキュロウイルスベクター系の構築ならびに野蚕NPVの遺伝的多様性およ
び進化の考察に役立つ知見が得られた．

研究成果の概要（英文）：Nucleopolyhedroviruses (NPVs) have been isolated from various saturniid 
silkmoths (wild silkworms) utilized for silk production from East to South Asian countries, and 
their whole genome DNA sequences have been analyzed and compared using Next-Generation sequencer. As
 a result, a mutiplex-PCR diagnostic protocol, which enables to detect each NPV with high 
sensitivity and specificificity, has been successfully developed and useful knowledge in 
construction of baculovirus expression vector system with advantageous properties for valuable 
protein production and in consideration of genetic variation and evolution of NPVs infecting wild 
silkworms have been obtained.

研究分野：分子昆虫学
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１．研究開始当初の背景 
(1)ヤママユガ科野蚕 NPV の防除技術開発に
おける比較ゲノム解析の必要性：ヤママユガ
科絹糸昆虫（野蚕）は，カイコとともに古く
から絹糸生産に用いられており，生産量の点
ではカイコにおよばないものの，テンサン
Antheraea yamamai（日本），サクサン An. 
pernyi（中国），エリサン Samia ricini（中
国，ベトナム，インド），タサールサン 
An.mylitta （インド），ムガサン An. 
assamensis（インド），クリキュラ Cricula 
trifenestrata（インドネシア）などは，東
〜南アジア諸国における地域の重要な特産
品となっている．高度に家畜化され，飼育技
術が洗練されたカイコとは異なり，多くの野
蚕は野外飼育されており，室内飼育されるエ
リサンの場合でも飼育室は野外から隔離さ
れておらず，洗浄や消毒だけで病気を予防す
ることは困難である．したがって，病害の防
除あるいは軽減には，病気の発生を初期に発
見し，感染個体の除去や発生場所の消毒など
適切な措置を迅速に実施することが必要不
可欠である．このような野蚕の重要病原の一
つであるバキュロウイルス（核多角体病ウイ
ルス；NPV）に関しては，ポリヘドリン，lef-8
および lef-9遺伝子の配列に基づいた系統解
析の結果，中国のサクサン，エリサンおよび
Actias selene（オナガミズアオの仲間）か
ら分離されたNPVが極めて近縁なグループに
分類されている．したがって，中国を含む東
〜南アジア各地の野蚕 NPVのゲノム配列を比
較解析することにより，近縁な野蚕 NPV の分
布が明らかになるとともに，それらを特異的
かつ高感度に検出可能な実用的PCR技術の開
発が可能になると期待された． 
(2)ヤママユガ科野蚕 NPV の収集と利用技術
開発の実績：研究代表者の小林は，中国の研
究協力者（王学英博士）と共同でサクサン由
来のNPVを用いてバキュロウイルス遺伝子発
現ベクター系を構築し，シンジュサン S. 
cynthia の休眠蛹における高効率なタンパク
質生産，サクサン培養細胞株における複合型
の N型糖鎖付加タンパク質生産，エリサンに
おける安定同位体標識タンパク質生産など，
既存の系にない優れた特性を有する生産シ
ステムを開発してきた．したがって，本研究
課題において新たな野蚕 NPV の感染・増殖特
性やタンパク質生産効率を詳細に比較検討
することにより，さらに優れた生産特性のベ
クター系を新たに構築できる可能性が期待
された．すでに，サクサン NPV に加え，中国
のエリサンならびに日本のテンサン由来の
NPV を研究協力者（黄元姣博士と梶浦善太博
士）より入手済みであり，また，東南アジア
とインドの野蚕飼育地域における病害発生
の状況に関する情報が研究協力者（清水治
氏）と研究分担者（門野敬子博士）から集ま
り，十分に本研究課題遂行の準備が整ってい
た． 
 

２．研究の目的 
日本からインドにかけて分布する多種多様
なヤママユガ科絹糸昆虫（野蚕）類による絹
糸生産の安定化と増産ならびに優れたタン
パク質生産系構築に資するため，野蚕6種（テ
ンサン，サクサン，エリサン，タサールサン，
ムガサン，クリキュラ，アタカス）に病害を
もたらすバキュロウイルス（核多角体病ウイ
ルス）を主要生産国において調査・採取し，
次世代シーケンサーを用いて各ウイルスの
全ゲノム配列とそれらの系統関係を明らか
にし，各ウイルスを識別して検出可能なマル
チプレックスPCRプライマーセットを設計す
ることにより，ウイルス感染個体およびウイ
ルス媒介野生昆虫の早期発見と迅速な防除
対策の実施に役立てるとともに，各ウイルス
の感染増殖特性や多角体生産効率などを比
較し，タンパク質生産に有効利用可能なウイ
ルスの選定を試みる． 
 
３．研究の方法 
(1)野蚕 NPV のサンプリングとゲノム DNA の
解析：東〜南アジアにおける主要野蚕飼育地
域で NPV をサンプリングし，ゲノム配列を次
世代シーケンサーにより解読し，系統関係を
推定する． 
(2)野蚕 NPV 検出用 PCR 技術の開発：解読し
たゲノム配列に基づいて，各野蚕 NPV（ある
いは分離株）を識別可能なマルチプレックス
PCR 用のプライマーセットを設計し，迅速か
つ高感度にウイルス検出するための反応条
件の最適化を行い，実用性を検証する． 
(3)野蚕 NPV のタンパク質生産特性検定：各
野蚕NPVの宿主および昆虫培養細胞株におけ
る感染・増殖特性を，特に多角体タンパク質
生産効率との関連に注目して比較解析し，新
規遺伝子発現ベクター系構築の可能性を評
価する． 
 
４．研究成果 
(1)野蚕 NPV のサンプリングとゲノム DNA の
解析：本研究期間中に，新たにベトナムおよ
びカンボジアのエリサン，インドのタサール
サンおよび日本（長野県）のシンジュサンか
ら NPV を分離することに成功し，すでに入手
済みのサクサン（中国），エリサン（中国）
およびテンサン（日本）の NPV 分離株（一部
クローンを含む）とともに次世代シーケンサ
ーによるゲノム DNA 配列解析を完了後，繰り
返し配列など確認が必要な部分配列を補正
し，各分離株のコンセンサスゲノムを完成し
た．さらに，株内変異を検出するとともに近
縁のNPVのゲノム配列と比較することにより，
東〜南アジアに分布するヤママユガ科野蚕
NPV のゲノム進化と多様化の過程を考察した． 
 (2)野蚕 NPV 検出用 PCR 技術の開発：各種野
蚕NPV分離株間で比較的大きな挿入欠失変異
が見られるゲノム上の 3 領域を標的とした
PCR プライマーを設計し，分離株を識別可能
なマルチプレックス PCR 法を確立した．各種



野蚕 NPV 分離株をエリサンに経口感染させ，
継時的に体液を回収して上記のマルチプレ
ックス PCR を実施した結果，病徴が現れる数
日前には明瞭な分離株特有のバンドパター
ンを検出できたことから，実用性が確認され
た．  
 (3)野蚕 NPV のタンパク質生産特性検定：サ
クサン培養細胞に各種 NPV 分離株のゲノム
DNA をトランスフェクションし，ウイルスの
増殖性を比較したところ，サクサン NPV，タ
サールサン NPV およびエリサン NPV（中国）
がほぼ同等な最も良好な増殖性を示し，テン
サン NPVおよびシンジュサン NPVの増殖性は
それらよりもやや劣る傾向が認められた．一
方，エリサン NPV（ベトナムおよびカンボジ
ア）の増殖性は極めて低いことが判明し，宿
主特異的増殖機構に関わる遺伝子の同定に
役立つ可能性が示唆された．また，これらの
野蚕 NPV のうち，タンパク質生産量を高める
egt 遺伝子を保持し，タンパク質の分解を促
進する v-cath および chiA 遺伝子を欠損して
いるエリサン NPV（中国）クローン F がタン
パク質生産に最も適していると判断された． 
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