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第1章　緒論

　一般的に線状1本鎖DNAをゲノムとして含む小形球状ウイルスはパルボウイ

ルス科（Par　vo　viri　daθ）に分類される。この科のウイルスはDNAをゲノムとして

持つウイルスの中で最も小型のウイルスとして知られており、ウイルスの複製

は宿主細胞因子やヘルパーウイルスなどに依存している（Tennant　and

Hand，1970；Atch・・nθt．・af－1965；Bullerθt・・aL－1981）・伽励rゴ伽は宿

主域と増殖特性によりParvovirus，　Deρ　en　do　virus，　Denso　virusの3つの属に

細分される（Siegleθt．　al．，1985）。　ParvovirusとPeρ　en∂do　virusは脊椎動物を

宿主とするウイルスのグループでり、前者が自律的増殖可能であるのに対し・

後者はその増殖にアデノウイルスやヘルペスウイルスなどヘルパーウイルスが

必要である。一方、Dθnso　virusは無脊椎動物を宿主とする自律的増殖可能なウ

イルスのグループである。Denso　virusに属するウイルスは標的組織細胞の核で

のみ増殖し、感染細胞をフォイルゲン染色すると核が濃く染まるところがら一

般的にDensonucleosis　virus（盤面病ウイルス，DNV）と呼ばれている。　DNVはハ

チミツガ（Galleria　mellonθl！a）から初めて分離されて以来（Meynadier

θt．　al．，1964；Kurstak，1972）、ここ約25年で様々な昆虫…種より20種以上のDNV

が分離されている（Tijssen　and　Arella，1991）。

　カイコにおけるDNV、家蚕丸字病ウイルス（Bombyx　mori　Densonucleosis

virus；B㎡）NV）はカイコに濃核病（軟化病の一種）を引き起こすウイルスである。

BmDNVは、1968年、長野県伊那地方の違作農…家から初めて分離iされ・当初・軟

化病ウイルス（lnfectious　flacherie　virus；IFV）伊那株として報告された（清

水，1975）。その後、このウイルス粒子の形態や感染細胞での組織病理学的な増

殖像（渡辺ら，1976）、核酸の性状（川瀬・姜，1976）などが明らかになり、伊那株

がFamily　Par　vo　viri　daθgenus　Dθnso　virusに属することが判明した。　（以下

Par　vo　viri　daeに属するウイルスをパルボウイルスと呼ぶ。）
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　伊那株は約5キロベ・一ス（kb）の一本鎖DNAをウイルスゲノムとして持ち・十

鎖と一鎖をそれぞれ別々の粒子中に含む小形球状ウイルスである

（Band・，　et．　al．，1990；Nakagaki　and　Kawase，1980）。伊那株DNAの末端領域に

は154ヌクレオチドの回文配列を含む225ヌクレオチドの逆方向反復配列が存在

しており、この末端構造はパルボウイルスゲノムの末端構造と類似していた

（Band。　et．　al．，1987）。哺乳類のパルボウイルスゲノムは、その末端構造が重

要な役割を演ずる独特な複製機構、すなわち“セルフプライミング●ヘアピン

トランスファー”機構により複製することが報告されている（Tattersal　and

Ward，　1976；　Lusby　et．　aL　，　1980；　Berns　and　Hauswirth，　1984；

Hausvvirth，1984；　Ozawa　et．　aL，1986；　Cotomore　and　Tattersall，1994；　Hong

et．　al．，1994）。昆虫のパルボウイルスにおいても、伊那株におけるウイルスゲ

ノムの末端構造、および粒子中のゲノムDNAにおける末端構造の存在様式を解

析した結果から、同様の様式でDNA複製が行われる事が示唆されている（Bando

et．　aL，1987）o

　一方1980年、山梨県の違作農家で軟化病症状を呈する病蚕より分離されたウ

イルスは、主として組織病理学的観察結果からDNVに分類され・BmDNV（山梨株）

として報告された。しかし伊那株と山梨株は血清学的性状が異なることから同

族異種のウイルスと考えられ、前者はBmDNV一・1、後者をBmDNV－2と呼ばれる様に

なった（渡部ら，1986）。しかしその後、BmDNV－2（家蚕濃核病ウイルス，山梨株）

についての研究が進むにつれて、本ウイルスがBmDNV－1（家蚕濃核病ウイルス・

伊那株）を初めとするパルボウイルスとは異なる性状を持つことが明らかにな

ってきた。すなわちBml）NV－2は2種の1本鎖DNA（冊1；6．6kb，　VD2；6．1kb）をウイ

ルスゲノムとして持ち、＋鎖と一鎖をそれぞれ別の粒子中に含む（Bando　et・　a

I．，1992）。また、ゲノムDNAの末端領域にはパルボウイルスー般に見られるよ

　うな大きなヘアピン構造は存在しない。パルボウイルスの複製においては、末

端のヘアピン構造が極めて重要な役割を演じており・このようなゲノムDNAの

末端構造の違いはDNAの複製機構の違いを示していると考えられ・本ウイルス
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がこれまでに知られているパルボウイルスとは異なる新しいタイプのウイルス

である可能性が考えられた（Bando，　et．　aL，1992）。

　一方、これらのBmDNV（家蚕濃核病ウイルス）は、厳格な宿主・組織特異性を

・示す事が判明した。すなわち、B㎡）NV－1は日本種のカイコのみに・そしてBmDNV

－2は中国種のカイコのみに感染し、他の昆虫から分離されたほとんどのDNVが

体内の様々な組織で増殖する（Kawase，1985）のに対して・中腸皮膜の円筒細胞

の核でのみ増殖する（前田・渡部，1978）。これらの事からBmDNVは・ウイルス増

殖における宿主、あるいは組織特異性を考える上で極めて興味深い研究材料で

あるといえる。

　そこで本研究では、上記のように様々な興味深い特徴を有する新しいタイプ

の昆虫ウイルスであるBmDNV－2（家蚕濃核病ウイルス，山梨株）について・その増

殖機構を明らかにする目的で以下の解析を行った。まず第ll章では、これまで

のカイコのDNV研究の歴史をまとめた。次に第III章ではPCR法を用いて複製型ウ

イルスDNAの；構造を解析することにより、本ウイルス（BmDNV－2）ゲノムの複製機

構について考察した。第IV章では本ウイルスゲノム・特にVD2の塩基配列の決

定を行い、その遺伝子構造を明らかにした。さらに第V章では培養細胞を用い

　た一過性発現系により、ウイルスゲノムDNAにコードされるタンパク質の機能

　を解析した。最後に第VI章において以上の結果を基に本ウイルスの増殖機構、

　および宿主特異性について総合的な考察を行った。

3
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第ll章　研究史

　30年程前まではカイコに軟化病を引き起こすウイルスとしてInfectlous

fla，herie　virus（IFV）のみが知られていた（嫡ら・196・）・IFVはウイルスゲノ

ムとしてRNAを’Lする直径約26±2nmの球状ウイルスで（鮎沢，1972；Kawase

et．、aL，1974）、増殖は中隔這這状細胞の細胞質で起こることが明らか1こなっ

ている（井上・鮎沢1972）。

　＿方、1968年に長野県伊那地方の違作農家において採取された軟化病蚕から

分eesれたウイルスは、その感類の総や踵によるウイルス搬性の違い・

また中腸皮膜の糸臓学的病変像などがIFVとは明らかに異なっていた・清水

（1975）は、これが従来の軟化病ウイルスとは異なるウイルスによるものと推定

して、このウイルスを仮に軟化病ウイルス（伊那株）として報告した。その後・

伊那株感染暢繍の電子顕微鏡解や糸且織化学的観察から・伊那株は直径約

21nmの球状ウイルスであり、中腸皮膜の円筒細胞の核内で増殖すること・また

その際に顕著なDNA合成を伴うことなどカミ明らかにされた（灘ら・1976；前

田．灘，1978）．また精製ウイルス粒子あるいは粒子より抽出した核酸のア

クリジンオレンジ染色やホルマリンによる吸光度変化などの解析結果から・ウ

イルス粒子には1本鎖DNAが含まれていることが示唆された（川瀬●姜・1976；

姜ら，1978）．さらにウイルス粒子から抽出した核酸の電子顕微鏡礁および

アガ。．一スゲル電気漁法による解析から、伊那株はウイルスゲノムとして線

状、本鎖DNAを含むことが明らかにされた（Nakagaki　and　Kawase・1980）・この

様な軟化病ウイノレス（伊那株）の特徴1まIFVの特長とは大きく異なるもので・現

在、このウイルスはパルボウイルス科（Family　Parv・viridae）デンソウイルス

　（DNV）属（genus　Dθnso　virus）に分類され、家蚕濃核病ウイルス（Bombyx　mori

DNV，　BmDNV）と呼ばれている。

　　BmDNV（伊那株）はDNVの中ではもっとも研究の進んだウイルスの1つである。

BmDNV（伊那株）は約5000ヌクレオチドの1本鎖DNA（＋鎖と一鎖をそれぞれ別の
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粒子に含む）をゲノムとして持つウイルスで（Band・・et・　al・・　1990；Nakagaki

and　Kawase，1980）、ゲノムDNAの全塩基配列も既に決定されている（Bando

θt．　al．，1987，1990）。そのゲノムDNAの末端には225ヌクレオチドの逆方向反復

配列が存在しており、その反復配列には154ヌクレオチドの回文配列が含まれ

ている（Band。　et．　al．，1990）。このような、ゲノム末端領域における回文配列

はパルボウイルスー般に共通する構造であり、ウイルスDNAの複製に重要な役

割を果たすことが報告されているが、BmDNV（伊那株）においても哺乳類のパル

ボウイルスと同様に末端構造に依存したゲノムDNA複製機構が存在している事

が推定されている（Bando　et．　al．，1990）。

　BmDNV（伊那株）のゲノムDNAには3つのopen　reading　frame（ORF）が存在して

いる（Band。θt．　al．，1987）。その内大きな2つのORF（ORF1・2）は同じ鎖（＋鎖）上

に存在し、それぞれ非構成タンパク質、構成タンパク質をコ■・…一・‘ドする領域と考

えられている。また、もうユつの小さいORF（ORF3）はORF1および2の存在する配

列とは相補的な配列（一鎖）上に存在しており（Bando　et・　aL　，　1987）・現在そこ

にコ＿ドされているウイルスタンパク質について、発現は確認されておらず・

ほとんど何も明らかにされていない。

　1980年代になって、中国（鎮江）（lwashita　and　Chun・　1982）・山梨県（関●

岩下，1983）、長野県佐久地方（Kurihara，　et・　al・，1984）で軟化病による違作が相

次いで発生し、病理組織学的所見から濃核病と診断された。小作農家から採集

された病蚕より分離されたウイルスは、それぞれ家蚕濃核病ウイルス（中国株）・

（山梨株）および（佐久株）と呼ばれ、いずれも物理化学的にはDNVの特徴を有し

ていた。しかし、これらのウイルスに対する様々な蚕品種の感受性や血清学的

性状は伊那株とは明らかに異なっていた。一方でこれらの新しく分離されたウ

イルスはお互いに物理化学的、病理組織学的特徴が類似していた。そこで伊那

株をカイコ濃核病ウイルス1型（Bombyx　mori　denso　nucleosis　virus　type

1；BmDNV－1）とし山梨株、佐久株そして中国株をカイコ濃核病ウイルス2型

　（BmDNV－2）と命名する事が提言された（渡部ら，1986）。

5
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　しかし、その後BmDNV－2について行われた分子生物学的研究から・このウイ

ルスがBmDNV－1とは異なるタイプのウイルスであることが明らかになって来た。

BmDNV－2は直径22±O．　5nm、沈降係数102Sの球状ウイルスで・BmDNV－1と類似し

ているが（Nakagaki　and　Kawase，1980）、2種類の・1本鎖DNA（VD1；6．・6kb，

VD2；6．1kb）をウイルスゲノムとして持ち、その＋鎖と一鎖を別々の粒子中に含

んでいる（Bandoθt．　al．，1992）。さらにパルボウイルスに見られるようなゲノ

ム末端の回文構造が本ウイルスゲノムには存在しない事が明らかになり・本ウ

イルスはパルボウイルスとは異なる複製機構を有する・これまでに報告の無い

全く新しいタイプのウイルスである可能性が示唆された（Bandoθt．　aL　，1992）。
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第皿章　家蚕の新型濃核病ウイルス（B㎡）NV－2）の複製機構

目的

搬に線状・本鎖DNAゲノム（約5．・kb）を有する小形球状ウイルスはノくルボウ

イルスに分類される。パルボウイルスゲノムDNAの一次構造解析はこれまでに

様々なウイルスで行われている（Astell　et・・aL・1979；Deissθt・　aL・1990；

Lusby　et．　a・．，198・；Sahli　et．・aL－1985）・パルボウイノレスのゲノムDNA両末端

には回文構造を含む大きな逆方向反復配列が存在するが・その回文構造により

形成されるヘアピン髄がパノレボウイルスの複難構1こおいて重要な役割を演

じていることが示された（Tattersal　and　Ward・1976；LusbyθL　al・・1980；

Berns　and　Hauswirth，1984；　Hauswirth，1984；　Ozawa　et．　al．，1986；　Cotomore

and　Tattersall，1994；　Hong　et．　al．，1994）．

　BmDN”V一　1についてもウイルスDNAの一次構造はすでに明らかにされており、末

端にはパルボウイルスと同様に、回文構造を含む大きな逆方向反復配列が存在

している（Band。　et．・aL－199・）．さらにウイルス粒子中のウイルスDNAの末端構

造が詳細こ解析され、ほ乳類のパノレボウイルスでゲノムDNAの複製機構として

示された・セルフプライミング・ヘアピントランスファー”機構がBmDNV－1の

複製過程でも働いている．可能性の高いことが報告されている（Bando

θt．・al．，1990）。しかしBmDN－V－2（山梨株）にはそのような構造は存在していない。

すなわち末端領域に大きな逆方向反復配列は存在するが・その配列内にパノレボ

ウイルスで見られるような大きな回文醐1は存在せず・末端がヘアピ購造を

とる可能性は低いと考えられる（Bando　et．　aL，1992）。この事はBmDNV－2におけ

るゲノムの複製機構がパルボウイルスとは異なっていることを示唆しているが・

現在のところ本ウイルスのDNA複製様式に関する具体的な知見は全く得られて

いない．またBmDNV－1など他のパノレボウイルスの複製様式とは異なっていると

言う直接的な証拠も得られていない。
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　本章ではBmDNV－1とBmDNV－2におけるゲノムDNAの複製機構の相違を明らかに

する目的で、感染細胞中に存在する複製中間体の解析を行った。すなわち・ウ

イルスゲノムDNAがパルボウイルスで言われている複製機構（セルフプライミン

グ．ヘアピントランスファー）により複製した場合・閉環状末端構造を有する

複製中間体（RIDNA：replicative　intermediate　DNA）が産生されるはずである

（Fig．1）。そこで、　BmDNV－1およびBmDNV－2感染細胞において・この閉環状末端

構造を有するウイルスゲノムDNAの複製中間体が存在しているか否かをPCR法を

用いて解析した。

材料と方法

ウイルスと宿主昆虫

　Bmll）NV－1とBmi）NV－2としては北海道大学農学部応用分子昆虫学研究室で継代保

存しているBmDW－1（伊那株）、およびBmDNV－2（山梨株）を供試ウイルス株として

用いた。BmDNV－1は日本種カイコの、そしてBmDNV－2は中国種カイコの中腸のみ

に感染し、その逆では感染は全く認められない。そこでBmDNV－1・BmDN“V－2の部

分精製ウイルスを、それぞれのウイルスの感受性蚕品種である日124、および

支124に経口投与し、感染昆虫を得た。

ウイルスDNAの抽出

ウイルスDNAはBmDNV－1，　BmDNV－2共に精製ウイルス粒子・およびウイルス感染

中腸より抽出した。まず感染中腸からウイルス粒子をNakagaki　and

Kawase（1980）の方法に従って精製し、ウイルス粒子からのDNA抽出はBando

θt．al．（1990）の方法に準じて行った。一方、感染中腸よりウイルスDNAを抽出

するために、まず感染4日目の幼虫より中腸組織を摘出し、約5倍量のTE

buffer（10副Tris－HC1，1耐EDTA；pH8．　0）中で組織を磨砕した。そして磨砕液

に。。1mg／m1となるようにpr・teina・e　K（WAK・PURE　C肥MICAL　INDUSTRY　LTD・）
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を加え、37℃、4時間消化した。proteinase　K処理により透明になった中腸磨

砕液をフェノール抽出し、DNAはエタノール沈殿を行うことで回収した。

複製中間体検出用プライマA・…一・の作製

　RIDNA検出用のプライマーとしては、ゲノム末端の逆方向反復配列より内側

の配列に相補的であり、RIDNAの末端に閉環状末端構造がある場合にのみPCRで

＿定の大きさのDNA断片が増幅されるようにデザインした・すなわち・BmDNV－1

では＋鎖の3・末端より約400塩基上流に相補的なプライマー”一　・　INA－2（5’　一

TACGTAGTCTTCGTCAAAT－3’）を、またBmDNV－2ではVD2一鎖の3’末端から約600

塩基上流に相補的な02－P3（5’　一TATTGCACAATGTATTA－3’）を合成した（Fig・2）・さ

らにBmDNV－2については02－P3以外に、02－P3がプライマー一…として機能し得るか

否かを解析する目的で02－P3より約400塩基下流の配列に相補的で・かつ方向が

逆向きのプライマー，YH－1（5’一一GTCTGCCATTTTGTATG－3’）を合成した（Fig．2）。こ

れらプライマーとして用いたオリゴヌクレオチドはABI　373A　DNA

synthesizer（Applied　Bi・systems，　Inc．，CA）で合成した。

PCRとサザンプロット・ハイブリダイゼーション

　PCRは精製ウイルス粒子から抽出したDNA（ビリオンDNA）、およびウイルス感

染幼虫の中腸組織より抽出したDNAをそれぞれテンプレートとして行った。反

応は2．5U　Taq　DNA　polymerase（TAKARA　SHUZO　CO．，LTD。）を含むPCR　reacti・n

buffer　（50tnM　KC　1，　2．　5rnM　MgC12，　10mM　Tris一’HCI　（pH8．　3）．　O．　020／o　geratin，　O．　25mh

dNTPs）中で行った。　PCRの反応条件はウイルスDNAの末端領域における2次構造

形成を防ぐため、伸長反応を通常より高い温度（92℃；1分，55℃；1分，80℃；30

秒45サイクル）に設定した。PCR産物はサザンプロット・ハイブリダイゼーシ

ョンによる解析を行う目的で0．8％アガロースゲルで分離した後、アルカリ溶

液（0．5M　NaOH，1．5M　NaC1）で15分変性し、続いて中和溶液（1M　Tris－

HCI（pH7．5），L5M　NaC1）に15分浸した。処理後のDNA断片はBio－Rad　TRANS

BLOTTM（Bio－Rad　Lab．）を用いて電気的にナイロン膜上にトランスファーし、続
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いてウイルスDNAプ・一ブとのハイブリダイゼーションを行った・ハイブリダ

イゼーションのプロv・一一・一ブとしては、それぞれのウイルスの末端配列を制限酵素

で切り出した断片をディゴキシジェニン（DIG）でラベルしたものを用いた。具

体的には、BmDNV－1DNAは制限酵素Bgl　llで・またBmDNV－2DNAは制限酵素肋oI

で十分消化した後、0．8％アガロースゲルで消化断片を分離し・ウイルスDNAの

末端部分（BmDNV－1：0．4kb，　BmDNV－2：0：　4kb）に対応するDNA断片をゲルから

Geneclean　kit（Bio101，La　Jolla，　Ca）を用いて抽出精製した。プローブDNAの

DIG標識はDIG　DNA　Labeling　Kit（Boehringer　Mannheim）を用いて行った。　PCR

産物に対するDIG化プローブを用いたサザンプロットハイブリダイゼーション

は50ng／m1のDIG化プローーブを含むhybridization　buffer（50％formamide・5

XSSC，2％　purified　casein　fraction，　O．1％　sodium　N－lauroyl　sarcosinate，

0，02％SDS）中で42℃、16時間反応させる事により行った。　DIG化プローブと反

応させたナイロン膜は、2×SSC，0．1％SDSで1回・O・2×SSC・0・1％SDSで2回洗

浄した後、CSPD（Boehringer　Mannheim）を用いてウイルス特異的配列の検出を

行った。

結果

ウイルスDNA

　感染中腸細胞からBmDNV－1およびBmDNV－2の複製中間体（RIDNA）を抽出する時

期、すなわち、ウイルスDNAの複製が盛んに行われている時期を知る目的で、

ウイルス感染中腸細胞内におけるウイルスDNA量の経時的変化を調査した。

Bmi）NV－1、　BmDNV－2をそれぞれ4令起蚕に経口接種し、その後1－6日目までの

感染幼虫中腸組織からDNAを抽出し、全DNA量に占めるウイルスDNAの割合を調

査したところ、少なくとも6日目までその割合は増加していた（未発表）。そこ

12
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で本実験ではウイルス感染後4日目の幼虫中腸より抽出したDNAを用いて解析

を進めた。

PCR法を用いたウイルス複製中間体の解析

　BmDNV＿1、およびBmll）NV－2のゲノム末端に存在する逆方向反復配列よりも内側

に設定したプライマー（Fig．　2）を用いたPCRにより・これらのウイルスのRIDNA

末端構造を解析した。もしBmDNV感染幼虫から抽出したDNA中に・パルボウイル

スゲノムの複製過程で考えられるような閉環状末端構造を持つRIDNAが存在し

ていれば、Fig．1に示すようにRIDNAのhead－to－head・tai1－to－tai1に連結した

配列に起因するDNA断片が増幅されるはずである・そしてこの様な閉環状末端

構造はRIDNAにのみ存在し、ビリオンDNAには存在しないはずである。そこでま

ず、BmDNV－1のビリオンDNA、および感染中腸組織より抽出したDNAを用いてそ

れぞれPCRを行った結果、感染中腸組織より抽出したDNAをテンプレート（鋳型）

とした場合においてのみ約0．8kbのウイルス特異的なDNA断片が増幅され・ビリ

オンDNAを鋳型とした場合にはPCR産物は認められなかった（Fig・3）・この増幅

されたDNA断片は、　PCRに用いたプライマーの位置から増幅が期待される閉環状

末端構造の大きさと一致し、“セルフプライミング・ヘアピントランスフ

ァー・・ @構による複製過程で生じるRIDNAから増幅されたものと考えられた。

　一方BmDNV－2についても同様にPCRを行った結果、精製粒子、およびウイルス

感染中腸組織のいつれから抽出したDNAをテンプレートとした場合においても・

閉環状末端構造を有するRIDNAの存在を示すようなDNA断片は増幅されなかった

（Fig，4）。そこで、合成プライマー一，02－P3が実際にPcRのプライマーとして機能

し得るかどうかを確認する目的で、もう1つの合成プライマー・YH－1を用いて・

両者間に挟まれる領域のPCRによる増幅を試みた（Fig．2）。その結果、ビリオン

DNA、感染中腸DNA、いつれをテンプレートとした場合においても、期待される

約O．4kbのウイルス特異的DNA断片が増幅された（Fig・4）。また・YII－1プライ

マーのみを用いてPCRを行った場合には、　DNA断片の増幅は認められなかった

　（Fig．　4）．
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考察

　パルボウイルスはゲノムDNAの両末端領域に逆方向反復配列が存在しており・

その反復配列の末端に存在する回文配列はヘアピン構造を形成する・このゲノ

ム末端構造からパルボウイルスの複製機構はCavalier－Smith（1974）が真核細

胞のクロモソームDNAの複製機構として提唱したhairpin　transfer　mode1と類

似すると考えられていた（Tattersll　and　Ward，1976；Lusby　et・　aL，1980）。そ

して最近、AAVにおいてin　vi　tro　replicationの系を用いて実際にヘアピント

ランスファーが起こっていることが証明された（Hong　and　Berns・1994）。ウイ

ルスDNAの複製は、　Fig．1に示したようにゲノムDNA末端のヘアピン構造部分が

プライマーとして働くことによりDNA合成が開始し、その結果、モノマーとダ

イマーの2本鎖複製中間体（replicative　intermediate：RI）DNAが形成される・

これらRIDNAは一方の末端においてhead－to－head，あるいはtai1－to－tai1型に連

結され、1本鎖DNAが自ら折りたたまれた大きなヘアピン構造を形成している。

RIDNAはさらにウイルスにコードされている部位特異的ニッケースによりニッ

タが入れられ、新たに生じた3’一〇Hから再びDNA合成が開始し、子ウイルスDNA

に転移した親ウイルスDNA末端配列を鋳型として親ウイルスDNAの末端構造が再

生することで複製が完了する。

　Pθnso・virusに分類される家蚕濃核病ウイルス（BmDNV）においても・BmDNV－1・

BmDNV－2共にゲノムDNAの一次構造はすでに決定されており（Bando

θt．　al．，1987，1990，1992；本論文第IV章；Nakagaki　et，　al．，未発表）、BmDNV－1

ではパルボウイルスと同様にゲノム末端の逆方向反復配列内において・ヘアピ

ン構造をとりうるが、BmDNV－2の逆方向反復配列内にはそのような構造は見ら

れない（Band。　et．　ai．，1992）。このようなBmDNV－2におけるゲノムDNA末端構造

の違いはウイルスDNAの複製機構の違いと考えられるが、末端の逆方向反復配

列内に存在する非常に短い相補配列を利用してセルフプライミングを行う可能

性も考えられ、BmDNV－2においてパルボウイルスとは異なる複製機構が存在す
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ると言う直接的証拠はまだ示されていない。また・これまでにBmDNV－1を初め・

他の昆虫パルボウイルスにおいてその“セルフプライミング’ヘアピントラン

スファー・・機構による複製中間体としての閉環状末端構造を検出・あるいはそ

の存在を証明したという報告もない。そこで本実験ではまずBrnDNV－1において

PCRを用いた複製中間体の検出方法を確立し、次にBmDNV－2のRIDNAの構造を

BmDNV－1と比較することで両者の複製機構の異同を解析した・RIDNAに存在する

閉環状末端構造を1種類のウイルス特異的なプライマーを用いたPCR法で検出

する事を試みた。解析はウイルスゲノム末端における高次構造の形成を防ぐた

め、Taq　polymeraseによるDNA伸張反応の条件を極力厳しくした。その結果・

本方法を用いて、BmDNV－1においては感染中腸から抽出したDNAを鋳型とした場

合、パルボウイルス型のRIDNAが存在した場合に増幅が予想される約0・8kbの

DNA断片が増幅された。この結果はBmDNV－1がパルボウイルス同様の機構・すな

わち末端のヘアピン構造を利用した“セルフプライミング・ヘアピントランス

ファー”機構でDNA複製を行っていることを示唆している。一方、　BmDNV－2にお

いてはそのようなDNA断片は増幅されなかった。この原因として・検出に用い

たプライマー，02－P3が何らかの原因でプライマv・一・一一Eとして機能しなかった可能性

も考えられたが、別のプライマー，YII－1を用いたPCR実験からこの実験条件に

おいて末端検出用プライマ・一．　02－P3がPCRのプライマーとして機能し得ること

が示された。この事から、BmDNV－2のゲノム複製過程においては・少なくとも

末端の逆方向反復配列内での相補配列を利用したヘアピン構造によるプライミ

ングで生じるRIDNAは存在しない可能性が高いと考えられる。

　以上、本章ではPCR法を用いてウイルスゲノムの複製中間体（RIDNA）の構造に

ついて調査したが、その結果BmDNV－1感染細胞に閉環状末端構造を持つRIDNAが

存在していることが判明した。これは昆虫のパルボウイルスにおいて、閉環状

末端構造を有する複製中間体の存在を示した初めての例である・この事は

BmDNV一・1のDNA複製において、哺乳類のパルボウイルスと同様の機構が働いてい

ることを強く示唆するものである。一方、BmDNV－2において同様の構造は検出

　されなかった。この結果はBmDNV－2がパルボウイルスとは異なるDNA複製機構を

17



有するというゲノム構造解析から導かれた推定を強く支持するものである・現

在、本ウイルスが如何なる様式でゲノムDNAの複製を行っているか明らかでは

ないが、一般にDNAの合成はDNA　polymeraseによりなされ・全てのDNA

P。1ymeraseはDNA伸張反応に3’　一〇H末端を必要とする。よって本ウイルスを含

めた全てのDNAウイルスの複製には何らかのプライマーが必要である・プライ

マ・一・一一・・の種類としてはRNAプライマーが最も一般的であるが、ウイルスにおいて

はRNA以外にもアデノウイルスやバクテリオファv・・一一ジφ　29，　CP－1，PRD1のように

タンパク質をプライマーとするもの（Bamford　and　Mindich，1984；Garcia

θt．∂！．，1986；Hermoso　and　Salas，1980；Lichyθt．　al．，1981）や、パルボウイ

ルスのようにDN・Aをプライマ・・一一一とするものが存在している。本ウイルスが

BmDNV－1や他のパルボウイルスとは異なり、複製開始においてセルフプライミ

ングを行わないならば、他の方法でプライマーを用意せねばならない。その場

合、プライマー合成、あるいはプライマーの結合のためのシグナルが本ウイル

スのゲノム上に存在しているはずである。既に述べたように、本ウイルスは2

組の相補的DNAをウイルスゲノムとして有しているがそれらの末端には53ヌク

レオチドの共通末端配列（co㎜on　terminal　sequence）が存在している。この配

列はウイルスDNA（VD　1，VD2）が共通の機構で複製するために保存されている可能

性も考えられ、今後、BmDNV－2のDNA複製機構を解明する上で、このDNA末端に

存在する53ヌクレオチドの共通末端配列の機能に解析が待たれる。

18
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第IV章　Bml）NV－2のゲノム構造解析

　　　　　　一VD2の構造解析一

目的

　現在、直鎖状1本鎖DNAを含む小形球状ウイルスはパルボウイルスに分類さ

れる。しかし、BmDNV－2は1本鎖のDNAゲノムを2組持っている事やゲノムの末

端においてもパルボウイルスで見られるような大きな回文構造が存在しないこ

と、そして前章において示した結果等から、本ウイルスはパルボウイルスとは

異なる新しいタイプのウイルスであると考えられる。しかし本ウイルスの増殖

機構に関する分子レベルでの知見はほとんど無いと言ってよい。その大きな理

由の1つには、本ウイルスの増殖機構を解析するのに利用可能な感受性培養細

胞系が確立されていないことが挙げられる。一方、本ウイルスのゲノムは2種

類（VD　1，　VD2）あるものの、その大きさは各々6．6kb，6．1kbと小さく、その構造解

析は比較的容易と考えられる。そこで、ウイルス遺伝子上に存在する情報の解

析から増殖機構の解明にアプローーチする目的で、ここではウイルスDNA（VD2）の

塩基配列を決定し、その遺伝子構造を解析した。

材料と方法

ウイルスDNAクローンおよびシーケンシング

BmDNV－2ゲノム（VD2）の塩基配列を決定するために、　VD2の全体を含むクロー

ンpY1171（Band・et．・al．1992）をその配列中に存在する適当な6塩基認識の制限

酵素で消化し、いくつかのサブクローンを構築した。同時にpY1171を

Ex。nuclease皿およびmung　bean　nucleaseで消化し（Henik・ff　1984）、一連の

deletionクローンを作成した。
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　作成したサブクローンおよびdeleti・nクローンのシーケンシングはSanger

et．　aL（1977）の方法に従い、　T7　DNA　polymerase（US　Biochemical　Corp．，

Cleveland，　OH）と［α一35S］dATP（Dupont，　NEN　research　Products，　Boston，　MA）

を用いたダイデオキシ法で行った。またG＋C含量が高く、塩基配列を解析し難

い領域については反応溶液中に7－deaza　GTP（US　Biochemical　Corp・　・

Cleveland，　OH）を加え、またT7　DNA　polymeraseの代わりにTaq　DNA

polymerase（US　Biochemical　Corp・，　Cleveland・OH）を用いることにより解析し

た。シーケンシングにプライマーが必要な場合には第II【章で用いたDNA

synthesizer（Applied　Bi。systems，　Inc．，　CA）で合成した。

　シー・・一ケンスデータの解析はSDC－GENETYX　program（Software　Development

Co．，Ltd．）およびDNASIS　DNA　sequence　analysis　system（Hitachi　Software

Engineering　America，　Ltd．）を用いて行った。

結果

VD2の塩基配列

　クローンpY　1171に含まれるBmDNV－2　VD2全領域のシーケンスをFig．　5に示し

た。BrnDNV－2のVD2は全体で6031塩基長であった。ゲノムDNA末端400塩基のG＋C

含有率は41％と非常に高く、一方、中央部分については26％とむしろA＋T一一一richで

あった（Fig．6）。この末端領域におけるG＋C－richな状態はゲノムDNAの末端領域

における高次構造（Fig．7）の安定化に役立っと考えらた。

VD　2の遺伝子構造解析

　ウイルスタンパク質のコード領域について解析するために、VD2の＋鎖と一

鎖の配列について。pen　reading　frame（ORF）の存在を調査した。その結果、

Fig．5とFig．6に示す通りゲノムDNAの中央部分において2つの大きなORFの存在
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　1　GTGTGTGτATACTGGGGCGGTATTGAGCGAGGCGGTACTCGCCATCTC丁CCTA　TCTTATCTAATCTAATATATCTGTCTCGC丁CAC丁CTTTAGCAAAACC

101　CCA丁AAGAGTGAAAGAGACAAAAGAAAAAACTGACT『rATACCGCOCTGATAGo6GAGATAAGGCTGTτTTATCAτAGGCTGeCT丁CGCGATCAAGATC丁AC

201　GTCAGTGA丁AAGAGACTTTGAAAT丁TTTGTCTG丁CATτTTGTATGAAAA丁TTGCAAA丁ATCCAATAGCAGCCτCGACAGATACCGCCTGGGAGGGTC丁TG

301AT鵬GTT㏄個6腿照㎜繰丁A〔X・GOCτAGATAACGGAGCTTATCGCAACATTCTCGAGGCTGCA￥．14iGAGCTATTTTAAGGAGsCGGTA

401　CT（】ユAGτTTGTT痘薦TTAATATATA丁TAAATATGACTAAGTAATATATAAGTAACCCATTAAGAG『rAAAA丁GATAAAGGG丁AA丁CTATCAAGAGGAGG

501　GGCGCTA〔IA丁TGτCGATATCAACCTAA丁丁AAAτTτATTTCAAGGGTAAATG丁ACCAGGTAAACAτAAATτAI醐AGATATTTATAAGTA丁TATCATA丁T

601　AAAATAGtatcagtTAtatcagtTTATCATA丁AGTATA丁AAATAAArτATCTGGTAAAATTA丁TAGTAT丁CAATATGAA丁丁TAAAGGGGTTATACGτATT

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　M　N　L　K　G　L　Y　V　F
701　TTG〔罵τGTTATAACAGCAATAAATTCTTTATCACAA丁CTGATC丁TATτCAAA丁ACGO3AATTAAT丁GAAACTAATATAA丁TCGATTATCTAAAACT　TTT

　　　CAVITAINSしSQSDしIQIRELIETNIIRLSKTF801　AATGGTGA丁Am㎝CTAT欄㎜ATA蝋ImAG　T倣G丁GTTrr　TGAATTATTTAATGATCTACTTGTGGAAITAGATACτocτGCAG　TGA

　　NGDISTINNFYRIしVSVFεLFNDししVELD丁PAV901　GCAATCAACTACAA丁TATT〔X三AAGATGAAGATACTGTCCCAAATGAT丁GTTTAGGTATTGTTGGTCAAATGTTAATCGAATATACAGATATACCCAA　TGA

　　SNQしQしFEDEDTVPNDCLGIVGQMしIEYTDIPND1001　TGGATC丁T丁AACAτATCTAAATATτGGAACTATAAG『「AGTTTAACTGTTACτT　TAGATAATCAGτTAτATT’「AATA丁TAACTGTTATATATAACAATGGA

　　　GSしTYLNIGTISSLTVTしDNQしYLILTVIYNNG1101　AG」esGAGACAATACAAGAAGTACATAATA〔ン壌三ATCGCCAA（：AATAGTAATTGATTTTTACGAGA丁AAAACA丁AATAA丁AOCTTTCAAGAGGTAAAAACAT

　　　RETIQEVHNτGSPTIVIDFYEIKHトINTFQEVKT1201　CAA丁TTAT　TATGT丁AATτ『rCAT丁AACT丁TGTACTAGLAATATAC丁G丁ACATGAAA丁AGLAAGATATTATTGTCACAAGAAATATAAACAGATACAATCAA丁G

　　S　1　Y　Y　V　N　F　1　N　F　V　L　E　Y　T　V　H　E　！　E　D　1　1　V　T　R　N　1　N　R　Y　N　Q　，N

1301　GTCTACACAACAAAGATCAAGAT〔］AAGAAT了GCATTTATTCAACAAGAAGCTATAGATCCAGATATTAGAAATGAACAATTACAAGAAAG　TGCTA丁τTTA

　　　STQQRSRSRIAFIQQEAIDPDIRNEQしQESAIし1401　GCAへAACTACATGATGC丁GCAGA『「ACA丁TG〔≡AATATTATGGCATTAGTT丁丁CTAAGAGAA丁ATTATATAGCTTATTTTCAATATACTATATATGCAGAAA

　　AKしHDAADTしEYYGISFしREYYIAYFQYTIYAE1501　CT（湖AへA丁TAGATCCAGAAτ丁TTATGA了GA丁CCTTTAGAAAAGAATGTTATTTATATAAATAGAATTG丁ACAAGCTTTATGGAGGCAAGτAGAGTTAGC

　　TQKしDPEFYDDPしEKNVIYINRIVQAしWRQVEしA1601　GCCrrCGτTAτGCT〔》、AGAAGCTAAAOCTG，5，Aj〔≡K！IATTATTATATCCTAGTG　TAG　TTCAAGATTHrATτTGTTCAATTTAGAoCT丁TTATTAGAGGTTCAAT『「

　　　PRYAQEAKPEGししYPSVVQDしFVQFRPFIRGSI1701　CCGTC－rGCTGCAGT丁CAATTAAATCCTA’「丁丁CAACTACTGTTCAATGTATAACTA〔込GGCCCGAC丁AGTGCτA丁TGGAGCATTAAATTG丁GTT（）AAAAτC

　　　PSAAVQしNPISTTVQCITRGPTSAIGAしNCVQN1801　CA丁TACAAACTGTATATACnATCOCCAAGATTTACGAAO　ATTGATGTTGGGaATATMCTATTAATTTAGAGCCAAATCAATA丁ATTATATTAAGATT

　　PLQTVYTYPQDLRTIDVGDITINしEPNQYIIしRし1901　AAGAATAATT丁CCACCGGTAA丁TGTAAT丁TτCAATGGAC丁GTAAGACAACTTAATATAAACTTC丁TττGCτCTTCATGT丁CTGGACCAAATTTAATATGτ

　　　RIISTGNCNFQWTVRQしNINFFCSSCSGPNしIC2001　TT，5GAA　TCAAATAATAGATATAATAATCGTGCTAGTGCACTTAACGATTATAG　TTrTGATATGAATAA丁ATAGAAGTATATGACGCCTA丁TATGTAAATG

　　　しESNNRYNNRASAしNDYSFDMNNIEVYDAYYVN2101　AA（一．A　TT『「CAAGTGCAATTTATGA丁TTA‘ムATOCTACAGGACAGTTAAT『「ATTAA丁ACAAGAC『「TAGACAACGA『「TATTTGTGCTTCAAACACCTTCAGT

　　EGISSAIYDLNPTGQLIIN丁RLRQRしFVLQTPSV2201　AGCAG《、ATATACTA丁TAACGGAGTAA（ン1虞e直㏄TGTAAT丁AAAT丁τAATAATAτTCAATT『「AATτTGGGAACTATATT『「「TAAGTAATAGAGA　TATA丁GT

　　　AEYTINGVTRPVIKFNNIGFN．しGTIFしSNRDIC2301　GCAAC丁Tτ丁GTTCAAACAGCAACATTG6τ轟ムCTCCTAGA丁GTGATAATACTTATGATTGGAATTATTTA丁TTAATATACCAGGAAATTCATTGGCAACTG

　　　ATFVQTATしVTPRCDNTYDWNYしFNIPGNSL．AT2401　GAACTGGAGTAAAAGTA『「GTAATAA’「TTA（XCATTCAGATTTGGAG丁丁CAAAGA丁GTCCATGGGGTCCTAG　TGCGTTATTACCTAGATA『rAATTTTGCTTG

　　GTGVKVCNNしPFRFGVQRCPWGPSAしLPRYNFAW2501　GATGAATA丁TATTGATCAA丁丁ACAGGAATTAAATATGTTTAATGTAAC丁TCA丁TCCAA丁ATATTAATT「「TAGATATAA丁TATAACACTGAAAGAATTTTA

　　　MNIIDQしQEしNMFNVTSFQYINFRYNYNTERIL2601　ACTAA丁GCTCCTATCGCATCTTATAA丁AGTGCTAT－rGATGACTTAGCT（浜ATTAATTATTGATGAAGGTAATAGATTAGATGCTTTAGAAGATAGAGTTG

　　　TNAPIASYNSAIDDしAQLIIDEGNRしDALEDRV2701　AACGTATAGAAGATTATATTATTGAAAG丁TCAAAAATAACTATTTGGGATGTA丁TAAATATTGCAACTAACC丁TTATGATGTAGCAGGAATτA丁AAGAGA

　　ERIEDYIIESSKITIWDVLNIA丁NLYDVAGIIRD2801　TAGCGCTAAACT丁ATAAGAACCGCAAG丁AATCAAGC丁06CAAAAGMMGGGGTTCTT丁τAAACAAAATAA『「GTTGCATT丁GATATTGGAAATAAAATA

　　　SAKしIRTASNQARKSしRGSFKQNNVAFDIGNKI
Fig．5　Nucleotide　sequence　of　the　cloned　VD2　in　the　positive　sense　for

　　　　ORF　I　and　the　amino　acid　sequences　of　the　putative　polypeptides

　　　　corresponding　to　ORFI　and　2．

　　　　Dotted　（fine）　region　：　TATA－box，　polyadenyiatioR　signals

　　　　Underline　：　Spl　binding　consensus　seguence
　　　　Double　underline　：　homologous　sequence　to　the　transcription　factor　binding　site　of　BombJnc　mori

　　　　Dotted　（coarse）　region　：　CAAT－box

　　　　Waved　line　；　repeat　sequence

　　　　Striped　region　：　Cys－X－X－Cys　motif

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　21
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4301　TAAA丁GCTATA丁AAAGATAAA丁丁TTATCTGCAGATAAATTTATTA丁TATGTTACTA丁C丁AAATGTAACAGTTGCGCTAAATGTGCTGCTAA丁AAAGCA丁T

4・401　AAATACTGCmAτTACAAGAG，5AAAATAAAGAAAAA（IAATCCAAGAAATTAGAAAAAA丁M丁TGCTGAT（；AAτATATTGCτGCTGAATTAAGAACAAAA

4501GGA丁AT丁ATGGACCAAA〔；AAATAAATAT〔IAAATTCτCGCTGCTAAA（＃VK6AAGAAAA丁AGAAAA丁TGAGAτA丁GAATTAG（）AAGAAAACAGCGTGAGGAA

t「sOl　ATGa，（簸幽幽・丁悩蝉《CT（：AAAAGAATTGAGAAACAACG丁ATAGAAAA丁GAAAA丁A眺TGCTA〔岬A㎝T丁A丁AAATAA・TGTAAATA

4701ATA（幽丁AT蝋TAπ鰯TA資瀦ATG瞭糠丁四丁muCAAAA丁一㎝醐㎝TTAATTGATTCTAAACAAA
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　E　S　D　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　N　I　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　S　E　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　し　C　F
4801　ATAATGTAGITAAAGTAAATAATGG丁GTA丁ATτTA蝋T鑓TAG麟C鋤T四丁CATTATTCAATAτATAATAAAAATAATCTGTATAATGAAGTAAAGT

　　　L丁TLTFしPTYK　t”　』’　WYDNNLIYYFYDTYHLしT
4901　CGGATTA丁CACTAAAATCA〔期GTAτ触TAGT鯨蝋TT〔岬GτTATTTA・TAACTA丁ACCATTA丁C輔㎝GτTTCTA供TATATACCACATAGT丁

　　　PNDSFDCTYYYDNSNNNIVIGNDFC卿R・彦℃IYWMT5001TT船GCCATC礁TT蝋GmCTAτ麟TT醐TTCTTCTG丁AGATAAA丁TTTC晶TATCTT鋤TTCTTTTATTTCTTATA〒A丁CTATAACSCIT〔IAAAA

　　KPWGNFNRDNFEEτSLNEエDEMRKNRIYRYRKFI5101　TCATACTAaXnCaCOCCAA丁〔ン脳TATGτTGTTCTATTA丁CCAAT丁TCCATAGCTTCATATATATTTCTAATAAτTCATA丁AATGGTTTAGGTAATTT

　　　MSSEGWDPYTTRNDLKWしKMYIELLEYしPKPしK5201　A丁ATCCmAC丁CCAATTCCaTe・ATCAAACACaGAATCCCaCTTATmaTrrTTCTTATTMττenTCTTCnTAACTTCT丁GTTTTATATCGGCCTCT

　　　YGKSWNWSDFVSDWKYIKRIしQDEKVEQKIDAE5301　TGATCTTTGA丁ACaTACAG（iC，ATITATTCCACTCTTTGGATAATTTCTCAOGATA丁GGTA丁AAATGCTTTATAAGCA丁AAAATGACAATOCTITTGGττ

　　QDKICVPLKNWEKSしKERYPIFAKYAYFStGKPEsCO1　CaaMGATOSTnATGTAAATCnCrrmaCGTAACaTATTGCA（顯TGTAT礪TT㎜T醐TT蜘概τ蝋GTGCTG丁ATTTATATGTAAGAT

　　　CSPKHLDTtRLM5501蝋CTTAGGTT蝕TAT㎝〔漁了CTAGCG㎝CCTCCTCTT㎝TA蝕TTACCαTτAT㎝πTTACTCTT触TGGGπACTT八τAτ崩CTTAGT㎝TAT

2901　GATAGTTTAAC丁AGAGTTA（ンAAGAAATAATCAATTTAA丁CCTGTAGAAGCTAT丁AAτ『rATGGTAG丁ATTTATGATACTATACAτGG『「TTTAGAAAAAC丁T

　　　DSLTRV丁RNNQFNPVEAINYGSIYDTIHGFRKT　7753001　CτATTTCAAATCCAACAA『「AAGAAATAGTAATTTAGATAATATTATAACTC〔AAGAGTATTACA丁GATAA丁AAT丁TTAACTTGCCTTTAACAAGTCTAGA

　　SISNPTIRHSNしDNIITPRVLHDNNFNLPしTSしD8093101　TGTAAAAGA『「TτAATTAATACTAATAATGTAATATCTATGACCACTCAAAAGAG丁丁TTATGGATAGGTTAAGAGATOCTAAAACAGGAAC丁AATGGAGAT

　　　V　K　D　L　1　N　T　N　N　V　1　S　M　T　T　Q　K　S　F　M　D　R　L　R　D　P　K　T　G　T　N　G　D　842

3201　ATAAτGCCTTATGGAGTTGTAGAAACτTTAGCATCTCCTATAGAACAATTAGGACCC丁TAGGAAAATTTGGATATAACAGAGAτATAAG丁AATCCATCAC

　　　IMPYGVVEτLASP工EQLGPLGKFGYNRDISNPS　8753301　丁丁AGTAAτ丁TTAA丁ACTAATAGTAAATCTACATA丁TTA丁T（℃ATACAAG丁GTAAGAACTAAAAG丁T丁TGAGrTGGATATTAATAATAAGTGGG　TCτ丁TAG

　　しSNFNTNSKS丁YしFHTSVR丁KSFEしDINNKWVFS90934｛〕1　TACAAGATA丁TCTGGAATAGGA〔凱AAGCGτATTAGGAGCτACAACTATGCCTCA丁CAAATAAAAGTAGGATATTTAAAAATAGAATATGATCτTAAA

　　　TRYSGIGEPSVしGAτTMPHOIKVGYしKIEYDLK 9423501　GCAGGAACTGGTAATACTGTAAGTTTAACAAGACGTAA丁TGGAACCAAGTATAτAAAAATGATGTTGAAACA↑A丁ACTGAACTTGATATTGArAATTl「AT

　　　AGTGNTVSしTRRNWNQVYKNDVETYTEしOIONL　9753601　！TAAAGCTIIi．TAGTAGTTCTAAAACITACAGAGAAAGACAAAACGAATCTACTGArrGGAAATosTTATATAITAGTTTTGCAGCAGAACAAAAATA　iAA

　　EL．K　．A．　F”±S　”S　SKTYRERQNESTDWKWLYISFAAEQKY　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　N　1009
3701　TCAAAGAAAAG丁TATCCAAACACム峨㏄TAτTGCTAA丁CCTTTA丁A丁TTAAAA丁TTATGGATAGATTATTTGATATTAATTTTAGGGATGGAAGATτA　TCA

　　　QR・KVIQTQPIANPしYしKFMDRLFDINFRDGRしS　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1042
3801　GGATT丁AAGTATAAτTTATTAAA丁（；AAAA丁TGTCAAACATTCGCAAAAACACAA丁CACAAT『rAl「TAACTAG，tyGGTATAACTAATGTA〔ンAAATTAATGATC

　　　（il　F一”K．．YNLLNQNCQTFAKTQSQLLTRGITNVQIND　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1075
3901　AGanTTAT丁AGGATTTTTAG誤ムAATTATAAACAAAτAGCTAGAAGAGAAT丁TAGTTTAAG了τCAGGAA丁GACTGAAACA丁CTTGGGGrTCTACATCA’「T

　　O6LLGFLENYKQIARREFSLSSGMTE丁SWGSTS　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　F　1109
4001　TGTTGTAAGA㏄TC丁AGAATAT了CTAAATCAAATA丁TTGTTACτATGCAAAAATAAATAATA丁GTCAAGTAAτATAAAAATTAAAAAGAATAGATATAGT

　　　l！L－Y一．一R．．A．　一L　一E　YS　K　S　N　1　CYYA　K　1　N　N　M　S　S　N　1　K　1　K　K　N　Ry　S
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1142
4101　AT丁TTAGATAAAACATATAAAAATGA丁AATACTA丁TAGAACTGTAATCTG　TACTTAATAATATATCTAGAGGACAT「TCAAAGTTAATHrTATTITA丁A丁C

　　　I一．！“！2．！LT　．Y　KNDN　1’　IRTVICT　”　’”HT　n60
4201　TAGAGGTTAMGAAGGτTAArr丁GTτrA〔）輔囎TATmTATC蟻・㎜TATmAT㎝T四川τrAπm蝋供TAT蝋㎝Tπ蝋㏄T

5601T丁丁TATATAπ膿鋤α義AC丁〔渇　GTACCGCCT㏄TT輔TAGC塩川G㏄T（）GAGAATGTTGCGATAAGCT（珈ATC脇CGGT
5701　ATTCGGCSCTTGTGACATCA（以ACTT脳T鋤㎝C㏄TC㎝㎜TAT6ナ6T（）GAaSCTGCTATT〔m丁AmG騨、丁TTTCATACAAAATGGCA

580騒㎝蝋m騨・G丁CTCITATCACTGACGTAGATCTTGATCG（）GAAGGenGCCTATGATAAAACAACCTTATCTCCGC丁ATCA〔；GGCGGτATAAGTC

9981．銀1躍搬瓢騨mTGCT胤T畝G㎝蝋ATATTA触TTA－T鵬蝕T－ACCGC
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Fig．5　（Continued）
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が明らかになった。大きな方のORF（ORF1）は3513塩基で構成されており・最初

のATGコドン（675－677）より上流に33塩基の非翻訳領域を含んでいた。もしORF1

から転写されたmRNAがスプライシングを受けずに・かつKozack（1986）の提唱し

た規則に従って最初のATGコドンから翻訳されたとすると1160アミノ酸・

133kDaのタンパク質がコードされていることになる。一方、小さい方の

ORF（ORF2）はORF1とは相補的なDNA鎖上に存在しており、36塩基の非翻訳領域を

含めて702塩基で構成されていた。ORF2から転写されるmRNAがスプライシング

を受けずかつ最初のATGから翻訳されたとすると222アミノ酸・27kDaのタンパ

ク質がコードされていることになる。ORF1，0RF2の翻訳開始コドンのすぐ上流

には4塩基から成る共通配列（CAAT）が存在していた。これはショウジョウバエ

の遺伝子など、昆虫の翻訳開始コドンのすぐ上流に見られる共通配列

（C／AAAC／A）に類似していた（Cavener，1987）。　ORF1，0RF2の塩基配列より推定さ

れるアミノ酸配列について解析した結果、これらORF問のコドン利用率は大き

く異なっていた（Table　1）。また疎水性アミノ酸と親水性アミノ酸の比率は

ORF1では（44：25）であるのに対してORF2では（37：39）と大きく異なっており、

ORF1，0RF2の塩基配列から推定されるタンパク質の物理化学的な性状がそれぞ

れ異なっていることを示していた（Fig．6）。一方これらタンパク質の等電点は、

共にpH5．0－5．5と類似したものであった。またORF2の塩基配列より推定される

アミノ酸配列上2カ所にZinc　finger　DNA－binding　motif（Berg，1988）に類似

した配列（Cys－X－X－Cys）が存在していた（Fig．5）。

　VD2にコードされるタンパク質の機能を推定する目的でEMBLデータベースを

利用したアミノ酸配列ホモロジー検索を行った。しかしVD2に存在するORFの塩

基配列から推定されるアミノ酸配列は、既に報告されているタンパク質のアミ

ノ酸配列と有意な相同性を示さなかった。
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ORFの周辺領域

　VD2に存在しているORFが遺伝子として機能しているかどうかを調査するため・

ORF周辺領域の転写に関与すると考えられるシグナル配列についての検索を試

みた。

　まずORF　1の翻訳開始コドンの上流約50塩基には無脊椎動物におけるcap

site　sequence（ATCAGTTA；nts　60g－616，　ATCAGTTTA；nts　618一一626）が存在・して

いた（Fig．5）。さらに30塩基上流にはTATA　box様配列（TATAAA；nts　570－575）

が存在していた（Fig．　5）。その他にも遺伝子の転写制御に影響iを与えると考え

られているCAAT　box（GGPyCAATCT）と類似した配列（CAAT；nts　261－265・

（complementary　strand）nts　375－379，　413－417）がORF1上流域に存在していた

（Fig．1）。またこのようなシグナル配列（TATA　box；nts　5577｝5589・CAAT　box；

nts　5766－5770，　（complementary　strand）　nts　5614一一5618，　5652－5656）｝まORF2

の上流域においても観察された（Fig．1）。一方これらORFの下流域には

polyadenylation　signa1（AATAAA）に類似、した配列を含むA＋T－richな繰り返し

二丁　IJ（ORF　l　AATAAATATTTTTCAT；　nts　　4227－4242，　　AATAAATATTTTATCAT；　nts

4244－4260，　ORF2　AATAAAAATATTTTAAAAT；　n　t　s　4770－4752，　AATAAATATTTTAATAT；

nts　4727－4711）が存在していた（Fig．5）。　ORF2のすぐ下流には別にもう1つ

polyadenylation　signa1（AATAAA；nts　4734－4711）が存在していた（Fig．1）。こ

のORF下流の繰り返し配列はpolyadenylation　signa1の他にも小さな回文配列

（AAAATATTTT）を含んでおりこれらORFからの転写の終結に関与している可能性

が考えられた。その他にもカイコの転写因子結合部位（Suzuki　and　Suzuki，

1988）であるAATTTAATTTやATTTATTTに類似した短いA＋T　richな配列（nts

532一一539，5465－5458）や、いくつかのハウスキーピング遺伝子、ウイルスの初

期遺伝子の上流域に存在するG＋C－rich　motif（Albertsθt．・al．，1989）と類似

した配列、そしてSV40の初期遺伝子（Gidoniθt．　al．，1994）やヘルペスウイルス

のチミジンカイネー一一hス遺伝子（McKnight　and　Kingsbury，1982）、細胞性のハウ

スキーピング遺伝子（Alberts　et．　a1。，1989）のような解析の進んでいる遺伝子
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のプロモーター領域に見られるSpl　binding　motif（G／TG／AGGC／A㏄／TG／AG／A

G／Tand　reversed　sequence）がORFの上流域に存在していた（Fig．5）。特にORF1

の上流域にはバキュロウイルスの初期遺伝子のプロモーター領域で共通して見

られる（TATA／CAGT）（BIissard　and　Rohrman・1990）が存在していた（Fig・5）。

BmDNV－2DNAの末端領域における2次構造の予測

　ウイルスDNAの末端領域における2次構造をコンピューターを用いて・Zuker

and　Stiegler（1981）の方法に従い推定した。　Fig・7はウイルスDNAの末端領域

（150塩基）において最も安定と考えられる2次構造を示してある。解析の結果

推定された2次構造は、パルボウイルスー般に見られるような大きなヘアピン

構造ではなくより複雑なものであった。推定された2次構造において・

VD1，　VD2のDNA末端に共通してみられる53塩基iの共通配列（co㎜on　terminal

sequence；CTS）は4つのドメイン（d　I，nts　1－11；dl【・nts　12－23；dHI・nts

24－37；dIV，　nts　38－53）に分割する事が可能であった（Fig，7）。

考察

　BmDNV－2はウイルスゲノムとして2組の線状1本鎖DNA（VD1，6・6kb；

VD2，6．1kb）を持っている。　VD　1の塩基配列についてはすでに解析が行われてお

り（Nakagakiθ　t，　al、，未発表）、　VD1には4つの大きなORF（VDIORF1，　2，3，4）が存

在していることが示されている（私信）。本研究ではBmDNV－2の全塩基配列を明

らかにする目的で、VD2の塩基配列を決定した。　VD2上には約133kDa（p133）と

27kDa（p27）のタンパク質をコードし得る2つの大きなORFが存在していた。こ

れらORFの周辺領域には真核細胞内において転写に必要と考えられているシス

のエレメント様配列がそれぞれ機能し得ると考えられる位置に存在しており、

宿主細胞のRNA　polymeraseIIがこれらORFからの転写に関与していることを強
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く示唆していた。またTable　1に示した通り・ORF1とORF2の間でコドン利用率

（アミノ酸組成）は大きく異なっていたが・これらORF間でコドン選択パターン

は極めて類似していた。現時点において・塩基配列のデータのみから・これら

ORFがBmDNV－2感染細胞内で実際に発現しているか否かを論ずるのは困難iである

が、もし細胞内におけるタンパク質の翻訳が・tRNAの量とコドンの選択性に強

い相関関係を持つとすれば（lkemura，1982）・これらの遺伝子は実際に機能して

いる事を示唆している。この点については次章でその発現が確認された。

　ところで、BmDNV－2のウイルス粒子は6つの構成タンパク質（VP1・　46・　5kDa；

Vp2，4gkDa；Vp3，51kDa；Vp4，53kDa；Vp5，118kDa；VI・6，　120kDa）で構成されてい

る。これら構成タンパク質の内、主要な4つの構成タンパク（VP　1・VP2・VP3・

VP4）は、ペプチドマップやその他疫学的な解析から共通のアミノ酸配列を含ん

でいることが示されている（私信）。←またVP4のN末端がペプチドシーケンスさ

れた結果、そのアミノ配列はVD　IORF2の塩基配列から推定されるアミノ酸配列

に含まれており、このORFに4つ（VP1，VP2，　VP3，　VP4）の主要構成タンパク質が

コードされていることが示唆された（N・　akagakiθt．　aL，私信）。他の2つの高

分子構成タンパク質（VP5，　VP6）がコードされる場所については現在のところま

だ不明であるが、VD2に存在する2つのORFの内、　ORF　1についてはその大きさか

ら考えてこれらのタンパク質をコードしている可能性は残されている。いずれ

にしても、この結果はVD2の情報のみでウイルス粒子を構成することは不可能

であることを意味している。

　ところで、BmDNV－2の増殖において2種のDNA（VD1，　VD2）が実際に必要である

と考えると、ゲノム末端に53塩基の共通末端配列が存在していることも説明し

やすい。すなわち、全ての分節ゲノムを持つDNAウイルスは、ウイルスの粒子

中に含まれるレプリカーゼやエンキャプシデーションの認識部位として・それ

ぞれのDNAにおいて共通配列を含んでいるはずだからである。そこで、この共

通末端配列の重要性をさらに詳しく調査するためにZuker　and　Stiegler（1981）

が提唱した方法でゲノム末端における2次構造を推測した。その結果、ゲノム

末端150塩基においてFig．7に示したような複雑な構造が予測でき、特に末端の
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共通配列（CTS）は4つの構造的領域dl（nts　1－11）・dll（nts　12－23）・dlll（nts

24－37），dlV（nts　38－53）に分割できた・この領域（CTS）において・Sp1タンパク

質結合部位様配列（SBC）はdlIIとdlVによって形成されるステムループ構造上に

存在し、また別のSBCを含むdlVがやはり共通末端配列よりも内側のSBCとステ

ム構造を形成する。このSBCは遺伝子の転写に関与すると考えられるシグナル

であるが、他の動物ウイルスや細胞において実際に機能している転写シグナル

の多くは複製開始点の近傍に存在しており・両者の機能発現は様々な点で関連

しあっている。この事からも本ウイルスの共通末端配列（CTS）がウイルス遺伝

子の転写および複製に重要な役割を果たすことが推測される。

　以上、現時点でBmDNV－2の2種のウイルスゲノム（VD1：Nakagaki　et・　al・・未発

表；VD2：本論文）の一次構造は決定され、その結果ORFの大きさや位置・そして

ウイルス遺伝子の発現制御に関わると考えられる配列などが明らかになった。

一方、主要構成タンパク質（VP　1－4）がVD　1のORF2にコードされている可能性が示

唆されたものの、ゲノム上にコードされていると考えられる他のウイルスタン

パク質の機能に関しては全く不明のままである。本ウイルスの増殖機構を明ら

かにするためにはさらにこれらのウイルスタンパク質の発現、および機能につ

いて解析することが不可欠である。
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第V章　ウイルスタンパク質のコード領域の同定

　　　　　　　　　　　　　と機能解析

目的

　これまでに述べたようにBmDNV－2のゲノムDNAめ全塩基配列が決定され（Bando

θt．　aL，1gg2；Nakagaki　et．　aL，未発表；本論文IV章）、本ウイルスは今までに

報告された線状1本鎖DNAウイルス（パルボウイルス）とは大きく異なった遺伝

子構造を持つ全く新しいタイプのウイルスである事が判明した・また第皿章に

おいて行ったウイルスゲノムの複製中間体の解析結果、および第IV章で行った

遺伝子構造解析の結果は、本ウイルスがパルボウイルスとは異なる様式でDNA

複製を行っていることを示唆していた。この様な新型ウイルスの増殖機構は如

何なるものか現在全く不明である。また、遺伝子構造は明らかになったものの・

ゲノムにコードされているウイルスタンパク質の機能についてはほとんど明ら

かにされていない。

　そこで本実験では感染細胞におけるウイルス遺伝子の発現を調査すると共に、

前章までで明らかになった遺伝子構造を基にウイルスゲノムにコードされるタ

ンパク質の機能について解析した。

材料と方法

ウイルス、宿主昆虫、および抗血清

　BmDNV－2のウイルス粒子は感受性カイコ（中国種：支124）に感染させた後、

Nakagaki　and　Kawase（1980）の方法に従って精製した。次に、100μgのウイル

ス精製ウイルス粒子をPBSに懸濁させ、フロイントアジュバントと結合させた

後、モルモットに筋肉注射した。そしてモルモット体内で抗血清が作られるま
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で、この操作を2週間おきに4回繰り返した。モルモット体内における抗血清

の力価は免疫前と免疫4回後3日目のモルモット血清を用いてテストした。す

なわち、ポリスチレン製の96穴培養プレートの各穴底面を1μ9の精製ウイル

ス粒子でコートし、スキムミルクでブロックした後・BSAを含むPBSで希釈した

抗血清と反応させた。2次抗体としてはペルオキシダーゼを結合させたモルモ

ットIgGに対するウサギのlgG（Organon　Teknika　Corp・）を用いた。その結果・

抗BmDNV－2抗血清の力価は免疫4回3日目の血清では204・800であった。次に

VD20RF1にコードされるタンパク質に対する抗体を作製する目的で・塩基配列

から推定されるアミノ酸配列のC末端側の親水性領域（amino　acid　number

980－997；SSKTYRERQNESTDWKW）を合成し、　keyhole　limpet　hemocyanin（KLH）と

1＿ethy1－3一（3一・dimethylaminoprepy1）carbodiimide　hydrochloride（EDC）カップ

リング法（Williams　and　Ibrahim，1981）を用いて結合させた。そして以下・ウ

イルス粒子に対する場合と同様の手順で合成ペプチドに対する抗血清を作製し

た。得られた抗合成ペプチド抗血清の力価は102・400であった。

ウイルス特異的poly（A）＋RNAの抽出とノーザンプロット・ハイブリダイゼー

ション

　ウイルスmRNAは感染4日目のウイルス感染幼虫（支124）の中腸組織よりQuick

PrepR　Micro　mRNA　Purification　Kit（Pharmacia　Biotech）を用いて抽出、精製

した。具体的にはウイルス感染幼虫の中腸組織（約100mg）をguanidinium

thi・cyanateとN－1auroyl　sarcosineを含む溶液中で磨慰した後、磨乳液に

01igo（dT）℃elluloseを加え、　poly（A）＋RNAを特異的に吸着させた後、吸着し

たpoly（A）＋RNAを抽出回収した。

　精製したp・1y（A）＋RNA（2μg）は変性後、ホルムアルデヒドを含む1％変性

アガロースゲルで分離し、ナイロンメンブレンにキャピラリー法を用いてトラ

ンスファーした。ノーザンプロット・ハイブリダイゼーションのプローブは、

ウイルスDNAを含むクローンpY1066，　pY1171（Band・et．・a1．，1992）より切り出し

たものを用いた。メンブレン上のウイルス特異的m囲腿〔α一32P］
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（11。Tbp／㎜・1，　Amer・ham）でラベノレしたウイルスDNA（VD1・VD2）をプローブに用

いて検出した。

リバー…一一一・スPCRとサザンプロット・ハイブリダイゼーション

　VD2より転写されるmRNAの検出はRT－PCRとサザンプロット・ハイブリダイ

ゼ＿ションを組み合わせた方法で行った。プライマーは第皿章で用いたDNA

synthesizer（ApPlied　Bi・・y・tems・lnc・・CA）で合成した・感染中腸から抽出し

たP。1y（A）＋RNAを鋳型にして・1ig・（dT）2・一M4　adapt・r　primerを用いて逆転写

反応を行った後、BmDNV－2ゲノムDNA中に存在する5つのORFに特異的なプライ

マ＿1105（ATGATAAGAAAGCCAT；nts　6286－6271），1205（ATGGGTAGAGTACTTG；nts

473－488），　1405（ATGGCATTCAACGCTC；　nts　310－325），　2105（ATGAATTTAAAGGG；

nts　675＿688），2205（ATGTTACGTTTAACCG；nts　5437－5422）の1つとM4プライ

マ＿をそれぞれ組み合わせてPCRを行った。プライマーの位置はFig・8に示した。

増幅したcDNA断片は0．8％アガロー一・・一スゲル電気泳動で分離した後・キャピラリー

法でナイ・ンメγブレン上にトランスファーした・メンブレン上のウイルス特

異的cDNA断片はDIGラベルしたウイルスDNAをプローブに用いたサザンプロッ

ト・ハイブリダイゼーションにより検出した。

λgtll　cDNAライブラリ…一…の構築とスクリーニング

　2本鎖cDNAはGubler－Hoffmann（1983）の方法に従って合成した。合成した

cDNA断片はその末端にEco　RIアダプターを付加した後、λgt11ベクター

（Stratagene）中に挿入した。そしてファージ粒子へのパッケージングは

GigapackR　II　Gold　Packaging　Extracts（Stratagene）を用いて行い、作製した

λgtll　cDNAライブラリーのイムノスクリv・一・一・一側ングは精製ウイルス粒子に対す

る抗BmDNV－2抗血清を用いて行った。スクリーニングにより得られた陽性ク

ローンのインサートDNAはpBluescript皿SK一（Stratagene）のEco　RIサイトに

サブクローニングした。
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Fig．8　Genome　organizatio．n　of　BmDNV－2　and　the　primers

　　　　　for　RT－PCR　anaRysis．

1105　：　5，一ATGATAAGAAAGCCAT－3，

1205　；　5，一ATGGGTAGAGTACTTG・一3，
1405　：　5’一ATGGCATTCAACGCTC－3，
2105　：　5，一ATGAATTTAAAGGG－3，

2205　：　5，一ATGTTACGTTTAACCG－3，
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シーケンシング

　ウィルス特異的cDNAのシーケンシングはSangerθt．・aL（1977）の方法に従い、

T7　DNA　Polymerase（US　Biochemica1　Corp．，Cleveland，　OH）と［α一35S］

dATp（Dupont，NEN　Research　Products，　Boston，　ma）を用いたダイデオキシ法で行

った。G＋C　contentが高く、塩基配列を解析し難い領域については反応溶液中

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コに7－deaza　GTP（U．　S．　Biochemical　Co・）を加え、　T7　DNA　polymeraseの代わりに

Taq　DNA　polymerase（U．　S．　Biochemical　Co．）を用いることにより解析した。

シーケンシングのプライマーはDNA　synthesizer（ApPlied　Biosystems・

Inc．，CA）で合成した合成オリゴヌクレオチドを用いた。

　シーケンスデータの解析はSDC－GENETYX　program（Software　Development

Co．，Ltd．）およびDNASIS　DNA　sequence　analysis　system（Hitachi　Software

Engineering　America，　Ltd．）で行った。

プライマーエクステンション

VI）・1・O・RF3，4を含む転写産物を解析するためにプライマーエクステンションを

行った。プライマーエクステンションのプライマーにはORF3と4の共通部分に

相補的な合成オリゴヌクレオチドext34（5’一GGAGATGAGATGTTCGATATCAGCG－

3’；nts　555一一531）（Fig．15）を用いた。まずext34をT4　polynucleotide　kinase

（Takara　Shuzo　Co．，Ltd．）と［γ一32P］ATP（Dupont，　NEN　Research　Products，

Bost。n，　MA）を用いて末端ラベルした。次に5ngの末端ラベルしたプライマーを

2μgのウイルスmRNAと40℃，45分アニーリングさせた後、0。5μgのハイブリッ

ドRNAを反応溶液中（24面Tris－HC1，pH8．3，1・6mhf　MgC12，8mM　DTT・　O・　4rnM

dATP，0．4mM　dCTP，0．4mM　dTTP，0．8mhf　dGTP，　3U　AMV　reverse　transcriptase）中

で、50℃，45分反応させ、プライマーを伸張させた。反応産物は8Mの尿素を含

む8％アクリルアミドゲル電気泳動で分離し、乾燥させた後、X線フィルムを用

いて検出した。

35



ウイルス構成タンパク質発現プラスミドの構築と発現

　ウイルスゲノム上の大きなORF（VD10RF1，VD10RF2）にコードされるタンパク質

を発現させるためにまず、VD10RF1の3’末端側領域を特異的なプライマーであ

るD1・15E（5・・一GAGGCCTTTAGAGATAC－3’；nts　439・一4374）とD1013S（5’一

GGTCACCACCAATGCG－3’；nts　2828－2843）（Fig．9）を用いたPCRで増幅した。同様

に～の20RF1の3・末端側領域も2種類の特異的プライマーD2015E（　5’一

GGTAATAGATTAGATG－3・；nts　2667－2682）とD2013S（5’一ACATTTAGCGCAACTG－3’；

nts　4383－4368）（Fig．9）を用いて増幅した。　VD10RF1とVD20RFIの3’末端側領

域をバクテリアでの発現ベクター一pMAL　C2（Promega）のクローニングサイトに

挿入し、マルトース結合タンパク質とウイルスタンパク質の融合タンパク質発

現プラスミドをreeeした（Fig，9）。融合タンパク質は・プラスミドを導入した

大腸菌（Dh5α）の培養液（OD600：0．　4－O・　5）に最終濃度O・　3mhfとなるようにIPTGを

加え、37℃，6時間振とう培養を行うことで発現させた。

SDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS－PAGE）とイムノブロットアッセイ

　大腸菌ペレットを10倍量の蒸留水に懸濁し、超音波破砕機を用いて十分に細胞

を破壊した後、等量のサンプルバッファー（125mM　Tris－HC1，2％SDS，100mM

dithiothreito1，25％sucrose，0．005％bromophenol　blue）を加えた・混合液は沸

騰水で5分変性させた後、SDS一ポリアクリルアミドゲル（7・5％ゲル）電気泳動を行

った。アクリルアミドゲル上で分離したタンパク質はBio－Rad　Transblot

ce11TM（Bio＿Rad　Lab．）を用いて、85V、2時間、電気的にニトロセルロースメンブ

レン上ヘトランスファーした。タンパク質をトランスファーしたニトロセルロー’’’’’”

ス膜は0．02％Tween　20を含む燐酸緩衝液（PBS／T）で騨に洗浄した後・3％スキ

ムミルクを含むPBS／T中に室温で2時間浸した。スキムミルクで抗体の膜への非

特異的結合をブロックしたニトロセルロース膜は、次に1％抗BmDNV－2精製ウイル

ス粒子抗血清、あるいは抗合成ペプチド抗血清を含むPBS／Tに室温で約30分浸し・

続いてペルオキシダv・一一一ゼを結合させた2次抗体と反応させた。
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　　　　　bi　O’　13S　：　5t－GGTCACCACCAATGCG－3’
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　　　　　b－2013S　：　5，一ACATTTAGCGCAACTG－3，
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圏

　膜上のタンパク質に結合した2次抗体は4－ch1・r・一1－naphth・1を含む

methano1／PBS（1：4）にニトロセルロース膜を浸すことで発色検出した。

ウイルス非構成タンパク質発現プラスミドの構築と一過性発現系

　培養細胞（BmNt；カイコ由来）におけるBmDNV－2非構成タンパク質の発現には発

現ベクターplSを用いた。　plSベクターは家蚕核多角体病ウイルス（BmNPV）の

IE1遺伝子プロモーターとSV40のpoly　Aシグナルを含み、　BmN細胞において高

発現能を有するベクターである（未発表）。VD　1のORF3・ORF4とVD2のORF2にそれ

ぞれ対応すると考えられるcDNA（103c，104c，202c）をplSベクターのIE1プロ

モーター下流に連結し、それぞれplslo3c，　plslo4c，　pls202cとした（Fig．10）。

同時にウイルス遺伝子の推定制御領域としてそれぞれのORFの上流域を蛍のル

シフェラーゼ遺伝子に連結したレポータープラスミドを構築した。すなわち、

BmDNV－2ゲノムDNAに存在する6つの大きなORF（VD　1－ORF1，　VD　1一一〇RF2，　VD　1－ORF3，

VD1－ORF4，　VD2－ORFI，　VD2－ORF2）の上流域（1P1：256bp，1P2：201bp・1P3：472bp・

1P4：309bp，2P1：674bp，2P2：594bp）をそれぞれ特異的プライマーを用いたPCR

で増幅し、ルシフェラーゼ発現プラスミドPGV－P（東洋インキ製造㈱）のルシフ

ェラーゼ遺伝子の上流域に挿入した。レポータープラスミド（PGVs）は・挿入し

たウイルス遺伝子の推定制御領域の名前からそれぞれ
PGv1P1，PGv1P2，　PGv1P3，　PGv1P4，　PGv2P1，PGv2P2と名付けた（Fig．10）。

プラスミドDNAの培養細胞への導入とルシフェラーゼアッセイ

　細胞（BmN）は10％牛血清を含む極東TC－100培地（極東製薬工業㈱）で培養した・プ

ラスミドの培養細胞への導入はLipofectAMINETM　Reagent（GIBCO　BRL）を用いて行

った（Fig．11）。10μ9のプラスミドとLip・fectAMINEの複合体を含むTC100培地を1

×106＿3×106個の単層培養細胞の培養液に加え、26℃、約18時間保温する事で複

合体を細胞に取り込ませた。そしてプラスミドーLip・fectAMINE複合体を含む培養

液を10％牛血清を含むTC－100培地に置き換えた後、さらに72時間培養した・
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72時間後、回収した細胞に100μ1の細胞溶解液（東洋インキ製造㈱）を加え細

胞を溶解させた。細胞内に発現されたルシフェラーゼは・細胞溶解液20μ1に

100μ1の基質（ルシフェリン）溶液（東洋インキ製造㈱）を加えたときの発光を・

ポラロイドフィルム（667，　612）を感光させることにより検出した。

結果

感染細胞におけるウイルス遺伝子の発現

　まずBmDNV－2DNA⑪1，VD2）より転写されるmRNAについて解析する目的で・B㎡）NV－

2感染96時問後のカイコ（支124）中腸組織からpoly（A）＋RNAを抽出し・ウイルス

DNAをプローブとしたノーザンプロット・ハイブリダイゼーションを行った。そ

の結果、VD　1をプローブとして用いた場合において、少なくとも3種の明瞭なウイ

ルス特異的なmRNA（3．6kb，1．6kb，1．1kb）が検出された。これらのmRNAは・大きさか

ら考えてVD　1に存在するORFの内、VDIORF1（3345b），　VD10RF2（14g7b），

vDloRF3（948b）にそれぞれ対応している可能性が考えられた（Fig．12）。

VD　IORF4（0．4kb）に対応すると考えられる大きさのmRNAは検出されなかった・一方・

VD2をプローブとして用いた場合、長時間露光してもVD2に存在するORFの大きさに

相当する位置にはわずかなシグナルが検出されるのみであった（Fig・12）。ノs・・’’”一ザ

ンプロット・ハイブリダイゼーションで検出できなかったものについては・発現

していないかもしくはその蓄積量が極めて少ないことが考えられる。そこでORFに

特異的なプライマ■・一一一・・（1105，1205，1405，2105，　2205）を用いたRT－PCRとサザンプロッ

ト．ハイブリダイゼーションを組み合わせることでrnRNAの検出感度を高めること

を試みた。それぞれのORFからのmRNAに対応するPCRにより増幅した後・ウイルス

DNAをプローブとしたサザンプロットハイブリダイゼーションによりcDNA断片を解

析した結果、BmDNV－2のゲノムDNAに存在している5つのORFにそれぞれほぼ一致す
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Fig．12　Northern　blot　analysis　of　BmDNV－2　mRNA．

　　　A　：　rRNA　from　Cos　ceNs　as　a　molecular　marker

　　　．　B　：　mRNA　extracted　from　BmDNV－2－infected　midgut

　　　〈　：　viral　specific　polyA！’　RNA

　　　〈a　：　viral　genome　DNA？，　see　text
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藻類

る大きさのcDNA断片（VDIORF1：3．4kb；VDIORF2：1．5kb；VD10Rド4：0．4kb；

vD20RF1：3．6kb；vD20RF2：0．7kb）が検出された（Fig．13）。そしてそれ以外に

もVDIORF1特異的プライマー（1105）ではより低分一rの位置（約1．5kb付近）に不

明瞭なシグナルが検出され、またVD10RF4特異的プライマー（1405）を用いた場

合にも1．1kbの位置にウイルスDNAとハイブリダイズする強いシグナルが検出さ

れた（Fig，13）。この結果は少なくともBmDNV－2が感染した細胞内において、転

写量に差はあるもののVDI，VD2双方からmRNAが転写されていることを示してい

る。

　ところでVDIORF4に特異的なプライマーを用いた場合に検出されたcDNA断片

（1．1kb）をクローニングし、シーケンシングした結果、このcDNAクローンには

ORF4の開始コドンからORF3の終止コドンまでの全ての配列が含まれていた。す

なわち、ORF4に対応するmRNAは下流のORF3をも含んだ形で転写されていること

になる。そうするとVD1のORF3から転写されるmRNAに対するcDNAを得る目的で

VD10RF3の最初のATGを含むプライマーを用いてcDNAを増幅したとしても、この

VD　10RF4に対応するcDNAの一部が増幅されてしまう事になり、ORF3，0RF4の領域

から転写されるmRNAについてはより詳細な解析が必要となった。そこでこの

ORF3，0RF4の共通部分に特異的なプライマー（ext34）を用いたプライマーエクス

テンション法により、この領域から転写されるmRNAの転写開始点を解析した。

その結果、ウイルス感染中腸より抽出したpoly（A）＋RNAに特異的な2種のシグ

ナルが検出された（Fig．　14）。シグナルはそれぞれプライマーの5’側より

266nts，241nts上流に位置しており、266nts上流から始まるmRNAはVD10RF4に対

応するウイルスタンパク質をコードしていると考えられる（Fig．15）。一方、

241nts上流から始まるmRNAはORF4の翻訳開始コドン（ATG）の直後から転写され、

最初の翻訳開始コドンがORF3の開始コドンである事からVD10RF3に対応するウ

イルスタンパク質をコs一・ib・一ドしていると考えられた（Fig．15）。
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ウイルス構成タンパク質遺伝子の同定

本実験で用いた抗BmDNV－2抗血清のウイルス構成タンパク質に対する反応性

を調査した結果、本血清はウイルスを構成する6つの構成タンパク質

（VP1；46。5kDa，　VP2；49kDa，　VP3；51kDa，　VP4；53kDa，　VP5；118kDa・VP6；120kDa）全て

と反応することが示された（Fig．16）。そこでまず本抗血清を用いて・ウイルス

構歳タンパク質をコv一一一ドしている遺伝子の同定を試みた。まずB㎡）NV－2感染細

胞から抽出したp・1y（A）＋RNAに対してλgtll　cDNAライブラリーを作製し、本

抗血清を用いてイムノスクリーニングを行ったところ・数個の陽性プラークを

得た。陽性を示したクローンのプラークから組換え体ファージを抽出し・その

インサートDNAをプラスミドベクターにサブクローニングした後・部分的に

シ・．・．一．・・ケンシングした結果、インサートDNAの塩基配列はVD　I　ORF2の塩基配列と一

致していることが判明した。この結果はVP4のN末端部分におけるアミノ酸

シーケンスの結果（Nakagakiθt．　a1．，私信）と一致するもので・本ウイルスの

メジャーな構成タンパク質（VP1，VP2，　VP3，　VP4）はW）10RF2にコードされている

と考えられる。

　本実験では＝構成タンパク質（VP5，　VP6）に対応するcDNAクローンは同定できな

かったのでVP5，　VP6については大腸菌の発現系を利用してそのコード領域の同

定を試みた。VP5，　VP6はその分子量：がそれぞれVP5；118kDa・VP6；120kDaであり・

ウイルスゲノム上のORFにコ・一一・一ドし得るタンパク質の分子量を考えると

VD10RF1（128kDa）とVD20RF1（133kDa）にそれらのタンパク質がコードされている

可能性が強い。つまり、VP5およびVP6が宿主細胞由来でないとするとこれらの

タンパク質はVD　1のORF　1かVD2のORF　1のどちらか一方、もしくは各々にコードさ

れていると考えられる。この点を明らかにするためにVD10RF1とVD20RF1のC末

端側配列をpMAL　C2ベクタs一一・一・（Promega）に連結し（VD　10RF1：pMALD　101・VD20RF1．

：pMAL－D201）（Fig．9）、大腸菌において発現させた。その結果・SDS一ポリアクリ

ルアミドゲルで分離するとそれぞれウイルスタンパク質がMaltose－binding

protein（MBP：42kDa）との融合タンパク質として発現された場合に期待される位

置、すなわち約100kDaの大きさの位置にコントロールでは存在しないバンドと
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犠凝

して観察された（Fig．17）。次に分離した融合タンパク質をニトロセルロース膜

上にトランスファー一し、抗BmDNV－2抗血清を用いたイムノブロットハイブリダ

イゼーションで解析した結果、感染中腸から抽出したタンパク質には明瞭なシ

グナルが認められるもののこれらの融合タンパク質と抗血清との反応は認めら

れなかった（Fig．17）。一方、抗BmDNV－2抗血清と反応しなかったpMAL－D201発現

産物は、抗合成ペプチド抗血清を用いたイムノブロット・ハイブリダイゼーシ

ョンにおいては、特異反応が認められ融合タンパク質の発現が確認された

（Fig．17）。これらの事からvD1のoRF1、およびvD2のoRF1にはウイルスの非構成

タンパク質がコードされていると考えられた。

ウイルス非構成タンパク質の機能

　BmDNV－2にコー一一・・ドされている非構成タンパク質の機能を推定する目的で、

VD10RF3，4，そしてVD20RF1，2の塩基配列より推定されるアミノ酸配列について、

コンピュータ・・一一…解析を行った。その結果、VD10RF3の塩基配列より推定される

アミノ酸配列にNTP－binding　motief（Gly－X－X－X－X－Gly－Lys－Thr／Ser－X－X－X－X－

Ile／Leu）が存在していた（Nakagaki　et．・al．，私信）。またVD20RF2の塩基配列

より推定されるアミノ酸配列については、2カ所にZinc　finger　DNA－binding

motief（Berg，1988）に類似した配列（Cys－X－X－Cys）が存在していた。前者はNTP

ア・一・一・bゼが共通に有しているモチーフであり、後者はタンパク質のDNA認識結合

部位に認められるモチーフの1種である。すなわち、これらのモチーフを有す

るタンパク質はDNA認識や遺伝子発現制御に関わるタンパク質である可能性が

ある。そこで本実験ではこれらORF由来のタンパク質がウイルス遺伝子の発現

制御に関与する可能性を調査する目的で、これらウイルスタンパク質がウイル

スプロモーター一にどのような影響を及ぼすかを調査した。すなわち、VD10RF3

やVD　10RF4、そしてVD20RF2に対応するウイルスタンパク質を発現するプラスミ

ド（plS103c，　plS104c，　plS202c）とウイルス遺伝子の推定制御領域を含むレ

ポータープラスミド，pGVs（Fig．10）をBmN細胞にco－transfectionし、形質転換

細胞学でレポータープラスミドから発現されたルシフェラーゼ活性を調査した。
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まず、各々のレポータープラスミド（pGVs）を単独で導入した場合、全ての細胞

においてルシフェラーゼ活性を検出することはできなかった。しかし、レポー一一一・

タープラスミド（pGVs）とウイルス遺伝子発…現プラスミドを同時に導入した場合、

いくつかの組み合わせにおいてレポータープラスミドからのルシフェラーゼの

発現が観察された。すなわち、VD1のORF3やORF4にコ・・一一・一一ドされるタンパク質の

発現プラスミド（pIS103c，　plS104c）は主要構成タンパク質の制御領域を含むレ

ポータープラスミド（pGVs）と一緒にB㎡湘胞に導入したときにのみ、ルシフェ

ラーゼの発現が検出された（Fig．18）。一方、　VD2のORF2発現プラスミド

（plS202c）を一緒にBmN細胞へ導入した場合は、自分自身の制御領域を組み込ん

だものを含めて全てのレポータープラスミドからルシフェラーゼの発現が認め

られた（Fig，18）。

考察

　これまでに述べてきたように、本ウイルスとBmDNV－1を含む他のパルボウイ

ルスとは、遺伝子構造、DNA複製機構などにおける様々な違いが明らかとなっ

てきた。また、両者はウイルスゲノム上の遺伝子構成においても大きく異なっ

ていた。すなわち、パルボウイルスではゲノムDNAの中央部分に2つの大きな

ORFが存在しており、3’側には構成タンパク質（VP）が、5’側には非構成

（NS）タンパク質がコードされている（Astell　and　Ward，1983；Aatell

et．　al．，1986；　Carlson　et．　al．，1985；　Rhaode　1［1，1983；　Shade　et．　aL，1985；

Srivastava　and　Berns，1983）（Fig．19）。一方、　BmDNV一一2ではVD1には4つの、

VD2には2つの大きなORFが存在している（本論文第IV章，　Nakagaki　et．・al．，未

発表）。この様な本ウイルスのユニークな遺伝子構造および遺伝子構成は、そ

の独特の増殖様式を反映していると考えられるが、現在、増殖様式については

全く不明といって良く、ゲノムにコ・一一・d一ドされるウイルスタンパク質の機能につ

いても明らかではない。
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Parvoviridae

　　B19　　　　　　『≡〒＝正＝＝卍コ
　　　　　　　　　＝　Nst　＝＝

　　H－1　〔＝＝asts＝＝＝堅』1冒＝m＝＝コ

　　MVM　　　　asmE＝＝E＝＝コ
＝N

　　AAV　　　　　　　　［＝＝＝コ。＝＝＝コ

　　　　　　　　＝＝s

　　　　　　　　　　　口
：BmDNV－1　［＝sc＝コ
　　　　　　　　　　　　　　　［＝＝＝srE＝＝＝

　　　　VD　I－rksi

　　　　　　　　　面
　　　　　　　　　　　　　＝　SE＝　＝＝］
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　国
　　　　VD2　　1＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝コ

　　kb　1　　　2　　　3　　　4　　　5

＝＝＝＝

BmDNV－2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　6　　　7

Fig．19　Genome　organization　of　Parvovirus　and　BmDNV－2．
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そこで本研究ではウイルスの増殖機構に関わる情報をウイルスゲノムにコード

されるタンパク質の機能を解析することにより得る目的で、ウイルスゲノム

（VD　1，VD2）にコードされるウイルスタンパク質についてさらに解析を進めた。

　dウイルスタンパク質の同定と機能解析を行う前にまずBrnl）NV－2DNA（VD1，　VD2）

より転写されるmRNAについての解析を行う目的で、　poly（A）＋RNAをウイルス感

染4日目（第皿章で行ったウイルスDNAの抽出実験から、この時期、中腸細胞に

おいてウイルスDNAは盛んに合成されている）の感染幼虫の中腸組織から抽出し

た。培養細胞を宿主細胞として用いた場合とは異なり、ウイルスを個体に経口

感染させた場合、各々の感染細胞におけるウイルス増殖のステージは一致しな

いと考えられる。よって本実験に用いたpoly（A）＋RNAには、全てのステージの

ウイルス特異的poly（A）＋RNAが含まれていると考えてさしつかえない。このよ

うにして得られたウイルス特異的poly（A）＋RNAを用いてノーザンプロット・ハ

イブリダイゼーションを行った結果、VD1と相同性を持つ少なくとも3種の

mRNA（3．6kb，　1．　6kb，　1．　lkb）が検出されたが、　ORF4（0．4kb）に相当するmRNAは検出

できなかった。またVD2をプローブとした場合にはその様なシグナルは検出で

きなかった。この結果はVD2より転写されるmRNA量がVD　1より転写されるものと

比べて極めて少ないことを示している。そこでVD2からのmRNAを検出するため、

ウイルス特異的プライマー（2105，2205）を用いたRT－PCRとウイルスDNAをプ

ローブとしたサザンプロット・ハイブリダイゼーションを組み合わせた方法で

mRNAの検出を試みた。その結果、　VD2のそれぞれのORF（ORF1，0RF2）の塩基配列

から予想される大きさのcDNA断片が検出され、転写量に差はあるものの、

BmDNV－2DNAに存在するそれぞれのORFに対応するmRNAが確かに転写されている

ことが判明した。

　ところでVD1プロs一・・一・・ブを用いたノーザンプロット・ハイブリダイゼーション

で検出できなかったORF4に相当するmRNAを検出するために、やはりVD10RF4特

異的プライマー（1405）を用いたRT－PCRとこれに続くサザンプロット・ハイブリ

ダイゼーションにより検出を試みた結果、目的の位置にバンドが検出されはし

たもののさらに高分子のバンドが主要な増幅産物として検出された。このcDNA
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をクローンニングし、シv・一一・ケンシングを行った結果、VD10RF4の開始コドンか

らVD　10RF3の終止コドンまでの全ての塩基配列を含んでおり、構造的にはバイ

シストロニックであった。しかしこのような真核細胞のrnRNAの場合、機能的に

はモノシクトロニックであり、VD10RF4に対応するウイルスタンパク質のみが

翻訳されるはずである。もしVD10RF4から主にこの様な形でmRNAが転写される

のだとすると・ノ・・一一一d・ザンプロット・ハイブリダイ疎漏ションの結果において、

ORF4の大きさに対応する低分子のウイルス特異的mRNAが検出できず、代わりに

VD10RF3＋VDIORF4とほぼ一致する大きさのmRNA（1．1kb）が検出されたことが説

明できる。そうすると逆にVD10RF3については、たとえRT－PCRで検出したとし

てもこの構造上バイシストロニックなVD10RF4の一部を増幅した結果である可

能性が残され、別の方法で対応するmRNAが転写されているかどうかを明らかに

することが必要となった。そこでこの領域から転写されるmRNAの5’末端（転写

開始点）をプライマーエクステンション法を用いて解析したところ、VDIORF3に

対応するmRNAは、　VD　10RF4に対応するmRNAの転写開始点より26nts下流から開始

しており・mRNAの大きさはほとんど変わらないことが明らかになった。つまり

VD1をプローブとしたノーザンプロット・ハイブリダイゼーションで検出され

た3種：のmRNA（3・6kb，1．　6kb，1．1kb）の内、1．1kbのmRNAについてはVD　10RF3と4の

2種類のORFに対するmRNAに対応していることが考えられる。また、　VD　10RF　1と

2についてはそれぞれ3・6kb，1・6kbのmRNAと大きさがほぼ一致しており、各々対

応すると思われるが、今後さらにそれぞれの領域の配列をプローブにしたノー

ザンプロット・ハイブリダイ立脚ションなどにより確認する必要が考えられた。

　ところでVD1，　VD2をプローブとした場合において、いずれの場合にも約6kb

の位置にシグナルが検出された（Fig．12）。しかし、本実験で用いたpoly（A）＋

RNAをOligo（dT）一celluloseを用いて精製を繰り返した結果、このシグナルは他

のシグナルと比べて特異的に弱くなっていった。この事は、約6kbに認められ

たシグナルがpoly（A）配列を持たない分子であることを示唆している。現在、

この高分子のシグナルは単鎖状である本ウイルスゲノムが、mRNAの精製の過程
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で混入したものである可能性が高いと考えられ解析中であるが、詳細は不明で

ある。

　　ウィルスDNAにコードされるタンパク質の解析は、ウィル笹下タンパク質

がコードされている遺伝子の所在について解析する事から始めた。BmDNV－2感

染幼虫の中腸から抽出したpoly（A）＋RNAに対して作成したλgtllcDNAライブ

ラリーをイムノスクリーニングした結果、抗BmDNV－2抗血清と反応するクロ＿

ンを得た。陽性クローンから得られた組換え体ファ・・一一・・ジのインサs・一一一・トDNAを部

分的にシーケンシングした結果、その塩基配列はVD　10RF2と一致することが明

らかになった。この結果と本ウイルスの4つの主要構成タンパク質

（VP1，　VP2・VP3・VP4）のペプチドマップやVP4のN末端のアミノ酸解析の結果（第

IV章・考察参照）から・これら4つの主要構成タンパク質はVD　1のORF2にコード

されていると考えられる。λ　gtllcDNAライブラリーのイムノスクリーニングの

結果・ウイルス粒子中では量的に少ない構成タンパク質であるVP5　VP6を発現

するようなcDNAクローン、すなわちVD10RF2以外の配列を持ったcDNAクロ＿ン

は得られなかった・VP5（118kDa）とVP6（120kDa）は、その分子量から考えて

VD10RF1かVD20RF1にコードされている可能性が高いと考えられた。そこで大腸

菌を用いてウイルス構成タンパク質の発現を行い、ウイルス粒子に対する抗血

清との反応性を調べたが・いずれのORFにコードされているタンパク質も抗

BmDNV－2抗血清との反応性は認められなかった。この結果はVP5，　VP6が宿主細胞

由来である可能性を示唆しており、今後さらにその確認が必要であろう。

　次にウイルスの非構成タンパク質（NS）の機能について調査を行った。　BmDNV－

2にコードされている非構成タンパク質の機能を推定する目的で、コンピュ＿

ター解析を行った結果・VD10RF3の塩基配列より推定されるアミノ酸配列に

N「P－binding　motiefの存在が明らかになった。このNTP－binding　motiefはパ

ルボウイルスのNS　1でも見られる構造であり、特にH・一　1（ラットを宿主とするパ

ルボウイルスの一種）などではこの構造がNS　1の核移行に重要な役割を果たすこ

とが示唆されている（Nuesch　and　Tattersa11，1993）。またパルボウイルスの

NS1についてはいくつかのウイルスで詳細な研究がなされており、MV（ヒトの
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細胞から分離されたパルボウイルスの一種）のNS　1にはヘリカーゼ活性やニッ

ケース活性があるなどウイルスDNAの複製に関与していることが示されている

（lm　and　Muzyczka，1990；Snyderθt．・aL，1990）。　MVM（マウスを宿主とするパル

ボウイルスの一種）においてもNS1はヘリ室蘭ゼ活性やATPase活性を持ち

（Wilson　et．・al．，1991）、ウイルスRIDNAにおけるDNAの切断、再結合を触媒する

と共に（Cotomore　and　Tattersall，　1986，　1992；Cotomoreθt．　aL，1992）、ウイ

ルスDNAの5’末端に共有結合することが示されている（Cotomore　and

Tattersall，　1989）。パルボウイルスのNSはこの様にウイルスDNAの複製に関与

する以外にもH－1では構成タンパク質遺伝子のプロモ・一一・・ターを（Rhodem，1985）、

B19ではNS　1のプロモーターをトランスにアクティベートする事が示されている

（Doerigθt．・al．，1990）。本ウイルスのVDIORF3にコ・・一一・・ドされるウイルスタンパ

ク質（P37：0RFから推定される分子量が約37，000であるウイルスタンパク質）に

おけるNTP－binding　motiefの存在は、　p37がNS1と同様な機能を持つ事を意味す

る可能性がある。またVD20RF2の塩基配列より推定されるアミノ酸配列につい

ても、2カ所にZinc　finger　DNA－binding　motiefに類似した配列が存在して

おり、VD20RF2にコードされるウイルスタンパク質（P27）も同様にウイルスの制

御タンパク質である可能性が考えられた。実際、本研究においてP37とP27の両

方にウイルスプロモーターに対するトランスアクティベーション活性が認めら

れ、これらがウイルスの増殖過程において、ウイルスプロモーターに対してト

ランスアクティベーターとして働く可能性が示唆された。さらにVD10RF4に対

応するmRNA（1．1kb）を発現させた場合にも、　VD　10RF2のプロモーター一・一一・一がアクティ

ベートされることが判明し、この構造上バイシストロニックなmRNAから発現す

ると推定されるP14もP27やP37同様構成タンパク質遺伝子のプロモーターに対

してトランスアクティベーション活性を有すると考えられる。しかし、これら

のタンパク質がトランスに発現をアクティベ・・一・一一トするウイルス遺伝子の種類や、

その程度に差が認められ、これらの遺伝子の発現制御がかなり複雑なものであ

ることが推定される。また本研究ではレポーター遺伝子としてルシフェラーゼ

遺伝子を用い、またその検出にポラロイドフィルムを用いた。本手法による検
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出感度は極めて高いと言うわけではなくさらに感度の高い方法を用いることに

より新たな発現制御活性が明らかとなる可能性は十分に考えられる。例えば、

これらの制御特性を有するタンパク質の発現される順序や、同時に複数存在し

ていた場合の活性などは、今後の問題である。また、実際のウイルスの増殖過

程で機能している制御経路については、一過性発現系による解析結果が必ずし

も反映していない可能性も完全には否定できず、ウイルス増殖を指標としたウ

イルスタンパク質の機能解析が今後必要と思われる。

　以上、本実験でウイルスタンパク質の機能解析を行った結果、VD1のORF1、

およびVD2のORF1にコードされているウイルスタンパク質の機能については今

のところ不明であるが、それ以外のウイルスタンパク質についてはその機能の

少なくとも一部が明らかになった（Fig．20）。さらに、本ウイルスの構成タンパ

ク質がVD1にのみコードされている事やVD2にコ・・一一・一ドされるP27がVD1に存在する

全ての遺伝子のプロモータ・・・…一一領域をアクティベートする事実は、本ウイルスの

2組の1本鎖ゲノムDNA上に存在する遺伝情報が、増殖過程において、共に必

要であることを強く示唆する結果であった。
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第VI章　総合考察

　家蚕凶刃病ウイルス山梨株は2組の線状1本鎖DNAをウイルスゲノムとして

持つ小形球状ウイルスである。当初、本ウイルスは特に組織病理学的な観察結

果が・すでに報告されていた伊那株と類似していたこと、また、線状1本鎖

DNAをウイルスゲノムとして球状ウイルス粒子に含むことから、パルボウイル

ス科デンソウイルス（DNの属に分類された。その後伊那株と本ウイルス（山梨

株）は蚕品種に対する感受性や血清学的性状の違いからそれぞれBmDNV一　1と

BrnDNV－2と呼ばれ、区別されるに至った。しかし、最近行われた本ウイルスの

ゲノム構造解析の結果は、本ウイルスがBmDNV－1など他のパルボウイルスとは

異なる遺伝子構造を持つ新しいウイルスであることを示していた。

　本研究ではこの新型ウイルスの遺伝子構造をさらに詳しく解析すると共に、

現在全く解明されていない増殖機構を明らかにする目的で、まず第七：章におい

て・PCR法を用いたウイルスDNAの複製中間体（RIDNA）の構造解析を行った。そ

の結果、BmDNV－1では他のパルボウイルスの複製中間体（RIDNA）で観察されるよ

うなhead－to－head，　tai1－to一一tai1型の閉環状末端構造が検出されたが、本ウ

イルスにおいてそのような分子は検出できなかった。この結果はBmDNV－2がパ

ルボウイルスの“セルフプライミング・ヘアピントランスファー”機構とは異

なる機構でDNAを複製する可能性を強く示唆している。現在のところBmDNV－2が

どのような複製様式を採るのか詳細は不明であるが、ウイルスDNAの複製開始

には何らかのプライマーが必要であり、プライミングに必要なシスエレメント

がVD1，　VD2に共通して存在している事が推定される。こういつた意味でVD1と

VD2の末端に共通して存在している53塩基の共通末端配列（CTS）は、これらのゲ

ノムDNAが共通の機構で複製、あるいは粒子中にパッケージされるためのシグ

ナルとして重要な機能を有する可能性がある。また本ウイルスは2種のゲノム

を持つウイルスであるが、それぞれの大きさは6．6kb，6．1kbと小さく、その一

次構造の決定は比較的容易である。そこで第IV章では、ウイルス遺伝子上に存
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在する情報の解析から増殖機構の解明にアプローチする目的で、VD　2の塩基配

列を決定し・その遺伝子構造の解析を行った。一方、時を同じくして信州大学

と当研究室の共同研究グループによりVD1の塩基配列も決定された。その結果、

BmDNV－2の2種のウイルスゲノム（VD　1，VD2）の全一次構造が決定されたことにな

り・ウイルスに存在しているORFの大きさや位置、そしてウイルス遺伝子の発

現制御に関わると考えられる配列などが明らかになった。しかし、そこにコー

ドされるタンパク質の機能については主要構成タンパク質のコード領域は示唆

されたのみで・その他のウイルスタンパク質については依然不明のままであり、

本ウイルスの増殖機構を理解する上で、ウイルスタンパク質の発現および機能

についてさらに解析する必要が考えられた。そこで第V章では感染細胞におけ

るウイルス遺伝子の発現を追うと共に、ウイルスDNAの一次構造を基にウイル

スタンパク質発現プラスミドを構築し、培養細胞における一過性の発現系を用

いて・ウイルスにコードされるタンパク質の機能解析を試みた。その結果、

VD10RF1とVD20RF1にコードされている大きなウイルスタンパク質を除いたウイ

ルスタンパク質について少なくともその機能の一部が明らかになった。この結

果を他のパルボウイルスと比較すると、BrnDNV－2の遺伝子構造はパルボウイル

スと明らかに異なっていた。しかし、ゲノム上で構成（VP）タンパク質のコー・…bド

領域がゲノムDNAの3’側に存在しており、5’側には非構成タンパク質（NS）タン

パク質がコードされている点や、5’側にあるNSタンパク質のアミノ酸配列中

にiNTP一一binding　motiefが存在しているなどの点において特に、　VD1とパルボウ

イルスゲノムの構造上の類似性も認められる。本ウイルスとBml）NV一　1や他の、

パルボウイルスとの進化・分類学上の関連性については、昆虫ウイルスと哺乳

類のウイルスとの関係を考える上でも興味深い課題である。

　ところで本ウイルスについての分子生物学的知見が極めて少ない理由の1っ

に・ウイルスに感受性のある培養細胞系が確立されていないことが挙げられる。

そしてこの事はウイルスの増殖機構の解析においても大きな障害となっており、

今後さらに解析を進めるためには感受性細胞株の確立が大きな課題である。す

でに述べたように・BmDNV－2は厳密な宿主・組織特異性を持っているが、感受
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性細胞を樹立する事により、宿主特異性の決定に関与する因子を解明するも可

能であると考えられる。多くの場合、ウイルスに対する感受性を決定する大き

な要因として細胞表面に存在するウイルス粒子に対するレセプターの問題が挙

げられる。しかし、本ウイルスにおいてはその感受性を決定している因子は少

なくとも細胞レセプターのみではないと考えられる。なぜなら本ウイルスゲノ

ムDNAをカイコ由来の培養細胞（BmN）ヘトランスフェクションした場合にもウイ

ルス遺伝子の発現は認められず、Brni］）NV－2のプロモータ・・一…一を含むレポーター・一一一プ

ラスミドを単独でBmN細胞に導入してもそれぞれのプロモーター一一・一・一活性は検出で

きなかった。この事は本研究で用いたBmN細胞の様な非感受性細胞においては、

本ウイルスが細胞内に進入しても、ウイルス遺伝子の発現は起こらず、増殖も

できないことを意味している。逆に、本ウイルスが特定の宿主あるいは組織に

おいて増殖できるか否かは、標的細胞にウイルス遺伝子の発現を可能にする因

子が存在するか否かによって決まっているのかもしれない。また本ウイルスの

遺伝子発現は宿主細胞の因子のみならず、ウイルス自身がコードする複数の遺

伝子産物によっても複雑に制御されていることが本研究の第V章の結果から推

定される。しかし、ここで注目に値するのは、Fig．18に示したように、

VD20RF2にコv・一一一・一一ドされているウイルスタンパク質（p27）が、非感受性細胞におい

て自分自身（VD20RF2）のプロモs・・一一・一ターを含めた全てのウイルスプロモーターを

アクティベートすることができるという事実である。このことは、P27が本ウ

イルスの増殖過程において1つのトリガーとして働いている可能性を示してい

る。つまり、本ウイルスが増殖できるか否かは進入した細胞内でp27を発現で

きるか否にかかっている可能性が示唆されたことになる。もしそうだとすると、

P27のプロモーターをトランスにアクティベートする細胞因子が存在するかど

うか℃、本ウイルスに対する宿主および組織特異性が決まっていることになり、

P27を恒常的に発現しているような培養細胞を作出すれば本ウイルスを増殖さ

せることが可能であろう。その場合、そういった細胞因子はおそらく感受性培

養細胞の樹立無しでも同定可能であると考えられる。これまでに、昆虫でウイ

ルスの感受性の決定に関与する因子が同定された例はない。しかし、ウイルス
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農薬の利用拡大や新しいウイルス農薬の開発が進められている現状に鑑み、安

全性の面からも、より効果的なウイルス農薬の開発のためにも、昆虫ウイルス

の増殖機構、あるいはその特異性を決定する細胞因子の解析は、今後、ますま

す重要になると考えられる。
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第田章 要約

　家蚕船団病ウイルス（山梨株：BmDN》一2）は、ゲノムとして線状1本鎖

DNA（VD1・～VD2）を含む小型球状ウイルスであるが、その遺伝子構造について不明な

点が多く・また増殖機i構にbいては全く判っていない。本研究ではBmDNV－2の増殖

機構を解明する目的で、まずDNA複製機構についての解析を行った。また同時にウ

イルスの増殖機構を解明する目的で、ウイルスゲノムDNAの一次構造解析、またゲ

ノム上にコ・・一一一・・ドされているウイルスタンパク質の機能解析を行った。

　これらの研究の結果、本ウイルスは今までに報告されている他の線状1本鎖DNA

ウイルス（パルボウイルス）とは全く異なった遺伝子構造を持つ新しいタイプのウ

イルスであることが判明した・まず、DNA複製機i構の解析については、　BmDNV－2感

染中腸細胞内において、末端に閉環状構造を持つ様な複製中間体（RIDNA）は検出さ

れず・本ウイルスがBmDNV－1など他のパルボウイルスとは異なるDNA複製機構を有

する事が示唆された。また、ウイルスゲノムDNAの一次構造解析により、本ウイル

スの2種のウイルスゲノム（VD1：Nakagakiθt．・al．．未発表；VD2：本論文）の一次構

造は決定され・ゲノムDNA上に存在するORFの大きさや位置、そしてウイルス遺伝

子の発現制御に関わると考えられる配列などが明らかになった。ウイルスゲノム

DNAの塩基配列を基に、ウイルスタンパク質の機能解析を行った結果、ウイルス

DNAに存在する6つのORFに対応するウイルスタンパク質の内、　VD　10RF2には主要構

成タンパク質がコv一・一・・一ドされていた。またVD10RF3とVDIORF4にコードされているウ

イルスタンパク質（P37，P14）は共に主要構成タンパク質遺伝子のプロモーターをア

クティベートし・VD20RF2にコードされているウイルスタンパク質（P27）はウイル

スのゲノム上に存在する全てのプロモーターをアクティベートすることが示され

た。VD10RF1とVD20RF1にコードされているウイルスタンパク質9機能については

現在不明であり・今後さらに解析を進める必要がある。以上、本研究により、家

蚕濃核病ウイルス（山梨株：BmDNV－2）は動物・植物ウイルスを通してこれまでに報

告のない新しいタイプのウイルスであることが明らかとなった。
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　また、ウイルスにコードされる1つの制御タンパク質（P27）がウイルス遺伝子発

現の鍵となるタンパク質である可能性が示され、本ウイルスの宿主、および組織

特異性を決定している分子機構を理解する上で極めて重要な知見を与えた。
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第皿章 英文要約

Studies　on　the　Bombyx　densonucleosis　virus　type　2，　a　new　type

　　　　of　single　stranded　DNA　virus　with　a　bi－partite　genome．

　BombJ）？x　mon’　denso　nucleosi　s　virus　（Yamanashi　i　soiate；BmDNV－2）　is　a　small　spherical

virus　containing　two　sets　of　complementary　single－stranded　linear　DNA（VD　I，VD2），

probably　in　separate　capsids．　Previous　studies　on　BmDNV－2　i　mplied　that　the　BmDNV－2　i　s，

unlike　parvoviruses，　a　new　type　of　singl　e－stranded　DNA　virus　with　a　bi－panite　genome．　In

thi　s　study，　to　elucidate　the　nature　of　BmDNV－2，　the　viral　DNA　replication　mechani　sm，

genome　organization　and　function　of　viral　proteins　were　investigated．　Analysi　s　of　the

replicative　intemiediates　（RI）　of　the　viral　DNA　suggested　the　self－priming　and　hairpin－

transfer　model　for　parvoviru　s　replication　coul　d　not　be　applied　to　the　replication　of　BmDNV－

2．　Nucleotide　sequencing　studies　of　the　genomic　DNAs　showed　that，　uniike　BmDNV－1　and

the　other　parvoviruses，　the　BmDNV－2　teiminal　sequences　did　not　contained　the　large

palindromic　sequence　which　could　form　a　stable　hairpin　structure．　Thi　s　was　confirme　by　the

secondary　structure　prediction　u　sing　a　computer　analyses　program．　These　result　s　also

suggested　that　the　BmDNV－2　had　a　unique　replication　mechanisms　other　than　the　self－

priming　and　hairpin－transfer　mechani　sm．

Fu曲ermore，　the　sequence　analyses　elucidated　that　the　BmDNV－2　genome　cont滋ned　6

maj　or　open　reading　frames　（ORFs），　4　ORFs　in　VD　I　and　2　in　VD2．　Immunochemical　studies

demonstrated　that　the　maj　or　four　viral　structural　proteins　（VP　I，2，3　and　4）　were　encoded　in

the　ORF2　of　VD　I．　Hovvever，　the　localization　of　the　information　for　VP5　and　6　could　not　be

specified　in　thi　s　study，　implying　the　possibility　that　these　proteins　were　took　in　the　virion

from　the　host　cells．　Followingly，　the　functions　of　the　nonstructural　proteins　（NSPs）　were

investigated　by　transient　expression　assay　using　the　luciferase　as　a　reporter．　The　results

from　the　series　of　the　co－transfection　experiment　s　of　viral　protein　expression　plasmids　and
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reporter　plasmids　demonstrated　the　transactivation　of　viral　promoters　by　the　NSPs．　The

NSPs，　p37　and　p14　which　were　encoded　in　ORF3　and4　of　VDI，　respectively，　transactivated

the　tentative　promoter　sequence　for　the　major　structural　protein　gene，　suggesting　that　these

proteins　were　concerned　in　the　regulation　of　the　expression　of　structural　proteins．　ln

addition，　p27　which　was　an　NSP　encoded　in　VD2　could　transactivate　all　of　the　viral

promoters　implying　that　p27　is　a　key　regulatory　protein　in　the　BmDNV－2　replication．

In　conclusion，　this　study　elucidated　the　genome　structure　and　the　genome　organization　of

the　BmDNV－2．　The　results　strongly　suggested　that　the　BmDNV－2　is　a　new　type　of　single－

stranded　DNA　virus　with　a　unique　replication　mechani　sm　which　vvas　different　from　those　of

parv・Viruses．　Fu曲e㎜・re，　the・fUncti・nal　analyses・fthe　Viral　pr・teins　suggested　that　the

viral　gene　expression　was　regulated　in　the　complicated　manner　by　the　proteins　encoded　in

viral　DNAs．　And，　p27　vvill　be　a　key　regulatory　protein　in　the　replication　of　the　BmDNV－2

and　may　be　one　of　the　factor　conceming　in　the　determination　of　the　ho　st　specificity．
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