
博 士 （ 農 学 ） 伊 澤 晴 彦

    学位論文題名

家蚕伝染性軟化病ウイルス(IFV)の遺伝子構造

    な ら び に 増 殖 機 構 に 関 す る 研 究

学位論文内容の要旨

  本論文は、総頁数99頁、表2、図21からなる和文論文で、他に参考論文3

編が添えられている。

  家蚕伝染性軟化病ウイルス(Infectious flacherie virus: IFV)は、カイコ

（ロombyx rnorめに対し致死性の高い軟化病を引き起こし、養蚕業に多大な経済的

損失を与える病原ウイルスである。本ウイルスは線状一本鎖RNAをゲノムとして

有する小型球状ウイルスである。これまでに明らかにされた物理化学的諸性状か

ら、本ウイルスは分類学上ピコルナウイルス科くPicornavir idae)に属すると考え

られている。現在までのところ、ピコルナウイルス科に属するとぃわれる昆虫特

異的RNAウイルスは数多く報告されているが、そのゲノム構造に関する分子生物

学的知見は乏しく、それらウイルスの分類学上の位置づけも確定していなぃ。本

研究では、IFVの全ゲ丿ム構造を明らかにし、動植物に広く分布している類似ウ

イルスとの類縁関係ならびに本ウイルスの遺伝子発現調節機構に関する解析を

行ったので、以下にその概要を述べる。

1． 家 蚕 伝 染 性 軟 化 病 ウ イ ル ス (IFV)ゲ ノ ム の 遺 伝 子 構 造 解 析

  家蚕伝染性軟化病ウイルス(IFV)のゲノム構造を解明し、哺乳類のピコルナウ

イルスや植物のピコルナ様ウイルスと比較することを目的として、本ウイルス遺

伝：ナのcDNAク口ーニングならぴにその塩基配列の解析を行った。その結果、本ウ

イルスは3’末端側のポリA配列を除いて9650塩基からなるゲノムを有し、ゲノ

ム-Lには9255塩基く3085アミノ酸残基）より構成されるーつの長大なオープンリー

ディングフレーム(ORF)カぎ存在することが判明した。このことにより、IFVが哺乳



類のピコ’レナウイルスと同様にポリプロテインプロセシング(polyprotein

processing)によるウイルス蛋白質産生機構を有していることが明らかとなっ

た。また、アミノ酸配列の解析から、本ウイルスの構成蛋白質はVP3 - VP4 -VPl-

VP2の順にポリプ口テインのN末端側にコードされていることが判明し、さらに

最もN末端側にはピコルナウイルスのL蛋白質に相当すると考えられるコード領

域が認められた。一方、IFVのポリプロテインのC末端側には、ピコルナウイル

スの2C蛋白質(RNAヘリカーゼ）、．3C蛋白質（プロテアーゼ）およぴ3D蛋

白質(RNA依存性RNAポリメラーゼ）等、ウイルスの複製に必須な蛋白質との問

で、アミノ酸配列の相同性の高い領域が存在していた。加えて、これらの相同配

列は、IFVと哺乳類のピコルナウイルスのゲノム上で同一の順序で存在してお

り、このことからもこれら相同配列が共通の機能に関わる蛋白質領域であること

が強く示唆された。また、IFVの構成蛋白質問のポリプロテイン上の切断部位お

よびその前後のアミノ酸配列の特徴は、カルジオウイルス属の場合と類似してい

ることが判明し、この特徴に基づぃてポルプロテイン上の切断部位を推定したと

ころ、IFVは少なくとも12種の蛋白質をコードしていることが示唆された。さら

に、RNA依存性RNAポリメラーゼについて分子系統樹を作製したところ、IFVは哺

乳動物のピコ´レナウイルスよりも植物のピコルナ様ウイルスに属するセキウイル

ス科(Sequiviridae)やコモウイ少ス科(Comovir idae)のウイルスに近縁である可

能性が示唆された。以上の解析により、動・植物のピコルナ（様）ウイ’レスが昆虫

特 異 的 RNAウ イ ル ス と 共 通 の 起 源 を 持 つ 可 能 性 が 考 え ら れ た 。

2． IFVの翻訳開始機構に関する解析

  動植物のピコルナ（様）ウイルスゲノムの5’末端には、キ丶ヤップ構造は存在せ

ず、代わりにVPgと呼ばれる小型のウイルス性蛋白質が共有結合している6これ

らウイルスゲノムからの翻訳開始は、ゲノム5’末端側の非翻訳領域（5’NCR)内

に存在する機能領域の働きによルキャップ構造非依存的に行われることが知られ

ている。IFVは同様のVPgを付加した5’末端構造を有するが、先に行った遺伝子構

造の解析結果から、IFVの5’非翻訳領域は哺乳類のピコルナウイルスと比較して

かなり短く、また植物のピコルナ様ウイルスに特徴的な塩基組成の偏りもなく、

これらピコルナ（様）ウイルスとの問で構造的な類似性は認められなかった。そこ

で、IFVの蛋白質合成調節機構について明らかにする目的で、無細胞翻訳系なら



びに培養細胞を′‖いた一過性発現系により、翻訳開始段階における5’NCRの機能

について調査した。IFVの5’NCRをレポーター遺伝子の上流に連結させたRNAをin

vitroで作製し、無細胞翻訳系にて翻訳させたところ、レポーター遺伝子の発現

量の増加が認められた。また、同様の系によるキャップ構造依存的翻訳の競合阻

害実験の結果から、IFVの5’NCRをもつRNAはキャップ類似体による競合阻害の効

果が弱いことが明らかとなった。さらに、培養細胞を用いた一過性発現系におい

ても、IFVの5’NCRによる蛋白質発現量の増加が観察された。以上の結果により、

IFVの5’NCRは、植物のピコルナ様ウイルスで報告されているようなキャップ構造

非依存的翻訳活性化能をもっことが示唆された。また、IFVの5’NCRを介して2つ

の遺伝子が直列に並んだジシストロニックRNAを作製し、無細胞翻訳系にて翻訳

させたところ、IFVの5’NCRの下流に位置する2番目のシストロンからの翻訳が

キャップ構造非依存的に行われることが判明した。このことから、IFVの5’NCR

は、動植物のビコルナ（様）ウイルスで認められているInternal ribosomal entry

si te (IRES)様活性を持つことが示唆された。これらの結果を総合すると、本ウイ

ルスゲノム5’NCRの機能上の特徴は、動物のピコルナウイルスよりもむしろ植物

のピコルナ様ウイルスに類似していることが判明した。しかし、本ウイルスと植

物のピコルナ様ウイルスとの問で5’NCRの構造を比較したところ、哺乳類のピコ

ルナウイルスと比べて短いとぃう点を除けば、構造上の共通性は認められなかっ

た。こうしたことから、IFVの5’NCRには、他のビコルナ（様）ウイルスとは違っ

た、本ウイルス特有のゲノム翻訳機構が存在していることが推定された。

  以上のように、本研究は、IFVの遺伝子のクローニングと塩基配列の解析を行

い、昆虫のピコルナ様ウイルスとしては初めて全遺伝子構造を決定した。さら

に、本ウイ少スと哺乳類およぴ植物のピコルナ（＃）ウイルスのゲノム構造上の異

同を明らかにし、これらウイルスの分子進化学的な類縁関係ついて指摘した。ま

た、IFVの5’NCRを用いた一連の解析により、昆虫のピコルナウイルスにおいて

も、翻訳促進活性ならびにIRES様活性を有する機能領域がゲノムの5’NCRに存在

することを初めて明らかにした。
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    学位論文題名

家蚕伝染性軟化病ウイルス(IFV)の遺伝子構造

    な ら び に 増 殖 機 構 に 関 す る 研 究

  本論文は、総頁数99頁、表2、図21からなる和文論文で、他に参考論文3
編が添えられている。

  家蚕伝染性軟化病ウイルス(Infectiousflacherie virus:  IFV)は、カイコ

(Borribj'.Y moi-i)に対し致死性の商い軟化病を引き起こし、養蚕業に多火な経済的

損失を与える病原ウイルスである。本ウイルスは線状一本鎖RNAをゲノムとして

有する小型球状ウイルスであり、その物塑1！化学的詣性状から、分類学上ピコルナ

ウイルス科くPicornaviridae)に属すると考えられている。4¥TO「究では、IFVの全

ゲノム構造をf川らかにし、勁植物の類似ウイ’レスとの類縁I剿係ならびに本ウイル

スの遺伝予発現調節機構に関する解析を行ったので、以下にその概要を述べる。

1． 家 蚕 伝 染 性 軟 化 病 ウ イ ル ス （ IFV)ゲ ノ ム の 遺 伝 予 構 造 解 析

  家蚕伝染性軟化病ウイルス(IFV)のゲノム構造を解lリ亅するため、本ウイルス遺

伝子のcDNAクローニングならびにその塩拙配列の解析を行った。その結果、ホウ

イルスは3’米端のポリA配列を除いて9650塩基からなるゲノムを朽し、ゲノム

上には9255塩基(3085アミノ酸残基）より構成されるーつの長大なオープンリーデ

イングフレーム(ORF)が存在することが判1川した。また、アミノ酸配列の解析か

ら、本ウイルスの構成蜑白質はVP3 - VP4 - VPl- VP2のJImこ4つの張白質がN米端側

にコードされていることが判明した。IFVのポリプ口テインのC米端側には、ピ

コルナウイ´レスの2C蛋白質(RNAへルカーゼ）、3C蛋白質（プ口テアーゼ）

および3D蛋白質(RNA依行性RNAポリメラーゼ）と柑：‖可なウイルスの複製に必オ〔

な蛋白質がピコルナウイルスの蛋白質と同一の順序で行IEしていた。IFVの構成



蛋白質｜；‖のポリプロテイン上の切断部位およびその’｜m後のアミノ酸配列の特徴

は、カルジオウイルス属の場合と類似していることが判1リ亅し、この特徴に≧｜§づぃ

て ボリ ブロ テイ ン上 の切 断部 位を 推定し たと ころ 、IFVは少なくとも12種の蛋ll

ずfをコードしていることがぉミI唆された。さらに、IWA依行’にERNAボルメラーゼにつ

い て 分f系 統樹 を作 製し たと ころ 、IFVは噛 乳勁 物の ピコ ルナ ウイル スよ りも 植

物のピコルナ様ウイルスに属するセキウイルス科（5equjyfrjdae）やコモウイルス

科（CDm〇yfrjdae）のウイルスに近縁であることが推定された。以上、ゲノムおよ

び遺伝予f拵辻の解析から、水昆虫特興的RNAウイルスは、勁植物のピコルナ（様）

ウイルスと・Jヒ迎の起汎tをj．ヤっことが示唆された。

2． IFVの翻謂くljH始機構にI瑚する解析

  fキ『［物のピコルナて様）ウイルスゲノムの5’米端には、キャップ構造は秤在せ

ず、代わりにVPgと‖予ばれる小型のウイルス性蛋白質がジヒ有結合している。これ

らウ イル スゲ ノム から の翻訳f荊始は、ゲノム5’側の非翻訳領域(5’NCR)内に存

征す る機 能領 域の 働き によルキャップ構造非依存的に行われることが知られてい

る。IFVはl司様にVPgを付カ‖した5’米端構造を有するが、IFVの5’NCRは哺乳類のピ

コル ナウ イル スと 比較 して短く、また植物のピコルナ様ウイルスとの問でも構造

的な類似性は認められなかった。そこで、Jllr-;flll胞翻訳系ならびに培養細胞を用い

た一過性発現系により、翻葡〈1；H始段階における5’NCRの機能について調査した。

その結果、IFVの5’NCRによる蛋白質発現量の上曽加が観察され、本配列が植物のピ

コルナ様ウイルスで・橄告されているようなキャッブ構造非依存的翻訳活性化能を

もっ こと を示 して いた 。また、IFVの5’NCRを介して2つの遺伝子が直列に並んだ

ジシ スト ロニ ック RNAを作 製し、 無ネ I‖ 胞翻 訳系 にて翻訳させたところ、IFVの

5’ NCRの 下流 に他 i謹 する2番口のシスト口ンからの翻訳がキャップ構造非依存的

に行われることが3MIリjした。このことから、IFVの5’NCRは、勁植物のピコルナ

（様）ウイルスで認められているInternal ribosomal entry．si te (IRES)様活性を

持っ こと が示 唆さ れ、 ホウイルスゲノム5’NCRの機能上の特徴は、動物のピコル

ナウイ´レスよりもむしろキ血物のピコル’ナ様ウイルスに類似してVゝ ることが-｜J Wし

た。

  以上のように、本り『究は、昆虫のピコルナ様ウイルスとしては初めて全遺伝子

構造を決定したものであり、これにより本昆虫ウイルスと動植物のピコルナ（様）

ウイルスのゲノムf艀造上の興同がI川らかとなった。さらに、IFVの5’NCRを用いた

一連 の解 析に より 、昆虫のピコルナウイルスにおいても、翻訳促進活性ならびに

I RESIJc j iTj́ H：をイrす‐る機能何t域がゲノムの5’NCRに：仔在することカミ初めて1墹らかと

なった。i！｜られた湘「錮｜見は、学術的な貢献のみならず、養蚕業への貢献も大であ

り、尚く；flE tilliできる。
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よって稀龕！‘t‥.｜一は、イ丿ト浮l｜f彦がI噂士（農学）の学位を受けるに十分な資格を

ィ亅Iするものと認めた。


