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⑥当初の研究目的（交付申請書に記載した研究目的を簡潔に記入してください。）  
 

 植物ウイルスには RNA をゲノムとするウイルスと DNA をゲノムとするウイルスとがあり、それらの複製

様式は多種多様である。ウイルスのゲノム複製に関与するタンパク質成分にはウイルス遺伝子由来と宿主

遺伝子由来のものがある。ウイルスのゲノム複製機構を解明するためには、ゲノム複製装置の構成成分の

構造と機能を解析するとともに、これらの分子内の機能ドメインや結合ドメインを詳細に解析し、最終的

には各分子による複製装置複合体の試験管内再構成にまで発展させ、さらには、完全な無細胞ウイルス複

製系の樹立まで試みる必要がある。本研究は、ウイルスゲノムの構造がそれぞれ互いに大きく異なる５種

の植物ウイルスについて、それらのゲノム複製装置に関する分子解剖学的研究を展開し、上記の最終目標

の達成を図るものである。 
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⑦研究成果の概要（研究目的に対する研究成果を必要に応じて図表等を用いながら、簡潔に記入してください。）  
 
 1. TMV のゲノム複製装置の分子解剖：タバコモザイクウイルス（TMV）RNA 複製酵素（RdRp）のアポ酵素は

TMV ゲノム由来の 126K タンパク質と 183K タンパク質とのヘテロダイマーで構成されており、これにさらに数

種の宿主タンパク質が結合することによって活性のあるホロ酵素が形成されると推定される。そこで、酵母

two-hybrid 法、酵母 three-hybrid 法、ファーウェスタン法、免疫沈降法、RT-PCR、Virus-induced gene silencing 

(VIGS)などを用いて、TMV RdRp の各ドメインと結合する宿主タンパク質をタバコから探索・同定し、それらの

構造とウイルス複製における機能を解析した。その結果、ヘリカーゼ（H）ドメインにはプロテインキナーゼ

（NtPERK1），プロテインホスファターゼ 2C（NtPP2C-2）およびアルギニンデカルボキシラーゼ（ADC）、ポリメ

ラーゼ（P）ドメインにはリングフィンガータンパク質（PHF15）が、それぞれ特異的に結合することが示され

た。また、タバコの翻訳伸長因子 eEF1A が TMV RNA の 3’非翻訳領域 (3’-UTR) ならびに TMV RdRp のメチル

トランスフェラーゼ（M）ドメインに直接結合して、ウイルスゲノム複製複合体(VRC)に局在すること、その発

現抑制によって TMV の増殖が阻害され、逆にその過剰発現によって TMV の増殖が促進されることから、eEF1A

が TMV VRC の必須の構成成分であることが示された。一方、ADC と PHF15 はともに TMV RdRp の 126K タンパク

質と 183K タンパク質とのヘテロダイマー形成を阻害する因子であり、また、NtPERK1 と NtPP2C-2 はタンパク

質のリン酸化／脱リン酸化によって TMV 複製を制御している可能性が示唆された。なお、TMV の細胞間移行に

関与する因子として単離された転写因子 NtKN1 が VRC の形成に関与している可能性も示された。 

 2. SbCMV のゲノム複製装置の分子解剖：ダイズ退緑斑紋ウイルス（SbCMV）のゲノム構造の中に、ウイルス

の複製に必須ではあるがまだその具体的機能が不明な遺伝子（ORFII、III）が残されている。そこで、まず、

それらの機能を解明するため、ORF I-VI の各翻訳産物間の相互作用を酵母 two-hybrid 法によって解析したと

ころ、このうち ORF II 産物はその C端側に存在するロイシンジッパーで相互に自己結合しており、この結合が

ウイルスの病原性に必須であることが示された。一方、ピチア酵母で大量発現させた逆転写酵素（ORFV 産物）

について、現在、その活性検定を進めている。 

 3. ASGV のゲノム複製装置の分子解剖： Capillovirus 属のタイプ種であるアップルステムグルービングウ

イルス（ASGV）のゲノムは、RdRp と外被タンパク質(CP)を含む約 240 kDa のタンパク質をコードするほぼ全長

にわたる ORF1 と、3'末端側にそれと重複して約 36 kDa のタンパク質をコードする短い ORF2 を含む。RdRp と

CP の領域の間には、分離株間で多数の変異の認められる機能未知の variable region が in-frame で存在する。

そこで、これらの遺伝子発現機構について解析した。ORF1 に 1 塩基のサイレント変異を導入すると病原性が低

下したが、これは変異導入部位近傍の RNA 構造の変化により、ORF1 内部で起こる翻訳フレームシフトの効率が

低下したためと考えられ、実際に in vitro 翻訳実験により ORF1 内部でフレームシフトが起きることを明らか

にした。また、variable region 内に終止コドンを導入した変異株を作製し、病原性の解析を行ったところ、

フレームシフトしない ORF1 の全長ポリプロテインは感染に必須ではないことが明らかとなり、一方、variable 

region の発現は ASGV の感染に必須ではないものの、その病原性とウイルス蓄積量に関与することが示された。

 4. TVX のゲノム複製装置の分子解剖： Potexvirus 属ウイルスのゲノムには、ORF1 と 5 にそれぞれ RdRp と

CP が、ORF2, 3, 4 に TGB スーパーグループの細胞間移行タンパク質がそれぞれコードされている。Tulip virus 
X (TVX)を含む Potexvirus 属のタイプ種であるジャガイモ Xウイルス（PVX）について、ウイルスの病徴発現に

関わるウイルス因子を同定するため、タバコにおける病徴の異なる 3系統、PVX-BS（無病徴）、PVX-OS（輪状斑）

および PVX-BH（モザイク）を用いて、キメラウイルスを作製するとともに、部位特異的変異を導入して解析し

た結果、5´非翻訳領域内の 1塩基が輪状斑とモザイクの病徴を決定していること、および RdRp の C 末端領域

内の 1アミノ酸がいずれの病徴に対しても病徴発現と病徴抑制（無病徴）を決定していることが示された。 

 5. SBWMV のゲノム複製装置の分子解剖ならびに無細胞 SBWMV 複製系の開発：ムギ類萎縮ウイルス（SBWMV）

について、酵母 two-hybrid 法を用いて、ウイルスゲノムにコードされる全てのタンパク質間および複製酵素タ

ンパク質の機能ドメイン間の相互作用を調べたが、有意な相互作用は検出されなかった。次に、オオムギ葉肉

プロトプラストへの完全長 cDNA クローン由来 in vitro 転写産物による感染系を確立した後、この系を用いて、

本ウイルスの RNA 複製適温が 17℃であり 20℃以上では複製しないこと、日本産、米国産、英国産の３分離株間

で RNA1 と RNA2 のリアソートメントが可能であることを証明した。SBWMV の RNA1 は 2 種類の複製酵素タンパク

質 p152 と p211 をコードし、前者の終止コドンの読み過しにより後者が発現される。そこで、２種の変異型 RNA1

を用いて両タンパク質の相互作用と酵素活性との関係を調べたところ、p152 と p211 がシスに発現することで

活性の高い複製酵素複合体が形成されるという翻訳共役型複合体形成モデルが示唆された。また、SBWMV RNA

複製におけるサイレンシング抑制機構について解析したところ、p152/p211 内の未同定サイレンシング抑制領

域が感染初期の RNA 複製を成立させ、感染後期の隣接細胞への移行には p19 がサイレンシング抑制因子として

機能している可能性が示唆された。一方、コムギ胚芽抽出液を母体とする無細胞 SBWMV 複製系の開発に向けて、

現在、25℃でも複製可能な変異型ウイルスの作出と p152 遺伝子の終止コドンに対するサプレッサーtRNA 画分

と膜画分等を加えた高効率の無細胞ウイルス複製系の構築に関する実験を展開中である。 
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⑧特記事項（この研究において得られた独創性・新規性を格段に発展させる結果あるいは可能性、新たな知見、当該研究分野及び関連

研究分野への影響等、特記すべき事項があれば記入してください。） 
 1. 植物 RNA ウイルスのゲノム複製装置はウイルス遺伝子由来のタンパク質成分と宿主遺伝子由来のタンパク

質成分とによって構成されている。しかし、ウイルスタンパク質成分の性状は比較的よく解析されているにも

かかわらず、複製装置の単離・精製ならびに宿主タンパク質成分の解析に関しては、ようやく最近、数種ウイ

ルスで報告がなされはじめた状況である。TMV の無細胞ウイルス複製系についてはすでに我々が開発しており

（Watanabe et al., 1999）、その後、無細胞ウイルス複製・翻訳系も開発されているが（Komoda et al., 2004）、

それらを構成する宿主成分については、従来、ほとんど未解明であった。本研究では、TMV RdRp と結合する５

種の宿主タンパク質成分を同定・単離することに成功した。これらは、翻訳伸長因子 eEF1A を除いて、いずれ

もこれまでにウイルス複製との関連について報告例のない宿主タンパク質である。一方、eEF1A は TMV RNA の

3’-UTR ならびに TMV RdRp の M ドメインに直接結合して、VRC に局在し、その発現抑制によって TMV の増殖が

阻害され、逆にその過剰発現によって TMV の増殖が促進されることから、TMV VRC の必須の構成成分であるこ

とが今回初めて明らかにされた。現在では、TMV の複製と移行が VRC を介して連動していることが推定されて

おり（Kawakami et al., 2004）、eEF1A は TMV はもとより他のウイルスにおいてもその複製・移行における重

要性が注目されることになろう。他の４種の宿主タンパク質のうち、ADC と PHF 15 は TMV 複製の阻害因子であ

り、NtPERK1 と NtPP2C-2 はタンパク質のリン酸化／脱リン酸化によって TMV 複製を制御している可能性が示唆

された。さらに、TMV の細胞間移行に関与する因子として単離された転写因子 NtKN1 が VRC の形成に関与して

いる可能性も示された。これらの宿主タンパク質は eEF1A とは異なり、VRC の直接的な構成成分とは考えにく

いが、TMV の複製を間接的に制御しており、TMV の複製には予想以上に多種の宿主タンパク質が関与しているこ

とを示すものである。 

 2. SbCMV の ORFII 産物がその C 端側に存在するロイシンジッパーで相互に自己結合しており、この結合がウ

イルスの病原性に必須であることが示された。植物 2本鎖 DNA ウイルスにおいてはカリフラワーモザイクウイ

ルス（CaMV）の ORFIII 産物の自己結合の報告以外にはこのような報告例はない。CaMV の ORFIII はウイルスの

複製に必須で核酸結合能を有しており、SbCMV の ORFII 産物との機能の類似性が推定されるが、両者間にはア

ミノ酸配列上の相同性はまったくない。ORFII 産物の核酸結合能や細胞内あるいはウイルス粒子内の所在など

を解析することによって、その機能を明らかにできるものと考えられる。 

 3. Capillovirus 属ウイルスの ASGV の variable region に終止コドンを導入した変異株が感染性を維持した

ことから、ASGV の感染には ORF1 全長のポリプロテインの発現が必須ではないことが明らかになったが、この

変異株の遺伝子構成は近縁な Trichovirus 属ウイルスと類似しており、この２つのウイルス属の進化的な関連

が強く示唆された。また、同時に自然界にはそのような変異を持つ capillovirus が存在しないことから、従来

何の機能もないと考えられてきたcapilloviruseの variable regionに何らかの機能があることが示唆された。

このことは variable region の長さを変えた ASGV 変異体において病徴が異なることからも確認された。今後、

variable region と相互作用する宿主因子を探索することにより、ウイルスの病徴発現の機構へとつながるこ

とが期待される。 

 4. タバコにおける病徴の異なる PVX の 3 系統の病徴決定因子が複製酵素である RdRp の C 末端領域および 5´

非翻訳領域にあったことから、これら因子が病徴型の決定に何らかのメカニズムにより関与していることが明

らかになった。そこで、さらにこの領域に相互作用する宿主因子を探索することにより、従来全く知られてい

ない植物ウイルスの病徴決定機構解明の糸口が得られる可能性がある。 

 5. 植物 RNA ウイルスゲノムの翻訳終止コドンの部分的読み過ごし頻度は一般に 5-10%と推定され、下流域を

含むタンパク質の合成量は上流域のみのタンパク質の 1/10-1/20 程度に減少する。SBWMV 複製酵素では p152 が

前者に、p211 が後者に相当する。この場合、p211 に比べて過剰に発現される p152 はどんな機能を持っている

のか、そして、転写レベルではなく、翻訳レベルで合成量を調整する部分的読み過ごし機構はどんな意味を持

っているのであろうか。本研究で得られた結果から、p152 タンパク質と p211 タンパク質が同一 RNA 分子から

シス発現されることが RNA 複製複合体形成に必要であることが示唆されたが、部分的読み過ごし機構の持つ重

要な意味の一つとして、さらにこの新規な仮説を実証する実験が必要である。 

 6. SBWMV の日本・米国・英国産３分離株の感染性 cDNA クローンを用いたプロトプラストに対する RNA1 と RNA2

の組換え接種試験の結果、全ての組み合わせで細胞レベルでは RNA が複製されることが明らかとなった。従っ

て、アミノ酸レベルでは遠縁の３分離株の複製酵素が互いに異なる分離株の RNA のシス配列を認識していると

推察されるが、これは複製複合体の高次構造形成における鋳型 RNA の重要性を新たに示すものである。一方、

無細胞ウイルス複製系に宿主植物由来の細胞抽出液を用いる場合、宿主植物の RNA サイレンシング経路の制御

を考慮する必要がある。本研究では SBWMV の RNA サイレンシング抑制機構について解析した。RNA サイレンシ

ング抑制活性の標準的な検出法として、Nicotiana benthamiana を用いたアグロ注入検定法が利用されている

が、これまでに単子葉植物を用いた検定法は確立していない。今後、コムギやオオムギなどの単子葉植物由来

の細胞抽出液を用いたウイルス複製系を確立すれば、単子葉植物における RNA サイレンシング抑制活性の検定

も容易になるものと推察される。 
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