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研究成果の概要（和文）：植物のサイレンシング(PTGS)はウイルスに対する普遍的な防御機構
である。PTGSがウイルスの病原性にどのように関与するか解析し、以下ことを明らかにした。 
(1) HC-Pro 遺伝子の PTGS 抑制能がクローバ葉脈黄化ウイルス (ClYVV) によるえそ病徴発現
に必要であること。(2) タバコのカルモジュリン様タンパク rgs-CaM は多くの PTGS 抑制遺伝
子と親和性を有し、それら結合タンパク質を不安定化することで、宿主の PTGS活性を高める
こと。(3) キュウリモザイクウイルスのサテライト RNA (CMV Y-satRNA) がキュウリモザイク
ウイルス (CMV) 感染タバコの緑色モザイクが鮮黄色モザイクに変化させる分子機構。 
 
研究成果の概要（英文）：Plants defense against virus infection by Post Transcriptional Gene Silencing 
(PTGS).  We analyzed how PTGS was involved in pathogenicity and obtained the following results. 
(1) Suppressor activity of viral HC-Pro gene is required for induction of necrotic symptoms. (2) 
rgs-CaM gene has affinity to many viral suppressor genes.  Its interaction destabilizes bound proteins 
and consequently strengthen defense against virus infection by elevating PTGS activity. (3) Y satellite 
RNA of cucumber mosaic virus (Y-satRNA) induces bright yellow mosaic in tobacco instead of regular 
green mosaic. Molecular mechanism of how Y-satRNA induces yellow mosaic is elucidated. 
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１．研究開始当初の背景 
植物のウイルス病に対する抵抗性機構のひ
とつとして転写後ジーンサイレンシング
（PTGS）がある。転写後ジーンサイレンシン
グでは、ＲＮＡをゲノムに持つウイルスが感
染すると、ウイルスＲＮＡを分解し、抵抗性
を発揮する。これが植物の主要な抵抗性機構
である証拠に、既に３０以上のウイルスから

PTGS を阻害または抑制する遺伝子が見つか
っている。さらに、これらの遺伝子の多くは
以前の研究で病徴発現に関与していること
が報告されている。 
２．研究の目的 
植物の PTGS はウイルスに対する普遍的な防
御機構であり、多くのウイルスは PTGS 抑制
遺伝子を持ち対抗している。(1)本研究では、
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ウイルスによる病原性が、PTGS を介した植物
-ウイルスの相互作用でどこまで説明できる
のか検証する。(2)複数の宿主・PTGS 抑制遺
伝子やその変異遺伝子を用いて、サイレンシ
ング抑制遺伝子が作用する植物のターゲッ
ト因子を特定して、その影響を解析する。 
３．研究の方法 
病原性は、複数のウイルス遺伝子と宿主遺伝
子の複雑な相互作用の結果であり、これを分
子レベルで解析することは難しいと思われ
てきた。しかし PTGS が発見され、またウイ
ルスが PTGS 抑制遺伝子をコードすることが
明らかになって、病原性が PTGS の分子機構
で説明できる可能性が開けてきた。ここでは、
PTGS でどこまで病原性が説明できるかを見
極める。実験にはポティウイルス属のクロー
バ葉脈黄化ウイルス（ClYVV）（研究代表者上
田／中原）とキュウリモザイクウイルス
（CMV）（研究分担者増田）を用いる。また植
物の PTGS 調節遺伝子として単離された
rgs-CaM の機能解析を、ウイルスの PTGS 抑制
遺伝子との関係において行う。具体的には以
下のように行う。
(１）ClYVV の病原性解析（上田・中原）
ClYVV の HC-Pro が PTGS 抑制能を持つことは
知られているので、この遺伝子に変異を導入
して様々な程度の抑制能をもつウイルス変
異株を作成して、これをエンドウに接種して
えそ病徴を起こす能力と PTGS 抑制能力の相
関を調べる。また遺伝学的交配実験からにエ
ンドウのえそ病徴に関与する宿主因子の解
析と、mRNA の発現解析からえそ病徴誘導に関
する宿主遺伝子の生理学的を明らかにする。
(２）ショウジョウバエのジーンサイレンシ
ング（RNAi）抑制システムを中心にした
HC-Pro/ rgs-CaM の機能解析（中原）
当初、RNAi 変異体（Cell 117: 69-81, 2004）
と組み合わせた生化学・分子遺伝学解析によ
り詳細に RNAi 抑制（PTGS 抑制）の分子機構
を調べる実験系を、植物ウイルスの RNAi 抑
制遺伝子(ClYVV の HC-Pro/rgs-CaM)に利用し
て解析した。その解析の一方で、siRNA と PTGS
抑制遺伝子との結合実験から rgs-CaM が抗ウ
イルス機能に関する新規な機能を持つ可能
性を見出した。それが、本研究の趣旨の 1つ、
ウイルスの PTGS 抑制遺伝子が作用する宿主
側のターゲット因子を見つけることと合致
していたことから、計画を変更し解析を進め
ウイルス PTGS 抑制遺伝子に対抗する未知の
防御機構およびその中での rgs-CaM の役割に
ついて新たな仮説を提唱する。
(３）CMV の病原性解析（増田）
CMV の Y サテライト RNA（Y-sat）は CMV 感染
タバコを鮮黄色に変化させる。以前の研究で、
この病徴変化が宿主の PTGS によって引き起
こされることが明らかになっていた。今回、
この分子メカニズムの全容を解明するため

に以下の仮説を立てた。「Y-sat は増殖したと
きに PTGS によって切断され、大量の siRNA
を生産する。この中に、宿主の遺伝子（おそ
らくクロロフィル合成に関与する）をターゲ
ットにするものが偶然に含まれるのではな
いか」。この仮説の検証に以下のような研究
方法を立案・実施する。
①Y-sat の dsRNA をまねるために inverted
-repeat (IR) construct を導入した形質転換
タバコを作出する（Y-sat-IR）。②Y-sat-IR
を材料に、トランスクリプトーム解析とプロ
テオーム解析を行う。③２の結果から転写量
が減少したものの中で、特にクロロフィル合
成に関与する遺伝子を選抜し、Y-sat の塩基
配列と Blast search によって比較する。そ
の結果、Mg プロトポルフィリンキレーターゼ
（ChlI）遺伝子に対して complementary にな
る 22 塩基の連続した配列（SYR）を Y-sat に
見出した。④ChlI mRNA が Y-sat 感染で切断
されるか確認するために 5’RACE 実験を行い、
切断箇所を特定する。⑤センサー実験によっ
て SYR が特異的に切断されることを証明する。
すなわち、GFP 遺伝子の 3’ end に SYR を付
加し、植物発現プラスミドにクローニングす
る。アグロバクテリムを介してこの GFP を
Y-sat 感染タバコで発現させて、GFP の蛍光
の消失を観察する。⑥Y-sat 感染葉から siRNA
を抽出し、deep sequencing によって siRNA
profiling を行う。これによって SYR から
siRNA が生産されることを証明する。

４．研究成果
クローバ葉脈黄化ウイルス(ClYVV)とキュウ
リモザイクウイルス(CMV)について以下の成
果が得られた。
(1)HC-Proの PTGS抑制能がClYVVによる病徴
発現に必要であることを、①活性の低下した
変異 HC-Pro を持つ ClYVV に他のウイルスの
PTGS 抑制遺伝子を付加することでウイルス
毒性の低下が相補できることを示すなどし
て証明した。②一方、マメ科植物、エンドウ
のえそ病徴発現には半優性の対立遺伝子
（Cyn1）とサリチル酸経路の活性化が必要で
あることを明らかにし、この活性化に HC-Pro
の PTGS 抑制能が関与していることも示した。
③また宿主側の因子 Cyn1 を特定する為に、
モデル植物のタルウマゴヤシのウイルス感
染に対する反応を調べてきた。宿主因子の解
析は当初の計画より遅れていたが、今回エソ
反応とモザイク反応を起こすエコタイプを
選抜することが出来たので、これらを用いて
エソ誘導における宿主側の遺伝的な背景を
解析した。その結果、リンケージグループ３
にえそを起こす因子をマッピングされた．こ
の遺伝子座は、エンドウでえそを起こす因子
がマッピングされた Cyn 1の遺伝子座と高い
シンテニーを示したので、今後この領域の精



密マッピングによって因子の単離が出来る
と思われる。
(2)当初、ClYVV HC-Pro とタバコのカルモジ
ュリン様タンパク rgs-CaM の PTGS 抑制能の
分子機構を解明することを目的に解析を始
めた。その中で、ショウジョウバエ S2 培養
細胞での解析で、ClYVV の HC-Pro は PTGS を
抑制しなかったものの導入した外来（例えば
ルシフェラーゼ）遺伝子の発現を促進するこ
とを新たに見出した。一方、rgs-CaM につい
てタバコの中で PTGS 抑制能ではない予想外
の機能を持つ可能性を発見した。それが本研
究の趣旨にも添うものであったことから、計
画を変更して解析を進め以下のような新た
な機能を持つことを明らかにした。
まず、大腸菌内で発現して精製した

rgs-CaMとウイルスPTGS抑制遺伝子を用いた
in vitro表面プラズモンレゾナンス解析によ
り rgs-CaM は HC-Pro だけでなく複数の PTGS
抑制遺伝子と親和性を有していることを明
らかにした。免疫沈降および in situ 近接接
合解析(PLA)法により、実際にタバコ細胞内
で結合していることを示した。では、なぜ
rgs-CaMは多様なウイルスPTGS抑制遺伝子に
結合できるのか？用いたウイルス PTGS 抑制
遺伝子の共通の特徴として 2 本鎖短鎖
RNA(siRNA)に結合する。そこで、rgs-CaM は
この siRNA 結合領域に親和性を持つことによ
り PTGS 抑制遺伝子に結合しているのではな
いかと仮説を立て解析した。その結果、ヒト
免疫不全ウイルスの PTGS 抑制遺伝子 Tat 由
来の siRNA 結合ペプチドに rgs-CaM が結合す
る等の証拠を得るなどして、仮説通り
rgs-CaM は自身の負の電荷を帯びた CaM 結合
領域が正の電荷を帯びた siRNA 結合領域に親
和性を持つことにより複数のウイルス PTGS
抑制遺伝子に結合していることが示唆され
た。
次に rgs-CaM が結合した PTGS 抑制遺伝子

にどのような影響を与えているのか検証し
た。rgs-CaM を過剰発現およびノックダウン
した形質転換タバコを作製し、それらの中で
PTGS 抑制遺伝子をアグロインフィルトレー
ションで一過発現して、それらのタンパク及
び RNA レベルでの発現について解析した結果、
rgs-CaMはウイルスPTGS抑制遺伝子の翻訳を
阻害するかタンパクを不安定化することに
よりその発現を阻害していることが明らか
になった。その後、宿主のタンパク分解系の
阻害剤等を用いた解析で、少なくとも
rgs-CaM と CMV 2b はユビキチン 26S プロテア
ソーム系で分解されていることが示唆され
たことから、rgs-CaM はウイルス PTGS 抑制遺
伝子を自身と共に分解に誘導している可能
性が考えられた。
以上の結果から、本研究でウイルスの PTGS

抑制遺伝子に対する宿主側の対抗手段とな

っている未知の防御機構を見出し、ウイルス
に対する植物の防御機構に関する新たなモ
デルを提唱した。その中で rgs-CaM は正に帯
電する 2本鎖 RNA/siRNA 結合領域に親和性を
持つことで複数のウイルス PTGS 抑制タンパ
クに結合する。そして、結合したウイルス
PTGS 抑制タンパクを不安定化することによ
りその PTGS 抑制能を阻害して結果としてウ
イルスに対する PTGS による基礎防御を強化
してウイルス防御に貢献していることが示
唆された。ウイルスの PTGS 抑制遺伝子に対
して宿主側も対抗手段を備えていたことを
新たに見出したことになり、重要な発見であ
る。
(3) ウイルスの PTGS 抑制の活性を測定・比
較するためにプロトプラストを使用したア
ッセイ系を構築した。プロトプラストに CMV
の 2b 遺伝子とサテライト RNA (satRNA)を同
時導入し、2b の PTGS 抑制活性を測定したと
ころ、弱毒 CMV の 2b の PTGS 抑制能力に対し
て、サテライト RNA のプラス鎖、マイナス鎖
ともに阻害的に作用することを観察した。ま
た、 2b と結合する宿主因子を酵母の
two-hybrid 法によってスクリーニングした
結果、カタラーゼが 2b タンパク質と結合す
ることが判明した。プロトプラストに 2b と
カタラーゼを同時に発現させたところ 2b の
PTGS 抑制活性が低下し、カタラーゼも 2b に
阻害的に作用することがわかった。
CMV Y-sat によって CMV 感染タバコの緑色

モザイクが鮮黄色モザイクに変化すること
が１９８１年に発見されて以来、世界中の研
究室でそのメカニズム解明に挑戦してきた。
タンパク質をコードしない、およそ３００~
４００塩基の RNA が病徴を著しく変化させる
ことは、ウイルスの病徴誘導メカニズム解明
のモデルケースになると考えられたからで
ある。しかし、いずれの研究も Y-sat のター
ゲットが同定できず、成功には至らなかった。
２００４年に我々が宿主の PTGS がこの黄化
誘導に関与することをつきとめたことによ
ってターゲットになる宿主因子の探索への
道が拓けた。CMV のサテライト RNA（sat-RNA）
は宿主サイレンシングを受けて siRNA を大量
に生成する．Y-satRNA がタバコを黄化させる
現象については，まず、「Y-satRNA の siRNA
の中に，偶然に宿主の（おそらくクロロフィ
ル合成に関与する）遺伝子の mRNA 分解を引
き起こすものがある」という仮説を考えた。
これを検証するために、Y-sat の dsRNA を発
現する形質転換タバコを作出したところ、
Y-sat 感染タバコに類似した黄化現象を確認
できた。これより、Y-sat dsRNA が PTGS を誘
導したものと考えられる。次に、この形質転
換体から RNA を抽出し、トランスクリプトー
ム解析をした結果、クロロフィル合成系に関
与する遺伝子の mRNA が多数減少していた。



この中で Y-sat と 22 塩基の complementary
配列（SYR）を有する Mg プロトポルフィリン
キレーターゼ（ChlI）遺伝子を特定すること
ができた。また、Y-sat 感染組織から small
RNA を抽出し、deep sequencing によって塩
基配列を確認したところ、SYR に結合する
siRNA が多量に合成されていることが判明し
た。Y-sat のターゲットと考えられる ChlI 遺
伝子の mRNA が宿主サイレンシングにより切
断されるか確かめるために，5’RACE 法によ
って切断箇所の特定を試みた．その結果，予
想される塩基一カ所で切断されることが判
明し，ChlI mRNA が破壊されることがこのタ
ンパク質の減少につながることをつきとめ
た。すなわちY-satは ChlI mRNAを消滅させ、
クロロフィル合成を阻害するものと考えら
れ、PTGS を利用してタバコでの黄化現象を引
き起こしているものと結論した．本研究は、
ウイルスやサブウイルスエイジェントによ
る病徴誘導に関して分子レベルで解明する
ことに成功した世界初の成果である(PLoS
Pathogens 2011 年 5 月号と Nature Reviews
で特筆される予定である)。
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