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研究成果の概要（和文）：リンドウこぶ症は新種のリンドウこぶ症関連ウイルス（GKaV）による病害と考えられ
るが、感染実験系がなくGKaVの伝搬機構も不明である。土壌細菌からGKaVのシグナルが検出されたため、その細
菌をリンドウに接種したが、GKaVを感染させることには成功しておらず、GKaV感染への関与は明らかではない。
一方、本課題で弱症状リンドウ株等が得られ、今後の解析で有用な材料となると考えられる。この他、本課題を
介して偶然見出されたシクテウォーターボーンウイルス(SWBV) の低温依存的増殖特性を利用して高精度にウイ
ルス感染を制御可能な新規の植物―ウイルス間相互作用実験系を確立することができた。

研究成果の概要（英文）：Gentian Kobu-sho-associated virus (GKaV), which is regarded as the pathogen 
of Kobu-sho disease in gentians, is a novel plant RNA virus. The transmission mechanism of GKaV in 
fields remains unknown, and mechanical inoculation of GKaV to gentians has not been succeeded. In 
this study, we detected GKaV in bacteria in soil and gentian root. However, inoculation of the 
GKaV-positive bacteria to gentians has not led to GKaV infection. Therefore, the involvement of the 
bacteria in GKaV infection is not clear. On the other hand, we obtained GKaV-infecting Nicotiana 
plants and gentians showing attenuated symptoms of GKaV, which will be useful materials for future 
analysis of GKaV. In addition, we identified Sikte waterborne virus (SWBV) from gentians showing 
unknown disease symptoms, which shows low-temperature preferred multiplication in gentians and 
arabidopsis. This finding led to the establishment of novel forward genetics system of arabidopsis 
to analyze plant-virus interactions.

研究分野：植物病理学

キーワード： RNAウイルス　リンドウこぶ症　土壌伝搬　GKaV

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
GKaVは近縁のウイルスが知られていない新種のウイルスで、感染機構の情報はなく、ユニークな特徴を持つこと
も期待される。GKaV感染への関与を証明するには至っていないが、土壌細菌からGKaVが検出され、これまでにな
い細菌を介した植物ウイルスの伝搬機構の存在も示唆される。GKaVは農業上も大きな問題となっているリンドウ
こぶ症の病原体と考えられ、本研究で得られた弱症状リンドウ株等はこぶ症防除のための耐病性研究においても
有用な材料である。また、本研究の過程で偶然得られたSWBVを用いて、新規の植物―ウイルス間相互作用の解析
実験系が確立されるなど植物ウイルス学に寄与する新たな展開も見せている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 

 植物ウイルスには多様な種類が存在し、特異な性質を持つにも関わらず解析が困難なウイル

スも多い。本研究は、新属に属するウイルスである Gentian Kobu-sho-associated virus (GKaV)

に焦点を当てる。GKaV はその感染が農業上大きな問題となっているリンドウこぶ症の発症と密

接に連関しているが（引用文献１）、自然界での伝搬経路は未知で、実験室レベルでの植物体へ

の機械接種にも成功していない。これらの問題は、GKaV 研究の大きな障害となっている。GKaV

は圃場の端の株から主に発症し、隣接する株に複数年かけて（リンドウは多年性作物）伝搬する

傾向から土壌伝染の可能性が考えられている（引用文献２）。そこで申請者らはこぶ症発症株が

出現したコンテナの土壌から、細菌、糸状菌を分離し、Burkholderia 属などのいくつかの細菌

種において GKaV を検出した。以上の結果は、土壌細菌を介した GKaV 伝搬の可能性を示唆してい

る。 

 
２．研究の目的 
 

 本研究は、遺伝子操作系がなく機械接種もできない植物 RNA ウイルス、GKaV を研究対象とし、

そのウイルス学的研究を促進するために、GKaV 伝搬機構の解明と人工接種系の確立を目的とし

ている。土壌中の細菌から GKaV が検出されることに基づき、極めて異例な土壌細菌を介したウ

イルス伝搬の可能性が示唆された。この GKaV 伝搬経路の解明により、これまでよく知られてい

ない土壌細菌によるウイルス伝搬機構に切り込むとともに、それを活用した新規ウイルス接種

系の構築を行う。これにより、GKaV のウイルス学的解析を可能とし、弱毒ウイルスやこぶ症耐

性リンドウの選抜を行うことを目的とする。 

 

３．研究の方法 

 

（１） こぶ症発症能をもつ土壌の解析 

こぶ症発症圃場の土壌および健全圃場土壌の生物相をメタゲノム解析により網羅的に比較解析

する。さらに、以前土壌細菌から GKaV が検出されたため特に着目し、GKaV 保持細菌の特異性、

季節変動、健全／発病圃場での菌数を調べる。また、GKaV 保持細菌を無菌培土と混合、もしく

は実験室内でのリンドウ培養組織と接触させることにより、こぶ症発症能を検証する。 

（２） GKaV人工接種系の確立 

上記解析で同定／単離された土壌微生物のうち、GKaV が検出された生物種を中心に、GKaV 非存

在株へのウイルス再導入試験を行う。ウイルスの保持が確認された微生物をリンドウ組織に処

理し、GKaV の感染／伝搬能を検討する。 

（３） GKaV変異株の作出と病原性評価 

こぶ症発症圃場や実験室内での培養組織では、GKaV が感染しているにも拘らず無・弱病徴のリ

ンドウ株が稀に見出される。これらの株を解析し、GKaV 弱毒株もしくはこぶ症耐性リンドウ作

出の端緒とする。 

 
４．研究成果 
 

こぶ症発症圃場の土壌および健全圃場土壌やこぶ症発症株および健全株根圏のメタゲノム比較



解析により、こぶ症株で存在比が上がっている細菌種として Pseudomonas 属菌、Burkholderia 属

菌や Luteibacter 属菌等を同定した。PDA 培地上での細菌単離ではこぶ症発症株根圏から多くの

Burkholderia 属菌が単離され、メタゲノム解析の結果と一致する結果を得た。PDA 培地上で単離

された Burkholderia 属菌を始めとする各種菌株における GKaV を RT-PCR で調べ、GKaV 陽性株を

リンドウ苗および培養リンドウ組織に接種し、温度（10℃、18℃、23℃）、接種組織（根、茎、

葉、越冬芽）の条件についても検討を行ったが、複数年にわたる経過観察においてもこぶ症発症

と GKaV 感染の再現を確認することができず、当該細菌を介した GKaV 感染を証明することはで

きていない。 

また、本研究において、こぶ症発症リンドウの

培養組織を培地上で継代していく過程で、症状

が緩和した組織を選抜・継代することにより、

GKaV弱毒系統もしくはこぶ症耐性リンドウ候補

株となるこぶ症緩和リンドウ組織の選抜を行っ

た。得られたこぶ症緩和リンドウ組織（AS24）は

根の発達阻害とこぶ形成は観察されるが地上部

の生育阻害は緩和していた（図 1）。より症状が

緩和した系統の獲得を目指し、本系統を元にし

た選抜と継代を継続するほか、リバビリン処理

による GKaV もしくはリンドウ組織への人為的

変異導入を行っているが、こぶ症状が認められなくなるほどの系統は選抜されていない。 

一方、こぶ症緩和リンドウ組織獲得の一環として、野外圃場のこぶ症発病域内で健全に生育して

いるリンドウ株をこれまでに、20 株収集し、GKaV 感染とこぶ症発症に関する経年的な観察を行

い、現在 10 株をこぶ症耐性リンドウ候補株として維持している。これらを GKaV 弱毒系統もしく

はこぶ症耐性リンドウ候補株として解析を進めている。 

また昨年度、こぶ症発病圃場にセンニチコウ、花タバコなどのリンドウ以外の園芸植物を定植し

たところ、花タバコにおいて GKaV 感染と激しい生育阻害が認められた。花タバコなどのニコチ

アナ植物は実験室レベルでの有用なモデル実験系となりうるため、現在、罹病組織の培養・維持

を行なっている。 

並行して、典型的なこぶ症状以外のリンドウの原因不明症状における GKaV の関与、および

GKaV 感染こぶ症株における他のウイルスの共感染の影響を調べた。その過程で岩手県内のリン

ドウにおける新奇病害からリンドウウイルス A（GeVA）及びシクテウォーターボーンウイルス

（SWBV）という２種のトムブスウイルスを同定した。ユニークな特性として両ウイルスは低温

（18℃）ではリンドウおよびシロイヌナズナで効率よく増殖・発病するが、より高温（GeVA で

は 23℃以上、SWBV では 28℃以上）ではウイルス感染が認められなくなることがわかった。少な

くとも１細胞レベルでのウイルス増殖が影響を受けており、タバコなどではこの現象は観察さ

れないほか、RNA silencing 等の既知の植物免疫システムの関与も認められなかった。GeVA は新

種のトムブスウイルスであると考えられた（引用文献３）。一方、SWBV はスターチス等での感染

報告があり、シロイヌナズナへの病原性は GeVA よりも強く、遺伝子操作系の確立にも成功した。

その後の解析で、SWBV の多くの系統はシロイヌナズナへの感染能力がないこと、リンドウから

単離された C1 系統のみがゲノム RNA の 3’非翻訳領域への変異により、低温依存的にシロイヌ

ナズナに感染することを見出した。 



本研究ではこの SWBV の特性に着目し、ウイ

ルス増殖を高度に制御可能なハイスループッ

トの宿主－ウイルス間相互作用解析実験系の

確立を試みた。上記研究で独自に単離した

SWBV-C1 系統の全長ゲノムをエストラジオー

ル誘導プロモーターの制御下で発現させる形

質転換シロイヌナズナを作出した。その形質

転換体にエストラジオールを処理すると、

18℃で SWBV 様の病徴が観察されたが 28℃で

は観察されず、ウイルス外被タンパク質（CP）

の蓄積も検出されなかった（図２）。さらに、

ウイルス増殖制御の精度を確認するため、形

質転換体の組織破砕液を SWBV高感受性のベン

サミアナタバコに接種した。その結果、18℃で

はエストラジオールを処理しなくても全ての

系統で破砕液が病原性を示し、わずかに発現した SWBV がある程度自立増殖していると考えられ

たのに対し、28℃ではエストラジオールを処理しないとほとんどの形質転換体系統（15 系統中

14 系統）で組織破砕液の病原性が確認されず、誘導プロモーターと温度シフトを組み合わせる

ことで、より高精度のウイルス増殖制御が可能であることが確認された。また、発病個体を改め

て 28℃に移すと健全な生育を再開し、採種が可能となる利点があることもわかった。本実験系

はウイルス-植物間相互作用の順遺伝学的解析に有用であると考えられ、本課題を通して得られ

た知見から新たな展開に結びつけることができた。 
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