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研究成果の概要（和文）：ウイルスは植物に感染し、様々な病徴を引き起こす。本研究ではシロ

イヌナズナに植物ウイルスの一種が感染し引き起こす激しい全身壊疽病徴の発現機構の解明を

目指した。この病徴発現に関わる遺伝子として染色体上に隣接する抵抗性遺伝子様遺伝子が 2

個単離され、それらは協調して機能していた。変異体解析等から、本病徴は抵抗性反応である

過敏感細胞死がウイルス感染より遅延して拡がり全身壊死に至っていることが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：Viruses infect plants and cause various types of symptoms. In this study, we 

analyzed the regulation mechanism of systemic necrosis development in Arabidopsis thaliana upon 

bromovirus infection. Genetic mapping and complementation tests in mutant plants revealed that two 

adjacent “resistance genes” are essential determinants for symptom development and function 

cooperatively. Mutational analyses suggest that systemic necrosis development in this virus-plant system 

is a form of weak and delayed resistance response accompanying hypersensitive reaction-like cell death. 
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１．研究開始当初の背景 

 

 ウイルスは、作物にとって極めて重要な病
原体のひとつである。ウイルスの植物への感
染は、モザイク、黄化、萎縮、え死などを誘
導し、さらに植物体の各器官に対する生育障
害等激しい病徴をひき起こす。このような病

害の防除においては、ウイルスが植物体全身
に拡がるのを抑制すること、あるいは我々が
肉眼的に見分けられる生理的・形態的な異常
を抑えることが重要であり、そのためには、
ウイルスが宿主植物で増殖し、病徴を誘起す
るメカニズムの解明が必要である。植物が示
すウイルス抵抗性には、まず一細胞レベルで
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ウイルス増殖が抑制される免疫性、またある
程度ウイルスが増殖・移行した後に過敏感反
応（HR）を伴う抵抗性反応によって感染拡大
が阻止される例がある。一方、全身でのウイ
ルス増殖は起こるものの病徴が殆ど見られ
ない耐病性（トレランス）を示す例が多いに
も関わらず、その分子機構はほとんど未解明
である。 

 我々はこれまでの研究から、モデルウイル
スであるブロモウイルスの一種 Spring beauty 

latent virus (SBLV)がシロイヌナズナに効率よ
く全身感染することを初めて報告した。
SBLV はエコタイプ Col-0 に全身感染するが、
病徴は誘起せず、エコタイプ S96 には全身感
染し、激しい全身壊死病徴を誘起する。遺伝
解析の結果、その形質は半優性遺伝子（SSB1）
により支配されることが判明した。これまで
に、リアルタイム PCR と種々の変異体を利用
して、病徴発現に関与するシグナル経路の解
析を進めた結果、① S96 における病徴発現に
はサリチル酸経路が関与しており、PR1 遺伝
子の発現が誘導される、② エチレン経路は
病徴発現を負に制御している、③ Col-0 にお
いては、ジャスモン酸／エチレン経路の指標
であるPDF1.2遺伝子の発現が誘導される こ
と等が明らかとなっている。当初、SSB1 遺伝
子は半優性の遺伝子であるため、Col-0 側に
トレランスの遺伝子が、S96 側に病徴発現に
関わる遺伝子が存在していると推測してい
た。しかし、その後、変異体を用いた研究や
他のウイルスの実験報告等から、S96 は
systemic HR （SHR、後述）に至るような遅
効性の病徴発現遺伝子 SSB1 を持っており、
Col-0 型の SSB1 遺伝子については SBLV 感染
に反応する機能は特に存在しない可能性も
考えられてきた。ところが、結果③のように
無病徴感染する Col-0 特異的に、SBLV 感染
による遺伝子の発現誘導が認められたこと
から、Col-0 型の SSB1 は病徴進展を積極的に
抑制するトレランス遺伝子として機能する
可能性が再浮上してきた。 

 HR による局部壊死病斑形成は、NBS-LRR

型のレセプター様タンパク質をコードする
いわゆる“R 遺伝子”による抵抗性反応に伴っ
て誘起され、病原体の侵入を最小限にとどめ
る現象である。また、サリチル酸は R 遺伝子
による活性酸素種を介した細胞死を正に制
御する植物ホルモンである。植物における細
胞死の一つとして、SHR という現象が知られ
ている。SHR は、温度条件およびウイルス遺
伝子や R 遺伝子中の変異により、ウイルスが
感染部位にとどまらず細胞死を誘起しなが
ら拡がり、植物体全体が枯れる現象である。
SBLV 感染によって誘導される病徴発現にサ
リチル酸が関与していることやタバコにお
ける SHR 様現象の報告などを考えあわせる
と、S96 における細胞死を伴う病徴発現も

SHR の一種である可能性が考えられ、S96 に
おける病徴発現とR遺伝子様遺伝子との関連
が強く推察された。 

 以上のような推察や作業仮説を証明して
いくためにも、SSB1 遺伝子のクローニングを
完了し、さらに、病徴発現の制御の分子メカ
ニズムを解明するとの着想に至った。 

 

 

２．研究の目的 

 

(1) SSB1 遺伝子座は、研究開始当初までに約
700 kb の領域までマッピングが完了しており、
既に全ゲノムの塩基配列が公開されている
Col-0 においては、その領域内に R 遺伝子様
遺伝子が存在していた。S96 についても同様
の遺伝子の存在を確認し、それらを用いて形
質転換体を作製し、病徴発現を解析する。 

(2) Col-0, S96 の両者の SSB1 が病徴発現制御
に関与する場合や、病徴発現に SSB1 遺伝子
座内の複数の遺伝子が関与する場合（後述）
などは形質転換によって明確な表現型を観
察できないことが予想される。そこで、S96

由来の M2 植物から SBLV 感染に対して異な
る病徴を示す変異体のスクリーニングも試
み、候補遺伝子中の変異を同定する。それら
変異体への候補遺伝子の再導入等によって
SSB1 遺伝子の単離を完了させる。 

(3) これまでに病徴発現へのサリチル酸経路
やエチレン経路の関与が示唆されているが、
さらに別の既存の変異体や形質転換体ある
いは発現解析を利用して病徴発現に至るシ
グナル系の全体像を明らかにしていく。 

(4) ブロモウイルスの一種である Melandrium 

yellow fleck virus (MYFV)はいずれのエコタイ
プにも病徴を示さず全身感染することが判
明した。SBLV, MYFV の何れの遺伝子産物が
病徴発現に関与しているかを、それらウイル
ス間の遺伝子置換体やトランジェントアッ
セイ系を用いて明らかにする。 

(5) Col-0, S96 あるいは S96 の変異体から単離
された遺伝子（後述のようにそれぞれ 2 遺伝
子の可能性もある）について、病徴発現や因
子間の相互作用に関与するドメインの解析
を免疫沈降実験や酵母 two-hybrid アッセイ等
によって確認し、病徴発現制御の分子機構に
ついて考察する。 

 

 

３．研究の方法 

 

(1) SBLV 感染シロイヌナズナの病徴発現に関
わる SSB1 遺伝子の単離と構造解析 

① SSB1 遺伝子座についてファインマッピン
グを進める。数 10 kb 程度まで絞り込んだ中
にさらに有力候補遺伝子の R gene 様遺伝子が
存在する場合は、ファインマッピングは終了



 

 

とする。② エコタイプ S96 の Fosmid ゲノミ
ックライブラリーを作製し、当該遺伝子座を
挟む最も近いマーカー配列を含む Fosmid ク
ローンを順次単離し、Contig を作製し、同定
した遺伝子の存在を確認する。当該遺伝子の
S96 ゲノム配列を決定する。Col-0 と S96 から
mRNA を抽出し、RT-PCR によって cDNA を
合成後、その塩基配列を決定し、タンパク質
のアミノ酸配列を推定する。5RACE によって
mRNA の全構造と転写開始点を決定する。③ 

候補遺伝子が当該遺伝子であることを形質転
換植物の作出によって確認する。すなわち、
S96 型の遺伝子を Col-0 に導入する。あるいは、
逆に Col-0 型の遺伝子を S96 に導入し、SBLV

感染による病徴発現に影響が出るかどうかを
調べる。接種には MYFV をネガティブコント
ロールとして用い、SBLV 感染特異的な病徴
出現を確認する。さらに、シロイヌナズナの
リソースから Col-0 の当該遺伝子座に T-DNA

が挿入されたノックアウトラインを取得し、
ホモ化の後、候補遺伝子を形質転換により導
入することも試みる。④ SBLV 感染に対して
Col-0 型の無病徴感染（図の左）や S96 型の全
身壊疽病徴（図の右）を発現する Col-0 や S96

以外の Ler や
Fr-2 等数種エ
コタイプにつ
いてゲノム配
列、cDNA 配
列を決定し、
病徴発現に関
わるアミノ酸
残基あるいは
ドメインの推
定を行う。 

 

(2) SBLV 感染による病徴発現の変化した変異
体 S96 のスクリーニングと当該遺伝子の変異
の同定 

① S96 に EMS による変異原処理を施し、そ
の自殖次世代 (M2) 植物をスクリーニングし、
SBLV 感染に対して弱い病徴を示す変異体植
物のラインを、数多く取得する。② 病徴発現
の変化した S96 変異体の原因遺伝子座をポジ
ショナルクローニングによって同定する際に
交配相手として利用するため、S96 と同様に
SSB1遺伝子座を持つ Fr-2とS96との間で多型
を示すマーカーを各染色体に整備する。③ 得
られた変異体をエコタイプ Fr-2 と交配し、F2

植物を用いてマッピングを行う。SSB1 遺伝子
座付近に絞り込まれた場合は、その塩基配列
を決定し、変異を同定する。 

  

(3) 病徴発現に関わるシグナル伝達経路の遺
伝学的解析および発現解析 

① これまでの変異体等を用いた研究から、
NPR1 非依存的なサリチル酸の経路が病徴発

現を正に、また、エチレンシグナル系が病徴
発現を負に制御していることが示唆されてい
る。それら経路の活性化の必要性について論
議するため、サリチル酸合成に関わる EDS5

過剰発現変異体との交配個体を作成し接種試
験を行う。② それら経路のシグナルの活性化
をになう低分子化合物であるサリチル酸やエ
チレンの前駆体ACCを処理した後のS96にお
ける病徴を観察し、経路の活性化と病徴の発
現の関係を評価する。この際、リアルタイム
PCR を用いてサリチル酸経路に関わる各遺伝
子が up-regulate されているかどうか等の発現
解析を詳細に行う。 

 

(4) 病徴発現に関与するウイルス因子の同定
と植物因子との相互作用の解析 

① ブロモウイルスの一種である MYFV は
S96, Col-0 いずれのエコタイプにも無病徴で
全身感染する。SBLV と MYFV を組み合わせ
て利用し、病徴発現に関与するウイルス因子
の同定を試みるため、まず MYFV の遺伝子操
作系を確立する。SBLV と MYFV の間で in 
vitro 転写物を利用した「ゲノム交換変異体」
や「遺伝子置換体」を調製し、S96 や Col-0

に接種し、感染性や病徴発現を調べる。② 

SSB1 遺伝子を SBLV 由来の各遺伝子と共に
タバコ葉に注入することで細胞死が観察され
るかどうかを確認し、壊死病徴発現に関与す
るウイルス因子を同定することを試みる。そ
の際に MYFV の各遺伝子をネガティブコン
トロールとして利用する。SSB1 遺伝子を導
入した形質転換ベンサミアーナタバコを作出
し、アグロ接種法で壊死病徴発現に関与する
ウイルス因子を同定することも試みる。また、
S96 野生型あるいは S96 の SSB1 遺伝子座を
導入した Near-isogenic Col-0 植物を利用し、
これにアグロ接種法で各種ウイルス因子を接
種し壊死病徴に関わるウイルス因子の同定を
試みる。③ 単離された S96 由来あるいは
Col-0 由来の SSB1 遺伝子にHA タグやMYC

タグ等を付加し、SSB1 のノックアウトされ
た Col-0 に形質転換する。これらの植物に
SBLV を接種し、表現型が相補されることを
確認する。その後、SBLV のいずれの遺伝子
産物と共沈するか否かを調査し、病徴発現の
初期認識機構について解析する。④ また、同
様のコンストラクトをアグロバクテリウム／
ベンサミアーナタバコの一過的発現系に供試
することでそれら遺伝子産物間における物理
的相互作用や拮抗作用の有無を調査する。さ
らにそれら相互作用の有無が病徴（細胞死）
発現に及ぼす影響を調査する。また、NB-LRR

型の他の一部の R 遺伝子産物で報告されてい
るように、核に移行する活性が SSB1 の機能
発現に重要であるかどうかを検証する。 

 

 



 

 

４．研究成果 

 

 (1) SSB1 遺伝子座のファインマッピングを
進め、約 100 kb 程度まで絞り込めた。Col-0

ではこの領域に有力候補遺伝子の R gene 様
遺伝子が存在していた。また、S96 の Fosmid

ゲノミックライブラリーを作製し、当該遺伝
子座を挟む最も近いマーカー配列を含む
Fosmid クローンを順次単離し、Contig を作製
し、Col-0 で同定した遺伝子に相当する遺伝
子の存在を S96 でも確認した。S96 に EMS

処理を施し、その自殖次世代植物をスクリー
ニングし、SBLV 感染時に弱い病徴を示す変
異体植物を 6 ライン取得した。また、これら
の S96 変異体の原因遺伝子座をポジショナル
クローニングによって同定する際に交配相
手として利用するため、S96 と同様に SSB1

遺伝子座を持つ Fr-2とS96との間で多型を示
すマーカーを各染色体に整備した。SBLV 感
染によっても全身壊疽しない変異体 S96 が得
られたため、この領域内の有力候補遺伝子で
ある 2個のR gene様遺伝子の塩基配列を決定
した。その結果、一方の R 遺伝子（R1）で変
異の見つかった変異体が 3 クローン、もう一
方の R 遺伝子(R2)では 1 クローン得られた。
S96 のゲノム DNA 断片を単離し、これら変
異体植物に導入した結果、R1 でも R2 でも病
徴発現に関して相補された。また、これらの
ゲノム DNA を Col-0 に導入したが、複数ライ
ンの形質転換植物に接種しても病徴は発現
しなかった。一方、それらを交配して S96 由
来の 2 個の R gene 様遺伝子を持つ Col-0 形質
転換体を作出した結果、SBLV 感染による全
身壊疽がみられた。以上の結果、S96 由来の
R1 と R2 が共に存在することにより SBLV 感
染によって全身壊疽病徴が発現することが
強く示唆されたため、これらを SSB1A, SSB1B

とした。これら遺伝子のゲノム DNA, cDNA

あるいは RACE 産物の塩基配列を決定し、遺
伝子の構造を決定した。さらに、SBLV 感染
に対して無病徴感染や全身壊疽病徴を発現
する Col-0 や S96 以外の Ler, Fr-2 等数種エコ
タイプについてもゲノム配列、cDNA 配列を
決定し、病徴発現に関わるアミノ酸残基やド
メインの推定を行った（下図）。シロイヌナ

ズナのエコタイプ S96 における SBLV 感染特
異的な細胞死にはプロモーター領域と転写
領域の片方あるいは両方が必要かどうかを
確認するため、S96 と Col-0 の間で 2 つの領

域を置換したキメラコンストラクトを SSB1A

と SSB1B の双方で作製した。現在、それらコ
ンストラクトを導入した形質転換植物を作
製中である。 

 

(2) これまでに、NPR1 非依存的なサリチル酸
の経路が病徴発現を正に、また、エチレンシ
グナル系が病徴発現を負に制御しているこ
とが示唆されている。サリチル酸合成欠損変
異体やジャスモン酸経路に欠損を持つ変異
体と S96 との交配体を作製した。これら各種
変異体と S96 との交配個体を用いて SBLV の
接種実験を行い、リアルタイム PCR を用いて
実験した結果、サリチル酸経路に関わる各遺
伝子が up-regulateされていることが明らかと
なった。S96 植物体に SBLV を接種すると、
SSB1A の発現が誘導されることが明らかとな
った。これは Col-0 中の SSB1A 遺伝子ではみ
られなかった。そこでさらに、今後この誘導
に関わる S96型 SSB1Aの中の推定プロモータ
ー配列中のシス因子を同定していくため、
LUC および RLUC を利用したレポーターア
ッセイを行えるようなアグロバクテリウム
用のコンストラクトを作製した。 

 

(3) ブロモウイルスの一種である MYFV は
S96 に無病徴で全身感染する。SBLVと MYFV

を組み合わせて利用することで病徴発現に
関与するウイルス因子の同定を試みるため、
まず MYFV の遺伝子操作系を確立した。さら
に SBLV と MYFV の間で in vitro 転写物を利
用した「ゲノム交換変異体」や「遺伝子置換
体」を調製し、S96 に接種し、感染性や病徴
発現を調べた結果、4 個のウイルス遺伝子の
中で外被タンパク質は決定因子でないこと
が示唆された。また、壊死病徴誘導に関わる
ウイルス因子を同定するための別のアプロ
ーチとして、SBLV の遺伝子産物である 1a、
2a、3a、CP に HA タグを付加し、ホルモン誘
導型プロモーターの制御下に置いたコンス
トラクトを作製し、形質転換植物を複数ライ
ン得ることに成功した。また、さらに別の手
法としてアグロ接種法を用いた簡便で強力
なアッセイ法を確立するため、SSB1A と
SSB1B の双方を含む長い染色体領域を導入
した形質転換ベンサミアーナタバコを作出
し、4 個のラインを得ることができた。 

 

(4) S96, Col-0 由来の SSB1A, SSB1B 遺伝子を
SBLVのゲノムRNA由来の cDNA全てと共に、
単独あるいは様々な組み合わせでベンサミ
アーナタバコ葉にアグロ接種した。その結果、
S96由来のSSB1A, SSB1B遺伝子がともに存在
する場合にのみ細胞死が観察された。また、
SBLV 非存在下においても、過剰量の SSB1A

と SSB1B の存在下で、緩やかな細胞死が誘導
されることが明らかとなった。この系を利用

TIR NB LRR

TIR NB TIR NB LRR

SSB1B

SSB1A

SSB1A とSSB1B の推定翻訳産物のドメイ ン構造
SSB1B が典型的な TIR-NB-LRR 構造をとるのに対し、SSB1A は
TIR-NB-TIR-NB-LRR というユニークな構造を とる。



 

 

し、S96 由来の SSB1A, SSB1B 遺伝子の cDNA

にHAタグやMycタグ等のエピトープタグを
付加したコンストラクトを作製し、共免疫沈
降実験に供した。その結果、SSB1A と SSB1B

は互いに複合体を形成することが示唆され
た。また、SSB1A 自身においても複合体が形
成され、その相互作用は SSB1B 存在下または
SBLV 感染下において阻害されることから、
この複合体の構造変化が細胞死誘導の要因
の一つである可能性が示唆された。SSB1A, 

SSB1B と同様に NB-LRR 型のドメインをも
つ R 遺伝子産物の一部では、近年、核に移行
する活性が機能発現に重要であることが示
されてきた。SSB1A や SSB1B でも核に移行
する活性が機能発現に重要であるかを検証
するため、HIV-1 由来の核排出シグナルを C

末端に付加したコンストラクトを供試した。
その結果、SSB1A では影響が見られなかった
ものの、SSB1B では細胞死誘導が軽減される
ことが明らかとなったことから、尐なくとも
SSB1B は核に局在することが効率の良い細
胞死に必要であることが示唆された。 

 

(5) 本研究の最大の成果として、SSB1 遺伝子
のクローニングに成功し、その本体が染色体
上に隣接して存在する 2 個の R 遺伝子様遺伝
子であることを明らかにしたことが挙げら
れる。最近 1-2 年で、細胞死を伴う病害抵抗
性反応に 2 個の R 遺伝子が関与する例がシロ
イヌナズナやイネで続々と報告されてきた。
しかし、本研究成果では 2 個の R 遺伝子様遺
伝子が、抵抗性ではなく SHR 型のウイルス病
徴発現に関与しているという点がユニーク
である。抵抗性遺伝子産物であるタバコ N タ
ンパク質はタバコモザイクウイルスの P50タ
ンパク質と相互作用する際に多量体を形成
することが報告されている。本研究でも、
SSB1A が自分自身で、あるいは SSB1A と
SSB1B がオリゴマーを形成することが示せ
たことから、SSB1 遺伝子による SBLV 感染の
初期認識は尐なくとも複数分子のRタンパク
質が複雑に制御する過程である可能性が明
らかとなってきた。さらに、それらの相互作
用がウイルス感染によって影響を受けるこ
とを示し、その制御機構の一端を解明した今
回の研究成果は、今後他のウイルス感染によ
る病徴発現の機構解明にも有益な情報をも
たらすであろう。 
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