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研究成果の概要： 
RNA ウイルスの感染に対して、植物のユビキチン関連因子である TARF がどのような機能を
果たすかについて解析するために、モデルウイルスである TMVを用いて解析を行い、TARF
は TMVの感染に対して阻害的に働く因子であることを示唆した。また、TARFは TMVの感染
に伴い発現誘導を受けることを明らかにし、TARF の発現上昇により TMV の増殖が抑制され
ることを明らかにした。これらの結果は TARF が TMV の感染に対して阻害的に働く因子であ
ることを示しており、本研究を通じて TARFがウイルス抵抗性に関わる新たな因子であること
を示した。 
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2007年度 2,100,000 0 2,100,000 

2008年度 1,300,000 390,000 1,690,000 
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総 計 3,400,000 390,000 3,790,000 

 
 
研究分野：農学 
科研費の分科・細目：農学・植物病理学 
キーワード：病害抵抗性 
 
１．研究開始当初の背景 
 植物ウイルスによる被害は全作物生産量
の約 10パーセントにも上るといわれている
が、局所的にはより深刻な被害を与えている
と考えられる。ウイルスは農薬などによる化
学的防除が著しく困難であるため、植物ウイ
ルスの防除は主に抵抗性品種の育種や媒介
昆虫の駆除、弱毒ウイルスの利用などに頼ら
ざるを得ない状況であり、その効果も極めて
限定的である。一方、植物はウイルスを認識
し、様々な防御反応を示すことが明らかにさ

れている。そこで、植物自身が本来もつウイ
ルスに対する防御反応を利用することによ
り、ウイルス抵抗性を付与する試みが有効で
あると考えられる。 
  
２．研究の目的 
 植物はウイルスを認識し、様々な防御反応
を示すことが明らかにされている。そこで、
植物自身が本来もつウイルスに対する防御
反応を利用することにより、ウイルス抵抗性
を付与する試みが有効であると考えられる。
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植物が病原体に対して示す防御応答にユビ
キチン経路が関わることが最近明らかにさ
れてきている。本研究は植物のユビキチン関
連因子である TARFの機能解析を通じて、ウ
イルス感染へのユビキチン経路の関与を明
らかにし、ウイルス耐性戦略に向けた基盤的
知見の構築を目的とする。  
 
３．研究の方法 
 2007年度は、TMV感染に対して植物のユ
ビキチン関連因子である TARF がどのよう
な機能を果たすかを明らかにするために、
Nicotiana benthamiana において TARF遺
伝子を一過的に発現抑制させ、TMV 感染に
対する影響を調べる。具体的には、まず
Virus-induced gene silencing（VIGS）を利
用して一過的に TARF 遺伝子の発現をノッ
クダウンする。ウイルスベクターに TARF遺
伝子の部分配列を導入し、N. benthamiana
に感染させて TARF 遺伝子の一過的サイレ
ンシングを誘導する。TARF遺伝子のノック
ダウンによる植物の形態変化を詳細に観察
するとともに、リアルタイム PCR により
TARF 遺伝子のノックダウンを確認する。
TARF遺伝子ノックダウン組織に TMVを接
種し、ノーザン解析もしくはリアルタイム
PCR により、TMV RNA 蓄積量を調べる。
GFP を発現するレポーターウイルス
（TMV-GFP）の接種も行い、その感染動態
を観察する。 

 
 2008 年度は agroinflitration により、
Nicotiana benthamiana において一過的に
TARF 遺伝子を発現上昇させ、TMV 感染に
対する影響を調べる。バイナリーベクターに
TARF遺伝子を導入し、agrobacteriumに形
質転換した後に、 N. benthamiana に
infiltration して TARF 遺伝子を一過的に発
現上昇させる。リアルタイム PCR により
TARF 遺伝子の発現上昇を確認する。TARF
遺伝子が発現上昇した組織に TMVを接種し、
ノーザン解析もしくはリアルタイム PCR に
より、TMV RNA蓄積量を調べる。 
 次いで、タバコに TMV を接種し、TARF

遺伝子の発現量をノーザンおよびリアルタ
イムPCRにより経時的に調べることにより、
TMV感染により TARF遺伝子が誘導を受け
るかどうかについて調べる。 
 
４．研究成果 
 2007年度はRNAウイルスの感染に対して、
TARFがどのような機能を果たすかについて
解析するために、モデルウイルスである
TMVを用いて解析を行い、TARFは TMVの
感染に対して阻害的に働く因子であること
を示唆した。 
 まず、TARFの機能を明らかにすることを
目的とし、ウイルスベクターを用いて特定の
mRNA を特異的に発現抑制（サイレンシン
グ ） す る VIGS （ virus-induced gene 
silencing）を試みた。Potato virus X (PVX)
ベクターを用いた VIGS により Nicotiana 
benthamiana において TARF 遺伝子のサイ
レンシングを行い、リアルタイム PCR によ
り TARF 遺伝子のノックダウンを確認した。
その結果、顕著な植物体への影響は観察され
なかった。 
 次いで、VIGS法により TARF遺伝子をサ
イレンシングした葉に TMVを接種し、その
蓄積量をノーザンブロットにより調べた。そ
の結果、TARFサイレンシング区では対照区
に比べ TMV RNA蓄積量が増加した。さらに
ウイルス感染を可視化する目的で緑色蛍光
タンパク質（GFP）を発現するレポーターウ
イルス、TMV-GFPを接種に用いたところ、
TMV-GFPによる蛍光斑の個数が対照区と比
較して TARF サイレンシング区において増
加した。従って、TARF遺伝子のサイレンシ
ングにより TMV の蓄積が促進されることが
示された。 
 2008年度は agroinfiltration法による一過的
発現系を用いて 2007年度の結果の検証を行
うと共に、ウイルス感染時における TARF遺
伝子の発現誘導を解析した。 
 まず、agroinflitrationにより、Nicotiana 
benthamianaにおいて一過的にTARF遺伝子を
発現上昇させた。バイナリーベクターにTARF
遺伝子を導入し、agrobacteriumに形質転換し
た後に、N. benthamianaに infiltrationしてTARF
遺伝子を一過的に発現上昇させ、ノーザン解
析により TARF遺伝子の発現上昇を確認した。
TARF遺伝子の発現上昇が検出された組織に
TMVを接種した。ノーザン解析により、TMV 
RNA蓄積量を調べたところ、TARFの発現上
昇に伴いTMV RNAの蓄積量が減少すること
が明らかになった。 
 次いで、タバコに TMVを接種し、TARF遺
伝子の発現量をノーザン解析およびリアル
タイム PCRにより経時的に調べた。その結果、
TARFは TMV接種後短時間（４時間程度）で
発現が上昇することが明らかになった。 

 
<VIGSによる植物遺伝子のサイレンシング> 



 

 

 以上を要するに、TARFは TMVの感染に伴
い発現誘導を受けることを明らかにし、
TARFの発現上昇により TMVの増殖が抑制
されることを明らかにした。これらの結果は
TARFが TMVの感染に対して阻害的に働く
因子であることを示しており、本研究を通じ
て TARFがウイルス抵抗性に関わる新たな因
子であることを示した。 
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