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研究成果の概要（和文）：　PSTVd弱毒株の左側分子に特徴的な塩基変異について、PSTVd強毒株に変異を導入し
た変異体10種を構築し、感染性クローンをRutgersトマトへ接種したところ、全ての変異体が感染性を示した。
感染後の変異体の塩基配列は、高確率で共変異を誘導するが、病原性にはほとんど影響しないことが明らかにな
った。しかしながら、42番塩基のC→Uに単一の変異誘導によって、一部の強毒株が弱毒化に至った。
　次世代シークエンス解析で得られたデータをもとにin silico解析を実施し、標的宿主因子として見出された
マイクロRNA種について、標的候補2種の検出用プローブを選定し検定したが、差異は見られなかった。

研究成果の概要（英文）： Regarding the nucleotide mutations characteristic of the left hand half 
molecular of the PSTVd attenuated isolates, we constructed 10 mutants that mutated nucleotide 
mutations into PSTVd virulent isolates. Then, each infectious clones were inoculated to Rutgers 
tomatoes, and all the mutants were infected. It was revealed that the nucleotide sequence of the 
mutant after infection induces co-mutation with high probability, but has little effect on the 
pathogenicity. However, a single mutagenesis of base 42C to U resulted in attenuation of some 
virulent strains. 
 We performed In silico analysis based on the data obtained in the next-generation sequence 
analysis. For the microRNA species found as the target host factor, detection probes of two target 
candidates were selected and tested, but no difference was found.

研究分野： 植物病理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
日本国内では、行政機関等の研究所でウイロイド病の診断や作物への影響の調査は行っているが、ウイロイドの
病原性メカニズムに関する研究までは至っておらず、本研究はこれまでに得られた基礎データをもとに進展させ
た研究であると言える。近年、ヒトの脳内にもウイロイドと同じ環状一本鎖RNAが多数存在していることが発見
され、その機能が注目されている。すなわち、本研究によって得られる知見は、将来的には植物だけでなく動物
の研究にも有益な情報を提供できる可能性を秘めている。

※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 
 近年、農産物の国際化に伴い種苗類が流通・拡大する中で、検疫病害指定ウイロイドが世界中
に蔓延しつつあり、植物保護の観点から大きな懸念材料となっている。ウイロイドは、ジャガイ
モやせいもウイロイド（PSTVd）に代表される、全長 250－400 塩基程度の環状一本鎖 RNA で
あり、これまでに宿主域の特定や様々な分離株の同定が行われてきたが、詳細な病原性の発現メ
カニズムの解明には至っていない。ウイロイドの病原性決定因子の特定は、これまでも PSTVd 
分離株のいくつかの組合せで分析されており、PSTVd 分子中の Pathogenicity 領域が病原性の
程度を決定する上で重要であることが示唆されている。 
 一方で、ウイロイドは強力な RNA サイレンシング誘導体であり、多量のウイロイドゲノム由
来のスモール RNA（Viroid-sRNA）がウイロイド感染植物に蓄積することから、Viroid-sRNA
は、ウイロイドの病原性発現を紐解く重要なキー因子であると考えられている。Viroid-sRNA だ
けではなく、ウイロイド感染によって発現量が変動するタンパク質をはじめとする宿主側因子
の研究も精力的に行われてきたが、やはり病原性発現の分子機構について未解明の部分が多い。 
 
２．研究の目的 
 本研究計画を進めていくうえで、申請者は次のような研究成果及び報告を得ている。 
①PSTVd 右側分子中の塩基置換は、病原性の決定にはさほど影響せず、左側分子の補助的な 
 役割を果たす（Tsushima et al., 2016） 
②PSTVd 強毒株への単一な塩基変異導入により弱毒化を誘発する。すなわち、単一な塩基変異 
 導入により PSTVd の病原性が制御できる可能性を実証した（未発表） 
③ウイロイド感染で生じる Viroid-sRNA の蓄積レベルは均一ではなく、特定のホットスポット 
 領域から生成する Viroid-sRNA は病原性に相関を示す（Tsushima et al., 2015） 
④PSTVd 感染により宿主側因子であるマイクロ RNA 蓄積レベルは変動し、特に、miR159 と 
 miR319 は PSTVd の病原性の強弱に一致する（Tsushima et al., 2015） 
⑤ウイロイド結合タンパク質（VirP1）をノックダウンしたタバコでは、PSTVd の複製或いは 
 全身移行能力が著しく低下した（Kalantidis et al., 2007） 
 これらの研究成果をもとに、本研究では、未解明の PSTVd の病原性発現機構に関して多方面
（ウイロイドゲノム側及び宿主ゲノム側）からアプローチすることによって、世界中で報告され
た多様なウイロイド種の病原性リスクを評価し、ウイロイド病を防除するための基礎研究を展
開することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 I. 強毒型の病原性を有する PSTVd 系統に対して、左側分子中の単一な塩基変異導入により弱
毒化を誘発することが可能か調査する  
1) PSTVd 弱毒株に特徴的な左側分子中（Pathogenicity 領域周辺）の塩基置換を、PSTVd 強毒
株に変異導入した変異体 10 種を構築・合成する 
2) PSTVd の指標植物であるトマト品種（Rutgers）に接種し、複製能、蓄積量、病徴の強弱を RNA 
ゲルブロット分析、定量 RT-PCR と目視で評価する 
3) PSTVd の複製能（蓄積量）・病徴の強さを制御するウイロイド側因子を塩基レベルで明らかに
し、新たな病原性発現モデルを提案する 
 II. Viroid-sRNA のホットスポット領域に一致する塩基配列をトマトゲノム上で相同配列検索
（in silico 解析）し、PSTVd の病原性との関連性を見出す 
1) 相同配列検索で見出された仮想標的遺伝子配列をもとに、標的宿主因子を探索する 
2) 仮想標的遺伝子と予想された塩基配列との類似性が異なる変異体を複数構築する 
3) 感受性トマト品種に接種し、複製能、蓄積量、病徴の強弱を評価する 
 III. PSTVd 変異体および検疫病害指定ウイロイド種感染トマトから得た RNA 抽出物中での 
miR159 と miR319 の発現量の変動を分析する 
1) 検疫病害指定ウイロイド種（TCDVd、TASVd、TPMVd 他）をトマトに接種する 
2)標的候補 miRNA（miR159 と miR319）の検定用プローブを miRBase で選定し、PSTVd 及び各ウイ
ロイド感染トマト中での miR159 と miR319 の発現量を定量分析する 
3) ポスピウイロイド科に属するウイロイドの病原性の発現機構を miRNA と関連付けて、ポスピ
ウイロイド全般に共通する標的宿主因子となりえるか評価する 
 IV. 小型トマト品種であるマイクロトムを用い、VirP1 タンパク質 をノックダウンしたトマト
を作成し、PSTVd 感染に与える影響を評価する 
1) RNAi を介した VirP1 ノックダウントマトを作成する 
2) 作成したトマト中での VirP1-mRNA 発現レベルを野生型と比較する 
3) 実際に PSTVd を接種し、感染の検定、種子伝染率の調査を行う 
4)トマトでの PSTVd 感染における VirP1 タンパク質の役割を決定する 
 



４．研究成果 
I. 強毒型の病原性を有する PSTVd 系統に対して、左側分子中の単一な塩基変異導入により弱毒
化を誘発することが可能か調査する 
 本研究では、先行研究として PSTVd 基準株と弱毒 PSTVd ダリア株間の左側分子中の塩基変異
（42, 43, 64, 310, 312 番）に着目し、トマトに対する病原性を比較分析した結果、ダリア株
に特徴的な 42，64 番塩基が基準株の弱毒化を誘発することが明らかになった（Kitabayashi et 
al., 2020）。基準株よりもさらに激しい病気を引き起こす致死型株である PSTVd-RG1 及び-AS1
株にも弱毒化を誘発することが可能か調べるために、さらに 10 種の変異体を作成し、分析した
結果、42 番塩基を単一でダリア株型に変えた RG1 及び AS1 変異体はやや弱毒化した。これらの
変異体について、接種後 1か月目の感染トマトから RNA を抽出し、塩基変異の有無を調査したと
ころ、PSTVd 左側分子への塩基変異導入は高確率で共変異を誘導するが、共変異した場合も病原
性にはほとんど影響しないことが明らかになった。一方で、追加で変異体を作成し、ダリア株に
強毒或は致死型の塩基変異を導入しても弱毒性を保持したことから、ダリア株は安定な弱毒株
と考えられた。これらの結果から、PSTVd ダリア株の弱毒性は周辺の塩基配列及び分子構造の強
固な相互作用によって保持されていることが推測された。 
 
II. Viroid-sRNA のホットスポット領域に一致する塩基配列をトマトゲノム上で相同配列検索
（in silico 解析）し、PSTVd の病原性との関連性を見出す 
 in silico 解析によって PSTVd ゲノム上の 49－68 番塩基領域（上側 P領域）および 294－312 
番塩基領域（下側 P領域）が仮想標的遺伝子として見出されたため、この領域について類似性が
異なる変異体を 4種作成し、トマトへ接種した。その結果、いずれの変異体もトマトへ感染性を
示さなかったため、強固に保持された安定的な領域であると推測された。すなわち、この領域へ
の変異導入によって PSTVd のトマトへの感染性が失われたと考えられた。 
 
III. PSTVd 変異体および検疫病害指定ウイロイド種感染トマトから得た RNA 抽出物中での 
miR159 と miR319 の発現量の変動を分析する 
 まず、検疫病害指定ウイロイド種（TCDVd、TASVd、TPMVd）の感染性クローンを作成し、トマ
トへ接種し、RNA 検定用サンプルを得た。次に、標的候補 miRNA（miR159 と miR319）の検定用プ
ローブを miRBase で選定し、PSTVd 及び上記３種ウイロイドについて、miR159 と miR319 の発現
量を定量分析した。その結果、健全トマトの場合と比較して、各ウイロイド間で差異は認められ
なかった。すなわち、今回の試験結果だけでは、標的候補 miRNA2 種について標的宿主因子とし
て判断できかねる結果となった。 
 
IV. 小型トマト品種であるマイクロトムを用い、VirP1 タンパク質 をノックダウンしたトマト
を作成し、PSTVd 感染に与える影響を評価する 
 まず、RNAi を介して作成済みであった Virp1 ノックダウントマト（品種：マイクロトム）に
ついて、VirP1-mRNA 発現レベルを野生型トマトと比較したところ、葉及び茎でそれぞれ 0.4－
0.5 倍、0.2 倍程度に抑制されていたため、接種試験の供試材料として用いた。PSTVd 基準株と
ダリア株をそれぞれ 6株ずつ接種したところ、全てのトマトへ感染した。健全株への感染性（感
染速度）と比較した場合、顕著な差は見られず、接種 2か月目ではトマト体内で PSTVd は同程度
の蓄積量であった。今回の試験に用いた Virp1 ノックダウントマトは、PSTVd の感染を抑えるに
至らなかったため、種子伝染についても調査を実施しようと試みたが、PSTVd 感染トマトでは不
稔性となり、種子が得られなかった。 
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