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研究成果の概要（和文）：リンゴ小球形潜在ウイルス（ALSV）ベクターを利用したマメ科、ウリ
科、ナス科植物およびバラ科果樹で効率的にウイルス誘導ジーンサイレンシング（VIGS）を誘
導できる実験系を確立した。本法を用いてタバコおよびシロイヌナズナのウイルス抵抗性遺伝
子（N および RCY1）の VIGS、またダイズでは ALSV の種子伝染を利用した種子の内在性遺伝子
（イソフラボン遺伝子）の VIGS の誘導に成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：A virus-induced gene silencing (VIGS) system using Apple latent spherical 
virus (ALSV) vectors was established in legume, cucurbit, Solanaceae species, and Rosaceae fruit trees. 
ALSV vectors could be successfully used to silence disease resistant N gene in tobacco and RCY1 gene 
in Arabidopsis thaliana. Infection with an ALSV vector having a fragment of soybean isoflavone 
synthase 2 gene also led to a reduction of the levels of an isoflavone content in the cotyledons of 
infected seeds. 
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１．研究開始当初の背景 
 
RNA サイレンシングは現在、非常に優れた
逆遺伝学的手法として各種植物の遺伝子の
機能解析に幅広く利用されている。植物では、
目的とする遺伝子の RNA サイレンシングを
誘導するために、（１）アグロバクテリウム
法などでその遺伝子配列の２本鎖 RNA を発
現する形質転換植物を作製する方法と（２）
植物ウイルスベクターを利用する方法（ウイ
ルス誘導ジーンサイレンシング；VIGS）が

主に利用されている。植物ウイルスベクター
を利用する方法は、ウイルスゲノムに目的遺
伝子の一部を挿入し、植物体に感染させるこ
とで、植物体全体でその遺伝子の VIGS を誘
導する方法である。本法は、アグロバクテリ
ウムによる形質転換法で必要な組織培養や
シュート形成、個体再生など長期間を要する
ステップを必要とせず、遺伝子を連結したウ
イルスを植物に接種するだけで、目的遺伝子
の発現を容易に抑えることができる。すなわ
ち多数の個体を短期間で解析でき、さらに形
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質転換法では致死となる遺伝子の解析にも
利用できる優れた特徴を持っている。特に、
組織培養による再生が困難な植物（例えば、
果樹類やマメ科およびウリ科植物など）では
VIGS 用ウイルスベクターの開発は急務な課
題である。これまでに、海外で構築されたジ
ャガイモ X ウイルス（PVX）ベクターやタバ
コ茎えそウイルス（TRV）ベクターがサイレ
ンシング誘導ベクターとして各種遺伝子の
機能解析に広く利用されている。その他の植
物ウイルスベクターの主な利用例としては、
オオムギとオオムギ斑葉モザイクウイルス
（BSMV）、マメ科植物と Pea early 
browning virus (PEBV)および Bean pod 
mottle virus (BPMV)、タバコとサテライト
タバコモザイクウイルス(STMV)、African 
cassava mosaic virus (ACMV)とキャッサバ、
イネとブロムモザイクウイルス（BMV）など
の組み合わせが報告されている。一方、ウイ
ルスベクター利用の問題点としては、VIGS
が安定的に誘導される植物が Nicotiana 
benthamiana やトマトなどのナス科植物、ま
たシロイヌナズナなど一部の植物に限定さ
れていること、ウイルス感染によって病徴が
現れるために VIGS による表現型の解析が困
難になること、有用なウイルスベクターがな
い植物では、この方法は利用できないことな
どが挙げられる。理想的な VIGS 誘導ウイル
スベクターとしては、植物に効率的かつ安定
的にサイレンシングを誘導し、感染植物に病
徴を引き起こさない性質（潜在感染性）を持
つことが挙げられる。 
 申請者らはこれまで、果樹類には病気を引
き起こすことなく潜在感染している植物ウ
イルスが多数存在していることを明らかに
し、これら潜在性ウイルスをウイルスベクタ
ーとして利用できないか検討してきた。これ
ら一連の研究の中で、潜在性ウイルスの一種
であるリンゴ小球形潜在ウイルス（ALSV）
に関して、平成１５〜１８年度科学研究費
（基盤研究 B：「果樹潜在性ウイルスベクタ
ーを利用した果樹への新機能付与技術の開
発」）の補助を受け、ALSV ゲノムの感染性
cDNA クロ−ンを植物での遺伝子発現用ウイ
ルスベクター（ALSV ベクター）に改変する
こ と に 成 功 し
（図１）、これ
を用いて草本宿
主植物およびリ
ンゴで外来遺伝
子を発現できる
ことを明らかに
した（図 2A）
（ Li et al., 2004, Arch. Virol. 149, 
1541-1558; Yoshikawa et al., 2006; Arch. 
Virol. 151, 837-848）。申請者らはまた、ALSV
ベクターが実験植物（タバコ）でのトランス

ジ ー ン (GFP 遺 伝 子 ) や 内 在 性 遺 伝 子
（Magnesium chelatase(SU)遺伝子など）の

サイレンシ
ングを効率
良く、かつ
安定的に誘
導し、RNA
サイレンシ

ング誘導ベク
ターとしても

有望であることを報告した（Yaegashi et al., 
2007）（図 2B）。 
 
２．研究の目的 
 
 本申請では、次の４課題を実施することで、
本邦産植物ウイルスベクターを利用した効
率的・安定的 VIGS 誘導系を確立し、今後の
関連研究の進展に資すること目的とする。 
(1)ALSV ベクターを利用した各種植物での
VIGS 誘導系の確立 
 実験植物（Nicotiana 属植物やシロイヌナズ
ナ）に加えて、マメ科植物、ウリ科植物を供
試して、これら植物において ALSV ベクター
が効率的かつ安定的な VIGS 誘導ベクターと
なることを明らかにする。また安定した VIGS
の誘導に必要な導入遺伝子のサイズを明ら
かにする。 
 
(2)植物の病害抵抗性関連遺伝子の機能解析
への利用 ALSV による VIGS 誘導系が病害抵抗
性関連遺伝子の解析に利用できるかどうか
を明らかにするために、タバコモザイクウイ
ルス（TMV）抵抗性遺伝子（N）を持つタバコ
およびキュウリモザイクウイルス（CMV）-Y
抵抗性遺伝子（RCY1）を持つシロイヌナズナ
を供試して、ウイルス抵抗性関連遺伝子のサ
イレンシングとその抵抗性反応に及ぼす影
響を解析する。 
 
(3)ALSVベクターによるVIGSの植物成分改変
への利用 
 ALSV がダイズ、エンドウ、ササゲ等のマメ
科植物にも全身感染することを利用して、こ
こではダイズ種子成分の VIGS による制御を
目的に、ダイズのイソフラボン遺伝子の VIGS
を試みる。 
 
(4)バラ科果樹類での VIGS 誘導系の確立 
 遺伝子機能解析技術が確立していないリン
ゴ、ナシ、モモなどバラ科果樹類での ALSV
ベクターによる VIGS 誘導系の確立を行う。 
 
３．研究の方法 
 
 研究項目(1)：ALSV ベクターを利用した各
種植物での VIGS 誘導系の確立 
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図１ .リンゴ小球形潜在ウイルス (ALSV)のウイルスベクター化

図２． ALSVベクターを用いた植物での外来遺伝子

　　　の発現と内在性遺伝子のサイレンシング
    A. ALSVベクターによる GFPの発現(C.quinoa)
    B. ALSVベクターによるタバコ SU遺伝子のサイ

　　レンシング
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 実験植物（Nicotiana 属植物やシロイヌナズ
ナ）、マメ科植物（ダイズ、アズキ、エンド
ウ、ササゲ）、ウリ科植物（キュウリ、カボ
チャ、メロン）、およびバラ科果樹（リンゴ、
ナシ）を供試して ALSV ベクターを利用した
VIGS 誘導系を確立する。 
 
(a)マメ科植物（ダイズ）およびウリ科植物
（キュウリ）の葉から、色素合成あるいはク
ロ ロ フ ィ ル 合 成 に 関 与 す る Phytoene 
desaturase(PDS)遺伝子および SU 遺伝子を
RT-PCR 法により増幅後クローニングする。ク
ローン DNA の塩基配列を決定後、これら遺伝
子の一部（200〜300 塩基）を ALSV ベクター
に連結する。タバコおよびシロイヌナズナの
PDS および SU 遺伝子については、既に ALSV
に導入済みである。PDS あるいは SU 遺伝子を
導入した ALSV ベクターを各植物の実生苗に
感染させ、葉の白色化、すなわちこれら遺伝
子のサイレンシングが起こるかどうかを観
察するとともに、両遺伝子の mRNA の定量的
PCR 解析、クロロフィル含量の測定により、
サイレンシングの効率と安定性を確かめる。 
 
(b) PVX ベクターなどは成長点付近に侵入で
きないため、成長点近傍で発現する遺伝子の
サイレンシングには利用できないことが報
告されている。ALSV ベクターが成長点で発現
する遺伝子のサイレンシングに有効かどう
かを明らかにする目的で、proliferating 
cell nuclear antigen (PCNA)遺伝子の一部
を ALSV ベクターに連結後、上と同様にタバ
コに接種し、葉の奇形などの影響を解析する。 
 
(c)ALSV ベクターに導入する遺伝子のサイズ
と VIGS の安定性との関係を調べる目的で、
一連の長さのタバコ PDS遺伝子（100bp、150bp、
200bp、300bp）を導入した ALSV ベクターを
作製する。各 ALSV ベクターをタバコに接種
後、葉の白色化出現時期、mRNA 量、クロロフ
ィル含量を解析し、安定した VIGS の誘導に
必要な導入遺伝子のサイズを明らかにする. 
 
 研究項目(2)： VIGS 誘導系のための ALSV
ベクター接種条件の検討 
 
 目的遺伝子を連結した ALSV ベクターの植
物体への接種法としては、草本植物において
はウイルス粒子（感染葉磨砕液）の機械的接
種（カーボランダム法）で十分に高い感染効
率を得ることができるが、バラ科の果樹類の
場合には感染効率が低いことが明らかにな
っている。果樹類で VIGS 誘導実験を行うた
めには接種法を改良して、高い感染効率を得
る必要がある。そこで、次の３つの方法によ
る ALSV ベクターの果樹類への接種法を検討

し、最適な VIGS 誘導条件を確立する。本申
請課題で要求している Helios Gene Gun シス
テムはパーティクルガン接種に必要な備品
である。 
 
(a)クローン化したプラスミド DNA のパーテ
ィクルガンによる最適な接種条件を検討す
る。 
 
(b)精製ウイルス粒子のパーティクルガンに
よる最適な接種条件を検討する。 
 
(c)感染葉から抽出したRNAのパーティクルガ
ンによる最適な接種条件を検討する。 
 
(d)リンゴ SU 遺伝子 RT-PCR で増幅後、ALSV
ベクターに連結し、上で得られた最適な接種
法でリンゴ、ナシ、モモ実生苗に接種し、VIGS
の誘導を確認する。 
  
 研究項目(3)：ALSV ベクターの抵抗性関連
遺伝子の機能解析への利用 
 
 ALSV ベクターによる VIGS 誘導系が病害抵
抗性関連遺伝子の解析に利用できるかどう
かを明らかにする。 
 
(a)TMV 抵抗性遺伝子である N遺伝子の一部を
ALSV ベクターに連結後、N遺伝子を持つタバ
コ（品種キサンチ nc）に接種し、N遺伝子の
VIGS を誘導する。このタバコ植物に TMV を接
種し、HR 反応による TMV の封じ込めが解除さ
れるかどうかを解析し、抵抗性遺伝子の解析
に利用できるかどうかを明らかにする。 
 
(b)N 遺伝子の実験と同様に、抵抗性関連遺伝
子である EDS1、NPR1、AOX の各遺伝子の VIGS
を誘導し、TMV 感染に対する影響を解析する。 
(c)シロイヌナズナ(C24)が持つRCY1遺伝子の
一部を ALSV ベクターに連結し、このウイル
スをシロイヌナズナ(C24)に接種し、VIGS を
誘導する。続いて、これら植物に CMV-Y を接
種し、HR 感染に対する反応を解析する。 
 
 研究項目(4)： ALSV ベクターによる VIGS
の植物成分改変への利用 
 
 ALSV がダイズに全身感染することを利用
して、ここではダイズ種子に含まれるイソフ
ラボン遺伝子の ALSV ベクターによる VIGS を
実施する。 
 
(a) ダイズ種子に含まれるイソフラボン遺
伝子をダイズから増幅し、クローニングする。 
 
(b)これら遺伝子の一部を ALSVベクターに連
結後、ダイズに接種する。 



 

 

 
(c)接種植物から得られたダイズ種子中のイ
ソフラボン含量を定量し、ALSV ベクターによ
る種子タンパク質の改変が可能かどうか検
討する。 
 
 研究項目(5)：バラ科果樹類での VIGS 誘導
系の確立 
 
 バラ科果樹類（リンゴ、ナシ）の VIGS 誘
導系の確立を行う目的で、塩基配列データが
登録されているリンゴ遺伝子の中でルビス
コ小サブユニット遺伝子（rbcS）のサイレン
シング誘導を行う。 
 
(a)リンゴから rbcS 遺伝子を PCR で増幅後、
ALSV ベクターに連結する。これを平成２０年
度の研究項目で確立した接種条件に基づい
て、リンゴ、ナシに接種し、VIGS が誘導され
るかどうかを解析する。 
 
４．研究成果 
 
(1) リンゴ小球形潜在ウイルス(ALSV)ベク
ターがマメ科植物（ダイズ、エンドウ、アズ
キ、ササゲ）、ウリ科植物（キュウリ、メロ
ン、スイカ、ズッキーニ、トウガンなど）、
およびナス科植物（トマト、ジャガイモ）な
どの栽培植物で効率良く、安定的に内在性遺
伝子のサイレンシングを誘導するベクター
であることが明らかにした（雑誌論文②、⑤）。 
 ALSV ベクターに導入する遺伝子のサイズ
と VIGS の安定性との関係を調べる目的で、
一連の長さのタバコ PDS 遺伝子（100bp、
150bp、200bp、300bp）を導入した ALSV ベ
クターを作製し、各 ALSV ベクターをタバコ
に接種後、葉の白色化出現時期、mRNA 量、
クロロフィル含量を解析した。その結果、導
入遺伝子サイズが 200bp 以下で、VIGS が長
期間持続することが明らかになった（雑誌論
文②）。 
 
(2)TMV抵抗性遺伝子である N遺伝子の一部
を ALSV ベクターに連結後、N 遺伝子を持つ
タバコ（品種キサンチ nc）に接種し、N 遺伝
子の VIGS を誘導した。このタバコ植物に
TMV を接種したところ、本来誘導されるべ
き HR 反応が不完全となり TMV の封じ込め
が解除され、TMV が全身感染した。すなわ
ち、ALSV ベクターにより TMV 抵抗性遺伝
子のサイレンシングが誘導された。タバコで
の N 遺伝子の VIGS は世界初である。また、
シロイヌナズナ(C24)が持つ RCY1 遺伝子の
一部を ALSV ベクターに連結し、このウイル
スをシロイヌナズナ(C24)に接種した。これ
ら植物に CMV-Y を接種したところ、本来は
HR 誘導により CMV-Y は全身感染できない

RCY1 遺伝子をもつシロイヌナズナにおいて、
CMV-Y の全身感染が確認された。これらの
結果から、シロイヌナズナの抵抗性遺伝子の
機能解析に ALSV ベクターが利用できるこ
とが明らかになった（雑誌論文②）。 
 
(3)ダイズでは ALSV の種子伝染を利用した
種子（胚）や発芽直後の植物体での内在性遺
伝子の VIGS の誘導に成功した（雑誌論文③，
⑤）。ALSV 感染ダイズ種子のイソフラボン遺
伝子（soyIFS2）の mRNA 量を RT-PCR で解
析したところ、感染種子において減少してい
た。同時に種子内のイソフラボン含量を測定
したとこと、対象区と比べて有意に減少して
いた（雑誌論文③）。 
 
(4) ALSV ベクターを用いたバラ科果樹での
VIGS 実験系を確立する目的で，リンゴ実生
苗へのウイルス接種法を検討し，続いて
ALSV ベクターによるリンゴおよびナシの内
在性遺伝子の VIGS 誘導を行った。感染葉か
ら抽出した ALSV-RNA をパーティクルガン
法でリンゴ実生苗に接種した結果，ほぼ
100%の感染率を得ることができた（雑誌論
文④）。次に，リンゴのルビスコ小サブユニ
ット(rbcS)遺伝子の一部を ALSV ベクターに
組み込み、ウイルス化した後，パーティクル
ガン法でリンゴおよびニホンナシ実生苗に
接種した．その結果，接種後約２週間から
rbcS-ALSV 接種個体では葉の退緑と矮化，
actin-ALSV 接種個体では葉の奇形が観察さ
れた．rbcS-ALSV 接種リンゴ葉の RNA 分析
で は ， rbcS-mRNA の 著 し い 減 少 と
rbcS-siRNA の生成が認められた．以上から，
ALSV ベクターはリンゴおよびニホンナンシ
の VIGS 誘導ベクターとして利用できること
が明らかになった（雑誌論文①）。なお、バ
ラ科果樹類での効率的に VIGS を誘導できる
ウイルスベクターは ALSV が初めてで、今後、
リンゴなどの遺伝子機能解析のための強力
なツールとして利用できると考えられた。 
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