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研究成果の概要（和文）： シロイヌナズナのダイサー遺伝子(DCL1-4)および２本鎖ＲＮＡ結合

タンパク質遺伝子(DRB1-5)を過剰発現した系統について、カブモザイクウイルスを用いてウイル

ス接種実験を行った。その結果、DRB2, DRB3, DRB4遺伝子を過剰発現した系統では、病徴がマイ

ルドになるといった傾向が見られた。さらに、シロイヌナズナの芽生え由来の粗抽出液を用いて

ダイサー活性（２本鎖ＲＮＡ切断活性）を簡便に評価する実験系を確立した。 

 

研究成果の概要（英文）： Inoculation experiments with Turnip mosaic virus on Arabidopsis plants 

with over-expressing Dicer-like protein (DCL1-4) or dsRNA-binding protein (DRB1-5) genes were 

carried out. Infected plants with over-expressing DRB2, DRB3 or DRB4 tended to exhibit mild 

symptom. Furthermore, a biochemical procedure for evaluating the dicer activity (dsRNA-cleaving 

activity) is established by using crude extracts from Arabidopsis seedlings.  
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１．研究開始当初の背景 

（１）プラスミド様２本鎖ＲＮＡレプリコン

について 

申請者は、1990 年から２０年近く一貫して

イネ２本鎖ＲＮＡを中心に、宿主に病徴を及

ぼさずプラスミド様の性質を示す２本鎖Ｒ

ＮＡレプリコンについて研究してきた。この

ようなプラスミド様２本鎖ＲＮＡは、広く生

物界に分布するように思われるが、宿主に病

気を引き起こさないために農学的な重要性

が低く研究されてこなかった（Fukuhara & 

Moriyama 2008）。このような背景から、宿主

植物が、１本鎖ＲＮＡウイルスを制御できる

ようになった結果、２本鎖ＲＮＡレプリコン

として病気を引き起こさない共生関係がで

きたと考えた。 
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パク質とＲＮＡサイレンシング 

そこで、２本鎖ＲＮＡに結合するタンパク

質が、RNA ウイルスに対する制御機構に関与

すると考え、シロイヌナズナから 16 種の２

本鎖ＲＮＡ結合モチーフ(dsRBM)を含むタン

パク質を検索し、12 種について生化学的な解

析を中心に行い、２本鎖ＲＮＡ特異的結合活

性、タンパク質間相互作用活性を検出した

(Hiraguri et al. 2005)。この中で、４種の

ダイサー（DCL1-4）、２種の２本鎖ＲＮＡ結

合タンパク質(DRB1, DRB4), HEN1 の少なくと

も７種の２本鎖ＲＮＡ結合タンパク質が、Ｒ

ＮＡサイレンシング機構に関与することが

実験的に証明された（Vaucheret 2006）。 

 

（３）ダイサー(DCL)および２本鎖ＲＮＡ結

合タンパク質(DRB)とウイルス抵抗性（図１） 

ＲＮＡウイルスは、１本鎖ＲＮＡウイルス

でも、ウイルス自身がコードする複製酵素

(RdRp)により複製時には必ず２本鎖ＲＮＡ

状態（複製中間体）をへる。通常の細胞には

存在しない２本鎖ＲＮＡ（ウイルス複製中間

体ＲＮＡ）を DCL や DRB といった２本鎖ＲＮ

Ａ切断酵素および２本鎖ＲＮＡ結合タンパ

ク質を中心としたＲＮＡサイレンシング機

構が認識し、切断されることにより、ウイル

ス防御機構がはたらくと考えられている

(Ding & Voinnet 2007)。実際、シロイヌナ

ズナの４種のダイサー（DCL1-4）は全て、RNA

および DNAウイルスの感染に対する防御機構

に関与し(Ding & Voinnet 2007)、特に DCL4

と DCL2 がウイルス感染防御機構に中心的に

はたらくことが明らかにされた（Deleris et 

al. 2006）。さらに、我々はシロイヌナズナ

のカリフラワーモザイクウイルスに対する

感染防御機構に、DRB4 が DCL4 と共にはたら

くことも示した(Haas et al. 2008)。 

 

 
図１ ＲＮＡウイルスの増殖とウイルス感染防御機構

としてのＲＮＡサイレンシング 

 

 

２．研究の目的 

農作物に対するウイルス感染被害に対し

ては、１）ウイルス抵抗性遺伝子を育種的に

商業品種に導入することによりウイルス抵

抗性品種を作出する、もしくは２）弱毒ウイ

ルスをワクチンとして用いるといった手法

がとられてきた。しかしながら、これらの方

法は、対象とする作物（宿主植物）とウイル

スの関係が特異的で、特異的な作物とウイル

スの間で非常に有効な手段であるが、広い範

囲の作物種とウイルス種一般に適用できな

いといった短所がある。 

一方、RNA サイレンシングは、植物のみな

らず真核生物全般に保存された生体防御機

構で、ウイルス感染に対する宿主植物の防御

機構と考えられている。RNA ウイルスが感染

すると１本鎖 RNAウイルスでも必ず複製時に

２本鎖 RNA の状態とることから、この２本鎖

RNA が引き金となって引き起こされる RNA サ

イレンシングは、全ての RNA ウイルスに対し

て有効な植物が本来持つ抵抗性機構である。

本研究では、植物が本来持つ RNA サイレンシ

ング機構の中心となる２本鎖ＲＮＡ切断酵

素ダイサー（DCL1-4）や RNaseIII (RTL2)、

２本鎖ＲＮＡ結合タンパク質(DRB1-5)を用

いて、植物の RNA サイレンシング機構を強化

することでウイルス抵抗性を強化すること

を目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）植物材料 

モデル植物シロイヌナズナ(Arabidopsis 
thaliana)の野生型 Col 系統、シロイヌナズ

ナにシロイヌナズナ由来の４種のダイサー

遺伝子（DCL1-4）のＣ末端触媒領域、５種の

２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質 遺 伝 子

(DRB1-5)および RNaseIII 様タンパク質遺伝

子（RTL2）を過剰発現するよう遺伝子導入し

たシロイヌナズナ（本研究室で作製）１０系

統、およびそれらの遺伝子の T-DNA による挿

入変異系統（米国、Arabidopsis Biological 

Resource Center より分譲）を使用した。 

 

（２）植物ウイルス 

連携研究者・夏秋知英教授により作製され

たオワンクラゲ由来の緑色蛍光タンパク質

（GFP）を付加したカブモザイクウイルス

(TuMV-GFP、ポティウイルス属)、キュウリモ

ザイクウイルスＹ系統（CMV, ククモウイル

ス属、東北大学・高橋英樹博士より分譲）、

およびトマトモザイクウイルス（ToMV, トバ

モウイルス属、東京農工大学・佐々木信光博

士より分譲）を使用した。 



 

 

 

（３）ウイルス接種実験 

タバコ(Nicotiana benthamiana)にウイル

スを接種し、病徴を発現した上位葉から得ら

れた樹液を接種源として、播種後約１ヵ月の

シロイヌナズナのロゼット葉２～３枚に、カ

ーボランダムを用い機械接種した。ウイルス

感染の成立（病徴）および感染の広がりにつ

いては、TuMV-GFP 接種の場合、GFP 蛍光をイ

バイオメージイングアナライサー（LAS3000）

で観察・評価した。ToMV のウイルス蓄積量は、

ウエスタン法にて評価した。 

 

（４）シロイヌナズナのダイサー活性（２本

鎖ＲＮＡ切断活性）の解析 

 シロイヌナズナの播種後約２週間の芽生

え由来の粗抽出液を酵素画分として用い、in 
vitro の転写反応で合成した 32P-UTP により

標識した 100～500 塩基対の２本鎖ＲＮＡを

基質に、反応をおこなった。反応物を変性ポ

リアクリルアミドゲル(PAGE)で展開し、21～

24 塩基の小分子ＲＮＡ生成活性を指標に、ダ

イサーの２本鎖ＲＮＡ切断活性ＲＮＡを評

価した。 

 
４．研究成果 

（１）DRB 遺伝子過剰発現シロイヌナズナの

カブモザイクウイルスに対する抵抗性 

野生型のシロイヌナズナ（Col エコタイプ）

を対照として、DCL1-4、DRB1-5 および RTL2

遺伝子の過剰発現系統、およびそれらの遺伝

子の変異系統に対して、ポティウイルス属に

分類されるカブモザイクウイルス(TuMV)に

GFP 遺伝子を導入した組換えウイルス

(TuMV-GFP)の接種を行った。実験に用いたシ

ロイヌナズナ系統のウイルス抵抗性は、病徴

とウイルスの蓄積および全身への感染の広

がりをイメージングアナラザー(LAS3000)に

よる GFP 蛍光観察により評価した。図２に示

すように、２本鎖ＲＮＡ結合タンパク質 DRB2, 

DRB3 および DRB4 遺伝子の過剰発現系統にお

いて、病徴の軽減およびウイルス蓄積量の減

少が観察された。しかし、病徴およびウイル

ス蓄積量共に統計的に有意と評価できるほ

どに顕著な差ではなく、今後の検討が必要で

ある。 

さらに、DRB1-5 遺伝子の過剰発現系統（15

個体）について、感染の成立を基準にウイル

ス抵抗性を評価した。DRB2 および DRB4 過剰

発現系統で感染が成立した個体の割合が低

く、DRB2 および DRB4 過剰発現系統では、ウ

イルス耐性が付与されている可能性が示唆

された（表１）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２．カブモザイクウイルス感染によるシロイヌナズナ

の病徴（Ａ）とウイルスの蓄積（Ｂ） 

ウイルスの蓄積は、ウイルスゲノムに組み込まれたＧ

ＦＰタンパク質の蛍光強度をイメージアナライザー

(LAS3000)測定することにより解析した。Ｂの写真で黒

く見えるところはＧＦＰの蛍光が強いこと、すなわちウ

イルスの蓄積が多いことを表す。DRBnox: DRB 遺伝子の

過剰発現株 

 

表１ カブモザイクウイルス接種実験のまとめ 

系統 接種個体数 感染個体数 感染率(%) 

WT 15 10 67 

DRB1ox 15 8 53 

DRB2ox 15 6 40 

DRB3ox 15 11 73 

DRB4ox 15 5 33 

DRB5ox 15 11 73 

DRBnox: DRB 遺伝子の過剰発現株 

 

（２）DRB 遺伝子過剰発現シロイヌナズナの

キュウリモザイクウイルスに対する抵抗性 

 ポティウイルス属に分類される TuMV だけ

でなく、ククモウイルス属に分類されるキュ

ウリモザイクウイルス(CMV)のＹ系統を用い

てウイルス接種実験を行った。CMV の接種実

験では、どのシロイヌナズナ系統も病徴が激

しく、顕著なウイルス抵抗性の表現型は観察

されなかった。 

 

（３）DRB 遺伝子過剰発現シロイヌナズナの



 

 

トマトモザイクウイルスに対する抵抗性 

トマトモザイクウイルス(ToMV, トバモウ

イルス属)を用いて、同様なウイルス接種実

験を行った。２本鎖ＲＮＡ結合タンパク質

DRB2, DRB3 および DRB4 遺伝子の過剰発現系

統において、病徴が軽減される傾向が見られ

た。特に、DRB2 および DRB3 の過剰発現系統

において、ウイルス外被タンパク質を検出す

るウエスタン解析によりウイルス蓄積量の

低下が観察された。 

 TuMV の接種実験の結果と合わせて考える

と、DRB2, DRB3 および DRB4 遺伝子の過剰発

現系統においては、複数のウイルスの感染に

対して抵抗性が向上している可能性が示唆

された。 

 

（４）シロイヌナズナを用いたダイサー活性

（２本鎖ＲＮＡ切断活性）の簡便な検出法の

確立 

ウイルス接種実験と並行して、シロイヌナ

ズナの芽生え由来の粗抽出液を用いて、簡便

にダイサー活性（２本鎖ＲＮＡ切断活性）を

検出し、ＲＮＡ干渉能を評価する実験系の確

立を目指した。特にシロイヌナズナの４種類

のダイサーの中でウイルス感染防御にはた

らくことが知られている DCL4 の２本鎖ＲＮ

Ａ切断活性を検出することを試みた。２週齢

のシロイヌナズナの芽生えから粗抽出液を

作製し、500 塩基対の２本鎖ＲＮＡを基質と

して切断反応を行った結果、野生型植物由来

の粗抽出液は長鎖２本鎖ＲＮＡを切断し、21

塩基と 24塩基の小分子 RNA を生じた（図３、

レーン 2）。 

野生株に加えてダイサー(DCL)遺伝子およ

び２本鎖ＲＮＡ結合タンパク質(DRB)遺伝子

の変異体植物から同様に粗抽出液を作製し、

２本鎖ＲＮＡ切断活性を検証した。その結果、

dcl2, drb1, drb2, drb3, drb5 変異由来の粗

抽出液は野生株と同様の２本鎖ＲＮＡ切断

活性を示し、21 塩基および 24 塩基の小分子

RNA を生じた（図３、レーン 3, 6-8, 10）。

しかし、dcl4-2 変異体由来の粗抽出液は 24

塩基の小分子 RNAしか生じなかったことから、

21 塩基の小分子 RNA 生成活性は DCL4 による

ことを示唆している（図３、レーン 5）。同様

に、dcl3-1 変異体由来の画分において 24 塩

基の小分子 RNAの生成活性が消失したことは、

この活性が DCL3 によるものである事を示唆

している（図３、レーン 4）。この DCL3 と DCL4

がそれぞれ 24 および 21 塩基の小分子 RNA を

生成する活性を有するという結果は、これま

での分子遺伝学的な解析から得られた結果

と一致した（Vaucheret 2006）。このように、

シロイヌナズナの芽生え由来の粗抽出液を

用いて、簡便に DCL3 および DCL4 による２本

鎖ＲＮＡ切断活性を検出する実験系を確立

した。 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図３．シロイヌナズナ粗抽出液中の２本鎖ＲＮＡ切断活

性の検出 

[α-32P]-UTP でラベルした 500 bp（塩基対）の２本

鎖RNAをシロイヌナズナの粗抽出液と27℃で2時間反応

させ、切断産物を変性 PAGE（15%）で展開した。ヒト Dicer

（hDicer）を切断のコントロールおよび 21-nt RNA のサ

イズマーカーとして用いた。白矢頭；500 塩基対 ２本

鎖ＲＮＡ、黒矢頭；21 nt（塩基） RNA、黒矢印；24 nt

（塩基）RNA、Col, 野生型 

 

さらに、DCL4 の 21 塩基の小分子 RNA 生成

活性は drb4-1 変異体の画分で消失したこと

から（図３、レーン 9）、DCL4 の２本鎖ＲＮ

Ａ切断活性には２本鎖ＲＮＡ結合タンパク

質 DRB4 が必須であることが示唆された。こ

の結果も、これまでの分子遺伝学的な結果を

裏付ける結果となった。 

本研究により、シロイヌナズナの芽生えの粗
抽出液を用いて簡便に DCL3 および DCL4 のダ
イサー（２本鎖ＲＮＡ切断）活性を検出する
実験系を確立した。さらに、DCL3 および DCL4
に特異的な抗体を用いた免疫沈降法により、
粗抽出液から DCL3 および DCL4 を部分精製し、
DCL3 および DCL4 の２本鎖ＲＮＡ切断活性を
検出することにも成功した。DCL3 および DCL4
は、それぞれＤＮＡのメチル化およびウイル
ス抵抗性にはたらく21 塩基および24塩基の
小分子ＲＮＡの生成を担うことが報告され
ており、今後の研究の発展が期待される。 
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