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研究成果の概要（和文）：植物ウイルスが植物体に感染するための最重要ステップである細胞

間移行は植物ウイルス研究におけるブラックボックスである。本研究では植物の細胞間移

行性タンパク質 NCAPsに着目し、植物タンパク質の細胞間移行とウイルスの細胞間移行の
間のクロストークを解析した。その結果、NCAPsの代表的なファミリーである KN1ファ
ミリータンパク質に含まれるタバコ NTH201 がタバコのヒートショックタンパク質
NtMPIP1 と協調的に働いて、TMVの移行タンパク質（MP）と相互作用しながら TMVの細胞
間移行を促進する働きを持つことが示した。以上の成果により、ウイルス細胞間移行メカニ

ズムの一端を明らかにし、ウイルスの細胞間移行を阻害する耐性戦略の基盤構築を行った。 
 
研究成果の概要（英文）：In the researches of plant viruses, the molecular machinery of the 
cell-to-cell movement process is poorly understood. In this study, we focused plant non-cell 
autonomous proteins (NCAPs) and analyzed the cross-talks between the cell-to cell movement of 
NCAPs and tobacco mosaic virus (TMV). We showed that a tobacco NTH201, a KN1 family 
protein, and a tobacco NtMPIP1, a heat-shock protein, cooperatively promote the cell-to-cell 
movement of TMV via the interaction with TMV MP. These results elucidated a part of the 
cell-to-cell movement mechanism and established the basis of anti-viral strategy to inhibit the 
cell-to-cell movement. 
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１．研究開始当初の背景 
	
 植物ウイルスが関わる種々の現象におい
て、ウイルスと植物の相互作用が分子レベ
ルで明らかにされ続けている。しかし、植
物ウイルスが植物体に感染するための最重

要ステップである植物体内移行については、
ウイルス側因子である細胞間移行タンパク
質（MP）は同定されているものの、MPの
機能や関与する植物側因子はほとんど明ら
かにされていない現状にあり、細胞間移行
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は植物ウイルス研究におけるブラックボッ
クスとなっている。一方、植物自身がコー
ドする一連のタンパク質が MPと同様に植
物細胞内を移行可能であることが示されて
おり、これらのタンパク質は植物細胞間の
情報伝達を担うシグナル分子であると考え
られ、NCAPs (non-cell autonomous proteins)
と名付けられている。このような背景のも
とで、研究代表者らは NCAPs の代表的な
ファミリーである KN1 ファミリータンパ
ク質 (KNFP)とタバコモザイクウイルス
（TMV）の細胞間移行の関係に着目し、
KNFPに含まれるタバコNTH201が TMV
の細胞間移行を促進することを明らかにし
ており、本研究において発展的な解析を試
みた。 
	
 	
 
２．研究の目的 
	
 本研究は植物の細胞間移行性タンパク
質 NCAPsに含まれる KNFPが TMVの細胞
間移行を促進するという研究成果を起点と
し、その詳細なメカニズムを明らかにする
ことにより、植物タンパク質の細胞間移行
とウイルスの細胞間移行の間の共通メカニ
ズムやクロストークを解明し、新たな切り
口からウイルス細胞間移行メカニズムの本
質に迫ることを目的とし、ウイルスの細胞
間移行を阻害する耐性戦略の開発基盤構築
を目指す。	
  
 
３．研究の方法 
	
 まず KNFP の細胞内局在ならびに細胞間
移行能の解析を行う。GFP を融合させた
NTH201 をパーティクルガンによりタバコ
表皮細胞で発現させ、細胞内局在を調べる。
また、NTH201:GFP が隣接細胞に移行する
割合を解析することにより、細胞間移行能の
有無を調べる。さらに GFPと NTH201の組
み合わせで発現させ、GFPが細胞間移行する
割合を解析することにより、NTH201が PD
の GFP透過能に与える影響を解析する。 

 次いで、ウイルスタンパク質発現時におけ
る NTH201 の細胞内局在を解析する。赤色
蛍光タンパク質 DsRed を融合させた TMV 
MP（MP:DsRed）を NTH201:GFPと同時に
発現させることにより、NTH201とMPの局
在を観察して、植物細胞内で共局在するかど
うかを調べる。さらに、MP は TMV の複製
複合体 VRCの構成成分であり、MP:GFPを
発現する TMV(TMV-MP:GFP)を用いて、
VRCを可視化できることから、タバコプロト
プラストに TMV-MP:GFPを感染させ、VRC
を観察する手法を確立する。その上でタバコ
プロトプラストに NTH201 を発現させ、
NTH201が VRCの形成にどのような影響を
与えるかをダイナミックに観察する。 
 さらに、NTH201 と TMV MP の結合解析
を行う。NTH201と TMV MPの間の相互作
用を酵母 two-hybrid 法ならびに免疫沈降法
により明らかにする。NTH201と TMV MP
の直接的な相互作用が検出されない場合も
想定されるが、NTH201と TMVの細胞間移
行の共通メカニズムに興味が持たれるため、
NTH201 と MP が共通で相互作用する植物
因子の解析を試みる。そのような因子が得ら
れた場合は、NTH201がMPと直接相互作用
せず、第３の植物因子を介して間接的に相互
作用する可能性が想定されるため、酵母
three-hybrid法により３者間の結合を解析す
る。 
 
４．研究成果 
	
 2009 度は植物の細胞間移行性タンパク質
(NCAP)である KNFPの機能解析をおこない、
さらにKNFPと TMV MPの相互作用につい
て解析した。 
	
 まず、KNFPの細胞内局在ならびに細胞間
移行能の解析を行った。NTH201に GFP を
融合させた NTH201:GFP をパーティクルガ
ンによりタバコ表皮細胞で発現させ、細胞内
局在を調べた。NTH201は核局在シグナル配
列を含んでおり、NTH201:GFP は核に局在
した。また MP:GFP は隣接細胞への移行能
を有していたのに対して、NTH201:GFP は
隣接細胞に移行しなかった。さらに GFP と
MP を同時にタバコ表皮細胞で発現させると
GFP の隣接細胞への移行割合が増加したの
に対して、NTH201 は GFP を隣接細胞へ移
行させる能力を持たなかった。従って、
NTH201 は隣接細胞への移行能を持たず、
PDの GFP透過能も持たないと考えられた。 
 次いで、KNFPと TMV MPの結合解析を行
った。NTH201と TMV MPの間の相互作用
を酵母 two-hybrid 法で解析したところ結合
性を示さなかった。そこで、第３の植物因子
を介して NTH201 と MP が間接的に相互作
用する可能性を考え、NTH201と相互作用す
る因子の探索を行った。その結果、タバコの

 

図．TMV複製複合体 VRCの観察 



 

 

ヒートショックタンパク質を単離し、このタ
ンパク質が MP とも相互作用したことから
NtMPIP1 と 名 付 け た 。 さ ら に 酵 母
three-hybrid法によりNtMPIP1がNTH201
と MP を架橋することにより、NTH201 と
MP が間接的に相互作用していることを明ら
かにした。 
	
 2010年度は NtMPIP1の機能解析を行った。
VIGS法を用いて Nicotiana benthamianaにお
いて NtMPIP1の発現抑制を行い、TMV-GFP
を接種したところ、ウイルス RNAの蓄積量
が減少した。また、NtMPIP1のサイレンシン
グにより TMV-GFPの蛍光斑の面積が顕著に
減少した。以上の結果より、NtMPIP1は TMV
の細胞間移行に必要な因子であることが示
された。 
	
 また、ウイルスタンパク質発現時における
NTH201の細胞内局在を解析した。パーティ
クルガンにより赤色蛍光タンパク質 DsRed
を融合させた TMV MP（MP:DsRed）を
NTH201:GFPと同時に N. benthamianaの表皮
細胞に導入した。その結果、NTH201:GFPの
局在が変化し、導入細胞の細胞質において
MP:DsRedと共局在することが分かった。MP
は TMVの複製複合体VRCの構成成分であり、
MP:GFPを発現する TMV(TMV-MP:GFP)を用
いて、VRCを可視化できることから、タバコ
プロトプラストに NTH201を発現させ、
NTH201が VRCの形成にどのような影響を
与えるかを観察した。その結果、NTH201発
現プロトプラストにおいて VRCの形成が促
進されることが明らかになった。 
	
 以上を要するに、NTH201は NtMPIP1と協
調的に働いて、TMVの MPと相互作用しなが
ら TMVの細胞間移行を促進する働きを持つ
ことが示唆された。 
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