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研究成果の概要（和文）：本研究は、植物ウイルス感染におけるmitogen-activated protein kinase (MAPK) 経
路の機能解析を目的とする。red clover necrotic mosaic virus (RCNMV) をモデルウイルスとした解析から、
ウイルス増殖を正に制御するMAPK経路の存在が示唆された。また、RCNMVは複製酵素タンパク質を介してMAPK経
路の構成因子と相互作用し、細菌エリシター誘導性MAPK活性化を抑制した。本成果は、植物ウイルスが植物の抗
細菌/糸状菌免疫において重要なMAPK経路の構成因子をむしろウイルス増殖に利用するという、新規のウイルス
増殖戦略を示唆する。

研究成果の概要（英文）：Plant viruses are significant phytopathogens that cause substantial crop 
losses worldwide. Due to their limited number of encoded proteins, plant viruses need to exploit the
 host cell machinery to support their functions, ultimately creating a cellular environment 
favorable to infection. To achieve this, plant viruses co-opt a range of host-derived factors, known
 as proviral host factors, to establish infection. These viruses remodel the functions of these 
proviral host factors to facilitate every step of their life cycle. Understanding the global 
landscape of plant-virus interactions at the molecular level enhances our knowledge of the viral 
infection process and may aid in developing novel antiviral strategies. This study aims to 
investigate the role of the host MAPK pathways in plant-virus interactions.

研究分野：植物ウイルス学

キーワード： 植物RNAウイルス　ゲノムRNA複製　MAPK

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
植物ウイルスが感染に利用する宿主因子の同定・機能解析はウイルス感染の分子メカニズム解明に必須であり、
ひいては、ウイルス感染に対する新規防除法開発に向けた分子基盤整備に貢献する。本研究では、植物の抗細菌
/糸状菌免疫において重要なMAPK経路の一部が、red clover necrotic mosaic virusを含むいくつかの植物ウイ
ルス増殖をむしろ促進することを見出した。本知見は、植物－ウイルス間相互作用におけるMAPK経路の新たな役
割を示唆する。今後、ウイルスがどのようにして植物MAPK経路を利用しウイルス増殖を促進するのか、その分子
メカニズムの詳細を明らかにする必要がある。

※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 
 

Mitogen-activated protein kinase (MAPK) は広く真核生物に保存され、上流に位置する少
なくとも 2 つのキナーゼ  {MAPK キナーゼ  (MAPKK) および MAPK キナーゼキナーゼ 
(MAPKKK)} とともに MAPK カスケードを構成し、分化・発生あるいは環境変動に対する応答
など様々なシグナル伝達系の中枢を担う(Komis et al., 2018)。植物では、MAPKカスケードの構
成因子は複数の分子種ファミリーを形成し、一部冗長性を持ちつつ特異的なシグナル経路を形

成する。MAPK 経路を中心とする植物免疫シグナル伝達系は、抗細菌/糸状菌免疫の要を担う。
例えば、細菌鞭毛タンパク質フラジェリン (flg22 エピトープ) に代表される微生物由来エリシ
ター (PAMPs；pathogen-associated molecular patterns) の認識において、MAPK活性化は活性酸素
種 (ROS) 産生と並ぶ重要な初期応答の一つである (Yu et al., 2017)。一方で、様々な植物病原細
菌・糸状菌はエフェクターと呼ばれる分泌タンパク質を介して MAPK 経路に干渉し、植物免疫
を抑制することが知られている (Bi and Zhou, 2017)。従って、MAPK経路は植物−細菌/糸状菌間
の分子攻防（= ディフェンス・カウンターディフェンス）において中心的な役割を担うと言える。
一方で、植物−ウイルス間相互作用においては、低分子 RNAを介した RNA干渉機構とそれに対
してウイルスが持つカウンターディフェンス機構 (Yang and Li, 2018) が分野の関心の中心であ
った経緯があり、植物−ウイルス間相互作用における MAPK の役割に関する知見は極めて限ら
れていた。 

植物ウイルスは絶対寄生性の病原体であり、そのゲノムサイズの制約からわずかな数

の遺伝子しかコードできず、宿主由来の様々なタンパク質、脂質などの宿主因子をハイジャック

しウイルス感染に転用することではじめて効率的な増殖が可能となる(Hyodo and Okuno, 2020)。
しかしながら、そのような宿主因子の全容は未だ明らかではない。植物ウイルスが感染に利用す

る宿主因子を同定し、ウイルス感染サイクルにおけるそれらの機能を明らかにすることは、植物

ウイルス感染の分子メカニズムの解明のみならず、植物ウイルス感染に対する新規防除法開発

に向けた分子基盤整備への貢献も期待できる。以前の研究において、研究代表者はプロテオミク

ス解析を用いて、モデル植物の１つであるベンサミアナタバコから、トンバスウイルス科に属す

る red clover necrotic mosaic virus (RCNMV; 一本鎖プラス鎖 RNAウイルス) 複製酵素複合体を構

成する p27・p88 に結合する宿主因子候補を同定している。興味深いことに、その中には植物免

疫に関与することが知られているMAPK経路の構成因子が含まれていた。また、RCNMVの p27
複製酵素タンパク質はMAPK経路の足場タンパク質として機能する receptor for activated C kinase 
1 (RACK1) (Cheng et al., 2015) と相互作用し、ウイルス複製複合体へリクルートする (Hyodo et 
al., 2019)。これらのことから、宿主MAPK経路は RCNMV感染において何らかの機能を有する

可能性が考えられた。 
 
２．研究の目的 
 
 植物の抗細菌/糸状菌免疫における MAPK 経路の重要性は確立しつつある一方で、植

物−ウイルス間相互作用における宿主 MAPK経路の機能には未だ不明な点が多い。本研究では、

RCNMVを一本鎖プラス鎖 RNAウイルスのモデルウイルスとして用い、植物ウイルス感染時に

おける宿主MAPK経路の役割について知見を得ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
 ウイルス感染に関わるMAPKKK、MAPKK、MAPK遺伝子を同定するため、各遺伝子

をクローニングし、virus-induced gene silencing (VIGS) 法によるノックダウンを行い、RCNMV 蓄

積量に及ぼす影響を解析した。次に、RCNMV複製酵素タンパク質 p27あるいは p88と植物MAPK



経路構成因子との相互作用を共免疫沈降法あるいは bimolecular fluorescence complementation 
(BiFC) 法を用いて解析した。また、植物ウイルス感染が宿主のMAPK経路活性化に及ぼす影響

をイムノブロット法によって解析した。さらに、RCNMVで見られた結果の一般性・特異性を検

証するため、２種類の一本鎖プラス鎖 RNA ウイルスに対する宿主 MAPK 経路の影響を解析し

た。 
 
４．研究成果 

 

(1)  RCNMV感染に関与する宿主MAPK経路の同定 
植物のMAPKKK、MAPKK、MAPKはいずれも遺伝的冗長性が高く、シロイヌナズナ

では 60 個のMAPKKK、10 個のMAPKK、20 個のMAPK遺伝子を持つことが知られている。植
物ウイルス感染実験のモデルとしてよく使用されるベンサミアナタバコでは少なくとも 8 個の

MAPKK 遺伝子が同定されている。RCNMV 感染に関与する MAPK 経路を絞り込むため、まず

遺伝的冗長性の比較的少ない MAPKK に着目した。VIGS 法によりベンサミアナタバコの

MAPKK 遺伝子をそれぞれノックダウンした後、RCNMV を接種し、その蓄積量を RT-qPCR に
よって解析した。その結果、接種葉レベルでのウイルス感染に正に働く MAPKK 遺伝子が 3 個

同定された。一方で、ノックダウンによって RCNMV 蓄積量が増加する MAPKK 遺伝子は見ら
れなかった。また、ベンサミアナタバコプロトプラストを用いた一細胞ウイルス増殖系において、

RCNMV 複製量は MAPKK 阻害剤 U0126 によって顕著に阻害された。一方で、RCNMV の翻訳

をモニター可能なレポーター実験から、U0126 は RCNMV の翻訳には顕著な影響を及ぼさなか

った。以上の結果から、RCNMV感染において、少なくとも 3 個のMAPKK遺伝子が RCNMV感
染に正に関わることが示唆された。 それぞれの MAPKK 遺伝子を MAPKK-1、MAPKK-2、
MAPKK-3と仮称する。次に、共免疫沈降法あるいはBiFC法を用いて、これらMAPKKとRCNMV
複製酵素タンパク質 p27、p88 あるいは RCNMV の宿主因子として同定済みの MAPK 経路足場

タンパク質 RACK1との相互作用を解析した。その結果、p27とこれらMAPKKとの相互作用は
検出されなかったが、RACK1 と MAPKK-1 との相互作用、p88 と MAPKK-2 との相互作用を確

認することができた。 
次に、RCNMV 感染に関与する MAPK 経路に関してさらなる知見を得るため、 

MAPKKKおよびMAPK遺伝子について解析を行った。ベンサミアナタバコの全てのMAPKKK
あるいは MAPK 遺伝子を解析することは困難なため、植物免疫への関与が示唆されている遺伝

子をそれぞれ 4 個ずつクローニングし、VIGS 法によるノックダウンを行った。その後、それぞ

れの遺伝子ノックダウンが RCNMV感染に及ぼす影響を RT-qPCRにより解析した。その結果、

接種葉レベルでの RCNMV感染を正に制御する MAPKKK遺伝子を 1 個、MAPK遺伝子 2 個を

それぞれ同定することができた。MAPKK遺伝子の場合と同様、ノックダウンによって RCNMV
感染を負に制御するMAPKKKあるいはMAPK遺伝子は見られなかった。 
 
(2) RCNMV感染植物におけるエリシター誘導性MAPK活性化 

RCNMVは MAPK経路の足場タンパク質 RACK1 や MAPKK-2と相互作用することか
ら、RCNMVは宿主のMAPK経路に作用し、シグナル伝達経路に干渉する可能性が考えられた。

本可能性を検証するため、RCNMV感染葉におけるMAPK活性化をリン酸化MAPK特異的抗体
を用いたイムノブロット法によって解析した。その結果、RCNMV感染葉では細菌由来エリシタ

ーflg22を含む、複数のエリシターによって誘導されるMAPK活性化の阻害が見られた。 
 
(3) 植物MAPK経路は複数の植物ウイルス感染に正に関与する 

最近の研究から、植物ウイルス感染を負に制御する MAPK カスケードが報告され 
(Ding et al., 2022; Lin et al., 2024)、植物の抗ウイルス免疫においてもMAPK経路の重要性が示唆

されている。しかしながら、上述の研究代表者の成果は、ある種の植物ウイルスは MAPK 経路



を利用し、感染を有利に進めるウイルス増殖戦略を持つ可能性を示唆する。このようなウイルス

増殖戦略が他の植物ウイルス感染でも見られるかどうかを検証するため、トンバスウイルス科

に属する cucumber leaf spot virus (CLSV) およびブロモウイルス科に属する brome mosaic virus 
(BMV) 感染におけるMAPK経路の機能解析を行なった。ここでは、遺伝的冗長性の比較的少な

いMAPKKに特に着目した。まず、プロトプラストにおけるMAPKK 阻害剤 U0126を用いた実

験から、CLSV、BMVともに、高効率のウイルスゲノム RNA複製にはMAPKK活性が必要であ

ることが明らかとなった。CLSV は RCNMV と同じ科に属する比較的近縁のウイルスであるこ

とから、両者は共通のMAPK経路を感染に必要とする可能性が考えられた。そこで RCNMV感
染を正に制御する MAPKK 遺伝子を VIGS 法によってノックダウンし、CLSV 感染への影響を

RT-qPCRによって解析した。しかしながら、CLSVはこれらMAPKK遺伝子ノックダウンの影響

を受けなかった。また、BMV は RCNMV と同様に flg22 誘導性 MAPK 活性化を阻害したが、

CLSV 感染葉ではそのような阻害効果は認められなかった。以上のことより、宿主 MAPK 経路
は複数の植物ウイルス感染を正に制御し得るが、その影響はウイルス種によって特異的である

可能性が示唆された。CLSV や BMV 感染を正に制御する MAPK 経路構成因子の同定が今後の

課題として挙げられる。 
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