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研究成果の概要（和文）：申請者は RNA ウイルスである Red clover necrotic mosaic virus
（RCNMV）の移行タンパク質（MP）と結合する宿主因子タンパク質を、免疫沈降法と質量
分析によってタバコ（Nicotiana benthamiana）植物から多数同定した。これらのうち
Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase（GAPDH-A）遺伝子の全長 cDNAをクローニン
グし、GAPDH-A 遺伝子が RCNMV の細胞間移行過程に関与する宿主因子であることを明ら
かにした。さらに、GAPDH-Aタンパク質の細胞内局在性の詳細な調査結果等から、GAPDH-A
はMPと複製酵素との共局在性を正に制御する因子であり、この働きによってウイルスの効率
的な細胞間移行が行われることを明らかにした。	 	 
 
研究成果の概要（英文）：Using tandem affinity purification and mass spectrometry, a lot of 
host factor candidates that interact with the movement protein (MP) of Red clover necrotic 
mosaic virus (RCNMV) were identified from Nicotiana benthamiana plants. Among these, 
full-length cDNA of Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase（GAPDH-A）was cloned. 
GAPDH-A was shown to be the host factor that is involved in the cell-to-cell movement of 
RCNMV. From the detailed study of GAPDH-A intracellular localization, I have revealed 
that GAPDH-A positively regulates the colocalization of the MP and the replication 
complex to support efficient cell-to-cell movement of the virus. 
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１．研究開始当初の背景 
	 植物ウイルスの増殖戦略について、遺伝子
発現機構の解析や、一細胞レベルでの複製機
構の解明や関連宿主因子遺伝子の働きの解
明について近年研究が進んでいる。また植物
ウイルスの移行戦略については、MP の局在

性や、関連宿主因子の探索とその機能解析が
幾つかのウイルスで行われている。しかし一
方で、複製過程と移行過程がどのような関係
にあるのか、複製されたウイルスゲノムがど
のような過程を経てMPへと橋渡しされるの
かについての知見は得られていなかった。	 
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	 本研究の申請段階で、申請者は一過的に発
現させた Red clover necrotic mosaic virus
（RCNMV）のMPが、RCNMV RNA1が複
製される条件下でのみ小胞体膜にリクルー
トされて複製酵素と共局在する性質がある
ことを報告していた。これはMPをコードし
ないRNA1をMPが捕捉するために必要な過
程ではないかと考えられた。さらに、MP の
欠失変異体の解析から、MP の C 末端 70 ア
ミノ酸領域が RCNMV 複製酵素との共局在
性と細胞間移行の両方にとって重要である
という結果を得ていた。MP が複製酵素と共
局在するという結果はこれまで 3種類のウイ
ルスで報告されていたが、複製、しかも 2分
節ゲノムのうち RNA1 の複製に特異的な形
でMPが複製酵素にリクルートされるという
ような報告はこれが初めてであり、その後も
報告されていない。 
 
２．研究の目的 
	 RCNMV は二分節型ゲノム構造をとる(+)
鎖 RNA ウイルスである。申請者らはこれま
で、RCNMVの翻訳・複製機構を詳細に解析
し、これに関与する宿主因子遺伝子の同定と
その機能解析を行ってきた。この過程で、他
に類例のないサイレンシング抑制機構も明
らかになった。RCNMVの移行メカニズムに
ついては、MP-GFP融合タンパク質の細胞内
局在の詳細な解析を行い、上述のような複製
酵素複合体と共局在性を明らかにし、これに
必要な配列がMPの C末端 70アミノ酸領域
に存在することと、細胞間移行機能にとって
必須であることを明らかにしてきた。 
	 本研究の目的は、この複製酵素とMPとの
複合体のウイルス感染における意義につい
て明らかにすることであり、これが複製過程
と移行過程の橋渡しをするための複合体で
あることを明らかにすることである。そのた
めにまず、C末端 70アミノ酸欠失型変異MP
（MPdC70）の機能解析を行った。さらに複
製酵素複合体とMPとの間を橋渡しする宿主
植物タンパク質を同定し、このタンパク質の
ウイルス移行における働きについて解析し
た。 
 
３．研究の方法 
（1）RCNMV MPとMPdC70のプラズモデ
スマータ開閉能力の検定には、 particle 
bombardment 法を用いた。ベンサミアナの
若葉に particle gunを用いて GFPとMP遺
伝子を発現するプラスミドを混合して撃ち
込み、GFP蛍光を蛍光顕微鏡観察した。 
	 MPとMPdC70の RNA結合能は、大腸菌
で発現させニッケルカラムで精製したタン
パク質を、RIラベルした RNAと培養し、ゲ
ルシフトアッセイによって調べた 
	 MP および MPdC70 同士の相互作用の検

出のために、HAおよび mycでタギングした
タンパク質を、アグロバクテリウムを介した
一過的発現システムによってベンサミアナ
植物に注入・発現させ（以下アグロ注入法と
する）、免疫沈降とウェスタン解析によって
共免疫沈降タンパク質検出した。 
（2）MPと相互作用する宿主植物因子の探索
には、MPの C末端に FLAG-3C protease認
識配列-HA というタグ配列をタンデムに配
した組み換えウイルスを作製し、アグロ注入
法でベンサミアナ植物に大量に発現させた。
この葉から可溶性タンパク質画分を精製し、
抗 HA抗体による免疫沈降を行い、次にプロ
テアーゼ処理を行い、さらに抗 FLAG抗体に
よる免疫沈降操作を行い、MP を含む画分を
高度に精製し、SDS-PAGE、銀染色の後、バ
ンドを切り出し、ゲル内トリプシン消化を行
い、質量分析機にかけてタンパク質を同定し
た。対照区はタグ配列を持たない野生型
RCNMVを注入した葉を同様に処理した。 
	 同定された遺伝子のうち、Glyceraldehyde 
3-phosphate dehydrogenase（GAPDH-A）
遺伝子の部分配列を Nicotiana tabacum の
同遺伝子の配列に基づいて増幅し、全長
cDNA配列は RACE法によって決定した。	 
	 MPとGAPDH-Aの in vivoおよび in vitro
での結合は免疫沈降法で確認した。 
	 サイレンシング誘導のためのリンゴ潜在
球形ウイルス（ALSV）ベクターは pBI系バ
イナリーベクターに挿入し、アグロバクテリ
ウムを介した爪楊枝接種法で接種した。サイ
レンシングの誘導は Semi- quantitative RT 
PCRによって確認した。 
	 GAPDH-Aサイレンシング誘導葉に、GFP
発現組み換えRCNMVの in vitro転写産物を
機械接種して GFP 蛍光の広がりを蛍光顕微
鏡で観察した。さらに組み換え RCNMVを低
濃度でアグロ注入した葉をウェスタンブロ
ッティングに供し、ウイルス増殖レベルを定
量化した。一細胞レベルでの RCNMV増殖レ
ベルの定量は、サイレンシング誘導葉からプ
ロトプラストを調製して PEG 接種法によっ
てウイルス接種を行い、抽出 RNA をノーザ
ンブロッティングによって調べた。同時にタ
ンパク抽出も行い、MP 蓄積レベルもウェス
タンブロッティングによって調べた。またサ
イレンシング誘導葉における MP 局在は、
MP-GFP 発現組み換え RCNMV を接種し、
共焦点顕微鏡観察によって調べた。 
	 GAPDH-A の細胞内局在は、同遺伝子と
GFP 遺伝子を連結した発現ベクターをアグ
ロ注入し、共焦点顕微鏡で観察した。同時に
様々な RCNMV 因子を共接種して局在変化
を調べた。 
	 
４．研究成果	 
（1）申請者は RCNMV MPが RNA1複製す



る条件下でのみ ER膜上の小斑点状構造（ウ
イルス複製酵素複合体が局在している）に局
在することと、MP の C 末端 70 アミノ酸領
域を欠失させた MPdC70 では ER 局在性が
失われ、同時に細胞間移行機能が極端に低下
するがタンパク質としての安定性は影響を
受けないことを発見していた。これに続いて、
MPdC70 のプラズモデスマータ開閉機能と
RNA 結合能、および MP 間相互作用につい
て詳細に調べた結果、MPとMPdC70間にこ
れらの機能に差が無いことが明らかとなっ
た。この結果から、MPdC70を発現する組み
換え RCNMVの細胞間移行能の低下は、専ら
ER 小斑点構造への局在性の喪失に因るもの
であることが明らかとなった。 
	 以上の結果を総合して、RCNMV MPはウ
イルスゲノム RNA1 を増幅する複製酵素複
合体にリクルートされてこれと共局在し、そ
の意義は MP をコードしないゲノム RNA1
を捕捉して効率良い細胞間移行を果たすこ
とにあるのではないか、との仮説を提唱し、
Virology誌に投稿し、掲載された（発表論文
5）。 
（2）RCNMV の細胞間移行に関与する宿主
因子を同定する目的で、Tandem Affinity 
Purification用のタグ配列を付加した MPを
発現する組み換え RCNMV を感染させた N. 
benthamiana 葉から 2 段階免疫沈降法によ
ってMPを高度に精製し、これと共免疫沈降
した宿主タンパク質を、液体高速クロマトグ
ラフタンデム型質量分析計によって多数同
定した。これらの中から、Nicotiana tabacum
の葉緑体局在性 Glyceraldehyde 3-phospate 
dehydrogenase-A（GAPDH-A）に着目して
解析を行った。GAPDH-A遺伝子断片を挿入
した ALSV ベクターを用いてベンサミアナ
植物の GAPDH-A 遺伝子のサイレンシング
を誘導した植物（以下 gsGAP 植物）には、
野生型 ALSV 接種ベンサミアナ植物（以下
wt植物）と同様に、生長の異常や病徴は全く
観察されなかった。gsGAP 植物における
GAPDH-A の mRNA 蓄積レベルは、半定量
RT-PCR の結果、wt 植物と比較しておよそ
3％に低下していた。これらに GFP遺伝子を
組 み 込 ん だ 組 み 換 え RCNMV
（RCNMV-GFP）をチャレンジ接種したとこ
ろ、gsGAP植物では GFP蛍光の細胞間の広
がりが顕著に抑制され、wt 植物と比較して
GFP 蓄積レベルはおよそ 25％程度に低下し
た。続いてこれらの植物のプロトプラストに
RCNMV-GFPを接種したところ、GFP蓄積
レベルに差は認められず、さらにMP蓄積レ
ベルもほぼ同じであった。以上の結果から
GAPDH-A は RCNMV の細胞間移行に関与
する宿主因子遺伝子であり、MP の発現や安
定性に影響を与える因子ではないことが明
らかとなった。	 

	 続いて GAPDH-A が RCNMV の細胞間移
行においてどのような役割を果たすのかに
ついて調べた。GAPDH-A と MP の in vivo
での結合はアグロ注入した葉のタンパク質
サンプルを免疫沈降することで確認された。
GAPDH-A と GFP との融合タンパク質をベ
ンサミアナに発現させ、共焦点顕微鏡観察し
たところ、予想通り葉緑体にのみ蛍光シグナ
ルが観察された。しかし、同時に様々な
RCNMV因子を共発現させたところ、RNA1
の複製が起きる条件下では細胞表層の ERに
小斑点状に局在した。このことから、
GAPDH-A は RCNMV RNA1 の複製時には
複製酵素複合体と近接して存在することが
明らかになった（複製には影響しない）。さ
らに MP-GFP 融合タンパク質を発現する組
み換え RCNMVを wt植物と gsGAP植物に
接種し、共焦点顕微鏡観察に供したところ、
前者では典型的なMP局在パターンである細
胞表層 ER上の小斑点状構造への局在が観察
されたのに対して、後者では細胞質全体に蛍
光が広がるパターンを示す細胞が多数観察
されたことから、GAPDH-AはMPと複製酵
素複合体間の結合を助ける働きがあること
が強く示唆された。MP-GFPのみを発現させ
た場合にはプラズモデスマータ局在性に変
化は見られなかった。 
	 現在、細胞内で GAPDH-Aと RCNMV MP
もしくは p27とが共局在するかどうか、蛍光
タンパク質タグをつけたタンパク質発現コ
ンストラクトを作製してベンサミアナ植物
にアグロ注入して発現させ、共焦点顕微鏡観
察によって確認するべく準備中である。また、
GAPDH-Aと p27が in vitroおよび in vivo
で結合するかどうか、免疫沈降実験を行うべ
く準備中である。 
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