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研究成果の概要（和文）：作物のウイルス病の多くは植物吸汁性農業害虫によって媒介される。

植物ウイルス媒介昆虫は世代時間が短く増殖率が高いため、農薬耐性を発達させやすく農業生

産に甚大な被害を及ぼすことがある。吸汁性昆虫は微小で解析しづらいため、これまで媒介昆

虫とウイルスの相互作用に関する知見はあまり得られていない。近年、遺伝子配列情報が整備

されてきたトビイロウンカと、トビイロウンカ体内でも増殖する植物病原ウイルスを材料に用

いて、酵母ツーハイブリッド法で各種ウイルスタンパク質と相互作用する昆虫側タンパク質の

探索をおこなった。イネグラッシースタントウイルスの非構造タンパク質のなかに、トビイロ

ウンカの細胞骨格関連タンパク質と相互作用すると思われるものがあるとことがわかった。さ

らに研究の過程でイフラウイルス科の新規ウイルスがトビイロウンカに感染していることを見

出した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Many viral diseases of plants are transmitted by hemipterans. These hemipteran insects 
are small in size (1-4 mm) but their reproductive capacity is very high. This 
characteristic allows insects to get tolerance for pesticides. Recently, planthoppers 
acquired resistance against some pesticides and virus diseases of rice plants became 
serious problem in Asia. To prevent virus transmission by these insects, we have to 
understand how viruses utilize molecules in vector insects to be transmitted by them. 
However, molecular interactions between insects and the transmitted viruses are not 
understood well. To reveal these interactions, we searched protein-protein interactions 
between the brown planthopper, Nilaparvata lugens, and viruses transmitted by the insect. 
Yeast two hybrid analyses detected many planthopper candidate proteins which may be 
interact in insect body.  
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 半翅目昆虫が媒介する植物ウイルス病は

数百種類に及ぶが、その防除研究は抵抗性

品種作成など主に植物体での媒介昆虫への

耐性付与や弱毒ウイルス作成などウイルス

増殖を抑制する方法の開発を目指して行な

われてきた(1)。しかし、弱毒ウイルスの施

用はほぼ花卉・野菜類に限られており、基

幹穀物であるイネ・コムギ・トウモロコシ

などには適用が困難である。また、媒介昆

虫を駆除するための殺虫剤施用も主な防除

手段であるが、ウイルス媒介昆虫の許容密

度水準は極めて低く、特に施設栽培では生

産コスト高の原因である。これらの克服に

は媒介昆虫のウイルス媒介能力を低下させ

る方法の開発が望まれる。しかし、ウイル

スは宿主細胞の代謝系を利用するため、宿

主に悪影響を与えないウイルス防除剤の開

発はきわめて困難で農業分野での成功例は

ない。 
 イネの代表的な害虫の一種であるトビイ
ロウンカはイネラギットスタント病を媒介
し、東南アジアで近年大変な被害をもたら
している。日本へは 1980年代にトビイロウ
ンカが多発生した際に侵入した経歴がある
が、その後にトビイロウンカ発生数の減少
に伴い沈静化していた。ところが、近年の
トビイロウンカ多発生により再発が懸念さ
れる。遺伝子組換えイネによる抵抗性系統
の作出(2)も試みられているが実用には至
っていない。ラギットスタントウイルスは
レオウイルス科に属し、イネ萎縮ウイルス
やイネ黒すじ萎縮ウイルスも属する。これ
らはウンカ・ヨコバイ類が媒介し、媒介虫
体内でも増殖することから動物ウイルス・
植物ウイルスの両者の特徴を持つが、昆虫
体内でのウイルス・宿主相互作用に関する
研究は殆ど前例がないのが現状である。 
 
２．研究の目的 
 ウンカ・アブラムシ・コナジラミなどの
半翅目の小型昆虫は増殖率が高く、これら
が媒介するウイルス病により農業生産に被
害をもたらす。農業害虫によるウイルス媒
介の機構解析は、昆虫体内でのウイルス動
態追跡にとどまり、ウイルス－媒介昆虫の
分子間相互作用に関する知見は殆どない。
それが明らかになれば、相互作用を阻害す
る方法の考案に繋がり、ウイルス病害の新
規防除技術開発に繋がる。遺伝子情報資源
が近年蓄積され始めたトビイロウンカを材
料に用い、トビイロウンカが媒介するウイ
ルスと昆虫の相互作用分子の探索を行なう
ことを研究期間内の目的とする。 
 

３．研究の方法 
(1) ウイルス遺伝子のクローニング 
 RRSV は 10 分節の dsRNA, RGSV は 6 分節の
ssRNA でゲノムが構成されている。各ウイル
スを保毒したトビイロウンカから total RNA
を抽出し、それを鋳型に RT-PCR により各ウ
イルスタンパク質をコードする cDNA を増幅
させ、pGEM プラスミドにクローニングした。 
(2) 酵母ツーハイブリッド探索用トビイロ
ウンカ cDNA ライブラリの作成。 
 ３～５令期のトビイロウンカ幼虫から抽
出した poly (A) RNA を鋳型に Make Your Own 
"Mate & Plate" Library System を使用して
Oligo d(T) primer と random primer でそれ
ぞれ別個にライブラリー酵母株を作成した。
各ウイルスタンパク質とのスクリーニング
には Oligo d(T) と random primer で作成し
たライブラリーストックを混合して使用し
た。 
(3) Match Maker Yeast Two Hybrid System 
(Clontech)を用いてベイト用各ウイルス遺
伝子を pGBKT7にサブクローニングし、c-Myc 
エピトープタグに対する抗体によるウエス
タンブロットでベイトタンパク質の発現を
確認した後、ライブラリとの接合を行った。 
尚、接合率を上げる目的で、メーカー推奨の
方法ではなくメンブレンフィルター上で接
合操作を行った。 
(4) 陽性株が保持するトビイロウンカ遺伝
子の同定 
 得られた二次陽性株が少ない場合にはキ
ット推奨の常法にてプレイ株に保持されて
いたプラスミドを回収してトビイロウンカ
cDNAの塩基配列を解読した。陽性株が数十個
を上回った場合は、２次選択培地上で生育し
た酵母株のコロニーから高効率 PCR 酵素
KOD-FXを使用して、プレイ株に保持されてい
たトビイロウンカ cDNA を増幅し、ダイレク
トシーケンス法により塩基配列を決定後、塩
基配列アセンブルソフトウェア（ATGC, (株)
ゼネティックス社）で contig 配列を形成さ
せ、得られた contig 配列に対して Blast 検
索をかけることにより取得遺伝子の同定を
行った。 
(5) 取得遺伝子の同定を行うに当たり、公開
されているトビイロウンカ ESTデータベース
や NCBI には登録されていない配列が認めら
れたため、別途、トビイロウンカの poly (A) 
RNA を調製して RNA-seq を行い取得遺伝子同
定の目的で使用した。 
(6) 偽陽性株排除の目的で、インサートとし
てウイルス遺伝子を保持しない空ベイトプ
ラスミドをもつ酵母株を用いて同様の操作
を行い、自律活性化能をもつトビイロウンカ
遺伝子をリスト化した。 
 
４．研究成果 



 RRSVの P6 (65 kDa), P7 (68 kDa), P9 (38 
kDa), P10 (32 kDa)タンパク質遺伝子をベイ
トにした場合は取得２次陽性株数が少なく、
酵母ベイト株で発現させたタンパク質の核
内移行やコドン使用頻度の違いから実験手
法が適切でない可能性が示唆されたため、各
タンパク質のサイズが比較的小さい RGSV を
対象に探索を行うこととした。 
 RGSVの P1 (19 kDa), P2 (23 kDa), P3 (23 
kDa), P4 (19 kDa), P5 (22 kDa), P6 (21 kDa), 
PC3 (31 kDa), PC5 (36 kDa)をそれぞれベイ
トタンパク質として探索を行った結果の概
要を以下に示す。 
 
RGSVの各タンパク質をベイトにした際の

酵母ツーハイブリッド探索結果概要 
ベ 
イ 
ト 

 

スクリー
ニングさ
れた２倍
体 

2次選抜 
陽 性 株
数 

取得した 
トビイロウ
ンカ遺伝子
の種類 

P1 3.0 x 106 221 45 

P2 4.0 x 106 31 9 

P3 1.2 x 106 309 74 

PC3 2.1 x 105 13 4 

P4 2.4 x 105 123 11 

P5 7.5 x 106 5 2 

PC5 8.0 x 105 27 7 

P6 7.8 x 106 1 1 

なし 1.0 x 107 83 11 

 
P1 と P3 をベイトにした場合には、それぞれ
200 個、300 個を上回る２次選抜陽性株が得
られた。これら陽性株が保持していたトビイ
ロウンカの cDNA にコードされていた遺伝子
はそれぞれ４５種類、７４種類に分けること
ができ、それらの中には細胞骨格の形成に関
与すると考えられる遺伝子が多く含まれて
いた。 
 一方、ベイトであるウイルス遺伝子を挿入
していない空ベクターを持つ酵母株と接合
操作を行い得られた陽性株の中には以下に
示す遺伝子配列が含まれていた。 

陽性 
株数 

遺伝子名 

37 不明 

28 ATP 合成酵素サブユニット O 

4 
ナトリウムカリウム ATP アーゼ β サ
ブユニット 

2 ラミニン α サブユニット 

2 不明 

2 不明 

2 不明 

2 
3-ヒドロキシブチリル CoAレダクター
ゼ 

2 リポフォリン 

1 リボソームタンパク質 rpS20e 

1 チチン 

 
11 種類のトビイロウンカ遺伝子が見出され
た。これらのうち、４種の遺伝子配列はトビ
イロウンカの RNA-seq配列の中には存在する
ものの NCBI データベースには相同配列が登
録されておらず、機能推定ができなかった。
上記１１種類の遺伝子は、各ウイルス遺伝子
をベイトとした場合にも検出されており、ト
ビイロウンカタンパク質の自律活性化能に
よる偽陽性と考えられた。 
 尚、トビイロウンカの RNA-seq で得られた
配列なかに、プラス鎖 RNAウイルスのゲノム
配列が 3 種類含まれていた。これらはいずれ
もイフラウイルス科に属すと考えられたが、
既報のイフラウイルスとのアミノ酸配列の
相同性は低く、いずれも新種のウイルスと考
えられた。そのうちの一種についてはサンガ
ー法で全長配列を再確認し、感染虫の排泄物
を介して水平伝搬することが判明したため、
Nilaparvata lugens honeydew virus-1 と命
名した。 
 
 これまで殆ど不明であったウイルスタン
パク質と相互作用する可能性のあるトビイ
ロウンカタンパク質のリストが得られた。 
 今後、候補タンパク質と各ウイルスタンパ
ク質との結合様式などの解析を行えるよう
になる。 
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