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研究成果の概要（和文）：RNA サイレンシングは、植物によるウイルス抵抗性機構のひとつで
ある。一方、植物ウイルスは RNA サイレンシングによる抵抗性を回避するために、RNA サイ
レンシングサプレッサー(RSS)と呼ばれる遺伝子を持つ。本研究で明らかにした主な点は以下の
通りである。(1)植物の DCL2, DCL4, RDR1, RDR6 が RNA サイレンシングによるウイルス抵抗
性に重要なことを明らかにした。(2)siRNA 分子が細胞間移行することと、ウイルスの RSS がそ
の移行を妨げることを明らかにした。(3) Red clover necrotic mosaic virus による RNA サイレンシ
ング抑制機構について調べ、複製酵素成分の P27 と P88 が相互作用することと、その相互作用
が RSS 活性に重要なことを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： RNA silencing is an anti-virus defense mechanism in plants. On the other 
hands, many plant viruses have RNA silencing suppressor (RSS) gene(s) to counteract RNA 
silencing-mediated anti-viral defense. In this study, I showed that (1) Arabidopsis DCL2, DCL4, RDR1, 
and RDR6 were important for the anti-viral defense through, (2) siRNA molecules moved from cell to 
cell and a viral RSS interfered the siRNA movement, and (3) Red clover necrotic mosaic virus 
(RCNMV) P27 interacted with P88 and this interaction was important for the RCNMV RSS activity. 
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研究分野：農学 
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１．研究開始当初の背景 
 RNA サイレンシングは、植物によるウイル
ス抵抗性機構のひとつである。しかし、その
分子機構については不明な点が多かった。 
 一方、植物ウイルスは RNA サイレンシン
グによる抵抗性を回避するために、RNA サイ
レンシングサプレッサー(RSS)と呼ばれる遺

伝子を持つ。私は、Red clover necrotic mosaic 
virus (RCNMV)の複製酵素に RSS 活性がある
ことを発見し、この複製酵素複合体が miRNA
および siRNA の生合成を阻害することを発
見した。しかし、この RSS の作用機序および
この RSS の活性制御に関する知見は乏しか
った。 
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 真核生物には RNA サイレンシング以外に
も RNA 分解機構が複数存在する。しかし、
それらの機構がウイルス RNA の分解に働い
ているかどうかは不明であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、RSS の機能解析とモデル
植物の遺伝子解析を通じて、RNA を標的とし
た植物のウイルス抵抗性機構の解明を目指
すことである。 
  
３．研究の方法 
(1) RNA サイレンシングによるウイルス抵抗
性における Dicer like (DCL)遺伝子の役割を
遺伝学的に解析した。 
 
(2) RNA サイレンシングによるウイルス抵抗
性における RNA-dependent RNA polymerase 
(RDR)遺伝子の役割を遺伝学的に解析した。 
 
(3) RNA サイレンシングのシグナルは細胞間
および組織間を移行することが知られてい
たが、その実体は不明であった。Tomato bushy 
stunt virus P19 RSS を利用して、RSS が RNA
サイレンシングシグナルの移行に及ぼす影
響を調べるとともに、シグナル分子の同定を
試みた。 
 
(4) RCNMV の複製複合体形成と RSS 活性の
関連性を調べる目的でRCNMVの複製複合体
を解析した。 
 
(5) ウイルス感染時には 21, 22, 24塩基長のウ
イルス RNA 由来 siRNA が生じる。このうち
の 22 塩基長の siRNA の機能を予測するため
に、内在性 22 塩基長 miRNA の miR173 の機
能解析を行った。 
 
(6) 真核生物の主要な mRNA 分解機構である
5'-3'および 3'-5'RNA 分解経路のウイルス抵抗
性における機能解析を行った。 
 
(7) RCNMV の RSS 活性制御機構を明らかに
するために、ルシフェラーゼを用いた RSS 活
性測定系の構築を試みた。 
  
４．研究成果 
(1) RSS 活性を失った TuMV クローン(AS9)を
作製し、dcl2, dcl3, dcl4 の一重、二重、三重変
異体に接種実験を行った。その結果、DCL2
と DCL4 が TuMV 抵抗性に重要なことが明ら
かとなった（発表論文⑦）。今後、DCL2 と
DCL4 の性質を詳細に調べることで、ウイル
ス抵抗性の増強につなげることが可能にな
るかもしれない。 
 
(2) RSS 活性を失った TuMV-AS9 を、rdr1, rdr2, 

rdr6 の一重、二重、三重変異体に接種した。
その結果、RDR1 と RDR6 が TuMV 抵抗性に
重要なことが明らかとなった（発表論文⑦）。
今後、RDR1 と RDR6 の性質を詳細に調べる
ことで、ウイルス抵抗性の増強につなげるこ
とが可能になるかもしれない。 
 
(3) 師部特異的発現プロモーターの SUC2p制
御下でCH42遺伝子に対する dsRNAを発現さ
せると、サイレンシングのシグナルは周囲の
葉肉細胞に広がって行く。SUC2p 制御下およ
び葉肉細胞特異的プロモーター制御下で二
本鎖の siRNAに結合するP19 RSSを発現させ
たところ、サイレンシングシグナルの移行が
抑えられた。siRNA の打ち込み実験も合わせ
て、siRNA が細胞間を移行していることを明
らかとした。siRNA に結合する RSS が多いこ
とから、siRNA の移行がウイルス抵抗性に重
要なことが示唆された（発表論文⑥）。今後、
siRNAの移行とウイルス抵抗性の関係をより
詳細に解析することで、ウイルス抵抗性の増
強につなげることが可能になるかもしれな
い。 
 
(4) RCNMV の複製複合体による RNA サイレ
ンシング抑制機構について調べるために、
RCNMV の複製機構について解析を行った。
RCNMV の複製には複製酵素成分の P27, P88
とウイルス RNA が必要である。今回、P27
と P88 が相互作用すること（発表論文⑤）、
P27 と P88 を含む複製酵素複合体が約 480 
kDa の分子量を持つこと（発表論文⑤）、その
中には HSP70 と HSP90 が含まれること（発
表論文⑤）を明らかにした。さらに P27 と P88
の相互作用が RSS 活性に重要なことを示し
た（発表論文③）。最近 HSP が RNA サイレン
シングに重要なことが明らかとなったこと
と合わせて考えると、RCNMV の複製複合体
が HSP を奪うことで RNA サイレンシングを
抑制していることが予想される。今後、この
点について検証して行く予定である。 
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