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研究成果の概要（和文）：トバモウイルスの130K複製タンパク質が、ゲノムRNAの5'末端近傍の約70ヌクレオチドの領
域に結合して複合体PMTCを形成し、翻訳を阻害するとともに当該RNAを複製に導くことを見出した。PMTCには複数の複
製タンパク質が含まれた。遊離130Kタンパク質はゲノムRNAへの結合能を示さなかったが、そのN末端側2/3に相当するM
et-IR断片は結合能を有していた。このことから、130Kタンパク質は合成の途上でゲノムRNAを認識すると考えられた。

研究成果の概要（英文）：The 130K replication protein of a tobamovirus bound to a 5'-terminal ca. 
70-nucleotide region of its genomic RNA to form a ribonucleoprotein complex named PMTC. The binding 
inhibited translation of the RNA and lead it to a replication pathway. The PMTC contained multiple 
molecules of the replication protein. Interestingly, free (non-membrane-bound) 130K protein did not bind 
tobamovirus RNA, but the Met-IR fragment that corresponded to the N-terminal two-thirds of the 130K 
protein did. Thus, 130K protein molecules likely recognize tobamovirus RNA before the completion of their 
synthesis.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 プラス鎖 RNAウイルスは、ウイルス粒子
内にmRNAとして機能するゲノムRNAをも
つ。このクラスのウイルスが宿主細胞に感染
すると、ゲノム RNAが宿主のタンパク質合
成系により翻訳され、複製に関与するタンパ
ク質（複製タンパク質と総称される）を生じ
る。複製タンパク質はゲノム RNAをオルガ
ネラ膜の細胞質側表面にリクルートし、複製
複合体を形成する。複製複合体の中ではマイ
ナス鎖 RNAが合成され、さらにこのマイナ
ス鎖 RNAを鋳型として多量の子孫（プラス
鎖ゲノム）RNAが複製されて細胞質に放出
される。複製複合体の電子顕微鏡レベルでの
形態は多くのウイルスで明らかにされてい
るが、複製複合体の分子レベルでの構造ある
いは複製複合体が形成される分子機構には
不明な点が多い。また、発現を攪乱するとウ
イルスの増殖に影響を与える宿主遺伝子が
多数同定されているが、ウイルス複製におけ
る役割が明らかにされたのはそのうちのご
く一部である。 
 トマトモザイクウイルス (ToMV) は代表
的な植物プラス鎖 RNAウイルスで、5’末端
にキャップ構造を有する約 6,400ヌクレオチ
ドの１本鎖 RNAをゲノムとしてもつ。ゲノ
ム上には 130Kおよびそのリードスルー産物
である 180Kタンパク質がコードされる。
130Kタンパク質は RNAの 5’キャッピング
を司るメチルトランスフェラーゼ・グアニリ
ルトランスフェラーゼ (GTase) 様ドメイン
とヘリカーゼ様ドメインをもち、180Kタン
パク質はそれらに加えてポリメラーゼ様ド
メインをもつ。 
 我々は、本研究開始時点において、以下の
知見を得ていた。 
（１）試験管内ウイルス RNA翻訳・複製系
において、ToMV RNA複製複合体は、複製
タンパク質とゲノム RNAを含む可溶性複合
体 (pre-membrane-targeting complex: 
PMTC) を経て形成される。また、PMTCは
ToMV RNAの翻訳と共役して形成される 
(Komoda et al. 2007. J. Virol. 81: 
2584-2591)。 
（２）ToMVの 130K複製タンパク質は、グ
アノシン３リン酸 (GTP) のグアノシン１リ
ン酸 (GMP) 部分を RNAの 5’（2リン酸）
末端に転移することによりキャップ構造を
付加する。この反応の中間段階で、130Kタ
ンパク質は GMPと共有結合する。ToMV感
染植物細胞破砕液あるいは試験管内翻訳・複
製反応液において、GMP化される（GTase
活性をもつ）複製タンパク質は膜画分に含ま
れ、分子間ジスルフィド結合により高分子量
化しており、SDS-PAGEで泳動起点付近に分
画される。この高分子量複合体に含まれる複
製タンパク質は、膜画分に含まれる複製タン
パク質のごく一部である。 
（３）ToMV RNAの複製には、宿主の複数
回貫通型膜タンパク質 TOM1および低分子

量GTP結合タンパク質 ARL8が必要である。
TOM1とARL8はToMVのRNA複製複合体
の構成因子となっていると考えられた 
(Yamanaka et al. 2000. Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 97: 10107-10112; Nishikiori et al. 
2011. PLoS Pathogens 7: e1002409)。酵母 
(Saccharomyces cerevisiae) において 130K
複製タンパク質を発現させると、TOM1およ
びARL8と共発現させたときに限ってGTase
活性が現れた。酵母においても、GTase活性
をもつ複製タンパク質はジスルフィド結合
を介した高分子量複合体の中のみに見いだ
された。 
 
２．研究の目的 
 プラス鎖ＲＮＡウイルスは植物ウイルス
の大多数を占め、農学的に重要な多くの病原
ウイルスを含む。本研究は、ToMVあるいは
その近縁ウイルスであるタバコモザイクウ
イルス (TMV) をモデルとして、プラス鎖
RNAウイルスのゲノムRNA複製機構を理解
し、より有効な植物ウイルス病防除法確立に
向けた基盤を構築することを最終目的とし
た。そのために、本研究では先ず、130Kタ
ンパク質の高分子量化をもたらすジスルフ
ィド結合が複製複合体形成のどの段階で形
成されるのか、また、RNA複製における複
製タンパク質のジスルフィド結合形成の意
義を明らかにすることを目的として、130K
複製タンパク質中に存在する 19個のシステ
イン残基のいずれかがセリン残基に置換し
た ToMV変異株の解析を行った。その結果、
ジスルフィド結合を形成できなくなった変
異130Kタンパク質はPMTCも形成できない
ことが明らかとなり、ジスルフィド結合ある
いは当該結合に関与するシステイン残基が
PMTC形成に重要な役割を果たす可能性が
示唆された。これを受け、PMTC形成機構の
解明に研究の重点を移した。 
 
３．研究の方法 
ウイルス RNAの複製は、タバコ BY-2培
養細胞由来の脱液胞化プロトプラスト抽出
液 (BYL) を用いた試験管内翻訳・複製系 
(Komoda et al. 2004. Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 101: 1863-1867) により解析した。翻
訳・複製反応に用いるウイルス RNAは、線
状化完全長ウイルス cDNAプラスミドを鋳
型とする T7あるいは SP6 RNAポリメラー
ゼによる試験管内転写反応により合成した。
PMTCは、超遠心で膜を除去した BYLでウ
イルス RNAを翻訳することにより形成させ
た。複製タンパク質の GTase活性は、 
[-32P]GTPと S-アデノシルメチオニン（キ
ャッピング反応に必要）を含む緩衝液中でイ
ンキュベートし、当該タンパク質への 32Pの
転移を観察することにより調べた。 
 
４．研究成果 

ToMVの 130K複製タンパク質中に存在す



る 19個のシステイン残基（-CH2SH側鎖：
ジスルフィド結合に関与する可能性がある）
のそれぞれをセリン残基（-CH2OH側鎖）に
置換する変異を完全長 ToMV cDNAに導入
し、19種類の変異ウイルスRNAを作製した。
これらの変異株の性質を試験管内ウイルス
RNA翻訳・複製系を用いて解析した。その
結果、３つの変異 (C179S, C186S, C581S) 
がジスルフィド結合を介した複製タンパク
質の高分子量化のみならず、PMTC形成能、
複製タンパク質の膜結合能、グアニリルトラ
ンスフェラーゼ活性および RNA合成活性を
喪失させることが明らかになった。一方、
130Kタンパク質がもつ二本鎖 small 
interfering RNA結合能はこれらの変異によ
り影響を受けなかった。このことから、これ
らのシステイン残基がジスルフィド結合に
かかわるとともに、複製複合体形成のごく初
期に位置する PMTC形成において重要な役
割を果たす可能性が示唆された。PMTC形成
は還元剤存在下でも起きるので、当該システ
イン残基の PMTC形成段階における役割は、
ジスルフィド結合形成ではなく、当該残基を
介した相互作用を成立させることにあると
考えられた。 
 以上の結果を受けて、PMTCの形成機構の
解析に重点を移した。PMTCにおいて 130K
複製タンパク質が TMV RNAのどこに結合
しているのかを知るために、PMTCをマイク
ロコッカルヌクレアーゼで処理したところ、
TMV RNA 5’末端近傍の約 70ヌクレオチド
の領域が分解を免れた。130Kタンパク質を
免疫沈降するとこの RNA断片も共沈してく
ることから、この領域に 130Kタンパク質が
結合して、マイクロコッカルヌクレアーゼに
よる分解から保護していると考えられた。
TMV RNAのこの領域に変異を導入すると、
PMTC形成能と複製能が失われた。翻訳後一
旦TMV RNAから離れた130Kタンパク質は、
TMV RNAと混合しても PMTCを形成でき
ないことが知られていたが、遊離 130Kタン
パク質を TMV RNAと混合しても、当該領域
への結合は起きなかった。これに対し、130K
タンパク質のヘリカーゼドメインを欠失さ
せたMet-IR断片（130Kタンパク質の N末
端側約 2/3の領域に相当する）は、翻訳が完
了してからも TMV RNAの当該領域に結合
することができた。このことから、TMV RNA
への結合は、130Kタンパク質の合成途上、
Met-IR領域が完成し、かつ、ヘリカーゼド
メインが未完成の時に起き、完成した遊離
130Kタンパク質分子内ではヘリカーゼドメ
インがMet-IR領域の TMV RNAへの結合に
阻害的に働いていると考えられた。これらの
知見は、従来知られていた TMV 130Kタン
パク質の複製機能のシス嗜好性をうまく説
明するものであった。 
 130Kタンパク質あるいはMet-IR断片の
標的配列への結合により、TMV RNAの翻訳
が阻害されることを見出した。TMV RNAは、

複製タンパク質合成の際に翻訳鋳型として
働くとともに、RNA複製においてはマイナ
ス鎖 RNA合成の鋳型としても働く。翻訳に
おいては、TMV RNA上をリボソームが 5’
末端から 3’末端方向に移動し、マイナス鎖
RNA合成においては複製タンパク質（RNA
ポリメラーゼ）が 3’末端から 5’末端方向に移
動する。従って、両反応が同時に起きるとリ
ボソームと複製タンパク質が衝突し、破綻が
起きる。PMTC形成により翻訳が抑制される
ことにより、マイナス鎖 RNA合成が開始す
る前に TMV RNA上からリボソームが除去
され、この衝突が回避されているのではない
かと考えられた。 
さらに、Met-IRが結合するために必要な
標的 RNAの要件の解明を目指した。TMV 
RNA 5’ 末端 100ヌクレオチド (nt) に相当
する RNA (RNA1-100) とMet-IRを混合し、
マイクロコッカルヌクレアーゼで処理する
と、約 70 ntの RNA断片が保護された。
RNA1-100に 5’末端側から 22 ntあるいは 3’
末端側から 25 ntの欠失を導入しても約 70 
ntの断片が保護されたが、それ以上欠失を大
きくすると保護は見られなくなった。興味深
いことに、保護が観察された 5’あるいは 3’欠
失体の共通部分を含む RNA16-80では保護
は全く観察されなかった。複製タンパク質の
結合領域には ACA配列が繰り返し現れ、そ
のいくつかを他の配列に置換すると結合は
観察されなくなった。また、ブルーネイティ
ブポリアクリルアミドゲルを用いた解析に
より、RNA1-100とMet-IRの複合体の大き
さはおよそ 100万 Daと見積もられた。以上
を総合して、ある決まった数のMet-IR分子
が 70 ntにわたるACA配列に富むRNA領域
に結合したときに限って安定な複合体が形
成される可能性が考えられた。 
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