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研究成果の概要（和文）：毒性が異なる3種のキュウリモザイクウイルス（CMV）が感染した植物退緑組織における遺伝
子発現を網羅的に解析した．CMV株間で発現が質的に異なる遺伝子はなく，宿主遺伝子発現の量的差違がCMV株間の毒性
の違いに関係していると示された．発現量が減少していた遺伝子の多くは光合成関連遺伝子であり，これらの発現減少
が退緑の原因と考えられた．一方で，光合成関連遺伝子の発現を制御するシロイヌナズナ転写因子atGLKが恒常発現す
る組換え体は，野性型植物同様に，CMV感染により退緑症状を示して光合成関連遺伝子の発現量も減少した．したがっ
て，CMVによる退緑症状にはGLK経路は関与していないと考えられた．

研究成果の概要（英文）：We compared the transcriptomes of chlorotic tissues infected with three Cucumber m
osaic virus (CMV) strains with diverse chlorosis severity. CMV inoculation appeared to have similar effect
s on the transcriptional expression profiles, and only the magnitude of expression differed among the diff
erent CMVs. Gene ontology analysis revealed chloroplast- and photosynthesis-related genes (CPRGs) were dow
n-regulated in the chlorotic tissues. The level of CPRG down-regulation was correlated with the severity o
f chlorosis.
To elucidate the suggestion that the down-regulation of CPRGs caused chlorosis, transgenic tobacco that CP
RGs expression was up-regulated by introduction of the Arabidopsis GLK transcriptional factor was generate
d. When GLK-tobacco were inoculated with CMVs, chlorotic symptoms appeared. Amounts of CPRGs mRNA in infec
ted GLK-tobaccos were fewer than those of healthy tobacco, indicating that over-expression of atGLK hardly
 affected chlorosis expression.
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１．研究開始当初の背景 
（１）植物ウイルスが感染した植物では様々
な病徴が引き起こされ，農作物生産では減少
に至る．発病機構の解明は耐病性植物の創出
など応用研究にとって重要な基礎的知見と
なるが，ウイルス感染により植物の遺伝子発
現や代謝がなぜ変化するのか，また，どのよ
うに変化して発病するのか，その分子機構は
明らかではない．植物ウイルス感染による症
状は様々で在るが，モザイク病の退緑組織に
見られるクロロシスは代表的な症状の一つ
である．キュウリモザイクウイルス（CMV）
がタバコに感染すると明瞭なモザイク病を
引き起こすが，モザイク葉の退緑部における
発病メカニズムはほとんど明らかではない． 
 
（２）タバコに薄緑色退緑症状を引き起こす
CMV ペポ系統と毒性（退緑の程度）が異な
るペポ変異株を用いたこれまでの研究によ
り退緑組織では，①葉緑体中のチラコイド膜
が特異的に減少している，②核ゲノムにコー
ドされる光合成関連遺伝子の mRNA の蓄積
量が減少している，③光合成関連遺伝子
mRNAの蓄積量の減少程度と CMV変異株間
の毒性の違いに相関がある，ことが明らかに
なっていた．これらのことから，光合成関連
遺伝子の発現抑制がチラコイド膜の減少お
よびクロロシスの原因であると考えられた． 
 
（３）しかしながら，光合成以外の代謝に関
わる遺伝子の mRNA 蓄積量は減少していな
いのかについては明らかではなく，さらに，
光合成関連遺伝子の発現抑制がクロロシス
の原因であるかどうかについて実験的な検
証はなされていない．また，CMV 感染によ
りなぜ光合成関連遺伝子の発現抑制が起こ
るのか，その分子メカニズムは分かっていな
い．特に，ウイルス感染による退緑発現や光
合成関連遺伝子の発現制御には活性酸素種
が関わっているという報告があるが，CMV
感染タバコの退緑組織における活性酸素種
の蓄積は解析されていない． 
 
２．研究の目的 
	 本研究では，CMV 感染によるタバコの退
緑症状について，植物遺伝子の発現変化から
退緑症状の表現型に至一連の発病分子メカ
ニズムの解明を目指している．そのために，
以下の 3点を明らかにすることを目的に研究
を行った．すなわち，①CMV 感染したタバ
コの退緑組織における遺伝子発現変化を網
羅的に解析し，その発現プロファイルを毒性
の異なる CMV 株間で比較してクロロシスに
関連の深い植物遺伝子を明らかにする，②光
合成関連遺伝子の発現量が増加した組換え
タバコを作出し，CMV 感染により発病する
かどうかを明らかにする，③光合成関連遺伝
子の発現制御に関わる活性酸素種の蓄積を
明らかにする． 
 

３．研究の方法 
（１）CMV 変異株が感染したタバコの退緑
組織におけるトランスクリプトーム解析 
	 毒性が異なる 3種の CMV株（ペポ，129A，
および 129Q，図 1）が感染したタバコ葉の退
緑組織，および CMV 非接種の健全タバコの
葉組織のトランスクリプトーム解析をタバ
コマイクロアレイ（アジレント社，約 4 万 4
千個の遺伝子の発現量を解析できる）を用い
て行った．CMV 感染組織において発現量が
健全組織よりも 2倍以上増加あるいは減少し
ている遺伝子を同定し，さらに，同定された
発現変動遺伝子を遺伝子データベースと照
合して遺伝子オントロジー解析を行い，生物
学的機能および細胞内局在性と関連付けて
分類した． 
 

図 1	 3種の CMVが感染したタバコの病徴 
 
（２）atGLK遺伝子が過剰発現する組換えタ
バコにおける CMV 感染による退緑症状発病
の解析 
	 光合成関連遺伝子（集光タンパク質やクロ
ロフィル合成酵素等）の発現を誘導するシロ
イ ヌ ナ ズ ナ の 転 写 因 子 golden-2 
like transcription factor（atGLK）が過剰発現す
る組換えタバコ（GLKタバコ）を，植物形質
転換用高発現ベクター（pRI 101 AN，タカラ
バイオ）を用いて作出した．各種光合成関連
遺伝子の発現量が非組換え体より増加して
いるGLKタバコを 2ライン選抜して CMV変
異株を接種し，その後の病徴発現を観察した．
さらに，CMVを接種した GLKタバコにおけ
る各種光合成関連遺伝子の発現量をノーザ
ン法により解析した． 
 
（３）CMV 感染タバコにおける活性酸素種
の蓄積の解析 
	 CMV 感染による活性酸素種の蓄積が退緑
症状に関係しているのかを明らかにするた
めに，各 CMV 変異株が感染して退緑症状を
引き起こしたタバコ組織における活性酸素
種（過酸化水素とスーパーオキシドアニオン）



の蓄積を検出した．それぞれの活性酸素種の
蓄積は DABおよび NBT染色により行った． 
 
４．研究成果 
（１）退緑の激しさがことなる 3 種の CMV
変異株（薄緑色クロロシスを引き起こすペポ
と 129A，白色クロロシスを引き起こす 129Q，
図 1）を用いて退緑組織におけるトランスク
リプトーム解析を行った．健全タバコ組織と
比較して発現量が 2倍以上増減している遺伝
子を CMV 株間で比較したところ，全ての
CMV 株で共通して増加あるいは減少してい
た遺伝子はそれぞれ 1056 個と 316 個であっ
た（図 2）．CMV 株間では発現が質的に異な
る遺伝子（つまり，ペポでは増加しているが
129A では減少している遺伝子）はなく，発
現量増減の量的違いのみが認められた．この
ことは，毒性が異なる CMV 株間でもタバコ
の応答機構が類似していること，CMV 株間
の毒性の違いは，退緑組織におけるタバコ遺
伝子発現の量的差異が関係していることを
示している． 

 
図 2	 CMV 株特異的に，あるいは，全 CMV
株に共通して発現量が変化するタバコ遺伝
子の数．a: 健全と比べて発現量が 2倍以上増
加していた遺伝子の数．b: 健全と比べて発現
量が 2分の 1以下に減少していた遺伝子の数． 
 
	 細胞内局在性により分類した遺伝子オン

トロジー解析の結果（図 3），発現量が増加し
ている遺伝子では核局在性タンパク質をコ
ードしている遺伝子が最も多く（約 30%）つ
いで，細胞質局在タンパク質，葉緑体局在タ
ンパク質，細胞膜局在タンパク質をコードし
ている遺伝子（約 18%-10%）であった．発現
量が減少している遺伝子では葉緑体局在タ
ンパク質をコードする遺伝子が最も多く（約
35%），次いで核局在タンパク質遺伝子（約
20%）であった． 

図 3	 全ての CMV に共通して発現量が増加
（上）あるいは減少（下）していた遺伝子の
オントロジー解析による分類．各遺伝子はコ
ードするタンパク質の細胞内局在性により
分類した． 
 
	 生物学的機能で分類した場合（表 1），発現
量が増加していた遺伝子の多くは非生物的
ストレス（高温，低温，カドミウム，塩等）
応答に関与する遺伝子であった．これら遺伝
子の発現量に CMV 株間で差は見られず，ウ
イルスの毒性に関係なく CMV 感染に共通す
るストレス応答であると考えられた．一方で，
発現量が減少していた遺伝子には光合成の
機能に関連する遺伝子が多く含まれていた．
光合成関連遺伝子の発現量は全ての CMV 感
染退緑組織で減少していたがその減少程度
には CMV株間で差が見られ，129Qが感染し
た白色クロロシス組織において最も減少し
ていた． 
	 植物のクロロシスと関連が深いと考えら
れている抗酸化遺伝子では，129Q が感染し
た白色クロロシス組織においてのみカタラ
ーゼとスーパーオキシドジムスターゼの発
現量が増加していた．これらの遺伝子の発現
量増加は 129Q 感染による激しいクロロシス
により引き起こされたものと考えられた．ペ

annotated with the cellular component and biological process
aspects of GO terms, respectively. Figure 4 shows the number of
identical DEGs in all three CMV samples that were annotated with
cellular component terms. The top 12 biological process terms in
the identical up- or down-regulated DEGs in all three CMV
samples are shown in Table 1. The numbers of individual and
identical DEGs that were annotated with biological process terms
in the CMV samples are shown in Tables S7 and S8, respectively
(see Supporting Information).

Among the up-regulated identical DEGs with cellular compo-
nent terms (Fig. 4a), approximately 30% were associated with the
nucleus. The cytoplasm- and plasma membrane-associated genes
comprised approximately 10% of all identical DEGs, and the
chloroplast- and extracellular region-associated genes comprised

approximately 7%. Statistical analysis showed that the expression
of genes annotated with 10 cellular component terms was
enriched (Fig. 4a, asterisks). Classification of the up-regulated
identical DEGs using the biological process terms (Tables 1 and S8)
showed that many of the genes involved in the responses
to abiotic, biotic and oxidation/toxin stresses, protein pho-
sphorylation and transcriptional regulation were up-regulated.
Approximately 35% of the down-regulated identical DEGs with
cellular component terms (Fig. 4b) were associated with the chlo-
roplast. The nucleus- and plasma membrane-associated genes
comprised approximately 18% of the DEGs, and the extracellular
region-associated genes comprised approximately 10% of the
identical DEGs. Down-regulation of the genes annotated with 11
cellular component terms was statistically enriched, and gene
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Fig. 2 (a, b) Number of specific and common
differentially expressed genes (DEGs) among
pepo, 129A and 129Q samples. Up-regulated
and down-regulated DEGS shown in (a) and
(b), respectively. (c, d) Hierarchical heat map of
up-regulated (c) and down-regulated (d)
identical DEGs in all three Cucumber mosaic
virus (CMV) samples show in (a) and (b),
respectively.
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ポや 129A が感染した薄緑色クロロシス組織
では，抗酸化遺伝子の顕著な発現量増加は見
られなかった． 
 
表 1	 全ての CMV に共通して発現量が増加
あるいは減少していた遺伝子の生物学的機
能による分類．（上位 11の機能のみ提示） 

 
（２）GLKタバコに上記 3種の CMVを接種
したところ，非組換えタバコ同様の退緑症状
を引き起こし，モザイク病を示した．さらに，
GLK タバコの退緑組織における各種光合成
関連遺伝子の発現量は，非組換えタバコ同様
に，退緑の激しさと相関した発現量減少が認
められた．以上の結果から，atGLKの過剰発
現は CMV 感染による光合成関連遺伝子の発
現抑制には影響しないことが明らかになり，
GLKが制御する経路は CMV感染による退緑
症状の発現に関与していないと考えられた． 
 
（３）3 種の CMV が感染したタバコの退緑
組織における過酸化水素とスーパーオキシ
ドアニオンの蓄積を観察したところ，いずれ
の CMV 感染退緑組織においても活性酸素種
の蓄積は認められなかった． 
	 トランスクリプトーム解析により，ペポと
129A が感染した薄緑色クロロシス組織では
抗酸化遺伝子の発現量は増加していないこ
とが示されていることから，薄緑色クロロシ
ス組織では活性酸素種は生成されていない，
あるいは，通常発現量の抗酸化遺伝子により
ほとんどが消去されてる，の二つの可能性が
考えられた．また，129Q が感染した白色ク
ロロシス組織においては，過酸化水素を消去
するカタラーゼとスーパーオキシドアニオ
ンを消去するスーパーオキシドジムスター

ゼの発現量が増加していたことから，激しい
クロロシスにより活性酸素種が生成されて
も，抗酸化遺伝子の発現量増加によりほぼ完
全に消去されているものと考えられた． 
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生物学的機能 遺伝子の数 

発現量が増加していた遺伝子  

カドミウムに対する応答 17 

低温に対する応答 17 

高温に対する応答 17 

塩ストレスに対する応答 17 

タンパク質のリン酸化 15 

アブシジン酸刺激に対する応答 15 

DNA に依存した転写の制御 14 

酸化還元反応 13 

代謝反応 11 

タンパク質分解 11 

ユビキチン経路によるタンパク質分解 11 

発現量が減少していた遺伝子  

タンパク質のリン酸化 10 

エチレン刺激に対する応答 9 

光合成 5 

ペプチジルシステインのニトロシル化 4 

細菌に対する防御応答 3 

胚発生（種子の休眠を終わらせる） 3 

脂質の輸送 3 

光阻害 3 

光化学系 II における電子伝達 3 

DNA に依存した転写の制御 3 

種子の発達 3 


