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研究成果の概要（和文）：タバコのカルモジュリン様タンパク質rgs-CaMが免疫受容体として多くのウイルスが持つ毒
性因子であるRNAサイレンシング抑制タンパク質とカルシウム流入を感知してサリチル酸シグナリングを誘導すること
を新たに明らかにした。また、以前の研究で見出したrgs-CaMがウイルスのRNAサイレンシング抑制タンパク質をオート
ファジーによる分解に導く機能が、サリチル酸シグナリングにより活性化することも明らかにできた。そしてこれらの
機能が、全身獲得抵抗性と呼ばれる植物のワクチン効果様の現象におけるウイルスに対する抵抗性増強の一翼を担って
いることを示した。

研究成果の概要（英文）：Tobacco calmodulin-like protein rss-CaM is shown to be an immune receptor to 
induce salicylic acid signaling via perception of viral RNA silencing suppressor and calcium influx as 
virus infection cues. We have previously revealed that rgs-CaM enforces antiviral RNA silencing by 
binding to and directing degradation of RNA silencing suppressors via autophagy. Here, we show the 
activation of this antiviral function of rgs-CaM by salicylic acid signaling. Our results suggest that 
these rgs-CaM functions contribute to systemic acquired resistance against virus.

研究分野：植物－ウイルス相互作用・植物自然免疫

キーワード： 免疫受容体　カルモジュリン様タンパク質　RNAサイレンシング　全身獲得抵抗性　サリチル酸シグナリ
ング　植物ウイルス　RNAサイレンシング抑制タンパク質
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
動植物は病原微生物に対して的確に防御機
構を働かせて身を守るために、病原微生物の
侵入を認識するためのさまざまな仕組みを
備えている。我々は以前、タバコのカルシウ
ム結合タンパク質の一つである、カルモジュ
リン様タンパク質rgs-CaMが植物ウイルスの
多くが持つ毒性因子であるRNAサイレンシン
グ 抑 制 タ ン パ ク 質 (RNA silencing 
suppressor、RSS)に結合してオートファジー
による分解に導くことでウイルスの毒性を
弱めていることを明らかにした。その後の研
究で、rgs-CaM はそれとは別に病原ウイルス
の侵入も感知し防御機構を誘導するセンサ
ー(受容体)としても働いている可能性を見
出した。 
 
２．研究の目的 
rgs-CaM がどのようにしてウイルスの侵入を
感知するのか、また、それが植物のウイルス
免疫にどのように貢献しているのか明らか
にするために研究を行った。 
 
３．研究の方法 
(1)研究に用いた植物材料・ウイルス 
植物材料：35S プロモーターを用いて以前に
作製した rgs-CaM 過剰発現形質転換タバコ、
rgs-CaM ノックダウン形質転換タバコ、ウイ
ルス RSS[キュウリモザイクウイルス(CMV)の
2b とクローバ葉脈黄化ウイルスの(HC-Pro)]
発現形質転換タバコ、CMV の外皮タンパク質
(CP)発現形質転換タバコ、NahG 発現形質転換
タバコ及び野生タバコ(BY)、タバコ培養細胞
(BY2)、2b 発現形質転換 BY2 を使用した。ウ
イルスは、CMV 黄化系統に加え、２b を欠損
した CMV2b、ジャガイモ X ウイルス(PVX)及
び、それを改変して外来遺伝子を発現できる
ベクター化したウイルスを主に実験に使用
した。 
(2)方法 
ウイルス侵入をrgs-CaMがどのように認識し
て免疫反応を誘導しているのか上記植物材
料・ウイルスを用いて遺伝学・分子生物学的
に検証を進めた。遺伝子やタンパク質の発現、
ウイルスの感染・増殖はウェスタンブロッテ
ィング、ノーザンブロッティング、リアルタ
イム PCR などにより調べた。また、緑色蛍光
タンパク質(GFP)の検出には、蛍光顕微鏡も
併用して検出し検証を進めた。 
 
４．研究成果 
(1)rgs-CaM を過剰また異所発現させると免
疫反応及び免疫シグナルを誘導する 
カリフラワーモザイクウイルス由来の35Sプ
ロモーターの制御下でrgs-CaMを恒常的に過
剰発現する形質転換タバコを作製したとこ
ろ、10 系統中 2系統で矮化し、全身の葉でえ
そがまだらに観察された。その部位でエバン
スブルー染色により細胞死が確認され
H2DCFDA を用いて活性酸素種の生成が確認さ

れた。また、病原性関連タンパク質 PR1 の発
現が誘導されていた。PR1 はウイルスを含む
生体栄養性病原体、すなわち生きた細胞に感
染する病原体に対する防御に関わるサリチ
ル酸シグナリングの指標遺伝子であり、2 系
統では、サリチル酸シグナリングが誘導され
ていることが示唆された。rgs-CaM を発現す
る PVX ベクターを接種したところ、外来遺伝
子を発現しないPVXベクターの接種では生じ
ないえそ斑(細胞死)を形成した。また、35S
プロモーターの下流にrgs-CaM遺伝子を組み
込んだ発現カセットを野生タバコから調整
したプロトプラストに導入したところ、死細
胞が有意に増加し、また、活性酸素の生成も
確認された。これら一連の証拠から rgs-CaM
を過剰もしくは異所発現すると細胞死、活性
酸素の生成などの免疫反応とサリチル酸シ
グナリングが誘導されると結論した。 
 
(2)rgs-CaMは免疫受容体としてウイルスRSS
とカルシウムを同時に感知した時にサリチ
ル酸を介した免疫シグナリングを誘導する 
①内生の rgs-CaM が免疫反応･免疫シグナリ
ングの誘導に関わる可能性 
 上記のように人為的にrgs-CaMを過剰もし
くは異所発現すると免疫反応・免疫シグナリ
ングが誘導されることから、内生の rgs-CaM
もこれらの免疫応答に関わっている可能性
が考えられる。rgs-CaM は、これまでウイル
スとの相互作用について我々の研究も含め
いくつか報告があることから、ウイルス感染
に対する免疫応答に関わっている可能性が
高いと考え検証した。CMV を野生タバコと
rgs-CaM ノックダウンタバコに接種したとこ
ろ、野生タバコの接種葉では、PR1 の発現が
誘導されていたが、それ発現誘導レベルは
rgs-CaM ノックダウンタバコで有意に低下し
ていた。これらの結果は、rgs-CaM が CMV の
たばこへの侵入・感染を感知して免疫反応・
サリチル酸シグナリングを誘導する受容体
として働いている可能性を示唆してる。そし
て、接種タバコの上位葉では、感染 CMV が移
行･増殖しているにも関わらず PR1 は誘導さ
れなかった。さらに、RSS である 2b を欠損し
た CMV2b を接種した場合、野生型 CMV と同
程度に感染増殖しているにも関わらず野生
タバコの接種葉におけるPR1の誘導は検出さ
れなかった。背景で記述したように rgs-CaM
が 2b を含むウイルス RSS に結合すること、
EF ハンドモチーフを持つことから、カルシウ
ムと結合して細胞内のカルシウムシグナル
を受容・伝達しているのではないかと考えら
れることと合わせて、上記の結果から、我々
は rgs-CaM が CMV 感染を感知する分子メカニ
ズムについて以下のような作業仮説を立て
た。 
 すなわちrgs-CaMはウイルスが感染細胞で
発現する RSS だけでなく、接種に伴う傷によ
るカルシウム流入を EF ハンドモチーフを介
して同時に感知した時にサリチル酸シグナ



リングを誘導するのではないかという作業
仮説である。この場合、CMV 接種葉ではサリ
チル酸シグナリングが誘導されるが、CMV が
移行・感染しても傷によるカルシウム流入の
ない接種個体の上葉やCMV2bの接種葉では、
どちらかが欠けているためサリチル酸シグ
ナリングが誘導されなかったのではないか
と考えることができる。 
②ウイルスRSSの発現細胞にカルシウム流入
を起こすとサリチル酸シグナリングが誘導
される 
 上記作業仮説の検証を行うために 2b 及び
HC-Pro、CMV CP発現形質転換タバコを用いた。
サリチル酸シグナリングの誘導に、ウイルス
RSS とカルシウム流入が必要十分なのか検証
するためである。初めに、これら形質転換タ
バコ及び野生タバコを普通に生育後、何も手
を加えない状態でPR1が誘導されているか調
べたところ、予想通り、PR1 の誘導は検出さ
れなかった。そこで、数百本の虫ピンをゴム
で束ねて葉を穿孔して傷つけ翌日にPR1の発
現をノーザンブロッティングで調べたとこ
ろ、2b と HC-Pro を発現する形質転換タバコ
で著しい PR1 の誘導が検出された。一方、野
生タバコや CP 発現タバコでは PR1 はほとん
ど誘導されていなかった。しかしながら、穿
孔による傷では、カルシウム流入だけでなく、
例えば、活性酸素種の生成など、様々な反応
が誘発されることから、RSS 発現タバコにお
けるサリチル酸シグナリングの誘導がカル
シウム流入によるのか確かめるために、抗生
物質の一つカルシウムイオのフォア A23187
を用いることにした。傷の代わりに A23187
をタバコ葉に針なしのシリンジで浸潤して
PR1 の発現を調べたところ、傷と同様の発現
パターンを示した。さらに、RNA 依存 RNA ポ
リメラーゼ遺伝子(RDR1)の発現誘導につい
ても PR1 とほぼ同様であった。RDR1 もサリチ
ル酸シグナリングの指標遺伝子である。また、
A23187 と同時にキレート剤 EGTA を葉に浸潤
してイオのフォアによるカルシウム流入を
抑えた場合には、PR1 の発現誘導が見られな
くなった。これらの結果から、サリチル酸シ
グナリングの誘導にはウイルスRSSとカルシ
ウム流入が必要十分であると結論した。 
③RSS とカルシウム流入によるサリチル酸シ
グナリングの誘導は rgs-CaM に依存する 
 RSS 発現タバコ葉に A23187 を浸潤すると
PR1 や RDR1 だけでなく、rgs-CaM の発現も野
生タバコや CP 発現タバコ葉に比べて有意に
上昇した。この結果は、作業仮説通り、サリ
チル酸シグナリングがrgs-CaMを介して誘導
されている可能性が考えられ、これを PVX ベ
クターを用いたウイルス誘導型RNAサイレン
シング(VIGS)により rgs-CaMの発現を抑制し
て検証した。rgs-CaM を VIGS する PVX ベクタ
ーが感染したRSS発現形質転換タバコ葉では、
実際にrgs-CaMの発現が抑えられることを確
認した。この状態の葉に A23187 を浸潤した
ところ、PR1 の誘導が検出されなかった。野

生型の PVXが感染した RSS発現形質転換タバ
コでは PR1 の発現は誘導されたことから、こ
のサリチル酸シグナルの誘導はrgs-CaMに依
存することが示唆された。 
 以上①②③の一連の証拠から、rgs-CaM は
免疫受容体としてウイルスRSSとカルシュウ
ム流入をウイルス感染の指標として認識し
サリチル酸シグナリングを誘導すると結論
した（下図）。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) rgs-CaM は全身獲得抵抗性における CMV
に対する抵抗性増強を担っている 
 rgs-CaM がウイルス感染を感知してサリチ
ル酸シグナリングを誘導することは実際ウ
イルス防御に貢献するのであろうか？ウイ
ルス接種試験を重ねた結果、rgs-CaM が全身
獲得抵抗性に関わることが分かった。全身獲
得抵抗性とは動物のワクチン効果に似た現
象で、一度、ある病原体の感染を経験すると
それ以降の二次感染に抵抗性が増強する現
象で、ワクチン効果と違って全身獲得抵抗性
では、病原体の特異性がなく、一次感染した
病原体以外の広範囲の病原体の二次感染に
対して抵抗性が増強する。この全身獲得抵抗
性の誘導にはサリチル酸シグナリングが必
須であることが知られている。実際、病原体
の一次感染の代わりにサリチル酸もしくは
その類似物、BTH などを外から与えることに
よっても全身獲得抵抗性は誘導される。以下
に、rgs-CaM が全身獲得抵抗性に関わること
が示された実験結果について説明する。 
 上記(2)①の CMV 接種試験は全身獲得抵抗
性が誘導されていない播種後4週間の野生タ
バコとrgs-CaMノックダウンタバコに行った
とみなすことができる。この時、CMV の CP お
よびゲノムRNAの蓄積量を比較すると両タバ
コでそれらの蓄積量に有意な差は見られな
かった。これは、rgs-CaM が CMV の感染を感
知してサリチル酸シグナリングを誘導して
も、それが有効に感染・増殖を抑えるように
は働いていないと解釈される。しかしながら、
播種後７週間生育したタバコにCMVを接種し
た場合、rgs-CaM ノックダウンタバコで上葉
での黄化病徴の発現が早く現れたことから、
播種後７週間のタバコでは、rgs-CaM が CMV
の全身への移行増殖を阻害するように働い



ている可能性が考えられた。成長の進んだタ
バコでは徐々にサリチル酸が蓄積して、それ
がタバコモザイクウイルスの感染増殖の阻
害に働くことが報告されている。本試験でも
同様のサリチル酸蓄積が起きていたとした
らそれは、全身獲得抵抗性が誘導された植物
に近い状態と考えられる。そこで、rgs-CaM
の CMVに対する働きが全身獲得抵抗性の誘導
で変化するのか調べるために、人為的に、BTH
塗布によりサリチル酸シグナリングを誘導
して CMV を接種してみることにした。野生タ
バコに BTH処理後に CMVを接種すると BTH処
理をしない場合に比べ、CMV の感染・増殖が
著しく阻害された。これに対して、rgs-CaM
ノックダウンタバコでは野生タバコに比べ
てCMVの感染増殖の阻害の程度は弱く、特に、
上葉ではウイルスの蓄積や病徴の厳しさは
BTH 処理の有無であまり変わりがなかった。
これらの結果からrgs-CaMは普通に生育する
タバコではウイルス感染を阻害するように
は働かないが、全身獲得抵抗性が誘導された
タバコでは、CMV の感染を阻害するように機
能が相変化していると考えられた。 
(4) rgs-CaM の RNA サイレンシング抑制タン
パク質を分解に導く抗ウイルス機能はサリ
チル酸シグナリングにより活性化する 
全身獲得抵抗性の誘導によりrgs-CaMの機能
が相変化して、CMV の感染を阻害するとした
ら、それは rgs-CaM のどのような機能であろ
うか。rgs-CaM の機能としては、これまでに
３つの機能が報告されている:1)RNA サイレ
ンシングを抑制する機能、2)ウイルスの RNA
サイレンシング抑制タンパク質に結合して
オートファジーによる分解に導く機能、3)本
研究で明らかにした免疫受容体としてRNAサ
イレンシング抑制タンパク質とカルシウム
流入を感知してウイルス感染を認識しサリ
チル酸シグナリングを誘導する機能。これら
の機能の中で、機能活性が変化することで
CMV の感染を阻害するように働く可能性が高
いのは 1)と 2)であるが、1)の RNA サイレン
シングを抑制する機能については、他の研究
グループが報告しているだけで、植物におい
てこの活性をrgs-CaMが持つことを我々は確
認できていない。そこで、2)のウイルス RSS
を分解に導く機能が全身獲得抵抗性の誘導、
つまり、サリチル酸シグナリングの誘導で活
性化される可能性を検討した。CMV の RSS で
ある 2b を恒常的に発現するタバコ BY2 培養
細胞の培養液中にBTHを加えて1時間後の2b
の蓄積を培養細胞の免疫染色により調べた。
その結果、BTH を加えた区では 2b の蓄積が全
く検出できなくなった。これが 2b の分解が
BTH により促進されたからなのか調べるため
にオートファジーの阻害剤である3MAやE64d
および液胞の分解活性を抑制する H+-ATPase 
の阻害剤、コンカナマイシン A を BTH と一
緒に加えたところ、3MA では変化がなかった
が、E64d とコンカナマイシン Aを BTH と一緒
に加えた区では、2b の蓄積が確認された。こ

れらの結果から、サリチル酸シグナリングの
誘導により BY2 細胞で発現する 2b の分解が
促進することが示された。HC-Pro 発現形質転
換タバコを用いた検証でも同様にサリチル
酸シグナリングにより HC-Pro の分解が促進
される証拠が得られた。従って、全身獲得抵
抗性の誘導されたタバコではrgs-CaMによる
ウイルスRSSを分解に導く機能が活性化する
ことで、CMV に対する RNA サイレンシングに
よる防御活性が強まりCMVの感染が阻害され
て抵抗性が増強しているのではないかと考
えられた。 
(5)結論・展望 
本研究で、rgs-CaM がウイルスの侵入・感染
を感知する免疫受容体として働くことを明
らかにした。これまでに、動植物で免疫受容
体として働く遺伝子は、ロイシンリッチリピ
ート領域を含む NB-LRR タンパク質もしくは
レセプター様タンパク質がほとんどで、カル
モジュリン様タンパク質が免疫受容体とし
て働く例はなく、意外な画期的成果である。
また、rgs-CaM が認識するのは毒性因子とし
てほとんどの植物ウイルスが持つRNAサイレ
ンシング抑制タンパク質であり、rgs-CaM が
広範囲のウイルス感染を感知している可能
性がある。また、rgs-CaM が誘導するサリチ
ル酸シグナリングが、自身のウイルス RSS を
分解に導く、抗ウイルス機能を活性化する仕
組みを明らかにし、これが全身獲得抵抗性の
抵抗性増強の一翼を担っていることを証明
できた。全身獲得抵抗性が誘導された植物で、
ウイルスの感染が阻害される仕組みはこれ
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果である。全身獲得抵抗性の分子メカニズム
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き本研究に取り組んでいくつもりである。 
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