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研究成果の概要（和文）：リンドウの栽培では、リンドウこぶ症（茎や根で腫瘍状組織が形成される病気）が問題とな
っている。本研究では、リンドウこぶ症関連ウイルスがコードする、こぶ症様の症状を誘導するタンパク質GK32の作用
機構の解明を目指した。遺伝子発現解析から、GK32タンパク質が木部分化の制御経路を活性化することを示唆する結果
を得た。また、蛍光タンパク質融合GK32タンパク質が、核内で顆粒状の構造をとり、核小体に局在するNucleolinや、m
RNAスプライシング関連因子群と共局在することを示した。酵母ツーハイブリッド法を用い、GK32タンパク質と結合す
るタンパク質の候補を複数（リボソームタンパク質など）単離した。

研究成果の概要（英文）：Kobu-sho is a syndrome that causes tumorous or hyperplastic disorders on stems, 
nodes and roots of gentians. Previously, I identified GK32 gene fragment inducing Kobu-sho-like symptom 
from Gentian Kobu-sho-associated virus genome. In this study, I aimed to elucidate the mechanism that 
GK32 protein induced Kobu-sho disease. Gene expression analysis suggested that expression of GK32 gene 
fragment activated the signaling pathway regulating xylem development. I showed that GK32 protein tagged 
with yellow fluorescent protein formed many speckles or plate-like structures in the nucleus. GK32 
co-localized with Nucleolin (protein localized in nucleolus) and several mRNA splicing factors. I 
isolated GK32-interacting proteins including many ribosomal proteins using yeast two-hybrid screening.

研究分野： 植物ウイルス学

キーワード： 植物ウイルス　木部　木質細胞　形態形成　二次細胞壁　病徴
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１．研究開始当初の背景 
リンドウは仏花を中心に利用されるが、その
栽培においてリンドウこぶ症による被害が
甚大となっている。こぶ症発症個体は茎皮層
における木質細胞の異常分化や、節・根の腫
瘍などのユニークな病徴を現す。約 30 年間
原因となる病原体は不明であったが、私たち
は独自の診断技術（図書[1]）を利用して、こ
ぶ症個体が新奇なウイルスに感染している
ことを発見し、リンドウこぶ症関連ウイルス
（GKaV）と名付けた（発表論文[5]・[7]）。 
 これまでに、こぶ症を引き起こす GKaV の
因子を探索し、Nicotiana benthamiana におい
て、こぶ症と類似した茎皮層における木質細
胞の異常分化を誘導する遺伝子断片 GK32 を
発見した。また、興味深いことに、GK32 タ
ンパク質を発現させると、葉裏面の葉脈に沿
った葉状組織の新生などの大規模な発生異
常が見られた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、GK32 タンパク質が、こぶ症の
症状、具体的には木質細胞の異常分化を誘導
する機構の解明に取り組んだ。 
 
３．研究の方法 
（１）GK32 遺伝子断片発現時の表現型観察 
リンドウで GK32 タンパク質がこぶ症様の病
徴を誘導することを証明するため、GK32 タ
ンパク質を発現する形質転換体を作成し、表
現型を観察した。また、解析基盤を構築する
ため、薬剤（デキサメタゾン,DEX）誘導性プ
ロモーターで GK32 遺伝子断片の発現を制御
した（DEX::GK32）、N. benthamiana およびシ
ロイヌナズナの形質転換体を作成した。 
 
（２）GK32 遺伝子断片発現時における宿主
の遺伝子発現変化 
シロイヌナズナの DEX::GK32 形質転換体を
利用し、DEX 処理後の経時的なトランスクリ
プトーム解析を行った。顕著な発現変化が見
られた特定の遺伝子群に関して、定量 PCR 解
析で、その発現変化を再解析した。 
 
（３）GK32 タンパク質の細胞内局在解析 
蛍光タンパク質YFPと融合させたGK32タン
パ ク 質 を 、 Agro-infiltration 法 に よ り 、
N.benthamiana の葉組織で一過的に発現させ、
共焦点レーザー顕微鏡を用いて、その細胞内
局在を解析した。 
 
（４）GK32 タンパク質が相互作用する宿主
因子の探索 
GK32 タンパク質と相互作用する宿主タンパ
ク質を、酵母ツーハイブリッド法で探索した。 
 
（５）GK32 遺伝子断片発現による形態異常
に関与する因子・経路の探索 
シロイヌナズナの DEX::GK32 形質転換体は、
DEX 処理依存的に顕著な形態異常を示す。こ

の形質転換体に EMS 処理により変異を導入
し、形態異常が消失する復帰変異体を探索し
た。得られた変異体の M3 世代を利用し、全
ゲノムシーケンスをもとにした MutMap+解
析により、原因候補遺伝子を絞り込んだ。 
 
４．研究成果 
（１）GK32 遺伝子断片発現時の表現型観察 
リンドウにおいて、Nos プロモーターを用い
て、植物体全体で GK32 遺伝子断片を発現す
る形質転換体を作成したところ、独立した 4
系統で、腫瘍状の組織が観察された。また、
師部特異的プロモーターである rolC プロモ
ーターで発現を制御した形質転換体を作成
したところ、独立した 4 系統で、葉裏面の葉
脈に沿って葉状組織の新生が見られた。 
 N.benthamiana およびシロイヌナズナの
DEX::GK32 形質転換体を作成したところ、い
ずれも独立した 4 つ以上の系統で、DEX 処理
依存的に、顕著な形態異常が観察された。 
 
（２）GK32 遺伝子断片発現時における宿主
の遺伝子発現変化 
シロイヌナズナの DEX::GK32 形質転換体の
発芽後1週間の実生に対して、DEXを処理し、
4、8、12 時間、1、2、3、5、7 週後の個体か
らトータル RNA を抽出し、マイクロアレイ
によるトランスクリプトーム解析および定
量 PCR 解析をした。その結果、DEX 処理後 4
時間から、オーキシンやブラシノステロイド
経路が活性化し、サイトカイニン経路が抑制
されることを示す結果を得た。これは、維管
束において、前形成層から木部の管状要素が
分化する際の状態に類似している。さらに、
木部などにおける二次細胞壁形成のマスタ
ー制御因子のうち、VND5 および NST2 の発
現が顕著に誘導されることを明らかにした。
以上の結果は, シロイヌナズナにおいて、 
GK32 遺伝子断片の発現は、木部の分化を制
御するシグナル伝達系を活性化することを
示唆する。 
 
（３）GK32 タンパク質の細胞内局在解析 
N. benthamiana の 葉 組 織 に お い て 、
Agro-infiltration 法で、YFP 融合 GK32 タンパ
ク質を一過的に発現させ、共焦点レーザー顕
微鏡でその細胞内局在を調べた。その結果、
核内で顆粒状や板状の構造体を形成するこ
とが分かった。核内のどこに局在するかを調
べるため、 mCherry で標識した核小体
（Nucleolin）、Cajal body（Coilin・SmB・SmD3）、
Nuclear Speckle（SR タンパク質[SC35・SR34・
RS2Z33]）に局在するシロイヌナズナのタン
パク質と、YFP 融合 GK32 タンパク質の局在
を比較した。その結果、GK32 タンパク質は
Nucleolin と共局在し、核小体に局在すること
がわかった。また SmB・SmD3 と共局在し、
Coilin とは共局在しなかった。SmB・SmD3
はスプライソソームの構成因子であるが、
GK32 はその他のスプライソソーム構成因子



U1-70K・U2B"とも共局在した。スプライソ
ソームは、その成熟過程において、構成因子
が Cajal body に蓄積し、その後 Nuclear speckle
にリクルートされ、mRNA スプライシングに
利用される。そこで、Cajal body には蓄積せ
ず、Nuclear speckle に蓄積する SR タンパク質
（SC35・SR34・RS2Z33）の局在と比較した
ところ、いずれとも共局在しなかった。今後
は、共局在した因子との相互作用についても
検証する。また、上記の局在パターンは、small 
RNA の生合成に関与する複合体の局在と共
通する部分もあるため、それら因子との局在
も比較する。また、これらの結果を受け、核
タンパク質に絞り、相互作用する因子の探索
を生化学的に進めている。 
 
（４）GK32 タンパク質が相互作用する宿主
因子の探索 
GK32 タンパク質と相互作用する宿主因子を, 
酵母ツーハイブリッド法で探索した。Bait と
して GK32 タンパク質、Prey として Nicotiana 
benthamiana cDNA ライブラリーを用いた。栄
養要求性レポーター(ADE2, HIS3)と青白選択
(α-galactosidase)で選抜した結果、リボソーム
タンパク質（28 種類）をはじめとした 51 種
類の候補遺伝子を得た。現在、各遺伝子の完
全長 ORF を用いた、二次解析を行っており、
完全長でも相互作用が検出される遺伝子を
複数同定している。今後は、植物細胞内での
相互作用や、GK32 タンパク質が誘導する木
質細胞の異常分化・形態異常に関与するかを
明らかにする。 
 
（５）GK32 遺伝子断片発現による形態異常
に関与する因子・経路の探索 
シロイヌナズナの DEX::GK32 形質転換体に
EMS 処理で変異を導入し、形態異常が消失す
る復帰変異体を探索した。現在までに独立し
た 5 系統の復帰変異体を得た。ひとつの系統
に関して、原因遺伝子がヘテロとなっている
M2 世代を得て、その M3 世代において、野
生型および復帰変異型の DNA をそれぞれバ
ルクにし、全ゲノムシーケンスをした。その
シーケンスデータをもとに、MutMap+解析に
より復帰変異体特異的に存在する一塩基置
換（SNP）を検出し、統計的に有意な 3 つの
候補遺伝子まで絞り込んだ。今後は、スクリ
ーニングの継続、および得られた復帰変異体
の原因遺伝子の同定に取り組む。 
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